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(54)【発明の名称】 イヌＢＮＰに対する特異抗体を用いたサンドイッチ測定方法

(57)【要約】
【課題】  イヌＢＮＰの免疫測定方法を提供する。
【解決手段】  イヌＢＮＰを認識し、互いにイヌＢＮＰ
への結合を阻害しない２種類の単一特異的な抗体を組み
合わせたイヌＢＮＰのサンドイッチ免疫測定方法を見出
した。配列番号１記載のアミノ酸配列のうち、１３５位
のＡｓｎから１４０位のＴｙｒを認識するモノクローナ
ル抗体および１１８位のＣｙｓから１３４位のＣｙｓを
認識するモノクローナル抗体を組み合わせたイヌＢＮＰ
のサンドイッチ免疫測定方法を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  配列番号１記載のアミノ酸配列のうち、
１０９位のＳｅｒから１４０位のＴｙｒからなるイヌＢ
ＮＰを認識する、イヌＢＮＰのサンドイッチ免疫測定に
使用可能な単一特異的な抗体。
【請求項２】  配列番号１記載のアミノ酸配列のうち、
（ａ）１０９位のＳｅｒから１１７位のＧｌｙ；
（ｂ）１１８位のＣｙｓから１３４位のＣｙｓ；または
（ｃ）１３５位のＡｓｎから１４０位のＴｙｒ；
のいずれか１つの部位を認識する請求項１記載の抗体。
【請求項３】  配列番号１記載のアミノ酸配列のうち、
１３５位のＡｓｎから１４０位のＴｙｒを認識する請求
項１記載の抗体。
【請求項４】  モノクローナル抗体である請求項３記載
の抗体。
【請求項５】  マウスハイブリドーマｄＢＣ１０７（Ｆ
ＥＲＭ  Ｐ－１８００５）により産生される請求項４記
載の抗体。
【請求項６】  配列番号１記載のアミノ酸配列のうち、
１１８位のＣｙｓから１３４位のＣｙｓを認識する請求
項１記載の抗体。
【請求項７】  モノクローナル抗体である請求項６記載
の抗体。
【請求項８】  マウスハイブリドーマｄＢＲ１０３（Ｆ
ＥＲＭ  Ｐ－１８００４）により産生される請求項７に
記載の抗体。
【請求項９】  イヌＢＮＰに対するモノクローナル抗体
を産生するマウスハイブリドーマｄＢＣ１０７（ＦＥＲ
Ｍ Ｐ－１８００５）。
【請求項１０】  イヌＢＮＰに対するモノクローナル抗
体を産生するマウスハイブリドーマｄＢＲ１０３（ＦＥ
ＲＭ Ｐ－１８００４）。
【請求項１１】  請求項１および２記載の抗体から選ば
れる、互いにイヌＢＮＰに対する結合を阻害しない２種
類の単一特異的な抗体を組合わせたサンドイッチ免疫測
定方法。
【請求項１２】  １１８位のＣｙｓから１３４位のＣｙ
ｓを認識する単一特異的な抗体および１３５位のＡｓｎ
から１４０位のＴｙｒを認識する単一特異的な抗体を組
合わせた請求項１１記載の免疫測定方法。
【請求項１３】  １１８位のＣｙｓから１３４位のＣｙ
ｓを認識するモノクローナル抗体および１３５位のＡｓ
ｎから１４０位のＴｙｒを認識するモノクローナル抗体
を組合わせた請求項１１記載の測定方法。
【請求項１４】  ハイブリドーマｄＢＣ１０７（ＦＥＲ
Ｍ Ｐ－１８００５）およびハイブリドーマｄＢＲ１０
３（ＦＥＲＭ Ｐ－１８００４）により産生される２種
類のモノクローナル抗体を用いることを特徴とする請求
項１３に記載の測定方法。
【請求項１５】  請求項１から８のいずれかに記載の抗
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体を含むイヌＢＮＰ測定キット。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する分野】本発明は、イヌＢＮＰを認識する
単一特異的な抗体および該抗体を用いたイヌＢＮＰのサ
ンドイッチ免疫測定方法に関する。
【０００２】
【従来の技術】１９８８年、Ｓｕｄｏｈらはブタ脳から
心房性利尿ペプチド（ＡｔｒｉａｌＮａｔｒｉｕｒｅｔ
ｉｃ  Ｐｅｐｔｉｄｅ；ＡＮＰ）と構造が極めて類似し
たペプチドを分離同定し、脳性ナトリウム利尿ペプチド
（Ｂｒａｉｎ  Ｎａｔｒｉｕｒｅｔｉｃ  Ｐｅｐｔｉｄ
ｅ；ＢＮＰ）と命名した（Ｎａｔｕｒｅ，３３２（６１
５９），７８－８１（１９８８）．）。その後、Ｓａｉ
ｔｏらはＢＮＰはブタ心臓でも合成され、血中に分泌さ
れることを示した（Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌａｎｄ  Ｂ
ｉｏｐｈｙｓｉｃａｌ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ  Ｃｏｍｍｕ
ｎｉｃａｔｉｏｎｓ，１５８（２），３６０－３６８
（１９８９）．）。その後、他の動物種からもＢＮＰは
単離されている。１９８９年には、Ｉｔｏｈらがラット
心房から（Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ  ａｎｄ  Ｂｉｏｐ
ｈｙｓｉｃａｌ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ  Ｃｏｍｍｕｎｉｃ
ａｔｉｏｎｓ，（２）１６１，７３２－７３９（１９８
９）．）、Ｓｅｉｌｈａｍｅｒらがイヌから（Ｂｉｏｃ
ｈｅｍｉｃａｌ  ａｎｄ  Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａｌ  Ｒ
ｅｓｅａｒｃｈ  Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，１６
５（２），６５０－６５８（１９８９）．）ＢＮＰを単
離し、１９９０年にはＫａｍｂａｙａｓｈｉらがヒト心
房からＢＮＰを単離した（ＦＥＢＳ  Ｌｅｔｔｅｒｓ，
２５９（２），３４１－３４５（１９９０）．）。
【０００３】現在までの臨床研究を通じて、ヒトＢＮＰ
の血中濃度測定は心疾患における心機能を反映する機能
評価法として広く臨床応用されるに至っている。一方、
イヌは人によってもっとも多く飼育されている愛玩動物
の一つであり、家族と変わることなく人の生活に入り込
んでいる動物種であるが、その心臓病の発生頻度はヒト
などに比べて壮年以降のイヌにおいては極めて多い。日
本においては、飼育されているイヌは登録されて管理さ
れており、病院も都市を中心に充実しているものの、心
臓の簡便な機能評価法がないため、心疾患を早期に発見
することが難しく、タイムリーな治療ができない現状に
ある。このような背景から、ヒトと同様にＢＮＰの測定
の臨床応用はイヌのＱＯＬ改善をはじめとして、イヌ心
疾患の診断と治療に大きな意味があると考えられ、その
測定系の構築が望まれている。イヌＢＮＰが単離されて
から現在までに報告されているイヌＢＮＰの免疫学的測
定法は、イヌＢＮＰを抗原とし、ウサギを免疫して得た
抗血清を用いて測定している。しかしながら、効率的な
サンドイッチ免疫測定を可能にするほどには特異性が高
くない抗血清を用いたため、臨床応用が可能な高感度測
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定系は提供されていなかった。
【０００４】
【発明が解決しようとする課題】イヌＢＮＰに対するポ
リクローナル抗体は得られているものの、感度の高いサ
ンドイッチ測定系構築に必要なイヌＢＮＰに結合性を有
する特異抗体は未だ得られていない。本発明は、イヌＢ
ＮＰの効率的なサンドイッチ免疫測定を可能とするよう
な特定部位に高い特性を持つ単一特異的な抗体および該
抗体を用いたサンドイッチ免疫測定方法を提供するもの
である。
【０００５】
【課題を解決する手段】本発明者らは、イヌＢＮＰの高
感度の測定方法の提供を目的として研究した結果、本発
明を見出し、これを完成した。
【０００６】すなわち、本発明は、
（１）  配列番号１記載のアミノ酸配列のうち、１０９
位のＳｅｒから１４０位のＴｙｒからなるイヌＢＮＰを
認識する、イヌＢＮＰサンドイッチ免疫測定に使用可能
な単一特異的な抗体；
（２）  配列番号１記載のアミノ酸配列のうち、
（ａ）１０９位のＳｅｒから１１７位のＧｌｙ；
（ｂ）１１８位のＣｙｓから１３４位のＣｙｓ；または
（ｃ）１３５位のＡｓｎから１４０位のＴｙｒ；
のいずれか１つの部位を認識する（１）記載の抗体；
（３）配列番号１記載のアミノ酸配列のうち、１３５位
のＡｓｎから１４０位のＴｙｒの部位を認識する（１）
記載の抗体；
（４）  モノクローナル抗体である（３）記載の抗体；
（５）  マウスハイブリドーマｄＢＣ１０７（ＦＥＲＭ
  Ｐ－１８００５）により産生される（４）記載の抗
体；
（６）  配列番号１記載のアミノ酸配列のうち、１１８
位のＣｙｓから１３４位のＣｙｓの部位を認識する
（１）記載の抗体；
（７）  モノクローナル抗体である（６）記載の抗体；
（８）  マウスハイブリドーマｄＢＲ１０３（ＦＥＲＭ
  Ｐ－１８００４）により産生される（７）に記載の抗
体；
（９）  イヌＢＮＰに対するモノクローナル抗体を産生
するマウスハイブリドーマｄＢＣ１０７（ＦＥＲＭ Ｐ
－１８００５）；
（１０）  イヌＢＮＰに対するモノクローナル抗体を産
生するマウスハイブリドーマｄＢＲ１０３（ＦＥＲＭ 
Ｐ－１８００４）；
（１１）  （１）および（２）記載の抗体から選ばれ
る、互いにイヌＢＮＰに対する結合を阻害しない２種類
の抗体を組合わせたサンドイッチ免疫測定方法；
（１２）  １１８位のＣｙｓから１３４位のＣｙｓを認
識する単一特異的な抗体および１３５位のＡｓｎから１
４０位のＴｙｒを認識する単一特異的な抗体を組合わせ
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た（１１）記載の免疫測定方法；
（１３）  １１８位のＣｙｓから１３４位のＣｙｓを認
識するモノクローナル抗体および１３５位のＡｓｎから
１４０位のＴｙｒを認識するモノクローナル抗体を組合
わせた（１１）記載の免疫測定方法；
（１４）  ハイブリドーマｄＢＣ１０７（ＦＥＲＭ Ｐ
－１８００５）およびハイブリドーマｄＢＲ１０３（Ｆ
ＥＲＭ Ｐ－１８００４）により産生されるモノクロー
ナル抗体を組合わせることを特徴とする（１３）に記載
の免疫測定方法および；
（１５）  （１）から（８）のいずれかに記載の抗体を
含むイヌＢＮＰ測定キット；に関する。
【０００７】本発明において、「単一特異的な抗体」と
は、単一のエピトープを認識する抗体を意味する。その
様な抗体は、目的とするエピトープを含むポリペプチド
を免疫原とすることで得られる抗体および単一のエピト
ープのみを認識するような抗体成分だけをアフィニティ
精製することにより得られる抗体が含まれ、例えば、モ
ノクローナル抗体が挙げられる。従って、複数のエピト
ープを有するポリペプチドを免疫原として得られる抗
体、例えば、生理活性を有するタンパク質全体を免疫原
とすることで得られるポリクローナル抗体は、本発明の
「単一特異的な抗体」には含まれない。「イヌＢＮＰ」
とは、配列番号１記載のアミノ酸配列のうち１０９位の
Ｓｅｒから１４０位のＴｙｒまでの３２アミノ酸残基か
らなるポリペプチドを意味する。また、「イヌＢＮＰ」
は、配列番号１記載のアミノ酸配列のうち１１８位と１
３４位のＣｙｓがＳ－Ｓ結合を形成し、シスチンとなる
ことで環状構造を形成することがあり、その様な構造を
とる場合、配列番号１記載の１０９位のＳｅｒから１１
７位のＧｌｙの９アミノ酸残基からなる部位を「Ｎ末
端」、１１８位のＣｙｓから１３４位のＣｙｓの１７ア
ミノ酸残基からなる部位を「リング」、１３５位のＡｎ
ｓから１４０位のＴｙｒの６アミノ酸残基からなる部位
を「Ｃ末端」という。
【０００８】「サンドイッチ免疫測定に使用可能」と
は、互いに異なるエピトープを認識する単一特異的な抗
体であって、該抗体が目的とする測定対象、例えば、イ
ヌＢＮＰにお互いの結合を阻害することなく結合しうる
ことを意味する。本発明において、「マウスハイブリド
ーマｄＢＣ１０７」とは、イヌＢＮＰのＣ末端配列を認
識するモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマで
あり、該ハイブリドーマは、茨城県つくば市東１丁目１
番地１の行政独立法人産業技術総合研究所特許生物寄託
センターに、平成１２年８月２９日付けで、受託番号：
ＦＥＲＭ  Ｐ－１８００５として寄託されている。本発
明において、「マウスハイブリドーマｄＢＲ１０３」と
は、イヌＢＮＰのリングを認識するモノクローナル抗体
を産生するハイブリドーマであり、該ハイブリドーマ
は、茨城県つくば市東１丁目１番１番地１の行政独立法
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人産業技術総合研究所特許生物寄託センターに、平成１
２年８月２９日付けで、受託番号：ＦＥＲＭ  Ｐ－１８
００４として寄託されている。
【０００９】「互いにイヌＢＮＰに対する結合を阻害し
ない２種類の単一特異的な抗体を組合わせたサンドイッ
チ免疫測定方法」とは、イヌＢＮＰを単一特異的に認識
する、エピトープの異なる２種類の抗体を用いたサンド
イッチ免疫測定方法であって、該抗体は、一方が、他方
に阻害されることなくイヌＢＮＰと結合することが可能
な抗体を組合わせた免疫測定方法である。このような２
種類の単一特異的な抗体の組合わせとしては、例えば、
Ｎ末端とリングにそれぞれ単一特異的な抗体、Ｎ末端と
Ｃ末端にそれぞれ単一特異的な抗体、リングとＣ末端に
単一特異的な抗体などの組合わせが挙げられるが、好ま
しくは、リングとＣ末端を単一特異的に認識する抗体の
組合わせである。本測定方法に使用される２種類の単一
特異的な抗体としては、単一のエピトープを認識する抗
体であればいずれの抗体でも良く、好ましくは、モノク
ローナル抗体であり、更に好ましくは、マウスハイブリ
ドーマｄＢＣ１０７およびマウスハイブリドーマｄＢＲ
１０３により産生されるモノクローナル抗体である。
【００１０】「測定キット」は、本発明の単一特異的な
抗体を含んでおり、好ましくは、本発明の２種類の単一
特異的な抗体を含んでいる。使用する２種類の抗体のう
ち、一方の抗体は担体に固相化されていても良い。抗体
の担体への固相は直接的でも間接的でも良い。間接的な
固相方法としては、使用する抗体に対する抗体（ただ
し、測定対象への結合は阻害しないもの）、アビジン－
ビオチンや測定対象とは異なる抗原抗体等の組合わせた
方法が例示される。さらに、測定キットに固相化担体が
含まれていても良い。また、他方の抗体は標識されてい
ても良い。標識の抗体への結合は直接的でも間接的でも
良い。標識としては、放射性同位体、酵素、蛍光物質な
どが例示される。好ましくは、125Ｉ、ペルオキシダー
ゼ、アルカリフォスファターゼ、ルミノールである。ま
た、間接的な抗体への標識は前記標識を結合した使用す
る抗体に対する抗体（ただし、測定対象への結合は阻害
しないもの）、アビジン－ビオチンや測定対象とは異な
る抗原抗体等の組合わせた方法が例示される。このキッ
トは、更に、検量線、標準試薬、標準試薬の取り扱い指
示書などを含むことができる。
【００１１】
【発明の実施の形態】本発明の方法を説明する。
免疫
イヌＢＮＰに対する単一特異的な抗体を作製するために
は、まず、適切な抗原で動物を免疫する。特に、抗体と
イヌＢＮＰとの結合部位を考慮して抗体を作製する場合
には、結合させたい部位のみを含むペプチドを用いて抗
体を産生しえるような適切な免疫原を作製して、動物を
免疫する。免疫に使用する動物としては、例えば、マウ
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ス、ラット、ウサギ、ヤギなどが挙げられる。抗原に
は、イヌＢＮＰ自体またはその任意の部分のペプチドフ
ラグメントを用いることができ、好ましくは、Ｃ末端ま
たはリングのペプチドフラグメントである。ペプチドフ
ラグメントは、アミノ酸配列情報に基づき、ペプチド合
成機により化学的に合成され、免疫原として用いること
ができる。免疫原はそのまま使用することもできるが、
キャリアータンパク質と結合させてコンジュゲートで使
用することもできる。キャリアータンパク質としては、
例えば、ウシ血清アルビミン（ＢＳＡ）、ヘモシアニ
ン、およびウシチオグロブリン（ＢＴＧ）などの高分子
が挙げられるが、好ましくは、ＢＳＡである。コンジュ
ゲートを作製するために、ペプチドとキャリアータンパ
ク質を架橋試薬を用いて結合することもある。その様な
架橋試薬として、スクシンイミジル基およびマレイミド
基を有する２官能性架橋試薬であるマレイミド化合物を
用いることができ、スクシンイミジル４－（Ｎ－マレイ
ミドメチル）シクロヘキサン－１－カルボキシレート
（ＳＭＣＣ）、ｍ－マレイミドベンゾイル－Ｎ－ヒドロ
キシスクシンイミドエステル（ＭＢＳ）、スクシンイミ
ジル４－（ｐ－マレイミドフェニル）ブチレート（ＳＭ
ＰＢ）、ならびにＳｕｌｆｏ－ＭＢＳ、Ｓｕｌｆｏ－Ｓ
ＭＣＣなどが例示される。これらの架橋試薬のスクシン
イミジル基が第一アミンと反応し、さらにチオール反応
性マレイミドと反応して、システイン残基のチオール基
と共有結合を形成し架橋される。免疫原による免疫反応
を高めるために、例えば、フロイントの完全アジュバン
ト（ＣＦＡ）および不完全アジュバント（ＩＦＡ）を投
与してもよい。
【００１２】ポリクローナル抗体は、例えば、レーンら
の方法（Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ；ＡＬａｂｏｒａｔｏｒ
ｙ  Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂ
ｅｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ  Ｙ
ｏｒｋ（１９８９）．）などに従って作製することがで
きる。哺乳動物に抗原をフロイントの完全アジュバント
などの適切なアジュバントに乳濁した乳濁液を腹腔内、
皮下、または静脈内に投与して数週間に渡り複数回投与
することで免疫された哺乳動物を得て、それらの哺乳動
物から血清を採取し、精製することで作製できる。血中
の抗体力価は、イヌＢＮＰをヨウ素１２５で標識した
125Ｉ－Ｙ

0
－イヌＢＮＰ－３２をトレーサーとする競合

法ＲＩＡによって調べることができる。イヌＢＮＰの目
的部位以外に結合する抗体を除去したい場合は、目的部
位のペプチドを固相化した担体を作製し、公知の方法に
よりアフィニティ精製することで除去できる。
【００１３】抗イヌＢＮＰマウスモノクローナル抗体の
作製
また、モノクローナル抗体は、それらの哺乳動物から脾
臓またはリンパ節を採取し、それらから得られた抗体産
生細胞を骨髄腫（ミエローマ）細胞と融合させることに
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7
より、モノクローナル抗体産生ハイブリドーマを得るこ
とができる。細胞融合の方法は既知の方法で行うことが
でき、例えば、ケーラーとミルスタインの方法（Ｎａｔ
ｕｒｅ，２５６，４９５－４９７（１９７５）．）に従
って作製することができる。イヌＢＮＰを認識する特異
抗体を作製するために、上記に記載した方法に従ってマ
ウスを免疫する。十分に血中抗体力価が上昇しているこ
とを確認し、採血または脾臓細胞を分離する。モノクロ
ーナル抗体、特に、Ｃ末端やリングを認識するモノクロ
ーナル抗体を産生するハイブリドーマは、このようにし
て分離した脾臓細胞とミエローマ細胞を融合して作製し
得る。脾臓細胞は前記で免疫した動物、好ましくはマウ
ス由来である。ミエローマ細胞は、哺乳類由来であり、
好ましくはマウスミエローマ細胞である。細胞の融合に
はポリエチレングリコールなどを用い得る。融合により
得られたハイブリドーマをスクリーニングおよびクロー
ニングすることにより、望ましいハイブリドーマを選択
し得る。モノクローナル抗体の作製するには、前記で得
られたハイブリドーマをインビトロまたはインビボで培
養する。好ましくは、インビボで培養する。例えば、マ
ウスモノクローナルを含む腹水を産生させるために、マ
ウスの腹腔内に前記ハイブリドーマを投与する。モノク
ローナル抗体は、産生された腹水から、当業者に公知の
方法により容易に精製され得る。
【００１４】免疫学的測定法
本免疫測定方法に用いる単一特異的な抗体としては、安
定的に供給しうるモノクローナル抗体が望ましい。以
下、モノクローナル抗体を用いて例示する。抗体（第一
のモノクローナル抗体）を固相に固定し、抗原を含む資
料と共にインキュベートする工程、さらに標識した第二
のモノクローナル抗体を加えて、得られた混合物をイン
キュベートする工程、および混合物中の生成した標識さ
れた抗原抗体複合体を検出する工程を包含するサンドイ
ッチ免疫学的測定法が例示される。また、本発明の免疫
学的測定法では、試料と、固相化した第一のモノクロー
ナル抗体および標識した第二のモノクローナル抗体とを
同時にインキュベートしてもよい。
【００１５】本発明のサンドイッチ免疫学的測定法とし
ては、その検出方法により、サンドイッチ放射免疫測定
法（ＲＩＡ法）、サンドイッチ酵素免疫測定法（ＥＩＡ
法）、サンドイッチ蛍光免疫測定法（ＦＩＡ法）、サン
ドイッチ発光免疫測定法（ＣＬＩＡ法）、サンドイッチ
発光酵素免疫測定法（ＣＬＥＩＡ法）、サンドイッチ法
に基づく免疫クロマトグラフ法などの全てのサンドイッ
チ免疫測定法が応用しうる。定量のためには、ＲＩＡ
法、ＥＩＡ法が好ましい。本発明の第一の単一特異的な
抗体は、マイクロタイタープレート、ビーズ、チュー
ブ、メンブレン、濾紙、プラスチック性カップなどの担
体に固相することができ、特に、ポリエチレンビーズが
好適に用いられる。測定する試料は、イヌの血漿、血
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清、血液、尿などイヌＢＮＰを含む試料であり得る。本
発明の第二のモノクローナル抗体は、放射性同位元素、
酵素、蛍光物質、発光物質、または目視判定可能な官位
測定法などでは金コロイドや着色ラテックスなどにより
標識されえる。標識に用いられる放射性同位元素として
は、14Ｃ、3Ｈ、32Ｐ、125Ｉ、131Ｉなどであり、特
に、125Ｉが好適に用いられる。これらは、クロラミン
Ｔ法、ペルオキシダーゼ法、Ｉｏｄｏｇｅｎ法、ボルト
ハンター法などにより、モノクローナル抗体に結合され
得る。標識に用い得る酵素としては、例えば、βガラク
トシダーゼ（βＧＡＬ）、アルカリフォスファターゼ
（ＡＬＰ）、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）な
どを含む。これらは、仲根法、石川らの方法（医学書
院；酵素免疫測定法，第３版，７５－１２７，（１９８
７）．）などによりモノクローナル抗体に結合され得
る。標識に用いる蛍光物質としては、フルオレセイン、
フルオレサミン、フルオレセインイソチオシアネート、
テトラメチルローダミンイソチオシアネートなどがあ
る。標識に用いる発光物質としては、ルシフェリン、ル
ミノール誘導体、アクリジニウムエステルなどがある。
簡易測定法などでは、金コロイドや着色ラテックスを用
いてもよい。
【００１６】好ましい実施態様によれば、イヌＢＮＰサ
ンドイッチＲＩＡ法が行われ得る。イヌＢＮＰサンドイ
ッチＲＩＡ法は、具体的には、標準イヌＢＮＰ溶液また
は試料に、第一のモノクローナル抗体を固相したビーズ
を加えて混和し、４℃から４５℃、好ましくは２５℃か
ら３７℃で、１から４時間、好ましくは２時間インキュ
ベートする（第一反応）。洗浄後、例えば125Ｉで標識
した第二のモノクローナル抗体を含む溶液を加え、４℃
から４５℃、好ましくは２５℃から３７℃で、１から４
時間好ましくは２時間インキュベートし、、ビーズ上に
抗体／イヌＢＮＰ／抗体複合体を形成する（第二反
応）。洗浄後、ビーズに結合した抗原抗体複合体の放射
活性をガンマーカウンターなどで検出することによりイ
ヌＢＮＰの量を測定し得る。他の好ましい実施態様によ
れば、イヌＢＮＰサンドイッチＥＩＡ法が行われ得る。
イヌＢＮＰサンドイッチＥＩＡ法は、具体的には、標準
イヌＢＮＰ溶液または試料に、第一のモノクローナル抗
体を固定したビーズを加えて混和し、４℃から４５℃、
好ましくは２５℃から３７℃で、１から４時間、好まし
くは２時間インキュベートする（第一反応）。洗浄後、
酵素標識、例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲ
Ｐ）で標識した第二のモノクローナル抗体を含む溶液を
加え、４℃から４５℃、好ましくは２５℃から３７℃
で、１から４時間好ましくは２時間インキュベートし、
ビーズ上に抗体－イヌＢＮＰ－抗体からなる免疫複合体
を形成する（第二反応）。ビーズ上の酵素活性を、酵素
に特異的な基質、例えば、標識酵素がＨＲＰであればテ
トラメチルベンヂチン（ＴＭＢ）を介して比色法により
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9
測定し、それによりビーズ上の捕獲されたイヌＢＮＰの
量を測定し得る。比色定量は、通常の分光光度計などで
行われ得る。
【００１７】
【実施例】本発明を以下の実施例によりさらに説明す
る。
実施例１
イヌＢＮＰに対する競合ＲＩＡ法の設定
ヒトＢＮＰのリング部位を認識し、イヌＢＮＰに交叉結
合性を有する抗ヒトＢＮＰモノクローナル抗体ＫＹ－ｈ
ＢＮＰ－ＩＩ（特願平２－９９６２３）、および125Ｉ-
Ｙ

0
－ヒトＢＮＰ（１－３２）を用いることにより、イ

ヌＢＮＰ測定のために競合系ＲＩＡを構築した。モノク
ローナル抗体ＫＹ－ｈＢＮＰ－ＩＩを産生するハイブリ
ドーマＫＹ－ｈＢＮＰ－ＩＩは、平成２年（１９９０
年）４月１１日から、茨城県つくば市東１丁目1番１番
地１の行政独立法人産業技術総合研究所特許生物寄託セ
ンターに、Ｍｏｕｓｅ  Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ  ＫＹ－ｈ
ＢＮＰ－ＩＩ、受託番号：ＦＥＲＭ ＢＰ－２８６３と
して、ブタペスト条約に基づき寄託されている。ＲＩＡ
にはアッセイ緩衝液として０．０１Ｍ  ＰＢＳ、ｐＨ
７．４（１ｍＭ  ＥＤＴＡ・２Ｎａ、０．０１％（Ｗ／
Ｖ）  ＮａＮ

3
、０．２％（Ｗ／Ｖ）  ＢＳＡを含む）

を使用した。125Ｉ－Ｙ
0
－ヒトＢＮＰはクロラミンＴ法

（Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ  ａｎｄ  Ｂｉｏｐｈｙｓｉ
ｃａｌ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ  Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏ
ｎｓ，１２４（３），８１５－８２１（１９８４）．）
により調製した。次の方法により、ヒトＢＮＰおよびイ
ヌＢＮＰの標準曲線を作成した。まず、ポリスチレンチ
ューブに各種濃度のＢＮＰ標準溶液を１００μＬ、125

Ｉ－Ｙ
0
－ヒトＢＮＰを１００μＬ（４０，０００ｃｐ

ｍ）、モノクローナル溶液を１００μＬおよびアッセイ
緩衝液を２００μＬを分注し、攪拌した後、４℃で２０
時間インキュベートした。この溶液に２．５％（Ｗ／
Ｖ）γ－グロブリンを１００μＬおよび２５％（Ｗ／
Ｖ）ＰＥＧ－６０００を１００μＬ加え、４℃で１０分
間攪拌し後、３，０００ｒｐｍで２０分間遠心分離を行
い、得られた沈殿物の放射活性をガンマーカウンターで
測定した。
【００１８】ヒトＢＮＰおよびイヌＢＮＰの標準溶液に
おける各種濃度と放射活性との関係を、標準曲線として
第１図に示した。図中、横軸は各種ＢＮＰ濃度を、縦軸
は各種ＢＮＰ濃度における放射活性（Ｂ）とＢＮＰゼロ
濃度における放射活性（Ｂ

0
）との比率（Ｂ／Ｂ

0
）を示

している。その結果、リングを認識するモノクローナル
抗体ＫＹ－ｈＢＮＰ－ＩＩの標識抗原との反応は、イヌ
ＢＮＰによって競合され、ヒトＢＮＰとほぼ同等の最小
検出限界を有する容量依存的な競合曲線を描いた。そこ
で、さらなる反応系の最適化を行なった。イヌＢＮＰの
標準溶液における各種濃度と放射活性との関係を示す標
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準曲線および正常イヌより採取した血漿サンプル３種類
の測定結果を第２図に示す。その結果、イヌＢＮＰの最
小検出限界は約６００ｐｇ／ｍＬであり、正常イヌより
採取した血漿サンプルでは全く競合が起こらなかった。
よって、イヌＢＮＰ測定の臨床応用にはサンドイッチ免
疫測定法のような、より高感度の測定法の構築が必要で
あった。
【００１９】実施例２  モノクローナル抗体の調製
（１）ＢＮＰのリングを認識するモノクローナル抗体ｄ
ＢＲ１０３の調製
ペプチド合成機により調製した約２ｍｇのイヌＢＮＰ
（１０－２６）を、カルボキシイミドを用いて、９ｍｇ
の牛チログロブリン（シグマ社製）に結合させた。フロ
イントの完全アジュバントに乳濁させた約２０μｇのイ
ヌＢＮＰ（１０－２６）を含有する上記化合物を、２か
ら３週間間隔で、ＢＡＬＢ／ｃ系マウスの背部皮下およ
び腹腔内投与して免疫をおこなった。６匹中５匹のマウ
スにおいて抗体価が上昇したので、より高い反応性を示
した１匹をからモノクローナル抗体作製のための脾臓細
胞を摘出し、細胞融合に用いた。脾臓細胞とマウスミエ
ローマ細胞Ｘ６３－Ａｇ８．６５３との融合は、Ｍｕｋ
ｏｙａｍａらの方法（Ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，１
２，１１７－１２１（１９８８）．）に従った。細胞融
合の後、抗体反応陽性を示した全ての融合株をクローン
化して、最も強い反応性を有するクローンを選択した。
このように確立されたモノクローナル抗体をｄＢＲ１０
３と命名した。得られたハイブリドーマは、抗体産生能
に基づき選択し、限界希釈法によりクローン化して、Ｂ
ＡＬＢ／ｃマウスの腹腔内で増殖させた。モノクローナ
ル抗体のアイソタイプは、マウスモノクローナルタイピ
ングキット（マイルス社製）を用いて、オクタロニー法
により決定した。親和定数（Ｋａ（Ｍ-1））は、Ｓｃａ
ｔｃｈａｒｄらのスキャッチャードブロット（Ａｎｎ．
Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，５１，６６０（１９４
９）．）から得られた。ｄＢＲ１０３は、イヌＢＮＰに
対して３．０×１０8Ｍ-1の親和性を有する。しかしな
がら、ヒトＢＮＰ及びヒトＡＮＰとの交叉反応性は、い
ずれにおいても０．０１％であった。
【００２０】（２）ＢＮＰのＣ末端を認識するモノクロ
ーナル抗体ｄＢＣ１０７の調製
イヌＢＮＰ（２７－３２）を抗原として上記（１）の方
法と同様にしてＣ末端を認識するモノクローナル抗体ｄ
ＢＣ１０７を作製した。細胞融合の後、抗体反応陽性を
示した全ての融合株をクローン化して、最も強い反応性
を有するクローンを選択した。このように確立されたモ
ノクローナル抗体をｄＢＣ１０７と命名した。ｄＢＣ１
０７は、上記（１）と同様にして培養し、Ｋａを計算し
た。ｄＢＣ１０７はイヌＢＮＰに対して１．７×１０10

Ｍ-1の親和性を有する。しかしながら、ヒトＢＮＰ及び
ヒトＡＮＰとの交叉反応性は、いずれにおいても０．０
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１％であった。
【００２１】（３）イヌＢＮＰに対する抗血清の調製
上記（１）および（２）で得られた各モノクローナル抗
体の比較検討のため、イヌＢＮＰに対する抗血清を調製
した。免疫原としてイヌＢＮＰを、免疫動物として５羽
の家兎を用い免疫を行った。免疫原は２～３週間隔で計
５回の免疫を行い、各回での抗体力価を測定した。抗血
清は常法に従って調製した。その結果を表１に示す。但*

12
*し、「－」は採血を実施していないことを示している。
５羽の家兎のうちＡｎｔｉｓｅｒａ－４が第４回の免疫
時で８３０００と高い抗体力価を示したので、検討に用
いる抗血清を採取する対象として選択し、血液を採取し
て抗血清を調製した。また、今回検討に使用した各種抗
体の親和定数（Ｋａ)およびヒトＢＮＰおよびヒトＡＮ
Ｐとの交叉反応性を表２に示した。
【表１】

【表２】

【００２２】実施例３
（１）ゲルろ過クロマトグラフィーによるイヌＢＮＰと
抗体との複合体の分析
イヌＢＮＰと抗体とによって形成される複合体の評価を
ゲルろ過法を用いて行なった。抗体として、モノクロー
ナル抗体ｄＢＣ１０７およびｄＢＲ１０３、ならびにウ
サギ抗イヌＢＮＰ抗血清Ａｎｔｉｓｅｒａ－４を用い
た。イヌＢＮＰの125Ｉ標識体（125Ｉ－Ｙ

0
－イヌＢＮ

Ｐ）は、クロラミンＴ法により標識ヒトＢＮＰと同様に
して調製し、クロマトグラフィー緩衝液（０．２％  Ｂ
ＳＡを含む）に溶解したものを用いた。 試薬としてア
ッセイ緩衝液０．０１Ｍ  ＰＢＳ、ｐＨ７．４（１ｍＭ
  ＥＤＴＡ・２Ｎａ、０．０１％（Ｗ／Ｖ）  Ｎａ
Ｎ

3
、０．２％（Ｗ／Ｖ）  ＢＳＡを含む）およびクロ

マトグラフィー緩衝液１０ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＮａＣｌ、
ｐＨ７．０（０．１５Ｍ  ＮａＣｌを含む）を使用し
た。クロマトグラフィーの操作は全て室温で行った。ま
ず、ポリスチレンチューブに適当な濃度に調製したｄＢ
Ｃ１０７抗体溶液、ｄＢ１０７／ｄＢＲ１０３抗体溶液
を１００μＬ分注したものおよび抗体溶液を分注してい
ないものに、125Ｉ－Ｙ

0
－イヌＢＮＰ溶液１００μＬお

よびアッセイ緩衝液２００μＬを添加し、各試料を攪拌
後、室温で終夜インキュベートした。得られた各反応液
はＳｕｐｅｒｏｓｅ  ＨＲ１２カラム（ファルマシアバ
イオテク社製）を用いてゲルろ過クロマトグラフィーに
て分画を行った。クロマトグラフィー緩衝液で平衡化し
たＳｕｐｅｒｏｓｅ  ＨＲ１２カラムに、各試料をか
け、流速０．５ｍＬ／分で溶出した。カラムからのすべ
ての溶出物は、０．０１Ｍ  ＰＢＳ、ｐＨ７．４（２％

  ＢＳＡ含む）１００μＬが入っているポリプロピレン
チューブに０．５ｍＬで分画し、チューブ中の放射線量
をγ－カウンターで計測した。その結果を第３図に示し
た。125Ｉ－Ｙ

0
－イヌＢＮＰのみのものは（□）、125

Ｉ－Ｙ
0
－イヌＢＮＰとｄＢＣ１０７の組合わせは

（◇）、125Ｉ－Ｙ
0
－イヌＢＮＰとｄＢＣ１０７および

ｄＢＲ１０３の組合わせは（●）で溶出パターンを示し
た。125Ｉ－Ｙ

0
－イヌＢＮＰは、４０本目に、125Ｉ－

Ｙ
0
－イヌＢＮＰと抗体が１：１で結合した複合体は２

４本目に、１：２で結合したサンドイッチ複合体は２２
本目にそれぞれ溶出した。
【００２３】適当な濃度に調製したＡｎｔｉｓｅｒａ－
４抗体溶液、ｄＢＣ１０７／Ａｎｔｉｓｅｒａ－４抗体
溶液を１００μＬ分注したものおよび抗体溶液を分注し
ていないものに、125Ｉ－Ｙ

0
－イヌＢＮＰ溶液１００μ

Ｌおよびアッセイ緩衝液２００μＬを添加し、各試料を
攪拌後、室温で終夜インキュベートした。得られた各反
応液はＳｕｐｅｒｏｓｅ  ＨＲ１２カラム（ファルマシ
アバイオテク社製）を用いてゲルろ過クロマトグラフィ
ーにて分画を行った。上記同様にクロマトグラフィー緩
衝液で平衡化したＳｕｐｅｒｏｓｅ  ＨＲ１２カラム
に、各試料をかけ、流速０．５ｍＬ／分で溶出した。ゲ
ルろ過クロマトグラフィーを行い、０．０１Ｍ  ＰＢ
Ｓ、ｐＨ７．４（２％  ＢＳＡ含む）１００μＬが入っ
ているポリプロピレンチューブに０．５ｍＬで分画し、
チューブ中の放射線量をガンマーカウンターで測定し
た。その結果を第４図に示した。125Ｉ－Ｙ

0
－イヌＢＮ

Ｐのみのものは（□）、125Ｉ－Ｙ
0
－イヌＢＮＰとＡｎ

ｔｉｓｅｒａ－４の組合わせは（◇）、125Ｉ－Ｙ
0
－イ
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13
ヌＢＮＰとＡｎｔｉｓｅｒａ－４およびｄＢＣ１０７の
組合わせは（●）で溶出パターンを示した。125Ｉ－Ｙ

0

－イヌＢＮＰは、４０本目に、125Ｉ－Ｙ
0
－イヌＢＮＰ

と抗体が１：１で結合した複合体は２４本目に、１：２
で結合したサンドイッチ複合体は２２本目にそれぞれ溶
出した。
【００２４】（２）抗体の組み合わせによるサンドイッ
チ複合体の形成の検討
一般に、分子に２個以上の抗体結合部位（エピトープ）
をもつ化合物を免疫して得られた抗血清は、それぞれの
エピトープに対して抗体が産生されるため、固相及び標
識に同一の抗血清を用いてもサンドイッチ免疫反応が可
能である。測定する対象物がある程度の大きさをもった
ペプチドであれば、通常はエピトープの数が２個以下と
いうことは少なく、抗血清との反応の結果、巨大分子が
形成されることが多い。このような巨大分子は、一度複
合体を形成すると、加温や洗浄等によって乖離が起こり
にくく、むしろ測定系構築には好ましい場合も多い。ヒ
トＢＮＰは、Ｎ末端、リング部位、Ｃ末端に抗体を産生
可能であることから、少なくとも３個以上のエピトープ
が存在すると想像される。実際、サンドイッチ測定が可
能であることから、２個以上の抗体が同時に結合しう
る。イヌＢＮＰは、ヒトＢＮＰとアミノ酸配列も異な
り、その高次構造の推察はできないが、少なくとも力価
の高い抗血清を選択することにより、サンドイッチ測定
系を構築できると推定できる。
【００２５】サンドイッチ測定系の感度を高めるために
は、出来る限り多くの抗原分子が反応し、反応液中に未
反応の抗原分子を残さないことが必要である。今回選択
したウサギ抗イヌＢＮＰ抗血清Ａｎｔｉｓｅｒａ－４
は、表１に示すように血液採取時の抗体力価が８３，０
００倍と高く、親和定数（Ｋａ)も２×１０-9と良好
で、125Ｉ－Ｙ

0
－イヌＢＮＰと組合わせたゲルろ過クロ

マトグラフィー分析によれば、125Ｉ－Ｙ
0
－イヌＢＮＰ

は抗体との複合体溶出位置から回収されるが、125Ｉ－
Ｙ

0
－イヌＢＮＰの単体溶出位置からほとんど回収され

なかった。このことより、抗血清Ａｎｔｉｓｅｒａ－４
は、反応系に存在する125Ｉ－Ｙ

0
－イヌＢＮＰ分子のほ

とんどを結合できることが明らかとなった。この観点か
らすれば、この抗血清は、イヌＢＮＰ免疫測定系統に適
した抗血清である。しかしながら、Ａｎｔｉｓｅｒａ－
４と125Ｉ－Ｙ

0
－イヌＢＮＰとの反応液は、大部分が２

４本目の溶出位置から回収されるていることから、125

Ｉ－Ｙ
0
－イヌＢＮＰに抗体が１分子結合した複合体で

あり、２２本目の溶出位置から回収される125Ｉ－Ｙ
0
－

イヌＢＮＰに抗体が２分子結合した複合体は、形成され
た複合体全体の約２０％であった。この比率は抗血清の
濃度を変化させても大きな変化は生じなかった。
【００２６】通常の作製方法により、イヌＢＮＰに対す
る抗血清を作製した場合には、イヌＢＮＰ上の複数のエ
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ピトープに対して抗体が作製される。しかしながら、単
純に抗体力価のみを指標として抗血清を選択すると、測
定すべきイヌＢＮＰ分子の大部分にはサンドイッチ反応
は起こらず、抗体が１分子だけ結合した複合体を形成す
るのみである。つまり、Ａｎｔｉｓｅｒａ－４単独でサ
ンドイッチ免疫測定方法を構築しても、抗原を有効に測
定系に取り入れることができず、高感度化は難しい。抗
体が１分子だけ結合する複合体が大部分を占めた原因は
いくつか考えられるが、濃度依存的に比率に変化が生じ
ないのであれば、反応液中の抗体量の不足が原因ではな
い。いずれかのエピトープに対する抗体が優先的に産生
され、その抗体とイヌＢＮＰが結合することによって他
の抗体の結合を阻害していることが可能性としては高
い。
【００２７】一方、Ｃ末端を認識するモノクローナル抗
体ｄＢＣ１０７と125Ｉ－Ｙ

0
－イヌＢＮＰとの反応液は

ゲルろ過クロマトグラフィー分析から、２４本目の溶出
位置から回収されていることから、ｄＢＣ１０７は125

Ｉ－Ｙ
0
－イヌＢＮＰの大部分と結合し複合体を形成す

ることができ、Ａｎｔｉｓｅｒａ－４と同様にイヌＢＮ
Ｐ免疫測定に使用可能な抗体であることが明らかとなっ
た（第３図）。そこで、125Ｉ－Ｙ

0
－イヌＢＮＰとＡｎ

ｔｉｓｅｒａ－４の組合わせにＡｎｔｉｓｅｒａ－４よ
り一桁高いＫａ値２×１０-10を有するｄＢＣ１０７抗
体を加えるたところ、その反応液のゲルろ過クロマトグ
ラフィー分析から、２２本目の溶出位置から回収され、
全てのイヌＢＮＰがサンドイッチ複合体を形成した（第
４図）。イヌＢＮＰ分子の立体構造を推定することは難
しいが、Ｃ末端とのみ結合し、Ａｎｔｉｓｅｒａ－４よ
り高いＫａ値を持ったｄＢＣ１０７抗体と125Ｉ－Ｙ

0
－

イヌＢＮＰの反応することにより、他の抗体の障害とな
っていた抗体の反応を阻害し、残りの抗体の結合を可能
にしたものと考えられる。
【００２８】次に、ｄＢＣ１０７抗体と125Ｉ－Ｙ

0
－イ

ヌＢＮＰの組合わせに、イヌＢＮＰのリングを認識する
モノクローナル抗体ｄＢＲ１０３抗体を加えたところ、
その反応液のゲルろ過クロマトグラフィー分析から、２
４本目の溶出位置から回収され、イヌＢＮＰがサンドイ
ッチ複合体を形成した（第３図）。この結果は、Ｃ末端
およびリングを認識する特異的に認識する抗体を組み合
わせることで測定系を構築することにより、測定目的の
125Ｉ－Ｙ

0
－イヌＢＮＰ分子のほとんどをサンドイッチ

複合体とすることができることを示しており、イヌＢＮ
Ｐ高感度測定のためのサンドイッチ免疫測定方法に適す
る抗体の組み合わせであることが確認できた。
【００２９】（３）サンドイッチＲＩＡ法
ｄＢＣ１０７およびｄＢＲ１０３の両抗体を組み合わせ
て用い、イヌＢＮＰのサンドイッチＲＩＡ系を確立し
た。試薬としてアッセイ緩衝液として０．０１ＭＰＢ
Ｓ、ｐＨ７．４（１ｍＭ  ＥＤＴＡ・２Ｎａ、０．０１
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、０．２％（Ｗ／Ｖ）  ＢＳＡ

を含む）を、洗浄液として０．０１Ｍ  ＰＢ、ｐＨ７．
２（０．０２％（Ｗ／Ｖ）  Ｔｗｅｅｎ２０を含む）を
用いた。まず、抗体固相ビーズを作製した。常法に従
い、アッセイ緩衝液で１００μｇ／ｍＬの濃度に調製し
たｄＢＣ１０７抗体溶液中にイムノビーズ（Ｄ＝６．４
ｍｍ）を室温にて２時間放置し、抗体を固相化した。そ
の後、４倍に希釈したブロックエース溶液を用いてブロ
ックして抗体固相ビーズとした。また、常法に従い、ｄ
ＢＲ１０３抗体を放射性同位体125Ｉで標識するため、
クロラミンＴ法にて125Ｉを導入し、標識抗体とした。
反応チューブに標準イヌＢＮＰ溶液または検体を１００
μＬ分注し、各チューブに標識抗体（３００，０００ｃ
ｐｍ）２００μＬおよび抗体固相ビーズ１個を入れて緩
やかに攪拌した。反応チューブはシールし、４℃にて１
８時間放置した後、ビーズを洗浄液にて４回洗浄し、ビ
ーズの放射活性をガンマーカウンターで測定した。標準
溶液中のイヌＢＮＰ濃度と放射活性との関係から標準曲
線を作成した。その結果を、第６図に示した。ｄＢＣ１
０７およびｄＢＲ１０３の両抗体を組み合わせてたサン
ドイッチＲＩＡ法の最小検出限界値は１０ｐｇ／ｍＬ以
下であり、およそ数十ｐｇ／ｍＬとされる血漿中の健常
イヌＢＮＰ（Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ  Ｖｅｔｅｒｉｎａｒ
ｙ  Ｍｅｄｉｃａｌ  Ｓｃｉｅｎｃｅ，６１，５２３－
５２９（１９９９）．）を充分に測定できる感度を有す
る測定系と考えられた。
【００３０】 *
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*【発明の効果】イヌＢＮＰは、ヒトＢＮＰと同じ３２ア
ミノ酸残基からなるものの、そのアミノ酸配列は異なる
（第５図）。従って、イヌＢＮＰの立体構造をヒトＢＮ
Ｐの場合と同様に捉えることは不可能である。ところ
で、分子上に２個以上の抗体結合部位（エピトープ）を
持つ分子を免疫原として得た抗血清は、それぞれのエピ
トープに対する抗体が産生されるため、固相および標識
に同一の抗血清を用いてもサンドイッチ複合体を形成し
うるとされている。そこで、常法に従い家兎抗血清を作
成し、イヌＢＮＰのサンドイッチ免疫測定方法の構築を
試みたところ、イヌＢＮＰ上には複数のサンドイッチが
可能なエピトープが存在することは確認できた。しかし
ながら、該反応系中の多くのイヌＢＮＰは、サンドイッ
チ複合体を形成しなかった。このことより、従来の指標
である抗体力価から選定されてきた抗体は、イヌＢＮＰ
とのサンドイッチ免疫測定方法の構築には適さないこと
が明らかとなった。この問題を解決されるため、抗体作
成時から特定のエピトープを定め、該エピトープにのみ
結合する特異抗体の作製を試みた。その結果、本発明の
特異抗体、特にＣ末端に対する特異抗体とリング部位に
対する抗体を組み合わせることで、反応系中に存在する
イヌＢＮＰのほとんどがサンドイッチ複合体を形成する
ことが明らかとなった。従って、本発明は、従来困難で
あったイヌＢＮＰの高感度な免疫測定方法を提供するも
のである。
【００３１】
【配列表】

                               SEQUENCE LISTING
<110> Shionogi & Co., Ltd.
<120> A sandwich immunoassay us
ing specific antibodies against dog BN
P
<130> 01P00104
<150> JP2000-299300
<151> 2000-09-29
<160> 1
<170> PatentIn Ver. 2.0
<210> 1
<211> 140
<212> PRT
<213> Canis familiaris
<300>
<301> Seilhamer, Jeffrey J.
      Arfsten, Ann
      Miller, Judy A.
      Lundquist, Penny
      Scarborough, Robert M.
      Lewicki, John A.
      Porter, J. Gordon
<302> Human and canine gene homo
logs of porcine brain
      natriuretic peptide
<303> Biochem. Biophys. Res. Co
mmun.
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<304> 165
<305> 2
<306> 650-658
<307> 1989-12-15
<308> P16859
<309> 1990-08-01
<400> 1
Met Glu Pro Cys Ala Ala Leu Pro Arg Ala 
Leu Leu Leu Leu Leu Phe
  1               5                  10                  15
Leu His Leu Ser Pro Leu Gly Gly Arg Pro 
His Pro Leu Gly Gly Arg
             20                  25                  30
Ser Pro Ala Ser Glu Ala Ser Glu Ala Ser 
Glu Ala Ser Gly Leu Trp
         35                  40                  45
Ala Val Gln Glu Leu Leu Gly Arg Leu Lys 
Asp Ala Val Ser Glu Leu
     50                  55                  60
Gln Ala Glu Gln Leu Ala Leu Glu Pro Leu 
His Arg Ser His Ser Pro
 65                  70                  75                  80

Ala Glu Ala Pro Glu Ala Gly Gly Thr Pro 
Arg Gly Val Leu Ala Pro
                 85                  90                  95
His Asp Ser Val Leu Gln Ala Leu Arg Arg 
Leu Arg Ser Pro Lys Met
            100                 105                 110
Met His Lys Ser Gly Cys Phe Gly Arg Arg 
Leu Asp Arg Ile Gly Ser
        115                 120                 125
Leu Ser Gly Leu Gly Cys Asn Val Leu Arg 
Lys Tyr
    130                 135                 140
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【図面の簡単な説明】
【図１】  ヒトＢＮＰのリング構造を認識するモノクロ
ーナル抗体（ＫＹ－ｈＢＮＰ－ＩＩ）を用いた競合系Ｒ
ＩＡ法の、ヒトＢＮＰ（１－３２）およびイヌＢＮＰ
（１－３２）に対する標準曲線を示したものである。
【図２】  ヒトＢＮＰのリング構造を認識するモノクロ
ーナル抗体（ＫＹ－ｈＢＮＰ－ＩＩ）を用いた競合系Ｒ
ＩＡ法の、正常イヌ由来の血漿に対する反応性のプロフ
ァイルを示したものである。
【図３】  イヌＢＮＰのＣ末端を認識するモノクローナ
ル抗体（ｄＢＣ１０７）と標識イヌＢＮＰとの反応生成
物（◇）、イヌＢＮＰのリング構造を認識するモノクロ
ーナル抗体（ｄＢＲ１０３）とモノクローナル抗体ｄＢ
Ｃ１０７と標識イヌＢＮＰとの反応生成物（●）および
標識ＢＮＰ単体（□）のゲルろ過クロマトグラフィーの*
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*溶出プロフィールを示すものである。
【図４】  イヌＢＮＰに対するウサギ抗血清（Ａｎｔｉ
ｓｅｒａ－４）と標識イヌＢＮＰとの反応生成物
（◇）、イヌＢＮＰのＣ末端を認識するモノクローナル
抗体（ｄＢＣ１０７）とＡｎｔｉｓｅｒａ－４との反応
生成物（●）および標識ＢＮＰ単体（□）のゲルろ過ク
ロマトグラフィーの溶出プロフィールを示すものであ
る。
【図５】  各種動物のＢＮＰのアミノ酸配列を示したも
のである。
【図６】  イヌＢＮＰのＣ末端を認識するモノクローナ
ル抗体（ｄＢＣ１０７）およびリング構造を認識するモ
ノクローナル抗体（ｄＢＲ１０３）を用いたイヌＢＮＰ
サンドイッチＲＩＡ法による各種イヌＢＮＰ標準溶液を
測定した結果（標準曲線）を示したものである。

【図５】
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