
(57)【要約】
ヒトまたは非ヒト動物患者におけるＣＶＤ潜在性またはＣＶＤ傾向を検出するための分析
方法であり、前記方法は、前記患者から採取したカルプロテクチン含有サンプルにおける
カルプロテクチン濃度を評価する工程を含む。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ヒ ト も し く は 非 ヒ ト 動 物 患 者 に お け る Ｃ Ｖ Ｄ 潜 在 性 ま た は Ｃ Ｖ Ｄ 傾 向 を 検 出 す る た め の
分 析 方 法 で あ っ て 、 前 記 患 者 か ら 採 取 し た カ ル プ ロ テ ク チ ン 含 有 サ ン プ ル に お け る カ ル プ
ロ テ ク チ ン 濃 度 を 評 価 す る 工 程 を 含 む 分 析 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 サ ン プ ル が 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 尿 、 髄 液 、 唾 液 、 関 節 液 （ synovial fluid） ま た
は 鼻 腔 液 （ empyema fluid） か ら 選 択 さ れ る 体 液 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 サ ン プ ル が 血 液 で あ る 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 サ ン プ ル が 、 血 清 ま た は 血 漿 で あ る 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 Ｃ Ｖ Ｄ 潜 在 性 ま た は Ｃ Ｖ Ｄ 傾 向 を 示 す 前 記 分 析 の カ ル プ ロ テ ク チ ン 限 界 濃 度 が 、 ０ ． ４
５ ｍ ｇ ／ Ｌ で あ る 請 求 項 ３ ま た は ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 さ ら に 、 前 記 サ ン プ ル に お け る Ｃ Ｖ Ｄ に 対 す る 第 ２ マ ー カ ー 濃 度 を 評 価 す る 工 程 を 含 む
請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 第 ２ マ ー カ ー が Ｃ 反 応 性 タ ン パ ク 質 で あ る 請 求 項 ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 Ｃ Ｖ Ｄ が 、 急 性 心 筋 梗 塞 で あ る 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 が 比 濁 法 に よ り 評 価 さ れ る 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か 一 項 に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 に 使 用 す る 分 析 キ ッ ト で あ り 、 前 記 キ ッ ト が
、 試 薬 、 お よ び 、 分 析 方 法 の 実 行 な ら び に 結 果 の 解 説 の た め の 指 示 書 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 さ ら に 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン 含 有 リ フ ァ レ ン ス サ ン プ ル を 含 む 請 求 項 １ ０ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 さ ら に 検 出 器 を 含 む 請 求 項 １ ０ ま た は １ １ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 さ ら に 、 Ｃ 反 応 性 タ ン パ ク 質 含 有 リ フ ァ レ ン ス サ ン プ ル を 含 む 請 求 項 １ ０ ～ １ ２ の い ず
れ か 一 項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 カ ル プ ロ テ ク チ ン 含 有 体 液 に お け る カ ル プ ロ テ ク チ ン 測 定 の た め の 分 析 方 法 で あ っ て 、
前 記 方 法 が 、 （ ａ ） 前 記 体 液 ま た は 前 記 体 液 由 来 の カ ル プ ロ テ ク チ ン 含 有 液 体 サ ン プ ル を
得 る 工 程 、 （ ｂ ） 前 記 体 液 の 前 記 サ ン プ ル を 、 ナ ノ 粒 子 結 合 抗 カ ル プ ロ テ ク チ ン 抗 体 も し
く は 抗 体 断 片 に 接 触 さ せ 、 前 記 カ ル プ ロ テ ク チ ン を 結 合 さ せ る 工 程 、 お よ び 、 （ ｃ ） 比 濁
法 に よ り カ ル プ ロ テ ク チ ン 含 量 を 評 価 す る 工 程 を 含 み 、 前 記 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 で コ ー ト
さ れ た ナ ノ 粒 子 の 直 径 が 、 ６ ５ ～ １ ４ ０ ｎ ｍ の 範 囲 で あ る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 で 被 覆 さ れ た ナ ノ 粒 子 の 直 径 が 、 ７ ５ ～ １ ２ ０ ｎ ｍ の 範 囲 で あ
る 請 求 項 １ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 ナ ノ 粒 子 が 、 概 ね 全 て 同 じ サ イ ズ で あ る （ 例 え ば 、 単 一 分 散 ） 請 求 項 １ ４ ま た は 請
求 項 １ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 不 透 明 化 エ ン ハ ン サ ー （ opacity enhancer） が 工 程 （ ｂ ） と （ ｃ ） の 間 に 添 加 さ れ る 請
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求 項 １ ４ ～ １ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 体 液 が 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 尿 、 髄 液 、 唾 液 、 関 節 液 （ synovial fluid） ま た は 鼻
腔 液 （ empyema fluid） か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 １ ４ ～ １ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 自 動 分 析 と し て 実 行 さ れ る 請 求 項 １ ４ ～ １ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 請 求 項 １ ４ ～ １ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 診 断 分 析 に 使 用 す る キ ッ ト で あ っ て 、 ナ ノ 粒
子 上 に 固 定 化 さ れ た １ つ 以 上 の 抗 カ ル プ ロ テ ク チ ン 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 さ ら に 、 既 知 濃 度 の カ ル プ ロ テ ク チ ン 溶 液 ま た は 幅 の あ る 濃 度 範 囲 の カ ル プ ロ テ ク チ ン
溶 液 の セ ッ ト を 含 む 請 求 項 ２ ０ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 さ ら に 、 光 透 過 容 器 を 含 む 、 請 求 項 ２ ０ ま た は ２ １ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 さ ら に 、 不 透 明 化 エ ン ハ ン サ ー を 含 む 請 求 項 ２ ０ ～ ２ ２ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の キ ッ ト
。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 さ ら に 、 検 出 器 を 含 む 請 求 項 ２ ０ ～ ２ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 カ ル プ ロ テ ク チ ン 含 有 体 液 サ ン プ ル を 受 け 、 抗 カ ル プ ロ テ ク チ ン 抗 体 ま た は 抗 体 断 が 固
定 化 さ れ た ナ ノ 粒 子 を 供 給 し 、 任 意 に 不 透 明 化 エ ン ハ ン サ ー を 供 給 し 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン
含 量 を 評 価 す る た め の 自 動 装 置 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 疾 患 診 断 の 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 １ ４ ～ １ ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 を 含 み 、 続 い
て カ ル プ ロ テ ク チ ン 含 量 と 予 め 決 定 さ れ た 閾 値 と を 比 較 し 、 前 記 疾 患 が 、 リ ュ ウ マ チ 疾 患
、 シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 、 眼 内 炎 症 、 嚢 胞 性 繊 維 症 、 急 性 お よ び 慢 性 肺 疾 患 、 肺 腫 、 肺 癌 、
結 直 腸 癌 、 炎 症 性 腸 疾 患 、 胃 癌 、  結 腸 直 腸 腺 腫 ま た は 癌 、 ク ロ ー ン 病 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、
胃 腸 粘 膜 炎 症 、 尿 結 石 、 ア ル コ ー ル 性 肝 疾 患 、 経 口 炎 症 粘 膜 疾 患 （ oral inflammatory mu
cosal disease） 、 Ｃ Ｎ Ｓ 炎 症 疾 患 、 Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 、 Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 患 者 に お け る 二 次 Ｃ Ｎ Ｓ 感
染 、 尿 管 感 染 症 、 膀 胱 炎 、 腎 盂 腎 炎 、 内 因 性 後 部 ブ ド ウ 膜 炎 （ endogenous posterior uve
itis） 、 血 液 疾 患 （ haematological conditions） 、 発 熱 （ febrile conditions： 感 染 お
よ び 非 感 染 ） 、 Ｃ Ｖ Ｄ 、 急 性 心 筋 梗 塞 お よ び ア フ ェ レ ー シ ス （ apheresis） か ら 選 択 さ れ
る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 疾 患 が Ｃ Ｖ Ｄ で あ る 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 診 断 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 例 え ば 、 ヒ ト ま た は 非 ヒ ト 動 物 、 特 に 哺 乳 類 の 患 者 に お け る 心 臓 血 管 疾 患 （
Ｃ Ｖ Ｄ ） の 潜 在 性 ま た は 傾 向 を 検 出 す る た め の 分 析 方 法 に 関 し 、 ま た 、 詳 細 に は 、 患 者 が
気 付 く Ｃ Ｖ Ｄ 症 状 の 発 生 前 に Ｃ Ｖ Ｄ 潜 在 性 ま た は Ｃ Ｖ Ｄ 傾 向 を 検 出 す る た め に 使 用 で き る
分 析 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 Ｃ Ｖ Ｄ は 、 ヒ ト に お け る 健 康 障 害 の 主 な 原 因 で あ る 。 １ ９ ９ ８ 年 、 西 側 世 界 に お け る 全
死 亡 者 の 約 ４ ０ ％ は 、 Ｃ Ｖ Ｄ が 原 因 で あ っ た （ 例 え ば 、 ２ ． ５ 人 に １ 人 ） 。 ２ ０ ０ ２ 年 、
米 国 で は 、 １ ０ ０ 万 人 以 上 が 心 臓 の 発 病 を 新 た に も し く は 再 発 し 、 ４ ０ ％ 以 上 が こ れ ら の
発 病 に よ り 死 亡 す る と 推 定 さ れ た 。 こ れ ら の う ち 多 く は 、 病 院 に か か っ た り 治 療 を 受 け る
こ と な く 、 突 然 死 亡 す る で あ ろ う 。 ま た 、 こ れ ら の う ち 多 く の 人 が 、 Ｃ Ｖ Ｄ の 影 響 に よ る
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と 認 識 す る こ と は な い で あ ろ う 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 し か し な が ら 、 食 事 の 改 善 、 喫 煙 の 軽 減 ま た は 中 止 、 エ ク サ サ イ ズ の 増 加 、 体 重 の 減 少
等 の 早 期 も し く は 先 制 の 治 療 は 、 Ｃ Ｖ Ｄ 防 止 ま た は Ｃ Ｖ Ｄ 傾 向 の 軽 減 を 高 い 成 功 率 で 示 す
。 こ の よ う に 、 Ｃ Ｖ Ｄ の 潜 在 性 も し く は 傾 向 が 検 出 で き れ ば 、 効 果 的 な 治 療 が 可 能 と な る
。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 そ の た め 、 治 療 （ 例 え ば 、 生 活 ス タ イ ル お よ び /ま た は 習 慣 の 変 更 ） が 通 常 通 り 成 功 す
る 段 階 よ り も 、 疾 患 が 進 行 す る 前 に 、 Ｃ Ｖ Ｄ 、 特 に Ｃ Ｖ Ｄ 潜 在 性 ま た は Ｃ Ｖ Ｄ 傾 向 を 検 出
す る た め に 使 用 で き る 方 法 が 必 要 と さ れ て い る 。 特 に 、 患 者 や 、 例 え ば 、 医 師 等 の 第 三 者
に と っ て 症 状 が 明 ら か で な い 場 合 に 、 早 期 段 階 で Ｃ Ｄ Ｖ を 検 出 で き る 方 法 、 例 え ば 、 症 状
が な い 患 者 を 検 査 す る 方 法 が 必 要 と さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 こ の よ う な 方 法 は 、 一 般 の 母 集 団 の ス ク リ ー ニ ン グ （ 例 え ば 、 集 団 ス ク リ ー ニ ン グ ） 、
ま た は 、 母 集 団 に お け る 危 険 性 の あ る グ ル ー プ （ 例 え ば 、 ４ ０ 以 上 の 男 性 、 高 ス ト レ ス な
仕 事 の 就 労 者 、 不 健 康 な ダ イ エ ッ ト を 行 っ て い る 人 、 臨 床 上 肥 満 の 人 、 喫 煙 者 等 ） の ス ク
リ ー ニ ン グ に 使 用 で き る 。 Ｃ Ｖ Ｄ 潜 在 性 ま た は Ｃ Ｖ Ｄ 傾 向 が 診 断 さ れ た 場 合 、 先 取 り 治 療
を 受 け る こ と が で き 、 お よ び /ま た は 、 患 者 が 生 活 ス タ イ ル や 習 慣 の 調 整 を 行 う こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 さ ら に 、 Ｃ Ｖ Ｄ 潜 在 性 ま た は Ｃ Ｖ Ｄ 傾 向 が 検 出 さ れ る と 、 患 者 は 、 さ ら な る 検 査 を 受 け
る こ と が で き る 。 例 え ば 、 身 体 活 動 、 心 筋 か ん 流 の Ｒ Ｉ 撮 像 、 Ｘ -線 （ 例 え ば 、 Ｃ Ｔ ） 心
筋 血 管 造 影 法 、 Ｍ Ｒ 心 筋 血 管 造 影 法 ま た は か ん 流 イ メ ー ジ ン グ 等 と 供 に も し く は こ れ ら 抜
き で 、 よ り 費 用 の か か る 検 査 や 、 ま た は 、 Ｅ Ｃ Ｇ の よ う な 手 術 に 時 間 が か か る よ う な 検 査
を 受 け る こ と が で き る 。 こ の よ う に 、 最 初 の ス ク リ ー ニ ン グ （ 例 え ば 、 症 状 が な い 健 常 者
の 集 団 ス ク リ ー ニ ン グ ） に お い て 、 安 価 で 容 易 な 本 発 明 の 分 析 方 法 を 使 用 す る こ と に よ っ
て Ｃ Ｖ Ｄ の 存 在 可 能 性 ま た は 潜 在 性 も し く は 傾 向 を 確 認 す る こ と に よ り 、 健 康 状 態 が 回 復
し な く な る 前 に 、 未 発 見 Ｃ Ｖ Ｄ の 検 出 ま た は 同 定 の 可 能 性 が 向 上 さ れ る と 同 時 に 、 高 価 か
つ 時 間 が か か る 検 査 の 不 必 要 な 利 用 が 制 限 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 Ｃ Ｖ Ｄ が 、 脳 や 心 臓 等 の 生 命 を 支 え る 体 の 領 域 へ の 酸 素 供 給 を 中 断 す る よ う な 心 臓 、 動
脈 ま た は 静 脈 の 状 態 を 意 味 す る 。 Ｃ Ｖ Ｄ ｓ の 例 は 、 動 脈 硬 化 、 急 性 心 筋 梗 塞 、 狭 心 症 、 虚
血 性 心 疾 患 、 脳 血 管 障 害 、 ク モ 膜 下 出 血 、 脳 内 出 血 、 脳 梗 塞 、 う っ 血 性 心 不 全 、 狭 心 症 、
心 発 症 、 心 臓 麻 痺 お よ び 不 整 脈 で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 Ｃ Ｖ Ｄ の 症 状 の 開 始 前 （ 例 え ば 、 症 状 の な い 患 者 ） に 、 タ ン パ ク 質 カ ル プ ロ
テ ク チ ン が 、 Ｃ Ｖ Ｄ 潜 在 性 も し く は 傾 向 の 有 用 な マ ー カ ー ま た は 指 標 と な る と い う 驚 く べ
き 発 見 に 基 づ く 。 特 に 、 様 々 な 体 液 に お け る 異 常 に 高 い カ ル プ ロ テ ク チ ン レ ベ ル は 、 Ｃ Ｖ
Ｄ 症 状 の 開 始 が 患 者 ま た は 医 師 等 の 第 三 者 に 明 ら か と な る 前 に 、 Ｃ Ｖ Ｄ へ の 感 受 性 の 指 標
と な る と い う 驚 く べ き 発 見 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 不 明 確 を 避 け る た め に 、 こ こ で カ ル プ ロ テ ク チ ン の 用 語 は 、 「 Ｌ １ タ ン パ ク 質 」 、 「 Ｍ
Ｒ Ｐ  ８ ／ １ ４ 」 、 「 嚢 胞 性 繊 維 症 （ 関 連 ） 抗 原 （ Ｃ Ｆ Ａ ） 」 お よ び 「 カ ル グ ラ ニ ュ リ ン
」 と 同 義 と し て 使 用 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 カ ル プ ロ テ ク チ ン は 、 二 量 体 お よ び 三 量 体 形 態 の 両 方 と し て 存 在 す る 。 二 量 体 と し て 、
カ ル プ ロ テ ク チ ン は 、 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 Ｓ １ ０ ０ Ａ ８ お よ び Ｓ １ ０ ０ Ａ ９ を 含 む 。 三 量 体 と
し て 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン は 、 ２ つ の Ｈ 鎖 （ １ ４ ｋ Ｄ ） と １ つ の Ｌ 鎖 （ ８ ｋ Ｄ ） と が 非 共 有
結 合 し た ３ ６ ｋ Ｄ ａ の ヘ テ ロ 三 量 体 タ ン パ ク 質 で あ る 。
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【 ０ ０ １ １ 】
　 カ ル プ ロ テ ク チ ン は 、 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 で あ り 、 カ ル シ ウ ム に 結 合 す る と 、 カ
ル プ ロ テ ク チ ン は 熱 お よ び タ ン パ ク 質 分 解 に 抵 抗 性 を 有 す る 。 こ れ は 、 分 析 技 術 お よ び 使
用 す る 条 件 の 広 い 範 囲 で 起 こ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 カ ル プ ロ テ ク チ ン の エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ は 、 複 合 体 お よ び ／ ま た は そ の 単 量 タ ン パ ク
質 鎖 に 対 す る 特 異 性 を 有 す る 抗 体 が 生 産 さ れ る こ と を 示 し て い る 。 少 な く と も ４ つ の 離 れ
た 免 疫 原 部 位 は 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン 複 合 体 に 存 在 す る こ と が わ か っ て い る 。 い く つ か の 抗
体 は 、 Ｈ 鎖 ま た は Ｌ 鎖 の い ず れ か 一 方 を 認 識 し 、 一 方 、 他 の 抗 体 は 両 方 を 認 識 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 カ ル プ ロ テ ク チ ン は 、 ヒ ト の 体 の あ ら ゆ る 部 位 の 細 胞 、 組 織 、 体 液 に お い て 確 認 さ れ 、
好 中 球 お よ び 単 球 か ら 顕 著 に 誘 導 さ れ る 。 カ ル プ ロ テ ク チ ン は 、 お そ ら く ５ ０ ０ ０ 検 体 以
上 の 中 で も 全 て の 個 体 内 に 存 在 し 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン フ リ ー の 個 体 は 、 確 認 さ れ な か っ た
。 カ ル プ ロ テ ク チ ン は 、 ま た 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ウ サ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ シ お よ び ブ タ に お い
て も 確 認 さ れ た 。 こ の た め 、 至 る と こ ろ に 十 分 に 存 在 す る 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 in vivoで 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン は 、 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 、 好 中 球 活 性 化 、 細 胞 増 殖 に 関
す る 細 胞 内 酵 素 の 阻 害 、 抗 菌 作 用 お よ び 好 中 球 防 御 を 含 む 多 数 の 生 物 学 的 機 能 に 関 与 す る
。 カ ル プ ロ テ ク チ ン は 、 ま た 、 炎 症 反 応 に お け る 制 御 タ ン パ ク 質 で あ り 、 こ の 役 割 に お い
て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 生 成 、 遊 走 因 子 活 性 お よ び 好 中 球 非 流 動 化 因 子 を 刺 激 す る 機 能 を 奏 す
る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 お そ ら く 、 体 液 は 、 通 常 カ ル プ ロ テ ク チ ン を 含 有 し 、 種 々 の 体 液 に お け る カ ル プ ロ テ ク
チ ン 濃 度 は 、 例 え ば 、 多 く の 疾 患 状 態 （ 例 え ば 、 炎 症 、 感 染 お よ び 悪 性 腫 瘍 疾 患 ） に お い
て 増 加 す る 等 、 変 化 す る こ と が わ か っ て い る 。 こ の よ う に 、 疾 患 状 態 を 患 う 患 者 （ 例 え ば
、 患 者 お よ び ／ ま た は 第 三 者 が 気 付 か な い 症 状 を 示 す 個 体 に お い て ） の 体 液 中 の カ ル プ ロ
テ ク チ ン 濃 度 を 測 定 す る こ と や 、 例 え ば 、 健 常 者 （ 例 え ば 、 疾 患 が な い ） の 体 液 中 に お け
る カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 と 測 定 し た カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 を 比 較 す る こ と は 、 こ の よ う な
疾 患 を 診 断 す る 方 法 と し て 使 用 で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 例 え ば 、 細 菌 お よ び ウ ィ ル ス 感 染 の 症 状 は 、 非 常 に 類 似 し て お り 、 そ れ ら の 症 状 の み か
ら 診 断 す る こ と は 非 常 に 難 し い が 、 感 染 患 者 の 血 清 ／ 血 漿 中 の カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 は 、
ウ イ ル ス 感 染 で は 約 １ ～ ２ 倍 で あ る が 、 細 菌 感 染 で は １ ～ １ ８ 倍 に 増 加 す る 。 こ の よ う に
感 染 症 に 気 付 い て い る 患 者 は 、 体 液 内 カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 を 測 定 し 、 感 染 診 断 や そ れ に
従 っ た 治 療 を 受 け る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 診 断 テ ス ト と し て カ ル プ ロ テ ク チ ン が 使 用 さ れ て い る 他 の 疾 患 は 、 リ ュ ウ マ チ 疾 患 （ 例
え ば 、 慢 性 関 節 リ ュ ウ マ チ 、 若 年 性 関 節 リ ュ ウ マ チ 、 全 身 エ リ テ マ ト ー デ ス ） 、 シ ェ ー グ
レ ン 症 候 群 、 眼 内 炎 症 、 嚢 胞 性 繊 維 症 、 急 性 お よ び 慢 性 肺 疾 患 、 肺 腫 （ 鱗 状 細 胞 ） 、 肺 癌
、 結 直 腸 癌 、 炎 症 性 腸 疾 患 、 胃 癌 、  結 腸 直 腸 腺 腫 ま た は 癌 、 ク ロ ー ン 病 、 潰 瘍 性 大 腸 炎
、 胃 腸 粘 膜 炎 症 、 尿 結 石 、 ア ル コ ー ル 性 肝 疾 患 、 経 口 炎 症 粘 膜 疾 患 （ oral inflammatory 
mucosal disease） 、 Ｃ Ｎ Ｓ 炎 症 疾 患 （ 例 え ば 、 多 発 性 硬 化 症 お よ び 急 性 脳 炎 ） 、 Ｈ Ｉ Ｖ
感 染 、 Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 患 者 に お け る 二 次 Ｃ Ｎ Ｓ 感 染 、 尿 管 感 染 症 、 膀 胱 炎 、 腎 盂 腎 炎 、 内 因 性
後 部 ブ ド ウ 膜 炎 （ endogenous posterior uveitis） 、 血 液 疾 患 （ 例 え ば 、 白 血 病 ） 、 発 熱
（ febrile conditions： 感 染 お よ び 非 感 染 ） 、 急 性 心 筋 梗 塞 お よ び ア フ ェ レ ー シ ス （ aphe
resis） を 含 む 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 カ ル プ ロ テ ク チ ン の 血 漿 濃 度 は 、 ま た 、 開 心 手 術 の 間 、 増 加 す る こ と が 知 ら れ て い る (S
emb,A. G. et al, Eur. J. Cardio-thorac Surg. (1991) 5:363-367, Saatvedt, K. et a
l., Scand. J. Thor. Cardiovasc. Surg. (1996) 30: 53-60, Moen, O. et al., Perfusi
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on (1994) 9:109-117)。 さ ら に 、 Saatvedtら は 、 心 肺 バ イ パ ス の 開 始 後 に カ ル プ ロ テ ク チ
ン 濃 度 が 上 昇 し 、 術 後 ８ 時 間 で ピ ー ク を 示 す こ と を 報 告 し て い る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 驚 く こ と に 、 患 者 の Ｃ Ｖ Ｄ 潜 在 性 ま た は Ｃ Ｖ Ｄ 傾 向 が 、 前 記 患 者 か ら 採 取 し た カ ル プ ロ
テ ク チ ン 含 有 サ ン プ ル に お け る カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 の 測 定 に よ っ て 評 価 で き る こ と が わ
か っ た 。 換 言 す る と 、 患 者 か ら 採 取 し た カ ル プ ロ テ ク チ ン 含 有 サ ン プ ル に お け る カ ル プ ロ
テ ク チ ン 濃 度 の 測 定 が 、 患 者 や 医 師 等 の 第 三 者 が 気 付 か な い 開 始 症 状 に 先 立 っ て 、 患 者 が
Ｃ Ｖ Ｄ を 患 う こ と が あ り そ う か 否 か を 予 測 す る こ と に 使 用 で き る こ と が わ か っ た 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 「 潜 在 性 」 ま た は 「 傾 向 」 は 、 一 般 に 、 検 査 し た 現 在 症 状 が な い 患 者 が 、 近 い 将 来 Ｃ Ｖ
Ｄ を 患 う 可 能 性 ま た は 確 立 を 意 味 す る 。 こ れ は 、 近 い 将 来 （ 例 え ば 、 こ れ か ら １ ～ ２ 年 、
少 な く と も ６ ヶ 月 ） に お け る 、 指 数 、 比 、 パ ー セ ン テ ー ジ ま た は Ｃ Ｖ Ｄ 相 対 リ ス ク に 類 似
し た 反 映 の 形 態 を と る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 こ の よ う に 本 発 明 の 一 形 態 は 、 ヒ ト ま た は 非 ヒ ト 動 物 患 者 に お け る Ｃ Ｖ Ｄ 潜 在 性 ま た は
Ｃ Ｖ Ｄ 傾 向 を 検 出 す る 分 析 方 法 で あ っ て 、 前 記 方 法 が 、 前 記 患 者 か ら 採 取 し た カ ル プ ロ テ
ク チ ン 含 有 サ ン プ ル （ 例 え ば 、 血 液 、 血 漿 、 血 清 、 髄 液 、 唾 液 、 尿 、 便 、 関 節 液 （ synovi
al fluid） ま た は 鼻 腔 液 （ empyema fluid） ） に お け る カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 を 評 価 す る
工 程 を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 「 評 価 」 は 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 の 定 量 的 ま た は 半 定 量 的 値 を 決 定 す る こ と を 意 味 す
る 。 こ れ は 、 例 え ば 、 細 胞 や 分 析 し な い サ ン プ ル 成 分 を 除 去 し た り 、 サ ン プ ル の 濃 縮 も し
く は 希 釈 、 ま た は 固 体 基 板 の よ う な 分 離 媒 体 に カ ル プ ロ テ ク チ ン を 移 す 処 理 を し た 後 に 試
験 す る サ ン プ ル 濃 度 の 値 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 評 価 は 、 例 え ば 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン が 、 １ つ 以 上 の 予 め 選 択 さ れ た 閾 値 （ 例 え ば 、 分 析
に よ り 検 出 可 能 な 、 Ｃ Ｖ Ｄ 潜 在 性 ま た は Ｃ Ｖ Ｄ 傾 向 が な い こ と を 示 す 値 ） 以 上 ま た は 以 下
で あ る と い う よ う な 、 単 純 な 定 性 で も よ い 。 こ の よ う な カ ル プ ロ テ ク チ ン の 閾 値 ま た は 他
の リ フ ァ レ ン ス 値 の 正 確 な 値 は 、 天 然 サ ン プ ル 、 年 齢 、 体 重 、 性 別 お よ び 患 者 の 種 に 依 存
し て も よ く 、 ま た 、 様 々 の 発 達 段 階 に お い て Ｃ Ｖ Ｄ の 無 い ま た は Ｃ Ｖ Ｄ が あ る 同 等 の 患 者
の 関 連 し た 体 液 の カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 を 測 定 す る こ と に よ り 、 ル ー チ ン の 方 法 で 測 定 で
き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 測 定 さ れ た ま た は 評 価 さ れ た カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 の 指 標 値 は 、
完 全 な カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 で あ っ て も よ い し 、 指 数 、 比 、 パ ー セ ン テ ー ジ ま た は カ ル プ
ロ テ ク チ ン 濃 度 を 反 映 し た 類 似 値 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 分 析 方 法 に 使 用 す る 体 サ ン プ ル は 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン 含 有 サ ン プ ル で あ れ ば よ
く 、 例 え ば 、 体 液 も し く は 組 織 サ ン プ ル 、 ま た は 懸 濁 液 等 が あ る 。 前 記 サ ン プ ル は 、 好 ま
し く は 、 尿 、 髄 液 、 唾 液 、 関 節 液 ま た は 鼻 腔 液 が 好 ま し く 、 よ り 好 ま し く は 、 血 液 ま た は
血 液 由 来 の サ ン プ ル で あ る 。 例 え ば 、 血 液 ま た は 血 液 由 来 の サ ン プ ル を 使 用 す る 場 合 、 分
析 に 使 用 さ れ る サ ン プ ル は 、 細 胞 を 含 ま な い も の （ 例 え ば 、 血 清 ま た は 血 漿 ） が 好 ま し い
。 ま た 、 便 も 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 サ ン プ ル は 、 本 発 明 の 分 析 方 法 で の 使 用 に 先 立 っ て 処 理 し て も よ い 。 サ ン プ ル は 、 細 胞
お よ び ／ ま た は 分 析 対 象 で は な い サ ン プ ル 成 分 を 除 去 す る 処 理 が 施 さ れ て も よ い 。 サ ン プ
ル は 、 濃 縮 処 理 ま た は 希 釈 処 理 し て も よ く 、 ま た は 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン を 、 例 え ば 、 固 体
基 板 等 の 分 離 媒 体 に 移 す 処 理 を 施 し て も よ い 。 例 え ば 、 サ ン プ ル は 、 緩 衝 液 や 他 の 水 性 媒
体 の 添 加 に よ り 希 釈 し て も よ い 。 ま た 、 特 に 血 漿 ま た は 血 清 サ ン プ ル は 、 直 接 使 用 す る こ
と も で き る 。
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【 ０ ０ ２ ７ 】
　 サ ン プ ル は 、 本 発 明 の 分 析 へ の 使 用 に 先 立 っ て 、 任 意 に カ ル シ ウ ム ま た は 擬 態 カ ル シ ウ
ム （ 例 え ば 、 他 の ア ル カ リ 土 類 金 属 イ オ ン ） で 処 理 す る 。 カ ル シ ウ ム ま た は 擬 態 カ ル シ ウ
ム は 、 Ｃ ａ 2 + イ オ ン を 供 給 す る 形 態 （ 例 え ば 、 Ｃ ａ Ｃ ｌ 2 ） が あ げ ら れ る 。 カ ル シ ウ ム を
使 用 す る 場 合 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン の カ ル シ ウ ム 結 合 部 位 を 飽 和 さ せ る た め に 、 十 分 な カ ル
シ ウ ム ま た は 擬 態 カ ル シ ウ ム を サ ン プ ル に 添 加 す る こ と が 好 ま し い 。 例 え ば 、 １ ０ モ ル 過
剰 に カ ル シ ウ ム 源 を 添 加 し 、 よ り 好 ま し く は ５ モ ル 過 剰 、 特 に 好 ま し く は ３ モ ル 過 剰 で あ
る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 カ ル プ ロ テ ク チ ン の 分 析 は 公 知 で あ り 、 本 発 明 の 方 法 に 使 用 で き る が 、 カ ル プ ロ テ ク チ
ン が Ｃ Ｖ Ｄ 潜 在 性 ま た は Ｃ Ｖ Ｄ 傾 向 の マ ー カ ー や 指 標 で あ る と の 示 唆 は 、 知 ら れ て い な か
っ た 。 換 言 す る と 、 症 状 が 出 て い な い 患 者 の カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 が 、 Ｃ Ｖ Ｄ 潜 在 性 ま た
は Ｃ Ｖ Ｄ 傾 向 の マ ー カ ー ま た は 指 標 と し て 使 用 で き る と の 示 唆 は 知 ら れ て お ら ず 、 特 に 、
カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 が 健 常 者 （ 例 え ば 、 症 状 が な い ） の 母 体 ス ク リ ー ニ ン グ に 適 し た 分
析 方 法 に お け る マ ー カ ー ま た は 指 標 と し て 使 用 で き る と の 示 唆 は 知 ら れ て い な か っ た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 カ ル プ ロ テ ク チ ン の 公 知 の 分 析 方 法 は 、 本 発 明 の 分 析 方 法 に 使 用 で き る 。 こ の よ う に 、
例 え ば 、 米 国 特 許 4,833,074 (Fagerhol et al.)に 開 示 さ れ た カ ル プ ロ テ ク チ ン 単 離 の 方
法 や 、 後 の 単 一 特 異 的 な 抗 血 清 の 生 成 方 法 は 、 従 来 の 分 析 方 法 に 使 用 す る 抗 カ ル プ ロ テ ク
チ ン 抗 体 の 製 造 に 使 用 で き る 。 製 造 さ れ る 抗 カ ル プ ロ テ ク チ ン 抗 体 は 、 例 え ば 、 酵 素 結 合
お よ び 放 射 物 質 免 疫 ア ッ セ イ に お い て 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 例 え ば 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン の 免 疫 分 析 形 態 で あ る NycoCard(商 品 名 、 Axis-Shield PoC、
ノ ル ウ ェ ー 、 オ ス ロ ー )も 使 用 で き る 。 こ の 分 析 は 、 固 相 、 固 定 化 抗 カ ル プ ロ テ ク チ ン 抗
体 で 被 覆 さ れ た 膜 を 含 む 試 験 デ バ イ ス に お け る サ ン ド イ ッ チ -形 態 が 使 用 で き る 。 こ の よ
う に 、 サ ン プ ル （ 任 意 に 希 釈 さ れ た サ ン プ ル ） は 、 デ バ イ ス に 供 給 さ れ 、 サ ン プ ル が 前 記
膜 を 通 過 す る 際 、 存 在 す る カ ル プ ロ テ ク チ ン が 捕 獲 さ れ る 。 膜 に 固 定 さ れ た カ ル プ ロ テ ク
チ ン は 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン -抗 体 複 合 体 に 結 合 す る 金 -抗 体 コ ン ジ ュ ゲ ー ト で 処 理 さ れ 、 赤
色 光 の 吸 収 に よ り 決 定 さ れ る 色 強 度 （ 金 ビ ー ズ に よ る ） が カ ル プ ロ テ ク チ ン 量 と 比 例 す る
。 カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 は 、 従 来 法 で 準 備 し た 検 量 線 か ら 計 算 で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ま た 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン の 商 用 テ ス ト (商 品 名 Calprest)、 例 え ば 、 便 中 の カ ル プ ロ テ ク
チ ン 用 テ ス ト (Eurospitalよ り 入 手 可 能 )も 使 用 で き る 。 こ の 分 析 は 、 酵 素 結 合 抗 体 免 疫 吸
着 ア ッ セ イ シ ス テ ム に お い て カ ル プ ロ テ ク チ ン に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る 。
こ の よ う に 患 者 か ら 採 取 し た サ ン プ ル 中 に 存 在 す る カ ル プ ロ テ ク チ ン は 、 プ ラ ス チ ッ ク ウ
ェ ル の 表 面 に 吸 着 さ せ た 抗 体 に 結 合 す る 。 そ れ か ら 、 酵 素 の 基 質 が 添 加 さ れ 、 生 成 し た 発
色 産 物 の 強 度 は 、 酵 素 量 と カ ル プ ロ テ ク チ ン 量 に 比 例 す る 。 カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 は 、 従
来 法 で 作 成 し た 検 量 線 よ り 計 算 で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 モ ノ -お よ び ポ リ -抗 カ ル プ ロ テ ク チ ン 抗 体 の 双 方 は 、 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る 。 卵 お よ
び ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル は 、 例 え ば 、 そ れ ぞ れ Norwegian Antibodies ASお よ び  Axis-Shi
eld Diagnosticsか ら 入 手 で き 、 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル は 、 Dako A/S（ Denmark） か ら 入 手
で き る 。 例 え ば 、 抗 体 作 製 の 従 来 法 に よ り 得 ら れ た 抗 カ ル プ ロ テ ク チ ン 抗 体 を 、 本 発 明 の
方 法 に 使 用 す る こ と で き る 。 例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 同 様 に 、 ウ サ ギ 抗 カ ル プ ロ テ
ク チ ン 抗 体 は 、 Harlowら （ Harlow and Lane (1988), Antibodies, A Laboratory Manual,
 Cold Spring Harbor Laboratory, New York, NY） に 開 示 さ れ て い る プ ロ ト コ ー ル に 従 っ
て 作 製 で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 抗 カ ル プ ロ テ ク チ ン 抗 体 は 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン 含 有 溶 液 を ニ ワ ト リ に 定 期 的 に 注 射 し 、
ニ ワ ト リ の 卵 黄 か ら 回 収 す る こ と に よ っ て も 調 製 で き る 。 ニ ワ ト リ 卵 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
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は 、 従 来 法 に よ り 単 離 し 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 精 製 で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 分 析 方 法 は 、 健 常 者 （ 例 え ば 、 Ｃ Ｖ Ｄ 症 状 が な い 患 者 ） の 集 団 ス ク リ ー ニ ン グ
に 使 用 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 Ｃ Ｖ Ｄ 潜 在 性 ま た は Ｃ Ｖ Ｄ 傾 向 を 検 出 す る 場 合 、 患 者 は 、
Ｃ Ｖ Ｄ の 存 在 ま た は 非 存 在 を 確 認 す る た め の 更 な る 試 験 （ 例 え ば 、 Ｃ Ｖ Ｄ に 特 有 の よ り 高
価 な 技 術 ） を 受 け る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 一 般 に 、 評 価 す る サ ン プ ル の ほ か に 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン 含 量 が 既 知 で あ る キ ャ リ ブ レ ー
シ ョ ン 用 の サ ン プ ル も 分 析 方 法 の 実 施 に お い て 評 価 す る 。 こ の よ う な 測 定 は 、 測 定 さ れ る
検 査 サ ン プ ル の カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 か ら 、 検 量 線 に プ ロ ッ ト さ れ る 。 キ ャ リ ブ レ ー シ ョ
ン サ ン プ ル の 種 類 や 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン 測 定 に 使 用 さ れ る 変 換 因 子 ま た は 調 節 因 子 の 選 択
は 、 例 え ば 、 実 際 に 分 析 技 術 を 使 用 し て カ ル プ ロ テ ク チ ン を 検 出 す る 方 法 や 、 例 え ば 、 緩
衝 液 組 成 や 分 析 条 件 等 、 分 析 結 果 に 影 響 す る 方 法 の 他 の 形 態 に 依 存 し て 変 化 さ せ て も よ い
。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 一 般 的 な キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン サ ン プ ル と し て 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン 含 量 ０ ～ ５ ０ ０ ０ ｍ ｇ
／ Ｌ の も の が 使 用 さ れ る 。 一 般 に 見 ら れ る カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 値 内 の リ フ ァ レ ン ス 範 囲
は 、 ０ ． １ ～ １ ０ ｍ ｇ ／ Ｌ で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 一 般 に 、 Ｃ Ｖ Ｄ 潜 在 性 ま た は Ｃ Ｖ Ｄ 傾 向 が わ ず か ま た は 見 ら れ な い ヒ ト の 血 清 お よ び 血
漿 に お け る カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 は 、 ０ ． ０ １ ～ ０ ． ７ ５ ｍ ｇ ／ Ｌ の 範 囲 で あ る 。 こ の よ
う な ヒ ト の 血 清 お よ び 血 漿 に お け る カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 は 、 ０ ． ０ ５ ～ ０ ． ７ ０ ｍ ｇ ／
Ｌ の 範 囲 が 好 ま し く 、 さ ら に 好 ま し く は 、 ０ ． １ ０ ～ ０ ． ６ ６ ｍ ｇ ／ Ｌ で あ り 、 例 え ば 、
０ ． １ ５ ～ ０ ． ４ ５ ｍ ｇ ／ Ｌ で あ る 。 例 え ば 、 Ｃ Ｖ Ｄ 潜 在 性 ま た は Ｃ Ｖ Ｄ 傾 向 が わ ず か ま
た は 見 ら れ な い 女 性 の 血 清 お よ び 血 漿 に お け る カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 は 、 ０ ． ０ ９ ～ ０ ．
５ ３ ｍ ｇ ／ Ｌ の 範 囲 で あ り 、 例 え ば 、 約 ０ ． ３ １ ｍ ｇ ／ Ｌ ま た は ０ ． ３ ０ ｍ ｇ ／ Ｌ で あ る
。 例 え ば 、 Ｃ Ｖ Ｄ 潜 在 性 ま た は Ｃ Ｖ Ｄ 傾 向 が わ ず か ま た は 見 ら れ な い 女 性 の 血 清 お よ び 血
漿 に お け る カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 は 、 ０ ． ０ ９ ～ ０ ． ５ ３ ｍ ｇ ／ Ｌ の 範 囲 で あ り 、 例 え ば
、 約 ０ ． ３ ０ ～ ０ ． ３ ９ ｍ ｇ ／ Ｌ 、 特 に ０ ． ３ １ ｍ ｇ ／ Ｌ で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ０ ． ７ ５ ｍ ｇ ／ Ｌ よ り 大 き い 血 清 ま た は 血 漿 の カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 は 、 一 般 的 に 、 Ｃ
Ｖ Ｄ 潜 在 性 ま た は Ｃ Ｖ Ｄ 傾 向 を 非 常 に 強 く 示 す と い え る 。 こ の よ う に 、 分 析 が Ｃ Ｖ Ｄ 潜 在
性 ま た は Ｃ Ｖ Ｄ 傾 向 の 予 測 を 支 持 で き る よ り も 大 き い 閾 値 は 、 一 般 的 に 、 ０ ． ３ ２ ～ ０ ．
７ ７ ｍ ｇ ／ Ｌ の 範 囲 で あ り 、 例 え ば 、 約 ０ ． ６ ７ ｍ ｇ ／ Ｌ 、 好 ま し く は 約 ０ ． ７ ｍ ｇ ／ Ｌ
、 特 に 約 ０ ． ７ ６ ｍ ｇ ／ Ｌ で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 分 析 が Ｃ Ｖ Ｄ 潜 在 性 ま た は Ｃ Ｖ Ｄ 傾
向 の 予 測 を 支 持 で き る よ り も 大 き い 閾 値 は 、 ０ ． ３ ０ ～ ０ ． ５ ０ ｍ ｇ ／ Ｌ の 範 囲 で あ り 、
よ り 好 ま し く は ０ ． ３ ２ ～ ０ ． ４ ７ ｍ ｇ ／ Ｌ 、 例 え ば 、 約 ０ ． ４ ５ ｍ ｇ ／ Ｌ で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 一 般 的 に 、 Ｃ Ｖ Ｄ 潜 在 性 ま た は Ｃ Ｖ Ｄ 傾 向 が わ ず か ま た は 見 ら れ な い ヒ ト の 便 の カ ル プ
ロ テ ク チ ン 濃 度 は 、 ０ ． ０ １ ～ １ ０ ｍ ｇ ／ Ｌ の 範 囲 で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 こ の よ う な
ヒ ト の 便 に お け る カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 は 、 ０ ． ０ ５ ～ ９ ． ０ ｍ ｇ ／ Ｌ の 範 囲 で あ り 、 さ
ら に 好 ま し く は ０ ． ５ ０ ～ ８ ． ０ ｍ ｇ ／ Ｌ で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 １ ０ ｍ ｇ ／ Ｌ 以 上 で あ る 便 に お け る カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 は 、 一 般 的 に 、 Ｃ Ｖ Ｄ 潜 在 性
ま た は Ｃ Ｖ Ｄ 傾 向 を 強 く 示 す と い え る 。 分 析 が Ｃ Ｖ Ｄ 潜 在 性 ま た は Ｃ Ｖ Ｄ 傾 向 の 予 測 を 支
持 で き る よ り も 大 き い 閾 値 は 、 一 般 的 に 、 ９ ｍ ｇ ／ Ｌ で あ り 、 例 え ば 、 約 １ ０ ． ５ ｍ ｇ ／
Ｌ 、 好 ま し く は 約 １ １ ｍ ｇ ／ Ｌ で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 し か し な が ら 、 閾 値 は 、 健 康 状 態 か ら 早 期 段 階 Ｃ Ｖ Ｄ を 通 じ て 重 症 Ｃ Ｖ Ｄ に い た る 、 類
似 タ イ プ （ 年 齢 、 性 別 、 体 重 、 種 等 ） の 患 者 か ら の 同 じ タ イ プ の 体 液 サ ン プ ル に 対 し て 同

10

20

30

40

50

(8) JP 2006-510895 A 2006.3.30



様 の 分 析 技 術 を 用 い た カ ル プ ロ テ ク チ ン 測 定 か ら 算 出 す る の が よ い 。 よ り 好 ま し く は 、 閾
値 は 、 早 期 、 健 康 状 態 で あ る 同 じ 患 者 に 対 し て 測 定 さ れ た 値 で あ る 。 こ の よ う に 、 特 に 、
危 険 に さ ら さ れ て い る 場 合 、 個 体 は 、 集 団 ス ク リ ー ニ ン グ プ ロ グ ラ ム に お い て 、 規 定 の 基
礎 に お け る カ ル プ ロ テ ク チ ン レ ベ ル を モ ニ タ ー で き る （ 例 え ば 、 ６ ヶ 月 か ら １ 年 ご と ） 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 分 析 方 法 に お い て 、 前 記 方 法 は 、 さ ら に 、 患 者 か ら 採 取 し た サ ン プ ル
に お け る Ｃ Ｖ Ｄ 潜 在 性 に 対 す る 他 の マ ー カ ー 濃 度 を 評 価 す る 工 程 を 付 加 的 に 含 む 。 適 当 な
マ ー カ ー の 例 と し て は 、 ホ モ シ ス テ イ ン 、 活 性 化 因 子 XII、 コ レ ス テ ロ ー ル 、 コ レ ス テ ロ
ー ル ： Ｈ Ｄ Ｌ 比 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 、 組 織 適 合 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 活 性 化 因 子 、 Ｖ 因 子 、 VI
I因 子 お よ び VIII因 子 、 リ ポ プ ロ テ イ ン （ ａ ） 、 von Willebrand 因 子 抗 原 、 プ ラ ス ミ ン -
α ２ ア ン チ プ プ ラ ス ミ ン 複 合 体 、 プ ロ ト ロ ン ビ ン 断 片 1+2、 ト ロ ン ビ ン -ア ン チ ト ロ ン ビ ン
III複 合 体 、 フ ィ ブ リ ノ ペ プ チ ド Ａ 、 フ ィ ブ リ ン 分 解 産 物 、 Ｄ -二 量 体 、 活 性 化 プ ロ テ イ ン
Ｃ -耐 性 、 因 子 VIIcお よ び VIIa、 ト ロ ン ビ ン 、 血 清 ア ミ ロ イ ド A、 血 管 吸 着 分 子 （ vascular
 adhesion molecules） お よ び 冠 状 動 脈 カ ル シ ウ ム （ coronary calcium） が あ げ ら れ る 。
好 ま し く は 、 第 ２ マ ー カ ー が 、 ホ モ セ リ ン ま た は Ｃ -反 応 性 タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 よ り 好 ま し く は 、 本 発 明 の 分 析 方 法 は 、 さ ら に 、 患 者 か ら 採 取 し た サ ン プ ル に お け る Ｃ
-反 応 性 タ ン パ ク 質 （ Ｃ Ｒ Ｐ ） 濃 度 を 評 価 す る 工 程 を 付 加 的 に 含 む 。 Ｃ Ｒ Ｐ 濃 度 は 、 前 記
カ ル プ ロ テ ク チ ン 分 析 と 同 時 ま た は 順 次 に 評 価 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 Ｃ Ｒ Ｐ 測 定 は 、 標 準 免 疫 分 析 技 術 （ 例 え ば 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 、 Ｒ Ｉ Ａ 等 ） を 用 い て 行 う こ と
が で き 、 ま た は 、 NycoCard（ 商 品 名 ： 米 国 オ ハ イ オ 州 Axis-Shield PoCか ら 入 手 可 能 ） に
よ り 測 定 で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 １ ． ７ ５ ｍ ｇ ／ Ｌ 以 上 の Ｃ Ｒ Ｐ 濃 度 に 加 え て 、 ０ ． ７ ５ ｍ ｇ ／ Ｌ 以 上 の 血 清 ま た は 血 漿
に お け る カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 は 、 一 般 的 に 、 Ｃ Ｖ Ｄ 潜 在 し ま た は Ｃ Ｖ Ｄ 傾 向 の 非 常 に 強
い 指 標 と な る 。 好 ま し く は 、 上 記 濃 度 の 存 在 は 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン ま た は Ｃ Ｒ Ｐ 濃 度 の み
よ り も 、 Ｃ Ｖ Ｄ 潜 在 性 ま た は Ｃ Ｖ Ｄ 傾 向 の よ り 強 い 指 標 と な る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 こ の よ う に 、 分 析 が Ｃ Ｖ Ｄ 潜 在 性 ま た は Ｃ Ｖ Ｄ 傾 向 の 予 測 を 支 持 で き る よ り も 大 き い 閾
値 は 、 一 般 に 、 そ れ ぞ れ ０ ． ３ ２ ～ ０ ． ７ ７ ｍ ｇ ／ Ｌ 、 １ ． ７ ０ ｍ ｇ ／ Ｌ で あ り 、 好 ま し
く は 約 ０ ． ６ ７ ｍ ｇ ／ Ｌ お よ び １ ． ７ ５ ｍ ｇ ／ Ｌ で あ り 、 よ り 好 ま し く は 約 ０ ． ７ ０ ｍ ｇ
／ Ｌ お よ び ２ ． ０ ０ ｍ ｇ ／ Ｌ で あ り 、 特 に 好 ま し く は 約 ０ ． ７ ６ ｍ ｇ ／ Ｌ お よ び ２ ． ２ ５
ｍ ｇ ／ Ｌ で あ る 。 分 析 が Ｃ Ｖ Ｄ 潜 在 性 ま た は Ｃ Ｖ Ｄ 傾 向 の 予 測 を 支 持 で き る よ り も 大 き な
閾 値 は 、 ０ ． ３ ０ ～ ０ ． ５ ０ ｍ ｇ ／ Ｌ の 範 囲 お よ び ０ ． ７ ５ ｍ ｇ ／ Ｌ で あ る こ と が 好 ま し
く 、 よ り 好 ま し く は ０ ． ３ ２ ～ ０ ． ４ ７ ｍ ｇ ／ Ｌ の 範 囲 お よ び ０ ． ７ ５ ｍ ｇ ／ Ｌ で あ り 、
例 え ば 、 約 ０ ． ４ ５ ｍ ｇ ／ Ｌ お よ び ０ ． ７ ５ ｍ ｇ ／ Ｌ で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 さ ら な る 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 方 法 に 使 用 す る た め の 分 析 キ ッ ト を 提 供 し
、 前 記 キ ッ ト は 、 試 薬 、 分 析 方 法 を 実 行 し て そ の 結 果 を 解 説 す る た め の 取 扱 い 説 明 書 、 お
よ び 、 任 意 に カ ル プ ロ テ ク チ ン 含 有 レ フ ァ レ ン ス サ ン プ ル 、 任 意 に 検 出 器 を 含 む 。 前 記 分
析 キ ッ ト は 、 さ ら に 、 Ｃ Ｒ Ｐ 濃 度 を 測 定 す る た め の 試 薬 お よ び 取 扱 い 説 明 書 を 含 む こ と が
好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 キ ッ ト の 使 用 説 明 書 は 、 例 え ば 、 ラ ベ ル 形 式 、 マ ニ ュ ア ル 、 ま た は 指 示 リ ー フ レ ッ ト で
も よ い が 、 こ れ ら は 、 か わ り に コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム ま た は コ ン ピ ュ ー タ ー デ ィ ス ク
の よ う な デ ー タ 媒 体 の 形 態 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 前 記 検 出 器 を 有 す る 場 合 、 一 般 的 に 、 ス ペ ク ト ロ メ ー タ ー 、 核 放 射 線 検 出 器 、 散 乱 光 検
出 器 等 の レ ポ ー タ ー 種 を 検 出 で き る も の で あ る 。
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【 ０ ０ ５ ０ 】
　 前 記 試 薬 は 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン 測 定 に 適 当 な 試 薬 が あ げ ら れ 、 前 記 適 当 な 試 薬 は 、 こ こ
で あ げ ら れ た Eurospitalお よ び NycoCard (商 品 名 ； ノ ル ウ ェ ー 、 オ ス ロ ー の Axis Shield 
ASAよ り 入 手 可 能 )の よ う な 入 手 で き る カ ル プ ロ テ ク チ ン テ ス ト に 関 連 す る 文 献 で 明 記 さ れ
て い る 。 米 国 特 許 4,833,074に 記 載 さ れ て い る 試 薬 も 適 当 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 評 価 の 特 に 好 ま し い 分 析 方 法 は 、 粒 子 を 使 用 し た イ ム ノ
ア ッ セ イ で あ る 。 こ れ は 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 の 比 濁 測 定 に 基 づ く 感 度 に 優 れ た 技 術 で
あ る 。 分 析 に よ り 得 ら れ る 感 度 は 、 相 対 的 に 低 濃 度 で あ る 体 液 （ 例 え ば 、 血 清 ま た は 血 漿
） サ ン プ ル に 対 し て 、 高 精 度 で の 検 出 を 可 能 と す る 。 同 時 に 、 相 対 的 に 高 濃 度 の カ ル プ ロ
テ ク チ ン も 、 ま た 正 確 に 測 定 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 比 濁 測 定 は 、 分 析 に お い て 固 体 表 面 が 、 物 理 的 分 離 、 お よ び 大 量 の 洗 浄 を 必 要 と せ ず 、
お よ び /ま た は 分 離 工 程 を 必 要 と し な い と い う 有 利 な 点 を 有 す る 。 先 行 技 術 （ 例 え ば 、 Ｅ
Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） と 比 較 し て 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン の 均 質 比 濁 測 定 は 、 迅 速 且 つ 簡 便 に 行 う こ と が
で き 、 ま た 、 例 え ば 、 自 動 化 し て も よ い 。 例 え ば 、 固 体 表 面 に 関 わ る 非 均 質 技 術 の 自 動 化
と 比 較 し て 、 比 濁 測 定 に 基 づ く 分 析 の 自 動 化 は 、 相 対 的 に 簡 単 で あ る 。 ま た 、 結 果 的 に 自
動 化 さ れ た 均 質 プ ロ セ ス は 、 例 え ば 、 壊 れ る と い う よ う な 傾 向 が な く 、 信 頼 で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 自 動 化 比 濁 分 析 は 、 迅 速 で 、 サ ン プ ル の 高 ス ル ー プ ッ ト が 可 能 で あ り 、 相 対 的 に 安 価 に
稼 動 で き る 。 一 般 的 に 、 商 業 的 に 入 手 可 能 な ロ ボ ッ ト 、 例 え ば 、 Cobas Mira ま た は  Hita
chi 711等 を 用 い て 行 う こ と が で き 、 そ れ ら は 両 方 と も Roche Diagnosticsか ら 入 手 可 能 で
あ る 。 こ の よ う な 自 動 化 分 析 は 、 特 に 、 Ｃ Ｖ Ｄ 潜 在 性 ま た は 傾 向 を 個 々 で ル ー チ ン に 試 験
す る 際 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 の 比 濁 測 定 に お い て 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン 含 有 サ ン プ ル は 、 一 般 的
に 体 液 、 例 え ば 、 尿 、 髄 液 、 唾 液 、 間 接 液 、 鼻 腔 液 （ empyema fluid） が あ げ ら れ 、 よ り
好 ま し く は 血 液 ま た は 血 液 由 来 の サ ン プ ル で あ る 。 こ の よ う な 場 合 、 分 析 に 使 用 す る サ ン
プ ル は 、 好 ま し く は セ ル フ リ ー で あ る （ 例 え ば 、 血 清 ま た は 血 漿 ） 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 こ の よ う に 、 サ ン プ ル に は 、 セ ル お よ び /ま た は 分 析 し な い サ ン プ ル 成 分 を 除 去 す る 処
理 を 行 う こ と が 好 ま し い 。 ま た 、 サ ン プ ル に は 、 濃 縮 ま た は 希 釈 す る 処 理 を 施 し て も よ く
、 ま た 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン を 分 離 媒 体 （ 例 え ば 、 固 体 基 板 ） に 移 し て も よ い 。 例 え ば 、 サ
ン プ ル は 、 水 、 緩 衝 液 ま た は 水 性 溶 媒 の 添 加 に よ り 希 釈 し て も よ い 。 ま た 、 サ ン プ ル 、 特
に 血 清 ま た は 血 漿 サ ン プ ル は 、 直 接 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 サ ン プ ル は 、 分 析 方 法 で の 使 用 に 先 立 っ て 、 任 意 に カ ル シ ウ ム ま た は カ ル シ ウ ム 擬 態 で
処 理 さ れ る 。 カ ル シ ウ ム ま た は カ ル シ ウ ム 擬 態 は 、 Ｃ ａ 2 + イ オ ン (例 え ば 、 Ｃ ａ Ｃ ｌ 2 )を
与 え る 形 態 で あ る 。 カ ル シ ウ ム を 使 用 す る 場 合 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン の カ ル シ ウ ム 結 合 部 位
を 飽 和 さ せ る た め に 、 充 分 な カ ル シ ウ ム ま た は カ ル シ ウ ム 擬 態 を サ ン プ ル に 添 加 す る こ と
が 好 ま し い 。 例 え ば 、 カ ル シ ウ ム を １ ０ モ ル 過 剰 に 添 加 し 、 好 ま し く は ５ モ ル 過 剰 に ま た
は 特 に 好 ま し く は ３ モ ル 過 剰 に 添 加 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 の 比 濁 測 定 に 対 し て 、 不 透 明 化 （ opacity） は 、 一 般 的 に 、 カ ル
プ ロ テ ク チ ン 含 有 サ ン プ ル 、 ま た は そ の 分 取 を 、 抗 カ ル プ ロ テ ク チ ン 抗 体 、 抗 体 断 片 ま た
は 抗 カ ル プ ロ テ ク チ ン 抗 体 の 混 合 物 （ 例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 混 合 物 ） と 接 触 さ せ
る こ と に よ り 発 生 す る 。 商 業 的 に Norwegian Antibodies ASよ り 入 手 で き る 卵 ポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗 ヒ ト カ ル プ ロ テ ク チ ン 抗 体 は 、 例 え ば 、 不 透 明 化 の 発 生 に 使 用 さ れ る 。 例 え ば 、 抗
体 作 製 の 慣 用 技 術 に よ り 得 ら れ た 抗 カ ル プ ロ テ ク チ ン 抗 体 は 、 本 発 明 の 方 法 に 使 用 で き る
。
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【 ０ ０ ５ ８ 】
　 カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 の 比 濁 測 定 に 使 用 す る 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 は 、 溶 離 液 に 存 在 す る
他 の 血 液 タ ン パ ク 質 と の 交 差 反 応 を 示 さ な い 、 も し く は わ ず か に し か 示 さ な い も の が 好 ま
し い 。 付 着 効 果 の 結 果 と し て 不 透 明 が 生 じ 、 こ れ に よ り 多 重 の カ ル プ ロ テ ク チ ン 結 合 が 不
透 明 中 心 を 発 生 す る た め 、 使 用 す る 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 の 量 は 、 も ち ろ ん 、 カ ル プ ロ テ ク
チ ン 含 有 標 準 サ ン プ ル に 対 し て 最 適 化 す べ き で あ る 。 上 述 の よ う に カ ル プ ロ テ ク チ ン は 、
多 数 の 抗 体 結 合 部 位 を 有 し て お り 、 ま た 、 こ の よ う な 分 析 に お い て 測 定 に 特 に 適 し て い る
。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 好 ま し い 一 実 施 形 態 に お い て 、 抗 カ ル プ ロ テ ク チ ン 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 は 、 結 合 ま た は
共 役 に よ っ て 、 直 接 ま た は 間 接 的 に 、 固 定 化 に 通 常 使 用 さ れ て い る 公 知 の 固 体 支 持 体 ま た
は マ ト リ ッ ク ス に 固 定 化 さ れ て も よ い 。 前 記 固 体 支 持 体 ま た は マ ト リ ッ ク ス は 、 粒 子 形 態
で あ る こ と が 好 ま し く 、 よ り 好 ま し く は ナ ノ 粒 子 で あ る 。 前 記 固 体 支 持 体 は 、 ガ ラ ス 、 シ
リ カ 、 ラ テ ッ ク ス 、 金 属 （ 例 え ば 、 金 ） ま た は ポ リ マ ー 材 料 （ ポ リ エ チ レ ン ） 等 が 便 利 で
あ る 。 前 記 固 体 支 持 体 は 、 ポ リ エ チ レ ン の よ う な ポ リ マ ー 材 料 製 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 抗 カ ル プ ロ テ ク チ ン 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 の 結 合 ま た は 固 定 化 は 、 慣 用 技 術 を 用 い て 行 う
こ と が で き る 。 例 え ば 、 ア ビ ジ ン （ Pierce Chemical Companyか ら 入 手 可 能 ） は 、 緩 衝 液
中 に お け る 攪 拌 （ 例 え ば 、 室 温 ２ ４ 時 間 ） に よ っ て 、 ク ロ ロ メ チ ル 活 性 ポ リ ス チ レ ン ナ ノ
粒 子 （ 米 国 Interfacial Dynamic Corporationよ り 入 手 可 能 ）  に 固 定 化 で き 、 そ れ か ら 、
ビ オ チ ン 標 識 抗 カ ル プ ロ テ ク チ ン 抗 体 （ 技 術 分 野 の 従 来 技 術 に 従 っ て 調 製 ） と の 結 合 に よ
り 使 用 で き る 。 こ の よ う に 、 例 え ば 、 Ｃ Ｖ Ｄ 潜 在 性 ま た は 傾 向 を 検 査 す る 患 者 か ら 採 取 し
た 血 漿 は 、 分 光 光 度 計 の 石 英 容 器 内 で ア ビ ジ ン で 被 覆 さ れ た ナ ノ 粒 子 の 溶 液 に 添 加 さ れ 、
続 い て 、 ビ オ チ ン 標 識 化 抗 カ ル プ ロ テ ク チ ン 抗 体 を 添 加 す る 。 そ れ か ら 濁 度 の 読 み 取 り を
行 う 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ま た 、 ビ オ チ ン 標 識 化 抗 体 は 、 血 漿 ま た は 血 清 の 添 加 に 先 立 っ て 添 加 し て も よ い 。 換 言
す る と 、 比 濁 検 出 に 使 用 す る 機 器 に 関 わ ら ず 、 同 じ 試 薬 が 一 般 的 に 使 用 さ れ る が 、 い く つ
か の 試 薬 を 添 加 す る 正 確 な 順 序 は 、 変 え る こ と が で き る 。 一 般 に 、 使 用 さ れ る 順 序 は 、 使
用 す る 分 光 光 度 計 に 添 付 さ れ て い る 説 明 書 に 従 う べ き で あ る (例 え ば 、 Shimadzu UV-160 
分 光 光 度 計 )。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 濁 度 の 読 み 取 り を 行 い （ 例 え ば 、 適 し た 波 長 に お け る 光 吸 収 を 規 則 正 し い 間 隔 で 測 定 す
る ） 、 リ フ ァ レ ン ス と 相 対 的 な 光 吸 収 が 決 定 さ れ る 。 随 意 、 複 数 波 長 器 が 、 濁 度 表 示 に 使
用 さ れ 、 よ り 正 確 な 結 果 が 提 供 さ れ る 。 濁 度 読 み 取 り を 行 う た め の 適 切 な 機 器 は 、 Cobas 
Mira、 Roche Integra お よ び Merck's Turbiquantを 含 む 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 他 の 実 験 構 成 に お い て 、 抗 カ ル プ ロ テ ク チ ン 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 は 、 直 接 、 ク ロ ロ メ チ
ル 活 性 化 ナ ノ 粒 子 （ 米 国 Interfacial Dynamic Corporationよ り 入 手 可 能 ） に 固 定 化 さ れ
て も よ い 。 例 え ば 、 抗 カ ル プ ロ テ ク チ ン 抗 体 （ 例 え ば 、 卵 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は Norwegia
n Antibodies ASよ り 入 手 可 能 ） は 、 上 述 の 活 性 化 粒 子 と 緩 衝 液 中 (10ｍ Ｍ ホ ウ 酸 、 15ｍ Ｍ
塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 ｐ Ｈ 9.0)で 混 合 さ れ 、 抗 カ ル プ ロ テ ク チ ン 抗 体 被 覆 ナ ノ 粒 子 を 形 成 す る
た め に 攪 拌 す る (例 え ば 、 室 温 で 24時 間 )。 こ の よ う な ナ ノ 粒 子 は 、 Ｃ Ｖ Ｄ 潜 在 性 ま た は Ｃ
Ｖ Ｄ 傾 向 を 検 査 す る 患 者 か ら 採 取 し た 緩 衝 液 中 の 血 漿 ま た は 血 清 サ ン プ ル に 、 そ れ ら を 添
加 し 、 カ イ ネ テ ィ ッ ク モ ー ド で の 濁 度 表 示 に よ る カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 の 比 濁 測 定 に 使 用
で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 ま た 、 血 漿 ま た は 血 清 が 抗 カ ル プ ロ テ ク チ ン 抗 体 被 覆 ナ ノ 粒 子 に 添 加 さ れ て も よ い 。 換
言 す る と 、 濁 度 検 出 に 使 用 さ れ る 機 器 に か か わ ら ず 一 般 的 に 同 じ 試 薬 が 使 用 さ れ る が 、 添
加 さ れ る 様 々 な 試 薬 の 正 確 な 順 序 は 変 え て も よ い 。 一 般 的 に 、 使 用 す る 順 序 は 、 使 用 す る
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分 光 光 度 計 に 伴 う 説 明 書 に 従 う べ き で あ る （ 例 え ば 、 Shimadzu UV-160 分 光 光 度 計 ） 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 分 析 方 法 に 従 っ た 濁 度 表 示 に 適 し た 自 動 化 装 置 の 例 は 、 Cobas Miraお よ び Hita
chi 711で あ り 、 両 方 と も Roche Diagnosticsよ り 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 と 結 合 す る 粒 子 は 、 一 般 的 に 球 形 で あ る 。 分 析 に 使 用 す る 粒 子 サ イ
ズ は 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 の 測 定 精 度 に 影 響 す る 。 よ り 大 き な 粒 子 は 、 低 濃 度 カ ル プ ロ
テ ク チ ン の 検 出 を 可 能 と す る が 、 そ れ ら の 小 さ い 表 面 領 域 は 、 そ れ ら が 低 い 結 合 キ ャ パ シ
テ ィ ー で あ る こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 粒 子 直 径 を 二 倍 に す る と 、 粒 子 の １ 質 量 単 位 の 結
合 キ ャ パ シ テ ィ ー が 半 減 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 さ ら に 、 粒 子 直 径 の 増 加 は 、 こ の よ う な 分 析 に 一 般 的 に 使 用 さ れ る 波 長 (例 え ば 、 330～
600nm)に お け る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 光 吸 収 な ら び に 光 懸 濁 の レ ベ ル を 増 加 す る 。 こ の よ う な
よ り 大 き な 粒 子 は 、 分 析 感 度 を 増 加 す る が 、 こ れ は 、 精 度 の ロ ス を 伴 い 、 特 に 、 擬 陰 性 結
果 の 増 加 と な る 。 こ れ は 特 に 、 相 対 的 に 高 濃 度 カ ル プ ロ テ ク チ ン を 含 む サ ン プ ル の 症 例 ら
し く （ 例 え ば 、 Ｃ Ｖ Ｄ 潜 在 性 や 傾 向 が 高 い 個 体 か ら 得 ら れ た サ ン プ ル ） 、 前 記 ナ ノ 粒 子 が
結 合 し た 結 合 部 位 は 、 全 て の カ ル プ ロ テ ク チ ン が 結 合 す る こ と な く 飽 和 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 粒 径 変 化 に 関 連 す る こ れ ら の カ ウ ン タ ー 作 用 効 果 （ 例 え ば 、 粒 径 増 加 は 、 感 度 を 増 加 す
る が 精 度 を 減 少 す る ） は 、 体 液 に 存 在 す る カ ル プ ロ テ ク チ ン レ ベ ル の 範 囲 を 検 出 す る た め
の 感 度 分 析 の 発 展 に お い て 、 解 消 さ れ る 重 要 な 問 題 を 表 す 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 分 析 方 法 に お い て 、 使 用 す る 粒 子 は 、 広 範 囲 の カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 に
対 し て 、 正 確 な 測 定 を 可 能 に す る こ と が 好 ま し い 。 こ れ は 、 高 レ ベ ル の 信 頼 性 が 、 陽 性 結
果 と 同 様 に 、 陰 性 結 果 （ 例 え ば 、 閾 値 以 下 と な る 濃 度 ） の 両 方 の も の で あ る と す る こ と が
で き る 。 特 に 、 本 発 明 の 分 析 方 法 に お い て 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 が 、 0.5～ 50ｍ ｇ ／ Ｌ
の 範 囲 (例 え ば 、 1～ 40ｍ ｇ ／ Ｌ )で あ る サ ン プ ル を 測 定 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 に 結 合 す る 粒 子 は 、 一 般 的 に 、 直 径 １ ～ １ ５ ０ ｎ ｍ 、 例 え ば 、 １ ０
～ ９ ０ ｎ ｍ ま た は １ ５ ～ ６ ０ ｎ ｍ 、 例 え ば 、 ４ ４ ｎ ｍ の 球 形 で あ る 。 特 に 好 ま し い 本 発 明
の 分 析 方 法 に お い て 、 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 に 結 合 す る 粒 子 は 、 直 径 ５ ５ ～ １ ４ ０ ｎ ｍ 、 よ
り 好 ま し く は ６ ５ ～ １ １ ０ ｎ ｍ 、 例 え ば 、 ７ ０ ～ ９ ０ ｎ ｍ で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 ま た 、 粒 子 の 直 径 は 、 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 が そ れ ら の 表 面 に 結 合 し て も 、 測 定 で き る 。
こ の 場 合 、 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 で 被 覆 さ れ た 粒 子 の 直 径 は 、 好 ま し く は ６ ５ ～ １ ４ ０ ｎ ｍ
で あ り 、 よ り 好 ま し く は ７ ５ ～ １ ２ ０ ｎ ｍ で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は ８ ０ ～ １ ０ ０ ｎ ｍ で
あ る 。 こ れ ら の サ イ ズ の 被 覆 粒 子 は 、 特 に 、 試 験 サ ン プ ル が 血 漿 の 場 合 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 非 被 覆 状 態 お よ び 被 覆 状 態 の 両 方 に お い て 、 粒 子 は 、 そ れ 自 体 が 分 光 光 度 計 検 出 に 使 用
す る 光 波 長 を 吸 収 で き な い 直 径 で あ る こ と が 好 ま し い 。 こ の よ う に 、 被 覆 さ れ た ナ ノ 粒 子
の 懸 濁 液 は 、 凝 集 形 成 に 誘 導 さ れ た カ ル プ ロ テ ク チ ン が 結 果 と し て 大 き な 直 径 を 有 す る 凝
集 形 成 を 生 じ る ま で 、 ほ ぼ （ 例 え ば 、 概 ね ） 透 明 で あ る 。 こ の よ う な 凝 集 体 は 、 分 光 硬 度
計 に よ り 使 用 さ れ る 光 波 長 の 吸 収 能 を 有 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 さ ら に 、 粒 子 は 、 全 て 概 ね 同 じ サ イ ズ で あ る こ と が 好 ま し く 、 よ り 好 ま し く は 全 て 同 じ
直 径 で あ る 。 好 ま し く は 、 単 一 分 散 金 属 （ 例 え ば 、 金 ） ま た は ポ リ マ ー 粒 子 が 使 用 さ れ る
。 単 一 分 散 ポ リ マ ー 粒 子 は 、 Dynal Biotech AS（ ノ ル ウ ェ ー 、 オ ル ソ ー ） よ り 入 手 可 能 で
あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 理 論 上 結 合 さ せ る こ と は 望 ま な い が 、 固 定 化 さ れ た 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 の 使 用 は 、 不 透
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明 の 発 生 部 位 が 誘 導 さ れ た カ ル プ ロ テ ク チ ン の サ イ ズ を 増 加 す る こ と に よ っ て 、 分 析 感 度
を 増 加 し 、 こ の た め 、 そ こ か ら 光 量 が 分 散 さ れ る 。 固 体 支 持 体 ま た は 概 ね 全 て が 同 じ サ イ
ズ で あ る マ ト リ ッ ク ス （ 例 え ば 、 ナ ノ 粒 子 ） を 使 用 す る こ と に よ り 、 比 濁 分 析 の 感 度 は 、
さ ら に 増 加 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 比 濁 分 析 に お け る ル ー チ ン と し て 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の よ う な ポ リ マ ー 不 透 明 化
エ ン ハ ン サ ー は 、 溶 離 液 に 添 加 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 比 濁 測 定 を 行 う 前 、 分 画 、 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 （ 好 ま し く は ナ ノ 粒 子 に 結 合 し た ） 、 お
よ び 任 意 の エ ン ハ ン サ ー は 、 短 い 時 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト で き 、 例 え ば 、 ５ 分 か ら １ 時
間 、 好 ま し く は 約 １ ０ 分 で あ る 。 任 意 に 、 比 濁 技 術 を 用 い た カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 の 測 定
に お い て 、 速 度 表 示 （ kinetic reading） を 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 混 濁 の 測 定 に 使 用 す る 光 は 、 適 切 な 波 長 、 例 え ば 、 ３ ０ ０ ～ ６ ０ ０ ｎ ｍ で あ る 。 こ れ に
関 し て 、 ３ ０ ０ ～ ４ ５ ０ ｎ ｍ フ ィ ル タ ー 、 好 ま し く は ３ ４ ０ ｎ ｍ ま た は ４ ０ ５ ｎ ｍ フ ィ ル
タ ー の 使 用 が 、 特 に 良 い 結 果 を 提 供 す る こ と が わ か っ た 。 ５ ６ ０ ｎ ｍ フ ィ ル タ ー は 、 特 に
良 い 結 果 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 一 般 に 、 サ ン プ ル に 加 え て 、 評 価 の 際 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン 既 知 含 量 の キ ャ リ ブ レ ー シ ョ
ン サ ン プ ル が 、 分 析 方 法 の 実 行 に お い て 評 価 さ れ る 。 こ の よ う な 測 定 は 、 評 価 の 際 、 決 定
し た サ ン プ ル の カ ル プ ロ テ ク チ ン 含 量 か ら 検 量 線 に プ ロ ッ ト す る こ と に よ り 行 え る 。 ５ ０
０ ０ ｍ ｇ ／ Ｌ (例 え ば 、 １ ５ ０ ０ 、 １ ０ ０ ０ 、 ７ ５ ０ 、 ２ ５ ０ 、 １ ０ ０ )ま で 、 ま た は １ ０
０ ｍ ｇ ／ Ｌ (例 え ば 、 ７ ５ 、 ５ ０ 、 ２ ５ 、 ５ 、 １ ． ０ お よ び ０ ． ５ ｍ ｇ ／ Ｌ )ま で の カ ル プ
ロ テ ク チ ン 含 量 キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン サ ン プ ル を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 よ り 好 ま し く は
、 １ ０ ｍ ｇ ／ Ｌ (例 え ば 、 １ ０ 、 ８ 、 ６ 、 ４ 、 ２ ｍ ｇ ／ Ｌ )ま で 、 さ ら に 好 ま し く は ５ ｍ ｇ
／ Ｌ (５ 、 ４ ． ５ 、 ４ 、 ３ ． ５ 、 ３ 、 ２ ． ５ 、 ２ 、 １ ． ５ 、 １ 、 ０ ． ５ ｍ ｇ ／ Ｌ )ま で の カ
ル プ ロ テ ク チ ン 含 量 の 検 量 サ ン プ ル で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 前 述 の よ う な カ ル プ ロ テ ク チ ン 測 定 の た め の 比 濁 分 析 は 、 驚 く ほ ど 正 確 、 迅 速 、 安 価 、
容 易 で 、 自 動 化 し 易 い 。 こ れ は 、 比 較 的 複 雑 で 、 一 般 的 に 診 断 の ラ ボ で 使 用 さ れ て い る 自
動 化 マ ル チ タ ス ク 診 断 装 置 に 直 接 適 用 で き な い 現 在 利 用 可 能 な 分 析 方 法 と 対 照 的 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 自 動 化 は 、 特 に 、 多 数 の 混 合 、 添 加 お よ び ／ ま た は 希 釈 工 程 を 含 む 場 合 に 、 高 い 精 度 が
達 成 さ れ る こ と か ら 望 ま し い 。 自 動 装 置 （ ロ ボ ッ ト ） も 、 高 い 信 頼 性 お よ び ／ ま た は 再 現
性 を 提 供 で き る 。 自 動 化 は 、 処 理 量 を 増 加 で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 し か し な が ら 、 適 度 な 精 度 レ ベ ル を 提 供 で き る 現 在 利 用 可 能 な 分 析 方 法 （ 例 え ば 、 ELIS
A） は 、 自 動 化 が 困 難 で あ る 。 こ れ は 、 少 な く と も あ る 程 度 、 一 般 的 に 多 数 の 洗 浄 お よ び
分 離 工 程 （ 例 え ば 、 固 体 表 面 へ の 結 合 ） を 含 み 、 同 一 で な い プ ロ セ ス が し ば し ば 問 題 と な
る た め で あ る 。 ま た 、 こ れ ら の プ ロ セ ス は 、 一 般 的 に 、 自 動 化 プ ロ ト コ ー ル の 複 雑 さ を 増
加 す る 比 較 的 多 数 の ス テ ッ プ を 含 む 。 カ ル プ ロ テ ク チ ン 測 定 の 他 の 従 来 技 術 （ 例 え ば 、 比
濁 法 ） は 、 高 い 精 度 を 提 供 す る が 、 必 要 な 測 定 を 実 行 す る た め に 特 別 な 装 置 を 必 要 と す る
。 特 別 な 装 置 は 、 一 般 的 に 自 動 化 プ ロ ト コ ー ル に 組 み 込 む こ と が 容 易 で は な い 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 確 か に 、 診 断 技 術 に 使 用 す る た め 、 安 価 、 信 頼 性 、 迅 速 性 お よ び 容 易 性 な カ ル プ ロ テ ク
チ ン 分 析 が 、 継 続 的 に 必 要 と さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 こ の よ う に 、 さ ら な る 態 様 に よ る と 、 本 発 明 は 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン 含 有 体 液 に お け る カ
ル プ ロ テ ク チ ン を 測 定 す る た め の 分 析 方 法 を 提 供 し 、 前 記 方 法 は 以 下 の 工 程 を 含 む 。
(a)  流 動 体 ま た は 前 記 流 動 体 由 来 の カ ル プ ロ テ ク チ ン 含 有 液 体 サ ン プ ル を 得 る 工 程 、
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(b)  前 記 体 液 の 前 記 サ ン プ ル に 、 任 意 に ナ ノ 粒 子 結 合 し た 、 抗 カ ル プ ロ テ ク チ ン 抗 体 ま
た は 抗 体 断 片 を 接 触 さ せ て 、 前 記 カ ル プ ロ テ ク チ ン を 結 合 さ せ る 工 程 、
(c)  任 意 に 、 不 透 明 化 エ ン ハ ン サ ー を 添 加 す る 工 程 、
(d)  濁 度 に よ り カ ル プ ロ テ ク チ ン 含 量 を 評 価 す る 工 程 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 こ の よ う な 分 析 は 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン の 異 常 レ ベ ル （ 例 え ば 、 高 レ ベ ル ） に よ り 特 徴 付
け ら れ る 様 々 な 疾 患 状 態 の 診 断 に 有 効 で あ る 。 こ の よ う な 疾 患 状 態 は 、 リ ュ ウ マ チ 疾 患 （
例 え ば 、 慢 性 関 節 リ ュ ウ マ チ 、 若 年 性 関 節 リ ュ ウ マ チ 、 全 身 エ リ テ マ ト ー デ ス ） 、 シ ェ ー
グ レ ン 症 候 群 、 眼 内 炎 症 、 嚢 胞 性 繊 維 症 、 急 性 お よ び 慢 性 肺 疾 患 、 肺 腫 （ 鱗 状 細 胞 ） 、 肺
癌 、 結 直 腸 癌 、 炎 症 性 腸 疾 患 、 胃 癌 、  結 腸 直 腸 腺 腫 ま た は 癌 、 ク ロ ー ン 病 、 潰 瘍 性 大 腸
炎 、 胃 腸 粘 膜 炎 症 、 尿 結 石 、 ア ル コ ー ル 性 肝 疾 患 、 経 口 炎 症 粘 膜 疾 患 （ oral inflammator
y mucosal disease） 、 Ｃ Ｎ Ｓ 炎 症 疾 患 （ 例 え ば 、 多 発 性 硬 化 症 お よ び 急 性 脳 炎 ） 、 Ｈ Ｉ
Ｖ 感 染 、 Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 患 者 に お け る 二 次 Ｃ Ｎ Ｓ 感 染 、 尿 管 感 染 症 、 膀 胱 炎 、 腎 盂 腎 炎 、 内 因
性 後 部 ブ ド ウ 膜 炎 （ endogenous posterior uveitis） 、 血 液 疾 患 （ 例 え ば 、 白 血 病 ） 、 発
熱 （ febrile conditions： 感 染 お よ び 非 感 染 ） 、 急 性 心 筋 梗 塞 お よ び ア フ ェ レ ー シ ス （ ap
heresis） を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 さ ら な る 形 態 か ら 、 本 発 明 は 、 上 述 の よ う な 疾 患 の 診 断 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 、 前
述 し た 方 法 を 含 み 、 続 い て 、 予 め 測 定 し た 閾 値 と 、 前 記 カ ル プ ロ テ ク チ ン 含 量 と を 比 較 す
る 。 特 定 の 疾 患 状 態 を 示 す 前 記 閾 値 は 、 技 術 分 野 で 公 知 の 従 来 方 法 に よ り 測 定 で き る 。 好
ま し く は 、 前 記 方 法 は 、 Ｃ Ｖ Ｄ 診 断 に 使 用 さ れ る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 比 濁 分 析 方 法 に お い て 使 用 さ れ る 体 サ ン プ ル は 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン 含 有 サ ン プ ル が あ げ
ら れ 、 例 え ば 、 体 液 も し く は 組 織 サ ン プ ル 、 ま た は 懸 濁 液 等 で あ る 。 好 ま し く は 、 前 記 サ
ン プ ル は 、 体 液 で あ り 、 例 え ば 、 尿 、 髄 液 、 唾 液 、 関 節 液 （ synovial fluid） ま た は 鼻 腔
液 （ empyema fluid） 、 よ り 好 ま し く は 、 血 液 ま た は 血 液 由 来 サ ン プ ル で あ る 。 こ の 場 合
（ 例 え ば 、 血 液 ま た は 血 液 由 来 由 来 サ ン プ ル ） 、 分 析 に 使 用 す る サ ン プ ル は 、 好 ま し く は
セ ル フ リ ー （ 例 え ば 、 血 清 ま た は 血 漿 ） で あ る 。 こ の 他 に 便 も 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 体 液 は 、 診 断 さ れ る 疾 患 に 最 も 感 受 性 を 示 す も の か ら 選 択 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 こ の
よ う に 血 液 、 血 清 ま た は 血 漿 は 、 感 染 （ 例 え ば 、 HIV、 細 菌 感 染 ） 、 リ ュ ウ マ チ 疾 患 、 白
血 病 等 の 診 断 に 検 査 さ れ る が 、 便 は 、 消 化 管 と 関 係 す る 疾 患 の 診 断 に お い て 検 査 さ れ る （
例 え ば 、 ク ロ ー ン 病 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 結 腸 直 腸 癌 ） 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 さ ら な る 形 態 か ら 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 診 断 比 濁 分 析 の キ ッ ト を 提 供 し 、 前 記 キ ッ ト は
、 好 ま し く は 、 既 知 濃 度 の カ ル プ ロ テ ク チ ン 溶 液 、 よ り 好 ま し く は カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度
範 囲 を 有 す る 溶 液 セ ッ ト ； １ 以 上 の 抗 カ ル プ ロ テ ク チ ン 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 （ 任 意 に 抗 体
支 持 体 （ 例 え ば 、 ナ ノ 粒 子 ） に 固 定 化 さ れ た ） ； 好 ま し く は 、 光 透 過 性 溶 液 ； 好 ま し く は
不 透 明 化 エ ン ハ ン サ ー ； お よ び 好 ま し く は 検 出 器 を 含 む 。 自 動 化 装 置 を 望 む 場 合 は 、 カ ル
プ ロ テ ク チ ン 含 有 体 液 サ ン プ ル を 受 け 、 抗 カ ル プ ロ テ ク チ ン 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 （ 任 意 に
、 固 体 支 持 体 （ 例 え ば 、 ナ ノ 粒 子 ） に 固 定 化 さ れ た ） を ア プ ラ イ し 、 任 意 に 不 透 明 化 エ ン
ハ ン サ ー を ア プ ラ イ し 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン 含 量 を 評 価 す よ う に 構 成 す る 。 こ の よ う な 機 器
は 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る と み な さ れ る 。 本 発 明 に つ い て 、 限 定 さ れ な い 実 施 例 お よ び そ
れ に 付 随 す る 図 面 に 従 い 、 参 照 と 共 に さ ら に 記 載 す る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 図 １ は 、 ２ ０ ０ 人 の 試 験 患 者 に お け る カ ル プ ロ テ ク チ ン の 分 布 曲 線 で あ る 。 図 １ の 要 約
統 計 は 、 以 下 の と お り で あ る 。
Anderson-Darling Normality Test
A2： 　 　 　 　 　 　 　 　 　 8.160
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P-value:　 　 　 　 　 　 　 0.000
平 均 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0.403
標 準 偏 差 　 　 　 　 　 　 　 0.238
分 散 （ Variance） 　 　 　 0.057
歪 度 （ Skewness） 　 　 　 1.679
尖 度 （ Kurtosis） 　 　 　 3.302
N                     199
極 小 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0.070
1st 四 分 位 （ Quartile） 0.240
中 央 値 　 　 　 　 　 　 　 　 0.340
3rd 四 分 位 （ Quartile） 0.500
極 大 　 　 　 　 　 　 　 　 　 1.370
95 % confidence limit for Mu　 　 　 0.370
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0.436
95 % confidence limit for Sigma 　 0.217
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0.264
95 % confidence limit for Median　 0.310
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0.370
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 図 ２ は 、 ２ ０ ０ 人 の 試 験 患 者 に お け る カ ル シ ウ ム の 分 布 曲 線 で あ る 。 図 ２ の 要 約 統 計 は
以 下 の と お り で あ る 。
Anderson-Darling Normality Test
A2： 　 　 　 　 　 　 　 　 　 25.037
P-value:　 　 　 　 　 　 　 0.000
平 均 　 　 　 　 　 　 　 　 　 217.060
標 準 偏 差 　 　 　 　 　 　 　 399.000
分 散 （ Variance） 　 　 　 159201
歪 度 （ Skewness） 　 　 　 3.462
尖 度 （ Kurtosis） 　 　 　 15.341
N                     200
極 小 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0.00
1st 四 分 位 （ Quartile） 0.00
中 央 値 　 　 　 　 　 　 　 　 78.00
3rd 四 分 位 （ Quartile） 259.25
極 大 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2794.00
95 % confidence limit for Mu　 　 　 161.42
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 272.70
95 % confidence limit for Sigma   363.35
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 442.46
95 % confidence limit for Median　 0.00
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 117.33
【 ０ ０ ９ １ 】
　 図 ３ は 、 ２ ０ ０ 人 の 試 験 患 者 に お け る hsCRPの 分 布 曲 線 で あ る 。 図 ３ の 要 約 統 計 は 以 下
の と お り で あ る 。
Anderson-Darling Normality Test
A2： 　 　 　 　 　 　 　 　 　 21.221
P-value： 　 　 　 　 　 　 　 0.000
平 均 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2.331
標 準 偏 差 　 　 　 　 　 　 　 2.970
分 散 （ Variance） 　 　 　 8.819
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歪 度 （ Skewness） 　 　 　 2.243
尖 度 （ Kurtosis） 　 　 　 5.103
N                     197
極 小 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0.150
1st 四 分 位 （ Quartile） 0.540
中 央 値 　 　 　 　 　 　 　 　 1.150
3rd 四 分 位 （ Quartile） 2.580
極 大 　 　 　 　 　 　 　 　 　 16.30
95 % confidence limit for Mu　 　 　 1.913
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2.748
95 % confidence limit for Sigma   2.703
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 3.296
95 % confidence limit for Median　 0.933
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 1.375
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 図 ４ は 、 ２ ０ ０ 人 の 試 験 患 者 に お け る ホ モ シ ス テ イ ン の 分 布 曲 線 で あ る 。 図 ４ の 要 約 統
計 は 以 下 の と お り で あ る 。
Anderson-Darling Normality Test
A2： 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2.535
P-value:　 　 　 　 　 　 　 0.000
平 均 　 　 　 　 　 　 　 　 　 8.391
標 準 偏 差 　 　 　 　 　 　 　 1.966
分 散 （ Variance） 　 　 　 3.867
歪 度 （ Skewness） 　 　 　 0.875
尖 度 （ Kurtosis） 　 　 　 0.730
N                     199
極 小 　 　 　 　 　 　 　 　 　 5.100
1st 四 分 位 （ Quartile） 7.100
中 央 値 　 　 　 　 　 　 　 　 8.100
3rd 四 分 位 （ Quartile） 9.600
極 大 　 　 　 　 　 　 　 　 　 15.300
95 % confidence limit for Mu　 　 　 8.117
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 8.666
95 % confidence limit for Sigma   1.790
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2.181
95 % confidence limit for Median　 7.620
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 8.400
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 図 ５ は 、 カ ル シ ウ ム 陽 性 結 果 と カ ル シ ウ ム 陰 性 結 果 と の 間 に お け る カ ル プ ロ テ ク チ ン 分
布 の ド ッ ト プ ロ ッ ト で あ り 、 図 ６ お よ び ７ は 、 全 ２ ０ ０ 人 の 試 験 患 者 、 お よ び 、 男 性 患 者
に つ い て の 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン お よ び hsCRPの ROC曲 線 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 実 施 例 １ ： 抗 カ ル プ ロ テ ク チ ン 抗 体
　
　 カ ル プ ロ テ ク チ ン は 、 米 国 特 許 4,833,074号 （ Fagerhol） の 実 施 例 １ お よ び ２ に 記 載 さ
れ た 方 法 に し た が っ て 単 離 で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 カ ル プ ロ テ ク チ ン は 、 ヒ ト 軟 膜 （ buffy coats） か ら も 精 製 で き る 。 2.5 mM EDTAの 細 胞
懸 濁 液 は 、 EDTA (50 mM, pH 7)を 細 胞 に 添 加 す る こ と に よ っ て 調 製 で き る 。 そ れ か ら 細 胞
を 160 mM 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム ／ 10 mM 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 溶 液 で ３ 分 間 洗 浄 し 、 ４ ℃ で １
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０ 分 間 遠 心 分 離 す る  (160 xg)。 得 ら れ た ペ レ ッ ト を EDTA (2.5 mM)/NaCl (150 mM)で 洗 浄
し 、 さ ら に ４ ℃ で １ ０ 分 間 遠 心 分 離 す る  (55 xg)。 そ し て 、 前 記 ペ レ ッ ト を 0.625 mM EDT
A/18.75 mM Diemal（ pH 7.4） に 再 度 懸 濁 し 、 － ７ ０ ℃ で 少 な く と も ２ ４ 時 間 凍 結 さ せ る
。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 続 い て 解 凍 し 、 得 ら れ た 材 料 を ３ ０ 分 間 遠 心 分 離 (3700 xg)し 、 そ れ か ら 上 清 を 除 去 し
、 ろ 過 し て (ミ リ ポ ア よ り 0.45μ ｍ フ ィ ル タ ー が 入 手 可 能 )、 そ れ か ら DEAE (ジ エ チ ル ア ミ
ノ エ チ ル ) Sepharose イ オ ン 交 換 カ ラ ム  (フ ァ ル マ シ ア よ り 入 手 可 能 )に 供 し 、 結 合 緩 衝
液  (例 え ば 、 0.63 mM EDTA/18.75 mM Diemal, pH 7.4)を 用 い て 予 備 調 製 す る 。 非 結 合 物
質 は 、 カ ラ ム を 通 過 し て 溶 出 さ れ る 。 非 結 合 物 質 を 全 て カ ラ ム か ら 溶 出 さ せ て か ら 、 純 粋
な カ ル プ ロ テ ク チ ン を カ ル シ ウ ム 含 有 溶 出 緩 衝 液 (例 え ば 、 75 mM Diemal緩 衝 剤 /l0 mM Ca
C1 2 )を 用 い て 溶 出 さ せ る 。 軟 膜 あ た り 約 25 mgの カ ル プ ロ テ ク チ ン が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　
　 抗 カ ル プ ロ テ ク チ ン 抗 体 は 、 米 国 特 許 4,833,074 (Fagerhol)の 実 施 例 ３ に 開 示 さ れ た 方
法 に 従 っ て 調 製 で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 鶏 卵 ポ リ ク ロ ー ナ ル も 調 製 で き る 。 カ ル プ ロ テ ク チ ン (0.5 mg/ml)お よ び フ ロ イ ン ト ア
ジ ュ バ ン ト を 含 む 溶 液 を 、 １ ４ 日 ご と に ４ 回 （ ま た は ２ ヶ 月 間 ） 、 鶏 に 注 入 し 、 そ れ か ら
、 １ ヶ 月 ご と に １ 回 注 入 す る 。 １ ２ 週 間 後 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン を 注 入 し た 鶏 の 卵 を 回 収 し
、 そ れ ら の 卵 黄 を 除 い た （ 薄 膜 な し ） 。 続 い て 、 Ｈ Ｃ ｌ （ 5 mM） に 希 釈 し 、 卵 黄 を 遠 心 分
離 し 、 上 清 を 回 収 す る 。 そ れ か ら 、 上 清 を ろ 過 し 、 終 濃 度 が  3.8 Mと な る よ う に 、 飽 和 硫
酸 ア ン モ ニ ウ ム で 処 理 す る 。 混 合 物 を 遠 心 分 離 し 、 形 成 さ れ た 沈 殿 物 を 回 収 し 、 緩 衝 液 (0
.11 M 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.15 M NaCl、 pH 7.4)に 溶 解 す る 。 得 ら れ た 溶 液 を 、 孔 径 が 10,0
00 kDで あ る 膜 で 最 終 的 に 透 析 し 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 精 製 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 使 用 す る 一 般 的 な カ ラ ム は 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン の
非 流 動 化 に 適 し た 、 ス ク シ ン イ ミ ド で 活 性 化 さ れ た セ フ ァ ロ ー ス (Amersham-Pharmaciaよ
り HiTrap NHS が 入 手 可 能 )を 含 む 。 活 性 化 樹 脂 が 、 ｐ H7.8で 自 発 的 に カ ル プ ロ テ ク チ ン の
遊 離 ア ミ ン と 反 応 す る こ と が 好 ま し い 。 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の た め に 、 透 析 液 は 、 カ ラ ム
に 供 す る 前 に 、 通 常 、 PBS中 で 約 ３ ｍ ｇ /ｍ ｌ の 濃 度 に 希 釈 さ れ る 。 抗 カ ル プ ロ テ ク チ ン 抗
体 は 、 そ の 後 、 3M尿 素 を 含 む 氷 冷 し た PBSま た は 0.1Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液 （ ｐ H3.0）
で 溶 出 す る 。 好 ま し く は 、 0.1Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液 が 使 用 さ れ る 。 溶 出 に 続 い て 、 抗
カ ル プ ロ テ ク チ ン 抗 体 を 含 有 す る 画 分 を 、 直 ち に 希 釈 し 、 PBSで 透 析 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 実 施 例 ２ ： カ ル プ ロ テ ク チ ン の 比 濁 分 析

　 600 μ ｍ の 4.2% w/v ク ロ ロ メ チ ル 活 性 化 ナ ノ 粒 子 (直 径 44 nm： 米 国  Interfacial Dyna
mic Corporationよ り 入 手 )を 、 10,000kDの 孔 径 で あ る 膜 を 用 い て 、 水 で 透 析 す る 。 ホ ウ 酸
(10 mM) と 塩 化 ナ ト リ ウ ム (15 mM) の 溶 液 0.5 ml（ pH 9.0） を 添 加 し て 混 合 す る 。 10 mM 
ホ ウ 酸 と 15 mM NaClと の 溶 液 0.5 ml（ pH 9） (Pierce Chemical Companyよ り 入 手 )に 10ｍ
ｇ ア ビ ジ ン を 溶 解 し 、 こ れ を 添 加 し 、 混 合 物 を 室 温 で ２ ４ 時 間 攪 拌 す る 。 そ れ か ら 40μ l 
の グ リ シ ン 溶 液  (2M, pH 9.0) を 添 加 し 、 混 合 物 を さ ら に 室 温 で ４ 時 間 攪 拌 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 そ れ か ら 、 粒 子 を 100ｍ ｌ 体 積 に 希 釈 し 、 Pellicon XL Filter (300,000を 除 外 )お よ び
ラ ボ ス ケ ー ル TTF System (Milliporeよ り 入 手 )を 用 い て 、 器 具 の 提 供 メ ー カ ー か ら 提 供 さ
れ る 説 明 書 に し た が っ て 、 第 １ に 10 mM ホ ウ 酸 と 15 mM 塩 化 ナ ト リ ウ ム の 溶 液 500ｍ ｌ （
ｐ Ｈ 9.0） で 、 第 ２ に 25 mM ト リ ス 、 150 mM 塩 化 ナ ト リ ウ ム お よ び 0.01％  Tween 20 の 溶
液 （ ｐ Ｈ 7.4） （ 米 国 Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ よ り 入 手 ） で ダ イ ア フ ィ ル ト レ ー シ ョ ン を 行 う 。 ア ビ ジ
ン 被 覆 ナ ノ 粒 子 の 所 望 の 濃 度 は 、 最 終 的 に 、 遠 心 分 離 お よ び 粒 子 の 25 mM TRIS、 150 mM 
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(b) 抗 カ ル プ ロ テ ク チ ン 抗 体 の 調 製

(a)  ア ビ ジ ン 被 覆 ナ ノ 粒 子 の 調 製



塩 化 ナ ト リ ウ ム お よ び 0.01% Tween 20 溶 液 へ の 再 懸 濁 に よ っ て 得 ら れ る 。 こ の 調 製 工 程
に お い て 形 成 さ れ た 凝 集 体 は 、 遅 い 遠 心 分 離 に よ っ て 除 去 し て も よ い 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　
　 １ ｍ ｌ あ た り 上 述 の ア ビ ジ ン 被 覆 ナ ノ 粒 子 の 粒 子 が 約 0.30ｍ ｇ 濃 度 で あ る 懸 濁 液 を 、 遠
心 分 離 に よ り 調 製 し 、 再 度 、 25 mM TRIS、  150 mM NaCl、  0.1% Tween 20（ 商 品 名 ）  お
よ び 2 % PEG 6000 溶 液 （ pH 7.4）  (Sigmaよ り 入 手 )に 再 度 懸 濁 す る 。 粒 子 懸 濁 液 500 μ
ｌ を 、 記 録 分 光 光 度 計 （ Shimadzu UV-160） の 石 英 セ ル 内 で 、 Ｃ Ｖ Ｄ 傾 向 を 検 査 す る 患 者
か ら 採 取 し た 血 漿 サ ン プ ル （ 約  20 μ ｌ ） に 混 合 す る 。 340 nmの 単 色 光 の 吸 収 を 記 録 し 、
60秒 後 、 ビ オ チ ン で ラ ベ ル し た 抗 カ ル プ ロ テ ク チ ン 抗 体 75 μ ｇ (例 え ば 、 ビ オ チ ン ラ ベ ル
化 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 卵 ポ リ ク ロ ー ナ ル は 、 ノ ル ウ ェ ー の Norwegian Antibodies ASよ り
購 入 )を 25 mM TRIS、 150 mM NaClお よ び 0.1% Tween 20（ 商 品 名 ） 溶 液 （ pH 7.4 ） 50μ ｌ
で 希 釈 し た も の を 、 前 記 石 英 セ ル に 添 加 し て 、 混 合 す る 。 340 ｎ ｍ 単 色 光 の 吸 収 は 、 25 m
M TRIS、 150 mM NaCl お よ び  0.1% Tween 20（ 商 品 名 ） （ pH 7.4） 溶 液 を 含 む 参 照 セ ル を
用 い て 迅 速 に 測 定 し 、 再 度 、 約 15分 経 過 す る ま で 規 則 的 な 間 隔 （ 例 え ば 、 ２ 分 ご と ） で 測
定 す る 。 時 間 ご と の 吸 収 の 増 加 は 、 標 準 的 な カ イ ネ テ ィ ッ ク モ ー ド で の 濁 度 表 示 ま た は エ
ン ド ポ イ ン ト （ 終 点 ） の 表 示 に し た が っ て 算 出 す る 。 各 時 間 の 光 吸 収 の 増 加 は 、 抗 体 被 覆
ナ ノ 粒 子 の 添 加 に 先 立 つ 測 定 値 お よ び /ま た は 測 定 終 了 時 の 測 定 値 と の 相 対 関 係 が 算 出 さ
れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 検 量 線 は 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン が 既 知 濃 度 で あ る 標 準 に つ い て 同 一 の 方 法 を 行 う こ と に よ
り 作 成 す る 。 そ れ か ら 、 サ ン プ ル 内 の カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 は 、 検 量 線 か ら 算 出 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 実 施 例 ３ ： カ ル プ ロ テ ク チ ン の 他 の 比 濁 分 析
　
　 4.2 % w/v ク ロ ロ メ チ ル 活 性 化 ナ ノ 粒 子 (直 径 44 nm)（ 米 国 Interfacial Dynamic Corpo
rationよ り 入 手 ） 1 mlを 、 孔 径 が 10,000kDの 膜 を 用 い て 、 水 で 透 析 す る 。  そ れ か ら 、 10 
mM ホ ウ 酸 お よ び 15 mM 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液  （ pH 9.0） 0.5ｍ ｌ を 添 加 す る 。 精 製 抗 カ ル
プ ロ テ ク チ ン 抗 体 (例 え ば 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 さ れ た 卵 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ノ ル ウ
ェ ー Norwegian Antibodies ASよ り 入 手 ) 27ｍ ｇ を 10 mM ホ ウ 酸 お よ び 15 mM 塩 化 ナ ト リ
ウ ム 溶 液 （ pH 9.0） で 透 析 す る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 前 記 ナ ノ 粒 子 を 精 製 抗 カ ル プ ロ テ ク チ ン 抗 体 に 添 加 し て か ら 、 混 合 物 を 室 温 で ２ ４ 時 間
攪 拌 す る 。 そ れ か ら 、 グ リ シ ン 溶 液 (2 M 、 pH 9.0)40μ ｌ  を 添 加 し 、 混 合 物 を さ ら に 室
温 で ４ 時 間 攪 拌 す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 そ れ か ら 粒 子 を 全 量 100ｍ ｌ に 希 釈 し 、 Pellicon XL Filter (300,000を 除 く )お よ び ラ
ボ ス ケ ー ル TTF System (Milliporeよ り 入 手 )を 用 い て 、 器 具 の 提 供 メ ー カ ー か ら 提 供 さ れ
た 説 明 書 に し た が っ て 、  0.1% Tween 20（ 商 品 名 ） お よ び  3 mg/ml 卵 ア ル ブ ミ ン が 添 加
さ れ た 10mM ホ ウ 酸 お よ び  15 mM 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 （ pH 9.0） 1000ｍ ｌ に 対 し て ダ イ ア
フ ィ ル ト レ ー シ ョ ン を 行 う 。 抗 カ ル プ ロ テ ク チ ン 抗 体 被 覆 ナ ノ 粒 子 の 所 望 の 濃 度 は 、 最 終
的 に 、 遠 心 分 離 お よ び 粒 子 の 溶 液 へ の 再 懸 濁 に よ っ て 得 ら れ る 。 こ の 調 製 工 程 に お い て 形
成 さ れ た 凝 集 体 は 、 遅 い 遠 心 分 離 に よ っ て 除 去 し て も よ い 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　
　 上 述 の 抗 体 被 覆 ナ ノ 粒 子 400ｇ を 含 む 10 mM ホ ウ 酸 、 15 mM NaCl、 0.1% Tween 20（ 商 品
名 ） 、  3 g/l 卵 ア ル ブ ミ ン 溶 液 （ pH 9.0）  50ｍ ｌ の 懸 濁 液 を 調 製 す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 同 時 に 、 分 析 緩 衝 液 500μ ｌ （ 25 mM TRIS、 150 mM NaCl、 0.1 % Tween 20（ 商 品 名 ）  
お よ び 2% PEG 6000 、 pH 7.4、 Sigmaよ り 入 手 ） 中 の 、 Ｃ Ｖ Ｄ 潜 在 性 を 検 査 す る 患 者 か ら
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(b)  ア ビ ジ ン 被 膜 ナ ノ 粒 子 を 用 い た カ ル プ ロ テ ク チ ン 分 析

(a)  抗 カ ル プ ロ テ ク チ ン 抗 体 被 覆 ナ ノ 粒 子 の 調 製

(b)  抗 カ ル プ ロ テ ク チ ン 抗 体 被 覆 ナ ノ 粒 子 を 用 い た カ ル プ ロ テ ク チ ン 分 析



採 取 し た 血 漿 サ ン プ ル （ 約 20μ ｌ ） を 、 記 録 分 光 光 度 計 （ 例 え ば 、 Shimadzu UV-160） の
石 英 セ ル に 入 れ 、 340ｎ ｍ 単 色 光 の 光 吸 収 を 測 定 す る 。 60秒 後 、 抗 体 被 覆 ナ ノ 粒 子 ４ ０ ０
μ ｇ を 添 加 し 、 セ ル 内 で 混 合 す る 。 光 吸 収 を 、 抗 体 被 覆 ナ ノ 粒 子 の 添 加 後 、 迅 速 に 測 定 し
、 再 度 、 約 15分 経 過 す る ま で 規 則 的 な 間 隔 （ 例 え ば 、 ２ 分 ご と ） で 測 定 す る 。 各 時 間 の 光
吸 収 の 増 加 は 、 抗 体 被 覆 ナ ノ 粒 子 の 添 加 に 先 立 つ 測 定 値 お よ び /ま た は 測 定 終 表 示 ま た は
エ ン ド ポ イ ン ト 表 示 が な さ れ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 検 量 線 は 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン が 既 知 濃 度 で あ る 標 準 に つ い て 同 一 の 方 法 を 行 う こ と に よ
り 作 成 す る 。 そ れ か ら 、 サ ン プ ル 内 の カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 は 、 検 量 線 か ら 算 出 さ れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 実 施 例 ４ ： カ ル プ ロ テ ク チ ン の 比 濁 分 析
　
　 4.2 % w/v ク ロ ロ メ チ ル 活 性 化 ナ ノ 粒 子 (直 径 67 nm)（ 米 国 Interfacial Dynamic Corpo
rationよ り 入 手 ） 600μ ｍ を 、 孔 径 が 10,000 kDの 膜 を 用 い て 、 水 で 透 析 す る 。  そ れ か ら
、 10 mM リ ン 酸 お よ び 15 mM 塩 化 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ pH7.4） 0.5ｍ ｌ を 、 10ｍ Ｍ リ ン 酸 お
よ び 150ｍ Ｍ Ｎ ａ Ｃ ｌ 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ 7.4） （ Pierce Chemical Companyよ り 入 手 ） に 溶 解 し
た 10ｍ ｇ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と と も に 添 加 し 、 混 合 液 を 室 温 で ２ ４ 時 間 攪 拌 す る 。 そ れ か
ら 、 グ リ シ ン 溶 液 (2 M 、 pH 9.0)40μ ｌ  を 添 加 し 、 混 合 物 を さ ら に 室 温 で ４ 時 間 攪 拌 す
る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 そ れ か ら 粒 子 を 全 量 100ｍ ｌ に 希 釈 し 、 Pellicon XL Filter (300,000を 除 く )お よ び ラ
ボ ス ケ ー ル TTF System (Milliporeよ り 入 手 )を 用 い て 、 器 具 の 提 供 メ ー カ ー か ら 提 供 さ れ
た 説 明 書 に し た が っ て 、 第 １ に 10ｍ Ｍ ホ ウ 酸 と 15ｍ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム の 溶 液 500ｍ ｌ （ ｐ
Ｈ 9.0） で 、 第 ２ に 25ｍ Ｍ ト リ ス 、 150ｍ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム お よ び 0.01％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 20（ 商
品 名 ） の 溶 液 （ ｐ Ｈ 7.4） （ 米 国 Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ よ り 入 手 ） で ダ イ ア フ ィ ル ト レ ー シ ョ ン を 行
う 。 ア ビ ジ ン 被 覆 ナ ノ 粒 子 の 所 望 の 濃 度 は 、 最 終 的 に 、 遠 心 分 離 お よ び 粒 子 の 25 mM TRIS
、 150 mM 塩 化 ナ ト リ ウ ム お よ び 0.01% Tween 20（ 商 品 名 ）  溶 液 へ の 再 懸 濁 に よ っ て 得 ら
れ る 。 こ の 調 製 工 程 に お い て 形 成 さ れ た 凝 集 体 は 、 遅 い 遠 心 分 離 に よ っ て 除 去 し て も よ い
。
【 ０ １ １ ２ 】
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 ナ ノ 粒 子 の 平 均 粒 子 サ イ ズ は 、 Sinteff AS（  Norway） に よ り 8
2ｎ ｍ と 測 定 さ れ た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　
　 １ ｍ ｌ あ た り 上 述 の ア ビ ジ ン 被 覆 ナ ノ 粒 子 の 粒 子 が 0.60ｍ ｇ 濃 度 で あ る 懸 濁 液 を 、 遠 心
分 離 に よ り 調 製 し 、 再 度 、 25 mM TRIS、  150 mM NaCl、  0.1% Tween 20（ 商 品 名 ）  お よ
び 1 % PEG 6000 溶 液 （ pH 7.4）  (Sigmaよ り 入 手 )に 再 度 懸 濁 す る 。 粒 子 懸 濁 液 500μ ｌ を
、 記 録 分 光 光 度 計 （ 例 え ば 、 Shimadzu UV-160） の 測 定 石 英 セ ル 内 で 、 Ｃ Ｖ Ｄ 傾 向 を 検 査
す る 患 者 か ら 採 取 し た 血 漿 サ ン プ ル （ 約 5μ ｌ ） に 混 合 す る 。 560ｎ ｍ 単 色 光 の 吸 収 を 記 録
し 、 60秒 後 、 0.15nmolビ オ チ ン で ラ ベ ル し た 抗 カ ル プ ロ テ ク チ ン 抗 体 75μ ｇ (例 え ば 、 ビ
オ チ ン ラ ベ ル 化 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 卵 ポ リ ク ロ ー ナ ル は 、 ノ ル ウ ェ ー の Norwegian Antibo
dies ASよ り 購 入 )を 25 mM TRIS、 150 mM NaClお よ び 0.1% Tween 20 （ 商 品 名 ） 溶 液 （ pH 
7.4 ） 50μ ｌ で 希 釈 し た も の を 、 前 記 石 英 セ ル に 添 加 し て 、 混 合 す る 。 単 340ｎ ｍ 色 光 の
吸 収 は 、 25 mM TRIS、 150 mM NaCl お よ び  0.1% Tween 20（ 商 品 名 ） （ pH 7.4） を 含 む リ
フ ァ レ ン ス セ ル を 用 い て 迅 速 に 測 定 し 、 再 度 、 約 15分 経 過 す る ま で 規 則 的 な 間 隔 （ 例 え ば
、 ２ 分 ご と ） で 測 定 す る 。 各 時 間 の 吸 収 の 増 加 は 、 カ イ ネ テ ィ ッ ク モ ー ド で の 濁 度 表 示 も
し く は エ ン ド ポ イ ン ト 表 示 に し た が っ て 算 出 す る 。 各 時 間 の 光 吸 収 の 増 加 は 、 抗 体 被 覆 ナ
ノ 粒 子 の 添 加 に 先 立 つ 測 定 値 お よ び /ま た は 測 定 終 了 時 の 測 定 値 と の 相 対 関 係 で 算 出 さ れ
る 。
【 ０ １ １ ４ 】
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(a)  ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 ナ ノ 粒 子 の 調 製

（ ｂ ） 　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 ナ ノ 粒 子 を 用 い た カ ル プ ロ テ ク チ ン 分 析



　 検 量 線 は 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン が 既 知 濃 度 で あ る 標 準 に つ い て 同 一 の 方 法 を 行 う こ と に よ
り 作 成 す る 。 そ れ か ら 、 サ ン プ ル 内 の カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 は 、 検 量 線 か ら 算 出 さ れ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 実 施 例 ５
　
　 4.2 % w/v ク ロ ロ メ チ ル 活 性 化 ナ ノ 粒 子 (平 均 直 径 67 nm)（ 米 国 Interfacial Dynamic C
orporationよ り 入 手 ） 1ｍ ｌ を 、 孔 径 10,000 kDの 膜 を 用 い て 、 水 で 透 析 す る 。  そ れ か ら
、 10ｍ ｌ の 水 に 希 釈 す る 。 精 製 抗 カ ル プ ロ テ ク チ ン 抗 体 (例 え ば 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 さ
れ た 卵 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ノ ル ウ ェ ー Norwegian Antibodies ASよ り 入 手 ) 27ｍ ｇ を 1
0 mM ホ ウ 酸 お よ び 15 mM 塩 化 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 （ pH 9.0） .で 透 析 し 、 最 終 的 に 同 じ 10 m
M ホ ウ 酸 お よ び 15 mM 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 （ pH 9.0） で ６ ｍ ｌ に 希 釈 す る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 攪 拌 し な が ら 、 前 記 ナ ノ 粒 子 を 前 記 抗 体 と 混 合 し 、 続 け て 室 温 で ２ ４ 時 間 攪 拌 し た 。 そ
れ か ら 、 グ リ シ ン 溶 液 (2 M 、 pH 9.0)40μ ｌ  を 添 加 し 、 混 合 物 を さ ら に 室 温 で ４ 時 間 攪
拌 す る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 そ れ か ら 粒 子 を 、 0.1 % Tween 20（ 商 品 名 ） お よ び 3ｍ ｇ /ｍ ｌ 卵 ア ル ブ ミ ン を 添 加 し た
10ｍ Mホ ウ 酸 、 15ｍ M塩 化 ナ ト リ ウ ム で 全 量 100ｍ ｌ に 希 釈 し 、 Pellicon XL Filter (300,0
00を 除 く )お よ び ラ ボ ス ケ ー ル TTF System (Milliporeよ り 入 手 )を 用 い て 、 器 具 の 提 供 メ
ー カ ー か ら 提 供 さ れ た 説 明 書 に し た が っ て 、  0.1% Tween 20（ 商 品 名 ） お よ び  3 mg/ml 
卵 ア ル ブ ミ ン が 添 加 さ れ た 前 記 ホ ウ 酸 /塩 化 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 1000ｍ ｌ に 対 し て ダ イ ア フ
ィ ル ト レ ー シ ョ ン を 行 う 。 そ し て 、 最 終 的 に 、 粒 子 を 40～ 100ｍ ｌ の 量 に 濃 縮 す る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 前 記 粒 子 の 平 均 直 径 は 、 ノ ル ウ ェ ー の Sinteff ASに よ り 81ｎ ｍ と 測 定 さ れ た 。
【 ０ １ １ ９ 】
　
　 上 述 の 抗 体 被 覆 ナ ノ 粒 子 の 懸 濁 液 0.7 mg/ml を 、 0.25 mM TRIS、  0.15 M NaCl お よ び  
0.1 % Tween（ pH 8.0） で 調 製 し た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 Ｃ Ｖ Ｄ を 検 査 す る 患 者 か ら 採 取 し た 血 漿 サ ン プ ル （ 約 5μ ｌ ） を 、 記 録 分 光 光 度 計 （ 例
え ば 、 Shimadzu UV-160） の 測 定 石 英 セ ル 内 で 、 分 析 緩 衝 液 （ 460μ ｌ 、 25ｍ Ｍ  TRIS、 150
mM NaCl、 0.1% Tween 、 1.0％  ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 6000、 pH = 7.4） に 溶 解 し 、 560
ｎ ｍ 単 色 光 の 光 吸 収 を 測 定 す る 。 60秒 後 、 0.7ｍ ｇ /ｍ ｌ の 抗 体 被 覆 ナ ノ 粒 子 を 含 む 前 述 の
懸 濁 液 100μ ｌ を 添 加 し 、 セ ル 内 で 混 合 す る 。 抗 体 被 覆 ナ ノ 粒 子 の 添 加 前 と 、 添 加 後 迅 速
に 光 吸 収 を 測 定 し 、 再 度 、 約 15分 経 過 す る ま で 規 則 的 な 間 隔 （ 例 え ば 、 ２ 0秒 ご と ） で 測
定 す る 。 各 時 間 の 光 吸 収 の 増 加 は 、 抗 体 被 覆 ナ ノ 粒 子 の 添 加 に 先 立 つ 測 定 値 お よ び /ま た
は 測 定 終 了 時 の 測 定 値 と の 相 対 関 係 で 算 出 さ れ る 。 つ ま り 、 カ イ ネ テ ィ ッ ク モ ー ド で の 濁
度 表 示 ま た は エ ン ド ポ イ ン ト 表 示 が な さ れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 検 量 線 は 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン が 既 知 濃 度 で あ る 標 準 に つ い て 同 一 の 方 法 を 行 う こ と に よ
り 作 成 す る 。 そ れ か ら 、 サ ン プ ル 内 の カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 は 、 検 量 線 か ら 算 出 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 実 施 例 ６ ： 統 計 分 析
　 Ｃ Ｖ Ｄ 潜 在 性 ま た は Ｃ Ｖ Ｄ 傾 向 の 検 出 の た め の カ ル プ ロ テ ク チ ン と 他 の マ ー カ ー と の 比
較
　 冠 状 石 灰 化 （ Coronary calcification） は 、 Ｃ Ｖ Ｄ 発 生 に 強 く 関 係 し 、 Ｃ Ｖ Ｄ 潜 在 性 （
例 え ば 、 心 筋 梗 塞 （ mycocardial infarction） ま た は 卒 中 ） を 予 測 す る 有 益 な 方 法 を 立 証
す る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 冠 状 石 灰 化 （ Coronary calcification） の 程 度 は 、 電 子 ビ ー ム 計 算 断 層 撮 影 （ electron
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(a)  抗 カ ル プ ロ テ ク チ ン 抗 体 被 覆 ナ ノ 粒 子 の 調 製

(b)  抗 カ ル プ ロ テ ク チ ン 抗 体 被 覆 ナ ノ 粒 子 を 用 い た カ ル プ ロ テ ク チ ン 分 析



-beam computed tomography）  (EBCT)を 用 い て 定 量 的 に 測 定 さ れ 、 カ ル シ ウ ム 値 （ CS） に
よ り 表 さ れ る 。 高 カ ル シ ウ ム 値 は 、 石 灰 化 の 高 い レ ベ ル お よ び Ｃ Ｖ Ｄ 発 生 の 高 リ ス ク を 示
す 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 続 く 研 究 に お い て 、 45才 以 上 の 200人 の 患 者 （ 100人 が CS＜ 100の コ ン ト ロ ー ル で あ り 、 1
00人 が CS＞ 100の 症 例 ） に つ い て 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン 、 CRPお よ び ホ モ シ ス テ イ ン の 血 漿 レ
ベ ル ま た は ホ モ シ ス テ イ ン 血 清 レ ベ ル を 同 様 に テ ス ト し た 。 患 者 は 、 自 己 ま た は 医 師 が 無
症 候 と 判 断 し た 個 体 で あ り 、 ２ 年 以 内 に 、 血 漿 ま た は 血 清 の カ ル プ ロ テ ク チ ン 、 CRPお よ
び ホ モ シ ス テ イ ン 濃 度 を テ ス ト す る た め に EBCTス キ ャ ン を 受 け て い る  (通 常 、 ６ ヶ 月 以 内
) 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 方 法
　
　 カ ル プ ロ テ ク チ ン は 、 商 品 名 Calprest test (イ タ リ ア Eurospitalよ り 購 入 ) に よ り 測
定 さ れ 、 デ ー タ は 、 標 準 偏 差 、 中 央 値 、 極 小 お よ び 極 大 を 用 い て 、 患 者 お よ び コ ン ト ロ ー
ル 群 に つ い て 要 約 さ れ た 。 中 央 値 に 対 す る 95%信 頼 性 の あ る 区 間 が 算 出 さ れ た 。 AndersonD
arling calculationが 、 正 常 性 の テ ス ト と し て 使 用 さ れ た 。 カ ル プ ロ テ ク チ ン は 、 同 じ 要
約 統 計 を 用 い て 性 別 に よ り 要 約 し た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　
　 カ ル シ ウ ム 値 は 、 ElectronBeam Computed Tomography (EBCT)ス キ ャ ニ ン グ に よ り 測 定
さ れ た 、 症 例 お よ び コ ン ト ロ ー ル 群 の デ ー タ が 要 約 さ れ た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　
　 hsCRPは 、 Dade Behringの “ N High Sensitivity CRP” 分 析 (Roberts et al., Clinical
 Chemistry, 2000, 46:4, p 461-468)に よ り 測 定 さ れ た 。 平 均 、 標 準 偏 差 、 中 央 値 、 最 小
お よ び 最 大 を 用 い て 、 患 者 お よ び コ ン ト ロ ー ル 群 に つ い て の デ ー タ が 要 約 さ れ た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　
　 血 漿 ホ モ シ ス テ イ ン  (Hcy)は 、 Abbott IMx 方 法 (Shipchandler, M. T. and Moore E. G
., Clinical Chemistry, 1995, 41:7, p. 991-994)に よ り 測 定 さ れ た 。 標 準 偏 差 、 中 央 値
、 最 小 お よ び 最 大 を 用 い て 、 患 者 お よ び コ ン ト ロ ー ル 群 に つ い て の デ ー タ が 要 約 さ れ た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　
　 （ i） カ イ 二 乗 テ ス ト
　 カ イ 二 乗 テ ス ト は 、 マ ー カ ー の ペ ア 間 に お け る 共 変 の 試 験 に 使 用 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 （ ii） 確 率 比 （ odds ratio）
　 2× 2ク ロ ス 集 計 （ 例 え ば 、 カ イ 二 乗 表 ） を 用 い た 確 率 比 は 、 一 致 し な い ２ テ ス ト の 確 率
に 対 す る 、 共 変 す る （ co-varying） ２ テ ス ト の 確 率 比 で あ る 。 こ の た め 、 確 率 比 は 、 ２ テ
ス ト 間 に お け る 関 連 の 規 模 の 程 度 と し て 判 断 さ れ る 。 確 率 比 は 、 CS対 カ ル プ ロ テ ク チ ン 、
hsCRPお よ び Hcyに つ い て そ れ ぞ れ 算 出 さ れ た 。
【 ０ １ ３ １ 】
　
　 （ i） MannWhitney テ ス ト
　 こ れ は 、 二 つ の マ ー カ ー の 中 央 値 が 非 常 に 異 な る 場 合 、 テ ス ト さ れ る 非 パ ラ メ ー タ ー テ
ス ト で あ る （ デ ー タ は 、 正 常 に 分 布 す る 必 要 は な い ） 。 Minitabは 、 両 方 の デ ー タ セ ッ ト
か ら の 全 デ ー タ を 、 最 も 高 い も の に 対 す る 、 最 も 低 い １ ～ ２ ０ ０ ま で を あ げ て 、 順 番 に 分
類 す る 。 そ し て 、 ソ フ ト ウ ェ ア は 、 比 較 す る ２ つ の グ ル ー プ に つ て ラ ン ク ス コ ア を 加 え 、
ラ ン ダ ム サ ン プ リ ン グ が 、 実 験 に お い て 観 察 さ れ る 中 間 値 ま で 離 れ た 中 間 値 を 結 果 と し て
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カ ル プ ロ テ ク チ ン

カ ル シ ウ ム 値  (CS)

高 感 受 性 C反 応 性 タ ン パ ク 質  (hsCRP)

ホ モ シ ス テ イ ン (Hyc)

CS と 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン 、 hsCRP、 Hcyと の 比 較

マ ー カ ー の 中 央 値 の 比 較



生 じ る 可 能 性 を 示 す P値 を 提 示 す る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 カ ル プ ロ テ ク チ ン 、 hsCRPお よ び Hcyの 中 間 値 は 、 症 例 お よ び コ ン ト ロ ー ル 群 に お い て CS
 splitと 比 較 さ れ 、 MannWhitney test は 、 重 要 性 に つ い て 試 験 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 (ii)　 カ ル プ ロ テ ク チ ン の ROC曲 線 と カ ル シ ウ ム 値
　 標 準 症 例 か ら 疾 患 症 例 を 区 別 す る た め の 試 験 能 は 、 Receiver Operating Characteristi
c (ROC： 受 信 者 動 作 特 性 )曲 線 分 析 を 用 い て 評 価 で き る 。 ROC曲 線 分 析 は 、 カ ル プ ロ テ ク チ
ン と hsCRPの 両 方 に 、 ま た 、 ２ つ の マ ー カ ー の 比 較 と し て 、 使 用 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 ROC曲 線 は 、 感 度 (yaxis)お よ び  1 － 特 異 性 (xaxis)の 計 算 の た め 、 11カ ッ ト オ フ 制 限 （
11 cut-off limits） を 用 い て 作 成 さ れ た 。 コ ン ト ロ ー ル お よ び 症 例 群 の デ ー タ は 、 そ れ
ぞ れ プ ー ル さ れ 、 最 も 低 い 値 か ら 最 も 高 い 値 が ラ ン ク 付 け さ れ た 。 分 析 は 、 全 個 体 群 な ら
び に 男 性 群 に お い て 行 わ れ た 。 ROC曲 線 の 面 積 は 、 台 形 法 則 を 用 い て 計 算 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 結 果
　
　 図 １ は 、 全 ２ ０ ０ 人 の 試 験 患 者 の 分 布 曲 線 を 示 す 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 下 記 表 １ は 、 コ ン ト ロ ー ル 群 と 症 例 群 に お け る カ ル プ ロ テ ク チ ン の 要 約 統 計 を 示 す 。 コ
ン ト ロ ー ル 群 に お け る 中 間 カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 は 、 症 例 群 に お け る 0.38ｍ ｇ /Lに 比 較 し
て 0.31 mg/Lで あ る 。 中 間 カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 は 、 コ ン ト ロ ー ル 群 男 性 が 0.31ｍ ｇ /L、
女 性 が 0.30 mg/Lで あ る 。 症 例 群 に お い て 、 男 性 の 中 間 カ ル プ ロ テ ク チ ン 濃 度 は 、 女 性 が 0
.31ｍ ｇ /Lで あ る の に 比 較 し て 、 0.39 mg/Lで あ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ８ 】
　
　 図 ２ は 、 全 ２ ０ ０ 人 の 試 験 患 者 の 分 布 曲 線 を 示 す 。 表 ２ は 、 コ ン ト ロ ー ル 群 お よ び 症 例
群 お け る Ｅ Ｂ Ｃ Ｔ カ ル シ ウ ム 値 の 要 約 統 計 を 示 す 。 コ ン ト ロ ー ル 群 の 中 央 カ ル シ ウ ム 値 は
、 症 例 群 の 259に 比 較 し て 、 0で あ る 。 中 央 カ ル シ ウ ム 値 は 、 コ ン ト ロ ー ル 群 の 男 性 女 性 と
も に そ れ ぞ れ ０ で あ り 、 症 例 群 は そ れ ぞ れ 315お よ び 256で あ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ０ 】
　
　 図 ３ は 、 全 ２ ０ ０ 人 の 試 験 患 者 の 分 布 曲 線 を 示 す 。 下 記 表 ３ は 、 コ ン ト ロ ー ル 群 と 症 例
群 に お け る hsCRPの 要 約 統 計 を 示 す 。 HsCRPの 中 間 値 は 、 コ ン ト ロ ー ル お よ び ケ ー ス 群 と も
に 1.2 mg/Lで あ る 。 中 間 hsCRPは 、 コ ン ト ロ ー ル 群 の 女 性 が 1.6 mg/Lで あ り 、 男 性 が 0.7 m
g/L、 症 例 群 は 、 そ れ ぞ れ 1.3 mg/Lお よ び 1.1 mg/Lで あ っ た 。
【 ０ １ ４ １ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ２ 】
　
　 図 ４ は 、 全 ２ ０ ０ 人 の 試 験 患 者 の 分 布 曲 線 を 示 す 。 下 記 表 ４ は 、 コ ン ト ロ ー ル 群 と 症 例
群 に お け る Hcyの 要 約 統 計 を 示 す 。 Hcy濃 度 の 中 間 値 は 、 症 例 群 が 8.5 μ mol/L で あ る の に
対 し て 、 コ ン ト ロ ー ル 群 が 7.5 μ mol/Lで あ る 。 中 間 Hcy濃 度 は 、 コ ン ト ロ ー ル 群 女 性 が 7.
15 μ mol/Lで あ り 、 男 性 が 8.55 μ mol/L、 症 例 群 は そ れ ぞ れ 7.35μ mol/L お よ び 8.55μ mo
l/Lで あ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ４ 】
　
　 （ i） カ イ 二 乗 テ ス ト
　 Minitabを 用 い て 、 カ イ 二 乗 表 を 行 っ た （ 下 記 表 ５ を 参 照 ） 。 こ の テ ス ト は 、 デ ー タ セ
ッ ト (仮 定 す る ラ ン ダ ム 分 布 )と 観 察 さ れ た デ ー タ と の 間 で 予 想 分 布 を 比 較 す る 。 重 要 な 値
は 、 ラ ン ダ ム に 分 布 し て い な い デ ー タ の 程 度 の 測 定 値 で あ る 。 例 え ば 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン
陽 性 の デ ー タ を 考 察 す る と 、 カ ル シ ウ ム 陽 性 と 陰 性 と の 間 で 割 れ て い る （ split） こ と が
予 想 さ れ る （ 両 カ ラ ム に お い て 予 想 さ れ る 30.5） 。 し か し な が ら 、 観 察 さ れ た splitは 、
陰 性 22、 陽 性 39で あ り 、 カ ル シ ウ ム 陽 性 が カ ル プ ロ テ ク チ ン 陽 性 と 共 変 す る 傾 向 を 示 す 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 Minitabは 、 こ れ ら の 相 違 （ 一 致 す る も の と し な い も の と の 両 方 ） の 重 要 性 の 総 合 的 な
測 定 を 提 供 し 、 こ の 症 例 に お い て Pは 0.009で あ る 。 こ の よ う に 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン と の カ
ル シ ウ ム の 重 要 な 共 変 が あ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ７ 】
　 同 様 の 比 較 が 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン と hsCRPの 間 で 行 わ れ た （ 下 記 表 ６ 参 照 ） 。
【 ０ １ ４ ８ 】
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ９ 】
（ ii） 　 確 率 比
　 確 率 比 は 、 表 ５ お よ び 表 ６ か ら 誘 導 で き 、 予 想 さ れ る も の か ら 観 察 さ れ る 偏 差 の 値 が ど
れ く ら い 離 れ て い る か と い う 程 度 が わ か る 。 予 想 さ れ る 一 致 す る 数 を 互 い に 掛 け あ わ せ 、
予 想 さ れ る 不 一 致 の 値 の 積 に よ り 割 れ ば 、 １ の 値 が 得 ら れ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 表 ６ の 値 を 用 い て 、 例 え ば 、 予 想 さ れ る 値 の 確 立 比 は 1 : (88.96 X 21.96)/ (50.04 X 
39.04) = 1953.64/1953.6 = 1で あ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 こ の 表 か ら わ か る 確 率 比 は 、 (100 X 33) / (39 X 28) = 3300/1092=3.02で あ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 共 変 が 顕 著 な １ 以 上 の 確 率 比 、 確 率 比 ３ は 、 重 要 で あ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 研 究 か ら 得 ら れ た 共 変 デ ー タ で 実 施 さ れ た 確 率 比 分 析 の 結 果 を 、 表 ７ に 示 す 。
【 ０ １ ５ ４ 】
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【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ５ 】
　 高 い 確 率 比 は 、 テ ス ト 間 に お け る 共 変 の 高 い 程 度 を 示 す 。 表 ７ か ら 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン
テ ス ト が 、 カ ル シ ウ ム 値 に 対 す る 最 も 高 い 確 率 比 を 与 え る こ と が わ か り 、 こ の た め 、 カ ル
プ ロ テ ク チ ン は 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン 、 CRPお よ び ホ モ シ ス テ イ ン の 中 で 、 カ ル シ ウ ム 値 と
の 最 も 高 い 共 変 の 程 度 を 有 す る こ と が 推 測 で き る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 加 え て 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン は 、 他 の CVD用 マ ー カ ー CRPと の 高 い 確 率 比 を 与 え る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　
　 確 率 比 と 同 じ カ ッ ト オ フ を 使 用 し た 前 述 の デ ー タ に お け る カ イ 二 乗 試 験 は 、 カ ル シ ウ ム
値 と カ ル プ ロ テ ク チ ン の 結 果 と の 間 に お い て 重 要 な 一 致 （ P 0.009） を 示 す 。 対 照 的 に 、 C
RP試 験 と ホ モ シ ス テ イ ン 試 験 の い ず れ も 、 カ ル シ ウ ム 値 と 重 要 な 共 変 を 示 さ な か っ た 。 ま
た 、 重 要 な 一 致 （ ○ . ○ ○ ○ ） は 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン と CRPと の 間 で 見 ら れ た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　
　 （ i） MannWhitney テ ス ト
　 図 ５ は 、 カ ル シ ウ ム 陽 性 結 果 と カ ル シ ウ ム 陰 性 結 果 と の 間 に お け る カ ル プ ロ テ ク チ ン 分
布 の ド ッ ト プ ロ ッ ト を 示 す 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 二 つ の グ ル ー プ の 中 間 値 は 、 カ ル シ ウ ム 陰 性 が 0.310mg/L、 カ ル シ ウ ム 陽 性 が 0.375mg/L
で あ る 。 MannWhitneyは 、 カ ル シ ウ ム 陰 性 に 対 す る ラ ン ク の サ ム （ sum） が 、 カ ル シ ウ ム 陰
性 に つ い て 912お よ び 1108で あ り 、 P値 0.0113が 得 ら れ る こ と を 提 供 す る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 高 （ CS>100） 、 低 （ CS<100） カ ル シ ウ ム 値 グ ル ー プ に お け る カ ル プ ロ テ ク チ ン 、 CRPお
よ び ホ モ シ ス テ イ ン 濃 度 中 間 値 の 重 要 な 増 加 を テ ス ト す る た め に MannWhitney分 析 が 、 上
述 の デ ー タ で 実 行 さ れ た 。 結 果 は 、 カ ル プ ロ テ ク チ ン と ホ モ シ ス テ イ ン 濃 度 の 中 間 値 が 、
高 カ ル シ ウ ム グ ル ー プ に お い て 顕 著 に 増 加 し （ そ れ ぞ れ P＝ 0.0112お よ び 0.0037） 、 CRPは
、 そ れ ぞ れ の グ ル ー プ に お い て 顕 著 な 相 違 が 見 ら れ な か っ た こ と を 示 す （ 下 記 表 ８ 参 照 ）
。
【 ０ １ ６ １ 】
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【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ２ 】
　 (ii)　 ROC分 析 と 曲 線
　 図 ６ お よ び 図 ７ は 、 全 患 者 と 男 性 群 に つ い て の カ ル プ ロ テ ク チ ン お よ び hsCRPの ROC曲 線
を 示 す 。 下 記 表 ９ は 、 ROC曲 線 の 面 積 を 示 す 。
【 ０ １ ６ ３ 】
【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ４ 】
　
　 CVD潜 在 性 の テ ス ト と し て 、 表 ７ に お け る カ ッ ト オ フ レ ベ ル （ Hcy カ ッ ト オ フ  12μ mol
） で の カ ル プ ロ テ ク チ ン 、 CRPお よ び ホ モ シ ス テ イ ン （ Hcy） テ ス ト の そ れ ぞ れ の 精 度 が 、
カ ル シ ウ ム 値 ＞ 100が CVDの 高 い リ ス ク を 反 映 す る と の 推 測 を 評 価 し た 。 分 析 の 結 果 を 表 １
０ に 示 す 。
【 ０ １ ６ ５ 】
【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ６ 】
カ ル シ ウ ム に 対 す る カ ル プ ロ テ ク チ ン の 一 致 比 は 、 58.5％ （ 42+75/200）
カ ル シ ウ ム に 対 す る CRPの 一 致 比 は 、 50％ （ 25+75/200）
カ ル シ ウ ム に 対 す る ホ モ シ ス テ イ ン の 一 致 比 は 、 50.5％ （ 24+77/200）
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ６ ７ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 ２ ０ ０ 人 の 試 験 患 者 に お け る カ ル プ ロ テ ク チ ン の 分 布 曲 線 で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 全 ２ ０ ０ 人 の 試 験 患 者 の 分 布 曲 線 を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 全 ２ ０ ０ 人 の 試 験 患 者 の 分 布 曲 線 を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 ２ ０ ０ 人 の 試 験 患 者 に お け る ホ モ シ ス テ イ ン の 分 布 曲 線 を 示 す 。
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【 図 ５ 】 図 ５ は 、 カ ル シ ウ ム 陽 性 結 果 と カ ル シ ウ ム 陰 性 結 果 と の 間 に お け る カ ル プ ロ テ ク
チ ン 分 布 の ド ッ ト プ ロ ッ ト を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 全 ２ ０ ０ 人 の 試 験 患 者 、 お よ び 、 男 性 患 者 に つ い て の 、 カ ル プ ロ テ ク チ
ン お よ び hsCRPの ROC曲 線 を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 全 ２ ０ ０ 人 の 試 験 患 者 、 お よ び 、 男 性 患 者 に つ い て の 、 カ ル プ ロ テ ク チ
ン お よ び hsCRPの ROC曲 線 を 示 す 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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