
(57)【要約】
　実際に生物学的活性を有するエンドセリンも、その直接的な前駆体であるビッグエンド
セリンも含まない、プロセッシングされた最初のプレプロ -またはプロエンドセリンの比
較的に寿命が長いペプチド断片、特には C末端ペプチド断片を測定する、医療診断目的の
ための、ヒト患者の全血、血漿または血清における、重篤な病気、特に心臓病、炎症、敗
血症および癌におけるエンドセリンの形成を測定する in vitro方法。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 プ レ プ ロ エ ン ド セ リ ン -1の ア ミ ノ 酸 93-212の 範 囲 の ペ プ チ ド 配 列 に 対 応 す る ペ プ チ ド に
結 合 す る 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 、 プ レ プ ロ エ ン ド セ リ ン -1（ 配 列 番 号 1） の C末 端 断 片 を
測 定 す る こ と に よ っ て 、 エ ン ド セ リ ン -1（ 配 列 番 号 2） お よ び ビ ッ グ エ ン ド セ リ ン -1（ 配
列 番 号 3） の 形 成 を 測 定 す る 、 医 療 診 断 目 的 の た め の 、 ヒ ト 患 者 の 全 血 、 血 漿 ま た は 血 清
に お け る 、 重 篤 な 病 気 、 特 に 心 臓 病 、 炎 症 、 敗 血 症 お よ び 癌 に お け る エ ン ド セ リ ン の 形 成
を 測 定 す る in vitro方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 生 物 学 的 液 体 に お け る 前 記 測 定 を 、 測 定 す る ペ プ チ ド 断 片 の み を 特 異 的 に 認 識 す る 少 な
く と も 1つ の 標 識 し た 抗 体 を 用 い て 実 施 す る イ ム ノ ア ッ セ イ を 使 用 し て 実 施 す る 、 請 求 項 1
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 イ ム ノ ア ッ セ イ が 、 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ ま た は サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ で あ る
、 請 求 項 2に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 プ レ プ ロ エ ン ド セ リ ン -1の ア ミ ノ 酸 168-212（ 配 列 番 号 7） の 範 囲 の ペ プ チ ド 配 列 に 対 応
す る ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 、 前 記 プ レ プ ロ エ ン ド セ リ ン -1の C末 端
断 片 を 測 定 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 プ レ プ ロ エ ン ド セ リ ン -1の ア ミ ノ 酸 168か ら 212（ 配 列 番 号 7） を 有 す る C末 端 断 片 を 測 定
す る た め に 、 プ レ プ ロ エ ン ド セ リ ン -1の ア ミ ノ 酸 168-181を 有 す る ペ プ チ ド 配 列 、 ア ミ ノ
酸 184-203を 有 す る ペ プ チ ド 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 200-212を 有 す る ペ プ チ ド 配 列 か ら 選 択 さ
れ る 2つ の 異 な る ペ プ チ ド 配 列 に 結 合 す る 抗 体 の ペ ア を 使 用 す る 、 請 求 項 4に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 測 定 す る ペ プ チ ド 断 片 の 定 量 的 ま た は 半 定 量 的 な 測 定 の た め の 方 法 で あ る 、 請 求 項 1か
ら 5の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る ポ イ ン ト ・ オ ブ ・ ケ ア 試 験 ま た は 他 の 加 速 試 験 で あ る
、 請 求 項 6に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 測 定 の た め に 使 用 さ れ る 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び /ま た は ア フ ィ ニ テ ィ
精 製 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 4か ら 7の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 4） 、 ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 5） お よ び ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 6） か ら 選
択 さ れ る 合 成 ペ プ チ ド を 含 む 抗 原 を 用 い て 動 物 を 免 疫 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 抗 体 を 使
用 す る 、 請 求 項 4か ら 8の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 一 方 の 抗 体 が 標 識 さ れ 、 他 方 の 抗 体 が 固 相 に 結 合 し 、 ま た は 、 固 相 に 選 択 的 に 結 合 で き
る 2つ の 抗 体 を 、 前 記 測 定 の た め に 使 用 す る 、 請 求 項 4か ら 9の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ １ 】
　 第 一 抗 体 お よ び 第 二 抗 体 の 両 方 が 液 体 反 応 混 合 液 中 に 分 散 し て 存 在 し て お り 、 検 出 す る
ペ プ チ ド 断 片 へ の 両 方 の 抗 体 の 結 合 後 に 、 測 定 溶 液 中 に 生 じ た サ ン ド イ ッ チ 複 合 体 の 検 出
を 可 能 と す る 測 定 可 能 な シ グ ナ ル が 発 生 す る よ う に 、 蛍 光 ま た は 化 学 発 光 消 光 ま た は 増 幅
に 基 づ く 標 識 シ ス テ ム の 部 分 で あ る 第 一 の 標 識 構 成 要 素 が 第 一 抗 体 に 結 合 し て お り 、 お よ
び こ の 標 識 シ ス テ ム の 第 二 の 標 識 構 成 要 素 が 第 二 抗 体 に 結 合 し て い る 2つ の 抗 体 を 、 前 記
測 定 の た め に 使 用 す る 、 請 求 項 4か ら 9の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 標 識 シ ス テ ム が 、 蛍 光 ま た は 化 学 発 光 色 素 、 特 に シ ア ニ ン タ イ プ の 色 素 と 組 み 合 わ
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せ た 希 土 類 ク リ プ テ ー ト ま た は キ レ ー ト を 含 む 、 請 求 項 11に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 診 断 の た め 、 重 篤 度 の 測 定 お よ び 予 後 診 断 の た め 、 な ら び に 敗 血 症 の 経 過 に お け る 治 療
を モ ニ タ ー リ ン グ の た め に 使 用 す る 、 請 求 項 1か ら 12の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 敗 血 症 の 診 断 と 関 連 す る 少 な く と も 1つ の 更 な る パ ラ メ ー タ ー を 同 時 に 測 定 す る 複 合 パ
ラ メ ー タ ー 測 定 の 一 部 と し て 実 施 す る 、 請 求 項 13に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 敗 血 症 の 診 断 と 関 連 す る 更 な る パ ラ メ ー タ ー ま た は 複 数 の パ ラ メ ー タ ー が 、 抗 -ガ ン グ
リ オ シ ド 抗 体 、 タ ン パ ク 質 プ ロ カ ル シ ト ニ ン 、 CA125、 CA19-9、 S100B、 S100Aタ ン パ ク 質
、 LASP-1、 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン フ ラ グ メ ン ト 、 特 に CYFRA21、 TPSお よ び /ま た は 可 溶 性
サ イ ト ケ ラ チ ン -1フ ラ グ メ ン ト (sCY1F)、 ペ プ チ ド イ ン フ ラ ミ ン お よ び CHP、 プ ロ ホ ル モ ン
proANP、 proBNPま た は proADMの 断 片 、 グ リ シ ン -N-ア シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GNAT） 、
カ ル バ モ イ ル ホ ス フ ェ ー ト シ ン タ ー ゼ 1（ CPS1） お よ び C-反 応 性 タ ン パ ク 質 （ CRP） ま た は
こ れ ら の フ ラ グ メ ン ト か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 14に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 心 臓 病 の 診 断 領 域 で 使 用 さ れ る 、 請 求 項 1か ら 12の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 心 臓 病 の 診 断 と 関 連 す る 更 な る パ ラ メ ー タ ー を 同 時 に 測 定 す る 複 合 パ ラ メ ー タ ー 測 定 の
一 部 と し て 実 施 す る 、 請 求 項 16に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 癌 の 診 断 領 域 で 使 用 さ れ る 、 請 求 項 1か ら 12の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 癌 の 診 断 と 関 連 す る 更 な る パ ラ メ ー タ ー を 同 時 に 測 定 す る 複 合 パ ラ メ ー タ ー 測 定 の 一 部
と し て 実 施 す る 、 請 求 項 18に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 プ レ プ ロ エ ン ド セ リ ン -1の ア ミ ノ 酸 168-181、 184-203お よ び 200-212に 対 応 す る ア ミ ノ
酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 20
に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 少 な く と も 、 (a)請 求 項 20ま た は 21に 記 載 の 第 一 抗 体 、 (b)請 求 項 20ま た は 21に 記 載 の 異
な る 第 二 抗 体 、 お よ び 、 (c)プ レ プ ロ エ ン ド セ リ ン の ア ミ ノ 酸 168-203ま た は 168-212を 少
な く と も 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 標 準 ペ プ チ ド を 含 み 、 一 方 の 抗 体 が 標 識 さ れ 、 他 方 が
固 定 さ れ て い る か 固 定 化 可 能 で あ る 、 請 求 項 1か ら 19の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 を 実 施
す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 固 定 さ れ た 抗 体 が 、 テ ス ト チ ュ ー ブ (CT)の 壁 上 で 固 体 さ れ た 形 態 で 存 在 す る 、 請 求
項 22に 記 載 の キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 血 液 （ 全 血 、 血 漿 ま た は 血 清 ） に お け る 、 対 応 す る プ ロ エ ン ド セ リ ン の ペ プ
チ ド 断 片 、 特 に 、 プ レ プ ロ エ ン ド セ リ ン -1の 比 較 的 に 寿 命 が 長 い C末 端 の 部 分 ペ プ チ ド を
測 定 す る こ と に よ る 、 特 に 敗 血 症 診 断 、 心 臓 病 診 断 、 例 え ば 、 癌 診 断 、 お よ び /ま た は 、
一 般 的 に は 、 エ ン ド セ リ ン が 病 気 の 進 行 に 重 要 な 役 割 を 果 た す 病 的 状 態 の 診 断 に お け る 医
療 診 断 目 的 の た め の 、 重 篤 な 病 気 に お け る エ ン ド セ リ ン の 形 成 を 測 定 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 単 純 に 、 用 語 「 エ ン ド セ リ ン 」 を 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 場 合 は 、 こ の 用 語 は 主 に エ
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ン ド セ リ ン -1（ ET-1） を 表 す 。 し か し な が ら 、 対 応 す る 記 述 は 、 エ ン ド セ リ ン の 他 の ア イ
ソ フ ォ ー ム に も 頻 繁 に 適 応 す る こ と が で き 、 そ れ ゆ え 、 エ ン ド セ リ ン -1へ の 制 限 は 、 頻 繁
に 不 必 要 で あ り 、 本 発 明 は 、 ま た 、 よ り 広 い 意 味 で 他 の エ ン ド セ リ ン を 含 む こ と を 意 図 す
る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 本 記 載 に お い て は 、 用 語 「 診 断 」 は 、 一 般 的 に 、 特 に 、 予 後 /早 期 予 後 お よ び 治 療 に 付
随 す る モ ニ タ ー リ ン グ を 含 む こ と を 意 図 す る 単 純 化 し た 一 般 的 な 用 語 と し て 使 用 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 測 定 は 、 特 に 、 特 定 の 免 疫 診 断 方 法 に よ っ て 、 と り わ け 、 少 な く と も 1つ の 標 識 し た 抗
体 を 使 用 す る タ イ プ の イ ム ノ ア ッ セ イ （ サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ ； 競 合 ア ッ セ イ 、 例 え ば 、
SPALTま た は SPART原 理 に よ る ） に よ っ て 行 な わ れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 21個 の ア ミ ノ 酸 を 含 む ペ プ チ ド で あ る エ ン ド セ リ ン -1(ET-1)は 、 最 も 強 力 な 既 知 の 血 管
収 縮 剤 で あ る 。 Yanagisawaら [27： 角 括 弧 に お け る 数 字 は 添 付 の 参 考 文 献 の リ ス ト に 関 す
る ]に よ る 1988年 の 発 見 か ら 、 生 合 成 、 作 用 機 構 お よ び 病 気 と の 関 連 性 が 、 包 括 的 に 調 査
さ れ 、 話 題 の レ ビ ュ ー 論 文 と し て 要 約 さ れ て い る [1、 7、 12、 17、 24]。 エ ン ド セ リ ン に は
、 異 な る 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 3つ の ア イ ソ フ ァ ー ム （ エ ン ド セ リ ン -1、 エ ン
ド セ リ ン -2、 エ ン ド セ リ ン -3） が 存 在 し 、 エ ン ド セ リ ン -1は 、 最 も 高 い 濃 度 で 存 在 し 、 最
も 能 力 が 高 い 。 エ ン ド セ リ ン -1は 、 内 皮 細 胞 、 肺 、 心 臓 、 腎 臓 お よ び 脳 内 で 合 成 さ れ る 。
ヒ ト の エ ン ド セ リ ン -1遺 伝 子 の 最 初 の 翻 訳 産 物 は 、 212個 の ア ミ ノ 酸 を 含 む ペ プ チ ド で あ
る プ レ プ ロ エ ン ド セ リ ン -1（ 配 列 番 号 1） で あ る 。 分 泌 工 程 に お い て は 、 プ レ プ ロ エ ン ド
セ リ ン の 短 い N-末 端 の シ グ ナ ル 配 列 （ ア ミ ノ 酸 1-17） が 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ダ ー ゼ に よ っ て
除 去 さ れ る 。 得 ら れ た プ ロ エ ン ド セ リ ン は 、 そ の 後 に 、 二 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 上 で プ ロ テ ア ー
ゼ フ リ ン に よ る プ ロ セ シ ン グ を 受 け 、 38個 の ア ミ ノ 酸 を 含 む 生 物 学 的 に 不 活 性 な ペ プ チ ド
で あ る ビ ッ グ エ ン ド セ リ ン （ 配 列 番 号 3） が 得 ら れ 、 ビ ッ グ エ ン ド セ リ ン か ら 、 最 終 的 に
、 成 熟 し た 生 物 学 的 に 活 性 な エ ン ド セ リ ン -1（ 配 列 番 号 2） が エ ン ド セ リ ン 転 換 酵 素 （ ECE
） に よ っ て 形 成 さ れ る 。 エ ン ド セ リ ン は 、 筋 肉 細 胞 、 ミ オ サ イ ト お よ び 繊 維 目 細 胞 上 に 位
置 す る 特 定 の 受 容 体 へ の 結 合 を 介 し て 作 用 す る 。 こ の 結 合 に よ っ て 、 カ ル シ ウ ム 流 出 、 ホ
ス ホ リ パ ー ゼ Cの 活 性 化 お よ び Na/K ATPaseの 阻 害 が も た ら さ れ る 。 血 管 収 縮 作 用 に 加 え て
、 エ ン ド セ リ ン は 、 ま た 、 増 殖 調 節 特 性 も 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 エ ン ド セ リ ン （ 特 に 、 エ ン ド セ リ ン -1） の 観 察 さ れ 推 定 さ れ る 多 く の 重 要 な 生 理 学 的 効
果 の 観 点 か ら 、 同 定 さ れ た と き か ら 免 疫 診 断 測 定 の た め の 様 々 な ア ッ セ イ が 開 発 さ れ 、 特
に ヒ ト の 血 漿 に お け る エ ン ド セ リ ン の 測 定 の た め に 使 用 さ れ て い る 。 こ の よ う な 測 定 の 結
果 は 、 多 く の 刊 行 物 の 対 象 と な っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 エ ン ド セ リ ン -1お よ び ビ ッ グ エ ン ド セ リ ン の 血 漿 に お け る 濃 度 の 上 昇 が 、 様 々 な 臨 床 像
に つ い て 開 示 さ れ て い る [17]。 こ れ ら に は 、 心 臓 病 [1]（ と り わ け 、 肺 高 血 圧 [21]、 ア テ
ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 [13]、 う っ 血 性 心 不 全 [25]、 心 筋 梗 塞 [20]） 、 敗 血 症 お よ び 敗 血 症 シ ョ
ッ ク [11、 22、 23]、 癌 [2、 3、 15、 18]な ど が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 血 漿 サ ン プ ル に お け る エ ン ド セ リ ン の 測 定 の た め に 使 用 さ れ る イ ム ノ ア ッ セ イ （ [17]の
レ ビ ュ ー を 参 照 ） は 、 特 に 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ タ イ プ （ コ ン ペ テ ィ タ ー と し て 標 識 し
た エ ン ド セ リ ン -1を 使 用 ） ま た は EIA/ELISAタ イ プ に 属 す る も の で あ り 、 エ ン ド セ リ ン の
測 定 ま た は エ ン ド セ リ ン の 免 疫 反 応 性 の 測 定 の み を 目 的 と す る も の で あ っ た 。 RIAタ イ プ
の ア ッ セ イ は 、 特 異 性 が 低 く 、 エ ン ド セ リ ン 配 列 を 含 む 関 連 ペ プ チ ド も 測 定 し て し ま う 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 し か し な が ら 、 エ ン ド セ リ ン -1（ ET-1） が 血 液 中 で 極 め て 短 い 滞 留 時 間 し か 有 し て お ら
ず 、 1-2分 後 に は 血 液 か ら 除 去 さ れ る こ と が 見 出 さ れ た [6]。 血 液 お よ び 血 漿 中 の エ ン ド セ
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リ ン -1は 安 定 で あ る と 考 え ら れ て い る の で [6]、 他 の 組 織 へ の 分 布 お よ び 受 容 体 へ の 迅 速
且 つ 高 い 親 和 性 を 有 す る 結 合 は 、 短 い 滞 留 時 間 に つ い て の 最 も 重 要 な 理 由 と し て 考 え ら れ
て い る 。 結 果 と し て 、 特 定 の 組 織 お よ び 体 液 に お い て は 、 例 え ば 血 漿 よ り も 相 当 に 高 い 濃
度 の エ ン ド セ リ ン -1が 求 ま る [1、 7]。 こ れ ら の 状 況 か ら 、 血 漿 サ ン プ ル 中 の ET-1の 測 定 の
妥 当 性 に つ い て 、 重 要 な 疑 問 が 投 げ か け ら れ て い る [17]。 実 際 に 、 血 漿 サ ン プ ル で 検 出 さ
れ 、 特 定 の 血 液 に お け る 移 行 状 態 の み を 反 映 す る 瞬 間 的 な ET-1濃 度 は 、 エ ン ド セ リ ン （ ET
-1） の 生 理 学 的 効 果 に と っ て は 重 要 で は な く 、 む し ろ 、 生 命 体 に 存 在 す る 全 て の 遊 離 し た
お よ び 結 合 し た （ 例 え ば 組 織 に お よ び 受 容 体 に 結 合 し た ） 生 理 学 的 な ET-1濃 度 が 、 よ り 極
め て 妥 当 で あ る と い う こ と が 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ET-1前 駆 体 、 所 謂 ビ ッ グ エ ン ド セ リ ン （ 「 big ET-1」 ； 配 列 番 号 3） の 測 定 は 、 ET-1の
測 定 よ り も 有 用 で あ る 。 な ぜ な ら ば 、 血 液 中 の 「 big ET-1」 の 滞 留 時 間 は 、 big ET-1か ら
遊 離 し た ET-1の 滞 留 時 間 よ り も 大 幅 に 長 い か ら で あ る 。 そ れ ゆ え 、 多 く の 研 究 に お い て は
、 こ の 「 ビ ッ グ エ ン ド セ リ ン 」 が 、 実 際 の エ ン ド セ リ ン に 代 え て 測 定 さ れ て い た 。 特 に 、
特 異 的 な 測 定 の た め に 、 プ ロ セ シ ン グ を 受 け た ET-1お よ び 他 の エ ン ド セ リ ン か ら 、 ビ ッ グ
エ ン ド セ リ ン -1を 信 頼 性 を も っ て 区 別 す る こ と が で き る サ ン ド イ ッ チ タ イ プ の ア ッ セ イ が
使 用 さ れ て い た [4、 8、 10]。 こ れ ら に お い て 、 特 定 の 病 気 に お け る 測 定 さ れ た 増 加 し た ET
の 免 疫 反 応 性 は 、 big ETが 原 因 と す る こ と が で き る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 big-ET-1の 選 択 的 な 測 定 は 、 微 々 た る 改 良 し か も た ら さ ず 、 問 題 点 に 対 す る 実 質 的 な 解
決 策 は も た ら さ な か っ た 。 な ぜ な ら ば 、 ビ ッ グ エ ン ド セ リ ン も 血 液 中 で 迅 速 に プ ロ セ ッ シ
ン グ を 受 け て エ ン ド セ リ ン と な っ て し ま う か ら で あ る [1、 5、 9]。 そ れ ゆ え 、 ビ ッ グ エ ン
ド セ リ ン は 、 同 じ よ う に 、 相 対 的 に 短 い 生 物 学 的 半 減 期 を 有 し て お り （ 20-25分 ） 、 結 果
と し て 、 血 漿 で 測 定 で き る ビ ッ グ エ ン ド セ リ ン の 測 定 値 は 、 瞬 間 的 な 血 漿 濃 度 し か 表 し て
お ら ず 、 エ ン ド セ リ ン の 実 際 に 生 理 学 的 に 有 効 な 濃 度 を 反 映 し て い な い 。 病 気 の 状 態 下 で
生 理 学 的 に 形 成 さ れ 、 既 に プ ロ セ ッ シ ン グ を 受 け 組 織 ま た は 受 容 体 に 結 合 し た ET-1は 、 bi
g-ET-1の 測 定 に お い て は 血 漿 中 で 測 定 さ れ な い 。 生 理 学 的 に 活 性 な エ ン ド セ リ ン の 総 量 は
、 そ れ ゆ え 、 ビ ッ グ エ ン ド セ リ ン の 測 定 で も 低 く 見 積 も ら れ る 。 big-ET-1の 酵 素 的 切 断 に
よ っ て 形 成 す る 、 ET-1以 外 の big-ET-1の C末 端 ペ プ チ ド 断 片 （ プ レ プ ロ エ ン ド セ リ ン の ア
ミ ノ 酸 74-90ま た は ビ ッ グ エ ン ド セ リ ン の ア ミ ノ 酸 20-38） の 補 足 的 な 特 異 的 測 定 を 実 施 す
る 試 み に よ っ て 、 こ の ペ プ チ ド は 、 ET-1よ り も 更 に 不 安 定 で あ り 、 そ れ ゆ え 測 定 に 適 さ な
い こ と が 示 さ れ た [10]。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 先 行 技 術 で は 、 ビ ッ グ エ ン ド セ リ ン の 範 囲 以 外 の プ ロ エ ン ド セ リ ン の 範 囲 を 評 価 す る た
め に 、 た だ 1つ の 市 販 の 競 合 試 験 （ N-末 端 18-50の 範 囲 、 Phoenix Pharmaceuticalsか ら 購
入 可 能 ； WO 00/22439に 開 示 さ れ た 敗 血 症 診 断 の た め の 使 用 ） の み が 開 示 さ れ て い る 。 こ
の ア ッ セ イ を 使 用 し た 評 価 す べ き 分 析 物 の 安 定 性 お よ び 特 性 に つ い て は 、 如 何 な る 情 報 も
開 示 さ れ て い な い 。
【 特 許 文 献 １ 】 WO 00/22439
【 特 許 文 献 ２ 】 US-A-4822733
【 特 許 文 献 ３ 】 EP-B1-180492
【 特 許 文 献 ４ 】 EP-B1-539477
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 ビ ッ グ エ ン ド セ リ ン お よ び エ ン ド セ リ ン の 内 因 的 形 成 、 す な わ ち 、 生
理 学 的 な 総 濃 度 お よ び エ ン ド セ リ ン の 作 用 を 、 血 漿 に お け る ETま た は big ETの デ ー タ の 測
定 よ り も 迅 速 に 反 映 さ せ る ア ッ セ イ 方 法 を 開 発 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 こ の よ う な 方 法 は 、 有 効 で あ る べ き で あ り 、 通 常 の 使 用 が 可 能 で あ り 、 様 々 な 生 理 学 的
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条 件 下 に お け る 、 特 に 敗 血 症 ま た は エ ン ド セ リ ン の 上 昇 値 が 関 与 す る 他 の 生 理 学 的 条 件 下
に お け る 、 ET(ET-1)お よ び /ま た は そ の 前 駆 体 の 生 理 学 的 産 生 に つ い て の 信 頼 で き る 値 を
提 供 す る こ と が で き る べ き で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 こ の 目 的 は 、 本 発 明 に よ り 、 ETま た は big ETで は な く 、 比 較 的 に 寿 命 が 長 い 、 ETま た は
big ET配 列 を 含 ま な い プ レ プ ロ エ ン ド セ リ ン ま た は プ ロ エ ン ド セ リ ン の 部 分 ペ プ チ ド 、 特
に 、 pre-pro ET-1の 少 な く と も ア ミ ノ 酸 168-212を 含 む C-末 端 部 分 ペ プ チ ド を 、 ヒ ト 患 者
の 全 血 、 血 漿 ま た は 血 清 サ ン プ ル に お い て 、 診 断 目 的 の た め に 測 定 す る こ と に よ っ て 達 成
さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 請 求 項 1は 、 本 発 明 の 教 示 に 関 す る 。 本 発 明 の 有 用 性 お よ び 現 在 の 好 ま し い 実 施 形 態 は
、 従 属 請 求 項 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 は 、 エ ン ド セ リ ン の 直 接 的 な 前 駆 体 で は な い プ レ プ ロ エ ン ド セ リ ン の こ れ ら の 部
分 が 、 測 定 目 的 に 適 し て お り 、 血 液 サ ン プ ル に お い て 信 頼 性 お よ び 高 い 臨 床 的 妥 当 性 を 有
し て 測 定 す る こ と が で き る 寿 命 が 長 い ペ プ チ ド を 含 む こ と を 、 本 出 願 人 が 見 出 す こ と が で
き た 実 験 に 基 づ く 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 エ ン ド セ リ ン -1は 、 よ り 長 い 前 駆 体 分 子 で あ る プ レ プ ロ エ ン ド セ リ ン （ 配 列 番 号 1） 、
ま た は 、 プ レ プ ロ エ ン ド セ リ ン か ら 得 ら れ る 分 泌 型 の プ ロ エ ン ド セ リ ン の プ ロ セ ッ シ ン グ
に よ っ て 生 理 学 的 に 形 成 さ れ る 。 こ の プ ロ セ ッ シ ン グ の 間 に 、 ビ ッ グ エ ン ド セ リ ン （ お よ
び エ ン ド セ リ ン ） に 加 え て 、 更 な る ペ プ チ ド が 、 主 と し て 化 学 量 論 的 な 量 で 形 成 さ れ る が
、 そ の 更 な る ペ プ チ ド は 、 現 在 の と こ ろ 、 特 別 な 調 査 対 象 に は な っ て お ら ず 、 そ の 可 能 性
あ る 更 な る プ ロ セ ッ シ ン グ お よ び 安 定 性 に つ い て は 、 現 在 ま で 如 何 な る 開 示 も な さ れ て い
な い 。 本 出 願 人 に よ る 研 究 の 初 期 に お い て は 、 少 な く と も 1つ の 仮 説 の 更 な る ペ プ チ ド 切
断 サ ン プ ル が 血 液 サ ン プ ル （ 全 血 、 血 漿 ま た は 血 清 サ ン プ ル ） に 存 在 し 、 比 較 的 に 安 定 で
あ る こ と が 証 明 さ れ 、 そ の 切 断 産 物 が 、 血 漿 で 実 際 に 測 定 可 能 な エ ン ド セ リ ン の 濃 度 と 独
立 し て 、 エ ン ド セ リ ン の 生 理 学 的 形 成 の 測 定 と し て 作 用 す る の に 適 す る こ と が 示 さ れ る こ
と を 期 待 し た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 そ れ ゆ え 、 こ の よ う な 切 断 産 物 の 評 価 は 、 「 エ ン ド セ リ ン の 形 成 」 の 測 定 と し て 請 求 項
に 企 図 す る 、 生 理 学 的 な エ ン ド セ リ ン 濃 度 ま た は 産 生 の 測 定 を 求 め る 方 法 に 相 当 す る で あ
ろ う 。 こ の 用 語 は 、 － プ ロ エ ン ド セ リ ン か ら の エ ン ド セ リ ン -1に つ い て 、 1つ の 経 路 の み
の 形 成 、 す な わ ち 、 1つ の 既 知 の 経 路 の み の 形 成 を 仮 定 す れ ば － 病 気 と 関 連 し て 形 成 さ れ
る エ ン ド セ リ ン -1の 生 理 学 的 濃 度 は 、 予 め プ ロ セ ッ シ ン グ を 受 け た プ レ プ ロ エ ン ド セ リ ン
ま た は プ ロ エ ン ド セ リ ン の 量 の み に 対 応 す る こ と が で き る と い う 事 実 を 参 考 に 使 用 さ れ る
。 ビ ッ グ エ ン ド セ リ ン ま た は エ ン ド セ リ ン に 加 え て 、 同 じ 化 学 量 論 的 濃 度 で 形 成 さ れ る 部
分 ペ プ チ ド が 、 受 容 体 に 結 合 も せ ず 組 織 へ の 送 達 も さ れ な い 、 安 定 な 「 代 謝 的 に 無 駄 な 産
物 」 で あ る な ら ば 、 そ れ ら は 血 液 中 に 存 在 す る は ず で あ る 。 必 ず し も 特 定 の 生 理 学 的 機 構
を 暗 示 す る こ と を 希 望 す る わ け で は な く 、 「 エ ン ド セ リ ン の 形 成 の 決 定 ま た は 測 定 」 は 、
そ れ ゆ え 、 「 分 泌 性 の 活 性 」 の 測 定 ま た は 「 分 泌 性 の プ ロ エ ン ド セ リ ン 産 生 」 の 測 定 と し
て も み な す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 出 願 に お い て は 、 測 定 す る ペ プ チ ド 断 片 は 、 「 寿 命 が 長 い 」 こ と を 特 徴 と す る 。 こ の
用 語 は 、 測 定 す る ペ プ チ ド 断 片 の 血 液 （ 全 血 ） で の 滞 留 時 間 が 、 エ ン ド セ リ ン ま た は ビ ッ
グ エ ン ド セ リ ン の 滞 留 時 間 よ り も 相 当 に 長 い こ と を 意 味 す る 。 特 に 、 「 寿 命 が 長 い 」 と は
、 全 血 ま た は 血 漿 に お け る 得 ら れ た こ の よ う な ペ プ チ ド 断 片 が 、 更 な る 迅 速 な タ ン パ ク 質
切 断 に 供 さ れ る こ と な く 、 そ し て 、 エ ン ド セ リ ン の 受 容 体 へ の 結 合 速 度 お よ び 切 断 断 片 の
タ ン パ ク 質 切 断 速 度 に 比 較 し て 、 実 質 的 に 遅 い 速 度 で 血 液 お よ び 代 謝 か ら 除 去 さ れ る こ と
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を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 よ り 長 い 安 定 性 ま た は 「 寿 命 が 長 い 特 性 」 が 原 因 で 、 こ の よ う な 断 片 の 存 在 下 で 、 既 に
経 過 し た 分 泌 活 性 に 関 す る 情 報 が 、 問 題 の 無 い 測 定 に 少 な く と も 適 し た 期 間 保 存 さ れ る 。
例 え ば 、 エ ン ド セ リ ン 前 駆 体 が 、 一 回 の 短 い 期 間 で の 分 泌 で 遊 離 す る な ら ば 、 特 定 の 時 間
の 後 に 測 定 す る こ と が で き る 「 寿 命 が 長 い 」 断 片 の 量 は 、 血 液 中 で 測 定 す る ペ プ チ ド 断 片
の 生 理 学 的 な 半 減 期 に 関 連 す る 量 の み が 減 少 し た 、 元 来 分 泌 し た 量 に 対 応 す る 。 一 方 、 例
え ば 、 生 理 学 的 工 程 に お い て 、 多 か れ 少 な か れ 連 続 的 な エ ン ド セ リ ン 前 駆 体 の 産 生 が 想 定
さ れ る な ら ば 、 前 駆 体 の 前 者 の 生 理 学 的 産 生 は 、 そ の 生 理 学 的 ク リ ア ラ ン ス 速 度 に し た が
っ て 、 同 じ 期 間 に 起 こ る ペ プ チ ド 断 片 の 濃 度 減 少 の み が 減 少 し た 、 前 記 の 意 味 で 寿 命 が 長
い ペ プ チ ド 断 片 の 測 定 濃 度 に 蓄 積 的 に 反 映 す る 。 活 性 な エ ン ド セ リ ン ま た は そ の 前 駆 体 ビ
ッ グ エ ン ド セ リ ン は 、 長 い 間 プ ロ セ ッ シ ン グ さ れ 、 ま た は 、 同 じ 期 間 血 液 か ら 取 り 除 か れ
、 そ し て 、 例 え ば 、 受 容 体 に 結 合 す る こ と が で き 、 も は や 検 出 で き な い 。 ペ プ チ ド 断 片 が
よ り 寿 命 が 長 く な れ ば 、 ま た は 、 そ の ク リ ア ラ ン ス 速 度 が よ り 低 く な れ ば 、 バ イ オ マ ー カ
ー の 、 す な わ ち エ ン ド セ リ ン の 前 記 「 形 成 」 の 正 確 性 に 対 す る 測 定 時 間 の 影 響 が よ り 少 な
く な る 。 比 較 的 に 長 い 期 間 に わ た っ て 一 定 な 濃 度 は 、 本 文 脈 に お い て は 、 形 成 と ク リ ア ラ
ン ス に つ い て バ ラ ン ス が 取 れ て い る こ と を 意 味 す る 。 も し も 濃 度 が 減 少 す れ ば 、 こ の こ と
は 、 例 え ば 分 子 の 貯 蔵 所 が 枯 渇 し た た め に 、 前 駆 体 分 子 （ 例 え ば プ ロ エ ン ド セ リ ン ） の 分
泌 が 中 断 し た こ と を 暗 示 し 、 観 察 さ れ た 濃 度 変 化 は 、 ク リ ア ラ ン ス 速 度 の み に よ っ て 決 定
さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 そ れ ゆ え 、 既 知 の 生 理 学 的 機 能 を 有 さ な い 寿 命 が 長 い ペ プ チ ド 断 片 の 測 定 結 果 は 、 完 全
に 寿 命 が 短 い 活 性 ペ プ チ ド ま た は 類 似 の 比 較 的 に 寿 命 が 短 い 前 駆 体 の 測 定 と は 定 性 的 に 且
つ 定 量 的 に 異 な る 結 果 を 供 給 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 以 下 に よ り 詳 細 に 開 示 す る 本 発 明 者 に よ る 実 験 に よ っ て 、 前 記 し た ア プ ロ ー チ が エ ン ド
セ リ ン の 形 成 の 測 定 の 場 合 に 有 益 な 結 果 を も た ら す こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 実 施 し た 実 験 お よ び 最 も 重 要 な 結 果 は 、 図 面 を 参 照 に し て 、 以 下 に よ り 正 確 に 説 明 す る
。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 に よ る 方 法 は 、 最 も 一 般 的 な 態 様 に お い て は 、 重 篤 な 病 気 に お け る 、 エ ン ド セ リ
ン の 、 特 に エ ン ド セ リ ン -1の 形 成 の 間 接 的 な 測 定 の た め の 、 全 血 、 血 漿 ま た は 血 清 サ ン プ
ル 、 す な わ ち 患 者 の 血 液 中 の 、 エ ン ド セ リ ン -1ま た は そ の 前 駆 体 ビ ッ グ エ ン ド セ リ ン の ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 ま な い 、 プ ロ エ ン ド セ リ ン -1の 比 較 的 に 寿 命 が 長 い ペ プ チ ド 断 片 の 測 定 に
関 す る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に よ れ ば 、 測 定 す る ペ プ チ ド 断 片 は 、 プ レ プ ロ エ ン ド セ リ ン -1
の ア ミ ノ 酸 配 列 部 位 168-181お よ び 部 位 200-212に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド
に 結 合 す る 2つ の 抗 体 が 結 合 す る C-末 端 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 実 際 的 な 実 施 の た め に は 、 例 え ば 、 よ り 広 範 囲 な 詳 細 な 実 験 の た め に 使 用 さ れ
る 、 以 下 に よ り 正 確 に 記 載 す る タ イ プ の 非 競 合 的 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ が 、 特 に 好 ま し く
供 給 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ と 比 較 し て 、 非 競 合 サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ （ 2-部 位 イ ム ノ ア
ッ セ イ ） は 、 多 く の 利 点 を 有 す る 。 そ の 利 点 に は 、 こ の ア ッ セ イ が 、 固 相 ア ッ セ イ （ ヘ テ
ロ ジ ー ニ ア ス ア ッ セ イ ） よ り も 良 好 に デ ザ イ ン さ れ 、 ハ ン ド リ ン グ の 観 点 か ら よ り 丈 夫 に
す る こ と が で き 、 よ り 高 感 度 の 測 定 結 果 を 得 る こ と が で き 、 オ ー ト マ チ ッ ク 化 お よ び 連 続
測 定 に よ り 適 し て い る と い う 事 項 が 含 ま れ る 。 更 に そ の 上 、 こ の ア ッ セ イ は 、 1つ の タ イ
プ の 抗 体 し か 用 い な い 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ と 比 較 し て 、 更 な る 情 報 も 得 る こ と が で き る 。
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そ れ は 、 サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ が 認 識 す る の は 、 サ ン ド イ ッ チ 形 成 の た め に 用 い た
抗 体 の 両 方 の 結 合 部 位 が 、 同 じ 分 子 上 に 存 在 す る 分 子 ま た は ペ プ チ ド だ け で あ る か ら で あ
る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 使 用 す る こ と が で き る 抗 体 は 、 基 本 的 に 、 任 意 の 適 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル お よ び /ま た は
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と す る こ と が で き る が 、 今 の と こ ろ 、 ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 し た ポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 特 に 好 ま し く は 、 抗 体 は 、 プ レ プ ロ エ ン ド セ リ ン -1の 短 い ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び N-末 端 で
の 付 加 的 な シ ス テ イ ン 残 基 に 対 応 す る 合 成 ペ プ チ ド 配 列 を 含 む 抗 原 で 、 動 物 （ 特 に ヒ ツ ジ
） を 免 疫 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 。 以 下 の 実 施 例 に お い て は 、 特 に 、 ア ミ ノ 酸 配 列 161-
181お よ び 200-212に 結 合 す る 抗 体 、 な ら び に 、 ア ッ セ イ に お け る そ れ ら の 使 用 を 開 示 す る
。 し か し な が ら 、 実 験 の 経 過 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 部 位 184-203お よ び 136-148に そ れ な り に
結 合 す る 更 な る 抗 体 も 使 用 し た 。 こ れ ら の 更 な る 抗 体 を 用 い た 測 定 に お い て 得 ら れ た 付 加
的 な 結 果 は 、 本 出 願 の み に お い て 全 体 的 に 論 じ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て は 、 こ の 方 法 は 、 一 方 の 抗 体 が 、 任 意 の 望 む 固 相 上 、 例 え ば
コ ー ト し た テ ス ト チ ュ ー ブ （ 例 え ば ポ リ ス チ レ ン の チ ュ ー ブ ； 「 Coated Tubes； CT」 ） の
壁 、 ま た は マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （ 例 え ば ポ リ ス チ レ ン の プ レ ー ト ） 、 も し く は 粒 子
上 （ 例 え ば マ グ ネ テ ィ ッ ク 粒 子 ） に 固 定 さ れ 、 対 し て 、 他 方 の 抗 体 が 、 直 接 検 出 可 能 な 標
識 を 有 す る 残 基 、 ま た は 、 選 択 的 に 標 識 に 結 合 し て 形 成 さ れ た サ ン ド イ ッ チ 構 造 を 検 出 す
る こ と が で き る 残 基 を 有 す る よ う な 、 ヘ テ ロ ジ ー ニ ア ス ・ サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ と
し て 実 施 さ れ る 。 適 し た 固 相 を 用 い た 、 遅 れ て そ の 後 に 行 う 固 定 化 も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 基 本 的 に 、 記 載 し た タ イ プ の ア ッ セ イ に お い て 使 用 さ れ る 全 て の 標 識 手 法 を 使 用 す る こ
と が で き る 。 こ の 手 法 は 、 放 射 性 同 位 体 、 酵 素 、 蛍 光 、 化 学 発 光 ま た は 生 物 発 光 標 識 、 お
よ び 、 全 血 サ ン プ ル に お い て 測 定 す る た め の 所 謂 ポ イ ン ト ・ オ ブ ・ ケ ア （ POC） ま た は 加
速 試 験 の た め に 用 い ら れ る 、 直 接 的 に 任 意 に 検 出 可 能 な 色 素 標 識 （ 例 え ば 金 原 子 お よ び 色
素 粒 子 ） を 含 む 。 ヘ テ ロ ジ ー ニ ア ス ・ サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ の 場 合 、 2つ の 抗 体 は
、 ホ モ ジ ー ニ ア ス ・ ア ッ セ イ に 関 す る 以 下 に 記 載 の タ イ プ の 検 出 シ ス テ ム の パ ー ツ を 有 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 そ れ ゆ え 、 加 速 試 験 と し て 本 発 明 に よ る 方 法 を 企 図 す る こ と も 、 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま
れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 更 に そ の 上 、 2つ の 抗 体 お よ び 検 出 す る ペ プ チ ド 断 片 か ら 形 成 さ れ る
サ ン ド イ ッ チ 複 合 体 が 、 液 相 に 存 在 し 続 け る よ う な ホ モ ジ ニ ア ス な 方 法 と し て デ ザ イ ン さ
れ る こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 両 方 の 抗 体 が 1つ の サ ン ド イ ッ チ と し て 一 体 化 し た 場 合 に
、 シ グ ナ ル 産 生 ま た は シ グ ナ ル 誘 導 を 導 く こ と が で き る 検 出 シ ス テ ム の パ ー ツ で 、 両 方 の
抗 体 を 標 識 す る こ と が 好 ま し い 。 こ の よ う な 方 法 は 、 特 に 、 蛍 光 増 幅 ま た は 蛍 光 消 光 検 出
方 法 と し て デ ザ イ ン す る こ と が で き る 。 こ の タ イ プ の 特 に 好 ま し い 方 法 は 、 例 え ば 、 US-A
-4822733、 EP-B1-180492ま た は EP-B1-539477お よ び こ れ ら に 引 用 さ れ て い る 周 知 技 術 に 記
載 さ れ て い る よ う な 、 ペ ア を 組 ん で 使 用 さ れ る 検 出 試 薬 の 使 用 に 関 す る 。 こ れ ら の 試 薬 に
よ っ て 、 1つ の 免 疫 複 合 体 中 に 両 方 の 標 識 さ れ た 構 成 要 素 を 含 ん で い る 反 応 産 生 物 の み を
、 反 応 混 合 液 中 か ら 直 接 、 選 択 的 に 検 出 す る 測 定 を 行 う こ と が で き る 。 例 と し て は 、 前 記
出 願 の 教 示 を 使 用 し て い る 、 ブ ラ ン ド 名 TRACE（ 登 録 商 標 ） （ Time Resolved Amplified C
ryptate emission） お よ び KRYPTOR（ 登 録 商 標 ） で 利 用 で き る 方 法 を 参 照 せ よ 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 出 願 に よ る 実 験 に お い て 、 本 発 明 に よ る プ レ プ ロ エ ン ド セ リ ン -1の C-末 端 ペ プ チ ド 断
片 の 測 定 に よ っ て 、 非 常 に 興 味 深 く 適 切 な 結 果 が 得 ら れ る こ と が 示 さ れ た 。 以 下 に 示 す よ
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う に 、 こ の 言 質 は 、 敗 血 症 の 診 断 だ け で な く 、 心 臓 病 の 診 断 お よ び 癌 診 断 に も 適 用 さ れ る
。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 更 に そ の 上 、 本 発 明 に よ る ア ッ セ イ は 、 特 に 、 所 謂 複 合 パ ラ メ ー タ ー 診 断 の 一 部 と し て
、 特 に 心 臓 病 診 断 の 領 域 お よ び 敗 血 症 と 癌 診 断 の 領 域 の 両 方 に お け る 実 施 に も 有 用 で あ る
こ と が で き る と 想 定 さ れ る 。 更 に 、 測 定 さ れ る パ ラ メ ー タ ー は 、 例 え ば 、 心 臓 病 の パ ラ メ
ー タ ー ANP、 BNP、 proANP、 proADMお よ び proBNP、 ま た は 例 え ば 抗 ガ ン グ リ オ シ ド 抗 体 、 タ
ン パ ク 質 プ ロ カ ル シ ト ニ ン 、 CA125、 CA19-9、 S100B、 S100Aタ ン パ ク 質 、 LASP-1、 可 溶 性
サ イ ト ケ ラ チ ン フ ラ グ メ ン ト 、 特 に CYFRA21、 TPSお よ び /も し く は 可 溶 性 サ イ ト ケ ラ チ ン -
1フ ラ グ メ ン ト (sCY1F)、 ペ プ チ ド イ ン フ ラ ミ ン お よ び CHP、 他 の ペ プ チ ド プ ロ ホ ル モ ン 、
グ リ シ ン -N-ア シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GNAT） 、 カ ル バ モ イ ル ホ ス フ ェ ー ト シ ン タ ー ゼ 1
（ CPS1） な ら び に C-反 応 性 タ ン パ ク 質 （ CRP） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 敗 血 症 の パ ラ メ
ー タ ー 、 ま た は こ れ ら の フ ラ グ メ ン ト で あ る 。 前 記 複 合 パ ラ メ ー タ ー の 場 合 、 複 数 の パ ラ
メ ー タ ー の 測 定 結 果 を 同 時 に ま た は 並 行 し て 測 定 し 、 例 え ば 、 臨 床 的 に 有 意 な パ ラ メ ー タ
ー の 相 関 関 係 を 利 用 す る コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 そ れ ら を 評 価 す る こ と が 企
図 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 好 ま し い ア ッ セ イ の 構 成 要 素 の 調 製 、 サ ン ド イ ッ チ タ イ プ の ア ッ セ イ の 好 ま し い 実 施 形
態 の 方 法 、 な ら び に 、 こ の よ う な ア ッ セ イ を 用 い て 得 ら れ る コ ン ト ロ ー ル の ヒ ト お よ び 敗
血 症 の 患 者 、 心 臓 病 の 患 者 お よ び 癌 患 者 の EDTA血 漿 中 の C-末 端 ペ プ チ ド 断 片 の 測 定 結 果 を
記 載 す る こ と に よ っ て 、 本 発 明 を 以 下 に よ り 詳 細 に 説 明 す る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ ７ 】
（ 実 験 セ ク シ ョ ン ）
（ A.対 象 と 方 法 ）
〈 1.ペ プ チ ド 合 成 〉
　 既 知 の ヒ ト の プ レ プ ロ エ ン ド セ リ ン -1（ 配 列 番 号 1） の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 、 3つ の 範 囲 を
選 択 し た （ Pos. 168-181、 184-203、 200-212） 。 そ れ ぞ れ の 場 合 に お い て N-末 端 に シ ス テ
イ ン 残 基 を 付 け 足 し て 、 こ れ ら の 範 囲 を 可 溶 性 ペ プ チ ド と し て 標 準 的 な 方 法 に よ っ て 化 学
的 に 合 成 し 、 精 製 し 、 質 量 分 析 お よ び 逆 相 HPLCを 用 い て 品 質 管 理 を 行 っ て 、 一 定 分 量 で 凍
結 乾 燥 し た （ JERINI AG, Berlin, Germany） 。 ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 以 下 に 示 す 。 　
【 ０ ０ ３ ８ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 更 に そ の 上 、 以 下 の ペ プ チ ド を 、 ア ッ セ イ を キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン す る た め の 標 準 と し て
合 成 し た ：
標 準 ペ プ チ ド  PSW44 (169-212)
SSEEHLRQTRSETMRNSVKSSFHDPKLKGKPSRERYVTHNRAHW
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（ 配 列 番 号 7）
【 ０ ０ ４ ０ 】
〈 2.コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン お よ び 免 疫 〉
　 前 記 ペ プ チ ド PCT15お よ び PCW14を 、 MBS（ m-マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル -N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ
ン イ ミ ド エ ス テ ル ） を 用 い て 、 キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 KLH（ ス カ シ 貝 ヘ モ シ ア ニ ン ； keyhole
 limpet hemocyanin） に 結 合 さ せ た （ cf. PIERCE, Rockford, IL, USAの 取 扱 説 明 書 「 NHS
 ester Maleimide Crosslinkers」 を 使 用 ） 。 こ れ ら の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 用 い て 、 ヒ ツ ジ
を 以 下 の ス キ ー ム に 従 っ て 免 疫 し た ： そ れ ぞ れ の ヒ ツ ジ に 、 最 初 に 100μ gの コ ン ジ ュ ゲ ー
ト （ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の ペ プ チ ド 画 分 に 基 づ く 質 量 デ ー タ ） を 与 え 、 そ の 後 、 4週 間 間 隔 で
、 そ れ ぞ れ 50μ gの コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の ペ プ チ ド 画 分 に 基 づ く 質 量 デ ー タ
） を 与 え た 。 免 疫 を 開 始 し て か ら 4ヶ 月 か ら 、 ヒ ツ ジ 当 た り 700mlの 血 液 を 、 4週 間 間 隔 で
取 り 出 し 、 遠 心 す る こ と に よ り 血 液 か ら 抗 血 清 を 得 た 。 コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 、 免 疫 お よ び
抗 血 清 の 取 得 は 、 MicroPharm, Carmarthenshire, UKに よ っ て 行 わ れ た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
〈 3.抗 体 の 精 製 〉
　 ワ ン ス テ ッ プ 方 法 で 、 免 疫 後 4ヶ 月 し て か ら 回 収 し た 抗 血 清 か ら 、 ペ プ チ ド 特 異 的 抗 体
を 調 製 し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 こ の 目 的 の た め 、 最 初 に 、 ペ プ チ ド PCT15お よ び PCW14を 、 SulfoLink Gelに 結 合 さ せ た
（ cf.製 品 の 取 扱 説 明 書 PIERCE, Rockford, IL, USAの 「 SulfoLink Kit」 を 使 用 ） 。 そ れ
ぞ れ の 場 合 に お い て 、 結 合 の た め に 、 ゲ ル 5ml当 り 5mgの ペ プ チ ド を 用 い た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 両 方 の ペ プ チ ド に 対 す る ヒ ツ ジ 抗 血 清 か ら の ペ プ チ ド 特 異 的 な 抗 体 の ア フ ィ ニ テ ィ 精 製
は 、 以 下 の 方 法 で 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ペ プ チ ド カ ラ ム を 、 最 初 に 、 交 互 に 3回 、 10mlの 溶 出 バ ッ フ ァ ー （ 50mMク エ ン 酸 、 pH2.2
） お よ び 結 合 バ ッ フ ァ ー (100mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.1％ Tween、 pH6.8)を 用 い て 洗 浄 し た
。 100mlの ヒ ツ ジ 抗 血 清 を 、 0.2μ mフ ィ ル タ ー に 通 し 、 カ ラ ム 物 質 を 加 え た 。 こ の 目 的 の
た め 、 ゲ ル は 、 10mlの 結 合 バ ッ フ ァ ー を 用 い て 定 量 的 に リ ン ス し て お い た 。 イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン は 、 一 晩 室 温 で 攪 拌 し な が ら 行 っ た 。 そ の バ ッ チ を 、 定 量 的 に 空 の カ ラ ム (NAP 25,
 Pharmacia, emptied)へ と 移 し た 。 流 れ 出 し た 分 は 捨 て た 。 そ の 後 、 タ ン パ ク 質 を 含 ま な
い 250mlの 結 合 バ ッ フ ァ ー を 用 い て 洗 浄 し た （ 洗 浄 の 際 の 溶 出 液 の タ ン パ ク 質 含 量 は 、 0.0
2よ り 小 さ い 280nmの 吸 光 度 を 示 し た ） 。 溶 出 バ ッ フ ァ ー を 洗 浄 し た カ ラ ム に 加 え て 、 1ml
フ ラ ク シ ョ ン を 集 め た 。 各 フ ラ ク シ ョ ン の タ ン パ ク 質 含 量 は 、 BCA方 法 に よ っ て 求 め た (cf
. PIERCE, Rockford, IL, USAの 取 扱 説 明 書 を 使 用 )。 タ ン パ ク 質 の 濃 度 が 0.8mg/mlよ り 多
い フ ラ ク シ ョ ン を プ ー ル し た 。 BCA方 法 を 用 い て プ ー ル し た タ ン パ ク 質 を 求 め た と こ ろ 、
抗 -PCT15抗 体 0407-pAkに つ い て は 97mgの 収 率 お よ び 抗 -PCW14抗 体 0410-pAkに つ い て は 60mg
の 収 率 で 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
<4.標 識 >
　 抗 -PCW14 0410-pAk抗 体 は 以 下 の よ う に 処 理 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 取 扱 説 明 書 に 従 っ て 、 500μ lの 精 製 し た 抗 体 を 、 NAP-5ゲ ル ろ 過 カ ラ ム (Pharmacia)を 用
い て 、 1mlの 100mMリ ン 酸 カ リ ウ ム バ ッ フ ァ ー (pH8.0)で 再 緩 衝 化 し た 。 抗 体 溶 液 の タ ン パ
ク 質 濃 度 を 求 め た と こ ろ 、 1.5mg/mlの 値 で あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 抗 体 の 化 学 発 光 標 識 の た め に 、 10μ lの MA70ア ク リ ジ ニ ウ ム NHSエ ス テ ル (1mg/ml;HOECHS
T Behring)を 67μ lの 抗 体 溶 液 に 加 え て 、 15分 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 423
μ lの 1Mグ リ シ ン を 加 え て 、 更 に 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 更 に そ の 後 、 取 扱 説 明 書 に
従 っ て 、 標 識 反 応 を 行 っ た バ ッ チ を 、 NAP-5ゲ ル ろ 過 カ ラ ム （ Pharmacia） を 用 い て 、 1ml
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の 移 動 相 A（ 50mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 、 100mM NaCl、 pH7.4） で 再 緩 衝 化 し 、 低 分 子 量 成 分 を 除
い た 。 抗 体 に 結 合 し な か っ た 標 識 成 分 の 最 終 的 な 成 分 を 取 り 除 く た め に 、 ゲ ル ろ 過 HPLCを
行 っ た （ カ ラ ム ： Waters Protein Pak SW300） 。 サ ン プ ル を ア プ ラ イ し 、 移 動 相 Aを 用 い
て 、 流 速 1ml/minで ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 っ た 。 フ ロ ー フ ォ ト メ ー タ ー を 用 い て 、 280nm
お よ び 368nmの 波 長 を 測 定 し た 。 抗 体 の 標 識 さ れ た 程 度 と し て の 368nm/280nmの 吸 光 度 比 は
、 ピ ー ク で 0.10で あ っ た 。 モ ノ マ ー 抗 体 を 含 む フ ラ ク シ ョ ン （ リ テ ン シ ョ ン タ イ ム ： 8－ 1
0分 ） を 集 め 、 3mlの 100mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 150mM NaCl、 5％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 0.1
％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 、 pH7.4中 に 加 え た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
<5.カ ッ プ リ ン グ >
　 抗 -PCT15抗 体 0407-pAkは 以 下 の よ う に 処 理 し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 照 射 殺 菌 5mlポ リ ス チ レ ン チ ュ ー ブ (Greiner)を 、 以 下 の よ う に 、 精 製 抗 体 で コ ー ト し た
：
抗 体 を 、 50mM Tris、 100mM NaCl、 pH7.8で 希 釈 し 、 濃 度 を 6.6μ g/mlと し た 。 300μ lの こ
の 溶 液 を 、 そ れ ぞ れ の チ ュ ー ブ に ピ ペ ッ テ ィ ン グ し た 。 チ ュ ー ブ を 20時 間 、 22℃ で イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 溶 液 を 吸 引 し て 除 去 し た 。 そ の 後 、 そ れ ぞ れ の チ ュ ー ブ を 4.2mlの 10mMリ
ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 2％ Karion FP、 0.3％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 pH6.5で 満 た し た 。 20時 間 後
、 溶 液 を 吸 引 し て 除 去 し た 。 最 後 に 、 チ ュ ー ブ を 、 真 空 乾 燥 機 内 で 乾 燥 さ せ た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
（ B.イ ム ノ ア ッ セ イ の 実 施 お よ び そ の 評 価 ）
　 以 下 の 組 成 の ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー を 調 製 し た ：
100mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 150mM NaCl、 5％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 0.1％ 非 特 異 的 ヒ ツ ジ IgG
、 0.1％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 、 pH7.4。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 プ レ プ ロ エ ン ド セ リ ン -1の 部 位 169-212に 対 応 す る 前 記 し た 化 学 的 に 合 成 し た ペ プ チ ド
（ ペ プ チ ド PSW44） を 、 標 準 物 質 と し て 用 い た 。 こ の ペ プ チ ド を 連 続 し て 標 準 ウ マ 血 清 （ S
IGMA） を 用 い て 希 釈 し た 。 ペ プ チ ド の 重 量 に よ る 濃 度 を 、 こ の よ う に 調 製 し た 標 準 か ら 求
め た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 明 ら か に 健 康 な ヒ ト の EDTA血 漿 、 敗 血 症 の 患 者 の EDTA血 漿 お よ び 様 々 な 心 臓 病 の 患 者 の
EDTA血 漿 を 、 サ ン プ ル と し て 測 定 し た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 50μ lの 標 準 ま た は サ ン プ ル お よ び 200μ lの ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー を 、 テ ス ト チ ュ ー ブ へ
と ピ ペ ッ テ ィ ン グ し た 。 2時 間 22℃ で 攪 拌 し な が ら イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 更 に そ の 後 、 チ
ュ ー ブ 当 た り 1mlの 洗 浄 溶 液 （ 0.1％  Tween20） で 4回 洗 浄 し 、 洗 浄 液 を 除 去 し た 。 そ の 後
、 200μ lの ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー （ 1ミ リ オ ン RPU（ relative light units： 相 対 発 光 量 ） の
MA70標 識 抗 を 含 む ） を ピ ペ ッ テ ィ ン グ し た 。 2時 間 22℃ で 攪 拌 し な が ら イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 更 に そ の 後 、 チ ュ ー ブ 当 た り 1mlの 洗 浄 溶 液 （ 0.1％  Tween20） で 4回 洗 浄 し 、 洗 浄 液
を 除 去 し 、 チ ュ ー ブ に 結 合 し た 化 学 発 光 を ル ミ ノ メ ー タ ー (BERTHOLD, LB952T;base reage
nts from BRAHMS AG)で 測 定 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 MultiCalc(spline fit)ソ フ ト フ ェ ア を 用 い て 、 サ ン プ ル の 濃 度 を 、 標 準 曲 線 か ら 求 め
た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
（ C.結 果 ）
　 開 発 し た サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ （ 部 位 168-181お よ び 200-212に 対 す る 抗 体 ） を 使
用 し て 測 定 可 能 な 分 析 物 を 、 以 下 で は 、 C-末 端 プ ロ エ ン ド セ リ ン す な わ ち Ct-プ ロ エ ン ド
セ リ ン と 称 す る 。 開 発 し た 試 験 に つ い て の 典 型 的 な 標 準 曲 線 を 図 1に 示 す 。 試 験 に よ っ て
、 実 質 的 に 50pg/mlよ り も 低 い Ct-プ ロ エ ン ド セ リ ン 濃 度 も 求 め る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ５ ６ 】
　 サ ン プ ル ま た は 測 定 溶 液 に お け る 不 十 分 な 安 定 性 が 原 因 で 、 C-末 端 ペ プ チ ド 断 片 の 測 定
に お い て 、 問 題 が 予 期 さ れ る か ど う か と い う 疑 問 を 調 べ る た め に 、 5つ の 敗 血 症 血 清 を 、
そ れ ぞ れ 調 製 後 す ぐ 、 お よ び 、 室 温 で 12時 間 保 存 後 で 測 定 し た 。 結 果 を 、 図 2に 要 約 す る
。 そ れ ら に よ っ て 、 12日 間 の 保 存 後 に 、 免 疫 活 性 は 、 最 初 に 測 定 し た 免 疫 活 性 と 約 93％ 実
質 的 に 変 化 し て い な か っ た 。 こ の 検 出 さ れ た 安 定 性 は 、 ハ ン ド リ ン グ に 関 す る 観 点 か ら 、
診 断 の た め に は 大 い に 有 利 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 試 験 に よ っ て 、 心 臓 病 お よ び 敗 血 症 患 者 の 血 漿 を 測 定 し た 。 得 ら れ た 結 果 を 、 図 3aお
よ び 3bに 示 す 。 全 て の 試 験 し た 心 臓 病 の 臨 床 像 に つ い て は 、 通 常 の コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し
て 、 増 加 し た 値 が 見 出 さ れ た 。 増 加 し た 値 は 、 ま た 、 SIRS（ 全 身 性 炎 症 反 応 症 候 群 ） お よ
び 敗 血 症 症 状 を 有 す る 患 者 に つ い て も 見 出 さ れ た 。 臨 床 的 感 度 （ 健 康 な コ ン ト ロ ー ル に 基
づ い て 、 100％ 特 異 性 ） は 、 病 気 の 重 篤 性 と と も に 増 加 し た ： 敗 血 症 32.3％ 、 重 篤 な 敗 血
症 65.5％ お よ び 敗 血 症 シ ョ ッ ク 75％ 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 前 記 し た サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ の 抗 体 の 1つ を 、 プ レ プ ロ エ ン ド セ リ ン -1の ア ミ ノ 酸 184
-203を 検 出 す る 抗 体 に 置 き 換 え て 改 良 し た ア ッ セ イ を 使 用 し て サ ン プ ル を 測 定 し た 場 合 、
予 期 し た よ う に 、 実 質 的 に 同 じ 結 果 が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 一 方 、 使 用 し た 抗 体 の 1つ が 、 プ レ プ ロ エ ン ド セ リ ン の N-末 端 に よ り 近 く 位 置 す る ア ミ
ノ 酸 配 列 （ 32-52ま た は 136-148） を 認 識 す る 場 合 、 健 康 な ヒ ト と 比 較 し て 、 上 昇 し た 測 定
値 は 得 ら れ な か っ た 。 こ の こ と は 、 プ ロ エ ン ド セ リ ン そ の も の は 、 測 定 し た 血 漿 サ ン プ ル
中 に 存 在 し て お ら ず 、 ビ ッ グ エ ン ド セ リ ン の 形 成 の み 生 じ る タ ン パ ク 質 分 解 プ ロ セ ッ シ ン
グ を 受 け る わ け で は な く 、 遊 離 し た C-末 端 配 列 93-212が 更 に 切 断 さ れ 、 こ の 切 断 に は 、 ア
ミ ノ 酸 149-167の 範 囲 に 存 在 す る 少 な く と も 1つ の 切 断 部 位 が 必 要 で あ る こ と を 示 し て い る
。 こ の 言 及 は 、 実 験 し た 病 気 を 有 す る 患 者 の 血 漿 に 適 用 さ れ る 。 し か し な が ら 、 例 え ば 、
完 全 な C-末 端 断 片 93-212が 、 他 の 患 者 群 に お い て 保 持 さ れ 、 そ の 選 択 的 測 定 が 診 療 的 に 適
切 な 結 果 を も た ら す こ と が で き る こ と は 除 外 す る こ と は で き な い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ １ 】
【 図 １ 】 図 1は 、 ヒ ト の 血 漿 に お け る C-末 端 プ ロ エ ン ド セ リ ン ペ プ チ ド 配 列 の 測 定 の た め
の 、 プ レ プ ロ エ ン ド セ リ ン -1の 部 位 168-181お よ び 200-212に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 に 結 合
す る 2つ の 抗 体 を 用 い た 、 現 在 の 好 ま し い サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ に つ い て の 、 典 型 的 な 標
準 曲 線 を 示 す 。 前 記 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ は 、 実 施 例 に お い て 、 よ り 正 確 に 開 示 す る 。
【 図 ２ 】 図 2は 、 図 1に よ る ア ッ セ イ に お い て は 、 敗 血 症 お よ び 心 臓 病 患 者 に 由 来 す る EDTA
血 漿 サ ン プ ル の 、 室 温 で の 12時 間 保 存 に 対 し て 、 如 何 な る 有 意 な 免 疫 活 性 の 損 失 も 生 じ な
か っ た こ と を 示 す 図 を 示 す 。
【 図 ３ ａ 】 図 3aは 、 明 ら か に 健 康 な ヒ ト に つ い て の 測 定 と 比 較 し た 、 異 な る 病 気 /診 断 を
有 す る ヒ ト 患 者 の 5つ の 群 の 血 漿 の 測 定 を 示 す ； 点 線 は 、 健 康 な ヒ ト で 観 察 さ れ た 最 大 値
を 示 す （ 健 康 な コ ン ト ロ ー ル に 基 づ く 、 100％ 特 異 性 に つ い て の 線 ） 。
【 図 ３ ｂ 】 図 3bは 、 患 者 血 漿 の 更 な る 4つ の 群 に つ い て の 、 図 3aに 対 応 す る 図 を 示 す 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ ａ 】

【 図 ３ ｂ 】

(17) JP 2007-522462 A 2007.8.9



【 配 列 表 】

(18) JP 2007-522462 A 2007.8.9

2007522462000001.app



【 国 際 調 査 報 告 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(19) JP 2007-522462 A 2007.8.9



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(20) JP 2007-522462 A 2007.8.9



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(21) JP 2007-522462 A 2007.8.9



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(22) JP 2007-522462 A 2007.8.9



フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ｃ１２Ｐ  21/08     (2006.01)           Ｃ１２Ｐ  21/08    ＺＮＡ　          　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LS,MW,MZ,NA,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),
EP(AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,MC,NL,PL,PT,RO,SE,SI,SK,TR),OA(BF,BJ,
CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,CR,
CU,CZ,DE,DK,DM,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KP,KR,KZ,LC,LK,LR,LS,LT,L
U,LV,MA,MD,MG,MK,MN,MW,MX,MZ,NA,NI,NO,NZ,OM,PG,PH,PL,PT,RO,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SY,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ
,UA,UG,US,UZ,VC,VN,YU,ZA,ZM,ZW

(72)発明者  アンドレアス・ベルクマン
            ドイツ・１２３５１・ベルリン・バウムロイファーヴェーク・４７
(72)発明者  ヨアヒム・シュトルック
            ドイツ・１３４６５・ベルリン・ツェルンドルファー・ヴェーク・５２Ａ
Ｆターム(参考) 2G054 AA06  AB05  EA01  EA03 
　　　　 　　  4B064 AG27  CA10  CA20  CC01  CC24  CE12  DA01  DA13 
　　　　 　　  4H045 AA11  AA20  AA30  BA10  CA40  DA75  DA76  EA20  EA50  FA71 
　　　　 　　        FA72  GA26 

(23) JP 2007-522462 A 2007.8.9



专利名称(译) 用于医学诊断目的的测量内皮素形成的方法，以及用于实施这些方法的抗体和试剂盒

公开(公告)号 JP2007522462A 公开(公告)日 2007-08-09

申请号 JP2006552548 申请日 2005-02-10

[标]申请(专利权)人(译) 布拉姆斯股份公司

申请(专利权)人(译) 裴埃尔啊她IMS股份公司

[标]发明人 アンドレアスベルクマン
ヨアヒムシュトルック

发明人 アンドレアス·ベルクマン
ヨアヒム·シュトルック

IPC分类号 G01N33/53 G01N33/543 G01N33/577 G01N21/78 C07K16/18 C12P21/08 G01N33/574 G01N33/68 
G01N33/74

CPC分类号 C07K16/00 G01N33/57488 G01N33/6893 G01N33/74 G01N2333/5754 Y10S435/975

FI分类号 G01N33/53.D G01N33/543.521 G01N33/577.B G01N21/78.C C07K16/18 C12P21/08.ZNA

F-TERM分类号 2G054/AA06 2G054/AB05 2G054/EA01 2G054/EA03 4B064/AG27 4B064/CA10 4B064/CA20 4B064
/CC01 4B064/CC24 4B064/CE12 4B064/DA01 4B064/DA13 4H045/AA11 4H045/AA20 4H045/AA30 
4H045/BA10 4H045/CA40 4H045/DA75 4H045/DA76 4H045/EA20 4H045/EA50 4H045/FA71 4H045
/FA72 4H045/GA26

代理人(译) 渡边 隆
村山彦

优先权 2004003295 2004-02-13 EP

其他公开文献 JP4685034B2

外部链接 Espacenet

摘要(译)

用于确定人全血或血浆或血清中内皮蛋白形成的体外试验确定了内酯-1
和大内酯-1的发展。测定前前内酯-1的C-末端片段，其被与肽结合的抗
体识别。肽序列与前体内酯-1的氨基酸范围93-212匹配。生物流体中的
测定是通过竞争性或夹心免疫测定，与至少一种仅对特定肽片段特异的
标记抗体一起进行。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/6440e419-9c9b-48fe-b5db-58a2a13aa169
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/034684692/publication/JP2007522462A?q=JP2007522462A

