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(57)【要約】
　本発明は、患者における不安定狭心症の診断に関する
。更に、本発明は、不安定狭心症を発症した結果として
の患者における脳卒中及び/又は心不全の合併症の予測
に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　患者における不安定狭心症を診断する方法であって、
(i)患者から得られた生体試料中のB型ナトリウム利尿ペプチドシグナルペプチド(BNPsp)
断片のレベル、N末端B型ナトリウム利尿ペプチド(NT-プロBNP)のレベル、及び白血球数(W
CC)を測定する工程と、
(ii)BNPsp断片、NT-プロBNP、及びWCCのレベルを、対照被験体から得られた参照レベルに
対して比較する工程と
を含み、対照被験体から得られた参照比から偏向した、BNPsp断片及びNT-プロBNPのWCCに
対する比から、患者が不安定狭心症を有することが診断される方法。
【請求項２】
　以前に不安定狭心症と診断された患者における心不全及び/又は脳卒中の合併症を予測
する方法であって、
(i)患者から得られた生体試料中のB型ナトリウム利尿ペプチドシグナルペプチド(BNPsp)
断片のレベル、N末端B型ナトリウム利尿ペプチド(NT-プロBNP)のレベル、及び白血球数(W
CC)を測定する工程と、
(ii)BNPsp断片、NT-プロBNP、及びWCCのレベルを、対照被験体から得られた参照レベルに
対して比較する工程と
を含み、対照被験体から得られた参照比から偏向した、BNPsp断片及びNT-プロBNPのWCCに
対する比から、不安定狭心症の結果として患者が心不全及び/又は脳卒中の合併症を発症
することが予測される方法。
【請求項３】
　生体試料中のカリウム(K)のレベルを測定する工程を更に含む、請求項1又は請求項2に
記載の方法。
【請求項４】
　BNPsp断片が残基17～26により定義される断片である(BNPsp(17～26))、請求項1から3の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　BNPsp断片のレベル及び/又はNT-プロBNPのレベルがイムノアッセイ又は質量分析により
決定される、請求項1から4のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　イムノアッセイが定量的イムノアッセイである、請求項5に記載の方法。
【請求項７】
　イムノアッセイが、サンドイッチアッセイ、蛍光イムノアッセイ、免疫蛍光アッセイ、
免疫放射線アッセイ、発光アッセイ、又は化学発光アッセイである、請求項5又は請求項6
に記載の方法。
【請求項８】
　イムノアッセイが、BNPsp断片結合剤及び/又はNT-プロBNP結合剤を含む、請求項5から7
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　結合剤が抗体若しくはその抗原結合断片であり、又は結合剤がアプタマーである、請求
項8に記載の方法。
【請求項１０】
　抗体が、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、キメラ抗体、二重特異性抗体、ヒ
ト化抗体、及びそれらの抗原結合断片からなる群から選択される、請求項9に記載の方法
。
【請求項１１】
　結合メンバー、抗体、又はアプタマーが固相に結合される、請求項8から10のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項１２】
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　不安定狭心症の診断が、受信者動作曲線(ROC)分析を用いて特徴付けられる、請求項1か
ら11のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　受信者動作曲線(ROC)分析が、BNPsp断片及びNT-プロBNPのレベルを白血球数に対して正
規化する工程を含む、請求項12に記載の方法。
【請求項１４】
　受信者動作曲線(ROC)分析により特徴付けられる不安定狭心症の診断が、(BNPsp断片+NT
-プロBNP)/WCCの比を決定する工程を更に含む、請求項12又は請求項13に記載の方法。
【請求項１５】
　不安定狭心症の診断が、不安定狭心症を低減、消失、軽減、又は治療するために介入療
法を施行する工程を更に含む、請求項1から14のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　生体試料が全血、血漿、又は血清からなる群から選択される、請求項1から15のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項１７】
　患者における不安定狭心症を診断する方法であって、
(i)患者から得られた生体試料中のB型ナトリウム利尿ペプチドシグナルペプチド(BNPsp)
断片のレベル、N末端B型ナトリウム利尿ペプチド(NT-プロBNP)のレベル、及び白血球数(W
CC)を測定する工程と、
(ii)BNPsp断片、NT-プロBNP、及びWCCのレベルを、対照被験体から得られた参照レベルに
対して比較する工程と
を含み、対照被験体から得られた参照比から偏向した、BNPsp断片及びNT-プロBNPのWCCに
対する比から、患者が不安定狭心症を有することが診断され、不安定狭心症の陽性診断の
場合には、
(iii)患者における不安定狭心症を低減、消失、改善、又は治療するために介入療法を施
行する工程と
を含む方法。
【請求項１８】
　(i)患者から得られた生体試料中のB型ナトリウム利尿ペプチドシグナルペプチド(BNPsp
)断片のレベル、N末端B型ナトリウム利尿ペプチド(NT-プロBNP)のレベル、及び白血球数(
WCC)を測定するのに特異的な試薬と、
(ii)患者における不安定狭心症の診断をどのように行うか、又は患者における不安定狭心
症を発症した結果としての脳卒中及び/若しくは心不全の合併症をどのように予測するか
に関する説明書と
を含むキット又は製品。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、患者における不安定狭心症を診断するための新規のアッセイ、方法、及びキ
ットを提供する。更に、本発明は、不安定狭心症の結果としての患者における脳卒中及び
/又は心不全の合併症を予測するための新規のアッセイ、方法、及びキットを提供する。
【背景技術】
【０００２】
　急性冠症候群(ACS)の疑いは、病院の救急科(ED)受診の中で頻度が高く、全ての来院の5
～15%を含む[1]。純粋な心筋梗塞(MI)を有する者の迅速な同定は、高感度心筋トロポニン
バイオマーカーアッセイの使用により強化されているが[2-5]、非梗塞性虚血(例えば不安
定狭心症(UAP))を有する者のバイオマーカー支援同定は、満たされていない臨床ニーズの
領域である。UAPは、その後の心血管イベントの重要な臨床的背景因子であり、UAPの明確
な早期の同定は、関連する心血管罹患率及び死亡率の低下に役立つ可能性がある[6]。
【先行技術文献】
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【非特許文献】
【０００３】
【非特許文献１】Huang, X. (1994) On Global Sequence Alignment. Computer Applicat
ions in the Biosciences 10、227～235頁
【非特許文献２】Sambrookら、Molecular Cloning: A Laboratory Manual、第2版　Cold 
Spring Harbor Press、1987
【非特許文献３】Harlow and Lane (1988) Antibodies、A Laboratory Manual、Cold Spr
ing Harbor Publications、New York
【非特許文献４】Harlow and Lane (1999) Using Antibodies: A Laboratory Manual Col
d Spring Harbor Laboratory Press、Cold Spring Harbor、NY
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　出願人らは、ナトリウム利尿ホルモンB型ナトリウム利尿ペプチド(BNPsp)、A型ナトリ
ウム利尿ペプチド(ANPsp)、及びC型ナトリウム利尿ペプチド(CNPsp)のシグナルペプチド(
sp)領域の断片が、ヒト循環に存在するという初の報告を最近行った[7～9]。BNPsp及びAN
Pspは両方とも、ST上昇MI中に循環における急速な上昇を示す。BNPspはまた、ドブタミン
負荷心エコーの状況で30分以内に急速な著しい上昇も示す[10]。故に、組織壊死に達して
いない心虚血を、胸痛の他の心臓以外の原因と鑑別することができるマーカーの必要性か
ら、出願人らは、ACSが疑われる胸痛を呈する患者の前向き試験において、トロポニン、N
T-プロBNP及びBNP等の他のマーカーと組み合わせて、真性心虚血の早期同定を改善するBN
Pspの潜在性を決定しようとした。更に、出願人らは、これらの患者においてトロポニン
、NT-プロBNP及びBNPと一緒のBNPspの予後的潜在性も評価した。
【０００５】
　本明細書に記載及び主張される本発明は、この「発明の概要」中に明記又は記載又は言
及されているものを含むが、それらに限定されない多くの属性及び実施形態を有する。全
てを含むことを意図するものではなく、本明細書に記載及び主張される本発明は、例示の
目的のみで含まれ、制限のためではない、この「発明の概要」中に確認される特徴若しく
は実施形態に限定されず、又はこれらにより限定されない。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　出願人らは、残基17～26により定義されるB型ナトリウム利尿ペプチドシグナルペプチ
ド断片(BNPsp(17～26))、N末端B型ナトリウム利尿ペプチド(NTpro-BNP)、及び白血球数(W
CC)が、不安定狭心症の診断における有用なバイオマーカーパネルであることを確認した
。
【０００７】
　1つの態様において、本発明は、患者における不安定狭心症を診断する方法であって、
(i)患者から得られた生体試料中のB型ナトリウム利尿ペプチドシグナルペプチド(BNPsp)
断片のレベル、N末端B型ナトリウム利尿ペプチド(NT-プロBNP)のレベル、及び白血球数(W
CC)を測定する工程と、
(ii)BNPsp断片、NT-プロBNP、及びWCCのレベルを、対照被験体から得られた参照レベルに
対して比較する工程と
を含み、対照被験体から得られた参照比から偏向した、BNPsp断片及びNT-プロBNPのWCCに
対する比から、患者が不安定狭心症を有することが診断される方法を提供する。
【０００８】
　別の態様において、本発明は、以前に不安定狭心症と診断された患者における心不全及
び/又は脳卒中の合併症を予測する方法であって、
(i)患者から得られた生体試料中のB型ナトリウム利尿ペプチドシグナルペプチド(BNPsp)
断片のレベル、N末端B型ナトリウム利尿ペプチド(NT-プロBNP)のレベル、及び白血球数(W
CC)を測定する工程と、
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(ii)BNPsp断片、NT-プロBNP、及びWCCのレベルを、対照被験体から得られた参照レベルに
対して比較する工程と
を含み、対照被験体から得られた参照比から偏向した、BNPsp断片及びNT-プロBNPのWCCに
対する比から、不安定狭心症の結果として患者が心不全及び/又は脳卒中の合併症を発症
することが予測される方法を提供する。
【０００９】
　更なる態様において、本発明は、患者における不安定狭心症を診断する方法であって、
(i)患者から得られた生体試料中のB型ナトリウム利尿ペプチドシグナルペプチド(BNPsp)
断片のレベル、N末端B型ナトリウム利尿ペプチド(NT-プロBNP)のレベル、及び白血球数(W
CC)を測定する工程と、
(ii)BNPsp断片、NT-プロBNP、及びWCCのレベルを、対照被験体から得られた参照レベルに
対して比較する工程と
を含み、対照被験体から得られた参照比から偏向した、BNPsp断片及びNT-プロBNPのWCCに
対する比から、患者が不安定狭心症を有することが診断され、不安定狭心症の陽性診断の
場合には、
(iii)患者における不安定狭心症を低減、消失、改善、又は治療するために介入療法を施
行する工程と
を含む方法を提供する。
【００１０】
　更なる別の態様において、本発明は、患者における不安定狭心症を診断するための、又
は不安定狭心症の結果としての患者における心不全及び/若しくは脳卒中の合併症を予測
するための検査キットであって、
(i)患者から得られた生体試料中のB型ナトリウム利尿ペプチドシグナルペプチド(BNPsp)
断片のレベル、N末端B型ナトリウム利尿ペプチド(NT-プロBNP)のレベル、及び白血球数(W
CC)を測定するのに特異的な試薬と、
(ii)患者における不安定狭心症の診断をどのように行うか、又は患者における不安定狭心
症を発症した結果としての脳卒中及び/若しくは心不全の合併症をどのように予測するか
に関する説明書と
を含む検査キットを提供する。
【００１１】
　出願人らはまた、残基17～26により定義されるB型ナトリウム利尿ペプチドシグナルペ
プチド断片(BNPsp(17～26))、B型ナトリウム利尿ペプチド(BNP)、及び白血球数(WCC)が、
不安定狭心症の診断における有用なバイオマーカーパネルであることも確認した。
【００１２】
　したがって、別の態様において、本発明は、患者における不安定狭心症を診断する方法
であって、
(i)患者から得られた生体試料中のB型ナトリウム利尿ペプチドシグナルペプチド(BNPsp)
断片のレベル、B型ナトリウム利尿ペプチド(BNP)のレベル、及び白血球数(WCC)を測定す
る工程と、
(ii)BNPsp断片、BNP、及びWCCのレベルを、対照被験体から得られた参照レベルに対して
比較する工程と
を含み、対照被験体から得られた参照比から偏向した、BNPsp断片及びBNPのWCCに対する
比から、患者が不安定狭心症を有することが診断される方法を提供する。
【００１３】
　別の態様において、本発明は、以前に不安定狭心症と診断された患者における心不全及
び/又は脳卒中の合併症を予測する方法であって、
(i)患者から得られた生体試料中のB型ナトリウム利尿ペプチドシグナルペプチド(BNPsp)
断片のレベル、B型ナトリウム利尿ペプチド(BNP)のレベル、及び白血球数(WCC)を測定す
る工程と、
(ii)BNPsp断片、BNP、及びWCCのレベルを、対照被験体から得られた参照レベルに対して
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比較する工程と
を含み、対照被験体から得られた参照比から偏向した、BNPsp断片及びBNPのWCCに対する
比から、不安定狭心症の結果として患者が心不全及び/又は脳卒中の合併症を発症するこ
とが予測される方法を提供する。
【００１４】
　更なる態様において、本発明は、患者における不安定狭心症を診断する方法であって、
(i)患者から得られた生体試料中のB型ナトリウム利尿ペプチドシグナルペプチド(BNPsp)
断片のレベル、B型ナトリウム利尿ペプチド(プロBNP)のレベル、及び白血球数(WCC)を測
定する工程と、
(ii)BNPsp断片、BNP、及びWCCのレベルを、対照被験体から得られた参照レベルに対して
比較する工程と
を含み、対照被験体から得られた参照比から偏向した、BNPsp断片及びBNPのWCCに対する
比から、患者が不安定狭心症を有することが診断され、不安定狭心症の陽性診断の場合に
は、
(iii)患者における不安定狭心症を低減、消失、軽減、又は治療するために介入療法を施
行する工程と
を含む方法を提供する。
【００１５】
　更なる別の態様において、本発明は、患者における不安定狭心症を診断するための、又
は不安定狭心症の結果としての患者における心不全及び/若しくは脳卒中の合併症を予測
するための検査キットであって、
(i)患者から得られた生体試料中のB型ナトリウム利尿ペプチドシグナルペプチド(BNPsp)
断片のレベル、B型ナトリウム利尿ペプチド(BNP)のレベル、及び白血球数(WCC)を測定す
るのに特異的な試薬と、
(ii)患者における不安定狭心症の診断をどのように行うか、又は患者における不安定狭心
症を発症した結果としての脳卒中及び/若しくは心不全の合併症をどのように予測するか
に関する説明書と
を含む検査キットを提供する。
【図面の簡単な説明】
【００１６】
【図１】遊離シグナルペプチド、NT-プロBNP及びBNPペプチドの生成をもたらす、ヒトプ
レプロBNPのプロセシングを概説する模式図である。
【図２】プレプロBNPシグナルペプチド配列のClustal Wバージョン1.83 JALVIEWマルチプ
ル配列アライメントを示す図である。デフォルトClustal Wパラメータは、このアライメ
ントで次のように使用された:DNAギャップオープンペナルティ=15.0;DNAギャップ伸長ペ
ナルティ=6.66;DNAマトリックス=同一性;タンパク質ギャップオープンペナルティ=10.0;
タンパク質ギャップ伸長ペナルティ=0.2;タンパク質マトリックス=Gonnet;タンパク質/DN
A ENDGAP=-1;タンパク質/DNA GAPDIST=4。アミノ酸はFastaフォーマットで提示された。
【図３】胸痛を呈する患者505名における急性心筋梗塞(MI)を診断するための、受診時TnI
、hsTnT、NT-プロBNP、及びBNPspの能力に関する受信者動作特性(ROC)曲線データを示す
図である。BNPspは、曲線下面積(AUC)0.69を有した(P<0.001)。これは、どちらのトロポ
ニンよりも約0.3ポイント少なく、MIを診断するどちらの能力に対しても増えなかった。
【図４】(A)病院受診時の非MI患者390名におけるUAP(n=40)を同定するための、UARatio(A
UC=0.70)及びNT-プロBNP(AUC=0.62)のROC曲線を示す図である。UARatio AUCは、NT-プロB
NP AUCより有意に良好であった(p<0.05)。(B)ECGに異常がない非MI患者328名におけるUAP
(n=33)を診断するUARatio、NT-プロBNP及びBNPspの能力のROC曲線を示す図である。UARat
io(0.77)のAUCは、NT-プロBNP(0.66)及びBNPsp(0.63)の両方より有意に良好であった(p<0
.05)。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
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選択された定義
　別段の定義がない限り、本明細書に使用される全ての技術用語及び科学用語は、本発明
が属する当業者に一般に理解されるのと同じ意味を有する。本明細書に記載されたものと
類似又は同等の任意のアッセイ、方法、装置、及び物質が本発明の実践又は検査に使用さ
れ得るが、様々なアッセイ、方法、装置、及び物質がこれより記載される。
【００１８】
　本明細書に開示された一連の数(例えば1から10)への言及は、この範囲内の全ての関連
する数(例えば、1、1.1、2、3、3.9、4、5、6、6.5、7、8、9及び10)、及び同様にこの範
囲内の有理数の任意の範囲(例えば2から8、1.5から5.5、及び3.1から4.7)への言及も包含
し、したがって、本明細書に明示的に開示された全ての範囲の全ての部分範囲が明示的に
開示されることが意図される。これらは、具体的に意図されたものの例に過ぎず、列挙さ
れた最低値と最高値の間の数値の全ての可能性のある組み合わせが、本出願において同じ
ように明示的に述べられていると見なされるべきである。
【００１９】
　本明細書に使用される場合、「含む(comprises)」、「含む(comprising)」という語、
及び類似の語は、排他的又は網羅的な意味で解釈されるべきでない。換言すれば、これら
は、「含むが、限定されない(including, but not limited to)」を意味することを意図
される。
【００２０】
　本明細書に使用される場合、「BNPsp」という用語は、B型ナトリウム利尿ペプチドシグ
ナルペプチドを意味する。BNPspの例には、残基1～27により定義される完全長BNPsp分子
、及びその断片が挙げられる。特定の例において、BNPspは、残基17～26(すなわちBNPsp(
17～26;配列番号1))により定義されるBNPsp断片を意味する。
【００２１】
　本明細書に使用される場合、「BNP」という用語は、タンパク質分解酵素により処理さ
れると、N末端pro-BNP(NT-プロBNP)及び切断された活性型のBNPホルモンを含むB型ナトリ
ウム利尿ペプチドを意味する。本明細書の目的のために、図1に定義されているように「B
NP」はBNP(103～134)を指し、「NT-プロBNP」はNT-プロBNP(27～102)を指す。
【００２２】
　本明細書に使用される場合、頭字語「STEMI」はST上昇心筋梗塞を意味する。
【００２３】
　本明細書に使用される場合、頭字語「NSTEMI」は非ST上昇心筋梗塞を意味する。
【００２４】
　本明細書に使用される場合、頭字語「UAP」は不安定狭心症を意味する。
【００２５】
　本明細書に使用される場合、頭字語「ACS」は急性冠症候群を意味する。
【００２６】
　本明細書に使用される場合、頭字語「hsTnT」は高感度トロポニンTアッセイを意味する
。
【００２７】
　本明細書に使用される場合、頭字語「WCC」は白血球数を意味し、試料中の白血球のレ
ベル/数に関する。
【００２８】
　本明細書に使用される場合、頭字語「ROC」は受信者動作特性曲線を意味する。
【００２９】
　本明細書に使用される場合、頭字語「AF」は心房細動を意味する。
【００３０】
　本明細書に使用される場合、「ポリペプチド」という用語は、アミノ酸残基が共有ペプ
チド結合により連結される完全長配列を含む任意の長さのアミノ酸鎖を包含する。本発明
において有用なポリペプチドは、精製された天然物であってもよく、又は組換え技術若し
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くは合成技術を用いて部分的に若しくは完全に作製されてもよい。該用語は、ポリペプチ
ド、二量体若しくは他の多量体等のポリペプチドの凝集体、融合ポリペプチド、ポリペプ
チド断片、ポリペプチドバリアント、又はそれらの誘導体を指し得る。ポリペプチドは本
明細書において、完全長EPOsp及び/又はCNPspの少なくとも4個のアミノ酸、少なくとも5
個のアミノ酸、又は少なくとも6個、少なくとも7個、少なくとも8個、少なくとも9個、少
なくとも10個、少なくとも11個、少なくとも12個、少なくとも13個、少なくとも14個、少
なくとも15個、少なくとも16個、少なくとも17個、少なくとも18個、少なくとも19個、少
なくとも20個、少なくとも21個、少なくとも22個、又は全23個のアミノ酸の鎖長であって
もよい。本発明の他のポリペプチド又は本明細書に記載された他のポリペプチドへの言及
は、同様に理解されるべきである。
【００３１】
　本明細書に使用される場合、ポリペプチドとの関連で「断片」という用語は、結合剤を
用いて検出することができるポリペプチドの部分配列である。該用語は、ポリペプチド、
二量体若しくは多量体等のポリペプチドの凝集体、融合ポリペプチド、ポリペプチド断片
、ポリペプチドバリアント、又はそれらの誘導体を指し得る。
【００３２】
　「単離された」という用語は、本明細書に開示されたポリペプチド配列に適用される場
合、天然の細胞環境又は他の天然に存在する生物学的環境から取り除かれる配列を指すの
に使用される。単離された分子は、任意の方法、又は生化学的技術、組換え技術、及び合
成技術を含む方法の組み合わせにより得ることができる。ポリペプチド配列は、少なくと
も1つの精製工程により調製され得る。
【００３３】
　「精製された」という用語は本明細書に使用される場合、絶対的な純度を必要としない
。精製されたとは、様々な実施形態において、例えば試料中のポリペプチドの、例えば少
なくとも約80%、85%、90%、95%、98%、又は99%均一性を指す。該用語は、本明細書に記載
された他の分子及びコンストラクトとの関連で同様に理解されるべきである。
【００３４】
　本明細書に使用される場合、「バリアント」という用語は、1から6個又はそれ以上のア
ミノ酸残基が欠失、置換、又は付加された、具体的に同定された配列とは異なるポリペプ
チド配列を指す。1、2、3、4、5又は6個のアミノ酸の置換、付加、又は欠失が企図される
。バリアントは、天然に存在するアレルバリアント、又は天然に存在しないバリアントで
あってもよい。バリアントは、同種又は他種由来であってもよく、ホモログ、パラログ、
及びオルソログを包含し得る。特定の実施形態において、本発明において有用なポリペプ
チドのバリアントは、親ポリペプチドと同じ又は類似のシグナルペプチド活性又は抗原結
合特性を含む生物活性を有する。ポリペプチドに関して「バリアント」という用語は、本
明細書に定義されるポリペプチドの全ての形態を包含する。
【００３５】
　バリアントポリペプチド配列は、本発明の配列と少なくとも約50%、少なくとも約60%、
少なくとも約70%、少なくとも約71%、少なくとも約72%、少なくとも約73%、少なくとも約
74%、少なくとも約75%、少なくとも約76%、少なくとも約77%、少なくとも約78%、少なく
とも約79%、少なくとも約80%、少なくとも約81%、少なくとも約82%、少なくとも約83%、
少なくとも約84%、少なくとも約85%、少なくとも約86%、少なくとも約87%、少なくとも約
88%、少なくとも約89%、少なくとも約90%、少なくとも約91%、少なくとも約92%、少なく
とも約93%、少なくとも約94%、少なくとも約95%、少なくとも約96%、少なくとも約97%、
少なくとも約98%、又は少なくとも約99%の同一性を示す。ポリペプチドに関して、同一性
は、少なくとも5から7個のアミノ酸位置の比較ウィンドウで見出される。
【００３６】
　ポリペプチドバリアントは、偶然によって生じたとは合理的に考えられないものを含む
、具体的に同定された配列の1つ又は複数との、それらの配列の機能等価を保っている可
能性がある類似性を示すものも包含する。上記に論じられているように、EPOsp及び/又は
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CNPspの場合、バリアント機能は、シグナルポリペプチド若しくは抗原ポリペプチドのい
ずれか、又はその両方としてであってもよい。
【００３７】
　ポリペプチド配列同一性及び類似性は、以下の方法で決定することができる。対象ポリ
ペプチド配列は、NCBI(ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/)から公的に入手可能である、bl2
seqのBLASTP(プログラムのBLASTスイート、バージョン2.2.18[2008年4月]から)を用いて
候補ポリペプチド配列と比較される。低複雑度領域のフィルタリングがオフにされるべき
であることを除いて、bl2seqのデフォルトパラメータが利用される。
【００３８】
　ポリペプチド配列の類似性は、以下のUNIX(登録商標)コマンドラインパラメータ、すな
わちbl2seq -i peptideseq1 -j peptideseq2 -F F -p blastpを用いて調べることができ
る。パラメータ-F Fは、低複雑度セクションのフィルタリングをオフにする。パラメータ
-pは、配列対に適切なアルゴリズムを選択する。このプログラムは、配列間の類似性の領
域を見出し、そのような領域ごとに「E値」を報告する。E値は、ランダム配列を含有する
固定参照サイズのデータベースにおいてそのようなマッチを偶然認めることを期待できる
期待回数である。1よりはるかに少ない小E値に関して、これはほぼそのようなランダムマ
ッチの確率である。バリアントポリペプチド配列は、具体的に同定された配列のいずれか
1つと比較した場合、1×10-5未満、1×10-6未満、1×10-9未満、1×10-12未満、1×10-15

未満、1×10-18未満、又は1×10-21未満のE値を一般に示す。ポリペプチド配列同一性は
また、グローバル配列アライメントプログラムを用いて、候補ポリペプチド配列と対象ポ
リペプチド配列の重複の全長にわたって計算することもできる。上記に論じられているよ
うにEMBOSS-needle(http:/www.ebi.ac.uk/emboss/align/で入手可能)及びGAP(Huang, X. 
(1994) On Global Sequence Alignment. Computer Applications in the Biosciences 10
、227～235頁)も、ポリペプチド配列同一性を計算するのに適切なグローバル配列アライ
メントプログラムである。BLASTPの使用は、本発明によるポリペプチドバリアントの決定
における使用に好ましい。
【００３９】
　「結合剤」という用語は本明細書に使用される場合、AMHの種、その断片又は抗原バリ
アントを結合することができる任意の固体又は非固体物質を指す。1つの実施形態におい
て該用語は、AMHの種、その断片又は抗原バリアントに結合する任意の天然又は非天然分
子を指す。結合剤の例には、タンパク質、ペプチド、核酸、炭水化物、脂質、及び小分子
化合物が挙げられる。1つの選択的又は特異的結合剤は、抗体又はその抗原結合断片であ
る。
【００４０】
　「抗体」という用語は、例えばBNPsp等の抗原に特異的に結合する、典型的には、例え
ばBNPspのC末端又はN末端領域等の、BNPspのエピトープ又は抗原決定基に結合することが
できる免疫グロブリン分子を指す。本明細書に使用される場合、「抗体」という用語は、
完全長抗体及びその抗原結合断片又は領域を広く含む。同様に含まれるのは、モノクロー
ナル及びポリクローナル抗体、多価及び一価抗体、多特異性抗体(例えば二重特異性抗体)
、キメラ抗体、ヒト抗体、ヒト化抗体、並びに親和性成熟された抗体である。抗体が、非
BNPsp抗原/エピトープ又は他の非標的BNPsp種と、適切な場合、例えば25%未満、又は10%
未満、又は1%未満、又は0.1%未満の交差反応性を有するBNPspの領域又はドメインに優先
的に結合するならば、抗体はBNPspに選択的又は特異的に結合する。通常、抗体は、約10-
6、又は10-7M、10-8M、又は10-9M、又は10-10、又は10-11、又は10-12Mの抗原又はエピト
ープに対する結合親和性(解離定数(Kd)値)を有するであろう。結合親和性は、表面プラズ
マ共鳴、例えば、又はスキャッチャード分析を用いて評価することができる。
【００４１】
　本明細書に使用される場合、「抗原結合断片」又は「抗体断片」又は「結合断片」は、
抗体に関して使用される場合、インタクトな抗体の正常な結合機能のほとんど若しくは全
て、又は最小限少なくとも1つを好ましくは保持する、インタクトな抗体の一部を意味す
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る。抗体断片の例には、Fab、Fab'、F(ab')2及びFv断片、直鎖状抗体、ダイアボディ、一
本鎖抗体(ScFV)、ドメイン抗体、及び多特異性抗体が挙げられる。
【００４２】
　「エピトープ」という用語は、抗体及び/又はT細胞受容体に特異的結合をすることがで
きる任意の抗原(例えば、タンパク質)決定基を含む。これは、B及び/又はT細胞が応答す
る抗原上の部位である。エピトープ決定基は、アミノ酸又は糖側鎖等の化学的に活性な表
面分子群から通常成り、特異的三次元構造特性、及び特異的電荷特性を通常有する。エピ
トープは、典型的には少なくとも3、5又は8～10個のアミノ酸を含む。アミノ酸は、連続
アミノ酸、又は三次折り畳みにより並置された非連続アミノ酸であってもよい。立体構造
及び非立体構造エピトープは、変性溶媒の存在下で、前者への結合は失われるが、後者へ
の結合は失われないという点で区別される。
【００４３】
　本明細書に使用される場合、「抗原バリアント」という用語は、1つ又は複数のアミノ
酸残基が欠失、置換、又は付加された、具体的に同定された配列とは異なるポリペプチド
配列を指す。1、2、3、4、5、6、10、15、20個又はそれ以上のアミノ酸の置換、付加、又
は欠失が具体的に企図される。バリアントは、天然に存在するアレル抗原バリアント、又
は天然に存在しない抗原バリアントであってもよい。バリアントは、同種又は他種由来で
あってもよく、ホモログ、パラログ、及びオルソログを包含し得る。特定の例において、
本発明において有用なポリペプチドの抗原バリアントは、親ポリペプチドと同じ又は類似
のホルモン機能又は抗原結合特性を含む生物活性を有する。(ポリ)ペプチドに関して「抗
原バリアント」という用語は、本明細書に定義されるポリペプチドの全ての形態を包含す
る。「抗原バリアント」という用語は、天然に存在する、組換え的及び合成的に作製され
たポリペプチドを包含する。例えば、ヒトBNP及びBNPspの抗原バリアントは、マウス、ラ
ット、ヒツジ、ウシ、ブタ等に由来するBNP及びBNPspの配列等のBNP及びBNPspのヒト以外
の配列を含んでもよい。
【００４４】
　当技術分野で周知のコンピュータ/データベース方法に加えて、ポリペプチド抗原バリ
アントは、当技術分野で周知の物理的方法により、例えば、本発明のポリペプチドに対し
て産生された抗体を用いて発現ライブラリーをスクリーニングすること(Sambrookら、Mol
ecular Cloning:A Laboratory Manual、第2版　Cold Spring Harbor Press、1987)(同様
にSambrookらにより記載された組換えDNA技術により)、又はそのような抗体を用いて天然
の供給源由来のポリペプチドを同定することにより、同定することができる。
【００４５】
　「単離された抗体」は、その天然の環境の成分から分離若しくは回収された、又はその
両方の、同定された抗体である(例えば、酵素及びホルモンを含むタンパク質から分離さ
れた)。1つの例において、抗体は、抗体の少なくとも95質量%、又は96質量%、又は97質量
%、又は98質量%、又は99質量%まで精製される。純度は、例えばローリー法により決定す
ることができる。通常、抗体は、少なくとも1つの精製工程により調製されるであろう。
【００４６】
　本明細書に使用される場合、「モノクローナル抗体」は、単一の抗原標的を対象にする
(又は結合する)高度に特異的な抗体である抗体を意味する。モノクローナル抗体は、同種
又は実質的に同種の抗体の集団から得ることができ、各モノクローナル抗体は、少量で起
こり得る天然の変異を除いて同一である、及び/又は同じエピトープを結合する。モノク
ローナル抗体は、例えば、Harlow and Lane (1988) Antibodies、A Laboratory Manual、
Cold Spring Harbor Publications、New York、及びHarlow and Lane (1999) Using Anti
bodies: A Laboratory Manual Cold Spring Harbor Laboratory Press、Cold Spring Har
bor、NY(本明細書において合わせて及び個々にHarlow及びLaneと呼ばれる)の方法等の、
当技術分野で周知の方法を用いて調製される。
【００４７】
　本明細書に使用される場合、「ポリクローナル抗体」は、複数の抗原標的を対象にし得
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る(又は結合し得る)抗体を意味する。ポリクローナル抗体は、(例えば、Harlow及びLane(
同上)の方法等の)当技術分野で周知の方法を用いて調製される。
【００４８】
　「ELISA」という用語は本明細書に使用される場合、試料中の分析物の量を定量化する
のに使用される抗体及び検出可能な標識を含む一種の競合的結合アッセイである、酵素結
合免疫吸着アッセイを意味する。
【００４９】
　「捕捉抗体」という用語は本明細書に使用される場合、プレート、ビーズ、又はチュー
ブ等の固体担体に典型的には固定化され、目的とする分析物、例えば胚性幹細胞集団に関
連する膜結合マーカーに結合し、これを捕捉する抗体を意味する。
【００５０】
　「検出抗体」という用語は本明細書に使用される場合、目的とする分析物に結合する検
出可能な標識を含む抗体を意味する。標識は、目的とする分析物、例えば胚性幹細胞集団
に関連する膜結合マーカーの定量的、半定量的、又は定性的測定のための日常的検出手段
を用いて検出することができる。
【００５１】
　本明細書に使用される場合、「アプタマー」という用語は、ポリペプチド又はタンパク
質等の標的分子への高親和性結合を促進する二次構造を有する一本鎖核酸分子を指す。特
定の例において、一本鎖核酸は、バイオアベイラビリティーを改善するためのssDNA、RNA
、又はそれらの誘導体である。標的タンパク質へのアプタマー結合親和性は、以下に更に
記載される。
【００５２】
　本明細書に使用される場合、分析物の文脈における「マーカー」又は「バイオマーカー
」という用語は、疾患又は障害、例えば不安定狭心症に冒された特定の組織中又は組織上
で同定されることが望ましい、循環に特異的に見出される、又は特定の組織(例えば心筋)
に関連する、任意の抗原、分子、又は他の化学的若しくは生物学的実体を意味する。特定
の例において、マーカーは、循環ペプチド(例えば)BNPsp(17～26)又はNT-プロBNPである
。他の例において、マーカーは、特定の細胞タイプにより特異的又は優先的に発現される
細胞表面抗原又は核抗原である。他の例においてマーカーは、特定の細胞タイプにより特
異的又は優先的に発現される細胞内抗原である。
【００５３】
　「ROC」という用語は、受信者動作特性を意味し、ROCプロットは、判定閾値の全範囲に
対して感度対1-特異度をプロットすることにより2つの分布間の重複を示す。
【００５４】
　本明細書に使用される場合、「有効量」という用語は、疾患又は状態及び1つ若しくは
複数のその症状の進行、再発、又は発症の予防をもたらして、別の療法の予防効果を増強
若しくは改善し、疾患の重症度、期間を低減し、疾患若しくは状態の1つ若しくは複数の
症状を改善し、疾患若しくは状態の進行を予防し、疾患若しくは状態の退縮をもたらし、
及び/又は別の療法の治療効果を増強若しくは改善するのに十分な療法の量を指す。
【００５５】
　本明細書に使用される場合、被験体への療法の施行の文脈における「管理する(manage)
」、「管理すること(managing)」、及び「管理(management)」という用語は、疾患又は状
態の治癒をもたらさないものの、被験体が療法(例えば、予防剤又は治療剤)又は療法の組
み合わせから得る有益な効果を指す。特定の例において、被験体は、疾患又は状態の進行
又は悪化を予防するために、疾患又は状態を「管理する」1つ又は複数の療法(例えば、1
つ又は複数の予防剤又は治療剤)を施行される。
【００５６】
　本明細書に使用される場合、被験体への療法の施行の文脈における「予防する(prevent
)」、「予防すること(preventing)」、及び「予防(prevention)」という用語は、療法(例
えば、予防剤又は治療剤)、又は療法の組み合わせ(例えば、予防剤又は治療剤の組み合わ
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せ)の施行によって生じる、被験体における疾患若しくは状態又はその症状の再発、発症
、及び/又は進行の予防又は抑制を指す。
【００５７】
　本明細書に使用される場合、「予防剤」という用語は、不安定狭心症を治療する目的で
使用される任意の分子、化合物、及び/又は物質を指す。予防剤の例には、タンパク質、
免疫グロブリン(例えば、多特異性Ig、一本鎖Ig、Ig断片、ポリクローナル抗体及びその
断片、モノクローナル抗体及びその断片)、抗体コンジュゲート又は抗体断片コンジュゲ
ート、ペプチド(例えば、ペプチド受容体、セレクチン)、結合タンパク質、増殖ベースの
療法、並びに小分子薬が挙げられるが、これらに限定されない。
【００５８】
　本明細書に使用される場合、「治療剤」という用語は、不安定狭心症等の疾患又は障害
を治療及び/又は管理する目的で使用される任意の分子、化合物、及び/又は物質を指す。
治療剤の例には、タンパク質、免疫グロブリン(例えば、多特異性Ig、一本鎖Ig、Ig断片
、ポリクローナル抗体及びその断片、モノクローナル抗体及びその断片)、ペプチド(例え
ば、ペプチド受容体、セレクチン)、結合タンパク質、生物製剤(biologies)、増殖ベース
の療法剤、ホルモン剤、放射免疫療法、標的剤、エピジェネティック療法、分化療法、生
物剤、及び小分子薬が挙げられるが、これらに限定されない。
【００５９】
　本明細書に使用される場合、「療法(therapies)」及び「療法(therapy)」という用語は
、疾患若しくは状態又は1つ若しくは複数のその症状の予防、治療及び/又は管理において
使用することができる任意の方法、組成物、及び/又は薬剤を指し得る。
【００６０】
　本明細書に使用される場合、被験体への療法の施行の文脈における「治療する(treat)
」、「治療(treatment)」、及び「治療すること(treating)」という用語は、1つ若しくは
複数の療法の施行によって生じる、(例えば)不安定狭心症の進行及び/若しくは期間の低
減、抑制、消失、若しくは改善、(例えば)不安定狭心症の重症度の低減、抑制、消失、若
しくは改善、並びに/又は1つ若しくは複数のその症状の改善を指す。
【００６１】
　「試料」又は「生体試料」という用語は本明細書に使用される場合、被験体若しくは患
者から採取された又は被験体若しくは患者に由来する任意の試料を意味する。本明細書に
おいて、「被験体」及び「患者」という用語は互換的に使用される。そのような試料は、
被験体から得ることができ、又は被験体に提供されることが意図される生体物質から得る
ことができる。例えば、試料は、例えば被験体における心臓の状態を調べるために、評価
されている血液又は心臓組織から得ることができる。含まれるのは、正常な健康な被験体
及び/又は心臓の状態を理解することが有用となる健康な被験体等の、任意の被験体から
採取された又は任意の被験体に由来する試料である。好ましい試料は、生体液試料である
。「生体液試料」という用語は本明細書に使用される場合、患者等の目的とする被験体を
、例えば診断、予後、分類、又は評価する目的で得られた体液の試料を指す。試料は、ペ
プチド抗原が検出され得る当技術分野で周知の任意の試料であってもよい。含まれるのは
、例えば、全血試料、血漿、血清、卵胞液試料、精液試料、脳脊髄液、唾液、痰、尿、胸
水、間質液、滑液、リンパ液、涙液等の任意の体液である。とはいえ、全血試料、血漿、
及び血清が本発明における使用に特に適している。更に、当業者は、分画又は精製手順、
例えば、全血から血清又は血漿成分への分離後に、特定の体液試料がより容易に分析され
ることに気付くであろう。
【００６２】
　「精製された」という用語は本明細書に使用される場合、絶対的な純度を必要としない
。精製されたとは、1つの例において、試料中の(例えば)ポリペプチド又は抗体の少なく
とも90%、又は95%、又は98%、又は99%均一性を指す。
【００６３】
　「被験体」及び「患者」という用語は、本明細書において互換的に使用される。これら
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の用語は、好ましくは哺乳動物を指し、ヒト、並びにネコ、イヌ、ウマ、ウシ、ヒツジ、
シカ、マウス、ラット、霊長類(ゴリラ、アカゲザル、及びチンパンジーを含む)、ポッサ
ム、及び他の家畜動物又は動物園動物等のヒト以外の哺乳動物を含む。故に、本明細書に
記載されたアッセイ、方法、及びキットは、特にヒト及びヒト以外の動物の両方、並びに
限定されることなく、ヒト、霊長類、ウシ、ヒツジ、ヤギ、ブタ、シカ、アルパカ、ラマ
、バッファローを含む家畜、ネコ、イヌ、及びウマを含む愛玩動物及び/又は純血種動物
に適用される。好ましい被験体は、ヒト、最も好ましくは「患者」である。患者は本明細
書に使用される場合、疾患又は状態のための医療又は評価を受ける可能性がある又は受け
ている生きているヒトを指す。更に、被験体は好ましくは生きている生物であるが、本明
細書に記載された本発明は、死後分析にも使用することができる。
【００６４】
　本明細書に使用される場合、分析物の「存在又は量に関連する」という用語は、目的と
する分析物の既知の濃度を用いて計算された標準曲線の使用により、アッセイシグナルが
分析物の存在又は量に典型的には関連していることを反映する。該用語が本明細書に使用
される場合、アッセイが、生理学的に適切な濃度の分析物の存在又は量を示す検出可能な
シグナルを生成することができるならば、アッセイは分析物を「検出するように設定」さ
れている。典型的には、分析物は試料において測定される。
【００６５】
　1つの実施形態において対照より「高い」若しくは「低い」レベル、又は対照(レベル)
からの「変化」若しくは「偏向」は、統計的に有意である。レベルが、対照レベルと比較
して約5%以上、約10%以上、約20%以上、又は約50%以上対照レベルと異なるならば、対照
レベル又は平均対照若しくは歴史的対照レベルからの高いレベル、低いレベル、偏向、又
は変化が存在すると見なすことができる。統計的有意は、或いはP≦0.05として計算され
てもよい。高いレベル、低いレベル、偏向、及び変化は、アッセイ基準限界値又は基準範
囲を頼りに決定することもできる。これらは、直観的評価又はノンパラメトリック法から
計算することができる。概して、これらの方法は、0.025及び0.975フラクタイルを0.025*
(n+1)及び0.975(n+1)として計算することができる。そのような方法は当技術分野で公知
である。対照に欠如しているマーカーの存在は、高いレベル、偏向、又は変化として見ら
れ得る。対照に存在するマーカーの欠如は、低いレベル、偏向、又は変化として見られ得
る。
【００６６】
詳細な説明
　出願人らは、心筋梗塞(MI)及び不安定狭心症(UAP)を有する患者の同定を支援する、B型
ナトリウム利尿ペプチドシグナルペプチド(BNPsp)の能力を評価した。
【００６７】
　出願人らは、ACSが疑われる胸痛の発症の4時間以内に病院を受診した患者505名を試験
した。血液試料は、受診から0、1、2及び24時間時点で採血し、BNPsp、NT-プロBNP、TnI
、及び高感度TnTをアッセイした。急性心筋梗塞(MI)及び不安定狭心症(UAP)を診断し、1
年以内のその後のイベントを予測するBNPsp及び他のマーカーの能力が、次いで評価され
た。
【００６８】
　出願人らは、驚くべきことに、BNPspがNT-proCNP及び白血球数と共に測定され、並びに
データが受信者動作曲線分析を用いてフィットされた場合、急性冠状動脈障害の症状によ
り救急科を受診する患者において、不安定狭心症が診断され得ることを発見した。更に、
患者におけるカリウム(K)のレベルがバイオマーカーパネルに追加された場合、診断の特
異度が増強され得た。
【００６９】
　興味深いことに、心筋梗塞を鑑別するための受信者動作曲線下面積(AUC)データは、BNP
spが0.69、トロポニンが0.97であり、BNPspはトロポニンに対して増えなかった。しかし
、重要なことには、固有のパラメータ(UARatio)にしたNT-プロBNP、白血球数、及びカリ



(14) JP 2019-502933 A 2019.1.31

10

20

30

40

50

ウムの受診時値と組み合わされた場合、非MI患者においてBNPspはUAPに対して鑑別力を有
し(p<0.05)、正常なECG結果を有する患者においてUAPに関して0.76のAUCを生成した(p<0.
001)。図3及び図4、並びに実施例2を参照のこと。
【００７０】
　したがって、1つの態様において、本発明は、患者における不安定狭心症を診断する方
法であって、
(i)患者から得られた生体試料中のB型ナトリウム利尿ペプチドシグナルペプチド(BNPsp)
断片のレベル、N末端B型ナトリウム利尿ペプチド(NT-プロBNP)のレベル、及び白血球数(W
CC)を測定する工程と、
(ii)BNPsp断片、NT-プロBNP、及びWCCのレベルを、対照被験体から得られた参照レベルに
対して比較する工程と
を含み、対照被験体から得られた参照比から偏向した、BNPsp断片及びNT-プロBNPのWCCに
対する比から、患者が不安定狭心症を有することが診断される方法を提供する。
【００７１】
　診断に応じて、不安定狭心症を低減、消失、軽減、又は治療するために介入療法が患者
に施行され得る。
【００７２】
　したがって、更なる態様において、本発明は、患者における不安定狭心症を診断する方
法であって、
(i)患者から得られた生体試料中のB型ナトリウム利尿ペプチドシグナルペプチド(BNPsp)
断片のレベル、N末端B型ナトリウム利尿ペプチド(NT-プロBNP)のレベル、及び白血球数(W
CC)を測定する工程と、
(ii)BNPsp断片、NT-プロBNP、及びWCCのレベルを、対照被験体から得られた参照レベルに
対して比較する工程と
を含み、対照被験体から得られた参照比から偏向した、BNPsp断片及びNT-プロBNPのWCCに
対する比から、患者が不安定狭心症を有することが診断され、不安定狭心症の陽性診断の
場合には、
(iii)患者における不安定狭心症を低減、消失、軽減、又は治療するために介入療法を施
行する工程と
を含む方法を提供する。
【００７３】
　更に、非MI患者において、UARatioは1年以内のその後の脳卒中(AUC=0.70、p<0.05)及び
心不全(AUC=0.82、p<0.01)を有意に予測した。実施例2を参照のこと。
【００７４】
　したがって、更なる態様において、本発明は、以前に不安定狭心症と診断された患者に
おける心不全及び/又は脳卒中の合併症を予測する方法であって、
(i)患者から得られた生体試料中のB型ナトリウム利尿ペプチドシグナルペプチド(BNPsp)
断片のレベル、N末端B型ナトリウム利尿ペプチド(NT-プロBNP)のレベル、及び白血球数(W
CC)を測定する工程と、
(ii)BNPsp断片、NT-プロBNP、及びWCCのレベルを、対照被験体から得られた参照レベルに
対して比較する工程と
を含み、対照被験体から得られた参照比から偏向した、BNPsp断片及びNT-プロBNPのWCCに
対する比から、不安定狭心症の結果として患者が心不全及び/又は脳卒中の合併症を発症
することが予測される方法を提供する。
【００７５】
　特異度及び感度に応じて、診断は、試料中のカリウムのレベルを測定することにより増
強され得る。そのため、本発明による特定の例において、方法は、患者から得られた生体
試料中のカリウムのレベルを測定する工程を更に含む。
【００７６】
　本発明の他の例において、BNPsp断片は、完全長の/インタクトなタンパク質の残基17～



(15) JP 2019-502933 A 2019.1.31

10

20

30

40

50

26により定義される断片である(示されたBNPsp(17～26))。
【００７７】
　他の例において、BNPsp(17～26)を含むBNPsp、及びNT-プロBNPのレベルは、イムノアッ
セイ又は質量分析により測定され得る。検出のための抗体ベース及びアプタマーベースの
アプローチを用いたイムノアッセイによる測定に関して、更なる詳細が以下に示される。
【００７８】
　本発明はまた、例えば、患者から得られた生体試料中のBNPsp断片、NT-プロBNP、及び
白血球のレベルの測定に特異的な市販のキット及び製品も企図する。そのため、本発明の
更なる態様において、
(i)患者から得られた生体試料中のB型ナトリウム利尿ペプチドシグナルペプチド(BNPsp)
断片のレベル、N末端B型ナトリウム利尿ペプチド(NT-プロBNP)のレベル、及び白血球数(W
CC)を測定するのに特異的な試薬と、
(ii)患者における不安定狭心症の診断をどのように行うか、又は患者における不安定狭心
症を発症した結果としての脳卒中及び/若しくは心不全の合併症をどのように予測するか
に関する説明書と
を含むキット又は製品が提供される。
【００７９】
　出願人らはまた、残基17～26により定義されるB型ナトリウム利尿ペプチドシグナルペ
プチド断片(BNPsp(17～26))、B型ナトリウム利尿ペプチド(BNP)、及び白血球数(WCC)が、
不安定狭心症の診断における有用なバイオマーカーパネルであることも確認した。
【００８０】
　したがって、別の態様において、本発明は、患者における不安定狭心症を診断する方法
であって、
(i)患者から得られた生体試料中のB型ナトリウム利尿ペプチドシグナルペプチド(BNPsp)
断片のレベル、B型ナトリウム利尿ペプチド(BNP)のレベル、及び白血球数(WCC)を測定す
る工程と、
(ii)BNPsp断片、BNP、及びWCCのレベルを、対照被験体から得られた参照レベルに対して
比較する工程と
を含み、対照被験体から得られた参照比から偏向した、BNPsp断片及びBNPのWCCに対する
比から、患者が不安定狭心症を有することが診断される方法を提供する。
【００８１】
　別の態様において、本発明は、以前に不安定狭心症と診断された患者における心不全及
び/又は脳卒中の合併症を予測する方法であって、
(i)患者から得られた生体試料中のB型ナトリウム利尿ペプチドシグナルペプチド(BNPsp)
断片のレベル、B型ナトリウム利尿ペプチド(BNP)のレベル、及び白血球数(WCC)を測定す
る工程と、
(ii)BNPsp断片、BNP、及びWCCのレベルを、対照被験体から得られた参照レベルに対して
比較する工程と
を含み、対照被験体から得られた参照比から偏向した、BNPsp断片及びBNPのWCCに対する
比から、不安定狭心症の結果として患者が心不全及び/又は脳卒中の合併症を発症するこ
とが予測される方法を提供する。
【００８２】
　更なる態様において、本発明は、患者における不安定狭心症を診断する方法であって、
(i)患者から得られた生体試料中のB型ナトリウム利尿ペプチドシグナルペプチド(BNPsp)
断片のレベル、B型ナトリウム利尿ペプチド(プロBNP)のレベル、及び白血球数(WCC)を測
定する工程と、
(ii)BNPsp断片、BNP、及びWCCのレベルを、対照被験体から得られた参照レベルに対して
比較する工程と
を含み、対照被験体から得られた参照比から偏向した、BNPsp断片及びBNPのWCCに対する
比から、患者が不安定狭心症を有することが診断され、不安定狭心症の陽性診断の場合に
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は:
(iii)患者における不安定狭心症を低減、消失、軽減、又は治療するために介入療法を施
行する工程と
を含む方法を提供する。
【００８３】
　更なる別の態様において、本発明は、患者における不安定狭心症を診断するための、又
は不安定狭心症の結果としての患者における心不全及び/若しくは脳卒中の合併症を予測
するための検査キットであって、
(i)患者から得られた生体試料中のB型ナトリウム利尿ペプチドシグナルペプチド(BNPsp)
断片のレベル、B型ナトリウム利尿ペプチド(BNP)のレベル、及び白血球数(WCC)を測定す
るのに特異的な試薬と、
(ii)患者における不安定狭心症の診断の行い方、又は患者における不安定狭心症を発症し
た結果としての脳卒中及び/若しくは心不全の合併症の予測のし方に関する説明書と
を含む検査キットを提供する。
【００８４】
抗体及び抗原結合断片
　上記のように、抗体(antibody)又は抗体(antibodies)は本明細書に使用される場合、抗
原又はエピトープを特異的に結合することができる免疫グロブリン遺伝子(an immunoglob
ulin gene)若しくは免疫グロブリン遺伝子(immunoglobulin genes)又はその断片に由来す
る、倣った、又は実質的にコードされたペプチド又はポリペプチドを指す[34-36]。本明
細書の定義セクションに予示されているように、抗体という用語は、(i)Fab断片(VL、VH
、CL及びCH1ドメインからなる一価断片);(ii)F(ab')2断片(ヒンジ領域でジスルフィド結
合により連結された2つのFab断片を含む二価断片);(iii)VH及びCH1ドメインからなるFd断
片;(iv)抗体の単腕のVL及びVHドメインからなるFv断片、(v)VHドメインからなるdAb断片[
37];並びに(vi)単離された相補性決定領域(CDR)を含む、例えば、抗原に結合する能力を
保持する断片、部分配列、相補性決定領域(CDR)等の抗原結合断片を含む。一本鎖抗体も
、「抗体」という用語に参照により含まれる。抗体及び断片の更なる考察は、参考文献(
例えば)[38-44]に見出すことができ、それらの全てはその全体が本明細書に組み込まれる
。
【００８５】
　同様に含まれるのは、例えば、BNPsp又はBNPsp断片等の抗原、及びその抗原バリアント
を有するマウス、ラット、又はウサギ等の動物を免疫して得られる抗血清である。要する
に、ポリクローナル抗体を調製する方法は当業者に周知である。ポリクローナル抗体は、
例えば、免疫剤及び、必要に応じてアジュバントの1回又は複数回の注射により、哺乳動
物において産生することができる。典型的には、免疫剤及び/又はアジュバントは、複数
回の皮下又は腹腔内注射により哺乳動物において注射されるであろう。免疫剤は、BNPsp
若しくはBNPsp断片、その抗原バリアント、又はその融合タンパク質を含むことができる
。免疫されている哺乳動物において免疫原性であることが知られているタンパク質に、免
疫剤をコンジュゲートすることが有用となり得る。そのような免疫原性タンパク質の例に
は、キーホールリンペットヘモシニアン、ウシ血清アルブミン、ウシサイログロブリン、
及び大豆トリプシンインヒビターが挙げられるが、これらに限定されない。使用され得る
アジュバントの例には、フロイント完全アジュバント及びMPL TDMアジュバント(モノホス
ホリルリピッドA、合成トレハロースジコリノミコラート)が挙げられる。免疫プロトコル
は、過度な実験なしに当業者により選択され得る。
【００８６】
　モノクローナル抗体は、当技術分野で公知のハイブリドーマ法を用いて調製することが
できる[例えば45～47]。ハイブリドーマ細胞は、適切な培養培地で培養されてもよく、或
いは、ハイブリドーマ細胞は、哺乳動物において腹水としてインビボで増殖されてもよい
。好ましい不死化細胞株は、例えば、アメリカ培養細胞系統保存機関、バージニア、USA
から入手することができるマウス骨髄腫株である。イムノアッセイは、目的とする抗体を
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分泌する不死化細胞株をスクリーニングするのに使用することができる。BNPsp若しくはB
NPsp断片又はその抗原バリアントの配列が、スクリーニングで使用され得る。
【００８７】
　ハイブリドーマ細胞により産生されたモノクローナル抗体の結合特異性を確立するため
の公知の手段には、免疫沈降、放射免疫アッセイ(RIA)、酵素結合免疫吸着アッセイ(ELIS
A)、及びウエスタンブロットが挙げられる[48]。例えば、上記のように、モノクローナル
抗体の結合親和性は、例えば、スキャッチャード分析により決定することができる[49]。
免疫された動物由来の試料は、ポリクローナル抗体の存在について同様にスクリーニング
することができる。
【００８８】
　モノクローナル抗体は、組換え宿主細胞から得ることもできる。抗体をコードするDNA
は、ハイブリドーマ細胞株から得ることができる。DNAは、次いで発現ベクターに入れら
れ、宿主細胞(例えば、COS細胞、CHO細胞、大腸菌(E. coli)細胞)にトランスフェクトさ
れ、抗体が宿主細胞で産生される。抗体は、次いで標準的な手法を用いて単離及び/又は
精製することができる。
【００８９】
　モノクローナル抗体又は断片は、組換えDNA手段により作製することもできる(例えば[5
0])。相同なマウス配列の代わりに、ヒト重鎖及び軽鎖定常ドメインのコード配列に置換
する等のDNA修飾[50]も可能である。抗体は一価抗体であってもよい。一価抗体を調製す
る方法は、当技術分野で公知である(例えば[51～53])。キメラ[54]、二価抗体[55]、及び
多価抗体の作製も、本明細書において企図される[56]。
【００９０】
　ファージライブラリー由来等のモノクローナル抗体作製のための他の周知の技術手法も
、使用することができる(例えば[57])。
【００９１】
　細胞により分泌されるモノクローナル抗体は、例えば、逆相HPLC、タンパク質Aセファ
ロース、ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィー、ゲル電気泳動、透析、又は親和性ク
ロマトグラフィー等の従来の免疫グロブリン精製手順により、培養培地又は腹水液から単
離又は精製することができる[58]。
【００９２】
　二重特異性抗体も有用となり得る。これらの抗体は、少なくとも2つの異なる抗原に結
合特異性を有するモノクローナル、好ましくはヒト又はヒト化抗体である。2つを超える
特異性を有する抗体、例えば三重特異性抗体も本明細書において企図される。
【００９３】
　本明細書に記載されたイムノアッセイにおいて使用される抗体は、BNPsp又はBNPsp断片
に特異的に結合する。「特異的に結合する」という用語は、抗体が意図された標的だけに
結合することを示すものではない。その理由は、上記のように、抗体は、抗体が結合する
エピトープを提示するいずれのポリペプチドにも結合するためである。むしろ、適切なエ
ピトープを提示しない非標的分子に対する抗体の親和性と比べた場合、抗体の意図された
標的に対する親和性が約5倍大きければ、抗体は「特異的に結合する」。特定の例におい
て、抗体の親和性は、非標的分子に対する親和性より、標的分子に対して少なくとも約5
倍、好ましくは10倍、より好ましくは25倍、更により好ましくは50倍、最も好ましくは10
0倍以上大きいであろう。他の例において、抗体は、少なくとも約10-6M、又は10-7M、又
は少なくとも約10-8M、又は10-9M、又は10-10、又は10-11又は10-12Mの親和性で結合する
。
【００９４】
　親和性は、Kd=koff/kon(koffは解離速度定数であり、Konは結合速度定数であり、Kdは
平衡定数である)として計算される。親和性は、様々な濃度(c)の標識リガンドの結合の結
合分画(r)を測定して、平衡状態で決定することができる。データは、スキャッチャード
方程式:r/c=K(n-r):式中、r=平衡状態での結合リガンドのモル数/受容体のモル数;c=平衡
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状態での遊離リガンド濃度;K=平衡結合定数;及びn=受容体分子当たりのリガンド結合部位
の数を用いてグラフ化される。グラフ分析により、r/cはY軸に、対してrはX軸にプロット
され、それによりスキャッチャードプロットを作成する。スキャッチャード分析による抗
体親和性測定は、当技術分野で公知である[59]。
【００９５】
　多くの刊行物が、選択された分析物に結合するポリペプチドライブラリーを作製及びス
クリーニングするためのファージディスプレイ技術の使用を論じている[60～63]。ファー
ジディスプレイ法の基本的概念は、スクリーニングされるポリペプチドをコードするDNA
と該ポリペプチドの間の物理的結合の確立である。この物理的結合は、ファージ粒子によ
り提供される。ファージ粒子は、ポリペプチドをコードするファージゲノムを取り囲むカ
プシドの一部としてポリペプチドを提示する。ポリペプチドとその遺伝子物質の間の物理
的結合の確立により、異なるポリペプチドを有する非常に多くのファージの同時マススク
リーニングが可能になる。標的に対する親和性を有するポリペプチドを提示するファージ
は標的に結合し、これらのファージは、標的に対する親和性スクリーニングにより濃縮さ
れる。これらのファージから提示されるポリペプチドの同一性は、ポリペプチドそれぞれ
のゲノムから決定することができる。これらの方法を用いて、所望の標的に結合親和性を
有すると同定されたポリペプチドは、次いで従来の手段により大量に合成することができ
る(例えば[64])。
【００９６】
　これらの方法により生成される抗体は、次いで、目的とする精製ポリペプチドとの親和
性及び特異性に関する第1のスクリーニング、並びに必要であれば、その結果を、結合か
ら除外されることが望まれるポリペプチドとの抗体の親和性及び特異性と比較することに
より、選択することができる。スクリーニング手順は、マイクロタイタープレートの別々
のウェルへの精製ポリペプチドの固定化を含み得る。潜在的な抗体又は抗体群を含有する
溶液は、次いでそれぞれのマイクロタイターウェルに入れられ、約30分から2時間インキ
ュベートされる。マイクロタイターウェルは次いで洗浄され、標識された二次抗体(例え
ば、産生された抗体がマウス抗体であれば、アルカリホスファターゼにコンジュゲートさ
れた抗マウス抗体)がウェルに添加され、約30分間インキュベートされ、次いで洗浄され
る。基質がウェルに添加され、固定化されたポリペプチドに対する抗体が存在する場合、
呈色反応が現れるであろう。
【００９７】
　そうして同定された抗体は、次いで、選択されたアッセイデザインで親和性及び特異性
について更に分析することができる。標的タンパク質ためのイムノアッセイの開発におい
て、精製された標的タンパク質は、選択された抗体を用いてイムノアッセイの感度及び特
異度を判断するための基準の役割を果たす。様々な抗体の結合親和性は異なり得、特定の
抗体対(例えば、サンドイッチアッセイにおいて)は互いに立体的に干渉し得る等のため、
抗体のアッセイ性能が抗体の絶対的親和性及び特異性より重要な尺度になり得る。
【００９８】
アプタマー
　本発明はまた、例えば、BNP、BNPsp、及びそれらの断片を含む目的とする分析物に選択
的に結合するアプタマーも企図する。
【００９９】
　核酸アプタマーは、インビトロ選択、すなわちSELEX(systematic evolution of ligand
s by exponential enrichment)を複数回繰り返すことにより、小分子、タンパク質、核酸
、並びに更には細胞、組織、及び生物等の様々な分子標的に結合するように操作された核
酸種である。アプタマーは、抗体と同等の分子結合及び認識を提供する。その識別認識に
加えて、アプタマーは、インビトロで完全に操作ですることができ、化学合成により容易
に作製され、望ましい貯蔵特性を有し、治療的適用において免疫原性をほとんど又は全く
誘発しないことから、抗体と比べて利点を提供する。
【０１００】



(19) JP 2019-502933 A 2019.1.31

10

20

30

40

50

　本発明の例によれば、アプタマーは単量体(1単位)である。本発明の別の例によれば、
アプタマーは多量体アプタマーである。多量体アプタマーは、複数のアプタマー単位(mer
s)を含み得る。アプタマーの複数の単位はそれぞれ同一であってもよい。そのような場合
、多量体アプタマーは、単一の特異性を有するがアビディティーが増強されたホモ多量体
(多価アプタマー)である。
【０１０１】
　或いは、多量体アプタマーは、少なくとも2merの多量体アプタマーが構造、核酸配列、
又はその両方において非同一である、2つ以上のアプタマー単量体を含んでもよい。その
ような多量体アプタマーは、本明細書においてヘテロ多量体と呼ばれる。ヘテロ多量体は
、(立体障害を避けるために)単一の結合部位を対象にしてもよく、すなわち単一特異性で
あってもよい。ヘテロ多量体は、複数の結合部位を対象にしてもよく、すなわち多特異性
であってもよい。ヘテロ多量体は、例えばBNP、BNPsp、及びそれらの断片を含む、異なる
分析物の複数の結合部位を対象にしてもよい。多量体アプタマーの更なる説明は以下に提
供される。
【０１０２】
　複数の多量体アプタマーはコンジュゲートされて、多量体アプタマーのコンジュゲート
を形成することができる。多量体アプタマーは、2(二量体)、3(三量体)、4(四量体)、5(
五量体)、6(六量体)、及び更に多くの単位を含んでもよい。
【０１０３】
　本発明のアプタマーは、当技術分野における任意の適切な方法により合成及びスクリー
ニングすることができる。
【０１０４】
　例えば、アプタマーは、SELEX(systematic evolution of ligands by exponential enr
ichment)によりランダムアプタマーライブラリーからスクリーニング及び同定することが
できる。目的とする抗原に結合するアプタマーは、本明細書において細胞(cell)SELEX又
は細胞(cellular)SELEXと呼ばれる改変された選択方法により適切にスクリーニング及び
選択することができる[30～32]。他の例において、細胞表面標的分子(例えば、BNP又はBN
Psp)に結合するアプタマーは、キャピラリー電気泳動によりスクリーニングすることがで
き、アプタマー-標的分子複合体は非結合アプタマーと比較して、未変性ポリアクリルア
ミドゲル電気泳動で移動速度の遅延を示したという観察に基づきSELEXにより濃縮するこ
とができる。
【０１０５】
　単量体、二量体、三量体、四量体、又は他のより高次の多量体アプタマーを含有するラ
ンダムアプタマーライブラリーが作成され得る。ランダムアプタマーライブラリー(ssDNA
又はRNAのいずれか)は、個々のアプタマー単量体を連結して多量体アプタマー融合分子を
形成するためのオリゴヌクレオチドリンカーを含むことにより改変されてもよい。他の例
において、ランダムオリゴヌクレオチドライブラリーは、選択されたアプタマーの増幅に
使用される、ランダム配列の上流及び下流(すなわち、5'腕及び3'腕として知られる)の両
方の定義された20nt配列に両側が隣接されたランダム化45nt配列を用いて合成される。連
結オリゴヌクレオチド(すなわち、リンカー)は、ランダムアプタマーの5'腕及び3'腕領域
の両方に相補的な配列を含有して、二量体アプタマーを形成するように設計される。三量
体又は四量体アプタマーには、小さい三量体又は四量体(すなわち、ホリデイジャンクシ
ョン様)DNAナノ構造がランダムアプタマーの3'腕領域に相補的な配列を含むように操作さ
れ、したがってハイブリダイゼーションにより多量体アプタマー融合をもたらす。更に、
3～5又は5～10dTリッチヌクレオチドが、アプタマー-結合モチーフ間の一本鎖領域として
リンカーポリヌクレオチドの中に操作されてもよい。該一本鎖領域は、細胞リガンド又は
受容体との多価相互作用を調整し、シナジーを与えるための複数のアプタマーの柔軟性及
び自由を提供する。或いは、多量体アプタマーは、するビオチン化アプタマーをストレプ
トアビジンと混合して形成することもできる。
【０１０６】
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　改変された細胞SELEX手順が、標的結合アプタマーを選択するために使用されてもよい
。多量体アプタマーは、多価であるが単一結合特異性であってもよい(すなわち、ホモ多
量体アプタマー)。或いは、多量体アプタマーは、多価及び多特異性であってもよい(すな
わち、ヘテロ多量体アプタマー)。
【０１０７】
　故に、ホモ多量体アプタマーの各単量体は、標的タンパク質(例えば、BNP、BNPsp、又
はそれらの断片)を同一の様式で結合する。故に、本発明の例によれば、ホモ多量体アプ
タマーの全ての単量体成分は同一である。
【０１０８】
　反対に、ヘテロ多量体アプタマーは、単量体アプタマーの少なくとも2つが単一の標的
タンパク質の異なる部位を結合する、又は少なくとも2つの異なる標的タンパク質を結合
する、複数の単量体アプタマーを含む。
【０１０９】
　RNAアプタマーの選択は、科学文献(例えば[33])に記載されたプロトコルを用いて十分
に確立されている。
【０１１０】
　特定の例において、アプタマーの適切なヌクレオチド長は、約15から約100ヌクレオチ
ド(nt)にわたり、様々な他の例において、12～30、14～30、15～30nt、30～100nt、30～6
0nt、25～70nt、25～60nt、40～60nt、又は40～70nt長にわたる。
【０１１１】
　他の例において、アプタマーは10～100nMの範囲の親和性を有する。これは、腫瘍細胞
表面分子へのアプタマーの結合後、標的分子(例えば、BNP又はBNPsp)からのアプタマーの
解離を可能にし、他の腫瘍細胞を標的にするアプタマー核酸ナノ構造の放出及び再利用を
もたらす。個々のアプタマーの親和性は、共有結合又は非共有結合により共に連結された
多量体アプタマーを構築することにより、4～50倍増加され得る。アプタマーを多量体化
する方法は、以下に更に記載される。
【０１１２】
　故に、特定の例において、目的とする分析物(例えばBNP又はBNPsp)に対するアプタマー
の望ましい親和性は、単量体アプタマーの多重度を調整して微調整することができる。
【０１１３】
　多量体化は、次のようにライブラリーレベルで行うことができる。
【０１１４】
　特定の例において、リンカーポリヌクレオチドは、約5ヌクレオチド(nt)から約100ntの
間の長さ、すなわち、様々な例において、10～30nt、20～30nt、25～35nt、30～50nt、40
～50nt、50～60nt、55～65nt、50～80nt、又は80～100ntを有する。リンカーポリヌクレ
オチドの長さを調整して多量体構造における各単量体アプタマーを適応させることは、当
業者の能力の範囲内である。
【０１１５】
　特定の例において、多量体アプタマーは、本明細書に記載されたランダム多量体アプタ
マーライブラリーから同定及びスクリーニングすることができる。他の例において、単量
体アプタマーは、1つ又は複数のリンカーポリヌクレオチドにより互いに連結されて多量
体アプタマーを形成する。単量体アプタマーは、任意の適切な手段により、及び任意の立
体配置で多量体アプタマーを形成するように連結することができる。
【０１１６】
　本発明の単量体構造は、SELEX後手順により更に多量体化され得ることが理解されるで
あろう。
【０１１７】
　多量体は、スペーサーなしで又は核酸スペーサーを用いてDNAの連続的直鎖状合成によ
り、直鎖状に連結することができる。アプタマー合成は、通常、標準的な固相ホスホロア
ミダイト化学に依存する。
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【０１１８】
　故に、二量体、三量体、及び四量体、又はより高次のオリゴマー構造(例えば、五量体
、六量体、七量体、八量体等)は、ポリマースペーサーにより連結することができる。そ
のようなポリマー構造を生成する方法は、(例えば)[65]に提供されている。
【０１１９】
　特定の例において、アプタマーは、ヌクレアーゼ及び他の酵素活性からアプタマーを保
護するために更に改変される。アプタマー配列は、当技術分野で周知の任意の適切な方法
により改変することができる。例えば、DNAアプタマーに関して、ホスホロチオエートが
骨格に組み込まれてもよく、5'改変ピリミジンがssDNAの5'末端に含まれてもよい。RNAア
プタマーには、リボース骨格の2'-OH基の、例えば、2'-デオキシ-NTP又は2'-フルオロ-NT
Pとの置換等の改変ヌクレオチドが、T7 RNAポリメラーゼ変異体を用いてRNA分子に組む込
まれてもよい。ヌクレアーゼに対するこれらの改変アプタマーの耐性は、精製ヌクレアー
ゼ又はマウス血清由来のヌクレアーゼのいずれかと該アプタマーをインキュベートして検
査することができ、アプタマーの完全性はゲル電気泳動により分析することができる。
【０１２０】
　本発明の単量体又は多量体アプタマーは、検出可能な部分又は治療的部分(すなわち、
薬剤部分)に更に付加又はコンジュゲートすることができる。
【０１２１】
　故に、上記のように、診断的又は治療的部分は、本明細書に具現化されたアプタマーに
付加されて、状態又は疾患を診断、予防、又は治療するため等の追加の生物活性を提供す
ることができる。1つの例において検出可能な部分、例えば、標識(例えば、Hisタグ、フ
ラッグタグ)、蛍光、放射性、ビオチン/アビジン等の診断的部分がアプタマーに結合され
てもよく、撮像、免疫組織化学、又は他の侵襲的若しくは非侵襲的方法が、体内の位置へ
のコンジュゲートの結合位置及び程度を同定するのに使用されてもよい。治療的使用のた
めに、化学療法剤等の細胞毒性剤、放射性部分、毒素、抗体、核酸サイレンシング剤、例
えば、低分子干渉RNA(siRNA)、又はアプタマーが標的にする分子を発現する細胞に送達さ
れるときに治療的活性を有する他の分子が、アプタマーの治療的活性を増強する、又はア
プタマーが標的活性を提供している生物活性を提供するのに使用されてもよい。更に、ス
キャフォールド、糖、タンパク質、抗体、ポリマー、及びナノ粒子等の(ただしこれらに
限定されない)、本明細書に記載されたアプタマーとの他のコンジュゲートが企図される
。これらの各々は、当技術分野で認識された治療的又は診断的有用性を有し、本明細書に
具現化されたアプタマーを用いて、インビボで特定の部位を標的にすることができる。
【０１２２】
結合剤の検出
　本開示は、BNP、BNPsp、及びそれらの断片を含むがこれらに限定されない、目的とする
分析物の結合剤への結合、並びに次いで結合剤の量の検出を含む検出系の使用を含む。類
似の解法は、試料中の非結合結合剤の量を検出して、目的とする非結合又は結合ペプチド
又はタンパク質の指標を得ることである。そのような代替方法は、結合された結合剤の量
を直接検出することの機能的代替物として本開示の範囲内にあることが意図される。当業
者は、試料中のBNP、BNPsp、及びそれらの断片の濃度は、試料容量が既知である場合、試
料中のBNP、BNPsp、及びそれらの断片の量から容易に計算できることを理解するであろう
。
【０１２３】
　本開示による抗体は、試料中のBNP、BNPsp、及びそれらの断片の存在及び/又は量を決
定するためのイムノアッセイにおいて特に有用である。種々の抗体の可変的な結合親和性
のために、試料中のタンパク質の量と対比した測定値の標準結合曲線は、試料中のタンパ
ク質の量の決定を可能にする特定の抗体について確立されるべきであることを当業者は理
解するであろう。そのような曲線は、次いで試料中のタンパク質の真の量を決定するのに
使用される。換言すれば、基準範囲は、抗体を含む使用される結合剤ごとに決定される必
要がある。
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【０１２４】
　試料物質には生体液が挙げられるが、これに限定されない。本開示に関して、生体液は
典型的には血液である。1つの例において、試料はインビトロで検査される。
【０１２５】
　BNP、BNPsp、及びそれらの断片に特異的なイムノアッセイは、BNP、BNPsp、及びそれら
の断片に特異的に結合する抗体の作製を必要とする。抗体は、以下の競合的結合アッセイ
におけるように広範な特異度を有するイムノアッセイを構築するのに使用されてもよく、
又は目的とする3種類のペプチドのそれぞれ、若しくは他のペプチドに特異的なアッセイ
を作製するのにサンドイッチ型アッセイにおいて、以下に記載される他の抗体と共に使用
されてもよい。当業者は、非競合的アッセイもまた可能であることを理解するであろう。
以下を参照のこと。
【０１２６】
　本開示の方法は、本明細書に提供されたキットを用いて行うことができる。生体試料中
のBNP、BNPsp、及びそれらの断片のレベルを測定するキットが提供される。キットは、BN
P、BNPsp、及びそれらの断片に選択的に結合し、BNP、BNPsp、及びそれらの断片に結合す
ると定量的に測定することができる結合剤を含む。結合剤は、上記に記載された通りであ
る。
【０１２７】
　別の例において、指示薬も使用され得る。指示薬は、ELISA及びRIA法で使用され得る。
【０１２８】
　ポリクローナル及びモノクローナル抗体は、競合的結合又はサンドイッチ又はディップ
スティック型アッセイで使用することができる。この方法の1つの例において、液体試料
が抗体と接触され、標識BNP、BNPsp、及び断片、又は抗体に認識されるエピトープを含有
する改変ペプチドと同時に又は連続的に接触される。
【０１２９】
　標識は、125I、131I、3H、14C等の放射性成分、又は時間分解蛍光、蛍光、蛍光偏光、
発光、化学発光、若しくは比色法により測定され得る非放射性成分であってもよい。これ
らの化合物には、放射能計数、発光又は蛍光の光出力、光吸収等の測定により直接測定す
ることができる、ユーロピウム若しくは他のアクチニド元素、アクリジニウムエステル、
フルオレセイン、又は上記のもの等の放射性物質が挙げられる。標識はまた、ビオチン、
ジゴキシン、又は西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ等の酵素等の、
間接的に測定され得る任意の成分であってもよい。これらの標識は、数多くの方法で間接
的に測定することができる。西洋ワサビペルオキシダーゼは例えば、吸収が測定され得る
着色産物を生成するo-フェニレンジアミン二塩酸塩(OPD)及び過酸化物等の基質、又はル
ミノメーターで測定することができる化学発光光をもたらすルミノール及び過酸化物とイ
ンキュベートされてもよい。ビオチン又はジゴキシンは、これらに強く結合する結合剤と
反応することができ、例えばアビジンは、ビオチンに強く結合するであろう。これらの結
合剤が今度は、西洋ワサビペルオキシダーゼ等の測定可能な標識、又は上記のような他の
直接若しくは間接的に測定される標識に共有結合又は連結され得る。これらの標識及び上
記のものは、合成中、標識との直接反応により、又はMCS及びカルボジイミド等の一般に
利用可能な架橋剤の使用により、又はキレート剤の添加により、ペプチド又はタンパク質
に付加することができる。
【０１３０】
　抗体との接触後(通常は4℃で18～25時間、又は30℃～40℃で1～240分)、結合剤(例えば
、抗体)に結合された標識ペプチドが、非結合標識ペプチドから分離される。溶液相アッ
セイにおいて、分離は、セルロース又は磁性物質等の固相粒子に結合された抗ガンマグロ
ブリン抗体(二次抗体)の添加により達成され得る。二次抗体は、一次抗体に使用されるも
のと異なる種において産生され、一次抗体を結合する。全ての一次抗体は、したがって二
次抗体を介して固相に結合される。この複合体は、遠心分離又は磁力により溶液から除去
され、結合標識ペプチドがこれに結合した標識を用いて測定される。遊離標識から結合し
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たものを分離するための他の選択肢には、溶液から沈殿する免疫複合体の形成、ポリエチ
レングルコールによる抗体の沈殿、又は遊離標識ペプチドの炭への結合及び濾過の遠心分
離による溶液からの除去が挙げられる。分離された結合相又は遊離相中の標識は、上記に
示されたもの等の適切な方法により測定される。
【０１３１】
　行うのがより容易であり、したがって上記のものより好ましい固相アッセイとして、競
合的結合アッセイも設定され得る。このタイプのアッセイは、ウェルを有するプレート(
一般にELISAプレート又はイムノアッセイプレートとして知られる)、固体ビーズ、又はチ
ューブの表面を使用する。一次抗体は、プレート、ビーズ、又はチューブの表面に吸着若
しくは共有結合される、又はプレートに吸着若しくは共有結合された二次抗ガンマグロブ
リン若しくは抗Fc領域抗体を通じて間接的に結合されるかのいずれかである。試料及び標
識ペプチド(上記のような)は、一緒に又は連続的にプレートに添加され、試料中のBNP、B
NPsp、及びそれらの断片と標識ペプチドの間の結合抗体をめぐる競合を可能にする条件下
でインキュベートされる。非結合標識ペプチドはその後吸引され得、プレートは、抗体結
合標識ペプチドがプレートに付着した状態のまますすがれ得る。標識ペプチドは、次いで
上記に記載された手法を用いて測定され得る。
【０１３２】
　サンドイッチ型アッセイは、特異度、スピード、及びより大きな測定範囲の理由でより
好ましい。このタイプのアッセイにおいてBNP、BNPsp、及びそれらの断片に対する過剰な
一次抗体は、固相競合結合アッセイについて上記に記載されているように、吸着、共有結
合、又は抗Fc若しくはガンマグロブリン抗体を介してELISAプレートのウェル、ビーズ、
又はチューブに付着される。試料流体又は抽出物は、固相に付着された抗体と接触される
。抗体は過剰であるため、この結合反応は通常、急速である。BNP、BNPsp、及びそれらの
断片に対する二次抗体も、一次抗体と共に同時に又は連続的に試料とインキュベートされ
る。この二次抗体は、一次抗体の結合部位とは異なるBNP、BNPsp、及びそれらの断片上の
部位に結合するように選択される。これらの2種類の抗体反応は、2種類の抗体の間に挟ま
れた試料由来のBNP、BNPsp、及びそれらの断片のサンドイッチをもたらす。二次抗体は通
常、競合的結合アッセイに関して上記に詳述されている容易に測定可能な化合物で標識さ
れる。或いは、二次抗体に特異的に結合する標識された三次抗体が試料と接触されてもよ
い。非結合物質の洗浄後、結合標識抗体は、競合的結合アッセイに関して概説された方法
により測定することができる。非結合標識抗体を洗い流した後、結合標識は、競合的結合
アッセイに関して概説されているように定量することができる。
【０１３３】
イムノアッセイ
　一般に、イムノアッセイは、目的とするペプチドバイオマーカーを含有する又は含有す
ることが疑われる試料を、バイオマーカーに特異的に結合する少なくとも1つの抗体と接
触させる工程を含む。試料中のペプチドの抗体への結合により形成された複合体の存在又
は量を示すシグナルが、次いで生成される。シグナルは、次いで試料中のペプチドバイオ
マーカーの存在又は量と関連付けられる(定量的、半定量的、又は定性的に)。ペプチドバ
イオマーカーを検出及び分析するための多くの方法及び装置が、当業者に公知である(例
えば[66-79])。
【０１３４】
　本発明によるアッセイ装置及び方法は、様々なサンドイッチ、競合的又は非競合的アッ
セイフォーマットにおいて標識分子を利用して、例えば、試料中のBNP又はBNPsp、又はそ
れらの断片の存在又は量に関連するシグナルを生成することができる。本発明に使用され
る適切なアッセイフォーマットには、特に、酵素結合免疫アッセイ(ELISA)、放射免疫ア
ッセイ(RIA)、競合的結合アッセイ等が挙げられる。同様に企図されるのは、クロマトグ
ラフィー法、質量分析法、及びタンパク質「ブロッティング」法である。更に、バイオセ
ンサー及び光学イムノアッセイ等の特定の方法及び装置が、標識分子の必要なく分析物の
存在又は量を決定するのに使用され得る[80、81]。当業者はまた、本発明の一例として、
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Beckman ACCESS(登録商標)(商標)、Abbott AXSYM(登録商標)(商標)、Roche ELECSYS(登録
商標)(商標)、Dade Behring STRATUS(登録商標)(商標)システムを含むがこれらに限定さ
れないロボット計測が、本明細書に記載されたイムノアッセイを行うことができるイムノ
アッセイ分析器の1つであることも認識する。
【０１３５】
　抗体又は他のポリペプチドは、本発明のアッセイ及び方法において使用するために様々
な固体担体に固定化することができる。特異的な結合剤を固定化するのに使用され得る固
体担体又は固相には、固相結合アッセイにおける固相として開発及び/又は使用されるも
のが挙げられる。適切な固相の例には、メンブランフィルター、セルロースベースの紙、
ビーズ(ポリマー粒子、ラテックス粒子、及び常磁性粒子を含む)、ガラス、シリコンウエ
ハー、微粒子、ナノ粒子、TentaGel、AgroGel、PEGAゲル、SPOCCゲル、及びマルチプルウ
ェルプレートが挙げられる。アッセイストリップは、抗体又は複数の抗体を固体担体に一
列にコーティングして調製され得る。このストリップは、次いで検査試料に浸漬され得、
次いで着色スポット等の測定可能なシグナルを生成するために洗浄及び検出工程を通じて
素早く処理され得る。抗体又は他のポリペプチドは、例えばアッセイ装置表面への直接コ
ンジュゲート、又は間接的結合のいずれかにより、アッセイ装置の特定のゾーンに結合さ
れてもよい。後者の場合の例において、抗体又は他のポリペプチドは、粒子又は他の固体
担体に固定化され、この固体担体が装置表面に固定化されてもよい。
【０１３６】
　生物学的アッセイは検出のための方法を必要とし、結果を定量化する最も一般的な方法
の1つは、生物系又は試験されている試料中の成分の1つに親和性を有するタンパク質に、
検出可能な標識をコンジュゲートすることである。本発明のアッセイ及び方法において、
検出可能な標識は、抗体等の結合剤に典型的にはコンジュゲートされる。複合体を形成す
るBNPsp又はその断片の抗体への結合は、直接又は間接的に検出することができる。検出
可能な標識には、それ自体検出可能な分子(例えば、蛍光部分、電気化学標識、金属キレ
ート等)、及び検出可能な反応産物(例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホス
ファターゼ等の酵素)の産生により、又はそれ自体検出可能な特異的結合分子(例えば、ビ
オチン、ジゴキシゲニン、マルトース、オリゴヒスチジン、2,4-ジニトロベンゼン、フェ
ニルアルセネート、ssDNA、dsDNA等)により、間接的に検出され得る分子が挙げられ得る
。
【０１３７】
　例証として、西洋ワサビペルオキシダーゼは例えば、吸収が測定され得る着色産物を生
成するo-フェニレンジアミン二塩酸塩(OPD)及び過酸化物等の基質、又は当技術分野で周
知のように、ルミノメーターで測定することができる化学発光光をもたらすルミノール及
び過酸化物とインキュベートされてもよい。ビオチン又はジゴキシンは、これらに強く結
合する結合剤と反応することができる。例えば、タンパク質アビジン及びストレプトアビ
ジンは、ビオチンに強く結合するであろう。更なる測定可能な標識が、次いで、該タンパ
ク質との直接反応、又はカルボジイミド等の一般に入手可能な架橋剤の使用、若しくはキ
レート剤の添加のいずれかにより、該タンパク質に共有結合又は連結される。
【０１３８】
　特に、例えばBNP、BNPsp、及びそれらの断片を同時測定するための本発明による二重ア
ッセイフォーマットにおいて、検出には、蛍光標識間の蛍光共鳴エネルギー移動(FRET)も
挙げられる。
【０１３９】
　そのため、本発明はまた、当業者に周知となるように(例えば[82])、多部位アッセイフ
ォーマットを用いる例えばBNPsp(17～26)の検出及び測定等の、BNP及びBNPspの異なる種
の分析も企図する。
【０１４０】
　標識からのシグナルの生成は、当技術分野で公知の様々な光学的、音響的、及び電気化
学的方法を用いて行うことができる。本明細書に記載される場合、検出モードの例には、
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蛍光、放射化学検出、反射率、吸光度、電流測定、コンダクタンス、インピーダンス、イ
ンターフェロメトリー、偏光解析等が挙げられる。このリストは、限定を意味するもので
はない。任意選択で標識分子の必要性をなくす抗体ベースのバイオセンサーも、分析物の
存在又は量を決定するのに使用することができる。
【０１４１】
　イムノアッセイ分析器も周知であり、該分析器には、とりわけ十分に記載されているBe
ckman Access、Abbott AxSym、Roche ElecSys、及びDade Behring Statusシステムが挙げ
られる。
【０１４２】
　固相及び検出可能な標識コンジュゲートの調製は、化学的架橋剤の使用をしばしば含む
。架橋試薬は少なくとも2つの反応基を含有し、(同一反応基を含有する)ホモ官能性架橋
剤及び(非同一反応基を含有する)ヘテロ官能性架橋剤に一般的に分けられる。アミン、ス
ルフヒドリルを通じて結合し、又は非特異的に反応するホモ二官能性架橋剤は、多くの商
業的供給源から入手可能である。マレイミド、ハロゲン化アルキル及びアリール、アルフ
ァ-ハロアシル、並びにピリジルジスルフィドは、チオール反応基である。マレイミド、
ハロゲン化アルキル及びアリール、並びにアルファ-ハロアシルは、スルフヒドリルと反
応してチオールエーテル結合を形成するが、ピリジルジスルフィドは、スルフヒドリルと
反応して混合ジスルフィドを産生する。ピリジルジスルフィド産物は切断可能である。イ
ミドエステルも、タンパク質-タンパク質架橋に非常に有用である。コンジュゲーション
の成功のために、それぞれ異なる属性を組み合わせる様々なヘテロ二官能性架橋剤が市販
されている。
【０１４３】
　サンドイッチ型アッセイ(競合的結合アッセイの一タイプ)は、より優れた特異度、スピ
ード、及びより大きな測定範囲を有する。このタイプのアッセイにおいてBNP、BNPsp、及
びそれらの断片に対する過剰な一次抗体は、固相競合結合アッセイについて上記に記載さ
れているように、吸着、共有結合、又は二次抗体を介してELISA プレートのウェル、ビー
ズ、又はチューブに付着される。試料流体又は抽出物は、固相に付着された抗体と接触さ
れる。抗体は過剰であるため、この結合反応は通常、急速である。BNP又はBNPspに対する
検出抗体も、一次抗体と共に同時に又は連続的に試料とインキュベートされる。検出抗体
は、一次抗体の結合部位とは異なるBNP又はBNPsp上の部位に結合するように選択される。
これらの2種類の抗体反応は、2種類の抗体の間に挟まれた試料由来のBNP又はBNPsp又は断
片のサンドイッチをもたらす。検出抗体は通常、上記に詳述されている容易に測定可能な
化合物で標識される。或いは、検出抗体に特異的に結合する標識された三次抗体が試料と
接触されてもよい。非結合物質を洗い流した後、結合標識抗体は、競合的結合アッセイに
関して概説された方法により測定及び定量することができる。
【０１４４】
　本発明の特定の例において、競合型のイムノアッセイを含み得る様々なタイプのイムノ
アッセイが使用される。競合的イムノアッセイの例には、酵素イムノアッセイ若しくは酵
素結合免疫吸着アッセイ(EIA又はELISA)、蛍光イムノアッセイ、放射測定若しくは放射免
疫アッセイ(RIA)、磁気分離アッセイ(MSA)、側方流動アッセイ、拡散イムノアッセイ、免
疫沈降アッセイ、固体担体に結合された分析物を用いる免疫吸着若しくは「抗原ダウン」
アッセイ、又は凝集アッセイが挙げられる。1つのそのようなアッセイにおいて、試料は
未知の量の測定される分析物を含有し、分析物はBNPsp又はBNPsp断片等のタンパク質であ
ってもよい。分析物は抗原とも呼ばれ得る。試料は、既知量又は固定量の標識分析物でス
パイクすることができる。スパイクされた試料は、次いで、試料中の分析物及び試料に添
加された標識分析物が利用可能な抗体結合部位への結合をめぐって競合するように、BNP
又はBNPsp又はそれらの断片等の分析物に結合する抗体とインキュベートされる。多かれ
少なかれ標識分析物は、試料中に存在する非標識分析物の相対濃度に応じて抗体結合部位
に結合することができるであろう。したがって、抗体に結合された標識分析物の量が測定
される場合、これは試料中の非標識分析物の量に反比例する。原試料中の分析物の量は、
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次いで、当技術分野で周知の標準的な手法を用いて、測定された標識分析物の量に基づき
計算することができる。
【０１４５】
　別のタイプの競合的イムノアッセイにおいて、BNP又はBNPsp又はそれらの断片等の分析
物に結合する抗体は、リガンドと結合又はコンジュゲートされてもよく、リガンドは試料
に添加された追加の抗体に結合する。そのようなリガンドの1つの例には、フルオレセイ
ンが挙げられる。追加の抗体は、固体担体に結合されてもよい。追加の抗体は、抗体と結
合されたリガンドに結合し、リガンドが、今度は分析物又は或いは標識分析物に結合し、
標識分析物と結合された標識により生成されるシグナルの単離及び測定を可能にする大量
の複合体を形成する。
【０１４６】
　別のタイプの競合的イムノアッセイにおいて、測定される分析物は固体担体に結合され
、分析物に結合する抗体及び測定される分析物を含有する試料の両方とインキュベートさ
れてもよい。抗体は、試料中の分析物の濃度に応じた相対的比率で、固体担体に結合され
た分析物、又は試料中の分析物のいずれかに結合する。固体担体に結合された分析物に結
合する抗体は、次いで、標識と結合された抗マウスIgG等の別の抗体に結合される。標識
から生成されるシグナルの量が、次いで、固体担体に結合された分析物に結合された抗体
の量を測定するために検出される。そのような測定値は、試料中に存在する分析物の量に
反比例するであろう。そのようなアッセイは、マイクロタイタープレートフォーマットに
おいて使用することができる。
【０１４７】
　本明細書に開示された本発明の例は、免疫測定「2部位」又は「サンドイッチ」イムノ
アッセイと呼ばれるイムノアッセイを行うのに使用することができる。分析物は、BNP又
はBNPsp又はそれらの断片等の分析物上の異なるエピトープに結合する2つの抗体に結合さ
れてもよく、又は2つの抗体の間に挟まれてもよい。そのようなイムノアッセイの代表的
な例には、酵素イムノアッセイ又は酵素結合免疫吸着アッセイ(EIA又はELISA)、免疫放射
線アッセイ(IRMA)、蛍光イムノアッセイ、側方流動アッセイ、拡散イムノアッセイ、免疫
沈降アッセイ、及び磁気分離アッセイ(MSA)が挙げられる。1つのそのようなアッセイにお
いて、「捕捉」抗体として記載され得る一次抗体は、例が上記に列挙されている固体担体
に結合され得る。捕捉抗体は、当技術分野で周知の手順を用いて固体担体に結合又はコー
ティングすることができる。或いは、捕捉抗体は、固体担体に結合又はコーティングされ
た追加の抗体に認識されるリガンドと結合することができる。リガンドを介した追加の抗
体への捕捉抗体の結合は、次いで捕捉抗体を固体担体に間接的に固定化する。そのような
リガンドの例はフルオレセインである。「検出」抗体として記載され得る二次抗体は、化
学発光剤、熱量測定剤、エネルギー移動剤、酵素、蛍光剤、又は放射性同位体を含み得る
標識と結合され得る。検出抗体は、当技術分野で周知の手順を用いて標識と結合又はコン
ジュゲートすることができる。標識は、二次抗体と結合されたビオチン等の第1のタンパ
ク、及び酵素に結合されたストレプトアビジン等の第2のタンパク質を含んでもよい。第2
のタンパク質は、第1のタンパク質に結合する。酵素は、基質が提供される場合、測定さ
れたシグナルの量が分析物に結合された二次抗体の量に対応するように、検出可能なシグ
ナルを生成する。西洋ワサビペルオキシダーゼは、そのような酵素の例であり、可能性の
ある基質には、TMB(3,3'、5,5'-テトラメチルベンジジン、OPD(o-フェニレンジアミン)、
及びABTS(2,2'-アジノ-bis(3-エチルベンズチアゾリン-6-スルホン酸)が挙げられる。
【０１４８】
　サンドイッチイムノアッセイ又はサンドイッチELISAは、本発明における使用に特に適
している。
【０１４９】
　ディップスティック型アッセイもまた使用することができる。これらのアッセイは、当
技術分野で公知である。これらは、例えば、特異的抗体を付着された金又は着色ラテック
ス粒子等の小粒子を使用してもよい。測定される液体試料は、粒子をプレロードされた膜
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又は紙ストリップの一端に添加し、ストリップに沿って移動させることができる。粒子へ
の試料中の抗原(BNP、BNPsp、又はそれらの断片等の)の結合は、更にストリップに沿って
、抗原又は抗体等の粒子に対する結合剤を含有する捕捉部位に結合する粒子の能力を改変
する。これらの部位における着色粒子の蓄積は、試料中の競合抗原の濃度に依存する発色
現象をもたらす。他のディップスティック法は、紙又は膜ストリップに共有結合された抗
体を使用して試料中の抗原を捕捉することができる。西洋ワサビペルオキシダーゼ等の酵
素に結合された二次抗体を使用するその後の反応、及び色、蛍光又は化学発光光出力をも
たらす基質とのインキュベーションは、試料中の抗原の定量化を可能にするであろう。
【０１５０】
　放射免疫アッセイ(RIA)もまた使用することができる。1つのRIAにおいて放射標識抗原
及び非標識抗原は、抗体との競合的結合において使用される。一般的な放射標識には、12

5I、131I、3H、及び14Cが挙げられる。特異的抗体及び放射標識抗体結合タンパク質によ
るBNP、BNPsp、又はそれらの断片の沈殿を伴う放射免疫アッセイは、試料中のBNP又はBNP
spの量に比例した沈殿物中の標識抗体の量を測定することができる。或いは、標識BNP、B
NPsp、又はそれらの断片が作製され、非標識抗体結合タンパク質が使用される。試験され
る生体試料が次いで添加される。標識BNP、BNPsp、又はそれらの断片からの数の減少は、
試料中のBNP、BNPsp、又はそれらの断片の量に比例する。
【０１５１】
　RIAにおいて結合BNP、BNPsp、又はそれらの断片を、遊離BNP、BNPsp、又はそれらの断
片から分離することも実行可能である。これは、二次抗体とのBNP/抗体又はBNPsp/抗体複
合体を沈殿させる工程を伴い得る。例えば、BNP/抗体又はBNPsp/抗体複合体がウサギ抗体
を含有するならば、次いでロバ抗ウサギ抗体が使用されて複合体を沈殿させ、標識の量が
カウントされ得る。例えばLKB社、Gammamasterカウンターにおいて[83]。
【０１５２】
受信者動作特性(ROC)分析
　臨床検査の臨床性能は、診断精度、又は臨床的に関連のあるサブグループに被験体を正
しく分類する能力に依存する。診断精度は、調べられる被験体の2つの異なる状態を正し
く区別する検査の能力を測定する。そのような状態は、例えば、健康及び疾患、又は良性
対悪性疾患である。
【０１５３】
　いずれの場合にも、受信者動作特性(ROC)プロットは、判定閾値の全範囲に対して感度
対1-特異度をプロットすることにより2つの分布間の重複を表す。y軸上は感度、すなわち
、真の陽性画分[(真の陽性検査結果の数)/(真の陽性検査結果の数+偽陰性検査結果の数)
として定義]である。これは、疾患又は状態の存在下の陽性とも呼ばれている。これは、
罹患サブグループからのみ計算される。x軸上は偽陽性画分、すなわち、1-特異度[(偽陽
性結果の数)/(真の陰性結果の数+偽陽性結果の数)として定義]である。これは、特異度の
指標であり、もっぱら非罹患サブグループから計算される。真の陽性及び偽陽性画分は、
2つの異なるサブグループからの検査結果を用いて、もっぱら別々に計算されるため、ROC
プロットは標本における疾患の有病率から独立している。ROCプロット上の各点は、特定
の判定閾値に対応する感度/-特異度の対を表す。完全に鑑別される(結果の2つの分布に重
複がない)検査は、左上隅を通過するROCプロットを有する。左上隅において、真の陽性画
分は1.0、又は100%であり(完全感度)、偽陽性画分は0である(完全特異度)。鑑別されない
(2つの群の結果の同一の分布)検査に対する理論的プロットは、左下隅から右上隅への45
°の対角線である。ほとんどのプロットは、これらの2つの曲の間にある。ROCプロットが
45°の対角線を完全に下回る場合、これは「陽性」の基準を「を超える」から「に満たな
い」へ逆転させて(又はその逆)容易に修正される。定性的には、プロットが左上隅に近い
ほど、検査の全体の精度は高くなる。
【０１５４】
　臨床検査の診断精度を数量化する好都合な目的は、単一の数によりその性能を表すこと
である。最も一般的な包括的尺度は、ROCプロット下面積である。慣例により、この面積
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は常に≧0.5である(そうでないならば、そうなるように判定規則を逆転することができる
)。値は、1.0(2つの群の検査値の完全解離)から0.5(検査値の2群間に明白な分布の差がな
い)の間にわたる。面積は、対角線に最も近い点又は90%特異度での感度等の、プロットの
特定の部分にのみ依存するわけではなく、プロット全体に依存する。これは、ROCプロッ
トが完全なもの(面積=1.0)にどれほど近いかの定量的な記述表現である。
【０１５５】
キット及び製品
　本発明はまた、本明細書に記載されたアッセイ及び方法を行うための装置及びキットに
も関する。適切なキットは、記載された閾値比較を行うための説明書と一緒に、記載され
たBNP又はBNPsp種の少なくとも1つに関するアッセイを行うのに十分な試薬を含む。例え
ば、キットは、当技術分野で周知のアッセイ、特にELISAアッセイ用にフォーマットされ
るであろう。
【０１５６】
　本発明の1つの態様において、
(i)患者から得られた生体試料中のB型ナトリウム利尿ペプチドシグナルペプチド(BNPsp)
断片のレベル、N末端B型ナトリウム利尿ペプチド(NT-プロBNP)のレベル、及び白血球数(W
CC)を測定するのに特異的な試薬と、
(ii)患者における不安定狭心症の診断をどのように行うか、又は患者における不安定狭心
症を発症した結果としての脳卒中及び/又は心不全の合併症をどのように予測するかに関
する説明書と
を含むキット又は製品がある。
【０１５７】
　特定の例において、そのようなアッセイを行うための試薬はアッセイ装置において提供
され、そのようなアッセイ装置はそのようなキットに含まれてもよい。例えば、好ましい
試薬は、1つ又は複数の固相抗体であって、固体担体に結合されたBNP又はBNPsp種を検出
する抗体を含む固相抗体を含み得る。
【０１５８】
　したがって、本発明の特定の例において、第1の結合剤は固体担体に固定化される。
【０１５９】
　サンドイッチイムノアッセイの場合、そのような試薬は、1つ又は複数の検出可能に標
識された抗体であって、検出可能な標識に結合された意図されたBNP又はBNPsp種を検出す
る抗体を含む検出可能に標識された抗体も含むことができる。アッセイ装置の一部として
提供され得る追加の任意選択の要素は、以下に記載される。検出可能な標識には、それ自
体検出可能な分子(例えば、蛍光部分、電気化学標識、電気化学発光(ecl)標識、金属キレ
ート、コロイド金属粒子等)、及び検出可能な反応産物(例えば、西洋ワサビペルオキシダ
ーゼ、アルカリホスファターゼ等の酵素)の産生により、又はそれ自体検出可能であって
もよい特異的結合分子(例えば、二次抗体に結合する標識抗体、ビオチン、ジゴキシゲニ
ン、マルトース、オリゴヒスチジン、2,4-ジニトロベンゼン、フェニルアルセネート、ss
DNA、dsDNA等)の使用により、間接的に検出され得る分子が挙げられ得る。
【０１６０】
　そのため、本発明の他の例において、第2の結合剤は検出可能な標識を含む。
【０１６１】
　本明細書に記載される場合、本発明のキット内に含まれる結合剤には、抗体又はその抗
原結合断片、例えば、モノクローナル抗体又はその抗原結合断片が挙げられ得る。抗体及
びその抗原結合断片を含む結合メンバーに関する詳細な説明は、本明細書の他の部分に記
載されている。
【０１６２】
　特定の態様において、キットは、少なくとも1つの検査試料を分析するための試薬を含
む。キットは、本明細書に記載された1つ又は複数の診断的及び/又は予後的相関を行うた
めの装置及び説明書も含むことができる。好ましいキットは、BNP又はBNPsp等の分析物に



(29) JP 2019-502933 A 2019.1.31

10

20

30

40

50

ついて、サンドイッチアッセイを行うための抗体対、又は競合的アッセイを行うための標
識種を含むであろう。好ましくは、抗体対は、固相にコンジュゲートされた一次抗体、及
び検出可能な標識にコンジュゲートされた二次抗体を含み、一次及び二次抗体のそれぞれ
は、異なる形態のBNP又はBNPspを結合するであろう。典型的には、及び特異性のために、
本発明のキットにおいて使用される各抗体はモノクローナル抗体を含む。キットを使用し
、相関を行うための説明書は、ラベルの形態であってもよい。ラベルは、キットの製造、
輸送、販売、又は使用中いつでもキットに貼付される、又はさもなければキットに添付す
る任意の書面又は記録資料を指す。例えば、ラベルという用語は、広告チラシ及びパンフ
レット、包装材、説明書、オーディオカセット又はビデオカセット、コンピュータディス
ク、並びにキットに直接プリントされた文書を包含する。
【０１６３】
　本発明の範囲内に更に包含されるのは、BNP及びBNPspを含む異なる種のBNPを検出及び
測定するための、二重目的又は多部位アッセイを含むキットである。すなわち、本発明は
、被験体から得られた生体試料中の異なる種のBNP及びBNPspの存在及び量を同時に決定す
ることができるアッセイ及びキットを提供する。特定の例において、本発明は、BNP及びB
NPsp、並びにそれらの断片を同時測定するための二重目的アッセイ及び二重目的アッセイ
を含むキットを提供する。アッセイは、本明細書に記載されたアッセイの任意の組み合わ
せを含む。
【０１６４】
　本明細書における先行技術文献へのいかなる言及も、そのような先行技術が当分野で広
く知られている、又は共通する一般知識の一部を形成することを認めるものであると見な
されるべきではない。
【０１６５】
　本発明は、以下の例を参照して更に記載される。特許請求された本発明は、これらの例
に決して限定されるものではないことが理解されるであろう。
【実施例】
【０１６６】
(実施例1)
材料及び方法
試験集団及びデザイン
　急性冠症候群(ACS)が疑われる胸痛を有する患者を、Signal Peptides in Acute Corona
ry Events(SPACE、http://www.anzctr.org.au、ACTRN12609000057280)として知られる我
々の進行中の観察試験に前向きに登録した。全ての患者を、ニュージーランド保健省保健
及び障害倫理委員会(Health and Disabilities Ethics Committee of the Ministry of H
ealth, New Zealand)によって承認されたプロトコルに従って登録した。全ての参加者が
募集前にインフォームドコンセントに同意し、全ての調査は、ヘルシンキ宣言の原則に従
った。2009年3月から2013年9月の間に、ACSが臨床的に疑われる急性胸痛を主な愁訴とし
、発症から≦4時間の18歳以上の適格患者505名を募集した。より全般的/非定型症状(疲労
、悪心、吐き気、発汗、及び失神型めまい等の)は、組み入れ基準として使用しなかった
。透析を受けている末期腎臓疾患患者は除外した。
【０１６７】
確定診断
　急性MIの確定診断は、全ての臨床データにアクセスできるが、BNPsp又はhsTnT結果には
アクセスできない2名の独立した心臓専門医により、公表されているガイドライン[1]に従
って行った。不一致の場合には、独立した第3の心臓専門医が確定してこれを解決した。M
Iの診断の生化学的要素は、受診の12時間以内の1の値≧99 URL(99パーセンタイル=0.03μ
g/L)とする同時TnIアッセイ(高感度でない)に基づいた。救急科受診中の心房細動(AF)はE
CGから決定したのに対し、UAPの診断は、確認的誘発調査(運動負荷試験(ETT)、又はドブ
タミン負荷心エコー検査(DSE))、又は血管造影用カテーテル検査所見に基づき行った。
【０１６８】
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追跡調査及び予後評価項目
　退院後365日以内に、患者を電話により又は文書で追跡調査した。報告された臨床イベ
ントを患者自身(又はそのかかりつけ医)から特定し、治療施設の記録、又は死亡率及びイ
ベントに関するニュージーランド保健省集中データベースレジストリ入力により裏付けた
。検討した退院後評価項目は、死亡、MI、急性非代償性心不全、及び脳卒中であった。イ
ベントを、3群、すなわち、全患者(n=505)、MI患者(n=115)、及び非MI患者(n=390)につい
てROC分析により分析した。
【０１６９】
臨床評価及び試料採集
　全患者について、初期評価は、病歴、理学的検査、ECG記録、標準的血液検査、パルス
オキシメトリ、及び胸部X線を含んだ。患者管理は担当医の判断に委ねられた。標準的臨
床コア検査TnI(Abbott Architect、試験開始時に利用可能な非高感度指標検査)、及び他
の標準的血液検査結果のみが、治療スタッフに入手可能であった。同意が得られた後、BN
Psp、NT-プロBNP、及びhsTnT(EDTAチューブ)、並びにTnI及び脂質(ヘパリンチューブ)を
測定するための一連の血液試料を、受診後0、1、2及び12～24時間で採取した。血液試料(
10ml)を氷冷したEDTAチューブに吸引し、2500gで10分間遠心分離し、血漿をアッセイ前に
-80℃で凍結した。ヘパリン試料を5mlチューブに採取し、cTnI及び脂質の測定のため直ち
に病院の生化学コアユニットへ送った。
【０１７０】
BNPspアッセイ
　BNPspは、我々の以前に報告したアッセイ[7-10]を用いて測定した。簡単には、アッセ
イは試料検出限界5.0±0.6pmol/L、ED50 161±8pmol/L、及びアッセイ内CVが<10%である
試料測定範囲4～112pmol/Lを有した。アッセイ間CVは、それぞれ130pmol/Lで約14%、44pm
ol/Lで約13%であった。BNPspに関して、正常範囲の99パーセンタイル上限は25pmol/Lであ
り、アッセイ内CVは6.2%である。交差反応性評価は、他の関連するペプチド又は心血管障
害で一般に使用される薬物による検出可能な干渉を示さなかった。
【０１７１】
心臓及び他のマーカーアッセイ
　NT-プロBNP及びhsTnTは、Cobas e411分析器(Roche Diagnostics社)で決定した。NT-プ
ロBNPアッセイの検出限界(LOD)は5ng/Lであり、44ng/Lで不確かさの変動係数(CV)4.6%を
有した。hsTnTアッセイのLODは5ng/Lであり、不確かさのCVは13ng/Lで<10%であった。こ
の試験の目的のために、hsTnT値14ng/Lを正常なカットオフの上限及びMIの診断の臨床閾
値として使用した[11]。全てのhsTnT結果をRoche社によるhsTnTの世界的再評価中に提出
し、3結果のみが調整を必要とし、それらの全てが14ng/Lより下であった。TnIは、30ng/L
(0.03ug/L)の99パーセンタイルカットオフによる同時アッセイ(Abbott Architect)により
決定した。コレステロール、HDL、LDL、及び中性脂肪は、クライストチャーチ病院コアラ
ボ(Canterbury Health Laboratories)によりAbbott Series C分析器で決定した。
【０１７２】
統計分析
　連続変数は中央値(四分位範囲、(IQR))として示し、カテゴリー変数は数及びパーセン
テージとして示す。患者転帰と連続変数の間の二変量の関性連はノンパラメトリックマン
-ホイットニーU検定を、カテゴリー変数はピアソンのχ2検定を用いて分析した。血漿分
析物結果の分析は、スピアマンの順位相関検定及び受信者動作特性曲線(ROC)分析を使用
し、診断性能(感度、特異度、陽性予測値(PPV)及び陰性予測値(NPV))はSPSS v22(IBM社)
を用いて実施した。ROC曲線生成及びバイオマーカーパネル比較のために、バイオマーカ
ーデータを標準化変数(zスコア)として分析した。全ての場合において、標準化変数はt=0
、1及び2時間試料から得られた最大バイオマーカー値から算出した。
【０１７３】
　個々のバイオマーカー(BNPsp、NT-プロBNP、TnI、及びhsTnT)を、指標となるMI及びUAP
を予測するためにROC分析により評価した。指数となるUAPを検出するための標準化バイオ
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マーカーの組み合わせ評価(故に本明細書で「UARatio」と呼ばれる比を生成する)は、ROC
分析がより低値又はより高値を示すかどうかに従って分析物を用いて行った。故に、UARa
tioは、中間パフォーマー(約0.5)と比較してより高いROC値からの乖離が増大したより低
いROC値を利用して、指数となるUAPを予測する。より高いROC分析物は分子の役目を果た
すのに対し、より低いROC値は分母の役目を果たす。反復解析は最良標準化マーカーの最
小コアセットを同定した。該セットの相加的性質は異常の除去及び付加により確認し、一
方、一致は3つの無作為に選択した試験集団の半分において評価した。
【０１７４】
　ROC曲線比較は、Hanley及びMcNeill[12]のアプローチを用いて行った。全ての分析にお
いて、p値<0.05を有意と見なした。
【０１７５】
(実施例2)
結果
患者特性
　募集した患者505名のベースライン特性を表1に示す。115名(23%)がMIの確定診断を受け
、40名(8%)がUAPを有し、324名(64%)が未鑑別又は心臓以外の胸痛を有し、26名(5%)が心
房細動(AF)、心不全、又は大動脈弁狭窄等の非ACS心臓障害を有した。これらの別の心臓
障害のうち、19名(4%)は救急科受診中にAFになった。
【０１７６】
バイオマーカーレベル
　受診時BNPspレベルは最高(r=-0.13、p=0.006)と逆相関し、WCC(r=0.17、P<0.001)、HDL
(r=0.10、p=0.035)、NT-プロBNP(r=0.10、p=0.043)、TnI(r=0.11、p=0.01)、及びhsTnT(r
=0.10、p=0.029)と正の関連を示した。血漿BNPspは、他の診断群と比べてMI及び他の心臓
障害群で有意に高かった(Table I(表1))。MI症例を除去すると、BNPspレベルは他の診断
群と比べてUAP患者で有意に高かった(Table I(表1))。興味深いことに、BNPspの受診時レ
ベルは、AFなしの患者(22.2(18.3-25.9pmol/L)、n=486)に対してAF患者(25.9(19.8-36.0p
mol/L)、n=19)で有意に高かった(p=0.018)。hsTnT及びTnIは両方ともMIで有意に高く(予
想通り)、hsTnTは他の心臓障害でも有意に高かった(Table I(表1))。NT-プロBNPレベルは
、心臓以外の症例又は未鑑別胸痛を有する者と比べて全ての心臓障害群で高かった。
【０１７７】
MIの診断
　指標となるTnIアッセイはMIの診断に関して0.97のROC AUCを有したのに対し、調査hsTn
T測定値は0.96のAUCを生成した(Table II(表2)、図3)。両方のアッセイは、高感度、特異
度、PPV、及びNPVデータを生成した。対照的に、BNPspはAUC=0.69及びNT-プロBNP=0.64を
生成した。BNPspをTnI、hsTnT、又はNT-プロBNPに追加することは、それぞれのAUCの感度
又は特異度を改善しなかった。
【０１７８】
心虚血及び他の診断の同定
　試験群全体で、UAPの検出に関する非鑑別ラインを超えるマーカーAUCはなく、最も近い
ものはNT-プロBNPでAUC 0.58(95%CI、0.50-0.67、p=0.079)であった。MI患者(n=115)を除
去すると、分析に適格な患者は390名となった。この群におけるROC分析は、プロBNP、BNP
sp、カリウム、及び白血球数(WCC)のみが、確定UAP患者の同定に関して有意なAUCを生成
したことを明らかにした(Table II(表3))。UARatioは、UAP患者の同定に関してAUC 0.70
を生成し(Table II(表3))、最も良い個別マーカー、NT-プロBNPより有意に良好であった(
p<0.05、図4A)。したがって、UARatioの中央標準化値は、全ての他の診断群と比べて確定
UAP患者で有意に高かった(1.19(0.49-2.92) vs. 0.43(0.24-1.29)、p=0.002)。ECG異常の
証拠がない非MI患者(n=328)に注目した更なる分析は、UARatioがUAPの同定に関して、そ
れぞれ90%、50%、18%、及び98%の感度、特異度、PPV、及びNPVでAUC 0.76を有することを
明らかにした(n=33、95% CI、0.68-0.83、p<0.001、図4B)。このAUCは、NT-プロBNP(AUC=
0.66、95%CI 0.57-0.75)及びBNPsp(AUC=0.63、95%CI、0.52-0.74、図4B)の比較AUCより有
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意に良好であった(p<0.05)。UARatioからの個々の変数の連続異常除去、及び試験集団の3
つの無作為に選択された半分におけるその性能の反復評価は、該比の一貫した検査性能を
裏付けた。
【０１７９】
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【０１８９】
BNPsp及びUARatioの予測能力
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　指標となる入院から1年に対するBNPspの予測性能に関する試験群全体(n=505)の評価は
、受診時のBNPspが死亡率、心筋梗塞、脳卒中、又は心不全を予測しないことを明らかに
した。更に、BNPspは、それらの転帰に関するhsTnT、TnI、又はNT-proBNの予測能力より
増すことはなかった(Table III(表4))。対照的に、変数UARatioは、1年以内のMI(n=29、p
=0.029)及び心不全(n=10、p=0.001)を予測した(Table III(表4))。
【０１９０】
　MI患者単独(n=115)に注目すると、BNPsp濃度はAUC 0.71(p=0.014)を生成し、BNPsp<26p
mol/Lは1年以内の新規MI(n=13)と有意に関連することが明らかになった。BNPspの追加は
、1年以内の新規MIの予測に関するNT-プロBNPのAUCを、0.63(p=0.136)から0.70(p=0.021
、Table III(表5))に改善した。UARatioはMI患者におけるいずれの転帰も予測しなかった
。MIに罹患していない患者(n=390)の分析は、UARatioが1年以内の脳卒中(n=9、P=0.038)
及び心不全(n=7、p=0.004)を予測できることを明らかにしたTable III(表6))。BNPspは非
MI患者におけるいずれのイベントも予測しなかった。
【０１９１】
(実施例3)
考察
　急性MI[7]、及び誘発心臓検査[10]の両方において急速に上昇するプロフィールを有す
る循環実体としてのBNPspを同定する上での出願人らの以前の研究は、本明細書に示され
た試験の論理的根拠を提供した。この研究の主な知見は、i)BNPspが、胸痛を有するED患
者におけるコペプチン(約0.7)と類似した急性MIのROC診断力を有したことである[13]。し
かし、コペプチンとは異なり、BNPspはトロポニンより診断力が増すことはなく;ii)BNPsp
レベルはAFを呈する患者で有意に高く、iii)BNPspはNT-プロBNPと併せて、非MI患者にお
いてUAPに対していくらかの鑑別力を有し、WCC及びK+と組み合わせたこれら2つの相加値
は、特にECGに変化がない患者におけるUAPに診断的潜在性を有し得る固有の比を生み出し
、iv)BNPspは、急性MI罹患患者におけるNT-プロBNPからの予測情報を増やし得た。
【０１９２】
　受診の2時間以内のBNPspレベルが急性MIで高かったという知見は、STEMI患者における
我々の以前の知見[7]と一致する。更に、この試験における上昇が心虚血の発症及び消失
時に急速であったという点で、この試験は、心虚血におけるBNPsp上昇の極めて動的な性
質も裏付けた。BNPsp放出のこのパターンは、反復虚血エピソードの検出に関して有用と
なり得るが、上昇の検出をより難しくし、反復試料採取を必要とする。循環からの急速な
半減期及びクリアランスは、BNPspがMIの診断に関してhsTnT測定より増すものがなかった
1つの理由となる可能性がある。
【０１９３】
　AF患者におけるBNPspの上昇は、新規の知見である。発症機序は不明であるが、心房筋
細胞及び/又は頻脈誘発性虚血の様々な集団における急速に変化する局所機械的ストレス
を反映している可能性がある。トロポニンの場合と同様に[17,18]、BNP/NT-プロBNPとAF
発生及びリスク予測との関係はよく知られており[14-16]、より大規模な適切にデザイン
された試験サンプルにおいて、BNPspが類似の能力を有するかどうかを決定することは、
興味深いであろう。
【０１９４】
　梗塞がない心虚血を検出するBNP潜在的能力は、実証研究[19]、臨床研究[20]、及びメ
タ解析研究[21]からの証拠的裏付けがある。これらの全ては、BNP測定が誘発検査体制中
の心筋虚血の検出を改善できることを示唆している。BNPspが、NT-プロBNPほど強力では
ないが、非MI患者におけるUAPをある程度鑑別したという我々のデータは陽性所見であり
、負荷心エコー検査を受けているCAD患者における我々の以前の報告[10]と一致するが、
検査刺激又は誘発を全く受けなかった患者から生成された。NT-プロBNPにBNPspを追加す
ることは、UAP患者において有意なROC反応を示す他の変数も含める「UARatio」という概
念に更に発展した。UARatioの論理的根拠は、目的とする症候群に特異的に応答する複数
の潜在的に有用なバイオマーカー値を含めるという試みである。本明細書に同定された4
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つの変数のうち、BNPsp及びNT-プロBNPは直感的に適切であり、他の2つはそれほどではな
い。分母にWCCを使用することは、この試験では、WCCレベルが、全ての他の診断群と比べ
てUAPで有意に低かった(P=0.01)という事実を反映している。対照的に、WCC値は、急性MI
患者で有意に高かった(P<0.01)。UAP患者におけるWCCレベルに関する文献にはばらつきが
あり、WCCレベルは高い[22]、変わらない[23]、及び減少する[24]と報告されている。こ
のばらつきは、試験群のサンプリングのタイミング、以前の薬歴、及び喫煙状況を反映し
ている可能性がある。対照的に、我々は、弱いが有意なROC AUCを生成する、UAP患者にお
けるカリウムレベルの上昇(非有意)を見出した。UAPの検出において、カリウムをNT-プロ
BNP及びBNPspのそれぞれと、並びにNT-プロBNP及びBNPspの組み合わせと積極的に組み合
わせることは注目に値する。
【０１９５】
　本明細書に示唆れたUARatioに関して、特にはっきりしないECG群のUAP患者において生
成されたPPV及びNPV値は、組み合わされた運動試験及び心エコー検査について報告されて
いる範囲内である[25]。更に、UARatioは、1年以内のその後のMI、脳卒中、及び心不全エ
ピソードの予測能力を有した。今後の研究は、1)本明細書に記載された該比が、現在の誘
発心臓検査体制からの低い診断的及び治療的利益を改善することができるか[26]、並びに
2)該比とmicroRNAs等のUAPの他の新規の潜在的マーカーとの組み合わせがあるか[27]どう
かを扱う可能性がある。
【０１９６】
　本発明は例として記載されたが、変形及び変更が、特許請求の範囲に定義された本発明
の範囲を逸脱することなく行われ得ることが理解されるべきである。更に、特定の特徴の
既知の同等物が存在する場合、そのような同等物は、本明細書に具体的に言及されている
かのように援用される。
(参考文献)
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