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(57)【要約】
　生物学的液体試料中の１，２５－ジヒドロキシ－ビタ
ミンＤを選択的に検出するためのアッセイ方法が開示さ
れる。本発明の方法によれば、試験試料のｐＨは６から
９に調整され、ビタミンＤ受容体のリガンド結合ドメイ
ン（ＶＤＲ－ＬＢＤ）を含む受容体タンパク質が試験試
料に添加され、それによって、未結合ＶＤＲ－ＬＢＤと
比較してＶＤＲ－ＬＢＤ部分が立体構造的に変化してい
るＶＤＲ－ＬＢＤ／１，２５－ジヒドロキシビタミンＤ
複合体が形成される。次いで、ＶＤＲ－ＬＢＤ／１，２
５－ジヒドロキシビタミンＤ複合体は、１，２５－ジヒ
ドロキシビタミンＤに結合したＶＤＲ－ＬＢＤに特異的
に結合できる捕捉部分を用いて検出される。また、本発
明の方法を実施するためのアッセイキット及び抗体も開
示される。好ましくは、本発明のアッセイは、サンドイ
ッチイムノアッセイである。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　複合体を形成していないビタミンＤ受容体のリガンド結合ドメイン（ＶＤＲ－ＬＢＤ）
と交差反応せずに、ＶＤＲ－ＬＢＤと１，２５－ジヒドロキシビタミンＤ又は１，２５－
ジヒドロキシビタミンＤの類似体との間で形成される複合体のＶＤＲ－ＬＢＤに特異的に
結合する、抗体。
【請求項２】
　重鎖可変ドメイン及び軽鎖可変ドメインを含み、前記重鎖可変ドメインが、配列番号１
、２、及び３からなる群から選択される少なくとも１つのＣＤＲを含むモノクローナル抗
体である、請求項１に記載の抗体。
【請求項３】
　前記軽鎖可変ドメインが、配列番号４、５、及び６からなる群から選択される少なくと
も１つのＣＤＲを含む、請求項１から２までに記載の抗体。
【請求項４】
　前記重鎖可変ドメインが、配列番号１、２、及び３を含む、請求項２に記載の抗体。
【請求項５】
　前記軽鎖可変ドメインが、配列番号４、５、及び６を含む、請求項３又は４に記載の抗
体。
【請求項６】
　前記重鎖可変ドメインが、配列番号７を含むか、又は配列番号８を含む核酸配列により
コードされる、請求項４に記載の抗体。
【請求項７】
　前記軽鎖可変ドメインが、配列番号９を含むか、又は配列番号１０を含む核酸配列によ
りコードされる、請求項５又は６に記載の抗体。
【請求項８】
　全長免疫グロブリン、又はＦ（ａｂ）、Ｆ（ａｂ’）、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆ（ｖ）、Ｆ
（ｃ）、Ｆ（ｄ）、単鎖抗体（ｓｃＦｖ）からなる群から選択される抗体断片である、請
求項１から７までのいずれか一項に記載の抗体。
【請求項９】
　生物学的液体試料中の１，２５－ジヒドロキシビタミンＤ（１，２５（ＯＨ）２Ｄ）又
はその類似体を検出するための方法であって、
（ｉ）６から９の間に含まれる値に前記生物学的液体試料のｐＨを調整するステップ、同
時に又は続いて、ビタミンＤ受容体のリガンド結合ドメイン（ＶＤＲ－ＬＢＤ）を含む受
容体タンパク質を、前記生物学的液体試料に添加するステップであって、それによって、
前記受容体タンパク質のＶＤＲ－ＬＢＤに１，２５－ジヒドロキシビタミンＤ又はその類
似体を結合させるステップと、
（ｉｉ）１，２５－ジヒドロキシビタミンＤ又はその類似体に結合したビタミンＤ受容体
のリガンド結合ドメイン（ＶＤＲ－ＬＢＤ）を含む前記受容体タンパク質を、複合体を形
成していないＶＤＲ－ＬＢＤと交差反応せずに、１，２５－ジヒドロキシビタミンＤ又は
その類似体に結合したビタミンＤ受容体のリガンド結合ドメイン（ＶＤＲ－ＬＢＤ）に特
異的に結合することができる捕捉部分によって捕捉するステップと、
（ｉｉｉ）１，２５－ジヒドロキシビタミンＤ又はその類似体に結合したビタミンＤ受容
体のリガンド結合ドメイン（ＶＤＲ－ＬＢＤ）を含む捕捉された前記受容体タンパク質を
検出するステップとを含む、上記方法。
【請求項１０】
　前記受容体タンパク質が、単離された形態又は操作された形態の完全体のビタミンＤ受
容体タンパク質又はそのリガンド結合ドメイン（ＬＢＤ）である、請求項９に記載の方法
。
【請求項１１】
　前記ビタミンＤ類似体が、１９－ノル－１α－２５－ジヒドロキシビタミンＤ２、１α
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－ヒドロキシビタミンＤ２、１α－ヒドロキシエルゴカルシフェロール、又は２－メチレ
ン－１９－ノル－（２０Ｓ）－１α，２５－（ＯＨ）２Ｄ３である、請求項９又は１０に
記載の方法。
【請求項１２】
　前記捕捉部分が、請求項１から８までのいずれか一項に記載の抗体である、請求項９か
ら１１までのいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記捕捉部分が、固体支持体上に固定される、請求項９から１２までのいずれか一項に
記載の方法。
【請求項１４】
　前記生物学的液体が、全血、血漿、血清、又は尿である、請求項９から１３までのいず
れか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　ステップ（ｉ）において、前記生物学的液体試料のｐＨが、７から８．６の間に含まれ
る値に調整される、請求項９から１４までのいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　サンドイッチイムノアッセイである、請求項９から１５までのいずれか一項に記載の方
法。
【請求項１７】
　１，２５－ジヒドロキシビタミンＤ又はその類似体に結合したビタミンＤ受容体のリガ
ンド結合ドメイン（ＶＤＲ－ＬＢＤ）を含む捕捉された前記受容体タンパク質を検出する
ステップ（ｉｉｉ）が、標識された抗ＶＤＲ－ＬＢＤ検出抗体を用いて実施される、請求
項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　生物学的液体試料中の１，２５－ジヒドロキシビタミンＤ又はその類似体を検出するた
めのキットであって、
－　ビタミンＤ受容体のリガンド結合ドメイン（ＶＤＲ－ＬＢＤ）を含む受容体タンパク
質；
－　複合体を形成していないＶＤＲ－ＬＢＤと交差反応せずに、ＶＤＲ－ＬＢＤと１，２
５－ジヒドロキシビタミンＤ又はその類似体との間で形成される複合体のビタミンＤ受容
体のリガンド結合ドメイン（ＶＤＲ－ＬＢＤ）に特異的に結合することができる捕捉部分
、及び
－　６から９の間に含まれるｐＨを有する結合緩衝液
を含む、上記キット。
【請求項１９】
　前記受容体タンパク質が、単離された形態又は操作された形態の完全体のビタミンＤ受
容体タンパク質又はそのリガンド結合ドメインである、請求項１８に記載のキット。
【請求項２０】
　前記捕捉部分が、請求項１から８までのいずれか一項に記載の抗体である、請求項１８
又は１９に記載のキット。
【請求項２１】
　前記結合緩衝液が、７から８．６の間に含まれるｐＨを有している、請求項１８から２
０までのいずれか一項に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、全血試料、血漿試料、血清試料、又は尿試料などの生物学的液体試料中の全
１，２５－ジヒドロキシビタミンＤを検出するための方法及びキットに関する。
【０００２】
　より具体的には、本発明は、２５－ヒドロキシビタミンＤなどの他の非活性型ビタミン
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Ｄと共に１，２５－ジヒドロキシビタミンＤを含有する場合がある生物学的液体試料中の
全１，２５－ジヒドロキシビタミンＤを検出するのに適しているイムノアッセイ方法及び
キット、並びに関連する抗体に関する。
【背景技術】
【０００３】
　ビタミンＤは、骨格代謝及びカルシウム恒常性における根本的な役割を果たしているス
テロイドホルモンである。ヒト及び動物において、ビタミンＤの主要な型はビタミンＤ３

（コレカルシフェロール）及びビタミンＤ２（エルゴカルシフェロール）である。ビタミ
ンＤ３は主に、太陽紫外線Ｂ（ＵＶＢ）への曝露に応答して、皮膚中で７－デヒドロコレ
ステロールから合成されるが、油の多い魚、すなわちサケ及びサバなどの食物源からのビ
タミン摂取も起こり得る。ビタミンＤ２は主に、キノコ源及び野菜源並びに補助（ｓｕｐ
ｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ）（例えば、Ｄｒｉｓｄｏｌ（商標）又はＳｔｅｒｏｇｙｌ　
１５「Ａ」）に由来する食物中から、獲得される。
【０００４】
　供給源とは関係なく、ビタミンＤ２及びビタミンＤ３が生物活性化合物に変換されるに
は、２つの別々の水酸化ステップが必要である。肝臓において、酵素２５－水酸化酵素が
、ビタミンＤを２５－ヒドロキシビタミンＤ（以下、「２５（ＯＨ）Ｄ」と呼ぶ）に変換
する。この中間代謝産物は、このホルモンの主要な循環型であり、さらに水酸化されて生
物活性のある代謝産物１，２５－ジヒドロキシビタミンＤ（以下、「１，２５（ＯＨ）２

Ｄ」と呼ぶ）のためのリザーバーとして働く。
【０００５】
　後者の段階は、主に腎尿細管細胞において起こり、酵素１－α－水酸化酵素に触媒され
る。１，２５（ＯＨ）２Ｄの血漿中濃度は、血清副甲状腺ホルモン（ＰＴＨ）を含めて様
々な因子によって高度に調節されており、通常、前駆体化合物２５（ＯＨ）Ｄの約１００
０分の１である。
【０００６】
　ビタミンＤ及びその代謝産物の大部分は、それらの親油性性質が理由で、Ｇｃグロブリ
ンとしても公知のビタミンＤ結合タンパク質（ＤＢＰ）（８０～９０％）及びアルブミン
（１０～２０％）に結合された状態で血流中を循環する。ＤＢＰは、ビタミンＤ代謝産物
に対して高い親和性を有しており（２５（ＯＨ）Ｄ及び２４，２５（ＯＨ）２Ｄに対して
はＫａ＝５×１０８Ｍ－１、１，２５（ＯＨ）２Ｄ及びビタミンＤに対してはＫａ＝４×
１０７Ｍ－１）、通常の環境下では約０．０３％の２５（ＯＨ）Ｄ及び２４，２５（ＯＨ
）２Ｄ並びに約０．４％の１，２５（ＯＨ）２Ｄのみが遊離型で存在している。
【０００７】
　１，２５（ＯＨ）２Ｄの生物学的作用は、主に、特異的な細胞内ビタミンＤ受容体（Ｖ
ＤＲ）にこの生物活性ホルモンが結合することによってもたらされ、この細胞内ビタミン
Ｄ受容体は、主に、ビタミンＤ応答エレメント（ＶＤＲＥ）として公知の特異的ＤＮＡ配
列を自らのプロモーターが含む遺伝子の発現を調節することによって作用する。
【０００８】
　ビタミンＤ受容体（ＶＤＲ）は、核内受容体（ＮＲ）のスーパーファミリーに属するリ
ガンド依存性転写調節因子である。この受容体ファミリーの他のメンバーと同様に、ＶＤ
Ｒは、アミノ末端Ａ／Ｂドメイン、高度に保存されているＤＮＡ結合ドメイン（ＤＢＤ）
、柔軟なリンカー領域、及びより変化しやすいＣ末端リガンド結合ドメイン（ＬＢＤ）を
含むモジュラー構造を有している（Ｍａｎｇｅｌｓｄｏｒｆ　ＤＪら、１９９５年、Ｃｅ
ｌｌ　８３（６）：８３５～９ページ）。Ｃ末端ＬＢＤは、球状の多機能性ドメインであ
り、ホルモン結合、レチノイドＸ受容体（ＲＸＲ）との二量体形成、並びにコリプレッサ
ー及びコアクチベーターとの相互作用を担っており、これらはそろって、転写活性の調節
に不可欠である（Ｈａｕｓｓｌｅｒ　ＭＲら　１９９８年、Ｊ　Ｂｏｎｅ　Ｍｉｎｅｒ　
Ｒｅｓ．１３（３）：３２５～４９ページ）。
【０００９】
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　ＶＤＲのリガンド結合ドメイン（ＬＢＤ）は結晶化され、その構造が解明されている（
Ｒｏｃｈｅｌ　Ｎ、Ｗｕｒｔｚ　ＪＭ、Ｍｉｔｓｃｈｌｅｒ　Ａ、Ｋｌａｈｏｌｚ　Ｂ、
Ｍｏｒａｓ　Ｄ　天然リガンドに結合したビタミンＤ核内受容体の結晶構造（Ｔｈｅ　ｃ
ｒｙｓｔａｌ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｎｕｃｌｅａｒ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ
　ｆｏｒ　ｖｉｔａｍｉｎ　Ｄ　ｂｏｕｎｄ　ｔｏ　ｉｔｓ　ｎａｔｕｒａｌ　ｌｉｇａ
ｎｄ．）Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　２０００；５：１７３～１７９ページ）。
【００１０】
　ＶＤＲにリガンドが結合すると、受容体のリガンド結合ドメインの立体構造変化が誘発
され、その結果として、標的遺伝子のプロモーター領域中のビタミンＤ応答性エレメント
（ＶＤＲＥ）上で、ＶＤＲと補助因子であるレチノイドＸ受容体（ＲＸＲ）とのヘテロ二
量体化が増大する。これにより、その結果として、プロモーターが転写機構に対して開放
される（Ｇｌｅｎｖｉｌｌｅ　Ｊ．ら、１９９８年　Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｒｅ
ｖｉｅｗｓ　７８（４）：１１９３～１２３１ページ）。
【００１１】
　核内受容体のリガンド結合ドメイン（ＬＢＤ）は、α－ヘリックスの含有量が高いこと
が公知であり、α－ヘリックスはリガンド結合に応答して大規模な立体構造変化を経て、
疎水性ポケットを形成し得る。最近、様々なリガンドに結合した際のドブネズミ（Ｒａｔ
ｔｕｓ　ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ）のリガンド結合ドメイン（ｒ－ＶＤＲ－ＬＢＤ）の立体
構造の差が、ＮＭＲ分光法によって解明された（Ｋｉｒａｎ　Ｋ．　Ｓｉｎｇａｒａｐｕ
ら　２０１１年　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　５０（５１）：１１０１５～２４ページ）
。
【００１２】
　現在、ビタミンＤは、ヒトにおいて最適な健康を維持するにあたって多数の役割を有し
ているプロホルモンと認識されている。著しいビタミンＤ欠乏が、成人の骨軟化症及び小
児のくる病などの組織学的に明らかな骨疾患をもたらすことがずっと前から確立されてお
り、一方、ビタミンＤ不足は、副甲状腺ホルモン濃度の変化を引き起こす場合があり、長
期に渡って持続すると、骨量減少及び骨折の一因となり得る。しかし、ビタミンＤは、カ
ルシウム恒常性の古典的な調節因子として最初は同定されたのであるが、ビタミンＤ受容
体（ＶＤＲ）のヒト組織における広範な発現及び分布によって推進される広範囲の作用を
有することが現在では公知である。
【００１３】
　この数十年間に、臨床データ及び疫学的データから、２５（ＯＨ）Ｄレベルの異常が、
心血管系疾患、高血圧、心筋梗塞、糖尿病、癌、神経筋機能の低下、感染性疾患、及び自
己免疫疾患を含めて様々な慢性疾患のリスク増大に関連しているといういくつかの証拠が
提供された。子かん前症、妊娠糖尿病、帝王切開、及び早産などの妊娠合併症でさえ、妊
娠期におけるビタミンＤ欠乏の悲惨な続発症である可能性がある（Ｈｏｌｉｃｋ　ＭＦ；
２００７年　Ｎ　Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ．３５７（３）：２６６～８１ページ、Ｈｏｌｉ
ｃｋ　ＭＦ及びＣｈｅｎ　ＴＣ．２００８年　Ａｍ　Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｎｕｔｒ．；８７（
４）：１０８０Ｓ～６Ｓ）。
【００１４】
　しかし、現在利用可能である測定方法の複雑さ及び信頼性の不足の両方が原因で、慢性
疾患のリスクを１，２５（ＯＨ）２Ｄレベルと関連付けるための研究はごく少数しか実施
されていない。
【００１５】
　したがって、活性型ビタミンＤである循環血中１，２５（ＯＨ）２Ｄの測定は、診断マ
ーカー及び／又は治療法のモニタリング指標のいずれかとして、多くの様々な臨床応用に
おいて関連性を増しつつある。例えば、１，２５（ＯＨ）２Ｄ及び副甲状腺ホルモン（Ｐ
ＴＨ）の血清レベル並びにそれらの存在し得る相関関係の測定は、副甲状腺疾患の診断を
助けるため、並びに腎不全又はビタミンＤ抵抗性くる病（ＶＤＲＲ）の発症の過程での二
次性副甲状腺機能亢進症の発病を検出するための重要な手段になり得る。
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【００１６】
　現在、日常的な臨床的用途及び調査用途の両方において、全２５（ＯＨ）Ｄ（すなわち
、２５（ＯＨ）Ｄ３＋２５（ＯＨ）Ｄ２）の循環血中レベルを測定するために利用可能で
ある幅広い方法がある。市販の迅速で自動化された化学発光に基づくイムノアッセイ方法
が、Ａｂｂｏｔｔ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ（Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ、ＩＬ、ＵＳＡ、
ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ　２５－ＯＨ　ｖｉｔａｍｉｎ　Ｄ　ａｓｓａｙ）、ＤｉａＳｏｒｉ
ｎ　Ｉｎｃ．（Ｓｔｉｌｌｗａｔｅｒ、ＭＮ、ＵＳＡ、ＬＩＡＩＳＯＮ（登録商標）２５
　ＯＨ　Ｖｉｔａｍｉｎ　Ｄ　Ｔｏｔａｌ　Ａｓｓａｙ）、Ｉｍｍｕｎｏｄｉａｇｎｏｓ
ｔｉｃ　Ｓｙｓｔｅｍｓ（Ｂｏｌｄｏｎ、Ｅｎｇｌａｎｄ、ＩＤＳ－ｉＳＹＳ　２５－Ｈ
ｙｄｒｏｘｙ　Ｖｉｔａｍｉｎ　Ｄ　（２５ＯＨＤ））、Ｒｏｃｈｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔ
ｉｃｓ（Ｍａｎｎｈｅｉｍ、Ｇｅｒｍａｎｙ、Ｍｏｄｕｌａｒ　Ａｎａｌｙｔｉｃｓ　Ｅ
１７０　Ｅｌｅｃｓｙｓ（登録商標）　Ｖｉｔａｍｉｎ　Ｄ　Ｔｏｔａｌ　ａｓｓａｙ）
、及びＳｉｅｍｅｎｓ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ（Ｔａｒｒｙｔ
ｏｗｎ、ＮＹ、ＵＳＡ、ＡＤＶＩＡ　Ｃｅｎｔａｕｒ（登録商標）Ｖｉｔａｍｉｎ　Ｄ　
Ｔｏｔａｌ　ａｓｓａｙ）によって供給されている。これらのアッセイプラットフォーム
に加えて、最近、クロマトグラフィー分離とそれに続く非免疫学的な直接検出（半自動化
液体クロマトグラフィー－タンデム型質量分析、ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）に基づく物理的方法
の使用が着実に増加しており、これらの方法は、アメリカ合衆国（例えば、Ｅｓｏｔｅｒ
ｉｘ　Ｉｎｃ．、Ｃａｌａｂａｓａｓ　Ｈｉｌｌｓ、ＣＡ、Ｍａｙｏ　Ｃｌｉｎｉｃ、Ｒ
ｏｃｈｅｓｔｅｒ、ＭＮ、ＡＲＵＰ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｓａｌｔ　Ｌａｋｅ　
Ｃｉｔｙ、ＵＴ、及びＱｕｅｓｔ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ、Ｌｙｎｄｈｕｒｓｔ、ＮＪ
）、ヨーロッパ（例えば、Ｇｈｅｎｔ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ、Ｇｈｅｎｔ、Ｂｅｌｇｉ
ｕｍ及びＣＨＵ　ｄｅ　Ｌｉｅｇｅ、Ｌｉｅｇｅ、Ｂｅｌｇｉｕｍ）、及びオーストラリ
ア（例えば、Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ　Ｑｕｅｅｎｓｌａｎｄ、Ｈｅｒｓｔｏｎ　Ｑｕｅｅｎ
ｓｌａｎｄ及びＤｏｕｇｌａｓｓ　Ｈａｎｌｙ　Ｍｏｉｒ　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ、Ｍａｃ
ｑｕａｒｉｅ　Ｐａｒｋ　ＮＳＷ）の専門家の研究室で主に開発された。
【００１７】
　２５（ＯＨ）Ｄを測定するためのアッセイプラットフォームの選択範囲は広いものの、
臨床試料中の活性型ビタミンＤを定量的に測定するために現在利用可能である自動化アッ
セイ方法は存在しない。１，２５（ＯＨ）２Ｄの全身での循環血中レベルは極めて低くｐ
ｇ／ｍｌの範囲であり、したがって、臨床的モニタリングにとって重要な生物分析の課題
を示している。従来より、血漿中の１，２５（ＯＨ）２Ｄの定量は、ラジオイムノアッセ
イ（ＲＩＡ）によって実施されている。放射能の取扱い及び放射性標識の限られた有効期
間に関する問題を回避するために、ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ方法の使用に主に依拠する新しいビ
タミンＤ試験方法が最近台頭してきた。しかし、報告されている１，２５（ＯＨ）２Ｄの
ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ生物分析アッセイには、必要な感度及び選択性を実現するために実施さ
れる必要がある大規模な試料調製手順又は誘導体化プロトコルという欠点がある。現在、
１，２５（ＯＨ）２Ｄの検出のために利用可能である主な方法は、いくつかの試料前処理
ステップ又は解析前ステップを実施する必要があり、これらのステップは通常、手作業で
実施され、したがって、非常に時間がかかり、大きな労働力を要し、且つ費用がかかる場
合がある。
【００１８】
　ＥＰ０５８３９４５Ａは、１，２５（ＯＨ）２Ｄのアッセイを開示しており、このアッ
セイは、酢酸エチルなどの有機溶媒を用いて血清を抽出すること、干渉する可能性がある
他のビタミンＤ代謝産物をシリカカラムを用いて分離すること、並びにブタ受容体タンパ
ク質、放射性標識した１，２５（ＯＨ）２Ｄ、受容体に結合できるビオチン標識した抗体
、及びＢＳＡなどの促進（ｆａｃｉｌｉｔａｔｏｒ）タンパク質を免疫沈降競合結合測定
法の一部として次いで添加することを含む。
【００１９】
　ＷＯ／８９０１６３１は、ブタ受容体タンパク質、放射性標識した１，２５（ＯＨ）２



(7) JP 2016-505634 A 2016.2.25

10

20

30

40

50

Ｄ、及び受容体に結合できるビオチン標識した抗体を未処理の血清に添加することを含む
、１，２５（ＯＨ）２Ｄの競合結合測定法（３）を開示している。この競合結合測定法は
、関連する代謝産物からの干渉を最小限にするためのふるいとして働くビタミンＤ輸送タ
ンパク質の使用を必要とする。
【００２０】
　Ｓ．ＳＷＡＭＩら、Ｂｏｎｅ、第２８巻、第３号、２００１年３月：３１９～３２６ペ
ージでは、ビタミンＤ受容体（ＶＤＲ）のヒンジ部分に結合し、ＶＤＲの測定のための方
法において使用される抗体を開示している。しかし、このような抗体は、リガンドで占拠
されたＶＤＲとリガンドで占拠されていないＶＤＲとを区別することができず、したがっ
て、１，２５（ＯＨ）２Ｄの検出に有用ではない。
【００２１】
　ＤｉａＳｏｒｉｎ　ＲＩＡ（部品（Ｐａｒｔ）番号６５１００Ｅ／１００チューブ；１
，２５－ジヒドロキシビタミンＤ）は、代謝産物測定に先立って試験試料から１，２５（
ＯＨ）２Ｄを単離するために、有機溶媒、抽出器具、並びに２４，２５（ＯＨ）２Ｄ、２
５，２６（ＯＨ）２Ｄ、及び２５（ＯＨ）Ｄなど干渉する可能性があるビタミンＤ代謝産
物を分離するためのＣ１８－ＯＨカラムの使用を伴う。
【００２２】
　１，２５（ＯＨ）２Ｄの測定のためのＩｍｍｕｎｏｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓによって供
給される最近商品化された自動アッセイ（部品番号ＩＳ－２４００；ＩＤＳ－ｉＳＹＳ　
１，２５－ジヒドロキシビタミンＤ）でさえ、ＩＤＳ自社開発のＩｍｍｕｎｏｃａｐｓｕ
ｌｅｓを利用し、時間がかかり大きな労働力を要する試料の前処理ステップを必要とする
。
【００２３】
　さらに、先行技術の方法は、解析前ステップ又は試料前処理ステップの間に試験標本か
ら完全に排除されなかった他のビタミンＤ代謝産物との交差反応性事象が原因で、誤って
高濃度の１，２５（ＯＨ）２Ｄが測定される場合があるため、アッセイの特異性の点で制
限を受けることが多い。例えば、ほとんどのイムノアッセイ用抗体は、１，２５（ＯＨ）

２Ｄより１０００倍高いレベルで血液中に存在し得る２５（ＯＨ）Ｄ、２４，２５（ＯＨ
）２Ｄ、及び２５，２６（ＯＨ）２Ｄと顕著に交差反応する。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００２４】
　したがって、先行技術の欠点及び制限を有していない、全１，２５（ＯＨ）２Ｄ（１，
２５（ＯＨ）２Ｄ２＋１，２５（ＯＨ）２Ｄ３）を検出するためのアッセイ方法を開発す
ることが大いに必要とされている。
【００２５】
　特に、時間がかかり大きな労働力を要する試料前処理ステップを必要とせずに、正確で
感度が高く、且つ精密な全１，２５（ＯＨ）２Ｄ（１，２５（ＯＨ）２Ｄ２＋１，２５（
ＯＨ）２Ｄ３）の検出を可能にし、自動化された形態でおそらく提供され得るアッセイ方
法が必要とされている。
【００２６】
　また、試験試料中に存在し得る他のビタミンＤ代謝産物と実質的に交差反応しない１，
２５（ＯＨ）２Ｄアッセイ方法も必要とされている。
【課題を解決するための手段】
【００２７】
　本明細書の不可欠な部分をなす添付の特許請求の範囲において定義される方法、並びに
関連するキット及び抗体が、これら及び他の必要性を満たす。
【００２８】
　下記の例においてさらに例示するように、本発明は、アッセイが実施される媒体のｐＨ
が、１，２５（ＯＨ）２Ｄに対するビタミンＤ結合タンパク質（ＤＢＰ）及びビタミンＤ
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受容体のリガンド結合ドメイン（ＶＤＲ－ＬＢＤ）の結合親和性に大きく影響するという
調査結果に基づいている。
【００２９】
　より具体的には、本発明者らが行った実験の結果から、試験試料のｐＨ値が６より上、
好ましくは７より上に変化すると、驚くべきことに、それにより２５（ＯＨ）Ｄと比較し
て１，２５（ＯＨ）２Ｄに対するＶＤＲ－ＬＢＤの親和性が約２００倍に上昇するのを誘
発し、一方、同じｐＨ値において、ＤＢＰは、１，２５（ＯＨ）２Ｄと比較して約１００
０倍大きな親和性を２５（ＯＨ）Ｄに対して示すことがはっきりと示された。したがって
、ＤＢＰに結合した１，２５（ＯＨ）２ＤとＶＤＲ－ＬＢＤに結合した１，２５（ＯＨ）

２Ｄの間の平衡に対するｐＨのこのような有利な効果を活用することは、モル過剰のＶＤ
Ｒ－ＬＢＤの存在下で天然ＤＢＰから循環血中１，２５（ＯＨ）２Ｄを選択的に捕捉しつ
つ、同時に２５（ＯＨ）Ｄの大半をＤＢＰに結合した隔絶された形態で残すための、容易
さ及び有効性の両方の点から独特な手段となる。このような手法は、臨床試料中の１，２
５（ＯＨ）２Ｄの測定を可能にするために時間がかかり大きな労働力を要する試料前処理
ステップを必要とする先行技術の方法よりも特に有利である。
【００３０】
　ＶＤＲ－ＬＢＤへの１，２５（ＯＨ）２Ｄの結合は、ＶＤＲ－ＬＢＤ分子の立体構造変
化を誘発することが公知であることから、本発明者らは、様々な生物学的マトリックス中
の未結合ＶＤＲ－ＬＢＤからＶＤＲ－ＬＢＤ／１，２５（ＯＨ）２Ｄ複合体を選択的に識
別するために、複合体を形成していないＶＤＲ－ＬＢＤと交差反応せずに、１，２５（Ｏ
Ｈ）２Ｄに結合したＶＤＲ－ＬＢＤを特異的に認識し結合することができる捕捉部分、例
えば抗体を開発するための大規模な実験を実施した。このような立体構造特異的捕捉部分
は、循環血中の活性型ビタミンＤの迅速且つ信頼性が高い検出のための大変貴重な手段と
なるため、特に有用である。
【図面の簡単な説明】
【００３１】
【発明を実施するための形態】
【００３２】
　したがって、本発明の１つの態様は、添付の請求項９で定義するような、生物学的液体
試料中の１，２５（ＯＨ）２Ｄ又はその類似体を検出するための方法である。
　また、添付の請求項１８で定義するような、生物学的液体試料中の１，２５（ＯＨ）２

Ｄ又はその類似体を検出するためのキットも、本発明の範囲内にある。
【００３３】
　本明細書において使用される場合、「ビタミンＤ」という用語は、ビタミンＤ３（コレ
カルシフェロール）及びビタミンＤ２（エルゴカルシフェロール）の両方を意味し、「１
，２５（ＯＨ）２Ｄ」という用語は、１，２５（ＯＨ）Ｄ３及び１，２５（ＯＨ）Ｄ２の
両方を意味する。「１，２５（ＯＨ）２Ｄ」の類似体には、その修飾種及び構造的類似体
が含まれ、例えば、１９－ノル－１α－２５－ジヒドロキシビタミンＤ２（例えば、Ａｂ
ｂｏｔｔ製のＺｅｍｐｌａｒ又はパリカルシトール）、１α－ヒドロキシビタミンＤ２又
は１α－ヒドロキシエルゴカルシフェロール（例えば、Ｇｅｎｚｙｍｅ製のＨｅｃｔｏｒ
ｏｌ又はドキセルカルシフェロール）、及び２－メチレン－１９－ノル－（２０Ｓ）－１
α，２５－（ＯＨ）２Ｄ３（例えば、Ｄｅｌｔａｎｏｉｄ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａ
ｌｓ製の２ＭＤ）などである。
【００３４】
　前述したように、本発明の検出方法を特徴付ける特色は、検査される生物学的液体試料
のｐＨが６より大きい、すなわち６から９の間に含まれる値に調整されることである。好
ましいｐＨ値は、７．２、７．３、７．４、７．５、７．６、７．７、７．８、７．９、
８．０、８．１、８．２、８．３、８．４、８．５、又は８．６など、７から８．６の間
に含まれる。生物学的液体試料のｐＨを前述の値に調整するのに適した緩衝剤及び緩衝液
は、当業者に周知である。
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【００３５】
　本発明の文脈において、好ましくは、生物学的液体試料は、全血、血清、血漿、及び尿
からなる群から選択される。生物学的液体試料は、例えば、希釈剤、保存剤、安定化剤、
及び／又は緩衝剤などさらに別の成分を任意で含んでよい。必要な場合は、当技術分野に
おいて公知の任意の適切な希釈用緩衝液を用いて、生物学的液体試料の希釈物が調製され
る。
【００３６】
　本発明の検出方法は、ビタミンＤ受容体のリガンド結合ドメイン（ＶＤＲ－ＬＢＤ）を
含む受容体タンパク質が、１，２５（ＯＨ）２Ｄ又はその類似体に結合するために使用さ
れるということをさらに特徴とする。
【００３７】
　本明細書において使用される場合、「ビタミンＤ受容体のリガンド結合ドメイン（ＶＤ
Ｒ－ＬＢＤ）を含む受容体タンパク質」という用語は、単離された形態又は操作された形
態の、Ｃ末端リガンド結合ドメインを含む完全体のビタミンＤ受容体タンパク質（ＶＤＲ
）とビタミンＤ受容体のリガンド結合ドメイン（ＬＢＤ）の両方を包含する。例えば、完
全体のビタミンＤ受容体タンパク質又はそのリガンド結合ドメインは、ＤＮＡ技術によっ
て作製される組換えタンパク質である。様々な動物種に由来するビタミンＤ受容体をコー
ドするヌクレオチド配列が入手可能であり、特徴を明らかにされている。したがって、本
発明において受容体タンパク質として使用される完全体のビタミンＤ受容体タンパク質又
はそのリガンド結合ドメインは、例えば、それだけには限らないが、哺乳動物由来（例え
ば、ヒト、マウス、若しくはラットのタンパク質）、又は鳥類由来、又は両生類由来であ
り、或いは、そのようなタンパク質のいずれかの変異した変種である。
【００３８】
　任意で、本発明において受容体タンパク質として使用される完全体のビタミンＤ受容体
タンパク質又はそのリガンド結合ドメインは、精製手順及び／又は検出手順を実質的に改
良するために、アフィニティータグをさらに含むか、又はアフィニティータグに結合され
る。最も一般的なアフィニティータグのうちで、対象のタンパク質のＣ末端又はＮ末端に
付けられるポリヒスチジンタグ（「Ｈｉｓタグ」）がタンパク質科学の分野でごく普通に
使用され、したがって、本発明の状況内でのそれらの使用は、十分に当業者の知識の範囲
内である。発現されたＨｉｓタグ付きタンパク質は、例えば、遷移金属イオンを含有する
マトリックス上で容易に精製され、抗Ｈｉｓタグ抗体の使用は、局在化研究及び免疫沈降
研究において有用且つ公知の手段となる。
【００３９】
　したがって、本発明の好ましい実施形態において、受容体タンパク質として使用される
完全体のビタミンＤ受容体タンパク質又はそのリガンド結合ドメインは、組換え型のＨｉ
ｓタグ付き融合タンパク質である。しかし、例えば、Ａｒｇ５、Ｓｔｒｅｐ－タグＩＩ、
ＦＬＡＧ、フルオレセイン（ＦＩＴＣ）、ポリ（Ａ）、ポリ（ｄＴ）、及びビオチンなど
他のアフィニティータグが使用されてもよい。エピトープタグ付き組換えタンパク質を作
製するための技術は、当技術分野において一般に公知である。別の好ましい実施形態にお
いて、受容体タンパク質として使用される完全体のビタミンＤ受容体タンパク質又はその
リガンド結合ドメインは、タンパク質の折りたたみを助け、且つ／又は安定性を向上させ
るために、シャペロンタンパク質、又は一般に、シャペロン様機能を有している他の任意
のタンパク質に結合されている。安定性を向上させることを狙いとするアミノ酸配列変異
を有している受容体タンパク質（すなわち、アフィニティータグ又はシャペロンタンパク
質若しくはシャペロン様タンパク質に結合されている可能性がある完全体のビタミンＤ受
容体タンパク質又はそのリガンド結合ドメイン）も、本発明の状況内で使用されてよい。
【００４０】
　前述したように、本発明の検出方法は、複合体を形成していないＶＤＲ－ＬＢＤと交差
反応せずに、１，２５（ＯＨ）２Ｄ又はその類似体に結合した立体構造的に変化したＶＤ
Ｒ－ＬＢＤを特異的に認識することによって、ＶＤＲ－ＬＢＤ／１，２５（ＯＨ）２Ｄ複
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合体に結合することができる捕捉部分の使用を伴う。
【００４１】
　好ましい実施形態において、捕捉部分は、添付の請求項１において定義される抗体であ
る。
【００４２】
　添付の請求項１において定義される結合特異性を有する抗体が本発明者らによって初め
て利用可能にされたため、抗体それ自体も、本発明の範囲内に入る。
【００４３】
　したがって、本発明の別の態様は、複合体を形成していないＶＤＲ－ＬＢＤと交差反応
せずに、ＶＤＲ－ＬＢＤと１，２５－ジヒドロキシビタミンＤ又は１，２５－ジヒドロキ
シビタミンＤの類似体との間で形成される複合体のビタミンＤ受容体のリガンド結合ドメ
インに特異的に結合する抗体である。
【００４４】
　好ましくは、本発明の抗体は、モノクローナル抗体である。実施例で説明するように、
複合体を形成していないＶＤＲ－ＬＢＤと実質的に交差反応せずに、１，２５（ＯＨ）２

Ｄに結合した立体構造的に変化したＶＤＲ－ＬＢＤを特異的に認識し結合できるモノクロ
ーナル抗体を産生するいくつかのハイブリドーマクローンが、本発明者らによって作製さ
れた。このようなハイブリドーマクローンの内の１つは、１１Ｂ４Ｈ１１Ｈ１０と名付け
られ、その重鎖可変ドメイン及び軽鎖可変ドメインの核酸配列及びアミノ酸配列を同定す
るために配列決定によって完全に特徴を明らかにされたモノクローナル抗体を産生する。
また、重鎖可変ドメインと軽鎖可変ドメインの両方のＣＤＲ（ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、及び
ＣＤＲ３）も同定された。
【００４５】
　このような核酸配列及びアミノ酸配列は、本明細書の不可欠な部分をなす配列表に示さ
れる。配列表において、１１Ｂ４Ｈ１１Ｈ１０の重鎖可変ドメインのアミノ酸配列及び核
酸配列は、それぞれ配列番号７及び配列番号８と呼ばれ、１１Ｂ４Ｈ１１Ｈ１０の軽鎖可
変ドメインのアミノ酸配列及び核酸配列は、それぞれ配列番号９及び配列番号１０と呼ば
れ、１１Ｂ４Ｈ１１Ｈ１０の重鎖可変ドメインのＣＤＲは、配列番号１、２、及び３と呼
ばれ、１１Ｂ４Ｈ１１Ｈ１０の軽鎖可変ドメインのＣＤＲは、配列番号４、５、及び６と
呼ばれる。
【００４６】
　したがって、好ましい実施形態によれば、本発明の抗体は、重鎖可変ドメイン及び軽鎖
可変ドメインを含むモノクローナル抗体であって、重鎖可変ドメインが、配列番号１、２
、及び３からなる群から選択される少なくとも１つのＣＤＲを含み、且つ／又は軽鎖可変
ドメインが、配列番号４、５、及び６からなる群から選択される少なくとも１つのＣＤＲ
を含む、モノクローナル抗体である。
【００４７】
　より好ましい実施形態において、重鎖可変ドメインは、配列番号１、２、及び３のＣＤ
Ｒを含み、且つ／又は軽鎖可変ドメインは、配列番号４、５、及び６のＣＤＲを含む。
【００４８】
　特定の実施形態において、重鎖可変ドメインは、配列番号７のアミノ酸配列を含むか、
若しくは配列番号８の配列を含む核酸によりコードされ、且つ／又は軽鎖可変ドメインは
、配列番号９のアミノ酸配列を含むか、若しくは配列番号１０の配列を含む核酸によりコ
ードされる。
【００４９】
　本明細書において使用される場合、「抗体」という用語は、（完全長の重鎖及び軽鎖を
有するポリクローナル型、モノクローナル型、キメラ型、ヒト化型、又はヒト型を含めて
）全長抗体分子、並びに抗原結合抗体断片を包含する。「抗体断片」は、対応する全長抗
体と同じ結合特異性を有する任意の免疫グロブリン断片を含む。このような断片は、標準
的な方法に従って作製される。例えば、Ｈａｒｌｏｗ及びＬａｎｅ、「抗体、実験マニュ
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アル（Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ）」、ＣＳＨ　
Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、ＵＳＡ、１９８８年を参照された
い。抗体断片の非限定的な例としては、Ｆ（ａｂ）、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆ（ｖ
）、単鎖抗体（ｓｃＦｖ）、Ｆ（ｃ）、Ｆ（ｄ）が挙げられる。
【００５０】
　好ましくは、本発明の抗体は、動物免疫感作によって作製される。簡単に説明すると、
モノクローナル抗体は、それ自体が公知の方法に従って（Ｃｏｓｔａｇｌｉｏｌａら、Ｊ
　Ｉｍｍｕｎｏｌ　１９９８年；１６０：１４５８～６５ページ）、動物、例えば、ラッ
ト、ハムスター、ウサギ、又はマウスに、１，２５（ＯＨ）２ビタミンＤ又はその類似体
に結合した立体構造的に変化したＶＤＲ－ＬＢＤを含む免疫原を注射することによって、
作製される。特異的抗体の産生が起こっているかが、注射された動物から得られた血清試
料に対して免疫検出アッセイを実施することによって、最初の注射後、及び／又はブース
ター注射後に、観察される。対象の特異的抗体（単数又は複数）を産生することが判明し
ている動物から、脾臓細胞が摘出され、続いて、融合相手である骨髄腫細胞と融合されて
、ハイブリドーマ細胞系が作製される。次いで、このハイブリドーマ細胞系が、対象の抗
体（単数又は複数）、すなわち、ＶＤＲ－ＬＢＤと１，２５（ＯＨ）２Ｄ又はその類似体
との間で形成される複合体のＶＤＲ－ＬＢＤに特異的に結合する抗体を分泌する能力につ
いてスクリーニングされる。
【００５１】
　本発明の検出方法において、捕捉されたＶＤＲ－ＬＢＤ／１，２５（ＯＨ）２Ｄ複合体
の検出は、広範囲な技術によって達成され得る。例えば、標識された受容体タンパク質を
使用することによって直接的に、又は捕捉部分によって捕捉されたＶＤＲ－ＬＢＤ／１，
２５（ＯＨ）２Ｄ複合体に結合できる標識された検出分子を介して間接的に、検出可能な
シグナルが生成され得る。典型的には、検出分子は、本発明の捕捉部分によって認識され
るエピトープと異なる、ＶＤＲ－ＬＢＤ／１，２５（ＯＨ）２Ｄ複合体上のエピトープを
対象とする別の抗体（すなわち、抗ＶＤＲ－ＬＢＤ検出抗体）である。
【００５２】
　検出可能な標識は、視覚的手段又は機器を用いた手段によって検出可能であるシグナル
を生じることができる任意の物質であってよい。本発明において使用するのに適切な標識
としては、例えば、蛍光性化合物、化学発光性化合物、放射性化合物、酵素及び酵素基質
、比色定量検出に適した分子、結合タンパク質、エピトープ、酵素、又は基質が挙げられ
る。実際には、当技術分野において公知の任意のシグナル分子又は標識が、本発明の方法
及びキットの実施形態に組み入れられてよい。
【００５３】
　生物学的液体試料とビタミンＤ受容体のリガンド結合ドメイン（ＶＤＲ－ＬＢＤ）を含
む受容体タンパク質との接触を可能にする任意のアッセイ形式が、本発明の検出方法を実
施するのに適している。
【００５４】
　好ましい実施形態によれば、本発明の検出方法は、対象又は患者の生物学的液体試料に
対して実施されるｉｎ　ｖｉｔｒｏのイムノアッセイである。イムノアッセイには、均一
系アッセイ及び不均一系アッセイの両方、並びに競合的サンドイッチアッセイ及び非競合
的サンドイッチアッセイが含まれる。
【００５５】
　例えば、図１及び図２は、本発明による一部位非競合的イムノアッセイを例示しており
、これらのアッセイでは、ビタミンＤ受容体のリガンド結合ドメイン（ＶＤＲ－ＬＢＤ）
を含む標識された受容体タンパク質への１，２５（ＯＨ）２Ｄの結合を介して形成された
複合体が、固体支持体上に固定された本発明の立体構造特異的捕捉抗体（図１及び図２に
おいて、「モノクローナル抗結合型ＬＢＤ」と呼ばれる）によって捕捉される。図１及び
図２の例において、固体支持体は常磁性粒子（ＰＭＰ）であり、標識は、アミノ－ブチル
－エチル－イソルミノール（ＡＢＥＩ）である。
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【００５６】
　図１の特定の実施形態において、アッセイ緩衝液を用いて生物学的液体試料のｐＨを調
整するステップ及びＶＤＲ－ＬＢＤを含む受容体タンパク質を試料に添加するステップは
、同時に実施される。図２の特定の実施形態において、このようなステップは、逐次的に
実施される。
【００５７】
　例えば、図３は、サンドイッチイムノアッセイを例示する。サンドイッチイムノアッセ
イの一般的な特徴及び手順は、十分に確立されており、当業者に公知である。サンドイッ
チイムノアッセイは、本発明の方法の特に好ましい実施形態である。
【００５８】
　図３のサンドイッチイムノアッセイは、固体支持体（例えば、常磁性粒子、ＰＭＰ）上
に固定された立体構造特異的捕捉抗体（「モノクローナル抗結合型ＬＢＤ」と呼ばれる）
へのＶＤＲ－ＬＢＤ／１，２５（ＯＨ）２Ｄ複合体の結合、及びサンドイッチの第２の部
分としての標識された検出抗体の使用を伴う。検出抗体は、直接標識されるか、又は標識
された抗免疫グロブリン抗体からなる結合体によって認識される（図３の具体的な例にお
いて、検出抗体は、ＡＢＥＩで直接的に標識されている）。次いで、ＶＤＲ－ＬＢＤ／１
，２５（ＯＨ）２Ｄ複合体に直接的に又は間接的に結合した標識抗体の量が、適切な手段
によって測定される。
【００５９】
　サンドイッチイムノアッセイは、抗タグ検出抗体と組み合わせた、ＶＤＲ－ＬＢＤを含
むタグ付き受容体タンパク質の使用を伴ってもよい。この実施形態において、立体構造特
異的捕捉抗体によって捕捉されるＶＤＲ－ＬＢＤ／１，２５（ＯＨ）２Ｄ複合体の検出は
、複合体上に存在するタグへの検出抗体の特異的結合によって実現される。好ましくは、
タグは、ポリヒスチジンタグである。より具体的な実施形態において、タグは、シャペロ
ンタンパク質である。
【００６０】
　本発明の範囲内に入るイムノアッセイは、任意の適切な形式、例えば、ラジオイムノア
ッセイ（ＲＩＡ）、化学発光イムノアッセイ又は蛍光イムノアッセイ、酵素結合免疫測定
法（ＥＬＩＳＡ）、Ｌｕｍｉｎｅｘに基づくビーズアレイ、タンパク質マイクロアレイア
ッセイ、又は迅速な試験形式、例えば免疫クロマトグラフィーストリップ試験などであっ
てよい。
【００６１】
　イムノアッセイの形式によって、捕捉抗体及び／又は検出抗体が、固体支持体上に固定
されてよい。適切な固体支持体の非限定的な例は、マイクロタイタープレートのウェル、
ラテックス、ポリスチレン、シリカ、キレート化セファロース、若しくは磁性ビーズなど
の微粒子の表面、膜、ストリップ、又はチップである。
【００６２】
　前述したように、本発明の別の態様は、生物学的液体試料中の１，２５（ＯＨ）２Ｄ又
はその類似体を検出するためのキットであって、受容体タンパク質及び方法に関連して上
記に定義した捕捉部分、並びに６から９の間に含まれるｐＨを有する結合緩衝液を含むキ
ットである。好ましいｐＨ値は、７．２、７．３、７．４、７．５、７．６、７．７、７
．８、７．９、８．０、８．１、８．２、８．３、８．４、８．５、又は８．６など、７
から８．６の間に含まれる。試験試料のｐＨを調整するための結合緩衝液の好ましいが非
限定的な例としては、５０ｍＭトリス（Ｔｒｉｓ）緩衝液（ｐＨ７．４）、ヘペス（Ｈｅ
ｐｅｓ）（６．５～７．５）、ＰＢＳが挙げられる。
【００６３】
　本発明のキットは、限定されるわけではないが、ビーズ、微粒子、ナノ粒子、超常磁性
粒子、マイクロタイタープレート、キュベット、ラテラルフロー装置、フローセル、又は
タンパク質若しくはペプチドが受動的に若しくは共有結合的に結合され得る任意の表面な
どの固体支持体をさらに含んでもよい。本発明のキットの受容体タンパク質又は捕捉部分
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のいずれかが、固体支持体上に固定されてよい。
【００６４】
　さらに、本発明のキットは、検出方法に関連して前述した検出手段も含んでよい。
【００６５】
　以下の実験のセクションは、あくまでも例証として提供され、添付の特許請求の範囲に
おいて定義される本発明の範囲を限定することを意図しない。
【実施例】
【００６６】
（例１）
ラットＶＤＲ－ＬＢＤタンパク質の発現及び精製
　本発明の方法及びキットのための適切な試薬として使用され得る組換えＶＤＲ－ＬＢＤ
タンパク質を作製するために、プラスミドベースの発現ベクターを構築した。手短に言え
ば、４７アミノ酸の内部ループ（１６５～２１１）が欠失しているドブネズミに由来する
ビタミンＤ受容体のリガンド結合ドメインの残基１１６～４２３（ｒＶＤＲ－ＬＢＤ）を
コードするＤＮＡを、Ｎｄｅ　Ｉ／Ｂｇｌ　ＩＩ制限部位組合せを用いることによってｐ
ＥＴ－２９ｂプラスミド（Ｎｏｖａｇｅｎ）中にクローニングした。組換えＶＤＲ－ＬＢ
Ｄタンパク質の検出及び精製を容易にするために、ＶＤＲ－ＬＢＤコード配列の下流にＨ
ｉｓタグコード配列、続いて停止コドンをクローニングすることによって、対象のタンパ
ク質のＣ末端にポリヒスチジンタグを付加することができる。
【００６７】
　ＶＤＲ－ＬＢＤタンパク質をコードするプラスミドを、カナマイシン（４０μｇ／Ｌ）
及びクロラムフェニコール（４０μｇ／Ｌ）を添加したＬＢ中で増殖させたＢＬ２１－Ｃ
ｏｄｏｎＰｌｕｓ（ＤＥ３）－ＲＩＰＬ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）細胞において封入体と
して発現させた。開始培養物（ｓｔａｒｔｅｒ　ｃｕｌｔｕｒｅ）（５ｍＬ）に、単一の
細菌コロニーを植え付け、１４ｍＬ容チューブ中で３７℃（２５０ｒｐｍ）にて６時間増
殖させて、光学濃度（ＯＤ６００）を約１に到達させた。開始培養物を２５００倍希釈し
て一晩培養物（３５ｍＬ）とし、１２５ｍＬ容フラスコ中で３０℃（２５０ｒｐｍ）にて
１５時間増殖させた（典型的なＯＤ６００は約３．７）。この一晩培養物を２Ｌ容フラス
コ中で０．５Ｌの発現培地で希釈し、ＯＤ６００を約０．０９にした。培養物は、ＯＤ６
００が０．６～０．８になるまで約２．５時間（２５０ｒｐｍ）増殖し、ＩＰＴＧを最終
濃度が０．３５ｍＭになるように添加することによって、ＶＤＲ－ＬＢＤの発現を誘導し
た。培養物は３７℃で６時間増殖し続け、その後、５０００ｒｐｍ（ＧＳ３ローター）、
４℃で１５分間の遠心分離によって細胞を採取した。新しく回収した細胞沈殿物（典型的
には、５．５ｇ／Ｌの培養物）を、さらにタンパク質精製するために－８０℃で保管した
。
【００６８】
　細胞沈殿物（５．５ｇ）を、５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．０）、２ｍＭ　Ｅ
ＤＴＡ、１０ｍＭ　ＤＴＴ、０．３ｍＭフッ化フェニルメチルスルホニル、及び０．５ｍ
ｇ／ｍＬリゾチームを含有する溶解緩衝液１３５ｍＬ中に再懸濁し、ソニックディスメン
ブレーター（Ｆｉｓｈｅｒ）を用いた超音波処理に供した。１１０００ｒｐｍ（ＳＳ３４
ローター）、４℃で１５分間の遠心分離によって、細胞片及び封入体を含む沈殿物を得、
洗浄緩衝液（５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、２ｍＭ　ＥＤＴＡ、１００ｍＭ　ＮａＣｌ、
ｐＨ８．０）２００ｍＬ、続いて０．５％（ｖ／ｖ）Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００を含む同
じ洗浄緩衝液２００ｍＬを用いて洗浄した。各添加後に、スラリーを穏やかに５分間撹拌
し、次いで、１２０００ｒｐｍ、４℃で２０分間、遠心分離した。最終的な沈殿物を、４
０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－酢酸（ｐＨ７．６）、２ｍＭ　ＥＤＴＡ、６Ｍグアニジン－ＨＣｌ、
及び１００ｍＭ　ＤＴＴを含有する変性緩衝液２００ｍＬ中に極めて穏やかに懸濁し、室
温で２時間撹拌した。１２０００ｒｐｍ、４℃で２０分間の遠心分離によって、清澄な溶
液が得られた。この上清を、２５ｍＭ　ＮａＨ２ＰＯ４－Ｎａ２ＨＰＯ４（ｐＨ７．４）
、５０ｍＭ　ＫＣｌ、及び２ｍＭ　ＤＴＴを含有する透析緩衝液２０Ｌに対して４℃で一



(14) JP 2016-505634 A 2016.2.25

10

20

30

40

50

晩透析した。翌日、遠心分離によって白色沈殿物を除去し、上清を回収し、さらに２４時
間、１６ｍＭ　ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．４）、２５ｍＭ　ＮａＣｌ、１５ｍＭ　ＫＣｌ、及
び２ｍＭ　ＤＴＴを含有する緩衝液を２回交換して、透析を継続した。タンパク質溶液を
、Ａｍｉｃｏｎ遠心式フィルター（１０Ｋ　ＭＷＣＯ）に入れて濃縮し、１６ｍＭ　ＨＥ
ＰＥＳ（ｐＨ７．４）、２５ｍＭ　ＮａＣｌ、１５ｍＭ　ＫＣｌ、及び１０ｍＭ　ＴＣＥ
Ｐを含有する最終緩衝液に交換した。希釈及び濃縮を繰り返して緩衝液交換を行って、Ｈ
ｉｓタグビーズと相性が悪いＤＴＴを除去した。１２％ＳＤＳ－ＰＡＧＥによって、タン
パク質の純度を分析した。ＢＳＡを標準物質（係数０．０５５μｇ－１ｃｍ－１）として
用いたブラッドフォード法によって、タンパク質濃度を測定した。ＶＤＲ－ＬＢＤの典型
的な収量は、培養物１リットル当たり２５～３０ミリグラムであり、培養物の健康状態に
よって決まる発現レベル、及び透析手順によって大きく左右される。
【００６９】
（例２）
ＶＤＲ－ＬＢＤ／１，２５（ＯＨ）２Ｄ複合体を認識できる立体構造特異的モノクローナ
ル抗体の作製
　立体構造特異的抗体を作製するために本発明者らが追究する戦略は、１，２５（ＯＨ）

２Ｄに結合したビタミンＤ受容体の結合ドメイン（ＶＤＲ－ＬＢＤ）からなる複合体を免
疫原として利用することに基づいた。適切なアジュバントを用いて配合した免疫原の個々
の使用アリコートをＢＡＬＢ／ｃマウスに注射した。４週間後、６週間後、及び８週間後
に、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）を融合剤として用いて、マウス脾臓由来のリンパ
球をＳＰ２／０マウス骨髄腫細胞と融合した。これらのハイブリッド細胞を、ハイスルー
プットな９６ウェル培養プレート形式で、３８４個のウェルに播種した。
【００７０】
　対象の免疫原、すなわちＶＤＲ－ＬＢＤ／１，２５（ＯＨ）２Ｄ複合体、及び陰性対照
としての単独の未結合ビタミンＤリガンド結合ドメインを用いて、大もとの（ｍａｓｔｅ
ｒ）融合プレートにおいて直接的にＥＬＩＳＡを行って、抗原特異的免疫活性を測定した
。手短に言えば、９６ウェルのマイクロタイタープレートを、未結合型又は１，２５（Ｏ
Ｈ）２Ｄと予め結合させた０．５６μｇ／ｍｌのＨｉｓタグ付き組換えＶＤＲ－ＬＢＤタ
ンパク質それぞれ１００μｌでコーティングした。事前結合反応は、３モル過剰の１，２
５（ＯＨ）２Ｄ（１ｍｇ／ｍｌ）の存在下でＶＤＲ－ＬＢＤタンパク質を一晩インキュベ
ートすることによって実施した。マイクロタイタープレートへのタンパク質吸着は、ポリ
ヒスチジンタグとウェル表面に存在するニッケルイオンのコーティングとの特異的相互作
用を介して実現された。タンパク質吸着後、ＰＢＳ－Ｔ（ＰＢＳ中０．１％Ｔｗｅｅｎ２
０）でプレートを洗浄し、１：１６０００希釈した検査中のモノクローナル抗体１００μ
ｌと共に、穏やかに混ぜながら室温で１時間、インキュベートした。インキュベーション
後、プレートをＰＢＳ－Ｔで３回洗浄し、ＰＢＳ－Ｔ中で１：３００００希釈したＨＲＰ
結合型ヤギ抗マウスＩｇＧ（１ｍｇ／ｍｌ）１００μｌと共に、室温で１時間、インキュ
ベートした。次いで、洗浄したプレートを、１００μｌ／ウェルのＴＭＢ基質と共に室温
で１０分間インキュベートした。１５０μｌ／ウェルの１％ＨＣｌ溶液を添加することに
よって反応を停止させた。マイクロプレートリーダーを用いて４５０ｎｍでの吸光度を測
定した。
【００７１】
　このようなスクリーニング戦略により、ＶＤＲ－ＬＢＤ／１，２５（ＯＨ）２Ｄ複合体
に対してのみ特異性を示し、未結合のリガンド結合ドメインに対しては特異性を示さない
抗体分泌クローンの検出及び選択が可能になった（表１）。次いで、選択されたハイブリ
ドーマを、限界希釈法によってクローニングし、前述のＥＬＩＳＡ法によって再びスクリ
ーニングした。抗体発現を安定させるために、所望の力価及び特異性を有するクローンを
サブクローニングした。
【００７２】
　選択された各クローンを最初に試験して、マウス免疫グロブリンのアイソタイプを決定
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し、続いて、生産規模まで増殖させた。クローン増殖後に、ＡＫＴＡｐｒｉｍｅ　ｐｌｕ
ｓを用いたプロテインＡアフィニティー精製によってマウスＩｇＧを単離し、Ｈｉｔｒａ
ｐ脱塩カラムを用いた１×ＤＰＢＳ緩衝液への緩衝液交換に供した。このようにして得ら
れた抗体試料を０．２μｍフィルターを用いて滅菌し、試料濃度を概算し、生産物をポリ
プロピレンチューブ中に滅菌包装し、４℃で保存した。
【００７３】
　前述の研究の結果として、１１Ｂ４Ｈ１１Ｈ１０と名付けられたハイブリドーマクロー
ンをさらなる解析のために選択した。
【表１】

【００７４】
　上記に例示した選択方法は、本発明による抗体、すなわち、１，２５－ジヒドロキシ－
ビタミンＤ又はその類似体に結合したビタミンＤ受容体のリガンド結合ドメインに特異的
に結合できるｍＡｂ又はその機能的断片を分泌する別のハイブリドーマクローンを同定す
るのにも使用され得る。
【００７５】
（例３）
ハイブリドーマクローン１１Ｂ４Ｈ１１Ｈ１０によって発現された免疫グロブリンＧのＶ
Ｈ遺伝子及びＶＬ遺伝子のＤＮＡコンセンサス配列の同定
　１１Ｂ４Ｈ１１Ｈ１０の大もとの貯蔵バイアルを解凍し増殖させて、ｃＤＮＡライブラ
リー構築のために典型的な（ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ）数の細胞を生じさせた。手
短に言えば、７５ｃｍ２フラスコ中の活発な対数増殖細胞培養物から１×１０７個のハイ
ブリドーマ細胞を単離し、５０ｃｍ２のポリプロピレン製滅菌済み遠心分離チューブ中、
５００×ｇで４分間、遠心分離した。ＴＲＩｚｏｌ（登録商標）試薬（Ｉｎｖｉｔｒｏｇ
ｅｎ）を用いて全ＲＮＡを単離し、Ｎａｎｏｄｒｏｐ（商標）を用いて定量した。オリゴ
ｄＴプライマー手順を用いて、ハイブリドーマの全ＲＮＡ（５００ｎｇ）を逆転写した。
マウスの免疫グロブリン可変重鎖（Ｖｈ）及び可変軽鎖（Ｖｌ）を、特異的プライマーを
用いることによってｃＤＮＡライブラリーから増幅させた（ＲＴ－ＰＣＲ）。増幅された
それらの鎖を、ＴＡクローニングによってＴＯＰＯベクター（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）中
にランダムな向きで独立に挿入した。このライゲーション産物を、エレクトロポレーショ
ンによって、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）のエレクトロコンピテント維持株にトランスフォー
ムした。
【００７６】
　各トランスフォーメーションプレートから２０個の独立した細菌コロニーを選択し、１
５ｍｌ容スナップキャップ付きポリプロピレンチューブに入れたＬＢＡ培養液（１００μ
ｇ／ｍｌアンピシリン）１０ｍｌ中に接種し、２５０ｒｐｍで回転振盪して３７℃で一晩
増殖させることによって、拡大させた。すなわち、ＶｈとＶｌの両方について、２０個の
精製プラスミドＤＮＡを作製した。
【００７７】
　最初の２０個のＶｈ　ＴＯＰＯプラスミド及びＶｌ　ＴＯＰＯプラスミドのそれぞれを
、Ｔ７配列決定用プライマーを用いた１回のフォワード（５’－３’）複製反応を用いた
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自動ＤＮＡ配列決定（Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｍａｄｉｓｏｎ
、Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ）によってスクリーニングして、完全長のＶｈ挿入物又はＶｌ挿入
物が存在するかどうか判定した。配列アラインメントの際、単一の代表的なＶｈ及びＶｌ
が出現したことから、ＲＮＡ単離時のハイブリドーマ集団はモノクローナルであることが
示唆された。
【００７８】
　ＤＮＡ配列決定をさらに反復するために、対応する完全長挿入物を含む代表的なプラス
ミドをＶｈ及びＶｌの両方について最大１０個選択した。より具体的には、各プラスミド
をさらに２回のＴ７フォワード反応及びＢＧＨリバース反応に供して、コンセンサス配列
を構築した。
【００７９】
　新規のマウス免疫グロブリン可変重鎖及び可変軽鎖のコンセンサス配列を作製するため
に、ＣＬＣ　Ｗｏｒｋｂｅｎｃｈを用いてＤＮＡアライメントを実施した。同定されたＤ
ＮＡコンセンサス配列をアミノ酸ストレッチに翻訳する際、Ｖｈ及びＶｌのタンパク質ド
メイン解析のためにＮＣＢＩ　ＢＬＡＳＴを使用して、これらの配列がマウス免疫グロブ
リン遺伝子であることを確認し、相補性決定領域（ＣＤＲ）を含めて重要な構造ドメイン
を位置付けた。
【００８０】
　１１Ｂ４Ｈ１１Ｈ１０と呼ばれるモノクローナル抗体のＤＮＡコンセンサス配列、並び
にそのＣＤＲを配列表に示した。
【００８１】
（例４）
１，２５（ＯＨ）２Ｄアッセイ
　本発明のアッセイの好ましい実施形態の内の１つを次のようにして発展させた。常磁性
微粒子（ＰＭＰ）（Ｄｙｎａｌ、Ｎｏｒｗａｙ）を、供給業者の取扱い説明書に従って１
１Ｂ４モノクローナル抗体でコーティングした。このアッセイで使用した組換えＶＤＲ－
ＬＢＤは、実施例１で説明したようにして調製し、アフィニティータグと結合させた（以
下、「ＴＡＧ」と呼ぶ）。このアッセイで使用した１１Ｂ４Ｈ１１Ｈ１０モノクローナル
抗体は、実施例２で説明したようにして調製した。マウスモノクローナル抗ＴＡＧ抗体を
、ｐＨ７．４のＰＢＳ緩衝液に溶かした環状アミノブチルエチルイソルミノール（ｃＡＢ
ＥＩ）と結合させた。算出されたｃＡＢＥＩ組込みは、抗体分子１個当たり２～３分子で
あった。ステロイドを含まないチャコール処理済ヒト血清中に様々な濃度の１，２５（Ｏ
Ｈ）２Ｄエタノール溶液を添加することによって、標準物質を調製した。アッセイ用緩衝
液配合物は、５０ｍＭ　ＴＲＩＳ（ｐＨ７．４）、０．０２％ＣＨＡＰＳ、１ｍＭ　ＥＤ
ＴＡ、８ｍｇ／ｍｌヘパリン、及び異好性のヒト抗マウス（ＨＡＭＡ）干渉を軽減するた
めの１％マウス血清からなった。
【００８２】
　いかなるオフラインの解析前ステップ／試料前処理ステップも用いない自動アッセイの
主要課題は、アッセイが、１，２５（ＯＨ）２Ｄより１０００倍高いレベルで存在し得る
２５（ＯＨ）Ｄ、２４，２５（ＯＨ）２Ｄ、及び２５，２６（ＯＨ）２Ｄなどの他のビタ
ミンＤ代謝産物による干渉を受けずに、生物学的マトリックス（例えば、血清又は血漿）
中の１，２５（ＯＨ）２Ｄ又は活性型ビタミンＤの類似体の全量を特異的に捕捉及び検出
することができるようになることである。この課題は、ビタミンＤ結合タンパク質（ＤＢ
Ｐ）及びアルブミンの存在によってさらに複雑になり、これらは血液循環中に豊富に存在
し、２５（ＯＨ）Ｄ、１，２５（ＯＨ）２Ｄ、及び他のビタミンＤ代謝産物の主要な結合
タンパク質として働き、８５％～９０％がＤＢＰに結合し、１０～１５％がアルブミンに
結合する。さらに、ＤＢＰレベルは、妊娠などの高エストロゲン状態では最高で２～５倍
に上昇する。
【００８３】
　したがって、本発明のアッセイが循環血中１，２５（ＯＨ）２Ｄの全量をＶＤＢＰに無
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関係な様式で特異的に捕捉及び検出する能力を検証するために、本発明者らは、アッセイ
の測定範囲にまたがるヒト血清試料パネル（Ｎ＝１７；健康に見受けられる個体８名及び
妊娠した女性９名）を準備した。これらの１７個の試料の予想される１，２５（ＯＨ）２

Ｄ値（ｐｇ／ｍＬ）を、Ｓｔｉｌｌｗａｔｅｒ、ＭＮ　ＵＳＡ所在のＤｉａＳｏｒｉｎ　
Ｉｎｃ．製のＦＤＡに認可された１，２５（ＯＨ）２Ｄラジオイムノアッセイ（部品番号
６５１００Ｅ／１００チューブ；１，２５－ジヒドロキシビタミンＤ）を用いることによ
って測定し、次いでこれを参照方法として使用した。
【００８４】
　図３に概略的に示したアッセイを、ＤｉａＳｏｒｉｎ　ＬＩＡＩＳＯＮ（登録商標）解
析装置（Ｓａｌｕｇｇｉａ、Ｉｔａｌｙ）において実施した。最初に、ヒト血清試料５０
μｌをアッセイ緩衝液１００μｌ及びＶＤＲ－ＬＢＤ－ＴＡＧ　５０μｌと共に３０分間
インキュベートした。次に、１１Ｂ４Ｈ１１Ｈ１０モノクローナル抗体でコーティングし
たＰＭＰ　２０μｌを添加し、反応混合物をさらに３０分間インキュベートした。反応混
合物を洗浄した後、ｃＡＢＥＩを結合させた抗ＴＡＧモノクローナル抗体４０μｌを添加
し、反応混合物をさらに３０分間インキュベートした。２回目の洗浄後、反応誘発（ｔｒ
ｉｇｇｅｒ）溶液を添加し、解析装置の読取りチャンバーにおいて反応混合物の相対発光
量（ＲＬＵ）を読み取った。
【００８５】
　本発明の１，２５（ＯＨ）２Ｄアッセイを参照方法としてのＤｉａＳｏｒｉｎ　ＲＩＡ
と比較するために、各試料を用いて得られたＲＬＵを、図４に示す検量線を用いて得られ
た、量（ｄｏｓｅ）（ｐｇ／ｍＬ）に対するＲＬＵの関係に基づいて、ｐｇ／ｍＬに変換
した。図４の検量線は、以下のようにして得た。ステロイドを含まないチャコール処理済
ヒト血清中に様々な濃度の１，２５（ＯＨ）２Ｄエタノール溶液を添加することによって
、検量線用の標準物質を調製した。散布図を三次多項式当てはめと共に用いて、標準物質
の反応（ＲＬＵ）を量（ｐｇ／ｍＬ）に対してプロットした。次いで、試料のＲＬＵをｐ
ｇ／ｍＬに変換し（表２）、アッセイと参照方法の相関付け（ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ）
を、パッシング及びバブロックの当てはめ、線形回帰、並びにブランドアルトマンの差異
（％）プロット解析を用いることによって実施した。得られた結果をそれぞれ図５Ａ、図
５Ｂ、及び図５Ｃに示している。これらの解析から、本発明のアッセイ及びＤｉａＳｏｒ
ｉｎ　ＲＩＡ参照アッセイによって測定された量は、実質的に同じ値（傾き０．８９、切
片６．６ｐｇ／ｍＬ、Ｒ２は０．９６、及び平均差（％）は－２．８％）であることが実
証され、したがって、本発明のアッセイが、ＤＢＰ血清濃度とは無関係に、ヒト血清中の
循環血中１，２５（ＯＨ）２Ｄの全量を正確に捕捉及び検出できることが示唆される。
【００８６】
　最後に、ヒト血清中の１，２５（ＯＨ）２Ｄを特異的に回収していることを実証するた
めに、各パネル試料（Ｎ＝１７）中の全２５（ＯＨ）Ｄの濃度（ｎｇ／ｍＬ）を、ＦＤＡ
５１０（ｋ）の認可を受けたＬＩＡＩＳＯＮ（登録商標）２５　ＯＨ　Ｖｉｔａｍｉｎ　
Ｄ　ＴＯＴＡＬ　Ａｓｓａｙ（部品番号３１０６００、ＤｉａＳｏｒｉｎ　Ｉｎｃ．、Ｓ
ｔｉｌｌｗａｔｅｒ、ＭＮ、ＵＳＡ）を用いて測定した。５１０（ｋ）の認可を受けたＤ
ｉａＳｏｒｉｎ　ＲＩＡによる１，２５（ＯＨ）２Ｄ量と５１０（ｋ）の認可を受けたＬ
ＩＡＩＳＯＮ（登録商標）２５　ＯＨ　Ｖｉｔａｍｉｎ　Ｄ　ＴＯＴＡＬ　Ａｓｓａｙに
よる２５（ＯＨ）Ｄ量の間に相関関係はなかったため（図６）、本発明者らは、本発明の
１，２５（ＯＨ）２Ｄアッセイが、血清中の全２５（ＯＨ）Ｄの濃度とは無関係に、ヒト
血清中の１，２５（ＯＨ）２Ｄの全量を特異的且つ定量的に回収すると結論付けた。これ
らの結果を図６に示している。図６は、１，２５（ＯＨ）２Ｄ量と２５（ＯＨ）Ｄ量の間
に有意な相関関係はなかった（ｐ＝０．４５４６）ことを示している。
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