
(57)【要約】
【課題】　ヒト被験者における骨コラーゲン分解活性の検定法。
【解決手段】　本法においては、ヒト尿サンプルを、 (i) 生来の遊離のピリジノリン及び
生来の遊離のデオキシピリジノリンから成る群から選ばれたピリジニウム架橋と免疫特異
的に反応させることができ、そして (ii)約 5:1 を超える、その選ばれたピリジニウム架橋
に対する反応性と、分子量において 1,000 ダルトンを上回る尿中ピリジニウム・ペプチド
に対する反応性との比をもつ、モノクロナール抗体と反応させる。免疫複合体は、上記抗
体試薬とそのサンプル中に存在する上記の選ばれたピリジニウム架橋との間に形成され、
そしてその免疫複合体の量が測定可能である。本法において使用されることができる抗体
試薬及びキットについても開示する。
【選択図】　　　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 担 体 に 結 合 さ れ る こ と が で き る 加 水 分 解 さ れ た ピ リ ジ ノ リ ン 又 は 加 水 分 解 さ れ た デ オ キ
シ ピ リ ジ ノ リ ン に よ り 動 物 を 免 疫 化 す る こ と に よ り 製 造 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ
て ：
　 天 然 の 遊 離 ピ リ ジ ノ リ ン 及 び ／ 又 は 天 然 の 遊 離 デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン か ら 選 ば れ る ピ リ
ジ ニ ウ ム 架 橋 へ の 免 疫 特 異 的 な 結 合 、 及 び
　 約 ３ ： １ よ り 大 き な 、 上 記 の 選 ば れ た 天 然 の 遊 離 ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 と 分 子 量  1,000ダ ル
ト ン 超 の 尿 ピ リ ジ ニ ウ ム ・ ペ プ チ ド と に 対 す る 反 応 性 の 比 、
を 特 徴 と す る 前 記 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 約 ５ ： １ よ り 大 き な 、 天 然 の 遊 離 ピ リ ジ ノ リ ン と 天 然 デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン と に 対 す る
反 応 性 の 比 を 有 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ATCC No.HB 11089に よ り 識 別 さ れ る 細 胞 系 か ら 得 ら れ た 、 請 求 項 ２ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 約 25： １ よ り 大 き な 、 天 然 の 遊 離 デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン と 天 然 の 遊 離 ピ リ ジ ノ リ ン と に
対 す る 反 応 性 の 比 を 有 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 約 ２ ： １ ～ １ ： ２ の 間 の 、 天 然 の 遊 離 ピ リ ジ ノ リ ン と 天 然 の 遊 離 デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン
と に 対 す る 反 応 性 の 比 を 有 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
　 担 体 に 結 合 さ れ る こ と が で き る 加 水 分 解 さ れ た ピ リ ジ ノ リ ン 又 は 加 水 分 解 さ れ た デ オ キ
シ ピ リ ジ ノ リ ン に よ り 動 物 を 免 疫 化 す る こ と に よ り 製 造 さ れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 抗 血
清 ） で あ っ て ：
　 天 然 の 遊 離 ピ リ ジ ノ リ ン 及 び ／ 又 は 天 然 の 遊 離 デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン か ら 選 ば れ る ピ リ
ジ ニ ウ ム 架 橋 へ の 免 疫 特 異 的 な 結 合 、 及 び
　 約 ３ ： １ よ り 大 き な 、 上 記 の 選 ば れ た 天 然 の 遊 離 ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 と 分 子 量  1,000ダ ル
ト ン 超 の 尿 ピ リ ジ ニ ウ ム ・ ペ プ チ ド と に 対 す る 抗 血 清 反 応 性 比 、
を 特 徴 と す る 前 記 抗 体 。
【 請 求 項 ７ 】
　 約 ５ ： １ よ り 大 き な 、 天 然 の 遊 離 ピ リ ジ ノ リ ン と 天 然 デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン と に 対 す る
抗 血 清 反 応 性 比 を 有 す る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ８ 】
　 約 25： １ よ り 大 き な 、 天 然 の 遊 離 デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン と 天 然 の 遊 離 ピ リ ジ ノ リ ン と に
対 す る 抗 血 清 反 応 性 比 を 有 す る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ９ 】
　 約 ２ ： １ ～ １ ： ２ の 間 の 、 天 然 の 遊 離 ピ リ ジ ノ リ ン と 天 然 の 遊 離 デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン
と に 対 す る 抗 血 清 反 応 性 比 を 有 す る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ヒ ト 患 者 に お け る 骨 コ ラ ー ゲ ン 分 解 レ ベ ル の ア ッ セ イ に お い て 使 用 す る 診 断 キ ッ ト で あ
っ て 、
　 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 、 及 び
　 上 記 抗 体 と 前 記 遊 離 ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 と の 反 応 に よ り 形 成 さ れ る 免 疫 複 合 体 の 量 を 検 出
す る た め の 検 出 手 段 、
を 含 む 前 記 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 抗 体 へ の 結 合 に つ い て サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 前 記 遊 離 ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 と 競 合 す る
た め に 有 効 な 表 面 付 着 遊 離 ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 を 有 す る 固 相 支 持 体 を さ ら に 含 み 、 そ し て 前

10

20

30

40

50

(2) JP 2005-10174 A 2005.1.13



記 抗 体 が 、 リ ポ ー タ ー で 標 識 さ れ た 又 は リ ポ ー タ ー で 標 識 さ れ う る 抗 体 で あ る 、 請 求 項 10
に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 抗 体 が 付 着 さ れ た 固 相 支 持 体 、 及 び 上 記 支 持 体 上 の 前 記 抗 体 へ の 結 合 に つ い て 、 前
記 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 前 記 遊 離 ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 と 競 合 す る た め に 有 効 で あ る 、 リ ポ ー
タ ー 標 識 さ れ た 又 は リ ポ ー タ ー 標 識 さ れ う る 遊 離 ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 を さ ら に 含 む 、 請 求 項
10に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 検 出 手 段 が 、 前 記 の 形 成 さ れ た 免 疫 複 合 体 の 量 に 正 比 例 す る 比 色 計 測 シ グ ナ ル を 生
成 す る た め に 有 効 な リ ポ ー タ ー 酵 素 を 含 む 、 請 求 項 10に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 検 出 手 段 が 、 前 記 の 選 ば れ た ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 で 標 識 さ れ た 酵 素 を 含 み ； 上 記 標 識
さ れ た 酵 素 へ の 前 記 抗 体 の 結 合 が 上 記 標 識 さ れ た 酵 素 の 触 媒 活 性 の 低 下 を 引 き 起 こ す 場 合
、 上 記 標 識 さ れ た 酵 素 は 、 前 記 抗 体 へ の 結 合 に つ い て 、 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 前 記 遊 離 ピ
リ ジ ニ ウ ム 架 橋 と 競 合 す る た め に 有 効 で あ る 、 請 求 項 10に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 サ ン プ ル 濾 過 の た め の 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 Immobilon（ 商 標 ） -CD、 及 び Immobilon（
商 標 ） -PSQ か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る フ ィ ル タ ー 膜 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 10～ 14の い ず れ
か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 ヒ ト 患 者 に お け る 骨 コ ラ ー ゲ ン 分 解 レ ベ ル の ア ッ セ イ 方 法 で あ っ て ：
　 加 水 分 解 さ れ て い な い ヒ ト 尿 サ ン プ ル を 、 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抗 体 と
反 応 さ せ ；
　 上 記 反 応 に よ り 、 上 記 抗 体 と 、 上 記 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 前 記 の 選 ば れ た ピ リ ジ ニ ウ ム
架 橋 と の 間 に 免 疫 複 合 体 を 形 成 さ せ ； そ し て
　 上 記 の 形 成 さ れ た 免 疫 複 合 体 の 量 か ら 、 上 記 サ ン プ ル 中 の 前 記 の 選 ば れ た ピ リ ジ ニ ウ ム
架 橋 の レ ベ ル を 測 定 す る 、
こ と を 含 み 、 こ こ で 、 正 常 患 者 に 特 徴 的 な レ ベ ル を 上 廻 る 測 定 さ れ た レ ベ ル が 、 上 記 患 者
に お け る 骨 コ ラ ー ゲ ン 分 解 レ ベ ル の 上 昇 率 の 存 在 を 示 す 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 抗 体 が 、 約 ５ ： １ よ り 大 き な 、 天 然 の 遊 離 ピ リ ジ ノ リ ン と 天 然 の 遊 離 デ オ キ シ ピ リ
ジ ノ リ ン と に 対 す る 反 応 性 の 比 を 有 す る 、 請 求 項 16に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 計 測 さ れ る 天 然 の 遊 離 ピ リ ジ ノ リ ン の レ ベ ル が 、 約  0.3～ 0.5 の 勾 配 を も つ 線 形 関 係 に
よ り 、 前 記 サ ン プ ル 中 の 合 計 加 水 分 解 ピ リ ジ ノ リ ン 濃 度 に 関 係 す る 、 請 求 項 16に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 抗 体 が 、 約 25： １ よ り 大 き な 、 天 然 の 遊 離 デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン と 天 然 の 遊 離 ピ リ
ジ ノ リ ン と に 対 す る 反 応 性 の 比 を 有 す る 、 請 求 項 16に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 抗 体 が 、 約 ２ ： １ ～ １ ： ２ の 間 の 、 天 然 の 遊 離 ピ リ ジ ノ リ ン と 天 然 の 遊 離 デ オ キ シ
ピ リ ジ ノ リ ン と に 対 す る 反 応 性 の 比 を 有 す る 、 請 求 項 16に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 サ ン プ ル 中 の 前 記 の 選 択 さ れ る ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 と の 競 合 に 関 す る 反 応 が 、 前 記 尿
サ ン プ ル を 、 表 面 に 付 着 さ れ た ペ プ チ ド 不 含 ピ リ ジ ノ リ ン 又 は デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン を 有
す る 固 相 支 持 体 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、 請 求 項 16～ 20の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 反 応 が 、 前 記 尿 サ ン プ ル を 、 請 求 項 １ 又 は 請 求 項 ６ に 記 載 の 表 面 に 付 着 さ れ た 抗 体
を 有 す る 固 相 支 持 体 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、 請 求 項 16～ 20の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法
。
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【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 反 応 に 先 立 っ て 、 前 記 サ ン プ ル が 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 Immobilon（ 商 標 ） -CD、 及
び Immobilon（ 商 標 ） -PSQか ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る フ ィ ル タ ー 膜 を 通 し て 濾 過 さ れ 、 こ こ
で 、 上 記 膜 は 、 抗 体 に 非 特 異 的 に 結 合 す る 物 質 を 除 去 す る た め に 有 効 で あ る が 、 前 記 サ ン
プ ル 中 の 前 記 天 然 の 遊 離 ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 の 実 質 的 に 全 て が 通 過 す る こ と を 許 容 す る 、 請
求 項 16～ 22の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
1.
　 本 発 明 は 、 ヒ ト 尿 サ ン プ ル 中 の 生 体 の 遊 離 の ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 (pyridinium crosslink)
の レ ベ ル を 測 定 す る た め の 方 法 に 、 並 び に そ の 方 法 に お け る 使 用 の た め の 抗 体 試 薬 及 び キ
ッ ト に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
2.
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　 Harlow, E., et al., Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Lab (1
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　 Macek, J., et al., Z. Rheumatol. : 237-240 (1987).
　 Ogawa, T., et al., Biochem, Biophys. Res. Commune. : 1252-1257 (1982).
　 Robins, S.P., Biochem J. : 617-620 (1982a).
　 Robins, S.P., in“ Collagen in Health and Disease” (Weiss, J.B., et al., eds.) 
pp. 160-178, Churchill Livingstone, Edinburgh (1982b).
　 Robins, S.P., Biochem J. : 167-173 (1983).
　 Robins, S.P., et al., Ann. Rheumatic Dis. 45: 969-973 (1986).
　 Robins, S.P., et al., Biochim. Biophys. Acta. : 233-239 (1987).
　 Seibel, M.J., et al., J. Rheumatol : 964-970 (1989).
　 Wong, S.S., , CRC Press, Boc
a Raton, Florida (1991).
【 ０ ０ ０ ４ 】
3.
　 高 レ ベ ル の 骨 再 吸 収 、 及 び 骨 形 成 と 骨 再 吸 収 と の 間 の 異 常 バ ラ ン ス を 特 徴 と す る ヒ ト に
お け る 様 々 な 症 状 が 存 在 す る 。 こ れ ら の 中 で よ り 一 般 的 な も の は 、 骨 粗 し ょ う 症 、 パ ジ ェ
ッ ト 病 、 及 び 骨 の 良 性 及 び 悪 性 腫 瘍 の 進 行 に 関 連 す る 症 状 並 び に 例 え ば 前 立 腺 又 は 胸 の 初
期 腫 瘍 か ら 骨 細 胞 へ 転 移 し た 転 移 癌 で あ る 。 コ ラ ー ゲ ン 代 謝 に お け る 変 化 に 関 連 す る 他 の
症 状 は 、 骨 軟 化 (osteomalacial) 疾 患 、 佝 僂 病 (rickets) 、 子 供 に お け る 異 常 成 長 、 腎 性
骨 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 及 び 薬 物 - 誘 発 性 オ ス テ オ ペ ニ ア を 含 む 。 骨 代 謝 に お け る 不 規 則 性 は
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、 し ば し ば 甲 状 腺 治 療 の 副 作 用 及 び 甲 状 腺 症 状 そ れ 自 体 、 例 え ば 、 初 期 甲 状 腺 低 下 症 及 び
甲 状 腺 中 毒 症 並 び に ク ッ シ ン グ 病 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 骨 再 吸 収 の 失 調 又 は 骨 形 成 と 骨 再 吸 収 と の 間 の 異 常 バ ラ ン ス を 特 徴 と す る 他 の 疾 患 が 尿
中 の ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 (pyridinium crosslinks) の 変 化 し た レ ベ ル に よ り 検 出 さ れ る こ と
が で き る と い う と が 認 識 さ れ て い る (Robins, 1982b; Macek; Black) 。 多 数 の コ ラ ー ゲ ン
含 有 組 織 か ら 生 じ る 架 橋 は 、 そ の 環 窒 素 が リ シ ン 又 は ヒ ド ロ キ シ リ シ ン の い ず れ か の イ プ
シ ロ ン ・ ア ミ ノ 基 か ら 誘 導 さ れ る 中 央 の 3-ヒ ド ロ キ シ ・ ピ リ ジ ニ ウ ム 環 を 含 む 化 合 物 の 形
態 を 呈 す る (Fujimoto, 1978; Robins, 1982a; Gunja-Smith; Ogawa; Eyre) 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 尿 中 に 見 ら れ る ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 化 合 物 は 、 4 つ の 一 般 的 な ク ラ ス : (1) 約 400 ダ ル ト
ン の 分 子 量 を も つ 遊 離 の 生 来 の 架 橋 (Fujimoto)、 (2) 約 550 ～ 1,000 ダ ル ト ン の 間 の 分 子
量 を も つ 糖 添 加 架 橋 及 び 架 橋 ペ プ チ ド 形 態 (Robins, 1983)、 (3) 1,000 ～ 3,500 ダ ル ト ン
の 間 の 分 子 量 を も つ 架 橋 ペ プ チ ド 形 態 (Robins, 1983, 1987; Henkel; Eyre)、 及 び (4)3,5
00ダ ル ト ン を 上 回 る 分 子 量 を も つ 架 橋 ペ プ チ ド 形 態 、 に 群 分 け さ れ る こ と が で き る 。 正 常
な 大 人 に お い て は 、 こ れ ら の 形 態 は 、 全 尿 中 架 橋 の 約 38% の (1) 、 40% の (2) 、 15% の (3
) 、 及 び 7%の (4) を 占 め る (Daniloff)。 正 常 な 大 人 の 尿 中 の 遊 離 架 橋 ( 上 記 群 1)の 約 80% 
は 、 そ の 環 窒 素 が ヒ ド ロ キ シ リ シ ン か ら 生 じ て い る ピ リ ジ ノ リ ン (pyridinoline(Pyd)) で
あ り 、 そ し て 約 20% は 、 そ の 環 窒 素 が リ シ ン か ら 生 じ て い る デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン (deoxy
pyridinoline(Dpd))で あ る 。 こ の Pyd/Dpd 比 は 、 尿 中 の 他 の 3 ク ラ ス の 架 橋 に お お ま か に
適 用 で き る 。 高 分 子 量 の 架 橋 は 酸 加 水 分 解 に よ り 遊 離 の 架 橋 に 変 換 さ れ る こ と が で き る (F
ujimoto, 1978)。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 尿 中 の ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 の 測 定 方 法 は 提 案 さ れ て い る 。 こ れ ら の 方 法 の 中 に 1 つ は 、 全
加 水 分 解 Pyd 、 す な わ ち 、 尿 中 架 橋 の 強 い 加 水 分 解 に よ り 作 ら れ た Pyd を 、 HPLCに よ り 分
離 さ れ た そ の 加 水 分 解 Pyd ピ ー ク を 定 量 す る こ と に よ り 、 測 定 す る こ と を 含 む (Fujimoto,
 1983)。 熟 成 ま で の 全 加 水 分 解 Pyd 間 の 関 係 は 、 上 記 研 究 者 に よ り 、 全 加 水 分 解 Pyd/ク レ
ア チ ニ ン に 対 す る 比 と し て 測 定 さ れ 、 こ こ で 、 ク レ ア チ ニ ン の レ ベ ル は 架 橋 レ ベ ル を 尿 濃
度 及 び 骨 格 質 量 に 標 準 化 す る た め に 使 用 さ れ る 。 こ の 比 は 、 子 供 の 尿 中 で 高 く 、 そ し て 大
人 に わ た り 比 較 的 定 常 で あ り 、 高 齢 に お い て 僅 か に 増 加 す る 。 上 記 筆 者 は 、 こ れ が 高 齢 に
お い て 観 察 さ れ る 骨 質 量 の 損 失 に 対 応 す る か も し れ な い と 推 測 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 を も つ 患 者 の 加 水 分 解 尿 中 の 全 架 橋 の 上 昇 レ ベ ル に つ い て の 研 究 は 、
こ の 疾 患 を 診 断 す る 方 法 と し て 示 唆 さ れ て い る (Black, 1989) 。 ( HPLCに よ り 測 定 さ れ た
全 架 橋 の ク レ ア チ ニ ン に 対 す る 比 と し て 表 さ れ た ) リ ウ マ チ 様 関 節 炎 を も つ 患 者 に つ い て
の 全 加 水 分 解 架 橋 の レ ベ ル は 対 照 と 比 べ た と き 5 倍 上 昇 し た 。 し か し な が ら 、 全 加 水 分 解
Dpd で は な く 全 加 水 分 解 Pyd だ け が 測 定 可 能 な 増 加 を 示 し た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 加 水 分 解 尿 を 使 用 し た よ り 詳 細 な 研 究 に お い て 、 Seibel他 は リ ウ マ チ 様 及 び 骨 関 節 炎 の
両 方 に お い て 対 照 に 対 し て の Pyd 及 び Dpd 架 橋 の 分 泌 に お け る 有 意 な 増 加 を 示 し た 。 Pyd 
架 橋 に つ い て の 最 も 顕 著 な 増 加 は リ ウ マ チ 様 関 節 炎 を も つ 患 者 に お い て 存 在 し た (Seibel
他 )。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 検 定 方 法 、 例 え ば 、 直 前 に 記 載 し た よ う な も の で あ っ て 、 加 水 分 解 サ ン プ ル か ら の 架 橋
又 は 比 加 水 分 解 サ ン プ ル か ら の 架 橋 サ ブ フ ラ ク シ ョ ン の HPLC定 量 を 含 む も の は 、 実 施 す る
の に か な り 時 間 が 掛 か り 且 つ 高 価 で あ り 、 そ し て 骨 代 謝 失 調 に お け る 広 範 な ス ク リ ー ニ ン
グ 又 は 治 療 を モ ニ タ リ ン グ す る た め に 実 行 す る こ と が で き な い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 イ ム ノ ア ッ セ イ も 尿 中 架 橋 の 測 定 の た め に 提 案 さ れ て い る 。 米 国 特 許 第 4,973,666 号 は
、 骨 コ ラ ー ゲ ン と 会 合 す る 特 異 的 な ペ プ チ ド 伸 長 を 特 徴 と す る 、 特 異 的 ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋
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の 尿 中 の 検 出 に よ る 骨 再 吸 収 の 測 定 の た め の 検 定 に つ い て 開 示 し て い る 。 骨 コ ラ ー ゲ ン と
会 合 す る と 推 定 さ れ る ペ プ チ ド 伸 長 を も つ 2 つ の 特 異 的 存 在 物 に つ い て 記 載 さ れ て い る 。
こ れ ら は 、 パ ジ ェ ッ ト 病 、 す な わ ち 、 高 速 度 の 骨 形 成 及 び 破 壊 を 含 む こ と で 知 ら れ る 病 気
を 患 う 患 者 の 尿 か ら 得 ら れ る 。 こ の 検 定 は 、 そ の 架 橋 ペ プ チ ド に 対 し て 調 製 さ れ た 抗 体 と
の そ の 特 異 的 ペ プ チ ド 断 片 又 は 伸 長 を 含 む 架 橋 化 合 物 の 免 疫 特 異 的 結 合 に 頼 る 。 検 定 さ れ
る 架 橋 ペ プ チ ド の 濃 度 が 全 尿 中 架 橋 に 関 係 す る か ど う か 又 は ど の よ う に 関 係 す る か ど う か
は 、 明 ら か で な い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 Robinsは 、 加 水 分 解 Pyd に 特 異 的 な 抗 体 の 使 用 に よ る 尿 中 の ピ リ ジ ノ リ ン の 測 定 の た め
の 技 術 に つ い て 記 載 し て い る (Robins他 1986)。 こ の 方 法 は 、 そ の 抗 体 が Pyd の 加 水 分 解 形
態 に 特 異 的 で あ る こ と が 発 見 さ れ た と い う 限 定 を も ち 、 こ れ は 、 テ ス ト さ れ る 尿 サ ン プ ル
が 加 水 分 解 条 件 下 で 最 初 に 処 理 さ れ る べ き こ と を 要 求 す る 。 加 水 分 解 処 理 は 、 こ の 検 定 の
時 間 及 び 費 用 を 増 加 さ せ 、 そ し て 他 の 生 来 の ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 の 測 定 を 排 除 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 コ ラ ー ゲ ン 含 有 組 織 の ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 含 量 は 、 組 織 タ イ プ に 従 っ て 量 及 び 組 成 に お い
て 変 化 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 Pyd 架 橋 は 、 軟 骨 (cartilage) 、 骨 (bone)、 椎 間 板 (int
ervertebral discs)、 靱 帯 (ligaments) 、 及 び 大 動 脈 中 に 発 見 さ れ た 。 Pyd 架 橋 よ り も 一
般 的 に 優 勢 で は な い Dpd 架 橋 は 、 骨 、 歯 、 靱 帯 、 及 び 大 動 脈 中 に 発 見 さ れ た 。 組 織 ピ リ ジ
ニ ウ ム 架 橋 中 の Dpd の 割 合 は 、 骨 中 で 最 も 高 い よ う で あ り 、 こ れ は 約 3:1 ～ 4:1 間 の Pyd:
Dpd 比 を も つ 。 軟 骨 中 の ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 は 、 他 方 に お い て 、 主 に Pyd を 含 む 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 理 想 的 に は 、 尿 中 の ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 レ ベ ル に 基 き 骨 代 謝 を 評 価 す る た め の 検 定 方 法 は
、 (a) そ の サ ン プ ル の 酸 加 水 分 解 に つ い て の 必 要 性 を 回 避 す る た め に 、 非 加 水 分 解 尿 サ ン
プ ル を 使 用 す る べ き で あ り 、 そ し て (b) 慣 用 の HPLCベ ー ス の テ ス ト に わ た る 分 析 の 時 間 及
び 費 用 を 減 少 さ せ る た め に 、 生 来 の 遊 離 の ピ リ ジ ニ ウ ム 種 を 検 出 す る た め の 抗 体 試 薬 を 使
用 す る べ き で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ５ 】
4.
　 本 発 明 は 、 生 来 の 遊 離 の ピ リ ジ ノ リ ン 、 生 来 の 遊 離 の デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン 、 又 は 両 方
に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 試 薬 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 1 つ の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 被 験 者 に お け る 骨 コ ラ ー ゲ ン 分 解 活 性 の 検 定 方
法 を 含 む 。 本 法 に お い て は 、 被 験 者 か ら の 尿 サ ン プ ル が 、 生 来 の 遊 離 の ピ リ ジ ノ リ ン 及 び
生 来 の 遊 離 の デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 と 免 疫 特 異
的 に 反 応 す る こ と が で き る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 と 、 反 応 す る 。 こ の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 は
、 約 3:1 よ り も 大 き な 、 そ し て 好 ま し く は 、 約 5:1 よ り も 大 き な 、 選 択 さ れ た ピ リ ジ ニ ウ
ム 架 橋 と に 対 す る 反 応 性 と 分 子 量 に お い て 1,000 ダ ル ト ン を 上 回 る 尿 中 ピ リ ジ ニ ウ ム ・ ペ
プ チ ド と に 対 す る 反 応 性 と の 比 を も つ 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 1 つ の 態 様 に お い て は 、 本 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 は 、 生 来 の 遊 離 ピ リ ジ ノ リ ン に 特 異 的 で
あ り 、 そ し て 約 5:1 よ り も 大 き な 、 生 来 の 遊 離 ピ リ ジ ノ リ ン に 対 す る 反 応 性 と 生 来 の 遊 離
デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン と に 対 す る 反 応 性 と の 比 を も つ 。 第 二 の 態 様 に お い て は 、 本 モ ノ ク
ロ ナ ー ル 抗 体 は 、 生 来 の 遊 離 デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン に 特 異 的 で あ り 、 そ し て 約 25:1よ り も
大 き な 、 生 来 の 遊 離 デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン に 対 す る 反 応 性 と 生 来 の 遊 離 ピ リ ジ ノ リ ン と に
対 す る 反 応 性 と の 比 を も つ 。 他 の 態 様 に お い て は 、 本 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 は 、 生 来 の 遊 離
ピ リ ジ ノ リ ン 及 び 生 来 の 遊 離 デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン に 特 異 的 で あ り 、 そ し て 2:1 ～ 1:2 の
間 の 、 生 来 の 遊 離 ピ リ ジ ノ リ ン に 対 す る 反 応 性 と 生 来 の 遊 離 デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン と に 対
す る 反 応 性 と の 比 を も つ 。
【 ０ ０ １ ８ 】
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　 よ り 一 般 的 に は 、 生 来 の 遊 離 ピ リ ジ ノ リ ン に 対 す る 反 応 性 と 生 来 の 遊 離 デ オ キ シ ピ リ ジ
ノ リ ン に 対 す る 反 応 性 と の 比 は 、 5:1 超 え か ら 1:25未 満 ま で に あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 尿 サ ン プ ル は 、 本 検 定 を 妨 害 す る こ と が で き る サ ン プ ル 成 分 ( 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 ) を
除 去 す る た め に 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ・ フ ィ ル タ ー 又 は 他 の 好 適 な 分 離 媒 質 を 通 過 さ せ ら れ
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 他 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 本 法 に お け る 使 用 の た め の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 試 薬 を
含 む 。 こ の 抗 体 試 薬 は 、 生 来 の 遊 離 ピ リ ジ ノ リ ン 及 び 生 来 の 遊 離 デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン か
ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た 遊 離 の ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 へ の 免 疫 特 異 的 結 合 を 、 そ し て 約 3:1 よ り
も 大 き な 、 選 択 さ れ た ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 と に 対 す る 反 応 性 と 分 子 量 に お い て 1,000 ダ ル ト
ン を 上 回 る 尿 中 ピ リ ジ ニ ウ ム ・ ペ プ チ ド と に 対 す る 反 応 性 と の 比 を 、 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 先 に 記 載 し た よ う な 抗 体 試 薬 の 調 製 に お け る 使 用 の た め の 免 疫 原 を も
含 む 。 こ の 免 疫 原 は 、 好 ま し く は 水 溶 性 カ ル ボ ジ イ ミ ド に よ り タ ン パ ク 質 担 体 に 結 合 さ れ
た 、 生 来 の 又 は 加 水 分 解 形 態 の い ず れ か に お け る 、 遊 離 の Pyd 又 は 遊 離 の Dpd か ら 成 る 。
1 つ の 好 ま し い タ ン パ ク 質 担 体 は 、 keyhole limpetヘ モ シ ア ニ ン で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ま た 、 先 に 記 載 し た 抗 体 試 薬 中 で の 使 用 の た め の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の 調 製 方 法 も 本 発
明 を 形 成 す る 部 分 で あ る 。 本 法 は 、 (a) 担 体 タ ン パ ク 質 に 付 着 し た 遊 離 の ピ リ ジ ノ リ ン 又
は 遊 離 の デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン に よ り 免 疫 感 作 さ れ た 動 物 か ら の 脾 臓 細 胞 、 及 び (b) 不 死
化 融 合 パ ー ト ナ ー の 融 合 生 成 物 か ら 成 る ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 り 、 そ し て 選 択 さ れ た 生 来 の
遊 離 の ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 に 免 疫 反 応 性 で あ る ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 す る こ と 、 を 含 む 。 担
体 タ ン パ ク 質 に 付 着 さ れ た 遊 離 の ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 は 、 形 態 に お い て 生 来 の も の 又 は 加 水
分 解 さ れ た も の で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 他 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 被 験 者 に お け る 骨 コ ラ ー ゲ ン 分 解 の レ ベ ル の 検 定
に お け る 使 用 の た め の キ ッ ト を 含 む 。 こ の キ ッ ト は 、 生 来 の 遊 離 の ピ リ ジ ノ リ ン 及 び 生 来
の 遊 離 の デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 と 免 疫 特 異 的
に 反 応 す る こ と が で き 、 そ し て 約 3:1 を 超 え る 、 選 択 さ れ た ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 に 対 す る 反
応 性 と 、 分 子 量 に お い て 1,000 ダ ル ト ン を 上 回 る 尿 中 ピ リ ジ ニ ウ ム ・ ペ プ チ ド に 対 す る 反
応 性 と の 比 を も つ 、 抗 体 試 薬 を 含 む 。 ま た 、 本 キ ッ ト は 、 サ ン プ ル 中 の 遊 離 の ピ リ ジ ニ ウ
ム 架 橋 と の 上 記 抗 体 試 薬 の 反 応 に よ り 形 成 さ れ る 免 疫 複 合 体 の 量 を 検 出 す る た め の 検 出 手
段 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 好 ま し く は 、 こ の 検 出 手 段 は 、 比 色 定 量 シ グ ナ ル を 作 り 出 す の に 有 効 な リ ポ ー タ ー 酵 素
を 含 む 。 但 し 、 他 の 様 式 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 1 つ の 一 般 的 な 態 様 に お い て は 、 本 キ ッ ト は 、 先 に 記 載 し た よ う な 抗 体 試 薬 で あ る こ と
が で き る 表 面 付 着 結 合 剤 を も つ 固 相 支 持 体 、 又 は 生 来 の 遊 離 の ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 を 含 む 。
他 の 一 般 的 な 態 様 に お い て は 、 本 キ ッ ト は 、 EMIT配 置 (EMIT configuration)を 使 用 す る 。
　 他 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 生 来 の 遊 離 の ピ リ ジ ノ リ ン 及 び 生 来 の 遊 離 の デ オ キ シ
ピ リ ジ ノ リ ン か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ た ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 と 免 疫 特 異 的 に 反 応 す る こ と が
で き る ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 試 薬 を 含 む 。 こ の 抗 体 試 薬 は 、 約 3:1 を 超 え る 、 好 ま し く は 、
約 5:1 を 超 え る 、 選 択 さ れ た ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 に 対 す る 反 応 性 と 、 分 子 量 に お い て 1,000 
ダ ル ト ン を 上 回 る 尿 中 ピ リ ジ ニ ウ ム ・ ペ プ チ ド に 対 す る 反 応 性 と の 比 を も ち 、 そ し て 先 に
討 議 し た 方 法 及 び キ ッ ト に お い て 使 用 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 他 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 尿 中 分 析 物 を 定 量 す る た め の 検 定 法 を 含 む 。 こ の 検 定
に お い て は 、 尿 サ ン プ ル を 、 そ の 分 析 物 の 通 過 を 許 容 し な が ら 抗 体 に 非 特 異 的 に 結 合 す る
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物 質 を 除 去 す る の に 有 効 な 膜 を 通 し て 濾 過 す る 。 濾 過 さ れ た 尿 サ ン プ ル を 、 サ ン プ ル 中 の
分 析 物 の 量 に 比 例 し て そ の 固 体 支 持 体 に そ の 抗 体 を 結 合 さ せ る の に 有 効 な 条 件 下 で 、 そ の
分 析 物 と 抗 原 - 抗 体 複 合 体 を 形 成 さ せ る の に 有 効 な 結 合 性 試 薬 と 、 反 応 さ せ る 。 好 ま し い
フ ィ ル タ ー 膜 は 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 Immobilon（ 商 標 ） -CD、 及 び Immobilon（ 商 標 ） -PS
Q を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 上 記 及 び 他 の 目 的 及 び 構 成 は 、 以 下 の 発 明 の 詳 細 な 説 明 を 添 付 図 面 と 併 せ て 読
む と き に よ り 十 分 に 明 ら か に な る で あ ろ う 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
I.
　 本 明 細 書 中 で 使 用 す る と き 、 以 下 の 用 語 は 、 以 下 の 定 義 を も つ :
　 "Pyd" 又 は " ピ リ ジ ノ リ ン " 又 は 遊 離 の ピ リ ジ ノ リ ン " と は 、 式 中 、 そ の 環 窒 素 が ヒ ド
ロ キ シ ル リ シ ル 残 基 の ε ア ミ ノ 基 か ら 生 じ て い る 、 以 下 の (I) に お い て 示 さ れ る 化 合 物 を
い い 、 そ し て "Dpd" 又 は " デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン " 又 は 遊 離 の デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン " と
は 、 式 中 、 そ の 環 窒 素 が リ シ ル 残 基 の ε ア ミ ノ 基 か ら 生 じ て い る 、 以 下 の (II)に お い て 示
さ れ る 化 合 物 を い う 。
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 " 遊 離 の 架 橋 (Free crosslinks)"と は 、 化 合 物 (I) 又 は (II)、 あ る い は そ れ ら の 混 合 物
を い う 。
　 " 糖 添 加 ピ リ ジ ノ リ ン (Glycosylated pyridinoline)"又 は "glyco-Pyd" と は 、 式 中 、 グ
リ コ シ ル 基 が Pyd の 脂 肪 族 ヒ ド ロ キ シ ル 基 に 共 有 結 合 し た 化 合 物 (I) の 糖 添 加 形 態 を い う
。 同 定 さ れ て い る 2 つ の glyco-Pyd 架 橋 は 、 Gal-Pyd 及 び Glc-Gal-Pyd で あ っ て 、 こ れ は
そ れ ぞ れ 以 下 の 式 (III) 及 び (IV)に お い て 示 さ れ る 。
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【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 "Pyd- ペ プ チ ド " 又 は " ピ リ ジ ノ リ ン - ペ プ チ ド " と は 、 式 中 、 そ の 化 合 物 内 の 3 つ の
ア ミ ノ 酸 残 基 の 中 の 1 以 上 が ペ プ チ ド 結 合 を 介 し て 追 加 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 結 合 さ れ て い る
化 合 物 (I) の ペ プ チ ド 誘 導 体 化 形 態 を い う 。 同 様 に 、 "Dpd- ペ プ チ ド " 又 は " デ オ キ シ ピ
リ ジ ノ リ ン - ペ プ チ ド " と は 、 式 中 、 そ の 化 合 物 内 の 3 つ の ア ミ ノ 酸 残 基 の 中 の 1 以 上 が
ペ プ チ ド 結 合 を 介 し て 追 加 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 結 合 さ れ て い る 化 合 物 (II)の ペ プ チ ド 誘 導 体
化 形 態 を い う 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 " ピ リ ジ ニ ウ ム - ペ プ チ ド " と は 、 Pyd-ペ プ チ ド と Dpd-ペ プ チ ド の 混 合 物 を い う 。
　 "1000 ダ ル ト ン を 超 え る 分 子 量 を も つ Pyd-ペ プ チ ド " 又 は "Pyd-ペ プ チ ド (MW>1000)"と
は 、 1,000 分 子 量 カ ッ ト オ フ を も つ 透 析 膜 に よ り 保 持 さ れ た Pyd-ペ プ チ ド を い う 。
　 "1000 ダ ル ト ン を 超 え る 分 子 量 を も つ Dpd-ペ プ チ ド " 又 は "Dpd-ペ プ チ ド (MW>1000)"と
は 、 1,000 分 子 量 カ ッ ト オ フ を も つ 透 析 膜 に よ り 保 持 さ れ た Dpd-ペ プ チ ド を い う 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 "Pyd架 橋 " と は 、 遊 離 又 は 誘 導 体 化 形 態 の い ず れ か に お い て 化 合 物 (I) を 含 む 尿 中 の ピ
リ ジ ニ ウ ム 架 橋 を い う 。 Pyd 架 橋 は 、 Pyd 、 glyco-Pyd 及 び Pyd-ペ プ チ ド を 含 む 。 同 様 に
、 "Dpd架 橋 " と は 、 遊 離 又 は 誘 導 体 化 形 態 の い ず れ か に お い て 化 合 物 (II)を 含 む 尿 中 の ピ
リ ジ ニ ウ ム 架 橋 を い う 。 "Dpd架 橋 " は 、 Dpd 及 び Dpd-ペ プ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 " ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 " と は 、 遊 離 及 び / 又 は 誘 導 体 化 形 態 に お け る 化 合 物 (I) 及 び / 又
は (II)を 含 む ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 を い う 。
　 " 全 H-Pyd"と は 、 Pyd 架 橋 を Pyd に 加 水 分 解 す る こ と に よ り 作 ら れ た 全 加 水 分 解 Pyd を
い う 。 同 様 に 、 " 全 H-Dpd"と は 、 Dpd 架 橋 を Dpd に 加 水 分 解 す る こ と に よ り 作 ら れ た 全 加
水 分 解 Dpd を い う 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 " 加 水 分 解 -Pyd" 又 は "H-Pyd" と は 、 6N HCl中 で 110 ℃ に お い て 16時 間 Pyd 架 橋 を 加 水
分 解 す る こ と に よ り 作 ら れ た Pyd を い う 。 同 様 に 、 " 加 水 分 解 -Dpd" 又 は "H-Dpd" と は 、
6N HCl中 で 110 ℃ に お い て 16時 間 Dpd 架 橋 を 加 水 分 解 す る こ と に よ り 作 ら れ た Dpd を い う
。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 " 生 来 の Pyd"又 は "N-Pyd" と は 、 加 水 分 解 条 件 に 供 さ れ な い 尿 か ら 得 ら れ た Pyd を い う
。 同 様 に 、 " 生 来 の Dpd"又 は "N-Dpd" と は 、 加 水 分 解 条 件 に 供 さ れ な い 尿 か ら 得 ら れ た Dp
d を い う 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 " 生 来 の 遊 離 の ピ リ ジ ノ リ ン 及 び 生 来 の 遊 離 の デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン か ら 成 る 群 か ら 選
ば れ た ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 と 免 疫 特 異 的 に 反 応 す る こ と が で き る " モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 ( 又
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は 抗 体 試 薬 ) と は 、 尿 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る こ と が で き る 他 の 抗 原 性 材 料 に 対 し て 、 生 来
の 遊 離 の ピ リ ジ ノ リ ン 、 生 来 の 遊 離 の デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン 、 又 は そ の 両 方 に 免 疫 特 異 的
な モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を い う 。 生 来 の 遊 離 の ピ リ ジ ノ リ ン 及 び 生 来 の 遊 離 の デ オ キ シ ピ リ
ジ ノ リ ン に 対 す る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の 反 応 性 ( ア フ ィ ニ テ ィ ー ) の 比 が 、 約 5:1 以 上 か
ら 、 約 1:25未 満 ま で の レ ン ジ に 、 そ の 間 の す べ て の 比 を 含 ん で 、 あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 " 約 3:1 を 超 え る 、 選 択 さ れ た ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 に 対 す る 反 応 性 と 、 分 子 量 に お い て 1,
000 ダ ル ト ン を 上 回 る 尿 中 ピ リ ジ ニ ウ ム ・ ペ プ チ ド と の 反 応 性 と の 比 " の 意 味 は 、 生 来 の
遊 離 の ピ リ ジ ノ リ ン 対 生 来 の 遊 離 の デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン に つ い て の そ の 抗 体 の 相 対 的 な
特 異 性 に 依 存 す る 。 抗 体 が 、 2:1 を 超 え る 、 生 来 の 遊 離 の ピ リ ジ ノ リ ン に 対 す る 反 応 性 と
生 来 の 遊 離 の デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン に 対 す る 反 応 性 と の 比 を も つ 場 合 に は 、 こ の フ レ ー ズ
は 、 N-Pyd に 対 す る 反 応 性 と Pyd-ペ プ チ ド (MW>1000) に 対 す る 反 応 性 と の 比 を い う 。 抗 体
が 、 1:2 未 満 で あ る 、 生 来 の 遊 離 の ピ リ ジ ノ リ ン に 対 す る 反 応 性 と 生 来 の 遊 離 の デ オ キ シ
ピ リ ジ ノ リ ン に 対 す る 反 応 性 と の 比 を も つ 場 合 に は 、 こ の フ レ ー ズ は 、 N-Dpd に 対 す る 反
応 性 と Dpd-ペ プ チ ド (MW>1000) に 対 す る 反 応 性 と の 比 を い う 。 2:1 ～ 1:2 の 間 の 又 は こ れ
の 等 し い 生 来 の 遊 離 の ピ リ ジ ノ リ ン に 対 す る 反 応 性 と 生 来 の 遊 離 の デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン
に 対 す る 反 応 性 と の 比 を も つ モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 に つ い て は 、 こ の フ レ ー ズ は 、 N-Pyd に
対 す る 反 応 性 と Pyd-ペ プ チ ド (MW>1000) に 対 す る 反 応 性 と の 比 、 及 び ま た 、 N-Dpd に 対 す
る 反 応 性 と Dpd-ペ プ チ ド (MW>1000) に 対 す る 反 応 性 と の 比 が 、 約 3:1 を 超 え る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
II. 
　 本 セ ク シ ョ ン は 、 約 3:1 を 超 え る 、 そ し て 好 ま し く は 、 約 5:1 を 超 え る 、 生 来 の 遊 離 ピ
リ ジ ニ ウ ム 架 橋 に 対 す る 反 応 性 と 、 1,000 ダ ル ト ン を 上 回 る 尿 中 ピ リ ジ ニ ウ ム ・ ペ プ チ ド
に 対 す る 反 応 性 と の 比 に よ り 証 明 さ れ る よ う な 、 生 来 の 遊 離 の ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 (N-Pyd、
N-Dpd 、 又 は 両 方 の い ず れ か ) に 特 異 的 で あ る モ ノ ク ロ ナ ー ル 及 び ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 ("
抗 体 試 薬 ")の 生 産 に つ い て 記 載 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 抗 体 が 生 来 の 遊 離 の ピ リ ジ ノ リ ン に 結 合 す る た め の も の で あ る 場 合 に は 、 そ の 抗 体 は 、
好 ま し く は 、 約 5:1 を 超 え る 、 好 ま し く は 約 20:1を 超 え る 、 そ し て よ り 好 ま し く は 約 100:
1 を 超 え る 、 生 来 の 遊 離 の ピ リ ジ ノ リ ン に 対 す る 反 応 性 と 、 生 来 の 遊 離 デ オ キ シ ピ リ ジ ノ
リ ン に 対 す る 反 応 性 と の 比 を も つ 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 抗 体 が 生 来 の 遊 離 の デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン に 結 合 す る た め の も の で あ る 場 合 に は 、 そ の
抗 体 は 、 好 ま し く は 、 約 5:1 を 超 え る 、 好 ま し く は 約 25:1を 超 え る 、 そ し て よ り 好 ま し く
は 約 100:1 を 超 え る 、 生 来 の 遊 離 の デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン に 対 す る 反 応 性 と 、 生 来 の 遊 離
ピ リ ジ ノ リ ン に 対 す る 反 応 性 と の 比 を も つ 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 抗 体 が 生 来 の 遊 離 の ピ リ ジ ノ リ ン 及 び 生 来 の 遊 離 の デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン に 結 合 す る た
め の も の で あ る 場 合 に は 、 そ の 抗 体 は 、 好 ま し く は 、 約 2:1 ～ 1:2 の 間 の 、 生 来 の 遊 離 の
ピ リ ジ ノ リ ン に 対 す る 反 応 性 と 、 生 来 の 遊 離 デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン に 対 す る 反 応 性 と の 比
を も つ 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 に 係 る 抗 体 試 薬 は 、 好 ま し く は 、 約 5 x 10 7  / モ ル を 超 え る 選 択 さ れ た ピ リ ジ ニ
ウ ム 種 (N-Pyd又 は N-Dpd)に つ い て の 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー 定 数 を も つ 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
A.
　 抗 体 試 薬 を 作 る た め に 使 用 さ れ る 免 疫 原 は 、 担 体 分 子 、 典 型 的 に は 担 体 タ ン パ ク 質 、 例
え ば 、 Keyhole limpetヘ モ シ ア ニ ン (KLH) に 結 合 し た H-Dpd 又 は H-Pyd で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 Pyd は 、 生 来 の Pyd(N-Pyd)又 は 加 水 分 解 さ れ た Pyd(H-Pyd)で あ る こ と が で き る 。 同 様 に
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、 Dpd は 、 生 来 の Dpd(N-Dpd)又 は 加 水 分 解 さ れ た Dpd(H-Dpd)で あ る こ と が で き る 。 N-Dpd 
又 は N-Pyd を 得 る た め に 、 尿 中 の 他 の ピ リ ジ ニ ウ ム 化 合 物 か ら の N-Dpd 又 は N-Pyd の グ ロ
ス 分 離 を 、 実 施 例 2 中 に 記 載 す る よ う に 、 尿 の 分 画 に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。 簡 単 に
言 え ば 、 尿 の 濃 縮 物 を 、 Sephadex G-10 カ ラ ム に 適 用 し 、 そ し て す べ て の ピ リ ジ ニ ウ ム を
含 む 画 分 を 溶 出 さ せ る 。 次 に こ の 溶 出 物 を ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム に よ り 平 衡 化 し た ホ ス ホ セ
ル ロ ー ス の カ ラ ム に 適 用 し 、 そ し て 塩 に よ り 溶 出 さ せ 、 単 一 ピ ー ク に お い て 遊 離 架 橋 を 得
る 。 こ の サ ン プ ル は 加 水 分 解 条 件 に 供 さ れ な い の で 、 こ の ピ ー ク は 、 N-Dpd 及 び N-Pyd 形
態 ("遊 離 の 架 橋 ")だ け で は な く 、 glyco-Pyd を も 含 む 、 先 に 記 載 し た よ う な Gal-Pyd 及 び
及 び Glc-Gal-Pyd を 含 む 。 次 に 、 さ ら な る 精 製 を 、 便 利 に は 、 例 え ば 、 ス ル ホ ン 化 ポ リ ス
チ レ ン ・ ビ ー ズ 上 の イ オ ン 交 換 、 又 は HPLCを 使 用 し た 標 準 的 な 方 法 に よ り 行 う 。 こ の 分 離
に た め の 典 型 的 な プ ロ ト コ ー ル は 、 例 え ば 、 Black, et al., 1988 、 Seibel et al., 198
9 、 及 び 実 施 例 2 の 中 に あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 あ る い は 、 加 水 分 解 Pyd 又 は Dpd は 、 例 え ば 、 Black et al., 1988中 に 記 載 さ れ た よ う
に 精 製 さ れ た 、 骨 コ ラ ー ゲ ン 又 は 尿 中 の ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 の 酸 加 水 分 解 に よ り 作 ら れ る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 担 体 タ ン パ ク 質 へ の H-Pyd 又 は H-Dpd の カ ッ プ リ ン グ は 、 典 型 的 に は 、 標 準 的 な 方 法 に
従 っ て 、 1 の カ ッ プ リ ン グ 末 端 に お い て 、 H-Pyd 又 は H-Dpd の 遊 離 の カ ル ボ キ シ ル 基 の 中
の 1 つ へ の ア ミ ド 結 合 を 、 そ し て 他 の カ ッ プ リ ン グ 末 端 に お い て 、 そ の 担 体 タ ン パ ク 質 へ
の ア ミ ド 又 は エ ス テ ル 又 は ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る 二 価 カ ッ プ リ ン グ 剤 を 使 用 し た 、
標 準 的 な カ ッ プ リ ン グ 方 法 に よ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 あ る い は 、 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 H-Pyd 又 は H-Dpd は 、 こ れ も ま た よ く 知 ら れ た 方
法 に 従 っ て 、 例 え ば 、 水 溶 性 カ ル ボ キ シ ル 活 性 化 剤 、 例 え ば 、 EDC(1-(3- ジ メ チ ル ア ミ ノ
プ ロ ピ ル )-3-エ チ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド ) の 存 在 中 、 そ の タ ン パ ク 質 に 直 接 的 に 結 合 さ れ る こ
と が で き る 。 後 者 の ア プ ロ ー チ を 、 実 施 例 3 に お い て 説 明 す る 。 こ の 例 は 、 EDC 活 性 化 に
よ る keyhole limpetヘ モ シ ア ニ ン (KLH) へ の H-Dpd の カ ッ プ リ ン グ に つ い て 記 載 す る 。 ペ
プ チ ド 抗 原 に よ る 担 体 タ ン パ ク 質 の 誘 導 体 化 の た め の 一 般 的 な カ ッ プ リ ン グ 反 応 は 、 Harl
ow (1988), pp. 77-87及 び Wong (1991) 中 に 与 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
B.
　 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 試 薬 を 作 る た め に 、 先 に 記 載 し た 免 疫 原 を 、 動 物 、 例 え ば 、 マ ウ ス
を 免 疫 感 作 さ せ る た め に 使 用 し 、 こ れ か ら 、 抗 原 - 特 異 的 リ ン パ 球 を 不 死 化 の た め に 得 る
こ と が で き る 。 好 適 で る こ と が 判 明 し て い る 1 つ の 動 物 は 、 Jackson Laboratory(Bar Har
bor, ME)か ら 入 手 可 能 な " 自 己 免 疫 性 (autoimmune)"MRL/MpJ-lprマ ウ ス で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 N-Pyd に 特 異 的 な 抗 体 が 望 ま し い 場 合 に は 、 H-Pyd-免 疫 原 が 典 型 的 に 使 用 さ れ る 。 同 様
に 、 N-Dpd に 特 異 的 な 抗 体 が 望 ま し い 場 合 に は 、 H-Dpd-免 疫 原 が 典 型 的 に 使 用 さ れ る 。 Py
d 及 び Dpd の 両 方 を 認 識 す る 抗 体 を 、 H-Pyd-免 疫 原 又 は H-Dpd-免 疫 原 を 使 用 し て 得 る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 B.1 
　 N-Pyd に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 試 薬 を 作 る た め に 、 マ ウ ス を 、 実 施 例 4 中 に 大 要
を 示 す よ う に 、 H-Pyd-KLH 免 疫 原 の 一 連 の 注 射 を 使 用 し て 免 疫 感 作 さ せ る こ と が で き る 。
最 初 の 免 疫 感 作 の 約 8 週 間 後 、 脾 臓 細 胞 を 収 穫 し 、 そ し て P3X63Ag8.653ミ エ ロ ー マ 細 胞 系
と 融 合 さ せ る 。 首 尾 よ く 融 合 し た 生 成 物 の 選 択 は 、 公 開 さ れ た 方 法 に 従 っ て 、 な ら し S-DM
EM培 地 中 の HAT 中 で 行 わ れ る こ と が で き る ( 一 般 的 に は 、 Harlow, pp. 196-212 を 参 照 の
こ と 。 ) 。 次 に 首 尾 よ い 融 合 生 成 物 を 、 実 施 例 8 中 に 記 載 す る も の と 類 似 の 競 合 的 イ ム ノ
ア ッ セ イ 処 方 を 使 用 し て 、 N-Pyd と の 免 疫 反 応 性 に つ い て ス ク リ ー ン す る 。 N-Pyd へ の 高
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い ア フ ィ ニ テ ィ ー 結 合 を 示 す 細 胞 系 を 、 限 界 希 釈 法 に よ り サ ブ ク ロ ー ン 化 し 、 そ し て N-Py
d に つ い て の 高 い 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー を も つ 抗 体 の 生 産 に つ い て さ ら に ス ク リ ー ン す る 。
上 記 手 順 に よ り 得 ら れ 、 そ し て N-Pyd に つ い て の 高 い 抗 体 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 与 え る 1 つ の
サ ブ ク ロ ー ン 化 さ れ た 細 胞 系 を 、 本 明 細 書 中 で 、 Mab-XXV-3G6-3B11-1A10 と 命 名 す る 。 こ
の 細 胞 系 の サ ン プ ル は 、 American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Dr., Rock
ville MD 20852に よ り 寄 託 さ れ て お り 、 そ し て ATCC第 HB11089 号 と 指 定 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 抗 体 試 薬 を 作 る た め に 、 上 記 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 を 、 好 適 な 培 地 (harlow, pp. 247-2
70) 、 例 え ば 、 以 下 の 材 料 及 び 方 法 の セ ク シ ョ ン 中 に 記 載 す る よ う に 補 わ れ た Dulbecco's
修 飾 Eagle's 培 地 (DMEM)中 で 、 培 養 す る 。 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 ("Mabs")を 、 上 記 培 地 か ら
収 穫 し 、 そ し て 公 開 さ れ た 方 法 (Harlow pp. 271-318)に 従 っ て 濃 縮 及 び 保 存 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 先 に 述 べ た よ う に 、 本 発 明 の 重 要 な 特 徴 は 、 尿 中 の よ り 大 き な 分 子 量 の ピ リ ジ ニ ウ ム 架
橋 に 対 す る N-Dpd 及 び N-Pyd に つ い て の 抗 体 試 薬 の 特 異 性 で あ る 。 N-Pyd 、 N-Dpd 、 及 び
他 の 尿 中 ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 に つ い て の 抗 体 試 薬 の 相 対 的 特 異 性 は 、 実 施 例 10中 に 詳 説 さ れ
る よ う に 、 N-Pyd に つ い て の 競 合 的 結 合 検 定 に よ り 測 定 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 簡 単 に 言 え ば 、 N-Pyd 及 び N-Dpd 、 並 び に 等 モ ル 量 ( そ れ ぞ れ 150 μ M)中 に 20の 一 般 的
ア ミ ノ 酸 を 含 む ア ミ ノ 酸 を 含 む 様 々 な 精 製 さ れ た 架 橋 サ ン プ ル を 、 そ の サ ン プ ル 中 の ピ リ
ジ ニ ウ ム 架 橋 が そ の 抗 体 へ の 結 合 に つ い て そ の 支 持 体 結 合 N-Pyd と 競 合 す る 条 件 下 で 、 付
着 さ れ た N-Pyd を も つ 固 相 支 持 体 の 上 で 、 限 定 さ れ た 量 の 抗 体 試 薬 と 反 応 さ せ る 。 固 相 支
持 体 へ の 抗 体 の 結 合 の 程 度 は 、 そ の 抗 体 試 薬 に つ い て の そ の サ ン プ ル 架 橋 の 相 対 的 反 応 性
の 尺 度 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 実 施 例 10中 に 大 要 を 示 す 手 順 に 従 っ て 、 N-Pyd 、 N-Dpd 、 Pyd-ペ プ チ ド (MW>1,000)、 及
び ア ミ ノ 酸 混 合 物 ( 一 般 的 な 20ア ミ ノ 酸 の そ れ ぞ れ 150 μ M)の 、 細 胞 系  Pyd XXV-3G6-3B1
1-1A10か ら の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 へ の 結 合 の レ ベ ル を 、 調 査 し た 。 そ れ ぞ れ の サ ン プ ル の
見 か け の Pyd 濃 度 を 、 精 製 N-Pyd を 使 用 し て 確 立 さ れ た 標 準 曲 線 を 使 用 し て 測 定 し た 。 そ
れ ぞ れ の サ ン プ ル の パ ー セ ン ト 反 応 性 を 、 全 H-Pyd に つ い て HPLCに よ り 測 定 さ れ た サ ン プ
ル 中 の 全 Pyd 架 橋 濃 度 (100倍 ) に 対 す る 、 又 は N-Dpd サ ン プ ル の 場 合 に お け る 全 H-Dpd に
つ い て の HPLCに よ り 測 定 さ れ る よ う な 全 Dpd-架 橋 濃 度 (100倍 ) に 対 す る 、 ( 上 記 の N-Pyd 
標 準 曲 線 を 使 用 し て 測 定 さ れ た ) 見 か け の 濃 度 の 比 と し て 、 計 算 し た 。 結 果 を 表 1 中 に 示
す 。 こ こ で 、 N-Pyd と の 反 応 性 を 100%と し て 定 義 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 表 か ら 分 か る よ う に 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 試 薬 は 、 N-Dpd に 対 し て N-Pyd に つ い て 高 く
選 択 性 で あ り 、 約 3:1 を 超 え る 、 そ し て 本 ケ ー ス に お い て は 、 5:1 を 超 え る 、 生 来 の 遊 離
ピ リ ジ ノ リ ン に 対 す る 反 応 性 と 、 生 来 の 遊 離 デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン に 対 す る 反 応 性 と の 比
を 、 示 し て い る 。 ま た 、 こ の 試 薬 は 、 ( 全 Pyd 含 量 に つ い て 定 量 さ れ ) テ ス ト さ れ た ピ リ
ジ ニ ウ ム - ペ プ チ ド 形 態 を 上 回 っ て N-Pyd に つ い て 選 択 性 で あ り 、 約 100:1 を 超 え る 、 分
子 量 に お い て 1,000 ダ ル ト ン を 上 回 る ピ リ ジ ノ リ ン ・ ペ プ チ ド に 対 す る 反 応 性 の 比 を 示 す
。 さ ら に 、 こ の 試 薬 は 、 テ ス ト さ れ た ア ミ ノ 酸 混 合 物 と の 最 小 の 交 差 反 応 性 (<1%) を 示 す
。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 よ り 一 般 的 に は 、 N-Pyd に 特 異 的 で あ る Mab 試 薬 は 、 上 記 の 検 定 に よ り 測 定 さ れ る と き
、 5:1 を 超 え る 、 好 ま し く は 、 10:1を 超 え る 、 よ り 好 ま し く は 、 25:1を 超 え る 、 そ し て 本
ケ ー ス に お い て は 、 100:1 を 超 え る 、 生 来 の 遊 離 の ピ リ ジ ノ リ ン (N-Pyd) 及 び Pyd-ペ プ チ
ド (MW>1000) に 対 す る 反 応 性 を も つ 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 B.2　
　 N-Dpd に 特 異 的 で あ る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 試 薬 を 作 る た め に 、 N-Pyd Mabsを 得 る た め の
先 の 手 順 を 使 用 す る こ と が で き る 。 但 し 、 H-Dpd-KLH を 免 疫 原 と し て 使 用 し 、 そ し て 免 疫
反 応 性 ス ク リ ー ニ ン グ を N-Dpd の た め の 検 定 に よ り 行 う 。 こ の 手 順 に よ り 得 ら れ 、 そ し て
N-Dpd に つ い て の 高 い 抗 体 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 与 え る 1 つ の サ ブ ク ロ ー ン 化 細 胞 系 は 、 本 明
細 書 中 、 Mab-Dpd-II-7B6-1F4-1H11 と し て 命 名 す る ( 実 施 例 5 参 照 ) 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 こ の 抗 体 試 薬 は 、 上 記 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 か ら 作 ら れ 、 そ し て 、 N-Pyd Mabsの た め に
先 に 記 載 し た 同 一 の 一 般 的 手 順 に よ り 保 存 さ れ る 。
　 N-Dpd 、 N-Pyd 、 及 び 他 の 尿 中 ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 に つ い て の 抗 体 試 薬 の 相 対 的 特 異 性 は
、 先 に 記 載 し た よ う な ア プ ロ ー チ ( セ ク シ ョ ン B.1)に よ り 測 定 さ れ る こ と が で き る が 、 付
着 N-Dpd を も つ 固 相 支 持 体 を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 実 施 例 10中 に 大 要 を 示 す 手 順 に 従 っ て 、 N-Dpd 、 N-Pyd 、 Dpd-ペ プ チ ド (MW>1,000)、 及
び ア ミ ノ 酸 混 合 物 ( 一 般 的 な 20ア ミ ノ 酸 の そ れ ぞ れ 150 μ M)の 、 細 胞 系  Mab-Dpd-II-7B6-
1F4-1H11か ら の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 へ の 結 合 の レ ベ ル を 、 調 査 し た 。 そ れ ぞ れ の サ ン プ ル
の 見 か け の Dpd 濃 度 を 、 精 製 N-Dpd を 使 用 し て 確 立 さ れ た 標 準 曲 線 を 使 用 し て 測 定 し た 。
そ れ ぞ れ の サ ン プ ル の パ ー セ ン ト 反 応 性 を 、 全 H-Dpd に つ い て HPLCに よ り 測 定 さ れ た サ ン
プ ル 中 の 全 Dpd 架 橋 濃 度 (100倍 ) に 対 す る 、 又 は N-Pyd サ ン プ ル の 場 合 に お け る 全 H-Pyd 
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に つ い て の HPLCに よ り 測 定 さ れ る よ う な 全 Pyd-架 橋 濃 度 (100倍 ) に 対 す る 、 ( 上 記 の N-Dp
d 標 準 曲 線 を 使 用 し て 測 定 さ れ た ) 見 か け の N-Dpd 濃 度 の 比 と し て 、 計 算 し た 。 結 果 を 表
2 中 に 示 す 。 こ こ で 、 N-Dpd と の 反 応 性 を 100%と し て 定 義 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 表 か ら 分 か る よ う に 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 試 薬 は 、 N-Pyd に 対 し て N-Dpd に つ い て 高 く
選 択 性 で あ り 、 約 100:1 を 超 え る 、 生 来 の 遊 離 の デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン に 対 す る 反 応 性 と
、 生 来 の 遊 離 の ピ リ ジ ノ リ ン の 対 す る 反 応 性 と の 比 を 示 す 。 ま た 、 こ の 試 薬 は 、 ( Dpd 含
量 に つ い て 定 量 さ れ ) テ ス ト さ れ た ピ リ ジ ニ ウ ム - ペ プ チ ド 形 態 を 上 回 っ て N-Dpd に つ い
て 選 択 性 で あ り 、 約 3:1 を 超 え る 、 そ し て 好 ま し く は 約 5:1 を 超 え る 、 分 子 量 に お い て 1,
000 ダ ル ト ン を 上 回 る デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン ・ ペ プ チ ド に 対 す る 反 応 性 の 比 を 示 す 。 さ ら
に 、 こ の 試 薬 は 、 テ ス ト さ れ た ア ミ ノ 酸 混 合 物 と の 最 小 の 交 差 反 応 性 (<1%) を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 よ り 一 般 的 に は 、 N-Dpd に 特 異 的 で あ る Mab 試 薬 は 、 上 記 の 検 定 に よ り 測 定 さ れ る と き
、 5:1 を 超 え る 、 好 ま し く は 、 10:1を 超 え る 、 よ り 好 ま し く は 、 25:1を 超 え る 、 そ し て 本
ケ ー ス に お い て は 、 100:1 を 超 え る 、 生 来 の デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン (N-Dpd) 及 び Dpd-ペ プ
チ ド (MW>1000) に 対 す る 反 応 性 を も つ 。
　 B.3　  
　 競 合 的 ア フ ィ ニ テ ィ ー を も つ N-Pyd 及 び N-Dpd に 結 合 す る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 試 薬 を 作
る た め に 、 N-Pyd Mabs及 び N-Dpd Mabsを 得 る た め の 先 の 手 順 を 使 用 す る こ と が で き る 。 但
し 、 免 疫 原 は H-Pyd-KLH 又 は H-Dpd-KLH で あ る こ と が で き 、 そ し て 免 疫 反 応 性 ス ク リ ー ニ
ン グ を N-Pyd 及 び N-Dpd の た め の 別 個 の 検 定 に よ り 行 う 。 免 疫 原 と し て H-Dpd-KLH を 使 用
し て 上 記 手 順 に よ り 得 ら れ 、 そ し て N-Dpd 及 び N-Pyd に つ い て の 高 い 抗 体 ア フ ィ ニ テ ィ ー
を 与 え る 1 つ の サ ブ ク ロ ー ン 化 細 胞 系 を 、 本 明 細 書 中 、 Mab Pyd/Dpd-V-6H2-2H4-1E4 と し
て 命 名 す る ( 実 施 例 6 参 照 ) 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 こ の 抗 体 試 薬 は 、 上 記 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 か ら 作 ら れ 、 そ し て N-Pyd Mabsの た め に 先
に 記 載 し た 同 一 の 一 般 的 手 順 に よ り 保 存 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 N-Dpd 、 N-Pyd 、 及 び 他 の 尿 中 ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 に つ い て の 抗 体 試 薬 の 相 対 的 特 異 性 は
、 先 に 記 載 し た よ う な ア プ ロ ー チ ( セ ク シ ョ ン B.1 及 び B.2)に よ り 測 定 さ れ る こ と が で き
る 。 本 ケ ー ス に お い て は 、 Pyd/Dpd-V-6H2-2H4-1E4 細 胞 系 を 使 用 し て 作 ら れ た 抗 体 に つ い
て 、 そ れ ぞ れ の サ ン プ ル の パ ー セ ン ト 反 応 性 を 、 全 H-Dpd に つ い て HPLCに よ り 測 定 さ れ た
サ ン プ ル 中 の 全 Dpd 架 橋 濃 度 (100倍 ) に 対 す る 、 又 は N-Pyd サ ン プ ル の 場 合 に お け る 全 H-
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Pyd に つ い て の HPLCに よ り 測 定 さ れ た 全 Pyd-架 橋 濃 度 (100倍 ) に 対 す る 、 ( 上 記 の N-Dpd 
標 準 曲 線 を 使 用 し て 測 定 さ れ た ) 見 か け の N-Dpd 濃 度 の 比 と し て 、 計 算 し た 。 結 果 を 表 3 
中 に 示 す 。 こ こ で 、 N-Dpd と の 反 応 性 を 100%と し て 定 義 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 表 か ら 分 か る よ う に 、 こ の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 試 薬 は 、 競 合 的 ア フ ィ ニ テ ィ ー を も っ て
N-Dpd 及 び N-Pyd を 認 識 し 、 1:1 に 近 い 交 差 反 応 性 比 を も つ 。 ま た 、 こ の 試 薬 は 、 テ ス ト
さ れ た ピ リ ジ ニ ウ ム - ペ プ チ ド 形 態 ( Pyd 及 び Dpd ペ プ チ ド の 両 方 ) を 上 回 っ て N-Dpd に
つ い て 選 択 性 で あ り 、 約 3:1 を 超 え る 、 そ し て 本 ケ ー ス に お い て は 、 9:1 を 超 え る 、 分 子
量 に お い て 1,000 ダ ル ト ン を 上 回 る ピ リ ジ ニ ウ ム ・ ペ プ チ ド に 対 す る 反 応 性 の 比 を 示 す 。
さ ら に 、 こ の 試 薬 は 、 テ ス ト さ れ た ア ミ ノ 酸 混 合 物 と の 最 小 の 交 差 反 応 性 (5%)を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 よ り 一 般 的 に は 、 Pyd/Dpd-特 異 的 で あ る Mab 試 薬 は 、 約 2:1 ～ 1:2 間 の 生 来 の 遊 離 ピ リ
ジ ノ リ ン (N-Pyd) 及 び 生 来 の 遊 離 デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン (N-Dpd) に 対 す る 反 応 性 を も つ 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 B.4 　
　 本 発 明 に 係 る 抗 体 試 薬 を 、 例 え ば 、 プ ー ル し た 尿 素 を こ の よ う な マ ト リ ッ ク ス に 通 過 さ
せ る こ と に よ り 、 コ ラ ー ゲ ン 組 織 か ら 得 ら れ た 生 来 の 遊 離 ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 を 結 合 さ せ 、
そ し て 集 め る た め の 、 標 準 的 な ア フ ィ ニ テ ィ ー ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 に 従 っ て 、 ア フ ィ
ニ テ ィ ー ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ・ マ ト リ ッ ク ス 中 で 、 使 用 す る こ と も で き る 。 N-Pyd の 単
離 の た め に 、 N-Pyd に 特 異 的 で あ る 抗 体 試 薬 を そ の マ ト リ ッ ク ス 中 で 使 用 す る こ と が で き
る 。 あ る い は 、 N-Pyd 及 び N-Dpd の 両 方 の 単 離 の た め に 、 競 合 的 ア フ ィ ニ テ ィ ー に よ り 両
方 に 結 合 す る 抗 体 を 使 用 す る 。 得 ら れ た 生 来 の 遊 離 の 架 橋 を 、 適 宜 、 実 施 例 1 及 び 2 中 に
記 載 す る 方 法 に よ り 、 さ ら に 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
C.　
　 ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 調 製 は 、 本 分 野 に お い て 一 般 的 に 知 ら れ た 免 疫 学 的 プ ロ ト コ ー ル 、
例 え ば 、 Harlow, pp. 93-115に 従 っ て 、 好 適 な 哺 乳 類 被 験 体 、 例 え ば 、 ウ サ ギ 又 は マ ウ ス
中 に 免 疫 原 を 注 射 す る こ と を 含 む 。 典 型 的 に は 、 ウ サ ギ は 、 ア ジ ュ バ ン ト 中 の 免 疫 原 に よ
り 皮 下 注 射 さ れ 、 そ し て ブ ー ス タ ー 免 疫 感 作 が 2-3 週 間 毎 に 皮 下 又 は 筋 中 注 射 に よ り 与 え
ら れ ; マ ウ ス は 、 同 様 の ス ケ ジ ュ ー ル に 従 っ て 腹 膜 内 注 射 さ れ る こ と が で き る 。 血 液 を 、
例 え ば 、 そ れ ぞ れ の 免 疫 感 作 注 射 の 1-2 週 間 後 に 、 間 隔 を お い て 採 取 す る 。 抗 血 清 を 、 標
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準 的 な 免 疫 沈 降 方 法 (Harlow, pp. 423-470) に 従 っ て 、 N-Pyd 又 は N-Dpd に 関 す る 抗 体 形
成 を 測 定 す る た め に 、 滴 定 す る こ と が で き る 。 ウ サ ギ に お け る ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の 1 産
生 方 法 の 詳 細 を 、 実 施 例 19中 に 与 え る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 血 清 に つ い て の 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー 定 数 は 、 公 知 の 方 法 に よ り ( 例 え
ば 、 免 疫 沈 降 又 は ELISA 検 定 を 使 用 し た Scatchard 分 析 に よ る ) 決 定 さ れ る こ と が で き 、
そ し て 選 択 さ れ た ピ リ ジ ニ ウ ム 種 に 対 し て 特 異 的 で あ る 抗 血 清 中 の 抗 体 に つ い て の 平 均 結
合 ア フ ィ ニ テ ィ ー 定 数 を 表 す 。 ウ サ ギ VI-8か ら 得 ら れ た ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 は 、 Scatchar
d 分 析 に よ り 測 定 さ れ る よ う に 、 約 1 x 10 8  の N-Pyd に つ い て の 結 合 定 数 を も つ 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 選 択 さ れ た ピ リ ジ ニ ウ ム 種 及 び 他 の ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 に つ い て の 抗 体 試 薬 の 相 対 的 な 結
合 特 異 性 を 、 先 に セ ク シ ョ ン B に 記 載 さ れ 、 そ し て 実 施 例 10中 に 詳 説 す る よ う な 競 合 的 結
合 検 定 に よ り 測 定 す る こ と が で き る 。 表 3.5 は 、 ウ サ ギ VI-8か ら 得 ら れ た 抗 -Pyd抗 血 清 の
相 対 的 結 合 特 異 性 を 示 し て お り 、 こ こ で 、 N-Pyd と の 反 応 性 を 100%と し て 定 義 し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 表 か ら 分 か る よ う に 、 N-Pyd に 特 異 的 で あ り 、 N-Dpd と の 10% 未 満 の 交 差 反 応 性 を 、 Py
d-ペ プ チ ド (MW>1000) と の 5%未 満 の 交 差 反 応 性 を 、 そ し て ア ミ ノ 酸 混 合 物 と の 中 程 度 ( ～
12%)の 交 差 反 応 性 を 示 す 。 本 発 明 の 1 つ の 態 様 に 従 え ば 、 ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 試 薬 は 、 先
の 抗 原 - 競 合 検 定 に よ り 測 定 さ れ る よ う な 、 3:1 を 超 え る 、 そ し て 好 ま し く は 約 5:1 を 超
え る 、 選 択 さ れ た 生 来 の 遊 離 の ピ リ ジ ニ ウ ム 種 (N-Pyd、 N-Dpd 、 又 は 両 方 ) 及 び 分 子 量 に
お い て 1,000 ダ ル ト ン を 上 回 る 尿 中 ピ リ ジ ニ ウ ム ・ ペ プ チ ド に 対 す る 反 応 性 を も つ 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
III.　
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 被 験 者 に お け る コ ラ ー ゲ ン 分 解 レ ベ ル の 検 定 に お け
る 使 用 の た め の 診 断 キ ッ ト を 含 む 。 こ の キ ッ ト は 、 (a) 生 来 の 遊 離 の ピ リ ジ ノ リ ン 及 び 生
来 の 遊 離 の デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ た ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 と 免 疫 特 異 的
に 反 応 す る こ と が で き 、 約 3:1 を 超 え る 、 好 ま し く は 約 5:1 を 超 え る 、 選 択 さ れ た ピ リ ジ
ニ ウ ム 架 橋 に 対 す る 反 応 性 と 、 分 子 量 に お い て 1,000 ダ ル ト ン を 上 回 る 尿 中 ピ リ ジ ニ ウ ム
・ ペ プ チ ド に 対 す る 反 応 性 と の 比 を も つ 、 抗 体 試 薬 、 及 び (b) そ の 抗 体 試 薬 と そ の 遊 離 の
ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 と の 反 応 に よ り 形 成 さ れ た 免 疫 複 合 体 の 量 を 検 出 す る た め の 検 出 手 段 、
を 含 む 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 こ の 検 出 手 段 は 、 比 色 定 量 シ グ ナ ル 、 す な わ ち 、 分 光
光 度 計 に よ り 測 定 さ れ る こ と が で き る シ グ ナ ル を 作 る た め に 有 効 な も の で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
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イ ム ノ ア ッ セ イ ・ キ ッ ト



　 1 つ の 一 般 的 な 態 様 に お い て は 、 こ の キ ッ ト は 、 そ の 抗 体 試 薬 と 免 疫 反 応 性 で あ る サ ン
プ ル 中 の 生 来 の 遊 離 の ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 の 量 に 比 例 し て そ の 検 出 試 薬 中 の リ ポ ー タ ー 基 に
結 合 す る の に 有 効 な 表 面 付 着 結 合 性 分 子 を も つ 固 相 支 持 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 説 明 の 目 的 の た め に 、 サ ン プ ル 中 の N-Pyd を 測 定 す る た め の 、 こ の よ う な キ ッ ト の 特 定
の 態 様 を 、 図 1A-1C 中 に (10)に お い て 示 す 。 キ ッ ト 内 の 固 相 支 持 体 (12)は 、 結 合 剤 が 吸 着
さ れ 又 は 化 学 的 に 付 着 さ れ る こ と が で き る 1 表 面 を も つ 。 化 学 的 に 誘 導 体 化 さ れ る こ と が
で き る 基 、 又 は タ ン パ ク 質 吸 着 に お い て 有 効 な 表 面 を も つ 様 々 な ガ ラ ス 及 び ポ リ マ ー 樹 脂
支 持 体 が 利 用 で き る 。 1 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 こ の キ ッ ト は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー
・ プ レ ー ト 内 の 96ウ ェ ル を 提 供 し 、 こ こ で は 、 そ の ウ ェ ル 表 面 は 、 こ の キ ッ ト に お け る 固
相 支 持 体 表 面 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 キ ッ ト (10)に お け る 結 合 剤 は 、 N-Pyd で あ り 、 図 中 、 例 え ば 、 (16)に お い て Pyd(N)分 子
に よ り 示 さ れ る 。 こ の 結 合 剤 は 、 固 相 に 、 本 ケ ー ス に お い て は 、 96ウ ェ ル ・ マ イ ク ロ タ イ
タ ー ・ プ レ ー ト 内 の そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に 、 卵 白 ア ル ブ ミ ン - ビ オ チ ン 複 合 体 、 例 え ば 、 図
1A中 複 合 体 (18)を そ の ウ ェ ル 表 面 に 最 初 に 吸 着 さ せ 、 次 に N-Pyd-ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 複 合
体 、 例 え ば 、 複 合 体 (20)を そ の 吸 着 し た ビ オ チ ン へ の 付 着 さ せ る こ と に よ り 、 付 着 さ れ る
。 あ る い は 、 卵 白 ア ル ブ ミ ン - ビ オ チ ン 複 合 体 の 吸 着 を 省 略 す る こ と が で き 、 そ し て N-Py
d-ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を そ の 固 体 支 持 体 に 直 接 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 N-Pyd コ ー ト
・ マ イ ク ロ タ イ タ ー ・ プ レ ー ト を 作 る 方 法 を 、 実 施 例 8 及 び 9 中 に 詳 説 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 こ の キ ッ ト 内 の 抗 体 試 薬 を 図 1B及 び 1C中 (22)に お い て 示 し 、 こ れ は 、 先 の セ ク シ ョ ン 中
に 記 載 し た モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 含 む 。 図 1B中 に 示 さ れ る よ う に 、 サ ン プ ル 中 の ピ リ ジ ニ
ウ ム 架 橋 、 例 え ば 、 (26)に お い て 示 さ れ る N-Pyd 架 橋 は 、 そ の 抗 体 試 薬 と の 結 合 に つ い て
表 面 結 合 N-Pyd と 競 合 す る 。 サ ン プ ル 架 橋 と の 抗 体 試 薬 の 反 応 に よ り 形 成 さ れ た 免 疫 複 合
体 を 、 こ の 図 中 で (28)に お い て 示 す 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 こ の キ ッ ト 内 の 検 出 試 薬 は 、 図 1C中 (24)に お い て 示 さ れ た リ ポ ー タ ー 標 識 第 二 抗 体 で あ
り 、 こ れ は 、 固 体 支 持 体 に 付 着 さ れ た N-Pyd に そ れ 自 体 が 結 合 す る 抗 体 試 薬 に 結 合 す る の
に 有 効 で あ る 。 リ ポ ー タ ー 標 識 抗 体 、 例 え ば 、 酵 素 標 識 抗 体 は 、 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ り
又 は 様 々 な リ ポ ー タ ー 部 分 に つ い て 容 易 に 構 築 さ れ る (Harlow, pp. 319-358) 。 酵 素 標 識
抗 体 内 の 1 つ の 好 ま し い 酵 素 は 、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ で あ り 、 こ れ は 、 p-ニ ト ロ フ
ェ ニ ル ホ ス フ ェ ー ト 基 質 と 反 応 し 、 405nm に お け る 強 い 吸 収 を も つ 着 色 生 成 物 を 作 る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 リ ポ ー タ ー 標 識 第 二 抗 体 は 、 こ の キ ッ ト 内 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 試 薬 が 免 疫 感 作 マ ウ ス
か ら 得 ら れ る 場 合 に は 、 典 型 的 に は 、 抗 -IgG抗 体 、 例 え ば 、 抗 - マ ウ ス IgG 抗 体 で あ る 。
こ こ で 、 ( 先 の よ う な N-Pyd と 免 疫 反 応 性 で あ る ) 抗 体 試 薬 は " リ ポ ー タ ー 標 識 性 " で あ
る 。 な ぜ な ら 、 そ の 抗 体 試 薬 が そ の リ ポ ー タ ー 標 識 第 二 抗 体 と の 反 応 に よ り 標 識 さ れ る よ
う に な る か ら で あ る 。 リ ポ ー タ ー 標 識 性 抗 体 試 薬 の 他 の 例 は 、 検 出 目 的 の た め の リ ポ ー タ
ー 標 識 さ れ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 又 は ビ オ チ ン 標 識 さ れ た パ ー ト ナ ー と 反 応 す る こ と が で
き る ビ オ チ ン - 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン - 標 識 抗 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 他 の 態 様 に お い て は 、 こ の 検 出 試 薬 は 、 リ ポ ー タ ー 、 例 え ば 、 酵 素 に よ り 標 識 さ れ た 、
抗 -Pyd抗 体 試 薬 そ れ 自 体 で あ る こ と が で き る 。
　 こ の キ ッ ト に お け る 検 出 手 段 は 、 リ ポ ー タ ー の 検 出 に 必 要 な 必 要 基 質 を も 含 む こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 固 相 支 持 体 を も つ キ ッ ト の 他 の 態 様 に お い て は 、 こ の 支 持 体 に 付 着 さ れ た 結 合 剤 ( 結 合
分 子 ) は 、 セ ク シ ョ ン II中 に 記 載 し た 抗 体 で あ る 。 こ の 抗 体 は 、 標 準 的 な 方 法 に 従 っ て 、
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例 え ば 、 化 学 的 誘 導 体 化 又 は プ ロ テ イ ン A 又 は 抗 -IgG抗 体 に よ る そ の 抗 体 の ア フ ィ ニ テ ィ
ー 結 合 を 含 む 様 々 な 公 知 の 方 法 に よ り そ の 固 体 支 持 体 に 付 着 さ れ る こ と が で き る 。 こ の 態
様 に お い て は 、 こ の キ ッ ト は 、 さ ら に そ の 支 持 体 上 の 抗 体 試 薬 に 結 合 す る た め に そ の サ ン
プ ル 中 の N-Pyd と 競 合 す る の に 有 効 な ピ リ ジ ノ リ ン 試 薬 を 含 む 。 検 出 目 的 の た め に 、 こ の
ピ リ ジ ノ リ ン 試 薬 は 、 ピ リ ジ ノ リ ン に 共 有 結 合 し た リ ポ ー タ ー 標 識 を 含 む こ と が で き る ( 
す な わ ち 、 そ の 試 薬 は 、 リ ポ ー タ ー 標 識 さ れ た ピ リ ジ ノ リ ン で あ る こ と が で き る 。 ) 。 あ
る い は 、 こ の ピ リ ジ ノ リ ン 試 薬 は 、 リ ポ ー タ ー 標 識 性 で あ る こ と が で き 、 こ こ で 、 こ の ピ
リ ジ ノ リ ン 試 薬 は 、 例 え ば 、 対 応 す る リ ポ ー タ ー 標 識 さ れ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 又 は ビ オ
チ ン 分 子 に よ る 認 識 の た め に 、 ビ オ チ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の よ う な 剤 に 結 合 さ れ た
Pyd を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 他 の 特 定 の 態 様 に お い て は 、 本 キ ッ ト は 、 EMIT遠 心 分 離 ( 酵 素 増 加 イ ム ノ ア ッ セ イ 技 術
(enzyme multiplied immunoassay technique) 、 図 7A-7C)を 使 用 す る 。 こ の ア プ ロ ー チ に
お い て は 、 サ ン プ ル 分 析 物 は 、 そ の 標 識 酵 素 へ の 抗 体 の 結 合 が そ の 酵 素 の 触 媒 活 性 に お け
る 減 少 を 導 く よ う な 条 件 下 で 、 分 析 物 - 特 異 的 抗 体 へ の 結 合 に つ い て そ の 分 析 物 標 識 酵 素
と 競 合 す る 。 こ れ 故 、 そ の 酵 素 の 観 察 さ れ た 触 媒 活 性 は 、 そ の サ ン プ ル 中 の 分 析 物 の レ ベ
ル に 比 例 し 、 分 析 物 の レ ベ ル が 高 け れ ば 、 よ り 高 い 酵 素 活 性 を 生 じ さ せ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 図 7A-7B を 参 照 す れ ば 、 上 記 キ ッ ト は 、 酵 素 (34)及 び 1 以 上 の ピ リ ジ ニ ウ ム ( す な わ ち
、 遊 離 の ピ リ ジ ノ リ ン 又 は 遊 離 の デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン ) 標 識 (36)か ら 形 成 さ れ た あ ピ リ
ジ ニ ウ ム 標 識 酵 素 (32)を 含 む 。 図 中 に 示 し た 態 様 に お い て は 、 ピ リ ジ ニ ウ ム 標 識 (36)は 、
遊 離 の ピ リ ジ ノ リ ン で あ る 。 酵 素 (34)は 、 好 ま し く は 、 分 光 光 度 計 に よ り 測 定 さ れ る こ と
が で き る 検 出 可 能 な 生 成 物 の 形 成 を 触 媒 す る こ と が で き る 。 本 キ ッ ト に お け る 使 用 に 好 適
で あ る 例 示 的 な 酵 素 は 、 リ ュ ー コ ノ ス ト ッ ク ・ メ セ ン テ ロ イ ド
)か ら の グ ル コ ー ス -6- ホ ス フ ェ ー ト ・ デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (G6PDH) で あ る 。

【 ０ ０ ８ ６ 】
　 ま た 、 ピ リ ジ ニ ウ ム 標 識 (36)及 び 分 析 物 ピ リ ジ ニ ウ ム 種 (40)と 免 疫 特 異 的 に 反 応 す る こ
と が で き る ピ リ ジ ニ ウ ム 特 異 的 抗 体 (38)も 含 ま れ る 。 図 7A-7C 中 に 示 す 態 様 に お い て は 、
標 識 (36)及 び 分 析 物 ピ リ ジ ニ ウ ム 種 (40)は 、 遊 離 の ピ リ ジ ノ リ ン で あ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 酵 素 (34)と 標 識 (36)と の 間 の 結 合 は 、 直 接 的 な 結 合 又 は 本 分 野 に お い て 公 知 の 様 々 な カ
ッ プ リ ン グ 剤 の 使 用 に よ る 間 接 的 な 結 合 を 介 し て 存 在 す る こ と が で き る ( 例 え ば 、 Wong, 
1991) 。 例 え ば 、 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド 試 薬 の 存 在 中 ピ リ ジ ニ ウ ム 標
識 (36)( 例 え ば 、 ピ リ ジ ノ リ ン ) と 酵 素 (34)と の 反 応 は 、 酵 素 (34)内 の ア ミ ノ 基 又 は カ ル
ボ ン 酸 基 と 標 識 (36)内 の カ ル ボ ン 酸 基 又 は ア ミ ノ 基 と の 直 接 カ ッ プ リ ン グ を 導 く 。 こ の よ
う な 直 接 結 合 を 形 成 す る た め の 反 応 条 件 を 、 実 施 例 15中 に 提 供 す る 。 あ る い は 、 標 識 (36)
、 酵 素 (34)、 又 は 両 方 が 、 そ の 標 識 と そ の 酵 素 と の 間 の 選 択 さ れ た 長 さ の ( す な わ ち 、 間
接 的 カ ッ プ リ ン グ を 介 し て ) 架 橋 基 を 形 成 す る の に 有 効 な カ ッ プ リ ン グ 試 薬 と 反 応 す る こ
と が で き る 。 実 施 例 16中 に 記 載 す る 手 順 に お い て 、 ピ リ ジ ノ リ ン は 、 カ ッ プ リ ン グ 剤 、 ス
ル ホ -SMCC(以 下 、 SMCCと い う ) と 反 応 し 、 マ レ イ ミ ド 含 有 ピ リ ジ ノ リ ン 付 加 物 を 形 成 す る
。 次 に こ の 付 加 物 は 、 酵 素 (34)の 表 面 上 の ア ミ ノ 基 又 は ス ル フ ヒ ド リ ル 基 と 反 応 し 、 標 識
酵 素 (32)を 形 成 す る こ と が で き る 。 実 施 例 16中 に 説 明 す る よ う に 、 酵 素 は 、 例 え ば 、 N-ス
ク シ ン イ ミ ジ ル S-ア セ チ ル チ オ ア セ テ ー ト (SATA)に よ り 誘 導 体 化 さ れ 、 こ の ピ リ ジ ノ リ ン
付 加 物 と 反 応 性 で あ る 追 加 の ス ル フ ヒ ド リ ル 基 を 導 入 す る こ と が で き る 。 カ ッ プ リ ン グ 剤
SPDPを 使 用 し た 類 似 の ア プ ロ ー チ を 実 施 例 17中 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 標 識 酵 素 (32)の 望 ま し い 特 性 は 、 (1) そ の 標 識 酵 素 が 非 標 識 酵 素 の 活 性 に 関 し て 触 媒 活
性 の 実 質 的 な 量 ( す な わ ち 、 約 5%を 超 え る )を 保 持 し 、 そ し て (2) ピ リ ジ ニ ウ ム 標 識 (36)
へ の ピ リ ジ ニ ウ ム 特 異 的 抗 体 の 結 合 が 標 識 酵 素 (32)の 活 性 に お い て 検 出 可 能 な 減 少 を も た
ら す 、 と い う こ と で あ る 。
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【 ０ ０ ８ ９ 】
　 し た が っ て 、 標 識 酵 素 を 調 製 す る た め の 反 応 は 、 そ の 酵 素 内 の 活 性 部 位 残 基 の 標 識 に よ
り 活 性 損 失 を 最 小 化 す る た め に 活 性 部 位 リ ガ ン ド ( 例 え ば 、 基 質 又 は 基 質 ア ナ ロ グ ) の 存
在 中 で 行 わ れ る こ と が で き る 。 さ ら に 、 標 識 (36)に よ り 標 識 さ れ る べ き 酵 素 表 面 基 の タ イ
プ は 、 本 分 野 に お い て 知 ら れ る よ う な 、 カ ッ プ リ ン グ 剤 及 び 反 応 条 件 の 好 適 な 選 択 に よ り
選 ば れ る こ と が で き る (Wong, 1991)。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 キ ッ ト に お け る 使 用 に 好 適 で あ る 標 識 酵 素 の 調 製 に お い て は 、 幾 つ か の 標 識 さ れ た 酵
素 の 候 補 は 、 様 々 な カ ッ プ リ ン グ 試 薬 及 び ピ リ ジ ニ ウ ム 標 識 : 酵 素 比 の あ る レ ン ジ を 使 用
し て 調 製 さ れ な け れ ば な ら な い 。 ピ リ ジ ニ ウ ム 標 識 : 酵 素 の 高 い 比 は 、 ( そ の 部 位 に お け
る 抗 体 の 結 合 が 触 媒 活 性 を 減 少 さ せ る で あ ろ う よ う に ) そ の 活 性 部 位 の 近 く の 残 基 を 標 識
す る 見 込 み を 増 加 さ せ る け れ ど も 、 こ の よ う な 高 い 比 は 、 図 8 か ら 分 か る よ う に 、 触 媒 活
性 の よ り 大 き な 損 失 を も 導 く こ と が で き る 。 酵 素 活 性 に 関 し て の ピ リ ジ ニ ウ ム 標 識 : 酵 素
の 最 適 比 は 、 典 型 的 に は 、 以 下 に 討 議 す る 追 加 の 考 慮 に 基 づ き 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 抗 体 (38)は 、 先 に セ ク シ ョ ン II中 に 討 議 し た 一 般 的 な 方 法 に よ り 産 生 さ れ た ポ リ ク ロ ナ
ー ル 抗 体 又 は モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 で あ る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 生 来 の 遊 離 に ピ リ ジ
ノ リ ン 、 デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン 、 及 び 高 分 子 量 の ピ リ ジ ニ ウ ム ・ ペ プ チ ド 形 態 に 関 し て の
抗 体 の 特 異 性 は 、 セ ク シ ョ ン II中 に 討 議 し た よ う に 決 定 さ れ 、 そ し て 実 施 例 10中 に 説 明 さ
れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 先 に 述 べ た よ う に 、 標 識 酵 素 (32)へ の 抗 体 の 結 合 は 、 酵 素 の 活 性 に お け る 検 出 可 能 な 減
少 を 導 く 。 好 ま し く は 、 過 剰 の 抗 体 (38)は 、 少 な く と も 約 10% 程 、 そ し て よ り 好 ま し く は
、 少 な く と も 約 20～ 30% 程 、 標 識 酵 素 (32)の 触 媒 活 性 を 減 少 さ せ る こ と が で き る 。 抗 体 調
製 物 が 触 媒 活 性 を 減 少 さ せ る 能 力 は 、 図 9A及 び 9B中 に 例 示 す る ア プ ロ ー チ に よ り 評 価 さ れ
る こ と が で き る 。 図 9Aは 、 セ ク シ ョ ン II.B.1中 に 討 議 し た よ う に 調 製 し た Pyd-特 異 的 モ ノ
ク ロ ナ ー ル 抗 体 (V-6H2)の 増 加 濃 度 の 関 数 と し て の Pyd-標 識 G6PDH(G6PDH の 1 分 子 当 た り
～ 8 分 子 の H-Pyd)の 活 性 を 示 し て い る 。 図 か ら 分 か る よ う に 、 酵 素 活 性 は 、 100 倍 抗 体 希
釈 の 存 在 中 100%か ら 10倍 抗 体 希 釈 の 存 在 中 60% ま で 降 下 し た ( す な わ ち 、 40% の 減 少 ) 。
図 9Bを 参 照 す る と 、 こ れ は 、 Pyd-特 異 的 ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 (VI-8-19) に つ い て の デ ー タ
を 示 す が 、 400 倍 希 釈 か ら 10倍 希 釈 へ の 抗 体 濃 度 の 増 加 は 、 約 80% の 活 性 損 失 を 導 い た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 キ ッ ト (30)は 、 抗 体 (38)及 び 分 析 物 (40)の 存 在 中 、 酵 素 (32)の 触 媒 活 性 を 測 定 す る た め
の 検 出 試 薬 を も 含 む こ と が で き る 。 図 7 中 に 例 示 す る キ ッ ト に お い て 、 こ こ で 、 酵 素 (32)
は G6PDH で あ る が 、 こ の 検 出 試 薬 は 、 340nm に お い て 強 く 吸 収 性 で あ る ニ イ コ チ ン ア ミ ド
・ ア デ ニ ン ・ ジ ヌ ク レ オ チ ド (NADH)の 還 元 形 態 を 作 る た め の 、 グ ル コ ー ス -6- ホ ス フ ェ ー
ト 及 び ニ コ チ ン ア ミ ド ・ ア デ ニ ン ・ ジ ヌ ク レ オ チ ド (NAD +  ) の 酸 化 形 態 を 含 む 。 好 ま し い
態 様 に お い て は 、 そ の キ ッ ト が 多 ウ ェ ル の マ イ ク ロ タ イ タ ー ・ プ レ ー ト を 提 供 す る 場 合 、
酵 素 (32)の 触 媒 活 性 は 、 時 間 の 関 数 と し て 吸 光 度 を 測 定 す る こ と が で き る マ イ ク ロ プ レ ー
ト ・ リ ー ダ ー を 使 用 し て 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 例 示 的 な EMIT- ベ ー ス 検 定 キ ッ ト の 使 用 を 実 施 例 18中 に 詳 説 す る 。 要 約 す れ ば 。 50μ L 
ア リ コ ッ ト の ピ リ ジ ノ リ ン 標 準 又 は 希 釈 尿 サ ン プ ル を マ イ ク ロ タ イ タ ー ・ プ レ ー ト の そ れ
ぞ れ の ウ ェ ル に 添 加 し 、 そ の 後 、 100 μ L の 好 適 に 希 釈 し た 抗 体 を 添 加 す る 。 そ の プ レ ー
ト を 選 択 さ れ た 時 間 ( 例 え ば 、 2 分 間 ) に わ た り 室 温 に お い て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 10
0 μ l の 希 釈 EDC-結 合 ピ リ ジ ノ リ ン -G6PDH結 合 体 (8 Pyd/G6PDH分 子 ) を 、 そ れ ぞ れ の ウ ェ
ル に 添 加 し 、 そ の 後 室 温 に お い て ( 例 え ば 、 約 5 分 間 ) イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 最 後 の イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 の 後 、 グ ル コ ー ス -6- ホ ス フ ェ ー ト 及 び NAD +  を 含 む 60μ L の 基 質 溶
液 を そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に 添 加 し 、 そ し て G6PDH 活 性 を マ イ ク ロ プ レ ー ト ・ リ ー ダ ー を 使 用
し て 340nm に お い て 測 定 す る 。 様 々 な Pyd 標 準 に よ り 測 定 さ れ た 活 性 を 、 尿 サ ン プ ル 中 の
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Pyd の レ ベ ル を 測 定 す る た め に 使 用 さ れ る こ と が で き る Pyd 換 算 曲 線 ( 例 え ば 、 図 10参 照
) を 構 築 す る た め に 使 用 す る 。 サ ン プ ル 、 抗 体 試 薬 、 及 び 酵 素 が 一 緒 に 添 加 さ れ る オ ー ダ
ー が 実 施 例 18に お い て 使 用 さ れ る も の と 異 な る こ と が で き る と い う こ と が 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 先 の キ ッ ト を N-Pyd の 検 定 に つ い て 説 明 し た け れ ど も 、 類 似 の 処 方 が 、 そ の キ ッ ト が N-
Dpd-特 異 的 抗 体 試 薬 を 使 用 し た N-Dpd の 測 定 の た め の も の 又 は 競 合 性 ア フ ィ ニ テ ィ ー を も
っ て N-Pyd 及 び N-Dpd に 結 合 す る 抗 体 試 薬 を 使 用 し た N-Pyd 及 び N-Dpd の 合 計 の 測 定 の た
め の も の で あ る 場 合 に 、 使 用 さ れ る こ と が で き る こ と が 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 に 係 る キ ッ ト が 放 射 ト レ ー サ ー 、 結 合 酵 素 、 蛍 光 性 、 及 び 化 学 発 光 性 に
基 づ く 処 方 を 含 む 、 多 数 の 他 の 同 種 及 び 異 種 検 定 処 方 に 改 良 さ れ る こ と が で き る と い う こ
と が 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
IV. 
　 本 発 明 に 係 る イ ム ノ ア ッ セ イ 法 は 、 ヒ ト 被 験 者 に お け る 骨 コ ラ ー ゲ ン 分 解 活 性 の 検 定 方
法 を 提 供 す る 。 本 法 は 、 先 の セ ク シ ョ ン II中 に 記 載 さ れ た 抗 体 試 薬 と 上 記 被 験 者 か ら の 尿
サ ン プ ル と を 反 応 さ せ 、 そ の 抗 体 と そ の サ ン プ ル 中 の 生 来 の 遊 離 の ピ リ ジ ノ リ ン と の 間 に
免 疫 複 合 体 を 形 成 さ せ 、 そ し て 形 成 さ れ た 免 疫 複 合 体 の 量 を 計 測 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 好 ま し く は 、 セ ク シ ョ ン V 中 に さ ら に 討 議 す る よ う に 、 尿 サ ン プ ル を 、 そ の サ ン プ ル を
そ の 抗 体 試 薬 と 反 応 さ せ る 前 に 、 ( 例 え ば 、 濾 過 を 介 し て ) ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ・ フ ィ ル タ
ー 又 は 膜 と 接 触 さ せ 、 N-Pyd の 計 測 を 妨 害 す る こ と が で き る サ ン プ ル 中 の 物 質 の レ ベ ル を
減 少 さ せ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 先 の セ ク シ ョ ン III 中 に 示 す よ う に 、 尿 サ ン プ ル と 抗 体 試 薬 と の 反 応 を 、 様 々 な 配 置 を
使 用 し た 固 相 方 式 に お い て 、 又 は 同 種 の 検 定 方 式 に お い て 、 行 う こ と が で き る 。 例 示 的 な
目 的 の た め に 、 こ の イ ム ノ ア ッ セ イ 法 を 図 1A-1C 中 に 示 す よ う な も の と 類 似 し た 固 相 支 持
体 を 含 む 検 定 方 式 を 参 照 し な が ら 以 下 に 記 載 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 法 の 例 示 的 な 態 様 に お い て は 、 尿 サ ン プ ル の 既 知 の 容 量 、 典 型 的 に は 10-100μ l が 、
N-Pyd-コ ー ト さ れ た 固 体 支 持 体 、 例 え ば 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー ・ プ レ ー ト 内 の ウ ェ ル に 添 加
し 、 そ の 後 、 既 知 希 釈 に お け る 抗 体 試 薬 の 既 知 容 量 、 典 型 的 に は 50-200μ l を 添 加 す る 。
固 体 支 持 体 表 面 上 の 混 合 物 を 次 に 、 好 ま し く は 、 抗 体 、 サ ン プ ル ・ ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 、 及
び 表 面 結 合 Pyd の 間 の 平 衡 を 達 成 す る の に 有 効 な 条 件 下 で 、 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 実 施 例
8 中 に 詳 説 す る 方 法 に お い て は 、 こ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 2-8 ℃ に お い て 一 夜 行 う 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 固 体 支 持 体 を 数 回 洗 浄 し 、 そ の 支 持 体 に 非 特 異 的 に 結 合 し た 抗
体 を 除 去 し 、 そ し て 次 に 支 持 体 結 合 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る の に 有 効 な リ ポ ー タ ー - 標 識
抗 -IgG抗 体 等 と イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 便 利 に は 、 マ ウ ス を 使 用 し て 得 ら れ た モ ノ ク ロ ナ ー
ル 抗 体 に つ い て は 、 リ ポ ー タ ー - 標 識 抗 体 は 、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ に 結 合 さ れ た ヤ
ギ 抗 - マ ウ ス IgG で あ る 。 短 い イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 の 後 、 支 持 体 を 再 び 洗 浄 し 、 非 特
異 的 に 結 合 し た 材 料 を 除 去 し 、 そ し て そ の 支 持 体 に 結 合 し た 酵 素 の レ ベ ル を 、 酵 素 基 質 の
添 加 に よ り 、 変 換 さ れ た 基 質 の 分 光 光 度 計 測 定 に よ り 、 測 定 す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 N-Pyd の 測 定 の た め の 典 型 的 な 検 定 に お い て は 、 N-Pyd の 増 加 濃 度 を 含 む N-Pyd 標 準 を
、 N-Pyd 濃 度 の 標 準 曲 線 を 作 成 す る 目 的 を も っ て 、 ウ ェ ル の 幾 つ か に 2 連 で 添 加 す る 。 次
に 40ま で の サ ン プ ル を 2 連 で 残 り の ウ ェ ル に 添 加 し 、 そ し て 次 に そ の ウ ェ ル を 先 の よ う に
検 定 す る 。 標 準 曲 線 を N-Pyd の 尿 中 濃 度 を 測 定 す る た め に 使 用 す る 。 測 定 さ れ た 濃 度 を 、
好 ま し く は 、 尿 中 濃 度 及 び 体 質 量 中 の 変 化 に つ い て そ の サ ン プ ル を 標 準 化 す る た め に 、 N-
Pyd/ク レ ア チ ニ ン の 比 と し て 表 す 。 尿 中 ク レ ア チ ニ ン 濃 度 は 、 標 準 的 な 方 法 、 例 え ば 、 ア
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ル カ リ 性 ピ ク レ ー ト と の 反 応 に 基 づ く も の に よ り 、 検 定 さ れ る こ と が で き る (Cook, 1975)
。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 尿 中 の N-Pyd を 測 定 す る た め の 検 定 を 、 先 に 記 載 し た よ う に 行 う が 、 そ の サ ン プ ル 中 の
N-Dpd の 濃 度 を 測 定 す る た め の N-Dpd 標 準 曲 線 を 使 用 す る 。 本 検 定 方 法 が 競 合 性 ア フ ィ ニ
テ ィ ー を も っ て N-Pyd 及 び N-Dpd に 結 合 す る 抗 体 試 薬 に よ り N-Pyd と N-Dpd と の 合 計 を 測
定 す る 場 合 、 一 旦 、 N-Pyd 及 び N-Dpd に つ い て の 抗 体 試 薬 の 相 対 的 ア フ ィ ニ テ ィ ー が 確 立
さ れ れ ば 、 N-Pyd 又 は N-Dpd の い ず れ か 1 つ に 基 く 標 準 曲 線 が そ の 方 法 に お い て 十 分 な も
の で あ る こ と が 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 実 施 例 8 は 、 先 の セ ク シ ョ ン II.B.1中 に 記 載 さ れ た Pyd XXV-3G6-3B11-1A10 細 胞 に よ り
産 生 さ れ た N-Pyd に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 使 用 し て 本 発 明 に 従 っ て 尿 中 ピ リ ジ ニ
ウ ム ・ レ ベ ル を 検 定 す る た め の 典 型 的 な 手 順 を 説 明 し て い る 。 こ の 検 定 は 。 2 つ の 96ウ ェ
ル ・ マ イ ク ロ タ イ タ ー ・ プ レ ー ト 内 で 行 い 、 そ れ ぞ れ の プ レ ー ト 内 の 12ウ ェ ル を 6 の  N-P
yd標 準 の 2 連 サ ン プ ル の た め に 使 用 し 、 そ し て そ れ ぞ れ の プ レ ー ト 内 の 44ウ ェ ル を 閉 経 後
女 性 か ら の 22の 2 連 尿 サ ン プ ル の た め に 使 用 す る 。 上 記 6 の N-Pyd 標 準 か ら 作 成 さ れ た N-
Pyd に つ い て の 標 準 曲 線 を 、 そ れ ぞ れ の 未 知 の サ ン プ ル に つ い て 、 そ の 検 定 抗 体 と 免 疫 反
応 性 で あ る サ ン プ ル の ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 の (nM に お け る ) 濃 度 を 計 算 す る た め に 使 用 し た
。 先 の 表 1 か ら の デ ー タ は 、 測 定 さ れ た ピ リ ジ ニ ウ ム 濃 度 が 、 N-Dpd か ら の ほ ん の 僅 か な
寄 与 を 伴 っ て 、 そ の サ ン プ ル 中 の N-Pyd を ほ と ん ど 完 全 に 原 因 と す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 上 記 44サ ン プ ル か ら の 測 定 さ れ た ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 濃 度 を 、 HPLCに よ り 測 定 さ れ た 全 H-
Pyd 濃 度 に 対 し て プ ロ ッ ト し 、 図 2 中 に 示 す 散 乱 プ ロ ッ ト を 与 え た 。 こ の 図 中 の 最 適 適 合
回 帰 線 は 、 等 式  y = -10.407 + 0.40310x に よ り 与 え ら れ る 。 こ れ 故 、 こ の 検 定 お い て 測
定 さ れ た ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 濃 度 は 、 0.3-0.5 間 の 勾 配 、 特 に こ の デ ー タ の セ ッ ト に お い て
は 、 0.403 の 勾 配 を 伴 う 線 形 関 係 に よ り 、 サ ン プ ル 中 の 全 加 水 分 解 ピ リ ジ ノ リ ン の 濃 度 に
関 係 す る 。 測 定 さ れ た ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 濃 度 と 全 H-Pyd と の 間 の 線 形 関 係 、 及 び そ の 2 つ
の 間 の 高 い 相 関 (r=0.982) は 、 測 定 さ れ た ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 レ ベ ル か ら そ の 検 定 に お け る
全 Pyd 値 の 正 確 な 測 定 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 本 検 定 に お い て 測 定 さ れ た N-Pyd レ ベ ル が 、 分 解 が 生 じ る と き コ ラ ー ゲ ン 誘 導 架 橋 を 生
成 す る 組 織 の 代 謝 状 態 の 決 定 の た め の 係 数 を 提 供 す る た め に 使 用 さ れ る と が で き る と い う
こ と が 理 解 さ れ よ う 。 先 に 討 議 し た よ う に 、 様 々 な 異 常 又 は 病 因 学 的 骨 代 謝 症 状 は 、 ヒ ト
尿 サ ン プ ル 中 の N-Pyd 及 び 全 Pyd の 両 方 に お け る 変 化 に よ り 、 特 徴 付 け ら れ る 。 さ ら に 、
N-Pyd に お け る 変 化 は 、 同 様 に 、 N-Dpd に お け る 変 化 の 良 好 な 尺 度 を 提 供 す る 。 こ の 後 者
の 点 は 、 以 下 の 表 4 中 の デ ー タ に よ り 説 明 さ れ る 。 こ の 表 は 、 様 々 な 尿 サ ン プ ル 中 の 精 製
さ れ た N-Pyd 及 び N-Dpd 架 橋 か ら HPLCに よ り 測 定 さ れ た 、 N-Pyd 及 び N-Dpd の レ ベ ル を 示
し て い る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ８ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 結 合 組 織 の 過 剰 な 破 壊 を 特 徴 と す る 疾 患 を 患 う て い る と 知 ら れ た 患 者
に お け る 遊 離 架 橋 の 劇 的 に 上 昇 し た レ ベ ル を 示 し て い る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 表 5 は 、 様 々 な の 患 者 群 に お け る 加 水 分 解 後 に 測 定 さ れ た 反 応 性 の 全 架 橋 の パ ー セ ン テ
ー ジ と し て の N-Pyd 及 び N-Dpd の 割 合 を 示 し て い る 。
【 ０ １ １ ０ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ １ 】
　 表 5 中 に 見 ら れ る よ う に 、 ( 全 Pyd の パ ー セ ン テ ー ジ と し て の )N-Pyd及 び ( 全 Dpd の パ
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ー セ ン テ ー ジ と し て の )N-Dpdの パ ー セ ン テ ー ジ は 、 対 照 と 比 べ た と き 異 常 症 状 を も つ 患 者
に お い て 相 対 的 に 変 化 が な く 、 尿 中 で 測 定 さ れ た N-Pyd レ ベ ル は 、 そ の 尿 の 加 水 分 解 後 に
測 定 さ れ た 全 H-Pyd レ ベ ル が 表 す (reflect) の と コ ラ ー ゲ ン 分 解 に お け る 同 一 の 増 加 を 表
し ; そ し て 同 様 に 、 尿 中 で 測 定 さ れ た N-Dpd レ ベ ル は 、 全 H-Pyd レ ベ ル が 表 す の と コ ラ ー
ゲ ン 分 解 に お け る 同 一 の 増 加 を 表 す 。
【 ０ １ １ ２ 】
V.　
　 他 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 尿 中 分 析 物 の 定 量 の た め の 検 定 を 含 む 。 こ の 検 定 に お
い て は 、 尿 サ ン プ ル を 、 分 析 物 が 通 過 す る の を 許 容 し な が ら 、 抗 体 に 非 特 異 的 に 結 合 す る
物 質 を 除 去 す る の に 有 効 で あ る 膜 を 通 し て 濾 過 す る 。 濾 過 さ れ た サ ン プ ル を 、 そ の サ ン プ
ル 中 の 分 析 物 の 量 に 比 例 し て そ の 固 体 支 持 体 に そ の 抗 体 を 結 合 さ せ る の に 有 効 な 条 件 下 で
、 そ の 分 析 物 と の 抗 原 - 抗 体 複 合 体 を 形 成 さ せ る の に 有 効 な 結 合 試 薬 ( 結 合 分 子 ) と 、 反
応 さ せ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 本 法 は 、 尿 サ ン プ ル 中 に 変 化 量 に お い て 存 在 す る 物 質 が イ ム ノ ア ッ セ イ の 感 度 、 精 度 (p
recision) 、 及 び 正 確 さ (accuracy)を 妨 害 す る こ と が で き る と い う 発 見 に 基 く 。 妨 害 物 質
( 単 数 又 は 複 数 ) は 、 個 体 か ら 個 体 ま で 変 化 し 、 そ し て 同 一 の 個 体 か ら 得 ら れ た 異 な る サ
ン プ ル に お い て 変 化 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 本 発 明 に 従 え ば 、 妨 害 物 質 ( 単 数 又 は 複 数 ) は 、 (i) 選 択 さ れ た 閾 量 を 下 回 る サ ン プ ル
中 の 妨 害 物 質 ( 単 数 又 は 複 数 ) の レ ベ ル を 減 少 さ せ る た め に 適 切 で あ る 結 合 能 力 、 及 び (i
i)問 題 の 分 析 物 に つ い て の 低 い ア フ ィ ニ テ ィ ー 、 す な わ ち 、 サ ン プ ル 処 理 後 の 分 析 物 の 濃
度 が サ ン プ ル 処 理 前 と 本 質 的 に 同 じ で あ る こ と 、 を 特 徴 と す る 分 離 媒 体 ( 例 え ば 、 フ ィ ル
タ ー 膜 ) と 尿 サ ン プ ル と を 接 触 さ せ る こ と に よ り 、 除 去 さ れ る こ と が で き る 。 こ の 分 離 媒
体 の た め の 他 の 望 ま し い 特 徴 は 、 操 作 の 迅 速 性 及 び 小 さ な 保 持 容 量 を 含 む 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 分 離 媒 体 と し て 使 用 す る こ と が で き る 材 料 は 、 そ の 分 析 物 の 性 質 に 従 っ て 変 化 し 、 そ し
て ニ ト ロ セ ル ロ ー ス - ベ ー ス 材 料 、 疎 水 性 /高 タ ン パ ク 質 - 結 合 材 料 、 及 び 帯 電 親 水 性 材
料 を 含 む 。 こ の 媒 体 の 形 態 (configuration) は 、 様 々 な 形 態 で あ っ て ス ト リ ッ プ 、 ビ ー ズ
、 カ ー ト リ ッ ジ 、 フ ィ ル タ ー ・ デ ィ ス ク 、 又 は 例 え ば 、 ス ピ ン 濾 過 装 置 含 む も の を 呈 す る
こ と が で き る 。 妨 害 物 質 の 除 去 に お け る 分 離 媒 体 の 効 力 は 、 以 下 に 記 載 す る 方 法 に よ り 評
価 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 1 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 実 施 例 13-14 に 説 明 す る よ う に 、 こ の 分 離 媒 体 は 、 速
い サ ン プ ル の 通 過 を 提 供 す る ス ピ ン 濾 過 装 置 と し て 形 状 化 さ れ る 。 あ る い は 、 こ の 分 離 媒
体 は 、 結 合 す る た め の 選 択 さ れ た 時 間 に わ た り サ ン プ ル 中 に 置 か れ 、 そ し て こ れ に よ り 、
そ の サ ン プ ル か ら そ の 妨 害 物 質 を 除 去 さ れ る こ と が で き る 。 本 発 明 の 支 援 に お い て 行 わ れ
た 研 究 は 、 そ の 分 離 媒 体 が 膜 の 形 態 を 呈 す る 場 合 、 小 さ な 孔 サ イ ズ ( 例 え ば 、 約 0.45μ m 
未 満 、 及 び 好 ま し く は 約 0.1 μ m 未 満 ) が 、 そ の 妨 害 物 質 に つ い て の 膜 の 結 合 能 力 を 増 加
さ せ る こ と が で き る と い う こ と を 、 示 唆 す る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 上 記 分 離 媒 体 及 び そ の 下 で そ の 分 離 媒 体 が 使 用 さ れ る 条 件 は 、 検 定 さ れ る 特 定 の 分 析 物
に あ つ ら え ら れ る 。 一 般 的 に は 、 最 初 に 、 そ の 分 析 物 に つ い て の 低 い ア フ ィ ニ テ ィ ー 又 は
そ の 妨 害 物 質 ( 単 数 又 は 複 数 ) に つ い て の 高 い ア フ ィ ニ テ ィ ー の い ず れ か に 基 き 候 補 の 分
離 材 料 を ス ク リ ー ン す る こ と が 有 用 で あ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 分 析 物 の 特 定 の 分 離 媒 体 へ の 結 合 は 、 分 析 物 の 既 知 レ ベ ル を 含 む 1 以 上 の 標 準 的 な 溶 液
を 使 用 し て 評 価 さ れ る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 非 尿 溶 液 を 、 上 記 妨 害 物 質 ( 単 数 又 は
複 数 ) の 効 果 を 回 避 す る た め に 使 用 す る 。 上 記 の 標 準 的 な 溶 液 を 、 上 記 の 分 離 媒 体 と 接 触
さ せ  (例 え ば 、 濾 過 さ せ ) 、 そ し て そ の 分 析 物 を 、 い ず れ か の 分 析 物 が そ の 分 離 媒 体 に 結
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合 さ れ た か ど う か を 決 定 す る た め に 検 定 す る 。 他 の ア プ ロ ー チ に お い て は 、 上 記 妨 害 物 質
( 単 数 又 は 複 数 ) を 含 む 尿 サ ン プ ル の 分 析 物 - 含 量 を 、 そ の 妨 害 物 質 に よ り 影 響 さ れ な い
分 析 方 法 ( 例 え ば 、 HPLC) を 使 用 し て 測 定 す る 。 そ の 分 離 媒 体 と そ の サ ン プ ル と の 接 触 後
に 測 定 さ れ た 分 析 物 の レ ベ ル の 変 化 の 存 在 は 、 そ の 媒 体 の さ ら な る 特 徴 付 け が 保 証 さ れ る
と い う こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 特 定 の 分 離 媒 体 に よ る 妨 害 物 質 ( 単 数 又 は 複 数 ) の 捕 獲 は 、 多 数 の ア プ ロ ー チ に よ り 評
価 さ れ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 分 析 物 を 測 定 す る た め に 使 用 す る イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 そ
の 分 析 物 の 存 在 の 有 無 に か か わ ら ず 、 そ の 妨 害 物 質 の 存 在 を 報 告 す る 検 定 を 提 供 す る た め
に 修 飾 さ れ る こ と が で き る 。 図 12中 に 説 明 す る よ う に 、 妨 害 物 質 は 、 分 析 物 - 特 異 的 抗 体
の 非 存 在 中 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー ・ プ レ ー ト の 固 体 支 持 体 に リ ポ ー タ ー - 標 識 抗 - 抗 体 の 結
合 の レ ベ ル を 測 定 す る 検 定 を 使 用 し て 検 出 さ れ る こ と が で き る 。 こ の 固 体 支 持 体 へ の 抗 - 
抗 体 の こ の よ う な 非 特 異 的 結 合 を 引 き 起 こ す 尿 サ ン プ ル を 、 次 に 、 そ の サ ン プ ル に よ り 引
き 起 こ さ れ る こ の よ う な 非 特 異 的 結 合 を 減 少 さ せ 又 は 削 除 す る た め の 候 補 の 分 離 媒 体 の 有
効 性 を 評 価 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 一 旦 、 妥 当 な 分 離 媒 体 が 同 定 さ れ れ ば 、 そ の 材 料 の 組 成 及 び 結 合 能 力 を 、 そ の 分 析 物 の
イ ム ノ ア ッ セ イ の 要 求 に 従 っ て 最 適 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 典 型 的 に は 、 こ の 分 析 物 を 競 合 形 式 に お い て 検 定 し 、 こ こ で 、 そ の 尿 サ ン プ ル を 、 リ ポ
ー タ ー - 標 識 競 合 分 析 物 の 存 在 中 で 分 析 物 - 特 異 的 抗 体 試 薬 と 反 応 さ せ ; 抗 体 試 薬 と 競 合
分 析 物 と の 間 に 形 成 さ れ る 免 疫 複 合 体 の 量 は 、 そ の 尿 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 分 析 物 の 量 に
逆 比 例 す る 。 普 通 に は 、 分 析 物 - 特 異 的 抗 体 試 薬 又 は リ ポ ー タ ー - 標 識 競 合 分 析 物 の い ず
れ か を 、 表 面 - 付 着 結 合 分 子 と し て 、 固 体 支 持 体 上 に 固 定 化 す る 。 あ る い は 、 サ ン ド イ ッ
チ 検 定 形 式 を 使 用 す る 。 こ こ で は 、 分 析 物 を 結 合 さ せ る た め の 第 一 抗 体 を 、 固 体 支 持 体 上
に 固 定 化 し 、 そ し て リ ポ ー タ ー に よ り ( 例 え ば 、 酵 素 - 標 識 抗 - 抗 体 )に よ り 標 識 付 け さ
れ る 又 は さ れ る こ と が で き る 第 二 抗 体 を 、 そ の 第 一 試 薬 に 結 合 さ れ る 分 析 物 を 検 出 す る た
め に 、 使 用 す る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 代 表 的 な イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る 妨 害 物 質 の 効 果 を 、 表 6 中 に 示 す デ ー タ に よ り 説 明 す
る 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 分 析 物 と し て N-Pyd に よ る 、 図 1 中 に 説 明 す る イ ム ノ ア ッ セ イ 形
式 を 使 用 し て 得 ら れ る 。 実 施 例 11中 に 詳 説 す る よ う に 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ・ フ ィ ル タ ー と
の 接 触 の 前 後 の 6 の 尿 サ ン プ ル の ア リ コ ッ ト を 検 定 し 、 そ し て そ れ ぞ れ の サ ン プ ル 中 の 分
析 物 の 見 か け の レ ベ ル を 1 セ ッ ト の N-Pyd 標 準 溶 液 か ら 得 ら れ た デ ー タ と の 比 較 に よ り 測
定 し た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
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【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ４ 】
　 表 6 か ら 分 か る よ う に 、 N-Pyd の 測 定 濃 度 は 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ・ フ ィ ル タ ー ・ デ ィ ス
ク を 介 し て の 妨 害 物 質 の 除 去 後 約 7-45パ ー セ ン ト 程 増 加 し 、 こ れ は 、 サ ン プ ル 間 の 妨 害 の
程 度 に お け る 広 い バ ラ ツ キ を 示 し て い る 。 そ の 上 、 濾 過 サ ン プ ル に よ り 得 ら れ た 分 析 物 の
濃 度 は 、 HPLCに よ り 測 定 さ れ る と き 、 サ ン プ ル 中 の N-Pyd 濃 度 と 高 く 相 関 し 、 こ れ は 、 妨
害 物 質 に よ る サ ン プ ル の バ ラ ツ キ が 分 離 媒 体 と の 接 触 に よ り 大 き く 取 り 除 か れ る こ と を 示
し て い る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 実 施 例 12中 に 記 載 す る 研 究 に お い て 、 妨 害 物 質 が 、 添 加 さ れ た 抗 - 分 析 物 抗 体 の 非 存 在
中 固 体 支 持 体 へ の 酵 素 標 識 抗 - 抗 体 の 結 合 を 仲 介 物 質 す る こ と が 示 さ れ る 。 44の 尿 サ ン プ
ル を 抗 - 分 析 物 抗 体 の 非 存 在 中 実 施 例 8 中 に 記 載 す る N-Pyd の た め の 検 定 形 式 を 使 用 し て
評 価 し た 。 テ ス ト さ れ た 44サ ン プ ル の 中 で 、 8 つ が 0.02吸 収 ユ ニ ッ ト を 上 回 る 光 学 密 度 の
読 み を 作 り 出 し 、 こ れ は 、 固 体 支 持 体 へ の 酵 素 標 識 抗 体 の 直 接 的 な 非 -Pyd- 特 異 的 結 合 を
仲 介 す る 物 質 ( 単 数 又 は 複 数 ) の 存 在 を 示 し て い る 。 固 体 支 持 体 へ の 抗 体 の こ の 非 分 析 物
- 特 異 的 結 合 は 、 他 の リ ポ ー タ ー - 標 識 抗 - 抗 体 、 例 え ば 、 ウ サ ギ 抗 - マ ウ ス 抗 体 に よ っ
て も 観 察 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 表 7 は 、 ス ピ ン - フ ィ ル タ ー 装 置 内 の ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 を 通 し て の サ ン プ ル の 通 過 の
前 後 の 、 実 施 例 12か ら の 8 の や っ か い な 尿 サ ン プ ル に よ り 得 ら れ た ( 実 施 例 13) 。 こ の 表
は 、 先 の 濾 過 に よ ら ず 、 テ ス ト さ れ た 尿 サ ン プ ル は 、 0.36～ 0.101 の 吸 収 ユ ニ ッ ト の レ ン
ジ に あ る 光 学 密 度 の 読 み を 生 じ さ せ た こ と を 示 し て い る 。 し か し な が ら 、 尿 サ ン プ ル が ニ
ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 を 通 し て の ス ピ ン - 濾 過 さ れ た と き 、 光 学 密 度 の 読 み は 、 そ の サ ン プ ル
の す べ て に つ い て 0.02吸 収 ユ ニ ッ ト 未 満 に 減 少 さ れ た 。 こ れ 故 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 は 、
固 体 支 持 体 へ の 抗 - 抗 体 の 非 特 異 的 結 合 が 実 質 的 に 減 少 さ れ る よ う な 妨 害 物 質 を 除 去 す る
た め に 有 効 で あ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
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【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ８ 】
　 こ の よ う な 非 特 異 的 結 合 の 発 生 が 検 定 さ れ る 特 定 の 分 析 物 に 依 存 し な い こ と が 理 解 さ れ
よ う 。 そ れ 故 、 本 発 明 に 従 っ て 、 妨 害 物 質 ( 単 数 又 は 複 数 ) を 除 去 す る た め の 尿 サ ン プ ル
の 濾 過 が 、 多 種 多 様 な 分 析 物 に つ い て の イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て 使 用 さ れ る こ と が で き る
。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 表 8 及 び 9 は 、 尿 サ ン プ ル か ら の 妨 害 物 質 ( 単 数 又 は 複 数 ) の 除 去 に お い て 有 用 で あ る
こ と が 見 つ か っ た 3 つ の 分 離 媒 体 の 比 較 効 果 を 説 明 し て い る ( 実 施 例 14) 。 表 8 は 、 濾 過
前 後 の 16の 尿 サ ン プ ル に よ り 得 ら れ た 光 学 密 度 の 読 み (OD)を 示 し て い る 。 表 か ら 分 か る よ
う に 、 濾 過 前 の サ ン プ ル に つ い て の 光 学 密 度 の 読 み は 、 0.0 ～ 0.905 吸 収 ユ ニ ッ ト の レ ン
ジ に あ る ( 第 二 列 ) 。 し か し な が ら 、 Immobilon(商 標 )-CD(CD)及 び Immobilon(商 標 )-PSQ(
PSQ)フ ィ ル タ ー を 通 し て の サ ン プ ル の ス ピ ン - 濾 過 は 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス (NC)に よ り 得 ら
れ た 結 果 と 同 様 に 、 ゼ ロ ま で そ の サ ン プ ル の 光 学 密 度 の 読 み を 減 少 さ せ た (3-5列 参 照 ) 。
【 ０ １ ３ ０ 】
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【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ １ 】
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【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ２ 】
　 表 9 は 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス (NC)、 Immobilon(商 標 )-CD(CD)、 及 び immobilon(商 標 )-PSQ(
PSQ)膜 を 通 し て の サ ン プ ル の 濾 過 後 に 測 定 さ れ た N-Pyd の レ ベ ル が 互 い に 優 れ た 一 致 状 態
に あ っ た こ と を 示 し て い る 。 こ れ 故 、 す べ て の 3 つ の 媒 体 が 本 発 明 に 従 っ て 妨 害 物 質 を 除
去 す る の に 好 適 で あ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
VI. 
　 先 に 述 べ た よ う に 、 コ ラ ー ゲ ン 含 有 組 織 の ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 含 量 は 、 組 織 タ イ プ に 従 っ
て 変 化 す る 。 Pyd 架 橋 は 、 軟 骨 、 骨 、 椎 間 円 板 、 靱 帯 、 及 び 大 動 脈 内 に 見 ら れ る 。 Dpd 架
橋 は 、 一 般 的 に 、 Pyd 架 橋 よ り も 少 な く 、 そ し て 骨 、 歯 、 靱 帯 、 及 び 大 動 脈 内 に 見 ら れ る
。 組 織 ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 中 の Dpd の 割 合 は 、 骨 に お い て 最 も 高 い よ う で あ り 、 そ れ は 、 約
3:1 ～ 4:1 の 間 の Pyd:Dpd 比 を も つ 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 増 加 し た 尿 中 Dpd(及 び Pyd)レ ベ ル を 特 徴 と し 、 そ し て こ れ 故 、 骨 分 解 の 上 昇 速 度 を 併 発
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す る 症 状 は 、 例 え ば 、 骨 粗 し ょ う 症 、 パ ジ ェ ッ ト 病 、 甲 状 腺 機 能 低 下 症 、 骨 関 節 炎 を 含 む
。 上 昇 Pyd 及 び Dpd レ ベ ル を 含 む 他 の 症 状 は 、 骨 代 謝 を 変 更 し 又 は 骨 組 織 内 で 確 立 さ れ る
よ う に な る 様 々 な 形 態 の 代 謝 性 癌 を 含 む 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 発 明 は 、 N-Pyd 及 び N-Dpd の 上 昇 尿 中 レ ベ ル が ヒ ト に お け る 増 加 し た コ ラ ー ゲ ン 分 解
活 性 の 信 頼 で き る 指 標 で あ る と い う 発 見 に 部 分 的 に 基 く 。 N-Pyd の 又 は N-Pyd 及 び N-Dpd 
の 両 方 の 上 昇 レ ベ ル の 測 定 は 、 増 加 し た コ ラ ー ゲ ン 分 解 の 一 般 的 な 指 標 と し て 役 立 つ 。 本
発 明 に 従 っ た Dpd-特 異 的 抗 体 を 介 し て の 尿 中 N-Dpd の 測 定 は 、 骨 の 上 昇 分 解 に つ い て の 相
対 的 に 特 異 的 な マ ー カ ー と し て 役 立 つ 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 本 発 明 は 、 先 に 記 載 し た 症 状 の 管 理 に 関 連 し た 抗 再 吸 収 療 法 の 監 視 に お い て も 有 用 で あ
る 。
　 さ ら に 、 N-Pyd に つ い て の 検 定 が N-Dpd に つ い て の 検 定 と の 組 み 合 わ せ に お い て 使 用 さ
れ る 場 合 、 本 発 明 は 、 Dpd 架 橋 の 割 合 が 骨 中 に 見 ら れ る 割 合 よ り も (Pyd架 橋 に 対 し て ) 実
質 的 に 小 さ い コ ラ ー ゲ ン - 含 有 組 織 の 破 壊 に 関 連 す る 顕 著 な 症 状 に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、
リ ウ マ チ 様 関 節 炎 に お い て は 、 Dpd 架 橋 に お い て 相 対 的 に 低 い 結 合 組 織 の 破 壊 に 関 連 す る
よ う で あ り 、 尿 中 の N-pyd 体 N-Dpd の 比 は 、 増 加 し た 骨 分 解 単 独 に よ り 観 察 さ れ る 比 に 比
べ て 上 昇 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 図 3 は 、 転 移 癌 患 者 か ら の 尿 サ ン プ ル 中 の 上 昇 N-Pyd レ ベ ル の 検 出 の た め の 、 図 1A-1C 
中 に 示 す 検 定 形 態 に お け る Pyd-特 異 的 抗 体 試 薬 の 使 用 に つ い て 説 明 し て い る 。 こ の 図 の 左
の 上 に 示 し た 点 の 列 は 、 健 康 な 被 験 者 の 群 内 で 測 定 さ れ た (Pyd/ ク レ ア チ ニ ン と し て 表 さ
れ た )N-Pydの レ ベ ル で あ る 。 こ の 図 の 右 の 上 に 示 し た 点 の 列 は 、 転 移 癌 を も つ と 診 断 さ れ
た 患 者 に お い て 測 定 さ れ た N-Pyd レ ベ ル で あ る 。 こ の デ ー タ は 上 昇 し た N-Pyd レ ベ ル を も
つ 患 者 を 現 し 、 こ れ は 、 そ の 患 者 の 腫 瘍 学 的 症 状 に お け る 類 似 の 骨 関 連 を 示 し て い る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 図 4 は 、 骨 粗 し ょ う 症 患 者 か ら の 尿 サ ン プ ル 中 の 上 昇 N-Pyd レ ベ ル を 検 出 す る た め の Py
d-特 異 的 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 試 薬 の 使 用 に つ い て 説 明 し て い る 。 図 の 右 の 上 の 点 の 列 ( 群
3)は 、 27の 対 照 被 験 者 ( 年 齢 70-90)の 群 内 で 測 定 さ れ た (Pyd/ ク レ ア チ ニ ン 比 と し て 表 さ
れ た )N-Pydレ ベ ル で あ る 。 点 の 中 央 の 列 は 、 明 白 又 は 疑 い の あ る 骨 粗 し ょ う 症 を も つ 20の
患 者 ( 年 齢 71-99)に お い て 測 定 さ れ た N-Pyd レ ベ ル で あ る ( 群 2)。 左 の 上 の 点 の 列 ( 群 1)
は 、 重 度 の 骨 粗 し ょ う 症 関 連 大 腿 頸 部 骨 折 を も つ 30の 患 者 に お い て 測 定 さ れ た N-Pyd レ ベ
ル で あ る 。 こ の デ ー タ は 、 年 齢 を 合 わ せ た 対 照 群 ( 群 1)に 比 較 し て 、 骨 粗 し ょ う 症 患 者 群
の 両 方 (2及 び 3)に お け る 尿 中 N-Pyd の 上 昇 レ ベ ル を 示 し て い る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 尿 中 Dpd の 上 昇 レ ベ ル の 検 出 の た め の 、 本 発 明 に 従 う Dpd-特 異 的 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の
使 用 を 、 図 5 中 に 説 明 す る 。 こ の 試 験 に お い て は 、 N-Dpd の 検 出 に 改 良 し た 、 図 1A-1C 中
に 示 す 検 定 形 態 を 使 用 し た 。 こ の 図 中 に 左 手 内 の 点 は 、 健 康 な 患 者 の 群 に つ い て の (Dpd/ 
ク レ ア チ ニ ン 比 と し て 表 さ れ た ) 測 定 Dpd レ ベ ル で あ る 。 こ の 図 中 の 中 央 の 列 内 に 点 は 、
診 断 さ れ た 骨 代 謝 失 調 を も つ 患 者 を 含 む 患 者 集 団 か ら 測 定 さ れ た Dpd レ ベ ル で あ る 。 こ の
図 内 の 点 の 右 手 の 列 は 、 腫 瘍 学 的 患 者 の 群 に つ い て の 測 定 さ れ た Dpd レ ベ ル で あ る 。 こ の
テ ス ト は 、 上 昇 さ れ た Dpd レ ベ ル を も つ 患 者 、 す な わ ち 、 そ の 腫 瘍 学 的 症 状 が お そ ら く 骨
関 連 を 含 む よ う な 患 者 を 、 同 定 す る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 図 6 は 、 骨 粗 し ょ う 症 の た め の 治 療 下 の 女 性 に お け る Dpd-特 異 的 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の
使 用 に つ い て 説 明 す る 。 こ の 研 究 に お い て は 、 Dpd レ ベ ル は 、 治 療 前 ( 図 中 の 白 棒 ) 及 び
エ ス ト ロ ゲ ン 療 法 の 1 年 後 ( 網 棒 ) に 測 定 し た 。 患 者 の 中 の 7 人 に お い て 、 Dpd レ ベ ル に
お け る 測 定 可 能 な 降 下 が 治 療 伴 い 観 察 さ れ 、 こ れ は 、 こ の 治 療 が 骨 再 吸 収 に お け る 望 ま し
い 減 少 を 作 り 出 し て い る こ と を 示 し て い る 。 治 療 に よ り Dpd レ ベ ル が 上 昇 し た 残 る 2 つ の
ケ ー ス に お け る 結 果 は 、 別 の 治 療 が 考 慮 さ れ る べ き で あ る こ と を 示 す こ と が で き る 。
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【 ０ １ ４ １ 】
　 こ れ ま で の 記 述 か ら 、 本 発 明 の 目 的 が ど の よ う に 適 合 す る か を 理 解 す る こ と が で き る 。
生 来 の 遊 離 の 架 橋 検 定 は 、 非 - 加 水 分 解 尿 サ ン プ ル を も っ て 使 用 さ れ る こ と が で き 、 こ れ
に よ り 、 初 期 の 酸 加 水 分 解 段 階 の 必 要 性 を 回 避 す る 。 本 検 定 は 、 抗 体 試 薬 を 使 用 し 、 そ し
て こ れ 故 、 本 分 野 に お い て 公 知 の 多 数 の 便 利 且 つ 速 い 検 定 形 式 に 改 良 さ れ る こ と が で き る
。 そ の 上 、 尿 サ ン プ ル 中 の 、 生 来 の Pyd 、 Dpd 、 又 は 両 方 の レ ベ ル の 評 価 を 提 供 す る こ と
に よ り 、 本 発 明 は 、 様 々 な コ ラ ー ゲ ン - 関 連 の 病 因 学 的 状 態 を 検 出 及 び モ ニ タ ー す る た め
に 使 用 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 本 発 明 に 従 う 抗 体 試 薬 の 製 造 方 法 及 び 検 定 法 に つ い て 説 明 す る 。 こ れ
ら の 実 施 例 は 、 例 示 的 で あ り 、 い か な る 方 法 に お い て も 、 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る こ と を
意 図 さ れ な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ４ ３ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  

　 グ ル コ ー ス -6- ホ ス フ ェ ー ト ・ デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (G6PDH、
由 来 ; ε (280nm, 1%) = 1.15ml/mg ・ cm; 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 中 の 懸 濁 液 ) 、 グ ル コ ー ス -6
- ホ ス フ ェ ー ト (G6P) 、 及 び ニ コ チ ン ア ミ ド ・ ア デ ニ ン ・ ジ ヌ ク レ オ チ ド (NAD) を Boehri
nger Mannheim か ら 購 入 し た 。 5,5'- ジ チ オ ビ ス (2- ニ ト ロ 安 息 香 酸 )(DTNB)、 シ ス テ イ
ン ・ ヒ ド ロ ク ロ リ ド 、 N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル S-ア セ チ ル チ オ ア セ テ ー ト (SATA)、 ス ル ホ 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 (sulfo-SMC
C)、 1-エ チ ル -3-(3-ジ メ チ ル ア ミ ノ - プ ロ ピ ル ) カ ル ボ ジ イ ミ ド -HCl(EDC) 、 及 び N-ス ク
シ ン イ ミ ジ ル 3-(2- ピ リ ジ ル - ジ チ オ ) プ ロ ピ オ ネ ー ト (SPDP)を Pierce(Rockford, IL)か
ら 購 入 し た 。 p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル ホ ス フ ェ ー ト 錠 剤 ( 各 20mg) 、 N-エ チ ル ・ マ レ イ ミ ド (NEM
) 、 及 び ジ エ タ ノ ー ル ア ミ ン を Sigma か ら 購 入 し た 。 透 析 チ ュ ー ブ を Spectrum Laborator
iesか ら 購 入 し た 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー ・ プ レ ー ト (96-ウ ェ ル )を Nunc及 び Costar Corp か ら
購 入 し た 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー ・ プ レ ー ト 内 の 溶 液 の 吸 収 値 を Molecular Devices Corp.(Me
nlo Park, CA) か ら の V-Max マ イ ク ロ プ レ ー ト ・ リ ー ダ ー を 使 用 し て 測 定 し た 。 試 薬 の 遅
い 一 滴 ず つ の 添 加 を 、 LKB か ら の Microperplex蠕 動 ポ ン プ #2132 を 使 用 し て 行 っ た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
A.　
　 雌 の 自 己 免 疫 性 MRL/MpJ-lpr マ ウ ス を Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine か ら 購
入 し た 。
　 マ ウ ス 非 - 分 泌 性 P3X63Ag8.653ミ エ ロ ー マ 細 胞 、 並 び に マ ウ ス 単 球 - マ ク ロ フ ァ ー ジ 細
胞 系 P388D1(IL-1)及 び J774A.1 を American Type Culture Collection (ATCC), Rockville
, Marylandか ら 購 入 し た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 ア ジ ュ バ ン ト Ribi及 び Ribi(CWS) を RIBI Immunochem Research, Inc., Hamilton, Mont
ana か ら 購 入 し た 。 50% PEG 1500( ポ リ エ チ レ ン ・ グ リ コ ー ル 1500、 水 中 の 50%(W:V)) を
Boehringer Mannheim, Indianapolis, Indianaか ら 購 入 し た 。 HAT 及 び HTを Sigma Chemic
al Company, St. Louis, Missouri か ら 購 入 し た 。 Dulbecco's Modified Eagle Medium(D
MEM)、 NCTC-109、 及 び ゲ ン タ マ イ シ ン を Gibco, Grand Island, New York か ら 購 入 し た 。
Fetal Cloneウ シ 血 清 は Hyclone Laboratories, Inc., Logan, Utah か ら の も の で あ っ た
。 オ キ サ ロ 酢 酸 及 び イ ン シ ュ リ ン は 、 Sigma Chemical Companyか ら の も の で あ っ た 。 S-DM
EMを 以 下 の よ う に 配 合 し た 。 こ こ で 、 パ ー セ ン テ ー ジ は 、 最 終 培 地 中 の 最 終 容 量 パ ー セ ン
テ ー ジ を 示 す : DMEM(80%) 、 NCTC-109(10%) 、 Fetal Cloneウ シ 血 清 (10%) 、 オ キ サ ロ 酢
酸 (1mM) 、 L-グ ル タ ミ ン (2mM) 、 ゲ ン タ マ イ シ ン (50 μ g/ml) 及 び イ ン シ ュ リ ン (10 μ g/
ml) 。
【 ０ １ ４ ６ 】
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実 施 例
材 料 及 び 方 法

Leuconostoc mesenteroides 

モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の た め の 試 薬



　 な ら し 培 地 の 調 製 の た め に 、 マ ウ ス 単 球 細 胞 系 P388D1(IL-1)、 又 は 交 換 可 能 な 状 態 で 、
細 胞 系 J774A.1 を S-DMEM培 地 中 で 培 養 し 、 1 週 間 に 2 回 1:4 に 分 け た 。 3 日 間 毎 に 、 組 織
培 養 上 清 を 0.2 ミ ク ロ ン ・ フ ィ ル タ ー を 通 し て 濾 過 し 、 そ し て 次 に 4mM L-グ ル タ ミ ン を 補
っ た 。 得 ら れ た 濃 縮 な ら し 培 地 を S-DMEMの た め の 20% 補 足 物 と し て 使 用 し 、 ハ イ ブ リ ド ー
マ 細 胞 を 生 じ さ せ た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 特 に こ と わ ら な い か ぎ り 、 PBS は 、 0.01M 燐 酸 塩 及 び 150mM NaClを 含 む バ ッ フ ァ ー 、 pH
 7と し て 定 義 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　  Pyd及 び Dpd に つ い て の HPLC分 析 を 本 質 的 に Black et al. (1988)に よ り 記 載 さ れ た よ
う に 行 っ た 。 簡 単 に 言 え ば 、 尿 サ ン プ ル を ブ タ ノ ー ル 及 び 氷 酢 酸 に よ り 調 整 し 、 4:1:1 混
合 物 ( ブ タ ノ ー ル : 酢 酸 : サ ン プ ル 、 v:v:v)を 作 り 、 そ し て CF1 セ ル ロ ー ス (Whatman) カ
ー ト リ ッ ジ 上 に 適 用 し 、 そ の 後 、 4:1:1 ブ タ ノ ー ル : 酢 酸 : 水 に よ り 洗 浄 し た 。 遊 離 の 架
橋 ( 及 び glyco-Pyd)だ け が 保 持 さ れ た 。 こ の 遊 離 の 架 橋 を 水 に よ り CF1 セ ル ロ ー ス か ら 溶
出 さ せ た 。 溶 出 し た 材 料 を 1ml/分 に お い て 流 さ れ 、 そ し て 295nm の 励 起 、 395nm の 放 射 に
お け る 蛍 光 を モ ニ タ リ ン グ さ れ る 水 - ア セ ト ニ ト リ ル (10 分 間 に わ た る 3-17%)グ ラ ジ エ ン
ト を 使 用 し て C18 逆 相 カ ラ ム (Rainin, C18-80-200-C3) 上 で 分 析 し た 。 移 動 相 は 、 0.1%HF
BAを 含 ん で い た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 全 尿 中 架 橋 を 110 ℃ に お い て HCl 中 で 16時 間 尿 サ ン プ ル を 加 水 分 解 し 、 そ の 後 、 先 の CF
1 処 理 及 び HPLC分 析 す る こ と に よ り 測 定 し た 。 HPLC分 離 は 、 加 水 分 解 さ れ た Pyd 及 び Dpd 
分 画 を 産 生 し 、 こ れ か ら 、 全 H-Pyd 及 び 全 H-Dpd を 定 量 し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 ヒ ト 尿 を 40psi の 背 圧 を 加 え て 3000 D分 子 カ ッ ト - オ フ ・ フ ィ ル タ ー (Filtron Co.)を
通 し て 濾 過 し た 。 次 に 濾 液 を 凍 結 乾 燥 さ せ 、 そ し て 0.2M酢 酸 に よ り 元 の 容 量 の 1/20に 再 構
築 し た 。
　 次 に 濃 縮 尿 を 0.2M酢 酸 に よ り 平 衡 化 し た Sephadex(商 標 ) G-10 2.6 x 95 cm カ ラ ム 上 に
適 用 し た 。 こ の カ ラ ム か ら 抽 出 さ れ た 材 料 を 先 に 記 載 し た よ う に 遊 離 の Pyd 及 び Dpd に つ
い て 分 析 し た 。 遊 離 架 橋 含 有 画 分 を 共 に プ ー ル し 、 pH 2.0に 調 整 し 、 そ し て  1 x 18 cmカ
チ オ ン 交 換 カ ラ ム (Lacarte Co., UK) 上 に 適 用 し た 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 Glyco-Pyd 、 N-Pyd 及 び N-Dpd を そ の 後 、 0.1Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム pH 4.2に よ り そ の カ
ラ ム か ら 溶 出 さ せ た 。 集 め た 画 分 を 先 に よ う な HPLC分 析 に よ り 架 橋 の 存 在 に つ い て 分 析 し
た 。 特 定 の 架 橋 (glyco-Pyd、 Pyd 及 び Dpd)を 含 む 画 分 を 共 に プ ー ル し 、 そ し て 分 析 用 2.5 
x 10 cm 逆 相 C18 カ ラ ム (Waters)上 に 適 用 し 、 こ れ を そ の 後 0.1% HFBA を 含 む ア セ ト ニ ト
リ ル の 2-20% グ ラ ジ エ ン ト に よ り 展 開 さ せ た 。 分 離 さ れ た 画 分 (N-Pyd及 び N-Dpd)を 別 々 に
集 め 、 そ し て 凍 結 乾 燥 に よ り 濃 縮 し た 。 こ の 乾 燥 残 渣 を 0.2M酢 酸 中 で 再 構 築 し 、 そ し て 4 
℃ に お い て 保 存 し た 。 最 終 材 料 の 純 度 を 重 量 計 及 び 元 素 分 析 に よ り 測 定 し た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 尿 中 架 橋 - ペ プ チ ド を 、 1000 D分 子 量 カ ッ ト - オ フ 透 析 膜 (Spectra Por(商 標 )) を 使 用
し て ヒ ト 尿 の 消 費 的 透 析 に よ り 調 製 し た 。 こ の ペ プ チ ド 画 分 の 全 Pyd 架 橋 及 び 全 Dpd 架 橋
含 量 を 、 6N HClに よ り 110 ℃ に お い て 16時 間 ペ プ チ ド ・ サ ン プ ル を 加 水 分 解 し 、 そ の 後 の
全 H-Pyd 及 び 全 H-Dpd の HPLC分 析 に よ り 、 測 定 し た 。
　 H-Pyd 及 び H-Dpd の 調 製 的 な 量 を 、 Black et al. (1988) に よ り 記 載 さ れ て い る よ う に
加 水 分 解 さ れ た 粉 末 ウ シ 又 は ヒ ツ ジ の 骨 か ら 得 た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
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実 施 例 1
架 橋 の HPLC測 定

実 施 例 2
架 橋 の 精 製



　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  
　 以 下 の 手 順 は 、 生 来 の 遊 離 の ピ リ ジ ノ リ ン 、 生 来 の 遊 離 の デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン 、 又 は
両 方 に 対 す る モ ノ ク ロ ナ ー ル 又 は ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 得 る た め の 免 疫 原 が ど の よ う に 調
製 さ れ る こ と が で き る か に つ い て 説 明 す る 。 以 下 の A 及 び B 中 の 手 順 は 、 H-Pyd-免 疫 原 に
関 し て 記 載 さ れ て お り ; H-Dpd-免 疫 原 は 、 H-Pyd の 代 わ り の H-Dpd に よ り 、 同 一 の ア プ ロ
ー チ を 使 用 し て 調 製 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
A.　
　 0.1 M MES 中 の 9mg の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA) 及 び 3.8mg の H-Pyd 、 pH 5.0か ら 成 る
3.1 mlの 溶 液 に 、 88mgの EDC を 含 む 0.88 ml の 水 溶 液 を 添 加 し た 。 室 温 に お い て 4 時 間 反
応 さ せ た 混 合 物 を 次 に 燐 酸 塩 バ ッ フ ァ ー 生 理 食 塩 水 pH 7.0(PBS) に 対 し て 消 費 的 に 透 析 し
た 。 UV及 び 蛍 光 測 定 は 、 1 モ ル の ア ル ブ ミ ン 当 た り に 置 換 さ れ た 5.8 モ ル の ピ リ ジ ノ リ ン
を 示 し た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
B.　
　 pH 5± 0.5 に 調 整 し た 水 中 の 乾 燥 H-Pyd(6mg)の 溶 液 (200μ l)に 、 PBS 中 の Keyhole limp
etヘ モ シ ア ニ ン (KLH) の 10mg/ml 溶 液 の 2ml を 添 加 し た 。 こ の 混 合 物 に 、 30mgの 固 体 1-(3
- ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル )-3-エ チ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド (EDC, Pierce) を 添 加 し 、 そ し て 10
分 間 後 、 別 の 30mgの EDC を 添 加 し 、 そ し て そ の 反 応 を 室 温 に お い て 4 時 間 進 行 さ せ た 。 次
に こ の 反 応 混 合 物 を PBS に 対 し て 消 費 的 に 透 析 し 、 そ の 後 、 こ の H-Pyd-KLH 免 疫 原 を 集 め
、 そ し て 保 存 し た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  
A.　
　 雌 の 生 後 5 週 間 の 自 己 免 疫 性 MRL/MpJ-lpr マ ウ ス を 以 下 の プ ロ オ ト コ ー ル を 使 用 し て 免
疫 感 作 さ せ た :
【 ０ １ ５ ７ 】
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実 施 例 3
免 疫 原 の 調 製

 H-Pyd-BSA免 疫 原

H-Pyd-KLH 免 疫 原

実 施 例 4
抗 -Pydモ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の 調 製

免 疫 感 作 プ ロ ト コ ー ル



【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ８ 】
　 融 合 の 日 に 、 免 疫 感 作 マ ウ ス を CO 2  に よ り 殺 し 、 そ し て そ の 脾 臓 を そ の マ ウ ス か ら 切 除
し 、 そ し て 37℃ に 余 熱 し た 5ml の 血 清 不 含 DMEM培 地 を 含 む 培 養 皿 内 に 入 れ た 。 脾 臓 に 付 着
し た 脂 肪 組 織 の 除 去 後 、 そ の 脾 臓 を 5ml の 血 清 不 含 DMEM培 地 に よ り 洗 浄 し た 。 次 に 、 こ の
脾 臓 を 小 片 に 切 断 し 、 こ れ を 、 7ml の 血 清 不 含 DMEM培 地 を 含 む 細 胞 ホ モ ゲ ナ イ ザ ー 内 に 入
れ 、 そ し て そ の 細 胞 を 均 質 化 し 、 細 胞 懸 濁 液 を 作 っ た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
B.　
　 以 下 の 段 階 を 室 温 に お い て 行 っ た 。
　 上 記 の 脾 臓 細 胞 懸 濁 液 ( 血 清 不 含 DMEM培 地 中 の ～ 2 x 10 8  細 胞 ) 及 び 対 数 期 の P3X63Ag8
.653ミ エ ロ ー マ 細 胞 ( 血 清 不 含 DMEM培 地 中 の ～ 7 x 10 7  細 胞 ) を 、 400xg に お い て 10分 間
独 立 し て 遠 心 分 離 し た 。 得 ら れ た 細 胞 ペ レ ッ ト を 50mL遠 心 分 離 管 内 の 血 清 不 含 DMEM培 地 (1
0ml)中 に 一 緒 に 懸 濁 さ せ 、 そ し て 次 に 、 10分 間 400xg に お い て 遠 心 分 離 し た 。 こ の 上 澄 液
を 完 全 に 取 り 去 り 、 そ の そ の 遠 心 分 離 管 を 叩 き そ の 細 胞 ペ レ ッ ト を ほ ぐ し た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 細 胞 融 合 の た め に 、 50% PEG 1500の 溶 液 (4ml) を 90秒 間 に わ た あ り ピ ペ ッ ト に よ り 穏 や
か に 混 合 し な が ら 上 記 の 管 に 滴 下 し た 。 次 に 、 血 清 不 含 DMEM(4ml) を 1 分 間 に わ た り 滴 下
し た 。 S-DMEM(40ml)を 次 に 穏 や か に 混 合 し な が ら 2 分 間 に わ た り 添 加 し 、 そ の 後 、 そ の 混
合 物 を さ ら に 2.5 分 間 に わ た り ピ ペ ッ ト に よ り 混 合 し た 。 得 ら れ た 混 合 物 を 400xg に お い
て 10分 間 遠 心 分 離 し た 。 そ の 上 清 の 完 全 な 除 去 後 、 そ の 細 胞 を 20% P388D1- な ら し S-DMEM
培 地 中 の HAT の 320ml 中 に 懸 濁 さ せ た 。 こ の 細 胞 懸 濁 液 を 16の 96- ウ ェ ル 培 養 プ レ ー ト 中
内 に プ レ ー ト し 、 200 μ l/ウ ェ ル 、 そ し て こ の プ レ ー ト を 次 に 7% CO 2 を 含 む 雰 囲 気 中 で 37
℃ に お い て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 細 胞 混 合 物 を 、 3 及 び 7 日 目 に 、 100 μ l/ウ ェ ル の
古 い 培 地 を 取 り 出 し 、 そ し て 150 μ l/ウ ェ ル の HAT 培 地 (3日 目 ) 又 は HT培 地 (7日 目 ) の い
ず れ か を 添 加 す る こ と に よ り 、 飼 養 し た 。 こ れ ら の ウ ェ ル を 融 合 の 7 ～ 10日 後 に ス ク リ ー
ン し た 。
【 ０ １ ６ １ 】
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融 合 プ ロ ト コ ー ル



C.　
　 首 尾 よ い 融 合 生 成 物 を 実 施 例 8 中 に 記 載 す る よ う な N-Pyd イ ム ノ ア ッ セ イ 形 式 を 使 用 し
て 免 疫 反 応 性 に つ い て ス ク リ ー ン し た 。 N-Pyd へ の 高 い ア フ ィ ニ テ ィ ー 結 合 を 示 し た 細 胞
系 を 限 界 希 釈 法 に よ り サ ブ ク ロ ー ン 化 し 、 そ し い さ ら に 、 N-Pyd に つ い て の 高 い 結 合 ア フ
ィ ニ テ ィ ー を も つ 抗 体 の 産 生 に つ い て ス ク リ ー ン し た 。 N-Pyd の つ い て の 高 い 抗 体 ア フ ィ
ニ テ ィ ー を 与 え た サ ブ ク ロ ー ン 化 細 胞 系 の 中 の 1 つ を 、 本 明 細 書 中 、 Mab Pyd-XXV-3G6-3B
11-1A10 と 命 名 す る 。 こ の 細 胞 系 に よ り 産 生 さ れ た 抗 体 の 特 異 性 は 先 の 表 1 中 に 示 さ れ て
い る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 抗 -Dpdモ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 、 実 施 例 3 に お け る よ う に 調 製 し た H-Dpd-KLH 免 疫 原 を 使
用 し て 、 実 施 例 4 中 に 記 載 し た て 手 順 に よ り 調 製 し た 。 マ ウ ス の 免 疫 感 作 手 順 は 、 実 施 例
4 に お け る も の と 同 じ で あ る 。 但 し 、 Ribi(CWS) を Ribiの 代 わ り の ア ジ ュ バ ン ト と し て 使
用 し 、 マ ウ ス 当 た り 75μ g の 免 疫 原 を 、 100 μ g の 代 わ り に 第 四 免 疫 感 作 段 階 ( 融 合 か ら
18日 目 ) に お い て 使 用 し た 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 首 尾 よ い 融 合 生 成 物 を 実 施 例 9 中 に 記 載 す る N-Dpd イ ム ノ ア ッ セ イ 形 式 を 使 用 し て 免 疫
反 応 性 に つ い て ス ク リ ー ン し た 。 N-Dpd へ の 高 い ア フ ィ ニ テ ィ ー 結 合 を 示 し た 細 胞 系 を 限
界 希 釈 法 に よ り サ ブ ク ロ ー ン 化 し 、 そ し い さ ら に 、 N-Dpd に つ い て の 高 い 結 合 ア フ ィ ニ テ
ィ ー を も つ 抗 体 の 産 生 に つ い て ス ク リ ー ン し た 。 N-Dpd の つ い て の 高 い 抗 体 ア フ ィ ニ テ ィ
ー を 与 え た サ ブ ク ロ ー ン 化 細 胞 系 の 中 の 1 つ を 、 本 明 細 書 中 、 Mab Dpd-II-7B6-1F4-1H11 
と 命 名 す る 。 こ の 細 胞 系 に よ り 産 生 さ れ た 抗 体 の 特 異 性 は 先 の 表 2 中 に 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 　 　  
　 N-Pyd 及 び N-Dpd の 両 方 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 、 免 疫 原 と し て H-Dpd-KLH(実
施 例 3)を 使 用 し て 、 実 施 例 5 中 の 手 順 に よ り 調 製 し た 。 首 尾 よ い 融 合 生 成 物 を 実 施 例 9 中
に 記 載 す る N-Dpd イ ム ノ ア ッ セ イ 形 式 を 使 用 し て 免 疫 反 応 性 に つ い て ス ク リ ー ン し た 。 N-
Dpd へ の 高 い ア フ ィ ニ テ ィ ー 結 合 を 示 し た 細 胞 系 を 限 界 希 釈 法 に よ り サ ブ ク ロ ー ン 化 し 、
そ し い さ ら に 、 N-Pyd 及 び Dpd の 両 方 に つ い て の 高 い 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー を も つ 抗 体 の 産
生 に つ い て ス ク リ ー ン し た 。 N-Pyd 及 び Dpd の 両 方 に つ い て の 高 い 抗 体 ア フ ィ ニ テ ィ ー を
与 え た サ ブ ク ロ ー ン 化 細 胞 系 の 中 の 1 つ を 、 本 明 細 書 中 、 Mab Pyd/Dpd-V-6H2-2H4-1E4 と
命 名 す る 。 こ の 細 胞 系 に よ り 産 生 さ れ た 抗 体 の 特 異 性 は 先 の 表 3 中 に 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 　  
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン へ の H-Pyd の 結 合 を 、 カ ッ プ リ ン グ 剤 、 SMCCを 介 し て H-Pyd に チ オ
ー ル 化 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を カ ッ プ リ ン グ さ せ る こ と に よ り 達 成 し た 。 チ オ ー ル 化 ス ト レ
プ ト ア ビ ジ ン を 以 下 の よ う に N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル -3-(2-ピ リ ジ ル ジ チ オ ) プ ロ ピ オ ネ ー ト
(SPDP, Pierce)と 反 応 さ せ る こ と に よ り 製 造 し た 。 PBS 中 の 5mg の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の
0.75ml溶 液 に 、 260 μ g の SPDPを 含 む ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド 21μ L を 添 加 し た 。 こ の 混 合
物 を 室 温 に お い て 1 時 間 反 応 に 供 し 、 そ し て 次 に PBS に 対 し て 透 析 し た 。 SPDP- 標 識 ス ト
レ プ ト ア ビ ジ ン を 10mMの 最 終 濃 度 ま で ジ チ オ ト レ イ ト ー ル を 添 加 す る こ と に よ り 減 少 さ せ
た 。 室 温 に お い て 1 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 こ の チ オ ー ル 化 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン
を G-25カ ラ ム 上 で 精 製 し た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 H-Pyd-ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 作 る た め に 、 ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド (4μ l ) 中 に 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, Pierce)
の 180 μ g を 含 む 溶 液 を 、 100 μ l の PBS 中 に 0.5mg の チ オ ー ル 化 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 及
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抗 -N-Pydモ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の 調 製 の た め の ハ イ ブ リ ド ー マ の ス ク リ ー ニ ン グ

実 施 例 5
抗 -Dpdモ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の 調 製

実 施 例 6
N-Pyd 及 び N-Dpd の 両 方 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 調 製

実 施 例 7
H-Pyd-ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 及 び H-Dpd ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の 調 製



び 50μ g の H-Pyd を 含 む 溶 液 に 添 加 し た 。 こ の 混 合 物 を 室 温 に お い て 3 時 間 反 応 さ せ 、 そ
し て 次 に PBS に 対 し て 透 析 し た 。 得 ら れ た Pyd-ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の 分 光 光 度 計 分 析 は 、
ス チ レ プ ト ア ビ ジ ン の 1 当 量 当 た り に 結 合 し た 1 ～ 2 当 量 の 間 の ピ リ ジ ノ リ ン を 示 し た 。
　 H-Dpd-ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 上 記 と 同 一 の 手 順 に よ り に よ り 調 製 し た 。 但 し 、 H-Dpd を
H-Pyd の 代 わ り に 使 用 し た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 　 　 　
A.　
　 ビ オ チ ン - 標 識 卵 白 ア ル ブ ミ ン 及 び H-Pyd-ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ( 実 施 例 7)を そ の マ イ ク
ロ プ レ ー ト ・ コ ー テ ィ ン グ に お い て 使 用 し た 。
　 卵 白 ア ル ブ ミ ン の ビ オ チ ニ ル 化 を 、 400μ lの ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド 中 の 10mgの ビ オ チ ン
-x-2,4- ジ ニ ト ロ フ ェ ニ ル -X-L- リ ジ ン 、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル ・ エ ス テ ル (Molecular Probe
s)を 150mg の 卵 白 ア ル ブ ミ ン を 含 む PBS の 10ml溶 液 に 添 加 す る こ と に よ り 、 行 っ た 。 こ の
混 合 物 を 室 温 に お い て 2 時 間 反 応 さ せ 、 そ の 後 G25 カ ラ ム ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に か け た
。 分 光 光 度 計 に よ る 分 析 は 、 1 モ ル の 卵 白 ア ル ブ ミ ン 当 た り に 置 換 さ れ た 2 つ の ビ オ チ ン
を 示 し た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 96- ウ ェ ル ・ マ イ ク ロ タ イ タ ー ・ プ レ ー ト 内 の ウ ェ ル を 以 下 の よ う に N-Pyd に よ り コ ー
ト し た 。 そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に 、 PBS 中 3.8 μ g/mlに お い て ビ オ チ ン - 卵 白 ア ル ブ ミ ン の 15
0μ lを 添 加 し 、 そ の 後 2-8 ℃ に お い て 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 こ の ウ ェ ル を PB
S に よ り 洗 浄 し 、 そ し て 1mg/mlに お い て 200 μ l の 卵 白 ア ル ブ ミ ン を 添 加 す る こ と に よ り
ブ ロ ッ ク し 、 そ し て 室 温 に お い て 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 次 に そ の ウ ェ ル を PB
S に よ り 2 回 洗 浄 し た 。 PBS 中 100 μ g/mlに お い て H-Pyd-ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 含 む 溶 液
の 150 μ l を ビ オ チ ン - 卵 白 ア ル ブ ミ ン ・ コ ー ト ・ マ イ ク ロ プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 添 加 し
た 。 室 温 に お け る 1 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 そ の ウ ェ ル を PBS に よ り 2 回 洗 浄 し
た 。 残 り の 液 体 を 37℃ に お い て 対 流 に お い て 一 夜 乾 燥 さ せ る こ と に よ り そ の ウ ェ ル か ら 除
去 し た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
B.　
　 N-Pyd 標 準 溶 液 及 び 尿 サ ン プ ル を 2 連 で テ ス ト し た 。 こ の 標 準 溶 液 は 、 検 定 バ ッ フ ァ ー
(PBS中 、 0.05% NaN 3  、 0.05% Tween 20、 及 び 0.1% BSA) 中 の 0nM 、 25nM、 75nM、 250nM 
、 750nM 、 及 び 3000nMの N-Pyd か ら 成 っ て い た 。 尿 サ ン プ ル を 、 検 定 に 先 立 っ て 遠 心 分 離
( ス ピ ン 濾 過 ) に よ り ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 を 通 し て 濾 過 し た 。
　 先 に 調 製 し た マ イ ク ロ タ イ タ ー ・ プ レ ー ト を 使 用 し て 、 20μ l/ウ ェ ル の 標 準 溶 液 を コ ー
ト さ れ た プ レ ー ト 内 の 96ウ ェ ル の 中 の 12に 2 連 で 添 加 し 、 そ し て 44尿 サ ン プ ル の 中 の そ れ
ぞ れ の 20μ l / ウ ェ ル を 2 つ の マ イ ク ロ タ イ タ ー ・ プ レ ー ト の ウ ェ ル に 2 連 で 添 加 し た 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 検 定 バ ッ フ ァ ー (PBS中 、 0.05% NaN 3  、 0.05% Tween 20、 及 び 0.1% BSA) 中 の 100 μ l/
ウ ェ ル の MAb 3G6-3B11-1A10(1:100,000 希 釈 )を 添 加 し た 。 標 準 又 は サ ン プ ル 及 び MAb 混
合 物 を 4 ℃ に お い て 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 100 μ l/ウ ェ ル の ヤ ギ 抗 - マ ウ ス IgG + M(
H+L)- ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 結 合 体 (Pierce, No. 31330, 検 定 バ ッ フ ァ ー 中 1:1000希
釈 ) を そ の プ レ ー ト に 添 加 し 、 そ し て 室 温 に お い て 1 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に 、 100 μ L の 酵 素 基 質 溶 液 (1mM MgCl 2  を 含 む 、 1.0 M ジ エ タ ノ ー
ル ア ミ ン 、 pH 9.8中 の 2mg/mLの p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル ホ ス フ ェ ー ト (Sigma))に 添 加 し た 。 室 温
に お い て 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 50μ l の 3.0N NaOH を そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に 添 加 し
、 そ の 酵 素 反 応 を 停 止 さ せ た 。 405nm に お け る 光 学 密 度 を 次 に Vmaxリ ー ダ ー (Molecular D
evices Corp.) に よ り 測 定 し た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
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実 施 例 8
抗 -Pydモ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 試 薬 を 使 用 し た イ ム ノ ア ッ セ イ

 H-Pyd- コ ー ト ・ マ イ ク ロ タ イ タ ー ・ プ レ ー ト

検 定 プ ロ ト コ ー ル



　 2 連 サ ン プ ル か ら の 光 学 密 度 リ ー ダ ー (405nm) を 平 均 し 、 そ し て N-Pyd 標 準 か ら の 平 均
リ ー ダ ー を 、 OD読 み 対 N-Pyd 濃 度 の 標 準 曲 線 を 構 築 す る た め に 使 用 し た 。 こ の 曲 線 か ら 、
そ れ ぞ れ の 尿 サ ン プ ル 中 の 遊 離 の N-Pyd 架 橋 濃 度 を 測 定 し た 。 ク レ ア チ ニ ン 濃 度 を ア ル カ
リ 性 ピ ク レ ー ト 関 連 検 定 を 使 用 し て 測 定 し た (Cook, 1975)。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 同 一 の 尿 サ ン プ ル を 、 実 施 例 2 中 に 記 載 し た HPLC法 に よ り 全 Pyd に つ い て 定 量 し た 。 簡
単 に 言 え ば 、 尿 サ ン プ ル を HCl(6N) 中 で 110 ℃ に お い て 16時 間 加 水 分 解 し 、 そ の 後 、 CF1 
前 処 理 及 び 全 H-Pyd に つ い て の HPLC分 析 を 行 っ た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 図 2 は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 (y-軸 )に よ り 測 定 さ れ た ピ リ ジ ニ ウ ム 架 橋 (nM に お け る ) 対
HPLCに よ り 測 定 さ れ た 全 H-Pyd の 散 乱 プ ロ ッ ト を 示 す 。 こ の プ ロ ッ ト 中 の 線 は 、 HPLCの 全
Pyd 値 の 関 数 と し て イ ム ノ ア ッ セ イ 値 を 相 関 さ せ る 最 適 線 形 回 帰 式 で あ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 　 　 　
A.
　 96- ウ ェ ル ELISA プ レ ー ト の そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に 、 H-Dpd-ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン (PBS中 の
0.5 μ g/ml) を 含 む 100 μ l の 溶 液 を 添 加 し た 。 4 ℃ に お い て 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し
た 後 、 そ の ウ ェ ル を 空 に し 、 そ し て 次 に 室 温 に お け る 少 な く と も 1 時 間 又 は 4 ℃ に お け る
一 夜 卵 白 ア ル ブ ミ ン (PBS中 1mg/ml、 150 μ l/ウ ェ ル ) と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り ブ ロ ッ
ク し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 こ の プ レ ー ト を PBS に よ り 3 回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
B.　
　 N-Dpd 標 準 溶 液 及 び 尿 サ ン プ ル を 2 連 で テ ス ト し た 。 こ の 標 準 溶 液 は 、 検 定 バ ッ フ ァ ー
(PBS中 、 0.05% NaN 3  、 0.05% Tween 20、 及 び 0.1% BSA) 中 の 0nM 、 25nM、 50nM、 100nM 
、 250nM 、 及 び 500nM の N-Dpd か ら 成 っ て い た 。 尿 サ ン プ ル を 、 検 定 に 先 立 っ て 遠 心 分 離
( ス ピ ン 濾 過 ) に よ り ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 を 通 し て 濾 過 し た 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 サ ン プ ル (10 μ l/ウ ェ ル ) の 添 加 後 、 100 μ l/ウ ェ ル の 7B6-1F4-1H11モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗
体 ( 検 定 バ ッ フ ァ ー へ の 組 織 培 養 上 清 の 1:1600希 釈 、 ～ 10ng/ml 抗 体 ) を 添 加 し 、 そ し て
そ の 検 定 プ レ ー ト を 4 ℃ に お い て 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の プ レ ー ト を 300 μ l/ウ ェ
ル の 洗 浄 バ ッ フ ァ ー に よ り 3 回 洗 浄 し た 後 、 100 μ l/ウ ェ ル の ヤ ギ 抗 - マ ウ ス IgG + M(H+
L)- ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 結 合 体 (Pierce, No. 31330)(検 定 バ ッ フ ァ ー 中 1:1000希 釈
) を 添 加 し 、 そ し て そ の プ レ ー ト を 室 温 に お い て 1 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に そ の ウ
ェ ル を 洗 浄 バ ッ フ ァ ー に よ り 3 回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 結 合 酵 素 を 先 に 実 施 例 に お け る よ う に 検 定 し た 、 そ れ ぞ れ の 未 知 尿 サ ン プ ル に つ い て の
N-Dpd 架 橋 濃 度 を 標 準 曲 線 か ら の 定 量 化 に よ り 測 定 し た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 N-Pyd 、 N-Dpd 、 ピ リ ジ ニ ウ ム - ペ プ チ ド (MW>1000) を 先 に 記 載 し た よ う に 尿 サ ン プ ル
か ら 単 離 し た 。 こ の ピ リ ジ ニ ウ ム 調 製 物 の ア リ コ ッ ト を 加 水 分 解 し 、 そ の 画 分 中 の 架 橋 を
H-Pyd 及 び H-Dpd に 変 換 さ せ た 。 N-Pyd 及 び H-Pyd 調 製 物 中 の Pyd の 濃 度 、 N-Dpd 及 び H-
Dpd 調 製 物 中 の Dpd の 濃 度 、 及 び ピ リ ジ ニ ウ ム - 調 製 物 中 の Dpd の 濃 度 を 、 実 施 例 1 に お
け る よ う に HPLCに よ り 測 定 し た 。 さ ら に 、 20の 一 般 的 ア ミ ノ 酸 の 等 モ ル 混 合 物 を 含 む ア ミ
ノ 酸 溶 液 、 PBS 中 そ れ ぞ れ 150 μ M を 調 製 し た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 生 来 の 架 橋 調 製 物 及 び ア ミ ノ 酸 混 合 物 の ア リ コ ッ ト (50 μ l)を 先 の よ う に 調 製 し た Pyd-
コ ー ト 又 は Dpd-コ ー ト ・ マ イ ク ロ タ イ タ ー ・ プ レ ー ト に 2 連 で 添 加 し 、 そ し て そ れ ぞ れ の
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ウ ェ ル を 適 宜 実 施 例 8 又 は 9 に お け る よ う に ピ リ ジ ノ リ ン 又 は デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン に つ
い て 検 定 し た 。 2 連 サ ン プ ル か ら の 光 学 密 度 の 読 み (405nm) を 平 均 し 、 そ し て こ れ ら の 値
か ら 、 そ れ ぞ れ の サ ン プ ル の 見 か け の N-Pyd 又 は N-Dpd 濃 度 を 精 製 N-Pyd 又 は N-Dpd に よ
り 確 立 さ れ た 標 準 曲 線 を 使 用 し て 測 定 し た 。 そ れ ぞ れ の サ ン プ ル の パ ー セ ン ト 反 応 性 を 、
全 H-Pyd に つ い て 、 又 は 全 Dpd 架 橋 濃 度 の 場 合 に お い て は 全 H-Dpd に つ い て 、 HPLCに よ り
測 定 さ れ た サ ン プ ル 中 の 全 Pyd 架 橋 濃 度 (100倍 ) に 対 す る ( 標 準 曲 線 を 使 用 し た ; 実 施 例
8 及 び 9 参 照 ) 見 か け 濃 度 の 比 と し て 計 算 し た 。 様 々 な 特 異 性 を も つ 抗 体 に よ り 得 ら れ た
結 果 を 先 の 表 1 、 2 及 び 3 中 に 与 え る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 2181、 2176、 2159、 2167、 2161、 及 び 2172と 命 名 さ れ た 6 の 尿 サ ン プ ル に つ い て テ ス ト
し た 。 そ れ ぞ れ の サ ン プ ル の ア リ コ ッ ト (400μ l)を 直 径 25mmの 0.45μ m 孔 サ イ ズ の ニ ト ロ
セ ル ロ ー ス ・ フ ィ ル タ ー (Millipore, Millex-HA, Bedford, MA) を 通 し て シ リ ン ジ 濾 過 し
、 そ し て そ の 濾 液 を チ ュ ー ブ 内 に 集 め た 。 濾 過 及 び 非 濾 過 サ ン プ ル 材 料 並 び に N-Pyd 標 準
の ア リ コ ッ ト (10 μ l)を 2 連 で 実 施 例 8 に お け る よ う に 調 製 し た 96ウ ェ ル ・ マ イ ク ロ タ イ
タ ー ・ プ レ ー ト の ウ ェ ル に 添 加 し 、 そ し て そ れ ぞ れ の サ ン プ ル 中 の N-Pyd の 濃 度 を N-Pyd-
選 択 的 ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 、 及 び ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ - 標 識 ヤ ギ 抗 - ウ サ ギ 抗 体 を
使 用 し て 、 実 施 例 8 中 に 一 般 的 に 記 載 し た よ う に 測 定 し た 。 結 果 を 表 6 中 に 示 す 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 尿 サ ン プ ル を 以 下 の 手 順 に よ り 妨 害 材 料 の 存 在 に つ い て テ ス ト し た 。 バ ッ フ ァ ー 、 N-Py
d 標 準 、 及 び 44尿 サ ン プ ル の そ れ ぞ れ の ア リ コ ッ ト (10 μ l)を 2 連 で 2 つ の 96- ウ ェ ル の
マ イ ク ロ タ イ タ ー ・ プ レ ー ト の ウ ェ ル に 入 れ た 。 実 施 例 8 中 に 記 載 し た 検 定 手 順 を 行 っ た
。 但 し 、 抗 -N-Pyd抗 体 を 検 定 バ ッ フ ァ ー に よ り 又 は 希 釈 組 織 培 養 上 清 に よ り 、 置 換 し た 。
バ ッ フ ァ ー 単 独 、 希 釈 組 織 培 養 物 、 又 は N-Pyd 標 準 が 添 加 さ れ た ウ ェ ル は 、 0.010 未 満 の
光 学 密 度 の 読 み を 与 え た 。 テ ス ト さ れ た 44尿 サ ン プ ル の 中 で 、 8 が 、 0.02吸 収 ユ ニ ッ ト を
上 回 る 読 み を 作 り 出 し た ( 表 7)。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 0.02を 上 回 る 光 学 密 度 の 読 み を 作 り 出 し た 実 施 例 12か ら の 8 の 尿 サ ン プ ル を 、 以 下 の よ
う に ス ピ ン 濾 過 に 供 し た 。 そ れ ぞ れ の サ ン プ ル の ア リ コ ッ ト (200μ l)を 1.5 mLマ イ ク ロ フ
ュ ー ジ 管 内 に 懸 濁 さ せ た ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ・ フ ィ ル タ ー ・ ユ ニ ッ ト 内 に 入 れ た ( フ ィ ル タ
ー ・ ユ ニ ッ ト 及 び マ イ ク ロ フ ュ ー ジ を 共 に " フ ィ ル タ ー ・ ア セ ン ブ リ ー " と い う 。 ) 。 (L
ida Manufacturing Corp, Kenosha, WI に よ り 構 築 さ れ た ) フ ィ ル タ ー ・ ユ ニ ッ ト は 、 そ
の 下 部 端 に お い て 2 層 の ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 (0.1μ m の 孔 サ イ ズ ) 及 び 不 織 ポ リ エ チ レ ン
支 持 体 を 含 む ポ リ プ ロ ピ レ ン の 円 筒 状 の ハ ウ ジ ン グ ( 長 さ 40mm x 外 径 10mm) を 含 ん で い
た 。 こ の ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 の 有 効 濾 過 断 面 積 は 0.2cm 2  で あ っ た 。 次 に サ ン プ ル 含 有 フ
ィ ル タ ー ・ ア セ ン ブ リ ー を 1500 x gに お い て 2 分 間 遠 心 分 離 し 、 そ の サ ン プ ル を そ の フ ィ
ル タ ー を 通 し て 完 全 に 通 過 さ せ た 。 次 に 、 そ の サ ン プ ル を 実 施 例 8 中 に 記 載 し た よ う に 処
理 し た が 、 抗 -Pyd抗 体 の 代 わ り に 検 定 バ ッ フ ァ ー を 使 用 し た 。 す べ て の 8 つ の 濾 過 さ れ た
サ ン プ ル の 測 定 さ れ た 光 学 密 度 は 0.02未 満 で あ っ た ( 表 7)。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 16尿 サ ン プ ル の ア リ コ ッ ト (200μ l)を 、 以 下 の 膜 の 中 の 1 つ を 含 む ス ピ ン 濾 過 ア セ ン ブ
リ ー 内 で 遠 心 分 離 し た : ニ ト ロ セ ル ロ ー ス (Lida Manuf. Corp, konosha, WI) 、 Immobilo
n-CD(Millipore Corp., Bedford, MA, catalog no. ICDM-00000)、 及 び Immobilon-PSQ(Mi
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llipore, catalog no. ISEQ-00000)。 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 含 有 フ ィ ル タ ー ・ ア セ ン ブ リ ー を
実 施 例 13中 に 記 載 し た よ う に 遠 心 分 離 し た 。 Immobilon 含 有 フ ィ ル タ ー ・ ア セ ン ブ リ ー を
ニ ト ロ セ ル ロ ー ス を 含 む も の と 同 様 に 遠 心 分 離 し た 。 但 し 、 Immobilon 膜 は 、 2 層 よ り も
む し ろ 1 層 で あ り 、 0.1 μ m の 孔 サ イ ズ を も っ て い た 。
　 濾 過 及 び 非 濾 過 尿 サ ン プ ル の ア リ コ ッ ト (10 μ l)を 2 連 で 実 施 例 8 に お け る よ う に 調 製
し た 96ウ ェ ル の マ イ ク ロ タ イ タ ー ・ プ レ ー ト の ウ ェ ル に 添 加 し た 。 実 施 例 8 中 に 記 載 し た
検 定 手 順 を 行 っ た 。 但 し 、 抗 -N-Pyd抗 体 を 検 定 バ ッ フ ァ ー に よ り 置 き 替 え た 。 尿 サ ン プ ル
に よ り 作 り 出 さ れ た 光 学 密 度 の 読 み を 表 8 中 に 示 す ( す べ て の 値 は 、 バ ッ フ ァ ー 単 独 の 吸
収 を 差 し 引 く こ と に よ り 補 正 さ れ た 。 ) 。 N-Pyd 標 準 に よ り 確 立 さ れ た 換 算 曲 線 を 使 用 し
て 同 一 サ ン プ ル 中 で 測 定 さ れ た N-Pyd 濃 度 を 表 9 中 に 示 す 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 　 　
　 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 降 か ら の 沈 降 し た G6PDH(110,000 MW)(Boehringer Mannheim)を 、 12
,000 rpmに お け る 5 分 間 の 遠 心 分 離 に よ り 集 め た 。 多 数 の ペ レ ッ ト の ア リ コ ッ ト の そ れ ぞ
れ に 、 150mM NaCl(PBS) を 含 む 0.1 M 燐 酸 塩 中 の 加 水 分 解 Pyd 又 は Dpd(15、 23、 又 は 150m
M 保 存 溶 液 ) 、 pH 7.5を 、 モ ル 比 (80:1 、 130:1 、 又 は 200:1 の (Pyd又 は Dpd 対 G6PDH)) 
に お い て 、 添 加 し 、 そ し て 得 ら れ た 混 合 物 を 混 合 し た 。 そ の 混 合 物 中 の G6PDH の 最 終 濃 度
は 20mg/ml で あ っ た 。
　 乾 燥 EDC の 選 択 量 を 上 記 溶 液 に 添 加 し た 後 (170:1、 290:1 又 は 460:1 の EDC 対 G6PDH の
モ ル 比 ) 、 得 ら れ た 混 合 物 を 4 ℃ に お い て 一 夜 反 応 に 供 し た 。 そ れ ぞ れ の 反 応 混 合 物 か ら
の 得 ら れ た Pyd-標 識 G6PDH を 0.01 M PBS、 pH 7.0を 溶 出 バ ッ フ ァ ー と し て 使 用 し て Sephad
ex G-25 カ ラ ム 上 で 、 又 は 0.01 M PBS、 pH 7.0に 対 す る 透 析 に よ り 、 精 製 し た 。 そ れ ぞ れ
の 結 合 体 中 の Pyd 対 G6PDH の 比 を 、 280nm (G6PDH, ε (280 nm, 1%) = 1.15 ml/mg ・ cm) 
及 び 326nm (Pyd, ε (326 nm) = 5420ml/mmol・ cm, pH 7; 又 は Dpd ε (326 nm) = 4933ml/
mmol・ cm, pH 7) に お け る 吸 収 に 基 づ き 計 算 し た 。 こ の 結 合 対 を -20 ℃ に お い て 50% グ リ
セ ロ ー ル 中 に 保 存 し た 。 1:130:290 の 比 に お け る G6PDH 、 Pyd 、 及 び EDC は 、 G6PDH の 1 
分 子 当 た り 約 8.8 の Pyd 分 子 に よ り 標 識 付 け さ れ た G6PDH を 与 え た 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 　 　
　 チ オ ー ル 化 G6PDH を 以 下 の よ う に 調 製 し た 。 G6PDH(2mg/mL) 及 び 5 モ ル 当 量 の NAD +  を
含 む 溶 液 を 0.1 M PBS, pH 7.5 中 で 調 製 し た 。 こ の 溶 液 に 、 (10.5 μ L)の 無 水 ジ メ チ ル ・
ス ル ホ キ シ ド 中 に 溶 解 し た 25モ ル 当 量 の SATAを 添 加 し た 。 室 温 に お い て 45分 間 の 反 応 期 間
の 後 、 30モ ル 当 量 の NH 2  OH・ HCl を 添 加 し 、 そ し て 得 ら れ た 混 合 物 を 30分 間 反 応 に 供 し 、
そ の 酵 素 - 結 合 SATA分 子 の チ オ ー ル 基 を 脱 保 護 し た 。 得 ら れ た チ オ ー ル 化 G6PDH を 残 っ た
NH 2  OH・ HCl 及 び 非 結 合 SATAか ら PD-10 ゲ ル 濾 過 カ ラ ム (Pharmacia) を 通 し て の 900rpmに
お け る 遠 心 分 離 に よ り 精 製 し た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 1:1 の Pyd:SMCC誘 導 体 を 以 下 の よ う に 調 製 し た 。 0.1 M PBS, pH 7.5 中 の 加 水 分 解 Pyd(
29mM) の 激 し く 攪 拌 し た 溶 液 に 、 MeOHと 0.1M PBS, pH 7.5の 1:1 混 合 物 の 200 μ L 中 に 1.
5 モ ル 当 量 の sulfo-SMCCを 含 む 溶 液 を ゆ っ く り と 添 加 し た 。 得 ら れ た 透 明 な 暗 琥 珀 色 の 溶
液 を さ ら に 3 時 間 攪 拌 し た 。 -20 ℃ に お い て 2 日 間 そ の 反 応 溶 液 を 保 存 し た 後 、 そ の 溶 液
を 溶 出 液 と し て 10mM PBS, pH 7.5を 使 用 し て BioGel P-2(BioRad)の カ ラ ム に 通 過 さ せ た 。
3 つ の Pyd 含 有 ピ ー ク を 326nm に お け る UVモ ニ タ リ ン グ に よ り 観 察 し た : Pyd:SMCC(1:2);
 Pyd:SMCC(1:1); 及 び 遊 離 の ( 非 誘 導 体 化 )Pyd。 こ の 1:1 Pyd:SMCC誘 導 体 を 含 む 画 分 を プ
ー ル し 、 そ し て そ の 濃 度 を 326nm に お け る そ の Pyd の ピ リ ジ ニ ウ ム 環 の 吸 収 に 基 づ き 測 定
し た 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 Pyd-標 識 さ れ た G6PDH を そ の 1:1 Pyd:SMCC誘 導 体 の 1.7mM 溶 液 (G6PDHの 当 量 当 た り 12モ
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ル 当 量 の Pyd:SMCC誘 導 体 ) の 63μ L に よ る 1.3mL の チ オ ー ル 化 G6PDH 溶 液 ( 上 記 の よ う に
調 製 さ れ た も の 、 0.8mg/mL) の 添 加 に よ り 調 製 し た 。 得 ら れ た 混 合 物 の pHを 必 要 に よ り 調
整 し 、 そ し て そ の 混 合 物 を ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 で シ ー ル し て 室 温 に お い て 1 時 間 反 応 に 供 し
た 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 残 り の チ オ ー ル の い ず れ を も 、 メ タ ノ ー ル 性 マ レ イ ミ ド 溶 液 (1 M保 存 、 最 終 濃 度 、 50mM
) と の 1 時 間 の 反 応 に よ り キ ャ ッ プ し た 。 こ の キ ャ ッ ピ ン グ 段 階 の 後 、 得 ら れ た 混 合 物 を
暗 所 内 で の 4 ℃ に お け る 10 mM PBS, pH 7 中 の 12-14,000 MWカ ッ ト - オ フ 透 析 チ ュ ー ブ 内
で 一 夜 透 析 し た 。 透 析 後 、 最 終 容 量 を 測 定 し 、 そ し て G6PDH:Pyd の 比 を 280 及 び 326 nmに
お け る 吸 収 に 基 づ き 計 算 し た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 　 　
　 以 下 の バ ッ フ ァ ー を 調 製 し 、 そ し て 脱 気 し た : 115 μ M NAD +  (pH 7.5 バ ッ フ ァ ー ) を
含 む 0.05 M燐 酸 ナ ト リ ウ ム , pH 7.5; 115 μ M NAD +  (pH 6 バ ッ フ ァ ー ) を 含 む 0.10 M燐
酸 ナ ト リ ウ ム , pH 6.0。
【 ０ １ ９ １ 】
　 pH 7.5バ ッ フ ァ ー 中 の G6PDH の 激 し く 攪 拌 し た 溶 液 (2mg/mL, 0.5mL) に 、 蠕 動 ポ ン プ を
使 用 し て 1-2 時 間 に わ た り 無 水 エ タ ノ ー ル 中 の SPDPの 19mM溶 液 の 14又 は 47μ L(30又 は 100 
モ ル 当 量 ) を 添 加 し た 。 添 加 が 完 了 し た 後 、 得 ら れ た 溶 液 を 4 ℃ に お け る pH 6バ ッ フ ァ ー
に 対 す る 6-8,000 又 は 12-14,000 MWカ ッ ト - オ フ の チ ュ ー ブ 材 料 を 使 用 し て 消 費 的 に 透 析
し た 。 透 析 後 、 SPDP- 標 識 酵 素 を 集 め 、 そ し て ジ チ オ ト レ イ ト ー ル (30 分 間 5-10mM) と 反
応 さ せ 、 そ の 2-チ オ ピ リ ジ ン 基 を 除 去 し 、 こ れ に よ り チ オ ー ル 化 酵 素 を 作 っ た 。 酵 素 に 結
合 し た SPDP分 子 の 数 を そ の ジ チ オ ト レ イ ト ー ル 反 応 に お い て 放 出 さ れ た ピ リ ジ ン 2-チ オ ン
の 量 (A 3 4 4  ) を 測 定 す る こ と に よ り 決 定 し た 。 得 ら れ た チ オ ー ル 酵 素 を pH 6バ ッ フ ァ ー に
よ り PD-10 脱 塩 カ ラ ム 上 で 精 製 し 、 そ し て そ の 酵 素 の 実 際 の チ オ ー ル 含 量 (30 及 び 100 モ
ル 当 量 の SPDPに よ り そ れ ぞ れ 得 ら れ た G6PDH の 1 分 子 当 た り 5 及 び 10チ オ ー ル 基 ) を Ellm
an's試 薬 を 使 用 し て 測 定 し た 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 Pyd-標 識 酵 素 を 調 製 す る た め 、 チ オ ー ル 化 酵 素 の 溶 液 (pH 6 バ ッ フ ァ ー 中 0.8 mg/mL; 1
モ ル 当 量 ) を pH 6バ ッ フ ァ ー 中 の Pyd-SMCC( 実 施 例 16) の 溶 液 (70 又 は 160 μ L)( そ れ ぞ
れ 20及 び 40当 量 ) に 添 加 し 、 そ し て 得 ら れ た 混 合 物 を 暗 所 に お い て ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 4 ℃
に お い て 3 時 間 反 応 に 供 し た 。 反 応 後 、 メ タ ノ ー ル 中 の N-エ チ ル ・ マ レ イ ミ ド の 溶 液 (1 M
) を 添 加 し ( 最 終 マ レ イ ミ ド 濃 度 , 50mM) 、 そ し て そ の 混 合 物 を 1 時 間 反 応 に 供 し た 。 次
に 混 合 物 を 暗 所 に お い て 4 ℃ に お け る 10 mM PBS, pH 7 に 対 す る 12-14,000 MWカ ッ ト - オ
フ の 透 析 チ ュ ー ブ 材 料 内 で 消 費 的 に 透 析 し た 。 G6PDH:Pyd の 比 ( そ れ ぞ れ 、 1:2 及 び 1:6)
を 280 及 び 326nm に お け る 吸 収 を 測 定 す る こ と に よ り 計 算 し た 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
A.　
　 以 下 の 研 究 に お い て 、 G6PDH 濃 度 ( 非 標 識 並 び に 様 々 な ピ リ ジ ニ ウ ム - 標 識 形 態 ) を 必
要 に よ り 希 釈 し 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー ・ プ レ ー ト ・ ウ ェ ル へ の 添 加 に 先 立 ち 、 50mM Tris バ
ッ フ ァ ー , pH 7.5中 の 5 μ g/mlの 酵 素 濃 度 を 達 成 し た 。 96- ウ ェ ル ・ マ イ ク ロ タ イ タ ー ・
プ レ ー ト の そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に 、 100 μ L の Trisバ ッ フ ァ ー 及 び 50μ L の 逐 次 希 釈 酵 素 (5
μ g/ml以 下 ) を 入 れ た 。 対 照 と し て 、 1 列 の ウ ェ ル を 酵 素 無 し で 調 製 し た 。 そ の ウ ェ ル の
そ れ ぞ れ に 、 20μ L の 基 質 溶 液 (50mM Tris, pH 7.5中 の 250mM D-グ ル コ ー ス -6- ホ ス フ ェ
ー ト 及 び 50 mM NAD +  ) を 添 加 し 、 そ し て 340nm に お け る 吸 収 に お け る 変 化 を V-Max マ イ
ク ロ プ レ ー ト ・ リ ー ダ ー (Molecular Devices Corp. Menlo Park, CA)を 使 用 し て 、 時 間 の
関 数 と し て 記 録 し た 。 酵 素 活 性 は 、 典 型 的 に は mOD/分 の 単 に お い て 記 録 さ れ た 。
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【 ０ １ ９ ４ 】
B.　
　 96- ウ ェ ル の マ イ ク ロ タ イ タ ー ・ プ レ ー ト の ウ ェ ル に 、 100 μ l の 50mM Tris バ ッ フ ァ
ー , pH 7.5、 及 び そ の プ レ ー ト を 横 切 っ て 逐 次 的 に 希 釈 さ れ た 、 50μ L の ピ リ ジ ニ ウ ム - 
特 異 的 抗 体 を 添 加 し た 。 次 に 、 そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に 、 100 μ l の ピ リ ジ ニ ウ ム - 標 識 酵 素
を 添 加 し 、 抗 体 の 非 存 在 中 約 200-300mOD/ 分 の 酵 素 活 性 を 作 り 出 す の に 有 効 な 酵 素 濃 度 を
達 成 し た 。 こ の プ レ ー ト を 室 温 に お け る 選 択 時 間 (5-20 分 間 ) の 間 イ ン キ ュ ベ ー ト に 供 し
た 後 、 ( 上 記 の )50 μ l の 基 質 溶 液 を 添 加 し 、 50mM G6P及 び 10mM NAD +  の 最 終 濃 度 を 作 り
出 し た 。 時 間 の 関 数 と し て の 吸 収 に お け る 変 更 を 次 に 340nm に お い て 測 定 し 、 そ し て 様 々
な 濃 度 の 抗 体 の 存 在 中 の パ ー セ ン ト " ダ ウ ン ・ モ ジ ュ レ ー シ ョ ン "(触 媒 活 性 に お け る 減 少
) を 、 (100% 活 性 と し て 定 義 し た ) 抗 体 の 非 存 在 中 で 観 察 さ れ た 活 性 に 対 し て 測 定 し た 。
【 ０ １ ９ ５ 】
C.　
　 生 来 の 遊 離 の ピ リ ジ ノ リ ン の 尿 レ ベ ル を 測 定 す る た め に 、 ピ リ ジ ノ リ ン 標 準 (50mM Tris
, pH 7.5中 の 0 ～ 3000 nM Pyd)又 は 尿 サ ン プ ル (Tris, pH 7.5 中 で 15希 釈 さ れ た も の ) の
50μ L ア リ コ ッ ト を マ イ ク ロ タ イ タ ー ・ プ レ ー ト の そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に 添 加 し 、 そ の 後 同
一 バ ッ フ ァ ー 中 で ( 先 の セ ク シ ョ ン B 中 で 測 定 さ れ た ) 安 定 し て 希 釈 さ れ た 抗 体 の 100 μ
L を 添 加 し た 。 こ の プ レ ー ト を 選 択 さ れ た 時 間 (2、 10、 又 は 30分 間 ) の 間 室 温 に お い て イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 ( 抗 体 の 非 存 在 中 200-300mOD/ 分 の 活 性 を 作 り 出 す の に 有 効 な )100
μ l の 希 釈 EDC-カ ッ プ ル ・ ピ リ ジ ノ リ ン -G6PDH結 合 体 を そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に 添 加 し 、 そ の
後 、 5 、 10、 15、 又 は 30分 間 室 温 に お い て イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 最 後 の イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン 期 間 の 後 、 ( 上 記 の )60 μ L の 基 質 溶 液 を そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に 添 加 し 、 そ し て
先 の よ う に 340nm に お い て G6PDH 活 性 を 測 定 し た 。 様 々 な Pyd 標 準 に よ り 測 定 さ れ た 活 性
を 、 Pyd 換 算 曲 線 を 構 築 す る た め に 使 用 し た ( 例 え ば 、 図 10参 照 ) 。 こ の 換 算 曲 線 を 次 に
、 V m a x  Microplate Reader(Molecular Devices Corp.)を 装 備 し た Softmax 2.22ソ フ ト ウ
ェ ア ー を 使 用 し て 、 そ の 尿 サ ン プ ル 中 の Pyd の レ ベ ル を 測 定 す る た め に 使 用 し た 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 免 疫 感 作 の た め の ニ ュ ー ジ ー ラ ン ド 白 ウ サ ギ ( 全 部 で 59) を 以 下 の 表 11中 に 示 す よ う に
、 免 疫 感 作 プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 8 群 に 分 割 し た 。 免 疫 感 作 投 与 量 は 、 1.0ml の Ribiア ジ
ュ バ ン ト (Ribi ImmunoChemical Research, Inc.)と 混 合 さ れ た 1.0 ml PBS中 の 、 H-Pyd-BS
A ( 実 施 例 3A) 、 低 - ハ プ テ ン H-Pyd-BSA 免 疫 原 (H-Pyd-BSAの た め の 実 施 例 3Aに お け る よ
う に 調 製 さ れ た が 、 低 い Pyd:BSA 化 学 量 論 を も つ も の ) 、 又 は H-Pyd-KLH(実 施 例 3B) 、 の
200 μ g で あ っ た 。 最 初 の 免 疫 感 作 を 多 V に お け る 皮 下 注 射 に よ り 行 い 、 そ し て そ の 後 の
ブ ー ス タ ー 免 疫 感 作 を 3 週 間 間 隔 の 筋 中 に お い て 与 え た 。 抗 血 清 を そ れ ぞ れ の 免 疫 感 作 の
10日 後 に 集 め た 。
【 ０ １ ９ ７ 】
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【 表 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ８ 】
　 採 取 の 間 、 そ れ ぞ れ の 抗 血 清 を 実 施 例 8 中 に 記 載 し た 検 定 形 式 を 使 用 し て Pyd 結 合 ア フ
ィ ニ テ ィ ー に つ い て テ ス ト し た 。 簡 単 に 言 え ば 、 こ の 血 清 か ら の 抗 -Pyd抗 体 の 、 固 体 支 持
体 上 に 固 定 さ れ た Pyd へ の 結 合 を 、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ - 標 識 ヤ ギ 抗 - ウ サ ギ IgG 
抗 体 試 薬 を 使 用 し て 検 出 し た 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 免 疫 感 作 さ れ た 動 物 を 、 そ れ ら の 抗 血 清 が 以 下 の パ ラ グ ラ フ 中 に さ ら に 定 め る 以 下 の 基
準 を 満 足 す る 場 合 に 、 保 存 し た : AA<20%、 Pyd-ペ プ チ ド <10%、 力 価 >5000 、 及 び 全 変 換 シ
グ ナ ル の >10%の 0 ～ 25nM Pydシ グ ナ ル 分 離 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 実 施 例 8 中 に 記 載 し た 検 定 形 式 を 使 用 し て 測 定 さ れ た 、 最 も 強 い 反 応 性 の 抗 血 清 の プ ロ
フ ィ ー ル を 、 以 下 の 表 12中 に 示 す 。 第 一 列 は 、 ウ サ ギ の 抗 血 清 が 生 じ た 免 疫 感 作 プ ロ グ ラ
ム を 示 す 。 第 二 列 は 、 分 析 の た め に プ ー ル さ れ た 採 血 (bleeds)を 示 す 。 " 力 価 (titer)"と
印 さ れ た 列 は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る Pyd-陰 性 サ ン プ ル (Pydが 全 く 存 在 し な い ) に よ り
1.2 ～ 1.6 の 光 学 密 度 の 読 み を 達 成 す る の に 必 要 な そ れ ぞ れ の 抗 血 清 の 希 釈 を 示 す 。 "AA"
と 印 さ れ た 列 は 、 実 施 例 10中 に 記 載 し た ア ミ ノ 酸 混 合 物 と の そ れ ぞ れ の 抗 血 清 の 交 差 反 応
性 を 示 す 。 "Pyd-pep>1000 MW" と 印 さ れ た 列 は 、 Pyd-ペ プ チ ド (>1000 MW)と の そ れ ぞ れ の
抗 血 清 の 交 差 反 応 性 を 示 す 。 最 後 の 列 は 、 全 変 換 シ グ ナ ル の 分 数 と し て の 0 及 び 25 nM Py
d サ ン プ ル に つ い て の シ グ ナ ル 間 の 分 離 を 示 す 。
【 ０ ２ ０ １ 】
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【 表 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 表 か ら 分 か る よ う に 、 ウ サ ギ III-3 、 V-4 、 及 び VI-8は 、 0 か ら 25 nM ま で の N-Pyd の
シ グ ナ ル の 有 意 な 変 換 を 示 し て い る 。 高 い 活 性 を も つ 血 清 (VI-8)を 、 本 明 細 書 中 に 記 載 す
る N-Pyd 検 定 に お け る 使 用 の た め に 選 択 し た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 　 　 　 　
　 以 下 の イ ム ノ ア ッ セ イ を 先 の 表 10及 び 12中 に 特 徴 付 け た ウ サ ギ ・ ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 VI
-8、 及 び 実 施 例 8A中 に 記 載 し た N-Pyd コ ー ト ・ マ イ ク ロ タ イ タ ー ・ プ レ ー ト を 使 用 し て 行
っ た 。
　 N-Pyd 標 準 溶 液 及 び 尿 サ ン プ ル を 2 連 で テ ス ト し た 。 尿 サ ン プ ル を 検 定 に 先 立 っ て 遠 心
分 離 ( ス ピ ン 濾 過 ) に よ り ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 を 通 し て 濾 過 し た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 サ ン プ ル 又 は 標 準 (25 μ l/ウ ェ ル ) の 添 加 の 後 、 検 定 バ ッ フ ァ ー 中 に 20,000倍 に 希 釈 し
た 125 μ l/ウ ェ ル の VI-8抗 血 清 を 添 加 し 、 そ し て こ の 検 定 プ レ ー ト を 4 ℃ に お い て 一 夜 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の プ レ ー ト を 300 μ l/ウ ェ ル の 洗 浄 バ ッ フ ァ ー に よ り 3 回 洗 浄 し た
後 、 150 μ l/ウ ェ ル の ヤ ギ 抗 - ウ サ ギ IgG-ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 結 合 対 す る ( 検 定 バ
ッ フ ァ ー 中 1:1000希 釈 ) を 添 加 し 、 そ し て そ の プ レ ー ト を 室 温 に お い て 1 時 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 次 に こ の ウ ェ ル を 洗 浄 バ ッ フ ァ ー に よ り 3 回 洗 浄 し た 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に 、 150 μ L 酵 素 基 質 溶 液 (1mM MgCl 2  を 含 む 1.0 M ジ エ タ ノ ー ル ア
ミ ン 中 の 2mg/mLの p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル ホ ス フ ェ ー ト (Sigma), pH 9.8)を 添 加 し た 、 室 温 に お
い て 1 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 50μ l の 3.0 N NaOHを そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に 添 加 し 、
そ の 酵 素 反 応 を 停 止 さ せ た 。 次 に 405nm に お け る 光 学 密 度 を Vmaxリ ー ダ ー (Molecular Dev
ices Corp.) に よ り 測 定 し た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
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実 施 例 20
ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 試 薬 を 使 用 し た イ ム ノ ア ッ セ イ



　 2 連 サ ン プ ル か ら の 光 学 密 度 の 読 み (405nm) を 平 均 し 、 そ し て N-Pyd 標 準 か ら の 平 均 の
読 み を ODの 読 み 対 N-Pyd 濃 度 の 標 準 曲 線 を 構 築 す る た め に 使 用 し た 。 こ の 曲 線 か ら そ れ ぞ
れ の サ ン プ ル 中 の 遊 離 の N-Pyd 架 橋 濃 度 を 測 定 し た 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 本 発 明 を 特 定 の 態 様 に 関 し て 記 載 し て き た が 、 様 々 な 変 更 及 び 修 正 が 本 発 明 か ら 外 れ る
こ と な く 行 わ れ る こ と が で き る と 理 解 さ れ よ う 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ０ ８ 】
【 図 １ 】 図 1A-1C は 、 本 発 明 に 従 う 検 定 の 態 様 の 実 施 に お け る 段 階 に つ い て 説 明 し て い る
。
【 図 ２ 】 図 2 は 、 44尿 サ ン プ ル 中 の 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 試 薬 を 使 用 し て 測 定 さ
れ た 生 来 の 遊 離 の ピ リ ジ ノ リ ン 濃 度 (y軸 ) 、 体 HPLCに よ り 測 定 さ れ た 全 ( 加 水 分 解 ) ピ リ
ジ ノ リ ン 濃 度 、 の 線 形 回 帰 プ ロ ッ ト を 示 し て い る 。
【 図 ３ 】 図 3 は 、 本 発 明 に 従 う 検 定 法 を 使 用 し て 測 定 さ れ た と き の 、 転 移 癌 患 者 に お け る
も の と 比 較 し た 正 常 患 者 に お け る 生 来 の 遊 離 の ピ リ ジ ノ リ ン の レ ベ ル を 示 し て い る 。
【 図 ４ 】 図 4 は 、 本 発 明 に 従 う 検 定 法 を 使 用 し て 測 定 さ れ た と き の 、 重 度 の 骨 粗 し ょ う 症
及 び 股 関 節 部 骨 折 を も つ と 診 断 さ れ た 患 者 ( 群 1)、 股 関 節 部 骨 折 を も た な い 骨 粗 し ょ う 症
を も つ と 診 断 さ れ た 患 者 ( 群 2)、 及 び 年 齢 を 合 わ せ た 対 照 患 者 、 に お け る 生 来 の 遊 離 の ピ
リ ジ ノ リ ン の レ ベ ル を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
【 図 ５ 】 図 5 は 、 本 発 明 に 従 う 検 定 法 を 使 用 し て 測 定 さ れ た と き の 、 正 常 患 者 ( 群 1)、 代
謝 性 骨 疾 患 症 状 を も つ 患 者 ( 群 2)、 及 び 腫 瘍 学 患 者 、 に お け る 生 来 の 遊 離 の デ オ キ シ ピ リ
ジ ノ リ ン の レ ベ ル を 示 し て い る 。
【 図 ６ 】 図 6 は 、 本 発 明 に 従 う 検 定 法 を 使 用 し て 測 定 さ れ た と き の 、 エ ス ト ロ ゲ ン 治 療 の
前 及 び 1 年 後 の 骨 粗 し ょ う 症 患 者 に お け る 生 来 の 遊 離 の デ オ キ シ ピ リ ジ ノ リ ン の レ ベ ル を
示 し て い る 。
【 図 ７ 】 図 7A-7B は 、 本 発 明 に 従 う 検 定 の 他 の 態 様 の 実 施 に お け る 段 階 を 説 明 し て い る 。
【 図 ８ 】 図 8 は 、 カ ッ プ リ ン グ 試 薬 EDC を 介 し て 酵 素 に 結 合 し た ピ リ ジ ノ リ ン 又 は デ オ キ
シ ピ リ ジ ノ リ ン 分 子 の 数 の 関 数 と し て の グ ル コ ー ス -6- ホ ス フ ェ ー ト ・ デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ
(G6PDH) の 残 存 酵 素 活 性 を 示 し て い る 。
【 図 ９ 】 図 9A及 び 9Bは 、 Pyd-特 異 的 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 (9A)及 び Pyd 特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ
ー ル 抗 体 (9B)の 増 加 濃 度 の 存 在 中 の Pyd-標 識 G6PDH の 残 存 酵 素 活 性 の プ ロ ッ ト を 示 し て い
る 。
【 図 １ ０ 】 図 10は 、 図 7A-7C 中 に 示 し た 検 定 配 置 を 使 用 し て 得 ら れ た 標 準 曲 線 を 示 し て い
る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

(44) JP 2005-10174 A 2005.1.13



【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

(45) JP 2005-10174 A 2005.1.13



フロントページの続き

(72)発明者  セレリー，メアリー　ジェイ．
            アメリカ合衆国，カリフォルニア　９４０１０，バーリンガム，ファーリングドン　レーン　７２
            ９
(72)発明者  ダニロフ，ジョージ　ワイ．
            アメリカ合衆国，カリフォルニア　９４０４０，マウンテン　ビュー，ロイド　ウェイ　１５２２
(72)発明者  カン，ビオラ　ティー．
            アメリカ合衆国，カリフォルニア　９４０２５，メンロ　パーク，レモン　ストリート　１０５５
(72)発明者  ザク，ロバート　エフ．
            アメリカ合衆国，カリフォルニア　９４０１０，バーリンガム，ロス　モンテス　１５３６
(72)発明者  ジュー，シン－シャン　ジュリア
            アメリカ合衆国，カリフォルニア　９５０１４，カパーティノ，ビスタ　ドライブ　１０１２４
(72)発明者  エバンズ，ブライアン　ジェフリー
            アメリカ合衆国，カリフォルニア　９５０５４，サンタ　クララ，＃３１２　オーク　グローブ　
            ドライブ　４７０
(72)発明者  ヒー，ピングレン
            アメリカ合衆国，カリフォルニア　９４０１０，バーリンガム，ダファーリンアベニュ　１１１３
Ｆターム(参考) 4B064 AG27  CA10  CA20  CC24  DA13 
　　　　 　　  4H045 AA11  CA40  DA76  EA50  FA74 

(46) JP 2005-10174 A 2005.1.13



专利名称(译) 用于吡啶桥测定的方法和试剂盒

公开(公告)号 JP2005010174A 公开(公告)日 2005-01-13

申请号 JP2004245790 申请日 2004-08-25

[标]申请(专利权)人(译) 梅特拉生物股份有限公司雷开球德

申请(专利权)人(译) 梅特拉生物系统公司，Incorporated的雷开球德

[标]发明人 セレリーメアリージェイ
ダニロフジョージワイ
カンビオラティー
ザクロバートエフ
ジューシンシャンジュリア
エバンズブライアンジェフリー
ヒーピングレン

发明人 セレリー,メアリー ジェイ.
ダニロフ,ジョージ ワイ.
カン,ビオラ ティー.
ザク,ロバート エフ.
ジュー,シン-シャン ジュリア
エバンズ,ブライアン ジェフリー
ヒー,ピングレン

IPC分类号 G01N33/531 B01J20/281 C07K16/18 C07K16/44 C12N15/02 C12P21/08 C12R1/91 G01N30/88 
G01N33/53 G01N33/536 G01N33/543 G01N33/577 G01N33/68

CPC分类号 G01N33/5308 C07K16/44 G01N33/6887

FI分类号 G01N33/531.A C07K16/18 G01N33/53.S G01N33/543.551.D C12P21/08

F-TERM分类号 4B064/AG27 4B064/CA10 4B064/CA20 4B064/CC24 4B064/DA13 4H045/AA11 4H045/CA40 4H045
/DA76 4H045/EA50 4H045/FA74

代理人(译) 石田 敬
西山雅也

优先权 07/922906 1992-07-31 US
07/992888 1992-12-17 US
08/037571 1993-03-26 US
08/037602 1993-03-26 US

外部链接 Espacenet

摘要(译)

要解决的问题：提供一种测定人类受试者骨胶原降解活性的方法。 在该方法中，人尿液样品可以免疫特异性地与（i）选自天然游
离吡啶啉和天然游离脱氧吡啶啉的吡啶鎓交联反应。 ，和（ii）对其选择的吡啶鎓交联的反应性高于约5：1，对尿吡啶鎓肽的反应
性比率大于1,000道尔顿分子量。在抗体试剂和样品中存在的所选吡啶桥之间形成免疫复合物，并且免疫复合物的量是可测量的。
还公开了可用于本方法的抗体试剂和试剂盒。 【选择图】无

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/5c73b965-f919-42d5-b059-1e9f5d5c9d3c
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/027488453/publication/JP2005010174A?q=JP2005010174A



