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(57)【要約】
　本発明は心筋障害の分野に関する。本発明は、個体から得られた試料中に見られる心臓
トロポニンに対する抗体が、診断マーカーとして、特に心筋障害を発症する個体のリスク
の評価に使用され得ることを開示する。インビトロにおいて心臓トロポニンに対する抗体
および任意に心筋障害を発症する個体のリスクの評価に有用な1つ以上の他のマーカーを
測定する工程、ならびに得られた値または複数の値と心筋障害を発症する個体のリスクを
相関する工程を含む、心筋障害を発症する個体のリスクの評価の補助方法が記載される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　a)　インビトロにおいて心臓トロポニンに対する抗体および任意に心筋障害を発症する
個体のリスクの評価に有用な1つ以上の他のマーカーを測定する工程、ならびに
b)　(a)で得られた値または複数の値と心筋障害を発症する個体のリスクを相関する工程
を含む、心筋障害を発症する個体のリスクの評価の補助方法。
【請求項２】
　前記心臓トロポニンがトロポニンTおよびトロポニンIを含む、請求項1記載の方法。
【請求項３】
　前記心臓トロポニンがトロポニンIまたはトロポニンTのいずれかである、請求項1記載
の方法。
【請求項４】
　前記心臓トロポニンに対する抗体が免疫グロブリンクラスMである、請求項1～3いずれ
か記載の方法。
【請求項５】
　前記心臓トロポニンに対する抗体が免疫グロブリンクラスGである、請求項1～3いずれ
か記載の方法。
【請求項６】
　心筋障害を発症する個体のリスクの評価に有用な前記1つ以上の他のマーカーが、心臓
トロポニン、ナトリウム利尿ペプチドまたはナトリウム利尿ペプチド関連マーカー、炎症
マーカー、Dダイマー、コレステロール、ホモシステイン、アディポネクチン、sCD40L、
ミエロペルオキシダーゼ、PlGF、および虚血性修飾アルブミンからなる群より選択される
、請求項1～5いずれか記載の方法。
【請求項７】
　前記マーカーが心臓トロポニンである、請求項6記載の方法。
【請求項８】
　前記マーカーがBNPまたはBNP関連マーカーである、請求項6記載の方法。
【請求項９】
　心臓障害を発症する個体のリスクの評価における心臓トロポニンに対する抗体の使用。
【請求項１０】
　心臓トロポニン、および前記心臓トロポニンに対する抗体の測定に適切な補助試薬を含
むキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（発明の分野および背景）
　本発明は、心筋障害の分野に関する。本発明は、個体から得られた試料に見出される心
臓トロポニンに対する抗体が診断マーカーとして、特に心筋障害を発症する個体のリスク
の評価において使用され得ることを開示する。心臓トロポニンに対する抗体および任意に
心筋障害を発症する個体のリスクを評価することに有用な１つ以上の他のマーカーをイン
ビトロで測定する工程、ならびに得られた値または複数の値を、心筋障害を発症する個体
のリスクに相関する工程を含む、心筋障害を発症する個体のリスクの評価を補助する方法
が記載される。
【背景技術】
【０００２】
　治療の有意な進歩にも関わらず、心筋疾患(CVD)は、先進国で罹患率および死亡率の1つ
の最も一般的な原因であり続ける。従って、心不全、心筋梗塞および発作等の心筋障害の
予防は、主要な公衆衛生の重要性の一領域である。将来の心筋障害のためのいくつかのリ
スク因子が、記載され、現在、高いリスクの個体の検出に広く臨床的に使用されている。
このようなスクリーニング試験としては、例えば、全コレステロールレベル、LDLコレス
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テロールレベル、HDLコレステロールレベルおよびC反応性タンパク質のレベルの評価が挙
げられる。しかし、多数の心筋障害は、明らかに低度から中度のリスクプロフィールを有
する個体で生じ、このような患者を同定する診断選択がいまだに制限されている。
【０００３】
　多くの心臓血管合併症は、心臓に示される。これらの合併症は冠状動脈心臓疾患として
要約される。
【０００４】
　基本的な冠状動脈心臓疾患を患っていると診断された個体は、臨床症状を示さない個体
ならびに無呼吸および／または胸の痛みを有するように思われる個体に分けられ得る。後
者の群は、安定狭心症(SAP)を有する個体および急性冠状動脈症候群(ACS)を有する個体に
分けられ得る。ACS患者は、不安定狭心症(UAP)を示し得るか、あるいはこれらの個体は既
に心筋梗塞(MI)を患っている。MIはST-上昇MIまたは非ST-上昇MIであり得る。MIの発生の
後に、左心室機能不全(LVD)が続き得る。LVD患者は、およそ15％の死亡率を有するうっ血
性心不全(CHF)を起こし得る。
【０００５】
　心臓は独特の器官である。このことはまた、心臓組織および多くのその構成要素に当て
はまる。例えば、心筋梗塞の結果としての、循環への心臓特異的タンパク質の放出は、心
臓壊死の特徴である。このような心臓特異的なマーカーの検出は、心筋梗塞およびうっ血
性心不全の分野における診断手段の基礎を形成する。急性MIは、循環における心臓トロポ
ニンのレベルを測定することで高い感度および高い特異性で診断され得ることが周知であ
り、確立されている。重症で急性段階のうっ血性心不全は、例えば、脳由来ナトリウム利
尿ペプチド（BNP）またはそのN－末端プロペプチド（NT-プロBNP）を測定することで診断
され得る。
【０００６】
　完全にいくつかの進歩が心筋合併症の急性段階の診断でなされているが、急性段階設定
における診断をさらに改善するため、異なる形態の処置を必要とし得る一部の患者を区別
するため、ならびに特に心筋障害を発症する個体のリスクの評価を確立および改善するた
めに、甚大な必要性がなお存在する。
【０００７】
　現在、心臓トロポニンに対する抗体は診断マーカーとして、特に心筋障害の分野で使用
され得ることが見出されている。心臓トロポニンに対する抗体は、単独でまたは任意に心
臓血管リスクの１つ以上の他のマーカーと組み合わせて、心筋障害を発症する個体のリス
クの評価に役立つ。
【０００８】
（発明の概要）
　本発明は、心筋障害の評価における心臓トロポニンに対する抗体の、存在、非存在また
はレベルを決定および利用する新規診断試験を説明する。
【０００９】
　1つの態様において、本発明は、a)心臓トロポニンに対する抗体および任意に心筋障害
を発症する個体のリスクを評価することに有用な１つ以上の他のマーカーをインビトロで
測定する工程、ならびにb)(a)で得られた値または複数の値を、心筋障害を発症する個体
のリスクに相関する工程を含む、心筋障害を発症する個体のリスクの評価を補助する方法
に関する。
【００１０】
　これらの新規試験は、（１）例えば心筋梗塞およびうっ血性心不全等の将来の心筋障害
のリスクの評価、ならびに（２）特定の個体が幾分の程度まで、心筋障害を予防および／
または処置するように設計された特定の処置の使用の利益を享受する可能性の決定を広く
含む。
【００１１】
　本発明はまた、心臓トロポニンおよび該心臓トロポニンに対する抗体の測定に適切な補
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助試薬を含むキットを開示する。
【００１２】
　これらおよび本発明の他の側面が、本発明の詳細な説明と関連して以下でより詳細に記
載される。
【００１３】
（詳細な説明）
　第一の好ましい態様において、本発明は、診断マーカーとしての心臓トロポニンに対す
る抗体の使用に関する。
【００１４】
　当業者は、個体の試料中に存在する抗体の測定に使用され得る種々の方法を認識してい
る。患者の試料中に存在する抗体が測定される診断分野は、血清学と呼ばれる。患者の試
料に含まれる抗体の検出は、例えば感染疾患または自己免疫疾患の診断において非常に重
要である。
【００１５】
　心臓トロポニンの放出は、心臓組織が損傷し、壊死になる場合のみに生じると考えられ
る。1990年代の終わりまでに、心臓壊死を検出する黄金標準は、CK-MB（クレアチニンキ
ナーゼの心臓特異的なアイソフォーム）の上昇したレベルであった。最近の10年の終わり
に、心臓トロポニンが、少なくとも良好なマーカーとして現れた。トロポニン試験の例示
がGoldmann, B.U.,らによって概説されている（Curr. Control Trials Cardiovasc. Med.
 2(2001)75-84）。心臓トロポニンのための陽性試験は、心筋梗塞の検出において非常に
高い感度を有することが現在一般的に受け入れられている。
【００１６】
　拡張型心筋症（DCM）は、心筋収縮機能および心室拡張の進行性機能低下を特徴とする
心筋疾患である。最近Nishimura, H.,ら（Science 291(2001)319-322）は、PD-1レセプタ
ー欠損マウスは、重度のDCMを発症することを報告した。彼らは、これらのマウスが心臓
トロポニンIに対する抗体を生成することをさらに見出した。Okazaki, T.およびHonjo,T.
(Trends in Molecular Medicine 11(2005)322-326)は、トロポニンIがDCMを有する患者の
心臓自己抗体で認識される約15個の自己抗原のうちの1つであることを確認する。
【００１７】
　心臓トロポニンに対する抗体は、急性冠状動脈症候群を有するある患者の循環に存在し
得ることが公知である。これらの抗体は、同じ型の心臓トロポニンを測定するための種々
のアッセイ間での相違するデータの原因として同定されている。これらの抗トロポニン抗
体は、アッセイ感度の減少をもたらし、従って例えば心筋梗塞後に心臓トロポニンの検出
の遅れを生じ得る（Eriksson, S., ら, N. Engl. J. Med. 352(2005) 98-100）。従って
この研究者のグループは、トロポニンIに対する自己抗体に由来する干渉に困らないトロ
ポニンIのための新規アッセイを設計することを提唱した（Eriksson, S., ら, N. Engl. 
J. Med. 352(2005) 98-100）。
【００１８】
　本発明の発明者らは、驚くべきことに患者の試料中に測定される心臓トロポニンに対す
る抗体の存在および／またはレベルが診断に有用であることを見出した。これらは、例え
ば、心筋障害を発症する個体のリスクの評価におけるマーカーとして使用され得る。
【００１９】
　冠詞「a」および「an」は、冠詞の文法構造の1つまたは1つより多い（すなわち、少な
くとも１つ）をいうために本明細書で使用される。実施例の手段によって、「マーカー」
は、1つのマーカーまたは1つより多くのマーカーを意味する。本発明において、心臓トロ
ポニンに対する「抗体」および「複数の抗体」は、互換可能であるとみなされるのは、当
業者が認めるように検出される多くの抗体が常に存在するためである。
【００２０】
心臓トロポニン
　「心臓トロポニン」は、心臓組織に存在するが心臓以外の組織には少しも存在しないか
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または関連のある程度には少しも存在しないトロポニンである。ヒトの実施例のために、
２つの心臓特異的トロポニンが記載されている。これらのヒト心臓特異的トロポニンはそ
れぞれ、トロポニンT、およびトロポニンIとして公知である。
【００２１】
　トロポニンTは、約37.000Daの分子量を有する。心臓組織で見出されるトロポニンTアイ
ソフォーム（cTnT）は、骨格筋TnTと十分に異なり、これらのTnTアイソフォームの両方を
区別する抗体の生成を可能にする。TnTは、急性心筋損傷のマーカーとみなされる；参照K
atus, H.A., ら, J. Mol. Cell. Cardiol. 21 (1989) 1349-1353; Hamm, C.W., ら, N. E
ngl. J. Med. 327 (1992) 146-150; Ohman, E.M., ら, N. Engl. J. Med. 335 (1996) 13
33-1341; Christenson, R.H., ら, Clin. Chem. 44 (1998) 494-501; およびEP 0 394 81
9。
【００２２】
　トロポニンI（TnI）は、筋肉組織に見出されるトロポニン複合体の25kDaの阻害エレメ
ントである。TnIは、Ca２＋の非存在下でアクチンに結合し、アクトミオシンのATPase活
性を阻害する。心臓組織に見出されるTnIアイソフォーム（cTnI）は、骨格筋TnIと40％異
なり、両方のアイソフォームが免疫学的に区別されることを可能にする。cTnIの正常血漿
濃度は、0.1ng／ml（4pM）未満である。cTnIは、心臓細胞死の後に血流に放出される；従
って血漿cTnI濃度は急性心筋梗塞を有する患者で上昇する（Benamer, H., ら, Am. J. Ca
rdiol. 82 (1998) 845-850）。
【００２３】
　1つの好ましい態様において、本発明は、a)心臓トロポニンに対する抗体および任意に
心筋障害を発症する個体のリスクを評価することに有用な１つ以上の他のマーカーをイン
ビトロで測定する工程、ならびにb)(a)で得られた値または複数の値を、心筋障害を発症
する個体のリスクに相関する工程を含む、心筋障害を発症する個体のリスクの評価を補助
する方法に関する。
【００２４】
　本発明による方法は、心筋障害を発症する個体のリスクの「評価を補助する」。当業者
が認めるように、診断的であり、所定の疾患について100％特異性および同時に100％感度
を有する生化学マーカーはない。むしろ、生化学マーカーは、疾患の存在、非存在または
重篤度を特定の可能性または予測値で評価するために使用される。従って、慣例の臨床診
断において、様々な臨床兆候および生物学的マーカーが一般的に、基礎にある疾患の診断
、処置および管理において共に考慮される。心臓トロポニンに対する抗体の測定は、正確
な診断または予後を確立する仕事において医師を補助する。最終の診断または予後は常に
、医師によって行われる。
【００２５】
　用語「心筋障害」または「複数の心筋障害」は、心臓筋肉に影響を及ぼす障害の群に関
する。心筋障害の好ましい群は、心筋梗塞および不安定狭心症を含む、アテローム硬化症
、うっ血性心不全、急性冠状動脈症候群からなる。好ましくは本発明による方法で評価さ
れる心筋障害は、うっ血性心不全および急性冠状動脈症候群からなる群から選択される。
また、好ましくは本発明の意味において用語心筋障害は、心臓移植後の患者における移植
片拒絶に関する。
【００２６】
　さらに好ましい態様において、本発明は、a)心臓トロポニンに対する抗体および任意に
心筋障害を発症する個体のリスクを評価することに有用な１つ以上の他のマーカーをイン
ビトロで測定する工程、ならびにb)（a）で得られた値または複数の値を明白な心不全を
発症する個体のリスクに相関する工程を含む、心筋梗塞を有する患者について明白な心不
全のためのリスクの評価を補助する方法に関する。当業者に明らかなように、MIを有する
患者は、MIが生じる前に心不全を患い得、本例において本発明による方法が疾患の悪化の
リスクを評価することを補助し得る。
【００２７】
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　「成人の慢性心不全の診断および管理のためのACC/AHA　2005　ガイドラインアップデ
ート」（Hunt, S., ら, www.acc.org=ACC/AHA 実施ガイドライン）によれば、心不全の分
野における疾患連続は、現在４つの段階にグループ化される。段階AおよびBには、心不全
を発症するリスクの個体が見られ、段階CおよびDは、心不全の症状および兆候を示す患者
のグループを表わす。上記参照に提示されるA～Dの異なる段階を定義するための詳細が、
本明細書に含まれる。
【００２８】
　臨床予見から、疾患は、補償段階および初期脱補償段階において臨床上無症候である（
段階Aにおいて完全に無症候および段階BにおいてHFの症状および兆候がないが構造心臓疾
患を有する、参照、ACC/AHA実施ガイドライン）。疾患の外観上の症状（呼吸の短さ等）
は、十分に脱補償段階になるまで現れない（すなわち、ACC/AHAガイドラインによる段階C
およびD）。現在の診断は段階CおよびDにおける患者の外観上の症状に基づく。本発明の
意味において、明白な心不全はACC/AHAガイドラインで定義される段階CまたはDにおける
心不全である。
【００２９】
　心臓トロポニンに対する抗体は「インビトロ」で測定される。これは、試料が診断目的
のために個体から得られることを意味する。この試料は、個体の処置のためではなく1つ
またはいくつかのインビトロ調査のために使用される。好ましい試料は、心臓組織生検材
料、全血、血漿、または血清であり、特に血漿および血清が好ましい。
【００３０】
　心臓トロポニンに対する抗体の検出のための好ましいアッセイ設定において、心臓トロ
ポニン抗原は、固相に直接または間接的に結合する。通常、試料は試料バッファ中に希釈
される。固相結合抗原は、調査中の（希釈された）試料とインキュベートされる。インキ
ュベーションは調査中の試料に含まれる抗体の固相結合抗原への結合を許容する条件下で
行われる。固相結合抗原の結合した抗体は、適切な手段によって検出される。
【００３１】
　ウイルス病原体のような病原体因子に対する抗体の検出において、例えばUS 4,945,042
に記載される二重抗原架橋形式による抗体検出系が非常に頻度よくおよび非常に有利に使
用される。同じアッセイ原理が、心臓トロポニンに対する抗体を検出するために使用され
得る。この架橋概念による免疫アッセイは、固相に直接結合または間接結合する抗原の使
用、および直接または間接的に検出可能である同じ可溶性抗原または容易に交差反応する
可溶性抗原の使用を必要とする。調査中の抗体が存在する場合には、固相結合抗原と標識
検出抗原との間に架橋が形成される。2つの抗原が特異的抗体、例えば、心臓トロポニン
に対する抗体で架橋される場合のみに、試料中に存在する抗体の濃度と相関するシグナル
が生じる。
【００３２】
　本発明による方法に使用される心臓トロポニン抗原は、1つの好ましい態様において、
トロポニンIおよびトロポニンTを含む。それぞれトロポニンIまたはトロポニンTのいずれ
かに対する抗体の検出のためにアッセイを設定することも好ましい。後者のアッセイにお
いて、各心臓トロポニンは抗原として別々に使用される。好ましい態様において、本発明
による方法で測定される抗体は、トロポニンIに対する抗体である。
【００３３】
　本発明による方法を行う好ましい様式において、非特異的な抗体、すなわち筋肉トロポ
ニンと心臓トロポニンとの間で交差反応する抗体をブロックすることで心臓トロポニンに
結合する抗体の特異性を増大するために骨格筋由来のトロポニンが、試料バッファに添加
される。
【００３４】
　当業者が認めるように、試験結果は、定性および定量の点で記録され得る。
【００３５】
　本発明は、個体のマーカーレベルを所定値と比較することを含む。所定値は、様々な形
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態を取り得る。これは、中位または平均のような単一のカットオフ値であり得る。これは
、ある規定された群のリスクが別の規定された群のリスクの2倍である場合のような比較
群に基づいて確立され得る。これは、例えば、低リスク群、中リスク群および高リスク群
等の群、または４分円、個体が最小のリスクを有する最小の４分円、個体が最大のリスク
を有する最大の４分円に、試験集団を平等に（または不平等に）分割する範囲であり得る
。
【００３６】
　所定値は、選択される特定の集団に依存し得る。例えば、明らかに健常な集団は以前の
心筋障害を有した一員の集団よりも種々の「正常な」範囲のマーカーを有する。従って、
選択される所定値は、個体が入るカテゴリーを考慮し得る。適切な範囲およびカテゴリー
は、当業者による慣例の実験以下で選択され得る。
【００３７】
　陽性結果は、例えば、測定される抗体が所定閾値レベルより上である場合に記録され得
る。このような閾値レベルは通常、健常な対照集団の９０％または９５％に設定される。
健常な対照集団の９５％の閾値レベルは本発明を実施する場合に好ましい。定量値は、当
業者に説明される必要がない方法によって疾患状態に容易に相関され得る。
【００３８】
　現在、個体で心臓トロポニンに対する抗体の形成を生じるものは知られていない。心臓
トロポニンの循環への放出が心臓の１つ以上の壊死事象のために生じることがあり得る。
循環の心臓トロポニンは、該心臓トロポニンに対する抗体の形成を誘発し得る。
【００３９】
　心臓トロポニンに対する自己抗体、即ち簡単に心臓トロポニンに対する抗体は、種々の
免疫グロブリンクラスであり得る。
【００４０】
　感染の経路において、免疫グロブリンクラスM（IgM）の一次抗体が形成される。IgMの
形態における一次体液性免疫応答の後に、免疫グロブリンクラスG（IgG）の抗体の幾分顕
著な形成によって反映される二次体液性免疫応答が続く。平均でIgG応答が高くなれば、
例えば、感染の場合に免疫系に対する「攻撃」がより長く続き、感染がより長く続き、お
よび／または感染がより重篤であるか、より重篤になり、および／または感染因子が免疫
応答をより頻繁に誘発することが一般的に受け入れられている。
【００４１】
　患者の試料に存在する心臓トロポニンに対する抗体は、IgGおよびIgMクラスの免疫グロ
ブリンの抗体を含み得ることが見出されている。心臓トロポニンに対する抗体の異なるク
ラスが患者の異なる部分集団を示すことが十分にあり得る。
【００４２】
　好ましい態様において、本発明による方法は、免疫グロブリンクラスGおよびMの両方で
ある心臓トロポニンに対する抗体に基づく。心臓トロポニンに対する抗体の高い価は、さ
らなる心臓合併症のより高いリスクを示すとみなされ得る。
【００４３】
　さらに好ましい態様において、本発明による方法は、免疫グロブリンクラスM（IgM）で
ある心臓トロポニンに対する抗体の検出に基づく。IgM抗体の高い価は心臓筋肉のより最
近の壊死事象を示すとみなされ得る。IgM抗体の高い価は、心臓の急性事象のためのより
適切な処置を示し得る。
【００４４】
　別の好ましい態様において、本発明による方法は、免疫グロブリンクラスG（IgG）であ
る心臓トロポニンに対する抗体に基づく。IgG抗体の高い価は、過去の心臓筋肉の少なく
とも１つの壊死事象を示すとみなされ得る。過去のこのような事象は、試料が得られる前
の少なくとも４週間に生じている可能性が最も高い。IgG抗体の高い価はまた、重度およ
び／またはいくつかの壊死発症を示し得、心臓の過去および／または慢性事象のためのよ
り適切な処置の様式を示し得る。
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【００４５】
　個体の試料が将来の心筋障害を患うリスクについて本発明による方法で解析される場合
に、該個体は１つ以上の様式の治療処置について階層化され得る。これらは、抗体（モノ
クローナル抗体、ポリクローナル抗体）、低分子、薬理学的活性化合物、即ち、抗炎症お
よび脂質低減薬物（例えば、スタチン）、血栓溶解薬物（例えば、血小板アンタゴニスト
）、線維素溶解薬物（例えば、ヘパリン）、血管再生治療（例えば、PCTI（経皮治療介入
）、バルーン拡張、ステント、パス外科的処置による）から選択され得る。
【００４６】
　心筋障害のリスクを低減する薬剤としては、抗炎症剤、抗血液凝固剤および／または線
維素溶解剤、抗血小板剤、脂質低減剤、直接トロンビンインヒビター、および糖タンパク
質IIb／IIIaレセプターインヒビターならびに細胞接着分子に結合する薬剤および白血球
のこのような分子に結合する能力を阻害する薬剤（例えば、抗細胞接着分子抗体）からな
る群より選択されるものが挙げられる。
【００４７】
　抗炎症剤としては、アルクロフェナック; アルクロメタゾン ジプロピオン酸;アルゲス
トン アセトニド;アルファ アミラーゼ（Alpha Arnylase）; アンシナファル; アンシナ
フィド; アンフェナク ナトリウム; 塩酸アミプリロース; アナキンラ（Anakinra）; ア
ニロラク（Anirolac）; アニトラザフェン（Anitrazafen）; アパゾン（Apazone）; バル
サラジド2ナトリウム（Balsalazide　Disodium）; ベンダザック; ベノキサプロフェン; 
塩酸ベンジダミン; ブロメライン; ブロペラモル（Broperamole）; ブデソニド; カルプ
ロフェン（Carprofen）;シクロプロフェン（Cicloprofen）; シンタゾン（Cintazone）; 
クリプロフェン（Cliprofen）;クロベタゾール プロピオン酸; クロベタゾンブチレート;
 クロピラク（Clopirac）; クロチカゾン プロピオン酸塩（Cloticasone Propionate）;
コルメタゾン アセテート（Cormethasone Acetate）; コルトドキソン（Cortodoxone）; 
デフラザコート; デソニド; デソキシメタソン; デキサメタゾン ジプロピオン酸; ジク
ロフェナク カリウム; ジクロフェナク ナトリウム;ジフロラゾン ジアセテート;ジフル
ミドン ナトリウム（Diflumidone Sodium）; ジフルニサル; ジフルプレドナート; ジフ
タロン（Diftalone）; ジメチルスルホキシド;ドロシノニド(Drocinonide); エンドリソ
ン(Endrysone); エンリモマブ（Enlimomab）; エノリカム ナトリウム（Enolicam Sodium
）;エピリゾール;エトドラク（Etodolac）; エトフェナメート（Etofenamate）;フェルビ
ナク;フェナモル(Fenamole); フェンブフェン;フェンクロフェナク;フェンクロラク（Fen
clorac）; フェンドサル（Fendosal）; フェンピパロン（Fenpipalone）; フェンチアザ
ク;フラザロン(Flazalone); フルアザコート(Fluazacort); フルフェナミン酸; フルミゾ
ル（Flumizole）; フルニソリド アセテート; フルニキシン(Flunixin); フルニキシン 
メグルミン(Flunixin Meglumine); フルオコルチン ブチル（Fluocortin Butyl）;フルオ
ロメトロン アセテート; フルカゾン(Fluquazone); フルルビプロフェン; フルレトフェ
ン(Fluretofen);フルチカゾン プロピオン酸(Fluticasone Propionate);フラプロフェン(
Furaprofen);フロブフェン; ハルシノニド(Halcinonide); ハロベタゾル プロピオン酸（
Halobetasol Propionate）;ハロプレドン アセテート; イブフェナック;イブプロフェン;
イブプロフェン アルミニウム）; イブプロフェン ピコノール;イロニダプ（Ilonidap）;
インドメタシン;インドメタシン ナトリウム;インドプロフェン; インドキソール（Indox
ole）;イントラゾール(Intrazole); イソフルプレドン アセテート（Isoflupredone Acet
ate）;イソキセパク（Isoxepac）;イソキシカム（Isoxicam）;ケトプロフェン; 塩酸ロフ
ェミゾール（Lofemizole Hydrochloride）;ロルノキシカム(Lornoxicam); ロテプレドノ
ール エタボネート(Loteprednol Etabonate);メクロフェナム酸 ナトリウム;メクロフェ
ナム酸;メクロリゾン ジブチレート（Meclorisone Dibutyrate）;メフェナム酸;メサラミ
ン;メセクラゾン(Meseclazone); メチルプレドニゾロン スレプタネート(Methylpredniso
lone Suleptanate);モルニフルメート(Morniflumate); ナブメトン;ナプロキセン; ナプ
ロキセン ナトリウム; ナプロキゾール(Naproxol);ニマゾン(Nimazone);オルサラジン ナ
トリウム(Olsalazine Sodium);オルゴテイン（Orgotein）;オルパノキシン(Orpanoxin);
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オキサプロジン;オキシフェンブタゾン; 塩酸パラニリン（Paranyline Hydrochloride）;
ペントサンポリスルホナトリウム;フェンブタゾンナトリウムグリセレート（Phenbutazon
e Sodium Glycerate）;ピルフェニドン(Pirfenidone); ピロキシカム;ピロキシカム シン
ナメート;ピロキシカム オラミン;ピルプロフェン;プレドナゼート(Prednazate); プリフ
ェロン(Prifelone);プロドリン酸（Prodolic Acid）;プロカゾン（Proquazone）; プロキ
サゾール(Proxazole); プロキサゾールクエン酸（Proxazole Citrate）; リメゾロン（Ri
mexolone）; ロマザリト(Romazarit);サルコレクス(Salcolex); サルナセジン(Salnacedi
n);サルサラート;サリチル酸（Salycilates）;塩化サンギナリウム（Sanguinarium Chlor
ide）; セクラゾン(Seclazone); セルメタシン(Sermetacin);スドキシカム（Sudoxicam）
; スリンダク;スプロフェン; タルメタシン(Talmetacin); タルニフルメート(Talnifluma
te);タロサレート(Talosalate);テブフェロン(Tebufelone);テニダプ(Tenidap);テニダプ
 ナトリウム（Tenidap Sodium）; テノキシカム;テシカム(Tesicam); テシミド（Tesimid
e）;テトリダミン（Tetrydamine）; チオピナク（Tiopinac）; チゾコルトール ピバレー
ト(Tixocortol Pivalate);トルメチン;トルメチンナトリウム;トリクロニド（Triclonide
）;トリフルミデート(Triflumidate); ジドメタシン(Zidometacin);グルココルチコイド;
ゾメピラック ナトリウムが挙げられる。
【００４８】
　抗血液凝固剤および／または線維素溶解剤としては、プラスミノーゲン(プレカリクレ
イン、キニノゲン、因子XII、XIIIa、プラスミノーゲンプロアクチベーター、および組織
プラスミノーゲンアクチベーター[TPA]の相互反応を介したプラスミンに対する) ストレ
プトキナーゼ; ウロキナーゼ: アニソイ化プラスミノーゲン-ストレプトキナーゼアクチ
ベーター複合体（Anisoylated Plasminogen-Streptokinase Activator Complex）; プロ-
ウロキナーゼ; (Pro- UK); rTPA (アルテプラーゼまたはアクチバーゼ; rは、組み換えを
表わす)、 rPro-UK; アボキナーゼ（Abbokinase）; エミナーゼ（Eminase）; 塩酸スレプ
ターゼアナグレリド（Sreptase Anagrelide Hydrochloride）;ビバリルジン（Bivalirudi
n）;ダルテパリン ナトリウム;ダナパロイド ナトリウム（Danaparoid Sodium）; 塩酸ダ
ゾキシベン（Dazoxiben Hydrochloride）;エフェガトラン硫酸（Efegatran Sulfate）; 
エノキサパリン ナトリウム（Enoxaparin Sodium）;イフェトロバン（Ifetroban）; イフ
ェトロバン ナトリウム（Ifetroban Sodium）; チンザパリン ナトリウム(Tinzaparin So
dium); レタプラーゼ(retaplase); トリフェナグレル(Trifenagrel);ワルファリン; デキ
ストランが挙げられる。
【００４９】
　抗血小板剤としては、クロピリドグレル（Clopridogrel）;スルフィンピラゾン; アス
ピリン;ジピリダモール; クロフィブレート; ピリジノール カルバメート; PGE;グルカゴ
ン;抗セロトニン薬物; カフェイン; テオフィリン ペントキシフィリン; チクロピジン;
アナグレリド（Anagrelide）が挙げられる。
【００５０】
　脂質低減剤としては、ゲムフィブロジル、コリスチラミン(cholystyramine)、コレスチ
ポール、ニコチン酸、プロブコールロバスタチン、フルバスタチン(fluvastatin)、シン
バスタチン、アトルバスタチン(atorvastatin)、プラバスタチン、シリバスタチン(ciriv
astatin)が挙げられる。
【００５１】
　直接トロンビンインヒビターとしては、ヒルジン、ヒルゲン(hirugen)、 ヒルログ(hir
ulog)、アガトロバン(agatroban)、PPACK、トロンビンアプタマーが挙げられる。
【００５２】
　糖タンパク質IIb/IIIaレセプターインヒビターは抗体および非抗体の両方であり、限定
されないが、ReoPro(アビキシマブ（abciximab)）、ラミフィバン(lamifiban)、チロフィ
バン(tirofiban)を含む。
【００５３】
　心臓トロポニンに対する抗体について陽性な試験個体における将来の心臓障害のリスク
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を低減するために使用され得る1つの好ましい薬剤は、アスピリンである。
【００５４】
　本発明による方法はまた、前記養生法で処置される個体の治療処置モニタリングを可能
にし得る。
【００５５】
　本発明の別の驚くべき側面において、心臓トロポニンに対する抗体は、心筋障害を発症
する個体のリスクを評価することに使用される他のマーカーと独立した予測値を有するこ
とが発見された。さらなる好ましい態様において、本発明は、a)心臓トロポニンに対する
抗体および心筋障害を発症する個体のリスクを評価することに有用な1つ以上の他のマー
カーをインビトロで測定する工程、ならびにb)(a)で得られた値を、心筋障害を発症する
個体のリスクに相関する工程を含む、心筋障害を発症する個体のリスクの評価を補助する
方法に関する。
【００５６】
　心臓トロポニンに対する抗体と共に使用される1つ以上の更なるマーカーは、心筋障害
を発症する個体のリスクを評価するためのマーカーパネルの一部、すなわち、リスク評価
をさらに精査するために適切な一連のマーカーであるとみなされ得る。このようなマーカ
ーパネルのマーカーの総数は、好ましくは20未満のマーカー、より好ましくは15未満のマ
ーカーであり、また10未満のマーカーが好ましく、8以下のマーカーがよりさらに好まし
い。心臓トロポニンに対する抗体に加えて、2、3、4、5または6つのマーカーを含む心筋
障害を発症する個体のリスクを評価するためのマーカーパネルが好ましい。
【００５７】
　当業者は、心筋障害を発症する個体のリスクを評価することに有用なものとして記載さ
れている多くのマーカーを認識する。好ましくは、１つ以上の他のマーカーは、心臓トロ
ポニン、ナトリウム利尿ペプチドまたはナトリウム利尿ペプチド関連マーカー、炎症マー
カー、Dダイマー、コレステロール、ホモシステイン、アディポネクチン、sCD40L、ミエ
ロペルオキシダーゼ、および虚血修飾アルブミンからなる群より選択される。
【００５８】
　「マーカー」は、その非存在、存在またはレベルが目的の状態、例えば疾患に関連付け
られ得る分子または特徴である。
【００５９】
ナトリウム利尿ペプチドおよびナトリウム利尿ペプチド関連マーカー
　ナトリウム利尿ペプチドは好ましくは、A型ナトリウム利尿ペプチド（ANP）および／ま
たはB型ナトリウム利尿ペプチド（BNP）から選択される。
【００６０】
　本明細書で使用される用語「関連マーカー」とは、特定のマーカーまたはその生物合成
元の少なくとも10、12、15または20個の連続アミノ酸を有する１つ以上のポリペプチド断
片のことをいう。好ましくは、該断片は循環に存在する免疫学的に検出可能な断片である
。ナトリウム利尿ペプチド関連マーカーは、好ましくはANP関連マーカーまたはBNP関連マ
ーカーのいずれかである。
【００６１】
脳由来ナトリウム利尿ペプチドまたはB型ナトリウム利尿ペプチド(BNP)
　ヒトBNPは、108アミノ酸前駆体分子のタンパク質分解に由来し、以下BNP1-108という。
成熟BNP、または「BNPナトリウム利尿ペプチド」、または「BNP-32」または単に「BNP」
は、この前駆体のアミノ酸77～108を表わす32アミノ酸分子であり、BNP77-108とも呼ばれ
得る。BNP前駆体分子の残りの残基１～76は、N末端プロBNP（NT-プロBNP）として技術分
野で公知である。
【００６２】
　BNP 1-1O8 はさらにより大きな前駆体の一部として合成され、プレ-プロ-BNPは、N末端
26が「プレ配列」を表わすその全てで134アミノ酸を有する。
【００６３】
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　成熟BNP自身は、本発明におけるさらなるマーカーとして使用され得る。プレプロBNP、
BNP 1-108 およびNT-プロBNP分子全ては、成熟BNPの代理物またはこれら自身のマーカー
のいずれかとして測定され得るBNP関連マーカーを表わす。さらに、BNP77-106、BNP79-10
6、BNP76-107、BNP69-108、BNP79-108、BNP80-108、BNP81-108、BNP83-108、BNP39-86、B
NP53-85、BNP66-98、BNP30-103、BNP1-107、BNP9-106、およびBNP3-108からなる群より選
択されるBNP関連ポリペプチドまたはマーカーを含む、これらの分子の１つ以上の断片が
循環にも存在し得る。さらに、BNP断片を含むナトリウム利尿ペプチド断片は、1つ以上の
酸化可能なメチオニンを含み得、メチオニンスルホキシドまたはメチオニンスルホンへの
酸化は更なるBNP関連マーカーを生じる。例えば、2003年4月17日に出願された米国出願第
10/419,059号を参照、その全体を参照によって本明細書に援用する。
【００６４】
　同様な様式で、以下の明細書に記載される多くのマーカーがより大きな前駆体分子とし
て合成され、次いで成熟分子またはマーカーを提供するように処理され、ならびに／また
は二次修飾を保有する断片および／もしくはマーカー分子の形態で循環に存在する。従っ
て、以下の明細書に記載されるそれぞれのマーカーに対する「関連マーカー」は、BNPに
ついて上記されるものと類似するやり方で同定および使用され得る。
【００６５】
A型ナトリウム利尿ペプチド(ANP)
　A-型ナトリウム利尿ペプチド(ANP) (心房性ナトリウム利尿ペプチドまたはカルジオジ
ラチン（cardiodilatin）とも呼ばれる Forssmann, W.-G., ら, Histochem. Cell Biol. 
110 (1998) 335-357)は、心房拡張、アンギオテンシンII刺激、エンドセリン、および交
感性刺激(β-アドレノセプター媒介)に応答して、心房筋細胞によって合成、貯蔵、およ
び放出される28アミノ酸ペプチドである。ANPは、タンパク質切断およびN末端ANP（1～98
）を形成することによって、活性型ANPに変換される前駆体分子（プロANP）として合成さ
れる。N末端ANPおよびANPは心房線維化および心不全を示す患者で増大することが報告さ
れている(Rossi, A., ら, J. Am. Coll. Cardiol. 35 (2000) 1256-1262) 。しかし、当
業者が認めるように、ANPに対するその関係のために、N末端ANP分子の濃度はまた、患者
の診断または予後情報を提供し得る。句「ANPに関連するマーカー」または「ANP関連ペプ
チド」は、ANP分子自体の28アミノ酸の他に、プロANP分子（1～126）に由来する少なくと
も10、12、15または20個の連続アミノ酸の任意のポリペプチドのことをいう。ANPおよびA
NPに関連するペプチドのタンパク質分解はまた、文献に記載され、これらの天然タンパク
質分解断片はまた、用語「ANP関連ペプチド」にも包含される。
【００６６】
心臓トロポニン
　2つの心臓特異的トロポニン、すなわち、トロポニンIおよびトロポニンTそれぞれが、
上記に例示されている。抗トロポニン抗体の検出における抗原として心臓トロポニンの使
用が上記に議論されるが、マーカーパネルにおけるさらなるマーカーまたは分析物として
使用される心臓トロポニンは分子自体である。
【００６７】
　当業者は、心臓トロポニンを測定する際に、異なるアイソフォームのトロポニンIおよ
びトロポニンTを測定し得ることを認識する。従って、好ましくは遊離心臓トロポニンI、
遊離心臓トロポニンT、トロポニンTおよびトロポニンCの1つもしくは両方を含む複合体の
心臓トロポニンI、トロポニンIおよびトロポニンCの1つもしくは両方を含む複合体の心臓
トロポニンT、全心臓トロポニンI（遊離および複合化心臓トロポニンIを意味する）、な
らびに／または全心臓トロポニンTを測定し得る。好ましくは、心臓トロポニンIおよび／
または心臓トロポニンTは技術分野手順の水準に従って測定され、測定された値は心臓ト
ロポニンに対する抗体の測定結果と合わされ、心臓障害の評価に使用される。心臓トロポ
ニンに対する抗体と心臓トロポニンの両方の存在は、ACSのような、急性冠状動脈合併症
を有する疾患の再発をさらに示し得る。
【００６８】
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　個体の試料において、上昇した値が、心臓トロポニンに対する抗体、およびナトリウム
利尿ペプチドまたはナトリウム利尿ペプチド関連マーカーについて見出される場合、これ
は過去の心筋梗塞のような過去の心筋損傷の状態を示すと見なされ得る。心臓トロポニン
に対する抗体の上昇したレベルは、疾患の重篤度を示すと見出され、特にこのような患者
が将来においてうっ血性心不全を患うという高いリスクを示す。
【００６９】
　心臓トロポニンに対する抗体と共に本発明によるマーカーパネルの使用のための好まし
い炎症マーカーは、急性炎症のマーカーであり、いわゆる近位炎症マーカーである。
【００７０】
　当業者に公知の急性炎症マーカーとしては、C反応性タンパク質（CRP）、フィブリノー
ゲン、Dダイマー、血清アミロイドA（SAA）、妊娠関連ポリペプチドA（PAPP-A）、細胞間
接着分子（例えば、ICAM-１、VCAM-１）、IL-１-β、IL-6、IL-18／IL-18b；TNF-α；ミ
エロペルオキシダーゼ（MPO）；TF;単球化学誘引タンパク質１（MCP-１）；P-セレクチン
；E-セレクチン；血小板活性化因子アセチルヒドロラーゼ（PAF-AH）；フォンビルブラン
ト因子(vWF)が挙げられる。本発明による方法の使用のための急性炎症の好ましいマーカ
ーは、CRP、フィブリノーゲン、DダイマーおよびSAAであり、CRPおよびDダイマーがより
好ましく使用される。
【００７１】
C反応性タンパク質（CRP）
　C反応性タンパク質（CRP）は、宿主防御に関連し、21kDaサブユニットを有するホモ5量
体Ca2+結合急性期タンパク質である。CRP合成は、IL-6により、およびIL-1が肝臓洞様毛
細血管におけるクッパー細胞によるIL-6の合成を誘発し得るので、間接的にIL-1により誘
導される。CRPの正常血漿濃度は、90％の健常集団中で3μg/ml（30nM）未満であり、99％
の健常個体中で10μg/ml（100nM）未満である。血漿CRP濃度は、例えば均一アッセイ形式
またはELISAにより測定され得る。C反応性タンパク質は進行中の全身性炎症のマーカーで
あると考えられる。現今のCRPは、非常に高感度で測定され得、血液中1～3mg/lの範囲のC
RP値は確実に検出され得る。この範囲の測定値は高感度CRPまたはhs-CRPの測定値と呼ば
れ、好ましくは本発明の方法にも使用される。
【００７２】
フィブリノーゲン
　フィブリノーゲン（ファクターIとも呼ばれる）は、染色体4にコードされ、肝細胞によ
り合成される340kDタンパク質である。これは2つの同一のサブユニットからなり、それぞ
れがジスルフィド結合によって結合される3つの異なるポリペプチド鎖（αA、βB、γG）
を含む。トロンビンはフィブリノーゲンからフィブリノペプチドAおよびBを切断し、α、
βおよびγ鎖の3組のペアからなる不溶性フィブリンモノマーの鎖を形成する。異常フィ
ブリノーゲン血症は、構造的に異常なフィブリノーゲンの産生に関係する状態である。出
血傾向に関係する250より多くの構造バリアントが記載されている（Ebert, R.F., CRC Pr
ess, Boca Raton, 1991）。これらのバリアントのほとんどは、フィブリノペプチドの障
害のあるトロンビン触媒化放出、または障害のあるフィブリン多量体化を示す。フィブリ
ノーゲンのいくつかのバリアントは、出血傾向よりもむしろ血栓症傾向に関与し、これは
プラスミノーゲンまたは組織プラスミノーゲンアクチベーターが異常なフィブリノーゲン
分子に異常に結合することに寄与する。高レベルのフィブリノーゲンは進行性の感染また
は炎症の指標であり得る。
【００７３】
Dダイマー
　Dダイマーは、およそ200kDaの分子量を有する架橋フィブリン分解産物である。Dダイマ
ーの正常血漿濃度は、150ng/ml（750pM）未満である。Dダイマーの血漿濃度は、急性心筋
梗塞、および安定狭心症ではなく不安定狭心症を患う患者で高い（Hoffmeister, H.M., e
t al., Circulation 91 (1995) 2520-2527）。Dダイマーの血漿濃度はまた、発作、手術
、アテローム硬化症、外傷および血栓性血小板減少性紫斑症を含む凝固およびフィブリン
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溶解活性化に関する任意の状態の際に高い。Dダイマーは、プラスミンによるタンパク質
分解性凝固分解の直後の血流に放出される。Dダイマーの血漿濃度は、不安定狭心症の患
者中で2μg/mlを超え得る（Gurfinkel, E., et al., Br. Heart J. 71 (1994) 151-155）
。血漿Dダイマーはフィブリン溶解の特異的なマーカーであり、急性心筋梗塞および不安
定狭心症に関する前血栓症状態の存在を示す。
【００７４】
　近位炎症マーカーは上流に位置する巨大分子であり、即ち疾患事象の疾病原因起源に近
いかまたはそのものである。特に、それらは冠状心臓病変の部位、好ましくは動脈プラー
クの部位で産生される。近位炎症マーカーは特に、個体中に既に存在するプラークが炎症
、または成長を起こすリスク、ならびにプラーク断裂および血栓形成の可能性に関係する
。
【００７５】
　近位炎症マーカーは当業者に公知であり、非限定的な例としては妊娠関連ポリペプチド
A（PAPP-A）、マトリックスメタロプロテイナーゼ（MMP、例えば、MMP-1、-2、-3、-4、-
5、-6、-7、-9、-10、-11、-12）およびリポタンパク質関連ホスホリパーゼA2（Lp-PLA2
）が挙げられる。
【００７６】
　好ましい近位炎症マーカーは、PAPP-A、MMP-9およびLp-PLA2である。最も好ましい近位
炎症マーカーはPAPP-AおよびLp-PLA2、特にPAPP-Aである。
【００７７】
妊娠関連血漿タンパク質A（PAPP-A）
　妊娠関連血漿タンパク質A（PAPP-A）は、亜鉛メタロプロイテイナーゼのメチンシン（m
etzincin）スーパーファミリーに属する。PAPP-Aの分子量は187kDaである。ヒト妊娠関連
血漿タンパク質A（PAPP-A）はインシュリン様成長因子（IGF）結合タンパク質4（IGFBP-4
）を切断し、IGF-IおよびIGF-IIに対するその親和性を劇的に減少させる。この機構のた
めに、PAPP-Aはヒトの子宮および心臓血管系を含むいくつかの系におけるIGF生物活性の
調節因子である。最近の研究により、PAPP-Aはまた急性冠状動脈症候群の新規の候補マー
カーであり得るということも示されている（Bayes-Genis, A., N. Engl. J. Med. 345 (2
001) 1022-1029）。この研究におけるデータは、安定狭心症の患者や対照被験体と比較し
た場合にPAPP-Aレベルは不安定狭心症または急性心筋梗塞の患者において有意に高いこと
を示した。
【００７８】
リポタンパク質関連ホスホリパーゼA2（Lp-PLA2）
　リポタンパク質関連ホスホリパーゼA2（Lp-PLA2）は50kDaで、主にマクロファージによ
り産生されるCa非感受性リパーゼである。この酵素は主に、ヒト血漿中の低密度リポタン
パク質（LDL）上に残存する。このことは分泌型ホスホリパーゼA2（sPLA2）から明らかで
ある。Lp-PLA2のレベルは、急性の全身性炎症状態には影響されない。臨床試験により、L
p-PLA2はアテローム硬化症に関連するということが示された。高い血漿レベルはまた、CH
Dおよび虚血性発作のリスクに関与すると見られている。前臨床動物試験において、該酵
素の抑制は炎症プロセスを低減し、アテローム硬化性疾患の進行を遅らせる。
【００７９】
ホモシステイン
　循環している全ホモシステインの濃度は、葉酸およびビタミンB12の不十分な状態の感
受性マーカーである。ホモシステイン濃度の増加は血管病のリスクの増加に関係する。全
ホモシステイン濃度についての参照範囲（100分の5および100分の95）が最近決定された
（Selhub, J., et al, Ann. Intern. Med. 131 (1999) 331-339）。高い全ホモシステイ
ン濃度は、参照試料について性別特異的な100分の95を超えるものであると規定された。
血清全ホモシステイン濃度の基準範囲は年齢依存的であり、これらの範囲は、12～19歳の
男性関係者について4.3～9.9μモル/Lで女性関係者について3.3～7.2μモル/Lであり、60
歳以上の男性について5.9～15.3μモル/Lで女性について4.9～11.6μモル/Lである。高い



(14) JP 2009-524807 A 2009.7.2

10

20

30

40

50

ホモシステイン濃度とは、男性関係者について少なくとも11.4μモル/Lであり、女性関係
者について少なくとも10.4μモル/Lであると規定された。
【００８０】
アディポネクチン
　アディポネクチンは、主に脂肪細胞によって産生される226アミノ酸のタンパク質であ
る。アディポネクチンのレベルはインシュリンの感受性を反映し、脂肪貯蔵および動脈硬
化に関連すると思われる。臨床的有用性に関して、いくつかの異なる用途が議論中および
／または調査中である。US 6,461,821は、アテローム硬化症のマーカーとしてのアディポ
ネクチンの使用を記載し、権利主張する。
【００８１】
可溶性CD40リガンド（sCD40L）
　sCD40Lは、炎症のマーカーであると考えられており（Aukrust, P., et al., Circulati
on 100 (1999) 614-620）、そのために心臓の冠状動静脈の事象の発症に関するリスクを
示すと考えられている。WO 03/040691には、sCD40Lは炎症の全身性マーカーとして記載さ
れている。最近、sCD40Lはまた、心筋障害の候補マーカーとして議論され、記載されてい
る。Heeschen, C., et al., N. Engl. J. Med. 348 (2003) 1104-1111, により、sCD40L
が急性冠状動静脈症候群のマーカーとして使用され得ることが示される。sCD40Lは、特に
血小板活性化、血小板凝集および血栓増殖に関与し、既に攻撃を受け易くなっているプラ
ークが断裂するリスクを表し、左心室機能不全（LVD）、うっ血性心不全（CHF）および死
を引き起こし得る可逆性血管閉塞（UAP）または不可逆性血管閉塞（AMI）を生じる。
【００８２】
コレステロール
　コレステロールはステロイドであると同時に、脂質であり、アルコールである。コレス
テロールは全ての体組織の細胞膜に見られ、全ての動物の血漿中を移動する。ほとんどの
コレステロールは食事に由来するものではなく、内在的に合成される。コレステロールは
多くの生化学的プロセスにおいて中心的な役割を担っているが、その心筋疾患との関連に
ついてが最も良く知られている。コレステロールは、小胞中で血液中を移動してタンパク
質と結合する。このコレステロール-タンパク質パッケージはリポ蛋白と呼ばれる。リポ
蛋白は、脂肪に対してどの程度のタンパク質を有するかにより高密度または低密度のいず
れかである。脂肪よりも多くのタンパク質を有するリポ蛋白は高密度リポ蛋白（HDL）と
呼ばれる。タンパク質よりも多くの脂肪を有するリポ蛋白は低密度リポ蛋白（LDL）と呼
ばれる。高密度リポ蛋白コレステロールはしばしば「良性」コレステロールと呼ばれる。
HDLコレステロールは、血流中でLDLコレステロールと結合し、廃棄のためにそれを肝臓へ
と運ぶことによって体内からのLDLコレステロールの除去を補助する。高レベルのHDLコレ
ステロールは心臓疾患および発作の発症のリスクを低減すると考えられる。低密度リポ蛋
白コレステロールはしばしば「悪性」コレステロールと呼ばれる。LDLコレステロールは
動脈の壁内部に集まり、しばしばプラーク形成の原因となる。LDLコレステロールは全コ
レステロール、HDL、およびトリグリセリドのレベルから算出される。本発明のさらに好
ましい態様において、LDLコレステロールまたはHDL対LDLの割合は、個体の心筋障害を発
症するリスクを評価するために決定され、マーカーパネルの一部として使用される。
【００８３】
ミエロペルオキシダーゼ
　ミエロペルオキシダーゼは、白血球、好中球中に見られるリソソーム酵素である。ミエ
ロペルオキシダーゼは、塩素を次亜塩素酸に変換するために過酸化水素を使用する酵素で
ある。生じた次亜塩素酸はバクテリアと反応して破壊する。嚢胞性線維症および慢性関節
リウマチなどの多くの炎症性病理学において、好中球も組織損傷を引き起こしている。ミ
エロペルオキシダーゼはまた、動脈が炎症を起こし断裂を引き起こす脂肪の堆積を有する
場合に産生される。動脈の炎症は血餅を生じ得、最終的に心臓発作または発作を引き起こ
し得る。ミエロペルオキシダーゼは有力な心臓マーカーであると見なされる。血中のミエ
ロペルオキシダーゼレベルを測定することにより、人が6ヶ月以内の心臓発作または死亡
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の危険を有するかどうかを予測することが可能である（Baldus S., et al., Circulation
 108 (2003) 1440-1445）。
【００８４】
胎盤成長因子（PlGF）
　胎盤成長因子（PlGF）はポリペプチド成長因子であり、血小板由来成長因子ファミリー
のメンバーであるが、血管内皮成長因子（VEGF）にさらに関係が深い。PlGF-1は単に、数
種類の内皮細胞に対して非常に弱い細胞分裂促進剤として作用し、単球に対しては強力な
化学誘引物質として作用するのみである。生体内での生理的な機能は依然議論中である。
いくつかの報告において、異なるアッセイを使用して内皮細胞に対しては強力な細胞分裂
促進剤ではないことおよび生体内で脈管形成性ではないことが示された。ごく最近、ある
研究者により、細胞培養上清由来のPlGF-1が、CAMアッセイおよびウサギ角膜アッセイに
おいて脈管形成性であったということが示された。ヒトPlGF遺伝子の異なるスプライシン
グにより2種類の異なるタンパク質：PlGF-1（131aaネイティブ鎖）およびPlGF-2（152aa
ネイティブ鎖）が生成され得る。両方の細胞分裂促進剤は分泌型タンパク質であるが、Pl
GF-2は高親和性でヘパリンと結合し得る。PlGF-1はホモダイマーであるが、PlGFの調製は
、糖付加の異なる程度に依存してSDSゲル上でいくつかの異種を示す。全ての二量体型は
同様の生物学的プロフィールを有する。VEGFとPlGFのヘテロダイマー分子が存在すること
およびそれらが生物学的活性であることについての良好な証拠がある。PlGFの関連のある
タンパク質は、約53％の相同性を有するVEGFである。
【００８５】
虚血修飾アルブミン
　心筋虚血が、コバルトのアルブミン（＝虚血修飾アルブミンまたはIMA）に対するより
低い金属結合能を生じたという観察により、最近、FDA除去アルブミンコバルト結合（ACB
）試験の開発がもたらされた。ACB試験は、ヒト血清中の虚血修飾アルブミン（IMA）を測
定する定量アッセイである。原理は、血清に添加されたコバルトがIMAのNH2末端に結合せ
ずに、より多くのコバルトが遊離してジチオスレイトールと反応し、虚血を有する患者由
来の試料中に暗色を形成する。現在、該アッセイは種々の臨床的化学プラットフォームに
利用可能である。その後キレート剤を有する回収チューブの使用を回避すること、2.5時
間以内にアッセイ分析を実施することまたは-20℃未満で凍結すること、および試料希釈
を回避することを含む、特定の前分析要件に従う必要がある。また、血清アルブミンの濃
度が20g/L未満もしくは55g/Lを超えるか、または高い乳酸もしくはアンモニアの濃度が存
在する場合、ACB試験結果は警告によって判断されるべきである。高いIMA値は、例えば癌
、感染、末期腎臓疾患、肝臓疾患および脳虚血の患者に見られ得る。心臓病患者において
、いくつかの臨床試験によりACBアッセイの性能が評価されており、虚血の評価においてI
MAの役割がほとんど検査されている。IMAは、個体が心筋障害を発症するリスクを評価す
るマーカーパネルに含まれる、さらなるマーカーであると見なされ得る。
【００８６】
　好ましい態様における本発明の方法は、明らかに健康な個体の調査において実施される
。本明細書で使用する場合、「明らかに健康な」とは、以前の心筋梗塞などの有害な心臓
血管事象をこれまでに有していなかったかまたは気づいていなかった個体を意味する。ま
た、明らかに健康な個体は、他に疾患の症候を示さない。言い換えると、このような個体
は、医学の専門家に検査された場合、健康であり、疾患の症候を有さないことを特徴とす
る。
【００８７】
　当業者が理解するように、調査における診断の問題を改善するために2つ以上のマーカ
ーの測定を使用する多くの方法がある。全く単純に、しかししばしば効果的なアプローチ
で、試料が調べられた少なくとも1つのマーカーに対して陽性である場合に陽性の結果が
推定される。これは、例えば、感染因子の核酸もしくはポリペプチドを検出することまた
は感染因子に対する抗体を検出することのいずれかによりエイズのような感染性の疾患を
診断するケースであり得る。しばしば、しかしながら、マーカーの組合せは数学的/統計
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学的に評価される。好ましくは、マーカーパネルのマーカー、例えば心臓のトロポニンに
対する抗体について測定された値および心臓トロポニンのレベルは、数学的に組み合わさ
れて、組み合わされた値は根本的な診断の問題に相関される。好ましくは、診断の問題は
将来心筋障害を発症する相対的なリスクである。好ましくは相対的なリスクは健常対照と
比較してもたらされる。好ましくは、健常対照は年齢および他の共変量に対して適合する
。
【００８８】
　マーカー値は当該技術の数学的な方法の任意の適切な状態により組み合わされ得る。マ
ーカー組合せと疾患または疾患を発症するリスクとを相関させる周知の数学的方法は、判
別解析（DA）（すなわち、一次、二次、標準化DA）、カーネル法（すなわち、SVM）、ノ
ンパラメトリック法（すなわち、k-Nearest-Neighbor Classifiers）、PLS（Partial Lea
st Squares）、ツリーベース法（すなわち、理論回帰、CART、ランダムフォレスト法、ブ
ースティング／バギング（Boosting/Bagging）法）、汎用線形モデル（すなわち、ロジス
ティック回帰）、主成分ベース法（すなわち、SIMCA）、汎用付加モデル、ファジー理論
ベース法、ニューラルネットワークおよび遺伝的アルゴリズムベース法などの方法を使用
する。当業者は本発明のマーカー組合せを評価するための適切な方法の選択に何ら疑問を
有さない。好ましくは、本発明のマーカー組合せを例えば心筋疾患および／または心臓病
を発症するリスクの有無との相関に使用される方法は、DA（すなわち、一次、二次、標準
化判別解析）、カーネル法（即ち、SVM、ノンパラメトリック法（すなわち、k-Nearest-N
eighbor Classifiers）、PLS（Partial Least Squares）、ツリーベース法（すなわち、
理論回帰、CART、ランダムフォレスト法、ブースティング法）、または汎用線形モデル（
すなわち、ロジスティック回帰）から選択される。これらの統計学的方法に関する詳細は
以下の参考文献：Ruczinski, I., J. of Computational and Graphical Statistics, 12 
(2003) 475-511；Friedman, J. H., Regularized Discriminant Analysis, JASA 84 (198
9) 165-175；Hastie, T., et al., The Elements of Statistical Learning, Springer S
eries in Statistics, 2001：Breiman, L., et al.,  Classification and regression t
rees, Wadsworth International Group, Belmont/California (1984)；Breiman, L., Mac
hine Learning 45 (2001) 5-32；Pepe, M.S., The Statistical Evaluation of Medical 
Tests for Classification and Prediction, Oxford Statistical Science Series, 28 (
2003)；ならびにDuda, R.O., et al., Pattern Classification, Wiley Interscience, 
第2版 (2001) に見られる。
【００８９】
　生物学的マーカーの根源的な組み合わせについて最適化された多変量カットオフ値を使
用すること、および例えば患者を、心筋障害を発症する低、中および高リスクに判別する
ことは本発明の好ましい態様である。この種の多変量解析においてマーカーはもはや独立
しておらずマーカーパネルを形成する。
【００９０】
　診断法の正確性は、その受信者動作特性（ROC）により最も良く説明される（特にZweig
, M.H., and Campbell, G., Clin. Chem. 39 (1993) 561-577参照）。ROCグラフは、観察
されたデータの全範囲にわたり判別閾値を連続的に変化させることにより生じる感度/特
異性の組の全てのプロットである。
【００９１】
　実験室試験の臨床的性能は、その診断精度、または被験体を臨床的に関連のある二次集
団に正確に分類する能力に依存する。診断精度は、調べられた被験体の異なる2つの症状
を正確に区別する試験の能力を測定する。かかる症状は、例えば健常および疾患、または
良性疾患対悪性疾患のそれぞれである。
【００９２】
　それぞれの場合において、ROCプロットは、感度対1-特異性を識別閾値の全範囲につい
てプロットすることにより、2つの分布間の重複を示す。y軸上は感度、または真の陽性画
分［（真陽性試験結果数）/（真陽性数+偽陰性試験結果数）で規定される］である。これ
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はまた、疾患または症状の存在下での陽性度ともいう。これは罹患したサブグループのみ
から計算される。x軸上は偽陽性画分、または1-特異性［（偽陽性結果数）/（真陰性数+
偽陽性結果数）で規定される］である。これは特異性の指標であり、罹患していないサブ
グループから全体的に計算される。真陽性画分および偽陽性画分は、2種類の異なるサブ
グループの試験結果を用いて全体的に別々に計算されるので、ROCプロットは試料におけ
る疾患の罹患率から独立している。ROCプロット上のそれぞれの点は、特定の識別閾値に
対応する感度/1－特異性のペアを示す。完全な識別による試験（2つの結果の分布に重複
がない）は、真陽性画分が1.0または100％（完全な感度）である、左上の角を通過するRO
Cプロットを有し、偽陽性画分が0（完全な特異性）である。区別がない試験についての理
論的なプロット（2つの群についての結果が同一の分布）は、左下の角から右上の角まで
の45°の対角線である。ほとんどのプロットはこれら2つの極値の間に該当する。（ROCプ
ロットが45°の対角線よりも完全に下にある場合、これは「陽性度」についての基準値を
「より大きい」から「未満」へと逆にすることで容易に矯正される。）定性的に、プロッ
トが左上の角に近づくほどに試験の全体の精度は高くなる。
【００９３】
　実験室試験の診断精度を定量するための都合の良い1つの目標は、その性能を1つの数で
表すことである。最も一般的な包括的な測定は、ROCプロット下面積である。慣例により
、この面積は常に0.5より大きい（そうでない場合はそうなるように規定基準を逆にする
ことができる）。ROC値は、1.0（2群間の試験値の完全な分離）～0.5（2群の試験値間に
明らかな分布差がない）の範囲である。該面積は対角線に最も近い点または90％特異性の
感度などのプロット特定の部分のみに依存するのではなく、プロット全体に依存する。こ
れはROCプロットが完全なもの（面積＝1.0）にどの程度近いかということの定量的、説明
的な表現である。
【００９４】
　好ましい態様において、本発明は、試料中の心臓トロポニンに対する抗体の濃度および
心筋トロポニンのレベルを測定すること、ならびに測定された濃度と心筋障害を発症する
リスクを相関すことにより、心筋障害を発症する個体のリスクの評価を改善する方法に関
連する。
【００９５】
　好ましい態様において、本発明は、試料中の心臓トロポニンに対する抗体の濃度および
コレステロールのレベルを測定すること、ならびに測定された濃度と心筋障害を発症する
リスクを相関することにより、心筋障害を発症する個体のリスクの評価を改善する方法に
関する。
【００９６】
　好ましい態様において、本発明は、試料中の心臓トロポニンに対する抗体の濃度および
CRPのレベルを測定すること、ならびに測定された濃度と心筋障害を発症するリスクを相
関することにより、心筋障害を発症する個体のリスクの評価を改善する方法に関する。
【００９７】
　好ましい態様において、本発明は、試料中の心臓トロポニンに対する抗体の濃度および
ナトリウム利尿ペプチドまたはナトリウム利尿ペプチド関連マーカーのレベルを測定する
こと、ならびに測定された濃度と心筋障害を発症するリスクを相関することにより、心筋
障害を発症する個体のリスクの評価を改善する方法に関する。
【００９８】
　好ましい態様において、本発明は、心臓トロポニンに対する抗体に特異的で、それに関
して適切な感度を有する新規のキットまたはアッセイを提供する。本発明による好ましい
キットは、心臓トロポニンおよび前記心臓トロポニンに対する抗体の測定に適切な補助試
薬を含む。
【００９９】
　上述のように、本発明は、将来の心筋障害のリスクを減少するための薬剤により、個体
が処置の利益を享受する可能性の評価方法を提供する。この方法は、患者の処置および新
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規治療薬の臨床的開発にも重要な意味を有し得る。医師は患者に対し予測される正味の利
益に基づいて患者処置についての治療養生法を選択する。正味の利益はリスク対利益の割
合に由来する。本発明は、解釈により利益を受け易い個体の選択を可能にし、それにより
医師の治療養生法の選択を補助する。このことは、予測される利益の可能性が上昇するよ
うにより高いリスクプロフィールを伴う薬物の使用を含み得る。同様に、臨床研究者は、
高い確率で正味の利益を得る臨床試験集団を選択することを所望する。本発明は臨床研究
者がかかる個体を選択することを補助し得る。ここで、臨床研究者が臨床試験についての
エントリー基準を決定するために本発明を使用することが予測される。
【０１００】
　個体試料中の心臓トロポニンに対する抗体の存在は、心臓組織にさらなる損傷を引き起
こし得る炎症プロセスが進行していることを意味し得る。抗炎症療法は、心臓トロポニン
Iに対する抗体について陽性であることを試験する患者に特に重要であり得る。
【０１０１】
　心臓トロポニンは、心臓の外科的介入中に循環中へと放出され得る。これは特に患者が
心臓移植手術を受けているケースであり得る。心臓手術の際の心臓トロポニンの放出は、
自己抗体の形成を誘発し得るかまたはし得ない。しかし、抗トロポニン自己抗体は一旦誘
導されると、患者に負の影響を及ぼし得、例えば移植された心臓の拒絶に関連し得る。さ
らに好ましい態様において、心臓トロポニンに対する自己抗体は、心臓手術後の患者の追
跡調査、特におよび好ましくは心臓移植の追跡調査を補助する。
【０１０２】
　抗トロポニン抗体を発生する心臓移植患者は、かかる自己抗体について陽性であること
を試験されない患者と比較して、さらなる処置または異なる処置を必要とし得る。
【０１０３】
　以下の実施例は、その真の範囲が添付の特許請求の範囲に記載される本発明の理解を補
助するために提供される。本発明の精神を逸脱することなく、記載の手順において変更が
なされ得ることが理解されよう。
【０１０４】
（実施例）
実施例1
心臓トロポニンに対する抗体の検出についての一般的な手順
　血清の抗心臓トロポニンT抗体、または抗心臓トロポニンI抗体を検出するために以下の
アッセイを使用し得る：まずマイクロタイタープレートのウェルを心臓トロポニンTまた
はIに対するマウスモノクローナル抗体でコートする。第2の工程において、対応する抗原
、心臓トロポニンTまたはIのいずれかを抗体に結合させる。適当に希釈した血清試料を結
合したトロポニン抗原とインキュベートすることにより、トロポニンに結合し得るウェル
中の血清抗体がそれらに結合する。次いで、適切な検出抗体、例えば抗ヒトIgGペルオキ
シダーゼコンジュゲートにより血清抗体を検出し得る。当業者は適切なブロッキングおよ
び洗浄工程に精通している。
【０１０５】
実施例2
ヒト血清試料中の心臓トロポニンIに対する抗体の検出
　マイクロタイタープレートMaxiSorp（登録商標）平底96ウェルプレート、Nunc注文番号
44-2404のウェルを心臓トロポニンIに対する抗体でコートした。コーティングバッファー
（＝0.1M NaHCO3 Sigma注文番号S-51761、34mM Na2CO3；Sigma注文番号S-7795 pH 9.5）
中0.5μg/mlの濃度の抗体を100μl/ウェルで、4℃で一晩コーティングを行なった。ウェ
ルをPBS/Tw（リン酸緩衝化生理食塩水NaCl Sigma注文番号S-5886、塩化カリウムSigma注
文番号P-4504、リン酸ナトリウム、Sigma注文番号S-5136、リン酸カリウム一塩基酸、Sig
ma P-5655に0.05％ Tween 20（登録商標）Roth注文番号9127.1を添加）で3回洗浄した（
ウェルおよび洗浄あたり300μl/）。非特異的結合をブロックするために、PBS中の300μl
の1％ゼラチン（冷水魚皮膚、Sigma注文番号G-7765）を全てのウェルに添加した。インキ
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ュベーションを室温で2時間行なった。上述のようにウェルをPBS/Twで洗浄した。試験ウ
ェルに100μlのトロポニンI溶液（試料希釈液＝0.1％ Tween 20（登録商標）および1％ウ
シ血清アルブミン（BSA Sigma注文番号A-9647）を添加したPBS中3μg/ml）を添加した。
対照ウェルに100μlの試料希釈液を添加した。室温（RT）で2時間インキュベーションを
行なった。上述のようにウェルをPBS/Twで洗浄した。ヒト血清を1:20に希釈して、さらに
試料希釈物中で2の工程に続けた。それぞれ試験ウェルおよび対照ウェルの両方でウェル
当り100μlの希釈された2つの血清をRTで90分インキュベートした。上述のようにウェル
をPBS/Twで洗浄した。次いで、ウェル当り、試料希釈液中1:10,000希釈した100μlの検出
抗体（ホースラディッシュペルオキシダーゼ（HRP）コンジュゲート抗ヒトIgGモノクロー
ナル抗体BD Pharmingen製造番号555788）を各ウェルに添加して1時間インキュベートし、
上述のように洗浄を続けた。ウェルに結合したペルオキシダーゼ活性を、業者推奨の通り
に100μl/ウェルBlue Star TMB-HRP-基質（Diarect AG、製品番号DIA91000）を使用して
検出した。45分後に、100μl/ウェルの0.3M H2SO4J.T. Baker注文番号6057を添加して反
応を停止した。参照波長として550nmを使用して、SLT Spectra II、Tecanにより、吸光度
を450nmで記録した。
【０１０６】
　試験ウェルの二重測定および対照ウェルの二重測定の両方について平均値を計算した。
非特異的結合を補正するために対応する試験ウェルの平均値から対照ウェルの平均値を引
いて補正したOD結果を計算した。0.2光学密度より高い補正したOD値を陽性と見なした。
結果を表1にまとめる。
【０１０７】

【表１】

【０１０８】
　分かるように、多彩な種類の心筋症にかかっているかなりの数の患者は試料中に心臓ト
ロポニンIに対する抗体を有することが見出された。このことは、心臓トロポニンに対す
る抗体の存在が心筋疾患の証明を提示し得ることを明確に示す。人体による（IgG）抗体
産生は日数の問題ではないので、これらの抗体は、心臓血管病、特に心筋症に罹患するリ
スクのマーカーとして非常に有力に機能し得る。
【０１０９】
実施例3
トロポニンIに対する抗体を有するかまたは有さない、AMIの患者の評価
　AMIを有する患者はcTNIに対する自己抗体を有する集団およびTNIに対する自己抗体を有
さない二次集団に分類されている。MI後6～24時間後および6～9ヵ月後それぞれの左心室
駆出率（LVEF）を測定することで疾患の経過を評価した。LVEFは心臓のポンプ機能の指標
である。低いLVEFは心不全の発症の指標であり、追跡調査の際のLVEFの増加はポンプ機能
の回復および患者の回復の指標である。パイロット試験の結果を表2に示す。
【０１１０】
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【表２】

【０１１１】
　表2から明らかなように、LVEFの平均変化は血中に抗トロポニン抗体を有する患者につ
いて陰性であり、一方で循環中に検出可能なレベルのトロポニンに対する自己抗体を有さ
ない患者について陽性（心臓機能の改善）である。
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