
(57)【要約】
　本発明は、新規の抗原、抗体およびその抗原結合断片、ならびにこれらの抗原および抗
体を用いた免疫アッセイおよびキットに関する。該組成物および方法は、血清または血漿
等の試料液体中のヒト副甲状腺ホルモン（ hPTH）の環式アナログの濃度の測定に有用であ
る。本発明の抗体および方法は、ヒト副甲状腺ホルモン（ hPTH）の環式アナログに対する
結合特異性を有するという、特定の利点を有する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン (hPTH)の 環 式 ア ナ ロ グ に 対 し て 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 又 は そ の
抗 原 結 合 断 片 。
【 請 求 項 ２ 】
　 環 式 ア ナ ロ グ が 、 Glu 1 と Lys 5 の 間 で 環 化 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ： Glu-Trp-Leu-Arg-Lys（
配 列 番 号 ： １ )を 含 む 、 ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン (hPTH)の 環 式 ア ナ ロ グ に 対 し て 結 合 特 異 性
を 有 す る 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 断 片 。
【 請 求 項 ３ 】
　 環 式 ア ナ ロ グ が 、 Glu 1 と Lys 5 の 間 で 環 化 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ： Glu-Trp-Leu-Arg-Lys-Le
u-Leu（ 配 列 番 号 ： ２ )を 含 む 、 請 求 項 ２ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 環 式 ア ナ ロ グ が 、 Glu 5 と Lys 9 の 間 で 環 化 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ： Met-Glu-Arg-Val-Glu-Tr
p-Leu-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-Asp-Val（ 配 列 番 号 ： ３ )を 含 む 、 請 求 項 ３ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 環 式 ア ナ ロ グ が ア ミ ノ 酸 配 列 ： R-NH-Xaa1-Val-Ser-Glu-Ile-Gln-Leu-Xaa8-His-Asn-Leu
-Gly-Xaa13-Xaa14-Xaa15-Xaa16-Xaa17-Met-Glu-Arg-Val-Glu-Trp-Leu-Arg-Lys-Leu-Leu-G
ln-Asp-Val-Y（ 配 列 番 号 ： ４ )を 含 み 、
環 式 ア ナ ロ グ が Glu 2 2 と Lys 2 6 の 間 で 環 化 さ れ ；
Rが 水 素 又 は 任 意 の 直 鎖 若 し く は 分 岐 鎖 ア ル キ ル 、 ア シ ル 若 し く は ア リ ー ル 基 で あ り ；
Xaa1が セ リ ン 、 ア ラ ニ ン 、 ノ ル ロ イ シ ン 、 又 は α － ア ミ ノ イ ソ 酪 酸 で あ り ；
Xaa8が メ チ オ ニ ン 、 ノ ル イ ソ ロ イ シ ン 、 ノ ル ロ イ シ ン 、 又 は 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 で あ り ；
Xaa13が リ シ ン 、 オ ル ニ チ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 シ ス テ イ ン 、 又 は ホ モ シ
ス テ イ ン で あ り ；
Xaa14が ヒ ス チ ジ ン 又 は 水 溶 性 ア ミ ノ 酸 で あ り ；
Xaa15が ロ イ シ ン 又 は 水 溶 性 ア ミ ノ 酸 で あ り ；
Xaa16が ア ス パ ラ ギ ン 又 は 水 溶 性 ア ミ ノ 酸 で あ り ；
Xaa17が セ リ ン 又 は 水 溶 性 ア ミ ノ 酸 で あ り ； 及 び
Yが His-X、 His-Asn-X、 又 は His-Asn-Phe-Xで あ り ； こ こ で Xは NH 2 又 は OHで あ る 、 請 求 項 ４
記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
　 環 式 ア ナ ロ グ が ア ミ ノ 酸 配 列 ： H-NH-Ser-Val-Ser-Glu-Ile-Gln-Leu-Met-His-Asn-Leu-G
ly-Lys-Xaa14-Xaa15-Xaa16-Xaa17-Met-Glu-Arg-Val-Glu-Trp-Leu-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-A
sp-Val-Y（ 配 列 番 号 ： ５ )を 含 み 、
環 式 ア ナ ロ グ が Glu 2 2 と Lys 2 6 の 間 で 環 化 さ れ ；
Xaa14が ヒ ス チ ジ ン ま た は リ シ ン で あ り ；
Xaa15が ロ イ シ ン 、 リ シ ン 、 又 は ア ル ギ ニ ン で あ り ；
Xaa16が ア ス パ ラ ギ ン 、 オ ル ニ チ ン 、 ホ モ シ ト ル リ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 ア ル ギ ニ ン 、 リ
シ ン 、 d-リ シ ン 、 セ リ ン 、 又 は グ リ シ ン で あ り ；
Xaa17が セ リ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 リ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 オ ル ニ チ ン 、 シ ス テ イ ン 、 ホ
モ シ ス テ イ ン 、 又 は ア ル ギ ニ ン で あ り ； 及 び
Yが His-X、 His-Asn-X、 又 は His-Asn-Phe-Xで あ り ； こ こ で Xは NH 2 又 は OHで あ る 、 請 求 項 ４
記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ７ 】
　 Xaa14～ Xaa17の ア ミ ノ 酸 配 列 が His-Lys-Lys-Lys（ 配 列 番 号 ： ６ ） 、 His-Leu-Lys-Lys（
配 列 番 号 ： ７ ） 、 Lys-Lys-Lys-Lys（ 配 列 番 号 ： ８ ） 、 及 び His-Leu-Lys-Ser（ 配 列 番 号 ：
９ ） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ６ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ８ 】
　 環 式 ア ナ ロ グ が ア ミ ノ 酸 配 列 ： [Leu 2 7 ]シ ク ロ (Glu 2 2 -Lys 2 6 )hPTH-(1-31)（ 配 列 番 号 ：
１ ０ ） を 含 む 、 請 求 項 ４ 記 載 の 抗 体 。
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【 請 求 項 ９ 】
　 (a) hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 し て 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 が 動 物 で 産 生 さ れ る 条 件 下 で
、 配 列 番 号 ： １ を 含 む 抗 原 ペ プ チ ド を 動 物 に 投 与 す る 工 程 ； 及 び
(b)動 物 か ら 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 断 片 を 単 離 す る 工 程 を 含 み 、 環 式 ア ナ ロ グ が Glu 1 と Lys
5 の 間 で 環 化 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ： Glu-Trp-Leu-Arg-Lys（ 配 列 番 号 ： １ ） を 含 み 、 ヒ ト 副
甲 状 腺 ホ ル モ ン (hPTH)の 環 式 ア ナ ロ グ に 対 し て 結 合 特 異 性 を 有 す る 、 抗 体 又 は そ の 抗 原 結
合 断 片 の 生 成 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 抗 原 ペ プ チ ド が 、 Glu 1 と Lys 5 の 間 で 環 化 さ れ る Glu-Trp-Leu-Arg-Lys-Leu-Leu（ 配 列 番
号 ： ２ )及 び Glu 5 と Lys 9 の 間 で 環 化 さ れ る Met-Glu-Arg-Val-Glu-Trp-Leu-Arg-Lys-Leu-Leu
-Gln-Asp-Val（ 配 列 番 号 ： ３ )か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ９
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 抗 原 ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ： ４ 、 配 列 番 号 ： ５ 、 配 列 番 号 ： １ ０ 、 配 列 番 号 ： １ ２ 、 又
は 配 列 番 号 ： １ ３ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 抗 原 ペ プ チ ド が 担 体 に 結 合 さ れ る 、 請 求 項 ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 担 体 が 海 中 培 養 カ サ ガ イ ヘ モ シ ア ニ ン (mcKLH)で あ る 、 請 求 項 １ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 抗 体 が ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 ９ 記 載 の 方 法 に よ っ て 生 成 さ れ る 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 断 片 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 (a)動 物 に お い て 配 列 番 号 ： １ ２ に 対 す る 抗 体 が 産 生 さ れ る 条 件 下 で 、 Glu 6 と Lys 1 0 の 間
で 環 化 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ： Cys-Met-Glu-Arg-Val-Glu-Trp-Leu-Arg-Lys-Leu-Gin-Val-NH

2 （ 配 列 番 号 ： １ ２ ） を 含 む 抗 原 ペ プ チ ド を 動 物 に 投 与 す る 工 程 ； 及 び
(b)動 物 か ら 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 断 片 を 単 離 す る 工 程 を 含 み 、 環 式 ア ナ ロ グ が ア ミ ノ 酸
配 列 ： [Leu 2 7 ]シ ク ロ (Glu 2 2 -Lys 2 6 )hPTH-(1-31)（ 配 列 番 号 ： １ ０ ） を 含 み 、 ヒ ト 副 甲 状
腺 ホ ル モ ン (hPTH)の 環 式 ア ナ ロ グ に 対 し て 結 合 特 異 性 を 有 す る 、 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 断
片 の 生 成 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 請 求 項 １ ７ 記 載 の 方 法 で 生 成 さ れ る 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 断 片 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 試 料 中 の ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン (hPTH)の 環 式 ア ナ ロ グ を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 こ こ で
該 環 式 ア ナ ロ グ が 、 Glu 1 と Lys 5 の 間 で 環 化 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ： Glu-Trp-Leu-Arg-Lys（
配 列 番 号 ： １ ） を 含 み 、
(a)抗 体 と hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ と の 間 で の 免 疫 複 合 体 の 形 成 に 適 切 な 条 件 下 で 、 hPTHの 環
式 ア ナ ロ グ に 対 し て 結 合 特 異 性 を 有 す る 、 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 断 片 と 試 料 を 結 合 す る 工
程 ； 及 び
(b)免 疫 複 合 体 を 検 出 す る 工 程 、
を 含 み 、 こ こ で 免 疫 複 合 体 の 検 出 は 試 料 中 の hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 存 在 を 示 す 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 試 料 中 の ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン (hPTH)の 環 式 ア ナ ロ グ を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 こ こ で
該 環 式 ア ナ ロ グ が 、 Glu 1 と Lys 5 の 間 で 環 化 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ： Glu-Trp-Leu-Arg-Lys（
配 列 番 号 ： １ ） を 含 み 、
(a)一 次 抗 体 と 二 次 抗 体 が hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ と 結 合 し 、 免 疫 複 合 体 を 形 成 す る 条 件 下 で
、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 し て 結 合 特 異 性 を 有 す る 一 次 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 断 片 、 及 び
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hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 結 合 す る 二 次 抗 体 、 と 試 料 を 結 合 す る 工 程 ； 及 び
(b)免 疫 複 合 体 を 検 出 す る 工 程 を 含 み 、 こ こ で 免 疫 複 合 体 の 検 出 は 試 料 中 の hPTHの 環 式 ア
ナ ロ グ の 存 在 を 示 す 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 二 次 抗 体 が hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 非 環 式 領 域 に 結 合 す る 、 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 非 環 式 領 域 が hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の N末 端 領 域 で あ る 、 請 求 項 ２ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ が 、 Glu 1 と Lys 5 の 間 で 環 化 さ れ る Glu-Trp-Leu-Arg-Lys-Leu-Leu（
配 列 番 号 ： ２ )及 び Glu 5 と Lys 9 の 間 で 環 化 さ れ る Met-Glu-Arg-Val-Glu-Trp-Leu-Arg-Lys-L
eu-Leu-Gln-Asp-Val（ 配 列 番 号 ： ３ )か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請
求 項 ２ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ が ア ミ ノ 酸 配 列 ： R-NH-Xaa1-Val-Ser-Glu-Ile-Gln-Leu-Xaa8-His-A
sn-Leu-Gly-Xaa13-Xaa14-Xaa15-Xaa16-Xaa17-Met-Glu-Arg-Val-Glu-Trp-Leu-Arg-Lys-Leu
-Leu-Gln-Asp-Val-Y（ 配 列 番 号 ： ４ )を 含 み 、
環 式 ア ナ ロ グ が Glu 2 2 と Lys 2 6 の 間 で 環 化 さ れ ；
Rが 水 素 又 は 任 意 の 直 鎖 若 し く は 分 岐 鎖 ア ル キ ル 、 ア シ ル 若 し く は ア リ ー ル 基 で あ り ；
Xaa1が セ リ ン 、 ア ラ ニ ン 、 ノ ル ロ イ シ ン 、 又 は α － ア ミ ノ イ ソ 酪 酸 で あ り ；
Xaa8が メ チ オ ニ ン 、 ノ ル イ ソ ロ イ シ ン 、 ノ ル ロ イ シ ン 、 又 は 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 で あ り ；
Xaa13が リ シ ン 、 オ ル ニ チ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 シ ス テ イ ン 、 又 は ホ モ シ
ス テ イ ン で あ り ；
Xaa14が ヒ ス チ ジ ン 又 は 水 溶 性 ア ミ ノ 酸 で あ り ；
Xaa15が ロ イ シ ン 又 は 水 溶 性 ア ミ ノ 酸 で あ り ；
Xaa16が ア ス パ ラ ギ ン 又 は 水 溶 性 ア ミ ノ 酸 で あ り ；
Xaa17が セ リ ン 又 は 水 溶 性 ア ミ ノ 酸 で あ り ； 及 び
Yが His-X、 His-Asn-X、 又 は His-Asn-Phe-Xで あ り ； こ こ で Xは NH 2 又 は OHで あ る 、 請 求 項 ２
０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ が ア ミ ノ 酸 配 列 ： H-NH-Ser-Val-Ser-Glu-Ile-Gln-Leu-Met-His-Asn
-Leu-Gly-Lys-Xaa14-Xaa15-Xaa16-Xaa17-Met-Glu-Arg-Val-Glu-Trp-Leu-Arg-Lys-Leu-Leu
-Gln-Asp-Val-Y（ 配 列 番 号 ： ５ )を 含 み 、
環 式 ア ナ ロ グ が Glu 2 2 と Lys 2 6 の 間 で 環 化 さ れ ；
Xaa14が ヒ ス チ ジ ン ま た は リ シ ン で あ り ；
Xaa15が ロ イ シ ン 、 リ シ ン 、 又 は ア ル ギ ニ ン で あ り ；
Xaa16が ア ス パ ラ ギ ン 、 オ ル ニ チ ン 、 ホ モ シ ト ル リ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 ア ル ギ ニ ン 、 リ
シ ン 、 d-リ シ ン 、 セ リ ン 、 又 は グ リ シ ン で あ り ；
Xaa17が セ リ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 リ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 オ ル ニ チ ン 、 シ ス テ イ ン 、 ホ
モ シ ス テ イ ン 、 又 は ア ル ギ ニ ン で あ り ； 及 び
Yが His-X、 His-Asn-X、 又 は His-Asn-Phe-Xで あ り ； こ こ で Xは NH 2 又 は OHで あ る 、 請 求 項 ２
０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 Xaa14～ Xaa17の ア ミ ノ 酸 配 列 が His-Lys-Lys-Lys（ 配 列 番 号 ： ６ ） 、 His-Leu-Lys-Lys（
配 列 番 号 ： ７ ） 、 Lys-Lys-Lys-Lys（ 配 列 番 号 ： ８ ） 、 及 び His-Leu-Lys-Ser（ 配 列 番 号 ：
９ ） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ が ア ミ ノ 酸 配 列 ： [Leu 2 7 ]シ ク ロ (Glu 2 2 -Lys 2 6 )hPTH-(1-31)（ 配 列
番 号 ： １ ０ ） を 含 む 、 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 一 次 抗 体 が 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (HRP)酵 素 マ ー カ ー で 標 識 さ れ る 、
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請 求 項 ２ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 二 次 抗 体 が ビ オ チ ン に 結 合 さ れ る 、 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 試 料 が 同 時 に 一 次 抗 体 及 び 二 次 抗 体 と 結 合 さ れ る 、 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 試 料 が 一 次 抗 体 お よ び 二 次 抗 体 と 連 続 し て 結 合 さ れ る 、 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 試 料 が 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ で 治 療 さ れ て い る 被 験 体 か ら 得 ら れ る 、 請 求 項 ２ ０ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 試 料 中 の ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン （ hPTH） の 環 式 ア ナ ロ グ を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 こ こ
で 該 環 式 ア ナ ロ グ が ア ミ ノ 酸 配 列 ： [Leu 2 7 ]シ ク ロ (Glu 2 2 -Lys 2 6 )hPTH-(1-31)（ 配 列 番 号
： １ ０ ） を 含 み 、
　 （ ａ ） 試 料 を 、 [Leu 2 7 ]シ ク ロ (Glu 2 2 -Lys 2 6 )hPTH-(1-31)（ 配 列 番 号 ： １ ０ ） と 抗 体 と
の 間 の 免 疫 複 合 体 の 形 成 に 適 し た 条 件 下 で 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有
す る 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 と 結 合 さ せ る 工 程 、 お よ び
　 （ ｂ ） 免 疫 複 合 体 を 検 出 す る 工 程 ；
を 含 み 、 こ こ で 免 疫 複 合 体 の 検 出 が 、 試 料 中 の [Leu 2 7 ]シ ク ロ (Glu 2 2 -Lys 2 6 )hPTH-(1-31)
（ 配 列 番 号 ： １ ０ ） の 存 在 を 示 す 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 試 料 中 の ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン （ hPTH） の 環 式 ア ナ ロ グ を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 こ こ
で 該 環 式 ア ナ ロ グ が ア ミ ノ 酸 配 列 ： [Leu 2 7 ]シ ク ロ (Glu 2 2 -Lys 2 6 )hPTH-(1-31)（ 配 列 番 号
： １ ０ ） を 含 み 、
　 （ ａ ） 試 料 を 、 一 次 抗 体 お よ び 二 次 抗 体 が 配 列 番 号 ： １ ０ に 結 合 し て 免 疫 複 合 体 を 形 成
す る 条 件 下 で 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 一 次 抗 体 ま た は そ の 抗 原
結 合 断 片 、 お よ び [Leu 2 7 ]シ ク ロ (Glu 2 2 -Lys 2 6 )hPTH-(1-31)（ 配 列 番 号 ： １ ０ ） に 結 合 す
る 二 次 抗 体 と 結 合 さ せ る 工 程 ； な ら び に
　 （ ｂ ） 免 疫 複 合 体 を 検 出 す る 工 程 ；
を 含 み 、 こ こ で 免 疫 複 合 体 の 検 出 が 、 試 料 中 の [Leu 2 7 ]シ ク ロ (Glu 2 2 -Lys 2 6 )hPTH-(1-31)
（ 配 列 番 号 ： １ ０ ） の 存 在 を 示 す 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 一 次 抗 体 が ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ HRP） 酵 素 マ ー カ ー で 標 識 さ れ る 、
請 求 項 ３ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 二 次 抗 体 が ビ オ チ ン に 結 合 さ れ る 、 請 求 項 ３ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 試 料 が 、 一 次 抗 体 お よ び 二 次 抗 体 に 同 時 に 結 合 さ れ る 、 請 求 項 ３ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 試 料 が 、 一 次 抗 体 お よ び 二 次 抗 体 に 連 続 し て 結 合 さ れ る 、 請 求 項 ３ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 試 料 中 の ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン （ hPTH） の 環 式 ア ナ ロ グ を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 こ こ
で 該 環 式 ア ナ ロ グ が 、 Glu 1 と Lys 5 の 間 で 環 式 化 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ： Glu-Trp-Leu-Arg-Ly
s（ 配 列 番 号 ： １ ） を 含 み 、
（ ａ ） 試 料 を 、 一 次 抗 体 お よ び 二 次 抗 体 が hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の エ ピ ト ー プ に 関 し て 競 合
す る 条 件 下 で 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 一 次 抗 体 ま た は そ の 抗 原
結 合 断 片 、 お よ び hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 二 次 抗 体 ま た は そ の 抗
原 結 合 断 片 に 結 合 さ せ る 工 程 ；
（ ｂ ） hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ と 一 次 抗 体 ま た は 二 次 抗 体 の い ず れ か と の 免 疫 複 合 体 を 形 成 す
る 工 程 ； な ら び に
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（ ｃ ） 免 疫 複 合 体 を 検 出 す る 工 程 ；
を 含 み 、 こ こ で 、 免 疫 複 合 体 の 検 出 が 、 試 料 中 の hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 存 在 を 示 す 、 方 法
。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン （ hPTH） の 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 ま た は
そ の 抗 原 結 合 断 片 を 含 む キ ッ ト で あ っ て 、 こ こ で 該 環 式 ア ナ ロ グ が 、 Glu 1 と Lys 5 の 間 で 環
式 化 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ： Glu-Trp-Leu-Arg-Lys（ 配 列 番 号 ： １ ） を 含 む 、 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ が 、 Glu 1 と Lys 5 の 間 で 環 式 化 さ れ る Glu-Trp-Leu-Arg-Lys-Leu-Leu
（ 配 列 番 号 ： ２ ） 、 お よ び Glu 5 と Lys 9 と の 間 で 環 式 化 さ れ る Met-Glu-Arg-Val-Glu-Trp-Le
u-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-Asp-Val（ 配 列 番 号 ： ３ ） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 を 含 む 、 請 求 項 ４ ０ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ が 、 配 列 番 号 ： ４ 、 配 列 番 号 ： ５ ま た は 配 列 番 号 ： １ ０ か ら な る 群
よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ４ ０ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 抗 体 が 、 検 出 可 能 な 標 識 に 結 合 さ れ る 、 請 求 項 ４ ０ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 該 標 識 を 検 出 す る 試 薬 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ４ ３ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 （ ａ ） hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 結 合 す る 二 次 抗 体 ； お よ び
　 （ ｂ ） 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 、 希 釈 剤 、 溶 媒 お よ び 停 止 溶 液
を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ４ ４ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 （ ａ ） hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 、 酵 素 標 識 一 次 抗 体 ま た は そ の
抗 原 結 合 断 片 ；
　 （ ｂ ） [Leu 2 7 ]シ ク ロ (Glu 2 2 -Lys 2 6 )hPTH-(1-31)（ 配 列 番 号 ： １ ０ ） に 結 合 す る 、 ビ オ
チ ン 化 二 次 抗 体 ；
　 （ ｃ ） 工 程 （ ａ ） の 酵 素 に 対 す る 基 質 と し て 用 い る た め の 、 色 発 生 基 質 溶 液 ；
　 （ ｄ ） ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ； な ら び に
　 （ ｅ ） 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 、 希 釈 剤 、 溶 媒 お よ び 停 止 溶 液
を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 Glu 1 と Lys 5 と の 間 で 環 式 化 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ： Glu-Trp-Leu-Arg-Lys（ 配 列 番 号 ： １
） か ら な る 抗 原 性 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 Glu 1 と Lys 5 と の 間 で 環 式 化 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ： Glu-Trp-Leu-Arg-Lys-Leu-Leu（ 配 列
番 号 ： ２ ） か ら な る 抗 原 性 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 Glu 5 と Lys 9 と の 間 で 環 式 化 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ： Met-Glu-Arg-Val-Glu-Trp-Leu-Arg-Ly
s-Leu-Leu-Gln-Asp-Val（ 配 列 番 号 ： ３ ） か ら な る 抗 原 性 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 Glu 6 と Lys 1 0 と の 間 で 環 式 化 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ： Cys-Met-Glu-Arg-Val-Glu-Trp-Leu-A
rg-Lys-Leu-Leu-Gln-Asp-Val-NH2 （ 配 列 番 号 ： １ ２ ） か ら な る 抗 原 性 ペ プ チ ド 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
（ 関 連 出 願 ）
　 本 願 は 、 2004年 3月 19日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 第 60/554,777号 の 恩 恵 を 主 張 す る 。 上
記 出 願 の 全 教 示 は 、 参 照 に よ っ て 本 明 細 書 中 に 援 用 さ れ る 。
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【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
（ 発 明 の 背 景 ）
　 骨 粗 鬆 症 は 、 高 齢 者 、 特 に 高 齢 の 女 性 に お い て 、 障 害 の 主 な 原 因 で あ る 。 こ れ は 、 総 骨
質 量 の 減 少 お よ び 骨 脆 弱 性 の 増 大 を も た ら す 進 行 性 の 疾 患 で あ る 。 こ れ は し ば し ば 、 負 荷
を 負 う 骨 （ load-bearing bones） の 突 発 性 の 骨 折 、 な ら び に 動 け な く な る 損 傷 に 特 徴 的 で
あ る 、 肉 体 的 お よ び 精 神 的 衰 退 を も た ら す 。 閉 経 後 の 骨 粗 鬆 症 は 、 エ ス ト ロ ゲ ン の 消 失 に
よ っ て 引 き 起 こ さ れ 、 こ れ に よ っ て 、 骨 の タ ー ン オ ー バ ー が １ ０ 年 間 加 速 さ れ 、 古 い 骨 の
吸 収 と 新 し い 骨 の 形 成 の 間 の 不 均 衡 が 増 大 す る よ う に な る 。 こ れ は 、 負 荷 を 負 う 骨 の 痩 せ
、 有 孔 性 の 増 加 お よ び 小 柱 状 の 消 耗 を も た ら す 。 骨 粗 鬆 症 は ま た 、 甲 状 腺 機 能 亢 進 症 、 副
甲 状 腺 機 能 亢 進 症 、 ク ッ シ ン グ 症 候 群 、 お よ び あ る 種 の ス テ ロ イ ド 系 薬 物 の 使 用 に も 関 連
す る 。 治 療 （ Remedies） は 、 歴 史 的 に 、 食 物 性 カ ル シ ウ ム の 増 強 、 エ ス ト ロ ゲ ン 療 法 、 ビ
タ ミ ン D、 お よ び 最 も 一 般 的 に は 、 破 骨 細 胞 に よ る 骨 の 吸 収 を 阻 害 す る 抗 吸 収 剤 等 の 薬 剤
に よ る 治 療 を 含 ん で き た 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 最 近 、 ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン （ hPTH） お よ び hPTHの あ る 種 の ア ナ ロ グ が 、 骨 成 長 の 刺 激
物 質 で あ り 、 そ の た め 骨 粗 鬆 症 の 治 療 に 有 用 で あ る こ と が わ か っ た 。 hPTHは 、 高 カ ル シ ウ
ム ホ ル モ ン で あ り 、 血 中 カ ル シ ウ ム 濃 度 を 上 昇 さ せ る よ う 機 能 す る 、 副 甲 状 腺 に よ っ て 産
生 さ れ る 。 血 清 カ ル シ ウ ム が 正 常 濃 度 よ り も 下 が る と 、 副 甲 状 腺 は hPTHを 放 出 し 、 カ ル シ
ウ ム 濃 度 が 上 が る 。 カ ル シ ウ ム 濃 度 が 上 が る 機 序 と し て は 、 骨 カ ル シ ウ ム の 吸 収 、 腸 か ら
の カ ル シ ウ ム の 吸 収 の 増 加 、 お よ び 腎 細 管 に お け る 発 生 期 の 尿 か ら の 、 腎 臓 で の カ ル シ ウ
ム の 吸 収 の 増 加 が 挙 げ ら れ る 。 継 続 的 に 浸 出 す る 低 濃 度 の hPTHは 、 骨 か ら カ ル シ ウ ム を 除
き 得 る が 、 同 じ 低 用 量 を 断 続 的 に 注 射 す る と 、 実 際 に 骨 の 成 長 が 促 進 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 hPTHは 、 2つ の 二 次 メ ッ セ ン ジ ャ ー 系 、 G S タ ン パ ク 質 活 性 化 ア デ ニ リ ル シ ク ラ ー ゼ （ AC
） お よ び G q タ ン パ ク 質 活 性 化 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cβ の 活 性 化 を 介 し て 機 能 す る 。 天 然 の hPTH
配 列 は 、 こ れ ら の 活 性 全 て を 有 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 膜 結 合 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ C S （
PKC） 活 性 の 刺 激 を も た ら す G q タ ン パ ク 質 活 性 化 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cβ は 、 hPTH残 基 29～ 32を
必 要 と す る こ と が 示 さ れ て い る （ Jouishommeら  (1992) Endocrinology 130(1): 53-60）
。 骨 成 長 の 増 加 、 す な わ ち 骨 粗 鬆 症 の 治 療 に 有 用 な 効 果 を 、 ペ プ チ ド 配 列 が AC活 性 を 増 加
さ せ る 能 力 に 結 び つ け る こ と が 確 立 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 直 鎖 ア ナ ロ グ で あ る hPTH-(1-31)-NH 2 は 、 AC刺 激 活 性 の み を 有 し 、 卵 巣 を 摘 出 し た ラ ッ
ト モ デ ル で 、 骨 の 損 失 の 回 復 に お い て 完 全 に 活 性 が あ る こ と が 示 さ れ て い る （ Rixon, R. 
H.ら  (1994) J. Bone Miner. Res. 9: 1179-1189; Whitfieldら  (1996) Calcified Tissu
e Int. 58: 81-87; Willickら 、 米 国 特 許 第 5,556,940号 ） 。 米 国 特 許 第 5,955,425号 は 、 h
PTH-(1-31)の 環 式 ア ナ ロ グ を 開 示 し て い る 。 こ れ ら の ア ナ ロ グ は 、 例 え ば Glu 2 2 と Lys 2 6 の
間 、 ま た は Lys 2 6 と Asp 3 0 の 間 の い ず れ か で 形 成 さ れ る 、 ラ ク タ ム を 有 す る 。 ま た 、 天 然 の
Lys 2 7 は 、 Leu、 ま た は Ile、 ノ ル ロ イ シ ン 、 Met、 Val、 Ala、 Trpも し く は Phe等 の 他 の 疎 水
性 残 基 の い ず れ か と 置 換 さ れ る 。 こ れ ら の ア ナ ロ グ は 、 循 環 カ ル シ ウ ム 濃 度 の 有 意 な 増 加
を 生 じ る こ と な く 、 直 鎖 の ア ナ ロ グ と 比 べ て 促 進 さ れ た 骨 回 復 の 活 性 お よ び 生 物 学 的 利 用
能 を 示 す 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 か か る ア ナ ロ グ を 検 出 す る 方 法 の 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
（ 発 明 の 概 要 ）
　 本 発 明 は 、 新 規 の 抗 原 、 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 、 な ら び に こ れ ら の 抗 原 お よ び 抗
体 を 用 い た ア ッ セ イ （ 例 え ば 免 疫 ア ッ セ イ ） お よ び キ ッ ト に 関 す る 。 こ れ ら の 抗 原 、 抗 体
、 免 疫 ア ッ セ イ 、 お よ び キ ッ ト は 、 血 清 ま た は 血 漿 等 の 試 料 液 体 中 の hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ
の 濃 度 の 測 定 に 有 用 で あ る 。
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【 ０ ０ ０ ８ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン （ hPTH） の 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る
結 合 特 異 性 を 有 す る 、 （ 1つ 以 上 の ） 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン （ hPTH） の 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る
結 合 特 異 性 を 有 す る 、 （ 1つ 以 上 の ） 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 で あ っ て 、 こ こ で 該 環
式 ア ナ ロ グ は 、 Glu 1 と Lys 5 の 間 で 環 式 化 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ： Glu-Trp-Leu-Arg-Lys（ 配
列 番 号 ： １ ） を 含 む 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン （ hPTH） の 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る
結 合 特 異 性 を 有 す る 、 （ 1つ 以 上 の ） 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 で あ っ て 、 こ こ で 該 環
式 ア ナ ロ グ は 、 Glu 1 と Lys 5 の 間 で 環 式 化 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ： Glu-Trp-Leu-Arg-Lys-Leu-
Leu（ 配 列 番 号 ： ２ ） を 含 む 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン （ hPTH） の 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る
結 合 特 異 性 を 有 す る 、 （ 1つ 以 上 の ） 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 で あ っ て 、 こ こ で 該 環
式 ア ナ ロ グ は 、 Glu 5 と Lys 9 の 間 で 環 式 化 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ： Met-Glu-Arg-Val-Glu-Trp-
Leu-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-Asp-Val（ 配 列 番 号 ： ３ ） を 含 む 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン （ hPTH） の 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る
結 合 特 異 性 を 有 す る 、 （ 1つ 以 上 の ） 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 で あ っ て 、 こ こ で 該 環
式 ア ナ ロ グ は ア ミ ノ 酸 配 列 ： R-NH-Xaa1-Val-Ser-Glu-Ile-Gln-Leu-Xaa8-His-Asn-Leu-Gly
-Xaa13-Xaa14-Xaa15-Xaa16-Xaa17-Met-Glu-Arg-Val-Glu-Trp-Leu-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-A
sp-Val-Y（ 配 列 番 号 ： ４ ） を 含 み 、 こ こ で 該 環 式 ア ナ ロ グ は Glu 2 2 と Lys 2 6 の 間 で 環 式 化 さ
れ ； Rは 水 素 ま た は 任 意 の 直 鎖 も し く は 分 枝 鎖 ア ル キ ル 、 ア シ ル も し く は ア リ ー ル 基 で あ
り ； Xaa1は セ リ ン 、 ア ラ ニ ン 、 ノ ル ロ イ シ ン 、 ま た は α ア ミ ノ イ ソ 酪 酸 で あ り ； Xaa8は メ
チ オ ニ ン 、 ノ ル イ ソ ロ イ シ ン 、 ノ ル ロ イ シ ン ま た は 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 で あ り ； Xaa13は リ シ
ン 、 オ ル ニ チ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 シ ス テ イ ン ま た は ホ モ シ ス テ イ ン で あ
り ； Xaa14は ヒ ス チ ジ ン ま た は 水 溶 性 ア ミ ノ 酸 で あ り ； Xaa15は ロ イ シ ン ま た は 水 溶 性 ア ミ
ノ 酸 で あ り ； Xaa16は ア ス パ ラ ギ ン ま た は 水 溶 性 ア ミ ノ 酸 で あ り ； Xaa17は セ リ ン ま た は 水
溶 性 ア ミ ノ 酸 で あ り ； 及 び Yは His-X、 His-Asn-X、 ま た は His-Asn-Phe-Xで あ り ； こ こ で X
は NH 2 ま た は OHで あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン （ hPTH） の 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る
結 合 特 異 性 を 有 す る 、 （ 1つ 以 上 の ） 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 で あ っ て 、 こ こ で 該 環
式 ア ナ ロ グ は ア ミ ノ 酸 配 列 ： H-NH-Ser-Val-Ser-Glu-Ile-Gln-Leu-Met-His-Asn-Leu-Gly-L
ys-Xaa14-Xaa15-Xaa16-Xaa17-Met-Glu-Arg-Val-Glu-Trp-Leu-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-Asp-V
al-Y（ 配 列 番 号 ： ５ ） を 含 み 、 こ こ で 該 環 式 ア ナ ロ グ は Glu 2 2 と Lys 2 6 の 間 で 環 式 化 さ れ ；
Xaa14は ヒ ス チ ジ ン ま た は リ シ ン で あ り ； Xaa15は ロ イ シ ン 、 リ シ ン ま た は ア ル ギ ニ ン で あ
り ； Xaa16は ア ス パ ラ ギ ン 、 オ ル ニ チ ン 、 ホ モ シ ト ル リ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 ア ル ギ ニ ン
、 リ シ ン 、 d-リ シ ン 、 セ リ ン 、 ま た は グ リ シ ン で あ り ； Xaa17は セ リ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 、
リ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 オ ル ニ チ ン 、 シ ス テ イ ン 、 ホ モ シ ス テ イ ン ま た は ア ル ギ ニ ン で
あ る か ； ま た は Xaa14～ Xaa17は His-Lys-Lys-Lys（ 配 列 番 号 ： ６ ） 、 His-Leu-Lys-Lys（ 配
列 番 号 ： ７ ） 、 Lys-Lys-Lys-Lys(配 列 番 号 ： ８ )、 お よ び His-Leu-Lys-Ser（ 配 列 番 号 ： ９
） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ ； 並 び に Yは His-X、 His-Asn-X、 ま た は His-Asn-Phe-Xで あ り ；
こ こ で Xは NH 2 ま た は OHで あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン （ hPTH） の 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る
結 合 特 異 性 を 有 す る 、 （ 1つ 以 上 の ） 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 で あ っ て 、 こ こ で 該 環
式 ア ナ ロ グ は ア ミ ノ 酸 配 列 ： [Leu 2 7 ]シ ク ロ (Glu 2 2 -Lys 2 6 )hPTH-(1-31)（ 配 列 番 号 ： １ ０
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） を 含 む 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン （ hPTH） の 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性
を 有 す る 、 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 を 生 成 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ こ で 該 環 式 ア ナ ロ グ
は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ： 配 列 番 号 ： １ を 含 む 。 該 方 法 は 、 配 列 番 号 ： １ を 含 む 抗 原 性 ペ プ チ ド
を 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 が 動 物 に お い て 産 生 さ れ る 条 件
下 で 動 物 に 投 与 す る こ と 、 お よ び 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 を 動 物 か ら 単 離 す る こ と を
含 む 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン （ hPTH） の 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る
結 合 特 異 性 を 有 す る 、 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 を 生 成 す る 方 法 で あ り 、 こ こ で 該 環 式
ア ナ ロ グ は 、 配 列 番 号 ： ２ お よ び 配 列 番 号 ： ３ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を
含 む 。 該 方 法 は 、 配 列 番 号 ： １ を 含 む 抗 原 性 ペ プ チ ド を 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結
合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 が 動 物 に お い て 産 生 さ れ る 条 件 下 で 、 動 物 に 投 与 す る こ と 、 お よ び
抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 を 動 物 か ら 単 離 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン （ hPTH） の 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る
結 合 特 異 性 を 有 す る 、 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 を 生 成 す る 方 法 で あ り 、 こ こ で 該 環 式
ア ナ ロ グ は 、 配 列 番 号 ： ４ 、 配 列 番 号 ： ５ 、 配 列 番 号 ： １ ０ 、 配 列 番 号 ： １ ２ ま た は 配 列
番 号 ： １ ３ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 該 方 法 は 、 配 列 番 号 ： １ を 含
む 抗 原 性 ペ プ チ ド を 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 が 動 物 に お い
て 産 生 さ れ る 条 件 下 で 、 動 物 に 投 与 す る こ と 、 お よ び 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 を 動 物
か ら 単 離 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 抗 原 性 ペ プ チ ド は 、 担 体 に 結 合 さ れ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 担 体 は
海 中 養 殖 カ サ ガ イ ヘ モ シ ア ニ ン （ mariculture keyhole limpet hemocyanin） （ mcKLH） で
あ る 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 な お さ ら な る 態 様 に お
い て 、 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 な お さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 上 述 の
方 法 で 生 成 さ れ る 、 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン （ hPTH） の 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る
結 合 特 異 性 を 有 す る 、 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 を 生 成 す る 方 法 で あ り 、 こ こ で 該 環 式
ア ナ ロ グ は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ： [Leu 2 7 ]シ ク ロ (Glu 2 2 -Lys 2 6 )hPTH-(1-31)（ 配 列 番 号 ： １ ０
） を 含 む 。 該 方 法 は 、 Glu 6 と Lys 1 0 の 間 で 環 式 化 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ： Cys-Met-Glu-Arg-V
al-Glu-Trp-Leu-Arg-Lys-Leu-Gin-Val-NH2 （ 配 列 番 号 ： １ ２ ） を 含 む 抗 原 性 ペ プ チ ド を 、
配 列 番 号 ： １ ２ に 対 す る 抗 体 が 動 物 に お い て 産 生 さ れ る 条 件 下 で 動 物 に 投 与 す る こ と 、 お
よ び 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 を 該 動 物 か ら 単 離 す る こ と を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て 、
本 発 明 は 、 上 述 の 方 法 で 生 成 さ れ る 、 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 試 料 中 の ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン （ hPTH） の 環 式 ア ナ ロ グ を 検 出 す る 方 法
も 包 含 し 、 こ こ で 該 環 式 ア ナ ロ グ は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ： 配 列 番 号 ： １ を 含 む 。 該 方 法 は 、 抗
体 と hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ と の 間 の 免 疫 複 合 体 の 形 成 に 適 し た 条 件 下 で 、 試 料 を 、 hPTHの 環
式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 と 結 合 さ せ る こ と 、
お よ び 免 疫 複 合 体 を 検 出 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 免 疫 複 合 体 の 検 出 は 、 試 料 中 の hPTHの 環
式 ア ナ ロ グ の 存 在 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 試 料 中 の ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン （ hPTH） の 環 式 ア ナ ロ グ
を 検 出 す る 方 法 で あ り 、 こ こ で 該 環 式 ア ナ ロ グ は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ： 配 列 番 号 ： １ を 含 む 。
該 方 法 は 、 一 次 抗 体 お よ び 二 次 抗 体 が hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ と 結 合 し 、 そ れ に よ っ て 免 疫 複
合 体 が 形 成 さ れ る 条 件 下 で 、 試 料 を 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 一
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次 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 、 お よ び hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 結 合 す る 二 次 抗 体 と 結 合 さ
せ る こ と 、 な ら び に 免 疫 複 合 体 を 検 出 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 免 疫 複 合 体 の 検 出 は 、 試 料
中 の hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 存 在 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 二 次 抗 体 は 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 非 環 式 領 域 に 結 合 す る 。 別 の 態
様 に お い て 、 非 環 式 領 域 は 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の N末 端 領 域 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 試 料 中 の ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン （ hPTH） の 環 式 ア ナ ロ グ
を 検 出 す る 方 法 で あ り 、 こ こ で 該 環 式 ア ナ ロ グ は 、 配 列 番 号 ： ２ お よ び 配 列 番 号 ： ３ か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 該 方 法 は 、 一 次 抗 体 お よ び 二 次 抗 体 が hPTHの
環 式 ア ナ ロ グ と 結 合 し 、 そ れ に よ っ て 免 疫 複 合 体 が 形 成 さ れ る 条 件 下 で 、 試 料 を 、 hPTHの
環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 一 次 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 、 お よ び hPTH
の 環 式 ア ナ ロ グ に 結 合 す る 二 次 抗 体 と 結 合 さ せ る こ と 、 な ら び に 免 疫 複 合 体 を 検 出 す る こ
と を 含 み 、 こ こ で 免 疫 複 合 体 の 検 出 は 、 試 料 中 の hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 存 在 を 示 す 。 こ の
態 様 に お い て 、 二 次 抗 体 は 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 非 環 式 領 域 に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 試 料 中 の ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン （ hPTH） の 環 式 ア ナ ロ グ
を 検 出 す る 方 法 で あ り 、 こ こ で 該 環 式 ア ナ ロ グ は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ： 配 列 番 号 ： ４ を 含 む 。
該 方 法 は 、 一 次 抗 体 お よ び 二 次 抗 体 が hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ と 結 合 し 、 そ れ に よ っ て 免 疫 複
合 体 が 形 成 さ れ る 条 件 下 で 、 試 料 を 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 一
次 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 、 お よ び hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 結 合 す る 二 次 抗 体 と 結 合 さ
せ る こ と 、 な ら び に 免 疫 複 合 体 を 検 出 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 免 疫 複 合 体 の 検 出 は 、 試 料
中 の hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 存 在 を 示 す 。 こ の 態 様 に お い て 、 二 次 抗 体 は 、 hPTHの 環 式 ア ナ
ロ グ の 非 環 式 領 域 に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 試 料 中 の ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン （ hPTH） の 環 式 ア ナ ロ グ
を 検 出 す る 方 法 で あ り 、 こ こ で 該 環 式 ア ナ ロ グ は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ： 配 列 番 号 ： ５ を 含 む 。
該 方 法 は 、 一 次 抗 体 お よ び 二 次 抗 体 が hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ と 結 合 し 、 そ れ に よ っ て 免 疫 複
合 体 が 形 成 さ れ る 条 件 下 で 、 試 料 を 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 一
次 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 、 お よ び hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 結 合 す る 二 次 抗 体 と 結 合 さ
せ る こ と 、 な ら び に 免 疫 複 合 体 を 検 出 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 免 疫 複 合 体 の 検 出 は 、 試 料
中 の hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 存 在 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 試 料 中 の ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン （ hPTH） の 環 式 ア ナ ロ グ
を 検 出 す る 方 法 で あ り 、 こ こ で 該 環 式 ア ナ ロ グ は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ： [Leu 2 7 ]シ ク ロ (Glu 2 2 -
Lys 2 6 )hPTH-(1-31)（ 配 列 番 号 ： １ ０ ） を 含 む 。 該 方 法 は 、 [Leu 2 7 ]シ ク ロ (Glu 2 2 -Lys 2 6 )h
PTH-(1-31)（ 配 列 番 号 ： １ ０ ） と 抗 体 と の 間 の 免 疫 複 合 体 の 形 成 に 適 し た 条 件 下 で 、 試 料
を 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 と 結 合
さ せ る こ と 、 な ら び に 免 疫 複 合 体 を 検 出 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 免 疫 複 合 体 の 検 出 は 、 試
料 中 の [Leu 2 7 ]シ ク ロ (Glu 2 2 -Lys 2 6 )hPTH-(1-31)（ 配 列 番 号 ： １ ０ ） の 存 在 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 一 次 抗 体 は 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ HRP） 酵 素 マ
ー カ ー で 標 識 さ れ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 二 次 抗 体 は 、 ビ オ チ ン に 結 合 さ れ る 。 さ ら な る
態 様 に お い て 、 試 料 は 、 一 次 抗 体 と 二 次 抗 体 に 同 時 に 結 合 さ れ る 。 な お さ ら な る 態 様 に お
い て 、 試 料 は 、 一 次 抗 体 と 二 次 抗 体 に 連 続 し て 結 合 さ れ る 。 な お さ ら な る 態 様 に お い て 、
試 料 は 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ で 治 療 さ れ て い る 被 験 体 か ら 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 試 料 中 の ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン （ hPTH） の 環 式 ア ナ ロ グ
を 検 出 す る 方 法 で あ り 、 こ こ で 該 環 式 ア ナ ロ グ は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ： [Leu 2 7 ]シ ク ロ (Glu 2 2 -
Lys 2 6 )hPTH-(1-31)（ 配 列 番 号 ： １ ０ ） を 含 む 。 該 方 法 は 、 [Leu 2 7 ]シ ク ロ (Glu 2 2 -Lys 2 6 )h
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PTH-(1-31)（ 配 列 番 号 ： １ ０ ） と 抗 体 と の 間 の 免 疫 複 合 体 の 形 成 に 適 し た 条 件 下 で 、 試 料
を 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 、 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 と 結
合 さ せ る こ と 、 な ら び に 免 疫 複 合 体 を 検 出 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 免 疫 複 合 体 の 検 出 は 、
試 料 中 の [Leu 2 7 ]シ ク ロ (Glu 2 2 -Lys 2 6 )hPTH-(1-31)（ 配 列 番 号 ： １ ０ ） の 存 在 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 試 料 中 の ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン （ hPTH） の 環 式 ア ナ ロ グ
を 検 出 す る 方 法 で あ り 、 こ こ で 該 環 式 ア ナ ロ グ は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ： [Leu 2 7 ]シ ク ロ (Glu 2 2 -
Lys 2 6 )hPTH-(1-31)（ 配 列 番 号 ： １ ０ ） を 含 む 。 本 発 明 は 、 一 次 抗 体 お よ び 二 次 抗 体 が 配
列 番 号 ： １ ０ に 結 合 し 、 そ れ に よ っ て 免 疫 複 合 体 を 形 成 す る 条 件 下 で 、 試 料 を 、 hPTHの 環
式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 一 次 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 、 お よ び [Leu 2 7

]シ ク ロ (Glu 2 2 -Lys 2 6 )hPTH-(1-31)（ 配 列 番 号 ： １ ０ ） に 結 合 す る 二 次 抗 体 と 結 合 さ せ る
こ と 、 な ら び に 免 疫 複 合 体 を 検 出 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 免 疫 複 合 体 の 検 出 は 、 試 料 中 の
[Leu 2 7 ]シ ク ロ (Glu 2 2 -Lys 2 6 )hPTH-(1-31)（ 配 列 番 号 ： １ ０ ） の 存 在 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 一 次 抗 体 は 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ HRP） 酵 素 マ
ー カ ー で 標 識 さ れ る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 二 次 抗 体 は 、 ビ オ チ ン に 結 合 さ れ る 。 さ
ら な る 態 様 に お い て 、 試 料 は 、 一 次 抗 体 と 二 次 抗 体 に 同 時 に 結 合 さ れ る 。 な お さ ら な る 態
様 に お い て 、 試 料 は 、 一 次 抗 体 と 二 次 抗 体 に 連 続 し て 結 合 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 試 料 中 の ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン （ hPTH） の 環 式 ア ナ ロ グ
を 検 出 す る 方 法 で あ り 、 こ こ で 該 環 式 ア ナ ロ グ は 、 配 列 番 号 ： １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。
該 方 法 は 、 一 次 抗 体 と 二 次 抗 体 が hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ 上 の エ ピ ト ー プ に 関 し て 競 合 し 、 hP
THの 環 式 ア ナ ロ グ と 、 一 次 抗 体 ま た は 二 次 抗 体 の い ず れ か と の 免 疫 複 合 体 を 形 成 す る 条 件
下 で 、 試 料 を 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 一 次 抗 体 ま た は そ の 抗 原
結 合 断 片 、 お よ び hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 二 次 抗 体 ま た は そ の 抗
原 結 合 断 片 と 結 合 さ せ る こ と 、 お よ び 免 疫 複 合 体 を 検 出 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 免 疫 複 合
体 の 検 出 は 、 試 料 中 の hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 存 在 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン （ hPTH） の 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性
を 有 す る 、 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 を 含 む 、 キ ッ ト で あ り 、 こ こ で 該 環 式 ア ナ ロ グ は
、 ア ミ ノ 酸 配 列 ： 配 列 番 号 ： １ を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン （ hPTH） の 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る
結 合 特 異 性 を 有 す る 、 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 を 含 む 、 キ ッ ト で あ り 、 こ こ で 該 環 式
ア ナ ロ グ は 、 配 列 番 号 ： ２ お よ び 配 列 番 号 ： ３ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を
含 む 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン （ hPTH） の 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る
結 合 特 異 性 を 有 す る 、 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 を 含 む 、 キ ッ ト で あ り 、 こ こ で 該 環 式
ア ナ ロ グ は 、 配 列 番 号 ： ４ 、 配 列 番 号 ： ５ ま た は 配 列 番 号 ： １ ０ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 は 、 検 出
可 能 な 標 識 に 結 合 さ れ る 。 な お さ ら な る 態 様 に お い て 、 該 キ ッ ト は 、 該 標 識 を 検 出 す る 試
薬 ； hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 結 合 す る 二 次 抗 体 ； な ら び に 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 、 希 釈 剤 、 溶 媒 お
よ び 停 止 溶 液 を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 、 酵 素
標 識 さ れ た 一 次 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 ； [Leu 2 7 ]シ ク ロ (Glu 2 2 -Lys 2 6 )hPTH-(1-31)
（ 配 列 番 号 ： １ ０ ） に 結 合 す る ビ オ チ ン 化 二 次 抗 体 ； 該 酵 素 の 基 質 と し て 用 い る た め の 色
発 生 基 質 （ color-producing substrate） 溶 液 ； ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 マ イ ク ロ タ イ タ
ー プ レ ー ト ； な ら び に 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 、 希 釈 剤 、 溶 媒 お よ び 停 止 溶 液 を 含 む 、 キ ッ ト で あ
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る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 Glu 1 と Lys 5 の 間 で 環 式 化 さ れ る 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ： Glu-Trp-Leu-Arg-
Lys（ 配 列 番 号 ： １ ） か ら な る 抗 原 性 ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 Glu 1 と Lys 5 の 間 で 環 式 化 さ れ る 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ： Glu-Tr
p-Leu-Arg-Lys-Leu-Leu（ 配 列 番 号 ： ２ ） か ら な る 抗 原 性 ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 Glu 5 と Lys 9 の 間 で 環 式 化 さ れ る 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ： Met-Gl
u-Arg-Val-Glu-Trp-Leu-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-Asp-Val（ 配 列 番 号 ： ３ ） か ら な る 抗 原 性
ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 Glu 6 と Lys 1 0 の 間 で 環 式 化 さ れ る 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ： Cys-M
et-Glu-Arg-Val-Glu-Trp-Leu-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-Asp-Val-NH2 （ 配 列 番 号 ： １ ２ ） か ら
な る 抗 原 性 ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 抗 体 お よ び 方 法 は 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 提 供 す る と い う
、 特 定 の 利 点 を 有 す る 。 特 に 、 抗 体 が 直 鎖 hPTHア ナ ロ グ と 共 に 有 す る 交 差 反 応 が 無 視 で き
る か 、 ま た は 存 在 し な い た め に 、 該 抗 体 お よ び 方 法 は 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 新 規
の 認 識 を 提 供 す る よ う 設 計 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
（ 発 明 の 詳 細 な 説 明 ）
　 本 発 明 は 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 、 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合
断 片 、 な ら び に か か る 抗 体 を 利 用 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン （ human parathyroid hormone） （ hPTH） は 、 以 下 の ア ミ ノ 酸 配
列 で 表 さ れ る 、 84個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド で あ る ：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

hPTHは 高 カ ル シ ウ ム ホ ル モ ン で あ り 、 骨 カ ル シ ウ ム の 吸 収 を 増 加 さ せ る こ と 、 腸 か ら の カ
ル シ ウ ム の 吸 収 を 増 加 さ せ る こ と 、 お よ び 腎 臓 で の 腎 細 管 に お け る 発 生 期 の 尿 か ら の カ ル
シ ウ ム の 吸 収 を 増 加 さ せ る こ と に よ っ て 、 血 中 カ ル シ ウ ム 濃 度 を 上 昇 さ せ る よ う 機 能 す る
。 継 続 的 に 浸 出 す る 低 濃 度 の hPTHは 、 骨 か ら カ ル シ ウ ム を 除 き 得 る が 、 同 じ 低 用 量 を 断 続
的 に 注 射 す る と 、 骨 成 長 が 実 際 に 促 進 さ れ 得 る 。 hPTHの ア ナ ロ グ は 、 骨 回 復 の 活 性 が 増 加
し て い る こ と が わ か っ て い る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 場 合 、 語 句 「 hPTHの ア ナ ロ グ 」 は 、 hPTHと 同 様 ま た は 実 質 的 に 同
様 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 任 意 の 天 然 ま た は 合 成 ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。 例 え ば 、 hPTH
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の ア ナ ロ グ は 、 hPTHの ア ミ ノ 酸 配 列 と 約 25％ 、 35％ 、 50％ 、 60％ 、 70％ 、 80％ 、 85％ 、 90
％ 、 95％ ま た は 99％ の 同 一 性 を 共 有 し 得 る 。 hPTHの ア ナ ロ グ と し て は 、 ア ミ ノ 酸 置 換 、 欠
失 お よ び ／ ま た は 付 加 を 有 す る も の が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 該 ア ナ ロ グ は 、 1つ 以 上 の ア
ミ ノ 酸 が 、 同 様 の 化 学 的 お よ び ／ ま た は 物 理 的 性 質 （ 例 え ば 、 電 荷 、 構 造 、 極 性 、 疎 水 性
、 親 水 性 ） を 有 す る （ 1つ ま た は 複 数 の ） ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ た 、 1つ 以 上 の 保 存 的 ア ミ ノ
酸 置 換 を 有 し 得 る 。 以 下 の 群 内 で の 、 別 の ア ミ ノ 酸 に よ る ア ミ ノ 酸 の 置 換 は 、 保 存 的 ア ミ
ノ 酸 置 換 で あ る ； Ala、 Val、 Leu、 Ile； Ser、 Thr； Asp、 Glu； Asn、 Gln； Lys、 Arg； Phe
、 Tyr。 他 の 態 様 に お い て 、 1つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 置 換 が hPTHに 起 こ り 、 hPTHの 生 物 学 的 活 性
を 促 進 し 得 る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,955,425号 に は 、 Lys 2 7 が Leu、 Ile、 ノ ル ロ イ シ ン 、
Met、 Val、 Ala、 Trpま た は Phe等 の 疎 水 性 残 基 で 置 換 さ れ た 、 hPTHア ナ ロ グ が 記 載 さ れ て
い る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ま た 、 hPTHの ア ナ ロ グ は 、 hPTHの 少 な く と も 1つ の 生 物 学 的 活 性 を 有 す る 、 天 然 ま た は
合 成 ペ プ チ ド を 包 含 す る 。 hPTHの 生 物 学 的 活 性 と し て は 、 骨 カ ル シ ウ ム の 吸 収 を 増 加 さ せ
る こ と 、 腸 か ら の カ ル シ ウ ム の 吸 収 を 増 加 さ せ る こ と 、 お よ び 腎 臓 で の 腎 細 管 に お け る 発
生 期 の 尿 か ら の カ ル シ ウ ム の 吸 収 を 増 加 さ せ る こ と に よ る 、 血 中 カ ル シ ウ ム 濃 度 を 上 昇 さ
せ る 能 力 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 hPTHの ア ナ ロ グ と し て は ま た 、 hPTHの 天 然 の ア ミ ノ 酸 （ 配 列 番 号 ： １ １ ） が 欠 失 し た 断
片 も 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 hPTHア ナ ロ グ と し て は 、 hPTH　 配 列 番 号 ： １ １ の ア ミ ノ 酸 1～ 3
4、 ア ミ ノ 酸 1～ 33、 ア ミ ノ 酸 1～ 32、 ア ミ ノ 酸 1～ 31、 ア ミ ノ 酸 1～ 29お よ び ア ミ ノ 酸 1～ 28
が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 場 合 、 語 句 「 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ 」 は 、 上 述 の よ う に 、 hPTHの 少
な く と も 1つ の ア ミ ノ 酸 対 の 間 （ hPTHの 少 な く と も 2つ の ア ミ ノ 酸 の 間 ） で 環 式 化 （ cycliz
ed） さ れ る 、 任 意 の 天 然 ま た は 合 成 hPTHポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 す る
場 合 、 用 語 「 環 式 化 」 は 、 少 な く と も 1対 の ア ミ ノ 酸 が 共 に 連 結 さ れ て 鎖 上 に 環 式 領 域 を
形 成 す る 、 ペ プ チ ド 鎖 を 含 む 。 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 環 式 領 域 」 は 、 ペ プ チ
ド 鎖 中 の 2つ の 連 結 し た 、 隣 接 し て い な い ア ミ ノ 酸 の 間 お よ び 該 2つ の ア ミ ノ 酸 を 含 む 全 て
の ア ミ ノ 酸 を 包 含 す る 。 例 え ば 、 環 式 hPTHア ナ ロ グ [Leu 2 7 ]シ ク ロ (Glu 2 2 -Lys 2 6 )hPTH-(1-
31)（ 配 列 番 号 ： １ ０ ） に お い て 、 環 式 領 域 は 、 ア ミ ノ 酸 22、 23、 34、 25お よ び 26を 包 含
す る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 hPTHア ナ ロ グ は 、 hPTH　 配 列 番 号 ： １ １ お よ び そ の 断 片 の ア
ミ ノ 酸 Glu 2 2 と Lys 2 6 の 間 ま た は Lys 2 6 と Asp 3 0 の 間 等 の 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 対 の 側 鎖 の 結 合
を 含 む 、 ラ ク タ ム の 形 成 に よ っ て 環 式 化 さ れ る 。 チ オ エ ス テ ル 、 エ ス テ ル 若 し く は エ ー テ
ル を 含 む も の 等 の 他 の 型 の 環 式 化 も ま た 可 能 で あ り 、 ま た は 、 例 え ば hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ
を 、 hPTH　 配 列 番 号 ： １ １ の ア ミ ノ 酸 Lys 1 3 お よ び Ser 1 7 で 、 両 方 の 位 置 が シ ス テ イ ン 残 基
で 置 換 さ れ た 場 合 の 、 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 の 形 成 に よ っ て 形 成 し 得 る 。 他 の 位 置 に お け る 環
式 化 も ま た 、 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 骨 損 傷 の 回 復 に お い て 活 性 の あ る hPTHの 種 々 の ア ナ ロ グ は 、 米 国 特 許 第 5,556,940号 、
米 国 特 許 第 5,955,425号 、 米 国 特 許 第 6,110,892号 、 米 国 特 許 第 6,316,410号 お よ び 米 国 特
許 第 6,541,450号 に 開 示 さ れ て い る 。 上 記 の そ れ ぞ れ の 米 国 特 許 の 全 教 示 は 、 参 照 に よ っ
て 本 明 細 書 中 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ は 、 環 式 化 が Glu 1 と Lys 5 の 間 で 起 こ る 、 ア ミ ノ
酸 配 列 ： Glu-Trp-Leu-Arg-Lys（ 配 列 番 号 ： １ ） を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ は 、 環 式 化 が Glu 1 と Lys 5 の 間 で 起 こ る 、 ア ミ ノ
酸 配 列 ： Glu-Trp-Leu-Arg-Lys-Leu-Leu（ 配 列 番 号 ： ２ ） を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
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　 別 の 態 様 に お い て 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ は 、 環 式 化 が Glu 5 と Lys 9 の 間 で 起 こ る 、 ア ミ ノ
酸 配 列 ： Met-Glu-Arg-Val-Glu-Trp-Leu-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-Asp-Val（ 配 列 番 号 ： ３ ）
で 表 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　
　
　
　
　
　
　
　

で 表 さ れ 、 こ こ で 、 該 環 式 ア ナ ロ グ は Glu 2 2 と Lys 2 6 の 間 で 環 式 化 さ れ ； Rは 水 素 ま た は 任
意 の 直 鎖 も し く は 分 枝 鎖 ア ル キ ル 、 ア シ ル も し く は ア リ ー ル 基 で あ り ； Xaa1は セ リ ン 、 ア
ラ ニ ン 、 ノ ル ロ イ シ ン ま た は α ア ミ ノ イ ソ 酪 酸 で あ り ； Xaa8は メ チ オ ニ ン 、 ノ ル イ ソ ロ イ
シ ン ま た は 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 で あ り ； Xaa13は リ シ ン 、 オ ル ニ チ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 ア ス パ
ラ ギ ン 酸 、 シ ス テ イ ン ま た は ホ モ シ ス テ イ ン で あ り ； Xaa14は ヒ ス チ ジ ン ま た は 水 溶 性 ア
ミ ノ 酸 で あ り ； Xaa15は ロ イ シ ン ま た は 水 溶 性 ア ミ ノ 酸 で あ り ； Xaa16は ア ス パ ラ ギ ン ま た
は 水 溶 性 ア ミ ノ 酸 で あ り ； Xaa17は セ リ ン ま た は 水 溶 性 ア ミ ノ 酸 で あ り ； 及 び Yは His-X、 H
is-Asn-X、 ま た は His-Asn-Phe-Xで あ り 、 こ こ で Xは NH 2 ま た は OHで あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　
　
　

　
　
　
　
　
　

で 表 さ れ 、 こ こ で 該 環 式 ア ナ ロ グ は Glu 2 2 と Lys 2 6 の 間 で 環 式 化 さ れ ； Xaa14は ヒ ス チ ジ ン
ま た は リ シ ン で あ り ； Xaa15は ロ イ シ ン 、 リ シ ン ま た は ア ル ギ ニ ン で あ り ； Xaa16は ア ス パ
ラ ギ ン 、 オ ル ニ チ ン 、 ホ モ シ ト ル リ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 ア ル ギ ニ ン 、 リ シ ン 、 d-リ シ ン
、 セ リ ン ま た は グ リ シ ン で あ り ； Xaa17は セ リ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 リ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン
酸 、 オ ル ニ チ ン 、 シ ス テ イ ン 、 ホ モ シ ス テ イ ン ま た は ア ル ギ ニ ン で あ り ； 及 び Yは His-X、
His-Asn-Xま た は His-Asn-Phe-Xで あ り ； こ こ で Xは NH 2 ま た は OHで あ る 。 別 の 態 様 に お い て
、 Xaa14～ Xaa17の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 His-Lys-Lys-Lys（ 配 列 番 号 ： ６ ） 、 His-Leu-Lys-Lys
（ 配 列 番 号 ： ７ ） 、 Lys-Lys-Lys-Lys(配 列 番 号 ： ８ )、 お よ び His-Leu-Lys-Ser（ 配 列 番 号
： ９ ） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ は 、 配 列 番 号 ： １ ０ ：
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の ア ミ ノ 酸 配 列 で 表 さ れ 、 こ こ で 該 ア ナ ロ グ は 、 Glu 2 2 と Lys 2 6 の 間 で 環 式 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 場 合 、 「 ア ル キ ル 基 」 は 、 そ の 炭 素 原 子 の 1つ か ら の 単 一 の 共 有
結 合 を 介 し て 分 子 中 の 別 の 基 に 結 合 し た 、 分 子 中 の 飽 和 炭 化 水 素 で あ る 。 ア ル キ ル 基 は 、
環 式 ま た は 非 環 式 、 分 枝 ま た は 非 分 枝 （ 直 鎖 ） で あ り 得 、 直 鎖 ま た は 分 枝 の 場 合 は 置 換 ま
た は 非 置 換 で あ り 得 る 。 ア ル キ ル 基 は 、 典 型 的 に は 約 1～ 約 12個 の 炭 素 原 子 、 例 え ば 約 1～
約 6個 の 炭 素 原 子 、 ま た は 約 1～ 約 4個 の 炭 素 原 子 を 有 す る 。 環 式 の 場 合 、 ア ル キ ル 基 は 、
典 型 的 に は 、 約 3～ 約 10個 の 炭 素 、 例 え ば 約 3～ 約 8個 の 炭 素 原 子 、 例 え ば シ ク ロ プ ロ ピ ル
基 、 シ ク ロ ブ チ ル 基 、 シ ク ロ ペ ン チ ル 基 、 シ ク ロ ヘ キ シ ル 基 、 シ ク ロ ヘ プ チ ル 基 ま た は シ
ク ロ オ ク チ ル 基 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 場 合 、 「 ア シ ル 基 」 は 、 式 -C(O)Rで 表 さ れ 、 こ こ で Rは ア ル キ ル
基 で あ る 。 ア シ ル 基 の 1つ 以 上 の 水 素 原 子 が 置 換 さ れ 得 る 。 ア ル キ ル お よ び ア シ ル 基 の 適
切 な 置 換 基 と し て は 、 -OH、 -O(R')、 -O-CO-(R')、 -NO 2 、 -COOH、 =O、 -NH 2 、 -NH(R')、 -N(
R') 2 、 -COO(R')、 -CONH 2 、 -CONH(R')、 -CON(R') 2 お よ び グ ア ニ ジ ン が 挙 げ ら れ る 。 各 R'は
、 独 立 し て 、 ア ル キ ル 基 ま た は ア リ ー ル 基 で あ る 。 こ れ ら の 基 は 、 ア リ ー ル 基 に よ っ て さ
ら に 置 換 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 ア ル キ ル 基 が 芳 香 族 基 と 置 換 さ れ て ア リ ー ル ア ル キ ル 基 を 形
成 し 得 る ） 。 置 換 さ れ た ア ル キ ル ま た は ア シ ル 基 は 、 1つ よ り 多 い 置 換 基 を 有 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 場 合 、 「 ア リ ー ル 基 」 と し て は 、 フ ェ ニ ル 、 p-ト ル イ ル 、 1-ナ フ
チ ル 、 2-ナ フ チ ル 、 1-ア ン ト ラ シ ル お よ び 2-ア ン ト ラ シ ル 等 の 炭 素 環 式 芳 香 族 基 が 挙 げ ら
れ る 。 ア リ ー ル 基 と し て は ま た 、 N-イ ミ ダ ゾ リ ル 、 2-イ ミ ダ ゾ ー ル 、 2-チ エ ニ ル 、 3-チ エ
ニ ル 、 2-フ ラ ニ ル 、 3-フ ラ ニ ル 、 2-ピ リ ジ ル 、 3-ピ リ ジ ル 、 4-ピ リ ジ ル 、 2-ピ リ ミ ジ ル 、
4-ピ リ ミ ジ ル 、 2-ピ ラ ニ ル 、 3-ピ ラ ニ ル 、 3-ピ ラ ゾ リ ル 、 4-ピ ラ ゾ リ ル 、 5-ピ ラ ゾ リ ル 、
2-ピ ラ ジ ニ ル 、 2-チ ア ゾ リ ル 、 4-チ ア ゾ リ ル 、 5-チ ア ゾ リ ル 、 2-オ キ サ ゾ リ ル 、 4-オ キ サ
ゾ リ ル お よ び 5-オ キ サ ゾ リ ル 等 の ヘ テ ロ 芳 香 族 基 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 ア リ ー ル 基 と し て は ま た 、 炭 素 環 式 、 脂 環 式 ま た は 芳 香 族 環 も し く は ヘ テ ロ ア リ ー ル 環
が 1つ 以 上 の 他 の ヘ テ ロ ア リ ー ル ま た は ア リ ー ル 環 に 融 合 し た 、 融 合 多 環 式 芳 香 族 環 系 も
挙 げ ら れ る 。 例 と し て は 、 2-ベ ン ゾ チ エ ニ ル 、 3-ベ ン ゾ チ エ ニ ル 、 2-ベ ン ゾ フ ラ ニ ル 、 3-
ベ ン ゾ フ ラ ニ ル 、 2-イ ン ド リ ル 、 3-イ ン ド リ ル 、 2-キ ノ リ ニ ル 、 3-キ ノ リ ニ ル 、 2-ベ ン ゾ
チ ア ゾ ー ル 、 2-ベ ン ゾ オ キ サ ゾ ー ル 、 2-ベ ン ズ イ ミ ダ ゾ ー ル 、 2-キ ノ リ ニ ル 、 3-キ ノ リ ニ
ル 、 1-イ ソ キ ノ リ ニ ル 、 3-キ ノ リ ニ ル 、 1-イ ソ イ ン ド リ ル お よ び 3-イ ソ イ ン ド リ ル が 挙 げ
ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 の 、 適 切 な 天 然 の 「 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 」 と し て は 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 ア ラ
ニ ン 、 バ リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 プ ロ リ ン 、 メ チ オ ニ ン お よ び グ リ シ ン が 挙 げ ら れ る が
、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 の 組 み 合 わ せ も ま た 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 適 切 な 天 然 の 「 水 溶 性 ア ミ ノ 酸 」 と し て は 、 セ リ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 ア ス
パ ラ ギ ン 酸 塩 お よ び グ ル タ ミ ン 酸 塩 、 リ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 シ ス テ イ ン 、 ス
レ オ ニ ン 、 オ ル ニ チ ン お よ び チ ロ シ ン が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 水 溶 性 ア
ミ ノ 酸 の 組 み 合 わ せ も ま た 、 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
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　 非 天 然 の ア ミ ノ 酸 も ま た 用 い ら れ 得 、 例 え ば 、 β ア ミ ノ 酸 が 挙 げ ら れ る 。 ア ミ ノ 酸 の D
お よ び Lの 両 方 の 立 体 配 置 な ら び に ラ セ ミ 混 合 物 が 用 い ら れ 得 る 。 適 切 な ア ミ ノ 酸 と し て
は ま た 、 ア ミ ノ 酸 誘 導 体 ま た は ア ナ ロ グ を 挙 げ る こ と が で き る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 場
合 、 ア ミ ノ 酸 ア ナ ロ グ と し て は 、 以 下 の 式 を 有 す る ア ミ ノ 酸 の Dま た は L立 体 配 置 が 挙 げ ら
れ る ： -NH-CHR-CO-、 こ こ で Rは 脂 肪 族 基 、 置 換 脂 肪 族 基 、 ベ ン ジ ル 基 、 置 換 ベ ン ジ ル 基 、
芳 香 族 基 ま た は 置 換 芳 香 族 基 で あ り 、 こ こ で Rは 天 然 の ア ミ ノ 酸 の 側 鎖 に 相 当 し な い 。 本
明 細 書 中 で 使 用 す る 場 合 、 脂 肪 族 基 と し て は 、 完 全 に 飽 和 し て い る か 、 窒 素 、 酸 素 ま た は
硫 黄 等 の 1つ ま た は 2つ の ヘ テ ロ 原 子 を 含 む 、 お よ び ／ ま た は 1単 位 以 上 の 不 飽 和 を 含 む 、
直 鎖 、 分 枝 ま た は 環 式 C1～ C8炭 化 水 素 が 挙 げ ら れ る 。 芳 香 族 ま た は ア リ ー ル 基 と し て は 、
フ ェ ニ ル お よ び ナ フ チ ル 等 の 炭 素 環 式 芳 香 族 基 な ら び に イ ミ ダ ゾ リ ル 、 イ ン ド リ ル 、 チ エ
ニ ル 、 フ ラ ニ ル 、 ピ リ ジ ル 、 ピ ラ ニ ル 、 オ キ サ ゾ リ ル 、 ベ ン ゾ チ エ ニ ル 、 ベ ン ゾ フ ラ ニ ル
、 キ ノ リ ニ ル 、 イ ソ キ ノ リ ニ ル お よ び ア ク リ ジ ニ ル （ acridintyl） 等 の 複 素 環 式 芳 香 族 基
が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 脂 肪 族 、 芳 香 族 ま た は ベ ン ジ ル 基 の 適 切 な 置 換 基 と し て は 、 -OH、 ハ ロ ゲ ン （ -Br、 -Cl
、 -Iお よ び -F） 、 -O（ 脂 肪 族 、 置 換 脂 肪 族 、 ベ ン ジ ル 、 置 換 ベ ン ジ ル 、 ア リ ー ル ま た は 置
換 ア リ ー ル 基 ） 、 -CN、 -NO2、 -COOH、 -NH2、 -NH（ 脂 肪 族 基 、 置 換 脂 肪 族 、 ベ ン ジ ル 、 置
換 ベ ン ジ ル 、 ア リ ー ル ま た は 置 換 ア リ ー ル 基 ） 、 -N（ 脂 肪 族 基 、 置 換 脂 肪 族 、 ベ ン ジ ル 、
置 換 ベ ン ジ ル 、 ア リ ー ル ま た は 置 換 ア リ ー ル 基 ） 2 、 -COO（ 脂 肪 族 基 、 置 換 脂 肪 族 、 ベ ン
ジ ル 、 置 換 ベ ン ジ ル 、 ア リ ー ル ま た は 置 換 ア リ ー ル 基 ） 、 -CONH 2 、 -CONH（ 脂 肪 族 、 置 換
脂 肪 族 基 、 ベ ン ジ ル 、 置 換 ベ ン ジ ル 、 ア リ ー ル ま た は 置 換 ア リ ー ル 基 ） 、 -SH、 -S（ 脂 肪
族 、 置 換 脂 肪 族 、 ベ ン ジ ル 、 置 換 ベ ン ジ ル 、 芳 香 族 ま た は 置 換 芳 香 族 基 ） お よ び -NH-C(=N
H)-NH 2 が 挙 げ ら れ る 。 置 換 ベ ン ジ ル ま た は 芳 香 族 基 は ま た 、 脂 肪 族 ま た は 置 換 脂 肪 族 基 を
置 換 基 と し て 有 し 得 る 。 置 換 脂 肪 族 基 は ま た 、 ベ ン ジ ル 、 置 換 ベ ン ジ ル 、 ア リ ー ル ま た は
置 換 ア リ ー ル 基 を 置 換 基 と し て 有 し 得 る 。 置 換 脂 肪 族 、 置 換 芳 香 族 ま た は 置 換 ベ ン ジ ル 基
は 、 1つ 以 上 の 置 換 基 を 有 し 得 る 。 ア ミ ノ 酸 置 換 基 の 修 飾 は 、 例 え ば 、 親 水 性 で あ る 天 然
の ア ミ ノ 酸 の 脂 肪 親 和 性 ま た は 疎 水 性 を 高 め 得 る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 多 く の 適 切 な ア ミ ノ 酸 、 ア ミ ノ 酸 ア ナ ロ グ お よ び そ の 塩 は 、 市 販 で あ り 得 る 。 他 の も の
は 、 当 該 分 野 で 公 知 の 方 法 で 合 成 さ れ 得 る 。 合 成 技 術 は 、 例 え ば 、 Greenお よ び Wuts、 「 P
rotecting Groups in Organic Synthesis」 、 John Wiley and Sons、 第 5章 お よ び 第 7章 、
1991年 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ 得 る 塩 も ま た 、 本 発
明 に 含 ま れ る 。 十 分 に 酸 性 な 官 能 基 、 十 分 に 塩 基 性 な 官 能 基 ま た は そ の 両 方 を 有 す る 、 本
明 細 書 中 に 開 示 さ れ る hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ は 、 多 く の 有 機 ま た は 無 機 塩 基 、 な ら び に 無 機
お よ び 有 機 酸 の い ず れ か と 反 応 し て 、 塩 を 形 成 し 得 る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 塩 基 付 加 塩 と し て は 、 ア ン モ ニ ウ ム ま た は ア ル カ リ ま た は ア ル カ リ 土 類 金 属 の 水 酸 化 物
、 炭 酸 塩 、 炭 酸 水 素 塩 等 の 無 機 塩 基 由 来 の も の が 挙 げ ら れ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 塩 の
調 製 に 有 用 な か か る 塩 基 と し て は 、 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 、 水 酸 化 カ リ ウ ム 、 水 酸 化 ア ン モ ニ
ウ ム 、 炭 酸 カ リ ウ ム 等 が 挙 げ ら れ る 。 塩 基 付 加 塩 と し て は ま た 、 メ チ ル ア ミ ン 、 エ チ ル ア
ミ ン お よ び ト リ エ チ ル ア ミ ン 等 の 有 機 塩 基 由 来 の も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ と 塩 基 性 基 か ら の 酸 付 加 塩 の 形 成 に 一 般 的 に 用 い ら れ る 酸 は 、 塩 酸
、 臭 化 水 素 酸 、 ヨ ウ 過 水 素 酸 、 硫 酸 、 リ ン 酸 等 の 無 機 酸 等 、 お よ び p-ト ル エ ン ス ル ホ ン 酸
、 メ タ ン ス ル ホ ン 酸 、 シ ュ ウ 酸 、 p-ブ ロ モ フ ェ ニ ル － ス ル ホ ン 酸 、 炭 酸 、 コ ハ ク 酸 、 ク エ
ン 酸 、 安 息 香 酸 、 酢 酸 等 の 有 機 酸 等 で あ る 。 か か る 塩 の 例 と し て は 、 硫 酸 塩 、 ピ ロ 硫 酸 塩
、 重 硫 酸 塩 、 亜 硫 酸 塩 、 重 亜 硫 酸 塩 、 リ ン 酸 塩 、 モ ノ ヒ ド ロ キ シ リ ン 酸 塩 、 ジ ヒ ド ロ キ シ
リ ン 酸 塩 、 メ タ リ ン 酸 塩 、 ピ ロ リ ン 酸 塩 、 塩 化 物 、 臭 化 物 、 ヨ ウ 化 物 、 酢 酸 塩 、 プ ロ ピ オ
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ン 酸 塩 、 デ カ ン 酸 塩 、 カ プ リ ル 酸 塩 、 ア ク リ ル 酸 塩 、 ギ 酸 塩 、 イ ソ 酪 酸 塩 、 カ プ ロ ン 酸 塩
、 ヘ プ タ ン 酸 塩 、 プ ロ ピ オ ー ル 酸 塩 、 シ ュ ウ 酸 塩 、 マ ロ ン 酸 塩 、 コ ハ ク 酸 塩 、 ス ベ リ ン 酸
塩 、 セ バ シ ン 酸 塩 、 フ マ ル 酸 塩 、 マ レ イ ン 酸 塩 、 ブ チ ン -1,4-ジ オ エ ー ト 、 ヘ キ シ ン -1,6-
ジ オ エ ー ト 、 安 息 香 酸 塩 、 ク ロ ロ ベ ン ゾ エ ー ト 、 メ チ ル ベ ン ゾ エ ー ト 、 ジ ニ ト ロ ベ ン ゾ エ
ー ト 、 ヒ ド ロ キ シ ベ ン ゾ エ ー ト 、 メ ト キ シ ベ ン ゾ エ ー ト 、 フ タ ル 酸 塩 、 ス ル ホ ン 酸 塩 、 キ
シ レ ン ス ル ホ ン 酸 塩 、 フ ェ ニ ル 酢 酸 塩 、 フ ェ ニ ル プ ロ ピ オ ン 酸 塩 、 フ ェ ニ ル 酪 酸 塩 、 ク エ
ン 酸 塩 、 乳 酸 塩 、 γ － ヒ ド ロ キ シ 酪 酸 塩 、 グ リ コ ー ル 酸 塩 、 酒 石 酸 塩 、 メ タ ン ス ル ホ ン 酸
塩 、 プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 塩 、 ナ フ タ レ ン -1-ス ル ホ ン 酸 塩 、 ナ フ タ レ ン -2-ス ル ホ ン 酸 塩 、
マ ン デ ル 酸 塩 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン （ hPTH） の 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る
結 合 特 異 性 を 有 す る 、 （ 1つ 以 上 の ） 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 で あ る 。 本 明 細 書 中 で
使 用 す る 場 合 、 用 語 「 抗 体 」 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 両 方 を 包 含
す る 。 用 語 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル は 、 抗 体 調 製 物 の 均 一 性 の 程 度 に つ い
て い い 、 特 定 の 生 成 方 法 に 限 定 す る こ と を 意 図 し な い 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 抗 原 で 免
疫 化 さ れ た 動 物 の 血 清 に 由 来 す る 抗 体 分 子 の 不 均 一 な 集 団 で あ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は
、 実 質 的 に 均 一 な 、 抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 の 集 団 を 含 み 、 こ の 集 団 は 、 実 質 的 に 類 似 し た エ
ピ ト ー プ 結 合 部 位 を 含 む 。 か か る 抗 体 は 、 IgG、 IgM、 IgE、 IgA、 IgDを 含 む 任 意 の 免 疫 グ
ロ ブ リ ン ク ラ ス の も の 、 お よ び そ の サ ブ ク ラ ス の も の で あ り 得 る 。 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結
合 断 片 は 、 単 離 ま た は 精 製 さ れ 得 る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 場 合 、 「 単 離 」 ま た は 「 精 製
」 は （ 例 え ば 、 部 分 的 ま た は 実 質 的 に ） 、 そ れ が 生 成 さ れ る 媒 体 中 に 含 ま れ る 物 質 等 の 他
の 物 質 か ら 分 離 さ れ た 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 を 包 含 す る 。 あ る 態 様 に お い て 、 単 離
ま た は 精 製 さ れ た 抗 体 ま た は 抗 原 結 合 断 片 は 、 組 成 物 （ 粗 抽 出 物 ） の 一 部 で あ る 。 別 の 態
様 に お い て 、 抗 体 ま た は 抗 原 結 合 断 片 は 、 実 質 的 に 、 抗 体 も し く は 抗 原 結 合 断 片 が 由 来 す
る 供 給 源 由 来 の 物 質 も し く は 混 入 タ ン パ ク 質 を 含 ま な い か 、 ま た は 組 換 え に よ っ て 生 成 さ
れ た 場 合 に は 、 実 質 的 に 化 学 物 質 前 駆 体 も し く は 他 の 化 学 物 質 を 含 ま な い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 、 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 と し て
は 、 例 え ば 、 単 鎖 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 哺 乳 動 物 （ 例 え ば ヒ ト ） 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 CDR移
植 抗 体 （ 例 え ば 霊 長 類 化 抗 体 ） 、 ベ ニ ア 化 抗 体 （ veneered antibodies） 、 多 価 抗 体 （ 例
え ば 二 価 ） お よ び 二 特 異 的 抗 体 （ bispecific antibodies） が 挙 げ ら れ る 。 キ メ ラ 、 CDR移
植 ま た は ベ ニ ア 化 単 鎖 抗 体 は 、 異 な る 種 由 来 の 部 分 を 含 ん で お り 、 こ れ ら も ま た 本 発 明 お
よ び 用 語 「 抗 体 」 に 包 含 さ れ る 。 こ れ ら の 抗 体 の 様 々 な 部 分 は 、 従 来 の 技 術 に よ っ て 化 学
的 に 連 結 さ れ 得 る か 、 ま た は 遺 伝 子 工 学 的 技 術 を 用 い て 、 連 続 し た タ ン パ ク 質 と し て 調 製
さ れ 得 る 。 例 え ば 、 キ メ ラ ま た は ヒ ト 化 鎖 を コ ー ド す る 核 酸 を 発 現 し て 、 連 続 し た タ ン パ
ク 質 を 生 成 し 得 る 。 例 え ば 、 Cabillyら 、 米 国 特 許 第 4,816,567号 ； Cabillyら 、 欧 州 特 許
第 0,125,023号 B1； Bossら 、 米 国 特 許 第 4,816,397号 ； Bossら 、 欧 州 特 許 第 0,120,694号 B1
； Neuberger, M.S.ら 、 WO 86/01533； Neuberger, M.S.ら 、 欧 州 特 許 第 0,194,276号 B1； Wi
nter、 米 国 特 許 第 5,225,539号 ； Winter、 欧 州 特 許 第 0,239,400号 B1； Queenら 、 欧 州 特 許
第 0 451 216号 B1； お よ び Padlan, E.A.ら 、 EP 0 519 596 A1参 照 。 ま た 、 霊 長 類 化 抗 体 に
つ い て は Newman, R.ら 、 BioTechnology, 10: 1455-1460 (1992)を 、 単 鎖 抗 体 に つ い て は L
adnerら 、 米 国 特 許 第 4,946,778号 お よ び Bird, R.E.ら 、 Science, 242: 423-426 (1988))
を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 場 合 、 語 句 「 哺 乳 動 物 抗 体 」 は 、 可 変 お よ び 定 常 領 域 （ 存 在 す れ
ば ） が 、 哺 乳 動 物 生 殖 細 胞 系 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 に 由 来 す る 核 酸 配 列 に よ っ て コ ー ド さ
れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 抗 体 を 含 む 。 「 哺 乳 動 物 抗 体 」 は 、 適 切 な イ ン ビ ボ 発 現 系 （
例 え ば 、 ヒ ト 、 ヒ ト 抗 体 を 発 現 す る 組 換 え 動 物 ） に お い て 生 物 学 的 過 程 の 結 果 と し て 生 じ
る 、 生 殖 細 胞 系 で コ ー ド さ れ な い 配 列 （ 例 え ば 、 Nヌ ク レ オ チ ド 、 Pヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び
体 細 胞 性 変 異 、 親 和 性 変 異 、 ク ロ ー ン の 選 択 等 の 親 和 性 の 高 い 抗 体 を 生 成 す る 過 程 の 一 部
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と し て 生 じ 得 る 変 異 に よ る ） を 含 み 得 る 。 あ る 態 様 に お い て 、 抗 体 は 、 可 変 お よ び 定 常 領
域 （ 存 在 す れ ば ） が 、 ヒ ト （ ホ モ ・ サ ピ エ ン ス （ Homo sapiens） ） 生 殖 細 胞 系 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 遺 伝 子 由 来 の 核 酸 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 ヒ ト 抗 体 で あ る
。 抗 体 、 そ の 抗 原 結 合 断 片 、 お よ び 抗 体 の 部 分 ま た は 領 域 が 、 例 え ば 、 必 要 な 核 酸 配 列 を
有 す る 非 ヒ ト 起 源 の 核 酸 （ 例 え ば 合 成 核 酸 ） の 発 現 に よ っ て 、 生 成 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 CDR移 植 抗 体 」 は 、 抗 体 の 骨 格 領 域 と 天 然 に は 会 合
し な い 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） を 含 む 、 抗 体 を 含 む 。 一 般 に 、 CDRは 、 第 一 の 種 の 抗 体 に 由
来 し 、 骨 格 領 域 お よ び 定 常 領 域 （ 存 在 す れ ば ） は 異 な る 種 の 抗 体 に 由 来 す る 。 CDR移 植 抗
体 は 、 「 ヒ ト 化 抗 体 」 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 ヒ ト 化 抗 体 」 は 、 ヒ ト 起 源 で な い CDRな ら び に ヒ ト
起 源 の 骨 格 お よ び ／ ま た は 定 常 領 域 を 含 む 、 抗 体 を 含 む 。 例 え ば 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 非 ヒ ト
起 源 の 抗 体 （ 例 え ば 、 ネ ズ ミ （ 例 え ば マ ウ ス 、 ラ ッ ト ） 抗 体 等 の 天 然 の 抗 体 、 人 工 の 抗 体
） 由 来 の CDR、 な ら び に ヒ ト 起 源 の 骨 格 お よ び 定 常 領 域 （ 存 在 す れ ば ） （ 例 え ば 、 ヒ ト 骨
格 領 域 、 ヒ ト コ ン セ ン サ ス 骨 格 領 域 、 ヒ ト 定 常 領 域 （ 例 え ば 、 C L 、 C H 1、 ヒ ン ジ 、 C H 2、 C H
3、 C H 4） ） を 含 み 得 る 。 非 ヒ ト 起 源 の CDRな ら び に ヒ ト 起 源 の 骨 格 お よ び 定 常 領 域 （ 存 在
す れ ば ） を 含 む CDR移 植 単 鎖 抗 体 （ 例 え ば CDR移 植 scFv） も ま た 、 用 語 、 ヒ ト 化 抗 体 に 包 含
さ れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 ヒ ト 化 抗 体 は 、 標 準 的 な 方 法 ま た は 他 の 適 切 な 技 術 を 用 い た 合 成 ま た は 組 換 え DNA技 術
を 用 い て 生 成 さ れ 得 る 。 ヒ ト 化 可 変 領 域 を コ ー ド す る 核 酸 （ 例 え ば cDNA） 配 列 も ま た 、 PC
R変 異 誘 発 法 を 用 い て 構 築 し 、 前 も っ て ヒ ト 化 さ れ た 可 変 領 域 由 来 の DNA鋳 型 等 の 、 ヒ ト ま
た は ヒ ト 化 鎖 を コ ー ド す る DNA配 列 を 改 変 し 得 る （ 例 え ば 、 Kamman, M.ら 、 Nucl. Acids R
es., 17: 5404 (1989)） ; Sato, K.ら 、 Cancer Research, 53: 851-856 (1993); Daugher
ty, B.L.ら 、 Nucleic Acids Res., 19(9): 2471-2476 (1991); お よ び Lewis, A.P.お よ び
J.S. Crowe, Gene, 101: 297-302 (1991)参 照 ） 。 こ れ ら ま た は 他 の 適 切 な 方 法 を 用 い て
、 バ リ ア ン ト も 容 易 に 生 成 し 得 る 。 あ る 態 様 に お い て 、 ク ロ ー ン 化 さ れ た 可 変 領 域 を 変 異
さ せ 得 、 所 望 の 特 異 性 を 有 す る バ リ ア ン ト を コ ー ド す る 配 列 を 選 択 し 得 る （ 例 え ば 、 フ ァ
ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー か ら ； 例 え ば 、 Krebberら 、 U.S.5,514,548； Hoogenboomら 、 WO 93/0621
3参 照 ） 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 キ メ ラ 抗 体 」 は 、 異 な る 起 源 由 来 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン
の 部 分 を 含 む 、 抗 体 を 含 む 。 キ メ ラ 抗 体 を 含 む 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ど の 部 分 も 、 ヒ ト 起 源 で
あ る 必 要 は な い 。 例 え ば 、 キ メ ラ 抗 体 は 、 非 ヒ ト 領 域 （ 例 え ば 齧 歯 動 物 ） の 抗 原 結 合 領 域
お よ び 非 ヒ ト 霊 長 類 起 源 の 定 常 領 域 （ 例 え ば 、 チ ン パ ン ジ ー 骨 格 領 域 、 チ ン パ ン ジ ー 定 常
領 域 （ 例 え ば C L 、 C H 1、 ヒ ン ジ 、 C H 2、 C H 3、 C H 4） ） を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 単 鎖 抗 体 （ 例 え ば 、 単 鎖 Fv（ scFv） ） で あ り 得 、 天 然 の 抗 体 に は 見 ら
れ な い リ ン カ ー 部 分 （ 例 え ば リ ン カ ー ペ プ チ ド ） を 含 み 得 る 。 例 え ば 、 scFvは 、 重 鎖 可 変
領 域 を 軽 鎖 可 変 領 域 に 連 結 す る 、 約 2～ 約 20個 の グ リ シ ン 残 基 ま た は 他 の 適 切 な リ ン カ ー
等 の リ ン カ ー ペ プ チ ド を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 二 特 異 的 抗 体 で あ り 得 る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 場 合 、 「 二 特
異 的 抗 体 」 は 、 2つ の 異 な る 型 の 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む 。 二 特 異 的 抗 体 は 、 ト リ オ ー
マ お よ び ハ イ ブ リ ッ ド ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 分 泌 さ れ 得 る 。 一 般 に 、 ト リ オ ー マ は 、 ハ
イ ブ リ ド ー マ お よ び リ ン パ 球 （ 例 え ば 、 抗 体 分 泌 B細 胞 ） の 融 合 に よ っ て 形 成 さ れ 、 ハ イ
ブ リ ッ ド ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 2つ の ハ イ ブ リ ド ー マ の 融 合 に よ っ て 形 成 さ れ る 。 融 合 し て
ト リ オ ー マ ま た は ハ イ ブ リ ッ ド ハ イ ブ リ ド ー マ を 生 じ る 細 胞 の そ れ ぞ れ は 、 単 一 特 異 的 抗
体 を 生 じ る 。 し か し な が ら 、 ト リ オ ー マ お よ び ハ イ ブ リ ッ ド ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 異 な る 抗
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原 を 認 識 す る 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 抗 体 を 産 生 し 得 る 。 ト リ オ ー マ お よ び ハ イ ブ リ ッ ド ハ イ
ブ リ ド ー マ の 上 清 は 、 適 切 な ア ッ セ イ （ 例 え ば ELISA） を 用 い て 、 二 特 異 的 抗 体 に つ い て
ア ッ セ イ さ れ 得 、 二 特 異 的 抗 体 は 、 従 来 の 方 法 を 用 い て 精 製 さ れ 得 る （ 例 え ば 、 米 国 特 許
第 5,959,084号 （ Ringら ） 、 米 国 特 許 第 5,141,736号 （ Iwasaら ） 、 米 国 特 許 第 4,444,878号
、 第 5,292,668号 お よ び 第 5,523,210号 （ Paulusら ） お よ び 米 国 特 許 第 5,496,549号 （ Yamaz
akiら ） 参 照 ） 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 抗 原 結 合 断 片 は 、 例 え ば 単 鎖 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 CDR移 植 抗 体
（ 例 え ば 霊 長 類 化 抗 体 ） 、 ベ ニ ア 化 抗 体 お よ び 二 特 異 的 抗 体 の 断 片 を 含 む 、 抗 体 の 機 能 的
断 片 を 包 含 す る 。 抗 原 結 合 断 片 は 、 Fv、 Fab、 Fab'お よ び F(ab') 2 断 片 を さ ら に 包 含 す る 。
Fv、 Fab、 Fab'お よ び F(ab') 2 断 片 等 の 抗 原 結 合 断 片 は 、 酵 素 的 切 断 に よ っ て 、 ま た は 組 換
え 技 術 に よ っ て 、 生 成 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 パ パ イ ン ま た は ペ プ シ ン 切 断 に よ っ て 、 そ れ ぞ
れ Fabま た は F(ab') 2 断 片 を 生 じ 得 る 。 必 要 な 基 質 特 異 性 を 有 す る 他 の プ ロ テ ア ー ゼ を 用 い
て 、 Fabま た は F(ab') 2 断 片 を 生 じ る こ と も で き る 。 抗 原 結 合 断 片 も ま た 、 天 然 の 停 止 部 位
の 上 流 に 1つ 以 上 の 停 止 コ ド ン が 導 入 さ れ た 抗 体 遺 伝 子 を 用 い て 、 組 換 え に よ っ て 生 成 さ
れ 得 る 。 例 え ば 、 F(ab') 2 重 鎖 部 分 を コ ー ド す る キ メ ラ 遺 伝 子 を 、 重 鎖 の C H 1ド メ イ ン お よ
び ヒ ン ジ 領 域 を コ ー ド す る DNA配 列 を 含 む よ う に 設 計 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 抗 体 部 分 （ 例 え ば 、 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 、 抗 体 鎖 ま た
は そ の 抗 体 結 合 部 分 ） が 直 接 ま た は 間 接 的 に 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン 部 分 （ す な わ ち 天 然 に 見 ら
れ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン で は 生 じ な い 部 分 ） に 連 結 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は 免 疫 結 合 体 （
immunoconjugates） で あ り 得 る 。 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 単 一 の 連 続 し た ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 構
成 要 素 で あ る 、 抗 体 部 分 お よ び 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン 部 分 を 含 む 。 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン 部 分 は 、
抗 体 部 分 に 関 し て N末 端 、 C末 端 ま た は 内 部 に 位 置 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 抗 体 部 分 お よ び 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン 部 分 は 、 連 続 し た ポ リ ペ プ チ ド 鎖
の 一 部 で あ り 得 な い が 、 直 接 、 ま た は 任 意 の 適 切 な リ ン カ ー を 介 し て 間 接 的 に 、 連 結 ま た
は 結 合 さ れ 得 る 。 該 部 分 の 連 結 ま た は 結 合 に 適 し た 方 法 は 、 当 該 分 野 で 周 知 で あ る 。 （ 例
え ば 、 Ghetieら 、 Pharmacol. Ther. 63: 209-34 (1994)参 照 ） 。 免 疫 結 合 体 を 調 製 す る た
め の 、 様 々 な 適 切 な リ ン カ ー （ 例 え ば ヘ テ ロ 二 官 能 性 試 薬 ） お よ び 方 法 は 、 当 該 分 野 で 周
知 で あ る 。 （ 例 え ば 、 Hermanson, G.T.、 Bioconjugate Techniques, Academic Press: Sa
n Diego, CA (1996)参 照 。 ） 免 疫 結 合 体 へ の 封 入 に 適 切 な 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン 部 分 と し て は
、 ト キ シ ン 等 の 治 療 的 部 分 （ 例 え ば サ イ ト ト キ シ ン 、 細 胞 障 害 性 因 子 ） 、 治 療 剤 （ 例 え ば
、 化 学 治 療 剤 、 代 謝 拮 抗 物 質 、 ア ル キ ル 化 剤 、 ア ン ト ラ サ イ ク リ ン 、 抗 生 物 質 、 抗 有 糸 分
裂 剤 、 生 物 的 反 応 修 飾 物 質 （ 例 え ば サ イ ト カ イ ン （ 例 え ば イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 イ ン タ ー フ
ェ ロ ン 、 腫 瘍 壊 死 因 子 ） 、 成 長 因 子 （ 例 え ば 、 神 経 栄 養 因 子 ） ） 、 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 活 性
化 因 子 ） 、 放 射 性 核 種 （ 例 え ば 放 射 性 イ オ ン ） 、 酵 素 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 抗 原 」 ま た は 「 抗 原 性 ペ プ チ ド 」 は 、 抗 体 ま た は そ
の 抗 原 結 合 断 片 に 結 合 さ れ 得 る 分 子 ま た は 分 子 の 一 部 を 包 含 し 、 こ れ は さ ら に 、 動 物 に 、
そ の 抗 原 の エ ピ ト ー プ に 結 合 し 得 る 抗 体 の 産 生 を 誘 導 し 得 る 。 抗 原 は 、 高 度 に 選 択 的 に 、
そ の 対 応 す る 抗 体 と 反 応 し 、 他 の 抗 原 に よ っ て 惹 起 さ れ 得 る 他 の 多 く の 抗 体 と 反 応 し な い
。 特 定 の 態 様 に お い て 、 抗 原 ま た は 抗 原 性 ペ プ チ ド は 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 エ ピ ト ー プ 」 は 、 抗 原 ま た は 抗 原 性 ペ プ チ ド の 、 抗
体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 に よ っ て 認 識 お よ び 結 合 さ れ 得 る 部 分 を い う 。 抗 原 ま た は 抗 原
性 ペ プ チ ド は 、 1つ よ り 多 い エ ピ ト ー プ を 含 み 得 る 。 あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 ま
た は そ の 抗 原 結 合 断 片 は 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ 上 の エ ピ ト ー プ に 結 合 し 、 こ こ で エ ピ ト ー
プ は 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 環 式 領 域 で あ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は そ
の 抗 原 結 合 断 片 は 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ 上 の エ ピ ト ー プ に 結 合 し 、 こ こ で エ ピ ト ー プ は 、

10

20

30

40

50

(19) JP 2008-500966 A 2008.1.17



hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 環 式 領 域 の 少 な く と も 1つ の ア ミ ノ 酸 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 場 合 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 は 、 hPTHの 非 環 式 ア
ナ ロ グ に 結 合 す る よ り 高 い 親 和 性 で hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 結 合 す る 場 合 に 、 hPTHの 環 式 ア
ナ ロ グ に 対 す る 「 結 合 特 異 性 」 を 有 す る 。 抗 体 が hPTHの 非 環 式 ア ナ ロ グ に 結 合 す る よ り 高
い 親 和 性 で hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 結 合 す る 場 合 、 抗 体 は 、 少 な く と も 部 分 的 に 、 hPTH環 式
ア ナ ロ グ の 環 式 領 域 に 結 合 す る （ 抗 体 は hPTH環 式 ア ナ ロ グ の 全 て ま た は 一 部 の 環 式 領 域 に
結 合 す る ） 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 、 本
発 明 の 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 は 、 配 列 番 号 ： １ の 少 な く と も 1つ の ア ミ ノ 酸 を 認 識
し 、 こ れ に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 場 合 、 本 発 明 の 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 は 、 hPTHの 環 式 ア ナ
ロ グ に 、 hPTHの 非 環 式 ア ナ ロ グ に 結 合 す る よ り も 少 な く と も 20％ 高 い 親 和 性 、 少 な く と も
50％ 高 い 親 和 性 、 少 な く と も 80％ 高 い 親 和 性 、 ま た は 少 な く と も 90％ 高 い 親 和 性 で 結 合 す
る 場 合 に 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 は 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 、 （ 1つ 以 上 の ） 抗 体 ま た
は そ の 抗 原 結 合 断 片 に 関 す る 。 環 式 ア ナ ロ グ は 、 単 離 さ れ た ペ プ チ ド 鎖 で あ り 得 る か 、 ま
た は よ り 大 き い ペ プ チ ド の 環 式 領 域 を 表 し 得 る 。 あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 hPTHの 環
式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 、 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 に 関 し 、 こ こ で 該
環 式 ア ナ ロ グ は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ： Glu-Trp-Leu-Arg-Lys（ 配 列 番 号 ： １ ） を 含 む 。 配 列 番
号 ： １ は 、 Glu 1 お よ び Lys 5 の 位 置 の ア ミ ノ 酸 の 間 で 環 式 化 さ れ る 。 配 列 番 号 ： １ は 、 単 離
さ れ た ペ プ チ ド 鎖 で あ り 得 る か 、 ま た は よ り 大 き い ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 環 式 領 域 を 表 し 得 る
。 特 定 の 態 様 に お い て 、 配 列 番 号 ： １ は 、 対 生 物 活 性 hPTH環 式 ア ナ ロ グ の 環 式 領 域 を 表 す
。 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 対 生 物 活 性 hPTH環 式 ア ナ ロ グ 」 は 、 上 述 の よ う に 、
環 式 領 域 お よ び hPTHの 少 な く と も 1つ の 生 物 学 的 活 性 を 有 す る 、 任 意 の 天 然 ま た は 合 成 hPT
Hア ナ ロ グ を い う 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 配 列 番 号 ： １ は 、 [Leu 2 7 ]シ ク ロ (Glu 2 2 -Lys 2 6 )h
PTH-(1-31)（ 配 列 番 号 ： １ ０ ） の 22～ 26位 を 表 す 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 hPTHの 環 式 ア ナ
ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 に 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ は
、 配 列 番 号 ： １ の 1～ 5位 の 少 な く と も 1つ の ア ミ ノ 酸 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 断 片 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ： Glu-Trp-Leu-Arg-Ly
s-Leu-Leu（ 配 列 番 号 ： 2)を 含 む hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 。 配 列
番 号 ： 2は Glu 1 と Lys 5 位 の ア ミ ノ 酸 間 で 環 化 さ れ る 。 配 列 番 号 ： 2は 、 単 離 さ れ た ペ プ チ ド
鎖 で あ り 得 、 又 は よ り 大 き な ペ プ チ ド 鎖 の 環 式 領 域 を 示 し 得 る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 配
列 番 号 ： 2は 配 列 番 号 ： 10の 22～ 28位 の ア ミ ノ 酸 を 示 す 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 hPTHの 環
式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 断 片 に よ っ て 認 識 さ れ る エ
ピ ト ー プ は 配 列 番 号 ： 2の 1～ 5位 の 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 断 片 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ： Met-Glu-Arg-Val-Gl
u-Trp-Leu-Arg-Lys-Leu-Leu-Gln-Asp-Val（ 配 列 番 号 ： 3)を 含 む hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対
す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 。 配 列 番 号 ： 3は Glu 5 と Lys 9 位 の ア ミ ノ 酸 間 で 環 化 さ れ る 。 配 列
番 号 ： 3は 、 単 離 さ れ た ペ プ チ ド 鎖 で あ り 得 、 又 は よ り 大 き な ペ プ チ ド 鎖 の 環 式 領 域 を 示
し 得 る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 配 列 番 号 ： 3は 、 環 式 hPTHア ナ ロ グ の 配 列 番 号 ： 10の 18～ 3
1位 の ア ミ ノ 酸 を 示 す 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を
有 す る 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 断 片 に よ っ て 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ は 配 列 番 号 ： 3の 5～ 9位
の 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 断 片 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
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こ こ で ： 環 式 ア ナ ロ グ が Glu 2 2 と Lys 2 6 の 間 で 環 化 さ れ ； Rが 水 素 又 は 任 意 の 直 鎖 若 し く は
分 枝 鎖 ア ル キ ル 、 ア シ ル 若 し く は ア リ ー ル 基 で あ り ； Xaa1が セ リ ン 、 ア ラ ニ ン 、 ノ ル ロ イ
シ ン 、 又 は α － ア ミ ノ イ ソ 酪 酸 で あ り ； Xaa8が メ チ オ ニ ン 、 ノ ル イ ソ ロ イ シ ン 、 又 は 疎 水
性 ア ミ ノ 酸 で あ り ； Xaa13が リ シ ン 、 オ ル ニ チ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 シ ス
テ イ ン 、 又 は ホ モ シ ス テ イ ン で あ り ； Xaa14が ヒ ス チ ジ ン 又 は 水 溶 性 ア ミ ノ 酸 で あ り ； Xaa
15が ロ イ シ ン 又 は 水 溶 性 ア ミ ノ 酸 で あ り ； Xaa16が ア ス パ ラ ギ ン 又 は 水 溶 性 ア ミ ノ 酸 で あ
り ； Xaa17が セ リ ン 又 は 水 溶 性 ア ミ ノ 酸 で あ り ； 及 び Yが His-X、 His-Asn-X、 又 は His-Asn-
Phe-Xで あ り ； こ こ で Xは NH 2 又 は OHで あ る 、 を 含 む hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異
性 を 有 す る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体
又 は そ の 抗 原 結 合 断 片 に よ っ て 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ は 、 配 列 番 号 ： ４ の ２ ２ ～ ２ ６ 位 の
少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 断 片 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
　
　
　
　
　
　
　
　
　

こ こ で ： 環 式 ア ナ ロ グ が Glu 2 2 と Lys 2 6 の 間 で 環 化 さ れ ； Xaa14が ヒ ス チ ジ ン ま た は リ シ ン
で あ り ； Xaa15が ロ イ シ ン 、 リ シ ン 、 又 は ア ル ギ ニ ン で あ り ； Xaa16が ア ス パ ラ ギ ン 、 オ ル
ニ チ ン 、 ホ モ シ ト ル リ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 ア ル ギ ニ ン 、 リ シ ン 、 d-リ シ ン 、 セ リ ン 、 又
は グ リ シ ン で あ り ； Xaa17が セ リ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 リ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 オ ル ニ チ
ン 、 シ ス テ イ ン 、 ホ モ シ ス テ イ ン 、 又 は ア ル ギ ニ ン で あ り ； 及 び Yが His-X、 His-Asn-X、
又 は His-Asn-Phe-Xで あ り ； こ こ で Xは NH 2 又 は OHで あ る 、 を 含 む hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対
す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 。 別 の 態 様 に お い て 、 Xaa14～ Xaa17の ア ミ ノ 酸 配 列 が His-Lys-Ly
s-Lys（ 配 列 番 号 ： 6） 、 His-Leu-Lys-Lys（ 配 列 番 号 ： 7） 、 Lys-Lys-Lys-Lys（ 配 列 番 号
： 8） 、 及 び His-Leu-Lys-Ser（ 配 列 番 号 ： 9） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。 特 定 の 態 様 に
お い て 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 断 片 に よ
っ て 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ は 、 配 列 番 号 ： 5の 22～ 26位 の 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 を 含
む 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ：
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こ こ で ： 環 式 ア ナ ロ グ は Glu 2 2 と Lys 2 6 の 間 で 環 化 さ れ る 、 を 含 む hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対
す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 断 片 で あ る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 hPTHの
環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 断 片 で 認 識 さ れ る エ ピ ト
ー プ は 、 配 列 番 号 ： 10の 22～ 26位 の 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る （ １ つ 以 上 の ） 抗 体 又
は そ の 抗 原 結 合 断 片 を 生 成 す る 方 法 に 関 す る 。 抗 体 は 、 当 業 者 に 公 知 の 技 術 を 用 い て 生 成
さ れ 得 る 。 例 え ば 、 抗 原 性 ペ プ チ ド を 調 製 し 、 使 用 す る 、 並 び に ポ リ ク ロ ー ナ ル 及 び モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 成 す る 様 々 な 方 法 が 、 当 該 分 野 で 公 知 で あ る （ 例 え ば 、 Kohlerら 、 Na
ture,256:495-497(1975)及 び Eur. J. Immunol. 6: 511-519(1976); Milstein ら 、 Nature
 266: 550-552(1977);Koprowskiら 、 米 国 特 許 第 4,172,124号 ; Harlow, E.及 び  D. Lane,1
988, Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory: Cold Sprin
g Harbor, NY); Current Protocols In Molecular Biology, Vol.2 (Supplement 27, Sum
mer '94), Ausubel, F.M.ら 、 編 、 (John Wiley & Sons: New York, NY), Chapter 11, (1
991)参 照 ） 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 １ つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 及 び そ の 抗 原 結 合 断 片 を 生 成 す る 方 法 は 、 hPTHの 環
式 ア ナ ロ グ に 対 す る 抗 体 が 動 物 で 産 生 さ れ る 条 件 下 で 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ 又 は そ の 断 片
を 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 。 １ つ の 態 様 に お い て 、 抗 原 性 ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： 1で あ
る 。 別 の 態 様 に お い て 、 抗 原 性 ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ： 2で あ る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い
て 、 抗 原 性 ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ： 3で あ る 。 他 の 態 様 に お い て 、 抗 原 性 ペ プ チ ド は 、 配
列 番 号 ： 4、 配 列 番 号 ： 5、 配 列 番 号 ： 10、 配 列 番 号 ： 12及 び 配 列 番 号 ： 13か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 様 々 な 動 物 （ 例 え ば 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 ラ ク ダ 、 ラ マ 、 ヒ ツ ジ 、 ニ ワ ト
リ 、 又 は ヒ ト ） が 、 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 断 片 の 生 成 方 法 に お い て 使 用 さ れ 得 る 。 か か る
抗 原 性 ペ プ チ ド の 動 物 へ の 投 与 は 、 制 限 さ れ な い が 皮 下 、 腹 腔 内 、 又 は 筋 肉 内 注 射 を 含 み
、 任 意 の 様 々 な 方 法 に よ っ て 達 成 さ れ 得 る 。 認 め ら れ る よ う に 、 投 与 さ れ る 抗 原 性 ペ プ チ
ド の 量 は 、 使 用 さ れ る 特 定 の ペ プ チ ド 並 び に 被 移 植 体 動 物 に 応 じ て 変 化 す る 。 hPTHの 環 式
ア ナ ロ グ の 最 初 の 投 与 又 は 免 疫 化 後 に 、 動 物 は 1回 以 上 の さ ら な る 免 疫 化 増 強 を 受 け 得 る
。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 ア ジ ュ バ ン ト 等 の 、 動 物 に お け る 免 疫 応 答 の 刺 激 も ま た 、 本 発 明 の 抗 体 と 組 み 合 わ せ て
投 与 さ れ 得 る 。 か か る ア ジ ュ バ ン ト の 例 と し て 、 フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、 フ ロ イ ン
ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、 モ ン タ ニ ド ISAア ジ ュ バ ン ト 、 Ribjア ジ ュ バ ン ト 、 ハ ン タ ー タ イ
タ ー マ ッ ク ス 、 及 び ア ル ミ ニ ウ ム 塩 ア ジ ュ バ ン ト が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ を 投 与 さ れ た 動 物 の 抗 体 価 は 、 慣 例 の 出 血 等 の 当 該 分 野 で 周 知 の 任
意 の 様 々 な 技 術 で モ ニ タ ー さ れ 得 る 。 抗 血 清 は 次 に 単 離 さ れ （ 例 え ば 、 遠 心 分 離 で ） 、 そ
の 後 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 親 和 性 を 有 す る 抗 体 の 存 在 に つ い て ス ク リ ー ニ ン
グ す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
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　 お よ そ 高 い 価 の 抗 体 が 得 ら れ た 時 、 抗 体 は 、 動 物 か ら 血 液 を 採 取 し 、 抗 血 清 を 回 収 す る
こ と に よ っ て 動 物 か ら 単 離 さ れ る 。 得 ら れ た 抗 血 清 は ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 さ れ 、 本 発 明 の
抗 体 を 得 る こ と が で き る 。 当 該 分 野 で 周 知 で あ る よ う に 、 抗 血 清 は 、 固 相 に 前 記 抗 原 性 ペ
プ チ ド が 結 合 し た 分 離 カ ラ ム へ の 導 入 等 の 一 般 の 技 術 で 精 製 さ れ 得 る 。 抗 血 清 は 、 次 に 洗
浄 さ れ 、 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 性 を 有 さ な い 抗 体 を 除 去 し 得 、 抗 原 性 ペ プ チ ド に 特
異 的 な 残 存 結 合 抗 体 は 、 最 終 的 に そ こ か ら 溶 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 一 般 に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の た め に 、 ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 適 切 な 不 死 の 細 胞 株 （ 例 え ば
、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 又 は ヘ テ ロ ミ エ ロ ー マ ） を 抗 体 産 生 細 胞 と 融 合 す る こ と で 生 成 さ れ る
。 抗 体 産 生 細 胞 は 、 目 的 の 抗 原 で 免 疫 化 し た 適 切 な 動 物 の 、 末 梢 血 液 又 は 、 好 ま し く は 脾
臓 若 し く は リ ン パ 節 か ら 生 成 さ れ 得 る 。 融 合 細 胞 （ ハ イ ブ リ ド ー マ ） は 、 選 択 的 培 養 条 件
を 使 用 し て 単 離 さ れ 得 、 限 界 希 釈 で ク ロ ー ン 化 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 抗 体 又 は 抗 原 結 合 断 片 （ 例 え ば 、 任 意 の 前 記 の ヒ ト 、 ヒ ト 化 し
た 、 キ メ ラ 抗 体 若 し く は 軽 鎖 若 し く は 重 鎖 ） 又 は 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 を 含 む
単 離 及 び ／ 又 は 組 換 え （ 例 え ば 、 実 質 的 に 純 粋 な も の を 含 む ） 核 酸 を 使 用 し 、 抗 体 を 生 成
す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 明 細 書 中 で 「 単 離 さ れ た 」 と 称 す る 核 酸 は 、 そ の 本 来 の 環 境 （ 例 え ば 、 細 胞 中 又 は ラ
イ ブ ラ リ ー 等 の 核 酸 の 混 合 物 中 ） に お い て 他 の 物 質 （ 例 え ば 、 ゲ ノ ム DNA、 cDNA及 び ／ 又
は RNA等 の 他 の 核 酸 ） か ら 分 離 さ れ た 核 酸 で あ る 。 単 離 さ れ た 核 酸 は 、 ベ ク タ ー （ 例 え ば
プ ラ ス ミ ド ） の 一 部 と し て 単 離 さ れ 得 る 。 核 酸 は 、 天 然 で あ り 得 、 化 学 合 成 、 生 物 学 的 及
び 化 学 的 方 法 の 組 み 合 わ せ （ 例 え ば 、 半 合 成 ） に よ っ て 生 成 さ れ 得 、 任 意 の 適 切 な 方 法 を
使 用 し て 単 離 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 明 細 書 で 「 組 換 え 」 と 称 さ れ る 核 酸 は 、 例 え ば 、 制 限 酵 素 、 相 同 組 換 え 、 ウ イ ル ス 等
を 使 用 し て ベ ク タ ー 又 は 染 色 体 に ク ロ ー ニ ン グ す る 等 の 人 工 組 換 え に 従 う 方 法 、 及 び ポ リ
メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)を 使 用 し て 調 製 さ れ た 核 酸 を 含 む 組 換 え DNA方 法 で 生 成 さ れ た 核 酸
で あ る 。 「 組 換 え 」 核 酸 は ま た 、 細 胞 の 天 然 機 構 若 し く は 組 換 え を 可 能 に す る 修 飾 細 胞 （
例 え ば 、 Cre又 は 他 の 適 切 な リ コ ン ビ ナ ー ゼ を 発 現 す る よ う に 修 飾 さ れ た 細 胞 ） か ら の 内
在 性 又 は 外 来 性 核 酸 の 組 換 え か ら 生 じ た も の で あ る が 、 組 換 え を 確 実 に し 、 か つ 確 実 に す
る よ う に 意 図 さ れ た 核 酸 の 細 胞 へ の 導 入 後 の た め に 選 択 さ れ る 。 例 え ば 、 機 能 上 、 再 構 成
さ れ た ヒ ト 抗 体 の 導 入 遺 伝 子 は 、 組 換 え 核 酸 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 上 記 記 載 の 方 法 に よ っ て 生 成 さ れ る （ １ つ 以 上 の ） 抗 体 又 は そ の 抗 原 結
合 断 片 に 関 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 本 発 明 の 、 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 断 片
は 、 様 々 な 方 法 に 有 用 で あ る 。 本 発 明 の １ つ の 側 面 に お い て 、 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 断 片
は hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 存 在 を 検 出 す る ア ッ セ イ 又 は 免 疫 ア ッ セ イ 等 の 方 法 に お い て 有 用
で あ る 。 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 場 合 、 用 語 「 免 疫 ア ッ セ イ 」 は 、 抗 体 － 抗 原 相 互 作 用 の 特
異 性 に 依 存 す る 診 断 技 術 で あ り 、 こ れ は 抗 原 と し て の そ の 作 用 に よ る 物 質 の 検 出 又 は 定 量
を す る の に 有 用 で あ る 。 典 型 的 で 、 適 切 な 免 疫 ア ッ セ イ 技 術 と し て は 、 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ
（ EIA） 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ （ ELISA） 、 放 射 線 免 疫 ア ッ セ イ （ RIA） 、 及 び 蛍 光
免 疫 ア ッ セ イ が 挙 げ ら れ る 。 様 々 な 臨 床 免 疫 ア ッ セ イ 手 順 が 、 Immunoassays for the 80'
s, A. Vollerら 、 （ 編 ） 、 University Park, 1981に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 の １ つ の 側 面 は 、 試 料 中 の hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ を 検 出 す る 方 法 で あ る 。 該 方 法 は
、 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 断 片 と hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ と の 間 で の 免 疫 複 合 体 の 形 成 に 適 切 な
条 件 下 で 、 本 発 明 の 方 法 で 生 成 さ れ る 、 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 断 片 と 試 料 を 結 合 さ せ る こ
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と を 含 む 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 は 、 試 料 中 の hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ を 検 出 す る 方 法 で あ り 、 該 環 式 ア ナ
ロ グ は 配 列 番 号 ： 1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 本 発 明 の こ の 側 面 に お い て 、 試 料 は 、 抗 体 と h
PTHの 環 式 ア ナ ロ グ と の 間 で の 免 疫 複 合 体 の 形 成 に 適 切 な 条 件 下 で 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ
に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 、 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 断 片 と 結 合 さ せ る 。 免 疫 複 合 体 は 次
に 検 出 さ れ 得 、 免 疫 複 合 体 の 検 出 は 、 試 料 中 の hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 存 在 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 は 、 試 料 中 の hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ を 検 出 す る 方 法 で あ り 、 該 環 式 ア ナ
ロ グ は 、 配 列 番 号 ： 1、 配 列 番 号 ： 2、 配 列 番 号 ： 3、 配 列 番 号 ： 4、 配 列 番 号 ： 5、 及 び 配
列 番 号 ： 10か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 本 発 明 の こ の 側 面 に お い て 、
試 料 は 、 一 次 抗 体 及 び 二 次 抗 体 の 両 方 と hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 免 疫 複 合 体 の 形 成 に 適 切 な
条 件 下 で 、 配 列 番 号 ： 1を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 に 結 合 特 異 性 を 有 す る 一 次 抗 体 又 は そ の 抗 原
結 合 断 片 と 結 合 さ せ 、 か つ hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ と 結 合 す る 二 次 抗 体 と 結 合 さ せ る 。 免 疫 複
合 体 は 次 に 検 出 さ れ 、 免 疫 複 合 体 の 検 出 は 、 試 料 中 の hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 存 在 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 は 、 試 料 中 の hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ を 検 出 す る 方 法 で あ り 、 該 環 式 ア ナ
ロ グ は 配 列 番 号 ： 10の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 本 発 明 の こ の 側 面 に お い て 、 試 料 は 、 配 列 番
号 ： 10と 抗 体 と の 間 で の 免 疫 複 合 体 の 形 成 に 適 切 な 条 件 下 で 、 配 列 番 号 ： 1を 含 む ア ミ ノ
酸 配 列 に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 断 片 と 結 合 さ せ る 。 免 疫 複 合 体
は 次 に 検 出 さ れ 得 、 免 疫 複 合 体 の 検 出 は 試 料 中 の hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 存 在 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 は 、 試 料 中 の hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ を 検 出 す る 免 疫 ア ッ セ イ で あ り 、 該
環 式 ア ナ ロ グ は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ： 配 列 暗 号 ： 10を 含 む 。 本 発 明 の こ の 側 面 に お い て 、 試 料
は 、 配 列 番 号 ： 10が 一 次 抗 体 及 び 二 次 抗 体 と 結 合 し 、 免 疫 複 合 体 を 形 成 す る 条 件 下 で 、 配
列 場 号 ： 1を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 一 次 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 断
片 と 結 合 さ せ 、 か つ 配 列 番 号 ： 10と 結 合 す る 二 次 抗 体 と 結 合 さ せ る 。 免 疫 複 合 体 は 次 に 検
出 さ れ 、 免 疫 複 合 体 の 検 出 は 試 料 中 の 配 列 番 号 ： 10の 存 在 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 便 宜 の た め に 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合
断 片 は 「 一 次 抗 体 」 と し て 標 識 さ れ る 。 別 の 抗 体 が hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 検 出 の た め に 本
発 明 の 方 法 で 使 用 さ れ る 場 合 、 か か る 抗 体 は 、 「 二 次 抗 体 」 と し て 標 識 さ れ る 。 こ れ ら の
標 識 は 、 抗 体 に つ い て の 如 何 な る 順 序 も 付 与 せ ず 、 同 定 の 目 的 の た め に だ け 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 本 発 明 の １ つ の 側 面 に お い て 、 一 次 抗 体 、 二 次 抗 体 若 し く は 抗 原 の い ず れ か は 、 固 相 支
持 又 は 担 体 上 で 固 定 さ れ 得 、 所 望 の 種 類 の 単 離 を 容 易 に す る 。 「 固 相 支 持 」 又 は 「 担 体 」
と は 、 例 え ば 、 ナ イ ロ ン 、 ガ ラ ス 繊 維 、 又 は 高 分 子 物 質 等 の 多 孔 質 物 質 等 の 当 該 分 野 で 公
知 で あ る 任 意 の 様 々 な 型 で あ り 得 る 、 抗 原 又 は 抗 体 と 結 合 可 能 な 任 意 の 支 持 を 意 図 す る 。
支 持 物 質 は 、 結 合 分 子 と そ の 特 異 的 抗 体 又 は 抗 原 と の 間 で の 免 疫 複 合 体 の 形 成 を 可 能 に す
る 限 り 、 事 実 上 、 任 意 の 可 能 な 構 造 形 状 を 有 し 得 る 。 か く し て 、 支 持 形 状 は 、 ビ ー ズ に お
け る よ う な 球 状 、 若 し く は 試 験 管 の 内 部 表 面 に お け る よ う な 円 筒 、 又 は 棒 の 外 部 表 面 で あ
り 得 る 。 ま た 、 表 面 は 、 シ ー ト 、 試 験 ス ト リ ッ プ 等 の 平 坦 等 で あ り 得 る 。 特 定 の 支 持 は 、
マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル プ レ ー ト を 含 む 。 当 業 者 は 、 抗 体 又 は 抗 原 と 結 合 す る 他 の 多 く の
適 切 な 担 体 を 知 っ て い る か 、 あ る い は 慣 例 の 実 験 の 使 用 に よ っ て 同 じ も の を 見 出 し 得 る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 １ つ の 態 様 に お い て 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ を 含 む 試 料 は 、 固 相 支 持 上 に 固 定 さ れ る 。 支
持 は 、 次 に 適 切 な バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 さ れ 、 任 意 の 未 結 合 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ を 除 去 し 、 あ
る 量 の 一 次 抗 体 で 処 理 さ れ る 。 支 持 は 次 に 二 回 、 バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 さ れ 、 未 結 合 の 一 次 抗
体 を 除 去 す る 。 免 疫 複 合 体 が 一 次 抗 体 と hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ と の 間 で 形 成 さ れ る 場 合 は 、
次 に 検 出 さ れ 、 免 疫 複 合 体 の 検 出 は 試 料 中 の hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 存 在 を 示 す 。
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【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 一 次 抗 体 、 二 次 抗 体 、 又 は 抗 原 は 、 例 え ば 、 ビ オ チ ン 又 は
ビ オ チ ン を 含 む 分 子 と の コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン に よ っ て 固 相 支 持 に 結 合 さ れ 得 る 。 ビ オ チ ン
、 水 溶 性 ビ タ ミ ン の 有 用 性 は 、 卵 白 並 び に 鳥 類 、 爬 虫 類 及 び 両 生 類 の 組 織 に お い て 見 出 さ
れ る 、 四 量 体 タ ン パ ク 質 ア ビ ジ ン 又 は そ の 化 学 的 対 応 物 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 強 く 結 合
す る 能 力 か ら 生 じ る 。 ア ビ ジ ン と ビ オ チ ン の 相 互 作 用 は 、 公 知 の 最 も 強 力 な 非 共 有 親 和 性
の 中 の １ つ で あ り 、 約 1.3 x 10～ 15 Mの 解 離 定 数 を 示 す （ Hermanson,G.T., Bioconjugate
 Techniques, Academic Press, San Diego, CA(1996), p.570） 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 は 、 ビ オ サ イ チ ン 及 び ／ 又 は ビ オ チ ン ア ナ ロ グ
（ 例 え ば 、 ビ オ チ ン ア ミ ド カ プ ロ ン 酸 N-ハ イ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 ビ オ チ ン
－ PEO4－ N－ ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 ビ オ チ ン 4-ア ミ ド 安 息 香 酸 、 ビ オ チ ン
ア ミ ド カ プ ロ イ ル ヒ ド ラ ジ ド ） 並 び に ビ オ チ ン 誘 導 体 （ 例 え ば 、 ビ オ チ ン － デ キ ス ト ラ ン
、 ビ オ チ ン － ジ ス ル フ ィ ド － N－ ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 ビ オ チ ン － 6ア ミ ド
キ ノ リ ン 、 ビ オ チ ン ヒ ド ラ ジ ド 、 d－ ビ オ チ ン － N－ ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、
ビ オ チ ン マ レ イ ミ ド 、 d－ ビ オ チ ン p－ ニ ト ロ フ ェ ニ ル エ ス テ ル 、 ビ オ チ ン 化 ヌ ク レ オ チ ド
、 N.エ プ シ ロ ン .－ ビ オ チ ニ ル － 1－ リ シ ン 等 の ビ オ チ ン 化 ア ミ ノ 酸 ） で あ る （ 例 え ば 、 米
国 特 許 第 5,948,624号 参 照 ） 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 ア ビ ジ ン は 固 相 支 持 又 は 担 体 上 に 固 定 さ れ る （ 例 え ば 、 ア ビ ジ ン
含 有 マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル プ レ ー ト ） 。 ア ビ ジ ン と ビ オ チ ン の 後 の 相 互 作 用 は 次 に 、 固
相 支 持 上 で 一 次 抗 体 、 二 次 抗 体 、 又 は 抗 原 を 固 定 す る た め に 使 用 さ れ 、 そ れ ゆ え 所 望 の 種
類 を 捕 捉 又 は 単 離 し 得 る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 １ つ の 態 様 に お い て 、 一 次 抗 体 、 二 次 抗 体 、 又 は 抗 原 が 標 識 又 は 未 標 識 さ れ 得 る 。 未 標
識 の 場 合 、 試 料 中 の hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 存 在 は 、 適 切 な 手 段 、 例 え ば 、 凝 集 反 応 ア ッ セ
イ を 使 用 し て 検 出 さ れ 得 る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 用 語 「 標 識 」 は 、 異 種 混 合 物 中
に 存 在 す る 他 の 分 子 と 区 別 さ れ る 具 体 的 に 同 定 可 能 な 物 性 を 有 す る 、 検 出 可 能 な 部 分 で あ
る 。 適 切 な 標 識 と し て は 、 例 え ば 、 親 和 標 識 、 酵 素 標 識 、 蛍 光 基 、 化 学 発 光 基 、 及 び 放 射
活 性 標 識 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 １ つ の 態 様 に お い て 、 一 次 抗 体 、 二 次 抗 体 又 は 抗 原 は 、 直 接 的 又 は 間 接 的 に 標 識 さ れ る
。 一 次 抗 体 を 間 接 的 に 標 識 す る 場 合 に お い て 、 二 次 抗 体 又 は 抗 原 は 、 抗 体 又 は 抗 原 を 検 出
す る た め に 使 用 さ れ 得 る 、 別 の （ 即 ち 、 １ つ 以 上 の ） 適 切 な 試 薬 と 組 み 合 わ せ て 使 用 さ れ
得 る 。 か か る 試 薬 の 例 は 、 一 次 抗 体 、 二 次 抗 体 、 又 は 抗 原 を 認 識 し 、 か つ 結 合 す る 標 識 さ
れ た 抗 体 で あ り 、 試 料 中 の hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 量 を 検 出 又 は 定 量 す る た め に 使 用 さ れ 得
る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 一 次 抗 体 、 二 次 抗 体 又 は 抗 原 が 直 接 標 識 さ れ 得 る 方 法 の １ つ は 、 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ （ EI
A） 、 又 は 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ （ ELISA） に お い て 、 そ れ と 酵 素 を 結 合 す る こ と に よ
る も の で あ る 。 後 に そ の 基 質 に 曝 露 さ れ る 場 合 、 酵 素 は 、 例 え ば 、 分 光 光 度 、 蛍 光 定 量 に
よ っ て 、 又 は 視 覚 に よ る 手 段 （ 例 え ば 、 比 色 定 量 ） に よ っ て 検 出 さ れ 得 る 化 学 部 分 を 生 じ
る 基 質 と 反 応 す る 。 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ を 含 有 す る 試 料 を 酵 素 標 識 抗 体 と 結 合 さ せ る と 、
抗 体 と hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 間 で 結 合 が 起 こ る 。 こ れ ら の 結 合 し た hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ は
未 結 合 試 薬 か ら 分 離 さ れ 得 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 特 異 的 に 結 合 し た 抗 体 － 酵 素 コ ン ジ ュ
ゲ ー ト の 存 在 は 、 例 え ば 、 試 料 を 、 酵 素 に よ っ て 作 用 さ れ る 場 合 に 色 又 は 他 の 検 出 可 能 な
変 化 を 生 じ る 酵 素 の 基 質 と 接 触 さ せ る こ と で 測 定 さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 標 識 と し て 用 い ら れ 得 る 酵 素 と し て は 、 例 え ば 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
（ HRP） 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ AP） 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ （ β -gal） 、 グ ル コ ー
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ス オ キ シ ダ ー ゼ （ GO） 、 マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 及 び グ ル タ チ オ ン － S－ ト ラ ン ス フ ェ
ラ ー ゼ （ 例 え ば 、 Hermanson, G.T., Bioconjugate Techniques, Academic Press, San Di
ego, CA(1996)参 照 ； そ の 全 教 示 は 参 照 に よ っ て 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る ） が 挙 げ ら れ る 。
抗 体 の 検 出 及 び ／ 又 は 画 像 化 に 適 切 で あ る 1つ 以 上 の 特 性 を 有 す る 他 の 適 切 な 酵 素 、 タ ン
パ ク 質 及 び ／ 又 は ペ プ チ ド は ま た 、 標 識 と し て 用 い ら れ 得 る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 抗 体
は 、 HRPで 標 識 さ れ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 一 次 抗 体 、 二 次 抗 体 、 又 は 抗 原 を 放 射 活 性 標 識 す る こ と で 、 放 射 免 疫 ア ッ セ イ （ RIA）
の 使 用 に よ っ て hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 検 出 が 可 能 で あ る （ 例 え ば 、 Work, T.S.,ら 、 Labor
atory Techniques and Biochemistry in Molecular Biology , North Holland Publishin
g Company, N.Y.(1978)参 照 ） 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 放 射 活 性 ア イ ソ ト ー プ は 、 ガ ン マ 線 カ ウ ン タ ー 又 は シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー の 使 用
の よ う な 手 段 に よ っ て 又 は オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ っ て 検 出 さ れ 得 る 。 適 切 な 放 射 活
性 標 識 と し て は 、 限 定 さ れ な い が 、 ヨ ウ 素 － 131、 ヨ ウ 素 － 125、 ビ ス マ ス － 212、 イ ッ ト
リ ウ ム － 90、 イ ッ ト リ ウ ム － 88、 テ ク ネ チ ウ ム － 99m、 銅 － 67、 レ ニ ウ ム － 188、 レ ニ ウ ム
－ 186、 ガ リ ウ ム － 66、 ガ リ ウ ム － 67、 イ ン ジ ウ ム － 111、 イ ン ジ ウ ム － 114m、 イ ン ジ ウ ム
－ 115及 び ホ ウ 素 － 10（ 例 え ば 、 B－ フ ィ コ エ リ ト リ ン 、 R－ フ ィ コ エ リ ト リ ン 参 照 ） 及 び
前 記 の 任 意 の 誘 導 体 （ 例 え ば 、 Hermanson, G.T., Bioconjugate Techniques, Academic P
ress, San Diego, CA(1996), p. 364以 下 参 照 ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 一 次 抗 体 、 二 次 抗 体 、 又 は 抗 原 を 蛍 光 化 合 物 で 標 識 す る こ と も 可 能 で あ る 。 蛍 光 標 識 さ
れ た 抗 体 が 適 切 な 波 長 の 光 に 曝 露 さ れ る 時 、 そ の 存 在 は 次 に 蛍 光 に よ っ て 検 出 さ れ 得 る 。
中 で も 最 も 一 般 に 使 用 さ れ る 蛍 光 標 識 化 合 物 は 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ
オ シ ア ネ ー ト 、 ロ ー ダ ミ ン 、 ク ー マ リ ン 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン 、 フ ィ コ シ ア ニ ン 、 ア ロ フ ィ
コ シ ア ニ ン 、 o－ フ タ ア ル デ ヒ ド 及 び フ ル オ レ サ ミ ン で あ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 一 次 抗 体 、 二 次 抗 体 又 は 抗 原 は ま た 、 化 学 発 光 化 合 物 に 結 合 す る こ と で 検 出 可 能 に 標 識
さ れ 得 る 。 化 学 発 光 の 標 識 抗 体 の 存 在 は 、 次 い で 化 学 反 応 の 間 に 生 じ る 発 光 の 存 在 を 検 出
す る こ と で 測 定 さ れ る 。 例 示 又 は 特 に 有 用 な 化 学 発 光 の 標 識 化 合 物 は 、 ル ミ ノ ー ル 、 イ ソ
ル ミ ノ ー ル 、 セ ロ マ チ ッ ク ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル （ theronmatic acridinium ester） 、
イ ミ ダ ゾ ー ル 、 ア ク リ ジ ニ ウ ム 塩 及 び シ ュ ウ 酸 エ ス テ ル で あ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 同 様 に 、 生 物 発 光 化 合 物 が 、 一 次 抗 体 、 二 次 抗 体 又 は 抗 原 を 標 識 す る た め に 用 い ら れ 得
る 。 生 物 発 光 は 、 触 媒 タ ン パ ク 質 が 化 学 発 光 反 応 の 効 率 を 増 大 さ せ る 、 生 物 学 的 シ ス テ ム
で 見 出 さ れ る 化 学 発 光 の 型 で あ る 。 生 物 発 光 タ ン パ ク 質 の 存 在 は 、 発 光 の 存 在 を 検 出 す る
こ と で 決 定 さ れ る 。 標 識 の 目 的 の た め に 重 要 な 生 物 発 光 化 合 物 は 、 ル シ フ ェ リ ン 、 ル シ フ
ェ ラ ー ゼ 及 び エ ク オ リ ン で あ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 １ つ の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 検 出 可 能 な 標 識 で 標 識 さ れ た hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ 、 お
よ び 未 標 識 の hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ が 一 次 抗 体 と 競 合 的 に 反 応 す る 競 合 免 疫 ア ッ セ イ で あ る
。 別 の 競 合 免 疫 ア ッ セ イ に お い て 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ は 、 固 相 上 で 固 定 さ れ 、 一 次 標 識
抗 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ 、 さ ら に 一 次 未 標 識 抗 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ 得 、 両
方 の 抗 体 は 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ 上 の １ つ の エ ピ ト ー プ に 対 し て 競 合 す る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 断 片 は 、 少 な く と も ２ つ の
抗 体 を 使 用 す る 「 サ ン ド イ ッ チ 」 ア ッ セ イ と し て も 公 知 の 、 免 疫 定 量 ア ッ セ イ に お け る 利
用 の た め に 適 用 さ れ 得 る 。 典 型 的 な 免 疫 定 量 ア ッ セ イ に お い て 、 あ る 量 の 二 次 抗 体 （ 「 二
面 」 ア ッ セ イ ） が 、 使 用 さ れ 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ は 、 一 次 お よ び 二 次 抗 体 の 両 方 と 結 合
し 得 る 。 各 抗 体 は 、 抗 原 エ ピ ト ー プ と 結 合 し 得 、 他 の 抗 体 が 結 合 す る の を 立 体 的 に 妨 げ る
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の を 避 け る 。 １ つ の 態 様 に お い て 、 二 次 抗 体 が 一 次 抗 体 の 結 合 を 阻 害 し な い 場 合 、 一 次 抗
体 及 び 二 次 抗 体 の 両 方 が 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 環 式 領 域 と 結 合 し 得 る 。 別 の 態 様 に お い
て 、 二 次 抗 体 は 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 環 式 領 域 以 外 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 。 さ ら に 別
の 態 様 に お い て 、 二 次 抗 体 は 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 直 鎖 領 域 と 結 合 す る 。 特 定 の 態 様 に
お い て 、 二 次 抗 体 は 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の N末 端 領 域 、 例 え ば 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 1
位 の ア ミ ノ 酸 あ た り と 16位 の ア ミ ノ 酸 あ た り と の 間 で 結 合 す る （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,87
2,221号 、 米 国 特 許 第 6,030,790号 、 及 び 米 国 特 許 出 願 第 2003/0082179号 参 照 、 記 載 さ れ た
特 許 及 び 特 許 出 願 の 全 内 容 は 参 照 に よ っ て 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る ） 。 別 の 態 様 に お い て 、
二 次 抗 体 は 、 例 え ば 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ -(1-31)の 27位 の ア ミ ノ 酸 あ た り と 31位 の ア ミ
ノ 酸 あ た り と の 間 で 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ -(1-32)の 27位 の ア ミ ノ 酸 あ た り と 32位 の ア ミ
ノ 酸 あ た り と の 間 で 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ -(1-33)の 27位 の ア ミ ノ 酸 あ た り と 33位 の ア ミ
ノ 酸 あ た り と の 間 で 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ -(1-34)の 27位 の ア ミ ノ 酸 あ た り と 34位 の ア ミ
ノ 酸 あ た り と の 間 で 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ -(1-84)の 27位 の ア ミ ノ 酸 あ た り と 84位 の ア ミ
ノ 酸 あ た り と の 間 で 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の C末 端 領 域 と 結 合 す る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 本 発 明 の １ つ の 態 様 は 、 固 相 支 持 上 に 固 定 さ れ た 1つ の 抗 体 （ 「 捕 捉 抗 体 」 ） が 、 抗 原
と イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ 、 さ ら に 検 出 可 能 な 標 識 抗 体 （ 「 ト レ ー サ ー 」 抗 体 ） と イ ン キ ュ ベ
ー ト さ れ て 捕 捉 抗 体 、 抗 原 、 及 び ト レ ー サ ー 抗 体 の 間 で 「 三 次 」 又 は 「 サ ン ド イ ッ チ 」 構
造 を 形 成 す る 、 サ ン ド イ ッ チ 免 疫 ア ッ セ イ で あ る 。 標 識 抗 体 は 、 次 に 一 般 の 手 段 で 検 出 さ
れ 得 、 固 相 支 持 上 で 標 識 抗 体 の 存 在 は 、 抗 原 の 存 在 を 示 す 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 二 次 抗 体 は 、 上 記 記 載 の 方 法 の い ず れ か で 又 は 米 国 特 許 第 6,689,566号 、 第 6,030,790号
、 及 び 第 5,872,221号 、 及 び 米 国 公 開 特 許 出 願 第 2002/0110871号 及 び 第 2003/0082179号 に
記 載 の 方 法 で 生 成 さ れ 得 、 そ の そ れ ぞ れ の 全 内 容 は 参 照 に よ っ て 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 本 発 明 で 包 含 さ れ る １ つ の 免 疫 定 量 ア ッ セ イ は 、 「 ２ 段 」 ア ッ セ イ で あ る 。 こ れ は 「 フ
ォ ワ ー ド 」 ア ッ セ イ 又 は 「 リ バ ー ス 」 ア ッ セ イ と し て 実 施 さ れ 得 る 。 １ つ の 態 様 に お い て
、 本 発 明 は 、 固 相 支 持 に 結 合 し た 二 次 抗 体 が 、 試 験 さ れ る 試 料 と 最 初 に 接 触 し て 、 二 重 の
固 相 二 次 抗 体 － hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 複 合 体 の 形 成 に よ っ て 試 料 か ら hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ
を 捕 捉 ま た は 抽 出 す る 、 フ ォ ワ ー ド ア ッ セ イ で あ る 。 適 切 な イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 後 、
固 相 支 持 は 洗 浄 さ れ 、 未 反 応 の hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ （ も し あ れ ば ） を 含 む 流 体 試 料 の 残 渣
を 除 去 し 、 次 い で 、 既 知 の 量 の 標 識 一 次 抗 体 を 含 む 溶 液 と 接 触 さ せ る 。 標 識 一 次 抗 体 を 未
標 識 の 二 次 抗 体 に よ り 固 相 支 持 に 結 合 し た hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ と 複 合 体 化 さ せ る 二 次 イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 後 、 固 相 支 持 は 、 二 度 、 洗 浄 さ れ 、 本 発 明 の 未 反 応 標 識 一 次 抗 体 を 除
去 す る 。 固 相 支 持 に 結 合 し た 標 識 一 次 抗 体 は 次 に 検 出 さ れ 得 、 固 相 に 結 合 し た 標 識 抗 体 の
存 在 は 、 試 料 中 の hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 存 在 を 示 す 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 標 識 一 次 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 断 片 の 溶 液 を 、 試 料 と 結
合 さ せ た 後 、 適 切 な イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 後 、 固 相 支 持 に 結 合 す る 未 標 識 の 二 次 抗 体 を
添 加 す る 、 リ バ ー ス ア ッ セ イ で あ る 。 二 度 目 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 固 相 支 持 を 一 般 の
方 法 で 洗 浄 し 、 試 験 さ れ る 試 料 及 び 未 反 応 の 標 識 一 次 抗 体 の 溶 液 の 残 渣 を 除 く 。 固 相 に 結
合 し た 標 識 一 次 抗 体 は 次 に 検 出 さ れ 得 、 固 相 に 結 合 し た 標 識 抗 体 の 存 在 は 試 料 中 の hPTHの
環 式 ア ナ ロ グ の 存 在 を 示 す 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 他 の 型 の 「 サ ン ド イ ッ チ 」 ア ッ セ イ は 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ を 検 出 す る た め に 有 用 で あ
り 得 、 い わ ゆ る 「 同 時 」 又 は 「 １ 段 」 ア ッ セ イ で あ る 。 本 発 明 の 特 定 の 態 様 は 、 同 時 ア ッ
セ イ で あ る 。 同 時 ア ッ セ イ は 、 単 一 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 工 程 を 伴 い 、 固 相 支 持 に 結 合 し
た 二 次 抗 体 、 及 び 標 識 一 次 抗 体 の 両 方 は 、 同 時 に 試 験 さ れ る 試 料 と 結 合 さ れ る 。 イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン が 完 了 し た 後 、 固 相 支 持 を 洗 浄 し 、 試 料 の 残 渣 及 び 未 複 合 化 の 標 識 一 次 抗 体 を
除 去 す る 。 固 相 に 結 合 し た 標 識 一 次 抗 体 は 次 に 検 出 さ れ 得 、 固 相 に 結 合 し た 標 識 一 次 抗 体
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の 存 在 が 試 料 中 の hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 存 在 を 示 す 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に
結 合 し た ビ オ チ ン 化 二 次 抗 体 、 及 び HRP標 識 一 次 抗 体 の 両 方 が 、 同 時 に 試 験 さ れ る 試 料 と
結 合 す る 同 時 免 疫 ア ッ セ イ で あ る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン が 完 了 し た 後 、 固 相 支 持 を 洗 浄 し
、 試 料 及 び 未 複 合 化 HRP標 識 一 次 抗 体 の 残 渣 を 除 去 す る 。 固 相 に 結 合 す る HRP標 識 一 次 抗 体
は 次 に 検 出 さ れ 得 、 固 相 に 結 合 す る 一 次 抗 体 の 存 在 は 、 試 料 の hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 存 在
を 示 す 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ が 試 料 中 に 存 在 す る か ど う か は 、 定 性 的 又
は 定 量 的 に 測 定 さ れ 得 る 。 定 性 的 方 法 は 、 例 え ば 、 酵 素 標 識 一 次 抗 体 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ
グ を 含 む 試 料 、 及 び 二 次 抗 体 を 結 合 さ せ る こ と 、 な ら び に 視 覚 的 に 一 次 抗 体 と 結 合 す る 酵
素 に 対 す る 基 質 を 添 加 し た 際 の 色 変 化 を 調 べ る こ と を 伴 い 得 、 色 変 化 は 、 試 料 中 の hPTHの
環 式 ア ナ ロ グ の 存 在 を 示 す 。 定 量 方 法 は 、 例 え ば 、 酵 素 標 識 一 次 抗 体 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ
グ を 含 む 試 料 、 及 び 二 次 抗 体 を 結 合 さ せ る こ と 、 並 び に 一 次 抗 体 に 結 合 し た 酵 素 に 対 す る
基 質 を 添 加 し た 際 の 色 変 化 の 測 定 を 、 例 え ば 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 既 知 の 量 を 含 む 標 準
試 料 に つ い て 得 ら れ た 標 準 曲 線 と 比 較 す る こ と を 伴 い 得 る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 当 業 者 は 、 慣 例 の 実 験 を 使 用 す る こ と で 各 測 定 に 対 す る 有 効 で 、 最 適 な ア ッ セ イ 条 件 を
測 定 し 得 る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 目 的 の た め に 、 上 記 の ア ッ セ イ で 検 出 さ れ る hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ は hPTHの 環 式
ア ナ ロ グ を 含 む 任 意 の 試 料 に 存 在 し 得 る 。 例 え ば 、 試 料 は 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 リ ン パ 、
尿 、 炎 症 性 滲 出 物 、 脳 脊 髄 液 、 羊 水 、 組 織 抽 出 物 ま た は ホ モ ジ ェ ネ ー ト 等 の 生 物 体 液 等 で
あ り 得 る 。 し か し 、 本 発 明 は こ れ ら の 試 料 だ け を 使 用 す る ア ッ セ イ に 限 定 さ れ ず 、 当 業 者
が 、 他 の 試 料 の 使 用 を 可 能 に す る 適 切 な 条 件 を 決 定 し 得 る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 本 発 明 の １ つ の 態 様 に お い て 、 試 料 は 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ で 治 療 さ れ て い る 被 験 体 か
ら 得 ら れ る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 試 料 は 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ で 治 療 さ れ て い る 被 験 体
か ら 得 ら れ 、 環 式 ア ナ ロ グ は 、 配 列 番 号 ： 10を 含 む 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 本 発 明 の １ つ の 態 様 は 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る （ １ つ 以 上 の
） 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 断 片 を 含 み 、 こ こ で 環 式 ア ナ ロ グ は 、 配 列 番 号 ： 1、 配 列 番 号 ： 2
、 配 列 番 号 ： 3、 配 列 番 号 ： 4、 配 列 番 号 ： 5、 又 は 配 列 番 号 ： 10を 含 む 群 よ り 選 択 さ れ る
ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 存 在 を 検 出 す る こ と に 使 用 さ れ る キ ッ ト で あ
る 。 か か る キ ッ ト は ま た 、 本 発 明 の 抗 体 と hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ と の 間 で の 複 合 体 の 存 在 を
検 出 す る た め に 適 切 な 1つ 以 上 の 補 助 剤 を 含 み 得 る 。 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 、 希 釈 液 、 溶 媒 及 び
停 止 溶 液 も ま た 、 キ ッ ト に お い て 提 供 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 配 列 番 号 ： １ を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る （
1つ 以 上 の ） 酵 素 標 識 一 次 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 断 片 並 び に 酵 素 標 識 抗 体 の 検 出 に 有 用 な
色 発 生 基 質 を 含 む キ ッ ト で あ る 。 配 列 番 号 ： １ ０ と 結 合 す る ビ オ チ ン 化 二 次 抗 体 も ま た 、
提 供 さ れ 得 る 。 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 及 び 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 、
希 釈 液 、 溶 媒 及 び 停 止 溶 液 も ま た 、 キ ッ ト に お い て 提 供 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 断 片 は 、 補 助 成 分 、 例 え ば 、 バ ッ フ ァ ー （ 例 え ば 、 ト リ
ス － ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ア ミ ノ メ タ ン （ Tris） 、 リ ン 酸 塩 、 又 は 炭 酸 塩 ） 、 安 定 剤 及 び ／ 又
は 不 活 性 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ） 、 酵 素 基 質 （ 例 え ば 、 HRP基 質 ： テ
ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン 及 び 過 酸 化 水 素 ） 、 酸 「 停 止 」 溶 液 （ 例 え ば 、 硫 酸 ） 、 並 び に 既 知
の 濃 度 の 試 験 さ れ る 抗 原 を 含 む 対 照 及 び ／ 又 は 標 準 と 共 に キ ッ ト に 含 ま れ 得 る 。 抗 体 は 、
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補 助 成 分 と 組 み 合 わ せ て 提 供 さ れ 得 、 又 は 補 助 成 分 は 使 用 者 に よ る 組 み 合 わ せ の た め に 、
別 々 に 提 供 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 断 片 は 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 他 の エ ピ ト ー プ に 特 異 的
な 二 次 抗 体 と 組 み 合 わ せ て 提 供 さ れ 得 る 。 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ 上 の 第 ２ の エ ピ ト ー プ に 結
合 可 能 な 二 次 抗 体 を 使 用 す る 場 合 、 か か る 抗 体 は 、 例 え ば 、 一 次 抗 体 と の 組 み 合 わ せ 又 は
別 々 の バ イ ア ル 若 し く は 容 器 に お け る キ ッ ト に お い て 提 供 さ れ 得 る 。 特 定 の 態 様 に お い て
、 二 次 抗 体 は 、 ビ オ チ ン に コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 存 在 を 検 出 す る 方 法 又 は ア ッ セ イ に 適 切 な 支 持 マ ト リ ッ ク ス も ま
た 、 キ ッ ト に お い て 提 供 さ れ 得 る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 支 持 マ ト リ ッ ク ス は 、 １ ２ × ８
ス ト リ ッ プ の マ イ ク ロ プ レ ー ト （ 全 体 で ９ ６ マ イ ク ロ ウ ェ ル ） を 含 む 。 特 定 の 態 様 に お い
て 、 支 持 マ ト リ ッ ク ス は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 マ イ ク ロ プ レ ー ト を 含 む 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 キ ッ ト の 抗 体 及 び ／ 又 は 補 助 試 薬 は 適 切 な 包 含 手 段 （ 例 え ば 、 ボ ト ル 、 箱 、 覆 い 、 チ ュ
ー ブ ） 内 に 別 々 に 又 は 一 緒 に パ ッ ケ ー ジ さ れ 得 る 。 キ ッ ト が 複 数 の 、 個 包 装 さ れ た 構 成 要
素 を 含 む 場 合 、 個 々 の 包 装 は 単 一 の よ り 大 き い 包 含 手 段 （ 例 え ば 、 ボ ト ル 、 箱 、 覆 い 、 チ
ュ ー ブ ） 内 に 含 ま れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 １ つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の キ ッ ト は 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 濃 度 を 測 定 す る 自 動 化
ア ッ セ イ 系 に お い て 使 用 さ れ る よ う 適 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 を
産 生 す る よ う に 動 物 を 誘 導 す る の に 有 用 な 抗 原 性 ペ プ チ ド で あ る 。 か か る 抗 原 性 ペ プ チ ド
は 、 固 相 化 学 合 成 等 の 通 常 の 方 法 又 は 組 換 え 技 術 に よ る 合 成 を 含 む 、 様 々 な 当 該 分 野 で 周
知 の 方 法 の い ず れ か で 調 製 さ れ 得 る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 R.B. Merrifield(Solid-Phas
e Peptide Systhesis, Advances in Enzymology 32, 221-296 1969)に よ っ て 開 発 さ れ た
固 相 合 成 の 技 術 は 、 そ の 全 教 示 は 参 照 に よ っ て 本 明 細 書 に 援 用 さ れ 、 抗 原 性 ペ プ チ ド の 合
成 の た め に 使 用 さ れ る 。 該 戦 略 は 、 固 相 支 持 に 結 合 し た ペ プ チ ド の カ ル ボ キ シ ル 末 端 ア ミ
ノ 酸 を 有 す る こ と に 基 づ く 。 連 続 し た ア ミ ノ 酸 を 次 に 高 収 率 で 付 加 す る 。 N-末 端 α － ア ミ
ノ 基 は 、 こ の 保 護 基 が 固 相 支 持 か ら ペ プ チ ド を 除 去 せ ず に 除 去 さ れ 得 る よ う な 方 法 で 保 護
さ れ る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 化 学 は 、 Fmocア プ ロ ー チ と 称 さ れ る 元 の Merrifield
の 方 法 の 修 正 を 伴 う 。 Fmoc（ フ ル オ レ ニ ル メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル ） 基 は 、 温 和 な ア ル カ リ 条
件 で 除 去 さ れ 得 、 こ れ は ア ル カ リ 安 定 側 鎖 保 護 基 及 び 連 結 を 未 接 触 の 支 持 に 残 す 。 こ の 技
術 は 、 E. Atherton及 び R.C. Sheppard, Solid Phase Peptide Synthesis; a Practical A
pproach, IRL Press new York, N.Y.,に よ っ て 記 載 さ れ 、 そ の 全 内 容 は 参 照 に よ っ て 本 明
細 書 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 １ つ の 態 様 に お い て 、 抗 原 性 ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ： 1の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 。 別 の
態 様 に お い て 、 抗 原 性 ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ： 2の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 。 特 定 の 態 様 に
お い て 、 抗 原 性 ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ： 3の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 。 特 定 の 態 様 に お い て
、 抗 原 性 ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ： 12の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 。 別 の 態 様 に お い て 、 hPTHの
環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 を 作 製 す る た め に 用 い ら れ 得 る 特 定 の ペ プ
チ ド は 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ の 環 式 領 域 か ら 少 な く と も 1つ の ア ミ ノ 酸 を 含 む 、 少 な く と
も 4つ の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合
特 異 性 を 有 す る 抗 体 を 作 製 す る た め に 用 い ら れ 得 る ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ： 1の 1～ 5位 、
配 列 番 号 ： 2の 1～ 5位 、 配 列 番 号 ： 3の 5～ 9位 、 配 列 番 号 ： 4の 22～ 26位 、 配 列 番 号 ： 5の 22
～ 26位 、 又 は 配 列 番 号 ： 10の 22～ 26位 か ら の 少 な く と も 1つ の ア ミ ノ 酸 を 含 む 、 少 な く と
も 4つ の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含 む 。
【 ０ １ ４ １ 】
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　 本 発 明 の 抗 原 性 ペ プ チ ド は 、 担 体 分 子 に 任 意 に 結 合 さ れ 得 、 抗 原 性 ペ プ チ ド の 免 疫 原 性
特 性 を 増 大 さ せ る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 担 体 分 子 は 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ
ン （ KLH） 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA） 、 ヘ モ シ ア ニ ン 、 チ ロ グ ロ ブ ン リ ン 、 マ ウ ス 血 清
ア ル ブ ミ ン 、 又 は 卵 白 ア ル ブ ミ ン ： の 群 よ り 選 択 さ れ る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 担 体 分 子
は 海 中 養 殖 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン （ mcKLH） で あ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 担 体 タ ン パ ク 質 に 抗 原 性 ペ プ チ ド を 結 合 さ せ る こ と は 、 ヘ テ ロ 二 官 能 基 架 橋 剤 、 ホ モ 二
官 能 基 架 橋 剤 、 Mannich反 応 及 び 多 く の 他 の 方 法 の 使 用 に よ っ て 達 成 さ れ 得 る 。 １ つ の 態
様 に お い て 、 M-マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル － N－ ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル （ MBS） は
、 抗 原 性 ペ プ チ ド を 担 体 タ ン パ ク 質 に 連 結 す る の に 用 い ら れ る 。 ペ プ チ ド は 、 任 意 に N－
末 端 又 は C－ 末 端 で 修 飾 さ れ て 、 担 体 分 子 へ の 結 合 を 容 易 に し 得 る 。 か か る 修 飾 は 、 N－ 又
は C－ 末 端 へ の シ ス テ イ ン 残 基 の 付 加 を 含 む 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 組 換 え ペ プ チ ド は 、 抗 原 性 ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 の 特 性 を 増 大 さ せ る
た め に 、 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 作 製 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 如 何 な る 方 法 に 限 定 さ れ る こ と な く 、 以 下 の 実 施 例 に よ っ て 例 証 さ れ
る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
実 施 例 １ 　 環 式 hPTH-(17-31)-ア ミ ド ア ナ ロ グ [Cys 1 7 ,Leu 2 7 ]シ ク ロ （ Glu 2 2 -Lys 2 6 ） hPTH(
17-31)NH 2 の 合 成 及 び 精 製
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ６ 】
　 ア ミ ノ 酸 α － ア ミ ノ 基 を 結 合 の 間 、 9－ フ ル オ レ ニ ル － メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル （ Fmoc） で
保 護 し た 。 結 合 は 、 ヒ ド ロ キ シ ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル (HOBt)、 2－ （ 1H-ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル
－ 1－ イ ル ） 1,1,3,3－ テ ト ラ メ チ ル ウ ロ ニ ウ ム テ ト ラ フ ル オ ロ ボ レ ー ト （ TBTU） 、 及 び コ
リ ジ ン の 1： 1の ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド （ DMF） /ジ ク ロ ロ メ タ ン （ DCM） に お け る 混 合 で 行
な っ た 。 ４ 倍 過 剰 の 活 性 化 ア ミ ノ 酸 を Cys-1、 Glu-3、 Arg-4、 Val-5、 Leu-8、 Leu-11、 Leu
-12、 Gln-13、 Asp-14、 Val-15： の 付 加 の 際 に 二 重 の 結 合 と 共 に 使 用 し た 。 Argの 付 加 の た
め の 結 合 時 間 は 30～ 60分 ま で 増 大 さ せ た 。 固 相 支 持 は 、 Tentagel R RAM（ Peptides Inter
national） (置 換 , 0.21 mmol/g） で あ っ た 。 合 成 は PerSeptive Biosystems Model 9050　
Plus 自 動 化 ペ プ チ ド 合 成 機 上 で 行 な っ た 。 側 鎖 保 護 は 、 以 下 の 通 り ： N G -2,2,4,6,7－ ペ
ン タ メ チ ル ジ ヒ ド ロ ベ ン ゾ フ ラ ン － 5－ ス ル ホ ニ ル － L－ ア ル ギ ニ ン ； Glu-4、 Asp-14(t-bu
tyl);Cys-1、 Gln-13(ト リ チ ル )； Lys-10(Boc)； Trp-7（ t-ブ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル ） 、 Gl
u-6(OAll)、 Lys-10(All) で あ っ た 。 合 成 の 完 了 の 際 、 ペ プ チ ド 樹 脂 を カ ラ ム か ら 反 応 バ
イ ア ル (Minivial,Applied Science)に 除 去 し 、 All及 び Alloc基 を テ ト ラ キ ス （ ト リ フ ェ ニ
ル ホ ス フ ィ ン ） パ ラ ジ ウ ム (0)(0.24 mmol)、 5％ 酢 酸 、 及 び 2.5%NMMの 1.7mlの DCM溶 液 に お
い て ア ル ゴ ン 下 で 懸 濁 す る こ と に よ っ て 除 去 し 、 次 に 20℃ で ６ 時 間 振 と う し た 。 ペ プ チ ド
樹 脂 は 次 に DMF(50ml)中 の 0.5%ジ エ チ ル ジ チ オ カ ル バ メ ー ト 及 び 0.5%N-メ チ ル モ ル ホ リ ン
（ NMM） 、 続 い て DMF(50ml)及 び DCM(50ml)で 洗 浄 し た 。 ペ プ チ ド (0.06mmol)を 、 2mlの DMF
中 0.06mmolの ７ － ア ザ ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル － ｌ － イ ル オ キ シ ） ト リ ス （ ピ ロ リ ジ ノ ） － ホ
ス ホ ニ ウ ム ヘ キ サ フ ル オ ロ ホ ス フ ェ ー ト （ PyAOP） /HOBt/0.12 mmol NMMと 共 に 14時 間 、 20
℃ で 振 と う す る こ と で 環 化 し た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 N-末 端 か ら Fmocの 除 去 後 、 ペ プ チ ド 樹 脂 を DCMで 洗 浄 し 、 次 に 7.5mlの 試 薬 K(6.19mlTFA

10

20

30

40

50

(30) JP 2008-500966 A 2008.1.17



、 水 、 90%フ ェ ノ ー ル ／ 水 、 及 び チ オ ア ニ ソ ー ル 各 0.38ml、 及 び 0.19mlの 1,2-エ タ ン ジ チ
オ ー ル ） と 共 に 4時 間 、 20℃ で 振 と う す る こ と で 樹 脂 か ら 切 り 離 し た 。 切 り 離 し た ペ プ チ
ド 混 合 物 を ろ 過 で 除 去 し 、 ｔ － ブ チ ル メ チ ル エ ー テ ル へ の 添 加 で 沈 殿 さ せ た 。 沈 殿 物 を 、
遠 心 分 離 で 回 収 し 、 ｔ － ブ チ ル メ チ ル エ ー テ ル で 2回 洗 浄 し 、 次 に 真 空 遠 心 分 離 で 乾 燥 さ
せ た 。 粗 生 成 物 は 、 14mlの 15%の ア セ ト ニ ト リ ル ／ 水 、 0.1%TFA中 で 溶 解 し 、 Vydac CI8-カ
ラ ム （ 10μ 、 1× 25cm） 上 で ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 な っ た 。 生 成 物 を 水 に お け る 0.1%TFA
中 の 1%/分 ア セ ト ニ ト リ ル の グ ラ ジ ェ ン ト (15～ 40%)で 溶 出 し た 。 最 終 産 物 の 純 度 を 、 Vyda
c C18カ ラ ム (10μ 、 0.4～ 2.5cm)上 の 分 析 HPLC、 及 び MALDI-TOF MSで 推 定 し た 。 [Cys 1 7 , L
eu 2 7 ]シ ク ロ （ Glu 2 2 -Lys 2 6 ） hPTH-(17-31)-NH 2 に 対 し て ： MW＝ 1900.0（ M+）
【 ０ １ ４ ８ 】
実 施 例 ２ 　 環 式 hPTH-(17-31)-ア ミ ド ア ナ ロ グ [Leu 2 7 ,Cys 3 2 ]シ ク ロ （ Glu 2 2 -Lys 2 6 ） hPTH(
17-32)NH 2 の 合 成 及 び 精 製
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ９ 】
　 ペ プ チ ド を 、 実 施 例 １ と 同 等 の プ ロ ト コ ー ル で 合 成 し た 。 分 子 量 は 、 MW＝ 1986.8(M+)で
あ っ た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
実 施 例 ３ 　 [Cys 1 7 ,Leu 2 7 ]シ ク ロ （ Glu 2 2 -Lys 2 6 ） hPTH-(17-31)-NH 2 と の キ ー ホ ー ル リ ン ペ
ッ ト へ モ シ ア ニ ン （ KLH） コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 調 製
　 80mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.1M EDTA、 0.9M NaCl、 pH7.2の 存 在 下 で 室 温 で 2時 間 、 [Cys 1 7

,Leu 2 7 ]シ ク ロ （ Glu 2 2 -Lys 2 6 ） hPTH-(17-31)-NH 2 （ 配 列 番 号 ： 12） (2mg)を マ レ イ ミ ド 活
性 化 KLH(2mg)(Pearce Chemicals)に コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た 。 80mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.9M N
aCl,pH7.2で 平 衡 化 し た 脱 塩 カ ラ ム を 通 過 さ せ る こ と に よ っ て 、 小 さ い 反 応 物 を 除 去 し た
。
【 ０ １ ５ １ 】
実 施 例 ４ 　 [Cys 1 7 ,Leu 2 7 ]シ ク ロ （ Glu 2 2 -Lys 2 6 ） hPTH-(17-31)-NH 2 に 対 す る 抗 体 の 調 製 及
び 精 製
　 6匹 の 雌 ニ ュ ー ジ ー ラ ン ド 白 ウ サ ギ に 、 リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 、 pH7.2、 フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ
ュ バ ン ト の 1:1の 乳 化 液 に 懸 濁 し た ペ プ チ ド － KLHコ ン ジ ュ ゲ ー ト の そ れ ぞ れ 100μ ｇ を 最
初 に 注 入 し 、 次 に 、 フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト で 乳 化 し た 以 外 は 同 じ コ ン ジ ュ ゲ ー ト
量 で 4週 間 及 び 8週 間 後 に 続 け て 追 加 免 疫 し た 。 血 液 試 料 を 、 8週 間 後 に 回 収 し 、 [Leu 2 7 ]シ
ク ロ [Glu 2 2 -Lys 2 6 ]hPTH-(1-31)-NH 2 （ 配 列 番 号 ： 10） に 対 す る 感 受 性 及 び 特 異 性 を 試 験 し
た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 免 疫 し た 動 物 か ら 得 た 抗 血 清 は 次 に 、 プ ロ テ イ ン Aゲ ル を 充 填 し た カ ラ ム （
Bio-Rad Laboratories, Hercules, California 94547, USA） を 用 い て ア フ ニ テ ィ ー 精 製
し た 。 抗 血 清 は 、 カ ラ ム 上 に 徐 々 に 載 せ ら れ 、 抗 体 を プ ロ テ イ ン Aゲ ル に 結 合 さ せ た 。 未
結 合 タ ン パ ク 質 及 び 物 質 を 0.01Mリ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 を 用 い て 洗 浄 し た 。 抗 体 を 次 に 0.1Mグ
リ シ ン -HCl(pH2.5)の 溶 出 バ ッ フ ァ ー で 溶 出 し た 。 抗 体 画 分 を 回 収 し 、 溜 め て 、 0.01Mリ ン
酸 緩 衝 食 塩 水 に 対 し て 透 析 し た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 抗 体 を 次 に 非 常 に 高 い 特 異 的 酵 素 活 性 を 有 す る ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (H
RP)と コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た 。 結 合 反 応 は 、 Epitope Diagnostics, Inc.(San Diego, CA 921
26, USA)で 開 発 さ れ た 、 2段 階 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 方 法 （ Avermeas S, Temynck T.,"Perox
idase labeled antibody and Fab conjugates with enhanced intracellular penetratio
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n",Immunochemistry, 8:1175-9,(1971)） に 従 っ て 実 施 し た 。 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 体 を 、 ウ
シ 血 清 ア ル ブ ミ ン に 基 づ く マ ト リ ッ ク ス で 希 釈 し 、 2～ 8℃ 又 は -20℃ で 保 存 し た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
実 施 例 ５ 　 [Cys 1 7 ,Leu 2 7 ]シ ク ロ （ Glu 2 2 -Lys 2 6 ） hPTH-(17-31)-NH 2 の 非 環 式 部 分 に 対 す る
抗 体 の 調 製 及 び 精 製
　 ヤ ギ に ウ シ チ ロ グ ロ ブ リ ン に コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た hPTH-(1-34)ペ プ チ ド （ フ ロ イ ン ト 完
全 ア ジ ュ バ ン ト と の 1:1乳 化 液 中 、 リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 pH7.2に 懸 濁 し た ） の そ れ ぞ れ の 100
μ ｇ を 注 入 し 、 次 に 延 長 し た 12ヶ 月 の 間 、 4週 間 ご と に 追 加 免 疫 し た 。 血 液 試 料 を 、 3ヶ 月
ご と に 回 収 し 、 そ の 結 合 能 を 試 験 し た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 免 疫 動 物 か ら 得 ら れ た 抗 血 清 は 、 抗 原 特 異 的 な ゲ ル で 充 填 し た カ ラ ム を 用 い て ア フ ニ テ
ィ ー 精 製 し た 。 [Cys 1 7 ,Leu 2 7 ]シ ク ロ （ Glu 2 2 -Lys 2 6 ） hPTH-(1-31)-NH 2 を 、 製 造 者 の 指 示
に 従 っ て CNBr－ カ ラ ム （ Bio-Rad Laboratories, Hercules, Calfornia 94547, USA） に コ
ン ジ ュ ゲ ー ト し た 。 hPTH-(1-34)に 対 す る 抗 血 清 は 、 カ ラ ム 上 に 徐 々 に 載 せ ら れ 、 抗 体 を [
Cys 1 7 ,Leu 2 7 ]シ ク ロ （ Glu 2 2 -Lys 2 6 ） hPTH-(1-31)-NH 2 コ ン ジ ュ ゲ ー ト ゲ ル の 直 鎖 部 分 に 結
合 さ せ た 。 未 結 合 タ ン パ ク 質 及 び 非 特 異 的 抗 体 を 0.01Mリ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 を 用 い て 洗 浄 し
た 。 抗 [Cys 1 7 ,Leu 2 7 ]シ ク ロ （ Glu 2 2 -Lys 2 6 ） hPTH-(1-31)-NH 2 特 異 的 抗 体 は 次 に 0.1Mグ リ
シ ン － HCl(pH2.5)の 溶 出 バ ッ フ ァ ー で 溶 出 し た 。 抗 体 画 分 を 回 収 し 、 溜 め て 、 0.01Mリ ン
酸 緩 衝 食 塩 水 に 対 し て 透 析 し た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
実 施 例 ６ ： 抗  [Cys 1 7 ,Leu 2 7 ]シ ク ロ （ Glu 2 2 -Lys26） hPTH-(1-31)-NH 2 非 環 式 部 分 抗 体 の ビ
オ チ ン 化
　 実 施 例 ５ の 抗 体 は 、 活 性 化 し た NHS-ビ オ チ ン （ mol： mol） （ Sigma, St Luis, MO 63178
, USA） 20部 に 対 し て 1部 の 抗 体 を 混 合 す る こ と で ビ オ チ ン 化 し た 。 室 温 で 18～ 20時 間 イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 抗 体 は 0.01Mリ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 に 対 し て 徹 底 的 に 透 析 し た 。 最 終
の ビ オ チ ン 化 抗 体 を ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 有 す る リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 に 、 所 望 の 濃 度 に 希 釈
し た 。 こ の 抗 体 を 2～ 8℃ で 保 存 し た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
実 施 例 ７ ： [Leu 2 7 ]シ ク ロ （ Glu 2 2 -Lys 2 6 ） hPTH-(1-31)（ 配 列 番 号 ： １ ０ ） に 対 す る サ ン
ド イ ッ チ ELISA
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 量 り 、 リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー で 20mg/Lに 希 釈 し 、 こ の 溶 液 0.2mlを コ
ー ニ ン グ （ 登 録 商 標 ） 96ウ ェ ル ポ リ ス チ レ ン マ イ ク ロ プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 添 加 し た 。 プ
レ ー ト を 室 温 で 18～ 22時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト を 次 に 洗 浄 し 、 BSAを 含 む 安 定
／ ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー を 添 加 し た 。 プ レ ー ト を 再 度 、 4時 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 プ レ ー ト を 最 終 的 に 30%未 満 の 湿 度 で 乾 燥 さ せ た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 [Leu 2 7 ]シ ク ロ （ Glu 2 2 -Lys 2 6 ） hPTH-(1-31)（ 配 列 番 号 ： 10） ペ プ チ ド 標 準 を 、 以 下 の
よ う に 調 製 し た 。 ペ プ チ ド を ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン と 正 常 ウ シ 血 清 に 基 づ く バ ッ フ ァ ー マ ト
リ ッ ク ス で 最 終 濃 度 1600pg/ml、 400pg/ml、 100pg/ml、 25pg/ml及 び 6pg/mlに 希 釈 し た 。 EL
ISAの 目 的 の た め に 、 バ ッ フ ァ ー マ ト リ ッ ク ス を 0標 準 と し て 使 用 し た 。 100μ ｌ の 各 ペ プ
チ ド 標 準 を 上 記 記 載 の よ う に ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 コ ー ニ ン グ （ 登 録 商 標 ） 96ウ ェ ル ポ
リ ス チ レ ン マ イ ク ロ プ レ ー ト の 指 定 ウ ェ ル に 添 加 し た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 120ngの 、 ア フ ニ テ ィ ー 精 製 し た 、 ビ オ チ ン － NHSと コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た 抗 N末 端 [Leu 2 7 ]
シ ク ロ （ Glu 2 2 -Lys 2 6 ） hPTH-(1-31)（ 配 列 番 号 ： 10） 抗 体 及 び 20ngの 、 ア フ ニ テ ィ ー 精 製
し た 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ HRP） で 標 識 し た 抗 C末 端 [Leu 2 7 ]シ ク ロ （ G
lu 2 2 -Lys 2 6 ） hPTH-(1-31)（ 配 列 番 号 ： 10） 抗 体 を 含 ん だ 100μ Lの 抗 体 混 合 物 を 次 に 各 ウ
ェ ル に 添 加 し た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 上 記 抗 原 及 び 抗 体 を 室 温 で 3時 間 、 170rpmで 振 と う し な が ら 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆
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プ レ ー ト 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 各 ウ ェ ル を ELISA洗 浄 バ ッ フ
ァ ー で 洗 浄 し た 。 200μ Lの テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン （ TMB） を 次 に 各 ウ ェ ル に 添 加 し た 。
ウ ェ ル は 室 温 で 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 に 100μ Lの 停 止 溶 液 を 各 ウ ェ ル に 添 加 し た 。
マ イ ク ロ プ レ ー ト を マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト リ ー ダ ー （ VERSAmax T M , Molecular Device
, Inc.） に よ っ て 450nmの 吸 収 波 長 で 読 み 取 っ た 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 対 応 す る オ ス タ ボ リ ン － C標 準 濃 度 に 対 し て 450nmの 光 学 密 度 （ OD） を プ ロ ッ ト す る こ と
で 標 準 曲 線 を 得 た 。 用 量 反 応 標 準 曲 線 を 上 記 の 二 面 「 サ ン ド イ ッ チ 」 ELISA方 法 （ 図 2） を
用 い て 得 た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
実 施 例 ８ ： 直 鎖 hPTHア ナ ロ グ と 比 較 し た hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 抗 体 の 結 合 選 択 性
　 [Leu 2 7 ]シ ク ロ （ Glu 2 2 -Lys 2 6 ） hPTH-(1-31)（ 配 列 番 号 ： 10） 及 び 以 下 の 直 鎖 hPTHア ナ
ロ グ ： hPTH-(1-84)、 hPTH-(1-31)、 及 び hPTH-(1-34)（ Bachem, Inc.か ら 購 入 し た ） を ウ
シ 血 清 ア ル ブ ミ ン に 基 づ く バ ッ フ ァ ー マ ト リ ッ ク ス で 別 々 の 容 器 に お い て 最 終 濃 度 10,000
pg/ml、 1,000pg/ml、 及 び 100pg/mlに 個 々 に 希 釈 し た 。 こ れ ら の 人 工 ペ プ チ ド 含 有 試 料 を
次 に 実 施 例 ５ 記 載 の よ う に [Leu 2 7 ]シ ク ロ （ Glu 2 2 -Lys 2 6 ） hPTH-(1-31)（ 配 列 番 号 ： 10）
二 面 「 サ ン ド イ ッ チ 」 ELISAに お い て 測 定 し た 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 450nmで の OD値 を マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト リ ー ダ ー （ VERSAmax T M , Molecular Device,
 Inc.） で 読 み 取 っ た （ 図 ３ ） 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 該 ア ッ セ イ を [Leu 2 7 ]シ ク ロ （ Glu 2 2 -Lys 2 6 ） hPTH-(1-31)（ 配 列 番 号 ： 10） ペ プ チ ド を
用 量 応 答 的 方 法 に お い て 検 出 し た 。 し か し 、 [Leu 2 7 ]シ ク ロ （ Glu 2 2 -Lys 2 6 ） hPTH-(1-31)
（ 配 列 番 号 ： 10） ア ッ セ イ は 、 hPTH-(1-84)、 hPTH-(1-34)、 及 び hPTH-(1-31)ペ プ チ ド を
含 む 他 の hPTHア ナ ロ グ の い ず れ も 10,000pg/mlの 濃 度 ま で 検 出 で き ず 、 OD450nmで の す べ て
の 結 果 は 、 バ ッ フ ァ ー マ ト リ ッ ク ス の も の に 類 似 又 は 近 か っ た 。 そ れ ゆ え 、 抗 体 及 び ア ッ
セ イ は 、 直 鎖 の hPTH-(1-84)、 hPTH-(1-34)、 及 び hPTH-(1-31)と 任 意 の 交 差 反 応 が な く 、 [
Leu 2 7 ]シ ク ロ （ Glu 2 2 -Lys 2 6 ） hPTH-(1-31)（ 配 列 番 号 ： 10） の 測 定 に 特 異 的 で あ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 本 発 明 は そ の 特 定 の 態 様 に 対 し て 参 照 に よ っ て 具 体 的 に 示 し 、 記 載 し て い る が 、 請 求 の
範 囲 で 包 含 さ れ る 本 発 明 の 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 、 形 式 及 び 詳 細 に お け る 様 々 な 変 化
が な さ れ 得 る こ と が 当 業 者 に よ っ て 理 解 さ れ よ う 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ６ ６ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 [Leu 2 7 ]シ ク ロ (Glu 2 2 -Lys 2 6 )hPTH-(1-31)の 構 造 を 表 し て い る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 実 施 例 ５ 記 載 の 2ヵ 所 の サ ン ド イ ッ チ ELISAを 用 い て 得 ら れ た 、 [Leu 2 7 ]
シ ク ロ (Glu 2 2 -Lys 2 6 )hPTH-(1-31)の 標 準 曲 線 で あ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 実 施 例 ６ 記 載 の 、 hPTHの 環 式 ア ナ ロ グ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体
が hPTHの 非 環 式 ア ナ ロ グ と 交 差 反 応 し な い こ と を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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【 配 列 表 】
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