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(57)【要約】
　アグリカンおよび／またはアグリカン由来フラグメントについてのイムノアッセイであ
って、サンプルを、少なくともケラタン硫酸鎖を有する場合にアグリカンのＧ２ドメイン
に対する特異的結合親和性を有する免疫結合パートナーと接触させる工程と、前記免疫結
合パートナーの特異的結合の存在または量を決定する工程とを含み、ＦＦＧＶＧ．．を含
むＮ末端アミノ酸配列に結合する第１抗体と、ＡＲＧＳを含むＮ末端アミノ酸配列に結合
する第２抗体とを用いるサンドイッチアッセイとして実施できるイムノアッセイ。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　サンプル中のアグリカンおよび／またはアグリカン由来フラグメントを検出のためのま
たは定量的に決定するためのイムノアッセイ法であって、前記サンプルを、ケラタン硫酸
鎖を有するアグリカンのＧ２ドメインに対する特異的な結合親和性を有する免疫結合パー
トナーと接触させる工程と、前記免疫結合パートナーの特異的な結合の存在または量を決
定する工程とを含む方法。
【請求項２】
　前記Ｇ２ドメインがケラタン硫酸鎖を有する場合、および前記Ｇ２ドメインが組換え型
で発現される場合の両方において、前記免疫結合パートナーが、アグリカンの前記Ｇ２ド
メインに対する特異的結合親和性を有する、請求項２に記載の方法。
【請求項３】
　前記免疫結合パートナーを捕捉剤または検出剤として使用するサンドイッチイムノアッ
セイとして実施される、請求項１または請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記免疫結合パートナーを捕捉剤として使用し、前記免疫結合パートナーを検出剤とし
て使用するサンドイッチイムノアッセイとして実施される、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記捕捉剤が固体表面上に固定化された前記免疫結合パートナーによって提供され、前
記検出剤が検出可能な標識を有する前記特異的結合パートナーによって提供される、請求
項４に記載の方法。
【請求項６】
　（ａ）前記免疫結合パートナーが固体表面に固定化され、前記サンプルと前記Ｇ２ドメ
インもしくはそれらの抗体結合部分とを含む標識された競合剤と共にインキュベートされ
る競合イムノアッセイ、または（ｂ）前記Ｇ２ドメインもしくはそれらの抗体結合部分を
含む競合剤が固体表面に固定化され、前記サンプルおよび標識された前記免疫結合パート
ナーと共にインキュベートされる競合イムノアッセイとして実施される、請求項１または
請求項２に記載の方法。
【請求項７】
　（ａ）前記免疫結合パートナーを使用し、（ｂ）ＦＦＧＶＧ．．またはＡＲＧＳ．．を
含むＮ末端アミノ酸配列に対する特異的結合親和性を有する免疫結合パートナーを使用す
るサンドイッチイムノアッセイとして実施される方法であって、前記アッセイにおいて（
ａ）または（ｂ）の一方が捕捉剤として使用され、そして（ａ）および（ｂ）のうち他方
が検出剤として使用される、請求項１または請求項２に記載の方法。
【請求項８】
　前記免疫結合パートナー（ｂ）が、ハイブリドーマ細胞系ＡＴＣＣ　ＨＢ１１６７１に
よって生成される抗体ＡＦ－２８である、請求項６に記載の方法。
【請求項９】
　前記サンプルが、滑液、血清、または、軟骨組織片もしくは軟骨細胞の培養物由来の馴
化培地のサンプルである、あるいは滑液、血清、または、軟骨組織片もしくは軟骨細胞の
培養物由来の馴化培地を含有するサンプルである、請求項１～８のいずれかに記載の方法
。
【請求項１０】
　サンプル中の軟骨代謝回転のマーカーを検出または定量するためのインビトロにおける
方法であって、前記Ｇ２ドメインがケラタン硫酸鎖を有する場合、および前記Ｇ２ドメイ
ンが組換え型で発現される場合の両方において、前記サンプルを、アグリカンのＧ２ドメ
インに対する特異的結合親和性を有する免疫結合パートナーと接触させる工程と、前記免
疫結合パートナーの特異的結合の存在または量を決定する工程とを含む方法。
【請求項１１】
　前記サンプルが、患者由来のサンプルであり、前記決定された結合レベルと軟骨破壊疾
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患状態の不在および／または存在に対応する較正値と比較する工程をさらに含む、請求項
９に記載の方法。
【請求項１２】
　ケラタン硫酸鎖を有するアグリカンのＧ２ドメインに対する特異的結合親和性を有する
免疫結合パートナー。
【請求項１３】
　前記Ｇ２ドメインがケラタン硫酸鎖を有する場合、および前記Ｇ２ドメインが組換え型
で発現される場合の両方において、アグリカンの前記Ｇ２ドメインに対する特異的結合親
和性を有する請求項１１に記載の免疫結合パートナー。
【請求項１４】
　モノクローナル抗体または特異的結合特性を有するそのフラグメントの形態である請求
項１１または請求項１２に記載の免疫結合パートナー。
【請求項１５】
　請求項１３に記載のモノクローナル抗体を発現するハイブリドーマ細胞系。
【請求項１６】
　組換えによって発現される、請求項１１または請求項１２に記載の免疫結合パートナー
。
【請求項１７】
　さらなる抗アグリカン抗体と、
　抗アグリカン抗体に結合するペプチド競合剤とのうちの１つ以上と、
　任意選択的に、洗浄試薬、バッファー、停止試薬、酵素標識、酵素標識基質、抗マウス
抗体、較正標準物質および取扱説明書のうちの１つ以上と、
　請求項１１または請求項１２に記載の免疫結合パートナーと
を含むイムノアッセイキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、Ｇ２ドメインを認識する抗体または他の免疫特異的結合パートナーを使用す
ることによって、アグリカンおよびそのフラグメントを検出および／または定量するため
のアッセイに関する。
【背景技術】
【０００２】
　アグリカンは軟骨細胞によって合成され（Ａｒｃｈｅｒ　ａｎｄ　Ｆｒａｎｃｉｓ，２
００３）、関節の関節軟骨の主要構成成分であり、そこではアグリカンはＩＩ型コラーゲ
ンおよび他のマトリックス分子から構成されている（Ｈａｒｄｉｎｇｈａｍ　ａｎｄ　Ｆ
ｏｓａｎｇ，１９９５）。
【０００３】
　アグリカンは高度にグリコシル化されており、２，０００個を超えるアミノ酸残基を含
む。アグリカンは、構造的に３つの別個のドメイン、Ｇ１、Ｇ２およびＧ３から構成され
ている（図Ａ）。Ｇ２ドメインとＧ３ドメインの間と、より程度は少ないがＧ１ドメイン
とＧ２ドメインの間に、負に帯電したコンドロイチン硫酸およびケラタン硫酸のオリゴ糖
構造を含有する高度にグリコシル化された長い伸長領域が存在する（Ｈａｒｄｉｎｇｈａ
ｍ　＆　Ｆｏｓａｎｇ　１９９５）。
【０００４】
　変形性関節症は、関節軟骨の不可逆的な破壊を特徴とする。軟骨細胞は、アグリカンを
含む新規マトリックス構成成分を合成することによって変性している軟骨を修復しようと
する（Ｇａｒｎｅｒｏ　ｅｔ　ａｌ．，２０００）。
【０００５】
　そこで、軟骨における代謝プロセスに関する情報を提供できる生化学的マーカーの必要
がある。生化学的マーカーについては記載されてきており、アグリカンおよびそのフラグ
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メントの測定については報告されてきた。
【０００６】
　ＣＳ８４６試験は、アグリカン分子のＧ２ドメインおよびＧ３ドメイン間のアミノ酸８
４６に結合したコンドロイチン硫酸側鎖を認識する抗体を使用する（ＩＢＥＸ　Ｐｈａｒ
ｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ社）。胎児アグリカンを定量するためにＣＳ８４６試験を適応さ
せるＦＡ－８４６サンドイッチイムノアッセイについても記載されてきた。
【０００７】
　例えば「Ａｇｇｒｅｃａｎ　Ｐｒｏｔｅｏｇｌｙｃａｎ」（Ｂｉｏｓｏｕｒｃｅ社、米
国）のようなアグリカンについての他の試験も開発されてきた。しかし、抗体の特異性に
ついては未だ決定されていない。
【０００８】
　他のアグリカンアッセイは、アグリカンのグリコサミノグリカン領域、すなわちＧ２ド
メインとＧ３ドメインの間を標的としている（Ｋｏｎｇｔａｗｅｌｅｒｔ　ａｎｄ　Ｇｈ
ｏｓｈ　１９９０；Ｒａｔｃｌｉｆｆｅ　ｅｔ　ａｌ．，１９９３）。
【０００９】
　Ｍｏｌｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．は、アグリカンのコアタンパク質部分のための競合ＥＬＩ
ＳＡは開発したが、抗体の結合領域を特定はしなかった（Ｍｏｌｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，
１９９４）。
【００１０】
　Ｇ１ドメインおよびマスキングされていないＧ２ドメインの両方に結合する抗体１－Ｃ
－６は開発されている（Ｆｏｓａｎｇ　ａｎｄ　Ｈａｒｄｉｎｇｈａｍ，１９９１）。だ
が１－Ｃ－６とＧ２ドメインとの反応性のためには、ケラタナーゼを用いてケラタン硫酸
側鎖が除去されなければならなかった。したがって、１－Ｃ－６抗体は、体液または生体
組織中のアグリカンまたはアグリカンフラグメントについてのアッセイに使用するために
は適切でない。
【００１１】
　アグリカンについては多数のタンパク質分解性切断部位が記載されており（Ｆｏｓａｎ
ｇ　ｅｔ　ａｌ．，２０００；Ｃａｔｅｒｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，２０００）、金属プロ
テイナーゼ（ＭＭＰ）の優勢部位は、アミノ酸Ｎ341とＦ342との間の球内ドメイン（ｉｎ
ｔｒａ－ｇｌｏｂｕｌａｒ　ｄｏｍａｉｎ、ＩＧＤ）内に位置している（Ｆｏｓａｎｇ　
ｅｔ　ａｌ．１９９６）。モノクローナル抗体、すなわちＮ末端配列342ＦＦＧＶＧ．．
．を含有するポリペプチドのネオエピトープに特異的に結合するＡＦ２８（ＡＴＣＣ　Ｈ
Ｂ１１６７１）は、以前に開発されている（Ｆｏｓａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．１９９５）。Ａ
Ｆ２８抗体は、滑液およびヒト血清中でアグリカンフラグメントを検出するための競合Ｅ
ＬＩＳＡにおいて使用されてきた（Ｆｏｓａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，１９９５）。しかし、
Ｇ２ドメインに対する抗体と組み合わせたこの抗体の使用についてはこれまで報告されて
いない。
【００１２】
　アグリカンは、多数の特許公報において言及されている。これらのうちのいくつかは、
軟骨異化作用を評価する診断目的でのアグリカンまたはこのタンパク質に特徴的な所定の
フラグメントの測定について言及している。米国特許第４，７０４，３５６号は、末梢血
中のケラタン硫酸（ＫＳ）の異常なレベルが軟骨もしくは軟骨様組織の異常性の指標であ
ることを開示している。末梢血中のＫＳの上昇したレベルは、変形性関節症の指標である
と記載されている。興味深いことに、末梢血中のＫＳの不在ならびにＫＳの極めて上昇し
たレベルは、筋ジストロフィーおよび関連障害の指標であることが見いだされた。末梢血
中でＫＳを定量するために使用された技術は、モノクローナル抗体を使用するイムノアッ
セイであった。
【００１３】
　米国特許第５，９３５，７９６号は、軟骨損傷のプロテオグリカンタンパク質に関連す
る他の診断方法および組成物について記載している。関節軟骨アグリカンを起源とする、



(5) JP 2009-512844 A 2009.3.26

10

20

30

40

50

身体組織および体液内の非定型コンドロイチン硫酸（ＣＳ）／デルマタン硫酸のグリコサ
ミノグリカン鎖上の抗原決定基を特異的に認識するモノクローナル抗体を使用する変形性
関節症を早期診断、監視および治療するための方法が記載されている。
【００１４】
　米国特許第４，７７８，７６８号は、関節内の関節軟骨の進行性破壊を監視するため、
およびより詳細には関節軟骨で起きている変化を決定するための方法について記載してい
る。本方法は、（ａ）滑液サンプル中でプロテオグリカンモノマーおよび／またはそれら
の抗原性フラグメントを定量する工程と、および（ｂ）このようにして入手したそれらの
数値をそのサンプル液に付随する関節軟骨における進行性破壊と関連付ける工程とを含む
。プロテオグリカンフラグメントは、プロテオグリカンモノマーに特異的な抗体を使用す
るイムノアッセイによって測定された。この特許に記載されたアッセイは、上述したポリ
クローナルＨＡＢｒ　ＥＬＩＳＡと同一であると思われる。
【００１５】
　米国特許第５，９４８，６９２号は、ヒアルロン酸（ＨＡ）に対する親和力を有するグ
リカン類を、そのような親和力を有していないプロテオグリカン類から分離するためのサ
イズ分離方法を使用するアッセイについて記載している。このアッセイは、アグリカンな
どのＨＡ結合プロテオグリカンを測定する。これは、整形外科の分野における関節疾患、
ならびに関節リウマチ（ＲＡ）、変形性関節症（ＯＡ）および他の関節疾患の生化学的診
断を可能にすると言われている。本方法は、健常関節を罹患関節から識別するため、疾患
進行の予後尺度を提供するため、および治療的介入の効果を監視するためにも利用できる
と言われている。
【００１６】
　米国特許第５，４２７，９５４号は、ネオエピトープであるＡＲＧＳＶＩを含有するア
グリカンを測定するためのイムノアッセイの使用について記載している。これは、関節疾
患の病理的プロセスに関係しているプロテアーゼによって媒介されるアグリカンの特異的
タンパク質分解によって生成されるネオエピトープの診断的有用性を記載している多数の
開示のうちの１つである。
【００１７】
　米国特許第５，３８７，５０４号は、部位Ｎ34I－Ｆ342でのストロメライシンの作用に
よって遊離されるネオエピトープであるＶＤＩＰＥＮ、およびこのエピトープに対して特
異的なモノクローナル抗体を使用するＲＩＡアッセイについて記載している。より一般的
には、特異的ストロメライシン切断により生成する、アグリカンのフラグメントに対して
特異的な単一特異的抗体の使用について記載されている。ストロメライシンの上昇は、変
形性関節症、関節リウマチ、アテローム性動脈硬化症、痛風、炎症性腸疾患（ＩＢＤ）、
特発性肺線維症（ＩＰＦ）、所定の癌、関節損傷、および多数の炎症性疾患において発生
する。現時点では、これらのアグリカンの「ネオエピトープ」に対して特異的なアッセイ
の臨床的価値は明確には知られておらず、これらのフラグメントが有意な量で血液循環内
に遊離するかどうか、そしてそれらがどのように異化されるのかについては立証されてい
ない。
【００１８】
　米国特許第５，９３５，７９６号は、部位Ｎ341－Ｆ342における軟骨アグリカンの切断
によって生成される配列ＦＦＧＶＧを含むペプチドを認識する抗体を使用して、軟骨変形
性状態を早期診断、監視および治療するための方法および組成物に関する。このエピトー
プは、アグリカンへのストロメライシンの作用によって遊離したＶＤＩＰＥＮエピトープ
の「他方の末端」である。アグリカンのＦＦＧＶＧフラグメントの検出の感受性を向上さ
せるためのサンドイッチアッセイ、より詳細にはＡＦ－２８を５－Ｄ－４などの抗ケラタ
ン硫酸抗体と組み合わせるサンドイッチアッセイを提供することが提案されている。しか
し、現在まで、２つの抗体の１つとしてＡＦ－２８を使用する満足のいくサンドイッチア
ッセイを作製する試みは、実際上は成功していない。
【００１９】
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　米国特許第５，１８５，２４５号は、滑液中のプロテオグリカンを検出するためのイム
ノアッセイおよびプロテオグリカンの破壊を特徴とする疾患の治療を監視する方法につい
て記載している。滑液の試験サンプルは、プロテオグリカンを特異的に認識する抗体を使
用するイムノアッセイによって定量されるが、抗体は固体支持体上に固定化されている。
結合したプロテオグリカンは、次に検出試薬（すなわち、ペルオキシダーゼ）を用いて標
識されている第２特異的抗体と接触させられる。どちらの抗体も、プロテオグリカン上の
グリコサミノグリカン（ＧＡＧ／ＣＳ）部分に対する親和性を有する。
【００２０】
　米国特許第５，３５４，６６２号および米国特許第５，２１７，９０３号は、概して、
放射性標識を有する破壊生成物を含む標準物質を用いることによって、動物由来の体液中
の結合組織もしくは筋肉組織の破壊生成物の定量に基づく体液中の「組織破壊生成物」の
測定について記載している。したがって、標準物質は知られている特異的活性を有するは
ずなので、標準物質と体液のサンプルとを結合すると、ＲＩＡ／ＩＲＭＡタイプのアッセ
イにおいて測定された比放射能は、サンプル中の破壊生成物の量の尺度として使用できる
。さらに、動物由来の体液中において、動物における選択された結合組織もしくは筋肉組
織の状態を評価するための方法、規定の結合組織成分もしくは筋肉組織の破壊を含む疾患
プロセスを評価するための方法、およびそのような疾患プロセスを治療するための療法の
有効性を評価するための方法が記載されるが、この方法は、組織破壊生成物の量を決定す
るための方法の工程を含む。
【００２１】
　上記に言及した方法は、いずれもケラタナーゼ処理の前に結合させることのできるアグ
リカンのＧ２ドメイン上に位置するエピトープを認識する抗体を使用することはなく、そ
のような抗体の使用について考察もしていない。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００２２】
　本発明は、アグリカンのＧ２ドメインに対する抗体が、アグリカンを検出または定量す
るためのイムノアッセイにおいて優れた有用性を提供するという発見に基づいている。
【００２３】
　天然にはマスキングされていないＧ２－ドメインのエピトープを標的とする抗体は、ア
グリカンを測定するためのイムノアッセイにおいて有利な効果を提供することが発見され
た。
【課題を解決するための手段】
【００２４】
　したがって、本発明は、第１態様では、サンプル中のアグリカンおよび／またはアグリ
カン由来フラグメントを検出のためのまたは定量的に決定するためのイムノアッセイ法で
あって、前記サンプルを、ケラタン硫酸鎖を有するアグリカンのＧ２ドメインに対する特
異的な結合親和性を有する免疫結合パートナーと接触させる工程と、前記免疫結合パート
ナーの特異的な結合の存在または量を決定する工程とを含む方法を提供する。
【００２５】
　任意選択的に、前記Ｇ２ドメインがケラタン硫酸鎖を有する場合、および前記Ｇ２ドメ
インが組換え型で発現するのでケラタン硫酸鎖が欠乏する場合の両方において、前記免疫
結合パートナーがアグリカンのＧ２ドメインに対する特異的結合親和性を有する。
【００２６】
　記載した方法は、前記免疫結合パートナーを捕捉剤または検出剤として使用するサンド
イッチイムノアッセイとして実施することができる。捕捉剤として使用する場合は固体表
面に固定化することができ、検出剤として使用する場合は例えば酵素標識、放射標識また
は蛍光もしくはその他の標識を用いて適切に標識することができる。そのようなサンドイ
ッチアッセイでは、前記結合パートナーは、各々検出剤または捕捉剤としての別の免疫ア
グリカン結合パートナーまたは免疫アグリカンフラグメント結合パートナーと組み合わせ
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て使用できる。詳細には、前記他の結合パートナーは、おそらくはＩＧＤドメインまたは
Ｇ２とＧ３との間または他の場所に位置するＮ末端もしくはＣ末端ネオエピトープである
、アグリカンのネオエピトープに対して結合親和性を有する抗体または抗体フラグメント
であってよい。
【００２７】
　詳細には、本アッセイは、前記免疫結合パートナーを捕捉剤として使用するし、前記免
疫結合パートナーを検出剤として使用するサンドイッチイムノアッセイとして実施するこ
とができる。適切には、前記捕捉剤は固体表面上に固定化された前記免疫結合パートナー
によって提供され、前記検出剤は検出可能な標識を有する前記特異的結合パートナーによ
って提供される。
【００２８】
　または、本発明のアッセイは、（ａ）前記免疫結合パートナーが固体表面に固定化され
、前記サンプルおよび前記Ｇ２ドメインもしくはそれらの抗体結合部分を含む標識された
競合剤と共にインキュベートされる競合イムノアッセイ、または（ｂ）前記Ｇ２ドメイン
もしくはそれらの抗体結合部分を含む競合剤が固体表面に固定化され、前記サンプルおよ
び標識された前記免疫結合パートナーと共にインキュベートされる競合イムノアッセイと
して実施できる。
【００２９】
　本発明の特に好ましい態様では、本アッセイは、（ａ）前記免疫結合パートナーを使用
し、（ｂ）ＦＦＧＶＧ．．を含むＮ末端アミノ酸配列に対する特異的結合親和性を有する
免疫結合パートナーを使用するサンドイッチイムノアッセイとして実施されるが、前記ア
ッセイにおいて（ａ）または（ｂ）の一方が捕捉剤として使用され、そして（ａ）および
（ｂ）のうち他方が検出剤として使用される。
【００３０】
　前記免疫結合パートナー（ｂ）は、当技術分野において以前に記載されたハイブリドー
マ細胞系ＡＴＣＣ　ＨＢ１１６７１によって生成される抗体ＡＦ－２８であってよい。
【００３１】
　適切には、前記サンプルは、滑液、血清、または軟骨外植片もしくは軟骨細胞の培養物
由来の馴化培地のサンプルである、あるいは滑液、血清、または軟骨外植片もしくは軟骨
細胞の培養物由来の馴化培地を含有するサンプルである。
【００３２】
　本発明は、サンプル中の軟骨代謝回転のマーカーを検出または定量するためのインビト
ロにおける方法であって、前記Ｇ２ドメインがケラタン硫酸鎖を有する場合、および前記
Ｇ２ドメインが組換え型で発現される場合の両方おいて、前記サンプルを、アグリカンの
Ｇ２ドメインに対する特異的結合親和性を有する免疫結合パートナーと接触させる工程と
、前記免疫結合パートナーの特異的結合の存在または量を決定する工程とを含む方法を含
む。そのような方法は、上述した手順のいずれかによって実施することができる。
【００３３】
　前記サンプルは、好ましくは患者由来のサンプルであり、本方法は、決定された結合レ
ベルを軟骨破壊疾患状態の不在および／または存在に対応する較正値と比較する工程をさ
らに含むことができる。
【００３４】
　本発明は、ケラタン硫酸鎖を有するアグリカンのＧ２ドメインに対する特異的結合親和
性を有する免疫結合パートナーを含む。好ましくは、そのような免疫結合パートナーは、
前記Ｇ２ドメインがケラタン硫酸鎖を有する場合、および前記Ｇ２ドメインが組換え型で
発現される場合の両方において、アグリカンのＧ２ドメインに対する特異的結合親和性を
有する。そのような免疫結合パートナーは、モノクローナル抗体もしくは特異的結合特性
を有するそのフラグメントの形態にあってよい。
【００３５】
　本発明は、上述したようなモノクローナル抗体を発現するハイブリドーマ細胞系を含ん
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でおり、さらに組換えによって発現される場合はそのような免疫結合パートナーにまで及
ぶ。
【００３６】
　本発明は、本発明の免疫結合パートナー、および、さらなる抗アグリカン抗体または抗
アグリカンフラグメント抗体、抗アグリカン抗体結合ペプチド競合剤または抗アグリカン
フラグメント抗体結合ペプチド競合剤のうちの１つ以上と、任意選択的に、洗浄試薬、バ
ッファー、停止試薬、酵素標識、酵素標識基質、抗マウス抗体、較正標準物質および取扱
説明書のうちの１つ以上とを含むイムノアッセイキットを含む。
【００３７】
　一般に、不均一形式および均一形式、サンドイッチアッセイ、競合アッセイ、酵素結合
アッセイ、放射免疫アッセイなどを含む、すべての以前から知られているイムノアッセイ
の形式は本発明によって使用できる。
【００３８】
　本明細書に記載したアッセイは、患者における変形性関節症、関節リウマチおよび軟骨
組織が罹患するその他の疾患を含む疾患の診断において有用である。さらに、試験は、疾
患進行を評価するために有用であり、療法に対する応答を監視するために有用である。そ
れらはさらに、例えば軟骨または軟骨細胞の培養物などの培養物中のアグリカンまたはア
グリカンフラグメントの生成を探求すること、およびそのような培養システムに様々な試
薬、薬剤候補および酵素阻害剤が及ぼす作用の研究においても有用である。本発明の免疫
結合パートナーは、アグリカンフラグメントを含有する物質の免疫染色において使用でき
る。
【００３９】
　本明細書において使用する用語「免疫結合パートナー」には、ポリクローナル抗体およ
びモノクローナル抗体ならびにＦａｂまたはＦ（ａｂ’）2などの抗体の特異的結合フラ
グメントも含まれる。
【００４０】
　アグリカンのＧ２ドメインを認識するモノクローナル抗体は、Ｇ２ドメインのアミノ酸
配列に由来する合成ペプチドでマウスを免疫し、選択されたマウス由来の脾臓細胞を骨髄
腫細胞と融合させ、アグリカンへの結合のために分泌されたモノクローナル抗体を試験す
ることによって生成できる。重要なことに、そのような抗体は、例えば滑液または血清の
サンプルとのコインキュベーションによって、天然アグリカンへの結合能力についても評
価されなければならない。
【００４１】
　または、精製した無傷アグリカン用いてマウスを免疫することもでき、モノクローナル
抗体をＧ２ドメインに対する反応性について選択することができる。Ｇ２ドメインに対す
る特異性は、（１）精製Ｇ２との反応性、および任意選択的にさらに組換えＧ２もしくは
Ｇ１－Ｇ２との反応性を要求することによって、または（２）精製Ｇ１－Ｇ２（Ｆｏｓａ
ｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，１９８９）およびＦＦＧＶＧ含有アグリカンフラグメント（ネオエ
ピトープＦＦＧＶＧおよびＧ２を含有するＭＭＰ切断アグリカンフラグメントに対応する
）との反応性および任意選択的にさらに組換えＧ２もしくはＧ１－Ｇ２との反応性を要求
することによって、または（３）少なくとも精製されたＧ１－Ｇ２との反応性ならびに組
換えＧ１および合成ＩＧＤ（Ｇ１およびＧ２を分離する球内ドメイン）との反応性の欠如
を要求することによって保証できる。
【００４２】
　本発明の１つの態様は、アグリカンのＧ２ドメインを検出および／または定量するため
の方法に関する。１つのそのような方法は、Ｇ２ドメインへ結合するモノクローナル抗体
を使用する競合イムノアッセイである。マイクロタイタープレートの固体表面上にコーテ
ィングされる適切に選択された合成ペプチドは、モノクローナル抗体への結合についてサ
ンプルと競合できる。または、精製された天然アグリカンを固体表面上で使用できる。さ
らにまた別の代替方法は、モノクローナル抗体を固体表面上に固定化し、次にサンプルを



(9) JP 2009-512844 A 2009.3.26

10

20

30

40

50

、例えばホースラディッシュペルオキシダーゼまたはビオチンなどのシグナル分子へ適切
に結合した合成ペプチドとコインキュベートすることである。
【００４３】
　本発明の１つの態様は、滑液および血清サンプル中でのイムノアッセイによるアグリカ
ンのＧ２ドメインの検出に関する。
【００４４】
　本発明のまた別の態様は、軟骨外植片培養、軟骨細胞培養由来の馴化培地中でのイムノ
アッセイによるＧ２ドメインの検出に関する。
【００４５】
　本発明のさらにまた別の態様は、上述した方法を実施するために便宜的に使用できるキ
ットに関する。そのようなキットは、（１）合成ペプチドでコーティングされたマイクロ
タイタープレート、（２）Ｇ２ドメインを認識するモノクローナル抗体、および（３）標
識された抗マウスＩｇＧ免疫グロブリンを含むことができる。または、そのようなキット
は、（１）精製アグリカンでコーティングされたマイクロタイタープレート、（２）Ｇ２
ドメインを認識するモノクローナル抗体、および（３）標識された抗マウスＩｇＧ免疫グ
ロブリンを含むことができる。または、そのようなキットは、（１）ストレプトアビジン
でコーティングされたマイクロタイタープレート、（２）ビオチンに結合した合成ペプチ
ド、（３）Ｇ２ドメインを認識するモノクローナル抗体、および（４）標識された抗マウ
スＩｇＧ免疫グロブリンを含むことができる。さらにまた別の代替態様は、（１）ストレ
プトアビジンでコーティングされたマイクロタイタープレート、（２）ビオチンに結合し
た合成ペプチド、（３）Ｇ２ドメインを認識し、ホースラディッシュペルオキシダーゼに
コンジュゲートされたモノクローナル抗体を含むキットである。
【００４６】
　本発明のさらになる態様は、サンドイッチ構造において、Ｇ２内のマスキングされてい
ないエピトープに対する抗体を用いることによるアグリカンの検出に関する。
【００４７】
　本発明のさらにまた別の態様は、Ｇ２ドメインを認識する抗体とアグリカンのタンパク
質分解性切断中に生成したネオエピトープを認識する他の抗体との組み合わせに関する。
驚くべきことに、Ｇ２抗体とタンパク質分解性ネオエピトープを認識する抗体との組み合
わせは、ネオエピトープを有するアグリカンフラグメントを検出するための試験の感受性
における大きな向上を提供した。
【００４８】
　本発明の１つの態様は、Ｇ２抗体とマトリックス金属プロテイナーゼ（ＭＭＰ）を用い
たアグリカンのタンパク質分解性切断によって生成したネオエピトープを認識する抗体と
の組み合わせを使用することに関する。好ましい実施形態は、アミノ酸３４１と３４２と
の間の球内ドメイン（ＩＧＤ）の切断によって生成したＮ末端配列ＦＦＧＶＧ．．．を認
識する抗体の使用である。
【００４９】
　本発明のまた別の態様は、Ｇ２抗体とアグリカナーゼを用いたアグリカンのタンパク質
分解性切断によって生成したネオエピトープを認識する抗体との組み合わせの使用に関す
る。好ましい実施形態は、アミノ酸３７３と３７４の間の球内ドメイン（ＩＧＤ）の切断
によって生成したＮ末端配列ＡＲＧＳ．．．．を認識する抗体の使用である。適切な抗体
には、ａｂｃａｍ社（ａｂ３７７３）から入手できてＨｕｇｈｅｓ　ｅｔ　ａｌ．Ｂｉｏ
ｃｈｅｍ　Ｊ（１９９５）３０５，７９９－８０４に記載されている抗体ＢＣ－３、およ
びＰｒａｔｔａ　ｅｔ　ａｌ．Ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ　＆　ｃａｒｔｉｌａｇｅ
　Ｍａｒｃｈ　２００６に記載されているモノクローナル抗体ＯＡ－１が含まれる。
【００５０】
　本発明のまた別の態様は、上述したアッセイのいずれかにおける抗体の開発および使用
に関するが、前記抗体はＧ２および／またはＧ１に位置するマスキングされていないエピ
トープを認識する。Ｇ１およびＧ２は、相同性を有する伸長したアミノ酸配列を共有する



(10) JP 2009-512844 A 2009.3.26

10

20

30

40

50

ので、そのような抗体は本発明によって有用である。
【００５１】
　本発明のその他の特徴および有利な効果は、図面および好ましい実施形態の説明、以下
の実施例、さらに添付の特許請求の範囲から明らかになる。
【実施例１】
【００５２】
［Ｇ２ドメインを認識するモノクローナル抗体の生成］
　５匹の７週齢雌Ｂａｌｂ／ｃマウスに、フロイントの不完全アジュバントと１：１で混
合した無傷のウシアグリカン（ＳＩＧＭＡ社、デンマーク）を皮下注射した。免疫付与は
２カ月間にわたり２週間毎に繰返し（５回の免疫付与）、次に各免疫付与の間に４週間を
あけて継続した。免疫付与開始前および第５回免疫付与の１週間後にマウスから血液を得
た。免疫応答は、無傷ウシアグリカンを一晩コーティングしたマイクロタイタープレート
（ＮＵＮＣ社、デンマーク）を用いてＥＬＩＳＡによって評価した。マウス抗血清の希釈
系列を１時間にわたりインキュベートし、プレートを洗浄し、ホースラディッシュペルオ
キシダーゼにコンジュゲートされたヒツジ抗マウスＩｇＧ抗体とのインキュベーションに
よって結合した抗体が明らかになった。
【００５３】
　上述のスクリーニングテストにおいて力価が増加しなかった場合は、選択したマウスを
４週間休養させ、その後アジュバントを含まない２００μＬの免疫原を用いて腹腔内注射
により促進した。３日後に脾臓を切除し、標準的技術を用いて骨髄腫細胞と融合させるた
めに使用した。
【００５４】
　増殖しているハイブリドーマ由来の抗体を上述したようにＥＬＩＳＡによって評価した
。ハイブリドーマは、限界希釈法によってクローニングのために選択し、培養フラスコ内
で増殖させ、そしてモノクローナル抗体はプロテインＧ親和性クロマトグラフィーを用い
て精製した。
【００５５】
　最後に、モノクローナル抗体をＧ２ドメイン内に位置するマスキングされていないエピ
トープへの反応性に基づいて選択した（本明細書における用語「マスキングされていない
」は、ケラタン硫酸などの「マスク」が除去されているエピトープを意味するのではなく
、天然型であるので、例えばケラタン硫酸の存在によって抗体による結合が妨げられない
エピトープであることを意味している）。これは、一連のイムノアッセイにおける評価に
よって遂行した。マイクロタイタープレートには無傷ウシアグリカンをコーティングした
。モノクローナル抗体の固体表面への結合は、精製ブタＧ１－Ｇ２（Ｆｏｓａｎｇ　ａｎ
ｄ　Ｈａｒｄｉｎｇｈａｍ，１９８９）および合成ＩＧＤ（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ社、米国）
との競合において決定した。Ｇ１－Ｇ２には結合したがＩＧＤには結合しなかったモノク
ローナル抗体は、さらにＧ１ドメインを含まないフラグメントに相当する遊離Ｃ末端ＦＦ
ＧＶＧ配列（ＩＧＤドメイン内のアミノ酸３４２－３４６）を有するアグリカンフラグメ
ントに結合する能力について試験した（以下を参照されたい）。
【００５６】
　図２は、マイクロタイタープレートの固体表面上にコーティングされたアグリカンへの
モノクローナル抗体Ｆ７８の結合を精製ブタＧ１－Ｇ２によって用量依存的に阻害できた
ことを示している。これとは対照的に、合成ＩＧＤ（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ社、米国）は、抗
体を移動させなかった（データは示していない）。
【実施例２】
【００５７】
［Ｇ２フラグメントについてのサンドイッチイムノアッセイ］
　上述したようなモノクローナル抗体を使用してサンドイッチアッセイを開発した。スト
レプトアビジンプレートは、アグリカンのＧ２ドメインに対する１００μＬの６００ｎｇ
／ｍＬのビオチン化Ｆ７８モノクローナル抗体と共に１時間にわたり、３００ＲＰＭ、２
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０℃でインキュベートした。
【００５８】
　プレートを１時間にわたりインキュベートした後、プレートは洗浄バッファー（０．１
５ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ、０．０５％（ｖ／ｖ）Ｔｗｅｅｎ　２０）を用いて５回洗浄し
た。引き続いて１００μＬの標準物質（精製ウシアグリカン０．０５ｎｇ／ｍＬ～１０ｎ
ｇ／ｍＬ、または事前に希釈したＰＢＳ－ＢＴＢ中の外植片上清）を加え、プレートを１
時間にわたり３００ＲＰＭ、２０℃でインキュベートした。インキュベーション期間の後
、プレートを上述したように５回洗浄し、５００ｎｇ／ｍＬのホースラディッシュペルオ
キシダーゼ（ＰＯＤ）で標識されたＦ７８抗体を加えた。１時間にわたり３００ＲＰＭ、
２０℃でインキュベートした後プレートを５回洗浄し、１００μＬのＴＭＢ基質を加え、
プレートを暗所で１５分間にわたり３００ＲＰＭ、２０℃でインキュベートし、その後に
１５０μＬの０．１８Ｍ　Ｈ2ＳＯ4を加えた。吸光度を４５０ｎｍで直ちに測定した。
【００５９】
　図３は、上述したサンドイッチアッセイにおいて得られた標準曲線を示している。
【実施例３】
【００６０】
［342ＦＦＧＶＧ－Ｇ２についてのイムノアッセイ］
　アミノ酸配列342ＦＦＧＶＧに対するモノクローナル抗体については、以前に記載され
ている（米国特許第５，９３５，７９６号）。
【００６１】
　ストレプトアビジンプレートは、エピトープ342ＦＦＧＶＧ－Ｇ２に対する１００μＬ
の１，５００ｎｇ／ｍＬ　ビオチン化ＡＦ－２８モノクローナル抗体と一緒に１時間にわ
たり、３００ＲＰＭ、２０℃でインキュベートした。抗体希釈液はＰＢＳ－ＢＴＢバッフ
ァー中で作製した。プレートを１時間にわたりインキュベートした後、プレートは洗浄バ
ッファー（０．１５ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ、０．０５％（ｖ／ｖ）Ｔｗｅｅｎ　２０）を
用いて５回洗浄した。引き続いて５０μＬの標準物質（ＭＭＰ－１３で消化された精製ブ
タアグリカン４７～３，０００ｎｇ／ｍＬまたは事前に希釈したＰＢＳ－ＢＴＢ中の外植
片上清）を加え、プレートを１時間、３００ＲＰＭ、２０℃でインキュベートした。イン
キュベーション期間の後、プレートを上述したように５回洗浄し、５００ｎｇ／ｍＬのホ
ースラディッシュペルオキシダーゼ（ＰＯＤ）で標識されたＦ７８抗体を加えた。１時間
にわたり３００ＲＰＭ、２０℃でインキュベートした後、プレートを５回洗浄し、１００
μＬのＴＭＢ基質を加え、プレートを暗所で１５分間にわたり３００ＲＰＭ、２０℃でイ
ンキュベートし、その後に０．１８ＭのＨ2ＳＯ4を１５０μＬ加えた。その後直ちに吸光
度を４５０ｎｍで測定した。
【００６２】
　図４は、上述したアッセイにおいて得られた標準曲線を示している。重要なことに、34

2ＦＦＧＶＧ－Ｇ２アッセイにおける検出限界は０．００４ｐｍｏｌ／ｍＬ（１０ｎｇ／
ｍＬに対応する）と低く、これはＡＦ２８を用いた競合ＥＬＩＳＡについて以前に報告さ
れた検出限界、すなわち７ｐｍｏｌ／ｍＬ（もしくは１７，５００ｎｇ／ｍＬ）（Ｆｏｓ
ａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，１９９５）より相当に低い。
【実施例４】
【００６３】
［ウシ関節軟骨外植片の上清中におけるＧ２および342ＦＦＧＶＧ－Ｇ２フラグメントの
検出］
　上述したＧ２および342ＦＦＧＶＧ－Ｇ２の試験は、軟骨外植片由来の馴化培地を用い
て評価した。ウシ関節軟骨は、未経産牛の後膝関節から得た。軟骨片（１６±４ｍｇ）を
９６ウエルプレート内に配置し、３７℃で５％のＣＯ2を用いて振とうしながら（５０ｒ
ｐｍ）インキュベートした。サイトカインであるオンコスタチンＭおよび腫瘍壊死因子α
（ＴＮＦα）またはＭＭＰ阻害剤ＧＭ６００１を含む、または含まない無血清Ｄ－ＭＥＭ
培地を使用した。ネガティブコントロールとして、軟骨を冷凍チューブ内に配置し、３回
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た。外植片培養培地は３日毎に交換し、上清はさらなる分析を行うまで－２０℃で保存し
た。
【００６４】
　図５は、２回のイムノアッセイによって定量した異なる日の上清中におけるアグリカン
の代謝回転の測定を示している。ＯＳＭおよびＴＮＦαは、１２日後に342ＦＦＧＶＧ－
Ｇ２の増加を刺激することを見て取れる。外植片を、同時にＧＭ６００１の存在下で処理
すると、342ＦＦＧＶＧ－Ｇ２の遊離は完全に取り消された。同一実験条件下で、Ｇ２の
遊離は完全に相違するプロファイルを示す。上清内へのＧ２の遊離には初期上昇が見られ
、５日後にはこれは減少して１２日後にはバックグラウンドレベルに到達する。ＧＭ６０
０１の添加はＧ２の遊離を阻害しなかったが、これはＧ２アッセイが、342ＦＦＧＶＧ－
Ｇ２とは相違して、ＭＭＰ活性には依存せずにフラグメントを検出することを証明してい
る。
【実施例５】
【００６５】
［ウシ関節軟骨外植片の上清中のＣＳ８４６の遊離の測定］
　上記で評価した上清をＣＳ８４６についても測定した（ＩＢＥＸ　ＣＳ８４６競合ＥＬ
ＩＳＡキット）。図６は、ＯＳＭおよびＴＮＦαが上清中へのＣＳ８４６の遊離を刺激し
ないことを示している。しかし、ＭＭＰ活性の阻害中には、ＣＳ８４６の遊離の強い初期
上昇が観察されている。これらのデータは、ＣＳ８４６の試験において測定された分析物
がタンパク質分解活性によって破壊されるが、これはＧＭ６００１によって阻害できるこ
とを示している。
【実施例６】
【００６６】
［Ｇ２フラグメントの検出はＲＡ患者においては低下する］
　１５例の健常者および１５例のＲＡ患者由来の血清サンプルを図７に示すＧ２アッセイ
において定量した。データは、遊離したＧ２分子の検出がコントロールと比較してＲＡ患
者においては有意に減少することを証明しており、これは関節症患者においてアグリカン
の合成が減少することを意味している。
【実施例７】
【００６７】
［342ＦＦＧＶＧ－Ｇ２フラグメントの検出はＲＡ患者においては上昇する］
　同一集団の個人を342ＦＦＧＶＧ－Ｇ２アッセイにおいても同様に測定した。図８から
明らかなように、Ｇ２アッセイとは対照的に、342ＦＦＧＶＧ－Ｇ２の遊離したフラグメ
ントは、コントロールと比較してＲＡ患者において有意に上昇した。これは、このアッセ
イがアグリカンの分解を測定するので、予測されたものと一致している。
【００６８】
　本明細書では、他に特に明示しない限り、用語「または」は、条件の１つだけが満たさ
れることを要求する作用語「排他的または」とは対照的に、表示された条件の一方もしく
は両方が満たされる場合に真の値を答える作用語の意味で使用されている。用語「含む」
は、「～からなる」を意味するのではなく、むしろ「～を含む」という意味で使用されて
いる。
【００６９】
［参考文献］
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【表１Ｂ】

【図面の簡単な説明】
【００７０】
【図１】アグリカンの構造を示した図である。
【図２】精製ブタＧ１－Ｇ２によるアグリカンへの抗Ｇ２抗体Ｆ７８の結合の用量依存性
阻害を示した図である。
【図３】実施例２のイムノアッセイにおいて得られた標準曲線を示した図である。
【図４】実施例３のイムノアッセイにおいて得られた標準曲線を示した図である。
【図５】実施例４のサンドイッチアッセイを用いて得られた結果を示した図である。
【図６】比較イムノアッセイを用いて、実施例５において得られた結果を示した図である
。
【図７】実施例６に記載のＧ２サンドイッチアッセイを用いて得られた定量結果を示した
図である。
【図８】実施例７に記載のＦＦＧＶＧ－Ｇ２サンドイッチアッセイを用いて得られた定量
結果を示した図である。
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