
JP 2020-16660 A 2020.1.30

10

(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】クロモグラニンＡ（またはその断片）を検出するための免疫アッセイ法を提供す
る。
【解決手段】クロモグラニンＡを含んでいると予想される試料を、クロモグラニンＡに特
異的な第一の抗体または抗原結合断片もしくはその誘導体およびクロモグラニンＡに特異
的な第二の抗体または抗原結合断片もしくはその誘導体に、クロモグラニンＡと２つの抗
体または抗原結合断片もしくはそれらの誘導体との三重複合体が形成できる条件で接触さ
せる工程、ならびに２つの抗体または抗原結合断片もしくはその誘導体とクロモグラニン
Ａとの結合を検出する工程を含む、免疫アッセイ法。クロモグラニンＡの１２４～１４４
番目および２８０～３０１番目のアミノ酸残基に対する抗体および免疫アッセイ法におけ
るその使用。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　クロモグラニンＡまたはその断片を検出するための免疫アッセイ法であって、
ａ）クロモグラニンＡを含んでいると予想される試料を、
（ｉ）クロモグラニンＡに特異的な第一の抗体または抗原結合断片もしくはその誘導体、
ここで前記第一の抗体または抗原結合断片もしくはその誘導体は、配列番号１の１２４～
１４４番目のアミノ酸残基にかけての配列中にあるエピトープに特異的である、および
（ｉｉ）クロモグラニンＡに特異的な第二の抗体または抗原結合断片もしくはその誘導体
と、
クロモグラニンＡと前記２つの抗体または抗原結合断片もしくはそれらの誘導体との三重
複合体が形成できる条件で接触させる工程、
ならびに
ｂ）前記２つの抗体または抗原結合断片もしくはその誘導体とクロモグラニンＡとの結合
を検出する工程、
を含む、免疫アッセイ法。
【請求項２】
　前記第二の抗体または抗原結合断片もしくはその誘導体が、配列番号１の２８０～３０
１番目のアミノ酸残基にかけての配列中にあるエピトープに特異的である、請求項１の免
疫アッセイ法。
【請求項３】
　前記第一の抗体がＤＳＭ　ＡＣＣ３２３１として寄託された５３７／Ｈ２ハイブリドー
マ細胞株によって生産されたものである、請求項１または２のいずれか１項に記載の免疫
アッセイ法。
【請求項４】
　前記第二の抗体がＤＳＭ　ＡＣＣ３２３２として寄託された５４１／Ｅ２ハイブリドー
マ細胞株によって生産されたものである、請求項１～３のいずれか１項に記載の免疫アッ
セイ法。
【請求項５】
　前記試料が対象の体液または組織由来のもの、例えば、血液、血清、血漿および尿から
選択される体液である、請求項１～４のいずれか１項に記載の免疫アッセイ法。
【請求項６】
　前記アッセイが均一な相または不均一な相で行われる、請求項１～５のいずれか１項に
記載の免疫アッセイ法。
【請求項７】
　前記抗体のうちの１つが標識されており、その他の抗体が固相に結合しているかまたは
固相に選択的に結合させることができる、請求項１～６のいずれか１項に記載の免疫アッ
セイ法。
【請求項８】
　前記抗体第一のおよび前記第二の抗体が液体反応混合物中に分散して存在おり、および
蛍光－消光もしくは増幅または化学発光－消光もしくは増幅に基づく標識システムの一部
である第一の標識成分が前記第一の抗体に結合しており、および前記標識システムの第二
の標識成分が前記第二の抗体に結合しているため、両方の抗体が検出すべきクロモグラニ
ンＡに結合すると、測定溶液中で形成されたサンドイッチ複合体の検出を可能にする測定
可能なシグナルが生成される、請求項１～７のいずれか１項に記載の免疫アッセイ法。
【請求項９】
　前記標識システムが、蛍光色素または化学発光色素、特にシアニン系色素と共に、希土
類のクリプテートまたは希土類のキレートを含んでいる、請求項８の免疫アッセイ法。
【請求項１０】
　ＤＳＭ　ＡＣＣ３２３１として寄託された５３７／Ｈ２細胞株およびＤＳＭ　ＡＣＣ３
２３２として寄託された５４１／Ｅ２細胞株から選択されるハイブリドーマ細胞株によっ
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て生産されるモノクローナル抗体。
【請求項１１】
　クロモグラニンＡを検出するためのキットであって、
（ｉ）クロモグラニンＡに特異的な第一の抗体または抗原結合断片もしくはその誘導体、
ここで前記第一の抗体または抗原結合断片もしくはその誘導体は、配列番号１の１２４～
１４４番目のアミノ酸にかけての配列中にあるエピトープに特異的である；および
（ｉｉ）クロモグラニンＡに特異的な第二の抗体または抗原結合断片もしくはその誘導体
、
を含んでいるキット。
【請求項１２】
　前記第二の抗体または抗原結合断片もしくはその誘導体が、配列番号１のクロモグラニ
ンＡの２８０～３０１番目のアミノ酸にかけての配列中にあるエピトープに特異的な、請
求項１１のキット。
【請求項１３】
　請求項１２のキットであって、ここで
（ｉ）前記第一の抗体がＤＳＭ　ＡＣＣ３２３１として寄託された５３７／Ｈ２細胞株か
ら選択され、
（ｉｉ）前記第二の抗体がＤＳＭ　ＡＣＣ３２３２として寄託された５４１／Ｅ２細胞株
から選択される、キット。
【請求項１４】
　対象における疾患または病状の診断、予後予測、リスク評価、リスク層別化、治療管理
および／または術後管理のための、請求項１～９のいずれか１項に記載の免疫アッセイ法
、請求項１０に記載の抗体、請求項１１～１３のいずれか１項に記載のキットの使用。
【請求項１５】
　前記疾患または病状が、癌、胃炎、肺疾患、心筋梗塞、高血圧症、心不全、肺疾患、血
栓溶解、肥満および糖尿病の群から選択される、請求項１４の使用。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　クロモグラニンＡ（ＣｇＡ）は、１９６５年にウシ副腎髄質のクロム親和性細胞から同
定・単離されたタンパク質である（バンクスら、１９６５、生物化学雑誌（Ｂｉｏｃｈｅ
ｍ　Ｊ）９７：４０Ｃ－１Ｃ；タウペノットら、２０１０、ニューイングランド・ジャー
ナル・オブ・メディシン、３４８：１１３４－４９）。クロム親和性細胞とは、主に哺乳
類の副腎髄質に見られる神経内分泌細胞である。クロモグラニンＡは様々な神経内分泌腫
瘍、つまり、多発性内分泌腺腫症の１型および２型（ＭＥＮ１／ＭＥＮ２）、甲状腺髄様
癌、カルチノイド腫瘍、膵島腫瘍、褐色細胞腫／傍神経節腫、低分化／小細胞／非定型肺
カルチノイド、小細胞肺がん、メルケル細胞癌を含む、神経内分泌細胞に起因して稀に生
じる新生物の腫瘍マーカーとして確立されたものであり（デフトスら、１９９１、内分泌
批評（Ｅｎｄｏｃｒ．Ｒｅｖ．１２：１８１－７；コルティら、１９９６、英国癌学会誌
（Ｂｒ　Ｊ　Ｃａｎｃｅｒ）７３：９２４－３２）、また、複数のガイドラインでも取り
上げられている（ラマゲら、２０１２。国際胃腸・肝臓学雑誌（Ｇｕｔ）６１：６－３２
；ヴィニクら、２０１０、米国内分泌腫瘍学会（ＮＡＮＥＴＳ）膵臓３９（６）：７１３
－７３４；パペら、２０１２、欧州内分泌腫瘍学会（ＥＮＥＴＳ）９５：１３５－１５６
）。
【０００２】
　ヒトクロモグラニンＡは、４３９アミノ酸残基の配列を有し（配列番号１参照）、４９
ｋＤａの酸性の糖タンパク質を構成している。このタンパク質は貯蔵され、内分泌細胞、
ニューロンおよび神経内分泌細胞のクロム親和性顆粒から、それぞれに対応するホルモン
、神経伝達物質、および神経ペプチドと共に放出される（キムら、２００１、セル１０６
：４９９－５０９）。
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【０００３】
　クロモグラニンＡは、クロモグラニン／セレクトグラニンファミリーの主要なメンバー
である。クロモグラニン／セレクトグラニンファミリーは、異なる遺伝子ではあるが、複
数の特徴、すなわち酸性のアミノ酸残基が豊富なこと、翻訳後プロセシングに関連するで
あろう位置に多数の塩基性アミノ酸の対を含むこと（メッツ－ブティグら、１９９３、欧
州生物化学雑誌（Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ）２１７：２４７－２５７）および切断の
点で共通している種々の遺伝子に由来する一群のタンパク質からなっている。
【０００４】
　ＣｇＡは、ヒトおよび他の種において記述のある複数の生物学的に活性なペプチド断片
の前駆物質であり、そのような生物学的に活性なペプチド断片としては、バソスタチン（
ドリーズら、１９９１、内分泌学会誌（Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ）１２９：３３８１
－７）、クロモスタチン（ガリンドら、１９９１、米国アカデミー紀要８８：１４２６－
３０）、クロモシン（ストラブら、１９９７、米国生化学分子生物学会誌（Ｊ　Ｂｉｏｌ
　Ｃｈｅｍ）２７２：１１９２８－３６）、パンクレアスタチン（タテモトら、１９８６
、ネイチャー３２４：４７６－８）、ＷＥ－１４（カリーら、１９９２、ＦＥＢＳレター
３０１：３１９－３２１）、カテスタチン（マハタら、１９９７、米国臨床試験学会誌（
Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｉｎｖｅｓｔ）１００：１６２３－３３）、パラスタチン（ファシオット
ら、１９９３、内分泌学会誌１３３：４６１－６）およびＧＥ－２５（カークメアら、１
９９５、生化学雑誌（Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｊ）３１０（Ｐｔ１）：３３１－６）がある。ユ
ニプロットデータベースでは、放出されるペプチドが予測可能な切断部位に基づいて、こ
の他にも、ヒトクロモグラニンＡ（受入番号Ｐ１０６４５）に関連するペプチドが登録さ
れている：アミノ酸配列１～７６を含むバソスタチン－１、アミノ酸配列１～１１３を含
むバソスタチン－２、アミノ酸配列１１６～２０７を含むＥＡ－９２、アミノ酸配列２１
０～２４２を含むＥＳ－４３、アミノ酸配列２５４～３０１を含むパンクレアスタチン、
アミノ酸配列３０４～３２１を含むＳＳ－１８、アミノ酸配列３２４～３３７を含むＷＥ
－１４、アミノ酸配列３２４～３３１を含むＷＡ－８、アミノ酸配列３４０～３５８を含
むＬＦ－１９、アミノ酸配列３６２～３７２を含むＡＬ－１１、アミノ酸配列３７５～３
９３を含むＧＶ－１９、アミノ酸配列３９５～４３８を含むＧＲ－４４およびアミノ酸配
列４０２～４３８を含むＥＲ－３７。さらに別の神経内分泌細胞が別の様式で分子をプロ
セシングする可能性があることも示されている（ポーテラ－ゴメスら、２００１、組織細
胞化学雑誌（Ｊ　Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍ　Ｃｙｔｏｃｈｅｍ）４：４８３－９０）。
【０００５】
　クロモグラニンＡは、癌（例えば前立腺癌）を含むいくつもの疾患および状態のバイオ
マーカーとして記載されてきた（国際公開第２０１３／０７００８８号Ａ１；国際公開第
２０１３／０７００８９号Ａ１；米国特許第６，２３８，８７７号Ｂ１；国際公開第２０
１２／０６５０２５号Ａ２）。
【０００６】
　現在、クロモグラニンＡを検出するためのアッセイとしては、非放射性ＣＥ標識アッセ
イ４種類が市販されている：１４５～１９７番目のアミノ酸と２１９～２３４番目のアミ
ノ酸に相当するエピトープに対する２種類のモノクローナル抗体を利用するシスバイオ（
Ｃｉｓ－Ｂｉｏ）ＥＬＩＳＡアッセイ（シスバイオ・バイオアッセイズ、コドレ、フラン
ス）、２３ｋＤａのＣ末端断片に対するウサギポリクローナル抗体を理容するダコ（ＤＡ
ＫＯ）ＥＬＩＳＡアッセイ（ダコ・デンマークＡ／Ｓ、グロストルプ、デンマーク）、２
３６～２５１番目のアミノ酸と２６４～２７９番目のアミノ酸に相当するエピトープに対
する２種類のモノクローナル抗体を利用するユーロ・ディアグノスチカ（Ｅｕｒｏ－Ｄｉ
ａｇｎｏｓｔｉｃａ）ＮＥＯＬＩＳＡ（登録商標）サンドイッチＥＬＩＳＡアッセイ（ユ
ーロ・ディアグノスチカＡＢ、マルメ、スウェーデン）である（国際公開第２０１１／１
３５０３５号Ａ１および国際公開第９９／５８９８０号Ａ１もまた参照のこと）。
【０００７】
　クロモグラニンＡ検出用の完全に自動化されたアッセイとして唯一利用可能なアッセイ



(5) JP 2020-16660 A 2020.1.30

10

20

30

40

50

としては、クロモグラニンＡ　ＫＲＹＰＴＯＲアッセイ（サーモフィッシャー・サイエン
ティフィックＢ．Ｒ．Ａ．Ｈ．Ｍ．Ｓ　ＧｍｂＨ、ヘニッヒスドルフ、ドイツ）があり、
このアッセイでは、２５０～３０１番目のアミノ酸に相当するエピトープに結合する、１
つのモノクローナル抗体と２つのモノクローナル抗体が使われる（ポポビチら、２０１４
、臨床生化学雑誌（Ｃｌｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍ）４７：８７－９１）。
【０００８】
　この分子はタンパク質分解性が高いため、これらのアッセイによって測定される濃度は
、採取された試料の長期保存や、アッセイで利用する抗体によって測定できる断片の種類
によって変わる可能性がある。従って改良型のクロモグラニンＡアッセイは、この分子の
最も安定な断片を対象とし、様々な保存条件における試料の安定性についても評価された
ものとなるべきである。
【０００９】
　クロモグラニンＡ免疫アッセイの臨床結果に及ぼす抗体エピトープおよびアッセイのデ
ザインの影響が様々な論文に記載されている（コルティら、１９９６、欧州生物化学雑誌
２３５：２７５－２８０、シュトライズバーグら、２００３、内分泌学会誌１７７：３３
７－４１）。
【発明の概要】
【００１０】
　本発明は、クロモグラニンＡまたはその断片を検出するためのアッセイの新規デザイン
に関する。このアッセイは、これまで抗原性部位が少ない、または非結合性の抗原部位で
あるとされてきたエピトープに結合する抗体を１つ以上利用するものである（コルティら
、１９９６、欧州生物化学雑誌２３５：２７５－２８０）。驚くことに本発明のアッセイ
は、既存の全自動クロモグラニンＡ　ＫＲＹＰＴＯＲアッセイ（Ｂ．Ｒ．Ａ．Ｈ．Ｍ．Ｓ
　ＧｍｂＨ、ヘニッヒスドルフ、ドイツ）と比較して、試料に含まれる分析物の高い安定
性を示した。さらに本明細書で提供する免疫アッセイは検出範囲が広い、つまり、少なく
とも約９ｎｇ／ｍｌ～約３ｍｇ／ｍｌの濃度範囲の標的タンパク質を検出することができ
る。検出範囲が広いと試料を希釈する必要が少なくなるので、これは経済的な利点と言え
る。そのため本発明のアッセイを、例えば、様々な濃度のクロモグラニンＡを高い特異性
をもって検出するための研究ツールとして使用することができ、また、臨床に応用するこ
ともできる。臨床上の応用の点では、疾患または病状の診断、予後予測、リスク評価、リ
スク層別化、治療管理および／または術後管理するための親試料中のクロモグラニンＡの
検出に、本発明のアッセイを使用することができる。
【００１１】
　具体的には、本発明は、クロモグラニンＡまたはその断片を検出するための免疫アッセ
イ法を提供し、この方法は、
ａ）クロモグラニンＡを含んでいると予想される試料を、クロモグラニンＡに特異的な第
一の抗体または抗原結合断片もしくはその誘導体およびクロモグラニンＡに特異的な第二
の抗体または抗原結合断片もしくはその誘導体と、クロモグラニンＡと２つの抗体または
抗原結合断片もしくはそれらの誘導体との三重複合体が形成できる条件で接触させる工程
、ならびに
ｂ）２つの抗体または抗原結合断片もしくはその誘導体とクロモグラニンＡとの結合を検
出する工程、を含む。
【００１２】
　本発明の免疫アッセイ法では、前記第一の抗体はクロモグラニンＡの配列（配列番号１
）中にあるエピトープに特異的なものであってよく、好ましくは、配列番号１の１２４～
１４４番目のアミノ酸の配列中にあるエピトープに特異的である。
【００１３】
　本発明の免疫アッセイ法を、診断法において使用することができる。本発明はさらに、
本発明の方法において使用する抗体およびキットに関する。
【図面の簡単な説明】
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【００１４】
【図１】図１では、実施例４の免疫アッセイ法で使用した、様々な濃度のクロモグラニン
Ａを使って作成した検量線を示している。
【図２】図２は、本発明の免疫アッセイの切断プロファイルを、先行技術であるＫＲＹＰ
ＴＯＲクロモグラニンＡアッセイ（サーモフィッシャー・サイエンティフィックＢ．Ｒ．
Ａ．Ｈ．Ｍ．Ｓ　ＧｍｂＨ、ヘニッヒスドルフ、ドイツ）と比較して示している（実施例
５）。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　本発明は、クロモグラニンＡまたはその断片を検出するための免疫アッセイ法に関する
。この免疫アッセイ法は、クロモグラニンＡに特異的な１つ以上の抗体、好ましくはモノ
クローナル抗体を使ったクロモグラニンＡの検出に基づくものである。この免疫アッセイ
は、配列番号１のクロモグラニンＡの配列の１２４～１４４番目および／または２８０～
３０１番目のアミノ酸残基にかけての配列中にあるエピトープを検出するものであること
が好ましい。従って、本明細書で提供する免疫アッセイでは、クロモグラニンＡの配列の
１２４～１４４番目および／または２８０～３０１番目のアミノ酸残基を含んでいるクロ
モグラニンＡの断片も検出することができる。そのため、「クロモグラニンＡまたはその
断片」または「クロモグラニンまたはその断片（類）」と言う用語は、クロモグラニンＡ
と、本発明の免疫アッセイによって検出される、つまり、本発明の免疫アッセイによって
検出可能なエピトープ（類）を含むその全ての断片を包含する。このアッセイは、配列番
号１のクロモグラニンＡ配列の１２４～１４４番目のアミノ酸残基にかけての配列中にあ
るエピトープを検出する抗体を少なくとも１つ使用することが好ましい。クロモグラニン
Ａまたは（場合により）その断片を、本発明の免疫アッセイに従って、クロモグラニンＡ
またはその断片に対する１つまたは好ましくは２つの抗体の結合によって、定性的におよ
び／または定量的に検出することができる。サンドイッチ形式の免疫アッセイ（つまり２
つの抗体を使う免疫アッセイ）の例では、両方の抗体がクロモグラニンＡまたはその断片
に結合すれば、クロモグラニンＡまたはその断片が含まれていると検出される。言い換え
れば、本発明は一態様において、試料中に含まれるクロモグラニンＡまたはその断片を検
出するための免疫アッセイに関し、この方法は、前記試料を、第一の抗クロモグラニンＡ
抗体（または抗原結合断片もしくはその誘導体）および第二の抗クロモグラニンＡ抗体（
または抗原結合断片もしくはその誘導体）と接触させる工程、ならびに前記抗体およびク
ロモグラニンＡ（またはその断片）の三重免疫複合体を検出する工程、を含む。この免疫
複合体は、前記抗体／抗体と前記試料との間に免疫反応が起こる条件において（つまり、
抗体がクロモグラニンＡまたはその断片と結合可能な、つまり、サンドイッチアッセイの
例では、三重複合体の形成が可能な条件において）形成される。免疫アッセイ法では、例
えばサンドイッチ形式のアッセイでは、好ましくは２つの抗体の組み合わせをしてもよい
（以下を参照のこと）。従って本発明は、クロモグラニンＡ（またはその断片）を検出す
るための免疫アッセイ法に関し、この方法は、
ａ）クロモグラニンＡを含んでいると予想される試料（またはその断片）を、クロモグラ
ニンＡに特異的な第一の抗体または抗原結合断片もしくはその誘導体またはその断片およ
びクロモグラニンＡに特異的な第二の抗体または抗原結合断片もしくはその誘導体または
その断片と接触させる工程、ならびに
ｂ）２つの抗体または抗原結合断片もしくはその誘導体とクロモグラニンＡまたはその断
片との結合を検出する工程、を含む。本発明の免疫アッセイ法では、前記第一の抗体は、
クロモグラニンＡの配列（配列番号１）に特異的、好ましくは配列番号１の１２４～１４
４番目のアミノ酸にかけての配列に含まれているエピトープに特異的であることが好まし
い。第一の抗体は好ましくはモノクローナル抗体である。
【００１６】
　本発明はまた、クロモグラニンＡ（またはその断片）を検出するための免疫アッセイ法
に関し、この方法は、
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ａ）クロモグラニンＡを含んでいると予想される試料（またはその断片）を、クロモグラ
ニンＡに特異的な第一の抗体または抗原結合断片もしくはその誘導体もしくはその断片お
よびクロモグラニンＡに特異的な第二の抗体または抗原結合断片もしくはその誘導体もし
くはその断片と、クロモグラニンＡまたはその断片と２つの抗体または抗原結合断片もし
くはその誘導体との三重複合体が形成可能な条件で接触させる工程、および
ｂ）２つの抗体または抗原結合断片もしくはその誘導体とクロモグラニンＡまたはその断
片との結合を検出する工程、を含む。本発明の免疫アッセイ法では、前記第一の抗体は、
クロモグラニンＡの配列（配列番号１）に特異的、好ましくは配列番号１の１２４～１４
４番目のアミノ酸にかけての配列に含まれているエピトープに特異的であることが好まし
くい。第一の抗体は好ましくはモノクローナル抗体である。
【００１７】
　本発明はまた、クロモグラニンＡまたはその断片を検出するための免疫アッセイ法に関
し、この方法は、
ａ）クロモグラニンＡを含んでいると予想される試料を、クロモグラニンＡまたはその断
片に特異的な抗体または抗原結合断片もしくはその誘導体を、クロモグラニンＡと抗体ま
たは抗原結合断片もしくはその誘導体との間の免疫複合体が形成可能な条件で接触させる
工程を含み、ここで前記第一の抗体は、クロモグラニンＡ配列（配列番号１）の１２４～
１４４番目のアミノ酸にかけてのエピトープに特異的である。クロモグラニンＡ配列の１
２４～１４４番目のアミノ酸にかけてのエピトープに特異的な抗体は、２０１４年２月２
０、ライプニッツ・インスティテュート－ドイツ微生物資源研究所（Ｄｅｕｔｓｃｈｅ　
Ｓａｍｍｌｕｎｇｖｏｎ　Ｍｉｋｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｅｎｕｎｄ　Ｚｅｌｌｋｕｌｔｕ
ｒｅｎ　ＧｍｂＨ、ＤＳＭＺ、Ｉｎｈｏｆｆｅｎｓｔｒａｂｅ７Ｂ、３８１２４　ブラウ
ンシュバイク、ドイツ）にＤＳＭ　ＡＣＣ３２３１として寄託されたハイブリドーマ細胞
株５３７／Ｈ２から生産された抗体であることが好ましい。
【００１８】
　これ以降「抗体」という用語は、そうでないことが明示されていない限り、抗原結合断
片または誘導体をも包含する。
【００１９】
　「抗体」という用語は通常、モノクローナルおよびポリクローナル抗体ならびにその結
合断片、特にＦｃ断片およびいわゆる「単鎖抗体」（バードＲ．Ｅ．ら（１９８８）サイ
エンス２４２：４２３－６）、キメラ抗体、ヒト化抗体、特にＣＤＲ接ぎ木抗体、ならび
にディアボディまたはテトラボディ（ホリガーＰ．ら（１９９３）米国アカデミー紀要９
０：６４４４－８）を含む。また、例えば、ファージディスプレイなどの技術によって、
試料に含まれている目的の分子に特異的に結合するとして選択された免疫グロブリン様タ
ンパク質も含まれる。本明細書中において「特異的」および「特異的に結合する」という
用語は、目的の分子またはその断片に対する抗体を指す。抗体は、目的の分子（ここでは
クロモグラニンＡ）またはその前述した断片に対する親和性が、目的の分子を含んでいる
試料中に含まれている他の分子に対する親和性よりも少なくとも５０倍高い、好ましくは
１００倍高い、最も好ましくは少なくとも１０００倍高い場合に特異的であると見なされ
る。所与の特異性を有する抗体をどのように開発し、選択するかは当該分野でよく知られ
ている。本明細書で前述したように、モノクローナル抗体が好ましい。
【００２０】
　本明細書でこの後詳述するように、本明細書に記載の免疫アッセイ法の（第一のおよび
／または第二の）抗体またはその抗原結合断片もしくは誘導体は例えば、ポリクローナル
抗体であっても、モノクローナル抗体であっても、または遺伝子改変したモノクローナル
抗体であってもよい。
【００２１】
　本発明の免疫アッセイ法において前記第一の抗体は、クロモグラニンＡの配列（配列番
号１）、好ましくは配列番号１の１２４～１４４番目のアミノ酸にかけての配列中にある
エピトープに特異的なものであってよい。第一の抗体はモノクローナル抗体であることが
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好ましい。
【００２２】
　本発明の免疫アッセイ法において前記第二の抗体は、クロモグラニンＡの配列（配列番
号１）、好ましくは配列番号１の２８０～３０１番目のアミノ酸にかけての配列中にある
エピトープに特異的なものであってよい。第二の抗体はモノクローナル抗体であることが
好ましい。
【００２３】
　本発明の免疫アッセイの特定の態様では、第一の抗体はクロモグラニンＡ（配列番号１
）の１２４～１４４番目のアミノ酸残基にかけての配列中にあるエピトープに特異的であ
り、第二の抗体は、クロモグラニンＡ（配列番号１）の２８０～３０１番目のアミノ酸残
基にかけての配列中にあるエピトープに特異的である。第一のおよび第二の抗体は好まし
くはモノクローナル抗体である。
【００２４】
　第一の抗体またはその抗原結合断片もしくは誘導体は、例えば、２０１４年２月２０日
、ＤＳＭＺ（Ｉｎｈｏｆｆｅｎｓｔｒａｂｅ７Ｂ、３８１２４　ブラウンシュバイク、ド
イツ）にＤＳＭ　ＡＣＣ３２３１として寄託されたハイブリドーマ細胞株５３７／Ｈ２か
ら生産されたものであってもよい。ハイブリドーマ細胞株５３７／Ｈ２から生産される抗
体は、クロモグラニンＡ配列（配列番号１）の１２４～１４４番目のアミノ酸残基、つま
り配列番号２に特異的に結合する。これは、配列番号４の抗原性ペプチドを使って生産し
た。
【００２５】
　第二の抗体またはその抗原結合断片もしくは誘導体は、例えば、２０１４年２月２０日
、ＤＳＭＺ（Ｉｎｈｏｆｆｅｎｓｔｒａｂｅ７Ｂ、３８１２４　ブラウンシュバイク、ド
イツ）にＤＳＭ　ＡＣＣ３２３２として寄託されたハイブリドーマ細胞株５４１／Ｅ２か
ら生産されたものであってもよい。ハイブリドーマ細胞株５４１／Ｅ２から生産される抗
体は、クロモグラニンＡ配列（配列番号１）の２８０～３０１番目のアミノ酸残基、つま
り配列番号３に特異的に結合する。これは、配列番号５の抗原性ペプチドを使って生産し
た。
【００２６】
　本発明の免疫アッセイ法の特定の態様では、第一の抗体は、２０１４年２月２０日、Ｄ
ＳＭＺ（Ｉｎｈｏｆｆｅｎｓｔｒａｂｅ７Ｂ、３８１２４　ブラウンシュバイク、ドイツ
）にＤＳＭ　ＡＣＣ３２３１として寄託されたハイブリドーマ細胞株５３７／Ｈ２から生
産されるものであり、第二の抗体は、２０１４年２月２０日、ＤＳＭＺ（Ｉｎｈｏｆｆｅ
ｎｓｔｒａｂｅ７Ｂ、３８１２４　ブラウンシュバイク、ドイツ）にＤＳＭ　ＡＣＣ３２
３２として寄託されたハイブリドーマ細胞株５４１／Ｅ２から生産されるものである。
【００２７】
　抗体とクロモグラニンＡ（またはその断片）の結合は、好適な条件（つまり、免疫反応
が起こり得る条件、つまり抗体とクロモグラニンＡが結合し、免疫複合体の形成が生じる
条件）で起こる。そのような条件は、当業者には知られており、また、免疫アッセイ法の
標準的な形式、例えば以下で説明するような形式を用いることができる。そのような条件
は、好ましくは、生理的な温度、ｐＨおよびイオン強度であり、例えばリン酸緩衝生理食
塩水（ＰＢＳ）などの媒体中で起こり得る。
【００２８】
　好ましい検出方法には、様々な形式の免役測定、例えば放射免役測定（ＲＩＡ）、化学
発光免役測定および蛍光免役測定、酵素免疫アッセイ（ＥＩＡ）、酵素結合免役測定（Ｅ
ＬＩＳＡ）、ルミネックスを使用したビーズアレイ、タンパク質マイクロアレイ検定、結
果が早く出る形式の検定（例えば免役クロマトグラフ試験紙など）ならびに選択／多重反
応モニタリング（ＳＲＭ／ＭＲＭ）が含まれる。
【００２９】
　アッセイは、均一なアッセイでも不均一なアッセイであっても、競合型のアッセイであ
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っても非競合型のアッセイであってもよい。特に好ましい態様では、アッセイは、非競合
型の免疫アッセイ法であるサンドイッチアッセイの形式であり、この場合、検出される分
子および／または定量される分子は、第一の抗体と第二の抗体に結合している。第一の抗
体は固相、例えばビーズ、ウェルもしくは他の容器の表面、チップまたは試験紙に結合し
ていてもよく、第二の抗体は、例えば色素、放射性同位元素、または反応性もしくは触媒
性の活性部分で標識された抗体であるか、またはその逆である。その後、分析物に結合し
た標識抗体の量を、適切な方法で測定する。「サンドイッチアッセイ」に関連する一般的
な組成および手法は十分に確立されており、当業者に知られている（免疫アッセイハンド
ブック（Ｔｈｅ　Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ）、デビッド・ワイルド編
、エルゼビア社、オックスフォード；第三版（２００５年５月）、ＩＳＢＮ－１３：９７
８－００８０４４５２６７；ハルトシグＣら、化学生物学に関する最新の知見（Ｃｕｒｒ
　Ｏｐｉｎ　Ｃｈｅｍ　Ｂｉｏｌ）２００６　２月；１０（１）：４－１０．ＰＭＩＤ：
１６３７６１３４、参照することにより本明細書に組み入れられる）。
【００３０】
　特に好ましい態様では、アッセイには、液体反応混合物中にいずれも分散して存在する
２つの抗体が含まれ、ここで、第一の標識成分は第一の抗体に結合しており、前記第一の
標識成分は蛍光－消光もしくは増幅または化学発光－消光もしくは増幅に基づく標識シス
テムの一部であり、かつ、前記標識システムの第二の標識成分は第二の抗体に結合してい
るため、両方の補足分子が分析物に結合すると、試料を含んでいる溶液中で形成されたサ
ンドイッチ複合体の検出を可能にする測定可能なシグナルが生成される。
【００３１】
　より好ましくは、前記標識システムは、蛍光色素または化学発光色素、特にシアニン色
素と共に、希土類のクリプテートまたは希土類のキレートを含んでいてもよい。
【００３２】
　本発明においては、蛍光に基づくアッセイに色素の使用を含めてもよく、そのような色
素は、例えば、ＦＡＭ（５－もしくは６－カルボキシフルオレセイン）、ＶＩＣ、ＮＥＤ
、フルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）、ＩＲＤ－７００／
８００、シアニン色素（例えばＣＹ３、ＣＹ５、ＣＹ３．５、ＣＹ５．５、Ｃｙ７）、キ
サンテン、６－カルボキシ－２’，４’，７’，４，７－ヘキサクロロフルオレセイン（
ＨＥＸ）、ＴＥＴ、６－カルボキシ－４’，５’－ジクロロ－２’，７’－ジメトジフル
オレセイン（ｄｉｍｅｔｈｏｄｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ）（ＪＯＥ）、Ｎ，Ｎ，Ｎ’，
Ｎ’－テトラメチル－６－カルボキシローダミン（ＴＡＭＲＡ）、６－カルボキシ－Ｘ－
ローダミン（ＲＯＸ）、５－カルボキシローダミン－６Ｇ（Ｒ６Ｇ５）、６－カルボキシ
ローダミン－６Ｇ（ＲＧ６）、ローダミン、ローダミングリーン、ローダミンレッド、ロ
ーダミン１１０、ボディピィ（ＢＯＤＩＰＹ）色素（例えばＢＯＤＩＰＹＴＭＲ）、オレ
ゴングリーン、クマリン類（例えばウンベリフェロン）、ベンズイミド（例えばヘキスト
（Ｈｏｅｃｈｓｔ）３３２５８）、フェナントリジン（例えばテキサスレッド）、ヤキマ
イエロー、アレクサ・フルオロ、ＰＥＴ、エチジウムブロマイド、アクリジニウム色素、
カルバゾール色素、フェノキサジン色素、ポルフィリン色素、ポリメチン色素などを含む
群から選択される。
【００３３】
　本発明では、化学発光に基づくアッセイには、化学発光物質に関して説明された自然原
理に基づく色素の使用が含まれる（カーク－オスマー、化学技術大辞典（Ｅｎｃｙｃｌｏ
ｐｅｄｉａ　ｏｆ　ｃｈｅｍｉｃａｌｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）第四版、Ｊ．Ｉ．クロスビ
ッツ編集長；Ｍ．ホウ－グラント編、ジョン・ワイリー・アンド・サンズ、１９９３、１
５号、５１８－５６２頁、５５１～５６２頁を引用すると共に、参照することにより本明
細書に組み入れられる）。好ましい化学発光色素はアクリジニウムエステルである。クロ
モグラニンＡを、例えば、Ｂ．Ｒ．Ａ．Ｈ．Ｍ．Ｓ　ＫＲＹＰＴＯＲコンパクトＰＬＵＳ
装置（サーモ・サイエンティフィクＢ．Ｒ．Ａ．Ｈ．Ｍ．Ｓ　ＧｍｂＨ、ヘニッヒスドル
フ／ベルリン、ドイツ）を使った全自動のサンドイッチ免疫アッセイシステムで検出して
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もよい。この無作為アクセス分析器は、２つの蛍光標識試薬間の非放射性転移に基づいた
高感度な時間分解増幅クリプテート発光（Ｔｉｍｅ　Ｒｅｓｏｌｖｅｄ　Ａｍｐｌｉｆｉ
ｅｄ　Ｃｒｙｐｔａｔｅ　Ｅｍｍｉｓｓｉｏｎ、ＴＲＡＣＥ）技術を利用するものである
。
【００３４】
　本発明の特定の態様では、抗体のうちの１つ（例えば第一の抗体）が標識されており、
その他の抗体（例えば第二の抗体）が固相に結合しているか、または固相に選択的に結合
させることができる。しかしながら前述したように、本発明の方法においては、第一の抗
体と第二の抗体が液体反応混合物中に分散して存在し、ここで、蛍光または化学発光の消
光または増幅に基づく標識システムの一部である第一の標識成分が第一の抗体に結合して
おり、かつ、前記標識システムの第二の標識成分が第二の抗体に結合しているため、両方
の抗体がクロモグラニンＡ（またはその断片）と結合すると、測定溶液中に生じたサンド
イッチ複合体の検出を可能にする測定可能なシグナルが生成されることが好ましい。
【００３５】
　本明細書で使用する「アッセイ」または「診断的アッセイ」とは、診断の分野で使用さ
れているいかなる型のアッセイであってもよい。このようなアッセイは、検出する分析物
と、特定の親和性を有する１つ以上の補足プローブとの結合に基づくものであってよい。
抗体と標的分子または目的の分子との間の相互作用について考慮すると、親和性定数は１
０８／Ｍよりも大きいことが好ましい。
【００３６】
　本発明の免疫アッセイ法は、診断対象に由来する試料にクロモグラニンＡ（またはその
断片）が含まれているかおよび／または含まれていないかを検出する、あるいはクロモグ
ラニンＡ（またはその断片）のレベルを検出する、診断および／または予後予測の方法に
おいて使用してもよい。クロモグラニンＡは、カルチノイド腫瘍、神経内分泌腫瘍、前立
腺癌、膀胱癌、胃炎、肺疾患、心筋梗塞、高血圧症、心不全、肺疾患、血栓溶解、肥満お
よび糖尿病を含む数多くの疾患および状態に関与していると考えられている。従って、本
発明の免疫アッセイを、癌（カルチノイド腫瘍、神経内分泌腫瘍、前立腺癌および膀胱癌
）、胃炎、肺疾患、心筋梗塞、高血圧症、心不全、肺疾患、血栓溶解、肥満および糖尿病
の群より選択される疾患または状態の診断に使用してもよい。
【００３７】
　アッセイの「感度」とは、そうであることが正確に同定された真に陽性の割合、つまり
、陽性の結果を同定する能力（真に陽性だった陽性の結果／陽性の総数）に関するもので
ある。従って、そのアッセイによって検出できる分析物の濃度が低ければ低いほど、その
アッセイの感度は高いと言える。アッセイの「特異度」とは、そうであることが正確に同
定された陰性の割合、つまり陰性の結果を同定する能力（真陰性／偽結果）に関するもの
である。抗体に関する「特異性」は、個々の抗原結合部位が１つだけの抗原性エピトープ
と反応する能力として定義される。抗体の結合挙動は、その「親和性」および「結合活性
（ａｖｉｄｉｔｙ）」としても特徴付けることができる。抗体の「親和性」とは、１つの
抗原性エピトープと１つの抗原結合部位との間の反応の強さに関する指標である。抗体の
「結合活性」とは、多数のエピトープを有する抗体と、多価抗体との間の全体的な結合強
度に関する指標である。
【００３８】
　診断および／または予後予測試験の感度および特異度は、その試験の分析的な「質」だ
けでなく、何を異常な結果とするかの定義にも依存する。実際には、通常、変数の値に対
して「正常」集団（つまり、出生前診断で疾患または状態を持っていなかった健康な見た
目の対象）および「疾患」集団をプロットすることで、受診者動作特性曲線（ＲＯＣ曲線
）を算出する。任意の特定のマーカーでは、疾患を有している対象と疾患を有していない
対象のマーカーレベルの分布はほぼ一致する。このような条件では、試験によって、正常
と疾患とを１００％の正確性で間違いなく区別することはできず、また、重なっている範
囲は、試験を行ってもその範囲では正常と疾患とを区別できないことを示している。それ
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より下では試験が正常に機能せず、それより上では試験が正常に機能する閾値を選択する
。ＲＯＣ曲線下面積は、受信した測定値が状態の正しい判定を促すであろう確率の指標で
ある。ＲＯＣ曲線は、試験結果が正確な数を示す必要がない場合にも使用することができ
る。結果を順位付けることができれば、ＲＯＣ曲線を作成することができる。例えば、「
疾患」試料に対する試験結果は、その程度に従って順位付けされるだろう（例えば１＝軽
度、２＝中等度、および３＝重篤）。この順位付けを、「正常」集団の結果や、作成した
ＲＯＣ曲線と関連づけることができる。これらの方法は、当該分野ではよく知られている
。例えば、ハンリーら、１９８２、北米放射線医学会誌（Ｒａｄｉｏｌｏｇｙ）１４３：
２９－３６を参照のこと。閾値は、好ましくは、ＲＯＣ曲線面積が約０．５より大きくな
るように、より好ましくは約０．７より大きくなるように、さらにより好ましくは約０．
８より大きくなるように、その上さらにより好ましくは約０．８５より大きくなるように
、最も好ましくは約０．９より大きくなるように選択される。本明細書中において「約」
という用語は、所与の測定値の＋／－５％を指す。
【００３９】
　ＲＯＣ曲線の横軸は（１－特異度）を表し、大きくなるほど偽陽性の割合が高くなる。
曲線の縦軸は感度を表し、高くなるほど、真陽性の割合が高くなる。従って、選択された
特定のカットオフ値に対して（１－特異度）の値を決定することができ、対応する感受性
を得ることができる。ＲＯＣ曲線下面積は、測定されたマーカーレベルによって、疾患ま
たは状態を正確に判定することのできる確率の指標である。従って、ＲＯＣ曲線下面積は
、その試験の有効性を決定するのに使用することができる。
【００４０】
　他の態様では、陽性尤度比、陰性尤度比、オッズ比、またはハザード比を、その試験が
リスクを予測する、または疾患もしくは状態（「疾患群」）を診断する能力の指標として
用いる。陽性尤度比の場合には、１の値は、陽性の結果が「疾患」群と「対照」群の両方
の対象において同程度で現れることを意味し；１よりも大きい値は、陽性の結果が疾患群
でより多く現れることを意味し；１未満の値は、陽性の結果が対照群でより多く現れるこ
とを意味している。陰性尤度比の場合には、１の値は、陰性の結果が「疾患」群と「対照
」群の両方の対象において同程度で現れることを意味し；１よりも大きい値は、陽性の結
果が試験群でより多く現れることを意味し；１未満の値は、陰性の結果が対照群でより多
く現れることを意味している。
【００４１】
　オッズ比の場合には、１の値は、陽性の結果が「疾患」群と「対照」群の両方の対象に
おいて同程度で現れることを意味し；１よりも大きい値は、陽性の結果が疾患群でより多
く現れることを意味し；１未満の値は、陽性の結果が対照群でより多く現れることを意味
している。
【００４２】
　ハザード比の場合には、１の値は、あるエンドポイント（例えば死亡）の相対リスクが
「疾患」群と「対照」群の両方で等しいことを意味し；１よりも大きい値は、リスクが疾
患群でより高いことを意味し；１未満の値は、リスクが対照群でより高いことを意味して
いる。
【００４３】
　診断または予後予測の指標と、診断または今後の臨床転帰の予後リスクとの関連づけが
統計分析であることを、当該分野の専門家は理解するだろう。例えば、マーカーレベルが
Ｘを下回ることは、統計的有意差のレベルから判定されるように、その患者が、マーカー
レベルがＸを上回るかまたはＸと同等の患者よりも、有害転帰を被る可能性が高いことの
シグナルとなり得る。従って、マーカー濃度の基準レベルからの変化は、患者の予後を反
映するものである可能性があり、また、マーカーレベルの変化の度合いは、有害事象の重
篤度に関連するものである可能性がある。統計的有意差は、２つ以上の集団を比較するこ
と、および信頼区間および／またはｐ値を決定することで決定されることが多い。例えば
、ドウディーおよびウェアデン、研究のための統計学（Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ　ｆｏｒ　
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Ｒｅｓｅａｒｃｈ）、ジョン・ワイリー・アンド・サンズ、ニューヨーク、１９８３を参
照のこと。本発明の好ましい信頼区間は９０％、９５％、９７．５％、９８％、９９％、
９９．５％、９９．９％および９９．９９％であり、好ましいｐ値は０．１、０．０５、
０．０２５、０．０２、０．０１、０．００５、０．００１、および０．０００１である
。
【００４４】
　本発明はさらに、クロモグラニンＡを検出するためのキットに関し、このキットは、
（ｉ）クロモグラニンＡまたはその断片に特異的な第一の抗体または抗原結合断片もしく
はその誘導体；および
（ｉｉ）クロモグラニンＡまたはその断片に特異的な第二の抗体または抗原結合断片もし
くはその誘導体、
を含む。
【００４５】
　このキットの第一の抗体および第二の抗体は、同じクロモグラニンＡ断片（断片群）に
特異的であることが好ましい。
【００４６】
　例えば、（ｉ）第一の抗体または抗原結合断片もしくはその誘導体は、配列番号１の配
列中にあるエピトープに特異的であり；および／または（ｉｉ）第二の抗体または抗原結
合断片もしくはその誘導体は、配列番号１の配列中にあるエピトープに特異的である。好
ましくは、キットの第一の抗体は、ＤＳＭ　ＡＣＣ３２３１として寄託されたハイブリド
ーマ細胞株５３７／Ｈ２によって生産されたモノクローナル抗クロモグラニンＡ抗体であ
り、および／または第二の抗体は、ＤＳＭ　ＡＣＣ３２３２として寄託されたハイブリド
ーマ細胞株５４１／Ｅ２によって生産されたモノクローナル抗クロモグラニンＡ抗体であ
る。
【００４７】
　本発明はまた、ＤＳＭ　ＡＣＣ３２３１として寄託された細胞株５３７／Ｈ２およびＤ
ＳＭ　ＡＣＣ３２３２として寄託された細胞株５４１／Ｅ２から選択されるハイブリドー
マ細胞株も提供する。
【００４８】
　本発明はさらに、例えば、体液由来の生体試料に含まれるクロモグラニンＡまたはその
断片を検出および／または定量するための、サンドイッチ形式の免疫アッセイにおける、
本発明によるキットの使用に関する。一態様においてそのような断片は少なくとも、２つ
の抗体が指向する２つのエピトープにかかる配列を含む。例えば、このキットを使用して
、クロモグラニンＡを検出および／または定量することができる。
【００４９】
　「試料」という用語は、好ましくは生体試料である。本明細書で使用する場合「試料」
とは、例えば、目的の対象、例えば患者の診断、予後予測、または評価の目的で得られた
体液試料または組織試料を指す場合がある。
【００５０】
　本発明の目的に関する「患者」または「対象」は、ヒトおよび他の動物、特に哺乳動物
、の両方ならびに他の生物を含む。従ってこの方法は、ヒトの診断および獣医学的な使用
の両方に応用可能である。好ましい態様において患者は哺乳動物であり、最も好ましい態
様では、患者または対象はヒトである。
【００５１】
　本明細書においては、試料は対象の体液試料または組織試料であることが好ましい。好
ましくは、体液試料である。好ましい試験試料としては、血液、血清、血漿、脳脊髄液、
尿、唾液、痰、および胸水が挙げられる。加えて、当業者であれば、いくつかの試験試料
は、分画および精製過程の後、例えば、全血を血清と血漿成分に分けた後、より速やかに
分析できることが分かるだろう。
【００５２】
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　従って、本発明の好ましい態様において試料は、血液試料、血清試料、血漿試料、髄液
試料、唾液試料および尿試料または前述した試料いずれかの抽出物を含んでいる群から選
択される。好ましくは、試料は血液試料であり、より好ましくは血清試料または血漿試料
である。本発明では血清試料が最も好ましい試料である。
【００５３】
　本発明において「血漿」とは、遠心分離した後に得られる、抗凝固剤を含んでいる血液
の実質的に細胞を含まない上清である。抗凝固剤の例としては、ＥＤＴＡまたはクエン酸
塩などのカルシウムイオン結合化合物およびヘパリナート（ｈｅｐａｒｉｎａｔｅ）また
はヒルジンなどのトロンビン阻害剤が挙げられる。細胞を含まない血漿は、抗凝固剤を加
えた血液（例えばクエン酸、ＥＤＴＡまたはヘパリンを加えた血液）を２０００～３００
０ｇで少なくとも１５分間遠心分離することで得られる。
【００５４】
　「血清」とは、血液を凝固させた後に回収される、全血のうちの液体画分である。凝固
した血液（塊になった血液）を遠心分離すると、血清が上清として得られる。上清にはフ
ィブリノゲンが含まれないが、いくつかの凝固因子は含まれたままである。
【００５５】
　必要に応じて、本発明で使用する前に試料を均一化するか、または溶媒を使って抽出し
て、液体試料を得る必要がある。本発明において液体試料は、溶液であってもまたは懸濁
液であってもよい。液体試料は本発明で使用する前に、１つ以上の前処理にかけられる場
合もある。そのような前処理としては、これらには限定されないが、希釈、濾過、遠心分
離、濃縮、沈降、沈澱、透析が挙げられる。前処理には、化学的なまたは生化学的な物質
、例えば、酸、塩基、緩衝剤、塩、溶媒、反応性色素、界面活性剤、乳化剤、キレーター
を溶液に加えることを含む場合もある。
【００５６】
　本発明の方法はさらに、病状の診断もしくは予後予測もしくはリスク評価またはスクリ
ーニングあるいは治療管理または術後管理のために、試料中に含まれるクロモグラニンＡ
（またはその断片）のレベルを決定することにも関する。
【００５７】
　そのため、本発明の免疫アッセイ法、抗体またはキットを、対象における疾患または病
状の診断、予後予測、リスク評価、リスク層別化、治療管理および／または術後管理のた
めに使用してもよい。
【００５８】
　そのため本発明では、本発明の免疫アッセイ法、抗体またはキットを、疾患の治療管理
および術後管理に用いてもよく、ここで疾患とは、様々な型の癌である。
【００５９】
　本明細書で前述したように、本発明における対象の疾患または病状は、好ましくは、癌
（カルチノイド腫瘍、神経内分泌腫瘍、前立腺癌および膀胱癌など）、胃炎、肺疾患、心
筋梗塞、高血圧症、心不全、肺疾患、血栓溶解、肥満および糖尿病から選択され得る。
【００６０】
　本発明における対象の疾患または病状は、好ましくは、クロム親和性細胞腫、膵臓の内
分泌腫瘍、胃腸の内分泌腫瘍、神経芽腫、甲状腺髄様癌、小細胞肺癌、多発性内分泌腺腫
症１型および多発性内分泌腺腫症２型、前立腺癌、心血管疾患、感染に関連した状態およ
び敗血症を含む神経内分泌腫瘍（ＮＥＴ）から選択される。
【００６１】
　「バイオマーカー」（生物学的マーカー）という用語は、健康におよび身体に関連する
評価、例えば疾患リスク、精神医学的疾患、環境暴露およびその影響、疾患の診断、代謝
過程、物質乱用、妊娠、細胞株の発達、疫学的研究などの指標として役立つ、測定可能か
つ定量可能な生物学的指標（例えば、特定の酵素濃度、特定のホルモン濃度、集団におけ
る特定の遺伝子の表現型分布、生物学的な物質の有無）に関する。さらにバイオマーカー
は、正常な生物学的過程、病原性の過程、または治療的介入に対する薬理学的な反応の指
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標として、客観的に測定され、評価される特徴として定義されている。バイオマーカーは
、生体試料について測定される場合（血液、尿、または組織試験として）、ある人物から
得られた記録である場合（血圧、ＥＣＧ、またはホルター）、または画像試験である場合
（子宮胎盤ドップラー超音波検査または胎児頂部浮腫測定（コンデ－アグデロら、２００
４、産科婦人科学雑誌（Ｏｂｓｔｅｔ　Ｇｙｎｅｃｏ）ｌ１０４：１３６７－１３９１；
ビンドラら、２００２、産婦人科における超音波測定（Ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ　Ｏｂｓｔ
ｅｔ　Ｇｙｎｅｃｏｌ）２０：２１９－２２５））がある。バイオマーカーは、様々な健
康または疾患の特徴（環境要因への暴露のレベルもしくは型など）、遺伝子感受性、暴露
に対する遺伝的な応答、無症状または臨床疾患のバイオマーカー、または治療への反応に
関する指標などを表す可能性がある。従って単純に考えるとバイオマーカーとは、疾患体
質（リスク因子またはリスクバイオマーカー）、疾患の状態（前臨床または臨床）、また
は疾患速度（進行）の指標である。従ってバイオマーカーを、前駆バイオマーカー（病気
が発症するリスクを同定する）、スクリーニングバイオマーカー（無症状の疾患をスクリ
ーニングするため）、診断的バイオマーカー（顕性疾患を認知する）、段階分けバイオマ
ーカー（疾患重篤度を分類する）、または予後バイオマーカー（再発、治療への反応など
の以降の疾患経過を予測する、および治療効果の監視）に分類することができる。バイオ
マーカーは、代替エンドポイントとしても役立つ可能性がある。代替エンドポイントとは
、治験において治療の安全性と効果を評価するために、真に目的とするアウトカムを測定
する代わりに用いることができるアウトカムである。代替エンドポイントトラックにおけ
る変更が、目的のアウトカムにおける変化と密接な相関関係にあることが基本的な原則で
ある。代替エンドポイントは、罹病率や死亡率など、評価に大規模な治験を必要とするエ
ンドポイントよりも、短期間に安価で収集でき得る項目として利点がある。代替エンドポ
イントのその他の価値としては、代替エンドポイントの方が目的の暴露／介入とより密接
な関連があるという事実、および代替エンドポイントの方が必然的に、測定するまでに時
間的な間隔のあく臨床イベントよりも関連づけが容易であろうということが挙げられる。
代替エンドポイントの重要な欠点としては、目的のエンドポイントが数多くの要因（代替
エンドポイントに加えて）の影響を受ける場合、残差交絡によって代替エンドポイントの
妥当性が損なわれる可能性があることが挙げられる。代替エンドポイントの妥当性は、代
替エンドポイントによって、目的のアウトカムに対する暴露または介入の効果の少なくと
も５０％が説明できる場合により大きいことが示唆されている。例えば、バイオマーカー
はタンパク質、ペプチドまたは核酸分子であってよい。
【００６２】
　本明細書において「クロモグラニンＡ」とは、ヒトクロモグラニンＡを指す。ヒトクロ
モグラニンＡのアミノ酸配列を配列番号１に示す。本発明によるクロモグラニンＡポリペ
プチドまたは誘導体は、グリコリゼーション（ｇｌｙｃｏｌｉｚａｔｉｏｎ）、リポイジ
ゼーション（ｌｉｐ（ｏ）ｉｄｉｚａｔｉｏｎ）または誘導体化などの翻訳後修飾を受け
る場合もある。
【００６３】
　本発明において「診断」とは、対象における疾患または臨床症状の認知および（早期）
検出に関し、識別診断も含み得る。特定の態様においては、疾患または臨床症状の重篤度
の評価もまた、「診断」という用語に包含され得る。
【００６４】
　「予後予測」とは、特定の疾患または臨床症状に罹患している対象に関し、アウトカム
または特定のリスクを予測することに関する。これには、前記対象に関し、回復する可能
性または有害事象の可能性を評価することも含まれ得る。
【００６５】
　本発明において「リスク評価」または「リスク層別化」という用語は、今後の予後予測
に従って、対象を異なるリスク群に分類することに関する。リスク層別化はまた、予防的
手段および／または治療的手段を適用するための層別化に関する。
【００６６】
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　本発明における「治療管理」という用語は、前記患者の治療を監視および／または調整
することを指す。
【００６７】
　本発明における「術後管理」という用語は、前記患者が外科手技を受けた後に、前記患
者を監視することを指す。
【００６８】
　本発明における「スクリーニング」という用語は、特定のマーカーと既定のカットオフ
レベルを利用してある集団を調査し、その集団の中で、特定の疾患に対してより高いリス
クを有する個人を同定する過程を指す。スクリーニングは集団に対して適用可能であり、
診断は個々の患者レベルで適用するものである。
【００６９】
　以下に記載の実施例および図は、本発明をより詳細に説明するために使用されるが、本
発明は前記実施例および図には限定されるものではない。
【００７０】
　本明細書中で引用する全ての特許および特許以外の参考文献は、参照することにより、
その全体が本明細書に組み込まれる。
配列：
配列１（配列番号１）：シグナルペプチドを含まないヒトクロモグラニンＡ（ＣＧＡ）（
ＵｎｉＰｒｏｔ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　ｎｏ．　Ｐ１０６４５）；抗原性エピトープを下
線で示す：

配列２（配列番号２）：ヒトクロモグラニンＡ（ＣＧＡ）のエピトープ１（配列番号１の
１２４～１４４番目の残基に相当）：

配列３（配列番号３）：ヒトクロモグラニンＡ（ＣＧＡ）のエピトープ２（配列番号１の
２８０～３０１番目の残基の相当）：
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配列４（配列番号４）：ヒトクロモグラニンＡ（ＣＧＡ）の抗原性ペプチド断片（配列番
号１の１２４～１４４番目の残基のＮ末端にシステイン残基が負荷された配列に相当）：

配列５（配列番号５）：ヒトクロモグラニンＡ（ＣＧＡ）の抗原性ペプチド断片（配列番
号１の２８０～３０１番目の残基のＮ末端にシステイン残基が負荷された配列に相当）：

【実施例】
【００７１】
　実施例１：抗体の生成
　モノクローナル抗体の開発
　免疫原は以下のように準備した：クロモグラニンＡ分子の１２４～１４４番目のアミノ
酸領域のＮ末端にシステインを付加した配列に相当するＣＳＧＥＡＴＤＧＡＲＰＱＡＬＰ
ＥＰＭＱＥＳＫ（配列番号４）ペプチドをキャリアＢＳＡに共有結合させた。クロモグラ
ニンＡ分子の２８０～３０１番目のアミノ酸領域のＮ末端にシステインを付加した配列に
相当するＣＥＨＳＱＱＫＥＥＥＥＥＭＡＶＶＰＱＧＬＦＲＧ（配列番号５）ペプチドをキ
ャリアＢＳＡに共有結合させた。
【００７２】
　クロモグラニンＡの１２４～１４４ペプチドおよび２８０～３０１ペプチドに対するモ
ノクローナル抗体を標準的な手法によって生成した（ハーロウＥ、レーンＤ．抗体：実験
の手引き（Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ）コールド
・スプリング・ハーバー、コールド・スプリング・ハーバー研究所、１９８８；レーン、
１９８５、医療研究会免疫学会誌（Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　Ｍｅ
ｔｈｏｄｓ）８１：２２３－２２８）。
【００７３】
　完全フロイントアジュバントで希釈した１２４～１４４ペプチドまたは２８０～３０１
ペプチドそれぞれ１００μｇを８週齢のメスのＢａｌｂ／ｃマウスに接種した。２回目以
降は不完全フロイントアジュバントを使い、用量５０μｇで６１日間、様々な時間間隔で
接種した。
【００７４】
　融合させる前に、１２４～１４４または２８０～３０１の固定化したペプチドを使った
ＥＬＩＳＡにより、レシピエントの血清中に所望の抗体が含まれていることを検出した。
次いで固定化した組換えＣＧＡ（組換えクロモグラニンＡは、フランス国立科学研究セン
ター（Ｆｒｅｎｃｈ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｒｅｓｅａｒｃ
ｈ）、「組換えタンパク質生産プラットフォーム（Ｐｌａｔｅ－ｆｏｒｍｅ　ｄｅ　Ｐｒ
ｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｄｅ　Ｐｒｏｔｅｉｎｅｓ　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｅｓ）」ＣＲＢ
Ｍ　ＵＭＲ５２３７ＣＮＲＳ、モンペリエにおいて調製した）を使ったＥＬＩＳＡにより
、クローン５３７／Ｈ２および５４１／Ｅ２をスクリーニングした。
【００７５】
　イソ型の特徴解析には、マウスモノクローナル抗体イソ型同定（Ｉｓｏｔｙｐｉｎｇ）
キット（ロシュ）を使用した。
【００７６】
　抗体をプロテインＡファストフロー・アフィニティクロマトグラフィー（ＧＥヘルスケ
ア・ライフサイエンス）を使い、製造業者の説明に従って精製した。
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　抗体の標識
【００７７】
　最後のアッセイでは、抗体５３７／Ｈ２をユーロピウム・クリプテート（シスバイオ・
バイオアッセイズ、マルクール、フランス）に結合させ、抗体５４１／Ｅ２をアレクサ・
フルオロ６４７（登録商標）（ライフテクノロジーズ、現サーモフィッシャーサイエンテ
ィフィック）に結合させた。結合反応は製造業者のプロトコールに従って実施した。
【００７８】
　実施例２：１２４～１４４／２８０～３０１アミノ酸領域指向性抗体を使ったクロモグ
ラニンＡアッセイの開発
　クロモグラニンＡの安定な断片を検出するために、時間分解増幅クリプテート発光（Ｔ
ＲＡＣＥ）技術（マチス、１９９３、臨床化学（Ｃｌｉｎ　Ｃｈｅｍ）３９（９）：１９
５３－９）を使って均一なサンドイッチ型蛍光免役測定法を開発した。
【００７９】
　使用する前に、クリプテート－５３７／Ｈ２複合抗体およびアレクサ・フルオロ（登録
商標）－５４１／Ｅ２複合抗体のストックをアッセイ緩衝液（１００ｍＭリン酸塩（ｐＨ
７）、４２２ｍＭＫＦ、０．１％ウシ血清アルブミン、０．１５ｍｇ／ｍｌマウスＩｇお
よび０．０７ｍｇ／ｍｌウシＩｇ）でそれぞれ０．２６５μｇ／ｍｌおよび２．９４μｇ
／ｍｌに希釈した。
【００８０】
　組換えクロモグラニンＡをウマ血清で希釈してクロモグラニンＡの標準物質を得た。免
疫アッセイは、１４μｌの試料／標準物質、６８μｌのアレクサ・フルオロ（登録商標）
－５４１／Ｅ２複合抗体溶液および６８μｌのクリプテート－５３７／Ｈ２複合抗体溶液
をＢ．Ｒ．Ａ．Ｈ．Ｍ．Ｓ　ＫＲＹＰＴＯＲ装置（サーモフィッシャー・サイエンティフ
ィックＢ．Ｒ．Ａ．Ｈ．Ｍ．Ｓ　ＧｍｂＨ、ヘニッヒスドルフ／ベルリン、ドイツ）を製
造業者の説明に従って使い、３７℃でインキュベートすることによって行った。アッセイ
の反応時間は２９分とした。Ｂ．Ｒ．Ａ．Ｈ．Ｍ．Ｓ　ＫＲＹＰＴＯＲ装置を使い、６６
５および６２０ｎｍの同時二波長測定により特定の蛍光（ＲＦＵ）を測定した。直接読み
取り範囲を３０００ｎｇ／ｍｌまでと規定し、アッセイの機能感度は１３．１ｎｇ／ｍｌ
と推定した。
【００８１】
　実施例３：ＣｇＡ　ＩＩアッセイを使った、血清試料プールに含まれているクロモグラ
ニンＡの後安定性
　本試験では、回収した直後に－１６℃以下で凍結させておいた３つの血清試料プールを
使用した。
【００８２】
　１つのプールは健常人の血清試料から作製したもので（プール１）、その他の２つは病
理学的な血清試料であった（プール２および３）。
【００８３】
　測定時間は以下の通りとした：２～８℃で１、２および３日後；１８～２５℃で１、２
および３日後；凍結／融解サイクルを１、２および３回行った後。
【００８４】
　測定にはＫＲＹＰＴＯＲ装置を使い、上述した試薬と条件で行った。
【００８５】
　試料の安定性が許容可能であると見なすことができる基準は、様々な条件での減少が１
０％以下であることとする。
【００８６】
　得られた結果（表１）から、（５３７／Ｈ２－クリプテート；５４１／Ｅ２－アレクサ
・フルオロ（登録商標））ＫＲＹＰＴＯＲアッセイが３回までの凍結／融解サイクル、２
～８℃または１８～２５℃で１日までの保存には影響を受けないことが分かった。２つの
病理学的プールの安定性は、２～８℃または１８～２５℃で３日後の濃度が低下（≦１１
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％）した以外は、健常提供者のプールで見られた安定性よりも高かった。
【表１】

【００８７】
　実施例４：検量線
　図１は、時間分解増幅クリプテート発光（ＴＲＡＣＥ）技術を使った（５３７／Ｈ２－
クリプテート；５４１／Ｅ２－アレクサ・フルオロ６４７（登録商標））ＫＲＹＰＴＯＲ
アッセイの反応曲線を示している。
【００８８】
　検量線から、（５３７／Ｈ２－クリプテート；５４１／Ｅ２－アレクサ・フルオロ６４
７（登録商標））ＫＲＹＰＴＯＲアッセイの直接読み取り範囲が３０００ｎｇ／ｍｌまで
だと分かる。
【００８９】
　実施例５：切断プロファイルおよび感度
　９１試料（健常人提供者由来の２４試料と病理学的試料６７試料）を並行して、５３７
／Ｈ２および５４１／Ｅ２抗体を使い、前述した条件と先行技術であるＫＲＹＰＴＯＲク
ロモグラニンＡアッセイ（サーモフィッシャー・サイエンティフィックＢ．Ｒ．Ａ．Ｈ．
Ｍ．Ｓ　ＧｍｂＨ、ヘニッヒスドルフ、ドイツ）の条件で測定した。測定は２つ組で行い
、各組の変動係数を同じグラフ上でクロモグラニンＡの濃度に対してプロットした。いず
れのアッセイにおいても切断プロファイルは同等であった。ＫＲＹＰＴＯＲクロモグラニ
ンＡアッセイに関して公表されているアッセイの機能感度は９．０４ｎｇ／ｍｌであり；
（５３７／Ｈ２－クリプテート；５４１／Ｅ２－アレクサ・フルオロ６４７（登録商標）
）ＫＲＹＰＴＯＲでは、１０％ＣＶで予測されるアッセイの機能感度は１３．１ｎｇ／ｍ
ｌである。
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【配列表】
2020016660000001.app
【手続補正書】
【提出日】令和1年10月15日(2019.10.15)
【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】
　対象における神経内分泌腫瘍または前立腺がんの診断、予後予測、リスク評価、リスク
層別化、治療管理および／または術後管理のための方法であって、
　下記の工程を含む、免疫アッセイ法を用いた、前記対象からの試料における、クロモグ
ラニンＡまたはその断片の存在および／または不存在または、そのレベルを決定すること
を含む方法。
ａ）前記試料を：
（ｉ）クロモグラニンＡに特異的な第一の抗体または抗原結合断片もしくはその誘導体（
ここで、前記第一の抗体または抗原結合断片もしくはその誘導体は、配列番号１の１２４
～１４４番目のアミノ酸残基にかけての配列中にあるエピトープに特異的である。）；お
よび、
（ｉｉ）クロモグラニンＡに特異的な第二の抗体または抗原結合断片もしくはその誘導体
；と、
クロモグラニンＡと前記２つの抗体または抗原結合断片もしくはそれらの誘導体との三重
複合体が形成できる条件下で接触させる工程、ならびに
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ｂ）前記２つの抗体または抗原結合断片もしくはその誘導体とクロモグラニンＡとの結合
を検出する工程。
【請求項２】
　前記第二の抗体または抗原結合断片もしくはその誘導体が、配列番号１の２８０～３０
１番目のアミノ酸残基にかけての配列中にあるエピトープに特異的である、請求項１に記
載の方法。
【請求項３】
　前記第一の抗体がＤＳＭ　ＡＣＣ３２３１として寄託された、５３７／Ｈ２ハイブリド
ーマ細胞株によって生産されたものである、請求項１または２のいずれか１項に記載の方
法。
【請求項４】
　前記第二の抗体がＤＳＭ　ＡＣＣ３２３２として寄託された、５４１／Ｅ２ハイブリド
ーマ細胞株によって生産されたものである、請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　前記試料が、前記対象の体液または組織由来のものである、請求項１～４のいずれか１
項に記載の方法。
【請求項６】
　前記体液が、血液、血清、血漿および尿から選択される、請求項５に記載された、方法
。
【請求項７】
　アッセイが、均一な相または不均一な相で行われる、請求項１～６のいずれか１項に記
載の方法。
【請求項８】
　前記抗体のうちの１つが標識されており、その他の抗体が固相に結合しているかまたは
固相に選択的に結合させることができる、請求項１～７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項９】
　前記抗体第一のおよび前記第二の抗体が液体反応混合物中に分散して存在おり、
　そして、蛍光－消光もしくは増幅または化学発光－消光もしくは増幅に基づく標識シス
テムの一部である第一の標識成分が前記第一の抗体に結合しており、および前記標識シス
テムの第二の標識成分が前記第二の抗体に結合しているため、両方の抗体が検出すべきク
ロモグラニンＡに結合すると、測定溶液中で形成されたサンドイッチ複合体の検出を可能
にする測定可能なシグナルが生成される、請求項１～８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記標識システムが、蛍光色素または化学発光色素、特にシアニン系色素と共に、希土
類のクリプテートまたは希土類のキレートを含んでいる、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記蛍光色素または化学発光色素が、シアニン系色素である、請求項１０の方法。
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