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(57)【要約】
【課題】　均質系結合アッセイにおいて、プロトロンビンを過剰に含有するサンプル中の
Ｆ２／Ｆ１＋２を検出手段を提供する。
【解決手段】　プロトロンビンフラグメントＦ２／Ｆ１＋２に特異性を有する抗体または
抗体フラグメントが結合されている免疫複合体に特異的に結合するモノクローナル抗体に
よって達成される。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　少なくとも完全プロトロンビンフラグメントＦ２を含むペプチドを有する単離された免
疫複合体であって、そのＣ末端に該プロトロンビンフラグメントＦ２／Ｆ１＋２のＣ末端
ネオエピトープに対して特異性を有する抗体フラグメントが結合されている、免疫複合体
。
【請求項２】
　結合された抗体フラグメントが、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）2またはＦｖフラグ
メントである、請求項１に記載の免疫複合体。
【請求項３】
　結合された抗体フラグメントが、ハイブリドーマ細胞株ＤＳＭ　ＡＣＣ　２９１１によ
って形成されたモノクローナル抗体のフラグメントである、請求項１または２に記載の免
疫複合体。
【請求項４】
　キャリアタンパク質、好ましくはキーホールリンペットヘモシアニンに結合されている
、請求項１～３のいずれか１項に記載の免疫複合体。
【請求項５】
　アルデヒドによって架橋されている、請求項１～４のいずれか１項に記載の免疫複合体
。
【請求項６】
　モノクローナル抗体を作製する方法で抗原を免疫化する場合の、請求項１～５のいずれ
か１項に記載の免疫複合体の使用。
【請求項７】
　請求項１～５のいずれか１項に記載の免疫複合体に結合するモノクローナル抗体である
が、プロトロンビンフラグメントＦ２単独に結合するのでも、および該プロトロンビンフ
ラグメントＦ２／Ｆ１＋２のＣ末端ネオエピトープに対して特異性を有する抗体フラグメ
ント単独に結合するのでもない、モノクローナル抗体。
【請求項８】
　ハイブリドーマ細胞株ＤＳＭ　ＡＣＣ２９１２、ＤＳＭ　ＡＣＣ２９１３またはＤＳＭ
　ＡＣＣ２９１４のひとつによって産生される、請求項７に記載のモノクローナル抗体。
【請求項９】
　シグナル生成系の構成要素に結合する、請求項７または８に記載のモノクローナル抗体
。
【請求項１０】
　固相に結合する、請求項７～９のいずれか１項に記載のモノクローナル抗体。
【請求項１１】
　Ｆ２／Ｆ１＋２の定量的または定性的な検出方法における、請求項７～１０のいずれか
１項に記載のモノクローナル抗体またはそのフラグメントの使用。
【請求項１２】
　請求項７に記載のモノクローナル抗体を産生する、ハイブリドーマ細胞株。
【請求項１３】
　受託番号ＤＳＭ　ＡＣＣ２９１２、ＤＳＭ　ＡＣＣ２９１３またはＤＳＭ　ＡＣＣ２９
１４でＤＳＭＺに寄託される、請求項１２に記載のハイブリドーマ細胞株。
【請求項１４】
　請求項７～１０のいずれか１項に記載のモノクローナル抗体またはそのフラグメントを
含む試薬。
【請求項１５】
　請求項１４に記載の試薬を含む試験キット。
【請求項１６】
　サンプル中のプロトロンビンフラグメントＦ２／Ｆ１＋２を検出する方法であって、該
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サンプルを前記プロトロンビンフラグメントＦ２／Ｆ１＋２のＣ末端ネオエピトープに特
異性を有する抗体または抗体フラグメントに接触させ、サンプル中に存在するプロトロン
ビンフラグメントＦ２／Ｆ１＋２と免疫複合体を形成し、さらに該サンプルを請求項７に
記載の抗体と接触させる、検出方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、凝固分析の分野であり、Ｆ２／Ｆ１＋２の複合体およびＦ２／Ｆ１＋２特異
的結合パートナーに特異的に結合する抗体ならびにそれらの作製、ならびにＦ２／Ｆ１＋
２を測定する方法におけるそれらの使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　多くの診断上適切なパラメーターが患者の凝固系の状態の臨床的判断のために利用可能
である。特に、いわゆる凝固の活性化マーカーの定量的な検出は、凝固または繊維素溶解
プロセスの診断を可能にする。患者のサンプル中のプロトロンビンフラグメントＦ２／Ｆ
１＋２の検出は、生体内でのトロンビン形成の増加を検出または防止することを可能にし
、例えば、消費性凝固障害、急性静脈血栓塞栓症もしくは動脈性血管閉塞（心筋梗塞、脳
梗塞）における腸管内のトロンビン形成を明らかにするため、または抗凝固療法のモニタ
リングのために使用される。
【０００３】
　プロトロンビンは、トロンビンの前酵素であり、凝固カスケードの中心酵素である。こ
のプロトロンビンタンパク質は分子構造を有しており、Ｎ末端のＦ１＋２部分およびＣ末
端のトロンビン部分から構成されている。プロトロンビンはタンパク分解活性のＸａ因子
によって切断され、各プロトンビン分子（７０ｋＤ）からトロンビン分子（３０ｋＤ）が
作製され、それと共にプロトロンビンフラグメントＦ１＋２（３５－３７ｋＤ）が遊離す
る。このフラグメントＦ１（２３ｋＤ）およびＦ２（１４ｋＤａ）の切断は、トロンビン
によるプロトロンビンの自触反応による切断を介してさらに可能である。トロンビンは血
液中では遊離形態で存在しないが、その形成後、阻害因子およびフィブリンに即座に結合
するので、トロンビン形成の程度は（例えば、活性化マーカーＦ１＋２および／またはＦ
２を測定することによって）間接的に確認されなければならない。従って、生体内のトロ
ンビン形成の増加を検出または防止するひとつの可能性は、血漿中のＦ２／Ｆ１＋２濃度
を測定することである。
【０００４】
　Ｆ２／Ｆ１＋２アッセイに伴う一般的な難点は、プロトロンビンが、Ｆ２／Ｆ１＋２と
比較して１０００～１００００倍モルも過剰にサンプル中に存在することである。プロト
ロンビン存在下でのＦ２／Ｆ１＋２の免疫学的検出は、無傷の切断されていないプロトロ
ンビンと比べると、遊離したプロトロンビンフラグメントＦ２／Ｆ１＋２は、単一のＦ２
／Ｆ１＋２特異的抗原性エピトープのみ、特にトロンビン切断によって作製されたＦ２／
Ｆ１＋２ペプチド（ネオエピトープ）のＣ末端を有するという事実によって妨害される。
Ｆ２／Ｆ１＋２ペプチドのＣ末端領域に対する抗体のみが、無傷のプロトロンビンに対す
る特異性を同時に示すことなくプロトロンビンフラグメントＦ２／Ｆ１＋２に特異的に結
合することができる。Ｆ２／Ｆ１＋２フラグメントの他の抗原決定基は全て同様に無傷の
プロトロンビンに対して特異的である。
【０００５】
　プロトロンビンに結合しない特異的なＦ２／Ｆ１＋２抗体の作製は、例えば、特許文献
１、特許文献２または特許文献３に記載されている。抗Ｆ２／Ｆ１＋２抗体の特異性につ
いては、それらがＦ２／Ｆ１＋２フラグメントの少なくとも４つのＣ末端アミノ酸（Ｉｌ
ｅ－Ｇｌｕ－Ｇｌｙ－Ａｒｇ－ＯＨ）を含むエピトープに結合することが重要である。Ｆ
２／Ｆ１＋２の濃度を測定するためにはサンドイッチ免疫測定法が通常使用されるので、
２つの抗Ｆ２／Ｆ１＋２抗体が必要である。特許文献４は、Ｆ２フラグメントのＮ末端側
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半分の１つのエピトープに結合し、かつ従って無傷のプロトロンビンにも結合する抗体を
記載するが、サンドイッチ免疫測定法において、Ｆ２／Ｆ１＋２ネオエピトープ特異的一
次抗体と組み合わせて、二次抗体として使用するのが特に適切である。
【０００６】
　公知の抗体は、不均質系免疫測定法、好ましくはサンドイッチＥＬＩＳＡ法の形態にお
いて血漿サンプル中のＦ２／Ｆ１＋２濃度を測定するのに適切である。この目的のために
Ｆ２／Ｆ１＋２ネオエピトープ特異的抗体（「一次抗体」）は固相に結合され、そのサン
プルと共にインキュベートされることでＦ２／Ｆ１＋２ペプチドが固定化された抗体に結
合することが可能となる。結合されていないタンパク質、特にプロトロンビンは、抗体溶
液を加えることによって第２のＦ２／Ｆ１＋２結合抗体およびプロトロンビン結合抗体（
「二次抗体」）がアプライされる前に、洗浄工程によって除去される。この二次抗体は、
通常Ｆ２／Ｆ１＋２濃度の定量化を可能にするシグナル生成要素と結合する。
【０００７】
　しかしながら、先行技術で公知のモノクローナル抗体で洗浄または分離する工程のない
直接的な均質系サンドイッチ免疫測定法を設計する可能性はごく限られている。なぜなら
、均質系免疫測定法の設計においては、Ｆ２／Ｆ１＋２－およびプロトロンビン－結合二
次抗体は、サンプル中に存在するプロトロンビンに大部分が結合され、それによってシグ
ナル生成に不可欠な分析物Ｆ２／Ｆ１＋２によるサンドイッチ形成がもはや可能でなくな
るからである。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】欧州特許第０３０３９８３号（Ａ２）（Ｐｅｌｚｅｒ等）
【特許文献２】米国特許第５，８３０，６８１号（Ｈｕｒｓｔｉｎｇ等）
【特許文献３】米国出願第２００３／０２１９８４５号（Ａ１）（Ｒｕｉｚ等）
【特許文献４】欧州特許第１５４１６７６号（Ａ１）（Ｔｅｉｇｅｌｋａｍｐ等）
【特許文献５】欧州特許第０２６４２１９号（Ａ２）
【特許文献６】欧州特許第０４７５７８４号（Ａ１）
【特許文献７】ＷＯ　８５／０４４２２（Ａ１）
【特許文献８】ＷＯ　８７／０７１４７
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】Ｗａｌｚ，Ｄ．Ａ．（１９７７）Ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎ
ｃｅ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｐｒｏｔｈｒｏｍｂｉｎ　ｆｒａｇｍｅｎｔｓ　１　ａｎｄ　
２．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　Ｖｏｌ．７４，Ｎｏ．５，１９６
９－１９７２
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　従って、本発明は、均質系結合アッセイにおいてプロトロンビンを特に過剰に含有する
サンプル中のＦ２／Ｆ１＋２を検出することを可能にする手段を提供する目的を基本とし
た。
【００１１】
　この目的は、特許請求の範囲に記載される本発明の手段および方法を提供することによ
り達成される。
【００１２】
　この目的は、プロトロンビンフラグメントＦ２／Ｆ１＋２のＣ末端ネオエピトープに特
異性を有する抗体または抗体フラグメントが結合する、プロトロンビンフラグメントＦ２
／Ｆ１＋２を含む免疫複合体に特異的に結合するモノクローナル抗体を提供することによ
って特に達成されるが、ここでこの抗体は、プロトロンビンフラグメントＦ１＋２または
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Ｆ２単独、およびプロトロンビンフラグメントＦ２／Ｆ１＋２のＣ末端ネオエピトープに
特異性を有する抗体または抗体フラグメント単独には結合しない。
【００１３】
　分析対象物からなる免疫複合体に特異性を有する抗体には、原則的に分析対象物特異的
結合パートナー（例えば、一次抗体または一次抗体フラグメント）が結合することが知ら
れている（例えば、特許文献５、特許文献６、特許文献７または特許文献８）。しかしな
がら、本発明に関しては、驚くことにプロトロンビンフラグメントＦ２／Ｆ１＋２結合パ
ートナー免疫複合体に対して特異性を有する本発明の抗体を得るために、抗原を免疫する
のと同様にプロトロンビンフラグメントＦ２／Ｆ１＋２のＣ末端ネオエピトープに特異性
を有する抗体フラグメントが結合する、完全プロトロンビンフラグメントＦ２を少なくと
も含むペプチドを含む免疫複合体を使用することが必要であることが明らかとなった。Ｆ
２プロトロンビンフラグメントのフラグメントのみを含む免疫複合体を使用し、かつプロ
トロンビンフラグメントＦ２／Ｆ１＋２のＣ末端ネオエピトープに対して特異性を有する
完全抗体を含む免疫複合体と共に免疫複合体に対して特異性を有する抗体を作製すること
は不可能であった。
【００１４】
　本発明は、少なくともそのＣ末端にプロトロンビンフラグメントＦ２／Ｆ１＋２のＣ末
端ネオエピトープに対して特異性を有するＣ末端抗体フラグメントが結合する、完全プロ
トロンビンフラグメントＦ２を含むペプチドを含む単離され精製された免疫複合体に関す
る。
【００１５】
　少なくとも完全プロトロンビンフラグメントＦ２（すなわちヒトプロトロンビンのアミ
ノ酸残基１５６－２７３（例えば、非特許文献１の図１を参照））を含むペプチドおよび
プロトロンビンフラグメントＦ２／Ｆ１＋２のＣ末端ネオエピトープを有するペプチドは
、例えばプロトロンビン含有溶液をＸａ因子と共にインキュベートするかまたは例えば、
ヘビ毒であるラッセルクサリヘビ毒（ＲＶＶ）を用いて凝固因子含有溶液中の凝固カスケ
ードを活性化し、その後クロマトグラフィーによってＦ２フラグメントを精製することに
よって得ることができる。あるいは、このプロトロンビンフラグメントＦ２は、化学合成
によって合成して、または原核生物もしくは真核生物の発現システム中で発現させること
によって組み換え的に得ることができる。
【００１６】
　Ｃ末端ネオエピトープを含む、すなわち完全プロトロンビンフラグメントＦ１＋２およ
び種々のアミノ末端短縮型Ｆ１＋２フラグメントも含む、完全プロトロンビンフラグメン
トＦ２を少なくとも含む全てのペプチドが適切である。
【００１７】
　プロトロンビンフラグメントＦ２／Ｆ１＋２のＣ末端ネオエピトープに対して特異性を
有する適切な抗体フラグメント（例えばＦａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）2またはＦｖフ
ラグメントなど）は、例えば組み換えによるかまたは抗体（好ましくはモノクローナル抗
体であり、これらの抗体はプロトロンビンフラグメントＦ２／Ｆ１＋２のＣ末端ネオエピ
トープに対して特異性を有し、かつプロトロンビンに結合しない）の酵素切断によって得
ることができる。プロトロンビンに結合しないこのようなＦ２／Ｆ１＋２特異的抗体は、
例えば、特許文献１、特許文献２または特許文献３に記載される。モノクローナル抗体の
酵素切断は、例えばパパイン、ペプシンまたはフィシンによって行われる。特に好ましい
抗体フラグメントはＦａｂフラグメントであり、これは例えばパパインによる酵素切断に
よって得ることができる。
【００１８】
　特に好ましい抗体フラグメントは、２００８年６月３日にＤＳＭＺ（Ｄｅｕｔｓｃｈｅ
　Ｓａｍｍｌｕｎｇ　ｖｏｎ　Ｍｉｋｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｅｎ　ｕｎｄ　Ｚｅｌｌｋｕ
ｌｔｕｒｅｎ　ＧｍｂＨ，　Ｉｎｈｏｆｆｅｎｓｔｒａsｅ　７Ｂ，　３８１２４　Ｂｒ
ｕｎｓｗｉｃｋ，　Ｇｅｒｍａｎｙ）に受託番号ＤＳＭ　ＡＣＣ２９１１で寄託されたハ
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イブリドーマ細胞株によって作製される、モノクローナルであるＦ２／Ｆ１＋２ネオエピ
トープ特異的抗体９６－１６３／０４（抗原を免疫するのと同様に配列Ｃｙｓ－Ｇｌｙ－
Ｓｅｒ－Ａｓｐ－Ａｒｇ－Ａｌａ－Ｉｌｅ－Ｇｌｕ－Ｇｌｙ－Ａｒｇ－ＯＨ（“ＰＦ２”
）を有する合成ペプチドを使用して特許文献２（特に実施例Ｉ～ＶＩ）
の教示に従って作製された）のフラグメント（特にＦａｂフラグメント）である。
【課題を解決するための手段】
【００１９】
　本発明の免疫複合体は、適切な条件下で少なくとも完全プロトロンビンフラグメントＦ
２を含むペプチドおよびプロトロンビンフラグメントＦ２／Ｆ１＋２のＣ末端ネオエピト
ープに特異性を有する抗体を混合しインキュベートして免疫複合体を形成することによっ
て作製される。その後その免疫複合体は、他の反応物から好ましくはクロマトグラフィー
によって分離、すなわち単離および精製される。
【００２０】
　本発明の免疫複合体の好ましい実施形態において、この複合体は好ましくはアルデヒド
（例えばグルタルアルデヒドまたはホルムアルデヒド）によって複合体を処理することに
よって化学的に架橋される。
【００２１】
　本発明の免疫複合体のさらに好ましい実施形態は、キャリアタンパク質（例えば、キー
ホールリンペットヘモシアニンまたはオボアルブミン）に結合する複合体に関する。この
ようなキャリアタンパク質の免疫刺激効果およびこれらを結合するための方法は、この技
術分野で公知である。
【００２２】
　本発明のさらなる局面は、複合体に特異的に結合するがその複合体の個々の構成成分に
は結合しないモノクローナル抗体を得るための方法において抗原を免疫するような本発明
の免疫複合体の使用に関する。モノクローナル抗体を得る方法は、例えば、ハイブリドー
マ細胞を樹立し、その後分泌された抗体を精製するとういうように十分よく知られている
。
【００２３】
　本発明はさらに少なくとも完全プロトロンビンフラグメントＦ２を含むペプチドを含む
免疫複合体（これは、プロトロンビンフラグメントＦ２／Ｆ１＋２のＣ末端ネオエピトー
プに特異性を有する抗体フラグメントが結合するがプロトロンビンフラグメントＦ２単独
およびプロトロンビンフラグメントＦ２／Ｆ１＋２のＣ末端ネオエピトープに対する特異
性を有する抗体フラグメント単独には結合しない）に結合するという点で区別されるモノ
クローナル抗体に関する。
【００２４】
　本発明の中で特に好ましい抗体は、完全Ｆ２ペプチドを含む免疫複合体に特異的に結合
する抗体であり、この抗体にはハイブリドーマ細胞株ＤＳＭ　ＡＣＣ　２９１１によって
形成されたモノクローナル抗体のＦａｂフラグメントが結合する。このような抗体は、例
えばハイブリドーマ細胞株２００６－１７５／０２４、２００６－１８８／０４４または
２００６－１８８／０６９によって作製される。これらのハイブリドーマ細胞株は、２０
０８年６月３日にＤＳＭＺ（Ｄｅｕｔｓｃｈｅ　Ｓａｍｍｌｕｎｇ　ｖｏｎ　Ｍｉｋｒｏ
ｏｒｇａｎｉｓｍｅｎ　ｕｎｄ　Ｚｅｌｌｋｕｌｔｕｒｅｎ　ＧｍｂＨ，Ｉｎｈｏｆｆｅ
ｎｓｔｒａsｅ　７Ｂ，３８１２４　Ｂｒｕｎｓｗｉｃｋ，Ｇｅｒｍａｎｙ）に受託番号
ＤＳＭ　ＡＣＣ２９１２、ＤＳＭ　ＡＣＣ２９１３およびＤＳＭ　ＡＣＣ２９１４で寄託
された。
【００２５】
　本発明は固相および／またはシグナル生成システムの構成要素と結合する本発明の抗体
にも関する。
【００２６】
　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
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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；それらの混合物または組み合わせ；などである。
【００２７】
　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、あるいは、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。
【００２８】
　「シグナル生成系」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、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。
【００２９】
　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）。
【００３０】
　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、シグナル生成系は、シグナル生成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。
【００３１】
　適切なラベルは、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、131

Ｉ、14Ｃ、3Ｈ、32Ｐ、35Ｓ、14Ｃ、51Ｃｒ、59Ｆｅ、57Ｃｏ、および、75Ｓｅ；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
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それ自身が標識可能な磁気粒子のような粒子、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などである。
【００３２】
　シグナル生成系はまた、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０５
１５１９４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．Ａｃａ
ｄ．Ｓｃｉ．８２：８６７２～８６７６）、蛍光団と蛍光団（Ｍａｔｈｉｓ（１９９３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。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。
【００３３】
　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。
【００３４】
　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、有機材料もしくは無機材料、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（Ａ２）、欧州特許第０２
２７０５４号（Ａ２）、および、欧州特許第０２４６４４６号（Ａ２）で説明されている
。
【００３５】
　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
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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、抗体は、化学結合で固相またはシグナル生成系の構成要素に結合する。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。固相またはシグナル生成系の構成要素への直接的な結合のほ
かに、抗体を、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
合したタンパク質を介して固相またはラベルに結合できる。
【００３６】
　本発明の抗体は、被験体からの生体サンプル中、好ましくは患者の血液または血漿サン
プル中のプロトロンビンフラグメントＦ２／Ｆ１＋２の定量的または定性的な検出方法に
おいて使用するのに適切である。従って、本発明はさらにサンプル中のプロトロンビンフ
ラグメントＦ２／Ｆ１＋２を測定する方法に関し、ここでこのサンプルは、プロトロンビ
ンフラグメントＦ２／Ｆ１＋２のＣ末端ネオエピトープに対して特異性を有する抗体フラ
グメントと接触され、サンプル中のプロトロンビンフラグメントＦ２／Ｆ１＋２と免疫複
合体を形成する。このサンプルはさらに免疫複合体に結合するがプロトロンビンフラグメ
ントＦ２／Ｆ１＋２単独およびプロトロンビンフラグメントＦ２／Ｆ１＋２のＣ末端ネオ
エピトープに対して特異性を有する抗体フラグメント単独には結合しない本発明の抗体ま
たはそのフラグメントと接触させられ、その結合された免疫複合体の量が測定される。好
ましい実施形態において、このサンプルは、寄託されたハイブリドーマ細胞株ＤＳＭ　Ａ
ＣＣ２９１１によって形成される抗体のＦ（ａｂ’）2フラグメントまたはＦａｂフラグ
メントと接触させられ、そのサンプル中に存在するプロトロンビンフラグメントＦ２／Ｆ
１＋２と免疫複合体を形成し、この免疫複合体に対して特異性を有する抗体を用いて、好
ましくは寄託されたハイブリドーマ細胞株ＤＳＭ　ＡＣＣ２９１２、ＤＳＭ　ＡＣＣ２９
１３もしくはＤＳＭ　ＡＣＣ２９１４のうちのひとつから形成される抗体またはそのフラ
グメントを用いてその免疫複合体の量が測定される。
【００３７】
　Ｆ２／Ｆ１＋２の定量検出方法において、サンプル中におけるＦ２／Ｆ１＋２の量また
は濃度が測定される。用語「定量検出」は、サンプル中のＦ２／Ｆ１＋２のおよその量も
しくは濃度を推測する程度、または、相対的な量もしくは濃度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Ｆ２／Ｆ１＋２の存在、または、サン
プル中におけるＦ２／Ｆ１＋２の濃度が、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。
【００３８】
　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、Ｆ２／Ｆ１＋
２の定量検出または定性検出の方法に関する。これらの方法はいわゆる不均質系結合分析
または均質系結合分析であってもよく、それらの分析において結合パートナーに対するＦ
２／Ｆ１＋２の特異的結合を通してサンプル中のＦ２／Ｆ１＋２の存在、非存在または量
について結論を描き出すことができる。免疫測定法は結合分析の例である。
【００３９】
　いわゆる「不均質系結合分析」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系結合分析において、通常、Ｆ２／Ｆ１＋２
に特異的な結合パートナーの一方は、固相に結合し、「Ｆ２／Ｆ１＋２－Ｆ２／Ｆ１＋２
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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Ｆ２／
Ｆ１＋２とＦ２／Ｆ１＋２に特異的な結合パ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。
【００４０】
　「均質系結合分析」において、遊離のシグナル生成系の構成要素と、「Ｆ２／Ｆ１＋２
－Ｆ２／Ｆ１＋２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（Ｆ２／Ｆ１＋２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。均質な免疫測定法の例としては、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（登録商標）アッセイ；ＣＥＤＩＡ（登録商標）アッセイ／蛍光偏光免疫測定
法；発光酸素チャネリングイムノアッセイ（ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔ　ｏｘｙｇｅｎ　ｃ
ｈａｎｎｅｌｉｎｇ　ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）（「ＬＯＣＩ」，欧州特許第０５１５１
９４号（Ａ２）；Ｕｌｌｍａｎ，Ｅ．Ｆ．等（１９９４年）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ
ｄ．Ｓｃｉ．，９１：５４２６～５４３０；Ｕｌｌｍａｎ，Ｅ．Ｆ．等（１９９６年）Ｃ
ｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，４２：１５１８～１５２６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系サンドイッチ免疫測定法において、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対象物と結合していない抗体から、抗体が結合した分
析対象物を分離しなくてもよい。
【００４１】
　均質および不均質系結合分析はまた、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、分析対象物は、例えば、不均質系結合分析において、固相に結合し
た分析対象物に特異的な結合パートナーにより、および、シグナル生成系の構成要素と結
合した分析対象物に特異的な結合パートナーにより結合する。
【００４２】
　均質または不均質な「競合的な結合分析」において、サンプル分析対象物および試薬分
析対象物（例えば「改変された分析対象物」、例えば、標識されたＦ２／Ｆ１＋２もしく
はタグを付されたＦ２／Ｆ１＋２、またはＦ２／Ｆ１＋２フラグメント）は、限定された
数の分析対象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）サンプル分析対象物は、シグナル生成系の構成要素と結合す
る試薬分析対象物と、固相に結合した分析対象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）サンプル分析対象物は、固相に結合した分析対象物（
試薬分析対象物）と、シグナル生成系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、均質系または不均質系結合分析、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。これらおよび他の検出方法は、例えば「Ｌａｂｏｒ　ｕｎｄ　Ｄｉ
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ａｇｎｏｓｅ」，Ｌ．Ｔｈｏｍａｓ編，ＴＨ－Ｂｏｏｋｓ　Ｖｅｒｌａｇｓｇｅｓｅｌｌ
ｓｃｈａｆｔ　ｍｂＨ，フランクフルト，１９９８年，第６０章に記載されている。
【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】
　Ｆ２／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、プロトロンビンフラグメントＦ２／Ｆ１＋２のＣ末端ネオエピトープに特
異性を有する標識された抗体を試験片に適用する。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。Ｆ２／Ｆ１＋２がサンプル中に
存在する場合、Ｆ２／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、Ｆ２／Ｆ１＋２を含む免疫複合体およびプロトロンビンフラグメントＦ
２／Ｆ１＋２のＣ末端ネオエピトープに特異性を有する抗体フラグメントに特異セ的に結
合できる本発明の抗体（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Ｆ２／Ｆ１＋２－抗体免疫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、
Ｆ２／Ｆ１＋２のサンプル濃度に比例する。
【００４６】
　本発明の別の局面は、プロトロンビンフラグメントＦ２を含む免疫複合体に結合する本
発明の抗体を含む少なくともひとつの試薬を備える試験キットであり、この免疫複合体に
はプロトロンビンフラグメントＦ２／Ｆ１＋２のＣ末端ネオエピトープに対して特異性を
有する抗体フラグメントが結合するが、プロトロンビンフラグメントＦ２単独およびプロ
トロンビンフラグメントＦ２／Ｆ１＋２のＣ末端ネオエピトープに対して特異性を有する
抗体フラグメント単独には結合しない。好ましい試験キットは、寄託されたハイブリドー
マ細胞株ＤＳＭ　ＡＣＣ２９１２、ＤＳＭ　ＡＣＣ２９１３またはＤＳＭ　ＡＣＣ２９１
４のうちのひとつによって形成される抗体を含む。このような試験キットは、通常パーケ
ージ化された形状で試験の全てまたはいくつかの構成要素のみを含んでいる。本発明の抗
体は、例えば、１種類以上の固相および／またはシグナル生成系の１つ以上の構成要素と
結合し得る。この試験キットは、例えば、標準物質、コントロール、ならびに例えば、緩
衝液、洗浄溶液、測定されたシグナル誘導溶液および／もしくは酵素基質のような他の試
薬；キュベット；ピペットおよび／または試験の説明書を備えていてもよい。
【００４７】
　本発明の試験キットは、好ましくはプロトロンビンフラグメントＦ２／Ｆ１＋２のＣ末
端ネオエピトープに対して特異性を有する抗体または抗体フラグメント、好ましくは寄託
されたハイブリドーマ細胞株ＤＳＭ　ＡＣＣ２９１１によって形成されるモノクローナル
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抗体９６－１６３／０４のＦ（ａｂ’）2フラグメントまたはＦａｂフラグメントをさら
に含む。
【図面の簡単な説明】
【００４８】
【図１】均質系ＬＯＣＩ（登録商標）分析（実施例３を参照）におけるＦ２／Ｆ１＋２を
数量化するための校正プロット。これらの測定されたシグナルは、ビオチン化された免疫
複合体特異性抗体（ＢＡ）をケミビーズ（化学発光粒子）に結合したＦ２／Ｆ１＋２ネオ
エピトープ特異性抗体（ＣＢ）と組み合わせて使用した最初の分析計画（実線）、および
ビオチン化されたＦ２／Ｆ１＋２ネオエピトープ特異的抗体（ＢＡ）をケミビーズに結合
した免疫複合体特異的抗体（ＣＢ）と組み合わせて使用した第２の分析計画（破線）の両
方のＦ１＋２の濃度に対して比例関係を示している。
【実施例】
【００４９】
　以下の実施例は、本発明を説明する役目を果たしており、限定的なものとして解釈され
るべきではない。
【００５０】
　（実施例１：免疫抗原としての使用するための種々の免疫複合体の作製）
　以下の免疫複合体を、免疫抗原として使用した。
【表１】

【００５１】
　（出発物質）
　（使用したプロトロンビンフラグメント）
　（Ｆ２／Ｆ１＋２ペプチド１５ｍｅｒ）
　ヒトプロトロンビンフラグメントＦ２／Ｆ１＋２の１４Ｃ末端アミノ酸残基およびさら
なるアミノ末端システイン残基からなる合成ペプチド（配列：Ｈ－Ｃｙｓ－Ｌｅｕ－Ａｓ
ｐ－Ｇｌｕ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ａｓｐ－Ｇｌｕ－Ｇｌｕ－Ａｒｇ－Ａｌａ－Ｉｌｅ－Ｇｌ
ｕ－Ｇｌｙ－Ａｒｇ－ＯＨ）。
【００５２】
　（完全Ｆ２フラグメント）
　完全Ｆ２フラグメント（１４ｋＤａ）を得るために、市販の凝固因子濃縮物（ヒトプロ
トロンビン複合体）を、プロトロンビン（Ｂｅｒｉｐｌｅｘ　Ｐ／Ｎ　５００，ＣＳＬ　
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Ｂｅｈｒｉｎｇ　ＧｍｂＨ，Ｍａｒｂｕｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ）の供与源として使用した
。Ｆ２作製物の作製を、以下の方法で行った：
　１．活性緩衝液（１０ｍｍｏｌ　Ｔｒｉｓ、１０ｍｍｏｌ　ＣａＣｌ2、ｐＨ７．５）
中へのＢｅｒｉｐｌｅｘの溶解
　２．ＦＸ特異的ＲＶＶセファロース（キャリア物質に結合したヘビ毒）を使用した凝固
活性化、および３７℃にて攪拌しながらのインキュベーション
　３．吸引漏斗または遠心分離によるキャリア物質の除去、引き続いてＰＭＳＦ（フッ化
フェニルメチルスルホニル）を使用しての凝固活性の停止およびクエン酸ナトリウムの添
加
　４．塩化バリウムを使用してのＧｌａドメインを有する切断生成物の二倍吸収／沈殿、
および遠心分離による除去
　５．上清の安定化、濾過および濃縮
　６．ＳｕｐｅｒｄｅｘTM７５ゲル物質（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ　Ｅｕｒｏｐｅ　
ＧｍｂＨ，Ｇｅｒｍａｎｙ）、走行緩衝液（ｒｕｎｎｉｎｇ　ｂｕｆｆｅｒ）（５０ｍｍ
ｏｌ　ＮａＨＰＯ4、ｐＨ８．５）を使用しての上清のゲル濾過、さらなる精製のための
Ｆ２含有画分の使用
　７．Ｍｏｎｏ　Ｑキャリア物質（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ　Ｅｕｒｏｐｅ　Ｇｍｂ
Ｈ，Ｇｅｒｍａｎｙ）を使用した陰イオン交換クロマトグラフィー：
　緩衝液Ａ：５０ｍｍｏｌ　ＮａＨＰＯ4、ｐＨ８．５
　緩衝液Ｂ：５０ｍｍｏｌ　ＮａＨＰＯ4＋１ｍｏｌ　ＮａＣｌ、ｐＨ８．５
　緩衝液Ａ中へのＦ２含有画分の添加、直線的な塩勾配（０～４０％緩衝液Ｂ、２０カラ
ム容量）での溶離、Ｆ２含有画分の収集および貯留
　８．ＳＤＳ－ＰＡＧＥおよびウエスタンブロットによる作製物の純度のチェック。
【００５３】
　（使用した抗体および抗体フラグメント）
　プロトロンビンフラグメントＦ２／Ｆ１＋２のＣ末端ネオエピトープに対して特異性を
有するモノクローナル抗体Ｆ１＋２　９６－１６３／０４を、米国特許第５，８３０，６
８１号（Ｈｕｒｓｔｉｎｇ等）の教示に従って作製した。抗体を産生するハイブリドーマ
細胞株を、受託番号ＤＳＭ　ＡＣＣ２９１１で寄託した。Ｆａｂフラグメントを作製する
ために、抗体Ｆ１＋２　９６－１６３／０４を、既知の方法によってパパインを用いて切
断し、Ｆａｂフラグメントを濃縮した。
【００５４】
　（免疫複合体の作製）
　合成Ｆ２／Ｆ１＋２ペプチド（１５ｍｅｒ）、またはモノクローナル抗体Ｆ１＋２　９
６－１６３／０４もしくはそのＦａｂフラグメントに対して過剰な、精製された完全Ｆ２
フラグメント（１０～３０モル）を添加し、室温にて３～３．５時間ＰＢＳ緩衝液（ｐＨ
７．２）中でインキュベートし、その後ＳｅｐｈａｃｒｙｌTMＳ－１００（ＧＥ　Ｈｅａ
ｌｔｈｃａｒｅ　Ｅｕｒｏｐｅ　ＧｍｂＨ，Ｇｅｒｍａｎｙ）でのクロマトグラフィーに
よって免疫複合体を精製することによって、免疫複合体を作製した。
【００５５】
　（免疫複合体の架橋）
　０．２％の濃度で、グルタルアルデヒドを混合物に添加し、その混合物を２～８℃にて
２時間インキュベートした。ＮａＢＨ4を添加することによってその反応を停止し、架橋
した免疫複合体をＨｉＰｒｅｐTM脱塩用カラム（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ　Ｅｕｒｏ
ｐｅ　ＧｍｂＨ，Ｇｅｒｍａｎｙ）によって精製した（走行緩衝液：ＰＢＳ（ｐＨ７．２
））。
【００５６】
　（キャリアタンパク質への結合）
　免疫複合体または架橋した免疫複合体を、既知の慣例的な方法によってキーホールリン
ペットヘモシアニン（ＫＬＨ）またはオボアルブミンに結合させた。
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【００５７】
　（実施例２：本発明の抗体の作製およびスクリーニング）
　先行技術に従って、免疫抗原２０μｇの各場合においてＢＡＬＢ／ｃマウスを腹腔内で
免疫化した（実施例１の免疫複合体を参照のこと）。この免疫化した動物の膵臓細胞をミ
エローマ細胞（Ｓｐ２／０）に融合させ、ハイブリドーマ細胞株を樹立した。
【００５８】
　適した抗体を、以下のように同定した：
　ＥＬＩＳＡ　Ｎｏ．１：Ｆ２フラグメントおよびモノクローナル抗体Ｆ１＋２　９６－
１６３／０４のＦ（ａｂ’）2フラグメントからなる免疫複合体との反応性
　モノクローナル抗体Ｆ１＋２　９６－１６３／０４のＦ（ａｂ’）2フラグメントでコ
ーティングしたマイクロタイタープレートを、Ｆ２フラグメント（実施例１を参照のこと
）を含有する溶液中でインキュベートし、Ｆ２／Ｆ１＋２－特異的抗体のＦ（ａｂ’）2

フラグメントとＦ２フラグメントの免疫複合体を形成した。
【００５９】
　ＥＬＩＳＡ　Ｎｏ．２：Ｆ２フラグメント単独との反応性
　マイクロタイタープレートを、精製したＦ２フラグメント（実施例１を参照のこと）で
コーティングした。
【００６０】
　ＥＬＩＳＡ　Ｎｏ．３：モノクローナル抗体Ｆ１＋２　９６－１６３／０４のＦ（ａｂ
’）2フラグメント単独との反応性
　マイクロタイタープレートを、Ｆ２／Ｆ１＋２－特異的抗体９６－１６３／０４のＦ（
ａｂ’）2フラグメントでコーティングした。
【００６１】
　１００μｌの細胞培養上清（１：２希釈）を、コーティングしたマイクロタイタープレ
ートの各ウェル中にピペットで入れ、＋１５～＋２５℃にて１時間インキュベートした。
そのプレートを洗浄液ＰＯＤ（ＯＳＥＷ；Ｓｉｅｍｅｎｓ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ　Ｄｉ
ａｇｎｏｓｔｉｃｓ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ＧｍｂＨ，Ｍａｒｂｕｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ）
で２回洗浄した後、１００μｌの抗マウスＩｇＧ／Ｆｃ－ＰＯＤ接合体（ペルオキシダー
ゼ接合体、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ　ＧｍｂＨ，Ｇｅｒｍａｎｙ，Ｐｒｏｄ．Ｎｏ．
Ａ０１６８）をピペットで各ウェルに入れ、＋１５～＋２５℃にて１時間インキュベート
した。そのプレートを２回以上洗浄した後、１００μｌの色原体ＴＭＢ溶液（テトラメチ
ルベンジジン溶液、Ｓｉｅｍｅｎｓ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ　
Ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ＧｍｂＨ，Ｍａｒｂｕｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ）をピペットで各ウェル
に入れ、＋１５～＋２５℃にてさらに３０分インキュベートした。インキュベート後、１
００μｌの停止溶液ＰＯＤ（Ｓｉｅｍｅｎｓ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔ
ｉｃｓ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ＧｍｂＨ，Ｍａｒｂｕｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ）をピペットで
各ウェルに入れ、そのマイクロタイタープレートを、Ｔｅｃａｎ　ＳｕｎｒｉｓｅTM吸光
度読取装置（Ｔｅｃａｎ　Ｄｅｕｔｓｃｈｌａｎｄ　ＧｍｂＨ，Ｃｒａｉｌｓｈｅｉｍ，
Ｇｅｒｍａｎｙ）において４５０ｎｍにて評価した。
【００６２】
　細胞培養上清が免疫複合体と良好な反応性を示し（ＥＬＩＳＡ　Ｎｏ．１）、個々の成
分と最小限の反応性しか示さないか全く反応性を示さない（ＥＬＩＳＡ　Ｎｏ．２および
Ｎｏ．３）細胞株をクローン化し、大量の抗体をこれらのクローンから精製した。この精
製した抗体の濃度を１または０．１μｇ／ｍｌに調整し、ＥＬＩＳＡ　Ｎｏ．１～３にお
いてアッセイした。
【００６３】
　これらの結果を表２（抗体濃度１μｇ／ｍｌ）および表３（抗体濃度０．１μｇ／ｍｌ
）に示す。４５０ｎｍでの吸光値を、測定データとして示す。
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【表２】

【００６４】
【表３】

【００６５】
　試験したモノクローナル抗体をより明確にするためにグループに分けた：
　グループ１：Ｆ２フラグメントおよびＦ２／Ｆ１＋２ネオエピトープ特異的抗体Ｆ１＋
２　９６－１６３／０４のＦ（ａｂ’）2フラグメントから構成される免疫複合体に対し
て特異性を有する本発明の抗体；
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　グループ２：コントロールとして含まれるＦ２フラグメントのＮ末端半分上のエピトー
プに結合するプロトロンイン特異的抗体（欧州特許第１５４１６７６（Ａ１）、実施例２
ｄ）およびｅ）を参照、受託番号ＤＳＭ　ＡＣＣ２６０７で寄託されたハイブリドーマ細
胞株）；
　グループ３：コントロールとして含まれる、米国特許５，８３０，６８１号（Ｈｕｒｓ
ｔｉｎｇ等）の教示に従って作製されたプロトロンビンフラグメントＦ２／Ｆ１＋２のＣ
末端ネオエピトープに対して特異性を有するモノクローナル抗体；
　グループ４：ネガティブコントロールとして含まれるＦ２／Ｆ１＋２系とは性質を異に
するモノクローナル抗体。
【００６６】
　グループ１の本発明の抗体は、免疫複合体に対してモノクローナル抗体の所望される特
異性を示している。すなわちＥＬＩＳＡ　Ｎｏ．１においては複合体と非常に良好な反応
性を示しているが、ＥＬＩＳＡＮｏ．２および３においてはごく小さい反応のみまたは反
応を示していない。
【００６７】
（実施例３：　Ｆ２／Ｆ１＋２を数量化するための均質系ＬＯＣＩ（登録商標）アッセイ
）
　本明細書中で使用されるＬＯＣＩ（登録商標）技術は、　光増感剤によって生成する一
重項酸素が、化学発光化合物を励起することのできるように、分析対象物への結合を介し
て空間的近接に導かれているラテックス粒子（Ｃｈｅｍｉｂｅａｄｓ、ＣＢ）上に結合さ
れた化学発光化合物およびラテックス粒子（Ｓｅｎｓｉｂｅａｄｓ、ＳＢ）上に結合され
た光増感剤をベースとしている。生成した化学発光の量は、分析物の量と相関関係にある
。Ｆ１＋２濃度におけるシグナルの依存度は、均質系免疫測定法計画においてＬＯＣＩ（
登録商標）技術を使用して示された。
【００６８】
　第１の分析計画について、この免疫複合体特異的抗体２００６－１７５／０２４（ＤＳ
Ｍ　ＡＣＣ　２９１２より）、２００６－１８８／０４４（ＤＳＭ　ＡＣＣ　２９１３よ
り）または２００６－１８８／０６９（ＤＳＭ　ＡＣＣ　２９１４より）をケミビーズ（
Chemibeads）に結合した。ストレプトアビジンコーティングしたＳｅｎｓｉｂｅａｄｓを
第２成分として使用した。ビオチン化Ｆ２／Ｆ１＋２ネオエピトープ特異的抗体９６－１
６３／０４（ＤＳＭ　ＡＣＣ２９１１より）を第３の成分として使用した。
【００６９】
　第２の分析計画について、Ｆ２／Ｆ１＋２ネオエピトープ特異的抗体９６－１６３／０
４（ＤＳＭ　ＡＣＣ２９１１より）をケミビーズに結合した。ストレプトアビジンコーテ
ィングしたＳｅｎｓｉｂｅａｄｓを第２成分として使用した。ビオチン化免疫複合体特異
的抗体２００６－１７５／０２４（ＤＳＭ　ＡＣＣ　２９１２より）、２００６－１８８
／０４４（ＤＳＭ　ＡＣＣ　２９１３より）または２００６－１８８／０６９（ＤＳＭ　
ＡＣＣ　２９１４より）を第３の成分として使用した。
【００７０】
　Ｆ１＋２濃度を数量化するために血漿サンプルを２つの試薬（ケミビーズおよびビオチ
ン化抗体）と混合し、３７℃で２２０分間インキュベートした。次いでＳｅｎｓｉｂｅａ
ｄｓをさらなるシグナル要素として加え、混合した。その後３７℃で３６０分間さらにイ
ンキュベートした。次いでこの化学発光をＬＯＣＩリーダーにて測定した。
【００７１】
　ヒト血漿サンプル中のＦ２／Ｆ１＋２濃度を数量化するための標準プロットを構築した
。この目的は、Ｆ１＋２を適切な緩衝液中で規定濃度の５０００ｐｍｏｌ／ｌに合わせる
ことであった。このストック溶液の段階希釈を作成し、上記に記載するとおりに分析した
。測定されたシグナル高度に対するＦ１＋２濃度（Ｘ軸）のプロットは、校正プロットを
提供する。図１から明らかなように、２つの異なる分析計画において生成したシグナルは
、サンプル中のＦ１＋２濃度に比例し、そのことでＦ１＋２濃度を数量化することが可能
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となる。
【００７２】
　本明細書中で選択された分析計画を用いて、１６０００００ｐｍｏｌ／ｌ　Ｆ１＋２の
濃度まで高容量フック効果（ｈｉｇｈ－ｄｏｓｅ　ｈｏｏｋ　ｅｆｆｅｃｔ）が見出され
なかったことを、さらなる研究が示している。従って、分析物の不正確で低い測定が実質
的に防止される。

【図１】
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