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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】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、患者が気付くＣＶＤ症状の発生前に検出する方法を提供する。
【解決手段】ＣＶＤ症状の発生前に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。測定は抗カルプロテクチン抗体を使用
する。ＣＶＤ潜在性またはＣＶＤ傾向を検出されると、患者はさらなる検査を受けること
ができる。
【選択図】なし



(2) JP 2010-19849 A 2010.1.28

10

20

30

40

50

【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ＣＶＤ潜在性またはＣＶＤ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】
　ＣＶＤ潜在性またはＣＶＤ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
５ｍｇ／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ＣＶＤ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ＣＶＤ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１０】
　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１１】
　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１０記載のキット。
【請求項１２】
　さらに検出器を含む請求項１０または１１記載のキット。
【請求項１３】
　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１０～１２のいず
れか一項に記載のキット。
【請求項１４】
　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、６５～１４０ｎｍの範囲である方法。
【請求項１５】
　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、７５～１２０ｎｍの範囲であ
る請求項１４記載の方法。
【請求項１６】
　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１４または請
求項１５記載の方法。
【請求項１７】
　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１４～１６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１８】
　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１４～１７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１９】
　自動分析として実行される請求項１４～１８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２０】
　請求項１４～１８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２１】
　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２０記載のキット。
【請求項２２】
　さらに、光透過容器を含む、請求項２０または２１記載のキット。
【請求項２３】
　さらに、不透明化エンハンサーを含む請求項２０～２２のいずれか一項に記載のキット
。
【請求項２４】
　さらに、検出器を含む請求項２０～２３のいずれか一項に記載のキット。
【請求項２５】
　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２６】
　疾患診断の方法であって、請求項１４～１９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）、ＣＮＳ炎症疾患、ＨＩＶ感染、ＨＩＶ感染患者における二次ＣＮＳ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）、ＣＶＤ、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２７】
　前記疾患がＣＶＤである請求項２６記載の診断方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　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（
ＣＶＤ）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ＣＶＤ症状の発生前にＣＶＤ潜在性またはＣＶＤ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】
【０００２】
　ＣＶＤは、ヒトにおける健康障害の主な原因である。１９９８年、西側世界における全
死亡者の約４０％は、ＣＶＤが原因であった（例えば、２．５人に１人）。２００２年、
米国では、１００万人以上が心臓の発病を新たにもしくは再発し、４０％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、ＣＶＤの影響による
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と認識することはないであろう。
【０００３】
　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、ＣＶＤ防止またはＣＶＤ傾向の軽減を高い成功率で示す
。このように、ＣＶＤ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
。
【０００４】
　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、ＣＶＤ、特にＣＶＤ潜在性またはＣＶＤ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ＣＤＶ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。
【０００５】
　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、４０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。ＣＶＤ潜在性またはＣＶＤ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。
【０００６】
　さらに、ＣＶＤ潜在性またはＣＶＤ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ＲＩ撮像、Ｘ-線（例えば、ＣＴ）心
筋血管造影法、ＭＲ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、ＥＣＧ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ＣＶＤ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ＣＶＤ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。
【０００７】
　ＣＶＤ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。ＣＶＤｓ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。
【発明の概要】
【０００８】
　本発明は、ＣＶＤ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、ＣＶＤ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、ＣＶ
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、ＣＶＤへの感受性の指標
となるという驚くべき発見である。
【０００９】
　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、「Ｌ１タンパク質」、「Ｍ
ＲＰ ８／１４」、「嚢胞性繊維症（関連）抗原（ＣＦＡ）」および「カルグラニュリン
」と同義として使用する。
【００１０】
　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Ｓ１００Ａ８およびＳ１００Ａ９を含む。三量体と
して、カルプロテクチンは、２つのＨ鎖（１４ｋＤ）と１つのＬ鎖（８ｋＤ）とが非共有
結合した３６ｋＤａのヘテロ三量体タンパク質である。
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【００１１】
　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。
【００１２】
　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。
【００１３】
　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５０００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。
【００１４】
　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。
【００１５】
　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。
【００１６】
　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１～１８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。
【００１７】
　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）、ＣＮＳ炎症疾患（例えば、多発性硬化症および急性脳炎）、ＨＩＶ
感染、ＨＩＶ感染患者における二次ＣＮＳ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。
【００１８】
　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。
【００１９】
　驚くことに、患者のＣＶＤ潜在性またはＣＶＤ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
ＣＶＤ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。
【００２０】
　「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ＣＶ
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ＣＶＤ相対リスクに類似
した反映の形態をとる。
【００２１】
　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ＣＶＤ潜在性または
ＣＶＤ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。
【００２２】
　「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。
【００２３】
　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、ＣＶＤ潜在性またはＣＶＤ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ＣＶＤの無いまたはＣＶＤ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。
【００２４】
　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。
【００２５】
　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。
【００２６】
　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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【００２７】
　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、Ｃａ2+イオンを供給する形態（例えば、ＣａＣｌ2）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、１０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。
【００２８】
　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ＣＶＤ潜在性またはＣＶＤ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、ＣＶＤ潜在性また
はＣＶＤ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。
【００２９】
　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。
【００３０】
　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。
【００３１】
　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。
【００３２】
　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。
【００３３】
　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。
【００３４】
　本発明の分析方法は、健常者（例えば、ＣＶＤ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。ＣＶＤ潜在性またはＣＶＤ傾向を検出する場合、患者は、
ＣＶＤ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、ＣＶＤに特有のより高
価な技術）を受けることができる。
【００３５】
　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
。
【００３６】
　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０～５０００ｍｇ
／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、０．１～１０ｍｇ／Ｌである。
【００３７】
　一般に、ＣＶＤ潜在性またはＣＶＤ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、０．０１～０．７５ｍｇ／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、０．０５～０．７０ｍｇ／
Ｌの範囲が好ましく、さらに好ましくは、０．１０～０．６６ｍｇ／Ｌであり、例えば、
０．１５～０．４５ｍｇ／Ｌである。例えば、ＣＶＤ潜在性またはＣＶＤ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、０．０９～０．
５３ｍｇ／Ｌの範囲であり、例えば、約０．３１ｍｇ／Ｌまたは０．３０ｍｇ／Ｌである
。例えば、ＣＶＤ潜在性またはＣＶＤ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、０．０９～０．５３ｍｇ／Ｌの範囲であり、例えば
、約０．３０～０．３９ｍｇ／Ｌ、特に０．３１ｍｇ／Ｌである。
【００３８】
　０．７５ｍｇ／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
ＶＤ潜在性またはＣＶＤ傾向を非常に強く示すといえる。このように、分析がＣＶＤ潜在
性またはＣＶＤ傾向の予測を支持できるよりも大きい閾値は、一般的に、０．３２～０．
７７ｍｇ／Ｌの範囲であり、例えば、約０．６７ｍｇ／Ｌ、好ましくは約０．７ｍｇ／Ｌ
、特に約０．７６ｍｇ／Ｌである。より好ましくは、分析がＣＶＤ潜在性またはＣＶＤ傾
向の予測を支持できるよりも大きい閾値は、０．３０～０．５０ｍｇ／Ｌの範囲であり、
より好ましくは０．３２～０．４７ｍｇ／Ｌ、例えば、約０．４５ｍｇ／Ｌである。
【００３９】
　一般的に、ＣＶＤ潜在性またはＣＶＤ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、０．０１～１０ｍｇ／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、０．０５～９．０ｍｇ／Ｌの範囲であり、さ
らに好ましくは０．５０～８．０ｍｇ／Ｌである。
【００４０】
　１０ｍｇ／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、ＣＶＤ潜在性
またはＣＶＤ傾向を強く示すといえる。分析がＣＶＤ潜在性またはＣＶＤ傾向の予測を支
持できるよりも大きい閾値は、一般的に、９ｍｇ／Ｌであり、例えば、約１０．５ｍｇ／
Ｌ、好ましくは約１１ｍｇ／Ｌである。
【００４１】
　しかしながら、閾値は、健康状態から早期段階ＣＶＤを通じて重症ＣＶＤ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
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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）。
【００４２】
　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ＣＶＤ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：ＨＤＬ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-
α２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。
【００４３】
　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（ＣＲＰ）濃度を評価する工程を付加的に含む。ＣＲＰ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。
【００４４】
　ＣＲＰ測定は、標準免疫分析技術（例えば、ＥＬＩＳＡ、ＲＩＡ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。
【００４５】
　１．７５ｍｇ／Ｌ以上のＣＲＰ濃度に加えて、０．７５ｍｇ／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、ＣＶＤ潜在しまたはＣＶＤ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ＣＲＰ濃度のみ
よりも、ＣＶＤ潜在性またはＣＶＤ傾向のより強い指標となる。
【００４６】
　このように、分析がＣＶＤ潜在性またはＣＶＤ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０．３２～０．７７ｍｇ／Ｌ、１．７０ｍｇ／Ｌであり、好まし
くは約０．６７ｍｇ／Ｌおよび１．７５ｍｇ／Ｌであり、より好ましくは約０．７０ｍｇ
／Ｌおよび２．００ｍｇ／Ｌであり、特に好ましくは約０．７６ｍｇ／Ｌおよび２．２５
ｍｇ／Ｌである。分析がＣＶＤ潜在性またはＣＶＤ傾向の予測を支持できるよりも大きな
閾値は、０．３０～０．５０ｍｇ／Ｌの範囲および０．７５ｍｇ／Ｌであることが好まし
く、より好ましくは０．３２～０．４７ｍｇ／Ｌの範囲および０．７５ｍｇ／Ｌであり、
例えば、約０．４５ｍｇ／Ｌおよび０．７５ｍｇ／Ｌである。
【００４７】
　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、ＣＲＰ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。
【００４８】
　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。
【００４９】
　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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【００５０】
　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。
【００５１】
　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。
【００５２】
　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
ＬＩＳＡ）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。
【００５３】
　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、ＣＶＤ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。
【００５４】
　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）。
【００５５】
　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。
【００５６】
　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、Ｃａ2+イオン(例えば、ＣａＣｌ2)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１０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。
【００５７】
　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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【００５８】
　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
。
【００５９】
　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。
【００６０】
　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２４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、ＣＶＤ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。
【００６１】
　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)。
【００６２】
　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。
【００６３】
　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(10ｍＭホウ酸、15ｍＭ
塩化ナトリウム、ｐＨ9.0)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、ＣＶＤ潜在性またはＣ
ＶＤ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。
【００６４】
　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）。
【００６５】
　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。
【００６６】
　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。
【００６７】
　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、ＣＶＤ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。
【００６８】
　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。
【００６９】
　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、0.5～50ｍｇ／Ｌ
の範囲(例えば、1～40ｍｇ／Ｌ)であるサンプルを測定することが好ましい。
【００７０】
　抗体または抗体断片に結合する粒子は、一般的に、直径１～１５０ｎｍ、例えば、１０
～９０ｎｍまたは１５～６０ｎｍ、例えば、４４ｎｍ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５５～１４０ｎｍ、よ
り好ましくは６５～１１０ｎｍ、例えば、７０～９０ｎｍである。
【００７１】
　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６５～１４０ｎｍ
であり、より好ましくは７５～１２０ｎｍであり、さらに好ましくは８０～１００ｎｍ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。
【００７２】
　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。
【００７３】
　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。
【００７４】
　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。
【００７５】
　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。
【００７６】
　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１０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。
【００７７】
　混濁の測定に使用する光は、適切な波長、例えば、３００～６００ｎｍである。これに
関して、３００～４５０ｎｍフィルター、好ましくは３４０ｎｍまたは４０５ｎｍ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。５６０ｎｍフィルターは、特に
良い結果を得ることができる。
【００７８】
　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。５０
００ｍｇ／Ｌ(例えば、１５００、１０００、７５０、２５０、１００)まで、または１０
０ｍｇ／Ｌ(例えば、７５、５０、２５、５、１．０および０．５ｍｇ／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
、１０ｍｇ／Ｌ(例えば、１０、８、６、４、２ｍｇ／Ｌ)まで、さらに好ましくは５ｍｇ
／Ｌ(５、４．５、４、３．５、３、２．５、２、１．５、１、０．５ｍｇ／Ｌ)までのカ
ルプロテクチン含量の検量サンプルである。
【００７９】
　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。
【００８０】
　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。
【００８１】
　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。
【００８２】
　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。
【００８３】
　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。
【００８４】
　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）、ＣＮＳ炎症疾患（例えば、多発性硬化症および急性脳炎）、ＨＩ
Ｖ感染、ＨＩＶ感染患者における二次ＣＮＳ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。
【００８５】
　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、ＣＶＤ診断に使用される方法である。
【００８６】
　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。
【００８７】
　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）。
【００８８】
　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】
【００８９】
　図１は、２００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



(15) JP 2010-19849 A 2010.1.28

10

20

30

40

50

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
【００９０】
　図２は、２００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
【００９１】
　図３は、２００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
【００９２】
　図４は、２００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
【００９３】
　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２００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。
【００９４】
　実施例１：抗カルプロテクチン抗体
　(a) カルプロテクチンの単離
　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。
【００９５】
　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１０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、－７０℃で少なくとも２４時間凍結させる
。
【００９６】
　続いて解凍し、得られた材料を３０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0.45μｍ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
C12)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。
【００９７】
　(b) 抗カルプロテクチン抗体の調製
　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。
【００９８】
　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、１４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。１２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、ＨＣｌ（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。
【００９９】
　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、ｐH7.8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３ｍｇ/ｍｌ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（ｐH3.0）
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。
【０１００】
　実施例２：カルプロテクチンの比濁分析
(a)  アビジン被覆ナノ粒子の調製
　600 μｍ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２４時間攪拌する。それから40μl 
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。
【０１０１】
　それから、粒子を100ｍｌ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500ｍｌ（
ｐＨ9.0）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（ｐＨ7.4）（米国Ｓｉｇｍａ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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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。
【０１０２】
　(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
　１ｍｌあたり上述のアビジン被覆ナノ粒子の粒子が約0.30ｍｇ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、ＣＶＤ傾向を検査する患者
から採取した血漿サンプル（約 20 μｌ）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 μｇ(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 ）50μｌ
で希釈したものを、前記石英セルに添加して、混合する。340 ｎｍ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。
【０１０３】
　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。
【０１０４】
　実施例３：カルプロテクチンの他の比濁分析
　(a)  抗カルプロテクチン抗体被覆ナノ粒子の調製
　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）0.5ｍｌ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) 27ｍｇ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。
【０１０５】
　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２４時間
攪拌する。それから、グリシン溶液(2 M 、pH 9.0)40μｌ を添加し、混合物をさらに室
温で４時間攪拌する。
【０１０６】
　それから粒子を全量100ｍｌ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）1000ｍｌ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。
【０１０７】
　(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
　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） 50ｍｌの懸濁液を調製する。
【０１０８】
　同時に、分析緩衝液500μｌ（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、ＣＶＤ潜在性を検査する患者から
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採取した血漿サンプル（約20μｌ）を、記録分光光度計（例えば、Shimadzu UV-160）の
石英セルに入れ、340ｎｍ単色光の光吸収を測定する。60秒後、抗体被覆ナノ粒子４００
μｇ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。
【０１０９】
　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。
【０１１０】
　実施例４：カルプロテクチンの比濁分析
　(a)  ストレプトアビジン被覆ナノ粒子の調製
　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）600μｍ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）0.5ｍｌを、10ｍＭリン酸お
よび150ｍＭＮａＣｌ緩衝液（ｐＨ7.4）（Pierce Chemical Companyより入手）に溶解し
た10ｍｇストレプトアビジンとともに添加し、混合液を室温で２４時間攪拌する。それか
ら、グリシン溶液(2 M 、pH 9.0)40μｌ を添加し、混合物をさらに室温で４時間攪拌す
る。
【０１１１】
　それから粒子を全量100ｍｌ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10ｍＭホウ酸と15ｍＭ塩化ナトリウムの溶液500ｍｌ（ｐ
Ｈ9.0）で、第２に25ｍＭトリス、150ｍＭ塩化ナトリウムおよび0.01％Ｔｗｅｅｎ20（商
品名）の溶液（ｐＨ7.4）（米国Ｓｉｇｍａ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
。
【０１１２】
　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
2ｎｍと測定された。
【０１１３】
　（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
　１ｍｌあたり上述のアビジン被覆ナノ粒子の粒子が0.60ｍｇ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500μｌを
、記録分光光度計（例えば、Shimadzu UV-160）の測定石英セル内で、ＣＶＤ傾向を検査
する患者から採取した血漿サンプル（約5μｌ）に混合する。560ｎｍ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75μｇ(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 ）50μｌで希釈したものを、前記石英セルに添加して、混合する。単340ｎｍ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。
【０１１４】
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　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。
【０１１５】
　実施例５
　(a)  抗カルプロテクチン抗体被覆ナノ粒子の調製
　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）1ｍｌを、孔径10,000 kDの膜を用いて、水で透析する。 それから
、10ｍｌ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) 27ｍｇ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６ｍｌに希釈する。
【０１１６】
　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２４時間攪拌した。そ
れから、グリシン溶液(2 M 、pH 9.0)40μｌ を添加し、混合物をさらに室温で４時間攪
拌する。
【０１１７】
　それから粒子を、0.1 % Tween 20（商品名）および3ｍｇ/ｍｌ卵アルブミンを添加した
10ｍMホウ酸、15ｍM塩化ナトリウムで全量100ｍｌ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1000ｍｌ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40～100ｍｌの量に濃縮する。
【０１１８】
　前記粒子の平均直径は、ノルウェーのSinteff ASにより81ｎｍと測定された。
【０１１９】
　(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
　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。. 
【０１２０】
　ＣＶＤを検査する患者から採取した血漿サンプル（約5μｌ）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（460μｌ、25ｍＭ 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
ｎｍ単色光の光吸収を測定する。60秒後、0.7ｍｇ/ｍｌの抗体被覆ナノ粒子を含む前述の
懸濁液100μｌ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、２0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。
【０１２１】
　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。
【０１２２】
　実施例６：統計分析
　ＣＶＤ潜在性またはＣＶＤ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、ＣＶＤ発生に強く関係し、ＣＶＤ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。
【０１２３】
　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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-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ＣＶＤ発生の高リスクを示
す。
【０１２４】
　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
) 。
【０１２５】
　方法
　カルプロテクチン
　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。
【０１２６】
　カルシウム値 (CS)
　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。
【０１２７】
　高感受性C反応性タンパク質 (hsCRP)
　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。
【０１２８】
　ホモシステイン(Hyc)
　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。
【０１２９】
　CS と、カルプロテクチン、hsCRP、Hcyとの比較
　（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。
【０１３０】
　（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。
【０１３１】
　マーカーの中央値の比較
　（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１～２００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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【０１３２】
　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。
【０１３３】
　(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。
【０１３４】
　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。
【０１３５】
　結果
　カルプロテクチンの要約統計
　図１は、全２００人の試験患者の分布曲線を示す。
【０１３６】
　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0.38ｍｇ/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0.31ｍｇ/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
.31ｍｇ/Lであるのに比較して、0.39 mg/Lである。
【０１３７】
【表１】

【０１３８】
　カルシウム値の要約統計
　図２は、全２００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ＥＢＣＴ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。
【０１３９】
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【表２】

【０１４０】
　hsCRPの要約統計
　図３は、全２００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。
【０１４１】
【表３】

【０１４２】
　Hcyの要約統計
　図４は、全２００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 μmol/L であるのに
対して、コントロール群が7.5 μmol/Lである。中間Hcy濃度は、コントロール群女性が7.
15 μmol/Lであり、男性が8.55 μmol/L、症例群はそれぞれ7.35μmol/L および8.55μmo
l/Lである。
【０１４３】
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【表４】

【０１４４】
　カルシウム値と、カルプロテクチン、hsCRP、 Hcyｔｐｍとの比較
　（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。
【０１４５】
　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。
【０１４６】

【表５】

【０１４７】
　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）。
【０１４８】
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【表６】

【０１４９】
（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。
【０１５０】
　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。
【０１５１】
　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。
【０１５２】
　共変が顕著な１以上の確率比、確率比３は、重要である。
【０１５３】
　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。
【０１５４】
【表７】

【０１５５】
　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
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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。
【０１５６】
　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。
【０１５７】
　Minitabを用いたカイ二乗分析
　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。
【０１５８】
　中間値比較
　（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。
【０１５９】
　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。
【０１６０】
　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）
。
【０１６１】

【表８】

【０１６２】
　(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。
【０１６３】

【表９】

【０１６４】
　カルシウム値に対する一致比
　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 12μmol
）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、



(27) JP 2010-19849 A 2010.1.28

10

20

30

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。
【０１６５】
【表１０】

【０１６６】
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】
【０１６７】
【図１】図１は、２００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２００人の試験患者の分布曲線を示す。
【図３】図３は、全２００人の試験患者の分布曲線を示す。
【図４】図４は、２００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。
【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２００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２００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。
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【図４】

【図５】
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【手続補正書】
【提出日】平成21年9月24日(2009.9.24)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　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、６５～１４０ｎｍの範囲である方法。
【請求項２】
　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、７５～１２０ｎｍの範囲であ
る請求項１記載の方法。
【請求項３】
　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または２に
記載の方法。
【請求項４】
　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
求項１から３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　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から４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　自動分析として実行される請求項１から５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　請求項１から６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８】
　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７記載のキット。
【請求項９】
　さらに、光透過容器を含む、請求項７または８に記載のキット。
【請求項１０】
　さらに、不透明化エンハンサーを含む請求項７から９のいずれか一項に記載のキット。
【請求項１１】
　さらに、検出器を含む請求項７から１０のいずれか一項に記載のキット。
【請求項１２】
　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１３】
　疾患診断の方法であって、請求項１から６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
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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 muco
sal disease）、ＣＮＳ炎症疾患、ＨＩＶ感染、ＨＩＶ感染患者における二次ＣＮＳ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 uveit
is）、血液疾患（haematological conditions）、発熱（febrile conditions：感染およ
び非感染）、ＣＶＤ、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１４】
　前記疾患がＣＶＤである請求項１３記載の診断方法。
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