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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】血栓形成性障害（例えば、これらに限定されないが、心房細動、卒中、長期の断
続的な神経障害（ＰＲＩＮＤ）、一過性虚血発作（ＴＩＡ）、アテローム硬化性脳血管疾
患（ＣＶＤ）、および／または、冠動脈心疾患）に関する危険性を同定する方法、同様に
、血栓形成性障害に関する危険性を有する患者を選択する方法、血栓形成性障害を治療ま
たは予防するための薬剤を同定する方法、同様に、ＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７多型を用いる
ことによって医薬品および診断剤を製造する方法を提供する。
【解決手段】試験化合物によるＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７の酵素活性の阻害またはＴＡＦＩ
－Ｉｌｅ３４７遺伝子の発現の阻害を測定または検出する工程、を含む、卒中または一過
性虚血発作（ＴＩＡ）の治療および／または予防のための薬剤を同定する方法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）ＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７またはＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７遺伝子を提供する工程、
　（ｂ）試験化合物を提供する工程、および、
　（ｃ）該試験化合物によるＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７の酵素活性の阻害またはＴＡＦＩ－
Ｉｌｅ３４７遺伝子の発現の阻害を測定または検出する工程、
を含む、卒中または一過性虚血発作（ＴＩＡ）の治療および／または予防のための薬剤を
同定する方法。
【請求項２】
　試験化合物は、化学化合物ライブラリーの形態で提供される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　ＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７またはＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７遺伝子に対する試験化合物の作
用は、ヘテロジニアスアッセイまたはホモジニアスアッセイで測定または検出される、請
求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　ヘテロジニアスアッセイは、ＥＬＩＳＡ（酵素結合免疫吸着検査法）、ＤＥＬＦＩＡ（
解離促進ランタニド蛍光イムノアッセイ）、または、ＳＰＡ（シンチレーション近接分析
）である、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　ホモジニアスアッセイは、ＴＲ－ＦＲＥＴ（時間分解蛍光共鳴エネルギー移動）分析、
ＦＰ（蛍光偏光）分析、ＡＬＰＨＡ（増幅ルミネッセンス近接ホモジニアスアッセイ法）
、ＥＦＣ（酵素断片コンプリメンテーション）分析、または、遺伝子分析である、請求項
３に記載の方法。
【請求項６】
　方法はアレイ上で行われる、請求項１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　方法は、ロボットシステムで行われる、請求項１～６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　方法は、マイクロフルイディクスを用いて行われる、請求項１～７のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項９】
　方法は、ハイスループットスクリーニング法である、請求項１～８のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項１０】
　（ａ）請求項１～９のいずれか一項に記載の方法に従って、卒中または一過性虚血発作
（ＴＩＡ）の治療および／または予防のための薬剤を同定する工程、
　（ｂ）工程（ａ）に従って同定された十分な量の薬剤を提供する工程、および、
　（ｃ）１またはそれ以上の製薬上許容できるキャリアーまたは補助剤と共に、該薬剤を
製剤化する工程、
を含む、卒中または一過性虚血発作（ＴＩＡ）の予防および／または治療的処置のための
医薬品を製造する方法。
【請求項１１】
　卒中または一過性虚血発作（ＴＩＡ）は、心房細動、卒中、長期の断続的な神経障害（
ＰＲＩＮＤ）、一過性虚血発作（ＴＩＡ）、および／または、アテローム硬化性脳血管疾
患（ＣＶＤ）を含む、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　卒中または一過性虚血発作（ＴＩＡ）を同定するための診断剤を製造するための、ＴＡ
ＦＩ－Ｉｌｅ３４７またはＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７遺伝子の使用。
【請求項１３】
　卒中または一過性虚血発作（ＴＩＡ）は、心房細動、卒中、長期の断続的な神経障害（
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ＰＲＩＮＤ）、一過性虚血発作（ＴＩＡ）、アテローム硬化性脳血管疾患（ＣＶＤ）、お
よび／または、冠動脈心疾患に関する危険性を含む、請求項１２に記載の使用。
【請求項１４】
　糖尿病患者における卒中または一過性虚血発作（ＴＩＡ）を同定するための、請求項１
２または１３に記載の使用。
【請求項１５】
　（ａ）サンプル中で、配列番号１に記載のアミノ酸配列を有するトロンビン活性化線溶
抑制因子（ＴＡＦＩ）の３４７位でのスレオニンからイソロイシンへのアミノ酸置換（Ｔ
ＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７）の存在を決定すること、および、
　（ｂ）工程（ａ）の結果に従って医薬品の投与量を決定すること、
を含む、卒中または一過性虚血発作（ＴＩＡ）の予防および／または治療的処置のための
医薬品の投与量を決定する方法。
【請求項１６】
　卒中または一過性虚血発作（ＴＩＡ）は、心房細動、卒中、長期の断続的な神経障害（
ＰＲＩＮＤ）、一過性虚血発作（ＴＩＡ）、アテローム硬化性脳血管疾患（ＣＶＤ）、お
よび／または、冠動脈心疾患を含む、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　サンプルは糖尿病患者由来である、請求項１５または１６に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、血栓形成性障害（例えば、これらに限定されないが、心房細動、卒中、長期
の断続的な神経障害（ＰＲＩＮＤ）、一過性虚血発作（ＴＩＡ）、アテローム硬化性脳血
管疾患（ＣＶＤ）、および／または、冠動脈心疾患）に関する危険性を同定する方法、同
様に、血栓形成性障害に関する危険性を有する患者を選択する方法、血栓形成性障害を治
療または予防するための薬剤を同定する方法、同様に、ＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７多型を用
いることによって医薬品および診断剤を製造する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　トロンビン活性化線溶抑制因子（ＴＡＦＩ）は、プレプロペプチドとして肝臓で合成さ
れる既知の血漿の酵素前駆体であり、分子量５５ｋＤａの４２３個のアミノ酸からなる（
図１）。プレプロペプチドは、２２個のアミノ酸長のシグナルペプチド（アミノ酸番号１
～２２）、９２個のアミノ酸長の活性化ペプチド、および、３０９個のアミノ酸長の触媒
ドメインを含む。その核酸配列は、１７２３個のヌクレオチドを含む（図２）。ＴＡＦＩ
のタンパク質配列の受入番号（ＮＣＢＩタンパク質データベース）は、ＮＰ＿００１８６
３であり、ヌクレオチド配列の受入番号（ＮＣＢＩヌクレオチドデータベース）は、ＮＭ
＿００１８７２であり、ＯＭＩＭ（Ｏｎｌｉｎｅ　Ｍｅｎｄｅｌｉａｎ　Ｉｎｈｅｒｉｔ
ａｎｃｅ　ｉｎ　ＭａｎTM）におけるＴＡＦＩ情報に関する受入番号は、６０３１０１で
ある。
【０００３】
　ＴＡＦＩは、トロンビン、プラスミンまたはトロンビン／トロンボモジュリン複合体に
よってによって活性化される。プロセシング後、ＴＡＦＩは、フィブリン血栓からリシン
残基を除去することによって血栓溶解を減弱させる。活性化およびプロセシングされたＴ
ＡＦＩは、３７℃で不安定であり、約８分間の半減期を有する。それゆえに、ＴＡＦＩは
、恒常性において中心的な役割を果たし、そこで有効なフィブリン溶解抑制因子として機
能する。ヒトＴＡＦＩ遺伝子は、染色体１３ｑ１４．１１にマッピングされている。ヒト
ＴＡＦＩ遺伝子は１１個のエキソンからなり、長さ約４８ｋｂのゲノム領域にわたる（Ｂ
ｏｆｆａ等（１９９９年）Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，３８，６５４７～６５５８）。
【０００４】
　ヒトにおけるＴＡＦＩ遺伝子の遺伝分析により、プロモーター領域とコード領域に数種
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の可変のヌクレオチド（ＳＮＰ，単一ヌクレオチド多型）があることがわかった。ＴＡＦ
Ｉ遺伝子のプロモーター領域におけるＳＮＰに関して、これらの多型のうちいくつかは、
血液中の変化したＴＡＦＩタンパク質レベルに関連することがわかっている（Ｆｒａｎｃ
ｏ等（２００１年）Ｈａｅｍａｔｏｌｏｇｉｃａ，８６，５１０～５１７；Ｈｅｎｒｙ等
（２００１年）Ｂｌｏｏｄ，９７巻，７号，２０５３～２０５８）。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　近年、ＴＡＦＩ遺伝子のコード領域中で、対応するＴＡＦＩタンパク質でアミノ酸置換
を起こす２つのＳＮＰが同定されており、これら多型は、Ｔ１６９Ａ（１６９位のＴ＝ス
レオニン（Ｔｈｒ）がＡ＝アラニン（Ａｌａ）へ）およびＴ３４７Ｉ（３４７位のスレオ
ニンがＩ＝イソロイシン（Ｉｌｅ）へ）である。ＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７変異体は、試験
されたインビトロ条件下で、８分間から１５分間への半減期の延長を示すようであり、６
０％高められた抗フィブリン溶解能を示すようである（Ｂｒｏｕｗｅｒｓ等（２００１年
）Ｂｌｏｏｄ，９８巻，６号，１９９２～１９９３；Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ等（２００１年
）Ｊ．Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２７７巻，２号，１０２１～１０３
０）。ＴＡＦＩタンパク質の１６９位での変異は、ＴＡＦＩの抗フィブリン溶解能にほと
んど効果を有さないようである（上記Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ等（２００１年））。しかしな
がら、現在、血栓形成性障害などに関して、ＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７変異を含む多型の臨
床的効果に関する利用可能なデータはほとんどない。
【０００６】
　本発明により、特に、ＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７多型を有する個人が、卒中や一過性虚血
発作（ＴＩＡ）に関する増加した危険性を有することが見出された。それゆえに、遺伝的
なＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７多型は、遺伝子マーカーとして用いることができる、例えば、
血栓形成性障害に関する危険性の同定、例えば臨床研究における血栓形成性障害に関する
危険性を有する患者の選択、血栓形成性障害の治療および／または予防のための薬剤の同
定、血栓形成性障害の予防および／または治療的処置のための医薬品の製造、血栓形成性
障害を同定するための診断剤の製造、および／または、血栓形成性障害を治療および／ま
たは予防するための医薬品の投与量の適合のために、用いることができる。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　それゆえに、本発明の一実施形態は、血栓形成性障害（例えば、これらに限定されない
が、心房細動、卒中、長期の断続的な神経障害（ＰＲＩＮＤ）、一過性虚血発作（ＴＩＡ
）、および、アテローム硬化性脳血管疾患（ＣＶＤ）、および／または、冠動脈心疾患）
に関する危険性を同定するためのインビトロまたはインビボでの方法に関し、前記方法は
、サンプル中で、配列番号１に記載のアミノ酸配列（ＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７）を有する
トロンビン活性化線溶抑制因子（ＴＡＦＩ）の３４７位でのスレオニンからイソロイシン
へのアミノ酸置換の存在を決定することを含む。糖尿病はしばしば線溶低下を示すため、
好ましくは、サンプルは糖尿病患者由来である。一般的に、サンプルは、細胞または体液
、例えば血液または、動物もしくは人体から単離された動物細胞もしくはヒト細胞である
。
【０００８】
　ＴＩＡ、ＰＲＩＮＤおよび卒中は、血栓形成性障害のような血管疾患による突然発症を
伴う神経障害であり、これらは、再回復の期間と重症度が異なるだけである。例えば、Ｔ
ＩＡは、通常持続時間が２４時間未満の神経障害であり、永久的な脳障害は起こらない。
ＰＲＩＮＤは、通常２４時間を超えて持続する神経障害であり、永久的な脳障害は伴わな
い。卒中は、通常永久的な脳障害を起こす。
【０００９】
　一般的に、ＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７多型は、当業者既知の方法で決定することができる
。一つの方法は、アミノ酸置換を決定することであり、これは、アミノ酸配列解析、例え
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ば標準的なタンパク質分解もしくはマススペクトロメトリーを用いたタンパク質配列フラ
グメントの分析、タンパク質の酵素処理、および、それに続く分解産物の分析によって、
または、ＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７に対して特異的に向けられた結合タンパク質もしくは結
合ペプチドもしくはアプタマーによって、特に、抗体、抗体の抗原結合部位、および／ま
たは、タンパク質の足場（ｓｃａｆｆｏｌｄ）、好ましくはアンチカリン（ａｎｔｉｃａ
ｌｉｎ）によってなされる。
【００１０】
　本発明において、用語「結合タンパク質」または「結合ペプチド」は、特異的にＴＡＦ
ＩまたはＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７に結合するタンパク質またはペプチドのクラスを意味し
、例えば、これらに限定されないが、ＴＡＦＩまたはＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７に対して特
異的に向けられた、単一特異性ポリクローナルまたはモノクローナル抗体、抗体フラグメ
ント、および、タンパク質の足場が挙げられ、例えばアンチカリンであり、これは、特に
ＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７に対して向けられている。用語「特異的に」は、結合タンパク質
または結合ペプチドが、ＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７と、ＴＡＦＩのアミノ酸３４７位におけ
るその他の多型（特にＴＡＦＩ－Ｔｈｒ３４７）とを識別することを意味する。
【００１１】
　ＴＡＦＩのアミノ酸３４７位でのその他の多型、特にＴＡＦＩ－Ｔｈｒ３４７の決定は
、本発明の方法における参照またはコントロールとして用いてもよい。
【００１２】
　抗体または抗体フラグメントを製造する手順は、当業者周知の方法で達成することがで
き、例えば、必要に応じて例えばフロインドアジュバントおよび／または水酸化アルミニ
ウムゲルの存在で、ＴＡＦＩまたはＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７で哺乳動物（例えばウサギ）
を免疫化することによって達成することができる（例えば、Ｄｉａｍｏｎｄ，Ｂ．Ａ．等
（１９８１年）Ｔｈｅ　Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃｉ
ｎｅ：１３４４～１３４９を参照）。それに続いて、免疫反応の結果として動物で形成さ
れたポリクローナル抗体を、周知の方法を用いて血液から単離し、例えばカラムクロマト
グラフィーによって精製することができる。モノクローナル抗体は、例えば、Ｗｉｎｔｅ
ｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎの既知の方法に従って製造することができる（Ｗｉｎｔｅｒ，
Ｇ．およびＭｉｌｓｔｅｉｎ，Ｃ．（１９９１年）Ｎａｔｕｒｅ，３４９，２９３～２９
９）。
【００１３】
　本発明において、用語「抗体」または「抗体フラグメント」はまた、抗体またはそれら
の抗原結合部位を意味するものと理解され、これらは、組換えによって製造され、必要に
応じて修飾されており、例えば、キメラ抗体、ヒト化抗体、多機能の抗体、二重特異性ま
たは多重特異性抗体、一本鎖抗体およびＦ(ａｂ)またはＦ(ａｂ)2フラグメントが挙げら
れる（例えば、ＥＰ－Ｂ１－０　３６８　６８４、ＵＳ４,８１６,５６７、ＵＳ４,８１
６,３９７、ＷＯ８８／０１６４９、ＷＯ９３／０６２１３、または、ＷＯ９８／２４８
８４を参照）。
【００１４】
　典型的な抗体の代替物としては、例えば、ＴＡＦＩまたはＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７に対
するタンパク質の足場、例えば、リポカリンをベースとするアンチカリン（Ｂｅｓｔｅ等
（１９９９年）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９６，１８９８～１９
０３）の使用も可能である。リポカリンの天然のリガンド結合部位、例えばレチノール結
合タンパク質またはビリン結合タンパク質は、例えば、それらが選択されたハプテン、こ
こではＴＡＦＩまたはＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７に結合するような様式で「コンビナトリア
ルタンパク質設計」アプローチによって改変することができる（Ｓｋｅｒｒａ，２０００
年，Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ，１４８２，３３７～５０）。分子認識
のための抗体の代替物として、その他の既知のタンパク質の足場が知られている（Ｓｋｅ
ｒｒａ（２０００年）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｒｅｃｏｇｎｉｔ，１３，１６７～１８７）。
【００１５】
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　アプタマーは、高い親和性でポリペプチド、ここではＴＡＦＩまたはＴＡＦＩ－ｌＬｅ
３４７に結合する核酸である。アプタマーは、ＳＥＬＥＸのような選択方法によって、様
々な一本鎖ＲＮＡ分子の大規模なプールから単離することができる（例えば、Ｊａｙａｓ
ｅｎａ（１９９９年）Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．，４５，１６２８～５０；ＫｌｕｇおよびＦ
ａｍｕｌｏｋ（１９９４年）Ｍ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．Ｒｅｐ．，２０，９７～１０７；Ｕ
Ｓ５，５８２，９８１を参照）。アプタマーは合成することもでき、それらの鏡像体中で
例えばＬ－リボヌクレオチドとして選択することもできる（Ｎｏｌｔｅ等（１９９６年）
Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，１４，１１１６～９；Ｋｌｕｓｓｍａｎｎ等（１９９６
年）Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．，１４，１１１２～５）。この方法で単離された形
態は、天然に存在するリボヌクレアーゼで分解されないために、より大きい安定性を有す
るという利点がある。
【００１６】
　ＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７多型を決定するその他の方法は、ＴＡＦＩ遺伝子を分析するこ
と、特に、１０６４位でのシチジンからチミジンへのヌクレオチド置換の検出に関して核
酸配列を分析することである。一般的に、ヌクレオチド置換の決定は、核酸の配列解析に
よって行うことができ、例えばパイロシーケンシング（ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）
、放射標識したヌクレオチドまたは蛍光色素で標識したヌクレオチドを用いた配列解析方
法、プライマー伸長分析、マススペクトロメトリーを用いた配列フラグメント分析によっ
て、または、前記ＴＡＦＩ遺伝子中の突然変異に対して特異的に向けられた、抗体、抗体
の抗原結合部位またはタンパク質の足場、好ましくはアンチカリン、および／または、相
補的核酸によって行うことができる。
【００１７】
　この形態において、用語「特異的に」は、抗体、抗体の抗原結合部位またはタンパク質
の足場、好ましくはアンチカリン、および／または、相補的核酸が、ＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３
４７遺伝子と、ＴＡＦＩのアミノ酸３４７位のヌクレオチドコドンのその他の多型（特に
ＴＡＦＩ－Ｔｈｒ３４７）とを識別することを意味する。３４７位でのアミノ酸の多型に
関する好ましいヌクレオチド置換は、１０６４位のヌクレオチドである。
【００１８】
　相補的核酸は、好ましくは一本鎖ＤＮＡ分子であり、これらは、例えばホスホトリエス
テル法に従って化学合成することができる（例えば、Ｕｈｌｍａｎｎ，Ｅ．およびＰｅｙ
ｍａｎ，Ａ．（１９９０年）Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｒｅｖｉｅｗｓ，９０，５４３～５８４
を参照）。これら相補的核酸は、例えばＤＮＡマイクロアレイ上でのハイブリダイゼーシ
ョンプローブとして、または、例えば蛍光発生５’ヌクレアーゼ分析のＴａｑＭａｎ(R)

分析（Ｔａｑｍａｎ(R)ラボラトリー）での増幅プローブとして用いることができる。
【００１９】
　抗体、抗体の抗原結合部位またはタンパク質の足場は、上述したように適宜に生産する
ことができる。
【００２０】
　いずれの場合においても、好ましくは上述したような方法を用いて、参照またはコント
ロールとして、ＴＡＦＩのアミノ酸３４７位、例えばＴＡＦＩ－Ｔｈｒ３４７でのその他
の可能性のある多型をさらに決定することが本発明の方法にとって有利である。
【００２１】
　一般的に、本発明の方法を用いて、参照またはコントロールと比較して高い血管疾患（
例えば、これらに限定されないが、心房細動、卒中、長期の断続的な神経障害（ＰＲＩＮ
Ｄ）、一過性虚血発作（ＴＩＡ）、アテローム硬化性脳血管疾患（ＣＶＤ）、および／ま
たは、冠動脈心疾患）に関する危険性を同定することができ、それにより、個人（例えば
糖尿病患者）の予防および／または治療的処置、または、投与される薬剤の用量の適合を
得ることが可能である（以下でさらに説明する）。
【００２２】
　それゆえに、本発明の他の実施形態は、血栓形成性障害（例えば、これらに限定されな
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いが、心房細動、卒中、長期の断続的な神経障害（ＰＲＩＮＤ）、一過性虚血発作（ＴＩ
Ａ）、アテローム硬化性脳血管疾患（ＣＶＤ）、および／または、冠動脈心疾患）に関す
る危険を有する患者を選択するための、インビトロまたはインビボでの方法であり、前記
方法は、サンプル（好ましくは糖尿病患者由来）中で、配列番号１に記載のアミノ酸配列
を有するトロンビン活性化線溶抑制因子（ＴＡＦＩ）の３４７位でのスレオニンからイソ
ロイシンへのアミノ酸置換の存在を決定することを含む。
【００２３】
　本発明の血管疾患に関する危険性を有する患者を選択する方法は、上述の血管疾患に関
する危険性を同定するための方法と同様に特徴付けられ、実施することができる。
【００２４】
　本発明の他の実施形態は、血栓形成性障害（例えば、これらに限定されないが、心房細
動、卒中、長期の断続的な神経障害（ＰＲＩＮＤ）、一過性虚血発作（ＴＩＡ）、および
、アテローム硬化性脳血管疾患（ＣＶＤ）、および／または、冠動脈心疾患）の治療およ
び／または予防のための薬剤、好ましくはＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７の阻害剤を同定する方
法に関し、前記方法は、以下の工程を含む：
　（ａ）ＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７またはＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７遺伝子を提供する工程、
　（ｂ）試験化合物を提供する工程、および、
　（ｃ）ＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７またはＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７遺伝子に対する前記試験
化合物の作用を測定または検出する工程。
【００２５】
　本発明において、用語「阻害剤」は、ＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７の酵素前駆体、特にフィ
ブリン血栓からのリシン残基の除去を阻害または減少させる生化学的または化学的な化合
物、および／または、ＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７の半減期を減少させる、少なくとも約２０
％～約５０％、好ましくは少なくとも約３０％～約４５％、特に約４５％を減少させる生
化学的または化学的な化合物を意味する。用語「約」は、一般的に、誤差範囲が＋／－２
０％、特に＋／－１０％、好ましくは＋／－５％であることを意味する。
【００２６】
　一般的に、ＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７またはＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７遺伝子は、例えば分
析システムに提供され、例えば化学化合物ライブラリーの形態で、試験化合物、特に生化
学的または化学的な試験化合物と直接的または間接的に接触させる。次に、ＴＡＦＩ－Ｉ
ｌｅ３４７またはＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７遺伝子に対する前記試験化合物の作用が測定ま
たは検出される。その後、適切な阻害剤を、解析および／または単離することができる。
化学化合物ライブラリーのスクリーニングには、当業者既知の、または、市販されている
ハイスループット分析の使用が好ましい。
【００２７】
　本発明において、用語「化学化合物ライブラリー」は、化学合成された分子や天然産物
などのあらゆる多様な源から集められた多数の化学化合物、または、コンビナトリアルケ
ミストリー技術で製造された多数の化学化合物を意味する。
【００２８】
　一般的に、ＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７またはＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７遺伝子に対する前記
試験化合物の作用は、ヘテロジニアスアッセイまたはホモジニアスアッセイで測定または
検出される。本発明で用いられるヘテロジニアスアッセイは、１またはそれ以上の洗浄工
程を含む分析であり、一方で、ホモジニアスアッセイでは、このような洗浄工程は必要な
い。試薬および化合物は、単に混合され、測定される。
【００２９】
　適切な機能分析は、ＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７の遺伝子発現に基づくものが可能である。
試験しようとする生化学的または化学的な化合物がＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７遺伝子発現の
阻害剤として存在する場合、一般的に当業者既知の手段や上述の上述したような手段によ
って直接的な阻害を測定することができる。例えば、ＴＡＦＩ（例えば参照またはコント
ロールとして）、および／または、ＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７の酵素活性を測定するために
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、血栓溶解、および／または、フィブリンからのリシン残基の除去、または、一般的には
、例えば合成カルボキシペプチダーゼ基質のアニシルアゾホルミルリシンを用いたそのカ
ルボキシペプチダーゼ活性を、当業者既知の適切な分析で測定することができる（例えば
、上記のＳｃｈｎｅｉｄｅｒ，Ｍ．等（２００２年）を参照）。
【００３０】
　ヘテロジニアスアッセイは、例えば、ＥＬＩＳＡ（酵素結合免疫吸着検査法）、ＤＥＬ
ＦＩＡ、ＳＰＡおよびフラッシュプレート分析である。
【００３１】
　ＥＬＩＳＡは、一般的に、マーカー分子として酵素を用いる既知の分析であり、例えば
ペルオキシダーゼ染色反応をペルオキシダーゼ基質の添加により開始させ、光学密度を適
切なデンシトメーターで測定する。
【００３２】
　ＤＥＬＦＩＡ（解離促進ランタニド蛍光イムノアッセイ；ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ　
ｅｎｈａｎｃｅｄ　ｌａｎｔｈａｎｉｄｅ　ｆｌｕｏｒｏ　ｉｍｍｕｎｏ　ａｓｓａｙ）
に基づく分析は、固相分析である。その抗体は、通常、ユーロピウムまたはその他のラン
タニドで標識され、未結合のユーロピウム標識抗体を洗浄除去した後にユーロピウム蛍光
が検出される。
【００３３】
　ＳＰＡ（シンチレーション近接分析）、および、フラッシュプレート分析は、通常、放
射標識された基質を捕獲するために、ビオチン／アビジン相互作用を利用する。一般的に
、反応混合物は、ビオチン化ペプチド基質を含む。反応後、ビオチン化ペプチドは、スト
レプトアビジンに捕獲される。ＳＰＡ検出においては、ストレプトアビジンは、シンチラ
ントを含むビーズ上に結合し、それに対して、フラッシュプレート検出においては、スト
レプトアビジンは、シンチラントを含むマイクロプレートのウェル内部に結合する。固定
されたら、放射標識された基質は、光の放出を刺激するのに十分な程度にシンチラントに
近接する。
【００３４】
　その他のホモジニアスアッセイとしては、例えば、ＴＲ－ＦＲＥＴ、ＦＰ、ＡＬＰＨＡ
、ＥＦＣ、および、遺伝子分析が挙げられる。
【００３５】
　ＴＲ－ＦＲＥＴ（時間分解蛍光共鳴エネルギー移動）に基づく分析は、通常、ユーロピ
ウムと、ＡＰＣ、修飾アロフィコシアニン、または、その他のオーバーラップするスペク
トルを有する色素（例えばＣｙ３／Ｃｙ５、または、Ｃｙ５／Ｃｙ７）との間の蛍光共鳴
エネルギー移動を利用する分析である（Ｓｃｈｏｂｅｌ，Ｕ．等（１９９９年）Ｂｉｏｃ
ｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ．１０，１１０７～１１１４）。例えば３３７ｎｍの光でユ
ーロピウムを励起した後、分子は、６２０ｎｍで蛍光を発する。しかしながら、このフル
オロフォアがＡＰＣと十分に近接している場合、ユーロピウムは、その励起エネルギーを
ＡＰＣに移動させ、６６５ｎｍで蛍光を発する。反応後、ユーロピウムで標識した抗体を
、ストレプトアビジン－ＡＰＣと共に加える。ＡＰＣのユーロピウムフルオロフォアへの
近接により、ＡＰＣ蛍光が付与される時点でユーロピウム蛍光の消光が起こる（ＦＲＥＴ
）。
【００３６】
　蛍光偏光（ＦＰ）に基づく分析は、偏光を用いて溶液中で蛍光基質ペプチドを励起させ
る分析である。これら蛍光ペプチドは、溶液中で遊離しており、崩壊し、放出された光を
脱偏光（ｄｅｐｏｌａｒｉｓｅ）させる。しかしながら、基質ペプチドがより大きい分子
に結合すると、その崩壊速度は極めて低くなり、放出された光は強く偏光したままである
。
【００３７】
　ＡＬＰＨＡ（増幅ルミネッセンス近接ホモジニアス）に基づく分析は、近接させられた
ドナーとアクセプタービーズとの間の一重項酸素の移動に基づく分析である。６８０ｎｍ
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での励起において、ドナービーズ中の光増感剤は、周囲の酸素を一重項状態の酸素に変換
し、その酸素が２００ｎｍの距離まで拡散する。アクセプタービーズ中の化学発光基は、
エネルギーをビーズ内の蛍光アクセプターに移動させ、続いて約６００ｎｍで光を放出す
る。
【００３８】
　ＥＦＣ（酵素断片コンプリメンテーション）に基づく分析またはそれと同等の分析は、
特に化合物のハイスループットスクリーニングで用いることができる。ＥＦＣ分析は、２
つのフラグメント、すなわち酵素アクセプター（ＥＡ）および酵素ドナー（ＥＤ）からな
る加工されたβ－ガラクトシダーゼ酵素に基づく。フラグメントが分離すると、β－ガラ
クトシダーゼ活性が失われるが、フラグメントが合わさると、それらは連携して（補い合
って）、活性酵素を形成する。ＥＦＣ分析は、ＥＤ－分析物結合体を利用し、この場合、
分析物は、抗体または受容体のような特異的結合タンパク質によって認識が可能である。
特異的結合タンパク質の非存在下では、ＥＤ－分析物結合体は、ＥＡを補い、活性β－ガ
ラクトシダーゼを形成することが可能であり、正の発光シグナルを生産する。ＥＤ－分析
物結合体と特異的結合タンパク質とが結合する場合、ＥＡとの補完が阻害され、シグナル
は生じない。遊離の分析物が（サンプル中に）提供される場合、その分析物は、特異的結
合タンパク質に対する結合に関してＥＤ－分析物結合体と競合する。遊離の分析物は、Ｅ
Ａとの補完のためにＥＤ－分析物結合体を解放し、サンプル中に存在する遊離の分析物の
量に応じてシグナルを生産する。
【００３９】
　遺伝子分析の例としては、ツーハイブリッドシステム分析（ＦｉｅｌｄｓおよびＳｔｅ
ｒｎｇｌａｎｚ（１９９４年）Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，１０，２８６～
２９２；ＣｏｌａｓおよびＢｒｅｎｔ（１９９８年）ＴＩＢＴＥＣＨ，１６，３５５～３
６３）がある。この試験において、細胞は、本発明に係るポリペプチドと、転写因子（例
えばＧａｌ４またはＬｅｘＡ）のＤＮＡ結合ドメインとからなる融合タンパク質を発現す
る発現ベクターで形質転換される。形質転換細胞は、レポーター遺伝子（そのプロモータ
ーが対応するＤＮＡ結合ドメインのための結合部位を含む）をさらに含む。既知または未
知のポリペプチドと活性化ドメイン（例えばＧａｌ４または単純疱疹ウイルスＶＰ１６か
ら）とからなる第二の融合タンパク質を発現する他の発現ベクターで形質転換することに
よって、第二の融合タンパク質が本ポリペプチドと相互作用する場合にレポーター遺伝子
の発現を大きく増加させることができる。その結果、この試験システムは、ＴＡＦＩ－Ｉ
ｌｅ３４７とその基質（例えばフィブリン）との相互作用を阻害する生化学的または化学
的な化合物のスクリーニングに用いることができる。この方法で、新規の活性化合物を迅
速に同定することが可能である。
【００４０】
　その他の分析は、固相に結合したポリペプチド（例えばＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７）に基
づく。従って、試験化合物は、例えば、検出可能なマーカーを含み、例えば、このような
化合物は、放射活性標識、蛍光標識または発光標識が可能である。その上、化合物は、タ
ンパク質にカップリングされていてもよく、それにより、例えば、色素生産性の基質を用
いるペルオキシダーゼ分析による酵素的な触媒作用による、または、検出可能な抗体を結
合させることによる間接的な検出が可能である。その他の可能性は、マススペクトロメト
リーによって固相に結合したタンパク質複合体を調査することである（ＳＥＬＤＩ）。例
えば、試験物質との相互作用の結果として活性化状態にあるＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７のコ
ンフォメーション変化は、例えば、ポリペプチド中の内在性のトリプトファン残基の蛍光
変化によって検出することができる。
【００４１】
　固相に結合したポリペプチドはまた、アレイの一部をなすこともできる。固相化学と光
不安定性の保護基を用いてこのようなアレイを製造する方法は、例えばＵＳ５,７４４,３
０５に開示されている。これらアレイはまた、試験化合物または化合物ライブラリーと接
触させ、相互作用、例えば結合、またはコンフォメーション変化に関して試験することが
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できる。
【００４２】
　有利には、本発明の方法は、例えばマイクロフルイディクス（ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉ
ｃｓ）（すなわち溝をつけた構造の）を用いた、例えばロボット式プレーティングやロボ
ット式液体移動システムを含むロボットシステムで行われる。
【００４３】
　本発明の他の実施形態において、本方法は、ハイスループットスクリーニング　システ
ムの形態で行われる。このようなシステムにおいて有利には、スクリーニング方法は、自
動化および小型化されており、特に、ロボットで制御された小型化したウェルと、マイク
ロフルイディクスを用いる。
【００４４】
　本発明の他の実施形態は、血栓形成性障害（例えば、これらに限定されないが、心房細
動、卒中、長期の断続的な神経障害（ＰＲＩＮＤ）、一過性虚血発作（ＴＩＡ）、および
、アテローム硬化性脳血管疾患（ＣＶＤ）、および／または、冠動脈心疾患）の予防およ
び／または治療的処置のための医薬品を製造する方法に関し、前記方法は、以下の工程を
含む：
　（ａ）上述の方法に従って、血栓形成性障害の治療および／または予防のための薬剤を
同定する工程、
　（ｂ）工程（ａ）に従って同定された十分な量の薬剤を提供する工程、および、
　（ｃ）１またはそれ以上の製薬上許容できるキャリアーまたは補助剤を用いて前記薬剤
を製剤化する工程。
【００４５】
　本発明の医薬品を製造するために、同定された薬剤は通常、１またはそれ以上の製薬上
許容できるキャリアーまたは補助剤を用いて製剤化され、このようなキャリアーとしては
、投与の種類によって、例えば生理緩衝液溶液、例えば塩化ナトリウム溶液、脱塩水、安
定剤、例えばプロテアーゼまたはヌクレアーゼ阻害剤、好ましくはアプロチニン、ε－ア
ミノカプロン酸またはペプスタチンＡ、または、金属イオン封鎖剤、例えばＥＤＴＡ、ゲ
ル化剤、例えば白色ワセリン、低粘度パラフィン、および／または、黄色ワックスなどが
挙げられる。
【００４６】
　適切なさらなる添加剤としては、例えば、界面活性剤、例えばトリトン（Ｔｒｉｔｏｎ
）Ｘ－１００、または、デオキシコール酸ナトリウム、さらに、ポリオール、例えばポリ
エチレングリコールまたはグリセロール、糖類、例えばスクロースまたはグルコース、両
性イオン性化合物、例えばアミノ酸、例えばグリシン、または、特にタウリンまたはベタ
イン、および／または、タンパク質、例えば、ウシまたはヒト血清アルブミンが挙げられ
る。界面活性剤、ポリオール、および／または、両性イオン性化合物が好ましい。
【００４７】
　生理緩衝液溶液は、好ましくは、ｐＨが約６.０～８.０、特にｐＨ約６.８～７.８、特
にｐＨ約７.４であり、および／または、浸透圧モル濃度が約２００～４００ミリオスモ
ル／リットル、好ましくは約２９０～３１０ミリオスモル／リットルである。本医薬品の
ｐＨは、一般的に、適切な有機または無機緩衝液を用いて、例えば、好ましくは、リン酸
緩衝液、トリス緩衝液（トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン）、ＨＥＰＥＳ緩衝液
（［４－（２－ヒドロキシエチル）ピペラジノ］－エタンスルホン酸）、または、ＭＯＰ
Ｓ緩衝液（３－モルホリノ－１－プロパンスルホン酸）を用いて調節される。各緩衝液の
選択は、一般的に、望ましい緩衝液のモル濃度による。例えば、注射溶液および輸液には
、リン酸緩衝液が適切である。
【００４８】
　本医薬品は、従来の様式で投与することができ、例えば、経口投与形態、例えば錠剤ま
たはカプセルによって、粘膜、例えば鼻もしくは口腔経由で、皮下に埋め込む処理形態で
、本発明に係る医薬品を含む注射、輸液またはゲルによって投与することができる。さら
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に、上述したような特定の関節疾患を治療するために、必要に応じてリポソーム複合体の
形態で、医薬品を局所的および局部的に投与することが可能である。さらに、医薬品の一
時的な放出制御を可能にする経皮治療システム（ＴＴＳ）によって治療を行うことができ
る。ＴＴＳは、例えばＥＰ０　９４４　３９８（Ａ１）、ＥＰ０　９１６　３３６（Ａ１
）、ＥＰ０　８８９　７２３（Ａ１）またはＥＰ０　８５２　４９３（Ａ１）で既知であ
る。
【００４９】
　比較的少量の溶液または懸濁液（例えば約１～約２０ｍｌ）を体に投与すればいい場合
には、一般的に、注射溶液が用いられる。より大量の溶液または懸濁液（例えば１リット
ル以上）を投与する場合には、一般的に、輸液溶液が用いられる。輸液溶液とは異なり、
注射溶液の場合は数ミリリットルだけを投与するため、注射液における血液または組織液
のｐＨおよび浸透圧のわずかな差は、痛みの感覚に関して、それ自体重要ではないか、ま
たは、それ自体問題にならない程度の重要性しか有さない。それゆえに、通常、使用前の
本発明に係る製剤の希釈は必要ではない。しかしながら、比較的大量の投与の場合、本発
明に係る製剤は、投与前に、少なくともほぼ等張の溶液が得られるような程度に簡単に希
釈されるべきである。等張溶液の例は、０.９％濃度の塩化ナトリウム溶液である。輸液
の場合、希釈は、例えば滅菌水を用いて行うことができ、一方で、投与は、例えばいわゆ
るバイパスを介して行うことができる。
【００５０】
　他の実施形態において、ＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７またはＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７遺伝子
は、特に糖尿病の血管疾患（例えば、これらに限定されないが、心房細動、卒中、長期の
断続的な神経障害（ＰＲＩＮＤ）、一過性虚血発作（ＴＩＡ）、アテローム硬化性脳血管
疾患（ＣＶＤ）、および／または、冠動脈心疾患）の同定のための診断剤を製造するため
に用いることができる。
【００５１】
　例えば、ＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７は、上述したような結合タンパク質または結合ペプチ
ドまたはアプタマーを製造するために用いることができ、これらは診断剤の手段として用
いることができる。ＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７遺伝子そのものを、特にその一本鎖形態で用
いることができ、または、相補的核酸の製造のためには、好ましくは、相補的一本鎖ＤＮ
Ａを用いることができ、この相補的一本鎖ＤＮＡは、一般的に当業者既知のハイブリダイ
ゼーションおよび／または増幅プローブとして用いることができる。
【００５２】
　本発明の他の実施形態は、血栓形成性障害（例えば、これらに限定されないが、心房細
動、卒中、長期の断続的な神経障害（ＰＲＩＮＤ）、一過性虚血発作（ＴＩＡ）、アテロ
ーム硬化性脳血管疾患（ＣＶＤ）、および／または、冠動脈心疾患）を治療および／また
は予防するための医薬品の投与量を適合させる方法に関し、前記方法は、
　（ａ）例えば糖尿病由来のサンプル中で、配列番号１に記載のアミノ酸配列（ＴＡＦＩ
－Ｉｌｅ３４７）を有するトロンビン活性化線溶抑制因子（ＴＡＦＩ）の３４７位でのス
レオニンからイソロイシンへのアミノ酸置換の存在を決定すること、および、
　（ｂ）工程（ａ）の結果に従って前記医薬品の投与量を適合させること、
を含む。
【００５３】
　上で説明したように、ＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７は、長い半減期、および、インビトロで
の高い抗フィブリン溶解活性、および、好ましくは卒中およびＴＩＡに関する高い危険性
を示す。それゆえに、ＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７多型を有する個人は、例えば、血栓形成性
障害を治療および／または予防するための医薬品をより大量に必要とする。一般的に、医
薬品の投与量は、有利には、個人または患者の、特に、３４７位でイソロイシンがホモ接
合型である個体または患者の遺伝学的ＴＡＦＩプロフィールに適合させるべきである。本
発明の方法の決定工程（ａ）は、上で説明したように行うことができる。
【００５４】
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　以下の実施例、表および図面は、本発明の範囲を限定することなく、本発明を説明する
ものである。
【図面の簡単な説明】
【００５５】
【図１】ＴＡＦＩのタンパク質配列を示す。
【図２】ＴＡＦＩのヌクレオチド配列を示す。
【００５６】
　略語
　ＴＡＦＩ遺伝子の両方の対立遺伝子上で対応する位置での多型の結果として、タンパク
質の３４７位にスレオニンを有するＴＡＦＩ変異体は、ＴＡＦＩ－３４７－ＴＴと呼ばれ
る。
【００５７】
　ＴＡＦＩ遺伝子の両方の対立遺伝子の一方上で対応する位置での多型の結果として、タ
ンパク質の３４７位にスレオニンとイソロイシンを有するＴＡＦＩ変異体は、ＴＡＦＩ－
３４７－ＴＩと呼ばれる。
【００５８】
　ＴＡＦＩ遺伝子の両方の対立遺伝子上で対応する位置での多型の結果として、タンパク
質の３４７位にイソロイシンを有するＴＡＦＩ変異体は、ＴＡＦＩ－３４７－ＩＩと呼ば
れる。
【実施例】
【００５９】
　心臓血管性の事象（ｅｖｅｎｔｓ）または指標（ｅｎｄｐｏｉｎｔｓ）を有する、また
は、有さない患者群で、ＴＡＦＩタンパク質の３４７位でのＴＡＦＩ多型（タンパク質配
列のＮＣＢＩ受入番号：ＮＰ＿００１８６３；図１）を解析した。
【００６０】
　１．配列解析および分析によるＳＮＰ（単一ヌクレオチド多型）の検出
　１．１　対象の多型を有するゲノムＤＮＡ領域の増幅
　ＴＡＦＩ－Ｉｌｅ３４７タンパク質変異体を生じる、ＮＣＢＩ受入番号ＮＭ＿００１８
７２のＴＡＦＩ配列（表２）の１０６４位でのシチジンからチミジンへのヌクレオチド置
換の検出のために、以下の増幅プライマーを用いた：
　フォワードプライマー：５’－ＣＡＣＡＣＣＡＧＣＴＴＴＧＣＴＡＣＣ－３’、
　リバースプライマー：５’－ＣＡＴＴＴＴＣＣＡＣＴＧＴＴＴＡＧＣＴＣＣ－３’。
【００６１】
　増幅するために、以下のＰＣＲプロトコールを用い、増幅のための以下の試薬の全てを
アプライド・バイオシステムズ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，フォスターシ
ティ，米国）から得た：ゲノムＤＮＡ（２０ｎｇ）；ＴａｑＧｏｌｄポリメラーゼ（１ユ
ニット）；１×Ｔａｑポリメラーゼ緩衝液；５００μＭのｄＮＴＰ；２.５ｍＭのＭｇＣ
ｌ2；２００ｎＭの各増幅プライマー対（配列については、上記の増幅プライマー対１．
を参照）；Ｈ2Ｏを加えて５μｌにする。
【００６２】
　ＰＣＲ／遺伝子型解析のための増幅プログラム：
　９５℃で×１０分×１サイクル
　９５℃で×３０秒
　７０℃で×３０秒×２サイクル；
　９５℃で×３０秒
　６５℃で×３０秒×２サイクル；
　９５℃で×３０秒
　６０℃で×３０秒×２サイクル；
　９５℃で×３０秒
　５６℃で×３０秒
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　７２℃で×３０秒×４０サイクル；
　７２℃で×１０分
　４℃で×３０秒×１サイクル。
【００６３】
　１．２　対象の多型の同定
　多型のミニシーケンスおよび検出のために、以下のプロトコールを用いた、一方で、以
下の試薬の全ては、アプライド・バイオシステムズ（フォスターシティ，米国）から得た
。精製したＰＣＲ産物（２μｌ）；ビッグダイ（ＢｉｇＤｙｅ）ターミネーターキット（
１.５μｌ）；２００ｎＭの１種の配列解析プライマー（配列に関しては、上記のフォワ
ードまたはリバース増幅プライマー　１を参照）；Ｈ2Ｏを加えて１０μｌにした。
【００６４】
　配列解析のための増幅プログラム：
　９６℃で×２分×１サイクル；
　９６℃で×１０秒
　５５℃で×１０秒
　６５℃で×４分×３０サイクル；
　７２℃で×７分
　４℃で×３０秒×１サイクル。
【００６５】
　生データを抽出するために、まず配列解析ツール（アプライド・バイオシステムズ，フ
ォスターシティ，米国）を用いて配列を解析し、次に、Ｐｈｒｅｄ（ベースコーラー）、
Ｐｈｒａｐ（アセンブラー）、ｐｏｌｙｐｈｒｅｄ（ＳＮＰコーラー）、および、Ｃｏｎ
ｓｅｄ（結果のビューワー）を用いて加工した。Ｐｈｒｅｄ、Ｐｈｒａｐ、Ｐｏｌｙｐｈ
ｒｅｄおよびＣｏｎｓｅｄは、ワシントン大学（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｗａｓｈ
ｉｎｇｔｏｎ）で、Ｐｈｉｌ　Ｇｒｅｅｎによって設計されたソフトウェアである（ｈｔ
ｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｏｍｅ．ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ．ｅｄｕ）。
【００６６】
　１．３　遺伝子型／表現型の関連に関する統計学的アプローチ
　ＳＡＳ統計パッケージ（ＳＡＳ　ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ　ｐａｃｋａｇｅ）（バージ
ョン６．１２またはそれ以上、ＳＡＳインスティテュート社（ＳＡＳ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔ
ｅ　ＧｍｂＨ），ハイデルベルグ／ドイツ）を用いて全ての解析を行った。遺伝学的多型
と多数の臨床関連パラメーターとの関連を検出するために、記述統計を計算し（中位数，
四分位数）、ウィルコクソンの順位和検定を行った。２つの独立したサンプルを比較する
ために、ウィルコクソンの順位和検定を用いた。試験統計値の計算は、プールしたサンプ
ルにおける順位に基づく。
【００６７】
　ＳＮＰと危険因子と病気との関連を検索するために、χ２乗検定を行って数とパーセン
テージを計算し、データを説明する。χ２乗検定は、２つの変数の依存性を計算するため
の統計学的試験である。変数の値は、２またはそれ以上のクラスに含まれる。これら変数
の関連を解析するために、分割表を用いた。この表は、多数の行を第一の変数の認識数と
して含み、多数の列を第二の変数の認識数として含む。全てのセルは、特定の患者の指標
を含む。試験の統計を構築するために、計算された頻度と観察された頻度との差を計算し
た。
【００６８】
　結果を調査した後、関連する変数を選択した。交絡する共変数を考慮して、ロジスティ
ック回帰を用いて結果を確認した。ロジスティック回帰法を用いて、特定の応答変数に対
する数種の説明変数の影響を解析した。関連する統計学的試験によりｐ値を得た。このｐ
値から、関連する説明変数の有意な影響があると解釈される。
【００６９】
　バイナリ変数に関して、オッズ比を計算した。オッズ比とは、事象が１つの群で生じる
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オッズの、その事象が他の群で生じるオッズに対する比である。
【００７０】
　２．結果
　患者群の亜群を解析することによって結果を得、また、亜群は、以下の特徴を有してい
た：全て糖尿病患者、ＡＣＥ抑制因子ラミプリルでの治療なし、アルコールなし。
【表１】

【００７１】
　表からわかるように、全てのＴＡＦＩ－Ｉ３４７Ｉ多型を有する個体は、ＴＡＦＩ－Ｉ
３４７ＴおよびＴＡＦＩ－Ｔ３４７Ｔ多型を有する個体に比べて、卒中に関する危険性（
７.３５％対３.３５％）、および、ＴＩＡに関する危険性（４.４１％対０.７％）が大き
かった。
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