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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３７を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－
１１７５－５０９及びＡ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３８を有するマウスハイブ
リドーマ細胞株１－２１６９－７１５からなる群から選択される、マウスハイブリドーマ
細胞株。
【請求項２】
　Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３７を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－
１１７５－５０９及びＡ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３８を有するマウスハイブ
リドーマ細胞株１－２１６９－７１５からなる群から選択されるマウスハイブリドーマ細
胞株から抽出されるＤＮＡから生成される抗体。
【請求項３】
　Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３７を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－
１１７５－５０９及びＡ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３８を有するマウスハイブ
リドーマ細胞株１－２１６９－７１５からなる群から選択されるマウスハイブリドーマ細
胞株により産生されるモノクローナル抗体であって、マウスハイブリドーマ細胞株１－１
１７５－５０９により産生される抗ＭＰＯモノクローナル抗体が、カッパ軽鎖を有するマ
ウスＩｇＧ２ｂサブタイプであり、６．１（１）ｘ１０－１１ＭのＫＤを有し、マウスハ
イブリドーマ細胞株１－２１６９－７１５により産生される抗ＭＰＯモノクローナル抗体
が、カッパ軽鎖を有するマウスＩｇＧ１サブタイプであり、７．８１（３）ｘ１０－１０
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ＭのＫＤを有する、モノクローナル抗体。
【請求項４】
　（ａ）第一の捕捉抗体－ＭＰＯ複合体を形成させるために、ＭＰＯを含有する疑いのあ
る試験試料とＭＰＯに結合する第一の捕捉抗体を接触させる段階；
　（ｂ）第二の捕捉抗体－ＭＰＯ検出複合体を形成させるために、ＭＰＯに結合し、検出
可能な標識に結合している第二の抗体と、第一の捕捉抗体－ＭＰＯ複合体を含有する該試
験試料を接触させる段階；及び
　（ｃ）検出可能な標識を検出することにより、段階（ｂ）で形成される第二の捕捉抗体
－ＭＰＯ検出複合体の量を決定する段階
　を含み、
　ここで、形成される第二の複合体の量は、試験試料中に含有されるＭＰＯの量であり、
　第一の捕捉抗体又は第二の抗体の何れかが、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３
７を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－１１７５－５０９により産生されるモノクロ
ーナル抗体及びＡ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３８を有するマウスハイブリドー
マ細胞株１－２１６９－７１５により産生されるモノクローナル抗体からなる群から選択
されるモノクローナル抗体であり、マウスハイブリドーマ細胞株１－１１７５－５０９に
より産生される抗ＭＰＯモノクローナル抗体が、カッパ軽鎖を有するマウスＩｇＧ２ｂサ
ブタイプであり、６．１（１）ｘ１０－１１ＭのＫＤを有し、マウスハイブリドーマ細胞
株１－２１６９－７１５により産生される抗ＭＰＯモノクローナル抗体が、カッパ軽鎖を
有するマウスＩｇＧ１サブタイプであり、７．８１（３）ｘ１０－１０ＭのＫＤを有する
、
　試験試料中のミエロペルオキシダーゼ（ＭＰＯ）の濃度を決定するための免疫アッセイ
。
【請求項５】
　（ａ）第一の捕捉抗体－ＭＰＯ複合体を形成させるために、ＭＰＯを含有する疑いのあ
る試験試料と、ＭＰＯに結合する第一の捕捉抗体を接触させる段階であって、第一の捕捉
抗体は、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３７を有するマウスハイブリドーマ細胞
株１－１１７５－５０９により産生される抗体又はＡ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８
４３８を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－２１６９－７１５により産生される抗体
である段階；
　（ｂ）第二の捕捉抗体－ＭＰＯ－検出複合体を形成させるために、ＭＰＯに結合し、検
出可能な標識に結合している第二の抗体と、第一の捕捉抗体－ＭＰＯ複合体を含有する該
試験試料を接触させる段階であって、第二の抗体は、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－
８４３７を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－１１７５－５０９により産生される抗
体又はＡ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３８を有するマウスハイブリドーマ細胞株
１－２１６９－７１５により産生される抗体であり、ただし、第一の捕捉抗体と第二の抗
体は同一ではない段階；及び
　（ｃ）検出可能な標識を検出することにより、段階（ｂ）で形成される第二の捕捉抗体
－ＭＰＯ－検出複合体の量を決定する
　段階を含み、
　ここで、形成される第二の捕捉抗体－ＭＰＯ－検出複合体の量は、試験試料中に含有さ
れるＭＰＯの量であり、
　マウスハイブリドーマ細胞株１－１１７５－５０９により産生される抗ＭＰＯモノクロ
ーナル抗体が、カッパ軽鎖を有するマウスＩｇＧ２ｂサブタイプであり、６．１（１）ｘ
１０－１１ＭのＫＤを有し、マウスハイブリドーマ細胞株１－２１６９－７１５により産
生される抗ＭＰＯモノクローナル抗体が、カッパ軽鎖を有するマウスＩｇＧ１サブタイプ
であり、７．８１（３）ｘ１０－１０ＭのＫＤを有する、
　試験試料中のミエロペルオキシダーゼ（ＭＰＯ）の濃度を決定するための免疫アッセイ
。
【請求項６】
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　請求項３に記載の少なくとも１つの抗体と、キットを使用するための説明書とを含むキ
ット。
【請求項７】
　（ａ）ＭＰＯ分泌阻害剤を含有する試料回収チューブと、
　（ｂ）請求項３に記載の少なくとも１つの抗体と、
　（ｃ）キットを使用するための説明書と、
　を含む前記キット。
【請求項８】
　（ａ）（ｉ）ＥＤＴＡ塩又はクエン酸塩を含有する試料回収チューブ中で２℃～８℃の
温度で最長８時間の期間ヒト末梢血試料を保存する、又は（ｉｉ）ＥＤＴＡ塩又はクエン
酸塩で２℃～８℃の温度で最長８時間の期間ヒト末梢血試料を保存し、該ヒト末梢血試料
を処理した後、２℃～８℃の温度で最長７日間の期間更に保存することからなるＭＰＯ保
存条件下でＭＰＯを含有する疑いのあるヒト末梢血液試料を提供し；
　（ｂ）第一の捕捉抗体－ＭＰＯ複合体を形成させるために、ＭＰＯ保存条件下で保存さ
れたヒト末梢血液試料と、ＭＰＯに結合する第一の捕捉抗体を接触させる段階であって、
ここで、第一の捕捉抗体は、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３７を有するマウス
ハイブリドーマ細胞株１－１１７５－５０９により産生される抗体又はＡ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．
受入番号ＰＴＡ－８４３８を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－２１６９－７１５に
より産生される抗体である段階；
　（ｃ）第二の捕捉抗体－ＭＰＯ－検出複合体を形成させるために、ＭＰＯに結合し、検
出可能な標識に結合している第二の抗体と、第一の捕捉抗体－ＭＰＯ複合体を含有する該
ヒト末梢血液試料を接触させる段階であって、ここで、第二の抗体はＡ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受
入番号ＰＴＡ－８４３７を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－１１７５－５０９によ
り産生される抗体又はＡ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３８を有するマウスハイブ
リドーマ細胞株１－２１６９－７１５により産生される抗体であり、ただし、第一の捕捉
抗体と第二の抗体は同一ではない段階；及び
　（ｄ）検出可能な標識を検出することにより、段階（ｃ）で形成される第二の捕捉抗体
－ＭＰＯ検出複合体の量を決定する
　段階を含み、
　形成される第二の捕捉抗体－ＭＰＯ－検出複合体の量はヒト末梢血液試料中に含有され
るＭＰＯの量であり、
　マウスハイブリドーマ細胞株１－１１７５－５０９により産生される抗ＭＰＯモノクロ
ーナル抗体が、カッパ軽鎖を有するマウスＩｇＧ２ｂサブタイプであり、６．１（１）ｘ
１０－１１ＭのＫＤを有し、マウスハイブリドーマ細胞株１－２１６９－７１５により産
生される抗ＭＰＯモノクローナル抗体が、カッパ軽鎖を有するマウスＩｇＧ１サブタイプ
であり、７．８１（３）ｘ１０－１０ＭのＫＤを有する、
　ヒト末梢血液試料中のＭＰＯの濃度を決定するための免疫アッセイ。
【請求項９】
　固定化された抗体を作製するために、第一の捕捉抗体を固相上に固定化する、請求項４
、請求項５又は請求項８に記載の免疫アッセイ。
【請求項１０】
　第一の捕捉抗体が、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３７を有するマウスハイブ
リドーマ細胞株１－１１７５－５０９により産生される抗体であり、第二の抗体がＡ．Ｔ
．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３８を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－２１６９
－７１５により産生される抗体である、請求項５又は請求項８に記載の免疫アッセイ。
【請求項１１】
　試験試料が全血である、請求項８に記載の免疫アッセイ。
【請求項１２】
　（ａ）対象に１つ又はそれ以上の医薬組成物を投与する前に対象から採取した第一の試
験試料を提供する段階であって、ここで、該試験試料を、（ｉ）ＥＤＴＡ塩又はクエン酸
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塩を含有する試料回収チューブ中で２℃～８℃の温度で最長８時間の期間保存する、又は
（ｉｉ）ＥＤＴＡ塩又はクエン酸塩で２℃～８℃の温度で最長８時間の期間保存し、該試
料を処理した後、２℃～８℃の温度で最長７日間の期間更に保存することからなるＭＰＯ
保存条件下で保存する段階；
　（ｂ）第一の試験試料中のＭＰＯの濃度を決定する段階；
　（ｃ）１つ又はそれ以上の医薬組成物の投与後に前記対象から採取した第二の試験試料
を提供する段階であって、ここで、第二の試験試料をＭＰＯ保存条件下で保存する段階；
　（ｄ）第二の試験試料中のＭＰＯの濃度を決定する段階；及び
　（ｅ）段階（ｄ）におけるＭＰＯの濃度と段階（ｂ）におけるＭＰＯの濃度を比較する
段階
を含み、
　段階（ｄ）で決定されるＭＰＯの濃度と比較して、段階（ｂ）で決定されるＭＰＯの濃
度が変化しないとき、前記対象は、１つ又はそれ以上の医薬組成物を投与した結果として
循環器系の合併症に罹患していないと判定され
　段階（ｄ）で決定されるＭＰＯの濃度と比較して、段階（ｂ）で決定されるＭＰＯの濃
度が変化しているとき、前記対象は、１つ又はそれ以上の医薬組成物を投与した結果とし
て循環器系の合併症に罹患していると判定され、
　段階（ｂ）若しくは段階（ｄ）又は段階（ｂ）及び（ｄ）の両段階の試験試料中のＭＰ
Ｏの濃度が請求項４又は５に記載の方法に従い決定される、
　１つ又はそれ以上の医薬組成物を投与した結果として対象が循環器系の合併症に罹患し
ているか否かを決定することを補助する方法。
【請求項１３】
　（ａ）対象に１つ又はそれ以上の医薬組成物を投与する前に該対象から採取した第一の
試験試料を提供する段階であって、ここで、該試験試料を、（ｉ）ＥＤＴＡ塩又はクエン
酸塩を含有する試料回収チューブ中で２℃～８℃の温度で最長８時間の期間保存する、又
は（ｉｉ）ＥＤＴＡ塩又はクエン酸塩で２℃～８℃の温度で最長８時間の期間保存し、該
試料を処理した後、２℃～８℃の温度で最長７日間の期間保存することからなるＭＰＯ保
存条件下で保存される段階；
　（ｂ）第一の試験試料中のＭＰＯの濃度を決定する段階；
　（ｃ）段階（ｂ）において測定したＭＰＯ濃度を、予め測定したレベルと比較する段階
；
　（ｄ）段階（ｃ）において測定したＭＰＯ濃度との比較において、第一の試験試料中の
ＭＰＯ濃度が、予め決められたレベルよりも高い場合、対象を一定期間１つ又はそれ以上
の医薬組成物で治療する段階；
　（ｅ）１つ又はそれ以上の医薬組成物の投与後に前記対象から採取した第二及びその後
の試験試料を提供する段階であって、該試験試料のそれぞれをＭＰＯ保存条件下で保存す
る段階；
　（ｆ）第二及びその後の試験試料におけるＭＰＯの濃度を決定する段階；
　（ｇ）段階（ｆ）において測定したＭＰＯの濃度を段階（ｂ）において測定したＭＰＯ
の濃度と比較する段階
を含み、
　段階（ｂ）で決定されるＭＰＯの濃度と比較して、段階（ｆ）で決定されるＭＰＯの濃
度が低下しているときは、対象に、段階（ｄ）の１つ又はそれ以上の医薬組成物の投与を
継続すべきとされ；
　段階（ｂ）で決定されるＭＰＯの濃度と比較して、段階（ｆ）で決定されるＭＰＯの濃
度が同じであるか増大しているときは、前記対象を、段階（ｄ）において投与した１つ又
はそれ以上の医薬組成物のより高い濃度で処置すべきとされ、又は、前記対象を、段階（
ｄ）において投与した１つ又はそれ以上の医薬組成物の投与とは異なる１つ又はそれ以上
の医薬組成物で処置すべきとされ、
　段階（ｂ）若しくは段階（ｆ）又は段階（ｂ）及び（ｆ）の両段階の試験試料中のＭＰ
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Ｏの濃度が請求項４又は５に記載の方法に従い決定される、
　１つ又はそれ以上の医薬組成物の治療を受けている対象においてＭＰＯレベルを監視す
ることを補助する方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願情報
　本願は、２００７年５月１８日提出の米国特許出願１１／７５０，５０７の一部継続出
願である、２００８年３月１７日提出の米国出願１２／０５０，０６１の一部継続出願で
ある（これらの内容は参照により本明細書中に組み込まれる。）。
【０００２】
　技術分野
　本開示は、試験試料中のミエロペルオキシダーゼ（ＭＰＯ）の濃度レベルを決定するた
めのアッセイで使用され得る単離抗体に関する。本開示はさらに、本開示の単離抗体の１
つ又はそれ以上を用いて試験試料中のＭＰＯの濃度レベルを決定するためのアッセイに関
する。さらに、本開示はまた、試験試料中の元のＭＰＯレベルを維持するための、アッセ
イにおける改良された試験試料操作法の使用にも関する。最終的に、本開示は、前記アッ
セイでのＭＰＯレベルの正確な検出を可能にするために試験試料中の元のＭＰＯレベルが
維持されている試験試料を使用する改良アッセイに関する。
【背景技術】
【０００３】
　診断の分野において、生体試料中の検体を検出するためにアッセイが使用される。検出
することができる検体の例には、薬物、ホルモン、感染因子、微生物、抗体などが含まれ
る。癌、心疾患などを診断するために、生体試料中の１つ又はそれ以上の検体の同定を使
用することができる。
【０００４】
　アッセイの具体的なタイプ、即ち免疫アッセイは、検出されるべき検体と少なくとも１
つの特異的結合パートナーとの間の特異的結合反応を含む。（抗体、抗原などであり得る
）特異的結合パートナーは、特異的に検体に結合するか又はそれと反応する。検体及び特
異的結合パートナーは特異的結合ペア複合体を形成する。このような特異的結合ペア複合
体の例は、抗体（又は抗体断片）及び抗原である。しかし、複数の検体又は複数の特異的
結合パートナーは、各反応中に互いに反応し得る。
【０００５】
　次に、特異的結合ペア複合体を検出することができる。通常、色原体、フルオロフォア
、化学又は電気化学発光が可能な物質、ラジオアイソトープ、ハプテン、酵素標識又はビ
オチン及びストレプトアビジンなどの別の特異的結合ペアを形成することができる物質な
どの検出可能な標識で、少なくとも１つの特異的結合パートナーが標識される。
【０００６】
　免疫アッセイは有用であるとはいえ、これらに問題がないわけではない。例えば、この
ような免疫アッセイにおいて使用される抗体の特異性及び感度は非常に重要である。免疫
アッセイにおいて使用される１つ又はそれ以上の抗体の特異性又は感度が低い場合、これ
により、偽陽性又は偽陰性の結果が導かれ得る。１つ又はそれ以上の抗体の特異性及び感
度を改善又は向上させるためのある方法は、前記抗体の目的とする標的（即ち抗原）に対
する前記抗体の結合親和性を向上させることである。それらの目的とする標的に対して結
合親和性が改善された抗体は、特異性及び感度が向上するはずである。
【０００７】
　アッセイにおいて検出され得る検体の例は、ミエロペルオキシダーゼ（ＭＰＯ）である
。ＭＰＯは、急性心臓症候群（ＡＣＳ）の診断において使用されるマーカータンパク質で
ある。ＭＰＯ（ドナー：過酸化水素、酸化還元酵素、ＥＣ１．１１．１．７）は、およそ
１５０ｋＤａの、四量体の、大きくグリコシル化された、塩基性（ｐＩ　１０）ヘムタン
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パク質である。これは、２つの同一のジスルフィド結合で連結されたプロモーターからな
り、このプロモーターのそれぞれは、プロトポルフィリン含有５９－６４ｋＤａ重鎖サブ
ユニット及び１４ｋＤａ軽鎖サブユニットを有する（Ｎａｕｓｅｅｆ、Ｗ．Ｍ．ら、Ｂｌ
ｏｏｄ、６７：１５０４－１５０７（１９８６）参照）。ＭＰＯは好中球及び単球におい
て豊富であり、これらの細胞の乾燥重量のそれぞれ５％及び１から２％を占める（Ｎａｕ
ｓｅｅｆ、Ｗ．Ｍ．、ら、Ｂｌｏｏｄ　６７：１５０４－１５０７（１９８６）参照）。
ヘムタンパク質は、白血球の一次アズール顆粒中に貯蔵され、様々なアゴニストによる食
細胞の活性化後、細胞外環境及び食胞リソソームコンパートメントの両方に分泌される（
Ｋｌｅｂａｎｏｆｆ、Ｓ．Ｊ．ら、Ｔｈｅ　Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ：Ｆｕｎｃｔｉｏｎ　
ａｎｄ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ．Ａｍｓｔｅｒｄａｍ：Ｅｌｓｅｖｉｅ
ｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．（１９７８）参照）。
【０００８】
　患者血液試料中で決定される高濃度の血漿ＭＰＯレベルは、冠状動脈性の心臓病と関連
することが示されている。また、高濃度の血液ＭＰＯレベルは、以下に限定されないが心
不全を含む急性冠動脈症候群の患者におけるリスクを予測するために使用することもでき
る（Ｔａｎｇ、Ｗ．Ｈ．ら、Ｊ．Ａｍ．Ｃｏｌｌｅｇｅ　Ｃａｒｄ．、４９（２４）：２
３６４－２３７０（２００７）；Ｔａｎｇ、Ｗ．Ｈ．ら、Ａｍ．Ｊ．Ｃａｒｄ．、９８：
７９６－７９９（２００６）；Ｚｈａｎｇ、Ｒ．ら、ＪＡＭＡ、２８６（１７）：２１３
６－２１４２（２００１）；Ｍｅｕｗｅｓｅ、Ｍ．Ｃ．ら、Ｊ．Ａｍ．Ｃｏｌｌｅｇｅ　
Ｃａｒｄ．、５０（２）：１５９－１６５（２００７）；Ｇ．Ｎｄｒｅｐｅｐａら、Ｅｕ
ｒ．Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．、３８：９０－９６（２００７）参照）。このように
、患者血液試料中のＭＰＯレベルの決定は、このような患者を管理するために、臨床的に
関心が持たれている。
【０００９】
　サンドイッチ及び競合免疫アッセイ、臨床化学アッセイ及び酵素アッセイを含む、血液
試料をアッセイするために臨床検査室で一般に使用されるアッセイの多くのタイプにおい
て、試料回収チューブタイプ及び試料操作は検体の測定量に影響を及ぼし得る。特に、Ｍ
ＰＯは、白血球に存在し、血漿中で遊離していることが知られている。
【００１０】
　しかし、最新の分析前患者血液試料操作は、元のＭＰＯレベルの維持を目的とした具体
的段階を何ら含んでいない。むしろ、最新のＭＰＯアッセイは、トロポニン測定とともに
使用される血液保存手順に従い、即ち、ヘパリンリチウム血漿又は血清として試料を回収
する。例えば、米国食品医薬品局は、臨床用途のためのあるＭＰＯアッセイ、Ｐｒｏｇｎ
ｏｓｔｉＸにより市販されるＣａｒｄｉｏＭＰＯＴＭ（ＰｒｏｇｎｏｓｔｉＸ、Ｉｎｃ.
（Ｃｌｅａｖｅｌａｎｄ、Ｏｈｉｏ）の商標）酵素結合免疫吸着アッセイ試薬キットを審
査通過させている。
【００１１】
　ＣａｒｄｉｏＭＰＯＴＭアッセイは、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）である
。ＣａｒｄｉｏＭＰＯＴＭの包装物には、患者血液試料は「ヘパリンリチウム回収チュー
ブ中で保存すべきであり」、チューブはすぐに氷上又は２から８℃に置くべきであり、処
理するまで２から８℃で保存すべきであると記載されている（ＣａｒｄｉｏＭＰＯＴＭ包
装の挿入物の７頁）。このような血液試料操作に伴う問題は、抗凝血剤回収チューブ（ヘ
パリンリチウムチューブなど）が試料操作プロセスの一部として使用される場合、ＭＰＯ
レベルもまた上昇し得るということである。さらに、採血前に抗凝血剤（ヘパリン又はビ
バリルジンなど）で患者が処置される場合、元のＭＰＯレベルが向上し得る。
【００１２】
　さらに、ＭＰＯのための現在の血液試料操作手順は、殆どの血液試料が少なくともある
時間、室温保存に曝されるという現実を考慮していない。室温保存はまた長時間にわたり
得る。室温状態への曝露は、分析前のあらゆる時点で起こり得る。血液採取場所（救急科
又は集中治療室など）から実験室への試料の移動は通常室温で行われ、実験室に入った後
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は、遠心のための待ち時間があり得る。臨床検査室の自動化血液分析装置は通常、試料に
対して冷却保存状態を用いないので、処理中、血液試料は室温状態に曝される。さらに、
米国の臨床試験室は、自動搬送システムと連結された複数の分析装置ステーションを用い
た自動化システムを施行し始めた。これらの自動化システムもまた、血液試料が長時間室
温で保存される可能性を向上させる。最後に、室温状態への曝露があり得るという現実に
加えて、現行方式は、ＭＰＯレベルについて試験しようとする試料の室温への実際の曝露
の追跡又は監視を何ら含まない。
【００１３】
　白血球ＭＰＯは、試料がどのように操作されるかということ及び試料を回収するために
使用される検体チューブに依存して、血漿に放出され得る。この点において、発明者らは
、ＭＰＯアッセイ前に現在使用されている分析前試料操作法により、血清の凝固及びヘパ
リンリチウム血漿の調製の間、白血球からＭＰＯが漏出し、それにより、ＭＰＯレベルの
上昇が起こってＡＣＳ患者の層別化が不正確になり得、結果として、間違った治療選択が
起こる。
【００１４】
　従って、本開示のある目的は、アッセイにおいてＭＰＯの相補的エピトープに結合する
ことができる抗体を提供することである。これらの抗体は、良好な結合親和性を示し、例
えば免疫アッセイなどのアッセイにおいて使用され得る。本開示の別の目的は、正確なア
ッセイのために元の患者ＭＰＯレベルを維持することを具体的に目的とする、患者試験試
料操作に対するＭＰＯアッセイ法との使用を提供することである。本発明のこれらの及び
その他の目的及び長所は、本明細書中で提供される記述から明らかとなろう。本開示の方
法は、元のＭＰＯレベルを維持すること及び／又は試料操作及び保存により起こるＭＰＯ
レベルの変化を防ぐことにより、あらゆる臨床アッセイにおいて、有利に、ＭＰＯ測定を
改良する。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１５】
【非特許文献１】Ｎａｕｓｅｅｆ、Ｗ．Ｍ．他、Ｂｌｏｏｄ、６７、１９８６年、ｐ．１
５０４－１５０７
【非特許文献２】Ｋｌｅｂａｎｏｆｆ、Ｓ．Ｊ．他、「Ｔｈｅ　Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ：
Ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ」アムステルダム、
エルゼビア・サイエンティフィック・パブリッシング（Ｅｌｓｅｖｉｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔ
ｉｆｉｃ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．）１９７８年
【非特許文献３】Ｔａｎｇ、Ｗ．Ｈ．他、Ｊ．Ａｍ．Ｃｏｌｌｅｇｅ　Ｃａｒｄ．、４９
（２４）、２００７年、ｐ．２３６４－２３７０
【非特許文献４】Ｔａｎｇ、Ｗ．Ｈ．他、Ａｍ．Ｊ．Ｃａｒｄ．、９８、２００６年、ｐ
．７９６－７９９
【非特許文献５】Ｚｈａｎｇ、Ｒ．他、ＪＡＭＡ、２８６（１７）、２００１年、ｐ．２
１３６－２１４２
【非特許文献６】Ｍｅｕｗｅｓｅ、Ｍ．Ｃ．他、Ｊ．Ａｍ．Ｃｏｌｌｅｇｅ　Ｃａｒｄ．
、５０（２）、２００７年、ｐ．１５９－１６５
【非特許文献７】Ｇ．Ｎｄｒｅｐｅｐａ他、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．、３
８、２００７年、ｐ．９０－９６
【発明の概要】
【００１６】
　ある実施形態において、本開示は、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３７を有す
るマウスハイブリドーマ細胞株１－１１７５－５０９に関する。
【００１７】
　別の実施形態において、本開示は、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３７を有す
るマウスハイブリドーマ細胞株１－１１７５－５０９から抽出されるＤＮＡから生成され
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る抗体に関する。
【００１８】
　さらに別の実施形態において、本開示は、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３７
を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－１１７５－５０９により産生されるモノクロー
ナル抗体に関する。
【００１９】
　さらに別の実施形態において、本開示は、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３８
を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－２１６９－７１５に関する。
【００２０】
　さらに別の実施形態において、本開示は、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３８
を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－２１６９－７１５から抽出されるＤＮＡから生
成される抗体に関する。
【００２１】
　さらに別の実施形態において、本開示は、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３８
を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－２１６９－７１５により産生されるモノクロー
ナル抗体に関する。
【００２２】
　またさらに別の実施形態において、本開示は、試験試料中のＭＰＯの濃度を決定するた
めの免疫アッセイを関する。免疫アッセイは、次の段階：
　（ａ）第一の捕捉抗体－ＭＰＯ複合体を形成させるために、ＭＰＯを含有する疑いのあ
る試験試料とＭＰＯに結合する第一の捕捉抗体を接触させ；
　（ｂ）第二の捕捉抗体－ＭＰＯ検出複合体を形成させるために、ＭＰＯに結合し、検出
可能な標識に結合させられている第二の抗体と、第一の捕捉抗体－ＭＰＯ複合体を含有す
る該試験試料を接触させ；
　（ｃ）検出可能な標識を検出することにより、段階（ｂ）で形成される捕捉抗体－ＭＰ
Ｏ－検出複合体の量を決定する（この場合、形成される第二の複合体の量は、試験試料中
に含有されるＭＰＯの量である。）、段階を含み、
　第一の捕捉抗体又は第二の抗体の何れかは、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３
７を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－１１７５－５０９により産生される抗体であ
る。この免疫アッセイにおいて、第一の捕捉抗体は、固定化された抗体を生成させるため
に、場合によっては、固相上に固定化され得る。
【００２３】
　またさらに別の実施形態において、本開示は、試験試料中のＭＰＯの濃度を決定するた
めの免疫アッセイに関する。本免疫アッセイは、次の段階：
　（ａ）第一の捕捉抗体－ＭＰＯ複合体を形成させるために、ＭＰＯを含有する疑いのあ
る試験試料とＭＰＯに結合する第一の捕捉抗体を接触させ；
　（ｂ）第二の捕捉抗体－ＭＰＯ－検出複合体を形成させるために、ＭＰＯに結合し、検
出可能な標識に結合させられている第二の抗体と、第一の捕捉抗体－ＭＰＯ複合体を含有
する該試験試料を接触させ；
　（ｃ）検出可能な標識を検出することにより、段階（ｂ）で形成される捕捉抗体－ＭＰ
Ｏ検出複合体の量を決定する（この場合、形成される第二の複合体の量は、試験試料中に
含有されるＭＰＯの量である。）、段階を含み、
　第一の捕捉抗体又は第二の抗体の何れかは、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３
８を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－２１６９－７１５により産生される抗体であ
る。この免疫アッセイにおいて、第一の捕捉抗体は、場合によっては、固定化された抗体
を作製するために、固相上に固定化され得る。
【００２４】
　またさらに別の実施形態において、本開示は、試験試料中のＭＰＯの濃度を決定するた
めの免疫アッセイに関する。本免疫アッセイは、
　（ａ）第一の捕捉抗体－ＭＰＯ複合体を形成させるために、ＭＰＯを含有する疑いのあ
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る試験試料と、ＭＰＯに結合する第一の捕捉抗体を接触させ（この場合、第一の捕捉抗体
は、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３７を有するマウスハイブリドーマ細胞株１
－１１７５－５０９により産生される抗体又はＡ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３
８を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－２１６９－７１５により産生される抗体であ
る。）；
　（ｂ）第二の捕捉抗体－ＭＰＯ－検出複合体を形成させるために、ＭＰＯに結合し、検
出可能な標識に結合させられている第二の抗体と、第一の捕捉抗体－ＭＰＯ複合体を含有
する該試験試料を接触させ（この場合、第二の抗体は、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ
－８４３７を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－１１７５－５０９により産生される
抗体又はＡ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３８を有するマウスハイブリドーマ細胞
株１－２１６９－７１５により産生される抗体であり、ただし、第一の捕捉抗体及び第二
の抗体は同一ではない。）；
　（ｃ）検出可能な標識を検出することにより、段階（ｂ）で形成される捕捉抗体－ＭＰ
Ｏ－検出複合体の量を決定する（この場合、形成される第二の複合体の量は、試験試料中
に含有されるＭＰＯの量である。）、段階を含む。この免疫アッセイにおいて、第一の捕
捉抗体は、場合によっては、固定化された抗体を作製するために、固相上に固定化され得
る。好ましくは、この免疫アッセイにおいて、第一の捕捉抗体は、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入
番号ＰＴＡ－８４３７を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－１１７５－５０９により
産生される抗体であり、第二の抗体はＡ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３８を有す
るマウスハイブリドーマ細胞株１－２１６９－７１５により産生される抗体である。
【００２５】
　またさらに別の実施形態において、本開示は、免疫アッセイにおける使用のためのキッ
トに関する。本免疫アッセイでの使用のためのキットは、マウスハイブリドーマ細胞株１
－１１７５－５０９により産生される抗体と、該キットを使用するための説明書と、を含
有する。
【００２６】
　またさらに別の実施形態において、本開示は、免疫アッセイでの使用のためのキットに
関する。本免疫アッセイでの使用のためのキットは、マウスハイブリドーマ細胞株１－２
１６９－７１５により産生される抗体と、該キットを使用するための説明書と、を含有す
る。
【００２７】
　またさらに別の実施形態において、本開示は、免疫アッセイでの使用のためのキットに
関する。本免疫アッセイでの使用のためのキットは、マウスハイブリドーマ細胞株１－１
１７５－５０９により産生される抗体と、マウスハイブリドーマ細胞株１－２１６９－７
１５により産生される抗体と、該キットを使用するための説明書と、を含有する。
【００２８】
　またさらに別の実施形態において、本開示は、試験試料中のミエロペルオキシダーゼ（
ＭＰＯ）の濃度を決定するための方法に関する。本方法は、
　（ａ）ＭＰＯ分泌阻害剤を含有する試料回収チューブ中で保存される試験試料を提供し
；
　（ｂ）試験試料中のＭＰＯの濃度を決定する、段階を含む
　上記の方法において、ＭＰＯ分泌阻害剤は、エチレンジアミン四酢酸の塩であり得る。
さらに、上記の方法において使用される試験試料は、全血又は血漿試料であり得る。
【００２９】
　上記の方法の段階（ｂ）は、競合免疫アッセイ、サンドイッチ免疫アッセイ、酵素結合
免疫吸着アッセイ、酵素アッセイ及び臨床化学アッセイからなる群から選択される方法を
用いて行われ得る。
【００３０】
　上記の方法において、試験試料は、最長で約８時間、室温で保存され得る。室温での保
存後、次に、処理後に最長で約７日間、約２℃から約８℃の温度で試験試料をさらに保存
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され得る。
【００３１】
　場合によっては、上記の方法において、ＭＰＯ分泌阻害剤はクエン酸の塩を含み得、試
験試料は、処理前に最長で約８時間、約２℃から約８℃の温度で保存され得る。場合によ
っては、前記試験試料は、処理後に最長で約７日間、約２℃から約８℃の温度でさらに保
存され得る。
【００３２】
　またさらに別の実施形態において、本開示は、ヒト血液試料中のＭＰＯの濃度を決定す
るための改良法に関する。具体的に、この方法における改良には、最長で約８時間、室温
でＭＰＯ分泌阻害剤を含有する試料回収チューブ中で前記試料を保存することが含まれる
。この方法において、ＭＰＯ分泌阻害剤はエチレンジアミン四酢酸の塩であり得る。さら
に、上記の方法において使用されるヒト血液試料は全血又は血漿試料であり得る。さらに
、ヒト血液試料中のＭＰＯの濃度は、競合免疫アッセイ、サンドイッチ免疫アッセイ、酵
素結合免疫吸着アッセイ、酵素アッセイ及び臨床化学アッセイからなる群から選択される
方法を行うことにより決定され得る。さらに、室温でのヒト血液試料の保存後、次いで、
処理後に最長で約７日間、約２℃から約８℃の温度で試料をさらに保存し得る。
【００３３】
　またさらに別の実施形態において、本開示は、ヒト血液試料中のＭＰＯの濃度を決定す
るための改良法に関する。具体的に、この方法における改良は、処理前に最長で約８時間
、約２℃から約８℃の温度で、クエン酸の塩を含有する試料回収チューブ中で前記試料を
保存することを含む。場合によっては、前記試験試料は、処理後に最長で約７日間、約２
℃から約８℃の温度でさらに保存され得る。
【００３４】
　またさらに別の実施形態において、本開示はキットに関する。本キットは、
　（ａ）ＭＰＯ分泌阻害剤を含有する試料回収チューブと、
　（ｂ）上記抗体の少なくとも１つ（例えば、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３
７を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－１１７５－５０９により産生される抗体又は
Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３８を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－２
１６９－７１５により産生される抗体）と、
　（ｃ）該キットを使用するための説明書と、を含み得る。
【００３５】
　またさらに別の実施形態において、本開示は、ヒト末梢血液試料中のＭＰＯの濃度を決
定するための免疫アッセイに関する。本免疫アッセイは、
　（ａ）ＭＰＯ分泌阻害剤を含有する試料回収チューブ中で保存されるＭＰＯを含有する
疑いのあるヒト末梢血液試料を提供し；
　（ｂ）第一の捕捉抗体－ＭＰＯ複合体を形成させるために、ＭＰＯ分泌阻害剤を含有す
る試料回収チューブ中で保存されるヒト末梢血液試料と、ＭＰＯに結合する第一の捕捉抗
体を接触させ（この場合、第一の捕捉抗体はＡ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３７
を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－１１７５－５０９により産生される抗体又はＡ
．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３８を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－２１
６９－７１５により産生される抗体である。）；
　（ｃ）第二の捕捉抗体－ＭＰＯ－検出複合体を形成させるために、ＭＰＯに結合し、検
出可能な標識に結合させられている第二の抗体と、第一の捕捉抗体－ＭＰＯ複合体を含有
する前記ヒト末梢血液試料を接触させ（この場合、第二の抗体は、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入
番号ＰＴＡ－８４３７を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－１１７５－５０９により
産生される抗体又はＡ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３８を有するマウスハイブリ
ドーマ細胞株１－２１６９－７１５により産生される抗体であり、ただし、第一の捕捉抗
体及び第二の抗体は同一ではない。）；
　（ｄ）検出可能な標識を検出することにより、段階（ｂ）で形成される捕捉抗体－ＭＰ
Ｏ－検出複合体の量を決定する（この場合、形成される第二の複合体の量は、ヒト末梢血
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液試料中に含有されるＭＰＯの量である。）、段階を含む。
【００３６】
　上記免疫アッセイにおいて、第一の捕捉抗体は、固定化された抗体を作製するために固
相上に固定化され得る。また、上記免疫アッセイにおいて、第一の捕捉抗体は、Ａ．Ｔ．
Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３７を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－１１７５－
５０９により産生される抗体であり得、第二の抗体は、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ
－８４３８を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－２１６９－７１５により産生される
抗体であり得る。上記免疫アッセイにおいて、ＭＰＯ分泌阻害剤はエチレンジアミン四酢
酸の塩であり得る。
【００３７】
　さらに、上記免疫アッセイにおいて、試験試料は全血又は血漿試料であり得る。上記免
疫アッセイにおいて、試験試料は、最長で約８時間、室温で保存され得る。室温での保存
後、試験試料は、処理後に最長で約７日間、約２℃から約８℃の温度でさらに保存され得
る。場合によっては、上記の方法において、ＭＰＯ分泌阻害剤は、クエン酸の塩を含み得
、試験試料は、処理前に最長で約８時間、約２℃から約８℃の温度で保存され得る。場合
によっては、前記試験試料は、またさらに、処理後に最長で約７日間、約２℃から約８℃
の温度で保存され得る。
【００３８】
　さらにまた別の態様において、本開示は、対象が循環器疾患を発現するリスクを有する
か否かを判定する方法に関する。具体的に、このような方法は、
　（ａ）ＭＰＯ分泌阻害剤を含有する試料回収チューブ中で保存される試験試料を提供し
；
　（ｂ）試験試料中のＭＰＯの濃度を決定し；
　（ｃ）段階（ｂ）で決定される試験試料中のＭＰＯの濃度を所定レベルと比較する、段
階を含み、
　この場合、段階（ｂ）で決定されるＭＰＯの濃度が所定レベルより低い場合、対象は循
環器疾患を発現するリスクがないものと判定され、さらに、段階（ｂ）で決定される試験
試料中のＭＰＯの濃度が所定レベルよりも高い場合、対象は、循環器疾患を発現するリス
クがあるとみなされる。
【００３９】
　上記の方法において、段階（ｂ）での試験試料中のＭＰＯの濃度は、既に述べた方法の
何れか（例えば、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３７を有するマウスハイブリド
ーマ細胞株１－１１７５－５０９により産生される抗体、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴ
Ａ－８４３８を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－２１６９－７１５により産生され
る抗体又はこれらの抗体の両方を使用する方法）を用いて決定され得る。
【００４０】
　さらにまた別の態様において、本開示は、対象において循環器疾患を診断する方法に関
する。本方法は、
　（ａ）ＭＰＯ分泌阻害剤を含有する試料回収チューブ中で保存される試験試料を提供し
；
　（ｂ）試験試料中のＭＰＯの濃度を決定し；
　（ｃ）段階（ｂ）で決定される試験試料中のＭＰＯの濃度を所定レベルと比較する（こ
の場合、段階（ｂ）で決定されるＭＰＯの濃度が所定レベルより低い場合、対象は循環器
疾患に罹患していないものとみなされ、さらに、段階（ｂ）で決定される試験試料中のＭ
ＰＯの濃度が所定レベルよりも高い場合、対象は、循環器疾患に罹患しているものとみな
される。）段階を含み得る。
【００４１】
　上記の方法において、段階（ｂ）での試験試料中のＭＰＯの濃度は、既に述べられた方
法の何れか（例えば、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３７を有するマウスハイブ
リドーマ細胞株１－１１７５－５０９により産生される抗体、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号
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ＰＴＡ－８４３８を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－２１６９－７１５により産生
される抗体又はこれらの抗体の両方を使用する方法）を用いて決定され得る。
【００４２】
　さらにまた別の態様において、本開示は、対象において循環器疾患の重症度を監視する
方法に関する。本方法は、
　（ａ）ＭＰＯ分泌阻害剤を含有する試料回収チューブ中で保存される試験試料を提供し
；
　（ｂ）試験試料中のＭＰＯの濃度を決定し；
　（ｃ）段階（ｂ）で決定される試験試料中のＭＰＯの濃度を所定レベルと比較する（こ
こで、段階（ｂ）で決定される試験試料中のＭＰＯの濃度が所定レベルより低い場合、、
対象は循環器疾患の重症度が低いと判定され、さらに、段階（ｂ）で決定される試験試料
中のＭＰＯの濃度が所定レベルより高い場合、対象は循環器疾患の重症度が高いと判定さ
れる。）段階を含む。
【００４３】
　上記の方法において、循環器疾患は、冠動脈疾患、末梢血管疾患、高血圧、心筋梗塞又
は心不全である。さらに、上記の方法において、段階（ｂ）での試験試料中のＭＰＯの濃
度は、既に述べられた方法の何れか（例えば、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３
７を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－１１７５－５０９により産生される抗体、Ａ
．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３８を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－２１
６９－７１５により産生される抗体又はこれらの抗体の両方を使用する方法）を用いて決
定され得る。
【００４４】
　またさらに別の実施形態において、本開示は、対象において循環器疾患の進行を監視す
る方法に関する。この方法は、：
　（ａ）ＭＰＯ分泌阻害剤を含有する試料回収チューブ中で保存される試験試料を提供し
；
　（ｂ）試験試料中のＭＰＯの濃度を決定し；
　（ｃ）段階（ｂ）で決定される試験試料中のＭＰＯの濃度を所定レベルと比較する（こ
の場合、段階（ｂ）で決定されるＭＰＯの濃度が所定レベルより低い場合、対象は循環器
疾患が進行していないか又は好転していると判定され、段階（ｂ）で決定される試験試料
中のＭＰＯの濃度が所定レベルより高い場合、対象は循環器疾患が進行していると判定さ
れる。）段階を含む。
【００４５】
　上記の方法において、段階（ｂ）での試験試料中のＭＰＯの濃度は既に述べられた方法
の何れか（例えば、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３７を有するマウスハイブリ
ドーマ細胞株１－１１７５－５０９により産生される抗体、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号Ｐ
ＴＡ－８４３８を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－２１６９－７１５により産生さ
れる抗体又はこれらの抗体の両方を使用する方法）を用いて決定され得る。
【００４６】
　またさらに別の実施形態において、本開示は、１つ又はそれ以上の医薬組成物の対象へ
の投与の結果として対象が循環器系の合併症に罹患しているか否かを決定する方法に関す
る。本方法は、
　（ａ）対象に１つ又はそれ以上の医薬組成物が投与される前に対象からの第一の試験試
料を得て、ＭＰＯ分泌阻害剤を含有する試料回収チューブ中で該第一の試験試料を保存し
；
　（ｂ）該試料中のＭＰＯの濃度を決定し；
　（ｃ）対象に１つ又はそれ以上の医薬組成物が投与された後、対象から第二の試験試料
を得て、ＭＰＯ分泌阻害剤を含有する試料回収チューブ中で該第二の試験試料を保存し；
　（ｄ）該第二の試験試料中のＭＰＯの濃度を決定し；
　（ｅ）段階（ｄ）でのＭＰＯの濃度と段階（ｂ）でのＭＰＯの濃度を比較する（この場



(13) JP 5433570 B2 2014.3.5

10

20

30

40

50

合、段階（ｄ）で決定されるＭＰＯの濃度と比較した場合に段階（ｂ）で決定されるＭＰ
Ｏの濃度が変化しないとき、対象は、１つ又はそれ以上の医薬組成物の投与の結果として
循環器系の合併症に罹患していないと判定され、さらに、段階（ｄ）でのＭＰＯの濃度と
比較した場合に段階（ｂ）で決定されるＭＰＯの濃度が変化するとき、対象は１つ又はそ
れ以上の医薬組成物の投与の結果として循環器系の合併症に罹患していると判定される。
）、段階を含む。
【００４７】
　上記の方法において、段階（ｂ）、段階（ｄ）又は段階（ｂ）及び（ｄ）の両段階での
試験試料中のＭＰＯの濃度は既に述べられた方法の何れか（例えば、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受
入番号ＰＴＡ－８４３７を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－１１７５－５０９によ
り産生される抗体、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３８を有するマウスハイブリ
ドーマ細胞株１－２１６９－７１５により産生される抗体又はこれらの抗体の両方を使用
する方法）を用いて決定され得る。
【００４８】
　またさらに別の実施形態において、本開示は、１つ又はそれ以上の医薬組成物での治療
を受けている対象においてＭＰＯレベルを監視する方法に関する。本方法は、
　（ａ）対象に１つ又はそれ以上の医薬組成物が投与される前に対象からの第一の試験試
料を提供し（ここで、該試験試料は、ＭＰＯ分泌阻害剤を含有する試料回収チューブ中で
保存される。）；
　（ｂ）第一の試験試料中のＭＰＯの濃度を決定し；
　（ｃ）段階（ｂ）で決定されるＭＰＯの濃度を所定レベルと比較し；
　（ｄ）段階（ｃ）で行われるＭＰＯの濃度の比較が、第一の試験試料中のＭＰＯの濃度
が所定レベルよりも高いというものである場合、ある期間１つ又はそれ以上の医薬組成物
で対象を治療し；
　（ｅ）対象に１つ又はそれ以上の医薬組成物が投与された後、対象からの第二及びその
後の試験試料を提供し（該試験試料はＭＰＯ分泌阻害剤を含有する試料回収チューブ中で
保存される。）；
　（ｆ）第二及びその後の試験試料中のＭＰＯの濃度を決定し；
　（ｇ）段階（ｂ）で決定されるＭＰＯの濃度と段階（ｆ）で決定されるＭＰＯの濃度を
比較する（ここで、段階（ｂ）で決定されるＭＰＯの濃度と比較した場合に段階（ｆ）で
決定されるＭＰＯの濃度が低下しているとき、対象は段階（ｄ）の１つ又はそれ以上の医
薬組成物の投与を続けるべきであるか、又は、さらに、段階（ｂ）で決定されるＭＰＯの
濃度と比較した場合に段階（ｆ）で決定されるＭＰＯの濃度が同じであるか又は上昇して
いるとき、対象は、段階（ｄ）で対象に投与される１つ又はそれ以上の医薬組成物のより
高い濃度で治療されるべきであるか又は対象は段階（ｄ）で対象に投与された１つ又はそ
れ以上の医薬組成物とは異なる１つ又はそれ以上の医薬組成物で治療されるべきである。
）、段階を含む。
【００４９】
　上記の方法において、段階（ｂ）、段階（ｆ）又は段階（ｂ）及び（ｆ）の両方での試
験試料中のＭＰＯの濃度は既に述べられた方法の何れか（例えば、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入
番号ＰＴＡ－８４３７を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－１１７５－５０９により
産生される抗体、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３８を有するマウスハイブリド
ーマ細胞株１－２１６９－７１５により産生される抗体又はこれらの抗体の両方を使用す
る方法）を用いて決定され得る。
【図面の簡単な説明】
【００５０】
【図１】実施例９に記載のように生成される０．３１２５μｇ／ｍＬで保持される抗体濃
度との抗原滴定曲線を示す。この図１において、－●－は、モノクローナル抗体１－１１
７５－１５４を表し、－┃－はモノクローナル抗体１－１５１９－４５０を表し、－◆－
はモノクローナル抗体１－２１６９－１４３を表し、－■－はモノクローナル抗体１－２
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２４４－１６６を表す。
【図２】実施例９に記載のような免疫アッセイにおける様々なＭＰＯ結合対の結合の抗原
滴定曲線を示す。この図２において、－ｘ－は、捕捉抗体としてのモノクローナル抗体１
－１１７５－１５４及び結合抗体としてのモノクローナル抗体１－１５１９－４５０の使
用を表し、－●－は、捕捉抗体としてのモノクローナル抗体１－１５１９－４５０及び結
合抗体としてのモノクローナル抗体１－１１７５－１５４の使用を表し、－＊－は、捕捉
抗体としてのモノクローナル抗体１－１１７５－１５４及び結合抗体としてのモノクロー
ナル抗体１－２２４４－１６６の使用を表し、－ － －は、捕捉抗体としてのモノクロー
ナル抗体１－２１６９－１４３及び結合抗体としてのモノクローナル抗体１－１１７５－
１５４の使用を表す。
【発明を実施するための形態】
【００５１】
　本開示は、試験試料中のミエロペルオキシダーゼ（ＭＰＯ）の量又は濃度を決定するた
めの、ミエロペルオキシダーゼ（ＭＰＯ）アッセイ、例えば免疫アッセイなど、で使用す
ることができる抗体に関する。本開示はまた、本開示の抗体の１つ又はそれ以上を用いた
、試験試料中のＭＰＯの量又は濃度を決定するためのアッセイにも関する。さらに、本開
示はまた、試験試料中の元のＭＰＯレベルを維持するために使用することができる、改良
された試験試料操作法も提供し、従ってＭＰＯレベルのより正確な評価が可能となり、従
って、結果的に、より正確な患者の層別化及び治療選択が可能となる。最後に、本開示は
、前記アッセイでのＭＰＯレベルの正確な検出を可能にするための、試験試料中での元の
ＭＰＯレベルが維持されている試験試料を使用する改良アッセイに関する。
【００５２】
　Ａ．定義
　本明細書中で使用される場合、単数形「ａ」、「ａｎ」及び「ｔｈｅ」は、内容におい
て明確な別段の指示がない限り、複数形の意味を含む。本明細書中の数字の範囲の引用の
場合、同じ精度でその間にある途中の各数字が明確に目論まれる。例えば、６から９とい
う範囲に対して、６及び９に加えて７及び８という数字が目論まれ、６．０から７．０と
いう範囲に対して、６．０、６．１、６．２、６．３、６．４、６．５、６．６、６．７
、６．８、６．９及び７．０という数字が明確に目論まれる。
【００５３】
　ａ）抗体
　本明細書中で使用される場合、「抗体（「ａｎｔｉｂｏｄｙ」及び「ａｎｔｉｂｏｄｉ
ｅｓ」）」という用語は、モノクローナル抗体、多特異性抗体、ヒト抗体、ヒト化抗体（
完全又は部分的ヒト化）、動物抗体、例えば、以下に限定されないが、鳥類（例えば、ア
ヒル又はガチョウ）、サメ又はクジラ、非霊長類を含む哺乳動物（例えば、ウシ、ブタ、
ラクダ、ラマ、ウマ、ヤギ、ウサギ、ヒツジ、ハムスター、モルモット、ネコ、イヌ、ラ
ット、マウスなど）又は非ヒト霊長類（例えば、サル、例えばカニクイザル、チンパンジ
ーなど）、組み換え抗体、キメラ抗体、１本鎖Ｆｖ（「ｓｃＦｖ」）、１本鎖抗体、単一
ドメイン抗体、Ｆａｂ断片、Ｆ（ａｂ’）断片、Ｆ（ａｂ’）２断片、ジスルフィド結合
Ｆｖ（「ｓｄＦｖ」）及び抗イディオタイプ（「抗－Ｉｄ」）抗体（例えば、本開示の抗
体に対する抗－Ｉｄ抗体を含む。）及び上記の何れかの機能的に活性のあるエピトープ結
合断片を指す。特に、抗体は、免疫グロブリン分子及び免疫グロブリン分子の免疫学的に
活性を有する断片、即ち、抗原結合部位を含有する分子を含む。免疫グロブリン分子は、
何らかのタイプ（例えば、ＩｇＧ、ＩｇＥ、ＩｇＭ、ＩｇＤ、ＩｇＡ及びＩｇＹ）、クラ
ス（例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１及びＩｇＡ２）又はサ
ブクラスのものであり得る。バイオディスプレイを用いて調製されたコンビナトリー抗体
ライブラリのスクリーニングを介して親和性（即ちＫＤ、ｋｄ又はｋａ）が向上するか又
は改善された抗体は、本明細書中で「親和性成熟抗体」と呼ばれる。簡素化するために、
検体に対する抗体は、本明細書中で「抗検体抗体」と呼ばれることが多く、又は稀に「検
体抗体」と呼ばれる（例えばＭＰＯ抗体又は抗ＭＰＯ抗体）。
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【００５４】
　ｂ）結合定数
　「会合速度定数」、「ｋｏｎ」又は「ｋａ」という用語は、本明細書中で交換可能に使
用される場合、下記の式により示されるような、抗体のその標的抗原への結合速度又は抗
体と抗原との間の複合体形成の速度を示す値を指す：
　抗体（「Ａｂ」）＋抗原（「Ａｇ」）→Ａｂ－Ａｇ。
【００５５】
　「解離速度定数」、「ｋｏｆｆ」又は「ｋｄ」という用語は、本明細書中で交換可能に
使用される場合、下記の式により示されるような、その標的抗原からの抗体の解離速度又
は時間経過に伴う遊離抗体及び抗原へのＡｂ－Ａｇ複合体の分離を示す値を指す：
　Ａｂ＋Ａｇ←Ａｂ－Ａｇ。
【００５６】
　会合及び解離速度定数を決定するための方法は当技術分野で周知である。蛍光を利用し
た技術を用いることにより、高感度となり、平衡状態で生理的緩衝液中の試料を調べるこ
とが可能になる。その他の実験アプローチ及び、ＢＩＡｃｏｒｅ（Ｒ）（生体分子相互作
用分析）アッセイなどの機器を使用することができる（例えば、ＢＩＡｃｏｒｅ　Ｉｎｔ
ｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　ＡＢ、ＧＥ　Ｈｅａｔｈｃａｒｅ社、Ｕｐｐｓａｌａ、Ｓｗｅｄ
ｅｎから入手可能な機器）。さらに、Ｓａｐｉｄｙｎｅ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ（Ｂｏ
ｉｓｅ、Ｉｄａｈｏ）から入手可能なＫｉｎＥｘＡ（Ｒ）（結合平衡除外アッセイ）アッ
セイも使用することができる。
【００５７】
　本明細書中で使用される場合、「平衡解離定数」又は「ＫＤ」という用語は、本明細書
中で交換可能に使用される場合、解離速度（ｋｏｆｆ）を会合速度（ｋｏｎ）で除算して
得られる値を指す。会合速度、解離速度及び平衡解離定数は、抗原に対する抗体の結合親
和性を表すのに用いられる。
【００５８】
　ｃ）血液又は血液試料
　本明細書中で使用される場合、「血液」又は「血液試料」という用語は、交換可能に使
用される。「血液」又は「血液試料」という用語は、全血試料、血清又はそれら由来の血
漿画分を指す。好ましくは、血液又は血液試料は、末梢血液又はそれ由来の血漿画分であ
る。最も好ましくは、血液又は血液試料は、ヒト末梢血液又はそれ由来の血漿画分である
。
【００５９】
　ｄ）循環器疾患
　本明細書中で使用される場合、「循環器疾患」という用語は、心臓、血管又は循環を含
む、様々な臨床的疾病、疾患又は状態を指す。この疾病、疾患又は状態は、冠動脈、大脳
又は末梢動脈の動脈硬化性障害によるものであり得る。循環器疾患には、以下に限定され
ないが、冠動脈疾患、末梢血管疾患、高血圧、心筋梗塞、心不全などが含まれる。心不全
に関して、例えば、循環器疾患の「重症化」は、ＮＹＨＡ分類の上昇により示されるよう
な疾患の悪化、例えばクラスＩＩＩ又はクラスＩＶを指し、循環器疾患の「重症度の低下
」は、ＮＹＨＡ分類の低下により示されるような疾患の改善を指す（例えば、クラスＩＩ
Ｉ又はＩＶからクラスＩＩ又はＩ）。
【００６０】
　ｅ）エピトープ
　本明細書中で使用される場合、「エピトープ（ｅｐｉｔｏｐｅ又はｅｐｉｔｏｐｅｓ）
」という用語は、対象において抗原性又は免疫原性活性を有するポリペプチド又はタンパ
ク質の部位又は断片を指す。免疫原性活性を有するエピトープは、動物において抗体反応
を誘発するポリペプチド又はタンパク質の部位又は断片である。抗原性活性を有するエピ
トープは、当業者にとって周知の何らかの方法により調べた場合（例えば免疫アッセイに
よって）、抗体が免疫特異的に結合するポリペプチド又はタンパク質の部位又は断片であ
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る。
【００６１】
　ｆ）心不全
　本明細書中で使用される場合、「心不全」という用語は、心臓が血液を効率的に身体の
残りの部分へ送り出すことができない状態を指す。心不全は、梗塞、心筋ミオパチー（原
発性又は二次性）、高血圧、冠動脈疾患、弁疾患、出生異常又は感染による、心臓への損
傷又は動脈の狭窄によるものであり得る。心不全は、さらに、慢性、鬱血性、急性、非代
償性、収縮期又は拡張期として表現され得る。Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ　Ｈｅａｒｔ　Ａｓｓｏ
ｃｉａｔｉｏｎ（ＮＹＨＡ）分類は、患者の機能的能力に基づく疾患の重症度を表し；Ｎ
ＹＨＡクラスは、治療又は治療に対する反応の欠如に基づき、進行及び／又は逆行し得る
。
【００６２】
　ｇ）ヒト化抗体
　本明細書中で使用される場合、「ヒト化」抗体という用語は、所定の抗原に結合するこ
とができ、実質的にヒト免疫グロブリンのアミノ酸配列を有するフレームワーク領域及び
実質的に非ヒト免疫グロブリンのアミノ酸配列を有するＣＤＲを含む、免疫グロブリン変
異体又はその断片を指す。通常、ヒト化抗体は、非ヒトである源からそれに導入される１
つ又はそれ以上のアミノ酸残基を含む。一般に、ヒト化抗体は、ＣＤＲ領域の全て又は実
質的に全てが非ヒト免疫グロブリンのものと対応する少なくとも１及び通常は２つの可変
ドメイン（Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆａｂｃ、Ｆｖなど）の実質的に全てを
含み、フレームワーク（「ＦＲ」）領域の全て又は実質的に全ては、ヒト免疫グロブリン
コンセンサス配列のものである。ヒト化抗体は、最適には、免疫グロブリン定常領域（「
Ｆｃ」）の少なくとも一部（通常はヒト免疫グロブリンのもの）を含む。一般に、抗体は
、軽鎖ならびに少なくとも重鎖の可変ドメインの両方を含有する。ヒト化抗体は、ＩｇＭ
、ＩｇＧ、ＩｇＤ、ＩｇＡ及びＩｇＥ及び何らかのアイソタイプ（ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、
ＩｇＧ３及びＩｇＧ４を含む。）を含む免疫グロブリンの何らかのクラスから選択され得
る。ヒト化抗体は、複数のクラス又はアイソタイプからの配列を含み得、所望のエフェク
ター機能を最適化するために特定の定常ドメインを選択することは、当業者の範囲内であ
る。
【００６３】
　ｈ）ＭＰＯハイブリドーマ
　本明細書中で使用される場合、「ＭＰＯハイブリドーマ」（又は稀に「ハイブリドーマ
」）という用語は、関心のある抗ＭＰＯ抗体を産生する特定の（指定のような）ハイブリ
ドーマクローン又はサブクローンを指す。一般に、同じタイプのサブクローン由来のもの
と比較した場合、ハイブリドーマクローンにより産生される抗体の親和性において、いく
つかの小さな変異があり得、例えばクローンの純度を反映する。比較して、同じクローン
由来であり、さらに関心のある抗ＭＰＯ抗体を産生する全てのハイブリドーマサブクロー
ンが、同一配列及び／又は同一構造の抗体を産生することは十分に実証されている。
【００６４】
　ｉ）医薬組成物
　本明細書中で使用される場合、「医薬組成物」という用語は、治療を必要とする疾患又
は状態に罹患している対象を治療するために使用することができる低分子であるか（例え
ば、活性物質を含有する薬物、通常は非ペプチド性）又は生物学的であるか（例えば、ペ
プチド又はタンパク質に基づく薬物、以下に限定されないが、ＰＥＧ付加などの修飾のあ
る何れかを含む。）の如何にかかわらず、何らかの物質又は薬物を指す。医薬組成物の例
には、以下に限定されないが、抗新生物薬（化学療法剤）、抗鬱剤（例えば、三環系抗鬱
剤）、多発性硬化症薬、麻酔剤、インターフェロン、ホルモン、ＨＩＶ抗ウイルス薬、高
脂血症薬（以下に限定されないが、ナイアシン、フィブレート（例えば、クロフィブレー
ト、フェノフィブレート、フェノフィブリン酸、シムフレート（ｓｉｍｆｒａｔｅ）、フ
ェノフィブリン酸の塩及びそれらの何らかの組み合わせ）、エゼチミブ、ＨＭＧ－ＣｏＡ
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レダクターゼ阻害剤、例えば、スタチン、例えば、以下に限定されないが、ロスバスタチ
ン、シンバスタチン及びそれらの組み合わせ（その他の高脂血症薬との組み合わせ（例え
ば、シンバスタチン及びエゼチミブ）を含む。）、抗炎症剤など、ならびに、それらの何
らかの組み合わせが含まれる。
【００６５】
　ｊ）所定レベル
　本明細書中で使用される場合、「所定レベル」という用語は、一般に、アッセイ結果を
所定レベルに対して比較することにより診断結果を評価するために使用されるアッセイカ
ットオフ値を指すが、この場合、所定レベルは、既に、様々な臨床パラメーターに関係又
は関連させられている（例えば、疾患の重症度、進行／非進行／改善など）。本開示は、
例示的な所定レベルを提供し、本明細書中に記載のような例示的免疫アッセイに対する臨
床パラメーターとのこのようなレベルの最初のつながり又は関連を表す。しかし、カット
オフ値が免疫アッセイの性質に依存して変化し得ることは周知である（例えば使用される
抗体など）。この記述に基づくその他の免疫アッセイに対して免疫アッセイ特異的カット
オフ値を得るために、その他の免疫アッセイに対する本明細書中での開示を適応させるこ
とは、さらに十分に当業者の技術範囲内である。所定レベル（カットオフ）の正確な値が
アッセイ間で変化し得る一方で、本明細書中に記載のような相関は、一般に適用可能であ
るはずである。
【００６６】
　ｋ）試料回収チューブ
　本明細書中で使用される場合、「試料回収チューブ」又は「試料チューブ」という用語
は交換可能に使用される。本明細書中で使用される場合、「試料回収チューブ」又は「試
料チューブ」という用語は、分析を行う場所への輸送のための、血液試料などの試験試料
を回収し、保存するために使用される容器の何らかのタイプを指す。当技術分野で公知の
何らかの適切な材料（例えば、プラスチック又はガラス）を用いて試料回収チューブを作
製することができる。例えば、安定化剤と非反応性であり、試験試料に干渉しない適切な
プラスチック材料で試料回収チューブを作製することができる。好ましいプラスチック材
料には、ポリエチレンテレフタレート（ＰＥＴ）又はポリプロピレンの何らかのタイプが
含まれる。プラスチック試料回収チューブの例は、Ｇｒｅｉｎｅｒ　Ｂｉｏ－Ｏｎｅ　Ｇ
ｍｂＨ（Ｋｒｅｍｓｍｕｎｓｔｅｒ、Ａｕｓｔｒｉａ）から入手可能なＶＡＣＵＥＴＴＥ
（Ｒ）及びＢＤ（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐａｎｙ、Ｆｒａ
ｎｋｌｉｎ　Ｌａｋｅｓ、ＮＪ）から入手可能なＢＤ　ＶＡＣＵＴＡＩＮＥＲ（Ｒ）とし
て知られる試料回収チューブである。特に好ましいものは、プラスチック製ＥＤＴＡ－含
有ＶＡＣＵＴＡＩＮＥＲ（Ｒ）チューブ（ＢＤ、Ｆｒａｎｋｌｉｎ　Ｌａｋｅｓ、ＮＪ）
、特にＥＤＴＡで噴霧コーティングされたラベンダートップチューブ（即ち、ＶＡＣＵＴ
ＡＩＮＥＲ（Ｒ）Ｋ２ＥＤＴＡ又はＫ３ＥＤＴＡチューブ）及びＥＤＴＡ入りの血漿調製
チューブ（ＰＰＴ）である。試料回収チューブはまた、以下に限定されないが、エチレン
グリコール四酢酸（ＥＧＴＡ）又はグリコールエーテルジアミン四酢酸、ニトリロ三酢酸
（ＮＴＡ）又はジエチレントリアミン五酢酸（ＤＴＰＡ）などの、ＥＤＴＡと同様に機能
するその他のキレート剤も含有し得る。あるいは、試料回収チューブは、ガラス又はシリ
コン処理ガラスで作製され得る。
【００６７】
　試料回収チューブは、例えば射出成形など、当技術分野で公知の何らかのプロセスによ
り作製され得る。さらに、試料チューブは、米国特許第６，９１０，５９７号、Ｍ．Ｉｓ
ｋｒａ、「Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　Ｃｏｎｔａｉｎｅｒ　Ａｓｓｅｍｂｌｙ」に記載のも
のなど、入れ子設計を含む、何らかのデザインのものであり得る。さらに、試料回収チュ
ーブは、凝固活性化剤（例えば、シリコン及び／又は微小化シリカ粒子など）で被覆され
得る。凝固活性化剤に加えて、これらのチューブは、ゲルも含有し得る。あるいは、試験
試料の処理を促進するために、試料回収チューブは、ゲル及びその他の物質（ヘパリンリ
チウムなど）を含有し得る。このような試料回収チューブの例は、ＢＤ　ＶＡＣＵＴＡＩ
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ＮＥＲ（Ｒ）血清チューブ、ＢＤ　ＶＡＣＵＴＡＩＮＥＲ（Ｒ）ＳＳＴＴＭチューブ（ゲ
ル及び凝血活性化剤を含有するプラスチックチューブである。）及びＢＤ　ＶＡＣＵＴＡ
ＩＮＥＲ（Ｒ）ＰＳＴＴＭチューブ（ゲル及びヘパリンリチウムを含有するプラスチック
チューブである。）である。
【００６８】
　ｌ）対象又は患者
　本明細書中で使用される場合、「対象」及び「患者」という用語は、交換可能に使用さ
れる。本明細書中で使用される場合、「対象（ｓｕｂｊｅｃｔ及びｓｕｂｊｅｃｔｓ）」
という用語は、動物を、ある態様において、鳥類（例えば、アヒル又はガチョウ）、別の
態様において、サメもしくはクジラ、又はさらなる態様において、非霊長類を含む哺乳動
物（例えば、ウシ、ブタ、ラクダ、ラマ、ウマ、ヤギ、ウサギ、ヒツジ、ハムスター、モ
ルモット、ネコ、イヌ、ラット、マウス）及び霊長類（例えば、サル、例えばカニクイザ
ル、チンパンジー及びヒトなど）を指す。
【００６９】
　ｍ）試験試料
　本明細書中で使用される場合、「試験試料」という用語は、一般に、関心のある検体を
含有する及び／又はその疑いがあることについて試験されている生体物質を指す。試験試
料は、以下に限定されないが、全血（溶血又は非溶血）、血清、血漿、赤血球細胞（赤血
球）、白血球細胞（好中球、好酸球及び好塩基球などの顆粒球を含む、及びリンパ球など
のリンパ細胞及び単球を含む、白血球）及びその他の血液細胞又は血液の形態（例えば、
血小板、リンパ）、間質液、唾液、眼球レンズ液（ｏｃｕｌａｒ　ｌｅｎｓ　ｆｌｕｉｄ
）、脳脊髄液、汗、尿、乳、腹水、粘液、鼻水、痰、滑液、腹水、膣液、月経、羊水、精
液などを含む生理液などの何らかの生物学的ソース由来であり得る。その回収後すぐに（
即ち新鮮）又は適切な保存条件下でしばらく保存した後、試験試料を試験し得る。生物学
的ソースから得られたまま直接、又は試料の特徴を修飾するための前処理後、試験試料を
使用し得る。例えば、このような前処理には、血液からの血漿の調製、粘性のある液体の
希釈などが含まれ得る。前処理の方法はまた、ろ過、沈殿、希釈、蒸留、混合、濃縮、干
渉成分の不活性化、試薬の添加、溶解なども含み得る。さらに、液体媒質を形成させるた
めに又は検体を放出するために、固形の試験試料を修飾することも有益であり得る。
【００７０】
　本明細書中で使用される専門用語は、単に特定の実施形態を説明する目的のものであり
、限定していることを意図するものではない。
【００７１】
　Ｂ．ＭＰＯ抗体
　本開示は、ＭＰＯに特異的に結合する抗体を提供する。より具体的に、発明者らは、Ｍ
ＰＯ上の別個のエピトープ系列に結合する抗体を発見した。実際に、本開示の発明者らは
、ヒトＭＰＯが少なくとも８個の別個のエピトープ群を含有することを発見した。
【００７２】
　特に、ある態様において、本開示は、本明細書中でエピトープ群３と呼ばれる、ＭＰＯ
上のある別個のエピトープ群に結合する単離抗体を提供する。
【００７３】
　別の態様において、本開示は、２００７年５月１６日に寄託されたＡ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受
入番号ＰＴＡ－８４３７を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－１１７５－５０９（「
ＭＰＯ１－１１７５－５０９」とも呼ばれる。）に関する。
【００７４】
　さらに別の態様において、本開示は、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３７を有
するマウスハイブリドーマ細胞株１－１１７５－５０９から抽出されるＤＮＡから作製さ
れる抗体に関する。
【００７５】
　さらにまた別の態様において、本開示は、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３７
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を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－１１７５－５０９（５月に寄託）により産生さ
れる抗体に関する。マウスハイブリドーマ細胞株１－１１７５－５０９により産生される
抗体は、ＭＰＯ上のエピトープ群３に結合し得る。
【００７６】
　特に、ある態様において、本開示は、本明細書中でエピトープ群５と呼ばれる、ＭＰＯ
上のある別個のエピトープ群に結合する単離抗体を提供する。
【００７７】
　さらに別の態様において、本開示は、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３８を有
するマウスハイブリドーマ細胞株１－２１６９－７１５（「ＭＰＯ１－２１６９－７１５
とも呼ばれる。）（２００７年５月１６日に寄託）に関する。
【００７８】
　さらに別の態様において、本開示は、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３８を有
するマウスハイブリドーマ細胞株１－２１６９－７１５から抽出されるＤＮＡから作製さ
れる抗体に関する。
【００７９】
　さらにまた別の態様において、本開示は、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３８
を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－２１６９－７１５（５月に寄託）により産生さ
れる抗体に関する。マウスハイブリドーマ細胞株１－２１６９－７１５により産生される
抗体は、ＭＰＯ上のエピトープ群５に結合し得る。
【００８０】
　Ｃ．ＭＰＯ抗体を作製し使用する方法
　本開示の抗体は、当技術分野で公知の様々な異なる技術を用いて作製され得る。例えば
、ＭＰＯに対するポリクローナル及びモノクローナル抗体は、精製ＭＰＯ抗原など適切な
免疫原を含有する免疫原性調製物で適切な対象（以下に限定されないが、ウサギ、ヤギ、
マウス又はその他の哺乳動物など）に免疫付与することにより作製することができる。例
えば、適切な免疫原はヒト好中球から精製されたＭＰＯであり得、これはＡｔｈｅｎｓ　
Ｒｅｓｅａｒｃｈ　＆　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（Ａｔｈｅｎｓ、ＧＡ）から市販されてい
る。
【００８１】
　次に、抗体がＭＰＯに結合するか否かを決定するために、対象において生成される抗体
をスクリーニングすることができる。本明細書中に記載の方法を用いて、このような抗体
をさらにスクリーニングすることができる（実施例９参照）。例えば、それらがエピトー
プ群３又はエピトープ群５に結合するか否かを判定するために、これらの抗体をアッセイ
することができる。所望の特徴を有する抗体を同定するための適切な方法は本明細書中に
記載されている（実施例１０参照）。
【００８２】
　免疫原の単位用量（即ち、精製タンパク質又は組み換え産生ヒトＭＰＯタンパク質）及
び免疫付与法は、免疫付与される対象、その免疫状態及び対象の体重に依存する。対象に
おける免疫反応を促進するために、フロイントの完全又は不完全アジュバント、リビのア
ジュバント又はそれらの何らかの組み合わせなどのアジュバントとともに免疫原を投与す
ることができる。
【００８３】
　上述のような免疫原での対象の免疫付与により、ポリクローナル抗体反応が誘発される
。固定化された抗原、即ちＭＰＯを用いて、ＥＬＩＳＡなどの標準的技術により、免疫付
与した対象における抗体力価を長期間にわたり監視することができる。
【００８４】
　ヒト抗体産生細胞又は組織（例えば、ヒト骨髄細胞、末梢血液リンパ球（ＰＢＬ）、ヒ
ト胎児リンパ節組織又は造血幹細胞）を移植された免疫欠損マウスに抗原を導入すること
によって、ヒトモノクローナル抗体を産生させることができる。このような方法には、Ｓ
ＣＩＤ－ｈｕマウス（例えば、ＷＯ９３／０５７９６、米国特許第５，４１１，７４９号



(20) JP 5433570 B2 2014.3.5

10

20

30

40

50

；又はＭｃＣｕｎｅら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２４１：１６３２－１６３９（１９８８）参照
）又はＲａｇ－１／Ｒａｇ－２欠損マウスにおける抗体の生成が含まれる。ヒト抗体－免
疫不全マウスもまた市販されている。例えば、Ｒａｇ－２欠損マウスは、Ｔａｃｏｎｉｃ
　Ｆａｒｍｓ（Ｇｅｒｍａｎｔｏｗｎ、ＮＹ）から入手可能である。
【００８５】
　免疫原で対象に免疫付与することによって、モノクローナル抗体を生成させることがで
きる。免疫付与から適切な時間が経過した後、例えば、抗体力価が十分に高レベルとなる
場合、免疫付与した動物から抗体産生細胞を回収し、標準的技術を用いてモノクローナル
抗体を調製するために使用することができる。例えば、標準的体細胞融合手段によって、
ハイブリドーマ細胞を得るために、骨髄腫細胞などの不死化細胞と、抗体産生細胞を融合
させることができる。このような技術は当技術分野で周知であり、これには、例えば、Ｋ
ｏｈｌｅｒ及びＭｉｌｓｔｅｉｎ、Ｎａｔｕｒｅ、２５６：４９５－４９７（１９７５）
）により元来開発されたようなハイブリドーマ技術、ヒトＢ細胞ハイブリドーマ技術（Ｋ
ｏｚｂａｒら、Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　Ｔｏｄａｙ、４：７２（１９８３））及びヒトモ
ノクローナル抗体を産生させるためのＥＢＶ－ハイブリドーマ技術（Ｃｏｌｅら、Ｍｏｎ
ｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　ａｎｄ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ、Ａｌａｎ
　Ｒ．Ｌｉｓｓ、Ｉｎｃ．ｐｐ．７７－９６（１９８５））が含まれる。モノクローナル
抗体ハイブリドーマを作製するための技術は当業者にとって周知である。
【００８６】
　抗体産生細胞（例えば、ヒト免疫グロブリン遺伝子を発現し、ＭＰＯで免疫付与された
トランスジェニックマウス由来の脾臓細胞）を回収することによって、モノクローナル抗
体を作製することもできる。ヒト骨髄腫との融合を通じて、又はエプスタインバーウイル
ス（ＥＢＶ）での形質転換を通じて、脾臓細胞を不死化することができる。当技術分野に
記載のヒトＢ細胞又はＥＢＶ－ハイブリドーマ技術（例えば、Ｂｏｙｌｅら、欧州特許公
開０　６１４　９８４参照）を用いてこれらのハイブリドーマを作製することができる。
【００８７】
　ＭＰＯに特異的に結合するモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ細胞は、ハイ
ブリドーマ培養上清をスクリーニングすることにより、例えば、固定化されたＭＰＯに特
異的に結合する抗体を選択するためにスクリーニングすることにより、又は抗体が所望の
特性、即ち本明細書中に記載のユニークなエピトープ群（即ちＭＰＯエピトープ群３又は
５）でＭＰＯに結合する能力を判定するために本明細書中に記載のような抗体を試験する
ことにより、検出される。所望の特異性の抗体を産生するハイブリドーマ細胞を同定した
後、例えば、限界希釈手順（例えばＷａｎｄｓら（Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ　
８０：２２５－２３２（１９８１）により記載される手順）により、クローンをサブクロ
ーニングし、標準的方法によって増殖させることができる。
【００８８】
　ハイブリドーマ細胞がモノクローナル抗体を分泌し、それにより全抗体を産生すること
を可能にするのに十分な条件下及びそのような時間にわたり、栄養培地中で、本明細書中
に記載のスクリーニングアッセイにおける試験で陽性となるモノクローナル抗体を産生す
るハイブリドーマ細胞を培養することができる。ハイブリドーマ細胞に適切な組織培養技
術及び培養液は全般的に、当技術分野で記載されている（例えば、Ｒ．Ｈ．Ｋｅｎｎｅｔ
ｈ、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｎｅｗ　Ｄｉｍｅｎｓｉｏｎ　
Ｉｎ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ａｎａｌｙｓｅｓ、Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ
　Ｃｏｒｐ．、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、Ｎ．Ｙ．（１９８０）参照）。次に、抗体を含有する
調整済みハイブリドーマ培養上清を回収し得る。サブクローンにより分泌されるモノクロ
ーナル抗体は、場合によっては、例えばプロテインＡクロマトグラフィー、ヒドロキシア
パタイトクロマトグラフィー、ゲル電気泳動、透析又はアフィニティークロマトグラフィ
ーなどの従来の免疫グロブリン精製法によって、培養液から単離することができる。
【００８９】
　組み換えコンビナトリアル免疫グロブリンライブラリを構築し、ＭＰＯを用いてライブ
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ラリをスクリーニングすることによって、モノクローナル抗体を改変することができる。
ファージディスプレイライブラリを作製しスクリーニングするためのキットは市販されて
いる（例えば、Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　Ｐｈａｇｅ　Ａｎｔｉｂ
ｏｄｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、カタログ番号２７－９４００－０１；及びＳｔｒａｔａｇｅｎ
ｅ　ＳｕｒｆＺＡＰ　Ｐｈａｇｅ　Ｄｉｓｐｌａｙ　Ｋｉｔ、カタログ番号２４０６１２
参照）。同様に、酵母ディスプレイベクターは当技術分野で公知であり、市販されている
（例えば、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐ．、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡから入手可能な
ｐＹＤ１である。）。簡潔に述べると、ＭＰＯに特異的に結合する抗体を発現するファー
ジ又は酵母細胞を同定し、単離するために、抗体ライブラリをスクリーニングする。好ま
しくは、ライブラリの一次スクリーニングは、固定化されたＭＰＯによるスクリーニング
を含む。
【００９０】
　スクリーニング後、ディスプレイファージ又は酵母を単離し、選択された抗体をコード
するポリヌクレオチドをディスプレイファージ又は酵母から（例えば、ファージ又は酵母
ゲノムから）回収し、周知の組み換えＤＮＡ技術により、その他の発現ベクター（例えば
、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｅｓｉａｅ（サッカロミセス・セレビシエ）
細胞、例えばＥＢＹ１００細胞（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ、Ｃａ
ｒｌｓｂａｄ、ＣＡ））にサブクローニングすることができる。このポリヌクレオチドを
さらに操作し（例えば、さらなる定常領域などのさらなる免疫グロブリンドメインをコー
ドする核酸に連結）及び／又は宿主細胞で発現させることができる。
【００９１】
　あるいは、抗体に対するヒト患者による反応を最小化するために、キメラ及びヒト化抗
体などの抗体の組み換え形態を調製することもできる。非ヒト対象で産生されるか又は、
非ヒト抗体遺伝子の発現由来である抗体がヒトにおいて治療用として使用される場合、こ
れらは、外来物として様々な程度認識され、免疫反応が患者において生じ得る。この免疫
反応を最小化するか又は排除するためのあるアプローチは、キメラ抗体誘導体、即ち非ヒ
ト動物可変領域及びヒト定常領域を組み合わせる抗体分子を作製することである。このよ
うな抗体は、元のモノクローナル抗体のエピトープ結合特異性を保持するが、ヒトに投与
される場合、免疫原性が低くなり得、従って、患者にとって忍容性である可能性がより高
い。
【００９２】
　当技術分野で公知の組み換えＤＮＡ技術によって、キメラモノクローナル抗体を生成さ
せることができる。例えば、ヒト定常領域をコードする遺伝子で非ヒト抗体分子の定常領
域をコードする遺伝子が置換される（例えば、ＰＣＴ特許公開ＰＣＴ／ＵＳ８６／０２２
６９、欧州特許出願第１８４，１８７号又は欧州特許出願第１７１，４９６号参照）。
【００９３】
　キメラ抗体は、抗原結合に関与しない可変領域の一部を、ヒト可変領域由来の同等部分
で置き換えることにより、さらにヒト化され得る。「ヒト化」キメラ抗体の一般的な概説
はＭｏｒｒｉｓｏｎ、Ｓ．Ｌ．、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２２９：１２０２－１２０７（１９８
５）及びＯｉら、ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ、４－２１４（１９８６）で見出すことが
できる。このような方法には、重又は軽鎖の少なくとも１つからの免疫グロブリン可変領
域の全て又は一部をコードする核酸配列を、単離し、操作し、発現させることが含まれる
。次に、ヒト化キメラ抗体をコードするｃＤＮＡ又はその断片を適切な発現ベクターにク
ローニングすることができる。適切な「ヒト化」抗体は、あるいは、相補性決定領域（Ｃ
ＤＲ）置換により生成させることができる（例えば、米国特許第５，２２５，５３９号；
Ｊｏｎｅｓら、Ｎａｔｕｒｅ、３２１：５５２－５２５（１９８６）；Ｖｅｒｈｏｅｙａ
ｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３９：１．５３４（１９８８）；及びＢｅｉｄｌｅｒら、Ｊ．
Ｉｍｍｕｎｏｌ．、１４１：４０５３－４０６０（１９８８）参照）。
【００９４】
　ＭＰＯに特異的な抗体（例えばハムスター抗体）の結合特異性を保持する「ヒト」抗体
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ポリペプチド二量体を作製するために、エピトープインプリンティングを使用することも
できる。簡潔に述べると、抗原に対する特異的結合がある非ヒト可変領域（ＶＨ）及びヒ
ト定常領域（ＣＨ１）をコードする遺伝子をＥ．コリで発現させ、ヒトＶλ．Ｃλ遺伝子
のファージライブラリを感染させる。次に、ＭＰＯへの結合に対して、抗体断片を提示す
るファージをスクリーニングする。選択されたヒトＶλ遺伝子をＶλ．Ｃλ．鎖の発現の
ために再クローニングし、これらの鎖を有するＥ．コリにヒトＶＨＣＨ１遺伝子のファー
ジライブラリを感染させ、抗原で被覆したチューブを用いた一連のスクリーニングにこの
ライブラリを供する（ＷＯ９３／０６２１３参照）。
【００９５】
　別の態様において、本開示は、抗体が抗体断片であることを目論む。例えば、この抗体
断片には、以下に限定されないが、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆａｂ’－ＳＨ断片、ジスルフィ
ド結合Ｆｖ、１本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）及びＦ（ａｂ’）２断片が含まれ得る。抗体断片の
作製のための様々な技術が当業者にとって公知である。例えば、このような断片は、無傷
の抗体のタンパク質分解性消化を介して得られ得るか（例えば、Ｍｏｒｉｍｏｔｏら、Ｊ
．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ、２４：１０７－１１７（１９９２
）及びＢｒｅｎｎａｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２２９：８１（１９８５）参照）又は組み換
え宿主細胞により直接産生され得る。例えば、Ｅ．コリからＦａｂ’－ＳＨ断片を直接回
収し、Ｆ（ａｂ’）２断片を形成させるために化学的にカップリングすることができる（
Ｃａｒｔｅｒら、Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、１０：１６３－１６７（１９９２）参
照）。別の実施形態において、Ｆ（ａｂ’）２は、Ｆ（ａｂ’）２分子のアセンブリを促
進するために、ロイシンジッパーＧＣＮ４を用いて形成される。あるいは、組み換え宿主
細胞培養からＦｖ、Ｆａｂ又はＦ（ａｂ’）２断片を直接単離することができる。短い連
結ペプチドを用いることによって軽及び／又は重鎖可変領域を連結することにより、１本
鎖可変領域断片（ｓｃＦｖ）が作製される（Ｂｉｒｄら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２４２：４２
３－４２６（１９９８）参照）。連結ペプチドの例は、ＧＰＡＫＥＬＴＰＬＫＥＡＫＶＳ
（配列番号１）である。順に、薬物の結合又は固体支持体への結合などのさらなる機能の
ために、リンカーを修飾することができる。本開示において使用することができるその他
のリンカー配列の例は、Ｂｉｒｄら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２４２：４２３－４２６（１９８
８）、Ｈｕｓｔｏｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、８５：５８７
９－５８８３（１９８８）及びＭｃＣａｆｆｅｒｔｙら、Ｎａｔｕｒｅ、３４８：５５２
－５５４（１９９０）で見出すことができる。
【００９６】
　組み換え又は合成の何れかにより１本鎖変異体を作製することができる。ｓｃＦｖの合
成的生成の場合、自動合成装置を使用することができる。ｓｃＦｖの組み換え産生の場合
、ｓｃＦｖをコードするポリヌクレオチドを含有する適切なプラスミドを適切な宿主細胞
、真核（酵母、植物昆虫又は哺乳動物細胞など）又は原核細胞（Ｅ．コリなど）の何れか
に導入することができる。ポリヌクレオチドのライゲーションなどの通常の操作によって
、関心のあるｓｃＦｖをコードするポリヌクレオチドを作製することができる。当技術分
野で公知の標準的タンパク質精製技術を用いて、得られたｓｃＦｖを単離することができ
る。さらに、ダイアボディなどの１本鎖抗体のその他の形態も本開示により目論まれる。
ダイアボディは、ＶＨ及びＶＬドメインが１つのポリペプチド鎖で発現される２価の２特
異性抗体であるが、短すぎて同じ鎖上の２つのドメイン間で対形成することができないリ
ンカーを用いており、それによりドメインは別の鎖の相補的ドメインと対形成させられ、
２つの抗原結合部位が生じる。（例えば、Ｈｏｌｌｉｇｅｒ、Ｐ．ら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ
ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、９０：６４４４－６４４８（１９９３）；Ｐｏｌｊａｋ
、Ｒ．Ｊ．ら、Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ、２：１１２１－１１２３（１９９４）参照）。
【００９７】
　本開示の抗体は、様々な用途がある。より具体的には、試験試料中のＭＰＯの存在を検
出するための免疫アッセイにおいて、１つ又はそれ以上の捕捉抗体、１つ又はそれ以上の
結合抗体又は１つ又はそれ以上の捕捉抗体及び１つ又はそれ以上の結合抗体の両方として
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、本開示の抗体を使用することができる。
【００９８】
　Ｄ．ＭＰＯ試験試料回収及び改良された試験試料操作法
　本開示はまた、回収された試験試料から得られた元のＭＰＯレベルを維持するために使
用することができる改良された試験試料操作法も提供する。具体的に、これらの改良され
た試験試料採取法は、白血球ＭＰＯ分泌阻害剤を含有する試料回収チューブ中で対象から
得られた試験試料を保存することを含む。好ましくは、本方法は、白血球ＭＰＯ分泌阻害
剤を含有する試料チューブ中で対象から得られた血液試料（例えば末梢血液試料）を保存
することを含む。これらの方法は、ＭＰＯの血液濃度レベルの測定を改善し、従ってＭＰ
Ｏレベルをより的確に維持及び測定することが可能となり、結果として患者の層別化及び
治療選択をより的確にするための重要な能力を有する。さらに、試験試料中のＭＰＯの濃
度を決定するためのアッセイにおいて、本明細書中に記載の方法に従いその元のＭＰＯレ
ベルが維持される試験試料を使用することができる。本明細書中で詳細に考察されるよう
に、試験試料中のＭＰＯの濃度を決定することは、（ａ）対象から得られ（好ましくは末
梢血液試料）、ＭＰＯ分泌阻害剤を含有する試料回収チューブ中で保存される試験試料を
提供し；（ｂ）試験試料中のＭＰＯの濃度を決定することを含む。本開示の方法の実施に
おいて使用することができる試験試料（全血、血清及び血漿及びその他の体液など）を回
収し、操作し、処理するための方法は当技術分野で周知である。
【００９９】
　上述のように、回収時間から測定までの原試験試料（例えば血液又は血漿）ＭＰＯレベ
ルの維持は、白血球ＭＰＯ分泌阻害剤の使用により達成することができる。白血球ＭＰＯ
分泌阻害剤は、試験試料（例えば、血清又は血漿）中に存在する白血球からのＭＰＯの放
出、特に室温での放出を阻害する、試料回収チューブ（例えば血漿回収チューブ）への回
収時又はその少し後に試験試料に添加される何らかの試薬であり得る。様々な画分（例え
ば、血漿画分、血漿画分の次のバフィーコート界面（又は画分）（白血球がある。）及び
赤血球細胞画分）への試験試料の（例えば遠心法による）処理の前に、白血球によるＭＰ
Ｏ放出の（阻害剤による）阻害が起こる。使用することができる白血球ＭＰＯ分泌阻害剤
の例には、以下に限定されないが、ＥＤＴＡの塩（以下に限定されないが、ナトリウム又
はカリウム塩を含む。）又はクエン酸の塩（以下に限定されないが、クエン酸ナトリウム
を含む。）が含まれる。好ましいＥＤＴＡ塩には、以下に限定されないが、二カリウム及
び三カリウム塩が含まれる。好ましいクエン酸塩は、クエン酸ナトリウムである。添加さ
れるべき白血球ＭＰＯ分泌阻害剤の量は、当業者により決定され得る。具体的に、全血に
対して市販の試料回収チューブ中で使用される量は許容可能である。使用され得るこのよ
うな試料回収チューブの例には、以下に限定されないが、ＥＤＴＡ－含有チューブ、例え
ば、プラスチックＥＤＴＡ－含有ＶＡＣＵＴＡＩＮＥＲ（Ｒ）チューブ（ＢＤ、Ｆｒａｎ
ｋｌｉｎ　Ｌａｋｅｓ、ＮＪにより販売されるものなど）、特にラベンダートップチュー
ブ、ＥＤＴＡで噴霧コーティングされたチューブ（即ち、ＶＡＣＵＴＡＩＮＥＲ（Ｒ）Ｋ

２ＥＤＴＡ又はＫ３ＥＤＴＡチューブ）及びＥＤＴＡ入りの血漿調製チューブ（ＰＰＴ）
が含まれる。
【０１００】
　白血球ＭＰＯ分泌阻害剤入りの試料回収チューブへの試験試料（本明細書中で「回収試
験試料」と呼ばれる。）の回収後、最長で約８時間、室温で試料回収チューブを保存し得
る。本開示の発明者らは、回収試験試料中のＭＰＯレベルが、ＭＰＯ分泌阻害剤を含有す
る試料回収チューブ中で、処理前に最長で約８時間、室温で保存（例えば維持）され得る
ことを見出した。ＥＤＴＡの塩を含有する試料回収チューブを用いて、特に良好な結果が
得られた。具体的に、発明者らは、ＥＤＴＡの塩の使用により、試験試料中の白血球が無
傷状態で維持され、それによりこれらの細胞からのＭＰＯ漏出が阻止され、従って試験試
料中のＭＰＯのレベルが維持されることを見出した。あるいは、室温以外、即ち約２℃か
ら約８℃の温度で、処理前に最長で約８時間、クエン酸の塩を含有する試料回収チューブ
中で試験試料を保存することができる。
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【０１０１】
　室温又は約２℃から約８℃の温度での保存時間後、ＭＰＯ測定のために回収試験試料が
処理されるまで、回収試験試料を遠心し、次いで氷上に置くか又は約２℃から約８℃の範
囲の温度で保存することができる。約２℃から約８℃より低い範囲の温度を使用すること
ができるが、これは好ましくなく、試料が凍結する可能性を小さくするために回避される
べきである。さらに、約２℃から約８℃の範囲の温度で、処理後に最長で約７日間、試料
回収チューブをさらに保存することができる（例えば遠心及び／又は血漿分離後など）。
　これは、試料回収チューブがＥＤＴＡの塩又はクエン酸の塩を含有する場合、特に好ま
しい。
【０１０２】
　処理前に、試験試料の保存状況を確認するか、検討するか又は検証することができる。
多くの様々な方法において、試験試料の保存状況（即ちＭＰＯ保存条件）を確認するか、
検討するか又は検証することができる。例えば、保存条件が、アッセイでの試験試料のさ
らなる処理及び使用に容認できないか否かを決定するために、試験試料が保存されている
温度及び時間を評価することができる。例えば、容認できない保存条件は、ＭＰＯ分泌阻
害剤を含有しない試料回収チューブ中での試験試料の保存、又は、処理前の約８時間を超
える室温での白血球ＭＰＯ分泌阻害剤を含有する試料回収チューブ中での試験試料の保存
である。あるいは、試験試料中での白血球の溶解の有無について試験試料を分析すること
ができる。このような溶解があることにより、保存条件が容認できないこと及びさらにア
ッセイにおいての使用に対して試験試料が容認できないことが示される。試験試料のＭＰ
Ｏ保存状況の確認は、自動免疫アッセイ分析装置などの分析機器において自動化すること
ができる。本明細書中でより詳細に考察されるように、試験試料に対して使用されるＭＰ
Ｏ保存状態について確認するために、自動免疫アッセイ分析装置をプログラムすることが
でき、容認できない可能性がある保存状態が存在するものと判定される場合、結果が誤っ
て高くなる可能性があるので、ＭＰＯアッセイを行うことができないというエラーメッセ
ージを送信するように分析装置をプログラムすることができる。
【０１０３】
　試験試料から血漿画分を得るために、当技術分野で公知の何らかの処理段階を使用する
ことができる。例えば、遠心を使用することができる。
【０１０４】
　Ｅ．ＭＰＯアッセイ
　本開示はまた、対象から得られた試験試料中のＭＰＯ濃度を決定するためのアッセイに
も関する。目論まれるアッセイには、免疫アッセイ（サンドイッチ及び競合免疫アッセイ
など）、臨床化学アッセイ及び酵素アッセイが含まれる。好ましくは、免疫アッセイを用
いて、より好ましくはサンドイッチ免疫アッセイ（本明細書でより詳細に考察される。）
を用いて、ＭＰＯ測定が行われる。
【０１０５】
　対象から得られる試験試料中のＭＰＯ濃度を決定するためのアッセイには、（ａ）対象
から得られる試験試料を提供し；（ｂ）試験試料中のＭＰＯの濃度を決定する、段階が含
まれ得る。好ましくは、対象から得られる試験試料は末梢血液試料である。本開示のアッ
セイにおいて、末梢血液試料は、ＭＰＯ分泌阻害剤を含有する試料回収チューブ中で保存
されている。場合によっては、対象から得られる試験試料がＭＰＯ分泌阻害剤を含有する
試料回収チューブ中で保存されている場合、本アッセイにはまた中間段階又はさらなる段
階も含まれ得る。この中間段階又はさらなる段階は、試験試料における保存状態を確認す
ることを含む。試験試料において保存状態を確認するか、検討するか又は検証するこの中
間段階又はさらなる段階は、試験試料中のＭＰＯの濃度が決定される前に行われなければ
ならない。本明細書中で既に考察したように、この中間段階又はさらなる段階は、自動免
疫アッセイ分析装置などの自動分析機器での使用に対して特に有利である。試験試料にお
いて保存状態を確認するか、検討するか又は検証し、ならびに、約８時間を超える室温で
の回収試験試料の保存又は試験試料遠心及び血漿分離前の２℃から８℃の温度での約７日
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間を超える回収試験試料のさらなる保存など、容認できないＭＰＯ保存状態を鑑定するた
めに、分析装置をプログラムすることができる。容認できないＭＰＯレベル又はＭＰＯ保
存状態が存在するものとして判定される場合、結果が誤って高くなる可能性があるので、
ＭＰＯアッセイを行うことができないというエラーメッセージを送信するように分析装置
をプログラムすることができる。この態様において、分析装置は、ＭＰＯ分泌阻害剤を含
有する回収チューブ中で保存され、室温で約８時間を超えずに保存される試験試料の処理
を進める。
【０１０６】
　ＭＰＯ濃度を決定するために行われ得るアッセイの具体的なタイプは免疫アッセイであ
る。以下に限定されないが、サンドイッチ方式、競合阻害方式（フォワード又はリバース
競合阻害アッセイの両方を含む。）又は蛍光偏光方式など、当技術分野で公知の何らかの
方式で、免疫アッセイを行うことができる。上述のように、好ましくは免疫アッセイはサ
ンドイッチ方式におけるものである。具体的に、本開示のある態様において、試験試料中
のヒトＭＰＯを分離し、定量するために、少なくとも２種類の抗体が使用される。さらに
具体的に、少なくとも２種類の抗体は、「サンドイッチ」と呼ばれる免疫複合体を形成す
るＭＰＯのある一定のエピトープと結合する。一般に、免疫アッセイにおいて、試験試料
中のＭＰＯを捕捉するために、１つ又はそれ以上の抗体（これらの抗体は「捕捉」抗体と
呼ばれることが多い。）を使用することができ、検出可能な（即ち定量可能な）標識をサ
ンドイッチに結合させる１つ又はそれ以上の抗体を使用することができる（これらの抗体
は、「検出抗体」又は「結合物」）」と呼ばれることが多い。）。サンドイッチアッセイ
において、ＭＰＯに結合する両方の抗体が、その個々の結合部位へのアッセイ中の何らか
のその他の抗体の結合により、減少しないことが好ましい。言い換えると、抗体は、ＭＰ
Ｏを含有する疑いのある試験試料又は試験試料抽出物と接触させられる１つ又はそれ以上
の第一の抗体が、第二の又はそれに続く抗体により認識される結合部位の全て又は一部に
結合（それにより、１つ又はそれ以上の第二の検出抗体のＭＰＯへの結合能を妨害する。
）しないように、選択されるべきである。
【０１０７】
　優れた免疫アッセイ、特にサンドイッチアッセイは、捕捉抗体、検出抗体として又は捕
捉及び検出抗体として、本開示の抗体を使用して行うことができる。例えば、本開示の抗
体（マウスハイブリドーマ細胞株１－１１７５－５０９により産生される抗体又はマウス
ハイブリドーマ細胞株１－２１６９－７１５により産生される抗体又はマウスハイブリド
ーマ細胞株１－１１７５－５０９により産生される抗体及びマウスハイブリドーマ細胞株
１－２１６９－７１５により産生される抗体の組み合わせなど）の少なくとも１つを第一
の捕捉抗体として使用し、その他の市販の抗体を検出抗体として使用することができる。
【０１０８】
　あるいは、複数の捕捉抗体が使用されている場合、本開示の抗体は、第二又はそれに続
く捕捉抗体として使用することができる。あるいは、本開示の抗体の１つが捕捉抗体とし
て使用されている場合、異なる抗体（本開示の抗体以外、即ち、その他の市販の抗体）を
第二の捕捉抗体として使用することができる。あるいは、本開示の抗体は、捕捉抗体とし
て使用される市販の抗体とともに、捕捉抗体としてではなく検出抗体としてのみ使用する
ことができる。さらに別の代替法において、捕捉及び検出抗体の両方として本開示の抗体
を使用することができる。例えば、マウスハイブリドーマ細胞株１－１１７５－５０９に
より産生される抗体（又はその抗体断片）を捕捉抗体として使用することができ、マウス
ハイブリドーマ細胞株１－２１６９－７１５により産生される抗体（又はその抗体断片）
を検出抗体として使用することができる。あるいは、マウスハイブリドーマ細胞株１－２
１６９－７１５により産生される抗体（又はその抗体断片）を捕捉抗体として使用するこ
とができ、ハイブリドーマ細胞株１－１１７５－５０９により産生される抗体（又はその
抗体断片）を検出抗体として使用することができる。
【０１０９】
　少なくとも１つの捕捉抗体（又は抗体（複数））及び（第二の検出抗体又は第三の検出
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抗体の何れかである）少なくとも１つの検出抗体と、同時に、又は連続して、あらゆる順
番で、ＭＰＯ（例えば含有する疑い）について試験されている試験試料を接触させること
ができる。例えば、試験試料は、少なくとも１つの捕捉抗体と最初に接触させ、次いで（
連続して）少なくとも１つの検出抗体と接触させ得る。あるいは、試験試料は、最初に、
少なくとも１つの検出抗体と接触させ、次いで（連続して）少なくとも１つの捕捉抗体と
接触させ得る。さらに別の代替物において、捕捉抗体及び検出抗体を同時に試験試料と接
触させ得る。試験されている試験試料は、本明細書中で既に記載されるような白血球ＭＰ
Ｏ分泌阻害剤を含有する試料回収チューブ中で保存され得る。あるいは、試験試料は、白
血球ＭＰＯ分泌阻害剤を含有する試料回収チューブ中で保存されている必要はない。
【０１１０】
　サンドイッチアッセイ方式において、ＭＰＯを含有する疑いのある試験試料は、最初に
、第一の抗体－ＭＰＯ複合体の形成を可能にする条件下で、少なくとも１つの第一の捕捉
抗体と接触させる。複数の捕捉抗体が使用される場合、第一の複数の捕捉抗体－ＭＰＯ複
合体が形成される。サンドイッチアッセイにおいて、抗体、好ましくは少なくとも１つの
捕捉抗体は、試験試料中で予想されるＭＰＯの最大量のモル過剰量で使用される。例えば
、緩衝液（例えば微小粒子コーティング緩衝液）１ｍＬあたり抗体約５μｇ／ｍＬから約
１ｍｇ／ｍＬを使用することができる。
【０１１１】
　場合によっては、少なくとも１つの捕捉抗体（例えば第一の捕捉抗体）と試験試料を接
触させる前に、試験試料からの第一の抗体－ＭＰＯ複合体の分離を促進する固体の支持体
又は固相に、少なくとも１つの捕捉抗体を結合させ得る。以下に限定されないが、反応ト
レイのウェル、試験チューブ又はビーズ（例えばポリスチレンビーズ、磁性ビーズ）、ニ
トロセルロースストリップ、膜、微小粒子（例えば、ラテックス粒子、ヒツジ及びＤＵＲ
ＡＣＹＴＥＳ（Ｒ）（Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ａｂｂｏｔ　Ｐａｒｋ
、ＩＬ；ＤＵＲＡＣＹＴＥＳ（Ｒ）は、ピルビンアルデヒド及びホルムアルデヒドにより
固定されている赤血球細胞である。））の形態のポリマー材料製の固体の支持体を含む、
当技術分野で公知の何らかの固体の支持体を使用することができる。
【０１１２】
　固相にはまた、検出抗体の接近を可能にするのに十分な間隙率及び抗原を結合させるの
に適切な表面親和性を有する何らかの適切な多孔質材が含まれ得る。微小孔性の構造が一
般に好ましいが、水和状態でゲル構造を有する材料も同様に使用され得る。このような有
用な固体の支持体には、以下に限定されないが、ニトロセルロース及びナイロンが含まれ
る。このような多孔性固体の支持体は、好ましくは、約０．０１から０．５ｍｍ、好まし
くは約０．１ｍｍの厚さのシートの形態である。細孔径は、幅広い区間内で変化し得、好
ましくは約０．０２５から約１５ミクロン、特に約０．１５から約１５ミクロンである。
支持体への抗原又は抗体の共有結合を引き起こす化学的プロセスにより、このような支持
体の表面を活性化し得る。しかし、一般に、十分に解明されていない疎水性の力による多
孔質材における吸着によって、抗原又は抗体の不可逆的結合が得られる。
【０１１３】
　化学カップリング剤を用いた共有結合による吸着によって、又は当技術分野で公知のそ
の他の手段によって、固体の支持体又は固相に、抗体（ａｎｔｉｂｏｄｙ又はａｎｔｉｂ
ｏｄｉｅｓ）を結合させることができる（ただし、このような結合は、ＭＰＯを結合する
抗体の能力を妨害しない。）。あるいは、ストレプトアビジン又はビオチンで既に被覆し
た微粒子と、抗体（ａｎｔｉｂｏｄｙ又はａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ）を結合させることがで
きる（例えば、Ｓｅｒａｄｙｎ、Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ、Ｉｎｄｉａｎａより入手可
能な、Ｐｏｗｅｒ－ＢｉｎｄＴＭＳＡ－ＭＰストレプトアビジン被覆微粒子を用いて）。
あるいは、抗種特異的モノクローナル抗体で既に被覆されている微粒子を用いて、抗体（
ａｎｔｉｂｏｄｙ又はａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ）を結合させることができる。さらに、必要
に応じて、抗体上で様々な官能基との反応を可能にするために、固体の支持体を誘導化す
ることができる。このような誘導化は、以下に限定されないが、無水マレイン酸、Ｎ－ヒ
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ドロキシスクシンイミド及び１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジ
イミドなどのある種のカップリング剤の使用を必要とする。
【０１１４】
　試験試料を少なくとも１つの捕捉抗体（例えば第一の捕捉抗体）と接触させて、ＭＰＯ
について及び／又は含有する疑いがあることについて試験した後、第一の抗体（ａｎｔｉ
ｂｏｄｙ又はａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ）－ＭＰＯ複合体の形成を可能にするために、混合物
を温置する。約４．５から約１０．０のｐＨで、約２℃から約４５℃の温度で、少なくと
も１分間から約１８時間、好ましくは約１分間から２０分間、最も好ましくは約分２分間
から６分間、温置することができる。１つの段階で（試験試料と、少なくとも１つの捕捉
抗体と、少なくとも１つの検出抗体と、を全て連続的に又は同時に反応容器に添加するこ
とを意味する。）又は複数の段階（２段階、３段階など）で、本明細書中に記載の免疫ア
ッセイを行うことができる。
【０１１５】
　（第一の又は複数の）捕捉抗体－ＭＰＯ複合体の形成後、次に、（（第一の又は複数の
）捕捉抗体－ＭＰＯ－第二の抗体検出複合体の形成を可能にする条件下で）この複合体を
少なくとも１つの検出抗体と接触させる。少なくとも１つの検出抗体は、第二、第三、第
四など、免疫アッセイで使用される抗体であり得る。捕捉抗体－ＭＰＯ複合体が複数の検
出抗体と接触させられる場合、（第一の又は複数の）捕捉抗体－ＭＰＯ－（複数の）検出
抗体複合体が形成される。捕捉抗体（例えば第一の捕捉抗体）と同様に、少なくとも第二
の（及び続く）検出抗体が捕捉抗体－ＭＰＯ複合体と接触させられる場合、上述の条件と
同様の条件下での温置時間が、（第一の又は複数の）捕捉抗体－ＭＰＯ－（第二又は複数
の）検出抗体複合体の形成に必要とされる。好ましくは、少なくとも１つの検出抗体は検
出可能な標識を含有する。（第一の又は複数の）捕捉抗体－ＭＰＯ－（第二又は複数の）
検出抗体複合体の形成前、それと同時又はその後に、少なくとも１つの検出抗体（例えば
第二の検出抗体）に、検出可能な標識を結合させることができる。当技術分野で公知の何
らかの検出可能な標識を使用することができる。例えば、検出可能な標識は、放射性標識
、例えば３Ｈ、１２５Ｉ、３５Ｓ、１４Ｃ、３２Ｐ、３３Ｐなど、酵素標識、例えばホー
スラディッシュペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、グルコース６－ホスフェー
トデヒドロゲナーゼなど、化学発光標識、例えばアクリジニウムエステル、ルミノール、
イソルミノール、チオエステル、スルホンアミド、フェナントリジニウムエステルなど、
蛍光標識、例えばフルオレセイン（５－フルオレセイン、６－カルボキシフルオレセイン
、３’６－カルボキシフルオレセイン、５（６）－カルボキシフルオレセイン、６－ヘキ
サクロロ－フルオレセイン、６－テトラクロロフルオレセイン、フルオレセインイソチオ
シアネートなど）、ローダミン、フィコビリタンパク質、Ｒ－フィコエリトリン、量子ド
ット（硫化亜鉛被覆セレン化カドミウム）、温度標識又は免疫ポリメラーゼ連鎖反応標識
などであり得る。標識への導入、標識手順及び標識の検出は、Ｐｏｌａｋ及びＶａｎ　Ｎ
ｏｏｒｄｅｎ、Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｏ　Ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔ
ｒｙ、第２版、Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ、Ｎ．Ｙ．（１９９７）及びＨａｕｇｌ
ａｎｄ、Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｂｅｓ　ａｎｄ　Ｒ
ｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ（１９９６）（これは、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒ
ｏｂｅｓ、Ｉｎｃ．、Ｅｕｇｅｎｅ、Ｏｒｅｇｏｎにより刊行されている併合ハンドブッ
ク及びカタログである。）で見出される。
【０１１６】
　直接又はカップリング剤を通じての何れかで、検出可能な標識を抗体に結合させること
ができる。使用することができるカップリング剤の例は、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、
Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯから市販されているＥＤＡＣ（１－エチル－３－（３－ジメチル
アミノプロピル）カルボジイミド、塩酸塩）である。使用することができるその他のカッ
プリング剤は当技術分野で公知である。検出可能な標識を抗体に結合させるための方法は
当技術分野で公知である。さらに、Ｎ１０－（３－スルホプロピル）－Ｎ－（３－カルボ
キシプロピル）－アクリジニウム－９－カルボキサミド、あるいはＣＰＳＰ－アクリジニ
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ウムエステル又はＮ１０－（３－スルホプロピル）－Ｎ－（３－スルホプロピル）－アク
リジニウム－９－カルボキサミドとして知られる、あるいはＳＰＳＰ－アクリジニウムエ
ステルとして知られるものなど、多くの検出可能な標識を購入するか又は、抗体への検出
可能な標識のカップリングを促進する末端基を既に含有するものを合成することができる
。
【０１１７】
　（第一の又は複数の）捕捉抗体－ＭＰＯ－（第二又は複数の）検出抗体複合体は、そう
しなければならないものではないが、標識の定量前に、試験試料の残りから分離すること
ができる。例えば、少なくとも１つの捕捉抗体（例えば第一の捕捉抗体）は、以下に限定
されないが、反応トレイのウェル、ビーズ又は微粒子などの固体の支持体又は固相に結合
される場合、固体の支持体と接触しないように（試験試料の）液体を除去することによっ
て分離を行うことができる。あるいは、少なくとも第一の捕捉抗体が固体の支持体に結合
される場合、第一の（複数の）抗体－ＭＰＯ－第二（複数の）抗体複合体を形成させるた
めにＭＰＯ－含有試料及び少なくとも１つの第二の検出抗体にこれを同時に接触させ、次
いで液体（試験試料）を固体の支持体に接触しないように除去することができる。少なく
とも１つの第一の捕捉抗体が固体の支持体に結合されない場合、（第一の又は複数の）捕
捉抗体－ＭＰＯ－（第二又は複数の）検出抗体複合体は、標識量の定量のために試験試料
から除去される必要はない。
【０１１８】
　標識された捕捉抗体－ＭＰＯ－検出抗体複合体（例えば第一の捕捉抗体－ＭＰＯ－第二
の検出抗体複合体）の形成後、当技術分野で公知の技術を用いて複合体における標識量を
定量する。例えば、酵素標識が使用される場合、発色など、定量可能な反応をもたらす標
識に対する基質と標識された複合体を反応させる。標識が放射性標識である場合、シンチ
レーションカウンターを用いて標識を定量する。標識が蛍光標識である場合、ある色の光
（「励起波長」として知られる。）で標識を刺激し、刺激に反応して標識により発光され
る別の色（「発光波長」として知られる。）を検出することにより、標識を定量する。標
識が化学発光標識である場合、視覚的に、又は、照度計、Ｘ線フィルム、高速度撮影フィ
ルム、ＣＣＤカメラなどを用いることによるかの何れかで、発光される光を検出し、標識
を定量する。複合体における標識の量が定量されたら、既知の濃度のＭＰＯの連続希釈物
を用いて作成された標準曲線の使用により試験試料中のＭＰＯの濃度を決定する。ＭＰＯ
の連続希釈物を使用すること以外に、重量測定法で、質量分析により及び当技術分野で公
知のその他の技術により、標準曲線を作成することができる。
【０１１９】
　ＭＰＯ免疫アッセイにおいて、何らかの適切な対照組成物を使用することができる。対
照組成物は、一般に、何らかの所望の添加物とともに、アッセイされるべきＭＰＯ抗原を
含む。好ましい対照ＭＰＯ抗原は、Ａｔｈｅｎｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　ａｎｄ　Ｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｃ．（Ａｔｈｅｎｓ、Ｇｅｏｒｇｉａ）から市販されている。
【０１２０】
　対象における循環器疾患を診断するために、本明細書中に記載のＭＰＯアッセイを使用
することができる。具体的に、このようなアッセイは、対象から得られた試験試料（本明
細書中のセクションＤで既に記載のようにＭＰＯ分泌阻害剤を含有する試料回収チューブ
中で保存されていてもよいし又は保存されていなくてもよい。）を提供することを含む。
次に、本明細書中に記載のＭＰＯアッセイの何れかを用いて（例えば、このセクションＥ
に記載の方法、即ちＡ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３７を有するマウスハイブリ
ドーマ細胞株１－１１７５－５０９により産生される抗体、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号Ｐ
ＴＡ－８４３８を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－２１６９－７１５により産生さ
れる抗体又はこれらの抗体の両方を使用する方法を用いて）、試験試料中のＭＰＯの濃度
を測定することができる。試験試料中のＭＰＯの濃度が決定されたら、対象が循環器疾患
に罹患しているか否かを判定するために、決定された濃度を所定レベルと比較し得る。具
体的に、試験試料中のＭＰＯの濃度が所定レベルより低いか又は同じである場合、対象は
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循環器疾患ではないとみなされる。しかし、試験試料中のＭＰＯの濃度が所定レベルより
高い場合、対象は循環器疾患であるとみなされる。
【０１２１】
　本明細書中に記載の方法を用いて決定される試験試料中のＭＰＯの濃度はまた、対象が
循環器疾患を発現するリスクを有するか否かを決定するためにも使用することができる。
具体的に、このような方法は、
　（ａ）（セクションＤに記載のものなどのＭＰＯ分泌阻害剤を含有する試料回収チュー
ブ中で場合によっては保存され得る）試験試料を提供し；
　（ｂ）（例えば、このセクションＥに記載の方法、即ちＡ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴ
Ａ－８４３７を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－１１７５－５０９により産生され
る抗体、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３８を有するマウスハイブリドーマ細胞
株１－２１６９－７１５により産生される抗体又はこれらの抗体の両方を使用する方法を
用いて）本明細書中に記載のアッセイの何れかに従い試験試料中のＭＰＯの濃度を決定し
；
　（ｃ）段階（ｂ）で決定される試験試料中のＭＰＯの濃度を所定レベルと比較する、段
階を含み得る。具体的に、このような比較が行われる場合、段階（ｂ）で決定されるＭＰ
Ｏの濃度が所定レベルより低いとき、対象は循環器疾患を発現するリスクがないとみなさ
れる。しかし、このような比較を行う場合、段階（ｂ）で決定される試験試料中のＭＰＯ
の濃度が所定レベルよりも高いとき、対象は、循環器疾患を発現するリスクがあるとみな
される。
【０１２２】
　本明細書中に記載の方法を用いて決定される試験試料中のＭＰＯの濃度はまた、対象の
臨床状態（即ち重症度又は疾患の進行）の指標を提供するためにも有用である。例えば、
対象が心不全などの疾患に罹患しているか否かを判定するために、本開示の方法を用いて
決定されるＭＰＯの濃度を使用することができる。あるいは、心不全に罹患している対象
がＮｅｗ　Ｙｏｒｋ　Ｈｅａｒｔ　Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ（ＮＹＨＡ）Ｃｌａｓｓｉｆ
ｉｃａｔｉｏｎｓ　Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩもしくはＩＶの何れかに分類されるべきであるか否
か又はある一定のＮｅｗ　Ｙｏｒｋ　Ｈｅａｒｔ　Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ　Ｃｌａｓｓ
ｉｆｉｃａｔｉｏｎとして分類される対象が、異なるＮｅｗ　Ｙｏｒｋ　Ｈｅａｒｔ　Ａ
ｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ　Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎに進行しているか否か（例えば、
対象が最初はＮｅｗ　Ｙｏｒｋ　Ｈｅａｒｔ　Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ　Ｃｌａｓｓｉｆ
ｉｃａｔｉｏｎ　ＩＩとして分類され、その後対象がＮｅｗ　Ｙｏｒｋ　Ｈｅａｒｔ　Ａ
ｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ　Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ＩＩＩに進行する。）を判定す
るために、本明細書中に記載のように決定されるＭＰＯの濃度を使用することができる。
具体的に、対象における循環器疾患などの疾患の重症度又は進行は、
　（ａ）（場合によってはセクションＤに記載のものなどのＭＰＯ分泌阻害剤を含有する
試料回収チューブ中で保存することができる）対象からの試験試料を提供し；
　（ｂ）本明細書中に記載のアッセイの何れかに従い（例えば、このセクションＥに記載
の方法、即ちＡ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３７を有するマウスハイブリドーマ
細胞株１－１１７５－５０９により産生される抗体、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－
８４３８を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－２１６９－７１５により産生される抗
体又はこれらの抗体の両方を使用する方法を用いて）、試験試料中のＭＰＯの濃度を決定
し；
　（ｃ）段階（ｂ）で決定される試験試料中のＭＰＯの濃度を所定レベルと比較する、段
階を含む方法を用いて判定することができる。具体的に、対象における循環器疾患の重症
度に関してこのような比較を行う場合、段階（ｂ）で決定されるＭＰＯの濃度が所定レベ
ルより低いとき、対象は循環器疾患の重症度が低いと判定される。段階（ｂ）で決定され
るＭＰＯの濃度が所定レベルより高いとき、対象は循環器疾患の重症度が高いと判定され
る。循環器疾患の進行に関して段階（ｂ）で決定される試験試料中のＭＰＯの濃度を比較
する場合、段階（ｂ）で決定されるＭＰＯの濃度が所定レベルより低いか変化しないとき
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、対象は、循環器疾患が進行していないか又は改善しているいと判定される。所定レベル
と比較した場合に、段階（ｂ）で決定される試験試料中のＭＰＯの濃度が高いとき、対象
は、循環器疾患が進行していると判定される。対象での治療開始前又は対象での治療開始
後の何れかで、循環器疾患などの疾患の進行を監視することができる。
【０１２３】
　さらに、対象が、１つ又はそれ以上の医薬組成物の前記対象の投与の結果として循環器
系の合併症に罹患しているか否かを判定するために、本明細書中に記載の方法を用いて決
定されたＭＰＯの濃度を使用することができる。例えば、このような方法は、次の段階：
　（ａ）対象が１つ又はそれ以上の医薬組成物を投与される前に、対象からの第一の試験
試料を得て（場合によってはセクションＤに記載のものなどのＭＰＯ分泌阻害剤を含有す
る試料回収チューブ中に保存することができる。）；
　（ｂ）本明細書中に記載のアッセイの何れかに従い（例えば、このセクションＥに記載
の方法、即ち、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３７を有するマウスハイブリドー
マ細胞株１－１１７５－５０９により産生される抗体、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ
－８４３８を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－２１６９－７１５により産生される
抗体又はこれらの抗体の両方を使用する方法を用いて）、試験試料中のＭＰＯの濃度を決
定し；
　（ｃ）対象に１つ又はそれ以上の医薬組成物が投与された後、対象から第二の試験試料
を得て（場合によってはセクションＤに記載のものなどのＭＰＯ分泌阻害剤を含有する試
料回収チューブ中で保存され得る。）；
　（ｄ）本明細書中に記載のアッセイの何れかに従い（例えば、このセクションＥに記載
の方法、即ち、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３７を有するマウスハイブリドー
マ細胞株１－１１７５－５０９により産生される抗体、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ
－８４３８を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－２１６９－７１５により産生される
抗体又はこれらの抗体の両方を使用する方法を用いて）、第二の試験試料中のＭＰＯの濃
度を決定し；
　（ｅ）段階（ｄ）でのＭＰＯの濃度と段階（ｂ）でのＭＰＯの濃度を比較する、段階を
含み得る。具体的に、段階（ｄ）で決定されるＭＰＯの濃度と比較した場合、段階（ｂ）
で決定されるＭＰＯの濃度が不変であるとき、対象は、１つ又はそれ以上の医薬組成物の
投与の結果として、循環器系の合併症に罹患していないものと判定される。さらに、段階
（ｄ）でのＭＰＯの濃度と比較した場合、段階（ｂ）で決定されるＭＰＯの濃度が変化し
ている場合、対象は、１つ又はそれ以上の医薬組成物の投与の結果として、循環器系の合
併症に罹患しているものと判定される。
【０１２４】
　またさらに、１つ又はそれ以上の医薬組成物での治療を受けている対象におけるＭＰＯ
レベルを監視するための方法において、本明細書中に記載の方法を用いて決定されるＭＰ
Ｏの濃度を使用することができる。具体的に、このような方法は、対象に１つ又はそれ以
上の医薬組成物が投与される前に、対象からの第一の試験試料を提供することを含む（場
合によっては、セクションＤに記載のものなどのＭＰＯ分泌阻害剤を含有する試料回収チ
ューブ中で保存され得る。）。次に、本明細書中に記載のアッセイの何れかに従い（例え
ば、このセクションＥに記載の方法、即ちＡ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３７を
有するマウスハイブリドーマ細胞株１－１１７５－５０９により産生される抗体、Ａ．Ｔ
．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３８を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－２１６９
－７１５により産生される抗体又はこれらの抗体の両方を使用する方法を用いて）、試験
試料中のＭＰＯの濃度（例えばＭＰＯレベル）を決定する。試験試料中のＭＰＯの濃度を
決定した後、ＭＰＯの濃度を所定レベルと比較する。第一の試験試料中で決定されるＭＰ
Ｏの濃度が所定レベルよりも低い場合、対象を１つ又はそれ以上の医薬組成物で治療しな
い。しかし、第一の試験試料中で決定されるＭＰＯの濃度が所定レベルよりも高い場合、
１つ又はそれ以上の医薬組成物でしばらくの間対象を治療する。１つ又はそれ以上の医薬
組成物で対象を治療する期間は、当業者により決定され得る（例えば、期間は、約７日か
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ら約２年、好ましくは約１４日から約１年であり得る。）。１つ又はそれ以上の医薬組成
物での一連の治療中、対象から第二及びそれに続く試験試料を得る（これらの試験試料の
何れか又は全ては、場合によっては、セクションＤに記載のものなどのＭＰＯ分泌阻害剤
を含有する試料回収チューブ中で保存され得る。）。試験試料の数及び該試験試料が対象
から得られる時間は重要ではない。例えば、対象に１つ又はそれ以上の医薬組成物が最初
に投与されてから７日後に第二の試験試料を得ることができ、対象に１つ又はそれ以上の
医薬組成物が最初に投与されてから２週間後に第三の試験試料を得ることができ、対象に
１つ又はそれ以上の医薬組成物が最初に投与されてから３週間後に第四の試験試料を得る
ことができ、対象に１つ又はそれ以上の医薬組成物が最初に投与されてから４週間後に第
五の試験試料を得ることができる。
【０１２５】
　本明細書中に記載のアッセイの何れかに従い（例えば、このセクションＥに記載の方法
、即ち、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３７を有するマウスハイブリドーマ細胞
株１－１１７５－５０９により産生される抗体、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４
３８を有するマウスハイブリドーマ細胞株１－２１６９－７１５により産生される抗体又
はこれらの抗体の両方を使用する方法を用いて）、第二及びそれに続く各試験試料が対象
から得られた後、第二及びその後の試験試料中のＭＰＯの濃度が決定される。次に、これ
らの第二及びそれに続く各試験試料中で決定されたＭＰＯの濃度を第一の試験試料（例え
ば、所定レベルと最初に比較した試験試料）中で決定されるＭＰＯの濃度と比較する。第
一の試験試料中で決定されるＭＰＯの濃度と比較した場合、第二及びそれに続く試験試料
中で決定されるＭＰＯの濃度がそれより低いか低下しているとき、１つ又はそれ以上の医
薬組成物を用いた治療を継続させ得る。しかし、第一の試験試料中で決定されるＭＰＯの
濃度と比較した場合、第二及びそれに続く試験試料中で決定されるＭＰＯの濃度が同じで
あるか又は上昇しているとき、１つ又はそれ以上の医薬組成物が対象におけるＭＰＯレベ
ルを低下させるのに有効ではないと判定される。次に、対象は、（ａ）対象に既に与えら
れている１つ又はそれ以上の医薬組成物の用量と比較してその１つ又はそれ以上の医薬組
成物のより高い用量で治療され得るか又は（ｂ）１つ又はそれ以上の別の又は異なる医薬
組成物に変更される得る。具体的に、対象のＭＰＯレベルを低下させるか又は減少させる
ために既に対象が受容してきた１つ又はそれ以上の医薬組成物とは異なる１つ又はそれ以
上の医薬組成物で対象を治療することができる。
【０１２６】
　Ｆ．ＭＰＯキット
　本開示はまた、試験試料中のＭＰＯの存在を検出するためのキットも目論む。このよう
なキットは、本明細書中に記載の抗体の１つ又はそれ以上を含み得る。より具体的に、本
キットが免疫アッセイを行うためのキットである場合、本キットは、場合によっては、（
１）ＭＰＯに特異的に結合する少なくとも１つの捕捉抗体と、（２）少なくとも１つの結
合物と、（３）免疫アッセイを行うための１つ又はそれ以上の説明書と、を含有し得る。
本開示の抗体は、捕捉抗体として、検出抗体として又は捕捉抗体及び検出抗体の両方とし
て、このような試験キットに含まれ得る。例えば、マウスハイブリドーマ細胞株１－１１
７５－５０９により産生される抗体が捕捉抗体として本キットに含まれ得、マウスハイブ
リドーマ細胞株１－２１６９－７１５により産生される抗体が検出抗体として本キット中
に含まれ得る。あるいは、マウスハイブリドーマ細胞株１－２１６９－７１５により産生
される抗体が捕捉抗体としてキット中に含まれ得、ハイブリドーマ細胞株１－１１７５－
５０９により産生される抗体が検出抗体としてキット中に含まれ得る。さらにまた別の代
替物において、マウスハイブリドーマ細胞株１－１１７５－５０９により産生される抗体
又はマウスハイブリドーマ細胞株１－２１６９－７１５により産生される抗体が捕捉抗体
として本キット中に含まれ得、検出抗体として異なる抗体が本キット中に含まれる。さら
にまた別の代替法において、マウスハイブリドーマ細胞株１－１１７５－５０９により産
生される抗体又はマウスハイブリドーマ細胞株１－２１６９－７１５により産生される抗
体が検出抗体として本キット中に含まれ得、捕捉抗体として異なる抗体がキット中に含ま
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れる。場合によっては、本キットはまた、少なくとも１つの較正物質又は対照も含有し得
る。何らかの較正物質又は対照が本キット中に含まれ得る。しかし、好ましくは、較正物
質又は対照は精製ＭＰＯである。場合によっては、本キットは少なくとも１つの試料回収
チューブも含有し得る。場合によっては、本キットはまた、少なくとも１つの白血球ＭＰ
Ｏ分泌阻害剤も含有し得る。本キット中に含まれ得る少なくとも１つの白血球ＭＰＯ分泌
阻害剤の例は、ＥＤＴＡの何らかの塩又はクエン酸ナトリウムの塩である。あるいは、本
キットはまた、少なくとも１つの白血球ＭＰＯ分泌阻害剤を含有する少なくとも１つの試
料回収チューブも含有し得る。
【０１２７】
　このようにして、本開示は、さらに、１つ又はそれ以上の本開示の抗体を含む、診断用
及びクオリティーコントロールキットを提供する。場合によっては、市販のプラットフォ
ームでの使用に対して、本発明の、アッセイ、キット及びキット成分が最適化される（例
えば、Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ、ＩＬの、Ｐ
ＲＩＳＭ（Ｒ）、ＡｘＳＹＭ（Ｒ）、ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（Ｒ）及びＥＩＡ（Ｂｅａｄ）
プラットフォームならびにその他の市販及び／又はインビトロ診断用アッセイでの免疫ア
ッセイ）。さらに、アッセイ、キット及びキット成分は、その他の方式、例えば、電気化
学的又はその他の携帯用又はポイントオブケアアッセイシステムにおいて使用され得る。
本開示は、例えば、ＴｎＩ、ＣＫＭＢ及びＢＮＰを含むいくつかの心臓マーカーに対する
サンドイッチ免疫アッセイを行う市販のＡｂｂｏｔｔポイントオブケア（ｉ－ＳＴＡＴ（

Ｒ）、Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ、ＩＬ）電気
化学的免疫アッセイシステムに対して適用可能である。免疫センサー及び使い捨て試験装
置においてそれらを操作する方法は、例えば、米国特許出願第２００３／０１７０８８１
号、同第２００４／００１８５７７号、同第２００５／００５４０７８号及び同第２００
６／０１６０１６４号に記載されている。電気化学的及び免疫センサーのその他のタイプ
の製造のさらなる背景は、米国特許第５，０６３，０８１号で見られる。
【０１２８】
　場合によっては、キットは、クオリティーコントロール試薬（例えば、感度パネル、較
正物質及び陽性対照）を含む。クオリティーコントロール試薬の調製は、当技術分野で周
知であり、例えば、様々な免疫診断用生成物の挿入シートに記載されている。別の実施形
態において、本開示は、アッセイ性能特性を評価するための及び／又はアッセイで使用さ
れる抗原の完全性を定量及び監視するための感度パネルとしての使用のための本開示の１
つ又はそれ以上の抗体を含むクオリティーコントロールキットを提供する。
【０１２９】
　キットは、場合によっては、緩衝液、塩、酵素、酵素補因子、基質、検出試薬など、診
断用アッセイを行うか又はクオリティーコントロール評価を促進するのに必要とされるそ
の他の試薬を含み得る。試験試料の単離及び／又は処理のための緩衝液及び溶液などのそ
の他の成分（例えば前処理試薬）もまたキット中に含まれ得る。キットは、さらに、１つ
又はそれ以上のその他の対照を含み得る。キットの成分の１つ又はそれ以上は凍結乾燥さ
れ得、キットは、凍結乾燥成分の再構成に適切な試薬をさらに含み得る。
【０１３０】
　本キットの様々な成分は、場合によっては、適切な容器で提供される。上記で示される
ように、容器の１つ又はそれ以上はマイクロタイタープレートであり得る。本キットはさ
らに、試料を維持するか又は保存するための容器を含み得る（例えば、血液又は尿試料用
の容器又はカートリッジ）。必要に応じて、本キットはまた、場合によっては、反応槽、
混合槽及び、試薬もしくは試験試料の調製を促進するその他の成分も含有し得る。本キッ
トはまた、シリンジ、ピペット、鉗子、計量スプーンなど、試験試料の採取を促進するた
めの１つ又はそれ以上の器具も含み得る。
【０１３１】
　本キットは、さらに、場合によっては、使用説明書を含み得、これは、紙の形態又はデ
ィスク、ＣＤ、ＤＶＤなどのコンピュータ読み取り可能な形態で提供され得る。
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【０１３２】
　Ｇ．方法の適応
　本明細書中の開示は、例えば米国特許第５，０８９，４２４号及び同第５，００６，３
０９号に記載のような、及び例えば、以下に限定されないが、ＡｂｂｏｔｔのＡＲＣＨＩ
ＴＥＣＴ（Ｒ）、ＡｘＳＹＭ（Ｒ）、ＩＭｘ（Ｒ）、ＰＲＩＳＭ（Ｒ）及びＱｕａｎｔｕ
ｍＴＭＩＩ機器ならびにその他のプラットフォームを含め、Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｉｅｓ（Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ、ＩＬ）により市販されているような、様々な自
動化及び半自動化システムでの使用に適応させることができる（固相が微粒子を含むもの
を含む。）。さらに、本開示は、場合によっては、サンドイッチ免疫アッセイを行うため
の、Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓから市販されているポイントオブケア（ｉ
－ＳＴＡＴ（Ｒ））電気化学免疫アッセイシステムに対して適応可能である。免疫センサ
ー及びそれらの製造方法及び使い捨て試験装置での操作は、例えば、米国特許第５，０６
３，０８１号、米国特許出願第２００３／０１７０８８１号、米国特許出願第２００４／
００１８５７７号、米国特許出願第２００５／００５４０７８号及び米国特許出願第２０
０６／０１６０１６４号に記載されている。
【０１３３】
　ここで、限定ではなく例として、本開示の実施例を与える。
【実施例１】
【０１３４】
　Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．寄託情報
　モノクローナル抗体１－１１７５－５０９に対するマウスハイブリドーマ細胞株は、Ａ
ｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（本明細書中で以後
、「Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．」と呼ぶ。）、１０８０１　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｂｌｖｄ．、
Ｍａｎａｓｓａｓ、ＶＡ　２０１１０－２２０９に、２００７年５月１６日に寄託され、
Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受入番号ＰＴＡ－８４３７が割り当てられた。
【０１３５】
　モノクローナル抗体１－２１６９－７１５に対するマウスハイブリドーマ細胞株は、Ａ
．Ｔ．Ｃ．Ｃ．、１０８０１　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｂｌｖｄ．、Ｍａｎａｓｓａｓ、
ＶＡ　２０１１０－２２０９に、２００７年５月１６日に寄託され、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．受
入番号ＰＴＡ－８４３８が割り当てられた。
【実施例２】
【０１３６】
　被検査物回収チューブの評価
　被検査物回収チューブ抗凝血剤又は凝血剤欠如及び、プラスチックチューブに対するガ
ラスチューブの影響を試験した。９種類の異なる試料チューブタイプ中で回収した１５名
の正常ドナーからの血液試料を市販業者から購入した。試料を遠心し、血漿／血清を分離
し、２－８℃で保存し、処理する場所に出荷された。ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（Ｒ）自動免疫
アッセイ機器（Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ａｂｂｏｔ　Ｐａｒｋ、Ｉｌ
ｌｉｎｏｉｓより発売）で行われる実験的サンドイッチ免疫アッセイを用いてＭＰＯ値を
測定した。実験的ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（Ｒ）アッセイは、Ｓ．Ｄａｔｗｙｌｅｒら、「Ｄ
ｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ｏｆ　ａｎ　Ａｕｔｏｍａｔｅｄ　Ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａ
ｓｅ（ＭＰＯ）　Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ」、Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ．
５２．Ｎｏ．６．Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ；Ｄ－１１、２００６に記載されている。このア
ッセイの分析範囲は、５から１０，０００ｐｍｏｌ／Ｌ（２５０から５０００ｐｍｏｌ／
Ｌの範囲に対して、精度範囲は２．４から６．０％ＣＶ）である。実験用ＡＲＣＨＩＴＥ
ＣＴ（Ｒ）アッセイで使用される２種類のモノクローナル抗体は１－１１７５－５０９及
び１－２１６９－７１５である。
【０１３７】
　試料チューブのタイプ及び平均ＭＰＯ測定値は次の表１である。
【０１３８】
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【表１】

【０１３９】
　ＥＤＴＡ及びクエン酸血漿試料によりＰＯの最低濃度が見出された。ヘパリン保存チュ
ーブ中で回収された試料は、好ましいＥＤＴＡチューブよりもおよそ１０％高い平均ＭＰ
Ｏレベルを示した。血清試料は、平均ＭＰＯレベルが顕著により高かった。このデータに
より、ＭＰＯ測定に対するヘパリンリチウム血漿保存状態及び血清の従来の使用によりＭ
ＰＯレベルが過大評価されることが立証される。
【実施例３】
【０１４０】
　遠心実験
　ＭＰＯ値における試料操作の影響を評価するために、６名の健康なドナーから試料を回
収した。遠心速度、凝固時間及び保存温度の影響について、ＢＤから購入したプラスチッ
クヘパリンリチウム血漿（４ｍＬ、ＢＤ３６７８８４）チューブ及びヘパリンリチウム血
漿分離器チューブ（ＰＳＴ）（４．５ｍＬ、ＢＤ３６７９６２）の両方を評価した。
【０１４１】
　第一の実験では遠心速度及び時間の影響を評価した。各ドナーからの回収完了後、試料
をすぐに２－８℃に置き、次いで表２で示されるように遠心した。
【０１４２】
【表２】

【０１４３】
　次いで、実施例２で使用したＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（Ｒ）アッセイを用いて試料をすぐに
試験した。試料を２－８℃に置き、遠心し、ＭＰＯについてすぐにアッセイした場合、Ｍ
ＰＯ濃度に対して遠心時間又は速度による影響はなかった。ヘパリンリチウム血漿チュー
ブ及びＰＳＴチューブによって同等の結果が得られた。
【０１４４】
　次の実験では、遠心前の試料の保存における温度の影響を評価した。全てのドナーから
試料を回収するまで、試料回収チューブを２－８℃に置いた。次に、遠心前にチューブを
室温又は２－８℃の何れかに置いた。次いで、３０分、２時間又は６時間後、試料を遠心
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ＥＣＴ（Ｒ）アッセイにより試料をすぐに試験した。各時点及び保存状態での６名のドナ
ーの平均ＭＰＯ値を含め、その結果を表３で示す。ヘパリンリチウム血漿及びＰＳＴチュ
ーブ中の試料は２－８℃で６時間、安定であったが、室温で保存されたチューブ中の試料
は不安定であり、時間とともにミエロペルオキシダーゼが顕著に増加することが示された
。これらのデータから、白血球ＭＰＯ分泌阻害剤が使用されない場合、室温保存によって
ＭＰＯレベルが顕著に変化する可能性が示される。
【０１４５】
【表３】

【実施例４】
【０１４６】
　試料安定性に対するさらなるチューブタイプの検討
　ＭＰＯ測定における回収チューブのタイプ及び操作の影響をさらに調べるために、５名
の健康なドナーから試料を回収した。Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ　ａｎｄ　Ｃｏ
ｍｐａｎｙ（Ｆｒａｎｋｌｉｎ　Ｌａｋｅｓ、ＮＪ）から、ヘパリンリチウム（４ｍＬ、
ＢＤ３６７８８４）、Ｋ２ＥＤＴＡ（４ｍＬ、ＢＤ３６７８６２）、Ｋ２ＥＤＴＡ血漿分
離器チューブ（ＰＰＴ）（５ｍＬ、ＢＤ３６２７８８）及びクエン酸ナトリウム（２．７
ｍＬ、ＢＤ３６３０８３）回収チューブを購入した。回収後、室温（１５－３０℃）又は
（２－８℃）の何れかで試料を保存し、０、２及び８時間の時点で遠心（１０分間、１２
５０ｇ）し、細胞から血漿を取り出し、ＭＰＯについて実施例のＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（Ｒ

）アッセイを用いて試験した。ＥＤＴＡ血漿は、通常のＥＤＴＡ又はＰＰＴチューブの何
れかにおいて、室温及び２－８℃の両方で最も安定であった。表４で示される結果は、各
時点及び保存状態での５名のドナーの平均ＭＰＯ値である。クエン酸及びヘパリンリチウ
ム保存チューブは、２－８℃での２時間の保存により比較的安定にＭＰＯレベルを維持す
ることができたが、クエン酸でのＭＰＯ濃度はＥＤＴＡにおいて測定された濃度と同様で
あり、一方でヘパリンリチウムでの濃度は、ベースラインでＥＤＴＡ又はクエン酸におけ
る濃度を上回って上昇したことに注意されたい。クエン酸及びヘパリンリチウムの両方に
関して室温での保存により、時間とともにＭＰＯレベルが顕著に上昇した。一方、白血球
ＭＰＯ分泌阻害剤ＥＤＴＡ入りの保存チューブの使用によって、室温及び２－８℃の両方
で、ＭＰＯレベルを基本的に一定に維持することができた。
【０１４７】
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【表４】

【実施例５】
【０１４８】
　分離した血漿試料の安定性
　１０名の正常ドナーからの試料をヘパリンリチウムＰＳＴ（８ｍＬ、ＢＤ３６７９６４
）、ＳＳＴ（８．５ｍＬ、ＢＤ３６７９８８）及びＥＤＴＡ　ＰＰＴ（５ｍＬ、ＢＤ３６
２７８８）チューブタイプ中で回収した。ＰＳＴ及びＰＰＴチューブをすぐに遠心し；遠
心前に室温で３０分間、ＳＳＴチューブを凝固させた。そのまま、又はＭＰＯを添加して
、単離した血漿又は血清を試験した。次いで、試料を室温に置き、０、３．５時間、２４
時間及び４８時間で試験した。試料を２－８℃にも置き、０、２４時間、４８時間、５日
間及び８日間の時間で、実施例２のＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（Ｒ）アッセイを用いて試験した
。表５及び６で見られるように、単離された血漿又は血清は、試験した全ての条件下で安
定であった。
【０１４９】

【表５】

【０１５０】
【表６】

【実施例６】
【０１５１】
　添加回収試験
　ＭＰＯ検出における抗凝血剤の影響をさらに調べるために、添加回収実験を行い、血漿
中の抗凝血剤の存在がＭＰＯの測定に影響を及ぼすか否かを調べた。Ｂｉｏ　Ｃｏｌｌｅ
ｃｔｉｏｎｓ　Ｗｏｒｌｄｗｉｄｅ、Ｉｎｃ．（Ｍｉａｍｉ、ＦＬ）から２５の対応セッ
トを購入した。試料は、ヘパリンリチウム、Ｋ２ＥＤＴＡ及びクエン酸ナトリウムチュー
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ブ中で回収され、遠心され、２－８℃で出荷された。各試料は＞５ｍＬであった。各試料
を３つのアリコートに分割した。１つのセットに３００ｐｍｏｌ／ＬネイティブＭＰＯ抗
原（Ａｔｈｅｎｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　ａｎｄ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、Ａｔｈｅｎｓ、
Ｇｅｏｒｇｉａ）を添加し、第二のセットに３０００ｐｍｏｌ／Ｌ　ＭＰＯ抗原を添加し
た。非添加試料及び添加した試料を実施例２のＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（Ｒ）アッセイにかけ
、各チューブタイプに対して総平均％差を計算した。表７で見られるように、ＭＰＯ回収
においてＥＤＴＡ又はクエン酸保存チューブの何れによっても影響はなく、ヘパリンリチ
ウムでは僅かな影響が示された。
【０１５２】
【表７】

【実施例７】
【０１５３】
　様々なチューブタイプにおける自然に上昇した試料の試験
　臨床的に採血が必要となる胸痛及び／又はその他の合併症で救急科に来院した患者から
５０検体の対応検体を回収した。評価した回収チューブは、プラスチック血清（ＳＳＴ）
、Ｋ２ＥＤＴＡ血漿、ヘパリンリチウム血漿（ＰＳＴ）及びクエン酸チューブであった。
全血試料として遠心前に２４時間２－８℃で保存されたＥＤＴＡ試料を除き、遠心前に最
長で６０分間、室温で全試料を保存した。実施例２のＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（Ｒ）ＭＰＯア
ッセイにより試験するまで、分離した血清及び血漿を２－８℃で保存した。各チューブタ
イプに対する、平均、中央値、最小及び最大濃度を表８でまとめる。
【０１５４】

【表８】

【０１５５】
　これらの結果は、実施例２からの結果と遜色がない。最低値はＥＤＴＡ及びクエン酸試
料で見られる。試料の殆どに対して、血清試料により最大ＭＰＯ値が得られた。
【実施例８】
【０１５６】
　動物免疫付与
　フロイントのアジュバント（Ｄｉｆｃｏ、Ｄｅｔｒｏｉｔ、Ｍｉｃｈｉｇａｎ）又はＲ
ｉｂｉ　ＭＰＬ＋ＴＤＭ（Ｃｏｒｉｘａ、Ｈａｍｉｌｔｏｎ、ＭＴ）アジュバントシステ
ムの何れかを用いて、精製ＭＰＯ抗原（Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｃａ
ｌ、Ｌｏｎｇ　Ｂｅａｃｈ、ＣＡ）を３回、ＲＢＦ／ＤｎＪ雌マウス（Ｔｈｅ　Ｊａｃｋ
ｓｏｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ、Ｂａｒ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｍａｉｎｅ）に免疫付与した。
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マウス番号１９２６及び１９３０にはフロイントの系を投与し、マウス番号１９３２、１
９３３及び１９３５には、Ｒｉｂｉの系を投与した。０．９％塩化ナトリウム（Ａｂｂｏ
ｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ａｂｂｏｔ　Ｐａｒｋ、ＩＬ）中でＭＰＯ抗原を希釈
し、２種類のアジュバントの一方で乳化することにより、接種材料を調製した。第０、１
３及び２１週に、ＭＰＯ１０μｇの追加免疫をマウスに投与した。初回追加免疫に対して
フロイントの完全アジュバントを使用し、皮下投与した。次の２回の追加免疫に対してフ
ロイントの不完全アジュバントを使用し、皮内注射により投与した。Ｒｉｂｉマウスにお
ける全３回の免疫付与に対してＲｉｂｉアジュバントを使用し、それぞれ皮内注射により
投与した。融合の３日前に、ＭＰＯ２０μｇの融合前追加免疫をマウスに投与した。
【実施例９】
【０１５７】
　マウスＭＰＯ　ｍＡｂの発現
　融合を行う日に、マウスを安楽死させ、抗ＭＰＯ脾臓細胞を含有するその脾臓を摘出し
、イスコフ改変ダルベッコ培地（ＩＭＤＭ）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐｏｒａｔ
ｉｏｎ、Ｇｒａｎｄ　Ｉｓｌａｎｄ　ＮＹ）中に入れた。Ｋｏｈｌｅｒ及びＭｉｌｓｔｅ
ｉｎ（Ｎａｔｕｒｅ、２５６：４９５－７（１９７５））により記載のように細胞融合を
行った。ＩＭＤＭを含有する個別のペトリ皿に各マウス脾臓を入れた。ＩＭＤＭを含有す
るシリンジ及び細胞スクレーパーを用い、脾臓細胞を各脾臓からかん流し、次いで血球計
算盤を用いて計数した。各マウスからおよそ５．０ｘ１０６個の脾臓細胞をプールし、遠
心により洗浄して細胞ペレットを得て、ＩＭＤＭ中で再懸濁した。これらの脾臓細胞をＳ
Ｐ２／０骨髄腫細胞の同数と混合し、遠心してペレットを得た。ＩＭＤＭ中で、脾臓細胞
及びＳＰ２／０細胞を５０％ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．分子
量１３００－１６００、Ｍａｎａｓｓａｓ　ＶＡ）に曝露することにより、融合を完遂し
た。細胞ペレットにＰＥＧ溶液２ｍＬを添加し、次いで１分間温置した。３０秒間にわた
りＩＭＤＭ３０ｍＬをゆっくりと添加することにより、ＰＥＧ及び細胞ペレットを希釈し
た。次に、遠心を行い、上清を傾瀉除去することにより、融合細胞を懸濁液から取り出し
た。ハイブリドーマについて選択するために、ＳＰ２／０骨髄腫細胞培養物からの使用済
み培地と、ＦＢＳ（Ｈｙｃｌｏｎｅ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｌｏｇａｎ　ＵＴ）、
ＨＡＴ（ヒポキサンチン、アミノプテリン、チミジン）（Ｓｉｇｍａ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｉｅｓ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）、Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ｆａｃｔ
ｏｒ（Ｂｉｏｖｅｒｉｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ、Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ　ＭＤ）
及びＬ－グルタミン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ、Ｇｒａｎｄ　Ｉ
ｓｌａｎｄ　ＮＹ）を添加した新鮮なＩＭＤＭとのおよそ５０％の混合液を含有する５０
２ｍＬ中で細胞ペレットを再懸濁した。２５枚の９６ウェル細胞培養プレートに０．２ｍ
Ｌ／ウェルになるように細胞を入れた。３－５日間温置した後、吸引により各ウェル中の
培地の半分を除去し、１０％ＦＢＳ、ＨＴ添加物及びＬ－グルタミンを添加したＩＭＤＭ
に交換した。この手順を２回行い、抗体産生に対する上清スクリーニングの前に７－１０
日間、ハイブリドーマを増殖させた。
【０１５８】
　ＥＩＡにより抗ＭＰＯ抗体に対して細胞上清試料を分析した。５μｇ／ｍＬのヤギ抗マ
ウスＩｇＧ　Ｆｃ（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏｒｅｓｅａｒｃｈ、Ｗｅｓｔ　Ｇｒｏ
ｖｅ　ＰＡ）で９６ウェルマイクロタイターＥＩＡプレートを被覆した。捕捉試薬で固相
を被覆した後、捕捉試薬を除去し、ＢＳＡ又は魚ゼラチンブロッキング溶液を用いてプレ
ート上の開放結合部位をブロッキング処理した。次いで、ブロッキング処理したプレート
に細胞上清を添加し、少なくとも１時間、室温で温置した。抗マウスＩｇＧ　Ｆｃは、上
清から抗ＭＰＯマウス抗体を捕捉する。温置後、蒸留水を用いて上清を洗浄除去した。Ｍ
ＰＯ抗原を５００nｇ／ｍＬでプレートに添加し、およそ３０分間温置した。この温置後
、蒸留水を用いてプレートから抗原を洗浄除去した。ウサギ抗ＭＰＯ抗体を２５０ｎｇ／
ｍＬでプレートに添加し、およそ３０分間温置した。この温置後、蒸留水を用いてプレー
トから抗体を洗浄除去した。ブロッキング溶液中でおよそ２５０ｎｇ／ｍＬに希釈したヤ
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ギ抗ウサギＨＲＰＯ（Ｋｉｒｋｅｇａａｒｄ＆Ｐｅｒｒｙ）をプレートし添加し、３０分
間温置した。ヤギ抗ウサギＨＲＰＯを除去するために蒸留水でプレートを洗浄し、シグナ
ルを生成させるための色原体として、ｏ－フェニレンジアミン基質（ＯＰＤ；Ａｂｂｏｔ
ｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ａｂｂｏｔ　Ｐａｒｋ、ＩＬ）を使用した。４９２ｎｍ
でプレートを読み取り、結果を分析した。バックグラウンドよりも少なくとも３倍高いＥ
ＩＡシグナルを有する場合、ハイブリッドを陽性とみなした（表９、下記参照）。
【０１５９】
【表９】

【０１６０】
　１０％ＦＢＳ及びＨＴ添加物を添加したＩＭＤＭ中で２４ウェルプレートに陽性ハイブ
リッドを増殖させた。３－７日増殖させた後、用量反応を調べるために抗体上清を滴定し
たことを除いて、この実施例に記載のようにＥＩＡにより２４ウェル培養物を評価した（
表１０、下記参照）。
【０１６１】
【表１０】

【０１６２】
　各ＭＰＯハイブリッドｍＡｂが、市販されており、ビオチン標識され、ＭＰＯ上で異な
る別個の結合エピトープを有すると考えられている５種類の既存の社外販売業者のモノク
ローナル抗体とのｍＡｂ－抗原－ｍＡｂサンドイッチを完成させる能力を測定することに
より、ハイブリッドＭＰＯ結合エピトープ群を調べた（表１１、下記参照）。簡潔に述べ
ると、１０μｇ／ｍＬで、ウサギ抗マウスＩｇＧ　Ｆｃ（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏ
ｒｅｓｅａｒｃｈ、Ｗｅｓｔ　Ｇｒｏｖｅ、ＰＡ）により９６ウェルマイクロタイターＥ
ＩＡプレートを被覆した。捕捉試薬で固相を被覆した後、捕捉試薬を除去し、ＢＳＡ又は
魚ゼラチンブロッキング溶液を用いてプレート上の開放結合部位をブロッキング処理した
。次に、細胞上清をブロッキング処理したプレートに添加し、少なくとも１時間、室温で
温置した。抗マウスＩｇＧ　Ｆｃは、上清からの抗ＭＰＯマウス抗体を捕捉する。温置後
、蒸留水を用いて上清を洗浄除去し、ブロッキング溶液中で希釈した正常マウス血清で非
結合ウサギ抗マウスＩｇＧ結合部位をブロッキング処理した。それを洗浄除去した後、４
００ｎｇ／ｍＬでＭＰＯ抗原をプレートに添加し、およそ６０分間温置した。温置後、蒸
留水を用いてこの抗原をプレートから洗浄除去した。ビオチン標識した社外販売業者のマ
ウス抗ＭＰＯ抗体をプレートに添加し、およそ３０分間温置した。この温置後、蒸留水を
用いて抗体をプレートから洗浄除去した。ブロッキング溶液中でおよそ１００ｎｇ／ｍＬ
に希釈したストレプトアビジン－ＨＲＰＯをプレートに添加し、３０分間温置した。この
プレートを洗浄し、シグナルを生成させるための色原体として、ｏ－フェニレンジアミン
基質を使用した。４９２ｎｍでプレートを読み取り、結果を分析した。各ハイブリッドに
対して最大結合のおよそ５０％が生じる上清希釈液を比較した。下記表１１は、各ビオチ
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ン標識ｍＡｂでの各ハイブリッド上清に対する吸収値をまとめる。これらの各抗体とサン
ドイッチを形成するそれらの能力に基づき、ハイブリッドをグループ分けした。ハイブリ
ッド１－１１７５及び１－２１６９は、ＭＰＯ上の別個のエピトープに結合すると考えら
れ、従って、細胞株を安定させるためのクローニングについて選択され、混合細胞集団が
なかったことが確実になる。
【０１６３】
【表１１】

【０１６４】
　蛍光活性化細胞分別装置（ＦＡＣＳ）を用いてハイブリッド１－１１７５及び１－２１
６９をクローニングした。死んだ細胞を染色するために、ハイブリッド培養物をヨウ化プ
ロピジウムで染色したので、集団からそれらを除外することができた。ＦＡＣＳＡｒｉａ
（ＢＤ　Ｂｉｏ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）上で、染色された培養物を分析した。Ｌ－グルタミ
ン及び１０％ＦＢＳを添加したハイブリドーマ血清不含培地（ＨＳＦＭ）を含有する９６
ウェル培養皿の各ウェルに１個の細胞を沈降させた。およそ７日間培養物を温置し、この
実施例で既に記載したようにＥＩＡによりスクリーニングした。クローン１－１１７５－
１５４及び１－２１６９－１４３を単離し、精製抗体を各細胞株から生成させた。
【０１６５】
　生成されるその他の抗体と同格であるその相対的親和性について精製抗体を試験した（
表１１参照）。５μｇ／ｍＬで９６ウェルマイクロタイターＥＩＡプレートをウサギ抗マ
ウスＩｇＧ　Ｆｃ（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏｒｅｓｅａｒｃｈ）で被覆した。捕捉
試薬で固相を被覆した後、捕捉試薬を除去し、ＢＳＡ又は魚ゼラチンブロッキング溶液を
用いてプレート上の開放結合部位をブロッキング処理した。６種類の異なる希釈で精製抗
体をプレートに添加し、およそ６０分間温置した。抗体を洗浄除去し、０から１００ｎｇ
／ｍＬの濃度でビオチン標識ＭＰＯ抗原を添加し、６０分間温置した。抗原を洗浄除去し
、ブロッキング溶液中でおよそ１００ｎｇ／ｍＬに希釈したストレプトアビジン－ＨＲＰ
Ｏをプレートに添加し、３０分間温置した。このプレートを洗浄し、シグナルを生成させ
るための色原体として、ｏ－フェニレンジアミン基質を使用した。４９２ｎｍでプレート
を読み取り、結果を分析した。図１で示される抗原滴定曲線を作成するために、最大結合
シグナルのおよそ半分を生じさせる抗体濃度を使用した。
【０１６６】
　これらの各クローンからの精製抗体をビオチンで標識した。多くの異なる所有者及び市
販のモノクローナル抗体を用い、競合阻害マイクロタイターアッセイを用いて、エピトー
プ群確認を行った。０．５μｇ／ｍＬでＭＰＯ抗原により９６ウェルマイクロタイターＥ
ＩＡプレートを被覆した。捕捉試薬で固相を被覆した後、捕捉試薬を除去し、ＢＳＡ又は
魚ゼラチンブロッキング溶液を用いてプレート上の開放結合部位をブロッキング処理した
。次に、ブロッキング処理したプレートに、５０μｇ／ｍＬで各クローンからの精製抗体
（１００μＬ／ウェル）を添加し、室温で１時間温置した。次にビオチン標識抗体（５０
μＬ／ウェル）をウェルに添加し、非標識抗体を洗浄除去せずにおよそ１０－１５分間温
置した。その温置後、蒸留水を用いて抗体溶液をプレート洗浄除去した。ブロッキング溶
液中でおよそ２００ｎｇ／ｍＬに希釈したストレプトアビジン－ＨＲＰＯをプレートに添
加し、３０分間温置した。このプレートを洗浄し、シグナルを生成させるための色原体と
して、ｏ－フェニレンジアミン基質を使用した。４９２ｎｍでプレートを読み取り、結果
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を分析した。この結果から、１－１１７５－１５４からの非標識抗体がＭＰＯ抗原への結
合に対して、それ自身の標識物とは競合するが、１－２１６９－１４３の標識物の場合は
競合しないことが示された（データは示さない。）。この結果からまた、１－２１６９－
１４３からの非標識抗体がＭＰＯ抗原への結合に対してそれ自身の標識物と競合するが、
１－１１７５－１５４の標識物とは競合しないことも示される（データは示さない。）。
これらの結果から、これらの抗体が明らかに異なるＭＰＯエピトープに結合し、ｍＡｂ－
Ａｇ－ｍＡｂサンドイッチを形成し得ることが分かった。
【０１６７】
　抗体対形成実験から、上記のデータが確認された。簡潔に述べると、１μｇ／ｍＬで非
標識ｍＡｂにより９６ウェルマイクロタイタープレートを被覆した。捕捉試薬で固相を被
覆した後、捕捉試薬を除去し、ＢＳＡ又は魚ゼラチンブロッキング溶液を用いてプレート
上の開放結合部位をブロッキング処理した。次に、０から５０ｎｇ／ｍＬのＭＰＯ抗原を
ブロッキング処理したプレートに添加し、室温で３０分間温置した。この温置後、蒸留水
を用いて抗原をプレートから洗浄除去した。ビオチン標識抗ＭＰＯ抗体をプレートに添加
し、室温でおよそ３０分間温置した。この温置後、蒸留水を用いて抗体をプレートから洗
浄除去した。ブロッキング溶液中でおよそ２００ｎｇ／ｍＬに希釈したストレプトアビジ
ン－ＨＲＰＯをプレートに添加し、３０分間温置した。このプレートを洗浄し、シグナル
を生成させるための色原体として、ｏ－フェニレンジアミン基質を使用した。４９２ｎｍ
でプレートを読み取り、結果を分析した。図２で示されるように、これらの結果から、ク
ローン１－１１７５－１５４及び１－２１６９－１４３が良好なＭＰＯ結合パートナーで
あることが確認された。
【０１６８】
　クローン１－１１７５－１５４をＦＢＳなしのＨＳＦＭに移し、既に記載のＦＡＣＳ細
胞分類法を用いてサブクローン化した。スケールアップ及び細胞バンキングの目的のため
に細胞株１－１１７５－５０９を選択した。細胞バンクの長期保存のために液体窒素凍結
保存装置を使用する。抗ＭＰＯｍＡｂ　１－１１７５－１５４は、サブクローン１－１１
７５－５０９が由来する親クローンである。
【０１６９】
　クローン１－２１６９－１４３をＦＢＳなしのＨＳＦＭに移し、培養物中の生存細胞を
数え、９６ウェル組織培養プレートのウェルあたり１個の細胞を播種することにより、サ
ブクローン化した。７－１０日間、プレートを温置し、マイクロタイターＥＩＡを用いて
抗ＭＰＯ抗体についてサブクローン上清を試験した。スケールアップ及び細胞バンキング
の目的のために細胞株１－２１６９－７１５を選択した。細胞バンクの長期保存のために
液体窒素凍結保存装置を使用する。抗ＭＰＯｍＡｂ　１－２１６９－１４３は、サブクロ
ーン１－２１６９－７１５が由来する親クローンである。
【０１７０】
　１－１１７５－５０９及び１－２１６９－７１５細胞株をＨＳＦＭ中で増殖させ、およ
そ０．５ｘ１０"５個の細胞／ｍＬになるようにローラーボトルに播種した。１０－１４
日間、又は最終的な目的培養物が得られるまで、１分あたりおよそ１回転の速度で回転さ
せながら培養物を３７℃で温置した。最終的なローラーボトル上清を回収し、０．４５μ
Ｍフィルターで清澄化した。Ｐｅｌｌｉｃｏｎシステムを用いて透明化上清を濃縮し、０
．４５μＭフィルターでろ過した。ｍＡｂ濃縮物をｐＨ８．９の１．５Ｍグリシン／３Ｎ
　ＮａＣｌ緩衝液の等体積で希釈し、次いでＡＫＴＡ自動精製システム（Ａｍｅｒｓｈａ
ｍ／Ｐｈａｒｍａｃｉａ）を用いて、予め平衡化された５ｍＬプロテインＡカラムに添加
した。次いで、このカラムを結合緩衝液５カラム体積で洗浄し、安定なベースラインが得
られたら、ｐＨ３．０クエン酸緩衝液でｍＡｂを溶出した。次いで、ＰＢＳへの交換のた
めに、７０ｍＬ　Ｇ２５カラムにｍＡｂを移した。抗体を分注し、－７０℃で保存した。
【０１７１】
　Ｉｓｏｓｔｒｉｐマウスモノクローナル抗体Ｉｓｏｓｔｒｉｐキット（Ｒｏｃｈｅ　Ｄ
ｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ、Ｂａｓｅｌ、Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）により、１－１１７５－
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５０９及び１－２１６９－７１５細胞株のそれぞれからの精製抗体を試験した。各試料に
ついて０．５μｇ／ｍＬから３．０μｇ／ｍＬの１５０μＬの分注液を顕色チューブに添
加し、混合した。Ｉｓｏｓｔｒｉｐを各チューブに添加し、ストリップのバンド上で発色
が起こるまで、５－１０分間温置した。この結果から、１－１１７５－５０９がκ軽鎖を
有するマウスＩｇＧ２ｂサブタイプであり、１－２１６９－７１５がκ軽鎖を有するＩｇ
Ｇ１サブタイプであることが示された。
【実施例１０】
【０１７２】
　ＭＰＯに対する抗ＭＰＯ抗体の親和性／反応速度特性
　ＢＩＡｃｏｒｅ２０００機器（ＢＩＡｃｏｒｅ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　ＡＢ、
Ｕｐｐｓａｌａ、Ｓｗｅｄｅｎ）を用いて、ＭＰＯに対するＭＰＯモノクローナル抗体１
－１１７５－５０９及び１－２１６９－１４３の親和性を調べた。最初に、Ａｍｉｎｅ　
Ｃｏｕｐｌｉｎｇ　Ｋｉｔ（ＢＩＡｃｏｒｅ）において提供されるＥＤＣ／ＮＨＳ／エタ
ノールアミン化学を介したＣＭ４バイオセンサーチップ（ＢＩＡｃｏｒｅ）に対するアミ
ンカップリングポリクローナルヤギ抗マウスＩｇＧ　Ｆｃ抗体（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍ
ｕｎｏｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）により、～５，０００ＲＵヤギ抗
マウスＩｇＧ　Ｆｃ捕捉バイオセンサーを作製した。０．１％ＢＳＡ、０．１％ＣＭ－デ
キストラン及び１０ｍＭ　ＣａＣｌ２を添加したＨＢＳ－ＥＰ緩衝液から構成されるラン
ニング緩衝液（本明細書中で以後、「ランニング緩衝液」と呼ぶ。）中でＭＰＯ抗体及び
ＭＰＯ抗原を希釈した。各ＭＰＯ抗体を０．６μｇ／ｍＬに希釈し、３倍希釈系列を用い
て、ＭＰＯ抗原（Ａｔｈｅｎｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　＆　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、Ａｔｈ
ｅｎｓ、ＧＡ）を０．０１０５から２０７ｎＭの範囲の濃度に希釈した。
【０１７３】
　ランニング緩衝液を用いて１０μＬ／分で５分間ヤギ抗マウスＩｇＧ　Ｆｃ捕捉バイオ
センサーを平衡化した後、ＭＰＯ抗体１８μＬを個々のフローセルに注入し、参照フロー
セルとして１個のフローセルを空のままにした。ランニング緩衝液を用いて７５μＬ／分
で５分間フローセルを洗浄た後、バイオセンサー全域に無作為濃度のＭＰＯ抗原１５０μ
Ｌを注入し、この後すぐにランニング緩衝液を６分間流した。１００μＬ／分の流速で１
００ｍＭ　Ｈ３ＰＯ４３３μＬを３回注入してバイオセンサーを再生した。ＭＰＯ抗原の
全ての濃度について２回ずつ試験した。結合反応速度、会合及び解離をセンソグラムを介
して監視した。センソグラムを二重参照し、Ｓｃｒｕｂｂｅｒ２．０ソフトウェア（Ｂｉ
ｏＬｏｇｉｃ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　Ｐｔｙ　Ｌｔｄ．、Ａｕｓｔｒａｌｉａ）を用いてマ
ストランスポートとの１：１結合モデルにフィットさせ、会合及び解離速度ならびに全体
的ＫＤを決定した。下記表１２で結果を示す。
【０１７４】
【表１２】

【０１７５】
　決定された値の標準誤差を最小桁数に関して括弧内で報告する。
【０１７６】
　当業者にとって当然のことながら、本開示は、目的を遂行するため及び結果及び言及さ
れる長所ならびにそれらにおける特徴となるものを得るために、十分に適合している。本
明細書中に記載の、分子複合体及び方法、手順、処置、分子、具体的化合物組成は、現在
、好ましい実施形態の代表であり、典型であり、本発明の範囲を限定するものではない。
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書中で開示される本発明に対して様々な置換及び修飾が為され得る。
【０１７７】
　明細書中で言及される全ての特許及び刊行物は本発明が属する技術分野の熟練者のレベ
ルの指標となる。全ての特許及び刊行物は、各個別の刊行物が具体的かつ個々に参照によ
り組み込まれることが示されるされるように、同じ程度まで、参照により本明細書中に組
み込まれる。
【０１７８】
　適切に本明細書中に実例になるように記載される本発明は、本明細書中で具体的に開示
されない何らかの要素、制限なく、実施され得る。従って、例えば、本明細書中の各例に
おいて「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」「基本的にからなる（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　
ｅｓｓｅｎｔｉａｌｌｙ　ｏｆ）」及び「からなる（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｏｆ）」と
いう用語の何れも、その他の２つの用語の何れかと置き換え得る。使用されてきた用語及
び表現は、説明の用語として使用され、限定の用語ではなく、かかる用語及び表現の使用
は示され記載されている特性又はその一部の何らかの同等物を排除するものではなく、主
張される本発明の範囲内で様々な変更が可能であることを認識されたい。このようにして
、好ましい実施形態及び任意の特性により本発明を具体的に開示してきたが、本明細書中
で開示される概念の変更及び変化が当業者によりなされ得、かかる変更及び変化が、添付
の特許請求の範囲により定められる本発明の範囲内であるとみなされることを理解された
い。

【図１】 【図２】
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摘要(译)

本公开涉及分离的抗体，其可用于测定以测定测试样品中髓过氧化物酶（MPO）的浓度水平。此外，本公开还涉及在测定中使用修
改的测试样品程序以维持测试样品中的原始MPO水平。
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