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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  配列番号１を含んで成るアミノ酸配列によって定義されるフ

ィブリノペプチドＢのペプチド類似体。

    【請求項２】  配列番号２を含んで成るアミノ酸配列によって定義される脱

アルギニンフィブリノペプチドＢのペプチド類似体。

    【請求項３】  輸送分子に共有結合した、請求項１又は２に記載のペプチド

。

    【請求項４】  前記輸送分子がキーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬＨ

）である、請求項３に記載のペプチド。

    【請求項５】  配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号４、配列番

号５又は配列番号６を含んで成るアミノ酸配列によって定義されるＦＰＢペプチ

ドを特異的に認識する抗体又はそのフラグメント。

    【請求項６】  前記のそのフラグメントがＦａｂ、Ｆ（ａｂ′）2 、又はＦ

ｖフラグメントである、請求項５に記載の抗体又はそのフラグメント。

    【請求項７】  前記の抗体又はそのフラグメントが基質と結合する、請求項

５に記載の抗体又はそのフラグメント。

    【請求項８】  前記基質がゲル、ヒドロゲル、樹脂、ビーズ、ニトロセルロ

ース、ナイロンフィルター、マイクロタイタープレート、培養フラスコ、又はポ

リマー材料である、請求項７に記載の抗体又はそのフラグメント。

    【請求項９】  検出可能部分を更に含んで成る、請求項５に記載の抗体又は

そのフラグメント。

    【請求項１０】  前記の検出可能部分が、放射性核種、酵素、特異的に結合

する対の成分、コロイド性色素物質、蛍光色素、化学発光物質、電気化学発光物

質、電気活性剤、還元物質、ラテックス、ジゴキシゲニン、粒子、金属、ダンシ

ルリジン、抗体、プロテインＡ、プロテインＧ、電子密度材料、又は発色団であ

る、請求項９に記載の抗体又はそのフラグメント。

    【請求項１１】  配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号４、配列

番号５又は配列番号６を含んで成るアミノ酸配列によって定義されるＦＰＢペプ

チドである、標的ペプチドを特異的に認識する抗体を産生する連続細胞系。
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    【請求項１２】  モノクローナル抗体細胞系である、請求項１１に記載の連

続細胞系。

    【請求項１３】  前記標的ペプチドが輸送分子と共有結合する、請求項１１

に記載の連続細胞系。

    【請求項１４】  前記輸送分子がキーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬ

Ｈ）である、請求項１３に記載の連続細胞系。

    【請求項１５】  配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号４、配列

番号５又は配列番号６を含んで成るアミノ酸配列によって定義されるＦＰＢペプ

チドである、標的ペプチドを特異的に認識するポリクローナル抗体を産生する動

物。

    【請求項１６】  前記標的ペプチドが輸送分子と共有結合する、請求項１５

に記載の動物。

    【請求項１７】  前記輸送分子がキーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬ

Ｈ）である、請求項１５に記載の動物。

    【請求項１８】  患者の血栓性又は血栓性又は血栓塞栓性疾患を検出するた

めの診断方法であって：

  （ａ）精製ＦＰＢ試料を形成するために、フィブリノペプチドＢ（ＦＰＢ）及

び脱アルギニンＦＰＢを含むと疑われる生理学的試料を、ＦＰＢ：検出剤複合体

を形成するための量の、ＦＰＢに特異的な検出剤と接触させ；ここで、当該検出

剤は配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号４、配列番号５又は配列番

号６を含んで成るアミノ酸配列によって定義されるＦＰＢペプチドを特異的に認

識する抗体又はそのフラグメントである；そして

  （ｂ）患者が血栓性又は血栓塞栓性疾患を有するか否かを決定するために、試

料中に存在するＦＰＢ：検出剤複合体の存在又は量を検出すること、

を含んで成る方法。

    【請求項１９】  前記生理学的試料からフィブリノーゲンを除去することを

更に含んで成る、請求項１８に記載の診断方法。

    【請求項２０】  血栓性又は血栓塞栓性疾患が深部静脈血栓症（ＤＶＴ）又

は肺塞栓症（ＰＥ）である、請求項１８に記載の診断方法。
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    【請求項２１】  前記生理学的試料が体液である、請求項１８に記載の方法

。

    【請求項２２】  前記体液が血漿である、請求項２１に記載の方法。

    【請求項２３】  前記試料中に存在するＦＰＢ：検出剤複合体の量が５ng／

ml超である、請求項２２に記載の方法。

    【請求項２４】  前記試料中に存在するＦＰＢ：検出剤複合体の量が１０ng

／ml超である、請求項２２に記載の方法。

    【請求項２５】  前記体液が尿である、請求項２１に記載の方法。

    【請求項２６】  前記試料中に存在するＦＰＢ：検出剤複合体の量が５０ng

／ml超である、請求項２５に記載の方法。

    【請求項２７】  前記試料中に存在するＦＰＢ：検出剤複合体の量が１００

ng／ml超である、請求項２５に記載の方法。

    【請求項２８】  前記ペプチドが輸送分子に共有結合する、請求項１８に記

載の方法。

    【請求項２９】  前記輸送分子がキーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬ

Ｈ）である、請求項２８に記載の方法。

    【請求項３０】  前記の抗体又はそのフラグメントがＦａｂ、Ｆ（ａｂ′）

2 、又はＦｖフラグメントである、請求項１８に記載の方法。

    【請求項３１】  前記の抗体又はそのフラグメントが基質と結合する、請求

項１８に記載の方法。

    【請求項３２】  前記基質がゲル、ヒドロゲル、樹脂、ビーズ、ニトロセル

ロース、ナイロンフィルター、マイクロタイタープレート、培養フラスコ、又は

ポリマー材料である、請求項３１に記載の方法。

    【請求項３３】  前記の抗体又はそのフラグメントが検出可能部分を更に含

んで成る、請求項１８に記載の方法。

    【請求項３４】  前記の検出可能部分が、放射性核種、酵素、特異的に結合

する対の成分、コロイド性色素物質、蛍光色素、還元物質、化学発光物質、電気

化学発光物質、電気活性剤、ラテックス、ジゴキシゲニン、金属、粒子、ダンシ

ルリジン、抗体、プロテインＡ、プロテインＧ、電子密度材料、又は発色団であ
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る、請求項３３に記載の方法。

    【請求項３５】  前記の検出段階（ｃ）が酵素結合免疫吸着アッセイ、免疫

比濁分析、凝集、沈澱、免疫拡散法、免疫電気泳動、免疫蛍光、電気化学発光、

表面プラズモン共鳴、化学発光、電気化学免疫アッセイ、放射性免疫アッセイ、

又は免疫組織化学によるものである、請求項１８に記載の方法。

    【請求項３６】  患者の血栓性又は血栓塞栓性疾患の処置を監視するための

方法であって：

  （ａ）精製ＦＰＢ試料を形成するために、フィブリノペプチドＢ（ＦＰＢ）及

び脱アルギニンＦＰＢを含むと疑われる生理学的試料を、ＦＰＢ：検出剤複合体

を形成するための量の、ＦＰＢに特異的な検出剤と接触させ；ここで、当該検出

剤は配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号４、配列番号５又は配列番

号６を含んで成るアミノ酸配列によって定義されるＦＰＢペプチドを特異的に認

識する抗体又はそのフラグメントである；

  （ｂ）前記試料中に存在するＦＰＢ：検出剤複合体の量を検出し；

  （ｃ）それ以後の適当な時点で段階（ａ）及び（ｂ）を繰り返し；そして

  （ｄ）血栓症又は塞栓症が、大きさにおいて縮小しているか否かを決定するた

めに、段階（ｂ）及び（ｃ）で決定される量を比較し、そしてその量の変化を関

連づけること、

を含んで成る方法。

    【請求項３７】  前記生理学的試料からフィブリノーゲンを除去することを

更に含んで成る、請求項３６に記載の診断方法。

    【請求項３８】  患者の血栓性又は血栓塞栓性疾患を検出するための診断方

法であって：

  （ａ）フィブリノペプチドＢ（ＦＰＢ）及び脱アルギニンＦＰＢを含むと疑わ

れる尿試料を、ＦＰＢ：検出剤複合体を形成するための量の、ＦＰＢに特異的な

検出剤と接触させ；ここで、当該検出剤は配列番号１、配列番号２、配列番号３

、配列番号４、配列番号５又は配列番号６を含んで成るアミノ酸配列によって定

義されるＦＰＢペプチドを特異的に認識する抗体又はそのフラグメントである；

そして
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  （ｂ）患者が血栓性又は血栓塞栓性疾患を有するか否かを決定するために、前

記試料中に存在するＦＰＢ：検出剤複合体の存在又は量を検出すること、

を含んで成る方法。

    【請求項３９】  患者の血栓性又は血栓塞栓性疾患の処置を監視するための

診断方法であって：

  （ａ）フィブリノペプチドＢ（ＦＰＢ）及び脱アルギニンＦＰＢを含むと疑わ

れる尿試料を、ＦＰＢ：検出剤複合体を形成するための量の、ＦＰＢに特異的な

検出剤と接触させ；ここで、当該検出剤は配列番号１、配列番号２、配列番号３

、配列番号４、配列番号５又は配列番号６を含んで成るアミノ酸配列によって定

義されるＦＰＢペプチドを特異的に認識する抗体又はそのフラグメントである；

そして

  （ｂ）患者が血栓性又は血栓塞栓性疾患を有するか否かを決定するために、前

記試料中に存在するＦＰＢ：検出剤複合体の存在又は量を検出すること、

を含んで成る方法。

    【請求項４０】  患者の血栓性又は血栓性又は血栓塞栓性疾患の検出のため

のキットであって：

  （ａ）ＦＰＢに特異的な検出剤を含んで成る組成物；ここで当該検出剤は、配

列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号４、配列番号５又は配列番号６を

含んで成るアミノ酸配列によって定義されるＦＰＢペプチドを特異的に認識する

抗体又はそのフラグメントである；及び

  （ｂ）前記組成物を同封する梱包材料、

を含んで成るキット。

    【請求項４１】  患者の血栓性又は血栓塞栓性疾患の検出方法であって、患

者の尿中のＦＰＢペプチドの存在又は量を検出する段階を含んで成る方法。

    【請求項４２】  ＦＰＢペプチドの存在又は量を検出する前記の段階がＨＰ

ＬＣ解析を含んで成る、請求項４１に記載の方法。

    【請求項４３】  ＦＰＢペプチドの存在又は量を検出する前記の段階がキャ

ピラリー電気泳動解析を含んで成る、請求項４１に記載の方法。

    【請求項４４】  ＦＰＢペプチドの存在又は量を検出する前記の段階が免疫
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アツセイを含んで成る、請求項４１に記載の方法。

    【請求項４５】  尿の量又は糸球体濾過の速度の指標を測定する段階を更に

含んで成る、請求項４１に記載の方法。

    【請求項４６】  尿中のＦＰＢペプチドの濃度が５０ng／ml超であるか否か

を決定するための段階を更に含んで成る、請求項４１に記載の方法。

    【請求項４７】  尿中のＦＰＢペプチドの濃度が正常な集団のものより有意

に大きいか否かを決定するための段階を更に含んで成る、請求項４１に記載の方

法。

    【請求項４８】  患者の血栓性又は血栓塞栓性疾患の処置を監視する方法で

あって、当該患者の尿中のＦＰＢレベルを測定し、そして前記レベルが許容範囲

にあるか否かを決定する段階を含んで成る方法。

    【請求項４９】  患者の血栓性又は血栓塞栓性疾患の処置を監視するための

方法であって：

  （ａ）最初に、患者の尿に存在するＦＰＢの量を検出し；

  （ｂ）その後の次の機会に、患者の尿に存在するＦＰＢの量を検出し；そして

  （ｃ）血栓症又は塞栓症が、大きさにおいて縮小しているか否かを決定するた

めに、段階（ａ）及び（ｂ）で決定した量を比較すること、

を含んで成る方法。

    【請求項５０】  タンパク質、検出可能な標識、ポリマー、ビーズ、電気化

学発光標識、抗原、ビオチン、ストレプトアビジン金属キレート、コロイド、又

は電気化学標識と共有結合した、請求項１又は２に記載のペプチド。

    【請求項５１】  患者の血栓性又は血栓性又は血栓塞栓性疾患の検出のため

のキットであって：

  （ａ）ＦＰＢに特異的な検出剤を含んで成る組成物；ここで当該検出剤は、配

列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号４、配列番号５又は配列番号６を

含んで成るアミノ酸配列によって定義されるＦＰＢペプチドを特異的に認識する

抗体又はそのフラグメントである；及び

  （ｂ）尿の量又は糸球体濾過の速度の指標を測定するための試薬、

を含んで成るキット。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

本発明の背景

  本発明は、血栓性又は血栓塞栓性疾患、例えば深部静脈血栓症（ＤＶＴ）及び

肺塞栓症（ＰＥ）を有する患者の医学的な処置を、臨床的な診断を容易にするこ

とにより、そして処置の有効性が測定され得る手段を提供することにより改善す

べく設計される。

      【０００２】

  ＤＶＴ及びＰＥを有する患者を治療することの最も挑戦的な観点は、最初の診

断を行うことに関係している。事実、ほとんどのＰＥによる死亡は、疾患が検出

される前に起こる。臨床的な徴候及び症状は知覚し得るものでも、特異的なもの

でもなく；そしてＤＶＴ及び／又はＰＥを診断するためのそれに続く評価方法は

時間がかかり、高価で、そして潜在的に侵襲性である。これらの疾患のための非

侵襲性の診断技術は、血管の解剖における欠点、活動的な血栓症に特異的でない

という発見を示すことに焦点が当てられている。例えば、圧縮超音波検査法（Ｃ

ＵＳ）は、大腿静脈における病態を検出するために使用され得る。しかし、新規

な血栓と、それ以前の血栓に由来する病巣の壁の肥厚との識別は、確実に行われ

得ない。更に、ＣＵＳは無症候性のＤＶＴを確実に検出することができない。そ

の結果、活動性の血栓症を示唆する血清マーカーの同定に注目が集まってきた。

      【０００３】

  この１０年間、血栓塞栓性疾患を同定するための血漿Ｄ－ダイマーレベルの有

用性が広範に調べられてきた。Ｄ－ダイマーは、架橋型フィブリンの分解の結果

として形成され、そして血漿レベルがＤＶＴ及びＰＥにおいて共に増大すること

が示されてきた。しかしながら、血漿Ｄ－ダイマーレベルは、必ずしもフィブリ

ン形成の割合ではないが、フィブリン分解活性の割合を反映している。その結果

、血漿Ｄ－ダイマーレベルは先のフィブリン形成に関与している様々な病理学的

症状、例えば敗血症、ＤＩＣ、肺炎、及び悪性腫瘍において増大する。事実、医

学的な入院患者（恐らく血栓塞栓性疾患でない）のうちの２２％だけが、増大し

たＤ－ダイマーレベルを有していない。
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      【０００４】

  抗凝血剤は、血栓塞栓性疾患、特に静脈血栓塞栓症（ＶＴＥ）を処置するため

に何十年も使用されてきたが、この疾患を処置する理想的な方法は解決されてい

ない。一般的に、初期の抗凝血が短期間の死亡を劇的に減少させることは認めら

れており（Douketis et al., 1998）、そして長期間の続発症、例えば再発性Ｄ

ＶＴ及びＰＥの発生が、診断後の最初の数日における処置の強度にも依存してい

ることが明らかになってきている（Hull et al., 1997）。ＶＴＥにとって最適

な初期の抗凝血法は、しかしながら議論の余地がある問題である。新規な抗血栓

の戦略は常に開発されており、これは非分画性ヘパリン（Raschke et al., 1993

, Lopaciuk et al. 1992, Hirsch et al. 1996）、低分子量ヘパリン（Levine e

t al. 1996, Koopman et al. 1996, Meyer et al. 1995）及び抗凝血酵素トロン

ビンの特異的阻害剤（Verstraete 1997）及び第Ｘａ因子（Walenga et al. 1997

）の投与計画の改良を含む。各計画は、ｉｎ  ｓｉｔｕでの血栓の増大を抑制す

るためのその能力として定義される、特異的な抗血栓能を有する。これらの新規

な抗凝血剤の戦略の利点は、初期の抗血栓作用と長期間の臨床的な結果との関係

に依存するだろう。

      【０００５】

  抗凝血剤は異なる作用機構を持つことがあるが、フィブリンへのフィブリノー

ゲンのトロンビン媒介型の変換を防ぎ、そしてその結果血栓の増大を停止させる

という（抗血栓症）、最終的な生化学的目標は同一である。不幸なことに、活性

、例えば活性化された部分的なトロンボプラスチンの時間（ａＰＴＴ）及び血漿

抗Ｘａ活性のｉｎ  ｖｉｔｒｏでの試験によって測定される、これらの処方の抗

凝血能は、動物モデルにおいてそれらの抗血栓性作用を全く予想しない（Carrie

r et al. 1993, Carrier et al. 1992, Morris et al. 1998）。

      【０００６】

  不適当なＶＴＥの最初の処置が、致死的な肺塞栓症（Dalen 1986）及び長期の

再発（Hull 1997）の素因を作るという認識が増大している。しかしながら、Ｖ

ＴＥの初期の処置における低い抗血栓性の活性自身が、乏しい臨床的な結果へと

導くことを示唆するデータに対する制限が存在している。例えば、非分画性ヘパ
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リンを受ける患者の抗凝血活性は、実際の血漿ヘパリンレベルとわずかに適度な

相関を有する、血漿ａＰＴＴを用いて通常測定される（Gawoski et al. 1987, B

randt et al. 1981, van den Besselaar et al. 1990）。更に、血栓症の動物モ

デルにおいて観察される、抗凝血活性と抗血栓性作用との間の適度な相関でさえ

、ヒトにおいて確証されていない。最後に、抗血栓症の強度が臨床的な有効性と

相関しているという仮説は道理に適っているが、ヒトにおいては試験されていな

い。例えば、ＶＴＥの再発と、抗凝血の抗血栓性作用とを相関させる臨床的な研

究は存在していなかった。

      【０００７】

  ＶＴＥを有するヒトにおける、抗凝血剤の抗血栓作用の測定は困難である。Ｄ

ＶＴ（圧縮超音波検査法、インピーダンス・プレチスモグラフィ及び磁気共鳴画

像法）及びＰＥ（肺換気・血流スキャン及びヘリカルＣＴスキャニング）の診断

に最も一般的に使用される非侵襲性試験は、血栓塞栓が急性的に増大したか否か

を確実に決定するための十分な解剖学的情報を提供しない。侵襲性の研究、例え

ば対比（ｃｏｎｔｒａｓｔ）静脈造影法及び血管造影法は、血栓のサイズの総変

化を示すのにより優れているが（Lopaciuk et al. 1992, National Heart 1970

）、苦痛なことがあり、そしてしばしば次の処置のために実用的でない。更に、

それらは進行中の血栓症により、血餅の大きさのかすかな増大を検出することが

できないであろう。最後に、上述の解剖試験の全てが、固有のフィブリン分解系

の作用（血餅サイズの縮小）から、抗凝血作用（血餅の増大の抑制）を区別する

ことができないという限界を有する。

      【０００８】

  ＶＴＥのために最も一般的に使用されている血清学的試験、Ｄ－ダイマー試験

も、急性血栓症のマーカーとして不適当である。ＶＥＴの高感度の指標として徐

々に認識されているが、当該試験は既存の血餅に由来する血栓溶解フラグメント

を測定し、そして血栓の増大と相関していないだろう。同様に、トロンビン活性

化の血清マーカー、例えばプロトロンビンＦ１＋２フラグメント及びトロンビン

－アンチトロンビンIII 複合体は、フィブリン（フィブリノーゲン）変換及び重

合化の直接的な指標ではない。この様に、第Ｘａ因子及びトロンビンに対して異
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なる活性のスペクトルを有する抗凝血剤（例えばヘパリン五糖及びヒルジン）は

、たとえそれらのｉｎ  ｖｉｖｏでの作用と抗血栓性作用とが同一であっても、

これらの試験に対して別々に影響を及ぼすことが予想されるだろう。

      【０００９】

  従って、現行の必要性は、ＤＶＴ及びＰＥについての確かな試験について、並

びに異なる治療計画の有効性を決定するための試験についても存在している。ま

た、ＰＥ及び／又はＤＶＴの検出において十分な特異性及び感度を有するマーカ

ーの発見は診断の精度に役立ち、そして資源における費用の有効利用を容易にす

るだろう。この様に、ポジティブな試験による患者のみが抗凝血、そして更には

適当な試験による評価を求めるだろう。

      【００１０】

本発明の要約

  本発明は、生理学的な試料におけるフィブリノペプチドＢ（ＦＰＢ）のレベル

を測定することによって、血栓性又は血栓塞栓性疾患、例えばＰＥ及び／又はＤ

ＶＴを検出する方法を提供する。当該試料は血液、血漿又は、好ましくは尿であ

り得る。本発明はまた、血液、血漿又は、好ましくは尿中のＦＰＢレベルの変化

を監視することによって、患者の血栓性又は血栓塞栓性疾患の処置を監視するた

めの方法を提供する。本発明はまた、これらの測定を実施するためのアッセイ方

法を提供する。本発明はまた、ＦＰＢ由来の配列を含むペプチドを提供し；これ

らのペプチドはＦＰＢについてのアッセイにおけるキャリブレーター又はコント

ロールとして使用されることがあり、それらは輸送タンパク質と連結し、そして

ＦＰＢに対する抗体を産生するために使用されることがあり、そして／あるいは

それらは標識又は固相と連結し、そしてＦＰＢについての競合アッセイにおける

競合物として使用されることがある。本発明はまた、ＦＰＢについての免疫アッ

セイを実施するための試薬、競合物、及びキットを提供する。

      【００１１】

  本発明は、配列番号１に示されるアミノ酸配列によって定義されるペプチド、

フィブリノペプチドＢ（ｆｉｂｒｏｎｏｐｅｐｔｉｄｅ  Ｂ）、及び配列番号２

に示されるアミノ酸配列によって定義されるＦＰＢペプチドを提供する。これら
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のペプチドは、輸送分子、例えばキーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬＨ）

と共有結合され得る。また、これらのペプチド及びその誘導体は、基質、例えば

ゲル、ヒドロゲル、樹脂、ビーズ、磁気ビーズ、電極、ニトロセルロース、ナイ

ロンフィルター、マイクロタイタープレート、培養フラスコ、又はポリマー材料

と付着され得る。前記ペプチドは、それと作用可能に連結する検出可能部分を有

することがあり、そして当該検出可能部分は、放射性核種、酵素、特異的に結合

する対の成分、コロイド性色素物質、蛍光色素、還元物質、ラテックス、ジゴキ

シゲニン、金属、粒子、ダンシルリジン、抗体、プロテインＡ、プロテインＧ、

電子密度材料、化学発光物質、電気化学発光物質、電気活性化合物又は発色団で

あってもよい。

      【００１２】

  本発明はまた、配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号４、配列番号

５、又は配列番号６に示したアミノ酸配列によって定義されるＦＰＢペプチドを

特異的に認識する抗体又はそのフラグメントを提供する。その様なフラグメント

は、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ′）2 、又はＦｖフラグメントであってもよい。当該抗体

又はそのフラグメントは、基質、例えばゲル、ヒドロゲル、樹脂、ビーズ、磁気

ビーズ、電極、ニトロセルロース、ナイロンフィルター、マイクロタイタープレ

ート、培養フラスコ、又はポリマー材料に付着し得る。当該抗体又はそのフラグ

メントは、それと作用可能に連結した検出可能部分を有することがあり、そして

当該検出可能部分は放射性核種、酵素、特異的に結合する対の成分、コロイド性

色素物質、蛍光色素、還元物質、ラテックス、ジゴキシゲニン、金属、粒子、ダ

ンシルリジン、抗体、プロテインＡ、プロテインＧ、電子密度材料、電気化学発

光物質、化学発光物質又は発色団であってもよい。

      【００１３】

  本発明は更に、標的ペプチドを特異的に認識する抗体を産生する、連続的な細

胞系を提供し、ここで、当該標的ペプチドは、配列番号１、配列番号２、配列番

号３、配列番号４、配列番号５又は配列番号６に示したアミノ酸配列によって定

義されるＦＰＢペプチドである。当該細胞系はモノクローナル抗体の細胞系であ

ってもよい。
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      【００１４】

  本発明は更に、標的ペプチドを特異的に認識するポリクローナル抗体を産生す

る動物を提供し、ここで、当該標的ペプチドは、配列番号１、配列番号２、配列

番号３、配列番号４、配列番号５又は配列番号６に示したアミノ酸配列によって

定義されるＦＰＢペプチドである。当該標的ペプチドは、輸送分子と共有結合し

得る。それはキーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬＨ）であってもよい。

      【００１５】

  本発明は、患者の血栓性又は血栓塞栓性疾患を検出するための方法であって、

当該患者が血栓性又は血栓塞栓性疾患を有するか否かを決定するために、試料、

例えば患者から採取した生理学的な体液中のＦＰＢの存在又は量を検出する段階

を有する方法を提供する。検出され得る血栓性又は血栓塞栓性疾患は、深部静脈

血栓症（ＤＶＴ）又は肺塞栓症（ＰＥ）であり得る。検出され得る生理学的な体

液は、体液、例えば血液又は尿であり得る。検出段階に使用され得る技術の例は

、質量分析法、ペプチドの配列決定、クロマトグラフィー（例えばＨＰＬＣ又は

ＴＬＣ）、電気泳動（例えばキャピラリー電気泳動）、酵素結合免疫吸着アッセ

イ法、免疫比濁分析、凝集、沈澱、免疫拡散法、免疫電気泳動、電気化学発光免

疫アッセイ、電気化学免疫アッセイ、化学発光免疫アッセイ、ウェスタンブロッ

ト、免疫蛍光、放射線免疫アッセイ、及び免疫組織化学を含む。試料中に存在す

るＦＰＢの量は、それが有意に正常な範囲より上である場合に、又はそれが血栓

性若しくは血栓塞栓性疾患の指標となる範囲内にある場合に、血栓性又は血栓塞

栓性疾患について「ポジティブ」であるとみなされる。使用される正確なカット

オフ値は、所望のアッセイの感度及び選択性に依存して変化するだろう。１つの

態様において、血液又は血漿試料中に存在するＦＰＢの量は、それが５ng／ml以

上である場合に、そして特にそれが１０ng／ml以上である場合に、血栓性又は血

栓塞栓性疾患について「ポジティブ」であるとみなされる。別の態様において、

尿の試料中に存在するＦＰＢの量は、それが５０ng／ml以上である場合に、そし

て特にそれが１００ng／ml以上である場合に、血栓性又は血栓塞栓性疾患につい

て「ポジティブ」であるとみなされる。

      【００１６】
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  本発明は、患者の血栓性又は血栓塞栓性疾患を検出するための診断方法であっ

て、フィブリノペプチドＢ（ＦＰＢ）及び脱アルギニンＦＰＢを含むと疑われる

生理学的試料を、ＦＰＢ：検出剤複合体を形成する量の、ＦＰＢに特異的な検出

剤と接触させ（ここで、当該検出剤は、配列番号１、配列番号２、配列番号３、

配列番号４、配列番号５又は配列番号６に示したアミノ酸配列によって定義され

るＦＰＢペプチドを特異的に認識する抗体又はそのフラグメントである）、そし

て患者が血栓性又は血栓塞栓性疾患を有するか否かを決定するために、試料中に

存在するＦＰＢ：検出剤複合体の存在又は量を検出する段階を有する方法を提供

する。当該方法は生理学的試料からフィブリノーゲンを除去する段階を含む。検

出され得る血栓性又は血栓塞栓性疾患は、深部静脈血栓症（ＤＶＴ）又は肺塞栓

症（ＰＥ）であり得る。検出され得る生理学的な体液は、体液、例えば血液、血

漿又は尿であり得る。検出段階は、酵素結合免疫吸着アッセイ法、免疫比濁分析

、凝集、沈澱、免疫拡散法、免疫電気泳動、電気化学発光免疫アッセイ、化学発

光免疫アッセイ、電気化学免疫アッセイ、ウェスタンブロット、免疫蛍光、放射

線免疫アッセイ、及び免疫組織化学によって行われ得る。血漿試料中に存在する

ＦＰＢ：検出剤複合体の量は、それが５ng／ml以上である場合に、そして特にそ

れが１０ng／ml以上である場合に、血栓性又は血栓塞栓性疾患について「ポジテ

ィブ」であるとみなされる。尿試料中に存在するＦＰＢ：検出剤複合体の量は、

それが５０ng／ml以上である場合に、そして特にそれが１００ng／ml以上である

場合に、血栓性又は血栓塞栓性疾患について「ポジティブ」であるとみなされる

。

      【００１７】

  本発明は、生理学的試料、例えば血液、血漿、又は好ましくは尿中のＦＰＢの

レベルの変化を監視することによって、患者の血栓性又は血栓塞栓性疾患の処置

を監視するための方法を提供する。監視は、フィブリノペプチドＢ（ＦＰＢ）及

び脱アルギニンを含むと疑われる生理学的試料を、ＦＰＢ：検出剤複合体を形成

する量の、ＦＰＢに特異的な検出剤と接触させ（ここで、検出剤は配列番号１、

配列番号２、配列番号３、配列番号４、配列番号５又は配列番号６に示したアミ

ノ酸配列によって定義されるＦＰＢペプチドを特異的に認識する抗体又はそのフ
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ラグメントである）、試料中に存在するＦＰＢ：検出剤複合体の量を検出し；そ

れ以後の適当な時点で前記段階を繰り返し；そして血栓性又は塞栓性が大きさに

おいて縮小しているか否かを決定するために、２つの時点で決定された量を比較

し、そしてその量の変化を関連づける段階を含んで成る。当該方法は、試料から

フィブリノーゲンを除去する段階を含み得る。

      【００１８】

  本発明はまた、患者の血栓性又は血栓塞栓性疾患を検出するための診断方法で

あって、フィブリノペプチドＢ（ＦＰＢ）及び脱アルギニンＦＰＢを含むと疑わ

れる尿試料を、ＦＰＢ：検出剤複合体を形成するための量の、ＦＰＢに特異的な

検出剤と接触させ（ここで、検出剤は配列番号１、配列番号２、配列番号３、配

列番号４、配列番号５又は配列番号６によって定義されるＦＰＢペプチドを特異

的に認識する抗体又はそのフラグメントである）；患者が血栓性又は血栓塞栓性

疾患を有するか否かを決定するために、試料中に存在するＦＰＢ：検出剤複合体

の存在又は量を検出することを含む方法を提供する。

      【００１９】

  更に、本発明は患者の尿中のＦＰＢレベルの変化を監視することによって、患

者の血栓性又は血栓塞栓性疾患の処置を監視するための診断方法を提供する。そ

の様な監視は、フィブリノペプチドＢ（ＦＰＢ）及び脱アルギニンＦＰＢを含む

と疑われる尿試料を、ＦＰＢ：検出剤複合体を形成するための量の、ＦＰＢに特

異的な検出剤と接触させ（ここで、検出剤は配列番号１、配列番号２、配列番号

３、配列番号４、配列番号５又は配列番号６に示したアミノ酸配列によって定義

されるＦＰＢペプチドを特異的に認識する抗体又はそのフラグメントである）；

そして血栓性又は塞栓症が、大きさにおいて縮小しているか否かを決定するため

に、長時間ＦＰＢの尿濃度の変化を監視することを含んで成ることもある。

      【００２０】

  本発明はまた、１又は複数の容器において、本発明のアッセイの実施に使用さ

れる１又は複数の試薬又は組成物を含むキットを提供する。これらのキットはま

た、検定試料又は標準を含むこともある。

      【００２１】
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本発明の詳細な説明

  フィブリノペプチドは、フィブリン血餅の形成の間に素速く放出され、そして

血液／尿のフィブリノペプチドレベルは、それ故に血栓塞栓性疾患における血栓

の増大の正確な基準である。フィブリノペプチドＡ及びＢ（ＦＰＡ及びＦＰＢ）

は、可溶性フィブリノーゲンのα及びβ鎖（それぞれ）のアミノ末端に存在する

短いアミノ酸配列である。凝血経路における最終段階の１つにおいて、トロンビ

ンは、自然に重合化する、フィブリンＩを形成するために最初にＦＰＡを開裂す

ることによって、可溶性フィブリノーゲンをフィブリンに変換する。続いて、ト

ロンビンは半固体のネットワークを形成するために側方で会合し、そして架橋す

る、フィブリンIIポリマーを形成するためのフィブリンＩサブユニットのβ鎖か

らフィブリノペプチドＢ（ＦＰＢ）を放出し、一方、フィブリノペプチドは血漿

中で可溶性のままである。

      【００２２】

  血漿ＦＰＡレベルは血栓症の間上昇し、そしてこの基準は血栓症及び抗凝血の

ための妥当なマーカーを代表し得る。ＦＰＡは、事実、免疫アッセイ及び高性能

液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）によって、血漿中で検出可能である。しか

しながら、ＦＰＡは非常に容易にフィブリノーゲンから開裂するので、人為現象

的に上昇した血漿レベルは一般的な困惑させる問題である。回収用の管にタンパ

ク質分解阻害剤が添加される場合でさえ、試料の採取過程自体がＦＰＡの放出を

もたらし得る。誤って上昇したレベルは静脈穿刺及び留置カテーテルを介する静

脈切開の様な因子と一体とされてきた。

      【００２３】

  本発明者は、ＦＰＢがＦＰＡよりも血栓性活性のマーカーとして適しているこ

とを発見した。理論に囚われること無く、ＦＰＢのマーカーとしての利点のいく

つかは、後述するＦＰＢの特性のいくつかと関連している。トロンビンが媒介す

る、フィブリノーゲンからのＦＰＢの開裂は、ＦＰＡの場合よりもかなり遅い（

Ng et al. 1993）。事実、トロンビンが媒介するＦＰＢの放出は、フィブリノー

ゲンからのＦＰＡの除去が完了した後にのみ起こる。更に、ＦＰＢのｅｘ  ｖｉ

ｖｏでの放出は、フィブリンＩの重合化を阻害する物質によって阻害され得る。
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ＦＰＢの血漿測定は、それ故に人為現象的な誤りをほとんど被ることはない。Ｆ

ＰＢは、ｉｎ  ｖｉｖｏでのフィブリン重合化の間に、連続的にフィブリノーゲ

ン分子から開裂する。一旦重合化が全身性の抗凝血療法の投与によって中断する

と、ＦＰＢの開裂は中止する。以前の研究によって、血漿ＦＰＢレベルが子宮内

血栓症の後急激に上昇し、それによってｉｎ  ｖｉｖｏでの進行中のフィブリン

の形成を反映することが示された。更に、ＦＰＢレベルは、他の様々な診断にお

いて有意に上昇しない。この様に、活性血栓症と関連しているフィブリンの形成

は、他の医学的症状において見られるものよりも有意に高い血漿レベルをもたら

す。この様に、ＦＰＢは、試料の回収の間の、人為現象的な上昇に対してＦＰＡ

ほど影響を受けない。血漿ＦＰＢのレベルの測定は、それ故に急性血栓症につい

て更に高感度であり、そして特異的な血清学的なマーカーである。

      【００２４】

  活動的なｉｎ  ｖｉｖｏでの血栓症を測定するための現在の努力は、ｉｎ  ｓ

ｉｔｕでの血栓の表面上のフィブリノーゲンからのＦＰＢの除去が局所的な血栓

性の活性と相関し、そして抗凝血の間に消失したことを証明することに焦点が集

まった。最初に、ｉｎ  ｖｉｔｒｏでの実験が行われ、ＦＰＢの開裂の後、フィ

ブリンのβ鎖に暴露した新規エピトープ、β15-22 が、モノクローナル抗体（抗

β15-22）（Morris et al. 1997a）による結合に対して、わずかに一時的に接触

できることを示した。この現象は、β15-22 部位が平行なフィブリン単一繊維の

間の側方の会合によって素速く覆われるという事実によって説明された。この様

に、フィブリンサブユニットは、ＦＰＢが開裂したが、側方化がまだ起きていな

い場合にのみ抗β15-22 と結合することができる。本質的に、当該エピトープは

活動的な血栓症の間にのみ接触できる。

      【００２５】

  次に、フィブリノーゲンからのＦＰＢの開裂も、ｉｎ  ｖｉｖｏでの血栓性の

活性と相関していたことが証明された。ＤＶＴ及びＰＥのｉｎ  ｖｉｖｏでの実

験モデルにおいて、活動的に増大しているｉｎ  ｓｉｔｕの血栓は、ガンマカメ

ラで映像化するのに十分な量の、放射性標識した抗β15-22 と結合した（Morris

 et al. 1993）。β15-22 部位がわずかに一時的に暴露されるので（フィブリン
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ネットワークの側方化前）、血栓の映像化は、凝血が継続している場合にのみ起

こる。放射性標識した抗β15-22 の投与前に、既に形成した血栓を有する患者の

全身性の抗凝血は、抗体の結合を抑制した。事実、抗凝血の程度（血液ヘパリン

レベルによって測定されるもの）は、血栓での放射性標識した抗β15-22 の局在

化と強力な反対の相関を有していた（Morris et al. 1997b）。

      【００２６】

  血栓症の類似モデルは、静脈内の非分画性ヘパリン、皮下の非分画性ヘパリン

及び共に皮下から与えられた、２つの低分子量ヘパリンの、４つの異なる抗凝血

療法の抗血栓効率を比較するために使用された（Morris et al. 1998）。そこに

は療法間の抗血栓効果における有意な差異が存在しており、これは当該実験の間

に測定されたｅｘ  ｖｉｖｏでの抗凝血試験（例えば抗Ｘａ活性）と相関してい

なかった。

      【００２７】

  血栓症の指標としてのβ15-22 部位の暴露の測定は、当該暴露の一時的な性質

により、そして当該測定が検出剤の注入を全身的に要するという事実によって問

題とされる。対照的に、我々は今回、放出されたＦＰＢペプチドの測定が血栓性

活性の優れた指標であり、そしてβ15-22 について記述された欠点を持たないこ

とを発見した。血栓症のｉｎ  ｖｉｔｒｏ及びｉｎ  ｖｉｖｏの両方のモデルに

おけるＦＰＢの測定は、高性能液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）を用いて行

われた。合成ヒトＦＰＢは、合成ＦＰＡ及び血漿タンパク質から容易に区別され

た。次に、実験的な血栓が誘導された、３匹のイヌに由来する血漿試料が集めら

れ、そしてＨＰＬＣによって解析された。フィブリノペプチド濃度は、ピーク時

の領域（Ａ205 の時間）を、既知の量の精製されたイヌのフィブリノーゲンをト

ロンビンで処理することによって得られたものと比較することによって推定され

た。ＦＰＡ及びＦＰＢの両方に相当するピークは血栓の誘導前は低かったが、血

栓が誘導され、そしてｉｎ  ｓｉｔｕでの増大が認められるにつれて着実に増大

した。これらの実験は、ｉｎ  ｖｉｖｏでの血栓症の基準として、ＦＰＢレベル

を用いる妥当性を支持する。

      【００２８】
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  本発明は、ＦＰＢ及び／又は脱アルギニンＦＰＢの測定に基づいた、活動的な

血栓症を検出するための非侵襲性の血液、血漿、及び／又は尿の試験の作製と部

分的に関与する（ＦＰＢの様に素速く形成される分解産物は、正常な血漿中のカ

ルボキシペプチダーゼに暴露される）。この測定を実施するために使用され得る

方法は、ペプチドの配列決定、質量分析法、クロマトグラフィー（例えばＨＰＬ

Ｃ又はＴＬＣ）、電気泳動による分離（例えばキャピラリー電気泳動）及び特異

的な結合の相互作用を介する測定（例えば免疫アッセイ）を含む。ＦＰＢ及び脱

アルギニンＦＰＢが共に測定され得る。本発明はまた、これらのマトリックスに

おいてＦＰＢ及び脱アルギニンＦＰＢを測定するための免疫アッセイを含む。

      【００２９】

  同一のアッセイを用いて両ペプチドを試験するための原理は、ヒトにおいて、

正常な血漿にｉｎ  ｖｉｖｏで存在するカルボキシペプチダーゼが、循環してい

るＦＰＢを脱アルギニンＦＰＢに分解するということである。血漿中に存在する

ＦＰＢと脱アルギニンＦＰＢとの相対比は、部分的に、それぞれの個体のカルボ

キシペプチダーゼ活性に依存している。血漿中で上昇した両ペプチドのレベルは

、進行中の血栓症の比率を反映している。従って、本発明の１つの態様において

、ＦＰＢの測定は、ＦＰＢ及び脱アルギニンＦＰＢの両方と交差反応する様に設

計される免疫アッセイを用いて行われる。あるいは、２つのペプチドは、前記ペ

プチドのうちの１つにそれぞれ特異的な２つの独立したアッセイの使用を介して

測定されることがあり；続いて、ＦＰＢ由来ペプチドの合計量が、ＦＰＢ及び脱

アルギニンＦＰＢの計算した濃度を合計することによって決定される。

      【００３０】

  この様に、本発明はＤＶＴ、ＰＥ及び他の血栓性疾患の診断における使用のた

めに、進行中の血栓症のマーカーとして血液及び尿中のＦＰＢを測定するための

方法を提供する。更に、当該アッセイは異なる抗凝血療法の抗血栓効率を決定す

るために使用され得る。当該ＦＰＢ試験はＤ－ダイマー試験よりも活動的なＤＶ

Ｔ又はＰＥの存在について更に高感度であり、そして特異的である。静脈穿刺が

必要でない場合、それは尿を用いて行われ得る。

      【００３１】
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  本発明の重要な観点は、尿中のＦＰＢの測定の有用性の現時点での発見である

。ＦＰＢが血液中で生成するという事実にもかかわらず、尿中のＦＰＢレベルが

血液又は血漿中のものより、約１～２倍の大きさであり、そしてその結果、より

単純で、より素速く、そして／あるいはあまり感度がないアッセイによる測定に

影響を受けやすい。更に、いくつかの場合において、尿中のＦＰＢの測定は、驚

くべきことに血栓性活性又は疾患とより良く相関することが明らかとなった（血

液又は血漿中での測定と比較して）。尿の測定の追加の利益は、血栓性の活性と

関連づけられるＦＰＢ濃度の変化についての時定数が、血液中よりも尿中でより

長くなる傾向があり；尿の測定が、その結果現在の血栓性活性の指標となるだけ

でなく、少し前の血栓性活性も示唆し得るという事実である。

      【００３２】

  ＦＰＢ及び脱アルギニンＦＰＢの合計濃度のための免疫アッセイ試験が開発さ

れてきており、そして試薬が容易に大量に製造されており、又は製造され得る。

当該アッセイは血栓症のｉｎ  ｖｉｔｒｏモデルにおいて；実験的に誘導された

深部静脈血栓症（ＤＶＴ）及び肺塞栓症（ＰＥ）を用いる動物モデルにおいて、

そして入院患者のＤＶＴ及びＰＥの存在が確実に検出される、ヒトの臨床研究に

おいて試験されてきた。本発明は、ＤＶＴ及びＰＥの管理において検出し、そし

て補助するための保護目的の診断ツールとして使用され得る。当該免疫アッセイ

は、患者のそばで容易にかつ安価に行われ得る。更に、当該アッセイは進行中の

血栓の増大を検出するので、それは治療を誘導するのにも有用である。

      【００３３】

  本明細書に更に明確かつ正確に記載されている目的のために、若干の用語上の

約束事が以下の考察において採用された。これらの約束事は本発明の説明を増強

するための実用的な手段を提供することを意図しているが、限定することを意図

しておらず、そして当業者は、矛盾することはないが、他のかつ追加の解釈を暗

示し得ることを理解するだろう。

      【００３４】

  ＦＰＢの「類似体」又は「変異体」は、天然ＦＰＢを完全に同一でないポリペ

プチドである。その様なＦＰＢの類似体は、１又は複数のアミノ酸の挿入、欠失
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又は置換によってアミノ酸配列を変化させることによって得られ得る。当該タン

パク質のアミノ酸配列は、天然のポリペプチドと比較した場合、実質的に同一の

又は向上した質を有するポリペプチドを作製するために、例えば置換によって修

飾される。当該置換は保存的置換であってもよい。「保存的置換」は、類似の側

鎖を有する別のアミノ酸によるアミノ酸の置換である。保存的置換は、全体的な

ペプチドがその空間的な高次構造を維持するが、変化した生物学的活性を有する

様に、アミノ酸の電荷又はアミノ酸の側鎖のサイズにおける（あるいは、側鎖内

の化学基のサイズ、電荷又は種類における）最小の変化を可能にするアミノ酸に

よる置換であるだろう。例えば、一般的な保存的な変化は、ＡｓｐからＧｌｕ，

Ａｓｎ又はＧｌｎ；ＨｉｓからＬｙｓ，Ａｒｇ又はＰｈｅ；ＡｓｎからＧｌｎ，

Ａｓｐ又はＧｌｕ、そしてＳｅｒからＣｙｓ、Ｔｈｒ又はＧｌｙであり得る。ア

ラニンは他のアミノ酸を置換するために一般的に使用される。２０の必須アミノ

酸は以下の様にグループ化され得る：非極性の側鎖を有するアラニン、バリン、

ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニルアラニン、トリプトファン及びメ

チオニン；無電荷の極性側鎖を有するグリシン、セリン、スレオニン、シスチン

、チロシン、アスパラギン及びグルタミン；酸性側鎖を有するアスパラギン酸及

びグルタミン酸；並びに塩基性側鎖を有するリジン、アルギニン、及びヒスチジ

ン。L. Stryer, Biochemistry (2d ed.) p. 14-15；Lehninger, Biochemistry, 

p. 73-75。

      【００３５】

  ポリペプチドの類似体が、生物学的活性、例えば抗原性又は免疫原性活性を修

飾し、又は向上するために、ポリペプチド構造においてあるアミノ酸で他のアミ

ノ酸を置換することに基づいて得られ得ることが知られている。例えば、別のア

ミノ酸の置換を介して、小さな高次構造の変化は、活性の増大をもたらすポリペ

プチドに対して付与され得る。あるいは、あるポリペプチドにおけるアミノ酸置

換は、十分なＦＰＢの生物学的特性を保持するペプチド－分子複合体を提供する

ために、結果として他の分子と連結され得る残基を提供するために使用され得る

。標識又は固相と連結しているが、抗ＦＰＢ抗体と結合する能力を保持している

ある類似体は、ＦＰＢのための競合的免疫アッセイにおける競合物として使用さ
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れ得る。

      【００３６】

  天然配列と変異体配列との間の相同性の程度（同一性のパーセンテージ）は、

例えばこの目的のために一般に適用されるコンピュータープログラムを用いて２

つの配列を比較することによって決定され得る。１つの適当なプログラムは、De

vereux et al. (Nucl. Acids Res. 12 : 387, 1984) に記載のＧＡＰコンピュー

タープログラムであり、これはウィスコンシン大学の遺伝学のコンピューターグ

ループから入手可能である。

      【００３７】

  ＦＰＢの類似体のアミノ酸配列は、本質的に天然ＦＰＢのアミノ酸配列に対応

する。本明細書で使用する場合、「本質的に対応する」は、天然ＦＰＢによって

生じる応答と実質的に同一の生物学的応答を誘発するであろうポリペプチド配列

を言及する。その様な応答は天然ＦＰＢによって生じるレベルの少なくとも６０

％であってもよく、そして天然ＦＰＢによって生じるレベルの少なくとも８０％

であってもよい。本発明の変異体は、対応する天然ＦＰＢに存在していないアミ

ノ酸残基又は対応する天然ＦＰＢに関連している欠失を含み得る。

      【００３８】

  アミノ酸は、それが別のアミノ酸配列との機能的な関係に置かれている場合に

「作用可能に連結」している。一般的に、「作用可能に連結」は、連結している

アミノ酸配列が近接していることを意味する。

      【００３９】

  本明細書に従う「抗体」は、エピトープと特異的に結合するタンパク質として

広く定義される。モノクローナル抗体は、当業界で既知の方法によって製造され

得る。これらの方法は、Kohler及びMilstein (1975) 並びにCampbell (1985) に

よって記述された免疫学的方法；並びにHuse等（1989）によって記述された組換

えＤＮＡ法を含む。

      【００４０】

  本明細書で使用する場合、用語「モノクローナル抗体」（又は「ｍＡｂ」）は

、単一のエピトープ又は抗原決定基と反応する、好ましくは特異的に反応する、
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任意の同種の抗体又はその抗原結合領域を言及する。用語「モノクローナル抗体

」は、本明細書で使用する場合、しかしながら天然、修飾型、又は合成であり、

そしてハイブリッド又はキメラ抗体を含み得る同種の抗体を言及する。この用語

は、その用語を一般に理解する場合、「ポリクローナル抗体」を含まない。「ポ

リクローナル抗体」は、全てが単一のエピトープ又は抗原決定基を認識する、異

種の抗体群である。

      【００４１】

  用語「抗原決定領域」は、エピトープと反応する本発明の抗体の、天然、修飾

型、又は合成のフラグメントを言及する。その様な抗原結合領域は、限定しない

が、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ′）2 、及びＦｖフラグメントを含む。

      【００４２】

  本発明の抗体の機能的等価物は、更に全抗体のものと、同一の結合特性を有す

るか、又はそれに相当する結合特性を有する抗体のフラグメントを含む。その様

なフラグメントは、Ｆａｂフラグメント又はＦ（ａｂ′）2 フラグメントのうち

の１つ又はその両方を含み得る。好ましくは、当該抗体フラグメントは、合計６

個の全抗体の補体決定領域（「ＣＤＲ」）を含むが、その様な領域の合計よりも

少ない、例えば３個、４個又は５個のＣＤＲを含むフラグメントも機能的であり

得る。フラグメントはLamoyi等（1983）及びParham（1983）によって記述された

方法によって調製され得る。本発明の抗体の他の機能的な等価物は、ＦＰＢと特

異的に結合する他の分子、例えばＦＰＢと結合する受容体、及びＦＰＢと結合す

る能力について選択されたペプチド又は核酸（例えばファージディスプレイ又は

ＳＥＬＥＸ法による）を含む。

      【００４３】

  本発明の抗体はエピトープＦＰＢと特異的に反応することが明らかとなってお

り、これは完全なフィブリノーゲン及びそのフラグメントを含み、フィブリノペ

プチドＢ、脱アルギニンフィブリノペプチドＢ、臭化シアンによる開裂から生じ

るフィブリノーゲンのＮ－ＤＳＫフラグメント、並びに配列番号１及び２によっ

て定義されるペプチドを含む、関連タンパク質部分の多くに見出される。用語「

抗ＦＰＢ」は、フィブリノーゲン、フィブリノペプチドＢ、脱アルギニンフィブ
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リノペプチドＢ、Ｎ－ＤＳＫ、及び関連ペプチドの特徴である、このエピトープ

と特異的に反応することのできる本発明の抗体の能力を言及する。

      【００４４】

  従って、本発明の抗体は、配列番号１及び２のアミノ酸配列の特徴、並びに他

の機能的に等しい配列、すなわち類似の結合能を示すそれらのアミノ酸配列によ

って定義されるエピトープと特異的に反応する。当該抗体は、限定するエピトー

プを欠く部分と有意に交差反応しない。

      【００４５】

  本発明の抗体の他の特性の中でも、当該抗体が、天然ＦＰＢとそれらのＮ末端

で異なる配列番号１及び２、並びに生理学的試料中に見出されるＦＰＢの天然型

である、配列番号３～６によって定義されるペプチドと反応する。従って、本発

明の抗体はアミノ酸配列CQGVNDNEEGFFSAR（配列番号１）及びCQGVNDNEEGFFSA（

配列番号２）によって定義されるエピトープと特異的に反応すると理解される。

それらの一次構造において、配列番号１又は配列番号２、あるいは類似配列、（

例えば：QGVNDNEEGFFSAR（配列番号３）； QGVNDNEEGFFSA（配列番号４）；環化

ピログルタミン酸－ GVNDNEEGFFSAR（配列番号５）；及び環化ピログルタミン酸

－GVNDNEEGFFSA（配列番号６））を含み、そして二次以上の次数の構造由来の有

意な立体障害を欠くタンパク質は、それ故に本発明の１又は複数の検出抗体又は

ポリクローナル抗血清と結合するだろう。その様なタンパク質は天然のもの、例

えばフィブリンＩ、又は合成のもの、例えば常用の合成又は組換え方法によって

製造されるもの、例えば当業界で知られているものであってもよい。配列番号１

及び２によって特徴づけられるアミノ酸配列のホモログ、並びにエピトープ限定

配列を含むタンパク質も、本発明の１又は複数の検出抗体又はポリクローナル抗

血清と反応することが予想される。しかしながら、当該抗体及び抗血清は、この

エピトープを欠く部分と実質的な交差反応を示さない。このエピトープを含むペ

プチド又はタンパク質は本発明の免疫アッセイを用いて検出することができ、標

準物質又はスタンダードとして使用することができ、あるいはＦＰＢのための免

疫アッセイにおける競合物として標識され、又は固定化され、そして使用される

ことがある。
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      【００４６】

  用語「フィブリノーゲン」は、フィブリノーゲンの任意の型を含むことが意図

される。従って、フィブリノーゲンは単量体フィブリノーゲン分子、及び単量体

構造（ＡαＢβγ）を有する二量体フィブリノーゲン分子、並びに単量体構造（

ＡαE Ｂβγ）を有する分子、及び他のハイブリッド分子を言及し、これらは天

然、修飾型、又は合成のいずれかである。用語「フィブリノーゲン」は通常ヒト

由来のフィブリノーゲンを言及するが、任意の種、特に哺乳類の種のフィブリノ

ーゲンを含み得る。更に、当該用語は特定の文脈において、特定の種に具体的に

限定されることがあり、例えば「ヒトフィブリノーゲン」である。

      【００４７】

  一般的に、免疫原として有用であるために、ペプチドフラグメントは、検出さ

れる分子のエピトープを定義するために十分なアミノ酸残基を含まなければなら

ない。当該フラグメントが短かすぎて免疫原となり得ない場合、それは輸送分子

と複合されることがある。いくつかの適当な輸送分子は、キーホールリンペット

ヘモシアニン及びウシ血清アルブミンを含む。複合は当業界で知られている方法

によって行われ得る。１つのその様な方法は、当該フラグメントのシステイン残

基と、輸送分子上のチオール反応部分、例えばシステイン残基又はマレイミド基

とを結合させることである。本発明において、システイン残基は、必要なシステ

インを提供できる様に、分子のアミノ末端と特異的に共有結合された。更に、シ

ステインをアミノ末端に結合させることによって、当該輸送分子は優先的にこの

特定の末端と結合し、抗原性のカルボキシ末端を暴露させるだろう。

      【００４８】

  本発明は、フィブリノペプチドＢ及びフィブリノーゲンのエピトープ並びに当

該エピトープを含むそのフラグメントと反応するポリクローナル抗体を産生する

動物を提供する。本発明はまた、フィブリノペプチドＢ及びフィブリノーゲンの

エピトープ並びに当該エピトープを含むそれらのフラグメントと反応するモノク

ローナル抗体を産生する、ハイブリドーマ細胞系を提供する。これらの動物及び

ハイブリドーマによって産生する抗体も、本発明の重要な観点である。

      【００４９】
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  Kohler及びMilstein (1975) によって最初に説明されたハイブリドーマ技術は

、分泌産物であるモノクローナル抗体が、フィブリノペプチドＢのエピトープ又

は抗原決定基と反応する、ハイブリドーマ細胞系を調製するために使用され得る

。本発明のハイブリドーマ細胞系を調製するための一般的な方法は後述する。当

業者は、本明細書に詳細に記載されているモノクローナル抗体及びハイブリドー

マ細胞系を含む本発明が、ハイブリドーマ、及びその結果としての本発明の抗体

を作製するための様々な方法を提供することを認識するだろう。本発明のハイブ

リドーマ細胞系は、免疫学的に関連する脾臓細胞の活性化のために、配列番号１

によって定義されるフィブリノペプチドＢ又は配列番号２によって定義される脱

アルギニンＦＰＢペプチドを用いて調製され得る。一般的に、宿主哺乳類は上述

の様なペプチド又はペプチドフラグメントを用いて接腫され、そして次に追加免

疫される。脾臓は、最後の追加免疫から数日後に、接腫した哺乳類から回収され

る。抗体産生脾臓細胞は続いて収集され、そしてマウスのミエローマ細胞との融

合によって不死化される。ハイブリドーマと称される、ハイブリッド細胞は、融

合から生じる継続性の細胞系であり、続いて前記ペプチドとの反応性について選

択され、そしてスクリーニングされる。当業者は、ハイブリドーマ技術に対する

更なる詳細については、Kohler及びMilstein (1975) ; Kennett 等（1980）；並

びにGoding (1986) を参照する。Campbell (1985) も参照のこと。

      【００５０】

  本明細書に記載の特異的な抗ＦＰＢ抗体は本発明の例示にすぎず、そして配列

番号１によって定義されるフィブリノペプチドＢ又は配列番号２によって定義さ

れる脱アルギニンＦＰＢペプチドと特異的に反応する全ての抗体は、起源となる

種、又はＩｇＧ，ＩｇＡ，ＩｇＭ，ＩｇＥ、及びＩｇＤを含む、免疫グロブリン

のクラス若しくはサブクラスに関係なく、本発明の範囲に含まれる。本発明はま

た、抗ＦＰＢ抗体の抗原結合フラグメントを提供する。非ＦＰＢ含有物質と対抗

する様な、フィブリノペプチドＢと結合する能力は、本発明に従う特異的抗体の

一般的な特徴である。

      【００５１】

  上文で論じた様に、本発明の抗体は、動物の免疫化、ハイブリドーマの調製、
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並びに上述した抗ＦＰＢ抗体のものと類似している、フィブリノペプチドＢ及び

フィブリノーゲンとの反応性を有する抗体の同定によって構築され、そして単離

され得る。しかしながら、本発明はまた、多くのＢβ関連フラグメントとの抗体

の反応性の決定を必要としない、本発明の単一特異的な抗体を同定するための手

段を提供する。本発明の抗体は、本明細書に記載の細胞系によって産生される抗

体を用いての、免疫沈降及び競合的結合の研究によっても同定され得る。

      【００５２】

  抗ＦＰＢ単一特異的抗体を用いる免疫沈降は、抗原性の同一性を決定するため

に使用され得る。同一性の確認は、過剰な量のある抗ＦＰＢ抗体を用いて、試験

可能な試料、例えば血漿試料由来の抗原を枯渇させ、そして処理した試料由来の

Ｂβ鎖フラグメントを免疫沈降させることのできない別の抗体の能力を観察する

ことによって得ることができる。また、前記抗体が同一のエピトープ又は極めて

関連しているエピトープと結合する場合において、各抗体は、フィブリノペプチ

ドＢと結合することについて、他のものと競合するだろう。競合的な結合の研究

は一般的に当業界で知られており、そしてある常用の型を下文の例において提示

する。

      【００５３】

  タンパク質分解酵素、例えばパパイン及びペプシンによる抗体調製物の処理は

、抗原結合活性を保持する、Ｆａｂ及びＦ（ａｂ′）2 の種類を含む抗体フラグ

メントを生成する。本発明の抗体の、その様な酵素による処理は、その結果本発

明のフィブリノペプチドＢ抗原結合フラグメントを生成するために使用され得る

。本発明の抗体の抗原結合フラグメントの調製、並びにそれらの診断上及び治療

上の有用性、並びに他の適用は、それら自身を当業者に提案する。抗ＦＰＢ抗体

の抗原結合フラグメントは、本発明の治療上の態様において特に有用である。

      【００５４】

  当業者は、本発明の抗体及び抗体フラグメントの抗原結合領域が、本発明の重

要な特徴であることを認識するだろう。本発明の抗ＦＰＢハイブリドーマ細胞は

、本発明のその様な抗原結合領域をコードするＤＮＡの好ましい供給源としての

務めを果たす。このＤＮＡは、組換えＤＮＡ技術を介して、ハイブリッド又はキ
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メラタンパク質をコードする、新規な「ハイブリッド」又は「キメラ」ＤＮＡ配

列を生成するために、任意の所望なアミノ酸残基の配列をコードするＤＮＡと結

合され得る。その様な方法において、前記抗体のある部分が最終的にある種に由

来し、そして前記抗体の別の部分が別の種に由来する、本発明のキメラ抗体を得

ることができる。しかしながら、本発明はまた、ＦＰＢ抗原結合領域を含む任意

のキメラ分子を含んで成る。

      【００５５】

  本発明の抗体はまた、フィブリノーゲン、又はフィブリノペプチドＢ若しくは

その一部を含む開裂産物の発現を同定するために、任意な検出可能な基、例えば

蛍光標識、酵素標識、及び放射性核種との複合によって標識され得る。適当な検

出可能な標識は、限定しないが、放射性核種、酵素、特異的に結合する対の成分

、コロイド性色素物質、蛍光色素、還元物質、ラテックス、ジゴキシゲニン、金

属、粒子、ダンシルリジン、抗体、プロテインＡ、プロテインＧ、電子密度材料

、発色団、電気化学発光物質、化学発光物質、電気活性物質等を含む、当業界で

知られているもののなかから選択され得る。直接的に又は間接的に検出可能な、

任意な適当な標識が有効に利用され得る。当業者は、上文に記載したこれらの標

識が、この発明において利用され得る異なる標識のうちの単なる例示であること

をはっきりと認識するだろう。

      【００５６】

  抗体を標識するための方法は、例えばHunter等（1962）及びDavid 等（1974）

によって説明されてきた。抗体を標識するための追加の方法は、米国特許第３，

９４０，４７５号及び第３，６４５，０９０号に記載されてきた。

      【００５７】

  当該標識は放射性であってもよく、すなわち放射性核種を含んでいてもよい。

有用な放射性核種のいくつかの例は、32Ｐ、 125Ｉ、 131Ｉ、 111Ｉｎ、及び 3

Ｈを含む。放射性核種の使用は、英国特許書類第２，０３４，３２３号、米国特

許第４，３５８，５３５号及び第４，３０２，２０４号に記載されてきた。

      【００５８】

  非放射性標識のいくつかの例は、酵素、発色団、電子顕微鏡によって検出可能
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な原子及び分子、並びに自身の磁気的特性によって検出可能な金属イオンを含む

。

      【００５９】

  いくつかの有用な酵素標識は、基質において検出可能な変化をもたらす酵素を

含む。いくつかの有用な酵素及びそれらの基質は、例えばセイヨウワサビペルオ

キシダーゼ（ピロガロール及びｏ－フェニレンジアミン）、β－ガラクトシダー

ゼ（フルオレセインβ－Ｄ－ガラクトピラノシド）、及びアルカリホスファター

ゼ（５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリルホスフェート／ニトロブルーテト

ラゾリウム）を含む。酵素標識の使用は、Ｕ．Ｋ．２，０１９，４０４、ＥＰ６

３，８７９、及びRotman (1961) に記載されてきた。

      【００６０】

  有用な発色団は、例えば蛍光、化学発光、及び生物発光分子、並びに色素を含

む。本発明において有用な、いくつかの特異的な発色団は、例えば、蛍光、ロー

ダミン、テキサスレッド、フィコエリトリン、ウンベリフェロン、ルミノール及

びルテニウム又はオスミウム等の発光ビピリジル又はフェナントロリン含有錯体

を含む。

      【００６１】

  当該標識は、当業界で公知の方法によって、抗体プローブと複合され得る。当

該標識は前記プローブ上の官能基を介して直接結合され得る。当該プローブは、

例えば官能基を含むか、又は含まされ得る。適当な官能基の例は、例えば、アミ

ノ、カルボキシル、スルフヒドリル、マレイミド、イソシアネート、イソチオシ

アネートを含む。あるいは、標識、例えば酵素及び発色団分子は、カップリング

剤、例えばジアルデヒド、カルボジイミド、ジマレイミド等によって抗体と複合

され得る。

      【００６２】

  当該標識はまた、上述した方法によってプローブと結合したリガンドによって

抗体プローブと、そして当該標識と結合したそのリガンドのための受容体と複合

され得る。既知のリガンド－受容体の組み合わせのいずれかが適している。いく

つかの適当なリガンド－受容体の対は、例えばビオチン－アビジン又は－ストレ
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プトアビジン、及び抗体－抗原を含む。ビオチン－アビジンの組み合わせが好ま

しい。この様に、本発明の抗ＦＰＢ抗体は、多くの免疫化学的及び免疫組織学的

利用において、蛍光標識、酵素標識、放射性核種、電子密度標識、基質等との複

合によって検出可能性を付与されたアビジンの一種の添加時に、ピオチンとの複

合によって誘導体化され、そして使用され得る。

      【００６３】

  本発明の抗体はまた、当業者にとって既知の方法に従い、基質材料に付着され

、又は結合され得る。その様な材料は、一般的に実質上固体であり、そして比較

的不溶性であり、これは当該抗体の物理的かつ化学的な破壊に対する安定性を付

与し、そして当該抗体を特異的な空間分布に配置させる。基質材料の中で、当業

者の所望の目的に従う材料を選択することができ、これは限定しないが、ゲル、

ヒドロゲル、樹脂、ビーズ、磁気粒子又はビーズ、ニトロセルロース、ナイロン

フィルター、マイクロタイタープレート、培養フラスコ、ポリマー性材料等の様

な材料を含み得る。

      【００６４】

  本発明の抗体は、標識されるか、又は標識されず、ヒト又は動物の対象由来の

組織試料中のフィブリノーゲン又はＦＰＢ関連ペプチドの存在を決定するために

、免疫学的なアッセイにおいて使用され得る。対象者の体液試料、例えば血漿又

は尿、並びに血液バンク由来の試料は、本発明の抗ＦＰＢ抗体を用いて、フィブ

リノーゲン及びＦＰＢの存在について評価され得る。更に、本発明に従う適当な

医薬調製物は、ｉｎ  ｖｉｖｏでの使用のために、例えば生きている対象者にお

けるフィブリノーゲン又はＦＰＢ含有物質及び構造の可視化のために利用され得

る。

      【００６５】

  この様に、本発明は、フィブリノペプチドＢ、フィブリノーゲン又は配列番号

１及び２によって定義されるアミノ酸配列を含んでなるそれらのフラグメントを

、抗ＦＰＢ単一特異的抗体によって結合させるための方法を提供する。従って、

フィブリノーゲン及びフィブリノペプチドＢ、それらの天然、修飾型、及び合成

変異体、並びにそれらのフラグメントは、本発明の抗体によって検出され、そし
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て測定され得る。

      【００６６】

  本発明のＦＰＢ結合方法において、当該方法は、ＦＰＢの存在又は非存在が決

定され得る、試験可能な系を、抗ＦＰＢ抗体又はその抗原結合領域と接触させる

ことを含む。当該方法は、続いて試験可能な系の分析物と抗体との間の特異的な

会合又は結合の程度の測定に関与する。この方法において、当該系における抗体

の特異的結合は、当該系における分析物、すなわちフィブリノーゲン又はそのＦ

ＰＢ含有フラグメントの存在を示唆する。

      【００６７】

  本発明は更に、試料中のフィブリノペプチドＢの存在を検出するための方法を

提供する。当該方法は、生物学的試料、例えば血液又は尿試料中のタンパク質／

ペプチドの存否を認識する標識プローブの使用を含む。当該プローブは、試料中

のＦＰＢ含有分析物の存在を認識する、本発明に従う抗体であってもよい。当業

界で知られている他の試験方法は、本発明の抗体を使用するために適用され得る

。

      【００６８】

  典型的な方法は、分解産物の差次的な分離、例えば超遠心による当該産物の分

離を含む。当該産物は、続いてフィブリノーゲンの１又は複数のドメインと特異

的に反応し、又は特異的に会合する抗体と当該産物とを接触させることによって

測定される。好ましくは、その様な抗体は単一の分解産物と特異的に反応し、そ

れによって他の産物に対する当該産物の特徴づけを可能にする。

      【００６９】

  １つの態様において、検出方法は、マーカー部分で検出可能に標識された抗Ｆ

ＰＢ抗体を利用する。他の態様において、当該方法は、基質材料と結合した本発

明の抗体を利用し得る。当該方法において、前記組成物はまた、他の試薬、例え

ば差次的に他のフィブリノーゲンサブユニット又はサブタイプを検出する他の抗

体を含むことがある。この方法は更に、同一の試料中の遊離ＦＰＢ又はＦＰＢ含

有フラグメント及び他のフラグメントの差次的な解析又は特徴づけを可能にする

、別のフラグメントについての特異性を有する少なくとも１つの他の抗体を用い
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る使用に適応され得る。例えば、別の蛍光標識と複合する２又はそれ以上の抗体

は、タンパク質の分離又は他の免疫測定技術におけるプローブとして利用され得

る。

      【００７０】

  本発明のＦＰＢ結合方法は、抗体を特異的に標的物質と結合させる、当業界で

知られている方法を含む。好ましい方法は、免疫化学的方法、例えば酵素結合免

疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）法、ウェスタンブロット、免疫化濁分析法、凝集

法、沈澱法、免疫拡散法、免疫電気泳動法、免疫蛍光法、放射性免疫アッセイ法

、表面プラモン（ｐｌａｍｏｎ）共鳴、及び化学発光、蛍光、リン光、電気化学

発光、生物発光又は電気活性化合物の検出に基づく免疫アッセイ方法を含む。

      【００７１】

  抗体を用いてタンパク質の存在を検出するためのアッセイは既に説明されてお

り、そして既知の形式、例えば標準的なブロット及びＥＬＩＳＡの形式に従う。

これらの形式は、通常前記タンパク質を含むと疑われる試料と一緒に抗体をイン

キュベートし、そして抗体とタンパク質との複合体の存在を検出することに基づ

く。当該抗体は、インキュベーション段階の前、間、又は後のいずれかに標識さ

れる。タンパク質は、好ましくは検出前に固定化される。固定化は固体表面、例

えばマイクロタイターウェル又はビーズにタンパク質を直接結合させることによ

って、又は固定化された抗体にタンパク質を結合させることによって達成され得

る。

      【００７２】

  免疫アッセイを行う方法は公知である。使用され得る技術は、直接的な結合形

式及び競合的な結合形式を含む。直接的な結合形式のある一般的な例は、サンド

イッチ結合アッセイである。ＦＰＢのための競合的なアッセイの典型例において

、試料中のＦＰＢは、標識された抗ＦＰＢ抗体との結合のために、標識されたＦ

ＰＢ（又はその類似体）と競合する。いくつかの一般的な「固相」の結合アッセ

イの形式において、２つの標識された種のうちの１つの標識は、固相支持体又は

試薬を固相支持体にもたらすために使用される補獲部分にある。適当な免疫アッ

セイ技術の例は、引用によって本明細書に組み入れられる、Immunassay Handboo
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k, Wild D., Editor, Stockton Press : New York, 1994 において明らかとなる

だろう。

      【００７３】

  本発明は更に、対象者の血栓性又は血栓塞栓性疾患、例えば深部静脈血栓症又

は肺塞栓症の存在を決定し又は診断するための方法を含む。この方法において、

ＦＰＢ又はそのフラグメントは、本発明の抗ＦＰＢ抗体を含む組成物によって測

定される。ＦＰＢ分析物の測定量は、血栓性又は血栓塞栓性疾患と関連している

ことが認識され、又は知られているＦＰＢの量と比較される。当該方法は、対象

者において測定され、かつ標準のＦＰＢの値からの、血栓性又は血栓塞栓性疾患

の存在又は見込みの決定を含む。当該方法は、例えば体内でのフィブリノペプチ

ドＢの位置及び／又は分布の映像化又は可視化による、ｉｎ  ｖｉｖｏでのＦＰ

Ｂペプチドの測定又は検出を含み得る。あるいは、当該方法は、対象者からの医

学的試料の獲得及びｅｘ  ｖｉｖｏ又はｉｎ  ｖｉｖｏ等でのＦＰＢの測定を含

む。

      【００７４】

ポリクローナル抗血清：

  ペプチド合成－前記ペプチドのアミノ末端にシステイン残基を含むヒトフィブ

リノペプチドＢ（ＦＰＢ）の類似体は、Ｐｅｎｉｎｓｕｌａ  Ｌａｂｏｒａｔｏ

ｒｉｅｓ（San Carlos, CA）によって調製された。当該ペプチドは、ウサギの免

疫化のために、マレイミド活性化輸送タンパク質に対する方向性の結合を可能に

するために設計された。ペプチドの純度は、質量分析及び２つの異なる溶媒系を

用いるＨＰＬＣによって判断した場合に９０％超であった。当該ペプチドのアミ

ノ酸配列は次の様である；CQGVNDNEEGFFSAR（配列番号１）。脱アルギニンＦＰ

Ｂの類似体（アミノ酸配列：CQGVNDNEEGFFSA（配列番号２））を同じ方法で調製

した。

      【００７５】

  ＦＰＢ抗血清の調製－ヒトＦＰＢの免疫複合体は、Ｐｉｅｒｃｅにより提供さ

れたプロトコール（プロトコール＃０１３５）に従い、１０mgのマレイミド活性

化キーホールリンペットヘモシアニン(Pserce Chemical, Rockford, IL）に対し
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て５mgのＮ－システイニル－ＦＰＢをカップリングさせることによって調製した

。ＦＰＢに対するポリクローナル抗血清はニュージーランドシロウサギにおいて

産生された。３匹のウサギは、それぞれフロイント完全アジュバントにおける免

疫複合体（１mg）の一次皮下注射を受け、続いて４週間の間隔でフロイント不完

全アジュバント中での２回の皮下追加免疫注射（それぞれ１mg）が与えられた。

ウサギは、一次注射から２週間後に開始して、２週間置きに出血させられた。血

液を４℃で一晩凝固させた後、抗血清を遠心（２０００×ｇ、１０分）によって

回収し、そして解析するまで－２０℃で保存した。各抗血清のＦＰＢ抗体の力価

は、直接的な結合のＥＬＩＳＡにおいて決定された。要約すると、マイクロプレ

ートのウェルは、合成ヒトＦＰＢ（Sigma Chemical, St. Louis, MO）でコーテ

ィングされ、そしてＢＳＡでブロッキングされた。ウェルは、続いて連続希釈し

たＦＰＢ抗血清、次にペルオキシダーゼ複合ヤギ抗ウサギＩｇＧ検出抗体（Jack

son Immuno Research Laboratories, West Grove, PA）と一緒にインキュベート

された。ウェルはｏ－フェニレンジアミン（ＯＰＤ）の基質溶液を用いて展開さ

れ、そして各ウェルの吸光度（４９０nm）をマイクロプレートリーダー（Molecu

lar Devices, Sunnyvale, CA）で測定した。抗体の力価は、１．０超の吸光度を

生じる最少の抗血清の希釈として任意に定義された。この過程は、脱アルギニン

ＦＰＢとキーホールリンペットヘモシアニンの免疫複合体を用いて、別のウサギ

で繰り返された。

      【００７６】

  抗血清の特異性－競合的ＥＬＩＳＡは、ＦＰＢ抗血清の特異性を評価するため

に展開された。特に断らない限り、全ての段階は室温で行われ、そしてマイクロ

プレートは、各段階の合間に、０．１％  Ｔｗｅｅｎ－２０を含む０．０２Ｍ  

ＮａＨ2ＰＯ4、０．１５Ｍ  ＮａＣｌ、１mM  ＥＤＴＡ、pH７．４（ＰＮＥ）を

用いて３回洗浄された。マイクロプレートのウェルは、最初に合成ヒトＦＰＢ（

０．２Ｍ  ＮａＨＣＯ3 中２mg／mL、１００mL／ウェル）を用いて４℃で一晩コ

ーティングされ、そして次にＰＮＥ中の１％のＢＳＡ（ＰＮＥＡ）を用いて１時

間「ブロッキング」された。その間に、各競合物の連続希釈液を調製した。断わ

ったものを除き、全てがヒト起源である、以下の競合物を試験した：天然ＦＰＢ
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（ヒト及びイヌ）、合成ＦＰＢ、合成脱アルギニンＦＰＢ、合成フィブリノペプ

チドＡ、及び精製フィブリノーゲン。２０mLの各競合物の希釈液は、ポリプロピ

レンマイクロチューブにおいて２００mLのＦＰＢ抗血清（１：２５００）を用い

て、９０分間別々にプレインキュベートされた。前記競合物及び抗血清の希釈液

は、希釈緩衝液（０．１％  Ｔｗｅｅｎ－２０含有ＰＮＥＡ）中で調製された。

プレインキュベーション期間の終わりに、１００mLの各混合物を２つ１組のＦＰ

Ｂでコーティングしたウェルに適用し、そして９０分間インキュベートした。洗

浄後、１００mLのペルオキシダーゼ複合型ヤギ抗ウサギＩｇＧ検出抗体（希釈緩

衝液中で１：５０００）を各ウェルに加え、そして１時間インキュベートした。

最後の洗浄後、各ウェルを、１００mlのＯＰＤ基質溶液で正確に５分間展開した

。反応は等量の３Ｎ  Ｈ2ＳＯ4の添加によって停止させ、そして各ウェルの吸光

度（４９０nm）をマイクロプレートリーダーで測定した。

      【００７７】

  高い力価が複数の抗血清について示され、そして本発明はこの方法で産生され

た抗血清のいずれかを含むが、今日までに本発明者によって得られた最良の反応

性は、Ｒ４０９７、出血（ｂｌｅｅｄ）Ｉ３の場合に明らかになった。この抗血

清を用いる競合実験は、溶液中の天然ヒトＦＰＢが、表面に結合した合成ヒトＦ

ＰＢに対する抗体結合の有効な競合阻害剤であることを示唆した。対照的に、溶

液中の天然イヌＦＰＢは、表面に結合した合成ヒトＦＰＢに対する抗体結合につ

いて競合せず、これはイヌＦＰＢが前記抗血清と交差反応しないことを示唆して

いる。ＦＰＢのＩＣ５０（６．７nM）を脱アルギニンＦＰＢのＩＣ５０（８．９

nM）で割り、１００倍して定義される脱アルギニンＦＰＢの交差反応性は７５％

であった。この様に、当該ＦＰＢアッセイはＦＰＢ及びその一次代謝物である、

脱アルギニンＦＰＢ、その両方に対して高感度である。ＦＰＡは本質的に全く交

差反応性を示さなかった（＜０．１％）。

      【００７８】

  前記抗血清は、親の（ヒト）フィブリノーゲンに対して有意な交差反応性を示

した。フィブリノーゲンのＩＣ５０（２．３nM）が予想通りＦＰＢのＩＣ５０の

約半分であったのは、各フィブリノーゲン分子が２つの潜在的に交差反応性のＦ
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ＰＢ配列を有しているためである。それ故に、遠心による限外濾過によって、血

漿及び尿から、交差反応性のフィブリノーゲン分子（３４０，０００kD）を除去

することが好ましい。フィブリノーゲンは、５０，０００～１００，０００kDの

範囲の分子量のカットオフ値を有する様々な濾過膜を用いて、溶液中のフィブリ

ノペプチドから分離され得る。しかしながら、最良の結果はＢｉｏｍａｘ－１０

０膜（１００，０００kDのカットオフ値）を用いる遠心による限外濾過を用いて

得られた。追加の動物において、この方法を用いて産生した他のポリクローナル

抗血清が、フィブリノーゲンと交差反応しなかったことに注目することは重要で

ある。本発明はまた、免疫アッセイにおけるこの抗血清の使用を含み、この場合

、フィブリノーゲンは患者の試料から除かれる必要はないだろう。

      【００７９】

モノクローナル抗体：

  ペプチドの複合：Ｎ－システイニルＦＰＢ（又は脱アルギニンＦＰＢ）は、上

述の様にマレイミド活性化キーホールリンペットヘモシアニンと複合される。５

匹のＢａｌｂ／ｃマウスは、５０μｇの初回刺激量で、次にそれぞれ５０μｇの

複数回の追加免疫量で免疫化された。試験出血は、前述した直接結合ＥＬＩＳＡ

を用いて、抗体の産生及び力価についてスクリーニングされる。

      【００８０】

  脾細胞の融合は、直接結合及び競合ＥＬＩＳＡによって決定される場合の最良

の応答者で行われる。脾細胞は、最適化されたポリエチレングリコールを介する

融合プロトコールを用いて、Ｓｐ２／Ｏ－Ａｇ１４ハイブリドーマ細胞系と融合

される。増殖及びスクリーニング：融合細胞は９６穴プレートに蒔かれ、そして

毎週細胞の増殖について監視された。細胞の増殖を示す穴は、４週目に、そして

更に再び６週目にＥＬＩＳＡによってスクリーニングされる。

      【００８１】

  ポジティブな穴に由来する細胞は、限界希釈によって回収され、そしてサブク

ローニングされる。サブクローンはＥＬＩＳＡによってスクリーニングされる。

ポジティブなクローンは増殖され、そして再びスクリーニングされる。直接結合

及び競合ＥＬＩＳＡによって決定される場合の、最も有望なクローンは冷凍保存
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され、そして腹水の産生に使用される。

      【００８２】

  腹水液は、Ｂａｌｂ／ｃマウスにおいて、サブクローニングに由来する選択さ

れたハイブリドーマ細胞系の腹膜内注射の後に産生する。当該液体は（ＥＬＩＳ

Ａによって）スクリーニングされ、そして抗体のアイソタイピングにかけられる

。

      【００８３】

ＦＰＢ／脱アルギニンＦＰＢアッセイ：

  以下の方法は、限外濾過した血漿及び尿試料中のフィブリノペプチドＢ（ＦＰ

Ｂ）濃度の決定のために、最も適したものであることが明らかとなった。通常、

尿中でＦＰＢが高レベルなので、尿の限外濾過液を「標準アッセイ」（下文を参

照のこと）に、そして血漿の限外濾過液を「高感度アッセイ」にかけるのが慣例

である。血漿の限外濾過液を１：２希釈で開始することに注意すること。

      【００８４】

  使用した材料：抗ＦＰＢ抗血清（ウサギ４０９７、出血Ｉ３）；合成ＦＰＢコ

ントロール溶液；ＦＰＢ保存溶液；ＩｇＧ－ＨＲＰ保存溶液；コーティング緩衝

液（０．２Ｍ炭酸水素ナトリウム）；洗浄緩衝液（０．１％  Ｔｗｅｅｎ－２０

を含む０．０２Ｍ  ＮａＨ2ＰＯ4、０．１５Ｍ  ＮａＣｌ、１mM  ＥＤＴＡ、pH

７．４）；希釈緩衝液（１％  ＢＳＡ及び０．１％  Ｔｗｅｅｎ－２０を含む、

０．０２Ｍ  ＮａＨ2ＰＯ4、０．１５Ｍ  ＮａＣｌ、１mM  ＥＤＴＡ、pH７．４

）；３０％過酸化水素（Ｈ2Ｏ2、Ｓｉｇｍａ  ＃１００９）；１０mgのｏ－フェ

ニレンジアミン錠（ＯＰＤ、Ｓｉｇｍａ  ＃Ｐ８２８７）；ＯＰＤ溶液Ａ（０．

５Ｍクエン酸）；ＯＰＤ溶液Ｂ（０．１１Ｍリン酸ナトリウム（二塩基性））；

ＯＰＤ停止溶液（３Ｎ硫酸）；ＰＮＥ  １０倍保存溶液（０．２Ｍリン酸ナトリ

ウム（一塩基性）、１．５Ｍ塩化ナトリウム、１０mM  ＥＤＴＡ（二ナトリウム

塩）、pH７．４）；ＰＮＥＡ（１％（ｗ／ｖ）ウシ血清アルブミン含有ＰＮＥ（

１倍））；Ｔｗｅｅｎ－２０（Ｓｉｇｍａ  ＃Ｐ６５８５）；１０％  Ｔｗｅｅ

ｎ－２０（Ｓｉｇｍａ  ＃Ｐ８９４２）。

      【００８５】
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  方法：マイクロウェルプレートは以下の様に調製する：ＦＰＢ保存溶液をコー

ティング緩衝液で２mg／mLに希釈する。１００μｌのＦＰＢ溶液（２mg／mL）を

各マイクロプレートのウェルに加える。プレートシーラーでウェルに封をし、そ

して冷蔵庫に一晩据える。

      【００８６】

  「標準アッセイ」は、１．５６～１００ng／mLのＦＰＢ／脱アルギニンＦＰＢ

濃度を検出するために使用される。当該試料は以下の様に調製する：ＦＰＢ保存

溶液をＣＢで２mg／mLに希釈する。１００μｌのＦＰＢ溶液（２mg／mL）を各マ

イクロプレートのウェルに加える。プレートシーラーでウェルに封をし、そして

冷蔵庫に一晩据える。室温の湯浴で限外濾過した試料を融解する。抗ＦＰＢ抗血

清をＤＢで１：２５００に希釈する。ＦＰＢ保存溶液をＤＢで１００ng／mLに希

釈し、そして次にＰ２００を用いて２倍の連続希釈溶液を作製する（５０ｌ＋５

０ｌ  ＤＢ）。標準曲線に以下のＦＰＢ濃度：１００，５０，２５，１２．５，

６．２５，３．１３，１．５６、及び０ng／mLを使用する。希釈緩衝液でＦＰＢ

コントロールを１：２０００に希釈する。別々の１．７mLのマイクロチューブ中

で、２０μｌのスタンダード／コントロール／試料を２００μｌの抗ＦＰＢ（１

：２５００）と合わせ、混合するためにボルテックスする（これらはプレインキ

ュベーション混合物と称される）。１時間４５分インキュベートする。

      【００８７】

  「高感度アッセイ」は、０．３１３～２０ng／mLのＦＰＢ／脱アルギニンＦＰ

Ｂ濃度を検出するために使用される。当該試料は以下の様に調製される：ＦＰＢ

保存溶液をＣＢで２mg／mLに希釈する。１００μｌのＦＰＢ溶液（２mg／mL）を

各マイクロプレートのウェルに加える。プレートシーラーでウェルに封をし、そ

して冷蔵庫に一晩据える。室温の湯浴で限外濾過した試料を融解する。抗ＦＰＢ

抗血清をＤＢで１：２５０に希釈する。ＦＰＢ保存溶液を希釈緩衝液で２０ng／

mLに希釈し、そして次に２倍の連続希釈溶液を作製する（２５０μｌ＋２５０μ

ｌの希釈緩衝液）。標準曲線に以下のＦＰＢ濃度：２０，１０，５，２．５，１

．２５，０．６２５，０．３１３、及び０ng／mLを使用する。希釈緩衝液でＦＰ

Ｂコントロールを１：１０，０００に希釈する。別々の１．７mLのマイクロチュ
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ーブ中で、２０μｌの抗ＦＰＢ（１：２５０）を２００μｌのスタンダード／コ

ントロール／試料と合わせ、混合するためにボルテックスする（これらはプレイ

ンキュベーション混合物と称される）。１時間４５分インキュベートする。

      【００８８】

  前記抗体のプレインキュベーション時間の間に、冷蔵庫からＦＰＢでコーティ

ングしたプレートを出し、そして各ウェルを２５０μｌの洗浄緩衝液で２回すす

ぐ。ウェル上の残りのタンパク質結合部位を「ブロッキング」するために、１０

０μｌのＰＮＥＡを各ウェルに加える。プレートを覆い、そして１時間「ブロッ

キング」させておく。抗体のプレインキュベーション時間の終わりに、各ウェル

を２回、２５０μｌの洗浄緩衝液ですすぐ。

      【００８９】

  前記アッセイは以下の様に行う：１００μｌの各プレインキュベーション混合

物を２つ１組のウェルに加える。前記プレートを覆い、そして１時間１５分イン

キュベートし、そして次に各ウェルを３回、２５０μｌの洗浄緩衝液ですすぐ。

１００μｌのＩｇＧ－ＨＲＰ（希釈緩衝液中で１：４０００）を各ウェルに加え

る。プレートを覆い、そして１時間１５分インキュベートする。ＩｇＧ－ＨＲＰ

のインキュベーションの終わりに、各ウェルを３回、２５０μｌの洗浄緩衝液で

すすぐ。

      【００９０】

  最初に１０mgのＯＰＤ錠をＯＰＤ  Ａ／ＯＰＤ  Ｂ混合液中に溶解し、そして

次に１０μｌのＨ2Ｏ2を加えることによって基質溶液を完成させる。混合するた

めに複数回反転させる。１００μｌの基質溶液を各ウェルに加える。正確に５分

間インキュベートし、そして次に１００μｌのＯＰＤ停止溶液を各ウェルに加え

る。

      【００９１】

  以下の装置の設定：二重波長終点モード（Ｌ１＝４９０nm、Ｌ２＝６５０nm）

、オートミックスオンを用いて、Ｖmax のマイクロプレートリーダーにおいて各

ウェルの吸光度を読み込む。ＯＰＤの基質反応を開始してから１４分後にプレー

トを読み込む。ＦＰＢスタンダードの４つのパラメーターの合致から標準曲線を
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作製する。試料のＦＰＢ濃度及び標準曲線由来のＦＰＢコントロールを挿入する

ためにＳｏｆｔｍａｘを使用する。

      【００９２】

  本発明は更に、以下の詳細な例を参照することによって説明されるだろう。

      【００９３】

例１：血漿試料中のＦＰＢ及び脱アルギニンＦＰＢの測定

  本実験の目的は、前記免疫アッセイが正常なヒト血漿の存在下で合成ＦＰＢ及

び合成脱アルギニンＦＰＢを検出し得るか否かを決定することにあった。前記ア

ッセイはまた、小さな血栓が循環している血液量にＦＰＢを放出する場合に予想

される濃度をシミュレートするために、抗凝固された血漿中で連続希釈された、

血清（凝固した血漿）中のＦＰＢレベルを測定するために使用された。

      【００９４】

  方法：緩衝液若しくは抗凝固し、限外濾過した血漿中で希釈した既知の濃度の

合成ＦＰＢ又は脱アルギニンＦＰＢ（０～１００ng／ml）は、高力価の抗ＦＰＢ

抗血清の固定化希釈液を用いて、ポリプロピレンチューブ中で、室温で９０分間

プレインキュベートされた。これらのプレインキュベーション混合物は、続いて

ＦＰＢでコーティングしたマイクロプレートのウェルに加えられ、そして室温で

追加時間インキュベートされた。当該プレートは、引き続いて上述の様に抗ウサ

ギＩｇＧ－ＨＲＰ及びＯＰＤを用いて展開された。４９０nmでの吸光度を測定し

た後、標準曲線を作製する。類似性は、緩衝液中で希釈したスタンダードを、血

漿中で希釈したスタンダードと対比させることによって評価した。

      【００９５】

  結果：前記アッセイは、正常なヒトの抗凝固した血漿中のＦＰＢを検出しなか

った。血漿を精製ＦＰＢ（最終濃度１０ng／ml）と混合（Ｓｐｉｋｅ）した場合

、前記アッセイは７．７２±０．８９ng／mlを計測した。類似の結果は、精製脱

アルギニンＦＰＢを用いて得られた（結果は示さない）。更に、血清（血漿をト

ロンビンで凝固させることによって得られる）は、過剰のヘパリンで前処理した

血漿を用いて希釈された（１：８００）。ＦＰＢ濃度は８．０３±０．５１ng／

mlであり、これは１％の血漿フィブリノーゲンがフィブリンに変換された場合に
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予想され得る範囲内である。抗ＦＰＢはイヌフィブリノペプチド、又は完全なイ

ヌフィブリノーゲンと交差反応しなかった（結果は示さない）。

      【００９６】

  考察：これらの実験は、ＦＰＢ及び脱アルギニンＦＰＢを測定するための免疫

アッセイの正確性を証明する。更に、測定されたＦＰＢレベルは、７０kgのヒト

において、４mlの血栓を構成すると思われる、ｉｎ  ｖｉｖｏの全血液量のうち

の０．１％の血栓症を検出することができるだろう。

      【００９７】

  結論：血漿ＦＰＢ免疫アッセイはｉｎ  ｖｉｖｏで活動的な血栓症を検出する

ことができる。当該アッセイは、ＤＶＴ及びＰＥの診断、並びにｉｎ  ｖｉｖｏ

での凝固の増大を抑制する抗凝固剤の能力の比較に有用である。

      【００９８】

例２：血栓症の動物モデルにおけるＦＰＢレベル

  対象：これまでの実験において使用されている、非常に確立されたモデルにお

いて、実験的な血栓症のイヌに由来する血漿及び尿試料を解析し、ＦＰＢレベル

を測定した。血栓症の誘導の前に、当該動物はイヌフィブリノーゲンを枯渇させ

られ、そして精製ヒトフィブリノーゲンを注入された。血漿及び尿中のヒトＦＰ

Ｂレベルの上昇は、血栓性活性を反映している。

      【００９９】

  方法：成体の雑種のイヌを麻酔し、そしてそれらのフィブリノーゲンを枯渇さ

せた。アンクロドが循環から排出された後、天然フィブリノーゲン活性が最小で

ある間、実験的な血栓は概説の様に誘導される（Morris et al. 1997b）。イヌ

をハロタンで麻酔し、挿管し、そして動脈の血液ガスを正常な上限で維持するた

めに機械的に通気する。当該動物は、完全にフィブリン溶解を阻害するためにそ

の時点で、そしてそれから６時間毎にボーラスのトラネキサム酸を与えられた（

Marsh et al. 1994）。この後、それらは少なくとも３００mg／dl（３mg／ml）

のフィブリノーゲンレベルを達成するために、標準的な生理食塩水中で６ｇの精

製ヒトフィブリノーゲンを注入された。これらの条件下、フィブリノーゲンレベ

ルは、この研究の期間を通じて２００mg／dl（２mg／ml）超に維持された。
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      【０１００】

  二重のバルーンカテーテルは、両方の後肢の伏在静脈から大腿静脈まで進めら

れた。続いてバルーンを膨張させ、静脈内に５mlの封がされた区画を作製した。

二重のバルーンの間の穴を介して、２００ユニットのトロンビンが、血栓症を誘

導するために各静脈内腔に注入された。１時間後、全てのバルーンをしぼませ、

そして誘導された血栓症は更に３時間、ｉｎ  ｓｉｔｕで熟成される。

      【０１０１】

  各動物につき１つのバルーンカテーテルが、血栓の塞栓形成を防ぐために大腿

静脈に放置された。反対側の大腿静脈中のバルーンカテーテルを除去し、そして

血栓は受動的な脚の動きによって塞栓形成された。

      【０１０２】

  塞栓形成の後、抗凝固は、血漿ヘパリンレベルを１．０ユニット／mlに維持す

る様に調節された、ヘパリンボーラス（３００ユニット／kg）、続く連続注入（

９０ユニット／kg／時間）によって達成された。この投与量の抗凝固は、血栓の

増大の完全な抑制を伴った(Morris et al. 1997b）。別の実験において、より少

量のヘパリンが使用され（８０ユニット／kgの初回量及び１８ユニット／kg／時

間の注入の割合）、そして投与量は「治療的なヘパリンレベル」（０．２～０．

４ユニット／ml）を維持するために調節された。

      【０１０３】

  血液及び尿試料は、脱フィブリノーゲン化（ｄｅｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎａｔｉ

ｏｎ）の後に、血栓の誘導後一定間隔で、そして抗凝固の後に、基準線で滴定さ

れたチューブ（プロテアーゼ阻害剤を含む）に回収された。血漿が遠心（２５０

０×ｇ、１０分間）によって得られ、そしてフィブリノーゲン及び他の血漿タン

パク質を除去するために限外濾過（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）にかけられた。全ての

試料は、解析するまで７０℃で保存された。尿及び限外濾過した血漿中のＦＰＢ

合計レベルは、上述の様に免疫アッセイによって決定される。

      【０１０４】

  免疫アッセイによって決定し、各時点のものを結び付けて、血漿ＦＰＢ合計レ

ベルの平均値及び標準偏差を計算した。基準線の値は、血栓の誘導、増大及び抗
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凝固の間の値と比較される。少なくとも２つの標準偏差の平均値間の差異は、統

計学的に有意であるとみなされる。

      【０１０５】

  結果：予備実験が３匹のイヌで行われ、これらの全てが、実験的に誘導された

血栓の塞栓形成後に、過剰量のヘパリンによる抗凝固を受けた（以下の図を参照

のこと）。当該実験の最初の数時間の測定は、大量のヒトフィブリノーゲンの注

入が、血栓の誘導前に血漿又は尿のＦＰＢ合計レベルを有意に増大させないこと

を示している。

      【０１０６】

  しかしながら、血栓が深静脈で形成した後、血漿ＦＰＢ合計レベルは直ちに上

昇する。血漿ＦＰＢ合計は、凝固の増大の間、基準線よりも上昇したままであっ

た。血漿ＦＰＢ合計レベルの別のピークは、塞栓形成の直後に起こる。一度過剰

なヘパリンが始められると、血栓症は中断する。ＦＰＢはもはや産生されず、そ

して血漿中に残るＦＰＢ合計は素速く除かれる（約４５分のｔ1/2 ）。

      【０１０７】

  尿中のＦＰＢ合計の合計量（３０分間隔で測定したもの）もまた、ヒトフィブ

リノーゲンの注入後に低いが、血栓が形成された後に安定して上昇した。予想通

り、尿中で回収されたＦＰＢ合計の量は、たとえ数時間後でも、血漿レベルの上

昇と平行した。尿中の事実上のＦＰＢ合計濃度は、通常、血漿中で測定されたレ

ベルの２倍以上であり、これは恐らく腎臓による当該ペプチドの優先的な除去を

反映している。

      【０１０８】

  興味深いことに、血漿及び尿中のＦＰＢレベルは共に、更にトロンビンが注入

されていないという事実にもかかわらず、血栓が塞栓形成された後に増大した。

既に述べた様に、血漿レベルはすぐに上昇し、一方、尿中で除去された量は、当

該事象から数時間後に上昇した。

      【０１０９】

  考察：これらの実験は、ＦＰＢの血漿及び尿レベルがＶＴＥにおいて進行中の

血栓症の潜在的なマーカーであることを示唆している。予備的なデータは、これ
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らのレベルの一方又は両方が、活動的な血栓症の間に有意に増大するが、徐々に

強くなる抗凝固療法の間に正常に向かって回復することを示唆している。これら

の発見は、ＦＰＢの、血栓症のマーカーとしての有効性を示している。

      【０１１０】

例３：急性肺塞栓症のモデルにおけるフィブリノペプチドＢ

  本実験の目的は、肺塞栓症の血栓性活性がフィブリノペプチドＢの血漿レベル

のための新規アッセイを用いて測定され得るか否かを決定すること、並びに塞栓

形成自体が先在している血栓を更に血栓性にし、恐らく凝固の増大及び下流の微

細な塞栓形成をもたらすという仮説を試験することであった。

      【０１１１】

  主な肺塞栓症の心肺作用は、完全には理解されていない。特に、肺循環に対す

る有害作用における、活動的な血栓症の役割は知られていない。事実、肺動脈の

高流量の循環における塞栓が、塞栓形成の前に起こる活性と比較して、それらの

血栓性活性を増大するか否かは未だに決定されていない。活動的な血栓症のため

に近年開発された血漿マーカー、フィブリノペプチドＢ（ＦＰＢ）を用いて、静

脈血栓の血栓活性が塞栓形成後に増大するか否かを決定するために、以下の実験

が行われた。

      【０１１２】

  肺塞栓を有する多くの患者は、「標準的な投与量」の抗凝固剤で処置される場

合に、自身の病気を切り抜けて生きる。しかしながら、広範囲のＰＥを有する患

者の亜集団は、標準的な抗凝固剤及び血栓溶解剤で処置した場合でさえ、高い死

亡率を有する。彼等の死の病態生理学が明らかでないのは、大部分の患者が開始

の事象から数日後に死亡し、そして塞栓形成のサイズが直接死亡率を予測しない

ためである。塞栓形成自体が、更に血栓性活性を促進し、これが既存の凝固を増

大させ、又は小さな肺動脈に微細な塞栓形成をもたらし、直ちに心不全を悪化さ

せ得ることが仮定される。

      【０１１３】

  ＰＥを有する患者を処置する臨床医は、抗凝固が凝固過程を拘束する程度を決

定するための実践方法を現在持っていない。ＰＥを処置するために必要な抗凝固
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剤の投与量は、大部分、臨床的に安定な患者における測定の結果によって決定さ

れる。活動的な血栓症の間にのみ循環に放出されるフィブリノペプチドＢ（ＦＰ

Ｂ）及びその代謝物についてのアッセイは後述する。このアッセイは、肺塞栓形

成自体が先在している深部静脈血栓の血栓性活性を加速するか否かを決定するた

めの動物モデルにおいて使用された。

      【０１１４】

  ヒトＦＰＢのための免疫アッセイがイヌＦＰＢを認識しないので、イヌの血栓

症モデルは、先在している血栓及び循環しているフィブリノーゲンが主にヒト起

源のものとなる様に修飾される。従って、イヌは相当な程度まで不活性化された

、自身の天然フィブリノーゲンを有する。

      【０１１５】

  材料：Ｍａｘｉｓｏｒｐ  ＥＬＩＳＡプレートはＮｕｎｃ（Naperville, IL）

から購入した。合成ヒトフィブリノペプチドＢ及びフィブリノペプチドＡ（共に

９９％純粋）、イヌフィブリノーゲン（＞６０％凝固可能）、ウシ血清アルブミ

ン（＞９８％純粋）、アンクロド、並びにトラネキサム酸はＳｉｇｍａ（St. Lo

uis, MO）から購入した。Ｎ－システイニルフィブリノペプチドＢ（＞９０％純

粋）及び脱アルギニンフィブリノペプチドＢ（＞９８％純粋）は、Ｐｅｎｉｎｓ

ｕｌａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ（San Carlos, CA）及びＩｍｍｕｎｏ－Ｄｙ

ｎａｍｉｃｓ（La Jolla, CA）によってそれぞれ特注合成された。ヒトフィブリ

ノーゲン（＞９５％凝固可能）及びアプロチニンは、Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ（La

 Jolla, CA）から購入した。親和性精製したヤギ抗ウサギＩｇＧ（Ｆｃフラグメ

ント特定的であり、ペルオキシダーゼと複合したもの）は、Ｊａｃｋｓｏｎ  Ｉ

ｍｍｕｎｏ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ（West Grove, PA）

から購入した。マレイミド活性化キーホールリンペットヘモシアニン及びフロイ

ントアジュバント（完全及び不完全）はＰｉｅｒｃｅ（Rockford, IL）から購入

した。局所のトロンビン（ウシ）及び非分画性ヘパリン（ブタ）は、それぞれＪ

ｏｎｅｓ  Ｐｈａｒｍａ（St. Louis, MO）及びＥｌｋｉｎｓ－Ｓｉｎｎ（Cherr

y Hill, NJ）から購入した。プロポフォール及びハロタンは、それぞれＺｅｎｅ

ｃａ  Ｐｈａｒｍａｃｅｎｔｉｃａｌｓ（Wilmington, DE）及びＨａｌｏｃａｒ
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ｂｏｎ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ（River Edge, NJ）から入手した。他の全て

の化学物質は試薬用又はそれ以上のものであった。

      【０１１６】

  方法：ＦＰＢ抗血清：ヒトＦＰＢの免疫複合体は、Ｐｉｅｒｃｅ  Ｃｈｅｍｉ

ｃａｌ  Ｃｏｍｐａｎｙによって提供されたプロトコールに従い、５mgのＮ－シ

ステイニル－ＦＰＢを１０mgのマレイミド活性化キーホールリンペットヘモシア

ニンとカップリングさせることによって調製した。ＦＰＢに対するポリクローナ

ル抗血清は、ニュージーランドシロウサギにおいて産生された。３匹のウサギは

、フロイント完全アジュバント中の免疫複合体（１mg）の一次皮下注射を受け、

続けて４週間の間隔でフロイント不完全アジュバント中の二次皮下追加注射（各

１mg）が与えられた。ウサギは、一次注射から２週間後に開始して、２週間隔で

出血させられた。血液を４℃で一晩放置して凝固させた後、抗血清が遠心（２０

００×ｇ、１０分）によって回収され、そして解析するまで－２０℃で保存させ

た。各抗血清のＦＰＢ抗体力価は、直接結合の、ＥＬＩＳＡで決定された。要約

すると、マイクロプレートのウェルは合成ＦＰＢでコーティングされ、そしてＢ

ＳＡでブロッキングされた。続いて、ウェルは連続希釈したＦＰＢ抗血清で、次

にペルオキシダーゼ複合ヤギ抗ウサギＩｇＧ検出抗体でインキュベートされた。

ウェルをｏ－フェニレンジアミン（ＯＰＤ）基質溶液で展開し、そして各ウェル

の吸光度（４９０nm）をマイクロプレートリーダー（Molecular Devices, Sunny

vale, CA）で測定した。抗体の力価は、１．０の吸光度を生じる抗血清の希釈と

して、任意に定義された。最大の力価を生じる抗血清（１：２５００）は、後述

するＦＰＢアッセイにおいて使用した。

      【０１１７】

  ＦＰＢアッセイ：競合ＥＬＩＳＡは、血漿及び尿の限外濾過液におけるＦＰＢ

濃度の決定のために展開された。特に断らない限り、全ての段階が室温で行われ

、そしてマイクロプレートを各段階で３回、０．１％  Ｔｗｅｅｎ－２０を含む

０．０２Ｍ  ＮａＨ2ＰＯ4、０．１５Ｍ  ＮａＣｌ、１mM  ＥＤＴＡ、pH７．４

（ＰＮＥ）で洗浄した。マイクロプレートのウェルは、最初に合成ＦＰＢ（０．

２Ｍ  ＮａＨＣＯ3 中で２μｇ／ml、１００μｌ／ウェル）を用いて４℃で一晩
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コーティングされ、そして次に１％  ＢＳＡ／ＰＮＥ（ＰＮＥＡ）を用いて１時

間「ブロッキング」された。一方、２０μｌの限外濾過した試料及び合成ＦＰＢ

のスタンダード（１．５６～１００ng／ml）を、ポリプロピレンのマイクロチュ

ーブにおいて、２００μｌのＦＰＢ抗血清（１：２５００）と一緒に１時間プレ

インキュベートした。ＦＰＢスタンダード及び抗血清の希釈液は、希釈緩衝液（

０．１％  Ｔｗｅｅｎ－２０含有ＰＮＥＡ）中で調製した。プレインキュベーシ

ョン時間の終わりに、１００μｌの各混合物を２つ１組のＦＰＢでコーティング

したウェルに適用し、そして１時間インキュベートした。洗浄後、１００μｌの

ペルオキシダーゼ複合ヤギ抗ウサギＩｇＧ検出抗体（希釈緩衝液中で１：５００

０）を各ウェルに加え、そして１時間インキュベートした。最後の洗浄後、各ウ

ェルを１００μｌのＯＰＤ基質溶液で正確に５分間展開した。反応を等量の３Ｎ

  Ｈ2ＳＯ4の添加によって停止させ、各ウェルの吸光度（４９０nm）をマイクロ

プレートリーダーにおいて測定した。試料中のＦＰＢ濃度は、各スタンダードの

ＦＰＢ濃度と、対応する吸光度を対比させてプロットすることによって得られた

標準曲線から補間された。試料の値が標準曲線の上限を超える場合、それらの試

料は、希釈緩衝液で適当に希釈した後に再試験された。ＦＰＢアッセイのための

アッセイ内及びアッセイ間変異係数は、それぞれ１４．１％及び５．０％であっ

た。競合ＥＬＩＳＡも、ＦＰＢ抗血清と、ヒトフィブリノーゲン、フィブリノペ

プチドＡ（ＦＰＡ）、脱アルギニンＦＰＢ、及びイヌＦＰＢとの交差反応性を評

価するために使用された。

      【０１１８】

  フィブリノーゲンアッセイ：血漿中のフィブリノーゲンレベルは、市販のキッ

ト（Sigma, St. Louis, MO）を用いて決定された。要約すると、緩衝液中で希釈

された２５μｌの試料（又はスタンダード）を、キットと一緒に提供された５０

μｌのトロンビン溶液と混合し、そして凝固時間が記録された。凝固時間は、試

料（又はスタンダード）及びトロンビン混合物中に、木製の塗布棒を繰り返して

浸漬することによる、フィブリンの「弦（ｓｔｒｉｎｇ）」の最初の出現として

考えた。全てのアッセイを３回１組で行った。各試料のフィブリノーゲン濃度は

、対数（フィブリノーゲン濃度）と対数（凝固時間）を対比させてプロットする
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ことによって得た標準曲線からの補間によって決定した。ヘパリンを含む試料、

又は少ないフィブリノーゲンを有する試料（２０mg／dl（０．２mg／ml）未満）

のフィブリノーゲン濃度は、当該アッセイにおいてフィブリン血餅を形成するこ

とができない能力によって決定され得る。

      【０１１９】

  フィブリノーゲン置換及び血栓症モデル：８匹の健康な雄の雑種のイヌ（２０

～２４kg）を当該研究に使用した。各動物を静脈内プロポフォール（６～１０mg

／kg）で麻酔し、挿管し、そして機械的に通気した。麻酔は、引き続きハロタン

（大気中１～２％）を用いて研究期間中維持された。天然のイヌフィブリノーゲ

ンは、４時間に及ぶアンクロド（２～３μ／kg）の静脈内注入によって枯渇した

。各動物を放置して麻酔から回復させ、そして住居に戻した。２日後、各動物を

前述の様に麻酔し、挿管し、そして通気させ、そしてフォーリーカテーテルが尿

の回収のために据えられた。カテーテルを、連続的な血圧の監視のために足背動

脈に据えた。標準的な生理食塩水（０．９％  ＮａＣｌ）が、約５０mL／時間の

尿の排出を維持するために静脈内から投与される。各動物は、続いて６ｇの精製

ヒトフィブリノーゲン（２５０mLの標準的な生理食塩水中で溶解したもの）を９

０分に及んで注入された。フィブリノーゲンの置換の後、トラネキサム酸がフィ

ブリン分解を阻害するために静脈内から投与された（６時間毎に１１０mg／kg）

。蛍光透視のもとで、右及び左の大腿静脈に引き続いて進行する、特別な二重バ

ルーンカテーテルの置換のために、伏左静脈上で相互に縮小（Ｃｕｔ－ｄｏｗｎ

）が行われた。封がされた血管内の空間を作製したバルーンの膨張の後、膨張し

たバルーン間のカテーテルの小さな穴を介してウシトロンビン（２００ユニット

）を注射することによって、血栓症が誘導された。４時間の凝固の熟成期間に、

バルーンは、血流の回復及び凝固の増大をさせるために、部分的にしぼめられた

。凝固の熟成期間の後、肺塞栓が大腿の血栓を含む脚の一方の受動的な動きによ

って作製された（下文を参照のこと）。

      【０１２０】

  対象の配置：８匹の動物のうち３匹を任意に選択して、大腿の血栓の塞栓形成

の１時間前に静脈内からのヘパリン（３００ユニット／kgボーラス、続く９０ユ
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ニット／kg／時間の注入）を受けさせた。当該研究の終わりに（塞栓形成から５

時間後）、各動物は、死後の血液凝固を防ぐための、ヘパリン（３０００ユニッ

ト）のボーラス静脈内注入、続いて心停止を誘導するための静脈からのネンブタ

ール（１２０mg／kg）注入を受けた。部検は、全ての凝固の正確な位置を決定す

るために慎重に行われた。最終的に、全ての大腿静脈血栓及び肺塞栓が別々に回

収され、そして計量された。当該プロトコールは、カリフォルニア大学のＳａｎ

  Ｄｉｅｇｏ  Ａｎｉｍａｌ  Ｓｕｂｊｅｃｔｓ  Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅによって

承認された。スタンダードに対して適合された実験動物の看護及び取扱いは、政

府の推奨に従い、カリフォルニア大学のＳａｎ  Ｄｉｅｇｏ  Ｄｅｐａｒｔｍｅ

ｎｔ  ｏｆ  Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ  Ｓｅｒｖｉｃｅｓによって確立された。

      【０１２１】

  試料の回収及び処理：血液試料（４．５mL）は、研究の間の様々な時間に抜き

出され、そしてプロテアーゼ阻害剤（アプロチニン及びヘパリン、各５００ユニ

ット）を有する０．５mlの０．１２９Ｍ緩衝化クエン酸ナトリウムを含むバキュ

ティナーチューブに加えられた。プロテアーゼ阻害剤は、フィブリノーゲンアッ

セイに使用した血液試料から除かれた。血漿は２５００×ｇでの１０分間の遠心

（４℃）によって得られた。フィブリノペプチドＢ（ＦＰＢ）アッセイのための

血漿は、等量の０．９％（ｗ／ｖ）ＮａＣｌで希釈し、Ｕｌｔｒａｆｒｅｅ（Ｂ

ｉｏｍａｘ－１００）の遠心濾過装置（Millipore, Bedford, MA）を用いて、取

扱い説明書に従い限外濾過にかけられ、そして限外濾液を解析のために保存した

。ヒトフィブリノーゲンの注入から開始して、研究の間、６０分間隔で尿を回収

した。６０分間隔毎に回収した尿の量を記録し、そしてＦＰＢアッセイのための

試料（４．５mL）を、上述の様に遠心（２５００×ｇ、１０分間、４℃）によっ

て清澄にし、そして次に限外濾過にかけた。プロテアーゼ阻害剤を有する、クエ

ン酸ナトリウムを含むバキュティナーチューブに加えた。全ての試料が、解析す

るまで－７０℃で保存された。

      【０１２２】

  統計：データは、特に断らない限り平均値±標準誤差として表す。群の比較は

、独立ｔ試験（両側）を用いて、生データの対数変換に対して行われた。平均値
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間の差異は、ｐ＜０．０５が有意であるとみなした。

      【０１２３】

結果

  ＦＰＢ抗血清の特異性：ＦＰＢ抗血清の特異性は、上述の競合ＥＬＩＳＡにお

いて評価された。図１Ａに示す様に、溶液中の天然ヒトＦＰＢは、表面に結合し

た合成ヒトＦＰＢに対して結合する抗体の有効な競合阻害剤であった。対照的に

、溶液中の天然イヌＦＰＢは、表面に結合した合成ヒトＦＰＢに対して結合する

抗体では競合しなかった。競合ＥＬＩＳＡはまた、ＦＰＢ抗血清と、ヒトフィブ

リノーゲン及び複数の合成ヒトフィブリノペプチドとの交差反応性を評価するた

めに使用された。図１Ｂに示す様に、ＦＰＢ及び脱アルギニンＦＰＢについての

競合曲線はほぼ同一であった。脱アルギニンＦＰＢの交差反応性は、ＦＰＢのＩ

Ｃ50（６．７nM）を脱アルギニンＦＰＢのＩＣ50（８．９nM）で割り、１００を

掛けたものとして定義され、そして７５％であった。この様に、ＦＰＢアッセイ

はＦＰＢ及びその一次代謝物、脱アルギニンＦＰＢ、その両方に対して感度があ

る。ＦＰＡは本質的に全く交差反応性を示さなかったが（＜０．１％）、親のフ

ィブリノーゲンは有意な交差反応性を示した。フィブリノーゲンのＩＣ50（２．

３nM）が、予想通りＦＰＢのＩＣ50の約半分であったのは、各フィブリノーゲン

分子が２つの潜在的に交差反応するＦＰＢ配列を有するためである。交差反応性

のフィブリノーゲン分子（３４０，０００kD）は、試料の処理の間、Ｂｉｏｍａ

ｘ－１００膜（１００，０００kDのカットオフ値）を用いる、遠心による限外濾

過によって研究試料から効果的に除去された（データは示さない）。

      【０１２４】

  フィブリノーゲンの置換：ＦＰＢ抗血清が、ＦＰＢアッセイにおいてイヌＦＰ

Ｂと交差反応しなかったので、血栓症モデルにおいて、ヒトフィブリノーゲンで

イヌのものを置換する必要があった。これは、循環から効果的に自己のフィブリ

ノーゲンを枯渇させるアンクロドを用いて、各動物を前処置することによって達

成した。血漿フィブリノーゲンレベルは、アンクロドによる処置前及び後に、そ

して再び精製ヒトフィブリノーゲンを用いた注入前及びその後の様々な時点で決

定された。アンクロド処置と異種フィブリノーゲンの注入との間の２日間の休止
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期間に、アンクロドは循環から除かれ（データは示さない）そしてフィブリノー

ゲンレベルは検出限界以下のままであった。アンクロド処置後及びヒトフィブリ

ノーゲンによる置換前のフィブリノーゲンレベルは、全ての動物において検出限

界（２０mg／dL（０．２mg／ml））以下であった。精製ヒトフィブリノーゲンを

用いた注入の後、血漿フィブリノーゲンレベルは約４００mg／dL（４．０mg／ml

）に回復し、そして残りの研究期間を通じて標準的な限界の範囲内（２００～４

００mg／dL（２．０～４．０mg／ml））で維持された。

      【０１２５】

  凝固特性：大腿血栓及び肺塞栓は、部検の際に各動物から回収された。塞栓は

、時々多数の葉及び／又は部分的な肺動脈に留まっていた。凝固は、血栓の場合

０．３７～２．５０ｇ、そして塞栓の場合０．２９～０．７８ｇの重さ（全断片

の重さを合わせたもの）に及んだ。血栓（０．８２±０．２６ｇ）及び塞栓（０

．５４±０．０６８）の凝固重量の平均値±ＳＥＭは有意な差がなかった（ｐ＝

０．３１）。

      【０１２６】

  血栓塞栓症の間の血漿ＦＰＢレベル：血漿中のＦＰＢレベルは、大腿静脈の血

栓症の誘導前、及びその後の様々な時点で測定された。図３に示す様に、血漿レ

ベルの平均値±ＳＥＭは、血栓症の誘導から１０分後に、基準線（３．７±１．

１ng／mL）から２５．４±８．９ng／mL（ｐ＜０．００５）のピークレベルに急

激に上昇した。ＦＰＢレベルは、その後低下したが、基準線付近に戻る前に、血

栓症の１時間後に有意に上昇したまた維持された（ｐ＜０．０５）。血栓症の誘

導から４時間、各動物の２つの大腿凝固のうちの１つが塞栓形成された。塞栓形

成の１時間前、３匹の動物が方法の項目に記載した様に静脈からのヘパリンによ

る処置がされた。塞栓形成後、ＦＰＢは再び急激に２０．２±７．７ng／mLのピ

ークレベルに上昇し、そしてその後１～２時間以内に基準線に戻った。しかしな

がら、塞栓形成後のＦＰＢの上昇は、塞栓形成前にヘパリンで処置した動物にお

いて完全に抑制された（図２）。

      【０１２７】

  血栓塞栓症の間の尿のＦＰＢレベル：尿は大腿静脈の血栓症の誘導前及び後に
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、各動物から１時間毎に回収された。それぞれの時間の間隔で尿に排出されたＦ

ＰＢの合計を図３に提示する。全ての動物についての合計の尿ＦＰＢの平均値±

ＳＥＭは、血栓症の１時間以内に基準線（０．５±０．１μｇ）から有意に上昇

し（３．３±０．７μｇ）（ｐ＜０．００１）、そして研究期間を通じて有意に

上昇したままであった。尿ＦＰＢの最初のピーク（２０．３±７．３μｇ）は、

血栓症の誘導から１０分後に起こった血漿ＦＰＢの最初のピークと反対に、血栓

症の誘導から４時間後に起こった。尿ＦＰＢの最初のピークは、塞栓形成前にヘ

パリンで処置した動物において抑制された。尿ＦＰＢの合計は、当該研究の最後

の間隔（塞栓形成の５時間後）の間に、全ての動物において再び上昇した。ＦＰ

Ｂの合計に加えて、血栓症の誘導後の、各時間毎の尿の回収物におけるＦＰＢ濃

度も、各群の動物についての基準線と比較して有意に上昇した（データは示さな

い）

      【０１２８】

結論

  血漿ＦＰＢは活動的な血栓症の間に急速に上昇するが、循還からも急速に除か

れる。当該ペプチドは血栓症の開始から１～数時間遅れて尿に出現し、そしてた

とえ血栓の増大が全身性の抗凝固剤によって中断しても上昇したまま維持される

。この様に、尿ＦＰＢのレベルは、血栓の増大が、患者が試験され又は医療助手

を捜す時に起こらない場合であっても、直近の血栓性活性の優れた指標を提供し

得る。肺塞栓形成自体が、ヘパリンで完全に阻害され得る血栓症の加速を引き起

こすことにも注意すること。従って、塞栓形成の高い危険性を有するＤＶＴの患

者は、直ちに抗凝固されるべきである。

      【０１２９】

例４：ＤＶＴ及びＰＥを有する患者から採取した臨床試料中のＦＰＢの上昇

  この実験の目的は、ＦＰＢの血漿及び尿レベル（新規に創作したＥＬＩＳＡア

ッセイを用いる）が、急性肺塞栓症又は深部静脈血栓症を有する患者において、

正常なボランティア及び他の医学的症状を有するものよりも高いか否かを決定す

ることにあった。

      【０１３０】
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  ＶＴＥは一般的に他の医学的疾患の場面で起こり(Goldhaber et al. 1983, Hi

rsch et al. 1995）、そしてこれらの複雑な患者を現行の計画に含めるために参

考になるだろう。不幸なことに、多くの医学的症状は、炎症部位での拡散性のフ

ィブリン重合化を含んでおり、これは血栓症のマーカーの血漿レベルを変化させ

得る。従って、当該計画の次の段階は、ＦＰＢ合計レベルが他の疾患を有する患

者から、ＶＴＥを有する患者を識別することができるか否かを決定することであ

る。

      【０１３１】

  臨床研究は、ＵＣＳＤにてＤＶＴ及び／又はＰＥを有することが疑われている

患者の尿ＦＰＢレベルを試験して行われた。この結果は、ＦＰＢレベルが、ＤＶ

Ｔ及びＰＥの間、血栓症を有する患者と他の医学的症状を有するものとを区別す

るために十分に増大したことを示した（EcKhardt et al. 1981）。

      【０１３２】

  方法：処置している医師によってＡｃｕｔｅ  Ｖｅｎｏｕｓ  Ｔｈｒｏｍｂｏ

－ｅｍｂｏｌｉｓｍ  Ｓｅｒｖｉｃｅに委ねられ、そしてＤＶＴ又はＰＥのいず

れかを有することが疑われているＵＣＳＤ医療センターの連続入院患者は、当該

研究に参加することが求められた。インフォームドコンセントが１人の研究者に

よって得られた。

      【０１３３】

  当該研究に参加する時、血液及び尿の試料が患者から採取された（可能ならば

、全身性抗凝固の開始前）。これらの試料は、新規に創作されたＦＰＢ  ＥＬＩ

ＳＡアッセイを用いて、ｅｘ－ｖｉｖｏ解析のために処理された。

      【０１３４】

  対象者は、静脈血栓塞栓性疾患（臨床的に示唆されているもの）の診断的な精

密検査を終えた。研究室での試験結果を知ることなく、ＰＩはＤＶＴ（下肢圧縮

超音波試験、静脈造影図）及びＰＥ（肺換気／血流スキャン、コントラスト促進

型のヘリカルＣＴスキャン、肺血管造影）の診断を確認し、又は論破するために

使用した客観試験を再検討した。認められた基準に従い、患者は以下の様に分類

された：１）ＶＴＥポジティブ－血栓塞栓性疾患が客観試験によって確認された
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；２）ＶＴＥネガティブ－血栓塞栓性疾患が論破された；又は３）ＶＴＥ不明－

信頼性のある試験が完了されなかった。

      【０１３５】

  ＶＴＥのための治療を受けた患者において、第２の血液及び尿試料は、一度適

切な抗凝固レベルが達成されたときに得られた。（臨床的な要因によって評価）

。再び、これらの試料は、ＦＰＢ  ＥＬＩＳＡアッセイを用いて、ｅｘ  ｖｉｖ

ｏ解析のために処理される。

      【０１３６】

結果：

  尿ＦＰＢレベルは、ＤＶＴを有する患者において、ＤＶＴを有さない患者及び

コントロールよりも著しく高かった（図４）。前記診断が客観試験によって合致

された１０人の患者は、９６（＋／－４１）ng／mlの、尿中のＦＰＢの平均（＋

／－ＳＥＭ）レベルを有していた。前記診断が論破された３人の患者は、２．７

（＋／－１．９）ng／mlの尿ＦＰＢレベルを有していた。９人の健康なコントロ

ール患者の、平均（＋／－ＳＥＭ）の尿ＦＰＢレベルは２．１５（＋／－１．９

）ng／mlであった。

      【０１３７】

  これらの実験において、尿ＦＰＢレベルで観察された強力な依存関係にもかか

わらず、正常なボランティアとＤＶＴを有する患者との血漿ＦＰＢ合計レベルに

差異はなかった。肺塞栓を有する若干の患者が、ＦＰＢ合計のより高い血漿レベ

ルを有する傾向があったが、差異はそれほど大きくなく、そしてこれらの予備実

験において試験された集団は小さかった。従って、本発明は血漿及び尿の両方の

ためのＦＰＢ試験を含むが、次の例にとっての焦点は、尿中のＦＰＢレベルの決

定にある。

      【０１３８】

  我々が、相関が尿の体積又は糸球体の濾過速度について作製されなかったにも

かかわらず、尿中のＦＰＢレベルとＤＶＴの存在又は非存在との優れた相関を観

察したことに注意すべきである。いくつかの適用において、尿の体積又は糸球体

の濾過速度の指標となる尿中のマーカー（例えば、クレアチニン、タンパク質、
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アルブミン）を測定することも有益である。このマーカーの濃度は、これらの効

果を説明するために、測定されたＦＰＢ濃度を標準化するために使用され得る。

      【０１３９】

結論

  この様に、尿ＦＰＢレベルは、静脈血栓塞栓性疾患を有する患者において、他

の患者よりもかなり高い。

      【０１４０】

例５：ＤＶＴ／ＰＥの危険がある入院患者の血漿及び尿中のＦＰＢの測定

  目的：急性血栓症についてのＦＰＢの特異性を更に描写するために、ＦＰＢ血

漿／尿レベルは、静脈血栓塞栓性疾患の診断が疑わしくない（そしてスクリーニ

ング試験によって示唆されていない）、様々な他の医学的かつ外科的な症状を有

する入院患者において測定される。

      【０１４１】

方法：

  登録：コンプレッションストッキングがＶＴＥの予防のために必要とされ、そ

して在籍している医師が参加を許可した、ＵＣＳＤ医療センターの連続入院患者

（ｎ＝７６５）は、当該研究のための候補者とみなされた。インフォームドコン

セントは、研究者の１人によって得られる。当該研究者は、ＤＶＴについての最

初のスクリーニングを行う（下分を参照のこと）。除外基準は、同意の拒否、最

初のＣＵＳ時のＤＶＴ、動脈機能不全、加圧帯材料に対する接触アレルギー、加

圧帯の使用を不可能にする下肢の損傷、現時点での承認の間の１２時間以上のＩ

ＰＣ装置の使用及び以前のＶＴＥの症状の発見を含む。

      【０１４２】

  血漿及び尿のＦＰＢレベルは、以下の様にそれぞれの患者において測定される

：後述するそれぞれの時点で、血液試料（新たな静脈穿刺によって２０ml）及び

尿試料（２０～４０ml）が、抗凝固剤を含むチューブに集められる。血漿及び尿

は、フィブリノーゲンを除くために限外濾過され、そしてフィブリノペプチドＢ

について試験される。レベルは、ＤＶＴ及びＰＥについての以下の解剖学的スク

リーニング試験の結果の結果と比較される。
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      【０１４３】

  結果の測定についての時点：患者は以下の時点、当該研究への参加時、静脈圧

縮装置の適用から２週間後、当該装置の停止時及び当該装置の停止から１週間後

にＶＴＥについてスクリーニングされる。患者が当該装置の停止から１週間以上

前に退院した場合、彼等は最後の試験のために戻ることについて、ささやかな金

銭的な報奨を提案される。スクリーニングの詳細は後述する。

      【０１４４】

  結果－ＤＶＴ：圧縮超音波検査法（ＣＵＳ）が、症候性の患者におけるＤＶＴ

の存在を確認し、そして無症候性の患者におけるＤＶＴについてスクリーニング

するために使用される。このアプローチの長所は、無症候性ＤＶＴについてのＣ

ＵＳの特異性が９７％であり、症候性の患者の特異性とほぼ等しいことである。

従って、ポジティブな試験が期待され得る。

      【０１４５】

  各時点で、患者は面接され、試験され、そしてＣＵＳが行われる。ＤＶＴの徴

候又は症候が明らかにされず、そしてＣＵＳがネガティブである場合、更なる精

密検査が行われる。ＣＵＳが非圧縮性の近位のＬＥ静脈（膝窩及びその上）を明

かににする場合、患者は、症候に関係無くＤＶＴを有するとみなされる。ＤＶＴ

の徴候又は症候が存在し、そして最初のＣＵＳがネガティブである場合、それは

２日目及び７日目に繰り返される。一連のＣＵＳ試験のいずれかが非圧縮性のＬ

Ｅ静脈を明らかにする場合、患者はＤＶＴを有するとみなされる。いずれもポジ

ティブでない場合、患者はＤＶＴを免れているとみなされた。

      【０１４６】

  最初の一連のＣＵＳ研究がＤＶＴを明らかにしている、当該研究への参加時に

ＤＶＴの徴候又は症候を有する患者は、ＩＰＣの適用前にＤＶＴを有していたと

仮定される。これらの患者は当該研究から脱落し、そして更なる解析から除外さ

れる。

      【０１４７】

  結果－ＰＥ：各時点で、患者は面接され、そして試験される。ＰＥの徴候又は

症候が明らかにされない場合、更なる精密検査は行われない。ＰＥが臨床的に疑
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わしい場合、患者の担当の医師が通知される。ＡＴＳのガイドラインに従い、精

密検査を行うことは、ＵＳＣＤ医療センターの治療の標準である。要約すると、

肺換気／血流（Ｖ／Ｑ）スキャンが、可能ならば行われる。正常なＶ／Ｑスキャ

ンは、ＰＥを除外しているとして認められる。肺換気の欠点と釣り合わない、２

若しくはそれ以上の部分的な又はそれより大きな血流の欠点を明らかにするスキ

ャン（「高確率」スキャン）は、ＰＥの診断として認められる。それ以外のスキ

ャンは非診断的とみなされる。非診断的なＶ／Ｑスキャンによる患者は、肺血管

造影を受けた。研究者は、ＰＥのための精密検査がこれらのガイドラインに従う

ことを勧めたが、診断試験は、患者の担当の医師によって示唆される様に注文さ

れる。

      【０１４８】

  ＤＶＴ又はＰＥと診断された任意の患者の担当の医師は、診断試験の結果が通

知される。処置は担当の医師の裁量であるが、Ａｃｕｔｅ  Ｖｅｎｏｕｓ  Ｔｈ

ｒｏｍｂｏ－Ｅｍｂｏｌｉｓｍ  Ｓｅｒｖｉｃｅの診察が通常提案される。

      【０１４９】

結果：

  様々な理由で入院が認められた、ＤＶＴを有する２０９人の患者の尿における

ＦＰＢの平均（＋／－ＳＤ）レベルは１１．６（＋／－２５．４）ng／mlであっ

た（図５）。退院時（少なくとも４時間の入院後）、ＤＶＴを有さないものの尿

ＦＰＢレベルは１６．５（＋／－３４．３）であった。

      【０１５０】

結論

  これらの結果は、尿ＦＰＢレベルの上昇が入院患者において一般的でなく、こ

れが血漿Ｄ－ダイマー試験の場合と異なることを示唆している。従って、ＦＰＢ

の特異性は、血栓症のための他の臨床的に利用可能なマーカー、例えばＤ－ダイ

マーよりも高い。

      【０１５１】

例６：処置の間のＦＰＢレベル

  この実験の目的は、ヘパリンの「治療的な投与量」による抗凝固の間に測定さ
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れる、尿又は血漿のＦＰＢレベルが、ＶＴＥ患者の前処置のレベルと比較して低

下するか否かを決定することにある。

      【０１５２】

  後の抗凝固効果についてのＦＰＢ合計の有効性は、ＶＴＥを大量のヘパリンで

処置した場合に、尿レベル（又は上述した血漿レベル）が確実に低下するか否か

を決定することによって試験される。

      【０１５３】

  ＤＶＴ及び／又はＰＥの診断が（上述の基準に基づいて）確認されている、Ｖ

ＴＥサービスに送られた一連の患者が登録される。治療の前に、血液及び尿試料

がＦＰＢ合計の測定（及び上述した、他のＦＰＢ測定）のために回収される。続

いて、患者は、プロトコールに当たりコントロール値の１．５～２．５倍にａＰ

ＴＴが保たれる様に調整された量のヘパリン（８０ユニット／kgボーラス、１８

ユニット／kg／時間注入）を静脈内から処置される。ヘパリンの「治療的な量」

が定常状態で維持されたらすぐに、血液及び尿を再び回収し、そして同一の因子

が測定される。更に、血漿ａＰＴＴ、抗Ｘａ及び抗トロンビンの測定が上述の様

に行われる（Morris et al. 1998）。

      【０１５４】

  それぞれの患者について、抗凝固の前後に測定される尿及び血漿ＦＰＢ合計レ

ベルの間の差異が記録される。抗凝固の後のＦＰＢ合計レベルの低下の平均が計

算される。必要な試料のサイズは、後述する予備的なデータに基づいて見積もら

れる：抗凝固の間の尿ＦＰＢ合計中の減少の平均値（＋／－ＳＤ）は６０ng／ml

（＋／－８５．７ng／ml）であった。研究されるべきＶＴＥ患者についての標準

偏差が類似していると仮定して、３７組の試料が、抗凝固の後のレベルの５０％

の減少を検出するために、０．０１のアルファ及び９５％の検出力（ｐｏｗｅｒ

）が必要とされる。

      【０１５５】

  予備的な結果：ＦＰＢの尿レベルは、１人の患者を除いて、抗凝固の間有意に

低下した（図）。尿ＦＰＢが増大した唯一の患者は自己の脚に衝突による外傷を

受けており、そして彼の繰り返しの試料が得られた日に大きな手術を必要として
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いた。更に重要なことに、彼のａＰＴＴ測定によって見積もられた彼のヘパリン

投与量は、彼の最初と２回目の試験の間の間隔において治療的な範囲に達してい

なかった。事実、この患者はまた、初日よりも２日目の採集時に、血漿ＦＰＢの

より大きな上昇が明らかにされた（結果は示さない）。

      【０１５６】

  考察：当該研究のこの部分は、ＦＰＢの尿レベルが、ＶＴＥを有する患者が抗

凝固される場合に減少するという独特の特性を有していることを示唆している。

当該試験の更なる展開（及び恐らくは上述したＦＰＢ血漿試験の変化の展開）の

後、それらは抗凝固の短期間の有効性の有効な評価として使用され得る。これら

のマーカーは、臨床的な設定において適用可能な、事実上の抗血栓効果の最初の

試験を代表し得る。

      【０１５７】

  全ての刊行物及び特許は、個々の刊行物又は特許出願が具体的かつ個別に引用

によって組み込まれることが示唆されているのと同程度に、引用によって本明細

書に組み入れられる。当業者にとって、多くの変更及び修飾が、特許請求の範囲

から逸脱することなく本発明において行われ得ることは明らかだろう。

    【表１】
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    【配列表】
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【図面の簡単な説明】

    【図１Ａ】
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  競合ＥＬＩＳＡによるＦＰＢ抗血清の特異性。様々な濃度の天然ヒトＦＰＢ（

ひし形）又はイヌＦＰＢ（四角）は、ＦＰＢ抗血清で別々にプレインキュベート

され、そしてＦＰＢでコーティングしたウェルにかけられた。インキュベーショ

ン後、ウェルに結合した抗体は方法に記載した様に評価された。プレインキュベ

ーション混合物に使用したＦＰＢは、室温で１時間トロンビン（２ユニット／mL

）で凝固した精製ヒト又はイヌフィブリノーゲン（２．５mg／ml）から誘導され

た。凝固液は、続いて遠心による限外濾過にかけられ、そして限外濾液中のＦＰ

Ｂの存在は、ＨＰＬＣによって確認された。ＦＰＢ濃度は任意の単位（ＡＵ）で

示す。データは２回１組で決定した平均値±範囲として表す。

    【図１Ｂ】

  競合ＥＬＩＳＡによるＦＰＢ抗血清の特異性。様々な濃度の精製ヒトフィブリ

ノーゲン（黒丸）、合成ＦＰＢ（ひし形）、脱アルギニンＦＰＢ（三角）、又は

ＦＰＡ（白丸）が、ＦＰＢ抗血清で別々にプレインキュベートされ、そして次に

ＦＰＢでコーティングしたウェルにかけられた。インキュベーション後、ウェル

に対して結合した抗体は、方法において記載した様に評価された。データは２回

１組の決定による平均値として示し、そして競合物質がプレインキュベーション

混合物中に存在していない場合に得られた最大吸光度のパーセンテージとして表

す。

    【図２】

  血栓塞栓症の間の血漿ＦＰＢレベル。血漿ＦＰＢレベルは全部で８匹の実験動

物（ひし形）において、左右の大腿静脈血栓症の誘導の前及びその後の指定時間

に測定された。血栓症の４時間後、各動物の大腿の凝固の１つが肺まで塞栓形成

された。塞栓形成の１時間前に、ヘパリン治療は前記動物のうちの３匹（三角）

において開始された。他の５匹の動物（四角）は、塞栓形成前にヘパリンを受け

なかった。データは各群の動物について平均値±ＳＥＭのＦＰＢレベルとして表

される。* ｐ＜０．０５、**ｐ＜０．０１、*** ｐ＜０．０５は、基準線（時間

＝０）のレベルと比較された。

    【図３】

  血栓塞栓症の間の合計の尿ＦＰＢ。ＦＰＢレベルは、左右の大腿静脈血栓症の
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誘導前及び後に、１時間毎の尿の回収物中で測定された。基準線の試料（ＢＬ）

は、血栓症の誘導に使用した二重のバルーンカテーテルの挿入直前に、１時間毎

の回収物から採集された。それぞれの時間の間隔についてのＦＰＢの合計の尿の

排出は、尿のＦＰＢ濃度を、１時間毎の間隔で回収された合計量と掛けることに

よって決定された。血栓症の４時間後、各動物の大腿の凝固の１つは、肺まで塞

栓形成されていた。塞栓形成の１時間前に、ヘパリン治療が３匹の動物において

開始された。データは、各群の動物について、平均値±ＳＥＭの尿ＦＰＢとして

示す。白棒：全動物（ｎ＝８）。灰色棒：塞栓形成前にヘパリンで処置しなかっ

た動物（ｎ＝５）。黒棒：塞栓形成前にヘパリンで処置した動物（ｎ＝３）。合

計の尿ＦＰＢは、全ての群の動物において、血栓症の誘導後の全ての時間で、基

準線（ｐ＜０．０５）と比較して有意に上昇した。

    【図４】

  例４．尿ＦＰＢレベルはＤＶＴを有さない患者（２．７＋／－１．９ng／ml）

及び健康なコントロールの対象者（２．１５＋／－１．９ng／ml）よりも著しく

高かった（全ての値を平均値＋／－ＳＥＭとして表した）。

    【図５】

  例５．様々な理由で入院が許可された、ＤＶＴを有さない２０９人の患者の尿

中のＦＰＢレベルの平均値（＋／－ＳＤ）は、１１．６（＋／－２５．４）ng／

mlであった（図５）。退院時（少なくとも４８時間の入院後）、ＤＶＴを有さな

いものの尿ＦＰＢレベルは１６．５（＋／－３４．３）であった。これらのレベ

ルは、ＤＶＴ又はＰＥを有する患者において観察されたものより著しく低い（図

４を参照のこと）。
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【図１Ａ】

【図１Ｂ】
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【図２】

【図３】
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【図４】
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【図５】
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【手続補正書】

【提出日】平成１４年１月２５日（２００２．１．２５）

【手続補正２】

【補正対象書類名】図面

【補正対象項目名】全図

【補正方法】変更

【補正の内容】

【図１Ａ】
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【図１Ｂ】
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【図２】
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【図３】
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