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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　１３個のアミノ酸からなり、アミノ酸配列Ｐｒｏ－Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ｇｌｎ－Ｃｙｓま
たはＰｒｏ－Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ｇｌｎ－Ｓｅｒを含むペプチドであって、
　ここで、当該ペプチドのアミノ酸配列は、以下のアミノ酸配列からなる群から選ばれる
、ペプチド。
　Ｇｌｙ－Ｓｅｒ－Ｓｅｒ－Ｖａｌ－Ａｓｎ－Ｌｅｕ－Ｓｅｒ－Ｐｒｏ－Ｐｒｏ－Ｌｅｕ
－Ｇｌｕ－Ｇｌｎ－Ｃｙｓ
　Ｓｅｒ－Ｖａｌ－Ａｓｎ－Ｌｅｕ－Ｓｅｒ－Ｐｒｏ－Ｐｒｏ－Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ｇｌｎ
－Ｃｙｓ-Ｖａｌ－Ｐｒｏ
　Ａｓｎ－Ｌｅｕ－Ｓｅｒ－Ｐｒｏ－Ｐｒｏ－Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ｇｌｎ－Ｃｙｓ-Ｖａｌ
－Ｐｒｏ－Ａｓｐ－Ａｒｇ
　Ｓｅｒ－Ｐｒｏ－Ｐｒｏ－Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ｇｌｎ－Ｃｙｓ-Ｖａｌ－Ｐｒｏ－Ａｓｐ
－Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ｇｌｎ
　Ｐｒｏ－Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ｇｌｎ－Ｃｙｓ-Ｖａｌ－Ｐｒｏ－Ａｓｐ－Ａｒｇ－Ｇｌｙ
－Ｇｌｎ－Ｇｌｎ－Ｔｙｒ
　Ｇｌｙ－Ｓｅｒ－Ｓｅｒ－Ｖａｌ－Ａｓｎ－Ｌｅｕ－Ｓｅｒ－Ｐｒｏ－Ｐｒｏ－Ｌｅｕ
－Ｇｌｕ－Ｇｌｎ－Ｓｅｒ
　Ｓｅｒ－Ｖａｌ－Ａｓｎ－Ｌｅｕ－Ｓｅｒ－Ｐｒｏ－Ｐｒｏ－Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ｇｌｎ
－Ｓｅｒ-Ｖａｌ－Ｐｒｏ
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　Ａｓｎ－Ｌｅｕ－Ｓｅｒ－Ｐｒｏ－Ｐｒｏ－Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ｇｌｎ－Ｓｅｒ-Ｖａｌ
－Ｐｒｏ－Ａｓｐ－Ａｒｇ
　Ｓｅｒ－Ｐｒｏ－Ｐｒｏ－Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ｇｌｎ－Ｓｅｒ-Ｖａｌ－Ｐｒｏ－Ａｓｐ
－Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ｇｌｎ
Ｐｒｏ－Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ｇｌｎ－Ｓｅｒ-Ｖａｌ－Ｐｒｏ－Ａｓｐ－Ａｒｇ－Ｇｌｙ－
Ｇｌｎ－Ｇｌｎ－Ｔｙｒ
【請求項２】
　固相、および／または、シグナル発生システムの構成要素に結合した、請求項１に記載
のペプチド。
【請求項３】
　免疫化および／または抗体を精製するための、請求項１に記載のペプチドの使用。
【請求項４】
　Ｆ1+2を定量検出または定性検出する方法における、請求項１または２に記載のペプチ
ドの使用。
【請求項５】
　請求項１または２に記載のペプチドに特異的に結合する、抗体。
【請求項６】
　ハイブリドーマ細胞株ＤＳＭ　ＡＣＣ２６０７で生産された、請求項５に記載の抗体。
【請求項７】
　固相、および／または、シグナル発生システムの構成要素に結合した、請求項５または
６に記載の抗体。
【請求項８】
　製薬上許容できる滅菌注射用液中の、請求項５または６に記載の抗体。
【請求項９】
　Ｆ1+2を定量検出または定性検出する方法における、請求項５～７のいずれか一項に記
載の抗体の使用。
【請求項１０】
　アフィニティークロマトグラフィーにおける、請求項５～７のいずれか一項に記載の抗
体の使用。
【請求項１１】
　診断補助物または診断補助物の成分としての、請求項５～８のいずれか一項に記載の抗
体の使用。
【請求項１２】
　請求項１または２に記載の１つまたはそれ以上のペプチド、または、請求項５～８のい
ずれか一項に記載の１またはそれ以上の抗体を含む試薬。
【請求項１３】
　請求項１または２に記載の１つまたはそれ以上のペプチド、および／または、請求項５
～８のいずれか一項に記載の１つまたはそれ以上の抗体、および／または、請求項１２に
記載の試薬を含む試験キット。
【請求項１４】
　請求項５または６に記載の抗体を生産する、動物細胞。
【請求項１５】
　請求項１４に記載のハイブリドーマ細胞株。
【請求項１６】
　ＤＳＭＺに、寄託番号ＤＳＭ　ＡＣＣ２６０７で寄託された、請求項１５に記載のハイ
ブリドーマ細胞株。
【請求項１７】
　請求項１または２に記載の１つまたはそれ以上のペプチド、および／または、請求項５
～８のいずれか一項に記載の１つまたはそれ以上の抗体を用いて、サンプル中のプロトロ
ンビンのフラグメントＦ1+2および／またはＦ2を定量検出または定性検出する方法。



(3) JP 5588585 B2 2014.9.10

10

20

30

40

50

【請求項１８】
　請求項５～８のいずれか一項に記載の抗体を、エピトープがＦ2およびＦ1+2フラグメン
トの４個のカルボキシ末端アミノ酸を含む抗体と組み合わせて用いる、請求項１７に記載
の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、プロトロンビンフラグメントＦ1+2に対する抗体、ならびに、それらの製造
および使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　フラグメントの形成を伴うプロトロンビンから活性トロンビンへの変換は、凝固カスケ
ードの進行における中心的な現象を代表する。プロトロンビンフラグメントＦ1+2を免疫
化学的に測定することによって、実際に形成されたトロンビンを定量することができる。
【０００３】
　血液凝固亢進状態や血栓性の現象の診断において、プロトロンビンフラグメントＦ1+2

（以下「Ｆ1+2」という）測定は重要である。血栓症、肺塞栓症、汎発性血管内凝固（Ｄ
ＩＣ）、多発外傷（ｐｏｌｙｔｒａｕｍａ）および敗血症に罹った患者において、高いレ
ベルが検出される。遺伝性のプロティンＣまたはプロティンＳ欠乏症に罹った患者の血漿
におけるＦ1+2濃度の増加も同様に説明されている。経口の凝固防止剤での治療の際、基
準範囲を下回るＦ1+2レベルの著しい減少が観察される。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　Ｆ1+2分析に関する問題点は、一般的に、Ｆ1+2に比べて過剰量のプロトロンビンがサン
プル中に存在するため、分析で用いるための抗Ｆ1+2抗体は、切断によって放出されるプ
ロトロンビンフラグメントＦ2（以下「Ｆ2」という）やＦ1+2と、完全プロトロンビンと
を極めて特異的に区別しなければならないことである。このような特異的抗体の製造は、
欧州特許第０３０３９８３号で説明されている。プロトロンビンフラグメントＦ1+2濃度
を測定するための市販の酵素免疫検査法は、例えば、この方法で製造されたポリクローナ
ルウサギ抗Ｆ1+2抗体を利用している。抗Ｆ1+2抗体の特異性に関して重要なことは、抗Ｆ

1+2抗体が、Ｆ2およびＦ1+2フラグメントの少なくとも４個のカルボキシ末端アミノ酸（
Ｉｌｅ－Ｇｌｕ－Ｇｌｙ－Ａｒｇ－ＯＨ）を含むエピトープに結合することである。対応
するモノクローナル抗Ｆ1+2抗体もここ数年で報告されており（米国特許第６５４１２７
５号、欧州特許第０５９４５７６号）、モノクローナル抗体の全般的な利益も当業者間で
は明白であるが、これまでに市販のＦ1+2分析においてモノクローナル抗体は用いられて
こなかった。通常は、Ｆ1+2濃度の測定にサンドイッチイムノアッセイが用いられるため
、２種の抗Ｆ1+2抗体が必要である。これまで、高い感度と特異性でＦ1+2測定を可能にす
る、特にモノクローナル抗体の組み合わせは明らかに見出されていない。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　従って本発明は、精度と再現性が高められ、病理学的サンプルおよび非病理学的サンプ
ルの識別能が改善されたプロトロンビンフラグメントＦ1+2を測定するための分析法を提
供することを目的とする。
【０００６】
　この目的は、請求項に記載の本発明の方法および観点を提供することにより達成される
。
　特に、この目的は、プロトロンビンのＦ2フラグメントのＮ末端側半分のエピトープに
結合する、プロトロンビンフラグメントＦ1+2に対するモノクローナル抗体（以下「二次
抗体」という）を提供することにより達成される。これら二次抗体は、エピトープがＦ2
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およびＦ1+2フラグメントの４個のカルボキシ末端アミノ酸を含む抗体（以下「一次抗体
」という）と組み合わせて、Ｆ1+2測定のための改善されたサンドイッチイムノアッセイ
の基礎を形成する。
【０００７】
　驚くべきことに、免疫化の研究から、試験された一次抗体はいずれもＦ1+2への結合を
示したが、試験された二次抗体３８種のうちＦ1+2に特異的に結合したのはわずか４種で
あったことが明らかになった。試験された一次抗体の７５％は、サンドイッチイムノアッ
セイを構築するのに適していたが、二次抗体で適しているのは残りの４種のうちわずか１
種であった。このような低い収率から、二次抗体は、特定の特性を有さなければならない
ことが示される。この点については、二次抗体により認識されたエピトープが特に重要で
ある。本発明の抗体に関するエピトープは、アミノ酸配列Ｓｅｒ－Ｐｒｏ－Ｐｒｏ－Ｌｅ
ｕ－Ｇｌｕ－Ｇｌｎ－Ｃｙｓを有するペプチドとして明瞭に同定された。
【０００８】
　本発明の特定の実施形態を以下で詳細に説明する：
　本発明の１つの観点は、５～２５個のアミノ酸、好ましくは５～２１個のアミノ酸、さ
らに特に好ましくは５～１２個のアミノ酸からなり、アミノ酸配列Ｐｒｏ－Ｌｅｕ－Ｇｌ
ｕ－Ｇｌｎ－Ｃｙｓを含むペプチドである。好ましい本発明のペプチドは、アミノ酸配列
Ｓｅｒ－Ｇｌｕ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ－Ｓｅｒ－Ｖａｌ－Ａｓｎ－Ｌｅｕ－Ｓｅｒ－Ｐｒｏ－
Ｐｒｏ－Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ｇｌｎ－Ｃｙｓ－Ｖａｌ－Ｐｒｏ－Ａｓｐ－Ａｒｇ－Ｇｌｙ－
Ｇｌｎ－Ｇｌｎ－Ｔｙｒ－Ｇｌｎ－Ｇｌｙまたはそれらのフラグメントを有するペプチド
、特に、アミノ酸配列Ｓｅｒ－Ｐｒｏ－Ｐｒｏ－Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ｇｌｎ－Ｃｙｓを有す
るペプチドである。
【０００９】
　用語「ペプチド」は、本発明の目的において、加水分解によってアミノ酸に分解するア
ミドを含み、例えば、アミノ酸ポリマー、例えばポリペプチド、オリゴペプチド、タンパ
ク質、または、タンパク質フラグメントである。
【００１０】
　本発明のペプチドは、本発明の抗体を製造するための免疫抗原として、または、本発明
の抗体をアフィニティークロマトグラフィーで精製するために用いることができる。本発
明のペプチドを、分析物、好ましくはＦ1+2を定量検出または定性検出する方法に用いる
こともできる。本発明のペプチドはまた、固相、および／または、シグナル発生システム
の構成要素に結合させてもよい。
【００１１】
　本発明のさらに好ましい観点は、プロトロンビンのＦ2フラグメントのＮ末端側半分の
エピトープに結合する抗体であり、すなわち、Ｓｅｒ－Ｇｌｕ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ－Ｓｅｒ
－Ｖａｌ－Ａｓｎ－Ｌｅｕ－Ｓｅｒ－Ｐｒｏ－Ｐｒｏ－Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ｇｌｎ－Ｃｙｓ
－Ｖａｌ－Ｐｒｏ－Ａｓｐ－Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ｇｌｎ－Ｇｌｎ－Ｔｙｒ－Ｇｌｎ－Ｇｌｙ
－Ａｒｇ－Ｌｅｕ－Ａｌａ－Ｖａｌ－Ｔｈｒ－Ｔｈｒ－Ｈｉｓ－Ｇｌｙ－Ｌｅｕ－Ｐｒｏ
－Ｃｙｓ－Ｌｅｕ－Ａｌａ－Ｔｒｐ－Ａｌａ－Ｓｅｒ－Ａｌａ－Ｇｌｎ－Ａｌａ－Ｌｙｓ
－Ａｌａ－Ｌｅｕ－Ｓｅｒ－Ｌｙｓ－Ｈｉｓ－Ｇｌｎ－Ａｓｐ－Ｐｈｅ－Ａｓｎ－Ｓｅｒ
－Ａｌａ－Ｖａｌ－Ｇｌｎ－Ｌｅｕ－Ｖａｌ－Ｇｌｕ－Ａｓｎに結合する抗体である。
【００１２】
　用語「抗体」は、本発明の目的において、免疫グロブリンを意味し、例えば、クラスま
たはサブクラスＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ1、ＩｇＧ2a、ＩｇＧ2b、ＩｇＧ3、Ｉｇ
Ｇ4、ＩｇＭの免疫グロブリンである。抗体は、抗原またはハプテンにあるエピトープ（
抗原決定基ともいう）に対する少なくとも１つの結合部位（パラトープともいう）を有す
る。このようなエピトープは、例えば、その３次元構造、および／または、極性基および
／または非極性基の存在により特徴付けられる。抗体の結合部位は、エピトープに相補的
である。抗原－抗体反応、または、ハプテン－抗体反応は、いわゆる「錠前と鍵の原理」
により作動し、通常は極めて特異的であり、すなわち、抗体は、抗原またはハプテンの一
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次構造、電荷、空間配置および立体配置におけるわずかな差を識別することができる。特
に、抗体のいわゆる相補性を決定する領域が、抗体の抗原またはハプテンへの結合に寄与
する。
【００１３】
　用語「抗原」は、一価および多価の抗原を含む。多価の抗原は、２以上の免疫グロブリ
ンが同時に結合することができる分子または分子複合体であり、それに対して、一価の抗
原は、それぞれ特定の時点において１つの抗体しか結合できない。ハプテンは、通常、そ
れ自体は免疫原性ではないが、一般的に免疫化の目的でキャリアーに結合する分子に対す
る呼称である。
【００１４】
　用語「抗体」は、本発明の目的において、完全抗体を意味するだけでなく、特に、抗体
フラグメント、例えばＦａｂ、Ｆｖ、Ｆ(ａｂ’)2、Ｆａｂ’；および、キメラ抗体、ヒ
ト化抗体、二重特異的または多重特異的抗体、または単鎖抗体；加えて、免疫グロブリン
の集合体、ポリマー、および結合体、および／または、それらのフラグメントであって、
抗原またはハプテンに結合する特性が保持されているものを意味する。抗体フラグメント
は、例えば、ペプシンまたはパパインのような酵素による抗体の酵素的な切断により製造
することができる。抗体集合体、ポリマーおよび結合体は、様々な方法により生成させる
ことができ、例えば熱処理、グルタルアルデヒドのような物質との反応、免疫グロブリン
結合分子との反応、抗体のビオチン化、および、ストレプトアビジンまたはアビジンを用
いた連続反応などによって生成させることができる。
【００１５】
　本発明の目的に関する抗体は、モノクローナル抗体でもよいし、ポリクローナル抗体で
もよい。このような抗体は、従来の方法で製造されたものでよく、例えば、ヒトまたは動
物（例えば、マウス、ラット、モルモット、ウサギ、ウマ、ヒツジ、ヤギ、ニワトリ）の
免疫化（Ｍｅｓｓｅｒｓｃｈｍｉｄ（１９９６年）ＢＩＯｆｏｒｕｍ，１１：５００～５
０２も参照）、それに続く抗血清の単離；または、ハイブリドーマ細胞の作製、それに続
く分泌された抗体の精製；または、自然抗体の抗原および／またはハプテンへの結合を引
き起こすアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列またはそれらの改変型のクローニン
グおよび発現により製造することができる。
【００１６】
　本発明の抗体は、特に、アミノ酸配列Ｐｒｏ－Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ｇｌｎ－Ｃｙｓを含む
、５～２５個のアミノ酸、好ましくは５～２１個のアミノ酸、さらに特に好ましくは５～
１２個のアミノ酸からなるペプチドに結合する抗体である。本発明の目的において極めて
好ましい抗体は、アミノ酸配列Ｓｅｒ－Ｇｌｕ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒ－Ｓｅｒ－Ｖａｌ－Ａｓ
ｎ－Ｌｅｕ－Ｓｅｒ－Ｐｒｏ－Ｐｒｏ－Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ｇｌｎ－Ｃｙｓ－Ｖａｌ－Ｐｒ
ｏ－Ａｓｐ－Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ｇｌｎ－Ｇｌｎ－Ｔｙｒ－Ｇｌｎ－Ｇｌｙを有するペプチ
ド、または、このペプチドのフラグメントに特異的に結合する抗体であり、特に、アミノ
酸配列Ｓｅｒ－Ｐｒｏ－Ｐｒｏ－Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ｇｌｎ－Ｃｙｓを有するペプチドに特
異的に結合する抗体である。
【００１７】
　本発明の目的において特に好ましい抗体はまた、ハイブリドーマ細胞株９２－１９５／
０９７で生産された抗体である。このハイブリドーマ細胞株は、２００３年８月１５日に
、ＤＳＭＺ（Ｄｅｕｔｓｃｈｅ　Ｓａｍｍｌｕｎｇ　ｖｏｎ　Ｍｉｋｒｏｏｒｇａｎｉｓ
ｍｅｎ　ｕｎｄ　Ｚｅｉｌｋｕｌｔｕｒｅｎ　ＧｍｂＨ，Ｍａｓｃｈｅｒｏｄｅｒ　Ｗｅ
ｇ　１ｂ，３８１２４　Ｂｒｕｎｓｗｉｃｋ，Ｇｅｒｍａｎｙ）に寄託番号ＤＳＭ　ＡＣ
Ｃ２６０７で寄託された。
【００１８】
　本発明のさらなる観点は、本発明の抗体により認識されたエピトープに結合する特異的
な結合パートナーである。
　「特異的な結合パートナー」は、特異的な結合対の構成要素を意味する。特異的な結合
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対の構成要素は、一方が、他方の分子構造に相補的な少なくとも１つの構造を有する２個
の分子を含み、この２個の分子は、相補的な構造の結合を介して結合することができる。
用語「分子」はまた、分子複合体を含み、例えば、アポ酵素と補酵素とからなる酵素、複
数のサブユニットからなるタンパク質、タンパク質と脂質とからなるリポタンパク質など
である。特異的な結合パートナーは、天然に存在する物質でもよいし、または、例えば化
学合成、微生物学的技術、および／または、遺伝子操作法により製造された物質でもよい
。用語「特異的な結合パートナー」を説明するためにの例を言えば、これらに限定されな
いが、チロキシン結合グロブリン、ステロイド結合タンパク質、抗体、抗原、ハプテン、
酵素、レクチン、核酸、リプレッサー、オリゴおよびポリヌクレオチド、プロティンＡ、
プロティンＧ、アビジン、ストレプトアビジン、ビオチン、補体成分Ｃ１ｑ、核酸結合タ
ンパク質などが挙げられる。特異的な結合対は、例えば、抗体－抗原、抗体－ハプテン、
オペレーター－リプレッサー、ヌクレアーゼ－ヌクレオチド、ビオチン－アビジン、レク
チン－多糖類、ステロイド－ステロイド結合タンパク質、薬物－薬物受容体、ホルモン－
ホルモン受容体、酵素－基質、ＩｇＧ－プロティンＡ、相補オリゴまたはポリヌクレオチ
ドなどである。
【００１９】
　従って、本発明の抗体を提供することにより、当業者が、例えば競合実験（Ｐｅｔｅｒ
ｓ等（１９８５年）Ｍｏｎｏｋｌｏｎａｌｅ　Ａｎｔｉｋｏｕｒｐｅｒ，シュプリンガー
，フェルラーク，第１２.２章の「Ｅｐｉｔｏｐ－Ａｎａｌｙｓｅ」も参照）により、本
発明の抗体のエピトープに結合する他方の特異的な結合パートナー（特に抗体が挙げられ
る）を同定することを可能にする。従って、当業者既知の技術により、ファージディスプ
レイライブラリーの補助により、合成ペプチドデータベースにより、または、組換え抗体
ライブラリーにより、特異的な結合パートナーを選択することが可能である（Ｌａｒｒｉ
ｃｋおよびＦｒｙ（１９９１年）Ｈｕｍａｎ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　Ｈｙｂｒ
ｉｄｏｍａｓ，２：１７２～１８９）。
【００２０】
　本発明はまた、固相、および／または、シグナル発生システムの構成要素に結合する本
発明の抗体に関する。
【００２１】
　用語「固相」は、本発明の目的において、多孔質および／または非多孔質の、通常は水
不溶性の材料からなる部材を含み、この部材は、多種多様な形であってよく、例えば、管
、チューブ、マイクロタイタープレート、ビーズ、微粒子、ロッド、試験片、ろ紙、また
は、クロマトグラフィーペーパーなどの形状が可能である。固相の表面は、通常、親水性
でもよいし、または、親水性にしてもよい。固相は、多種多様な材料から構成されていて
もよく、例えば、無機および／または有機材料、合成材料、天然に存在する材料、および
／または、改変された天然に存在する材料から構成することができる。固相材料の例は、
ポリマー、例えば、セルロース、ニトロセルロース、酢酸セルロース、ポリ塩化ビニル、
ポリアクリルアミド、架橋デキストラン分子、アガロース、ポリスチレン、ポリエチレン
、ポリプロピレン、ポリメタクリレートまたはナイロン；セラミック；ガラス；金属、特
に、金や銀のような貴金属；磁鉄鉱；混合物、または、それらの組み合わせ；などである
。用語「固相」はまた、細胞、リポソーム、または、リン脂質小胞を含む。
【００２２】
　固相は、例えば、サンプル成分が固相に非特異的に結合することを減少させる、または
防ぐために、または、例えば、粒状の固相の懸濁安定性、貯蔵安定性、成形安定性、また
は、ＵＶ光、微生物もしくは損傷作用を有するその他の物質に対する耐性に関する改善を
達成するために、例えばタンパク質、炭水化物、親油性物質、バイオポリマー、有機ポリ
マー、またはそれらの混合物の１またはそれ以上の層からなるコーティングを有してもよ
い。
【００２３】
　「シグナル発生システム」は、１またはそれ以上の構成要素を含んでもよく、この場合
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、少なくとも１つの構成要素が検出可能なラベルを含む。ラベルとは、それ自身がシグナ
ルを生産できるあらゆる分子、または、シグナル生産を誘導できるあらゆる分子を意味し
、例えば、蛍光物質、放射活性物質、酵素、または、化学発光物質である。シグナルは、
例えば、酵素活性、発光、光吸収、光散乱、放出された電磁放射もしくは放射活性放射、
または、化学反応に基づき、検出または測定することができる。
【００２４】
　ラベルは、それ自身で検出可能なシグナルを生成することができ、その場合、さらなる
構成要素は必要ない。多くの有機分子は、紫外光および可視光を吸収し、光の吸収により
転移したエネルギーは、これらの分子を励起エネルギー状態にし、分子は吸収したエネル
ギーを入射光の波長と異なる波長の光の形態で放出する。その他のラベルは、代わりに検
出可能なシグナルを直接生成することができるものである（例えば、放射活性同位体また
は色素）。
【００２５】
　その他のラベルは、シグナルを生成するのに、代わりにさらなる構成要素を必要とし、
すなわちこのような場合、シグナル発生システムは、シグナル生産に必要な全ての構成要
素、例えば、基質、補酵素、消光剤、促進剤、さらなる酵素、酵素産物と反応する物質、
触媒、活性化剤、補因子、阻害剤、イオンなどを含む。
【００２６】
　適切なラベル（欧州特許第０５１５１９４号（Ａ２）；米国特許第５,３４０,７１６号
；米国特許第５,５４５,８３４号；Ｂａｉｌｅｙ等（１９８７年）Ｊ．Ｐｈａｒｍａｃｅ
ｕｔｉｃａｌ　＆　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　５：６４９～６５８も参
照）は、例えば、酵素、例えばホースラディッシュペルオキシダーゼ、アルカリホスファ
ターゼ、グルコース－６－リン酸デヒドロゲナーゼ、アルコールデヒドロゲナーゼ、グル
コースオキシダーゼ、β－ガラクトシダーゼ、ルシフェラーゼ、ウレアーゼ、および、ア
セチルコリンエステラーゼ；色素；蛍光物質、例えばフルオレセインイソチオシアネート
、ローダミン、フィコエリトリン、フィコシアニン、エチジウムブロマイド、５－ジメチ
ルアミノ－ナフタレン－１－塩化スルホニル、および、希土類の蛍光キレート；化学発光
物質、例えばルミノール、イソルミノール、アクリジニウム化合物、オレフィン、エノー
ルエーテル、エナミン、アリールビニルエーテル、ダイオキセン、アリールイミダゾール
、ルシゲニン、ルシフェリン、および、エクオリン；増感剤、例えばエオシン、９，１０
－ジブロモアントラセン、メチレンブルー、ポルフィリン、フタロシアニン、クロロフィ
ル、ローズベンガル；補酵素；酵素基質；放射活性同位体、例えば125Ｉ、131Ｉ、14Ｃ、
3Ｈ、32Ｐ、35Ｓ、14Ｃ、51Ｃｒ、59Ｆｅ、57Ｃｏ、および、75Ｓｅ；例えば磁気粒子の
ような粒子、または、例えば色素、増感剤、蛍光物質、化学発光物質、同位体、もしくは
その他の検出可能なラベルでそれ自身が標識可能な粒子、好ましくはラテックス粒子；ゾ
ル粒子、例えば金または銀ゾル；それ自身検出可能なラベルで標識可能なリポソームまた
は細胞などである。
【００２７】
　シグナル発生システムはまた、空間的に互いに近接している場合、例えば、エネルギー
ドナーとエネルギーレシピエントの形態で、例えば、光増感剤と化学発光物質（欧州特許
第０５１５１９４号（Ａ２））、光増感剤と蛍光団（ＷＯ９５／０６８７７）、放射活性
ヨウ素－１２５と蛍光団（Ｕｄｅｎｆｒｉｅｎｄ等（１９８５年）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．
Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．８２：８６７２～８６７６）、蛍光団と蛍光団（Ｍａｔｈｉｓ（１９
９３年）Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．３９：１９５３～１９５９）、または、蛍光団と蛍光消光
剤（米国特許第３,９９６,３４５号）のような形態で、検出可能な相互作用に参加させる
ことができる構成要素を含んでもよい。
【００２８】
　構成要素間の相互作用としては、例えば光または電子の放出や、短時間の反応性の化学
分子による構成要素間の直接的なエネルギートランスファーが挙げられる。またそれによ
り、１つの構成要素の活性が、１またはそれ以上の他の構成要素により阻害または増強さ
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れる工程が含まれ、この工程としては、例えば酵素活性を阻害または増加すること、また
は、作用を受けた構成要素により放出された電磁放射を阻害、増加または改変すること（
例えば波長シフト、極性化）が挙げられる。構成要素間の相互作用はまた、酵素カスケー
ドを含む。この場合、構成要素は酵素であり、そのうち少なくとも１つは他方の酵素の基
質を提供し、それにより最大または最小反応速度で結合した基質の変換が起こる。
【００２９】
　構成要素間の効率的な相互作用は通常、それらが空間的に近接している場合に起こり、
すなわち例えば距離が数μｍの範囲内、特に、距離が６００ｎｍ未満、好ましくは４００
ｎｍ未満、さらに特に好ましくは２００ｎｍ未満の範囲内で起こる。
【００３０】
　微粒子はしばしば、固相として、および／または、ラベルとして使用される。用語「微
粒子」は、本発明の目的において、およその直径が、２０ｎｍ～２０μｍ、通常４０ｎｍ
～１０μｍ、好ましくは０.１～１０μｍ、特に好ましくは０.１～５μｍ、さらに特に好
ましくは０.１５～２μｍの粒子を意味する。微粒子の形状は、一定でもよいし、または
不揃いでもよい。微粒子は、球状、回転楕円体、大きいまたは小さい空洞または孔を有す
る球状が可能である。微粒子は、有機材料または無機材料、または、これら２種の混合物
または組み合わせから構成することができる。微粒子はまた、多孔質または非多孔質材料
、膨潤性または非膨潤性材料から構成されてもよい。微粒子は、どのような比重を有して
いてもよいが、水の比重に近い比重（例えば約０.７～約１.５ｇ／ｍｌ）を有する粒子が
好ましい。好ましい微粒子は、水性溶液に懸濁可能であり、懸濁液中で最も安定である。
微粒子は、透明、半透明、または不透明であり得る。微粒子は、複数の層で構成されても
よく、例えば、コアと、１またはそれ以上の被服層とを有するいわゆるコア・シェル粒子
が挙げられる。用語「微粒子」は、例えば色素結晶、金属ゾル、シリカ粒子、ガラス粒子
、磁気粒子、ポリマー粒子、油滴、脂質粒子、デキストラン、および、タンパク質集合体
を含む。好ましい微粒子は、水性溶液に懸濁可能であり、水不溶性ポリマー材料、特に置
換ポリエチレンからなる粒子である。ラテックス粒子は極めて特に好ましく、例えば、ポ
リスチレン、アクリル酸ポリマー、メタクリル酸ポリマー、アクリロニトリルポリマー、
アクリロニトリル－ブタジエン－スチレン、ポリ酢酸ビニル－アクリレート、ポリビニル
ピリジン、塩化ビニル－アクリレートで構成される。表面に、共有結合（例えば特異的な
結合パートナーとラテックス粒子との共有結合）を可能にする反応性基（例えば、カルボ
キシル、アミノまたはアルデヒド基）を有するラテックス粒子が、特に興味深い。ラテッ
クス粒子の製造は、例えば欧州特許第００８０６１４号、欧州特許第０２２７０５４号、
および、欧州特許第０２４６４４６号で説明されている。
【００３１】
　用語「結合した」は、広い意味を有し、例えば、共有結合および非共有結合、直接的お
よび間接的な結合、表面への吸着、および、くぼみや空洞への取り込みなどを含む。共有
結合の場合、抗体または結合パートナーは、化学結合で固相またはラベルに結合する。非
共有結合の例としては、表面への吸着、空洞への取り込み、または、２つの特異的な結合
パートナー結合が挙げられる。固相またはラベルへの直接的な結合のほかに、抗体または
結合パートナーを、他方の特異的な結合パートナーと特異的な相互作用を介して固相また
はラベルに間接的に結合させることも可能である（欧州特許第０４１１９４５号（Ａ２）
も参照）。これは、以下の例により詳細に説明される：ビオチン化抗体は、ラベル結合ア
ビジンを介してラベルへ結合できる；または、フルオレセイン抗体結合体は、固相に結合
した抗フルオレセイン抗体を介して固相に結合できる；または、抗体は、免疫グロブリン
が結合したプロティンを介して固相またはラベルに結合できる。
【００３２】
　本発明のさらなる観点は、インビトロでの診断補助物またはインビトロでの診断補助物
の成分として用いられる、本発明の抗体または特異的な結合パートナーである。
　インビトロでの診断補助物において、検出され得る分析物、例えばＦ1+2は、生きてい
るヒトまたは動物の体外でサンプル中において検出されるか、または、それらの濃度また
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は量が測定される。
【００３３】
　「サンプル」は、本発明の目的において、検出され得る物質（用語「分析物」の例，欧
州特許第０５１５１９４号（Ａ２），８～１５頁を参照）を含む可能性がある材料を意味
する。用語「サンプル」としては、例えば、特にヒトおよび動物からの生物学的な液体ま
たは組織、例えば血液、血漿、血清、痰、浸出液、気管支肺胞洗浄液、リンパ液、滑液、
精液、粘膜液、便、尿、ＣＳＦ、毛髪、皮膚、組織サンプルまたは切片が挙げられる。さ
らに、細胞培養サンプル、植物の液または組織、法医学的なサンプル、水および汚水サン
プル、食品、医薬品も挙げられる。必要に応じて、検出方法で処理することができる分析
物を作製するため、または、サンプルの干渉する成分を除去するために、サンプルを前処
理することが必要である。このようなサンプルの前処理としては、細胞の除去および／ま
たは溶解、サンプルの成分（例えばタンパク質）の沈殿、加水分解または変性、サンプル
の遠心分離、有機溶媒（例えばアルコール、特にメタノール）でのサンプルの処理；界面
活性剤でのサンプルの処理が挙げられる。サンプルは、場合によっては、検出方法への干
渉ができるだけ少ない様々な媒体（通常は水性媒体）に移される。
【００３４】
　本発明の抗体は、サンプル中で、分析物、好ましくはＦ2、および／または、Ｆ1+2、お
よび／または、プロトロンビンを定量検出または定性検出する方法で用いることができる
。
【００３５】
　定量検出において、サンプル中における分析物の量、濃度または活性（例えば酵素活性
）が測定される。用語「定量検出」は、サンプル中の分析物のおよその量、濃度または活
性を推測する程度、または、相対的な量、濃度または活性を示すのに役立つ程度の半定量
方法も含む。定性検出は、サンプル中における分析物の存在、または、サンプル中におけ
る分析物の濃度または活性が、特定の閾値またはいくつかの特定の閾値より低いか、また
は高いかを示す指標を単に検出することを意味する。
【００３６】
　従って本発明はまた、サンプルおよびそのための適切な試薬中における、分析物、好ま
しくはＦ2および／またはＦ1+2の定量検出または定性検出の方法に関する。
【００３７】
　分析物は、場合によっては、サンプル中における分析物の存在、非存在または量が、検
出され得る分析物の分析物に特異的な結合パートナーへの特異的な結合から推測できるよ
うな結合分析を用いることによって検出される。結合分析の例としては、イムノアッセイ
、または、オリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチドをハイブリダイズさせる方法があ
る。
【００３８】
　いわゆる「不均質な結合分析」は、１またはそれ以上の分離工程および／または洗浄工
程を特徴とする。分離は、例えば、免疫沈降、ポリエチレングリコールまたは硫酸アンモ
ニウムのような物質を用いた沈殿、ろ過、磁気での除去、固相への付着により行うことが
できる。このような「固相」は、多孔質および／または非多孔質の材料（通常は水不溶性
）からなる。固相は多種多様な形であってよく、例えば：管、チューブ、マイクロタイタ
ープレート、ビーズ、微粒子、ロッド、試験片、ろ紙、または、クロマトグラフィーペー
パーなどである。サンドイッチ様式の不均質な結合分析において、通常、分析物に特異的
な結合パートナーの一方は、固相に結合し、「分析物／分析物に特異的な結合パートナー
」が結合した複合体を液相から除去するのに役立ち、その一方で、もう一方の分析物に特
異的な結合パートナーは、結合した複合体を検出するための検出可能なラベルを保持する
（例えば酵素、蛍光ラベルまたは化学発光ラベルなど）。これら分析方法は、いわゆる１
ステップサンドイッチ分析（２種の特異的な結合パートナーを同時にサンプルとインキュ
ベートする）、および、２ステップサンドイッチ分析（最初にサンプルを固相試薬とイン
キュベートし、分離および洗浄工程後、固相が結合した分析物と分析物に特異的な結合パ
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ートナーとの複合体を検出試薬とインキュベートする）にさらに分類される。
【００３９】
　「均質な結合分析」において、遊離のシグナル発生システムの構成要素と、「分析物／
分析物に特異的な結合パートナー」複合体に結合した構成要素との分離は行われない。分
析混合物（分析物に特異的な結合パートナー、シングルジェネレーティングの構成要素お
よびサンプルを含む）は、結合反応後または結合反応中でも、さらに分離および／または
洗浄工程を行うことなく測定に用いられ、対応する測定シグナルが決定される。均質なイ
ムノアッセイの例としては（ＢｏｇｕｓｌａｓｋｉおよびＬｉ（１９８２年）Ａｐｐｌｉ
ｅｄ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，７：４０１～
４１４も参照）、様々な混濁度測定方法や比濁分析方法（この場合、検出に用いられた分
析物に特異的な結合パートナーはラテックス粒子と結合する）；ＥＭＩＴ(R)アッセイ；
ＣＥＤＩＡ(R)アッセイ／蛍光偏光イムノアッセイ；発光酸素チャネリングイムノアッセ
イ（ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔ　ｏｘｙｇｅｎ　ｃｈａｎｎｅｌｉｎｇ　ｉｍｍｕｎｏａｓ
ｓａｙ）（「ＬＯＣＩ」，欧州特許第０５１５１９４号（Ａ２）；Ｕｌｌｍａｎ等（１９
９４年）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，９１：５４２６～５４３０；Ｕｌｌ
ｍａｎ等（１９９６年）Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，４２：１５１８～１５
２６を参照）；などが挙げられる。例えば比濁ラテックス分析のような均質なサンドイッ
チイムノアッセイにおいて、抗体試薬は、サンプルと共にインキュベートされ、測定前に
分離または洗浄工程を行うことなく、インキュベート中および／またはインキュベート後
にシグナルが測定される。言い換えれば、遊離の分析物または分析物と結合していない抗
体から、抗体が結合した分析物を分離しなくてもよい。
【００４０】
　均質および不均質な結合分析はまた、いわゆる「サンドイッチ分析」の形態で行うこと
もできる。この場合、分析物は、例えば、不均質な結合分析において、固相に結合した分
析物に特異的な結合パートナーにより、および、シグナル発生システムの構成要素と結合
した分析物に特異的な結合パートナーにより結合する。分析物に特異的な結合パートナー
は、サンドイッチイムノアッセイにおいて、抗体、または、抗原もしくはハプテンにより
形成することができる。
【００４１】
　不均質または均質な結合分析のさらなる特定の実施形態は、「間接的なイムノアッセイ
」である。この場合、分析物は抗体である。分析物に特異的な結合パートナーの１つは、
検出され得る抗体（分析物）の抗原または改変された抗原であり、他方の分析物に特異的
な結合パートナーは通常、免疫グロブリンが結合するタンパク質であり、例えば、検出さ
れ得る抗体（分析物）に特異的に結合することができる抗体である。
【００４２】
　均質または不均質な「競合的な結合分析」において、サンプル分析物および試薬分析物
（例えば「改変された分析物」、例えば、標識された分析物もしくはタグを付された分析
物、分析物フラグメントまたは分析物類似体）は、限定された数の分析物に特異的な結合
パートナーに対する結合に関して競合する。原理を説明する例を以下に挙げる：（ｉ）サ
ンプル分析物は、シグナル発生システムの構成要素と結合する試薬分析物と、固相に結合
した分析物に特異的な結合パートナーへの結合に関して競合するか、または、（ｉｉ）サ
ンプル分析物は、固相に結合した分析物（試薬分析物）と、シグナル発生システムの構成
要素と結合した分析物に特異的な結合パートナーへの結合に関して競合する。
【００４３】
　例えば、以下の方法によって、本発明の抗体を用いてＦ1+2を検出することもできる：
ウェスタンブロッティング、ドットブロッティング、免疫電気泳動法、免疫固定電気泳動
、電気免疫拡散、免疫沈降、放射免疫拡散、免疫固定、イムノクロマトグラフィー、ラテ
ックス凝集反応、混濁度測定分析または比濁分析、均質なまたは不均質な結合分析、１ま
たは２ステップ分析、サンドイッチ分析、間接的な分析、競合的分析、ポイント・オブ・
ケア・テストなど。上記およびその他の検出方法は、例えば「Ｌａｂｏｒ　ｕｎｄ　Ｄｉ
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ａｇｎｏｓｅ」，Ｌ．Ｔｈｏｍａｓ編，ＴＨ－Ｂｏｏｋｓ　Ｖｅｒｌａｇｓ－ｇｅｓｅｌ
ｌｓｃｈａｆｔ　ｍｂＨ，フランクフルト，１９９８年，第６０章、または、「Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｙ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ－Ａｎ　Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｏ　Ｒａｄｉｏ
ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ　ａｎｄ　Ｒｅｌａｔｅｄ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ」，Ｔ．Ｃｈ
ａｒｄ編，エルゼビア，アムステルダム，１９８７年に説明されている。
【００４４】
　用語「ポイント・オブ・ケア・テスト」または「ＰＯＣ試験」は、試験を実行または評
価するのに別個の分析装置または測定装置を必要としない試験を含む。ＰＯＣ試験は、多
くの場合、イムノクロマトグラフィー方法、ろ過による免疫複合体の除去、および／また
は、免疫固定技術に基づいている。ＰＯＣ試験は、大規模な研究所のためというよりむし
ろ、特に、例えば病院のベッドまたは自宅などの場所での測定、救急医および／または一
次医療医を対象にしている。ＰＯＣ試験はまた、特に、臨床検査分野におけるきめ細かい
医療技術の訓練を受けていない人々やそのような経験がない人々によって行うことができ
る。用語「ＰＯＣ試験」はまた、本発明の目的において、医療専門外の人々により実施す
ることができるいわゆる自宅での検査またはＯＴＣ検査を意味し、例えば自宅での使用の
ために市販される様々な妊娠試験がある。その他のＰＯＣ試験は、例えば、心筋梗塞のマ
ーカー、薬物、医薬品、感染や炎症のマーカーの検出に関する。多くのＰＯＣ試験におい
て、特異的な結合パートナーは、試験の実行中に、フィルターまたはクロマトグラフィー
試験片もしくはディスク上に存在するか、または、それらに結合する。ポジティブまたは
ネガティブな検出反応は、例えば特定の試験フィールドにおける着色されたバンドの出現
または非出現、および／または、特定の記号（例えば「＋」や「－」）の出現または非出
現、および／または、特定の測定されたシグナルの強度と関連付けることができる。
【００４５】
　Ｆ1+2のためのＰＯＣ試験は、例えば以下のように設計することができる：サンプル、
および、Ｆ1+2に結合できる標識された抗体（好ましくは二次抗体）を試験片にアプライ
する。適切なラベルの例としては、着色されたラテックス粒子、コロイド金、酵素などが
挙げられる。Ｆ1+2がサンプル中に存在する場合、Ｆ1+2／抗体複合体が形成され得る。こ
れら複合体は、例えば毛細管力によって、他のＦ1+2エピトープに結合できる抗体（好ま
しくは一次抗体）が固定されている領域に移動してもよいし、または、試験方法の際に例
えばバンド状に固定されてもよい（例えばビオチン－アビジン架橋を介して）。標識され
たＦ1+2／抗体複合体はこの領域に結合し、固定された抗体とサンドイッチ複合体を形成
する。この場合、ラベルのシグナルの強度は、Ｆ1+2のサンプル濃度に比例する。競合的
ＰＯＣ試験方法において、例えばＦ1+2、および／または、Ｆ1+2フラグメントは、試験片
の領域に固定されていてもよいし、試験方法の際に固定されてもよい。この固定されたＦ

1+2は、サンプルからのＦ1+2と、標識された抗Ｆ1+2抗体への結合に関して競合し得る。
また、その代わりの可能性は、固定された抗Ｆ1+2抗体と、標識されたＦ1+2とを用いて競
合的Ｆ1+2試験を設計することである。
【００４６】
　本発明の方法の特に好ましい実施形態は、比濁分析または混濁度測定分析であり、特に
、本発明の抗体、好ましくは微粒子（特にラテックス粒子）に結合した本発明の抗体を用
いるタイプの分析である。
【００４７】
　本発明のその他の観点は、１またはそれ以上の本発明の抗体および／またはペプチドを
含む試験キットである。このようなキットは通常、包装された状態で、試験の構成要素の
全部またはそのうち数種のみを含む。本発明の抗体および／またはペプチドは、例えば１
またはそれ以上の固相、および／または、１またはそれ以上のシグナル発生システムの構
成要素と結合し得る。本試験キットは、例えば、標準；コントロール；および、その他の
試薬、例えば、緩衝液、洗浄溶液、測定されるシグナル誘導溶液、および／または、酵素
基質；キュベット；ピペット、および／または、試験の説明書を含んでもよい。本発明の
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特に好ましい試験キットは、ラテックス粒子に結合した本発明の抗体および／または本発
明のペプチドを含む。
【００４８】
　本発明の抗体およびペプチドは、アフィニティークロマトグラフィーに用いることもで
きる。用語「アフィニティークロマトグラフィー」は、物質、特にバイオポリマーを精製
および単離するための方法を意味し、多くの物質が、それらに特異的な結合パートナーと
の、選択的で非共有結合の可逆的な結合に参加することができるという事実に基づいてい
る。この方法の原理は、特異的な結合パートナーは通常、共有結合により不溶性マトリッ
クス（例えば多孔質ガラス、アガロース、セルロース、デキストラン、ポリマーおよびシ
リカゲルが主成分のゲル）に結合し、物質を含むサンプルと接触させることである。探索
される物質は、マトリックスに結合した特異的な結合パートナーとの特異的な相互作用に
より固定され、保持され、それに対して、サンプル中に含まれる他の物質は全て溶出によ
り除去される。続いて、探索される物質は、物質と特異的な結合パートナーとの間の非共
有結合を解消する適切な溶出液を用いてマトリックスから解離される（Ｅ．Ｂｕｄｄｅｃ
ｋｅ（１９８９年）Ｇｒｕｎｄｒｉｓｓｅ　ｄｅｒ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｅ，Ｗａｌｔｅｒ
　ｄｅ　Ｇｒｕｙｔｅｒ，第７章の「Ｐｒｏｔｅｉｎｅ」も参照）。
【００４９】
　本発明のその他の観点は、製薬上許容できる滅菌注射用液中の、本発明の抗体、または
、本発明のペプチドを含む。製薬上許容できる滅菌注射用液は、通常は医薬品、ワクチン
またはコントラスト剤の静脈内、筋肉内、腹腔内または皮下投与に用いられるような、例
えば滅菌パイロジェンフリー溶液、例えば食塩水またはその他の電解質溶液を意味する。
【００５０】
　代わりに、本発明のその他の観点は、本発明の抗体の、診断補助物または診断補助物の
成分としての使用である。
　本発明のその他の観点は、本発明の抗体の製造方法であり、本方法は、免疫化のために
、５～２５個のアミノ酸、好ましくは５～２１個のアミノ酸、さらに特に好ましくは５～
１２個のアミノ酸からなり、アミノ酸配列Ｐｒｏ－Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ｇｌｎ－Ｃｙｓを含
む１またはそれ以上のペプチドを用いることを含む。特に好ましくは、本発明のこの方法
で、抗原で免疫化するのに用いられるペプチドは、アミノ酸配列Ｓｅｒ－Ｇｌｕ－Ｇｌｙ
－Ｓｅｒ－Ｓｅｒ－Ｖａｌ－Ａｓｎ－Ｌｅｕ－Ｓｅｒ－Ｐｒｏ－Ｐｒｏ－Ｌｅｕ－Ｇｌｕ
－Ｇｌｎ－Ｃｙｓ－Ｖａｌ－Ｐｒｏ－Ａｓｐ－Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ｇｌｎ－Ｇｌｎ－Ｔｙｒ
－Ｇｌｎ－Ｇｌｙまたはそれらのフラグメントを有するペプチドであり、好ましくは、ア
ミノ酸配列Ｓｅｒ－Ｐｒｏ－Ｐｒｏ－Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ｇｌｎ－Ｃｙｓを有するペプチド
である。
【００５１】
　本発明の抗体はまた、天然に存在する、および／または、組換えＦ1+2、Ｆ2またはプロ
トロンビンを免疫抗原として用いることにより製造することができる。
　免疫抗原として用いられるペプチドは、免疫化に用いられる場合、キャリアーに結合し
ていなくてもよいし、および／または、キャリアーに結合していてもよい。定型的なキャ
リアーの例としては、プロティン（例えば、オバルブミン、アルブミンまたはヘモシニア
ン）、または、ポリマー（例えば、ポリエチレングリコール、ポリアクリルアミドまたは
ポリ－ｄ－グルタミン－ｄ－リシン）が挙げられる。このようなペプチドは、例えば、カ
ルボジイミドまたはグルタルアルデヒドの補助により、または、スペーサーとしても作用
し得る二官能価の試薬によりこれらのキャリアーに結合できる（例えばカップリング方法
に関しては、例えば、Ｗｏｎｇ　Ｓ．（１９９３年）Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ｏｆ　Ｐｒｏ
ｔｅｉｎ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｃｒｏｓｓ－Ｌｉｎｋｉｎｇ，ＣＲＣ　Ｐ
ｒｅｓｓ，Ｉｎｃ，Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎを参照）。
【００５２】
　免疫抗原は、例えばリン酸緩衝食塩水中に含ませてもよいし、フロインドアジュバント
と混合してもよい。次にこの乳濁液を、動物（例えばウサギ、マウス、ラット、モルモッ
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ト、ウマ、ヒツジ、ヤギ、ニワトリなど）に、例えば皮内、腹腔内および／または皮下に
、投与することができる。また、ブースター注射は（そのために免疫抗原を不完全フロイ
ンドアジュバントで乳化することもできる）、免疫反応の増加を助けることができる。
【００５３】
　本発明のポリクローナル抗体は、免疫化された動物の抗血清から得ることができ、さら
に、例えば免疫抗原として用いられたＦ1+2またはペプチドが結合したマトリックスでア
フィニティークロマトグラフィーにより精製することができる。
【００５４】
　本発明のモノクローナル抗体は、一般的に既知の方法（例えば、ＨａｒｌｏｗおよびＬ
ａｎｅ（１９８８年）Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ
，コールド・スプリング・ハーバー・ラボラトリー，コールド・スプリング・ハーバー；
Ｐｅｔｅｒｓ等（１９８５年）Ｍｏｎｏｋｌｏｎａｌｅ　Ａｎｔｉｋｏｕｒｐｅｒ：Ｈｅ
ｒｓｔｅｌｌｕｎｇ　ｕｎｄ　Ｃｈａｒａｋｔｅｒｉｓｉｅｒｕｎｇ，シュプリンガー，
フェルラークを参照）により、免疫化された動物（例えばマウス）の免疫細胞と骨髄腫細
胞とを融合させてモノクローナル抗体生産ハイブリドーマ細胞を生成し、続いて、適切な
クローンを単離することにより製造される。望ましいモノクローナル抗体を生産するクロ
ーンの選択は、特異的なスクリーニング方法を用いて行われる。この選択は、例えば免疫
化された抗原、免疫化された抗原のあらゆるキャリアー、Ｆ1+2、プロトロンビンに対す
る、細胞培養上清に放出された抗体の結合特異性を必要とし、この結合特異性は、例えば
酵素イムノアッセイ、ラジオイムノアッセイ、および／または、ウェスタンブロットによ
ってチェックされる。本発明の抗体を生産するハイブリドーマはクローン化される。続い
て、この方法で得られたハイブリドーマ細胞系は、永続的なモノクローナル抗体生産用に
利用できる。例えば細胞培養上清、特にファーメンターまたは回転式培養で得られた培養
液、および腹水から、より大量の抗体を得ることができる。
【００５５】
　望ましい使用目的に応じて、抗体の一部分のみ（例えばＦａｂ、Ｆ(ａｂ’)2またはＦ
ａｂ’フラグメント）を使用することが有利である。これらは、例えば当業者既知の酵素
による切断法により製造することができる（例えば、ＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ（１９
８８年）Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，コールド・
スプリング・ハーバー・ラボラトリー，コールド・スプリング・ハーバーも参照）。
【００５６】
　抗体の抗原－結合部位は、Ｖ遺伝子によりコードされるいわゆる可変ドメインに存在す
る。既知の遺伝子操作法（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ等（１９８９年）Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，コールド・スプリング
・ハーバー・ラボラトリー，コールド・スプリング・ハーバー，第２版；ＭｃＣａｆｆｅ
ｒｔｙ等（１９９０年）Ｎａｔｕｒｅ　３４８：５５２～５５４を参照）を用いて、本発
明の抗体の対応する核酸配列を決定し、さらに対応するアミノ酸配列を決定することがで
きる（核酸配列やアミノ酸配列が、アミノ酸配列解析によりこれまでわかっていない場合
）。このような分析に用いることができる出発材料は、ハイブリドーマ細胞、または、免
疫化された動物の抗体生産免疫細胞である。
【００５７】
　続いて、核酸配列および／またはアミノ酸配列の情報や、従来の遺伝子操作方法および
分子生物学的方法を用いて（ＪｏｈｎｓｏｎおよびＣｈｉｓｗｅｌｌ（１９９３年）Ｃｕ
ｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，３：５６
４～５７１も参照）、プロトロンビンのＦ2フラグメントのＮ末端側半分のエピトープ、
特に本発明のペプチドに結合する、ヒト化、キメラ、二重特異的または多重特異的抗体、
および、相補性が決定された領域（最小の認識単位）由来のペプチド、単鎖フラグメント
、および／または、機能的な融合産物、例えば組換えで製造された抗体－酵素コンストラ
クト（例えば、ＬａｒｒｉｃｋおよびＦｒｙ（１９９１年）Ｈｕｍａｎ　Ａｎｔｉｂｏｄ
ｉｅｓ　ａｎｄ　Ｈｙｂｒｉｄｏｍａｓ，２：１７２～１８９；Ｋｉｔａｎｏ等（１９８
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６年）Ａｐｐｌ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２４：２８２～２８６；
Ｔｈｏｍｐｓｏｎ等（１９８６年）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ，９４：７～１
２を参照）を調製することができる。用語「抗体」で挙げられたこのようなペプチドを用
いて、例えば免疫原性を減少させる、および／または、医薬品またはインビボでの診断補
助物として投与する際の有効性を増強することができ、および／または、インビトロでの
診断補助物として、または、診断補助物中に用いるための利益が得られる。このような抗
体はまた、必要に応じて、植物、例えば酵母細胞、動物細胞および原核細胞（例えばＷＯ
９５／２５１７２を参照）、および、単離されたヒト細胞中で遺伝子操作法を用いて製造
することができる（Ｆｉｓｃｈｅｒ等（１９９９年）Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，３８０：８
２５～８３９；Ｈｉａｔｔ等（１９９２年）Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，
１４：４９～６４）。
【００５８】
　本発明のさらなる観点はまた、本発明の抗体を生産する動物細胞、植物細胞または原核
細胞、および、単離されたヒト細胞である。本発明の好ましい実施形態は、本発明の抗体
を生産するハイブリドーマ細胞株を含み、、例えば、ハイブリドーマ細胞株９２－１９５
／０９７である。このハイブリドーマ細胞株は、ＤＳＭＺ（Ｄｅｕｔｓｃｈｅ　Ｓａｍｍ
ｌｕｎｇ　ｖｏｎ　Ｍｉｋｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｅｎ　ｕｎｄ　Ｚｅｉｌｋｕｌｔｕｒｅ
ｎ　ＧｍｂＨ，Ｍａｓｃｈｅｒｏｄｅｒ　Ｗｅｇ　１ｂ，３８１２４　Ｂｒｕｎｓｗｉｃ
ｋ，Ｇｅｒｍａｎｙ）に、寄託番号ＤＳＭ　ＡＣＣ２６０７で寄託されている。
【００５９】
　以下で説明する実施例は、本発明のそれぞれの観点の実施例を解明するためのものであ
り、限定として解釈すべきではない。
【実施例】
【００６０】
実施例１：プロトロンビンの精製
　市販のプロトロンビン製品を免疫抗原を製造するための出発材料として用いることがで
きる。これら製品の純度が不十分な場合、プロトロンビンを免疫化に用いる前にクロマト
グラフィーで単離すべきである。プロトロンビンのクロマトグラフィーでの精製は、例え
ば以下のように行うことができる：
　１．クエン酸緩衝液（２５ｍＭ，ｐＨ６）中の陰イオン交換樹脂（モノＱ－セファロー
ス）で分画化し、プロトロンビン活性を示す分画を用いる。この工程によりＸ因子の濃度
を減少させる。１Ｍ　ＮａＣｌで溶出させる。
　２．クエン酸緩衝液（２５ｍＭ，ｐＨ６）中のヘパリン－セファロースで分画化し、プ
ロトロンビン活性を示す分画を用いる。この工程により、Ｘ因子の濃度をさらに減少させ
る。１Ｍ　ＮａＣｌで溶出させる。
　３．クエン酸緩衝液（２５ｍＭ，ｐＨ６）中のアフィニティークロマトグラフィーで、
プロティンＣに対するモノクローナル抗体を用いて、プロティンＣを除去する。プロトロ
ンビンを含むフロースルー液をさらに用いる。
　４．セファデックスＧ２００でのゲルクロマトグラフィーにより、緩衝液を５０ｍＭク
エン酸塩／１５０ｍＭ　ＮａＣｌ（ｐＨ６）と交換する。
　５．Ｘ因子に対するモノクローナル抗体を用いたアフィニティー精製により、クエン酸
緩衝液（２５ｍＭ，ｐＨ６）中でのバッチ法で、残存したＸ因子を除去する。プロトロン
ビンを含む上清を、免疫化に用いる。
【００６１】
実施例２：モノクローナル抗体の製造
Ａ）モノクローナル一次抗体
　モノクローナル一次抗体は、欧州特許第０３０３９８３号および米国特許第６，５４１
／２７５号に記載の方法で製造することができる。
Ｂ）モノクローナル二次抗体
　二次抗体は、免疫抗原として精製されたプロトロンビン（実施例１を参照）を用いて製
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造された（マウス１匹あたり２０μg）。
【００６２】
ａ）マウスの免疫
　それぞれのＢＡＬＢ／ｃマウスに、完全フロインドアジュバント中の免疫抗原（プロト
ロンビン）（２０μｇ）を腹腔内に投与することにより免疫した。ブースターは、それぞ
れの場合において、４週間後に、不完全フロインドアジュバント（ＩＣＮバイオメディカ
ル社（ＩＣＮ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　ＧｍｂＨ）製，エシュヴェーゲ，ドイツ）中の免
疫抗原（２０μｇ）で、および、８週間後に、それぞれの場合において、フロインドアジ
ュバントなしで免疫抗原（２０μｇ）で行われた。融合の前の最後の３日間、マウスは、
それぞれの場合において免疫抗原（２０μｇ）で静脈内ブースターを受けた。
【００６３】
ｂ）融合
　ＣＯ2吸入によりマウスを処置した後、脾臓を摘出し、無血清ダルベッコ改変イーグル
培地（ＤＭＥＭ，ＣＣプロ社（ＣＣ　Ｐｒｏ　ＧｍｂＨ）製，ノイシュタット・アン・デ
ア・ヴァインシュトラーセ（Ｎｅｕｓｔａｄｔ／Ｗ），ドイツ）で単一細胞懸濁液を製造
した。細胞を遠心分離し（６５２ｇ）、ＤＭＥＭで２回洗浄した。次に、トリパンブルー
染色で細胞数を計数した。２×１０7個の骨髄腫細胞（Ｓｐ２／０）を、約１０8個の脾臓
細胞に加えた。遠心分離（３６０ｇ）後、上清を捨てて、１ｍｌのポリエチレングリコー
ル溶液（ＰＥＧ４０００，メルク・ユーロラボ（Ｍｅｒｃｋ　Ｅｕｒｏｌａｂ）製，ブル
フザル，ドイツ；ＤＭＥＭ中、約５０％の濃度）を細胞ペレットに加え、再懸濁した後、
３７℃で１分間インキュベートした。続いて、約１０ｍｌのＤＭＥＭを滴下して加え、混
合物を室温で２～４分間インキュベートした。融合した細胞を遠心分離し（３２６ｇ）、
ＤＭＥＭ＋２０％ＦＣＳ（ウシ胎仔血清，バイオ・ウィタカー・ヨーロッパ（Ｂｉｏ　Ｗ
ｈｉｔｔａｋｅｒ　Ｅｕｒｏｐｅ）製，ヴェルヴィエ，ベルギー）＋ＨＡＴ溶液（ＣＣプ
ロ社，ノイシュタット・アン・デア・ヴァインシュトラーセ，ドイツ）にペレットを再懸
濁し、２４ウェルの細胞培養プレート（コースター（Ｃｏｓｔａｒ）製）に分配した。ウ
ェルあたりのおよその細胞濃度は、５×１０4～５×１０6個の細胞であった。
　２～３週間後、得られた細胞コロニー（ハイブリッド）を除去し、新しい培養プレート
に移した。
【００６４】
ｃ）スクリーニング
　細胞培養液中に放出された抗体の特異性を、プロトロンビンでコーティングしたマイク
ロタイタープレート（ヌンク（Ｎｕｎｃ）製，タイプＢ）を用いた第一の試験工程で試験
した（コーティングは１μｇ／ｍｌ、すなわち０.１５μｇ／ウェル）。
　細胞培養上清（１：２に希釈）１００μｌ　をマイクロタイタープレートの各ウェルに
ピペットで添加し、＋１５～＋２５℃で１時間インキュベートした。プレートをＰＯＤ洗
浄溶液（ＯＳＥＷ；デイド・ベーリング製，マールブルグ，ドイツ）で２回洗浄した後、
１００μｌの抗マウスＩｇＧ／Ｆ(ａｂ’)2－ＰＯＤ結合体（デイド・ベーリング製，マ
ールブルグ，ドイツ）を各ウェルに導入し、＋１５～＋２５℃で１時間インキュベートし
た。プレートを再度２回洗浄した後、１００μｌのクロモゲンＴＭＢ溶液（デイド・ベー
リング製，マールブルグ，ドイツ）を各ウェルに導入し、＋１５～＋２５℃でさらに３０
分間インキュベートした。インキュベート後、１００μｌのＰＯＤストック溶液（デイド
・ベーリング製，マールブルグ，ドイツ）を各ウェルに導入し、マイクロタイタープレー
トをＢＥＰＩＩ（ベーリングＥＬＩＳＡプロセッサーＩＩ，デイド・ベーリング製，マー
ルブルグ，ドイツ）で、４５０ｎｍで測定した。
　第二の試験工程において、単離後のハイブリッドを上述したのと同じ試験様式で再度チ
ェックした。
【００６５】
ｄ）クローニング
　プロトロンビン特異的抗体を生産するハイブリッドの単一の細胞を、マイクロマニピュ
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レータ（ライツ（Ｌｅｉｔｚ）製，ヴェッツラー，ドイツ）を用いてクローン化した。こ
れらクローンの培養上清を、ｇ）で説明するように精製し、ｅ）、ｈ）、および、ｉ）で
説明するように詳細に特徴付けた。例えばクローン９２－１９５／０９７により、本発明
の抗体（ヒトプロトロンビンフラグメントＦ2のＮ末端側半分／領域のエピトープと結合
する）が生産される。このハイブリドーマ細胞株は、ＤＳＭＺ（Ｄｅｕｔｓｃｈｅ　Ｓａ
ｍｍｌｕｎｇ　ｖｏｎ　Ｍｉｋｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｅｎ　ｕｎｄ　Ｚｅｉｌｋｕｌｔｕ
ｒｅｎ　ＧｍｂＨ，Ｍａｓｃｈｅｒｏｄｅｒ　Ｗｅｇ　１ｂ，３８１２４　Ｂｒｕｎｓｗ
ｉｃｋ，Ｇｅｒｍａｎｙ）に、寄託番号ＤＳＭ　ＡＣＣ２６０７で寄託されている。
【００６６】
ｅ）抗体サブクラス決定
　イソストリップ（ＩｓｏＳｔｒｉｐ）TMマウスモノクローナル抗体アイソタイピングキ
ット（ベーリンガー・マンハイム製，ドイツ）を用いて、抗体９２－１９５／０９７のサ
ブクラスがＩｇＧ1であることを決定した。
【００６７】
ｆ）抗体生産
　より大量の抗体を、適切な細胞クローンをローラーボトル（コーニング・コースター（
Ｃｏｒｎｉｎｇ　Ｃｏｓｔａｒ）製，ボーデンハイム，ドイツ）に移し、３７℃で望まし
い最終容量にすることによって生産した。次に、回転させた培養懸濁液を０.２２μｍで
ろ過し、細胞を除去した。細胞を含まない抗体溶液を限外ろ過で（分離限界は３００００
ダルトン）濃縮し、精製した。
【００６８】
ｇ）抗体精製
　得られた抗体溶液の緩衝液を、０.１４Ｍリン酸緩衝液（ｐＨ８.６）に交換し、その溶
液を、ｒプロティンＡセファロース・ファスト・フロー（ｒＰｒｏｔｅｉｎ　Ａ　Ｓｅｐ
ｈａｒｏｓｅ　Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗ）（アマシャム・ファルマシア製）が充填されたクロ
マトグラフィーカラムにローディングした（精製される抗体１０ｍｇあたりｒプロティン
Ａセファロース・ファスト・フロー１ｍｌを用いた）。カラムを０.１４Ｍリン酸緩衝液
（ｐＨ８.６）で洗浄することにより、全ての未結合の構成要素を除去した。結合した抗
体を、０.１Ｍクエン酸（ｐＨ３.０）でカラムから溶出させ、０.０５Ｍ酢酸ナトリウム
＋０.５Ｍ　ＮａＣｌ＋０.０５Ｍトリス＋０.０１％アジ化ナトリウム（ｐＨ７.０）に対
して透析した。
【００６９】
ｈ）プロトロンビンフラグメントＦ1+2サンドイッチＥＬＩＳＡに適切な抗体の選択
　モノクローナル抗プロトロンビン抗体と、トロンビンおよびＦ2との反応を調べた。
　トロンビンを用いた反応：用いられた固相は、ウサギ抗マウスＩｇＧでコーティングさ
れたマイクロタイタープレートである。培養上清からの抗プロトロンビン抗体をそれに結
合させた。洗浄工程の後、精製されたトロンビンとインキュベートした。さらなる洗浄工
程の後、抗体のトロンビンへの結合は、モノクローナルマウス抗トロンビン抗体と酵素ペ
ルオキシダーゼとからなる結合体と、それに続く着色反応により検出された。
【００７０】
　Ｆ2を用いた反応：用いられた固相は、ウサギ抗マウスＩｇＧでコーティングされたマ
イクロタイタープレートである。培養上清からの抗プロトロンビン抗体をそれに結合させ
た。洗浄工程の後、精製されたプロトロンビンフラグメントＦ2とインキュベートした。
さらなる洗浄工程の後、抗体のＦ2への結合は、ポリクローナルウサギ抗Ｆ2抗体と酵素ペ
ルオキシダーゼとからなる結合体と、それに続く着色反応により検出された。
　Ｆ2と反応したが、同時にトロンビンとは反応しなかった抗体を選択した。これら抗体
が、Ｆ2特異的一次抗体およびＦ1+2特異的一次抗体を用いたサンドイッチＥＬＩＳＡにお
いて結合体として使用するのに適しているかどうかを調べた。この目的のために、当業者
既知の方法で、精製された抗体をホースラディッシュペルオキシダーゼに結合させた（ナ
カネ（Ｎａｋａｎｅ）カップリング）。
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　実施例３ａ）で説明したように、サンドイッチＥＬＩＳＡにおける適性をチェックした
。適性について決定するための必須の基準は、最適なシグナル強度、測定範囲の規模、検
出の下限、および、キャリブレーションプロットの直線性とした。
　クローン９２－１９５／０９７で生産された抗体は、これらの基準に関して最良の結果
を示した。
【００７１】
ｉ）エピトープマッピング
　プロトロンビンフラグメントＦ1+2を、１１個のアミノ酸をそれぞれオーバーラップさ
せ、Ｎ末端からＣ末端へ連続して２－ｍｅｒずつの工程で伸長した１３－ｍｅｒのペプチ
ドに分配した。これらペプチドを合成により製造し、膜へ結合させ、分析される抗体のこ
れらペプチドそれぞれへの結合を調べた：検出のために、調べられる抗体を、前もってホ
ースラディッシュペルオキシダーゼに共有結合させた。それに続く反応において、ホース
ラディッシュペルオキシダーゼは化学発光基質に変換され、この発光はイメージングシス
テムを用いてシグナルが定量化された。これは、特定のペプチドに抗体が結合する量が多
ければ多いほど、このペプチドを用いて測定されたシグナルはより強くなることを意味す
る。
　適切な二次抗体の検索において収率が低い理由は、プロトロンビンＦ1+2フラグメント
の遊離のＣ末端に対する一次抗体と組み合わせるために、二次抗体の特異的な結合部位（
好ましくはＦ2フラグメントのＮ末端側半分の）が必要であることは明らかである。特に
、アミノ酸配列Ｓｅｒ－Ｐｒｏ－Ｐｒｏ－Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ｇｌｎ－Ｃｙｓに対する特異
的な結合が好ましい：
　クローン９２－１９５／０９７で生産された二次抗体のエピトープマッピングの結果を
示す（トータルで１８０種のペプチド（いずれもアミノ酸配列が各ペプチドあたり２個の
アミノ酸で置換されている）から抽出したものを示す）：
【００７２】
【表１】

【００７３】
実施例３：サンプル中のＦ1+2の検出
ａ）分析方法
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　サンドイッチの原理による酵素イムノアッセイにおいて、本発明の二次抗体を一次抗体
と組み合わせて用いた：最初のインキュベートの際、サンプル中に存在するＦ1+2抗原は
、マイクロタイタープレートのウェル表面に固定されたＦ1+2に対する一次抗体に結合す
る。ウェルを洗浄した後、第二の反応において、ペルオキシダーゼが結合した本発明の二
次抗体は遊離のＦ1+2決定基に結合する。過量の酵素が結合した次抗体を洗い流した。次
に、ウェル中の結合した酵素の活性を測定した。過酸化水素とテトラメチルベンジジンの
酵素による変換を希硫酸を添加して止めた。
　着色強度（Ｆ1+2濃度に比例する）は、光度測定により測定され、別途提供された標準
から得られたキャリブレーションプロットにより定量した。
　このような本発明のサンドイッチイムノアッセイは、以下の特性に関して、既知のＦ1+

2分析に比べて改善された結果を示す。
【００７４】
ｂ）分析の均一性：
　２０個の分析プレートにおいてそれぞれ９６回の測定によって測定されたサンプルの均
一性は、ＣＶ（変動係数）＝５.２％であった。
【００７５】
ｃ）測定範囲の直線性：
　全測定範囲にわたり、直線的な希釈可能性が観察された：
【表２】

【００７６】
ｄ）診断上の感度：
　本発明のサンドイッチイムノアッセイの診断上の感度は、従来技術に比べて改善された
：
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