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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】心不全のリスクを有する患者を分類するための方法を提供する。
【解決手段】ｉ）心不全のリスクを有する患者から得られたサンプル中のＩＧＦＢＰ２の
濃度を測定する工程、並びに（ｉｉ）工程（ｉ）で測定したＩＧＦＢＰ２の濃度を、特定
の心不全病期にある患者由来のサンプル中のＩＧＦＢＰ２の濃度から得られたコントロー
ル値、及び／又は健常患者由来の血液サンプル中のＩＧＦＢＰ２の濃度から得られたコン
トロール値と比較する工程を含む。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　心不全のリスクを有する患者を分類するための方法であって、
　ｉ．前記患者から得られたサンプル中のＩＧＦＢＰ２の濃度を測定する工程、
　ｉｉ．工程（ｉ）で測定したＩＧＦＢＰ２の濃度を、特定の心不全病期にある患者由来
のサンプル中のＩＧＦＢＰ２の濃度から得られたコントロール値、及び／又は健常患者由
来の血液サンプル中のＩＧＦＢＰ２の濃度から得られたコントロール値と比較する工程
を含む、方法。
【請求項２】
　患者における心不全を診断するための方法であって、
　ｉ．前記患者から得られたサンプル中のＩＧＦＢＰ２の濃度を決定すること；及び
　ｉｉ．前記濃度をコントロール値と比較すること
を含む、方法。
【請求項３】
　心不全が、無症候性心不全、慢性心不全又は急性心不全である、請求項１又は２に記載
の方法。
【請求項４】
　前記サンプルが、血漿及び尿サンプルからなる群より選択される、請求項１～３のいず
れかに記載の方法。
【請求項５】
　サンプル中のＩＧＦＢＰ２タンパク質のレベルを定量することによって、ＩＧＦＢＰ２
の濃度を測定する、請求項１～４のいずれかに記載の方法。
【請求項６】
　ＩＧＦＢＰ２に対する抗体セットを使用することによって、ＩＧＦＢＰ２タンパク質の
レベルの定量を実施する、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　ELISAによって、ＩＧＦＢＰ２タンパク質のレベルの定量を実施する、請求項５に記載
の方法。
【請求項８】
　キャピラリー電気泳動－質量分析技術によって、ＩＧＦＢＰ２タンパク質のレベルの定
量を実施する、請求項５に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の分野：
　本発明は、心不全のリスクを有する患者を分類するための方法であって、（ｉ）前記患
者から得られたサンプル中のＩＧＦＢＰ２の濃度を測定する工程、並びに（ｉｉ）工程（
ｉ）で測定したＩＧＦＢＰ２の濃度を、特定の心不全病期にある患者由来のサンプル中の
ＩＧＦＢＰ２の濃度から得られたコントロール値、及び／又は健常患者由来の血液サンプ
ル中のＩＧＦＢＰ２の濃度から得られたコントロール値と比較する工程を含む方法に関す
る。
【０００２】
発明の背景：
　心不全（ＨＦ）の有病率は、一般集団では老化及び心血管リスク因子により増加してい
る［Delahaye, F. et al., 2001］。症状が非定型であり特殊なケアを受ける必要がある
ため、ＨＦの診断は依然として非常に複雑であることが多い。臨床医が心不全を診断する
のを助けるために、ナトリウム利尿ペプチド（ＮＰ）などの血液ＨＦバイオマーカーが提
案されている。しかしながら、ＮＰには限界があり、容易な大規模ＨＦスクリーニングを
可能にするより特異的かつより正確なバイオマーカーの必要性がある。加えて、急性呼吸
困難のために救急治療室に収容された患者の３０％が、診断不可能な＜＜グレーゾーン＞
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＞の脳ナトリウム利尿ペプチド（ＢＮＰ）濃度を有する。これらの事例では、ＨＦの診断
は、費用及び時間のかかる検査を必要とするであろう。しかしながら、患者の迅速な診断
及び早期の医療ケアは患者の健康に良い影響を与え、また処置コストを下げると認識され
ている。
【０００３】
　Hassfeld S.らの2007年の論文には、病因学的なＨＦ患者サブセットを表す拡張型心筋
症患者の予後バイオマーカーとしてＩＧＦＢＰ２を使用することが開示されているが、Ｉ
ＧＦＢＰ２を心不全の診断に使用することは開示されていない。
【０００４】
発明の概要：
　本発明者らは、前向き単一施設ケースコントロール研究を開始し、キャピラリー電気泳
動－質量分析技術（ＣＥ－ＭＳ）を使用することによる全体的な分析戦略を用いて、急性
心不全（ＡＨＦ）又は慢性心不全（ＣＨＦ）に特異的な尿ポリペプチドを調査した。本発
明者らは、心不全バイオマーカーとして、すなわち、心不全患者を分類するためのバイオ
マーカーとしてＩＧＦＢＰ２濃度を使用し得ることを見出した。
【０００５】
　従って、本発明は、心不全のリスクを有する患者を分類するための方法であって、（ｉ
）前記患者から得られたサンプル中のＩＧＦＢＰ２の濃度を測定する工程、並びに（ｉｉ
）工程（ｉ）で測定したＩＧＦＢＰ２の濃度を、特定の心不全病期にある患者由来のサン
プル中のＩＧＦＢＰ２の濃度から得られたコントロール値、及び／又は健常患者由来の血
液サンプル中のＩＧＦＢＰ２の濃度から得られたコントロール値と比較する工程を含む方
法に関する。
【０００６】
発明の詳細な説明：
分類及び診断方法
　本発明は、心不全のリスクを有する患者を分類するための方法であって、前記患者から
得られたサンプル中のＩＧＦＢＰ２の濃度を測定することを含む方法に関する。
【０００７】
　特定の実施態様では、前記方法は、
　（ｉ）前記患者から得られたサンプル中のＩＧＦＢＰ２の濃度を測定する工程、
　（ｉｉ）工程（ｉ）で測定したＩＧＦＢＰ２の濃度を、特定の心不全病期にある患者由
来のサンプル中のＩＧＦＢＰ２の濃度から得られた閾値、及び／又は健常患者由来のサン
プル中のＩＧＦＢＰ２の濃度から得られた閾値と比較する工程
をさらに含む。
【０００８】
　本発明はまた、患者における心不全を診断するための方法であって、ｉ）前記患者から
得られたサンプル中のＩＧＦＢＰ２の濃度を決定すること；及びｉｉ）前記濃度をコント
ロール値と比較することからなる工程を含む方法に関する。
【０００９】
　特定の実施態様では、患者は、高血圧、冠動脈性心疾患及び糖尿病、例えば真性糖尿病
を含む重大な併存症状を有する。
【００１０】
　別の特定の実施態様では、患者は、利尿薬又は抗血小板薬を受ける。
【００１１】
　別の特定の実施態様では、患者は、５０歳超である。別の特定の実施態様では、患者は
、６０歳超である。
【００１２】
　一実施態様では、心不全は、無症候性心不全、慢性心不全又は急性心不全であり得る。
【００１３】
　典型的には、本発明のサンプルは、血液、血漿、血清、リンパ液、尿サンプル、心房若
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しくは心室のような心臓組織又は肝臓であり得る。特定の実施態様では、前記サンプルは
、血漿又は尿である。
【００１４】
　本明細書で使用される「ＩＧＦＢＰ２」又は「インスリン様成長因子結合タンパク質２
」という用語は、インスリン様成長因子１（ＩＧＦＩ）又はインスリン様成長因子２（Ｉ
ＧＦＩＩ）の運搬タンパク質として働くタンパク質を表す。本明細書で使用される「ＩＧ
ＦＢＰ２」という用語はまた、ＩＧＦＢＰ２のフラグメントを表す。本明細書で使用され
る「ＩＧＦＢＰ２のフラグメント」という用語は、ＩＧＦＢＰ２の化学的又は生化学的な
加水分解から得られるより短いペプチドを表す。
【００１５】
　従って、特定の実施態様では、本発明は、ＩＧＦＢＰ２のフラグメントの濃度を決定す
ることによって、心不全のリスクを有する患者を分類するための方法、又は患者における
心不全を診断するための方法に関する。
【００１６】
　本明細書で使用される「心不全」という用語は、心臓が、体の必要を満たすのに十分な
血流を供給することができないことを表し、この病状は医療プラクティスで十分に説明さ
れている。この用語は、慢性心不全、急性心不全、心筋梗塞、不安定狭心症、拡張機能障
害、収縮機能障害及び糖尿病性心筋症を包含する。
【００１７】
　本明細書で使用される「慢性心不全」という用語は、通常は、安定的な処置症候を伴う
長期的な状況を表す。
【００１８】
　本明細書で使用される「急性心不全」という用語は、公知の慢性心不全を有する患者又
は慢性心不全を持たない患者が症候の悪化を突然示して入院が必要になるエピソードに関
する突発的心不全及び急性「悪化」又は「非代償性」心不全を表す。急性心不全による合
併症の一般的な症候としては、限定されないが、肺鬱血による呼吸困難又は低心拍出量に
よる心原性ショック、易疲労性（easy fatigueability）（運動不耐性）、末梢性浮腫、
全身浮腫（顕著な全身性浮腫）、夜間頻尿（頻繁な夜間の排尿）、徐脈、心ブロック、低
血圧、眩暈、失神、糖尿病、乏尿又は無尿、低カリウム血症、気管支痙攣、冷汗及び喘息
が挙げられる。
【００１９】
　心不全患者は、国際的な等級、すなわちNew York Heart Association (NYHA)の機能分
類に従って分類される。心不全の機能分類は、一般に、New York Heart Association Fun
ctional Classification (基準委員会、New York Heart Association。心臓及び血管の疾
患)よって行われる。命名法及び診断基準、6th ed. Boston: Little, Brown and co, 196
4;114)。この分類は、心不全の重症度を４つのクラス（Ｉ～ＩＶ）に病期分類する。
【００２０】
　身体活動の制限をもたらさない心疾患を有する患者は、ＮＹＨＡクラスＩに分類される
。通常の身体活動は、過度の疲労、動悸、呼吸困難又は狭心痛を引き起こさない。無症候
性患者は、ＮＹＨＡクラスＩに分類される。
【００２１】
　身体活動のわずかな制限をもたらす心疾患を有する患者は、ＮＹＨＡクラスＩＩに分類
される。通常の身体活動が、疲労、動悸、呼吸困難又は狭心痛をもたらす。この患者は、
安静時には快適である。
【００２２】
　身体活動の著しい制限をもたらす心疾患を有する患者は、ＮＹＨＡクラスＩＩＩに分類
される。通常未満の活動が、疲労、動悸、呼吸困難又は狭心痛を引き起こす。この患者は
、安静時には快適である。
【００２３】
　不快感なしにはいかなる身体活動も継続不可能にする心疾患を有する患者は、ＮＹＨＡ
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クラスＩＶに分類される。安静時であっても、心不全又は狭心症症候群の症候が存在し得
る。任意の身体活動を行うと、不快感が増加する。
【００２４】
　心不全のリスクを有する患者を分類するための方法によれば、患者が高いＩＧＦＢＰ２
の濃度を有するほど、その患者の心不全はより重度であろう。
【００２５】
　例えば、本発明者らが決定した閾値によれば、例えば、１３００ng/ml超の高い血漿Ｉ
ＧＦＢＰ２濃度を有する患者は、クラスＩＶの心不全を有すると分類されるであろう。
【００２６】
　上で使用される「検出する」又は「決定する」という用語は、コントロールを参照する
か否かにかかわらず、定性的及び／又は定量的な検出（レベルの測定）を含む。典型的に
は、ＩＧＦＢＰ２濃度は、例えば、サンプルに対して実施するキャピラリー電気泳動－質
量分析技術（ＣＥ－ＭＳ）又はELISAによって測定され得る。
【００２７】
　好ましくは、本発明は、患者における心不全を診断するための方法であって、前記患者
から得られたサンプル中のＩＧＦＢＰ２の濃度を測定することからなる工程ａ）を含む方
法に関する。好ましくは、本発明の方法は、工程ａ）で得られたＩＧＦＢＰ２の濃度を閾
値レベルと比較する工程をさらに含む。
【００２８】
　「コントロール」は、健常被験体、すなわち、いかなる心不全も患っていない被験体で
あり得る。コントロールはまた、心不全を患っている被験体であり得る。好ましくは、前
記コントロールは、健常被験体である。
【００２９】
　サンプル中のＩＧＦＢＰ２濃度の検出はまた、ＩＧＦＢＰ２タンパク質のレベルを測定
することによって実施され得る。本出願では、「ＩＧＦＢＰ２タンパク質のレベル」は、
前記ＩＧＦＢＰ２タンパク質の量又は濃度を意味する。別の実施態様では、「ＩＧＦＢＰ
２のレベル」は、ＩＧＦＢＰ２フラグメントのレベルを意味する。
【００３０】
　このような方法は、サンプルと、サンプル中に存在するＩＧＦＢＰ２タンパク質ペプチ
ドと選択的に相互作用することができる結合パートナーとを接触させることを含む。結合
パートナーは、一般に、ポリクローナル又はモノクローナル、好ましくはモノクローナル
であり得る抗体である。
【００３１】
　タンパク質の存在は、競合、直接反応又はサンドイッチ型アッセイなどのイムノアッセ
イを含む標準的な電気泳動及び免疫診断技術を使用して検出され得る。このようなアッセ
イとしては、限定されないが、ウエスタンブロット；凝集試験；酵素標識媒介イムノアッ
セイ、例えばELISA；ビオチン／アビジン型アッセイ；ラジオイムノアッセイ；免疫電気
泳動；免疫沈降、キャピラリー電気泳動－質量分析技術（ＣＥ－ＭＳ）などが挙げられる
。反応は、一般に、蛍光、化学発光、放射性、酵素標識若しくは色素分子などの標識を明
らかにすること、又は抗原と、抗体若しくはそれと反応した抗体との間の複合体の形成を
検出するための他の方法を含む。
【００３２】
　上記アッセイは、一般に、抗原－抗体複合体が結合した固相支持体から、液相中の未結
合タンパク質を分離することを含む。本発明の実施に使用され得る固体支持体としては、
ニトロセルロース（例えば、膜又はマイクロタイターウェル形態）；ポリ塩化ビニル（例
えば、シート又はマイクロタイターウェル）；ポリスチレンラテックス（例えば、ビーズ
又はマイクロタイタープレート）；ポリフッ化ビニリデン；ジアゾ化紙；ナイロン膜；活
性化ビーズ、磁気応答性ビーズなどの基材が挙げられる。
【００３３】
　より具体的には、ELISA法を使用することができ、試験すべきタンパク質に対する抗体
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セットでマイクロタイタープレートのウェルをコーディングする。次いで、マーカータン
パク質を含有するか又はこれを含有すると疑われるサンプルをコーティングウェルに追加
する。抗体－抗原複合体の形成を可能にするのに十分なインキュベーション期間の後、プ
レートを洗浄して未結合部分を除去することができ、検出可能に標識された二次結合分子
を追加する。二次結合分子を任意の捕捉サンプルマーカータンパク質と反応させ、プレー
トを洗浄し、当技術分野で周知の方法を使用して二次結合分子の存在を検出する。
【００３４】
　本発明の方法は、循環細胞中のＩＧＦＢＰ２タンパク質及びフラグメント濃度をコント
ロール値と比較することからなる工程を含み得る。本明細書で使用される「ＩＧＦＢＰ２
の濃度」は、転写産物、例えばタンパク質ＩＧＦＢＰ２の量又は濃度を指す。典型的には
、タンパク質レベルは、例えば、組織１マイクログラム当たりのナノグラム、又は培養培
地１ミリリットル当たりのナノグラムとして表され得る。あるいは、相対単位を用いて、
濃度を記載し得る。特定の実施態様では、「ＩＧＦＢＰ２の濃度」は、ＩＧＢＰ２のフラ
グメントを指し得る。従って、特定の実施態様では、ＩＧＦＢＰ２のフラグメントも測定
され得る。
【００３５】
　一実施態様では、本発明は、心不全のリスクを有する患者を分類するための方法であっ
て、前記患者から得られたサンプル中のＩＧＦＢＰ２の濃度を測定することを含む方法に
関する。既に説明したように患者が高いＩＧＦＢＰ２の濃度を有するほど、その患者の心
不全はより重度であろう。
【００３６】
　本発明者らは、心不全を有する患者を分類することができる閾値を確立した。
【００３７】
　血漿中でElisa法によってＩＧＦＢＰ２濃度の測定を実施する場合、６００ng/ml未満、
好ましくは５００ng/ml未満、さらに好ましくは４００ng/ml未満、最も好ましくは３００
ng/ml未満のＩＧＦＢＰ２の濃度を有する患者は、ＮＹＨＡ心不全分類による病期Ｉの心
不全を示す。
【００３８】
　血漿中でElisa法によってＩＧＦＢＰ２濃度の測定を実施する場合、約６００ng/ml～約
１１００ng/ml、好ましくは約８００ng/ml～約１０５０ng/ml、好ましくは約９００ng/ml
～約１０００ng/ml、最も好ましくは約９２５ng/ml～約９７５ng/mlに含まれるＩＧＦＢ
Ｐ２の濃度を有する患者は、ＮＹＨＡ心不全分類による病期ＩＩの心不全を示す。
【００３９】
　血漿中でElisa法によってＩＧＦＢＰ２濃度の測定を実施する場合、約１１００ng/ml～
約１３００ng/ml、好ましくは約１１５０ng/ml～約１２５０ng/ml、最も好ましくは約１
１７５ng/ml～約１２２５ng/mlに含まれるＩＧＦＢＰ２の濃度を有する患者は、ＮＹＨＡ
心不全分類による病期ＩＩＩの心不全を示す。
【００４０】
　血漿中でElisa法によってＩＧＦＢＰ２濃度の測定を実施し、キャピラリー電気泳動－
質量分析技術（ＣＥ－ＭＳ）によって実施する場合、１３００ng/ml超、好ましくは１３
５０ng/ml超、さらに好ましくは１４００ng/ml超、最も好ましくは１４５０ng/ml超のＩ
ＧＦＢＰ２の濃度を有する患者は、ＮＹＨＡ心不全分類による病期ＩＶの心不全を示す。
【００４１】
　別の実施態様では、本発明は、患者における心不全を診断するための方法であって、前
記患者から得られたサンプル中のＩＧＦＢＰ２の濃度を決定すること、及び前記濃度を閾
値と比較することを含む方法に関する。
【００４２】
　Elisa法によってＩＧＦＢＰ２タンパク質の測定を実施する場合、心不全を患っている
患者におけるＩＧＦＢＰ２のレベルは、コントロール基準と比較して少なくとも５０％、
好ましくは少なくとも７０％、好ましくは少なくとも１００％；好ましくは少なくとも１
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５０％、好ましくは少なくとも２００％、好ましくは少なくとも２５０％、より好ましく
は少なくとも３００％、さらにより少なくとも４００％増加している。換言すれば、好ま
しくは、Elisa法によってＩＧＦＢＰ２タンパク質を測定する場合、心不全を患っている
患者におけるＩＧＦＢＰ２タンパク質の量は、コントロール基準と比較して少なくとも５
０％、好ましくは少なくとも７０％、好ましくは少なくとも１００％；好ましくは少なく
とも１５０％、好ましくは少なくとも２００％、好ましくは少なくとも２５０％、より好
ましくは少なくとも３００％、さらにより少なくとも４００％増加している。
【００４３】
　Elisa技術によって血漿中のＩＧＦＢＰ２の濃度を測定した。本発明者らは、心不全を
容易に診断するためのＩＧＦＢＰ２の濃度の閾値を確立した。好ましくは、この閾値は、
１５０ng/ml超、好ましくは２００ng/ml超、さらに最も好ましくは２５０ng/ml超であり
、最も好ましくは、前記閾値は３００ng/ml超である。
【００４４】
　尿中でElisa技術によって尿中のＩＧＦＢＰ２の濃度を測定した。本発明者らは、心不
全を容易に診断するためのＩＧＦＢＰ２の濃度の閾値を確立した。好ましくは、この閾値
は２．５ng/ml超であり、最も好ましくは、前記閾値は３ng/ml超である。
【００４５】
　典型的には、「閾値」、「閾値レベル」又は「カットオフ値」は、実験的、経験的又は
理論的に決定され得る。当業者によって認識されているように、閾値はまた、既存の実験
的及び／又は臨床的な条件に基づいて任意に選択され得る。好ましくは、当業者であれば
、本発明の方法に従って得られたＩＧＦＢＰ２の濃度を規定の閾値と比較し得る。
【００４６】
　好ましくは、前記閾値は、健常個体集団のＩＧＦＢＰ２の平均濃度である。本明細書で
使用される「健常個体」という用語は、健康であることが公知の（すなわち、心不全を患
っておらず、このような慢性心不全にかかったことがなく、いかなる医療ケアも必要とし
ない）ヒトを表す。
【００４７】
　好ましくは、前記閾値は、病気個体集団のＩＧＦＢＰ２の平均濃度である。本明細書で
使用される「病気個体」という用語は、病気であることが公知の（すなわち、ＮＹＨＡ心
不全分類による任意の心不全病期の心不全を患っている）ヒトを表す。
【００４８】
　典型的には、当業者であれば、健常又は病気であることが公知の個体１００人の生物学
的サンプル、好ましくは血漿又は尿中のＩＧＦＢＰ２の濃度を決定し得る。次いで、ＩＧ
ＦＢＰ２の平均濃度を得るためには、周知の統計分析に従って、得られた濃度の平均値を
求める。次いで、前記値を正常であり、従って閾値を構成するとみなす。次いで、ＩＧＦ
ＢＰ２の濃度をこの閾値と比較することによって、医師は心不全を診断し、又は患者を分
類することができる。実際、所定の被験体の生物学的サンプル、好ましくは血漿又は尿中
で得られたＩＧＦＢＰ２の濃度を閾値と比較することによって、前記被験体が心不全を患
っているか否かを容易に決定することができ、又はＮＹＨＡ心不全分類による心不全病期
を容易に決定することができる。
【００４９】
　従って、医師は、心不全を患っている、危機的な命に関わる状態にある被験体の適切な
医療ケアを適合及び最適化することができるであろう。前記予後を決定することは、経過
観察ケア及び臨床意思決定のために極めて適切である。
【００５０】
　従って、本発明は、患者における心不全を診断するための、又は心不全のリスクを有す
る患者を分類するための方法であって、以下の工程：
　ａ）前記患者から得られたサンプル中のＩＧＦＢＰ２の濃度を決定すること；
　ｂ）健常又は病気個体集団、好ましくは健常個体１００人の生物学的サンプル中のＩＧ
ＦＢＰ２の平均濃度を決定すること；及び
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　ｃ）ａ）で得られたＩＧＦＢＰ２の濃度を、ｂ）で得られたＩＧＦＢＰ２の平均濃度と
比較する工程
を含む方法に関する。
【００５１】
　本発明のさらなる実施態様では、本発明の方法は、少なくとも１つのさらなるバイオマ
ーカーの濃度を測定することを含む。
【００５２】
　本明細書で使用される「バイオマーカー」という用語は、一般に、患者由来のサンプル
におけるその発現を、当技術分野における標準的な方法（並びに本明細書に開示されるも
の）によって検出することができる分子を指し、それが得られた被験体の状態を予測する
ものであるか、又はこれを表すものである。
【００５３】
　例えば、他のバイオマーカーは、脳ナトリウム利尿ペプチド（ＢＮＰ）、アミノ末端プ
ロ脳ナトリウム利尿ペプチド（ＮＴ－プロＢＮＰ）、ノルエピネフリン、トロポニン、心
臓型脂肪酸結合タンパク質、ミオシン軽鎖１、マトリックスメタロプロテアーゼ、マトリ
ックスメタロプロテアーゼの組織阻害因子、Ｃ反応性タンパク質（ＣＲＰ）、ＴＮＦアル
ファ、可溶性腫瘍壊死因子レセプター１（ｓＴＮＦＲ１）、可溶性ＴＮＦＲ２レセプター
、可溶性ＩＬ－２レセプター、ＣＤ４０－ＣＤ１５４、ＣＣＡＭ－Ｉ、Ｐ－セレクチン、
組織因子及びフォンビルブラント因子、ウロコルチン、ミエロペルオキシダーゼ及び尿酸
からなる心不全バイオマーカーの群より選択され得る。
【００５４】
　好ましい実施態様では、さらなる心不全バイオマーカーは、ＢＮＰ又はＮＴ－プロＢＮ
Ｐである。
【００５５】
　本発明のさらに別の目的は、本発明の方法を実施するためのキットであって、患者から
得られたサンプル中のＩＧＦＢＰ２の濃度を測定するための手段を含むキットに関する。
キットは、上記抗体又は抗体セットを含み得る。特定の実施態様では、抗体又は抗体セッ
トは、上記のように標識されている。キットはまた、特定の検出プロトコールに必要な適
切にパッケージされた他の試薬及び材料（固相マトリックスを含む）と、適用可能な場合
には標準とを含有し得る。キットはまた、さらなるバイオマーカーの検出のための１つ以
上の手段を含有し得る。典型的には、キットはまた、脳ナトリウム利尿ペプチド（ＢＮＰ
）、アミノ末端プロ脳ナトリウム利尿ペプチド（ＮＴ－プロＢＮＰ）、ノルエピネフリン
、トロポニン、心臓型脂肪酸結合タンパク質、ミオシン軽鎖１、マトリックスメタロプロ
テアーゼ、マトリックスメタロプロテアーゼの組織阻害因子、Ｃ反応性タンパク質（ＣＲ
Ｐ）、ＴＮＦアルファ、可溶性腫瘍壊死因子レセプター１（ｓＴＮＦＲ１）、可溶性Ｔ２
レセプター、可溶性ＩＬ－２レセプター、ＣＤ４０－ＣＤ１５４、ＣＣＡＭ－Ｉ、Ｐ－セ
レクチン、組織因子及びフォンビルブラント因子、ウロコルチン、ミエロペルオキシダー
ゼ、ガレクチン－３及び尿酸からなる群より選択される１つ以上の心不全バイオマーカー
の検出のための手段を含有し得る。
【００５６】
　一実施態様では、本発明のキットは、ＩＧＦＢＰ２の濃度を測定するための手段と、Ｂ
ＮＰ又はＮＴ－プロＢＮＰの濃度を測定するための手段とを含む。
【００５７】
　本発明のさらなる目的は、心不全バイオマーカーとしてのＩＧＦＢＰ２の使用に関する
。
【００５８】
　以下の図面及び実施例によって本発明をさらに説明する。しかしながら、これらの実施
例及び図面は、何ら本発明の範囲を限定するものと解すべきではない。
【図面の簡単な説明】
【００５９】
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【図１】ＣＨＦ患者及びＡＨＦ患者（ｎ＝８０）対コントロール被験体（ｎ＝５０）のＩ
ＧＦＢＰ２レベルのＲＯＣ曲線分析。
【図２】コントロール；慢性心不全（ＣＨＦ）患者及び急性心不全（ＡＨＦ）患者におけ
るＩＧＦＢＰ２の血漿濃度（ng/ml）。Anova及びBonferroni事後検定を用いて多重比較を
実施した（＊＊＊ｐ＜０．００１）。
【図３】ＩＧＦＢＰ２の尿濃度（ng/ml）。コントロール、ｎ＝２１；慢性心不全（ＣＨ
Ｆ）、ｎ＝１９。Studentのｔ検定を使用して比較を実施した。＊はｐ＜０．００１であ
る。
【図４】心不全病期のＮＹＨＡ分類によるＩＧＦＢＰ２の血漿濃度。Anova及びBonferron
i事後検定を用いて多重比較を実施した（＊ｐ＜０．０１）。
【図５】血漿中のＩＧＦＢＰ２対ＢＮＰ濃度の散布図。その９５％信頼区間（破線）を含
め、推定回帰直線をプロットする。
【図６】ＩＧＦＢＰ２の血漿濃度及び左室駆出率は相関する。ELISAによってＩＧＦＢＰ
２血漿濃度を測定し、経胸壁心エコー検査によって左室駆出率（ＬＶＥＦ）を測定した。
【図７】発見試験セットからの血漿中のＩＧＦＢＰ２及びＢＮＰレベル。心血管リスク因
子（ＣＲＦ）を有するコントロール患者又は心不全（ＨＦ）患者（急性及び慢性、図１を
参照のこと）由来の血漿を用いて、バイオマーカーの測定を実施した。＊有意差；ｐ＜０
．０５。
【図８】検証セットからの血漿中のＩＧＦＢＰ２及びＢＮＰレベル。（Ａ）心血管リスク
因子患者（ＣＲＦ）、非心臓性呼吸困難（ＮＣＤ）患者、慢性心不全（ＣＨＦ）患者及び
急性心不全（ＡＨＦ）患者において、ＩＧＦＢＰ２及びＢＮＰレベルを評価した。＊有意
差；ｐ＜０．０５。水平の破線は、５５６ng/mlにおける最適カットポイントに対応する
。
【図９】検証セットからのＮＣＤ患者及びＡＨＦ患者由来の血漿中のＩＧＦＢＰ２及びＢ
ＮＰレベル。ＢＮＰによるＮＣＤ患者（ｎ＝１７）対ＡＨＦ患者（ｎ＝２４）のＲＯＣ曲
線分析は、１００～６００pg/mlを含む。ＩＧＦＢＰ２については、ＡＵＣは０．８３８
（ＣＩ９５％：０．６９０～０．９３４）であり、ＡＵＣ＝０．５、ｐ＜０．０００１と
有意差があったが、ＢＮＰについては、０．６５３（ＣＩ９５％：０．８９５～０．９６
９）であり、ＡＵＣ＝０．５、ｐ＝０．１０９と有意差がなかった。＊ＲＯＣ曲線のペア
ワイズ比較は、ＢＮＰとＩＧＦＢＰ２との間で有意であった（ｐ＝０．０３４）。
【図１０Ａ】虚血性心不全のラットモデルの分析。（Ａ）心エコー分析。（Ｂ）ラットの
心臓及び肝臓におけるＩＧＦＢＰ２　ｍＲＮＡレベルのｑＰＣＲ分析。Ｎ＝５／群。＊ｐ
＜０．０５。１４日目にラットを手術し、７０日目にｍＲＮＡ分析用の組織を採取した。
【図１０Ｂ】虚血性心不全のラットモデルの分析。（Ａ）心エコー分析。（Ｂ）ラットの
心臓及び肝臓におけるＩＧＦＢＰ２　ｍＲＮＡレベルのｑＰＣＲ分析。Ｎ＝５／群。＊ｐ
＜０．０５。１４日目にラットを手術し、７０日目にｍＲＮＡ分析用の組織を採取した。
【００６０】
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【表１】

表１：発見試験セットの人口学的及び臨床的特性。このセットは、「症例」としての急性
心不全（ＡＨＦ）患者１２人及び慢性心不全（ＣＨＦ）患者９人と比較した、「コントロ
ール」としての心血管リスク因子患者（ＣＲＦ）２８人から構成されていた。ＬＶＥＦ：
左室駆出率。
【００６１】
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【表２】

表２：ディファレンシャルに発現したポリペプチドのＣＥ－ＭＳによる決定。
曲線下面積（ＡＵＣ）は、これら９個のポリペプチドが優れたＨＦ予測因子であることを
示している。未調整の及びBonferroni又はBenjamini Hochberg (BH)調整後の「ｐ」値。
【００６２】

【表３】
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表３：検証セットの人口学的及び臨床的特性。心血管リスク因子（ＣＲＦ）患者；非心臓
性呼吸困難（ＮＣＤ）患者、慢性心不全（ＣＨＦ）患者及び急性心不全（ＡＨＦ）患者を
募集した。ＬＶＥＦ：左室駆出率。
【００６３】
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【表４】

表４：ＩＧＦＢＰ２及びＢＮＰレベルと臨床的特徴との相関関係。Rho：Spearman順位相
関係数、ｎ＝２２８。Rho＞０．５、中度～高度の関連性を太字で示す。
【００６４】
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【表５】

表５：外部検証コホートの人口学的及び臨床的特性。ＬＶＥＦ：左室駆出率。
【００６５】
実施例
実施例１：第１の患者分析
材料及び方法
患者：
１．集団：
　本発明者らは、２０１０年１１月～２０１１年３月に、Toulouse Rangueil University
 Hospitalの患者２００人超を組み入れて横断的単一施設研究を実施した。３つの患者群
は、慢性心不全（ＣＨＦ）、急性心不全（ＡＨＦ）及びコントロールから構成されていた
。患者全員が承諾書に署名し、フランス保健省、ＣＣＴＩＲ、ＣＮＩＬ及び倫理委員会（
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ＣＰＰ）によって生体サンプルの採取が承認された。１８歳未満の患者又は承諾書を理解
不可能な患者若しくは承諾書に署名不可能な患者、並びに腎不全又は移植患者を除外した
。
【００６６】
ａ．慢性心不全患者（ＣＨＦ）：
　本発明者らは、種々の病因（虚血性心臓病（ＣＭＩ）、弁膜（ＣＭＶ）、高血圧後（Ｈ
ＴＡ後ＣＭＨ）、肥大型遺伝性心筋症（ＣＭＨ遺伝子）、原発性拡張型心筋症又は毒性（
ＣＭＤ））、不整脈源性右室異形成（Right ventricle arythmogenic dysplasia arythmo
gen）及び先天性心筋症によるＮＹＨＡ病期Ｉ～ＩＶの範囲の公知の安定ＣＨＦを有する
患者（３カ月超にわたっていかなる代償不全も有しない）を組み入れた。組み入れには、
心不全の確診（疾患の病歴、経胸壁心エコー検査（ＴＴＥ）及び／又はＢＮＰ）が必要で
あった。心不全による入院後に、これらの患者をいくつかの心臓病施設に収容した（入院
、受診票、Pr Galinier及びPr Carrieの部署）。
【００６７】
ｂ．急性心不全（ＡＨＦ）：
　推定ＣＨＦ及びＡＨＦバイオマーカーを同定し得るために、本発明者らは、その種類に
かかわらず（左、右、混合型、低心拍出量性、心原性ショック（cardiogenic choc））、
急性心臓代償不全のために入院した患者を組み入れた。
【００６８】
ｃ．コントロール：
　入院日にRangueil University Hospitalのアテローム性動脈硬化症予防部を通じて、コ
ントロール患者を組み入れた。
【００６９】
２．臨床データ：
　患者全員について、人体計測データ（体重、身長、性別）、病歴、心電図及び生物学的
データ（血漿ナトリウム、クレアチニン、肝臓の状態、プロトロンビン、ＣＲＰ、ヘマト
クリット及びヘモグロビン）を収集した。ＣＨＦ患者及びＡＨＦ患者について、ＢＮＰレ
ベルのデータを収集した。これらの検査は全て、患者の担当医による処置中に依頼し、心
不全の病期だけではなく腎臓及び肝臓の機能、水和及び炎症レベルをモニタリングするた
めに実施した。全ての投薬を記録した。
【００７０】
３．心エコー検査：
　各患者用のソフトウェアMy Lab Desk－Kontronを使用して、検査中及びデータ処理後の
データ収集を可能にする専用機械（Kontron）で、１人の心臓医が、組み入れた被験体全
員について経胸壁心エコー検査（ＴＴＥ）を実施した。
【００７１】
　ＴＴＥにより、体積及び直径（左室の収縮及び拡張機能）の系統的測定が可能になった
。加えて、右室機能並びに大動脈、僧帽弁又は三尖弁の弁膜症を分析した。ＴＴＥは、心
不全診断の＜＜ゴールドスタンダード＞＞と考えられており、欧州及び米国における現在
の推奨に従ってその病因を決定した。
【００７２】
生物学的サンプル：
　尿を標準的なポリプロピレンチューブに採取して直ぐに凍結し、－８０℃に維持した。
血漿をＥＤＴＡチューブに採取し、遠心分離し、氷上で分注し、直ぐに－８０℃で凍結し
た。
【００７３】
分析方法：
　標準的な手順を使用してＣＥ－ＭＳを実施した［Mischak, H. et al., 2010］。簡潔に
言えば、ＥＳＩ－ＴＯＦ質量分析計（エレクトロスプレーイオン化－飛行時間型）（Micr
oTOF, Brucker-Daltonic, Bremen, Germany）に接続した長さ９０cm直径５０μmのsilice
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 capilar (Beckmann-Coulter, Fullerton, CA, USA)で、ペプチドを電気泳動分離した。
ＣＥ－ＭＳ緩衝液は、２０％（v/v）アセトニトリル及び２５０mMギ酸のＨＰＬＣ水溶液
であった。１３μAの強度をもたらす電場（＋３５～－４０kV）の下で、電気泳動分離を
６０分間実施する。実行中は、キャピラリー温度を＋３５℃に維持する。
【００７４】
　製造業者のELISA試薬プロトコールに従ってR&D SYSTEMS EUROPE LTD試薬を使用して、
酵素結合免疫吸着アッセイ（ELISA）によるＩＧＦＢＰ２の定量を実施した。
【００７５】
結果
　本発明者らは最初に、患者５０人（ＣＨＦ９人、ＡＨＦ１３人、年齢性別及びリスク因
子適合健常コントロール２８人）の尿プロテオームをスクリーニングしたところ、ＨＦに
特異的なポリペプチドのパネルが明らかになった。ＣＥ－ＭＳデータによれば、あるポリ
ペプチド（ｘ６４０５４、質量１８７８，７９２Da；キャピラリー電気泳動時間ｔ＝２０
．７２分）が高い特異性及び感度でＡＨＦ及びＣＨＦを識別することができたので（ＡＵ
Ｃ＝０，９９；ｐ＜０，０００１）、非常に関連性があると思われた。ＭＡＬＤＩ－ＴＯ
Ｆ分析を使用して、本発明者らは、この推定バイオマーカーをインスリン様成長因子結合
タンパク質２（ＩＧＦＢＰ２）のフラグメントと同定した。
【００７６】
　患者２００人において、血漿及び尿濃度測定の両方を使用してELISAによって、推定バ
イオマーカーとしてのＩＧＦＢＰ２の検証を実施した。ＲＯＣ曲線分析により、０．９８
８のＡＵＣ値（ｐ＜０．０００１）が得られた（図１）。ＣＨＦ患者及びＡＨＦ患者では
、血漿（図２）及び尿（図３）のＩＧＦＢＰ２の濃度が明らかに大きく上昇している。ま
た、ＮＹＨＡ分類によって示されるように、血漿中のＩＧＦＢＰ２濃度の上昇は、心不全
の重症度に依存していた（図４）。さらに、本発明者らは、ＩＧＦＢＰ２及びＢＮＰレベ
ルが弱く相関していたことを認めたが、これは、この新たなバイオマーカーがほぼ独立し
た指標としてより重要であることを示している（図５）。最後に、本発明者らは、ＩＧＦ
ＢＰ２血漿レベル及び左室駆出率が負に相関していたことを観察したが、これは、血流Ｉ
ＧＦＢＰ２レベルと心臓機能との間の生理学的な関連性を示しており、ＩＧＦＢＰ２レベ
ルは心臓ポンプステータスの予測因子候補になる（図６）。従って、本発明者らは、ＩＧ
ＦＢＰ２濃度の上昇を心不全バイオマーカーとして使用し得ることを提案する。
【００７７】
実施例２：第２の患者分析
材料及び方法
患者の組み入れ
　本研究では、２つの独立したコホートを使用した。発見－検証コホートは、２０１０年
１１月～２０１１年１１月にRangueil University Hospital (Toulouse, France) で募集
した患者２２８人であり、外部検証コホートは、２００９年～２０１１年にLariboisiere
 University Hospital (Paris, France)で募集した患者４０人であった。
【００７８】
　心不全の病因又は重症度について偏見なく、特定の心不全バイオマーカーに注目するた
めに、発見－検証コホートの症例群は、慢性心不全（ＣＨＦ）又は急性心不全（ＡＨＦ）
を患っている患者から構成されていた。臨床的重症度の病期にかかわらず（ＮＹＨＡ分類
の病期Ｉ～ＩＶ）、及び病因にかかわらず、ＣＨＦ患者は公知の安定ＨＦを有しており、
３カ月超にわたっていかなる代償不全エピソードもなかった。臨床観察結果、心疾患の経
過観察、経胸壁心エコー検査（ＴＴＥ）及びＢＮＰのモニタリングから、心不全の診断を
正式に確立した。これらの患者は、定期的な予定来院時に組み入れた。臨床所見にかかわ
らず（左、右、混合型、低流量－心原性ショック）、ＡＨＦ患者を募集した。
【００７９】
　それぞれ発見工程及び検証工程について、発見－検証コホートのコントロール群は、Ｈ
Ｆを有しないが心血管リスク因子（ＣＲＦ）を有する患者、又はＣＲＦ及び非心臓性呼吸
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困難（ＮＣＤ）を有する患者から構成されていた。ＣＲＦ患者は、Rangueil University 
Hospitalのアテローム性動脈硬化症予防センターへの予定来院時に募集した。この群に組
み入れるには、心不全（収縮又は拡張機能障害）の病歴、臨床徴候、生物学的な又は心エ
コー検査の証拠を有する患者全員を除外する必要があった。
【００８０】
　Lariboisiere University Hospital (Paris, France)における外部検証コホートは、コ
ントロール患者としてＣＯＰＤ患者（いかなる右心又は左心負荷も与えずに「純粋な」Ｃ
ＯＰＤを試験するためにＢＮＰが２０pg/ml未満である）、及び症例患者としてＡＨＦ患
者から構成されていた。
【００８１】
　被験体全員について、人体計測データ（体重、身長、性別）、病歴、生物学的データ及
び心電図を収集した（表１、３、５）。これらの検査は全て、患者の担当医による処置中
に実施し、心不全の病期だけではなく腎臓及び肝臓の機能、水和及び炎症レベルをモニタ
リングするために実施した。全ての投薬を記録した。
【００８２】
　１人の心臓医が、組み入れた被験体全員についてＴＴＥを実施した。心エコー検査（Ko
nton Imagic, Kontron, Saint German en Laye, France）により、体積及び直径（左室の
収縮及び拡張機能）の系統的測定並びに駆出率の測定が可能になった。腎臓透析又は移植
（病期５Ｄ及び５Ｔ）の患者を除外した。
【００８３】
　研究プロトコールを臨床データベース（ClinicalTrials.gov NCT01024049）に登録し、
１９７５年のヘルシンキ宣言の倫理指針を順守した。このプロトコールは、institution'
s human research (COSSEC)及びregional ethics committee （Comite de Protection de
s Personnes (CPP) # DC 2008-452）によって承認された。参加者全員及び／又はその法
的な委任代理人から、書面によるインフォームドコンセントを得た。
【００８４】
発見及び検証セット
　本発明者らは最初に、発見－検証コホートの患者２２８人から被験体４９人の発見－試
験セットをランダムに構成した。ＨＦ患者２１人（ＡＨＦ６７人のうちの９人及びＡＨＦ
５１人のうちの１２人）が症例サブセットを構成し、ＣＲＦ患者６７人のうちの２８人が
コントロールサブセットを構成した。これらの被験体４９人の尿をＣＥ－ＭＳプロテオー
ム分析に使用した（表１）。この分析によって単離したＸ６４０５４ペプチドをさらに以
下のようにＩＧＦＢＰ２と同定し、発見－試験セットの血漿中で試験した。さらなる２つ
の検証コホートを構成した。Toulouse university hospitalの患者を含む第１のコホート
（表３）；この検証セットは患者１７９人を含んでおり、コントロールサブセットはＣＲ
Ｆ３９人及びＮＣＤ４３人から構成され、症例サブセットはＡＨＦ３９人及びＣＨＦ５８
人から構成されていた。
【００８５】
　第２の検証コホートは、Paris Lariboisiere University Hospitalの患者４０人から構
成されていた。この外部検証コホートは、ＣＯＰＤ患者１０人及びＡＨＦ患者３０人を含
んでいた（表５）。
【００８６】
生物学的サンプル
　被験体全員を静脈切開し、末梢静脈血をナトリウム／ＥＤＴＡチューブに吸引した。１
５００ｇ、４℃で１０分間遠心分離した後、血漿を分離して分注し、アッセイまで－８０
℃で保存した。また、被験体から早朝尿サンプルを入手し、２０mlをポリプロピレン回収
ポットに回収して分注し、上記のように保存した。
【００８７】
分析方法
サンプルの調製、及びキャピラリー電気泳動と質量分析とを組み合わせた（ＣＥ－ＭＳ）
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分析
　心エコー検査の日に、参加者全員から早朝尿サンプルを採取した。
【００８８】
　アリコートを処理時まで－８０℃で保存した。次いで、以前に記載されているように（
１３）尿サンプルを処理し、次いで、ＣＥ－ＭＳ分析の直前にＨＰＬＣグレードの水に再
懸濁した。記載のように、MicroQTOF MS (Bruker Daltonics, Bremen, Germany)にオンラ
イン接続したP/ACE MDQキャピラリー電気泳動システム（Beckman Coulter, Villepinte, 
France）を使用して、ＣＥ－ＭＳ分析を実施した。ＥＳＩ噴霧器（Agilent Technologies
, Palo Alto, CA, USA）を接地し、イオンスプレー界面電位を－４．０～－４．５kVに設
定した。コンタクト・クローズ・リレー（contact-close-relays）によるＣＥによって、
データ取得及びＭＳ取得方法を自動的にコントロールした。３５０～３０００ｍ／ｚの範
囲にわたって、スペクトルを３秒間ごとに蓄積した。ＣＥ－ＭＳ法の正確度、精度、選択
性、感度、再現性及び安定性についての詳細は以前に提供されている。
【００８９】
データ処理
　ピークピッキング、デコンボリューション及びデアイソトーピング（de-isotoping）を
含め、MosaiquesVisuソフトウェア（Mosaiques, Hannover, Germany）を使用して、質量
スペクトルを処理した。内部ポリペプチド標準を使用して、移動時間及びピーク強度を標
準化した。これらのフラグメントは通常の生物学的プロセスの結果であると考えられ、本
発明者らのデータベースにおける２０，０００個のサンプルに基づいてこれまでに研究し
たいかなる疾患状態によっても影響されないと思われる。得られたピークリストは、その
分子量、標準化したキャピラリー電気泳動移動時間、及び標準化した信号強度によって各
ポリペプチドの特性を示す。Microsoft SQLデータベースにおいて、検出された全てのポ
リペプチドをデポジットし、マッチし、アノテーションすることにより、複数の患者群を
さらに分析及び比較することができた。
【００９０】
統計方法及びバイオマーカーの同定
　本発明者らは、ＳＡＳソフトウェア（バージョン９．１．３）（SAS Institute, Cary,
 NC, USA）を使用して、それぞれｔ検定及びｘ２統計によって、発見サンプル及び試験サ
ンプルの臨床的特性及び心エコー特性の平均及び割合を比較した。発見段階では、本発明
者らは、Wilcoxon順位和検定を使用して、患者とコントロールとの間のＣＥ－ＭＳ尿ポリ
ペプチドプロファイルの自然対数変換した信号振幅を比較した。このノンパラメトリック
検定は、スキュープロテオミクスデータに適切である。本発明者らは、患者及びコントロ
ールが、ＣＥ－ＭＳ尿ポリペプチドプロファイルの信号振幅について同じ連続分布を有す
るという帰無仮説を試験した。信号振幅は、質量分析装置によって記録された較正カウン
ト（強度）を表す。Benjamini-Hochberg補正を適用することによって、多重検定のための
統計的調整を実施した。本発明者らは、個々の被験体におけるバイオマーカーの分布に基
づいて、症例とコントロールとを識別する尿ポリペプチドのクラスタを探索した。各症例
及び各コントロールについて、サポート－ベクターマシンベースのMosaClusterソフトウ
ェア（バージョン１．６．５）を使用して、選択したポリペプチドをまとめて単一のサマ
リー変数にした。試験セットでは、研究参加者の臨床状態を把握していない研究者が、ク
ラスタポリペプチドを測定した。コードの解読後、本発明者らは、受信者動作特性（ＲＯ
Ｃ）プロットを使用して、試験セットにおける正しく分類されたサンプルの数を集計する
ことによって、感度及び特異性を計算した。ＲＯＣ曲線下面積（ＡＵＣ）により、任意の
特定の閾値とは独立した全体的な精度に関する単一の尺度が得られる。
【００９１】
配列決定
　基本的には記載されているように（Carty et al., 2011; Metzger et al., 2012）、Di
onex Ultimate 3000 RSLSナノフローシステム（Dionex, Camberly UK）で尿サンプルを分
析した。Ultimate 3000 RSオートサンプラー（Dionex, Camberley UK）によって流速５μ



(19) JP 2018-109640 A 2018.7.12

10

20

30

40

50

l／分で、サンプル（５μl）をDionex100 μm x 2 cm 5 μm C18ナノトラップカラムにロ
ードした。ローディング溶液の組成は、０．１％ギ酸及びアセトニトリル（９８：２）で
あった。トラップカラムにロードしたら、次いで、サンプルを洗い流して、流速０．３μ
m／分でAcclaim PepMap C18ナノカラム75 μm x 15 cm, 2 μm 100Aに入れた。溶媒Ｂ（
０．１％ギ酸及びアセトニトリル（２０：８０））に対する溶媒Ａ（０．１％ギ酸及びア
セトニトリル（９８：２））の直線勾配を１％Ｂ（５分間）から開始して９０分の時点で
３０％まで増加させ、次いで１２０分の時点で５０％Ｂまで増加させることによって、溶
出を実施した。Ultimate 3000 RSLCのカラムオーブン内で、トラップ及びナノフローカラ
ムを３５℃に維持した。カラムからの溶出液を、陽イオンモードで作動するProxeon nano
 spray ESI source (Thermo Fisher Hemel UK)に向けて、次いで、Orbitrap Velos FTMS
に入れた。イオン化電圧は２．５kVであり、キャピラリー温度は２００℃であった。３８
０～２０００amuをスキャンするＭＳ／ＭＳモードで、質量分析計を操作した。フラグメ
ント化方法は、３５％衝突エネルギーのＨＣＤであった。反復数１回並びに反復及び除外
時間１５秒間でデータ依存的な方法を使用して、ＭＳ２についてイオンを選択した。電荷
状態１の前駆イオンを排除した。ＭＳ１のイオン分解能は６０，０００であり、ＨＣＤ　
ＭＳ２については７，５００であった。いかなる酵素特異性も用いずにThermo Proteome 
Discovererを使用して、ＨＣＤ対応のＬＴＱで実施した実験からのデータファイルをＩＰ
Ｉヒト非冗長データベースに対して検索した。不定の改変を選択し、メチオニン及びプロ
リンの酸化を可変改変に設定した。それぞれＭＳ及びＭＳ／ＭＳについて１０ｐｐｍ及び
０．０５Daの質量誤差範囲を許容した。得られたペプチド同定結果をさらに検証するため
に、ｐＨ２で実行した際のペプチド電荷とＣＥ移動時間との間の厳密な相関関係を用いて
、偽陽性判定率（１７）を最小限にした。そのペプチド配列（塩基性アミノ酸の数）に基
づいて計算した配列候補のＣＥ移動時間を実験的な移動時間と比較した。ＣＥ－ＭＳ測定
に対応する±２分間未満のＣＥ移動時間偏差を許容した。
【００９２】
免疫方法
　既に公開されているように（１８）、ウサギモノクローナル抗ヒトＩＧＦＢＰ２抗体ク
ローンＥＰＲ３３８０（２）（Clinisciences, Nanterre, France）を使用して、ウエス
タンブロットを実施した。製造業者の仕様書に従ってＩＧＦＢＰ２酵素結合免疫吸着アッ
セイ（R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA）を使用して、ヒトＩＧＦＢＰ２を測
定した。
【００９３】
ｍＲＮＡ抽出、逆転写（ＲＴ）及びリアルタイム定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）
　既に実施されているように［Harmancey R et al, 2007］異なるプライマーを使用して
、既に記載されているように、ｍＲＮＡ抽出及びＲＴ－ｑＰＣＲを実施した。
【００９４】
統計分析
　ＣＥ－ＭＳ分析で試験した患者数と比較して、信号の量が非常に大量であるため、バッ
クグラウンドの４倍超の信号対雑音比を有する信号のみを維持した。特に指定しない限り
、連続変数は、平均（±ＳＤ）カテゴリ変数としてパーセンテージで示す。連続変数につ
いてはStudentのｔ検定若しくはMann-Whitney順位和検定（正規性検定が失敗した場合）
を使用して、又はカテゴリ変数についてはカイ二乗検定を使用して、群間の統計的差異を
決定した。Ｒ計算言語（http://www.R-project.org）及びMedcalc (Medcalc, version 11
.6.0.0, Medcalc software bva, Belgium)を使用して、統計分析を実施した。
【００９５】
結果
発見研究
　発見－試験セットの人口学的及び臨床的データを表１に示す。投薬、入院時lab、心エ
コー検査及び入院時バイタルのパラメータに関するコントロールとＨＦ患者との間の有意
差は、臨床状態と一致している。従って、ＨＦ患者では、血漿ＢＮＰ及びＣＲＰ濃度が有
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意に高かったのに対して、クレアチニンクリアランス、ナトリウム濃度は減少した。また
、ＨＦ患者では、平均血圧及び駆出率（ＥＦ）が減少した。ＨＦ患者はまた、心拍数が増
加した。ＨＦ患者は、コントロール被験体よりも高齢であった（７０±１５対５３±１２
；ｐ＜０．００１）。ＨＦ患者の４３％は、ＣＡＤの病歴があった。２つの群では、心血
管リスク因子が同様に示された。
【００９６】
ディファレンシャルに発現したポリペプチドのＣＥ－ＭＳによる決定、及び新たな推定Ｈ
Ｆバイオマーカーの同定。
　本発明者らは、最初の工程として尿サンプルのＣＥ－ＭＳ分析を使用して、ＨＦ兆候の
可能性がある推定バイオマーカープロファイルを検出しようとした。ＡＨＦ患者及びＣＨ
Ｆ患者（全ての病期及び病因）並びにＣＲＦコントロール被験体の尿プロテオーム分析に
基づいて、本発明者らは、ＨＦ（ＡＵＣが０．９２３以上の９個のポリペプチド、ｐ＜０
．００１（Benjamini Hochberg多重検定補正）に特異的なポリペプチドセットを定義した
（表２）。あるポリペプチド（ｘ６４０５４、質量１８７８．７９２Da；電気泳動時間ｔ
＝２０．７２２４秒間）が優れたＨＦ識別力（０．９８８のＡＵＣ、ｐ＝１．３９．１０
－５）を示したので、非常に興味深いと思われた。従って、本発明者らはこのペプチドに
注目し、それをインスリン様成長因子結合タンパク質２（ＩＰＩ：ＩＰＩ００２９７２８
４．１）と同定することに成功した。本発明者らは最初に、ヒト尿及び血液中のＩＧＦＢ
Ｐ２の存在を検査したところ、ＩＧＦＢＰ２は尿中よりも血漿中に豊富にあることを観察
した（データは示さず）。ＩＧＦＢＰ２尿濃度のELISA分析により、この濃度は、血漿中
よりも５０５±１９８（ｎ＝３５）倍低いことが明らかになった（示さず）。この観察結
果により、本発明者らは、ELISAによって血漿サンプル中のＩＧＦＢＰ２をさらに分析し
た。
【００９７】
ＩＧＦＢＰ２血漿濃度
　血漿中のＩＧＦＢＰ２の分析により、心不全患者では、コントロール個体と対比して有
意に増加していることが示され、それぞれ１３５０±６３５（ｐ＜０．００１）及び２１
４±１３６ng/mlであった（図７）。これらの患者におけるＢＮＰレベルは、ＨＦでは、
コントロール患者よりも高濃度で示された；それぞれ８０６±６９３及び３９±２８（ｐ
＜０．００１）（図７）。
【００９８】
検証研究
　検証セットに組み入れた患者の人口学的及び臨床的データを表３に示す。ＣＲＦ患者は
心血管リスク因子を有し、ＨＦに関するいかなる症候及び客観的パラメータも有しない。
ＡＨＦ患者は最高齢の群であった。ＡＨＦ患者は、高血圧（８１％）、冠動脈性心疾患（
５２％）及び真性糖尿病（２４％）を含む有意な併存症状を有していた。ほとんどの患者
は、利尿薬（８９％）及び抗血小板薬（６０％）を受けていた。ＣＨＦ群の患者の年齢分
布は、ＣＲＦ群とＮＣＤ群との間のコントロール群に位置する。ＣＨＦ患者は６２±１３
歳であり（男性６８％）、４２人の患者でＬＶＥＦが４５％以下であった。患者は、高血
圧（３７％）、冠動脈性心疾患（５１％）及び真性糖尿病（３０％）を含む有意な併存症
状を有していた。やはり、ほとんどの患者は、利尿薬（７８％）及び抗血小板薬（５４％
）を受けていた。群間では、性別の有意差はない。ＩＧＦＢＰ２濃度は、ＣＨＦ患者及び
ＡＨＦ患者では、ＣＲＦ患者又はＮＣＤ患者と対比して有意に増加した。ＩＧＦＢＰ２レ
ベルのこの増加は、この患者セットにおけるＢＮＰレベルと類似のパターンに従った（図
８）。ＣＲＦ患者及びＮＣＤ患者対ＣＨＦ患者及びＡＨＦ患者のＲＯＣ曲線分析により、
ＩＧＦＢＰ２の曲線下面積（ＡＵＣ）は０．９３３であり（この場合のYouden指標は０．
８１であり、５５６ng/ml超のＩＧＢＰ２に関連する）、ＢＮＰ（０．８７０；ｐ＝０．
０３８）よりも高かった。ＩＧＦＢＰ２＋ＢＮＰのロジスティック回帰により、ＡＵＣが
０．９４２に増加したが、ＩＧＦＢＰ２の性能は有意に増加しなかった（データは示さず
）。
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【００９９】
　急性呼吸困難患者の心臓診断のために、ＩＧＦＦＢＰ２をさらに試験した。これらの急
性呼吸困難患者からのＩＧＦＢＰ２濃度及びＢＮＰ濃度の値を示して、患者の全体分布を
表す（データは示さず）。ＮＣＤ患者対ＡＨＦ患者のＲＯＣ曲線分析により、ＩＧＦＢＰ
２＋ＢＮＰのＡＵＣは、ＢＮＰと対比して増加したことが示された（０．９２５対０．８
５９；ｐ＝０．０４）。これらの患者群では、ＩＧＦＢＰ２の識別性能は、ＢＮＰの識別
性能と有意差がなかった（データは示さず）。血漿ＢＮＰレベルが診断不良範囲（これは
１００～６００pg/mlに及び、その低レベルでの除外濃度に相当する）であった場合には
、ＢＮＰとＩＧＦＢＰ２との間で診断性能について明らかな差異が見られ、６００pg/ml
を、ＨＦを確定するための合理的な高カットオフ値と定義した。この濃度範囲において診
断価値がなかったＢＮＰ（ＡＵＣ＝０．６４３；９５％ＣＩ：０．４７９～０．７８７）
とは対照的にＩＧＦＢＰ２は０．８３８のＡＵＣに達した（９５％ＣＩ：０．６９０～０
．９３４）（図９）。
【０１００】
ＩＧＦＢＰ２レベル及び臨床パラメータとの相関
　ＩＧＦＢＰ２及びＢＮＰと患者の主な特徴パラメータとの間の相関関係の単変量分析を
表４に報告する。ＩＧＦＢＰ２及びＢＮＰレベルは、共に強く相関していた（rho＝０．
７２２；ｐ＜０．００１）。さらに、ＢＮＰ及びＩＧＦＢＰ２レベルは、利尿薬及びＣ反
応性タンパク質、クレアチニンクリアランス並びにＬＶＥＦとも同様に相関していた。
【０１０１】
ＡＨＦバイオマーカーとしてのＩＧＦＢＰ２の外部検証
　本発明者らは、Paris Lariboisiere Hospitalで募集した患者コホートにおいて、ＡＨ
Ｆ診断に関するＩＧＦＢＰ２の予測価値を試験した。このコホートにはＡＨＦ患者及びＣ
ＯＰＤ患者が含まれており、表５に記載されている。上記発見－検証コホートにおいて予
め独立して決定した閾値５５６ng/mlを使用すると、ＡＨＦ診断については８０％の感度
及びＣＯＰＤ患者については９０％の特異性が得られた（データ示さず）。
【０１０２】
実施例３：動物分析
材料及び方法
ラットＨＦモデル及び経胸壁心エコー検査
　National Institutes of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animalsに従
った調査が、Inserm Animal Ethics Committeeによって許可された。２月齢のSprague-Da
wleyラット（Janvier labs）において冠動脈結紮による心筋梗塞を使用する研究が、Loca
l Animal Ethics Committeeによって承認された（＃ＭＰ／０３／０３／０１／１２）。
既に実施されたようにVivid 7 pro 7心エコーシステム（GE Medical System）を使用して
、左室駆出率の測定のために経胸壁心エコー分析を実施した。
【０１０３】
結果
虚血性ＨＦのラットモデルにおけるＩＧＦＢＰ２の試験
　２０日目（すなわち、手術によって虚血を誘発した４日後）において動物の駆出率は低
く（図１０Ａ）、この状態は、動物を安楽死させて器官を回収した７０日目まで続いた。
組織における遺伝子発現レベルの分析により、虚血動物の心房では、ＩＧＦＢＰ２　ｍＲ
ＮＡレベルが偽手術と比較して増加したことが示された（図１０Ｂ）。興味深いことに、
この時点において、ＨＦ動物由来の心房のＩＧＦＢＰ２　ｍＲＮＡレベルは、心室との対
比では１０倍高く、肝臓との対比では４倍増加していた。
【０１０４】
考察
　血漿ＢＮＰ又はＮＴ－プロＢＮＰレベルは、ＨＦを有する患者を診断するのに有益なツ
ールである（２）。従って、本発明者らは、ＩＧＦＢＰ２の診断価値をＢＮＰの診断価値
と比較し、ＩＧＦＢＰ２の推定付加価値をＢＮＰと比較した。ＩＧＦＢＰ２測定の診断性
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能により、本発明者らは、ＢＮＰと比較して増加したＡＵＣを用いて、ＨＦ症例を、非心
疾患コントロール症例（ＣＲＦ患者及びＮＣＤ患者）と識別した。ＮＣＤ患者とＡＨＦ患
者との識別においてＩＧＦＢＰ２及びＢＮＰの使用を試験したところ、ＩＧＦＢＰ２及び
ＢＮＰのロジスティックな組み合わせにより、ＢＮＰ単独と比較して増加したＡＵＣが得
られた。ＢＮＰが中度に（すなわち、１００～６００pg/mlの濃度範囲で）上昇している
患者では、ＩＧＦＢＰ２診断性能の付加価値がさらにより明白であった。
【０１０５】
　ＩＧＦＢＰ２のアップレギュレーションは、ＨＦにおけるインスリン様成長因子（ＩＧ
Ｆ）結合タンパク質（ＩＧＦＢＰ）の潜在的な役割を指し示しており、視床下部ホルモン
、例えば視床下部成長ホルモン放出ホルモン（ＧＨＲＨ）、脳下垂体（hypohyse）成長ホ
ルモン並びにＩＧＦ１及び２を包含する成長ホルモン軸（somatotrope axis）により大き
く関与する。ＩＧＦＢＰは、ＩＧＦ生物活性に対するレギュレーションを付与するが、直
接的な役割も有し得る。明らかに、ＩＧＦ１のアベイラビリティは、インスリン成長因子
結合タンパク質ＩＧＦＢＰによってレギュレーションされている。ＩＧＦ１の１～５％の
みが血流中で遊離しており、残りのＩＧＦ１は、そのレセプターに対する親和性以上の親
和性でＩＧＦＢＰに堅く結合している。従って、ＩＧＦＢＰは、ＩＧＦ１とＩＧＦ１レセ
プターとの相互作用をモデュレーションする。しかしながら、最近、いくつかのＩＧＦＢ
Ｐは、ＩＧＦの非存在下であっても、転写因子との直接的な相互作用及び遺伝子発現のモ
デュレーションを介して、独自の活性を有することが見出された。
【０１０６】
　ＩＧＦＢＰ２は、ヒト血漿中で２番目に豊富なＩＧＦＢＰである。ＩＧＦＢＰ２は、ほ
とんどがＩＧＦ１阻害因子である。本発明者らの相関データにより、ＢＮＰ及びＩＧＦＢ
Ｐ２血漿レベルは性別に依存しないが、年齢と共に正に増加し、ボディマス指数と共に負
に増加することが確認された。
【０１０７】
　ＩＧＦ１は、成長及び心筋の発達に関与することが認められた（２８）。ＩＧＦ１及び
そのレセプターは胎児段階以後に心臓で発現され、ＭＡＰキナーゼ経路及びＰＩ－３キナ
ーゼ経路を介して心筋肥大（mycocardial hypertrophy）を誘発する。ＩＧＦ１はまた、
トロポニン及びアクチンなどの収縮機能を有するものを含む心筋タンパク質の産生を刺激
する。従って、ＩＧＦ１は心臓収縮機能に関係し、ＩＧＦ１レベルは左室駆出率（ＬＶＥ
Ｆ）と相関する。ＩＧＦ１はまた、心筋細胞の生存及びアポトーシスに関与している。マ
ウスモデル、及びさらにはＧＨ又はＩＧＦ１注射を伴う小規模な臨床試験により、心臓の
早期リモデリングの減少、収縮及び拡張機能の改善、並びに収縮性の改善が明らかになっ
た。最近、細胞分化時に中和ＩＧＦＢＰ２抗体を追加することにより、重大な筋芽細胞肥
大がもたらされた。
【０１０８】
　本研究により、本発明者らは、ＨＦと血漿ＩＧＦＢＰ２との間の関連性、及び新たなバ
イオマーカーとしてのＩＧＦＢＰ２の使用可能性を分析することができた。本発明者らは
明らかに、ＨＦ患者では、ＩＧＦＢＰ２血漿濃度が７倍近く上昇していることを観察した
。また、ＢＮＰ「グレーゾーン」におけるＩＧＦＢＰ２の試験により、この新たなバイオ
マーカーの高い識別力が明らかになった。
【０１０９】
　ＩＧＦＢＰ２は、肝臓及び心臓で主に産生されるので、肝臓又は心臓の機能の指標であ
る可能性が高い。ＨＦの虚血ラットモデルにおいてこれらの点を評価したところ、心房で
は、ＩＧＦＢＰ２　ｍＲＮＡレベルが、心室又は肝臓と対比して強いことも明らかになっ
た。中でも、ＨＦ動物由来の心房では、ＩＧＦＢＰ２　ｍＲＮＡレベルが有意に増加して
いた。この観察結果により、心房におけるＩＧＦＢＰ２の推定上の役割に関する疑問が生
じる。筋芽細胞分化時にin vitro抗体によるＩＧＦＢＰ２の中和を減少させると肥大がも
たらされたことから（３４）、ＩＧＦＰ２が増加した合成は、心臓における過度のリモデ
リングに対する防御機構に関与し得ると推測することができる。加えて、マウスでは、Ｉ
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ＧＦＢＰ２の過剰発現が筋肉量の減少をもたらした（３６）。しかしながら、確かなバッ
クグラウンドにもかかわらず、この仮説をＨＦの動物モデルでさらに試験しなければなら
ない。
【０１１０】
　最後に、本発明者らは、患者において、ＩＧＦＢＰ２レベルとＬＶＥＦ値との有意な負
の相関関係を観察した。これらの観察結果は、安定性及び心不全の重症度を推定するのに
使用することができる潜在的な経過観察バイオマーカーとしてＩＧＦＢＰ２を使用するこ
とを提案する傾向がある。しかしながら、心臓起源又は非心臓起源の急性呼吸困難を有す
る患者集団におけるＨＦ診断では、ＨＦにおけるその感度及び特異性により、ＩＧＦＢＰ
２の最初の使用をＢＮＰで補完することができる。
【０１１１】
　本研究は、いくつかの制限に悩まされている。小規模な外部患者コホートを用いて、新
たなＩＧＦＢＰ２バイオマーカー（biomaker）の検証を実施した。しかしながら、ＡＨＦ
患者におけるＩＧＦＢＰ２濃度の上昇には信頼性があったので、ＩＧＦＢＰ２は新たなバ
イオマーカーとして適任である。本発明者らは現在、さらなる検証のために、非常に大規
模な多施設国際コホートでＩＧＦＢＰ２を試験しようとしている。さらに、ＨＦにおける
ＩＧＦＢＰ２の機能的役割が、齧歯類動物モデルで定義されるであろう。
【０１１２】
　ＩＧＦＢＰ２をＨＦバイオマーカーとして使用することは有望であり、特に、軽度から
中度のＨＦを示すＢＮＰ値域におけるＨＦ診断を改善し得る。ＩＧＦＢＰ２合成は心臓に
よって主に行われるにもかかわらず、それは肝臓によっても分泌される。この観察結果は
、ＩＧＦＢＰ２をＨＦ診断に使用することの障害にはならないはずである。明らかに、Ｈ
Ｆは症候群であり、本発明者らのデータは、ＩＧＦＢＰ２が、心臓機能の状態を明らかに
し得る信頼性のあるバイオマーカーであることを提案している。
【０１１３】
参考文献：
　本出願を通して、本発明に関連する技術水準が様々な参考文献に記載されている。これ
らの参考文献の開示は、参照により本開示に組み込まれる。
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【表６】

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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【図７】 【図８】

【図９】 【図１０Ａ】

【図１０Ｂ】
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【手続補正書】
【提出日】平成30年2月22日(2018.2.22)
【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】
　心不全のリスクを有する患者を分類するための方法であって、前記方法は、
　ｉ．前記患者から得られたサンプル中のＩＧＦＢＰ２の濃度を測定すること、
　ｉｉ．工程（ｉ）で測定されたＩＧＦＢＰ２の濃度を、特定の心不全病期にある患者由
来のサンプル中のＩＧＦＢＰ２の濃度に由来するコントロール値、及び／又は健常患者由
来のサンプル中のＩＧＦＢＰ２の濃度に由来するコントロール値と比較すること
を含み、ＩＧＦＢＰ２のレベルの定量が、キャピラリー電気泳動－質量分析によってか又
はＩＧＦＢＰ２に対する抗体のセットを用いることによって行われる、前記方法。
【請求項２】
　ｉ．前記患者から得られたサンプル中のＩＧＦＢＰ２の濃度を測定すること；及び
　ｉｉ．前記濃度をコントロール値と比較すること
を含む患者における心不全を診断するための方法であって、ＩＧＦＢＰ２のレベルの定量
が、ＩＧＦＢＰ２に対する抗体のセットを用いることによって行われる、前記方法。
【請求項３】
　ＩＧＦＢＰ２のレベルの定量が、ＥＬＩＺＡよって行われる、請求項１又は２に記載の
方法。
【請求項４】
　心不全が、無症候性心不全、慢性心不全又は急性心不全である、請求項１～３のいずれ
かに記載の方法。
【請求項５】
　前記サンプルが、血漿、血清、リンパ液、尿又は心臓組織から選択される、請求項１～
４のいずれかに記載の方法。
【請求項６】
　前記サンプルが、血漿サンプルである、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記サンプルが、尿サンプルである、請求項５に記載の方法。
【請求項８】
　前記サンプルが、血清サンプルである、請求項５に記載の方法。
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