
JP 2013-503329 A 2013.1.31

(57)【要約】
　本発明は、対象由来の体液のサンプル中のプロカルシトニン（ＰＣＴ）もしくはそれの
フラグメントまたは前駆体もしくは少なくとも１２アミノ酸残基を有するそれのフラグメ
ントのレベルの決定および決定したレベルと支持する有害事象の潜在的なリスクとの相互
関係を含む、無症状の対象についての有害事象の予後診断のためのインビトロにおける方
法に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　見かけ上健康な対象、好ましくはヒトが有害事象を患う増加したリスクを決定するため
の方法であって：
‐　前記対象由来のサンプルを提供し；
‐　前記サンプル中のプロカルシトニン（ＰＣＴ）またはそれのフラグメントのレベルを
決定し；および
‐　前記ＰＣＴレベルに基づいて、有害事象を患う増加したリスクを前記対象が有するか
どうかを決定すること
を含む、前記方法。
【請求項２】
　前記ＰＣＴが、配列番号１として示すアミノ酸配列を有する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記ＰＣＴフラグメントが、
‐　少なくとも１２アミノ酸、好ましくは５０超のアミノ酸、もっとも好ましくは１００
超のアミノ酸、または
‐　配列番号１として示されるアミノ酸配列のアミノ酸２～１１６または３～１１６
を含む（含む（ｃｏｎｔａｉｎ））、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記レベル決定が、診断アッセイ、好ましくは免疫アッセイを使用して行われる、請求
項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　前記有害事象が、心臓事象、心血管事象、脳血管事象、心血管死亡、糖尿病、癌死亡、
および死亡からなる群から選択される、請求項１～４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　前記リスク決定が、
‐　決定したＰＣＴまたはＰＣＴフラグメントのレベルと、見かけ上健康な対象の集団か
ら予め定めたサンプルの母集団についてのＰＣＴまたはそれのフラグメントの前記レベル
の中央値とを比較することにより、または
‐　決定したＰＣＴまたはＰＣＴフラグメントのレベルと、見かけ上健康な対象の集団か
ら予め定めたサンプルの母集団についてのＰＣＴまたはそれのフラグメントの変位値とを
比較することにより、または
‐　コックス比例ハザード分析、または再分類指数（Ｎｅｔ　Ｒｅｃｌａｓｓｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎ　Ｉｎｄｅｘ（ＮＲＩ））または総合判別指数（ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　Ｄｉｓ
ｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎ　Ｉｎｄｅｘ（ＩＤＩ））などのリスク指数計算に基づく計算を
行うことにより
遂行される、請求項１～４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　前記対象が、症候性の感染を含まない（ＰＣＴレベルが、通常の範囲より上に増加しな
い）、請求項１～６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　前記サンプルが、体液、特に血液、血清、血漿、脳脊髄液、尿、唾液、痰、または胸水
である、請求項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　血清または血漿サンプル中の前記ＰＣＴレベルが、少なくとも０．０１５ｎｇ／ｍｌ、
好ましくは少なくとも０．０２ｎｇ／ｍｌである時、前記対象が、有害事象を患うリスク
を有することを決定する、請求項１～８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　血清サンプル中の前記ＰＣＴレベルが、少なくとも０．０１５５ｎｇ／ｍｌの時、前記
対象が、心臓事象または心血管事象を患う増加したリスクを有することを決定する、請求
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項１～９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　血清サンプル中の前記ＰＣＴレベルが、少なくとも０．０２１５ｎｇ／ｍｌの時、前記
対象が、脳血管事象または心血管起因による死亡を患う増加したリスクを有することを決
定する、請求項１～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　血清サンプル中の前記ＰＣＴレベルが、少なくとも０．０１５５ｎｇ／ｍｌの時、前記
対象が、癌由来の死亡の増加したリスクを有することを決定する、請求項１～１１のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　血清サンプル中の前記ＰＣＴレベルが、少なくとも０．０２０５ｎｇ／ｍｌの時、前記
対象が、死亡の増加したリスクを有することを決定する、請求項１～１２のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項１４】
　血清サンプル中の前記ＰＣＴレベルが、少なくとも０．０１８５ｎｇ／ｍｌの時、前記
対象が、糖尿病を患う増加したリスクを有することを決定する、請求項１～１３のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項１５】
　‐　性別、年齢、収縮期血圧、拡張期血圧、ボディマス指数、ウェスト周囲、ウェスト
‐ヒップ比率、および喫煙習慣からなる群から選択される臨床パラメーター；または
‐　空腹時血糖濃度または血漿グルコース濃度、中性脂肪、コレステロール濃度、および
ＨＤＬコレステロール濃度およびそれのサブフラクション、ＬＤＬコレステロール濃度お
よびそれのサブフラクション、シスタチンＣ、インスリン、ＣＲＰ、ＡおよびＢ型のナト
リウム利尿ペプチド並びにそれらの前駆体およびそれらのフラグメント、例えば、ＡＮＰ
、ｐｒｏＡＮＰ、ＮＴ‐ｐｒｏＡＮＰ、ＭＲ‐ｐｒｏＡＮＰ、ＢＮＰ、ｐｒｏＢＮＰ、Ｎ
Ｔ‐ｐｒｏＢＮＰ、ＧＤＦ１５、ＳＴ２、プロカルシトニンおよびそれのフラグメント、
プロ‐アドレノメデュリンおよびそれのフラグメント、例えば、ＡＤＭ，ＰＡＭＰ、ＭＲ
‐ｐｒｏＡＤＭ，ＣＴ‐ｐｒｏＡＤＭ、ｐｒｏ‐エンドセリン‐１およびそれのフラグメ
ント、例えば、ＣＴ‐ｐｒｏＥＴ‐１、ＮＴ‐ｐｒｏＥＴ‐１、ｂｉｇ‐エンドセリン‐
１およびエンドセリン‐１からなる群から選択されるラボラトリーパラメーター；または
‐　一塩基多型（ＳＮＰ）、および変異体、特に糖尿病遺伝に関するからなる群から選択
される遺伝学的パラメーター
を決定することをさらに含む、請求項１～１４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　前記対象中の発生に由来の前記有害事象を避けるための少なくとも一の予防処置をさら
に含む、請求項１～１５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７】
　見かけ上健康な対象の有害事象を患う増加したリスクを決定するための、請求項１から
１６のいずれか一項に記載の方法の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、医療診断の分野に関する。特に、本発明は、対象の体液由来のサンプルにお
けるプロカルシトニン（Ｐｒｏｃａｌｃｉｔｏｎｉｎ）（ＰＣＴ）のレベルの決定に関す
る。
【背景技術】
【０００２】
　プロカルシトニンは、局所および全身の細菌感染、例えば敗血症などの存在および重症
度を反映するバイオマーカーとして知られている（Ａｓｓｉｃｏｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｌａ
ｎｃｅｔ　１９９３；３４１：５１５‐８；Ｍｕｌｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｒｉｔ　Ｃ
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ａｒｅ　Ｍｅｄ　２０００；２８：９７７‐８３；Ｈａｒｂａｒｔｈ　ｅｔ　ａｌ．，Ａ
ｍ　Ｊ　Ｒｅｓｐｉｒ　Ｃｒｉｔ　Ｃａｒｅ　Ｍｅｄ　２００１；１６４：３９６‐４０
２；Ｂｅｃｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｒｉｔ　Ｃａｒｅ　Ｍｅｄ　２００８；３６：９４
１‐５２；Ｂｅｃｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ　Ｍｅｔ
ａｂ　２００４；８９：１５１２‐２５；Ｎｏｂｒｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｍ　Ｊ　Ｒｅｓ
ｐｉｒ　Ｃｒｉｔ　Ｃａｒｅ　Ｍｅｄ　２００８；１７７：４９８‐５０５；Ｃｈｒｉｓ
ｔ－Ｃｒａｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｌａｎｃｅｔ　２００４；３６３：６００‐７；Ｓｔｏ
ｌｚ　ｅｔ．ａｌ．，Ｃｈｅｓｔ　２００７；１３１：９‐１９；Ｃｈｒｉｓｔ－Ｃｒａ
ｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｍ　Ｊ　Ｒｅｓｐｉｒ　Ｃｒｉｔ　Ｃａｒｅ　Ｍｅｄ　２００６
；１７４：８４‐９３；Ｂｒｉｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｒｃｈ　Ｉｎｔｅｒｎ　Ｍｅｄ　
２００８；１６８：２０００‐７；ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ　７‐８）。
【０００３】
　細菌感染の間、血漿ＰＣＴ濃度は、典型的に０．２５ｎｇ／ｍｌ以上となる。より最近
、高感度アッセイ技術の使用により、いくつかの非感染性疾患において、ＰＣＴ濃度が、
通常の範囲であるがより高い濃度範囲または通常の範囲以上に上昇するかもしれないこと
が見出されてきたが、抗細菌治療を必要とする細菌感染と関連することが知られている濃
度よりも下である。それ以上に、これらのＰＣＴ濃度は、これらの患者の望ましくない予
後に関連することが見出された。
【０００４】
　これらの疾患は、冠状動脈疾患および急性冠症候群を含む。健康な個人についての定量
的ＰＣＴ濃度を記載する刊行物が２つだけある（Ｍｏｒｇｅｎｔｈａｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｃｌｉｎ　Ｃｈｅｍ　２００２，４８：７８８－７９０；Ｍｏｒｇｅｎｔｈａｌｅｒ
　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｌｉｎ　Ｌａｂ　２００２，４８：２６３－２７０）。しかしながら
、健康的な個人において相対的に上昇したＰＣＴ濃度が、潜在的な将来の有害事象の発生
と関連するか否かは、知られていない。診察時に見かけ上健康である個人に対して将来の
有害事象を予測する可能性は重要である。なぜなら、リスクの早期認識は、有害事象の進
行を予防するための手助けとなる手段を開始するための要件となるからである。
【０００５】
　従って、有害事象の予後診断で、見かけ上健康な（無症状である）集団のＰＣＴレベル
間の関連を確立することが、本発明の対象である。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明は、後に有害事象を患う無症状の対象由来のサンプルにおけるＰＣＴレベルが、
後に有害事象を患わない無症状の対象由来のサンプルにおけるＰＣＴレベルと比較して、
統計的に関連性のある態様で増加するという驚くべき知見に基づく。
【０００７】
　本発明は、無症状の対象が有害事象を体験することについての予後診断用インビトロ方
法に関する。本方法は、第一に、対象由来のサンプル中におけるプロカルシトニン（ＰＣ
Ｔ）またはそれのフラグメントのレベルを測定し；
　第二に、プロカルシトニンまたはそれのフラグメントのレベルを、対象が有害事象を患
うリスクと関連付けすることを含む。
【発明を実施するための形態】
【０００８】
発明の詳細な説明
　本発明は、見かけ上は健康な対象が、有害事象を患うリスク決定のための、または見か
け上健康な対象が将来において有害事象を患う増加したリスクの有無の決定のための方法
に関する。好ましくは、約６ヶ月から１０年の期間の間の有害事象の発生のリスクを、予
測することができる。本方法は、以下の工程：
　第一に、対象からサンプルを準備し、
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　第二に、当該サンプル中においてプロカルシトニンまたはそれのフラグメントのレベル
を決定し、
　第三に、上記ＰＣＴレベルに基づいて、上記対象が有害事象患うリスクを決定するか、
または当該ＰＣＴレベルに基づいて、当該対象が、有害事象を患う増加したリスクを有す
るか否かを決定すること、
を含む。
【０００９】
　用語「リスク」は、ある有害事象を、将来患う対象のための確率を指す。
【００１０】
　本明細書において使用される「対象（ｓｕｂｊｅｃｔ）」とは、生存しているヒトまた
はヒトでない生物を指す。好ましい実施態様において、対象は、ヒトである。さらに、対
象から対象由来のサンプルを得る時点で、対象が細菌感染を含まない（無症状）ことが、
好ましい。これは、ＰＣＴレベルが、対象の通常の範囲より上に増加していないことを確
保する。従って、対象は、本発明の方法を行う前に、細菌感染の検査を受けることが好ま
しい。
【００１１】
　「見かけ上健康な（ａｐｐａｒｅｎｔｌｙ　ｈｅａｌｔｈｙ）」対象は、どんな非感染
性疾患も含まないことがまた好ましい、すなわち対象は、非感染性疾患の診断において認
めるであろう症状を全く示さない。用語「非感染性疾患（ｎｏｎ‐ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ
　ｄｉｓｅａｓｅ）」は、例えば高血圧、整形外科疾患、例えば骨粗しょう症、および神
経変性疾患、例えばアルツハイマー疾患などの疾患を指す。出産後の外傷のため、新生児
においてＰＣＴ濃度が増強することが知られている。従って、本請求項から新生児は除く
。本発明の定義による新生児は、好ましくは産後１日～１０日の間、より好ましくは１日
～３日の間である。また、例えば、心臓移植、肺移植、肝臓移植、腎臓移植などの器官移
植後、心臓手術などの手術後の患者において、ＰＣＴ濃度は増強することが知られている
。従って、心臓移植、肺移植、肝臓移植、腎臓移植などの器官移植後、心臓手術などの手
術後の患者は、仮に当該手術が７日以内に行われていれば、見かけ上健康なヒトの群から
除き、好ましくは手術後の患者は、仮に当該手術が１４日以内に行われていれば除く。他
の実施態様において、２月以内に手術を受けた手術後の患者は除く。選択的に、１４日以
内に、好ましくは７日以内に、前記外傷を経験した外傷後の患者および対象は除く。
【００１２】
　本明細書で使用されるように、用語「サンプル」は、患者などの目的の対象の診断、予
後診断、または評価の目的で得た体液のサンプルを指す。好ましい試験サンプルは、血液
、血清、血漿、脳脊髄液、尿、唾液、痰、および胸水を含む。さらに、当業者は、いくつ
かのテストサンプルが、以下の、例えば、血液全体から血清または血漿成分を分離するな
どの分画または精製処置でより簡単に分析されるであろうことを理解するであろう。
【００１３】
　従って、本発明の好ましい実施態様において、サンプルは、血液サンプル、血清サンプ
ル、血漿サンプル、脳脊髄液サンプル、唾液サンプルおよび尿サンプルまたは任意の前記
のサンプルの抽出物からなる群から選択されるサンプルである。好ましくは、サンプルは
血液サンプルであり、より好ましくは、血清サンプルまたは血漿サンプルである。
【００１４】
　本発明において、用語「予後診断（ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ）」は、対象の（例えば、患者
の）健康状態がどのように進行するかの予測を意味する。これは、前記対象について起こ
る有害事象の見込みの評価を含む。
【００１５】
　「有害事象（ａｄｖｅｒｓｅ　ｅｖｅｎｔ）」または「有害事象（ａｄｖｅｒｓｅ　ｏ
ｕｔｃｏｍｅ）」は、個人の健康を損なうような事象または結果を定義する。前記有害事
象は、心臓事象（ｃａｒｄｉａｃ　ｅｖｅｎｔ）、心血管事象（ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕ
ｌａｒ　ｅｖｅｎｔ）、脳血管事象（ｃｅｒｅｂｒｏｖａｓｃｕｌａｒ　ｅｖｅｎｔ）、
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癌、糖尿病、およびすべてに起因する死亡からなる群から選択されてもよいが、これらに
制限されない。有害事象は、感染、重篤な感染、および敗血症様全身感染および敗血症を
含む。有害（ａｄｖｅｒｓｅ）は、急性外的要因に誘導される有害事象および／または外
的要因に誘導される外傷により引き起こされる事象ではない。外的要因誘導性の外傷は、
例えば、自動車事故などの事故によって誘導され得る外的要因を含む。外的要因誘導性の
外傷は、従って有害事象の群から除かれる。
【００１６】
　心臓事象は、以下の事象：急性心筋梗塞（ＩＣＤコード　４１０）、急性および亜急性
虚血性心疾患（ＩＣＤコード　４１１）、および以下の処置：冠動脈バイパス手術または
経皮的冠動脈形成術の任意の合計として定義される。
【００１７】
　脳血管事象は、以下の事象：脳実質外動脈の閉塞または狭窄（ＩＣＤコード　４３３）
または脳動脈の閉塞または狭窄（ＩＣＤコード　４３４）の任意の合計として定義される
。
【００１８】
　心血管死亡（ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ　ｍｏｒｔａｌｉｔｙ）は、心臓性のまた
は脳血管事象による死亡として定義される。心血管の全ての事象は、心臓事象、脳血管事
象、および心血管死亡の合計として定義される。
【００１９】
　明細書に述べるように、タンパク質またはペプチドの文脈において、用語「フラグメン
ト」は、より大きなタンパク質またはペプチド由来のより小さなタンパク質またはペプチ
ドを指し、そしてそれは、従って、より大きなタンパク質またはペプチドの部分的な配列
を含む。前記フラグメントは、一またはそれ以上のそのペプチド結合のケン化により、よ
り大きなタンパク質またはペプチドに由来する。
【００２０】
　本発明の文脈におけるプロカルシトニンは、好ましくは、アミノ酸残基１～１１６、２
～１１６、もしくは３～１１６にまたがるペプチド、またはそれのフラグメントに関する
。従って、プロカルシトニンフラグメントの長さは、少なくとも１２または１５のアミノ
酸、好ましくは５０超のアミノ酸、より好ましくは１００超または１１０超のアミノ酸で
あるべきである。
【００２１】
　ＰＣＴは、グルコシル化、脂質過酸化または誘導体化などの翻訳後修飾を含んでもよい
。ＰＣＴ自体は、カルシトニンおよびカタカルシンの前駆体である。ＰＣＴ１～１１６の
アミノ酸配列は、配列番号１において与えられる。
【００２２】
　本発明の文脈における用語「レベル」は、対象から取ったサンプルにおけるＰＣＴ（ま
たは、フラグメント／前駆体）の濃度（好ましくは質量／体積；ｗ／ｖとして表される）
に関する。
【００２３】
　本明細書におけるＰＣＴもしくはフラグメント、または前駆体もしくはそれのフラグメ
ントのレベルの決定（または測定または検出）は、以下で説明する検出方法および／また
は診断上のアッセイを使用して行う。
【００２４】
　明細書に述べるように、「アッセイ」または「診断上のアッセイ（ｄｉａｇｎｏｓｔｉ
ｃ　ａｓｓａｙ）」は、診断の分野の任意のタイプを適用できる。そのようなアッセイは
、検出される検体を、特定の親和性を有する一またはそれ以上の捕捉プローブ（ｃａｐｔ
ｕｒｅ　ｐｒｏｂｅ）に結合させることに基づいてもよい。捕捉分子（ｃａｐｔｕｒｅ　
ｍｏｌｅｃｕｌｅ）と標的分子または目的の分子間の相互作用に関して、親和定数は、好
ましくは１０8Ｍ-1超である。
【００２５】
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　本発明の文脈において、「捕捉分子」は、標的分子または目的の分子、すなわちサンプ
ル由来の検体（すなわち、本発明の文脈において、心血管ペプチド（一または複数））と
結合するために使用されてもよい。捕捉分子は、従って、空間的におよび表面特徴、例え
ば、表面電荷、疎水性、親水性、ルイスドナーおよび／またはアクセプターの有無の点で
、標的分子または目的の分子と特異的に結合するために、適当に形作らなければならない
。これによって、結合は、例えば、イオン性、ファンデルワールス、π‐π、σ‐π、疎
水性、もしくは水素結合相互作用、または捕捉分子と標的分子もしくは目的の分子との間
の、２またはそれ以上の前述の相互作用の組み合わせであってもよい。本発明の文脈にお
いて、捕捉分子は、例えば、核酸分子、炭化水素分子、ＲＮＡ分子、タンパク質、抗体、
ペプチド、または糖タンパク質を含む群から選択されてもよい。好ましくは、捕捉分子は
、抗体であり、標的もしくは目的分子に十分な親和性を有するそれのフラグメントを含み
、そして組み替え抗体もしくは組み替え抗体フラグメント、並びに前記抗体またはそれの
フラグメントの化学的および／または生化学的に修飾された誘導体であって、少なくとも
１２のアミノ酸長のバリアント鎖由来のフラグメントである。
【００２６】
　好ましい検出方法は、さまざまな形式についての免疫測定、例えば、放射免疫測定（Ｒ
ＩＡ）、化学発光免疫測定、蛍光免疫測定、酵素結合免疫吸着測定（ＥＬＩＳＡ）、ルミ
ネックスに基づくビーズアレイ（ｌｕｍｉｎｅｘ‐ｂａｓｅｄ　ｂｅａｄ　ａｒｒａｙｓ
）、タンパク質マイクロアレイ測定、および迅速形式試験、例えば、免疫クロマトグラフ
ィーストリップ試験（ｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ　ｓｔｒｉｐ　ｔｅ
ｓｔ）などを含む。
【００２７】
　ＰＣＴレベルの決定は、好ましくは抗体（ポリクローナル、または好ましくはモノクロ
ーナル）、特にＰＣＴのカタカルシン部分またはカルシトニン部分に特異的に結合する抗
体を使用して行う。
【００２８】
　アッセイは、ホモジニアスまたはヘテロジニアス測定、競合および非競合測定であり得
る。特に好ましい実施態様において、測定は、非競合免疫測定であるサンドイッチ測定の
形態であり、そこで検出されるおよび／または定量される分子は、一次抗体と結合し、そ
して二次抗体と結合する。一次抗体は、固相、例えば、ビーズ、ウェルまたは他の容器の
表面、チップまたはストリップと結合してもよく、そして二次抗体は、例えば、色素で、
放射性同位体で、または反応性のもしくは触媒的な活性成分で標識された抗体である。検
体と結合する標識された抗体の量は、その後、適当な方法で測定する。「サンドイッチア
ッセイ」に関係する一般的な組成物および手順は、よく確立されそして当業者に知られて
いる（Ｔｈｅ　ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ，Ｅｄ．Ｄａｖｉｄ　ｗｉｌ
ｄ，Ｅｌｓｅｖｉｅｒ　ＬＴＤ，Ｏｘｆｏｒｄ；３ｒｄ　ｅｄ．（Ｍａｙ　２００５），
ＩＳＢＮ‐１３；９７８‐００８０４４５２６７；Ｈｕｌｔｓｃｈｉｇ　Ｃ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｃｈｅｍ　Ｂｉｏｌ．２００６　Ｆｅｂ；１０（１）：４‐１
０．ＰＭＩＤ：１６３７６１３４，参照により明細書に組み込まれる）。
【００２９】
　特に好ましい実施態様において、測定は二つの捕捉分子、好ましくは液体反応混合物中
に分散型でともに存在する抗体を含み、そこで、一次標識成分は、一次捕捉分子と結合し
、ここで当該一次標識成分は、蛍光もしくは化学発光の抑制または増幅に基づく標識シス
テムの一部であり、そして当該標識システムの二次標識成分は、第二捕捉分子に結合し、
その結果、両方の捕捉分子が検体に結合した場合に、測定可能なシグナルが生じ、それに
よりサンプルを含む溶液中で形成されたサンドイッチ複合体の検出が可能になる。
【００３０】
　さらに好ましくは、前記標識システムは、希土類クリプテートまたは希土類キレートと
蛍光色素または化学発光色素、特にシアニンタイプの色素との組み合わせを含む。
【００３１】
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　本発明の文脈において、色素の使用を含む蛍光に基づくアッセイは、そしてそれは、例
えば、ＦＡＭ（５‐または６‐カルボキシフルオレセイン）、ＶＩＣ、ＮＥＤ、フルオレ
セイン、フルオロセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）、ＩＲＤ‐７００／８００、シ
アニン色素、例えばＣＹ３、ＣＹ５、ＣＹ３．５、ＣＹ５．５、Ｃｙ７、キサンテン、６
‐カルボキシ‐２’，４’，７’，４，７‐ヘキサクロロフルオレセイン（ＨＥＸ）、Ｔ
ＥＴ、６‐カルボキシ‐４’，５’‐ジクロロ‐２’，７’‐ジメトジフルオレセイン（
ＪＯＥ）、Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’‐テトラメチル‐６‐カルボキシルローダミン（ＴＡＭＲ
Ａ）、６‐カルボキシ‐Ｘ‐ローダミン（ＲＯＸ）、５‐カルボキシローダミン‐６Ｇ（
Ｒ６Ｇ５）、６‐カルボキシローダミン‐６Ｇ（ＲＧ６）、ローダミン、ローダミングリ
ーン、ローダミンレッド、ローダミン１１０、ボディピー（ＢＯＤＩＰＹ）色素、例えば
ボディピーＴＭＲ、オレゴングリーン、クマリン、例えばウンベリフェロン、ベンジミド
、例えばヘキスト３３２５８；フェナントリジン、例えばテキサスレッド、ヤキマイエロ
ー、アレクサフルオル、ＰＥＴ、エチジウムブロマイド、アクリジニウム色素、カルバゾ
ール色素、フェノキサジン色素、ポルフィリン色素、ポリメチン色素、およびそのような
ものからなる群からから選択されてもよい。本発明の文脈において、色素の使用を含む、
化学発光に基づく測定は、「ＫｉｒｋＯｔｈｍｅｒ，Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ　ｏｆ　
ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，４thｅｄ．，ｅｘｅｃｕｔｉｖｅ　ｅｄｉｔ
ｏｒ，Ｊ．Ｉ．Ｋｒｏｓｃｈｗｉｔｚ；ｅｄｉｔｏｒ，Ｍ．Ｈｏｗｅ‐Ｇｒａｎｔ，Ｊｏ
ｈｎ　Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ，１９９３，ｖｏｌ．１５，ｐ．５１８‐５６２」における
発光色素材料に記載された物理的原理に基づき、５５１頁～５６２頁の引用を含んで、参
照において本明細書に取り込まれる。好ましい化学発光色素は、アクリジニウムエステル
である。
【００３２】
　本発明の方法において、見かけ上健康な対象の有害事象を患う増加するリスクを決定す
るためのいくつかの手段が、応用できる。本方法は、比較できる集団におけるＰＣＴの予
め決定した値で対象中のＰＣＴのレベルを比較することを含んでもよい。これは、単一の
カットオフ値、例えば、中央値または平均値または、集団の７５、９０、９５または９９
パーセンタイル（ｐｅｒｃｅｎｔｉｌｅ）があり得る。あるいは、範囲が用いられること
もあり、例えば、試験される集団が、均等にまたは不均等にグループに分割され（例えば
、低度、中度、高度リスククループ）または四分位値（ｑｕａｒｔｉｌｅ）に分割され、
最も低い四分位値は、もっとも低リスクの個人でありそしてもっとも高い四分位値はもっ
とも高いリスクの個人である。
【００３３】
　予め決定した値は、特定のファクター、例えば性別、年齢、遺伝学、習慣、民族性、ま
たはよく似たものに依存して、選択される特定の集団間で変化してもよい。
【００３４】
　好ましくは、リスク決定は、以下の選択肢：
‐　測定したＰＣＴまたはＰＣＴフラグメントのレベルと、見かけ上健康な対象の集団由
来の予め測定されたサンプルの集合においてＰＣＴまたはそれのフラグメントのレベルの
中央値の比較、または
‐　測定したＰＣＴまたはＰＣＴフラグメントのレベルと、見かけ上健康な対象の集団由
来の予め測定したサンプルの集団におけるＰＣＴまたはそれのフラグメントの変位値（ｑ
ｕａｎｔｉｌｅ）との比較、または
‐　コックス比例ハザード分析またはリスク指標の算定、例えば正味の再分類指数（Ｎｅ
ｔ　Ｒｅｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｉｎｄｅｘ）（ＮＲＩ）または総合判別指数（
Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　Ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎ　Ｉｎｄｅｘ）（ＩＤＩ）などに
基づく算定の実行
の使用により行われる。
【００３５】
　他の実施例において、オッズ比、またはハザード比は、リスクを予測するためのまたは
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疾患を診断するための試験能力の測定として使用される。
【００３６】
　オッズ比の場合，１の値は，「疾病を有する（ｄｉｓｅａｓｅｄ）」および「対照」群
の両方の対象において陽性結果が同等に起こりそうであることを示し；１より大きい値は
，疾病群において陽性結果がより起こりそうであることを示し；１より小さい値は，対照
群において陽性結果がより起こりそうであることを示す。ある好ましい態様において，マ
ーカーおよび／またはマーカーパネルは，好ましくは，少なくとも約１．５またはそれ以
上または約０．７５またはそれ以下，より好ましくは，少なくとも約２またはそれ以上ま
たは約０．５またはそれ以下，さらにより好ましくは少なくとも約３またはそれ以上また
は約０．３３またはそれ以下，さらにより好ましくは少なくとも約４またはそれ以上また
は約０．２５またはそれ以下，さらにより好ましくは少なくとも約５またはそれ以上また
は約０．２またはそれ以下，もっとも好ましくは少なくとも約１０またはそれ以上または
約０．１またはそれ以下のオッズ比を示すよう選択される。この文脈において，用語「約
（ａｂｏｕｔ）」は、所与の測定値の＋／－５％を指す。
【００３７】
　ハザード比の場合，１の値は「疾病を有する（ｄｉｓｅａｓｅｄ）」および「対照」群
の両方でエンドポイント（例えば死亡）の相対的リスクが等しいことを示し；１より大き
い値は疾病群においてリスクがより高いことを示し；１より小さい値は対照群においてリ
スクがより高いことを示す。ある好ましい態様において，マーカーおよび／またはマーカ
ーパネルは，好ましくは，少なくとも約１．１またはそれ以上または約０．９１またはそ
れ以下，より好ましくは少なくとも約１．２５またはそれ以上または約０．８またはそれ
以下，さらにより好ましくは少なくとも約１．５またはそれ以上または約０．６７または
それ以下，さらにより好ましくは少なくとも約２またはそれ以上または約０．５またはそ
れ以下，およびもっとも好ましくは少なくとも約２．５またはそれ以上または約０．４ま
たはそれ以下のハザード比を示すよう選択される。この文脈において，用語「約（ａｂｏ
ｕｔ）」は、所与の測定値の＋／－５％を指す。
【００３８】
　例えば表６において見られるように、本発明者らは、将来ある有害事象を患う対象につ
いて示すＰＣＴレベルのカットオフ値を確立することを可能にした。血清サンプルのＰＣ
Ｔレベルが、少なくとも０．０１５ｎｇ／ｍｌ（血清）、好ましくは０．０２ｎｇ／ｍｌ
の時、一般的に、対象が有害事象を患うリスクを有することを決定できる。
【００３９】
　具体的に、血清サンプル中の前記ＰＣＴレベルが少なくとも０．０１５５ｎｇ／ｍｌ（
血清）の場合に、対象は、心臓事象または心血管事象を患う増加したリスクを有すると決
定される。血清サンプル中の決定されたＰＣＴレベルが、少なくとも０．０２１５ｎｇ／
ｍｌの場合に、対象は、脳血管事象または脳血管原因による死亡を患う増加したリスクを
決定される。血清サンプル中のＰＣＴレベルが、少なくとも０．０１５５ｎｇ／ｍｌの場
合に、対象は、癌による死亡の増加したリスクを有することを決定される。血清サンプル
中の前記ＰＣＴレベルが、少なくとも０．０２０５ｎｇ／ｍｌの場合に、対象は死亡の増
加したリスクを有することを決定され、血清サンプル中のＰＣＴレベルが、少なくとも０
．０１８５ｎｇ／ｍｌの場合に、対象は糖尿病を患うリスクを有することを決定される。
【００４０】
　本発明の方法において少なくとも一のさらなるパラメーターが決定され、そして有害事
象を患うリスクまたは増加したリスクを決定するために使用されることが好ましい。その
ようなさらなるパラメーターは、臨床のパラメーター、ラボラトリー（すなわち生化学的
）パラメーターおよび／または遺伝学的パラメーターであろう。
【００４１】
　対象を異なる群（カテゴリー）へと層分類するための適当な閾値は、患者の参照集団を
、そのＰＣＴレベルに従って、特定の変位値、例えば三分位値、四分位値、五分位値へと
群分けするか、または適当なパーセンタイルに従い群分けすることにより決定される。特
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定のパーセンタイルより上および下の各変位値または各群について、ハザード比は、例え
ば生存率の観点で、有害事象（ａｄｖｅｒｓｅ　ｏｕｔｃｏｍｅ）、すなわち「好ましく
ない効果（ｕｎｆａｖｏｒａｂｌｅ　ｅｆｆｅｃｔ）」についてのリスク、つまり増加し
たリスクを比較することにより、計算することができる。そのようなシナリオにおいて、
１超のハザード比（ＨＲ）は、患者の有害事象（ａｄｖｅｒｓｅ　ｏｕｔｃｏｍｅ）のよ
り高いリスクを示す。１未満のＨＲは、より低いリスクを示す。１付近のＨＲ（例えば＋
／－０．１）は、患者の特定の群の非上昇リスクを示す。患者の特定の変位値間のＨＲを
、互いに比較し、そして患者の全体集合のＨＲと比較することにより、増加したレベルを
有し、そして増加したリスクを有する患者の変位値を同定することが可能になる。
【００４２】
　診断および／または予後試験の感度および特異度は，単なる試験の分析の「質」を超え
るものによって異なり，すなわち，これらは何が異常な結果を構成するかの定義にも依存
する。実用的には，受診者動作特性（Ｒｅｃｅｉｖｅｒ Ｏｐｅｒａｔｉｎｇ Ｃｈａｒａ
ｃｔｅｒｉｓｔｉｃ）曲線（ＲＯＣ曲線）は，典型的には，「正常」（すなわち、見かけ
上健康な）および「疾患」集団（すなわち、細菌感染を患う患者）においてある変数の値
をその相対的頻度に対してプロットすることにより計算される。任意の特定のマーカーに
ついて，疾患を有する対象および有しない対象についてのマーカーレベルの分布はおそら
く重複するであろう。そのような条件下では，試験は１００％の正確性をもって正常を疾
患から絶対的に区別せず，重複する面積は，試験が正常を疾患から区別することができな
い場合を示す。閾値は，それより高い（またはそれより低い，マーカーが疾患にともなっ
てどのように変化するかによる）場合に試験は異常であると考えられ，それより低い場合
に試験は正常であると考えられるように選択する。ＲＯＣ曲線の下の面積は，知覚される
測定値が状態の正しい同定を可能とする確率の尺度である。ＲＯＣ曲線は，試験結果が必
ずしも正確な数値を与えない場合であっても使用することができる。結果を等級付けする
ことができる限り，ＲＯＣ曲線を作成することができる。例えば，「疾患」サンプルにつ
いての試験の結果を，程度（例えば，１＝低，２＝正常，３＝高）にしたがって等級付け
することができる。この等級付けは，「正常な」集団における結果と相関させることがで
き，ＲＯＣ曲線を作成することができる。これらの方法は当該技術分野においてよく知ら
れている（Ｈａｎｌｅｙ ｅｔ ａｌ．１９８２．Ｒａｄｉｏｌｏｇｙ　１４３：２９‐３
６）。好ましくは，閾値は，約０．５より大きい，より好ましくは約０．７より大きい，
さらにより好ましくは約０．８より大きい，さらにより好ましくは約０．８５より大きい
，もっとも好ましくは約０．９より大きいＲＯＣ曲線下面積を与えるように選択される。
この文脈において，「約（ａｂｏｕｔ）」との用語は，所定の測定値の＋／－５％を指す
。
【００４３】
　ＲＯＣ曲線の横軸は、（１‐特異性（ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ））を示し、そしてそれ
は偽陽性率で増加する。曲線の縦軸は、感度を示し、そしてそれは、真陽性率で増加する
。従って、選択された特定のカットオフについて、（１‐特異性）の値が決定されてもよ
く、そして対応する感度が得られてもよい。ＲＯＣ曲線下の面積は、測定されたマーカー
レベルが疾患または症状の正確な同定を可能にする可能性の尺度である。従って、ＲＯＣ
曲線下の面積は、試験の有効性を決定するために使用することができる。
【００４４】
　オッズ比は、二つのバイナリーデータ値間の関連性または非独立性の強さを記載する効
果サイズの尺度である（例えば、試験陽性群で生じる事象のオッズに対する、試験陰性群
で生じる事象のオッズの比）。陽性適中率（ＰＰＶ）適合率（ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ　ｒａ
ｔｅ）は、正確に診断され、および／または予測された陽性試験結果の患者の比率である
。陽性適中率または適合率は、陽性試験が、試験をするための根底にある症状を反映する
確率を反映する。陰性適中率（ＮＰＶ）は、正確に診断されおよび／または予測された陰
性試験結果の患者の集団である。全精度は、試験で正確に分類されたすべての患者のパー
セントである。
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【００４５】
　特異的に、少なくとも一の臨床的パラメーターは、性別（すなわち、男性または女性）
、年齢、収縮期血圧、拡張期血圧、ボディマス指標（ＢＭＩ）、ウェスト周囲、ウェスト
‐ヒップ比、および喫煙習慣からなる群から選択できる。
【００４６】
　特に、ＰＣＴレベルは、男性および女性の間で著しく異なるため（例えば、表２参照）
、本発明の方法を行う時、対象の性別は、考慮する必要のあるパラメーターである。
【００４７】
　少なくとも一のラボラトリーパラメーターは、空腹時血糖濃度または血漿グルコース濃
度、中性脂肪、コレステロール濃度、およびＨＤＬコレステロール濃度およびそれのサブ
フラクション、ＬＤＬコレステロール濃度およびそれのサブフラクション、シスタチンＣ
、インスリン、ＣＲＰ、ＡおよびＢ型のナトリウム利尿ペプチド並びにそれらの前駆体お
よびそれらのフラグメント、例えば、ＡＮＰ、ｐｒｏＡＮＰ、ＮＴ‐ｐｒｏＡＮＰ、ＭＲ
‐ｐｒｏＡＮＰ、ＢＮＰ、ｐｒｏＢＮＰ、ＮＴ‐ｐｒｏＢＮＰ、ＧＤＦ１５、ＳＴ２、プ
ロカルシトニンおよびそれのフラグメント、プロ‐アドレノメデュリンおよびそれのフラ
グメント、例えば、ＡＤＭ，ＰＡＭＰ、ＭＲ‐ｐｒｏＡＤＭ，ＣＴ‐ｐｒｏＡＤＭ、ｐｒ
ｏ‐エンドセリン‐１およびそれのフラグメント、例えば、ＣＴ‐ｐｒｏＥＴ‐１、ＮＴ
‐ｐｒｏＥＴ‐１、ｂｉｇ‐エンドセリン‐１、およびエンドセリン‐１からなる群から
選択できる。
【００４８】
　少なくとも一の遺伝学的パラメーターは、好ましくは一塩基多型（ＳＮＰｓ）、および
変異体からなる群から選択される。
【００４９】
　本発明の方法は、上および明細書中に記載したように、有害事象を患う対象の増加する
リスクの可能性としての情報を提供する。この情報に基づき、予防処置は、対象について
発生する有害事象を避けるために用いられる。予防処置は、例えば、適切な薬の使用、次
に食事制限、運動、医学的管理などであってもよい。
【００５０】
　さらなる態様において、本発明は、見かけ上健康な対象の有害事象を患う増加したリス
クを決定するための、上および明細書中に記載したような方法の使用について言及する。
【００５１】
　それ以上に、本発明は、有害事象を経験する無症状の対象の予後診断のため、すなわち
、明細書中に記載されたように行うため、ＰＣＴまたはそれのフラグメント、または前駆
体、またはそれのフラグメントと直接結合する一またはそれ以上の抗体を含むキットの使
用に関する。
【実施例】
【００５２】
試験集団および設計
　試験集団を、末期腎臓疾患および末期血管疾患の予防（Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ　ｏｆ　
Ｒｅｎａｌ　ａｎｄ　Ｖａｓｃｕｌａｒ　Ｅｎｄｓｔａｇｅ　Ｄｉｓｅａｓｅ：ＰＲＥＶ
ＥＮＤ）試験から得た。ＰＲＥＶＥＮＤ試験は、オランダのグロニンゲン市の一般的な集
団（２８歳から７５歳の年齢範囲）から抜き取られた大規模コホートにおいて、アルブミ
ン尿の自然な進行並びに腎臓および心臓血管疾患へのその関連を前向き調査するために設
計された。試験設計、採用、および手順の詳細は、他で発行されている（Ｈｉｌｌｅｇｅ
　ｅｔ　ａｌ．,Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ　２００２，１０６：１７７７‐１７８２；Ｈ
ｉｌｌｅｇｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｉｎｔｅｒｎ　Ｍｅｄ　２００１,２４９：５１９‐
５２６；Ｍａｈｍｏｏｄｉ　ｅｔ　ａｌ．，ＪＡＭＡ　２００９，３０１：１７９０‐１
７９７）。ＰＲＥＶＥＮＤ試験は、グロニンゲン大学病院センターの地域臨床倫理委員会
により承認され、そしてヘルシンキ宣言において略述された基本原則に順ずる。すべての
参加者は、文書のインフォームドコンセントを提出した。
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【００５３】
測定
　参加者は、人口統計学データ、身体計測、および心血管リスク因子を評価するために２
回の外来通院を受けた。彼らは、最初の通院前に、人工統計学データ、心血管疾患（ＣＶ
Ｄ）病歴、喫煙習慣、ＣＶＤの家族病歴、アルコール消費量、および薬物使用のアンケー
トを完了した。参加者を、総コレステロールレベル、高密度リポタンパク質（ＨＤＬ）コ
レステロール、中性脂肪、血圧測定、血清クレアチニンおよび糖尿病について調査した。
糖尿病は、空腹時血漿グルコース≧７．０ｍｍｏｌ／ｌというアメリカ糖尿病学会のガイ
ドラインまたは抗糖尿病薬の使用により定義した。さらに、薬物使用の情報は、グロニン
ゲン市の薬局コミュニティーから投薬データの使用で実証した。
【００５４】
　ベースラインにおいて、ＣＶＤは、以前の主な心血管事象（すなわち、心筋梗塞、脳血
管障害）の病歴、冠動脈形成術および／またはバイパス手術歴、０．９未満の足関節上腕
血圧比、またはミネソタ分類（Ｍｉｎｎｅｓｏｔａ　ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ）（
すなわち、１．１および１．２コード）に基づくＱＳパターンの存在により定義される。
診察時にＣＶＤを患う個人は、試験から除いた。診察時に糖尿病を患う個人は、試験から
除いた。診察時になんらかの癌を有する個人は、試験から除いた。血清クレアチニン＞１
３２μｍｏｌ／ｌの個人は、腎不全を有すると考慮しそして試験から除いた。試験に適格
な個人の総数は、ｎ＝５３１３であった。従って、この試験について調査された集団は、
見かけ上疾患がない人の代表的な集団で、一般的に健康な集団について代表している。
【００５５】
　実験参加の時点で、血液サンプルを、ラボラトリー測定（以下を参照）のためにそれぞ
れの個人から採取した。
【００５６】
　調査した集団を、１０年間追跡し、そしてさまざまな評価項目の発生を記録した：試験
の評価項目は、心臓事象の発症、脳血管事象の発症、心血管死亡、心血管事象の合計（ｔ
ｏｔａｌ　Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ　ｅｖｅｎｔｓ）、糖尿病の発症、癌死亡、お
よび死亡合計（ｔｏｔａｌ　ｍｏｒｔａｌｉｔｙ）である。心臓事象は、以下の何らかの
事象：急性心筋梗塞（ＩＣＤ－ｃｏｄｅ　４１０）、急性および亜急性虚血性心疾患（４
１１）、および以下の処置：冠動脈大動脈バイパス移植術または経皮的冠動脈形成術の合
計として定義される。脳血管事象は、以下の何らかの事象：脳実質外動脈の閉塞または狭
窄（４３３）または脳動脈の閉塞または狭窄（４３４）の合計として定義される。心血管
死亡は、心臓または脳血管事象による死亡と定義される。心血管事象の合計は、心臓事象
、脳血管事象、および心血管死亡の合計として定義される。糖尿病は、空腹時血漿グルコ
ース≧７．０ｍｍｏｌ／ｌというアメリカ糖尿病学会のガイドラインまたは抗糖尿病薬の
使用により定義される。癌死亡は、癌による死亡として定義される。死亡合計は、なんら
かの原因の死亡として定義される。
【００５７】
　心臓血管の病的状態についての（入院中の）情報は、ＰＲＩＳＭＡＮＴ、病院退院時診
断のオランダ国立登記から入手した。データを、国際疾病分類第９版および治療分類に従
ってコード化した。対象が不明の宛先に引っ越した場合は、地方自治体の登記から対象が
削除された日付を、検閲日として使用した。死亡のデータは、地方自治体の登記から受け
取り、そして死因は、死亡証明の数を、オランダ中央統計局によるコードされた主な死因
にリンクすることにより入手した。
【００５８】
ラボラトリーアッセイ
　ベースラインとして、血液サンプルは、終夜絶食後、採血した。血液サンプルは、ＥＤ
ＴＡを含むチルチューブ（ｃｈｉｌｌ　ｔｕｂｅ）内に入れた。サンプルは、すぐに４℃
、１５００ｇで１０分間遠心分離し、その後の使用のために上清を一定分量、－８０℃で
保存した。ＰＣＴは、以下のように測定した：市販のＰＣＴ用超高感度サンドイッチアッ
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セイ（ＢＲＡＨＭＳ　ＰＣＴ　ＬＩＡ　ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ）（Ｍｏｒｇｅｎｔｈａｌｅ
ｒ　ｅｔ　ａｌ．Ｃｌｉｎ　Ｃｈｅｍ　２００２；４８：７８８‐９０）を使用し、そし
てそれは、固相としてＰＣＴのカタカルシン部分と直接結合する一の抗体を使用し、そし
て標識抗体としてＰＣＴのカルシトニン部分と直接結合する一の抗体（ＢＲＡＨＭＳ　Ａ
Ｇ，Ｈｅｎｎｉｇｓｄｏｒｆ，Ｇｅｒｍａｎｙ）を使用した。さまざまな濃度の組換えＰ
ＣＴをキャリブレーターとして使用した。１００μｌのサンプル量を、使用した。
【００５９】
統計分析
　データの分布が歪んだ時はいつでも、連続変数のベースライン記述統計を、平均±標準
偏差（ＳＤ）として、並びに２５パーセンタイルおよび７５パーセンタイルを伴う中央値
として報告した。カテゴリー変数を、数およびパーセンテージとして表した。カイ２乗検
定を、カテゴリー変数についての群間における相違を試験するために使用した。もし、変
数が、コルモゴロフ‐スミルノフ検定に従って通常に分布されないなら、連続データを、
スチューデントｔ検定またはマン‐ホイットニーランク検定を使用することにより比較し
た。事象の発生に対してＰＣＴの予測値を試験するために、本発明者らは、コックス比例
ハザードモデル、記録された様々な事象に、従属変数としてフィットさせた。歪んだ分布
のため、ＰＣＴの対数変換（ｌｏｇ２）を、コックス回帰分析に適用して、ハザード比（
ＨＲ）およびＰＣＴレベルの２倍あたりの９５％信頼区間（ＣＩｓ）を計算した。両側検
定から０．０５またはそれより小さいＰ値は、統計的に有意とした。さらに、ハザード比
を、第１ＰＣＴ五分位値に比較した第２～第５五分位値について計算した。すべての統計
に基づく分析は、Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ　Ｐａｃｋａｇｅ　ｆｏｒ　Ｓｏｃｉａｌ　Ｓ
ｃｉｅｎｃｅｓ　ｖｅｒｓｉｏｎ　１６（ＳＰＳＳ　Ｉｎｃ，Ｃｈｉｃａｇｏ，Ｉｌｌｎ
ｏｉｓ，ＵＳＡ）およびＳ‐ＰＬＵＳ　ｓｏｆｔｗａｒｅ（Ｉｎｓｉｇｈｔｆｕｌ　Ｃｏ
ｒｐ．，Ｓｅａｔｔｌｅ，　Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，ＵＳＡ）を介して行った。
【００６０】
結果
　試験集団のベースライン特徴を、表１に要約する。
【００６１】
　表２は、ベースラインＰＣＴレベル（全体）、および性別によって階層化したベースラ
インＰＣＴレベル（≦０．１ｎｇ／ｍｌ）を示す。
【００６２】
　分析は、ＰＣＴレベル≦０．１ｎｇ／ｍｌを含むサンプルについて、およびまた０．１
ｎｇ／ｍｌ超のＰＣＴレベルを含むサンプルについて行った。ＰＣＴの予後値が、これら
のサンプルの両方にとって本質的に同じであることを見出した。
【００６３】
　ＰＣＴレベルは、全試験群（Ｐ＜０．００１）について並びにＰＣＴ値≦０．１ｎｇ／
ｍｌの対象（Ｐ＜０．００１）について、男性および女性間で有意差があった（表２）。
【００６４】
　表３および４は、ＰＣＴ濃度の２倍ごとに、示したように、事象が発達するリスクの増
加を記載するハザード比を示す。例えば、心血管死亡について２．３３のハザード比は、
例えば、０．０３０ｎｇ／ｍｌのＰＣＴ濃度の個人が、０．０１５ｎｇ／ｍｌのＰＣＴ濃
度を有する個人より心血管合併症に由来する死亡のリスクが２．２３倍高いことを意味す
る。
【００６５】
　表３は、全試験群におけるＰＣＴレベル（全体および≦０．１ｎｇ／ｍｌ、それぞれ）
による心臓血管事象、並びに癌による死亡、心血管による死亡および死亡合計の予測のた
めのハザード比（９５％　ＣＩ）を示す。
【００６６】
　表４は、性別により階層化したＰＣＴレベル（全体および≦０．１ｎｇ／ｍｌ、それぞ
れ）による心臓血管事象、並びに癌による死亡、心血管による死亡および死亡合計の予測
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のためのハザード比（９５％　ＣＩ）を示す。
【００６７】
　表５は、ＰＣＴレベル（全体および≦０．１ｎｇ／ｍｌ）による無症候性の集団におけ
る２型糖尿病の進行の予測のためのハザード比（９５％　ＣＩ）を示す。
【００６８】
　表６は、カットオフ値およびＡＵＣ　ＲＯＣを示す。すべての調査した集団から、ＰＣ
Ｔ値＞０．１ｎｇ／ｍｌを、この分析から除いた。事象のそれぞれのタイプについて、受
診者動作特性曲線下の面積（ＡＵＣ　ＲＯＣ）を計算した。すべての可能なカットオフ値
を試験した場合に、最適なカットオフ値を、事象の各タイプについて得ることができる感
度と特異性とのもっとも高い数学的積（ｍａｔｈｅｍａｔｉｃａｌ　ｐｒｏｄｕｃｔ）と
して定義した。当業者にとって、特定の適用において、感度、特異性、陽性適中率または
陰性適中率のいずれかが重要かどうかに依存して、他のカットオフ値が「最適」と考えら
れうることは明確である。
【００６９】
　表７．ＰＣＴ五分位値による有害事象を示す。すべての調査した集団から、ＰＣＴ値＞
０．１ｎｇ／ｍｌを、この分析から除いた。集団は、ＰＣＴ濃度の五分位値ごとに分離し
た。さまざまなタイプの事象において、五分位値ごとの事例の数、および割合（パーセン
ト）を示した。事象のそれぞれのタイプの進行についてのハザード比を、Ｑ１五分位値と
比較することにより、Ｑ２からＱ５の五分位値について計算した。糖尿病事象タイプにつ
いての分析は、他の事象と切り離して示した。なぜなら、この事象タイプについて追跡で
きる対象の数が、他の対象タイプよりも少なかったためである。この濃度において上側の
五分位値または下側の五分位値に割る振るべき五分位値を分ける上記ＰＣＴ濃度上の個々
の値の頻度が高いため、五分位値あたりの個人の数が、完全に等しい訳ではない。
【００７０】
　まとめると、本結果は、無症状の対象において上昇したＰＣＴレベルが、将来において
有害事象を患うリスクを対象が有するかどうかを予測するための予後診断の値となること
を示している。
【００７１】

【表１】

【００７２】
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【００７３】
【表３】

【００７４】
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【表４】

【００７５】
【表５】

【００７６】
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【表７】

【００７８】
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【手続補正書】
【提出日】平成22年12月13日(2010.12.13)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　見かけ上健康な対象、好ましくはヒトが有害事象を患う増加したリスクを決定するため
の方法であって：
‐　前記対象由来のサンプルを提供し；
‐　前記サンプル中のプロカルシトニン（ＰＣＴ）またはそれのフラグメントのレベルを
決定し；および
‐　前記ＰＣＴレベルに基づいて、有害事象を患う増加したリスクを前記対象が有するか
どうかを決定すること
　を含み、ここで前記有害事象が急性外因性起因の有害事象および／または外因性起因の
外傷によって引き起こされる事象ではなく、そして以下の対象：
・　１日目から３日目の間の新生児、および
・　７日以内に手術が行われた手術後の患者、および
・　７日以内に前記外傷を経験した外傷後の患者およびヒト
　を見かけ上健康な集団から除く、前記方法。
【請求項２】
　前記ＰＣＴが、配列番号１として示すアミノ酸配列を有する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記ＰＣＴフラグメントが、
‐　少なくとも１２アミノ酸、好ましくは５０超のアミノ酸、もっとも好ましくは１００
超のアミノ酸、または
‐　配列番号１として示されるアミノ酸配列のアミノ酸２～１１６または３～１１６
を含む（含む（ｃｏｎｔａｉｎ））、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記レベル決定が、診断アッセイ、好ましくは免疫アッセイを使用して行われる、請求
項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　前記有害事象が、心臓事象、心血管事象、脳血管事象、心血管死亡、糖尿病、癌死亡、
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および死亡からなる群から選択される、請求項１～４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　前記リスク決定が、
‐　決定したＰＣＴまたはＰＣＴフラグメントのレベルと、見かけ上健康な対象の集団か
ら予め定めたサンプルの母集団についてのＰＣＴまたはそれのフラグメントの前記レベル
の中央値とを比較することにより、または
‐　決定したＰＣＴまたはＰＣＴフラグメントのレベルと、見かけ上健康な対象の集団か
ら予め定めたサンプルの母集団についてのＰＣＴまたはそれのフラグメントの変位値とを
比較することのより、または
‐　コックス比例ハザード分析、または再分類指数（Ｎｅｔ　Ｒｅｃｌａｓｓｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎ　Ｉｎｄｅｘ（ＮＲＩ））または総合判別指数（ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　Ｄｉｓ
ｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎ　Ｉｎｄｅｘ（ＩＤＩ））などのリスク指数計算に基づく計算を
行うことにより
遂行される、請求項１～４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　前記対象が、症候性の感染を含まない（ＰＣＴレベルが、通常の範囲より上に増加しな
い）、請求項１～６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　前記サンプルが、体液、特に血液、血清、血漿、脳脊髄液、尿、唾液、痰、または胸水
である、請求項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　血清または血漿サンプル中の前記ＰＣＴレベルが、少なくとも０．０１５ｎｇ／ｍｌ、
好ましくは少なくとも０．０２ｎｇ／ｍｌである時、前記対象が、有害事象を患うリスク
を有することを決定する、請求項１～８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　血清サンプル中の前記ＰＣＴレベルが、少なくとも０．０１５５ｎｇ／ｍｌの時、前記
対象が、心臓事象または心血管事象を患う増加したリスクを有することを決定する、請求
項１～９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　血清サンプル中の前記ＰＣＴレベルが、少なくとも０．０２１５ｎｇ／ｍｌの時、前記
対象が、脳血管事象または心血管起因による死亡を患う増加したリスクを有することを決
定する、請求項１～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　血清サンプル中の前記ＰＣＴレベルが、少なくとも０．０１５５ｎｇ／ｍｌの時、前記
対象が、癌由来の死亡の増加したリスクを有することを決定する、請求項１～１１のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　血清サンプル中の前記ＰＣＴレベルが、少なくとも０．０２０５ｎｇ／ｍｌの時、前記
対象が、死亡の増加したリスクを有することを決定する、請求項１～１２のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項１４】
　血清サンプル中の前記ＰＣＴレベルが、少なくとも０．０１８５ｎｇ／ｍｌの時、前記
対象が、糖尿病を患う増加したリスクを有することを決定する、請求項１～１３のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項１５】
　‐　性別、年齢、収縮期血圧、拡張期血圧、ボディマス指数、ウェスト周囲、ウェスト
‐ヒップ比率、および喫煙習慣からなる群から選択される臨床パラメーター；または
‐　空腹時血糖濃度または血漿グルコース濃度、中性脂肪、コレステロール濃度、および
ＨＤＬコレステロール濃度およびそれのサブフラクション、ＬＤＬコレステロール濃度お
よびそれのサブフラクション、シスタチンＣ、インスリン、ＣＲＰ、ＡおよびＢ型のナト
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リウム利尿ペプチド並びにそれらの前駆体およびそれらのフラグメント、例えば、ＡＮＰ
、ｐｒｏＡＮＰ、ＮＴ‐ｐｒｏＡＮＰ、ＭＲ‐ｐｒｏＡＮＰ、ＢＮＰ、ｐｒｏＢＮＰ、Ｎ
Ｔ‐ｐｒｏＢＮＰ、ＧＤＦ１５、ＳＴ２、プロカルシトニンおよびそれのフラグメント、
プロ‐アドレノメデュリンおよびそれのフラグメント、例えば、ＡＤＭ，ＰＡＭＰ、ＭＲ
‐ｐｒｏＡＤＭ，ＣＴ‐ｐｒｏＡＤＭ、ｐｒｏ‐エンドセリン‐１およびそれのフラグメ
ント、例えば、ＣＴ‐ｐｒｏＥＴ‐１、ＮＴ‐ｐｒｏＥＴ‐１、ｂｉｇ‐エンドセリン‐
１およびエンドセリン‐１からなる群から選択されるラボラトリーパラメーター；または
‐　一塩基多型（ＳＮＰ）、および変異体、特に糖尿病遺伝に関するからなる群から選択
される遺伝学的パラメーター
を決定することをさらに含む、請求項１～１４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　前記対象中の発生に由来の前記有害事象を避けるための少なくとも一の予防処置をさら
に含む、請求項１～１５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７】
　見かけ上健康な対象の有害事象を患う増加したリスクを決定するための、請求項１から
１６のいずれか一項に記載の方法の使用。
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