
(57)【要約】

【課題】本発明は簡便かつ正確に循環器疾患又は炎症性

疾患を診断する手段を提供することを目的とする。

【解決手段】本発明は、循環器疾患又は炎症性疾患の診

断方法であって、被検体から単離された試料中のProhAM

(153-185)を定量し、定量されたProhAM(153-185)の量の

上昇を指標として循環器疾患又は炎症性疾患を診断する

ことを特徴とする方法。

【選択図】図４
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 循 環 器 疾 患 又 は 炎 症 性 疾 患 の 診 断 方 法 で あ っ て 、
　 被 検 体 か ら 単 離 さ れ た 試 料 中 の 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 又 は そ の
部 分 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 定 量 し 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 量 の 上 昇 を 指 標 と し て 循 環 器
疾 患 又 は 炎 症 性 疾 患 を 診 断 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 で あ っ て 、
　 被 検 体 か ら 単 離 さ れ た 試 料 中 の 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 又 は そ の
部 分 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 定 量 す る 工 程 と 、
　 被 検 体 か ら 単 離 さ れ た 試 料 中 の 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 量 が 、 健 常 検 体 か ら 単 離 さ れ た 試 料
中 の 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 量 と 対 比 し て 多 い と き に 、 被 検 体 が 循 環 器 疾 患 又 は 炎 症 性 疾 患 に
罹 患 し て い る と 判 断 す る 工 程 と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 定 量 が 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 又 は そ の 部 分
配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し 得 る 抗 体 を 用 い て 行 わ れ る 、 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 抗 体 が 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち 第 170番 ～ 第 185番 の ア
ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を 抗 原 と し て 用 い て 誘 導 さ れ た 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ～
３ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 試 料 が 血 液 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 循 環 器 疾 患 又 は 炎 症 性 疾 患 が 心 不 全 、 高 血 圧 症 、 敗 血 症 、 又 は 敗 血 症 性 シ ョ ッ ク で あ る
、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 又 は そ の 部 分 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に 結
合 し 得 る 抗 体 を 含 む 、 循 環 器 疾 患 又 は 炎 症 性 疾 患 の 診 断 薬 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 抗 体 が 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち 第 170番 ～ 第 185番 の ア
ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を 抗 原 と し て 用 い て 誘 導 さ れ た 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ７ 記
載 の 診 断 薬 。
【 請 求 項 ９ 】
　 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 又 は そ の 部 分 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に 結
合 し 得 る 抗 体 を 含 む 、 循 環 器 疾 患 又 は 炎 症 性 疾 患 の 診 断 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 抗 体 が 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち 第 170番 ～ 第 185番 の ア
ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を 抗 原 と し て 用 い て 誘 導 さ れ た 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ９ 記
載 の 診 断 用 キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 循 環 器 疾 患 又 は 炎 症 性 疾 患 を 診 断 す る 方 法 、 そ の た め の 診 断 薬 又 は 診 断 用 キ ッ
ト に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ア ド レ ノ メ デ ュ リ ン （ adrenomedullin; 「 AM」 と 略 記 す る 場 合 が あ る ） と プ ロ ア ド レ ノ
メ デ ュ リ ン N-末 端 20ペ プ チ ド （ Proadrenomedullin N-terminal 20 peptide， 「 PAMP」 と
略 記 す る 場 合 が あ る ） は 全 身 の 組 織 で 広 く 生 合 成 ・ 分 泌 さ れ て お り 、 さ ら に そ の 産 生 部 位
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と 結 合 部 位 が 近 似 し て い る こ と か ら 、 AMと PAMPは 局 所 ホ ル モ ン と し て 作 用 し て い る 可 能 性
が 高 い 。 そ の た め 、 AMと PAMPの 血 中 濃 度 は 、 組 織 で の 産 生 、 分 泌 、 受 容 体 へ の 結 合 、 代 謝
等 の 相 互 関 係 に 依 存 し て い る と 考 え ら れ る 。 末 梢 静 脈 血 で の AMと PAMP濃 度 は 末 梢 循 環 に お
け る AMと PAMP分 泌 の 増 加 、 さ ら に は 局 所 で の 濃 度 上 昇 を 反 映 し て い る と 考 え ら れ る 。 AMと
PAMPの 測 定 上 の 意 義 な ど は 、 例 え ば 非 特 許 文 献 １ を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 血 中 に お け る AMと PAMPの 濃 度 は 、 高 血 圧 ・ 動 脈 硬 化 症 性 疾 患 、 心 不 全 、 腎 不 全 、 炎 症 性
疾 患 の 重 症 度 に 従 い 増 加 す る こ と が 明 ら か に さ れ て い る 。 血 中 AMと PAMPは こ れ ら の 疾 患 の
重 症 度 や 予 後 に 関 連 す る 。 ま た 、 敗 血 症 性 シ ョ ッ ク で は 血 中 AMが 著 増 し て お り 、 診 断 学 的
意 義 が あ る も の と 思 わ れ る 。 し か し 、 血 中 AMや PAMP濃 度 は 低 濃 度 で あ り 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア
ッ セ イ に よ る 測 定 法 に は 、 血 中 か ら の 煩 雑 な 抽 出 処 理 が 必 要 で あ る 。 ま た 、 IRMAや ELISA
を 用 い れ ば 直 接 測 定 が 可 能 で あ る が 、 複 数 の 種 類 の 抗 体 が 必 要 で あ る た め 、 測 定 系 の 確 立
が 難 し い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ヒ ト AM・ PAMPの 前 駆 体 （ 本 明 細 書 に お い て 「 ProhAM」 と 略 記 す る 場 合 が あ る ） は 、 185
個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 前 駆 体 蛋 白 で あ る 。 ProhAM か ら は AMと PAMPが 生 合 成 さ れ る が 、 AM
と PAMPが 生 合 成 さ れ な い 部 分 の ペ プ チ ド の 活 性 は 不 明 な 点 が 多 い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ProhAM(153-185)は ヒ ト AM・ PAMP前 駆 体 の C末 端 の 33個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る ペ プ チ ド で あ
る 。 本 ペ プ チ ド に 対 す る ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (RIA)に よ る 測 定 系 は キ ッ ト と し て PHOENIX
 PHARMACEUTICAL社 か ら 発 売 さ れ て い る 。 同 社 の 報 告 で は 循 環 器 疾 患 で は 血 中 の ペ プ チ ド
濃 度 が 低 下 す る こ と が 示 さ れ て い る 。
　 非 特 許 文 献 ２ 及 び ３ に は ProhAM(153-185)の 活 性 に つ い て 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 以 上 の よ う に ProhAM(153-185)に 関 し て は 種 々 の 検 討 が さ れ て い る が 、 ProhAM(153-185)
の 血 中 濃 度 の 上 昇 を 疾 患 の 診 断 の 指 標 と す る こ と の 可 能 性 に つ い て は 明 ら か で な い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ま た 、 非 特 許 文 献 ４ に は ProhAM(45-92)の 敗 血 症 性 シ ョ ッ ク で の 診 断 学 的 有 用 性 が 記 載
さ れ て い る が 、 ProhAM(153-185)に つ い て の 言 及 は な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 ホ ル モ ン と 臨 床 (0045-7167)53巻 3号  Page269-274(2005.03)
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Gumusel, B., Chang, J. K., Hao, Q., Hyman, A. and Lippton, H.: A
drenotensin: an adrenomedullin gene product contracts pulmonary blood vessels. P
eptides. 17: 461-465 (1996)
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Gumusel, B., Chang, J. K., Hyman, A. and Lippton, H.: Adrenotens
in: an ADM gene product with the opposite effects of ADM. Life Sci. 57: PL87-90 
(1995)
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Struck, J., Tao, C., Morgenthaler, N. G. and Bergmann, A.: Ident
ification of an Adrenomedullin precursor fragment in plasma of sepsis patients. 
Peptides. 25: 1369-1372 (2004)
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 AMと PAMPは 血 中 に も 存 在 し て お り 、 心 不 全 や 急 性 心 筋 梗 塞 な ど の 循 環 器 疾 患 や 敗 血 症 性
シ ョ ッ ク で は そ の 血 中 濃 度 が 増 加 し て い る 。 し か し 、 AMも PAMPも 速 や か に 受 容 体 に 結 合 す
る た め 、 血 中 半 減 期 は 短 く 、 血 中 濃 度 も 低 い た め 、 疾 患 マ ー カ ー と し て は 使 用 し に く い と
い う 問 題 が あ っ た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は よ り 簡 便 か つ 正 確 に 循 環 器 疾 患 又 は 炎 症 性 疾 患 を 診 断 す る 方 法 、 そ の た め の 診
断 薬 又 は 診 断 用 キ ッ ト を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
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【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 者 は AM前 駆 体 （ ProhAM） の C末 端 ペ プ チ ド （ ProhAM(153-185)） は AMや PAMPの よ う
な 活 性 を 示 さ な い た め 、 血 中 濃 度 も 高 く 、 生 体 内 の AM・ PAMPの 産 生 を 反 映 す る 可 能 性 が あ
る こ と に 着 目 し た 。 そ し て ProhAM(153-185)を 高 感 度 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ RIA） を 用 い
て 検 出 す る こ と を 試 み た 。 そ の 結 果 、 い ま ま で 遺 伝 子 側 か ら の 推 定 で し か な か っ た ProhAM
(153-185)ペ プ チ ド が ヒ ト 血 中 を 高 濃 度 で 循 環 し て い る こ と が 明 ら か と な っ た 。 ProhAM(15
3-185)の 血 中 濃 度 は 、 AMの 血 中 濃 度 よ り 、 ７ 倍 程 度 高 く 、 疾 患 マ ー カ ー と し て 有 用 で あ る
可 能 性 が 示 さ れ た 。 ま た 、 心 不 全 で は 重 症 度 に 従 い 、 血 中 濃 度 が 増 加 し て い る こ と が 明 ら
か と な っ た 。 さ ら に 、 ProhAM(153-185)の 濃 度 は AM濃 度 と 有 意 な 正 の 相 関 が あ り 、 相 関 係
数 は 0.67で あ っ た 。 ま た 、 高 血 圧 症 で は 増 加 傾 向 に あ り 、 腎 不 全 を 伴 っ た 高 血 圧 で は 有 意
に 高 い こ と が 示 さ れ た 。 ま た 、 敗 血 症 性 シ ョ ッ ク で は 、 血 中 ProhAM(153-185)が 著 明 に 増
加 し て お り 、 診 断 学 的 応 用 が 可 能 で あ る こ と が 判 明 し た 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 す な わ ち 本 発 明 は 以 下 の 発 明 を 包 含 す る 。
（ １ ） 循 環 器 疾 患 又 は 炎 症 性 疾 患 の 診 断 方 法 で あ っ て 、
　 被 検 体 か ら 単 離 さ れ た 試 料 中 の 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 又 は そ の
部 分 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 定 量 し 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 量 の 上 昇 を 指 標 と し て 循 環 器
疾 患 又 は 炎 症 性 疾 患 を 診 断 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 ０ ０ １ ３ 】
（ ２ ） （ １ ） 記 載 の 方 法 で あ っ て 、
　 被 検 体 か ら 単 離 さ れ た 試 料 中 の 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 又 は そ の
部 分 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 定 量 す る 工 程 と 、
　 被 検 体 か ら 単 離 さ れ た 試 料 中 の 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 量 が 、 健 常 検 体 か ら 単 離 さ れ た 試 料
中 の 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 量 と 対 比 し て 多 い と き に 、 被 検 体 が 循 環 器 疾 患 又 は 炎 症 性 疾 患 に
罹 患 し て い る と 判 断 す る 工 程 と を 含 む 方 法 。
【 ０ ０ １ ４ 】
（ ３ ） 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 定 量 が 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 又 は そ の
部 分 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し 得 る 抗 体 を 用 い て 行 わ れ る 、 （ １ ） 又 は （ ２ ） 記 載
の 方 法 。
（ ４ ） 前 記 抗 体 が 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち 第 170番 ～ 第 185番
の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を 抗 原 と し て 用 い て 誘 導 さ れ た 抗 体 で あ る 、 （ １ ）
～ （ ３ ） の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
（ ５ ） 試 料 が 血 液 で あ る 、 （ １ ） ～ （ ４ ） の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ １ ５ 】
（ ６ ） 循 環 器 疾 患 又 は 炎 症 性 疾 患 が 心 不 全 、 高 血 圧 症 、 敗 血 症 、 又 は 敗 血 症 性 シ ョ ッ ク で
あ る 、 （ １ ） ～ （ ５ ） の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
（ ７ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 又 は そ の 部 分 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
に 結 合 し 得 る 抗 体 を 含 む 、 循 環 器 疾 患 又 は 炎 症 性 疾 患 の 診 断 薬 。
（ ８ ） 前 記 抗 体 が 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち 第 170番 ～ 第 185番
の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を 抗 原 と し て 用 い て 誘 導 さ れ た 抗 体 で あ る 、 （ ７ ）
記 載 の 診 断 薬 。
【 ０ ０ １ ６ 】
（ ９ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 又 は そ の 部 分 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
に 結 合 し 得 る 抗 体 を 含 む 、 循 環 器 疾 患 又 は 炎 症 性 疾 患 の 診 断 用 キ ッ ト 。
（ １ ０ ） 前 記 抗 体 が 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち 第 170番 ～ 第 185
番 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を 抗 原 と し て 用 い て 誘 導 さ れ た 抗 体 で あ る 、 （ ９
） 記 載 の 診 断 用 キ ッ ト 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ７ 】
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　 ProhAM(153-185)の 血 中 濃 度 は AMや PAMPに 比 較 し て 高 濃 度 で あ り 、 安 定 性 も 良 い こ と か
ら 、 本 発 明 に よ れ ば 簡 便 か つ 正 確 に 循 環 器 疾 患 又 は 炎 症 性 疾 患 の 診 断 を 行 う こ と が で き る
。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ８ 】

　 本 発 明 に お い て 「 被 検 体 」 と は 哺 乳 類 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い が 、 ヒ ト が 特 に 好 ま し
い 。
【 ０ ０ １ ９ 】

　 本 発 明 で 使 用 さ れ る 「 試 料 」 と は 具 体 的 に は 被 検 体 の 血 液 、 尿 、 髄 液 、 唾 液 、 母 乳 、 組
織 抽 出 液 が 挙 げ ら れ る 。 な か で も 血 液 が 好 ま し い 。 血 液 と し て は 全 血 、 血 漿 、 血 清 、 血 球
成 分 の 抽 出 液 な ど 種 々 の 形 態 の も の を 試 料 と し て 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】

　 本 発 明 に お い て 疾 患 マ ー カ ー と し て 使 用 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に
示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 又 は そ の 部 分 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 配 列 番 号 １ は 、 ヒ ト
AM・ PAMPの 前 駆 体 タ ン パ ク 質 （ ProhAM） の 第 153番 ～ 第 185番 の 部 分 ポ リ ペ プ チ ド （ ProhAM
(153-185)） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 明 細 書 中 で は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 又 は そ の 部 分 配 列 を 含 む
ポ リ ペ プ チ ド を 「 マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド 」 と 呼 ぶ 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド は ProhAM(153-185)が 最 も 好 ま し い が 、 こ れ に は 限 定 さ れ な い 。
マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド は ProhAM(153-185)を 部 分 配 列 と し て 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て も
よ く 、 具 体 的 に は 、 ア ド レ ノ メ デ ュ リ ン 前 駆 体 、 ProhAM(21-185)が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 マ
ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド は ProhAM(153-185)の 部 分 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て も よ く 、 P
rohAM(153-185)の 部 分 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド が よ り 好 ま し く 、 具 体 的 に は 、 ProhAM(X
-185)（ Xは 174以 下 の 整 数 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】

　 マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド の 定 量 は 、 マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し 得 る 抗 体 を 用 い た 免 疫
学 的 方 法 に よ り 行 わ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し 得 る 抗 体 は 、 マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド 、 マ ー カ ー ポ リ ペ プ
チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 部 分 配 列 と し て 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド
の 部 分 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を 抗 原 と し て 用 い 、 常 法 に よ り 作 成 さ れ た 抗 体 を 好 適 に
使 用 で き る 。 な か で も 、 配 列 表 の 配 列 番 号 3で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 （ ProhAMの ア ミ ノ 酸
配 列 ） の 第 170番 ～ 第 185番 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を 抗 原 と し て 用 い て 誘 導
さ れ た 抗 体 が 好 ま し い 。 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ
て も よ い 。 ま た 抗 体 は マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し 得 る 限 り 断 片 と し て 使 用 す る こ と も
で き る 。 抗 体 の 断 片 と し て は 、 例 え ば 、 Fab断 片 、 F（ ab） ’ ２ 断 片 、 単 鎖 抗 体 （ scFv） 等
が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 に 用 い る こ と が で き る 免 疫 学 的 測 定 法 と し て は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 ラ ジ オ イ
ム ノ ア ッ セ イ 法  (RIA)、 酵 素 免 疫 測 定 法 （ ELISA） 、 IRMA（ immunoradio metric assay）
が 挙 げ ら れ る 。 な か で も ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 法 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 例 え ば 次 の 手 順 で 作 成 す る こ と が で き る 。
　 上 記 の 抗 原 を 、 動 物 に 対 し て 、 抗 原 の 投 与 に よ り 抗 体 産 生 が 可 能 な 部 位 に そ れ 自 体 あ る
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い は 担 体 、 希 釈 剤 と と も に 投 与 す る 。 投 与 に 際 し て 抗 体 産 生 能 を 高 め る た め 、 完 全 フ ロ イ
ン ト ア ジ ュ バ ン ト や 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト を 投 与 し て も よ い 。 用 い ら れ る 動 物 と
し て は 、 例 え ば 、 サ ル 、 ウ サ ギ 、 イ ヌ 、 モ ル モ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ な ど
の 哺 乳 動 物 が 挙 げ ら れ る が 、 マ ウ ス お よ び ラ ッ ト が 好 ま し い 。 抗 血 清 中 の 抗 体 価 の 測 定 は
常 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 抗 原 を 免 疫 さ れ た 動 物 マ ウ ス か ら 抗 体 価 の 認 め ら れ た 個 体 を 選 択 し 最 終 免 疫 の ２ ～ ５ 日
後 に 脾 臓 ま た は リ ン パ 節 を 採 取 し 、 そ れ ら に 含 ま れ る 抗 体 産 生 細 胞 を 骨 髄 腫 細 胞 と 融 合 さ
せ る こ と に よ り 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ を 調 製 す る こ と が で き る 。 融 合
操 作 は 既 知 の 方 法 、 例 え ば 、 Nature 256: 495 (1975)記 載 の 方 法 に 従 い 実 施 す る こ と が で
き る 。 融 合 促 進 剤 と し て は 、 例 え ば 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ Ｐ Ｅ Ｇ ） な ど が 挙 げ ら れ
る 。 骨 髄 腫 細 胞 と し て は 、 例 え ば 、 Ｎ Ｓ － １ 、 Ｐ ３ Ｕ １ 、 Ｓ Ｐ ２ ／ ０ な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 選 別 は 、 公 知 あ る い は そ れ に 準 じ る 方 法 に 従 っ て 行 な う こ と が で
き る が 、 通 常 は Ｈ Ａ Ｔ （ ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 、 チ ミ ジ ン ） を 添 加 し た 動 物 細
胞 用 培 地 な ど で 行 な う こ と が で き る 。 選 別 お よ び 育 種 用 培 地 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ が
生 育 で き る も の な ら ば ど の よ う な 培 地 を 用 い て も 良 い 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 の 抗 体 価
は 、 抗 血 清 中 の 抗 体 価 の 測 定 と 同 様 に し て 測 定 で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 分 離 精 製 は 、 通 常 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 分 離 精 製 と 同 様 の 、 例
え ば 塩 析 法 、 ア ル コ ー ル 沈 殿 法 、 等 電 点 沈 殿 法 、 電 気 泳 動 法 、 イ オ ン 交 換 体 （ 例 、 Ｄ Ｅ Ａ
Ｅ ） に よ る 吸 脱 着 法 、 超 遠 心 法 、 ゲ ル ろ 過 法 、 抗 原 結 合 固 相 ま た は プ ロ テ イ ン Ａ あ る い は
プ ロ テ イ ン Ｇ な ど を 用 い た 特 異 的 精 製 法 に よ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 分 離 精 製 法 に 従 っ て 行 な
う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 一 方 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 例 え ば 次 の 手 順 で 作 成 す る こ と が で き る 。
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば 、 抗 原 と キ ャ リ ア ー と の 複 合 体 を つ く り 、 上 記 の モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 法 と 同 様 に 哺 乳 動 物 に 免 疫 を 行 な い 、 該 免 疫 動 物 か ら 活 性 型 ハ プ ト グ
ロ ビ ン 対 す る 抗 体 含 有 物 を 採 取 し て 、 抗 体 の 分 離 精 製 を 行 な う こ と に よ り 製 造 で き る 。 ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 成 に 使 用 す る 抗 原 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 成 に お け る の と 同 様 で
あ る 。 抗 原 と キ ャ リ ア ー と の 複 合 体 を 形 成 す る 際 に 、 キ ャ リ ア ー の 種 類 お よ び 抗 原 と キ ャ
リ ア ー と の 混 合 比 は 、 キ ャ リ ア ー に 架 橋 さ せ た 抗 原 に 対 し て 抗 体 が 効 率 良 く で き れ ば 、 ど
の 様 な も の を ど の 様 な 比 率 で 架 橋 さ せ て も よ い 。 キ ャ リ ア ー と し て は 、 例 え ば 、 ウ シ 血 清
ア ル ブ ミ ン 、 ウ シ サ イ ロ グ ロ ブ リ ン 、 キ ー ホ ー ル ・ リ ン ペ ッ ト ・ ヘ モ シ ア ニ ン 等 が 用 い ら
れ る 。 ま た 、 抗 原 と キ ャ リ ア ー の カ ッ プ リ ン グ に は 、 種 々 の 縮 合 剤 を 用 い る こ と が で き る
が 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド や カ ル ボ ジ イ ミ ド 、 マ レ イ ミ ド 活 性 エ ス テ ル 、 チ オ ー ル 基 、 ジ チ
オ ビ リ ジ ル 基 を 含 有 す る 活 性 エ ス テ ル 試 薬 等 が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 抗 原 と キ ャ リ ア ー と の 複 合 体 は 、 免 疫 さ れ る 動 物 に 対 し て 、 抗 体 産 生 が 可 能 な 部 位 に そ
れ 自 体 あ る い は 担 体 、 希 釈 剤 と と も に 投 与 さ れ る 。 投 与 に 際 し て 抗 体 産 生 能 を 高 め る た め
、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト や 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト を 投 与 し て も よ い 。 投 与
は 、 通 常 約 ２ ～ ６ 週 毎 に １ 回 ず つ 、 計 約 ３ ～ １ ０ 回 程 度 行 な う こ と が で き る 。 用 い ら れ る
動 物 と し て は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 作 成 の 場 合 と 同 様 の 哺 乳 動 物 が 挙 げ ら れ る 。 ポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 は 、 上 記 の 方 法 で 免 疫 さ れ た 動 物 の 血 液 、 腹 水 な ど 、 好 ま し く は 血 液 か ら 採 取
す る こ と が で き る 。 抗 血 清 中 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 価 の 測 定 は 、 上 記 の 血 清 中 の 抗 体 価 の
測 定 と 同 様 に し て 測 定 で き る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 分 離 精 製 は 、 上 記 の モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 の 分 離 精 製 と 同 様 の 手 順 で 行 な う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】

　 本 発 明 に よ り 診 断 さ れ る 疾 患 は 循 環 器 疾 患 又 は 炎 症 性 疾 患 で あ り 、 具 体 的 に は 特 に 心 不
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全 、 高 血 圧 症 、 敗 血 症 、 又 は 敗 血 症 性 シ ョ ッ ク が 挙 げ ら れ る 。 高 血 圧 症 の な か で も 特 に 腎
機 能 障 害 を 伴 う 高 血 圧 症 の 診 断 に 有 効 で あ る 。 ま た 、 本 発 明 の マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド の 血
中 濃 度 は 、 ア ド レ ノ メ デ ュ リ ン の 血 中 濃 度 と 正 の 相 関 を 示 す こ と か ら 、 本 発 明 の 方 法 は ア
ド レ ノ メ デ ュ リ ン の 血 中 濃 度 の 上 昇 を 伴 う 疾 患 （ 具 体 的 に は 肺 高 血 圧 症 、 糖 尿 病 、 気 管 支
炎 、 妊 娠 、 動 脈 硬 化 症 、 心 筋 梗 塞 ） の 診 断 に も 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】

　 本 発 明 で は 被 検 試 料 中 の マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド 量 の 上 昇 を 指 標 と し て 循 環 器 疾 患 又 は 炎
症 性 疾 患 を 診 断 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 に お い て 「 診 断 」 と は 、 被 検 体 が 循 環 器 疾 患 又 は 炎 症 性 疾 患 に 羅 患 し て い る か 否
か の 判 定 、 将 来 的 に 循 環 器 疾 患 又 は 炎 症 性 疾 患 に 羅 患 す る 危 険 性 が 存 在 す る か 否 か の 判 定
、 循 環 器 疾 患 又 は 炎 症 性 疾 患 の 重 症 度 の 判 定 、 治 療 の 効 果 の 判 定 、 お よ び 治 療 後 に 循 環 器
疾 患 又 は 炎 症 性 疾 患 を 再 発 す る 危 険 性 が 存 在 す る か 否 か の 判 定 を 包 含 す る 概 念 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 特 に 心 不 全 に お い て は 重 症 度 に 応 じ て マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド 量 が 異 な る こ と か ら 、 本 発
明 の 方 法 は 心 不 全 の 重 症 度 の 判 別 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ま た 高 血 圧 症 に お い て は 腎 臓 機 能 障 害 を 伴 う 高 血 圧 症 で あ る か 否 か を 本 発 明 の 方 法 に よ
り 判 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 被 検 体 が 循 環 器 疾 患 又 は 炎 症 性 疾 患 に 羅 患 し て い る か 否 か の 判 定 の 際 に は 、 健 常 検 体 の
試 料 中 に お け る マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド 量 を 基 準 と す る こ と が で き る 。 治 療 の 効 果 の 判 定 の
際 に は 、 治 療 前 の 被 検 体 か ら 採 取 さ れ た 試 料 中 の マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド 量 を 基 準 値 と す る
こ と も で き る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ８ 】

　 本 発 明 は ま た 、 マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し 得 る 抗 体 を 含 む 、 循 環 器 疾 患 又 は 炎 症 性
疾 患 の 診 断 薬 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 診 断 薬 は 、 必 要 な 試 薬 と と も に キ ッ ト 化 す る こ と も で き る 。 例 え ば ラ ジ オ イ ム
ノ ア ッ セ イ 用 の キ ッ ト に は 放 射 線 標 識 さ れ た ト レ ー サ ー ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 キ ッ ト に は 更 に 、 標 準 試 料 、 緩 衝 液 、 溶 解 液 、 洗 浄 液 、 反 応 停 止 液 、 使 用 説 明 書 な ど が
含 ま れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ま た 、 マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し 得 る 抗 体 は チ ッ プ 上 に 高 密 度 に 貼 り 付 け て プ ロ テ
イ ン チ ッ プ と し て よ く 、 こ の よ う な プ ロ テ イ ン チ ッ プ も 本 発 明 の 診 断 用 キ ッ ト に 含 ま れ る
。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ ２ 】

　 ProhAM(170-185) (ア ミ ノ 酸 配 列  AHGAPAPPSGSAPHFL)と ウ シ サ イ ロ グ ロ ブ リ ン を グ ル タ
ル ア ル デ ヒ ド 法 に よ り コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ 縮 合 ） し 免 疫 し た 。 ProhAM(170-185)（ ８ mg） と
ウ シ サ イ ロ グ ロ ブ リ ン （ 10mg） を ２ mlの 0.1 Mリ ン 酸 バ ッ フ ァ ー （ P H 7.4） に 溶 解 し た 。 ０
℃ で 撹 拌 下 、 ５ ％ グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 100μ lを 加 え １ ０ 分 間 反 応 し た 。 生 理 食 塩 水 、 0.05
Mリ ン 酸 バ ッ フ ァ ー （ P H 7.4, 0.08M NaCl入 り ） に 対 し て 透 析 後 、 同 リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー で 11
mlに し 、 NaN 3 を 0.1％ に な る よ う に 加 え 凍 結 保 存 し た 。 免 疫 は 、 ProhAM(170-185) と ウ シ
サ イ ロ グ ロ ブ リ ン と の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を Titer Max Gold (Sigma-Aldrich) adjuvantを 当
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量 ま ぜ 、 十 分 に エ マ ル ジ ョ ン し 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト １ ml分 を 兎 （ ３ 匹 ） の 背 部 数 カ 所 に 分 け
て 皮 下 注 射 し て 行 っ た 。 追 加 免 疫 は １ ヶ 月 後 か ら 初 回 の １ /２ 量 を ２ 週 間 お き に 行 っ た 。
採 血 は 追 加 免 疫 の ７ 日 後 に 採 取 し 、 遠 心 に よ り 血 清 分 離 後 、 NaN 3 を 0.1％ に な る よ う に 加
え 凍 結 保 存 し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】

　 抗 体 価 は 1 2 5  Iで ラ ベ ル し た ト レ ー サ ー を 用 い て 検 討 し た 。 RIA と 同 一 条 件 で 抗 血 清 の
濃 度 の み を 変 化 さ せ 、 50％ の ト レ ー サ ー を 結 合 で き る 抗 血 清 濃 度 を 求 め 比 較 し た 。 抗 体 価
の 上 昇 し な い ウ サ ギ は ３ 回 程 度 で 免 疫 を 中 止 し 、 上 昇 を 続 け る も の に は 継 続 し て 免 疫 を 行
な っ た 。 耳 動 脈 よ り １ 回 に 60ml程 度 ま で 採 取 可 能 で 、 高 力 価 の も の は く り 返 し 採 血 し た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】

(1) ト レ ー サ ー の 調 整
　 ペ プ チ ド (N-tyr-ProhAM(170-185), ア ミ ノ 酸 配 列 : YAHGAPAPPSGSAPHFL)の 放 射 性 ヨ ー ド
ラ ベ ル は 、 既 報 (Kitamura K, Matsui E, Kato J, Katoh F, Kita T, Tsuji T, Kangawa K
, Eto T. Adrenomedullin (11-26): a novel endogenous hypertensive peptide isolate
d from bovine adrenal medulla.　 Peptides. 2001 Nov;22(11):1713-8. )に 従 い ラ ク ト
パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 法 で 行 な っ た 。 25μ lの 0.4M酢 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ P H 5.6） に ペ プ
チ ド （ 5μ g） 、 NaI ( 1 2 5  I)1mci/10μ l、 ラ ク ト パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 20ng、 H 2 O 2  200ng(２ 回
に 分 け て 加 え る )を 加 え 、 37℃ 、 20分 間 反 応 さ せ た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ト レ ー サ ー の 精 製 は 、 逆 相 HPLCに よ り CH 3 CN濃 度 を 変 え る こ と で 行 っ た 。 Column, TSK O
DS 120A(4.6 x 150 mm); flow rate, 1.0 ml/min; solvent system, linear gradient el
ution from A:B=80:20 to A:B=O:100 (80 min). (A) H2 0:CH 3 CN:10% TFA = 90:10:1 (v/v
); (B) H 2 0:CH 3 CN:10% TFA = 40:60:1 (v/v).
　 精 製 し た ト レ ー サ ー は BSAを 0.25％ ～ 0.5％ に な る よ う に 加 え 、 分 注 し て -20℃ で 凍 結 保
存 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
(2) ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ の 方 法
　 RIAは 既 報 (Kitamura K, Matsui E, Kato J, Katoh F, Kita T, Tsuji T, Kangawa K, E
to T. Adrenomedullin (11-26): a novel endogenous hypertensive peptide isolated f
rom bovine adrenal medulla.　 Peptides. 2001 Nov;22(11):1713-8. )と 同 様 の 方 法 で 行
な っ た 。 RIA用 標 準 バ ッ フ ァ ー （ 以 下 RIAバ ッ フ ァ ー と 略 す ） に は 0.05Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム
（ P H 7.4） に BSA 0.25％ 、 NaCl 0.08M、 EDTA-2Na 0.025M、 N a N 3  0.05％ を 加 え た 溶 液 を 用
い た 。 ま た 、 RIA用 チ ュ ー ブ と し て は ア ク リ ル チ ュ ー ブ （ 10× 78mm、 セ ン ト ラ ル 貿 易 ） を
用 い た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 RIAの 反 応 液 は 全 体 で 400μ lで あ り 、 以 下 の 溶 液 か ら 構 成 さ れ て い る 。
　 　 200μ l： 標 準 ペ プ チ ド 溶 液 、 あ る い は 未 知 試 料 溶 液
　 　 100μ l： 1 2 5 Iで 標 識 し た ト レ ー サ ー （ 17500～ 18500 cpm）
　 　 100μ l： 抗 血 清 （ 最 終 希 釈 の 4倍 濃 度 ）
　 　 （ 以 上 の も の は 全 て RIAバ ッ フ ァ ー に 溶 解 、 希 釈 し た も の で あ る 。 ）
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 上 記 3種 の 溶 液 を 十 分 に 撹 拌 し た の ち 、 ４ ℃ 、 20時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 100μ lの １
％ ウ シ γ -グ ロ ブ リ ン 溶 液 （ 0.05Mリ ン 酸 バ ッ フ ァ ー 、 P H 7.4-0.08M NaCl に 溶 解 ） を 加 え
撹 拌 し た の ち 、 １ mlの 23％ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ 同 バ ッ フ ァ ー に 溶 解 ） を 加 え 沈 殿 を
生 成 さ せ る こ と に よ り 反 応 を 停 止 し た 。 ４ ℃ で 15分 間 放 置 後 、 ４ ℃ 、 3000rpm で 30分 間 遠
心 し 、 上 清 を ア ス ピ レ ー ト し た の ち 、 ペ レ ッ ト 部 分 の 放 射 活 性 を γ -カ ウ ン タ ー で 測 定 し
た 。 試 料 は 通 常 同 一 物 を ２ 本 ず つ ア ッ セ イ し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
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(3) 抗 血 清 の 希 釈 度 お よ び ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 用 ス タ ン ダ ー ド
　 抗 血 清 の 希 釈 度 は 抗 体 価 の 測 定 と 全 く 同 じ よ う に 行 な っ た 。 RIAと 同 一 条 件 で 抗 血 清 濃
度 の み を 変 化 さ せ 、 抗 体 と 結 合 し た 放 射 活 性 を 測 定 す る こ と に よ り 希 釈 曲 線 を 作 製 し た 。
同 時 に 抗 原 で あ る ペ プ チ ド を 過 剰 に 加 え た 系 で も 希 釈 曲 線 を 作 製 し 、 抗 原 の 有 無 に よ り 結
合 し た 放 射 活 性 量 の 差 が 十 分 に 大 き く 、 か つ 希 釈 度 の 最 大 と な る よ う な 抗 血 清 濃 度 を 求 め
、 RIAに 用 い た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 RIA用 ス タ ン ダ ー ド に は 合 成 ペ プ チ ド を ア ミ ノ 酸 分 析 で 定 量 し 使 用 し た 。 ス タ ン ダ ー ド
は ペ プ チ ド の 濃 度 を 基 準 に し て 、 512fmol／ 200μ l、 256fmol／ 200μ lか ら 0.5fmol／ 200μ
lま で ２ 倍 希 釈 ず つ 10点 、 0fmol／ 200μ l、 合 計 12点 作 製 し 、 実 際 の ス タ ン ダ ー ド と し て 用
い た 。 ま た 、 交 叉 活 性 検 討 用 の 種 々 の ペ プ チ ド の ス タ ン ダ ー ド も 、 同 様 に 最 高 １ μ g／ 100
μ lま で 調 整 し た 。 組 織 抽 出 物 の RIAの 場 合 に は 試 料 溶 液 中 に か な り の 量 の ト リ ス と 酢 酸 が
含 ま れ る が 、 こ の 場 合 に は ス タ ン ダ ー ド も 試 料 と 同 じ 組 成 の バ ッ フ ァ ー で 調 製 し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】

(1) ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る 交 叉 活 性 の 検 討
　 本 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 系 に お け る 各 種 ペ プ チ ド の 交 差 活 性 を 検 討 し た 。 そ の 結 果 、 Pr
ohAM(153-185)、 N-tyr-ProhAM C-II(170-185)と は 100％ の 交 叉 活 性 が あ り 、 ProhAM(153-1
67)、 ア ド レ ノ メ デ ュ リ ン 、 PAMPと は ０ ％ の 交 叉 活 性 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。 こ れ ら の
結 果 は 、 調 製 さ れ た 抗 血 清 は ProhAMの C末 端 を 認 識 す る 抗 体 を 含 ん で い る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 図 １ に は ProhAM(153-185)の ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ の 標 準 曲 線 を 示 す 。 中 点 が 42fmol/tu
beで あ り 、 ４ fmol/tubeま で 測 定 可 能 で あ る 。
　 ま た ア ッ セ イ 内 誤 差 は 3.5% で あ り 、 ア ッ セ イ 間 誤 差 は  10% で あ っ た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
(2) 添 加 回 収 試 験
　 4, 8, 32 fmolの ProhAM(153-185)を 加 え た 後 に 測 定 を 行 っ た と こ ろ 、 回 収 率 は  86-118%
 で あ り 良 好 で あ っ た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
(3) 希 釈 試 験
　 ２ 種 類 の 血 漿 サ ン プ ル （ 心 不 全 患 者 、 健 常 人 か ら の 血 漿 サ ン プ ル ） を そ れ ぞ れ 100μ ｌ
、 50μ ｌ 、 又 は 25μ ｌ 使 用 し て ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ を 行 い 、 血 漿 サ ン プ ル の 使 用 量 （ 希
釈 倍 率 に 対 応 す る ） と ProhAM(153-185)の 検 出 量 と の 相 関 関 係 を 確 認 し た 。 結 果 を 図 ２ に
示 す 。 図 ２ 中 、 白 丸 は 心 不 全 患 者 か ら の 血 漿 サ ン プ ル か ら の デ ー タ で あ り 、 黒 丸 は 健 常 人
か ら の 血 漿 サ ン プ ル か ら の デ ー タ で あ る 。 図 ２ に 示 さ れ る と お り 、 ほ ぼ 良 好 な 直 線 性 が 得
ら れ た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
(4) ProhAM (153-185)の 安 定 性
　 検 体 採 取 か ら 血 漿 分 離 凍 結 ま で 、 ８ 時 間 は 安 定 で あ っ た 。
　 凍 結 融 解 は ４ 回 ま で 繰 り 返 し て も 値 に 有 意 な 変 動 は な い こ と が 確 認 さ れ た 。
　 凍 結 保 存 で は ６ ヶ 月 以 上 は 安 定 で あ っ た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
(5) 血 漿 中 の ペ プ チ ド の HPLCに よ る 定 性
　 108mlの 健 常 人 血 漿 を SEPPACを 用 い て 脱 塩 お よ び 除 蛋 白 を 行 っ た （ 回 収 率 ： 約 60% ） 。 H
PLCで 分 析 し た 。 分 析 条 件 は 次 の 通 り で あ る 。
カ ラ ム ： 050412HPLC RP chemcosorb 7ODSH 0x250mm
溶 出 液 ： （ A） :（ B） =100:0～ 0:100, 直 線 グ ラ ジ エ ン ト  2.0ml/fr,
      (A) H 2 0:CH 3 CN:10% TFA = 90:10:1 (v/v); (B) H2 0:CH 3 CN:10% TFA = 40:60:1 (v/
v)
【 ０ ０ ５ ７ 】
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　 HPLCで の 回 収 率 は 約 50%で あ っ た 。 HPLCの 結 果 を 図 ３ に 示 す 。 図 ３ で は 横 軸 が 溶 出 時 間
（ 分 ） 、 縦 軸 が ペ プ チ ド 量 を 示 す 。 図 ３ に お い て 矢 印 で 示 す フ ラ ク シ ョ ン は proAM(153-18
5)を 含 む 。 こ の 結 果 か ら 、 本 実 験 で 使 用 さ れ る 抗 血 清 と 結 合 す る 、 ProhAMの C末 端 部 分 ペ
プ チ ド  ProhAM(X-185)の 大 部 分 が ProAM(153-185)で あ る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
(6) 心 不 全 患 者 に お け る ProhAM (153-185)血 中 濃 度
　 心 不 全 患 者 (NYHA) の 血 漿 中 に お け る ProAM(153-185)濃 度 を 、 健 常 人 と 比 較 し た 。
　 心 不 全 患 者 (NYHA)は ３ 段 階  (NYHA I-II, NYHA III, NYHA IV) に 分 類 し た 。 結 果 を 表 １
及 び 図 ４ に 示 す 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 表 １ お よ び 図 ４ に 示 さ れ る と お り 、 ProhAM (153-185)血 中 濃 度 は 重 度 の 心 不 全 患 者 に お
い て 有 意 に 高 い こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 比 較 の た め に 、 同 様 の 被 験 者 か ら の 試 料 に 対 し て 、 従 来 の 測 定 法 に よ り 血 中 の AMT（ AM 
total） 濃 度 を 測 定 し た 。 こ の 方 法 は 、 詳 細 に は Ohta H, Tsuji T, Asai S, Tanizaki S, 
Sasakura K, Teraoka H, Kitamura K, Kangawa K. A simple immunoradiometric assay f
or measuring the entire molecules of adrenomedullin in human plasma. Clin Chim A
cta. 1999 Sep;287(1-2):131-43.に 記 載 さ れ て い る 。 こ の 方 法 は 、 ア ド レ ノ メ デ ュ リ ン の
リ ン グ 構 造 と リ ン グ と Ｃ 末 を つ な ぐ 中 間 部 を 認 識 す る 抗 体 を 用 い 、 immunoradiometoric a
ssay(IRMA)に よ り ア ド レ ノ メ デ ュ リ ン の 血 中 濃 度 を 測 定 す る 方 法 で あ る 。 生 体 に 含 ま れ る
ア ド レ ノ メ デ ュ リ ン に は 二 つ の 形 態 （ AM-glyと AM-CONH 2 ） が あ る が 、 「 AMT」 と は AM-gly
と AM-CONH 2 と を 両 方 と も 包 含 す る 。 従 っ て 本 明 細 書 に お い て 「 AMT検 出 値 (ま た は 濃 度 )」
と い っ た 場 合 、 AM-glyお よ び AM-CONH 2 の 合 計 の 検 出 値 (ま た は 濃 度 )を 意 味 す る 。 測 定 結 果
を 表 ２ お よ び 図 ５ に 示 す 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 ２ つ の 方 法 を 比 較 す る と 、 ProhAM (153-185)は 心 不 全 患 者 の マ ー カ ー と し て よ り 好 ま し
い こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
(7) ProhAM (153-185)と AMTと の 相 関 関 係
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　 健 常 人 お よ び 心 不 全 患 者 に お け る AMT検 出 値 を 横 軸 に 、 ProhAM (153-185)検 出 値 を 縦 軸
に し て プ ロ ッ ト し 、 相 関 関 係 を 確 認 し た （ 図 ６ ） 。 相 関 係 数 は 0.670で あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
(8) 高 血 圧 症 患 者 に お け る ProhAM (153-185)血 中 濃 度
　 高 血 圧 症 患 者 の 血 漿 中 に お け る ProAM(153-185)濃 度 を 、 健 常 人 と 比 較 し た 。
　 高 血 圧 症 患 者 は ２ 段 階  (臓 器 障 害 を 伴 っ て い な い 高 血 圧 症 患 者 、 お よ び 、 腎 機 能 障 害 を
伴 う 高 血 圧 症 患 者 ) に 分 類 し た 。 結 果 を 表 ３ 及 び 図 ７ に 示 す 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 表 ３ お よ び 図 ７ に 示 さ れ る と お り 、 ProhAM (153-185)血 中 濃 度 は 腎 機 能 障 害 を 伴 う 高 血
圧 症 患 者 に お い て 有 意 に 高 い こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
(9) 敗 血 症 性 シ ョ ッ ク 患 者 に お け る ProhAM (153-185)血 中 濃 度
　 重 症 敗 血 症 ・ 敗 血 症 性 シ ョ ッ ク 患 者 の 血 漿 中 に お け る ProAM(153-185)濃 度 を 、 健 常 人 と
比 較 し た 。 ま た 、 比 較 の た め に AMT濃 度 に つ い て も 同 様 に 測 定 を 行 っ た 。 結 果 を 表 ４ （ Pro
AM(153-185)検 出 値 ） 、 表 ５ （ AMT検 出 値 ） お よ び 図 ８ に 示 す 。 図 ８ 中 、 黒 色 カ ラ ム は AMT
検 出 値 を 示 し 、 白 色 カ ラ ム は ProAM(153-185)検 出 値 を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ０ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ １ 】
　 表 ４ 、 ５ お よ び 図 ８ に 示 さ れ る と お り 、 ProhAM (153-185)血 中 濃 度 は 重 症 敗 血 症 ・ 敗 血
症 性 シ ョ ッ ク 患 者 に お い て 有 意 に 高 い こ と が 確 認 さ れ た 。 ま た 、 ProhAM (153-185)は AMT
と 比 較 し て 重 症 敗 血 症 ・ 敗 血 症 性 シ ョ ッ ク の マ ー カ ー と し て よ り 好 ま し い こ と が 確 認 さ れ
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た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ ２ 】
【 図 １ 】 ProhAM(153-185)の ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ の 標 準 曲 線 を 示 す 。
【 図 ２ 】 血 漿 サ ン プ ル の 使 用 量 （ 希 釈 倍 率 に 対 応 す る ） と ProhAM(153-185)の 検 出 量 と の
相 関 関 係 を 示 す 。 白 丸 は 心 不 全 患 者 か ら の 血 漿 サ ン プ ル か ら の デ ー タ で あ り 、 黒 丸 は 健 常
人 か ら の 血 漿 サ ン プ ル か ら の デ ー タ で あ る 。
【 図 ３ 】 健 常 人 血 漿 サ ン プ ル 中 の ペ プ チ ド の HPLCに よ る 分 析 結 果 を 示 す 。
【 図 ４ 】 健 常 人 と ３ 段 階 の 心 不 全 患 者 (NYHA) に お け る ProAM(153-185)の 血 中 濃 度 を 示 す
。
【 図 ５ 】 健 常 人 と ３ 段 階 の 心 不 全 患 者 (NYHA) に お け る AMTの 血 中 濃 度 を 示 す 。
【 図 ６ 】 健 常 人 お よ び 心 不 全 患 者 に お け る AMT血 中 濃 度 と ProhAM (153-185) 血 中 濃 度 と の
相 関 関 係 を 示 す 。
【 図 ７ 】 健 常 人 と ２ 段 階 の 心 高 血 圧 症 患 者 に お け る ProhAM (153-185)血 中 濃 度 を 示 す 。
【 図 ８ 】 健 常 人 と 重 症 敗 血 症 ・ 敗 血 症 性 シ ョ ッ ク 患 者 に お け る 、 ProhAM (153-185)血 中 濃
度 （ 白 ） と AMT血 中 濃 度 （ 黒 ） と を 示 す 。
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【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 配 列 表 】

(14) JP 2007-316009 A 2007.12.6

2007316009000001.app



フロントページの続き

(72)発明者  北村　和雄
            宮崎県宮崎郡清武町大字木原５２００　国立大学法人宮崎大学医学部内
Ｆターム(参考) 4B024 AA11  BA44  CA02  HA15 
　　　　 　　  4H045 AA11  AA20  AA30  BA10  CA40  DA76  EA23  EA28  FA72  GA26 

(15) JP 2007-316009 A 2007.12.6


	bibliographic-data
	abstract
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	overflow

