
(57)【要約】
　本発明は、ネイティブ proBNPに特異的に結合する抗体、ネイティブ proBNPの特異的検出
方法、ネイティブ proBNPのレベルを心不全の診断に相関付ける方法、ネイティブ proBNPの
検出用キットおよびネイティブ proBNPに対する抗体を産生するハイブリドーマ細胞株に関
する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 患 者 試 料 に お い て 測 定 し た proBNPの 値 に 関 し て 、 少 な く と も r=0.95ま た は そ れ よ り 大 き
い r値 で MAB10.4.63と 相 関 す る 抗 体 で あ る 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 1記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 MAB10.4.63に よ り 産 生 さ れ る 請 求 項
2記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 抗 体 が 単 離 さ れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 proBNPを 含 む こ と が 推 測 さ れ る か 、 ま た は 分 か っ て い る 試 料 と 、 請 求 項 １ ～ ４ い ず れ か
記 載 の ネ イ テ ィ ブ proBNPと を ネ イ テ ィ ブ proBNP-ネ イ テ ィ ブ proBNPに 対 す る 抗 体 の 形 成 が
可 能 な 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び 形 成 さ れ た 複 合 体 を 検 出 す る 工 程 を 含 む 、 ネ イ テ
ィ ブ proBNPの 特 異 的 検 出 の た め の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 検 出 が 競 合 免 疫 分 析 に よ り 行 わ れ る 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 検 出 が 、 サ ン ド イ ッ チ 免 疫 分 析 に よ り 行 わ れ 、 proBNPに 対 す る 第 ２ の 抗 体 が ま た 使
用 さ れ 、 該 proBNPに 対 す る 第 ２ の 抗 体 お よ び ネ イ テ ィ ブ proBNPに 対 す る 抗 体 の 両 方 が ネ イ
テ ィ ブ proBNPに 結 合 し 、 そ れ に よ り 第 ２ の 抗 proBNP抗 体 -ネ イ テ ィ ブ proBNP-抗 ネ イ テ ィ ブ
proBNP抗 体 複 合 体 を 形 成 す る 、 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ネ イ テ ィ ブ proBNPの 特 異 的 検 出 、 お よ び ネ イ テ ィ ブ proBNPの レ ベ ル を 心 不 全 に 相 関 付 け
る 工 程 を 含 む 、 心 不 全 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ い ず れ か 記 載 の 抗 体 、 お よ び ネ イ テ ィ ブ proBNPの 検 出 用 補 助 試 薬 を 含 有 し
て な る 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPの 測 定 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 DSMZに 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 MAB10.4.63。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ネ イ テ ィ ブ (native)proBNPと 称 す る ト ー タ ル (total)proBNPの 亜 集 団 に 特 異
的 に 結 合 す る 抗 体 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPの 特 異 的 検 出 方 法 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPレ ベ ル を 心 不
全 の 診 断 と 関 連 さ せ る 方 法 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPを 検 出 す る た め の キ ッ ト 、 お よ び ネ イ テ ィ
ブ proBNPに 対 す る 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 心 不 全 は 、 特 に 西 洋 で 広 範 囲 に 起 こ っ て い る 現 象 で あ る 。 ロ ッ シ ュ 医 学 辞 典 （ Urban＆ S
chwarzenberg、 1993） に よ る と 心 不 全 は 、 急 性 ま た は 慢 性 的 に 心 臓 が 、 運 動 中 や 安 静 時 で
さ え も 代 謝 に 必 要 な 血 流 を 作 る こ と が 不 可 能 で あ っ た り 、 ま た は 静 脈 還 流 （ 後 方 ま た は 前
方 心 不 全 ） を 確 実 に で き な か っ た り す る こ と で あ る 。 し た が っ て 心 臓 の ポ ン プ 機 能 は 弱 い
。 心 不 全 の 原 因 は と て も 複 雑 で あ る 。 と り わ け 、 こ こ で は 心 筋 の 炎 症 性 お よ び 変 性 性 変 化
、 冠 状 動 脈 の 還 流 不 全 、 冠 状 動 脈 の 梗 塞 や 傷 害 に つ い て 述 べ て い る 。 こ の こ と は 、 末 梢 血
流 の 変 化 、 呼 吸 器 系 、 腎 臓 機 能 な ら び に 電 解 質 代 謝 の 障 害 （ 浮 腫 ） お よ び 骨 格 の 筋 肉 系 の
能 力 減 少 に 結 び つ く 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ニ ュ ー ヨ ー ク 心 臓 協 会 （ NYHA） に よ る と 、 心 不 全 は 運 動 後 の 身 体 テ ス ト を 用 い た 次 の NY
HA分 類 に 分 け ら れ る 。 Iは 普 通 の 肉 体 運 動 後 に 全 く 痛 み が な い こ と 、 IIは 肉 体 限 界 を 少 し
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感 じ る こ と 、 IIIは 肉 体 限 界 を 強 く 感 じ る こ と 、 IVは 安 静 時 も ほ と ん ど の 時 間 に お い て 、
各 肉 体 活 動 で 機 能 不 全 の 症 状 が 増 加 す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 グ リ コ シ ド 類 、 降 圧 剤 、 ACE阻 害 剤 お よ び /ま た は β ブ ロ ッ カ ー に よ る 心 不 全 の 有 効 な 薬
物 治 療 に お い て は 、 ま ず 、 正 確 に か つ 正 し く 心 不 全 を 認 識 、 診 断 し 、 可 能 な ら 重 篤 性 の 程
度 の 違 い に よ っ て 分 類 し 、 治 療 過 程 を さ ら に モ ニ タ ー す る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 当 該 技 術 分 野 に お い て は 、 心 不 全 の 早 期 診 断 用 マ ー カ ー 候 補 と し て い く つ か の 血 漿 マ ー
カ ー が 検 討 さ れ て い る 。 例 え ば 、 ANP（ 心 房 性 ナ ト リ ウ ム 排 泄 増 加 性 ペ プ チ ド ホ ル モ ン ）
や proANP、 CNP（ C-ナ ト リ ウ ム 排 泄 増 加 性 ペ プ チ ド ） 、 ア ド レ ノ メ ジ ュ リ ン 、 神 経 性 ペ プ
チ ド Y、 上 皮 細 胞 お よ び BNP（ 脳 性 ナ ト リ ウ ム 排 泄 増 加 性 ペ プ チ ド ） で あ る 。 ANPお よ び pro
ANPは 理 論 的 に は 心 不 全 の 診 断 に 適 切 な マ ー カ ー で あ り 得 る 。 し か し な が ら 、 実 際 、 そ れ
ら は あ ま り 安 定 で は な い か 、 ま た は 血 液 中 で 短 い 半 減 期 し か 持 た ず 、 こ れ は 、 日 常 的 診 断
測 定 に 対 す る 重 大 な 欠 陥 を 表 す （ Buckley, M.G.ら 、 Clin. Sci. 95（ 1998） 235-239; Cle
land, J.G.ら 、 Heart 75（ 1996） 410-413） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 し ば し ば 引 き 合 い に 出 さ れ 、 お よ び 重 要 で あ る マ ー カ ー は BNP（ 脳 性 ナ ト リ ウ ム 排 泄 増
加 性 ペ プ チ ド ） で あ る 。 初 め は 、 BNPは ブ タ の 脳 で 確 認 さ れ た 。 BNPは 、 構 造 的 お よ び 機 能
的 に ANP（ 心 房 性 ナ ト リ ウ ム 排 泄 増 加 性 ペ プ チ ド ホ ル モ ン ） に 類 似 し た 心 臓 ホ ル モ ン で あ
る （ Sudoh, T.ら 、 Nature 332（ 1998） 78-81） 。 32ア ミ ノ 酸 か ら な る ヒ ト BNPは 主 に 心 臓
心 室 よ り 分 泌 さ れ 、 ヒ ト の 血 液 血 漿 で 循 環 す る 。 診 断 マ ー カ ー と し て の BNPの 使 用 は 、 例
え ば EP-A-0 542 255で 知 ら れ て い る 。 BNPは 分 子 内 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 有 し 、 あ ま り 安 定
な 被 検 物 で は な い 。 こ れ は 、 た ぶ ん 速 や か に 分 解 さ れ る ホ ル モ ン と し て の 生 理 的 機 能 に よ
る も の で あ ろ う 。 し た が っ て 、 診 断 マ ー カ ー と し て の 使 用 に は 、 試 料 収 集 お よ び 処 理 に お
い て 、 慎 重 お よ び 特 別 な 注 意 が 要 求 さ れ る （ Masuta, C.ら 、 Clin. Chem. 44（ 1998） 130
； Tsuji, T.ら 、 Clin. Chem. 40（ 1994） 672-673） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 BNPの 前 駆 体 分 子 、 す な わ ち proBNPは 108ア ミ ノ 酸 か ら な る 。 proBNPは 前 述 し た BNPと よ
ば れ る C末 端 32ア ミ ノ 酸 （ 77～ 108） お よ び N末 端 proBNP（ ま た は NT-proBNP） と よ ば れ る N
末 端 ア ミ ノ 酸 1～ 76に 開 裂 さ れ る 。 BNP、 N末 端 proBNP（ 1～ 76） お よ び 更 な る 分 解 産 物 （ Hu
nt, P.J.ら 、 Biochem. Biophys. Res. Com. 214（ 1995） 1175-1183） は 血 液 中 で 循 環 す る
。 血 漿 中 に 完 全 な 前 駆 体 分 子 （ proBNP 1～ 108） も 存 在 す る か ど う か は 、 完 全 に は 解 明 さ
れ て い な い 。 し か し な が ら 、 血 漿 中 で proBNP（ 1～ 108） の 低 い 放 出 は 検 出 で き る が 、 N末
端 で と て も 速 や か に 部 分 的 に 分 解 さ れ る た め 、 い く つ か の ア ミ ノ 酸 が 欠 損 し て い る と 述 べ
ら れ て い る （ Hunt, P.J.ら 、 Peptides, Vol. 18, No.10（ 1997） 1475-1481） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 当 該 技 術 分 野 で は 知 ら れ て い る が 、 N末 端 proBNP（ 1～ 76） は 心 不 全 の マ ー カ ー と 考 え ら
れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 WO 93/24531（ US 5,786,163） は N末 端 proBNPを 同 定 す る 免 疫 学 的 方 法 、 お よ び そ れ に 使
用 さ れ る 抗 体 が 記 載 さ れ て い る 。 WO 93/24531で は 、 N末 端 proBNP由 来 の 単 一 の ペ プ チ ド に
対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 産 生 さ れ る 。 産 生 さ れ た 抗 体 は 競 合 試 験 形 態 に お い て 免 疫 用
ペ プ チ ド （ 47～ 64ア ミ ノ 酸 ） に 結 合 す る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 WO 93/24531で 行 な わ れ た 競 合 試 験 で は 、 標 識 さ れ た 形 態 の ペ プ チ ド 47～ 64が 、 ト レ ー
サ ー と し て 、 ウ サ ギ 血 清 由 来 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 へ の 結 合 に 関 し て 、 試 料 中 proBNPも し
く は 未 標 識 の 標 準 ペ プ チ ド 47～ 64と 競 合 す る 。 48時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 中 程 度 の
競 合 に 達 し 、 約 250 fmol/mlの 検 出 下 限 が も た ら さ れ る 。 こ の 競 合 試 験 の 長 い イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン 時 間 は 、 自 動 化 さ れ た 研 究 所 で の 試 料 の 日 常 的 測 定 に は 不 向 き で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
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　 Hunt, P.J.ら 、 Clinical Endocrinology 47（ 1997） 287-296も ま た 、 N末 端 proBNPの 検
出 の た め の 競 合 試 験 を 述 べ て い る 。 こ の ア ッ セ イ で は 、 測 定 が 行 な わ れ る 前 に 、 血 漿 試 料
の 複 雑 な 抽 出 が 必 要 で あ り 、 こ の こ と に よ り 被 検 物 の 分 解 お よ び 間 違 っ た 測 定 に つ な が り
得 る 。 使 用 さ れ た 抗 血 清 は 、 合 成 ペ プ チ ド を 用 い た 免 疫 に よ っ て 、 WO 93/24531と 同 様 に
産 生 さ れ る 。 Huntら は 、 N末 端 proBNPア ミ ノ 酸 1～ 13お よ び 標 準 と し て 使 用 さ れ る ア ミ ノ 酸
1～ 21か ら な る ペ プ チ ド を 用 い た 免 疫 に よ っ て 、 抗 血 清 を 産 生 し て い る 。 こ の 試 験 に も ま
た 、 長 い イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 が 必 要 で あ る 。 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に 、 1.3 fm
ol/mlの 検 出 下 限 に 達 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 Ng, L.ら 、 WO 00/35951は Ｎ 末 端 proBNPを 診 断 す る た め の さ ら な る 方 法 を 述 べ て い る 。
こ の 方 法 は 、 ヒ ト proBNPの ア ミ ノ 酸 65～ 76に 相 当 す る 合 成 ペ プ チ ド に 対 し て 産 生 さ れ た 抗
体 の 使 用 に 基 づ い て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 Hughes, D.ら 、 Clin.Sci. 96（ 1999） 373-380は 、 N末 端 proBNPに つ い て 二 つ の 異 な る ア
ッ セ イ を 報 告 し て い る 。 第 一 の ア ッ セ イ で は 、 proBNPの ア ミ ノ 酸 65～ 76に 相 当 す る 合 成 ペ
プ チ ド を 含 む 免 疫 原 を 用 い て 産 生 さ れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 使 用 さ れ 、 一 方 、 第 二 の ア
ッ セ イ で は 、 類 似 し て い る が ア ミ ノ 酸 37～ 49に つ い て の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 産 生 さ れ た
。 Hughes, D.ら に よ り 作 製 さ れ た デ ー タ に よ る と 、 産 生 さ れ 、 お よ び proBNPの ア ミ ノ 酸 37
～ 49に 相 当 す る ペ プ チ ド と 反 応 性 が あ る 抗 体 は 、 イ ン タ ク ト な 内 因 性 proBNPと は 反 応 し な
い 。 こ れ に 基 づ い た ア ッ セ イ で は 、 正 常 な 対 照 か ら 左 心 房 の 機 能 障 害 を 持 つ 患 者 が 区 別 さ
れ な い 。 proBNP 65～ 76に 基 づ い た ア ッ セ イ で は 、 同 じ 患 者 群 は 明 ら か に 区 別 す る こ と が
出 来 た 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 Goetze, J.P.ら 、 Clin.Chem. 48（ 2002） 1035-1042は N末 端 proBNPの 最 も N末 端 側 の ア ミ
ノ 酸 （ 1～ 21） に つ い て の ア ッ セ イ を 述 べ て い る 。 彼 ら の ア ッ セ イ は 、 proBNPの 同 じ ア ミ
ノ 酸 （ 1～ 21） に 相 当 す る 合 成 ペ プ チ ド に 対 し て 産 生 さ れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 基 づ い
て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 Goetze, J.P.ら （ 前 出 ） の ア ッ セ イ は 、 試 料 お よ び 試 料 に 含 ま れ る 多 様 な proBNPの 完 全
消 化 を 必 要 と す る 。 こ の ア ッ セ イ も ま た 、 非 特 異 的 結 合 の 減 少 に 有 用 で あ っ た と 述 べ ら れ
て い る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 Karl, J.ら 、 WO 00/45176は 、 初 め て N末 端 proBNPに 敏 感 お よ び 迅 速 な 検 出 が サ ン ド イ ッ
チ 免 疫 学 的 測 定 方 法 で 可 能 で あ る と 示 し て い る 。 WO 00/45176で 述 べ た が 、 好 ま し い エ ピ
ト ー プ は N末 端 proBNPの ア ミ ノ 酸 10～ 50で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 US 2003/0219734は 、 proBNP（ 1～ 108） 、 BNP（ 77～ 108） お よ び N末 端 proBNP（ 1～ 76）
由 来 の 複 数 の 異 な る BNP関 連 ポ リ ペ プ チ ド が 試 料 中 に 存 在 し 得 る と い う 事 実 を 述 べ て い る
。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 Mair, J.ら 、 Clin. Chem. Lab. Med. 39（ 2001） 571-588は 、 心 不 全 の 診 断 お よ び マ ネ
ー ジ メ ン ト に お い て 、 心 臓 の ナ ト リ ウ ム 排 泄 増 加 性 ペ プ チ ド 測 定 の 影 響 を 要 約 し た 。 彼 ら
は 、 現 在 の 市 販 さ れ て い る ア ッ セ イ は 標 準 化 さ れ て い な い 、 す な わ ち 、 共 通 の 標 準 に 対 し
て 較 正 さ れ て い な い と 主 張 す る 。 い く つ か の ア ッ セ イ で は 、 血 漿 の 抽 出 物 さ え も 必 要 で あ
る 。 結 果 と し て 、 異 な る 製 造 会 社 の ア ッ セ イ を 用 い て 得 ら れ た 結 果 が 著 し く 異 な り 得 る 。
従 っ て 、 臨 床 研 究 か ら 得 ら れ た 参 照 区 間 お よ び 決 定 限 界 は 、 使 用 し た 個 々 の ア ッ セ イ で し
か 有 効 で な く 、 ま た 、 N末 端 proBNPの そ の 他 の ア ッ セ イ に 外 挿 し て は な ら な い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 同 様 に 、 Goetze, J.P.ら （ 前 出 ） お よ び 、 Mair, J., Clin. Chem. 48（ 2002） 977-978
は 、 N末 端 proBNPの 異 な る ア ッ セ イ 間 に お い て 、 得 ら れ た 値 に 関 し て お よ び そ れ ら の 臨 床
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的 意 義 に 関 し て の 両 方 に お け る 矛 盾 が 、 こ の マ ー カ ー 候 補 の 広 範 囲 な 使 用 に つ い て 重 大 な
問 題 を 表 し て い る と 述 べ て い る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 明 ら か に 、 改 善 さ れ た 、 た と え ば 、 よ り 再 現 性 の あ る 、 よ り 標 準 化 さ れ た 、 よ り 特 徴 化
さ れ た 、 ま た は /お よ び 、 よ り 臨 床 的 に 関 連 し た N末 端 proBNPに つ い て の ア ッ セ イ を 提 供 す
る 必 要 性 が 大 い に 存 在 し て い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 課 題 は 、 N末 端 proBNPの 測 定 の た め の 、 お よ び /ま た は N末 端 proBNPの 臨 床 的 に
関 連 の あ る 断 片 ま た は 亜 集 団 の た め の 、 よ り 特 異 的 な ア ッ セ イ を 開 発 す る こ と で あ っ た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 以 下 に 記 載 さ れ た 、 お よ び 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 で 請 求 さ れ た 本 発 明 は 、 当 該 技 術 分 野
で 知 ら れ た 問 題 の 一 つ ま た は そ れ 以 上 を 少 な く と も 部 分 的 に 解 決 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 驚 い た こ と に 、 循 環 血 中 に 存 在 す る 全 て の proBNP種 （ ト ー タ ル proBNP） の 亜 集 団 を 特 異
的 に 検 出 で き る こ と が 判 明 し た 。 こ の 亜 集 団 と は 、 ネ イ テ ィ ブ N末 端 proBNP、 ま た は 単 に
「 ネ イ テ ィ ブ (native)proBNP」 と 称 す る も の で あ る 。 特 筆 す べ き こ と に は 、 ネ イ テ ィ ブ pr
oBNPの 亜 集 団 は ト ー タ ル proBNPに 比 較 し て 臨 床 的 に よ り 関 連 し て い る よ う で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 第 一 の 態 様 で は 、 本 発 明 は ネ イ テ ィ ブ proBNPに 特 異 的 に 結 合 す る 単 離 さ れ た 抗 体 に 関 す
る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 は 、 ま た 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPの 特 異 的 な 検 出 の た め の 方 法 に 関 す る も の で あ り 、
ネ イ テ ィ ブ proBNPに 対 す る 抗 体 ／ ネ イ テ ィ ブ proBNP複 合 体 を 形 成 で き る 条 件 下 で 、 proBNP
を 含 む と 推 測 さ れ る か 、 ま た は わ か っ て い る 試 料 を 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPに 特 異 的 に 結 合 す
る 抗 体 と 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び 、 形 成 さ れ た 複 合 体 を 検 出 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 更 に 、 本 発 明 は 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPの 検 出 お よ び ネ イ テ ィ ブ proBNPレ ベ ル を 心 不 全 に 相
関 さ せ る こ と を 含 む 心 不 全 の 診 断 に つ い て の 方 法 を 開 示 す る 。 そ れ に よ り 、 ネ イ テ ィ ブ pr
oBNPの こ の 相 関 し た 値 が 心 不 全 の 非 存 在 、 存 在 、 ま た は 状 態 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 お よ び ネ イ テ ィ ブ proBNP検 出
の た め の 補 助 試 薬 を 含 む ネ イ テ ィ ブ proBNPを 測 定 す る た め の キ ッ ト に 関 す る 。 DSMZに 寄 託
さ れ た ネ イ テ ィ ブ proBNPに 対 す る 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ
細 胞 株 MAB 10.4.63、 お よ び MAB 16.1.39の 、 そ れ ぞ れ よ り 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
も ま た 特 許 請 求 の 範 囲 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 を 導 く 本 発 明 者 ら の 実 験 過 程 で 、 proBNPの 少 な く と も ２ つ の 集 団 が ヒ ト 血 中 に 存
在 す る こ と が 明 ら か に な り 、 立 証 さ れ た 。 proBNPの 一 方 の 集 団 は 、 免 疫 学 的 方 法 に よ り 検
出 さ れ 得 る 全 て の proBNP分 子 の 大 部 分 を 表 す も の と 思 わ れ る 。 こ の 集 団 は 、 「 ト ー タ ル (t
oral)」 proBNPと 称 さ れ る 。 本 発 明 者 ら の 研 究 に よ り 、 ト ー タ ル proBNPと し て 要 約 さ れ 得
る proBNP分 子 が 、 proBNPの ア ミ ノ 酸 の 約 10位 か ら 約 66位 ま で の 範 囲 で 中 心 コ ア 構 造 を 共 通
し て 明 ら か に 有 す る こ と が 示 さ れ た 。 好 ま し く は 、 本 発 明 に よ る 方 法 に よ っ て 検 出 さ れ る
ト ー タ ル proBNPは ア ミ ノ 酸 10か ら 66を 含 む 。 当 業 者 に は わ か る よ う に 、 か か る ト ー タ ル pr
oBNPが 、 競 合 的 ま た は サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 形 態 の ど ち ら か の 免 疫 学 的 手 順 に よ り 簡 単 に
検 出 さ れ 得 る 。 好 ま し く は 、 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ は ト ー タ ル proBNPを 検 出 す る た め に 使
わ れ る 。 か か る サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ は 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPエ ピ ト ー プ に Ｃ お よ び Ｎ 末 端
の そ れ ぞ れ に 結 合 す る 抗 体 を 含 む よ う 設 計 さ れ 得 る 。 し か し な が ら 、 例 え ば 、 ネ イ テ ィ ブ
proBNPエ ピ ト ー プ に 対 し て 、 サ ン ド イ ッ チ を 形 成 す る こ と が で き 、 お よ び エ ピ ト ー プ の N
末 端 と 両 方 反 応 で き る 抗 体 を 使 用 し て 、 ト ー タ ル proBNPを 検 出 す る こ と も 可 能 で あ る 。 明
ら か で は あ る が 、 ト ー タ ル proBNPの か か る 競 合 的 ま た は サ ン ド イ ッ チ 検 出 法 に お い て 、 ネ
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イ テ ィ ブ proBNPに 対 す る 抗 体 を 使 っ て は な ら な い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 用 語 「 ネ イ テ ィ ブ proBNP」 は 、 MAB 10.4.63に よ っ て 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ が 存 在 す る
任 意 の proBNP分 子 を 表 す 。 さ ら に 以 下 に 示 す 所 見 に よ る と 、 こ の エ ピ ト ー プ は 全 て の proB
NP分 子 の 亜 集 団 （ す な わ ち 、 「 全 」 proBNPの 亜 集 団 ） に し か 存 在 し な い 。 「 ネ イ テ ィ ブ pr
oBNP」 と 称 す る ト ー タ ル proBNPの こ の 亜 集 団 は 、 特 異 的 な 結 合 パ ー ト ナ ー に よ っ て 、 好 ま
し く は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 お よ び /ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て 検 出 で き る こ と を
見 出 し 、 立 証 す る こ と が 出 来 た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ネ イ テ ィ ブ proBNPと 称 す る 亜 集 団 は 、 均 一 な ポ リ ペ プ チ ド 断 片 で な け れ ば な ら な い 必 要
は な い 。 ネ イ テ ィ ブ proBNPポ リ ペ プ チ ド の 長 さ は 異 な り 得 る 。 そ こ で 、 ネ イ テ ィ ブ proBNP
に 関 す る サ ン ド イ ッ チ 免 疫 学 的 測 定 方 法 に お い て 認 識 さ れ る 分 子 の ほ と ん ど は 、 N末 端 pro
BNP（ 1～ 76） ま た は そ の 断 片 を 表 す こ と が 予 測 さ れ る 。 好 ま し く は ネ イ テ ィ ブ proBNPに 関
す る ア ッ セ イ は 、 ア ミ ノ 酸 10か ら 66を 含 む NT-proBNP断 片 の 測 定 に 適 切 な 様 式 で 構 成 さ れ
る 。 ネ イ テ ィ ブ proBNPの 特 徴 的 性 質 は 、 MAB 10.4.63に よ っ て 認 識 さ れ る ネ イ テ ィ ブ proBN
Pエ ピ ト ー プ が 存 在 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は ネ イ テ ィ ブ proBNPに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 に 関 す る も の
で あ り 、 こ こ で は 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPに 特 異 的 に 結 合 す る 該 抗 体 は 、 患 者 試 料 で 測 定 さ れ
る proBNPの 値 に 関 し て 、 MAB 10.4.63に 少 な く と も r=0.95も し く は そ れ 以 上 の r値 で 相 関 す
る 抗 体 で あ る と 述 べ ら れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 所 見 、 開 示 お よ び 寄 託 に 基 づ い て 、 抗 体 が ネ イ テ ィ ブ proBNPま た は ト ー タ ル pr
oBNPに 特 異 的 に 結 合 す る か ど う か の 調 査 に お い て 、 当 業 者 に は 問 題 に な ら な い 。 MAB 10.4
.63は ネ イ テ ィ ブ proBNPに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の プ ロ ト タ イ プ 例 で あ る と 考 え ら れ る 、
一 方 、 MAB18.4.34は ト ー タ ル proBNPに 対 す る 抗 体 の プ ロ ト タ イ プ 例 で あ る と 考 え ら れ る 。
proBNPに 対 す る 任 意 の 結 合 剤 は ど ん な も の で も 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPま た は ト ー タ ル proBNP
の そ れ ぞ れ に 結 合 す る 特 異 性 を 用 い て 評 価 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ネ イ テ ィ ブ proBNPに 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 抗 体 は 、 患 者 試 料 で 測 定 さ れ る proBNPの 値 に
関 し て 、 MAB 10.4.63と 少 な く と も r=0.95も し く は そ れ 以 上 の r値 で 相 関 す る 抗 体 で あ る 。
ネ イ テ ィ ブ proBNPに 対 す る 結 合 特 異 性 は 、 関 連 し た 臨 床 試 料 を 用 い て MAB 10.4.63の 結 合
性 に 関 し て 評 価 さ れ る 。 ネ イ テ ィ ブ proBNPの NT- proBNPレ ベ ル が 10 ng/mlか ら 150 ng/ml
で あ る 患 者 か ら 得 ら れ た 、 少 な く と も 20ま た は 多 く て も 25の 血 清 試 料 が 使 用 さ れ る 。 proB
NPに 対 す る 結 合 は 、 Biacore(登 録 商 標 )3000シ ス テ ム を 用 い て 測 定 さ れ る 。 測 定 さ れ た 値
は 、 MAB 10.4.63を 用 い て 測 定 し た ネ イ テ ィ ブ proBNP値 に 相 関 さ せ 、 統 計 的 評 価 は 直 線 回
帰 解 析 に よ り 行 な わ れ る 。 y=ax+bタ イ プ の 直 線 回 帰 は 、 MS-Excelを 用 い て 好 ま し く フ ィ ッ
ト さ せ 、 相 関 係 数 rお よ び 傾 き が 算 出 さ れ る 。 さ ら に よ り 好 ま し く は 、 か か る 抗 体 は 、 MAB
 10.4.63に 結 合 す る ト ー タ ル proBNPの 本 質 的 に 同 じ ネ イ テ ィ ブ proBNP亜 集 団 を 検 出 し 、 上
記 手 順 に よ る と こ こ で は 本 質 的 に 同 じ 亜 集 団 へ の 結 合 は 、 r=0.98ま た は そ れ 以 上 の 相 関 を
も た ら す 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 MAB 18.4.34は ト ー タ ル proBNPの 測 定 の た め の プ ロ ト タ イ プ 抗 体 で あ る と 考 え ら れ 得 る
。 ネ イ テ ィ ブ proBNPに 特 異 的 に 結 合 す る 任 意 の 抗 体 に つ い て （ 上 述 と 同 じ 試 料 お よ び 手 順
を 用 い て ） 、 MAB.18.4.34と の 相 関 、 す な わ ち ト ー タ ル proBNPと の 相 関 は 、 MAB 10.4.63と
の 相 関 に く ら べ て 典 型 的 に 低 い 。 好 ま し く は proBNPの ネ イ テ ィ ブ proBNP亜 画 分 （ sub-frac
tion） に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 に つ い て MAB 18.4.34と の 相 関 は 、 r=0.94も し く は そ れ 以
下 で あ る 。 さ ら に よ り 好 ま し く は 、 r=0.9ま た は そ れ 以 下 、 も し く は r=0.8と 同 程 度 か そ れ
以 下 の 相 関 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
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　 か か る 方 法 比 較 に お い て 測 定 さ れ る 絶 対 量 を 比 較 す る と 、 ト ー タ ル proBNPを 検 出 す る ア
ッ セ イ は MAB 10.4.63と 比 較 す る と 、 一 貫 し て proBNPの 値 が 約 2か ら 20倍 、 多 く の 場 合 は 約
2か ら 5倍 高 く 得 ら れ る 。 上 記 の 特 定 の 相 関 に 加 え て 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPに 特 異 的 に 結 合 す
る 好 ま し い 抗 体 は ま た 、 上 記 の 方 法 比 較 に お い て 、 傾 き が 1.5未 満 で あ る こ と が 示 さ れ る
。 最 も 好 ま し く は 傾 き が 0.4か ら 1.5の 間 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 特 異 的 結 合 は 好 ま し く は 最 小 10 7  L/molの 結 合 親 和 性 を も っ て 生 じ る 。 よ り 好 ま し い 特
異 的 結 合 剤 は 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPに 対 し て 10 8 L/molの 親 和 性 、 ま た は 、 さ ら に よ り 好 ま し
く は 10 9  L/molの 親 和 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 上 記 で 説 明 さ れ た よ う に 、 MAB 10.4.63の 非 常 に 重 要 で 好 ま し い 特 徴 は 、 典 型 的 な 臨 床
試 料 に 含 ま れ る ト ー タ ル proBNPの う ち 約 5%か ら 約 50%間 の 変 わ り 得 る 割 合 の み が こ の 抗 体
に よ っ て 結 合 さ れ る と い う こ と で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ネ イ テ ィ ブ proBNPに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の プ ロ ト タ イ プ 例 は 、 DSMZに 寄 託 さ れ た MAB1
0.4.63ク ロ ー ン に よ っ て 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 MAB 10.4.63は MAB 16.1.
39と 本 質 的 に 同 じ エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 。 し か し な が ら 、 MAB 10.4.63は ネ イ テ ィ ブ proBN
Pに 対 し て よ り 高 い 親 和 性 を 有 す る の で 、 こ の 抗 体 は ネ イ テ ィ ブ proBNPに 特 異 的 に 結 合 す
る （ モ ノ ク ロ ー ナ ル ） 抗 体 の プ ロ ト タ イ プ と し て 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 MAB 10.4.63は 実 施 例 の 項 に 記 載 さ れ た よ う に 産 生 さ せ た 。 こ の 抗 体 、 お よ び 他 の 抗 体
に よ っ て 認 識 さ れ る proBNPの エ ピ ト ー プ は 、 proBNPの 明 確 な 配 列 に 相 当 す る 短 い 合 成 ペ プ
チ ド を 用 い る こ と に よ っ て 、 確 認 さ れ 、 特 徴 化 さ れ 、 位 置 づ け ら れ る 。 こ の 方 法 は 、 PepS
can解 析 と し て 知 ら れ 、 お よ び 呼 ば れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 簡 単 に は 、 proBNPの ８ 個 の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含 む 69個 の 合 成 ペ プ チ ド は 、 N末 端 シ ス
テ イ ン 、 ス ペ ー サ ー 分 子 、 お よ び ビ オ チ ン を 含 む よ う に 合 成 さ れ る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド は
そ れ ぞ れ 、 N末 端 か ら C末 端 へ ア ミ ノ 酸 １ 個 シ フ ト し て い た 。 ペ プ チ ド １ は 、 ア ミ ノ 酸 （ aa
s） 1か ら 8を 含 み 、 ペ プ チ ド ２ aasは aas 2か ら 9、 な ど な ど 、 そ し て 、 ペ プ チ ド 69は aas 69
か ら 76を 含 む 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 MAB 10.4.63は 、 proBNPの ア ミ ノ 酸 38か ら 42位 を 共 通 し て 有 す る 、 ペ プ チ ド 番 号 35（ ア
ミ ノ 酸 35～ 42） か ら 38（ aas 38～ 45） と 有 意 に 反 応 す る こ と が 見 出 さ れ た 。 proBNPの aas 
37か ら 44に お よ ぶ ペ プ チ ド 37と の 反 応 性 が 最 も 強 い 。 し た が っ て 、 MAB 10.4.63は 、 本 質
的 に proBNPの ア ミ ノ 酸 38か ら 43も し く は 44か ら な る エ ピ ト ー プ と 反 応 す る こ と が 結 論 さ れ
得 る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 当 業 者 に は わ か る よ う に 、 エ ピ ト ー プ の 存 在 も し く は 非 存 在 は 、 ３ 次 構 造 、 ２ 次 修 飾 、
複 合 体 形 成 、 接 近 し や す さ な ど に 左 右 さ れ 得 る 。 明 ら か に 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPに 対 す る MA
B 10.4.63お よ び そ の 他 の 抗 体 は 、 こ の 点 に 関 し て 非 常 に 特 異 的 な 要 件 を 有 し て お り 、 典
型 的 な 試 料 に 存 在 す る proBNPの 大 部 分 と は 反 応 し な い 。 短 い 合 成 PepScanペ プ チ ド は ３ 次
構 造 も し く は ２ 次 修 飾 を 有 す る 可 能 性 は 低 い の で 、 MAB 10.4.63に 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ
は 未 変 性 の は ず で あ り 、 従 っ て 用 語 「 ネ イ テ ィ ブ 」 は 適 切 で あ る と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ネ イ テ ィ ブ proBNPに 対 す る 抗 体 に 基 づ い た ア ッ セ イ お よ び ト ー タ ル proBNPを 測 定 す る ア
ッ セ イ は 、 合 成 proBNP（ 1～ 76） お よ び ヒ ト 血 清 の よ う な 臨 床 試 料 中 に 含 ま れ る proBNPそ
れ ぞ れ が い っ た ん 測 定 さ れ 比 較 さ れ る と 、 反 応 強 度 に 驚 く ほ ど 差 が 現 れ る 。 合 成 proBNP（
1～ 76） を 用 い て 、 検 出 手 順 が 簡 単 に 構 成 さ れ 、 標 準 化 さ れ 得 る 。 か か る ア ッ セ イ を 使 用
し て 、 合 成 マ ト リ ッ ク ス 中 も し く は 、 ヒ ト 血 清 の よ う な 天 然 試 料 に 補 充 さ れ た 合 成 proBNP
（ 1～ 76） が 、 こ れ ら 両 方 の ア ッ セ イ に お い て 、 同 レ ベ ル に 測 定 さ れ る 。 し か し な が ら 、
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驚 く こ と に 、 ヒ ト 血 清 の よ う な 天 然 試 料 に 含 ま れ る proBNPが こ れ ら 両 方 の ア ッ セ イ で 測 定
さ れ る と 、 劇 的 な 差 が 認 め ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 各 MAB 17.3.1、 18.4.34ま た は 18.29.23モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の よ う な ト ー タ ル proBNPに
反 応 す る 抗 体 （ ま た は 複 数 抗 体 、 そ れ ぞ れ ） を 用 い る ア ッ セ イ は 、 血 清 試 料 に 存 在 す る 全
て の proBNP分 子 、 す な わ ち ト ー タ ル proBNPを 検 出 す る よ う で あ る 。 反 対 に 、 ネ イ テ ィ ブ pr
oBNP、 例 え ば MAB 10.4.63と 反 応 す る 抗 体 に 基 づ い た ア ッ セ イ は 、 こ の ト ー タ ル proBNPの
一 部 し か 検 出 し な い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ト ー タ ル proBNPの ネ イ テ ィ ブ proBNP亜 集 団 は 、 生 物 学 的 に 活 性 な BNPに 大 変 良 好 な 相 関
を 臨 床 的 に 示 す こ と が 本 発 明 に よ り 立 証 さ れ 得 る 。 も ち ろ ん 、 BNPの 測 定 に お い て 試 料 採
取 や 取 り 扱 い に 関 し て 正 し い BNP値 を 得 る た め に 、 あ ら ゆ る 注 意 が な さ れ る 。 ネ イ テ ィ ブ p
roBNPの 測 定 に 関 し て 、 特 別 な 注 意 が な く て も 通 常 の 試 料 処 理 は 十 分 で あ る こ と が 示 さ れ
た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 で 確 立 さ れ た 全 て の デ ー タ か ら 、 本 発 明 で 同 定 さ れ MAB 10.4.63に よ っ て 特 異 的
に 結 合 さ れ る エ ピ ト ー プ は 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPに 対 す る 適 切 な 抗 体 の 主 要 な エ ピ ト ー プ で
あ る こ と が 明 ら か に 示 さ れ る 。 明 ら か な こ と に 、 MAB 10.4.63に よ っ て 認 識 さ れ る こ の ネ
イ テ ィ ブ proBNPエ ピ ト ー プ は 自 然 修 飾 を 受 け 得 る か 、 ま た は タ ン パ ク 質 複 合 体 の 一 部 と な
り 得 、 そ の 効 果 で こ の エ ピ ト ー プ が 変 化 し 、 MAB 10.4.63は か か る 変 性 し た 、 も し く は 複
合 体 化 し た proBNPと よ り 低 い 程 度 （ extend） で 結 合 す る 、 も し く は 全 く し な い 。 か か る 修
飾 さ れ た 「 非 ネ イ テ ィ ブ 」 proBNPエ ピ ト ー プ を 有 す る proBNPは 、 ト ー タ ル proBNPの ア ッ セ
イ に お い て 有 意 に 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 固 有 の 高 い 再 現 性 の た め 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が ネ イ テ ィ ブ proBNPを 検 出 す る 好 ま し い
ツ ー ル で あ る 。 し た が っ て 、 好 ま し い 態 様 で は 、 本 発 明 は ネ イ テ ィ ブ proBNPに 特 異 的 に 結
合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 当 業 者 に は わ か る よ う に 、 MAB 10.4.63に 比 較 し て 確 認 さ れ 得 る 他 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 は 、 PepScanペ プ チ ド 番 号 35か ら 38に 対 し て 反 応 性 が わ ず か に 異 な る パ タ ー ン を 示 し 得
る 。 ネ イ テ ィ ブ proBNPに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ト ー タ ル proBNP集 団 に 含 ま れ る ネ
イ テ ィ ブ proBNP亜 集 団 に 少 な く と も r=0.95も し く は そ れ 以 上 の r値 で 相 関 し 、 MAB 10.4.63
に 結 合 さ れ る ト ー タ ル proBNPの 亜 集 団 の み が 検 出 さ れ る 限 り 本 発 明 の 意 図 か ら 逸 脱 し な い
。 そ の 相 関 は 、 Biacore(登 録 商 標 )シ ス テ ム お よ び 上 述 の よ う な 統 計 学 的 解 析 を 用 い て 決
定 さ れ る 。 さ ら に よ り 好 ま し く は 、 か か る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 MAB 10.4.63に よ っ て
結 合 さ れ る も の と 本 質 的 に 同 じ ト ー タ ル proBNPの ネ イ テ ィ ブ proBNP亜 集 団 を 検 出 す る 。 上
述 手 順 に よ る と 、 こ こ で は 本 質 的 に 同 じ 亜 集 団 は r=0.98も し く は 、 そ れ 以 上 の 相 関 を も た
ら す 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は ま た 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 方 法 に 関 す る も
の で あ り 、 適 当 な 非 ヒ ト 動 物 、 好 ま し く は マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ま た は ヒ ツ ジ に proB
NPで 免 疫 処 置 す る 工 程 、 そ れ へ の 抗 体 を 産 生 す る B細 胞 を 取 得 す る 工 程 、 こ の B細 胞 を 適 当
な 融 合 パ ー ト ナ ー に 融 合 さ せ る 工 程 お よ び こ う し て 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生
さ れ る 抗 体 を ネ イ テ ィ ブ proBNPに 対 す る 反 応 性 に つ い て 試 験 す る 工 程 を 含 む 。 好 ま し く は
か か る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の み が 免 疫 学 的 測 定 方 法 に お い て 、 選 択 さ れ 、 使 用 さ れ 、 適 当
な 患 者 試 料 に お い て は MAB 10.4.63に 少 な く と も 0.95の r値 で 相 関 す る 。 そ の 相 関 は 上 述 の
よ う に 評 価 さ れ る 。 好 ま し く は 、 合 成 proBNPも し く は 原 核 生 物 宿 主 で 産 生 さ れ る proBNPま
た は と も に proBNPの ア ミ ノ 酸 41～ 44を 少 な く と も 含 む proBNPの 合 成 ペ プ チ ド も し く は そ の
断 片 に よ っ て 免 疫 処 置 を 行 な う 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
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　 MAB 10.4.63が 利 用 で き る の で 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPの 特 異 的 検 出 に 使 用 さ れ 得 る ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 、 精 製 、 お よ び 同 定 す る こ と も ま た 出 来 る 。 例 え ば 、 ネ イ テ ィ ブ proB
NPに 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ PAB） は 産 生 、 精 製 さ れ 、 MAB 10.4.63と の 相 関 に よ っ て
特 徴 づ け ら れ 得 る こ と が わ か っ た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 当 業 者 に は わ か る よ う に 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPに 結 合 す る PABを 産 生 す る 種 々 の 方 法 が あ
る 。 明 ら か な こ と で あ る が 、 例 え ば 免 疫 精 製 の 種 々 の 成 功 裡 の 経 路 に お い て 、 免 疫 吸 着 剤
と し て 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 合 成 ペ プ チ ド を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ネ イ テ ィ ブ proBNPに 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ト ー タ ル proBNP集 団 に 含 ま れ る ネ イ
テ ィ ブ proBNP亜 集 団 に 少 な く と も r=0.95も し く は そ れ 以 上 の r値 で 相 関 し 、 MAB 10.4.63に
結 合 さ れ る ト ー タ ル proBNPの 亜 集 団 の み が 検 出 さ れ る 限 り 本 発 明 の 意 図 か ら 逸 脱 し な い 。
そ の 相 関 は 、 Biacore(登 録 商 標 )シ ス テ ム お よ び 上 述 の よ う な 統 計 学 的 解 析 を 用 い て 決 定
さ れ る 。 さ ら に よ り 好 ま し く は か か る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 調 製 物 は 、 MAB 10.4.63に よ っ
て 結 合 さ れ る の と 本 質 的 に 同 じ ト ー タ ル proBNPの ネ イ テ ィ ブ proBNP亜 集 団 を 検 出 す る 。 上
述 手 順 に よ る と こ こ で は 本 質 的 に 同 じ 亜 集 団 の 結 合 は r=0.98も し く は 、 そ れ 以 上 の 相 関 を
も た ら す 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ネ イ テ ィ ブ proBNPに 対 す る か か る PABを 取 得 す る １ つ の 方 法 は 、 組 み 換 え ら れ た も し く
は 合 成 に よ り 作 製 さ れ た proBNPを 用 い て 免 疫 処 置 を し 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 に よ っ て ネ イ
テ ィ ブ proBNP特 異 的 抗 体 を 精 製 し 、 患 者 試 料 よ り こ の よ う に し て 得 ら れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 上 述 の よ う に 評 価 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は し た が っ て ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 さ せ る 方 法 に 関
す る も の で あ り 、 適 当 な 非 ヒ ト 動 物 に proBNPで 免 疫 処 置 す る 工 程 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
取 得 す る 工 程 お よ び 得 ら れ た 抗 体 を ネ イ テ ィ ブ proBNPに 対 す る 反 応 性 に つ い て 試 験 す る 工
程 を 含 む 。 好 ま し く は か か る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の み が 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPに つ い て の 免
疫 学 的 測 定 方 法 に お い て 選 択 さ れ 、 使 用 さ れ 、 適 当 な 患 者 試 料 に お い て MAB 10.4.63に 少
な く と も r=0.95の r値 で 相 関 す る 。 そ の 相 関 は 上 述 の よ う に 評 価 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ネ イ テ ィ ブ proBNPに 特 異 的 に 結 合 す る （ 同 じ 試 料 お よ び 手 順 を 用 い て ） 任 意 の ポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 に つ い て 、 MAB 18.4.34、 す な わ ち ト ー タ ル proBNPに 対 す る 相 関 は MAB 10.4.63
と の 相 関 に 比 べ て 有 意 に 低 く な る で あ ろ う 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 調 製 物 は 異 な る 性 質 を 持
つ 個 々 の 抗 体 を 常 に 有 し 得 る の で 、 好 ま し く は 、 ト ー タ ル proBNPの ネ イ テ ィ ブ proBNP亜 画
分 に 特 異 的 に 結 合 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に つ い て 、 MAB 18.4.34と の 相 関 は 、 r=0.94も
し く は そ れ 以 下 で あ る 。 さ ら に よ り 好 ま し く は 、 0.9と 同 程 度 も し く は そ れ 以 下 の 相 関 で
あ る 。 好 ま し く は 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPに 特 異 的 に 結 合 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 調 製 物 は 、
MAB 10.4.63に 対 し て r=0.98も し く は そ れ 以 上 で 、 MAB 18.4.34に 対 し て r=0.94も し く は そ
れ 以 下 で 相 関 す る 。 ま た は 、 さ ら に よ り 好 ま し く は MAB 18.4.34に 対 し て 、 r=0.9も し く は
そ れ 以 下 で 相 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 好 ま し く は 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPに 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 取 得 す る た め の 免 疫 処 置
は 、 合 成 proBNPも し く は 原 核 生 物 宿 主 で 産 生 さ れ る proBNPま た proBNPの ア ミ ノ 酸 41か ら 44
を 少 な く と も 含 む 合 成 ペ プ チ ド も し く は そ の 断 片 に よ っ て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 者 ら の 実 験 過 程 で は 、 種 々 の サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 形 態 に お い て 、 多 種 多 様 な 免
疫 学 的 試 薬 が 作 製 さ れ 、 解 析 さ れ 、 組 み 合 わ せ ら れ 、 proBNPの 検 出 に お い て 使 用 さ れ た 。
免 疫 学 的 試 薬 の 種 々 の 組 み 合 わ せ は 、 ほ と ん ど の ア ッ セ イ が ト ー タ ル proBNPを 測 定 す る よ
う で あ る こ と を 明 ら か に し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
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　 調 査 さ れ た ト ー タ ル proBNPア ッ セ イ は 、 心 不 全 の 診 断 に 対 す る 妥 当 な 診 断 正 確 性 、 例 え
ば Mair, J.（ 前 出 ） 参 照 、 と 密 接 に 関 連 す る 、 BNPに 対 す る 妥 当 な 相 関 を 表 す こ と が わ か
っ た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 し か し な が ら 、 ト ー タ ル proBNPを 検 出 す る ア ッ セ イ に 比 較 し て 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPの み
を 検 出 す る ア ッ セ イ は 、 NYHA 0も し く は I度 の 患 者 と NYHA II、 IIIも し く は IV度 の 患 者 を
そ れ ぞ れ 、 よ り 良 好 に 差 別 化 す る こ と を 確 立 す る こ と が で き た 。 こ の こ と は ま た 、 心 不 全
患 者 の 改 善 さ れ た 臨 床 的 な 差 別 化 に つ な が る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は し た が っ て ネ イ テ ィ ブ proBNPの 特 異 的 な 検 出 の た め の
方 法 に 関 す る も の で あ り 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPに 対 す る 抗 体 ／ ネ イ テ ィ ブ proBNP複 合 体 を 形
成 で き る 条 件 下 で 、 proBNPを 含 む と 推 測 さ れ る か 、 ま た は わ か っ て い る 試 料 を 、 ネ イ テ ィ
ブ proBNPに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 と 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び 、 形 成 さ れ た 複 合 体 を 検 出 す
る 工 程 を 含 む 。 好 ま し く は ネ イ テ ィ ブ proBNPの 特 異 的 な 検 出 の た め の 該 方 法 は 、 NYHAス テ
ー ジ II、 IIIも し く は IVか ら NYHAス テ ー ジ 0お よ び Iを 区 別 す る た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 「 ネ イ テ ィ ブ proBNPに 対 す る 抗 体 ／ ネ イ テ ィ ブ proBNP複 合 体 」 は ま た 、 単 純 に 「 抗 体 ／
ネ イ テ ィ ブ proBNP複 合 体 」 と 称 し 得 る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 用 語 「 抗 体 」 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル も し く は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 キ メ ラ 、 も し く は ヒ ト
化 、 も し く は 遺 伝 子 工 学 に よ っ て 得 ら れ 得 る 他 の 抗 体 お よ び F(ab') 2 、  Fab'、 も し く は Fa
b断 片 な ど の 当 業 者 に 知 ら れ て い る す べ て の 抗 体 断 片 に 関 す る も の で あ る 。 ネ イ テ ィ ブ pro
BNPに 対 す る 適 切 な 特 異 性 を 有 す る 他 の 結 合 剤 は 、 抗 体 も し く は 抗 体 断 片 の 代 用 の た め に
使 用 さ れ 得 る 。 ネ イ テ ィ ブ proBNPに 対 す る 特 異 的 な 結 合 の み 、 MAB 10.4.63と 同 様 に 保 証
さ れ な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 当 業 者 に は わ か る よ う に 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 用 い て ネ イ テ ィ
ブ proBNPを 検 出 す る 方 法 は 莫 大 に あ り 、 そ れ ら は す べ て 関 連 す る 教 科 書 （ 例 え ば 、 Tijsse
n, P., Practice and theory of enzyme immunoassays 11（ 1990） Elsevier, Amsterdam
ま た は Diamandisら 、 編 集 （ 1996） Immunoassay, Academic Press, Boston参 照 ） に 詳 細 に
示 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 情 況 に お い て 、 ト ー タ ル proBNPも し く は ネ イ テ ィ ブ proBNPの 検 出 の た め 多 く の
試 薬 お よ び 試 薬 の 組 み 合 わ せ が 、 Biacore(登 録 商 標 )シ ス テ ム に よ っ て 解 析 さ れ た 。 そ の
結 果 の 一 部 は 実 施 例 の 項 に 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 臨 床 的 な 日 常 的 診 断 に お い て し ば し ば 、 不 均 一 系 免 疫 学 的 測 定 形 態 に 基 づ い た 方 法 が 使
用 さ れ る 。 本 発 明 に よ る 好 ま し い 態 様 で は 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPの 検 出 の た め の 方 法 は 競 合
的 な 免 疫 学 的 測 定 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 サ ン ド イ ッ チ と も 称 さ れ る 抗 体 ／ 抗 原 ／ 抗 体 複 合 体 が 形 成 さ れ る 、 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ
イ 原 理 に よ る 免 疫 学 的 測 定 方 法 が さ ら に よ り 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 に よ る 好 ま し い 態 様 で は 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPの 特 異 的 な 検 出 の た め の 方 法 は 、 サ
ン ド イ ッ チ 免 疫 学 的 測 定 方 法 で あ り 、 こ こ で は ネ イ テ ィ ブ proBNPに 対 す る 第 一 の 抗 体 お よ
び ト ー タ ル proBNPに 対 す る 第 二 の 抗 体 が 使 用 さ れ 、 proBNPに 対 す る 該 第 二 の 抗 体 お よ び ネ
イ テ ィ ブ proBNPに 対 す る 該 第 一 の 抗 体 の 両 方 が 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPに 対 し て 異 な る エ ピ ト
ー プ に 結 合 し 、 か く し て （ 第 一 ） 抗 ネ イ テ ィ ブ proBNP抗 体 ／ ネ イ テ ィ ブ proBNP／ （ 第 二 ）
抗 proBNP抗 体 複 合 体 が 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】

10

20

30

40

50

(10) JP 2007-535470 A 2007.12.6



　 当 業 者 に は わ か る よ う に 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPを 検 出 す る た め の サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ は
ま た 、 第 一 の （ 捕 捉 ） 抗 体 と し て ト ー タ ル proBNPに 対 す る 抗 体 お よ び 第 二 の 抗 体 （ ト レ ー
サ ー 、 検 出 用 も し く は 標 識 化 ） と し て 抗 ネ イ テ ィ ブ proBNP抗 体 を 用 い て 構 成 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 好 ま し く は 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPを 測 定 す る サ ン ド イ ッ チ 法 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む ：
ａ ） 試 料 と 、 固 相 に 結 合 す る の に 適 し た 基 を 保 有 す る ネ イ テ ィ ブ proBNPに 特 異 的 な 一 次 抗
体 と の 混 合 、 ま た は 試 料 と 、 既 に 固 相 に 結 合 し て い る ネ イ テ ィ ブ proBNPに 特 異 的 な 一 次 抗
体 と の 混 合 、
ｂ ） 当 該 溶 液 と 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPの エ ピ ト ー プ の 外 側 に 存 在 す る エ ピ ト ー プ （ ネ イ テ ィ
ブ proBNP及 び ト ー タ ル proBNPの 両 方 に 存 在 し 、 一 次 抗 体 － ネ イ テ ィ ブ proBNP－ 二 次 抗 体 複
合 体 が 形 成 さ れ る 条 件 の 下 で 標 識 を 保 有 す る ） に 結 合 す る ト ー タ ル proBNPに 対 す る 二 次 抗
体 と の 混 合 、
ｃ ） 固 相 へ の 形 成 さ れ た 免 疫 性 複 合 体 の 結 合 、
ｄ ） 液 相 か ら の 固 相 の 分 離 、
ｅ ） 一 方 ま た は 両 方 の 相 に お け る 標 識 の 検 出 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 定 量 的 な 測 定 に お い て 、 基 準 と し て の 規 定 し た 量 の ネ イ テ ィ ブ proBNPで 同 じ 測 定 を 行 い
、 試 料 の 測 定 後 に 工 程 ｆ )を 行 う 。 す な わ ち 、 標 準 の 測 定 値 、 ま た は 標 準 曲 線 が 試 料 で 得
ら れ た も の と 比 較 さ れ 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPに 相 当 す る 濃 度 を 推 定 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 ネ イ テ ィ ブ proBNPに 特 異 的 な 一 次 抗 体 は 、 直 接 的 に 、 ま た は 特 異 的 結 合 対 系 を 介 し て 間
接 的 に 固 相 へ 結 合 し 得 る 。 固 相 に 対 す る 直 接 的 な 抗 体 に よ る 結 合 は 、 専 門 家 に 公 知 の 方 法
、 例 え ば 、 吸 着 作 用 に よ る 方 法 に 従 う 。 結 合 が 特 異 的 結 合 体 系 を 使 用 し て 間 接 的 な も の で
あ る 場 合 、 一 次 抗 体 が ネ イ テ ィ ブ proBNPに 対 す る 抗 体 及 び 特 異 的 結 合 対 系 の 第 一 の パ ー ト
ナ ー か ら な る コ ン ジ ュ ゲ ー ト と な る 。 特 異 的 結 合 対 系 と は 、 互 い が 特 異 的 に 反 応 す る こ と
の 出 来 る 2つ の パ ー ト ナ ー を 指 す 。 こ の 結 合 は 、 免 疫 学 的 結 合 、 ま た は 別 の 特 異 的 結 合 に
基 づ き 得 る 。 好 ま し い 組 み 合 わ せ は 、 ビ オ チ ン 及 び ア ビ ジ ン 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン も し く
は 抗 ビ オ チ ン の そ れ ぞ れ 、 ハ プ テ ン 及 び 抗 ハ プ テ ン 、 抗 体 の Fc断 片 及 び こ の Fc断 片 に 対 す
る 抗 体 、 ま た は 炭 水 化 物 及 び レ ク チ ン で あ る 。 好 ま し く は 、 ビ オ チ ン 及 び ア ビ ジ ン 、 ま た
は ビ オ チ ン 及 び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の 組 み 合 わ せ が 、 特 異 的 結 合 対 系 と し て 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 特 異 的 結 合 対 系 の 第 二 の パ ー ト ナ ー は 、 固 相 に 被 覆 す る 。 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ま た は ア
ビ ジ ン が 、 好 ま し く 用 さ れ る 。 不 溶 性 の キ ャ リ ア ー に 対 す る 特 異 的 結 合 対 系 で 、 こ の パ ー
ト ナ ー へ の 結 合 は 、 専 門 家 に 公 知 で あ る 標 準 の 手 順 に 従 っ て 行 う 。 こ こ で は 、 共 有 結 合 及
び 吸 着 性 結 合 が 適 切 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 固 相 と し て は 、 ポ リ ス チ レ ン 及 び 同 様 の プ ラ ス チ ッ ク か ら 構 成 さ れ た 試 験 管 及 び 微 量 滴
定 量 用 プ レ ー ト が 適 切 で あ り 、 こ れ を 特 異 的 結 合 対 系 の 第 二 の パ ー ト ナ ー に よ っ て 覆 う 。
さ ら に 適 し て お り 、 特 に 好 ま し い の は 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 、 磁 性 体 粒 子 、 分 子 篩 物 質 、 及 び
ガ ラ ス 微 粒 子 の よ う な 微 粒 子 物 質 で あ る 。 紙 ま た は ニ ト ロ セ ル ロ ー ス も 、 キ ャ リ ア ー と し
て 利 用 で き る 。 上 記 の よ う な 特 異 的 結 合 対 系 の 第 二 の パ ー ト ナ ー で 被 覆 さ れ た 磁 性 体 粒 子
の 使 用 が 、 特 に 好 ま し い 。 免 疫 学 的 反 応 の 完 了 後 及 び 固 相 へ 免 疫 学 的 複 合 体 が 形 成 さ れ た
後 で 、 こ れ ら の 微 粒 子 は 、 例 え ば 濾 過 法 、 遠 心 法 に よ っ て 、 ま た は 磁 性 体 粒 子 の 場 合 に は
磁 石 を 介 し て 、 液 相 か ら 分 離 さ れ 得 る 。 固 相 に 結 合 し た 標 識 （ も し く は 液 相 中 に 残 存 す る
標 識 、 ま た は 両 方 の 標 識 ） の 検 出 は 、 次 の 標 準 的 な 手 順 に 従 っ て 行 う 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 ト ー タ ル proBNPに 結 合 す る 二 次 抗 体 は 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPエ ピ ト ー プ の 外 側 に あ り 、 ネ
イ テ ィ ブ proBNPと ト ー タ ル proBNPの 両 方 に 存 在 す る エ ピ ト ー プ と 結 合 す る 。 ネ イ テ ィ ブ pr
oBNP分 子 上 に あ る こ れ ら 二 つ の エ ピ ト ー プ に 、 両 方 の 抗 体 が 同 時 に 結 合 す る こ と が 可 能 で
な け れ ば な ら な い 。 な ぜ な ら 、 そ う で な い 場 合 、 サ ン ド イ ッ チ 複 合 体 が 形 成 さ れ な い か ら
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で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 proBNP上 に 本 発 明 の 研 究 者 達 ら も 、 上 記 の サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ に 非 常 に 適 切 な エ ピ ト
ー プ を 同 定 し た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 多 数 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 生 じ て い る 。 組 換 え 型 proBNP上 で 認 識 さ れ る 全 て の エ ピ ト
ー プ が 、 患 者 の 試 料 中 の proBNPを 測 定 す る の に 同 様 に 適 切 で あ る と は 限 ら な い こ と を 確 認
し 得 た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 3つ の エ ピ ト ー プ は 、 MAB17.3.1、 18.4.34、 及 び 18.29.23の そ れ ぞ れ に よ っ て 認 識 さ れ
る よ う に 、 本 質 的 に 13～ 16、 27～ 31、 及 び 64～ 67そ れ ぞ れ の ア ミ ノ 酸 か ら な り 、 （ Ｎ -末
端 ） proBNP分 子 で は 非 常 に 広 い 範 囲 に 存 在 し て い る の が 明 ら か で あ り 、 す な わ ち ト ー タ ル
proBNPの エ ピ ト ー プ と な っ て い る 。 こ れ ら の ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 07.05.03を 基 と し て DSMZ
に 供 託 さ れ て い る 。 こ れ ら の ハ イ ブ リ ド ー マ で 産 生 さ れ る 抗 体 は 、 ト ー タ ル proBNPを 測 定
す る 理 想 的 な ツ ー ル と な っ て い る 。 競 合 的 な ア ッ セ イ 様 式 に お い て 単 独 で 使 用 す る か 、 ま
た は サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 様 法 に お い て 互 い に 、 も し く は ト ー タ ル proBNPと 反 応 す る PAB
と 組 み 合 わ せ て 使 用 す る 場 合 、 ト ー タ ル proBNPは 容 易 に 測 定 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 特 許 手 続 上 で 微 生 物 を 寄 託 す る 国 際 的 承 認 に 関 す る ブ ダ ぺ ス ト 条 約 の 下 で 、 本 発 明 の 好
ま し い ハ イ ブ リ ド ー マ の 細 胞 株 MAB<NT-proBNP>16.1.39（ =MAK<NT-proBNP>　 16.1.39=MAB1
6.1.39） 、 MAB<NT-proBNP>17.3.1、 MAB<NT-proBNP>10.4.63、 MAB<NT-　 proBNP>18.4.34及
び MAB<NT-proBNP>18.29.23は 、 ド イ ツ の Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Ze
llkulturen GmbH（ DSMZ） に 供 託 し た ：
【 ０ ０ ７ ９ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 上 記 の 細 胞 株 か ら 入 手 で き る 抗 体 は 、 発 明 の 好 ま し い 態 様 で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 ネ イ テ ィ ブ proBNPの 検 出 に お い て 、 好 ま し く は 、 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ に お け る 上 記 の
よ う な ト ー タ ル proBNPに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPと 特 異 的 に 結 合
す る 抗 体 と 組 み 合 わ せ て 使 用 す る 。 次 い で 、 か か る サ ン ド イ ッ チ 法 は 、 ト ー タ ル proBNPの
う ち 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPの 副 次 集 団 の み を 特 異 的 に 検 出 す る ア ッ セ イ で あ る 。 か か る サ ン
ド イ ッ チ 法 で ネ イ テ ィ ブ proBNPを 測 定 す る た め に 、 ト ー タ ル proBNPに 対 す る 好 ま し い 抗 体
は 、 ア ミ ノ 酸 13～ 16、 27～ 31、 及 び 64～ 67の そ れ ぞ れ に 、 本 質 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ る 。
こ れ ら の エ ピ ト ー プ は 、 例 え ば MAB17.3.1、 18.4.34、 お よ び 18.29.23の そ れ ぞ れ に よ っ て
認 識 さ れ る 。 最 も 好 ま し く は 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPの か か る サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ に お い て
、 MAB18.4.34の よ う な 27か ら 31番 目 の ア ミ ノ 酸 に 結 合 す る 抗 体 を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 イ ン ビ ト ロ 下 で の 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPを 特 異 的 に 検 出 す る 方 法 の 試 料 と し て 、 当 業 者 に
公 知 の あ ら ゆ る 生 物 学 的 溶 液 を 使 用 し 得 る 。 イ ン ビ ト ロ 診 断 で 好 ま し い 試 料 は 、 全 血 、 血
清 、 血 漿 、 尿 ま た は 唾 液 の よ う な 体 液 で あ る 。 血 清 ま た は 血 漿 そ れ ぞ れ の 使 用 が 、 特 に 好
ま し い 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 上 記 の よ う な い わ ゆ る 湿 性 試 薬 の 他 、 液 相 の 試 験 試 薬 を 用 い て 、 抗 原 、 ハ プ テ ン 、 ペ プ
チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 抗 体 な ど の 検 出 に 適 し た あ ら ゆ る 標 準 的 な 乾 性 試 験 様 式 も 使 用 し 得 る
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。 例 え ば EP-A-O 186 799に 記 載 さ れ て い る よ う な 、 こ れ ら の 乾 性 試 験 及 び 試 験 ス ト リ ッ プ
は 、 分 析 対 象 の 試 料 を 除 き 、 1つ の 単 一 の キ ャ リ ア 上 で 全 て の 試 薬 と 組 み 合 わ さ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPの 検 出 及 び ネ イ テ ィ ブ proBNPの レ
ベ ル と 心 不 全 の 存 在 と を 相 関 付 け る 工 程 を 含 む 、 心 不 全 の 診 断 方 法 に 関 す る 。 当 業 者 が 認
め る よ う に 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPの レ ベ ル は 、 心 不 全 の 未 発 症 ま た は 重 篤 度 を 断 定 す る の に
も 使 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 心 不 全 を 有 す る 患 者 の 追 跡 治 療 、 及 び 治 療 の モ ニ タ リ ン グ に お い て 、 ネ イ テ ィ ブ proBNP
の 測 定 を 使 用 す る こ と も ま た 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 さ ら に 好 ま し い 態 様 は 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPと 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 及 び ネ イ テ ィ ブ proB
NPを 検 出 す る た め の 補 助 試 薬 を 含 有 す る ネ イ テ ィ ブ proBNPを 測 定 す る た め の 、 キ ッ ト に 関
す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 以 下 の 実 施 例 、 参 考 文 献 、 配 列 表 及 び 図 面 は 、 本 発 明 の 理 解 を 補 助 す る た め に 提 供 さ れ
、 本 発 明 の 真 の 範 囲 は 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に 示 さ れ る 。 本 発 明 の 意 図 か ら 逸 脱 す る こ
と 無 く 、 示 し た 手 順 に お い て 変 更 が な さ れ 得 る こ と が 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
実 施 例 １
組 換 え 型 N－ 末 端 proBNP（ 1-76） の 産 生 方 法
1． 組 換 え 型 N－ 末 端 proBNPの ク ロ ー ニ ン グ
　 N－ 末 端 proBNP（ ア ミ ノ 酸 配 列 1-76） の ヌ ク レ オ チ ド を 、 遺 伝 子 合 成 に よ っ て 合 成 し た
。 大 腸 菌 で 遺 伝 子 の 最 適 な 発 現 を 得 る た め に 、 DNA配 列 を 大 腸 菌 で 最 も 頻 繁 に 使 用 さ れ る
コ ド ン に 合 わ せ た 。 遺 伝 子 の 合 成 に 使 用 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 は 、 以 下 の 通 り で
あ る 。
Pro5' (配 列 番 号 : 1):
5'CCGGATCCCACCCGCTG3'
Pro1hum (配 列 番 号 : 2):
5'CGGGATCCCACCCGCTGGGTTCCCCGGGTTCCGCTTCCGACCTGGAAAC
CTCCGGTCTGCAGGAACAGCGTAACCACCT3'
Pro2hum (配 列 番 号 : 3):
5'CGGTTCCAGGGAGGTCTGTTCAACCTGCAGTTCGGACAGTTTACCCTGCA
GGTGGTTACGCTGTTCCTGC3'
Pro3hum (配 列 番 号 : 4):
5'CAGACCTCCCTGGAACCGCTGCAGGAATCCCCGCGTCCGACCGGTGTTT
GGAAATCCCGTGAAGTTGCTAC3'
Pro4hum (配 列 番 号 : 5):
5'CCCAAGCTTAACGCGGAGCACGCAGGGTGTACAGAACCATTTTACGGTG
ACCACGGATACCTTCGGTAGCAACTTCACGGGATTTCC3'
Pro3' (配 列 番 号 : 6):
5'CCCAAGCTTAACGCGGAGC3'
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 こ れ ら の プ ラ イ マ ー を 用 い て PCR(複 製 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 )に よ り 、 遺 伝 子 の 合 成 を
行 っ た 。 増 幅 し た 遺 伝 子 を 、 例 え ば ベ ク タ ー pUC19の よ う な 適 切 な ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ン
化 し 、 配 列 決 定 を し た 。 発 現 ベ ク タ ー pQE8で の 遺 伝 子 ク ロ ー ニ ン グ の た め に 、 遺 伝 子 を Ba
mHi及 び Hind IIIの 制 限 切 断 部 位 を 介 し て ベ ク タ ー pUC19か ら 切 り 離 し て か ら 、 ベ ク タ ー pQ
E8に 繋 い だ 後 に 、 N－ 末 端 に ヒ ス チ ジ ン － タ グ を 含 ん だ タ ン パ ク の 発 現 へ と 続 き 、 大 腸 菌 M
15［ pREP4］ 中 で 形 質 転 換 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
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２ ． 大 腸 菌 に お け る N－ 末 端 proBNPの 発 現
　 大 腸 菌 中 で 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る た め に 、 組 換 え 型 大 腸 菌 の オ ー バ ー ナ イ ト 培 養 物 を 、 ル
リ ア ブ ロ ス （ 100μ g/mlア ン ピ シ リ ン 及 び 50μ g/mlカ ナ マ イ シ ン を 含 む ） 中 に 、 60倍 希 釈
で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て 、 OD 550で １ の 時 に IPTG（ イ ソ プ ロ ピ ル チ オ ガ ラ ク ト シ ド ；
 最 終 濃 度  １ mM） を 用 い て 誘 導 し た 。 誘 導 後 、 培 養 物 を 37℃ で 4時 間 さ ら に 培 養 し た 。 培
養 物 を 遠 心 分 離 し 、 細 胞 ペ レ ッ ト を 50 mMの リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 溶 液 （ pH 8.0; 300 mM
の 塩 化 カ ル シ ウ ム を 含 む ） で 回 収 し た 。 超 音 波 に よ る 細 胞 懸 濁 法 で 分 解 し た 後 、 懸 濁 液 は
遠 心 分 離 さ れ て 、 Ni-NTA（ ニ ト リ ロ -ト リ ア セ テ ー ト ） カ ラ ム 上 に 載 せ た 。 50 mMの リ ン 酸
ナ ト リ ウ ム 緩 衝 溶 液 （ pH 8.0; 300 mM NaCl; 20 mM イ ミ ダ ゾ ー ル を 含 む ） で 洗 浄 工 程 の
後 、 ヒ ス チ ジ ン 標 識 さ れ た N-末 端 proBNPを 、 50 mMの リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ pH 8.0; 3
00 mM NaCl; 300 mM イ ミ ダ ゾ ー ル を 含 む ） で 溶 出 し た 。 溶 出 分 画 を 回 収 し 、 50 mMの ト リ
ス (pH 8.0)で 透 析 し た 。 不 純 物 を 分 離 す る た め 、 透 析 物 を Q－ セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム に 載 せ
た 。 精 製 し た N－ 末 端 proBNPの 質 量 を 、 MALDI-TOFに よ り 決 定 し た 。 こ の 精 製 物 （ ＝ 組 換 え
型 proBNP） は 、 proBNP1-76及 び proBNP1-66（ 後 者 は お そ ら く 分 解 産 物 を 意 味 す る ） を 含 ん
で い る こ と が 分 か っ た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
実 施 例 ２
NTproBNP(1-76)ア ミ ド の 合 成
　 NTproBNP(1-76)ア ミ ド （ swissprot:ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号  P16860; aa27～ aa134） を 、 AB
I 433ペ プ チ ド 合 成 機 に お い て 、 最 適 化 し た 固 相 ペ プ チ ド 合 成 プ ロ ト コ ル （ Merrifield (1
962) Fed. Proc. Fed. Amer. Soc Exp. Biol. 21, 412） に よ っ て 合 成 し た 。 要 す る に 、
側 鎖 の 機 能 に 応 じ て 、 一 過 性 の ピ ペ リ ジ ン 不 安 定 Fmoc-お よ び 永 続 性 の 酸 不 安 定 tBu-、  BO
C-、  OtBu-、  Trt-ま た は Pmc-基 に よ り 各 々 保 護 さ れ た ア ミ ノ 酸 の 8倍 過 剰 を 繰 り 返 し 結 合
さ せ る こ と に よ り 、 Rink-Linker修 飾 ポ リ ス チ レ ン 固 相 上 に ペ プ チ ド を 組 み 立 て た 。 酸 化
安 定 物 質 を 得 る た め に 、 10位 の メ チ オ ニ ン を 、 等 価 の ア ミ ノ 酸 で あ る ノ ル ロ イ シ ン で 置 換
し た 。 さ ら に タ ン パ ク 分 解 に 対 し て 安 定 化 さ せ る た め に 、 リ ン ク リ ン ケ ー ジ を 使 用 し て C
－ 末 端 を ア ミ ド 化 し た 。 構 築 後 、 充 分 に 保 護 し た ペ プ チ ド を 固 相 か ら 取 り 外 し 、 適 切 な カ
チ オ ン ス カ ベ ン ジ ャ ー の 混 合 物 中 の 三 フ ッ 化 酢 酸 の 処 理 に よ っ て 恒 久 的 に 保 護 し た 基 を 放
出 し て 、 最 終 的 に 分 離 用 逆 相 HPLCに よ る 精 製 で 単 離 し た 。 3回 の 125 μ molス ケ ー ル の 合 成
に よ っ て 、 そ れ ぞ れ 16.0、 17.1及 び 18.0 mgの RP-HPLCで の 単 一 ピ ー ク の 純 物 質 （ 凍 結 乾 燥
） が 生 じ た 。 同 一 性 は MALDI-及 び ESI-質 量 分 析 [8439.4]に よ っ て 立 証 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
実 施 例 ３
ト ー タ ル ま た は ネ イ テ ィ ブ proBNPそ れ ぞ れ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 及 び ス ク リ
ー ニ ン グ
1． N－ 末 端 proBNPに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 入 手
　 8～ 12週 齢 の Balb/cマ ウ ス を 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ド を 伴 う 100μ g N－ 末 端 proBN
P抗 原 で の 腹 膜 内 免 疫 に 供 し た 。 組 換 え 型 お よ び ペ プ チ ド 合 成 に よ っ て 産 生 し た proBNP(1-
76)の そ れ ぞ れ を 、 マ ウ ス に お け る 抗 原 と し て 使 用 し た 。 6週 後 か ら 、 さ ら に 3回 の 免 疫 を 4
週 毎 に 行 う 。 最 後 の 免 疫 か ら 1週 間 後 に 、 血 液 を 採 取 し 、 試 験 動 物 の 血 清 中 で の 抗 体 力 価
を 決 定 し た 。 陽 性 反 応 す る マ ウ ス の 脾 臓 か ら B－ リ ン パ 球 を 得 て 、 恒 久 的 な ミ エ ロ ー マ 細
胞 株 と 融 合 す る 。 融 合 は 、 Koehler及 び Millstein（ Nature 256, 1975, p. 495－ 497） の
公 知 の 方 法 に 従 い 行 う 。 陽 性 ハ イ ブ リ ド ー マ の 一 次 培 養 物 は 、 例 え ば 市 販 の セ ル ソ ー タ ー
の 使 用 ま た は 「 限 界 希 釈 法 」 に よ る 通 常 の 方 法 で ク ロ ー ン 化 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 腹 水 を 産 生 す る た め に 、 以 前 に 0.5 mlの プ リ ス タ ン で 1－ 2回 処 理 し た Balb/cマ ウ ス に 対
し て 5 x 10 6 個 の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 腹 膜 内 注 射 し た 。 2-3週 後 、 腹 水 は マ ウ ス の 腹 部 か
ら 入 手 さ れ 得 る 。 こ れ か ら 、 通 常 の 方 法 で 抗 体 が 単 離 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
２ ． proBNPペ プ チ ド 、 合 成 proBNP及 び ヒ ト 血 清 中 の proBNPの そ れ ぞ れ に 対 す る モ ノ ク ロ ー
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ナ ル 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ テ ス ト
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の 培 養 上 清 中 の proBNPに 対 す る 抗 体 の 存 在 を 同 定 す る た め に 、 上 清
を 3つ の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 様 式 に よ り 評 価 し た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
ａ ） 合 成 N－ 末 端 proBNPと の 反 応 性
　 室 温 で 1時 間 、 攪 拌 の 下 で 、 微 量 滴 定 プ レ ー ト （ Nunc, Maxisorb） に 、 充 填 バ ッ フ ァ ー
（ コ ー テ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー , Cat.No.0726 559, Scil Diagnostics, GmbH） 100 μ l/ウ ェ
ル 中 の 、 抗 原 と し て の 2.5 μ g/mlの 合 成 NT-proBNPを 結 合 さ せ る 。 二 次 充 填 を 、 PBSバ ッ フ
ァ ー （ リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 ,Oxid,Code-BR 14a） 及 び 1% Byco C中 で 30分 間 行 う 。 続 け
て 、 洗 浄 を 洗 浄 バ ッ フ ァ ー （ 0.9m 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 、 0.05% Tween 20） で 行 う 。 室 温
で 1時 間 、 攪 拌 の 下 で 、 抗 体 試 料 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 100 μ l/ウ ェ ル で 行 う 。 洗 浄 バ
ッ フ ァ ー に よ る 更 な る 洗 浄 工 程 を 、 計 2回 行 う 。 そ の 後 、 室 温 で 1時 間 、 攪 拌 の 下 で 、 検 出
用 の 抗 体 PAB<M-Fcy>ヤ ギ － F(ab') 2 － ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ Chemicon,Cat.No
. AQ127P） 100mU/ml、 100μ l/ウ ェ ル と 共 に 、 更 な る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 う 。 洗 浄 バ
ッ フ ァ ー に よ る 洗 浄 工 程 後 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 を 通 常 の 方 法 （ 例 え ば ABTS（ 登 録 商 標
） を 用 い て 、 室 温 で 30分 間 、 ELISAリ ー ダ ー に よ り 405nmで 消 光 の 差 を mUと し て 読 み 取 る ）
で 確 認 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
ｂ ） エ ピ ト ー プ 解 析 の た め の 合 成 ペ プ チ ド を 使 用 し た エ ピ ト ー プ の 特 徴 付 け
　 エ ピ ト ー プ 解 析 の た め に 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 充 填 し た 微 量 滴 定 プ レ ー ト を 、 proBNP
（ 1-76） の 配 列 に 由 来 す る ぺ プ チ ド の ビ オ チ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る
。 1ア ミ ノ 酸 ず つ 配 列 を シ フ ト さ せ た 69種 の 8マ ー の ペ プ チ ド つ ま り 、 1-8、 2-9、 3-10、 4-
11か ら 66-73に 至 っ て 、 67-74、 68-75及 び 69-76の そ れ ぞ れ を 適 用 す る こ と に よ り 、 完 全 な
proBNP－ 配 列 を ス キ ャ ン し た 。 ア ミ ノ 酸 位 置 1-10、 8-18、 1-21、 16-30、 30-38、 32-43、 3
9-50、 47-57、 50-63、 62-70及 び 64-76の そ れ ぞ れ を 含 む 、 さ ら に ビ オ チ ン 化 し た 配 列 を 試
験 し た 。 0.5% Byco Cを 含 む PBSバ ッ フ ァ ー （ リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 ,Oxid,Code-BR 14a
） 中 に 、 250 ng/mlの 濃 度 で 個 々 の 抗 原 性 ペ プ チ ド を 溶 解 さ せ る 。 ペ プ チ ド を 被 覆 す る た
め に 、 室 温 で １ 時 間 、 穏 や か に 攪 拌 し た 微 量 滴 定 プ レ ー ト の 個 々 の ウ ェ ル に 100μ lの 各 溶
液 を 振 り 分 け る 。 続 け て 、 洗 浄 バ ッ フ ァ ー （ 0.9m 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 、 0.05％  Tween 20
） で 洗 浄 を 行 っ た 。 抗 体 試 料 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 及 び 反 応 の 検 出 は 、 ａ ） に 記 載 し た よ
う に 行 う 。 あ る NT-proBNPペ プ チ ド と の 反 応 に よ り 、 モ ノ － ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で
認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ の 位 置 を 、 正 確 に 決 め 得 た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 PepScanの 例 を 、 図 １ に 示 す 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 10.4.63か ら 分 泌 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 は 、 ペ プ チ ド 番 号 36～ 38と 最 も 強 く 反 応 す る 。 こ れ は 、 少 な く と も proBNPの 38～ 43の ア
ミ ノ 酸 （ 配 列 番 号 ： 11） か ら な る エ ピ ト ー プ に 対 応 し て い る 。 最 も 強 い 反 応 性 が ペ プ チ ド
37及 び 38に 明 ら か に 見 て と れ る の で 、 共 有 す る エ ピ ト ー プ は 、 38～ 42の ア ミ ノ 酸 を 含 む も
の と 考 え ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
ｃ ） 患 者 試 料 に お け る proBNPと の 反 応 性
　 室 温 で 1時 間 、 攪 拌 の 下 で 、 微 量 滴 定 プ レ ー ト の ウ ェ ル （ Nunc、 Maxisorb） を 、 100 μ l
/ウ ェ ル の 充 填 バ ッ フ ァ ー 中 （ コ ー テ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー 、 Cat.No.0726 559、 Scil Diagnos
tics、 GmbH） の 5 μ g/mlの PAB<ヒ ト proBNP>S-IgG(IS、 (1-21)ま た は (30-38)S-IgG)で 被 覆
す る 。 二 次 充 填 を 、 PBSバ ッ フ ァ ー （ リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 、 Oxid、 Code-BR 14a） 及 び
１ % Byco Cで 30分 間 行 う 。 続 け て 、 洗 浄 バ ッ フ ァ ー （ 0.9 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 、 0.05% Tw
een 20） で 洗 浄 を 行 う 。 PBSバ ッ フ ァ ー に 希 釈 し た 患 者 の 血 漿 中 の 天 然 抗 原 と の イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン を 、 室 温 で 1時 間 、 攪 拌 の 下 で 、 100 μ l/ウ ェ ル と し て 行 う 。 さ ら な る 洗 浄 工
程 後 に 、 室 温 で 1時 間 攪 拌 の 下 、 100 μ l/ウ ェ ル と し て ハ イ ブ リ ド ー マ の 上 清 イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン を 行 う 。 続 け て 、 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で ２ 回 洗 浄 し 、 室 温 で 1時 間 、 攪 拌 の 下 で 、 100
 mU/ml、 100 μ l/ウ ェ ル と し て 検 出 用 の 抗 体 PAB<M-Fcy>ヤ ギ － F(ab') 2 － ペ ル オ キ シ ダ ー
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ゼ コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ Chemicon、 Cat.No． AQ127P） と の 更 な る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 う 。
洗 浄 バ ッ フ ァ ー で の 更 な る 洗 浄 工 程 の 後 に 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 活 性 を 通 常 の 方 法 （ 例 え
ば ABTS（ 登 録 商 標 ） を 用 い て 、 室 温 で 30分 間 、 ELISAリ ー ダ ー に よ り 405nmで 消 光 の 差 を mU
と し て 読 み 取 る ） 。
で 確 認 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 合 成 に よ り 産 生 し た N－ 末 端 proBNP、 ま た は ヒ ト 血 清 の proBNPと 陽 性 反 応 す る ハ イ ブ リ
ド ー マ の 培 養 だ け を さ ら に 行 う 。
【 ０ １ ０ ０ 】
実 施 例 ４
N－ 末 端 proBNPに 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生
1． 免 疫 化
　 ヒ ツ ジ を 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ド 中 の 組 換 え 型 N－ 末 端 proBNP（ 実 施 例 1を 参 照 ）
で 免 疫 化 し た 。 量 は 1個 体 に 付 き 0.1mgで あ っ た 。 免 疫 を 、 10ヶ 月 間 、 4週 間 毎 に 繰 り 返 し
た 。 最 初 の 免 疫 か ら 6週 間 後 及 び 以 後 1ヶ 月 毎 に 、 血 清 試 料 を 得 て 、 そ の 反 応 性 及 び 力 価 を
分 析 し た 。
【 ０ １ ０ １ 】
２ ． ヒ ツ ジ 血 清 か ら の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製
　 組 換 え 型 N－ 末 端 proBNPで 免 疫 化 し た ヒ ツ ジ の 血 清 か ら 開 始 し て 、 脂 質 成 分 を , aerosil
（ 登 録 商 標 ） （ 1.5 %） に よ る 脱 脂 質 化 で 除 去 し た 。 そ の 後 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 、 硫 酸 ア
ン モ ニ ウ ム 分 画 (2Ｍ )に よ っ て 分 離 し た 。 15 mM KPO 4 、 50 mM NaCl pH7.0に 対 し て 、 溶 解
沈 殿 物 を 透 析 し 、 DEAEセ フ ァ ロ ー ス 上 で ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 っ た 。 IgG分 画 (=PAB<NT-
proBNP>S-IgG(DE))を 、 フ ロ ー ス ル ー 中 に 得 た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
３ ． ト ー タ ル proBNPに 特 異 的 な ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 の た め の ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー
　 ト ー タ ル proBNP(=PAB<NT-proBNP>S-IgG(IS,1-21)、 ま た は 簡 単 に PAB<1-21>)に 特 異 的 に
結 合 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 の た め に 、 ペ プ チ ド  HPLGSPGSASDLETS
GLQEQR-C ((1-21)21-Cys, 配 列 番 号 : 7)を 用 い た 。 2 mlの マ レ イ ミ ド で 活 性 化 し た EAH－
セ フ ァ ロ ー ス 4B(Amersham Biosciences, Product No 17-0569-01)に 1 mg の ペ プ チ ド (1-2
1)21-Cysを 共 有 結 合 さ せ て 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー マ ト リ ッ ク ス を 作 製 し た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 10 mlの ア フ ィ ニ テ ィ ー マ ト リ ッ ク ス を 、 カ ラ ム に 詰 め 、 50 mM KPO 4 、 150 mM NaCl pH 
7.5 (PBS)で 平 衡 化 し た 。 カ ラ ム に 2gの PAB<NT-proBNP>S-IgG(DE)を 載 せ た 。 PBS及 び 20 mM
 KPO 4 、 500 mM NaCl、 0.1 % Triton X-100、 0.5%脱 酸 化 コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム pH 7.5で 、 カ
ラ ム を 洗 浄 し た 。 ア フ ィ ニ テ ィ ー マ ト リ ッ ク ス に 特 異 的 に 結 合 し た IgGを 、 ImmunoPure（
登 録 商 標 ） Gentle Ag/Ab溶 出 バ ッ フ ァ ー (Pierce, Product No 21013)で 溶 出 し て 、 PAB<1-
21>と 呼 ぶ 。 ア フ ィ ニ テ ィ ー マ ト リ ッ ク ス を 、 1 Mプ ロ ピ オ ン 酸 で 再 生 し 、 PBS/NaN 3 中 で 保
存 し た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 ト ー タ ル proBNP(Karl,Jら ,WO 00/45176)に 特 異 的 で ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 し た ポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 PAB<NT-proBNP>S-IgG(IS,30-38)、 ま た は 簡 単 に PAB<30-38>を 産 生 す る た め に 、
同 様 の 工 程 を 適 用 し た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
４ ． ネ イ テ ィ ブ proBNPに 特 異 的 な ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 の た め の ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー
　 ネ イ テ ィ ブ proBNP(=PAB<NT-proBNP>S-IgG(IS,41-46)ま た は 簡 単 に PAB<41-46>)に 対 す る
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 連 続 し た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 得 た 。 上 記 と 同 様
に 、 3つ の 個 々 の ペ プ チ ド 、 CEUEU-SLEPLQE((37-43)37-Cys, 配 列 番 号 : 8)、 CEUEU-SPRPTG
VW((44-51)44-Cys, 配 列 番 号 : 9)及 び C-EPLQESPRPTG((39-50)39-Cys, 配 列 番 号 : 10)(EUE
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Uは 、 稀 に 後 ろ に 続 く ペ プ チ ド の 伸 張 リ ン カ ー と し て 機 能 す る )を 、 ３ つ の 個 々 の ア フ ィ ニ
テ ィ ー マ ト リ ッ ク ス の 作 製 に 使 用 し た 。 主 に NT-proBNPの 配 列 37-43に 結 合 す る 全 て の ポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 取 り 除 く た め 、 始 め に PAB<NT-proBNP>S-IgG(DE)は 、 ペ プ チ ド (37-43)37
-Cysを 含 む ア フ ィ ニ テ ィ ー マ ト リ ッ ク ス に 載 せ た 。 主 に NT-proBNPの 配 列 44-51に 結 合 す る
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 捕 捉 す る た め 、 次 に フ ロ ー ス ル ー は 、 ペ プ チ ド (44-51)44-Cysを 含
む 第 二 の ア フ ィ ニ テ ィ ー マ ト リ ッ ク ス に 載 せ た 。 上 記 の よ う に (=PAB<44-51>)、 結 合 し た
抗 体 を 溶 出 し て 回 収 し た 。 最 終 的 に 、 第 二 の ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 の フ ロ ー ス ル ー は 、 ペ プ
チ ド (39-50)39-Cysを 含 む 第 三 の ア フ ィ ニ テ ィ ー マ ト リ ッ ク ス 中 に 通 し た 。 結 合 し た 抗 体
を 上 記 の よ う に 溶 出 し て 回 収 し た 。 公 知 で あ り PepScan解 析 と 呼 ば れ る よ う に 、 第 三 の ア
フ ィ ニ テ ィ ー マ ト リ ッ ク ス か ら 溶 出 し た 抗 体 は 、 37-43と 44-51と の 間 の オ ー バ ー ラ ッ プ す
る 配 列 の 残 余 （ remaining） の エ ピ ト ー プ を 表 す 、 配 列 41-46(=PAB<41-46>)の エ ピ ト ー プ
に 特 異 的 で あ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
実 施 例 ５
proBNPに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 及 び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の Biacore解 析
　 Biacore 3000ア ナ ラ イ ザ ー の 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 に よ り 、 ネ イ テ ィ ブ NT-proBNPに 対 す
る モ ノ ク ロ ー ナ ル 及 び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 特 異 性 を 決 定 し た 。 探 索 用 CM5セ ン サ ー チ ッ
プ を 備 え た Biacore 3000を 用 い て 、 す べ て の 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 に よ る 測 定 を 、 25℃ で 行
な っ た 。 ラ ン ニ ン グ バ ッ フ ァ ー は HBS(10 mM HEPES、 150 mM NaCl、 3.4 mM EDTA及 び pH 7.
4で の 0.005% P20(=Polysorbat)で あ っ た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
1.リ ガ ン ド PAB<NT-proBNP,1-21>S-IgGの 固 定 化
　 ト ー タ ル NT-proBNPの 捕 捉 抗 体 と し て 用 い た リ ガ ン ド は 、 ア ミ ン 結 合 化 学 作 用 で 固 定 化
し た 。 結 合 前 に 、 20μ l/minの 流 速 で 0.1 % SDS、 50 mM NaOH、 10 mM HCl及 び 100 mMリ ン
酸 を 10μ lの 注 入 に よ り 、 セ ン サ ー チ ッ プ を 予 備 調 整 し た 。 20μ l/minの 流 速 の 下 で 、 0.1 
M NHS(N-ヒ ド ロ キ シ サ ク シ ニ ミ ド )及 び 0.1 M EDC(3-(N,N-ジ メ チ ル -ア ミ ノ )プ ロ ピ ル -N-
エ チ ル カ ー ボ ジ イ ミ ド )の 1:1の 混 合 物 を 用 い て 、 全 て の フ ロ ー セ ル の 表 面 を 5分 間 、 活 性
化 さ せ た 。 10 mM酢 酸 ナ ト リ ウ ム pH 5.0中 に 30μ g/mlの 濃 度 で リ ガ ン ド を 、 4つ 全 て の フ ロ
ー セ ル に 5分 間 注 入 し た 。 非 共 有 結 合 リ ガ ン ド を 除 去 す る た め に 、 1 Mの エ タ ノ ー ル ア ミ ン
、 pH 8.0を 5分 間 注 入 し 、 続 い て HBSwash(100mM HEPES pH 7.4, 1.5M NaCl, 3.4mM EDTA, 
0.05% P20(=Polysorbat),2 % DMSO)、 100 mM HCl及 び 2 x 100 mM リ ン 酸 を 30秒 間 注 入 し
て 、 表 面 を ブ ロ ッ ク し た 。 リ ガ ン ド の 密 度 は 、 約 16.000 RUで あ っ た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
２ ． 患 者 試 料 に お け る NT-proBNPの 濃 度 測 定
　 Biacore 3000で 以 下 の 方 法 を 行 う た め に 、 図 2に 付 し た よ う な プ ロ グ ラ ム を 用 い た 。 20 
%ウ マ 血 清 (HBSで 1:5に 希 釈 し た ウ マ 血 清 ＋ 1mg/mlカ ル ボ キ シ メ チ ル デ キ ス ト ラ ン )中 で の
、 0、  2.5、  5、  10、  20及 び 40 nMの 濃 度 の 合 成 NT-proBNP(1-76)ア ミ ド を 、 キ ャ リ ブ レ
ー タ ー と し て 用 い た 。 セ ン サ ー チ ッ プ 表 面 へ の 血 清 成 分 の 非 特 異 的 な 結 合 を 抑 制 す る た め
に 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル デ キ ス ト ラ ン の 添 加 を 用 い た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 10 ng/ml以 上 の ネ イ テ ィ ブ NT-proBNPを 有 す る 患 者 試 料 を 、 HBS及 び 1mg/mlカ ル ボ キ シ メ
チ ル デ キ ス ト ラ ン で 1:5に 希 釈 し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 非 特 異 的 に 結 合 し た 血 清 成 分 を 除 去 す る た め に 、 ４ つ す べ て の フ ロ ー セ ル に 、 キ ャ リ ブ
レ ー タ ー お よ び 患 者 試 料 を 10μ l/minの 流 速 で 10分 間 注 入 し 、 続 い て 100μ l/minの 流 速 で H
BSを 30秒 間 注 入 し た 。 そ の 特 異 性 が 測 定 対 象 で あ っ た 抗 体 を 、 HBS中 に 500 nMの 濃 度 で 10
μ l/minの 流 速 で 3分 間 注 入 し た 。 フ ロ ー セ ル 1に は 抗 体 1、 フ ロ ー セ ル 2に は 抗 体 2な ど の よ
う に し た 。 抗 体 の 注 入 前 の 10秒 間 の 反 応 と 、 次 の 抗 体 ま た は HBSそ れ ぞ れ の 注 入 前 の 10秒
間 の 反 応 と の 差 と し て 、 RUで 示 し た 抗 体 の 結 合 デ ー タ を 測 定 し た 。
【 ０ １ １ １ 】
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　 患 者 試 料 に お け る NT-proBNPの 濃 度 の 計 算 の た め に 、 BIAevaluationソ フ ト ウ ェ ア Vers. 
4.1を 用 い た 。 そ れ ぞ れ の 抗 体 に 対 し て 、 合 成 NT-proBNP(1-76)ア ミ ド （ amid） の 校 正 曲 線
は ス プ ラ イ ン フ ィ ッ ト を 用 い て 作 製 し 、 1:5に 希 釈 し た 患 者 試 料 の 対 応 す る 濃 度 を 計 算 し
た 。 未 希 釈 血 清 で NT-proBNPの 濃 度 を 得 る の に 、 濃 度 を 5倍 し た 。
【 ０ １ １ ２ 】
３ .抗 体 の 特 異 性 の 決 定
　 ヒ ト 血 清 の ネ イ テ ィ ブ ま た は ト ー タ ル NT-proBNPに 抗 体 が 結 合 す る か 決 定 す る た め に 、
問 題 の 抗 体 で 測 定 し た NT-proBNPの 濃 度 (y-軸 )を 、 参 照 抗 体 MAB 10.4.63で 測 定 し た 試 料 に
相 当 す る 濃 度 (x-軸 )に 対 し て プ ロ ッ ト し た 。 y=ax+b型 の 直 線 回 帰 曲 線 を 、 MS-Excelを 用 い
て フ ィ ッ ト さ せ 、 相 関 係 数 rお よ び 傾 き を 計 算 し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
表 １ ： 様 々 な 抗 pro-BNP抗 体 の 特 徴
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

＋ ＋ ＋ は 、 合 成 proBNPと 患 者 試 料 中 の proBNPと の 両 方 が 、 非 常 に 良 く 、 同 様 の 程 度 で 認 識
さ れ て い る こ と を 示 す 。 ＋ は 、 合 成 proBNPで 得 た 値 と 比 較 し て 、 患 者 試 料 中 の proBNPで は
15%の 範 囲 の 反 応 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 表 1よ り 、 合 成 proBNPお よ び 同 じ 様 式 で 患 者 試 料 に 含 ま れ る proBNPに は 、 proBNPの エ ピ
ト ー プ の 圧 倒 的 多 数 が 存 在 す る こ と が 明 ら か で あ る 。 こ れ は 、 MAB17.3.1, MAB18.4.34, M
AB 28.29.13及 び PAB<1-21>そ れ ぞ れ に よ っ て 示 さ れ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 し か し 、 あ る エ ピ ト ー プ は 合 成 pro-BNPお よ び 同 じ 様 式 で 患 者 試 料 中 に 含 ま れ る pro-BNP
上 に は 、 存 在 し な い よ う で あ る 。 こ の エ ピ ト ー プ は 本 質 的 に ア ミ ノ 酸 41-44か ら な り 、 MAB
 10.4.63お よ び PAB<41-46>に よ っ て 認 識 さ れ る 。 こ れ ら の 免 疫 学 的 試 薬 を 用 い て 、 患 者 試
料 中 に 存 在 す る ト ー タ ル proBNPの 副 次 集 団 だ け が 認 識 さ れ る よ う で あ る 。 こ れ は 、 患 者 試
料 中 の pro-BNPを ト ー タ ル proBNPの ア ッ セ イ ま た は ネ イ テ ィ ブ proBNPの ア ッ セ イ そ れ ぞ れ
で 測 定 し た 場 合 、 非 常 に 異 な っ た 結 果 を 導 く 。 こ の ト ー タ ル proBNPの 副 次 集 団 だ け が 、 ネ
イ テ ィ ブ proBNPに 特 徴 的 な エ ピ ト ー プ を 保 有 す る よ う で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
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　 図 3～ 8で 明 ら か な よ う に 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPに 対 す る 全 て の 抗 体 、 つ ま り MAB 16.1.39
お よ び PAB<41-46>が MAB 10.4.63に 対 し て 良 好 な 高 い 相 関 性 を 示 す 。 一 方 、 ト ー タ ル proBN
Pに 対 す る 抗 体 、 つ ま り MAB 18.4.34, MAB 18.29.23及 び PAB 30-38は 、 MAB 10.4.63に 対 し
て 、 大 い に 低 い 相 関 性 を 示 す 。 PAB<44-51>は 、 興 味 深 い こ と に 、 い く ら か 複 数 の 反 応 性 を
有 す る よ う で あ り 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ る と は み な せ な い 。 な
ぜ な ら 、 こ れ は MAB 10.4.63に 対 し て r=0.95よ り 低 い 相 関 で あ る か ら で あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
実 施 例 ６
ネ イ テ ィ ブ 及 び ト ー タ ル proBNPそ れ ぞ れ に 対 す る ア ッ セ イ の 臨 床 比 較
　 臨 床 研 究 に お い て 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPま た は ト ー タ ル proBNPそ れ ぞ れ に 対 す る サ ン ド イ
ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ に よ っ て 、 NYHAス テ ー タ ス に 従 っ て 分 類 し た 246人 の 患 者 試 料 を 解 析
し た 。 こ の 研 究 の 結 果 は 表 2に 示 す 。
【 ０ １ １ ８ 】
表 ２ ： 患 者 試 料 に お け る ネ イ テ ィ ブ proBNP及 び ト ー タ ル proBNPの 分 析
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ９ 】
　 臨 床 上 、 非 常 に 重 要 で あ る の は 、 疾 患 の 進 行 し た 患 者 (NYHA X=等 級 2ま た は そ れ 以 上 )と
比 較 し た と き に 、 無 疾 患 ま た は 非 常 に 穏 や か な 疾 患 (HYHA等 級 0ま た は 1)を 保 有 し た 患 者 と
の 差 異 で あ る 。 表 2か ら 見 て と れ る よ う に 、 等 級 0/1か ら 等 級 2及 び よ り 高 い 等 級 ま で 有 意
に 増 大 し て い る 。 全 て の 等 級 2,3,及 び 4で の こ の 増 加 は 、 ト ー タ ル proBNPと 比 較 し て 、 ネ
イ テ ィ ブ proBNPに つ い て よ り 顕 著 で あ る 。 こ の こ と は 、 ト ー タ ル proBNPと 比 較 し て 、 ネ イ
テ ィ ブ proBNPに つ い て よ り 高 い 感 度 /特 異 性 プ ロ フ ィ ー ル お よ び 臨 床 上 の 有 用 性 が あ る こ
と に な る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ２ １ 】
【 図 １ 】 MAB10.4.63の エ ピ ト ー プ の 同 定 proBNP（ 1-76） の 配 列 か ら ビ オ チ ン 化 し た 69種 の
異 な る 8マ ー の ペ プ チ ド 、 つ ま り 1ア ミ ノ 酸 ず つ シ フ ト し た そ れ ぞ れ が proBNP（ 1－ 76） の
全 体 の 配 列 を カ バ ー す る も の を 使 用 し て 、 MAB10.4.63に 対 す る 反 応 プ ロ フ ァ イ ル を 解 析 し
た 。 吸 光 度 は 、 mE－ ユ ニ ッ ト で 示 す 。 強 い 反 応 性 が ペ プ チ ド 37及 び 38番 目 に 発 見 さ れ て い
る 。
【 図 ２ 】 Biacore解 析 に お い て 使 用 さ れ た 道 具 こ の 図 が 示 す よ う に Biacore（ 登 録 商 標 ） 30
00ア ナ ラ イ ザ ー の 操 作 法 を 使 用 し て 、 proBNPに 対 す る 様 々 な 抗 体 に よ る ネ イ テ ィ ブ proBNP
へ の 特 異 性 を 評 価 し た 。
【 図 ３ 】 様 々 な モ ノ － 及 び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 － proBNP抗 体 に 対 す る MAB10.4.63の 相 関 サ ン
ド イ ッ チ ア ッ セ イ 法 で 約 10 mg/mlの 濃 度 の proBNPを 含 む 20種 の ヒ ト 血 清 及 び 上 記 の も の （
MAB10.4.63及 び キ ャ リ ブ レ ー タ ー 用 と し て 合 成 proBNPを 使 用 し て 決 定 し た ） を 、 Biacore 
3000ア ナ ラ イ ザ ー を 使 用 し て 、 解 析 し た 。 MAB10.4.63で 測 定 し た 値 を x－ 軸 上 に 示 す 。 方
法 の 比 較 と し て 使 用 し た 抗 体 で 測 定 し た 値 を y－ 軸 に 示 す 。 MAB16.1.39、 MAB18.4.34、 MAB
18.29.23、 PAB30－ 38、 PAB44－ 51及 び PAB41－ 46に 対 す る MAB10.4.63の 相 関 性 を 、 図 3に 示
す 。
【 図 ４ 】 様 々 な モ ノ － 及 び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 － proBNP抗 体 に 対 す る MAB10.4.63の 相 関 サ ン
ド イ ッ チ ア ッ セ イ 法 で 約  10mg/mlの 濃 度 の proBNPを 含 む 20種 の ヒ ト 血 清 及 び 上 記 の も の （
MAB10.4.63及 び キ ャ リ ブ レ ー タ ー 用 と し て 合 成 proBNPを 使 用 し て 決 定 し た ） を 、 Biacore 
3000ア ナ ラ イ ザ ー を 使 用 し て 、 解 析 し た 。 MAB10.4.63で 測 定 し た 値 を x－ 軸 上 に 示 す 。 方
法 の 比 較 と し て 使 用 し た 抗 体 で 測 定 し た 値 を y－ 軸 に 示 す 。 MAB16.1.39、 MAB18.4.34、 MAB
18.29.23、 PAB30－ 38、 PAB44－ 51及 び PAB41－ 46に 対 す る MAB10.4.63の 相 関 性 を 、 図 4に 示
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す 。
【 図 ５ 】 様 々 な モ ノ － 及 び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 － proBNP抗 体 に 対 す る MAB10.4.63の 相 関 サ ン
ド イ ッ チ ア ッ セ イ 法 で 約 10 mg/mlの 濃 度 の proBNPを 含 む 20種 の ヒ ト 血 清 及 び 上 記 の も の （
MAB10.4.63及 び キ ャ リ ブ レ ー タ ー 用 と し て 合 成 proBNPを 使 用 し て 決 定 し た ） を 、 Biacore 
3000ア ナ ラ イ ザ ー を 使 用 し て 、 解 析 し た 。 MAB10.4.63で 測 定 し た 値 を x－ 軸 上 に 示 す 。 方
法 の 比 較 と し て 使 用 し た 抗 体 で 測 定 し た 値 を y－ 軸 に 示 す 。 MAB16.1.39、 MAB18.4.34、 MAB
18.29.23、 PAB30－ 38、 PAB44－ 51及 び PAB41－ 46に 対 す る MAB10.4.63の 相 関 性 を 、 図 5に 示
す 。
【 図 ６ 】 様 々 な モ ノ － 及 び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 － proBNP抗 体 に 対 す る MAB10.4.63の 相 関 サ ン
ド イ ッ チ ア ッ セ イ 法 で 約 10 mg/mlの 濃 度 の proBNPを 含 む 20種 の ヒ ト 血 清 及 び 上 記 の も の （
MAB10.4.63及 び キ ャ リ ブ レ ー タ ー 用 と し て 合 成 proBNPを 使 用 し て 決 定 し た ） を 、 Biacore 
3000ア ナ ラ イ ザ ー を 使 用 し て 、 解 析 し た 。 MAB10.4.63で 測 定 し た 値 を x－ 軸 上 に 示 す 。 方
法 の 比 較 と し て 使 用 し た 抗 体 で 測 定 し た 値 を y－ 軸 に 示 す 。 MAB16.1.39、 MAB18.4.34、 MAB
18.29.23、 PAB30－ 38、 PAB44－ 51及 び PAB41－ 46に 対 す る MAB10.4.63の 相 関 性 を 、 図 6に 示
す 。
【 図 ７ 】 様 々 な モ ノ － 及 び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 － proBNP抗 体 に 対 す る MAB10.4.63の 相 関 サ ン
ド イ ッ チ ア ッ セ イ 法 で 約 10 mg/mlの 濃 度 の proBNPを 含 む 20種 の ヒ ト 血 清 及 び 上 記 の も の （
MAB10.4.63及 び キ ャ リ ブ レ ー タ ー 用 と し て 合 成 proBNPを 使 用 し て 決 定 し た ） を 、 Biacore 
3000ア ナ ラ イ ザ ー を 使 用 し て 、 解 析 し た 。 MAB10.4.63で 測 定 し た 値 を x－ 軸 上 に 示 す 。 方
法 の 比 較 と し て 使 用 し た 抗 体 で 測 定 し た 値 を y－ 軸 に 示 す 。 MAB16.1.39、 MAB18.4.34、 MAB
18.29.23、 PAB30－ 38、 PAB44－ 51及 び PAB41－ 46に 対 す る MAB10.4.63の 相 関 性 を 、 図 7に 示
す 。
【 図 ８ 】 様 々 な モ ノ － 及 び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 － proBNP抗 体 に 対 す る MAB10.4.63の 相 関 サ ン
ド イ ッ チ ア ッ セ イ 法 で 約 10 mg/mlの 濃 度 の proBNPを 含 む 20種 の ヒ ト 血 清 及 び 上 記 の も の （
MAB10.4.63及 び キ ャ リ ブ レ ー タ ー 用 と し て 合 成 proBNPを 使 用 し て 決 定 し た ） を 、 Biacore 
3000ア ナ ラ イ ザ ー を 使 用 し て 、 解 析 し た 。 MAB10.4.63で 測 定 し た 値 を x－ 軸 上 に 示 す 。 方
法 の 比 較 と し て 使 用 し た 抗 体 で 測 定 し た 値 を y－ 軸 に 示 す 。 MAB16.1.39、 MAB18.4.34、 MAB
18.29.23、 PAB30－ 38、 PAB44－ 51及 び PAB41－ 46に 対 す る MAB10.4.63の 相 関 性 を 、 図 8に 示
す 。
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【 図 １ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 3月 3日 (2005.3.3)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 患 者 試 料 に お い て 測 定 し た proBNPの 値 に 関 し て 、 直 線 回 帰 分 析 に よ り 測 定 さ れ る 、 少 な
く と も r=0.95ま た は そ れ よ り 大 き い r値 で MAB10.4.63と 相 関 す る 抗 体 で あ る 、 ネ イ テ ィ ブ p
roBNPに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 1記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 MAB10.4.63に よ り 産 生 さ れ る 請 求 項
2記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 抗 体 が 単 離 さ れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 proBNPを 含 む こ と が 推 測 さ れ る か 、 ま た は 分 か っ て い る 試 料 と 、 請 求 項 １ ～ ４ い ず れ か
記 載 の ネ イ テ ィ ブ proBNPと を ネ イ テ ィ ブ proBNP-ネ イ テ ィ ブ proBNPに 対 す る 抗 体 の 形 成 が
可 能 な 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び 形 成 さ れ た 複 合 体 を 検 出 す る 工 程 を 含 む 、 ネ イ テ
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ィ ブ proBNPの 特 異 的 検 出 の た め の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 検 出 が 競 合 免 疫 分 析 に よ り 行 わ れ る 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 検 出 が 、 サ ン ド イ ッ チ 免 疫 分 析 に よ り 行 わ れ 、 proBNPに 対 す る 第 ２ の 抗 体 が ま た 使
用 さ れ 、 該 proBNPに 対 す る 第 ２ の 抗 体 お よ び ネ イ テ ィ ブ proBNPに 対 す る 抗 体 の 両 方 が ネ イ
テ ィ ブ proBNPに 結 合 し 、 そ れ に よ り 第 ２ の 抗 proBNP抗 体 -ネ イ テ ィ ブ proBNP-抗 ネ イ テ ィ ブ
proBNP抗 体 複 合 体 を 形 成 す る 、 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ネ イ テ ィ ブ proBNPの 特 異 的 検 出 、 お よ び ネ イ テ ィ ブ proBNPの レ ベ ル を 心 不 全 に 相 関 付 け
る 工 程 を 含 む 、 心 不 全 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ い ず れ か 記 載 の 抗 体 、 お よ び ネ イ テ ィ ブ proBNPの 検 出 用 補 助 試 薬 を 含 有 し
て な る 、 ネ イ テ ィ ブ proBNPの 測 定 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 DSMZに 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 MAB10.4.63。
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【 国 際 調 査 報 告 】
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