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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象の、心臓発作である心臓血管疾患のリスクまたは進行を特徴付けるための方法であ
って、
　前記対象から得られた体液サンプル中のリポカリン－２のレベルを測定する工程、及び
　前記対象のリポカリン－２のレベルを所定の参照値と比較する工程
を含み、
　前記所定の参照値が集団のリポカリン－２レベルの標準と関連しており、かつ、
　前記所定の参照値と比較して上昇したリポカリン－２レベルによってリスクの増大が予
測され、
（１）前記対象のリポカリン－２レベルが、前記集団のリポカリン－２レベルの下から２
５％の範囲内である場合には、前記対象が、心臓発作である心臓血管疾患の低いリスクを
有することを示し、
（２）前記対象のリポカリン－２レベルが、前記集団のリポカリン－２レベルの下から２
５％～５０％の範囲である場合には、前記対象が、心臓発作である心臓血管疾患の低中度
のリスクを有することを示し、
（３）前記対象のリポカリン－２レベルが、前記集団のリポカリン－２レベルの下から５
０％～７５％の範囲である場合には、前記対象が、心臓発作である心臓血管疾患の中程度
のリスクを有することを示し、および、
（４）前記対象のリポカリン－２レベルが、前記集団のリポカリン－２レベルの下から７
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５％よりも大きい場合には、前記対象が、心臓発作である心臓血管疾患の高いリスクを有
することを示す、
方法。
【請求項２】
　前記体液サンプルが尿サンプルである、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記所定の値が、単独の値、複数の値、単独の範囲、又は複数の範囲である、請求項１
に記載の方法。
【請求項４】
　前記所定の値が、複数の所定のマーカーのレベルの範囲であり、前記対象のリポカリン
－２レベルを所定の参照値と比較する工程が、
　前記対象のリポカリン－２レベルが、どの所定のマーカーのレベルの範囲にあるかを決
定することを含む、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記サンプル中の、心臓発作である心臓血管疾患又は炎症の第二のマーカーのレベルを
測定する工程、及びリポカリン－２のレベルを前記第二のマーカーのレベルと関連付ける
工程、をさらに含み、
　前記リポカリン－２のレベル及び第二のマーカーのレベルの組み合わせによってリスク
が予測される、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記第二のマーカーが、コレステロール画分、Ｃ反応性タンパク質（ＣＲＰ）、及びミ
エロペルオキシダーゼ（ＭＰＯ）からなる群から選択され；
　リポカリン－２のレベルに基づいて第一のリスク値を確立する工程、
　コレステロール、ＣＲＰ、又はＭＰＯのレベルを第二の所定の参照値と比較して、第二
のリスク値を確立する工程、及び
　第一及び第二のリスク値の組み合わせに基づいて対象のリスクを特徴付ける工程を更に
含む、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記第一及び第二のリスク値の組み合わせが、前記第一及び第二のリスク値とは異なる
第三のリスク値を確立する、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記測定を、経時的な心臓血管疾患のリスクの変化又は進行をモニターするために経時
的に反復して実施し、かつ、
 前記心臓血管疾患が心臓発作である、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　 対象が、心臓発作である心臓血管疾患のリスクを低減する薬剤を用いる治療から利益
が得られる可能性を評価するための方法であって、
　 前記対象から得られた体液サンプル中のリポカリン－２レベルを測定する工程、
　 前記測定したリポカリン－２濃度を所定の参照値と比較する工程
 を含み、
　 前記所定の参照値が集団のリポカリン－２レベルの標準と関連しており、
　 前記サンプル中のリポカリン－２濃度が所定の参照値と比較して低減している場合に
、前記治療から利益が得られる可能性があり、
 （１）前記対象のリポカリン－２レベルが、前記集団のリポカリン－２レベルの下から
２５％の範囲内である場合には、前記対象が、心臓発作である心臓血管疾患の低いリスク
を有することを示し、
 （２）前記対象のリポカリン－２レベルが、前記集団のリポカリン－２レベルの下から
２５％～５０％の範囲である場合には、前記対象が、心臓発作である心臓血管疾患の低中
度のリスクを有することを示し、
 （３）前記対象のリポカリン－２レベルが、前記集団のリポカリン－２レベルの下から
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５０％～７５％の範囲である場合には、前記対象が、心臓発作である心臓血管疾患の中程
度のリスクを有することを示し、および、
 （４）前記対象のリポカリン－２レベルが、前記集団のリポカリン－２レベルの下から
７５％よりも大きい場合には、前記対象が、心臓発作である心臓血管疾患の高いリスクを
有することを示す、方法。
【請求項１０】
　 前記体液サンプルが尿サンプルである、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　 リポカリン－２結合成分を含む、心臓発作である心臓血管疾患の発症リスクを予測す
るための請求項１から１０のいずれか一項に記載の方法のための試験キット。
【請求項１２】
　 前記リポカリン－２結合成分が、アプタマー、抗体、又は他のリポカリン－２アンタ
ゴニストである、請求項１１に記載の試験キット。
【請求項１３】
　 前記リポカリン－２結合成分が尿リポカリン－２に対する抗体である、請求項１２に
記載の試験キット。
【請求項１４】
　 リポカリン－２についてのアッセイ及び説明書を含むパッケージを備える、請求項１
から１０のいずれか一項に記載の方法のための試験キット。
【請求項１５】
　 前記アッセイによって測定されるリポカリン－２のレベルを、将来の、心臓発作であ
る心臓血管疾患の発症リスク又は他の患者の基準と関連付けるための数又は色表をさらに
備える、請求項１４に記載の試験キット。
【請求項１６】
　 心臓発作である心臓血管疾患の第二のマーカーについてのアッセイをさらに備える、
請求項１５に記載の試験キット。
【請求項１７】
　 前記第二のマーカーのアッセイが、コレステロール、Ｃ反応性タンパク質、又はミエ
ロペルオキシダーゼについてのものである、請求項１６に記載の試験キット。
【請求項１８】
　 対象の、心臓発作である心臓血管疾患のリスク又は進行を特徴付けるための医薬の製
造におけるリポカリン－２の使用であって、
　 前記医薬がリポカリン－２に対して特異的なアプタマーまたは抗体を含み、かつ、
　 対象のリポカリン－２レベルを所定の参照値と比較するために製剤化され、
　 前記所定の参照値が集団のリポカリン－２レベルの標準に関連し、
　 前記所定の参照値と比較して上昇したリポカリン－２レベルによってリスクの増大が
予測され、
 （１）前記対象のリポカリン－２レベルが、前記集団のリポカリン－２レベルの下から
２５％の範囲内である場合には、前記対象が、心臓発作である心臓血管疾患の低いリスク
を有することを示し、
 （２）前記対象のリポカリン－２レベルが、前記集団のリポカリン－２レベルの下から
２５％～５０％の範囲である場合には、前記対象が、心臓発作である心臓血管疾患の低中
度のリスクを有することを示し、
 （３）前記対象のリポカリン－２レベルが、前記集団のリポカリン－２レベルの下から
５０％～７５％の範囲である場合には、前記対象が、心臓発作である心臓血管疾患の中程
度のリスクを有することを示し、および、
 （４）前記対象のリポカリン－２レベルが、前記集団のリポカリン－２レベルの下から
７５％よりも大きい場合には、前記対象が、心臓発作である心臓血管疾患の高いリスクを
有することを示す、
 使用。
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【請求項１９】
　 対象のリポカリン－２レベルの測定が尿サンプルを用いて実施できるように、前記医
薬が製剤化される、請求項１８に記載の使用。
【請求項２０】
　 前記所定の値が、単独の値、複数の値、単独の範囲、又は複数の範囲である、請求項
１８に記載の使用。
【請求項２１】
　 前記所定の値が複数の所定のマーカーのレベルの範囲であり、
　 前記対象のリポカリン－２レベルを前記所定の参照値と比較する工程が、前記対象の
リポカリン－２レベルが、どの所定のマーカーのレベルの範囲にあるかを決定することを
含む、請求項１９に記載の使用。
【請求項２２】
　 前記医薬が、第二のマーカーを更に含み、サンプル中の、心臓発作である心臓血管疾
患又は炎症の第二のマーカーのレベルを測定し、リポカリン－２のレベルを前記第二のマ
ーカーのレベルと関連付けるために製剤化され、
　 リポカリン－２のレベル及び第二のマーカーのレベルの組み合わせによってリスクが
予測される、請求項１８に記載の使用。
【請求項２３】
　 前記第二のマーカーが、コレステロール画分、Ｃ反応性タンパク質（ＣＲＰ）、及び
ミエロペルオキシダーゼ（ＭＰＯ）からなる群から選択され；
　 リポカリン－２のレベルに基づいて第一のリスク値を確立する工程、
　 コレステロール、ＣＲＰ、又はＭＰＯのレベルを第二の所定の参照値と比較して、第
二のリスク値を確立する工程、及び
　 第一及び第二のリスク値の組み合わせに基づいて対象のリスクを特徴付ける工程を更
に含む、請求項２２に記載の使用。
【請求項２４】
　 前記第一及び第二のリスク値の組み合わせが、前記第一及び第二のリスク値とは異な
る第三のリスク値を確立する、請求項２３に記載の使用。
【請求項２５】
　 心臓発作である心臓血管疾患のリスクを低減する薬剤を使用する治療から対象が利益
を得られる可能性を評価するための医薬の製造におけるリポカリン－２の使用であって、
　 前記医薬がリポカリン－２に対して特異的なアプタマーまたは抗体を含み、かつ、測
定されるリポカリン－２濃度を所定の参照値と比較するために製剤化され、
　 前記所定の参照値が集団のリポカリン－２レベルの標準と関連しており、
　 サンプル中のリポカリン－２濃度が所定の参照値と比較して低減している場合に、前
記治療から利益が得られる可能性があり、
 （１）前記対象のリポカリン－２レベルが、前記集団のリポカリン－２レベルの下から
２５％の範囲内である場合には、前記対象が、心臓発作である心臓血管疾患の低いリスク
を有することを示し、
 （２）前記対象のリポカリン－２レベルが、前記集団のリポカリン－２レベルの下から
２５％～５０％の範囲である場合には、前記対象が、心臓発作である心臓血管疾患の低中
度のリスクを有することを示し、
 （３）前記対象のリポカリン－２レベルが、前記集団のリポカリン－２レベルの下から
５０％～７５％の範囲である場合には、前記対象が、心臓発作である心臓血管疾患の中程
度のリスクを有することを示し、および、
 （４）前記対象のリポカリン－２レベルが、前記集団のリポカリン－２レベルの下から
７５％よりも大きい場合には、前記対象が、心臓発作である心臓血管疾患の高いリスクを
有することを示す、
 使用。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本発明は、心臓リスク、慢性心臓疾患、及び発作(stroke)のリスクのための診断マーカ
ーとしてのリポカリン－２の使用に関する。具体的には、本発明は、対象中を循環するリ
ポカリン－２の濃度を測定し、標準化集団又は標準集団内のリポカリン－２レベルと測定
したレベルを比較することによる、リスクの評価及びこれらのリスクの進行の評価に関す
る。
【背景技術】
【０００２】
　心臓血管疾患は、依然として、先進国において疾病率及び死亡率の最も一般的な原因で
ある。したがって、心臓血管疾患の予防は、主要な公衆衛生における重要な分野である。
現在では、将来の心臓疾患に対する幾つかのリスク因子が開示されており、高いリスクを
有する個体の検出に広く臨床的に使用されている。例えば、高比重リポタンパク質（ＨＤ
Ｌ）及び低比重リポタンパク質（ＬＤＬ）の総コレステロールレベルの評価である。しか
しながら、多数の心臓疾患は、明らかに低～中程度のリスクプロフィールを有する個体に
おいて生じ、その様な患者を同定する能力は限られている。さらに、データの蓄積は、心
臓血管疾患のリスクがある又は心臓血管疾患を有することが既知の患者に対するある予防
処置及び治療処置の有益な効果が、異なる患者群の間で程度に差異があることを示唆して
いる。しかしながら、このような状況において、ある治療方法が多かれ少なかれ効果的で
あることが期待できるか否か決定する診断方法を開示するデータは存在していない。
【０００３】
　リポカリン－２は、２４ｐ３（１）及び好中球ゼラチナーゼ関連リポカリン（ＮＧＡＬ
）（２）としても知られており、マウスの腎細胞及びヒト好中性顆粒で最初に同定された
２５ｋＤａの分泌糖タンパク質である。前記タンパク質は、ＲＢＰ４、脂肪酸結合タンパ
ク質（ＦＡＢＰ）、主要尿タンパク質（ＭＵＰ）、アポリポタンパク質Ｄ（ａｐｏＤ）、
及びプロスタグランジンＤ合成酵素（ＰＧＤＳ）（３）を含む、２０超の小さな分泌タン
パク質からなるリポカリンスーパーファミリーに属する。このタンパク質ファミリーの共
通の特徴は、遊離脂肪酸、レチノイド、アラキドン酸、及び各種のステロイドなどの小さ
な脂質物質に結合し、輸送する能力である（４）。リポカリン－２がロイコトリエンＢ４

及びリポポリサッカリド（５）に弱く結合することは過去に報告されていたが、その高い
親和性を有する内在性リガンドはまだ同定されていない。好中球に加えて、リポカリン－
２は、肝臓、肺、腎臓、脂肪細胞、及びマクロファージを含む幾つかの他の組織において
発現している（６－８）。リポポリサッカリド及び「ＩＬ－１β」などの幾つかの炎症刺
激は、これらの細胞におけるリポカリン－２発現及び分泌を顕著に誘導し得る（６、９）
。特に、炎症性転写因子である、ＮＦ－κＢは、リポカリン－２遺伝子のプロモーター領
域内の共通モチーフと結合することによって、リポカリン－２発現を転写活性することが
示されており、このことは、当該分泌タンパク質が炎症応答に関与する可能性を示唆する
。
【０００４】
　血清リポカリン－２レベルの上昇は、最近、動脈硬化病変におけるタンパク質溶解活性
の増大と関連しており、虚血傷害、シスプラチン腎毒性、又は感染後の腎不全を示すこと
が確認された（１１－１５）。リポカリン－２とマトリックスメタロペプチダーゼ９（Ｍ
ＭＣＮ９）との部分的な関係は、リポカリン－２が、ＭＭＣＮ９を分解から保護し（２、
１６）、その酵素活性を保存することによるＭＭＣＮ９に対する調節作用を奏し得ること
を示唆する。最近の研究によって、ＭＭＣＮ９及びリポカリン－２が、ヒト動脈硬化性プ
ラークにおいてマクロファージ及び平滑筋細胞（ＳＭＣ）に共局在することが実証された
。インサイチュリンパ管造影法によって、リポカリン－２がより多く発現しているところ
でより高いＭＭＣＮ９活性が示され、このことは、ＭＭＣＮ９活性の調節及びプラークの
不安定化におけるリポカリン－２の潜在的な役割を示す（１５）。
【先行技術文献】
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【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明の実施態様は、（１）将来の心臓血管疾患のリスクを予測し；及び（２）心臓血
管疾患の予防及び／又は治療のために設計されたある処置の使用から、ある患者が多かれ
少なかれ利益を得られる可能性を決定するための、免疫アッセイ又は免疫試験による、体
液（血液、血清、血漿、尿、唾液、涙などを含むが、それらに限らない）中のリポカリン
－２の測定に関する。
【０００７】
　リポカリン－２レベルの上昇によって将来の心臓血管疾患が予測されることを発見した
。例えば、一見したところ健康なヒトにおけるリポカリン－２レベルの上昇によって心筋
梗塞（ＭＩ）のリスクの増大が予測される。他の例としては、リポカリン－２レベルの上
昇によって将来の心筋梗塞の可能性の増大が予測される。
【０００８】
　将来の心臓血管疾患のリスクを低減するためのある治療剤の使用から、ある個体が多か
れ少なかれ利益を得られる可能性が、個体のリポカリン－２ベースラインレベルから決定
できることを発見した。本発明は、将来の心臓血管疾患の他の予測因子から独立した予測
値をリポカリン－２が有するという驚くべき発見に部分的に基づく。特に、リポカリン－
２は、Ｃ反応性タンパク質（ＣＲＰ）及びミエロペルオキシダーゼ（ＭＰＯ）から独立し
て、将来の悪性心臓血管疾患を予測する。したがって、リポカリン－２は、将来の悪性心
臓血管疾患の予測因子として単独で使用するか、又はコレステロール、ＣＲＰ、及びＭＰ
Ｏを含むが、それらに限らない従来の予測因子と組み合わせて使用してよい。かくして、
本発明は、他の予測因子を使用して実施することが以前から可能であった測定を単純に重
複することは含まない。むしろ、リポカリン－２レベルは、従来の予測因子に加わるもの
である。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　上述のように、これらの発見は、新たな診断試験をもたらした。本発明の１つの態様に
よれば、将来に心臓血管疾患を発症する個体のリスクプロフィールを特徴付けるための方
法が提供される。前記方法は、個体におけるリポカリン－２レベルを得る工程を含む。次
いで、前記リポカリン－２レベルを所定の値と比較し、次いで、将来に心臓血管疾患を発
症する固体のリスクプロフィールを、所定の値との比較におけるリポカリン－２レベルに
基づいて特徴付ける。前記所定の値は、単独の値、複数の値、単独の範囲、又は複数の範
囲であり得る。かくして、１つの実施態様では、前記所定の値は、複数の所定のマーカー
レベル範囲であり、比較工程は、どの所定のマーカーレベル範囲に個体のレベルが収まる
かを測定することを含む。
【００１０】
　本発明のさらなる他の態様によれば、将来に心臓血管疾患を発症する個体のリスクプロ
フィールを特徴付けるための、コレステロール画分、ＣＲＰ、又はＭＰＯを含むが、それ
らに限らない、他の既知の心臓血管疾患マーカーと組み合わせてリポカリン－２レベルを
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使用する方法を提供する。個体におけるリポカリン－２のレベルを得る。前記リポカリン
－２レベルを第一の所定の値と比較して、第一のリスク値を確立する。コレステロール、
ＣＲＰ、又はＭＰＯを含むが、それらに限らない、他の既知の心臓血管疾患マーカーの個
体内のレベルも得る。第二のマーカー（コレステロール、ＣＲＰ、又はＭＰＯを含むが、
それらに限らない）の個体内のレベルを第二の所定の値と比較して、第二のリスク値を確
立する。次いで、心臓血管疾患を発症する個体のリスクプロフィールを、前記第一及び第
二のリスク値の組み合わせに基づいて特徴付け、ここでは、前記第一のリスク値及び第二
のリスク値の組み合わせから、第一及び第二のリスク値とは異なる第三のリスク値を確立
する。
【００１１】
　本発明のさらなる他の態様によれば、心臓血管疾患のリスクを低減するための薬剤を用
いる治療から個体が利益を得られる可能性を評価するための方法を提供する。前記薬剤は
、抗炎症剤、抗血栓剤、抗血小板剤、線維素溶解剤、脂質低減剤、直接トロンビン阻害剤
、及び糖タンパク質ＩＩｂ／ＩＩＩａ受容体阻害剤、並びに細胞接着分子に結合し、その
様な分子に接着する白血球の機能を阻害する薬剤（例えば、抗細胞接着分子抗体）からな
る群から選択することができる。前記方法を実施するために、個体中のリポカリン－２レ
ベルを得る。次いで、当該レベルを所定の値と比較する。ここで、前記所定の値との比較
におけるリポカリン－２レベルは、前記薬剤を用いる治療から個体が利益を得る可能性の
指標である。次いで、個体は、前記薬剤を用いる治療によって得られるであろう正味の利
益に関して特徴付けられる。
【００１２】
　かくして、本発明は、候補の患者のある治療の正味の利益の可能性を評価するための情
報を提供する。
【００１３】
　本発明は、リポカリン－２のアッセイ及び説明書、並びに場合によって数字又は色の表
などの任意の関連する資料を含むパッケージを含む、上述のように、将来に心臓血管疾患
を発症するリスク又は他の患者の基準と前記アッセイによって測定されるようなリポカリ
ン－２のレベルとを関連付けるためのキットも包含する。さらなる実施態様では、前記キ
ットは、コレステロール、ＣＲＰ、ＭＰＯなどを含むが、それらに限らない、少なくとも
１つの第二のマーカーについてのアッセイも含む。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１Ａ】図１Ａ及び１Ｂは、心臓発作／発作(stroke)の高いリスクを有する患者におけ
る血清および尿のリポカリン－２（ＬＣＮ２）を示す。心臓発作／発作(stroke)の高いリ
スクを有する患者（ｎ＝４６）（ｘ軸）の濃度を示し（ｙ軸）、３６人の健康な対照の対
象（ｘ軸）の濃度を示す（ｙ軸）。ボックス内の線は中央値を示し、ボックスは２５から
７５パーセンタイル値の間の区間を示す。ウィスカーは１０及び９０パーセンタイル値の
間の区間を示す。高リスク群と健康群との間の血清及び尿のＬＣＮ２濃度の差異は、統計
的に有意であった（各々Ｐ＜０．００１及びＰ＜０．０５）。
【図１Ｂ】図１Ａ及び１Ｂは、心臓発作／発作(stroke)の高いリスクを有する患者におけ
る血清および尿のリポカリン－２（ＬＣＮ２）を示す。心臓発作／発作(stroke)の高いリ
スクを有する患者（ｎ＝４６）（ｘ軸）の濃度を示し（ｙ軸）、３６人の健康な対照の対
象（ｘ軸）の濃度を示す（ｙ軸）。ボックス内の線は中央値を示し、ボックスは２５から
７５パーセンタイル値の間の区間を示す。ウィスカーは１０及び９０パーセンタイル値の
間の区間を示す。高リスク群と健康群との間の血清及び尿のＬＣＮ２濃度の差異は、統計
的に有意であった（各々Ｐ＜０．００１及びＰ＜０．０５）。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
定義
　本明細書で使用する用語「試験サンプル」は、患者などの興味のある対象の診断、予後
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診断、又は評価を目的として得た体液のサンプルである。ある実施態様では、その様なサ
ンプルは、進行している疾患の結末又は疾患に対する治療計画の効果を決定する目的で得
られてよい。好ましい試験サンプルは、血液、血清、血漿、尿、唾液、及び涙を含むが、
それらに限らない。加えて、当業者は、ある試験サンプルは、分画又は生成工程、例えば
、全血の血清又は血漿成分への分離後により容易に分析されるであろうことを認識するで
あろう。
【００１６】
　本明細書で使用する用語である心臓血管疾患（ＣＶＤ）及び冠動脈疾患（ＣＡＤ）は、
互換的なものであり、心臓疾患、アテローム性動脈硬化症、微小血管疾患、高血圧症、発
作(stroke)、糖尿病性血管症、心筋梗塞、急性冠不全症候群、不安定狭心症、及び糖尿病
性網膜症を包含するが、それらに限らないことを意図する。
【００１７】
　本明細書で使用する用語「診断」は、一連のリスク値及び／又は患者の症状から疾患又
は病気のタイプを予測することをいう。これは、疾患が発生する前に疾患の発生を予測す
る、疾患の予測とは対照的なものであり、過去の時点で１つ又は複数の指標値から未来の
時点における疾患の進行を予測することである用語「予後診断」とも対照的なものである
。
【００１８】
　本明細書で使用する用語「マーカー」は、タンパク質若しくはポリペプチドなどの物質
又は対象から得られた試験サンプルをスクリーニングするための標的として使用される他
の物質である。本発明でマーカーとして使用する「タンパク質又はポリペプチド」は、断
片として同定可能な、任意に免疫学的に検出可能な断片を含むことを意図する。当業者は
、脳卒中の間に損傷した中枢神経系の細胞によって放出されるタンパク質が、その様な断
片に分解又は切断され得ることを認識するであろう。加えて、あるマーカーは、例えばタ
ンパク質分解などによって後に活性化され得る、不活性状態において合成される。その様
なマーカーの例は、インターロイキン－１β（ＩＬ－１β）及び他の従来技術から既知の
多数の他のものを含む。本明細書で使用する用語「関連マーカー」は、マーカー自体の代
わりに検出され得る特定のマーカーの１つ又は複数の断片である。これらの関連マーカー
は、例えば、マーカーの「プリ（ｐｒｅ）」、「プロ（ｐｒｏ）」、若しくは「プリプロ
（ｐｒｅｐｒｏｆｏｒｍ）」形態、又は除去されて成熟マーカーを形成する「プリ」、「
プロ」、若しくは「プリプロ」断片であってよい。ＩＬ－１βなどのプリ、プロ、プリプ
ロ形態として合成されるマーカーの例は、当該技術分野において既知である。好ましい実
施態様では、これら「プリ」、「プロ」、「プリプロ」形態又は除去された「プリ」、「
プロ」、「プリプロ」断片は、本明細書で使用する方法における成熟マーカーと同等の様
式で使用される。
【００１９】
　本明細書における使用、及び添付の特許請求の範囲において、「ａ」、「ａｎ」、及び
「ｔｈｅ」の単数形は、文脈が明らかにそうではないことを示さない限り、複数形も含む
ことに注意すべきである。かくして、例えば、「リポカリン－２結合成分」は、複数のそ
の様な結合成分及び当業者に既知のその同等成分などを含む。
【００２０】
　本明細書に記載する文献は、本願の出願日前の開示についてのみ提供する。先行発明を
理由として、本願発明が、その様な文献に先行する資格がないことを認めるものとして解
されるべきではない。さらに、記載した文献の公開日は、独立して確認する必要がある可
能性がある実際の公開日とは異なる可能性がある。
【００２１】
発明の詳細な説明
　当該技術分野における要求に応じて、本発明は、バイオマーカー若しくはスクリーニン
グツールとしてＬＣＮ２を使用することによって、心臓血管疾患を発症している哺乳動物
の対象のリスクを評価するか、又は心臓血管疾患の進行を評価するための方法を提供する
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。本発明は、哺乳動物の対象中のＬＣＮ２レベルと、心臓血管疾患の発症又は進行につい
てのリスクレベルとの相互関係を提供する。
【００２２】
　１つの態様では、本発明は、心臓血管疾患の新規バイオマーカーとしてＬＣＮ２を使用
することによる、哺乳動物の対象における心臓血管疾患のリスク又は進行を測定するため
の診断方法を提供する。かくして、本発明の方法は、哺乳動物の対象の体液中のリポカリ
ン－２レベルを測定することによって、心臓血管疾患のリスク又は進行を測定することを
伴う。測定される当該レベルは、１つの集団のＬＣＮ２レベルの標準と比較する。標準と
比較して上昇したＬＣＮ２レベルによって、疾患リスクの増大が示される。１つの実施態
様では、前記集団を形成するＬＣＮ２レベルの下から２５％よりも大きいＬＣＮ２レベル
は、心臓血管疾患のリスクを示す。他の実施態様では、対照のＬＣＮ２レベルが、前記集
団を形成するＬＣＮ２レベルの５０％よりも大きい場合に、心臓血管疾患の中程度のリス
クがあると診断される。さらなる他の実施態様では、前記集団を形成するＬＣＮ２レベル
の７５％よりも大きいＬＣＮ２レベルが、心臓血管疾患の高いリスク又は存在する心臓血
管疾患の進行を示す。他の実施態様では、前記集団を形成するＬＣＮ２レベルの８０％よ
りも大きいＬＣＮ２レベルが、疾患の最も高いリスクを示す。
【００２３】
　他の態様では、本発明の方法は、心臓血管疾患の第二のバイオマーカー又は第二の炎症
バイオマーカーのサンプル中の濃度を測定し、ＬＣＮ２レベルと第二のバイオマーカーの
レベルとを関連付けることをさらに含み、前記ＬＣＮ２濃度と第二のバイオマーカーの濃
度との組み合わせによって、心臓血管リスクが予測される。
【００２４】
　他の態様では、本発明の方法は、循環するＬＣＮ２を経時的に反復して測定し、心臓血
管疾患リスクの進行を観察することを含む。
【００２５】
　これらの方法の１つの実施態様では、血漿又は血清ＬＣＮ２レベルは、心臓血管疾患の
症状を現わさない及び／又は糖尿病性ではない、哺乳動物の対象におけるアテローム性動
脈硬化症などの心臓血管疾患のリスクを示す。さらなる実施態様では、本発明の方法は、
メタボリックシンドロームの症状を示す哺乳動物の対象の心臓血管疾患を予測する。さら
なる他の実施態様では、本発明の方法は、糖尿病を有する対象の心臓血管疾患のリスクを
評価する。さらなる他の実施多様では、本発明の方法は、対象において経時的に疾患リス
クを監視するために使用されてよい。
【００２６】
　さらなる他の態様では、本発明は、患者の循環ＬＣＮ２のレベル又は効果を低減させる
ことによって、哺乳動物の対象において炎症性疾患又は心臓血管疾患を治療するか又は進
行を遅延させるための方法を提供する。
【００２７】
　本発明によって、（１）将来の心臓血管疾患のリスクを予測し；及び（２）心臓血管疾
患を予防及び／又は治療するために設計されたある処置の使用から、ある個体が多かれ少
なかれ利益を得られる可能性を測定するために、免疫アッセイ又は免疫試験などのアッセ
イによって体液（血液、血清、血漿、尿、唾液、涙などを含むが、それらに限らない）中
のリポカリン－２を測定するための方法及び装置を提供する。
【００２８】
　１つの実施例によれば、発作(stroke)、心臓まひ、又は心臓血管疾患を発症する個体の
リスクを特徴付けるための方法は、個体から体液サンプルを得る工程、前記サンプル中の
リポカリン－２濃度を測定する工程、及び、測定したリポカリン－２濃度を健康な個体に
関連する所定の参照値と比較する工程を含む。発作(stroke)、心臓発作、又は心臓血管疾
患を発症するリスクは、前記サンプル中のリポカリン－２濃度が前記参照値と比較して上
昇していた場合に存在する。前記所定の値は、単独の値、複数の値、単独の範囲、又は複
数の範囲であり得る。所定の値が複数の所定のマーカーレベル範囲である、１つの実施態



(11) JP 5687186 B2 2015.3.18

10

20

30

40

50

様では、測定したリポカリン－２濃度の所定の参照値に対して比較する工程は、どの所定
のマーカーレベル範囲に、個体のリポカリン－２レベルが収まるかを決定することを含む
。
【００２９】
　リスクについて評価される心臓血管疾患は、慢性心臓疾患、急性冠動脈症候、又は心不
全であり得る。
【００３０】
　さらなる実施態様において、リポカリン－２濃度によって測定されるリスク値に加えて
、コレステロール画分（ＨＤＬ、ＬＤＬ、又はそれら双方を含む）、Ｃ反応性タンパク質
、ミエロペルオキシダーゼ（ＭＰＯ）又は他のリスクマーカーを測定し、健康な個体に関
連する、対応する所定の参照値と比較して、第二のリスク値を確立することができる。個
体のリスクは、第一のリスク値（リポカリン－２濃度によって測定）及び第二のリスク値
に基づいて特徴付けることができる。第一の実施態様では、個体のリスク値は、第一のリ
スク値及び第二のリスク値との組み合わせに基づくリスクの評価である、第三のリスク値
に基づいて特徴付けることができる。
【００３１】
Ａ．各種のマーカーの測定方法
　当業者には、本発明のマーカーの検出及び分析のための幾つかの方法及び装置が既知で
ある。患者試験サンプル中のポリペプチド又はタンパク質に関しては、免疫アッセイ装置
及び方法を使用することが多い。代替的又は付加的に、当該技術分野においてよく知られ
ているように、より大きな特異性をもった結合のためにアプタマーを選択及び使用するこ
とができる。これらの装置及び方法は、サンドイッチ、競争的、又は非競争的アッセイフ
ォーマットにおいて、標識した分子を使用して、興味ある検体の存在又は量に関連するシ
グナルを生成させることができる。加えて、バイオセンサー及び光学的免疫アッセイなど
の、ある方法及び装置を使用して、標識した分子を必要とせずに、検体の存在及び量を測
定してよい。
【００３２】
　好ましくは、免疫アッセイを使用して前記マーカーを分析するが、他の方法が当業者に
はよく知られている（例えば、マーカーＲＮＡレベルの測定）。マーカーの存在又は量は
、各マーカーに特異的な抗体を使用し、特異的な結合を検出することによって一般的には
測定される。任意の適切な免疫アッセイ、例えば、酵素免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）、
放射免疫アッセイ（ＲＩＡ）、及び競争的結合アッセイなどを使用してよい。マーカーに
対する抗体の特異的な免疫学的結合は、直接又は関節的に検出することができる。直接的
な標識は、抗体に結合させた蛍光又は発光タグ、金属、染料、及び放射性ヌクレオチドな
どを含む。間接的な標識は、アルカリホスファターゼ及びセイヨウワサビペルオキシダー
ゼなどの、当該技術分野においてよく知られた各種の酵素を含む。どのように当該工程を
機械で実施するかについての例としては、蛍光タグ方法を用いるＣｌｉｎｉｃａｌ Ｒｅ
ａｄｅｒ（商標）と称されるＲＡＭＰ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ装置を使用することができ
るが、当業者には、同じアッセイを実施するための多数の異なる装置及び工程手順が既知
であろう。希釈した全血をサンプルウェルに入れる。赤血球をサンプルパッドに保持して
、分離した血漿をストリップに沿って移動させる。蛍光染色ラテックス粒子が検体に結合
して、検出領域に固定化される。追加の粒子を内部対照領域に固定化する。検出領域及び
対象領域の蛍光は、ＲＡＭＰ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｒｅａｄｅｒ（商標）で測定され、これ
らの値の比が算出される。この比を使用して、各アッセイについて各試験キットにおいて
製造業者から提供されるロット特異的な標準曲線からの補間によって検体濃度を決定する
。
【００３３】
　マーカー特異的な固定化抗体の使用も、本発明によって意図されており、当業者によく
知られている。抗体は、磁性又はクロマトグラフィーマトリックス粒子、アッセイを行う
場所（例えば、マイクロタイターウェル）の表面、固体基体物質のピース（例えば、プラ
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スチック、ナイロン、紙）などの各種の固体支持体に固定化されるであろう。アッセイス
トリップは、固体支持体上に抗体又は複数の抗体を配列させて被覆することによって調製
されるであろう。このストリップは、次いで、試験サンプルに浸けられ、その後に、洗浄
、及び着色したスポットなどの測定可能なシグナルを生成する検出工程によって即時に処
理されるであろう。
【００３４】
　複数のマーカーの分析は、１つの試験サンプルを用いて別々又は同時に実施されてよい
。幾つかのマーカーは、複数のサンプルの効率的な処理のための１つの試験に組み合わせ
てよい。加えて、当業者は、同じ個体に由来する複数のサンプルの試験の値（例えば、連
続的な時点におけるもの）を認識するであろう。その様な連続的なサンプルの試験は、経
時的なマーカーレベルの変化の同定を可能にするであろう。マーカーレベルにおける増大
又は低減ならびにマーカーレベルにおける変化が無いことは、発生してからの推定の時間
、救出可能な組織の存在及び量、薬物治療の妥当性、各種の治療法の有効性、事態の重度
の認識、疾患重度の同定、将来のリスクを含む患者の結末の同定を含むが、それらに限ら
ない疾患状態についての有用な情報を提供するであろう。
【００３５】
　本発明において参照されるマーカーの組み合わせからなるアッセイを作製して、異なる
診断に関連する関連情報を提供してよい。そのようなパネルは、１、２、３、４、５、６
、７、８、９、１０、１５、２０、若しくはそれ以上のマーカー又は個々のマーカーを使
用して作製してよいが、４未満の数のマーカーはが最も好ましい実施態様である。単独の
マーカー又はより多くのマーカーのパネルを含むマーカーのサブセットの分析を、本発明
の方法によって実施して、各種の臨床背景において臨床的な感度又は特異性が最適化され
るであろう。アッセイの臨床的な感度は、アッセイが正確に予測する疾患を有する対象の
割合として定義され、アッセイの特異性は、アッセイが正確に予測する疾患を有しない対
象の割合として定義される（Ｔｉｅｔｚ Ｔｅｘｔｂｏｏｋ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｃｈ
ｅｍｉｓｔｒｙ，２ｎｄ ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｃａｒｌ Ｂｕｒｔｉｓ ａｎｄ Ｅｄｗａｒｄ
 Ａｓｈｗｏｏｄ ｅｄｓ．，Ｗ．Ｂ．Ｓａｕｎｄｅｒｓ ａｎｄ Ｃｏｍｐａｎｙ，ｐ．４
９６）。
【００３６】
　マーカーの分析は、各種の物理的なフォーマットでも実施されるであろう。例えば、マ
イクロタイタープレート又はオートメーションを使用して、多数の試験サンプルの処理が
容易にされるであろう。代替的には、単独のサンプルフォーマットが開発されて、例えば
、救急輸送中又は緊急治療室の状況における、タイムリーな即時の治療及び診断を容易に
するであろう。特に有用な物理的なフォーマットは、複数の異なる検体の検出のための、
複数の分離したアドレス可能な配置を有する表面を備える。その様なフォーマットは、タ
ンパク質マイクロアレイ又は「タンパク質チップ」（例えば、Ｎｇ ａｎｄ Ｉｌａｇ，Ｊ
．Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ．６：３２９－３４０（２００２））及びキャピラリー装置を含む。
【００３７】
　他の実施態様では、本発明は、マーカーの分析のためのキットを提供する。その様なキ
ットは、好ましくは、少なくとも１つの試験サンプルの分析のための装置及び試薬並びに
アッセイを実施するための説明書を備える。前記キットは、標的マーカーに特異的なアプ
タマーを含有してよい。最適には、前記キットは、ある診断を考慮に入れるか又は排除す
るためのマーカーパネルについて実施される免疫アッセイから得られる情報を使用するた
めの１つ又は複数の手段を含有してよい。マーカー抗体又は抗原は、どのマーカー抗体又
は抗原を測定するかに応じて、免疫アッセイ診断キットに組み込まれてよい。第一の容器
は、抗原又は抗体調製物を含む組成物を含んでよい。抗体調製物及び抗原調製物の双方が
、好ましくは、抗原濃度及び／又は抗体力価が定量用途において容易に参照できるように
提供されて、適切な滴定された形態で提供されるべきである。
【００３８】
　所定の抗原及び／又は抗体（場合によって）と診断サンプルとの間の特異的な免疫反応
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の検出のための免疫検出試薬又は標識を含んでもよい。適切な検出試薬は、抗原及び／又
は抗体とともに又は一次抗体に対する特異性を有する二次抗体とともに典型的には使用さ
れる、放射活性、酵素活性、又は他の発色リガンドによって例示されるように、当該技術
分野においてよく知られている。かくして、前記反応は、標識を検出又は定量することに
よって検出又は定量される。本発明の新規方法と関連する用途に適切な免疫検出試薬及び
方法は、一般的には当該技術分野においてよく知られている。
【００３９】
　前記試薬は、緩衝剤及びタンパク質安定化剤、例えば、ポリサッカリドなどの補助的な
薬剤も含んでよい。前記診断キットは、必要な場合には、試験のバックグラウンド干渉を
低減するための薬剤、シグナルを増大するための薬剤、マーカー値を組み合わせ及び補間
することによって、興味ある臨床的な結末の予測を行うためのソフトウェア及びアルゴリ
ズム、試験を実施するための装置、較正曲線及び図表、並びに標準曲線及び図表などをさ
らに含んでよい。
【００４０】
　サンプル中のリポカリン－２濃度は、アッセイの任意の方法によって、好ましくはアプ
タマー結合によるか又は免疫学的な方法によって、好ましくは免疫アッセイ又は免疫試験
によって、より好ましくは酵素免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）又は尿試験紙によって測定
することができる。
【００４１】
　生物学的サンプル中のＬＣＮ２濃度の測定は、任意の適切なＬＣＮ２抗体又はアプタマ
ーを使用して、前記タンパク質を検出する。その様なアプタマー又は抗体は、当該技術分
野において現在においても存在しているか若しくは市販されており、又は免疫学の分野の
現在一般的な技術によって開発され得る。本明細書で使用する用語「抗体」は、２つ軽鎖
及び２つの重鎖を有する完全な免疫グロブリン又はその任意の断片である。かくして、単
独の単離された抗体又は断片が、ポリクローナル抗体、抗親和性ポリクローナル抗体、モ
ノクローナル抗体、合成抗体、組換え抗体、キメラ抗体、ヒト化抗体、又はヒト抗体であ
ってよい。用語「抗体断片」は、完全な抗体構造にまで至らず、単離去れた単独の抗体さ
、Ｆｖ構築物、Ｆａｂ構築物、軽鎖可変領域又は相補性決定領域（ＣＤＲ）配列などを含
むが、それらに限らない。抗ＬＣＮ２抗体の結合部位、例えば、ＬＣＮ２に結合する１つ
又は複数の可変鎖ＣＤＲ配列を有する組換え分子が、本発明の診断アッセイにおいて使用
されてもよい。本明細書で使用されるように、用語「抗体」は、適当な場合には、ＬＣＮ
２に結合する異なる抗体又は抗体断片の混合物であってもよい。その様な異なる抗体は、
混合物の他の抗体とは異なるＬＣＮ２の部位に結合してよい。前記アッセイに使用する抗
体におけるその様な差異は、抗体の可変領域のＣＤＲ配列に反映され得る。例えば、抗体
自体がヒトＣＤＲ配列を含む非ヒト抗体、キメラ抗体、又は非ヒト起源の配列を含有する
他の組換え抗体断片である場合は、その様な差異は、抗体主鎖によって生じる可能性もあ
る。本はテイの方法において有用な抗体又は断片は、従来技術を使用して合成又は組換え
により作製されるか、又は結成から単離及び精製されるか、その結合親和性を増大すべく
さらに処置されてよい。ＬＣＮ２又は上述のＬＣＮ２の特定の配列に結合する任意の抗体
、抗体断片、又はそれらの混合物が、抗体又は抗体断片がどのように作製されたかにかか
わらず、本発明の方法において使用されてよい。
【００４２】
　同様に、アッセイフォーマットに依存して、抗体は、検出可能なシグナルを提供するこ
とができる試薬でタグ付加又は標識されてよい。その様な標識は、単独又は他の組成物若
しくは化合物と組み合わせて、検出可能なシグナルを提供することができる。２以上の抗
体が診断方法で使用される場合は、標識は、相互に作用して検出可能なシグナルを生じさ
せることが望ましい。最も望ましくは、標識は視覚的に検出可能であり、例えば、比色分
析により検出可能である。各種の酵素システムが作用して、アッセイにおいて比色分析シ
グナルを示し、例えば、グルコースオキシダーゼ（グルコースを基質として使用する）は
、生成物として過酸化物を放出し、それが、ペルオキシダーゼ及びテトラメチルベンジジ
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ン（ＴＭＢ）などの水素ドナーの存在下において、青色の酸化ＴＭＢを生じさせる。他の
例は、セイヨウワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）又はアルカリホスファターゼ（ＡＰ）
、ＡＴＰ、グルコース、及びＮＡＤ＋と反応して、とりわけ３４０ｎｍの波長における吸
収の増大として検出されるＮＡＤＨを生成するグルコース－６－ホスフェートデヒドロゲ
ナーゼと組み合わせたヘキソキナーゼを含む。
【００４３】
　本発明の方法で使用してよい他の標識システムは、他の手段によって検出可能であり、
例えば、染料が埋め込まれている着色ラテックス微粒子（Ｂａｎｇｓ Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｉｅｓ，Ｉｎｄｉａｎａ）を、酵素の代わりに使用して、適切なアッセイにおいて生じ
るＬＣＮ２抗体複合体の存在を示す可視シグナルを提供する。さらなる他の標識は、蛍光
化合物、放射活性化合物、又は成分を含む。好ましくは、抗ＬＣＮ２抗体は、蛍光検出可
能な蛍光色素、例えば、フルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）、フィコエリト
リン（ＰＥ）、アロフィコシアニン（ＡＰＣ）、コリホスフィン－Ｏ（ＣＰＯ）、又はタ
ンデム染料、ＰＥ－シアニン－５（ＰＥ－Ｃｙ５）、及びＰＥ－Ｔｅｘａｓ Ｒｅｄ（Ｅ
ＣＤ）と接合又は結合している。一般的に使用される蛍光色素は、フルオロセインイソチ
オシアネート（ＦＩＴＣ）、フィコエリトリン（ＰＥ）、アロフィコシアニン（ＡＰＣ）
を含み、及びタンデム染料、ＰＥ－Ｃｙ５、ＰＥ－シアニン－７（ＰＥ－Ｃｙ７）、ＰＥ
－シアニン－５．５（ＰＥ－Ｃｙ５．５）、ＥＣＤ、ローダミン、ペリジニン－クロロフ
ィル－タンパク質（ＰｅｒＣＰ）、ＦＩＴＣ、及びアレクサ染料を含む。とりわけＴｅｘ
ａｓ Ｒｅｄ及びローダミン、ＦＩＴＣ＋ＰＥ、ＦＩＴＣ＋ＰＥ－Ｃｙ５、並びにＰＥ＋
ＰＥ－Ｃｙ７などの標識の組み合わせが、アッセイ方法に依存して使用されてよい。
【００４４】
　本発明の診断アッセイにおいて有用な抗体に結合させるための検出可能な標識は、診断
アッセイの分野の当業者に既知又は容易に入手可能な多数の組成物から容易に選択され得
る。本発明に有用な抗ＬＣＮ２アプタマー、抗体、又は断片は、使用する特定の検出可能
な標識又は標識システムによっては限定されない。かくして、本発明で使用するための最
適な標識を有する適切な抗ＬＣＮ２抗体及びアプタマーの選択及び／又は作製は、本明細
書、本明細書に組み込まれた文献、及び免疫学の従来技術が提供された当業者の能力の範
囲内である。
【００４５】
　同様に、生物学的サンプルでＬＣＮ２を測定するために使用される特定のアッセイフォ
ーマットは、酵素免疫吸着測定法、例えば、下記の実施例に開示したもの、サンドイッチ
免疫アッセイ、ホモジーニアスアッセイ、または他の従来のアッセイフォーマットなどの
広範な免疫アッセイから選択されてよい。当業者は、多数の従来の免疫アッセイフォーマ
ットから容易に選択して、本発明を実施し得る。
【００４６】
　ＬＣＮ２を検出することができるペプチド摸倣体、合成化合物などの生物学的サンプル
中のタンパク質の検出のための他の試薬は、ウエスタンブロット、フローサイトメトリー
などの生物学的サンプル中のＬＣＮ２の定量的検出のための他のアッセイフォーマットで
使用され得る。
【００４７】
　好ましくは血漿又は血清中におけるＬＣＮ２の測定は、ＣＶＤリスクのためのバイオマ
ーカーとして働く。本発明の方法によれば、心臓血管疾患のリスク又は進行を測定するた
めに、哺乳動物の対象の体液中のＬＣＮ２のレベルを測定し、集団におけるＬＣＮ２レベ
ルの参照基準と比較する。前記基準と比較して上昇したＬＣＮ２レベルによって、疾患リ
スクの増大が予測される。
【００４８】
　参照基準は、健康から、ＣＶＤ／ＣＡＤの各種の増大するリスク、ＣＶＤ／ＣＡＤに罹
患まで様々な程度の心臓血管の健康状態の哺乳動物の対象から当然に構成される、正常な
集団のサンプルのＬＣＮ２の値を測定することによって確立されるものである。かくして



(15) JP 5687186 B2 2015.3.18

10

20

30

40

50

、前記標準は、好ましくは、標準化における誤差を避けるために、対象のＬＣＮ２レベル
の測定のために使用されるのと同一のアッセイ技術を使用して提供される。下記の実施例
において実証しているように、ＣＶＤリスクの相対レベルは、集団のＬＣＮ２レベルと比
較した際のＬＣＮ２の増大に基づいて決定することができる。
【００４９】
　かくして、１つの実施態様では、対象のＬＣＮ２レベルが集団を形成するＬＣＮ２レベ
ルの下から２５％の範囲内である場合は、対照は「正常」なＬＣＮ２レベル又は心臓血管
疾患の低いリスクを有する。かくして、対象のＬＣＮ２レベルが、集団のＬＣＮ２レベル
の下から２５％よりも大きい場合には、この測定は心臓血管疾患のある程度のリスクを示
す。例えば、他の実施態様では、対象のＬＣＮ２レベルが集団を形成するＬＣＮ２レベル
の下から２５％から５０％の範囲内である場合には、前記対象は、低中度ではあるが、増
大した心臓血管疾患リスクを有する。対象のＬＣＮ２レベルが集団を形成するＬＣＮ２レ
ベルの５０％よりも大きい場合には、前記対象は、中程度の心臓血管疾患リスクを有する
と診断される。同様に、対象のＬＣＮ２レベルが集団を形成するＬＣＮ２レベルの７５％
よりも大きい場合には、前記対象は、高い心臓血管疾患発症リスクを有するか又は存在す
る心臓血管疾患の進行を示す。最後に、対象のＬＣＮ２レベルが標準集団のＬＣＮ２レベ
ルの８０％よりも大きい場合には、前記対象は、疾患の最も高いリスク及び／又は進行性
の心臓血管疾患を示す。
【００５０】
　心臓血管薬又は発作(stroke)、心臓発作、若しくは心臓血管疾患のリスクを低減する薬
剤で治療しようとする個体が特定の治療から利益を受ける可能性を評価する方法は、個体
から体液サンプルを得る工程、前記サンプル中のリポカリン－２濃度を測定する工程、及
び所定の参照値に対して、測定したリポカリン－２濃度を比較する工程を含み得る。１つ
の実施態様では、所定の参照値は、過去の試験又は特定の薬剤を用いる治療の前の試験か
ら得られる値であり得る。参照値と比較して、サンプル中のリポカリン－２濃度が低減し
ている場合に、治療から利益を得る可能性がある。ある実施態様では、前記薬剤は、抗炎
症剤、抗血栓症剤、抗血小板剤、線維素溶解剤、脂質低減剤、直接トロンビン阻害剤、及
び糖タンパク質ＩＩｂ／ＩＩＩａ受容体阻害剤、並びに細胞接着分子に結合して、その様
な分子に結合する白血球の機能を阻害する薬剤からなる群から選択することができる。
【００５１】
　本発明の実施態様では、発作(stroke)、心臓発作、又は心臓血管疾患の発症の個々のリ
スクを予測するためのインビトロ診断マーカーとしてリポカリン－２を使用することがで
きる。
【００５２】
　ある実施態様では、前記心臓血管疾患は、慢性心臓病、急性冠動脈症候、又は心不全で
あり得る。
【００５３】
　本発明の実施態様では、発作(stroke)、心臓発作、又は心臓血管疾患の予防のため又は
心臓血管疾患の治療のための医薬の製造のために、個体のリポカリン－２濃度を低減する
ことができる成分を使用することができる。１つの実施態様では、リポカリン－２に対す
る中和抗体又はリポカリン－２生産を抑制するか若しくはリポカリン－２の生物学的活性
をアンタゴナイズする化合物を使用することができる。
【００５４】
　１つの実施態様によれば、本発明は、対象中の循環リポカリン－２濃度を低減すること
ができる薬剤を必要な対象に投与することによる、発作(stroke)、心臓発作、若しくは心
臓血管疾患のリスクを低減するか、又は心臓血管疾患を治療するための方法を意図する。
【００５５】
　本発明に係る方法の更なる実施態様では、ＣＶＤ又はＣＡＤのリスク評価が、１つ又は
複数のＣＶＤ／ＣＡＤバイオマーカーの測定と組み合わせて、ＬＣＮ２レベルを測定する
ことによって実施され得る。その様な追加のバイオマーカーは、冠動脈石灰化、高感度Ｃ
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反応性タンパク質（ＣＲＰ）、ミエロペルオキシダーゼ（ＭＰＯ）、炎症マーカー、リポ
タンパク質、ホモシステイン、線維素溶解及び止血機能のマーカー、例えば、フィブリノ
ゲン、Ｄ二量体、組織プラスミノゲン活性化因子（ｔＰＡ）、プラスミノゲン活性化因子
阻害剤１抗原、腫瘍壊死因子α（ＴＮＦα）、リポタンパク質関連ホスホリパーゼ（Ｌｐ
ＰＬＡ２）、脳性ナトリウム利尿ペプチド（ＢＮＰ）、インターロイキン－１β（ＩＬ－
１β）、ＩＬ－１８、ＩＬ－１４、ＩＬ－６、可溶性ＴＮＦ受容体－１（ｓｏｌＴＮＦＲ
１）、及びＣＤ４０リガンド（ＣＤ４０Ｌ）を含むが、それらに限らない炎症マーカー、
とりわけ、並びにコレステロール画分（ＨＤＬ、ＬＤＬ又はそれらの双方）及び当該技術
分野においてよく知られているものなどのＣＶＤの他の従来のリスク因子の測定を含むが
、それらに限らない。ＬＣＮ２レベルと既知の第二のバイオマーカーのＣＶＤリスクを示
すレベルとの相関関係によって、ＣＶＤのリスク又は進行がさらに確認される。かくして
、ＬＣＮ２の測定は、既知のバイオマーカーについてのアッセイによって得られるＣＶＤ
の指標を確認するために役立つものであり得る。代替的には、ＬＣＮ２の測定は、ＣＲＰ
などの既知のバイオマーカーよりも正確にＣＶＤ／ＣＡＤリスクを診断するために役立ち
得る。
【００５６】
　さらなる実施態様では、本発明の方法は、経時的にＬＣＮ２レベルを反復して測定する
工程を含み、それにより、ＣＶＤを有する患者の進行を観察するために役立つことができ
る。前記方法は、ＣＶＤ／ＣＡＤの特定の治療計画の成功の程度を測定するために有用で
ある可能性があり、治療の変更が必要である状況を示す可能性がある。
【００５７】
Ｂ．心臓血管疾患又は炎症の治療のための治療方法
　ＬＣＮ２レベルがＣＡＤ／ＣＶＤのバイオマーカーであると本発明者が決定したことの
当然の結果として、本発明は、ＣＶＤ／ＣＡＤ及び／又は炎症性疾患の進行を遅らせるた
めの新規治療方法をさらに提供する。その様な炎症性疾患は、糖尿病、肥満、インスリン
耐性、並びアテローム性動脈硬化症から生じる疾患、例えば、発作(stroke)、腎不全、失
明、及び塞栓症をとりわけ含むが、それらに限らない。その様な方法は、循環ＬＣＮ２を
低減するか又はそうでなければその効果を阻害するのに十分な量のＬＣＮ２中和抗体又は
ＬＣＮ２アンタゴニストなどの化合物を患者に投与する工程を含む、治療計画を提供する
。ＣＶＤ／ＣＡＤリスクレベルは、上述の標準集団を超える血漿又は血清中のＬＣＮ２レ
ベルの増大と共に増大するため、当該方法は、ＬＣＮ２レベルを低減させ、引き続いてリ
スクレベル値を低減させることを企図する。例えば、血清ＬＣＮ２レベルに基づいて非常
に高いリスクカテゴリー（すなわち、標準集団の上から７５％にある値）にある患者には
、前記方法は、基準の次の最も低いレベルの濃度にまで血清ＬＣＮ２を中和することを伴
う。しかしながら、コレステロールレベルと同様に、開始時のＬＣＮ２の高いリスクレベ
ルより小さい任意の値まで高いＬＣＮ２レベルを低減させることは望ましいと解される。
治療を反復して実施して、増強させることにより、ＬＣＮ２レベルが標準集団の最も低い
パーセンタイル（特定の患者について可能な限り正常集団／低リスク集団／標準集団の２
５％にまで低く又はその近く）で安定化するまで、ＬＣＮ２レベルを次第に低減させる。
【００５８】
　かくして、１つの実施態様では、本発明の方法は、対象の循環ＬＣＮ２のレベル又は効
果を低減させることによって、哺乳動物の対象における炎症疾患又は心臓血管疾患の治療
又は進行を遅らせることに関する。望ましくは、前記レベルは、既存のレベルの少なくと
も１０％低減する。さらに望ましくは、前記レベルは、既存のレベルの少なくとも２０％
低減する。本明細書に記載のアッセイを使用して、標準集団のＬＣＮレベルに対して対象
のレベルを比較することによって、対象のＬＣＮ２レベルを測定してよい。かくして、標
準集団の上位２５％よりも低いレベル（すなわち、７５％）まで対照のレベルを低減させ
ることも望ましい。当該方法によれば、治療を継続して、標準集団の５０から７５％の範
囲内又はそれ未満まで対象のＬＣＮ２レベルを低減させる。本発明の他の実施態様によれ
ば、本発明を利用して、標準集団の上位５０％未満のレベルまで対象のＬＣＮ２レベルを
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低減させる。言うまでも無く、本発明を実施して、標準集団の下位２５％の範囲内のレベ
ルまで対象のレベルを低減させることが最も望ましい。
【００５９】
　これらの方法は、反復してアンタゴニストを投与するか、又は本明細書に記載の所望の
閾値に循環ＬＣＮ２レベルを維持する治療を患者に提供することを伴ってよい。ある実施
態様では、発作(stroke)、心臓発作、若しくは心臓血管疾患の予防のための薬剤、又は心
臓血管疾患の治療のための薬剤を含む、医薬組成物を使用し、前記薬剤は、抗炎症剤（ア
スピリン及び非アスピリン抗炎症剤を含む）、抗糖尿病剤（ＰＰＡＲγアゴニストチアゾ
リジンジオン（例えば、ロシグリタゾン））、抗血栓剤、抗血小板剤、線維素溶解剤、脂
質低減剤、直接トロンビン阻害剤、糖タンパク質ＩＩｂ／ＩＩＩａ受容体阻害剤、細胞接
着分子に結合して、その様な分子に結合する白血球の機能を阻害する薬剤、カルシウムチ
ャンネルブロッカー、βアドレナリン作動性受容体ブロッカー、シクロオキシゲナーゼ－
２阻害剤、及びアンジオテンシン系阻害剤からなる群から選択される。前記医薬組成物は
、個体のリポカリン－２濃度を低減することができる成分も含む。
【００６０】
　その様な治療方法は、既にＣＶＤ／ＣＡＤを有する患者、又は循環ＬＣＮ２の正常地よ
りも大きい循環ＬＣＮ２レベルを有する無症状患者に有用である。
【００６１】
　用語「ＬＣＮ２アンタゴニスト」は、治療により、治療前に存在するよりも上述のよう
に低いリスクレベルまで循環ＬＣＮ２を低減させることができる任意の化合物を意味する
。１つの実施態様では、前記アンタゴニストは、天然の受容体に対するＬＮＣ２の結合を
妨げる。かくして、その様な化合物は、合成薬、抗ＬＣＮ２抗体若しくはその断片、又は
ＬＣＮ２の発現を低減させる治療用組成物であってよい。当該治療方法において有用であ
る、その様なＬＣＮ２アンタゴニストは、市販の又は従来技術である既知の化合物であり
得る。
【００６２】
　当該方法によれば、循環ＬＣＮ２の所望の低減を達成するための患者、好ましくはヒト
患者に投与するための、選択されるＬＣＮ２アンタゴニストの適切な量及び製剤は、関連
する因子に応じて主治医によって選択され得る。例えば、選択されるＬＣＮ２－低減化合
物の用量は、使用する特定の組成物（アンタゴニストの性質、例えば、タンパク質性、合
成化合物など）、化合物の半減期、心臓血管疾患又は炎症性疾患の同定及び／又は段階、
患者の示すＬＣＮ２レベル、患者の年齢、体重、性別、一般的な健康状態、投与経路、任
意の他の医薬及び治療、並びに対象の病歴に応じて変化する。的確な用量は、個々の治療
対象とともに経験に基づいて投与する医師によって決定され得る。効果的な治療用量は、
循環ＬＣＮ２レベルを低減するのに十分な量、好ましくは約２０％以上まで開始時のＬＣ
Ｎ２レベルを低減するのに十分な量を含有する。
【００６３】
　同様に、投与経路、投与計画、及び投与頻度は、上述の因子、及びＬＣＮ２レベルの定
期的な評価によって決定されるような、治療に対する患者の応答に依存する。
【００６４】
　他の実施態様によれば、発作(stroke)、心臓発作、又は心臓血管疾患を発症するリスク
を予測するための試験キットが提供される。その様なキットは、リポカリン－２結合成分
を含み得る。好ましい実施態様では、前記キットは、中和抗体又は他のリポカリン－２ア
ンタゴニストを含み得る。発作(stroke)、心臓発作、又は心臓血管疾患のリスク評価、診
断、及び／又は予後診断のためにキットを使用することができる。
【００６５】
　１つの実施態様では、キットは、リポカリン－２のアッセイ及び説明書を含み、将来の
心臓血管疾患を発症するリスク又は上述のような他の患者の基準とアッセイによって測定
されるリポカリン－２レベルとを関連付けるための、数または色表などの関連資料を場合
によって含むパッケージを含み得る。更なる実施態様では、前記キットは、コレステロー
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ル、ＣＲＰ、ＭＰＯ、又は他のＣＶＤ／ＣＡＤマーカーのアッセイも含む。
【実施例】
【００６６】
実施例１
ヒト対象
　４６人の患者（年齢の平均値５３±２２歳；年齢の中央値５０歳；年齢の範囲１８から
９６歳；４６％が女性）を試験に採用した。患者が（ｉ）冠動脈疾患：過去のＭＩ（イン
フォームドコンセントの２日より前）、又は文書化された多肢冠動脈疾患若しくは負荷テ
スト陽性である安定若しくは過去の不安定の狭心症（インフォームドコンセントの３０日
より前）、又は多肢経皮経管冠動脈形成（ＰＴＣＡ）（インフォームドコンセントの３０
日より前）、又は狭心症を有しないか（手術がインフォームドコンセントの４年より前に
実施されている場合）若しくは手術後に狭心症を再発した、過去に１５の多肢冠動脈バイ
パス移植（ＣＡＢＧ）；（ｉｉ）末梢動脈疾患：過去の肢のバイパス手術又は血管形成又
は切断術、少なくとも片側で０．８未満の足首／腕の血圧比を有したことがある断続的な
跛行、又は非侵襲性試験；（ｉｉｉ）過去の発作(stroke)；（ｉｖ）インフォームドコン
セントの７日より前であり、かつ、１年前よりも後である、一過性の虚血性発作（ＴＩＡ
）；（ｖ）糖尿病（Ｉ型又はＩＩ型）；末端器官損傷（網膜症、左心室肥大、微量若しく
は大量アルブミン尿）の証拠又は過去の心臓若しくは血管の疾患の証拠がある場合に、患
者は心臓発作／発作(stroke)の高リスクの群に分類した。
【００６７】
　３６人の年齢及び性別を合わせた健康な対象の対照群（年齢の平均値６５±１８歳；年
齢の中央値７２歳；年齢の範囲：２３から８７歳；７８％が女性）を含めた。
【００６８】
　図１Ａ及び１Ｂは、心臓発作／発作(stroke)の高いリスクを有する患者及び健康な対照
における、血清及び尿のリポカリン－２（ＬＣＮ２）のブックスプロットを示す。血清Ｌ
ＣＮ２濃度の中央値は、健康な対照よりも、心臓発作／発作(stroke)の高いリスクを有す
る患者において有意に高かった（５１．６ ｖｓ ３５．５μｇ／Ｌ；Ｐ＜０．００１）。
尿のＬＣＮ２濃度の中央値も、健康な対象よりも、心臓発作／発作(stroke)の高いリスク
を有する患者において有意に高かった（６．６ ｖｓ １．６μｇ／Ｌ；Ｐ＜０．０５）。
【００６９】
実施例２
マウス及びヒトリポカリン－２の定量のための抗体生産及びサンドイッチＥＬＩＳＡの開
発
　組換えヒト又はマウスリポカリン２に対するポリクローナル抗体は、過去に開示されて
いるようにニュージーランドのメスのウサギで生産した。抗ヒト又はマウスリポカリン２
 ＩｇＧは、タンパク質Ａ／Ｇビーズを使用し、次いで個々の抗原をリガンドとして使用
する親和性クロマトグラフィーによって、免疫したウサギの血清から精製した。親和性に
より精製した抗ヒト又は抗マウスリポカリン２ ＩｇＧをＰｉｅｒｃｅ社製のキットを使
用してビオチン化し、検出抗体として使用した。未標識の抗ヒト又は抗マウスリポカリン
－２ ＩｇＧを使用して、４℃で一晩にわたって９６ウェルマイクロタイタープレートを
被覆した。ヒト又はマウス血清をＰＢＳに希釈して（１：５０）、１００μｌの希釈した
サンプル又は組換え標準物質を各ウェルに適用して、３７℃で１時間にわたってインキュ
ベートした。プレートを３回洗浄し、次いで、１００μｌの検出抗体と共にさらに２時間
インキュベートした。ＰＢＳで更に三回洗浄した後に、ストレプトアビジン接合セイヨウ
ワサビペルオキシダーゼを用いてウェルを１時間にわたってインキュベートし、その後に
テトラメチルベンジジン試薬を用いて１５分にわたって反応させた。全部で１００μｌの
２Ｍ Ｈ２ＳＯ４を各ウェルに添加して、反応を停止させ、４５０ｎｍにおける吸収を測
定した。二回重複して測定し、全部で６つの独立したアッセイにおいて５つの血清サンプ
ルを測定することによって、内部及び相互のアッセイの変動係数を決定した。
【００７０】
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　本発明が、本明細書に記載しているか又はその固有の目的を実行し、結果及び利点が得
られることは、当業者によって容易に理解される。本明細書で挙げた実施例は、好ましい
実施態様を示すものであり、例示であって、本発明の範囲を制限するものとは意図しない
。変形例及び他の用途に当業者は気付くであろう。これらの変形例は、本発明の精神の範
囲内であると意図され、特許請求の範囲に規定されている。
【００７１】
　本発明の範囲及び精神から逸脱すること無く、置換基の変更及び変形が本発明に為され
ることは、当業者には容易であることが明らかである。
【００７２】
　明細書中に上げた全ての特許及び文献は、本発明が属する技術分野の当業者のレベルを
示すものである。全ての特許及び文献は、各文献が具体的且つ個別に示されているのと同
じ程度まで参照により本明細書に取り込まれ、本明細書に明示した教示と矛盾しない程度
に参照により取り込まれる。
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