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(57)【要約】
　急性冠症候群（ＡＣＳ）を検出及び診断する方法を提
供する。本方法は、ＡＣＳのリスクのある患者のサンプ
ル液中、代表的には血液サンプル中において、選択した
分析対象物質の濃度が異常であることがＡＣＳの診断を
支持するという発見に基づくものである。ＡＣＳの少な
くとも２つの新規バイオマーカー（ＭＭＰ‐３及びＳＧ
ＯＴ）を開示する。１２分析対象物質の濃度の全体が、
患者の状態、即ち、患者が心臓発作を患っているか否か
、についての敏感で選択的な画像を提供する。ＡＣＳに
ついての他の重要なバイオマーカーについても開示する
。これには、ＩＬ‐１８、第ＶＩＩ因子、ＩＣＡＭ‐１
、クレアチンキナーゼＭＢ、ＭＣＰ‐１、ミオグロビン
、Ｃ反応性蛋白、フォン・ビルブラント因子、ＴＩＭＰ
‐１、フェリチン、グルタチオンＳ‐トランスフェラー
ゼ、前立腺特異抗原（遊離型）、ＩＬ‐３、組織因子、
アルファフェトプロテイン、前立腺酸性フォスファター
ゼ、幹細胞因子、ＭＩＰ‐１β、癌胎児抗原、ＩＬ‐１
３、ＴＮＦ‐α、ＩｇＥ、脂肪酸結合蛋白、ＥＮＡ‐７
８、ＩＬ‐１β、脳由来神経栄養因子、アポリポ蛋白Ａ
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　急性冠症候群（ＡＣＳ）であることが疑われるヒト被験者において、ＡＣＳを診断する
方法であって、
　（ａ）液体サンプルをＡＣＳであることが疑われる被験者から採取すること、
　（ｂ）前記液体サンプル中のＭＭＰ－３の濃度を測定すること、
　（ｃ）前記液体サンプルにおいて測定した前記ＭＭＰ－３の濃度が、対照被験者群から
得られる対照濃度と統計的に異なるか否かを判定すること
を含んで構成され、
　前記ＭＭＰ‐３の濃度が前記対照濃度と統計的に異なる高値であることにより、ＡＣＳ
が陽性であると診断する
ことを特徴とするＡＣＳの診断方法。
【請求項２】
　前記被験者は、胸痛を訴えていることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記液体サンプルは、全血、血漿、血清及び尿からなる群から選択されることを特徴と
する請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記液体サンプルにおいて測定したＭＭＰ‐３の濃度が約１ｎｇ／ｍＬ以上であること
により、ＡＣＳが陽性であると診断することを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　急性冠症候群（ＡＣＳ）であることが疑われるヒト被験者において、ＡＣＳを診断する
方法であって、
　（ａ）液体サンプルをＡＣＳであることが疑われる被験者から採取すること、
　（ｂ）前記液体サンプル中のＳＧＯＴの濃度を測定すること、
　（ｃ）前記液体サンプルにおいて測定した前記ＳＧＯＴの濃度が、対照被験者群から得
られる対照濃度と統計的に異なるか否かを判定すること
を含んで構成され、
　前記ＳＧＯＴの濃度が前記対照濃度と統計的に異なる低値であることにより、ＡＣＳが
陽性であると診断する
ことを特徴とするＡＣＳの診断方法。
【請求項６】
　前記被験者は、胸痛を訴えていることを特徴とする請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記液体サンプルは、全血、血漿、血清及び尿からなる群から選択されることを特徴と
する請求項５に記載の方法。
【請求項８】
　前記液体サンプルにおいて測定したＳＧＯＴの濃度が約１０μｇ／ｍＬ以下であること
により、ＡＣＳが陽性であると診断することを特徴とする請求項５に記載の方法。
【請求項９】
　急性冠症候群（ＡＣＳ）であることが疑われるヒト被験者において、ＡＣＳを診断する
方法であって、
　（ａ）液体サンプルをＡＣＳであることが疑われる被験者から採取すること、
　（ｂ）前記液体サンプル中のＭＭＰ‐３及びＳＧＯＴの濃度を測定すること、
　（ｃ）前記液体サンプルにおいて測定した前記ＭＭＰ‐３及びＳＧＯＴの濃度が、対照
被験者群から得られる対照濃度と統計的に異なるか否かを判定すること
を含んで構成され、
　前記ＭＭＰ‐３の濃度が前記対照濃度と統計的に異なる高値であること及び前記ＳＧＯ
Ｔの濃度が前記対照濃度と統計的に異なる低値であることにより、ＡＣＳが陽性であると
診断する
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ことを特徴とするＡＣＳの診断方法。
【請求項１０】
　ＩＬ‐１８、第ＶＩＩ因子、ＩＣＡＭ‐１、クレアチンキナーゼＭＢ、ＭＣＰ‐１、ミ
オグロビン、Ｃ反応性蛋白、ＴＩＭＰ‐１、フェリチン又はグルタチオンＳ‐トランスフ
ェラーゼ、又はこれらの組み合わせ、の少なくとも１つについて、前記液体サンプル中の
濃度を測定すること、を更に含むことを特徴とする請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　ＳＧＯＴを除く全ての前記分析対象物質の濃度が、前記対照濃度と比較して統計的に異
なった高値であることにより、ＡＣＳが陽性であると診断することを特徴とする請求項１
０に記載の方法。
【請求項１２】
　濃度は、１以上のイムノアッセイを行うことにより測定されることを特徴とする請求項
９に記載の方法。
【請求項１３】
　ＩＬ‐１８、第ＶＩＩ因子、ＩＣＡＭ‐１、クレアチンキナーゼＭＢ、ＭＣＰ‐１、ミ
オグロビン、Ｃ反応性蛋白、フォン・ビルブラント因子、ＴＩＭＰ‐１、フェリチン、グ
ルタチオンＳ‐トランスフェラーゼ、前立腺特異抗原（遊離型）、ＩＬ‐３、組織因子、
アルファフェトプロテイン、前立腺酸性フォスファターゼ、幹細胞因子、ＭＩＰ‐１β、
癌胎児抗原、ＩＬ‐１３、ＴＮＦ‐α、ＩｇＥ、脂肪酸結合蛋白、ＥＮＡ‐７８、ＩＬ‐
１β、脳由来神経栄養因子、アポリポ蛋白Ａ‐Ｉ、血清アミロイドＰ、成長ホルモン、β
２‐ミクログロブリン、リポ蛋白（ａ）、ＭＭＰ‐９、甲状腺刺激ホルモン、α２‐マク
ログロブリン、補体３（Ｃ３）、ＩＬ‐７、レプチン又はＩＬ‐６、又はこれらの組み合
わせ、の少なくとも１つについて、前記液体サンプル中の濃度を測定すること、を更に含
むことを特徴とする請求項９に記載の方法。
【請求項１４】
　ＳＧＯＴを除く全ての前記分析対象物質の濃度が、前記対照濃度と比較して統計的に異
なって高値であることにより、ＡＣＳが陽性であると診断することを特徴とする請求項１
３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記被験者の前記液体サンプル中における分析対象物質の測定濃度は、近接マップに表
示され、
　前記被験者の前記測定濃度が、ＡＣＳであると事前に診断された他の被験者の測定濃度
のクラスターに近接することが、ＡＣＳの陽性診断に寄与する
ことを特徴とする請求項９に記載の方法。
【請求項１６】
　ＭＭＰ‐３及びＳＧＯＴ、並びに、ＩＬ‐１８、第ＶＩＩ因子、ＩＣＡＭ‐１、クレア
チンキナーゼＭＢ、ＭＣＰ‐１、ミオグロビン、Ｃ反応性蛋白、ＴＩＭＰ‐１、フェリチ
ン又はグルタチオンＳ‐トランスフェラーゼの１以上、を含む分析対象物質群について、
液体サンプル中の濃度を測定する試薬を含んで構成されることを特徴とするキット。
【請求項１７】
　ＭＭＰ‐３、ＳＧＯＴ、ＩＬ‐１８、第ＶＩＩ因子、ＩＣＡＭ‐１、クレアチンキナー
ゼＭＢ、ＭＣＰ‐１、ミオグロビン、Ｃ反応性蛋白、ＴＩＭＰ‐１、フェリチン又はグル
タチオンＳ‐トランスフェラーゼ、を含む分析対象物質群に対する抗体を含んで構成され
ることを特徴とする請求項１６に記載のキット。
【請求項１８】
　基材に固定化された試薬を含んで構成されることを特徴とする請求項１６に記載のキッ
ト。
【請求項１９】
　前記基材は、二次元配列、マイクロタイタープレート又はマルチビーズセットを含んで
構成されることを特徴とする請求項１８に記載のキット。
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【請求項２０】
　線形回帰分析、分類ツリー分析及びヒューリスティクス単純ベイズ分析からなる群から
選択される統計的手法を適用することを含むことを特徴とする請求項９に記載の方法。
【請求項２１】
　前記液体サンプルにおいて測定した１以上の分析対象物質の濃度が、ＩＬ‐１８（約３
００ｐｇ／ｍＬ以上）、第ＶＩＩ因子（約３２０ｎｇ／ｍＬ以上）、ＩＣＡＭ‐１（約１
７０ｎｇ／ｍＬ以上）、クレアチンキナーゼＭＢ（約５ｎｇ／ｍＬ以上）、ＭＣＰ‐１（
約２７５ｐｇ／ｍＬ以上）、ミオグロビン（約３０ｎｇ／ｍＬ以上）、Ｃ反応性蛋白（約
１１μｇ／ｍＬ以上）、ＴＩＭＰ‐１（約１２０ｎｇ／ｍＬ以上）、フェリチン（約３０
０ｎｇ／ｍＬ以上）又はグルタチオンＳ‐トランスフェラーゼ（約２ｎｇ／ｍＬ以上）、
又はこれらの組み合わせ、であることにより、ＡＣＳが陽性であると診断することを特徴
とする請求項１０に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、２００５年６月２９日に申請した米国仮出願第６０／６９４，６６６号の便
益を主張し、その全ての内容は参照により本開示に含まれるものである。
【０００２】
　本発明は、急性冠症候群（acute coronary syndrome、ACS）を検出及び診断する方法、
キット並びに試薬に関する。
【背景技術】
【０００３】
　米国では、循環器疾患の死亡率が最も高い。犠牲者の多くは重度の心臓発作に倒れ、緊
急治療室に辿りつく前に亡くなってしまう。運の良い者は、胸痛、頭痛、めまいを訴えて
、病院に急送されることになる。しかしながら、急性冠症候群（ＡＣＳ）を患う患者の全
てが、適切な診断を受けられるとは限らない。毎年、病院を訪ねた心臓発作患者の内、数
千もの心臓発作患者が自宅に送り返されている。米国では、胸痛を訴える８００万人の患
者のうちの３００万人が、心臓性の痛みではないとして自宅に送り返されている。しかし
、このうちの４万人が心筋梗塞を患っている。心臓病因が疑われて病院に収容された５０
０万人のうち、２５０万人（５０％）は非心臓性であり、１００万人は心筋梗塞（ＭＩ）
、１２０万人は不安定狭心症、３０万人は心停止である。このような統計結果が、ＡＣＳ
のリスクがある患者のスクリーニング及び診断を改善する必要性についての第１の根拠で
ある。
【０００４】
　現行のＡＣＳアッセイは、選択性及び敏感度に欠けており、偽陽性及び偽陰性を示す回
数が好ましくないレベルに達している。したがって、循環器疾患を早期に検出し、特に、
心臓発作を正確に診断するさらなるバイオマーカーの開発が急務である。
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本発明は、ＡＣＳを速やかに検出し、正確に診断する方法を提供する。この方法では、
患者の液体サンプル中の１又は２つのバイオマーカーについてその濃度を測定する。この
１又は２つのバイオマーカーの濃度が、「正常」（つまり、ＡＣＳではない対照被験者）
時の濃度と統計的に異なる高値（又は、場合によっては低値）であることが、ＡＣＳの陽
性診断を支持することになる。好ましくは、この方法は、ＡＣＳの陽性又は陰性診断を助
ける分析対象物質群又は「バイオマーカー」群を利用する。ここで、この分析対象物質群
又は「バイオマーカー」群は、液体サンプル（例えば、白血球、血清、血漿又は尿）中に
確認される最大１２又はそれ以上の物質である。この方法によれば、最高で９９％の精度
で正しい診断が下せるようになる。
【０００６】
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　本発明は、急性冠症候群（ＡＣＳ）であることが疑われるヒト被験者において、ＡＣＳ
を診断する方法であって、（ａ）液体サンプルをＡＣＳであることが疑われる被験者から
採取すること、（ｂ）前記液体サンプル中のＭＭＰ－３の濃度を測定すること、（ｃ）前
記液体サンプルにおいて測定した前記ＭＭＰ－３の濃度が、対照被験者群から得られる対
照濃度と統計的に異なるか否かを判定すること、を含んで構成される方法を提供する。代
表的には、被験者は、胸痛を訴えている。また、数ある液体サンプルのうち、いずれをテ
ストしてもよい。好ましくは、前記液体サンプルは、全血、血漿、血清又は尿から選択さ
れる。液体サンプルにおいて測定したＭＭＰ－３の濃度が約１ｎｇ／ｍＬ以上であること
により、ＡＣＳが陽性であると診断されることがわかっている。
【０００７】
　本発明の他の態様では、急性冠症候群（ＡＣＳ）であることが疑われるヒト被験者にお
いて、ＡＣＳを診断する方法であって、（ａ）液体サンプルをＡＣＳであることが疑われ
る被験者から採取すること、（ｂ）前記液体サンプル中のＳＧＯＴの濃度を測定すること
、（ｃ）前記液体サンプルにおいて測定した前記ＳＧＯＴの濃度が、対照被験者群から得
られる対照濃度と統計的に異なるか否かを判定することを含んで構成され、前記ＳＧＯＴ
の濃度が前記対照濃度と統計的に異なる低値であることにより、ＡＣＳが陽性であると診
断することを特徴とする方法を提供する。液体サンプルにおいて測定したＳＧＯＴの濃度
が約１０μｇ／ｍＬ以下であることにより、ＡＣＳが陽性であると診断されることがわか
っている。
【０００８】
　更に、本発明の他の態様では、急性冠症候群（ＡＣＳ）であることが疑われるヒト被験
者において、ＡＣＳを診断する方法であって、（ａ）液体サンプルをＡＣＳであることが
疑われる被験者から採取すること、（ｂ）前記液体サンプル中のＭＭＰ‐３及びＳＧＯＴ
濃度を測定すること、（ｃ）前記液体サンプルにおいて測定した前記ＭＭＰ‐３及びＳＧ
ＯＴの濃度が、対照被験者群から得られる対照濃度と統計的に異なるか否かを判定するこ
とを含んで構成され、前記ＭＭＰ‐３の濃度が前記対照濃度と統計的に異なる高値である
こと及び前記ＳＧＯＴの濃度が前記対照濃度と統計的に異なる低値であることにより、Ａ
ＣＳが陽性であると診断することを特徴とする方法を提供する。
【０００９】
　好ましい態様では、本発明の方法は、更に、インターロイキン‐１８（ＩＬ‐１８）、
第ＶＩＩ因子、細胞間接着分子‐１（ＩＣＡＭ‐１）、クレアチンキナーゼＭＢ、単球走
化性タンパク質１（ＭＣＰ‐１）、ミオグロビン、Ｃ反応性蛋白、メタロプロテアーゼイ
ンヒビター１（ＴＩＭＰ‐１）、フェリチン又はグルタチオンＳ‐トランスフェラーゼ、
又はこれらの組み合わせ、の少なくとも１つについて、前記液体サンプル中の濃度を測定
することを含む。ＳＧＯＴを除く全ての前記分析対象物質の濃度が、前記対照濃度と比較
して統計的に異なった高値であることにより、ＡＣＳが陽性であると診断されることがわ
かっている。特に、サンプル液中の分析対象物質の特定の閾値濃度がＡＣＳの検出又は診
断において重要であることがわかっており、これには、ＩＬ‐１８（約３００ｐｇ／ｍＬ
以上）、第ＶＩＩ因子（約３２０ｎｇ／ｍＬ以上）、ＩＣＡＭ‐１（約１７０ｎｇ／ｍＬ
以上）、クレアチンキナーゼＭＢ（約５ｎｇ／ｍＬ以上）、ＭＣＰ‐１（約２７５ｐｇ／
ｍＬ以上）、ミオグロビン（約３０ｎｇ／ｍＬ以上）、Ｃ反応性蛋白（約１１μｇ／ｍＬ
以上）、ＴＩＭＰ‐１（約１２０ｎｇ／ｍＬ以上）、フェリチン（約３００ｎｇ／ｍＬ以
上）又はグルタチオンＳ‐トランスフェラーゼ（約２ｎｇ／ｍＬ以上）が挙げられる。
【００１０】
　他のバイオマーカーも、ＡＣＳの陽性診断又は陰性診断を下す上で有用であることがわ
かっている。これらのバイオマーカーには、上述したものに加え、前立腺特異抗原（遊離
型）、インターロイキン‐３（ＩＬ‐３）、組織因子、アルファフェトプロテイン、前立
腺酸性フォスファターゼ、幹細胞因子、マクロファージ炎症性タンパク質１β（ＭＩＰ‐
１β）、癌胎児抗原、インターロイキン‐１３（ＩＬ‐１３）、腫瘍壊死因子α（ＴＮＦ
‐α）、免疫グロブリンＥ（ＩｇＥ）、脂肪酸結合蛋白、ＥＮＡ‐７８、インターロイキ
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ン‐１β（ＩＬ‐１β）、脳由来神経栄養因子、アポリポ蛋白Ａ‐Ｉ、血清アミロイドＰ
、成長ホルモン、β２‐ミクログロブリン、リポ蛋白（ａ）、マトリックスメタロプロテ
アーゼ９（ＭＭＰ‐９）、甲状腺刺激ホルモン、α２‐マクログロブリン、補体３（Ｃ３
）、インターロイキン‐７（ＩＬ‐７）、レプチン及びインターロイキン‐６（ＩＬ‐６
）が含まれる。
【００１１】
　更に本明細書には、診断に際して特定のバイオマーカーの有意性を評価するための幾つ
かの技術についても記載する。このような技術の一つは、結果を編集し、近接マップ上に
投影するもので、被験者の測定濃度が、ＡＣＳであると事前に診断された他の被験者の測
定濃度のクラスターに近接することが、ＡＣＳの陽性診断に寄与するものである。他の技
術には、１つ以上の統計的手法（例えば、線形回帰分析、分類ツリー分析、ヒューリステ
ィクス単純ベイズ分析など）の適用が含まれる。
【００１２】
　更に、本発明は、液体サンプル中の分析対象物質群の濃度を測定する試薬を含んで構成
されるキットを提供する。この分析対象物質群には、ＭＭＰ‐３及びＳＧＯＴ、並びにＩ
Ｌ‐１８、第ＶＩＩ因子、ＩＣＡＭ‐１、クレアチンキナーゼＭＢ、ＭＣＰ‐１、ミオグ
ロビン、Ｃ反応性蛋白、ＴＩＭＰ‐１、フェリチン又はグルタチオンＳ‐トランスフェラ
ーゼ、の１つ以上が含まれる。前記試薬には、選択された分析対象物質群に含まれる物質
の抗体を含んでもよい。更に、前記試薬は、基材に固定化されてもよく、この基材には、
二次元配列、マイクロタイタープレート又はマルチビーズセットを含んでもよい。
【００１３】
　更に前記の方法は、患者の血液中の１、２又はそれ以上のバイオマーカーの濃度を、統
計的手法、例えば、線形回帰分析、分類ツリー分析及びヒューリスティクス単純ベイズ分
析など、を用いて比較することを含む。この統計的手法は、市販の統計分析ソフトウェア
を用いるなど、コンピュータ処理で行ってもよく、また、代表的にはコンピュータ処理で
行われる。一態様では、前記統計的手法には、分類ツリー分析、例えばＣＡＲＴ（クラシ
フィケーションツリーと回帰ツリー）、が用いられる。これにより、本方法によりバイオ
マーカー群について試験したサンプル液を採取した特定の患者又は被験者についての結果
を、近接マップに投影することができる。特定の患者のバイオマーカー濃度結果が少なく
とも２つの母集団の１つに近接することにより、ＡＣＳの陽性診断又は陰性診断が支持さ
れる。
【００１４】
　本発明は、ＭＭＰ‐３及びＳＧＯＴの少なくとも一方に、好ましくは両方のバイオマー
カーに、特異的に結合する試薬を含んで構成される製品を提供する。より好ましくは、Ｍ
ＭＰ‐３、ＳＧＯＴ、ＩＬ‐１８、第ＶＩＩ因子、ＩＣＡＭ‐１、クレアチンキナーゼＭ
Ｂ、ＭＣＰ‐１、ミオグロビン、Ｃ反応性蛋白、ＴＩＭＰ‐１、フェリチン又はグルタチ
オンＳ‐トランスフェラーゼ、に特異的に結合する試薬（結合試薬）を含んで構成される
キットを提供する。好ましい態様では、結合試薬はそれぞれが基材上に固定化される。例
えば、ＭＭＰ‐３、ＳＧＯＴ及び本明細書中に開示される他のバイオマーカーのモノクロ
ーナル抗体が、１以上の基材における１以上の表面上に１以上の離散位置において互いに
独立して固定化される。この基材は、同定可能なバイオマーカーを含んで構成されるビー
ズであってもよい。このとき、結合試薬はそれぞれが、異なる結合試薬が付着したビーズ
ではなく、異なる同定可能バイオマーカーを含んで構成されたビーズに、付着するように
構成される。同定可能バイオマーカーは、蛍光化合物、量子ドット等を含んで構成されて
もよい。
【００１５】
　他の態様では、患者における心臓発作の発生を検出する方法であって、ＭＭＰ‐３濃度
及びＳＧＯＴ濃度の少なくとも一方を測定することを含んで構成される方法を提供する。
【００１６】
　更に、他の態様では、循環器疾患の発病を予測する方法であって、患者の血液中の２以
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上のマーカーについて、時間軸上の２以上の点における濃度変化を測定することを含んで
構成される方法を提供する。このとき、患者の血液中において、測定時間の異なる２点間
でそれぞれ観察されたＭＭＰ‐３濃度の上昇、ＳＧＯＴ濃度の減少、又は両方が、循環器
疾患の発病の前兆となる。
【００１７】
　本発明の他の態様は、本明細書において記載される詳細な説明を鑑みることにより、当
業者であれば明らかである。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１８】
　本明細書で明記する種々の範囲に使用される数値は、特に明記しない限り、記載される
範囲の最小値及び最大値が共に「約」を伴うように記載された近似値である。したがって
、記載した範囲に対して僅かに上下した値であっても、その範囲内の値と実質的に同一結
果を実現できるものとする。また、本開示では、これらの範囲は、最小値～最大値の間に
おける全ての値を含む連続した範囲であることを意図するものである。
【００１９】
　ここでは、心臓発作患者を速やかに特定する多因子分析を提供する。以下では、ＡＣＳ
の検出及び診断の少なくとも一方に有用なサンプル液（例えば、血液）中の分析対象物質
又はバイオマーカーを特定する。心臓発作を起こしているか又は既に起こした患者の血液
中で、以下のバイオマーカーが過剰に発現することがわかっている。また、ＳＧＯＴは、
心臓発作を起こしているか又は既に起こした患者では、低発現となることがわかっている
。
【００２０】
　また、心臓発作を起こしているか又は既に起こした被験者の検出又は適切な診断に有用
であるとして特定されるバイオマーカーには、ＭＭＰ‐３、ＳＧＯＴ、ＩＬ‐１８、第Ｖ
ＩＩ因子、ＩＣＡＭ‐１、クレアチンキナーゼＭＢ、ＭＣＰ‐１、ミオグロビン、Ｃ反応
性蛋白、フォン・ビルブラント因子、ＴＩＭＰ‐１、フェリチン、グルタチオンＳ‐トラ
ンスフェラーゼ、前立腺特異抗原（遊離型）、ＩＬ‐３、組織因子、アルファフェトプロ
テイン、前立腺酸性フォスファターゼ、幹細胞因子、ＭＩＰ‐１β、癌胎児抗原、ＩＬ‐
１３、ＴＮＦ‐α、ＩｇＥ、脂肪酸結合蛋白、ＥＮＡ‐７８、ＩＬ‐１β、脳由来神経栄
養因子、アポリポ蛋白Ａ‐Ｉ、血清アミロイドＰ、成長ホルモン、β２‐ミクログロブリ
ン、リポ蛋白（ａ）、ＭＭＰ‐９、甲状腺刺激ホルモン、α２‐マクログロブリン、補体
３（Ｃ３）、ＩＬ‐７、レプチン又はＩＬ‐６がある。
【００２１】
　ＡＣＳを診断するための１以上のバイオマーカーの有意性を確定するパラメータは、こ
れらバイオマーカーの正常血又は対照血（好ましくは血清又は血漿）中濃度と、心臓発作
を既に起こしたか又は起こしているとして臨床的に及び適切に診断された患者の血中濃度
と、を比較して統計的に決定される。これは、後述する表１の統計データから、心臓発作
患者及び正常時における前記各バイオマーカーの血中濃度の特定平均値及びそれに伴う標
準偏差が特定される。ＡＣＳが陽性であると診断する有意な閾値を確定する一例として、
以下の濃度が挙げられる（以下の例による限定を意図しない）。ＭＭＰ‐３（約１ｎｇ／
ｍＬ以上）、ＳＧＯＴ（約１０μｇ／ｍＬ以下）、ＩＬ‐１８（約３００ｐｇ／ｍＬ以上
）、第ＶＩＩ因子（約３２０ｎｇ／ｍＬ以上）、ＩＣＡＭ‐１（約１７０ｎｇ／ｍＬ以上
）、クレアチンキナーゼＭＢ（約５ｎｇ／ｍＬ以上）、ＭＣＰ‐１（約２７５ｐｇ／ｍＬ
以上）、ミオグロビン（約３０ｎｇ／ｍＬ以上）、Ｃ反応性蛋白（約１１μｇ／ｍＬ以上
）、ＴＩＭＰ‐１（約１２０ｎｇ／ｍＬ以上）、フェリチン（約３００ｎｇ／ｍＬ以上）
又はグルタチオンＳ‐トランスフェラーゼ（約２ｎｇ／ｍＬ以上）。
【００２２】
　これらの数値が近似値であることは理解されるところである。数値の臨界範囲（クリテ
ィカルレンジ）を定めるために、統計的手法を用いてもよい。代表的には、これら近似値
±１標準偏差の範囲内の値を、統計的に有意な差異を決定するための統計的に有意な値と
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して考慮し、好ましくは±２標準偏差を用いる。このため、「約」の用語を、記載する数
値に用いることとする。「統計的分類法」は、正常な患者をＡＣＳを患う患者から識別す
ることが可能なバイオマーカーを特定するために用いられ、更には、このような患者同士
を識別するバイオマーカーのそれぞれについての臨界血中値を決定するためにも用いられ
る。特定の統計的手法を、識別バイオマーカー及びその群を特定するために用いることが
できる。これらの統計的手法には、以下のものが含まれる（以下による限定を意図しない
）。１）線形回帰、２）分類ツリー方式、及び３）予測アルゴリズムの不偏的パフォーマ
ンスを最適化する統計的機械学習。これらの統計的手法は、それぞれが生物統計学におけ
る当業者に知られたものであり、コンピュータでプロセスとして処理可能なものである。
統計的手法を実行するためのソフトウェア製品が数多く市販されており、例えば、限定を
意図するものではないが、Insightful社（米国、ワシントン州、シアトル）から購入可能
なＳ‐ＰＬＵＳ（登録商標）がある。
【００２３】
　ＡＣＳの決定及び診断の少なくとも一方に有用なバイオマーカーを特定することにより
、又、ＡＣＳのリスクがある患者を特定するために特に有用なバイオマーカー及びバイオ
マーカー群を特定する統計的手法の使用により、当業者であれば、本明細書中の開示に基
づいて、優れた選択性と敏感度を有するバイオマーカー群を構成することができる。優れ
た識別能力を提供するバイオマーカー群に含ませることができるバイオマーカーの例とし
て、ＭＭＰ‐３、ＳＧＯＴ、ＩＬ‐１８、第ＶＩＩ因子、ＩＣＡＭ‐１、クレアチンキナ
ーゼＭＢ、ＭＣＰ‐１、ミオグロビン、Ｃ反応性蛋白、フォン・ビルブラント因子、ＴＩ
ＭＰ‐１、フェリチン、グルタチオンＳ‐トランスフェラーゼ、前立腺特異抗原（遊離型
）、ＩＬ‐３、組織因子、アルファフェトプロテイン、前立腺酸性フォスファターゼ、幹
細胞因子、ＭＩＰ‐１β、癌胎児抗原、ＩＬ‐１３、ＴＮＦ‐α、ＩｇＥ、脂肪酸結合蛋
白、ＥＮＡ‐７８、ＩＬ‐１β、脳由来神経栄養因子、アポリポ蛋白Ａ‐Ｉ、血清アミロ
イドＰ、成長ホルモン、β２‐ミクログロブリン、リポ蛋白（ａ）、ＭＭＰ‐９、甲状腺
刺激ホルモン、α２‐マクログロブリン、補体３（Ｃ３）、ＩＬ‐７、レプチン及びＩＬ
‐６が挙げられる。上記一覧より選択されたバイオマーカーを含んで構成される特定のバ
イオマーカー群の具体例として（これによる限定を意図するものではない）、（i）Ｃ反
応性蛋白（ＣＲＰ）、クレアチンキナーゼＭＢ（ＣＫＭＢ）、第ＶＩＩ因子、フェリチン
、グルタチオンＳ‐トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）、ＩＣＡＭ‐１、ＩＬ‐１８、ＩＬ‐
１Ｂ、ＩＬ‐３、ＭＣＰ‐１、ＭＭＰ‐３、ミオグロビン、ＳＧＯＴ、ＴＩＭＰ‐１及び
フォン・ビルブラント因子（ｖＷＦ）、（ii）ＣＲＰ、ＣＫＭＢ、第ＶＩＩ因子、フェリ
チン、ＧＳＴ、ＩＣＡＭ‐１、ＩＬ‐１８、ＭＣＰ‐１、ＭＭＰ‐３、ミオグロビン、Ｓ
ＧＯＴ、ＴＩＭＰ‐１、組織因子及びｖＷＦ、（iii）ＣＲＰ、ＣＫＭＢ、第ＶＩＩ因子
、フェリチン、ＧＳＴ、ＩＣＡＭ‐１、ＩＬ‐１８、ＭＣＰ‐１、ＭＭＰ‐３、ミオグロ
ビン、ＳＧＯＴ及びＴＩＭＰ‐１、（iv）ＳＧＯＴ、ＣＫＭＢ、ＭＭＰ‐３、ＧＳＴ、第
ＶＩＩ因子、ＩＬ‐１８、ＩＬ‐３、ＭＣＰ‐１、ＩＣＡＭ‐１及びＩＬ‐１Ｂ、（v）
ＳＧＯＴ、ＣＫＭＢ、ＭＭＰ‐３、ＧＳＴ及び第ＶＩＩ因子、並びに（vi）ＳＧＯＴ及び
ＭＭＰ‐３、が挙げられる。尚、生物統計学における当業者であれば認識されるように、
任意のバイオマーカー群におけるバイオマーカーの数は、バイオマーカーの組み合わせに
より異なってくる。最適な敏感度及び特異度を目標として、１つのバイオマーカー群が、
バイオマーカーを２つ含んでもよく、又は５つ含んでもよく、更には、同様の結果をもた
らす１２以上のバイオマーカーを含んでもよい。
【００２４】
　本発明は、急性冠症候群（不安定狭心症、急性心筋梗塞、心臓性突然死、冠プラーク破
綻又は血栓症）が発症する全てのステージにおいて、急性冠症候群を診断するために、血
清中に存在する少なくともＭＭＰ‐３濃度単独の評価に基づいて構成されるか、又は、血
清中に存在する少なくともＭＭＰ‐３濃度と、免疫学的ＳＧＯＴ濃度及び他のバイオマー
カー濃度の少なくとも１つの濃度と、の組み合わせの評価に基づいて構成される。また、
本発明は、少なくとも免疫学的ＳＧＯＴ濃度の評価に基づいて構成されるか、又は、少な
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は、死亡のリスクや深刻な合併症のリスクが極めて高いが、その転帰は、適切な診断や治
療により改善することができる。したがって、胸痛を訴える患者を迅速且つ正確に診断す
ることが、患者を治療する上で重要である。
【００２５】
　本明細書に記載した結果には、不安定狭心症及び急性心筋梗塞において、血清ＭＭＰ‐
３濃度が上昇することが示されている。したがって、ＭＭＰ‐３を、炎症性心臓疾患、特
に急性冠症候群の早期バイオマーカーとして用いることができる。さらに、ＳＧＯＴ濃度
は、不安定狭心症及び急性心筋梗塞において減少する。したがって、ＳＧＯＴを、急性冠
症候群の早期バイオマーカーとして用いることができる。
【００２６】
　本発明による方法は、患者から採取した生体サンプル（例えば、全血、血漿、血清、尿
など）中のＭＭＰ‐３濃度及びＳＧＯＴ濃度の少なくとも一方を測定すること、各濃度を
対照被験者のものとそれぞれ比較すること、対照被験者のものと比較してＭＭＰ‐３濃度
又はＳＧＯＴ濃度に基づいて病状を診断すること、を含んで構成される。ＭＭＰ‐３濃度
が対照被験者のものと比較して上昇している場合、又は、ＳＧＯＴ濃度が対照と比較して
減少している場合、患者はＡＣＳであると診断される。
【００２７】
　ＭＭＰ‐３の場合、代表的な対照値は約０．１～０．８ｎｇ／ｍＬの範囲にあり、患者
のサンプル中の濃度が約１ｎｇ／ｍＬ以上であると、陽性と診断される。ＭＭＰ‐３の上
昇値は、代表的には約１．５～２．０ｎｇ／ｍＬの範囲にある。
【００２８】
　ＳＧＯＴの場合、代表的な対照値は約１７～２５μｇ／ｍＬの範囲であり、患者のサン
プル中の免疫学的濃度が約１０μｇ／ｍＬ以下であると、陽性と診断される。ＳＧＯＴは
、多くの場合、酵素学的に測定される。しかしながら、ここでは、酵素的に非活性なＳＧ
ＯＴ及び酵素的に活性なＳＧＯＴを含むタンパク質の存在量を測定する。免疫学的ＳＧＯ
Ｔ濃度の減少値がとりうる代表的な範囲は、約１５～１μｇ／ｍＬである。
【００２９】
　ＭＭＰ‐３及びＳＧＯＴは、それぞれ抗ＭＭＰ‐３ポリクローナル抗体及び抗ＳＧＯＴ
ポリクローナル抗体によって、又は対応するモノクローナル抗体によって、捕捉される。
この診断方法は、ＩＬ‐１８、第ＶＩＩ因子、ＩＣＡＭ‐１、クレアチンキナーゼＭＢ、
ＭＣＰ‐１、ミオグロビン、Ｃ反応性蛋白、フォン・ビルブラント因子、ＴＩＭＰ‐１、
フェリチン、グルタチオンＳ‐トランスフェラーゼ、前立腺特異抗原（遊離型）、ＩＬ‐
３、組織因子、アルファフェトプロテイン、前立腺酸性フォスファターゼ、幹細胞因子、
ＭＩＰ‐１β、癌胎児抗原、ＩＬ‐１３、ＴＮＦ‐α、ＩｇＥ、脂肪酸結合蛋白、ＥＮＡ
‐７８、ＩＬ‐１β、脳由来神経栄養因子、アポリポ蛋白Ａ‐Ｉ、血清アミロイドＰ、成
長ホルモン、β２‐ミクログロブリン、リポ蛋白（ａ）、ＭＭＰ‐９、甲状腺刺激ホルモ
ン、α２‐マクログロブリン、補体３（Ｃ３）、ＩＬ‐７、レプチン及びＩＬ‐６からな
る群から選択される１以上の追加分析対象物質を測定すること、追加分析対象物質の濃度
と、ＭＭＰ‐３濃度及びＳＧＯＴ濃度の少なくとも一方と、に基づいて対照被験者のそれ
と比較して患者の状態を診断すること、を含んでもよい。
【００３０】
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【表１】

【００３１】
　分析対象物質濃度は、ＥＬＩＳＡ又は後述の多重法などによるイムノアッセイを用いて
測定することができる。詳細はChandler等による米国特許第５，９８１，１８０号（Lumi
nex社）に記載がある。
【００３２】
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　不安定狭心症患者と心筋梗塞患者において、約１ｎｇ／ｍＬを超えるＭＭＰ‐３濃度が
確認された。一方、不安定狭心症患者においては、心筋特異性トロポニン及びＣ反応性蛋
白の診断上の敏感度は低かった。公表された研究では、患者の２２％のみがトロポニンＴ
で陽性を示し、患者の３６％がトロポニンＩで陽性を示し、患者の６５％がＣ反応性蛋白
濃度の上昇を示した。これは、Hamm等, N. Engl. J. Med., 1997, 337: 1648-1653、及び
Liuzzo等, N. Engl. J. Med., 1994, 331:417-424を参照されたい。しかし、両バイオマ
ーカーは、上昇時に好ましくない結果を伴っている。したがって、ＭＭＰ‐３は、トロポ
ニン及びＣ反応性蛋白が上昇しないときであっても、診断未確定のままにされかねない高
リスク患者を、潜在的に特定しうる有用な不安定プラークバイオマーカーである。特定の
メカニズムに限定することを意図するものではないが、ＭＭＰ‐３は、急性冠症候群の病
態生理に直接的に関係していると考えられる。
【００３３】
　不安定狭心症患者及び心筋梗塞患者において、１０μｇ／ｍＬ未満のＳＧＯＴ濃度が確
認された。しかし、ＳＧＯＴが、急性冠症候群の病態生理学的に果たす役割は知られてい
ない。
【００３４】
　本発明の方法に用いられる分析対象物質は、例えば、結合アッセイにより測定すること
ができる。例えば、サンドイッチイムノアッセイでは、生体サンプルからＭＭＰ‐３及び
ＳＧＯＴを、それぞれのタンパク質に対して特異的な結合親和性を有する抗体で捕捉し、
その後、それぞれの分析対象物質に対して特異的な結合親和性を有する標識抗体を用いて
検出することができる。あるいは、標準免疫組織化学法（standard immunohistochemical
 techniques）を、このような抗体を用いたＭＭＰ‐３及びＳＧＯＴの検出に用いること
もできる。ＭＭＰ‐３及びＳＧＯＴに親和性を有する抗体が利用可能である。
【００３５】
　本明細書において、「結合試薬（binding reagent）」及びこれに関連する用語は、特
異的に又は実質特異的に（即ち交叉反応性が制限されて）、他の化合物又は分子（免疫認
識ではエピトープ）と結合することが可能な任意の化合物、組成物又は分子を意味する。
結合試薬は、代表的には、抗体、好ましくはモノクローナル抗体であり、又はその誘導体
若しくは類似体であって、限定を意図するものではないが、例として、Ｆｖフラグメント
、一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）フラグメント、Ｆａｂ’フラグメント、Ｆ（ａｂ’）２フラグ
メント、ヒト化抗体及び抗体フラグメント、ラクダ化抗体及び抗体フラグメントが挙げら
れ、及び前述の多価も挙げられる。また、必要に応じて、多価結合試薬を用いてもよく、
限定を意図するものではないが、例として、単一特異性又は二重特異性抗体、例えば、ジ
スルフィド安定化Ｆｖフラグメント、ｓｃＦｖタンデム（（ｓｃＦｖ）２フラグメント）
、ダイアボディ（diabodies）、トリボディ（tribodies）又はテトラボディ（tetrabodie
s）（代表的には、共有結合した又は安定化された（即ちロイシンジッパー又はヘリック
ス安定化）ｓｃＦｖフラグメント）、が挙げられる。「結合試薬」は、更に、当該技術分
野において記載されているようなアプタマーを含む。
【００３６】
　抗体及び、その誘導体及び類似体、並びにアプタマーを含む抗原特異性結合試薬を作製
する方法は、当該技術分野において周知である。ポリクローナル抗体は、動物を免疫化す
ることで作製することができる。モノクローナル抗体は、標準（ハイブリドーマ）法によ
って作製することができる。ヒト化抗体を含む抗体誘導体及び類似体は、モノクローナル
抗体をエンコードするＤＮＡからＤＮＡフラグメントを単離し、標準法により適切な発現
ベクター内で適切なＶ領域をサブクローニングすることにより、組み換え技術により作製
することができる。ファージディスプレイ及びアプタマー技術は、文献に記載されており
、極めて親和力の弱い交差反応性を有する抗原特異性結合試薬のin vitroクローン増幅が
可能である。ファージディスプレイの試薬及びシステムは市販されており、これには、Am
ersham Pharmacia Biotech社（米国、ニュージャージー州、ピスカタウェイ）製の組み換
えファージ抗体システム（Recombinant Phage Antibody System：ＲＰＡＳ）、及びMoBiT
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ec社（米国、フロリダ州、マルコアイランド）製のｐＳＫＡＮファージミドディスプレイ
システム（pSKAN Phagemid Display System）がある。アプタマー技術は、限定を意図す
るものではないが、例えば、米国特許第５，２７０，１６３号、第５，４７５，０９６号
、第５，８４０，８６７号及び第６，５４４，７７６号に開示されている。
【００３７】
　後述するＥＬＩＳＡ及びＬｕｍｉｎｅｘ　ＬａｂＭＡＰイムノアッセイは、サンドイッ
チアッセイの例である。本明細書において、「サンドイッチアッセイ」の用語は、抗原が
２つの結合試薬（代表的には抗体）の間にサンドイッチされるイムノアッセイを意味する
。このとき、第１の結合試薬又は抗体は表面に付着し、第２の結合試薬又は抗体は検出可
能な原子団を含んで構成される。検出可能な原子団の例としては、例えば、限定を意図す
るものではないが、蛍光色素、酵素、第２の結合試薬に結合するエピトープ（例えば、第
２の結合試薬又は抗体がマウス抗体の場合、蛍光標識抗マウス抗体により検出される）、
例えば、抗原又はビオチンなどの結合ペアメンバー、が挙げられる。前記表面は、本明細
書に記載するような典型的な格子型アレイ（限定を意図しないが、例えば９６穴プレート
及び平面マイクロアレイ）の場合、平面であってもよく、又は、ビーズの「種（species
）」のそれぞれが例えば蛍光色素で標識される被覆ビーズアレイ技術（例えば、本明細書
並びに米国特許第６，５９９，３３１号、第６，５９２，８２２号及び第６，２６８，２
２２号に記載されたＬｕｍｉｎｅｘ技術）若しくは量子ドット技術（例えば、米国特許第
６，３０６，６１０号に記載）のように、非平面であってもよい。
【００３８】
　後述する実施例のビーズタイプイムノアッセイでは、Ｌｕｍｉｎａｘ　ＬａｂＭＡＰシ
ステムを利用する。このＬａｂＭＡＰシステムには、スペクトル的に異なる２つの蛍光色
素で内部が染色されたポリスチレンミクロスフィアが含まれる。この２つの蛍光色素の正
確な割合を利用して、固有のスペクトルアドレスを有する１００の異なるミクロスフィア
セットを含むアレイが作製される。ミクロスフィアセットのそれぞれは、その表面上に異
なる反応物質を保持することができる。各ミクロスフィアセットは、それぞれのスペクト
ルアドレスにより区別可能であるため、最大で１００の異なる分析対象物質を１つの反応
槽で同時に測定するように組み合わせることができる。レポーター分子にカップリングし
た第３の蛍光色素で、ミクロスフィア表面で起きた生体分子の相互作用を定量する。各ミ
クロスフィアは、急速に流れる流体ストリームの状態でＬｕｍｉｎｅｘアナライザの２つ
の異なるレーザを通り過ぎる際に、個々に調べられる。ここでは、ミクロスフィアビーズ
を、スペクトルアドレスを基に高速デジタル信号処理により分類し、その表面上で起きた
反応を１サンプルあたり数秒間で定量する。
【００３９】
　本明細書に記載されるアッセイには、以下の幾つかの理由から、ビーズタイプイムノア
ッセイを用いることが好ましい。まず、ＥＬＩＳＡ等と比較すると、コストと処理量との
面でビーズの方が格段に優れている。代表的な平面抗体マイクロアレイ技術（例えば、BD
 Biosciences Clontech社（米国、カリフォルニア州、パロアルト）製のBD Clontech抗体
アレイの性質）と比較すると、ビーズ技術では、血漿サンプルや血清サンプルについて、
再現性、コスト及び作業時間の面で固有の困難性を伴う前処理や力価測定が要求されない
ため、定量化を目的としたときに、ビーズの方が格段に優れている。本発明において他の
イムノアッセイ（限定を意図しないが、例えば、ＥＬＩＳＡ、ＲＩＡ及び抗体マイクロア
レイ技術）を用いることも可能ではあるが、以上の理由から好ましくない。本明細書にお
いて「イムノアッセイ」とは、サンドイッチアッセイのみではなく、典型的には、所望の
血液バイオマーカー、すなわち、ＭＭＰ‐３、ＳＧＯＴ、ＩＬ‐１８、第ＶＩＩ因子、Ｉ
ＣＡＭ‐１、クレアチンキナーゼＭＢ、ＭＣＰ‐１、ミオグロビン、Ｃ反応性蛋白、ＴＩ
ＭＰ‐１、フェリチン及びグルタチオンＳ‐トランスフェラーゼ、又はこれらの組み合わ
せ、の少なくとも１つを検出及び定量することが可能な免疫分析を意味する。
【００４０】
　１、２、３、４又はそれ以上のバイオマーカー（ＭＭＰ‐３、ＳＧＯＴ、ＩＬ‐１８、
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第ＶＩＩ因子、ＩＣＡＭ‐１、クレアチンキナーゼＭＢ、ＭＣＰ‐１、ミオグロビン、Ｃ
反応性蛋白、フォン・ビルブラント因子、ＴＩＭＰ‐１、フェリチン、グルタチオンＳ‐
トランスフェラーゼ、前立腺特異抗原（遊離型）、ＩＬ‐３、組織因子、アルファフェト
プロテイン、前立腺酸性フォスファターゼ、幹細胞因子、ＭＩＰ‐１β、癌胎児抗原、Ｉ
Ｌ‐１３、ＴＮＦ‐α、ＩｇＥ、脂肪酸結合蛋白、ＥＮＡ‐７８、ＩＬ‐１β、脳由来神
経栄養因子、アポリポ蛋白Ａ‐Ｉ、血清アミロイドＰ、成長ホルモン、β２‐ミクログロ
ブリン、リポ蛋白（ａ）、ＭＭＰ‐９、甲状腺刺激ホルモン、α２‐マクログロブリン、
補体３（Ｃ３）、ＩＬ‐７、レプチン及びＩＬ‐６）の血中濃度測定アッセイにより得ら
れたデータは、心臓発作患者である可能性を判断するために利用することができる。本明
細書に示されるように、以下の条件のうち患者の血中において、１以上、２以上、代表的
には、３又は４以上の条件が満たされると、その患者は心臓発作を起こしているか又は既
に起こした可能性が極めて高いといえる。ＭＭＰ‐３（約１ｎｇ／ｍＬ以上）、ＳＧＯＴ
（約１０μｇ／ｍＬ以下）、ＩＬ‐１８（約３００ｐｇ／ｍＬ以上）、第ＶＩＩ因子（約
３２０ｎｇ／ｍＬ以上）、ＩＣＡＭ‐１（約１７０ｎｇ／ｍＬ以上）、クレアチンキナー
ゼＭＢ（約５ｎｇ／ｍＬ以上）、ＭＣＰ‐１（約２７５ｐｇ／ｍＬ以上）、ミオグロビン
（約３０ｎｇ／ｍＬ以上）、Ｃ反応性蛋白（約１１μｇ／ｍＬ以上）、ＴＩＭＰ‐１（約
１２０ｎｇ／ｍＬ以上）、フェリチン（約３００ｎｇ／ｍＬ以上）又はグルタチオンＳ‐
トランスフェラーゼ（約２ｎｇ／ｍＬ以上）。一実施形態では、正常患者又は対照患者の
母集団における任意のバイオマーカーの濃度と比較したＭＭＰ‐３の上昇濃度又はＳＧＯ
Ｔの減少濃度は、それぞれが単独で、９７～９９％レベルの確実性をもって、患者にＡＣ
Ｓが存在することを示している（本明細書において後述する表２を参照）。
【００４１】
　本明細書の開示において、「血液」とは、本明細書に記載される方法によって分析され
るあらゆる血液分画（例えば、血清）をも含むものである。血清は、試験可能な血液分画
であって、後述する実施例でも試験される標準的な血液分画である。ここでは、特定のバ
イオマーカーの血中濃度を測定するため、あらゆる適切な血液分画を用いても、血中濃度
の測定試験を行うことができる。また、この場合、データはその分画中に存在する値とし
て報告される。限定を意図しない例として、バイオマーカーの血中濃度は、５０ｐｇ／ｍ
Ｌ血清と表記される。
【００４２】
　上述のように、本発明は、特異的に特定される血液バイオマーカーの濃度を測定するこ
とによりＡＣＳを診断する方法を提供する。更に、症状発現前のＡＣＳを検出する方法で
あって、患者の血中において特異的に特定されるバイオマーカーの存在及び速度（veloci
ty）の少なくとも一方を測定すること、を含んで構成される方法を提供する。ここで、「
速度」とは、患者の血中におけるバイオマーカー濃度の経時変化を意味する。時系列のデ
ータは、ＡＣＳの臨床的な発症を予測するために、患者の血中における特異的なバイオマ
ーカーの速度を測定する際に有用である。症状発現前のＡＣＳの指標となる実証可能な速
度を有するバイオマーカーには、ＭＭＰ‐３、ＩＬ‐１８、第ＶＩＩ因子、ＩＣＡＭ‐１
、クレアチンキナーゼＭＢ、ＭＣＰ‐１、ミオグロビン、Ｃ反応性蛋白、フォン・ビルブ
ラント因子、ＴＩＭＰ‐１、フェリチン、グルタチオンＳ‐トランスフェラーゼ、前立腺
特異抗原（遊離型）、ＩＬ‐３、組織因子、アルファフェトプロテイン、前立腺酸性フォ
スファターゼ、幹細胞因子、ＭＩＰ‐１β、癌胎児抗原、ＩＬ‐１３、ＴＮＦ‐α、Ｉｇ
Ｅ、脂肪酸結合蛋白、ＥＮＡ‐７８、ＩＬ‐１β、脳由来神経栄養因子、アポリポ蛋白Ａ
‐Ｉ、血清アミロイドＰ、成長ホルモン、β２‐ミクログロブリン、リポ蛋白（ａ）、Ｍ
ＭＰ‐９、甲状腺刺激ホルモン、α２‐マクログロブリン、補体３（Ｃ３）、ＩＬ‐７、
レプチン及びＩＬ‐６、（これらは、ＡＣＳの臨床的発症前の約１～２４ヶ月から濃度が
上昇する）、及びＳＧＯＴ（これは、ＡＣＳの臨床的発症前の約１～２４ヶ月から濃度が
減少する）が挙げられる。
【実施例１】
【００４３】
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　患者母集団
　患者母集団は、ＣＫＭＢ及びトロポニンの濃度上昇を基に選択した。これら両酵素を、
各患者に対し、病院においてＡＣＳの確定的な診断が下されるまでを経時的に追跡した。
試験を行った血液のサンプルは、病院の入院時に採取した。正常患者又は対照患者の母集
団は、ウェルネスクリニック（wellness clinic）から選択した。対照患者は、循環器疾
患を患っている兆候がない患者である。全ての参加者の同意及び血液検体は、ＩＲＢ（倫
理調査委員会）プロトコルの下に得た。
【００４４】
　血液検体の採取及び保存
　１０ｍＬの末梢血を、標準静脈切開法を用いて被験者から採取した。血液サンプルは、
抗凝血薬を用いずに２つの５ｍＬレッドトップバキュテナー（vacutainer）に採取し、血
清を遠心分離した後、全ての検体を直ちに凍結し、－８０℃の専用フリーザーに保存した
。全ての血液サンプルについて、例えば、保存日、凍結解凍サイクル及び区分（distribu
tion）などの追跡情報を研究用コンピュータに記録した。
【００４５】
　Ｌｕｍｉｎｅｘアッセイの開発
　多重システムの試薬は、R&D Systems社（米国、ミネソタ州、ミネアポリス）、Fitzger
ald Industries International社（米国、マサチューセッツ州、コンコード）から購入し
た抗体ペア、又は、周知の免疫学的方法により調製した抗体ペアを用いて開発した。捕捉
抗体はモノクローナル抗体、検出抗体はポリクローナル抗体とした。捕捉抗体を、Lumine
x社（米国、テキサス州、オースティン）から購入したカルボキシル化ポリスチレンミク
ロスフィアの７４番と共有結合させた。ミクロスフィアに対する捕捉抗体の共有結合は、
Luminex社の推奨する方法で行った。つまり、ミクロスフィアの保存液を、超音波槽（Son
icor Instrument社製、米国、ニューヨーク州、コーペイグ）で２分間分散させた。２．
５×１０６ミクロスフィアのアリコートを、最終的な体積が８０μＬとなるようにｐＨ６
．１の０．１Ｍリン酸ナトリウム緩衝液（リン酸緩衝液）を含んだマイクロタイターチュ
ーブ内に再懸濁した。この懸濁液を、ミクロスフィアが均一に分散したことが確認される
まで、超音波にかけた。Ｎ‐ヒドロキシ‐スルフォシスクシンイミド（Ｓｕｌｆｏ－ＮＨ
Ｓ）及び１‐エチル‐３‐（３‐ジメチルアミノプロピル）‐塩酸カルボジイミド（Pier
ce社製）の各溶液（各５０ｍｇ／ｍＬ）を、リン酸緩衝液中で調製し、それぞれの溶液を
１０μＬずつ、反応の安定化とミクロスフィアの活性化のために、懸濁液に順次加えた。
この懸濁液を１０分間、室温でインキュベートし、その後、５０μｇの抗体を含む２５０
μＬのＰＢＳに再懸濁した。この混合物を、一晩、暗所で振盪しながらインキュベートし
た。その後、ミクロスフィアを２５０μＬのＰＢＳ‐０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０で４時間
インキュベートした。吸引後、ビーズを１ｍＬのＰＢＳ‐１％ＢＳＡ‐０．１％アジ化ナ
トリウムでブロックした。ミクロスフィアを血球計で計数し、その最終的な濃度を１ｍＬ
あたり１０６ミクロスフィアとして４℃の暗所で保存した。モノクローナル抗体のカップ
リング効率は、２０００のミクロスフィアをＰＥ結合ヤギ抗マウスＩｇＧ（PE-conjugate
d goat anti-mouse IgG）（BD Biosciences社製、米国、カリフォルニア州、サンディエ
ゴ）で染色して試験した。一方、検出抗体は、ＥＺ‐Ｌｉｎｋ　Ｓｕｌｆｏ‐ＮＨＳビオ
チン標識キット（Pierce社製、米国、イリノイ州、ロックフォード）を用い、製造者のプ
ロトコルに従ってビオチン化した。ビオチンの結合の程度は、ＨＡＢＡアッセイを用いて
測定し、その結果、タンパク質の１モルあたり、ビオチンが２０モルであった。更に、こ
のアッセイでは、検出抗体の濃度とインキュベーション時間を最適化した。新たに開発し
たアッセイの敏感度は、連続的に希釈した精製タンパク質を用いて測定した。変動係数で
表されるアッセイ内変動は、患者のサンプルの平均値を基に計算し、２つの異なる時点で
、それぞれ２回ずつ測定した。繰り返した際のアッセイ内変動は、変動平均係数で表され
る。アッセイ間変動は、標準物質とサンプルとをそれぞれ４連で試験し、評価した。平均
値は１６．５％（データは示さず）であった。新たに開発したキットを多重に組み合わせ
、交差反応性がないことをＬｕｍｉｎｅｘプロトコルにしたがって確認した。
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【００４６】
　適合した抗体サイトカイン対の商業的供給源の例としては、MAB636 EGF（R&D Systems
社製、米国、ミネソタ州、ミネアポリス）、BAF236 G-CSF（R&D Systems社製）、DY214 I
L-6（R&D Systems社製）、DY206 IL-8（R&D Systems社製）、DY208 IL-12p40（R&D Syste
ms社製）、DY1240 MCP-1（R&D Systems社製）、DY279 VEGF（R&D Systems社製）、DY293 
CA-125（M002201、M002203、Fitzgerald Industries International社製、米国、マサチ
ューセッツ州、コンコード）が挙げられる。
【００４７】
　更に、多重システム用のＣＡ‐１２５試薬は、Fitzgerald Industries International
社（米国、マサチューセッツ州、コンコード）から購入した抗体ペアを用いて開発した。
捕捉抗体はモノクローナル抗体、検出抗体はヒツジポリクローナル抗体とした。捕捉抗体
は、ＥＺ‐Ｌｉｎｋ　Ｓｕｌｆｏ‐ＮＨＳビオチン標識キット（Pierce社製、米国、イリ
ノイ州、ロックフォード）を用い、製造者のプロトコルに従って、ビオチン化した。ビオ
チンの取り込みの程度は、ＨＡＢＡアッセイを用いて測定し、その結果、タンパク質１モ
ルあたりビオチン２０モルであった。捕捉抗体は、Luminex社（米国、テキサス州、オー
スティン）から購入したカルボキシル化ポリスチレンミクロスフィアの７４番と共有結合
させた。ミクロスフィアに対する捕捉抗体の共有結合は、Luminex社の推奨する方法で行
った。つまり、ミクロスフィアの保存液を、超音波槽（Sonicor Instrument社製、米国、
ニューヨーク州、コーペイグ）で２分間分散させた。２．５×１０６ミクロスフィアのア
リコートを、最終的な体積が８０μＬとなるようにｐＨ６．１の０．１Ｍリン酸ナトリウ
ム緩衝液（リン酸緩衝液）を含んだマイクロタイターチューブ内に再懸濁した。この懸濁
液を、ミクロスフィアが均一に分散したことが確認されるまで、超音波にかけた。Ｎ‐ヒ
ドロキシ‐スルフォシスクシンイミド（Ｓｕｌｆｏ－ＮＨＳ）及び１‐エチル‐３‐（３
‐ジメチルアミノプロピル）‐塩酸カルボジイミド（Pierce社製）の各溶液（各５０ｍｇ
／ｍＬ）を、リン酸緩衝液中で調製し、それぞれの溶液を１０μＬずつ、反応の安定化と
ミクロスフィアの活性化のために、懸濁液に順次加えた。この懸濁液を１０分間、室温で
インキュベートし、その後、５０μｇの抗体を含む２５０μＬのＰＢＳに再懸濁した。こ
の混合物を、一晩、暗所で振盪しながらインキュベートした。その後、ミクロスフィアを
２５０μＬのＰＢＳ‐０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０で４時間インキュベートした。吸引後、
ビーズを１ｍＬのＰＢＳ‐１％ＢＳＡ‐０．１％アジ化ナトリウムでブロックした。ミク
ロスフィアを血球計で計数し、その最終的な濃度を１ｍＬあたり１０６ミクロスフィアと
して４℃の暗所で保存した。モノクローナル抗体のカップリング効率は、２０００のミク
ロスフィアをＰＥ結合ヤギ抗マウスＩｇＧ（PE-conjugated goat anti-mouse IgG）（BD 
Biosciences社製、米国、カリフォルニア州、サンディエゴ）で染色して試験した。更に
、このアッセイは、検出抗体の濃度とインキュベーション時間を最適化した。新たに開発
したアッセイの敏感度は、連続的に希釈した精製ＣＡ‐１２５を用いてＬｕｍｉｎｅｘア
ッセイで測定し、その結果は、２０ＩＵであった。変動係数で表されるアッセイ内変動は
、患者のサンプルの平均値を基に計算し、少なくとも２つの異なる時点で、それぞれを２
回ずつ測定した。繰り返しにおけるアッセイ内変動は、変動平均係数で表され、８．５％
であった。アッセイ間変動は、それぞれの標準物質と１０サンプルを４連で試験し、評価
した。これらのサンプルの変動は、１０～２２％の間であり、平均は１６．５％であった
。次に、抗ＣＡ‐１２５ミクロスフィアを、現在の多重キットと組み合わせた。
【００４８】
　データの統計解析
　全ての統計解析は、Ｓ‐Ｐｌｕｓ統計ソフトウェア（Math Soft社製、米国、ワシント
ン州、シアトル、１９９９年）を用いて行った。データは、まず、トレーニングセット及
びテストセットにランダムに分割し、テーブルＣに記載した。そして、ロジスティック回
帰分析（Hosmer, D W, S Lemeshow著, Applied Logistic Regression、米国、ニューヨー
ク州、ニューヨーク、John Wiley & Sons社、１９８９年）により、各バイオマーカーに
ついての最適な重みづけと、これに続いてケース（症例）判定を行う予測確率の計算と、
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に用いた。予測確率が０．５である場合は全て、予測ケース（症例）として分類した。予
測確率が０．５未満である場合は、予測コントロール（対照）として分類した。トレーニ
ングセットにロジスティックモデルを適用した後、疾病状態の分類をテストセットに対し
て計算した。
【００４９】
　結果
【００５０】
　ＬａｂＭＡＰ技術によるバイオマーカーの血清中濃度
　ＡＣＳグループ患者と対照グループ患者の血液について、異なる血清バイオマーカーの
血中濃度を、ＬａｂＭＡＰ技術を用いて多重アッセイで評価した。表１は、２つのグルー
プ間で統計的に異なった分析対象物質を示している。
【００５１】
　表２は、分析対象物質をそれぞれ個別に試験し、診断ツールとしてどの程度有用である
かを判定して得られた診断の精度を示している。本発明において選択基準の一部であるＣ
ＫＭＢの場合、８９人のうち３人がＡＣＳ発症の可能性があると認められたが、実際には
正常であった（すなわち、３件の偽陽性）。また、６人が自宅に帰されたが、実際には心
臓発作を抱えていた（すなわち、６件の偽陰性）。ＣＫＭＢにより誤診断を受けた９人と
比較して、ＭＭＰ‐３による結果のみを用いると、２人のみが誤診断であった。このこと
から、病院に入院する際の現行基準であるＣＫＭＢよりも正確な２つの新しいバイオマー
カーを見いだしたと言える。単一のバイオマーカーとして最も優れているのは、ＭＭＰ‐
３及びＳＧＯＴであるのは確実である。バイオマーカーの最良の組み合わせは、図４に示
す１２個の分析対象物質であることが確認された。
【００５２】
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【表２】

【００５３】
　近接（proximity）マップ分析
　近接マップデータ分析は、分析対象物質の濃度パターンにおける類似性に基づいて、サ
ンプルをグループ化するソフトウェアプログラムを用いて行う。固有の化学的特徴（sign
ature）は、各サンプルから測定された分析対象物質の濃度を用いて作成する。各々のサ
ンプルが有する特徴間の関係は、Ｇａｌａｘｙ（登録商標）投影（projection）により可
視化する。Ｇａｌａｘｙ（登録商標）では、可視化した際に、より近くに示された２つの
オブジェクトが、より近い化学的特徴を有すること、即ち、互いにより類似したものであ
ることを示す近接マップである。主成分分析により導かれた結果、軸は無次元であり、し
たがって、可視化によっては、ある１軸に沿って移動することが単一の値の増減を意味す
るような典型的なＸ‐Ｙ散布図とはならない。Ｇａｌａｘｙ（登録商標）の２軸は、最初
の２主成分により定義される。これは、複合データを減らす慣用的な方法である。オブジ
ェクトの配置（記録位置）は、単純な投影を行った際に起こりうるオーバーラップを最少
化する一方で、オリジナルデータの高次元空間内に存在する空間的関係の保存を最大化す
るように設計されたヒューリスティックスのセットを用いて行われる。
【００５４】
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　検査の図は、赤丸（薄灰色、ＡＣＳ患者）が青丸（濃灰色、対照）から、全てのプロッ
トについて、程度の差はあっても、極めて良好な分離を達成しつつ分離していることを示
している。図３は、最良の分離を示している。未知のサンプルを図３に示した分析対象物
質に対して試験する場合、患者（未知サンプルを採取した患者）のプロットされた位置が
、その患者が心臓発作を患っているか否かを示す。２つのクラスター間のスペースは、不
確定エリアである。図３では、ＡＣＳ患者を示す１点が、対照母集団の中ほどに位置して
いる。この結果については、偽陰性であるか又は元々の臨床診断結果が単に誤りであった
と考えられる。
【００５５】
　その後、（ＡＣＳ患者から対照を識別する際に）分類精度率を、１０重交差確認法によ
り取得して、受信者動作特性（Receiver Operating Characteristic, ＲＯＣ）曲線を作
成した。この方法の敏感度及び特異度は、被験者のそれぞれをケース又はコントロールの
何れかに分類するために使用するカットポイント（即ち、分類ツリーによる予測確率）に
よって決定される。０．５を標準カットポイントとして用いることにより（すなわち、予
測確率が０．５を超えるものを癌ケースとして分類する）、１００％の敏感度、８６％の
特異度、９３％のデータを正しく分類した分類率（correctly classified）が得られる。
特異度を９１％に固定した場合でも、９５．５％の極めて高い敏感度が得られる（この場
合も９３％の分類率が得られる）。一方、９５．３％の特異度は、８４．１％の敏感度（
及び９０．０％の分類率）に対応する。受信者動作特性（ＲＯＣ）曲線下の総面積が０．
９６６となり、１に近似する（これは、完全に分類されていることを表す）。
【実施例２】
【００５６】
　血中抗体用ＬａｂＭＡＰアッセイの開発
【００５７】
　アッセイは、フィルターボトム‐９６穴‐マイクロプレート（Millipore社製）で行っ
た。精製した任意の抗原を、抗体について上述したように、Ｌｕｍｉｎｅｘビーズとカッ
プリングした。抗原カップリングビーズは、４％ＢＳＡを含むブロッキングバッファと共
に、マイクロタイターシェーカー上で、室温で１時間プレインキュベートした。その後、
ビーズを、真空マニホールドを用いて洗浄バッファ（ＰＢＳ、１％ＢＳＡ、０．０５％Ｔ
ｗｅｅｎ２０）で３回洗浄したのち、５０μＬの１：２５０希釈血液血清と共に、４℃で
３０分間インキュベートした。この希釈溶液は、データは示していないが、前もって行っ
た血清力価測定に基づいて、抗ＩＬ‐１８ＩｇＧの回収率が最適となるように選択した。
次に、上述したような洗浄工程を繰り返し、ビーズを、ヒトＩｇＧ（Jackson Laboratori
es社製）に対するＰＥ結合抗体４μｇ／ｍＬの５０μＬ／ウェルと共に、暗所で４５分間
、一定の振盪を与えながらインキュベートした。ウェルを２回洗浄し、アッセイバッファ
を各ウェルに加え、そして、サンプルをＢｉｏ‐Ｐｌｅｘサスペンションアレイシステム
（Bio-Rad Laboratories社製、米国、カリフォルニア州、ハーキュリーズ）を用いて分析
した。検量線のために、抗原カップリングビーズを、特異的な抗原に対するヒト抗体を連
続的に希釈したものでインキュベートした。単一特異性ヒト抗体の精製は、上述のとおり
である。データ分析は、５パラメトリックカーブフィッティングを用いて行った。
【００５８】
　本発明の他の特定の態様では、本開示による１つ又は複数のマーカーの発現プロファイ
ルは、ＡＣＳにおける薬剤反応性の分子基盤を試験するための、又はＡＣＳ用薬剤の有効
性若しくはその副作用を評価するための、有用な分子ツールを提供することができる。細
胞が薬剤や他の活性分子と接触するなど様々に変更される状態に暴露されている間におい
て、ベースラインプロファイルから発現プロファイルへの変化を、このような効果の指標
として用いることができる。
【００５９】
　したがって、本発明は、ＡＣＳの治療のために薬理学的に許容される薬剤が投与される
個体と、ＡＣＳと診断されていない個体と、の双方から得た体サンプルを、本明細書に開
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示した本発明の方法による診断ステップを行うこと及び薬物治療の反応性を判定すること
を含む治療に、ＡＣＳを患う患者が反応するか否かを判断する際に用いられる試験を提供
する。
【００６０】
　本発明に係るマーカーの発現レベルについて薬（例えば医薬品化合物）の効果をモニタ
リングすることを、臨床試験に有利に適用できる。例えば、マーカー発現に影響する薬の
有効性を、ＡＣＳ治療を受ける被験者の臨床試験においてモニタリングできる。好ましい
実施形態では、本発明は、被験者の薬（例えば、アゴニスト、アンタゴニスト、ペプチド
模倣薬、タンパク質、ペプチド、核酸、小分子又は他の薬剤候補）による治療の有効性を
モニタリングする方法を提供する。この方法は、（i）薬が投与される前の被験者から投
与前サンプルを採取すること、（ii）この投与前サンプルにおける本発明に係る１以上の
選択マーカーの発現レベルを検出すること、（iii）１以上の投与後サンプルを被験者か
ら採取すること、（iv）投与後サンプルにおけるマーカーの発現レベルを検出すること、
（v）投与前のサンプルにおけるマーカーの発現レベルを投与後のサンプルにおけるマー
カーの発現レベルと比較すること、（vi）比較結果に従って被験者への薬の投与を変更す
ることを含んで構成される。
【００６１】
　例えば、新規な診断マーカーの発現を検出されたものよりも高いレベルに上昇させるた
め、すなわち、その薬の有効性を高めるために、薬の投与を修正することが望ましい。一
方、その薬の有効性を高く又は低くするために、薬の投与量をそれぞれ増加又は減少する
ことが望ましい。
【００６２】
　本明細書では、「候補薬」又は「薬剤候補」の用語は、天然又は合成分子、例えば、タ
ンパク質又はそのフラグメント、抗体、小分子阻害薬又はアゴニスト、核酸分子、例えば
、アンチセンスヌクレオチド、リボザイム、二本鎖ＲＮＡ、有機及び無機化合物等、を意
味する。
【００６３】
　本発明の他の特定の態様では、心臓発作（又はＡＣＳ）を起こしているか又は起こすリ
スクのある被験者を治療するための予防的及び治療的な方法の両方についての方法を提供
する。これにより、心臓発作に特徴的な症状の発現前に、予防薬を投与できるようになり
、ＡＣＳの発生を防ぎ又はその進行を遅延させるようになる。
【００６４】
　限定を意図するものではないが、適切な治療薬の例としては（詳細は後述する）、アン
チセンスヌクレオチド、リボザイム、二本鎖ＲＮＡ、リガンド、小分子及びアンタゴニス
トが挙げられる。
【００６５】
　特定の実施形態では、本発明は、個人においてＡＣＳを治療する方法又は防止する方法
であって、１以上の遺伝子、遺伝子発現、又は、ＭＭＰ‐３及びＳＧＯＴの少なくとも一
方の遺伝子グループによるタンパク質（protein products）の発現や活性を変更する変更
化合物の治療有効量を、前記個人に投与するステップを含んで構成され、これによりＡＣ
Ｓの症状の少なくとも１つを改善する方法を提供する。
【００６６】
　他の態様では、本発明は、個人においてＡＣＳを治療する方法又は防止する方法であっ
て、ＩＬ‐１８、第ＶＩＩ因子、ＩＣＡＭ‐１、クレアチンキナーゼＭＢ、ＭＣＰ‐１、
ミオグロビン、Ｃ反応性蛋白、ＴＩＭＰ‐１、フェリチン、及び、グルタチオンＳ‐トラ
ンスフェラーゼ、の少なくとも１つの遺伝子グループの遺伝子又は遺伝子発現産物の１以
上について、その発現又は活性を変更する変更化合物の治療有効量を、前記個人に投与す
るステップを含んで構成され、これによりＡＣＳの症状の少なくとも１つを改善する方法
を提供する。
【００６７】
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　本発明の他の特定の態様では、本発明による診断マーカーの異なる発現の効力により、
ある患者における特定の薬物治療がＡＣＳ治療に関して有効となりうるか否かを予測する
際の確実性を高めるために、そのマーカーを利用することが可能である。即ち、本発明は
、ＡＣＳ治療に用いる候補薬を特定する方法を提供する。この方法は、ａ）毒性に曝され
た組織サンプル、好ましくは心臓組織のサンプルを候補薬に接触させること、ｂ）ＭＭＰ
‐３及びＳＧＯＴの少なくとも１つから選択される１以上の遺伝子に対応する遺伝子又は
タンパク質の発現レベルを前記組織から測定して、第１セットの値を得ること、ｃ）前記
第１セットの値を、ステップｂ）と同一の遺伝子について同一の条件下（但し、候補薬は
含まない）で毒性に曝された組織において評価して得た遺伝子発現レベルに対応する第２
セットの値と比較することを含んで構成され、ここで、第１の値が、実質的に、ＭＭＰ‐
３及びＳＧＯＴの少なくとも一方の発現に関して、第２の値以上であることが、候補薬が
ＡＣＳの症状を改善する指標となることを特徴とする。同様に、第１の値が、実質的に、
ＩＬ‐１８、第ＶＩＩ因子、ＩＣＡＭ‐１、クレアチンキナーゼＭＢ、ＭＣＰ‐１、ミオ
グロビン、Ｃ反応性蛋白、ＴＩＭＰ‐１、フェリチン、及びグルタチオンＳ‐トランスフ
ェラーゼの少なくとも１つの発現に関して、第２の値以下であることが、候補薬がＡＣＳ
の症状を改善する指標となる。
　本発明の他の特定の態様では、ＡＣＳの治療に使用される候補薬を特定する方法を提供
する。この方法は、（ａ）毒性に曝された組織サンプル、好ましくは心臓組織サンプルを
候補薬に接触させること、（ｂ）ＭＭＰ‐３、ＳＧＯＴ、ＩＬ‐１８、第ＶＩＩ因子、Ｉ
ＣＡＭ‐１、クレアチンキナーゼＭＢ、ＭＣＰ‐１、ミオグロビン、Ｃ反応性蛋白、ＴＩ
ＭＰ‐１、フェリチン及びグルタチオンＳ‐トランスフェラーゼから選択される１以上の
遺伝子に対応する組織における遺伝子又はタンパク質の発現レベルを前記組織から測定し
て、第１セットの値を得ること、（ｃ）前記第１セットの値を、ステップｂ）と同一の遺
伝子について同一の条件下（但し、候補薬は含まない）で毒性に曝された組織において評
価して得た発現レベルに対応した第２セットの値と比較することを含んで構成され、ここ
で、第１の値が、実質的に、前記遺伝子発現に関して、第２の値よりも大きいことが、候
補薬がＡＣＳの症状を改善する指標となることを特徴とする。好ましい実施形態では、Ｍ
ＭＰ‐３及びＳＧＯＴの遺伝子の少なくとも１つが、このアッセイで用いられる。
【００６８】
　好ましい実施形態において、遺伝子発現レベルを測定する手段は、マーカー遺伝子に特
異的なオリゴヌクレオチドを含んで構成される。更に好ましい実施形態は、ノーザンブロ
ット分析、逆転写ＰＣＲ又はリアルタイム定量ＰＣＲ、枝分かれ（branched）ＤＮＡ法、
ＮＡＳＢＡ法（nucleic acid sequence based amplification）、ＴＭＡ法（transcripti
on-mediated amplification）、ＲＰＡ（ribonuclease protection assay）、及びマイク
ロアレイから選択される方法である。本明細書で開示されるマーカー遺伝子の配列は、Ｇ
ＥＮＢＡＮＫなどの公的にアクセス可能な遺伝子バンクから確実に入手可能であり、本明
細書中では、簡潔に記載するため詳述しない。
【００６９】
　本明細書に開示する新規マーカーにより得られるｍＲＮＡ転写レベルを測定する際に特
に有用な方法には、オリゴヌクレオチドの配列アレイに対する標識ｍＲＮＡのハイブリダ
イゼーションが含まれる。このような方法では、複数のこれら遺伝子の転写レベルを同時
に測定して、遺伝子発現プロファイル又はパターンを作成することができる。他の実施形
態では、被験者から採取したサンプルから得られた遺伝子発現プロファイルを、無病被験
者から採取したサンプルから得られた遺伝子発現プロファイルと比較することができ、こ
れにより、被験者がＡＣＳを発症しているか又はＡＣＳの発症リスクを有しているか否か
を判断することができる。
【００７０】
　マーカーの遺伝子発現は、ＲＴ‐ＰＣＲ、ハイスループット技術を用いたキットの形で
評価されることが好ましい。周知技術のＲＴ‐ＰＣＲ反応では、ＰＣＲの間にＴａｑＭａ
ｎプローブを分割するために、ＡｍｐｌｉＴａｑＧｏｌｄＤＮＡポリメラーゼの５’ヌク
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レアーゼ活性を利用する。このプローブは、５’レポーター色素及び３’クエンチャー色
素を有するオリゴヌクレオチド（通常は＞２０ｍｅｒ）を含む。蛍光レポーター色素、例
えばＦＡＭ（６‐カルボキシフルオレセイン）、は、オリゴヌクレオチドの５’末端に共
有結合して連結する。このレポーターは、３’末端に位置するリンカーアーム（linker a
rm）を介してＴＡＭＵＲＡ（６‐カルボキシ‐Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’‐テトラメチルローダ
ミン）により消光される。
【００７１】
　それぞれのマーカーに用いられるオリゴヌクレオチドプローブは、それらマーカーの遺
伝子のヌクレオチド配列から得られるものであるが、現在、適切なオリゴヌクレオチド配
列の選択は、当業者にとって標準ルーチン技術的な事項である。また、本明細書に記載さ
れる遺伝子のそれぞれのＤＮＡ配列は、自由に入手可能であるので、本明細書では記述し
ない。
【００７２】
　また、薬物スクリーニング法に加えて、周知の無細胞アッセイを、タンパク質やその結
合パートナーの活性を変化させるために、本明細書中に記載したマーカー（例えばＭＭＰ
‐３、ＳＧＯＴ）によりコードされるタンパク質と相互に作用することのできる化合物の
特定に用いることもできる。さらに、無細胞アッセイを、コードされたタンパク質と、そ
の結合パートナー、例えば、標的ペプチドと、の間の相互作用を変更する化合物の特定に
用いることもできる。
【００７３】
　一実施形態では、このような化合物を特定する無細胞アッセイは、結合パートナー（例
えば、生物活性のない標的ペプチド又は小分子）の存在下又は非存在下におけるマーカー
タンパク質及び試験化合物若しくは試験化合物のライブラリを含む反応混合物を含んで構
成される。また、分子間の相互反応は、光学現象である表面プラズモン共鳴を検出するリ
アルタイムＢＩＡ（生物分子相互作用解析）、Pharmacia Biosensor（ＡＢ）を用いて評
価することができる。タンパク質とその結合パートナーとの間の複合体の構成は、検出可
能に標識されたタンパク質、例えば、放射性標識、蛍光標識又は酵素標識タンパク質、又
はその結合パートナーを用いて、イムノアッセイ又はクロマトグラフ検出により検出する
ことができる。
【００７４】
　他の実施形態では、標的ＲＮＡ（好ましくはｍＲＮＡ）種の活性、特にその翻訳速度を
、アンチセンス核酸で制御可能に処理することにより制御可能に阻害することができる。
本明細書において用いる「アンチセンス」核酸は、コード又は非コード領域に相補的な幾
つかの配列により、標的ＲＮＡの配列特異的な（例えば、non-poly A）タンパク質、例え
ば翻訳開始領域とハイブリダイズすることができる核酸を意味する。本発明のアンチセン
ス核酸は、オリゴヌクレオチドであってもよく、このオリゴヌクレオチドは、二本鎖若し
くは一本鎖ＲＮＡ若しくはＤＮＡ又はその修飾若しくは誘導体であり、制御可能な方法で
細胞に直接投与されるか、又は、標的ＲＮＡの翻訳を撹乱（perturb）するために充分に
制御可能な量の外因性導入配列の転写により細胞内に生産される。
【００７５】
　好ましくは、アンチセンス核酸は、少なくとも６ヌクレオチドであり、好ましくはオリ
ゴヌクレオチドである（６～約２００オリゴヌクレオチドの範囲）。
【００７６】
　上述のように、アンチセンスヌクレオチドを、様々な技術により、本明細書中に記載し
た遺伝子を発現する細胞へin vivoで送達することができる。この技術としては、例えば
、細胞表面に発現するレセプター又は抗原と特異的に結合するペプチド又は抗体にアンチ
センスヌクレオチドを連結し心臓細胞を標的とした修飾アンチセンスヌクレオチドを投与
することで、リポソーム内に封入されたアンチセンスヌクレオチドを心臓組織に直接注入
するものがある。
【００７７】
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　しかしながら、上記の送達方法では、内因性ｍＲＮＡの翻訳を阻害するために充分な細
胞内濃度を達成することが難しい。したがって、他の実施形態では、発現構造体を形成す
るために、アンチセンスヌクレオチド配列を含んで構成される核酸を、プロモータ（即ち
、特定遺伝子の転写を開始するために要求されるＤＮＡ配列）の転写制御下に位置させる
。本発明のアンチセンス核酸は、外因性配列からの転写により細胞内に制御可能に発現す
る。発現が高いレベルで起こるように制御される場合、飽和状態の撹乱又は修飾が起こる
。結論として、アンチセンス核酸を、本文中に記載したマーカー遺伝子を含むあらゆるｍ
ＲＮＡ配列のほとんどを標的にするためにルーチンで設計することができ、そして、有効
量且つ制御可能な量又は飽和量のアンチセンス核酸を発現させるように、細胞を、このよ
うなアンチセンス配列をコードする核酸でルーチンに形質転換すること又は暴露すること
ができる。したがって、細胞中のほとんどのあらゆるＲＮＡ種の翻訳であっても修飾又は
撹乱することができる。
【００７８】
　また、マーカータンパク質の活性は、外因性薬又はリガンドに暴露する制御方法又は飽
和方法により修飾又は撹乱することができる。本発明の方法は、多くの場合、様々な心疾
患治療薬の有用性の試験又は確認に適用されるため、薬物暴露は、ｍＲＮＡ及び発現タン
パク質の双方の細胞構成要素を修飾・撹乱する重要な方法である。
【００７９】
　好ましいケースでは、薬は、細胞内のただ１つのマーカータンパク質とだけ相互に作用
し、その１つのマーカータンパク質の活性だけを変化させること、即ち、活性を上昇又は
下降させることが知られている。薬の量を変化させるための細胞の段階的な暴露により、
マーカータンパク質をインプットとするネットワークモデルの段階的な撹乱が引き起こさ
れる。飽和暴露により飽和修飾又は撹乱が引き起こされる。
【００８０】
　「アンタゴニスト」の用語は、遺伝子によってコードされたタンパク質に結合したとき
に、その活性を阻害する分子を意味する。アンタゴニストには、限定を意図するものでは
ないが、ペプチド、タンパク質、炭水化物及び小分子が含まれる。特に有用な実施形態に
おいて、アンタゴニストは、開示したマーカー（例えば、ＭＭＰ‐３及びＳＧＯＴの少な
くとも一方）に特異的な抗体である。この抗体は単体では、治療のエフェクターとして働
いてもよく、また、殺細胞効果を実際に生じるために他の細胞を補充してもよい。
【００８１】
　アンチセンスヌクレオチドを用いて治療する場合、本方法は、上記特定された少なくと
も１つのマーカーから得られるアンチセンスヌクレオチド配列を含んで構成される分離核
酸分子の治療有効量を投与することを含んで構成される。このアンチセンスヌクレオチド
は少なくとも１つの遺伝子の転写・翻訳を変化させる能力を有する。アンタゴニストを用
いて治療する場合、本方法は、被験者に、上記特定された少なくとも１つのマーカーによ
りコードされたタンパク質を阻害する又は活性化するアンタゴニストの治療有効量を投与
することを含んで構成される。
【００８２】
　アンチセンスヌクレオチド、リボザイムをコードするヌクレオチド配列、二本鎖ＲＮＡ
又はアンタゴニストを含んで構成される分離核酸分子の「治療有効量」とは、これら治療
薬について、ＡＣＳを治療するために充分な量を意味する。この治療有効量は、当業者に
よって適切に決定されるものである。あらゆる治療法について、治療有効量（therapeuti
cally effective dose）が、初期に、細胞培養アッセイ（例えば新生細胞の細胞培養アッ
セイ）又は動物モデル（一般的には、ラット、マウス、ウサギ、イヌ又はブタ）において
推定される。また、動物モデルは、適切な濃度範囲又は投与経路を決定するために用いて
もよい。このような情報は、その後、ヒトに投与する際に、有用な用量及び経路を決定す
るために用いることができる。
【００８３】
　治療効果及び毒性は、細胞培養又は実験動物での標準的な薬理学的方法、例えば、ＥＤ
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５０（母集団の５０％に治療効果が現れる用量）及びＬＤ５０（母集団の５０％が致死す
る用量）などにより確認してもよい。毒性作用と治療効果との間の用量比が治療指数であ
り、ＬＤ５０／ＥＤ５０の比として表される。高い治療指数を示すアンチセンスヌクレオ
チド、リボザイム、二本鎖ＲＮＡ及びアンタゴニストが好ましい。細胞培養アッセイ及び
動物実験により得られたデータは、ヒトに使用する際の用量範囲を作成するために用いら
れる。このような組成を含む用量は、毒性がほとんどないか又は全くないＥＤ５０を考慮
した血中濃度の範囲内にあることが好ましい。用量は、採用される剤形、患者の感度、投
与経路によって、その範囲内で変化する。
【００８４】
　正確な用量は、治療を必要とする被験者に関するファクターを考慮して、医師により決
定されてもよい。用量及び用法は、活性部分の十分な濃度を提供するように又は所望の効
果を維持するように、調節される。考慮されるファクターには、病状の重症度、被験者の
全体的な健康状態、被験者の年齢、体重及び性別、食事、投与の時間及び頻度、複合薬、
反応感度、並びに治療に対する耐性と反応、が含まれる。
【００８５】
　標準的な用量は、投与経路によって、０．１～１００，０００マイクログラムの範囲に
あり、最大で総用量は約１ｇである。特定の用量及び送達方法に関するガイドラインは、
文献により提供されており、当技術分野における医師であれば一般的に入手可能である。
当業者であれば、アンタゴニストの処方とは異なるヌクレオチドの処方を採用することも
できる。
【００８６】
　治療への応用では、アンチセンスヌクレオチド、リボザイムをコードするヌクレオチド
配列、二本鎖ＲＮＡ（リポソームに封入されているか又はウイルスベクターに組み込まれ
ている）及び抗体が、１以上の薬理学的に許容される担体と共に治療薬を含む薬理学的な
組成物として、好ましく投与される。この組成物は、単体で、又は、少なくとも１つの他
の薬剤（agent）（例えば安定化化合物等）との組み合わせで、投与されてもよく、限定
を意図するものではないが、生理食塩水、緩衝生理食塩水、ブドウ糖及び水を含むあらゆ
る無菌の生体適合性薬理学的担体によって投与されてもよい。この組成物は、単体で、又
は、少なくとも１つの他の薬剤、治療薬（drug）若しくはホルモンとの組み合わせで、患
者に投与してもよい。
【００８７】
　薬理学的組成物は、複数の経路で投与されてもよく、これには、限定を意図するもので
はないが、経口、静脈内、筋肉内、関節内、動脈内、髄内、髄腔内、脳室内、経皮、皮下
、腹腔内、鼻腔内、腸内、局所性、舌下、又は直腸による投与手段が含まれる。活性成分
に加え、これらの薬理学的組成物は、活性化学物質を、薬として用いることのできる製剤
に加工することを容易にする賦形剤及び助剤を含む薬理学的に許容される適当な担体を含
んでもよい。
【００８８】
　経口投与用の薬理学的な組成物は、経口投与に適した用量で、当該技術分野において周
知の薬理学的に許容される担体を用いて、製剤化される。このような担体は、患者の経口
摂取のために、薬理学的な組成物を、錠剤、丸剤、カプセル剤、液剤、ゲル剤、シロップ
剤、スラリー剤、懸濁剤などとして製剤することができる。
【００８９】
　本明細書においては本発明の特定の実施形態について、本発明を説明する目的で記述し
たが、これは限定を目的としたものではなく、当業者であれば、本発明の原理及び範囲の
内で特許請求の範囲に記載された発明から逸脱することなく、細部、材料、部分ごとの並
びについて変更を様々に加え得ることが理解されるものと考える。
【図面の簡単な説明】
【００９０】
【図１】右余白に示すバイオマーカー群について試験した液体サンプルを採取した患者に
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おける、近接マップの投影図である。近接マップ分析の結果は、挙げられた全てのバイオ
マーカーを検討すると、ＡＣＳの正しい診断に関して、正確度は約９８％であることを示
している。ここで、心臓発作（又はＡＣＳ）を起こしている被験者は図の左手（赤又は薄
灰色で示された点）に、心臓発作を起こしていない被験者は図の右手に（青又は濃灰色で
示された点）に示されている。
【図２】右余白に示すバイオマーカー群について試験した液体サンプルを採取した患者に
おける、近接マップの投影図である。近接マップ分析の結果は、挙げられた全てのバイオ
マーカーを検討すると、ＡＣＳの正しい診断に関して、正確度は約９７％であることを示
している。ここで、心臓発作（又はＡＣＳ）を起こしている被験者は図の左手（赤又は薄
灰色で示された点）に、心臓発作を起こしていない被験者は図の右手に（青又は濃灰色で
示された点）に示されている。
【図３】右余白に示すバイオマーカー群について試験した液体サンプルを採取した患者に
おける近接マップの投影図である（但し、バイオマーカー、組織因子及びｖＷＦ、の結果
は分析から除外した）。近接マップ分析の結果は、挙げられた全てのバイオマーカーを検
討すると、ＡＣＳの正しい診断に関して、正確度は約９９％であることを示している。こ
こで、心臓発作（又はＡＣＳ）を起こしている被験者は図の左手（赤又は薄灰色で示され
た点）に、心臓発作を起こしていない被験者は図の右手に（青又は濃灰色で示された点）
に示されている。
【図４】右余白に示すバイオマーカー群について試験した液体サンプルを採取した患者に
おける、近接マップの投影図である。近接マップ分析の結果は、挙げられた全てのバイオ
マーカーを検討すると、ＡＣＳの正しい診断に関して、正確度は約９４％であることを示
している。ここで、心臓発作（又はＡＣＳ）を起こしている被験者は図の左手（赤又は薄
灰色で示された点）に、心臓発作を起こしていない被験者は図の右手に（青又は濃灰色で
示された点）に示されている。
【図５】右余白に示すバイオマーカー群について試験した液体サンプルを採取した患者に
おける、近接マップの投影図である。近接マップ分析の結果は、挙げられた全てのバイオ
マーカーを検討すると、ＡＣＳの正しい診断に関して、正確度は約９７％であることを示
している。ここで、心臓発作（又はＡＣＳ）を起こしている被験者は図の左手（赤又は薄
灰色で示された点）に、心臓発作を起こしていない被験者は図の右手に（青又は濃灰色で
示された点）に示されている。
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