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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　動脈血栓症およびアテローム性動脈硬化性疾患ならびにこれらの後遺症の発生および進
行の危険度の高さを識別するための方法であって、ドナーの体液中で、
　ａ）ヌクレオチド位置１６０１にＧ／Ａ塩基交換を有するＦＳＡＰ酵素前駆体の突然変
異体のヘテロ接合体またはホモ接合体の存在をドナーのゲノムＤＮＡの分析によってまた
はそのｍＲＮＡ中で検出すること、
および／または
　ｂ）単鎖プラスミノーゲン活性化因子を活性化する能力を失った、またはこの能力が少
なくとも正常に機能しないＦＳＡＰ突然変異体の存在をタンパク質レベルで検出すること
、
および／または
　ｃ）単鎖プラスミノーゲン活性化因子を活性化する能力を失った、またはこの能力が少
なくとも正常に機能しないＦＳＡＰ突然変異体に対して特異的な抗体の存在を検出するこ
と、
および／または
　ｄ）単鎖プラスミノーゲン活性化因子を活性化するＦＳＡＰのポテンシャルの減少を検
出すること、
および／または
　ｅ）ＦＳＡＰ抗原濃度の減少を検出すること、
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を特徴とする、方法。
【請求項２】
　シグナルペプチドを含むＦＳＡＰ酵素前駆体のアミノ酸配列の５３４位にグリシンから
グルタミン酸へのアミノ酸交換を有するＦＳＡＰ突然変異体のヘテロ接合体またはホモ接
合体の存在を検出することを特徴とする、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　突然変異体のヘテロ接合体またはホモ接合体の存在を、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ
）による増幅を利用するドナーの体液中のゲノムＤＮＡまたはそのｍＲＮＡの配列分析に
よって検出することを特徴とする、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　プロウロキナーゼを活性化する能力を失った、またはこの能力が少なくとも正常に機能
しないＦＳＡＰ突然変異体のヘテロ接合体またはホモ接合体の存在を検出することを特徴
とする、請求項１～３のいずれかに記載の方法。
【請求項５】
　体液由来のＦＳＡＰを直接的または固相上に固定されたＦＳＡＰ結合物質を介して間接
的に固相に結合させ、ＦＳＡＰの測定を結合したＦＳＡＰの活性の測定または別のＦＳＡ
Ｐ特異的結合パートナーの結合の検出のいずれかにより行うＥＬＩＳＡ法によって、ＦＳ
ＡＰ抗原濃度の減少の検出を行うことを特徴とする、請求項１～４のいずれかに記載の方
法。
【請求項６】
　単鎖プラスミノーゲン活性化因子を活性化するＦＳＡＰのポテンシャルの減少が、当該
プロテアーゼを含有する試料を当該プロテアーゼに対する抗体が結合されている固体支持
体上でインキュベートし、結合していない支持体を洗い落とした後、支持体上に固定され
た当該プロテアーゼをその活性の測定を可能にする試薬と共にインキュベートすることに
よりＦＳＡＰの活性を測定することによって検出されることを特徴とする、請求項１～５
のいずれかに記載の方法。
【請求項７】
　ＦＳＡＰ突然変異体に対する抗体を含んでいるかもしれない試料を固体支持体に固定さ
れたＦＳＡＰ突然変異体に作用させ、次に洗浄し、そして当該プロテアーゼに結合した抗
体を検出することによって、ＦＳＡＰ突然変異体に対する抗体を検出することを特徴とす
る、請求項１～６のいずれかに記載の方法。
【請求項８】
　結合したヒト抗体をラベルされた抗ヒト免疫グロブリンもしくはそのフラグメントまた
はラベルされたプロテインＡもしくはプロテインＧとインキュベートし、結合した、ラベ
ルされた物質によって発されるシグナルを測定することを特徴とする、請求項７に記載の
方法。
【請求項９】
　酵素が結合された抗ヒト抗体もしくはそのフラグメントまたはプロテインＡもしくはプ
ロテインＧによる、適した色素原性基質または蛍光発生基質の開裂によって生じる吸光の
光度測定により抗体を検出することを特徴とする、請求項７に記載の方法。
【請求項１０】
　抗体を、蛍光基でラベルされた結合物質によって生じる蛍光の計測によって検出するこ
とを特徴とする、請求項７に記載の方法。
【請求項１１】
　抗体を、放射性基でラベルされた結合物質の放射分析計測によって検出することを特徴
とする、請求項７に記載の方法。
【請求項１２】
　後遺症が狭心症、心筋梗塞または脳梗塞であることを特徴とする、請求項１に記載の方
法。
【請求項１３】
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　体液が血漿であることを特徴とする、請求項１に記載の方法。
【請求項１４】
　ＦＳＡＰ結合物質が、モノクローナル抗体もしくはポリクローナル抗体、またはこれら
のＦ(ａｂ’)2フラグメントもしくはＦａｂ’フラグメント、または硫酸デキストランも
しくはヘパリンであることを特徴とする、請求項５に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
この発明は、第VII因子－活性プロテアーゼ（ＦＳＡＰ）の突然変異体、および、アテロ
ーム性動脈硬化症の発生と進行の指標としてのＦＳＡＰの血漿レベル増加、そして、その
結果として起こる病態生理学的後遺症に関する。
【０００２】
アテローム性動脈硬化症とは、なかでも、動脈の硬化、肥厚化および弾力の減失と関連し
、心筋梗塞および脳梗塞、そして、他の疾患の主な原因と考えられる動脈の病理学的変化
である。非常に多くの外生および内生要因がアテローム性動脈硬化症の開始および進行の
原因となると思われている、例えば、高血圧、高脂血症、糖尿病、毒素、ニコチン、過剰
アルコール消費、そして、炎症などである。これらの影響は、危険因子とされる。しかし
、近年の一層の研究および改良分析法により、アテローム性動脈硬化のための更なる危険
因子が発見された。
【０００３】
危険因子は、現場の専門家の中で周知になったBruneck研究などの疫学研究で調査されて
いる。Bruneck（イタリア）の住民１０００人が、１９９０年のこの研究のために集めら
れた。頸動脈の超音波検査および数多くの血液パラメータの分析、および被験者への問診
は、アテローム性動脈硬化症の発生およびその進行についての更なる追跡調査のための幅
広いデータベースの確立を可能にした。これらの検査は同じ被験者について続けられ、５
年間隔で分析された。アテローム性動脈硬化症の発生およびその進行のモデルは、そこか
ら引き出された。この研究の第１の結果として、アテローム性動脈硬化症の発生と周知の
従来の危険因子（例えば上述した高脂血症および他の要因）との間の関連が発見された。
しかし、アテローム硬化性プラークが、血管が最高４０％塞がれる程度まで付着する場合
、他の危険因子が重要になって、アテローム性動脈硬化および血管閉塞の更なる進行に有
意に影響する可能性がある。これらの要因は、特に止血に介在する血漿タンパク質を含む
。凝固－抑制ポテンシャルの減少は、これ（例えばアンチトロンビンまたはプロテインＣ
レベルの減少または他のいわゆるＡＰＣ耐性（活性プロテインＣ））に寄与する。したが
って、線維素溶解ポテンシャルの減少は、血管閉塞の進行に対する決定的な影響を有する
ことができ、例えば血液中のリポタンパク質（ａ）のレベルが増えるときに観察される。
【０００４】
現在までに、静脈閉塞性の疾患の危険因子（例えばＡＰＣ耐性（ＦＶライデン））が特に
確認された。そして、それは、ＡＰＣ耐性のない被験者と比較して、この突然変異のヘテ
ロ接合体において“８”のいわゆるオッズ比、すなわち、危険率増加の尺度を有する。他
方、動脈の領域においては、この危険因子は、わずか約“２”のオッズ比を有するだけで
ある。
【０００５】
したがって、Bruneck研究の被験者から入手可能な血漿試料およびＤＮＡは、アテローム
性動脈硬化症に対する他の危険因子の存在下でもう一度調査され、最近見出された第VII
凝固因子－活性プロテアーゼ（＝ＦＳＡＰ）の突然変異体が特に注目され、今後これをＦ
ＳＡＰマールブルクＩ突然変異体と称する。
【０００６】
ドイツ特許出願１９９ ０３ ６９３．４は、血漿から分離されることができ、そして、第
VII凝固因子を活性化することが可能であるプロテアーゼを開示している。このプロテア
ーゼは、また、第VII因子－活性プロテアーゼ（ＦＳＡＰ）（または、プラズマヒアルロ
ン酸－結合（セリン）プロテアーゼに対応して、ＰＨＢＰもしくはＰＨＢＳＰとも）とも
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称する。したがって、ＦＳＡＰは、凝結促進性性質を有する。ＦＳＡＰ特有の性質は、プ
ロウロキナーゼなどの単鎖プラスミノーゲン活性化因子または単鎖組織プラスミノーゲン
活性化因子（ｓｃｔ－ＰＡ）を活性化することである。しかし、ＦＳＡＰは、単独で、あ
るいはプラスミノーゲン活性化因子と組み合わされて、それ相応に使われてフィブリン溶
解の助けとなることもできる。例えば血栓症の合併症の場合である。
【０００７】
現在利用できて、ドイツ特許出願１９９ ０３ ６９３．４、および１９９ ２６ ５３１．
３に記載されている試験系は、ＦＳＡＰを検出するだけでなくてＦＳＡＰ抗原を定量し、
血漿中のその活性を測定することも可能にする。抗原測定は、ＥＬＩＳＡ試験により行わ
れるのが好ましい。他方、活性は、原則として、プロウロキナーゼのウロキナーゼへの活
性化および色素原性基質の変換を介して、続く吸光度差計測により、測定することができ
る。
【０００８】
ドイツ特許出願１００ ５２ ３１９．６は、平均ＦＳＡＰ抗原含量を有するが、プロウロ
キナーゼ活性化のためのポテンシャルが著明に減少している被験者の５～１０％の確認を
可能とするための、健康な血液ドナーの調査でのこれらの試験系の使用を開示する。これ
は多分、単離された個々のプロテアーゼに当てはまるので、対応するＤＮＡが血液細胞か
ら更なる調査のために分析された。驚くことに、この場合に、特に突然変異を確認するこ
とは、可能だった（一塩基変異多型；ＳＮＰ；位置１６０１でのＧ／Ａ）。この変更は、
成熟したタンパク質の位置５１１、またはシグナルペプチドを含んでいるＦＳＡＰ酵素前
駆体のアミノ酸位置５３４のＧｌｙ／Ｇｌｕアミノ酸交換を、タンパク質にもたらす。こ
のアミノ酸交換は、結果として、プロウロキナーゼをウロキナーゼに活性化する能力の損
失、または少なくとも活性の相当な減少をＦＳＡＰにもたらす。上述した突然変異は、Ｆ
ＳＡＰマールブルクＩと呼ばれ、平均抗原含量を有するが、プロウロキナーゼからのウロ
キナーゼ形成における活性が減少している全ての試料において、現在までに見つけられて
いる。
【０００９】
この突然変異のための確立されたＰＣＲ試験は、Bruneck研究のために集められた被験者
のＤＮＡを調査するために用いられた。ＦＳＡＰマールブルクＩ突然変異は分析された全
ての試料の４.５％で見つかった。そして、これらの所見は、アテローム性動脈硬化症の
進行および悪化を評価する研究の間に集められた個々のデータを用いて評価された。これ
により、ＦＳＡＰマールブルクＩ突然変異体が、動脈の血栓症およびアテローム性動脈硬
化の悪化の危険因子を表すことが見いだされた。
【００１０】
したがって、本発明は、第VII凝固因子－活性プロテアーゼ（＝ＦＳＡＰ）の突然変異体
から成るアテローム性動脈硬化症危険因子に関する。これに関連する特に重要な危険因子
は、明らかに、シグナルペプチドを含んでいるＦＳＡＰ酵素前駆体がアミノ酸位置５３４
でＧｌｙ／Ｇｌｕ交換を有する突然変異体である。
【００１１】
シグナルペプチドを含んでいるＦＳＡＰ酵素前駆体の対応するＤＮＡ配列は、この場合、
ヌクレオチド位置１６０１でＧ／Ａ塩基交換を示している。
【００１２】
驚くべきことに、この突然変異は、特に動脈血栓症を進行させる危険率増加と相関する。
“６.６”のオッズ比は、これ、すなわち、静脈領域のＡＰＣ耐性の危険率に肩を並べる
動脈側の危険率のために算出された。この点について特に驚くべきなのは、この突然変異
が、互いに独立した危険因子を表すこと、言い換えれば、すでに知られている全ての危険
因子を考慮した後、アテローム性動脈硬化症の発生および進行にそれ自体著しく寄与する
ことである。したがって、特にＦＳＡＰマールブルクＩ突然変異のこの認識および決定は
、アテローム性動脈硬化によっておこる心臓病および血管疾患の診断および治療への期待
を高めることができる。このように、アテローム性動脈硬化症は、例えば、狭心症に至り
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、その後にしばしば心筋梗塞になる。影響を受ける血管によって、その血管により供給さ
れる器官が巻き込まれる。頸動脈の場合、これが栄養および酸素が十分に供給されない脳
に起こり、最悪のケースで、脳梗塞に至ることがある。しかし、アテローム性動脈硬化に
よって影響を受ける他の器官、および、血管閉塞疾患およびその結果としてなる後遺症の
危険にさらされる被験者はまた、ＦＳＡＰマールブルクＩ突然変異体の影響を受けている
。これは結果として、腎臓、肝臓、肺の疾患、および他の疾患に関する問題となり得る。
【００１３】
ＦＳＡＰマールブルクＩ突然変異体を測定するための方法は、上述したドイツ特許出願、
特にドイツ特許出願１００ ５２ ３１９．６に記載されている。これらの方法は、プロテ
アーゼ活性の測定、好ましくはＦＳＡＰ抗原試験と合わされた測定、および、適当な試験
系による突然変異した領域のヌクレオチド配列の決定を含む。
【００１４】
したがって本発明のアテローム性動脈硬化症危険因子は、単鎖プラスミノーゲン活性化因
子を活性化する能力を失った、またはこの能力が少なくとも正常に機能しないＦＳＡＰ突
然変異体として記載することができる。危険因子は、プロウロキナーゼを活性化する能力
を失った、または、この能力が少なくとも低下したＦＳＡＰ突然変異体によって、特に特
徴づけられる。前記ＦＳＡＰ突然変異体の検出は、特に、動脈血栓症の発生の素因、並び
に、アテローム性動脈硬化症または血栓症疾患およびそれらの後遺症（例えば動脈および
静脈閉塞疾患）の発生の素因をも表す。アテローム性動脈硬化症または血栓症の器官機能
制限の進行の素因は、狭心症、心筋梗塞または脳梗塞のよくある原因である。単鎖プラス
ミノーゲン活性化因子の活性化のためのポテンシャル、特にプロウロキナーゼの活性化の
ためのポテンシャルが減少することは、全てのケースであることである。この活性化ポテ
ンシャルの減少は、血液において検出されるが、特に血漿で検出される。
【００１５】
アテローム性動脈硬化症危険因子としてのＦＳＡＰ突然変異体の大きな重要性を思えば、
それを検出するための診断方法は非常に重要である。これは、ドナーの体液、特に血漿中
の、減少したＦＳＡＰ抗原濃度および／またはＦＳＡＰの減少した活性を測定することに
基づいている。これは、前記体液中の、単鎖プラスミノーゲン活性化因子の活性化のため
のポテンシャル（特に、プロウロキナーゼの活性化のためのポテンシャル）の測定を必要
とする。
【００１６】
特に信頼性が高い方法は、ヌクレオチド位置１６０１でＧ／Ａ塩基交換を有するＦＳＡＰ
酵素前駆体遺伝子のヘテロ接合またはホモ接合変異体を、ドナーのゲノムＤＮＡまたはそ
こから誘導されるｍＲＮＡの分析によって検出することからなる。
【００１７】
しかし、タンパク質レベルで前記ＦＳＡＰ突然変異体を検出することも同様に可能である
。特異的モノクローナルまたはポリクローナル抗体の使用は、特にこれに適している。し
かし、最終的には、組織上のまたは組織から抽出される溶液中の組織学的調査方法も利用
できる。
【００１８】
信頼性が高い診断方法は、ＦＳＡＰ突然変異体を含むかもしれない試料を固体支持体に固
定した一次抗体とインキュベートすること、それから洗浄すること、続いて、二次の、ラ
ベルされた抗体または野生型に対するラベルされた抗体を加え、再び洗浄すること、そし
て、二次抗体によって引き出されるシグナルを測定することから成る。
【００１９】
別の方法は、ＦＳＡＰ突然変異体を含むかもしれない試料を、固体担体に固定された野生
型に対する一次抗体とインキュベートし、それから洗浄し、その後、ラベルされた二次抗
体を加え、再び洗浄し、二次抗体によって引き出されるシグナルを測定することから成る
。
【００２０】
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利用できる更なる方法は、ＦＳＡＰ突然変異体の存在のために調査される試料が支持体に
固定されており、そして、それがラベルされた抗体のみで、またはラベルしていない抗体
との混合物で検出され、そしてラベルされた抗体を検出するものである。
【００２１】
最後に、支持体に固定された抗体を、ラベルされた突然変異体の存在下で、ＦＳＡＰ突然
変異体の存在のために調査される試料と混合し、そして、標識によって引き出されるシグ
ナルを測定するこのも可能である。
【００２２】
ＦＳＡＰ活性が、プロテアーゼを含有する試料を、プロテアーゼに対する抗体がすでに結
合されている固体支持体上でインキュベートし、次に、結合していない支持体を洗い落と
した後、その上に固定されたプロテアーゼをそれの活性の測定を可能にする試薬と共にイ
ンキュベートすることにより測定される診断方法もまた、役立つと判明した。
【００２３】
免疫組織学のためのウエスタンブロット、蛍光活性化セルソーティング（ＦＡＣＳ）、ま
たは匹敵する方法において、突然変異体の検出のために抗体が使われる診断方法もまた、
利用可能である。
【００２４】
本発明の診断方法は、ＥＬＩＳＡ技術により行われるのが好ましい。これは、ＦＳＡＰお
よび／またはＦＳＡＰ突然変異体が、マトリックス例えばマイクロタイタープレートに結
合していることを必要とする。ＦＳＡＰおよび／またはＦＳＡＰ突然変異体の最適な提示
のために、あらかじめプレートをモノクローナルまたはポリクローナル抗体、または、そ
のＦ(ａｂ′)2フラグメントまたはＦａｂ′フラグメントでコーティングし、続いて、Ｆ
ＳＡＰおよび／またはＦＳＡＰ突然変異体をローディングすることもできる。ＦＳＡＰお
よび突然変異体が硫酸デキストラン、ヘパリンおよび類似物質と非常によく結合するので
、これらの作用物質であらかじめコーティングすることもまた、ＦＳＡＰを結合すること
にとって可能である。支持体またはミクロタイタープレートが洗われたあと、界面活性剤
またはアルブミンなどの、この目的において公知の作用物質により適したところがブロッ
クされ、洗浄され、次に、試験される溶液と共にインキュベートされる。ＦＳＡＰ抗体を
含んでいる溶液は、血清、血漿および他の体液と同様、滑液、ＣＳＦ、唾液、涙、精漿ま
たは他の細胞溶菌液であってもよい。
【００２５】
支持体のインキュベーションおよび洗浄の後、適した検出試薬を使用する。ＩｇＧ、Ｉｇ
Ｍ、ＩｇＡ、ＩｇＥおよび関連したサブクラスなどのさまざまなクラスの抗体を検出する
ために必要な試験物質は、ラベルをつけられた試薬として市販されている。抗体価の検出
および定量化は、抗ヒト抗体に結合した酵素による、色素原性基質の開裂によって誘発さ
れる吸光度を測定する光度測定によって行うことができる。しかし、検出のために使用さ
れる抗体に結合している蛍光基によって発せられる蛍光を測定することも可能である。最
後に、検出のために使用される物質が、放射性基でラベルされている場合、放射分析計測
によって検出を実行することも可能である。結合したヒト抗体を、ラベルされた抗ヒト免
疫グロブリンまたはそのフラグメント、または、ラベルされたプロテインＡまたはプロテ
インＧとインキュベートし、そして、結合した、ラベルされた物質によって発されるシグ
ナルを測定する診断方法は、多くの例において非常に適しているとすでに立証されている
。
【００２６】
同様に、酵素が結合した抗ヒト抗体またはそのフラグメントまたはプロテインＡまたはプ
ロテインＧによる、適した色素原性基質または蛍光発生基質の開裂によって生じる吸光の
光度測定による、抗体の検出もまた可能である。抗体が、蛍光基でラベルされた結合物質
によって生じる蛍光の計測によって検出される診断方法もまた、適している。
【００２７】
Ｂｒｕｎｅｃｋ研究
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研究テーマ：Bruneck研究は、頸動脈アテローム性動脈硬化症を、疫学的および病因学的
に明らかにすることを目的とする見込み母集団研究である（１－６）。研究個体群は、性
別と年齢により階層化された試料として１９９０年代に集められ、全て４０から７９歳ま
でのBruneck住民であった（５０歳代から８０歳代まで各１２５人の女性と１２５人の男
性、ｎ＝１０００）。全体で９３.６％が参加し、９１９のデータ収集が完了した。１９
９０年夏から１９９５年の追跡調査の間（５年間1（Ｑ1））に、６２人の部分群が死亡し
、その一方で、１人の被験者が移転した。残留する個体群の追跡調査は、９６.５％完了
していた（ｎ＝８２６）（１－３）。研究への参加前、研究についての説明を受けた後で
、全ての参加者が同意した。１９９５年の追跡調査の一部として、ＤＮＡを得るために血
液試料が採取された。満足できないＰＣＲ産物は１６のケースにおいて得られた、すなわ
ち、男性と女性８１０人が主要な分析のために残った。これらの被験者の内、１９９５年
の夏から２０００年までの間（５年間2（Ｑ2））に、９４人が死亡した。合計６７５人の
被験者が、２０００年に再び超音波検査を受けた（生存者の追跡調査比９４.３％）（６
）。
【００２８】
病歴および検査：研究プロトコルは、心臓学的および神経病学的項目のためにより重要な
臨床検査、および、潜在的血管危険因子に起因する、現在または過去の危険度に関する標
準化されたアンケートを含んでいた（３－５）。喫煙者および喫煙経験者については、毎
日喫煙したタバコの平均と、そして、年あたりのパック数が記録された。アルコール消費
量は、１日当りのグラム数として定量化され、４つのカテゴリに分類された（３）。最高
血圧および最低血圧は３回測定の平均値をとり、毎回≧１０分休んだ後で測定した。高血
圧は、血圧が≧１６０／９５、または抗高血圧薬の摂取により定義された（ＷＨＯ定義）
。標準化された経口ブドウ糖負荷試験は、糖尿病であることがすでに分かっている被験者
を除いて、全ての被験者に行われた。糖尿病は、現在、空腹時血糖濃度が≧１４０mg／dl
（７.８mmol）、および／または２時間レベルの≧２００mg／dl（１１.０のmmol／L）（
経口ブドウ糖負荷試験）を有する被験者について記入された。
【００２９】
実験室方法：被験者が少なくとも１２時間絶食および禁煙した後、肘前静脈から採血した
（３－６）。総コレステロールおよび高密度リポタンパク質を有するコレステロールは、
酵素的に測定され（ＣＨＯＤ－ＰＡＰ方法、メルク、ダルムシュタット、ドイツ）、そし
て、リポタンパク質濃度は、ＥＬＩＳＡ（免疫、ウィーン、オーストリア）を用いて測定
された。低密度リポタンパク質を有するコレステロールは、Freidewald式から算出された
。フィブリノーゲンは、クラウスの方法により測定され、およびアンチトロンビンIIIは
、色原体のアッセイを使用して測定された。第Ｖ因子のライデン突然変異は、対立遺伝子
特異的ＰＣＲ増幅によって検出された（３）。
【００３０】
ＦＳＡＰ抗原濃度およびｓｃｕＰＡ－活性化効果は、最近記載されているように測定され
た（７、８）。簡単に述べると、ＦＳＡＰに対するモノクローナル抗体（ｍＡｂ）を用い
たＥＬＩＳＡが、抗原の定量のために用いられた。抗体がコーティングされたミクロタイ
タープレート上での免疫吸着、洗浄工程、および、次のＦＳＡＰによるプロウロキナーゼ
の活性化から成る活性化の分析は、ウロキナーゼに対する色素原性基質のアミド分解を光
度測定観測することにより定量化された。２００人以上の健康な血液ドナーからプールさ
れた血漿は、両方の分析のための任意の標準として用いられた。血漿当量単位（ＰＥＵ）
は、プールされた血漿１ミリリットル当りに存在するＦＳＡＰ抗原性活性として定義され
た。そして、それは平均して１２μg／mlに相当する（８）。
【００３１】
ＤＮＡ抽出およびＦＳＡＰ遺伝子型：高品質のＤＮＡは、GenomicPrep血液ＤＮＡ単離キ
ット（Amersham Pharmacia Biotech）を使用して、凍結された全血から得られた。１０ml
の抽出されたＤＮＡは、対応するエキソン特異的な前方及び後方プライマー５０pmol、１
.５mMのＭｇＣＩ2、０.２mMのｄＮＴＰ、およびＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ（パーキン



(8) JP 4348097 B2 2009.10.21

10

20

30

40

50

エルマー、ランゲン、ドイツ）２.５単位を含んでいるＰＣＲ標準反応緩衝液１００μl中
で増幅された；最初の２分、９４℃で変性した後、９４℃で３０秒、５０℃で３０秒、お
よび７２℃で４０秒の各熱サイクルを３５サイクル行い、最後の伸長工程を７２℃で５分
間行った。使用される一組のプライマーは、最近詳述されている。
【００３２】
スキャニングプロトコルおよび超音波終点の定義：超音波検査では、両側の内部頸動脈（
球状で末梢部の部分）および総頚動脈（近位で末梢部の部分）が、１０ＭＨｚのプローブ
および５ＭＨｚのドップラーを使用してスキャンされた（１、２）。アテローム性動脈硬
化症病変は、２つの超音波の判定基準によって定義された：１）壁面（内腔への突出）、
そして、２）壁組織（エコー源性）である。プラークの最大軸直径は、１６の血管部分の
各々において測定された（血管部分に依存する、１０％または１５％内部目視ばらつき係
数）。脈管内膜媒体の厚みは、総頚動脈の奥の壁で計測された（内部目視ばらつき係数７
.９％（ｎ＝１００））（２）。スキャンは同じ経験豊かな超音波専門家によって、１９
９０年、１９９５年および２０００年に実行された。そして、被験者の臨床所見および実
験室値は超音波専門家に知らされていなかった。
【００３３】
アテローム性動脈硬化の発生は、以前は正常であった部分の新たなプラークの出現によっ
て特徴づけられた。０.７mm（総頚動脈）および１.０mm（内部頸動脈）の閾値は、アテロ
ーム性動脈硬化の発生の定義におけるプラーク直径に関する最小限の必要条件として発表
された。なぜなら、より小さい病変は、病巣の／拡散した壁の厚くなった部分から見分け
ることは困難だったからである（１）。非－狭窄性病変の進行は、プラーク直径の測定誤
差の２倍を超える相対的な拡大として定義された。現在の分析では、両方の経過は混合さ
れ、より簡単な提示のための「初期のアテローム発生」と称される単一の結果カテゴリと
される、なぜなら、記載されている危険因子の大部分がこれらの経過に共通だったという
現実のためである。悪化の判定基準が満たされたときはいつでも「進んだアテローム発生
」と仮定された、そして、内腔は＞４０％狭くなった。他で記載されているように（１－
５）、４０％での分画は我々の個体群の生物学的閾値と一致するように見え、プラークの
発育動力学（目立った病変のまばらに発生する病巣の拡大に対する、連続する、ゆっくり
とした、そして拡散する成長）、危険率プロフィール（凝血促進危険因子に対する従来の
危険因子）、そして、血管再生の経過（不十分である、または無いに等しいことに対する
、補填または過度の補填）において著しい変化が起こった、このことは、従来のアテロー
ム発生からアテローム性動脈硬化症への根本的な発病機序のスイッチを示唆している。
【００３４】
超音波カテゴリの再現性は、「ほとんど完全」だった（＞０.８のカッパ係数、ｎ＝１０
０の再現性試料における、同じ超音波専門家によって実行された２つの独立計測から得ら
れた）（１－３）。
【００３５】
統計分析：ＦＳＡＰ突然変異とアテローム発生のさまざまな病期との間で考えられる関連
性は、ロジスティック回帰分析によって調べられた。ベースモデルは、年齢および性に関
してのみ調整された。多変量の方程式は、すでに記載されているように、段階的進行の選
択手順によってはめ込まれた（記入および除外のｐ値は、それぞれ、０.１０および０.１
５）（３、１０）。個体群試料の年齢および性構造を考慮するため、追加として年齢およ
び性がこれらのモデルに書き込まれた。主な分析は、１９９０年および１９９５年の間の
（Ｑ1）期間に集中した。進行したアテローム発生の分析は、研究の開始時にすでに、ア
テローム性動脈硬化症を患っていた被験者（ｎ＝３２６）に限定された。
【００３６】
回帰－標準化されたアテローム発生危険率は、多くの危険因子について算出された。回帰
修正手順の最低限の方法が用いられた。なぜなら、それは奇病の仮定に基づかないからで
ある（１１）。
【００３７】
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結果
Bruneck研究群（ｎ＝８１０）において、３６人の被験者はＦＳＡＰのマールブルクＩ突
然変異体に対してヘテロ接合であり（１７人の男性および２０人の女性）、被験者１人は
ホモ接合であった。これは４.４％（３.０％から５.８％）の一般住民における全体の保
有者比率（９５％　ＣＩ）に対応していた。３７人の個体のうち、１６人（４３パーセン
ト、８人の男性および８人の女性）において、ＦＳＡＰのマールブルクII突然変異体（Ｅ
３７０Ｑ）の同時分離が観察され、その一方で、残りの２１人の被験者（５７パーセント
、９人の男性および１２人の女性）において、単離中にマールブルクＩ突然変異体が生じ
た。
【００３８】
部分母集団（ｎ＝８２）由来の血漿試料は、ＦＳＡＰ抗原濃度および対応するプロウロキ
ナーゼ－活性化効果について調査された。野生型ＦＳＡＰを有する７６人の被験者におい
て、平均（±２×ＳＤ）抗原濃度、活性濃度および活性／抗原比率は、それぞれ、０.９
９１（０.５５２から１.４３０）ＰＥＵ／ml、１.０３６（０.６１４から１.４５８）Ｐ
ＥＵ／mlおよび１.０７（０.６３から１.５１）であった。それに対して、この部分群に
おいて、マールブルクＩ突然変異体保有者６人全員が、プロウロキナーゼを活性化するin
 vitroでの能力（＜０.１５０から０.６２６）および０.３８から０.５８の活性／抗原比
率において際立った減少を示した。２つの遺伝群において、これらのパラメータの分布に
は重複がほとんどなかった。
【００３９】
１９９０年から１９９５年の５年追跡調査の間（Ｑ1）に、研究の８１０人の被験者のう
ち計３８４人（４７.４％）が、新たなアテローム性動脈硬化性病変を発生するか、また
は非狭窄病変の拡大（初期のアテローム発生）を示した、そして、存在前のプラークを有
する３２６人のうち９２人（２８.２％）は、狭窄変形（進行の進んだアテローム発生）
を示した。予想通りに、マールブルクＩ突然変異体と初期アテローム発生との間に関連は
見られなかった（年齢／性は調整された、０.６（０.３～１.４）および０.７（０.３～
１.７）の多変量オッズ比（９５％のＣＩ））。これと一致して、野生型ＦＳＡＰの保有
者（０.９５mm）とＦＳＡＰのマールブルクＩ突然変異体の保有者（０.９４mm；偏差のた
めのＰ＝０.８５３）との間で、総頚動脈の脈管内膜媒体の厚みに差異はなかった。しか
し、このことは、突然変異体が、アテローム発生において進行の進んだ想定されるアテロ
ーム性血栓病期への強力な危険因子であることをはっきりさせた（年齢／性調整されたオ
ッズ比（９５％ＣＩ）３.５（１.１から１１.４）、ｐ＝０.０３６）。この関連性は、他
の関連した危険因子についてのロジスティック回帰モデルの調整において、依然として統
計的に有意のままだった（表１）。進行の進んだ狭窄アテローム性動脈硬化症のための危
険率プロフィールはまた、糖尿病、高いフィブリノーゲン濃度、低いアンチトロンビン濃
度、高い血小板算定、喫煙、アルコール消費量（少量では保護的）、Ｌｐ(ａ)＞０.３２
ｇ／ｌおよび第Ｖ因子のライデン突然変異も含んでいた。危険因子に性特異的な差異は無
く、また、年齢、危険率レベル、および生活様式にあわせてまとめられた部分母集団にお
いて、マールブルクＩ突然変異体の差別的な効果の証拠は見られなかった。アスピリン、
抗高血圧剤、抗糖尿病薬または脂質低下剤を服用している被験者の除外は同様に、結果に
影響を及ぼさなかった。多くの主な危険因子（マールブルクＩ突然変異体、ＩＧＴ／糖尿
病、高リポタンパク質（ａ）濃度、喫煙、第Ｖ因子突然変異、高いフィブリノーゲン濃度
および低いアンチトロンビン濃度）について、進行の進んだアテローム発生の回帰－標準
化された危険率を表１に示す。２つ以上の因子の群を有する被験者はほぼ無条件に進行の
進んだアテローム発生を経験したのに対し、危険因子を全く有していない被験者は、頸動
脈狭窄の発生／進行の危険率が低かった。
【００４０】
マールブルクII突然変異体は、単鎖プラスミノーゲン活性化因子のＦＳＡＰによるin vit
roでの活性化に対して効果を有しなかった。したがって、この突然変異およびアテローム
発生間の関連が我々の分析において見られなかったことは、予想外ではなかった。野生型
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ＦＳＡＰを有する被験者と、マールブルクII突然変異体またはマールブルクＩ突然変異体
の保有者、および両方の遺伝子偏向の保有者との比較において、進行したアテローム性動
脈硬化の多変量オッズ比（９５％ＣＩ）は、１.６（０.２から１３.７）、（Ｐ＝０.６６
９）、６.２（１.１ら３６.０）、（Ｐ＝０.０４８）、および７.１（１.１から４５.１
）、（Ｐ＝０.０３７）であった。
【００４１】
我々の所見がまた、より長い期間にわたって整合していることを証明するために、１９９
０年から２０００年の間の１０年間の追跡調査期間（Ｑ1+2）のデータについて、計算を
繰り返した。これらの方程式において、ＦＳＡＰのマールブルクＩ突然変異体と進行した
アテローム発生との間の多変量関係（最初の分析に関してと同じ調整）は、さらに統計学
的に有意であった（多変量オッズ比（９５％　ＣＩ）　４.１（１.１から１４.８）、Ｐ
＝０.０４５）。
【００４２】
【表１】

【００４３】
オッズ比（ＯＲ）、９５％信頼区間（９５％　ＣＩ）、およびＰ値（Ｐ）は、進行したア
テローム性動脈硬化症（狭窄性の頚動脈アテローム性硬化症の進行／悪化）の年齢、性、
および血管危険因子に関するロジスティック回帰分析から導き出された。モデルは、ステ
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ってフィットさせられた。ＯＲは、与えられた変数の１－ＳＤ単位変更のために算出され
た。
ＡＳ－：進行の進んだアテローム発生のない群、ＡＳ＋：進行の進んだアテローム発生を
有する群。この分析は、１９９０年の研究の開始時にすでにアテローム性動脈硬化症を罹
患していた３２６人の被験者に焦点が合わせられた。
【００４４】
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11． Wilcosky TC, Chambless LE. A comparison of direct adjustment and regression
 adjustment of epidemiological measures. J. Chron Dis 1985; 38: 849-56.
【図面の簡単な説明】
【図１】個体に存在する血管危険因子（第VII因子－活性プロテアーゼのマールブルクＩ
突然変異体、ＩＧＴ／糖尿病、リポタンパク質（ａ）濃度＞０.３２ｇ／１、喫煙、第Ｖ
因子のライデン突然変異、フィブリノーゲン濃度（Ｑ5、＞３.２ｇ／１）およびアンチト
ロンビン濃度（Ｑ1、＜８４％））の機能として、進行したアテローム発生の回帰－調整
された危険率を示す。
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