
(57)【要約】
【課題】活動性心筋炎の検出方法および検出試薬を提供する。特に活動性心筋炎の中でも
ウイルス感染が原因となるウイルス性の活動性心筋炎を特異的に検出することができる方
法およびその検出試薬を提供する。
【解決手段】被験者の抗心筋型トロポニン I抗体価を指標とすることを特徴とする。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
 被 験 者 の 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I抗 体 価 を 指 標 と す る こ と を 特 徴 と す る 、 活 動 性 心 筋 炎 の 検
出 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
 被 験 者 の 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I抗 体 価 が 、 正 常 者 の 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I抗 体 価 よ り 有 意
に 高 い こ と を も っ て 、 当 該 被 験 者 を 活 動 性 心 筋 炎 と 判 断 す る 請 求 項 １ 記 載 の 活 動 性 心 筋 炎
の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
  被 験 者 に つ い て 、 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I抗 体 価 を 測 定 す る 工 程 と 、 遊 離 免 疫 グ ロ ブ リ ン
軽 鎖 の カ ッ パ 鎖 量 を 測 定 す る 工 程 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 す
る 活 動 性 心 筋 炎 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 活 動 性 心 筋 炎 が ウ イ ル ス 性 の 活 動 性 心 筋 炎 で あ る 請 求 項 １ 乃 至 ３ の い ず れ か に 記 載 す る
活 動 性 心 筋 炎 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Iま た は そ の 部 分 ポ リ ペ プ チ ド を 、 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Ｉ 抗 体 価 の 測
定 試 薬 と し て 含 む 、 活 動 性 心 筋 炎 の 検 出 試 薬 ま た は 当 該 試 薬 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ 】
　 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Iの 部 分 ポ リ ペ プ チ ド が 、 ヒ ト 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Iの 少 な く と も ４ １ ～
１ １ ０ 番 目 の ア ミ ノ 酸 領 域 を 有 す る ヒ ト 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Iの 部 分 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 請
求 項 ５ に 記 載 す る 活 動 性 心 筋 炎 の 検 出 試 薬 ま た は 当 該 試 薬 を 含 む キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 活 動 性 心 筋 炎 の 検 出 方 法 お よ び 検 出 試 薬 に 関 す る 。 特 に 本 発 明 は 、 活 動 性 心
筋 炎 の 中 で も ウ イ ル ス 感 染 が 原 因 と な る ウ イ ル ス 性 の 活 動 性 心 筋 炎 を 検 出 す る た め の 方 法
お よ び そ の 検 出 試 薬 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 心 筋 炎 は 心 筋 の 炎 症 性 病 変 に 基 づ く 心 筋 障 害 で あ る 。 病 理 所 見 的 に は 、 心 筋 細 胞 壊 死 を
伴 う 炎 症 細 胞 湿 潤 を 認 め る 活 動 性 心 筋 炎 と そ れ 以 外 の 非 活 動 性 心 筋 炎 に 分 類 す る こ と が で
き る 。 ま た 、 病 因 的 に は ウ イ ル ス 感 染 に よ る ウ イ ル ス 性 心 筋 炎 、 細 菌 等 に よ る 細 菌 感 染 性
心 筋 炎 、 お よ び 膠 原 病 や サ ル コ イ ド ー シ ス 等 に よ る 非 感 染 性 心 筋 炎 に 分 類 さ れ る 。 日 常 遭
遇 す る 心 筋 炎 の 殆 ど は 、 コ ク サ ッ キ ー ウ イ ル ス 、 エ コ ー ウ イ ル ス （ 以 上 、 ピ コ ル ナ ウ イ ル
ス 科 に 属 す る Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス ） 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス （ オ ル ソ ミ ク ソ ウ イ ル ス 科 に 属
す る Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス ） 、 Ｈ Ｉ Ｖ ウ イ ル ス （ レ ト ロ ウ イ ル ス 科 に 属 す る Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス ） 、
Ｓ Ａ Ｒ Ｓ ウ イ ル ス （ コ ロ ナ ウ イ ル ス 科 に 属 す る Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス ） ； Ａ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 、 Ｂ
型 肝 炎 ウ イ ル ス 、 Ｃ 型 肝 炎 ウ イ ル ス （ 以 上 、 肝 炎 ウ イ ル ス ） ； ア デ ノ ウ イ ル ス 、 パ ル ボ ウ
イ ル ス 、 お よ び ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 Ｅ Ｂ ウ イ ル ス 、 サ イ
ト メ ガ ロ ウ イ ル ス ） な ど の Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 等 の ウ イ ル ス に よ る も の で あ り （ 非 特 許 文 献 １
～ １ ６ な ど 参 照 ） 、 原 因 不 明 の 特 発 性 心 筋 炎 も そ れ ら の 殆 ど が ウ イ ル ス 性 で あ る と 考 え ら
れ て い る 。 一 般 に 、 心 筋 炎 は 急 性 に 発 症 し 、 ほ ぼ 完 全 に 治 癒 す る も の が 多 い が 、 心 機 能 障
害 が 長 期 に わ た り 持 続 す る も の も あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 心 筋 炎 の 臨 床 症 状 は 、 炎 症 症 状 と 心 症 状 と か ら な り 、 殆 ど 無 症 状 の も の か ら 、 心 不 全 や
不 整 脈 に よ り 急 速 に 死 に 至 る も の ま で 種 々 で あ る 。 特 に ウ イ ル ス 性 心 筋 炎 に お い て は 、 感
染 初 期 に 発 熱 、 咳 嗽 、 頭 痛 、 咽 頭 痛 、 全 身 倦 怠 感 な ど の 風 邪 様 症 状 や 吐 き 気 、 嘔 吐 、 下 痢
、 腹 痛 等 の 消 化 器 症 状 が 出 現 し 、 そ の 後 に 動 悸 、 胸 痛 、 不 整 脈 、 息 切 れ 、 心 不 全 、 ア ダ ム
ス ー ス ト ー ク ス 症 候 群 、 夜 間 の 呼 吸 困 難 、 脚 の む く み 、 顔 面 蒼 白 、 チ ア ノ ー ゼ 、 四 肢 末 梢
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の 冷 感 、 関 節 痛 、 筋 肉 痛 、 発 疹 な ど の 多 彩 な 症 状 が 出 現 す る 。 こ の よ う に ウ イ ル ス 性 心 筋
炎 は 風 邪 様 症 状 を 示 す た め 、 風 邪 と 誤 診 さ れ や す い 疾 患 で あ る 一 方 、 誤 診 に よ る 鎮 痛 解 熱
剤 （ 非 ス テ ロ イ ド 系 消 炎 剤 ） の 投 薬 は 心 筋 の 破 壊 を 悪 化 さ せ る 危 険 性 が あ る た め 注 意 が 必
要 で あ る 。 ま た ウ イ ル ス 性 心 筋 炎 は 、 し ば し ば 心 異 常 を 後 遺 す る 。 急 性 期 を 乗 り 越 え れ ば
約 43％ は 完 全 治 癒 す る が 、 約 40％ は 後 遺 症 を 残 し 、 約 3.2％ は 再 発 あ る い は 再 燃 を き た す (
非 特 許 文 献 １ ７ )。 更 に 、 そ の 後 の 追 跡 調 査 で も 、 後 遺 症 を き た し た 一 部 が 拡 張 型 心 筋 症
様 病 像 を 呈 す る こ と が 明 ら か に さ れ て い る 。 拡 張 型 心 筋 症 の 予 後 は 極 め て 不 良 で 、 発 症 後
5年 お よ び 10年 の 生 存 率 は 、 そ れ ぞ れ 54％ お よ び 36％ で あ る (非 特 許 文 献 １ ８ )。
【 ０ ０ ０ ４ 】
  活 動 性 心 筋 炎 に つ い て は 抗 炎 症 療 法 が 、 ま た ウ イ ル ス 性 心 筋 炎 に つ い て は イ ン タ ー フ ェ
ロ ン な ど の 抗 ウ イ ル ス 薬 に よ る 抗 ウ イ ル ス 療 法 が 有 効 で あ る こ と が 知 ら れ て い る 。 ゆ え に
、 心 筋 炎 に お い て も 、 活 動 性 心 筋 炎 、 ま た は ウ イ ル ス 感 染 が 成 因 の ひ と つ と 考 え ら れ る 症
例 に つ い て は 、 早 期 に 診 断 し て 上 記 の 治 療 を 始 め る こ と が 拡 張 型 心 筋 症 な ど へ の 移 行 や 後
遺 症 を 防 止 し 、 そ の 結 果 良 好 な 予 後 を も た ら す も の と 期 待 で き る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 こ の た め 、 心 筋 炎 の 簡 便 で 確 実 な 診 断 法 の 開 発 が 急 務 の 課 題 と な っ て お り 、 そ の 検 査 法
の 開 発 の 意 義 は 極 め て 大 き い 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Grist NR et al. J Hyg 73:162-172, 1964
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Bell EJ et al. J Hyg 93:197-203, 1984
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Arch Virol 145: 2575-2600, 2000
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Bowles NE et al. J Am Coll Cardiol 42:466-472, 2003
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Onitsuka H et al. J Cardiol 37:315-323, 2001
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Barbaro G. Herz 30:486-492, 2005
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Felker GM. N Engl J Med 342:1120-1122, 2000
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Chen J et al. Zhonghua Bing Li Xue Za Zhi 32: 516-520, 2003
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Yazu et al. Nippon Shokakibyo Gakkai Zasshi 85:1304-1307, 1988
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Ursell PC et al., Hum Pathol 15:481-484, 1984
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 Matsumori A et al. Lab Inv 80:1137-1142, 2000
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 Pauschinger M et al. Circulation 99: 1348-1354, 1999
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 Kohl et al. Circulation 108: 945-950, 2003
【 非 特 許 文 献 １ ４ 】 Bowles NE et al. J Am Coll Cardiol 42:466-472, 2003
【 非 特 許 文 献 １ ５ 】 Bowles NE et al. J Am Coll Cardiol 42:466-472, 2003
【 非 特 許 文 献 １ ６ 】 Kyto V et al. Clin Infect Dis 40: 683-688, 2005
【 非 特 許 文 献 １ ７ 】 河 村 慧 四 郎 他 、 昭 和 57年 度 厚 生 省 特 定 疾 患 特 発 性 心 筋 症 調 査 研 究 班 報
告 書 、 p． 16、 1983
【 非 特 許 文 献 １ ８ 】 河 合 忠 一 ら 、 昭 和 57年 度 厚 生 省 特 定 疾 患 特 発 性 心 筋 症 調 査 研 究 班 研 究
報 告 書 、 p． 63、 1983
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 は 、 心 疾 患 が 疑 わ れ る 被 験 者 に つ い て 、 活 動 性 心 筋 炎 、 特 に ウ イ ル ス 性 の 活 動 性
心 筋 炎 の 罹 患 を 高 い 精 度 で し か も 非 侵 襲 的 に 検 出 す る た め の 方 法 、 お よ び 当 該 方 法 に 使 用
さ れ る 試 薬 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 者 は 、 上 記 目 的 を 達 成 す る た め に 鋭 意 研 究 を 重 ね て い た と こ ろ 、 活 動 性 心 筋 炎 の
患 者 、 特 に ウ イ ル ス 感 染 が 原 因 の 活 動 性 心 筋 炎 の 患 者 は 、 正 常 者 、 並 び に 非 活 動 性 心 筋 炎
の 患 者 や 心 筋 炎 を 伴 わ な い 心 不 全 の 患 者 に 比 べ て 、 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Ｉ 抗 体 価 が 有 意 に
高 い こ と を 見 出 し 、 当 該 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Ｉ 抗 体 価 が 活 動 性 心 筋 炎 の 診 断 、 特 に ウ イ ル ス
性 の 活 動 性 心 筋 炎 診 断 の 指 標 と な る こ と を 確 信 し た 。
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【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 か か る 知 見 に 基 づ い て 完 成 し た も の で あ る 。 即 ち 、 本 発 明 は 、 抗 心 筋 型 ト ロ
ポ ニ ン Ｉ 抗 体 価 を 指 標 と す る 活 動 性 心 筋 炎 の 検 出 方 法 、 お よ び そ れ に 使 用 す る 検 出 試 薬 を
提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
  本 発 明 に は 、 下 記 の 態 様 が 含 ま れ る ：
（ １ ） 活 動 性 心 筋 炎 の 検 出 方 法
(1-1)． 被 験 者 の 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I抗 体 価 を 指 標 と す る こ と を 特 徴 と す る 、 活 動 性 心 筋
炎 の 検 出 方 法 。 当 該 検 出 方 法 は 、 (a)被 験 者 の 生 体 試 料 中 の 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I抗 体 価 を
測 定 す る 工 程 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 (1-2)． 被 験 者 の 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I抗 体 価 が 、 正 常 者 の 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I抗 体 価
よ り 有 意 に 高 い こ と を も っ て 、 当 該 被 験 者 を 活 動 性 心 筋 炎 と 判 断 す る (1-1)記 載 の 活 動 性
心 筋 炎 の 検 出 方 法 。 当 該 検 出 方 法 は 、 (a)被 験 者 の 生 体 試 料 中 の 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I抗 体
価 を 測 定 す る 工 程 、 (b)当 該 被 験 者 の 測 定 結 果 と 正 常 者 の 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I抗 体 価 （ 対
照 抗 体 価 ） と を 対 比 す る 工 程 を 有 す る 。 そ し て 、 (b)の 結 果 か ら 、 被 験 者 の 抗 心 筋 型 ト ロ
ポ ニ ン I抗 体 価 が 対 照 抗 体 価 よ り 有 意 に 高 い 場 合 に 当 該 被 験 者 を 活 動 性 心 筋 炎 と 判 断 す る
方 法 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 (1-3)． 被 験 者 に つ い て 、 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I抗 体 価 を 測 定 す る 工 程 と 、 遊 離 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 軽 鎖 の カ ッ パ 鎖 量 を 測 定 す る 工 程 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る (1-1)ま た は (1-2)に 記
載 す る 活 動 性 心 筋 炎 の 検 出 方 法 。 当 該 検 出 方 法 は 、 具 体 的 に は (a)被 験 者 の 生 体 試 料 中 の
抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I抗 体 価 を 測 定 す る 工 程 、 と (c) 被 験 者 の 生 体 試 料 中 の Ｆ Ｌ Ｃ の カ ッ
パ 鎖 量 を 測 定 す る 工 程 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 (1-4)． 被 験 者 の 中 か ら 、 遊 離 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 （ FLC） の カ ッ パ 鎖 量 が 、 正 常 者 の Ｆ
Ｌ Ｃ の カ ッ パ 鎖 量 よ り 有 意 に 高 い 人 を 選 択 す る 工 程 を 有 す る  (1-3)記 載 の 活 動 性 心 筋 炎 の
検 出 方 法 。 当 該 検 出 方 法 は 、 上 記 (a)工 程 、 (b)工 程 、 お よ び (c)工 程 に 加 え て 、 (d)被 験 者
の Ｆ Ｌ Ｃ カ ッ パ 鎖 量 の 測 定 結 果 と 正 常 者 の Ｆ Ｌ Ｃ カ ッ パ 鎖 量 （ 対 照 カ ッ パ 鎖 量 ） と を 対 比
す る 工 程 を 有 す る 。 そ し て 、 (b) に お い て 、 被 験 者 の 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I抗 体 価 が 対 照
抗 体 価 よ り 有 意 に 高 く 、 か つ (d)に お い て 、 被 験 者 の Ｆ Ｌ Ｃ カ ッ パ 鎖 量 が 対 照 カ ッ パ 鎖 量
よ り 有 意 に 高 い 場 合 に は 、 当 該 被 験 者 に つ い て Ｂ 細 胞 活 性 抑 制 と い う 療 法 を 選 択 す る こ と
が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 (1-5)． 活 動 性 心 筋 炎 が ウ イ ル ス 性 の 活 動 性 心 筋 炎 で あ る (1-1)乃 至 (1-4)の い ず れ か に
記 載 す る 活 動 性 心 筋 炎 の 検 出 方 法 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 （ ２ ） 活 動 性 心 筋 炎 の 検 出 試 薬 お よ び 試 薬 キ ッ ト
(2-1)． 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Iま た は そ の 部 分 ポ リ ペ プ チ ド を 、 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Ｉ 抗 体 価
の 測 定 試 薬 と し て 含 む 、 活 動 性 心 筋 炎 の 検 出 試 薬 ま た は 当 該 試 薬 を 含 む キ ッ ト 。
(2-2)． 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Iの 部 分 ポ リ ペ プ チ ド が 、 ヒ ト 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Iの 少 な く と も
４ １ ～ １ １ ０ 番 目 の ア ミ ノ 酸 領 域 を 有 す る ヒ ト 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Iの 部 分 ポ リ ペ プ チ ド で
あ る (2-1)に 記 載 す る 活 動 性 心 筋 炎 の 検 出 試 薬 ま た は 当 該 試 薬 を 含 む キ ッ ト 。
(2-3)． ウ イ ル ス 感 染 を 原 因 と す る 活 動 性 心 筋 炎 の 検 出 試 薬 ま た は 当 該 試 薬 を 含 む キ ッ ト
。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 な お 、 本 発 明 に お い て 「 正 常 者 」 と は 、 心 疾 患 に 罹 患 し て お ら ず 、 か つ 心 疾 患 履 歴 の な
い 人 、 す な わ ち 少 な く と も 心 臓 に 関 し て 正 常 で あ る 人 を 意 味 す る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ６ 】
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　 本 発 明 に よ れ ば 、 心 疾 患 が 疑 わ れ る 患 者 に つ い て 、 活 動 性 心 筋 炎 の 罹 患 を 、 非 活 動 性 心
筋 炎 や 心 筋 炎 を 伴 わ な い 心 不 全 と 区 別 し て 検 出 す る こ と が で き る た め 、 活 動 性 心 筋 炎 の 特
異 的 ま た 高 精 度 な 診 断 方 法 と し て 有 効 に 利 用 す る こ と が で き る 。 活 動 性 心 筋 炎 は 、 心 筋 細
胞 壊 死 を 伴 う 炎 症 細 胞 湿 潤 を 認 め る も の で あ り 、 抗 炎 症 療 法 が 有 効 と 考 え ら れ て い る 。 こ
の た め 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 活 動 性 心 筋 炎 と 判 断 さ れ た 患 者 に は 、 抗 炎 症 療 法 を 施 す こ と
に よ っ て 早 期 に 的 確 且 つ 有 効 な 治 療 効 果 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ま た 本 発 明 に よ れ ば 、 活 動 性 心 筋 炎 の 中 で も 特 に ウ イ ル ス 感 染 を 原 因 と す る 活 動 性 心 筋
炎 を 特 異 的 に 検 出 す る こ と が で き る た め 、 ウ イ ル ス 性 の 活 動 性 心 筋 炎 の 特 異 的 ま た 高 精 度
な 診 断 方 法 と し て 有 効 に 利 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 方 法 に よ り ウ イ ル ス 性 の 活 動 性
心 筋 炎 と 判 断 さ れ た 患 者 に は 、 抗 ウ イ ル ス 療 法 を 施 す こ と に よ っ て 早 期 に 的 確 且 つ 有 効 な
治 療 効 果 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ま た 本 発 明 の 方 法 は 、 心 筋 生 検 に よ ら ず 、 被 験 者 の 血 液 や 尿 試 料 を 使 用 し て 、 非 侵 襲 的
な 方 法 で 活 動 性 心 筋 炎 の 有 無 を 簡 便 に 判 定 す る こ と が で き る 点 で 有 用 な 方 法 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 が 対 象 と す る 活 動 性 心 筋 炎 は 、 心 筋 細 胞 壊 死 を 伴 い 、 炎 症 細 胞 湿 潤 が 存 在 す る 心
筋 炎 で あ る 。 こ の よ う な 病 理 的 所 見 が 認 め ら れ る 活 動 性 心 筋 炎 の 治 療 方 法 に は 、 他 の 心 疾
患 （ 例 え ば 、 非 活 動 性 心 筋 炎 、 心 筋 炎 を 伴 わ な い 心 疾 患 ） と 異 な り 、 抗 炎 症 療 法 が 有 効 で
あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 特 に 本 発 明 が 対 象 と す る 活 動 性 心 筋 炎 は 、 ウ イ ル ス 感 染 を 原 因 と す る ウ イ ル ス 性 の 活 動
性 心 筋 炎 で あ る 。 か か る ウ イ ル ス 性 心 筋 炎 の 治 療 方 法 に は 、 非 ウ イ ル ス 性 心 筋 炎 と 異 な り
、 抗 ウ イ ル ス 療 法 が 有 効 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ウ イ ル ス 性 心 筋 炎 は 、 ウ イ ル ス 抗 体 に 対 す る 抗 体 価 ま た は 心 筋 組 織 か ら の ウ イ ル ス の 検
出 の 有 無 に よ り 、 膠 原 病 や サ ル コ イ ド ー シ ス 等 に よ る 「 非 ウ イ ル ス 性 心 筋 炎 」 と は 明 確 に
区 別 す る こ と が で き る 。 ま た 本 発 明 が 対 象 と す る 「 ウ イ ル ス 性 心 筋 炎 」 は 、 ウ イ ル ス 抗 体
に 対 す る 抗 体 価 お よ び 細 菌 に 対 す る 抗 体 価 、 ま た は 心 筋 組 織 か ら の ウ イ ル ス ま た は 細 菌 の
検 出 の 有 無 に よ り 、 ウ イ ル ス 以 外 の 細 菌 等 に よ る 「 細 菌 感 染 性 心 筋 炎 」 と は 明 確 に 区 別 す
る こ と が で き る 。 か か る 「 ウ イ ル ス 性 心 筋 炎 」 と 「 非 ウ イ ル ス 性 心 筋 炎 」 お よ び 「 細 菌 感
染 性 心 筋 炎 」 と の 区 別 に 関 し て は 、 例 え ば 、 文 献 Viral infection of the heart, J. E. 
Banatvala編 集 、 Edward Arnold社 出 版 、 ロ ン ド ン 1993, pp.1-257を 参 照 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 に お い て 、 ウ イ ル ス 性 心 筋 炎 を 引 き 起 こ す ウ イ ル ス は 、 そ の 限 り に お い て 特 に 制
限 さ れ な い 。 か か る ウ イ ル ス 性 心 筋 炎 を 引 き 起 こ す ウ イ ル ス に は 、 Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス ま た は
Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に 属 す る 病 原 ウ イ ル ス が 含 ま れ る 。 そ の よ う な 病 原 ウ イ ル ス の う ち 、 Ｄ Ｎ
Ａ ウ イ ル ス と し て は 、 例 え ば 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス （ 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ
ウ イ ル ス 、 Ｅ Ｂ ウ イ ル ス 等 ） 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 パ ル ボ ウ イ ル ス 、 Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 等 を
挙 げ る こ と が で き る 。 ま た 上 記 病 原 ウ イ ル ス の う ち 、 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス と し て は 、 例 え ば 、
ピ コ ル ナ ウ イ ル ス 科 に 属 す る ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 コ ク サ ッ キ ー ウ イ ル ス 、 エ コ ー ウ イ ル ス
、 脳 心 筋 炎 ウ イ ル ス 、 Ａ 型 肝 炎 ウ イ ル ス ） 、 オ ル ソ ミ ク ソ ウ イ ル ス 科 に 属 す る ウ イ ル ス （
例 え ば 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス ） 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 科 に 属 す る ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 Ｈ Ｉ
Ｖ ウ イ ル ス ） 、 コ ロ ナ ウ イ ル ス 科 に 属 す る ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 Ｓ Ａ Ｒ Ｓ ウ イ ル ス ） 、 そ の
他 、 レ オ ウ イ ル ス 、 ト ガ ウ イ ル ス 、 ラ ブ ド ウ イ ル ス 、 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 、 ブ ン ヤ ウ イ ル
ス 、 ア レ ナ ウ イ ル ス 、 カ リ シ ウ イ ル ス を 挙 げ る こ と が で き る 。 ま た 、 ウ イ ル ス 性 心 筋 炎 を
引 き 起 こ す Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス ま た は Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に 属 す る 病 原 ウ イ ル ス に は 、 肝 炎 ウ イ ル
ス 、 特 に Ａ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 、 Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス お よ び Ｃ 型 肝 炎 ウ イ ル ス が 含 ま れ る 。 好 適
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な ウ イ ル ス と し て は 、 上 記 ピ コ ル ナ ウ イ ル ス 科 に 属 す る ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 コ ク サ ッ キ ー
ウ イ ル ス お よ び エ コ ー ウ イ ル ス ） 、 各 種 の 肝 炎 ウ イ ル ス （ 特 に Ａ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 、 Ｂ 型 肝
炎 ウ イ ル ス お よ び Ｃ 型 肝 炎 ウ イ ル ス ） を 挙 げ る こ と が で き る 。 よ り 好 ま し く は 肝 炎 ウ イ ル
ス 、 特 に Ｃ 型 肝 炎 ウ イ ル ス で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 活 動 性 心 筋 炎 の 検 出 方 法 は 、 被 験 者 の 生 体 試 料 中 の 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I抗 体
価 を 指 標 と す る こ と を 特 徴 と す る 。 す な わ ち 、 本 発 明 の 方 法 は 、 被 験 者 の 生 体 試 料 を 対 象
と し て 、 当 該 生 体 試 料 の 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I抗 体 価 を 測 定 す る こ と に よ っ て 実 施 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 対 象 と な る 生 体 試 料 は 、 測 定 対 象 と な る 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I抗 体 の 存 在 が 認 め ら れ る
生 体 （ ヒ ト 、 そ の 他 の 動 物 を 含 む ） に 由 来 す る 試 料 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ る こ と な く 、 一
般 の 臨 床 検 査 に お い て 検 体 と さ れ る 試 料 を 広 く 挙 げ る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 血 液 （ 血
清 や 血 漿 を 含 む ） 、 尿 、 脊 髄 液 、 羊 水 、 唾 液 等 の 体 液 を 例 示 す る こ と が で き る 。 好 ま し く
は 血 液 お よ び 尿 、 よ り 好 ま し く は 血 液 で あ り 、 な か で も 特 に 好 ま し く は 血 清 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I抗 体 の 測 定 に 使 用 さ れ る 抗 原 と し て は 、 検 出 す べ き 測 定 対 象 の 抗
心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I抗 体 と 免 疫 反 応 （ 抗 原 － 抗 体 反 応 ） す る 抗 原 で あ れ ば 特 に 制 限 は さ れ
な い 。 好 ま し く は ヒ ト 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I抗 体 と 免 疫 反 応 （ 抗 原 － 抗 体 反 応 ） す る 抗 原
で あ る 。 か か る 抗 原 と し て は 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Iを 挙 げ る こ と が で き る 。 上 記 要 件 を 満 た
す 限 り に お い て 、 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Iは 全 長 で あ っ て も よ い し 、 そ の 部 分 断 片 （ 部 分 ペ プ
チ ド ） で あ っ て も よ い 。 好 適 な も の と し て ヒ ト 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Iま た は そ の 部 分 ペ プ チ
ド を 挙 げ る こ と が で き る が 、 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Iは 一 般 に 種 間 の 相 同 性 が 高 い こ と を 鑑 み
れ ば （ 例 え ば 、 ヒ ト 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Iと マ ウ ス ま た は ラ ッ ト の 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Iは 、 ア
ミ ノ 酸 配 列 に お い て 92.4％ の 同 一 性 を 有 す る こ と が 知 ら れ て い る ） 、 ヒ ト 由 来 に 限 ら ず 、
ヒ ト 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Iと ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 同 一 性 が 高 い マ ウ ス や ラ ッ ト な ど の ヒ ト
以 外 の 哺 乳 類 に 由 来 す る 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Iま た は そ の 部 分 ペ プ チ ド を 使 用 す る こ と も で
き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 な お 、 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Iは 、 心 筋 の 収 縮 単 位 サ ル コ メ ア を 構 成 す る thin filamentの 成
分 の 一 つ で あ り 、 心 筋 細 胞 の 収 縮 に 関 わ る こ と が 知 ら れ て い る 。 例 え ば ヒ ト 心 筋 型 ト ロ ポ
ニ ン Iは 、 配 列 表 ： 配 列 番 号 １ に 示 す よ う に ２ １ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 で あ
り （ GenBank accession No.NP_000364） 、 ま た 、 そ の 遺 伝 子 も 既 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ 塩 基
配 列 も 公 知 に な っ て い る （ GenBank accession No.NM_000363） （ 例 え ば 、 Vallius WJ et 
al., FEBS Lett. 270; 57-61, 1990な ど ） 。 配 列 番 号 ２ に そ の 塩 基 配 列 を 示 す 。 う ち 塩 基
番 号 90～ 722の 領 域 が コ ー ド 領 域 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ま た マ ウ ス お よ び ラ ッ ト に 由 来 す る 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Iも ク ロ ー ニ ン グ さ れ て お り 、 そ
の 遺 伝 子 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 も い ず れ も 公 知 に な っ て い る （ マ ウ ス ： 文 献 Ausoni S et al
., J Biol Chem. 269: 339-346, 1994、 ア ミ ノ 酸 配 列 ； GenBank accession No.NP_033432
、 塩 基 配 列 ； GenBank accession No.NM_009406） （ ラ ッ ト ： 文 献 Murphy AM et al., Bioc
hemistry 30:707-712, 1991、 ア ミ ノ 酸 配 列 ； GenBank accession No.NP_058840、 塩 基 配
列 ； GenBank accession No.NM_017144） 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Iの 部 分 ペ プ チ ド と し て は 、 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I抗 体 と 特 異 的 に 抗 原
－ 抗 体 反 応 す る 抗 原 性 を 有 す る も の で あ れ ば 、 特 に 制 限 さ れ な い 。 一 般 に IgG（ 自 己 抗 体
） を 認 識 す る ア ミ ノ 酸 残 基 数 は ３ ～ ４ 残 基 と い わ れ る こ と か ら 、 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Iの ア
ミ ノ 酸 配 列 に お い て 連 続 す る ４ 残 基 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 部 分 ペ プ チ ド で あ れ ば よ
い 。 例 え ば 、 ヒ ト 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Iの 部 分 ペ プ チ ド の 例 と し て 、 ４ １ ～ １ １ ０ 番 目 の ア
ミ ノ 酸 領 域 を 含 む ペ プ チ ド を 好 適 に 挙 げ る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ２ ９ 】
　 尚 、 採 用 し よ う と す る 部 分 ペ プ チ ド が 本 発 明 の 検 出 方 法 に お い て 良 好 に 使 用 し 得 る か は
、 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I抗 体 と の 反 応 性 （ 抗 原 － 抗 体 反 応 性 ） を 常 法 に 従 っ て 試 験 す る こ
と に よ り 、 容 易 に 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 こ れ ら の 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Iま た は そ の 部 分 ペ プ チ ド （ 以 下 、 こ れ ら を 総 じ て 「 抗 原 」
と も い う ） は 、 本 発 明 の 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I抗 体 の 検 出 方 法 に お い て 、 所 望 に よ り 、 常
法 に 従 っ て 任 意 の 固 相 に 固 定 化 し て 用 い る こ と が で き る 。 当 該 固 相 と し て は 、 こ の 技 術 分
野 に お い て 慣 用 の 各 種 の 固 相 が 利 用 で き 、 例 え ば ガ ラ ス 、 セ ル ロ ー ス 粉 末 、 セ フ ァ デ ッ ク
ス 、 セ フ ァ ロ ー ス 、 ポ リ ス チ レ ン 、 濾 紙 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 イ オ ン 交 換 樹 脂
、 デ キ ス ト ラ ン 、 プ ラ ス チ ッ ク フ ィ ル ム 、 プ ラ ス チ ッ ク チ ュ ー ブ 、 ナ イ ロ ン 、 ガ ラ ス ビ ー
ズ 、 絹 、 ポ リ ア ミ ン － メ チ ル ビ ニ ル エ ー テ ル － マ レ イ ン 酸 共 重 合 体 、 ア ミ ノ 酸 共 重 合 体 、
エ チ レ ン － マ レ イ ン 酸 共 重 合 体 等 の 種 々 の 素 材 か ら な る ス テ ィ ッ ク 、 ビ ー ズ 、 プ レ ー ト （
マ イ ク ロ プ レ ー ト を 含 む ） 、 試 験 管 等 を 広 く 例 示 で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 固 定 化 方 法 に つ い て も 特 に 制 限 は な く 、 物 理 的 結 合 及 び 化 学 的 結 合 の い ず れ を も 使 用 で
き る 。 例 え ば 、 共 有 結 合 法 と し て ジ ア ゾ 法 、 ペ プ チ ド 法 （ 酸 ア ミ ド 誘 導 体 法 、 カ ル ボ キ シ
ル ク ロ ラ イ ド 樹 脂 法 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド 樹 脂 法 、 無 水 マ レ イ ン 酸 誘 導 体 法 、 イ ソ シ ア ナ ー ト
誘 導 体 法 、 臭 化 シ ア ン 活 性 化 多 糖 体 法 、 セ ル ロ ー ス カ ル ボ ナ ー ト 誘 導 体 法 、 縮 合 試 薬 を 使
用 す る 方 法 等 ） 、 ア ル キ ル 化 法 、 架 橋 試 薬 に よ る 担 体 結 合 法 （ 例 え ば 架 橋 試 薬 と し て グ ル
タ ー ル ア ル デ ヒ ド 、 ヘ キ サ メ チ レ ン イ ソ シ ア ナ ー ト 等 を 用 い る も の ） 、 Ｕ ｇ ｉ 反 応 に よ る
担 体 結 合 法 等 の 化 学 的 反 応 ： 或 い は イ オ ン 交 換 樹 脂 の よ う な 担 体 を 用 い る イ オ ン 結 合 法 ：
ガ ラ ス ビ ー ズ 等 の 多 孔 性 ガ ラ ス を 担 体 と し て 用 い る 物 理 的 吸 着 法 等 が 例 示 で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 な お 、 測 定 系 に 使 用 さ れ る 抗 原 の 量 は 、 特 に 制 限 さ れ ず 、 採 用 す る 測 定 系 に お い て 慣 用
の 抗 原 量 に 応 じ て 任 意 に 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 サ ン ド イ ッ チ 法 を 採 用 す る 場 合
に は 、 通 常 、 測 定 対 象 で あ る 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I抗 体 に 対 し て 過 剰 の 抗 原 が 使 用 さ れ 、
例 え ば １ ０ ０ μ ｌ 容 量 で 反 応 さ せ る 場 合 を 例 に 挙 げ る と 、 通 常 ０ ． １ ～ １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ
程 度 、 好 ま し く は １ ～ １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ 程 度 の 使 用 を 例 示 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 上 記 抗 原 と 被 験 者 の 生 体 試 料 中 の 測 定 対 象 抗 体 （ 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I抗 体 ） と の 免 疫
反 応 （ 抗 原 － 抗 体 反 応 ） は 、 特 に 制 限 さ れ ず 、 通 常 の 免 疫 反 応 に お け る 条 件 が 採 用 さ れ る
。 一 般 に は ４ ５ ℃ 以 下 、 好 ま し く は 約 ４ ～ ４ ０ ℃ 、 よ り 好 ま し く は ２ ５ ～ ４ ０ ℃ 程 度 の 温
度 条 件 下 で 、 抗 原 と 測 定 対 象 抗 体 を 含 み 得 る 生 体 試 料 と を 共 存 さ せ 、 約 ０ ． ５ ～ ４ ０ 時 間
、 好 ま し く は １ ～ ２ ０ 時 間 程 度 、 放 置 も し く は イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 方 法 を 挙 げ る こ と
が で き る 。 ま た 、 反 応 に 使 用 さ れ る 溶 媒 及 び そ の ｐ Ｈ も 、 当 該 反 応 に 悪 影 響 を 与 え な い も
の で あ れ ば 特 に 制 限 さ れ ず 、 常 法 に 従 っ て 若 し く は そ れ に 準 じ て 、 ク エ ン 酸 緩 衝 液 、 リ ン
酸 緩 衝 液 、 ト リ ス 塩 緩 衝 液 、 酢 酸 緩 衝 液 等 の ｐ Ｈ が 約 ５ ～ ９ 程 度 の 緩 衝 液 を 例 示 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 検 出 方 法 は 、 基 本 的 に は 、 生 体 試 料 中 に 存 在 す る 測 定 対 象 の 抗 体 （ 抗 心 筋 型 ト
ロ ポ ニ ン I抗 体 ） と 当 該 抗 体 に 対 す る 固 定 化 さ れ て い て も よ い 抗 原 と の 免 疫 反 応 （ 抗 原 －
抗 体 反 応 ） 工 程 を 有 す る も の で あ れ ば よ く 、 他 の 工 程 は 特 に 制 限 さ れ な い が 、 更 に 、 当 該
抗 原 に 捕 捉 さ れ た 測 定 対 象 抗 体 と 抗 体 検 出 試 薬 と の 反 応 工 程 を 含 む こ と が 好 ま し い 。 ま た
、 検 出 特 異 性 を 上 げ る 方 法 と し て 、 抗 原 － 抗 体 反 応 工 程 で 得 ら れ た 免 疫 複 合 体 （ 抗 原 － 抗
体 結 合 物 ） か ら 、 一 旦 慣 用 の Ｉ ｇ Ｇ 解 離 法 を 用 い て 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I抗 体 を 単 離 し 、
こ れ を 再 度 抗 原 と の 免 疫 反 応 （ 抗 原 － 抗 体 反 応 ） に 供 し て 、 次 い で 抗 体 検 出 試 薬 と 反 応 さ
せ る 方 法 を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 抗 原 － 抗 体 反 応 工 程 で 得 ら れ る 免 疫 複 合 体 （ 抗 原 － 抗 体 結 合 物 ） を 検 出 ・ 測 定 す る 方 法
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並 び に そ れ ら の 条 件 は 、 特 に 制 限 さ れ る こ と な く 、 通 常 の 免 疫 測 定 法 で 用 い ら れ る も の と
同 じ か 、 若 し く は そ れ に 準 じ た 方 法 及 び 条 件 を 採 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 好 適 に は サ ン ド イ ッ チ 法 に 従 っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 固
相 化 サ ン ド イ ッ チ 法 に よ れ ば 、 測 定 対 象 で あ る 生 体 試 料 中 の 抗 体 （ 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I
抗 体 ） は 例 え ば 次 の よ う に し て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ま ず 、 測 定 対 象 で あ る 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I抗 体 と 特 異 的 に 抗 原 － 抗 体 反 応 す る 抗 原 を
固 相 化 し て な る 固 相 化 抗 原 に 、 測 定 対 象 抗 体 を 含 み 得 る 検 体 と し て の 生 体 試 料 （ 例 え ば 、
血 清 試 料 ） を 加 え て 、 抗 原 － 抗 体 反 応 を 行 わ せ る 。 次 い で 、 未 結 合 物 質 を 、 例 え ば 洗 浄 に
よ り 除 去 し 、 次 い で 抗 体 検 出 試 薬 を 加 え て 、 抗 原 － 抗 体 結 合 物 に お け る 測 定 対 象 抗 体 と 反
応 さ せ 、 当 該 試 薬 に 応 じ た 検 出 手 段 に よ っ て 抗 原 － 抗 体 結 合 物 の 存 在 を 検 出 す る か 、 又 は
そ の 量 を 測 定 す る 。 上 記 に お い て 、 よ り 簡 便 に は 、 金 コ ロ イ ド 着 色 ラ テ ッ ク ス 粒 子 等 を 標
識 し て な る 抗 体 検 出 試 薬 を 用 い た イ ム ノ ク ロ マ ト 法 の 採 用 を 例 示 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 こ れ ら 測 定 手 法 に お け る 各 種 手 段 の 選 択 や そ れ ら の 改 変 等 は い ず れ も 当 業 者 の よ く 知 る
と こ ろ で あ り 、 本 発 明 に お い て は そ れ ら 各 手 法 の い ず れ に よ る こ と も で き る 〔 「 臨 床 検 査
法 提 要 」 、 金 原 出 版 、 1995年 等 参 照 〕 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 こ こ で 抗 体 検 出 試 薬 と し て は 、 特 に 制 限 さ れ る こ と な く 、 一 般 に 当 業 界 で 用 い ら れ て い
る 各 種 の 試 薬 を 広 く 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 測 定 対 象 で あ る 抗 体 （ イ ム ノ グ ロ ブ リ
ン ） と 結 合 し 得 る 抗 ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 抗 体 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。 な お 、 該 抗 ヒ ト
イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 抗 体 に は 、 測 定 対 象 で あ る 各 ク ラ ス の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン を 免 疫 源 と し て
免 疫 さ れ た 任 意 の 被 免 疫 動 物 か ら 得 ら れ る 抗 血 清 又 は そ の 精 製 物 （ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体  
） 或 い は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 こ れ ら の 抗 体 検 出 試 薬 は 、 常 法 に 従 い 調 製 す る こ と が で き 、 ま た 市 販 品 と し て も 入 手 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 当 該 抗 体 検 出 試 薬 は 、 そ の 検 出 の 為 に 、 通 常 の 標 識 剤 に よ っ て 、 直 接 的 に 修 飾 さ れ て い
て も よ い し 、 ま た 付 加 的 な 検 出 手 段 に よ り 間 接 的 に 修 飾 す る こ と も で き る 。 こ の 標 識 剤 と
し て は 、 特 に 制 限 は さ れ ず 、 従 来 公 知 の も の 又 は 将 来 使 用 さ れ 得 る い ず れ の も の を も 用 い
る こ と が で き る が 、 具 体 的 に は 1 2 5 Ｉ 、 3 Ｈ 、 1 4 Ｃ 等 の 放 射 性 同 位 元 素 類 ； ア ル カ リ ホ ス フ
ァ タ ー ゼ （ Ａ Ｌ Ｐ ） 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ Ｈ Ｒ Ｐ ） 等 の 酵 素 類 ； フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ
シ ア ネ ー ト （ Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ） 、 テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ Ｒ Ｉ Ｔ Ｃ ） 等 の
蛍 光 物 質 類 ； 及 び １ Ｎ － （ ２ ， ２ ， ６ ， ６ － テ ト ラ メ チ ル － １ － オ キ シ ル － ４ － ピ ペ リ ジ
ル ） － ５ Ｎ － （ ア ス パ ル テ ー ト ） － ２ ， ４ － ジ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン （ Ｔ Ｏ Ｐ Ａ ） 等 が 例 示 さ れ
、 こ れ ら を 標 識 剤 と し て 使 用 す る 免 疫 測 定 法 は 、 そ れ ぞ れ ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 エ ン ザ
イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ 、 フ ル オ ロ イ ム ノ ア ッ セ イ 及 び ス ピ ン イ ム ノ ア ッ セ イ と 称 さ れ て い る
。 好 ま し く は 、 標 識 剤 と し て 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Ａ Ｌ Ｐ ） や ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （
Ｈ Ｒ Ｐ ） 等 の 酵 素 を 使 用 し た エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 尚 、 こ れ ら の 標 識 剤 に よ る 標 識 方 法 や 間 接 的 な 標 識 化 に よ る 修 飾 方 法 、 並 び に そ れ ら の
検 出 方 法 等 は 、 自 体 公 知 の 方 法 に 従 っ て 行 う こ と が で き る （ 「 単 ク ロ ー ン 抗 体 」 岩 崎 辰 夫
 他 著 、 講 談 社 サ イ エ ン テ ィ フ ィ ク 、 1984； 「 酵 素 免 疫 測 定 法 」 第 ２ 版 、 石 川 栄 治  他 著 、
医 学 書 院 、 1982等 ） 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 検 出 方 法 は 、 抗 体 検 出 の た め の 抗 原 と し て 、 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I抗 体 に 特 異
的 に 反 応 す る 抗 原 を 使 用 す る こ と を 必 須 と す る も の で あ っ て 、 そ の 限 り に お い て 、 他 の 基
本 的 操 作 等 は 特 に 制 限 さ れ る こ と な く 、 通 常 の 免 疫 測 定 法 に お け る 方 法 及 び 慣 用 の 方 法 等
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を 広 く 採 用 す る こ と が で き る 。 故 に 、 抗 原 － 抗 体 結 合 物 と 上 記 の 抗 体 検 出 試 薬 と の 反 応 条
件 も 特 に 制 限 さ れ ず 、 通 常 の 免 疫 反 応 に お け る 条 件 が 採 用 さ れ る 。 通 常 、 前 述 す る 抗 原 －
抗 体 反 応 の 条 件 と 同 様 な 条 件 、 例 え ば 通 常 ４ ５ ℃ 以 下 、 好 ま し く は 約 ４ ～ ４ ０ ℃ 、 よ り 好
ま し く は ２ ５ ～ ４ ０ ℃ 程 度 の 温 度 条 件 下 、 ｐ Ｈ が 約 ５ ～ ９ 程 度 の 下 で 、 約 ０ ． ５ ～ ４ ０ 時
間 、 好 ま し く は １ ～ ２ ０ 時 間 程 度 放 置 す る か も し く は イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 方 法 を 挙 げ
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 生 体 試 料 に お け る 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I抗 体 の 存 在 有 無 、 或 い は そ の 含 有 量 は 、 常 法 に
従 っ て 、 抗 体 検 出 試 薬 の 標 識 に 用 い た 標 識 剤 （ 或 は そ の 間 接 的 な 標 識 ） の 種 類 に 応 じ た 標
識 活 性 を 測 定 す る こ と に よ り 、 或 い は そ の 測 定 値 か ら 換 算 し た 抗 体 力 価 に 基 づ い て 評 価 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 検 出 方 法 に お い て 、 被 験 者 の 生 体 試 料 に つ い て 測 定 さ れ た 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン
I抗 体 価 が 、 正 常 者 （ 心 筋 炎 に 罹 患 し て い な い 被 験 者 ） の 生 体 試 料 に つ い て 同 様 に 測 定 さ
れ た 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I抗 体 価 （ 対 照 抗 体 価 ） に 比 し て 有 意 に 高 い 場 合 、 当 該 被 験 者 を
活 動 性 心 筋 炎 に 罹 患 し て い る 可 能 性 が 高 い と 判 断 す る こ と が で き る 。 こ こ で 「 有 意 に 高 い
」 と は 、 統 計 学 的 な 処 理 に お い て 有 効 水 準 が ５ ％ 以 下 で あ る 場 合 、 好 ま し く は 有 意 差 Ｐ ＜
０ .０ ５ で あ る 場 合 を 意 味 す る 。 ま た 、 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I抗 体 価 の 絶 対 値 が ０ .１ Ａ Ｕ
（ Arbitrary Units） 以 上 で あ る 場 合 は 、 対 照 抗 体 価 と 対 比 し な く て も 、 活 動 性 心 筋 炎 に
罹 患 し て い る 可 能 性 が 高 い と 判 断 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 活 動 性 心 筋 炎 の 検 出 方 法 は 、 上 記 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I抗 体 価 の 測 定 工
程 に 加 え て 、 遊 離 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 （ Ｆ Ｌ Ｃ ） の カ ッ パ 鎖 量 を 測 定 す る 工 程 を 有 し て い
て も よ い 。 Ｆ Ｌ Ｃ の カ ッ パ 鎖 の 量 は 血 液 （ 血 清 ま た は 血 漿 を 含 む ） ま た は 尿 を 試 料 と し て
、 Nakano, T. et al., J Immunological Method, 293, 183-189, 2004の 記 載 に 従 っ て 測
定 す る こ と が で き る 。 一 般 に 遊 離 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 （ FLC） の カ ッ パ 鎖 の 高 値 は 、 カ ッ
パ 鎖 を 産 生 す る Ｂ 細 胞 が 活 性 化 し て い る こ と を 示 す 。 よ っ て 、 被 験 者 の 生 体 試 料 に つ い て
測 定 さ れ た Ｆ Ｌ Ｃ の カ ッ パ 鎖 量 が 、 正 常 者 （ 心 筋 炎 に 罹 患 し て い な い 被 験 者 ） の 生 体 試 料
に つ い て 同 様 に 測 定 さ れ た Ｆ Ｌ Ｃ の カ ッ パ 鎖 量 （ 対 照 カ ッ パ 鎖 量 ） に 比 し て 有 意 に 高 い 場
合 、 も し く は Ｆ Ｌ Ｃ の カ ッ パ 鎖 の 絶 対 値 が ３ ４ ｍ ｇ ／ Ｌ （ 正 常 者 の 平 均 ＋ 標 準 偏 差 ） 程 度
以 上 で あ る 場 合 に は 、 活 動 性 心 筋 炎 の 原 因 の 一 つ と し て 、 あ る 種 の Ｂ 型 リ ン パ 球 の 活 性 化
を 考 え る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 本 発 明 の 検 出 方 法 に お い て 、 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Ｉ 抗
体 価 の 測 定 と 遊 離 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 （ FLC） 量 の 測 定 を 組 み 合 わ せ て 行 い 、 両 者 の 測 定
値 が い ず れ も 高 い 場 合 に は 、 活 動 性 心 筋 炎 の 成 因 の 一 つ が Ｂ 型 リ ン パ 球 の 活 性 化 に あ る と
判 断 す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 カ ッ パ 鎖 を 産 生 す る Ｂ 細 胞 の 活 性 抑 制 と い う 療 法 を 選
択 す る こ と に よ り 、 的 確 且 つ 有 効 な 治 療 効 果 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 な お 、 上 記 に お い て 「 有 意 に 高 い 」 か 否 か は 、 前 述 す る 有 効 水 準 ま た は 有 意 差 を 指 標 に
判 断 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 上 記 本 発 明 の 検 出 方 法 は 、 こ の 測 定 の 為 の 試 薬 ま た は 試 薬 キ ッ ト を 利 用 す る こ と に よ り
簡 便 に 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 ゆ え に 本 発 明 は 、 活 動 性 心 筋 炎 の 検 出 方 法 を 簡 便 に 行 う た め に 有 用 な 活 動 性 心 筋 炎 の 検
出 試 薬 お よ び 試 薬 キ ッ ト を 提 供 す る 。 当 該 試 薬 は 、 生 体 試 料 中 に 含 ま れ る 抗 心 筋 型 ト ロ ポ
ニ ン I抗 体 を 、 抗 原 － 抗 体 反 応 を 利 用 し て 検 出 測 定 す る た め の 試 薬 で あ り 、 ゆ え に 抗 心 筋
型 ト ロ ポ ニ ン I抗 体 と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 原 と し て 、 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Iま た は そ の 部 分 ペ
プ チ ド を 試 薬 と し て 含 む こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Iと し て 、 好 ま し く は ヒ ト 由 来 の 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Iで あ る が 、 前 述 す
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る よ う に ヒ ト 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Iに 代 え て 、 ヒ ト 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Iの ア ミ ノ 酸 配 列 と 同 一
性 が 高 い 、 例 え ば マ ウ ス 由 来 ま た は ラ ッ ト 由 来 の 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Iも 同 様 に 使 用 す る こ
と が で き る 。 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Iの 部 分 ペ プ チ ド も 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I抗 体 と 特 異 的 に 反
応 す る 限 り に お い て 特 に 制 限 さ れ な い 。 例 え ば ヒ ト 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Iの 部 分 ペ プ チ ド と
し て は 、 好 適 に は ヒ ト 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Iの ４ １ ～ １ １ ０ 番 目 の ア ミ ノ 酸 領 域 を 含 む ペ プ
チ ド を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 当 該 抗 原 は 、 前 述 す る 任 意 の 固 相 に 固 定 化 さ れ て い て も よ い 。 本 発 明 の 試 薬 は 、 上 記 の
抗 原 の ほ か 、 抗 原 － 抗 体 結 合 物 を 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 検 出 試 薬 を 含 有 す る キ ッ ト の 形 態
を 有 し て い て も よ い 。 抗 体 検 出 試 薬 と し て は 、 前 述 の も の を 挙 げ る こ と が で き る 。 当 該 試
薬 キ ッ ト に は 、 実 施 の 便 益 の た め に 、 更 に 適 当 な 反 応 液 、 希 釈 液 、 洗 浄 液 、 反 応 基 質 、 Ｉ
ｇ Ｇ 解 離 法 に 使 用 す る 中 和 液 、 反 応 停 止 液 、 標 識 活 性 測 定 試 薬 等 、 が 含 ま れ て い て も よ い
。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 以 下 に 、 試 験 例 に よ っ て 本 発 明 の 効 果 を 明 ら か に す る が 、 こ れ ら は 単 な る 例 示 で あ り 、
本 発 明 は こ れ ら に よ り 何 ら 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 　 抗 原 の 作 製
（ １ ） リ コ ン ビ ナ ン ト ・ 全 長 ヒ ト 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I (rh cTnI-full)の 作 製
　 ヒ ト 心 臓 の Total RNA（ CLONTECH社 製 )を 鋳 型 と し て 、 下 記 の プ ラ イ マ ー ：
・ full-FW： 　 5’ -GACGGATCCATGGCCGATGGTAGCAGCGATGCGG-3’ （ 配 列 番 号 ３ ）
・ full-RW： 　 5’ -GACGAGCTCTCAGCTCTCAAACTTTTTCTTGCGG-3’ （ 配 列 番 号 ４ ）
を 用 い て RT-PCRを 行 い 、 全 長 ヒ ト 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I（ ア ミ ノ 酸 1-210） を コ ー ド す る DNA
に 相 当 す る cDNAを 増 幅 取 得 し た 。 取 得 し た cDNA の 塩 基 配 列 を シ ー ク エ ン ス に よ り 確 認 し
た と こ ろ 、 GenBankに 登 録 さ れ て い る 全 長 ヒ ト 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Iを コ ー ド す る 塩 基 配 列 （
コ ー ド 領 域 ） （ Accession No. NM_000363） （ 配 列 番 号 ２ ） と 相 違 な い こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 上 記 で 調 製 し た 全 長 ヒ ト 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I  (rh cTnI-full) の cDNAを 大 腸 菌 発 現 ベ ク
タ ー pQE-30（ QIAGEN製 ） に 挿 入 し 、 融 合 蛋 白 を 発 現 す る ベ ク タ ー pQE-30/cTnIを 得 た 。 こ
の ベ ク タ ー pQE-30/cTnIを 大 腸 菌 細 胞 株 XL1-Blue（ Stratagene製 ） に 導 入 し 、 rh cTnIを 発
現 す る 大 腸 菌 細 胞 株 XL1-Blue/cTnIを 得 た 。 こ の 組 換 え 大 腸 菌 細 胞 株 XL1-Blue/cTnIを 50 
μ g/mlア ン ピ シ リ ン 含 有 TB培 地 に て 培 養 し 、 1 mM IPTGに よ り 誘 導 し 、 rh cTnIを 発 現 さ せ
た 。 次 い で 、 rh cTnIを 発 現 さ せ た 培 養 液 を 遠 心 分 離 (5000 rpm、 5 min、 4℃ )し て 、 大 腸
菌 を 沈 殿 さ せ 、 回 収 し た 菌 体 を 500 mM NaCl含 有 25 mM リ ン 酸 緩 衝 液  (pH 8.0)に 懸 濁 し た
後 、 氷 中 に て 超 音 波 破 砕 し た 。 さ ら に 得 ら れ た 菌 体 液 を 遠 心 分 離 (15,000 rpm、 30 min、 4
℃ )し 、 rh cTnIを 含 む 沈 殿 物 を 回 収 し た 。 回 収 し た 沈 殿 物 は 500mM NaCl及 び 6M グ ア ニ ジ
ン 塩 酸 含 有 25 mM リ ン 酸 緩 衝 液  (pH 8.0)に 懸 濁 し た 後 、 氷 中 に て 超 音 波 破 砕 し 、 遠 心 (15
,000 rpm、 30 min、 4℃ )し て 、 rh cTnIを 含 む 上 清 を 回 収 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 回 収 し た 上 清 を Ni-NTA agaroseと 混 合 し 、 rh cTnIを Ni-NTA agaroseと 結 合 さ せ た 後 、 7
M尿 素 含 有 20 mM ト リ ス 緩 衝 液 (pH 7.5)に て ア ガ ロ ー ス を 洗 浄 し 、 次 い で 200 mM イ ミ ダ ゾ
ー ル 及 び 7 M 尿 素 含 有 20 mM ト リ ス 緩 衝 液 (pH 7.5)で rh cTnIを 溶 出 し た (Ni-NTA agarose
 溶 出 画 分 )。 さ ら に 、 当 該 Ni-NTA agarose 溶 出 画 分 を DEAE sepharose カ ラ ム に 供 し て 、
rh cTnIを 含 む 非 結 合 画 分 を 回 収 し た (DEAE sepharose非 結 合 画 分 )。 当 該 DEAE sepharose
非 結 合 画 分 を CM sepharose カ ラ ム に 通 液 し て 、 CM sepharoseに 結 合 さ せ た 後 、 0－ 500 mM
 NaCl濃 度 勾 配 の 7 M 尿 素 含 有 20 mM ト リ ス 緩 衝 液 (pH 7.5)に よ り 溶 出 さ せ て 、 rh cTnIを
含 む 画 分 を 回 収 し 、 こ れ を 精 製 リ コ ン ビ ナ ン ト ・ 全 長 ヒ ト 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I （ 精 製 rh c
TnI-full） と し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
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　 （ ２ ） リ コ ン ビ ナ ン ト ・ 部 分 ヒ ト 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I (rh cTnI-middle)の 作 製
　 ヒ ト 心 臓 の Total RNA（ CLONTECH社 製 )を 鋳 型 と し て 、 下 記 の プ ラ イ マ ー ：
・ middle-FW： 　 5’ -GACGGATCCATCTCCGCCTCGAGAAAATTGCAGC-3’ （ 配 列 番 号 ５ ）
・ middle-RW： 　 5’ -GACGAATTCTCAGTGATGGTGATGGTGATGCTCTTCATCCACCTTGTCCACACGG-3’ （
配 列 番 号 ６ ）
を 用 い て RT-PCRを 行 い 、 部 分 ヒ ト 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I（ ア ミ ノ 酸 41-110） を コ ー ド す る DNA
に 相 当 す る cDNAを 増 幅 取 得 し た 。 な お 、 上 記 プ ラ イ マ ー middle-RWは 、 ヒ ト 心 筋 型 ト ロ ポ
ニ ン Iの 110番 目 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る コ ド ン の 直 後 に ６ 個 の ヒ ス チ ジ ン （ 6× His） を コ
ー ド す る 塩 基 配 列 と 停 止 コ ド ン (tag)を 組 み 込 ん で 設 計 し た も の で あ る 。 取 得 し た cDNA の
塩 基 配 列 を シ ー ク エ ン ス に よ り 確 認 し た と こ ろ 、 GenBankに 登 録 さ れ て い る ヒ ト 心 筋 型 ト
ロ ポ ニ ン Iの ア ミ ノ 酸 41-110番 目 の 領 域 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 の 3’ 端 に 、 6× His-tag の
配 列 が 組 み 込 ま れ た 配 列 と 相 違 な い こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 斯 く し て 調 製 さ れ た cDNAを 大 腸 菌 発 現 ベ ク タ ー pGEX-2T（ フ ァ ル マ シ ア 製 ） に 挿 入 し 、 G
ST及 び 6xHis-tagを も つ 融 合 蛋 白 を 発 現 す る ベ ク タ ー pGEX-2T/cTnI-middleを 得 た 。 こ の ベ
ク タ ー を 大 腸 菌 細 胞 株 JM-109（ 東 洋 紡 製 ） に 導 入 し 、 大 腸 菌 JM109/cTnI-middleを 得 た 。
こ の 組 換 え 大 腸 菌 株 を 50 μ g/mlア ン ピ シ リ ン を 含 む TB培 地 に て 培 養 し 、 1mM IPTGに よ り r
h cTnI-middleの 発 現 を 誘 導 し た 。 rh cTnI-middleを 含 む 培 養 液 を 遠 心 分 離 (5,000 rpm、 5
 min、 4℃ )し 、 大 腸 菌 を 沈 殿 さ せ 、 沈 殿 さ せ た 菌 体 を 500 mM NaCl、 1% Triton X-100及 び
20 mMイ ミ ダ ゾ ー ル 含 有  25 mM リ ン 酸 緩 衝 液  (pH 8.0)に 懸 濁 し た 後 、 氷 中 に て 超 音 波 破
砕 し 、 遠 心 分 離 (15,000 rpm、 30 min、 4℃ )し て rh cTnI-middleを 含 む 上 清 を 回 収 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 こ の 上 清 を Ni-NTA agaroseと 混 合 し て 、 rh cTnI-middleを Ni-NTA agaroseに 結 合 さ せ て
、 500 mM NaCl、 1% Triton X-100及 び 20 mMイ ミ ダ ゾ ー ル 含 有 25 mM リ ン 酸 緩 衝 液  (pH 8.
0)で 洗 浄 し 、 さ ら に 1% Triton X-100含 有 25 mM リ ン 酸 緩 衝 液  (pH 8.0)で 洗 浄 し た 後 、 1%
 Triton X-100及 び 200 mMイ ミ ダ ゾ ー ル 含 有 25 mM リ ン 酸 緩 衝 液  (pH 8.0)を 用 い て 、 rh c
TnI-middleを 溶 出 し た (Ni-NTA agarose 溶 出 画 分 )。 当 該 Ni-NTA agarose 溶 出 画 分 を Glut
athione sepharose カ ラ ム に 通 液 し た 後 、 1% Triton X-100 含 有 リ ン 酸 緩 衝 液 、 次 い で リ
ン 酸 緩 衝 液 で 洗 浄 し た 後 、 10 mM　 Glutathione含 有 50 mM ト リ ス 緩 衝 液 (pH 8.0)を 通 液 し
て 、 Glutathione sepharose カ ラ ム に 結 合 さ せ た rh cTnI-middleを 溶 出 し た (Glutathione
 sepharose溶 出 画 分 )。 当 該 Glutathione sepharose溶 出 画 分 を リ ン 酸 緩 衝 液 に 対 し て 透 析
し 、 回 収 し た 透 析 物 を 精 製 リ コ ン ビ ナ ン ト ・ 部 分 ヒ ト 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン I （ 精 製 rh cTnI-
 middle） と し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 　 　 抗 ト ロ ポ ニ ン I(cTnI)抗 体 の 測 定 方 法
（ １ ） 前 処 理 用 抗 原 固 相 化 プ レ ー ト の 調 製
　 96穴 プ レ ー ト (Immunoplate II, Nunc)の 各 ウ ェ ル に 、 実 施 例 １ の （ １ ） で 調 製 し た 抗 原
(精 製 rh cTnI-full)を 0.5 μ g/wellの 割 合 で 加 え 、 4℃ で 一 晩 放 置 し た 。 次 い で 、 上 清 を
捨 て た 後 、 200 μ lの 1% BSA含 有 PBSを 各 ウ ェ ル に 加 え 、 室 温 で ２ 時 間 放 置 し 、 抗 原 固 相 化
プ レ ー ト を 作 製 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 （ ２ ） 一 次 反 応
　 （ １ ） の 前 処 理 用 抗 原 固 相 化 プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル を 200 μ lの 洗 浄 液 （ 0.1% Tween 20含
有 PBS)で ５ 回 洗 浄 し 、 洗 浄 後 、 予 め 希 釈 液 （ 0.1% BSAお よ び 0.1% Tween 20含 有 PBS)に て 1
0倍 希 釈 し た 血 清 サ ン プ ル を 100 μ lを ウ ェ ル に 加 え 、 4℃ で 一 晩 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 プ
レ ー ト を 洗 浄 液 で ５ 回 洗 浄 し 、 100μ lの 回 収 液 （ 10 mM glycine-HCl、 pH 2.7)を 各 ウ ェ ル
に 加 え 、 次 い で 、 各 ウ ェ ル か ら 50μ lづ つ 分 取 し 、 50μ lの 中 和 液 （ 0.2%BSA及 び 0.2% Twee
n 20含 有 50mM リ ン 酸 緩 衝 液 、 pH 8.0)に て 中 和 し 、 IgG（ 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Ｉ 抗 体 ） 回
収 サ ン プ ル と し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
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　 （ ３ ） 反 応 用 抗 原 固 相 化 プ レ ー ト
　 96穴 プ レ ー ト (Immunoplate II, Nunc)の 各 ウ ェ ル に 、 抗 原 (精 製 rh cTnI- middle)を  0.
5 μ g/wellの 濃 度 で 加 え 、 4℃ で 一 晩 放 置 し た 。 上 清 を 捨 て た 後 、 200μ lの 1% BSA含 有 PBS
を 各 ウ ェ ル に 加 え 、 室 温 で ２ 時 間 放 置 し 、 反 応 用 抗 原 固 相 化 プ レ ー ト を 作 製 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 反 応 後 、 プ レ ー ト を 洗 浄 液 で ５ 回 洗 浄 し 、 各 ウ ェ ル に （ ２ ） で 回 収 し た IgG（ 抗 心 筋 型
ト ロ ポ ニ ン Ｉ 抗 体 ） 回 収 サ ン プ ル (100μ l)を 加 え 、 室 温 で ２ 時 間 反 応 さ せ た 。 反 応 後 各 ウ
ェ ル を 洗 浄 液 で ５ 回 洗 浄 し 、 各 ウ ェ ル に ２ 万 倍 希 釈 し た HRP標 識 ヒ ツ ジ 抗 ヒ ト IgG抗 体 を 10
0μ lづ つ 加 え 、 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 各 ウ ェ ル に 基 質 溶 液 （ OPD） を 100 μ l
づ つ 加 え 、 室 温 で ３ ０ 分 間 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 各 ウ ェ ル に 2N H 2 SO４ を 100μ lづ つ 加 え
発 色 反 応 を 停 止 し 、 プ レ ー ト リ ー ダ ー で 比 色 （ λ = 492 nm） し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　
（ １ ） 心 筋 炎 1,315例 を 、 心 筋 生 検 に よ る 病 理 組 織 診 断 に お い て 活 動 性 心 筋 炎 と の 診 断 が
確 定 し た 88例 （ 活 動 性 心 筋 炎 ） と 、 活 動 性 心 筋 炎 と の 診 断 が 確 定 し な か っ た 1,227例 （ 非
活 動 性 心 筋 炎 ） と に 分 け 、 こ れ ら の 各 患 者 の 血 清 サ ン プ ル を 被 験 試 料 と し て 、 実 施 例 ２ の
方 法 に 従 っ て 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン 抗 体 価 を 測 定 し た 。 ま た 、 同 様 に し て 心 筋 炎 を 伴 わ な い
心 不 全 例 157例 、 お よ び 正 常 者 61例 に つ い て も 同 様 に 実 施 例 ２ の 方 法 に 従 っ て 抗 心 筋 型 ト
ロ ポ ニ ン 抗 体 価 を 測 定 し た 。 結 果 を 図 １ に 示 す 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 図 １ に 示 す よ う に 、 活 動 性 心 筋 炎 の 患 者 の 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン 抗 体 価 は 、 非 活 動 性 心 筋
炎 の 患 者 、 心 不 全 の 患 者 、 お よ び 正 常 者 の い ず れ の 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン 抗 体 価 よ り も 顕 著
に 高 か っ た 。 一 方 、 同 時 に 測 定 し た 血 中 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン Ｉ 値 、 ト ロ ポ ニ ン Ｔ 値 、 お よ び
proBNP値 に は 、 症 例 間 で 差 異 は 認 め ら れ な か っ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 こ の こ と か ら 、 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン 抗 体 価 を 指 標 と す る こ と で 、 活 動 性 心 筋 炎 を 、 非 活
動 性 心 筋 炎 や 心 不 全 な ど の 他 の 心 疾 患 と 区 別 し て 診 断 す る こ と が で き る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 （ ２ ） （ １ ） で 活 動 性 心 筋 炎 と 判 断 さ れ た 88例 、 お よ び 非 活 動 性 心 筋 炎 と 判 断 さ れ た 12
27例 の う ち 143例 を 、 各 々 Ｃ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 感 染 （ HCV感 染 ） の 有 無 に よ っ て 分 類 し た 。 な
お 、 Ｃ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 感 染 の 有 無 は 、 患 者 の 血 清 を 試 料 と し て 、 ア ボ ッ ト 社 の 検 査 試 薬 「
ア ー キ テ ク ト （ 登 録 商 標 ） Ｈ Ｖ Ｃ 」 を 用 い て Ｃ 型 肝 炎 ウ イ ル ス の 抗 体 価 を 測 定 す る こ と に
よ っ て 行 い 、 抗 体 価 が １ .０ 以 上 の 場 合 を Ｃ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 感 染 し て い る と 判 断 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 活 動 性 心 筋 炎 88例 の う ち 、 HCV感 染 者 は 5例 、 HCV非 感 染 者 は 83例 で あ り 、 非 活 動 性 心 筋
炎 143例 の う ち 、 HCV感 染 者 は 34例 、 HCV非 感 染 者 は 119例 で あ っ た 。 図 ２ に 、 各 症 例 群 に 抗
ト ロ ポ ニ ン 抗 体 価 の 平 均 値 を 纏 め た 結 果 を 示 す 。 図 ２ に 示 す よ う に 、 活 動 性 心 筋 炎 患 者 の
中 で も HCV感 染 者 の 抗 ト ロ ポ ニ ン 抗 体 価 は 顕 著 に 高 か っ た 。 一 方 、 非 活 動 性 心 筋 炎 患 者 の
場 合 、 HCV感 染 者 と 非 HCV感 染 者 間 で 抗 ト ロ ポ ニ ン 抗 体 価 に 殆 ど 差 異 は な か っ た 。 こ の こ と
か ら 、 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン 抗 体 価 を 指 標 と す る こ と で 、 活 動 性 心 筋 炎 の 中 で も ウ イ ル ス 性
心 筋 炎 を 、 非 ウ イ ル ス 性 活 動 性 心 筋 炎 、 心 筋 炎 非 活 動 性 心 筋 炎 お よ び 心 不 全 な ど の 他 の 心
疾 患 と 区 別 し て 診 断 す る こ と が で き る こ と が わ か る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　
　 心 筋 炎 88例 を 対 象 と し て 、 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン 抗 体 価 と FLCカ ッ パ 鎖 量 を 測 定 し た 。 抗
心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン 抗 体 価 は 、 実 施 例 ２ に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 測 定 し た 。 ま た Ｆ Ｌ Ｃ の 測 定
は 文 献 （ J. Immunol. Methods, 2003, 275, 9-17） に 従 っ て 行 っ た 。 具 体 的 に は 、 ま ず 、
Ｆ Ｌ Ｃ 特 異 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ヤ マ サ 醤 油 （ 株 ） 製 ） を コ ー ト し た ９ ６ 穴 マ イ ク ロ プ レ
ー ト （ Nunc社 製 ） に 、 被 験 者 の 血 清 試 料 ま た は 標 準 溶 液 を 100μ l毎 加 え 、 室 温 で ２ 時 間 反
応 さ せ た 。 洗 浄 後 、 二 次 抗 体 と し て 抗 カ ッ パ ー 軽 鎖 型 抗 体 （ ヤ マ サ 醤 油 （ 株 ） 製 ） の 西 洋
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ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 体 を 100μ l加 え 、 37℃ で 30分 間 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 0.05％
 Tween20を 含 む PBSで 洗 浄 し 、 発 色 液 （ OPD、 Sigma） を 100μ l分 注 し 、 発 色 さ せ た 。 １ Ｎ
硫 酸 に て 発 色 を 停 止 後 、 492nmで の 吸 光 度 を 測 定 し た 。 な お 、 ア ッ セ イ 用 の 緩 衝 液 と し て
は １ ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 む 50mM　 ト リ ス 塩 酸 （ pH7.5） を 用 い た 。 　
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 そ の 結 果 、 心 筋 炎 88例 の う ち 、 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン 抗 体 価 高 例 （ >0.1） は 22例 （ 25％ ）
で あ り 、 そ の う ち （ 22例 中 ） Ｆ Ｌ Ｃ カ ッ パ 値 が 高 値 （ 正 常 者 の 平 均 ± 標 準 偏 差 が 34mg/Lを
越 え る ） を 示 し た 例 は 21例 （ 95.54％ ） で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 こ の こ と か ら 、 こ の 21例 に 対 し て は 、 カ ッ パ 鎖 を 産 生 す る Ｂ 細 胞 の 活 性 抑 制 と い う 療 法
を 選 択 す る こ と に よ り 、 活 動 性 心 筋 炎 を 的 確 に 治 療 す る こ と が で き る も の と 考 え ら れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ １ 】
【 図 １ 】 実 施 例 ３ （ １ ） の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。 心 筋 炎 1,315例 の う ち 活 動 性 心 筋 炎 88例
お よ び 非 活 動 性 心 筋 炎 1,227例 、 心 筋 炎 を 伴 わ な い 心 不 全 例 157例 、 お よ び 正 常 者 61例 の 抗
心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン 抗 体 価 （ AU:Arbitrary Unit） を 示 す 結 果 で あ る 。
【 図 ２ 】 実 施 例 ３ （ ２ ） の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。 活 動 性 心 筋 炎 88例 の う ち HCV感 染 者 5例 お
よ び 非 感 染 者 83例 、 非 活 動 性 感 染 者 143例 の う ち HCV感 染 者 34例 お よ び 非 感 染 者 119例 、 心
筋 炎 を 伴 わ な い 心 不 全 例 157例 、 並 び に 正 常 者 61例 の 抗 心 筋 型 ト ロ ポ ニ ン 抗 体 価 （ AU:Arbi
trary Unit） を 示 す 結 果 で あ る 。
【 配 列 表 フ リ ー テ キ ス ト 】
【 ０ ０ ７ ２ 】
配 列 番 号 ３ は full-FWの プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
配 列 番 号 ４ は full-RWの プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
配 列 番 号 ５ は middle-FWの プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
配 列 番 号 ６ は middle-RWの プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 配 列 表 】
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