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(57)【要約】
本発明の主題は、NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPのレベルを検出することを含む、
急性冠症候群を経験した患者におけるその後の心血管イベント（例えば、冠状動脈性心疾
患による死亡、非致死性心筋梗塞、虚血性脳卒中、不安定狭心症の反復入院加療、心停止
）のリスクを同定するためのバイオマーカー及び方法である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　具体的には文書化された最近の急性冠症候群（ACS）、より具体的には急性期後冠症候
群（ACS）（post Acute Coronary Syndrome）、最も具体的には最近のACSを経験した、安
定なCHDに罹患している被験体を、心血管イベント、具体的には他の心血管イベント、よ
り具体的には二次性心血管イベントのリスクが高まっていると同定する方法であって、
　ａ）被験体のサンプル中のプロホルモン脳性ナトリウム利尿ペプチドのＮ末端（NT-pro
BNP）、ホモシステイン、及びＣ反応性タンパク質（CRP）の量を検出すること、
　ｂ）前記NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの量を、NT-proBNP、ホモシステイン、
及びCRPの基準量と比較すること、並びに
　ｃ）前記サンプル中の前記NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの量が前記NT-proBNP
、ホモシステイン、及びCRPの基準量よりも多い場合、前記被験体を心血管イベント、具
体的には他の心血管イベント、より具体的には二次性心血管イベントのリスクが高まって
いると同定すること
を含む方法。
【請求項２】
　前記心血管イベントが、心血管系死亡、非致死性心筋梗塞（ＭＩ）、虚血由来の非致死
性脳卒中、不安定狭心症の入院加療、及び冠血行再建、及び心停止から選択される、請求
項１記載の方法。
【請求項３】
　前記検出が、インビトロで前記サンプルを検出剤の組合せと接触させることを含み、各
剤が、バイオマーカーのうちの１つに対して特異的結合親和性を有する、請求項２又は３
記載の方法。
【請求項４】
　前記剤が、抗体又はその断片である、請求項３記載の方法。
【請求項５】
　前記サンプルが、血清又は血液のサンプルである、請求項１～４のいずれか一項記載の
方法。
【請求項６】
　前記サンプル中の前記NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの量が、これらのそれぞれ
の基準量の中央値よりも多い場合、前記被験体が、心血管イベント、具体的には他の心血
管イベント、より具体的には二次性心血管イベントのリスクが高いと同定される、請求項
１～５のいずれか一項記載の方法。
【請求項７】
　前記サンプル中の前記NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの量が、これらのそれぞれ
の基準量の中央値よりも少ない場合、前記被験体が、その後の心血管イベントのリスクが
低いと同定される、請求項１～５のいずれか一項記載の方法。
【請求項８】
　前記サンプル中の前記NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの量が、これらのそれぞれ
の基準量の第四四分位範囲内である場合、前記被験体が、心血管イベント、具体的には他
の心血管イベント、より具体的には二次性心血管イベントのリスクが高まっていると同定
される、請求項１～６のいずれか一項記載の方法。
【請求項９】
　前記被験体が、心血管イベント、具体的には他の心血管イベント、より具体的には二次
性心血管イベントのリスクが高まっていると同定された場合、心血管疾患を処置するため
の療法を推奨する工程を更に含む、請求項１～６のいずれか一項記載の方法。
【請求項１０】
　前記被験体が、心血管イベント、具体的には他の心血管イベント、より具体的には二次
性心血管イベントのリスクが高まっていると同定された場合、心血管疾患を処置するため
に薬剤を前記被験体に投与する工程を更に含む、請求項１～６のいずれか一項記載の方法
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。
【請求項１１】
　前記療法が、研究用新薬療法を含む、請求項９又は１０記載の方法。
【請求項１２】
　請求項１～１０のいずれか一項記載の方法の実行に適応した装置であって、
　ａ）NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPに特異的に結合する検出剤の組合せを含む分
析ユニットであって、インビトロで被験体由来のサンプルを前記検出剤と接触させるのに
適応した分析ユニットと；
　ｂ）データベース及び前記データベースにおけるコンピュータによって実施されるアル
ゴリズムを有する演算装置を含む評価ユニットであって、前記コンピュータによって実施
されるアルゴリズムが、前記演算装置によって実行されたとき、前記被験体由来のサンプ
ル中のバイオマーカーの量を測定し、そして、測定されたNT-proBNP、ホモシステイン、
及びCRPの量を対応するNT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの基準量と比較し、そして
、測定工程において測定された前記NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの量が、前記対
応するNT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの基準量よりも多い場合、心血管イベント、
具体的には他の心血管イベント、より具体的には二次性心血管イベントのリスクが高まっ
ているという診断を下す評価ユニットと
を含む装置。
【請求項１３】
　前記データベースが、NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの基準量を更に含む、請求
項１１記載の装置。
【請求項１４】
　NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRP用の検出剤と、前記方法を実行するための指示書
とを含む、請求項１～１０のいずれか一項記載の方法の実行に適応したキット。
【請求項１５】
　NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRP用の検出剤の組合せを更に含む、請求項１４記載
のキット。
【請求項１６】
　急性冠症候群後、より具体的には最近の急性冠症候群後、被験体を、心血管イベント、
具体的には他の心血管イベント、特に二次性心血管イベントを経験するリスクが高まって
いると同定する方法であって、
　ａ）被験体のサンプル中のプロホルモン脳性ナトリウム利尿ペプチドのＮ末端（NT-pro
BNP）、ホモシステイン、及びＣ反応性タンパク質（CRP）の量を検出すること、
　ｂ）前記NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの量を、NT-proBNP、ホモシステイン、
及びCRPの基準量と比較すること、並びに
　ｃ）前記サンプル中の前記NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの量が前記NT-proBNP
、ホモシステイン、及びCRPの基準量よりも多い場合、前記被験体を心血管イベント、具
体的には他の心血管イベント、より具体的には二次性心血管イベントのリスクが高まって
いると同定すること
を含む方法。
【請求項１７】
　具体的には文書化された最近の急性冠症候群（ACS）、より具体的には急性期後冠症候
群（ACS）、最も具体的には最近のACSを経験した、安定なCHDに罹患している被験体を、
心血管イベント、具体的には他の心血管イベント、より具体的には二次性心血管イベント
のリスクが高まっていると同定する方法であって、
　ａ）被験体のサンプル中のプロホルモン脳性ナトリウム利尿ペプチドのＮ末端（NT-pro
BNP）、ホモシステイン、及びＣ反応性タンパク質（CRP）の量を検出すること、
　ｂ）前記NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの量を、NT-proBNP、ホモシステイン、
及びCRPの基準量と比較すること、並びに
　ｃ）前記サンプル中の前記NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの量が前記NT-proBNP
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、ホモシステイン、及びCRPの基準量よりも多い場合、前記被験体を心血管イベント、具
体的には他の心血管イベント、より具体的には二次性心血管イベントのリスクが高まって
いると同定すること
からなる方法。
【請求項１８】
　前記心血管イベントが、心血管系死亡、非致死性心筋梗塞（ＭＩ）、虚血由来の非致死
性脳卒中、不安定狭心症の入院加療、及び冠血行再建、及び心停止から選択される、請求
項１７記載の方法。
【請求項１９】
　前記検出が、インビトロで前記サンプルを検出剤の組合せと接触させることを含み、各
剤が、バイオマーカーのうちの１つに対して特異的結合親和性を有する、請求項１７又は
１８記載の方法。
【請求項２０】
　前記剤が、抗体又はその断片である、請求項１９記載の方法。
【請求項２１】
　前記サンプルが、血清又は血液のサンプルである、請求項１７～２０のいずれか一項記
載の方法。
【請求項２２】
　前記サンプル中のNT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの量が、これらのそれぞれの基
準量の中央値よりも多い場合、前記被験体が、心血管イベント、具体的には他の心血管イ
ベント、より具体的には二次性心血管イベントのリスクが高いと同定される、請求項１７
～２１のいずれか一項記載の方法。
【請求項２３】
　前記サンプル中のNT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの量が、これらのそれぞれの基
準量の中央値よりも少ない場合、前記被験体が、その後の心血管イベントのリスクが低い
と同定される、請求項１７～２１のいずれか一項記載の方法。
【請求項２４】
　前記サンプル中のNT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの量が、これらのそれぞれの基
準量の第四四分位範囲内である場合、前記被験体が、心血管イベント、具体的には他の心
血管イベント、より具体的には二次性心血管イベントのリスクが高まっていると同定され
る、請求項１７～２２のいずれか一項記載の方法。
【請求項２５】
　前記被験体が、心血管イベント、具体的には他の心血管イベント、より具体的には二次
性心血管イベントのリスクが高まっていると同定された場合、心血管疾患を処置するため
の療法を推奨する工程を更に含む、請求項１７～２２のいずれか一項記載の方法。
【請求項２６】
　前記被験体が、心血管イベント、具体的には他の心血管イベント、より具体的には二次
性心血管イベントのリスクが高まっていると同定された場合、心血管疾患を処置するため
に薬剤を前記被験体に投与する工程を更に含む、請求項１７～２２のいずれか一項記載の
方法。
【請求項２７】
　前記療法が、研究用新薬療法を含む、請求項２５又は２６記載の方法。
【請求項２８】
　請求項１７～２６のいずれか一項記載の方法の実行に適応した装置であって、
　ａ）NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPに特異的に結合する検出剤の組合せからなる
分析ユニットであって、インビトロで被験体由来のサンプルを前記検出剤と接触させるの
に適応した分析ユニットと；
　ｂ）データベース及びコンピュータによって実施される前記データベースにおけるアル
ゴリズムを有する演算装置を含む評価ユニットであって、前記コンピュータによって実施
されるアルゴリズムが、前記演算装置によって実行されたとき、前記被験体由来のサンプ
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ル中のバイオマーカーの量を測定し、そして、測定されたNT-proBNP、ホモシステイン、
及びCRPの量を対応するNT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの基準量と比較し、そして
、測定工程において測定された前記NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの量が、前記対
応するNT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの基準量よりも多い場合、心血管イベント、
具体的には他の心血管イベント、より具体的には二次性心血管イベントのリスクが高まっ
ているという診断を下す評価ユニットと
を含む装置。
【請求項２９】
　前記データベースが、NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの基準量を更に含む、請求
項２８記載の装置。
【請求項３０】
　NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRP用の検出剤と、前記方法を実行するための指示書
とを含む、請求項１７～２７のいずれか一項記載の方法の実行に適応したキット。
【請求項３１】
　NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRP用の検出剤の組合せを更に含む、請求項３０記載
のキット。
【請求項３２】
　急性冠症候群後、より具体的には最近の急性冠症候群後、被験体を、心血管イベント、
具体的には他の心血管イベント、特に二次性心血管イベントを経験するリスクが高まって
いると同定する方法であって、
　ａ）被験体のサンプル中のプロホルモン脳性ナトリウム利尿ペプチドのＮ末端（NT-pro
BNP）、ホモシステイン、及びＣ反応性タンパク質（CRP）の量を検出すること、
　ｂ）前記NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの量を、NT-proBNP、ホモシステイン、
及びCRPの基準量と比較すること、並びに
　ｃ）前記サンプル中の前記NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの量が前記NT-proBNP
、ホモシステイン、及びCRPの基準量よりも多い場合、前記被験体を心血管イベント、具
体的には他の心血管イベント、より具体的には二次性心血管イベントのリスクが高まって
いると同定すること
からなる方法。
【請求項３３】
　前記基準量が、CRPについては１．５１mg/L、ホモシステインについては１２．１６μm
ol/L、そして、NT-proBNPについては２６３pg/mLである、請求項１～１１、１６～２７、
又は３２のいずれか一項記載の方法。
【請求項３４】
　本明細書に記載される発明。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明の分野は、冠状動脈性心疾患（CHD）後、具体的には急性冠症候群（ACS）、より
具体的には最近のACS後に、心血管系死亡、非致死性心筋梗塞、虚血性脳卒中、不安定狭
心症の反復入院加療、冠血行再建、又は心停止等の心血管イベントを経験するリスクが高
まりやすい集団を同定することに関する。
【０００２】
　これら心血管リスク因子の積極的薬理学的処置を通じて低密度リポタンパク質（LDL）
コレステロール、血圧、及び血糖の目標を達成したにもかかわらず、急性冠症候群を経験
した患者は、冠状動脈性心疾患に起因する死、非致死性心筋梗塞、虚血性脳卒中、不安定
狭心症の反復入院加療、又は心停止等の二次性心血管イベントに罹患するリスクが依然と
して高い。心血管リスク因子の最適な療法にもかかわらず残存するリスクを「残存心血管
リスク」と呼ぶ。スタチンをスタチン無しと比較した１４個の無作為化試験における心血
管疾患（CVD）を有する約２９，０００人の患者を含むメタ分析では、処置された患者の
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２１．２パーセントが、５年間のフォローアップ中に主な心血管イベントを経験した（Ch
olesterol Treatment Trialists’(CTT) Collaborators. Efficacy and safety of chole
sterol-lowering treatment: prospective meta-analysis of data from 90056 patients
 in 14 randomized trials of statins. The Lancet 2005; 366: 1267-1278.）。米国だ
けで毎年ACSの一次又は二次診断を受けて病院から退院する患者１億１４００万人におい
て、残存リスクの診断及び処置の両方を含むACS後ケアを改善する、未だ満たされていな
い医療上の必要性が高い（Heart Disease and Stroke Statistics - 2014 Update: A rep
ort from the American Heart Association. Circulation 2014; 129: e28-e292.）。
【０００３】
　残存リスクの高い患者の同定は、臨床的な患者のモニタリング通院並びに未来の診断的
及び処置的介入のタイミング及び量を個々に調整するために必須である。病院への入院時
にACSを有する患者の緊急時に適用するために、HEART、TIMI、又はGRACE等の公開されて
いるリスクスコアが開発された。これらは、それぞれ、６ヶ月間死亡リスク（GRACE）、
２４時間～６週間以内の二次性心血管イベントのリスク(HEART、TIMI)についての情報を
提供する（GRACE：Fox, KAA, et al. BMJ 2006; 333: 1091-1094.；HEART：Backus, BE, 
et al. Int J Cardio 2013; 168: 2153-2158.；TIMI：Wiviott, SD, et al. J Am Coll C
ardiol 2006; 47: 1553-1558.）。しかし、これらスコアは、最近ACSを経験した、二次性
心血管イベントを予防するための最適な療法下で安定している患者における個々の残存リ
スクを予測するようには設計されていなかったので、この患者集団における適用では役に
立たない。リスク層別化のための臨床的に適用可能なツールが存在しないので、国内及び
国際的な指針では、アセチルサリチル酸（ASA）、スタチン、βブロッカー、及びアンギ
オテンシン変換酵素（ACE）阻害剤／アンギオテンシン受容体ブロッカー（適用可能な場
合）によって、ACS後の患者における心血管リスク因子を積極的に処置することが推奨さ
れた。臨床的モニタリングの頻度及びタイミングに関する指針は存在しない。更に、それ
ぞれ、ストレス試験手順、侵襲的診断手順、例えば、冠動脈造影法の頻度及びタイミング
は明らかではないが、根底にある疾患の進行の早期検出によって、アウトカムに対して後
に有益な効果を有する早期処置が可能になるであろう。
【０００４】
　したがって、急性冠症候群後の二次性心血管イベントのリスクが高い患者を同定するこ
とができる簡便な臨床的ツールは、未だ満たされていない医療上の必要性が高い。
【０００５】
　本開示は、具体的には文書化された最近の急性冠症候群（ACS）、より具体的には急性
期後冠症候群（ACS）（post Acute Coronary Syndrome）、最も具体的には最近のACSを経
験した、安定な冠状動脈性心疾患（CHD）に罹患している被験体を、心血管イベント、具
体的には他の心血管イベント、より具体的には二次性心血管イベントのリスクが高まって
いると同定する方法を提供する。
【０００６】
　本開示は、急性冠症候群後、より具体的には最近の急性冠症候群後、被験体を、心血管
イベントを経験するリスクが高まっていると同定する方法を提供する。
【０００７】
　本開示は、急性冠症候群後、より具体的には最近の急性冠症候群後、被験体を、別の心
血管イベント、より具体的には二次性心血管イベントを経験するリスクが高まっていると
同定する方法を提供する。
【０００８】
　本発明の１つの態様は、具体的には文書化された最近の急性冠症候群（ACS）、より具
体的には急性期後冠症候群（ACS）、最も具体的には最近のACSを経験した、安定な冠状動
脈性心疾患（CHD）に罹患している被験体を、心血管イベント、具体的には他の心血管イ
ベント、より具体的には二次性心血管イベントのリスクが高まっていると同定する方法で
あって、
　ａ）被験体のサンプル中のプロホルモン脳性ナトリウム利尿ペプチドのＮ末端（NT-pro
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BNP）、ホモシステイン、及びＣ反応性タンパク質（CRP）の量を検出すること、
　ｂ）前記NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの量を、NT-proBNP、ホモシステイン、
及びCRPの基準量と比較すること、並びに
　ｃ）前記サンプル中の前記NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの量が前記NT-proBNP
、ホモシステイン、及びCRPの基準量よりも多い場合、前記被験体を心血管イベント、具
体的には他の心血管イベント、より具体的には二次性心血管イベントのリスクが高まって
いると同定すること
を含む方法を提供する。
【０００９】
　本発明の第２の態様は、具体的には文書化された最近の急性冠症候群（ACS）、より具
体的には急性期後冠症候群（ACS）、最も具体的には最近のACSを経験した、安定な冠状動
脈性心疾患（CHD）に罹患している被験体を、心血管イベント、具体的には他の心血管イ
ベント、より具体的には二次性心血管イベントのリスクが高まっていると同定する方法で
あって、
　ａ）被験体のサンプル中のプロホルモン脳性ナトリウム利尿ペプチドのＮ末端（NT-pro
BNP）、ホモシステイン、及びＣ反応性タンパク質（CRP）の量を検出すること、
　ｂ）前記NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの量を、NT-proBNP、ホモシステイン、
及びCRPの基準量と比較すること、並びに
　ｃ）前記サンプル中の前記NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの量が前記NT-proBNP
、ホモシステイン、及びCRPの基準量よりも多い場合、前記被験体を心血管イベント、具
体的には他の心血管イベント、より具体的には二次性心血管イベントのリスクが高まって
いると同定すること
からなる方法を提供する。
【００１０】
　本発明の他の態様は、最近のACSに罹患している被験体を二次性心血管イベントのリス
クが高まっていると同定する方法であって、
　ａ）被験体のサンプル中のプロホルモン脳性ナトリウム利尿ペプチドのＮ末端（NT-pro
BNP）、ホモシステイン、及びＣ反応性タンパク質（CRP）の量を検出すること、
　ｂ）前記NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの量を、NT-proBNP、ホモシステイン、
及びCRPの基準量と比較すること、
　ｃ）前記サンプル中の前記NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの量が前記NT-proBNP
、ホモシステイン、及びCRPの基準量よりも多い場合、前記被験体を二次性心血管イベン
トのリスクが高まっていると同定すること
とを含む方法を提供する。
【００１１】
　本発明の他の態様は、最近のACSに罹患している被験体を二次性心血管イベントのリス
クが高まっていると同定する方法であって、
　ａ）被験体のサンプル中のプロホルモン脳性ナトリウム利尿ペプチドのＮ末端（NT-pro
BNP）、ホモシステイン、及びＣ反応性タンパク質（CRP）の量を検出すること、
　ｂ）前記NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの量を、NT-proBNP、ホモシステイン、
及びCRPの基準量と比較すること、並びに
　ｃ）前記サンプル中の前記NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの量が前記NT-proBNP
、ホモシステイン、及びCRPの基準量よりも多い場合、前記被験体を二次性心血管イベン
トのリスクが高まっていると同定すること
からなる方法を提供する。
【００１２】
　本発明の他の態様は、急性冠症候群後、より具体的には最近の急性冠症候群後、被験体
を、心血管イベント、具体的には他の心血管イベント、特に二次性心血管イベントを経験
するリスクが高まっていると同定する方法であって、
　ａ）被験体のサンプル中のプロホルモン脳性ナトリウム利尿ペプチドのＮ末端（NT-pro
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BNP）、ホモシステイン、及びＣ反応性タンパク質（CRP）の量を検出すること、
　ｂ）前記NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの量を、NT-proBNP、ホモシステイン、
及びCRPの基準量と比較すること、並びに
　ｃ）前記サンプル中の前記NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの量が前記NT-proBNP
、ホモシステイン、及びCRPの基準量よりも多い場合、前記被験体を心血管イベント、具
体的には他の心血管イベント、より具体的には二次性心血管イベントのリスクが高まって
いると同定すること
を含む方法を提供する。
【００１３】
　本発明の他の態様は、急性冠症候群後、より具体的には最近の急性冠症候群後、被験体
を、心血管イベント、具体的には他の心血管イベント、特に二次性心血管イベントを経験
するリスクが高まっていると同定する方法であって、
　ａ）被験体のサンプル中のプロホルモン脳性ナトリウム利尿ペプチドのＮ末端（NT-pro
BNP）、ホモシステイン、及びＣ反応性タンパク質（CRP）の量を検出すること、
　ｂ）前記NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの量を、NT-proBNP、ホモシステイン、
及びCRPの基準量と比較すること、並びに
　ｃ）前記サンプル中の前記NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの量が前記NT-proBNP
、ホモシステイン、及びCRPの基準量よりも多い場合、前記被験体を心血管イベント、具
体的には他の心血管イベント、より具体的には二次性心血管イベントのリスクが高まって
いると同定すること
からなる方法を提供する。
【００１４】
　本発明の他の態様は、最近の急性冠症候群後、被験体を二次性心血管イベントを経験す
るリスクが高まっていると同定する方法であって、
　ａ）被験体のサンプル中のプロホルモン脳性ナトリウム利尿ペプチドのＮ末端（NT-pro
BNP）、ホモシステイン、及びＣ反応性タンパク質（CRP）の量を検出すること、
　ｂ）前記NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの量を、NT-proBNP、ホモシステイン、
及びCRPの基準量と比較すること、並びに
　ｃ）前記サンプル中の前記NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの量が前記NT-proBNP
、ホモシステイン、及びCRPの基準量よりも多い場合、前記被験体を二次性心血管イベン
トのリスクが高まっていると同定することとを含む方法を提供する。
【００１５】
　本発明の他の態様は、最近の急性冠症候群後、被験体を二次性心血管イベントを経験す
るリスクが高まっていると同定する方法であって、
　ａ）被験体のサンプル中のプロホルモン脳性ナトリウム利尿ペプチドのＮ末端（NT-pro
BNP）、ホモシステイン、及びＣ反応性タンパク質（CRP）の量を検出すること、
　ｂ）前記NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの量を、NT-proBNP、ホモシステイン、
及びCRPの基準量と比較すること、並びに
　ｃ）前記サンプル中の前記NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの量が前記NT-proBNP
、ホモシステイン、及びCRPの基準量よりも多い場合、前記被験体を二次性心血管イベン
トのリスクが高まっていると同定すること
とからなる方法を提供する。
【００１６】
　特定の実施態様では、本発明は、前記心血管イベントが、心血管系死亡、非致死性心筋
梗塞（ＭＩ）、虚血由来の非致死性脳卒中、不安定狭心症の入院加療、冠血行再建、及び
心停止から選択される、本明細書に記載の方法を提供する。
【００１７】
　上記態様の特定の実施態様では、前記検出は、インビトロで前記サンプルを検出剤の組
合せと接触させることを含み、各剤は、バイオマーカーのうちの１つに対して特異的結合
親和性を有する。
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【００１８】
　上記態様の特定の実施態様では、前記剤は、抗体又はその断片である。
【００１９】
　上記態様の特定の実施態様では、前記サンプルは、血液、血漿、血清、又は尿、より具
体的には、血液、血漿、又は血清、最も具体的には、血液である。
【００２０】
　上記態様の特定の実施態様では、前記サンプル中のNT-proBNP、ホモシステイン、及びC
RPの量が、これらのそれぞれの基準量の中央値よりも多い場合、前記被験体は、心血管イ
ベント、具体的には他の心血管イベント、より具体的には二次性心血管イベントのリスク
が高まっている、具体的にはリスクが低い（３．６％未満）又は高い（７．７％超）、よ
り具体的には（７．７％超）リスクが高いと同定される。
【００２１】
　上記態様の特定の実施態様では、前記サンプル中のNT-proBNP、ホモシステイン、及びC
RPの量が、これらのそれぞれの基準量の第四四分位範囲内である場合、前記被験体は、心
血管イベント、具体的には他の心血管イベント、より具体的には二次性心血管イベントの
リスクが高まっていると同定される。
【００２２】
　上記態様の特定の実施態様では、前記方法は、前記被験体が、心血管イベント、具体的
には他の心血管イベント、特に二次性心血管イベントのリスクが高まっていると同定され
た場合、心血管疾患を処置するための療法を推奨する工程を更に含む。
【００２３】
　上記態様のより具体的な実施態様では、前記方法は、前記被験体が二次性心血管イベン
トのリスクが高まっていると同定された場合、心血管疾患を処置するための療法を推奨す
る工程を更に含む。
【００２４】
　上記態様の特定の実施態様では、前記方法は、前記被験体が、心血管イベント、具体的
には他の心血管イベント、特に二次性心血管イベントのリスクが高まっていると同定され
た場合、心血管疾患を処置するために前記被験体に薬剤を投与する工程を更に含む。
【００２５】
　上記態様のより具体的な実施態様では、前記方法は、前記被験体が二次性心血管イベン
トのリスクが高まっていると同定された場合、心血管疾患を処置するために前記被験体に
薬剤を投与する工程を更に含む。
【００２６】
　上記態様の特定の実施態様では、前記療法は、研究用新薬療法を含む。
【００２７】
　別の実施態様では、本願は、上記方法の実行に適応した装置であって、
　ａ）NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPに特異的に結合する検出剤の組合せを含む分
析ユニットであって、インビトロで被験体由来のサンプルを前記検出剤と接触させるのに
適応した分析ユニットと；
　ｂ）データベース及び前記データベースにおけるコンピュータによって実施されるアル
ゴリズムを有する演算装置を含む評価ユニットであって、前記コンピュータによって実施
されるアルゴリズムが、前記演算装置によって実行されたとき、前記被験体由来のサンプ
ル中のバイオマーカーの量を測定し、そして、測定されたNT-proBNP、ホモシステイン、
及びCRPの量を対応するNT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの基準量と比較し、そして
、測定工程において測定された前記NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの量が、前記対
応するNT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの基準量よりも多い場合、心血管イベント、
具体的には他の心血管イベント、より具体的には二次性心血管イベントのリスクが高まっ
ているという診断を下す評価ユニットと
を含む装置を開示する。
【００２８】
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　別の実施態様では、本願は、上記方法の実行に適応した装置であって、
　ａ）NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPに特異的に結合する検出剤の組合せを含む分
析ユニットであって、インビトロで被験体由来のサンプルを前記検出剤と接触させるのに
適応した分析ユニットと；
　ｂ）データベース及び前記データベースにおけるコンピュータによって実施されるアル
ゴリズムを有する演算装置を含む評価ユニットであって、前記コンピュータによって実施
されるアルゴリズムが、前記演算装置によって実行されたとき、前記被験体由来のサンプ
ル中のバイオマーカーの量を測定し、そして、測定されたNT-proBNP、ホモシステイン、
及びCRPの量を対応するNT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの基準量と比較し、そして
、測定工程において測定された前記NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの量が、前記対
応するNT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPの基準量よりも多い場合、心血管イベント、
具体的には他の心血管イベント、より具体的には二次性心血管イベントのリスクが高まっ
ているという診断を下す評価ユニットと
からなる装置を開示する。
【００２９】
　本明細書に定義する装置の特定の実施態様では、前記データベースは、NT-proBNP、ホ
モシステイン、及びCRPの基準量を更に含む。
【００３０】
　別の実施態様では、本願は、NT-proBNP、ホモシステイン、及びCRP用の検出剤と、前記
方法を実行するための指示書とを含む、本明細書に記載の方法の実行に適応したキットを
開示する。
【００３１】
　具体的な実施態様では、本明細書に記載のキットは、NT-proBNP、ホモシステイン、及
びCRP用の検出剤の組合せを更に含む。
【００３２】
　上記態様の特定の実施態様では、前記検出は、インビトロで前記サンプルを検出剤の組
合せと接触させることを含み、各剤は、バイオマーカーのうちの１つに対して特異的結合
親和性を有する。特定の実施態様では、前記剤は、抗体又はその断片である。上記態様の
特定の実施態様では、前記サンプルは、血清又は血液のサンプルである。
【００３３】
　上記態様の特定の実施態様では、前記サンプル中のバイオマーカーの量が基準量の中央
値よりも多い場合、前記被験体は、疾患進行のリスクが高まっていると同定される。上記
態様の特定の実施態様では、前記サンプル中のバイオマーカーの量が基準量の第四四分位
範囲内である場合、前記被験体は、疾患進行のリスクが高まっていると同定される。
【００３４】
　本発明の別の態様は、前述の方法の実行に適応した装置であって、ａ）バイオマーカー
に特異的に結合する検出剤の組合せを含む分析ユニットであって、インビトロで被験体由
来のサンプルを前記検出剤と接触させるのに適応した分析ユニットと；ｂ）データベース
及び前記データベースにおけるコンピュータによって実施されるアルゴリズムを有する演
算装置を含む評価ユニットであって、前記コンピュータによって実施されるアルゴリズム
が、前記演算装置によって実行されたとき、前記被験体由来のサンプル中のバイオマーカ
ーの量を測定し、そして、測定されたバイオマーカーの量をバイオマーカーの基準量と比
較し、そして、測定工程において測定された前記バイオマーカーの量が前記バイオマーカ
ーの基準量よりも多い場合、疾患進行のリスクが高まっているという診断を下す評価ユニ
ットとを含む装置を提供する。１つの実施態様では、前記データベースは、バイオマーカ
ーの基準量を更に含む。
【００３５】
　本発明の別の態様は、前述の方法の実行に適応した装置であって、ａ）バイオマーカー
に特異的に結合する検出剤の組合せを含む分析ユニットであって、インビトロで被験体由
来のサンプルを前記検出剤と接触させるのに適応した分析ユニットと；ｂ）データベース
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算装置を含む評価ユニットであって、前記コンピュータによって実施されるアルゴリズム
が、前記演算装置によって実行されたとき、前記被験体由来のサンプル中のバイオマーカ
ーの量を測定し、そして、測定されたバイオマーカーの量をバイオマーカーの基準量と比
較し、そして、測定工程において測定された前記バイオマーカーの量が前記バイオマーカ
ーの基準量よりも多い場合、疾患進行のリスクが高まっているという診断を下す評価ユニ
ットとからなる装置を提供する。１つの実施態様では、前記データベースは、バイオマー
カーの基準量を更に含む。
【００３６】
　本発明の別の態様は、前述の方法の実行に適応したキットであって、前記バイオマーカ
ー用の検出剤と、前記方法を実行するための指示書とを含むキットを提供する。１つの実
施態様では、前記キットは、前記バイオマーカー用の検出剤の組合せを更に含む。
【００３７】
　用語「プロホルモン脳性ナトリウム利尿ペプチドのＮ末端」又は「NT-proBNP」とは、
配列番号１（Swiss Protアクセッション番号NP_002512.1、Gene ID　NCBI 4879）、国際
公開公報第０２／０８９６５７号、同第０２／０８３９１３号、欧州特許第０　６４８　
２２８号によって例示されるアミノ末端proBNPを指す。「NT-proBNP」は、配列番号１の
アミノ酸配列を有するタンパク質に加えて、その変異体、ホモログ、及びアイソフォーム
を包含する。このような変異体、ホモログ、及びアイソフォームは、特定のNT-proBNPと
同一の必須の生物学的及び免疫学的特性を少なくとも有する。例えば、これらは、本明細
書において言及される同一の特異的アッセイ、例えば、NT-proBNPポリペプチドを特異的
に認識するポリクローナル抗体又はモノクローナル抗体を用いるELISAアッセイによって
検出可能である場合、同一の必須の生物学的及び免疫学的特性を共有している。例示的な
アッセイは、添付の実施例に記載する。上に言及した変異体は、アレル変異体であっても
よく、又は任意の他の種の特定のホモログ、パラログ、若しくはオルソログであってもよ
い。更に、本明細書において言及する変異体は、これら断片が上に言及した必須の免疫学
的及び生物学的特性を有する限り、特定のNT-proBNPポリペプチド又は前述の種類の変異
体の断片を含む。このような断片は、例えば、NT-proBNPポリペプチドの分解産物であっ
てよい。更に、リン酸化又はミリスチル化等の翻訳後修飾に起因して異なる変異体も含ま
れる。
【００３８】
　用語「ホモシステイン」は、食物タンパク質由来のメチオニンの代謝によって細胞内で
生成される。細胞内濃度は、血漿への流出によって維持され、そこで、急速に酸化され、
そして、３つの形態のうちの１つとして循環する（表１）。臨床検査室で最も頻繁に測定
されるパラメータは、３つの形態全てを合わせた合計であり、これは「合計ホモシステイ
ン」と呼ばれる。本発明によれば、「合計ホモシステイン」及び「ホモシステイン」は、
互換的であると理解すべきである。本発明に従って測定される実際のホモシステインレベ
ルは、表１による合計ホモシステインレベルである。
【００３９】
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【表１】

【００４０】
　用語「Ｃ反応性タンパク質」又は「CRP」とは、配列番号２（Swiss Protアクセッショ
ン番号NP_000558）によって例示される１番染色体上にみられる環状五量体タンパク質を
指す。本発明によれば、CRPの濃度を決定するために高感度CRP（hs-CRP）を用いることが
推奨される。hs-CRP試験は、レーザーネフェロメトリーを用いて低レベルのCRPを測定す
る。このような方法を使用する利点は、速度及び高感度である。
【００４１】
　用語「心血管イベントを経験するリスクが高まっている」とは、本明細書で使用すると
き、本開示の方法によって分析される被験体が、心血管イベントを経験するリスクが低い
（すなわち、上昇していない）集団の被験体の群、又はリスクが著しく上昇している被験
体の群（高リスク群）のいずれかに割り当てられることを意味する。リスクが高まってい
るとは、本開示に従って言及されるとき、所定の予測時間枠内に心血管イベントを経験す
るリスクが、被験体の集団における疾患進行の平均リスクに対して、被験体について著し
く上昇していることを意味する。
【００４２】
　用語「アプタマー」とは、ＲＮＡ、ＤＮＡ、及びＲＮＡ／ＤＮＡの分子を含むオリゴヌ
クレオチド、又はペプチド分子を指し、これらは、所望の生物活性を示し、特に、対応す
る標的分子に結合する。
【００４３】
　用語「サンプル」とは、体液のサンプル、分離細胞のサンプル、又は組織若しくは器官
由来のサンプルを指す。体液のサンプルは、周知の技術によって得ることができ、そして
、血液、血漿、血清、尿、リンパ液、痰、腹水、気管支肺胞洗浄液、若しくは任意の他の
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体分泌液、又はこれらの誘導体のサンプルを含む。組織又は器官のサンプルは、例えば、
生検によって、任意の組織又は器官から得ることができる。分離細胞は、遠心分離又は細
胞選別等の分離技術によって体液又は組織若しくは器官から得ることができる。例えば、
細胞、組織、又は器官のサンプルは、バイオマーカーを発現又は産生する細胞、組織、又
は器官から得ることができる。サンプルは、凍結、新鮮、固定（例えば、ホルマリン固定
）、遠心分離、及び／又は包埋（例えば、パラフィン包埋）等されてもよい。細胞サンプ
ルは、無論、サンプル中のマーカーの量を評価する前に、様々な周知の採取後調製及び保
存技術（例えば、核酸及び／又はタンパク質の抽出、固定、保存、凍結、限外濾過、濃縮
、蒸発、遠心分離等）に供してよい。同様に、生検材料も、採取後調製及び保存技術、例
えば、固定に供してよい。具体的には、サンプルは、血液、血漿、血清、又は尿、より具
体的には、血液、血漿、又は血清のサンプル由来の体液のサンプルを指す。
【００４４】
　用語「診断」又は「同定」又は「評価」とは、本明細書で使用するとき、「残存心血管
リスク」又は別の心血管イベントを経験するリスクが、心血管イベント、より具体的には
、最近の心血管イベント後の被験体において高まっているか否かを予測することを意味す
る。当業者であれば理解する通り、このような予測は、通常、診断される被験体の１００
％について正確であることを意図するものではない。しかし、この用語は、疾患進行のリ
スクが高まっているか否かの予測が、被験体の統計的に有意な部分（例えば、コホート研
究におけるコホート）について正確である必要がある。ある部分が統計的に有意であるか
否かは、様々な周知の統計評価ツール、例えば、信頼区間の決定、ｐ値の決定、スチュー
デントｔ検定、マンホイットニー検定等を用いて当業者による更なる労力を必要とするこ
となく決定することができる。詳細は、Dowdy and Wearden, Statistics for Research, 
John Wiley & Sons, New York 1983にみられる。信頼区間の例は、少なくとも９０％、少
なくとも９５％、少なくとも９７％、少なくとも９８％、又は少なくとも９９％である。
ｐ値は、０．１、０．０５、０．０１、０．００５、又は０．０００１を含む。
【００４５】
　語句「診断／評価を下す」とは、本明細書で使用するとき、患者における「残存心血管
リスク」又は別の心血管イベントを経験するリスクを診断／評価するために患者のサンプ
ル中のバイオマーカーのレベル又は存在に関連して作成された情報又はデータを使用する
ことを指す。該情報又はデータは、文書、口頭、又は電子の任意の形態であってよい。幾
つかの実施態様では、作成された情報又はデータの使用は、連絡、提示、報告、保存、送
信、転送、供給、伝達、分配、又はこれらの組合せを含む。幾つかの実施態様では、連絡
、提示、報告、保存、送信、転送、供給、伝達、分配、又はこれらの組合せは、演算装置
、分析ユニット、又はこれらの組合せによって実施される。幾つかの更なる実施態様では
、連絡、提示、報告、保存、送信、転送、供給、伝達、分配、又はこれらの組合せは、検
査技師又は医師によって実施される。幾つかの実施態様では、該情報又はデータは、バイ
オマーカーのレベルと基準レベルとの比較を含む。幾つかの実施態様では、該情報又はデ
ータは、サンプル中のバイオマーカーの有無を示すことを含む。幾つかの実施態様では、
該情報又はデータは、患者が「残存心血管リスク」又は別の心血管イベントを経験するリ
スクが高まっていると診断／評価されたことを示すことを含む。
【００４６】
　バイオマーカーであるペプチド又はポリペプチドの量を「検出する」という用語は、本
明細書で使用するとき、例えば、量又は濃度を半定量的に又は定量的に測定することを指
す。測定は、直接又は間接的に、より具体的には間接的に行ってよい。直接測定は、該ペ
プチド又はポリペプチド自体から得られ、そして、その強度がサンプル中に存在するペプ
チドの分子数と直接相関するシグナルに基づいて該ペプチド又はポリペプチドの量又は濃
度を測定することに関する。このようなシグナル（時に、本明細書では強度シグナルと呼
ばれる）は、例えば、該ペプチド又はポリペプチドの特定の物理的又は化学的特性の強度
値を測定することによって得ることができる。間接測定は、二次成分（すなわち、ペプチ
ド又はポリペプチド自体ではない成分）又は生物学的読み出しシステム、例えば、測定可
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能な細胞応答、リガンド、標識、又は酵素反応生成物から得られるシグナルの測定を含む
。
【００４７】
　用語「被験体」とは、本明細書で使用するとき、動物、例えば、哺乳類（例えば、ヒト
）に関する。本開示に係る被験体は、本明細書の他の箇所に記載する心血管疾患、安定心
血管疾患、又は急性冠症候群に罹患しているものとする。
【００４８】
　「心血管イベント」とは、本明細書で使用するとき、心血管系死亡、非致死性心筋梗塞
（ＭＩ）、虚血由来の非致死性脳卒中、不安定狭心症の入院加療、及び冠血行再建を指す
。
【００４９】
　用語「比較」とは、本明細書で使用するとき、個体又は患者由来のサンプル中のバイオ
マーカーのレベルを、この明細書の他の箇所で指定するバイオマーカーの基準レベルと比
較することを指す。本明細書で使用するとき、比較とは、通常、対応するパラメータ又は
値の比較を指すと理解すべきであり、例えば、濃度を基準濃度と比較すると同時に絶対量
を絶対基準量と比較するか、又はサンプル中のバイオマーカーから得られる強度シグナル
を基準サンプルから得られる同種の強度シグナルと比較する。比較は、手動で行ってもよ
く、コンピュータを使用して行ってもよい。したがって、比較は、（例えば、本明細書に
開示するシステムの）演算装置によって実行してよい。個体又は患者由来のサンプル中の
バイオマーカーの測定又は検出されたレベルの値と基準レベルとを、例えば、互いに比較
してよく、そして、前記比較は、前記比較のためのアルゴリズムを実行するコンピュータ
プログラムによって自動的に実行してよい。前記評価を実行するコンピュータプログラム
は、好適な出力フォーマットで所望の評価を下す。コンピュータを使用する比較の場合、
決定された量の値を、コンピュータプログラムによってデータベースに保存された好適な
基準に対応する値と比較してよい。コンピュータプログラムは、更に、比較の結果を評価
することができ、すなわち、好適な出力フォーマットで所望の評価を自動的に下すことが
できる。コンピュータを使用する比較の場合、決定された量の値を、コンピュータプログ
ラムによってデータベースに保存された好適な基準に対応する値と比較してよい。コンピ
ュータプログラムは、更に、比較の結果を評価することができ、すなわち、好適な出力フ
ォーマットで所望の評価を自動的に下す。
【００５０】
　用語「基準量」とは、本明細書で使用するとき、心血管疾患に罹患している被験体の心
血管イベントのリスクが高まっているか否かを評価することを可能にする量を指す。基準
は、例えば、任意の心血管イベントに罹患したことがない母集団由来の被験体のプールに
由来し得る。更に、基準量は、閾値の量又は範囲を規定することができ、それによって、
基準の種類に依存して、閾値に対する決定された量の変化が、疾患進行のリスクが高まっ
ているか又は通常のリスクであるかの指標となる。あるいは、本質的に同一の量は、好適
な基準量を用いた場合、同様に、疾患進行のリスクが高まっているか又は通常のリスクで
あるかの指標となり得る。個々の被験体に適用可能な基準量は、例えば、年齢、性別、又
は亜集団等の様々な生理学的パラメータに加えて、本明細書において言及するポリペプチ
ド又はペプチドを測定するために用いられる手段に依存して変動し得る。好適な基準量は
、試験サンプルと一緒に、すなわち、同時に又は試験サンプル後に分析される基準サンプ
ルから決定され得る。
【００５１】
　用語「結合剤」とは、対応する標的バイオマーカー分子に特異的に結合する結合部分を
含む分子を指す。「結合剤」の例は、核酸プローブ、核酸プライマー、ＤＮＡ分子、ＲＮ
Ａ分子、アプタマー、抗体、抗体断片、ペプチド、ペプチド核酸（ＰＮＡ）、又は化学化
合物である。
【００５２】
　用語「プローブ」又は「核酸プローブ」とは、標的核酸分子（例えば、ゲノム標的核酸
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分子）とハイブリダイズすることができ、そして、標的にハイブリダイズしたときに、直
接又は間接的に検出することができる核酸分子を指す。したがって、プローブによって、
標的核酸分子の検出、そして、一部の例では定量が可能になる。特定の例では、プローブ
は、複数の核酸分子を含み、これは、標的核酸分子に由来する結合領域を含むので、標的
核酸分子の少なくとも一部に特異的にハイブリダイズすることができる。プローブは、「
標識された核酸プローブ」と呼ばれることもあり、これは、プローブが、該プローブを検
出可能にする検出可能な部分、すなわち「標識」に直接又は間接的に結合していることを
示す。
【００５３】
　用語「プライマー」又は「核酸プライマー」とは、一般的に遊離３’－ＯＨ基を有する
、短い単鎖ポリヌクレオチドを指し、これは、標的配列にハイブリダイズすることによっ
て対象となるサンプル中に存在する可能性のある標的分子に結合し、その後、該標的に相
補的なポリヌクレオチドの重合を促進する。
【００５４】
　用語「特異的結合」又は「特異的に結合する」とは、他の分子にはそれほど結合しない
条件下で結合対分子が互いに対して結合を示す結合反応を指す。
【００５５】
　用語「特異的結合」又は「特異的に結合する」とは、結合剤としてタンパク質又はペプ
チドに言及するとき、結合剤が少なくとも１０－７Mの親和性で、対応する標的分子に結
合する結合反応を指す。用語「特異的結合」又は「特異的に結合する」とは、好ましくは
、その標的分子について、少なくとも１０－８M、又は更にはより好ましくは少なくとも
１０－９Mの親和性を指す。用語「特異的」又は「特異的に」は、サンプル中に存在する
他の分子が、標的分子に対して特異的な結合剤にはそれほど結合しないことを示すために
用いられる。好ましくは、標的分子以外の分子に対する結合のレベルでは、標的分子に対
する親和性は、わずか１０％以下、より好ましくはわずか５％以下である結合親和性にな
る。
【００５６】
　用語「特異的結合」又は「特異的に結合する」とは、結合剤として核酸に言及するとき
、結合剤又はプローブが、対象となる標的配列に対して正確に又は実質的に相補的なハイ
ブリダイゼーション領域を含有するハイブリダイゼーション反応を指す。十分にストリン
ジェントなハイブリダイゼーション条件下で結合剤又はプローブを用いて実行されるハイ
ブリダイゼーションアッセイによって、特異的標的配列の選択的検出が可能になる。ハイ
ブリダイズ領域は、好ましくは、約１０～約３５ヌクレオチド長、より好ましくは約１５
～約３５ヌクレオチド長である。ハイブリダイゼーションの安定性に影響を与える修飾塩
基又は塩基アナログの使用（これは、当技術分野において周知である）によって、同等の
安定性を有するより短い又はより長いプローブを使用することが可能になり得る。結合剤
又はプローブは、全体がハイブリダイズ領域からなっていてもよく、又はプローブの検出
若しくは固定化を可能にするが、ハイブリダイズ領域のハイブリダイゼーション特性はそ
れほど変化させない追加の機構を含有していてもよい。
【００５７】
　用語「特異的結合」又は「特異的に結合する」とは、結合剤として核酸アプタマーに言
及するとき、核酸アプタマーが低いnM～pMの範囲の親和性で対応する標的分子に結合する
結合反応を指す。
【００５８】
　用語「抗体」とは、本明細書では最も広い意味で用いられ、そして、所望の抗原結合活
性を示す限り、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、多重特異的抗体（例えば、二
重特異的抗体）、及び抗体断片を含むがこれらに限定されない様々な抗体構造を包含する
。
【００５９】
　用語「最近」とは、本明細書で使用するとき、過去６ヶ月間、より具体的には３ヶ月間
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以内に生じた事象を指す。例えば、本発明に係る「最近」では、最近の事象は、過去３ヶ
月間に生じた事象である。
【００６０】
　用語「量」とは、本明細書で使用するとき、ポリペプチド又はペプチドの絶対量、該ポ
リペプチド又はペプチドの相対量又は濃度に加えて、これらに相関するか又はこれらから
導くことができる任意の値又はパラメータを包含する。このような値又はパラメータは、
直接測定、例えば、質量スペクトル又はNMRスペクトルの強度値によって前記ペプチドか
ら得られる全ての特定の物理的又は化学的特性からの強度シグナル値を含む。更に、本明
細書の他の箇所に指定する間接測定によって得られる全ての値又はパラメータ、例えば、
ペプチドに応答する生物学的読み出しシステムから決定される応答レベル、又は特異的に
結合したリガンドから得られる強度シグナルも包含される。全ての標準的な数学的手法に
よって、前述の量又はパラメータと相関する値を得ることもできることを理解すべきであ
る。
【００６１】
　用語「装置」とは、本明細書で使用するとき、本開示の方法に係る診断を可能にするた
めに互いに動作可能に連結された前述のユニットを含むシステムに関する。分析ユニット
に用いることができる検出剤の例については、本明細書の他の箇所に開示する。分析ユニ
ットは、その量を決定するバイオマーカーを含むサンプルに接触させる固体支持体上に固
定化された形態の前記検出剤を含んでいてよい。更に、分析ユニットは、バイオマーカー
に特異的に結合している検出剤の量を決定する検出器も含んでいてよい。決定された量は
、評価ユニットに伝達してよい。前記評価ユニットは、決定された量と好適な基準との比
較を実行するために実行されるアルゴリズムを有する、コンピュータ等のデータ処理エレ
メントを含む。
【００６２】
　用語「キット」とは、本明細書で使用するとき、別々に又は単一の容器内に提供され得
る前述の成分の集合体を指す。容器は、本開示の方法を実行するための指示書も含む。こ
れら指示書は、マニュアルの形態であってもよく、又は本開示の方法において、そして、
コンピュータ若しくはデータ処理装置において実行されたときに適宜診断を確立するため
に参照される比較を実行することができるコンピュータプログラムコードによって提供さ
れてもよい。該コンピュータプログラムコードは、データ記憶媒体若しくは装置、例えば
、光学記憶媒体（例えば、コンパクトディスク）に、又はコンピュータ若しくはデータ処
理装置に直接提供され得る。
【００６３】
　臨床リスク予測モデルには、個々の患者についての有害事象のリスクを予知するための
複数の変数が組み込まれる。年齢、脈拍数（PBM）、LDLコレステロールレベル、動脈性高
血圧、糖尿病、末梢血管疾患、うっ血性心不全、急性冠症候群の既往、血行再建の既往、
脳卒中の既往、冠状動脈性心疾患、利尿剤による処置は、急性冠症候群の強力なリスク要
因である。本明細書に記載するバイオマーカーアプローチは、心血管イベントの病因に関
与する様々な経路を反映し、そして、二次性心血管イベントの予測を与える。このアプロ
ーチの使用及び実行は、新規処置から恩恵を受けるであろうCHD、特に、急性冠症候群の
集団のセグメントを同定するために用いることができる。本明細書に記載するバイオマー
カー及び方法の臨床使用は、どの患者が異なる処置を必要とし得るかを同定するのに有用
であり、そして、進行のリスクが最も低い患者において追加の処置選択肢が避けられる。
更に、本発明は、リスクを有する集団のよりよい診断にとって有益であり得る。また、本
開示の実施態様は、前述の方法を実行するための診断装置及びキットも包含する。
【００６４】
　本開示の１つの態様は、急性冠症候群又は最近の心血管イベントに罹患している被験体
の心血管イベントを経験するリスクが高まっているか否かを診断する方法に関する。１つ
の実施態様では、該方法は、該被験体のサンプル中のNT-proBNP、ホモシステイン、及びC
RPバイオマーカーの量を検出し、そして、該量を基準と比較することを含む。特に、該方
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法は、該被験体のサンプル中のNT-proBNP、ホモシステイン、及びCRPバイオマーカーの量
を検出し、そして、該量を基準と比較することからなる。前記被験体は、サンプル中のバ
イオマーカーの量がそれぞれのバイオマーカーの基準量よりも多い場合、心血管イベント
を経験するリスクが高まっていると同定される。より具体的な実施態様では、基準量は、
CRPについて１．５１mg/L、ホモシステインについては１２．１６μmol/L、NT-proBNPに
ついては２６３pg/mLである。
【００６５】
　本開示の別の態様は、急性期後冠症候群に罹患している被験体が、心血管疾患、特に、
急性冠症候群の処置の過程中に心血管イベントのリスクが高まっているか否かをモニタリ
ングする方法に関する。１つの実施態様では、該方法は、該被験体のサンプル中のNT-pro
BNP、ホモシステイン、及びCRPバイオマーカーの量を検出し、そして、該量を基準と比較
することを含む。特に、該方法は、該被験体のサンプル中のNT-proBNP、ホモシステイン
、及びCRPバイオマーカーの量を検出し、そして、該量を基準と比較することからなる。
該被験体は、該サンプル中の該バイオマーカーの量が該バイオマーカーの基準量よりも多
い場合、心血管イベントのリスクが高まっていると同定される。１つの実施態様では、前
記基準は、心血管疾患、特に、急性冠症候群に罹患していない被験体のサンプルから得ら
れる。別の実施態様では、前記基準は、心血管疾患、特に、急性冠症候群の新たな追加の
処置を開始する前に被験体から採取されたサンプル、又は新たな追加の処置過程中のある
時点で被験体から採取されたサンプルである。この方法の結果に基づいて該処置を変更し
てもよい。例えば、該基準と比較したときに該被験体が該バイオマーカーの量の減少を示
す場合、該処置を継続してよい。逆に、該基準と比較したときに該被験体が該バイオマー
カーの量の増加を示す場合、該処置を別の処置に代えてよい。
【００６６】
　上に及び本明細書に与える方法の実行に適応した装置に関する本発明の別の態様を提供
する。前記装置の例示的な実施態様は、ａ）本発明のバイオマーカーに特異的に結合する
検出剤を含む分析ユニットであって、インビトロで被験体由来のサンプルの一部を前記検
出剤と接触させるのに適応した分析ユニットと；ｂ）データベース及び前記データベース
におけるコンピュータによって実施されるアルゴリズムを有する演算装置を含む評価ユニ
ットであって、前記コンピュータによって実施されるアルゴリズムが、前記演算装置によ
って実行されたとき、前記被験体由来のサンプル中のバイオマーカーの量を測定し、そし
て、測定されたバイオマーカーの量をバイオマーカーの基準量と比較し、そして、前記測
定工程において測定された前記バイオマーカーの量が前記バイオマーカーの基準量よりも
多い場合、疾患進行のリスクが高まっているという診断を下す評価ユニットとを含む。幾
つかの実施態様によれば、前記データベースは、バイオマーカーの基準量を更に含む。
【００６７】
　本発明の別の態様は、本開示の上に開示した方法の実行に適応したキットであって、前
記バイオマーカー用の検出剤に加えて、前記方法を実行するための指示書を含むキットを
提供する。１つの実施態様では、前記キットは、急性冠症候群、特に、最近の心血管イベ
ントに罹患している被験体が他の心血管イベント、特に、二次性心血管イベントを経験す
るリスクが高まっているか否かを診断するためのものである。
【００６８】
　１つの実施態様では、バイオマーカーの基準量と比較したときに試験サンプル中で測定
された３つのバイオマーカーの量が増加していることは、他の心血管イベント、特に、二
次性心血管イベントを経験するリスクが高まっている被験体の指標である。
【００６９】
　１つの実施態様では、バイオマーカーの基準量と比較したときに試験サンプル中で測定
された臨床バイオマーカーを含む全てのバイオマーカーの量が増加していることは、他の
心血管イベント、特に、二次性心血管イベントを経験するリスクが高まっている被験体の
指標である。
【００７０】
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　１つの実施態様では、前記被験体は、試験サンプル中で測定されたバイオマーカーの量
が基準量よりも多い場合、他の心血管イベント、特に、二次性心血管イベントを経験する
リスクが高まっていると同定される。１つの実施態様では、前記基準量は、心血管疾患、
特に、急性冠症候群に罹患していない被験体のコホートに由来する中央量である。
【００７１】
バイオマーカーを検出する方法
　タンパク質又は核酸を含むバイオマーカーは、当技術分野において一般的に知られてい
る方法を用いて検出することができる。検出方法は、一般的に、サンプル中のバイオマー
カーのレベルを定量する方法（定量的方法）、又はバイオマーカーがサンプル中に存在す
るか否かを決定する方法（定性的方法）を包含する。以下の方法がバイオマーカーの定性
的及び／又は定量的な検出に好適であることは、当業者に一般的に知られている。サンプ
ルは、例えば、酵素結合免疫吸着測定法（ELISA）、ラジオイムノアッセイ（RIA）、蛍光
ベースのイムノアッセイ等のウエスタン及びイムノアッセイを用いてタンパク質について
、並びにノーザン、ドットブロット、ポリメラーゼ連鎖反応（PCR）分析、アレイハイブ
リダイゼーション、RNase保護アッセイを用いて、又はＤＮＡマイクロアレイスナップシ
ョットを含む市販されているＤＮＡ　ＳＮＰチップマイクロアレイを用いて、対象となる
遺伝子バイオマーカー由来のｍＲＮＡ又はＤＮＡについて簡便にアッセイすることができ
る。バイオマーカーを検出するための更なる好適な方法は、その正確な分子質量又はNMR
スペクトル等、ペプチド又はポリペプチドに特異的な物理的又は化学的特性を測定するこ
とを含む。前記方法は、例えば、バイオセンサ、イムノアッセイに連結された光学装置、
バイオチップ、分析装置、例えば、質量分析計、NMR分析機、又はクロマトグラフィー装
置を含む。更に、方法は、マイクロプレートELISAベースの方法、完全自動又はロボット
イムノアッセイ（例えば、Elecsys（商標）分析機で利用可能）、CBA（酵素コバルト結合
アッセイ、例えば、Roche-Hitachi（商標）分析機で利用可能）、及びラテックス凝集ア
ッセイ（例えば、Roche-Hitachi（商標）分析機で利用可能）を含む。
【００７２】
　バイオマーカータンパク質の検出については、例えば、アッセイフォーマットを使用す
る広範なイムノアッセイ技術が利用可能である。例えば、米国特許第４，０１６，０４３
号、同第４，４２４，２７９号、及び同第４，０１８，６５３号を参照。これらは、非競
合タイプの単一部位及び二部位、すなわち、サンドイッチアッセイに加えて、従来の競合
結合アッセイも含む。また、これらアッセイは、標的バイオマーカーに標識抗体を直接結
合させることを含む。
【００７３】
　サンドイッチアッセイは、最も有用であり、そして、一般的に用いられているイムノア
ッセイである。
【００７４】
　電気化学発光現象を測定する方法は、周知である。このような方法は、酸化を用いて、
そこから基底状態に減衰する励起状態を達成して、電気化学発光を放出する特殊な金属錯
体の能力を利用する。概説については、Richter, M.M., Chem. Rev. 104 (2004) 3003-30
36を参照されたい。
【００７５】
　また、バイオマーカーは、磁気共鳴分光法（ＮＭＲ分光法）、ガスクロマトグラフィー
－質量分析（GC-MS）、液体クロマトグラフィー－質量分析（LC-MS）、高及び超HPLC　HP
LC、例えば、逆相HPLC、例えば、二重ＵＶ波長検出を含むイオン対合HPLC、レーザー誘起
蛍光検出を含むキャピラリー電気泳動、アニオン交換クロマトグラフィー及び蛍光検出、
薄層クロマトグラフィーを含む、一般的に公知の方法によって検出することができる。
【００７６】
　本開示によれば、バイオマーカーであるペプチド又はポリペプチドの量の検出は、サン
プル中のペプチドの量を測定するための全ての公知の手段によって達成することができる
。このような手段の例は、様々なサンドイッチ、競合、又は他のアッセイフォーマットに



(19) JP 2017-533428 A 2017.11.9

10

20

30

40

50

おいて標識分子を使用することができるイムノアッセイ装置及び方法を含む。これらアッ
セイは、ペプチド又はポリペプチドの有無の指標となるシグナルを発現する。更に、シグ
ナル強度は、サンプル中に存在するポリペプチドの量に直接又は間接的に（例えば、逆比
例）相関し得る。更なる好適な方法は、その正確な分子質量又はNMRスペクトル等、ペプ
チド又はポリペプチドに特異的な物理的又は化学的特性を測定することを含む。これら方
法は、バイオセンサ、イムノアッセイに連結された光学装置、バイオチップ、分析装置、
例えば、質量分析計、NMR分析機、又はクロマトグラフィー装置を含み得る。更に、方法
は、マイクロプレートELISAベースの方法、完全自動又はロボットイムノアッセイ（例え
ば、Elecsys（商標）分析機で利用可能）、CBA（酵素コバルト結合アッセイ、例えば、Ro
che-Hitachi（商標）分析機で利用可能）、及びラテックス凝集アッセイ（例えば、Roche
-Hitachi（商標）分析機で利用可能）を含む。
【００７７】
　本開示によれば、バイオマーカーであるペプチド又はポリペプチドの量の決定は、（ａ
）その強度が該ペプチド又はポリペプチドの量の指標となる細胞応答を誘発することがで
きる細胞を、適切な期間、該ペプチド又はポリペプチドと接触させる工程と、（ｂ）該細
胞応答を測定する工程とを含んでいてよい。該細胞応答の測定については、サンプル又は
加工サンプルを細胞培養物に添加してよく、そして、内部又は外部の細胞応答を測定する
。該細胞応答は、レポーター遺伝子の測定可能な発現、又は物質、例えば、ペプチド、ポ
リペプチド、又は低分子の分泌を含んでいてよい。該発現又は物質は、前記ペプチド又は
ポリペプチドの量と相関する強度シグナルを生成する。
【００７８】
　また、バイオマーカーであるペプチド又はポリペプチドの量の検出は、サンプル中の該
ペプチド又はポリペプチドから得ることができる特定の強度シグナルを測定する工程を含
む。上記の通り、このようなシグナルは、前記ペプチド又はポリペプチドに特異的な質量
スペクトル又はNMRスペクトルで観察される前記ペプチド又はポリペプチドに特異的なｍ
／ｚ変数において観察されるシグナル強度であってよい。
【００７９】
　バイオマーカーであるペプチド又はポリペプチドの量の検出は、（ａ）該ペプチドを特
異的リガンドと接触させる工程と、（ｂ）（場合により）未結合リガンドを除去する工程
と、（ｃ）結合リガンドの量を測定する工程とを含んでいてよい。該結合リガンドは、強
度シグナルを生成する。本開示に係る結合は、共有結合及び非競合結合の両方を含む。本
開示に係るリガンドは、本明細書に記載する前記ペプチド又はポリペプチドに結合する任
意の化合物、例えば、ペプチド、ポリペプチド、核酸、又は低分子であってよい。例示的
なリガンドは、抗体、核酸、ペプチド又はポリペプチド、例えば、該ペプチド又はポリペ
プチドの受容体又は結合パートナー、及び該ペプチドの結合ドメインを含むこれらの断片
、並びにアプタマー、例えば、核酸又はペプチドのアプタマーを含む。このようなリガン
ドを調製する方法は、当技術分野において周知である。例えば、好適な抗体又はアプタマ
ーの同定及び生成も商業的供給元によって提供される。当業者は、高い親和性又は特異性
を有するこのようなリガンドの誘導体を開発する方法をよく知っている。例えば、ランダ
ム突然変異を核酸、ペプチド、又はポリペプチドに導入してよい。次いで、当技術分野に
おいて公知のスクリーニング手順、例えば、ファージディスプレイに従って、これら誘導
体を結合について試験してよい。本明細書で言及する抗体は、ポリクローナル抗体及びモ
ノクローナル抗体に加えて、これらの断片、例えば、抗原又はハプテンに結合することが
できるＦｖ、Ｆａｂ、及びF(ab).sub.2断片を含む。
【００８０】
　また、本開示は、単鎖抗体、及び所望の抗原特異性を示す非ヒトドナー抗体のアミノ酸
配列をヒトアクセプタ抗体の配列と組み合わせたヒト化ハイブリッド抗体も含む。ドナー
配列は、通常、ドナーの抗原結合アミノ酸残基を少なくとも含むが、更にドナー抗体の他
の構造的及び／又は機能的に関連するアミノ酸残基を含んでいてもよい。このようなハイ
ブリッドは、当技術分野において周知の幾つかの方法によって調製することができる。リ
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ガンド又は剤は、前記ペプチド又はポリペプチドに特異的に結合する。本開示に係る特異
的結合とは、該リガンド又は剤が、分析されるサンプル中に存在する別のペプチド、ポリ
ペプチド、又は物質に実質的に結合（「交差反応」）しないはずであることを意味する。
特異的に結合したペプチド又はポリペプチドは、任意の他の関連するペプチド又はポリペ
プチドよりも少なくとも３倍高い、そして、幾つかの実施態様では、少なくとも１０倍高
い、又は更には少なくとも５０倍高い親和性で結合しているはずである。非特異的結合は
、例えば、ウエスタンブロットではそのサイズに従って又はサンプル中の比較的高い存在
量によって、依然として明確に区別され、そして、測定され得る場合、許容できる。リガ
ンドの結合は、当技術分野において公知の任意の方法によって測定することができる。前
記方法は、半定量的又は定量的であってよい。好適な方法については、以下に記載する。
【００８１】
　第１に、リガンドの結合は、例えば、NMR又は表面プラズモン共鳴によって直接測定し
てよい。第２に、リガンドが対象となるペプチド又はポリペプチドの酵素活性の基質とし
ても機能する場合、酵素反応生成物を測定してよい（例えば、プロテアーゼの量は、例え
ば、ウエスタンブロットにおいて、切断された基質の量を測定することによって測定する
ことができる）。あるいは、リガンドは、酵素特性自体を示す場合もあり、そして、「リ
ガンド／ペプチド又はポリペプチド」複合体又はそれぞれペプチド又はポリペプチドが結
合したリガンドを、強度シグナルの生成による検出を可能にする好適な基質と接触させて
もよい。酵素反応生成物を測定する場合、基質の量は、飽和していてよい。また、反応前
に、検出可能な標識で基質を標識してもよい。例えば、サンプルを適切な期間基質と接触
させる。適切な期間とは、検出可能な、そして、幾つかの実施態様では、測定可能な量の
生成物が生成されるのに必要な時間を指す。生成物の量を測定する代わりに、所与の（例
えば、検出可能な）量の生成物の出現に必要な時間を測定することもできる。第３に、リ
ガンドは、該リガンドの検出及び測定を可能にする標識に共有結合又は非共有結合し得る
。標識は、直接又は間接的な方法によって行ってよい。直接標識は、リガンドに標識を直
接（共有又は非共有的に）結合させることを含む。間接標識は、第１のリガンドに二次リ
ガンドを（共有又は非共有的に）結合させることを含む。二次リガンドは、第１のリガン
ドに特異的に結合しなければならない。前記二次リガンドは、好適な標識と結合し得、及
び／又は二次リガンドに結合する三次リガンドの標的（受容体）であり得る。二次、三次
、又は更に高次のリガンドの使用は、多くの場合、シグナルを増大させるために用いられ
る。好適な二次以上のリガンドは、抗体、二次抗体、及び周知のストレプトアビジン－ビ
オチン系（Vector Laboratories, Inc.）を含んでよい。
【００８２】
　リガンド又は基質は、当技術分野において公知の通り１つ以上のタグで「タグ付け」し
てもよい。次いで、このようなタグは、より高次のリガンドの標的となり得る。好適なタ
グは、ビオチン、ジゴキシゲニン、Hisタグ、グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ、F
LAG、GFP、mycタグ、インフルエンザウイルスＡ型赤血球凝集素（ＨＡ）、マルトース結
合タンパク質等を含む。ペプチド又はポリペプチドの場合、該タグは、Ｎ末端及び／又は
Ｃ末端に存在してよい。好適な標識は、適切な検出方法によって検出可能な任意の標識で
ある。典型的な標識は、金粒子、ラテックスビーズ、アクリダンエステル、ルミノール、
ルテニウム、酵素活性標識、放射性標識、磁気標識（「例えば、磁気ビーズ」、常磁性及
び超常磁性の標識を含む）、及び蛍光標識を含む。酵素活性標識は、例えば、西洋ワサビ
ペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼ、ルシフェラーゼ、
及びこれらの誘導体を含む。検出に好適な基質は、ジアミノベンジジン（DAB）、３，３
’－５，５’－テトラメチルベンジジン、NBT-BCIP（４－ニトロブルーテトラゾリウムク
ロリド及び５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリルホスファート、ROChe Diagnostics
から既製の原液として入手可能）、CDP-Star（商標）（Amersham Biosciences）、ECF（
商標）（Amersham Biosciences）を含む。好適な酵素－基質の組合せによって、着色反応
生成物、蛍光、又は化学発光が生じ得、これらは、（例えば、感光性フィルム又は好適な
カメラシステムを用いて）当技術分野において公知の方法に従って測定することができる
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。酵素反応の測定については、上に与えた基準を同様に適用する。典型的な蛍光標識は、
蛍光タンパク質（例えば、GFP及びその誘導体）、Cy3、Cy5、Texas Red、Fluorescein、
及びAlexa色素（例えば、Alexa 568）を含む。更なる蛍光標識は、例えば、Molecular Pr
obes（Oregon）から入手可能である。また、蛍光標識としての量子ドットの使用も想到さ
れる。典型的な放射性標識は、.sup.35S、.sup.125I、.sup.32P、.sup.33P等を含む。放
射性標識は、公知であり、そして、適切な任意の方法、例えば、感光性フィルム又はphos
phor imagerによって検出することができる。また、本開示に係る好適な測定方法は、沈
殿（特に、免疫沈降）、電気化学発光（電気によって生成される化学発光）、RIA（ラジ
オイムノアッセイ）、ELISA（酵素結合免疫吸着測定法）、サンドイッチ酵素免疫試験、
電気化学発光サンドイッチ免疫測定法（ECLIA）、解離促進ランタニドフルオロイムノア
ッセイ（DELFIA）、シンチレーション近接アッセイ（SPA）、比濁法、ネフェロメトリー
、ラテックス促進比濁法若しくはネフェロメトリー、又は固相免疫試験を含む。当技術分
野において公知の更なる方法（例えば、ゲル電気泳動、２Ｄゲル電気泳動、ＳＤＳポリア
クリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）、ウエスタンブロッティング、及び質量分析）は
、上記の通り、単独で又は標識若しくは他の検出方法と組み合わせて使用してよい。
【００８３】
　本開示の実施態様によれば、ペプチド又はポリペプチドの量は、以下の通り検出するこ
とができる：（ａ）上で指定したペプチド又はポリペプチドのリガンドを含む固体支持体
を、該ペプチド又はポリペプチドを含むサンプルと接触させ、そして、（ｂ）該支持体に
結合しているペプチド又はポリペプチドの量を測定する。該リガンドは、核酸、ペプチド
、ポリペプチド、抗体、及びアプタマーからなる群から選択してよい。幾つかの実施態様
では、該リガンドは、固定化されている形態の固体支持体上に存在する。固体支持体を製
造するための材料は、当技術分野において周知であり、そして、特に、市販されているカ
ラム材料、ポリスチレンビーズ、ラテックスビーズ、磁気ビーズ、コロイド状金属粒子、
ガラス及び／又はシリコンのチップ及び表面、ニトロセルロースストリップ、メンブレン
、シート、デュラサイト（duracytes）、反応トレーのウェル及び壁、プラスチックチュ
ーブ等を含む。該リガンド又は剤は、多くの異なる担体に結合し得る。周知の担体の例は
、ガラス、ポリスチレン、ポリ塩化ビニル、ポリプロピレン、ポリエチレン、ポリカーボ
ナート、デキストラン、ナイロン、アミロース、天然及び変性セルロース、ポリアクリル
アミド、アガロース、及びマグネタイトを含む。担体の性質は、本開示の目的のために可
溶性又は不溶性であってよい。前記リガンドを固定／固定化する好適な方法は、周知であ
り、そして、イオン性、疎水性、共有結合性の相互作用等を含むが、これらに限定されな
い。また、本開示に係るアレイとして「サスペンションアレイ」を使用することも想到さ
れる（Nolan 2002, Trends Biotechnol. 20(1):9-12）。このようなサスペンションアレ
イでは、担体、例えば、マイクロビーズ又はミクロスフィアが懸濁液中に存在する。該ア
レイは、異なるリガンドを担持している、標識されてしてもよい異なるマイクロビーズ又
はミクロスフィアからなる。例えば、固相化学及び感光性保護基に基づいてこのようなア
レイを作製する方法は、一般的に知られている（米国特許第５，７４４，３０５号）。
【００８４】
基準量：
　基準量は、標準的な統計的方法を適用することによって、所与のバイオマーカーについ
ての平均値に基づいて、被験体のコホート（すなわち、CHDを有することが知られている
被験体）について計算することができる。１つの実施態様では、該基準は、多変数比例ハ
ザード（Cox）回帰分析を用いてCHDに罹患している被験体のコホートにおいて決定される
（Cox DR. Regression models and life tables. J R Stat Soc (B). 1972; 34(series B
):187 - 220）。この種の分析において有用な技術及びアッセイは、本明細書で参照する
実施例及び図面に記載されている。
【００８５】
　表２は、実施例１に従って得られたデータに基づいて計算した平均値及び中央値を与え
る。
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【００８６】
【表２】

【００８７】
　患者のコホートにおいて決定されるバイオマーカーの中央値は、基準レベルを確立する
ための基礎としても使用することができる。
【００８８】
　特定の実施態様では、用語「基準レベル」は、本明細書では、所定の値を指す。この状
況では、「レベル」は、絶対量、相対量、又は濃度に加えて、これらに相関するか又はこ
れらから導くことができる任意の値又はパラメータを包含する。当業者は、基準レベルが
、例えば、特異性及び／又は感度の観点で日常的な要件を満たすように予め定められ、そ
して、設定されることを理解するであろう。これら要件は、例えば、規制機関によって変
化し得る。例えば、アッセイの感度又は特異性は、それぞれ、特定の限度、例えば、８０
％、９０％、９５％、又は９８％に設定しなければならない場合がある。これら要件は、
陽性又は陰性の予測値の観点で定義される場合もある。それにもかかわらず、本発明に与
えられる教示に基づいて、当業者は、これら要件を満たす基準レベルに到達することが常
に可能であろう。１つの実施態様では、基準レベルは、健常個体由来の基準サンプルにお
いて決定される。基準レベルは、１つの実施態様では、患者が属する疾病由来の基準サン
プルにおいて予め定められている。特定の実施態様では、基準レベルは、例えば、調べら
れる疾病における値の全体的な分布の２５％～７５％の任意の百分率に設定してよい。他
の実施態様では、基準レベルは、例えば、調べられる疾病由来の基準サンプルにおける値
の全体的な分布から決定するとき、中央値、三分位数、又は四分位数に設定してよい。特
に、基準レベルは、CRPについて１．５１mg/L、ホモシステインについては１２．１６μm
ol/L、NT-proBNPについては２６３pg/mLである。
【００８９】
　１つの実施態様では、基準レベルは、調べられる疾病における値の全体的な分布から決
定するとき、中央値に設定される。基準レベルは、例えば、年齢、性別、又は亜集団等の
様々な生理学的パラメータに加えて、本明細書において言及するバイオマーカーＹを測定
するために用いられる手段に依存して変動し得る。１つの実施態様では、基準サンプルは
、本発明の方法に供される個体又は患者由来のサンプルと本質的に同じ種類の細胞、組織
、器官、又は体液源に由来し、例えば、本発明に従って、個体におけるバイオマーカーＹ
のレベルを決定するためのサンプルとして血液を用いる場合、基準レベルも血液又はその
一部において決定される。
【００９０】
　特定の実施態様では、用語「基準レベルで」とは、基準レベルと本質的に同一である、
個体若しくは患者由来のサンプル中のバイオマーカーのレベル、又は該基準レベルと１％
以下、２％以下、３％以下、４％以下、５％以下だけ異なるレベルを指す。
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【００９１】
　特定の実施態様では、用語「基準レベルよりも多い」とは、基準レベルと比べたとき、
本明細書に記載の方法によって決定された、基準レベルを上回る個体若しくは患者由来の
サンプル中のバイオマーカーのレベル、又は５％、１０％、２０％、２５％、３０％、４
０％、５０％、６０％、７０％、８０％、８５％、９０％、９５％、１００％、若しくは
それ以上の全体的な増加を指す。特定の実施態様では、増加という用語は、個体又は患者
由来のサンプル中のバイオマーカーのレベルの増加であって、例えば、基準サンプルから
予め定められる基準レベルと比べたとき、少なくとも約１．５倍、１．７５倍、２倍、３
倍、４倍、５倍、６倍、７倍、８倍、９倍、１０倍、１５倍、２０倍、２５倍、３０倍、
４０倍、５０倍、６０倍、７０倍、７５倍、８０倍、９０倍、又は１００倍高い増加を指
す。
【００９２】
　特定の実施態様では、用語「減少」又は「下回る」とは、本明細書では、基準レベルと
比べたとき、本明細書に記載の方法によって決定された、基準レベルを下回る個体若しく
は患者由来のサンプル中のバイオマーカーのレベル、又は５％、１０％、２０％、２５％
、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％
、９７％、９８％、９９％、又はそれ以上の全体的な低減を指す。特定の実施態様では、
減少という用語は、減少したレベルが、例えば、基準サンプルから予め定められる基準レ
ベルの最高約０．９倍、０．８倍、０．７倍、０．６倍、０．５倍、０．４倍、０．３倍
、０．２倍、０．１倍、０．０５倍、若しくは０．０１倍、又はそれ以下である、個体又
は患者由来のサンプル中のバイオマーカーレベルである。
【００９３】
　他の実施態様では、本発明は、表３に示す通り、二次予防試験のサンプルサイズを低減
することができる。
【００９４】
【表３】

【００９５】
　以下の実施例は、単に本発明の実施を例証することを意図し、そして、限定の目的で提
供されるものではない。
【００９６】
実施例１
　Dal-OUTCOMES試験（NC20971）は、急性冠症候群（ACS）について最近入院加療を受けた
患者におけるCETP阻害剤ダルセトラピブの安全性及び効果を評価するための二重盲検無作
為化プラセボ対照平行群多施設第III相試験であった。中間分析時に、該試験は、２つの
処置アーム：プラセボ（７９３３人の患者）及びダルセトラピブ（毎日６００mg；７９３
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８人の患者）に分配された１５８７１人の無作為化患者を含んでいた。該試験は、プラセ
ボアームと比べてダルセトラピブアームにおいて主要効果評価項目における事象率が低減
するという証拠を示さなかった。dal-OUTCOMES試験の詳細は、G. Schwartz et al., N. E
ngl. J. Med.367;22, 2012に見出すことができる。
【００９７】
サンプル回収
　一晩絶食後、SSTチューブに血液を回収し、静かに５回反転させることによって混合し
、続いて、３０分間サンプルを凝血させた。次いで、回収から１時間以内に１５００～２
０００ｇ（約４０００～５０００rpm）で１５分間遠心分離した。血清をプレインキャッ
プトランスファーチューブに移し、そして、直ちに冷凍した。
【００９８】
　患者のサンプルをアッセイして、被験体がその後に心血管イベントを経験する可能性が
高まっていると割り当てるのに役立てるために幾つかのバイオマーカーの有用性を評価し
た。
【００９９】
　各患者から得られたサンプルをイムノアッセイによって分析して、各バイオマーカーの
レベルを決定した。イムノアッセイは、サンドイッチアッセイフォーマットで、又は、NT
-proBNPについては、Elecsys（登録商標）proBNPプラットフォーム（Elecsys 20.10 immu
noanalyzer）を用いて行った。
【０１００】
　それぞれのバイオマーカーについて用いたアッセイ（essays）は、以下の通りである：
　NT-proBNP－Roche Immunoassay（Elecsys（登録商標））
　高感度CRP－Roche Clinical Chemistry Assay；Cardiac C-Reactive Protein (Latex) 
High Sensitive on COBAS（登録商標）
　ホモシステイン－Roche Clinical Chemistry Assay Roche Homocysteine enzymatic as
say on COBAS（登録商標）。
【０１０１】
　製造業者のプロトコールに従って市販のアッセイキットを用いて、血清サンプル中のホ
モシステインの濃度、「合計ホモシステイン」を測定した。
【０１０２】
　製造業者のプロトコールに従って市販の酵素結合免疫吸着測定法キットを用いて、血清
サンプル中のCRP（高感度CRP）の濃度をデュープリケートで測定した。血漿サンプルをＸ
倍希釈した。定量の下限を決定し、そして、Ｘng/mLに設定した。
【０１０３】
　製造業者の指示書に従って市販のＣＥ認証試験キットを用いて血清中のNT-proBNP（カ
タログ番号04842464190、Roche Diagnostics, Mannheim, Germany）を測定した。
【０１０４】
　以下の特徴を評価した：
　動的濃度範囲；定量の上限及び下限；マトリクス効果；正確さ；精度；安定性；選択性
及び特異性；希釈平行性；並びに干渉剤。
【０１０５】
サンプルサイズ
　時間及びコストの効率を高めるために、患者の選択されたサブセットに対してバイオマ
ーカー測定を実施した。ベースライン血清サンプルを入手可能な患者のうちのわずか約７
％しかイベントを経験していないとすると、ネステッドケースコントロール（NCC）デザ
インを適用することによって、ほぼ完全な検出力を保持しながら、分析するサンプル数を
劇的に低減することが可能であった。NCCデザインは、主要複合評価項目（PCE）イベント
又は心血管系（ＣＶ）死亡を経験し、そして、血清サンプルを入手可能な全ての患者を含
んでいた。選択された各イベントについて、それぞれのイベント時に依然としてイベント
を経験するリスクを有していた対照患者に一致する患者を無作為に選択した。一次分析集
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団については、対照対イベントの４：１マッチングを実施した。
【０１０６】
　サンプルサイズの計算は、二値説明変数を用いる単変量比例ハザード回帰におけるスコ
ア検定と等価なログランク検定に基づいていた。分析は、ITT集団全体ではなく、選択さ
れたNCCデザインによって選択されたサブセットを含んでおり、集団全体と比べて検出力
が低下していた。４：１マッチングの場合、検出力は、完全なITT集団における検出力の
約８０％であった。全ての報告する検出力の図は、NCCデザインに起因する相対的な検出
力の低下によって補正した。
【０１０７】
　プラセボ群では、４７６のPCEイベントが観察された。選択された４：１マッチングで
は、これは、２５％のリスク低減を検出するために７０％の検出力を与え、１９％のリス
ク低減の検出については５０％の検出力であった。数字は、５％の両側第１種の過誤を指
す。
【０１０８】
統計解析
分析集団
　結果は、第３相臨床試験NC20971の第２の中間解析に基づいていた。中間解析時に、試
験は、１５８７２人の無作為化患者を含んでおり、２つの処置アーム：プラセボ（７９３
４人の患者）及びダルセトラピブ（毎日６００mg；７９３８人の患者）に分布していた。
該試験は、プラセボアームと比べてダルセトラピブアームにおい主要効果評価項目におけ
る事象率が低減するという証拠を全く示さなかった。
【０１０９】
包括解析集団（ITT）
　試験の説明力に影響を与える虚偽データを有するか又は処置する意図のない研究者によ
って誤って無作為化されたと特定された患者を除く全ての無作為化患者が、包括解析集団
に含まれていた。
【０１１０】
　ITT集団は、１５８７１人の患者を含み、１１３５人がPCEイベントを経験し、そして、
１１０１人がDMSイベント（CHD死亡、非致死性ＭＩ、又は脳卒中のイベント）を経験して
いた。全ての更に選択される解析集団は、ITT集団に基づいていた。
【０１１１】
自動アッセイ集団
　PCEイベント又はＣＶ死亡を経験し、そして、ベースライン血清サンプルを入手可能で
あるITT集団の全ての患者、及び対応する対照を、４：１ネステッドケースコントロール
マッチングによって選択した。補充を伴う無作為サンプリングによってケースコントロー
ルマッチングを実施したので、サンプルは異なるリスクセットについて１回超選択された
可能性がある。したがって、一部の患者サンプルは、解析データセットにおいて数回列挙
されるが、１回しか測定しなかった。
【０１１２】
　２つの解析評価項目に対応して、本発明者らは、２つの異なる集団を規定した：
・自動アッセイPCE集団－全ての測定されたPCEイベント及びマッチング対照を含む。
・自動アッセイDMS集団－全ての測定されたDMSイベント及びマッチング対照を含む。
【０１１３】
　ベースライン血清サンプルは、９６１のPCEイベント及び８５１のDMSイベントから入手
可能であった。自動アッセイのために用いられる４：１マッチングでは、これによって、
自動アッセイPCE集団において４８０５人の患者（重複無しで４１１２人）及び自動アッ
セイDMS集団において４２５５人の患者（重複無しで３７１２人）の合計数が導かれた。
自動アッセイPCE集団は、一次解析集団であった。
【０１１４】
バイオマーカーデータの前処理
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切り捨て値の取り扱い
　バイオマーカー測定値は、File Format Specification（FFS）文書において指定された
フォーマットで与えられた。データファイルは、実際のサンプル測定値と、測定単位に関
する情報（例えば、ng/mL）とを含んでいた。測定範囲を下回る値は、「＜Ｙ」（Ｙは、
下限である）と報告した。測定範囲を上回る値は、「＞Ｘ」（Ｘは、上限である）と報告
した。
【０１１５】
　測定データを以下の通り前処理した：
１．　「＜Ｙ」エントリーをＹ／２に置き換えた。
２．　「＞Ｘ」エントリーをＸに置き換えた。
【０１１６】
　７０％超の切り捨て値を有するバイオマーカーを解析から除外した。
【０１１７】
欠測値の取り扱い
　２０％超の欠測値を有するバイオマーカーを解析から除外した。回帰解析では、残りの
欠測値をデータマトリクスにおけるそれぞれのバイオマーカーの中央値に置き換えた。
【０１１８】
変換及び変化の計算
　全てのバイオマーカー測定値をlog2変換した。濃度変化の分析では、ベースラインと３
ヶ月目の通院時との間の相対log2変化をlog2(V3/BL)として計算した。
【０１１９】
特徴縮小
　この試験でアッセイされるバイオマーカーのセットは、同じアナライトを評価したか、
又は他のアナライト（例えば、LDL-c及びsdLDL）の小成分を評価する幾つかのアッセイを
含んでいた。これらバイオマーカー対の多くは、非常に高い相関を示すと予測され、この
ことは、統計的検出力を低下させ、そして、予測モデルの推定及び特徴選択において問題
を引き起こす可能性がある。
【０１２０】
　類似性の尺度としてSpearman相関係数を用いる階層的クラスタ分析によって、バイオマ
ーカー候補の高相関群を同定した。高相関タンパク質のクラスタが同定された場合、これ
らクラスタを一次解析のための１つの単変数に縮小した。優先度（例えば、分析アッセイ
性能又は生物学的推論）に基づいて、又は全ての他のクラスタメンバーまでの最短距離に
基づいて、クラスタの１つの代表的なバイオマーカーを選択することによって縮小を行っ
た。
【０１２１】
バイオマーカー及び処理群の比較可能性の解析
人口統計学データ
　以下の人口統計学データ及びベースライン特性について、完全試験ITT、自動アッセイP
CE、及び手動アッセイPCE集団内の両処理群の要約統計量を提示する：性別、年齢、人種
、民族、地理的領域、体重、身長、及びボディー・マス・インデックス（ＢＭＩ）。
【０１２２】
ベースライン疾患特性
　以下のベースライン疾患特性について、完全試験ITT、自動アッセイPCE、及び手動アッ
セイPCE集団内の両処理群の要約統計量を提示する：高血圧、糖尿病、メタボリックシン
ドローム、ＭＩ／ＵＡの既往、及び地理的起源。
【０１２３】
欠測データ
　回帰解析では、連続ベースライン特性の欠測値及びバイオマーカー値をデータマトリク
スにおけるそれぞれの変数の中央値に置き換えた。カテゴリーベースライン変数について
は、最も頻度の高いカテゴリーを入力した。
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【０１２４】
　全ての使用した統計学的方法が打ち切りデータを取り扱うことができるので、評価項目
のインピュテーションは必要なかった。
【０１２５】
予測精度の尺度
絶対尺度
　本発明者らは、未来の心血管イベントのリスクを予測するためのモデルの精度を評価す
るために、以下のモデルの当てはまりの尺度を使用した：
【０１２６】
一致指数
　一致指数Ｃは、以下の通り定義した：
【数１】

（式中、Ｚｉは、予測モデルリスクスコアであり、ｔｉは、生存時間であり、そして、Ｄ

ｉは、ｉ番目の患者のイベントの観察についての指標変数である（Pencina, M. J. (2008
)., Statistics in Medicine, 27(2), pp. 157-172.)(Chambless, L. E. et al. (2011).
 Statistics in Medicine, 30(1), pp. 22-38）。
【０１２７】
　Ｃ指数は、モデル予測と観察されたアウトカムとが一致する全ての患者対の比率のノン
パラメトリック推定量である。
【０１２８】
時間依存性AUC
　イベントまでの時間データの解析では、感度、特異性、及びROC曲線下面積（AUC）の古
典的な診断尺度が時間の関数となる。所与の時点でイベントを経験するリスクのある患者
の所与のセットについて、これら尺度は、所与のリスクスコア又はバイオマーカー及びカ
ットオフ値に基づいて直前ケース（imminent case）と短期対照（near term controls）
との間の識別を定量する。
【０１２９】
　時間依存性AUCは、以下の通り定義した：
【数２】

（式中、Ｚｉは、予測モデルリスクスコアであり、ｔは、対象となる時点であり、ｔｉは
、生存時間であり、そして、Ｄｉは、ｉ番目の患者のイベントの観察についての指標変数
である（Saha-Chaudhuri, P. et al. (2012). Non-parametric estimation of a time-de
pendent predictive accuracy curve. Biostatistics.）AUC(t)は、対象となる規定の時
間枠内でモデル予測と観察されたアウトカムとが一致する患者対の比率のノンパラメトリ
ック推定量である。
【０１３０】
モデル比較のための相対尺度
　本発明者らは、予測精度に関して２つのモデルを比較するために以下の尺度を使用した
：
【０１３１】
一致指数の差
　２つのモデルのＣ指数間の差は、モデル予測の精度を改善するためのノンパラメトリッ
ク尺度である。
【０１３２】



(28) JP 2017-533428 A 2017.11.9

10

20

30

40

50

時間依存性AUC値の差
　２つのモデルのAUC(t)間の差は、所与の時点におけるモデル予測の精度を改善するため
のノンパラメトリック尺度である。
【０１３３】
逸脱度
　逸脱度は、尤度比に基づいて２つのネステッドパラメトリックモデルの当てはまりを比
較する。逸脱度は、以下の通り定義した：
【数３】

（式中、ｙは、観察されたデータであり、そして、θ０及びθ１は、それぞれベースライ
ン及びフルモデルの推定パラメータである）。逸脱度はモデル尤度に直接基づいているの
で、モデル当てはめのために使用される最適化基準に直接関連している。それは、モデル
校正に依存し、そして、任意の臨床的解釈を有しないという問題点がある。
【０１３４】
予後バイオマーカーの発見
　予後バイオマーカーの発見の目的は、患者のリスク予測を著しく改善するバイオマーカ
ーのセットの同定であった。同定されたバイオマーカーは、十分に確立されたリスクマー
カー（例えば、HDL、LDL）及び他の予後因子（例えば、糖尿病又は喫煙）に追加情報を付
加するはずである。
【０１３５】
一次解析
　一次複合評価項目に対して一次解析を実施した。解析データセットは、PCEリスクセッ
トについて選択された全ての患者を含んでいた。一次解析は、リスクセットによって層別
化せず；各選択された患者は、１回だけ解析された。層別解析は、本明細書に記載する通
り一次解析の潜在的バイアスについて確認するために、感度分析として最終的に選択され
たモデルについて実施した。
【０１３６】
　この解析の潜在的説明変数は、検査のベースライン濃度と、表８及び９に列挙する自動
アッセイバイオマーカーと、人口統計学的変数とに加えて、ベースラインにおける健康状
態及び病歴に関連する臨床的変数であった。
【０１３７】
　本明細書に定義する自動アッセイPCE集団のプラセボ群に対して一次解析を実施した。
治癒処理シナリオの標準を表すために、分析集団は、プラセボ群に限定した。
【０１３８】
　一次解析は、最適予後モデルの選択と、選択されたモデルのリスク予測性能の決定とを
包含していた。これは、プラセボ群に対するネステッドクロス検証によって実施した（最
適なモデル複雑さの決定のための内部クロス検証、リスク予測性能の決定のための外部ク
ロス検証）。更に、本発明者らは、処理群におけるモデルのリスク予測性能を決定した。
ダルセトラピブが完全に効果を有しないと仮定すると、これは、独立患者コホートに対す
るリスク予測性能推定を与えるであろう。
【０１３９】
モデル選択
　イベントまでの時間は、非層別Cox比例ハザードモデルでモデル化した。変数選択は、C
ox回帰のための経路状巡回座標降下法（Simon, N. et al. (2011). Journal of Statisti
cal Software, 39(5), pp. 1-13を用いてLASSO法によって実施した（Tibshirani, R. et 
al. (1996). J. Royal. Statist. Soc B., 1, pp. 267-288）。
【０１４０】
　新規バイオマーカーによって得られる追加情報の値を評価するために、２つのモデルを
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選択することが必要であった。第１のモデルは、全ての非バイオマーカー変数及び十分に
確立されたＣＶリスクバイオマーカーから選択した。第２のモデルは、第１のモデルに基
づいていたが、新規バイオマーカー候補を用いて拡大した。第１のモデルを「基準モデル
」と呼び、そして、第２のモデルを「バイオマーカーモデル」と呼んだ。まず基準モデル
を作成し、そして、基準モデルに基づいて、バイオマーカーモデルを構築した。バイオマ
ーカーモデルは、基準モデルによって選択された全ての変数を含んでいた。
【０１４１】
　Ｘ１、...、Ｘｎは、全ての非バイオマーカー及び確立されたＣＶリスクバイオマーカ
ーの変数を表し、そして、Ｚ１、...、Ｚｍは、全ての新規バイオマーカーの変数を表す
。Ａは、全ての非バイオマーカー及びLASSOによって選択された確立されたＣＶリスクバ
イオマーカーの変数の指数セットのサイズｋを表す。したがって、Ａは、以下の通り定義
した：
　Ａ＝｛ｉ｜Ｘｉは、予後モデルについて選択される｝、
したがって、ＸA1、...、ＸAkは、全ての選択された非バイオマーカー及び確立されたＣ
Ｖリスクバイオマーカーの変数であった。次いで、基準モデルは、
　Ｙ＝ＸＡ１＋...＋ＸＡｋである。
【０１４２】
　次いで、基準モデルに基づいて、LASSO手順は、第２の工程で、新規バイオマーカー候
補Ｚ１、...、Ｚｍから、モデルに含める更なる変数を選択することができた。Ｂは、基
準モデルに加えてLASSOによって選択された全ての新規バイオマーカー候補の変数の指数
セットのサイズｐを表す：
　Ｂ＝｛ｉ｜Ｚｉは、予後モデルに含まれる予後バイオマーカーである｝。
【０１４３】
　次いで、ＸA1、...、ＸAk及びＺB1、...、ＺBpの合計が予後バイオマーカーモデルを構
成する：
Ｙ＝ＸA1＋...＋ＸA1＋ＺA1＋...＋ＺA1。
【０１４４】
　LASSO手順では、モデルの複雑さ（選択された特徴の数）は、罰則付きパラメータラム
ダによって正則化される。大きなラムダ（高罰則）によって、わずかな変数が含まれるよ
うになり、そして、小さなラムダ（低罰則）によって、より多くの変数が含まれるように
なる。最適なラムダの選択については、１０倍クロス検証を用いた。これは、データセッ
トを１０（等しいサイズ）の部分に分けることを意味し：９個をトレーニングのために使
用し、１０番目を試験のために使用した。次いで、トレーニング／試験セットの割当ての
順序を変え、その結果、１０個の部分がそれぞれトレーニングセットに９回属し、そして
、試験セットに１回属する。各試験セットにおいて、各ラムダについてアウトカムを予測
し、そして、実際のアウトカムと比較した。モデル予測品質をｃ指数によって各ラムダに
ついて評価し、そして、保存した。記載するｋ倍クロス検証手順を、ランダムな順序のサ
ンプルセットにおいて５回繰り返した。各ラムダについて、クロス検証結果の中央値によ
って予測品質を要約した（１０×５＝試験セットにおける５０個のｃ指数）。最大値に対
応する中央値を有するラムダを選択し、そして、λoptと呼んだ。この「最小損失」λopt
は、多くの場合、複雑さの低いモデルに対して有意な又は臨床的に意義のある改善を示さ
ない複雑なモデルを導くので、追加の補正工程が含まれていた。本発明者らは、ｃ指数の
有意な改善を、λoptにおける観察されたクロス検証ｃ指数の１つの標準的な偏差として
定義した。本発明者らは、ｃ指数の臨床的に意義のある改善を、０．００２５のデルタと
して定義した（増大した一致を示す患者対の０．２５％に相当）。この数は、HDL（ΔＣ
＝０．０１３～０．０２３）又は喫煙（ΔＣ＝０．００６～０．０２４）等の確立された
リスク因子の公開されているｃ指数から導いた（Chambless, L. E. et al. (2011). Stat
istics in Medicine, 30(1), pp. 22-38）。
【０１４５】
　選択したラムダは、以下の通りであった：
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　λｓｅｌ＝ｍａｘ（λ｜中央値（ｃ指数［λ］）＞＝中央値（ｃ指数［λopt］）－ｍ
ａｘ（ｓｄ（ｃ指数［λopt］），０．００２５））。
【０１４６】
　これは、本発明者らが、性能（ｃ指数の中央値）が、λoptモデルの性能からその標準
偏差を減じたもの以上である最大ラムダ（最小モデル）をとったことを意味する。標準偏
差が０．００２５を下回っていた場合、０．０２５を減じた。標準偏差ｓｄ（ｃ指数［λ
opt］）は、クロス検証の実行から推定した。
【０１４７】
　ラムダλselを有するLASSOを用いて最終モデルを選択した。最終モデルの回帰係数を罰
則無しのCox回帰によって推定した。
【０１４８】
　まず、記載したLASSO手順に従って基準モデルを構築した。次いで、追加のバイオマー
カーを追加するために同じLASSO手順を用いてバイオマーカーモデルを構築した。基準モ
デルにおいて選択される変数の全ての係数が罰則付きではないので、ラムダに関係しない
モデルに常に含まれるのは、第２のLASSO相における差のみである。
【０１４９】
　次いで、患者の応答を予測する能力において２つのモデルを比較した。
【０１５０】
一般化手順
　モデルの当てはまりの評価と同じデータセットにおいてモデルの選択を実施したので、
モデルの当てはまりに関する２つのモデルの比較は、より複雑なモデルを好むであろう。
したがって、外部クロス検証工程が必要であった。
【０１５１】
　これは、データが上記「内部」クロス検証工程に入る前に、データを外部試験及びトレ
ーニングセットに分けたことを意味する。トレーニングセットは、ケースの８０％を含ん
でいた。トレーニングセットに含まれるケースは、無作為に選択した（Monte Carloクロ
ス検証）。試験セットは、全ての選択されていないケースを含んでいた。次いで、「モデ
ル選択」に記載したアプローチを外部トレーニングセットに適用した。その結果、本発明
者らは２つのモデル、基準モデル及びバイオマーカーモデルを得た。これら２つのモデル
に基づいて、対応変数に対する予測を試験セットにおいて行い、そして、各モデルについ
てｃ指数を計算した。基準モデルとバイオマーカーモデルとの間の予測品質の差をｃ指数
の絶対差によって評価した。
　ｃ指数Diff＝ｃ指数Biom－ｃ指数Ref。外側クロス検証工程を少なくとも１００回繰り
返した。
【０１５２】
　全てのクロス検証の実行から得られたｃ指数Diffの中央値は、新規バイオマーカーを含
むことによって改善されたモデル性能の不偏尺度である。平均モデル当てはめ改善の信頼
区間は、クロス検証結果の９０％サンプル四分位数から推定する。同定されたバイオマー
カーパネルの使用によって、計算されたクロス検証信頼区間の下限がゼロを上回る場合、
リスク推定が著しく改善される。
【０１５３】
絶対リスクを計算するためのモデル：
　Coxモデルの一般的な形態は、ｈ（ｔ）＝ｈ０（ｔ）×ｅｘｐ（ｂ１×Ｘ１＋ｂ２×Ｘ
２＋...）（式中、ｂは、HR値の自然対数に等しい）である。本発明者らによるモデルで
は、Ｘ１は、年齢に等しく、Ｘ２は、脈拍数に等しく、Ｘ３は、LDLに等しく、...
【０１５４】
　年齢のHRは、１．００４であり、自然対数は、０．００４であり、これは、表４の１行
目のcoefの列に見出すことができる。脈拍数のHRは、１．０１６であり、自然対数は、０
．０１６である（表４の２行目のcoefの列を参照）。
【０１５５】
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　ベースラインハザード比（ration）（ベースラインHR）であるｈ０（ｔ）は、リスクモ
デルに含まれる変数からの情報を含まない時間依存性関数である。
【０１５６】
【表４】

【０１５７】
　予後モデルを表５に示す。
【０１５８】
　バイオマーカーは、連続変数としてモデルに入力される。HRは、logステップ当たり、
この場合、底２で与えられる。ホモシステインの場合（HR　１．２５９）、これは、ホモ
システインのレベルの倍加当たり、それぞれlogステップ当たりリスクが２５．９％増加
することを意味する。NT-proBNBのそれぞれの数は、logステップ（倍加）当たり１８．３
％であり、そして、hsCRPについては、logステップ（倍加）当たり５．６％である。
【０１５９】
　これは、年齢、脈拍数、及びLDLにも当てはまり、同時に、糖尿病（HR　１．１０７）
、末梢血管疾患（HR　１．４３５）、うっ血性心不全（HR　１．０２８）、ACSの既往（H
R　１．３２６）、血行再建の既往（HR　１．３８８）、指数イベント前の冠状動脈性心
疾患（HR　１．３７４）、及び利尿剤による処置（HR　１．３２９）の存在はリスクを１
０．７％、４３．５％、２．８％、３２．６％、３８．８％、３７．４％、及び３２．９
％増加させる。
【０１６０】



(32) JP 2017-533428 A 2017.11.9

10

20

30

40

50

【表５】

【０１６１】
【表６】

【０１６２】
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【表７】

【０１６３】

【表８】

【０１６４】
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【表９】

【０１６５】
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