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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】Ｃ型ナトリウム利尿及びエリスロポエチンシグナルペプチド並びにフラグメント
に関する診断法、並びにそのためのキット、使用及び適用の提供。
【解決手段】Ｃ型ナトリウム利尿ペプチド及びエリスロポエチンのシグナルペプチド及び
シグナルペプチド断片に関し、並びに例えば、これらの検出（ＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮ
Ｐｓｐ免疫反応性並びにＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐ断片免疫反応性の検出を含む）
方法、及びこのために有用な結合剤（ｂｉｎｄｉｎｇ　ａｇｅｎｔ）及びアッセイに関す
る。例えば、急性冠症候群、急性及び慢性腎臓障害及び傷害、並びに不安定プラークの評
価、診断、及び予後用のほか、例えば、アスリートによるＥＰＯドーピングの検出用を含
む、診断法のための新たな初期マーカーの発見に関する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号１又は４に対する結合剤からなる群から選択される、単離された結合剤。
【請求項２】
　配列番号２、３、５及び／又は６に対する結合剤からなる群から選択される、単離され
た結合剤。
【請求項３】
　抗原性バリアント又はその断片と結合する、請求項１に記載の結合剤。
【請求項４】
　抗原性バリアント又はその断片と結合する、請求項３に記載の結合剤。
【請求項５】
　抗体又はその抗原結合断片である、請求項１～３のいずれか一項又は請求項４に記載の
結合剤。
【請求項６】
　ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、キメラ抗体若しくはヒト化抗体又はその抗
原結合断片である、請求項１～３のいずれか一項又は請求項４に記載の結合剤。
【請求項７】
　検出可能なマーカーで標識された、請求項１～５のいずれか一項又は請求項６に記載の
結合剤。
【請求項８】
　配列番号２、３、５及び／又は６からなる群から選択される、単離されたペプチド。
【請求項９】
　配列番号２、３、５及び／又は６からなる群から選択されるペプチドを含有する患者か
ら得られた、血液試料、血漿試料又は血清試料である生物学的試料を、前記ペプチドに対
する結合剤と接触させるステップを含む方法。
【請求項１０】
　抗体の調製における請求項８に記載のポリペプチドの使用。
【請求項１１】
　対象由来の生物学的試料中の請求項８に記載のポリペプチドに関するアッセイであって
、前記試料を得るステップと、前記試料を結合剤と接触させるステップと、任意の既知の
方法を用いて試料中の前記ペプチドのレベルを検出及び測定するステップとを含むアッセ
イ。
【請求項１２】
　生物学的試料が循環源由来の試料である、請求項１１に記載のアッセイ。
【請求項１３】
　前記ポリペプチドのレベルが質量分析を用いて測定される、請求項１１又は１２に記載
のアッセイ。
【請求項１４】
　前記ポリペプチドのレベルが、ＲＩＡ、ＥＬＩＳＡ、免疫蛍光アッセイ及び免疫放射線
測定アッセイから選択されるアッセイを用いて測定される、請求項１１又は１２に記載の
アッセイ。
【請求項１５】
　急性心筋梗塞（ＡＭＩ）及び狭心症を含む急性冠症候群（ＡＣＳ）、心不全、不安定プ
ラーク、並びにアテローム性動脈硬化を含む血管疾患からなる群から選択される心臓障害
を対象において予測、診断又はモニターする方法であって、
（ａ）対象由来の生物学的試料中のＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ免疫反応性、又
はＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又はＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ断片
のレベルを測定するステップと、
（ｂ）前記ＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓ免疫反応性、又は前記ＥＰＯｓｐ及び／若
しくは前記ＣＮＰｓｐペプチド若しくは断片のレベルを、対照からのレベルと比較するス
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テップと
を含み、対照レベルより高いＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ免疫反応性、ＥＰＯｓ
ｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又はそのＥＰＯｓｐ断片及び／若しくはＣＮＰｓｐ断片の
測定されたレベルが、前記心臓障害を示す方法。
【請求項１６】
　前記方法が、対象における急性又は慢性心臓障害の治療に対する反応を評価又はモニタ
ーするのに使用され、対照レベルからの、ＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ免疫反応
性、ＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又はその断片の測定レベルにおける変化が、
治療に対する反応を示す、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　対象における急性及び／又は慢性腎臓疾患、傷害又は障害を予測、診断又はモニターす
る方法であって、
（ａ）対象由来の生物学的試料中のＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ免疫反応性、Ｅ
ＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又はその断片のレベルを測定するステップと、
（ｂ）前記ＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又はその断片のレベルを対照からのレ
ベルと比較するステップと
を含み、対照レベルより高い、ＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ免疫反応性、ＥＰＯ
ｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又はその断片の測定されたレベルが、急性又は慢性腎臓
疾患、傷害又は障害を示す方法。
【請求項１８】
　前記方法が、対象における急性又は慢性腎臓疾患又は障害の治療に対する反応を評価又
はモニターするのに使用され、対照レベルからの、ＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ
免疫反応性、ＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又はその断片の測定レベルにおける
変化が、治療に対する反応を示す、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　前記心臓障害の発症の発症、又は臨床的提示の最初の４８時間、２４時間、１２時間、
６時間、４時間、２時間、１時間、若しくは３０分以内に、対象由来の生物学的試料中の
ＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐ免疫反応性のレベル、ＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐ
断片のレベルを測定するステップを含む、請求項１５に記載の方法。
【請求項２０】
　前記腎臓障害又は疾患の臨床的提示の最初の４８時間、２４時間、１２時間、６時間、
４時間、２時間、１時間、若しくは３０分以内に、対象由来の生物学的試料中のＥＰＯｓ
ｐ及び／又はＣＮＰｓｐ免疫反応性のレベル、ＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐ断片のレ
ベルを測定するステップを含む、請求項１７に記載の方法。
【請求項２１】
　範囲４０～２５０ｐｍｏｌ／Ｌ、６５～２００ｐｍｏｌ／Ｌ、７０～１５０ｐｍｏｌ／
Ｌ、又は７０～１３０ｐｍｏｌ／Ｌにある、試料中のＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐ免
疫反応性、ＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又はその断片のレベルがＡＣＳを示す
、請求項１５又は１９に記載の方法。
【請求項２２】
　対照レベルより１．５～１０、１．５～５、又は２～３倍高い、試料中のＥＰＯｓｐ及
び／又はＣＮＰｓｐ免疫反応性、ＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又はその断片の
レベルがＡＣＳを示す、請求項１５又は１９に記載の方法。
【請求項２３】
　急性心臓障害が、提示ＥＣＧ上でＳＴ上昇を有する急性心筋梗塞（ＡＭＩ）、不安定狭
心症、急性非ＳＴ上昇心筋梗塞、心臓虚血、急性心臓傷害、急性薬物毒性に起因する急性
心臓損傷、急性心筋症である、請求項１５又は１９に記載の方法。
【請求項２４】
　生物学的試料が、血液、静脈血液、動脈血液、血漿、血清、唾液、間質液、尿又は心臓
組織試料である、請求項１５～２０のいずれか一項に記載の方法。



(4) JP 2017-122093 A 2017.7.13

10

20

30

40

50

【請求項２５】
　前記ＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ免疫反応性、ＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮ
Ｐｓｐ、又はＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ断片のレベルが、質量分析（ＳＥＬＤ
Ｉ、ＥＳＩ、ＭＡＬＤＩ又はＦＴＩＣを含む）、ＲＩＡ、ＥＬＩＳＡ、蛍光免疫アッセイ
、免疫蛍光アッセイ、及び免疫放射線測定アッセイから選択されるアッセイを用いて測定
される、請求項１５～２０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２６】
　前記ＡＣＳの１つ又は複数の非ＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐマーカーのレベルを測
定するステップと、対照からのマーカーレベルに対し前記レベルを比較するステップとを
さらに含み、対照レベルからの、測定レベルにおける偏差が、ＥＰＯｓｐ及び／若しくは
ＣＮＰｓｐ、又はその断片の対照レベルより高いＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、
又はその断片の測定されたレベルと共に、ＡＣＳの予測若しくは診断となる、又は前記Ａ
ＣＳをモニターするのに使用され得る、請求項１５～２０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２７】
　非ＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐマーカーが、トロポニンＴ、トロポニンＩ、クレア
チンキナーゼ－ＭＢ、ミオグロビン、ＡＮＰ、ＡＮＰ－ＳＰ、ＢＮＰ、ＮＴ－ＢＮＰ、Ｂ
ＮＰ－ＳＰ、ＬＤＨ、アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ、Ｈ－ＦＡＢＰ、虚血修
飾アルブミン、エンドセリン、アドレノメデュリン、レニン及びアンジオテンシンＩＩか
らなる群から選択される、請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
　対象における生物学的事象又は障害を評価するためのアッセイ用キットの製造のための
ＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ免疫反応性、ＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ
、又はＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ断片に対する結合剤の使用。
【請求項２９】
　生物学的事象又は障害がＡＣＳである、請求項２８に記載の使用。
【請求項３０】
　生物学的事象又は障害が腎臓障害である、請求項２８に記載の使用。
【請求項３１】
　生物学的事象がＥＰＯ乱用又はドーピングに起因する、請求項２８に記載の使用。
【請求項３２】
　急性心臓障害を予測、診断又はモニターするためのキットであって、ＥＰＯｓｐ及び／
若しくはＣＮＰｓｐ又はその断片に対する結合剤を含み、ＡＣＳの発症又は臨床的提示の
６又は４時間以内に得られた生物学的試料において測定されたＥＰＯｓｐ及び／若しくは
ＣＮＰｓｐ、又はその断片のレベルから、発症又は臨床的提示の６又は４時間以内に対象
における前記急性心臓障害を予測、診断又はモニターするための説明書を場合により含む
キット。
【請求項３３】
　結合剤が抗体又はその抗原結合断片である、請求項３２に記載のキット。
【請求項３４】
　キットが、０．１～１５００ｐｍｏｌ／Ｌ、０．１～３５０ｐｍｏｌ／Ｌ、１～３００
ｐｍｏｌ／Ｌ、１０～２５０ｐｍｏｌ／Ｌ、又は２０～１５０ｐｍｏｌ／Ｌの範囲での、
ＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ免疫反応性、ＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ
、又はその断片のレベルを測定するために校正される、請求項３３に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、Ｃ型ナトリウム利尿及びエリスロポエチンシグナルペプチドに関する診断法
を含む診断法及び関連技術、並びにそのためのキット、使用及び適用に関する。
【背景技術】
【０００２】
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　以下は、本発明を理解するのに有用となり得る情報を含む。本明細書に提供された情報
のいずれかが、現在記載されている若しくは特許請求されている発明の従来技術であるこ
と、又は現在記載されている若しくは特許請求されている発明に関連していること、或い
は具体的又は黙示的に言及されているいずれかの刊行物又は文献が従来技術であることを
認めるものではない。
【０００３】
　急性冠症候群（ＡＣＳ）は、不安定狭心症から急性心筋梗塞（ＡＭＩ）にわたる広範囲
の心虚血事象を含む。ＡＭＩはこれらの事象の最も重篤なものとして現れ、したがって迅
速及び正確な診断を必要とする。記載された特徴（虚血性胸部不快感の既往歴、連続心電
図（ＥＣＧ）記録の漸進的変化、並びに血漿心臓バイオマーカーの上昇及び下降）の２つ
以上を呈する患者は、ＡＭＩを起こしているとして明確に同定される１。しかし、疑わし
いＡＭＩを呈するかなりの割合の患者（４０％～５０％）はＥＣＧの連続変化、又は典型
的な症状を有さず、故に正確な診断にはバイオマーカー分析を極めて重視する１，２。心
筋梗塞の正確な早期診断は、効果的な経皮的血行再建又は血栓溶解血行再建、並びに補助
的な抗凝固及び抗血小板療法を含む再灌流治療の速やかな導入を容易にする。このような
治療は、診断及び管理が遅れる時間ごとに、死亡率及び罹患率を低下させる効果が徐々に
低下する３－６。この臨床状況における意思決定を加速させる必要性から、急性心臓症候
群（ａｃｕｔｅ　ｃａｒｄｉａｃ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ）及び障害、特にＡＭＩの早期及び
特異的診断を提供するバイオマーカー、特に循環バイオマーカーの同定に相当の関心が払
われている１。提案されたバイオマーカーには、クレアチンキナーゼ－ＭＢ（ＣＫ－ＭＢ
）、トロポニンＴ（ＴｎＴ）、トロポニンＩ（ＴｎＩ）ＢＮＰ、Ｎ－ＢＮＰ（ＮＰ－ＢＮ
Ｐとしても知られる）、ＢＮＰシグナルペプチド（ＢＮＰ－ＳＰ）及びミオグロビンが含
まれる。しかし、血漿心臓バイオマーカーの検出可能な又は異常な上昇までの時間は、最
大６時間（ミオグロビン、ＣＫ－ＭＢ）～１２時間以上（ＴｎＴ、ＴｎＩ、ＢＮＰ、Ｎ－
ＢＮＰ）であり得、ピークレベルは傷害の発症２４～４８時間後まで生じないことが多く
、正確な診断及び治療に遅延の時間を課す３－６。さらに、ミオグロビン及びＣＫ－ＭＢ
は両方とも非特異的であり、特に外傷又は手術中に心臓外の源から分泌される可能性があ
る１。特に臨床的提示の最初の数時間以内に、急性心臓傷害などの急性心臓症候群及び障
害について早期及び特異的情報を提供する、１つのマーカー又は一連のマーカーに対する
必要性が存在する。
【０００４】
　急性心臓事象の基質を形成する血管不安定プラークをモニターするための手段も必要で
ある。アテローム性動脈硬化は、米国だけで５００，０００人の年間死亡率を有する重大
な健康問題である。急性冠症候群は、最も一般的には、重症度が血管造影的に中程度であ
るアテローム性不安定プラークの破壊の結果であることが現在認められている。「不安定
プラーク（ｖｕｌｎｅｒａｂｌｅ　ｐｌａｑｕｅ）」は、破裂しやすく、その結果、突然
の心停止を引き起こす、中程度に狭窄しているが不安定なプラークのサブグループを指す
のに使用される。冠動脈造影は、冠状動脈の内腔狭窄を図解及びモニターするのに幅広く
使用されるが、不安定プラークの選択的同定を提供することはできない。不安定プラーク
を同定する代替アプローチのほとんどは、侵襲的血管内アプローチに基づいている。した
がって、不安定プラークを安定なプラークと区別できるようにする非侵襲的技法の開発は
、アテローム性動脈硬化症患者の罹患率及び死亡率を低下させるために極めて重要であり
、喫緊に必要とされる。内腔径狭窄の程度と無関係に不安定なアテローム性動脈硬化プラ
ークを検出し、不安定狭心症及び／又は急性心筋梗塞、並びにこれらの結果が生じる前に
プラークを治療する方法及び装置が利用可能であれば、非常に望ましいであろう。７

【０００５】
　国立衛生研究所（プログラムアナウンスメントＰＡ－０９－１９６、“Ａｎｃｉｌｌａ
ｒｙ　Ｓｔｕｄｉｅｓ　ｏｆ　Ａｃｕｔｅ　Ｋｉｄｎｅｙ　Ｉｎｊｕｒｙ、Ｃｈｒｏｎｉ
ｃ　Ｋｉｄｎｅｙ　Ｄｉｓｅａｓｅ，　ａｎｄ　Ｅｎｄ　Ｓｔａｇｅ　Ｒｅｎａｌ　Ｄｉ
ｓｅａｓｅ　Ａｃｃｅｓｓｉｎｇ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｆｒｏｍ　Ｃｌｉｎｉｃａ
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ｌ　Ｔｒｉａｌｓ、Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｓｔｕｄｉｅｓ，　ａｎｄ　Ｄａ
ｔａｂａｓｅｓ”）によれば、米国における慢性腎臓疾患の公衆衛生及び経済的負担は相
当なものである。糖尿病及び高血圧が慢性腎臓疾患の主な原因である。２００６年におけ
る末期腎臓疾患の新規症例数は１１０，０００人を超え、治療を受けている患者の数は５
００，０００人を上回った。米国人口は高齢化し続けているため、末期腎臓疾患の新規症
例数も増加することが予想される。米国において、約２６，０００，０００人が慢性腎臓
疾患を有すると推定されている。入院患者における急性腎不全も米国では重大な問題であ
り、入院患者の１～１５％に及ぶ。急性腎不全の医学的管理は、伝統的に、主として支持
療法と、最も重度の症例に対する腎臓代替療法から成っている。しかし、急性腎不全への
このような介入にもかかわらず、罹患患者における死亡率は極めて高いままである（一部
のシリーズでは５０％超）。
【０００６】
　同様に、慢性腎不全（ＣＲＦ）は高い死亡率及び罹患率を有し、支持療法以外に特異的
療法がない８。組織学的に、虚血性ＣＲＦは急性尿細管壊死を特徴とするが、該疾患にア
プローチする上での主な限界は、早期発見のための臨床的に実現可能な診断法がないこと
である。特に、進行を減速させる幾つかの有望な一次及び二次介入が利用可能であるため
、慢性腎臓疾患の早期同定及び進行の適時発見は、世界の腎臓学コミュニティーが直面し
ている課題である。コストを管理するために、医師は、慢性腎臓疾患の末期腎臓疾患（Ｅ
ＳＲＤ）への進行速度を低下させる必要があるであろう。腎臓疾患及び腎臓疾患進行の現
在のマーカーは、血清クレアチニン及び微量アルブミン尿を含む尿タンパク濃度である８

。糸球体濾過率（ＧＦＲ）の低下の傾斜は、ＥＳＲＤの時期を予測することが実証されて
おり、タンパク尿のレベルは、腎臓疾患進行速度と相関することが複数の研究で示されて
いる。しかし、初期腎臓疾患を認識するこれらの能力は限定的である。血清クレアチニン
濃度は、対象の年齢、性別、人種、筋肉量、体重、身体活動の程度、及び様々な投薬に依
存し、血清クレアチニンに基づく腎機能の正しい解釈は、複雑な式を必要とする。尿タン
パクは進行性腎臓疾患に感受性であるが、尿タンパクの出現は、著しい腎損傷が既に生じ
た後で起きる。有用性を最大にするために、初期及び／又は進行性腎損傷のバイオマーカ
ーは、可能な限り早い時点、好ましくは腎損傷が生じ始めるその時点で陽性になるべきで
ある。特に早期発見のためには、関連マーカーを発見及び検証する強い必要性が残る８。
【０００７】
　世界ドーピング防止機構にとって継続的な問題は、アスリートによる運動能力向上剤と
してのエリスロポエチン（ＥＰＯ）などのペプチド／タンパク質ホルモンの乱用である。
現在、血液及び尿サンプルが、禁止物質の存在について電気泳動又は免疫アッセイ法によ
り分析されている。いずれの特有の技法的問題も別として、これらの判定は、内因性ペプ
チドホルモンの許容される生理学的レベル、及び該ホルモンの合成又は組換え形態の存在
の判定について責任を追わなければならない。しかし、このグループの一部のホルモンに
関して、該ホルモンの合成又は組換え形態のより新しい世代は、スポーツにおいて乱用さ
れる場合、検出をより難しくもしていること、並びにこの問題は、（１）合成又は組換え
ＥＰＯの構築における技術開発、（２）検出を回避する時点での制御投与、（３）その結
果、承認基準を超える物質レベルを確認する上で生じる困難性、（４）二次抗体の非特異
的結合でのタンパク質変動（特に尿中濃縮物における）、及び等電点テストでの非特異的
酵素誘導バンドシフトを反映する不確定記録により、さらに複雑化されることも認識され
ている。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明の実施形態は、例えば、急性冠症候群、急性及び慢性腎臓障害及び傷害、並びに
不安定プラークの評価、診断、及び予後用のほか、例えば、アスリートによるＥＰＯドー
ピングの検出用を含む、診断法のための新たな初期マーカーの発見に関する。
【課題を解決するための手段】
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【０００９】
　本明細書に記載及び特許請求されている本発明は、この概要に述べられ又は記載され又
は言及されているものを含むがこれらに限定されない、多くの属性及び実施形態を有する
。この概要は、包括的であることを意図するものではなく、及び本明細書に記載及び特許
請求されている本発明は、例示のみであって制約ではない目的のために含まれているこの
概要において特定された特徴若しくは実施形態に限定されず、又はこの概要において特定
された特徴若しくは実施形態により限定されない。
【００１０】
　出願人は、Ｃ型ナトリウム利尿ペプチド（ＣＮＰｓｐ）及びエリスロポエチン（ＥＰＯ
ｓｐ）のシグナルペプチド断片を発見した。出願人はまた、これらのシグナルペプチド断
片が、循環に放出される材料を含有する生物学的材料の試料のアッセイを含む、生物学的
試料のアッセイにより検出可能であることも発見した。
【００１１】
　本発明は、Ｃ型ナトリウム利尿ペプチド及びエリスロポエチンのシグナルペプチド及び
シグナルペプチド断片に関し、並びに例えば、これらの検出（ＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮ
Ｐｓｐ免疫反応性並びにＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐ断片免疫反応性の検出を含む）
方法、及びこのために有用な結合剤（ｂｉｎｄｉｎｇ　ａｇｅｎｔ）及びアッセイに関す
る。本発明はまた、試料採取され得る体液へのこれらの放出をもたらす生物学的事象又は
障害又は状態の予後、診断及びモニター、並びに試料採取され得る体液へのこれらの放出
をもたらす生物学的事象又は障害又は状態の予後、診断及びモニターにおけるこれらの使
用にも関する。予後、診断及びモニターに関する生物学的事象、障害及び状態の例には、
急性及び慢性心臓血管障害、不安定アテローム性動脈硬化プラーク、鬱血性心不全、心不
整脈、急性冠症候群、慢性動脈疾患、急性及び慢性腎臓疾患障害、傷害及び状態が含まれ
る。
【００１２】
　ＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ免疫反応性、ＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓ
ｐ、又はＥＰＯｓｐ及びＣＮＰｓｐの断片（免疫反応性ペプチド断片を含む）の使用及び
測定は、既存の標準マーカーと比べて優れた検出及び識別能力を提供する。この点につい
て、血中でピークレベルに達するはるかにより速い時間、及び状態に対する各マーカーの
特異的性質が注目されている。後者は、各シグナルペプチド断片の臓器特異的位置に起因
する。故に、ＥＰＯｓｐは腎臓から特異的に放出されるのに対し、ＣＮＰは心臓及び血管
から放出される。さらに、シグナルペプチドは、既存のマーカーと比べてより短い血中半
減期を有するため、より速く上昇及び下降する能力を有し、原因となっている活動性疾患
を検出する。このことは、長い半減期を有し、したがって、活動性疾患に迅速に反応しな
い血液レベルを持つ既存のマーカーに対しては言えない。
【００１３】
　ヒトＥＰＯｓｐは、配列ＭＧＶＨＥＣＰＡＷＬＷＬＬＬＳＬＬＳＬＰＬＧＬＰＶＬＧ（
配列番号１）を有する。
　ヒトＥＰＯｓｐ断片は、例えば、ＥＰＯｓｐ（１～９）及びＥＰＯｓｐ（１８～２７）
を含み、次のように書くことができる。
　　　ＭＧＶＨＥＣＰＡＷ（配列番号２）
　　　ＳＬＰＬＧＬＰＶＬＧ（配列番号３）
　ヒトＣＮＰｓｐは、配列ＭＨＬＳＱ　ＬＬＡＣＡ　ＬＬＬＴＬ　ＬＳＬＲＰ　ＳＥＡ（
配列番号４）を有する。
　ヒトＣＮＰｓｐ断片は、例えば、ＣＮＰｓｐ（１～１３）及びＣＮＰｓｐ（１４～２３
）を含み、次のように書くことができる。
　　　ＭＨＬＳＱＬＬＡＣＡＬＬＬ（配列番号５）
　　　ＴＬＬＳＬＲＰＳＥＡ（配列番号６）
【００１４】
　これらのヒト及び動物シグナルペプチド及び断片に対する結合剤を調製するのに有用な
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これらのシグナルペプチド及び断片、並びにそのバリアントの動物類似体は、本発明の範
囲内である。
【００１５】
　本発明は、事象が循環へのＣＮＰｓｐ若しくはＥＰＯｓｐ又はその断片の放出と相関す
る、対象における生物学的事象又は障害を予測、診断又はモニターする方法、或いはＥＰ
Ｏドーピングの評価方法を含む。１つの態様において、方法は、対象由来の生物学的試料
中の１つ又は複数のこれらのシグナルペプチド又は断片のレベルを測定するステップと、
シグナルペプチド断片のレベルを、１つの対照又は対照集団（歴史的対照を含む）由来の
前記シグナルペプチド断片の個々のレベル又は組み合わせレベルと比較するステップとを
含み、対照レベルからの、測定レベルにおける偏差は生物学的事象を示す。シグナルペプ
チド自体もまた測定され得る。
【００１６】
　出願人はまた、ＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐ断片が、急性心臓症候群の存在を評価
するのに使用することができること、並びに１つ又は複数の前記ＥＰＯｓｐ及び／又はＣ
ＮＰｓｐ断片は、疑われる急性冠症候群の発症後最初の数時間で、又は疑われる急性冠症
候群の臨床的提示時に典型的には最も高いことも発見した。
【００１７】
　さらなる態様では本発明は、対象におけるＡＣＳを予測、診断又はモニターする方法で
あって、対象由来の生物学的試料中のＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐ断片のレベルを測
定するステップと、前記ＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐ断片のレベルを、１つ又は複数
の対照からの前記ＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐ断片のレベルと比較するステップとを
含み、対照レベルより高い前記ＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐ断片の測定レベルが、Ａ
ＣＳを示す方法を提供する。
【００１８】
　ＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐ断片の上昇レベルは、典型的にはＭＩ及び狭心症の診
断となる。
【００１９】
　ＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐ断片の上昇レベルは、心不全の診断として使用するこ
ともできる。
【００２０】
　ＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐ断片の上昇レベルは、血管疾患及び／又はアテローム
性動脈硬化の診断として使用することもできる。ＣＮＰｓｐは例えば、これらの状態にお
いて正常と比べて約５０％以上上昇し得る。
【００２１】
　ＣＮＰｓｐ断片の上昇レベルは、高血圧の診断に使用することもできる。
【００２２】
　ＣＮＰｓｐ断片の上昇レベルは、脳への一時的な不十分な血流に通常関連した失神、意
識及び姿勢の一時的消失の診断に使用することもできる。失神は最も多くの場合、血圧が
低すぎ（低血圧）、及び心臓が酸素の正常な供給量を脳に送り込まない場合に生じる。
【００２３】
　ＥＰＯｓｐ及び／又はＥＰＯｓｐ断片の上昇レベルは、ＥＰＯドーピングの評価に使用
することもできる。ＥＰＯ／ＥＰＯｓｐ免疫反応性（１つのＥＰＯｓｐ及び／又は１つの
ＥＰＯｓｐ断片若しくは複数の断片を示す）血漿比は、例えば特に投与の急性期の間に、
最大１０００：１を超えることが予期され得る。
【００２４】
　本発明はまた、対象における生物学的事象又は障害、特に急性心臓症候群の治療に対す
る反応をモニターする方法であって、好ましくは治療の前後に、対象由来の生物学的試料
中の、本明細書に言及されている１つ又は複数のシグナルペプチド断片、例えば、ＥＰＯ
ｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐ断片のレベルを測定するステップと、前記断片のレベルを対照
からの前記断片のレベルと比較するステップを含み、対照レベル由来の断片のレベル又は
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測定レベル（例えば、歴史的対照レベル又はベースライン）における変化が、治療に対す
る反応を示す方法も含む。
【００２５】
　本発明はまた、ＥＰＯｓｐのレベルの測定がＧＦＲ（腎機能の指標）と陰性相関を示す
、対象における急性及び慢性腎臓疾患又は腎不全若しくは腎傷害を診断又は評価する方法
も含む。血漿ＥＰＯｓｐレベルは例えば、正常と比べて、慢性腎臓疾患を有する患者及び
心不全を有する患者で上昇する。ＥＰＯｓｐ対ＥＰＯの比は、正常な健康状態において約
６であり、これは、腎臓疾患において約１０に上昇し、心不全患者において約４に下がる
。
【００２６】
　本発明はまた、対象における急性心臓症候群を予測、診断又はモニターする方法であっ
て、ＡＣＳ若しくは疑われるＡＣＳの発症又は臨床的提示の約最初の１２時間以上以内、
好ましくは最初の４～６時間以下以内に、対象から得られた生物学的試料中の１つ又は複
数のＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐ断片のレベルを測定するステップと、前記１つ又は
複数のＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐ断片の測定レベルを、対照からの１つ又は複数の
ＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐ断片のレベル（例えば、歴史的対照レベル又は既知の対
照レベル）と比較するステップとを含み、対照レベルより高い１つ又は複数のＥＰＯｓｐ
及び／又はＣＮＰｓｐ断片の測定レベルが、ＡＣＳを示す方法も含む。
【００２７】
　大まかには、本発明は、１つ又は複数のＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ及び／又
はその断片が、細胞から、例えば、循環又は他の生体液又は組織に放出される任意の事象
を予測、診断又はモニターするのに使用することができる。
【００２８】
　本発明の方法の１つの実施形態において、特に心臓血管障害若しくは腎臓障害、又は疑
われる心臓血管障害若しくは腎臓障害に関して、１つ又は複数のＥＰＯｓｐ及び／若しく
はＣＮＰｓｐ及び／又はその断片のレベル（複数可）は、障害又は疑われる障害を有する
患者の提示の約４８時間、約２４時間、約１２時間、約１０時間、約８時間、約６時間、
約４時間、約２時間、若しくは約１時間以内、又は約３０分以内に測定される。
【００２９】
　１つの実施形態において、本発明の方法はｉｎ　ｖｉｔｒｏ方法であり、生物学的試料
は、血液、血漿、血清、尿、唾液、間質液又は心臓組織である。
【００３０】
　１つの実施形態において、測定ステップは、１つ又は複数の標的断片と、所望の特異性
及び選択性で前記断片（複数可）と結合する結合剤との間の結合を検出するステップを含
む。測定ステップは、
（ａ）１つ若しくは複数の標的断片を含有する、又は１つ若しくは複数の標的断片を含有
することが疑われる生物学的試料を、インキュベーションステップ有り又はなしで、結合
剤又は薬剤と結び付けるステップと、
（ｂ）結合標的シグナルペプチド（複数可）又は断片（複数可）のレベルを測定するステ
ップと
を含んでもよい。
【００３１】
　結合剤は、例えば、抗体又はその抗原結合断片を含む任意の分子であってもよい。最も
一般に、抗体は、モノクローナル、ポリクローナル、キメラ又はヒト化抗体であり得る。
１つの実施形態において抗体は、モノクローナル抗体である。別の実施形態において、結
合剤は、例えば、一本鎖抗体又はｓｃＦｖである。１つの実施形態において、抗断片結合
剤は、例えば、生物学的試料中の又は生物学的試料から得られる断片を認識する、抗体又
はその抗原結合断片である。
【００３２】
　別の実施形態において、１つ又は複数の標的断片のレベルは、質量分析を用いて測定さ
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れる。
【００３３】
　配列番号１～６に対応する１つ又は複数のペプチド若しくはペプチド断片（又はその非
ヒト類似体若しくはバリアント）、又は他のシグナルペプチド断片は、本発明の結合剤を
用いて結合することができる。他のＥＰＯｓｐ及びＣＮＰｓｐ断片もまた、本発明の範囲
内である。
【００３４】
　結合剤又は薬剤により結合される分子は、完全長ヒトシグナルペプチド分子（配列番号
１、４）又はその抗原性バリアント若しくは断片であってもよい。１つの実施形態におい
て、断片は、長さが少なくとも４個の隣接アミノ酸である。結合剤又は薬剤は、例えば、
ＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐのＮ末端又はＣ末端と結合してもよい。断片は、例えば
、配列番号２、３、５及び／又は６のいずれかであってもよい。
【００３５】
　配列番号１～６に対応する１つ又は複数のペプチド若しくはペプチド断片（又はその非
ヒト類似体若しくはバリアント）、又は他のシグナルペプチド断片の結合は、例えば、抗
体又は抗体断片又は固相に固定化される他の結合剤を用いて測定することができる。
【００３６】
　配列番号１～６に対応する１つ又は複数のペプチド若しくはペプチド断片（又はその非
ヒト類似体若しくはバリアント）、又は他のシグナルペプチド断片のレベルは、例えば、
ＲＩＡ、ＥＬＩＳＡ、蛍光免疫アッセイ、免疫蛍光アッセイ、質量分析又は免疫放射線測
定アッセイにより有用に測定することができる。本発明の方法は、結合剤の使用、及び対
象由来の生物学的試料中の配列番号１～６に対応する１つ又は複数のペプチド若しくはペ
プチド断片（又はその非ヒト類似体若しくはバリアント）、又は他のシグナルペプチド断
片に関するアッセイであって、任意の既知の方法を用いて、試料中の配列番号１～６に対
応する１つ又は複数のペプチド若しくはペプチド断片（又はその非ヒト類似体若しくはバ
リアント）、又は他のシグナルペプチド断片の存在又は量を判定するステップを含むアッ
セイの使用を含む。
【００３７】
　本発明はまた、例えば、
（ａ）試料由来の、配列番号１～６に対応する１つ又は複数の１つ又は複数のペプチド又
はペプチド断片（又はその非ヒト類似体若しくはバリアント）と結合させるステップと、
（ｂ）配列番号１～６に対応する１つ又は複数の結合されたペプチド又はペプチド断片（
又はその非ヒト類似体若しくはバリアント）のレベルを測定するステップと
を含む、配列番号１～６に対応する１つ又は複数のペプチド又はペプチド断片（又はその
非ヒト類似体若しくはバリアント）若しくは他のＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐの断片
に関する、本明細書に記載された使用のためのアッセイを含むアッセイも提供する。
【００３８】
　本発明はまた、対象における生物学的事象又は障害の予測、診断又はモニターで使用す
るための、配列番号１、２、３、４、５又は６に対応する１つ又は複数のペプチド若しく
はペプチド断片（又はその非ヒト類似体若しくはバリアント）、又は他のシグナルペプチ
ド断片に関する１つ又は複数のアッセイも提供する。１つの実施形態において、アッセイ
はｉｎ　ｖｉｔｒｏアッセイである。
【００３９】
　本発明はまた、例えば、配列番号２、３、５及び／又は６のいずれかに対応する、実質
的に精製された、又は精製された、及び合成的に作製された断片も含む。
【００４０】
　本発明の心臓に関連した方法は、例えば、ＡＣＳの１つ又は複数の非ＥＰＯｓｐ及び非
ＣＮＰｓｐマーカーのレベルを測定するステップと、対照からのマーカーレベルに対し該
レベルを比較するステップとをさらに含んでもよく、対照レベルからの、測定レベルにお
ける偏差は、１つ又は複数のＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐ断片の対照レベルより高い
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１つ又は複数のＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐ断片の測定レベルと共に、ＡＣＳの予測
若しくは診断となる、又は前記ＡＣＳをモニターするのに使用され得る。急性冠症候群と
の関連で使用するためのマーカーには、例えば、トロポニンＴ、トロポニンＩ、クレアチ
ンキナーゼＭＢ、ミオグロビン、ＢＮＰ、ＮＴ-ＢＮＰ、ＢＮＰ－ＳＰ、ＡＮＰ、ＡＮＰ
－ＳＰ、ＬＤＨ、アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ、及び心臓特異的脂肪酸結合
タンパク質（Ｈ－ＦＡＢＰ）が含まれる。
【００４１】
　別の態様において、本発明はまた、配列番号１～６に対応する１つ又は複数のペプチド
若しくはペプチド断片（又はその非ヒト類似体若しくはバリアント）、又は他の断片に対
する結合剤も提供する。１つの実施形態において、本発明の結合剤は、配列番号２、３、
５及び／又は６の１つと結合する。別の実施形態において、結合剤は、配列番号１～６に
対応する１つ又は複数のペプチド若しくはペプチド断片（又はその非ヒト類似体若しくは
バリアント）、又は他のシグナルペプチド断片のバリアント又は断片と結合する。
【００４２】
　結合剤は、配列番号１、２、３、４、５又は６に対応する１つ又は複数のペプチド若し
くはペプチド断片（又はその非ヒト類似体若しくはバリアント）、又は他のシグナルペプ
チド断片の放出（例えば、循環へを含む）と相関する、生物学的事象又は障害の予測、診
断又はモニターにおいて有用である。このような事象又は障害には、対象における急性心
臓症候群が含まれる。
【００４３】
　本発明はまた、抗ＥＰＯｓｐ及び／若しくは抗ＣＮＰｓｐ抗体又はその抗原結合断片も
提供する。抗体は、例えばモノクローナル、ポリクローナル、キメラ又はヒト化抗体であ
り得る。本発明はまた、配列番号２、３、５及び／又は６により同定された断片を含むＥ
ＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐ断片に結合する、抗体及びその結合断片も含む。
【００４４】
　本発明はまた、対象における生物学的事象又は障害を評価するための、配列番号１～６
に対応する１つ又は複数のペプチド若しくはペプチド断片（又はその非ヒト類似体若しく
はバリアント）、又は他のシグナルペプチド断片に関するアッセイの製造における結合剤
の使用、或いは対象における生物学的事象若しくは障害及び／又はこの治療を評価するた
めの、又はＥＰＯ乱用若しくはドーピングの評価のための予後ツール、診断ツール又はモ
ニターツールの製造における結合剤の使用にも関する。１つの実施形態において、事象又
は障害は、慢性腎臓疾患若しくは傷害、心不全、高血圧、失神、アテローム性動脈硬化を
含む血管疾患、又は心筋梗塞及び狭心症を含む急性心臓症候群、又はＥＰＯ乱用若しくは
ドーピングから、或いは慢性腎臓疾患若しくは傷害、心不全、高血圧、失神、アテローム
性動脈硬化を含む血管疾患、又は心筋梗塞及び狭心症を含む急性心臓症候群、又はＥＰＯ
乱用若しくはドーピング後を含む、循環への、配列番号１～６に対応する１つ又は複数の
ペプチド若しくはペプチド断片（又はその非ヒト類似体若しくはバリアント）、又は他の
シグナルペプチド断片の放出と相関する。
【００４５】
　本発明はまた、対象における慢性腎臓疾患若しくは傷害、心不全、高血圧、失神、アテ
ローム性動脈硬化を含む血管疾患、又は心筋梗塞及び狭心症を含む急性心臓症候群若しく
は障害を含む、配列番号１～６に対応する１つ又は複数のペプチド若しくはペプチド断片
（又はその非ヒト類似体若しくはバリアント）、又は他のシグナルペプチド断片の放出（
例えば、循環へを含む）と相関する生物学的事象又は障害を評価するための予後ツール、
診断ツール又はモニターツールの製造における本発明の抗体又は抗原結合断片の使用にも
関する。
【００４６】
　１つの実施形態において予後ツール、診断ツール又はモニターツールは、例えば、０．
１～１５００ｐｍｏｌ／Ｌ、０．１～５００ｐｍｏｌ／Ｌ、１～３００ｐｍｏｌ／Ｌ、１
０～２５０又は２０～１５０ｐｍｏｌ／Ｌの範囲での、配列番号１～６のいずれかに対応
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する１つ又は複数のペプチド若しくはペプチド断片（又はその非ヒト類似体若しくはバリ
アント）、又は他のシグナルペプチド断片のレベルを測定するために校正される。さらに
、エリスロポエチンシグナルペプチドは、約４００～４０００ｐｍｏｌ／Ｌ、約４００～
２００ｐｍｏｌ／Ｌ、約３２０～５２０ｐｍｏｌ／Ｌ、又は約４００～４２０ｐｍｏｌ／
Ｌ以下の範囲のレベルで、血漿試料を含む生物学的試料において見出すことができる。少
なくとも５ｐｍｏｌ／Ｌまで低いレベルが検出可能である。アンジオテンシンシグナルペ
プチドは、約１０～１０００ｐｍｏｌ／Ｌ、約５～５００ｐｍｏｌ／Ｌ、約１～１００ｐ
ｍｏｌ／Ｌ、又は約０．１～１０ｐｍｏｌ／Ｌ以下の範囲のレベルで、血漿試料を含む生
物学的試料において見出すことができる。少なくとも０．１ｐｍｏｌ／Ｌまで低いレベル
が検出可能である。Ｃ型ナトリウム利尿シグナルペプチドは、約５０～１５００ｐｍｏｌ
／Ｌ、約２５～７５０ｐｍｏｌ／Ｌ、約１０～５００ｐｍｏｌ／Ｌ、又は約５～１５０ｐ
ｍｏｌ／Ｌ以下の範囲のレベルで、血漿試料を含む生物学的試料において見出すことがで
きる。少なくとも２ｐｍｏｌ／Ｌまで低いレベルが検出可能である。エンドセリン－１シ
グナルペプチドは、約１０～２００ｐｍｏｌ／Ｌ、約５～１００ｐｍｏｌ／Ｌ、約１０～
５０ｐｍｏｌ／Ｌ、又は約１～２０ｐｍｏｌ／Ｌ以下の範囲のレベルで、血漿試料を含む
生物学的試料において見出すことができる。少なくとも１ｐｍｏｌ／Ｌまで低いレベルが
検出可能である。
【００４７】
　１つの態様において、配列番号１～３を含むＥＰＯｓｐ及び／又はＥＰＯｓｐ断片の正
常なレベルは、約１４～約９０ｐｍｏｌ／Ｌであり、本明細書に言及されている１つ又は
複数の病状又は状態においては、約３０～約２００ｐｍｏｌ／Ｌである。このようなレベ
ルは、例えば、血液又は血漿において測定され得る。
【００４８】
　１つの態様において、配列番号４～６を含むＣＮＰｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐ断片の正
常なレベルは、約５～約１５ｐｍｏｌ／Ｌであり、本明細書に言及されている１つ又は複
数の病状又は状態においては、約１８～約５５ｐｍｏｌ／Ｌであるこのようなレベルは、
例えば、血液又は血漿において測定され得る。
【００４９】
　別の態様において、本発明は、対象における生物学的事象又は障害を予測、診断又はモ
ニターするためのキットであって、配列番号１～６の１つ又は複数に対応するペプチド若
しくはペプチド断片（又はその非ヒト類似体若しくはバリアント）、又は他のシグナルペ
プチド断片に対する結合剤を含むキットを提供する。
【００５０】
　１つの実施形態においてキットは、上記の範囲での、配列番号１～６のいずれか１つ又
は複数に対応するペプチド若しくはペプチド断片（又はその非ヒト類似体若しくはバリア
ント）、又は他のシグナルペプチド断片のレベルを測定するために校正される。
【００５１】
　１つの実施形態においてキットはまた、結合剤を用いてアッセイを実施するための情報
及び／又は説明書も含む。キットはまた、生物学的試料において測定された、配列番号１
、２、３、４、５又は６に対応する１つ又は複数のペプチド若しくはペプチド断片（又は
その非ヒト類似体若しくはバリアント）、又は他のシグナルペプチド断片のレベルから、
及び測定レベルを対照レベルと比較しながら、対象における１つ又は複数の慢性腎臓疾患
若しくは傷害、心不全、高血圧、失神、アテローム性動脈硬化を含む血管疾患、又は心筋
梗塞及び狭心症を含む急性心臓症候群を含む生物学的事象又は障害を予測、診断又はモニ
ターするための情報及び／又は説明書を含んでもよい。
【００５２】
　本発明はまた、抗体又はその結合断片の調製における、配列番号１～６に対応する１つ
又は複数のペプチド若しくはペプチド断片（又はその非ヒト類似体若しくはバリアント）
、又は他のシグナルペプチド断片の使用にも関する。
　本発明はこれより、添付図面の図を参照して記載される。
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【図面の簡単な説明】
【００５３】
【図１】１文字表記を用いてＥＰＯｓｐ及びＣＮＰｓｐＰのアミノ酸配列を示す図である
。
【図２】（上のパネル）ＣＮＰｓｐ（１５～２３）ＲＩＡの代表的標準曲線を示す図であ
る。（下のパネル）：ヒトにおける領域血管床の試料採取は、心臓冠状静脈洞（ＣＳ）及
び腎静脈（ＲＶ）のみが、循環動脈（ＦＡ１及びＦＡ２）レベルと比べてより高いＣＮＰ
ｓｐ濃度を有したことを示す図である。これは、心臓がＣＮＰｓｐの機能源であること、
及び動脈源の試料採取を必要とせずに所望の静脈源を試料採取できることを示す。該シグ
ナルペプチドは、動脈試料において同定されてもよいが、静脈試料は該ペプチドの供給源
を同定するのに使用することができる。
【図３】（上のパネル）血漿ＥＰＯｓｐ（１～９）レベルがＧＦＲ（腎機能の指標）と陰
性相関を示す図である。（真ん中のパネル）正常と比べて、血漿ＥＰＯｓｐレベルが慢性
腎臓疾患を有する患者で上昇し（ＥＰＯは著しく下がる一方で）、心不全を有する患者で
はＥＰＯｓｐレベルが上昇する（ＥＰＯは著しく上昇する一方で）ことを示す図である。
（下のパネル）ＥＰＯｓｐ（ｐｍｏｌ／Ｌ）対ＥＰＯ（ｍＵ／Ｌ）の比は、正常な健康状
態において約６であることを示す図である。これは、腎臓疾患において約１０に上昇し、
心不全患者において約４に下がる。
【図４】プレプロペプチド前駆体分子からのシグナルペプチド切断の一般化概略図を示し
、並びに以前は未知及び未認識の、検出可能なシグナルペプチド断片の生成を示す図であ
る。
【図５】上のパネル：文書に記録されたＳＴ上昇心筋梗塞（ＳＴＥＭＩ）を有する患者８
人における、病院救急科での胸痛の発症時間からのＣＮＰｓｐ（１４～２３）の連続血漿
濃度を示す免疫アッセイ結果を示す図である。下のパネル：上のパネルで特定された同じ
ＳＴＥＭＩ患者における同時のＴｎＩ、ＣＫ－ＭＢ及びミオグロビン血漿レベルを示す免
疫アッセイ結果を示す図である。
【図６】ＥＰＯｓｐ及びＣＮＰｓｐ抗血清の交差反応性データの表を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００５４】
定義
　急性冠症候群は、提示ＥＣＧ上でＳＴ上昇を有する急性心筋梗塞（ＡＭＩ）、不安定狭
心症、及び急性非ＳＴ上昇心筋梗塞；心臓虚血；急性心臓傷害；急性薬物毒性に起因する
急性心臓損傷；並びに急性心筋症を含む、幅広いスペクトルの心臓虚血事象を包含する。
これらの障害の完全な記述的定義は参考文献１に見出される。例えば、図５参照のこと。
【００５５】
　急性（ａｃｕｔｅ（ｓｕｄｄｅｎ））腎不全は、電解質を失うことなく、老廃物を除去
し、尿を濃縮する腎臓の能力が突然失われることである。疾患及び傷害を含むこのような
腎損傷の多くの考えられる原因がある。これらには、急性尿細管壊死；自己免疫腎臓疾患
；重度の低血圧による血流の低下；腎臓の血管内に凝固を引き起こす障害；腎臓を直接に
傷害する感染；妊娠合併症；及び尿路閉塞が含まれる。慢性腎臓疾患は、経時的に腎機能
がゆっくりと失われることである。症状には、血便、口臭、あざができやすい、精神状態
又は気分の変化、食欲減退、特に手又は足における感覚の低下、倦怠感、側腹痛（肋骨と
腰の間）、手の震え、高血圧、口内の金属味、悪心又は嘔吐（数日間続く場合がある）、
鼻血、持続性吃逆、出血時間の延長、発作、ゆっくりした緩慢な動き、全身性腫脹（体液
貯留）、足首、足、及び脚の腫脹、並びに排尿変化（尿量の減少、夜間の過度の排尿、及
び完全な排尿停止）が含まれる。
【００５６】
　慢性腎臓疾患（ＣＫＤ）は、経時的にゆっくり悪化する。初期段階では、症状がない場
合がある。機能の喪失は通常、生じるまでに数カ月又は数年を要する。腎機能が正常の１
０分の１未満になるまで症状が生じないほど緩徐な場合がある。慢性腎臓疾患の最終段階
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は、末期腎臓疾患（ＥＳＲＤ）と呼ばれる。腎臓はもはや機能せず、患者は透析又は腎臓
移植を必要とする。慢性腎臓疾患及びＥＳＲＤは、米国では１，０００人中２人を超える
人に発症する。糖尿病及び高血圧は、２つの最も一般的な原因であり、ほとんどの症例の
主な原因となっている。傷害はもう１つの原因である。多くの他の疾患及び状態は、腎臓
に至る動脈又は腎臓の内側の動脈の問題；腎臓の先天性欠損（多発性嚢胞腎など）；一部
の鎮痛剤及び他の薬剤；特定の有毒化学物質；自己免疫障害（全身性エリテマトーデス及
び強皮症など）；傷害又は外傷；糸球体腎炎；腎臓結石及び感染；（尿の腎臓への逆流に
より腎臓が損傷される）逆流性腎症及び他の腎臓疾患を含め、腎臓を損傷し得る。症状に
は、全身的な病感及び倦怠感、全身性のかゆみ（掻痒）及び乾燥皮膚、頭痛、減量しよう
としない状態での体重減少、食欲不振、並びに悪心が含まれ得る。特に腎機能が悪化した
場合に発症し得る他の症状には、異常な暗色又は明色皮膚、骨痛、脳及び神経系症状、眠
気及び錯乱、集中又は思考の問題、手、足、又は他の領域のしびれ、筋肉の攣縮又は痙攣
、口臭、あざができやすい、出血、又は血便、過度の口渇、頻繁な吃逆、低レベルの性的
関心及びインポテンス、月経期の停止（無月経）、不眠症、脚不穏症候群、及び閉塞性睡
眠時無呼吸などの睡眠障害、足及び手の腫脹（浮腫）、並びに（典型的には朝の）嘔吐が
含まれる。
【００５７】
　不安定プラークは、心臓まひ又は心臓発作などの突然の重大な問題を引き起こす傾向が
特にあるアテローム性プラークである。冠状動脈血栓の最も多い原因、プラーク破裂は、
連続血管造影により実証されるような冠動脈狭窄の突発的（ｅｐｉｓｏｄｉｃ）進行に関
与しており、不安定狭心症、心筋梗塞、及び突然死に多くの場合関連する。破裂しやすい
アテローム性動脈硬化プラークは、脂質からなる半月状の低細胞性の塊（ｈｙｐｏｃｅｌ
ｌｕｌａｒ　ｍａｓｓ）を覆う線維性被膜内にマクロファージ及び、（程度は少ないが）
リンパ球の高密度浸潤を有する。故に、不安定プラークは、たくさんのマクロファージ、
大量の脂質及びコレステロールを有し、通常、破裂する可能性のある薄い線維性被膜によ
り覆われた、動脈壁中のアテローム性プラークとして多くの場合特徴付けられる。破裂し
たプラークは、脂質コア他のプラーク成分への血液の曝露をもたらし、冠状動脈血栓の大
部分を引き起こすと考えられている。糜爛又は破裂する傾向があるこれらの比較的少ない
狭窄プラークの特徴、並びに該プラークが不安定狭心症及び心筋梗塞に寄与するという認
識は、重要な意味を有する。潜在的不安定プラークの早期同定は、バイパス手術、血管形
成、及び他の処置が検討される患者に対する適応の変化をもたらす可能性がある。“Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ　ａｎｄ　Ｐｈｙｓｉｃａｌ　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ
　ｔｈｅ　Ｖｕｌｎｅｒａｂｌｅ　Ｐｌａｑｕｅ”ＮＩＨガイド、２６巻、３７号、１９
９７年１１月７日参照のこと。
【００５８】
　「抗体」という用語は、抗体を合成するのに使用される抗原を含む分子と特異的に相互
作用する（結合する）、又は抗体と密接に関連した抗原と特異的に相互作用する（結合す
る）特異的構造を有する免疫グロブリン分子を指す。本明細書で使用される場合、「抗体
」という用語は完全長抗体を広く含み、その抗原結合断片も含み得る。同様に含まれるの
は、モノクローナル及びポリクローナル抗体、多価及び一価抗体、多特異性抗体（例えば
二重特異性抗体）、キメラ抗体、ヒト抗体、ヒト化抗体、並びに親和性成熟した抗体であ
る。同様に含まれるのは、一本鎖抗体、ｓｃＦｖ、及び抗原結合コンストラクトを含有す
る他の分子である。抗体が本発明のＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐポリペプチド又
は断片に優先的に結合する（例えば、非ＥＰＯｓｐ及び／若しくは非ＣＮＰｓｐポリペプ
チド又はポリペプチド断片と約２５％未満、又は約１０％未満、又は約１％未満、又は約
０．１％未満の交差反応性を有する抗体を含む）ならば、抗体は、該標的に選択的又は特
異的に結合する。抗体は、本明細書に記載及び特許請求された使用のため、抗原又はエピ
トープに対しいずれかの有用な結合親和性結合親和性（解離定数（Ｋｄ）値）を有するで
あろう。典型的な結合親和性は、例えば、１０-６、又は１０-７Ｍ、及びより典型的には
少なくとも約１０-８Ｍ、１０-９Ｍ、１０-１０、１０-１１、又は１０-１２Ｍに等しく
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てもよい。結合親和性は、表面プラズマ共鳴、又は当技術分野で知られている他の方法を
用いて評価することができる。
【００５９】
　本明細書で使用される場合、「抗原結合断片」又は「抗体断片」は、この抗体断片の正
常な機能のほとんど若しくは全て、又は最小限少なくとも１つを好ましくは保持する、イ
ンタクトな抗体の部分を意味する。抗体断片は、例えば、対応するＦｖ領域の機能の全て
若しくはほとんど又は一部を、インタクトな抗体－抗原結合領域に保持するＦｖ領域を含
んでもよい。抗体断片の例には、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２及びＦｖ断片、直鎖
抗体、ダイアボディ、一本鎖抗体（ＳｃＦＶ）、並びに多特異性抗体が含まれる。
【００６０】
　本明細書で使用される場合、「モノクローナル抗体」は、単一の標的抗原に対する抗体
を意味する。モノクローナル抗体は、均一な又は実質的に均一な抗体の集団から得ること
ができ、各モノクローナル抗体は、少量で生じる可能性がある自然突然変異を除いて、同
一である及び／又は同じエピトープと結合する。
【００６１】
　「単離された抗体」は、抗体の自然環境の成分から分離若しくは回収された、又はその
両方である（例えば、酵素及びホルモンを含む他のタンパク質から分離された）、同定さ
れた抗体である。１つの実施形態において、抗体は、抗体の少なくとも約９５重量％、約
９６重量％約９７重量％約９８重量％又は約９９重量％まで精製される。純度は、例えば
、ローリー法により判定することができる。通常、抗体は少なくとも１つの精製ステップ
により調製される。
【００６２】
　「結合剤」という用語は本明細書で使用される場合、ＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰ
ｓｐポリペプチド、又はその断片若しくはバリアントと結合することができる任意の固体
又は非固体物質を指す。１つの実施形態において該用語は、ＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣ
ＮＰｓｐポリペプチド、又はその断片若しくはバリアントに結合する任意の天然又は非天
然分子を指す。結合剤の例には、タンパク質、ペプチド、核酸、炭水化物、脂質、及び小
分子化合物が含まれる。
【００６３】
　生物学的試料は本明細書で使用される場合、ＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐポリ
ペプチド又はポリペプチド断片を含有する、或いはＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ
ポリペプチド又はポリペプチド断片を含有することが疑われる、スクリーニングされる対
象に由来する任意の試料を意味する。生物学的試料は、標的を検出することができる当技
術分野で既知の任意の試料であってもよい。含まれるのは、血漿、血清、血液（動脈及び
／又は静脈試料を含む）、尿、唾液、間質液、滑液、脳脊髄液、リンパ液、精液、羊水、
心膜液及び腹水などの体液、並びに心臓及び腎臓組織などの組織であるが、これらに限定
されない。
【００６４】
　「エピトープ」という用語には、免疫グロブリン及び／又はＴ細胞受容体に特異的に結
合することができる任意のタンパク質決定基が含まれる。エピトープは、抗体が結合する
又はＢ細胞及び／若しくはＴ細胞が応答する抗原上の部位である。エピトープ決定基は、
アミノ酸又は糖側鎖などの分子の化学的に活性な表面集団から通常成り、並びに特異的３
次元構造特性、及び特異的電荷特性を通常有する。エピトープは典型的には、３個、５個
、又は通常８～１０個のアミノ酸を含む。アミノ酸は、隣接アミノ酸又は三次折り畳みに
より並置された非隣接アミノ酸であってもよい。
【００６５】
　症状の発症又は臨床的提示の約２時間又は４時間～約１２時間以内には、例えば、ＡＣ
Ｓ、又は本明細書に記載されているような他の障害若しくは疑われる障害の発症或いは医
療施設での提示から、約２４０分を含む１分～約２４０分～約７２０分が含まれる。測定
は、発症又は提示から約１０時間以内（約６００分を含む１分～約６００分）、約８時間
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以内（約４８０分を含む１分～約４８０分）、約６時間以内（約３６０分を含む１分～約
３６０分）、約４時間以内（約２４０分を含む１分～約２４０分）、約２時間以内（約１
２０分を含む１分～約１２０分）、又は約１時間以内（約６０分を含む１分～約６０分）
、発症又は提示の５～約４５分、１５～約４０分、２０～約３５分以内、又は約２５～３
０分以内に行われてもよい。
【００６６】
　対照より「高い」若しくは「低い」レベル、又は対照からの変化若しくは偏差は、１つ
の実施形態において、統計的に有意である。レベルが、対照レベルと比較して約５％以上
、約１０％以上、約２０％以上、又は約５０％以上対照レベルと異なるならば、対照レベ
ル又は平均対照若しくは歴史的対照レベルからのより高いレベル、より低いレベル、偏差
、又は変化が存在すると考えることができる。統計的有意は、或いはＰ≦０．０５として
計算されてもよい。より高いレベル、より低いレベル、偏差、及び変化は、アッセイ基準
限界値又は基準範囲を用いて判定することもできる。これらは、直観的評価又はノンパラ
メトリック法から計算することができる。概して、これらの方法は、０．０２５、及び０
．９７５フラクタイル（ｆｒａｃｔｉｌｅ）を０．０２５＊（ｎ＋１）及び０．９７５（
ｎ＋１）として計算することができる。このような方法は当技術分野でよく知られている
。９，１０対照にないマーカーの存在は、より高いレベル、偏差又は変化として見ること
ができる。対照に存在するマーカーの欠如は、より低いレベル、偏差又は変化として見る
ことができる。
【００６７】
　含まれるのは、糖尿病又はＡＣＳを含む生物学的事象又は障害の病歴がない正常な健康
な対象、及び急性冠症候群（提示ＥＣＧ上のＳＴ上昇を有するＡＭＩ、不安定狭心症、及
び急性非ＳＴ上昇ＭＩ；心臓虚血；急性心臓傷害；急性薬物毒性に起因する急性心臓損傷
、及び急性心筋症）を含むがこれに限定されない様々なＡＣＳの病歴を有する対象などの
任意の対象由来の試料である。
【００６８】
　「心筋症」という用語は本明細書で使用される場合、心筋すなわち心臓の筋肉が弱くな
った心筋の疾患を指す。これは、心臓のポンピングの低下をもたらし得る。心筋症の一般
的な原因は、心臓まひ、ウイルス感染、高血圧、アルコール依存症、及び自己免疫疾患で
ある。
【００６９】
　「生物学的事象又は障害」は本明細書で使用される場合、ＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣ
ＮＰｓｐポリペプチド又はポリペプチド断片が細胞から放出され、及び、例えば、対象の
循環に放出される、急性及び慢性状態を含む一連の事象を指す。例示的状態には、急性並
びに慢性腎臓疾患及び心臓血管疾患（急性冠症候群を含む）が含まれる。慢性状態の例は
、心不全、ＡＭＩ及び心臓血管疾患、並びに高血圧である。
【００７０】
　ＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐは、ヒト配列に対する完全なシグナルペプチドを指す
。同様に用語ＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐ内に包含されるのは、そのバリアント及び
断片である。１つの実施形態においてＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐポリペプチドは、
シグナルポリペプチドとして、又は抗体が結合することができる抗原性ポリペプチドとし
て機能する。ＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐのバリアント及び断片には、これらの機能
のいずれか一方又は両方を保持するバリアント及び断片が含まれる。
【００７１】
　「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」という用語は本明細書及び特許請求の範囲で使用さ
れる場合、「含む（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」を意味する。すなわち、含む（ｃｏｍｐｒｉ
ｓｉｎｇ）を含む、本明細書及び特許請求の範囲における記載を解釈する場合、各記載に
おいてこの用語により前置きされた特徴は全て、存在する必要があるが、他の特徴も存在
することができる。「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅ）」及び「含まれる（ｃｏｍｐｒｉｓｅｄ
）」などの関連用語は、同じように解釈されるべきである。
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【００７２】
　「ポリペプチド」という用語は本明細書で使用される場合、アミノ酸残基が共有ペプチ
ド結合により連結されている、完全長配列を含む、任意の長さのアミノ酸鎖を包含する。
本発明において有用なポリペプチドは、精製された天然物であってもよく、又は組換え若
しくは合成技法を用いて部分的に若しくは完全に生成されてもよい。該用語は、ポリペプ
チド、二量体若しくは他の多量体などのポリペプチドの集合体、融合ポリペプチド、ポリ
ペプチド断片、ポリペプチドバリアント、又はその誘導体を指すことができる。ポリペプ
チドは本明細書では、完全長ＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐの少なくとも４個のアミノ
酸、少なくとも５個のアミノ酸、又は少なくとも６個、少なくとも７個、少なくとも８個
、少なくとも９個、少なくとも１０個、少なくとも１１個、少なくとも１２個、少なくと
も１３個、少なくとも１４個、少なくとも１５個、少なくとも１６個、少なくとも１７個
、少なくとも１８個、少なくとも１９個、少なくとも２０個、少なくとも２１個、少なく
とも２２個、若しくは全２３個のアミノ酸の鎖長を有してもよい。本発明の他のポリペプ
チド、又は本明細書に記載された他のポリペプチドへの言及は、同様に理解されるべきで
ある。
【００７３】
　ポリペプチドの「断片」は、結合剤を用いて検出され得るポリペプチドの部分配列であ
る。該用語は、ポリペプチド、二量体若しくは他の多量体などのポリペプチドの集合体、
融合ポリペプチド、ポリペプチド断片、ポリペプチドバリアント、又はその誘導体を指す
ことができる。
【００７４】
　「単離された（ｉｓｏｌａｔｅｄ）」という用語は本明細書に開示されたポリペプチド
配列に適用され場合、天然の細胞環境又は他の自然発生の生物学的環境から取り除かれた
配列を指すのに使用される。単離された分子は、任意の方法、又は生化学的技法、組換え
技法、及び合成技法を含む方法の任意の組み合わせにより得ることができる。ポリペプチ
ド配列は、少なくとも１つの精製ステップにより調製することができる。
【００７５】
　「精製された（ｐｕｒｉｆｉｅｄ）」という用語は本明細書で使用される場合、絶対的
な純度を必要としない。「精製された」は様々な実施形態において、例えば、試料中のポ
リペプチドの、例えば、少なくとも約８０％、８５％、９０％、９５％、９８％、又は９
９％均一性を指す。該用語は、本明細書に記載された他の分子及びコンストラクトに関し
て同様に理解されるべきである。
【００７６】
　本明細書で使用される場合、「バリアント」という用語は、特異的に同定された配列と
異なるポリペプチド配列を指し、１～６個以上アミノ酸残基が欠失、置換、又は付加され
ている。１個、２個、３個、４個、５個又は６個のアミノ酸の置換、付加又は欠失が企図
される。バリアントは、自然発生の対立遺伝子バリアント、又は非自然発生のバリアント
であってもよい。バリアントは、同じ種由来又は他の種由来であってもよく、ホモログ、
パラログ及びオルソログを包含してもよい。特定の実施形態において、本発明において有
用なポリペプチドのバリアントは、親ポリペプチドの生物学的活性と同じである、又は類
似した、シグナルペプチド活性又は抗原性結合特性を含む生物学的活性を有する。ポリペ
プチドに関して「バリアント」という用語は、本明細書に定義されているようなポリペプ
チドの全ての形態を包含する。
【００７７】
　バリアントポリペプチド配列は、本発明の配列に対し、少なくとも約５０％、少なくと
も約６０％、少なくとも約７０％、少なくとも約７１％、少なくとも約７２％、少なくと
も約７３％、少なくとも約７４％、少なくとも約７５％、少なくとも約７６％、少なくと
も約７７％、少なくとも約７８％、少なくとも約７９％、少なくとも約８０％、少なくと
も約８１％、少なくとも約８２％、少なくとも約８３％、少なくとも約８４％、少なくと
も約８５％、少なくとも約８６％、少なくとも約８７％、少なくとも約８８％、少なくと
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も約８９％、少なくとも約９０％、少なくとも約９１％、少なくとも約９２％、少なくと
も約９３％、少なくとも約９４％、少なくとも約９５％、少なくとも約９６％、少なくと
も約９７％、少なくとも約９８％、又は少なくとも約９９％同一性を示す。ポリペプチド
に関して、同一性は、少なくとも５～７個のアミノ酸位置の比較ウィンドウ上で見出され
る。
【００７８】
　ポリペプチドバリアントはまた、１つ又は複数の特異的に同定された配列に対する類似
性を示す（該配列の機能等価性を保っている可能性がある）、偶然により生じたと合理的
に予想することができないものを含む、ポリペプチドバリアントも包含する。上記に論じ
られているように、ＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐバリアントの場合、機能は、シグナ
ルポリペプチド、若しくは抗原性ポリペプチドのいずれか一方、又は両方としてであり得
る。
【００７９】
　ポリペプチド配列同一性及び類似性は、以下の方法で判定することができる。対象のポ
リペプチド配列は、ＮＣＢＩ（ｆｔｐ：／／ｆｔｐ．ｎｃｂｉ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｂｌａ
ｓｔ／）から公的に入手可能である、ｂｌ２ｓｅｑでのＢＬＡＳＴＰ（プログラムのＢＬ
ＡＳＴスイート、バージョン２．２．１８［２００８年４月］］から）を用いて、候補ポ
リペプチド配列と比較される。低複雑度領域のフィルタリングが無効にされるべきである
ことを除いて、ｂｌ２ｓｅｑのデフォルトパラメーターが利用される。
【００８０】
　ポリペプチド配列の類似性は、以下のＵＮＩＸコマンドラインパラメーター、すなわち
、ｂｌ２ｓｅｑ－ｉ　ｐｅｐｔｉｄｅｓｅｑ１－ｊ　ｐｅｐｔｉｄeｓｅｑ２－Ｆ　Ｆ－
ｐ　ｂｌａｓｔｐを用いて調べることができる。パラメーター－Ｆ　Ｆは、低複雑度セク
ションのフィルタリングを無効にする。パラメーター－ｐは、ペアの配列に対する適切な
アルゴリズムを選択する。このプログラムは、配列間の類似性の領域を見出し、及びこの
ような領域ごとに「Ｅ値」を報告する。Ｅ値は、ランダム配列を含有する固定参照サイズ
のデータベースにおいて、偶然にそのようなマッチを認めることが予想できる期待回数で
ある。１よりはるかに小さい低Ｅ値については、これはほぼ、このようなランダムマッチ
の確率となる。バリアントポリペプチド配列は、特異的に同定された配列のいずれか１つ
と比べた場合、１×１０-５未満、１×１０-６未満、１×１０-９未満、１×１０-１２未
満、１×１０-１５未満、１×１０-１８未満、又は１×１０-２１未満のＥ値を一般に示
す。ポリペプチド配列同一性はまた、グローバル配列アライメントプログラムを用いて候
補ポリペプチド配列と対象ポリペプチド配列の間の重複の全長に対して計算することもで
きる。上記に論じられているようにＥＭＢＯＳＳ－ｎｅｅｄｌｅ（ｈｔｔｐ：／ｗｗｗ．
ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／ｅｍｂｏｓｓ／ａｌｉｇｎ／で入手可能）及びＧＡＰ（Ｈｕａｎｇ
、Ｘ．（１９９４年）Ｏｎ　Ｇｌｏｂａｌ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ．Ｃ
ｏｍｐｕｔｅｒ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　
１０、２２７～２３５頁）もまた、ポリペプチド配列同一性を計算するための適切なグロ
ーバル配列アライメントプログラムである。ＢＬＡＳＴＰの使用は、本発明によるポリペ
プチドバリアントの判定で使用するのに好ましい。
【００８１】
　１つの実施形態においてバリアントには、ペプチドの生物学的活性に影響しない１つ、
２つ、３つ、４つ、５つ、６つ又はこれを超える保存的アミノ酸置換、欠失、付加又は挿
入により、配列が本明細書のヒトシグナルペプチド及び断片と異なるペプチドが含まれる
。保存的置換は典型的には、１個のアミノ酸の、類似の特性を有するもう１個のアミノ酸
に代わる置換、例えば、以下の群、すなわち、バリン、グリシン；グリシン、アラニン；
バリン、イソロイシン、ロイシン；アスパラギン酸、グルタミン酸；アスパラギン、グル
タミン；セリン、トレオニン；リシン、アルギニン；及びフェニルアラニン、チロシン内
での置換が含まれる。保存的置換の例はまた、ヒト配列と比較して異なる哺乳動物種にお
ける置換が示された配列表に示されているような配列において見出すこともできる。他の
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保存的置換は当技術分野で知られている。
【００８２】
　非保存的置換もまた使用されてもよく、例えば、１つのアミノ酸クラス（例えば、疎水
性、中性親水性、酸性、塩基性、鎖配向に影響を及ぼす残基、及び芳香族性）のメンバー
を他のクラスのメンバーと交換する必要があり得る。
【００８３】
　他のバリアントには、ペプチド安定性に影響を及ぼす修飾を有するペプチドが含まれる
。このような類似体は、例えば、ペプチド配列において１つ又は複数の非ペプチド結合（
ペプチド結合に取って代わる）を含有してもよい。同様に含まれるのは、自然発生のＬ－
アミノ酸以外の残基、例えばＤ－アミノ酸又は非自然発生の合成アミノ酸、例えばベータ
若しくはガンマアミノ酸及び環状類似体を含む類似体である。
【００８４】
　「対象」は本明細書で使用される場合、好ましくは哺乳動物であり、ヒト、並びにネコ
、イヌ、ウマ、ウシ、ヒツジ、シカ、マウス、ラット、霊長類（ゴリラ、アカゲザル及び
チンパンジーを含む）、及び他の家畜動物又は動物園動物などのヒト以外の哺乳動物を含
む。１つの実施形態において、哺乳動物はヒトである。
【００８５】
　「提示（ｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ）」という用語は本明細書で使用される場合、例え
ば、診察所、クリニック又は病院などの医療施設での医療従事者の前を含む、対象の提示
を指す。しかし、提示には、本発明を使用することになる任意の人、例えば、救急車にお
ける特別救急医療士の前での対象の提示が含まれる。
【００８６】
　「治療する（ｔｒｅａｔ）」、「治療（ｔｒｅａｔｉｎｇ）」又は「治療（ｔｒｅａｔ
ｍｅｎｔ）」及び「予防（ｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇ）」という用語は、心臓血管疾患、ＡＣ
Ｓ、腎臓疾患及びＡＭＩ、並びに本明細書に述べられた他の障害及び状態を含む、正常な
対照レベルからの偏差を示すＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐポリペプチド又はポリ
ペプチド断片レベルを特徴とする生物学的事象の進行を緩和する、改善する、管理する、
予防する、抑える、止める又は逆行させる治療的又は予防的手段を指す。対象は、グルコ
ース、ラクテート、インスリン、脂肪酸、トリグリセリド、ＴｎＩ、ＴｎＴ、ＢＮＰ、Ｎ
－ＢＮＰ、ＢＮＰ－ＳＰ、ＡＮＰ、ＡＮＰ－ＳＰ、クレアチンキナーゼ－ＭＢ、ミオグロ
ビン、ＬＤＨ、アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ、Ｈ－ＦＡＢＰ、エンドセリン
、アドレノメデュリン、レニン、アンジオテンシンＩＩ及び他のマーカーの１つ又は複数
における観察可能な又は測定可能な（統計的に有意な）減少を示し得る。
【００８７】
　「質量分析」という用語は本明細書で使用される場合、質量対電荷比に基づきイオンを
フィルタリング、検出、及び測定する方法を指す。例えば米国特許第５，７１９，０６０
号、米国特許第６，２０４，５００号、米国特許第６，１０７，６２３号、米国特許第６
，１２４，１３７号、米国特許第６，２２５，０４７号、米国特許第６，２６８，１４４
号、米国特許第７，０５７，１６５号、及び米国特許第７，０４５，３６６号参照のこと
。一般的な質量分析技法には、マトリックス支援レーザー脱離イオン化（ＭＡＬＤＩ）及
び表面増強レーザー脱離イオン化（ＳＥＬＤＩ）が含まれる。両方とも、極めて短いイオ
ンパルスでフェムトモルレベルでの分析物の分析を可能にする飛行時間分析器（ＭＡＬＤ
Ｉ－ＴＯＦ及びＳＥＬＤＩ－ＴＯＦ）と併用されてもよい。
【００８８】
　本発明において有用である、例えば米国特許第５，７１９，６００号、米国特許第６，
１２４，１３７号、及び米国特許第６，２２５，０４７号で論じられているＳＥＬＤＩの
バージョンには、表面増強親和性捕捉（ＳＥＡＣ）、表面増強ニート脱離（ＳＥＮＤ）、
及び表面増強感光性付着及び放出（ＳＥＰＡＲ）が含まれる。
【００８９】
　本明細書に開示された一連の数（例えば１～１０）への言及は、この範囲内の全ての関
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連する数（例えば、１、１．１、２、３、３．９、４、５、６、６．５、７、８、９及び
１０）、及び同様にこの範囲内の有理数の任意の範囲（例えば２～８、１．５～５．５及
び３．１～４．７）も包含すること、したがって、本明細書に明示的に開示された全ての
範囲の全ての部分範囲への言及は、明示的に開示されることが意図される。これらは、具
体的に意図されたものの例にすぎず、列挙された最低値と最高値の間の数字値の全ての可
能性のある組み合わせは、同じように本出願に明示的に記載されていると見なされるべき
である。
［詳細な説明］
【００９０】
　ＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐ　ＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐの機能的役割は、
小胞体における親分子の輸送の制御に限定されると長い間考えられてきた。これがひとた
び達成されると、該シグナルペプチドは、次いで、細胞から決して分泌されることなく分
解されると想定されてきた。１２

【００９１】
　本発明者らは、ＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐ　ＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐ断
片が生物学的試料において入手可能であり、例えば、循環中に出現することを発見した。
【００９２】
　さらに本発明者らは、ＥＰＯｓｐ及びＣＮＰｓｐ並びにその断片が、例えば、一連の生
物学的事象又は障害に関する循環バイオマーカーとして有用であることを発見した。
【００９３】
　ＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐの免疫反応性シグナルペプチド断片の使用及び測定は
、既存の標準マーカーと比べて優れた検出及び識別能力を提供する。この点について、血
中でピークレベルに達するはるかにより速い時間、及び状態に対する各マーカーの特異的
性質が注目されている。後者に関して、各シグナルペプチド断片の臓器特異的位置も注目
されている。故に、ＥＰＯｓｐは腎臓から放出されるのに対し、ＣＮＰは心臓及び血管か
ら放出される。さらに、シグナルペプチドは、既存のマーカーと比べてより短い血中半減
期を有するため、より速く上昇及び下降する能力を有し、原因となっている活動性疾患を
検出する。このことは、長い半減期を有し活動性疾患に迅速に反応しない血液レベルを持
つ既存のマーカーに対しては言えない。
【００９４】
　１つの態様において、本発明は、循環への１つ又は複数のＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰ
ｓｐ断片の放出と相関する、対象における生物学的事象を予測、診断又はモニターする方
法であって、
（ａ）対象由来の生物学的試料中の１つ又は複数のＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐ断片
のレベルを測定するステップと、
（ｂ）１つ又は複数のＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐ断片のレベルを、対照からの１つ
又は複数のＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐ断片のレベルと比較するステップと
を含み、
対照レベルからの測定レベルにおける偏差が生物学的事象を示す方法を提供する。
【００９５】
　生物学的事象又は障害には、１つ又は複数の急性及び慢性腎臓疾患若しくは傷害、心不
全、高血圧、失神、並びに慢性心臓血管疾患、アテローム性動脈硬化を含む血管疾患、不
安定プラーク、又は心筋梗塞並びに狭心症（不安定）、及び安定狭心症を含む急性心臓症
候群若しくは障害が含まれる。
【００９６】
　本出願人らはまた、急性心筋梗塞（ＡＭＩ）を有する患者において、ＥＰＯｓｐ及び／
又はＣＮＰｓｐ断片の循環濃度が、患者の症状の発症後、最初の数時間で最高となること
も驚くべきことに見出した。最初の２～６時間、又は４時間で観察されたレベルは、驚く
べきことに極めて高く、正常な対照集団におけるレベルより一部は１．５～５倍、一般に
２～３倍高いピークに達することが多かった。
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【００９７】
　要するに、１つ又は複数のＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐ断片は、例えば、ＡＭＩ、
特に非ＳＴ上昇ＭＩ、及び急性心臓虚血などの急性冠症候群（ＡＣＳ）、並びに本明細書
で述べられているような他の障害の明瞭な初期段階マーカーとして有用である。
【００９８】
　これらの驚くべき知見に基づき、本出願人らは、特に、例えば、障害の発症の１２、１
０、８、６、４、２若しくは１時間以内に、又は障害の臨床的提示時に対象から採取され
た生物学的試料中の１つ又は複数のＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ又はそのバリア
ント若しくは断片をスクリーニングすることは有用となろうことを初めて断定した。
【００９９】
　本発明において有用であるのは、少なくとも４個又は５個のアミノ酸長である、１つ又
は複数のＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐの抗原性断片又はバリアントである。特に
有用な断片は、本明細書のシグナルペプチドのＮ末端（１～９）又はＣ末端にある。特異
的抗原性ペプチドの例は、配列番号１～６に示されている。核酸分子及びペプチドは両方
とも本発明の態様を形成する。
【０１００】
　本発明の特異的ポリペプチドには、本明細書に記載されているような配列番号１～６の
いずれかのアミノ酸配列を有するポリペプチドが含まれる。同様に企図されるのは、本明
細書に定義されているようなこれらのポリペプチド、又は該ポリペプチドと少なくとも約
７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％若しくは９９％アミノ酸同一性を有す
るアミノ酸配列のバリアント及び断片である。１つの実施形態においてバリアント又は断
片は、機能的に同等のバリアント又は断片である。すなわち、バリアント又は断片は、抗
原又はシグナルペプチドとしての機能を維持する。配列番号１～６のペプチドはいずれも
、結合剤、例えば、抗体の調製に使用することができる。
【０１０１】
　バリアントポリペプチド及び断片を含むポリペプチドは、固相合成又は自動合成を用い
る直接ペプチド合成などの当技術分野でよく知られているペプチド合成方法を用いて調製
することができる。ポリペプチドの変異型も、アミノ酸配列をコードするＤＮＡの部位特
異的変異誘発などの合成方法を用いて作製することができる。
【０１０２】
　ポリペプチド並びにそのバリアントポリペプチド及び断片は、１つの実施形態において
単離される。これらは、当技術分野でよく知られている様々な技法を用いて、天然源から
、又は合成後に単離又は精製されてもよい。技術には、ＨＰＬＣ、イオン交換クロマトグ
ラフィー、及び免疫クロマトグラフィーが含まれるが、これらに限定されない。
【０１０３】
　別の態様において、本発明は、対象における急性心臓症候群を予測、診断又はモニター
する方法であって、対象由来の生物学的試料中の１つ又は複数のＥＰＯｓｐ及び／若しく
はＣＮＰｓｐ又は断片のレベルを測定するステップと、前記ＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣ
ＮＰｓｐ又は断片のレベルを対照からのレベルと比較するステップとを含み、測定レベル
が対照レベルより高く、及びＡＣＳを示す方法を提供する。
【０１０４】
　別の態様において本発明は、対象におけるＡＣＳ又は慢性腎臓疾患の治療に対する反応
をモニターする方法であって、対象由来の生物学的試料中の１つ又は複数のＥＰＯｓｐ及
び／若しくはＣＮＰｓｐ又は断片のレベルを測定するステップと、前記１つ又は複数のＥ
ＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ又は断片を対照からのレベルと比較するステップとを
含み、対照レベルからの、測定レベルにおける変化が治療に対する反応を示す方法を提供
する。
【０１０５】
　熟練した読者は、評価目的のため、１つ又は複数のＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓ
ｐ又は断片レベルが、基準値又は対照値と有用に比較され得又は関連付けられ得ることを
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理解するであろう。
【０１０６】
　本明細書で使用される場合、対照は、１つ又は複数のＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰ
ｓｐ又は断片の試料が採取され、並びに平均レベルが判定される個体又は群であってもよ
い。通常、個体又は群は、正常な健康な個体、又はモニターされる生物学的事象を患って
いることが知られていない個体の群を含むであろう。正常な個体におけるＥＰＯｓｐ断片
のレベルは、約１４～９０ｐｍｏｌ／Ｌの間の範囲である（平均は約５０ｐｍｏｌ／Ｌで
ある）。正常な個体におけるＣＮＰｓｐ断片のレベルは、約８～５０ｐｍｏｌ／Ｌの間の
範囲であり、平均対照レベルは約２１ｐｍｏｌ／Ｌである。或いは、対照レベルは、以前
にテストされた個体又は群からの複数の測定値に基づき評価されてもよい。
【０１０７】
　試料中の１つ又は複数のＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ又はその断片のレベルを
測定するステップは、単一試料についての単一測定であってもよく、又は試験されている
生物学的事象に応じて幾つかの試料についての反復測定であってもよいことが理解される
であろう。ＡＣＳの場合、測定は、種々の時間に採取された試料中の、例えば、ＥＰＯｓ
ｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ又は断片の１～２０回以上の測定、１つ又は複数のＥＰＯｓ
ｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ又はその断片の１～１０回、１～５回、１～３回、又は２回
若しくは３回測定を含んでもよい。１つの実施形態において測定は、障害又は疑われる障
害の発症又は臨床的提示の最初の１２、１０、８、６、５、４、２時間以内、又は１時間
以下以内に採取された試料についてである。上記の採取期間（ｓａｍｐｌｅ　ｐｅｒｉｏ
ｄ）外の単一又は反復測定もまた、１つ又は複数のＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ
又はその断片のレベルが、正常な対照レベル、又は、例えば、心臓組織対照レベルまで下
がるかどうかを立証するために行われてもよい。
【０１０８】
　１つの実施形態において、方法は、発症又は提示の最初の１時間以内に採取された１つ
又は２つの試料中の１つ又は複数のＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ又はその断片の
レベルを測定するステップと、これに続く発症又は提示の２～４時間以内、又は２～３時
間以内に採取された１つ又は２つの試料中の１つ又は複数のＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣ
ＮＰｓｐ又はその断片のレベルを測定するステップ、或いは１つ又は複数のＥＰＯｓｐ及
び／若しくはＣＮＰｓｐ又はその断片のレベルの最初の測定を含む。
【０１０９】
　上述されているように、例えば、ＡＣＳ、心不全、又は腎不全の発症又は提示の最初の
１～１２、１０、８、６、４時間以内又は２時間以下以内に測定された１つ又は複数のＥ
ＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐ断片のレベルは、正常な対照において測定されたレベルよ
り１．５～１０倍、１．５～５倍高く、通常は２～３倍高い。
【０１１０】
　１つの実施形態において予後ツール、診断ツール又はモニターツールは、例えば、０．
１～１５００ｐｍｏｌ／Ｌ、０．１～５００ｐｍｏｌ／Ｌ、１～３００ｐｍｏｌ／Ｌ、１
０～２５０又は２０～１５０ｐｍｏｌ／Ｌの範囲での、配列番号１、２、３、４、５又は
６のいずれかに対応する１つ又は複数のペプチド若しくはペプチド断片（又はその非ヒト
類似体若しくはバリアント）、又は他のシグナルペプチド断片のレベルを測定するために
校正される。さらに、エリスロポエチンシグナルペプチドは、約４００～４０００ｐｍｏ
ｌ／Ｌ、約４００～２００ｐｍｏｌ／Ｌ、約３２０～５２０ｐｍｏｌ／Ｌ、又は約４００
～４２０ｐｍｏｌ／Ｌ以下の範囲のレベルで、血漿試料を含む生物学的試料において見出
すことができる。少なくとも５ｐｍｏｌ／Ｌまで低いレベルが検出可能である。アンジオ
テンシンシグナルペプチドは、約１０～１０００ｐｍｏｌ／Ｌ、約５～５００ｐｍｏｌ／
Ｌ、約１～１００ｐｍｏｌ／Ｌ、又は約０．１～１０ｐｍｏｌ／Ｌ以下の範囲のレベルで
、血漿試料を含む生物学的試料において見出すことができる。少なくとも０．１ｐｍｏｌ
／Ｌまで低いレベルが検出可能である。Ｃ型ナトリウム利尿シグナルペプチドは、約５０
～１５００ｐｍｏｌ／Ｌ、約２５～７５０ｐｍｏｌ／Ｌ、約１０～５００ｐｍｏｌ／Ｌ、



(23) JP 2017-122093 A 2017.7.13

10

20

30

40

50

又は約５～１５０ｐｍｏｌ／Ｌ以下の範囲のレベルで、血漿試料を含む生物学的試料にお
いて見出すことができる。少なくとも２ｐｍｏｌ／Ｌまで低いレベルが検出可能である。
エンドセリン－１シグナルペプチドは、約１０～２００ｐｍｏｌ／Ｌ、約５～１００ｐｍ
ｏｌ／Ｌ、約１０～５０ｐｍｏｌ／Ｌ、又は約１～２０ｐｍｏｌ／Ｌ以下の範囲のレベル
で、血漿試料を含む生物学的試料において見出すことができる。少なくとも１ｐｍｏｌ／
Ｌまで低いレベルが検出可能である。
【０１１１】
　別の実施形態において、約４０～約２５０ｐｍｏｌ／Ｌ、約６５～２５０ｐｍｏｌ／Ｌ
、約６５～２００ｐｍｏｌ／Ｌ、約７０～１５０、又は約７０～１３０ｐｍｏｌ／Ｌの範
囲での、試料中の１つ又は複数のＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ又はその断片のレ
ベルは、ＡＣＳを示している。
【０１１２】
　上記のような生物学的試料は、１つ又は複数のＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ又
はその断片があり得る又は分泌され得る任意の生物学的材料であってもよい。１つの実施
形態において生物学的試料は、循環生物学的試料、例えば血液、血清又は血漿である。１
つの実施形態において、生物学的試料は心臓組織である。
【０１１３】
核酸アッセイ
　１つ又は複数のＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐ、又
はその断片の存在、及び試料中の発現のレベルは、サザンブロッティング、ノーザンブロ
ッティング、ＦＩＳＨ若しくはｍＲＮＡの転写を定量するための定量的ＰＣＲ、１２ドッ
トブロッティング、（ＤＮＡ分析）又は本明細書に提供された配列に基づき、適切に標識
されたプローブを用いたｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションなどの当技術分野で既知
の方法により判定することができる。１つの実施形態においてハイブリダイゼーションプ
ローブは、標識されたプローブである。標識の例には、蛍光標識、化学発光標識、放射性
酵素標識、及びビオチン－アビジン標識が含まれる。標識されたプローブの標識及び可視
化は、上記のものなどの既知の技術方法により実施される。便宜上核酸プローブは、樹脂
（ポリアクリルアミドなど）、炭水化物（セファロースなど）、プラスチック（ポリカー
ボネートなど）、及びラテックスビーズを含む固体担体上に固定化されてもよい。
【０１１４】
　核酸発現レベルは、ＲＴ－ＰＣＲ技法及びＳＤＳ-ＰＡＧＥを含む電気泳動技法などの
既知の技術を用いて判定することができる。これらの技術を用いて、対象試料中の本発明
の核酸分子のＤＮＡ配列又はｃＤＮＡ配列は増幅され、ＤＮＡ又はｃＤＮＡ又はＲＮＡの
レベルが測定される。代替方法においてＤＮＡ、ｃＤＮＡ又はＲＮＡレベルは、増幅なし
に試料中で直接測定することができる。１つの実施形態において方法は、ノーザンブロッ
トハイブリダイゼーション分析である。
【０１１５】
　或いは、発現レベルは、核酸配列に特異的なプライマーを用いた逆転写ベースのＰＣＲ
（ＲＴ-ＰＣＲ）アッセイを用いて測定されてもよい。所望であれば、試料中の１つ又は
複数のＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐポリヌクレオチドのレベルの比較は、測定されて
いるパラメーター又は条件から発現が独立している対照核酸分子を参照して行うことがで
きる。対照核酸分子は、レベルが障害又は移植拒絶状態と健康な状態との間で異ならない
分子を指す。対照分子のレベルは、比較される集団におけるレベルを正規化するのに使用
されてもよい。このような対照分子の例は、ＧＡＰ－ＤＨである。本発明のＥＰＯｓｐ及
び／又はＣＮＰｓｐポリペプチド並びに断片は、生物学的事象又は障害によりレベルを変
化させるであろう。
【０１１６】
ペプチドアッセイ
　１つの実施形態において測定ステップは、１つ又は複数のＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣ
ＮＰｓｐ、又はその断片と、１つ又は複数のＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ又はそ
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の断片若しくはバリアントに結合する、例えば、選択的又は特異的に結合する結合剤の間
の結合を検出するステップを含む。
【０１１７】
　したがって、１つの実施形態において本発明は、生物学的試料中の１つ又は複数のＥＰ
Ｏｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐ又はその断片若しくはバリアントに関するアッセイであって
、任意の既知の方法を用いて試料中のこのレベルを検出及び測定するステップを含むアッ
セイを提供する。１つの実施形態において、生物学的試料は、ＡＣＳ又は生物学的試料中
の前記断片（複数可）の濃度又は量に関連する他の障害の発症から約１２、１０、８、６
時間以内若しくは４時間以下以内、又は例えばＡＣＳの臨床的提示の約１２、１０、８、
６時間以内若しくは４時間以下以内に対象から得られ、ＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰ
ｓｐ又はその断片が測定される。
【０１１８】
　１つの実施形態において、本発明は、
（ａ）生物学的試料由来の１つ又は複数のＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐＥＰＯｓ
ｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又はその断片と結合させるステップと、
（ｂ）結合されたＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰ
ｓｐ、又はその断片、ペプチド若しくは断片のレベルを測定するステップと
を含む、１つ又は複数のＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐＥＰＯｓｐ及び／若しくは
ＣＮＰｓｐ、又はその断片に関するアッセイを提供する。
【０１１９】
　１つの実施形態において、標的分子は、１つ又は複数の配列番号１～６又はそのバリア
ント若しくは断片である。
【０１２０】
　１つの実施形態において、１つ又は複数のＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又は
その断片は、結合剤を用いて結合される。結合剤は、選択的（特異的）結合剤であり得る
。すなわち、結合剤は、生物学的事象の他のマーカー、及びより詳細にはグレリンとの低
い交差反応性を有する。結合剤は１つの実施形態において、抗体又は抗体の抗原結合断片
を含む分子である。抗体がアッセイで使用される場合、抗体が生物学的試料、好ましくは
断片の存在が細胞からの排出を示す試料において見出される断片と結合する限り、抗体は
、Ｎ末端又はＣ末端内を含む、１つ又は複数のＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又
はその断片のいずれの抗原性部分に対して産生されてもよい。１つの実施形態において抗
体は、任意の１つ又は複数の配列番号１～６又はそのバリアント若しくは断片によるペプ
チドに対して産生される。
【０１２１】
　本発明はまた、例えば、抗体及び抗体の抗原結合断片を含む結合剤、並びに結合剤の使
用にも関する。アッセイに若しくはアッセイの製造に含まれる、又は予後ツール、診断ツ
ール又はモニターツールとしての使用が、使用のための説明書を含む関連するキットと同
様に、本明細書に記載されているように提供される。
【０１２２】
　結合剤、例えば、抗体は、単離又は精製された形態にあってもよい。１つ又は複数のＥ
ＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又はその断片若しくはバリアントに結合する抗体は
、例えば、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、一本鎖抗体、ヒト抗体、ヒト化抗
体及びキメラ抗体の全てのクラス、並びに他の抗原結合コンストラクトを含む任意の形態
にあってもよい。同様に含まれるのは、マウス、ラット又はウサギなどの動物を免疫化し
て得られる抗血清である。抗体は、断片の一群における共通の配列、又は特異的なＥＰＯ
ｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ断片、又はさらに断片のセットに結合することができる。
【０１２３】
　抗体の断片又は修飾抗体は、これが、所望のシグナルペプチド又はその断片若しくはバ
リアントと結合する限り、使用されてもよい。抗原結合断片は、例えば、Ｆａｂ、Ｆ（ａ
ｂ’）、Ｆ（ａｂ’）、Ｆｖ断片又はＨ鎖及びＬ鎖からのＦｖ断片が適切なリンカーによ
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りライゲートされる一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）であってもよい。１３

【０１２４】
　抗体を調製し、並びに抗体を検出、修飾及び単離する方法は、当技術分野でよく知られ
ている。１４，１５，１６１つの実施形態において、使用される抗体は、適切な宿主哺乳
動物を免疫して作製される。１つ又は複数のＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又は
その断片を含む融合タンパク質も、免疫原として使用することができる。
【０１２５】
　抗体又は抗原結合部位を含む他の分子などの結合剤は、本明細書に論じられているよう
なポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、ビオチン、ストレプトアビジン、及び化学発光、
蛍光、熱量測定標識、及び放射性免疫測定標識などの様々な分子とのコンジュゲーション
により修飾されてもよい。修飾抗体は、抗体を化学的に修飾して得ることができる。これ
らの修飾方法は、当分野で従来のものである。
【０１２６】
　手短には、ポリクローナル抗体を調製する方法は、当業者に知られている。ポリクロー
ナル抗体は、例えば、免疫剤及び所望であればアジュバントの１回又は複数回の注射によ
り哺乳動物において産生することができる。典型的には、免疫剤及び／又はアジュバント
は、複数回の皮下又は腹腔内注射により哺乳動物に注射されるであろう。免疫剤は、１つ
又は複数のＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又はその断片若しくはバリアント、又
はその融合タンパク質を含むことができる。免疫されている哺乳動物において免疫原性で
あることが知られているタンパク質に免疫剤をコンジュゲートすることは、有用であり得
る。このような免疫原性タンパク質の例には、キーホールリンペットヘモシアニン、ウシ
血清アルブミン、ウシチログロブリン、及び大豆トリプシンインヒビターが含まれるが、
これらに限定されない。使用され得るアジュバントの例には、フロイント完全アジュバン
ト及びＭＰＬ　ＴＤＭ　アジュバント（モノホスホリル脂質Ａ、合成トレハロースジコリ
ノミコラート）が含まれる。免疫プロトコルは、過度の実験なしに当業者により選択され
得る。
【０１２７】
　モノクローナル抗体は、当技術分野でよく知られているハイブリドーマ方法を用いて調
製することができる。ハイブリドーマ細胞は、適切な培地において培養されてもよく、或
いは、ハイブリドーマ細胞は、哺乳動物において腹水としてｉｎ　ｖｉｖｏで増殖されて
もよい。好ましい不死化細胞株は、例えば、アメリカ培養細胞系統保存機関（バージニア
、ＵＳＡ）から得ることができるマウス骨髄腫系である。免疫アッセイは、目的とする抗
体を分泌する不死化細胞株をスクリーニングするのに使用することができる。１つ又は複
数のＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又はその断片若しくはバリアントは、スクリ
ーニングで使用され得る。
【０１２８】
　したがって、同様に本明細書で企図されるのは、ＥＰＯｓｐ及び／又はＣＮＰｓｐ断片
特異的モノクローナル抗体を分泌することができる不死化細胞株であるハイブリドーマで
ある。
【０１２９】
　ハイブリドーマ細胞により産生されるモノクローナル抗体の結合特異性を確立するため
のよく知られている手段には、免疫沈降、ラジオリンクド免疫アッセイ（ｒａｄｉｏｌｉ
ｎｋｅｄ　ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）（ＲＩＡ）、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳ
Ａ）及びウェスタンブロットが含まれる。例えば、モノクローナル抗体の結合親和性は、
例えば、スキャッチャード分析により判定することができる。１４免疫された動物由来の
試料は、ポリクローナル抗体の存在について同様にスクリーニングすることができる。
【０１３０】
　モノクローナル抗体及び他の抗原結合コンストラクトはまた、組換え宿主細胞から得る
こともできる。抗体又は抗原結合コンストラクトをコードするＤＮＡは、ハイブリドーマ
細胞株から得ることができる。ＤＮＡは、次いで、発現ベクターに入れられ、宿主細胞（
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例えば、ＣＯＳ細胞、ＣＨＯ細胞、大腸菌（Ｅ．　ｃｏｌｉ）細胞）にトランスフェクト
され、抗体又は抗原結合コンストラクトが宿主細胞で産生される。抗体は、次いで、標準
的技法を用いて単離及び／又は精製することができる。
【０１３１】
　検出を容易にするため、本明細書での抗体及び断片は、例えば、蛍光化合物、生物発光
化合物、及び化学発光化合物、並びに放射性同位体、磁気ビーズ、及び親和性標識（例え
ば、ビオチン及びアビジン）などの検出可能なマーカーで標識されてもよい。結合の間接
的な測定を可能にする標識の例には、基質が着色蛍光生成物を提供できる酵素が含まれ、
適切な酵素には、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、リンゴ酸脱水
素酵素等が含まれる。蛍光色素（例えば、テキサスレッド、フルオレスセイン、フィコビ
リタンパク質、及びフィコエリスリン）は、蛍光活性化細胞選別装置と共に使用すること
ができる。標識技法は、当技術分野でよく知られている。
【０１３２】
　例えば、細胞により分泌されるモノクローナル抗体は、例えば、逆相ＨＰＬＣ、タンパ
ク質Ａセファロース、ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィー、ゲル電気泳動、透析、
又は親和性クロマトグラフィーなどの従来の免疫グロブリン精製手順により、培地又は腹
水から単離又は精製することができる。
【０１３３】
　１つ又は複数のＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又はその断片の結合は、特異的
（抗体ベースの）及び非特異的（ＨＰＬＣ固相などの）手段を含む、当技術分野で既知の
任意の手段により検出することができる。最も一般に、抗体は、上述されているようなＥ
ＬＩＳＡ又はＲＩＡなどのアッセイを用いて検出される。単独の又はクロマトグラフィー
フォーマットなどの非特異的結合剤との併用で、競合的結合アッセイ、サンドイッチアッ
セイ、非競合的アッセイ、蛍光免疫アッセイ、免疫蛍光アッセイ、若しくは免疫放射線測
定アッセイ、発光アッセイ、化学発光アッセイ、及び表面増強レーザー脱離及びイオン化
（ＳＥＬＤＩ）、エレクトロスプレーイオン化（ＥＳＩ）、マトリックス支援レーザー脱
離イオン化（ＭＡＬＤＩ）、フーリエ変換イオンサイクロトロン共鳴質量分析（ＦＴＩＣ
Ｒ）などの質量分光分析も実現可能である。
【０１３４】
　好都合には、抗体は、ポリペプチド／抗体複合体の洗浄及び単離を容易にするために固
体基質に固定することができる。固体担体への抗体の結合は、既知の技術技法を用いて達
成することができる。抗体に有用な固体基質には、ガラス、ナイロン、紙、及びプラスチ
ックが含まれる。同様に、１つ又は複数のＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又はそ
の断片は、イオン交換、逆相（例えばＣ１８コーティング）又は他の材料で場合により被
覆された又は誘導体化された吸着シリカ、又は樹脂粒子、又はシリコンチップなどの固体
基質上に吸着することができる。基質は、ビーズ、プレート、チューブ、スティック又は
バイオチップの形態にあってもよい。バイオチップの例には、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ，Ｐｒ
ｏｔｅｉｎチップアレイ（Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ（ＣＡ、ＵＳＡ）
）、及びＰｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ、ＵＳＡから入手可能なＰａｃｋａｒｄＢｉｏチップ
が含まれる。バイオチップには、クロマトグラフィー表面が含まれてもよい。アドレス指
定可能な位置を有するバイオチップ又はプレート、及びディスクリート（ｄｉｓｃｒｅｅ
ｔ）なマイクロタイタープレートは特に有用である。同様に使用に好ましいのは、複数の
分析物に対する抗体を含有するビーズが単一試料中の分析物のレベルを測定するのに使用
される多重システムである。測定される分析物は、他のマーカー、例えば、心臓マーカー
、並びにＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又はそのバリアント若しくは断片を含ん
でもよい。本明細書での使用に適切な多重ビーズシステムの一例は、Ｌｕｍｉｎｅｘ　Ｆ
ｌｕｒｏｋｉｎｅ　Ｍｕｌｔｉａｎａｌｙｔｅ　Ｐｒｏｆｉｌｉｎｇシステムである。
【０１３５】
　抗体アッセイ方法は、当技術分野でよく知られている（例えば米国特許第５，２２１，
６８５号、米国特許第５，３１０，６８７号、米国特許第５，４８０，７９２号、米国特
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許第５，５２５，５２４号、米国特許第５，６７９，５２６号、米国特許第５，８２４，
７９９号、米国特許第５，８５１，７７６号、米国特許第５，８８５，５２７号、米国特
許第５，９２２，６１５号、米国特許第５，９３９，２７２号、米国特許第５，６４７，
１２４号、米国特許第５，９８５，５７９号、米国特許第６，０１９，９４４号、米国特
許第６，１１３，８５５号、米国特許第６，１４３，５７６号、並びに非標識アッセイに
関しては米国特許第５，９５５，３７７号及び米国特許第５，６３１，１７１号を参照の
こと）。本明細書に引用された文献の全ては、その全体が参照により本明細書に組み込ま
れている。
【０１３６】
　免疫アッセイ分析器もまた、よく知られており、及び十分に記載されている中でもＢｅ
ｃｋｍａｎ　Ａｃｃｅｓｓ、Ａｂｂｏｔｔ　ＡｘＳｙｍ、Ｒｏｃｈｅ　ＥｌｅｃＳｙｓ／
Ｃｏｂａｓ　ａｎｄ　Ｄａｄｅ　Ｂｅｈｒｉｎｇ　Ｓｔａｔｕｓシステムが含まれる。
【０１３７】
　１つ又は複数のＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又はその断片、並びに複合体を
形成する抗体の結合は、直接的又は間接的に検出することができる。直接的検出は、蛍光
、発光、放射性核種、金属、色素等などの標識を用いて実施される。間接的検出は、ジゴ
キシンなどの検出可能な標識、又は西洋ワサビペルオキシダーゼ及びアルカリホスファタ
ーゼなどの酵素と結合して標識抗体を形成するステップと、これに続く、検出試薬の添加
により標識を検出するステップを含む。
【０１３８】
　例えば西洋ワサビペルオキシダーゼは、吸光度が測定され得る着色生成物を生成するた
めのｏ－フェニレンジアミンジヒヒドロクロリド（Ｐｈｅｎｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅ　
Ｄｉｈｙｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）（ＯＰＤ）及び過酸化物などの基質と共に、又は
当技術分野で知られているようにルミノメーターで測定することができる化学発光光を得
るためのルミノール及び過酸化物と共にインキュベートすることができる。ビオチン又は
ジゴキシンは、これらに強く結合する結合剤と反応することができる。例えば、タンパク
質アビジン及びストレプトアビジンは、ビオチンに強く結合するであろう。さらなる測定
可能な標識は、次いで、タンパク質との直接反応により、又はＭＣＳ及びカルボジイミド
などの一般に入手可能な架橋剤の使用を通じて、若しくはキレート剤の添加により、タン
パク質に共有結合され又は連結される。
【０１３９】
　一般に、複合体は、例えば遠心分離により、複合体を形成していない試薬から分離され
る。抗体が標識されていれば、複合体の量は、検出された標識の量により反映されるであ
ろう。或いは、１つ又は複数のＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又はその断片は、
抗体への結合により標識されてもよく、及び抗体標識ポリペプチドが、標識されていない
１つ又は複数のＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又はその断片を含有する生物学的
試料と共にインキュベートされる場合、結合された標識ポリペプチドの減少を測定して、
競合的アッセイにおいて検出されてもよい。他の免疫アッセイ、例えば、サンドイッチア
ッセイが使用されてもよい。
【０１４０】
　１つの実施形態において、通常４℃で一晩１８～２５時間、又は２５℃～４０℃で１～
２～４時間、抗体と接触した後、結合剤（抗体）に結合された標識ＥＰＯｓｐ及び／若し
くはＣＮＰｓｐ、又はその断片は、結合されていない標識ＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮ
Ｐｓｐ、又はその断片から分離される。液相アッセイにおいて、分離は、セルロース又は
磁性材料などの固相粒子に結合された抗ガンマグロブリン抗体（二次抗体）の添加により
達成することができる。二次抗体は、一次抗体に使用されるのと異なる種において産生さ
れ、及び一次抗体と結合する。したがって、全ての一次抗体は、二次抗体を介して固相に
結合される。この複合体は、遠心分離又は磁力により溶液から取り除かれ、結合された標
識ペプチドが、これに結合された標識を用いて測定される。遊離標識から結合された（ｂ
ｏｕｎｄ）を分離する他の選択肢は、溶液から沈降する免疫複合体の形成、ポリエチレン
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グリコールによる抗体の沈降又は木炭への遊離標識ペプチドの結合、及び濾過（ｆｉｌｔ
ｒａｔｉｏｎ）の遠心分離による溶液からの除去を含む。分離された結合相又は遊離相中
の標識は、上記に示されたものなどの適切な方法により測定される。
【０１４１】
　競合的結合アッセイは、行うのがより容易な、したがって上記のものに好ましい固相ア
ッセイとしても構成され得る。この型のアッセイは、ウェルを有するプレート（一般にＥ
ＬＩＳＡ又は免疫アッセイプレートとして知られる）、固体ビーズ又はチューブの表面を
使用する。一次抗体は、プレートの表面、ビーズの表面若しくはチューブの表面に吸着さ
れ又は共有結合される、又はプレートに吸着され若しくは共有結合された二次抗ガンマグ
ロブリン抗体若しくは抗Ｆｃ領域抗体を通じて間接的に結合されるかのいずれかである。
試料及び標識ペプチド（上記のような）は、一緒に又は連続してプレートに添加され、試
料中のＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又はその断片と標識ペプチドとの間の抗体
結合をめぐる競合を可能にする条件下でインキュベートされる。結合されていない標識ペ
プチドは、この後吸引除去することができ、プレートは、抗体結合標識ペプチドをプレー
トに付着させたまますすぐことができる。標識ペプチドは、次いで上記の技法を用いて測
定することができる。
【０１４２】
　サンドイッチ型アッセイは、より大きな特異性、スピード及びより大きな測定範囲を有
する。この型のアッセイにおいてＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又はその断片に
対する過剰な一次抗体は、固相競合結合アッセイに関して上記に記載のように吸着、共有
結合、又は抗Ｆｃ抗体若しくは抗ガンマグロブリン抗体を介して、ＥＬＩＳＡプレート、
ビーズ又はチューブのウェルに付着される。試料液体又は抽出物は、固相に付着された抗
体と接触される。抗体が過剰であるため、この結合反応は通常、迅速である。ＥＰＯｓｐ
及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又はその断片に対する二次抗体も、一次抗体と同時に又は連
続して試料と共にインキュベートされる。この二次抗体は、一次抗体の結合部位と異なる
、ＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又はその断片上の部位に結合するように選択さ
れる。これらの２つの抗体反応は、２つの抗体の間に挟まれた試料由来のＥＰＯｓｐ及び
／若しくはＣＮＰｓｐ、又はその断片のサンドイッチをもたらす。二次抗体は、競合的結
合アッセイに関して上記に詳述されているように、容易に測定可能な化合物で通常標識さ
れる。或いは、二次抗体に特異的に結合する標識三次抗体が、試料と接触されてもよい。
結合されていない材料を洗い流した後、結合標識抗体は、競合的結合アッセイに関して概
説された方法により測定及び定量化することができる。
【０１４３】
　ディップスティック型アッセイもまた使用されてもよい。これらのアッセイは、当技術
分野でよく知られている。該アッセイは、例えば、特異的抗体が付着した金粒子又は着色
ラテックス粒子などの小さい粒子を使用し得る。測定される液体試料は、粒子を予め添加
された膜ストリップ又は紙ストリップの一端に添加され得、ストリップに沿って移動する
ままにされ得る。粒子への試料中の抗原の結合は、ストリップにさらに沿って、抗原又は
抗体などの、粒子に対する結合剤を含有する捕捉部位に結合する粒子の能力を改変する。
これらの部位での着色粒子の蓄積は、色の発生をもたらし、これは、試料中の競合抗原の
濃度に依存する。他のディップスティック方法は、試料中の抗原を捕捉するために紙スト
リップ又は膜ストリップに共有結合された抗体を使用してもよい。西洋ワサビペルオキシ
ダーゼなどの酵素に結合された二次抗体、及び色、蛍光又は化学発光の光出力を生じさせ
るための基質とのインキュベーションを使用するこの後の反応は、試料中の抗原の定量を
可能にするであろう。
【０１４４】
　以下の例で論じられているように、１つの実施形態において放射免疫アッセイ（ＲＩＡ
）は、使用される実験室技法である。あるＲＩＡにおいて、放射性標識抗原及び非標識抗
原が、抗体との競合的結合で使用される。一般的な放射性標識には、１２５Ｉ、１３１Ｉ
、３Ｈ及び１４Ｃが含まれる。
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【０１４５】
　特異的抗体及び放射性標識抗体結合タンパク質による、ＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮ
Ｐｓｐ、又はその断片の沈降を伴う放射免疫アッセイは、試料中のＥＰＯｓｐ及び／若し
くはＣＮＰｓｐ、又はその断片の量に比例する沈降物中の標識抗体の量を測定することが
できる。或いは、標識ＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又はその断片が作製され、
及び非標識抗体結合タンパク質が使用される。テストされる生物学的試料が、次いで添加
される。標識ＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又はその断片からのカウントの減少
は、試料中のＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又はその断片の量に比例する。
【０１４６】
　ＲＩＡにおいて、遊離ＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又はその断片から結合Ｅ
ＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又はその断片を分離することも実現可能である。こ
れは、二次抗体でペプチド／抗体複合体を沈降させることを伴い得る。例えば、ペプチド
／抗体複合体がウサギ抗体を含有する場合、次いでロバ抗ウサギ抗体が複合体を沈降させ
るのに使用され得、及び標識の量がカウントされ得る。例えばＬＫＢ、Ｇａｍｍａｍａｓ
ｔｅｒ　ｃｏｕｎｔｅｒにおいて。９

【０１４７】
　本発明の方法は、腎臓疾患、心臓血管疾患等の１つ又は複数の他のマーカーのレベルを
測定するステップをさらに含む。他のマーカー（複数可）のレベルは、対照集団からの平
均対照レベルと比較することができる。平均対照レベルからの、測定レベルにおける偏差
は、急性若しくは慢性腎臓疾患、急性若しくは慢性心臓血管疾患等の予測若しくは診断と
なり、又は急性若しくは慢性腎臓疾患、急性若しくは慢性心臓血管疾患等に対する素因で
ある。
【０１４８】
　本発明の方法は、急性冠症候群（例えば、ＡＭＩ及び狭心症）、心不全、アテローム性
動脈硬化を含む血管疾患、及び慢性腎臓疾患を示す、ＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓ
ｐ、又はその断片のより高いレベル、或いはＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又は
その断片のレベルの上昇に関して記載されている。対照レベルを上回る又は下回る偏差を
測定することも企図される。
【０１４９】
　他のマーカーには、トロポニンＴ、トロポニンＩ、クレアチンキナーゼ－ＭＢ、ミオグ
ロビン、ＢＮＰ、ＮＴ－ＢＮＰ、ＢＮＰ－ＳＰ、ＡＮＰ、ＡＮＰ－ＳＰ、ＬＤＨ、アスパ
ラギン酸アミノトランスフェラーゼ、Ｈ－ＦＡＢＰ、エンドセリン、アドレノメデュリン
、レニン及びアンジオテンシンＩＩが含まれる。これらのマーカーは全て、心臓機能障害
又は心臓疾患に関与している。このようなアッセイを行うためのキット及び試薬は、幾つ
かの供給者から市販されている。他のマーカーとのＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ
、又はその断片のレベルの関連づけは、ＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又はその
断片の予測値、診断値又はモニター値を増大させることができる。ＡＣＳの場合、ＥＰＯ
ｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又は断片マーカーレベルを既知の心臓マーカーと組み合
わせることは、患者転帰の予測値又は診断値を増大させることができる。
【０１５０】
　幾つかのペプチドマーカーの分析は、単一のテスト試料を用いて同時に又は個別に実施
することができる。同時の２部位又は複数部位フォーマットアッセイが好ましい。多重ビ
ーズ、マイクロアッセイ又はバイオチップシステムは、特に有用である。ビーズ、アッセ
イ又はチップは、ＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又はその断片を含む１つ又は複
数のマーカーに対する抗体を含む、幾つかのディスクリートな、多くの場合アドレス指定
可能な位置を有し得る。１つ又は複数のマーカーには、１つを超えるＥＰＯｓｐ及び／若
しくはＣＮＰｓｐ、又はその断片マーカーが含まれる。例えば、Ｎ末端及びＣ末端に関し
てＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又はその断片をアッセイし、アッセイ結果を組
み合わせることは有用であり得る。多くの他のこのようなマーカーの組み合わせが実現可
能である。米国特許出願公開第２００５／００６４５１１号及び米国特許第６，０１９，



(30) JP 2017-122093 A 2017.7.13

10

20

30

40

50

９４４号は、本発明において有用なマイクロアレイ、チップ、キャピラリー装置、及び技
法の記載を提供している。Ｌｕｍｉｎｅｘは、本発明において有用な多重ビーズシステム
を提供する。個別アッセイ又は連続アッセイと使用するのに適切な実験室分析器には、Ａ
ｘＳｙｍ（Ａｂｂｏｔｔ、ＵＳＡ）、ＥｌｅｃＳｙｓ（Ｒｏｃｈｅ）、Ａｃｃｅｓｓ（Ｂ
ｅｃｋｍａｎ）、ＡＤＶＩＡ　ＣＥＮＴＡＵＲ（登録商標）（Ｂａｙｅｒ）及びＮｉｃｈ
ｏｌｓ　Ａｄｖａｎｔａｇｅ（登録商標）（Ｎｉｃｈｏｌｓ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ）免疫
アッセイシステムが含まれる。
【０１５１】
　１つの実施形態において、複数のポリペプチドの同時アッセイは、チップ又はアレイな
どの単一表面で行われる。
【０１５２】
　別の実施形態において、１つ又は複数の非ＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又は
断片マーカーの個別アッセイが行われ、結果がＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又
は断片マーカー結果と照合され又は組み合わされる。
【０１５３】
　対象がモニターされる場合、幾つかの生物学的試料は経時的に採取されてもよい。逐次
試料採取は、マーカーレベルの変化を経時的に測定できるようにする。試料採取は、事象
のおよその発症時間、事象の重症度に関する情報を提供することができ、どの治療レジー
ムが適切であり得るか、使用される治療レジームに対する反応、又は長期予後を示すこと
ができる。分析は、救急車、診察所、臨床的提示時、入院中、外来、又は日常的な集団検
診の間等などでのケアの時点で実施されてもよい。
【０１５４】
　本発明の方法は、１つ又は複数のリスク因子（年齢、体重、身体活動性のレベル、性別
、並びに肥満、糖尿病及び心臓事象などの事象の家族歴などであるが、これらに限定され
ない）の分析と併せて行うこともできる。テスト結果はまた、本発明の方法と併せて使用
することもできる。例えば、グルコース負荷試験、ＥＣＧ結果及び臨床検査。ＥＰＯｓｐ
及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又はその断片の循環レベルの統計的に有意な変化は、１つ又
は複数の追加のリスク因子又はテスト結果と共に、対象の状態をより正確に診断、予測又
はモニターするのに使用されてもよい。
【０１５５】
急性心臓症候群
　本出願人らは、様々なシグナルペプチド断片の濃度が、急性心臓障害と相関しているこ
とを示した（図６）。さらに、ＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又はその断片（複
数可）のレベルは、疑われる急性心筋梗塞（ＡＭＩ）又は心臓まひを示す患者の場合、臨
床的提示時に最も高い。急性心臓症候群又は障害、及び特に（心臓の筋肉すなわち心筋に
瘢痕を残す心臓まひ）により引き起こされる急性心臓虚血冠状動脈疾患を示す患者は、こ
の後の心筋梗塞（ＭＩ）を経験する又は経験しない可能性がある。ＭＩを経験しない群は
、現在の臨床技法及びマーカーを用いて容易に診断することができない。本出願人らは、
例えばＭＩに関連する心筋損傷の有用な早期及び特異的マーカーを提供した。これは、有
害事象による心筋損傷の早期診断を可能にし、医師が、狭心症を含む他の急性冠症候群、
及び胸痛の他の原因（例えば、胃腸疾患、肺／胸膜障害等）とこのような症例を区別する
のを可能にするであろう。これは、ミオグロビン、ＣＫ－ＭＢ、ＴｎＴ及びＴｎＩなどの
現在の心臓バイオマーカーのレベルの上昇を待ちながら現在経験されるウィンドウを大幅
に短縮する。より正確な診断及び治療も、より早期に達成することができ、罹患率及び死
亡率を低下させ、より良好な予後転帰をもたらすことができる。
【０１５６】
　別の実施形態において、本発明は、心臓患者において再灌流治療をモニターする上での
適用を有する。再灌流治療は一般に、経皮的冠状動脈インターベンション（例えば血管形
成）及び／又は薬理学的治療を含む。血行再建のための血栓溶解薬は、薬理学的治療で一
般に使用される。補助療法は、抗凝固及び抗血小板療法を含む。再灌流治療は、診断後で
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きるだけすぐに使用される場合、最も有効である。診断を加速するための、ＥＰＯｓｐ及
び／若しくはＣＮＰｓｐ、又はその断片（複数可）の分析の使用は、再灌流治療の迅速な
導入を可能にする。治療の有効性も、反復試験によりモニターすることができ、治療は必
要に応じて調整され得る。再灌流治療の包括的な議論については、本明細書におけるＢｒ
ａｕｎｗａｌｄらを参照のこと。３

【０１５７】
心臓疾患
　本発明の方法はまた、特に循環から採取された生物学的試料（又はこのような試料に由
来する生物学的試料）において、ＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又はその断片（
複数可）の分析により対象における心臓疾患を診断又は予測することにも有用であり得る
。
【０１５８】
血液ドーピング
　アスリートが成績を違法に高めるために選択できる薬剤のスペクトルに適用されるとき
、タンパク質及びペプチドは魅力的な選択肢を提供する。１つの態様において、本発明は
この問題に対する解決法を提供する。合成又は組換え技術により作製される場合、ＥＰＯ
などのタンパク質は、循環又は組織に存在する内因性の対応物をできるだけ厳密に模倣す
るように作製される。これは、容易に検出されやすい分子を提供する成分の、事前又は事
後どちらかの除去を必要とする。１つのこのような成分は、シグナルペプチドとして知ら
れる分子の領域である。タンパク質の内因性産生に由来するシグナルペプチド配列は、細
胞内破壊を受け、したがって循環から欠如すると考えられた。しかし、本発明者らは、新
規の免疫アッセイ技術を開発して、ＥＰＯのシグナルペプチド配列はヒトの循環中に存在
するだけでなく、尿（又は他の体液、組織試料等）においても測定できることを実証した
。ＥＰＯシグナルペプチド配列は、完全長天然又は組換えＥＰＯと比較して極めて短く、
グリコシル化がない単純な一次及び三次構造を有し、既存のアッセイフォーマットによる
測定をはるかにより容易にする。ヒトＥＰＯのシグナルペプチドに対する免疫アッセイは
、本明細書に記載されており、該アッセイは、免疫反応性ヒトＥＰＯシグナルペプチド（
ＥＰＯｓｐ）に感受性であり、２０ｆｍｏｌ／ｍｌ未満（６４０ｐｇ／ｍｌ未満）までの
循環レベルを検出することができる。このアッセイを利用して、本発明者らは、正常なヒ
ト血漿ではＥＰＯｓｐ：ＥＰＯの比を約６：１と判定した。しかし、慢性腎不全を有する
患者では、この比が約１０：１に上昇するのに対し、心不全を有する患者では、比は約３
：１である。故に、異なる疾患状態を有する患者では、ＥＰＯｓｐ：ＥＰＯ比の反応差が
ある。このパラダイムを、組換えＥＰＯの乱用による又は別の方法によるアスリートドー
ピングに適用すると、血漿ＥＰＯｓｐ：ＥＰＯ比は、例えば投与の急性期の間に、１：１
０、１：１００、１：１０００以下を含む１：１未満になることが予期され得る。ＥＰＯ
の反復投与後、ＥＰＯｓｐの循環レベルは、内因性分泌及び排出の変化により、正常な、
薬物のないレベルよりはるかに低くなるであろう。さらに、ＥＰＯｓｐはＥＰＯ自体より
はるかに小さい分子であることから、ＥＰＯｓｐの腎クリアランス及びこの後の尿中存在
は、血漿ＥＰＯｓｐと比較した場合、比の顕著な振幅を伴う著しい変動を示すであろう。
【０１５９】
キット
　最も通常には、キットは、当技術分野で既知のアッセイ用に、及び特定の実施形態にお
いて、当技術分野で知られているようなＲＩＡ又はＥＬＩＳＡアッセイ用にフォーマット
されるであろう。
【０１６０】
　キットはまた、本明細書に述べられた障害に対する１つ又は複数の追加のマーカーを含
むこともできる。例えば、ＡＣＳの場合、追加のマーカーには、トロポニンＴ、トロポニ
ンＩ、クレアチンキナーゼＭＢ、ミオグロビン、ＡＮＰ、ＢＮＰ、ＢＮＰ－ＳＰ、ＡＮＰ
、ＡＮＰ－ＳＰ、ＮＴ－ＢＮＰ、ＬＤＨ、アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ、Ｈ
－ＦＡＢＰ、エンドセリン、アドレノメデュリン、レニン及びアンジオテンシンＩＩの１
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つ又は複数が含まれ得る。１つの実施形態において、サブセットのマーカーの全てがキッ
トに含まれる。
【０１６１】
　キットは、１つ又は複数の容器から成ってもよく、収集装置、例えば、ボトル、バッグ
（静脈内輸液バッグなどの）、バイアル、シリンジ、及び試験管を含むこともできる。少
なくとも１つの容器が含まれ、及び急性又は慢性腎臓疾患、急性又は慢性心臓血管疾患、
ＡＣＳ等などの生物学的事象の予測、診断、又はモニターに有効である生成物を有するで
あろう。生成物は、通常、ポリペプチド及び／若しくは結合剤、特に本発明の抗体若しく
は抗原結合断片、又はこれらのいずれかを含む組成物である。好ましい実施形態において
、容器上の又は容器に関連する説明書又はラベルは、組成物が生物学的事象の予測、診断
、又はモニターに使用されることを示す。他の構成要素は、針、希釈剤及び緩衝液を含ん
でもよい。有用には、キットは、リン酸緩衝生理食塩水、リンゲル溶液又はデキストロー
ス溶液などの薬学的に許容可能な緩衝液を含む少なくとも１つの容器を含んでもよい。
【０１６２】
　ＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又はその断片（複数可）を選択的に結合する結
合剤は、望ましくはキットに含まれる。１つの実施形態において、結合剤は、抗体、好ま
しくは本発明の抗体又は抗原結合断片である。アッセイ及びキットにおいて使用される抗
体は、例えば、モノクローナル又はポリクローナルであってもよく、上記に論じられてい
るように任意の哺乳動物において調製されてもよく、例えば、天然及び融合ペプチドを用
いて調製された抗体断片及び抗体を含む。
【０１６３】
　１つのキット実施形態において標的ペプチド検出試薬は、固体マトリックス、例えば、
多孔性のストリップ又はチップ上に固定化されて、ＥＰＯｓｐ及び／若しくはＣＮＰｓｐ
、又はその断片（複数可）に対する少なくとも１つの検出部位を形成する。多孔性ストリ
ップの測定又は検出領域は、複数の検出部位を含むことができ、このような検出部位は検
出試薬を含有することができる。部位は、バー、クロス若しくはドット又は他の配列で配
置されてもよい。テストストリップ又はチップはまた、陰性及び／又は陽性対照のための
部位も含有することができる。対照部位は、或いは、異なるストリップ又はチップ上にあ
ってもよい。異なる検出部位は、固定化核酸又は抗体の異なる量、例えば、最初の検出部
位ではより高量、及び後続の部位ではより低量を含有してもよい。テスト生物学的試料を
添加すると、検出可能なシグナルを示している部位の数は、試料中に存在するＥＰＯｓｐ
及び／若しくはＣＮＰｓｐ、又はその断片（複数可）の量の定量的指標を提供する。
【０１６４】
　同様にキットに含まれるのは、試料試験を実施するための適切な構成要素（マーカー、
抗体及び試薬）を有する使い捨て試験カートリッジを含む、試料分析のための装置であっ
てもよい。装置は、好都合には試験ゾーン及びテスト結果ウィンドウを含むであろう。免
疫クロマトグラフィーカートリッジは、このような装置の例である。例えば米国特許第６
，３９９，３９８号、米国特許第６，２３５，２４１号及び米国特許第５，５０４，０１
３号を参照のこと。
【０１６５】
　或いは、装置は、対照レベル及び他のマーカーレベルに対する測定されたマーカーのレ
ベルの入力、保存及び評価を可能にする電子装置であってもよい。米国特許出願公開第２
００６／０２３４３１５号は、このような装置の例を提供している。同様に本発明におい
て有用であるのは、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎのタンパク質チップ（登録商標）ソフトウェアパ
ッケージを用いてＳＥＬＤＩ結果を処理するのに使用することができるＣｉｐｈｅｒｇｅ
ｎのタンパク質チップ（登録商標）である。
【０１６６】
　特許明細書、他の外部文献、又は他の情報源に対して言及が行われている本明細書にお
いて、これは一般に、本発明の特徴を論じるための背景を提供するためである。他に具体
的に記載のない限り、このような外部文献への言及は、任意の管轄において、このような
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文献、又はこのような情報源が従来技術であること、又は当技術分野における共通の一般
的知識の部分を形成することを認めるものとして解釈されるべきではない。
【０１６７】
　本発明はこれより、以下の例を参照して非限定的に例示される。
【０１６８】
実施例１
方法
　全てのヒトプロトコルは、Ｕｐｐｅｒ　Ｓｏｕｔｈ　Ｒｅｇｉｏｎａｌ　Ｅｔｈｉｃｓ
　Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｍｉｎｉｓｔｒｙ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ、ニュー
ジーランドにより承認され、及びヘルシンキ宣言に従って行われた。
【０１６９】
化学物質
　ＥＰＯｓｐ及びＣＮＰｓｐに対応する合成ヒトシグナルペプチド断片は、穏やかなＦｍ
ｏｃ固相合成法を用いて合成した。４，９　全ての緩衝液試薬は、ＢＤＨ（登録商標）（
ＵＫ）及び／又はＳｉｇｍａ（Ｍｏ、ＵＳＡ）から購入した。ＥＰＯｓｐ（１～９）及び
ＣＮＰｓｐ（１４～２３）は、方向性担体結合（ｄｉｒｅｃｔｉｏｎａｌ　ｃａｒｒｉｅ
ｒ　ｃｏｕｐｌｉｎｇ）のために伸展システイン（Ｃ末端又はＮ末端）で全て合成した。
ＥＰＯｓｐ（１～９）及びＣＮＰｓｐ（１４～２３）、チロシル含有ペプチドも、トレー
サー調製のために合成した。
【０１７０】
ヒト試験
　非空腹時血液試料は、Ｃｈｒｉｓｔｃｈｕｒｃｈ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ、ニュージーラン
ドで受診した患者の以下の群から回収した。
１）正常な健康なボランティア５５人。試料をＥＤＴＡ血液チューブに回収し、遠心分離
し、血漿を分析まで－８０℃で貯蔵した。
２）急性非代償性心不全（ＣＨＦ）を有する患者１０人。試料を受診時、入院２４～４８
時間後、及び退院時に採取した。
３）ＳＴ上昇心筋梗塞（ＳＴＥＭＩ）患者２３人。試料を冠疾患集中治療室（０時間）へ
の入院時に採取し、以後、入院患者として００．５、１、２、４、８、１２、２４及び７
２時間に採取し、試料を氷上でチューブに取り、＋４℃、２７００ｇで５分間遠心分離し
、血漿を分析まで－８０℃で貯蔵した。
４）末期腎臓疾患を有する患者７５人。試料を外来通院時にＥＤＴＡ回収チューブに採取
し、遠心分離して血漿を調製し、－８０℃で貯蔵した。
【０１７１】
血漿抽出
　全ての血漿試料は、以前に記載されているようにＳｅｐＰａｋカートリッジ（Ｗａｔｅ
ｒｓ、ＵＳＡ）で抽出し、９乾燥させ、ＲＩＡ及びＨＰＬＣの前に－２０℃で貯蔵した。
【０１７２】
ホルモン濃度分析
　血漿試料を、標準的な製造者プロトコルに従いルテニウム標識ビオチン化抗体を用いて
、Ｅｌｅｃｓｙｓ　２０１０（Ｒｏｃｈｅ、ＵＳＡ）で異種免疫アッセイを用いてＴｎ１
、ＣＫ－ＭＢ、ミオグロビン及びインスリンについてアッセイした。
ＥＰＯｓｐ及びＣＮＰｓｐ断片は、次のように特異的ＲＩＡにより測定した。
ＥＰＯｓｐ（１～９）及びＣＮＰｓｐ（１４～２３）ＲＩＡ
【０１７３】
　循環ヒトＥＰＯｓｐ（１～９）及びＣＮＰｓｐ（１４～２３）ペプチドの測定のため、
本発明者らは新規の及び特異的な免疫アッセイを生み出した。
【０１７４】
抗体生成
　Ｎ末端又はＣ末端連結システインのどちらかを含有する各抗原性残基配列を、室温で穏
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やかな混合によりＰＢＳ（ｐＨ７．０）中でマレミド（ｍａｌｅｍｉｄｅ）処理Ｎ－ｅ－
マレイミドカプロイルオキシスクシンイミドエステル（ＥＭＣＳ）誘導体化ＢＳＡに結合
させた。結合ペプチドをフロインドの（２ｍｌ）アジュバントで乳化し、１ヵ月間隔で４
～５部位に２匹のヒツジに皮下注射した（合計２ｍｌ）。ヒツジを注射１２日後に放血し
て、十分なレベルが得られるまで抗体価を評価した。免疫アッセイについては、ＥＰＯｓ
ｐ及びＣＮＰｓｐ免疫反応性を、１：６，０００～１：４５，０００の最終希釈範囲内で
抗血清を用いて判定した。各抗血清は、ヒトｐｒｏＢＮＰ（１～１３）、ｐｒｏＢＮＰ（
１～７６）、ｐｒｏＡＮＰ（１～３０）、インスリン、アンジオテンシンＩＩ、アンジオ
テンシン（１～７）、ウロテンシンＩＩ、ＣＮＰ、グレリン、Ｃグレリン（５２～１１７
）、ｐｒｏＣＮＰ（１～１５）、アドレノメデュリン（ａｄｒｅｎｏｍｅｄｕｌｉｎ）、
ウロコルチンＩ、ウロコルチンＩＩ、ＢＮＰ－ＳＰｎ（１～１０）、ＡＮＰ－ＳＰｃ（１
６～２５）、ＡＮＰ－ＳＰ（１～１０）、ＩＮＳ－ＳＰｎ（１～９）を含む、図６に示さ
れたペプチド及び薬物との検出可能な交差反応性を有さなかった。交差反応性は、当技術
分野でよく知られた標準化プロトコルに従って評価した。１０

【０１７５】
ヨウ素化及びアッセイ方法
　Ｎ末端又はＣ末端チロシン残基のどちらかを含有する各抗原性残基を、クロラミンＴ法
を介してヨウ素化し、逆相ＨＰＬＣ（ＲＰ－ＨＰＬＣ）で精製した。この調製物からＲＰ
－ＨＰＬＣ後のヨウ素化トレーサー形態をテストした。全ての試料、標準物、放射性トレ
ース及び抗血清溶液を、カリウムベースのアッセイ緩衝液に希釈した。４，９各アッセイ
インキュベートは、１００μＬ試料又は標準物（適切な合成抗原性ペプチド配列）及び１
００μＬ特異的抗原抗血清から成り、該インキュベートをボルテックスし、４℃で２４時
間インキュベートした。１００μＬのトレース（４０００～５０００ｃｐｍ）を次いで添
加し、４℃で２４時間さらにインキュベートした。遊離及び結合免疫反応性は、固相二次
抗体法（ロバ抗ヒツジＳａｃ－Ｃｅｌ（登録商標）、ＩＤＳ　Ｌｔｄ、英国）により最終
的に分離し、Ｇａｍｍａｍａｓｔｅｒカウンター（ＬＫＢ、ウプサラ、スウェーデン）で
カウントした。
【０１７６】
統計分析
　全ての結果は、平均±ＳＥＭとして示す。経時的データを、反復測定と、これに続く最
小有意差事後試験のため二元ＡＮＯＶＡを用いて分析した。血漿ホルモン濃度の相関分析
は、一般線形回帰モデルを用いて実施した。全ての分析において、Ｐ値＜０．０５は有意
と見なした。
【０１７７】
結果
　健康なヒトにおけるＥＰＯｓｐ及びＣＮＰｓｐ断片について測定したそれぞれの静脈血
漿濃度（ｐｍｏｌ／Ｌ）は、以下である。
ＥＰＯｓｐ断片　４９．９±３．７
ＣＮＰｓｐ断片　２０．７±３．１
【０１７８】
　健康なヒトにおいて、血中ＥＰＯｓｐ及びＣＮＰｓｐの濃度は、ＢＭＩとの有意な相関
を示さない。ＥＰＯｓｐ及びＣＮＰｓｐ断片がヒト血漿中に存在することを立証したこと
から、本発明者らは次いで、文書に記録されたＡＭＩを有する患者における免疫反応性Ｅ
ＰＯｓｐ及びＣＮＰｓｐの連続濃度を測定した。免疫反応性ＥＰＯｓｐ及び／ＣＮＰｓｐ
の最高濃度は、入院数時間後に観察され、約８時間かけて安定なレベルにゆっくり下がっ
た。重要には、平均ピークＥＰＯｓｐ及びＣＮＰｓｐ断片レベルは、正常な健康なボラン
ティアにおけるレベルより２～３倍高かった（範囲２～５倍高い）。ミオグロビンのピー
ク濃度は入院１～２時間後に生じたのに対し、ピークＴｎＩ及びＣＫ－ＭＢレベルは入院
８～１２時間後まで達しなかった。
【０１７９】
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実施例２
　臨床的に安定な疑われるＡＣＳを有する患者８人にカテーテルを挿入し、血液試料を複
数の臓器部位から採取した。これらは、大腿動脈ＦＡ（１）及びＦＡ（２）大腿静脈（Ｆ
Ｖ）、腎静脈（ＲＶ）、肝静脈（ＨＶ）、下大静脈（ＩＶＣ）、頸静脈（ＪＵＧ）、心臓
冠状静脈洞静脈（ＣＳ）及び肺動脈（ＰＡ）であった。血液は、冷却したＥＤＴＡチュー
ブに回収し、遠心分離により血漿から調製し、血漿を免疫反応性ＥＰＯｓｐ及びＣＮＰｓ
ｐ　ＲＩＡに提出した。図２は、免疫反応性ＣＮＰｓｐ濃度の最も高い部位が、心臓、特
に心室を流れる静脈、ＣＳであることを明白に示している。これは、心臓が免疫反応性Ｃ
ＮＰｓｐ（例えば、ＣＮＰｓｐ断片）を分泌し得るという証拠である。特にＥＰＯｓｐ断
片の形態での免疫反応性ＥＰＯｓｐもまた分泌され得る。
【０１８０】
実施例３
　急性非代償性心不全を有する患者１０人、及び慢性腎不全を有する患者７５人からの血
漿抽出物を、特異的ＥＰＯｓｐ及びＥＰＯ免疫アッセイに供した。上段パネル：慢性腎不
全を有する患者１０人における推定糸球体濾過率（ｅＧＦＲ）。ｅＧＦＲと血漿ＥＰＯｓ
ｐとの間に統計的に有意な陰性関係がある。中段パネル：正常な健康な個体、慢性腎不全
を有する患者、及び非代償性急性心不全を有する患者における血漿ＥＰＯｓｐ濃度。ＥＰ
Ｏｓｐの血漿濃度は、慢性腎不全及び心不全を有する患者で有意に上昇する。下段パネル
：正常な健康状態、慢性腎不全及び急性心不全におけるＥＰＯｓｐ／ＥＰＯの比。正常な
健康状態における比が約６：１であるのに対し、慢性腎不全において比は、約１０：１に
有意に増加する（正常と比較して）。対照的に、急性心不全において、ＥＰＯｓｐ対ＥＰ
Ｏの比は、約３：１に有意に減少する（正常と比較して）。
【０１８１】
結論
　臨床的に安定な患者における循環ＥＰＯｓｐ及びＣＮＰｓｐ濃度は、心臓源に由来する
可能性がある。著しい心臓分泌は、心臓ホルモンであるＥＰＯｓｐ及びＣＮＰｓｐと一致
している。
【０１８２】
考察
　この証拠は、ＡＣＳを呈する患者の２時間以内、又はＡＣＳの発症の２時間以内に循環
中及び細胞外空間に存在するとしてＥＰＯｓｐ及びＣＮＰｓｐ断片を文書に記録する最初
のものである。本発明者らは、最初の例において、血中の免疫反応性ＥＰＯｓｐ及びＣＮ
Ｐｓｐの測定が、急性心臓虚血及び／又はこの後の傷害の迅速なバイオマーカーとしての
可能性を有すること、並びに第２の例において、事象後の免疫反応性ＥＰＯｓｐ及びＣＮ
Ｐｓｐの測定が、長期の予後及び転帰のマーカーとして潜在的メリットを有することを示
す。
【０１８３】
　本発明者らはまた、免疫反応性ＥＰＯｓｐ及びＣＮＰｓｐの測定が、急性又は慢性腎臓
疾患での潜在的使用を有し、及び急性又は慢性腎機能／機能障害のバイオマーカーとして
作用する可能性を有することも示す。
【０１８４】
　当業者は、上記の記載は例証として提供されること、本発明はこれらに限定されないこ
とを当然理解するであろう。
【０１８５】
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【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号２又は３に記載のポリペプチドに選択的に結合する抗体又はその抗原結合断片
。
【請求項２】
　ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、キメラ抗体若しくはヒト化抗体又はその抗
原結合断片である、請求項１に記載の抗体又はその抗原結合断片。
【請求項３】
　検出可能なマーカーで標識された、請求項１又は２に記載の抗体又はその抗原結合断片
。
【請求項４】
　配列番号２又は３に記載のポリペプチドである、単離されたポリペプチド。
【請求項５】
　配列番号２又は３に記載のペプチドを含有する患者から得られた、血液試料、血漿試料
又は血清試料である生物学的試料を、請求項１～３のいずれか一項に記載の抗体又はその
抗原結合断片と接触させるステップを含む方法。
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【請求項６】
　抗体の調製における請求項４に記載のポリペプチドの使用。
【請求項７】
　対象由来の生物学的試料中の請求項４に記載のポリペプチドに関するアッセイであって
、前記試料を得るステップと、前記試料を結合剤と接触させるステップと、試料中の前記
ペプチドのレベルを検出及び測定するステップとを含むアッセイ。
【請求項８】
　生物学的試料が循環源由来の試料である、請求項７に記載のアッセイ。
【請求項９】
　前記ポリペプチドのレベルが質量分析を用いて測定される、請求項７又は８に記載のア
ッセイ。
【請求項１０】
　前記ポリペプチドのレベルが、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、免疫蛍光ア
ッセイ及び免疫放射線測定アッセイから選択されるアッセイを用いて測定される、請求項
７又は８に記載のアッセイ。
【請求項１１】
　急性心筋梗塞（ＡＭＩ）及び狭心症を含む急性冠症候群（ＡＣＳ）、心不全、不安定プ
ラーク、並びにアテローム性動脈硬化を含む血管疾患からなる群から選択される心臓障害
を対象において予測、診断又はモニターする、或いは、急性及び／若しくは慢性腎臓疾患
、傷害又は障害を予測、診断又はモニターする方法であって、
（ａ）対象由来の生物学的試料中の配列番号２又は３に記載のエリスロポエチンシグナル
ペプチド（ＥＰＯｓｐ）断片のレベルを測定するステップと、
（ｂ）前記配列番号２又は３に記載のＥＰＯｓｐ断片のレベルを、対照からのレベルと比
較するステップと
を含み、対照レベルより高い配列番号２又は３に記載のＥＰＯｓｐ断片の測定されたレベ
ルが、前記心臓障害或いは急性及び／若しくは慢性腎臓疾患又は傷害又は障害を示す方法
。
【請求項１２】
　前記方法が、対象における心臓障害或いは急性及び／若しくは慢性腎臓疾患又は傷害又
は障害の治療に対する反応を評価又はモニターするのに使用され、対照レベルからの、Ｅ
ＰＯｓｐ断片の測定レベルにおける変化が、治療に対する反応を示す、請求項１１に記載
の方法。
【請求項１３】
　前記心臓障害の発症の発症、又は臨床的提示の最初の４８時間、２４時間、１２時間、
６時間、４時間、２時間、１時間、若しくは３０分以内に、対象由来の生物学的試料中の
ＥＰＯｓｐ断片のレベルを測定するステップを含む、請求項１１に記載の方法。
【請求項１４】
　範囲１４～９０ｐｍｏｌ／Ｌ、３０～２００ｐｍｏｌ／Ｌ、２００～４００ｐｍｏｌ／
Ｌ、又は３２０～５２０ｐｍｏｌ／Ｌにある、試料中のＥＰＯｓｐ断片のレベルが心臓障
害或いは急性及び／若しくは慢性腎臓疾患又は傷害又は障害を示す、請求項１１又は１３
に記載の方法。
【請求項１５】
　対照レベルより１．５～１０、１．５～５、又は２～３倍高い、試料中のＥＰＯｓｐ断
片のレベルが心臓障害或いは急性及び／若しくは慢性腎臓疾患又は傷害又は障害を示す、
請求項１１又は１３に記載の方法。
【請求項１６】
　急性心臓障害が、提示ＥＣＧ上でＳＴ上昇を有する急性心筋梗塞（ＡＭＩ）、不安定狭
心症、急性非ＳＴ上昇心筋梗塞、心臓虚血、急性心臓傷害、急性薬物毒性に起因する急性
心臓損傷、急性心筋症である、請求項１１又は１３に記載の方法。
【請求項１７】
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　生物学的試料が、血液、静脈血液、動脈血液、血漿、血清、唾液、間質液、尿又は心臓
組織試料である、請求項１１～１３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１８】
　前記ＥＰＯｓｐ、及び／又は、ＥＰＯｓｐ免疫反応性、ＥＰＯｓｐ断片のレベルが、質
量分析（ＳＥＬＤＩ、ＥＳＩ、ＭＡＬＤＩ又はＦＴＩＣを含む）、ＲＩＡ、ＥＬＩＳＡ、
蛍光免疫アッセイ、免疫蛍光アッセイ、及び免疫放射線測定アッセイから選択されるアッ
セイを用いて測定される、請求項１１～１３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１９】
　前記心臓障害の１つ又は複数の非ＥＰＯｓｐマーカーのレベルを測定するステップと、
対照からのマーカーレベルに対し前記レベルを比較するステップとをさらに含み、対照レ
ベルからの、測定レベルにおける偏差が、ＥＰＯｓｐ断片の測定されたレベルと共に、心
臓障害の予測若しくは診断となる、又は前記心臓障害をモニターするのに使用され得る、
請求項１１～１３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２０】
　非ＥＰＯｓｐマーカーが、トロポニンＴ、トロポニンＩ、クレアチンキナーゼ－ＭＢ、
ミオグロビン、ＡＮＰ、ＡＮＰ－ＳＰ、ＢＮＰ、ＮＴ－ＢＮＰ、ＢＮＰ－ＳＰ、ＬＤＨ、
アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ、Ｈ－ＦＡＢＰ、虚血修飾アルブミン、エンド
セリン、アドレノメデュリン、レニン及びアンジオテンシンＩＩからなる群から選択され
る、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　心臓障害或いは急性及び／若しくは慢性腎臓疾患又は傷害又は障害を評価するためのア
ッセイ用キットの製造のための、請求項１～３のいずれか一項に記載の抗体又はその抗原
結合断片の使用。
【請求項２２】
　エリスロポエチン（ＥＰＯ）の乱用に関与するアスリートにおけるスポーツドーピング
を判定する方法であって、アスリート由来から単離された生物学的試料中のエリスロポエ
チンシグナルペプチド（ＥＰＯｓｐ）又はＥＰＯｓｐ断片のレベルを請求項１～３のいず
れか一項に記載の抗体又はその抗原結合断片を使用して測定するステップを含む方法。
【請求項２３】
　ＥＰＯを測定するステップを更に含む、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　１未満のＥＰＯｓｐ：ＥＰＯ比、又は、１未満のＥＰＯｓｐ断片：ＥＰＯ比が、ＥＰＯ
の乱用に関与するスポーツドーピングを示す、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　アスリートが、ヒト、イヌ、ウマからなる群から選択される、請求項２２～２４のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項２６】
　心臓障害を予測、診断又はモニターするためのキットであって、
　請求項１～３のいずれか一項に記載の抗体又はその抗原結合断片；及び
　心臓障害の発症又は臨床的提示の６又は４時間以内に得られた生物学的試料において測
定されたＥＰＯｓｐ断片のレベルを測定することによって、発症又は臨床的提示の６又は
４時間以内に対象における前記心臓障害を予測、診断又はモニターするための説明書を場
合により含むキット。
【請求項２７】
　急性及び／若しくは慢性腎臓疾患又は傷害又は障害を予測、診断又はモニターするため
のキットであって、
　請求項１～３のいずれか一項に記載の抗体又はその抗原結合断片；及び
　対象から得られた生物学的試料において測定されたＥＰＯｓｐ断片のレベルを測定する
ことによって、対象における前記急性及び／若しくは慢性腎臓疾患又は傷害又は障害を予
測、診断又はモニターするための説明書を場合により含むキット。
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【請求項２８】
　アスリートにおけるスポーツドーピングを判定するキットであって、
　請求項１～３のいずれか一項に記載の抗体又はその抗原結合断片；及び
　対象から得られた生物学的試料において測定されたＥＰＯｓｐ断片のレベルを測定する
ことによって、アスリートにおけるスポーツドーピングを予測、診断又はモニターするた
めの説明書を場合により含むキット。
【請求項２９】
　キットが、０．１～１５００ｐｍｏｌ／Ｌ、０．１～３５０ｐｍｏｌ／Ｌ、１～３００
ｐｍｏｌ／Ｌ、１０～２５０ｐｍｏｌ／Ｌ、又は２０～１５０ｐｍｏｌ／Ｌの範囲での、
ＥＰＯｓｐ断片のレベルを測定するために校正される、請求項２６～２８のいずれか一項
に記載のキット。
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