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(57)【要約】
　ここに、特に、心血管系自己免疫疾患および心血管系自己免疫疾患の危険性を評価およ
び管理するための診断試験、使用方法およびキットが提供される。本発明のアッセイ方法
は特に、心血管系疾患、自己免疫疾患に罹っているまたは自己免疫疾患のある個体の血縁
である対象の心血管系自己免疫疾患またはその危険性を同定するために使用できる。この
方法は、心血管疾患の症状を呈している対象、および、見かけは健康で心血管疾患の症状
をまだ呈していないが時が経てば示す可能性のある対象を試験するために使用できる。１
つの実施態様において、本発明はまた、心血管疾患のあるまたはその危険性のある対象が
免疫抑制療法または免疫吸収療法の候補であるかを判断する方法を提供する。本発明はま
た、本発明の方法を実行するために有用なキットおよびキット構成要素を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）前記対象からサンプルを採取する段階と、
　（ｂ）前記対象のサンプル中の複数の異なる内因性心血管抗原のおのおのに対する自己
抗体のレベルを測定する段階と、
　（ｃ）前記レベルを臨床的に正常な心血管機能を有している標準対象または心血管疾患
を有している標準対象から採取したサンプル中で測定した同じ自己抗体のレベルに比較す
る段階と、および
　（ｄ）段階（ｃ）の比較に基づいて前記対象が心血管系自己免疫疾患に罹っているかま
たは発症し得るかの危険性を同定する段階と、
を含む、対象が心血管系自己免疫疾患に罹っているまたは発症し得る危険性を評価する方
法。
【請求項２】
　少なくとも２つの前記異なる内因性心血管抗原に対する自己抗体のレベルが、
（ｉ）臨床的に正常な心血管機能を有している標準対象から採取したサンプル中に比較し
て前記対象のサンプル中で高いとき、および／または、
（ｉｉ）心血管疾患を有している標準対象から採取したサンプル中に比較して前記対象の
サンプル中で高いかまたほぼ同じレベルであるとき、
前記危険性が存在する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記対象が自己免疫疾患を有しているときまたは自己免疫疾患を有している個体の一親
等の血縁であるとき、前記危険性がさらに増加する、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　少なくとも２つの前記異なる内因性心血管抗原に対する自己抗体の前記レベルが、心血
管系自己免疫疾患の存在が理由で上昇している、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　少なくとも２つの前記異なる内因性心血管抗原に対する自己抗体の前記レベルが、心血
管系自己免疫疾患の発症危険性の増加が理由で上昇している、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記対象のサンプルが末梢血、血清、血漿、脳脊髄液、尿または他の体液サンプルを含
む、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記心血管系自己免疫疾患が、心筋炎、心筋症および虚血性心疾患から成るグループか
ら選択される疾患、障害または状態である、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記複数が２以上を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記複数が２から１０の範囲を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　前記複数が５から１０の範囲を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　前記複数が、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５
、１６、１７、１８、１９および２０から成るグループから選択された数を含む、請求項
１に記載の方法。
【請求項１２】
　前記異なる内因性心血管抗原が、α１－アドレナリン受容体、アンギオテンシン－１受
容体、アネキシンＶ、Ｂ型ナトリウム利尿ペプチド、心筋トロポニン、ミオシン、トロポ
ミオシン、細胞質好中球、プロテインＣの内皮受容体、ＶＩＩＩ因子、グレリン、ハロゲ
ン化タンパク質、硝酸化タンパク質、熱ショックタンパク質、ミエロペルオキシダーゼ、
胎盤成長因子、リン脂質、プロテイナーゼ－３、プロトロンビン、プルキンエ線維、筋線
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維鞘Ｎａ－Ｋ－ＡＴＰアーゼ、β１－アドレナリン受容体、β２－アドレナリン受容体お
よび組織型プラスミノーゲン活性化因子から成るグループから選択される、請求項１から
１１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記異なる内因性心血管抗原がさらに、カルジオリピン、酸化ＬＤＬおよびβ－２－グ
リコプロテイン－１から成るグループから選択された抗原を含む、請求項１２に記載の方
法。
【請求項１４】
　（ａ）前記心血管病患者からサンプルを採取する段階と、
　（ｂ）前記対象のサンプル中の複数の異なる内因性心血管抗原のおのおのに対する自己
抗体のレベルを測定する段階と、
　（ｃ）前記レベルを臨床的に正常な心血管機能を有している標準対象または自己免疫疾
患を有している標準対象から採取したサンプル中の同じ自己抗体のレベルに比較する段階
と、および
　（ｄ）段階（ｃ）の比較に基づいて前記心血管病患者が自己免疫療法を受けるために適
格であることを同定する段階と、
を含む、心血管疾患のある患者が自己免疫療法を受けるために適格であることを同定する
方法。
【請求項１５】
　少なくとも２つの前記異なる内因性心血管抗原に対する自己抗体のレベルが、
（ｉ）臨床的に正常な心血管機能を有している標準対象から採取したサンプル中に比較し
て前記心血管疾患患者のサンプル中で高いとき、および／または、
（ｉｉ）自己免疫疾患を有している標準対象から採取したサンプル中に比較して前記心血
管疾患患者のサンプル中で高いかまたはほぼ同じのとき、
前記患者が自己免疫療法を受けるために適格である、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記対象が自己免疫疾患を有しているときまたは自己免疫疾患を有している個体の一親
等の血縁であるとき、前記心血管疾患患者が自己免疫療法を受けるために適格である、請
求項１４に記載の方法。
【請求項１７】
　少なくとも２つの前記異なる内因性心血管抗原に対する自己抗体の前記レベルが、心血
管系自己免疫疾患の存在が理由で上昇している、請求項１４に記載の方法。
【請求項１８】
　少なくとも２つの前記異なる内因性心血管抗原に対する自己抗体の前記レベルが、心血
管系自己免疫疾患の発症危険性の増加が理由で上昇している、請求項１４に記載の方法。
【請求項１９】
　前記心血管疾患患者のサンプルが末梢血、血清、血漿、脳脊髄液、尿または他の体液サ
ンプルを含む、請求項１４に記載の方法。
【請求項２０】
　前記心血管系自己免疫疾患が、心筋炎、心筋症および虚血性心疾患から成るグループか
ら選択された疾患、障害または状態である、請求項１４に記載の方法。
【請求項２１】
　前記複数が２以上を含む、請求項１４に記載の方法。
【請求項２２】
　前記複数が２から１０の範囲を含む、請求項１４に記載の方法。
【請求項２３】
　前記複数が５から１０の範囲を含む、請求項１４に記載の方法。
【請求項２４】
　前記複数が、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５
、１６、１７、１８、１９および２０から成るグループから選択された数を含む、請求項
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１４に記載の方法。
【請求項２５】
　前記異なる内因性心血管抗原が、α１－アドレナリン受容体、アンギオテンシン－１受
容体、アネキシンＶ、Ｂ型ナトリウム利尿ペプチド、心筋トロポニン、ミオシン、トロポ
ミオシン、細胞質好中球、プロテインＣの内皮受容体、ＶＩＩＩ因子、グレリン、ハロゲ
ン化タンパク質、硝酸化タンパク質、熱ショックタンパク質、ミエロペルオキシダーゼ、
胎盤成長因子、リン脂質、プロテイナーゼ－３、プロトロンビン、プルキンエ線維、筋線
維鞘Ｎａ－Ｋ－ＡＴＰアーゼ、β１－アドレナリン受容体、β２－アドレナリン受容体お
よび組織型プラスミノーゲン活性化因子から成るグループから選択される、請求項１４か
ら２４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２６】
　前記異なる内因性心血管抗原がさらに、カルジオリピン、酸化ＬＤＬおよびβ－２－グ
リコプロテイン－１から成るグループから選択された抗原を含む、請求項２５に記載の方
法。
【請求項２７】
　対象から採取したサンプルをアッセイにかけて複数の異なる内因性心血管抗原のおのお
のに対する自己抗体のレベルを検定する段階を含み、対象が自己免疫疾患に罹っているか
または対象が自己免疫疾患に罹った個体の一親等の血縁である場合に、少なくとも２つの
前記異なる内因性心血管抗原に対する自己抗体の高レベル存在が前記心血管系自己免疫疾
患の存在または危険性を示す指標となる、心血管系自己免疫疾患に罹っているまたは発症
危険性のある対象の同定方法。
【請求項２８】
　複数の異なる内因性心血管抗原のおのおのに対する自己抗体のレベルを検出する手段を
含む、サンプル中の少なくとも２つの異なる内因性心血管抗原に対する自己抗体を検定す
る検査キット。
【請求項２９】
　前記検査キットがさらに、固相と固相に固定された捕獲剤とを含み、捕獲剤はα１－ア
ドレナリン受容体、アンギオテンシン－１受容体、アネキシンＶ、Ｂ型ナトリウム利尿ペ
プチド、心筋トロポニン、ミオシン、トロポミオシン、細胞質好中球、プロテインＣの内
皮受容体、ＶＩＩＩ因子、グレリン、ハロゲン化タンパク質、硝酸化タンパク質、熱ショ
ックタンパク質、ミエロペルオキシダーゼ、胎盤成長因子、リン脂質、プロテイナーゼ－
３、プロトロンビン、プルキンエ線維、筋線維鞘Ｎａ－Ｋ－ＡＴＰアーゼ、β１－アドレ
ナリン受容体、β２－アドレナリン受容体および組織型プラスミノーゲン活性化因子から
成るグループから選択された内因性心血管抗原のアミノ酸配列の一部または全部に対応す
る配列を有するペプチドである、請求項２８に記載の検査キット。
【請求項３０】
　前記異なる内因性心血管抗原がさらに、カルジオリピン、酸化ＬＤＬおよびβ－２－グ
リコプロテイン－１から成るグループから選択された抗原を含む、請求項２９に記載の検
査キット。
【請求項３１】
　検査キットがさらに、種特異的抗体を含む標識された検出試薬を含む、請求項２８から
３０のいずれか一項に記載の検査キット。
【請求項３２】
　さらに、前記ラベルと相互作用して検出可能なシグナルを発生する指示薬を含む、請求
項３１に記載の検査キット。
【請求項３３】
　固相がマイクロプレートを含む、請求項２９または３０に記載の検査キット。
【請求項３４】
　固相が微粒子を含む、請求項２９または３０に記載の検査キット。
【請求項３５】
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　固相が電極を含む、請求項２９または３０に記載の検査キット。
【請求項３６】
（ａ）前記対象からサンプルを採取する段階と、
（ｂ）前記対象のサンプル中の１つ以上の内因性心血管抗原のレベルを測定する段階と、
（ｃ）前記対象のサンプル中の複数の異なる内因性心血管抗原のおのおのに対する自己抗
体のレベルを測定する段階と、
（ｄ）前記１つ以上の内因性心血管抗原の前記レベルを、臨床的に正常な心血管機能をも
つ標準対象から採取したサンプル中、心血管疾患に罹っている標準対象から採取したサン
プル中またはもっと早い時期に採取した前記対象のサンプル中で測定した同じ内因性心血
管抗原のレベルに比較する段階と、
（ｅ）自己抗体の前記レベルを、臨床的に正常な心血管機能をもつ標準対象から採取した
サンプル中、心血管疾患に罹っている標準対象から採取したサンプル中またはもっと早い
時期に採取した前記対象のサンプル中で測定した同じ自己抗体のレベルに比較する段階と
、および
（ｆ）段階（ｄ）および（ｅ）における比較に基づいて前記対象が心血管系自己免疫疾患
に罹っているかまたは発症し得るかという危険性を同定する段階と、
を含む、対象が心血管系自己免疫疾患に罹っているかまたは発症し得るかの危険性を評価
する方法。
【請求項３７】
　（ｉ）段階（ｄ）において前記１つ以上の内因性心血管抗原のレベルが臨床的に正常な
心血管機能をもつ標準対象のサンプル中に比較して前記対象のサンプル中で変化している
とき、および／または、もっと早い時期に採取した前記対象のサンプル中に比較して前記
対象のサンプル中で変化しているかもしくはほぼ同じレベルであるとき、および／または
、
（ｉｉ）段階（ｅ）において少なくとも２つの前記異なる内因性心血管抗原に対する前記
自己抗体のレベルが臨床的に正常な心血管機能をもつ標準対象のサンプル中に比較して前
記対象のサンプル中で増加しているとき、および／または、心血管疾患に罹っている標準
対象のサンプル中に比較して前記対象のサンプル中で増加しているかもしくはほぼ同じレ
ベルであるとき、
前記危険性が存在する、請求項３６に記載の方法。
【請求項３８】
　段階（ｂ）の測定と段階（ｃ）の測定とが同時に行われる、請求項３６または３７に記
載の方法。
【請求項３９】
　段階（ｂ）の測定と段階（ｃ）の測定とが任意の順序で順次に行われる、請求項３６ま
たは３７に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は一般的には心血管系自己免疫疾患の診断、管理および治療に関する。より特定
的には本発明は特に心血管系自己免疫疾患および心血管系自己免疫疾患の危険性の評価お
よび管理に関する診断試験、使用方法およびキットに関する。１つの実施態様において本
発明は心血管系自己免疫疾患の危険性を層別化する方法および手段を提供する。
【背景技術】
【０００２】
　自己免疫疾患はヒトの器官系のほぼすべてに関連する８０を超える重篤な疾患に関与し
ている。確定された自己免疫疾患（たとえば、全身性ループス・エリトマトーデス、リウ
マトイド関節炎、甲状腺炎など）の患者では心血管病の発症率が高くなっていることが科
学文献に報告されている（Ｆｒｏｓｔｅｇａｒｄ，Ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒ．Ｔｈｒｏ
ｍｂ．Ｖａｓｃ．Ｂｉｏｌ．，１５：１７７６－１７８５（２００５））。多くの内因性
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抗原に対する自己抗体が検出されており、そのうちには心血管病の指標となる自己抗体も
含まれる。酸化ＬＤＬに対する自己抗体は冠状血管造影図が正常な患者においても異常な
患者においても検出されるが、その抗体価は、正常な対象および冠状血管造影図が正常な
患者よりも血管造影図に冠状動脈疾患の症状がある患者のほうが有意に高い（Ｂｕｉら，
Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｊｏｕｒｎａｌ，１３１（４），６６３－６６７（１
９９６））。心筋炎および拡張性心筋症においても根底に自己免疫が存在することが示唆
されている（Ｍａｉｓｃｈ，Ｈｅｒｚ，３０，５３５－５４４（２００５）；Ｃａｆｏｒ
ｉｏら，Ｇ．Ｉｔａｌ．Ｃａｒｄｉｏｌ．，２７，１０６－１１２（１９９７））。
【０００３】
　自己抗体はまた、トロポニンアッセイを含む心臓のバイオマーカー試験で得られた擬陰
性結果の一因となることが観察された（たとえば、Ｂｏｈｎｅｒら，Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ
．，４２，２０４６（１９９６））。この観察および最近追加された証拠は、心血管疾患
（ＣＤ）の発症には臨床症状よりも数年または数十年早く生じていた自己免疫成分が関与
するらしいという本発明の基礎をなす新しい推論を支持する。患者に心臓病があっても苦
痛がないため医師を訪ねて診断を受けるのが遅れることもあり得る。
【０００４】
　ＣＤは合衆国の主要死亡原因の１つである。ＣＤは、進行性で、ゆっくりと進行し、確
定されたときには慢性化していることもある臨床症候群である。自己免疫性の心血管疾患
――心血管系自己免疫疾患（ＣＡＤとしても知られる）――の早期検出の重要性は誇張し
すぎることはない。心血管系自己免疫疾患の早期検出は、特に慣用の療法に非応答性の患
者および／または免疫抑制剤が有益であるような患者においては、治療の開始についても
回復の可能性についてもより大きい機会を提供する。なお、疾患が自己免疫性であること
が早期に判断されたならば、選択される治療方法は必然的に標準的なＣＤ治療の方法とは
違ってくるであろう。
【０００５】
　個別に測定できる様々な心血管病の指標となるバイオマーカーが存在する（たとえば、
トロポニン、Ｂ型ナトリウム利尿ペプチド（ＢＮＰ）、ｎｔ－プロＢＮＰ、クレアチンキ
ナーゼアイソザイムＭＢ（ＣＫＭＢ）、ミオグロビン、ミエロペルオキシダーゼ（ＭＰＯ
）、コリン、Ｃ－反応性タンパク質（ＣＲＰ）、インターロイキン－６（ＩＬ－６）、腫
瘍壊死因子α（ＴＮＦα）、胎盤成長因子（ＰｌＧＦ）、妊娠関連血漿タンパク質－Ａ（
ＰＡＰＰ－Ａ）、可溶性ＣＤ－４０（ｓＣＤ４０）など）。緊急の介入および入院の理由
となる急性冠状動脈症候群（ＡＣＳ）を診断するために使用されるマーカーが特に重要で
ある。けれどもこれらのバイオマーカーを使用すると、ある程度のパーセンテージの患者
はＡＣＳであると正しく診断されないので、その結果として不運な成り行きになる。問題
の一部は、これらの内因性心血管抗原が患者サンプル中でしばしば不安定であり、タンパ
ク分解または酸化または他の反応を生じてこれがサンプル処理を混乱させ、患者サンプル
の再分析能力を限定することにある。さらにこれらのマーカーは心血管の病態生理学の危
険性を前以って確定して発症を予防することはできない。
【０００６】
　このように、現行の診断ツールは心血管系自己免疫疾患の検出には明らかに不適切であ
る。心血管疾患については一般開業医も専門医も等しく過小診断したり、誤診断したりす
る。心血管疾患の危険性を評価できるツールが必要とされている。
【０００７】
　上記に基づいて、疾患の急性症状に関連したバイオマーカーに依存しない心血管系自己
免疫疾患の危険性を評価する方法および手段の必要性が依然として存在する。従って、特
に心血管疾患に関連する危険性を評価するための診断試験、診断試験パネル、使用方法お
よびキットを提供することが本発明の目的である。自己抗体はインビボで長い循環寿命お
よびインビトロで長期安定性を有しており、いくつかの抗原よりもはるかに有効な分析物
である。従って最適な形態においては、本発明の試験、試験パネル、方法およびキットが
内因性心血管抗原に対する自己抗体の検出を含み、これにより場合によっては現用の方法
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に固有の心血管疾患検査が陥り易い陥穽をある程度防止できる。これらのおよびその他の
目的はこの文中に与えられた記載から明らかであろう。
【０００８】
　背景情報に関する上記の論議は読者が本発明を理解する助けとなるように提供したもの
であり、これらの情報が本発明の先行技術の記載であるまたは先行技術を構成すると認め
たものではない。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】Ｆｒｏｓｔｅｇａｒｄ著，Ａｒｔｅｉｏｓｃｌｅｒ．Ｔｈｒｏｍｂ．Ｖ
ａｓｃ．Ｂｉｏｌ．，１５，２００５年，ｐ．１７７６－１７８５
【非特許文献１】Ｂｕｉら著，Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｊｏｕｒｎａｌ，１３
１（４），１９９６年，ｐ．６６３－６６７
【非特許文献１】Ｍａｉｓｃｈ著，Ｈｅｒｚ，３０，２００５年，ｐ．５３５－５４４
【非特許文献１】Ｃａｆｏｒｉｏら著，Ｇ．Ｉｔａｌ．Ｃａｒｄｉｏｌ．，２７，１９９
７年，ｐ．１０６－１１２
【非特許文献１】Ｂｏｈｎｅｒら著，Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．，４２，１９９６年，ｐ．２
０４６
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　要旨
　本発明は一般的には心血管系自己免疫疾患の診断、管理および治療に関する。より特定
的には本発明は特に心血管系自己免疫疾患および心血管系自己免疫疾患の危険性の評価お
よび管理に関する診断試験、使用方法およびキットに関する。本発明はまた、心血管系自
己免疫疾患の危険性を層別化する方法および手段を提供する。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　１つの実施態様において本発明は、対象が心血管系自己免疫疾患に罹っている（たとえ
ば、現在罹っている）または発症し得る（たとえば、将来のある時期に）危険性を評価す
る方法に関する。この方法は、
　（ａ）対象からサンプルを採取する段階と、
　（ｂ）対象のサンプル中の複数の異なる内因性心血管抗原のおのおのに対する自己抗体
のレベル（たとえば、量）を測定する段階と、
　（ｃ）該レベルを臨床的に正常な心血管機能を有している標準対象または心血管疾患を
有している標準対象から採取したサンプル中で測定した同じ自己抗体のレベルに比較する
段階と、および
　（ｄ）段階（ｃ）の比較に基づいて対象が心血管系自己免疫疾患に罹っているかまたは
発症し得るかの危険性を同定する段階と、を含む。
【００１２】
　この方法によれば、少なくとも２つの異なる内因性心血管抗原に対する自己抗体のレベ
ルが、
（ｉ）臨床的に正常な心血管機能を有している標準対象から採取したサンプル中に比較し
て対象サンプル中で高いとき、および／または、
（ｉｉ）心血管疾患を有している標準対象から採取したサンプル中に比較して対象のサン
プル中で高いかまたはほぼ同じであるとき、
このような危険性が存在する。
【００１３】
　１つの特徴によれば、対象が自己免疫疾患を有しているときまたは自己免疫疾患を有し
ている個体の一親等の血縁であるとき、危険性がさらに増加する。別の特徴によれば、少
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なくとも２つの異なる内因性心血管抗原に対する自己抗体のレベルは心血管系自己免疫疾
患の存在が理由で上昇している。また別の特徴によれば、少なくとも２つの異なる内因性
心血管抗原に対する自己抗体のレベルは心血管系自己免疫疾患の発症危険性の増加が理由
で上昇している。
【００１４】
　上記方法に使用される対象のサンプルは、末梢血、血清、血漿、脳脊髄液、尿または他
の体液サンプルを含み得る。
【００１５】
　上記方法において、心血管系自己免疫疾患は、心筋炎、心筋症および虚血性心疾患から
成るグループから選択された疾患、障害または状態である。
【００１６】
　場合により、対象のサンプル中の“複数”の異なる内因性心血管抗原が２つ以上の内因
性心血管抗原を含む。さらに場合により、複数が２から１０、特に５から１０の範囲を含
む。より特定的には場合により、複数が２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、
１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９および２０から成るグループから選択
された数を含む。
【００１７】
　この方法に使用される異なる内因性心血管抗原は、α１－アドレナリン受容体、アンギ
オテンシン－１受容体、アネキシンＶ、Ｂ型ナトリウム利尿ペプチド、心筋トロポニン、
ミオシン、トロポミオシン、細胞質好中球、プロテインＣの内皮受容体、ＶＩＩＩ因子、
グレリン、ハロゲン化タンパク質、硝酸化タンパク質、熱ショックタンパク質、ミエロペ
ルオキシダーゼ、胎盤成長因子、リン脂質、プロテイナーゼ－３、プロトロンビン、プル
キンエ線維、筋線維鞘Ｎａ－Ｋ－ＡＴＰアーゼ、β１－アドレナリン受容体、β２－アド
レナリン受容体および組織型プラスミノーゲン活性化因子から成るグループから選択され
る。別の特徴によれば、この方法に使用される異なる内因性心血管抗原がさらに、カルジ
オリピン、酸化ＬＤＬおよびβ－２－グリコプロテイン－１から成るグループから選択さ
れた抗原を含む。
【００１８】
　別の実施態様において本発明は、心血管疾患のある患者が自己免疫療法を受けるために
適格であることを同定する方法に関する。この方法は、
　（ａ）心血管疾患患者からサンプルを採取する段階と、
　（ｂ）対象のサンプル中の複数の異なる内因性心血管抗原のおのおのに対する自己抗体
のレベルを測定する段階と、
　（ｃ）該レベルを臨床的に正常な心血管機能を有している標準対象または自己免疫疾患
を有している標準対象から採取したサンプル中で測定した同じ自己抗体のレベルに比較す
る段階と、および
　（ｄ）段階（ｃ）の比較に基づいて記心血管疾患患者が自己免疫療法を受けるために適
格であることを同定する段階と、
を含む。
【００１９】
　このような方法によれば、少なくとも２つの異なる内因性心血管抗原に対する自己抗体
のレベルが、
（ｉ）臨床的に正常な心血管機能を有している標準対象から採取したサンプル中に比較し
て心血管疾患患者のサンプル中で高いとき、および／または、
（ｉｉ）自己免疫疾患を有している標準対象から採取したサンプル中に比較して心血管疾
患患者のサンプル中で高いかまたはほぼ同じであるとき、
心血管疾患患者は自己免疫療法を受けるために適格である。
【００２０】
　さらにこのような方法によれば、対象が自己免疫疾患を有しているときまたは自己免疫
疾患を有している個体の一親等の血縁であるとき、心血管疾患患者は自己免疫療法を受け
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るために適格である。
【００２１】
　この方法の１つの特徴によれば、少なくとも２つの異なる内因性心血管抗原に対する自
己抗体のレベルは心血管系自己免疫疾患の存在が理由で上昇している。この方法の別の特
徴によれば、少なくとも２つの異なる内因性心血管抗原に対する自己抗体のレベルは心血
管系自己免疫疾患の発症危険性の増加が理由で上昇している。
【００２２】
　上記方法に使用される対象のサンプルは、末梢血、血清、血漿、脳脊髄液、尿または他
の体液サンプルを含み得る。
【００２３】
　上記方法において、心血管系自己免疫疾患は、心筋炎、心筋症および虚血性心疾患から
成るグループから選択された疾患、障害または状態である。
【００２４】
　場合により、対象のサンプル中の“複数”の異なる内因性心血管抗原が２つ以上の内因
性心血管抗原を含む。さらに場合により、複数が２から１０、特に５から１０の範囲を含
む。より特定的には場合により、複数が２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、
１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９および２０から成るグループから選択
された数を含む。
【００２５】
　この方法に使用される異なる内因性心血管抗原は、α１－アドレナリン受容体、アンギ
オテンシン－１受容体、アネキシンＶ、Ｂ型ナトリウム利尿ペプチド、心筋トロポニン、
ミオシン、トロポミオシン、細胞質好中球、プロテインＣの内皮受容体、ＶＩＩＩ因子、
グレリン、ハロゲン化タンパク質、硝酸化タンパク質、熱ショックタンパク質、ミエロペ
ルオキシダーゼ、胎盤成長因子、リン脂質、プロテイナーゼ－３、プロトロンビン、プル
キンエ線維、筋線維鞘Ｎａ－Ｋ－ＡＴＰアーゼ、β１－アドレナリン受容体、β２－アド
レナリン受容体および組織型プラスミノーゲン活性化因子から成るグループから選択され
る。別の特徴によれば、この方法に使用される異なる内因性心血管抗原がさらに、カルジ
オリピン、酸化ＬＤＬおよびβ－２－グリコプロテイン－１から成るグループから選択さ
れた抗原を含む。
【００２６】
　また別の実施態様において本発明は、心血管系自己免疫疾患に罹っているまたは発症危
険性のある対象の同定方法を提供する。この方法は、対象から採取したサンプルをアッセ
イにかけて複数の異なる内因性心血管抗原のおのおのに対する自己抗体のレベルを検定す
る段階を含み、対象が自己免疫疾患に罹っているかまたは対象が自己免疫疾患に罹った個
体の一親等の血縁である場合、少なくとも２つの異なる内因性心血管抗原に対する自己抗
体の高レベル存在が当該心血管系自己免疫疾患の存在または危険性を示す指標となる。
【００２７】
　本発明によればまた、サンプル中の少なくとも２つの異なる内因性心血管抗原に対する
自己抗体を検定する検査キットが提供される。この検査キットは複数の異なる内因性心血
管抗原のおのおのに対する自己抗体のレベルを検出する手段を含む。１つの特徴によれば
、この検査キットがさらに、固相と固相に固定された捕獲剤とを含み、捕獲剤はα１－ア
ドレナリン受容体、アンギオテンシン－１受容体、アネキシンＶ、Ｂ型ナトリウム利尿ペ
プチド、心筋トロポニン、ミオシン、トロポミオシン、細胞質好中球、プロテインＣの内
皮受容体、ＶＩＩＩ因子、グレリン、ハロゲン化タンパク質、硝酸化タンパク質、熱ショ
ックタンパク質、ミエロペルオキシダーゼ、胎盤成長因子、リン脂質、プロテイナーゼ－
３、プロトロンビン、プルキンエ線維、筋線維鞘Ｎａ－Ｋ－ＡＴＰアーゼ、β１－アドレ
ナリン受容体、β２－アドレナリン受容体および組織型プラスミノーゲン活性化因子から
成るグループから選択された内因性心血管抗原のアミノ酸配列の一部または全部に対応す
る配列を有するペプチドである。別の特徴によれば、異なる内因性心血管抗原がさらに、
カルジオリピン、酸化ＬＤＬおよびβ－２－グリコプロテイン－１から成るグループから
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選択された抗原を含む。
【００２８】
　この検査キットはさらに場合により、種特異的抗体を含む標識された検出試薬を含み、
さらに場合により、該ラベルと相互作用して検出可能なシグナルを発生する指示薬を含む
。
【００２９】
　１つの特徴によれば、検査キットの固相がマイクロプレートを含む。
【００３０】
　別の特徴によれば、検査キットの固相が微粒子を含む。
【００３１】
　また別の特徴によれば、検査キットの固相が電極を含む。
【００３２】
　追加の実施態様において本発明は、対象が心血管系自己免疫疾患に罹っているかまたは
発症し得るかの危険性を評価する方法に関する。この方法は、
（ａ）対象からサンプルを採取する段階と、
（ｂ）対象のサンプル中の１つ以上の内因性心血管抗原のレベルを測定する段階と、
（ｃ）対象のサンプル中の複数の異なる内因性心血管抗原のおのおのに対する自己抗体の
レベルを測定する段階と、
（ｄ）１つ以上の内因性心血管抗原のレベルを、臨床的に正常な心血管機能をもつ標準対
象から採取したサンプル中、心血管疾患に罹っている標準対象から採取したサンプル中ま
たはもっと早い時期に採取した当該対象のサンプル中で測定した同じ内因性心血管抗原の
レベルに比較する段階と、
（ｅ）自己抗体のレベルを、臨床的に正常な心血管機能をもつ標準対象から採取したサン
プル中、心血管疾患に罹っている標準対象から採取したサンプル中またはもっと早い時期
に採取した当該対象のサンプル中で測定した同じ自己抗体のレベルに比較する段階と、お
よび
（ｆ）段階（ｄ）および（ｅ）における比較に基づいて対象が心血管系自己免疫疾患に罹
っているかまたは発症し得るかの危険性を同定する段階と、
を含む。
【００３３】
　場合により、段階（ｂ）の測定と段階（ｃ）の測定とが同時に行われる。さらに場合に
より、段階（ｂ）の測定と段階（ｃ）の測定とが任意の順序で順次に行われる。
【００３４】
　ここに記載の方法の１つの特徴によれば、
（ｉ）段階（ｄ）において１つ以上の内因性心血管抗原のレベルが、臨床的に正常な心血
管機能をもつ標準対象のサンプル中に比較して対象のサンプル中で変化（たとえば、増加
）しているとき、および／または、心血管疾患に罹っている標準対象のサンプル中に比較
して対象のサンプル中で変化（たとえば、増加）しているかまたはほぼ同じレベルである
とき、および／または、もっと早い時期に採取した対象のサンプル中に比較して変化（た
とえば、増加）しているかもしくはほぼ同じレベルであるとき、および／または、
（ｉｉ）段階（ｅ）において少なくとも２つの異なる内因性心血管抗原に対する自己抗体
のレベルが臨床的に正常な心血管機能をもつ標準対象のサンプル中に比較して対象のサン
プル中で変化（たとえば、増加）しているとき、心血管疾患に罹っている標準対象のサン
プル中に比較して対象のサンプル中で変化（たとえば、増加）しているかもしくはほぼ同
じレベルであるとき、および／または、もっと早い時期に採取した対象のサンプル中に比
較して対象のサンプル中で変化（たとえば、増加）しているかもしくはほぼ同じレベルで
あるとき、危険性が存在している。
【００３５】
　ここに記載の方法の別の特徴によれば、
（ｉ）段階（ｄ）において１つ以上の内因性心血管抗原のレベルが臨床的に正常な心血管
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機能をもつ標準対象のサンプル中に比較して対象のサンプル中で変化しているときおよび
／または、もっと早い時期に採取した対象のサンプル中に比較して対象のサンプル中で変
化しているかもしくはほぼ同じレベルであるとき、および／または、
（ｉｉ）段階（ｅ）において少なくとも２つの異なる内因性心血管抗原に対する自己抗体
のレベルが臨床的に正常な心血管機能をもつ標準対象のサンプル中に比較して対象のサン
プル中で増加しているとき、および／または、心血管疾患に罹っている標準対象のサンプ
ル中に比較して対象のサンプル中で増加しているかもしくはほぼ同じレベルであるとき、
危険性が存在している。
【００３６】
　本発明のこれらのおよびその他の特性、特徴、目的および実施態様は、本発明の代表的
な特性、特徴、目的および実施態様に関する情報を含む以下の詳細な記載からいっそう明
らかになるであろう。
【発明を実施するための形態】
【００３７】
　詳細な説明
　驚きでもあり予想外でもあったが、内因性心血管抗原に対する自己抗体が、見かけは健
康な個体で見出され、病的特性を有しており、心臓の病態生理に導くことが発見された。
内因性心血管抗原に対するこのような自己抗体はこの文中に記載した診断試験、方法およ
びキットを使用して評価できる。特に、これらの自己抗体のレベル（たとえば、複数の異
なる内因性心血管抗原のおのおのに対する自己抗体のレベル）は、心血管系自己免疫疾患
について発症危険性のある対象または現在罹っている対象を臨床的に鑑別するために使用
できる。本発明は場合により、心血管疾患の急性症状に対する現用のバイオマーカーに依
存しない危険性評価手段を提供する。この文中に記載した診断試験、方法およびキットを
使用して得られたデータは、治療計画の有効性をモニターするために使用でき、また場合
により緊急環境および非緊急環境で使用できる。特に有利なことに、心血管疾患の症状を
呈している対象および見かけは健康で心血管疾患の症状をまだ呈していないが時が経てば
示す可能性のある対象を検査するために使用できる。
【００３８】
　従って本発明は特に、心血管系自己免疫疾患および心血管系自己免疫疾患の危険性の評
価および管理に関する診断試験、使用方法およびキットに関する。１つの実施態様におい
て本発明は、心血管系自己免疫疾患の危険性を層別化する方法および手段を提供する。本
発明のこれらのおよび追加の実施態様、特性、特徴、代表例および実施例は以後の項にお
いてより詳細に記載する。
【００３９】
　定義
　この文中に否定の定義がないならば、この文中に使用したすべての技術用語および科学
用語は本発明が所属する分野の平均的な当業者が共通に理解する意味と同義である。
【００４０】
　“危険性”という用語は、現在または将来のある時期に発生する特定イベントの可能性
または確率を表す。“危険性の層別化”は、医師が患者を特定の疾患、障害または状態の
発生の危険性が低い、普通、高いまたは最も高いという階層に分類できるような既知の臨
床的危険要因の編制を意味する。
【００４１】
　本発明による“診断する”は、該当する疾患、合併症または危険性の判定、モニター、
確認、下位分類および予測を行うことを意味する。“判定”は疾患、合併症、危険性また
は因子（たとえば、自己抗体）の認識に関する。“モニター”は、疾患の進行または疾患
もしくは合併症の進行に対する特定治療の影響を分析するために既に診断した疾患、合併
症または危険因子を追跡することである。“確認”は、既に行った診断を他の指標または
マーカーを使用して補強または実証することである。“分類”または“下位分類”は、診
断された疾患、障害または状態を種々のサブクラスに従ってさらに限定する、たとえば、
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疾患または危険性を軽度、中度または重度の形態に限定することである。“予測”は、他
の症状またはマーカーが明白になる前または有意に変化する前に疾患、障害、状態または
合併症を予知することである。
【００４２】
　この文中に使用した“心血管系自己免疫疾患”という用語は、正常な機能を低下させる
ような心臓または心臓に供給する血管の構造的または機能的な異常を含む隠れた自己免疫
疾患に起因する心臓の健康なまたは正常な状態からの逸脱を表す。心血管系自己免疫疾患
の例は、隠れた自己免疫疾患がおのおのの原因である心筋炎、心筋症および虚血性心疾患
を含む。
【００４３】
　“自己免疫疾患”は、自己抗原に対する免疫寛容の喪失を表す。自己免疫疾患の診断基
準はいくつか存在し、（１）循環中に自己抗体が存在する、（２）罹病した器官で自己抗
体が観察される、（３）標的抗原が同定される、（４）抗原、血清または自己抗体の導入
によって免疫感作した動物モデル体内で誘導される、および、（５）免疫抑制治療または
免疫吸収治療に応答する、などを含む。自己免疫疾患は他にも、（ａ）女性の罹患率が高
い、（ｂ）家族に群発する傾向がある（疾患によって違うが）、（ｃ）無症候性の危険が
ある（すなわち、自己抗体が疾患に何年も先行して存在している）、（ｄ）周期性である
、および（ｅ）慢性である、などの特徴を含む。
【００４４】
　“自己免疫”は、たとえば自己抗体または宿主抗原に反応性のＴリンパ球の存在によっ
て特徴づけられる宿主抗原に指向性の１つ以上の免疫応答を表す。
【００４５】
　“心筋炎”という用語は、心筋の炎症を表す。心筋炎は、ウイルス感染、サルコイドー
シス、リウマチ熱、自己免疫疾患（全身性ループス・エリテマトーデスなど）および妊娠
のような様々な状態が原因で生じる。
【００４６】
　“心筋症”という用語は、心臓筋肉の弱体化または心臓筋肉の構造変化を表す。これは
しばしば不適正な心臓のポンプ作用または他の心機能異常を伴う。心筋症は、ウイルス感
染、心臓発作、アルコール中毒、長期間の重篤な高血圧、栄養不足（特に、セレン、サイ
アミン、Ｌ－カルニチンの不足）、全身性ループス・エリテマトーデス、ツェリアカ病、
末期腎臓病などが原因で生じる。心筋症のタイプには、拡張性心筋症、肥大性心筋症およ
び拘束性心筋症などがある。
【００４７】
　この文中に使用した“拡張性心筋症”という用語は、左心室の顕著な拡張および不適正
機能によって特徴づけられる通常は特発性の全体的な心筋障害である。拡張性心筋症は、
虚血性心筋症、特発性心筋症、高血圧性心筋症、感染性心筋症、アルコール性心筋症、中
毒性心筋症および周産期心筋症を含む。
【００４８】
　この文中に使用した“肥大性心筋症”という用語は、左右の心筋が異なる大きさに成長
した結果として生じた状態を表す。
【００４９】
　この文中に使用した“拘束性心筋症”という用語は、収縮期と収縮期との間の心臓筋肉
の弛緩能力が失われ十分な血液供給が阻害されることを特徴とする状態を表す。
【００５０】
　“虚血性心疾患”という用語は、血液供給の欠如または相対的不足が理由で心筋が損傷
されたかまたは機能効率が低下した状態を表す。もっとも多い原因はアテローム性動脈硬
化症であり、これは、狭心症、急性心筋梗塞および慢性虚血性心疾患を含む。
【００５１】
　“狭心症”という用語は、心筋の血管（冠状血管）の不適正な血流を原因とする胸部の
不快を表す。
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【００５２】
　“心筋梗塞”（心臓発作）は、心臓筋肉の１つの領域が、該領域に適正な酸素供給が行
われないために壊死または損傷したときに生じる。
【００５３】
　この文中に使用した“免疫抑制療法”という用語は、たとえば自己抗体の産生のような
体内の免疫応答の抑制を目的とする治療方法を意味する。
【００５４】
　この文中に使用した“免疫吸着療法”という用語は、標的抗体に結合させることによっ
て血漿から抗体を除去する治療を表す。典型的には、血漿を対象から取出し、固相に固定
した標的抗体の結合パートナーに、結合するために十分な条件下で接触させ、次いで血漿
を対象に戻す。
【００５５】
　“対象”は何らかの動物種、好ましくは哺乳類の構成員、場合によりヒトである。対象
は健康な見かけの個体、疾患に罹った個体、および疾患治療中の個体でよい。単数または
複数の“標準対象”は、１つ以上のパラメーターに関して別の個体または集団を評価する
ために標準として使用される個体または集団である。
【００５６】
　さらにこのような標準対象に関してこの文中に記載した“臨床的に正常な心血管機能”
は、既知のまたは見かけのまたは現在検出可能な心血管機能低下が存在せずまた内因性心
血管抗原に対する自己抗体の検出可能な増加もない標準対象を意味する。
【００５７】
　“一親等の血縁”という用語は、両親、子供または同胞の兄弟姉妹を表す。
【００５８】
　本発明の方法を使用してアッセイにかけることができる“サンプル”は、全血、血清、
血漿、滑液、脳脊髄液、気管支洗浄液、腹水、骨髄吸引液、胸膜滲出液、尿のような生物
流体、および、腫瘍組織または他の体内成分または問題の分析物を含有できる何らかの組
織培養上清を含む。サンプルは当業界で公知の適当な方法のいずれかによって採取できる
。
【００５９】
　この文中に使用した“分析物”という用語は、サンプル（すなわち、生物サンプル）中
に存在し得る検出すべき物質を表す。分析物は、天然産生の特異的結合パートナーを有す
るかまたは特異的結合パートナーを製造できる物質であればよい。従って、分析物は１つ
のアッセイにおいて１つ以上の特異的結合パートナーに結合できる物質である。
【００６０】
　この文中に使用した“結合パートナー”という用語は、結合ペア、すなわち、一方の分
子が他方の分子に結合する一対の分子の構成員を表す。特異的に結合する結合パートナー
は“特異的結合パートナー”と呼ばれる。イムノアッセイに常用の抗原抗体結合パートナ
ーの他にも、ビオチンとアビジン、糖質とレクチン、相補的ヌクレオチド配列、エフェク
ター分子とレセプター分子、補因子と酵素、酵素阻害剤と酵素などの特異的結合パートナ
ーがある。特異的結合パートナーはさらに、原形の特異的結合パートナーの（１つ以上の
）類似体である（１つ以上の）パートナー、たとえば分析物－類似体を含み得る。免疫反
応性特異的結合パートナーは、組換えＤＮＡ方法によって形成されたものも含めた抗原お
よび抗原フラグメント、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体およびこれらの抗体の
フラグメント、それらの複合体を含む。
【００６１】
　この文中に使用した単数または複数の“エピトープ”または“問題のエピトープ”とい
う用語は、いずれかの分子に存在し特異的結合パートナーの（１つまたは複数の）相補的
部位によって認識され該部位に結合できる（１つまたは複数の）部位を表す。該分子およ
び特異的結合パートナーは特異的結合部位の部品である。たとえば、エピトープはポリペ
プチド、タンパク質、ハプテン、糖質抗原（非限定例は糖脂質、糖タンパク質またはリポ
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多糖）または多糖であり、その特異的結合パートナーは非限定的に抗体たとえば自己抗体
である。典型的にはエピトープはもっと長い抗原フラグメント（すなわち、抗体に結合で
きる領域またはフラグメント）に内包され、特異的結合パートナーに接触することが判っ
ている正確な残基を表す。抗原性フラグメントが２つ以上のエピトープを内包することも
可能である。
【００６２】
　特異的結合対の構成員（たとえば、抗原と抗体）間の相互作用に関してこの文中に使用
した“特異的”または“特異性”は、相互作用の選択的反応性を表す。“に特異的に結合
する”という表現およびその類似用語は、内因性心血管抗原に特異的に結合し（たとえば
優先的に反応し）他の因子に特異的に結合しない自己抗体の能力を表す。内因性心血管抗
原に特異的に結合する抗体（自己抗体を含む）または抗体フラグメントはたとえば、診断
用イムノアッセイ（たとえば、ラジオイムノアッセイ（“ＲＩＡ”）および酵素結合免疫
吸着剤アッセイ（“ＥＬＩＳＡ”）（参照：たとえば、Ｐａｕｌ編，Ｆｕｎｄａｍｅｎｔ
ａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２ｎｄ　ｅｄ．，Ｒａｖｅｎ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏ
ｒｋ，ｐｐ．３３２－３３６（１９８９））、ＢＩＡｃｏｒｅ（Ｒ）（生体高分子相互作
用分析（ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ　ａｎａｌｙｓｉｓ）、た
とえば、ＢＩＡｃｏｒｅ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　ＡＢ，ａ　ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈ
ｃａｒｅ　ｃｏｍｐａｎｙ，Ｕｐｓａｌａ，Ｓｗｅｄｅｎから入手可能な機器）、Ｋｉｎ
ＥｘＡ（Ｒ）（動的排除アッセイ（Ｋｉｎｅｔｉｃ　Ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ　Ａｓｓａｙ）
，Ｓａｐｉｄｙｎｅ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ（Ｂｏｉｓｅ，Ｉｄａｈｏ）から入手可能
な機器）または当業者に公知の他の技術によって同定できる。１つの実施態様において、
“特異的に結合する”という用語は、標的分子／配列に対する結合優先性（たとえば、親
和性）が非特異的標的分子（たとえば、ランダムに生じた特異的認識部位のない分子）の
少なくとも約２倍、より好ましくは少なくとも約５倍であることを示す。
【００６３】
　“異なる内因性心血管抗原に”に指向性であると記述された自己抗体は、同一内因性抗
原中の異なるエピトープを指向するだけでなく、当該自己抗体が異なる内因性抗原に特異
性を有していることを意味する。しかしながら、この方法および検査キットのパネルが異
なる内因性心血管抗原に対する自己抗体を評価するように設計されることに加えて、場合
によってはこの方法および検査キットパネルが同じ内因性心血管抗原を指向する１つ以上
の自己抗体を検出する手段を含むことができる。言い換えると、特に内因性心血管抗原が
複合抗原性分子であるときには自己抗体を検出するために特定内因性心血管抗原の多数の
エピトープまたは抗原性部位がパネルに含まれるのが望ましい。
【００６４】
　内因性心血管抗原に対する自己抗体に関してまたは内因性心血管抗原に関してこの文中
に使用した“高レベル”という用語は、正常レベルもしくは正常範囲よりも高いまたは他
の標準レベルもしくは範囲（たとえば、もっと前の時期またはベースラインのサンプル）
よりも高い生物サンプル中のレベルを表す。“変化したレベル”という用語は、正常レベ
ルもしくは範囲または別の標準レベルもしくは範囲（たとえば、もっと前の時期またはベ
ースラインのサンプル）に比べて変化（増加または減少）したサンプル中のレベルを表す
。内因性心血管抗原および該抗原に反応性の自己抗体の正常レベルまたは範囲は標準実態
に従って限定される。いくつかの場合には、抗体のレベルが極めて低いので、いわゆる変
化したレベルまたは変更は正常レベルもしくは範囲または標準レベルもしくは範囲に比べ
て実験誤差やサンプルのばらつきによって説明できない明白な変化が存在するときに生じ
たと考えることができる。従って、特定の生物サンプル中で測定されたレベルは、正常組
織の同様のサンプル中で測定されたレベルまたはレベル範囲に比較されるであろう。この
文脈で、“正常組織”は、検出可能な心臓病のない個体から採取した組織であり、“正常
な”（ときには“対照”と呼ばれる）患者または集団は、検出可能な心臓病を示さない患
者または集団である。分析物が正常には検出されない（たとえば、正常レベルがゼロまた
は正常集団の約２５から約７５百分位数の範囲内）のに試験サンプル中では検出される場
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合、および、分析物が正常レベルよりも高いレベルで試験サンプル中に存在する場合に、
分析物のレベルが“高い”と言う。
【００６５】
　この文中に使用した“固相”という用語は、不溶性であるかまたは以後の反応によって
不溶性にされる材料を表す。固相は捕獲剤を引き付けて固定化する固有能力に基づいて選
択できる。あるいは、捕獲剤を引き付けて固定化する能力をもつ連結剤を固相に固定して
もよい。連結剤はたとえば、捕獲剤自体に対してまたは捕獲剤に共役した帯電物質に対し
て逆の電荷に帯電した物質を含む。一般的に連結剤は、固相に固定化され（付着し）、結
合反応を介して捕獲剤を固定化する能力をもつ結合パートナー（好ましくは特異的）であ
ればよい。連結剤は、アッセイの実行前またはアッセイの実行中に捕獲剤を固相材料に間
接結合させ得る。固相はたとえば、プラスチック、誘導プラスチック、磁性または非磁性
の金属、ガラスまたはシリコンでよく、たとえば、試験管、マイクロタイターウェル、シ
ート、ビーズ、微粒子、チップおよび平均的な当業者に公知の他の形状を含む。
【００６６】
　この文中に使用した“微粒子”という用語は、超遠心によって回収可能な小粒子を表す
。微粒子は典型的には約１ミクロン以下のオーダの平均粒径を有している。
【００６７】
　この文中に使用した“捕獲剤”という用語は、分析物に好ましくは特異的に結合する結
合パートナーを表す。捕獲剤は固相に付着できる。この文中に使用したように、固相に固
定された捕獲剤が分析物に結合して、“固相に固定された複合体”が形成される。
【００６８】
　この文中に使用した“標識された検出試薬”という用語は、分析物に好ましくは特異的
に結合し、検出可能ラベルで標識されているかまたはアッセイにおいて使用中に検出可能
ラベルで標識される結合パートナーを表す。
【００６９】
　“検出可能ラベル”は、検出可能であるかまたは検出可能にできる部分を含む。
【００７０】
　標識された検出試薬に関して使用した“直接ラベル”は、何らかの手段によって検出試
薬に付着させた検出可能ラベルである。
【００７１】
　標識された検出試薬に関して使用した“間接ラベル”は、検出試薬に特異的に結合する
検出可能ラベルである。従って間接ラベルは、検出試薬の一部分の特異的結合パートナー
である部分を含む。たとえば、標識されたアビジンにビオチニル化抗体を接触させること
によって間接標識抗体を生成するために使用されるビオチンおよびアビジンはこのような
部分の例である。
【００７２】
　この文中に使用した“指示薬”という用語は、ラベルに接触して検出可能シグナルを発
生する何らかの物質を表す。従ってたとえば慣用の酵素標識方法では、酵素で標識した抗
体を基質（指示薬）に接触させて、有色反応生成物のような検出可能シグナルを発生させ
る。
【００７３】
　この文中に使用した“抗体”という用語は、免疫グロブリン遺伝子または免疫グロブリ
ン遺伝子のフラグメントによって実質的にコードされている１つ以上のポリペプチドから
構成されるタンパク質を表す。この用語は、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、
および、それらのフラグメント、ならびに、免疫グロブリン遺伝子配列の操作によって得
られた分子を包含する。認識された免疫グロブリン遺伝子は、カッパ、ラムダ、アルファ
、ガンマ、デルタ、イプシロンおよびミュー定常領域遺伝子ならびに多様な免疫グロブリ
ン可変領域遺伝子を含む。Ｌ鎖はカッパまたはラムダとして分類されている。Ｈ鎖はガン
マ、ミュー、アルファ、デルタまたはイプシロンとして分類されており、これらは免疫グ
ロブリンクラスＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤおよびＩｇＥをそれぞれ決定する。



(16) JP 2010-515023 A 2010.5.6

10

20

30

40

50

【００７４】
　典型的な免疫グロブリン（抗体）構造単位はテトラマーを含むことが知られている。各
テトラマーは等しい２対のポリペプチド鎖から構成され、各対が１つの“Ｌ”鎖（約２５
ｋＤ）と１つの“Ｈ”鎖（約５０－７０ｋＤ）とを有している。各鎖のＮ末端は、主とし
て抗原認識を担当する約１００から１１０またはそれ以上のアミノ酸の可変領域を限定し
ている。“可変Ｌ鎖（ＶＬ）”および“可変Ｈ鎖（ＶＨ）”という用語はこれらのＬ鎖お
よびＨ鎖をそれぞれ表す。
【００７５】
　抗体は完全形の（ｉｎｔａｃｔ）免疫グロブリンとして存在するかまたは様々なペプチ
ダーゼによる消化によって産生した確定された特性をもつ複数のフラグメントとして存在
する。従ってたとえばペプシンは、ヒンジ領域のジスルフィド連鎖下方で抗体を消化して
Ｆ（ａｂ’）２を産生させる。これはＦａｂのダイマーであり、それ自体がジスルフィド
結合によってＶＨ－ＣＨ１に接合したＬ鎖である。Ｆ（ａｂ’）２は緩やかな条件下で還
元され、ヒンジ領域のジスルフィド連鎖が破断され、これによりＦ（ａｂ’）２ダイマー
がＦａｂ’モノマーに変換される。Ｆａｂ’モノマーは本質的に、ヒンジ領域部を伴うＦ
ａｂである（他の抗体フラグメントのより詳細な記載に関してはＦｕｎｄａｍｅｎｔａｌ
　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｗ．Ｅ．Ｐａｕｌ編，Ｒａｖｅｎ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎ．Ｙ．（１
９９３）を参照するとよい）。完全形の抗体の消化によって様々な抗体フラグメントが決
定されるが、当業者は、このようなＦａｂ’フラグメントが化学的にまたは組換えＤＮＡ
方法の使用によって新規に合成できることを理解されるであろう。
【００７６】
　従って、この文中に使用した“抗体”という用語はまた、完全抗体の修飾によって作製
されるかまたは組換えＤＮＡ方法を使用して新規に合成された抗体フラグメントを含む。
好ましい抗体は、一本鎖抗体（一本鎖ポリペプチドとして存在する抗体）、より好ましく
は一本鎖Ｆｖ抗体（ｓＦｖまたはｓｃＦｖ）を含み、この場合の可変Ｈ鎖および可変Ｌ鎖
は互いに接合して（直接的にまたはペプチドリンカーを介して）、連続ポリペプチドを形
成している。一本鎖Ｆｖ抗体は共有結合的に連結したＶＨ－ＶＬヘテロダイマーであり、
直接接合されているかまたはペプチドをコードするリンカーによって接合されたＶＨおよ
びＶＬのコーディング配列を含む核酸から発現され得る（Ｈｕｓｔｏｎら，（１９８８）
Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８５：５８７９－５８８３）。ＶＨおよ
びＶＬは一本鎖ポリペプチドとして互いに接続されているが、ＶＨドメインとＶＬドメイ
ンとは非共有結合的に会合している。ｓｃＦｖ抗体、および、抗体のＶ領域に由来の天然
には凝集していたが化学的に分離されたＬ鎖およびＨ鎖ポリペプチドを、抗原結合性部位
の構造に実質的に同様の三次元構造に折り畳まれる分子に変換する多数の他の構造は当業
者に公知である（参照：米国特許Ｎｏｓ．５，０９１，５１３、５，１３２，４０５およ
び４，９５６，７７８）。
【００７７】
　“自己抗体”は、抗体が産生される個人の体内に天然に存在する分析物に結合する抗体
である。内因性心血管抗原に対する自己抗体は、内因性心血管抗原に結合する自己抗体で
ある。
【００７８】
　この文中に使用した単数形の不定冠詞および定冠詞は、文脈からそうでないことが明ら
かである場合を除いて複数という意味を含む。
【００７９】
　この文中に使用した“約”という用語は、記述された値のほぼ１０％内外の変化を表す
。具体的にこの用語を使用したか否かにかかわりなく、この文中に提示した所与の値には
つねにこの程度の変化が含まれていることを理解されたい。
【００８０】
　サンプルの収集およびプロセシング
　本発明のアッセイ方法は一般に、動物、好ましくは哺乳動物、より好ましくはヒトから
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採取された生物サンプルに対して行われる。
【００８１】
　本発明の方法は異なる内因性心血管抗原に対する自己抗体を含有するサンプルを使用し
て行うことができる。好都合なサンプルはたとえば血液、血清および血漿を含む。
【００８２】
　必要に応じて適当なバッファ溶液もしくは他の溶液に希釈することによってサンプルを
前処理してもよく、または所望ならば濃縮してもよい。リン酸塩、トリスなどのような様
々なバッファのいずれかを場合により生理的ｐＨで使用する多くの標準水性バッファ溶液
のいずれかを使用できる。
【００８３】
　種々の内因性心血管抗原に対する自己抗体のアッセイ
　ここの記載は特に内因性心血管抗原に対する自己抗体アッセイを提供する。１つの実施
態様においてこの方法は、対象が心血管系自己免疫疾患に罹っているかまたは発症し得る
かの危険性を評価する方法を提供し、場合により、
　（ａ）対象からサンプルを採取する段階と、
　（ｂ）対象のサンプル中の複数の異なる内因性心血管抗原のおのおのに対する自己抗体
のレベルを測定する段階と、
　（ｃ）これらの自己抗体のレベルを臨床的に正常な心血管機能を有している標準対象ま
たは心血管疾患を有している標準対象から採取したサンプル中で測定した同じ自己抗体の
レベルに比較する段階と、および
　（ｄ）段階（ｃ）の比較に基づいて対象が心血管系自己免疫疾患に罹っているかまたは
発症し得るかの危険性を同定する段階と、を含む。
【００８４】
　この方法においては、少なくとも２つの異なる内因性心血管抗原に対する自己抗体のレ
ベルが、
（ｉ）臨床的に正常な心血管機能を有している標準対象から採取したサンプル中に比較し
て対象サンプル中で高いとき、および／または、
（ｉｉ）心血管疾患を有している標準対象から採取したサンプル中に比較して対象のサン
プル中で高いかまたはほぼ同じレベルであるとき、危険性が存在すると考える。
【００８５】
　心血管系自己免疫疾患：心筋炎、心筋症および虚血性心疾患
　特定実施態様において本発明は、心筋炎、虚血性心疾患または心筋症のあるまたはこれ
らの危険性のある対象のスクリーニング方法を提供する。これらの実施態様の変形におい
ては、心筋症が拡張性心筋症でない。従ってたとえばこの方法は、肥大性心筋症および／
または拘束性心筋症のあるまたはそれらの危険性のある対象をスクリーニングするために
使用できる。
【００８６】
　この方法は、対象から採集したサンプルをアッセイにかけて複数の異なる内因性心血管
抗原のおのおのに対する自己抗体を検定する段階を含み、少なくとも２つの異なる内因性
心血管抗原に対する自己抗体の高レベル存在が心血管系自己免疫疾患の存在またはその危
険性を示す指標となる。この方法は、心筋炎、虚血性心疾患または肥大性もしくは拘束性
心筋症の鑑別診断を可能にする身体検査および／または病歴の収集を非限定的に含む１つ
以上の他の検査と併用して実行できる。これらの障害の診断に使用される様々な検査およ
びパラメーターは当業者に公知である。
【００８７】
　これらの方法は、無症候性対象または心血管系自己免疫疾患に関連する１つ以上の危険
要因もしくはその症状を有している対象から採取したサンプルで行うことができる。たと
えば、対象は、自己免疫疾患や高血圧の患者であったり、または、肥大性心筋症のような
遺伝性の心血管系自己免疫疾患または心血管機能に有害な影響を与える自己免疫疾患（た
とえば、糖尿病、リウマチ性心疾患またはループス）の患者の近い（たとえば、一親等の
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）血縁であったりする。
【００８８】
　内因性心血管抗原に対する自己抗体は何らかの簡便な手段によって検出および定量でき
る。この目的に適した様々なイムノアッセイフォーマットの例は後述する。このアッセイ
は標準実態に従ってスコア化される。
【００８９】
　特定実施態様において、対象に少なくとも２つの異なる内因性心血管抗原に対する自己
抗体が高レベルで存在すると判定されたときは場合により、対象のミオグロビン、ＣＫ－
ＭＢ、ＢＮＰ、ＣＲＰ、トロポニン－Ｉ、トロポニン－Ｔ、血中酸素レベル、心臓造影、
心電図などのような心血管系自己免疫疾患の１つ以上の追加の指標を評価する。
【００９０】
　内因性心血管抗原のアッセイに併用される種々の内因性心血管抗原に対する自己抗体の
アッセイ
　特に内因性心血管抗原トロポニンに対する自己抗体のアッセイは、２００６年１０月２
６日に出願された“Ａｓｓａｙ　Ｆｏｒ　Ｃａｒｄｉａｃ　Ｔｒｏｐｏｎｉｎ　Ａｕｔｏ
ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ”という標題のＵＳ１１／５８８７０３に記載されている。該出願
に記載されている心臓病の危険性を評価する方法は、（ａ）サンプルをアッセイにかけて
心筋トロポニンを検定する段階と、および（ｂ）サンプルをアッセイにかけて心筋トロポ
ニン特異的自己抗体を検定する段階とを含み、心筋トロポニンおよび／または心筋トロポ
ニン反応性自己抗体の高レベル存在が心臓病の高い危険性を示す指標となる。
【００９１】
　本発明の文脈では、心筋トロポニンの高レベル存在および少なくとも２つの異なる内因
性心血管抗原に対する自己抗体の高レベル存在が心血管系自己免疫疾患の高い危険性を示
す指標として使用できる。１つの実施態様においては、自己抗体と共にアッセイにかける
内因性心血管抗原が心筋トロポニンを含む。別の実施態様において、アッセイにかける内
因性心血管抗原が心筋トロポニン以外の抗原を含む（たとえばこれがパネルアッセイの一
部として試験されない場合）。場合により、アッセイで評価される特異的内因性心血管抗
原は、アッセイによって同定される自己抗体が指向する複数の内因性心血管抗原と同じで
もよくまたは違っていてもよい。
【００９２】
　さらに、心筋トロポニン以外の内因性心血管抗原の場合、心血管系自己免疫疾患のいず
れかの抗原についておよび／またはいずれかの時期に、内因性心血管抗原のレベルが経時
的におよび／または別の標準（たとえば正常または疾患カットオフ）レベルに比べて増加
でなく減少するであろう。このような変化は有効な診断または予後情報を与える。従って
本発明の１つの実施態様は、（ａ）サンプルをアッセイにかけて１つ以上の内因性心血管
抗原のレベルを検定する段階と、および（ｂ）サンプルをアッセイにかけて複数の異なる
内因性心血管抗原のおのおのに対する自己抗体のレベルを検定する段階とを含み、内因性
心血管抗原のレベル変化の存在および／または少なくとも２つの異なる内因性心血管抗原
に対する自己抗体の高レベル存在が心血管系自己免疫疾患の高い危険性を示す指標となる
心血管系自己免疫疾患の危険性評価方法を目的とする。
【００９３】
　別の実施態様において、対象が心血管系自己免疫疾患に罹っているかまたは発症し得る
かの危険性を評価する方法は、
（ａ）対象からサンプルを採取する段階と、
（ｂ）対象のサンプル中の１つ以上の内因性心血管抗原のレベルを測定する段階と、
（ｃ）対象のサンプル中の複数の異なる内因性心血管抗原のおのおのに対する自己抗体の
レベルを測定する段階と、
（ｄ）１つ以上の内因性心血管抗原のレベルを、臨床的に正常な心血管機能をもつ標準対
象から採取したサンプル中、心血管疾患に罹っている標準対象から採取したサンプル中ま
たはもっと早い時期に採取した当該対象のサンプル中で測定した同じ内因性心血管抗原の
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レベルに比較する段階と、
（ｅ）自己抗体のレベルを、臨床的に正常な心血管機能をもつ標準対象から採取したサン
プル中、心血管疾患に罹っている標準対象から採取したサンプル中またはもっと早い時期
に採取した当該対象のサンプル中で測定した同じ自己抗体のレベルに比較する段階と、お
よび
（ｆ）段階（ｄ）および（ｅ）における比較に基づいて対象が心血管系自己免疫疾患に罹
っているかまたは発症し得るかの危険性を同定する段階と、
を含む。
【００９４】
　このような方法によれば、
（ｉ）段階（ｄ）の比較において１つ以上の内因性心血管抗原のレベルが、臨床的に正常
な心血管機能をもつ標準対象のサンプル中に比較して対象のサンプル中で変化していると
き、および／または、もっと早い時期に採取した対象のサンプル中に比較して対象のサン
プル中で変化しているかもしくはほぼ同じレベルであるとき、および／または、
（ｉｉ）段階（ｅ）の比較において少なくとも２つの異なる内因性心血管抗原に対する自
己抗体のレベルが臨床的に正常な心血管機能をもつ標準対象のサンプル中に比較して対象
のサンプル中で増加しているとき、および／または、心血管疾患に罹っている標準対象の
サンプル中に比較して対象のサンプル中で増加しているかもしくはほぼ同じレベルである
とき、危険性が存在する。
【００９５】
　これらの方法は、無症候性対象または心血管系自己免疫疾患１つ以上の症状のある対象
から採取したサンプルに行うことができる。たとえば、対象は胸痛があったりまたは他の
何らかの心筋梗塞の徴候があったりする。この方法は場合により、段階（ｂ）と（ｃ）と
の判定を同時に行ってもよく、または順次に行ってもよい（場合により任意の順序で）。
また、内因性心血管抗原に対する自己抗体のアッセイが、内因性心血管抗原アッセイを伴
うことなく行われてもよい。内因性心血管抗原に対する自己抗体のアッセイは、内因性心
血管抗原のアッセイに使用した対象と同一の対象から採取した同じサンプルまたは異なる
サンプルを用いて行うことができる。異なるサンプルを使用する場合、該サンプルは一般
には同種類（たとえば、血液）であり、内因性心血管抗原のアッセイに使用したサンプル
とほぼ同時に採取される。
【００９６】
　内因性心血管抗原に対する自己抗体は当業者に公知の多数の方法のいずれかによって検
出および定量できる。これらは、流体もしくはゲル沈降素反応、免疫拡散（シングルまた
はダブル）、アフィニティクロマトグラフィー、免疫電気泳動、ラジオイムノアッセイ（
ＲＩＡ）、酵素結合免疫吸着剤アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、免疫蛍光アッセイ、ウェスタン
ブロット法などのような多数の免疫学的方法のいずれかを含む。本発明の方法に有用なイ
ムノアッセイについてはより詳細に後述する。
【００９７】
　このアッセイは標準的な実態に従ってスコア化でき、場合により陽性および／または陰
性の対照および／または内因性心血管抗原に対する抗体を既知の濃度で含有する標準の使
用を含む。内因性心血管抗原に対する自己抗体のレベルを場合により対照レベルまたは対
照範囲に比較する。後者はアッセイ実施のときに決定してもよいが予め決定しておくほう
が好都合である。自己抗体のレベルに関して対照レベルまたは範囲に比べて何らかの増加
が試験サンプル中に存在するならば、または、内因性心血管抗原のレベルに関して何らか
の変化（増加または減少）が試験サンプル中に存在するならば、慣用の統計的方法によっ
て有意性を評価する。内因性心血管抗原に対する自己抗体の高レベル存在は、このような
自己抗体が内因性心血管抗原測定に否定的に干渉するかもしれないこと、したがって心筋
梗塞のような心臓病の危険性の評価に関してはこの測定値の信頼性が失われたことを示す
指標となる。
【００９８】
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　特定実施態様において、対象に内因性心血管抗原に対する自己抗体が高レベルで存在す
ると判定されたときは場合により、対象のミオグロビン、ＣＫ－ＭＢ（クレアチンキナー
ゼ筋肉－脳）、ＢＮＰ（Ｂ型ナトリウム利尿ペプチド）、ＣＲＰ（Ｃ反応性タンパク質）
、心筋トロポニン－Ｉ（ｃＴｎＩ）、心筋トロポニン－Ｔ（ｃＴｎＴ）、血中酸素レベル
、心臓造影、心電図などのような１つ以上の追加の心臓病指標を評価する。しかしながら
このような検査は場合により、以前に高レベルの自己抗体が検出されたことがない場合に
も行うことができる。たとえば、自己抗体の増加が検出されない場合であっても、本発明
の方法に付随して心疾患に関連する１つ以上のマーカーを測定できる。このようなマーカ
ーは非限定的に、妊娠関連血漿タンパク質－Ａ（ＰＡＰＰ－Ａ）、ＩＬ－８、ＩＬ－１０
、インターロイキン－１８（ＩＬ－１８／ＩＬ－１８ｂ）、虚血性修飾アルブミン（ＩＭ
Ａ）、ＩＣＡＭ－１（細胞間細胞接着分子－１）、ＶＣＡＭ－１（血管性細胞接着因子－
１）、脂肪酸結合タンパク質（ＦＡＢＰ）、Ｅ－セレクチン、Ｐ－セレクチン、フィブリ
ノーゲン、血清アミロイドＡ（ＳＡＡ）、ＭＰＯ（ミエロペルオキシダーゼ）、ＬｐＰＬ
Ａ２（リポタンパク質関連ホスホリパーゼＡ２）、ＧＰ－ＢＢ（グリコーゲンホスホリラ
ーゼアイソザイムＢＢ）、ＩＬ１ＲＡ、ＴＡＦＩ（トロンビン活性化フィブリン溶解阻害
物質）、可溶性フィブリン、抗－ｏｘＬＤＬ（酸化低密度リポタンパク質に対する抗体）
、ＭＣＰ－１（単球走化性タンパク質－１）、プロ凝固組織因子（ＴＦ）、ＭＭＰ－９（
マトリックスメタロプロテイナーゼ９）、Ａｎｇ－２（アンギオポイエチン－２）、ｂＦ
ＧＦ（塩基性線維芽細胞増殖因子）、ＶＬＤＬ（超低密度リポタンパク質）、ＰＡＩ－１
（プラスミノーゲンアクチベーターインヒビター－１）を含む。
【００９９】
　少なくとも２つの異なる内因性心血管抗原に対する自己抗体が高レベルで存在すると判
定された対象は標準実態に従ってたとえば心筋梗塞の治療を受けるであろう。
【０１００】
　自己免疫疾患患者の血縁
　本発明の方法は、自己免疫疾患のある対象または自己免疫疾患患者の血縁である対象の
心血管系自己免疫疾患またはその危険性を同定するために行うことができる。たとえば、
自己免疫疾患患者の一親等または二親等の血縁である対象は本発明の方法を使用して評価
され得る。
【０１０１】
　この方法は、対象から採集した生物サンプルをアッセイにかけて複数の異なる内因性心
血管抗原に対する自己抗体を検定する段階を含み、少なくとも２つの異なる内因性心血管
抗原に対する自己抗体の高レベル存在が心血管系自己免疫疾患の存在またはその危険性を
示す指標となる。この方法は、１つ以上の他の検査、たとえば、心筋炎、虚血性心疾患ま
たは拡張性、肥大性もしくは拘束性心筋症の鑑別診断を可能にする身体検査および／また
は病歴の収集と併用して実行できる。これらの障害の診断に使用される様々な検査および
パラメーターは当業者に公知である。
【０１０２】
　これらの方法は、無症候性対象または心血管系自己免疫疾患に関連する１つ以上の危険
要因もしくはその症状を有している対象から採取したサンプルで行うことができる。
【０１０３】
　異なる内因性心血管抗原に対する自己抗体は何らかの簡便な手段によって検出および定
量できる。この目的に適した様々なイムノアッセイフォーマットの例は後述する。アッセ
イは標準実態に従ってスコア化される。
【０１０４】
　特定実施態様において、対象に少なくとも２つの異なる内因性心血管抗原に対する自己
抗体が高レベルで存在すると判定されたときは場合により、対象のミオグロビン、ＣＫ－
ＭＢ、ＢＮＰ、ＣＲＰ、トロポニン－Ｉ、トロポニン－Ｔ、血中酸素レベル、心臓造影、
心電図などのような１つ以上の追加の心臓病指標を評価する。
【０１０５】
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　免疫抑制療法または免疫吸収療法の候補の同定方法
　特定実施態様において本発明はまた、心血管系自己免疫疾患を有しているまたはその危
険性を有している対象が免疫抑制療法または免疫吸収療法の候補であるかを判断する方法
を提供する。一般的に対象は、心血管系自己免疫疾患の何らかの症状を示したことがある
者または現在心血管系自己免疫疾患であるもしくはその危険性を有していると診断された
者である。
【０１０６】
　この方法は、対象から採取したサンプルをアッセイにかけて複数の内因性心血管抗原に
対する自己抗体を検定する段階を含み、少なくとも２つの異なる内因性心血管抗原に対す
る自己抗体の高レベル存在は、自己免疫性が対象の心血管系自己免疫疾患またはその危険
性の一因であることを示す指標となる。この方法は、心臓病および／または自己免疫疾患
の標準診断実態に従って１つ以上の他の検査、身体検査および／または病歴収集と併用し
て実行できる。
【０１０７】
　１つの実施態様において、この方法は場合により心血管疾患のある患者が自己免疫療法
を受けるために適格であるかを同定するために、
　（ａ）心血管疾患患者からサンプルを採取する段階と、
　（ｂ）対象のサンプル中の複数の異なる内因性心血管抗原のおのおのに対する自己抗体
のレベルを測定する段階と、
　（ｃ）該レベルを臨床的に正常な心血管機能を有している標準対象または自己免疫疾患
を有している標準対象から採取したサンプル中で測定した同じ自己抗体のレベルに比較す
る段階と、および
　（ｄ）段階（ｃ）の比較に基づいて心血管疾患患者が自己免疫療法を受けるために適格
であることを同定する段階と、
を含む。
【０１０８】
　このような方法において、少なくとも２つの異なる内因性心血管抗原に対する自己抗体
のレベルが、
（ｉ）臨床的に正常な心血管機能を有している標準対象から採取したサンプル中に比較し
て心血管疾患患者のサンプル中で高いとき、および／または、
（ｉｉ）自己免疫疾患を有している標準対象から採取したサンプル中に比較して心血管疾
患患者のサンプル中で高いかまたはほぼ同じのとき、
患者は自己免疫療法を受けるために適格である。
【０１０９】
　内因性心血管抗原に対する自己抗体はこの文中に記載の手段を含む何らかの簡便な手段
によって検出および定量できる。このアッセイは標準実態に従ってスコア化される。
【０１１０】
　少なくとも２つの異なる内因性心血管抗原に対する自己抗体が高レベルで存在すると判
定された対象は標準実態に従って免疫抑制療法または免疫吸収療法で治療され得る。
【０１１１】
　イムノアッセイ方法
　概論
　本発明のイムノアッセイ方法は多様なフォーマットのいずれかで実行できる。イムノア
ッセイの概観に関しては、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　Ｖｏｌｕ
ｍｅ　３７：Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｉｎ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ａｓａｉ，ｅｄ
．Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９９３）；Ｂａｓｉｃ
　ａｎｄ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　７ｔｈ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｓｔｉ
ｔｅｓ　＆　Ｔｅｒｒ，ｅｄｓ．（１９９１）を参照するとよい。これらの記載内容全部
が参照によって組込まれるものとする。
【０１１２】



(22) JP 2010-515023 A 2010.5.6

10

20

30

40

50

　特定実施態様において本発明のイムノアッセイ方法は、サンプルを内因性心血管抗原に
、サンプル中に反応性自己抗体が存在するならば内因性心血管抗原に結合できる十分な条
件下で接触させる段階を含む。自己抗体は、反応性自己抗体に結合した内因性心血管抗原
を含む（１つ以上の）複合体を検出することによって検出／定量される。このようなアッ
セイは均一系でもよく不均一系（すなわち固相を使用する）でもよい。不均一系アッセイ
では、分析物（ここでは内因性心血管抗原に対する自己抗体）に結合する捕獲剤が典型的
には固相に固定されている。
【０１１３】
　内因性心血管抗原に対する自己抗体は非競合イムノアッセイで測定でき、この場合、内
因性心血管抗原に対する自己抗体に結合した内因性心血管抗原の量はサンプル中に存在す
る内因性心血管抗原に対する自己抗体の濃度に正の相関関係を有している。
【０１１４】
　従ってたとえばこの方法は、微粒子のような固相に固定された内因性心血管抗原にサン
プルを接触させる凝集アッセイとして行うことができる。サンプル中に存在する内因性心
血管抗原に対する自己抗体が微粒子に結合し、その結果として微粒子が凝集するので、こ
れをたとえばサンプルの目視点検によって検出できる。所望の場合、凝集の検出を容易に
するために微粒子を着色するかまたは標識できる。凝集の程度はサンプル中に存在する内
因性心血管抗原に対する自己抗体の濃度に正の相関関係を有している。
【０１１５】
　別の実施態様においては、サンプルを、内因性心血管抗原（固相に固定してもよいが必
ずしも固定しなくてもよい）に接触させ、また種特異的抗体にも接触させる。この場合の
種特異的抗体はサンプルを提供した種に特異的である。このような自己抗体によって生じ
た干渉を補正する手段は独自に米国特許出願６０／８５４５６９に記載されており、該手
段に関する教示はすべて参照によってここに組込まれるものとする。この段階は、内因性
心血管抗原に対する自己抗体が存在するならば種特異的抗体に特異的に結合できる十分な
条件下で行われる。自己抗体は、種特異的抗体に結合している反応性自己抗体に結合した
内因性心血管抗原を含む（１つ以上の）複合体を検出することによって検出／定量される
。サンプルは、内因性心血管抗原および種特異的抗体に同時に接触させてもよくまたは任
意の順序で順次に接触させてもよい。接触順序にかかわりなく、内因性心血管抗原に対す
る自己抗体がサンプル中に存在するならば、内因性心血管抗原と種特異的抗体との間に“
サンドイッチされた”抗体を含有する複合体が形成される。
【０１１６】
　たとえば、サンドイッチイムノアッセイの１つのフォーマットを用いる本発明の実施態
様においては、内因性心血管抗原が固相に固定されており、内因性心血管抗原に対する自
己抗体がサンプル中に存在するならば内因性心血管抗原に結合し、固相に固定された複合
体が形成され、検出は固相に固定された複合体からのシグナルの検出を含む。このフォー
マットの特定実施態様において、固相に固定された複合体は直接または間接に標識された
種特異的抗体を用いて検出される。必要ならば、遊離状態の標識された種特異的抗体から
結合完全体を典型的には洗浄によって分離し、結合したラベルからのシグナルを検出する
。
【０１１７】
　サンドイッチイムノアッセイの別のフォーマットを用いる本発明の実施態様においては
、種特異的抗体が固相に固定されており、内因性心血管抗原に対する自己抗体がサンプル
中に存在するならば種特異的抗体に結合し、固相に固定された複合体が形成され、次にこ
れが検出される。いくつかの実施態様においては、固相に固定された複合体は直接または
間接に標識された内因性心血管抗原を用いて検出される。必要ならば、遊離状態の標識さ
れた内因性心血管抗原から結合完全体を典型的には洗浄によって分離し、結合したラベル
からのシグナルを検出する。
【０１１８】
　内因性心血管抗原に対する自己抗体はまた、競合イムノアッセイで測定でき、この場合
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のシグナルはサンプル中に存在する内因性心血管抗原に対する自己抗体の濃度に負の相関
関係を有している。競合フォーマットの一例においては、サンプルを内因性心血管抗原（
固相に固定してもよいが必ずしも固定しなくてもよい）に接触させ、また、内因性心血管
抗原に対する（直接または間接に）標識された抗体に接触させる。この段階は、内因性心
血管抗原に対する標識された抗体が内因性心血管抗原に特異的に結合できる十分な条件下
で行う。サンプル中の内因性心血管抗原特異的自己抗体は内因性心血管抗原への結合に関
して内因性心血管抗原に対する標識された抗体と競合する。従って、内因性心血管抗原に
対する自己抗体のレベルが高いほど、内因性心血管抗原に対する標識された抗体は内因性
心血管抗原に少なく結合する。
【０１１９】
　サンプルは、内因性心血管抗原および内因性心血管抗原に対する標識された抗体に同時
に接触させてもよくまたは任意の順序で順次に接触させてもよい。
【０１２０】
　この種の競合イムノアッセイは、固相に固定された内因性心血管抗原を用いて簡便に行
うことができる。この場合、内因性心血管抗原は、内因性心血管抗原に対する標識された
抗体に結合するかまたは内因性心血管抗原に対する自己抗体がサンプル中に存在するなら
ば該抗体に結合し、固相に固定された複合体を形成し、検出は、固相に固定された複合体
からのシグナルの検出を含む。必要ならば、内因性心血管抗原に対する遊離状態の標識さ
れた抗体から結合完全体を典型的には洗浄によって分離し、結合ラベルからのシグナルを
検出する。
【０１２１】
　自己抗体の代表的なイムノアッセイはたとえば、米国特許出願１１／５８８，０７３、
１１／９３４，６８８および６１／０１５，４４９に記載されている。イムノアッセイに
関する教示はすべて参照によってここに組込まれるものとする。
【０１２２】
　捕獲剤
　本発明のイムノアッセイ方法に有用な捕獲剤は、内因性心血管抗原または内因性心血管
抗原に対する自己抗体に結合できまた固相に固定化され得る物質を含む。好都合な捕獲剤
は内因性心血管抗原および種特異的抗体を含み、この場合、種特異的抗体はサンプルを提
供した種に特異的である。当業者は理解されるであろうが、内因性心血管抗原のおのおの
は対応する内因性心血管抗原に対する自己抗体に結合（捕獲）するので特異的捕獲剤を表
す。これに対して、種特異的抗体は特異性にかかわりなく自己抗体に結合するので非特異
的捕獲剤を表す。サンドイッチイムノアッセイにおいて、非特異的捕獲剤は典型的には、
分析物に特異的に結合する標識された検出試薬と共に使用される。従ってたとえば内因性
心血管抗原に対する自己抗体を特異的に検出するために固相に固定された種特異的抗体は
標識された内因性心血管抗原と併用される。
【０１２３】
　内因性心血管抗原
　（たとえば、結合用または標準もしくは対照として）本発明のイムノアッセイ方法およ
びキットに有用な内因性心血管抗原は非限定的に、以下の内因性心血管抗原、すなわち、
α１－アドレナリン受容体、アンギオテンシン－１受容体、アネキシンＶ、Ｂ型ナトリウ
ム利尿ペプチド（ＢＮＰ）、心筋トロポニン、カルジオリピン、ミオシン、トロポミオシ
ン、細胞質好中球、プロテインＣの内皮受容体、ＶＩＩＩ因子、グレリン、ハロゲン化タ
ンパク質、硝酸化タンパク質、熱ショックタンパク質（ＨＳＰ）、ミエロペルオキシダー
ゼ（ＭＰＯ）、酸化低密度リポタンパク質（ＬＤＬ）、胎盤成長因子（ＰｌＧＦ）、リン
脂質、プロテイナーゼ－３、プロトロンビン、プルキンエ線維、筋線維鞘Ｎａ－Ｋ－ＡＴ
Ｐアーゼ、β１－アドレナリン受容体、β２－アドレナリン受容体、β－２－グリコプロ
テイン－１および組織型プラスミノーゲン活性化因子を含む。
【０１２４】
　特定実施態様において、内因性心血管抗原は、いずれかの生物の何らかの内因性心血管
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抗原様ポリペプチドに由来する内因性心血管抗原アミノ酸配列である。本発明に有用な内
因性心血管抗原アミノ酸配列は一般に、脊椎動物、好ましくは鳥類または哺乳類、より好
ましくはマウス、ラット、モルモット、ウサギ、ネコ、イヌ、ニワトリ、ブタ、ヒツジ、
ヤギ、ウシ、ウマならびにサルおよび他の霊長類のような研究価値もしくは商業価値のあ
る動物または愛玩用に価値のある動物に由来する。特定実施態様において、内因性心血管
抗原アミノ酸配列はヒトポリペプチドに由来する。
【０１２５】
　本発明の方法は、全長の内因性心血管抗原または１つ以上のそのフラグメントを使用で
きる。フラグメントは一般に自己抗体が結合できる少なくとも１つのエピトープを有して
いるであろう。このようなフラグメントはたとえば、約１２５、１００、７５、５０、２
５もしくは１５アミノ酸の長さ、または、これらの値のいずれかによって限定される終点
をもつ範囲（たとえば、１５－１２５、２５－１００、５０－７５、１５－１００など）
内に含まれる長さを有し得る。より多い数の天然エピトープを有している内因性心血管抗
原（たとえば、全長の内因性心血管抗原）の使用は一般に、より少ない数の天然エピトー
プを有している内因性心血管抗原の使用よりも様々な特異性の自己抗体をより包括的に測
定できることは当業者には容易に理解される。従って一般には、実質的に先天性のコンホ
メーションを有しているかまたは自己抗体に反応性の内因性心血管抗原エピトープを含む
１つ以上のペプチドを有している内因性心血管抗原の使用が好ましい。
【０１２６】
　内因性心血管抗原アミノ酸配列は野生型アミノ酸配列でもよくまたは野生型ポリペプチ
ドの対応領域のアミノ酸配列変異体でもよい。いくつかの実施態様においては内因性心血
管抗原が野生型内因性心血管抗原アミノ酸配列または上記に定義のような保存性アミノ酸
置換を含有する内因性心血管抗原アミノ酸配列を含む。
【０１２７】
　本発明に有用な内因性心血管抗原は上述のアミノ酸配列に加えて、異種タンパク質に由
来の配列も含めた他のアミノ酸配列を含み得る。従って本発明は、内因性心血管抗原アミ
ノ酸配列が一端または両端で１つ以上の異種タンパク質由来の（１つ以上の）アミノ酸配
列に融合した融合ポリペプチドを包含する。問題のタンパク質にしばしば組込まれている
追加のアミノ酸配列の例は、タンパク質の精製を容易にするシグナル配列、および、免疫
学的検出またはアフィニティ精製のために使用できるエピトープタグを含む。
【０１２８】
　本発明による内因性心血管抗原ポリペプチドはたとえば、排他的固相合成、部分的固相
合成、フラグメント縮合および古典的な溶液合成のような当業界で公知の方法を使用して
合成できる。参考文献はたとえば、Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄ，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ
．，８５：２１４９（１９６３）である。固相ペプチド合成手順に関する記述については
、Ｊｏｈｎ　Ｍｏｒｒｏｗ　Ｓｔｅｗａｒｔ　ａｎｄ　Ｊａｎｉｓ　Ｄｉｌｌａｈａ　Ｙ
ｏｕｎｇ，Ｓｏｌｉｄ　Ｐｈａｓｅ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｅｓ（２ｎｄ　Ｅ
ｄ．，Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｐａｎｙ，１９８４）を参照するとよい
。
【０１２９】
　内因性心血管抗原ポリペプチドはまた、組換え技術を使用して製造できる。いくつかの
実施態様においては、発現ベクターに組込める内因性心血管抗原ポリペプチドをコードす
る合成核酸分子を設計するためのガイドとして内因性心血管抗原コーディング領域の配列
が使用される。合成遺伝子の構築方法は当業者に公知である。参考文献はたとえば、Ｄｅ
ｎｎｉｓ，Ｍ．Ｓ．，Ｃａｒｔｅｒ，Ｐ．ａｎｄ　Ｌａｚａｒｕｓ，Ｒ．Ａ．（１９９３
）Ｐｒｏｔｅｉｎｓ：Ｓｔｒｕｃｔ．Ｆｕｎｃｔ．Ｇｅｎｅｔ．，１５：３１２－３２１
である。
【０１３０】
　発現ベクターは、作動可能に連結されたポリペプチドコーディング配列の発現を実行お
よび／または増進できる１つ以上の調節配列を含む。たとえば原核細胞中での発現に適し
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た調節配列はプロモーター配列、オペレーター配列およびリボソーム結合部位を含む。真
核細胞中で発現するための調節配列はプロモーター、エンハンサーおよび転写終結配列（
すなわち、ポリアデニル化シグナル）を含む。
【０１３１】
　本発明の発現ベクターはまた、たとえばシグナル配列または増幅可能遺伝子をコードす
る核酸配列のような他の配列を含み得る。シグナル配列は、シグナル配列に融合したポリ
ペプチドをタンパク質発現細胞から分泌するように指令できる。発現ベクター中のシグナ
ル配列をコードする核酸は、ポリペプチドコーディング配列の読み枠を保存するようにポ
リペプチドコーディング配列に連結されている。選択宿主中の栄養要求性欠失を相補する
遺伝子をベクターに含有させると、ベクターによって形質転換された宿主細胞を選択する
ことが可能になる。
【０１３２】
　ベクターの増殖および／または発現のために多様な種類の宿主細胞を利用できる。その
例は、原核細胞（たとえば、Ｅ．ｃｏｌｉ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
および他の細菌の菌株）、酵母またはその他の真菌類細胞（Ｓ．ｃｅｒｅｖｅｓｉａｅお
よびＰ．ｐａｓｔｏｒｉｓを含む）、昆虫細胞、植物細胞、ファージならびにより高等な
真核細胞（たとえば、ヒトの胚性腎細胞および他の哺乳類細胞）を含む。
【０１３３】
　内因性心血管抗原を発現するベクターは簡便な方法によって宿主細胞に導入できる。方
法は、使用されるベクター－宿主系次第で変り得る。一般にベクターは形質転換（“トラ
ンスフェクション”としても知られている）によってまたはベクター保有ウイルス（たと
えば、ファージ）の感染によって宿主細胞に導入される。宿主細胞が原核細胞（または、
細胞壁を有する他の細胞）であるとき、好都合な形質転換方法は、Ｃｏｈｅｎら，（１９
７２）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，ＵＳＡ，６９：２１１０－１４によっ
て記載されたカルシウム処理方法を含む。宿主として原核細胞が使用され、ベクターがフ
ァージミドベクターであるとき、ベクターはトランスフェクションによって宿主細胞に導
入できる。酵母細胞は、たとえばＨｉｎｎｅｎ（１９７８）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ
ｄ．Ｓｃｉ．，ＵＳＡ，７５：１９２９－３３によって教示されているように、ポリエチ
レングリコールを使用して形質転換できる。哺乳類細胞は、Ｇｒａｈａｍら，（１９７８
）Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，５２：５４６およびＧｏｒｍａｎら，（１９９０）ＤＮＡ　ａｎｄ
　Ｐｒｏｔ．Ｅｎｇ．Ｔｅｃｈ．，２：３－１０によって記載されているリン酸カルシウ
ム沈殿法を使用して好都合に形質転換される。しかしながら、核注入、電気穿孔、プロト
プラスト融合のような宿主細胞にＤＮＡを導入するための他の公知の方法も本発明の使用
に適格である。
【０１３４】
　形質転換宿主細胞による内因性心血管抗原の発現は、細胞の増殖および発現に適した条
件下で宿主細胞を培養する段階と、発現されたポリペプチドを細胞溶解液からまたはポリ
ペプチドが分泌される場合には培養培地から回収する段階を含む。特に、培養培地は使用
される宿主細胞用の適当な栄養素と増殖因子とを含有している。栄養素および増殖因子は
多くの場合、当業者に公知であるかまたは当業者が実験によって容易に決定できる。哺乳
類宿主細胞の適当な培養条件は、たとえば、Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕ
ｒｅ　（Ｍａｔｈｅｒ　ｅｄ．，Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒｅｓｓ　１９８４）およびＢａｒｎ
ｅｓ　ａｎｄ　Ｓａｔｏ（１９８０）Ｃｅｌｌ　２２：６４９に記載されている。
【０１３５】
　さらに培養条件は、転写、翻訳および細胞隔室間のタンパク質輸送ができる条件でなけ
ればならない。これらのプロセスに影響する要因は公知であり、たとえば、ＤＮＡ／ＲＮ
Ａコピー数、ＤＮＡを安定させる因子、培養培地中に存在する栄養素、サプリメントおよ
び転写インデューサーまたはリプレッサー、培養物の温度、ｐＨおよび浸透圧、ならびに
、細胞密度を含む。特定のベクター－宿主細胞系中の発現を促進するためのこれらの要因
の調整は当業界の技術レベルの範囲内である。インビトロの哺乳類細胞培養物の生産性を
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最大にするための原理および実施技術はたとえば、Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉ
ｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ（Ｂｕｔｌｅｒ　
ｅｄ．，ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ（１９９１）に見出される。
【０１３６】
　タンパク質を大規模または小規模生産するための多数の公知技術のいずれかを本発明の
ポリペプチド発現に使用できる。これらは非限定的に、振盪フラスコ、流動床バイオリア
クター、回転瓶培養系および撹拌タンクバイオリアクター系の使用を含む。細胞培養は、
バッチ、フェッド－バッチまたは連続モードで実施できる。
【０１３７】
　上述のように産生された組換えタンパク質の回収方法は公知であり、使用した発現系次
第で変更される。シグナル配列を含むポリペプチドは培養培地からまたは細胞周辺から回
収できる。ポリペプチドはまた細胞内で発現され細胞溶解液から回収されてもよい。
【０１３８】
　発現されたポリペプチドは、宿主細胞または培養培地の１つ以上の成分からポリペプチ
ドを分離できる何らかの方法によって培養培地または細胞溶解液から精製できる。典型的
には、宿主細胞からおよび／またはポリペプチドの予定用途を妨害する培養培地成分から
ポリペプチドを分離する。第一段階として、培養培地または細胞溶解液を通常は遠心また
は濾過して細胞破片を除去する。次に上清を典型的には所望容量に濃縮もしくは希釈する
かまたは適当なバッファに透析濾過して以後の精製に備えて調製物を状態調整する。
【０１３９】
　次に公知の技術を使用してポリペプチドをさらに精製できる。選択される技術は発現さ
れたポリペプチドの特性次第で変更される。たとえばポリペプチドがエピトープタグまた
は他のアフィニティドメインを含有する融合タンパク質として発現されているならば、精
製は典型的には、対応する結合パートナーを含有するアフィニティカラムの使用を含む。
たとえばグリーン蛍光タンパク質、赤血球凝集素もしくはＦＬＡＧエピトープタグまたは
ヘキサヒスチジンもしくは同様の金属アフィニティタグに融合したポリペプチドはアフィ
ニティカラムで分画化することによって精製できる。
【０１４０】
　抗体
　本発明のイムノアッセイ方法およびキットに有用な抗体は、内因性心血管抗原または内
因性心血管抗原に対する自己抗体に指向性であるポリクローナル抗体およびモノクローナ
ル抗体を含む。このようなポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体は、当業界で公
知のいずれかの手段によって調製できる。内因性心血管抗原に対する抗体は当業界で公知
であるかおよび／または市販されており、これらのいずれかを使用できる。ポリクローナ
ル抗体は、ヒト以外の適当な哺乳動物（たとえば、マウスまたはウサギ）に免疫原を注入
（たとえば、皮下または筋肉内注射）することによって増産できる。一般に免疫原は標的
抗原に比較的高い親和性をもつ高力価抗体の産生を誘発するはずである。
【０１４１】
　所望の場合、当業界で公知の共役技術によって内因性心血管抗原をキャリアータンパク
質に共役させてもよい。常用のキャリアーは、キーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬ
Ｈ）、チログロブリン、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）および破傷風トキソイドを含む。
次に共役体を使用して動物を免疫感作する。
【０１４２】
　次に動物から採取した血液サンプルから抗体が得られる。ポリクローナル抗体を製造す
るために使用される技術は、文献に広く記載されている（参照：たとえば、Ｍｅｔｈｏｄ
ｓ　ｏｆ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，“Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ａｎｔｉｓｅｒａ　
Ｗｉｔｈ　Ｓｍａｌｌ　Ｄｏｓｅｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎ：Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　Ｉ
ｎｔｒａｄｅｒｍａｌ　Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ，”Ｌａｎｇｏｎｅら，ｅｄｓ．（Ａｃａ
ｄ．Ｐｒｅｓｓ，１９８１））。動物によって産生されたポリクローナル抗体はたとえば
、標的抗原が結合されたマトリックスに結合させ該マトリックスから溶出させることによ
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ってさらに精製できる。当業者はポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体を精製お
よび／または濃縮するために免疫学分野で常用の様々な技術を知っているはずである。参
考文献はたとえばＣｏｌｉｇａｎら（１９９１）　Ｕｎｉｔ　９，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒ
ｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｗｉｌｅｙ　Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ
である。
【０１４３】
　多くの用途にはモノクローナル抗体（ｍＡｂ）のほうが好ましい。ハイブリドーマ分泌
性ｍＡｂの産生に使用される一般方法は公知である（Ｋｏｈｌｅｒ　ａｎｄ　Ｍｉｌｓｔ
ｅｉｎ（１９７５）Ｎａｔｕｒｅ，２５６：４９５）。ＫｏｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅ
ｉｎの記述を要約すると、この技術は、黒色腫、奇形種、子宮頸癌、神経膠腫または肺癌
のある別々の５名の癌患者の排液性局所リンパ節からリンパ球を単離し（この場合のサン
プルは手術標本から得られた）、細胞をプールし、細胞をＳＨＦＰ－１に融合させる段階
を含んでいた。癌細胞系に結合した抗体を産生するハイブリドーマをスクリーニングした
。ｍＡｂの特異性の確認は、常套のスクリーニング技術（たとえば酵素結合免疫吸着剤ア
ッセイすなわち“ＥＬＩＳＡ”）を使用して問題のｍＡｂの要素反応パターンを判定する
ことによって遂行できる。
【０１４４】
　この文中に使用した“抗体”という用語は、ファージ提示技術または酵母提示技術を使
用して産生／選択できる抗原結合性抗体フラグメント、たとえば一本鎖抗体（ｓｃＦｖな
ど）を包含する。細菌に感染するウイルス（バクテリオファージまたはファージ）の表面
に抗体フラグメントを発現させることができれば、たとえば１０１０を上回る非結合性ク
ローンのライブラリーから単一の結合性抗体フラグメントを単離することが可能になる。
ファージの表面に抗体フラグメントを発現させるためには（ファージ提示）、ファージ表
面タンパク質（たとえばｐＩＩＩ）をコードしている遺伝子に抗体フラグメント遺伝子を
挿入し、抗体フラグメント－ｐＩＩＩ融合タンパク質をファージ表面に提示させる（Ｍｃ
Ｃａｆｆｅｒｔｙら（１９９０）Ｎａｔｕｒｅ，３４８：５５２－５５４；Ｈｏｏｇｅｎ
ｂｏｏｍら（１９９１）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１９：４１３３－４１３
７）。
【０１４５】
　ファージ表面の抗体フラグメントは機能性なので、ファージに保有された抗原結合性抗
体フラグメントは抗原アフィニティクロマトグラフィーによって非結合性ファージから分
離できる（ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙら（１９９０）Ｎａｔｕｒｅ，３４８：５５２－５５４
）。抗体フラグメントの親和性次第では、１回の親和性選択で２０倍から１，０００，０
００倍の富化倍率が得られる。しかしながら、溶出したファージを細菌に感染させること
によってもっと多くのファージを増殖させ、もう１回の選択を行うことができる。このよ
うにすると、１回で１０００倍の富化は２回の選択で１，０００，０００倍になる（Ｍｃ
Ｃａｆｆｅｒｔｙら（１９９０）Ｎａｔｕｒｅ，３４８：５５２－５５４）。従って富化
倍率が低い場合にも（Ｍａｒｋｓら（１９９１）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２２：５８１
－５９７）、多数回のアフィニティ選択を行うことによって、希少ファージを単離できる
。抗原に対するファージ抗体ライブラリーの選択の結果として富化が生じるので、大多数
のクローンは３から４回の選択後に抗原に結合する。従って、抗原結合性の分析が必要な
のは比較的少数のクローン（数百）だけである。
【０１４６】
　ヒト抗体はファージ上に極めて多くの多様なＶ遺伝子の目録を提示させることによって
予め免疫感作することなく産生され得る（Ｍａｒｋｓら（１９９１）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏ
ｌ．２２２：５８１－５９７）。１つの実施態様においては、ヒト末梢血リンパ球に存在
する天然目録中のＶＨおよびＶＬをＰＣＲによって非免疫ドナーから単離する。ＰＣＲを
使用して目録中のＶ遺伝子をランダムにスプライスすると、ファージベクターにクローニ
ングして３千万のファージ抗体のライブラリーを作製できるｓｃＦｖ遺伝子の目録が作成
される（同書参照）。単一の“実験未使用”ファージ抗体ライブラリーから、ハプテン、
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多糖およびタンパク質を含む１７を上回る種類の異なる抗原に対する結合性抗体フラグメ
ントが単離された（Ｍａｒｋｓら（１９９１）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２２：５８１－
５９７；Ｍａｒｋｓら（１９９３）Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ．１０：７７９－７８
３；Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓら（１９９３）ＥＭＢＯ　Ｊ．１２：７２５－７３４；Ｃｌａｃ
ｋｓｏｎら（１９９１）Ｎａｔｕｒｅ．３５２：６２４－６２８）。ヒトチログリブリン
、免疫グロブリン、腫瘍壊死因子およびＣＥＡを含む自己タンパク質に対する抗体は産生
されている（Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓら（１９９３）ＥＭＢＯ　Ｊ．１２：７２５－７３４）
。抗体フラグメントは選択に使用された抗原に極めて特異的であり、１ｎＭから１００ｎ
Ｍの範囲の親和性を有している（Ｍａｒｋｓら（１９９１）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２
２：５８１－５９７；Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓら（１９９３）ＥＭＢＯ　Ｊ．１２：７２５－
７３４）。ファージ抗体ライブラリーが大きいほど、より大きい抗原集団に対してより高
い結合親和性を有しているより多くの抗体が単離される。
【０１４７】
　当業者には容易に理解されるであろうが、抗体は多くの事業施設のいずれかによって調
製できる（たとえば、Ｂｅｒｋｅｌｅｙ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ
、Ｂｅｔｈｙｌ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ａｎａｗａ、Ｅｕｒｏｇｅｎｅｔｅｃなど
）。
【０１４８】
　固相
　捕獲剤の支持体として固相を使用する本発明の実施態様の場合、固相は捕獲剤に結合で
きる十分な表面親和性を有しているいかなる適当な材料でもよい。有用な固体支持体は、
天然の高分子糖質および合成的に修飾、架橋または置換されたそれらの誘導体、たとえば
、寒天、アガロース、架橋アルギン酸、置換および架橋されたグアーガム、セルロースエ
ステル特に硝酸およびカルボン酸とのエステル、混合セルロースエステル、セルロースエ
ーテル；タンパク質および誘導体のような窒素含有天然高分子、たとえば、架橋または修
飾されたゼラチン；ラテックスおよびゴムのような天然炭化水素ポリマー；ビニルポリマ
ーのような合成ポリマーたとえばポリエチレン、ポリプロピレン、ポリスチレン、ポリ塩
化ビニル、ポリ酢酸ビニルおよびその部分加水分解誘導体、ポリアクリルアミド、ポリメ
タクリレート、ポリエステル、ポリアミドのような上記重縮合物のコポリマーおよびター
ポリマー、および、ポリウレタンまたはポリエポキシドのような他のポリマー；アルカリ
土類金属およびマグネシウムの硫酸塩または炭酸塩のような無機材料、たとえば、硫酸バ
リウム、硫酸カルシウム、炭酸カルシウム、アルカリ金属、アルカリ土類金属、アルミニ
ウムおよびマグネシウムのケイ酸塩；アルミニウムまたはケイ素の酸化物または水和物、
たとえば、クレー、アルミナ、タルク、カオリン、ゼオライト、シリカゲルまたはガラス
（これらの材料は上記高分子材料と共にフィルターとして使用され得る）；既存の天然ポ
リマーに合成ポリマーの重合を開始させることによって得られたグラフトコポリマーのよ
うな上記クラスの混合物またはコポリマーを含む。これらの材料のすべてが、フィルム、
シート、チューブ、粒状物またはプレートのような適当な形状で使用されるか、または、
紙、ガラス、プラスチックフィルム、布などのような適当な不活性担体に塗布、接着また
は積層される。
【０１４９】
　ニトロセルロースはモノクローナル抗体を含む多様な試薬に対して優れた吸収および吸
着品質を有している。ナイロンも同様の特性を有しており、やはり適当である。
【０１５０】
　フロースルーアッセイデバイスに好ましい固相材料は、多孔質繊維ガラス材料または他
の繊維マトリックス材料のような濾紙を含む。このような材料の厚みは厳密ではなく、主
としてアッセイにかけるサンプルまたは分析物の特性たとえば生物サンプルの流動性に基
づく選択事項である。
【０１５１】
　あるいは、固相が微粒子を構成できる。本発明に有用な微粒子は、適当な種類の粒状材
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料から当業者が選択でき、ポリスチレン、ポリメチルアクリレート、ポリプロピレン、ラ
テックス、ポリテトラフルオロエチレン、ポリアクリロニトリル、ポリカーボネートまた
は同様の材料から成る微粒子を含む。さらに、磁場内部で微粒子を操作し易いように微粒
子は磁性または常磁性の微粒子でよい。
【０１５２】
　微粒子は可溶性試薬とサンプルとの混合物に懸濁させてもよく、または、支持材料によ
って保持されて固定化されてもよい。後者の場合、支持材料上または支持材料中の微粒子
は支持材料内部の他の場所に実質的に移動できない。あるいは、可溶性試薬とサンプルと
の混合物に懸濁している微粒子は沈降または遠心によって分離できる。微粒子が磁性また
は常磁性のとき、可溶性試薬とサンプルとの混合物に懸濁している微粒子は磁場によって
分離できる。
【０１５３】
　本発明の方法は、固相が微粒子を含む全自動および半自動のシステムを含む微粒子技術
を利用するシステムにおける使用に適応できる。このようなシステムは、公開されたＥＰ
Ｏ出願ＥＰ０　４２５　６３３およびＥＰ０　４２４　６３４にそれぞれ対応する係属中
の米国出願４２５，６５１および米国特許５，０８９，４２４ならびに米国特許５，００
６，３０９に記載されている。
【０１５４】
　特定実施態様において、固相は１つ以上の電極を含む。（１種以上の）捕獲剤は（１つ
以上の）電極に直接または間接に固定されている。たとえば１つの実施態様においては捕
獲剤が磁性または常磁性微粒子に固定され、次に磁石を使用して電極表面の近傍に配置さ
れる。１つ以上の電極が固相として機能するシステムは電気化学的相互作用に基づく検出
を行う場合に有用である。この種の代表的なシステムはたとえば米国特許６，８８７，７
１４（２００５年５月３日発行）に記載されている。電気化学的検出に関する基本的方法
はより詳細に後述する。
【０１５５】
　捕獲剤は吸着によって固相に付着し、疎水性力によって固相に保持される。あるいは、
固相の表面を化学的処理によって活性化して捕獲剤を支持体に共有結合的に連結させる。
【０１５６】
　固相の固有電荷を変更または強化するために、帯電物質を固相に直接コーティングでき
る。欧州公開０３２６１００に対応する米国出願１５０，２７８および米国出願３７５，
０２９（欧州公開０４０６４７３）に記載された、負電荷をもつポリマーによって固定化
可能な反応複合体を固定化するためのイオン捕獲手順を本発明に従って使用すると、高速
溶液相免疫化学反応を左右できる。これらの手順では、負電荷をもつポリアニオン／免疫
複合体と前処理した正電荷をもつマトリックスとの間のイオン相互作用によって固定化可
能な免疫複合体を反応混合物の残りの部分から分離し、たとえば欧州公開０２７３，１１
５に対応する米国出願９２１，９７９に記載された化学発光システムを含む多くのシグナ
ル発生システムのいずれかを使用して検出する。
【０１５７】
　固相がシリコンまたはガラスの場合、一般には特異的結合パートナーに付着させる前に
表面を活性化しなければならない。アミノ、ビニルおよびチオールのような反応性基を導
入するためにそれぞれトリエトキシアミノプロピルシラン（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａ
ｌ　Ｃｏ．，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，Ｍｏ．から入手可能）、トリエトキシビニルシラン（Ａ
ｌｄｒｉｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．，Ｍｉｌｗａｕｋｅｅ，Ｗｉｓ．）および（３
－メルカプト－プロピル）－トリメトキシシラン（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ
．，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，Ｍｏ．）のような活性化シラン化合物を使用できる。このような
活性化表面が捕獲剤を直接的に連結するために使用されてもよく（アミノまたはチオール
の場合）、または、捕獲剤を表面から分離するために活性化表面がグルタルアルデヒド、
ビス（スクシニミジル）スベレート、ＳＰＰＤ　９スクシニミジル３－［２－ピリジルジ
チオ］プロピオネート）、ＳＭＣＣ（スクシニミジル－４－［Ｎマレイミドメチル］シク
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ロヘキサン－１－カルボキシレート）、ＳＩＡＢ（スクシニミジル［４ヨードアセチル］
アミノベンゾエート）およびＳＭＰＢ（スクシニミジル４－［１マレイミドフェニル］ブ
チレート）のようなリンカーとさらに反応してもよい。ビニル基は酸化して共有結合的付
着手段を提供できる。ビニル基はポリアクリル酸のような様々なポリマーの重合アンカー
としても使用でき、特異的捕獲剤に多数の付着点を提供する。アミノ基は様々な分子量の
酸化デキストランと反応して様々なサイズおよび容量の親水性リンカーを提供できる。酸
化性デキストランの例は、Ｄｅｘｔｒａｎ　Ｔ－４０（分子量４０，０００ドルトン）、
Ｄｅｘｔｒａｎ　Ｔ－１１０（分子量１１０，０００ドルトン）、Ｄｅｘｔｒａｎ　Ｔ－
５００（分子量５００，０００ドルトン）、Ｄｅｘｔｒａｎ　Ｔ－２Ｍ（分子量２，００
０，０００ドルトン）（全部がＰｈａｒｍａｃｉａ，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，Ｎ．Ｊ．か
ら入手可能）またはフィコール（分子量７０，０００ドルトン；Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉ
ｃａｌ　Ｃｏ．，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，Ｍｏ．から入手可能）を含む。加えて、１９８８年
１月２９日出願の米国出願１５０，２７８および１９８９年７月７日出願の米国出願３７
５，０２９に記載された技術および化学を使用して特異的捕獲剤を固相に固定化するため
に高分子電解質相互作用を使用できる。上記特許出願のおのおのは参照によってここに組
込まれるものとする。
【０１５８】
　固相の選択を左右する他の考察要件は、標識された完全体の非特異的結合を最小にする
能力、および、使用した標識系との適合性を含む。たとえば、蛍光ラベルと共に使用され
る固相はシグナル検出ができるように十分に低いバックグラウンド蛍光を有していなけれ
ばならない。
【０１５９】
　特異的捕獲剤の付着後、血清、タンパク質または他のブロッキング剤のような非特異的
結合を最小にする材料で固体支持体の表面をさらに処理してもよい。
【０１６０】
　標識系
　上記に論議したように、本発明による多くのイムノアッセイは、標識された種特異的抗
体および標識された内因性心血管抗原のような標識された検出試薬を使用する。
【０１６１】
　本発明の検出試薬として使用するための適当な検出可能ラベルは、分光学的、光化学的
、生化学的、免疫化学的、電気的、光学的または化学的手段によって検出可能ないかなる
組成物をも含む。本発明に有用なラベルは、磁気ビーズ（たとえばＤｙｎａｂｅａｄｓＴ

Ｍ）、蛍光色素（たとえば、フルオレセイン、テキサスレッド、ローダミン、グリーン蛍
光タンパク質など、参照：たとえばＭｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｅｕｇｅｎｅ，
Ｏｒｅｇｏｎ，ＵＳＡ）、アクリジニウム（たとえばアクリジニウム－９－カルボキサミ
ド）、フェナントリジニウム、ジオキセタン、ルミノールなどのような化学発光化合物、
放射性ラベル（たとえば、３Ｈ、１２５Ｉ、３５Ｓ、１４Ｃまたは３２Ｐ）、酵素のよう
な触媒（たとえば、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、ベータ－ガ
ラクトシダーゼおよびＥＬＩＳＡで常用の他の酵素）、および、コロイド金（たとえば、
粒度範囲４０から８０ｎｍの金粒子は緑色光を高い効率で散乱させる）または着色したガ
ラスもしくはプラスチック（たとえば、ポリスチレン、ホリプロピレン、ラテックスなど
）のビーズのような比色ラベルを含む。このようなラベルの使用を教示する特許は、米国
特許３，８１７，８３７；３，８５０，７５２；３，９３９，３５０；３，９９６，３４
５；４，２７７，４３７；４，２７５，１４９；および４，３６６，２４１を含む。
【０１６２】
　ラベルは生物サンプルに接触させる前、接触中または接触後に検出試薬に付着させ得る
。いわゆる“直接ラベル”はアッセイに使用する前に検出試薬に直接的に付着させるかま
たは組込ませた検出可能ラベルである。直接ラベルは当業者に公知の多数の手段のいずれ
かによって検出試薬に付着または組込まれる。
【０１６３】
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　これに対して、いわゆる“間接ラベル”は典型的にはアッセイ中のある時点に検出試薬
に結合する。間接ラベルはしばしば、使用前に検出試薬に付着させたかまたは組込ませた
部分に結合する。従ってたとえば、検出試薬として使用される抗体（“検出用抗体”）は
アッセイに使用する前にビオチニル化できる。アッセイ中に、アビジン共役フルオロホア
がビオチン保有検出試薬に結合して、検出容易なラベルを提供できる。
【０１６４】
　間接標識の別の例においては、ポリペプチドＡまたはポリペプチドＧのような免疫グロ
ブリン定常領域に特異的に結合できるポリペプチドもまた検出用抗体のラベルとして使用
できる。これらのポリペプチドは連鎖球菌の細胞壁の正常な構成成分である。それらは様
々な種に由来の免疫グロブリン定常領域に強い非免疫原性反応性を示す（一般論について
はＫｒｏｎｖａｌら（１９７３）　Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１１１：１４０１－１４０６
およびＡｋｅｒｓｔｒｏｍ（１９８５）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ，１３５：２５８９－２５４
２参照）。従って、このようなポリペプチドを標識してアッセイ混合物に加えると、これ
らが検出用抗体および種特異的抗体に結合して両者を標識し、サンプル中に存在する分析
物および自己抗体に帰属する複合シグナルを提供できる。
【０１６５】
　本発明に有用ないくつかのラベルは検出可能シグナルを発生するための指示薬の使用を
要する。たとえばＥＬＩＳＡにおいて酵素ラベル（たとえばベータ－ガラクトシダーゼ）
は検出可能シグナルを発生するために基質（たとえばＸ－ｇａｌ）の添加を要するであろ
う。
【０１６６】
　代表的フォーマット
　蛍光偏光イムノアッセイ（ＦＰＩＡ）
　代表的実施態様においては、本発明による蛍光偏光イムノアッセイ（ＦＰＩＡ）に蛍光
ラベルが使用される。一般的に、蛍光偏光技術は、蛍光ラベルが特性波長の平面偏光によ
って励起されたときに、入射光に対して所与の媒体中のラベルの回転速度に反比例する偏
光度を有する別の特性波長に光（すなわち蛍光）を放出するという原理に基づく。この特
性の結果として、回転が拘束されたラベルたとえば相対的に低い回転速度の別の溶液成分
に結合したラベルは溶液中で遊離状態であるときよりも相対的に大きい偏光度を有する光
を放出するであろう。
【０１６７】
　この技術を本発明によるイムノアッセイに使用できる。そのためにはたとえば、蛍光標
識された完全体が結合すると十分に異なるサイズの複合体が形成され、所与の平面に放出
された光の強度変化を検出できるような試薬を選択すればよい。たとえば、標識された内
因性心血管抗原が１つ以上の自己抗体に結合したとき、得られる複合体は遊離状態の標識
された内因性心血管抗原に比べて十分に大きいのでその回転が十分に拘束され、結合が容
易に検出される。
【０１６８】
　ＦＰＩＡに有用なフルオロホアは、フルオレセイン、アミノフルオレセイン、カルボキ
シフルオレセインなど、好ましくは５および６－アミノメチルフルオレセイン、５および
６－アミノフルオレセイン、６－カルボキシフルオレセイン、５－カルボキシフルオレセ
イン、チオウレアフルオレセイン、および、メトキシトリアジノリル－アミノフルオレセ
インおよび同様の蛍光誘導体を含む。蛍光偏光アッセイを行うことができる市販の全自動
器具の例は、ＩＭｘ（Ｒ）システム、ＴＤｘシステムおよびＴＤｘＦＬｘ（Ｒ）システム
（すべてＡｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ，Ｉｌｌ．
から入手可能）を含む。
【０１６９】
　走査型プローブ顕微鏡検査（ＳＰＭ）
　イムノアッセイ用の走査型プローブ顕微鏡検査（ＳＰＭ）の使用も本発明のイムノアッ
セイ方法が容易に適応できる技術である。ＳＰＭ、特に原子力顕微鏡検査においては、走
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査に適した表面を有している固相に捕獲剤を付着させる。たとえばプラスチックまたは金
属表面に捕獲剤を吸着させる。あるいは、平均的な当業者に公知の方法に従ってたとえば
誘導体化したプラスチック、金属、シリコンまたはガラスに捕獲剤を共有結合的に付着さ
せる。捕獲剤の付着後、サンプルを固相に接触させ、固相に固定された複合体を走査型プ
ローブ顕微鏡で検出し定量する。ＳＰＭを使用すると、イムノアッセイシステムでは典型
的に使用されるラベルの必要性を削除できる。このようなシステムは、米国出願Ｎｏ．６
６２，１４７に記載されている。該特許は参照によってここに組込まれるものとする。
【０１７０】
　マイクロ電気機械的システム（ＭＥＭＳ）
　本発明のイムノアッセイはマイクロ電気機械的システム（ＭＥＭＳ）を使用して行うこ
ともできる。ＭＥＭＳは機械素子、光学素子および流体素子を電子素子に組合せてシリコ
ンに集積した顕微鏡構造であり、問題の分析物を簡便に検出できる。本発明に使用するた
めの適当な代表的ＭＥＭＳデバイスは、Ｐｒｏｔｉｖｅｒｉｓのマルチカンチレバーアレ
イである。このアレイは、特別設計のシリコン製マイクロカンチレバーの化学機械的起動
およびその後のマイクロカンチレバーの撓みの光学的検出に基づく。片面に結合パートナ
ーをコーティングすると、マイクロカンチレバーは相補性分子を含有する溶液に接触した
ときに屈曲するであろう。この屈曲は結合イベントに起因する表面エネルギーの変化によ
って生じる。屈曲（撓み）の程度を光学的に検出すると、マイクロカンチレバーに結合し
た相補性分子の量の測定値が得られる。
【０１７１】
　電気化学的検出システム
　他の実施態様において、本発明のイムノアッセイは電気化学的検出を用いて行うことが
できる。電気化学的検出の基本的手順はＨｅｉｎｅｍａｎおよび彼の共同研究者らによっ
て記載されている。これは、一次抗体（Ａｂ、ラット－抗マウスＩｇＧ）を固定化し、次
いで抗原（Ａｇ、マウスＩｇＧ）、酵素ラベルに共役した二次抗体（ＡＰ－Ａｂ、ラット
抗マウスＩｇＧとアルカリホスファターゼ）およびｐ－アミノフェニルホスフェート（Ｐ
ＡＰＰ）を含有する一連の溶液に接触させる段階を含む。ＡＰはＰＡＰＰを、ＡＰが最適
活性を示すｐＨ９．０で酸素と水の還元を妨害しない電位で電気化学的に可逆性のｐ－ア
ミノフェノール（ＰＡＰＲ、この“Ｒ”は酸化形ＰＡＰＯキノンイミンから還元形を識別
するための記号である）に変換する。ＰＡＰＲはフェノールと違って電極付着を生じない
。フェノールは前駆体フェニルホスフェートが酵素基質としてしばしば使用される。ＰＡ
ＰＲは空気および光で酸化されるが、小規模および短時間枠ではこれを容易に防止できる
。２０μＬから３６０ｍＬの範囲の量のＰＡＰＰを使用するマイクロ電気化学的イムノア
ッセイでＰＡＰＲに関してピコモルの検出限度およびＩｇＧに関してフェムトグラムの検
出限度が得られたことがこれまでに報告されている。電気化学的検出を伴う毛管イムノア
ッセイにおいてこれまでに報告された最小検出限度は、７０ｍＬ容量および３０分または
２５分のアッセイ時間を用いて３０００分子のマウスＩｇＧである。
【０１７２】
　電気化学的検出を使用する代表的な実施態様においては本発明による捕獲剤を電極の表
面に固定化する（“固相”）。次に電極をたとえばヒト由来のサンプルに接触させる。サ
ンプル中に抗－内因性心血管抗原抗体が存在するならば捕獲剤に結合し、固相に固定され
た複合体が形成される。たとえばＡＰ標識された抗－ヒト抗体は複合体中の自己抗体に結
合し、これにより電極の表面に固定化される。ＰＡＰＰを添加するとＡＰによってＰＡＰ
Ｒに変換され、次いで検出される。
【０１７３】
　様々な電気化学的検出システムが米国特許７，０４５，３６４（２００６年５月１６日
発行；参照によってここに組込まれる）、７，０４５，３１０（２００６年５月１６日発
行；参照によってここに組込まれる）、６，８８７，７１４（２００５年５月３日発行；
参照によってここに組込まれる）、６，６８２，６４８（２００４年１月２７日発行；参
照によってここに組込まれる）；６，６７０，１１５（２００３年１２月３０日発行；参
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照によってここに組込まれる）に記載されている。
【０１７４】
　本発明はたとえば、ＴｎＩ、ＣＫＭＢおよびＢＮＰを含む複数の心臓マーカーに対して
サンドイッチイムノアッセイを行うＡｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓから市販の
Ｐｏｉｎｔ　ｏｆ　Ｃａｒｅ（ｉ－ＳＴＡＴ（Ｒ））電気化学的イムノアッセイシステム
を含むポイントオブケアアッセイシステムに応用できる。イムノセンサおよびそれらの製
造方法と使い捨て試験デバイスにおけるそれらの使用方法は、たとえば、米国特許５，０
６３，０８１および公開された米国特許出願ＵＳ　２００３０１７０８８１、ＵＳ　２０
０４００１８５７７、ＵＳ　２００５００５４０７８およびＵＳ　２００６０１６０１６
４に記載されている。これらの出願のおのおのの該当デバイスに関する教示は参照によっ
てここに組込まれるものとする。
【０１７５】
　加えて、ここに紹介した代表的フォーマットのいずれかおよび本発明によるアッセイま
たはキットのいずれかが、たとえば米国特許５，０８９，４２４および５，００６，３０
９に記載されているような、また、たとえば非限定的にＡｂｂｏｔｔのＡＲＣＨＩＴＥＣ
Ｔ（Ｒ）、ＡｘＳＹＭ（Ｒ）、ＩＭｘ（Ｒ）、ＡＢＢＯＴＴ　ＰＲＩＳＭ（Ｒ）およびＱ
ｕａｎｔｕｍ　ＩＩプラットフォームならびに他のプラットフォームを含むＡｂｂｏｔｔ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ（Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ，ＩＬ）によって市販されている
ような全自動および半自動のシステム（微粒子から成る固相が存在するシステムを含む）
における使用に適応できるまたは最適化できることは言うまでもない。
【０１７６】
　マルチプレックスフォーマット（代表的パネル）
　たとえば１つのサンプル中の多数の分析物を同時に検定するために有用な特定実施態様
においては、固相が内因性心血管抗原に対する自己抗体を捕獲する捕獲剤を含めた複数の
異なる捕獲剤を含有できる。従ってたとえば、複数の抗原を固相に固定し、抗原のおのお
のによってサンプル中の異なる自己抗体の存在を試験できる。代表的な実施態様において
は固相が表面上の複数の異なる領域から構成され、各領域内部に特定の内因性心血管抗原
が固定されている。場合によりこのような固相はいわゆる“パネル”を含み、従って本発
明は場合により、自己抗体検出用の内因性心臓抗原を含有する迅速なマルチプレックスパ
ネルアッセイを提供する。
【０１７７】
　１つの実施態様において、パネルに含まれる内因性心臓抗原はアレイとして存在する。
“アレイ”という用語は、少なくとも２つの化合物が１次元、２次元または３次元編制で
付着または結合されている固相またはゲル状担体を表す。このようなアレイは（“チップ
”、抗体アレイなどを含む）は当業者に普遍的に知られており、典型的には、ガラスの顕
微鏡スライド、具体的にはポリカチオン－、ニトロセルロース－もしくはビオチンをコー
トしたスライドのようなコーテッドガラススライド、カバースリップ、および、たとえば
ニトロセルロースもしくはナイロンを基材とする膜のような膜に形成される。しかしなが
ら、パネルの膜がアレイを構成することは厳密には必要でない。たとえば、アッセイを直
列に処理し、従ってパネルアッセイが内因性心臓抗原に対する自己抗体を個別にかつ独立
に評価する独立のアッセイ結果の集合を含むことも可能である。
【０１７８】
　マルチプレックスフォーマットは、複数のラベルを使用し、特定抗原に反応性の自己抗
体を各ラベルに検出させることができるが、必ずしも複数のラベルを使用しなくてもよい
。たとえば、抗原のような複数の捕獲剤が既知の種々の位置で固相に固定されている場合
には複数のラベルを使用することなく特異性に基づいて多数の異なる自己抗体を検出でき
る。各位置の捕獲剤の特異性が既知なので、特定位置のシグナルの検出が該位置に結合し
た自己抗体の存在に関連する。このフォーマットの例は、それぞれチャンネルまたは毛管
に沿った種々の位置に種々の捕獲剤を含有するマイクロ流体デバイスおよび毛管アレイ、
ならびに、典型的には固体支持体の表面に点行列（“標的素子”）として配列された種々
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の捕獲剤を含有するマイクロアレイを含む。特定実施態様においては種々の捕獲剤のおの
おのが、たとえば固体支持体の表面、マイクロ流体デバイスのチャンネルまたは毛管に形
成された異なる電極に固定される。
【０１７９】
　全自動計器
　この文中に記載のイムノアッセイは場合により、市販のプラットフォームイムノアッセ
イ用キット（たとえば、ＡｂｂｏｔｔのＰＲＩＳＭ（Ｒ）、ＡｘＳＹＭ（Ｒ）およびＡＲ
ＣＨＩＴＥＣＴ（Ｒ）および／またはＥＩＡ（Ｂｅａｄ）プラットフォーム上のアッセイ
）において、ならびに、他の市販のおよび／またはインビトロの診断アッセイにおいて使
用できる。
【０１８０】
　検査キット
　本発明はまた、サンプル中の内因性心血管抗原に対する自己抗体を検定する検査キット
を提供する。本発明による検査キットは、１つ以上の本発明のイムノアッセイを行うため
に有用な１種以上の試薬を含む。検査キットは一般に、試薬を１種以上の個別組成物とし
て収容するかまたは場合により試薬の適合性が許容するならば混合物として収容する１つ
以上の容器を伴うパッケージを含む。検査キットはまた、（１種または複数の）バッファ
、（１種または複数の）希釈剤、（１種または複数の）標準のような使用者の見地から望
ましい（１種または複数の）他の材料および／またはサンプルの処理、洗浄または他の何
らかのアッセイ段階を行うために有用な他の何らかの材料を含み得る。
【０１８１】
　いくつかの実施態様において、検査キットはヒト化モノクローナル抗体を含み、該ヒト
化モノクローナル抗体は内因性心血管抗原に特異的である。この成分は本発明によるイム
ノアッセイで陽性対照として使用できる。所望の場合、試験サンプル中で検出されたシグ
ナルを比較できる標準曲線の作成を容易にするためにこの成分を複数の濃度で検査キット
に含ませる。あるいは、キットに備えられた単一のヒト化モノクローナル抗体溶液の希釈
液を調製することによって標準曲線を作成できる。
【０１８２】
　本発明によるキットは、固相および固相に固定された捕獲剤を含むことができ、捕獲剤
は内因性心血管抗原および種特異的抗体から成るグループから選択され、種特異的抗体は
サンプルを提供する種に特異的である。このようなキットをサンドイッチイムノアッセイ
に使用する場合、キットはさらに、標識された検出試薬を含む。このような実施態様にお
いて捕獲剤が内因性心血管抗原であるとき、検出試薬は種特異的抗体でよい。捕獲剤が種
特異的抗体であるときは、内因性心血管抗原を検出試薬として使用できる。特定実施態様
においては種特異的抗体がヒト特異的抗体である。
【０１８３】
　本発明の検査キットはまた、内因性心血管抗原に特異的な標識された非ヒトモノクロー
ナル抗体を含み得る。この成分は、使用された内因性心血管抗原が抗体に結合できること
を確認するための対照として有用である。
【０１８４】
　いくつかの実施態様においては検査キットがアクリジニウム－９－カルボキサミドのよ
うな少なくとも１つの直接ラベルを含む。本発明による検査キットはまた少なくとも１つ
の間接ラベルを含むことができる。使用されるラベルが一般に、検出可能シグナルを発生
する指示薬を必要とするならば、検査キットが１種以上の適当な指示薬を含むのが好まし
い。
【０１８５】
　代表的な実施態様においては固相が１つ以上の微粒子または電極を含む。マルチプレッ
クスアッセイ用に設計された検査キットは複数の異なる自己抗体に特異的な複数の抗原を
含む１つ以上の固相を含有するのが便利である。従ってたとえば、マルチプレックス電気
化学的イムノアッセイ用に設計された検査キットは複数の電極を含む固相を含有でき、各
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【０１８６】
　本発明による検査キットは好ましくは、１つ以上の本発明のイムノアッセイを実行する
ための使用説明書を含む。本発明のキットに含まれる使用説明書は包装材料に添付されて
もよくまたは包装インサートとして含まれてもよい。使用説明書は典型的には書面または
印刷文書であるが、このような形態に限定はされない。このような使用説明書を記憶して
最終使用者に伝達できる何らかの媒体が本発明によって考察されている。このような媒体
は非限定的に、電子記憶媒体（たとえば、磁気ディスク、テープ、カートリッジ、チップ
）、光学媒体（たとえば、ＣＤ　ＲＯＭ）などを含む。この文中に使用した“使用説明書
”という用語は、使用説明書を提供するインターネットサイトのアドレスを含み得る。
【０１８７】
　この明細書で参照した公開特許出願を含めたすべての特許、刊行物およびデータベース
エントリーの開示情報のすべては、個々の特許、刊行物およびデータベースエントリーの
おのおのを参照によって組込まれると個別に記載した場合と同様に、参照によって組込ま
れるものとする。
【０１８８】
　本発明をいくつかの特定実施態様に基づいて説明してきたが、本発明の要旨および範囲
を逸脱しない様々な変更は当業者に明らかであろう。当業者に明らかであろうこのような
変更のすべては特許請求の範囲に包含されるものである。
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