
(57)【要約】

本発明は、患者試料中のコラーゲン合成および分解マー

カーを定量化することによって、骨関節炎およびリウマ

チ様関節炎のごとき軟骨変性病の進行を検出および決定

するための方法に関する。軟骨変性病が進行しているか

、回復しているかまたは安定維持しているかどうかを、

患者試料中のコラーゲン合成および分解のマーカーを定

量化し、次いで、得られた値と参照値とを比較すること

によって決定し得る。軟骨変性に罹った関節はコラーゲ

ン合成および分解マーカーを発現し、この値の変化は軟

骨変性病の進行の変化を示す。本発明の方法および装置

は、ある種の軟骨変性病薬物治療の治療効果の正確な決

定を可能とし、それゆえ、ほ乳類における薬効研究にも

有用である。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 対 象 に お け る 軟 骨 破 壊 を 検 出 ま た は 予 測 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 対 象 に お け る Ｉ Ｉ 型 コ
ラ ー ゲ ン 分 解 か ら Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 合 成 の 非 連 結 を 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 対 象 に お け る Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 分 解 か ら Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 合 成 の 非 連 結 を 検 出 す る こ と
が 、
　 　 （ ａ ） 対 象 の 生 体 試 料 中 の 合 成 マ ー カ ー お よ び 分 解 マ ー カ ー の 両 方 を 検 出 し ；
　 　 （ ｂ ） 合 成 マ ー カ ー お よ び 分 解 マ ー カ ー の 量 を 比 較 し ； 次 い で 、
　 　 （ ｃ ） 合 成 マ ー カ ー お よ び 分 解 マ ー カ ー の 相 対 量 を 所 定 の 標 準 と 相 関 付 け て 、 対 象 に
お け る 軟 骨 破 壊 を 検 出 す る こ と を 含 む 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ス テ ッ プ （ ｂ ） が 少 な く と も ２ 回 行 わ れ る 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ス テ ッ プ （ ａ ） が 単 一 ス テ ッ プ で あ る 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 骨 関 節 炎 軟 骨 合 成 マ ー カ ー が Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ で あ る 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 骨 関 節 炎 分 解 マ ー カ ー が 、 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ 、 Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 、 Ｖ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 、 Ｃ Ｏ
Ｍ Ｐ 、 ケ ラ チ ン 硫 酸 、 リ ン ク タ ン パ ク 質 、 ア グ リ カ ン 、 お よ び ア グ リ カ ン フ ラ グ メ ン ト よ
り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ス テ ッ プ （ ａ ） の 検 出 が 、 放 射 免 疫 測 定 法 、 酵 素 免 疫 測 定 法 、 リ ガ ン ド ア ッ セ イ 、 免 疫
放 射 定 量 測 定 法 、 蛍 光 免 疫 測 定 法 お よ び 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ
る 測 定 法 に よ っ て 行 わ れ る 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 が 、 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ お よ び サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ よ り な る 群
か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 生 体 試 料 が 、 血 液 、 血 清 、 尿 、 痰 、 間 質 液 、 関 節 デ ブ リ 、 軟 骨 断 片 お よ び 滑 膜 細 胞 よ り
な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 対 象 が ほ 乳 類 で あ る 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 ほ 乳 類 が ヒ ト で あ る 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 生 体 試 料 が 軟 骨 で あ る 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 軟 骨 が 膝 軟 骨 で あ る 請 求 項 １ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 対 象 に お け る 骨 関 節 炎 ま た は 軟 骨 破 壊 の 進 行 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 対 象 に お け
る Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 分 解 か ら Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 合 成 の 非 連 結 を 定 量 化 す る こ と を 含 む 方 法
。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 対 象 に お け る Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 分 解 か ら Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 合 成 の 非 連 結 を 定 量 化 す る こ
と が 、
　 　 （ ａ ） 対 象 の 生 体 試 料 中 の 合 成 マ ー カ ー の 量 を 測 定 し ；
　 　 （ ｂ ） 対 象 の 生 体 試 料 中 の 分 解 マ ー カ ー の 量 を 測 定 し ；
　 　 （ ｃ ） 合 成 マ ー カ ー の 量 お よ び 分 解 マ ー カ ー の 量 を 用 い て 非 連 結 イ ン デ ッ ク ス の 値 を
計 算 し ； 次 い で 、
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　 　 （ ｄ ） 非 連 結 イ ン デ ッ ク ス の 値 と 所 定 の 標 準 と を 比 較 し て 、 対 象 に お け る 骨 関 節 炎 ま
た は 軟 骨 変 性 の 状 態 を 定 量 す る こ と を 含 む 請 求 項 １ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 ス テ ッ プ （ ａ ） お よ び ス テ ッ プ （ ｂ ） が 、 放 射 免 疫 測 定 法 、 酵 素 免 疫 測 定 法 、 リ ガ ン ド
ア ッ セ イ 、 免 疫 放 射 定 量 測 定 法 、 蛍 光 免 疫 測 定 法 お よ び 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 よ り な る
群 か ら 選 択 さ れ る 測 定 法 に よ っ て 行 わ れ る 請 求 項 １ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 が 、 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ お よ び サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ よ り な る 群
か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 １ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 試 料 が 、 血 液 、 血 清 、 尿 、 痰 、 間 質 液 、 関 節 デ ブ リ 、 軟 骨 断 片 お よ び 滑 膜 細 胞 よ り な る
群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 １ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 骨 関 節 炎 軟 骨 合 成 マ ー カ ー が Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ で あ る 請 求 項 １ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 骨 関 節 炎 分 解 マ ー カ ー が 、 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ 、 Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 、 Ｖ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 、 Ｃ Ｏ
Ｍ Ｐ 、 ケ ラ チ ン 硫 酸 、 リ ン ク タ ン パ ク 質 、 ア グ リ カ ン 、 お よ び ア グ リ カ ン フ ラ グ メ ン ト よ
り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 １ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 対 象 に お け る 骨 関 節 炎 を 検 出 ま た は 予 測 す る 方 法 で あ っ て 、
　 　 （ ａ ） 第 １ お よ び 第 ２ の 体 液 試 料 を 供 給 し 、 こ こ に 、 第 １ の 試 料 は 骨 関 節 炎 の 状 態 を
決 定 す べ き 対 象 か ら 採 取 し 、 第 ２ の 試 料 は 同 一 対 象 か ら 後 で 採 取 し ；
　 　 （ ｂ ） 第 １ の 抗 体 、 第 ２ の 抗 体 、 第 ３ の 標 識 抗 体 お よ び 第 ４ の 標 識 抗 体 、 こ こ に 、 第
１ の 抗 体 は ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー に 特 異 的 結 合 で き 、 第 ２ の 抗 体 は ヒ ト コ ラ ー ゲ ン
分 解 マ ー カ ー に 特 異 的 結 合 で き 、 第 ３ の 標 識 抗 体 は ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー に 結 合 で
き 、 第 ４ の 標 識 抗 体 は ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー に 結 合 で き 、 お よ び 当 該 標 識 を 検 出 で
き る 検 出 試 薬 を 供 給 し ；
　 　 （ ｃ ） 第 １ の 抗 体 、 第 ２ の 抗 体 、 第 ３ の 標 識 抗 体 、 第 ４ の 標 識 抗 体 お よ び 検 出 試 薬 を
第 １ の 体 液 試 料 に 接 触 さ せ ；
　 　 （ ｄ ） 第 １ の 抗 体 、 第 ２ の 抗 体 、 第 ３ の 標 識 抗 体 、 第 ４ の 標 識 抗 体 お よ び 検 出 試 薬 を
第 ２ の 体 液 試 料 に 接 触 さ せ ； 次 い で 、
　 　 （ ｅ ） 第 １ の 試 料 中 の ヒ ト の コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー お よ び コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー
の 量 を 検 出 し 、 そ の 濃 度 を 決 定 し て 参 照 値 を 得 、 第 ２ の 試 料 中 の ヒ ト の コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ
ー カ ー お よ び コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー の 量 を 検 出 し 、 そ の 濃 度 を 決 定 す る ス テ ッ プ を 含 み
、 こ こ に 、 参 照 値 と 比 較 し て 、 第 ２ の 試 料 中 、 増 加 し た 濃 度 の ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ
ー と 連 結 し た 減 少 し た 濃 度 の コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー は 、 試 験 対 象 が 進 行 性 骨 関 節 炎 の 危
険 に あ っ た か 、 ま た は 危 険 に あ る 高 い 確 率 を 有 し て い る と 表 示 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 対 象 由 来 の 第 １ お よ び 第 ２ の 体 液 試 料 の 両 方 に お け る ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー お よ
び 合 成 マ ー カ ー の 濃 度 が 免 疫 学 的 測 定 法 に よ っ て 決 定 さ れ る 請 求 項 ２ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 免 疫 学 的 測 定 法 が 、 放 射 免 疫 測 定 法 、 酵 素 免 疫 測 定 法 、 リ ガ ン ド 測 定 法 、 免 疫 放 射 定 量
測 定 法 、 蛍 光 免 疫 測 定 法 、 お よ び 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求
項 ２ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 が 、 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ お よ び サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ よ り な る 群
か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 ス テ ッ プ （ ａ ） の 体 液 試 料 が 、 血 液 、 血 清 、 尿 、 痰 、 間 質 液 、 関 節 デ ブ リ 、 軟 骨 断 片 お
よ び 滑 膜 細 胞 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ２ １ 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ２ ６ 】
　 第 １ の 抗 体 お よ び 第 ２ の 抗 体 が 固 相 表 面 上 に 固 定 化 さ れ て い る 請 求 項 ２ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 ス テ ッ プ （ ｂ ） に お い て 、 第 ３ お よ び 第 ４ の 標 識 抗 体 の 標 識 は ビ オ チ ン を 含 み 、 第 ３ お
よ び 第 ４ の 抗 体 は 、 さ ら に ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た 組 成 物 を 供 給 し 、 ス
テ ッ プ （ ｄ ） の 接 触 し た 第 １ の 抗 体 ま た は 第 ２ の 抗 体 、 第 ３ の 標 識 抗 体 、 お よ び 第 ４ の 標
識 抗 体 に そ の 組 成 物 を 添 加 す る 方 法 に よ っ て 検 出 さ れ 、 こ こ に 、 そ の 組 成 物 は 直 接 検 出 可
能 で あ る か 、 ま た は そ の 組 成 物 は 第 ２ の 直 接 検 出 可 能 な 組 成 物 を 生 成 す る 請 求 項 ２ １ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 検 出 可 能 な 組 成 物 が 酵 素 で あ る 請 求 項 ２ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 酵 素 が 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で あ る 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 酵 素 が 検 出 可 能 な 有 色 組 成 物 を 生 成 す る 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 第 １ の 抗 体 ま た は 第 ２ の 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 第 １ の 抗 体 ま た は 第 ２ の 抗 体 が ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 第 １ の 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て 、 第 ２ の 抗 体 が ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請
求 項 ２ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 骨 関 節 炎 軟 骨 合 成 マ ー カ ー が Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ で あ る 請 求 項 ２ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 軟 骨 分 解 マ ー カ ー が 、 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ 、 Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 、 Ｖ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 、 Ｃ Ｏ Ｍ Ｐ
、 ケ ラ チ ン 硫 酸 、 リ ン ク タ ン パ ク 質 、 ア グ リ カ ン お よ び ア グ リ カ ン フ ラ グ メ ン ト よ り な る
群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ２ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 対 象 に お け る 骨 関 節 炎 を 検 出 ま た は 予 測 す る 方 法 で あ っ て 、
　 　 （ ａ ） 体 液 試 料 を 供 給 し 、 こ こ に 、 試 料 は 骨 関 節 炎 の 状 態 を 決 定 す べ き 対 象 か ら 採 取
し ；
　 　 （ ｂ ） 第 １ の 抗 体 、 第 ２ の 抗 体 、 お よ び 第 ３ の 標 識 抗 体 、 こ こ に 、 第 １ の 抗 体 は ヒ ト
コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー に 特 異 的 結 合 で き 、 第 ２ の 抗 体 は ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー に
特 異 的 結 合 で き 、 第 ３ の 標 識 抗 体 は ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー お よ び ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 分
解 マ ー カ ー の 両 方 に 結 合 で き 、 お よ び 当 該 標 識 を 検 出 で き る 検 出 試 薬 を 供 給 し ；
　 　 （ ｃ ） 第 １ の 抗 体 、 第 ２ の 抗 体 、 第 ３ の 標 識 抗 体 お よ び 検 出 試 薬 を 体 液 試 料 に 接 触 さ
せ ；
　 　 （ ｄ ） 第 １ の 抗 体 、 第 ２ の 抗 体 、 第 ３ の 標 識 抗 体 お よ び 検 出 試 薬 を 体 液 試 料 に 接 触 さ
せ ； 次 い で 、
　 　 （ ｅ ） 試 料 中 の ヒ ト の コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー お よ び コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー の 量 を
検 出 し 、 そ の 濃 度 を 決 定 す る ス テ ッ プ を 含 み 、 こ こ に 、 所 定 の 参 照 値 の 上 １ 標 準 偏 差 よ り
も 高 い 濃 度 の ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー と 非 連 結 の 所 定 の 参 照 値 の 下 １ 標 準 偏 差 よ り も
低 い 減 少 濃 度 の ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー は 、 試 験 対 象 が 進 行 性 骨 関 節 炎 の 危 険 に あ っ
た か 、 ま た は 危 険 に あ る 高 い 確 率 を 有 し て い る と 表 示 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 対 象 由 来 の 体 液 試 料 に お け る ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー お よ び 合 成 マ ー カ ー の 濃 度 が
免 疫 学 的 測 定 法 に よ っ て 決 定 さ れ る 請 求 項 ２ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 免 疫 学 的 測 定 法 が 、 放 射 免 疫 測 定 法 、 酵 素 免 疫 測 定 法 、 リ ガ ン ド 測 定 法 、 免 疫 放 射 定 量
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測 定 法 、 蛍 光 免 疫 測 定 法 、 お よ び 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求
項 ３ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 が 、 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ お よ び サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ よ り な る 群
か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ３ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 ス テ ッ プ （ ａ ） の 体 液 試 料 が 、 血 液 、 血 清 、 尿 、 痰 、 間 質 液 、 関 節 デ ブ リ 、 軟 骨 断 片 お
よ び 滑 膜 細 胞 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ２ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 骨 関 節 炎 軟 骨 合 成 マ ー カ ー が Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ で あ る 請 求 項 ３ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 軟 骨 分 解 マ ー カ ー が 、 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ 、 Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 、 Ｖ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 、 Ｃ Ｏ Ｍ Ｐ
、 ケ ラ チ ン 硫 酸 、 リ ン ク タ ン パ ク 質 、 ア グ リ カ ン お よ び ア グ リ カ ン フ ラ グ メ ン ト よ り な る
群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ３ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 第 １ の 抗 体 お よ び 第 ２ の 抗 体 の 組 合 せ と 接 触 す る 固 相 支 持 体 で あ っ て 、 こ こ に 、 第 １ の
抗 体 は ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー に 特 異 的 結 合 で き 、 第 ２ の 抗 体 は ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 分 解
マ ー カ ー に 特 異 的 結 合 で き る 固 相 支 持 体 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 骨 関 節 炎 軟 骨 合 成 マ ー カ ー が Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ で あ る 請 求 項 ４ ３ 記 載 の 固 相 支 持 体 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 骨 関 節 炎 分 解 マ ー カ ー が 、 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ 、 Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 、 Ｖ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 、 Ｃ Ｏ
Ｍ Ｐ 、 ケ ラ チ ン 硫 酸 、 リ ン ク タ ン パ ク 質 、 ア グ リ カ ン 、 お よ び ア グ リ カ ン フ ラ グ メ ン ト よ
り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ４ ３ 記 載 の 固 相 支 持 体 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 骨 関 節 炎 の 進 行 を 検 出 す る キ ッ ト で あ っ て 、 以 下 の ：
　 　 （ ａ ） 第 １ お よ び 第 ２ の 体 液 試 料 を 供 給 し 、 こ こ に 、 第 １ の 試 料 は 骨 関 節 炎 の 状 態 を
決 定 す べ き 対 象 か ら 採 取 し 、 第 ２ の 試 料 は 同 一 の 対 象 か ら 後 で 採 取 し ； 次 い で 、
　 　 （ ｂ ） 第 １ の 試 料 中 の ヒ ト の コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー お よ び コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー
の 量 を 検 出 し 、 そ の 濃 度 を 決 定 し て 参 照 値 を 得 、 第 ２ の 試 料 中 の ヒ ト の コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ
ー カ ー お よ び コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー の 量 を 検 出 し 、 そ の 濃 度 を 決 定 す る こ と を 含 み 、 こ
こ に 、 参 照 値 と 比 較 し て 、 第 ２ の 試 料 中 、 増 大 し た 濃 度 の ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー と
連 結 す る 減 少 し た 濃 度 の コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー は 、 試 験 対 象 が 進 行 性 骨 関 節 炎 の 危 険 に
あ っ た か 、 ま た は 危 険 に あ る 高 い 確 率 を 有 し て い る と 表 示 す る 方 法 が 記 載 さ れ た イ ン ス ト
ラ ク シ ョ ン を 含 む キ ッ ト 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
関 連 出 願 の 相 互 参 照
　 こ の 出 願 は 、 ２ ０ ０ ２ 年 １ １ 月 ８ 日 に 出 願 さ れ 、 出 典 明 示 し て そ の 明 細 書 全 体 が 本 明 細
書 に 含 ま れ る と み な さ れ る 米 国 仮 出 願 番 号 第 ６ ０ ／ ４ ２ ４ ,９ ４ １ 号 を 基 礎 と す る 優 先 権
を 主 張 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 本 発 明 は 、 概 略 、 医 療 診 断 の 分 野 に 関 し 、 よ り 詳 細 に は 、 骨 関 節 炎 （ Ｏ Ａ ） に お け る 軟
骨 変 性 状 態 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 （ Ｒ Ａ ） の 状 態 、 お よ び 他 の 関 節 炎 病 の 状 態 を 含 む 軟 骨 変
性 状 態 を 決 定 す る た め の 測 定 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 最 も あ り ふ れ た 軟 骨 変 性 関 節 症 で あ る Ｏ Ａ お よ び Ｒ Ａ の 特 徴 は 、 関 節 破 壊 を も た ら す
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軟 骨 喪 失 で あ る 。 膝 Ｏ Ａ は 、 Ｏ Ａ の 最 も あ り ふ れ た 形 態 で あ り 、 著 し い 死 亡 率 に 関 連 す る
［ Felson, D.T., Epidemiology of Osteoarthritis. In: Brandt K.F., et al., eds., O
STEOARTHRITIS. Oxford University Press, pp. 13-22 (1998)］ 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 軟 骨 破 壊 の 進 行 を 評 価 す る た め の 最 も 確 立 さ れ た 方 法 は 、 単 純 Ｘ 線 を 用 い た 関 節 腔 幅 （
Ｊ Ｓ Ｗ ） の 測 定 お よ び 膝 の 関 節 鏡 検 査 に よ る 軟 骨 疾 患 の 評 価 で あ る 。 し か し な が ら 、 こ れ
ら の ２ つ の 技 術 に は あ る 限 界 が あ る 。 Ｏ Ａ の 放 射 線 学 的 証 拠 が あ る と き 、 し ば し ば 、 す で
に 関 節 は 著 し く 損 傷 し て い る 。 Ｊ Ｓ Ｗ の 変 化 は Ｘ 線 測 定 の 確 度 誤 差 と 比 較 し て か な り 小 さ
い の で 、 関 節 損 傷 の 進 行 ま た は 治 療 に よ る そ の 減 少 を 正 確 に 評 価 す る に は 、 通 常 、 少 な く
と も １ 年 、 好 ま し く は ２ 年 必 要 で あ る ［ Ravaud, P., et al., Variability in knee radi
ographing: implication for definition of radiological progression in medial knee
 osteoarthritis, Ann. Rheum. Dis. 57:624-629 (1998)］ 。 磁 気 共 鳴 撮 像 は 単 純 Ｘ 線 よ
り も 感 度 が 高 い が 、 そ の 再 現 性 は ま だ 完 全 に 実 証 さ れ て お ら ず 、 現 在 で は Ｏ Ａ 患 者 を モ ニ
タ ー す る よ う に 最 適 化 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 関 節 鏡 は 軟 骨 表 面 の 直 接 的 か つ 拡 大 視 野 を 与 え 、 そ れ ゆ え 、 関 節 鏡 が 軟 骨 損 傷 の 評 価 の
た め の ゴ ー ル ド ス タ ン ダ ー ド で あ る と 人 々 に 思 わ せ た ［ Fife, R.S., et al., Relationsh
ips between arthroscopic evidence of cartilage damage and radiographic evidence 
of joint space narrowing in early osteoarthritis of the knee, Arthritis Rheum. 3
4:377-382 (1991); Ayral, X., et al., Chondroscopy: a new method for scoring chon
dropathy, Semin. Arthritis Rheum. 22:289-297 (1993)］ 。 軟 骨 疾 患 の 関 節 鏡 採 点 シ ス
テ ム が 確 立 さ れ 、 実 証 さ れ て い る ［ Aryal, X., Semin. Arthritis Rheum. 22, 上 掲 ; Ayr
al, X., et al., Arthroscopic evaluation of chondropathy in osteoarthritis of the
 knee, J. Rheumatol. 23:698-706 (1996)］ 。 し か し な が ら 、 こ れ は 侵 襲 的 技 法 で あ っ て
、 全 て の 患 者 に 日 常 的 に 適 用 で き ず 、 訓 練 さ れ た 調 査 員 を 必 要 と す る 。 明 ら か に 、 崩 壊 性
Ｏ Ａ の 高 い 危 険 性 の あ る 患 者 を 認 定 し 、 薬 効 を モ ニ タ ー す る た め に 、 反 復 で き 、 単 純 Ｘ 線
と 比 較 し て 向 上 し た 感 度 を 有 す る 非 侵 襲 的 方 法 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 分 子 マ ー カ ー は 、 組 織 生 合 成 ま た は タ ー ン オ ー バ ー の 過 程 で 体 液 中 に 放 出 さ れ る 組 織 基
質 の 分 子 も し く は そ の 断 片 で あ り 、 そ れ ら は 免 疫 測 定 法 に よ っ て 測 定 し 得 る 。 骨 、 軟 骨 お
よ び 滑 膜 の 分 子 マ ー カ ー が 説 明 さ れ 、 Ｏ Ａ 患 者 に お け る そ れ ら の 変 化 が 、 主 に 横 断 研 究 で
調 査 さ れ て い る ［ Garnero, P., et al., Molecular basis and clinical use of biochem
ical markers of bone, cartilage and synovium in joint diseases, Arthritis Rheum.
 43:953-961 (2000)］ 。 し か し な が ら 、 コ ラ ー ゲ ン の 合 成 ま た は 分 解 に 対 す る 分 子 マ ー カ
ー の 検 出 を 用 い て Ｏ Ａ そ の 他 の 形 態 の 軟 骨 変 性 の 進 行 に つ い て の 情 報 提 供 は さ れ て い な い
。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 軟 骨 喪 失 は 修 復 過 程 の 低 下 と 分 解 現 象 の 増 大 の 組 合 せ に 起 因 し ［ Dean, D.D., et al., 
Evidence for metalloproteinase and metallopoteinase inhibitor imbalance in human
 osteoarthritic cartilage, J. Clin. Invest. 84:678-685 (1989); Poole, A.R., Cart
ilage in health and disease. In: Koopman W.J., ed., ARTHRITIS AND ALLIED CONDITI
ONS: A TEXTBOOK OF RHEUMATOLOGY, Baltimore: Williams & Wilkins, 13 ed., pp. 255-
308 (1997)］ 、 そ れ に よ っ て 、 軟 骨 修 復 能 が 制 限 さ れ る ［ Campbell, C.J., The healing 
of cartilage defects, Clin. Orthop. 64:45-63 (1969); Kim. H.K., et al., The pote
ntial for regeneration of articular cartilage in defects created by chondral sha
ving and subchondral abrasion: an experimental investigation in rabbits, J. Bone
 Joint Surgery Am. 73:1304-1315 (1991)］ と 信 じ ら れ て い る た め 、 ま た 、 Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー
ゲ ン は 軟 骨 基 質 の 最 も 豊 富 な タ ン パ ク 質 で あ る た め 、 Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン の 合 成 お よ び 分 解
の 評 価 が Ｏ Ａ そ の 他 の 軟 骨 変 性 病 の 調 査 に 対 す る 魅 力 的 な ア プ ロ ー チ で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
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　 Ｏ Ａ 患 者 お よ び 対 照 由 来 の 軟 骨 組 織 に 対 し て 行 わ れ る イ ン ・ ビ ト ロ 研 究 は 変 化 し た 合 成
の 証 拠 を 提 供 す る ［ Nelson, F., et al., Evidence of altered synthesis of type II c
ollagen in patients with osteoarthritis, J. Clin. Invest. 102:2115-2125 (1998)］
。 あ る 種 の 免 疫 測 定 法 が Ｏ Ａ に お い て Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン の 分 解 の 増 加 を 示 し た ［ Hollande
r A.P., et al., Increased damage of type II collagen in osteoarthritic articular
 cartilage detected by a new immunoassay, J. Clin. Invest. 93:1722-1732 (1994); 
Billinghurst R.C., et al., Enhanced cleavage of type II collagen by collagenase 
in osteoarthritic articular cartilage, J. Clin. Invest. 99:1534-1545 (1997); Hol
lander, A.P., et al., Damage to type II collagen in aging and osteoarthritis sta
rts at the articular surface, originates around chondrocytes and extends into th
e cartilage with progressive degeneration, J. Clin. Invest. 96:2859-2869 (1995)
］ 。 し か し な が ら 、 コ ラ ー ゲ ン の 合 成 お よ び 分 解 の 両 方 を 示 す 分 子 マ ー カ ー は 未 だ に 利 用
可 能 で は な い 。 し た が っ て 、 イ ン ・ ビ ト ロ お よ び ／ ま た は イ ン ・ ビ ボ で の Ｏ Ａ そ の 他 の 軟
骨 変 性 病 の 進 行 レ ベ ル の 正 確 か つ 精 密 な 評 価 は 未 だ 重 大 な 問 題 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン は 、 各 末 端 に Ｎ － （ Ｐ Ｉ Ｉ Ｎ Ｐ ） お よ び Ｃ － （ Ｐ Ｉ Ｉ Ｃ Ｐ ） プ ロ ペ プ
チ ド を 含 む プ ロ コ ラ ー ゲ ン 分 子 と し て 合 成 さ れ る 。 Ｉ Ｉ 型 プ ロ コ ラ ー ゲ ン は 選 択 的 Ｒ Ｎ Ａ
ス プ ラ イ シ ン グ の 結 果 と し て 二 形 態 で 生 成 さ れ る ［ Ryan, M.S., et al., Differential e
xpression of a cysteine-rich domain in the amino-terminal propeptide of type II 
(cartilage) procollagen by alternative splicing of messenger RNA, J. Biol. Chem.
 265:10336-10339 (1990); Nah, H.D., et al., Type II collagen mRNA containing an 
alternatively spliced exon predominates in the chick limb prior to chondrogenesi
s, J. Biol. Chem. 266:23446-23452 (1991)］ 。 Ｐ Ｉ Ｉ Ｎ Ｐ 中 の エ ク ソ ン ２ に よ っ て コ ー
ド 化 さ れ る ６ ９ 個 の ア ミ ノ 酸 シ ス テ イ ン リ ッ チ 球 状 ド メ イ ン を 、 あ る 形 態 （ Ｉ Ｉ Ａ ） は 含
み 、 別 の 形 態 （ Ｉ Ｉ Ｂ ） は 含 ま な い 。 Ｉ Ｉ Ｂ 型 プ ロ コ ラ ー ゲ ン は 、 十 分 に 分 化 し た 軟 骨 細
胞 中 、 高 レ ベ ル で 発 現 さ れ 、 正 常 成 体 軟 骨 の フ レ ー ム ワ ー ク を 形 成 す る 。 一 方 、 Ｉ Ｉ Ａ 型
プ ロ コ ラ ー ゲ ン は 、 軟 骨 形 成 前 凝 集 四 肢 間 葉 、 硬 節 お よ び 初 期 軟 骨 に お い て 一 時 的 に 発 現
さ れ ［ Sandell. L.J., et al., Alternatively spliced type II procollagen mRNAs def
ine distinct populations of cells during vertebral development: differential exp
ression of the amino-propeptide, J. Cell. Biol. 114:1307-1319 (1991); Sandell, L
.J., et al., Alternative splice form of type II procollagen mRNA (IIA) is predom
inant in skeletal precursors and non-cartilaginous tissues during early mouse de
velopment, Dev. Dyn. 199:129-140 (1994); Lui, V.C., et al., Tissue-specific and 
differential expression of alternatively spliced alpha 1(II) collagen mRNAs in e
arly embryos, Dev. Dyn. 203:198-211 (1995); Oganesian, A., et al., Type IIA proc
ollagen amino propeptide is localized in human embryonic tissues, J. Histochem. 
Cytochem. 45:1469-1480 (1997)］ 、 軟 骨 肥 大 の 発 症 で の 発 生 に お い て 後 で 再 発 現 さ れ 得
る ［ Nah, H.D., et al., Type IIA procollagen: Expression in developing chicken li
mb cartilage and human osteoarthritic articular cartilage, Dev. Dyn. 220:307-322
 (2001)］ 。 さ ら に 、 近 年 、 Ｉ Ｉ Ａ 型 プ ロ コ ラ ー ゲ ン は 、 罹 患 し た ヒ ト 骨 関 節 炎 軟 骨 の 成
体 関 節 軟 骨 細 胞 に よ っ て 再 発 現 さ れ る こ と が 示 さ れ た ［ Nah, Dev. Dyn,. 220, 上 掲 ; Aig
ner, T., et al., Re-expression of type IIA procollagen by adult articular chondr
ocytes in osteoarthritic cartilage, Arthritis Rheum. 42;1433-1450 (1999)］ 。 Ｉ Ｉ
型 コ ラ ー ゲ ン 分 子 の 分 泌 中 お よ び 軟 骨 基 質 へ の 取 込 み 前 、 Ｎ お よ び Ｃ プ ロ ペ プ チ ド は 特 異
的 酵 素 に よ っ て 除 去 さ れ 、 あ る 部 分 、 滑 膜 液 中 に 放 出 さ れ 、 血 液 中 に 排 出 さ れ る 。 か く し
て 、 こ れ ら の プ ロ ペ プ チ ド の 血 清 レ ベ ル は Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 合 成 速 度 の 適 当 な イ ン デ ッ ク
ス で あ る と 確 信 さ れ る 。 Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 合 成 を 調 査 す る た め に 開 発 さ れ た 最 初 の 測 定 法
は Ｐ Ｉ Ｉ Ｃ Ｐ に 対 す る も の で あ っ た 。 Ｎ ｅ ｌ ｓ ｏ ｎ ら ［ J. Clin. Invest. 102, 上 掲 ］ は
、 健 康 お よ び Ｏ Ａ 軟 骨 に お い て Ｐ Ｉ Ｉ Ｃ Ｐ は Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 合 成 速 度 の 有 効 な イ ン デ ッ
ク ス で あ り 、 血 清 Ｐ Ｉ Ｉ Ｃ Ｐ レ ベ ル が Ｏ Ａ 患 者 で 減 少 し て い る こ と を 示 し た 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ
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は Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン Ｎ － プ ロ ペ プ チ ド と あ ま り 交 差 反 応 性 を 示 さ な い Ｉ Ｉ Ａ 型 プ ロ コ ラ ー ゲ
ン の Ｎ － プ ロ ペ プ チ ド （ Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ ） を 特 異 的 に 測 定 す る た め に 開 発 さ れ 、 膝 Ｏ Ａ お よ
び Ｒ Ａ の 患 者 に お い て 、 年 齢 が 適 合 す る 健 康 対 照 と 比 較 し て Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ の 血 清 レ ベ ル が
減 少 し て お り 、 関 節 疾 患 に お け る Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 合 成 の 欠 損 が 示 唆 さ れ る ［ Rousseau, 
J-C., et al., Abstract, Serum levels of type IIA procollagen amino terminal prop
eptide (PIIANP) are decreased in patients with knee osteoarthritis and rheumatoi
d arthritis, Arthritis Rheum. 43 (supp.):S351 (2000)］ 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 分 解 を 評 価 す る た め 、 Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン の 三 重 ら せ ん 領 域 の 変 性 に よ
っ て 生 じ る 新 生 エ ピ ト ー プ ［ Hollander, J. Clin. Invest. 93, 上 掲 ; Downs, J.T., et 
al., Analysis of collagenase-cleavage of type II collagen using a neoepitope ELI
SA, J. Immunol. Methods 247:25-34 (2001)］ ま た は テ ロ ペ プ チ ド の 架 橋 フ ラ グ メ ン ト ［
Moskowitz, R.W., et al., Abstract, Type II C-telopeptide 2B4 epitope is a marker
 for cartilage degradation in familial osteoarthritis, Arthritis Rheum. 41 (supp
.):S352 (1998); Christgau, S., et al., Collagen type IIC-telopeptide fragments a
s an index of cartilage degradation, Bone 29:209-215 (2001)］ の い ず れ か を 認 識 す
る 抗 体 を 用 い る 免 疫 測 定 法 が 近 年 開 発 さ れ た 。 尿 中 の Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン の Ｃ 末 端 架 橋 テ ロ
ペ プ チ ド （ Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ ） を 認 識 す る 測 定 法 ［ Christgau, 上 掲 ］ を 用 い て 、 横 断 研 究 の
対 象 は 膝 Ｏ Ａ 患 者 の 尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ の レ ベ ル が 上 昇 し た こ と を 示 し た ［ Garnero P., et
 al., Cross sectional evaluation of biochemical markers of bone, cartilage, and 
synovial tissue metabolism in patients with knee osteoarthritis: relations with 
disease activity and joint damage, Ann. Rheum. Dis. 60:619-626 (2001)］ 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 現 在 、 Ｏ Ａ を 検 出 す る い く つ か の 方 法 が 当 該 分 野 で 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 Ｓ ａ ｎ ｄ ｅ
ｌ ｌ に 対 す る 米 国 特 許 第 ５ ,７ ８ ０ ,２ ４ ０ 号 は 、 出 典 明 示 し て そ の 全 体 が 本 明 細 書 の 一 部
と み な さ れ 、 Ｏ Ａ 患 者 に お け る 軟 骨 合 成 を 検 出 す る 測 定 法 を 記 載 す る 。 そ れ ら の 測 定 法 は
非 胚 性 個 体 由 来 の 試 料 中 の Ｉ Ｉ Ａ 型 ｍ Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は Ｉ Ｉ Ａ 型 プ ロ コ ラ ー ゲ ン ／ プ
ロ ペ プ チ ド を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る の に 有 用 で あ る 。 し か し な が ら 、 そ れ ら の 方 法 は 患
者 が Ｏ Ａ を 有 し て い る か ど う か の 決 定 を 可 能 に す る け れ ど も 、 そ れ ら は 患 者 に お け る Ｏ Ａ
の 進 行 を 決 定 す る 方 法 も 、 そ の 疾 患 の 進 行 速 度 を い か に 決 定 す る か も 、 Ｏ Ａ 進 行 の 増 加 お
よ び 減 少 の 見 込 み を い か に 決 定 す る か も 、 Ｏ Ａ の 進 行 に 対 す る 薬 効 を い か に 決 定 す る か も
提 供 し な い 。 同 様 に 、 Ｓ ａ ｎ ｄ ｅ ｌ ｌ に 対 す る 米 国 特 許 第 ５ ,５ ４ １ ,０ ６ ６ 号 は 、 出 典 明
示 し て そ の 全 体 が 本 明 細 書 の 一 部 と み な さ れ 、 骨 関 節 炎 に 関 連 す る 軟 骨 合 成 を 決 定 す る 測
定 法 を 記 載 す る が 、 Ｏ Ａ 患 者 に お け る 疾 患 の 進 行 を 評 価 す る こ と に 関 す る 技 術 の 限 界 を 克
服 す る こ と は で き て い な い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 骨 関 節 炎 を モ ニ タ ー す る 複 数 （ １ ４ 種 ） の 分 子 マ ー カ ー の 横 断 研 究 が 記 載 さ れ て い る 。
炎 症 、 骨 、 軟 骨 お よ び 滑 膜 代 謝 の マ ー カ ー が ク ラ ス タ ー 内 に 隔 離 さ れ 、 基 準 時 の 骨 関 節 炎
を 識 別 す る の に 用 い ら れ た ［ Otterness et al., An Analysis of 14 molecular markers 
for monitoring osteoarthritis: segregation of the markers into clusters and dist
inguishing osteoarthritis at baseline, Osteoarthritis and Cartilage 8:180-185 (2
000)］ 。 非 連 結 分 析 と は 反 対 に 主 成 分 分 析 を 用 い て 、 前 記 研 究 は 、 軟 骨 合 成 を 反 映 す る 分
子 マ ー カ ー （ 血 清 ア グ レ ガ ン エ ピ ト ー プ ８ ４ ６ お よ び Ｐ Ｉ Ｉ Ｃ Ｐ ） お よ び 軟 骨 異 化 の 分 子
マ ー カ ー （ 血 清 軟 骨 オ リ ゴ メ リ ッ ク 基 質 タ ン パ ク 質 （ Ｃ Ｏ Ｍ Ｐ ） お よ び ケ ラ タ ン 硫 酸 ） を
二 つ の 別 個 か つ 独 立 し た 因 子 に 隔 離 し 、 腫 瘍 壊 疽 因 子 受 容 体 Ｉ Ｉ 型 （ 炎 症 の マ ー カ ー ） と
と も に 前 記 ２ つ の 群 の 組 合 せ が 膝 Ｏ Ａ 患 者 と 健 康 対 照 と の 間 の 最 善 の 判 別 を 与 え る こ と を
報 告 し た 。 し か し な が ら 、 独 立 ク ラ ス タ ー か ら の ３ つ の マ ー カ ー （ 腫 瘍 壊 疽 因 子 受 容 体 Ｉ
Ｉ 、 軟 骨 オ リ ゴ メ リ ッ ク 基 質 タ ン パ ク 質 お よ び エ ピ ト ー プ ８ ４ ６ ） だ け が 、 か ろ う じ て 対
照 か ら 骨 関 節 炎 患 者 を 判 別 し た 。 こ の 研 究 の 結 論 は 、 対 象 に お け る 骨 関 節 炎 の 状 態 を 正 確
か つ 精 密 に 決 定 す る た め に は よ り 良 い マ ー カ ー が 必 要 で あ る と い う こ と で あ る 。
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【 ０ ０ １ ３ 】
　 Ｉ 型 骨 粗 し ょ う 症 を 決 定 す る た め の 骨 形 成 お よ び 骨 吸 収 の 分 子 マ ー カ ー の 使 用 が 記 載 さ
れ て い る ［ Eastell R., et al., Evaluation of bone turnover in type I osteoporosis
 using biochemical markers specific for both bone formation and bone resorption,
 Osteoporos Int. 3:255-260 (1993)］ 。 し か し な が ら 、 骨 の 合 成 お よ び 分 解 マ ー カ ー は
コ ラ ー ゲ ン の 合 成 お よ び 分 解 マ ー カ ー と 関 連 せ ず 、 そ の よ う な コ ラ ー ゲ ン マ ー カ ー が 骨 関
節 炎 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 そ の 他 の 軟 骨 変 性 病 を 予 測 す る よ う に 用 い 得 る か ど う か に つ い て
は 予 期 で き な い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 し た が っ て 、 コ ラ ー ゲ ン 代 謝 お よ び 関 節 炎 疾 患 状 態 の 進 行 に つ い て の 情 報 を 提 供 し 得 る
軟 骨 マ ー カ ー の 必 要 が あ る 。 そ の よ う な マ ー カ ー は Ｏ Ａ や Ｒ Ａ の ご と き 軟 骨 変 性 疾 患 の 進
行 を 予 測 す る の に 有 用 で あ ろ う 。 さ ら に 、 そ の よ う な マ ー カ ー は 、 骨 関 節 炎 お よ び リ ウ マ
チ 様 関 節 炎 薬 物 治 療 を 含 む あ る 種 の 軟 骨 変 性 薬 物 治 療 に 治 療 効 果 の 正 確 な 決 定 を 可 能 に し
、 そ れ ゆ え 、 ほ 乳 類 に お け る 薬 効 研 究 に 有 用 で あ ろ う 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ５ 】
発 明 の 簡 単 な 説 明
　 本 発 明 は 、 あ る 部 分 、 減 少 し た 血 清 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ レ ベ ル が 、 高 軟 骨 分 解 マ ー カ ー と 関 連
す る と き 、 シ グ ナ ル 関 節 (the signal joint)に お け る 高 速 の 軟 骨 喪 失 お よ び Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー
ゲ ン 合 成 の 変 化 に 関 連 す る と い う 驚 く べ き 発 見 に 基 礎 を お く 。 膝 Ｏ Ａ 患 者 に お い て 血 清 Ｐ
Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ と 尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ と の 間 に 相 関 が な く 、 Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 分 子 の 合 成 速 度 は
軟 骨 基 質 内 部 の 残 留 分 子 の 分 解 速 度 か ら 独 立 で あ り 、 こ れ ら の 二 つ の 活 動 の 非 連 結 (uncou
pling)に 有 利 で あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 あ る 部 分 、 非 連 結 イ ン デ ッ ク ス で の 軟 骨 合 成 の
マ ー カ ー （ Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ ） と 異 化 の マ ー カ ー （ Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ ） と の 組 合 せ が 、 こ れ ら ２ つ
の う ち の い ず れ か １ つ を 単 独 で 用 い た と き と 比 較 し て 、 膝 Ｏ Ａ 患 者 と 対 照 と を 判 別 す る 能
力 を 向 上 さ せ た と い う 驚 く べ き 発 見 に 基 礎 を お く 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 し た が っ て 、 代 表 的 な 具 体 例 に お い て 、 対 象 に お け る 軟 骨 破 壊 を 検 出 ま た は 予 測 す る 方
法 で あ っ て 、 対 象 に お い て Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 分 解 か ら Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 合 成 の 非 連 結 を 検
出 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 も う ひ と つ の 具 体 例 に お い て 、 対 象 に お け る 骨 関 節 炎 ま た は 軟 骨 破 壊 の 進 行 を 決 定 す る
方 法 で あ っ て 、 そ れ は 対 象 に お い て Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 分 解 か ら Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 合 成 の 非
連 結 を 定 量 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 も う ひ と つ の 具 体 例 に お い て 、 対 象 に お け る 骨 関 節 炎 を 検 出 ま た は 予 測 す る 方 法 で あ っ
て 、 （ ａ ） 第 １ お よ び 第 ２ の 体 液 試 料 を 供 給 し 、 こ こ に 、 第 １ の 試 料 は 骨 関 節 炎 の 状 態 を
決 定 す べ き 対 象 か ら 採 取 し 、 第 ２ の 試 料 は 同 一 対 象 か ら 後 で 採 取 し ； （ ｂ ） 第 １ の 抗 体 、
第 ２ の 抗 体 、 第 ３ の 標 識 抗 体 お よ び 第 ４ の 標 識 抗 体 、 こ こ に 、 第 １ の 抗 体 は ヒ ト コ ラ ー ゲ
ン 合 成 マ ー カ ー に 特 異 的 結 合 で き 、 第 ２ の 抗 体 は ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー に 特 異 的 結
合 で き 、 第 ３ の 標 識 抗 体 は ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー に 結 合 で き 、 第 ４ の 標 識 抗 体 は ヒ
ト コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー に 結 合 で き 、 お よ び 当 該 標 識 を 検 出 で き る 検 出 試 薬 を 供 給 し ；
（ ｃ ） 第 １ の 抗 体 、 第 ２ の 抗 体 、 第 ３ の 標 識 抗 体 、 第 ４ の 標 識 抗 体 お よ び 検 出 試 薬 を 第 １
の 体 液 試 料 に 接 触 さ せ ； （ ｄ ） 第 １ の 抗 体 、 第 ２ の 抗 体 、 第 ３ の 標 識 抗 体 、 第 ４ の 標 識 抗
体 お よ び 検 出 試 薬 を 第 ２ の 体 液 試 料 に 接 触 さ せ ； 次 い で 、 （ ｅ ） 第 １ の 試 料 中 の ヒ ト の コ
ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー お よ び コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー の 量 を 検 出 し 、 そ の 濃 度 を 決 定 し て
参 照 値 を 得 、 第 ２ の 試 料 中 の ヒ ト の コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー お よ び コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ
ー の 量 を 検 出 し 、 そ の 濃 度 を 決 定 す る ス テ ッ プ を 含 み 、 こ こ に 、 参 照 値 と 比 較 し て 、 第 ２
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の 試 料 中 、 増 加 し た 濃 度 の ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー と 連 結 し た 減 少 し た 濃 度 の コ ラ ー
ゲ ン 合 成 マ ー カ ー は 、 試 験 対 象 が 進 行 性 骨 関 節 炎 の 危 険 に あ っ た か 、 ま た は 危 険 に あ る 高
い 確 率 を 有 し て い る と 表 示 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 も う ひ と つ の 具 体 例 に お い て 、 対 象 に お け る 骨 関 節 炎 を 検 出 ま た は 予 測 す る 方 法 で あ っ
て 、 （ ａ ） 体 液 試 料 を 供 給 し 、 こ こ に 、 試 料 は 骨 関 節 炎 の 状 態 を 決 定 す べ き 対 象 か ら 採 取
し ； （ ｂ ） 第 １ の 抗 体 、 第 ２ の 抗 体 、 お よ び 第 ３ の 標 識 抗 体 、 こ こ に 、 第 １ の 抗 体 は ヒ ト
コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー に 特 異 的 結 合 で き 、 第 ２ の 抗 体 は ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー に
特 異 的 結 合 で き 、 第 ３ の 標 識 抗 体 は ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー お よ び ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 分
解 マ ー カ ー の 両 方 に 結 合 で き 、 お よ び 当 該 標 識 を 検 出 で き る 検 出 試 薬 を 供 給 し ； （ ｃ ） 第
１ の 抗 体 、 第 ２ の 抗 体 、 第 ３ の 標 識 抗 体 お よ び 検 出 試 薬 を 体 液 試 料 に 接 触 さ せ ； （ ｄ ） 第
１ の 抗 体 、 第 ２ の 抗 体 、 第 ３ の 標 識 抗 体 お よ び 検 出 試 薬 を 体 液 試 料 に 接 触 さ せ ； 次 い で 、
（ ｅ ） 試 料 中 の ヒ ト の コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー お よ び コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー の 量 を 検 出
し 、 そ の 濃 度 を 決 定 す る ス テ ッ プ を 含 み 、 こ こ に 、 所 定 の 参 照 値 の 上 １ 標 準 偏 差 よ り も 高
い 濃 度 の ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー と 非 連 結 の 所 定 の 参 照 値 の 下 １ 標 準 偏 差 よ り も 低 い
減 少 濃 度 の ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー は 、 試 験 対 象 が 進 行 性 骨 関 節 炎 の 危 険 に あ っ た か
、 ま た は 危 険 に あ る 高 い 確 率 を 有 し て い る と 表 示 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 も う ひ と つ の 具 体 例 に お い て 、 第 １ の 抗 体 お よ び 第 ２ の 抗 体 の 組 合 せ と 接 触 す る 固 相 支
持 体 で あ っ て 、 こ こ に 、 第 １ の 抗 体 は ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー に 特 異 的 結 合 で き 、 第
２ の 抗 体 は ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー に 特 異 的 結 合 で き る 固 相 支 持 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 も う ひ と つ の 具 体 例 に お い て 、 骨 関 節 炎 の 進 行 を 検 出 す る キ ッ ト で あ っ て 、 以 下 の （ ａ
） 第 １ お よ び 第 ２ の 体 液 試 料 を 供 給 し 、 こ こ に 、 第 １ の 試 料 は 骨 関 節 炎 の 状 態 を 決 定 す べ
き 対 象 か ら 採 取 し 、 第 ２ の 試 料 は 同 一 の 対 象 か ら 後 で 採 取 し ； 次 い で 、 （ ｂ ） 第 １ の 試 料
中 の ヒ ト の コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー お よ び コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー の 量 を 検 出 し 、 そ の 濃
度 を 決 定 し て 参 照 値 を 得 、 第 ２ の 試 料 中 の ヒ ト の コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー お よ び コ ラ ー ゲ
ン 分 解 マ ー カ ー の 量 を 検 出 し 、 そ の 濃 度 を 決 定 す る こ と を 含 み 、 こ こ に 、 参 照 値 と 比 較 し
て 、 第 ２ の 試 料 中 、 増 大 し た 濃 度 の ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー と 連 結 す る 減 少 し た 濃 度
の コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー は 、 試 験 対 象 が 進 行 性 骨 関 節 炎 の 危 険 に あ っ た か 、 ま た は 危 険
に あ る 高 い 確 率 を 有 し て い る と 表 示 す る 方 法 が 記 載 さ れ た イ ン ス ト ラ ク シ ョ ン を 含 む キ ッ
ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 か く し て 、 上 記 の 原 理 に 基 づ き 、 本 発 明 は 、 対 象 に お け る 骨 関 節 炎 の 進 行 を 定 量 化 す る
方 法 で あ っ て 、 （ ａ ） 対 象 の 生 体 試 料 中 の 合 成 マ ー カ ー お よ び 分 解 マ ー カ ー の 両 方 を 検 出
し ； （ ｂ ） 合 成 マ ー カ ー お よ び 分 解 マ ー カ ー の 量 を 比 較 し ； 次 い で 、 （ ｃ ） 合 成 マ ー カ ー
と 分 解 マ ー カ ー の 相 対 量 を 所 定 の 標 準 と 相 関 付 け て 、 骨 関 節 炎 の 進 行 を 定 量 化 す る ス テ ッ
プ を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 さ ら に 、 患 者 に お け る 骨 関 節 炎 の 状 態 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 （ ａ ） コ ラ ー ゲ ン 合 成
マ ー カ ー お よ び コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー の た め に 前 記 患 者 か ら 採 取 し た 試 料 を 測 定 し ； 次
い で 、 （ ｂ ） ス テ ッ プ （ ａ ） で 得 た 値 と 前 記 患 者 か ら 以 前 採 取 し た 試 料 の 測 定 法 に 準 じ て
得 た 以 前 の 値 と を 比 較 す る こ と を 含 み 、 そ れ ら の 間 の い か な る 差 異 も 患 者 に お け る 骨 関 節
炎 の 状 態 の 変 化 を 示 す も の で あ る 方 法 を 提 供 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ４ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
略 語 お よ び 定 義
　 特 記 な け れ ば 、 以 下 に 定 義 す る 用 語 は 次 の 意 味 を 有 す る ：
　 治 療 処 置 ： こ こ で 用 い る と き 、 「 治 療 処 置 」 な る 用 語 は 、 対 象 に よ る 治 療 上 有 効 量 の 医
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薬 の 受 領 を い う 。
　 治 療 上 有 効 量 ： こ こ で 用 い る と き 、 「 治 療 上 有 効 量 」 な る 用 語 は 、 特 定 の 対 象 の 疾 患 ま
た は 病 気 の 性 質 お よ び 重 篤 度 の 観 点 か ら 、 そ の 対 象 に 投 与 す る と き 、 所 望 の 治 療 効 果 を 有
す る で あ ろ う 量 、 例 え ば 、 そ の 疾 患 ま た は 病 気 を 治 療 し 、 少 な く と も 部 分 的 に 進 行 を 抑 え
、 ま た は 予 防 す る 量 を い う 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
軟 骨 変 性 に お け る Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ お よ び Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ の 役 割
　 軟 骨 変 性 は 多 く の 疾 患 で 発 生 す る 。 ２ つ の 最 も 重 要 な 軟 骨 変 性 病 は Ｏ Ａ お よ び Ｒ Ａ で あ
る 。 Ｏ Ａ の 特 徴 は 、 関 節 軟 骨 の 喪 失 で あ る 。 こ の 喪 失 は 、 不 定 期 間 に わ た る 軟 骨 合 成 と 軟
骨 分 解 と の 間 の 不 均 衡 に 起 因 す る 。 本 出 願 人 は 、 膝 Ｏ Ａ の 患 者 は 血 清 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ａ お よ び
尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ に つ い て の 測 定 に よ っ て 検 出 し 得 る Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン の 合 成 お よ び 分 解
の 非 連 結 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 。 こ れ ら ２ つ の マ ー カ ー の 組 合 せ は 、 関 節 損 傷 の 急 速 進
行 の 危 険 に あ る 膝 Ｏ Ａ 患 者 を 認 定 す る こ と 、 こ の 病 気 の 進 行 の 変 化 を 検 出 す る こ と 、 治 療
薬 を 用 い る 間 の Ｏ Ａ 阻 害 を 検 出 す る こ と 、 そ の 他 の 使 用 に 有 用 で あ る 。 そ れ ゆ え 、 本 発 明
の 方 法 お よ び 製 造 業 者 の 論 文 は 、 骨 関 節 炎 や リ ウ マ チ 様 関 節 炎 の ご と き 関 節 炎 ま た は 関 節
炎 前 病 状 に お け る 軟 骨 変 性 を 診 断 し モ ニ タ ー す る 助 け と し て 有 用 で あ り 、 ま た 、 関 節 炎 薬
そ の 他 の 療 法 の ご と き 関 節 変 性 療 法 の 効 果 を 定 量 す る の に も 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 は 、 膝 内 側 Ｏ Ａ 患 者 の ７ ５ 人 患 者 研 究 （ ５ １ 人 の 女 性 、 ２ ４ 人 の 男 性 ； 平 均 年 齢
： ６ ３ ± ８ 歳 、 平 均 疾 患 期 間 ： ４ ． ３ ± １ ． ５ 年 間 ） に よ っ て 支 持 さ れ る 。 基 準 時 に 、 Ｉ
Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 合 成 お よ び 分 解 の マ ー カ ー と し て Ｉ Ｉ Ａ 型 プ ロ コ ラ ー ゲ ン （ Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ
） の 血 清 レ ベ ル お よ び Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン の Ｃ 末 端 架 橋 テ ロ ペ プ チ ド （ Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ ） の 尿
内 排 出 を 測 定 し た 。 Ｘ 線 で の 関 節 腔 幅 （ Ｊ Ｓ Ｗ ） お よ び 関 節 鏡 （ ビ ジ ュ ア ル ・ ア ナ ロ グ ・
ス ケ ー ル (Visual Analogue Scale; VAS) ス コ ア 、 １ ０ ０ ｍ ｍ ） に よ る 軟 骨 疾 患 を 基 準 時
に 全 て の 患 者 に つ い て 、 お よ び １ 年 後 に ５ ２ 人 の 患 者 に つ い て 測 定 し た 。 関 節 破 壊 の 進 行
は Ｘ 線 で の Ｊ Ｓ Ｗ ± ０ ． ５ ｍ ｍ の 減 少 に よ っ て 、 お よ び 基 準 時 値 と １ 年 後 評 価 値 と の 間 に
Ｖ Ａ Ｓ ス コ ア ＞ ＋ ８ ． ０ 単 位 の 軟 骨 疾 患 の 増 加 に よ っ て 規 定 し た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 基 準 時 に 、 膝 Ｏ Ａ 患 者 は 、 ５ ８ 人 の 健 康 で 年 齢 お よ び 性 別 が 適 合 す る 対 照 と 比 較 し て 、
減 少 し た 血 清 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ （ ２ ０ 対 ２ ９ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 、 ｐ ＜ ０ ． ０ ０ １ ） お よ び 増 加 し た 尿
中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ （ ６ １ ８ 対 ３ ６ ７ ｎ ｇ ／ ｍ ｍ ｏ ｌ  Ｃ ｒ 、 ｐ ＜ ０ ． ０ ０ １ ） を 有 し て い た
。 Ｏ Ａ 患 者 と 対 照 と の 間 の 最 も 高 い 判 別 は 、 非 連 結 イ ン デ ッ ク ス （ Ｚ ス コ ア Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ
マ イ ナ ス Ｚ ス コ ア Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ ） に お け る Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ お よ び Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ と 平 均 Ｚ ス コ
ア ＋ ２ ． ９ （ ｐ ＜ ０ ． ０ ０ ０ １ ） と を 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 得 た 。 非 連 結 イ ン デ ッ ク
ス の 増 加 し た 基 準 時 値 レ ベ ル は Ｊ Ｓ Ｗ （ ｒ ＝ － ０ ． ４ ６ 、 ｐ ＝ ０ ． ０ ０ １ ６ ） ま た は Ｖ Ａ
Ｓ ス コ ア （ ｒ ＝ ０ ． ３ ６ 、 ｐ ＝ ０ ． ０ １ ４ ） の い ず れ か に お け る 変 化 に よ っ て 評 価 さ れ た
関 節 損 傷 の よ り 大 き な 進 行 と 関 連 づ け ら れ る 。 低 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ （ ≦ 対 照 の 平 均 － １ 標 準 偏
差 （ Ｓ Ｄ ） ） お よ び 高 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ （ ≧ 対 照 の 平 均 ＋ １ Ｓ Ｄ ） の 両 方 を 示 す 患 者 は 、 他 の
者 よ り も ８ 倍 も 急 速 に 進 行 し （ 進 行 を Ｘ 線 お よ び 関 節 鏡 で 評 価 し た と き 、 そ れ ぞ れ 、 ｐ ＝
０ ． ０ １ ２ お よ び ＜ ０ ． ０ ０ ０ １ ） 、 Ｘ 線 お よ び 関 節 鏡 に つ き 、 そ れ ぞ れ 、 ２ ． ９ （ ０ ．
８ ０ － １ １ ． １ ） お よ び ９ ． ３ （ ２ ． ９ － ３ ９ ） の 進 行 の 相 対 危 険 を 有 し て い た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ お よ び Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ に よ っ て 評 価 さ れ た Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン の 合 成 お よ び 分
解 の 速 度 が 膝 Ｏ Ａ 患 者 に お い て 研 究 さ れ 、 こ れ ら ２ つ の 新 規 分 子 マ ー カ ー の 組 合 せ 使 用 が
、 １ 年 後 の 関 節 の Ｘ 線 お よ び 関 節 鏡 の 両 方 に よ る 関 節 損 傷 の 進 行 を 予 測 し 得 る か ど う か に
つ い て 調 査 さ れ た 。 こ の 研 究 に お い て 、 Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 代 謝 に 対 す る 前 記 ２ つ の 新 規 開
発 さ れ た 分 子 マ ー カ ー は 膝 Ｏ Ａ 患 者 が Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン の 合 成 お よ び 代 謝 の 非 連 結 に よ っ
て 特 徴 付 け ら れ る こ と の 証 明 を 提 供 す る 。 非 連 結 イ ン デ ッ ク ス に お け る Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン
の 合 成 お よ び 異 化 の マ ー カ ー の 組 合 せ が 関 節 損 傷 の 進 行 を 高 度 に 予 測 で き 、 こ の イ ン デ ッ
ク ス が 軟 骨 破 壊 の 高 い 危 険 に あ る 患 者 を 認 定 す る の に 有 用 で あ ろ う こ と を 示 唆 す る 。 本 発
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明 の 方 法 お よ び 装 置 も 、 特 定 の Ｏ Ａ 薬 物 治 療 の 治 療 効 果 の 正 確 な 決 定 を 可 能 と し 、 そ の た
め 、 ほ 乳 類 に お け る 医 薬 効 果 研 究 に も 有 用 で あ る 。 本 発 明 の 方 法 お よ び 装 置 は 、 限 定 さ れ
な い が 、 ヒ ト 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ お よ び ヒ ツ ジ を 含 む 広 い 種 類 の ほ 乳 類 対 象
に 用 い 得 る こ と が 当 業 者 に 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 ウ マ 、 ウ シ 、 イ ヌ お よ び ネ コ の ご と き 他
の 家 畜 お よ び ペ ッ ト も 本 発 明 の 対 象 に 意 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 軟 骨 分 解 は 様 々 な 疾 患 の 結 果 と し て 発 症 し 、 Ｏ Ａ お よ び Ｒ Ａ は 目 的 の 第 １ 疾 患 で あ る 。
当 業 者 は 、 本 発 明 の 方 法 お よ び 装 置 を 用 い て 、 軟 骨 変 性 を も た ら す 全 て の 関 節 病 の 進 行 を
予 測 し 、 検 出 す る の に 用 い る こ と が で き る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。 以 下 の 研 究 は Ｏ Ａ 進
行 に 着 目 す る が 、 Ｒ Ａ そ の 他 の 関 節 病 の ご と き 他 の 軟 骨 変 性 病 の 進 行 を 本 発 明 の 範 囲 か ら
除 外 す る 意 図 は な い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ は 対 照 と 比 較 し て 減 少 す る こ と 分 か り ［ Rousseau, 上 掲 ］ 、 Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー
ゲ ン 合 成 の 欠 陥 お よ び 軟 骨 修 復 の 欠 陥 を 示 唆 す る 。 し か し な が ら 、 膝 Ｏ Ａ 患 者 に お い て の
み 測 定 さ れ た 減 少 し た Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ レ ベ ル は こ の 病 気 の 進 行 を 予 測 で き な い 。 対 称 的 に 、
本 発 明 は 、 減 少 し た 血 清 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｐ Ｎ レ ベ ル は 、 分 解 マ ー カ ー と 非 連 結 の と き 、 シ グ ナ ル
関 節 に お け る 最 速 の 軟 骨 喪 失 と Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 合 成 の 変 化 と 相 関 付 け ら れ る 。 膝 Ｏ Ａ 患
者 に お い て 血 清 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ と 尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ と の 間 に は 相 関 が な く 、 Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ
ン 分 子 合 成 速 度 は 、 軟 骨 基 質 内 部 の 残 留 分 子 の 分 解 速 度 と 独 立 し て い る こ と を 示 唆 し 、 こ
れ ら ２ つ の 活 動 の 非 連 結 に 有 利 で あ る 。 さ ら に 、 非 連 結 イ ン デ ッ ク ス に お け る 軟 骨 合 成 の
マ ー カ ー （ Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ ） と 異 化 の マ ー カ ー （ Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ ） と の 組 合 せ が 、 こ れ ら の ２
つ の マ ー カ ー の う ち 一 つ の 単 独 使 用 と 比 較 し て 、 膝 Ｏ Ａ 患 者 と 対 照 と の 間 の 判 別 の 向 上 を
可 能 と す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 Ｏ Ａ 診 断 と は 異 な り 、 こ れ ら の 分 子 マ ー カ ー を 用 い て 関 節 破 壊 の 危 険 に あ る 患 者 を 認 定
す る こ と が で き 、 患 者 は 関 節 疾 患 保 護 療 法 の 利 益 を 得 る 。 実 際 に 、 疼 痛 お よ び 肉 体 機 能 の
ス コ ア の ご と き 臨 床 イ ン デ ッ ク ス は 関 節 構 造 の 破 壊 と の 関 連 が 乏 し く 、 以 下 の 実 施 例 １ で
確 認 さ れ て い る よ う に 、 痛 み 、 ル ケ ー ン の 機 能 イ ン デ ッ ク ス (Lesquesne's functional in
dex)、 膝 滲 出 お よ び 進 行 の 間 に 関 連 が な か っ た 。 基 準 時 に 、 増 加 し た Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ レ ベ ル
と 低 下 し た 関 節 腔 幅 と の 間 に 、 弱 く て 顕 著 で は な い 関 連 性 が 見 ら れ 、 そ れ は 膝 Ｏ Ａ 患 者 に
お け る 以 前 の 横 断 研 究 ［ Garnero, Ann, Rheum. Dis. 60, 上 掲 ］ と 一 致 し 、 一 方 、 Ｐ Ｉ Ｉ
Ａ Ｎ Ｐ は 予 測 可 能 で は な か っ た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 分 子 マ ー カ ー は 、 関 節 損 傷 の 現 在 の
程 度 を 個 別 に は あ ま り 予 測 で き な い こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 し か し な が ら 、 分 子 マ ー カ ー は 軟 骨 代 謝 に お け る ダ イ ナ ミ ッ ク な 変 化 を 反 映 す る の で 、
そ の 後 の 数 年 間 に わ た る 軟 骨 喪 失 速 度 を よ り 一 層 予 測 で き る で あ ろ う 。 関 節 損 傷 の 進 行 を
予 測 す る 分 子 マ ー カ ー の 値 を 調 査 す る 縦 断 研 究 は あ ま り な い 。 血 清 Ｃ 反 応 性 タ ン パ ク 質 ［
Spector, T.D., et al., Low-levels increases in serum C-reactive protein are pres
ent in early osteoarthritis of the knee and predict progressive disease, Arthrit
is Rheum. 40:723-727 (1997)］ 、 Ｃ Ｏ Ｍ Ｐ ［ Sharif, M., et al., Relationship betwee
n serum cartilage oligomeric matrix protein levels and disease progression in os
teoarthritis of the knee joint, Brit. J. Rheumatol. 34:306-310 (1995); Conrozier
, T., et al., Serum concentrations of cartilage oligomeric matrix protein and bo
ne sialoprotein in hip osteoarthritis: A one year prospective study, Ann. Rheum.
 Dis. 9:527-532 (1998)］ お よ び ヒ ア ル ロ ン 酸 ［ Sharif, M., et al., Serum hyaluronic
 acid level as a predictor of disease progression in osteoarthritis of the knee,
 Arthritis Rheum. 38:760-767 (1995)］ の 予 測 可 能 値 は 、 そ の う ち の い く つ か に つ い て
研 究 さ れ て い る が 全 て に つ い て は 研 究 さ れ て い な い こ と が 明 ら か と な っ た ［ Georges, C.,
 et al., Serum biologic markers as predictors of disease progression in osteoart
hritis of the knee, Arthritis Rheum. 40:590-591 (1997)］ 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の
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以 前 の 研 究 で 調 査 さ れ た 分 子 マ ー カ ー は 関 節 組 織 に 特 異 的 な も の で は な く ［ Garnero, Art
hritis Rheum. 43, 上 掲 ］ 、 そ れ ら の い ず れ も 、 軟 骨 基 質 の 主 た る 豊 富 タ ン パ ク 質 で あ る
Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン の 代 謝 を 評 価 し な か っ た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 こ の 実 施 例 は 、 低 め の 基 準 時 レ ベ ル の Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ お よ び 高 め の レ ベ ル の Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ
が 、 Ｘ 線 か 関 節 鏡 か の い ず れ か に よ り １ 年 間 に わ た っ て 評 価 さ れ た 関 節 損 傷 の 進 行 速 度 の
上 昇 と 関 連 す る こ と を 示 し 、 そ れ は 、 軟 骨 基 質 の 修 復 プ ロ セ ス の 減 少 お よ び 分 解 の 増 加 が
関 節 崩 壊 速 度 の 加 速 を も た ら す と い う 考 え と 一 致 す る 。 し か し な が ら 、 別 々 に 用 い る と き
、 こ れ ら ２ つ の マ ー カ ー の 基 準 時 レ ベ ル と 進 行 と の 間 の 関 連 は 、 全 て の 分 析 に わ た っ て た
い し た も の で は な く 一 致 し な い 。 対 称 的 に 、 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ お よ び Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ を Ｉ Ｉ 型 コ
ラ ー ゲ ン の 合 成 お よ び 分 解 の 非 連 結 イ ン デ ッ ク ス に お い て 組 み 合 わ せ る と 、 Ｘ 線 ま た は 関
節 鏡 の い ず れ か に よ り 評 価 さ れ た 関 節 破 壊 の 進 行 と の 高 く 有 意 な 相 関 が 認 め ら れ た 。 こ の
イ ン デ ッ ク ス は 、 ２ １ ％ ま で の 進 行 速 度 個 体 間 変 動 を 説 明 し 、 こ の イ ン デ ッ ク ス の 各 単 位
増 加 は 進 行 の 危 険 の ６ ０ な い し ７ ０ ％ の 増 加 と 関 連 付 け ら れ た 。 さ ら に 、 当 該 母 集 団 の 約
２ ９ ％ を 占 め る 、 低 レ ベ ル の Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ お よ び 高 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ の 両 方 を 示 す 患 者 は 、 ３
な い し ９ 倍 も 上 昇 し た 進 行 の 危 険 を 有 し 、 こ の 新 規 イ ン デ ッ ク ス は 、 実 際 に 、 関 節 損 傷 の
進 行 に 対 す る 重 要 な 新 た な 危 険 因 子 で あ ろ う こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 し た が っ て 、 こ れ ら ２ つ の 新 規 開 発 さ れ た 特 定 の 分 子 マ ー カ ー の 使 用 は 、 膝 Ｏ Ａ 患 者 が
抑 制 さ れ た Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 合 成 お よ び 増 大 し た Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 分 解 に よ っ て 特 徴 付 け
ら れ る か ど う か を 決 定 し 得 る 。 非 連 結 イ ン デ ッ ク ス に お い て こ れ ら ２ つ の 分 子 マ ー カ ー を
組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 、 関 節 損 傷 の 今 後 の 高 い 危 険 を 持 つ 患 者 の 認 定 が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 試 験 さ れ る 試 料 中 の Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ お よ び Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ の 存 在 は 当 該 分 野 で 知 ら れ て い る
い ず れ の 手 段 に よ っ て も 検 出 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 Ｉ Ｉ Ａ 型 プ ロ コ ラ ー ゲ ン お よ び ／ ま た は
プ ロ ペ プ チ ド は 、 免 疫 学 的 技 術 を 用 い て 体 液 試 料 中 ま た は 免 疫 組 織 化 学 的 技 術 を 用 い て 組
織 試 料 中 で 同 定 し 得 る 。 あ る い は 、 そ れ ら の ペ プ チ ド を 単 離 し 配 列 決 定 し 得 る 。 本 発 明 に
よ れ ば 、 好 ま し い 形 態 に お い て 、 生 体 試 料 は 、 試 験 さ れ る 成 人 由 来 の 液 体 （ 例 え ば 、 血 清
、 滑 膜 液 ま た は 尿 ） で あ り 、 同 定 試 薬 は 、 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ お よ び Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ タ ン パ ク 質 と
反 応 す る （ ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル ） 抗 体 で あ る 。 測 定 用 の 軟 骨 の 試 料 は そ
の 関 節 の 関 節 鏡 に よ っ て 、 ま た は 外 科 手 術 に よ っ て 採 取 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 に 用 い る こ と が で き る 分 解 マ ー カ ー の 例 は 、 Ｃ Ｏ Ｍ Ｐ 、 ケ ラ チ ン 硫 酸 、 リ ン ク タ
ン パ ク 質 、 ア グ リ カ ン 、 ア グ リ カ ン フ ラ グ メ ン ト 、 Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン お よ び Ｖ Ｉ 型 コ ラ ー
ゲ ン そ の 他 の マ ー カ ー で あ る 。 個 別 に 用 い る と き 、 こ れ ら の マ ー カ ー Ｏ Ａ の 診 断 に 用 い ら
れ て い た が 、 そ の 疾 患 の 進 行 に は 用 い る 意 図 は な か っ た 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の マ ー カ
ー の 測 定 を Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ の ご と き 軟 骨 分 解 マ ー カ ー の 測 定 と と も に 非 連 結 方 法 に よ っ て 分
析 し 得 、 時 間 経 過 に よ る Ｏ Ａ の 進 行 を 予 測 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
免 疫 測 定 法
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 ヒ ト 関 節 に お け る 特 定 の 抗 原 を 検 出 す る プ ロ ー ブ と し て 用 い 得 る 。 こ
れ ら の 抗 原 の 発 現 ま た は 発 現 の 欠 如 は 、 標 準 組 織 病 態 学 評 価 後 に は 明 ら か で は な い が 臨 床
学 的 に 利 用 可 能 な 情 報 を 提 供 し 得 る 。 そ れ で 、 個 々 の 関 節 病 、 特 に Ｏ Ａ の 発 現 型 と 、 関 節
病 の 様 々 な 局 面 お よ び 特 定 の タ イ プ の 療 法 に 対 す る 応 答 性 と 相 関 付 け る こ と が 可 能 と な り
、 か く し て 、 重 要 な 予 後 の 分 類 を 確 立 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 抗 体 を 用 い る 標 準 方 法 を 用 い て コ ラ ー ゲ ン 合 成 お よ び 分 解 の マ ー カ ー を 検 出 し 定 量 し 得
、 そ れ ら は 限 定 さ れ な い が 、 放 射 免 疫 測 定 法 （ Ｒ Ｉ Ａ ） 、 受 容 体 測 定 法 、 酵 素 免 疫 測 定 法
（ Ｅ Ｉ Ａ ） 、 細 胞 化 学 バ イ オ ア ッ セ イ 、 リ ガ ン ド ア ッ セ イ 、 免 疫 放 射 定 量 測 定 法 、 蛍 光 免
疫 測 定 法 お よ び 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） を 含 む 。 検 出 の 容 易 さ お よ び そ の
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定 量 特 性 の た め 、 特 に 好 ま し い も の は 、 サ ン ド イ ッ チ ま た は 二 重 抗 体 測 定 法 で あ り 、 そ の
多 数 の 変 形 が 存 在 し 、 そ れ ら 全 て が 本 発 明 に 含 ま れ る こ と が 意 図 さ れ る 。 こ れ ら の 方 法 は
よ く 知 ら れ て お り 、 抗 原 抗 体 間 の 相 互 作 用 お よ び 抗 体 に よ る 抗 原 の 検 出 を 最 適 化 す る た め
に 相 当 な 経 験 が 必 要 と さ れ る こ と が 当 業 者 に 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 こ れ ら の お よ び そ の 他
の 免 疫 測 定 法 技 術 は 、 ［ PRINCIPLES AND PRACTICE OF IMMUNOASSAY, 2ND EDITION, Price
 and Newman, eds., MacMillan (1997)］ お よ び ［ ANTIBODIES, A LABORATORY MANUAL, Ha
rlow and Lane, eds., Cold Spring Harbor Laboratory, Ch. 9 (1998)］ に 見 ら れ 、 そ れ
ら 各 々 は 、 出 典 明 示 し て そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 含 ま れ る と み な さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 抗 体 の 使 用 を 用 い て 特 定 の 抗 原 、 好 ま し く は コ ラ ー ゲ ン 合 成 お よ
び 分 解 の 存 在 に つ い て ヒ ト 体 液 を ス ク リ ー ン し 得 る 。 そ れ に よ っ て 、 患 者 か ら の 血 清 抜 き
取 り の イ ン ・ ビ ト ロ 免 疫 血 清 学 評 価 は 軟 骨 変 性 進 行 の 非 侵 襲 性 定 量 法 を 可 能 と す る 。 例 え
ば 、 血 液 血 清 ま た は 尿 の ご と き ヒ ト 体 液 を 患 者 か ら 採 取 し 、 当 該 分 野 で 知 ら れ て い る 標 準
Ｒ Ｉ Ａ ま た は Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に お け る 抗 マ ー カ ー 抗 体 を 用 い て 、 試 料 体 液 中 の 放 出 抗 原 ま た は
細 胞 上 の 膜 結 合 の い ず れ か で 、 特 定 の エ ピ ト ー プ に つ き 測 定 し 得 る 。 そ の よ う な 方 法 に 用
い る 抗 体 は 、 好 ま し く は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 検 出 の 容 易 お よ び そ の 定 量 特 性 の た め 、 特 に 好 ま し い も の は 、 多 数 の 変 形 が 存 在 す る サ
ン ド イ ッ チ ま た は 二 重 抗 体 測 定 法 で あ り 、 そ れ ら の 全 て が 本 発 明 に 含 ま れ る こ と が 意 図 さ
れ る 。 例 え ば 、 典 型 的 な 順 方 向 サ ン ド イ ッ チ 測 定 法 に お い て 、 非 標 識 抗 体 を 固 相 基 板 、 例
え ば 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ウ ェ ル 上 に 固 定 化 し 、 試 験 す べ き 試 料 を 結 合 分 子 と 接 触
さ せ る 。 抗 原 抗 体 二 元 コ ン プ レ ッ ク ス を 形 成 さ せ る の に 十 分 な 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し
た 後 、 検 出 可 能 な 信 号 を 含 む こ と が 可 能 な レ ポ ー タ ー 分 子 を 標 識 し た 第 ２ の 抗 体 を 添 加 す
る 。 異 な る 部 位 に て 抗 原 と 結 合 し 、 抗 原 － 抗 体 － 標 識 抗 体 の 三 元 コ ン プ レ ッ ク ス を 形 成 さ
せ る の に 十 分 な 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 継 続 す る 。 い か な る 未 反 応 物 質 を も 洗 い 流 し
、 既 知 量 の 抗 原 を 含 有 す る 対 照 試 料 と の 比 較 に よ っ て 定 量 す る こ と が で き る 信 号 の 観 察 に
よ り 、 抗 原 の 存 在 を 決 定 す る 。 順 方 向 サ ン ド イ ッ チ 測 定 法 の 変 形 は 、 試 料 お よ び 抗 体 の 両
方 を 結 合 抗 体 に 同 時 に 添 加 す る 同 時 測 定 法 ま た は 、 ま ず 、 標 識 抗 体 と 試 験 す べ き 試 料 と を
結 合 さ せ 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 、 非 標 識 表 面 結 合 抗 体 に 添 加 す る 逆 方 向 サ ン ド イ ッ
チ 測 定 法 を 含 む 。 こ れ ら の 技 術 は 当 業 者 に よ く 知 ら れ て お り 、 小 さ な 変 形 の 可 能 性 も 容 易
に 明 ら か で あ ろ う 。 本 明 細 書 で 用 い る と き 、 「 サ ン ド イ ッ チ 測 定 法 」 な る 用 語 は 、 基 本 的
な ツ ー サ イ ト 技 術 に 対 す る 全 て の 変 形 を 含 む こ と を 意 図 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の サ ン ド イ ッ チ 測 定 技 術 の 一 つ の 制 限 的 要 因 は 、 両 方 の 抗 体 が コ ラ ー ゲ ン 合 成 お
よ び 分 解 マ ー カ ー に 対 し て 異 な る 結 合 特 異 性 を 有 す る こ と を 要 求 す る 。 か く し て 、 多 数 の
可 能 性 の あ る 組 合 せ が 可 能 で あ る 。 よ り 特 定 の 例 と し て 、 典 型 的 順 方 向 サ ン ド イ ッ チ 測 定
法 に お い て 、 第 １ の 抗 体 は 共 有 結 合 的 か 受 動 的 か の い ず れ か で 固 相 支 持 体 に 結 合 さ れ る 。
通 常 、 固 相 表 面 は ガ ラ ス ま た は ポ リ マ ー で あ り 、 最 も 普 通 に 用 い ら れ る ポ リ マ ー は セ ル ロ
ー ス 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ナ イ ロ ン 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ 塩 化 ビ ニ ル ま た は ポ ロ プ ロ ピ
レ ン で あ る 。 固 相 支 持 体 は 、 チ ュ ー ブ 、 ビ ー ズ 、 デ ィ ス ク ま た は マ イ ク ロ プ レ ー ト の 形 態
、 ま た は 免 疫 測 定 を 行 う の に 適 当 な い ず れ の 他 の 表 面 で あ っ て よ い 。 結 合 プ ロ セ ス は 当 該
分 野 で よ く 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 結 合 後 、 固 相 抗 体 コ ン プ レ ッ ク ス を 試 験 試 料 の 調 製 で 洗 浄 す る 。 次 い で 、 試 験 す べ き コ
ラ ー ゲ ン 合 成 お よ び 分 解 マ ー カ ー を 含 有 す る 体 液 の 分 割 量 を 固 相 コ ン プ レ ッ ク ス に 添 加 し
、 存 在 す る い か な る コ ラ ー ゲ ン 合 成 お よ び 分 解 マ ー カ ー が コ ラ ー ゲ ン 合 成 お よ び 分 解 マ ー
カ ー に 特 異 的 な 抗 体 に 結 合 す る の に 十 分 な 時 間 ２ ５ ℃ に て イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 い で 、
第 ２ の 抗 体 を 固 相 コ ン プ レ ッ ク ス に 添 加 し 、 第 ２ の 抗 体 が 第 １ の 抗 体 － 抗 原 固 相 コ ン プ レ
ッ ク ス に 結 合 す る の に 十 分 な さ ら な る 時 間 ２ ５ ℃ に て イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 第 ２ の 抗 体 を
レ ポ ー タ ー 分 子 に 結 合 し 、 そ の 可 視 信 号 を 用 い て 、 第 ２ の 抗 体 が 試 料 中 い ず れ か の 抗 原 に
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結 合 し た こ と を 示 す 。 本 発 明 で 用 い る と き 、 「 レ ポ ー タ ー 分 子 」 な る 用 語 は 、 そ の 化 学 的
特 性 に よ り 、 抗 原 結 合 抗 体 の 検 出 を 可 能 と す る 分 析 学 上 検 出 可 能 な 信 号 を 与 え る 分 子 を 意
味 す る 。 検 出 は 、 試 料 中 の 抗 原 量 を 決 定 で き る よ う に 少 な く と も 相 対 的 に 定 量 可 能 で な け
れ ば な ら な い 。 信 号 は 絶 対 値 で 計 算 す る こ と が で き る か 、 ま た は 既 知 の 正 規 レ ベ ル の 抗 原
を 含 有 す る 標 準 試 料 （ ま た は 一 式 の 標 準 試 料 ） と の 比 較 で 計 算 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 こ の タ イ プ の 測 定 法 に 用 い ら れ る ご く あ り ふ れ た レ ポ ー タ ー 分 子 は 、 酵 素 ま た は 蛍 光 発
色 団 の い ず れ か で あ る 。 Ｅ Ｉ Ａ の 場 合 、 し ば し ば 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド ま た は ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ に よ っ て 酵 素 を 第 ２ の 抗 体 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト す る 。 当 業 者 に 明 ら か な よ う に 、 広 汎
な 様 々 な コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 技 術 が 存 在 す る 。 普 通 に 用 い ら れ る 酵 素 は 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ お よ び ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ
ー ゼ な ど を 含 む 。 特 定 の 酵 素 と 共 に 用 い る べ き 基 質 は 、 対 応 す る 酵 素 に よ る 加 水 分 解 で 、
検 出 可 能 な 色 調 変 化 を 発 生 す る よ う に 選 択 さ れ る 。 例 え ば 、 ｐ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル リ ン 酸 は
ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 共 の 使 用 に 適 し ； ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ コ ン ジ ュ ゲ
ー ト に は 、 普 通 １ ,２ － フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン ま た は ト ル イ ジ ン が 用 い ら れ る 。 上 記 の 発 色
性 基 質 で は な く 、 蛍 光 生 成 物 を 生 じ る 蛍 光 性 基 質 を 用 い る こ と も で き る 。 全 て の 場 合 、 酵
素 標 識 抗 体 を 第 １ の 抗 体 － 合 成 マ ー カ ー ま た は 抗 体 － 分 解 マ ー カ ー の コ ン プ レ ッ ク ス に 添
加 し て そ の コ ン プ レ ッ ク ス に 結 合 さ せ 、 次 い で 、 過 剰 試 薬 を 洗 い 流 す 。 次 い で 、 適 当 な 基
質 を 含 有 す る 溶 液 を 抗 体 － 抗 原 － 標 識 抗 体 の 三 元 コ ン プ レ ッ ク ス に 添 加 す る 。 そ の 基 質 は
第 ２ の 抗 体 に 連 結 し た 酵 素 と 反 応 し 、 定 性 的 な 可 視 信 号 を 与 え 、 そ れ を さ ら に 、 通 常 は 分
光 分 析 に よ り 定 量 化 し て 、 血 清 試 料 中 に 存 在 す る 抗 原 量 の 評 価 を 与 え る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 あ る い は 、 フ ル オ レ ッ セ イ ン ま た は ロ ー ダ ミ ン の ご と き 蛍 光 性 化 合 物 を そ の 結 合 特 性 を
変 更 す る こ と な く 化 学 的 に 抗 体 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 特 定 波 長 の 光 照 射 に よ り 活 性
化 し た と き 、 蛍 光 発 色 団 標 識 抗 体 は 、 分 子 に 励 起 状 態 を 誘 起 す る 光 エ ネ ル ギ ー を 吸 収 し 、
長 波 長 側 の 光 を 発 光 す る 。 発 光 は 、 光 顕 微 鏡 で 目 視 検 出 可 能 な 特 徴 的 な 色 で 発 せ ら れ る 。
Ｅ Ｉ Ａ で は 、 蛍 光 標 識 抗 体 は 第 １ の 抗 体 － 合 成 マ ー カ ー ま た は 抗 体 － 分 解 マ ー カ ー の コ ン
プ レ ッ ク ス に 結 合 す る よ う に さ れ る 。 未 結 合 試 薬 を 洗 い 流 し た 後 、 残 り の 三 元 コ ン プ レ ッ
ク ス を 適 当 な 波 長 に 光 に 暴 露 し 、 観 察 さ れ た 蛍 光 は 当 該 抗 原 の 存 在 を 示 す 。 免 疫 蛍 光 お よ
び Ｅ Ｉ Ａ 技 術 は 両 方 と も 当 該 分 野 で 非 常 に 十 分 に 確 立 さ れ 、 本 発 明 の 方 法 に 特 に 好 ま し い
。 し か し な が ら 、 ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ 、 化 学 ル ミ ネ ッ セ ン ト ま た は バ イ オ ル ミ ネ ッ セ ン ト
分 子 の ご と き 他 の レ ポ ー タ ー 分 子 も 用 い る こ と が で き る 。 当 業 者 に は 、 必 要 な 使 用 に 適 す
る よ う に い か に そ の 手 順 を 変 形 さ せ る か は 容 易 に 分 か る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 さ ら に 別 の 代 替 的 な 具 体 例 に お い て 、 コ ラ ー ゲ ン 合 成 ま た は 分 解 マ ー カ ー を 含 有 す る 試
験 す べ き ヒ ト 試 料 を 、 シ ン グ ル サ イ ト 免 疫 測 定 法 に 用 い る こ と が で き 、 そ こ で は 、 そ れ ら
は 共 有 的 ま た は 非 共 有 的 の い ず れ か で 固 相 基 板 に 付 着 さ れ る 。 非 標 識 の 抗 合 成 マ ー カ ー ま
た は 抗 分 解 マ ー カ ー 抗 体 を 固 相 基 板 に 結 合 し た 試 料 と 接 触 す る よ う に す る 。 抗 体 － 抗 原 二
元 コ ン プ レ ッ ク ス の 形 成 に 十 分 な 適 当 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 検 出 可 能 信 号 を
生 じ る こ と が 可 能 な レ ポ ー タ ー 分 子 で 標 識 し た 第 ２ の 抗 体 を 添 加 し 、 抗 原 － 抗 体 － 標 識 抗
体 の 三 元 コ ン プ レ ッ ク ス の 形 成 に 十 分 な 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 続 け る 。 シ ン グ ル サ
イ ト 免 疫 測 定 法 に つ い て 、 第 ２ の 抗 体 は 、 対 象 と す る 合 成 マ ー カ ー ま た は 分 解 マ ー カ ー に
特 異 的 な 抗 体 に 結 合 す る こ と が で き る 通 常 の 抗 体 、 例 え ば 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 対 す る 異 種
抗 体 、 特 に レ ポ ー タ ー 分 子 に 連 結 し た 抗 （ Ｉ ｇ Ｍ お よ び Ｉ ｇ Ｇ ） で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に お い て 、 患 者 血 清 お よ び 抗 原 特 異 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 捕 捉 抗 原 と 共 イ ン
キ ュ ベ ー ト す る 。 発 色 量 は 、 存 在 す る 抗 原 特 異 患 者 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 量 に 反 比 例 す る 。 こ
れ ら お よ び 他 の 免 疫 測 定 法 は 本 開 示 の 範 囲 に あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
組 織 学 的 技 術
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　 コ ラ ー ゲ ン 合 成 お よ び 分 解 の マ ー カ ー に 対 す る 抗 体 を 用 い て 、 組 織 学 的 お よ び 細 胞 学 的
標 本 の コ ラ ー ゲ ン 合 成 お よ び 分 解 マ ー カ ー を 検 出 し 得 、 特 に 、 染 色 パ タ ー ン お よ び 強 度 に
基 づ き 軟 骨 変 性 の 進 行 を 定 量 し 得 る 。 例 え ば 、 染 色 パ タ ー ン は 、 免 疫 染 色 技 術 お よ び 軟 骨
細 胞 そ の 他 の 関 節 細 胞 ま た は 小 程 度 の 不 均 一 性 を 有 す る 組 織 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 用 い る こ と に よ っ て 観 察 し 得 る 。 こ の 方 法 を 用 い て モ ル ホ ロ ジ ー 的 に 、 非 骨 関 節 炎 細 胞
と 比 較 し て 、 通 常 、 骨 関 節 炎 細 胞 が 染 色 程 度 の 増 加 を 示 す こ と が 分 か る 。 好 ま し く は 、 非
特 異 的 染 色 は 、 非 コ ラ ー ゲ ン そ の 他 の 軟 骨 成 分 に は 存 在 せ ず 、 関 節 標 本 の 軟 骨 変 性 に は 影
響 さ れ な い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 免 疫 蛍 光 組 織 学 的 技 術 を 用 い て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と ヒ ト 標 本 も 調 べ 得 る 。 典 型 的 な プ
ロ ト コ ル に お い て 、 凍 結 非 固 定 生 検 試 料 ま た は 組 織 学 的 塗 布 標 本 の 低 温 断 片 を 含 有 す る ス
ラ イ ド を 空 気 乾 燥 し 、 ホ ル マ リ ン で 固 定 し 、 室 温 に て 加 湿 チ ャ ン バ ー 内 で モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 調 製 物 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 い で 、 ス ラ イ ド を そ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に
対 す る 抗 体 の 調 製 物 、 用 い る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が マ ウ ス 脾 臓 リ ン パ 細 胞 と マ ウ ス ミ エ ロ
ー マ 細 胞 系 統 と の 融 合 物 由 来 で あ れ ば 、 通 常 あ る タ イ プ の 抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 重 ね
る 。 こ の 抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 特 定 波 長 で 蛍 光 発 光 す る 化 合 物 、 例 え ば 、 ロ ー ダ ミ ン
ま た は イ ソ チ オ シ ア ン 酸 フ ル オ レ ッ セ イ ン と 結 び つ け る 。 次 い で 、 試 料 内 の 染 色 パ タ ー ン
お よ び 強 度 を 蛍 光 顕 微 鏡 で 測 定 し 、 所 望 に よ り 写 真 記 録 す る 。 本 発 明 の 範 囲 で 用 い る こ と
が で き る 組 織 学 的 方 法 の 議 論 に つ い て は 、 ［ Aigner et al., 上 掲 ］ を 参 照 せ よ 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
　 本 発 明 に 用 い 得 る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 当 該 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 方 法 を 用 い た ハ
イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 作 製 し 得 る 。 当 該 分 野 で 知 ら れ て い る 種 々 の さ ら な る 手 順 を コ ラ ー
ゲ ン 合 成 お よ び 分 解 の マ ー カ ー の エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 の 作 製 に 用 い る こ と が で き る 。
そ の よ う な 抗 体 は 、 限 定 さ れ な い が 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 キ メ ラ 、 一 本 鎖
、 Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト お よ び Ｆ ａ ｂ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む 。 抗 体 作 製 に つ い て 、 種 々 の
宿 主 動 物 に は 、 特 定 の コ ラ ー ゲ ン 合 成 も し く は 分 解 マ ー カ ー 、 ま た は 合 成 し た コ ラ ー ゲ ン
合 成 も し く は 分 解 マ ー カ ー を 注 射 し て 免 疫 化 す る こ と が で き 、 限 定 さ れ な い が 、 ウ サ ギ 、
マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ヤ ギ 、 ウ マ 、 ブ タ 等 の 動 物 が 含 ま れ る 。 種 々 の ア ジ ュ バ ン ト を 用 い て 、
宿 主 種 に 依 存 し て 、 免 疫 反 応 を 向 上 さ せ る こ と が で き 、 限 定 さ れ な い が 、 （ 完 全 ま た は 不
完 全 ） フ ロ イ ン ト 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム の ご と き ミ ネ ラ ル ゲ ル 、 リ ソ レ シ チ ン の ご と き 表
面 活 性 剤 、 プ ル ロ ン 酸 ポ リ オ ー ル 、 ポ リ ア ニ オ ン 、 ペ プ チ ド 、 油 性 エ マ ル ジ ョ ン 、 キ ー ホ
ー ル ・ リ ン ペ ッ ト ・ ヘ モ シ ア ニ ン 、 ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル な ら び に 、 Ｂ Ｃ Ｇ (bacille Calme
tte-Guerin)お よ び コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ パ ル バ ム (corynebacterium parvum)の ご と き 潜
在 的 に 有 用 な ヒ ト ア ジ ュ バ ン ト が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 コ ラ ー ゲ ン 合 成 お よ び 分 解 マ ー カ ー の ペ プ チ ド に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 培 養 連 続
継 代 性 細 胞 系 統 に よ る 抗 体 を 作 製 す る い ず れ の 技 術 を 用 い て も 調 製 す る こ と が で き る 。 こ
れ ら は 、 限 定 さ れ な い が 、 最 初 に Kohlerお よ び Milstein［ Nature, 256:495-497 (1975)］
に 記 載 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 を 含 む 。 コ ラ ー ゲ ン 合 成 お よ び 分 解 マ ー カ ー に 特 異 な モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 最 近 の 技 術 ［ Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｕ Ｓ ９ ０ ／ ０ ２ ５ ４ ５ ］ を 用 い て 無 胚 動 物 中 に
生 成 す る こ と が で き る 。 ヒ ト 抗 体 を 用 い る こ と が で き 、 そ れ ら は ヒ ト ハ イ ブ リ ド ー マ を 用
い る か ［ Cote, et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 80:2026-2030 (1983)］ 、 ま た は ヒ ト
Ｂ 細 胞 を イ ン ・ ビ ト ロ で Ｅ Ｂ Ｖ ウ イ ル ス で 形 質 転 換 す る こ と に よ っ て ［ Cote, et al., In
: MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER THERAPY, Alan R. Liss, pp. 77-96 (1985)］ 、 得
ら れ る 。 さ ら に 、 適 当 な 抗 原 特 異 性 の ヒ ト 抗 体 分 子 を 適 当 な 生 物 学 的 活 性 の ヒ ト 抗 体 分 子
由 来 の 遺 伝 子 と と も に ス プ ラ イ シ ン グ す る こ と に よ っ て キ メ ラ 抗 体 を 作 製 す る た め に 開 発
さ れ た 技 術 を 用 い る こ と が で き る ［ Morrison, et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 8(1):6
851-6855 (1984); Neuberger, et al., Nature, 312:604-608 (1984); Takeda, et al., 
Nature, 314:452-454 (1985)］ 。
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【 ０ ０ ５ １ 】
　 ア ン カ ー 抗 体 と し て 有 利 に 用 い る こ と が で き 、 対 象 と す る 基 質 に 特 異 な モ ノ ク ロ ー ナ ル
ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 基 質 の 特 有 の エ ピ ト ー プ に 対 し て 調 製 し て 、 他 の 基 質 と の 交
差 反 応 を 最 小 限 化 し な け れ ば な ら な い 。 同 様 に 、 検 出 抗 体 は コ ラ ー ゲ ン 合 成 ま た は 分 解 マ
ー カ ー と の み 反 応 す べ き で あ る 。 そ の よ う な 特 有 エ ピ ト ー プ に 対 し て 高 い 結 合 ア フ ィ ニ テ
ィ ー を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る こ と が で き 、 基 質 も
受 容 体 で あ れ ば 、 リ ガ ン ド 結 合 に 悪 影 響 を 及 ぼ さ な い も の で あ る こ と が 好 ま し い 。 例 え ば
、 基 質 が 信 号 伝 達 に 関 与 す る 受 容 体 で あ る と き 、 リ ガ ン ド 認 識 お よ び 結 合 に 関 与 す る で あ
ろ う 特 有 エ ピ ト ー プ を 持 つ 細 胞 外 ド メ イ ン を 免 疫 原 と し て 有 利 に 用 い る こ と が で き る 。 ア
ミ ノ 酸 配 列 が 既 知 で あ る 非 受 容 体 基 質 に つ い て は 、 タ ン パ ク 質 の 非 保 存 種 々 の 領 域 を 免 疫
原 と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
固 相 系
　 本 発 明 の 測 定 法 に 用 い る 固 相 は 免 疫 測 定 法 に 普 通 に 用 い ら れ る い ず れ の 表 面 で あ っ て も
よ い 。 例 え ば 、 固 相 は 粒 状 で あ っ て よ く ； そ れ は 、 ビ ー ズ 、 例 え ば 、 ガ ラ ス 製 ま た は ポ リ
ス チ レ ン 製 ビ ー ズ の 表 面 で あ る か ； ま た は 種 々 の 容 器 、 例 え ば 、 遠 心 管 、 カ ラ ム 、 マ イ ク
ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 、 ウ ェ ル 、 フ ィ ル タ ー 、 膜 お よ び 配 管 等 の 容 器 の う ち の い ず れ か の 固
体 壁 面 で あ っ て よ い 。 本 発 明 は 、 外 科 道 具 そ の 他 の 器 具 で あ っ て 、 そ の 器 具 が 患 者 内 部 に
あ る と き 、 研 究 す べ き 体 液 に 直 接 接 触 す る も の の 表 面 に 付 着 さ せ る こ と が で き る 固 相 支 持
体 も 含 む 。 上 記 の 器 具 と 直 接 接 触 す る 体 液 は 、 コ ラ ー ゲ ン 合 成 ま た は 分 解 マ ー カ ー を 含 有
す る 関 節 、 血 流 そ の 他 の 組 織 中 に あ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 粒 子 を 固 相 と し て 用 い る 場 合 、 そ れ ら は 、 好 ま し く は 約 ０ ． ４ な い し ２ ０ ０ ミ ク ロ ン 、
よ り 普 通 に は 約 ０ ． ８ な い し ４ ． ０ ミ ク ロ ン の 範 囲 の サ イ ズ の も の で あ る 。 常 磁 性 粒 子 （
Ｐ Ｍ Ｐ ） の ご と き 磁 気 ま た は 磁 性 粒 子 (magnetic or magnetizable particles)が 好 ま し い
粒 状 固 相 で あ り 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ウ ェ ル が 好 ま し い 固 体 壁 面 で あ る 。 本 発 明 の
方 法 の ス テ ッ プ が 自 動 免 疫 測 定 シ ス テ ム で 行 う 場 合 、 磁 気 ま た は 磁 性 粒 子 は 特 に 好 ま し い
で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 検 出 ／ 定 量 系 は ル ミ ネ ッ セ ン ト で あ っ て よ く 、 必 要 で あ れ ば 、 ル ミ ネ
ッ セ ン ト 検 出 ／ 定 量 系 を 信 号 増 幅 系 と 一 緒 に 用 い 得 る 。 代 表 的 な ル ミ ネ ッ セ ン ト 標 識 、 好
ま し く は 、 ケ ミ ル ミ ネ ッ セ ン ト 標 識 は 、 下 記 の も の で 、 信 号 増 幅 系 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
信 号 検 出 ／ 定 量 系
　 本 発 明 の 測 定 法 に よ り 形 成 さ れ た コ ン プ レ ッ ク ス は 、 免 疫 測 定 法 に 用 い ら れ る い ず れ の
公 知 検 出 ／ 定 量 系 に よ っ て も 、 検 出 ま た は 検 出 お よ び 定 量 し 得 る 。 適 宜 、 ト レ ー サ ー と し
て 用 い る 本 発 明 の 抗 体 は 、 可 視 ま た は 可 視 化 で き る 信 号 を 発 す る い ず れ か の や り 方 で 直 接
的 ま た は 間 接 的 に 標 識 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 検 出 可 能 な マ ー カ ー 物 質 は 、 ３ Ｈ 、 １ ２ ５ Ｉ 、 お よ び １ ３ １ Ｉ の ご と き 放 射 核 ； イ ソ チ
オ シ ア ン 酸 フ ル オ レ ッ セ イ ン そ の 他 の 蛍 光 発 色 団 、 フ ィ コ ビ リ タ ン パ ク 質 、 フ ィ コ エ リ ト
リ ン 、 希 土 類 キ レ ー ト 、 テ キ サ ス レ ッ ド 、 ダ ン シ ル お よ び ロ ー ダ ミ ン の ご と き 蛍 光 発 色 物
質 ； 比 色 試 薬 （ 発 色 原 ） ； 金 コ ロ イ ド の ご と き 電 子 不 透 過 材 料 ； バ イ オ ル ミ ネ ッ セ ン ト 物
質 ； ケ ミ ル ミ ネ ッ セ ン ト 物 質 ； ダ イ ； 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ
ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス － ６ － リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ア セ チ ル コ
リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 、 α － 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ そ の 他 の 酵 素 ； 補 酵 素 ； 酵 素 基 質 ； 酵 素
補 因 子 ； 酵 素 イ ン ヒ ビ タ ー ； 酵 素 サ ブ ユ ニ ッ ト ； 金 属 イ オ ン ； フ リ ー ラ ジ カ ル ； ま た は 、
形 成 さ れ た 免 疫 コ ン プ レ ッ ク ス の 存 在 も し く は 量 を 検 出 も し く は 測 定 す る 手 段 を 提 供 す る
い ず れ か の そ の 他 の 免 疫 学 的 に 活 性 も し く は 不 活 性 な 物 質 を 含 む 。 代 表 的 な 酵 素 基 質 の 組
合 せ は 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ と テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン （ Ｔ Ｍ Ｂ ） 、 お よ び ア ル
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カ リ ホ ス フ ァ ダ ー ゼ と パ ラ ニ ト ロ フ ェ ニ ル リ ン 酸 （ ｐ Ｎ Ｐ Ｐ ） で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 に よ る 好 ま し い 検 出 ま た は 検 出 定 量 系 は 、 ル ミ ネ ッ セ ン ト 信 号 、 バ イ オ ル ミ ネ ッ
セ ン ト （ Ｂ Ｌ ） ま た は ケ ミ ル ミ ネ ッ セ ン ト （ Ｃ Ｌ ） を 生 じ る 。 Ｂ Ｌ ま た は Ｃ Ｌ に お い て 、
強 度 ま た は 全 光 放 射 を 測 定 し 、 分 析 物 の 濃 度 と 関 連 づ け る 。 光 は 照 度 計 （ 検 出 器 と し て 光
増 幅 管 ） ま た は 電 荷 結 合 素 子 を 用 い て 定 量 的 に 、 ま た は 写 真 も し く は Ｘ 線 フ ィ ル ム に よ っ
て 定 性 的 に 測 定 し 得 る 。 そ の よ う な 測 定 法 を 用 い る 主 な 利 点 は 、 そ の 簡 便 さ お よ び 分 析 感
度 に あ り 、 非 常 に 少 量 の 分 析 物 の 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 代 表 的 な ル ミ ネ ッ セ ン ト 標 識 は 、 ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル 、 ア ク リ ジ ニ ウ ム ス ル ホ ニ ル
カ ル ボ キ サ ミ ド 、 ル ミ ノ ー ル 、 ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン 、 イ ソ ル ミ ノ ー ル 誘 導 体 、 イ ク オ リ ン な
ら び に 、 ホ タ ル 、 海 洋 細 菌 、 バ ル グ ラ (Vargulla)お よ び ウ ミ シ イ タ ケ (Renilla)由 来 の ル
シ フ ェ ラ ー ゼ の ご と き 発 光 タ ン パ ク 質 で あ る 。 ル ミ ノ ー ル を 所 望 に よ り 、 好 ま し く は 、 ４
－ ヨ ー ド フ ェ ノ ー ル ま た は ４ － ヒ ド ロ キ シ シ ン ナ ミ ン 酸 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 促 進 分
子 と 共 に 用 い 得 る 。 ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル は 、 本 発 明 に よ る 好 ま し い タ イ プ の Ｃ Ｌ 標 識
の う ち の 一 つ で あ る 。 信 号 を 塩 基 性 条 件 下 で 酸 化 剤 に よ る 処 理 に よ っ て 発 生 さ せ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ま た 、 好 ま し い ル ミ ネ ッ セ ン ト 検 出 系 は 、 基 質 へ の 酵 素 反 応 に よ っ て 信 号 が 生 じ る も の
で あ る 。 Ｂ Ｌ お よ び Ｃ Ｌ 検 出 ス キ ー ム を ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Ａ Ｐ ） 、 グ ル コ ー ス オ
キ シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス ６ － リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ Ｈ
Ｒ Ｐ ） お よ び キ サ ン チ ン オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 等 の 測 定 用 に 開 発 さ れ て い る 。 Ａ Ｐ お よ び Ｈ Ｒ
Ｐ は 、 Ｂ Ｌ お よ び Ｃ Ｌ 反 応 の 有 効 範 囲 で 定 量 し 得 る ２ つ の 好 ま し い 酵 素 標 識 で あ る 。 例 え
ば 、 Ａ Ｐ は １ ,２ － ジ オ キ セ タ ン ア リ ー ル リ ン 酸 ア ダ マ ン チ ル 基 質 （ 例 え ば 、 Ａ Ｍ Ｐ Ｐ Ｄ
ま た は Ｃ Ｓ Ｐ Ｄ ； ［ Kricka, L.J., "Chemiluminescence and Bioluminescence, Analysis
 by, " at p.167, Molecular Biology and Biotechnology: A Comprehensive Desk Refer
ence, ed. R.A. Meyers, VCH Publishers; N.Y., N.Y.; 1995］ ； 好 ま し く は ４ － メ ト キ
シ － ４ － （ ３ － ホ ス フ ェ ー ト フ ェ ニ ル ） ス ピ ロ ［ １ ,２ － ジ オ キ セ タ ン － ３ ,２ ’ － ア ダ マ
ン タ ン ］ の 二 ナ ト リ ウ ム 塩 の ご と き 基 質 と 、 促 進 分 子 、 好 ま し く は １ － （ ト リ オ ク チ ル ホ
ス ホ ニ ウ ム メ チ ル ） － ４ － （ ト リ ブ チ ル ホ ス ホ ニ ウ ム メ チ ル ） ベ ン ゼ ン 二 塩 化 物 と と も に
ま た は そ れ 無 し で 用 い る こ と が で き る 。 Ｈ Ｒ Ｐ は 、 好 ま し く は 、 ３ － メ ト キ シ － １ ０ － メ
チ ル ア ク リ ダ ン － ９ － カ ル ボ ン 酸 ２ ’ ,３ ’ ,６ ’ － ト リ フ ル オ ロ フ ェ ニ ル の ご と き 基 質 を
用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 Ｂ Ｌ お よ び Ｃ Ｌ 反 応 も 酵 素 の み な ら ず 他 の 基 質 、 補 因 子 、 イ ン ヒ ビ タ ー 、 金 属 イ オ ン 等
の 分 析 に も 適 用 し 得 る 。 例 え ば 、 ル ミ ノ ー ル 、 ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 お よ び 海 洋 細 菌 ル
シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 は 、 そ れ ぞ れ 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 Ａ Ｔ Ｐ お よ び Ｎ Ａ Ｄ Ｐ Ｈ の 生 成 ま た
は 消 費 の イ ン ジ ケ ー タ ー 反 応 で あ る 。 そ れ ら は 、 オ キ シ ダ ー ゼ 、 キ ナ ー ゼ 、 お よ び デ ヒ ド
ロ ゲ ナ ー ゼ を 必 要 と す る 他 の 反 応 と 結 合 し 得 、 結 合 反 応 の い ず れ の 成 分 （ 酵 素 、 基 質 、 補
因 子 ） の い ず れ の 測 定 に も 用 い 得 る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 検 出 可 能 マ ー カ ー を 本 発 明 の 測 定 法 に 用 い る 抗 体 に 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 連 結 す る こ と
が で き る 。 代 表 的 な 検 出 可 能 標 識 の 直 接 連 結 は 、 Ｕ Ｇ Ｐ と コ ン プ レ ッ ク ス 形 成 し た ビ オ チ
ン 化 抗 体 を 用 い 、 次 い で 、 Ｈ Ｒ Ｐ 次 い で Ｔ Ｍ Ｂ に コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン
を 添 加 す る こ と の ご と き 、 抗 体 お よ び マ ー カ ー の 結 合 ペ ア の 使 用 ま た は よ く 知 ら れ た 信 号
増 幅 シ グ ナ ル の 使 用 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 の 測 定 法 の 抗 体 を 検 出 可 能 マ ー カ ー に 連 結 す る た め に 用 い 得 る 代 表 的 な 結 合 ペ ア
は 、 ビ オ チ ン ／ ア ビ ジ ン 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ま た は 抗 ビ オ チ ン ； ア ビ ジ ン ／ 抗 フ ル オ レ
ッ セ イ ン ； チ ロ キ シ ン ／ チ ロ キ シ ン 結 合 グ ロ ブ リ ン ； 抗 原 ／ 抗 体 ； 抗 体 ／ 抗 抗 体 ； 炭 水 化
物 ／ レ ク チ ン ； ハ プ テ ン ／ 抗 ハ プ テ ン 抗 体 ； ダ イ お よ び 疎 水 性 分 子 ／ 疎 水 性 タ ン パ ク 質 結
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合 部 位 ； 酵 素 イ ン ヒ ビ タ ー 、 補 酵 素 ま た は 補 因 子 ／ 酵 素 ； ポ リ 核 酸 ／ ホ モ ロ グ ポ リ 核 酸 配
列 ； フ ル オ レ ッ セ イ ン ／ 抗 フ ル オ レ ッ セ イ ン ； ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル ／ 抗 ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー
ル ； ビ タ ミ ン Ｂ １ ２ ／ 内 因 子 ； コ ル チ ゾ ン 、 コ ル チ ゾ ル ／ コ ル チ ゾ ル 結 合 タ ン パ ク 質 ； お
よ び 特 異 受 容 体 タ ン パ ク 質 に 対 す る リ ガ ン ド ／ 膜 関 連 特 異 受 容 体 タ ン パ ク 質 で あ る 。 本 発
明 に よ る 好 ま し い 結 合 ペ ア は ビ オ チ ン ／ ア ビ ジ ン ま た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 よ り 好 ま し
く は ビ オ チ ン ／ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で あ る 。 標 識 を 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 抗 体 に 連 結 さ せ
る 様 々 な 手 段 が 当 該 分 野 で 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 標 識 を 共 有 結 合 的 ま た は 非 共 有 結 合 的
の い ず れ か で 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 代 表 的 な 抗 体 コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 方 法 は 、 ［ Avar
meas, et al., Scan, J. Immunol., 8(Suppl.7):7 (1978); Bayer, et al., Meth. Enzym
ol., 62:308 (1979); Chandler, et al., J. Immunol. Meth., 53:187 (1982); Ekeke an
d Abuknesha, J. Steroid Biochem., 11:1579 (1979); Engvall and Perlmann, J. Immun
ol., 109:129 (1972); Geoghegan, et al., Immunol. comm., 7:1 (1978); and Wilson a
nd Nakane, Immunofulorescence and Related Techniques, p.215 (Elsevier/North Holl
and Biomedical Press; Amsterdam (1978)］ に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 標 識 の 特 性 に 依 存 し て 、 そ の 標 識 を 検 出 す る か 、 ま た は 検 出 お よ び 定 量 す る た め に 様 々
な 技 術 を 用 い 得 る 。 蛍 光 発 色 物 質 に つ き 、 多 数 の 蛍 光 測 定 器 が 入 手 可 能 で あ る 。 ケ ミ ル ミ
ネ ッ セ ン ス 物 質 に つ き 、 照 度 計 ま た は フ ィ ル ム が 入 手 可 能 で あ る 。 酵 素 で 、 蛍 光 性 、 ケ ミ
ル ミ ネ ッ セ ン ト 、 ま た は 有 色 生 成 物 を 蛍 光 測 定 的 、 照 度 測 定 的 、 分 光 分 析 的 ま た は 可 視 的
に 定 量 ま た は 測 定 し 得 る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
自 動 免 疫 測 定 シ ス テ ム
　 本 発 明 の 方 法 は 、 容 易 に 自 動 免 疫 化 学 分 析 装 置 に 適 合 し 得 る 。 本 発 明 の 方 法 の 自 動 化 を
容 易 に し 、 タ ー ン ア ラ ウ ン ド タ イ ム を 削 減 す る た め に 、 抗 Ｕ Ｇ Ｐ 抗 体 を 磁 性 粒 子 に 連 結 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 好 ま し い 自 動 ／ 免 疫 測 定 シ ス テ ム は Ciba Corning ACS:180T M  自 動 ケ ミ ル ミ ネ ッ セ ン ス
シ ス テ ム （ Ｃ Ｃ Ｄ ；  Medfield, Mass. (USA)） で あ る 。 Ciba Corning ACS:180T M  免 疫 測
定 シ ス テ ム は ［ Dudley, B.S., J. Clin. Immunoassay. 14(2):77 (Summer 1991)］ に 記 載
さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 こ の シ ス テ ム は 、 ケ ミ ル ミ ネ ッ セ ン ト 標 識 を ト レ ー サ ー と し て 、 常 磁 性 粒 子 を 固 相 試 薬
と し て 用 い る 。 Ａ Ｃ Ｓ ： １ ８ ０ シ ス テ ム は 、 競 合 結 合 お よ び サ ン ド イ ッ チ 型 測 定 法 の 両 方
を 含 み 、 そ れ ら の ス テ ッ プ の 各 々 を 自 動 化 す る 。 Ａ Ｃ Ｓ ： １ ８ ０ は ミ ク ロ ン サ イ ズ の 常 磁
性 粒 子 を 用 い て 、 利 用 可 能 な 表 面 積 を 最 大 化 し 、 遠 心 す る こ と な く 未 結 合 ト レ ー サ ー か ら
結 合 ト レ ー サ ー の 急 速 磁 気 分 離 の 手 段 を 提 供 す る 。 試 薬 は 同 時 に ま た は 連 続 的 に 添 加 し 得
る 。 酵 素 タ グ の ご と き 他 の タ グ を ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル の ご と き ケ ミ ル ミ ネ ッ セ ン ス 標
識 の 代 わ り に 使 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
尿 の 測 定 法
　 本 発 明 の 測 定 法 は 、 各 々 出 典 明 示 し て そ の 全 体 が 本 明 細 書 の 一 部 と み な さ れ る 米 国 特 許
第 ６ ,３ ５ ２ ,８ ６ ２ お よ び ５ ,６ ０ ２ ,０ ４ ０ 号 に 準 じ て 「 デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク (dip stick
)」 形 式 ま た は 同 様 の 装 置 に も 適 合 し 得 る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
全 血 の 測 定 法
　 本 発 明 の 測 定 法 は 、 出 典 明 示 し て そ の 全 体 が 本 明 細 書 の 一 部 と み な さ れ る 米 国 再 発 行
特 許 第 Ｒ Ｅ ０ ３ ５ ３ ０ ６ 号 に 準 じ て 「 デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク (dip stick)」 形 式 ま た は 同 様
の 装 置 に も 適 合 し 得 る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
キ ッ ト
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　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 軟 骨 変 性 の 進 行 の ご と き 軟 骨 変 性 状 態 を 検 出 す る キ ッ ト を 提 供 し 、
そ れ は 、 本 発 明 の 方 法 の 実 施 に 利 用 可 能 で あ る 。
　 こ の キ ッ ト は 、 コ ラ ー ゲ ン 合 成 お よ び 分 解 マ ー カ ー に 特 異 的 な 抗 体 を 含 み 、 そ れ に よ っ
て 、 軟 骨 変 性 そ の 他 の 軟 骨 変 性 病 の 検 出 を 免 疫 学 的 測 定 法 に お い て 抗 体 を 用 い て 実 行 し 得
る 。 二 抗 体 サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 免 疫 学 的 測 定 法 と し て 用 い る 場 合 、 キ ッ ト は コ ラ ー
ゲ ン 合 成 お よ び 分 解 マ ー カ ー に 特 異 的 な 第 １ お よ び 第 ２ の 抗 体 を 含 む こ と が で き る 。 第 ２
の 抗 体 は 、 好 ま し く は 、 コ ラ ー ゲ ン 合 成 お よ び 分 解 マ ー カ ー と 第 １ の 抗 体 と の コ ン ジ ュ ゲ
ー ト に 結 合 可 能 で あ る 。 こ の 目 的 の た め 、 例 え ば 、 第 １ の 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る も の と
は 異 な る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 を 第 ２ の 抗 体 と し て 用 い る こ と が で き る 。 第 １ お よ び
第 ２ の 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 の キ ッ ト は 、 さ ら に 、 抗 体 の 検 出 、 抗 体 の 固 定 化 等 に 適 し た 物 質 お よ び ／ ま た は
装 置 を 含 む こ と が で き る 。 抗 体 を 固 定 化 す る た め に 、 キ ッ ト は 、 さ ら に 、 担 体 （ 例 え ば 、
マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ） 、 固 定 化 用 溶 液 （ 例 え ば 、 炭 酸 塩 バ ッ フ ァ ー ） お よ び ブ ロ ッ
キ ン グ 溶 液 （ ゼ ラ チ ン 含 有 Ｐ Ｂ Ｓ ） を 含 む こ と が で き る 。 抗 体 の 検 出 に つ い て 、 抗 体 が 予
め 標 識 さ れ て い る こ と が 好 ま し い 。 こ の 場 合 、 キ ッ ト は 、 さ ら に 、 そ の 標 識 を 検 出 す る た
め の 検 出 試 薬 を 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 、 ビ オ チ ン を 標 識 化 物 質 と し て 用 い る 場 合 、 検
出 試 薬 は 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ Ｈ Ｒ Ｐ ） と の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の コ ン ジ ュ ゲ
ー ト な ら び に Ｈ Ｒ Ｐ の 作 用 に よ り 発 色 す る こ と が 可 能 な 発 色 溶 液 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 一 つ の 具 体 例 に お い て 、 キ ッ ト は 、 少 な く と も 、 （ ａ ） 第 １ お よ び 第 ２ の 体 液 試 料 を 供
給 し 、 こ こ に 、 第 １ の 試 料 は 骨 関 節 炎 の 状 態 を 決 定 す べ き 対 象 か ら 採 取 し 、 第 ２ の 試 料 は
同 一 の 対 象 か ら 後 で 採 取 し 、 次 い で 、 （ ｂ ） 第 １ の 試 料 に お け る ヒ ト の コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ
ー カ ー お よ び コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー 量 お よ び 濃 度 を 検 出 し て 参 照 値 を 得 、 第 ２ の 試 料 に
お け る ヒ ト の コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー お よ び コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー の 量 お よ び 濃 度 を 検
出 し 、 こ こ に 、 参 照 値 と 比 較 し て 、 第 ２ の 試 料 中 の ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー の 濃 度 が
増 加 す る と と も に コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー の 濃 度 が 減 少 す る こ と は 、 試 験 対 象 が 進 行 性 骨
関 節 炎 の 危 険 に あ っ た か 、 ま た は 危 険 に あ る 高 い 確 率 を 有 し て い る と 表 示 す る 。
と 記 載 し た イ ン ス ト ラ ク シ ョ ン を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 の こ れ ら の お よ び 他 の 特 徴 、 局 面 な ら び に 利 点 は 以 下 の 記 載 、 実 施 例 お よ び 添 付
す る 特 許 請 求 の 範 囲 を 参 照 し て よ り 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 Ｏ Ａ 症 状 を 示 す 対 象 の 評 価 を 説 明 す る 以 下 の 実 例 は 例 示 の た め に 示 す も の で あ り 、 限 定
す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
膝 骨 関 節 炎 患 者 お よ び 健 康 対 照
　 初 期 膝 Ｏ Ａ に 対 す る 米 国 リ ウ マ チ 学 会 の 分 類 基 準 ［ Altman. R., et al., Development 
of criteria for the classification and reporting of osteoarthritis. Classificati
on of osteoarthritis of the knee. Diagnostic and Therapeutic Criteria Committee 
of the American Rheumatism Association, Arthritis Rheum. 29:1039-49 (1986)］ に 合
致 す る ７ ５ 人 の 患 者 （ ５ １ 人 の 女 性 、 ２ ４ 人 の 男 性 ； 平 均 年 齢 ： ６ ３ ． ０ ± ８ ． ０ 歳 ） を
調 査 し た 。 こ れ ら の 患 者 は 、 ジ ア セ ル ヘ イ ン (diacerhein)と テ ニ ダ ッ プ (tenidap)と の 効
能 を 比 較 し 、 そ れ ぞ れ 、 ６ １ 人 お よ び ６ ６ ５ 人 の 患 者 を 含 む ２ つ の よ り 大 き な 、 確 立 化 、
マ ル チ セ ン タ ー 、 二 重 盲 検 の 一 部 で あ っ た ［ Ayral, X., et al., Abstract, Progression
 of knee osteoarthritis assessed by arthroscopy: a multicenter, randomized, doub
le blind comparison of tenidap sodium versus piroxicam, Ann. Rheum. Dis. 59 (sup
p.):S54 (2000)］ 。 他 の 参 入 分 類 基 準 は ： １ ） 内 側 大 腿 脛 骨 コ ン パ ー ト メ ン ト の 臨 床 的 関
与 （ 痛 み ） 、 ２ ） こ こ ２ か 月 の 少 な く と も ３ ０ 日 間 の シ グ ナ ル ニ ー (signal knee)の い か
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な る 持 続 期 間 の 痛 み に よ っ て 、 お よ び 関 節 内 グ ル コ コ ル チ コ イ ド 注 射 、 肉 体 運 動 、 鎮 痛 剤
、 お よ び 関 節 洗 浄 の 適 正 化 の 以 前 の 失 敗 に よ っ て 証 明 さ れ る 不 適 切 な 痛 み の 制 御 に よ っ て
定 義 さ れ る ア ク テ ィ ブ な 疾 患 、 ３ ） 膝 を 完 全 に 伸 展 し た と き の 荷 重 Ｘ 線 写 真 で の 内 側 大 腿
脛 骨 コ ン パ ー ト メ ン ト の 最 も 狭 い 部 位 の Ｘ 線 学 的 関 節 腔 幅 が ２ ｍ ｍ 以 上 で あ る こ と に よ っ
て 定 め ら れ る 進 行 性 疾 患 が な い こ と 、 ４ ） 関 節 鏡 検 診 の 間 に 作 製 さ れ た ビ デ オ の 中 央 リ ー
ダ ー に よ っ て 認 証 さ れ た エ ン ト リ ー に 内 側 コ ン パ ー ト メ ン ト （ 大 腿 骨 関 節 顆 ま た は 脛 骨 プ
ラ ト ー ） の 軟 骨 疾 患 が あ る こ と 、 認 証 に つ い て は 、 内 側 コ ン パ ー ト メ ン ト の ひ と つ の 関 節
面 の 少 な く と も １ ０ ％ が 表 層 細 動 (superficial fibrillation)を 罹 患 し て い た か ま た は 悪
化 し 、 両 面 の ９ ０ ％ 以 上 が 軟 骨 不 存 在 を 示 し 、 そ の 患 者 は 選 ぶ に 値 し な い 、 ５ ） 関 節 鏡 検
診 で 、 （ 例 え ば 、 半 月 板 、 軟 骨 ま た は 靱 帯 に ） 外 科 手 術 を 要 す る 関 節 損 傷 が な い こ と ま た
は 研 究 期 間 中 に 外 科 手 術 が で な い こ と 、 ６ ） 関 節 鏡 検 診 の ３ 月 前 に 関 節 内 注 射 を し て い な
い こ と 、 お よ び ７ ） 関 節 鏡 に 対 す る 禁 忌 （ 抗 血 栓 療 法 、 膝 の 皮 膚 損 傷 、 リ ド ケ イ ン に 対 す
る ア レ ル ギ ー ） が な い こ と で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 全 て の 女 性 は 閉 経 後 で あ り 、 全 て の 患 者 は エ ス ト ロ ゲ ン 置 換 を 含 む 骨 代 謝 を 妨 害 し 得 る
治 療 が さ れ て い な か っ た 。 ７ ５ 人 の 患 者 の う ち ５ ２ 人 が Ｘ 線 お よ び 関 節 鏡 に よ っ て 評 価 さ
れ る 関 節 破 壊 の 進 行 に つ い て 、 １ 年 後 に 評 価 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 健 康 対 照 は 、 ３ ８ 人 の 閉 経 後 女 性 （ ５ ０ か ら ８ ０ 歳 の 平 均 年 齢 ： ６ ３ ． ２ ± ８ ． １ 歳 ）
お よ び ５ ３ か ら ７ ９ 歳 の ２ ０ 人 の 男 性 （ 平 均 年 齢 ： ６ ２ ± ８ ． ２ 歳 ） を 含 む 。 閉 経 状 態 は
少 な く と も １ ２ 月 間 月 経 が な い こ と に よ っ て 定 義 す る 。 健 康 な 女 性 お よ び 男 性 は 、 女 性 （
Ｏ Ｆ Ｅ Ｌ Ｙ 研 究 ） お よ び 男 性 （ Ｍ Ｉ Ｎ Ｏ Ｓ 研 究 ） に お け る 骨 喪 失 の 決 定 因 子 に 対 す る 予 後
研 究 に 関 与 す る ２ つ の 大 き な 母 集 団 に 基 づ く コ ホ ー ト ［ Garnero, E., et al., Increased
 bone turnover in late postmenopausal women is a major determinant of osteoporos
is, J. Bone Miner. Res. 11:337-349 (1996); Szulc. P., et al., Cross-sectional as
sessment of age-related bone loss in men: The MINOS Study, Bone 26:123-129 (2000
)］ か ら 無 作 為 に 選 出 し た 。 Ｏ Ｆ Ｅ Ｌ Ｙ 研 究 の コ ホ ー ト は 、 フ ラ ン ス ロ ー ヌ 地 区 の 健 康 保
険 会 社 (Mutuelle Generale de I'Education Nationale)の 選 出 に よ る 会 員 か ら 無 作 為 に 選
出 さ れ た ３ １ － ８ ９ 歳 の １ ０ ３ ９ 人 の 健 康 な 女 性 志 願 者 を 含 む 。 Ｍ Ｉ Ｎ Ｏ Ｓ 研 究 の コ ホ ー
ト は 、 健 康 な 女 性 と 同 一 地 域 に あ る 町 モ ン ソ ー レ ミ ン ヌ の 健 康 保 険 会 社 (Societe de Seco
urs Miniere de Bourgogne)の 選 出 に よ る 会 員 か ら 無 作 為 に 選 出 さ れ た ５ ０ － ８ ５ 歳 の ８
４ ２ 人 の 健 康 な 男 性 志 願 者 を 含 む 。 全 て の 健 康 な 女 性 お よ び 男 性 は 、 経 験 の あ る リ ウ マ チ
専 門 医 に よ る 臨 床 的 触 診 お よ び 「 今 ま で 、 医 者 か ら 骨 関 節 炎 と 診 断 さ れ た こ と が あ り ま す
か 。 」 と い う 問 診 に よ る 評 価 か ら は 、 Ｏ Ａ 症 状 の 知 見 が 得 ら れ な か っ た 。 さ ら に 、 胸 腰 椎
の Ｘ 線 フ ィ ル ム を 全 て の 対 象 か ら 得 た 。 脊 椎 フ ィ ル ム は 、 椎 間 板 お よ び 骨 棘 形 成 の 程 度 を
立 証 す る 標 準 ア ト ラ ス で 、 レ イ ン (Lane)ら の 方 法 ［ Reliability of new indices of radi
ographic osteoarthritis of the hand and hip and lumbar spine degeneration, J. Rh
eumatol. 20:1911-1918 (1993)］ を 用 い 、 ０ は 正 常 、 １ は 軽 度 狭 窄 お よ び ／ ま た は 軽 度 骨
棘 、 ２ は 中 度 － 重 度 （ ２ － ３ ） 狭 窄 お よ び ／ ま た は 中 度 － 重 度 （ ２ － ３ ） 骨 棘 と の 等 級 で
等 級 付 け し た 。 等 級 ２ （ 中 度 － 重 度 ） の 対 象 は 対 照 群 か ら 除 外 し た 。 全 対 象 は 健 康 で あ り
、 骨 ま た は 関 節 代 謝 に 影 響 す る い か な る 疾 患 も な く 閉 経 後 女 性 に お け る ホ ル モ ン 置 換 療 法
を 含 む 治 療 も さ れ て い な い 。
　 １ 年 間 に わ た る こ の 予 見 的 縦 断 研 究 は 、 そ の 地 域 の 倫 理 委 員 会 に 承 認 さ れ 、 イ ン フ ォ ー
ム ド コ ン セ ン ト が 全 患 者 か ら 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
臨 床 的 変 動 因 子
　 基 準 時 に 、 全 て の 患 者 の 痛 み を １ ０ ０ ｍ ｍ の ビ ジ ュ ア ル ・ ア ナ ロ グ ・ ス ケ ー ル (visual 
analogue scale； VAS)を 用 い て 評 価 し 、 機 能 不 全 を ル ケ ー ン の 機 能 イ ン デ ッ ク ス ［ Leques
ne, M., et al., Indexes of severity for osteoarthritis of the hip and knee. Vali
dation-value in comparison with other assessment tests, Scand. J. Rheumatol. 85 
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(supp. 65):85-89 (2000)］ に よ っ て 評 価 し 、 膝 滲 出 の 疾 患 持 続 時 間 お よ び そ の 有 無 を 収
集 し た 。 さ ら に 、 付 随 す る 骨 関 節 炎 に 冒 さ れ た 関 節 の 存 在 は 関 節 イ ン デ ッ ク ス を 用 い て 評
価 し 、 す で に 報 告 さ れ て い る よ う に ［ Goldberg, R.L., et al., Elevated plasma levels
 of hyaluronate in patients with osteoarthritis and rheumatoid arthritis, Arthri
tis Rheum. 34:799-806 (1991)］ 、 そ の 数 値 は 症 状 を 示 す 関 節 の 各 々 の 総 軟 骨 表 面 積 （ ｃ
ｍ ２ と し て ） の 合 計 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
放 射 線 学 的 変 動 因 子
　 放 射 線 学 的 評 価 は 、 膝 を 完 全 に 伸 展 し た と き の 両 側 前 後 荷 重 膝 Ｘ 線 写 真 か ら な る 。 ３ 人
の 技 師 の 同 一 の ス タ ッ フ に よ っ て 、 １ ） 患 者 の 配 置 ： 患 者 は 、 膝 を 完 全 に 伸 展 し て 立 ち 、
両 足 に 均 等 に 荷 重 を か け 、 膝 の 後 ろ を カ セ ッ ト に 接 触 さ せ 、 脛 骨 棘 が 大 腿 切 痕 の 中 心 に な
る よ う に 足 を 回 転 さ せ る 、 ２ ） Ｘ 線 撮 影 手 順 ： 両 膝 に 同 時 に Ｘ 線 を 照 射 し 、 Ｘ 線 ビ ー ム を
シ グ ナ ル 膝 の 内 側 コ ン パ ー ト メ ン ト の 中 心 に 向 け 、 蛍 光 測 定 の 助 け を 借 り て 、 ビ ー ム を １
． １ ０ ｍ の フ ィ ル ム 距 離 で 管 を 用 い て 内 側 脛 骨 プ ラ ト ー と 平 行 に す る 標 準 化 技 術 を 用 い て
単 一 の Ｘ 線 撮 影 ユ ニ ッ ト で Ｘ 線 写 真 を 撮 像 し た 。 １ ２ 月 後 の 第 ２ の Ｘ 線 に つ い て 同 一 の 手
順 に 準 じ た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 内 側 大 腿 脛 骨 コ ン パ ー ト メ ン ト の Ｏ Ａ の 重 篤 度 は 関 節 腔 幅 、 す な わ ち 、 内 側 大 腿 顆 と 内
側 脛 骨 プ ラ ト ー と の 間 で 最 も 狭 い 部 位 の 骨 間 距 離 ［ Ravaud, 上 掲 ］ を ミ リ メ ー タ 単 位 で 測
定 す る こ と に よ っ て 評 価 し た 。 一 人 の 調 査 員 が 、 参 加 時 お よ び １ 年 後 の 各 患 者 の 対 と な る
Ｘ 線 写 真 を 患 者 の 素 性 も Ｘ 線 写 真 の 年 代 も 知 ら ず に 盲 検 手 順 を 用 い て 分 析 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
膝 の 関 節 鏡 測 定
　 膝 の 関 節 鏡 測 定 は 、 局 所 麻 酔 下 、 止 血 帯 に よ る 止 血 を せ ず に 、 ３ ０ ゜ 前 傾 レ ン ズ を 有 す
る ２ ． ７ ｍ ｍ ス ト ル ツ 関 節 鏡 （ Storz, Paris, France） で 行 っ た 。 関 節 鏡 検 査 は 、 １ リ ッ
ト ル の 通 常 生 理 食 塩 水 か ら な る 関 節 洗 浄 と 組 み 合 わ せ た 。 関 節 鏡 検 査 は 、 症 状 を 示 す コ ン
パ ー ト メ ン ト 、 す な わ ち 、 内 側 大 腿 脛 骨 に 焦 点 を 合 わ せ た 。 各 関 節 鏡 測 定 は Ｖ Ｈ Ｓ ビ デ オ
テ ー プ （ ソ ニ ー 、 東 京 、 日 本 ） に 記 録 し た 。 関 節 鏡 測 定 は 、 ３ 人 に 訓 練 さ れ た 関 節 鏡 技 師
に よ っ て 行 わ れ 、 計 画 さ れ 、 シ ス テ ム 化 さ れ 、 標 準 化 さ れ た 同 一 の 方 法 で 記 録 し た 。 全 て
の ビ デ オ テ ー プ を 分 析 し た 。 関 節 鏡 測 定 は 、 す で に 報 告 さ れ て い る よ う に ［ Ayral, Semin
. Arthritis Rheum. 22, 上 掲 ］ 、 ０ は 軟 骨 疾 患 が な い こ と を 示 し １ ０ ０ が 最 も 重 篤 な 軟
骨 疾 患 を 示 す １ ０ ０ ｍ ｍ Ｖ Ａ Ｓ に よ る 調 査 員 の 総 合 評 価 を 用 い て 、 軟 骨 疾 患 に つ き 点 数 を
付 け た 。 内 側 コ ン パ ー ト メ ン ト ： 内 側 大 腿 顆 お よ び 内 側 脛 骨 プ ラ ト ー の 各 関 節 表 面 に 対 し
て 一 つ の Ｖ Ａ Ｓ を 用 い た 。 Ｖ Ａ Ｓ ス コ ア は コ ン パ ー ト メ ン ト の ２ つ の 対 応 す る 関 節 表 面 か
ら の Ｖ Ａ Ｓ ス コ ア を 平 均 し て 得 た 。 参 加 時 お よ び １ 年 後 の 各 患 者 の 対 に な る 関 節 鏡 ビ デ オ
テ ー プ は 、 調 査 員 が 、 患 者 の 素 性 も ビ デ オ テ ー プ の 年 代 も 知 ら ず に 盲 検 手 順 を 用 い て 分 析
し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
生 化 学 的 測 定
　 午 前 １ ０ ： ０ ０ 前 、 分 離 ゲ ル を 含 有 す る 平 板 チ ュ ー ブ に 絶 食 血 液 試 料 を 収 集 し た 。 そ れ
ら を ２ ０ 分 間 放 置 し 、 ２ ５ ０ ０ ｒ ｐ ｍ に て １ ０ 分 間 遠 心 し た 。 次 い で 、 血 清 を 混 合 し 、 別
々 の ア リ コ ー ト に 分 け た 。 血 液 採 取 と － ７ ０ ℃ 凍 結 と の 間 の 間 隔 は ２ 時 間 以 内 と し た 。 絶
食 午 前 中 間 尿 試 料 も プ ラ ス チ ッ ク 製 容 器 に 収 集 し た 。 全 収 集 物 を 混 合 し た 後 、 尿 の ア リ コ
ー ト を プ ラ ス チ ッ ク 製 チ ュ ー ブ に 移 し 、 酸 性 化 せ ず に － ７ ０ ℃ で 凍 結 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 痛 み お よ び 機 能 を 評 価 し た 日 に 全 Ｏ Ａ 患 者 か ら 、 血 清 お よ び 尿 の 両 方 の 試 料 を 得 、 Ｘ 線
写 真 を 撮 像 し 、 関 節 鏡 を 実 行 し た 。 試 料 は 関 節 鏡 検 査 前 に 得 た 。 同 じ 手 順 に 従 い 、 対 照 か
ら 試 料 を 得 た 。 評 価 す る ま で 、 全 て の 生 体 試 料 を － ７ ０ ℃ で 凍 結 し て 保 存 し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 合 成 の 分 子 マ ー カ ー
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　 Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン の 合 成 は 、 最 近 開 発 さ れ た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ［ Rousseau, 上 掲 ］ を 用 い て 血
清 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ を 測 定 す る こ と に よ っ て 評 価 し た 。 こ の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ は 、 組 換 え ヒ ト Ｇ Ｓ Ｔ
－ エ ク ソ ン ２ 融 合 タ ン パ ク 質 ［ Oganesian, 上 掲 ］ お よ び 標 準 と し て 組 換 え ヒ ト Ｇ Ｓ Ｔ －
エ ク ソ ン ２ に 対 し て 作 製 さ れ た ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 に 基 礎 を お く 。 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ
に 対 す る 抗 体 の 特 異 性 は 、 （ ト ロ ン ビ ン で の 切 断 前 後 で ） 組 換 え エ ク ソ ン ２ タ ン パ ク 質 に
対 し て 、 お よ び ヒ ト 胎 児 肋 骨 の 培 養 培 地 か ら 単 離 さ れ た Ｉ Ｉ Ａ 型 プ ロ コ ラ ー ゲ ン に 対 す る
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ っ て 以 前 実 証 さ れ て い る ［ Oganesian, 上 掲 ］ 。 簡 潔 に は 、 マ イ
ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を １ ０ ０ μ ｌ （ １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ） の Ｇ Ｓ Ｔ － エ ク ソ ン ２ タ ン パ ク 質
で ４ ℃ に て 一 晩 覆 い 、 次 い で 、 リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー 生 理 食 塩 水 、 １ ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （
Sigma, St. Louis, MO） で 室 温 に て ２ 時 間 飽 和 さ せ る 。 洗 浄 後 、 １ ０ ０ μ ｌ の 標 準 ま た は
血 清 試 料 を 適 当 な 希 釈 率 （ １ ／ １ ６ ５ ０ ） の １ ０ ０ μ ｌ の 抗 Ｇ Ｓ Ｔ － エ ク ソ ン ２ 抗 血 清 と
と も に 室 温 に て ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 洗 浄 後 、 １ ０ ０ μ ｌ の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ コ ン
ジ ュ ゲ ー ト 抗 ウ サ ギ 抗 体 （ Sigma, St. Louis, MO） を 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 室 温 に て １ 時 間
イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 洗 浄 後 、 １ ０ ０ μ ｌ の Ｈ ２ Ｏ ２ ／ テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン 基 質 イ ン
ジ ケ ー タ ー 溶 液 （ Sigma, St. Louis, MO） を 各 ウ ェ ル に 添 加 す る 。 室 温 で の ３ ０ 分 間 の イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 １ ０ ０ μ ｌ の 停 止 溶 液 （ ２ Ｍ  Ｈ ２ Ｓ Ｏ ４ ） を 各 ウ ェ ル に 分 注 す る
。 ４ ５ ０ ｎ ｍ の 吸 光 度 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト リ ー ダ ー で 測 定 し 、 未 知 試 料 の 濃 度 を 既 知 濃
度 の ヒ ト 組 み 換 え エ ク ソ ン － ２ タ ン パ ク 質 の 標 準 物 質 の 測 定 か ら 標 準 曲 線 を 作 成 す る こ と
に よ っ て 定 量 す る 。 測 定 内 お よ び 測 定 間 の Ｃ Ｖ は １ １ ％ 未 満 で あ る ［ Rousseau, 上 掲 ］ 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 分 解 の 分 子 マ ー カ ー
　 Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 分 解 は 、 Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン Ｃ テ ロ ペ プ チ ド の 直 鎖 ６ ア ミ ノ 酸 エ ピ ト ー
プ に 対 し て 作 製 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 基 礎 を お く Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 用 い て 、 尿 中 Ｉ Ｉ 型
コ ラ ー ゲ ン の Ｃ 末 端 架 橋 テ ロ ペ プ チ ド （ Ｕ － Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ ） を 測 定 す る こ と に よ っ て ［ Ch
ristgau, 上 掲 ］ 評 価 し た 。 測 定 内 お よ び 測 定 間 の Ｃ Ｖ は 、 そ れ ぞ れ 、 ８ ％ お よ び １ ０ ％
未 満 で あ る ［ Christgau, 上 掲 ］ 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
統 計 解 析
　 全 デ ー タ は 、 特 に 記 載 が な け れ ば 、 平 均 ± Ｓ Ｄ で 表 す 。 対 照 お よ び 膝 Ｏ Ａ 患 者 の 血 清 Ｐ
Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ お よ び 尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ デ ー タ の 分 布 は シ ャ ピ ロ ・ ウ ィ ル ク 検 定 に よ っ て 評 価
し た 。 血 清 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ レ ベ ル は 対 照 お よ び 膝 Ｏ Ａ 患 者 の 両 方 に お い て 正 規 分 布 し て い た
（ 対 照 お よ び 膝 Ｏ Ａ 患 者 に お い て 、 そ れ ぞ れ 、 ｐ ＝ ０ ． ８ ９ お よ び ０ ． １ ９ ） 。 尿 中 Ｃ Ｔ
Ｘ － Ｉ Ｉ レ ベ ル は 、 対 照 に お い て 正 規 分 布 し て い た が （ ｐ ＝ ０ ． ６ ５ ） 、 膝 Ｏ Ａ 患 者 に お
い て は 正 規 分 布 し て い な か っ た （ ｐ ＜ ０ ． ０ ０ ０ １ ） 。 結 果 と し て 、 尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ レ
ベ ル は 、 解 析 前 に 対 数 変 換 し て デ ー タ の 正 規 化 を 図 っ た （ 対 照 お よ び 膝 Ｏ Ａ 患 者 に お い て
、 そ れ ぞ れ 、 ｐ ＝ ０ ． ５ １ お よ び ０ ． ２ ４ ） 。 分 子 マ ー カ ー が 膝 Ｏ Ａ 患 者 と 対 照 と を 差 別
化 す る 性 能 を 比 較 す る た め 、 デ ー タ は Ｚ ス コ ア 、 す な わ ち 、 対 数 変 換 デ ー タ を 用 い た 年 齢
適 合 健 康 対 照 の 平 均 か ら の Ｓ Ｄ の 数 値 で 表 す 。 骨 粗 し ょ う 症 に お け る 骨 タ ー ン オ ー バ ー の
生 化 学 的 マ ー カ ー に つ い て の イ ー ス テ ル ら (Eastell, and colleagues)に よ っ て 示 唆 さ れ
る よ う に ［ Eastell, R., et al., Evaluation of bone turnover in type I osteoporosi
s using biochemical markers specific for both bone formation and bone resorption
, Osteoporos Int. 3:255-260 (1993)］ 、 Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 合 成 お よ び 分 解 の 非 連 結 イ ン
デ ッ ク ス （ Ｚ ス コ ア Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ マ イ ナ ス Ｚ ス コ ア Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ ） を 測 定 し た 。 そ の よ う
な 骨 粗 し ょ う 症 に お け る 骨 タ ー ン オ ー バ ー の 生 化 学 的 マ ー カ ー は 骨 関 節 炎 そ の 他 の 軟 骨 変
性 病 に お け る コ ラ ー ゲ ン 合 成 お よ び 分 解 に 関 す る 本 発 明 の 生 化 学 的 マ ー カ ー と 関 連 し な い
。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 関 節 破 壊 の 放 射 線 学 的 進 行 は 、 基 準 時 か ら １ ２ 月 後 ま で に 関 節 腔 幅 （ Ｊ Ｓ Ｎ ） が ０ ． ５
ｍ ｍ 以 上 増 加 す る こ と と 定 義 す る 。 こ の 線 引 き は 、 ２ 週 間 に わ た る Ｘ 線 写 真 測 定 の 観 測 者
内 再 現 性 に 基 礎 を お き ［ Ravaud, 上 掲 ］ 、 ブ ラ ン ド (Bland)お よ び ア ル ト マ ン (Altman)に
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よ っ て 提 案 さ れ た 方 法 ［ Bland, J.M. et al., Statistical methods for assessing agre
ement between two methods of clinical measurement, Lancet i:307-310 (1986)］ に 準
じ て 計 算 す る 。 軟 骨 疾 患 の 関 節 鏡 的 進 行 は 基 準 時 か ら １ ２ 月 後 ま で に Ｖ Ａ Ｓ ス コ ア が ０ ．
８ 単 位 を 超 え て 増 加 す る こ と と 定 義 す る 。 こ の 線 引 き は 、 す で に 報 告 さ れ て い る よ う に ［
Ayral J. Rheumatol. 23, 上 掲 ］ 、 軟 骨 疾 患 の 関 節 鏡 定 量 化 の 観 測 者 内 再 現 性 に 基 礎 を お
く 。 血 清 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ 、 尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ お よ び 非 連 結 イ ン デ ッ ク ス に お け る プ ロ グ レ ッ
サ ー (progressor)と 非 プ ロ グ レ ッ サ ー (nonprogressor)と の 間 の 差 異 は 対 応 の な い ス チ ュ
ー デ ン ト ｔ 検 定 に よ っ て 評 価 し た 。 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ の Ｚ ス コ ア 、 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ の Ｚ ス コ ア 、
非 連 結 イ ン デ ッ ク ス と 、 放 射 線 学 的 ま た は 関 節 鏡 的 進 行 と の 間 の 相 関 を 線 形 回 帰 分 析 に よ
っ て 評 価 し た 。 患 者 は 、 ま た 、 健 康 対 照 の 平 均 － １ Ｓ Ｄ （ 血 清 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ ） お よ び 平 均
＋ １ Ｓ Ｄ （ 尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ ） の 線 引 き を 用 い て 、 血 清 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ お よ び 尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ －
Ｉ Ｉ の 基 準 時 レ ベ ル に 応 じ て 分 け ら れ た 。 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ に つ い て 、 本 発 明 者 等 は 、 血 清 Ｐ
Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ に よ っ て 確 認 さ れ た も の と 同 様 に 危 険 の あ る 患 者 の 比 率 を 確 認 す る た め に 、 危
険 性 の あ る 患 者 を 対 照 の 平 均 ＋ ２ Ｓ Ｄ を 超 え る 値 の 人 々 と も 定 義 し た 。 分 子 マ ー カ ー の 基
準 時 レ ベ ル に よ る 関 節 破 壊 の 放 射 線 学 的 お よ び 関 節 鏡 的 進 行 の 危 険 は 、 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 回
帰 分 析 に よ っ て 得 ら れ た 相 対 危 険 に よ っ て 推 定 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 全 て の 統 計 解 析 は Ｓ Ａ Ｓ （ SAS institute Inc., Cary, NC) (SAS STAT User's Guide, 
Version 6, 4th Ed, Vols. 1 and 2)を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 結 果

　 表 １ に 示 さ れ る よ う に 、 膝 Ｏ Ａ 患 者 と 対 照 と は 、 性 別 、 年 齢 お よ び 身 長 に 関 し て 差 異 は
な い 。 予 測 さ れ る 膝 Ｏ Ａ 患 者 は 、 対 照 よ り も 、 体 重 が 重 く 、 高 い ボ デ ィ マ ス イ ン デ ッ ク ス
（ Ｂ Ｍ Ｉ ） を 有 し て い た 。 し か し な が ら 、 母 集 団 全 体 に お い て 、 血 清 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ お よ び
尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ と 、 体 重 （ 血 清 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ お よ び 尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ に つ き 、 そ れ ぞ れ
、 ｐ ＝ ０ ． ６ ９ お よ び ０ ． ２ １ ） ま た は Ｂ Ｍ Ｉ （ ｐ ＝ ０ ． ６ ２ お よ び ０ ． ７ ７ ） の い ず れ
と も 有 意 な 相 関 は な か っ た 。 膝 Ｏ Ａ 患 者 は 、 年 齢 適 合 対 照 と 比 較 し て 、 低 下 し た 血 清 Ｐ Ｉ
Ｉ Ａ Ｎ Ｐ レ ベ ル （ 膝 Ｏ Ａ 患 者 お よ び 対 照 に お い て 、 そ れ ぞ れ 、 ２ ０ ． ２ ± ５ ． ８ 対 ２ ８ ．
５ ± ５ ． １ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 、 ｐ ＜ ０ ． ０ ０ ０ １ ） お よ び 増 加 し た 尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ （ ６ １ ８ ±
３ ８ ９ 対 ３ ６ ７ ± ８ ８ ｎ ｇ ／ ｍ ｍ ｏ ｌ Ｃ ｒ 、 ｐ ＜ ０ ． ０ ０ １ ） を 有 し て い た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 図 １ は ７ ５ 人 の 膝 骨 関 節 炎 患 者 に お け る Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 代 謝 の 分 子 マ ー カ ー の 個 別 値
の グ ラ フ 表 示 で あ る 。 各 値 は Ｚ ス コ ア 、 す な わ ち 、 ５ ８ 人 の 健 康 な 年 齢 適 合 対 照 の 平 均 か
ら の 標 準 偏 差 の 値 で 表 す 。 実 線 お よ び 付 随 す る 数 値 は 平 均 Ｚ ス コ ア を 表 す 。 ア ス タ リ ス ク
（ ＊ ） は 、 １ 群 の ｔ 検 定 に よ っ て 評 価 さ れ た 値 ０ と 比 較 し た 平 均 Ｚ ス コ ア の 統 計 的 有 意 （
ｐ ＜ ０ ． ０ ０ ０ １ ） を 表 す 。 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ は Ｉ Ｉ Ａ 型 プ ロ コ ラ ー ゲ ン の Ｎ － プ ロ ペ プ チ ド
を い い 、 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ は Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン の Ｃ 末 端 架 橋 テ ロ ペ プ チ ド を い う 。 非 連 結 イ ン
デ ッ ク ス は 、 尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ の Ｚ ス コ ア マ イ ナ ス 血 清 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｐ の Ｚ ス コ ア と し て 計 算
し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 Ｚ ス コ ア で 表 し た と き 、 膝 Ｏ Ａ 患 者 を 健 康 対 照 か ら 判 別 す る の に 、 尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ は
血 清 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ よ り も 感 度 が 高 か っ た （ ｐ ＜ ０ ． ０ ０ １ ） （ 図 １ ） 。 血 清 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ
と 尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ と の 間 に は 有 意 な 相 関 は 見 ら れ ず （ ｒ ＝ － ０ ． ０ ６ ８ 、 ｐ ＝ ０ ． ６ ０
） 、 平 均 Ｚ ス コ ア が ＋ ２ ． ９ （ ｐ ＜ ０ ． ０ ０ １ 対 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ お よ び Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ の Ｚ ス
コ ア ） の Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 合 成 お よ び 分 解 非 連 結 イ ン デ ッ ク ス （ 尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ の Ｚ ス
コ ア マ イ ナ ス 血 清 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｐ の Ｚ ス コ ア ） に お い て Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ お よ び Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ を 組
み 合 わ せ た と き 、 Ｏ Ａ 患 者 と 対 照 と の 間 の 最 高 の 判 別 が 得 ら れ た （ 図 １ ） 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 基 準 時 に て 、 尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ と 関 節 腔 幅 と の 間 （ ｒ ＝ － ０ ． １ ６ 、 ｐ ＝ ０ ． １ ７ ） お
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膝 Ｏ Ａ 患 者 お よ び 健 康 対 照 に お け る Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン の 合 成 お よ び 分 解



よ び 非 連 結 イ ン デ ッ ク ス と ル ケ ー ン の 機 能 イ ン デ ッ ク ス と の 間 （ ｒ ＝ ０ ． ２ ５ 、 ｐ ＝ ０ ．
０ ５ ） に 、 弱 い 関 連 が 認 め ら れ た 。 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ ま た は Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ の Ｚ ス コ ア と 痛 み 、
機 能 ま た は 関 節 損 傷 と の 間 の 他 の 関 連 は い ず れ も 有 意 で は な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】

　 図 ２ は 、 基 準 時 で の Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 合 成 お よ び 分 解 の 分 子 マ ー カ ー の 低 お よ び 高 レ ベ
ル の 患 者 に お け る １ 年 間 の 関 節 損 傷 の 進 行 の 分 析 を 表 す ２ 本 棒 グ ラ フ で あ る 。 低 レ ベ ル の
血 清 Ｉ Ｉ Ａ 型 プ ロ コ ラ ー ゲ ン Ｎ － プ ロ ペ プ チ ド （ Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ ） は 健 康 対 照 の 平 均 － １ Ｓ
Ｄ を 下 回 る も の で あ っ た 。 高 レ ベ ル の 尿 中 Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン Ｃ 末 端 架 橋 テ ロ ペ プ チ ド （ Ｃ
Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ ） は 健 康 対 照 の 平 均 ＋ １ Ｓ Ｄ を 上 回 る も の で あ っ た 。 非 連 結 イ ン デ ッ ク ス は 尿
中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ の Ｚ ス コ ア マ イ ナ ス 血 清 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ の Ｚ ス コ ア と し て 計 算 し た 。 Ｐ 値 は
２ 群 の 基 準 時 レ ベ ル の 分 子 マ ー カ ー 間 の 差 異 を い う 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 膝 Ｏ Ａ 患 者 は 、 対 照 の 平 均 － １ Ｓ Ｄ を 線 引 き と し て 用 い て 低 ま た は 高 基 準 時 血 清 Ｐ Ｉ Ｉ
Ａ Ｎ Ｐ に 、 お よ び 対 照 の 平 均 ＋ １ Ｓ Ｄ を 線 引 き と し て 用 い て 低 ま た は 高 基 準 時 尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ
－ Ｉ Ｉ に 分 類 し た 。 こ れ ら の 線 引 き を 用 い て 、 ４ ６ ％ お よ び ６ ０ ％ の 患 者 を そ れ ぞ れ 低 血
清 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ お よ び 高 尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ を 持 つ 患 者 と し て 認 定 し た 。 図 ２ に 示 さ れ る よ
う に 、 低 基 準 時 血 清 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ の 患 者 は 、 他 の 患 者 と 比 較 し て 、 Ｘ 線 ま た は 関 節 鏡 の い
ず れ か に よ る 評 価 で 、 よ り 高 度 な １ 年 間 の 関 節 破 壊 の 進 行 を 示 し た 。 そ の 逆 に 、 高 基 準 時
レ ベ ル の 尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ の 患 者 は 、 低 レ ベ ル の 尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ 患 者 よ り も 速 い 関 節 破
壊 の 進 行 を 有 し て い た が 、 そ れ ら ２ 群 の 差 異 は 関 節 鏡 に よ っ て 評 価 さ れ た 軟 骨 疾 患 ス コ ア
に つ い て の み 有 意 で あ っ た （ 図 ２ 右 パ ネ ル ） 。 明 ら か に 、 低 基 準 時 血 清 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ お よ
び 高 尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ の 両 方 を 持 つ 患 者 は 、 母 集 団 の ２ ９ ％ で あ り 、 他 の 患 者 と 比 較 し て
、 ８ 倍 速 い 速 度 の １ 年 間 の 関 節 破 壊 進 行 を 有 し た （ Ｘ 線 お よ び 関 節 鏡 に つ き 、 そ れ ぞ れ 、
ｐ ＝ ０ ． ０ １ ２ お よ び ｐ ＜ ０ ． ０ ０ ０ １ ） （ 図 ２ ） 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 膝 Ｏ Ａ 患 者 は Ｊ Ａ Ｗ ま た は Ｖ Ａ Ｓ 軟 骨 疾 患 ス コ ア に お け る １ 年 間 の 変 化 に 基 づ き 、 プ ロ
グ レ ッ サ ー ま た は 非 プ ロ グ レ ッ サ ー と し て 特 徴 付 け ら れ た 。 基 準 時 で の 年 齢 、 ボ デ ィ マ ス
イ ン デ ク ス 、 疾 患 期 間 、 痛 み （ Ｖ Ａ Ｓ ） 、 ル ケ ー ン 機 能 イ ン デ ッ ク ス 、 膝 滲 出 患 者 の 比 率
、 関 節 イ ン デ ッ ク ス 、 Ｘ 線 写 真 Ｊ Ｓ Ｗ お よ び 関 節 鏡 骨 疾 患 Ｖ Ａ Ｓ に お い て 、 プ ロ グ レ ッ サ
ー と 非 プ ロ グ レ ッ サ ー と の 間 に 有 意 差 は な か っ た （ デ ー タ 示 さ ず ） 。 Ｘ 線 ま た は 関 節 鏡 の
い ず れ か に よ っ て 関 節 破 壊 の 著 し い 進 行 を 示 す と 評 価 さ れ た 患 者 は 、 進 行 し な か っ た 患 者
よ り も 低 い 基 準 時 レ ベ ル の 血 清 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ お よ び 増 大 し た 尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ を 有 し て い
た が 、 差 異 は 尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ に つ い て の み 有 意 で あ っ た （ 表 ２ ） 。 基 準 時 で の Ｉ Ｉ 型 コ
ラ ー ゲ ン 合 成 お よ び 分 解 の 非 連 結 イ ン デ ッ ク ス は 、 繰 り 返 し に な る が 、 各 マ ー カ ー 単 独 よ
り も プ ロ グ レ ッ サ ー お よ び 非 プ ロ グ レ ッ サ ー を 判 別 す る の に よ り 感 度 が 高 く 、 研 究 中 に 進
行 し た 患 者 に お け る こ の イ ン デ ッ ク ス の 高 め の 基 準 時 値 の ９ ０ な い し ９ ８ ％ （ ｐ ： ０ ． ０
０ ６ － ０ ． ０ ０ ２ ４ ） で あ っ た （ 表 ２ ） 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 図 ３ は 、 基 準 時 レ ベ ル の Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 合 成 お よ び 分 解 分 子 マ ー カ ー と 、 膝 Ｏ Ａ 患 者
に お け る 膝 関 節 腔 幅 の １ 年 間 変 化 と の 間 の 相 関 を 実 証 す る ３ つ の 散 布 図 で あ る 。 基 準 時 レ
ベ ル の （ ａ ） 血 清 Ｉ Ｉ Ａ 型 プ ロ コ ラ ー ゲ ン Ｎ － プ ロ ペ プ チ ド （ Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ ） お よ び （ ｂ
） 尿 中 Ｉ Ｉ 型 プ ロ コ ラ ー ゲ ン Ｃ 末 端 架 橋 テ ロ ペ プ チ ド （ Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ ） を Ｚ ス コ ア 、 す な
わ ち 、 健 康 対 照 の 平 均 値 か ら の 標 準 偏 差 の 数 値 と し て 表 す 。 非 連 結 イ ン デ ッ ク ス （ ｃ ） は
尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ の Ｚ ス コ ア マ イ ナ ス 血 清 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ の Ｚ ス コ ア と し て 計 算 し た 。 回 帰
直 線 、 相 関 係 数 （ Ｒ ） お よ び 有 意 水 準 （ ｐ ） は 線 形 回 帰 分 析 か ら 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 分 子 マ ー カ ー （ Ｚ ス コ ア ） の 基 準 時 レ ベ ル お よ び １ ２ 月 間 に わ た る 軟 骨 疾 患 の Ｘ 線 Ｊ Ｓ
Ｗ お よ び Ｖ Ａ Ｓ 関 節 鏡 ス コ ア の 変 化 の 両 方 を 連 続 変 数 と み な し た 場 合 、 基 準 時 で の 低 レ ベ
ル の Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ お よ び 高 レ ベ ル の 尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ は 関 節 破 壊 の よ り 高 い 進 行 と 関 連 付
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け ら れ た （ 表 ３ お よ び 図 ３ ） 。 し か し な が ら 、 関 連 性 は 尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ と Ｖ Ａ Ｓ 軟 骨 疾
患 ス コ ア の 変 化 の 間 で の み 有 意 で あ っ た 。 非 連 結 イ ン デ ッ ク ス （ Ｚ ス コ ア Ｃ Ｔ Ｘ Ｉ Ｉ マ イ
ナ ス Ｚ ス コ ア Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ は 、 単 独 の 血 清 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ ま た は 尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ い ず れ よ
り も １ 年 間 の 関 節 破 壊 の よ り 良 い 予 測 因 子 で あ り 、 Ｊ Ｓ Ｗ （ ｐ ＝ ０ ． ０ ０ １ ６ ） お よ び 軟
骨 疾 患 の Ｖ Ａ Ｓ ス コ ア （ ｐ ＝ ０ ． ０ １ ４ ） の 両 方 の 変 化 と 高 度 に 有 意 に 相 関 す る （ 表 ３ お
よ び 図 ３ ） 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 基 準 時 Ｚ ス コ ア の 分 子 マ ー カ ー を 連 続 変 数 と み な し て 解 析 し た 場 合 、 増 大 し た 血 清 Ｐ Ｉ
Ｉ Ａ Ｎ Ｐ お よ び 尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ は そ れ ぞ れ 進 行 の 危 険 の 減 少 お よ び 増 大 と 関 連 付 け ら れ
た が 、 相 対 危 険 は 進 行 を 関 節 鏡 に よ っ て 評 価 し た と き に Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ に つ い て の み 有 意 で
あ っ た （ ｐ ＝ ０ ． ０ ４ ２ ） （ 表 ４ ） 。 興 味 深 い こ と に 、 血 清 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ お よ び 尿 中 Ｃ Ｔ
Ｘ － Ｉ Ｉ の Ｚ ス コ ア を 非 連 結 イ ン デ ッ ク ス で 組 み 合 わ せ た 場 合 、 イ ン デ ッ ク ス の 各 単 位 増
大 は 、 Ｘ 線 お よ び 関 節 鏡 進 行 に つ き 、 そ れ ぞ れ 、 相 対 危 険 が １ ． ７ （ ｐ ＝ ０ ． ０ ０ ８ ） お
よ び １ ． ６ （ ｐ ＝ ０ ． ０ １ ３ ） で 進 行 の 増 大 し た 危 険 と 有 意 に 関 連 付 け ら れ た （ 表 ４ ） 。
そ れ で 、 血 清 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ お よ び 尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ に 対 す る 進 行 の レ ベ ル に 対 す る 危 険 は
、 そ れ ぞ れ 、 健 康 対 照 の 参 照 範 囲 の 上 限 を 下 回 る お よ び 上 回 る と 推 定 し た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 図 ４ は 、 関 節 損 傷 の 進 行 の 最 高 の 危 険 に あ る 膝 骨 関 節 炎 患 者 を 認 定 す る Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ
ン 合 成 お よ び 分 析 の 分 子 マ ー カ ー の 組 合 せ を 分 析 す る ２ 本 棒 グ ラ フ を 示 す 。 低 レ ベ ル の 血
清 Ｉ Ｉ Ａ 型 プ ロ コ ラ ー ゲ ン Ｎ プ ロ ペ プ チ ド （ Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ ） は 健 康 対 照 の 平 均 － １ Ｓ Ｄ （
Ｚ ス コ ア － １ ） を 下 回 る も の で あ っ た 。 高 レ ベ ル の 尿 中 Ｉ Ｉ コ ラ ー ゲ ン Ｃ 末 端 架 橋 テ ロ ペ
プ チ ド （ Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ ） は 健 康 対 照 の 平 均 ＋ １ Ｓ Ｄ （ Ｚ ス コ ア ＋ １ ） ま た は 平 均 ＋ ２ Ｓ Ｄ
（ Ｚ ス コ ア ＋ ２ ） を 超 え る も の で あ っ た 。 非 連 結 イ ン デ ッ ク ス は 尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ の Ｚ ス
コ ア マ イ ナ ス 血 清 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ の Ｚ ス コ ア と し て 計 算 し た 。 各 バ ー 上 方 の 数 値 は 相 対 危 険
（ ９ ５ ％ 信 頼 区 間 ） を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 基 準 時 レ ベ ル の 血 清 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ ± 健 康 対 照 の 平 均 － Ｓ Ｄ の 患 者 は 、 （ Ｘ 線 お よ び 関 節
鏡 に 対 し て 、 そ れ ぞ れ ） ２ ． ９ お よ び ２ ． ８ の 進 行 の 相 対 危 険 を 有 し て い た が 、 相 対 危 険
は 有 意 に ま で は 至 ら な か っ た （ 図 ４ ） 。 尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ レ ベ ル ＞ 対 照 の 平 均 ＋ １ Ｓ Ｄ の
患 者 は 、 そ れ ぞ れ 、 Ｘ 線 お よ び 関 節 鏡 で 進 行 を 評 価 し た と き 、 １ ． ４ （ ０ ． ４ － ５ ． ０ ）
お よ び ４ ． ３ （ １ ． １ － １ ７ ． ９ ） の 進 行 の 相 対 危 険 を 有 し て い た 。 高 尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ
は レ ベ ル ＞ 平 均 ＋ ２ Ｓ Ｄ で あ る と 定 義 し 、 そ れ は 危 険 の あ る 患 者 の 比 率 が 血 清 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ
Ｐ と 同 様 で あ る こ と を 認 定 し （ ４ ３ ％ ） 、 進 行 の 相 対 危 険 は 、 Ｘ 線 お よ び 関 節 鏡 に つ き 、
そ れ ぞ れ 、 ２ ． ７ お よ び ３ ． ３ で あ っ た 。 減 少 し た 血 清 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ お よ び 増 加 し た 尿 中
Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ の 両 方 を 持 つ 患 者 は 、 低 血 清 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ ま た は 高 尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ の い ず
れ か を 持 つ 患 者 よ り も 高 い 進 行 の 危 険 を 有 し て い た （ 図 ４ ） 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 図 ５ は 、 血 清 Ｉ Ｉ Ａ 型 プ ロ コ ラ ー ゲ ン Ｎ － プ ロ ペ プ チ ド （ Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ ） お よ び 尿 中 Ｉ
Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン Ｃ 末 端 架 橋 テ ロ ペ プ チ ド （ Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ ） の 基 準 時 レ ベ ル に よ る 軟 骨 疾 患
の ビ ジ ュ ア ル ・ ア ナ ロ グ ・ ス ケ ー ル （ Ｖ Ａ Ｓ ） ス コ ア の １ 年 間 変 化 の 個 別 値 を 示 す 。 低 お
よ び 高 レ ベ ル の 血 清 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ の 患 者 を 分 離 す る の に 用 い る 線 引 き は 、 健 康 対 照 の 平 均
－ １ Ｓ Ｄ で あ っ た 。 水 平 の 実 線 は 様 々 な 群 の 患 者 に お け る Ｖ Ａ Ｓ ス コ ア の １ 年 間 変 化 の 中
央 値 を 表 す 。 水 平 の 点 線 は 有 意 な 進 行 で あ る と 定 義 す る の に 用 い た １ 年 間 の Ｖ Ａ Ｓ ス コ ア
の 変 化 に お け る 増 加 （ ８ 単 位 ） を 表 す （ 統 計 解 析 を 参 照 せ よ ） 。 上 部 の 数 字 は 、 １ 年 間 の
Ｖ Ａ Ｓ ス コ ア の 増 加 ＞ ８ 単 位 の 関 節 破 壊 の 有 意 な 進 行 を 示 し た 患 者 の パ ー セ ン テ ー ジ を 表
す 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 低 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ （ 尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ レ ベ ル を 考 慮 せ ず ） ま た は 高 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ （ 血 清 Ｐ
Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ レ ベ ル を 考 慮 せ ず ） を 有 す る 患 者 の う ち 、 各 々 ４ ６ お よ び ４ ２ ％ の 患 者 が プ ロ
グ レ ッ サ ー で あ る と 認 定 さ れ た 。 進 行 に つ き 唯 一 の 危 険 因 子 を 有 す る 患 者 、 す な わ ち 、 低
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Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ で あ る が 低 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ で あ る 、 ま た は 高 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ で あ る が 高 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ
Ｎ Ｐ で あ る 患 者 の な か で は 、 プ ロ グ レ ッ サ ー の 比 率 は 小 さ か っ た （ そ れ ぞ れ 、 ０ お よ び １
９ ％ ） 。 プ ロ グ レ ッ サ ー の 比 率 は 低 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ お よ び 高 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ の 両 方 を 持 つ 患 者
の な か で 最 も 高 か っ た （ ６ ７ ％ ） 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 こ の 実 施 例 に お い て 、 Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 代 謝 の ２ つ の 新 規 に 開 発 さ れ た 分 子 マ ー カ ー を
用 い て 、 膝 Ｏ Ａ 患 者 を Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 合 成 お よ び 分 解 の 非 連 結 に つ き 特 性 評 価 し た 。 よ
り 重 要 な こ と に 、 非 連 結 イ ン デ ッ ク ス で の Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン の 合 成 お よ び 異 化 の マ ー カ ー
の 組 合 せ が 関 節 損 傷 の 進 行 を 高 度 に 予 測 し 、 こ の イ ン デ ッ ク ス は 骨 関 節 炎 お よ び リ ウ マ チ
様 関 節 炎 患 者 を 含 む 軟 骨 変 性 の 高 い 危 険 に あ る 患 者 を 認 定 す る の に 有 用 で あ る こ と が 示 さ
れ た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 こ の 実 施 例 に 記 載 さ れ た 結 果 は 、 血 清 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ が 対 照 と 比 較 し て 減 少 し て い る こ と
を 確 認 し ［ Rousseau, 上 掲 ］ 、 Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 合 成 の 欠 陥 お よ び か く し て 軟 骨 修 復 の 欠
陥 を 示 唆 す る 。 軟 骨 破 壊 、 よ り 具 体 的 に は Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 分 解 の 速 度 は 、 Ｏ Ａ に お い て
増 加 し 、 こ の マ ー カ ー を 用 い た ２ つ の 最 近 行 わ れ た 小 実 験 お よ び Ｏ Ａ 軟 骨 に お い て 増 加 し
た Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 損 傷 を 示 す 組 織 学 実 験 と 一 致 し た こ と も 確 認 さ れ た 。 膝 Ｏ Ａ 患 者 に お
い て 、 血 清 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ と 尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ と の 間 に 相 関 は 見 ら れ ず 、 Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン
分 子 の 合 成 速 度 は 、 こ れ ら ２ つ の 活 動 の 非 連 結 の 観 点 か ら 、 軟 骨 基 質 内 の 内 在 分 子 の 分 解
速 度 か ら 独 立 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。 し た が っ て 、 非 連 結 イ ン デ ッ ク ス で の 軟 骨 合 成
の マ ー カ ー （ 血 清 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ ） と 異 化 の マ ー カ ー （ 尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ ） と の 組 合 せ は 、
こ れ ら ２ つ の マ ー カ ー を 単 独 で 使 用 し た と き と 比 較 し て 、 膝 Ｏ Ａ 患 者 と 対 照 と の 間 の 正 確
か つ 精 密 な 判 別 を 可 能 と す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 発 明 の 分 子 マ ー カ ー の 主 た る 使 用 の 一 つ は 、 関 節 破 壊 の 急 速 進 行 の 危 険 に あ る 患 者 を
認 定 す る こ と に あ り 、 患 者 ら は Ｏ Ａ の 診 断 よ り も む し ろ 軟 骨 保 護 療 法 の 利 益 を 得 る で あ ろ
う 。 実 際 に 、 こ の 研 究 で 、 痛 み 、 ル ケ ー ン 機 能 イ ン デ ッ ク ス 、 膝 滲 出 と 進 行 と の 間 に 関 連
が な い こ と が 確 認 さ れ た よ う に 、 痛 み お よ び 肉 体 機 能 ス コ ア の ご と き 臨 床 イ ン デ ッ ク ス は
関 節 構 造 の 破 壊 と あ ま り 関 連 し な い 。 基 準 時 に て 、 膝 Ｏ Ａ 患 者 の 以 前 の 横 断 研 究 ［ Garner
o, Ann. Rheum. Dis. 60, 上 掲 ］ と 一 致 し て 、 増 加 し た 尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ レ ベ ル と 低 関 節
腔 幅 と の 間 の 弱 く か つ 有 意 で は な い 関 連 が 見 ら れ 、 一 方 、 血 清 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ は 予 測 的 な も
の で は な か っ た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 単 独 の 分 子 マ ー カ ー の レ ベ ル は 関 節 損 傷 の 現 在 の 程
度 を あ ま り 予 測 で き な い こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 関 節 損 傷 の 進 行 を 予 測 す る 分 子 マ ー カ ー の 値 を 調 査 し た 縦 断 研 究 は あ ま り な い 。 血 清 Ｃ
反 応 性 タ ン パ ク 質 の 予 測 値 ［ Spector, T.D., et al., Low-levels increases in serum C
-reactive protein are present in early osteoarthritis of the knee and predict pr
ogressive disease, Arthritis Rheum. 40:723-727 (1997)］ 、 Ｃ Ｏ Ｍ Ｐ ［ Sharif, M., e
t al., Relationship between serum cartilage oligomeric matrix protein levels and
 disease progression in osteoarthritis of the knee joint, Brit. J. Rheumatol. 34
:306-310 (1995); Conrozier, T., et al., Serum concentrations of cartilage oligom
eric matrix protein and bone sialoprotein in hip osteoarthritis: A one year pros
pective study, Ann. Rheum. Dis. 9:527-532 (1998)］ お よ び ヒ ア ル ロ ン 酸 ［ Sharif, M.
, et al., Serum hyaluronic acid level as a predictor of disease progression in o
steoarthritis of the knee, Arthritis Rheum. 38:760-767 (1995)］ が あ る 程 度 認 め ら
れ る が 、 全 て の 研 究 で は な い ［ Georges, C., et al., Serum biologic markers as predi
ctors of disease progression in osteoarthritis of the knee, Arthritis Rheum. 40:
590-591 (1997)］ 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の 以 前 の 研 究 に お い て 調 査 さ れ た 分 子 マ ー カ ー
は 関 節 組 織 に 特 異 的 で は な く ［ Garnero, Arthritis Rheum. 43, 上 掲 ］ 、 そ れ ら の い ず れ
も 、 軟 骨 基 質 の 主 た る 豊 富 な タ ン パ ク 質 で あ る Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン を 評 価 し て い な か っ た 。
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【 ０ １ ０ ６ 】
　 縦 断 評 価 に お い て 、 よ り 低 い 基 準 時 レ ベ ル の 血 清 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ お よ び よ り 高 い 尿 中 レ ベ
ル の Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ が 、 Ｘ 線 ま た は 関 節 鏡 の い ず れ か に よ っ て 評 価 さ れ た １ 年 間 の 関 節 損 傷
の 進 行 速 度 の 増 大 と 関 連 す る こ と が 分 か り 、 軟 骨 基 質 の 修 復 プ ロ セ ス の 低 下 お よ び 分 解 の
増 大 が 関 節 分 解 の 速 度 を 促 進 す る で あ ろ う と い う 考 え と 一 致 す る 。 し か し な が ら 、 別 々 に
用 い た 場 合 、 こ れ ら ２ つ の マ ー カ ー の 基 準 時 レ ベ ル と 進 行 と の 間 の 関 連 は あ ま り な く 、 全
解 析 で 一 致 し な か っ た 。 対 照 的 に 、 血 清 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ お よ び 尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ を Ｉ Ｉ 型 コ
ラ ー ゲ ン 合 成 お よ び 分 解 の 非 連 結 イ ン デ ッ ク ス で 組 み 合 わ せ た 場 合 、 Ｘ 線 ま た は 関 節 鏡 の
い ず れ か に よ っ て 評 価 さ れ た 関 節 破 壊 の 進 行 と 高 度 に 有 意 な 相 関 が 認 め ら れ た 。 こ の イ ン
デ ッ ク ス は 、 進 行 速 度 の 個 体 間 変 動 の ２ １ ％ ま で を 占 め 、 こ の イ ン デ ッ ク ス の 各 他 単 位 増
加 は 進 行 の 危 険 に お け る ６ ０ な い し ７ ０ ％ 増 加 に 関 連 し た 。 さ ら に 、 低 レ ベ ル の 血 清 Ｐ Ｉ
Ｉ Ａ Ｎ Ｐ お よ び 高 尿 中 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ の 両 方 を 持 つ 患 者 は 母 集 団 の 約 ２ ９ ％ を 占 め 、 ３ な い
し ９ 倍 増 大 し た 進 行 の 危 険 を 有 し 、 こ の イ ン デ ッ ク ス が 実 際 に 関 節 損 傷 の 進 行 に 対 す る 重
要 な 新 危 険 因 子 で あ ろ う こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 利 益 は 、 代 表 的 な 具 体 例 に お い て 、 対 象 に お け る 軟 骨 破 壊 を 検 出 ま た は 予 測 す
る 方 法 を 提 供 す る こ と を 含 み 、 こ の 方 法 は 、 対 象 に お け る Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 分 解 か ら の Ｉ
Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 合 成 の 非 連 結 を 検 出 す る こ と を 含 む 。 対 象 に お け る Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 分 解
か ら の Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 合 成 の 非 連 結 を 検 出 す る こ と は 、 例 え ば 、 （ ａ ） 対 象 の 生 体 試 料
中 の 合 成 マ ー カ ー お よ び 分 解 マ ー カ ー の 両 方 を 検 出 し ； （ ｂ ） 合 成 マ ー カ ー お よ び 分 解 マ
ー カ ー の 量 を 比 較 し ； 次 い で 、 （ ｃ ） 合 成 マ ー カ ー お よ び 分 解 マ ー カ ー の 相 対 量 を 所 定 の
標 準 と 相 関 付 け て 、 対 象 に お け る 軟 骨 破 壊 を 検 出 す る こ と を 含 む 。 一 つ の 具 体 例 に お い て
、 ス テ ッ プ （ ｂ ） は 少 な く と も ２ 回 実 行 す る 。 別 の 具 体 例 に お い て 、 ス テ ッ プ （ ａ ） は 単
一 ス テ ッ プ で あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 好 ま し く は 、 こ の 合 成 マ ー カ ー は Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ で あ り 、 分 解 マ ー カ ー は Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ 、
Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 、 Ｖ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 、 Ｃ Ｏ Ｍ Ｐ 、 ケ ラ チ ン 硫 酸 、 リ ン ク タ ン パ ク 質 、 ア
グ リ カ ン 、 お よ び ア グ リ カ ン フ ラ グ メ ン ト よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 こ の 検 出 ス テ ッ プ
（ ａ ） は 、 放 射 免 疫 測 定 法 、 酵 素 免 疫 測 定 法 、 リ ガ ン ド 測 定 法 、 免 疫 放 射 定 量 測 定 法 、 蛍
光 免 疫 測 定 法 お よ び 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 測 定 法 に よ っ て も
実 行 す る こ と が で き る 。 測 定 法 が 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 で あ る 場 合 、 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ま
た は サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の う ち の １ で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 生 体 試 料 は 、 好 ま し く は 、 血 液 、 血 清 、 尿 、 痰 、 間 質 液 、 関 節 デ ブ リ 、 軟 骨 断 片 お よ び
滑 膜 細 胞 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 好 ま し く は 、 生 体 試 料 は 軟 骨 、 よ り 好 ま し く は 膝 軟
骨 で あ る 。 も う ひ と つ の 具 体 例 は 、 動 物 で あ る 対 象 に 対 し て 上 記 方 法 を 実 行 す る こ と を 含
む 。 好 ま し く は 、 動 物 は ヒ ト で あ る 。 本 発 明 の も う ひ と つ の 具 体 例 に お い て 、 対 象 は 、 上
記 方 法 が 実 行 さ れ て い る 間 、 軟 骨 変 性 病 の 治 療 的 処 置 を 受 け る 。 軟 骨 変 性 病 は リ ウ マ チ 様
関 節 炎 ま た は 骨 関 節 炎 で あ っ て よ い が 、 非 連 結 分 析 に よ っ て 調 査 す る こ と が で き る 合 成 お
よ び 分 解 マ ー カ ー を 有 す る 他 の 軟 骨 変 性 病 で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 も う ひ と つ の 具 体 例 に お い て 、 対 象 に お け る 骨 関 節 炎 ま た は 軟 骨 破 壊 の 進 行 を 決 定 す る
た め の 方 法 で あ っ て 、 対 象 に お け る Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 分 解 か ら の Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 合 成 の
非 連 結 を 定 量 す る こ と を 含 む 。 こ の 定 量 は 、 例 え ば 、 （ ａ ） 対 象 の 生 体 試 料 中 の 合 成 マ ー
カ ー の 量 を 測 定 し ； （ ｂ ） 対 象 の 生 体 試 料 中 の 分 解 マ ー カ ー の 量 を 測 定 し ； （ ｃ ） 合 成 マ
ー カ ー の 量 お よ び 分 解 マ ー カ ー の 量 を 用 い て 非 連 結 イ ン デ ッ ク ス の 値 を 計 算 し ； 次 い で 、
（ ｄ ） 非 連 結 イ ン デ ッ ク ス の 値 と 所 定 の 標 準 と を 比 較 し て 、 対 象 に お け る 骨 関 節 炎 ま た は
軟 骨 変 性 の 状 態 を 定 量 す る こ と を 含 む 。 ス テ ッ プ （ ａ ） お よ び （ ｂ ） は 、 放 射 免 疫 測 定 法
、 酵 素 免 疫 測 定 法 、 リ ガ ン ド 測 定 法 、 免 疫 放 射 定 量 測 定 法 、 蛍 光 免 疫 測 定 法 、 お よ び 酵 素
結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 測 定 法 に よ っ て 実 行 し 得 る 。 適 当 な 酵 素 結
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合 免 疫 吸 着 測 定 法 は 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ お よ び サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 含 む 。 試 料 は 、 例 え
ば 、 血 液 、 血 清 、 尿 、 痰 、 間 質 液 、 関 節 デ ブ リ 、 軟 骨 断 片 お よ び 滑 膜 細 胞 で あ る 。 代 表 的
な 具 体 例 に お い て 、 骨 関 節 炎 軟 骨 合 成 マ ー カ ー は Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ で あ っ て 、 本 発 明 に お い て
、 骨 関 節 炎 軟 骨 分 解 マ ー カ ー は Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ 、 Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 、 Ｖ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 、 Ｃ
Ｏ Ｍ Ｐ 、 ケ ラ チ ン 硫 酸 、 リ ン ク タ ン パ ク 質 、 ア グ リ カ ン お よ び ア グ リ カ ン フ ラ グ メ ン ト よ
り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 も う ひ と つ の 具 体 例 に お い て 、 対 象 に お け る 骨 関 節 炎 を 検 出 ま た は 予 測 す る 方 法 で あ っ
て 、 （ ａ ） 第 １ お よ び 第 ２ の 体 液 試 料 を 供 給 し 、 こ こ に 、 第 １ の 試 料 は 骨 関 節 炎 の 状 態 を
決 定 す べ き 対 象 か ら 採 取 し 、 第 ２ の 試 料 は 同 一 対 象 か ら 後 で 採 取 し ； （ ｂ ） 第 １ の 抗 体 、
第 ２ の 抗 体 、 第 ３ の 標 識 抗 体 お よ び 第 ４ の 標 識 抗 体 、 こ こ に 、 第 １ の 抗 体 は ヒ ト コ ラ ー ゲ
ン 合 成 マ ー カ ー に 特 異 的 結 合 で き 、 第 ２ の 抗 体 は ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー に 特 異 的 結
合 で き 、 第 ３ の 標 識 抗 体 は ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー に 結 合 で き 、 第 ４ の 標 識 抗 体 は ヒ
ト コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー に 結 合 で き 、 お よ び 当 該 標 識 を 検 出 で き る 検 出 試 薬 を 供 給 し ；
（ ｃ ） 第 １ の 抗 体 、 第 ２ の 抗 体 、 第 ３ の 標 識 抗 体 、 第 ４ の 標 識 抗 体 お よ び 検 出 試 薬 を 第 １
の 体 液 試 料 に 接 触 さ せ ； （ ｄ ） 第 １ の 抗 体 、 第 ２ の 抗 体 、 第 ３ の 標 識 抗 体 、 第 ４ の 標 識 抗
体 お よ び 検 出 試 薬 を 第 ２ の 体 液 試 料 に 接 触 さ せ ； 次 い で 、 （ ｅ ） 第 １ の 試 料 中 の ヒ ト の コ
ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー お よ び コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー の 量 を 検 出 し 、 そ の 濃 度 を 決 定 し て
参 照 値 を 得 、 第 ２ の 試 料 中 の ヒ ト の コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー お よ び コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ
ー の 量 を 検 出 し 、 そ の 濃 度 を 決 定 す る ス テ ッ プ を 含 み 、 こ こ に 、 参 照 値 と 比 較 し て 、 第 ２
の 試 料 中 、 増 加 し た 濃 度 の ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー と 連 結 し た 減 少 し た 濃 度 の コ ラ ー
ゲ ン 合 成 マ ー カ ー は 、 試 験 対 象 が 進 行 性 骨 関 節 炎 の 危 険 に あ っ た か 、 ま た は 危 険 に あ る 高
い 確 率 を 有 し て い る と 表 示 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 対 象 由 来 の 第 １ お よ び 第 ２ の 体 液 試 料 の 両 方 に お け る ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー お よ
び 合 成 マ ー カ ー の 濃 度 は 免 疫 学 的 測 定 法 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 免
疫 学 的 測 定 法 は 、 放 射 免 疫 測 定 法 、 酵 素 免 疫 測 定 法 、 リ ガ ン ド 測 定 法 、 免 疫 放 射 定 量 測 定
法 、 蛍 光 免 疫 測 定 法 、 お よ び 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 よ り 好
ま し く は 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 を 用 い 、 そ れ は 、 競 合 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ま た は サ ン ド イ ッ チ
Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で あ る 。 ス テ ッ プ （ ａ ） の 体 液 試 料 は 、 好 ま し く は 、 血 液 、 血 清 、 尿 、 痰 、 間
質 液 、 関 節 デ ブ リ 、 軟 膏 断 片 お よ び 滑 膜 細 胞 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 も う ひ と つ の 具 体 例 に お い て 、 試 験 対 象 が 進 行 性 骨 関 節 炎 を 有 す る か ま た は 有 す る 危 険
に あ る か の 高 い 確 率 を 有 し て い る と 表 示 さ れ る の は 、 第 ２ の 試 料 中 の コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー
カ ー の 量 は 第 １ の 試 料 中 の コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー 濃 度 の 平 均 値 プ ラ ス １ 標 準 偏 差 で 定 義
さ れ る 参 照 値 よ り も 多 い と き で あ る 。 こ の 具 体 例 の 第 ２ の 局 面 に お い て 、 試 験 対 象 が 進 行
性 骨 関 節 炎 の 有 す る か ま た は 有 す る 危 険 に あ る か の 高 い 確 率 を 有 し て い る と 表 示 さ れ る の
は 、 第 ２ の 試 料 中 の コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー の 量 は 第 １ の 試 料 中 の コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ
ー 濃 度 の 平 均 プ ラ ス １ 標 準 偏 差 で 定 義 さ れ る 参 照 値 よ り も 少 な い と き で あ る 。 好 ま し く は
、 両 方 の 表 示 を 組 み 合 わ せ て 、 試 験 対 象 が 進 行 性 軟 骨 変 性 を 有 す る か ま た は 有 す る 危 険 に
あ る か の 高 い 確 率 を 有 す る か ど う か を 表 示 し 、 こ れ に よ っ て 、 （ ａ ） 試 験 対 象 が 進 行 性 軟
骨 変 性 を 有 し て い る か ま た は 有 す る 危 険 に あ る か の 高 い 確 率 を 有 し て い る と 表 示 さ れ る の
は 、 第 ２ の 試 料 中 の コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー の 量 が 第 １ の 試 料 中 の コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ
ー 濃 度 の 平 均 プ ラ ス １ 標 準 偏 差 で 定 義 さ れ る 参 照 値 よ り も 多 い と き で あ り ； （ ｂ ） 試 験 対
象 が 進 行 性 軟 骨 変 性 を 有 す る か ま た は 有 す る 危 険 に あ る か の 高 い 確 率 を 有 し て い る と 表 示
さ れ る の は 、 第 ２ の 試 料 中 の コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー の 量 は 第 １ の 試 料 中 の コ ラ ー ゲ ン 合
成 マ ー カ ー 濃 度 の 平 均 プ ラ ス １ 標 準 偏 差 よ り も 少 な い と き で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 上 記 方 法 の 第 １ の 抗 体 お よ び 第 ２ の 抗 体 は 固 相 表 面 上 に 固 定 化 す る こ と が で き る 。 好 ま
し く は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ま た は デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク で あ る 。 上 記 方 法 の も う ひ
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と つ の 具 体 例 に お い て 、 固 相 表 面 は ヒ ト 関 節 ま た は ヒ ト 血 流 に 接 触 す る 器 具 で あ る 。 固 相
支 持 体 の 代 表 的 具 体 例 に お い て 、 骨 関 節 炎 軟 骨 合 成 マ ー カ ー は Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ で あ り 、 骨 関
節 炎 軟 骨 分 解 マ ー カ ー は Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ 、 Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 、 Ｖ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 、 Ｃ Ｏ Ｍ Ｐ
、 ケ ラ チ ン 硫 酸 、 リ ン ク タ ン パ ク 質 、 ア グ リ カ ン お よ び ア グ リ カ ン フ ラ グ メ ン ト よ り な る
群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 こ の 方 法 に お い て 、 第 １ の 抗 体 、 第 ２ の 抗 体 、 第 ３ の 標 識 抗 体 、 第 ４ の 標 識 抗 体 お よ び
検 出 試 薬 を 第 １ の 体 液 試 料 に 接 触 さ せ る こ と を 同 時 に 実 行 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、
第 １ の 抗 体 、 第 ２ の 抗 体 、 第 ３ の 標 識 抗 体 、 第 ４ の 標 識 抗 体 お よ び 検 出 試 薬 を 第 １ の 体 液
試 料 に 接 触 さ せ る こ と を 連 続 的 に 実 行 す る こ と が で き る 。 も う ひ と つ の 局 面 に お い て 、 第
１ の 抗 体 、 第 ２ の 抗 体 、 第 ３ の 標 識 抗 体 、 第 ４ の 標 識 抗 体 お よ び 検 出 試 薬 を 第 ２ の 体 液 試
料 に 接 触 さ せ る こ と を 同 時 に 実 行 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 第 １ の 抗 体 、 第 ２ の 抗 体
、 第 ３ の 標 識 抗 体 、 第 ４ の 標 識 抗 体 お よ び 検 出 試 薬 を 第 ２ の 体 液 試 料 に 接 触 さ せ る こ と を
連 続 的 に 実 行 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 こ の 発 明 の も う ひ と つ の 具 体 例 に お い て 、 第 ３ お よ び 第 ４ の 標 識 抗 体 の 標 識 は ビ オ チ ン
を 含 む こ と が で き 、 第 ３ お よ び 第 ４ の 抗 体 は 、 さ ら に ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に コ ン ジ ュ ゲ ー
ト し た 組 成 物 を 供 給 し 、 接 触 し た 第 １ の 抗 体 ま た は 第 ２ の 抗 体 、 第 ３ の 標 識 抗 体 、 お よ び
第 ４ の 標 識 抗 体 に そ の 組 成 物 を 添 加 す る 方 法 に よ っ て 検 出 す る こ と が で き 、 こ こ に 、 そ の
組 成 物 は 直 接 検 出 可 能 で あ る か 、 ま た は そ の 組 成 物 は 第 ２ の 直 接 検 出 可 能 な 組 成 物 を 生 成
す る 。 好 ま し く は 、 検 出 可 能 な 組 成 物 は 酵 素 で あ り 、 酵 素 は 好 ま し く は ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
で あ り 、 よ り 好 ま し く は 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で あ る 。 も う ひ と つ の 局 面 に お い て
、 上 記 酵 素 は 検 出 可 能 な 有 色 組 成 物 を 生 成 す る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 上 記 方 法 の も う ひ と つ の 具 体 例 に お い て 、 第 １ の 抗 体 ま た は 第 ２ の 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 好 ま し く は 、 第 １ の 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
で あ っ て 、 第 ２ の 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル で あ る 。 も う ひ と つ の 局 面 に お い て 、 軟 骨 合 成 マ
ー カ ー は Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ で あ り 、 軟 骨 分 解 マ ー カ ー は Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ 、 Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 、 Ｖ
Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 、 Ｃ Ｏ Ｍ Ｐ 、 ケ ラ チ ン 硫 酸 、 リ ン ク タ ン パ ク 質 、 ア グ リ カ ン お よ び ア グ リ
カ ン フ ラ グ メ ン ト よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 さ ら に 、 上 記 方 法 の ス テ ッ プ （ ａ ） な い し
（ ｅ ） を 自 動 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 上 記 方 法 の 患 者 は 、 そ の 方 法 が 実 行 さ れ て い る と き と 同 時 に 、 当 該 軟 骨 変 性 病 の 治 療 的
処 置 を 受 け る こ と が で き る 。 上 記 方 法 に よ っ て 検 出 さ れ る 状 態 は 、 そ の 軟 骨 変 性 病 の 進 行
、 減 少 ま た は 安 定 で あ ろ う 。 軟 骨 変 性 病 は リ ウ マ チ 様 関 節 炎 、 骨 関 節 炎 そ の 他 の 合 成 お よ
び 分 解 生 体 マ ー カ ー の 非 連 結 に よ っ て 検 出 可 能 な 軟 骨 変 性 病 で あ ろ う 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 な お も う ひ と つ の 具 体 例 に お い て 、 対 象 に お い て 軟 骨 変 性 を 検 出 ま た は 予 測 す る 方 法 は
、 （ ａ ） 体 液 試 料 を 供 給 し 、 こ こ に 、 そ の 試 料 は 軟 骨 変 性 の 状 態 を 決 定 す る 対 象 か ら 採 取
し ； （ ｂ ） 第 １ の 抗 体 、 第 ２ の 抗 体 お よ び 第 ３ の 標 識 抗 体 、 こ こ に 、 第 １ の 抗 体 は ヒ ト コ
ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー に 特 異 的 結 合 で き 、 第 ２ の 抗 体 は ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー に 特
異 的 結 合 で き 、 第 ３ の 標 識 抗 体 は ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー お よ び ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 分 解
マ ー カ ー の 両 方 に 結 合 で き 、 お よ び 当 該 標 識 を 検 出 で き る 検 出 試 薬 を 供 給 し ； （ ｃ ） 第 １
の 抗 体 、 第 ２ の 抗 体 、 お よ び 第 ３ の 標 識 抗 体 、 お よ び 検 出 試 薬 を 前 記 体 液 試 料 に 接 触 さ せ
； （ ｄ ） 第 １ の 抗 体 、 第 ２ の 抗 体 、 お よ び 第 ３ の 標 識 抗 体 、 お よ び 検 出 試 薬 を 前 記 体 液 試
料 に 接 触 さ せ ； 次 い で 、 （ ｅ ） 試 料 中 の ヒ ト の コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー お よ び コ ラ ー ゲ ン
分 解 マ ー カ ー の 量 を 検 出 し 、 そ の 濃 度 を 決 定 す る ス テ ッ プ を 含 む こ と が で き 、 こ こ に 、 所
定 の 参 照 値 よ り も １ 標 準 偏 差 分 高 い ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー の 濃 度 か ら 所 定 の 参 照 値
よ り も １ 標 準 偏 差 分 低 い コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー の 減 少 し た 濃 度 を 差 し 引 い た も の が 、 試
験 対 象 が 進 行 性 軟 骨 変 性 を 有 し て い た か 、 そ の 危 険 に あ る か の 高 い 確 率 を 有 す る と 表 示 す
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る ス テ ッ プ を 含 む 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 上 記 方 法 の 軟 骨 変 性 病 は 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 、 骨 関 節 炎 そ の 他 の そ の 病 気 に 関 連 す る 生
体 マ ー カ ー の 非 連 結 に よ っ て 検 出 可 能 な 軟 骨 変 性 病 で あ ろ う 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 も う ひ と つ の 具 体 例 に お い て 、 第 １ の 抗 体 お よ び 第 ２ の 抗 体 と 接 触 す る 固 相 支 持 体 で あ
っ て 、 こ こ に 、 第 １ の 抗 体 は ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー に 特 異 的 結 合 で き 、 第 ２ の 抗 体
は ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー に 特 異 的 結 合 で き る こ と を 特 徴 と す る 固 相 支 持 体 を 提 供 す
る 。 上 記 方 法 の 第 １ の 抗 体 お よ び 第 ２ の 抗 体 は マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ま た は デ ィ ッ プ
ス テ ィ ッ ク の ご と き 固 相 表 面 上 に 固 定 化 す る こ と が で き る 。 も う ひ と つ の 具 体 例 に お い て
、 固 相 表 面 は ヒ ト 関 節 ま た は ヒ ト 血 流 と 接 触 し て い る 。 骨 関 節 炎 軟 骨 合 成 マ ー カ ー は 、 例
え ば 、 Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ で あ り 、 骨 関 節 炎 軟 骨 分 解 マ ー カ ー は 、 例 え ば 、 Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ 、 Ｉ Ｉ
型 コ ラ ー ゲ ン 、 Ｖ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 、 Ｃ Ｏ Ｍ Ｐ 、 ケ ラ チ ン 硫 酸 、 リ ン ク タ ン パ ク 質 、 ア グ リ
カ ン お よ び ア グ リ カ ン フ ラ グ メ ン ト よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 も う ひ と つ の 具 体 例 に お い て 、 骨 関 節 炎 の 進 行 を 検 出 す る キ ッ ト で あ っ て 、 以 下 の （ ａ
） 第 １ お よ び 第 ２ の 体 液 試 料 を 供 給 し 、 こ こ に 、 第 １ の 試 料 は 骨 関 節 炎 の 状 態 を 決 定 す る
対 象 か ら 採 取 し 、 第 ２ の 試 料 は 同 一 の 対 象 か ら 後 で 採 取 し ； 次 い で 、 （ ｂ ） 第 １ の 試 料 中
の ヒ ト の コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー お よ び コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー の 量 を 検 出 し 、 そ の 濃 度
を 決 定 し て 、 参 照 値 を 得 、 第 ２ の 試 料 中 の ヒ ト の コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー お よ び コ ラ ー ゲ
ン 分 解 マ ー カ ー の 量 を 検 出 し 、 そ の 濃 度 を 決 定 す る こ と を 含 み 、 こ こ に 、 参 照 値 と 比 較 し
て 、 第 ２ の 試 料 中 の ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー の 濃 度 が 増 加 す る と と も に コ ラ ー ゲ ン 合
成 マ ー カ ー の 濃 度 が 減 少 す る こ と は 、 試 験 対 象 が 進 行 性 骨 関 節 炎 の 危 険 に あ っ た か 、 ま た
は 危 険 に あ る 高 い 確 率 を 有 し て い る と 表 示 す る 方 法 を 記 載 し た イ ン ス ト ラ ク シ ョ ン を 含 む
キ ッ ト を 提 供 す る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 こ の キ ッ ト の 一 つ の 具 体 例 に お い て 、 キ ッ ト は 第 １ の 抗 体 、 第 ２ の 抗 体 お よ び 第 ３ の 標
識 抗 体 、 こ こ に 、 第 １ の 抗 体 は ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー に 特 異 的 結 合 で き 、 第 ２ の 抗
体 は ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー に 特 異 的 結 合 で き 、 第 ３ の 抗 体 は ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ
ー カ ー お よ び ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー の 両 方 に 結 合 で き 、 お よ び 当 該 標 識 を 検 出 で き
る 検 出 試 薬 を 含 む 。 そ の 方 法 が 記 載 さ れ た イ ン ス ト ラ ク シ ョ ン は 、 さ ら に 、 以 下 の （ ａ ）
第 １ の 抗 体 、 第 ２ の 抗 体 、 お よ び 第 ３ の 標 識 抗 体 、 こ こ に 、 第 １ の 抗 体 は ヒ ト コ ラ ー ゲ ン
合 成 マ ー カ ー に 特 異 的 結 合 で き 、 第 ２ の 抗 体 は ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー に 特 異 的 結 合
で き 、 第 ３ の 抗 体 は ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー お よ び ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー の 両
方 に 結 合 で き 、 お よ び 当 該 標 識 を 検 出 で き る 検 出 試 薬 を 供 給 し ； （ ｂ ） 第 １ の 抗 体 、 第 ２
の 抗 体 、 第 ３ の 標 識 抗 体 お よ び 検 出 試 薬 を 第 ２ の 体 液 試 料 に 接 触 さ せ ； 次 い で 、 （ ｃ ） 第
１ の 抗 体 、 第 ２ の 抗 体 、 第 ３ の 標 識 抗 体 お よ び 検 出 試 薬 を 第 ２ の 体 液 試 料 と 接 触 さ せ て 、
第 １ の 試 料 中 の ヒ ト の コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー お よ び コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー の 量 を 検 出
し 、 そ の 濃 度 を 決 定 し て 参 照 値 を 得 、 第 ２ の 試 料 中 の ヒ ト の コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー お よ
び コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー の 量 を 検 出 し 、 そ の 濃 度 を 決 定 す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 こ の キ ッ ト の も う ひ と つ の 具 体 例 に お い て 、 キ ッ ト は 、 第 １ の 抗 体 、 第 ２ の 抗 体 、 第 ３
の 標 識 抗 体 、 お よ び 第 ４ の 標 識 抗 体 、 こ こ に 、 第 １ の 抗 体 は ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー
に 特 異 的 結 合 で き 、 第 ２ の 抗 体 は ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー に 特 異 的 結 合 で き 、 第 ３ の
標 識 抗 体 は ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー に 結 合 で き 、 第 ４ の 標 識 抗 体 は ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 分
解 マ ー カ ー に 結 合 で き 、 お よ び 当 該 標 識 を 検 出 で き る 検 出 試 薬 を 含 む 。 第 １ の 試 料 中 の ヒ
ト の コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー お よ び コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー の 量 を 検 出 し 、 そ の 濃 度 を 決
定 し て 参 照 値 を 得 る こ と に つ い て 、 お よ び 第 ２ の 試 料 中 の ヒ ト の コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー
お よ び コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー の 量 を 検 出 し 、 そ の 濃 度 を 決 定 す る こ と に つ い て の イ ン ス
ト ラ ク シ ョ ン は 、 以 下 の ： （ ａ ） 第 １ お よ び 第 ２ の 体 液 試 料 を 供 給 し 、 こ こ に 、 第 １ の 試
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料 は 骨 関 節 炎 の 状 態 を 決 定 す べ き 対 象 か ら 採 取 し 、 第 ２ の 試 料 は 同 一 対 象 か ら 後 で 採 取 し
； （ ｂ ） 第 １ の 抗 体 、 第 ２ の 抗 体 、 第 ３ の 標 識 抗 体 お よ び 第 ４ の 標 識 抗 体 、 こ こ に 、 第 １
の 抗 体 は ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー に 特 異 的 結 合 で き 、 第 ２ の 抗 体 は ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 分
解 マ ー カ ー に 特 異 的 結 合 で き 、 第 ３ の 標 識 抗 体 は ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー に 結 合 で き
、 第 ４ の 標 識 抗 体 は ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー に 結 合 で き 、 お よ び 当 該 標 識 を 検 出 で き
る 検 出 試 薬 を 供 給 し ； （ ｃ ） 第 １ の 抗 体 、 第 ２ の 抗 体 、 第 ３ の 標 識 抗 体 、 第 ４ の 標 識 抗 体
お よ び 検 出 試 薬 を 第 １ の 体 液 試 料 に 接 触 さ せ ； （ ｄ ） 第 １ の 抗 体 、 第 ２ の 抗 体 、 第 ３ の 標
識 抗 体 、 第 ４ の 標 識 抗 体 お よ び 検 出 試 薬 を 第 ２ の 体 液 試 料 に 接 触 さ せ ； 次 い で 、 （ ｅ ） 第
１ の 試 料 中 の ヒ ト の コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー お よ び コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー の 量 を 検 出 し
、 そ の 濃 度 を 決 定 し て 参 照 値 を 得 、 第 ２ の 試 料 中 の ヒ ト の コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー お よ び
コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー の 量 を 検 出 し 、 そ の 濃 度 を 決 定 す る ス テ ッ プ を 含 み 、 こ こ に 、 参
照 値 と 比 較 し て 、 第 ２ の 試 料 中 、 増 加 し た 濃 度 の ヒ ト コ ラ ー ゲ ン 分 解 マ ー カ ー と 連 結 し た
減 少 し た 濃 度 の コ ラ ー ゲ ン 合 成 マ ー カ ー は 、 試 験 対 象 が 進 行 性 骨 関 節 炎 の 危 険 に あ っ た か
、 ま た は 危 険 に あ る 高 い 確 率 を 有 し て い る と 表 示 す る ス テ ッ プ を 含 む 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 か く し て 、 本 発 明 は 、 概 略 、 患 者 試 料 中 の コ ラ ー ゲ ン 合 成 お よ び 分 解 マ ー カ ー を 定 量 化
す る こ と に よ っ て 、 骨 関 節 炎 お よ び リ ウ マ チ 様 関 節 炎 の ご と き 軟 骨 変 性 病 の 進 行 を 検 出 お
よ び 決 定 す る た め の 方 法 、 キ ッ ト お よ び 製 造 業 者 の 記 事 に 関 す る 。 本 発 明 を 用 い れ ば 、 軟
骨 変 性 病 が 進 行 し て い る か 、 回 復 し て い る か ま た は 安 定 維 持 し て い る か ど う か を 、 患 者 試
料 中 の コ ラ ー ゲ ン 合 成 お よ び 分 解 の マ ー カ ー を 定 量 化 し 、 次 い で 、 得 ら れ た 値 と 参 照 値 と
を 比 較 す る こ と に よ っ て 決 定 し 得 る 。 軟 骨 変 性 に 罹 っ た 関 節 は コ ラ ー ゲ ン 合 成 お よ び 分 解
マ ー カ ー を 発 現 し 、 こ の 値 の 変 化 は 軟 骨 変 性 病 の 進 行 の 変 化 を 示 す 。 本 発 明 の 方 法 お よ び
装 置 は 、 あ る 種 の 軟 骨 変 性 病 薬 物 治 療 の 治 療 効 果 の 正 確 な 決 定 を 可 能 と し 、 そ れ ゆ え 、 ほ
乳 類 に お け る 薬 効 研 究 に も 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
【 表 １ 】
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【 ０ １ ２ ７ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ８ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ９ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ０ 】
他 の 具 体 例
　 こ こ に 記 載 さ れ 特 許 請 求 さ れ る 本 発 明 は 、 こ こ に 開 示 さ れ た 特 定 の 具 体 例 に よ っ て そ の
範 囲 が 限 定 さ れ る も の で は な く 、 こ れ ら の 具 体 例 は 本 発 明 の い く つ か の 局 面 の 例 示 で あ る
こ と を 意 図 す る 。 い ず れ の 同 等 の 具 体 例 も 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る こ と を 意 図 す る 。 実 際 に
、 こ こ に 示 さ れ 記 載 さ れ た も の に 加 え て 、 本 発 明 の 様 々 な 変 形 が 前 記 の 記 載 に よ っ て 当 業
者 に 明 ら か に な る で あ ろ う 。 そ の よ う な 変 形 も 不 随 す る 特 許 請 求 の 範 囲 内 に あ る こ と を 意
図 す る 。
【 ０ １ ３ １ 】
引 用 文 献
　 上 で 引 用 さ れ た 全 て の 文 献 は 、 あ た か も 個 々 の 刊 行 物 、 特 許 ま た は 特 許 出 願 の 各 々 が 、
具 体 的 か つ 個 別 に そ の 全 て の 目 的 に つ き そ の 全 体 が 出 典 明 示 さ れ て 本 明 細 書 に 含 ま れ る と
記 載 さ れ て い る か の よ う に 、 そ の 全 て の 目 的 に つ き そ の 全 体 が 出 典 明 示 さ れ て 本 明 細 書 に
含 ま れ る も の と み な さ れ る 。 本 明 細 書 に お け る 文 献 の 引 用 は 、 そ れ ら が 本 発 明 の 先 行 技 術
で あ る と の 自 認 と 解 さ れ る べ き で は な い 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ３ ２ 】
【 図 １ 】 膝 骨 関 節 炎 の 患 者 ７ ５ 人 中 の Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 代 謝 の 分 子 マ ー カ ー の 個 別 値 を 表
す グ ラ フ 図 。
【 図 ２ 】 基 準 時 で の 低 お よ び 高 レ ベ ル の Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 合 成 お よ び 分 解 の 分 子 マ ー カ ー
を 有 す る 患 者 に お け る １ 年 間 の 関 節 損 傷 進 行 を 表 す グ ラ フ 図 。
【 図 ３ 】 基 準 時 レ ベ ル の Ｉ Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン 合 成 お よ び 分 解 の 分 子 マ ー カ ー と 膝 Ｏ Ａ 患 者 に
お け る 膝 関 節 腔 幅 の １ 年 間 変 化 と の 間 の 相 関 を 表 す グ ラ フ 図 。
【 図 ４ 】 関 節 損 傷 進 行 の 最 高 の 危 険 に あ る 膝 骨 関 節 炎 患 者 を 認 定 す る た め の 非 連 結 イ ン デ
ッ ク ス に お け る Ｉ Ｉ 型 合 成 お よ び 分 解 の 分 子 マ ー カ ー の 測 定 の 組 合 せ を 表 す グ ラ フ 図 。
【 図 ５ 】 血 清 Ｉ Ｉ Ａ 型 プ ロ コ ラ ー ゲ ン Ｎ － プ ロ ペ プ チ ド （ Ｐ Ｉ Ｉ Ａ Ｎ Ｐ ） お よ び 尿 中 Ｉ Ｉ
型 コ ラ ー ゲ ン Ｃ 末 端 架 橋 テ ロ ペ プ チ ド （ Ｃ Ｔ Ｘ － Ｉ Ｉ ） の 基 準 時 レ ベ ル に 対 す る 軟 骨 疾 患
の ビ ジ ュ ア ル ・ ア ナ ロ グ ・ ス ケ ー ル （ Ｖ Ａ Ｓ ） ス コ ア に お け る １ 年 間 変 化 の 個 別 値 を 表 す
グ ラ フ 図 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

(35) JP 2006-510005 A 2006.3.23



【 図 ５ 】
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