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(57)【要約】
本開示は、アセトアミノフェン誘発毒性の検出及び診断において有用な、アセトアミノフ
ェン－タンパク質付加物に結合する単離された抗体を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　単離された抗体であって、アセトアミノフェン－タンパク質付加物に対して特異的に結
合するが、遊離のアセトアミノフェンには特異的に結合せず、また免疫原である担体タン
パク質－２－イミノチオラン－ＡＰＡＰを認識する前記単離された抗体
【請求項２】
　請求項１に記載の単離された抗体であって、配列番号１４及び配列番号１６からなる群
から選択されるアミノ酸配列を備えた前記抗体。
【請求項３】
　請求項１に記載の単離された抗体であって、配列番号１３及び配列番号１５からなる群
から選択されるアミノ酸配列を備えた前記抗体。
【請求項４】
　請求項１に記載の単離された抗体であって、配列番号１７、配列番号１８、配列番号１
９及び配列番号２０からなる群から選択される核酸配列を含んだ核酸配列によりコードさ
れる前記抗体。
【請求項５】
　単離された抗体であって、アセトアミノフェン－タンパク質付加物に対して特異的に結
合するが、遊離のアセトアミノフェンには特異的に結合せず、且つ０～２個のアミノ酸置
換を有する配列番号６または０～２個のアミノ酸置換を有する配列番号１２のアミノ酸配
列を含む重鎖ＣＤＲ３を具備した前記単離された抗体。
【請求項６】
　単離された抗体であって、アセトアミノフェン－タンパク質付加物に対して特異的に結
合するが、遊離のアセトアミノフェンには特異的に結合せず、且つ０～２個のアミノ酸置
換を有する配列番号３または０～２個のアミノ酸置換を有する配列番号９のアミノ酸配列
を含む軽鎖ＣＤＲ３を具備した前記単離された抗体。
【請求項７】
　単離された抗体であって、アセトアミノフェン－タンパク質付加物に対して特異的に結
合するが、遊離のアセトアミノフェンには特異的に結合せず、且つＬｅｕ－Ｇｌｙ－ｈの
アミノ酸配列を含む軽鎖ＣＤＲ３及び／または配列番号２４のアミノ酸配列を含む重鎖Ｃ
ＤＲ３を具備し、ここでのｈは、アラニン、バリン、イソロイシン、ロイシン、メチオニ
ン、フェニルアラニン、チロシン及びトリプトファンからなる群より選択される疎水性ア
ミノ酸である前記単離された抗体。
【請求項８】
　先行する請求項の何れかに記載の単離された抗体であって、単鎖抗体、抗体断片、キメ
ラ抗体、またはヒト化抗体からなる群から選択される前記単離された抗体。
【請求項９】
　先行する請求項の何れかに記載の単離された抗体であって、遊離のアセトアミノフェン
よりも２０００倍更に効果的に、アセトアミノフェンタンパク質付加物に対して特異的に
結合する前記単離された抗体。
【請求項１０】
　先行する請求項の何れかに記載の単離された抗体であって、遊離のアセトアミノフェン
よりも８０００倍更に効果的に、アセトアミノフェンタンパク質付加物に対して特異的に
結合する前記単離された抗体。
【請求項１１】
　先行する請求項の何れかに記載の少なくとも１つの単離された抗体を含む免疫アッセイ
。
【請求項１２】
　生物学的試料中のアセトアミノフェン－タンパク質付加物の量を測定する方法であって
、アセトアミノフェン－タンパク質付加物に特異的に結合するが、遊離のアセトアミノフ
ェンには特異的に結合しない少なくとも１種の単離された抗体を含む免疫アッセイにより
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、対象から得られた生物学的試料中のアセトアミノフェン－タンパク質付加物の量を測定
することを含み、ここでの前記抗体は、０～２個のアミノ酸置換を有する配列番号１～１
２からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む前記方法。
【請求項１３】
　生物学的試料中のアセトアミノフェン－タンパク質付加物の量を測定する方法であって
、アセトアミノフェン－タンパク質付加物に特異的に結合するが、遊離のアセトアミノフ
ェンには特異的に結合しない少なくとも１種の単離された抗体を含む免疫アッセイにより
、対象から得られた生物学的試料中のアセトアミノフェン－タンパク質付加物の量を測定
することを含み、ここでの前記抗体は遊離のアセトアミノフェンに対してよりも約２００
０倍更に効果的に、アセトアミノフェンタンパク質付加物に対して特異的に結合する前記
方法。
【請求項１４】
　請求項１２または１３に記載の方法であって、前記生物学的試料は、血液、血漿、血清
、尿、唾液及び毛髪からなる群から選択される生物学的液体である前記方法。
【請求項１５】
　請求項１２に記載の方法であって、前記抗体は遊離のアセトアミノフェンに対してより
も約２０００倍更に効果的に、アセトアミノフェンタンパク質付加物に対して特異的に結
合する前記方法。
【請求項１６】
　請求項１２または１３に記載の方法であって、前記抗体は遊離のアセトアミノフェンに
対してよりも約８０００倍更に効果的に、アセトアミノフェンタンパク質付加物に対して
特異的に結合する前記方法。
【請求項１７】
　対象においてアセトアミノフェン誘発毒性を検出するための方法であって、（ｉ）対象
から得られた生物学的試料中のアセトアミノフェン－タンパク質付加物の量を、アセトア
ミノフェン－タンパク質付加物に対して特異的に結合するが、遊離のアセトアミノフェン
には特異的に結合しない少なくとも１つの単離された抗体を用いた免疫アッセイにより測
定し、ここで前記抗体は０～２個のアミノ酸置換を有する配列番号１～１２からなる群か
ら選択されるアミノ酸配列を含むことと、（ｉｉ）前記試料中のアセトアミノフェン－タ
ンパク質付加物の量を基準値と比較し、ここで前記試料中のアセトアミノフェン－タンパ
ク質付加物の量が前記基準値と比較してより大きいことにより、前記対象におけるアセト
アミノフェン誘発毒性が示されることを含む前記方法。
【請求項１８】
　対象においてアセトアミノフェン誘発毒性を検出するための方法であって、（ｉ）対象
から得られた生物学的試料中のアセトアミノフェン－タンパク質付加物の量を、アセトア
ミノフェン－タンパク質付加物に対して特異的に結合するが、遊離のアセトアミノフェン
には特異的に結合しない少なくとも１つの単離された抗体を用いた免疫アッセイにより測
定し、ここで前記抗体は遊離のアセトアミノフェンに対するよりも約２０００倍更に効果
的にアセトアミノフェンタンパク質付加物に対して特異的に結合することと、（ｉｉ）前
記試料中のアセトアミノフェン－タンパク質付加物の量を基準値と比較し、ここで前記試
料中のアセトアミノフェン－タンパク質付加物の量が前記基準値と比較してより大きいこ
とにより、前記対象におけるアセトアミノフェン誘発毒性が示されることを含む前記方法
。
【請求項１９】
　請求項１７または１８に記載の方法であって、前記アセトアミノフェン誘発毒性がアセ
トアミノフェン過剰服用に直接的にまたは間接的に関連している前記方法。
【請求項２０】
　請求項１７または１８に記載の方法であって、前記アセトアミノフェン誘発毒性が肝毒
性である前記方法。
【請求項２１】
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　請求項１７または１８に記載の方法であって、前記生物学的試料は、血液、血漿、血清
、尿、唾液及び毛髪からなる群から選択される生物学的液体である前記方法。
【請求項２２】
　請求項１７または１８に記載の方法であって、前記生物学的試料は病因が未知の肝毒性
を伴った対象由来である前記方法。
【請求項２３】
　請求項１７に記載の方法であって、前記抗体は遊離のアセトアミノフェンに対してより
も約２０００倍更に効果的に、アセトアミノフェンタンパク質付加物に対して特異的に結
合する前記方法。
【請求項２４】
　請求項１７または１８に記載の方法であって、前記抗体は遊離のアセトアミノフェンに
対してよりも約８０００倍更に効果的に、アセトアミノフェンタンパク質付加物に対して
特異的に結合する前記方法。
【請求項２５】
　対象における肝毒性がアセトアミノフェン誘発毒性によるものであるかどうかを決定す
る方法であって、（ｉ）アセトアミノフェン－タンパク質付加物に特異的に結合するが、
遊離のアセトアミノフェンには特異的に結合しない少なくとも１種の単離された抗体を使
用する免疫アッセイによって、対象から得られた生物学的試料中のアセトアミノフェン－
タンパク質付加物の存在及び／または量を測定し、ここでの前記抗体は０～２個のアミノ
酸置換を有する配列番号１～１２からなる群から選択されるアミノ酸配列を含むことと、
（ｉｉ）アセトアミノフェン－タンパク質付加物が存在するかどうかを決定し、アセトア
ミノフェン－タンパク質付加物が存在しなければ、前記対象における肝毒性はアセトアミ
ノフェン誘発毒性によるものではなく、またアセトアミノフェン－タンパク質付加物が存
在するならば、前記試料中のアセトアミノフェン－タンパク質付加物の量を基準値と比較
し、ここでの前記基準値と比較した前記試料中のアセトアミノフェン－タンパク質付加物
の量の方が多いことにより、前記対象における肝毒性がアセトアミノフェン誘発毒性によ
るものであることが示されることを含む前記方法。
【請求項２６】
　対象における肝毒性がアセトアミノフェン誘発毒性によるものであるかどうかを決定す
る方法であって、（ｉ）アセトアミノフェン－タンパク質付加物に特異的に結合するが、
遊離のアセトアミノフェンには特異的に結合しない少なくとも１種の単離された抗体を使
用する免疫アッセイによって、対象から得られた生物学的試料中のアセトアミノフェン－
タンパク質付加物の存在及び／または量を測定し、ここでの前記抗体は遊離のアセトアミ
ノフェンに対してよりも約２０００倍更に効果的にアセトアミノフェンタンパク質付加物
に特異的に結合することと、（ｉｉ）アセトアミノフェン－タンパク質付加物が存在する
かどうかを決定し、アセトアミノフェン－タンパク質付加物が存在しなければ、前記対象
における肝毒性はアセトアミノフェン誘発毒性によるものではなく、またアセトアミノフ
ェン－タンパク質付加物が存在するならば、前記試料中のアセトアミノフェン－タンパク
質付加物の量を基準値と比較し、ここでの前記基準値と比較した前記試料中のアセトアミ
ノフェン－タンパク質付加物の量の方が多いことにより、前記対象における肝毒性がアセ
トアミノフェン誘発毒性によるものであることが示されることを含む前記方法。
【請求項２７】
　請求項２５に記載の方法であって、前記抗体は遊離のアセトアミノフェンに対してより
も約２０００倍更に効果的に、アセトアミノフェンタンパク質付加物に対して特異的に結
合する前記方法。
【請求項２８】
　請求項２５または２６に記載の方法であって、前記抗体は遊離のアセトアミノフェンに
対してよりも約８０００倍更に効果的に、アセトアミノフェンタンパク質付加物に対して
特異的に結合する前記方法。
【請求項２９】
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　アセトアミノフェン－タンパク質付加物に対する特異性を備えたモノクローナル抗体を
産生する方法であって、対象を、担体タンパク質－２－イミノチオラン－ＡＰＡＰを含む
免疫原で免疫化することを含む前記方法。
【請求項３０】
　請求項２８に記載の方法であって、前記アセトアミノフェン－タンパク質付加物が３－
（システイン－Ｓ－イル）アセトアミノフェンタンパク質付加物である前記方法。
【請求項３１】
　請求項２８に記載の方法であって、前記モノクローナル抗体は、遊離のアセトアミノフ
ェンに対してよりも約２０００倍更に効果的に、アセトアミノフェンタンパク質付加物に
対して結合する前記方法。
【請求項３２】
　請求項２８に記載の方法であって、前記モノクローナル抗体は、遊離のアセトアミノフ
ェンに対してよりも約８０００倍更に効果的に、アセトアミノフェンタンパク質付加物に
対して結合する前記方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　政府の権利
　本発明は、ＮＩＨによって授与されたＲ４２　ＤＫ０７９３８７－０３に基づく政府の
支援によってなされた。政府は本発明において一定の権利を有する。
【０００２】
　関連出願の相互参照
　本出願は、２０１５年１２月３日に出願された米国仮特許出願第６２／０８６，９２３
号の利益を主張するものであり、その開示内容全体を本明細書の一部として参照により援
用する。
【０００３】
　発明の分野
　本開示は、アセトアミノフェン誘発毒性の検出及び診断に有用な、アセトアミノフェン
－タンパク質付加物に結合する単離された抗体を提供する。
【背景技術】
【０００４】
　アセトアミノフェン（ＡＰＡＰ）は、薬物毒性に関連する最も一般的な医薬品である。
重度の症例では、ＡＰＡＰの過剰服用は急性肝不全（ＡＬＦ）及び死に至ることがある。
米国では年間１００，０００件以上、ＡＰＡＰの過剰服用に関する電話が米国の毒物管理
センターになされている。ＦＤＡは、毎年約４５０人の死亡がＡＰＡＰの過剰服用に関連
すると推定している。ＡＰＡＰの過剰服用から２４時間以内に治療を求め、ＡＰＡＰの服
用の時間及び量に関する正確な情報を提供できる患者の場合、ＡＰＡＰの過剰服用は診断
及び治療が比較的簡単である。しかしながら、ルマック（Ｒｕｍａｃｋ）ノモグラムのよ
うなＡＰＡＰの過剰服用を診断する現在の方法は、ＡＰＡＰ摂取の時間及び用量に関する
情報が入手できないときにＡＰＡＰ過剰服用の２４時間後に患者を診断するため、或いは
アルコールを使用し、治療的用量を超えるＡＰＡＰを慢性的に摂取し、または徐放性ＡＰ
ＡＰ製剤を使用する患者を診断するためにはそれほど有用ではない。血清アラニンアミノ
トランスフェラーゼ（ＡＬＴ）及び血清アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ（ＡＳ
Ｔ）のような他の実験室的検査は、肝臓損傷の発生を示すものではあるが、どちらの生物
学的指標もＡＰＡＰの過剰服用に特異的なものではない。
【０００５】
　従って、過剰服用の２４時間以上後であっても、潜在的なＡＰＡＰ中毒を含むＡＰＡＰ
毒性を正確に診断する方法に対する必要性が、当該分野において存在している。
【発明の概要】
【０００６】
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　ある態様において、本開示はアセトアミノフェン－タンパク質付加物に対して特異的に
結合するが、遊離のアセトアミノフェンには特異的に結合せず、且つ免疫原（担体タンパ
ク質２－イミノチオラン－ＡＰＡＰ）を認識する単離された抗体を提供する。
【０００７】
　別の態様において、本開示は、アセトアミノフェン－タンパク質付加物に対して特異的
に結合するが、遊離のアセトアミノフェンには特異的に結合せず、且つ０～２個のアミノ
酸置換を有する配列番号６または０～２個のアミノ酸置換を有する配列番号１２のアミノ
酸配列を含んだ重鎖ＣＤＲ３を具備する単離された抗体を提供する。
【０００８】
　更に別の態様において、本開示は、アセトアミノフェン－タンパク質付加物に対して特
異的に結合するが、遊離のアセトアミノフェンには特異的に結合せず、且つ０～２個のア
ミノ酸置換を有する配列番号３または０～２個のアミノ酸置換を有する配列番号９のアミ
ノ酸配列を含んだ軽鎖ＣＤＲ３を具備する単離された抗体を提供する。
【０００９】
　更に別の態様において、本開示は、アセトアミノフェン－タンパク質付加物に対して特
異的に結合するが、遊離のアセトアミノフェンには特異的に結合せず、且つＬｅｕ－Ｇｌ
ｙ－ｈのアミノ酸配列を含む軽鎖ＣＤＲ３及び／または配列番号２４のアミノ酸配列を含
む重鎖ＣＤＲ３を具備し、ここでのｈは、アラニン、バリン、イソロイシン、ロイシン、
メチオニン、フェニルアラニン、チロシン及びトリプトファンからなる群より選択される
疎水性アミノ酸である単離された抗体を提供する。
【００１０】
　更に別の態様において、本開示は、対象から得られた生物学的試料中のアセトアミノフ
ェン－タンパク質付加物の量を測定する方法を提供する。当該方法は、アセトアミノフェ
ン－タンパク質付加物に特異的に結合するが、遊離のアセトアミノフェンには特異的に結
合しない少なくとも１種の単離された抗体を含む免疫アッセイにより、対象から得られた
生物学的試料中のアセトアミノフェンタンパク質付加物の量を測定することを含み、ここ
での前記抗体は、０～２個のアミノ酸置換を有する配列番号１～１２からなる群から選択
されるアミノ酸配列を含むか、または前記抗体は遊離のアセトアミノフェンに対してより
も約２０００倍更に効果的に、アセトアミノフェンタンパク質付加物に対して特異的に結
合する。
【００１１】
　異なる態様において、本開示は、対象においてアセトアミノフェン誘発毒性を検出する
ための方法を提供する。この方法は、（ｉ）対象から得られた生物学的試料中のアセトア
ミノフェン－タンパク質付加物の量を、アセトアミノフェン－タンパク質付加物に対して
特異的に結合するが、遊離のアセトアミノフェンには特異的に結合しない少なくとも１つ
の単離された抗体を用いた免疫アッセイにより測定し、ここで前記抗体は０～２個のアミ
ノ酸置換を有する配列番号１～１２からなる群から選択されるアミノ酸配列を含むか、ま
たは前記抗体は遊離のアセトアミノフェンに対するよりも約２０００倍効果的にアセトア
ミノフェンタンパク質付加物に対して特異的に結合することと、（ｉｉ）試料中のアセト
アミノフェン－タンパク質付加物の量を基準値と比較し、ここで試料中のアセトアミノフ
ェン－タンパク質付加物の量が基準値と比較してより大きいことにより、前記対象におけ
るアセトアミノフェン誘発毒性が示されることを含んでいる。
【００１２】
　他の態様において、本開示は、対象における肝毒性がアセトアミノフェン誘発毒性によ
るものであるかどうかを決定する方法を提供する。本方法は、（ｉ）アセトアミノフェン
－タンパク質付加物に特異的に結合するが、遊離のアセトアミノフェンには特異的に結合
しない少なくとも１種の単離された抗体を使用する免疫アッセイによって、対象から得ら
れた生物学的試料中のアセトアミノフェンタンパク質付加物の存在及び／または量を測定
し、ここでの前記抗体は０～２個のアミノ酸置換を有する配列番号１～１２からなる群か
ら選択されるアミノ酸配列を含むか、または前記抗体は遊離のアセトアミノフェンに対し
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てよりも約２０００倍更に効果的にアセトアミノフェンタンパク質付加物に対して特異的
に結合することと、（ｉｉ）アセトアミノフェン－タンパク質付加物が存在するかどうか
を決定し、アセトアミノフェン－タンパク質付加物が存在しなければ、前記対象における
肝毒性はアセトアミノフェン誘発毒性によるものではなく、またアセトアミノフェン－タ
ンパク質付加物が存在するならば、試料中のアセトアミノフェン－タンパク質付加物の量
を基準値と比較し、ここで試料中のアセトアミノフェン－タンパク質付加物の量が基準値
と比較してより大きいことにより、前記対象における肝毒性がアセトアミノフェン誘発毒
性によるものであることを示すことを含んでいる。
【００１３】
　一定の態様において、本開示は、アセトアミノフェン－タンパク質付加物に対する特異
性を備えたモノクローナル抗体を産生する方法を提供する。当該方法は、対象を、担体タ
ンパク質－２－イミノチオラン－ＡＰＡＰを含む免疫原で免疫化することを含んでいる。
【００１４】
　本願のファイルは、カラーで描かれた少なくとも１つの図面を含んでいる。カラー図面
を含む特許出願公報のコピーは、請求及び必要な料金を支払えば特許庁により提供される
であろう。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】抗体１４－１２の抗原ＡＴＤ－１への結合を示すＥＬＩＳＡアッセイを描いてい
る。
【図２】ＡＰＡＰ－タンパク質付加物対遊離の未結合ＡＰＡＰに対する抗体１４－１２の
特異性を示す競合ＥＬＩＳＡを描いている。
【図３】ＲＭＡｂクローン１４－１２及び２２－８の競合的ＥＬＩＳＡを描いている。こ
のグラフは、阻害剤としての親薬物（ＡＰＡＰ）対付加物（ＡＰＡＰ－タンパク質）の相
対的効力を示している。
【図４】ラテラルフローアッセイにおいて、試験バンドに固定化されたアセトアミノフェ
ンタンパク質付加物に対するＲＭＡｂ１４－１２及び２２－８の結合を描いている。
【図５】ＲＭＡｂ　１４－１２及び２２－８を用いた競合ラテラルフローアッセイを描い
ている。このグラフは、親薬物（ＡＰＡＰ）対付加物（ＡＰＡＰ－タンパク質）の阻害剤
としての相対的効力を示す。
【図６】競合ＲＭＡｂに基づくラテラルフローアッセイにおける、ＡＰＡＰタンパク質付
加物及びＡＰＡＰの阻害を示している。ＡＰＡＰ－タンパク質付加物は、ＡＰＡＰ毒性患
者の血清から生理学的に形成されたＡＰＡＰタンパク質付加物である。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
　本開示は、アセトアミノフェン媒介毒性の発病の際に生理学的に形成されるアセトアミ
ノフェン－タンパク質付加物と特異的に反応する抗体を提供する。本発明の抗体は遊離の
アセトアミノフェンとは特異的に反応しない。
【００１７】
　本開示はまた、本発明の抗体の使用方法を提供する。本発明の抗体は、生物学的試料中
のアセトアミノフェン－タンパク質付加物を検出するために、または対象のアセトアミノ
フェン媒介毒性を診断するために使用され得る。
【００１８】
　加えて、本開示は、アセトアミノフェンタンパク質付加物に対して特異性を有する抗体
を調製するための新規な免疫原を提供する。詳細に言えば、該免疫原は担体タンパク質－
２－イミノチオラン結合アセトアミノフェンである。この新規な免疫原は、免疫原性担体
タンパク質（ＣＰ）を２－イミノチオラン（２－ＩＴ）で修飾して、末端スルフヒドリル
基を有する多数の５－炭素リンカー分子で高度に置換されたＣＰを得ることによって調製
された。次いで、この２－ＩＴ修飾されたＣＰは、合成的に調製されたＮ－アセチル－ｐ
－ベンゾキノンイミンとの反応により、末端スルフヒドリル基において共有結合的に修飾
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された。
【００１９】
　Ｉ．抗体
　アセトアミノフェン（ＡＰＡＰ）誘発毒性は、肝臓において、反応性代謝産物であるＮ
－アセチル－ｐ－ベンゾキノンイミン（ＮＡＰＱＩ）が必須タンパク質に共有結合するこ
とによって媒介される。治療的用量において、該代謝産物はグルタチオンとの結合により
効果的に解毒され、３－（グルタチオン－Ｓ－イル）アセトアミノフェン結合体を形成す
る。過剰服用後には、該反応は肝臓のグルタチオンを枯渇させ、代謝産物が肝臓タンパク
質に共有結合する。このシナリオで形成される主な付加物は、アセトアミノフェン－シス
テイン付加物、即ち、３－（システイン－Ｓ－イル）アセトアミノフェンである。本開示
の抗アセトアミノフェン－タンパク質付加物抗体には、アセトアミノフェンのタンパク質
付加物に結合する抗体が含まれる。
【００２０】
　上記のように、アセトアミノフェンは、アミノ酸との結合によってタンパク質付加物を
形成することができる。本開示の抗アセトアミノフェン－タンパク質付加物抗体には、１
以上のアセトアミノフェン－タンパク質付加物に結合する抗体が含まれる。即ち、本開示
のアセトアミノフェン－タンパク質付加物抗体は、任意の付加タンパク質のポリペプチド
鎖の中におけるアセトアミノフェン修飾システインに結合する。幾つかの実施形態におい
て、抗アセトアミノフェン－タンパク質付加物抗体は、３－（システイン－Ｓ－イル）ア
セトアミノフェン－タンパク質付加物に結合する。他の実施形態において、抗アセトアミ
ノフェン－タンパク質付加物抗体は、３－（グルタチオン－Ｓ－イル）アセトアミノフェ
ン－タンパク質付加物に結合する。異なる実施形態において、抗アセトアミノフェン－タ
ンパク質付加物抗体は、メルカプツール酸アセトアミノフェンと結合する。他の実施形態
において、抗アセトアミノフェンタンパク質付加物抗体は、ＮＡＰＱＩにより修飾された
タンパク質上のアセトアミノフェンタンパク質付加物に結合する。露出されたシステイン
スルフヒドリルを有する任意のタンパク質が、ＮＡＰＱＩとの反応及び結果として得られ
る３－（システイン－Ｓ－イル）アセトアミノフェン－タンパク質付加物形成の候補であ
る。ＮＡＰＱＩによって修飾されるタンパク質の非限定的な例には、ベタイン－ホモシス
テインＳ－メチルトランスフェラーゼ１（ＢＨＭＴ）、細胞質アスパラギン酸アミノトラ
ンスフェラーゼ（ｃＡｓｐＡＴ）、１，４－アルファ－グルカン分岐酵素、ホルムイミド
イルトランスフェラーゼ－シクロデアミナーゼ（ＦＴＣＤ）、ジストロフィン、アルデヒ
ドデヒドロゲナーゼ、ＡＴＰシンターゼアルファ鎖ミトコンドリア、カルレグリン（ｃａ
ｌｒｅｇｕｌｉｎ）、カルバモイルリン酸シンテターゼＩ、炭酸デヒドラターゼＩＩＩ（
ＣＡ－ＩＩＩ）、アルデヒドデヒドロゲナーゼ（ＡＨＤ－Ｍ１）、グルタミン酸デヒドロ
ゲナーゼ（ＧＤＨ）、グルタミン酸－アンモニアリガーゼ、細胞グルタチオンペルオキシ
ダーゼ、グルタチオントランスフェラーゼ（ＧＳＴ）、グルタチオンＳ－トランスフェラ
ーゼＰ１、ＧＡＰＤＨ、ＡｄｏＭｅｔシンテターゼ１、マクロファージ２３ｋＤａストレ
スタンパク質、ｅＩＦ－４Ａ－Ｉ、５６ｋＤａアセトアミノフェン結合タンパク質、Ｌ－
イジトール２－デヒドロゲナーゼ、アミンＮ－メチルトランスフェラーゼ、抗酸化タンパ
ク質１、トロポミオシン３、尿酸オキシダーゼ、１０－ホルミルテトラヒドロ葉酸デヒド
ロゲナーゼ、ヘモグロビン、５６ｋＤａセレン結合タンパク質、ラミンＡ、細胞性甲状腺
ホルモン結合タンパク質、５８ｋＤａミクロソームタンパク質、Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈマウ
ス胚８　５ｄｐｃ　１０６６４０１９　Ｍｕｓ　ｍｕｓｃｕｌｕｓ　ｃＤＮＡクローン、
無機ピロホスファターゼ、ＮＭＬ　Ｍｕｓ　ｍｕｓｃｕｌｕｓ　ｃＤＮＡクローン、２－
４ジエノイル－ＣｏＡレダクターゼミトコンドリア、３－ＨＡＩ、３－ヒドロキシアント
ラニル酸３－４－ジオキシゲナーゼ、９４ｋＤａグルコース調節タンパク質、Ｎｒｆ２の
細胞質ゾル阻害剤、血清アルブミン、及び遅延型早期応答タンパク質６が含まれる。
【００２１】
　全ての例において、本開示の抗体は、１以上のアセトアミノフェン－タンパク質付加物
に特異的に結合するが、遊離アセトアミノフェンには特異的に結合しない。従って、本開
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タンパク質付加物に対して結合する。例えば、アセトアミノフェン－タンパク質付加物抗
体は、遊離のアセトアミノフェンに対するよりも約１００倍、約２５０倍、約５００倍、
約１０００倍、約１５００倍、約２０００倍、約２５００倍、約３０００倍、約３５００
倍、約４０００倍、約４５００倍、約５０００倍、約５５００倍、約６０００倍、約６５
００倍、約７０００倍、約７５００倍、約８０００倍、約８５００倍、約９０００倍、約
９５００倍または約１０，０００倍更に効果的に、アセトアミノフェンタンパク質に対し
て結合する。更に、アセトアミノフェンタンパク質付加物抗体は、遊離のアセトアミノフ
ェンに対するよりも約１０００～約２０００倍、約２０００～約３０００倍、約３０００
～約４０００倍、約４０００～約５０００倍、約５０００～約６０００倍、約６０００～
約７０００倍、約７０００～約８０００倍、または約８０００～約９０００倍更に効果的
に、アセトアミノフェンタンパク質付加物に対して結合する。一実施形態において、アセ
トアミノフェン－タンパク質付加物抗体は、アセトアミノフェンタンパク質に対して、遊
離型に対するよりも約２０００倍更に効果的に結合する。別の実施形態では、アセトアミ
ノフェン－タンパク質付加物抗体は、遊離のアセトアミノフェンに対するよりも約８００
０倍更に効果的に、アセトアミノフェンタンパク質に対して結合する。本明細書における
「特異的に結合する」との語句は、抗体が、０．１ｐＭ～１０ｎＭ、好ましくは０．１ｐ
Ｍ～１ｎＭの範囲の親和性定数または相互作用の親和性（ＫＤ）で、アセトアミノフェン
－タンパク質付加物に結合することを意味する。抗体がアセトアミノフェンタンパク質付
加物に結合するかどうかを決定する方法は、当該分野において既知である。一定の実施形
態において、前記特異的抗体は、任意の付加物タンパク質のポリペプチド鎖中におけるア
セトアミノフェン修飾システインを認識し得る。幾つかの実施形態において、前記特異的
抗体は、３－（システイン－Ｓ－イル）アセトアミノフェン－タンパク質付加物を認識し
得る。他の実施形態において、前記特異的抗体は、３－（グルタチオン－Ｓ－イル）アセ
トアミノフェン－タンパク質付加物を認識し得る。更に他の実施形態において、前記抗体
は、メルカプツール酸アセトアミノフェンを認識し得る。
【００２２】
　本明細書における有用な抗アセトアミノフェン－タンパク質付加物抗体にはまた、生物
学的試料中においてアセトアミノフェンタンパク質付加物に特異的に結合する全ての抗体
が含まれる。例示的実施形態において、本明細書における有用な抗アセトアミノフェン－
タンパク質付加物抗体には、生物学的試料中に存在する３－（システイン－Ｓ－イル）ア
セトアミノフェンに特異的に結合する全ての抗体が含まれる。
【００２３】
　一態様において、本明細書における有用な抗体には、生体から得られた生物学的試料中
においてアセトアミノフェン－タンパク質付加物を検出し、また対象におけるアセトアミ
ノフェン毒性の発現を予測するアッセイにおいて使用するための、単離され、特徴付けら
れ、精製され、機能的で、且つ回収（取得）された抗体が含まれる。別の態様において、
本明細書において有用な抗体には、生体から得られた生物学的試料中のアセトアミノフェ
ン－タンパク質付加物を検出し、また前記対象において、アセトアミノフェン毒性の発現
を診断するアッセイにおいて使用するための、単離され、特徴付けられ、精製され、機能
的であり、且つ回収（取得）された抗体が含まれる。別の態様において、本明細書におい
て有用な抗体には、生体から得られた生物学的試料中のアセトアミノフェン－タンパク質
付加物を検出し、また前記対象を、該対象の生涯においてアセトアミノフェン毒性を発症
する増大したリスクを有するものとして分類するアッセイにおいて使用するための、単離
され、特徴付けられ、精製され、機能的であり、且つ回収（取得）された抗体が含まれる
。別の態様において、本明細書で有用な抗体は、単離され、特徴付けられ、精製され、機
能的であり、且つ使用のために回収され（得られ）た表Ａに列挙された抗体、ならびにそ
れらの変異体（例えばヒト化形態、キメラ形態及び免疫学的断片）が含まれる。
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【表１】

【００２４】
　「抗体」という用語には、「モノクローナル抗体」という用語が含まれる。「モノクロ
ーナル抗体」とは、単一のコピーまたはクローン（例えば、任意の真核生物、原核生物ま
たはファージクローンを含む）に由来する抗体を言う。「モノクローナル抗体」は、ハイ
ブリドーマ技術によって産生される抗体に限定されない。モノクローナル抗体は、例えば
、当技術分野で周知のハイブリドーマ技術、ならびに組換え技術、ファージディスプレイ
技術、合成技術、またはこのような技術と当技術分野で容易に知られる他の技術の組み合
わせを用いて製造することができる。更に、当該技術で既知の方法に従って、モノクロー
ナル抗体を検出可能な標識で標識し、固相に固定化し、及び／または異種化合物（例えば
、酵素または毒素）と結合することができる。
【００２５】
　更に、「抗体」とは、機能的なモノクローナル抗体、またはそのＦａｂ、Ｆａｂ’また
はＦ（ａｂ’）２断片のような免疫学的に有効な断片を意味する。本明細書の幾つかの文
脈において、断片は強調のために特定的に言及される。しかし、断片が特定されているか
否かにかかわらず、「抗体」という用語には、そのような断片及び一本鎖形態が含まれる
ことが理解されるであろう。タンパク質が意図する標的に対して特異的に結合する能力を
保持する限り、それは「抗体」という用語の範囲内に含まれる。「抗体」の定義には、例
えば、この特異性を有する抗体の一本鎖形態、一般にＦｖ領域と呼ばれるものも含まれる
。それらをヒト化形態に変換するために、適切な特異性を備えた典型的にはウサギまたは
他の非ヒト抗体の操作が必要とされるので、任意に、発見に有用な抗体は組換えにより産
生される。抗体は、グリコシル化されてもよく、されなくてもよい。知られているように
、抗体はジスルフィド結合を介して適切に架橋される。
【００２６】
　本明細書で有用な抗体の基本的な抗体単位は、四量体を含んでいる。各四量体は、２つ
の同一対のポリペプチド鎖から構成され、各対は１つの「軽」鎖（約２５ｋＤａ）及び１
つの「重」鎖（約５０～７０ｋＤａ）を有する。各鎖のアミノ末端部分は、主に抗原認識
を担当する約１００～１１０以上のアミノ酸の可変領域を含んでいる。各鎖のカルボキシ
末端部分は、エフェクター機能を主に担当する定常領域を規定する。
【００２７】
　本明細書で有用な抗アセトアミノフェン－タンパク質付加物抗体は、その調製のための
プロセスから単離され、特徴付けられ、精製され、機能的で、回収された（入手された）
ものを含み、従って有用な形態において、診断上十分な量で本明細書における使用のため
に入手可能である。
【００２８】
　軽鎖は、カッパまたはラムダとして分類される。重鎖は、ガンマ、ミュー、アルファ、
デルタ、またはイプシロンとして分類され、また抗体のアイソタイプをＩｇＧ、ＩｇＭ、
ＩｇＡ、ＩｇＤ及びＩｇＥとしてそれぞれ定義する。軽鎖及び重鎖内において、可変領域
及び定常領域は約１２以上のアミノ酸の「Ｊ」領域によって連結され、重鎖は約１０個以
上のアミノ酸の「Ｄ」領域をも含んでいる。
【００２９】
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　各軽鎖／重鎖対の可変領域は抗体結合部位を形成する。従って、無傷の抗体は２つの結
合部位を有する。これらの鎖は、相補性決定領域（以下では「ＣＤＲ」と称する）とも呼
ばれる３つの超可変領域により連結された比較的保存されたフレームワーク領域（ＦＲ）
の、同じ一般的構造を示す。２つの鎖由来のＣＤＲは、フレームワーク領域によって整列
されて、特異的エピトープへの結合を可能にする。Ｎ末端からＣ末端まで、軽鎖及び重鎖
の両者は、ドメインＦＲ１、ＣＤＲ１、ＦＲ２、ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ３及びＦＲ４
をそれぞれ含んでいる。各ドメインへのアミノ酸の帰属は、既知の慣例に従っている（Ｋ
ａｂａｔ“Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉ
ｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ”Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌ
ｔｈ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，Ｍｄ．，１９８７　ａｎｄ　１９９１；Ｃｈｏｔｈｉａ，ｅｔ
　ａｌ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏ．（１９８７）１９６：９０１－９１７；Ｃｈｏｔｈｉａ，
ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ（１９８９）３４２：８７８－８８３参照）。
【００３０】
　一態様において、モノクローナル抗アセトアミノフェンタンパク質付加物抗体は、哺乳
動物の免疫化、該哺乳動物の抗体産生細胞からのハイブリドーマ形成もしくはそうでなけ
ればそれらの不死化、及びハイブリドーマまたは不死化細胞を培養して、それらを適切な
特異性について評価する標準的な技術により、適切な特異性で生成される。本件において
、そのような抗体は、ヒト、ウサギ、ラットまたはマウスを、例えばセクションＩＩＩに
記載のような免疫原で免疫化することによって生成できるであろう。組換え操作のための
材料は、それを産生するハイブリドーマまたは他の細胞から、所望の抗体をコードするヌ
クレオチド配列を回収することによって得ることができる。次いで、これらのヌクレオチ
ド配列は、本明細書での使用のために操作し、単離し、特性決定し、精製し、回収するこ
とができる。
【００３１】
　一実施形態において、本発明の抗体はヒト化されてよい。本明細書で使用される「ヒト
化抗体」には、非ヒト相補性決定領域（「ＣＤＲ」）を有する抗体の配列を改変すること
によって、ヒト抗体生殖細胞系列に由来するアミノ酸配列から一部または全部が構成され
た、抗アセトアミノフェン抗体が含まれる。そのような最も単純な改変は、マウスまたは
ウサギの定常領域をヒト抗体の定常領域で単に置換することからなり、従って医薬用途に
おいて許容可能なほど、十分に低い免疫原性を有するヒト／ネズミまたはウサギキメラを
生じる。しかしながら、好ましくは抗体の可変領域、更にはＣＤＲもまた、当該技術分野
で現在周知の技術によりヒト化される。可変領域のフレームワーク領域を対応するヒトフ
レームワーク領域によって置換し、非ヒトＣＤＲを実質的に無傷のまま残すか、或いは、
更にＣＤＲをヒトゲノムに由来する配列で置き換えることもある。ＣＤＲ領域はまた、完
全なヒト生殖細胞系フレームワーク領域または実質的にヒトであるフレームワーク領域の
状況において、アセトアミノフェンタンパク質付加物に対する結合活性及び親和性が維持
または増強されるように、ランダムに突然変異させることもできる。実質的にヒトのフレ
ームワークは、既知のヒトフレームワーク配列と少なくとも９０％、９５％、または９９
％の配列同一性を有する。完全に有用なヒト抗体はまた、その免疫系がヒト免疫系に対応
するように改変された遺伝子改変マウスにおいて産生され得る。上述したように、一本鎖
形態を表す断片を含む、抗体の免疫学的に特異的な断片を用いることは、この発見の方法
での使用のために十分である。
【００３２】
　本発明の抗体は、一本鎖可変断片（ｓｃＦｖ）として知られる融合タンパク質として使
用することもできる。これらのｓｃＦｖは、リンカーによって連結された重鎖及び軽鎖の
可変領域で構成される。全部ではないが殆どの場合に、該リンカーはペプチドであり得る
。リンカーペプチドは、好ましくは約１０～２５アミノ酸の長さである。好ましくは、該
リンカーペプチドは、グリシン、ならびにセリンまたはスレオニンに富んでいる。ＳｃＦ
ｖは、ファージディスプレイを容易にするために使用でき、またはフローサイトメトリー
、免疫組織化学のために、または標的化ドメインとして使用できる。ｓｃＦｖを作製及び
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使用する方法は、当該技術において既知である。
【００３３】
　好ましい実施形態において、本発明のｓｃＦｖは、ヒト定常ドメインに結合される。幾
つかの実施形態において、重鎖定常ドメインはＩｇＧドメイン、例えばＩｇＧ１、ＩｇＧ
２、ＩｇＧ３またはＩｇＧ４に由来する。他の実施形態において、重鎖定常ドメインは、
ＩｇＡ、ＩｇＭ、またはＩｇＥに由来し得る。
【００３４】
　好ましい抗体は、１４－１２、１４－７または２２－８と称するハイブリドーマに由来
するウサギ抗体である。本明細書で使用する「に由来する」という用語は、「由来する」
抗体が、１４－１２、１４－７または２２－８により産生される抗体由来の少なくとも１
つのＣＤＲ領域を含むことを意味する。別の言い方をすれば、「由来する抗体」は、配列
番号１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１及び１２からなる群から選択され
るアミノ酸配列で構成される少なくとも１つのＣＤＲ領域を含む。
【００３５】
　一実施形態において、本発明の抗体は、ハイブリドーマ１４－１２または１４－７に由
来し得るものであり、配列番号１７の軽鎖可変領域に対して少なくとも９０％、９１％、
９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９％の同一性を有
する核酸配列によってコードされ得るか、または配列番号１８の重鎖可変領域に対して９
０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９
％の同一性を有する核酸配列によってコードされ得る。別の実施形態では、本発明の抗体
は、ハイブリドーマ１４－１２または１４－７に由来し得るものであり、配列番号１３の
軽鎖可変領域に対して９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７
％、９８％または９９％の同一性を備えたアミノ酸配列によってコードされ得るか、また
は配列番号１４の重鎖可変領域に対して９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５
％、９６％、９７％、９８％、または９９％の同一性を備えた核酸配列によってコードさ
れ得る。
【００３６】
　異なる実施形態において、本発明の抗体は、ハイブリドーマ２２－８に由来し得るもの
であり、配列番号１９の軽鎖可変領域に対して少なくとも９０％、９１％、９２％、９３
％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９％の同一性を備えた核酸配列
によってコードされ得るか、または配列番号２０の重鎖可変領域に対して９０％、９１％
、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９％の同一性を
備えた核酸配列によってコードされ得る。別の実施形態において、本発明の抗体は、ハイ
ブリドーマ２２－８に由来し得るものであり、配列番号１５の軽鎖可変領域に対して少な
くとも９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％また
は９９％の同一性を備えたアミノ酸配列によってコードされ得るか、または配列番号１６
の重鎖可変領域に対して９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９
７％、９８％または９９％の同一性を備えたアミノ酸配列によってコードされ得る。
【００３７】
　アセトアミノフェン－タンパク質付加物に結合する本発明の抗体の例示的実施形態にお
いて、当該抗体は、配列番号１３の軽鎖アミノ酸配列及び配列番号１４の重鎖アミノ酸配
列を含む［即ち、本明細書で１４－１２または１４－７と称するモノクローナル抗体］。
アセトアミノフェン－タンパク質付加物に結合する本発明の抗体の別の例示的実施形態に
おいて、当該抗体は、配列番号１５の軽鎖アミノ酸配列及び配列番号１６の重鎖アミノ酸
配列を含む［即ち、本明細書で２２－８と称するモノクローナル抗体］。アセトアミノフ
ェン－タンパク質付加物に結合する本発明の抗体の別の例示的実施形態において、当該抗
体は、配列番号１７の軽鎖核酸配列及び配列番号１８の重鎖アミノ酸配列を含む［即ち、
本明細書中でｍＡｂ　１４－１２または１４－７と称するモノクローナル抗体］。アセト
アミノフェン－タンパク質付加物に結合する本発明の抗体の別の例示的実施形態において
、当該抗体は、配列番号１９の軽鎖核酸配列及び配列番号２０の重鎖核酸配列を含む［即
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【００３８】
　一実施形態において、本発明の抗体は、表Ｂの抗体１、４９及び９７のように、軽鎖Ｃ
ＤＲ１を具備することができる。別の実施形態において、本発明の抗体は、表Ｂの抗体４
、５２及び１００のように、軽鎖ＣＤＲ２を具備することができる。更に別の実施形態に
おいて、本発明の抗体は、表Ｂの抗体６、５４、及び１０２のように、軽鎖ＣＤＲ３を具
備することができる。代替の実施形態において、本発明の抗体は、表Ｂの抗体２、３、５
、５０、５１、５３、９８、９９及び１０１のように、２つまたは３つの重鎖ＣＤＲを具
備することができる。
【００３９】
　同様に、一実施形態において、本発明の抗体は、表Ｂの抗体７、５５及び１０３のよう
に、重鎖ＣＤＲ１を具備することができる。別の実施形態において、本発明の抗体は、表
Ｂの抗体１０、５８及び１０６のように、重鎖ＣＤＲ２を具備することができる、更に別
の実施形態において、本発明の抗体は、別の実施形態において、本発明の抗体は、表Ｂの
抗体１２、６０及び１０８のように、重鎖ＣＤＲ３を具備することができる。代替の実施
形態において、本発明の抗体は、表Ｂの抗体８、９、１１、５６、５７、５９、１０４、
１０５及び１０７のように、２つまたは３つの重鎖ＣＤＲを具備することができる。
【００４０】
　代替的に、本発明の抗体は、表Ｂの抗体１３～４８、６１～９６及び１０９～１４４の
ように、１以上の軽鎖ＣＤＲ及び１以上の重鎖ＣＤＲを具備することができる。
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【表４】

【００４１】
　一実施形態において、本発明の抗体は、０～２個のアミノ酸置換を有するアミノ酸配列
（配列番号１）のＣＤＲ１、０～２個のアミノ酸置換を有するアミノ酸配列（配列番号２
）のＣＤＲ２、０～２個のアミノ酸置換を有するアミノ酸配列（配列番号３）のＣＤＲ３
を含んだ軽鎖可変領域を具備し得るものであるか、または０～２個のアミノ酸置換を有す
るアミノ酸配列（配列番号４）のＣＤＲ１、０～２個のアミノ酸置換を有するアミノ酸配
列（配列番号５）のＣＤＲ２、及び０～２個のアミノ酸置換を有するアミノ酸配列（配列
番号６）のＣＤＲ３を含んだ重鎖可変領域を具備し得るものである。好ましい実施形態に
おいて、本発明の抗体は、０～２個のアミノ酸置換を有するアミノ酸配列（配列番号１）
のＣＤＲ１、０～２個のアミノ酸置換を有するアミノ酸配列（配列番号２）のＣＤＲ２、
アミノ酸配列（配列番号３）のＣＤＲ３を含む軽鎖可変領域、０～２個のアミノ酸置換を
有するアミノ酸配列（配列番号４）のＣＤＲ１、０～２個のアミノ酸置換を有するアミノ
酸配列（配列番号５）のＣＤＲ２、及び０～２個のアミノ酸置換を有するアミノ酸配列（
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配列番号６）のＣＤＲ３を含んだ重鎖可変領域を具備し得る。例示的実施形態において、
本発明の抗体は、アミノ酸配列（配列番号１）のＣＤＲ１、アミノ酸配列（配列番号２）
のＣＤＲ２、アミノ酸配列（配列番号３）のＣＤＲ３を含む軽鎖可変領域、アミノ酸配列
（配列番号４）のＣＤＲ１、アミノ酸配列（配列番号５）のＣＤＲ２、及びアミノ酸配列
（配列番号６）のＣＤＲ３を含んだ重鎖可変領域を具備し得る。本発明はまた、当業者が
容易に決定できる配列番号１、２、３、４、５及び６の対応する核酸配列を包含するもの
であり、これらは本発明の抗体を発現させるために、ベクターまたは染色体のような他の
大きなＤＮＡ分子の中に組み込むことができる。
【００４２】
　別の実施形態において、本発明の抗体は、０～２個のアミノ酸置換を有するアミノ酸配
列（配列番号７）のＣＤＲ１、０～２個のアミノ酸置換を有するアミノ酸配列（配列番号
８）のアミノ酸配列のＣＤＲ２、及び０～２個のアミノ酸置換を有するアミノ酸配列（配
列番号９）のＣＤＲ３を含んだ軽鎖可変領域を具備し得るか、または０～２個のアミノ酸
置換を有するアミノ酸配列（配列番号１０）のＣＤＲ１、０～２個のアミノ酸置換を有す
るアミノ酸配列（配列番号１１）のＣＤＲ２、及び０～２個のアミノ酸置換を有するアミ
ノ酸配列（配列番号１２）のＣＤＲ３を含んだ重鎖可変領域を具備し得る。好ましい実施
形態において、本発明の抗体は、０～２個のアミノ酸置換を有するアミノ酸配列（配列番
号７）のＣＤＲ１、０～２個のアミノ酸置換を有するアミノ酸配列（配列番号８）のＣＤ
Ｒ２、０～２個のアミノ酸置換を有するアミノ酸配列（配列番号９）のＣＤＲ３を含む軽
鎖可変領域、及び０～２個のアミノ酸置換を有するアミノ酸配列（配列番号１０）のＣＤ
Ｒ１、０～２個のアミノ酸置換を有するアミノ酸配列（配列番号１１）のＣＤＲ２、及び
０～２個のアミノ酸置換を有するアミノ酸配列（配列番号１２）のＣＤＲ３を含んだ重鎖
可変領域を具備し得る。例示的実施形態において、本発明の抗体は、アミノ酸配列（配列
番号７）のＣＤＲ１、アミノ酸配列（配列番号８）のＣＤＲ２、アミノ酸配列（配列番号
９）のＣＤＲ３を含む軽鎖可変領域、アミノ酸配列（配列番号１０）のＣＤＲ１、アミノ
酸配列（配列番号１１）のＣＤＲ２、及びアミノ酸配列（配列番号１２）のＣＤＲ３を含
んだ重鎖可変領域を具備し得る。本発明はまた、配列番号７、８、９、１０、１１、及び
１２の対応する核酸配列を包含し、これは当業者によって容易に決定でき、また本発明の
抗体を発現させるためにベクターまたは染色体のような他の大きなＤＮＡ分子の中に組み
込むことができる。
【００４３】
　一実施形態において、本発明の抗体は、アミノ酸配列（配列番号２１）（ＱＸＳＱｐｈ
ＸＲ、ここでのＸは任意のアミノ酸、ｐは極性アミノ酸、ｈは疎水性アミノ酸である）の
ＣＤＲ１、アミノ酸配列（配列番号２２）（ＸｈＸｐＬＸＳ、ここでのＸは任意のアミノ
酸、ｐは極性アミノ酸、ｈは疎水性アミノ酸である）のＣＤＲ２、及び／またはアミノ酸
配列Ｌｅｕ－Ｇｌｙ－ｈ（ここでのｈは疎水性残基である）のＣＤＲ３を含んだ軽鎖可変
領域を具備することができ、またはアミノ酸配列Ｔｙｒ－Ｘ－Ｉｌｅ（ここでのＸは任意
のアミノ酸である）のＣＤＲ１、アミノ酸配列（配列番号２３）（ＡＸＹＡＸＷＸＫＧ、
ここでのＸは任意のアミノ酸である）のＣＤＲ２、及び／または配列番号２４のアミノ酸
配列（ｈＸＸＧＧｈｈＸＸ、ここでのＸは任意のアミノ酸、ｈは疎水性アミノ酸である）
のＣＤＲ３を含んだ重鎖可変領域を具備することができる。別の実施形態では、本発明の
抗体は、配列番号２１のアミノ酸配列（ＱＸＳＱｐｈＸＲ、ここでのＸは任意のアミノ酸
、ｐは極性アミノ酸、ｈは疎水性アミノである）のＣＤＲ１、アミノ酸配列（配列番号２
２）（ＸｈＸｐＬＸＳ、ここでのＸは任意のアミノ酸、ｐは極性アミノ酸、ｈは疎水性ア
ミノ酸である）のＣＤＲ２、及びアミノ酸配列Ｌｅｕ－Ｇｌｙ－ｈ（ここでのｈは疎水性
残基である）のＣＤＲ３を含んだ軽鎖可変領域を具備することができ、またアミノ酸配列
Ｔｙｒ－Ｘ－Ｉｌｅ（ここでのＸは任意のアミノ酸である）のＣＤＲ１、アミノ酸配列（
配列番号２３）（ＡＸＹＡＸＷＸＫＧ、ここでのＸは任意のアミノ酸である）のＣＤＲ２
、及びアミノ酸配列（配列番号２４）（ｈＸＸＧＧｈｈＸＸ、ここでＸは任意のアミノ酸
、ｈは疎水性アミノ酸である）のＣＤＲ３を含んだ重鎖可変領域を具備することができる
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。更に別の実施形態において、本発明の抗体は、アミノ酸配列Ｌｅｕ－Ｇｌｙ－ｈ（ここ
でのｈは疎水性残基である）のＣＤＲ３を含む軽鎖可変領域を含むことができ、及び／ま
たはアミノ酸配列（配列番号２４）（ｈＸＸＧＧｈｈＸＸ、ここでのＸは任意のアミノ酸
、ｈは疎水性アミノ酸である）のＣＤＲ３を含んだ重鎖可変領域を具備することができる
。前述の実施形態の各々において、配列番号２１は更に、Ｃ末端上に１、２、３または４
個のアミノ酸を含み得る；Ｌｅｕ－Ｇｌｙ－ｈは更に、Ｃ末端に１、２、３、４、５、６
、７、８、９または１０個のアミノ酸を含み得る；Ｔｙｒ－Ｘ－Ｉｌｅは更に、Ｃ末端に
１個のアミノ酸及び／またはＮ末端に１個のアミノ酸を含み得る；配列番号２３は更に、
Ｎ末端に１、２、３、４、５、６または７個のアミノ酸を含み得る；配列番号２４は更に
、Ｃ末端に１個のアミノ酸を含み得る。
【００４４】
　本明細書で使用するとき、極性アミノ酸は、セリン、スレオニン、アスパラギン、及び
グルタミンからなる群から選択され、また疎水性アミノ酸は、アラニン、バリン、イソロ
イシン、ロイシン、メチオニン、フェニルアラニン、チロシン及びトリプトファンからな
る群から選択される。
【表５】
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【表８】

【００４５】
　ＩＩ．抗アセトアミノフェン－タンパク質付加物抗体を使用する方法
　一態様において、本開示は、対象から得た生物学的試料中のアセトアミノフェン－タン
パク質付加物を検出するための抗体を提供する。別の態様において、本開示は、対象から
得た生物学的試料中のアセトアミノフェン－タンパク質付加物の量を測定するための抗体
を提供する。対象から得た生物学的試料中のアセトアミノフェン－タンパク質付加物の量
は、対象を、高い量または低い量のアセトアミノフェン－タンパク質付加物を有するもの
として分類するために使用でき、更に、対象においてアセトアミノフェンに関連した露出
及び／または毒性を同定するために使用し得る。特定の実施形態において、アセトアミノ
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フェン－タンパク質付加物は、３－（システイン－Ｓ－イル）アセトアミノフェン－タン
パク質付加物である。
【００４６】
　（ａ）生物学的試料中のアセトアミノフェン－タンパク質付加物の量を検出及び測定す
る方法
　一態様において、本開示は、対象から得た生物学的試料中においてアセトアミノフェン
－タンパク質付加物を同定する手段を提供する。別の態様において、本開示は、対象から
得た試料中においてアセトアミノフェン－タンパク質付加物の量を測定するための手段を
提供する。この方法は、一般に、アセトアミノフェン－タンパク質付加物に特異的に結合
する抗体を用いて、対象から得た生物学的試料中において１以上のアセトアミノフェン－
タンパク質付加物の量を検出及び／または測定することを含む。加えて、当該方法は、（
ｉ）対象から生物学的試料を得ることと、（ｉｉ）アセトアミノフェン－タンパク質付加
物に特異的に結合する抗体を用いて、前記試料中において１以上のアセトアミノフェン－
タンパク質付加物の量を検出及び／または測定することを含み得る。適切な抗体は、上記
セクションＩに記載されている。
【００４７】
　本明細書で使用する「対象」という用語は、アセトアミノフェンを投与され得る生きた
生物を指称する。適切な対象には、ヒト、家畜動物、コンパニオン動物、実験動物、及び
動物学上の動物が含まれるが、これらに限定されない。一実施形態において、前記対象は
、齧歯類、例えばマウス、ラット、モルモット等であり得る。別の実施形態において、前
記対象は家畜であり得る。適切な家畜の非限定的な例には、ブタ、ウシ、ウマ、ヤギ、ヒ
ツジ、ラマ及びアルパカが含まれ得る。更に別の実施形態において、前記対象はコンパニ
オン動物であってよい。コンパニオン動物の非限定的な例には、イヌ、ネコ、ウサギ、及
びトリなどのペットが含まれ得る。更に別の実施形態において、対象は動物学上の動物で
あってよい。本明細書で使用する場合、「動物学上の動物」は、動物園で見出し得る動物
を言う。そのような動物には、非ヒト霊長類、大きなネコ、オオカミ、及びクマが含まれ
得る。特定の実施形態において、前記動物は実験動物である。実験動物の非限定的な例に
は、齧歯類、イヌ、ネコ、及び非ヒト霊長類が含まれ得る。一定の実施形態において、前
記動物は齧歯類である。齧歯類の非限定的な例には、マウス、ラット、モルモット等が含
まれ得る。好ましい実施形態において、前記対象はヒトである。対象は、新生児、青年、
成人、中年、または高齢者を含む任意の年齢であり得る。
【００４８】
　対象は、アセトアミノフェン誘発毒性に関連した症状を有していてもよく、有していな
くてもよい。詳細に言えば、アセトアミノフェン誘発毒性は肝毒性であり得る。当業者は
、病理学的アセトアミノフェン誘発毒性が、診断前またはアセトアミノフェン誘発毒性関
連症状の発症前に開始する可能性があることを理解するであろう。幾つかの実施形態にお
いて、対象は、アセトアミノフェン誘発毒性に関連した症状を有している。他の実施形態
において、対象は、アセトアミノフェン誘発毒性に関連した症状を有していない。更に他
の実施形態において、対象は、検出可能なアセトアミノフェン誘発毒性を有するが、アセ
トアミノフェン誘発毒性に関連した他の症状を有していない。更に他の実施形態において
、対象はアセトアミノフェンを受けている。異なる実施形態において、対象は、治療的用
量を超える量のアセトアミノフェンを受けている。代替的な実施形態において、対象は、
治療的用量を超える量のアセトアミノフェンを受けている疑いが持たれている。例えば、
対象は、治療的用量を超える量のアセトアミノフェンを受けた結果として発症した可能性
のある病因不明の肝不全を有し得る。対象におけるアセトアミノフェン誘発毒性の早期診
断は、病理学的アセトアミノフェン誘発毒性に関連した症状の発症及び／または進行を低
下させる可能性がある。
【００４９】
　アセトアミノフェン誘発肝毒性に伴う症状の例としては、食欲不振、吐き気、嘔吐、右
上腹部腹痛、上昇したＡＳＴ、ＡＬＴ、ビリルビン及びＰＴ（ＩＮＲ）、腎不全、膵炎、
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多臓器不全が含まれるが、これらに限定されない。軽度のアセトアミノフェン中毒は症状
を引き起こさない可能性があり、存在するときは、症状は摂取後≧４８時間まで通常は軽
度である。幾つかの実施形態において、アセトアミノフェン毒性の症状の重篤度は、表Ｄ
に示すように４つのステージを用いて定量化される。
【表９】

【００５０】
　本明細書中で使用するとき、「生物学的試料」という用語は、対象から得た試料を言う
。アセトアミノフェン－タンパク質付加物を含む如何なる生物学的試料も適切である。多
くの種類の生物学的試料が当該分野で知られている。適切な生物学的試料には、毛髪、組
織試料または体液が含まれ得るが、これらに限定されない。幾つかの実施形態において、
生物学的試料は、組織生検のような組織試料である。組織生検は、肝臓組織の生検であり
得る。生検組織を固定し、パラフィンまたはプラスチックに包埋し、切片へと切断しても
よく、または生検組織を凍結して凍結切断してもよい。或いは、生検組織は個々の細胞ま
たは外植片に加工することができ、またはホモジネート、細胞抽出物、膜画分、またはタ
ンパク質抽出物に加工することができる。他の実施形態において、前記試料は体液であっ
てよい。適切な体液の非限定的な例には、血液、血漿、血清、尿、唾液、精液、汗、涙、
粘液、喀痰、組織ライセートまたは他の排泄物（例えば糞便）が含まれる。特定の実施形
態において、前記体液は尿である。別の特定の実施形態において、前記体液は血漿である
。更に別の特定の実施形態において、前記体液は血清である。更に別の特定の実施形態に
おいて、前記体液は唾液である。前記体液を「そのまま」使用してもよく、前記体液から
細胞成分を単離してもよく、または標準的な技術を用いて前記体液からタンパク質画分を
単離してもよい。異なる実施形態において、前記生物学的試料は毛髪である。
【００５１】
　当業者が理解するように、生物学的試料を採取する方法は、生物学的試料の性質及び実
施すべき分析の種類に応じて変化でき、また変化するであろう。当該技術分野で一般に知
られた種々の方法の何れかを利用して、生物学的試料を採取することができる。一般に言
えば、この方法は好ましくは、本発明に従ってアセトアミノフェン－タンパク質付加物が
正確に検出され、且つ量が測定されように、試料の完全性を維持する。
【００５２】
　幾つかの実施形態では、試料中のアセトアミノフェン－タンパク質付加物を検出するた
めに、単一の試料が対象から入手される。或いは、アセトアミノフェン－タンパク質付加
物は、対象から経時的に得られる試料中で検出されてもよい。このように、複数の試料が
経時的に対象から収集されてもよい。例えば、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、
１１、１２、１３、１４、１５、１６個またはそれ以上の試料を、時間の経過とともに対
象から採取することができる。幾つかの実施形態では、２、３、４、５または６個の試料
が、経時的に対象から収集される。他の実施形態では、６、７、８、９または１０個の試
料が、経時的に対象から収集される。更に他の実施形態では、１０、１１、１２、１３、
または１４個の試料が、経時的に対象から収集される。他の実施形態では、１４、１５、
１６個またはそれ以上の試料が、経時的に対象から収集される。
【００５３】
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　２以上の試料が経時的に対象から採取されるとき、試料は、０．５時間、１時間、２時
間、３時間、４時間、５時間、６時間、７時間、８時間、９時間、１０時間、１１時間、
１２時間、またはそれ以上の時間毎に収集することができる。幾つかの実施形態において
、試料は、０．５時間、１時間、２時間、３時間または４時間毎に収集される。他の実施
形態では、試料は、４、５、６または７時間毎に収集される。更に他の実施形態において
、試料は７、８、９または１０時間毎に収集される。他の実施形態では、試料は、１０時
間、１１時間、１２時間またはそれ以上の時間毎に収集される。加えて、試料は、１日、
２日、３日、４日、５日、６日、７日、８日、９日、１０日、１１日、１２日またはそれ
以上の日数毎に採取することができる。幾つかの実施形態では、試料は約６日毎に収集さ
れる。幾つかの実施形態において、試料は、１日、２日、３日、４日または５日毎に収集
される。他の実施形態において、試料は、５日、６日、７日、８日または９日毎に収集さ
れる。更に他の実施形態では、試料は、９日、１０日、１１日、１２日またはそれ以上の
日数毎に収集される。
【００５４】
　試料が得られたら、抗アセトアミノフェン－タンパク質付加物抗体を用いて、１以上の
アセトアミノフェン－タンパク質付加物を検出し、その量を測定するために、該試料をイ
ンビトロで処理する。当業者に既知の抗体を用いてタンパク質の量を検出及び測定するた
めの全ての適切な方法は、本発明の範囲内にあることが企図される。抗体を用いてタンパ
ク質の量を検出及び測定するための方法（即ち、「抗体に基づく方法」）は、当技術分野
において周知である。非限定的な例には、ＥＬＩＳＡ、ラテラルフローアッセイ、サンド
イッチ免疫アッセイ、ラジオ免疫アッセイ、免疫ブロットまたはウェスタンブロット、フ
ローサイトメトリー、免疫組織化学、及びアレイが含まれる。ラテラルフローアッセイは
、試料中の標的分析物の存在（または不存在）を検出することを意図したデバイスであり
得る。
【００５５】
　一般に、アセトアミノフェン－タンパク質付加物の量を検出及び測定する抗体に基づく
方法は、抗体とアセトアミノフェン－タンパク質付加物との間での複合体の形成を可能に
する条件下において、アセトアミノフェン－タンパク質付加物を含む試料の一部または全
部を、抗アセトアミノフェン－タンパク質付加物抗体と接触させることを含んでいる。典
型的には、試料全体は必要とされず、当業者が、試料中のアセトアミノフェン－タンパク
質付加物の量を経時的に反復して検出及び測定することを可能にする。この方法は、溶液
中で行われ得るか、または前記抗体またはアセトアミノフェン－タンパク質付加物は固体
表面上に固定化され得る。適切な表面の非限定的な例には、マイクロタイタープレート、
試験管、ビーズ、樹脂、及び他のポリマーが含まれる。基体への付着は、当業者が理解す
るように、多種多様な方法で生じ得る。例えば、基体及び抗体は、これら２つのその後の
結合のために化学的官能基で誘導体化されてよい。例えば、限定されるものではないが、
基体はアミノ基、カルボキシル基、オキソ基またはチオール基を含む化学的官能基で誘導
体化することができる。これらの官能基を使用することにより、抗体は、該官能基を使用
して直接的に、またはリンカーを用いて間接的に結合され得る。抗アセトアミノフェン－
タンパク質付加物抗体はまた、非共有結合的に基体に結合されてもよい。例えば、ビオチ
ン化抗アセトアミノフェン－タンパク質付加物抗体を調製することができ、これはストレ
プトアビジンで共有結合的にコーティングされた表面に対して結合して、付着をもたらす
ことができる。或いは、抗体は、光重合及びフォトリソグラフィのような技術を用いて、
前記表面上で合成され得る。
【００５６】
　複合体の形成を可能にするために十分な時間、有効な条件下で試料を抗体と接触させる
ことは、一般に、抗アセトアミノフェン－タンパク質付加物抗体組成物を試料に加え、該
混合物を、抗アセトアミノフェン－タンパク質付加物抗体が任意の存在する抗原に結合す
るために十分に長い時間に亘ってインキュベートすることを含む。この時間の後に複合体
を洗浄し、次いで複合体を検出し、その量を当該技術分野で周知の任意の方法によって測
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定することができる。抗体－ポリペプチド複合体の量を検出及び測定する方法は、一般に
、標識またはマーカーの検出に基づく。本明細書で使用される「標識」という用語は、抗
体または他の基質物質に結合した任意の物質であって、その物質が検出方法によって検出
可能であるものを言う。適切な標識の非限定的な例には、発光分子、化学発光分子、蛍光
色素、蛍光消光剤、着色分子、放射性同位体、シンチラント、ビオチン、アビジン、スト
レプトアビジン、プロテインＡ、プロテインＧ、抗体もしくはその断片、ポリヒスチジン
、Ｎｉ２＋、Ｆｌａｇタグ、ｍｙｃタグ、重金属、及び酵素（アルカリホスファターゼ、
ペルオキシダーゼ、グルコースオキシダーゼ及びルシフェラーゼを含む）が含まれる。標
識またはマーカーの検出に基づいて抗体－ポリペプチド複合体の量を検出及び測定する方
法は、当技術分野で周知である。
【００５７】
　幾つかの実施形態では、抗体に基づく方法は免疫アッセイである。免疫アッセイは、種
々の異なる形式で実行できる。一般に、免疫アッセイは２つのカテゴリーに分けることが
できる。即ち、競合免疫アッセイ及び非競合免疫アッセイである。競合免疫アッセイでは
、試料中の非標識分析物が標識分析物と競合して抗体に結合する。結合していない検体を
洗い流し、結合した検体を測定する。非競合的免疫アッセイでは、分析物ではなく抗体が
標識される。非競合免疫アッセイは、１つの抗体（例えば、捕捉抗体が標識される）また
は２以上の抗体（例えば、標識されない少なくとも１種の捕捉抗体、及び標識された少な
くとも１種の「キャッピング」または検出抗体）を用いることができる。適切な標識は上
記に記載されている。
【００５８】
　他の実施形態において、抗体に基づく方法は、イムノブロットまたはウェスタンブロッ
トである。更に他の実施形態において、抗体に基づく方法はフローサイトメトリーである
。異なる実施形態において、抗体に基づく方法は、免疫組織化学（ＩＨＣ）である。ＩＨ
Ｃは、無傷の組織試料中において抗原を検出及び定量するために抗体を使用する。組織試
料は、ＩＨＣによる研究のために調製された新鮮凍結及び／またはホルマリン固定したパ
ラフィン包埋（またはプラスチック包埋）組織ブロックであってよい。ＩＨＣによる研究
のための組織ブロックを調製する方法、ならびにＩＨＣを実施する方法は、当技術におい
て周知である。
【００５９】
　代替的な実施形態において、抗体に基づく方法はアレイである。アレイは少なくとも１
つのアドレスを含み、ここで、アレイの少なくとも１つのアドレスには抗アセトアミノフ
ェン－タンパク質付加物抗体が配置される。アレイは、約１～約数十万のアドレスを含む
ことができる。アレイの構築に適した幾つかの基体が当該分野で知られており、当業者は
、当該技術の進歩に伴って他の基体が利用可能になることを理解するであろう。適切な基
体もまた上記に記載されている。幾つかの実施形態において、アレイは、該アレイの空間
的に画定された１以上のアドレスに配置された、少なくとも１種の抗アセトアミノフェン
－タンパク質付加物抗体を含んでいる。例えば、アレイは少なくとも１つ、少なくとも２
つ、少なくとも３つ、少なくとも４つ、または少なくとも５つの抗アセトアミノフェン－
タンパク質付加物抗体を含んでおり、各抗体は同一もしくは異なるアセトアミノフェン－
タンパク質付加物を認識し、また各抗体は１個、２個、３個、４個、５個、６個、７個、
８個、９個、１０個またはそれ以上の空間的に確定されたアドレスに配置されてよい。
【００６０】
　前述の実施形態の各々について、アセトアミノフェン－タンパク質付加物は、検出前に
最初に単離または富化されてよい。例えば、アセトアミノフェン－タンパク質付加物は、
液体クロマトグラフィー、沈殿、電気泳動またはアフィニティー精製によって富化または
精製することができる。幾つかの実施形態において、アセトアミノフェン－タンパク質付
加物は、液体クロマトグラフィーを使用して富化または精製することができる。他の実施
形態において、アセトアミノフェン－タンパク質付加物は、電気泳動を用いて富化または
精製できる。
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【００６１】
　一実施形態において、アセトアミノフェン－タンパク質付加物は、検出前にアフィニテ
ィー精製により富化または精製することができる。別の実施形態において、アセトアミノ
フェン－タンパク質付加物は、本発明の抗体を用いたアフィニティー精製によって富化ま
たは精製することができる。タンパク質について試料を富化させる方法、または親和性精
製を用いてタンパク質を精製する方法は、当技術分野において既知である。手短に言えば
、アフィニティー精製は、試料を、その後の工程を容易にするビーズ、培養プレートまた
は膜等の固相支持体と共にインキュベートすることを含んでいる。固相支持体を本発明の
抗体でコーティングして、アセトアミノフェン－タンパク質付加物を固相支持体に付着さ
せることができる。或いは、試料を本発明の抗体と共にインキュベートしてよく、アセト
アミノフェン－タンパク質付加物－抗体複合体は、本発明の抗体に対して特異性を有する
第２の抗体でコーティングされた固相支持体と共にインキュベートし、タンパク質－抗体
複合体を前記固相支持体に付着させることによって単離し得る。次いで、アセトアミノフ
ェン－タンパク質付加物は、固相支持体に結合していない試料中の他の物質を洗浄するこ
とにより精製または富化されることができ、または固相支持体が超常磁性ビーズである場
合、該ビーズ（抗原を発現している）に結合したアセトアミノフェン－タンパク質付加物
は、強磁場への引力によって試料から分離され得る。富化または精製の際に、アセトアミ
ノフェン－タンパク質付加物は、上記の何れかの方法を用いて富化または精製された試料
中で検出され得る。
【００６２】
　別の実施形態において、タンパク質特異的抗体は、付加物タンパク質（複数可）を捕捉
及び単離するために用いることができ、次いで、本開示のアセトアミノフェン－タンパク
質付加物抗体を用いてタンパク質の付加を検出することができる。適切なタンパク質特異
的抗体は、ＮＡＰＱＩで修飾されることが知られたタンパク質に対して、特異的に結合す
る抗体であってよい。ＮＡＰＱＩにより修飾されるタンパク質の非限定的な例としては、
ベタイン－ホモシステインＳ－メチルトランスフェラーゼ１（ＢＨＭＴ）、細胞質アスパ
ルテートアミノトランスフェラーゼ（ｃＡｓｐＡＴ）、１，４－アルファ－グルカン分岐
酵素、ホルムイミドイルトランスフェラーゼ－シクロデアミナーゼ（ＦＴＣＤ）、ジスト
ロフィン、アルデヒドデヒドロゲナーゼ、ＡＴＰシンターゼアルファ鎖ミトコンドリア、
カルレグリン、カルバモイルホスフェートシンターゼＩ、炭酸デヒドロゲナーゼＩＩＩ（
ＣＡ－ＩＩＩ）、アルデヒドデヒドロゲナーゼ（ＡＨＤ－Ｍ１）、グルタミン酸デヒドロ
ゲナーゼ（ＧＤＨ）、グルタミン酸アンモニアリガーゼ、細胞性グルタチオンペルオキシ
ダーゼ、グルタチオントランスフェラーゼ（ＧＳＴ）、グルタチオンＳ－トランスフェラ
ーゼＰ１、ＧＡＰＤＨ、ＡｄｏＭｅｔシンテターゼ１、マクロファージ２３ｋＤａストレ
スタンパク質、ｅｌＦ－４Ａ－１、５６ｋＤａアセトアミノフェン結合タンパク質、Ｌ－
イジトール２－デヒドロゲナーゼ、アミンＮ－メチルトランスフェラーゼ、抗酸化タンパ
ク質１、トロポミオシン３、尿酸オキシダーゼ、１０－ホルミルテトラヒドロ葉酸デヒド
ロゲナーゼ、ヘモグロビン、５６ｋＤａセレン結合タンパク質、ラミンＡ、細胞性甲状腺
ホルモン結合タンパク質、５８ｋＤａミクロソームタンパク質、Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈマウ
ス胚８　５ｄｐｃ　１０６６４０１９　Ｍｕｓ　ｍｕｓｃｕｌｕｓ　ｃＤＮＡクローン、
無機ピロホスファターゼ、ＮＭＬ　Ｍｕｓ　ｍｕｓｃｕｌｕｓ　ｃＤＮＡクローン、２－
４－ジエノイル－ＣｏＡレダクターゼミトコンドリア、３－ＨＡＩ、３－ヒドロキシアン
トラニル酸３－４－ジオキシゲナーゼ、９４ｋＤａグルコース調節タンパク質、Ｎｒｆ２
の細胞質ゾル阻害剤、血清アルブミン、及び遅延相違器応答タンパク質６が含まれる。１
以上の付加物タンパク質を単離し、次いで、本開示のアセトアミノフェン－タンパク質付
加物抗体を使用して上記のような付加物タンパク質の量を検出することができる。
【００６３】
　（ｂ）対象においてアセトアミノフェン誘発毒性を検出する方法
　ある態様において、本開示は、対象から得られた生物学的試料中で測定されたアセトア
ミノフェン－タンパク質付加物の量に基づいて対象を分類する手段を提供する。この方法
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は、一般に、（ｉ）アセトアミノフェン－タンパク質付加物に特異的に結合する抗体を用
いて、対象から得られた生物学的試料中のアセトアミノフェン－タンパク質付加物の量を
測定することと、（ｉｉ）前記試料中のアセトアミノフェン－タンパク質付加物の量を基
準値に対して比較することと、（ｉｉｉ）前記対象を、前記試料中で測定されたアセトア
ミノフェン－タンパク質付加物の量に基づいて、高い量または低い量のアセトアミノフェ
ン－タンパク質付加物を有するものとして分類することを含む。任意に、当該方法は、（
ｉ）対象から生物学的試料を入手し、アセトアミノフェン－タンパク質付加物に特異的に
結合する抗体を用いて、前記試料中のアセトアミノフェン－タンパク質付加物の量を測定
することと、（ｉｉ）前記試料中のアセトアミノフェン－タンパク質付加物の量を基準値
に対して比較することと、（ｉｉｉ）前記対象を、前記試料中で測定されたアセトアミノ
フェン－タンパク質付加物の量に基づいて、高い量または低い量のアセトアミノフェン－
タンパク質付加物を有するものとして分類することを含む。前述の方法では、１以上のア
セトアミノフェンタンパク質付加物を測定することができる。例えば、１、２、３、４、
５、６、７、８、９または１０のアセトアミノフェンタンパク質付加物を測定することが
できる。前記対象から生物学的試料を入手し、アセトアミノフェン－タンパク質付加物に
特異的に結合する抗体を用いて、前記試料中のアセトアミノフェン－タンパク質付加物の
量を測定する方法が上記で詳述されている。好ましい実施形態において、前記生物学的試
料は、血液、血漿、血清、尿及び唾液からなる群から選択される生物学的液体である。特
定の実施形態では、前記アセトアミノフェン－タンパク質付加物は、３－（システイン－
Ｓ－イル）アセトアミノフェン－タンパク質付加物である。
【００６４】
　当技術分野において知られた任意の適切な基準値を使用することができる。例えば、適
切な基準値は、正常な肝機能を有する同じ種の対象または対象群から入手した、生物学的
液体試料中のアセトアミノフェン－タンパク質付加物の量であり得る。別の例では、適切
な基準値は、検出可能なアセトアミノフェン誘発毒性を有さない同じ種の対象または対象
群から得られた生物学的液体試料中のアセトアミノフェン－タンパク質付加物の量であり
得る。別の例において、適切な基準値は、ＡＳＴ、ＡＬＴ、ビリルビン、ＩＮＲまたは肝
機能の他の非特異的バイオマーカーによって測定されるアセトアミノフェン誘発毒性を有
する同じ種の対象または対象群から得られた、生物学的液体試料中におけるアセトアミノ
フェン－タンパク質付加物の量であり得る。例えば、適切な基準値は、ＡＬＴレベル＞１
０００ＩＵにより測定されたアセトアミノフェン誘発毒性を有する同じ種の対象または対
象群から得られた、生物学的試料中におけるアセトアミノフェン－タンパク質付加物の量
であり得る。別の例において、適切な基準値は、当該分野で既知の方法により決定された
アッセイのバックグラウンド信号であり得る。別の例では、適切な基準値は、同じ対象か
ら得た基準試料中におけるアセトアミノフェン－タンパク質付加物量の測定値であり得る
。この基準試料は、試験試料と同じ種類の生物学的液体を含み、肝機能が正常であるとき
は、前記対象から得られてもよく得られなくてもよい。当業者は、対象が健常な場合に、
対象から基準試料を得ることが常に可能であるとか、または常に望ましいとは限らないこ
とを理解するであろう。例えば、急性の設定では、基準試料は、症状を呈したときに対象
から得られた最初の試料であってよい。別の例では、治療の有効性をモニターする場合、
基準試料は、治療が開始される前の対象から得られた試料であり得る。このような例にお
いて、対象は疑わしいアセトアミノフェン誘発毒性を有する可能性があるが、アセトアミ
ノフェン誘発毒性の他の症状を有していない可能性があり、或いは、前記対象は疑わしい
アセトアミノフェン誘発毒性及びアセトアミノフェン誘発毒性の１以上の他の症状を有す
る可能性がある。特定の実施形態において、適切な基準値は、他の方法によって予め決定
された閾値であってよい。例えば、適切な基準値は、電気化学的検出を備えた高速液体ク
ロマトグラフィー（ＨＰＬＣ－ＥＣ）により測定された、１ｎｍｏｌ／ｍＬのアセトアミ
ノフェン－タンパク質付加物に対応する値であり得る。
【００６５】
　本開示によれば、対象は、前記試料中で測定されたアセトアミノフェン－タンパク質付
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加物の量に基づいて分類され得る。対象から得られた生物学的液体の試料中で測定された
アセトアミノフェン－タンパク質付加物の量に基づいて対象を分類することは、アセトア
ミノフェン誘発性の曝露及び／または毒性を伴う対象を同定するために使用され得る。「
アセトアミノフェン誘発毒性」という用語を、以下で詳細に説明する。一般的に言えば、
対象は、基準値と比較して高いかまたは低いアセトアミノフェン－タンパク質付加物量を
有するものとして分類され、ここでのアセトアミノフェン－タンパク質付加物の高い量と
は前記基準値を超える量であり、また低い量とは前記基準値以下の量である。好ましい実
施形態において、対象を、高い量のアセトアミノフェン－タンパク質付加物を有するもの
として分類することは、前記基準値と比較した試料中のアセトアミノフェン－タンパク質
付加物の量が少なくとも５％大きい可能性がある。例えば、試料中のアセトアミノフェン
－タンパク質付加物の量は、前記基準値よりも、少なくとも５％、少なくとも１０％、少
なくとも２０％、少なくとも３０％、少なくとも４０％、少なくとも５０％、少なくとも
６０％少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも９０％、または少なくとも１０
０％大きい。他の実施形態では、前記基準値と比較して、対象から得た生物学的液体の試
料中のアセトアミノフェン－タンパク質付加物の量は、少なくとも２倍に増加し得る。例
えば、前記基準値と比較して、試料中のアセトアミノフェン－タンパク質付加物の量は少
なくとも２倍、少なくとも５倍、少なくとも１０倍、少なくとも１５倍、少なくとも２０
倍、少なくとも２５倍、少なくとも３０倍、少なくとも３５倍、少なくとも４０倍、少な
くとも４５倍、または少なくとも５０倍増加し得る。
【００６６】
　別の態様において、本開示は、対象においてアセトアミノフェン誘発性の曝露及び／ま
たは毒性を検出するための手段を提供する。本明細書で使用される「アセトアミノフェン
誘発毒性」という用語は、アセトアミノフェンによる肝臓の損傷または破壊を言う。アセ
トアミノフェンは、過剰服用量で摂取したとき、及び時には治療的範囲内で導入されたと
きでさえも、肝臓を傷つける可能性がある。肝臓の損傷は、薬物自体によるものではなく
、肝臓においてシトクロムＰ－４５０酵素により生成される有毒な代謝産物（Ｎ－アセチ
ル－ｐ－ベンゾキノンイミンＮＡＰＱＩまたはＮＡＢＱＩ）に起因する。過剰服用量では
、大量のＮＡＰＱＩが生成され、これが解毒プロセスを圧倒して肝細胞の損傷を引き起こ
す。肝障害の危険性は、摂取される服用量、アルコールまたは他の薬物の同時摂取、摂取
と解毒の間の間隔等を含む幾つかの因子によって影響を受ける。肝臓に対して有害な服用
量は、人によってかなり変化し、慢性的なアルコール依存症ではより少量である。
【００６７】
　当技術分野で知られている肝毒性の原因は数多くあり、外傷、腫瘍性疾患、細菌性また
はウイルス性感染症、毒素、毒物、環境または他の物質への曝露が含まれるが、これらに
限定されない。肝機能のバイオマーカーは当該技術において周知である。肝臓障害のバイ
オマーカーの非限定的な例には、上昇したＡＳＴ、ＡＬＴ、ビリルビン及びＰＴ（ＩＮＲ
）が含まれる。しかしながら、体液中のアセトアミノフェン－タンパク質付加物の増加は
、アセトアミノフェンが肝臓損傷を引き起こしたか、またはそれに寄与したことを証明し
得るものである。
【００６８】
　アセトアミノフェン誘発毒性の検出に加えて、アセトアミノフェンでの治療及びアセト
アミノフェン毒性の様々な特徴を調査分析するために本開示の方法を使用できることもま
た、当業者に理解されるはずである。本開示の方法は、治療での服薬遵守を判定するため
に、対象によるアセトアミノフェンの摂取レベルを決定するために使用し得る。或いは、
本開示の方法は、アセトアミノフェン毒性の重篤度を決定するために使用し得る。例えば
、本開示の方法は、アセトアミノフェンの正常な準毒性レベルを決定し、それによってア
セトアミノフェン毒性を排除するように使用し得る。本開示の方法はまた、解消される良
好な予後を伴ったアセトアミノフェン毒性を診断するために使用し得る。或いは、本開示
の方法は、死亡または肝臓移植の必要性をもたらすような、悪い予後を伴ったアセトアミ
ノフェン毒性を診断するために使用し得る。本開示の方法はまた、慢性的なアセトアミノ
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フェン曝露を決定するために使用し得る。本明細書で使用される「慢性的なアセトアミノ
フェン曝露」という用語は、長時間に亘って反復する治療的用量を超えるアセトアミノフ
ェンへの曝露、例えば、治療的用量を超える量のアセトアミノフェンの摂取、または徐放
性アセトアミノフェン製剤の使用によって引き起こされるような、アセトアミノフェン毒
性を記述するために使用し得る。加えて、本開示の方法は、急性アセトアミノフェン曝露
を決定するために使用し得る。本明細書で使用する「急性アセトアミノフェン曝露」とい
う用語は、１回の大量のアセトアミノフェン摂取により引き起こされるアセトアミノフェ
ン毒性を記載するために使用し得る。
【００６９】
　本開示の方法は、アセトアミノフェン毒性を診断する他の方法、または他の臨床診断方
法と組み合わせて使用することができる。加えて、本開示の方法は更に、対象の治療を含
み得る。アセトアミノフェン毒性の標準的な治療の非限定的な例は、活性炭の投与、Ｎ－
アセチルシステイン（経口またはＩＶ）の投与、肝臓移植、及びそれらの組み合わせであ
る。
【００７０】
　各態様について、当該方法は一般に、（ｉ）アセトアミノフェン－タンパク質付加物に
特異的に結合する抗体を用いて、対象から得た生物学的試料中におけるアセトアミノフェ
ン－タンパク質付加物の量を測定することと、（ｉｉ）該試料中のアセトアミノフェン－
タンパク質付加物の量を基準値と比較することを含んでいる。任意に、当該方法は、（ｉ
）対象から生物学的試料を得ること、（ｉｉ）アセトアミノフェン－タンパク質付加物に
特異的に結合する抗体を用いて、前記試料中におけるアセトアミノフェン－タンパク質付
加物の量を測定することと、（ｉｉｉ）前記試料中のアセトアミノフェン－タンパク質付
加物の量を基準値と比較することを含んでもよい。基準値と比較して前記試料中のアセト
アミノフェン－タンパク質付加物の量が多いことは、アセトアミノフェン誘発毒性を示す
ものである。前記アセトアミノフェン－タンパク質付加物の量は、定性的、半定量的また
は定量的な測定値であり得る。適切な抗アセトアミノフェン－タンパク質付加物抗体は、
生物学的試料中においてアセトアミノフェン－タンパク質付加物の量を測定する方法と同
様に、上記に記載されている。好ましい実施形態において、前記生物学的試料は、血液、
血漿、血清、尿及び唾液からなる群から選択される生物学的液体である。
【００７１】
　ＩＩＩ．アセトアミノフェン－タンパク質付加物免疫原
　本開示の別の態様は、アセトアミノフェン－タンパク質付加物に対する特異性を有する
抗体を産生するための、アセトアミノフェン－タンパク質付加物免疫原を提供する。この
新規な免疫原は、免疫原性担体タンパク質（ＣＰ）を２－イミノチオラン（２－ＩＴ）で
修飾して、末端スルフヒドリル基を備えた多数の５－炭素リンカー分子を有する高度に置
換されたＣＰを提供することにより調製された。次いで、この２－ＩＴ修飾ＣＰは、生合
成的に調製されたＮ－アセチル－ｐ－ベンゾキノンイミン（ＮＡＰＱＩ）との反応により
、末端スルフヒドリル基において共有結合的に修飾された。特定の実施形態において、前
記免疫原は、担体タンパク質－２－イミノチオラン結合－アセトアミノフェン免疫原であ
る。従って、前記免疫原は、ＣＰ－２－ＩＴ－ＡＰＡＰと称することができる。
【００７２】
　本明細書中で使用するとき、「担体タンパク質」は、それ自身で免疫応答を誘導して抗
体を産生するために十分に大きくまたは複雑ではないペプチド、または他のハプテンとの
結合に使用される任意のタンパク質である。担体タンパク質は、それが大きく且つ複雑で
あるため、結合したハプテンに対して免疫原性を与え、該ハプテン及び担体上のエピトー
プに対して産生される抗体を生じる。多くのタンパク質が担体として使用でき、免疫原性
、可溶性、及びハプテンとの結合が達成され得る有用な官能基の利用可能性に基づいて選
択される。適切な担体タンパク質の非限定的な例には、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）、ブルーキャリアタンパク質（ロコガイ［
Ｃｏｎｃｈｏｌｅｐａｓ　ｃｏｎｃｈｏｌｅｐａｓ］ヘモシアニン（ＣＣＨ））及び卵白
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アルブミン（ＯＶＡ）が含まれる。
【００７３】
　２－イミノチオランはまた、２－ＩＴまたはトラウト試薬と称することができる。２－
イミノチオランは、第一級アミンと反応して、遊離スルフヒドリル基で終端した小さなス
ペーサーアーム（８．１オングストローム）を付加する小さなチオール化化合物である。
２－イミノチオランは、チオール化（スルフヒドリル付加）のための環状チオイミデート
化合物である。２－ＩＴは、第一級アミン（－ＮＨ２）と反応してスルフヒドリル（－Ｓ
Ｈ）基を導入する一方、元のアミノ基と同様の電荷特性を維持する。他のリンカーもまた
、該リンカーがアセトアミノフェン環構造の炭素３位に結合した硫黄を含むならば、２－
ＩＴの代わりに本発明の免疫原において使用することができる。硫黄の存在は、本発明の
抗体を形成するために不可欠である。前記リンカーは、１、２、３、４、５、６、７、８
、９または１０個の炭素であり得る。特定の実施形態では、前記リンカーは３、４、５ま
たは６個の炭素であってもよい。例示的な実施形態において、前記リンカーは５炭素であ
る。
【００７４】
　リンカーに結合された担体タンパク質は、当該分野では一般的な方法により、ＮＡＰＱ
Ｉと反応される。特定の実施形態において、ＣＰ－２－ＩＴは、当該分野では一般的な方
法により、ＮＡＰＱＩと反応される。ＣＰに結合したリンカーのスルフヒドリル基を、Ｎ
ＡＰＱＩと反応させて本発明の免疫原を得ることは必須である。特定の実施形態において
、２－ＩＴのスルフヒドリル基は、ＮＡＰＱＩとの反応のための標的とし得る。
【００７５】
　本発明者等は、ＣＰ－２－ＩＴ－ＡＰＡＰでの免疫化が、アセトアミノフェン－タンパ
ク質付加物に対して特異性を有するモノクローナル抗体を産生し得ることを発見した。即
ち、ＣＰ－２－ＩＴ－ＡＰＡＰによる免疫化は、３－（システイン－Ｓ－イル）アセトア
ミノフェンタンパク質付加物に対して特異性を有するモノクローナル抗体を生成し得る。
本発明の免疫原を使用してモノクローナル抗体を作製する方法は、セクションＩに記載さ
れている。本発明の免疫原を使用すると、モノクローナル抗体は、遊離のアセトアミノフ
ェンに対するよりも約２０００～３０００倍更に効果的に、アセトアミノフェンタンパク
質付加物に結合することができる。別の実施形態において、モノクローナル抗体は、遊離
のアセトアミノフェンに対するよりも約８０００倍更に効果的に、アセトアミノフェンタ
ンパク質付加物に結合することができる。例えば、モノクローナル抗体は、遊離のアセト
アミノフェン対するよりも約１００倍、約２５０倍、約５００倍、約１０００倍、約１５
００倍、約２０００倍、約２５００倍、約３０００倍、約３５００倍、約４０００倍、約
４５００倍、約５０００倍、約５５００倍、約６０００倍、約６５００倍、約７０００倍
、約７５００倍、約８０００倍、約８５００倍、約９０００倍、約９５００倍、約１０，
０００倍、約１１，０００倍、約１２，０００倍、約１３，０００倍、約１４，０００倍
、約１５，０００倍、約１６，０００倍、約１７，０００倍、約１８，０００倍、約１９
，０００倍、約２０，０００倍、約３０，０００倍、約４０，０００倍または約５０，０
００倍更に効果的に、アセトアミノフェンタンパク質付加物に結合することができる。
【００７６】
　定義
　本明細書で使用する場合、「抗体」は、アセトアミノフェン－タンパク質付加物を特異
的に認識する免疫グロブリン由来の分子を言う。本発明の抗体は、全長抗体（ＩｇＭ、Ｉ
ｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＥ）であってもよく、または抗体断片（Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、ｓ
ｃＦｖ）であってもよい。抗体は、キメラであってもよく、ヒト化されていてもよい。
【００７７】
　本明細書中で使用する場合、「ＣＤＲ」は「相補性決定領域」を意味する。ＣＤＲは超
可変領域とも呼ばれる場合がある。
【００７８】
　本明細書で使用する場合、「軽鎖」は抗体の小さい方のポリペプチドサブユニットであ



(31) JP 2017-538786 A 2017.12.28

10

20

30

40

50

る。典型的な抗体は、２つの軽鎖及び２つの重鎖を含んでいる。
【００７９】
　本明細書中で使用する場合、「重鎖」は抗体の大きい方のポリペプチドサブユニットで
ある。抗体の重鎖は、少なくとも１つの可変ドメイン及び少なくとも１つの定常ドメイン
を有する一連の免疫グロブリンドメインを含んでいる。
【００８０】
　本明細書で使用する「ヒト化」とは、ヒト細胞培養物において発現できる構築物を作製
する組換えＤＮＡを用いて、モノクローナル抗体を産生するプロセスを言う。これらの構
築物を産生するための任意の既知技術が、本発明の目的のために機能するであろう。
【００８１】
　本明細書で使用する「一本鎖可変断片」または「ｓｃＦｖ」または「ｓｃＦｖｓ」は、
リンカーを介して連結された、免疫グロブリンの重鎖及び軽鎖の可変領域の融合タンパク
質を言う。幾つかの実施形態において、リンカーは約１０～２５アミノ酸のペプチドであ
る。
【実施例】
【００８２】
　以下の実施例は、本発明の好ましい実施形態を実証するために含めるものである。以下
の実施例に開示される技術は、本発明の実施において良好に機能することを本発明者等が
見出した技術を表し、従って、その実施のための好ましい態様を構成すると考え得ること
を、当業者は理解すべきである。しかしながら、当業者は、本開示に照らして、本発明の
精神及び範囲から逸脱することなく、開示された特定の実施形態において多くの変更がな
され得ること、及び同様のまたは類似の結果が得られることを理解すべきである。
【００８３】
　実施例１．アセトアミノフェン－タンパク質付加物に対して特異的なモノクローナル抗
体の産生
　アセトアミノフェン（ＡＰＡＰ）（パラセタモールとも呼ばれる）の肝毒性は、３－（
システイン－Ｓ－イル）アセトアミノフェンとしてタンパク質に共有結合する反応性代謝
物のＮ－アセチル－ｐ－ベンゾキノンイミンによって媒介される。これらアセトアミノフ
ェン－タンパク質付加物は、アセトアミノフェンへの曝露の特異的バイオマーカーであり
、これら付加物のレベル上昇は、アセトアミノフェン毒性の特異的バイオマーカーである
。本開示は、アセトアミノフェン－タンパク質付加物に対する特異性を有するモノクロー
ナル抗体の調製のための、新規で固有の免疫原を記載するものである。得られた抗体は、
アセトアミノフェン媒介毒性の発病の際に生理学的に形成されるアセトアミノフェン－タ
ンパク質付加物と特異的に反応する。
【００８４】
　本発明者等は、アセトアミノフェンタンパク質付加物に対して特異性を有する抗体を調
製する目的で、新規な免疫原を着想し、合成した。この新規な免疫原は、２－イミノチオ
ラン（２－ＩＴ）で免疫原性担体タンパク質（ＣＰ）を修飾し、末端スルフヒドリル基を
備えた多数の５－炭素リンカー分子を有する高度に置換されたＣＰを提供することによっ
て調製された。次いで、この２－ＩＴ修飾ＣＰを、合成的に調製したＮ－アセチル－ｐ－
ベンゾキノンイミンとの反応により、末端スルフヒドリル基で共有結合的に修飾した。略
記のために、該担体タンパク質－２イミノチオラン結合アセトアミノフェン免疫原を、Ｃ
Ｐ－２－ＩＴ－ＡＰＡＰと称する。ウサギをＣＰ－２－ＩＴ－ＡＰＡＰで免疫化すると、
生理学的に形成された３－（システイン－Ｓ－イル）アセトアミノフェンタンパク質付加
物に対して特異性を有するポリクローナルウサギ抗体が産生され、これはアセトアミノフ
ェンタンパク質付加物を固相抗原として用いたＥＬＩＳＡ及びラテラルフロー免疫アッセ
イにより確認された。続いて、ＣＰ－２－ＩＴ－ＡＰＡＰ免疫原を用い、アセトアミノフ
ェン－タンパク質付加物に対して特異性を有するウサギモノクローナル抗体（ｍＡｂ）を
調製した。アセトアミノフェン－タンパク質付加物に対する精製された抗体の結合を確認
するために、ＥＬＩＳＡを実施した。ＥＬＩＳＡ実験では、抗原を４℃で一晩コーティン
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グした。試料を１：２５０（上清及び通過画分）または４μｇ／ｍＬ（精製抗体）で開始
する連続希釈で添加し、室温で１．５時間インキュベートする。ヤギ抗ウサギアルカリホ
スファターゼ結合二次抗体を、室温で１時間加える。基質溶液を加え、室温で１５分間現
像する。４０５ｎｍで吸光度を測定する。図１のデータは、各試料についての反復（ｒｅ
ｐ）１及び２の平均を表す。
【００８５】
　実施例２．ＡＰＡＰ－タンパク質付加物対遊離の非結合ＡＰＡＰとして、タンパク質に
結合したＡＰＡＰの相対的阻害効力を決定するための競合ＥＬＩＳＡ
　１：２５０の希釈率でのウサギモノクローナル抗体クローン１４－１２由来の組織培養
上清を、ＲｍＡｂの最終希釈が１：５００となるように、阻害剤（ＢＳＡ－ＡＰＡＰまた
はＡＰＡＰの何れか）の連続４倍希釈液と混合した。ＡＰＡＰの最終濃度は、ＥＬＩＳＡ
ウェル当たり８０、２０、５、１．２５及び０．３１ｎｍｏｌであった。ＡＰＡＰ－ＢＳ
Ａの最終濃度（加水分解されたタンパク質からのＡＰＡＰ－ＣｙｓとしてのＨＰＬＣ－Ｅ
Ｃによって定量化）は、ＥＬＩＳＡウェル当たり１０、２．５、０．６２５、０．１５６
及び０．０４ｐｍｏｌであった。
【００８６】
　アセトアミノフェンタンパク質付加物を検出するために将来的に使用するための有望な
ＲｍＡｂクローンの選択は、免疫グロブリン産生の効率、ＡＰＡＰ－タンパク質付加物（
３－（システイン－Ｓ－イル）アセトアミノフェン）の検出に対する親和性、及び遊離薬
物ＡＰＡＰの検出に対する相対的な不感受性に基づいている。
【００８７】
　合成的に調製したアセトアミノフェン－タンパク質付加物（ＢＳＡ－ＡＰＡＰ）及び遊
離の薬物（ＡＰＡＰ）を競合ＥＬＩＳＡで評価して、それらが固相に固定化されたアセト
アミノフェンタンパク質付加物へのクローン１４－１２ウサギモノクローナル抗体の結合
を阻害する相対的能力をモルベースで決定した。データは阻害パーセントとしてプロット
され、タンパク質付加物としてのＡＰＡＰ－Ｃｙｓの１分子と同じ阻害効力を生じるため
には、約８，０００の遊離ＡＰＡＰ分子が必要とすることを示している（図２）。言い換
えれば、クローン１４－１２抗体は、このＥＬＩＳＡの状況で測定した場合に、遊離ＡＰ
ＡＰに対してよりも、アセトアミノフェンタンパク質付加物に対して約８０００倍高い親
和性を有する。
【００８８】
　ウサギモノクローナル抗体（ＲＭＡｂ）１４－１２及びウサギモノクローナル抗体（Ｒ
ＭＡｂ）２２－８を用いて、競合ＥＬＩＳＡを繰り返した。簡潔に言えば、ＥＬＩＳＡプ
レートを２００ｎｇ（タンパク質）／ウェルのＢＳＡ－ＡＰＡＰでコーティングした。Ｒ
ＭＡｂクローン上清（１：２５０希釈）を等体積の阻害剤の連続４倍希釈液と合体させて
、１：５００の最終抗体希釈液、及び示されたＡＰＡＰ－ＢＳＡ及びＡＰＡＰの最終濃度
を得た。ＢＳＡ－ＡＰＡＰは、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）をＮ－アセチル－ｐ－ベン
ゾキノンイミン（ＮＡＰＱＩ）と反応させて、ＢＳＡ（ＢＳＡ－ＡＰＡＰ）上に３－（シ
ステイン－Ｓ－イル）アセトアミノフェンタンパク質付加物を形成することにより調製さ
れた（ＢＳＡ－ＡＰＡＰ）。インキュベーション及び洗浄の後、ＨＲＰに結合したヤギ抗
ウサギＩｇＧの後に基質ＴＭＢを用いて結合したＲＭＡｂを検出し、ＥＬＩＳＡプレート
リーダーを用いて発色を決定した。希釈緩衝液は、０．１５Ｍ　ＮａＣｌを含有するリン
酸緩衝生理食塩水ｐＨ７．４中の０．０２５％（ｗ／ｖ）非脂肪乳タンパク質であった。
【００８９】
　上記に示されるように、クローン１４－１２抗体は、このＥＬＩＳＡの状況で測定した
ときに、アセトアミノフェンタンパク質付加物に対して、遊離のＡＰＡＰに対してよりも
約８０００倍高い親和性を有する。更に、クローン２２－８抗体は、このＥＬＩＳＡの状
況（図３）で測定したときに、アセトアミノフェンタンパク質付加物に対して、遊離ＡＰ
ＡＰに対してよりも約１２５０倍高い親和性を有する（図３）。
【００９０】
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　実施例３．ラテラルフローアッセイの試験バンドにおいて固定化された、アセトアミノ
フェンタンパク質付加物へのＲＭＡｂの結合
　ラテラルフローアッセイの試験バンドにおいて固定化されたアセトアミノフェンタンパ
ク質付加物へのＲＭＡｂの結合は、希釈緩衝液（０．０２％ＮａＮ３及び０．１２５％（
Ｗ／Ｖ）非脂肪乾燥ミルクを含有するリン酸緩衝化生理食塩水）中において、ＲＭＡｂの
連続希釈液を調製することにより決定された。結合したＲＭＡｂは、ヤギ抗ウサギＩｇＧ
に吸着させた４０ｎｍの金ナノ粒子を用いて検出された。ＲＭＡｂ（μｇ／ｍＬ　ＩｇＧ
）の対数プロット対試験バンドの読み取り値（任意の反射率単位）は、０．０１μｇのＲ
ＭＡｂが、約２０，０００の試験バンド反射率を与えることを示す（図４）。０．１μｇ
／ｍｌの溶液１００μｌを用いたことに基づいて、０．０１μｇの値を算出した。その後
のラテラルフロー形式の競合阻害アッセイでは、この量のＲＭＡｂが使用された。試験バ
ンド抗原は、ＡＰＡＰ－タンパク質付加物を産生するように、ＮＡＰＱＩで修飾された卵
白アルブミンであった。
【００９１】
　実施例４．ＲＭＡｂクローン１４－１２及び２２－８を用いた競合ラテラルフロー免疫
アッセイ：親薬物（ＡＰＡＰ）対付加物（ＡＰＡＰ－タンパク質）の阻害剤としての相対
的効力
　次に、ＲＭＡｂを用いたラテラルフロー形式の競合阻害アッセイを行った。ＲＭＡｂを
０．２μｇ／ｍｌに希釈し、このＡｂ濃度を等体積の阻害剤、即ちＢＳＡ－ＡＰＡＰまた
はＡＰＡＰの何れかと組み合わせて、各１００μｌラテラルフローアッセイに適用される
最終濃度が０．０１μｇ　ＲＭＡｂに、また指定された阻害剤の最終濃度になるようにし
た。データは、ＲＭＡｂを用いたラテラルフローアッセイが、１．１９～０．０１８６μ
Ｍの７連続２倍希釈範囲のＡＰＡＰ－タンパク質付加物を検出し、また２５００～７８μ
Ｍ（最終濃度）の６連続２倍希釈範囲のＡＰＡＰを検出したことを示している（図５）。
まとめると、このデータは、アッセイがＡＰＡＰタンパク質付加物（ＡＰＡＰ－Ｃｙｓ）
の検出について鋭敏であり、ＡＰＡＰの検出に対しては遥かに低感度（＞８０００倍）で
あることを示す。言い換えれば、ＡＰＡＰ－Ｃｙｓの１分子は、試験バンドに固定化され
たＡＰＡＰ－タンパク質付加物へのＲＭＡｂ結合の阻害について、１ｍｏｌのＡＰＡＰよ
りも約８０００倍強力である。
【００９２】
　次に、同じ競合アッセイを実施したが、ＡＰＡＰ－タンパク質付加物は、ＡＰＡＰ毒性
患者の血清から生理学的に形成されたＡＰＡＰ－タンパク質付加物であった。阻害剤のＡ
ＰＡＰタンパク質付加物濃度は、ＨＰＬＣ－ＥＣによって決定した。ヒトＡＰＡＰ－タン
パク質付加物及びＡＰＡＰを、対照ヒト血清で希釈した。該データは、このアッセイがＡ
ＰＡＰ－タンパク質付加物（ＡＰＡＰ－Ｃｙｓ）の検出について鋭敏であり、ＡＰＡＰの
検出については遥かに感度が低いことを再度示した（図６）。
【００９３】
　実施例５．アセトアミノフェン毒性についての免疫アッセイの開発
　ＮＡＰＱＩ付加タンパク質の同定は、アセトアミノフェン毒性に対する特異的免疫アッ
セイの開発を可能にし得る。一実施形態では、タンパク質特異的抗体を競合免疫アッセイ
において使用することができ、ここではアセトアミノフェン－タンパク質付加物に対して
特異的な抗体の限定量を、アセトアミノフェン－タンパク質付加物を含むと推定される試
料と混合してよく、該付加物は、もし試料中に存在すれば、合成により調製された固定化
されたアセトアミノフェン－タンパク質付加物への抗体の結合を阻害するであろう。この
方法は、試料中の如何なる（システイン含有）タンパク質が付加されたかには関係なく、
全付加物（全てのアセトアミノフェン－タンパク質付加物を含む）を測定する。典型的な
例には、図２のＥＬＩＳＡ、ならびに図５及び図６のラテラルフローアッセイが含まれる
。
【００９４】
　別の実施形態では、タンパク質特異的抗体を用いて、付加したタンパク質（複数可）を
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捕捉及び単離することができ、次いで、アセトアミノフェン－システイン付加物（全付加
物）に対して特異的な第２抗体を用いて該タンパク質の付加を検出することができる。
【００９５】
　ヒトアセトアミノフェンの過剰服用及び曝露試料を分析して、異なる程度の重症度また
は毒性状況の中で、特定のタンパク質付加物の出現頻度を理解することができる。これを
達成するために、システインを含み、従って付加物形成の候補であり、従ってヒト試料由
来の特異的付加タンパク質を富化する特異的タンパク質を、抗体／親和性単離するための
更なる方法論が開発され得る。例えば、（常磁性ビーズまたは他の固相マトリックス上の
）特異的タンパク質に対する固相抗体を用いて、特異的タンパク質を捕捉するアッセイを
実施でき、またタンパク質に結合したＡＰＡＰに対する特異性を備えた実施例１で産生し
たモノクローナル抗体を用いる付加物タンパク質の検出で補完することができる。本質的
に、当該アッセイは、付加タンパク質を２回調べることを含み得る：即ち、１）特異的抗
タンパク質抗体による捕捉、及び２）実施例１で産生されたハプテンタンパク質結合に特
異的な抗体を用いた検出である。商業的に入手可能な抗タンパク質抗体、または本明細書
に記載した用途について特に設計された新たに開発された抗体を使用できる。
【００９６】
　好ましくは、当該アッセイは、前記付加されたタンパク質を、前記ハプテンタンパク質
結合についての特異性を備えた実施例１で産生されたモノクローナル抗体を用いて捕捉し
、また前記タンパク質に特異的な抗体で検出することによって調べることを含み得る。

【図１】 【図２】
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摘要(译)

本公开内容提供了结合对乙酰氨基酚 - 蛋白质加合物的分离的抗体，其
用于检测和诊断对乙酰氨基酚诱导的毒性。
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