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(57)【要約】
　本開示は、切断高分子量キニノーゲン（ＨＭＷＫ）を
高い感度および特異性で検出するイムノアッセイ法なら
びに切断ＨＭＷＫと特異的に結合する単離抗体を提供す
る。
【選択図】図９
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　切断高分子量キニノーゲン（ＨＭＷＫ）を検出するためのイムノアッセイであって、
　（ｉ）切断ＨＭＷＫと特異的に結合する第一の薬剤を固定化した支持要素を準備するこ
とと、
　（ｉｉ）（ｉ）の支持要素と、切断ＨＭＷＫを含有することが疑われる生体試料とを接
触させることと、
　（ｉｉｉ）（ｉｉ）で得られた支持要素と、標識とコンジュゲートされておりＨＭＷＫ
と結合する第二の薬剤とを接触させることと、
　（ｉｖ）前記支持要素に直接的または間接的に結合した前記第二の薬剤の前記標識から
放出されるシグナルを検出して、前記生体試料中の切断ＨＭＷＫのレベルを決定すること
と
を含む、イムノアッセイ。
【請求項２】
　前記第一の薬剤が、切断ＨＭＷＫと特異的に結合する抗体である、請求項１に記載のイ
ムノアッセイ。
【請求項３】
　前記抗体が５５９Ｂ－Ｍ００４－Ｂ０４である、請求項２に記載のイムノアッセイ。
【請求項４】
　前記支持要素が９６ウェルプレートである、請求項１～３のいずれか１項に記載のイム
ノアッセイ。
【請求項５】
　段階（ｉｉ）の前に（ｉ）の支持要素をブロッキング緩衝液とインキュベートする、請
求項１～４のいずれか１項に記載のイムノアッセイ。
【請求項６】
　前記第二の薬剤が、ＨＭＷＫと結合するポリクローナル抗体、モノクローナル抗体また
は２種以上のモノクローナル抗体の混合物である、請求項１～５のいずれか１項に記載の
イムノアッセイ。
【請求項７】
　前記標識がシグナル放出物質である、請求項１～６のいずれか１項に記載のイムノアッ
セイ。
【請求項８】
　前記標識が受容体－リガンド対の要素であり、前記イムノアッセイが、段階（ｉｖ）の
前に、前記支持要素と結合した（ｉｉｉ）の前記第二の薬剤と、前記受容体－リガンド対
の他方の要素とを接触させることをさらに含み、前記他方の要素がシグナル放出物質とコ
ンジュゲートされている、請求項１～７のいずれか１項に記載のイムノアッセイ。
【請求項９】
　前記受容体－リガンド対がビオチンとストレプトアビジンである、請求項８に記載のイ
ムノアッセイ。
【請求項１０】
　ウエスタンブロットアッセイ、ＥＬＩＳＡアッセイまたはラテラルフローアッセイであ
る、請求項１～９のいずれか１項に記載のイムノアッセイ。
【請求項１１】
　段階（ｉｉ）をＺｎＣｌ２の存在下で実施する、請求項１～１０のいずれか１項に記載
のイムノアッセイ。
【請求項１２】
　前記生体試料をヒト対象から採取する、請求項１～１１のいずれか１項に記載のイムノ
アッセイ。
【請求項１３】
　前記生体試料が、１つまたは複数のプロテアーゼ阻害剤を含む真空採血管に採取した血
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液試料から処理される血清試料または血漿試料である、請求項１２に記載のイムノアッセ
イ。
【請求項１４】
　ヒト対象が疾患を有し、前記イムノアッセイが、段階（ｉｖ）で決定した切断ＨＭＷＫ
のレベルに基づき、前記疾患がｐＫａｌの介在によるものであるかどうかを判定すること
をさらに含み、前記生体試料中の切断ＨＭＷＫのレベルが対照試料のレベルから逸脱して
いれば、前記疾患がｐＫａｌの介在によるものであることを示している、請求項１２また
は１３に記載のイムノアッセイ。
【請求項１５】
　段階（ｉｖ）で決定した切断ＨＭＷＫのレベルに基づき、前記ヒト対象が血漿カリクレ
インの介在による疾患を有するか、またはそのリスクがあるかを決定することをさらに含
み、前記対象由来の生体試料の切断ＨＭＷＫのレベルが対照試料の切断ＨＭＷＫのレベル
から逸脱していれば、前記対象が前記疾患を有するか、またはそのリスクがあると同定さ
れる、請求項１２または１３に記載のイムノアッセイ。
【請求項１６】
　前記対象が前記疾患を有すると同定された場合、前記疾患を治療するため前記対象に有
効量の治療剤を投与することをさらに含む、請求項１５に記載のイムノアッセイ。
【請求項１７】
　前記治療剤が、血漿カリクレイン（ｐＫａｌ）阻害剤、ブラジキニン２受容体（Ｂ２Ｒ
）阻害剤および／またはＣ１エステラーゼ阻害剤である、請求項１６に記載のイムノアッ
セイ。
【請求項１８】
　前記ｐＫａｌ阻害剤が、抗ｐＫａｌ抗体または阻害ペプチドである、請求項１７に記載
のイムノアッセイ。
【請求項１９】
　前記治療剤が、ラナデルマブ、エカランチド、イカチバントまたはヒト血漿由来Ｃ１－
ＩＮＨである、請求項１８に記載のイムノアッセイ。
【請求項２０】
　前記ヒト対象が前記疾患の治療を受けており、前記方法が、段階（ｉｖ）で決定した切
断ＨＭＷＫのレベルに基づき前記治療の有効性を評価することをさらに含み、前記対象由
来の生体試料中の切断ＨＭＷＫのレベルが対照試料のレベルから逸脱していれば、前記治
療が有効であることを示している、請求項１２または１３に記載のイムノアッセイ。
【請求項２１】
　切断ＨＭＷＫのレベルに基づき前記対象に適した治療を特定することをさらに含む、請
求項１２または１３に記載のイムノアッセイ。
【請求項２２】
　切断ＨＭＷＫのレベルに基づき、前記対象が前記疾患の治療の候補者であると同定する
ことをさらに含む、請求項１２または１３に記載のイムノアッセイ。
【請求項２３】
　前記ヒト対象が前記疾患の病歴を有する、請求項１２、１３または１５～２２のいずれ
か１項に記載のイムノアッセイ。
【請求項２４】
　前記疾患がＨＡＥである、請求項２３に記載のイムノアッセイ。
【請求項２５】
　前記ヒト対象がＨＡＥの病歴を有し、前記イムノアッセイが、切断ＨＭＷＫのレベルに
基づき前記対象の疾患の発作のリスクを評価することをさらに含み、前記対象由来の生体
試料中の切断ＨＭＷＫのレベルが対照試料のレベルから逸脱していれば、前記疾患の発作
のリスクがあることを示している、請求項１２または１３に記載のイムノアッセイ。
【請求項２６】
　前記対象に疾患の発作のリスクがある場合、前記対象に治療剤を投与することをさらに
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含む、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　切断高分子量キニノーゲン（ＨＭＷＫ）と特異的に結合する、単離抗体。
【請求項２８】
　５５９Ｂ－Ｍ００４－Ｂ０４と同じエピトープと結合するか、または切断ＨＭＷＫとの
結合に関して５５９Ｂ－Ｍ００４－Ｂ０４と競合する、請求項２７に記載の単離抗体。
【請求項２９】
　５５９Ｂ－Ｍ００４－Ｂ０４と同じ重鎖相補性決定領域および軽鎖相補性決定領域を含
む、請求項２８に記載の単離抗体。
【請求項３０】
　５５９Ｂ－Ｍ００４－Ｂ０４である、請求項２９に記載の単離抗体。
【請求項３１】
　切断高分子量キニノーゲン（ＨＭＷＫ）を検出するためのキットであって、切断ＨＭＷ
Ｋと特異的に結合する第一の薬剤を含み、前記第一の薬剤が、請求項２７～３０のいずれ
か１項に記載の抗体である、キット。
【請求項３２】
　ＨＭＷＫと結合する第二の薬剤、支持要素またはその両方をさらに含む、請求項３１に
記載のキット。
【請求項３３】
　前記支持要素が９６ウェルプレートである、請求項３１または３２に記載のキット。
【請求項３４】
　前記切断ＨＭＷＫを検出するための指示書をさらに含む、請求項３１～３３のいずれか
１項に記載のキット。
【請求項３５】
　インタクトの高分子量キニノーゲン（ＨＭＷＫ）および切断ＨＭＷＫの両方と結合する
、単離抗体。
【請求項３６】
　低分子量キニノーゲン（ＬＭＷＫ）と結合しない、請求項３５に記載の単離抗体。
【請求項３７】
　５５９Ｂ－Ｍ００６７－Ｅ０２、５５９Ｂ－Ｍ００３９－Ｇ０７、５５９Ｂ－Ｍ００４
４－Ｅ０９、５５９Ｂ－Ｍ０００３－Ｃ０８、５５９Ｂ－Ｍ００３９－Ｈ０６、５５９Ｂ
－Ｍ００３９－Ｄ０８、５５９Ｂ－Ｍ００６８－Ｃ０７、５５９Ｂ－Ｍ００２１－Ｇ１１
、５５９Ｂ－Ｍ００６１－Ｇ０６、５５９Ｂ－Ｍ００３６－Ｇ１２、５５９Ｂ－Ｍ００４
２－Ｅ０６、５５９Ｂ－Ｍ００７０－Ｈ１０、５５９Ｂ－Ｍ００６８－Ｄ０１もしくは５
５９Ｂ－Ｍ０００４－Ｅ０８と同じエピトープと結合するか、またはインタクトのＨＭＷ
Ｋおよび／もしくは切断ＨＭＷＫとの結合に関して５５９Ｂ－Ｍ００６７－Ｅ０２、５５
９Ｂ－Ｍ００３９－Ｇ０７、５５９Ｂ－Ｍ００４４－Ｅ０９、５５９Ｂ－Ｍ０００３－Ｃ
０８、５５９Ｂ－Ｍ００３９－Ｈ０６、５５９Ｂ－Ｍ００３９－Ｄ０８、５５９Ｂ－Ｍ０
０６８－Ｃ０７、５５９Ｂ－Ｍ００２１－Ｇ１１、５５９Ｂ－Ｍ００６１－Ｇ０６、５５
９Ｂ－Ｍ００３６－Ｇ１２、５５９Ｂ－Ｍ００４２－Ｅ０６、５５９Ｂ－Ｍ００７０－Ｈ
１０、５５９Ｂ－Ｍ００６８－Ｄ０１もしくは５５９Ｂ－Ｍ０００４－Ｅ０８と競合する
、請求項３６に記載の単離抗体。
【請求項３８】
　５５９Ｂ－Ｍ００６７－Ｅ０２、５５９Ｂ－Ｍ００３９－Ｇ０７、５５９Ｂ－Ｍ００４
４－Ｅ０９、５５９Ｂ－Ｍ０００３－Ｃ０８、５５９Ｂ－Ｍ００３９－Ｈ０６、５５９Ｂ
－Ｍ００３９－Ｄ０８、５５９Ｂ－Ｍ００６８－Ｃ０７、５５９Ｂ－Ｍ００２１－Ｇ１１
、５５９Ｂ－Ｍ００６１－Ｇ０６、５５９Ｂ－Ｍ００３６－Ｇ１２、５５９Ｂ－Ｍ００４
２－Ｅ０６、５５９Ｂ－Ｍ００７０－Ｈ１０、５５９Ｂ－Ｍ００６８－Ｄ０１または５５
９Ｂ－Ｍ０００４－Ｅ０８と同じ重鎖ＣＤＲおよび軽鎖ＣＤＲを含む、請求項３７に記載
の単離抗体。
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【請求項３９】
　５５９Ｂ－Ｍ００６７－Ｅ０２、５５９Ｂ－Ｍ００３９－Ｇ０７、５５９Ｂ－Ｍ００４
４－Ｅ０９、５５９Ｂ－Ｍ０００３－Ｃ０８、５５９Ｂ－Ｍ００３９－Ｈ０６、５５９Ｂ
－Ｍ００３９－Ｄ０８、５５９Ｂ－Ｍ００６８－Ｃ０７、５５９Ｂ－Ｍ００２１－Ｇ１１
、５５９Ｂ－Ｍ００６１－Ｇ０６、５５９Ｂ－Ｍ００３６－Ｇ１２、５５９Ｂ－Ｍ００４
２－Ｅ０６、５５９Ｂ－Ｍ００７０－Ｈ１０、５５９Ｂ－Ｍ００６８－Ｄ０１および５５
９Ｂ－Ｍ０００４－Ｅ０８からなる群より選択される、請求項３８に記載の単離抗体。
【請求項４０】
　ＬＭＷＫとも結合する、請求項３５に記載の単離抗体。
【請求項４１】
　５５９Ｂ－Ｍ００６９－Ｃ０９、５５９Ｂ－Ｍ００３８－Ｆ０４、５５９Ｂ－Ｍ００４
４－Ｃ０５、５５９Ｂ－Ｍ００４７－Ｈ０１、５５９Ｂ－Ｍ００１９－Ｅ１２、５５９Ｂ
－Ｘ０００４－Ｂ０５、５５９Ｂ－Ｍ００４８－Ｄ１２、５５９Ｂ－Ｍ００５３－Ｇ０１
、５５９Ｂ－Ｍ００３８－Ｈ０３、５５９Ｂ－Ｍ００１７－Ｈ０８、５５９Ｂ－Ｍ００３
５－Ｆ０５、５５９Ｂ－Ｍ００３５－Ｈ０９、５５９Ｂ－Ｍ００４３－Ｃ０６、５５９Ｂ
－Ｍ０００３－Ａ０８、５５９Ｂ－Ｍ００５４－Ｂ１１、５５９Ｂ－Ｍ００６７－Ｇ１１
、５５９Ｂ－Ｍ００６４－Ｈ０２もしくは５５９Ｂ－Ｍ００６５－Ｂ１０と同じエピトー
プと結合するか、またはインタクトのＨＭＷＫ、切断ＨＭＷＫおよび／もしくはＬＭＷＫ
との結合に関して５５９Ｂ－Ｍ００６９－Ｃ０９、５５９Ｂ－Ｍ００３８－Ｆ０４、５５
９Ｂ－Ｍ００４４－Ｃ０５、５５９Ｂ－Ｍ００４７－Ｈ０１、５５９Ｂ－Ｍ００１９－Ｅ
１２、５５９Ｂ－Ｘ０００４－Ｂ０５、５５９Ｂ－Ｍ００４８－Ｄ１２、５５９Ｂ－Ｍ０
０５３－Ｇ０１、５５９Ｂ－Ｍ００３８－Ｈ０３、５５９Ｂ－Ｍ００１７－Ｈ０８、５５
９Ｂ－Ｍ００３５－Ｆ０５、５５９Ｂ－Ｍ００３５－Ｈ０９、５５９Ｂ－Ｍ００４３－Ｃ
０６、５５９Ｂ－Ｍ０００３－Ａ０８、５５９Ｂ－Ｍ００５４－Ｂ１１、５５９Ｂ－Ｍ０
０６７－Ｇ１１、５５９－Ｍ００６４－Ｈ０２もしくは５５９Ｂ－Ｍ００６５－Ｂ１０と
競合する、請求項４０に記載の単離抗体。
【請求項４２】
　５５９Ｂ－Ｍ００６９－Ｃ０９、５５９Ｂ－Ｍ００３８－Ｆ０４、５５９Ｂ－Ｍ００４
４－Ｃ０５、５５９Ｂ－Ｍ００４７－Ｈ０１、５５９Ｂ－Ｍ００１９－Ｅ１２、５５９Ｂ
－Ｘ０００４－Ｂ０５、５５９Ｂ－Ｍ００４８－Ｄ１２、５５９Ｂ－Ｍ００５３－Ｇ０１
、５５９Ｂ－Ｍ００３８－Ｈ０３、５５９Ｂ－Ｍ００１７－Ｈ０８、５５９Ｂ－Ｍ００３
５－Ｆ０５、５５９Ｂ－Ｍ００３５－Ｈ０９、５５９Ｂ－Ｍ００４３－Ｃ０６、５５９Ｂ
－Ｍ０００３－Ａ０８、５５９Ｂ－Ｍ００５４－Ｂ１１、５５９Ｂ－Ｍ００６７－Ｇ１１
、５５９Ｂ－Ｍ００６４－Ｈ０２または５５９Ｂ－Ｍ００６５－Ｂ１０と同じ重鎖ＣＤＲ
および軽鎖ＣＤＲを含む、請求項４１に記載の単離抗体。
【請求項４３】
　５５９Ｂ－Ｍ００６９－Ｃ０９、５５９Ｂ－Ｍ００３８－Ｆ０４、５５９Ｂ－Ｍ００４
４－Ｃ０５、５５９Ｂ－Ｍ００４７－Ｈ０１、５５９Ｂ－Ｍ００１９－Ｅ１２、５５９Ｂ
－Ｘ０００４－Ｂ０５、５５９Ｂ－Ｍ００４８－Ｄ１２、５５９Ｂ－Ｍ００５３－Ｇ０１
、５５９Ｂ－Ｍ００３８－Ｈ０３、５５９Ｂ－Ｍ００１７－Ｈ０８、５５９Ｂ－Ｍ００３
５－Ｆ０５、５５９Ｂ－Ｍ００３５－Ｈ０９、５５９Ｂ－Ｍ００４３－Ｃ０６、５５９Ｂ
－Ｍ０００３－Ａ０８、５５９Ｂ－Ｍ００５４－Ｂ１１、５５９Ｂ－Ｍ００６７－Ｇ１１
、５５９Ｂ－Ｍ００６４－Ｈ０２および５５９Ｂ－Ｍ００６５－Ｂ１０からなる群より選
択される、請求項４２に記載の単離抗体。
【請求項４４】
　試料中の切断高分子量キニノーゲン（ＨＭＷＫ）を検出する方法であって、
　（ｉ）切断ＨＭＷＫを含有することが疑われる試料と、請求項２７～３０のいずれか１
項に記載の抗体とを接触させることと、
　（ｉｉ）段階（ｉ）で形成された切断ＨＭＷＫと前記抗体の複合体を測定することと、
　（ｉｉｉ）段階（ｉｉ）の結果に基づき前記試料中の切断ＨＭＷＫのレベルを決定する
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ことと
を含む、方法。
【請求項４５】
　前記試料が、対象から得られた生体試料である、請求項４４に記載の方法。
【請求項４６】
　前記生体試料が、血清試料または血漿試料である、請求項４５に記載の方法。
【請求項４７】
　前記対象がヒト患者である、請求項４５または４６に記載の方法。
【請求項４８】
　１つまたは複数のプロテアーゼ阻害剤を含む真空採血管に前記生体試料を採取すること
をさらに含む、請求項４６～４８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項４９】
　酵素結合免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）、イムノブロッティングアッセイまたはラテラルフ
ローアッセイを用いて実施する、請求項４４～４８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５０】
　前記対象が疾患を有し、前記方法が、段階（ｉｉｉ）で決定した切断ＨＭＷＫのレベル
に基づき、前記疾患がｐＫａｌの介在によるものであるかどうかを決定することをさらに
含み、前記試料中の切断ＨＭＷＫのレベルが対照試料のレベルから逸脱していれば、前記
疾患がｐＫａｌの介在によるものであることを示している、請求項４５～４９に記載の方
法。
【請求項５１】
　段階（ｉｉｉ）で決定した切断ＨＭＷＫのレベルに基づき、前記対象が、血漿カリクレ
インの介在による障害を有するかどうか、またはそのリスクがあるかどうかを決定するこ
とをさらに含み、前記対象由来の試料の切断ＨＭＷＫのレベルが、対照試料の切断ＨＭＷ
Ｋのレベルから逸脱していれば、前記対象が、前記障害を有するか、またはそのリスクが
あると同定される、請求項４７～４９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５２】
　前記対象が前記障害を有すると同定された場合、前記障害を治療するため前記対象に有
効量の治療剤を投与することをさらに含む、請求項５１に記載の方法。
【請求項５３】
　前記治療剤が、血漿カリクレイン（ｐＫａｌ）阻害剤、ブラジキニン２受容体（Ｂ２Ｒ
）阻害剤および／またはＣ１エステラーゼ阻害剤である、請求項５２に記載の方法。
【請求項５４】
　ｐＫａｌ阻害剤が、抗ｐＫａｌ抗体または阻害ペプチドである、請求項５３に記載の方
法。
【請求項５５】
　前記治療剤が、ラナデルマブ、エカランチド、イカチバントまたはヒト血漿由来Ｃ１－
ＩＮＨである、請求項５４に記載の方法。
【請求項５６】
　前記対象が、前記障害の治療を受けているヒト患者であり、前記方法が、段階（ｉｉｉ
）で決定した切断ＨＭＷＫのレベルに基づき前記治療の有効性を評価することをさらに含
み、前記対象由来の試料中の切断ＨＭＷＫのレベルが対照試料のレベルから逸脱していれ
ば、前記治療が有効であることを示している、請求項４８または４９に記載の方法。
【請求項５７】
　前記切断ＨＭＷＫのレベルに基づき前記対象に適した治療を特定することをさらに含む
、請求項４８～５１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５８】
　切断ＨＭＷＫのレベルに基づき、前記対象が前記疾患の治療の候補者であると同定する
ことをさらに含む、請求項４８～５１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５９】
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　前記ヒト患者が前記疾患の病歴を有する、請求項４８～５８のいずれか１項に記載の方
法。
【請求項６０】
　前記疾患がＨＡＥである、請求項５９に記載の方法。
【請求項６１】
　前記ヒト患者がＨＡＥの病歴を有し、前記方法が、切断ＨＭＷＫのレベルに基づき前記
対象の疾患の発作のリスクを評価することをさらに含み、前記対象由来の試料中の切断Ｈ
ＭＷＫのレベルが対照試料のレベルから逸脱していれば、前記疾患の発作のリスクを示し
ている、請求項４８～５１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６２】
　前記対象に疾患の発作のリスクがある場合、前記対象に治療剤を投与することをさらに
含む、請求項６１に記載の方法。
【請求項６３】
　段階（ｉ）をＺｎＣｌ２の存在下で実施する、請求項４４～６２のいずれか１項に記載
の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（関連出願の相互参照）
　本願は米国特許法第１１９条の下、２０１５年１０月１９日に出願された米国仮特許出
願第６２／２４３，５０５号および２０１６年５月１２日に出願された米国仮特許出願第
６２／３３５，３１１号の利益を主張するものであり、上記出願はそれぞれ、その内容全
体が参照により本明細書に組み込まれる。
【背景技術】
【０００２】
　キニノーゲンは、ブラジキニンおよびカリジンなどのキニンの前駆体である。ヒトのキ
ニノーゲンには、スプライシングバリアントである高分子量キニノーゲン（ＨＭＷＫ）と
低分子量キニノーゲン（ＬＭＷＫ）の２種類がある。ＨＭＷＫは、主として凝固および炎
症の補因子として作用し、血漿カリクレイン（ｐＫａｌ）を介するブラジキニン生成の優
先基質となる。
【０００３】
　血漿カリクレイン（ｐＫａｌ）は循環血中の主要なブラジキニン生成酵素である。ｐＫ
ａｌの活性化は、遺伝性血管性浮腫（ＨＡＥ）の疾患病理と関係があるとされている接触
系を介して起こる。ｐＫａｌがＨＭＷＫ（一本鎖ポリペプチド）を分解するとブラジキニ
ンおよびジスルフィド結合によって結合した２本のポリペプチド鎖を含む切断型のＨＭＷ
Ｋを生じる。Ｃｕｇｎｏら，Ｂｌｏｏｄ（１９９７）８９：３２１３－３２１８。
【０００４】
　遺伝性血管性浮腫（ＨＡＥ）の発作時には切断ＨＭＷＫがキニノーゲン全体の約４７％
に増大し（Ｃｕｇｎｏら，Ｂｌｏｏｄ（１９９７）８９：３２１３－３２１８）、このた
め切断ＨＭＷＫはＨＡＥ発作をモニターするバイオマーカーである。このため、生体試料
中の切断ＨＭＷＫのレベルを検出する高感度で信頼できるアッセイの開発に関心がもたれ
ている。
【発明の概要】
【０００５】
　本開示のいくつかの態様は、切断高分子量キニノーゲン（ＨＭＷＫ）を高い感度および
特異性で検出するイムノアッセイを提供する。この方法は、（ｉ）切断ＨＭＷＫと特異的
に結合する第一の薬剤（例えば、５５９Ｂ－Ｍ００４－Ｂ０４などの抗体）が結合した支
持要素を準備すること；（ｉｉ）（ｉ）の支持要素と、切断ＨＭＷＫを含有することが疑
われる生体試料とを接触させること；（ｉｉｉ）（ｉｉ）で得られた支持要素と、標識と
コンジュゲートされておりＨＭＷＫと結合する第二の薬剤とを接触させること；および（
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ｉｖ）支持要素と直接的または間接的に結合した第二の薬剤の標識から放出されるシグナ
ルを検出して、生体試料中の切断ＨＭＷＫのレベルを決定することを含む。いくつかの場
合には、ＺｎＣｌ２の存在下で段階（ｉｉ）を実施し得る。
【０００６】
　いくつかの実施形態では、段階（ｉｉ）の前に（ｉ）の支持要素をブロッキング緩衝液
とインキュベートする。
【０００７】
　いくつかの実施形態では、第二の薬剤は、ＨＭＷＫと結合するポリクローナル抗体、モ
ノクローナル抗体または２種以上のモノクローナル抗体の混合物である。混合物中の２つ
以上のモノクローナル抗体は、ＨＭＷＫの異なるエピトープと結合し得る。いくつかの実
施形態では、標識はシグナル放出物質である。いくつかの実施形態では、標識は受容体－
リガンド対の要素である。その場合、イムノアッセイは、段階（ｉｖ）の前に、支持要素
上に固定化した（ｉｉｉ）の第二の薬剤と、受容体－リガンド対の他方の要素とを接触さ
せることをさらに含み、ここで、他方の要素はシグナル放出物質とコンジュゲートされて
いる。１つの例では、受容体－リガンド対はビオチンとストレプトアビジンである。
【０００８】
　本開示の別の態様は、試料中の切断高分子量キニノーゲン（ＨＭＷＫ）を検出する方法
を提供し、この方法は、（ｉ）切断ＨＭＷＫを含有することが疑われる試料と、本明細書
に記載されるいずれかの抗体（例えば、５５９Ｂ－Ｍ００４－Ｂ０４）とを接触させるこ
と；（ｉｉ）段階（ｉ）で形成された切断ＨＭＷＫと抗体の複合体を測定すること；およ
び（ｉｉｉ）段階（ｉｉ）の結果に基づき試料中の切断ＨＭＷＫのレベルを決定すること
を含む。いくつかの実施形態では、ＺｎＣｌ２の存在下で段階（ｉ）を実施する。いくつ
かの実施形態では、酵素結合免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）または免疫ブロット法を用いて段
階（ｉ）を実施する。
【０００９】
　本明細書に記載されるいずれかの方法では、試料は、対象（例えば、ヒト患者）から採
取した生体試料、例えば血漿試料の血清試料などであり得る。いくつかの実施形態では、
この方法は、１つまたは複数のプロテアーゼ阻害剤を含む真空採血管に試料を採取するこ
とをさらに含み得る。
【００１０】
　本明細書に記載されるいずれかのアッセイ法（例えば、イムノアッセイ）は、ＥＬＩＳ
Ａアッセイ、ウエスタンブロットアッセイまたはラテラルフローアッセイであり得る。
【００１１】
　いくつかの実施形態では、疾患を有する対象（例えば、ヒト患者）から生体試料を採取
する。このアッセイ法は、切断ＨＭＷＫのレベルに基づき、疾患が血漿カリクレインの介
在によるものであるかどうかを決定することをさらに含み得るものであり、試料中の切断
ＨＭＷＫのレベルが対照試料のレベルから逸脱していれば、疾患が血漿カリクレインの介
在によるものであることを示している。
【００１２】
　本明細書に記載されるいずれかのアッセイ法は、切断ＨＭＷＫのレベルに基づき、血漿
カリクレイン介在性の疾患もしくは障害を有する患者を特定すること、または疾患もしく
は障害の治療の有効性を評価することをさらに含み得る。いくつかの実施形態では、この
方法は、対象が障害を有すると同定された場合、障害を治療するため、対象に有効量の治
療剤、例えば血漿カリクレイン（ｐＫａｌ）阻害剤、ブラジキニン２受容体（Ｂ２Ｒ）阻
害剤および／またはＣ１エステラーゼ阻害剤などを投与することをさらに含み得る。いく
つかの実施形態では、ｐＫａｌ阻害剤は抗ｐＫａｌ抗体である。いくつかの実施形態では
、治療剤は、ラナデルマブ、エカランチド、イカチバントまたはヒト血漿由来Ｃ１エステ
ラーゼ阻害剤である。
【００１３】
　いくつかの実施形態では、対象は、障害の治療を受けているヒト患者であり、この方法
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は、段階（ｉｉｉ）で切断ＨＭＷＫのレベルに基づき治療の有効性を評価することをさら
に含み、対象由来の試料中の切断ＨＭＷＫのレベルが対照試料のレベルから逸脱していれ
ば、治療が有効であることを示している。いくつかの実施形態では、この方法は、切断Ｈ
ＭＷＫのレベルに基づき対象に適した治療を特定することをさらに含む。いくつかの実施
形態では、この方法は、切断ＨＭＷＫのレベルに基づき、対象が疾患の治療の候補者であ
ると同定することをさらに含み得る。
【００１４】
　いくつかの実施形態では、ヒト患者は疾患（例えば、ＨＡＥ）の病歴を有する。いくつ
かの実施形態では、この方法は、切断ＨＭＷＫのレベルに基づき対象の疾患の発作のリス
クを評価することをさらに含み、対象由来の試料中の切断ＨＭＷＫのレベルが対照試料の
レベルから逸脱していれば、疾患の発作のリスクがあることを示している。いくつかの実
施形態では、この方法は、対象に疾患の発作のリスクがある場合、対象に治療剤を投与す
ることをさらに含む。
【００１５】
　別の態様では、切断高分子量キニノーゲン（ＨＭＷＫ）を検出するキットが提供され、
このキットは、切断ＨＭＷＫと特異的に結合する第一の薬剤（例えば、本明細書に記載さ
れる抗体）を含む。いくつかの実施形態では、キットは、ＨＭＷＫと結合する第二の薬剤
、支持要素またはその両方、および任意選択で、切断ＨＭＷＫを検出するための指示書を
さらに含む。いくつかの例では、支持要素は９６ウェルプレートである。
【００１６】
　本開示の別の態様では、切断高分子量キニノーゲン（ＨＭＷＫ）と特異的に結合する単
離抗体が提供される。いくつかの実施形態では、抗体は、５５９Ｂ－Ｍ００４－Ｂ０４と
同じエピトープと結合するか、または切断ＨＭＷＫとの結合に関して５５９Ｂ－Ｍ００４
－Ｂ０４と競合する。いくつかの実施形態では、抗体は、５５９Ｂ－Ｍ００４－Ｂ０４と
同じ重鎖相補性決定領域および軽鎖相補性決定領域、例えば、５５９Ｂ－Ｍ００４－Ｂ０
４と同じ重鎖可変領域および軽鎖可変領域を含む。１つの例では、抗体は５５９Ｂ－Ｍ０
０４－Ｂ０４である。
【００１７】
　本明細書に記載される切断ＨＭＷＫに特異的ないかなる抗体も、試料中の切断高分子量
キニノーゲン（ＨＭＷＫ）を検出する方法に用いることができる。このような方法は、（
ｉ）切断ＨＭＷＫを含有することが疑われる試料と抗体とを接触させること；（ｉｉ）段
階（ｉ）で形成された切断ＨＭＷＫと抗体の複合体を測定すること；および段階（ｉｉ）
の結果に基づき試料中の切断ＨＭＷＫのレベルを決定することを含み得る。いくつかの実
施形態では、試料は、ヒト対象から採取した血清試料または血漿試料などの生体試料であ
る。この方法で得られる結果は、試料を得る対象にＨＡＥなどの血漿カリクレイン介在性
の障害が発症するリスクを決定する際に利用することができる。いくつかの場合には、Ｚ
ｎＣｌ２の存在下で段階（ｉ）を実施することができる。
【００１８】
　本明細書に記載されるいずれかのイムノアッセイ法は、ウエスタンブロットまたはＥＬ
ＩＳＡの形式で実施することができる。
【００１９】
　さらに別の態様では、インタクトの高分子量キニノーゲン（ＨＭＷＫ）および切断ＨＭ
ＷＫの両方と結合する単離抗体が提供される。
【００２０】
　いくつかの実施形態では、インタクトのＨＭＷＫおよび切断ＨＭＷＫの両方と結合する
抗体は、低分子量キニノーゲン（ＬＭＷＫ）とは結合しない。いくつかの実施形態では、
抗体は、５５９Ｂ－Ｍ００６７－Ｅ０２、５５９Ｂ－Ｍ００３９－Ｇ０７、５５９Ｂ－Ｍ
００４４－Ｅ０９、５５９Ｂ－Ｍ０００３－Ｃ０８、５５９Ｂ－Ｍ００３９－Ｈ０６、５
５９Ｂ－Ｍ００３９－Ｄ０８、５５９Ｂ－Ｍ００６８－Ｃ０７、５５９Ｂ－Ｍ００２１－
Ｇ１１、５５９Ｂ－Ｍ００６１－Ｇ０６、５５９Ｂ－Ｍ００３６－Ｇ１２、５５９Ｂ－Ｍ
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００４２－Ｅ０６、５５９Ｂ－Ｍ００７０－Ｈ１０、５５９Ｂ－Ｍ００６８－Ｄ０１また
は５５９Ｂ－Ｍ０００４－Ｅ０８と同じエピトープと結合する。いくつかの実施形態では
、抗体は、インタクトのＨＭＷＫおよび／または切断ＨＭＷＫとの結合に関して５５９Ｂ
－Ｍ００６７－Ｅ０２、５５９Ｂ－Ｍ００３９－Ｇ０７、５５９Ｂ－Ｍ００４４－Ｅ０９
、５５９Ｂ－Ｍ０００３－Ｃ０８、５５９Ｂ－Ｍ００３９－Ｈ０６、５５９Ｂ－Ｍ００３
９－Ｄ０８、５５９Ｂ－Ｍ００６８－Ｃ０７、５５９Ｂ－Ｍ００２１－Ｇ１１、５５９Ｂ
－Ｍ００６１－Ｇ０６、５５９Ｂ－Ｍ００３６－Ｇ１２、５５９Ｂ－Ｍ００４２－Ｅ０６
、５５９Ｂ－Ｍ００７０－Ｈ１０、５５９Ｂ－Ｍ００６８－Ｄ０１または５５９Ｂ－Ｍ０
００４－Ｅ０８と競合する。
【００２１】
　いくつかの実施形態では、抗体は、５５９Ｂ－Ｍ００６７－Ｅ０２、５５９Ｂ－Ｍ００
３９－Ｇ０７、５５９Ｂ－Ｍ００４４－Ｅ０９、５５９Ｂ－Ｍ０００３－Ｃ０８、５５９
Ｂ－Ｍ００３９－Ｈ０６、５５９Ｂ－Ｍ００３９－Ｄ０８、５５９Ｂ－Ｍ００６８－Ｃ０
７、５５９Ｂ－Ｍ００２１－Ｇ１１、５５９Ｂ－Ｍ００６１－Ｇ０６、５５９Ｂ－Ｍ００
３６－Ｇ１２、５５９Ｂ－Ｍ００４２－Ｅ０６、５５９Ｂ－Ｍ００７０－Ｈ１０、５５９
Ｂ－Ｍ００６８－Ｄ０１または５５９Ｂ－Ｍ０００４－Ｅ０８と同じ重鎖ＣＤＲおよび軽
鎖ＣＤＲを含む。いくつかの例では、抗体は、５５９Ｂ－Ｍ００６７－Ｅ０２、５５９Ｂ
－Ｍ００３９－Ｇ０７、５５９Ｂ－Ｍ００４４－Ｅ０９、５５９Ｂ－Ｍ０００３－Ｃ０８
、５５９Ｂ－Ｍ００３９－Ｈ０６、５５９Ｂ－Ｍ００３９－Ｄ０８、５５９Ｂ－Ｍ００６
８－Ｃ０７、５５９Ｂ－Ｍ００２１－Ｇ１１、５５９Ｂ－Ｍ００６１－Ｇ０６、５５９Ｂ
－Ｍ００３６－Ｇ１２、５５９Ｂ－Ｍ００４２－Ｅ０６、５５９Ｂ－Ｍ００７０－Ｈ１０
、５５９Ｂ－Ｍ００６８－Ｄ０１および５５９Ｂ－Ｍ０００４－Ｅ０８からなる群より選
択される。
【００２２】
　他の実施形態では、インタクトのＨＭＷＫおよび切断ＨＭＷＫの両方と結合する抗体は
、ＬＭＷＫとも結合する。いくつかの実施形態では、抗体は、５５９Ｂ－Ｍ００６９－Ｃ
０９、５５９Ｂ－Ｍ００３８－Ｆ０４、５５９Ｂ－Ｍ００４４－Ｃ０５、５５９Ｂ－Ｍ０
０４７－Ｈ０１、５５９Ｂ－Ｍ００１９－Ｅ１２、５５９Ｂ－Ｘ０００４－Ｂ０５、５５
９Ｂ－Ｍ００４８－Ｄ１２、５５９Ｂ－Ｍ００５３－Ｇ０１、５５９Ｂ－Ｍ００３８－Ｈ
０３、５５９Ｂ－Ｍ００１７－Ｈ０８、５５９Ｂ－Ｍ００３５－Ｆ０５、５５９Ｂ－Ｍ０
０３５－Ｈ０９、５５９Ｂ－Ｍ００４３－Ｃ０６、５５９Ｂ－Ｍ０００３－Ａ０８、５５
９Ｂ－Ｍ００５４－Ｂ１１、５５９Ｂ－Ｍ００６７－Ｇ１１、５５９Ｂ－Ｍ００６４－Ｈ
０２または５５９Ｂ－Ｍ００６５－Ｂ１０と同じエピトープと結合する。いくつかの実施
形態では、抗体は、インタクトのＨＭＷＫ、切断ＨＭＷＫおよび／またはＬＭＷＫとの結
合に関して５５９Ｂ－Ｍ００６９－Ｃ０９、５５９Ｂ－Ｍ００３８－Ｆ０４、５５９Ｂ－
Ｍ００４４－Ｃ０５、５５９Ｂ－Ｍ００４７－Ｈ０１、５５９Ｂ－Ｍ００１９－Ｅ１２、
５５９Ｂ－Ｘ０００４－Ｂ０５、５５９Ｂ－Ｍ００４８－Ｄ１２、５５９Ｂ－Ｍ００５３
－Ｇ０１、５５９Ｂ－Ｍ００３８－Ｈ０３、５５９Ｂ－Ｍ００１７－Ｈ０８、５５９Ｂ－
Ｍ００３５－Ｆ０５、５５９Ｂ－Ｍ００３５－Ｈ０９、５５９Ｂ－Ｍ００４３－Ｃ０６、
５５９Ｂ－Ｍ０００３－Ａ０８、５５９Ｂ－Ｍ００５４－Ｂ１１、５５９Ｂ－Ｍ００６７
－Ｇ１１、５５９Ｂ－Ｍ００６４－Ｈ０２または５５９Ｂ－Ｍ００６５－Ｂ１０と競合す
る。
【００２３】
　いくつかの実施形態では、抗体は、５５９Ｂ－Ｍ００６９－Ｃ０９、５５９Ｂ－Ｍ００
３８－Ｆ０４、５５９Ｂ－Ｍ００４４－Ｃ０５、５５９Ｂ－Ｍ００４７－Ｈ０１、５５９
Ｂ－Ｍ００１９－Ｅ１２、５５９Ｂ－Ｘ０００４－Ｂ０５、５５９Ｂ－Ｍ００４８－Ｄ１
２、５５９Ｂ－Ｍ００５３－Ｇ０１、５５９Ｂ－Ｍ００３８－Ｈ０３、５５９Ｂ－Ｍ００
１７－Ｈ０８、５５９Ｂ－Ｍ００３５－Ｆ０５、５５９Ｂ－Ｍ００３５－Ｈ０９、５５９
Ｂ－Ｍ００４３－Ｃ０６、５５９Ｂ－Ｍ０００３－Ａ０８、５５９Ｂ－Ｍ００５４－Ｂ１
１、５５９Ｂ－Ｍ００６７－Ｇ１１、５５９Ｂ－Ｍ００６４－Ｈ０２または５５９Ｂ－Ｍ
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００６５－Ｂ１０と同じ重鎖ＣＤＲおよび軽鎖ＣＤＲを含む。いくつかの例では、抗体は
、５５９Ｂ－Ｍ００６９－Ｃ０９、５５９Ｂ－Ｍ００３８－Ｆ０４、５５９Ｂ－Ｍ００４
４－Ｃ０５、５５９Ｂ－Ｍ００４７－Ｈ０１、５５９Ｂ－Ｍ００１９－Ｅ１２、５５９Ｂ
－Ｘ０００４－Ｂ０５、５５９Ｂ－Ｍ００４８－Ｄ１２、５５９Ｂ－Ｍ００５３－Ｇ０１
、５５９Ｂ－Ｍ００３８－Ｈ０３、５５９Ｂ－Ｍ００１７－Ｈ０８、５５９Ｂ－Ｍ００３
５－Ｆ０５、５５９Ｂ－Ｍ００３５－Ｈ０９、５５９Ｂ－Ｍ００４３－Ｃ０６、５５９Ｂ
－Ｍ０００３－Ａ０８、５５９Ｂ－Ｍ００５４－Ｂ１１、５５９Ｂ－Ｍ００６７－Ｇ１１
、５５９Ｂ－Ｍ００６４－Ｈ０２および５５９Ｂ－Ｍ００６５－Ｂ１０からなる群より選
択される。
【００２４】
　以下の説明では、本開示の１つまたは複数の実施形態の詳細を記載する。以下の図面お
よびいくつかの実施形態の詳細な説明、ならびに添付の「特許請求の範囲」からも、本開
示の他の特徴または利点が明らかになるであろう。
【００２５】
　以下の図面は、本明細書の一部を構成し、本開示の特定の態様をさらに明らかにするた
めに含められ、これらの図面のうち１つまたは複数を本明細書に記載される特定の実施形
態の詳細な説明とともに参照することにより、そのような態様に関する理解を深めること
ができる。
【図面の簡単な説明】
【００２６】
【図１】図１は、表記のＥＬＩＳＡ条件下での５５９Ｂ－Ｍ０００４－Ｂ０４とインタク
トのＨＭＷＫ（暗灰色のバー）または切断ＨＭＷＫ（薄灰色のバー）との結合を示すグラ
フである。
【図２】図２は、様々なＦａｂクローンとインタクトの一本鎖（インタクトの）ＨＭＷＫ
、二本鎖（切断）ＨＭＷＫまたはＬＭＷＫとの結合を示すグラフである。Ａ：本明細書に
記載されるファージディスプレイスクリーニング法を用いて同定されたＦａｂクローン。
インタクトのＨＷＭＫを暗灰色のバー、切断ＨＭＷＫを薄灰色のバー、およびＬＭＷＫを
中間灰色のバーで示す。Ｂ：いくつかの例のＦａｂクローンの結合。ＬＷＭＫを暗灰色の
バー、インタクトのＨＭＷＫを薄灰色のバー、および切断ＨＷＭＫを中間灰色のバーで示
す。
【図３】図３は、インタクトのＨＭＷＫ、切断ＨＭＷＫまたはＬＭＷＫに対する５５９Ｂ
－Ｍ０００４－Ｂ０４の特異性を示すグラフである。精製した切断ＨＭＷＫをＳＢＴアッ
セイ緩衝液（丸）またはＨＭＷＫ欠損血漿（四角）に添加した。精製したインタクトのＨ
ＭＷＫをＳＢＴアッセイ緩衝液に添加した（三角）。精製ＬＭＷＫをＳＢＴアッセイ緩衝
液に添加した（菱形）。ｙ軸はＥＬＩＳＡのシグナルを吸光度単位で表し、ｘ軸はキニノ
ーゲンの濃度をμｇ／ｍＬで表している。
【図４】図４は、血漿またはアッセイ緩衝液中の二本鎖ＨＭＷＫ（切断ＨＭＷＫ）の検出
を示すグラフである。精製した切断ＨＭＷＫをＳＢＴアッセイ緩衝液（白丸）に添加し、
１０％血漿（四角）またはＨＭＷＫ欠損血漿の存在下で分析し、および１０％血漿（三角
）の存在下で分析した。精製した切断ＨＭＷＫを同様にアッセイ緩衝液に添加し、２．５
％血漿（菱形）またはＨＭＷＫ欠損血漿の存在下で分析し、および２．５％血漿（黒丸）
の存在下で分析した。ｙ軸はＥＬＩＳＡのシグナルを吸光度単位で表し、ｘ軸はキニノー
ゲンの濃度をμｇ／ｍＬで表している。
【図５】図５は、接触系活性化の前および後における表記のヒト血漿試料中の切断ＨＭＷ
Ｋのレベルを示すグラフである。Ａ：ＦＸＩＩａまたはエラグ酸による接触系活性化の前
および後。Ｂ：ＦＸＩＩａ、ｐＫａｌまたはエラグ酸による接触系活性化の前および後。
【図６】図６は、エラグ酸による接触系活性化の前および後における１２人の健常ヒトド
ナー由来の血漿試料中の切断ＨＭＷＫのレベルを示すグラフである。
【図７】図７は、ｐＫａｌ阻害剤による阻害後の切断ＨＭＷＫのレベルを示すグラフであ
る。Ａ：エラグ酸による接触系活性化前のラナデルマブ（ｌａｎｄａｄｅｌｕｍａｂ）／
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ＤＸ－２９３０またはＣ１－ＩＮＨによる阻害。Ｂ：１０ｎＭ　ＦＸＩＩａによる接触系
活性化前のラナデルマブ／ＤＸ－２９３０によるプールしたクエン酸ナトリウム加血漿試
料の阻害。
【図８】図８は、ＦＸＩＩａまたはエラグ酸による接触系活性化後の表記の時点における
切断ＨＭＷＫ生成を示すグラフである。
【図９】図９は、正常対象およびＨＡＥを有する対象由来の血漿試料中の二本鎖ＨＭＷＫ
のレベルを示すグラフである。
【図１０】図１０は、ＨＭＷＫのウエスタンブロット分析から得られた結果を示す写真で
あり、本明細書に記載される二本鎖ＨＭＷＫのＥＬＩＳＡアッセイから得られた結果と一
致している。ヒトクエン酸加血漿試料（正常血漿、ＦＸＩＩ欠損血漿およびプレカリクレ
イン欠損血漿）をマウスモノクローナル抗ＨＭＷＫ軽鎖抗体、次いでヤギ抗マウス検出抗
体でプロービングした。分析した血漿試料は無処置であるか、または１００ｎＭ　ｐＫａ
ｌ、１０ｎＭ　ＦＸＩＩａもしくは１０％エラグ酸で活性化した試料のいずれかである。
【図１１】図１１は、クエン酸加血漿試料またはＥＤＴＡ加血漿試料のいずれかにＺｎＣ
ｌ２を添加することによりＥＬＩＳＡアッセイの二本鎖ＨＭＷＫのシグナルが増大したこ
とを示すグラフである。ｘ軸は、４０倍希釈後のアッセイウェル中のＺｎＣｌ２の濃度を
示している。
【図１２】図１２は、本明細書に記載される抗体を用いたアッセイの発見および開発の模
式図である。Ａ：二本鎖ＨＭＷＫ結合抗体の発見に用いたファージディスプレイ法の模式
図。Ｂ：二本鎖ＨＭＷＫ特異的抗体／Ｆａｂ（例えば、５５９Ｂ－Ｍ０００４－Ｂ０４）
を９６ウェルプレートに固定化してクエン酸加血漿中の二本鎖ＨＭＷＫを捕捉した後、洗
浄し、標識とコンジュゲートした抗ＨＭＷＫ抗体（抗ＨＭＷＫ－ＨＲＰ）で検出するサン
ドイッチＥＬＩＳＡアッセイの例。
【図１３】図１３は、クエン酸加血漿試料に二本鎖ＨＭＷＫを添加した（最終希釈１０％
）二本鎖ＨＭＷＫサンドイッチＥＬＩＳＡ法の標準曲線から得られた結果を示すグラフで
ある。
【図１４】図１４は、ファージディスプレイによる選択およびスクリーニングによる二本
鎖ＨＭＷＫ特異的抗体の同定を示す図である。Ａ：各被験抗体（Ｆａｂ）について、ｙ軸
上のＬＭＷＫ結合アッセイの結果に対する二本鎖ＨＷＭＫ結合アッセイの結果の比と、ｘ
軸上の一本鎖ＨＭＷＫ結合アッセイの結果に対する二本鎖ＨＭＷＫ結合アッセイの結果の
比を比較してプロットしたもの。３８４ウェルプレートに組換えＦａｂフラグメントを受
動的に固定化した後、ビオチン化二本鎖ＨＭＷＫ、一本鎖ＨＭＷＫまたはＬＭＷＫ、次い
でストレプトアビジン－ＨＲＰを添加した。Ｂ：表記の単離Ｆａｂフラグメントの一本鎖
ＨＭＷＫ、二本鎖ＨＭＷＫまたはＬＭＷＫとの結合を示している。
【図１５】図１５は、５５９Ｂ－Ｍ０００４－Ｂ０４との結合に関する二本鎖ＨＭＷＫお
よびキニノーゲンペプチド（ＨＫＨ２０およびＧＣＰ２８）の競合を示すグラフである。
【図１６】図１６は、ヒト血漿試料中の二本鎖ＨＭＷＫの検出に関して最適化したサンド
イッチＥＬＩＳＡ法の標準曲線を示すグラフである。
【図１７】図１７は、クエン酸加血漿試料中の二本鎖ＨＭＷＫのレベルを健常対象由来の
試料とＨＡＥ患者由来の試料とで比較したウエスタンブロット分析のグラフである。Ａ：
試料中の二本鎖ＨＭＷＫのパーセントを健常対象（「ＨＶ」）由来の試料ならびにＨＡＥ
発作間（「基礎状態」）およびＨＡＥ発作時（「発作」）のＨＡＥ患者由来の試料で比較
した散布図。Ｂ：検出の感度および特異性をＨＡＥ基礎状態の試料と健常対象由来の試料
とで比較したＲＯＣ（受診者動作特性）解析（ＡＵＣ＝０．９７７）。Ｃ：検出の感度お
よび特異性をＨＡＥ発作時の試料と健常対象由来の試料とで比較したＲＯＣ解析（ＡＵＣ
＝１）。Ｄ：検出の感度および特異性をＨＡＥ発作時の試料とＨＡＥ基礎状態の試料とで
比較したＲＯＣ解析（ＡＵＣ＝０．６２５）。
【図１８】図１８は、ＳＣＡＴ１６９血漿試料中の二本鎖ＨＭＷＫのレベルを健常対象由
来の試料とＨＡＥ患者由来の試料とで比較したウエスタンブロット分析のグラフである。
Ａ：試料中の二本鎖ＨＭＷＫのパーセントを健常対象（「ＨＶ」）由来の試料ならびにＨ
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ＡＥ発作間（「基礎状態」）およびＨＡＥ発作時（「発作」）のＨＡＥ患者由来の試料で
比較した散布図。Ｂ：検出の感度および特異性をＨＡＥ基礎状態の試料と健常由来の試料
とで比較したＲＯＣ解析（ＡＵＣ＝０．９１５）。Ｃ：検出の感度および特異性をＨＡＥ
発作時の試料と健常対象由来の試料とで比較したＲＯＣ解析（ＡＵＣ＝０．９６７）。Ｄ
：検出の感度および特異性をＨＡＥ発作時の試料とＨＡＥ基礎状態の試料とで比較したＲ
ＯＣ解析（ＡＵＣ＝０．５９７）。
【図１９】図１９は、クエン酸加血漿試料中の二本鎖ＨＭＷＫのレベルを健常対象由来の
試料とＨＡＥ患者由来の試料とで比較したＥＬＩＳＡ分析のグラフである。Ａ：試料中の
二本鎖ＨＭＷＫのパーセントを健常対象（「ＨＶ」）由来の試料ならびにＨＡＥ発作間（
「基礎状態」）およびＨＡＥ発作時（「発作」）のＨＡＥ患者由来の試料で比較した散布
図。Ｂ：検出の感度および特異性をＨＡＥ基礎状態の試料と健常対象由来の試料とで比較
したＲＯＣ解析（ＡＵＣ＝０．７９５）。Ｃ：検出の感度および特異性をＨＡＥ発作時の
試料と健常対象由来の試料とで比較したＲＯＣ解析（ＡＵＣ＝０．８６６）。Ｄ：検出の
感度および特異性をＨＡＥ発作時の試料とＨＡＥ基礎状態の試料とで比較したＲＯＣ解析
（ＡＵＣ＝０．７０９）。
【図２０】図２０は、ＳＣＡＴ１６９試料中の二本鎖ＨＭＷＫのレベルを健常対象由来の
試料とＨＡＥ患者由来の試料とで比較したＥＬＩＳＡ分析のグラフである。Ａ：試料中の
二本鎖ＨＭＷＫのパーセントを健常対象（「ＨＶ」）由来の試料ならびにＨＡＥ発作間（
「基礎状態」）およびＨＡＥ発作時（「発作」）のＨＡＥ患者由来の試料で比較した散布
図。Ｂ：検出の感度および特異性を基礎状態の試料と健常対象由来の試料とで比較したＲ
ＯＣ解析（ＡＵＣ＝０．９９９）。Ｃ：検出の感度および特異性をＨＡＥ発作時の試料と
健常対象由来の試料とで比較したＲＯＣ解析（ＡＵＣ＝１）。Ｄ：検出の感度および特異
性をＨＡＥ発作時の試料とＨＡＥ基礎状態の試料とで比較したＲＯＣ解析（ＡＵＣ＝０．
８１７６）。
【発明を実施するための形態】
【００２７】
（本開示の詳細な説明）
　血漿カリクレイン（ＰＫａｌ）は、接触系のセリンプロテアーゼ成分であり、循環血中
の主要なブラジキニン生成酵素である。接触系は、異物表面または負荷電表面と接触した
際に第ＸＩＩａ因子（活性型の第ＸＩＩ因子または第ＦＸＩＩ因子）によって活性化され
るか、あるいはプロリルカルボキシペプチダーゼによって内皮細胞表面上で活性化される
（Ｓａｉｎｚ　Ｉ．Ｍ．ら，Ｔｈｒｏｍｂ　Ｈａｅｍｏｓｔ　９８，７７－８３，２００
７）。血漿カリクレインが活性化すると、第ＸＩＩ因子のフィードバック活性化を介して
内因性の凝固が増幅され、キニノーゲン前駆体である高分子量キニノーゲン（ＨＭＷＫ）
がタンパク質分解作用によって切断され、炎症誘発性ノナペプチドのブラジキニン、およ
びジスルフィド結合によって結合した２本のポリペプチド鎖を含む切断ＨＭＷＫ（二本鎖
ＨＭＷＫとしても知られる）が放出される。
【００２８】
　循環血中の主要なキニノゲナーゼである血漿カリクレインは、主として血管系のブラジ
キニン生成を担っている。Ｃ１阻害タンパク質（Ｃ１－ＩＮＨ）に遺伝的欠陥があると、
遺伝性血管性浮腫（ＨＡＥ）が生じる。ＨＡＥ患者はしばしば、原因不明のトリガーによ
って誘発され痛みを伴う急性発作に見舞われる（Ｚｕｒａｗ　Ｂ．Ｌ．ら，Ｎ　Ｅｎｇｌ
　Ｊ　Ｍｅｄ　３５９，１０２７－１０３６，２００８）。動物モデルでの薬理学作用物
質の使用または遺伝学的研究から、血漿カリクレイン－キニン系（血漿ＫＫＳ）は様々な
疾患に関与している。
【００２９】
　ＨＡＥ発作、ならびに他のｐＫａｌに関連する障害では切断ＨＭＷＫのレベルが上昇す
ることが見出された。このため、切断ＨＭＷＫは、疾患の発症および／または治療の有効
性をモニターするバイオマーカーとしての役割を果たすことができる。しかし、当該技術
分野には、インタクトのＨＭＷＫと切断型のＨＭＷＫとを有効に識別することができる適
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切な薬剤および／または適切なアッセイが存在しない。
【００３０】
　本開示は、少なくとも部分的には、切断ＨＭＷＫを高い特異性および感度で検出するこ
とが可能な特異的イムノアッセイの開発に基づく。切断ＨＭＷＫと特異的に結合する薬剤
を支持要素（例えば、多ウェルプレート）上に固定化するサンドイッチＥＬＩＳＡ法によ
り、抗原（この場合、切断ＨＭＷＫ）を支持要素上に固定化するＥＬＩＳＡの状況と比較
して検出効率が意外にも増大するのが観察された。さらに、予想外にも、ウシ血清アルブ
ミン（ＢＳＡ）を含有するブロッキング緩衝液ではなくＬｏｗＣｒｏｓｓブロッキング緩
衝液（カゼインを含有する）を使用することにより、切断ＨＭＷＫに特異的な抗体を発見
する最初のスクリーニング時の検出特異性および検出感度が増大するのが観察された。さ
らに、９６ウェルプレートを使用すると、３８４ウェルプレートと比較して検出特異性お
よび検出感度がさらに増大した。本開示はまた、少なくとも部分的には、切断ＨＭＷＫと
特異的に結合する抗体の単離にも基づく。
【００３１】
　したがって、本明細書において、切断ＨＭＷＫ（例えば、分子量が４６ｋＤａの切断Ｈ
ＭＷＫ）と特異的に結合する薬剤（例えば、抗体）を用いて、ＨＭＷＫ種を含有すること
が疑われる生体試料中の切断ＨＭＷＫの存在を検出する、またはそのレベルを測定するイ
ムノアッセイが提供される。切断ＨＭＷＫのレベルと、ｐＫａｌに関連する障害またはｐ
Ｋａｌ介在性の障害（例えば、ＨＡＥ）との間に相関があることを考えると、本明細書に
記載されるイムノアッセイは、そのような疾患のリスクがある患者を特定すること、疾患
進行をモニターすることおよび／またはそのような障害に対する治療の有効性をモニター
することに適用することができる。
【００３２】
　Ｉ．切断ＨＭＷＫを特異的に検出するイムノアッセイ
　本開示の一態様は、切断ＨＭＷＫを高い感度および特異性で検出するイムノアッセイに
関する。このようなイムノアッセイは、切断ＨＭＷＫと特異的に結合する薬剤を、９６ウ
ェルプレートであってよい支持要素上に固定化するサンドイッチＥＬＩＳＡ法を含み得る
。本明細書に記載されるイムノアッセイにより、インタクトのＨＭＷＫおよび切断ＨＭＷ
Ｋの両方、ならびにＬＭＷＫを含み得る生体試料、例えば血清試料または血漿試料中の切
断ＨＭＷＫを選択的に検出することが可能である。
【００３３】
　（ｉ）高分子量キニノーゲン
　高分子量キニノーゲン（ＨＭＷＫ）は、血漿中に分子量が約１１０ｋＤａの単一ポリペ
プチド（一本鎖）マルチドメイン（ドメイン１～６）タンパク質として存在し、本明細書
ではインタクトのＨＷＭＫと呼ばれる。ＨＭＷＫをコードするヒト遺伝子はキニノーゲン
１（ＫＮＧ１）である。ＫＮＧ１は、転写され選択的スプライシングを受けて、ＨＭＷＫ
または低分子量キニノーゲン（ＬＭＷＫ）のいずれかをコードするｍＲＮＡを形成する。
ＨＭＷＫの例示的タンパク質配列を下に記載する：
＞ｇｉ｜１５６２３１０３７｜ｒｅｆ｜ＮＰ＿００１０９５８８６．１｜キニノーゲン－
１アイソフォーム１前駆体［ヒト（Ｈｏｍｏ　ｓａｐｉｅｎｓ）］
ＭＫＬＩＴＩＬＦＬＣＳＲＬＬＬＳＬＴＱＥＳＱＳＥＥＩＤＣＮＤＫＤＬＦＫＡＶＤＡＡ
ＬＫＫＹＮＳＱＮＱＳＮＮＱＦＶＬＹＲＩＴＥＡＴＫＴＶＧＳＤＴＦＹＳＦＫＹＥＩＫＥ
ＧＤＣＰＶＱＳＧＫＴＷＱＤＣＥＹＫＤＡＡＫＡＡＴＧＥＣＴＡＴＶＧＫＲＳＳＴＫＦＳ
ＶＡＴＱＴＣＱＩＴＰＡＥＧＰＶＶＴＡＱＹＤＣＬＧＣＶＨＰＩＳＴＱＳＰＤＬＥＰＩＬ
ＲＨＧＩＱＹＦＮＮＮＴＱＨＳＳＬＦＭＬＮＥＶＫＲＡＱＲＱＶＶＡＧＬＮＦＲＩＴＹＳ
ＩＶＱＴＮＣＳＫＥＮＦＬＦＬＴＰＤＣＫＳＬＷＮＧＤＴＧＥＣＴＤＮＡＹＩＤＩＱＬＲ
ＩＡＳＦＳＱＮＣＤＩＹＰＧＫＤＦＶＱＰＰＴＫＩＣＶＧＣＰＲＤＩＰＴＮＳＰＥＬＥＥ
ＴＬＴＨＴＩＴＫＬＮＡＥＮＮＡＴＦＹＦＫＩＤＮＶＫＫＡＲＶＱＶＶＡＧＫＫＹＦＩＤ
ＦＶＡＲＥＴＴＣＳＫＥＳＮＥＥＬＴＥＳＣＥＴＫＫＬＧＱＳＬＤＣＮＡＥＶＹＶＶＰＷ
ＥＫＫＩＹＰＴＶＮＣＱＰＬＧＭＩＳＬＭＫＲＰＰＧＦＳＰＦＲＳＳＲＩＧＥＩＫＥＥＴ
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ＴＶＳＰＰＨＴＳＭＡＰＡＱＤＥＥＲＤＳＧＫＥＱＧＨＴＲＲＨＤＷＧＨＥＫＱＲＫＨＮ
ＬＧＨＧＨＫＨＥＲＤＱＧＨＧＨＱＲＧＨＧＬＧＨＧＨＥＱＱＨＧＬＧＨＧＨＫＦＫＬＤ
ＤＤＬＥＨＱＧＧＨＶＬＤＨＧＨＫＨＫＨＧＨＧＨＧＫＨＫＮＫＧＫＫＮＧＫＨＮＧＷＫ
ＴＥＨＬＡＳＳＳＥＤＳＴＴＰＳＡＱＴＱＥＫＴＥＧＰＴＰＩＰＳＬＡＫＰＧＶＴＶＴＦ
ＳＤＦＱＤＳＤＬＩＡＴＭＭＰＰＩＳＰＡＰＩＱＳＤＤＤＷＩＰＤＩＱＩＤＰＮＧＬＳＦ
ＮＰＩＳＤＦＰＤＴＴＳＰＫＣＰＧＲＰＷＫＳＶＳＥＩＮＰＴＴＱＭＫＥＳＹＹＦＤＬＴ
ＤＧＬＳ（配列番号１）
【００３４】
　本明細書で「インタクトのキニノーゲン」とも呼ばれるインタクトのＨＭＷＫは、例え
ば、凝固法または免疫学的方法、例えばラジオイムノアッセイを用いてアッセイすること
ができる（例えば、Ｋｅｒｂｉｒｉｏｕ－Ｎａｂｉａｓ，Ｄ．Ｍ．，Ｂｒ　Ｊ　Ｈａｅｍ
ａｔｏｌ，１９８４，５６（２）：２７３４－８６を参照されたい）。ヒトＨＭＷＫの軽
鎖に対するモノクローナル抗体が知られている。例えば、Ｒｅｄｄｉｇａｒｉ，Ｓ．Ｒ．
およびＫａｐｌａｎ，Ａ．Ｐ．，Ｂｌｏｏｄ，１９９９，７４：６９５－７０２を参照さ
れたい。発色基質に依存するＨＭＷＫのアッセイも同様に用いることができる。例えば、
Ｓｃｏｔｔ，Ｃ．Ｆ．ら，Ｔｈｒｏｍｂ　Ｒｅｓ，１９８７，４８（６）：６８５－７０
０；Ｇａｌｌｉｍｏｒｅ，Ｍ．Ｊ．ら，Ｔｈｒｏｍｂ　Ｒｅｓ，２００４，１１４（２）
：９１－９６を参照されたい。
【００３５】
　ＨＭＷＫは、ドメイン４内でｐＫａｌにより切断されて、９アミノ酸の炎症誘発性ペプ
チドであるブラジキニン、および本明細書で切断ＨＭＷＫと呼ばれる二本鎖型ＨＭＷＫを
放出する。ＨＭＷＫの２本の鎖は、ドメイン１～３を含む重鎖とドメイン５および６を含
む軽鎖であり、この２本はジスルフィド結合により結合している。インタクトのＨＭＷＫ
が最初に切断されたとき、重鎖および軽鎖の分子量はそれぞれ約６５ｋＤａおよび約５６
ｋＤａである。さらなるタンパク質分解プロセシングを受けて４６ｋＤａの軽鎖が生じる
。
【００３６】
　切断されたキニノーゲンの重鎖および軽鎖の例示的配列を下に記載する。
【００３７】
＞切断されたキニノーゲン－１の重鎖
ＱＥＳＱＳＥＥＩＤＣＮＤＫＤＬＦＫＡＶＤＡＡＬＫＫＹＮＳＱＮＱＳＮＮＱＦＶＬＹＲ
ＩＴＥＡＴＫＴＶＧＳＤＴＦＹＳＦＫＹＥＩＫＥＧＤＣＰＶＱＳＧＫＴＷＱＤＣＥＹＫＤ
ＡＡＫＡＡＴＧＥＣＴＡＴＶＧＫＲＳＳＴＫＦＳＶＡＴＱＴＣＱＩＴＰＡＥＧＰＶＶＴＡ
ＱＹＤＣＬＧＣＶＨＰＩＳＴＱＳＰＤＬＥＰＩＬＲＨＧＩＱＹＦＮＮＮＴＱＨＳＳＬＦＭ
ＬＮＥＶＫＲＡＱＲＱＶＶＡＧＬＮＦＲＩＴＹＳＩＶＱＴＮＣＳＫＥＮＦＬＦＬＴＰＤＣ
ＫＳＬＷＮＧＤＴＧＥＣＴＤＮＡＹＩＤＩＱＬＲＩＡＳＦＳＱＮＣＤＩＹＰＧＫＤＦＶＱ
ＰＰＴＫＩＣＶＧＣＰＲＤＩＰＴＮＳＰＥＬＥＥＴＬＴＨＴＩＴＫＬＮＡＥＮＮＡＴＦＹ
ＦＫＩＤＮＶＫＫＡＲＶＱＶＶＡＧＫＫＹＦＩＤＦＶＡＲＥＴＴＣＳＫＥＳＮＥＥＬＴＥ
ＳＣＥＴＫＫＬＧＱＳＬＤＣＮＡＥＶＹＶＶＰＷＥＫＫＩＹＰＴＶＮＣＱＰＬＧＭＩＳＬ
ＭＫ（配列番号２）
＞切断されたキニノーゲン－１の軽鎖
ＳＳＲＩＧＥＩＫＥＥＴＴＶＳＰＰＨＴＳＭＡＰＡＱＤＥＥＲＤＳＧＫＥＱＧＨＴＲＲＨ
ＤＷＧＨＥＫＱＲＫＨＮＬＧＨＧＨＫＨＥＲＤＱＧＨＧＨＱＲＧＨＧＬＧＨＧＨＥＱＱＨ
ＧＬＧＨＧＨＫＦＫＬＤＤＤＬＥＨＱＧＧＨＶＬＤＨＧＨＫＨＫＨＧＨＧＨＧＫＨＫＮＫ
ＧＫＫＮＧＫＨＮＧＷＫＴＥＨＬＡＳＳＳＥＤＳＴＴＰＳＡＱＴＱＥＫＴＥＧＰＴＰＩＰ
ＳＬＡＫＰＧＶＴＶＴＦＳＤＦＱＤＳＤＬＩＡＴＭＭＰＰＩＳＰＡＰＩＱＳＤＤＤＷＩＰ
ＤＩＱＩＤＰＮＧＬＳＦＮＰＩＳＤＦＰＤＴＴＳＰＫＣＰＧＲＰＷＫＳＶＳＥＩＮＰＴＴ
ＱＭＫＥＳＹＹＦＤＬＴＤＧＬＳ（配列番号３）
【００３８】
　（ｉｉ）切断ＨＭＷＫに特異的な抗体
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　本明細書に記載されるイムノアッセイでは、切断ＨＭＷＫと特異的に結合することがで
きる任意の薬剤、例えば、インタクトのＨＭＷＫ上には存在しない切断ＨＭＷＫ上のネオ
エピトープを認識する薬剤を使用し得る。いくつかの実施形態では、切断ＨＭＷＫ結合剤
は抗体である。
【００３９】
　抗体（互換的に複数形で使用される）とは、免疫グロブリンの可変領域に存在する少な
くとも１つの抗原認識部位を介して炭水化物、ポリヌクレオチド、脂質、ポリペプチドな
どの標的と特異的に結合することが可能な免疫グロブリン分子のことである。本明細書で
使用される「抗体」という用語は、インタクト（すなわり、完全長）のポリクローナルま
たはモノクローナル抗体のみならず、その抗原結合フラグメント（Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ
（ａｂ’）２、Ｆｖ）、一本鎖（ｓｃＦｖ）、その変異体、抗体部分を含む融合タンパク
質、ヒト化抗体、キメラ抗体、ダイアボディ、線状抗体、一本鎖抗体、多重特異性抗体（
例えば、二重特異性抗体）、ならびに抗体のグリコシル化バリアント、抗体のアミノ酸配
列バリアントおよび共有結合により改変された抗体を含む、必要な特異性を有する抗原認
識部位を含み、立体配置が改変された他の任意の免疫グロブリン分子も包含する。抗体は
、任意のクラス、例えばＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ、ＩｇＡまたはＩｇＭなど（またはその
サブクラス）の抗体を含み、抗体は、いずれかの特定のクラスの抗体である必要はない。
免疫グロブリンは、その重鎖の定常ドメインの抗体アミノ酸配列に応じて様々なクラスに
分けることができる。免疫グロブリンの主要なクラスには、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、Ｉ
ｇＧおよびＩｇＭの５種類があり、このうちのいくつかは、さらにサブクラス（アイソタ
イプ）、例えばＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１およびＩｇＡ２に分
けることができる。免疫グロブリンの様々なクラスに対応する重鎖定常ドメインは、それ
ぞれアルファ、デルタ、イプシロン、ガンマおよびミューと呼ばれる。免疫グロブリンの
様々なクラスのサブユニット構造および三次元立体配置についてはよく知られている。
【００４０】
　本明細書に記載されるいかなる抗体も、モノクローナルまたはポリクローナルのいずれ
かであり得る。「モノクローナル抗体」は均一な抗体集団を指し、「ポリクローナル抗体
」は不均一な抗体集団を指す。この２つの用語は、抗体の供給源も抗体の作製方法も限定
するものではない。
【００４１】
　切断ＨＭＷＫまたはそのエピトープと「特異的に結合する」抗体は、当該技術分野で十
分に理解されている用語であり、そのような特異的結合を決定する方法も当該技術分野で
周知である。ある分子が代替の標的（例えば、インタクトのＨＭＷＫおよび／またはＬＭ
ＷＫ）を結合するよりも高い頻度、速やかに、長い持続時間および／または高い親和性で
特定の標的抗原（ここでは切断ＨＭＷＫ）と反応または会合する場合、その分子は「特異
的結合」を示すと言う。ある抗体が他の物質と結合するよりも高い親和性、高いアビディ
ティ、速やかにおよび／または長い持続時間で標的抗原と結合する場合、その抗体は標的
抗原に「特異的に結合する」。例えば、切断ＨＭＷＫまたはそのエピトープと特異的（ま
たは優先的）に結合する抗体は、他の抗原（例えば、インタクトのＨＭＷＫまたはＬＭＷ
Ｋ）または同じ抗原の他のエピトープと結合するよりも高い親和性、高いアビディティ、
より容易におよび／または長い持続時間でこの標的抗原と結合する抗体である。この定義
を読むことによって、例えば、第一の標的抗原と特異的に結合する抗体は、第二の標的抗
原と特異的または優先的に結合してもよく、またはしなくてもよいこともまた理解される
。したがって、「特異的結合」または「優先的結合」は、排他的結合を必ずしも必要とし
ない（ただし、そのような結合を含み得る）。一般的には、結合と言う場合、それは優先
的結合を意味するが、必ずしもそれを意味するわけではない。
【００４２】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載される切断ＨＭＷＫと特異的に結合する抗体
（同様に切断ＨＭＷＫとインタクトのＨＭＷＫの両方および任意選択でＬＭＷＫと結合す
る他の抗体）は、切断ＨＭＷＫ（または本明細書に記載される別の標的抗原）に対して適
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切な結合親和性を有する。本明細書で使用される「結合親和性」は見かけの結合定数また
はＫＡを指す。ＫＡは解離定数（ＫＤ）の逆数である。本明細書に記載される抗体は、少
なくとも１０－５Ｍ、１０－６Ｍ、１０－７Ｍ、１０－８Ｍ、１０－９Ｍ、１０－１０Ｍ
またはそれ以下の結合親和性（ＫＤ）を有し得る。結合親和性の増大はＫＤの減少に対応
する。ある抗体が第二の標的よりも高い親和性で第一の標的と結合することは、第一の標
的との結合に対するＫＡが第二の標的との結合に対するＫＡ（またはＫＤの数値）よりも
大きい（またはＫＤの数値が小さい）ことによって示され得る。このような場合、その抗
体は、第二の標的（例えば、第二のコンホメーションの同じタンパク質もしくはその模倣
体；または第二のタンパク質）と比較して第一の標的（例えば、第一のコンホメーション
のタンパク質またはその模倣体）に対して特異性を有する。（例えば、特異性またはその
他を比較する際の）結合親和性の差は、少なくとも１．５倍、２倍、３倍、４倍、５倍、
１０倍、１５倍、２０倍、３７．５倍、５０倍、７０倍、８０倍、９１倍、１００倍、５
００倍、１０００倍、１０，０００倍または１０５倍であり得る。例えば、本明細書に記
載される切断ＨＭＷＫと特異的に結合する抗体の結合親和性は、インタクトのＨＭＷＫお
よび／またはＬＭＷＫに対するその抗体の結合親和性の１０倍、１００倍、１０，０００
倍または１０５倍であり得る。
【００４３】
　結合親和性は、平衡透析法、平衡結合、ゲルろ過、ＥＬＩＳＡ、表面プラズモン共鳴ま
たは分光測定法（例えば、蛍光アッセイを用いるもの）を含む様々な方法によって決定す
ることができる。結合親和性を評価する例示的条件は、ＨＢＳ－Ｐ緩衝液（１０ｍＭ　Ｈ
ＥＰＥＳ（ｐＨ７．４）、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、０．００５％（ｖ／ｖ）界面活性剤Ｐ
２０）中である。これらの技術を用いて、結合した結合タンパク質の濃度を標的タンパク
質濃度の関数として測定することができる。結合した結合タンパク質の濃度（［結合］）
は以下の方程式：
　［結合］＝［Ｎ］［遊離］／（Ｋｄ＋［遊離］）
により遊離の標的タンパク質濃度（［遊離］）および標的上にある結合タンパク質の結合
部位の濃度に関連し、式中、（Ｎ）は１標的分子当たりの結合部位の数である。
【００４４】
　必ずしもＫＡを正確に決定する必要はなく、その理由は、例えばＥＬＩＳＡまたはＦＡ
ＣＳ解析などの方法を用いて決定され、ＫＡに比例し、このため比較に使用することがで
きる親和性の定量的測定を得ること、例えばより高い親和性が、例えば２倍高い親和性で
あるかどうかを決定すること、親和性の定性的測定を得ること、または例えば機能的アッ
セイ、例えばｉｎ　ｖｉｔｒｏアッセイもしくはｉｎ　ｖｉｖｏアッセイでの活性によっ
て親和性の推論を得ることで十分であるためである。
【００４５】
　いくつかの実施形態では、切断ＨＭＷＫと特異的に結合する抗体（抗切断ＨＭＷＫ抗体
とも呼ばれる）は、切断ＨＭＷＫの５５９Ｂ－Ｍ００４－Ｂ０４と同じエピトープと結合
する。「エピトープ」は、結合タンパク質（例えば、Ｆａｂまたは完全長抗体などの抗体
）が結合する標的抗原上の部位を指す。この部位は、もっぱらアミノ酸要素からなるもの
であっても、もっぱらタンパク質のアミノ酸が化学修飾されたもの（例えば、グリコシル
部分）からなるものであっても、その組合せからなるものであってもよい。重複するエピ
トープは、少なくとも１つの共通のアミノ酸残基、グリコシル基、リン酸基、硫酸基また
はその他の分子構造を含む。エピトープは、直線状である場合もあれば、他の例では、エ
ピトープはコンフォメーションエピトープである。
【００４６】
　第一の抗体が、第二の抗体が結合するのと同じ標的抗原上の部位と結合するか、または
第二の抗原が結合する部位と例えば、アミノ酸配列または他の分子構造（例えば、グリコ
シル基、リン酸基または硫酸基）が重複する（例えば、５０％、６０％、７０％、８０％
、９０％または１００％重複する）部位と結合する場合、その第一の抗体は第二の抗体と
「同じエピトープと結合する」。
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【００４７】
　いくつかの実施形態では、切断ＨＭＷＫと特異的に結合する抗体は、ＨＭＷＫとの結合
に関して５５９Ｂ－Ｍ００４－Ｂ０４と競合する。第一の抗体がそのエピトープと結合す
ることにより、そのエピトープと結合する第二の抗体の量が（例えば、１０％、２０％、
３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、１００％またはそれ以上）
減少する場合、第一の抗体は第二の抗体と「結合に関して競合する」。競合は、直接的（
例えば、第一の抗体が、第二の抗体が結合するエピトープと同じであるか、または重複す
るエピトープと結合する）または間接的（例えば、第一の抗体がそのエピトープと結合す
ることによって標的抗原に立体的変化が起こり、第二の抗体がそのエピトープと結合する
能力が低下する）であり得る。
【００４８】
　いくつかの例では、切断ＨＭＷＫと特異的に結合する抗体は、５５９Ｂ－Ｍ００４－Ｂ
０４の対応するＶＨＣＤＲと少なくとも７５％（例えば、８０％、８５％、９０％、９５
％、９６％、９７％、９８％または９９％）同一であるＶＨＣＤＲ１、ＶＨＣＤＲ２およ
び／またはＶＨＣＤＲ３を含む、ＶＨ鎖を含む。あるいはまたはこれに加えて、切断ＨＭ
ＷＫと特異的に結合する抗体は、５５９Ｂ－Ｍ００４－Ｂ０４の対応するＶＬＣＤＲと少
なくとも７５％（例えば、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％ま
たは９９％）同一であるＶＬＣＤＲ１、ＶＬＣＤＲ２および／またはＶＬＣＤＲ３を含む
。いくつかの実施形態では、切断ＨＭＷＫと特異的に結合する抗体は、５５９Ｂ－Ｍ００
４－Ｂ０４と同じ重鎖および／または軽鎖の相補性決定領域（ＣＤＲ）を有する。
【００４９】
　「相補性決定領域」または「ＣＤＲ」は、当該技術分野では、抗原特異性および結合親
和性を付与する抗体可変領域内の非連続的なアミノ酸配列として知られている。一般に、
各重鎖可変領域に３つのＣＤＲおよび各軽鎖可変領域に３つのＣＤＲがある。所定のＣＤ
Ｒの正確なアミノ酸配列の境界は、よく知られた多数のスキームのいずれかを用いて容易
に決定することが可能であり、このようなスキームとしては、Ｋａｂａｔら（１９９１）
により記載されているもの（Ｐｕｂｌｉｃ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｓｅｒｖｉｃｅ，第５版，国
立衛生研究所，ベセスダ，メリーランド州）（Ｋａｂａｔ番号付けスキーム）、Ａｌ－Ｌ
ａｚｉｋａｎｉら（１９９７）（ＪＭＢ　２７３，９２７－９４８）により記載されてい
るもの（Ｃｈｏｔｈｉａ番号付けスキーム）、ＭａｃＣａｌｌｕｍら（Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉ
ｏｌ．２６２：７３２－７４５（１９９６））により記載されているもの（Ｃｏｎｔａｃ
ｔ番号付けスキーム）、Ｌｅｆｒａｎｃ　ＭＰら（Ｄｅｖ　Ｃｏｍｐ　Ｉｍｍｕｎｏｌ，
２００３　Ｊａｎｕａｒｙ；２７（１）：５５－７７）により記載されているもの（ＩＭ
ＧＴ番号付けスキーム）およびＨｏｎｅｇｇｅｒ　ＡおよびＰｌｕｃｋｔｈｕｎ　Ａ（Ｊ
　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ，２００１　Ｊｕｎ．８；３０９（３）：６５７－７０）により記載
されているもの（ＡＨｏ番号付けスキーム）が挙げられる。
【００５０】
　所定のＣＤＲの境界は、同定に用いるスキームによって異なり得る。例えば、Ｋａｂａ
ｔスキームは構造アライメントに基づくものであるが、Ｃｈｏｔｈｉａスキームは構造情
報に基づくものである。Ｃｏｎｔａｃｔスキームは複雑な結晶構造の解析に基づくもので
あり、多くの点でＣｈｏｔｈｉａ番号付けスキームと類似している。したがって、特に明
記されない限り、所定の抗体の「相補性決定領域」または「ＣＤＲ」という用語は、上記
のいずれかの既知のスキームによって決定される相補性決定領域を包含するものとして理
解すべきである。
【００５１】
　ある抗体が、同じ番号付けスキームによって決定した場合に５５９Ｂ－Ｍ００４－Ｂ０
４（ならびに本明細書に開示される他の例示的抗体）と同じＶＨＣＤＲおよび／またはＶ

ＬＣＤＲを有する場合、そのような抗体は５５９Ｂ－Ｍ００４－Ｂ０４（または本明細書
に開示される他の例示的抗体）と同じＣＤＲを有するものと考えられ、本開示の範囲内に
含まれる。例えば、そのような抗体は、Ｃｈｏｔｈｉａ番号付けスキームによって決定し
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た場合にクローン５５９Ｂ－Ｍ００４－Ｂ０４と同じＶＨＣＤＲおよび／またはＶＬＣＤ
Ｒを有し得る。別の例では、本開示の範囲内に含まれる抗切断ＨＭＷＫ抗体は、Ｋａｂａ
ｔ番号付けスキームによって決定した場合にクローン５５９Ｂ－Ｍ００４－Ｂ０４と同じ
ＶＨＣＤＲおよび／またはＶＬＣＤＲを有し得る。
【００５２】
　あるいはまたはこれに加えて、抗切断ＨＭＷＫ抗体は、５５９Ｂ－Ｍ００４－Ｂ０４の
ＶＨ鎖と少なくとも７５％（例えば、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％
、９８％または９９％）同一であるＶＨ鎖および／または５５９Ｂ－Ｍ００４－Ｂ０４の
ＶＬ鎖と少なくとも７５％（例えば、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％
、９８％または９９％）同一であるＶＬ鎖を含む。いくつかの実施形態では、抗体は５５
９Ｂ－Ｍ００４－Ｂ０４である。
【００５３】
　２つのアミノ酸配列の「パーセント同一性」は、ＫａｒｌｉｎおよびＡｌｔｓｃｈｕｌ
のアルゴリズム（Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８７：２２６４－６
８，１９９０）をＫａｒｌｉｎおよびＡｌｔｓｃｈｕｌのＰｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ
．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：５８７３－７７，１９９３のように修正したものを用いて決定
する。このようなアルゴリズムはＡｌｔｓｃｈｕｌら（Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５：
４０３－１０，１９９０）のＮＢＬＡＳＴプログラムおよびＸＢＬＡＳＴプログラム（バ
ージョン２．０）に組み込まれている。ＸＢＬＡＳＴプログラムにより、スコア＝５０、
ワード長＝３でＢＬＡＳＴタンパク質検索を実施して、目的とするタンパク質分子と相同
なアミノ酸配列を得ることができる。２つの配列間にギャップが存在する場合、Ａｌｔｓ
ｃｈｕｌら，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５（１７）：３３８９－３４０２
，１９９７に記載されているようにＧａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴを用いることができる。Ｂ
ＬＡＳＴプログラムおよびＧａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴプログラムを用いる場合、それぞれ
のプログラム（例えば、ＸＢＬＡＳＴおよびＮＢＬＡＳＴ）のデフォルトパラメータを用
いることができる。
【００５４】
　５５９Ｂ－Ｍ００４－Ｂ０４の重鎖可変領域および軽鎖可変領域の配列を以下に示す。
重鎖のＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３の配列ならびに軽鎖のＣＤＲ１、ＣＤＲ２およ
びＣＤＲ３の配列には下線が施され、太字となっている（１例として１つのスキームによ
って同定したもの）。
【００５５】
【化１】

【００５６】
　いくつかの場合には、切断ＨＭＷＫと特異的に結合する抗体は、５５９Ｂ－Ｍ０００４
－Ｂ０４における１つもしくは複数の重鎖ＣＤＲまたは１つもしくは複数の軽鎖ＣＤＲの
例えば、残基が切断ＨＭＷＫとの相互作用に関与しないと思われる位置に１つまたは複数
（例えば、最大５つ、最大３つまたは最大１つ）の保存的変異を含み得る。本明細書で使
用される「保存的アミノ酸置換」は、アミノ酸置換を行うタンパク質の相対電荷またはサ
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イズ特徴を変化させることのないアミノ酸置換を指す。当業者に公知であるポリペプチド
配列を変化させる方法、例えば、そのような方法をまとめた参考文献、例えばＭｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｊ．Ｓａｍｂｒ
ｏｏｋら編，第２版（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　
Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９８９）ま
たはＣｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ
，Ｆ．Ｍ．Ａｕｓｕｂｅｌら編（Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，Ｎｅ
ｗ　Ｙｏｒｋ）に記載されている方法などに従ってバリアントを調製することができる。
アミノ酸の保存的置換は、以下のグループ内：（ａ）Ｍ、Ｉ、Ｌ、Ｖ；（ｂ）Ｆ、Ｙ、Ｗ
；（ｃ）Ｋ、Ｒ、Ｈ；（ｄ）Ａ、Ｇ；（ｅ）Ｓ、Ｔ；（ｆ）Ｑ、Ｎ；および（ｇ）Ｅ、Ｄ
のアミノ酸の間で行われる置換を含む。
【００５７】
　本明細書に記載される切断ＨＭＷＫと結合することが可能な抗体（ならびにインタクト
のＨＭＷＫおよび／またはＬＭＷＫと結合することが可能な抗体）は、当該技術分野で公
知の任意の方法により作製することができる。例えば、ＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ（１
９８８）Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（Ｃｏｌｄ　
Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）を参照された
い。
【００５８】
　いくつかの実施形態では、標的抗原（切断ＨＭＷＫ、インタクトのＨＭＷＫおよび／ま
たはＬＭＷＫ）に特異的な抗体を従来のハイブリドーマ技術によって作製することができ
る。任意選択でＫＬＨなどの担体タンパク質と結合させた完全長の標的抗原またはそのフ
ラグメントを用いて宿主動物を免疫し、その抗原と結合する抗体を産生させることができ
る。宿主動物を免疫する経路およびスケジュールは一般に、本明細書にさらに記載するよ
うに、抗体を刺激し産生させる確立された従来の技術と一致する。マウス抗体、ヒト化抗
体およびヒト抗体を産生させる一般的な技術は当該技術分野で公知であり、本明細書に記
載される。ヒトを含む任意の哺乳動物対象またはそれに由来する抗体産生細胞を操作して
、ヒトを含む哺乳動物のハイブリドーマ細胞系を作製する土台とすることが可能であると
企図される。通常、本明細書に記載のものを含む免疫原のある量を、宿主動物の腹腔内、
筋肉内、口腔内、皮下、足底内および／または皮内に接種する。
【００５９】
　ハイブリドーマは、Ｋｏｈｌｅｒ，Ｂ．およびＭｉｌｓｔｅｉｎ，Ｃ．（１９７５）（
Ｎａｔｕｒｅ　２５６：４９５－４９７）の一般的な体細胞ハイブリダイゼーション技術
またはこれをＢｕｃｋ，Ｄ．Ｗ．ら（Ｉｎ　Ｖｉｔｒｏ，１８：３７７－３８１（１９８
２））が修正したものを用いてリンパ球および不死化ミエローマ細胞から調製することが
できる。ハイブリダイゼーションには、特に限定されないがＸ６３－Ａｇ８．６５３およ
びソーク研究所の細胞配布センター（サンディエゴ、カリフォルニア州、米国）のものを
含む入手可能なミエローマ細胞株を用いることができる。この技術では一般に、ポリエチ
レングリコールなどの融合剤を用いて、あるいは当業者に周知の電気的手段によって、ミ
エローマ細胞とリンパ球系細胞とを融合させる。融合後、融合培地から細胞を分離し、ヒ
ポキサンチン－アミノプテリン－チミジン（ＨＡＴ）培地などの選択的増殖培地で増殖さ
せて、ハイブリダイズしていない親細胞を除去する。モノクローナル抗体を分泌するハイ
ブリドーマの培養には、血清の添加の有無を問わず本明細書に記載されるいかなる培地も
用いることができる。細胞融合技術に代わる別の技術として、ＥＢＶで不死化したＢ細胞
を用いて本明細書に記載される抗ＰＫａｌモノクローナル抗体を産生してもよい。ハイブ
リドーマを必要に応じて拡大およびサブクローン化し、従来のイムノアッセイ法（例えば
、ラジオイムノアッセイ、酵素免疫測定法または蛍光イムノアッセイ）によって上清の抗
免疫原活性をアッセイする。
【００６０】
　抗体の供給源として使用し得るハイブリドーマは、ＰＫａｌ活性を妨害することが可能
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なモノクローナル抗体を産生する親ハイブリドーマのあらゆる派生物、子孫細胞を包含す
る。このような抗体を産生するハイブリドーマを既知の方法を用いてｉｎ　ｖｉｔｒｏま
たはｉｎ　ｖｉｖｏで増殖させ得る。必要に応じて、硫酸アンモニウム沈殿法、ゲル電気
泳動、透析法、クロマトグラフィーおよび限外ろ過などの従来の免疫グロブリン精製法に
より、培地または体液からモノクローナル抗体を単離し得る。望ましくない活性がみられ
る場合、例えば、固相に結合させた免疫原で作製した吸着剤上に調製物を流し、免疫原か
ら所望の抗体を溶離または解離させることによって、これを除去することができる。宿主
動物を標的抗原で免疫するか、または二官能性薬剤もしくは誘導化剤、例えばマレイミド
ベンゾイルスルホスクシンイミドエステル（システイン残基を介したコンジュゲーション
）、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド（リジン残基を介したコンジュゲーション）、グルタ
ルアルデヒド、無水コハク酸、ＳＯＣｌまたはＲおよびＲ１が異なるアルキル基であるＲ
１Ｎ＝Ｃ＝ＮＲを用いて、免疫する種において免疫原性であるタンパク質、例えばキーホ
ールリンペットヘモシアニン、血清アルブミン、ウシサイログロブリンまたはダイズトリ
プシン阻害剤とコンジュゲートした標的アミノ酸配列を含むフラグメントで免疫すること
により、抗体（例えば、モノクローナル抗体）の集団を得ることができる。
【００６１】
　必要に応じて、（例えば、ハイブリドーマが産生した）目的とする抗体（モノクローナ
ルまたはポリクローナル）の配列を決定し、次いで、そのポリヌクレオチド配列を発現ま
たは伝播のためにベクターにおいてクローン化することができる。目的とする抗体をコー
ドする配列を宿主細胞内のベクターの中で維持し、次いで、その宿主細胞を拡大し、のち
に使用するために凍結してもよい。あるいは、ポリヌクレオチド配列を遺伝子操作に用い
て、抗体の親和性（親和性成熟）または他の特性を改善してもよい。抗体配列を遺伝子操
作して、標的抗原に対してより大きい親和性および／または特異性を得ることが望ましい
場合もある。抗体に１つまたは複数のポリヌクレオチド変化を行ってもよく、それでもな
お、その標的抗原に対する結合特異性を維持することが可能であることは、当業者に明ら
かであろう。
【００６２】
　他の実施形態では、特定のヒト免疫グロブリンタンパク質を発現するよう操作されてい
る市販のマウスを用いることによって完全なヒト抗体を得ることができる。同様に、より
望ましい免疫応答（例えば、完全ヒト抗体）またはより強固な免疫応答が生じるよう設計
されたトランスジェニック動物も、ヒト化抗体またはヒト抗体の作製に用いることができ
る。このような技術の例は、Ａｍｇｅｎ社（フリーモント、カリフォルニア州）のＸｅｎ
ｏｍｏｕｓｅ（登録商標）、ならびにＭｅｄａｒｅｘ社（プリンストン、ニュージャージ
ー州）のＨｕＭＡｂ－Ｍｏｕｓｅ（登録商標）およびＴＣ　Ｍｏｕｓｅ（商標）である。
別の代替法において、ファージディスプレイ技術または酵母技術によって組換えにより抗
体を作製してもよい。例えば、米国特許第５，５６５，３３２号；同第５，５８０，７１
７号；同第５，７３３，７４３号；および同第６，２６５，１５０号；ならびにＷｉｎｔ
ｅｒら，（１９９４）Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１２：４３３－４５５を参照
されたい。あるいは、ファージディスプレイ技術（ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙら，（１９９０
）Ｎａｔｕｒｅ　３４８：５５２－５５３）を用いて、非免疫ドナー由来の免疫グロブリ
ン可変（Ｖ）ドメイン遺伝子レパートリーからｉｎ　ｖｉｔｒｏでヒト抗体および抗体フ
ラグメントを作製することができる。
【００６３】
　ルーチンの方法によりインタクト抗体（完全長抗体）の抗原結合フラグメントを調製す
ることができる。例えば、抗体分子のペプシン消化によって、Ｆ（ａｂ’）２フラグメン
トを作製することができ、Ｆ（ａｂ’）２フラグメントのジスルフィド架橋の還元によっ
てＦａｂフラグメントを作製することができる。
【００６４】
　組換え技術により重鎖可変領域をコードするヌクレオチド配列と軽鎖可変領域をコード
するヌクレオチド配列を連結することによって、一本鎖抗体を調製することができる。２
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つの可変領域の間にフレキシブルリンカーを組み込むのが好ましい。あるいは、一本鎖抗
体の作製に関して記載されている技術（米国特許第４，９４６，７７８号および同第４，
７０４，６９２号）を適用してファージまたは酵母のｓｃＦｖライブラリーを作製し、ル
ーチンの方法に従いライブラリーからＰＫａｌに特異的なｓｃＦｖクローンを特定するこ
とができる。陽性クローンにさらにスクリーニングを実施して、切断ＨＭＷＫなどの標的
抗原と特異的に結合するクローンを同定することができる。
【００６５】
　いくつかの実施形態では、切断ＨＭＷＫ（またはインタクトのＨＭＷＫまたはＬＭＷＫ
）に特異的な抗体を抗体ライブラリーから単離してもよく、このような抗体ライブラリー
は合成のライブラリーであっても天然のライブラリーであってもよい。天然の抗体ライブ
ラリーは、ルーチンの作業に従って天然の供給源（例えば、ヒトドナー）から得られたラ
イブラリーを指す。合成の抗体ライブラリーは、既定の規則（例えば、ＣＤＲなどの完全
な無作為化ＣＤＲ領域または重鎖、軽鎖もしくはその両方のＣＤＲ１もしくはＣＤＲ２な
どの準無作為化ＣＤＲ領域を有すること）に従って数を設計したライブラリーを指す。
【００６６】
　いくつかの場合には、抗体ライブラリーはディスプレイライブラリー（例えば、ファー
ジディスプレイライブラリーまたは酵母ディスプレイライブラリー）である。ディスプレ
イライブラリーとは実体の収集物のことであり、各実体は、利用可能なポリペプチド要素
、およびポリペプチド要素をコードまたは同定する回収可能な要素を含む。ポリペプチド
要素は多様であるため、様々なアミノ酸配列で表される。ポリペプチド要素は、例えば３
アミノ酸から３００アミノ酸超までの任意の長さのものであり得る。ディスプレイライブ
ラリーの実体は、１つ超のポリペプチド要素、例えばｓＦａｂの２本のポリペプチド鎖を
含み得る。ある例示的実施形態では、ディスプレイライブラリーを用いて切断ＨＭＷＫ（
および本明細書に記載される他の標的抗原）と結合するタンパク質を同定することができ
る。選択にあたっては、ライブラリーの各メンバーのポリペプチド要素を切断ＨＭＷＫ（
またはそのフラグメント）でプロービングし、ポリペプチド要素が切断ＨＭＷＫと結合す
れば、そのディスプレイライブラリーのメンバーは通常、支持体上に保持されることによ
り同定される。ファージディスプレイ抗体ライブラリーを用いて切断ＨＭＷＫに特異的な
抗体を特定する実例を図１２に示す。
【００６７】
　保持されたディスプレイライブラリーのメンバーを支持体から回収し分析する。分析は
、同じ条件または異なる条件下での増幅とそれに続く選択を含み得る。例えば、ポジティ
ブ選択とネガティブ選択を交互に実施し得る。分析はまた、詳細な特徴付けのために、ポ
リペプチド要素のアミノ酸配列を決定し、ポリペプチド要素を精製することを含み得る。
【００６８】
　当該技術分野で公知の方法および本明細書に記載される方法によって得られた抗体は、
当該技術分野で周知の方法を用いて特徴付けることができる。例えば、１つの方法として
、抗原が結合するエピトープを特定すること、すなわち「エピトープマッピング」がある
。タンパク質上のエピトープの位置をマッピングし特徴付ける方法は、例えば、Ｈａｒｌ
ｏｗおよびＬａｎｅ，Ｕｓｉｎｇ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　
Ｍａｎｕａｌ（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅ
ｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．，１９９９）の第１１章に記載
されているような抗体抗原複合体の結晶構造の解析、競合アッセイ、遺伝子フラグメント
発現アッセイおよび合成ペプチドに基づくアッセイを含む、当該技術分野で公知の方法が
多数存在する。別の例では、エピトープマッピングを用いて、抗体が結合する配列を決定
することができる。エピトープは、直線状エピトープ、すなわち単一の一続きのアミノ酸
の形で含まれているエピトープ、または必ずしも単一の一続きのアミノ酸（一次構造の直
線状配列）の形で含まれていなくてもよいアミノ酸の三次元相互作用によって形成される
コンフォメーションエピトープであり得る。様々な長さ（例えば、長さが少なくとも４～
６アミノ酸）のペプチドを単離または（例えば、組換えにより）合成し、抗体との結合ア
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ッセイに使用することができる。また別の例では、体系的スクリーニングで標的抗原配列
に由来する重複ペプチドを用いて抗体の結合を決定することにより、抗体が結合するエピ
トープを決定することができる。遺伝子フラグメント発現アッセイでは、標的抗原をコー
ドするオープンリーディングフレームをランダムにまたは特定の遺伝子構築物のいずれか
によって断片化し、発現した抗原のフラグメントと被験抗体との反応性を決定する。遺伝
子フラグメントを、例えば、ＰＣＲにより生成した後、放射性アミノ酸の存在下、ｉｎ　
ｖｉｔｒｏで転写させてタンパク質に翻訳させてもよい。次いで、免疫沈降およびゲル電
気泳動により抗体と放射標識抗原フラグメントとの結合を決定する。
【００６９】
　ファージ粒子の表面に提示されるランダムペプチド配列の大規模ライブラリー（ファー
ジライブラリー）を用いることにより、特定のエピトープを同定することもできる。ある
いは、規定の重複ペプチドフラグメントのライブラリーを、単純な結合アッセイで被験抗
体との結合に関して試験することができる。別の例では、抗原結合ドメインの変異誘発、
ドメインスワッピング実験およびアラニンスキャニング変異誘発を実施して、エピトープ
結合に必要な残基、十分な残基および／または必須の残基を同定することができる。例え
ば、ドメインスワッピング実験は、ＨＭＷＫポリペプチドの様々なフラグメントが近縁で
はあるが抗原性の異なるタンパク質由来の配列に置き換えられている（スワップされてい
る）標識抗原の変異体を用いて実施することができる。抗体と変異体ＨＭＷＫとの結合を
評価することにより、抗体結合に対する特定の抗原フラグメントの重要性を評価すること
ができる。
【００７０】
　あるいは、同じ抗原と結合することがわかっている他の抗体を用いて競合アッセイを実
施し、ある抗体が他の抗体と同じエピトープと結合するかどうかを決定することができる
。競合アッセイは当業者には周知である。
【００７１】
　いずれの抗切断ＨＭＷＫ抗体も本開示の範囲内に含まれる。
【００７２】
　（ｉｉｉ）イムノアッセイ
　本明細書において、切断ＨＭＷＫを検出するイムノアッセイを提供する。本明細書で使
用される「イムノアッセイ」という用語は、免疫ベースのアッセイまたはイムノベースの
アッセイと互換的に言及され得る。イムノアッセイは一般に、ある分子（例えば、ＨＭＷ
Ｋ）と結合する抗体などの薬剤を用いて、試料中のその分子の存在および／または濃度（
レベル）を検出するものである。イムノアッセイの例としては、ウエスタンブロット法、
酵素結合免疫測定法（ＥＬＩＳＡｓ）、ラテラルフローアッセイ、ラジオイムノアッセイ
、電気化学発光ベースの検出アッセイ、磁気イムノアッセイおよび関連技術が挙げられる
。いくつかの実施形態では、イムノアッセイはＥＬＩＳＡアッセイである。いくつかの実
施形態では、イムノアッセイはサンドイッチＥＬＩＳＡアッセイである。いくつかの実施
形態では、イムノアッセイはラテラルフローアッセイである。
【００７３】
　ＥＬＩＳＡは当該技術分野で公知であり（例えば、Ｃｒｏｗｔｈｅｒ，Ｊｏｈｎ　Ｒ（
２００９）．「Ｔｈｅ　ＥＬＩＳＡ　Ｇｕｉｄｅｂｏｏｋ」．第２版．Ｈｕｍａｎａ　Ｐ
ｒｅｓｓおよびＬｅｑｕｉｎ　Ｒ（２００５）．「Ｅｎｚｙｍｅ　ｉｍｍｕｎｏａｓｓａ
ｙ（ＥＩＡ）／ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄ　ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ　ａｓｓａｙ
（ＥＬＩＳＡ）」．Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．５１（１２）：２４１５－８を参照されたい）
、本明細書に例示的ＥＬＩＳＡを記載する。ＥＬＩＳＡを実施するキットも当該技術分野
で公知であり、市販されている（例えば、Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社および
ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社のＥＬＩＳＡキットを参照されたい）。
【００７４】
　本明細書に記載されるイムノアッセイを実施するにあたって、試料は対象から得たもの
であり得る。本明細書で使用される「試料」は、対象由来の組織、例えば血液、血漿また
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はタンパク質を含む組成物を指す。試料には、対象から採取した最初の未処理試料ならび
にのちに処理した形態のもの、例えば一部精製された形態または保存形態のものがともに
含まれる。例示的試料としては、血液、血漿、涙液または粘液が挙げられる。いくつかの
実施形態では、試料は血清試料または血漿試料などの体液試料である。本明細書に記載さ
れるイムノアッセイにより分析する試料は、対象から採取した最初の未処理試料またはの
ちに処理した形態のもの、例えば一部精製された形態または保存形態のものであり得る。
いくつかの実施形態では、例えば、疾患もしくは障害の進行を評価するため、または治療
の有効性を評価するために、対象から経時的にまたは特定の時間間隔で複数（例えば、少
なくとも２つ、３つ、４つ、５つまたはそれ以上）の試料を採取してもよい。複数の試料
は、治療の前および後に採取しても、または治療の過程で採取してもよい。
【００７５】
　試料は、当該技術分野で公知の任意の手段を用いて対象から採取することができる。い
くつかの実施形態では、真空採取管（例えば、真空採血管）に試料（例えば、血液試料）
を採取することにより対象から試料を得る。いくつかの実施形態では、例えば試料採取時
に接触系のｅｘ　ｖｉｖｏ活性化を低下または防止するために、真空採取管は１つまたは
複数のプロテアーゼ阻害剤を含む。このようなプロテアーゼ阻害剤は液体製剤の形で含ま
れ得る。いくつかの実施形態では、プロテアーゼ阻害剤は、少なくとも１つのセリンプロ
テアーゼ阻害剤と少なくとも１つのシステインプロテアーゼ阻害剤とを含む。このような
採取管は当該技術分野で公知である。例えば、国際出願ＰＣＴ／ＵＳ２０１６／０４６６
８１号を参照されたい。任意選択で、真空採血管は１つまたは複数の抗凝固剤をさらに含
み得る。
【００７６】
　本発明の方法によって治療する「患者」、「対象」または「宿主」（これらの用語は互
換的に使用される）は、ヒトまたは非ヒト動物のいずれかを意味し得る。いくつかの実施
形態では、対象は、カリクレイン介在性の障害、例えばブラジキニン介在性の障害、例え
ば遺伝性血管性浮腫（ＨＡＥ）、非ヒスタミン依存性特発性血管性浮腫、関節リウマチ、
クローン病、狼瘡、アルツハイマー病、敗血症性ショック、熱傷、脳虚血／再灌流傷害、
脳浮腫、糖尿病性網膜症、糖尿病性腎症、黄斑浮腫、血管炎、動脈または静脈血栓症、心
室補助装置またはステントに関連する血栓症、血栓症を伴うヘパリン誘導性血小板減少症
、血栓塞栓性疾患、および不安定狭心症を伴う冠動脈心疾患、浮腫、眼疾患、痛風、腸疾
患、口腔粘膜炎、神経因性疼痛、炎症性疼痛、脊柱管狭窄症－変性脊椎疾患、術後イレウ
ス、大動脈瘤、変形性関節症、遺伝性血管性浮腫、肺塞栓症、脳卒中、頭部外傷または腫
瘍周囲脳浮腫、敗血症、急性中大脳動脈（ＭＣＡ）虚血性事象（脳卒中）、再狭窄（例え
ば、血管形成術後）、全身性エリテマトーデス腎炎、自己免疫疾患、炎症疾患、心血管疾
患、神経疾患、タンパク質ミスフォールディングに関連する疾患、血管新生に関連する疾
患、高血圧性腎症および糖尿病性腎症、アレルギー性および呼吸器疾患（例えば、アナフ
ィラキシー、喘息、慢性閉塞性肺疾患、急性呼吸窮迫症候群、嚢胞性線維症、持続性鼻炎
）ならびに組織損傷（例えば、熱傷または化学的損傷）などが疑われるか、またはそのリ
スクがあるか、またはそれに罹患している。
【００７７】
　あるいはまたはこれに加えて、本明細書に記載される分析を必要とする対象は、疾患ま
たは障害の患者であり得る。このような対象は、現時点で疾患（例えば、ＨＡＥ）の発作
がみられる対象または過去に疾患に罹患していた（例えば、現時点で疾患の休止期にある
）対象であり得る。いくつかの例では、対象は、疾患の治療中、例えばＣ１エステラーゼ
阻害剤（Ｃ１－ＩＮＨ）、血漿カリクレイン阻害剤またはブラジキニン阻害剤を用いる治
療中であり得るヒト患者である。別の場合には、このようなヒト患者は、上記のような治
療を受けていない患者であり得る。
【００７８】
　本明細書に記載される試料を、切断ＨＭＷＫと特異的に結合する薬剤を用いる分析に供
し、試料中の切断ＨＭＷＫのレベルを決定することができる。いくつかの実施形態では、
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本明細書に記載されるイムノアッセイは、切断ＨＭＷＫと特異的に結合する第一の薬剤（
例えば、本明細書に記載される抗体）を支持要素上に固定化するサンドイッチＥＬＩＳＡ
法の形式であり得る。次いで、切断ＨＭＷＫ／第一の薬剤（例えば、抗体）の複合体の形
成を可能にする条件下、支持要素を適切な時間にわたって本明細書に記載される試料とイ
ンキュベートすることができる。次いで、ＨＭＷＫと結合する第二の薬剤を用いて、その
ような複合体を検出することができる。第二の薬剤は、シグナルを直接的または間接的に
放出し得る標識とコンジュゲートすることができる。そのシグナルの強度によって試料中
の切断ＨＭＷＫのレベルが表される。
【００７９】
　この方法には、限定されないが、膜、ビーズ、スライドまたは多ウェルプレートを含む
当該技術分野で公知の任意の支持要素を使用することができる。イムノアッセイに適した
支持要素の選択は様々な要因、例えば試料の数および第二の薬剤とコンジュゲートした標
識から放出されるシグナルの検出方法などに依存する。
【００８０】
　いくつかの実施形態では、支持要素は、ニトロセルロース膜、ポリフッ化ビニリデン（
ＰＶＤＦ）膜または酢酸セルロース膜などの膜である。いくつかの例では、イムノアッセ
イは、ウエスタンブロットアッセイ形式またはラテラルフローアッセイ形式のものであり
得る。
【００８１】
　いくつかの実施形態では、支持要素はＥＬＩＳＡプレートなどのマルチウェルプレート
である。いくつかの実施形態では、本明細書に記載されるイムノアッセイをハイスループ
ットプラットフォームで実施することができる。いくつかの実施形態では、ハイスループ
ットイムノアッセイにマルチウェルプレート、例えば２４ウェル、４８ウェル、９６ウェ
ル、３８４ウェルまたはそれ以上のウェルのプレートを使用し得る。各ウェルで個々のイ
ムノアッセイを同時に実施することができる。このため、一般に、複数のウェルを同時に
測定するプレートリーダーを用いてアッセイのスループットを増大させるのが望ましい。
いくつかの実施形態では、複数のウェル（例えば、４ウェル、１６ウェル、２４ウェル、
４８ウェル、９６ウェル、３８４ウェルまたはそれ以上のウェル）を同時に撮像すること
が可能なプレートリーダーをこのプラットフォームに使用することができる。例えば、市
販のプレートリーダー（例えば、Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ社（ウォルサム、マサチュー
セッツ州）から入手可能なｐｌａｔｅ：：ｖｉｓｉｏｎシステム）を使用してもよい。こ
のプレートリーダーは動態ベースの蛍光分析が可能なものである。ｐｌａｔｅ：：ｖｉｓ
ｉｏｎシステムは、収集効率の高い光学を有し、９６ウェルを同時に分析するよう設計さ
れた特殊な光学を有する。適切な並行プレートリーダーとしてはほかにも、特に限定され
ないが、ＳＡＦＩＲＥ（Ｔｅｃａｎ社、サンノゼ、カリフォルニア州）、ＦＬＩＰＲＴＥ
ＴＲＡ（登録商標）（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ社、ユニオンシティ、カリフ
ォルニア州）、ＦＤＳＳ７０００（Ｈａｍａｍａｔｓｕ社、ブリッジウォーター、ニュー
ジャージー州）およびＣｅｌｌＬｕｘ（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ社、ウォルサム、マサ
チューセッツ州）が挙げられる。
【００８２】
　実施例１に記載するように、マルチウェルプレートのウェルの表面積および／または容
積がイムノアッセイの結果に影響を及ぼし得ることが意外にも発見された。いくつかの実
施形態では、記載されているイムノアッセイを９６ウェルＥＬＩＳＡプレートなどの９６
ウェルプレートで実施する。
【００８３】
　他の実施形態では、本開示のハイスループットスクリーニングイムノアッセイを自動化
する（例えば、ロボットによるアッセイに適合させる）ことができる。
【００８４】
　いくつかの実施形態では、単一イムノアッセイ形式を含むロースループットプラットフ
ォームでイムノアッセイを実施することができる。例えば、診断方法、疾患および／もし
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くは治療の進行のモニタリングならびに／または特定の治療から疾患または障害に利益が
もたらされ得るかどうかの予測のために、ロースループットプラットフォームを用いて生
体試料（例えば、生体組織、組織抽出物）中の切断ＨＭＷＫの有無および量を測定するこ
とができる。
【００８５】
　切断ＨＭＷＫと特異的に結合する薬剤、例えば本明細書に記載される抗体を同じく本明
細書に記載される支持要素上に固定化するのに、当該技術分野で公知の任意の方法を用い
ることができる。いくつかの実施形態では、固定化は、薬剤（例えば、抗体）と支持要素
との結合を伴う。他の実施形態では、固定化は、抗体を支持要素に吸着させることを伴う
。このような吸着方法は、例えば、緩衝液に入れた抗体をマルチウェルプレートのウェル
でインキュベートすることにより実施することができる。いくつかの実施形態では、抗体
などの薬剤をコーティング緩衝液に入れ、マルチウェルプレートのウェルでインキュベー
トする。コーティング緩衝液は当業者に明らかなものであり、調製してもよく、または商
業的供給源から入手してもよい。コーティング緩衝液の非限定的な例としては、５０ｍＭ
炭酸水素ナトリウム、ｐＨ９．６；０．２Ｍ炭酸水素ナトリウム、ｐＨ９．４；リン酸緩
衝溶液（５０ｍＭリン酸、ｐＨ８．０、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ）；炭酸－炭酸水素溶液；
およびＴＢＳ（５０ｍＭトリス、ｐＨ８．０、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ）が挙げられる。
【００８６】
　いくつかの実施形態では、第一の薬剤と支持要素との間の疎水性相互作用により第一の
薬剤を支持要素上に固定化する。いくつかの実施形態では、電気泳動転写を用いて第一の
薬剤を支持要素上に固定化する。
【００８７】
　固定化の前もしくは後または前後に、支持要素をブロッキング緩衝液とインキュベート
してもよい。ブロッキング緩衝液は一般に、支持膜のいずれかの露出表面（例えば、支持
膜上で第一の薬剤が占める部位）をブロックするために使用するものである。ブロッキン
グ緩衝液の使用により、検出されるベースラインシグナル（すなわち、「バックグライン
ド干渉」）を減少させ、および／またはイムノアッセイの感度を向上させ、および／また
は試料の成分と支持膜との非特異的結合を減少させることができる。実施例１に記載する
ように、ブロッキング緩衝液の選択がイムノアッセイの結果に影響を及ぼした。いくつか
の実施形態では、ブロッキング緩衝液は、ウシ血清アルブミンまたはヒト血清アルブミン
などの血清アルブミンを含有する。いくつかの実施形態では、ブロッキング緩衝液はＢＳ
Ａ緩衝液（例えば、ＰＢＳ緩衝液中２％のＢＳＡ）である。いくつかの実施形態では、ブ
ロッキング緩衝液は、ウシ血清アルブミンまたはヒト血清アルブミンなどの血清アルブミ
ンを含まない。いくつかの実施形態では、ブロッキング緩衝液は、カゼインフラグメント
、ならびに任意選択でＮａＣｌおよびＴｗｅｅｎを含み、ｐＨが７．０～７．４であり得
る。いくつかの実施形態では、カゼインフラグメントは高純度のカゼインフラグメントで
ある。このようなブロッキング緩衝液は、調製してもよく、または商業的供給源（例えば
、ＣＡＮＤＯＲ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ社のＢｌｏｃｋｉｎｇ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ　Ｌｏ
ｗＣｒｏｓｓ）から入手してもよい。
【００８８】
　切断ＨＭＷＫに特異的な薬剤を結合させた支持要素を、切断ＨＭＷＫを含有することが
疑われる本明細書に記載の試料と接触させる（インキュベートする）ことができる。「接
触」という用語は一般に、抗体などの薬剤と試料中の切断ＨＭＷＫ（存在する場合）との
間で複合体を形成するのに十分な適切な時間にわたって、支持要素を生体試料または薬剤
に曝露することを指す。そののち、支持要素から試料を除去し、次いで支持要素を数回洗
浄して未結合の切断ＨＭＷＫを除去することができる。いくつかの実施形態では、生体試
料または薬剤が支持膜の表面全体に移動する毛管作用により接触を実施する。
【００８９】
　次いで、第二の薬剤と支持要素に結合したＨＭＷＫとを結合させるのに適した時間にわ
たって、支持要素をＨＭＷＫと結合する第二の薬剤とインキュベートすることができる。
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【００９０】
　第二の薬剤は、ＨＭＷＫと結合することが可能な任意の薬剤、例えばＨＭＷＫと結合す
ることが可能な（切断型のＨＭＷＫに特異的であるか、切断ＨＭＷＫとインタクトのＨＭ
ＷＫの両方と交差反応し得る）抗体などであり得る。いくつかの実施形態では、第二の薬
剤は、ＨＷＭＫ（切断ＨＷＭＫおよび／またはインタクトのＨＷＭＫ）と結合する１つま
たは複数の抗体を含む。いくつかの実施形態では、抗体はマウスモノクローナル抗体また
はモノクローナルヒツジ抗体である。これを直接的または間接的に（例えば、１つまたは
複数の追加の化合物との相互作用を介して）シグナルを放出することが可能な化合物であ
る標識とコンジュゲートする。
【００９１】
　いくつかの実施形態では、標識は、シグナルを直接放出する薬剤（例えば、色素または
フルオロフォア）または基質と相互作用したときにシグナルを放出する薬剤（例えば、無
色の基質を着色生成物に変換することができるＨＲＰまたはβ－ガラクトシダーゼなどの
酵素）のいずれかである、シグナル放出物質である。本明細書で使用される「フルオロフ
ォア」（「蛍光標識」または「蛍光色素」とも呼ばれる）という用語は、特定の励起波長
の光エネルギーを吸収し、これと異なる波長の光エネルギーを放出する部分を指す。
【００９２】
　他の実施形態では、標識は受容体－リガンド対の要素であり得る。本明細書で使用され
る「リガンド－受容体対」は、互いに対して特異的親和性を有する１対の分子（例えば、
生体分子）、例えばビオチン－ストレプトアビジンを指す。この場合、第一の薬剤－切断
ＨＭＷＫ－第二の薬剤を保持している支持要素をさらに、受容体－リガンド対の２つの要
素が相互作用するように適した時間にわたって、リガンド－受容体対の他方の要素とイン
キュベートしてもよい。受容体－リガンド対の他方の要素は、本明細書に記載されるシグ
ナル放出物質とコンジュゲートする。１つの例では、第二の薬剤をビオチンとコンジュゲ
ートし、検出にＨＲＰコンジュゲートストレプトアビジンを用いる。
【００９３】
　未結合のコンジュゲートをすべて洗い流した後、検出を助けるために基質溶液を加えて
もよい。例えば、一定時間を置いた後、（例えば、１Ｎ　ＮａＯＨの添加により）反応を
停止させ、生成した着色生成物の濃度を分光光度計で測定することができる。色の強度は
結合した抗原の濃度に比例する。
【００９４】
　次に、本明細書に記載される標識から放出されたシグナルを具体的なイムノアッセイの
形式およびそれに使用するシグナル放出物質に応じたルーチンの方法論によって検出／測
定することができる。本明細書で使用される「測定すること」または「測定」あるいは「
検出すること」または「検出」という用語は、試料中の物質の有無、数量または量（有効
量であり得る）を、そのような物質の定性的濃度または定量的濃度のレベルを誘導するこ
とを含め評価すること、またはそうでなければ対象の値もしくは分類を評価することを意
味する。
【００９５】
　アッセイ、例えばウエスタンブロットアッセイではさらに、定量的撮像システム、例え
ば市販のＬＩＣＯＲ撮像技術（例えば、ＬＩ－ＣＯＲ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社のＯｄ
ｙｓｓｅｙ（登録商標）ＣＬｘ赤外線撮像システムを参照されたい）の使用を伴い得る。
いくつかの実施形態では、電気化学発光検出アッセイまたは電気化学発光とパターン化ア
レイ技術の組み合わせに依存するアッセイを用いる（例えば、Ｍｅｓｏ　Ｓｃａｌｅ　Ｄ
ｉｓｃｏｖｅｒｙ（ＭＳＤ）社のＥＣＬ技術またはＭＵＬＴＩ－ＡＲＲＡＹ技術）。
【００９６】
　本明細書に記載されるいずれかのイムノアッセイ、例えば、イムノアッセイの１つまた
は複数の段階を、当業者に明らかである適切なアッセイ緩衝液中で実施してもよい。いく
つかの実施形態では、アッセイ緩衝液は、ＺｎＣｌ２を含有するか、またはＺｎＣｌ２が
添加されている。いくつかの実施形態では、アッセイ緩衝液は、少なくとも約１０μＭ、
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２０μＭ、３０μＭ、４０μＭ、５０μＭ、６０μＭ、７０μＭ、８０μＭ、９０μＭ、
１００μＭ、１５０μＭ、２００μＭ、２５０μＭ、３００μＭ、３５０μＭ、４００μ
Ｍ、４５０μＭ、５００μＭまたはそれ以上のＺｎＣｌ２を含有する。いくつかの実施形
態では、切断ＨＭＷＫに特異的な薬剤（例えば、切断ＨＭＷＫに特異的な抗体）が切断Ｈ
ＭＷＫと結合する段階にこのようなＺｎＣｌ２含有アッセイ緩衝液を用いる。ＺｎＣｌ２

により薬剤（例えば、抗体）と切断ＨＭＷＫとの結合活性が増大する。
【００９７】
　いくつかの実施形態では、アッセイ緩衝液は、ウシ血清アルブミンまたはヒト血清アル
ブミンなどの血清アルブミンを含有する。いくつかの実施形態では、アッセイ緩衝液は、
ＢＳＡを少なくとも約０．０１％．０．０２％、０．０３％、０．０４％．０．０５％、
０．０６％、０．０７％、０．０８％、０．０９％、０．１％、０．１２％、０．０１４
％、０．１６％、０．１８％、０．２％、０．２５％、０．３％、０．４％またはそれ以
上含有する。いくつかの実施形態では、アッセイ緩衝液はＴｗｅｅｎ－２０などの界面活
性剤を含有する。いくつかの実施形態では、アッセイ緩衝液は、界面活性剤を０．０１％
．０．０２％、０．０３％、０．０４％．０．０５％、０．０６％、０．０７％、０．０
８％、０．０９％、０．１％またはそれ以上含有する。１つの例では、アッセイ緩衝液は
、ＰＢＳ中に０．１％のＢＳＡと０．０５％のＴｗｅｅｎ－２０とを含有する。
【００９８】
　（ｉｖ）診断および予後予測への適用
　切断ＨＭＷＫのレベルと血漿カリクレインに関連する疾患または障害との間に相関があ
ることを考えると、本明細書に記載されるアッセイ法およびキットをそのような疾患また
は障害、例えば本明細書に記載される疾患または障害（例えば、ＨＡＥ）などを評価する
のに（例えば、バイオマーカーとして）適用することができる。あるいはまたはこれに加
えて、そのような疾患の進行をモニタリングするため、疾患の治療の有効性を評価するた
め、特定の治療に適した患者を特定するため、および／または対象の疾患の状態（例えば
、発作対休止期）を予測するために、本明細書に記載されるアッセイ法およびキットを用
いることができる。
【００９９】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載されるイムノアッセイによって決定した切断
ＨＭＷＫのレベルを利用して、生体試料を得た対象（例えば、ヒト患者）が血漿カリクレ
インに関連する疾患または障害、例えばＨＡＥまたは自己免疫疾患（ＲＡ、ＵＣおよびク
ローン病など）などを有する、またはそのリスクがあるかどうかを評価することができる
。次いで、切断キニノーゲンのレベルを試料中のインタクトのキニノーゲンまたは総キニ
ノーゲン量のいずれかと比較して、試料中の切断キニノーゲン値（例えば、パーセント）
、インタクトのキニノーゲンの値またはその両方を決定することができる。切断キニノー
ゲンおよび／またはインタクトのキニノーゲンの値を基準値と比較して、対象がＰＫａｌ
介在性の障害、例えばＨＡＥまたはＲＡ、ＵＣおよびクローン病などの自己免疫疾患を有
する、またはそのリスクがあるかどうかを決定することができる。例えば、切断キニノー
ゲンのパーセントが基準値以上であれば、その対象はＨＡＥ、ＲＡ、ＵＣおよびクローン
病などのｐＫａｌ介在性の障害を有するか、またはそのリスクがあると同定することがで
きる。あるいは、インタクトのキニノーゲンのパーセントが基準値以下であれば、その対
象はＨＡＥ、ＲＡ、ＵＣおよびクローン病などのｐＫａｌ介在性の障害を有するか、また
はそのリスクがあると見なすことができる。
【０１００】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載される方法の分析に供する試料は、遺伝性血
管性浮腫（ＨＡＥ）を有するか、またはそのリスクのあるヒト対象に由来するものである
。ＨＡＥは「クインケ浮腫」、Ｃ１エステラーゼ阻害剤欠損症、Ｃ１阻害剤欠損症および
遺伝性血管神経性浮腫（ＨＡＮＥ）としても知られる。ＨＡＥは、例えば、四肢、顔面、
生殖器、消化管および気道に起こり得る再発性の重度腫脹（血管性浮腫）エピソードを特
徴とする。ＨＡＥの症状としては、例えば、腕、脚、口唇、眼球、舌および／もしくは咽
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頭の腫脹；咽頭腫脹および突発性の嗄声を伴い得る気道閉塞；原因不明の繰り返し腹部仙
痛エピソード；ならびに／または重度になり得て、腹部仙痛、嘔吐、脱水症、下痢、疼痛
および／またはショックを引き起こし得る腸の腫脹が挙げられる。このＨＡＥを有する患
者の約３分の１は、発作時に輪状紅斑と呼ばれる掻痒感を伴わない発疹を発症する。
【０１０１】
　気道の腫脹は生命を脅かし得るものであり、一部の患者では死に至る。死亡率は１５～
３３％と推定される。ＨＡＥが原因で毎年約１５，０００～３０，０００人が救急搬送さ
れる。
【０１０２】
　外傷またはストレス、例えば、歯科処置、病気（例えば、感冒およびインフルエンザな
どのウイルス性疾患）、月経および外科手術が血管性浮腫の発作を誘発し得る。ＨＡＥの
急性発作を予防するため、患者は以前発作を引き起こした特定の刺激を避けるよう試みる
ことができる。しかし、多くの場合、発作は既知のトリガーがなくても起こる。ＨＡＥ症
状は通常、小児期に最初にみられ、思春期に悪化する。治療を受けていない患者では平均
１～２週間毎に発作が起こり、ほとんどのエピソードは約３～４日間持続する（ｇｈｒ．
ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ／ｈｅｒｅｄｉｔａｒｙ－ａｎｇｉｏｅｄ
ｅｍａ）。発作の頻度および持続期間は、遺伝性血管性浮腫の患者の間で、さらには同じ
家族の間でさえ大きなばらつきがみられる。
【０１０３】
　ＨＡＥにはＩ型、ＩＩ型およびＩＩＩ型として知られる３つの病型がある。推定では、
５０，０００人に１人がＨＡＥに罹患し、Ｉ型が症例の約８５パーセント、ＩＩ型が症例
の約１５パーセントを占め、ＩＩＩ型は極めてまれである。ＩＩＩ型は最も新しく記載さ
れた型であり、当初は女性にのみ起こると考えられていたが、男性が罹患している家族も
確認されている。
【０１０４】
　ＨＡＥは常染色体優性で遺伝するため、罹患した人は、罹患した一方の親から変異を遺
伝し得る。新たに遺伝子の変異が起こり得ることから、ＨＡＥは家族に既往歴がない人に
も起こり得る。症例の２０～２５％が新たな自然発生突然変異に起因すると推定されてい
る。
【０１０５】
　ＳＥＲＰＩＮＧ１遺伝子に変異があるとＩ型およびＩＩ型の遺伝性血管性浮腫が起こる
。ＳＥＲＰＩＮＧ１遺伝子は、炎症の制御に重要なＣ１阻害タンパク質の生成を指令する
。Ｃ１阻害剤は、炎症を促進する特定のタンパク質の活性を阻止する。Ｉ型遺伝性血管性
浮腫を引き起こす変異があると、血中Ｃ１阻害剤のレベルが低下する。これに対し、ＩＩ
型を引き起こす変異があると、機能が異常なＣ１阻害剤が産生される。機能的Ｃ１阻害剤
のレベルが適切なものでなければ過剰量のブラジキニンが生成される。ブラジキニンは、
血管壁から体組織を通しての体液の漏出を増大させることによって炎症を促進する。体液
が体組織内に過剰に蓄積すると、Ｉ型およびＩＩ型の遺伝性血管性浮腫の患者にみられる
腫脹エピソードを引き起こす。
【０１０６】
　Ｆ１２遺伝子の変異は、ＩＩＩ型遺伝性血管性浮腫の一部の症例に関連している。Ｆ１
２遺伝子は第ＸＩＩ凝固因子の生成を指令する。第ＸＩＩ因子は、血液凝固（凝固）に極
めて重要な役割を果たしていることに加え、重要な炎症の刺激因子でもあり、ブラジキニ
ンの産生に関係している。Ｆ１２遺伝子に何らかの変異が起こると活性の高い第ＸＩＩ因
子が産生される。その結果、ブラジキニンの生成が増大して血管壁の漏出性が高くなり、
これにより腫脹エピソードが起こる。ＩＩＩ型遺伝性血管性浮腫の他の症例の原因はなお
も不明である。このような症例では、未同定の１つまたは複数の遺伝子の変異が障害の原
因であると思われる。
【０１０７】
　ＨＡＥは、アレルギーまたは他の医学的状態を原因とする他の形態の血管性浮腫と類似
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性を示し得るが、原因および治療が大きく異なる。ＨＡＥがアレルギーと誤診された場合
、最も一般的には抗ヒスタミン剤、ステロイド剤および／またはエピネフリンによって治
療するが、エピネフリンは生命を脅かす反応に使用することができるものの、通常これら
の薬物はＨＡＥに対して無効である。腹部腫脹がみられる患者では、誤診によって不必要
な診査手術も実施されており、一部のＨＡＥ患者では、腹痛が誤って心因性のものと診断
されたこともある。
【０１０８】
　Ｋａｐｌａｎ，Ａ．Ｐ．，Ｊ　Ａｌｌｅｒｇｙ　Ｃｌｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌ，２０１０
，１２６（５）：９１８－９２５には、Ｃ１阻害剤療法ならびに他のＨＡＥの治療法が記
載されている。
【０１０９】
　ＨＡＥ発作では、浮腫の進行を可能な限り迅速に停止させるため急性治療を実施する。
ドナー血液由来のＣ１阻害剤濃縮物を静脈内に注射するのが急性治療の１つであるが、こ
の治療法を用いることができる国は多くはない。Ｃ１阻害剤濃縮物が入手できない緊急時
には、代替法として、同じくＣ１阻害剤を含有する新鮮凍結血漿（ＦＦＰ）を用いること
ができる。
【０１１０】
　ヨーロッパでは１９７９年以来、ヒト血液由来の精製Ｃ１阻害剤が用いられている。米
国では現在、数種類のＣ１阻害剤治療剤が入手可能であり、カナダでは現在、２種類のＣ
１阻害剤製品が入手可能である。急性発作には、殺菌済みのＢｅｒｉｎｅｒｔ　Ｐ（ＣＳ
Ｌ　Ｂｅｈｒｉｎｇ社）が２００９年にＦ．Ｄ．Ａによる承認を受けている。予防には、
ナノろ過したＣＩＮＲＹＺＥ（登録商標）が２００８年にＦ．Ｄ．Ａによる承認を受けて
いる。Ｒｈｕｃｉｎ／Ｒｕｃｏｎｅｓｔ（Ｐｈａｒｍｉｎｇ社）は、開発段階にある組換
えＣ１阻害剤であり、ヒト血液媒介病原体による感染症の伝染リスクがない。
【０１１１】
　急性ＨＡＥ発作の治療としては、疼痛緩和剤および／またはＩＶ液の投与も挙げられる
。
【０１１２】
　その他の治療モダリティでは、Ｃ１阻害剤の合成を刺激する、またはＣ１阻害剤の消費
を減少させることができる。ダナゾールなどのアンドロゲン剤の投与は、Ｃ１阻害剤の産
生を刺激することにより発作の頻度および重症度を減少させることができる。
【０１１３】
　ピロリ菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ）が腹部発作を誘発することがあ
る。抗生物質でピロリ菌（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）を処置することにより腹部発作が減少する
。
【０１１４】
　新規治療は、接触カスケードを攻撃する。エカランチド（ＫＡＬＢＩＴＯＲ（登録商標
））は血漿カリクレインを阻害し、米国で承認されている。イカチバント（ＦＩＲＡＺＹ
Ｒ（登録商標）、Ｓｈｉｒｅ社）はブラジキニンＢ２受容体を阻害し、ヨーロッパおよび
米国で承認されている。
【０１１５】
　ＨＡＥの診断には、例えば家族歴および／または血液検査を利用することができる。Ｉ
型、ＩＩ型およびＩＩＩ型のＨＡＥに関連する検査所見が例えば、Ｋａｐｌａｎ，Ａ．Ｐ
．，Ｊ　Ａｌｌｅｒｇｙ　Ｃｌｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌ，２０１０，１２６（５）：９１８
－９２５に記載されている。Ｉ型ＨＡＥは、Ｃ１阻害剤のレベルは、Ｃ４のレベルと同様
に減少するが、Ｃ１ｑレベルは正常である。ＩＩ型ＨＡＥでは、Ｃ１阻害剤のレベルは正
常であるか、または増加しているがが、Ｃ１阻害剤の機能は異常である。Ｃ４レベルは減
少し、Ｃ１ｑレベルは正常である。ＩＩＩ型では、Ｃ１阻害剤、Ｃ４およびＣ１ｑのレベ
ルは全て正常である。本開示は、少なくとも部分的には、ＨＡＥ患者由来の試料中のレベ
ルが健常者のレベルと比較して異なるさらなるタンパク質が同定されたことに基づくもの
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である（表１）。２－ＨＭＷＫのレベルまたは有無の測定を用いて、対象がＨＡＥなどの
疾患を有するかどうかを明らかにすることができる。いくつかの実施形態では、この方法
を用いて、患者がＨＡＥ発作を起こしたことがある、またはＨＡＥ発作を起こしているか
どうかを決定してもよい。
【０１１６】
　ＨＡＥの症状は例えば、質問票、例えば患者、臨床医または家族が記入する質問票を用
いて評価することができる。このような質問票は当該技術分野で公知であり、例えば視覚
的アナログスケールを含む。例えば、ＭｃＭｉｌｌａｎ，Ｃ．Ｖ．ら，Ｐａｔｉｅｎｔ．
２０１２；５（２）：１１３－２６を参照されたい。
【０１１７】
　対象由来の試料中に検出された切断キニノーゲンおよび／またはインタクトのキニノー
ゲンの値を基準値と比較して、対象がＰＫａｌ介在性の障害（例えば、ＨＡＥ）を有する
、またはそのリスクがあるかどうかを決定することができる。あるいはまたはこれに加え
て、対象由来の試料中に検出された切断キニノーゲンおよび／またはインタクトのキニノ
ーゲンのレベルを基準値と比較して、障害の治療の有効性、障害の予後もしくは重症度を
評価し、および／または患者を治療の候補者として同定することができる。
【０１１８】
　基準値は対照レベルの切断キニノーゲンのパーセントであり得る。いくつかの実施形態
では、対照レベルは、対照試料、例えば健常対象または健常対象の集団から採取した試料
（例えば、血液試料または血漿試料）中の切断キニノーゲンのパーセントであり、健常対
象は候補対象と同じ種に属するものであるのが好ましい。本明細書で使用される健常対象
とは、切断キニノーゲンおよび／またはインタクトのキニノーゲンのレベルを測定する時
点で標的疾患（例えば、ＨＡＥまたは自己免疫疾患、例えばＲＡ、ＵＳおよびクローン病
などのＰＫａｌ介在性の障害）を明白に有しないか、またはその疾患の病歴を有しない対
象のことである。
【０１１９】
　対照レベルはまた、既定のレベルまたは閾値であり得る。このような既定のレベルは、
標的疾患を有しないか、または標的疾患のリスクがない対象の集団の切断キニノーゲンの
パーセントを表し得る。既定のレベルはまた、標的疾患を有する対象の集団の切断キニノ
ーゲンのパーセントも表し得る。
【０１２０】
　既定のレベルは様々な形態をとり得る。例えば、既定のレベルは、中央値または平均値
などの単一のカットオフ値であり得る。いくつかの実施形態では、このような既定のレベ
ルを、比較群、例えば一方の特定のグループは標的疾患を有することがわかっており、他
方の特定のグループは標的疾患がないことがわかっている比較群に基づき確立することが
できる。あるいは、既定のレベルはある範囲、例えば既定の百分位数内の対象集団の切断
キニノーゲンのパーセントを表す範囲であり得る。
【０１２１】
　本明細書に記載される対照レベルは、ルーチンの技術によって決定することができる。
いくつかの例では、本明細書にも記載される対照試料で従来の方法（例えば、本明細書に
記載される被験試料中の切断キニノーゲンおよび／またはインタクトのキニノーゲンのレ
ベルを得るための同じアッセイ）を実施することにより対照レベルを決定することができ
る。別の例では、対照群のメンバーの切断キニノーゲンおよび／またはインタクトのキニ
ノーゲンのレベルを得て、その結果を例えば計算プログラムにより解析して、対照集団の
切断キニノーゲンおよび／またはインタクトのキニノーゲンのレベルを表す対照レベル（
既定のレベル）を得ることができる。
【０１２２】
　候補対象から得た試料中の切断キニノーゲンのパーセントを本明細書に記載される基準
値と比較することにより、候補対象がＰＫａｌ介在性の疾患（例えば、ＨＡＥまたはＲＡ
、ＵＣおよびクローン病などの自己免疫疾患）を有する、またはそのリスクがあるかどう
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かを決定することができる。例えば、候補対象の試料中の切断キニノーゲンのパーセント
が基準値から逸脱している（例えば、基準値と比較して増加している、または基準値と比
較して減少している）場合、その候補対象は疾患を有するか、そのリスクがあると同定さ
れ得る。基準値が、標的疾患を有する対象の集団の切断キニノーゲンのパーセントの範囲
を表す場合、ある候補の試料中の切断キニノーゲンのパーセントがその範囲内に収まって
いれば、候補対象が標的疾患を有するか、またはそのリスクがあることを示している。い
くつかの場合において、基準値は、切断キニノーゲンが存在しないことを示すバックグラ
ウンドレベルを表し得る。切断キニノーゲンが存在すると、そのようなバックグラウンド
基準値から逸脱すると考えられる。本明細書で使用される対照試料または基準値「からの
逸脱」は、切断ＨＭＷＫのレベルならびに試料中の切断ＨＭＷＫの有無を包含する。
【０１２３】
　本明細書で使用される「高いレベル、または基準値を上回るレベル」は、切断キニノー
ゲンのレベル／パーセントが基準値、例えば対照試料中の切断キニノーゲンのレベル／パ
ーセントの既定の閾値よりも高いことを意味する。対照レベルについては本明細書に詳細
に記載されている。
【０１２４】
　切断キニノーゲンの高いパーセントは、例えば基準値を１％、５％、１０％、２０％、
３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、１００％、１５０％、２０
０％、３００％、４００％、５００％またはそれ以上上回る切断キニノーゲンのパーセン
トを含む。切断キニノーゲンの高いパーセントはまた、ある事象をゼロの状態（例えば、
試料中に捕捉試薬と結合する切断キニノーゲンおよび／またはインタクトのキニノーゲン
が存在しないか、または検出されない状態）からゼロでない状態（例えば、切断キニノー
ゲンおよび／またはインタクトのキニノーゲンがある程度存在するか、または検出可能で
ある状態）に増大させることを含む。
【０１２５】
　本明細書で使用される「低いパーセント／レベル、または基準値を下回るパーセント／
レベル」は、切断キニノーゲンのパーセント／レベルが基準値、例えば対照試料中の切断
キニノーゲンの既定の閾値よりも低いことを意味する。対照レベルについては本明細書に
詳細に記載されている。
【０１２６】
　切断キニノーゲンの低いレベルは、例えば、基準値より１％、５％、１０％、２０％、
３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、１００％、１５０％、２０
０％、３００％、４００％、５００％またはそれ以上低い切断キニノーゲンを含む。捕捉
試薬と結合する切断キニノーゲンの低いレベルはまた、ある事象をゼロでない状態（例え
ば、試料中に切断キニノーゲンがある程度存在するか、または検出可能である状態）から
ゼロの状態（例えば、試料中に切断キニノーゲンが存在しないか、または検出されない状
態）に減少させることを含む。
【０１２７】
　いくつかの実施形態では、候補対象は、ｐＫａｌ介在性の障害、例えば、ＨＡＥまたは
ＲＡ、ＵＣおよびクローン病などの自己免疫疾患などの症状を有するヒト患者である。例
えば、対象は浮腫、全部または大部分が末梢性である腫脹；蕁麻疹；感染の証拠がみられ
ない発赤、疼痛および腫脹；非ヒスタミン介在性浮腫、腫脹の再発性発作またはその組合
せを有する。他の実施形態では、対象には、試料採取時にｐＫａｌ介在性の障害の症状が
みられないか、ｐＫａｌ介在性の障害の症状の病歴歴がないか、またはＨＡＥなどのｐＫ
ａｌ介在性の障害の病歴がない。また別の実施形態では、対象は抗ヒスタミン療法、副腎
皮質ステロイド療法またはその両方に抵抗性である。
【０１２８】
　本明細書に記載される方法で同定された対象に適切な治療を実施し得る。
【０１２９】
　切断ＨＭＷＫのレベルと血漿カリクレインに関連する疾患、例えば本明細書に記載され
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る疾患との間に相関があることを考えると、本明細書に記載されるアッセイ法およびキッ
トをそのような疾患の治療の有効性を評価するのに適用することができる。例えば、治療
を実施する対象から治療の前後にまたは治療の過程で複数の生体試料（例えば、血液試料
または血漿試料）を採取することができる。本明細書に記載されるいずれかのアッセイ法
により切断キニノーゲンおよび／またはインタクトのキニノーゲンのレベルを測定し、そ
れに従って切断キニノーゲンおよび／またはインタクトのキニノーゲンの値（例えば、パ
ーセント）を決定することができる。治療後にまたは治療の過程で（後で採取した試料中
の切断キニノーゲンのパーセントを、前に採取した試料中のものと比較して）切断キニノ
ーゲンのパーセントが減少すれば、または治療後にもしくは治療の過程でインタクトのキ
ニノーゲンのパーセントが増加すれば、治療が有効であることを示している。いくつかの
例では、治療は、カリクレイン阻害剤、ブラジキニンＢ２受容体アンタゴニストまたはＣ
１－ＩＮＨ補充剤などの治療剤を伴う。治療剤の例としては、特に限定されないが、ラナ
デルマブ（ＤＸ－２９３０）、エカランチド（ＤＸ－８８）、イカチバント（ｉｃａｎｔ
ｉｂａｎｔ）およびヒト血漿由来Ｃ１－ＩＮＨが挙げられる。
【０１３０】
　対象が治療に反応しないと同定された場合、同定された対象に、高用量および／または
頻回用量の治療剤を投与する。いくつかの実施形態では、治療に反応するとして、または
これ以上の治療を必要としないとして同定された対象では、治療剤の投与量または投与頻
度を維持するか、減らすか、または中止する。あるいは、最初の治療に反応しないことが
見出された対象には、それとは異なる治療を適用することができる。
【０１３１】
　他の実施形態では、切断キニノーゲンの値を単独で、またはインタクトのキニノーゲン
の値とともに利用して、ｐＫａｌ阻害剤により治療可能であり得る障害を同定することが
できる。この方法を実施するには、適切なアッセイ、例えば、本明細書に記載されるウエ
スタンブロットまたはＥＬＩＳＡアッセイなどのアッセイにより、標的疾患を有する対象
から採取した試料（例えば、血液試料または血漿試料）中の切断キニノーゲンのレベルお
よび／またはインタクトのキニノーゲンのレベルを測定することができる。切断キニノー
ゲンおよび／またはインタクトのキニノーゲンのパーセントなどの値は、本明細書に記載
される通りに決定することができる。切断キニノーゲンおよび／またはインタクトのキニ
ノーゲンの値を本明細書に記載される基準値と比較することができる。切断キニノーゲン
および／またはインタクトのキニノーゲンの値が基準値から逸脱している（例えば、高い
または低い）場合、その疾患の治療にｐＫａｌ阻害剤が有効であり得ることを示す。例え
ば、治療後にまたは治療の過程で切断キニノーゲンのパーセントが減少している場合、そ
の治療は有効であると特定することができる。あるいは、治療後にまたは治療の過程でイ
ンタクトのキニノーゲンのパーセントが増大している場合、その治療は効果的であると特
定される。
【０１３２】
　疾患がｐＫａｌ阻害剤に対して感受性である（同薬剤により治療可能である）と同定さ
れた場合、方法は、疾患を有する対象に有効量のｐＫａｌ阻害剤、例えばエカランチド（
ＤＸ－８８）、ＥＰＩＫＡＬ－２またはラナデルマブ（ＤＸ－２９３０）を投与すること
をさらに含み得る。
【０１３３】
　血漿カリクレインに関連する疾患もしくは障害の重症度または病状を評価する方法もま
た、本開示の範囲内である。例えば、本明細書に記載されるように、ＨＡＥは、対象に疾
患の症状が認められない休止状態（基礎状態）であってもよい。ＨＡＥの発作は通常、再
発性のエピソードであり、対象は、例えば手、足、顔面、消化管、生殖器および喉頭（咽
頭）に２～５日間持続し得る疼痛および腫脹を示し得る。いくつかの実施形態では、２－
ＨＭＷＫのレベルは、対象にＨＡＥの発作が発現するかどうか、発現中であるか、または
間もなく発現するかの指標となる。いくつかの実施形態では、方法は、ＨＡＥを有する対
象から得た試料中の２－ＨＭＷＫのレベルを、同じ対象由来の試料、例えば、基礎状態に
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ある同じ対象から得た試料またはＨＡＥの発作時に同じ対象から得た試料中の２－ＨＭＷ
Ｋのレベルと比較することを伴う。
【０１３４】
　（ｖ）非臨床応用
　さらに、本明細書に記載される切断２－ＨＭＷＫのレベルを検出するアッセイを研究目
的で用いてもよい。血漿カリクレインに関連する、または血漿カリクレインが介在する疾
患および障害が多数同定されているが、これに類似した機序を介するか、これに類似した
構成要素を伴う疾患がほかにもある可能性が考えられる。いくつかの実施形態では、本明
細書に記載される方法を用いて、ある疾患が、血漿カリクレインに関連している、血漿カ
リクレインが介在する、または接触活性化系の構成要素を有する疾患であるとして同定す
ることができる。いくつかの実施形態では、本明細書に記載の方法を用いて、疾患の機序
（例えば、疾患発症に関係する新たな生物学的経路または生物学的過程の発見）または進
行を調べることができる。
【０１３５】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載されるアッセイを用いて測定した切断２－Ｈ
ＭＷＫのレベルを、接触活性化系に関連する疾患に対する新たな治療剤の開発に利用する
ことができる。例えば、新規治療剤（例えば、臨床試験）を投与されている対象から得た
試料中の切断２－ＨＭＷＫのレベルを測定し得る。いくつかの実施形態では、新規治療の
前、治療期間中または治療の後の切断２－ＨＭＷＫのレベルは、対象における新規治療剤
の有効性または疾患の進行を示し得る。
【０１３６】
　ＩＩ．血漿カリクレインに関連する疾患の治療
　本明細書に記載される方法およびアッセイを用いて特定された血漿カリクレインに関連
する疾患のリスクがある対象または同疾患に罹患している対象を任意の適切な治療剤で治
療し得る。いくつかの実施形態では、提供される方法は、記載されている方法、例えば切
断２－ＨＭＷＫのレベルの測定の結果に基づき、対象の治療を選択することを含む。
【０１３７】
　いくつかの実施形態では、方法は、アッセイ、例えば２－ＨＭＷＫ検出の結果に基づき
、対象に投与する治療剤、例えばカリクレイン阻害剤、ブラジキニンＢ２受容体阻害剤お
よび／またはＣ１エステラーゼ阻害剤を選択することまたは投与することのうちの一方ま
たは両方を含む。
【０１３８】
　いくつかの実施形態では、対象に治療剤を１回または複数回投与する。いくつかの実施
形態では、対象に血漿カリクレイン阻害剤を投与する。いくつかの実施形態では、カリク
レイン阻害剤は、ペプチド、小分子阻害剤、カリクレイン抗体またはそのフラグメントで
ある。いくつかの実施形態では、対象にブラジキニンＢ２受容体のアンタゴニストを投与
する。いくつかの実施形態では、対象にＣ１－ＩＮＨを投与する。
【０１３９】
　接触活性化系を伴う疾患または病態を治療する併用療法の一環として、治療剤、例えば
カリクレイン阻害剤、ブラジキニンＢ２受容体阻害剤および／またはＣ１－ＩＮＨを別の
治療法とともに投与することができる。併用療法、例えば、カリクレイン阻害剤、ブラジ
キニンＢ２受容体アンタゴニストまたはＣ１－ＩＮＨ補充剤のうちの１つまたは複数との
併用、例えば、カリクレイン阻害剤、ブラジキニンＢ２受容体アンタゴニストまたはＣ１
－ＩＮＨ補充剤のうちの１つまたは複数との併用、および別の治療法との併用療法は、複
数の異なる構成で提供され得る。第一の薬剤を他方の治療法の前または後に投与し得る。
いくつかの状況では、第一の薬剤と別の治療法（例えば、治療剤の投与）は同時に、また
は極めて近接した時間内に（例えば、同じ治療セッションで実施するなど注射の時間間隔
を短くして）投与される。第一の薬剤と他方の治療法はまた、さらに時間間隔を空けて投
与してもよい。
【０１４０】
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　血漿カリクレイン結合剤（例えば、結合タンパク質、例えばポリペプチド、例えば阻害
ポリペプチド、例えば抗体、例えば阻害抗体、または他の結合剤、例えば小分子）は様々
な疾患および病態、例えば、血漿カリクレイン活性を伴う疾患および病態にとって有用な
治療薬である。例えば、いくつかの実施形態では、血漿カリクレイン活性を伴う疾患また
は病態は、遺伝性血管性浮腫（ＨＡＥ）である。いくつかの実施形態では、接触活性化系
に関連する疾患のリスクがあるか、または疾患に罹患している対象に血漿カリクレイン阻
害剤などの血漿カリクレイン結合剤を投与する。
【０１４１】
　多くの有用な組織カリクレインおよび／または血漿カリクレインのタンパク質阻害剤が
、クニッツドメインを含む。本明細書で使用される「クニッツドメイン」とは、少なくと
も５１個のアミノ酸を有し、かつ少なくとも２つ、好ましくは３つのジスルフィドを含有
するポリペプチドドメインのことである。このドメインは、１番目と６番目のシステイン
、２番目と４番目のシステインおよび３番目と５番目のシステインがジスルフィド結合を
形成する（例えば、アミノ酸が５８個のクニッツドメインでは、以下に記載するＢＰＴＩ
相同配列の番号に従うアミノ酸５位、１４位、３０位、３８位、５１位および５５位に対
応する位置にシステインが存在し、５位と５５位、１４位と３８位および３０位と５１位
のシステインの間にジスルフィドが形成され得る）か、またはジスルフィドが２つ存在す
る場合、その対応するシステインのサブセットの間でジスルフィドが形成され得るよう折
り畳まれている。それぞれのシステインの間隔は、以下に記載するＢＰＴＩ配列の番号付
け従う５～５５位、１４～３８位および３０～５１位に対応する位置の間の間隔の７アミ
ノ酸、５アミノ酸、４アミノ酸、３アミノ酸、２アミノ酸、１アミノ酸または０アミノ酸
以内であり得る。ＢＰＴＩ配列は、任意の一般的なクニッツドメインの特定の位置を示す
ための基準として用いることができる。整列させたシステインの数が最大となる最適アラ
イメントを同定することにより、目的とするクニッツドメインとＢＰＴＩとの比較を実施
することができる。
【０１４２】
　ＢＰＴＩのクニッツドメインの（高解像度での）三次元構造は公知である。Ｘ線構造の
うちの１つがＢｒｏｏｋｈａｖｅｎ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｄａｔａ　Ｂａｎｋに「６ＰＴＩ
」として寄託されている。いくつかのＢＰＴＩ相同体の三次元構造（Ｅｉｇｅｎｂｒｏｔ
ら，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ（１９９０）３（７）：５９１－５９８；
Ｈｙｎｅｓら，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（１９９０）２９：１００１８－１００２２）
が公知である。少なくとも８１のクニッツドメイン配列が公知である。公知のヒト相同体
としては、組織因子経路阻害剤（ＴＦＰＩ）としても知られるＬＡＣＩの３つのクニッツ
ドメイン（Ｗｕｎら，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．（１９８８）２６３（１３）：６００１
－６００４；Ｇｉｒａｒｄら，Ｎａｔｕｒｅ（１９８９）３３８：５１８－２０；Ｎｏｖ
ｏｔｎｙら，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．（１９８９）２６４（３１）：１８８３２－１８
８３７）、インターαトリプシン阻害剤、ＡＰＰ－Ｉの２つのクニッツドメイン（Ｋｉｄ
ｏら，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．（１９８８）２６３（３４）：１８１０４－１８１０７
）、コラーゲン由来のクニッツドメイン、ＴＦＰＩ－２の３つのクニッツドメイン（Ｓｐ
ｒｅｃｈｅｒら，ＰＮＡＳ　ＵＳＡ（１９９４）９１：３３５３－３３５７）、肝細胞増
殖因子アクチベーター阻害剤１型のクニッツドメイン、肝細胞増殖因子アクチベーター阻
害剤２型のクニッツドメイン、米国特許公開第２００４－０１５２６３３号に記載されて
いるクニッツドメインが挙げられる。ＬＡＣＩは、３つのクニッツドメインを含有する分
子量３９ｋＤａ（表１のアミノ酸配列）のヒト血清リン糖タンパク質である。
【０１４３】
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【表１】

【０１４４】
　上記のクニッツドメインはＬＡＣＩ－Ｋ１（残基５０～１０７）、ＬＡＣＩ－Ｋ２（残
基１２１～１７８）およびＬＡＣＩ－Ｋ３（２１３～２７０）と呼ばれる。ＬＡＣＩのｃ
ＤＮＡ配列はＷｕｎらが報告している（Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．（１９８８）２６３（
１３）：６００１－６００４）。Ｇｉｒａｒｄら（Ｎａｔｕｒｅ（１９８９）３３８：５
１８－２０）は、３つのクニッツドメインのそれぞれのＰ１残基を変化させた変異試験を
報告している。ＬＡＣＩ－Ｋ１は、第ＶＩＩａ因子（Ｆ．ＶＩＩａ）が組織因子と複合体
を形成するときにＦ．ＶＩＩａを阻害し、ＬＡＣＩ－Ｋ２は第Ｘａ因子を阻害する。
【０１４５】
　配列データベースからクニッツドメインを同定するのに様々な方法を用いることができ
る。例えば、既知のクニッツドメインのアミノ酸配列、コンセンサス配列またはモチーフ
（例えば、ＰｒｏＳｉｔｅモチーフ）を、例えばＢＬＡＳＴを用いてＧｅｎＢａｎｋ配列
データベース（米国国立衛生研究所の米国立生物工学情報センター、ベセスダ、メリーラ
ンド州）に対して；（例えば、Ｐｆａｍ検索に既定のパラメータを用いて）ＨＭＭ（隠れ
マルコフモデル）のＰｆａｍデータベースに対して；ＳＭＡＲＴデータベースに対して；
またはＰｒｏＤｏｍデータベースに対して検索することができる。例えば、Ｐｆａｍ　Ｒ
ｅｌｅａｓｅ　９のＰｆａｍアクセッション番号ＰＦ０００１４は、多数のクニッツドメ
イン、およびクニッツドメインを同定するためのＨＭＭを提供する。Ｐｆａｍデータベー
スについての記載は、Ｓｏｎｈａｍｍｅｒら，Ｐｒｏｔｅｉｎｓ（１９９７）２８（３）
：４０５－４２０に見出され、ＨＭＭについての詳細な記載は、例えば、Ｇｒｉｂｓｋｏ
ｖら，Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．（１９９０）１８３：１４６－１５９；Ｇｒｉｂｓｋ
ｏｖら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ（１９８７）８４：４３５５－
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４３５８；Ｋｒｏｇｈら，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．（１９９４）２３５：１５０１－１５
３１；およびＳｔｕｌｔｚら，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉ．（１９９３）２：３０５－３１
４に見出され得る。ＨＭＭのＳＭＡＲＴデータベース（Ｓｉｍｐｌｅ　Ｍｏｄｕｌａｒ　
Ａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｔｏｏｌ、ＥＭＢＬ社、ハイデルベルク
、ドイツ）は、Ｓｃｈｕｌｔｚら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ（１
９９８）９５：５８５７およびＳｃｈｕｌｔｚら，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ（２０
００）２８：２３１に記載されている。ＳＭＡＲＴデータベースは、ＨＭＭｅｒ２検索プ
ログラム（ＲＲ．Ｄｕｒｂｉｎら（１９９８）Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ
　ａｎａｌｙｓｉｓ：ｐｒｏｂａｂｉｌｉｓｔｉｃ　ｍｏｄｅｌｓ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉ
ｎｓ　ａｎｄ　ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄｓ．Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔ
ｙ　Ｐｒｅｓｓ）の隠れマルコフモデルを用いたプロファイリングにより同定されたドメ
インを含む。このデータベースは、注釈が付けられてモニターされている。ＰｒｏＤｏｍ
タンパク質ドメインデータベースは相同ドメインの自動コンパイルからなるものである（
Ｃｏｒｐｅｔら，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．（１９９９）２７：２６３－２６７）
。最新版のＰｒｏＤｏｍは、ＳＷＩＳＳ－ＰＲＯＴ　３８タンパク質データベースおよび
ＴＲＥＭＢＬタンパク質データベースの再帰ＰＳＩ－ＢＬＡＳＴ検索（Ａｌｔｓｃｈｕｌ
ら，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．（１９９７）２５：３３８９－３４０２；Ｇ
ｏｕｚｙら，Ｃｏｍｐｕｔｅｒｓ　ａｎｄ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（１９９９）２３：３３
３－３４０）を用いて構築されたものである。データベースは、各ドメインのコンセンサ
ス配列を自動的に作成する。Ｐｒｏｓｉｔｅは、クニッツドメインをモチーフとしてリス
トアップし、クニッツドメインを含むタンパク質を同定する。例えば、Ｆａｌｑｕｅｔら
，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．（２００２）３０：２３５－２３８を参照され
たい。
【０１４６】
　クニッツドメインは、主に２つのループ領域（「結合ループ」）のアミノ酸を使用して
標的プロテアーゼと相互作用する。第一のループ領域は、おおよそＢＰＴＩのアミノ酸１
３～２０位に対応する残基の間にある。第二のループ領域は、おおよそＢＰＴＩのアミノ
酸３１～３９位に対応する残基の間にある。クニッツドメインの例示的なライブラリーは
、第一のループ領域および／または第二のループ領域の１つまたは複数のアミノ酸位置が
異なる。カリクレインと相互作用するクニッツドメインをスクリーニングする場合または
親和性が改善されたバリアントを選択する場合に変化させるべき特に有用な位置としては
、ＢＰＴＩの配列の１３位、１５位、１６位、１７位、１８位、１９位、３１位、３２位
、３４位および３９位が挙げられる。これらの位置の少なくとも一部は標的プロテアーゼ
と密に接触することが予想される。他の位置、例えば、三次元構造内で上記の位置と近接
している位置を変化させるのも有用である。
【０１４７】
　クニッツドメインの「フレームワーク領域」は、クニッツドメインの一部である残基と
定義されるが、具体的には第一および第二の結合ループ領域の残基、すなわち、おおよそ
ＢＰＴＩのアミノ酸１３～２０位およびＢＰＴＩのアミノ酸３１～３９位に対応する残基
を除外する。これとは逆に、結合ループ内に存在しない残基は、より広い範囲のアミノ酸
置換（例えば、保存的置換および／または非保存的置換）を忍容し得る。
【０１４８】
　一実施形態では、これらのクニッツドメインは、ヒトリポタンパク質関連凝固阻害因子
（ＬＡＣＩ）タンパク質のクニッツドメイン１を含むループ構造のバリアント型である。
ＬＡＣＩは、パラダイムクニッツドメインである３つの明確な内部ペプチドループ構造を
含む（Ｇｉｒａｒｄ，Ｔ．ら，Ｎａｔｕｒｅ（１９８９）３３８：５１８－５２０）。本
明細書に記載されるＬＡＣＩのクニッツドメイン１のバリアントは、スクリーニングされ
て単離されており、高い親和性および特異性でカリクレインと結合する（例えば、米国特
許第５，７９５，８６５号および同第６，０５７，２８７号を参照されたい）。これらの
方法を他のクニッツドメインフレームワークにも適用して、カリクレイン、例えば血漿カ
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リクレインと相互作用する他のクニッツドメインを得ることができる。カリクレイン機能
の有用なモジュレーターは通常、カリクレイン結合アッセイおよびカリクレイン阻害アッ
セイを用いて決定した場合に、カリクレインと結合し、および／またはこれを阻害する。
【０１４９】
　いくつかの態様では、血漿カリクレイン阻害剤は活性型の血漿カリクレインと結合する
。いくつかの実施形態では、血漿カリクレイン阻害剤は、血漿カリクレイン、例えばヒト
血漿カリクレインおよび／またはマウスカリクレインと結合し、これを阻害する。例示的
ポリペプチド血漿カリクレイン剤は、米国特許第５，７９５，８６５号、米国特許第５，
９９４，１２５号、米国特許第６，０５７，２８７号、米国特許第６，３３３，４０２号
、米国特許第７，６２８，９８３号、および米国特許第８，２８３，３２１号、米国特許
第７，０６４，１０７号、米国特許第７，２７６，４８０号、米国特許第７，８５１，４
４２号、米国特許第８，１２４，５８６号、米国特許第７，８１１，９９１号および米国
特許出願公開第２０１１００８６８０１号（それぞれ内容全体が参照により本明細書に組
み込まれる）に開示されている。いくつかの実施形態では、血漿カリクレイン阻害剤は阻
害ポリペプチドまたは阻害ペプチドである。いくつかの実施形態では、阻害ペプチドはエ
カランチド（ＤＸ－８８またはＫＡＬＢＩＴＯＲ（登録商標）とも呼ばれる；配列番号８
０）である。いくつかの実施形態では、カリクレイン阻害剤は、配列番号８０のアミノ酸
３～６０の約５８アミノ酸の配列または配列番号８０の約６０アミノ酸の配列を有するＤ
Ｘ－８８ポリペプチドを含むか、またはからなる。
【０１５０】
　Ｇｌｕ　Ａｌａ　Ｍｅｔ　Ｈｉｓ　Ｓｅｒ　Ｐｈｅ　Ｃｙｓ　Ａｌａ　Ｐｈｅ　Ｌｙｓ
　Ａｌａ　Ａｓｐ　Ａｓｐ　Ｇｌｙ　Ｐｒｏ　Ｃｙｓ　Ａｒｇ　Ａｌａ　Ａｌａ　Ｈｉｓ
　Ｐｒｏ　Ａｒｇ　Ｔｒｐ　Ｐｈｅ　Ｐｈｅ　Ａｓｎ　Ｉｌｅ　Ｐｈｅ　Ｔｈｒ　Ａｒｇ
　Ｇｌｎ　Ｃｙｓ　Ｇｌｕ　Ｇｌｕ　Ｐｈｅ　Ｉｌｅ　Ｔｙｒ　Ｇｌｙ　Ｇｌｙ　Ｃｙｓ
　Ｇｌｕ　Ｇｌｙ　Ａｓｎ　Ｇｌｎ　Ａｓｎ　Ａｒｇ　Ｐｈｅ　Ｇｌｕ　Ｓｅｒ　Ｌｅｕ
　Ｇｌｕ　Ｇｌｕ　Ｃｙｓ　Ｌｙｓ　Ｌｙｓ　Ｍｅｔ　Ｃｙｓ　Ｔｈｒ　Ａｒｇ　Ａｓｐ
（配列番号８０）。
【０１５１】
　血漿カリクレイン阻害剤は、完全長抗体（例えば、ＩｇＧ（例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ
２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４）、ＩｇＭ、ＩｇＡ（例えば、ＩｇＡ１、ＩｇＡ２）、ＩｇＤお
よびＩｇＥ）であってよいか、または抗原結合フラグメント（例えば、Ｆａｂフラグメン
ト、Ｆ（ａｂ’）２フラグメントまたはｓｃＦｖフラグメント）のみを含んでよい。結合
タンパク質は、２つの重鎖免疫グロブリンと２つの軽鎖免疫グロブリンとを含み得るか、
または一本鎖抗体であり得る。血漿カリクレイン阻害剤は、ヒト化抗体、ＣＤＲ移植抗体
、キメラ抗体、脱免疫化抗体またはｉｎ　ｖｉｔｒｏで作製した抗体などの組換えタンパ
ク質であり得て、任意選択でヒト生殖系列免疫グロブリン配列に由来する定常領域を含み
得る。一実施形態では、血漿カリクレイン阻害剤はモノクローナル抗体である。
【０１５２】
　例示的な血漿カリクレイン結合タンパク質が、米国特許出願公開第２０１２０２０１７
５６号（内容全体が参照により本明細書に組み込まれる）に開示されている。いくつかの
実施形態では、カリクレイン結合タンパク質は、Ｍ１６２－Ａ０４、Ｍ１６０－Ｇ１２、
Ｍ１４２－Ｈ０８、Ｘ６３－Ｇ０６、Ｘ１０１－Ａ０１（ＤＸ－２９２２とも呼ばれる）
、Ｘ８１－Ｂ０１、Ｘ６７－Ｄ０３、Ｘ６７－Ｇ０４、Ｘ８１－Ｂ０１、Ｘ６７－Ｄ０３
、Ｘ６７－Ｇ０４、Ｘ１１５－Ｂ０７、Ｘ１１５－Ｄ０５、Ｘ１１５－Ｅ０９、Ｘ１１５
－Ｈ０６、Ｘ１１５－Ａ０３、Ｘ１１５－Ｄ０１、Ｘ１１５－Ｆ０２、Ｘ１２４－Ｇ０１
（本明細書ではＤＸ－２９３０またはラナデルマブとも呼ばれる）、Ｘ１１５－Ｇ０４、
Ｍ２９－Ｄ０９、Ｍ１４５－Ｄ１１、Ｍ０６－Ｄ０９およびＭ３５－Ｇ０４からなる群よ
り選択される抗体の軽鎖および／または重鎖を有する抗体（例えば、ヒト抗体）である。
いくつかの実施形態では、血漿カリクレイン結合タンパク質は、Ｍ１６２－Ａ０４、Ｍ１
６０－Ｇ１２、Ｍ１４２－Ｈ０８、Ｘ６３－Ｇ０６、Ｘ１０１－Ａ０１（本明細書ではＤ
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Ｘ－２９２２とも呼ばれる）、Ｘ８１－Ｂ０１、Ｘ６７－Ｄ０３、Ｘ６７－Ｇ０４、Ｘ８
１－Ｂ０１、Ｘ６７－Ｄ０３、Ｘ６７－Ｇ０４、Ｘ１１５－Ｂ０７、Ｘ１１５－Ｄ０５、
Ｘ１１５－Ｅ０９、Ｘ１１５－Ｈ０６、Ｘ１１５－Ａ０３、Ｘ１１５－Ｄ０１、Ｘ１１５
－Ｆ０２、Ｘ１２４－Ｇ０１、Ｘ１１５－Ｇ０４、Ｍ２９－Ｄ０９、Ｍ１４５－Ｄ１１、
Ｍ０６－Ｄ０９およびＭ３５－Ｇ０４と競合するか、またはこれらと同じエピトープに結
合する。いくつかの実施形態では、血漿カリクレイン結合タンパク質はラナデルマブであ
る。米国特許出願公開第２０１１０２００６１１号および同第２０１２０２０１７５６号
（参照により本明細書に組み込まれる）を参照されたい。
【０１５３】
　血漿カリクレイン阻害抗体の例はラナデルマブである。ラナデルマブの重鎖可変領域お
よび軽鎖可変領域のアミノ酸配列を以下に記載し、ＣＤＲ領域を太字および下線で示す。
【０１５４】
　ラナデルマブ重鎖可変領域の配列（配列番号８１）
ＥＶＱＬＬＥＳＧＧＧ　ＬＶＱＰＧＧＳＬＲＬ　ＳＣＡＡＳＧＦＴＦＳ　ＨＹＩＭＭＷＶ
ＲＱＡ　ＰＧＫＧＬＥＷＶＳＧ　ＩＹＳＳＧＧＩＴＶＹ　ＡＤＳＶＫＧＲＦＴＩ　ＳＲＤ
ＮＳＫＮＴＬＹ　ＬＱＭＮＳＬＲＡＥＤ　ＴＡＶＹＹＣＡＹＲＲ　ＩＧＶＰＲＲＤＥＦＤ
　ＩＷＧＱＧＴＭＶＴＶ　ＳＳ
　ラナデルマブ軽鎖可変領域の配列（配列番号８２）
ＤＩＱＭＴＱＳＰＳ　ＴＬＳＡＳＶＧＤＲＶ　ＴＩＴＣＲＡＳＱＳＩ　ＳＳＷＬＡＷＹＱ
ＱＫ　ＰＧＫＡＰＫＬＬＩＹ　ＫＡＳＴＬＥＳＧＶＰ　ＳＲＦＳＧＳＧＳＧＴ　ＥＦＴＬ
ＴＩＳＳＬＱ　ＰＤＤＦＡＴＹＹＣＱ　ＱＹＮＴＹＷＴＦＧＱ　ＧＴＫＶＥＩ
【０１５５】
　いくつかの実施形態では、血漿カリクレイン阻害剤は、本明細書に記載される血漿カリ
クレイン阻害剤と約８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％
、９７％、９８％、９９％またはそれ以上の配列同一性を有し得る。いくつかの実施形態
では、血漿カリクレイン阻害剤は、ＨＣおよび／またはＬＣのフレームワーク領域（例え
ば、ＨＣおよび／またはＬＣのＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３および／またはＦＲ４）が本明細
書に記載される血漿カリクレイン阻害剤と約８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、
９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％またはそれ以上の配列同一性を有し得
る。いくつかの実施形態では、血漿カリクレイン阻害剤は、ＨＣおよび／またはＬＣのＣ
ＤＲ（例えば、ＨＣおよび／またはＬＣのＣＤＲ１、ＣＤＲ２および／またはＣＤＲ３）
が本明細書に記載される血漿カリクレイン阻害剤と約８５％、９０％、９１％、９２％、
９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％またはそれ以上の配列同一性
を有し得る。いくつかの実施形態では、血漿カリクレイン阻害剤は、定常領域（例えば、
ＣＨ１、ＣＨ２、ＣＨ３および／またはＣＬ１）が本明細書に記載される血漿カリクレイ
ン阻害剤と約８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７
％、９８％、９９％またはそれ以上の配列同一性を有し得る。
【０１５６】
　いくつかの態様では、小分子が活性型の血漿カリクレインと結合し、これを阻害する。
【０１５７】
　ブラジキニンＢ２受容体阻害剤
　いくつかの実施形態では、対象にブラジキニンＢ２受容体阻害剤（例えば、アンタゴニ
スト）を投与する。例示的なブラジキニンＢ２受容体アンタゴニストとしてはイカチバン
ト（Ｆｉｒａｚｙｒ（登録商標））が挙げられ、これは、天然のブラジキニンがブラジキ
ニンＢ２受容体と結合するのを遮断する１０アミノ酸を含むペプチド模倣薬である。
【０１５８】
　Ｃ１－ＩＮＨ補充剤
　いくつかの実施形態では、対象にＣ１－ＩＮＨ補充剤などのＣ１エステラーゼ阻害剤（
Ｃ１－ＩＮＨ）を投与する。例示的なＣ１－ＩＮＨ補充剤が公開されており、例えば、ヒ
ト血漿由来Ｃ１－ＩＮＨ、例えばＢｅｒｉｎｅｒｔ（登録商標）およびＣＩＮＲＹＺＥ（
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登録商標）が挙げられる。
【０１５９】
　ＩＩＩ．切断ＨＭＷＫを検出するためのキット
　本開示はまた、切断ＨＷＭＫを含有することが疑われる試料、例えば、ヒト患者由来の
生体試料中の切断ＨＭＷＫを評価するのに使用するためのキットを提供する。このような
キットは、インタクトのＨＭＷＫまたはＬＭＷＫと比較して切断ＨＭＷＫと特異的に結合
する第一の薬剤を含み得る。いくつかの実施形態では、第一の薬剤は抗体、例えば切断Ｈ
ＭＷＫと特異的に結合する本明細書に記載のいずれかの抗体（例えば、本明細書に記載さ
れる５５９Ｂ－Ｍ００４またはその機能的バリアント）である。いくつかの実施形態では
、キットは、第一の薬剤と切断ＨＭＷＫとの結合を検出する第二の薬剤（例えば、ＨＭＷ
Ｋと結合する抗体）をさらに含む。第二の薬剤は標識とコンジュゲートすることができる
。いくつかの実施形態では、第二の薬剤は切断ＨＭＷＫと特異的に結合する抗体である。
他の実施形態では、第二の薬剤は、切断ＨＭＷＫおよびインタクトのＨＭＷＫの両方と交
差反応する抗体である。
【０１６０】
　キットは、イムノアッセイを実施して第一の薬剤を固定化する支持要素さらに含み得る
。いくつかの実施形態では、支持要素は、９６ウェルＥＬＩＳＡプレートなどの９６ウェ
ルプレートである。キットはまた、本明細書に記載される１つまたは複数の緩衝液、特に
限定されないが、コーティング緩衝液；ＺｎＣｌ２を含有するアッセイ緩衝液などのアッ
セイ緩衝液；ブロッキング緩衝液；洗浄緩衝液；および／または停止緩衝液を含み得る。
【０１６１】
　いくつかの実施形態では、キットは、本明細書に記載されるいずれかの方法に従って使
用するための指示書を含み得る。含まれる指示書は、キットに含まれる構成要素を試料中
の切断ＨＭＷＫおよび／またはインタクトのＨＭＷＫのレベルの測定に使用する方法に関
する説明を含み得るものであり、試料はヒト患者から採取した生体試料であり得る。ある
いは、またはこれに加えて、キットは、それに含まれる構成要素をＬＭＷＫのレベルの測
定に使用する方法に関する説明を含み得る。
【０１６２】
　キットの使用に関する指示書には一般に、本明細書に記載されるアッセイ法を実施する
際の各構成要素の量および適切な条件に関する情報を含む。キットの構成要素は、単位用
量、バルク包装（例えば、複数回用量の包装）またはサブ単位用量で存在し得る。本開示
のキットに提供される指示書は通常、ラベルまたは添付文書（例えば、キットに含まれる
紙）に書かれた指示書であるが、機械で読取り可能な指示書（例えば、磁気記憶ディスク
または光学記憶ディスクに書き込まれた指示書）も同様に許容可能である。
【０１６３】
　ラベルまたは添付文書には、キットが切断ＨＭＷＫおよび／またはインタクトのＨＭＷ
Ｋのレベルを評価するのに使用するものであることが示される。いくつかの実施形態では
、キットは、ＬＷＭＫのレベルを評価するのに使用するものである。指示書は、本明細書
に記載されるいずれかの方法を実施するために提供されるものであり得る。
【０１６４】
　本開示のキットは、適切な包装容器に入ったものである。適切な包装容器としては、特
に限定されないが、バイアル、ボトル、瓶、柔軟性のある包装容器（例えば、密閉式のＭ
ｙｌａｒバッグまたはプラスチック袋）などが挙げられる。特定の装置、例えば吸入器、
点鼻装置装置（例えば、噴霧器）またはミニポンプなどの注入装置などと組み合わせて使
用するための包装も同様に企図される。キットは滅菌接続口を有し得る（例えば、容器が
、皮下注射針を刺し通すことが可能なストッパーを有する静注液バッグまたはバイアルで
あり得る）。容器も滅菌接続口を備えたものであり得る（例えば、容器は、皮下注射針を
刺し通すことが可能なストッパーを備えた静注液バッグまたはバイアルであり得る）。
【０１６５】
　キットは任意選択で、さらなる構成要素、例えば解釈に用いる情報、例えば対照試料お
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よび／または標準試料もしくは基準試料などを提供し得る。キットは通常、容器と、容器
面にある、または容器に添付されたラベルまたは添付文書（１つまたは複数）とを含む。
いくつかの実施形態では、本開示は、上記のキットの内容物を含む製品を提供する。
【０１６６】
　ＩＶ．切断ＨＭＷＫと結合するその他の抗体
　本明細書には、切断ＨＭＷＫおよびインタクトのＨＭＷＫの両方と結合する単離抗体が
提供される。いくつかの実施形態では、このような抗体は、ＬＭＷＫと結合しないか、低
い親和性でＬＭＷＫと結合する。他の実施形態では、このような抗体はＬＭＷＫとも結合
する。
【０１６７】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載される切断ＨＭＷＫおよびインタクトのＨＭ
ＷＫ（またはさらにＬＭＷＫ）と特異的に結合する抗体は、１つまたは複数の標的抗原に
対して適切な結合親和性を有する。本明細書に記載される抗体は、少なくとも１０－５Ｍ
、１０－６Ｍ、１０－７Ｍ、１０－８Ｍ、１０－９Ｍ、１０－１０Ｍまたはそれ以下の結
合親和性（ＫＤ）を有し得る。
【０１６８】
　上記の抗体およびその結合特異性の例を下の実施例２の表２に提供する。重鎖可変領域
および軽鎖可変領域のアミノ酸配列を以下に記載し、ＣＤＲ領域を太字と下線で示す（１
つの例として１つのスキームによって決定したもの）：
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【０１６９】
　上に挙げたいずれかの例示的抗体の機能的等価物も同様に、本開示の範囲内に含まれる
。このような機能的等価物は、上記の例示的抗体のうちの１つと同じ、切断ＨＭＷＫおよ
び／もしくはインタクトのＨＭＷＫのエピトープまたはＬＭＷＫの試料エピトープと結合
し得る。いくつかの実施形態では、機能的等価物は、標的抗原との結合に関して上記の例
示的抗体のうちの１つと競合する。
【０１７０】
　いくつかの実施形態では、機能的等価物は、上記の例示的抗体のうちの１つの対応する
ＶＨＣＤＲと少なくとも７５％（例えば、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９
７％、９８％または９９％）同一であるＶＨＣＤＲ１、ＶＨＣＤＲ２および／またはＶＨ

ＣＤＲ３を含むＶＨ鎖を含む。あるいはまたはこれに加えて、機能的等価物は、上記の例
示的抗体と少なくとも７５％（例えば、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７
％、９８％または９９％）同一であるＶＬＣＤＲ１、ＶＬＣＤＲ２および／またはＶＬＣ
ＤＲ３を含む。いくつかの実施形態では、機能的等価物は、上記の例示的抗体のうちの１
つと同じ重鎖相補性決定領域（ＣＤＲ）および／または軽鎖ＣＤＲを含む。
【０１７１】
　あるいはまたはこれに加えて、機能的等価物は、例示的抗体のＶＨ鎖と少なくとも７５
％（例えば、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％または９９％）
同一であるＶＨ鎖および／または例示的抗体のＶＬ鎖と少なくとも７５％（例えば、８０
％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％または９９％）同一であるＶＬ鎖
を含む。
【０１７２】
　いくつかの場合には、機能的等価物は、例示的抗体の１つもしくは複数の重鎖ＣＤＲま
たは１つもしくは複数の軽鎖ＣＤＲの例えば、残基が標的抗原との相互作用に関係する可
能性のない位置に１つまたは複数（例えば、最大５つ、最大３または最大１つ）の保存的
変異を含み得る。
【０１７３】
　これ以上詳述することはないが、当業者であれば、上記の説明を踏まえ本開示を最大限
に利用することができるものと考える。したがって、以下の具体的な実施形態は、単に例
示的なものであって、決して本開示の残りの部分を限定するものではないものであると解
釈するべきである。本明細書に引用される刊行物はいずれも、本明細書で言及される目的
または主題に関して参照により組み込まれる。
【０１７４】
（実施例）
　実施例１：切断ＨＭＷＫを特異的に検出するためのイムノアッセイの開発
　最初に、ファージディスプレイライブラリーにおいて切断ＨＭＷＫまたはインタクトの
ＨＭＷＫと結合するＦａｂフラグメントを同定するため、ＥＬＩＳＡベースのイムノアッ
セイによるスクリーニングを開発した。アッセイ条件は一般に、ビオチン化したインタク
トのＨＭＷＫまたは切断ＨＭＷＫをストレプトアビジンでコートした３８４ウェルアッセ
イプレートに固定化し、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）ブロッキング緩衝液を用いてブロ
ックし、固定化ＨＭＷＫと、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）の一晩培養物のファージ上に提示さ
れたＦａｂとを接触させる（抗Ｍ１３－ＨＲＰ抗体で検出する）ことを利用した。
【０１７５】
　図１２のパネルＡに示されるように、最初に、ストレプトアビジンでコートした磁気ビ
ーズ（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ　Ｍ２８０、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ社）上に固定化した
ビオチン化一本鎖ＨＭＷＫに対し約１×１０１２個のファージを投入したライブラリーの
ネガティブ選択を実施することにより、二本鎖ＨＭＷＫ特異的抗体を得ることを目的とす
る選択を実施した。次いで、枯渇したライブラリーと、ストレプトアビジンでコートした
磁気ビーズ上に固定化したビオチン化二本鎖ＨＭＷＫとを接触させた。ビーズをＰＢＳ緩
衝液で十分に洗浄し、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）の感染に用いてファージアウトプットを増
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幅し、選択のラウンドを完了した。選択を３ラウンド実施した後、ストレプトアビジンで
コートしたプレートに固定化したビオチン化一本鎖ＨＭＷＫおよび二本鎖ＨＭＷＫを用い
たＥＬＩＳＡを行い、抗Ｍ１３抗体とコンジュゲートした西洋ワサビペルオキシダーゼ（
ＨＲＰ）による検出、および３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）の
基質加水分解による吸光度の検出により個々のファージコロニーをスクリーニングした。
組換えＦａｂフラグメントを大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）に発現させ、プロテインＡセファロ
ースクロマトグラフィー（Ｗａｓｓａｆら，Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．（２００６）３
５１：２４１－２５３）により精製した。３８４ウェルプレートをコートし、ビオチン化
一本鎖ＨＭＷＫ、ビオチン化二本鎖ＨＭＷＫまたはビオチン化ＬＭＷＫとの結合を、ＨＲ
Ｐとコンジュゲートしたストレプトアビジンによる検出、およびＴＭＢによる検出で測定
することにより、各精製Ｆａｂの特異性を決定した。これらのアッセイ条件により、イン
タクトのＨＭＷＫよりも切断ＨＭＷＫと特異的に結合する５５９Ｂ－Ｍ００４－Ｂ０４単
離体を同定した（図１）。
【０１７６】
　固定化ＨＭＷＫはまた、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）の一晩培養物から得た粗（未精製）５
５９Ｂ－Ｍ００４－Ｂ０４　Ｆａｂ調製物と接触させた。抗ヒトＦａｂ－ＨＲＰ抗体を用
いて、ＨＭＷＫと結合したＦａｂを検出したが、切断ＨＭＷＫに対する特異的結合は起こ
らなかった（図１）。
【０１７７】
　ポリスチレン３８４ウェルアッセイプレートに５５９Ｂ－Ｍ００４－Ｂ０４の精製Ｆａ
ｂフラグメントを受動的に固定化することにより、イムノアッセイの構成を逆にした。Ｆ
ａｂとビオチン化ＨＭＷＫとを接触させ、結合したＨＭＷＫをストレプトアビジン－ＨＲ
Ｐで検出した（図１）。
【０１７８】
　最初のスクリーニング分析時にＢＳＡブロッキング緩衝液を市販のブロッキング緩衝液
であるＣａｎｄｏｒ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社製ＬｏｗＣｒｏｓｓ　Ｂｌｏｃｋｉｎｇ
　Ｓｏｌｕｔｉｏｎに替えたところ、意外にも５５９Ｂ－Ｍ００４－Ｂ０４　Ｆａｂの切
断ＨＭＷＫに対する特異性が増大した（図１）。さらに、３８４ウェルプレートではなく
９６ウェルアッセイプレートを用いてイムノアッセイを実施することにより、観察される
５５９Ｂ－Ｍ００４－Ｂ０４の切断ＨＭＷＫに対する特異性がさらに増大した（図１）。
【０１７９】
　５５９Ｂ－Ｍ００４－Ｂ０４単離体を用いて得られた結果により、試料中の２－ＨＭＷ
Ｋを検出するイムノアッセイ（ＥＬＩＳＡ）を開発した（図１２、パネルＢ）。このアッ
セイを用いて他のＦａｂフラグメントおよび抗体の結合特性をさらに評価することもでき
る。簡潔に述べれば、Ｆａｂでマルチウェルプレートを一晩コートする。翌日、プレート
を洗浄した後、ＢＳＡ緩衝液でブロックする。洗浄後、ＬｏｗＣｒｏｓｓ緩衝液で希釈し
た試料、標準物質およびＱＣをプレートに加え、次いでインキュベートした後、洗浄し、
ＨＲＰ標識ヒツジ抗ＨＭＷＫポリクローナル検出抗体の添加により、結合した二本鎖ＨＭ
ＷＫを検出する。検出抗体とインキュベートした後、プレートを洗浄し、プレートにＴＭ
Ｂ基質を加える。短時間インキュベートした後、リン酸で反応を停止させる。次いで、４
５０ｎｍ～６３０ｎｍでの吸光度を測定する。
【０１８０】
　実施例２：本明細書に記載のイムノアッセイを用いたＦａｂクローンの結合特異性の評
価
　実施例１に記載したイムノアッセイを用いて、３６種類の精製Ｆａｂクローン（下の表
２）の切断ＨＷＭＫ、インタクトのＨＭＷＫおよびＬＷＭＫに対する結合を評価した。具
体的には、各精製Ｆａｂクローンを濃度１μｇ／Ｌ、ＰＢＳで全量１００μＬにして９６
ウェルアッセイプレートに固定化し、２～８℃で一晩インキュベートした。ＬｏｗＣｒｏ
ｓｓブロッキング緩衝液を用いてアッセイプレートをブロックした。ビオチン化したイン
タクトのＨＭＷＫ、ビオチン化切断ＨＭＷＫまたはビオチン化ＬＭＷＫ（それぞれ１μｇ
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／Ｌ）を全量１００μＬで各ウェルに加え、２時間インキュベートした後、洗浄緩衝液で
洗浄した。各ウェルに濃度１００ｎｇ／ｍＬのＨＲＰ標識ストレプトアビジンを加え、Ｕ
ｌｔｒａ　ＴＭＢ　Ｓｕｂｓｔｒａｔｅを用いてシグナルを生成させた。未コートウェル
にビオチン化タンパク質を加えた際に観察されるシグナルを用いて、シグナル対ノイズ比
を算出した（図２、パネルＡおよびＢ）。ＥＬＩＳＡの結果に基づき、抗体を５種類に分
類することができる（表２）。
【０１８１】
【表２】

【０１８２】
　５５９Ｂ－Ｍ００６４－Ｈ０２のように一本鎖ＨＭＷＫ、二本鎖ＨＭＷＫおよびＬＭＷ
Ｋのいずれとも結合する抗体がいくつか得られた。これらの抗体は、ＨＭＷＫとＬＭＷＫ
に共通するドメイン１～４でエピトープと結合する可能性が高い。Ｍ０７０－Ｈ１０は、
一本鎖ＨＭＷＫと二本鎖ＨＭＷＫに共通するエピトープと結合するが、ＬＭＷＫとは結合
しないと推測される抗体の一例である。ＬＭＷＫは、ドメイン１～４とドメイン５の一部
とからなる短縮タンパク質を生じるキニノーゲンのスプライスバリアントである（Ｃｏｌ
ｍａｎら，Ｂｌｏｏｄ（１９９７）９０：３８１９－３８４３）。したがって、Ｍ０７０
－Ｈ１０などの抗体はドメイン５またはドメイン６と結合する可能性が高い。
【０１８３】
　図１４のパネルＡに示されるように、５５９Ｂ－Ｍ０００４－Ｂ０４は一本鎖ＨＭＷＫ
およびＬＭＷＫの両方よりも二本鎖ＨＭＷＫに対して選択性を示し、さらなるアッセイ最
適化のために選択した。ヒト血漿試料中の切断ＨＭＷＫを検出するため、５５９Ｂ－Ｍ０
００４－Ｂ０４（２μｇ／ｍＬを１００μＬ）を９６ウェルプレート（Ｎｕｎｃ　Ｍａｘ
ｉｓｏｒｐプレート）に受動的に固定化するサンドイッチＥＬＩＳＡ法を開発した（図１
２、パネルＢ）。翌日、プレートを洗浄し、次いでＰＢＳ緩衝液中２％のＢＳＡ（プロテ
アーゼ／ＩｇＧフリー）でブロックした。洗浄後、０．０５％Ｔｗｅｅｎ－２０を含むＰ
ＢＳ中０．１％のＢＳＡ緩衝液（二本鎖ＨＭＷＫアッセイ緩衝液）中に切断ＨＭＷＫを含
有する試料。ＨＮＫＷ　ＨＭＷＫ欠損血漿に精製タンパク質標準物質（例えば、二本鎖Ｈ
ＭＷＫ、インタクトのＨＭＷＫまたはＬＭＷＫ）を添加し、二本鎖ＨＭＷＫアッセイ緩衝
液で１：３２０に希釈した。プレートをＰＢＳＴで洗浄した後、二本鎖ＨＭＷＫアッセイ
緩衝液中で１μｇ／ｍＬの２種類のマウスモノクローナル抗体（１１Ｈ０５および１３Ｂ
１２）の混合物を室温で１時間加えた。未結合の検出抗体を洗浄し、西洋ワサビペルオキ
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シダーゼ（ＨＲＰ）とコンジュゲートしたヤギ抗マウス二次抗体の１：２０００希釈物を
加えた。二次抗体を含有するアッセイを室温で１時間インキュベートし、二本鎖ＨＭＷＫ
アッセイ緩衝液で洗浄することにより未結合の二次抗体を除去した。ＨＲＰ基質である３
，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）の添加によりシグナルを検出した
。リン酸で反応を停止させた。マイクロプレートリーダーを用いてＴＭＢ基質の加水分解
を４５０ｎｍ～６３０ｎｍで検出した（図３）。さらに、二本鎖ＨＭＷＫアッセイ緩衝剤
緩衝液またはＨＭＷＫ欠損血漿中に切断ＨＭＷＫを含有する試料を用いてＥＬＩＳＡアッ
セイを実施し、２．５％または１０％の血漿のいずれかの存在下で分析したところ、同程
度の結合が得られた（図４）。これらのイムノアッセイ条件を用いて、切断ＨＭＷＫとの
特異的結合を検出した。このアッセイでは、二本鎖ＨＭＷＫアッセイ緩衝液中またはＨＭ
ＷＫ欠損血漿中のいずれでＨＭＷＫを提供しても、同程度の成績が得られた（図３および
４）。さらに、５５９Ｂ－Ｍ０００４－Ｂ０４とＬＭＷＫとの結合はみられなかった。
【０１８４】
　ヒト血漿中で接触活性化によって生成した切断ＨＭＷＫの検出に関してＥＬＩＳＡアッ
セイを評価した（図５Ａおよび５Ｂ）。ＦＸＩＩからＦＸＩＩａへの自己活性化を引き起
こし、それにより切断ＨＭＷＫを生じさせる触媒量のＦＸＩＩａ、ｐＫａｌまたはエラグ
酸の非存在下または存在下で、正常ヒト血漿中の切断ＨＭＷＫの量を測定した（図５のパ
ネルＡおよびＢ）。二本鎖ＨＭＷＫの生成に必要な主要な血漿酵素としての血漿カリクレ
インの役割と一致するように、エラグ酸を添加してもまたはＦＸＩＩａを添加してもプレ
カリクレイン欠損血漿中に切断ＨＭＷＫは生成されなかった。ＦＸＩＩａ、ｐＫａｌまた
はエラグ酸のいずれを用いてもＦＸＩ欠損血漿中の接触系が同程度に活性化され、この結
果は、ＦＸＩａがＦＸＩＩａによって生成され、二本鎖ＨＭＷＫを生じないとする見解と
一致する。
【０１８５】
　二本鎖ＨＭＷＫのＥＬＩＳＡで得られた結果は、マウスモノクローナル抗体１１Ｈ０５
を用いたウエスタンブロット分析により、ヒト血漿中で接触活性化により生成した切断Ｈ
ＭＷＫを検出することによって裏付けられた（図１０）。１１Ｈ０５抗体は、ＨＭＷＫの
軽鎖と特異的に結合し、５６ｋＤａの軽鎖と、ＨＭＷＫ軽鎖のＮ末端に近い部位で血漿カ
リクレインのタンパク質分解活性により生成する、さらにタンパク質分解された４６ｋＤ
ａの軽鎖の両方を明らかにする（Ｃｏｌｍａｎら，Ｂｌｏｏｄ（１９９７）９０：３８１
９－３８４３）。
【０１８６】
　ＥＬＩＳＡアッセイが、健常ドナー１２人の血漿中に生成した切断ＨＭＷＫを検出でき
るかどうかも評価した（図６）。１２の試料それぞれについて、接触活性化系のエラグ酸
活性化後に切断ＨＭＷＫを検出した。同様に、様々な濃度のラナデルマブ（ＤＸ－２９３
０；血漿カリクレインの特異的阻害剤）またはセルピンＣ１－ＩＮＨの阻害剤を用いて正
常血漿の接触活性化系を阻害し、次いでエラグ酸で活性化させた後の切断ＨＭＷＫの量も
測定した（図７のパネルＡおよびＢ）。ラナデルマブ（ＤＸ－２９３０）は、血漿カリク
レインを強力（Ｋｉ＝０．１２ｎＭ）かつ特異的に阻害する完全ヒト抗体であり、ファー
ジを用いて発見され、ＨＡＥ－Ｃ１ＩＮＨ発作の予防的治療に関する臨床開発の段階にあ
る（Ｃｈｙｕｎｇら，Ａｎｎ．Ａｌｌｅｒｇｙ　Ａｓｔｈｍａ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．（２０
１４）１１３：４６０－４６６；Ｋｅｎｎｉｓｔｏｎら，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．（１
９９４）２８９：２３５９６－２３６０８）。ラナデルマブを様々な濃度でクエン酸加血
漿に添加したところ、ウエスタンブロット法およびサンドイッチＥＬＩＳＡ法によって示
されるように、ＦＸＩＩａによって誘導される二本鎖ＨＭＷＫの生成を有効に阻害した（
図７Ｂ）。ラナデルマブによる二本鎖ＨＭＷＫ生成阻害のＩＣ５０は２１２±２８ｎＭで
あり、この値は未希釈血漿中の全てのプレカリクレインを活性化した場合に予想される値
（約５００ｎＭ）と一致する。接触系アクチベーターで処理した血漿ではラナデルマブに
よってシグナルが完全に阻害されることから、Ｍ００４－Ｂ０４が、血漿カリクレインに
よって生成される二本鎖ＨＭＷＫに特異的であることが裏付けられる。
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【０１８７】
　捕捉抗体としてＭ００４－Ｂ０４および検出抗体としてＨＲＰコンジュゲートヒツジポ
リクローナル抗キニノーゲンを用いたこの予備的アッセイでは、キニノーゲン欠損血漿の
接触系を活性化させてもＥＬＩＳＡシグナルの増大はみられなかった（データ不掲載）。
【０１８８】
　同様に、抗凝固剤としてＥＤＴＡを用いて健常対象から採取した血漿がクエン酸加血漿
と同程度に活性化されたことは図１０からも明らかであり、このことは、金属イオンが接
触系活性化に必要ではないという知見を裏付けている（Ｃｏｌｍａｎら，Ｂｌｏｏｄ（１
９９７）９０：３８１９－３８４３）。しかし、ＥＤＴＡ加血漿ではＥＬＩＳＡにより二
本鎖ＨＭＷＫが検出されず（図５Ｂ）、このことは、二本鎖ＨＭＷＫと結合するＭ００４
－Ｂ０４抗体が金属イオンに依存することを示唆している。軽鎖のドメイン５にあるＨＭ
ＷＫの亜鉛結合部位（アミノ酸４７９～４９８）がこれまでに同定されており、この部位
はキニノーゲンと内皮細胞表面受容体ｇＣ１ｑＲ、サイトケラチン１およびウロキナーゼ
プラスミノーゲン活性化因子受容体との相互作用を媒介し、それにより接触系活性化を増
大させることが示されている（Ｋａｐｌａｎら，Ａｄｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．（２０１４）
１２１：４１－８９；Ｂｊｏｒｋｑｖｉｓｔら，Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．（２０１３）３９
４：１１９５－１２０４）。アッセイ緩衝液へのＺｎＣｌ２の添加を様々な濃度で試験し
、抗体と切断ＨＭＷＫとの結合が増大することが見出された（図１１）。エラグ酸活性化
クエン酸加血漿およびＥＤＴＡ加血漿で観察されるＥＬＩＳＡシグナルに対するＺｎＣｌ

２の漸増濃度を調べた。ＥＤＴＡ加血漿のＥＬＩＳＡシグナルは、４００μＭ（ウェルで
の濃度）を上回るＺｎＣｌ２濃度で見かけの最大値まで増大した。
【０１８９】
　一本鎖ＨＭＷＫと亜鉛が結合すると、より小型で球状の四次構造が促進されることが電
子顕微鏡によりこれまでに明らかにされている（Ｈｅｒｗａｌｄら，Ｅｕｒ　Ｊ．Ｂｉｏ
ｃｈｅｍ．（２００１）２６８：３９６－４０４）。同様に、二本鎖ＨＭＷＫが、ＥＤＴ
Ａ含有緩衝液中では一本鎖ＨＭＷＫよりも細長く球状度が低い四次構造をとることも電子
顕微鏡により明らかにされている（Ｈｅｒｗａｌｄら，Ｅｕｒ　Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．（
２００１）２６８：３９６－４０４）。亜鉛が二本鎖ＨＭＷＫの構造に及ぼす影響につい
ては未だ報告されていないが、本明細書に記載されるＭ００４－Ｂ０４の明白な亜鉛依存
的結合は、二本鎖ＨＭＷＫが亜鉛の存在下で固有のコンホメーションで存在することを示
唆している。
【０１９０】
　市販のスプレーコートＫ２ＥＤＴＡ管に採取した血漿中のＥＤＴＡ濃度は約４ｍＭであ
り、この数値は１：２０で希釈することにより約２００μＭのウェル中濃度となり、ＥＤ
ＴＡのキレート能を圧倒するために十分なＺｎＣｌ２を添加すると亜鉛依存性の結合が回
復することと一致している。これに対し、エラグ酸を用いて活性化したクエン酸加血漿の
ＥＬＩＳＡシグナルは、２５μＭまたは５０μＭ（ウェル濃度）のＺｎＣｌ２の存在下で
は増加しなかったが、１００μＭを上回るＺｎＣｌ２濃度では、ＺｎＣｌ２が約２００μ
Ｍを上回るとＥＬＩＳＡシグナルが最大値まで増大した（図１１）。健常被験者の血漿中
の正常な亜鉛濃度は１０～１７μＭである（Ｗｅｓｓｅｌｌｓら，Ｊ．Ｎｕｔｒ．（２０
１４）１４４：１２０４－１２１０）。ウェル中のＺｎＣｌ２濃度が５０μＭ超となった
ときにＥＬＩＳＡシグナルの増大が観察されたのは活性化クエン酸加血漿に限られ、この
ＺｎＣｌ２濃度は血漿中濃度１ｍＭ超に相当することから、ＥＬＩＳＡは血漿中の亜鉛濃
度の生理的変動の影響を受けないものと思われる。したがって、以後の実験ではアッセイ
緩衝液にＺｎＣｌ２を添加しなかった。
【０１９１】
　上記のように、５５９Ｂ－Ｍ００４－Ｂ０４と二本鎖ＨＭＷＫとの結合は、生理的濃度
を上回るＺｎＣｌ２によって増大し、高濃度のＥＤＴＡによる金属キレート化によって阻
害された。二本鎖ＨＷＭＫのドメインの亜鉛結合部位については既に記載されており、こ
の部位を包含する合成ペプチド（ＨＫＨ２０、ＨＫＨＧＨＧＨＧＫＨＫＮＫＧＫＫＮＧＫ
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Ｈ（配列番号８３）は、細胞表面結合を弱めることにより接触系活性化を阻害することが
示されている（Ｎａｋａｚａｗａら，Ｉｎｔ．Ｉｍｍｕｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ．（２０
０２）２：１８７５－１８８５）。このため、ＨＫＨ２０ペプチドならびにドメイン３内
の配列に対応するＧＣＰ２８ペプチドが、二本鎖ＨＭＷＫと５５９Ｂ－Ｍ００４－Ｂ０４
との結合を阻害することができるかどうかをＥＬＩＳＡにより試験した。図１５に示され
るように、ＨＫＨ２０ペプチドは二本鎖ＨＭＷＫとＭ００４－Ｂ０４との結合を阻害する
が、ＧＣＰ２８ペプチドは阻害せず、このことは、Ｍ００４－Ｂ０４エピトープがドメイ
ン５内で亜鉛結合部位付近に存在し得ることを示唆している。アッセイを実施するため、
キニノーゲンペプチドを２５０μｇ／ｍＬに希釈し、アッセイプレートでプレインキュベ
ートした。次いで、欠損ヒト血漿中の精製二本鎖ＨＭＷＫを１６０に希釈した後、プレー
トに加えた。
【０１９２】
　正常なクエン酸加ヒト血漿中で切断ＨＭＷＫが生成される時間依存性を、エラグ酸また
はＦＸＩＩａによる接触活性化系の活性化後の様々な時点で評価した（図８）。最後に、
ＥＬＩＳＡアッセイを用いて、遺伝性血管性浮腫（ＨＡＥ）患者由来の血漿試料中の切断
ＨＭＷＫの有無および量を、（ＨＡＥに罹患していない）正常患者由来のクエン酸加血漿
試料と比較して評価した。ＨＡＥ患者由来の試料は、正常ドナー由来の試料（４３２．４
±１８６ｎｇ／ｍＬ）よりも高レベル（１４２３±６０３ｎｇ／ｍＬ）の二本鎖ＨＭＷＫ
を含むことが見出され（図９）、これは、一元配置ＡＮＯＶＡ解析により統計学的差が認
められる（Ｐ＝０．０１７）。
【０１９３】
　Ｍ００４－Ｂ０４は、一本鎖ＨＭＷＫ上またはＬＭＷＫ上に存在しない、二本鎖ＨＭＷ
Ｋ上のネオエピトープと特異的に結合し、抗体結合が血漿カリクレイン活性に依存するこ
とが明らかになったことから、検出のために１対のマウスモノクローナル抗体（１１Ｈ０
５および１３Ｂ１２）を用いるアッセイも試験した（図１６）。抗体１３Ｂ１２はＨＭＷ
Ｋの重鎖と結合し、１１Ｈ０５はＨＭＷＫの軽鎖と結合すると思われることから、検出に
両抗体を組み合わせることにより、おそらく抗原の結合エピトープが両者の間で重複して
いないことにより、シグナル増強がもたらされた。
【０１９４】
　接触系を評価するうえで血漿採取が重要であることがこれまでに記載されている（Ｓｕ
ｆｆｒｉｔｔｉら，Ｃｌｉｎ．Ｅｘｐ．Ａｌｌｅｒｇｙ（２０１４）４４：１５０３－１
５１４）。血漿がガラスまたは他の極性表面に接触すると、広範囲にわたってｅｘ　ｖｉ
ｖｏの接触系活性化が起こり、これが内因性の接触系活性化の高精度な測定を妨げ得るこ
とはよく知られている（Ｃｏｌｍａｎら，Ｂｌｏｏｄ（１９９７）９０：３８１９－３８
４３）。最適化したサンドイッチＥＬＩＳＡ法が二本鎖ＨＭＷＫを検出する能力を、ＳＣ
ＡＴ１６９（ＨＴＩ社、エセックス、バーモント州）と呼ばれるプラスチック製の真空採
血管を用いて、酸性のクエン酸デキストロース中にプロテアーゼ阻害剤の混合物を含有す
るカスタマイズされた血漿を含む様々な種類の血漿で比較した。図６に示されるように、
ＳＣＡＴ１６９血漿で作成した標準曲線は、クエン酸加血漿で作成した曲線よりも感度が
低く、これはおそらく、採取した血漿中に２ｍＭのＥＤＴＡが含まれることに起因する。
このアッセイに用いた血漿希釈率（１：３２０）では、この濃度（３．１μＭ）のＥＤＴ
Ａが二本鎖ＨＭＷＫに有意に干渉せず、メタロプロテアーゼによるタンパク質分解から血
漿を安定化させるのに役立ち得る。
【０１９５】
　ウエスタンブロットアッセイおよびサンドイッチＥＬＩＳＡアッセイにより、健常被験
者由来のクエン酸加血漿およびＳＣＡＴ１６９血漿を、ＨＡＥ患者由来の試料と比較した
。図１７のパネルＡ～Ｃでは、クエン酸加血漿中の二本鎖ＨＭＷＫ（すなわち、切断キニ
ノーゲン）を検出するウエスタンブロット法は、曲線下面積（ＡＵＣ）の値が基礎状態と
ＨＶとの比較に関して０．９７７であるか、または発作状態とＨＶとの比較に関して１．
０である受診者動作特性（ＲＯＣ）解析によって示されるように、ＨＡＥ患者の試料と健
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常被験者（ＨＶ）の試料とを識別することが可能であった。休止期（基礎状態）のＨＡＥ
患者由来のクエン酸加血漿試料は、ＡＵＣ０．６２５で発作状態試料と識別された（図１
７、パネルＤ）。
【０１９６】
　図１８のパネルＡ～Ｃに示されるように、ＳＣＡＴ１６９血漿中の二本鎖ＨＭＷＫを検
出するウエスタンブロット法は、ＡＵＣ値が基礎状態とＨＶとの比較に関して０．９１５
であるか、または発作状態とＨＶとの比較に関して０．９６７であるＲＯＣ解析によって
示されるように、ＨＡＥ患者の試料と健常被験者（ＨＶ）の試料とを識別することが可能
であった。休止期（基礎状態）のＨＡＥ患者由来のＳＣＡＴ１６９試料は、ＡＵＣ０．５
９７で発作状態試料と識別された（図１８、パネルＤ）。
【０１９７】
　図１９のパネルＡ～Ｃでは、クエン酸加血漿中の二本鎖ＨＭＷＫを検出する二本鎖ＥＬ
ＩＳＡ法は、ＡＵＣ値が基礎状態とＨＶとの比較に関して０．９１５であるか、または発
作状態とＨＶとの比較に関して０．８６６であるＲＯＣ解析によって示されるように、Ｈ
ＡＥ患者由来の試料と健常被験者由来の試料とを識別することが可能であった。休止期（
基礎状態）のＨＡＥ患者由来のクエン酸加血漿試料は、ＡＵＣ０．７０９で発作状態試料
と識別された（図１９、パネルＤ）。
【０１９８】
　図２０のパネルＡ～Ｃに示されるように、ＳＣＡＴ１６９試料中の二本鎖ＨＭＷＫを検
出する二本鎖ＥＬＩＳＡ法は、ＡＵＣ値が基礎状態とＨＶとの比較に関して０．９９９で
あるか、または発作状態とＨＶとの比較に関して１．０であるＲＯＣ解析によって示され
るように、ＨＡＥ患者由来の試料と健常被験者由来の試料とを識別することが可能であっ
た。休止期（基礎状態）のＨＡＥ患者由来のクエン酸加血漿試料は、ＡＵＣ０．８１７６
で発作状態試料と識別された（図２０、パネルＤ）。
【０１９９】
　上記のＲＯＣ解析では、本明細書において証明した二本鎖ＨＭＷＫウエスタンブロット
および二本鎖ＨＭＷＫＥＬＩＳＡはともに、健常被験者と比較して、血漿中の切断キニノ
ーゲンのレベルに基づきＨＡＥを有するか、またはＨＡＥを有するリスクのある患者を識
別するのに有用であり得る。ＳＣＡＴ１６９血漿中にプロテアーゼ阻害剤が存在すること
により、採血時のｅｘ　ｖｉｖｏの血漿活性化が減少した。
【０２００】
　その他の実施形態
　本明細書に開示される特徴は全て、任意の組み合わせで組み合わせることができる。本
明細書に開示される特徴はそれぞれ、同じ目的、同等の目的または類似した目的を果たす
代替的特徴に置き換え得るものである。したがって、別途明記されない限り、開示される
各特徴は一般的な一連の同等の特徴または類似した特徴の一例にすぎない。
【０２０１】
　当業者は上の記載から、本開示の必須特性を容易に確認し、本開示の趣旨および範囲か
ら逸脱することなく、本開示に様々な改変および修正を施して様々な用途および条件に適
合させることができる。したがって、他の実施形態も特許請求の範囲内に含まれる。
【０２０２】
　均等物および範囲
　当業者は、ルーチンの実験のみを用いて、本明細書に記載される本開示の特定の実施形
態の均等物を多数認識する、あるいは確認することが可能である。本開示の範囲は上記の
記載に限定されないと意図され、添付の「特許請求の範囲」に記載される通りである。
【０２０３】
　請求項では、「ａ」、「ａｎ」および「ｔｈｅ」などの冠詞は、反対であることを示す
場合またはそうでなければ文脈から明らかである場合を除き、１つまた複数を意味し得る
。あるグループの１つまたは複数の要素の間に「または」を含む請求項または記載は、反
対であることを示す場合またはそうでなければ文脈から明らかである場合を除き、そのグ
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ループの要素の１つ、１つ超、または全てが所定の製品または工程に存在するか、用いら
れるか、またはそうでなければ関連する場合に満たされるものと考えられる。本開示は、
あるグループのまさに１つの要素が、所定の所与の製品または工程に存在するか、用いら
れるか、またはそうでなければ関連する実施形態を含む。本開示は、あるグループの１つ
超または全ての要素が所定の製品または工程に存在するか、用いられるか、またはそうで
なければ関連する実施形態を含む。
【０２０４】
　さらに、本開示は、１つまたは複数の列記される請求項からの１つまたは複数の制限、
要素、条項および記述用語が別の請求項に導入されるあらゆる変形形態、組合せおよび変
更を包含する。例えば、別の請求項に従属する任意の請求項を同じ基本請求項に従属する
別の任意の請求項に記載される１つまたは複数の制限を含むよう修正することができる。
要素が例えばマーカッシュ群形式のリストとして記載される場合、その要素の各サブグル
ープも同様に開示され、グループから任意の（１つまたは複数）を削除することができる
。一般に、本開示または本開示の態様が特定の要素および／または特徴を含むとして言及
される場合、本開示の特定の実施形態または本開示の諸態様は、そのような要素および／
または特徴からなるか、またはそのような要素および／または特徴から本質的になると理
解すべきである。簡略化する目的で、上記の実施形態は本明細書にこれらの言葉で具体的
に記載されていない。同様に、「ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ（含む）」および「ｃｏｎｔａｉ
ｎｉｎｇ（含む、含有する）」という用語は、制限がないと意図され、他の要素または段
階を含めることを許容することに留意されたい。範囲が記載される場合、終点を含む。さ
らに、別途明示されるかまたは文脈および当業者の理解から明らかである場合を除き、範
囲として表される値は、文脈上明らかに別の意味を表す場合を除き、本開示の様々な実施
形態において記載される範囲内に含まれる、その範囲の下限の単位の１０分の１までの任
意の特定の値または部分範囲と見なすことができる。
【０２０５】
　本願では、様々な発行済み特許、公開特許出願、学術論文、および他の刊行物を参照す
るが、これらはいずれも参照により本明細書に組み込まれる。組み込まれるいずれかの参
考文献と本明細書との間に相違がみられる場合、本明細書が優先されるものとする。さら
に、先行技術の範囲内に含まれる本開示のいかなる特定の実施形態も、１つまたは複数の
いずれかの請求項から明確に除外され得る。このような実施形態は、当業者に公知である
と考えられるため、たとえ除外が本明細書に明記されなくても除外され得る。本開示の任
意の特定の実施形態は、先行技術の存在と関係があるかどうかを問わず、任意の理由で任
意の請求項から除外され得る。
【０２０６】
　当業者は、ルーチンの実験のみを用いて、本明細書に記載される特定の実施形態の均等
物を多数認識する、あるいは確認することが可能である。本明細書に記載される本発明の
実施形態の範囲は、上記の説明に限定されないと意図され、添付の「特許請求の範囲」に
記載される通りである。当業者には、以下の銅請求項で定められる本開示の趣旨からも範
囲からも逸脱することなく、この記載に様々な改変および修正を加え得ることが理解され
よう。
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