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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】炎症性および／または心血管の疾患および病態の存在、発症または進行を判定す
るための、ならびに炎症性および／または心血管疾患の診断または処置の新規標的を同定
するための方法を提供する。
【解決手段】体液中の線維芽細胞活性化タンパク質（ＦＡＰ）発現を試料、好ましくは、
血液、血栓もしくはプラークの試料または血液、血栓もしくはプラーク由来の試料を、免
疫ベースのおよび核酸ベースのアッセイを利用して診断する、により炎症性および／また
は心血管疾患を診断する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　患者における心血管の疾患または病態の存在を判定するためのアッセイ方法であって、
　（ｉ）前記患者から採取した血液の試料を線維芽細胞活性化タンパク質（ＦＡＰ）の発
現についてアッセイすることであって、該ＦＡＰの発現、もしくは対照試料と比較した該
ＦＡＰの発現増加が、前記患者における前記疾患もしくは前記病態についての指標となる
もの、および／または
　（ｉｉ）前記患者から採取した血栓の試料をＦＡＰの発現についてアッセイすることで
あって、前記患者から採取した血液試料におけるその発現と比較したＦＡＰの発現増加が
、前記疾患もしくは前記病態の指標となるもの、
を含み、
　前記疾患が、卒中、急性冠症候群及びアテローム血栓症からなる群より選択され、
　前記試料をＦＡＰのタンパク質についてアッセイすることを含む、
　アッセイ方法。
【請求項２】
　前記疾患が、心筋梗塞、心臓発作、大脳静脈血栓症、深在性静脈血栓症又は肺塞栓症で
ある、請求項１に記載のアッセイ方法。
【請求項３】
　前記アッセイが、イムノアッセイである、請求項１又は２に記載のアッセイ方法。
【請求項４】
　前記アッセイが、免疫組織化学的アッセイである、請求項３に記載のアッセイ方法。
【請求項５】
　前記アッセイが、蛍光励起サイトメトリー（ＦＡＣＳ）、間接的ＥＬＩＳＡ、サンドイ
ッチＥＬＩＳＡまたは細胞培養ＥＬＩＳＡを含む、請求項３に記載のアッセイ方法。
【請求項６】
　前記イムノアッセイが、前記試料と、ＦＡＰに特異的に結合するモノクローナルまたは
ポリクローナル抗体とを接触させることを含む、請求項１から５のいずれか一項に記載の
アッセイ方法。
【請求項７】
　前記モノクローナル抗体が、マウス抗ヒト抗体である、請求項６に記載のアッセイ方法
。
【請求項８】
　請求項１から７のいずれか一項に記載のアッセイ方法に使用するための、ＦＡＰの存在
もしくは活性を検出できる薬剤と、場合により、前記薬剤のおよび／もしくはＦＡＰの検
出に適する手段を含む診断用組成物。
【請求項９】
　請求項１又は２に記載の疾患または病態の処置に使用するための、ＦＡＰの活性もしく
はその発現を阻害できる薬剤と、医薬的に許容される担体を含む、医薬組成物であって、
　処置される患者が、請求項１から７のいずれか一項に記載のアッセイ方法に従って診断
されている、医薬組成物。
【請求項１０】
　前記活性が、酵素的活性である、請求項８または９に記載の組成物。
【請求項１１】
　血液凝固の阻害に使用するための、請求項１０に記載の組成物。
【請求項１２】
　前記薬剤が、ＦＡＰに結合できる、またはＦＡＰをコードする核酸分子に結合できる、
請求項８から１１のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１３】
　前記薬剤が、ＦＡＰに特異的に結合するモノクローナル抗体である、請求項１２に記載
の組成物。
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【請求項１４】
　前記モノクローナル抗体が、ヒト抗体である、請求項１３に記載の組成物。
【請求項１５】
　前記薬剤が、ＦＡＰアンタゴニストである、請求項８から１１のいずれか一項に記載の
組成物。
【請求項１６】
　前記アンタゴニストが、ペプチドまたはペプチド類似体である、請求項１４に記載の組
物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、被験者における炎症性疾患または病態を同定、診断、評価または処置するた
めの方法および組成物に関する。加えて、本発明は、心血管疾患における新規治療および
診断標的に関する。
【背景技術】
【０００２】
　心血管疾患および炎症性疾患は、工業先進国での死因のトップであり、開発途上国でも
主要な死因になりつつある。現行臨床技術、例えば、これらに限定されないが、診断用冠
動脈造影図、ドプラ、心エコー法、および血液ベースのバイオマーカー分析が、血管疾患
の診断に用いられているが、これらの技術は、多くの場合、安定した心血管疾患と治療的
介入を是認できる臨床的に有意な心血管疾患とを区別することができない。実際、心血管
疾患は、殆どの場合、臨床的介入または死亡前に診断されない。さらに、これらの診断お
よび治療技術の多くは、負担しきれない費用および高度の技術を要する介入手技のため、
世界人口の大半にとって利用できないものである。したがって、心血管疾患に関して、治
療結果および費用を改善するための、より正確な、対費用効果の高い、技術的に容易な診
断および治療技術に対する臨床的アンメットニーズが依然として存在する。
【０００３】
　冠動脈疾患などの慢性炎症性疾患は、冠動脈内でのアテローム性動脈硬化性プラークの
形成で始まる。主として血栓に起因するこれらのアテローム性動脈硬化症動脈の途絶は、
冠動脈心疾患：不安定狭心症、急性心筋梗塞および突然死につながる。冠動脈疾患は、幾
つかのリスク因子の疾患であり、それらのリスク因子の中でも最も特筆すべきは、高脂血
症、高血圧、糖尿病およびタバコ喫煙である。多数の病原因子、例えば、低密度リポタン
パク質（ＬＤＬ）の酸化増進ならびに単球由来マクロファージおよび平滑筋細胞（ＳＭＣ
）の増殖が、細胞レベルで働いていることは公知である。アテローム形成は、数ある中で
も、リポタンパク質に対する内皮透過性増加などの内皮細胞機能不全を伴う、複雑なプロ
セスである。アテローム性動脈硬化症性心血管疾患のすべての病期についての起点または
原因は、炎症に関係づけられており、アテローム形成についての病態生理の基礎の主要部
分であるとみなされている。アテローム性動脈硬化症は、動脈壁に影響を及ぼす変性炎症
プロセスである。適切な診断マーカーがないため、冠動脈疾患を有する患者の半数より多
くについての最初の臨床所見は、心筋梗塞または死亡のいずれかである。
【０００４】
　いわゆる「易損性アテローム性動脈硬化性プラーク」における線維性キャップの破裂は
、心筋梗塞および卒中の決定的な引き金である。それにより、破裂解放によって、または
血液凝固を促進して冠動脈血流を閉塞させる血栓形成促進物質の発現によって、易損性ア
テローム性動脈硬化性プラークは血栓形成性になる。アテローム血栓症は、いわゆる閉塞
性「冠血栓」を形成するようなアテローム性動脈硬化性プラークに由来する血液凝固を記
述する用語である。プラーク不安定性の促進に関与する重要イベントの一つは、線維性キ
ャップの分解であり、この分解は、下にある血栓形成性プラークのコアを血流に露出させ
、その結果、血栓症およびその後の血管閉塞を引き起こす１－３。易損性プラークの破裂
は、コラーゲン（線維性キャップにおける主要負荷分子）を切断するプロテアーゼによっ
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て助長される４－７。
【０００５】
　冠血栓形成は、無数のプロテアーゼによって編成され、これらのプロテアーゼの酵素活
性が血液凝固により血栓症を促進する。それぞれの細胞集団で発現される特異的タンパク
質を理解することにより、心筋梗塞に対する新規バイオマーカーおよび治療標的の同定が
可能になるだろう。さらに、心筋梗塞は、多くの場合、再発するので、個人の血栓につい
ての完全なタンパク質／細胞の記述は、再発イベントに対する個人別予防的処置の動機に
なるだろう。残念なことに、冠血栓の特異的細胞集団によって発現されるタンパク質は、
依然として不明である。
【０００６】
　それ故、線維性キャップを分解する活性化プロテアーゼは、潜在的診断および治療標的
として注目を集めている。候補標的としては、マトリックスメタロプロテイナーゼ（ＭＭ
Ｐ）－２および９ならびにシステインプロテアーゼカテプシンＫが挙げられ、これらのそ
れぞれが、安定した病変においても不安定な病変においても上昇される８－１１。ＭＭＰ
－２およびカテプシンＫ染色は、プラーク全体にわたるびまん性局在を明示し、これに対
してＭＭＰ－９は、線維性キャップの下にマクロファージと共局在する１２－１４。
【０００７】
　ＭＭＰおよびシステインプロテアーゼは、アテローム性動脈硬化性プラークのマーカー
としての可能性を見せたが、すべての病変におけるそれらのびまん性発現は、それらが臨
床的に意義のある不安定なプラークを標的にする可能性の慎重な評定を是認する。理想的
標的は、破裂しやすい線維性キャップ（おそらく、静脈内注射された標的化剤がより容易
に出入りできる部位）に特異的であるだろう。
【０００８】
　したがって、被験者における炎症性および／または心血管疾患を診断および処置するた
めの、新規治療用および診断用マーカーならびに非侵襲的方法が、必要とされている。本
請求項に特徴が規定され、以下でさらに説明される実施形態を提供することにより、上述
の技術的問題が解決される。
【発明の概要】
【０００９】
　本発明の目的は、炎症性および／または心血管の疾患および病態の存在、発症または進
行を判定するための、ならびに炎症性および／または心血管疾患、例えば関節リウマチ、
急性冠症候群およびアテローム血栓症、の診断または処置の新規標的を同定するための方
法である。
【００１０】
　本発明は、線維芽細胞活性化タンパク質（ＦＡＰ）が、ヒト大動脈平滑筋細胞（ＨＡＳ
ＭＣ）におけるマクロファージ由来腫瘍壊死アルファ（ＴＮＦ－α）によって誘導され、
易損性ヒトプラークと関連づけられ、そして破裂しやすい線維性キャップにおけるコラー
ゲン破壊の一因となるという新規の驚くべき知見に基づく。本発明は、線維芽細胞活性化
タンパク質（ＦＡＰ）が、そのコラゲナーゼ活性により、関節炎および腫瘍形成に関与す
るという証拠も提供する。さらに、本発明は、ＦＡＰの発現または活性を抗ＦＡＰ抗体な
どの遮断薬により中和できることを実証する。
【００１１】
　詳細には、本発明は、ＦＡＰタンパク質が、炎症性疾患および／または心血管疾患に罹
患している患者の試料において発現される、または健常対照試料におけるＦＡＰ発現と比
較して増加発現されるという驚くべき知見を利用する。言い換えると、患者における炎症
性疾患および／または心血管疾患または病態の存在を判定する方法を提供し、この方法は
、ＦＡＰ発現について前記患者から採取した試料をアッセイすることを含み、前記ＦＡＰ
の発現、または対照試料と比較したＦＡＰの発現増加が、前記患者における疾患または病
態の指標となる。好ましくは、前記試料は、体液、最も好ましくは血液である。
【００１２】
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　より具体的には、本発明は、試料、好ましくは、血液、血栓もしくはプラークの試料ま
たは血液、血栓もしくはプラーク由来の試料を、免疫ベースのおよび核酸ベースのアッセ
イを利用して、例えば、抗体および／またはＲＴ－ＰＣＲを使用して診断する、易損性ア
テローム性動脈硬化性プラークまたはアテローム血栓症の存在を判定するための方法に関
する。
【００１３】
　本発明は、ＦＡＰ発現について判定された哺乳動物における炎症性および／または心血
管の疾患を診断および／または処置するための組成物にも関する。詳細には、本発明は、
疾患または病態の診断または処置に使用するための、（ｉ）ＦＡＰの存在もしくは活性を
検出でき、および／または（ｉｉ）ＦＡＰの活性もしくはその発現を阻害できる、化合物
を含む組成物に関する。本発明の組成物は、（ｉ）医薬的に許容される担体を含む医薬組
成物であってもよく、或いは（ｉｉ）場合によって前記化合物のおよび／もしくはＦＡＰ
の検出に適する手段を含む診断用組成物であってもよい。
【００１４】
　より具体的には、前記組成物は、ＦＡＰタンパク質の酵素活性を阻害、低減または低下
させることができ、特に、凝固、すなわち血液凝固、を阻害することができる。さらに、
本発明による組成物の化合物は、ＦＡＰタンパク質もしくはそのフラグメントとの会合又
は、ＦＡＰもしくはそのフラグメントをコードする核酸分子との会合により、ＦＡＰと会
合し得る。したがって、前記化合物は、例えば、小分子、抗体またはアンタゴニストであ
り、好ましくは、ペプチドまたはペプチド類似体であることもあり、またはないこともあ
る。さらなる態様において、本発明は、本発明による組成物によって処置される患者を特
定および診断するために上記方法を利用する。
【００１５】
　さらなる態様において、本発明は、凝固障害、特に血友病の予防または処置に使用する
ためのＦＡＰを含む組成物に関する。本発明は、凝固、特にｅｘ　ｖｉｖｏでの血液凝固
を増進するための試薬としてのＦＡＰの使用も提供する。
【図面の簡単な説明】
【００１６】
【図１】ＦＡＰ発現は、ヒトアテローム性動脈硬化症性大動脈プラークにおいて増進され
る。Ａ、ＭｏｖａｔおよびＦＡＰ染色は、プラークのない大動脈および線維性アテローム
の代表断面を示す（Ｌ＝内腔、Ｍ＝中膜、Ｐ＝アテローム性動脈硬化性プラーク、バー＝
４００μｍ）。点線の枠は、高倍率の隣接セクションにおける対象となる領域を示す（バ
ー＝５０μｍ）。Ｂ、プラークのない大動脈、タイプＩＩ－ＩＩＩプラークおよびタイプ
Ｖプラークの代表組織切片における免疫蛍光染色は、ＦＡＰ発現を赤色で示す（青色がＤ
ＡＰＩ、バー＝５０μｍ）。Ｃ、このグラフは、プラークのない大動脈（ｎ＝８）と比較
してタイプＩＩ－ＩＩＩ大動脈プラーク（ｎ＝９）およびタイプＩＶ－Ｖプラーク（ｎ＝
１２）におけるＦＡＰ発現の有意な増加を明示している。
【図２】ヒト大動脈プラークにおけるＦＡＰ発現は、平滑筋細胞と共局在するが、マクロ
ファージまたは内皮細胞とはしない。Ａ、代表切片におけるＦＡＰ（赤色）およびＤＡＰ
Ｉ（青色）の共焦点画像とαＳＭＡ、ＣＤ６８およびｖＷＦ（緑色）の細胞特異的染色の
オーバーレイは、平滑筋細胞細胞とＦＡＰの共局在（矢印）を示す（バー＝２０μｍ）。
Ｂ、このグラフは、タイプＶアテローム性動脈硬化性プラーク（ｎ＝１０）におけるＦＡ
Ｐと内皮細胞（ｖＷＦ）およびマクロファージ（ＣＤ６８）と比較して平滑筋細胞（αＳ
ＭＡ）との共局在増加を定量するものである。
【図３】ＦＡＰは、培養ヒト大動脈平滑筋細胞（ＨＡＳＭＣ）および内皮細胞（ＨＡＥＣ
）において構成的に発現されるが、末梢血由来単球（ＰＢＭ）、マクロファージ（ＭΦ）
および泡沫細胞では構成的に発現されない。ＦＡＣＳ分析およびオイルレッドＯ染色は、
細胞集団（上のパネル）およびそれらのそれぞれのＦＡＰ発現（下のパネル）の特徴を明
らかにする。
【図４】ＦＡＰ発現は、「安定した」厚いキャップのヒト冠動脈線維性アテロームに対し
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て「不安定な」薄いキャップのヒト冠動脈線維性アテロームでのほうが増進される。Ａ、
Ｍａｓｓｏｎ染色は、高コラーゲンの「安定した」厚い（６５８μｍ）線維性キャップを
「不安定な」薄い（４５μｍ）線維性キャップに対して示す（Ｌ＝内腔、ＦＣ＝線維性キ
ャップ、ＮＣ＝壊死性コア、バー＝１ｍｍ）。ＦＡＰ免疫組織化学および免疫蛍光（強度
スケール、バー＝５０μｍ）は、代表の薄いキャップでのＦＡＰ発現を厚いキャップでの
ＦＡＰ発現に対して示す。点線の枠は、高倍率の隣接セクションにおける対象となる領域
を示す。Ｂ、このグラフは、厚い線維性キャップに対して薄い線維性キャップ（それぞれ
、ｎ＝１２）でのＦＡＰ発現の有意な増加を明示している。
【図５】ＦＡＰ発現は、ヒト大動脈プラークのマクロファージ負荷量と相関する。Ａ、代
表大動脈脂肪線条の共焦点免疫蛍光顕微鏡写真は、マクロファージ（ＣＤ６８、緑色）に
隣接したＦＡＰ発現（赤色）を、低倍率（白色が位相差：バー＝１００μｍ）でおよび高
倍率（バー＝２５μｍ）で明示する。Ｂ、プラークのない大動脈、タイプＩＩおよびタイ
プＶアテローム性動脈硬化性プラークにおけるＦＡＰまたはマクロファージ（ＣＤ６８）
免疫蛍光染色のグレースケール顕微鏡写真は、マクロファージ負荷量の増加に伴って増進
されるＦＡＰ発現を示す（バー＝５０μｍ）。Ｃ、大動脈プラークの連続隣接切片におけ
るＦＡＰ発現とマクロファージ（ＣＤ６８）発現の比較は、有意な正の相関関係の証拠と
なる（Ｒ２＝０．７６３、ｎ＝１２、ｐ＜０．０５）：ＡＵは任意単位を示す。
【図６】マクロファージ由来ＴＮＦαは、ＨＡＳＭＣにおいてＦＡＰ発現を誘導する。Ａ
、マクロファージ調整上清は、４８時間曝露後、ＨＡＳＭＣにおいて濃度依存的にＦＡＰ
を誘導する（ｎ＝６）。Ｂ、同じマクロファージ調整培地を使用して、ＴＮＦα遮断抗体
（Ａｂ６６７１）は、ＨＡＳＭＣにおけるＦＡＰ発現をアイソタイプ対照抗体（ｎ＝６）
と比較して４０％減少させる。Ｃ、組換えヒトＴＮＦαは、４８時間インキュベーション
後、ＨＡＳＭＣにおいて用量依存的にＦＡＰを誘導する（ｎ＝６）。Ｄ、組換えヒトＴＮ
Ｆαは、ＨＡＳＭＣにおいて時間依存的にＦＡＰを誘導する（３０ｎｇ／ｍＬ）。ＡＵは
、任意単位を示す（＊＝ｐ＜０．０５、＊＊＝ｐ＜０．０１、ＮＳ＝有意でない）。
【図７】ゼラチナーゼ活性は、ヒト大動脈線維性キャップにおいて、ＦＡＰ遮断抗体Ａ２
４６により阻害される。Ａ、ヒト大動脈線維性キャップの代表線維性キャップのＭｏｖａ
ｔ染色。対象となる領域（黒枠）を、ＦＡＰ（赤色）、Ｉ型コラーゲン（緑色）およびオ
ーバレイ（ＤＡＰＩ＝青色、バー＝１５０μｍ）について染色して、より高倍率で隣接セ
クションに示す。Ｂ、このグラフは、Ａ２４６（ｎ＝６／群）によるｒｈｕＦＡＰゼラチ
ナーゼ活性の用量依存的阻害を明示している。Ｃ、ｉｎ　ｓｉｔｕザイモグラフィーの共
焦点画像は、対照ＩｇＧ抗体またはＡ２４６で処置した大動脈プラークの線維性キャップ
におけるＦＡＰ（赤色）および切断Ｉ型コラーゲン（緑色）を示す（バー＝１０μｍ）。
Ｄ、このグラフは、ＦＡＰ発現と共局在している切断コラーゲンの有意な低減を明示して
いる（ｎ＝１０／群）。
【図８】ヒト末梢血中の可溶性ＦＡＰを定量するためのサンドイッチＥＬＩＳＡを確立し
た。この標準曲線は、ＦＡＰタンパク質濃度と蛍光シグナルの間の比例関係を明示してい
る。
【図９】ＦＡＰは、ヒト血液凝固速度を加速する。漸増濃度の組換えヒトＦＡＰで処置し
たＮＡＴＥＭアッセイからの代表ＲＯＴＥＭリードアウトを示す。漸増インキュベーショ
ン時間で処置した。健常ボランティアからの末梢血をクエン酸塩のチューブ（Citrate tu
be）に採取し、示されている投薬量および時間について、組換えヒトＦＡＰで調整する。
【図１０】ＦＡＰは、凝固時間および血餅形成時間を加速し、アルファ角および最大血餅
硬度を増す。２０ｎｇ／ｍＬ未満の血漿ＦＡＰレベルを有する６名の健常ボランティアか
ら血液を採取し、示されている用量およびインキュベーション時間で組換えヒトＦＡＰで
調整した。未調整対照と比較して平均値および標準偏差を示す（＊、ｐ＜０．０５、＊＊
、ｐ＜０．０１、スチューデントｔ検定）。最大血餅硬度の変化は有意でない。
【図１１】ＮＡＴＥＭにより、ＦＡＰは、凝固時間および血餅形成時間を加速し、アルフ
ァ角と最大血餅硬度の両方を増す。５時間のインキュベーションで１．７５ｕｇ／ｍＬの
ＦＡＰで調整したとき、ビークル処置対照と比較して、絶対凝固時間および血餅形成時間
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は、５／６発端者において減少し、アルファ角は、５／６患者において増加し、および最
大血餅厚は、４／６発端者において増加した。
【図１２】ＦＡＰ発現は、ＡｐｏＥ－／－マウスの大動脈アテローム性動脈硬化性プラー
クにおいて増進される。Ａ、野生型およびアテローム性動脈硬化症ＡｐｏＥ－／－マウス
からの大動脈根横断切片のＨ＆Ｅ染色（バー＝３００μｍ）を、対象となる領域（黒枠）
について、より高倍率（はめ込み）で示す（バー＝５０μｍ）。隣接した免疫蛍光染色は
、野生型対照と比較してプラークを有する大動脈根でのほうが増進されたＦＡＰ発現（赤
色）および増大されたマクロファージ負荷量（ＣＤ６８、緑色）を明示する（青色がＤＡ
ＰＩ）。Ｂ、定量的画像解析は、野生型（ｎ＝４）対照と比較してプラーク（ｎ＝５）に
おけるほうが増加されたＦＡＰシグナル強度を明示する（＊ｐ＜０．００２、マン・ホイ
ットニーＵ検定）。ＡＵは、任意単位を示す。
【図１３】ＦＡＰは、薄いキャップのヒト冠動脈線維性アテロームの内皮において発現さ
れる。Ｈ＆Ｅ染色は、内胸動脈および薄いキャップの冠動脈線維性アテロームを示す（Ｌ
＝内腔、ＦＣ＝線維性キャップ、ＮＣ＝壊死性コア、バー＝１ｍｍ）。ＦＡＰおよびＣＤ
３１免疫組織化学（バー＝５０μｍ）は、内皮におけるＦＡＰ発現（矢印）を示す。点線
の枠は、高倍率の隣接セクションにおける対象となる領域を示し、アイソタイプ対照抗体
での染色を示す。
【図１４】ＦＡＰ発現は、末梢血と比較してヒト冠血栓でのほうが増進される。ＦＡＰは
、ＳＴＥＭＩ患者において、末梢血に対してヒト冠血栓中でのほうが増進される。代表免
疫組織染色は、末梢血に対して冠血栓中でのほうが増進されるＦＡＰを示す。
【図１５】ＦＡＰは、末梢血と比較してヒト冠血栓顆粒球中でのほうが増される。単球（
Ａ）、Ｔ－リンパ球（Ｂ）および顆粒球（Ｃ）のフローサイトメトリーによる代表ゲーテ
ィングを示す。冠血栓（ＴＨ）細胞集団に対する末梢血（ＰＢ）細胞集団の分析は、単球
（Ｄ）およびＴ－リンパ球（Ｅ）における低いＦＡＰ発現レベル、ならびに顆粒球におけ
るＦＡＰ発現の有意な増加を明示する（Ｆ、ｎ＝１１、対応のあるスチューデントｔ検定
）。
【図１６】顆粒球ＦＡＰ発現は、急性血栓症では増進されるが、慢性血栓症では増進され
ない。顆粒球ＦＡＰ発現は、末梢動脈閉塞性疾患（ＰＡＯＤ）を有する患者（ｎ＝４）と
比較して心筋梗塞（ＭＩ）を有する患者（ｎ＝１１）からの末梢血（白色バー）および閉
塞性血栓（灰色バー）でのほうが増進される（平均、＋／－標準偏差、スチューデントｔ
検定）。血漿ＦＡＰレベルは、急性冠症候群を有する患者において上昇される。ＦＡＰレ
ベルは、ＣＡＤを有さない患者と比較して安定したＣＡＤを有する患者でのほうが有意に
上昇した。ＦＡＰレベルは、ＣＡＤを有さないまたは安定したＣＡＤを有する患者と比較
して不安定狭心症を有する患者およびＳＴＥＭＩを有する患者でのほうがさらに上昇され
た（値は、平均＋／－標準偏差を表す、マン・ホイットニーＵ検定）。
【図１７】血漿ＦＡＰレベルは、急性冠症候群を有する患者において上昇する。ＦＡＰレ
ベルは、ＣＡＤを有さない患者と比較して安定したＣＡＤを有する患者でのほうが有意に
上昇した。ＦＡＰレベルは、ＣＡＤを有さないまたは安定したＣＡＤを有する患者と比較
して不安定狭心症を有する患者およびＳＴＥＭＩを有する患者でのほうがさらに上昇した
（値は、平均＋／－標準偏差を表す、アンペアードスチューデントｔ検定）。
【００１７】
　定義および一般技術
　別の言明がない限り、２０００年に改訂され、２００３年に再販された、Ｏｘｆｏｒｄ
　ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ　ｏｆ　ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ、１９９７年、
ＩＳＢＮ　０　１９　８５０６７３　２に提供されている定義を、本明細書において用い
る用語に与える。
【００１８】
　本発明の実施に有用な一般技術のさらなる詳細について、実施者は、細胞生物学および
組織培養に関する標準的教科書および総説を参照することができる。実施例において引用
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する参考文献も参照のこと。分子および細胞生化学に関する一般的方法は、Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、第３版（Ｓａｍｂ
ｒｏｏｋら、Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ　２００１年）、Ｓｈｏ
ｒｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、第４版（Ａｕ
ｓｕｂｅｌら編集、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ　１９９９年）、Ｐｒｏｔｅｉ
ｎ　Ｍｅｔｈｏｄｓ（Ｂｏｌｌａｇら、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ　１９９６
年）、Ｎｏｎ－ｖｉｒａｌ　Ｖｅｃｔｏｒｓ　ｆｏｒ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ（Ｗａ
ｇｎｅｒら編集、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ　１９９９年）、Ｖｉｒａｌ　Ｖｅｃｔ
ｏｒｓ（Ｋａｐｌｉｔｔ　＆　Ｌｏｅｗｙ編集、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ　１９９
５年）、Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍａｎｕａｌ（Ｌｅｆｋｏｖｉｔｓ編
集、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ　１９９７年）、およびＣｅｌｌ　ａｎｄ　Ｔｉｓｓ
ｕｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ：Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（Ｄｏｙｌｅ　＆　Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆
　Ｓｏｎｓ　１９９８年）のような標準的教科書において見出すことができる。本開示に
おいて言及する遺伝子操作のための試薬、クローニングベクターおよびキットは、供給業
者、例えばＢｉｏＲａｄ、Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｓｉｇｍａ－
Ａｌｄｒｉｃｈ、およびＣｌｏｎＴｅｃｈ、から入手できる。
【００１９】
　「薬剤」、「試薬」または「化合物」は、本明細書において用いる用語であり、一般に
、細胞、組織、体液に対してまたは任意の生体系もしくは試験する任意のアッセイ系に関
連して正または負の生物学的効果を及ぼす任意の物質、化学組成物または抽出物を指す。
それらは、標的のアンタゴニスト、アゴニスト、部分アゴニストまたは逆アゴニストであ
る場合がある。そのような薬剤、試薬または化合物は、核酸、天然もしくは合成ペプチド
もしくはタンパク質複合体、または融合タンパク質であるだろう。それらは、抗体、有機
または無機分子または組成物、小分子、薬物ならびに前述の薬剤のうちのいずれのものの
いずれの組み合わせであってもよい。それらは、試験のために使用されることもあり、診
断のために使用されることもあり、または治療のために使用されることもある。
【００２０】
　別の言明がない限り、用語「組成物」は、本明細書では、治療薬（または潜在的治療薬
）、食品添加物および機能性食品と、交換可能に用いており、また、これらを含むが、こ
れらに限定されるものではない。それらは、動物用治療薬または潜在的動物用治療薬であ
る場合もある。
【００２１】
　「処置」、「処置すること」およびこれらに類する用語は、本明細書では、一般に、所
望の薬理および／または生理効果を得ることを意味するように用いている。前記効果は、
疾患もしくはその症状を完全にもしくは部分的に防止する点から予防的であることもあり
、ならびに／または疾患および／もしくはその疾患に起因する有害効果を部分的にもしく
は完全に治癒する点から治療的であることもある。
【００２２】
　「阻害剤」は、化学または生理的反応または応答を遅延するまたは妨げる任意の物質で
ある。
【００２３】
　用語「誘導する」、「阻害する」、「増加させる」、「減少させる」、「低下させる」
またはこれらに類する用語、例えば、二状態間の量的差異を示す該用語は、該二状態間の
少なくとも統計的有意差を指す。例えば「ＦＡＰの活性または発現を阻害できる化合物」
は、処置済み試料におけるＦＡＰの活性または発現レベルが、未処置の細胞におけるＦＡ
Ｐ活性または発現レベルと統計的に有意に異なるであろうことを意味する。本明細書にお
いて用いる場合、ＦＡＰの「発現または活性を阻害すること」は、発現または活性、例え
ば酵素活性、の低減または遮断を指すが、必ずしもＦＡＰ発現または活性の完全除去を示
すわけではない。そのような用語は、本明細書では、例えば発現レベルおよび活性レベル
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に適用される。
【００２４】
　「標準発現」は、比較のための定量的または定性的測定値である。これは、統計的に適
切な数の正常試料に基づくものであり、診断アッセイを実施する際、臨床試験を実行する
際、または患者処置プロファイルを決定する際に比較の基礎として用いるために作成され
る。
【００２５】
　「被験者」は、本明細書において用いる場合、ヒト、家庭用の種（例えば、ネコ、イヌ
など）、農耕用の種（例えば、ウシ、ウマ、ヒツジなど）または試験用の種（例えば、マ
ウス、ラット、ウサギなど）を含むように定義されるだろう。
【００２６】
　用語「試料」は、本明細書において用いる場合、ｅｘ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏ評価を目的として得られる生体試料を指す。患者試料および対照試料は、後に廃棄され
ることもあり、またはさらに使用するまで適切な条件下で保管されることもある。それに
より、保管試料をさらなる分析または比較手段のために使用することができる。患者試料
は、本発明のｉｎ　ｖｉｔｒｏ診断方法のためだけに使用され、患者試料の材料は、患者
の体内に戻されない。
【００２７】
　本明細書において、用語「体液」は、例えば、血液、唾液、尿、腹水、胸膜液、脊髄液
、リンパ液、血清、粘液、唾液、精液、眼内液、鼻、咽頭または生殖器スワブの抽出物を
指し、細胞またはタンパク質ならびにそれらのそれぞれのフラグメント、触媒生成物およ
び前駆体は、この流体に溶解して体内を循環する。一つの実施形態において、循環しない
流体および細胞、すなわち、どちらかと言えば動かずに体内に位置するもの、例えば筋線
維芽細胞様滑膜細胞は、好ましくは、本発明の方法から除外される。
【００２８】
　「炎症性疾患」は、炎症プロセスから生ずる。炎症は、任意のタイプの身体損傷に反応
して起こる自然免疫反応の一部である。炎症は、急性であろうと慢性であろうと、非常に
特異的な特徴を有し、自然免疫系は、最初の反応を媒介するので、中心的役割を果たす。
自然免疫系細胞、特に好中球およびマクロファージ、の浸潤は、急性炎症を特徴づけるが
、Ｔリンパ球および形質細胞の浸潤は、慢性炎症の特徴である。単球／マクロファージは
、両方とも、線維化に起因する組織機能の喪失によって代表される慢性炎症の最終帰結へ
の寄与に中心的役割を果たす。一部の障害では、正常な状態のもとでは自己制御性である
炎症プロセスが継続的になり、その後、慢性炎症性疾患が発症するだろう。炎症性疾患は
、本明細書では、好ましくは、慢性炎症性疾患、例えば、炎症性腸疾患、冠動脈疾患、関
節リウマチ、強直性脊椎炎および変形性関節症をはじめとする、関節炎の形態、腱炎また
は腱鞘炎、炎症性ミオパチー、炎症性ニューロパチー、多発性硬化症、癲癇、炎症部位浮
腫、卒中および脊髄損傷をはじめとする急性中枢神経系外傷の結果として生ずるイベント
後虚血および再灌流症状、腎虚血および再灌流のイベント後の帰結、尋常性座瘡、喘息、
慢性前立腺炎、糸球体腎炎、骨盤内炎症性疾患、移植拒絶反応、脈管炎、ならびに心筋梗
塞後の再灌流のイベント後の帰結と解される。これに関連して、用語「炎症性疾患」は、
上で言及したものなどの炎症性病態を随伴する病態、例えばアテローム性動脈硬化症およ
びアテローム性動脈硬化性プラーク、ならびに別様に心血管疾患とみなすことができる病
態も含む。したがって、本発明によると、本明細書では、炎症性疾患を、心血管疾患およ
び関節リウマチをはじめとする慢性炎症性疾患に関係づけて用いている。さらなる解釈に
ついては、Ｓｔｉｔｚｉｎｇｅｒ「Ｌｉｐｉｄｓ，ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ　ａｎｄ　
ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ」（ｐｄｆ）．Ｔｈｅ　ｄｉｇｉｔａｌ　ｒｅｐｏｓｉ
ｔｏｒｙ　ｏｆ　Ｌｅｉｄｅｎ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ．ｈｔｔｐｓ：／／ｏｐｅｎａｃ
ｃｅｓｓ．ｌｅｉｄｅｎｕｎｉｖ．ｎｌ／ｄｓｐａｃｅ／ｂｉｔｓｔｒｅａｍ／１８８７
年／９７２９／１１／０１．ｐｄｆ．（２００７年）を参照のこと。
【００２９】
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　用語「心血管疾患」または「障害」は、心臓障害はもちろん、例えば血管中の脂質の異
常に高い濃度によって引き起こされる、循環系の血管の障害も含む。
【００３０】
　本明細書において用いる場合、用語「アテローム性動脈硬化症」は、その臨床的意味を
有することを意図したものである。この用語は、動脈壁内での病変（例えば、プラークま
たは線条）形成の結果として起こる心血管の病態を指す。プラークまたは線条の形成は、
結果として、動脈の内膜のサイズを低減させる。これらのプラークは、変性低密度リポタ
ンパク質が詰まっている泡沫細胞、酸化ＬＤＬ、崩壊性平滑筋細胞、線維性組織、血小板
、コレステロールおよび時としてカルシウムから成る。プラークは、血液の流れが妨げら
れた領域で形成する傾向があり、殆どの場合、血流中のコレステロール濃度が高い人々に
認められる。プラークの数および重症度は、加齢に伴って増加し、それによって、血栓（
血餅）形成が促進される。
【００３１】
　本明細書において用いる場合、「アテローム性動脈硬化性プラーク」は、蓄積された細
胞内および細胞外脂質、平滑筋細胞、結合組織、およびグリコサミノグリカンから成る。
アテローム性動脈硬化症の最初期検出可能病変は、脂質が沈着した泡沫細胞を含む、脂肪
線条病変であり、該泡沫細胞は、単球として循環から内膜の内皮下層に移動したマクロフ
ァージであり、該内皮下層は、その後、結合（ｃｏｇｎｉｔｉｖｅ）組織によって包囲さ
れた内膜平滑筋細胞と細胞内および細胞外脂質とから成る線維性プラークに含まれる。プ
ラークが発生すると、カルシウムが沈着される。急性冠動脈イベントは、アテローム性動
脈硬化性プラークが破壊して、血液が該プラークの血栓形成促進性コアと接触したときに
顕在化する。
【００３２】
　「易損性アテローム性動脈硬化性プラーク」は、血栓プロセスを被りやすいアテローム
性動脈硬化性プラークである。破壊しやすい易損性プラークの特徴は、薄い線維性キャッ
プによって覆われた脂質コア、および炎症性細胞である。薄い、多くの場合５０μｍより
薄い厚さの、線維性キャップを有するプラークは、それらの安定性を失い、円周方向、半
径方向および／または剪断方向の血行力学的応力に耐えることができなくなり、その後、
破裂して血管腔に血栓形成促進物質が漏出することとなる。脂質の量および脂質プールの
組成も、プラーク不安定性を促進する。炎症は、プラーク易損性に影響を及ぼす第三の要
因である。マクロファージは、血管壁に浸潤し、細胞外マトリックスを分解できるプロテ
アーゼを放出する。したがって、アテローム性動脈硬化性プラーク破裂の根底には線維性
キャップの薄化がある。
【発明を実施するための形態】
【００３３】
　本発明は、概して、炎症性および／または心血管の疾患または病態、例えば易損性アテ
ローム性動脈硬化性プラークおよび／またはアテローム血栓症、の調査、予防および処置
のための手段および方法および組成物に関し、これらの手段および方法および組成物では
、線維芽細胞活性化タンパク質（ＦＡＰ）発現または活性を判定し、それが患者における
前記疾患または病態の指標となる。実施例において実証するように、驚くべきことに、本
発明に従って、ＦＡＰ酵素の発現および／または増加した発現もしくは活性、例えば体液
試料中のＦＡＰタンパク質および／または該タンパク質のフラグメントもしくは触媒生成
物の酵素活性、の判定により、炎症性および／または心血管の疾患の判定が可能であるこ
とを発見した。加えて、健常ボランティアから得たものなどの対照と比較して、試料中の
ＦＡＰタンパク質またはそのフラグメントの発現増加および／または活性増加は、前記疾
患のリスクまたは進行の指標となることを発見した。
【００３４】
　線維芽細胞活性化タンパク質（ＦＡＰ）は、上皮性腫瘍間質、関節炎、および創傷治癒
の際に活性化された線維芽細胞によって発現されるが、健常組織では依然として殆ど検出
できない、膜結合型構成的活性セリンプロテアーゼである１５－１７。ＦＡＰは、ジペプ
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チジルペプチダーゼＩＶ活性、プロリルエンドペプチダーゼ活性、およびＩ型コラーゲン
特異的活性を呈示する酵素である１７－１９。ヒトＦＡＰのヌクレオチドおよびアミノ酸
配列は、当該技術分野において公知であり、公的データベース、例えば、ＰｕｂＭｅｄ　
Ｃｅｎｔｒａｌによって入手できる。例えば、対応する参考文献も列挙しているＮＩＨ遺
伝子配列データベースＧｅｎｅｂａｎｋをはじめとする、米国国立バイオテクノロジー情
報センター（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｒｅ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　
Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ：ＮＣＢＩ）が提供しているインターネットページ経由で得るこ
とができる。例えば、線維芽細胞活性化タンパク質（ＦＡＰ）のヒトヌクレオチドおよび
アミノ酸配列は、アクセッション番号ＮＭ＿００４４６０およびＡＡＢ＿４９６６５２．
１で入手できる。下に記載する実験データに従って、本発明の一つの目的は、ヒトアテロ
ーム性動脈硬化症の際のＦＡＰ発現の特徴を明らかにし、プラーク不安定性とのその関連
性を検査して、ＦＡＰ関連炎症性疾患および／または心血管疾患に罹患している被験者を
診断および処置するための方法および組成物を提供することである。
【００３５】
　易損性アテローム性動脈硬化性プラークにおけるコラーゲン分解は、該プラークをより
破壊しやすくさせる。線維芽細胞活性化タンパク質（ＦＡＰ）は、そのコラゲナーゼ活性
により、腫瘍形成に関与する。しかし、易損性ヒトプラークにおけるＦＡＰの意義は、今
までのところ依然として不明である。
【００３６】
　したがって、本発明の一つの目的は、ヒトアテローム性動脈硬化症の際のＦＡＰ発現の
特徴を明らかにし、プラーク不安定性とのその関連性を調べ、前記疾患に罹患している被
験者を診断および処置できる方法を提供することである。さらに、本発明のもう一つの目
的は、ＦＡＰの誘導機序、その下流効果、ならびにＦＡＰ発現および活性に対する抗体の
中和能力を判定することである。
【００３７】
　特に、ＦＡＰが、急性冠症候群（ＡＣＳ）を有する患者の破裂しやすい冠動脈プラーク
および内皮細胞において発現されることを、驚くべきことに、証明することができた。本
発明は、ＦＡＰ介在コラーゲン分解が炎症性シグナル伝達によって誘導され、それをＦＡ
Ｐタンパク質の阻害剤またはアンタゴニストによって中和できるという観察に基づく。本
発明は、ＦＡＰが、ＨＡＳＭＣにおけるマクロファージ由来ＴＮＦαによって誘導され、
易損性ヒトプラークと関連し、破裂しやすい線維性キャップのコラーゲン破壊の一因とな
る、という驚くべき知見も提供する。
【００３８】
　本発明によって、初めて、炎症性および／または心血管の疾患の特徴を、それぞれ、よ
り早期に、すなわち該疾患がまだ臨床的に無症状である間に、明らかにするための方法を
提供することができる。したがって、本発明は、アテローム性動脈硬化症関連疾患に罹患
している被験者におけるアテローム性動脈硬化性プラークの進行および易損性のグレード
を診断するためのバイオマーカーとしてＦＡＰを提供する。
【００３９】
　さらに、本発明は、心筋梗塞、卒中のリスクを有する、または心筋梗塞、卒中に罹患し
ている、または心血管の病態を経験した患者の処置のための薬剤を提供する。
【００４０】
　より具体的には、本発明は、患者における炎症性疾患および／または心血管疾患或いは
病態の存在を判定する方法に関し、この方法は、（ｉ）患者から採取した第一の試料を線
維芽細胞活性化タンパク質（ＦＡＰ）の発現についてアッセイすること（この場合、該Ｆ
ＡＰの発現、もしくは典型的には健常被験者から採取した第二の、すなわち対照試料と比
較した該ＦＡＰの発現増加が、前記患者における前記疾患もしくは前記病態についての指
標となる）、および／または（ｉｉ）前記患者から採取した血栓もしくはプラークの第一
の試料をＦＡＰの発現についてアッセイすること（この場合、前記患者から採取した体液
の第二の試料におけるその発現と比較したＦＡＰの発現増加が、前記疾患もしくは前記病
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態の指標となる）を含む。好ましい実施形態において、前記体液試料は、血液から得られ
る。
【００４１】
　ＦＡＰが急性心不全を有する患者の血漿において増されることを実証することにより、
本発明の方法の汎用性をさらに証明することができた。例えば、急性心不全および有意な
プラーク（冠動脈造影図により冠動脈の＞３０％の閉塞）を経験している患者から採取し
た末梢血血漿におけるＦＡＰ発現は、有意なアテローム性動脈硬化症のリスク因子または
徴候を有さない健常患者からの試料と比較して有意に増加される。本発明の範囲内で行わ
れる実験に従って、ＦＡＰ血漿レベルが、急性冠症候群（ＡＣＳ）を有する患者において
上昇されることを明らかにすることができた。詳細には、ＦＡＰレベルは、安定した冠動
脈疾患（ＣＡＤ）を有する患者において上昇される。さらに、不安定狭心症を有する患者
およびＳＴ上昇型心筋疾患（ＳＴＥＭＩ）を有する患者において、ＣＡＤを呈示していな
いＣＡＤ患者と比較して上昇されたＦＡＰレベルを検出することができた。実施例１３お
よび図１７参照。さらに、実施例１１および対応する図１５において詳細に概説するよう
に、フローサイトメトリー分析は、血栓顆粒球ではＦＡＰ発現増進を認めるが、心筋梗塞
に罹患している患者から吸引した冠動脈からの血栓の他の分析細胞集団ではＦＡＰ発現増
進を認めないことが、驚くべきことに、本発明により判明した。本発明の方法の第一の選
択肢（ｉ）の一つの実施形態では、前記第一の試料を冠動脈から、および前記第二の試料
を末梢静脈または大動脈洞から採取することができる。この実施形態では、冠循環のＦＡ
Ｐレベル上昇それ自体が、本発明に従ってプラーク易損性の指標となり得る。
【００４２】
　加えて、本発明に従って実施される実験により、ＦＡＰが、心筋梗塞を有する患者から
得た閉塞している血栓において発現される（実施例１２および図１６参照）ことはもちろ
ん、実施例９および図１３にて説明するように、心筋梗塞後に死亡した患者から得た破裂
しやすいヒト冠動脈においても発現されることが明らかになった。
【００４３】
　本発明の方法の第二の選択肢（ｉｉ）の一つの実施形態では、前記第一の試料を、好ま
しくは、冠血栓、腸骨動脈、頸動脈および／もしくは冠動脈における血栓、冠ステント由
来血栓、冠血栓白血球、冠血栓血小板、冠動脈アテローム性動脈硬化性プラーク内皮、冠
動脈アテローム性動脈硬化性プラーク線維性キャップ、冠動脈アテローム性動脈硬化性プ
ラーク脂質および／もしくは壊死性コア、冠動脈プラーク外膜、または頸動脈プラークか
ら得る。白血球は、単球、顆粒球（好塩基球、好中球および好酸球を含む）、Ｂ細胞、Ｔ
細胞（ヘルパー、細胞傷害性、記憶、調節、ナチュラルキラー（ＮＫ）およびガンマデル
タＴ細胞サブセットを含む）を含む。
【００４４】
　本発明の第二の実施形態は、ＦＡＰ発現が、急性心筋梗塞を有する患者では末梢血と比
較して冠血栓におけるほうが増進されるという観察に基づく、図１４および実施例１０参
照。さらに、より詳細なフローサイトメトリー分析によって、ＦＡＰが、ヒト冠血栓にお
いて顆粒球（ＣＤ６６ｂ陽性）により発現されるが、単球（ＣＤ１４陽性）ではされない
ことが明らかになった。実施例１１および図１５参照。最後に、本発明の実験により、Ｓ
Ｔ上昇型心筋梗塞（ＳＴＥＭＩ）（冠動脈血栓）および末梢動脈閉塞性疾患（ＰＡＯＤ）
（大腿動脈血栓）に罹患している患者からの末梢血および閉塞している血栓の試料を分析
すると、慢性血栓ではなく急性血栓において、増進されたＦＡＰ発現が認められた。実施
例１２および図１６参照。
【００４５】
　以前に、国際公開第２００６／０１０５１７号パンフレットにおいて、ＦＡＰは、発現
プロフィールのみに基づいて、癌、呼吸器疾患、皮膚科的疾患、代謝性疾患、炎症、胃腸
系疾患、血液学的疾患、筋骨格疾患、神経疾患、泌尿器疾患、内分泌疾患およびまた心血
管疾患を含む、様々な疾患と関連づけられている。しかし、炎症性疾患および病態へのＦ
ＡＰ発現の信頼できる関連づけはなされていない。さらに、様々なヒト組織において測定
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された相対発現レベルのいずれかが、有意なものであるという証拠、ましてや疾患または
病態を予測する上で決め手となり、信頼できるという証拠を提供できる臨床データは、ま
ったく開示されていない。加えて、凝固およびアテローム血栓症におけるＦＡＰの役割は
説明されていない。しかし、所与の標的が、臨床評価の際にバイオマーカーとして役立つ
ことができる可能性を秘めていると推断するためには、その発現が特定の病態に明確に起
因しなければならない。でなければ、偽陽性または他の人為的結果を生ずるリスクが生ず
る。それ故、国際公開第２００６／０１０５１７号パンフレットの教示によるＦＡＰの発
現レベルの測定では、特定の病態の存在または発症リスクについて、たとえあるとしても
、決定的なことを導き出せない。
【００４６】
　逆に、本発明に従って実施した実験は、ＦＡＰが、アテローム性動脈硬化症およびアテ
ローム血栓症と関連づけられること、ならびにアテローム性動脈硬化症およびアテローム
血栓症において直接的且つ病理学的役割を有することを初めて明らかにした。臨床的に、
ＦＡＰは、プラーク破裂および心筋梗塞の明確な臨床イベントと関連づけられる。詳細に
は、ＦＡＰ発現がヒト大動脈アテロームにおいて、および破裂しやすい冠動脈の線維性キ
ャップにおいて増進されること、ならびに炎症性マクロファージ負荷量と相関することを
発見した。ＦＡＰがアテローム性動脈硬化性プラークのコラーゲンを分解することを初め
て証明することができた。さらに、ＦＡＰが血液凝固を加速し、その結果、より安定した
血餅形成を生じさせることを初めて証明する。したがって、ＦＡＰは、動脈の炎症に関連
した様々な疾患についてのマーカーであり得、治療標的でもあり得る。本発明によると、
炎症性疾患および／または心血管疾患は、アテローム性動脈硬化症、関節リウマチ、卒中
または急性冠症候群、例えば心筋梗塞心臓発作、慢性肝疾患、大脳静脈血栓症、深在静脈
血栓症及び肺塞栓症からなる群から選択される。本発明の方法で処置、予防または診断す
ることができる炎症性疾患、例えば心血管疾患、のさらなる例としては、血栓動脈瘤、心
不全、虚血性心疾患、狭心症、突然心臓死、高血圧性心疾患、非冠血管疾患、例えばアテ
ローム性動脈硬化症、小血管疾患、血管性認知症、腎症、高トリグリセリド血症、高コレ
ステロール血症、高脂血症、黄色腫症、喘息、高血圧、気腫および慢性肺疾患、または介
入手技（血管外傷に対する手技）に関連した心血管の病態、例えば、血管形成術、ステン
トテント留置、合成もしくは中性延長グラフト後の再狭窄、が挙げられるが、これらに限
定されない。好ましい実施形態において、前記病態は、易損性アテローム性動脈硬化性プ
ラークまたはアテローム血栓症である。
【００４７】
　本発明は、上述の疾患のマーカーとしてのヒト線維芽細胞活性化タンパク質（ＦＡＰ）
の使用を開示する。ＦＡＰの測定を、前記疾患の早期検出に利用することができ、または
前記疾患に罹患しており治療的処置を受けている患者の調査に利用することができる。し
たがって、ＦＡＰ発現は、被験者の治療法の成功の指標にもなり得る、すなわち、例えば
血栓およびプラークの、それぞれ、再発または寛解の指標にもなり得る。
【００４８】
　本発明の方法は、様々な方法でのＦＡＰ発現アッセイを含む。例えば、ＦＡＰタンパク
質、ＦＡＰの触媒生成物または基質、下流および上流シグナル伝達化合物、ならびにＦＡ
ＰのｍＲＮＡレベルおよび遺伝子発現を分析して、上述の疾患の一つに罹患しているまた
は罹患が疑われる患者におけるＦＡＰの存在の判定に十分なデータを得ることができる。
本発明の好ましい実施形態において、上述の方法は、前記試料をＦＡＰタンパク質または
ｍＲＮＡについてアッセイすることを含む。それにより、ＦＡＰタンパク質発現のアッセ
イは、疾患の存在を示し、およびさらなる候補バイオマーカーもアッセイするときには対
照としても役立ち得る。加えて、ＦＡＰの発現レベルを用いて、アテローム性動脈硬化性
プラークの進行および易損性のグレードを判定することができ、この場合、強い発現は、
高い易損性グレードと相関し、弱いＦＡＰ発現レベルは、炎症性疾患の発症の指標（すな
わち低い易損性グレード）となる。この情報を前記患者の処置または診断にさらに利用す
ることができる。
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【００４９】
　ＦＡＰ発現は、炎症性刺激によって誘発され、易損性ヒト冠動脈プラークにおいて増進
される。ＦＡＰのコラーゲン分解活性の抗体ベースの阻害は、易損性アテローム性動脈硬
化性プラークについての標的治療および分子イメージングの機会をもたらす。さらにもう
一つの態様において、本発明は、ＦＡＰ介在コラーゲン分解の治療的阻害を研究するため
のｉｎ　ｖｉｖｏ系を提供する。図１２に図示し、実施例６においてさらに説明するよう
に、ＦＡＰ発現は、ＡｐｏＥ－／－マウスの大動脈アテローム性動脈硬化性プラークにお
いて増進される。アポリポタンパク質Ｅノックアウトマウス（ＡｐｏＥ－／－）は、アテ
ローム形成を研究するための確立したモデルである。さらなる解釈については、Ｓｔｅｉ
ｎｂｅｒｇ　Ｎ　Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ　３２０（１９８９年）、９１５－９２４および
Ｚｈａｎｇ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５８（１９９２年）、４６８－４７１を参照のこと（該
参考文献の開示内容は、参照により本明細書に援用されている）。ＡｐｏＥ－／－マウス
は、減少した血清アポリポタンパク質Ｅを有し、低コレステロール食を用いたときでさえ
脂質異常およびアテローム性動脈硬化症を呈示する。本発明によると、ＡｐｏＥ－／－マ
ウスモデルは、ＦＡＰ介在コラーゲン分解の治療的阻害に用いることができ、また、マウ
ス抗ＦＡＰ遮断抗体を適用することにより、アテローム性動脈硬化症マウスにおけるプラ
ーク安定性に対するＦＡＰ阻害の効果の同定に寄与することができる。さらに、ＦＡＰは
、ＡｐｏＥ－／－マウスモデルのアテローム性動脈硬化性プラークにおいて発現されるの
で、このモデルを、陽性対照として用いるため、ＦＡＰ二重ノックアウトマウスモデル（
ＦＡＰ－／－）と交雑させて、ＦＡＰ阻害の最大効果を判定することができた。
【００５０】
　当業者には理解されるように、ＦＡＰを、炎症性疾患、例えば心血管疾患、の評価に有
用であるマーカーとして同定した。ＦＡＰの同定および評価を様々な免疫診断手順または
アッセイによって達成することができ、また、ＦＡＰの同定および評価を用いて、本発明
の成果に匹敵する結果に至ることができる。本発明の好ましい実施形態において、前記ア
ッセイは、イムノアッセイである。適するイムノアッセイを、例えば、免疫沈降法、粒子
イムノアッセイ、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、酵素（ＥＩＡ）イムノアッセイ、蛍
光イムノアッセイ（ＦＩＡ）または化学発光イムノアッセイのように、直接形式または間
接形式のいずれで利用してもよい。ＦＡＰの発現を、該ポリペプチドに特異的なポリクロ
ーナルもしくはモノクローナル抗体またはそれらのフラグメントを使用して、検出および
測定するための様々なプロトコルが、当該技術分野において公知である。好ましい実施形
態において、前記イムノアッセイは、前記試料とＦＡＰに特異的に結合するモノクローナ
ルまたはポリクローナル抗体とを接触させることを含む。
【００５１】
　ＦＡＰに対する抗体は、例えば、様々な販売元（Ａｂｃａｍ、ＡｂＤ　Ｓｅｒｏｔｅｃ
、Ａｂｎｏｖａ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎなど）から市販されている。好ましい実施形態
において、前記アッセイに使用される抗体は、モノクローナル抗体である。適するモノク
ローナル抗体は、マウス、ラット、モルモット、ウマ、ブタ、イヌ、ネコにおいて産生さ
れるか、または任意の他の動物起源であり得、好ましくは、上記方法による抗体は、マウ
ス抗ヒト抗体および／またはウサギ抗ヒト抗体である。ＦＡＰの検出に適する抗体および
方法は、国際公開第２００７／１１１６５７号パンフレットにおけるページ６ｆｆの実施
例ＩＩおよびページ９ｆｆの実施例ＩＶにも詳細に記載されており、該参考文献のそれぞ
れの開示内容は、参照により本明細書に援用されている。この国際出願には、関節リウマ
チに関連した静止期細胞におけるＦＡＰ発現が記載されている。本発明とは対照的に、前
記国際出願は、排他的に滑膜組織、すなわち滑膜細胞においてＦＡＰを検出する方法を用
いている。しかし、そのような静止期細胞は、好ましくは本発明の方法には含まれず、本
発明の方法では、好ましくは、血液などの循環体液試料の試料を使用し、これらの試料の
ほうが、被験者から簡便に得ることができ、容易にアッセイすることもできる。したがっ
て、本発明は、国際公開２００７／１１１６５７号パンフレットにおいて特許請求され、
開示されているような筋線維芽細胞様滑膜細胞をＦＡＰについてアッセイすることによる
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関節リウマチの診断方法を含まない。
【００５２】
　ＦＡＰのエピトープに特異的に結合する抗体はもちろん、免疫組織化学的アッセイ、例
えば、ウエスタンブロット、ＥＬＩＳＡ、ラジオイムノアッセイ、免疫沈降法、細胞蛍光
励起サイトメトリーおよび／もしくは細胞分取法（ＦＡＣＳ）、磁気励起細胞分取法（Ｍ
ＡＣＳ）または当該技術分野において公知の他の免疫化学的アッセイも、診断的におよび
治療的に使用することができる。一般情報およびプロトコルは、Ｒａｅｍ，Ａｒｎｏｌｄ
　Ｍ．、Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙｓ、第１版、Ｍｕｎｉｃｈ、Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ：Ｅ
ｌｓｅｖｉｅｒ、Ｓｐｅｋｔｒｕｍ　Ａｋａｄｅｍｉｓｃｈｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ．、２０
０７年、Ｄａｖｉｄ　Ｗｉｌｄ（編集）：Ｔｈｅ　Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ　Ｈａｎｄｂ
ｏｏｋ、第３版、Ｅｌｓｅｖｉｅｒ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｍｐ
ａｎｙ、Ａｍｓｔｅｒｄａｍ、Ｂｏｓｔｏｎ、Ｏｘｆｏｒｄ　２００５年に開示されてい
る。好ましい実施形態での上述の方法における前記アッセイは、免疫組織化学的アッセイ
である。
【００５３】
　直接的または間接的、サンドイッチおよび細胞培養酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩ
ＳＡ）、サンドイッチ型アッセイを含む実施例を、ＦＡＰの同じエピトープに指向される
捕捉および標識用抗体を用いて行うことができる。典型的なフォワードサンドイッチアッ
セイでは、ＦＡＰに対する特異性を有する第一の抗体を固体または半固体支持体に共有結
合させるか、または受動的に結合させる。前記支持体は、典型的にはガラスまたはポリマ
ーであり、最も一般的に用いられているポリマーは、ニトロセルロース、セルロース、ポ
リアクリルアミド、ナイロン、ポリスチレン、ポリ塩化ビニル、ポリプロピレンまたはこ
れらの混合物もしくは誘導体である。前記固体支持体は、チューブ、ビーズ、ディスクも
しくはマイクロプレートの形態であってもよいし、またはイムノアッセイの実施に適する
いずれの他の表面であってもよい。結合プロセスは、当該技術分野において周知である。
【００５４】
　様々な形式のＥＬＩＳＡの実施のための一般的な形式およびプロトコルは、当該技術分
野において開示されており、診断分野の当業者に公知である。例えば、Ａｕｓｕｂｅｌ（
編集）、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏ
ｇｙ、第５版、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ，ＮＹ，２００２のＣｈａ
ｐｔｅｒ　１１を参照することができる。
【００５５】
　ＦＡＣＳおよび／またはフローサイトメトリーは、自動装置を使用して細胞亜集団を分
析する方法である。これは、医学研究所ならびに生物医学的および生化学的調査に広く用
いられており、様々な本および論文、例えば、Ｆｌｏｗ　Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ　ａｎｄ　
Ｓｏｒｔｉｎｇ、Ｍ．Ｒ．Ｍｅｌａｍｅｄら（編集）Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｌｉｓｓ、１
９９０年において、ならびにジャーナル、例えば、Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙおよびｔｈｅ　Ａ
ｍｅｒｉｃａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙにおい
て論じられている。ＦＡＣＳ分析は、蛍光励起細胞分取法ばかりでなくフローサイトメト
リーも含む場合があり、この場合、従来のフローサイトメトリーが、固定および透過性細
胞の分析を可能にし、それらの細胞は、分析後に廃棄される。蛍光励起細胞分取法は、蛍
光をはじめとする光学的特性に基づいて個々の細胞を分取するために用いられる。これを
用いて、比較的短期間に細胞の大集団をスクリーニングし、それによって分取された細胞
を、適する手段によってさらに処理または分析することができる。他のスクリーニング法
としては、Ｇａｉｎｅｓ（１９９９年）Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　２６（４）：６８
３－６８８に記載されているような、磁気励起細胞分取法ＭＡＣＳが挙げられる。プロト
コル、手段および方法についてのさらなる参考は、当該技術Ｏｒｍｅｒｏｄ，Ｍ．Ｇ．（
編集）（２０００年）Ｆｌｏｗ　Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ－Ａ　ｐｒａｃｔｉｃａｌ　ａｐｐ
ｒｏａｃｈ、第３版、Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｏｘｆｏｒｄ
、ＵＫ　ＩＳＢＮ　０１９９６３８２４１、Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｆｌｏｗ　Ｃｙｔ
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ｏｍｅｔｒｙ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｂｙ　Ｊ．Ｐａｕｌ　Ｒｏｂｉｎｓｏｎ　ＩＳＢＮ　０
４７１５９６３４５ら、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｃｙｔｏｍｅｔｒ
ｙ、Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ　Ｐｕｂから得ることができる。好ましい実施形態において、
本発明による方法は、試料をＦＡＰタンパク質についてアッセイすることを含み、前記ア
ッセイは、蛍光励起サイトメトリー（ＦＡＣＳ）、間接的ＥＬＩＳＡ、サンドイッチ－Ｅ
ＬＩＳＡまたは細胞培養ＥＬＩＳＡを含む。
【００５６】
　しかし、本発明は、抗体に限定されない。ＦＡＰタンパク質に結合する作用因子、例え
ば、相互作用するタンパク質またはペプチドまたは抗体由来分子、例えば特にＦａｂ、Ｆ
ｖもしくはｓｃＦｖフラグメントなども使用することができる。抗体またはそれらのフラ
グメントは、例えば、ＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ、「Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ａ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ」、ＣＳＨ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈ
ａｒｂｏｒ、１９８８または欧州特許出願公開第０４５１２１６号明細書およびそれらに
引用されている参考文献に記載されている方法を用いることによって得ることができる。
当業者には理解されるように、特定の結合剤ＦＡＰ複合体の量を測定するためのそれらの
非常に多数の方法は、すべて、関連教科書（例えば、Ｔｉｊｓｓｅｎ　Ｐ．またはＤｉａ
ｍａｎｄｉｓ，Ｅ．Ｐ．およびＣｈｒｉｓｔｏｐｏｕｌｏｓ，Ｔ．Ｋ．、Ｉｍｍｕｎｏａ
ｓｓａｙ、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ．、Ｂｏｓｔｏｎ、１９９６年）に詳細に記載
されている。
【００５７】
　あるいは、特に、本発明の方法の第二の選択肢（ｉｉ）では、核酸ベースの手段をＦＡ
Ｐのアッセイに用いる、すなわち、ＦＡＰのｍＲＮＡまたはタンパク質の発現を判定する
ことによりＦＡＰをアッセイする。生体試料からの細胞におけるＲＮＡ発現レベルの判定
に適する技術（例えば、ノーザンブロット分析、ＲＴ－ＰＣＲ、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリ
ダイゼーション）は、当業者には周知である。例えば、核酸抽出バッファーの存在下での
均質化、その後の遠心分離によって、細胞から全細胞ＲＮＡを精製することができる。核
酸を沈降させ、ＤＮａｓｅでの処置および沈殿によってＤＮＡを除去する。次いで、標準
的な技術に従ってアガロースゲルでのゲル電気泳動によりＲＮＡ分子を分離し、ニトロセ
ルロースフィルタに転写する。次いで、加熱によって、そのＲＮＡをそのフィルタに固定
させる。特定のＲＮＡの検出および定量を、当該ＲＮＡに相補的な適切に標識されたＤＮ
ＡまたはＲＮＡプローブを使用し行う。例えば、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：
Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｖ　Ｍａｎｕａｌ、Ｊ．Ｓａｍｂｒｏｏｋら編集、第２版、Ｃｏ
ｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、１９８９年、
Ｃｈａｐｔｅｒ　７参照（該参考文献の全開示が参照により援用されている）。
【００５８】
　ノーザンブロットハイブリダイゼーションに適するプローブは、ＦＡＰの核酸配列から
作成することができる。標識ＤＮＡおよびＲＮＡプローブの調製方法、ならびに標的ヌク
レオチド配列へのそれらのハイブリダイゼーションのための条件は、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｖ　Ｍａｎｕａｌ、Ｊ．Ｓａｍｂｒｏｏｋら
編集、第２版、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅ
ｓｓ、１９８９年、Ｃｈａｐｔｅｒｓ　１０および１１に記載されており、該参考文献の
開示は、参照により本明細書に援用されている。
【００５９】
　例えば、核酸プローブを、例えば、放射性核種、例えば３Ｈ、３２Ｐ、３３Ｐ、１４Ｃ
もしくは３５Ｓ、重金属、または標識リガンドための特異的結合対メンバーとして機能す
ることができるリガンド（例えば、ビオチン、アビジンもしくは抗体）、蛍光分子、化学
発光分子、酵素、またはこれらに類するもので標識することができる。Ｒｉｇｂｙら、Ｊ
．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１１３（１９７７年）、２３７－２５１のニックトランスレーショ
ン法またはＦｅｉｎｂｅｒｇら、Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１３２（１９８３年）、６
－１３のランダムプライミング法のいずれかによって、プローブを高特異的活性に標識す
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ることができ、前記参考文献の全開示は、参照により本明細書に援用されている。後者は
、一本鎖ＤＮＡからまたはＲＮＡテンプレートから高特異的活性の３２Ｐ標識プローブを
合成するために選ばれる方法である。例えば、ニックトランスレーション法に従って高放
射活性ヌクレオチドで既存のヌクレオチドを置換することにより、１０８ｃｐｍ／マイク
ログラムより十分高い特異的活性を有する３２Ｐ標識核酸プローブを調製することが可能
である。
【００６０】
　その後、ハイブリダイズしたフィルタを写真フィルムに露出させることによって、ハイ
ブリダイゼーションのオートラジオグラフィー検出を行うことができる。ハイブリダイズ
したフィルタにより露出された写真フィルムの比重走査によって、ＦＡＰ　ｍＲＮＡ遺伝
子転写レベルの正確な測定値が得られる。もう一つのアプローチとして、ニュージャージ
ー州ピスカタウェイのＡｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓから入手できるＭｏｌ
ｅｃｕｌａｒ　Ｄｙｎａｍｉｃｓ　４００－Ｂ　２Ｄ　Ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｍａｇｅｒな
どのコンピュータ画像処理システムにより、ＦＡＰ　ｍＲＮＡ遺伝子転写レベルを定量す
ることができる。
【００６１】
　ＤＮＡまたはＲＮＡプローブの放射性核種標識が実際的でない場合、ランダム－プライ
マー法を用いて、類似体、例えばｄＴＴＰ類似体５－（Ｎ－（Ｎ－ビオチニル－イプシロ
ン－アミノカプロイル）－３－アミノアリル）デオキシウリジン三リン酸、をプローブ分
子に組み込むことができる。このビオチン化プローブオリゴヌクレオチドは、蛍光色素に
または呈色反応を生じさせる酵素に連結されたビオチン結合タンパク質、例えばアビジン
、ストレプトアビジンおよび抗体（例えば、抗ビオチン抗体）、との反応によって、検出
することができる。
【００６２】
　ノーザンおよび他のＲＮＡハイブリダイゼーション技術に加えて、ｉｎ　ｓｉｔｕハイ
ブリダイゼーション技術を用いてＲＮＡ転写レベルの判定を行うことができる。この技術
は、ノーザンブロッティング技術より要する細胞が少なく、ならびに顕微鏡カバーガラス
上に全細胞を堆積させること、および該細胞の核酸含量を、放射性または別様に標識され
た核酸（例えば、ｃＤＮＡまたはＲＮＡ）プローブを含有する溶液で探索することを含む
。この技術は、被験者からの組織生検試料の分析に特によく適している。ｉｎ　ｓｉｔｕ
ハイブリダイゼーション技術の実施は、米国特許第５，４２７，９１６号明細書に詳細に
記載されており、該参考文献の全開示が参照により本明細書に援用されている。ＦＡＰ　
ｍＲＮＡのｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションに適するプローブは、その核酸配列か
ら作成することができる。
【００６３】
　細胞内のＦＡＰ　ｍＲＮＡ遺伝子転写産物の相対数は、ＦＡＰ　ｍＲＮＡ遺伝子転写産
物の逆転写、続いての該逆転写産物のポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）による増幅
によって判定することもできる。ＦＡＰ　ｍＲＮＡ遺伝子転写産物のレベルは、内部標準
、例えば、同じ試料内に存在する「ハウスキーピング」遺伝子からのｍＲＮＡのレベル、
との比較で定量することができる。内部標準としての使用に適する「ハウスキーピング」
遺伝子としては、例えば、５Ｓ　ｒＲＮＡ、Ｕ６　ｓｎＲＮＡまたはｔＲＮＡが挙げられ
る。定量的ＲＴ－ＰＣＲのための方法およびその変法は、当業者の技術常識の範囲内であ
る。
【００６４】
　上述の疾患または病態を同定、診断または処置するために、本発明は、ＦＡＰ分子の活
性または発現に影響を及ぼすことによって、炎症性疾患を抑制、低減、低下または遅延で
きる小分子を含む組成物を提供する。ＦＡＰの阻害または低減は、特定の分子をＦＡＰの
ＤＮＡもしくはＲＮＡもしくはポリペプチドにターゲッティングすることによって、また
はＦＡＰの阻害剤の活性化或いはＦＡＰの活性化因子の不安定化によって達成することが
できる。一つの実施形態において、本発明は、上で定義したとおりの疾患または病態の診
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断または処置に使用するための、（ｉ）ＦＡＰの存在もしくは活性を検出できる、および
／または（ｉｉ）ＦＡＰの活性もしくは発現を阻害できる、化合物を含む組成物に関する
。
【００６５】
　さらに、本発明は、上で説明したような相互作用分子または化合物と、場合により、医
薬的に許容される担体とを含む、炎症性および／または心血管の疾患を処置または診断す
るための組成物に関する。言い換えると、本発明による組成物は、（ｉ）医薬組成物であ
り得、医薬的に許容される担体を含む。または、（ｉｉ）診断用組成物であり得、場合に
より、ＦＡＰの直接的もしくは間接的検出に適する手段を含む。
【００６６】
　本発明の組成物の第二の選択肢（ｉｉ）、すなわち診断用組成物、に関して、前記化合
物は、本明細書において上でＦＡＰ発現の判定について説明したもののうちのいずれか一
つ、例えば抗ＦＡＰ抗体ならびにＦＡＰ特異的核酸プローブおよびプライマー、であるこ
とがある。好ましくは、前記診断用組成物を、本明細書において前に説明した本発明の方
法に使用する。さらに、抗ＦＡＰ抗体および等価なＦＡＰ結合分子を（例えば、蛍光、放
射性、酵素、核磁気、重金属）標識すること、およびそれらを使用して、核医学画像診断
技術に類似した様式でｉｎ　ｖｉｖｏでＦＡＰを検出して、組織、細胞、またはＦＡＰを
発現する他の材料、例えば血栓およびプラーク、を検出することができる。ＭＲＩまたは
ＰＥＴにより検出可能な画像診断用プローブをＦＡＰおよびプラークにターゲッティング
させることによって、例えば心筋梗塞のより明確な生前診断のための生物学的マーカー、
治療の効力をモニターするための手段、を得ることができる。
【００６７】
　したがって、本発明のさらなる実施形態は、ＦＡＰ、例えば血栓およびプラーク内のＦ
ＡＰ、をインビボで検出するための組成物、治療および／もしくは診断薬をＦＡＰにター
ゲッティングさせる組成物、血栓およびプラーク形成を抑制する組成物、または体液から
のＦＡＰのもしくは病的ＦＡＰ発現細胞の体外抽出のための組成物、を調製するための、
ＦＡＰ結合分子、例えば抗ＦＡＰ抗体またはその結合フラグメント、の使用に関する。
【００６８】
　本発明の組成物、の第一の選択肢（ｉ）、すなわち医薬組成物に関して、医薬的に許容
される担体および投与経路は、当業者に公知の対応する文献から得ることができる。本発
明の医薬組成物は、当該技術分野において周知の方法に従って調合することができる。例
えば、ｔｈｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ｉｎ　Ｐｈｉｌａｄｅｌ
ｐｈｉａによるＲｅｍｉｎｇｔｏｎ：Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ
　ｐｈａｒｍａｃｙ（２０００年）、ＩＳＢＮ－０－６８３－３０６４７２参照。適する
医薬用担体の例も当該技術分野において公知であり、それらとしては、リン酸緩衝液、食
塩溶液、水エマルジョン、エマルジョン、例えば油／水型エマルジョン、様々なタイプの
湿潤剤、滅菌溶液などが挙げられる。そのような担体を含む組成物を周知の従来の方法に
よって調合することができる。前記医薬組成物を適する用量で被験者に投与することがで
きる。それらの適する組成物の投与を様々な方法で行うことができる。例としては、経口
的、鼻腔内的、直腸的、局所的、腹腔内的、静脈内的、筋肉内的、皮下的、真皮下的、経
皮的、経腱鞘的および経頭蓋的方法による、医薬的に許容される担体を含有する組成物の
投与が挙げられる。鼻内噴霧製剤などのエーロゾル製剤は、保存薬および等張剤を伴う活
性薬剤の精製水溶液または精製された他の溶液を含む。そのような製剤は、好ましくは、
鼻粘膜と適合性のｐＨおよび等張状態に調整される。直腸内または膣内投与用の製剤は、
適する担体を用いて坐剤として提供することができる。様々なタイプの投与に適している
製剤に関するさらなるガイダンスは、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉ
ｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｍａｃｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ、Ｐｈｉ
ｌａｄｅｌｐｈｉａ、ＰＡ、第１７版（１９８５年）および対応する最新版において見出
すことができる。薬物送達法の寸評については、Ｌａｎｇｅｒ、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４９
（１９９０年）、１５２７－１５３３を参照のこと。



(19) JP 2016-136149 A 2016.7.28

10

20

30

40

50

【００６９】
　医学分野では周知であるように、いずれの一患者のための投薬量も、その患者のサイズ
、体表面積、年齢、投与される特定の化合物、性別、投与回数および経路、全身の健康状
態、ならびに同時に投与される他の薬物をはじめとする、多くの要因に依存する。加えて
、他の薬剤の共投与または逐次投与が望ましいことがある。治療有効用量または量は、症
状または病態の改善に十分な活性成分の量を指す。上記の化合物の治療効力および毒性、
例えば、ＥＤ５０（集団の５０％において治療的に有効な量）およびＬＤ５０（集団の５
０％に対して致死的な用量）は、細胞培養物または実験動物での標準薬学的手順によって
判定することができる。治療効果と毒性効果との用量比が治療指数であり、それを比率、
ＬＤ５０／ＥＤ５０、として表すことができる。
【００７０】
　本発明の組成物中の化合物は、ＦＡＰの活性、発現またはプロセッシングを直接阻害し
得る。例えば、前記化合物は、ＦＡＰタンパク質またはそのフラグメントと相互作用し（
例えば結合し）、そのＦＡＰ活性、例えばコラゲナーゼ活性および（血液）凝固活性、を
遮断するまたは低減させることができる。さらに好ましい実施形態において、前記組成物
は、酵素活性である活性を有する化合物を含む。さらにもう一つの実施形態において、前
記組成物は、ＦＡＰのプロセッシングを阻止することができ、例えば、前記化合物は、次
のうちの一つ以上を阻害することができる：前駆体から活性形態へのＦＡＰの変換、また
はＦＡＰの活性形態もしくは潜在形態の放出もしくは分泌。あるいは、前記組成物または
化合物は、活性、例えば酵素活性、または上流活性化因子の発現もしくは腫瘍壊死因子ア
ルファ（ＴＮＦ－α）の発現もしくはトランスフォーミング増殖因子ベータ（ＴＧＦ－β
）の発現、潜在形態から活性形態へのＦＡＰの変換に関与する酵素、または下流ＦＡＰ活
性化標的、を阻害することによりＦＡＰを間接的に阻害することができ、あるいはＦＡＰ
阻害剤の活性もしくは発現、または下流ＦＡＰ阻害剤標的を増加させることができる。
【００７１】
　本発明のさらなる局面は、実施例８におよび図９から図１１に示すように、ＦＡＰがヒ
ト血液凝固速度を加速するという驚くべき発見に基づく。血液凝固または血餅は、身体の
治癒過程の自然な部分である。損傷領域周辺の血液密集は、保護バリアを形成するが、最
終的には自然に消滅する。しかし、血餅は、循環系に干渉すると危険になる。血栓（血餅
）は、死亡および能力障害の主原因である。血栓は、卒中、心臓発作、肺塞栓症、および
癌の合併症をはじめとする、健康問題の原因である。好ましい実施形態において、本発明
による組成物は、血液凝固の阻害に関する使用に適している。
【００７２】
　本発明のもう一つの実施形態において、前記医薬組成物中の化合物は、例えば、ＦＡＰ
　ｍＲＮＡの転写もしくは翻訳を低減させることにより、またはＦＡＰ　ｍＲＮＡもしく
はタンパク質の安定性を低減させることにより、ＦＡＰの発現を阻止するまたは低減させ
ることができる。そのために、前記化合物は、ＦＡＰ核酸、例えば二本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲ
ＮＡ）分子、マイクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）、アンチセンス分子、リボザイム、三重らせ
ん分子またはこれらの任意の組み合わせ、の発現または翻訳の阻害剤である。本発明の一
つの好ましい実施形態において、前記化合物は、ＦＡＰまたはそれをコードする核酸分子
に結合できる。
【００７３】
　本発明のさらなる好ましい実施形態において、前記化合物は、小分子、例えば化学薬剤
、小有機分子、例えば天然生成物ライブラリの生成物もしくは組み合わせ、ポリペプチド
、例えば抗体、例えばＦＡＰ特異的抗体、ペプチド、ペプチドフラグメント、例えば基質
フラグメント、例えばＩ型コラーゲンのフラグメント、ペプチドミメティック（ｐｅｐｔ
ｉｄｏｍｅｔｉｃ）またはモジュレーターである作用因子である。好ましくは、前記化合
物は、ＦＡＰ特異的抗体であり、そのような抗体を産生させる手段および方法は、上で説
明した。本発明によるさらなる好ましい実施形態において、前記化合物は、ＦＡＰに特異
的に結合する抗体、例えばポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、ヒト抗体、ヒト化
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抗体、キメラ抗体、組換え抗体および合成抗体、である。好ましくは、前記モノクローナ
ル抗体は、ヒト抗体である。ヒト抗体の産生に適する方法およびガイダンスは、国際公開
第２００８／０８１００８号パンフレットに詳細に記載されており、該参考文献の開示内
容は、参照により本明細書に援用されている。本明細書において用いる場合の抗体は、イ
ンタクト免疫グロブリン分子はもちろん、ＦＡＰのエピトープを結合することができるそ
れらのフラグメント、例えばＦａｂ、Ｆ（ａｂ’）２およびＦｖ、も含む。
【００７４】
　前記化合物は、ＦＡＰポリペプチドのアンタゴニストまたはアゴニストである場合もあ
り、それらは、酵素活性、発現、翻訳後修飾によりまたは他の手段によってＦＡＰ活性に
対して効果を発揮する化合物である。ＦＡＰのアゴニストは、ＦＡＰに結合したときにＦ
ＡＰの活性を増加させるまたは延長する分子である。ＦＡＰのアゴニストとしては、ＦＡ
Ｐを活性化する、タンパク質、核酸、炭水化物、小分子または任意の他の分子が挙げられ
る。
【００７５】
　一つの実施形態において、本発明は、前記化合物がＦＡＰアンタゴニストである組成物
に関する。ＦＡＰアンタゴニストは、例えば、ＦＡＰに結合した時にＦＡＰの活性の継続
期間の量を減少させる分子である。阻害剤またはアンタゴニストは、ＦＡＰポリペプチド
の活性、ｍＲＮＡまたはＤＮＡのレベルまたはその発現を阻害することでき、この阻害は
、酵素活性の減少による、あるいはＦＡＰの翻訳または転写、ＦＡＰの結合特性または任
意の他の生物学的、機能的もしくは免疫学的特性に影響を及ぼすことによる、ＦＡＰの活
性の変化を指す。アンタゴニストは、ペプチド、タンパク質、核酸、炭水化物、抗体、小
有機化合物、ペプチド様物質、アプタマーまたはＰＮＡであり得る（Ｍｉｌｎｅｒ、Ｎａ
ｔｕｒｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　１（１９９５年）、８７９－８８０、Ｈｕｐｐ、Ｃｅｌｌ
　８３（１９９５年）、２３７－２４５、Ｇｉｂｂｓ、Ｃｅｌｌ　７９（１９９４年）、
１９３－１９８、Ｇｏｌｄ、Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．６４（１９９５年），７
３６－７９７）。そのような上述の化合物の調製および利用のために、当業者は、当該技
術分野において公知の方法、例えば引用文献の中で言及されているものを用いることがで
きる。前記アンタゴニストがペプチドまたはペプチド類似体である組成物が、本発明では
好ましい。ＦＡＰ活性の阻害に使用するためのペプチドまたはペプチド類似体を得るため
に適する方法は、当該技術分野において公知であり、例えば、国際公開第２００６／１２
５２２７号パンフレットに詳細に記載されており、該参考文献のＦＡＰ阻害剤に関する開
示内容は、参照により本明細書に援用されている。この出願には、Ｎ末端がブロックされ
たペプチドプロリンボロナート化合物の使用が、ＦＡＰタンパク質を阻害するために用い
られて、癌などの高増殖性障害の処置に用いられる方法が記載されている。
【００７６】
　本発明による医薬組成物または診断用組成物を提供するためのさらなる手段および方法
は当業者に公知であり、例えば、国際公開第２００６／０１０５１７号に記載されている
、上記のものも参照（該参考文献の開示内容は、参照により本明細書に援用されている）
。
【００７７】
　好ましい実施形態では、本発明の医薬組成物を、本明細書に記載の本発明の方法に従っ
て診断された患者の処置に使用する。一つの実施形態では、関連障害、例えばアテローム
性動脈硬化症、心筋梗塞、卒中、血栓症、心不全、狭心症、突然心臓死または心血管の病
態、を処置するために使用されている抗炎症薬と併用で被験者に投与するために、本発明
の化合物または医薬組成物を設計する。好ましい心血管障害としては、アテローム性動脈
硬化症、心筋梗塞、急性症候群、動脈瘤および卒中が挙げられる。
【００７８】
　好ましい実施形態において、処置および／または診断される被験者は、ＦＡＰ介在／関
連障害もしくは疾患、例えば本明細書に記載するような炎症性疾患および／もしくは心血
管疾患、に罹患している、または該障害もしくは疾患のリスクがあるヒトである。最も好
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ましくは、前記被験者は、アテローム性動脈硬化症に罹患している、またはアテローム性
動脈硬化症の罹患リスクのあるヒトである。例えば、前記被験者は、早期、中間型もしく
は進行アテローム性動脈硬化症を有するヒト、またはアテローム性動脈硬化性プラーク破
裂のリスクのあるヒトである。前記方法は、ＦＡＰの活性、発現、翻訳またはプロセッシ
ングを阻害する薬剤、例えば、本明細書に記載するような化合物、をＦＡＰおよび／また
はＦＡＰ介在血液凝固の低減または阻害に有効な量で被験者に投与する段階を含む。好ま
しい実施形態において、前記方法は、投与段階の前または後に被験者におけるＦＡＰの核
酸またはタンパク質発現レベルまたは活性を評価する段階をさらに含む。例えば、被験者
、例えばアテローム性動脈硬化性プラーク破裂のリスクのある患者、を前記化合物を投与
する前または投与した後に評価することができる。被験者が、所定のレベルより上のＦＡ
Ｐレベルを有する場合、治療を開始または継続することができる。
【００７９】
　本発明は、血栓塞栓性疾患、好ましくは、凝固障害、例えば血液凝固障害、恒常性また
は凝固障害を伴う様々な血液疾患の予防または処置にも関する。血液凝固障害の典型的な
例としては、凝固障害、例えば、血友病Ａ、血友病Ｂ、ヴィレブランド病、播種性血管内
凝固（ＤＩＣ）、重症肝疾患、およびビタミンＫ欠乏症、ならびに任意の他の原因が挙げ
られる。実施例８および図９から図１１におけるトロボエラストグラフィー分析によって
示すように、本発明に従って実施した実験により、ＦＡＰタンパク質が血液凝固を増進し
得ることが明らかになった。詳細には、漸増インキュベーション期間、漸増濃度の組換え
ヒトＦＡＰで処置したＮＡＴＥＭアッセイからの代表ＲＯＴＥＭ読出しを示した。該読出
しは、ＦＡＰが、ヒト血液凝固の速度を加速することを明示している。ＲＯＴＥＭ（登録
商標）は、回転トロンボエラストメトリーを表し、古典的トロンボエラストグラフィーの
強化版である。トロンボエラストグラフィー（ＲＯＴＥＭ（登録商標））は、血餅形成お
よびその後の分解のグラフ表示をもたらす、当業者には周知の技術である。加熱されたカ
ップの中で血液がインキュベートされる。光学検波器である検出器系に接続されたピンを
そのカップの中に吊るす。カップおよびピンを互いに対して４＿４５¢の角度に振動させ
る。この運動をピンから始める。カップとピンの間に線維素が形成すると、伝達された回
転がピンで検出され、トレースが生成される。試料が凝固したときの弾性喪失が、軸の回
転の変化をもたらす。その後、これらの得られたデータがトロンボエラストグラムで視覚
化される。詳細はＬｕｄｄｉｎｇｔｏｎら、Ｃｌｉｎ．Ｌａｂ．Ｈａｅｍ．２７（２００
５年）、８１－９０参照（該参考文献の開示内容は、参照により本明細書に援用されてい
る）。好ましい実施形態において、本発明は、潜在的組換え凝固因子またはその阻害剤を
スクリーニングするための、ここでおよび実施例８において説明するようなＲＯＴＥＭ／
ＮＡＴＥＭの使用に関する。有利には、本発明は、患者におけるＦＡＰ遮断薬の治療効果
および／または効力を試験するためのＲＯＴＥＭ／ＮＡＴＥＭの使用に関する。
【００８０】
　ここで、本発明は、組換えタンパク質、すなわちＦＡＰ、の凝固促進活性を検査するた
めのＲＯＴＥＭ／ＮＡＴＥＭ技術の使用を初めて提供する。本発明に従って、このアプロ
ーチを用いて、ヒト血液におけるＦＡＰ遮断の治療効果（凝固を遅らせること）および／
またはＦＡＰ適用の治療的効果（血液凝固を加速すること）を試験することができる。本
発明のもう一つの実施形態では、この方法を用いて、ＦＡＰ遮断薬の効力を試験すること
ができ、そのような遮断薬の有効用量を決定することもできる。したがって、さらなる態
様において、本発明は、組換えタンパク質またはそれらの阻害剤の凝固活性を同定および
分析するための、上述のＲＯＴＥＭ／ＮＡＴＥＭシステムの使用に関する。
【００８１】
　既に述べたように、本発明は凝固障害の診断方法も提供する。当該システムでは血液凝
固をｉｎ　ｖｉｖｏで増進するための試薬としてのＦＡＰが使用され得る。好ましい実施
形態において、本発明は、前記使用および凝固障害の予防または処置のための、ＦＡＰを
含む医薬組成物に関する。好ましい実施形態において、前記凝固障害は、血友病である。
したがって、本発明に従えば、血液凝固を増進させるための試薬としてＦＡＰをｉｎ　ｖ
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ｉｔｒｏで使用することができよう。したがって、本発明は、個人の血液凝固障害の診断
のための、または個人が該血液コンジュゲーション障害を獲得するリスクの判定のための
、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ法を提供する。
【００８２】
　上の開示は、本発明を一般に説明するものである。本明細書の本文全体を通して幾つか
の文献を引用している。さらなる引用文献は、特許請求の範囲の直前の本明細書末尾にて
見出すことができる。すべての引用参考文献（本出願全体を通して引用されている参考文
献、発行特許、公開特許出願、および製造業者の仕様書、指示書などを含む）の内容は、
参照により本明細書に特に援用されているが、さらに言えば、引用されているいずれの文
献も、本発明に関する先行技術であることを認めるものではない。
【００８３】
　単に例示を目的として本明細書に提供するものであり、本発明の範囲を限定することを
意図したものではない以下の詳細な説明および実験を参照することによって、より完全な
理解を得ることができる。
【実施例】
【００８４】
　下記の実施例は、本発明のさらなる説明となるが、いかなる点においても本発明の範囲
を限定すると解釈してはならない。ここで利用するものなどの従来の方法の詳細な説明は
、引用文献の中で見出すことができる。「Ｔｈｅ　Ｍｅｒｃｋ　Ｍａｎｕａｌ　ｏｆ　Ｄ
ｉａｇｎｏｓｉｓ　ａｎｄ　Ｔｈｅｒａｐｙ」、第１７版、ＢｅｅｒｓおよびＢｅｒｋｏ
ｗ編集（Ｍｅｒｃｋ　＆　Ｃｏ．，Ｉｎｃ．２００３年）も参照のこと。
【００８５】
　本発明の実施は、別の指示がない限り、当業者の技術常識の範囲内である細胞生物学、
細胞培養、分子生物学、トランスジェニック生物学、微生物学、組換えＤＮＡおよび免疫
学の従来の技術を利用することとなる。
【００８６】
　分子遺伝学および遺伝子工学に関する方法は、一般に、以下の参考文献に記載されてい
る：Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、
（Ｓａｍｂｒｏｏｋら、（１９８９年）Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、第２版、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ）、ＤＮＡ　Ｃｌｏｎｉｎｇ、第ＩおよびＩＩ巻（Ｇｌ
ｏｖｅｒ編集、１９８５年）、Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（
Ｇａｉｔ編集、１９８４年）、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ
（ＨａｍｅｓおよびＨｉｇｇｉｎｓ編集、１９８４年）、Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　
Ａｎｄ　Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ（ＨａｍｅｓおよびＨｉｇｇｉｎｓ編集、１９８４年）
、Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｏｆ　Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌｓ（ＦｒｅｓｈｎｅｙおよびＡｌａｎ
、Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．、１９８７年）、Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ　Ｖｅｃｔｏｒｓ　
ｆｏｒ　Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌｌｓ（ＭｉｌｌｅｒおよびＣａｌｏｓ編集）、Ｃｕ
ｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ
　Ｓｈｏｒｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、第３
版（Ａｕｓｕｂｅｌら編集）、およびＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ＤＮＡ　Ｍｅｔｈｏｄｏ
ｌｏｇｙ（Ｗｕ編集、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ）の現行版に記載されている。Ｇｅ
ｎｅ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ　Ｖｅｃｔｏｒｓ　Ｆｏｒ　Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌｌｓ（
Ｍｉｌｌｅｒ　ａｎｄ　Ｃａｌｏｓ編集、１９８７年、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒ
ｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ）、Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ、第１
５４および１５５巻（Ｗｕら編集）、Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ　Ｃｅｌｌｓ　Ａｎｄ　Ｅ
ｎｚｙｍｅｓ（ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ、１９８６）、Ｐｅｒｂａｌ、Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａ
ｌ　Ｇｕｉｄｅ　Ｔｏ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ（１９８４年）、論文、Ｍ
ｅｔｈｏｄｓ　Ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．
、Ｎ．Ｙ．）、Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｉｎ　Ｃｅｌｌ　Ａｎ
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ｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（ＭａｙｅｒおよびＷａｌｋｅｒ編集、Ａｃａ
ｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、Ｌｏｎｄｏｎ、１９８７年）、Ｈａｎｄｂｏｏｋ　Ｏｆ　Ｅｘ
ｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、第Ｉ－ＩＶ巻（ＷｅｉｒおよびＢｌａｃ
ｋｗｅｌｌ編集、１９８６年）。本開示において言及する遺伝子操作のための試薬、クロ
ーニングベクターおよびキットは、供給業者、例えばＢｉｏＲａｄ、Ｓｔｒａｔａｇｅｎ
ｅ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、およびＣｌｏｎＴｅｃｈ、から入手できる。細胞培養および
培地回収に関する一般技術は、Ｌａｒｇｅ　Ｓｃａｌｅ　Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌｌ
　Ｃｕｌｔｕｒｅ（Ｈｕら、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．８（１９９７
年）、１４８）、Ｓｅｒｕｍ－ｆｒｅｅ　Ｍｅｄｉａ（Ｋｉｔａｎｏ、Ｂｉｏｔｅｃｈｎ
ｏｌｏｇｙ　１７（１９９１年）、７３）、Ｌａｒｇｅ　Ｓｃａｌｅ　Ｍａｍｍａｌｉａ
ｎ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ（Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２（１９
９１）、３７５）、およびＳｕｓｐｅｎｓｉｏｎ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　ｏｆ　Ｍａｍｍａｌ
ｉａｎ　Ｃｅｌｌｓ（Ｂｉｒｃｈら、Ｂｉｏｐｒｏｃｅｓｓ　Ｔｅｃｈｎｏｌ．１９（１
９９０年）、２５１）、Ｅｘｔｒａｃｔｉｎｇ　ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｆｒｏｍ　ｃ
ＤＮＡ　ａｒｒａｙｓ、Ｈｅｒｚｅｌら、ＣＨＡＯＳ　１１、（２００１年）、９８－１
０７に概説されている。サイトメトリーにおいて使用するための標識抗体および他の薬剤
の設計および構築のための材料および技術は、当該技術分野において公知であり、例えば
、Ｂａｉｌｅｙら（２００２年）Ｂｉｏｔｅｃｈ．Ｂｉｏｅｎｇ．８０（６）、６７０－
６７６、ＣａｒｒｏｌｌおよびＡｌ－Ｒｕｂｅａｉ（２００４年）Ｅｘｐｔ．Ｏｐｉｎ．
Ｂｉｏｌ．Ｔｈｅｒａｐｙ　４：１８２１－１８２９、Ｙｏｓｈｉｋａｗａら（２００１
年）Ｂｉｏｔｅｃｈ．Ｂｉｏｅｎｇ．７４：４３５－４４２、Ｍｅｎｇら（２０００年）
Ｇｅｎｅ　２４２：２０１－２０７、Ｂｏｒｔｈら（２００１年）Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ
．Ｂｉｏｅｎｇ．７１（４）：２６６－２７３、Ｚｅｙｄａら（１９９９年）Ｂｉｏｔｅ
ｃｈｎｏｌ．Ｐｒｏｇ．１５：９５３－９５７、Ｋｌｕｃｈｅｒら（１９９７年）Ｎｕｃ
ｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５（２３）：４８５３－４８６０、およびＢｒｅｚｉ
ｎｓｋｙら（２００３年）Ｊ．Ｉｍｕｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　２７７：１４１－１
５５に記載されている。
【００８７】
実験手順
アテローム性動脈硬化症性プラークの特性評価
　大動脈狭窄のための手術または大動脈弁置換術を受けた患者から上行大動脈プラーク生
検材料を得る。大動脈プラークを切片にし、Ｍｏｖａｔペンタクローム、オイルレッドＯ
、抗ＣＤ６８およびｖｏｎ　Ｋｏｓｓａ染色を用いて、米国心臓協会（Ａｍｅｒｉｃａｎ
　Ｈｅａｒｔ　Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ：ＡＨＡ）基準２０、２１に従ってグレード分類
する。急性心筋梗塞後に死亡した患者から冠動脈を得、切片作製のためにパラフィンに包
埋する。組織切片中のコラーゲンに対するＭａｓｓｏｎ染色により、易損性冠動脈プラー
クの特徴を明らかにする。線維性キャップを、内腔と壊死性コアを隔てる高コラーゲン組
織として識別する２。５０μｍ未満の最小線維性キャップ厚を有するプラークを不安定な
ものとして分類し、これに対して６５μｍより厚い線維性キャップ厚を有するプラークを
安定したものとして分類する２。
【００８８】
免疫蛍光および免疫組織化学
　ヒト上行大動脈からの横断切片（１０μｍ厚）および冠動脈プラークのパラフィン包埋
切片（４μｍ厚）をスライドガラスにマウントする。ＣＤ６８、フォン・ヴィレブランド
因子、アルファ平滑筋アクチンまたはＩ型コラーゲンに対して指向された購入抗体を用い
てＦＡＰおよび細胞特異的マーカーに対して組織切片を標識し、ジアミノベンジジン用の
ＡＢＣ染色キット（カリフォルニア州バーリンゲームのＶｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｓ）を使用
して蛍光標識二次抗体または免疫染色用のビオチン標識二次抗体で視覚化。
【００８９】
免疫蛍光
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　パラフィン包埋冠動脈切片をＡ２４６で標識し、その後、Ｃｙ５標識二次ヤギ抗マウス
ＩｇＧ（１１５－１７５－１４６、Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ）で
標識する。免疫蛍光の詳細な方法については、各生検検体の３隣接切片で、ＣＤ６８（Ｓ
Ｃ－９１３９、カリフォルニア州サンタクルーズのＳａｎｔａ　Ｃｒｕｚ）、フォン・ヴ
ィレブランド因子（ｖＷＦ、Ｆ３５２０、カリフォルニア州カールズバッドのＳｉｇｍａ
－Ａｌｄｒｉｃｈ）、アルファ－平滑筋アクチン（αＳＭＡ、Ａｂ５６９４、Ａｂｃａｍ
）またはＩ型コラーゲン（Ａｂ２９２、Ａｂｃａｍ）に対して指向されたウサギ抗体を使
用して、マクロファージ、内皮細胞および平滑筋細胞とのＦＰＡの共局在を判定し、その
後、Ｃｙ３標識抗ウサギＩｇＧ（１１１－１６５－１４４、Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎ
ｏＲｅｓｅａｒｃｈ）を使用して蛍光標識を行う。ＤＡＰＩ（Ｄ９５４２、Ｓｉｇｍａ－
Ａｌｄｒｉｃｈ）を核の蛍光対比染色に使用する。アイソタイプ対照抗体を使用して、抗
原結合特異性に対処する。Ｔｒｉｓ緩衝グリセロール（５０ｍｇ／ｍＬのｎ－プロピルガ
レートが補足された、ｐＨ９．５の０．１Ｍ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌとグリセロールとの３：
７混合物）を用いて、染色試料にカバーガラスをかぶせる。
【００９０】
免疫組織化学
　９５℃賦活化用バッファー（２ｍＭクエン酸ナトリウム、ｐＨ７．６）中での２０分の
インキュベーション後、冠動脈プラークのパラフィン包埋切片における抗原性賦活化処理
を行う。ＦＡＰの触媒インサートに対して産生されたウサギポリクローナル抗体（Ａ２４
６、Ａｂ２８２４６、マサチューセッツ州ケンブリッジのＡｂｃａｍ）およびウサギアイ
ソタイプ対照（Ａｂ３７４１５、Ａｂｃａｍ）を使用して、ＦＡＰを染色する。大動脈プ
ラークの凍結切片を氷冷アセトン中で５分間固定し、ＦＡＰに対するマウスモノクローナ
ル（Ｆ１９、ニューヨーク州ニューヨークのＳｌｏａｎ－Ｋｅｔｔｅｒｉｎｇ　Ｉｎｓｔ
ｉｔｕｔｅによって提供されたもの）と適切なマウスアイソタイプ対照（４０１４０１、
カリフォルニア州サンディエゴのＢｉｏＬｅｇｅｎｄ）を染色する。一次抗体をビオチン
標識ヤギ抗マウス（１１５－０６６－００３、ペンシルバニア州ウエストグローヴのＪａ
ｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ）およびビオチン標識ヤギ抗ウサギ（１１１
－０６６－００３、Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ）で標識し、ジアミ
ノベンジジン用のＡＢＣ染色キット（カリフォルニア州バーリンゲームのＶｅｃｔｏｒ　
Ｌａｂｓ）を使用して染色する。
【００９１】
画像解析
　１μｍ／画素より上の空間分解能での省電力撮像に、蛍光カメラ（ＤＦＣ３５０　ＦＸ
、Ｌｅｉｃａ）を装着した蛍光顕微鏡（ＤＭ６００００Ｂ、ドイツ、ＷｅｔｚｌａｒのＬ
ｅｉｃａ）を使用する。
【００９２】
　単一光学面で多チャネル共焦点顕微鏡（ＴＣＳ　ＳＰ２、Ｌｅｉｃａ）を使用してより
高倍率で共局在分析を行う。詳細な画像解析法は、すぐ下の定量的画像解析セクションで
説明する。
【００９３】
定量的画像解析
　大動脈組織切片の単一チャネル蛍光画像（３隣接切片の１切片につき９画像）を、タグ
付き画像ファイル形式（ｔａｇｇｅｄ　ｉｍａｇｅ　ｆｉｌｅ　ｆｏｒｍａｔ：ＴＩＦＦ
）で０～２５５の間のバイナリ画素強度での定常カメラ設定で撮る。群ごとに、追加の隣
接組織切片をアイソタイプ対照抗体で染色して、バックグラウンド閾値を決定する。各チ
ャネルについてのバックグラウンド強度閾値を、対照染色において画素の９５％が出した
強度に設定する。バックグラウンド強度閾値未満の画素は、定量から除外する２５。Ｍａ
ｔｌａｂ（ミシガン州ノヴァイのＭａｔｈｗｏｒｋｓ）による画像解析ソフトウェアを使
用して、残りの画素を合計し、画素の総数で割って平均画素強度を算出し、および陽性画
素を合計して、陽性面積を算出する２６。
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【００９４】
　単一平面で高分解能の共焦点顕微鏡を使用して、定量的共局在分析を行う。各組織切片
に関して２つのＴＩＦＦ画像を別個の蛍光チャネルから取り込み、前に説明したようにバ
ックグラウンドシグナルを引く。細胞特異的マーカーについて陽性の画素と共局在したＦ
ＡＰ陽性画素の合計として、共局在係数を算出する２７、２８。
【００９５】
細胞
　ヒト大動脈内皮細胞（ＨＡＥＣ）は、弁修復のための手術を受けた患者から得た肉眼病
変のない上行大動脈の生検材料から単離し、ヒト大動脈平滑筋細胞は購入し（ＨＡＳＭＣ
、Ｐｒｏｍｏｃｅｌｌ）、末梢血単球、マクロファージ、および泡沫細胞は、健常発端者
（ｐｒｏｂａｎｄ）の末梢血から単離する。細胞単離、増殖および純度検証の詳細な方法
については、下記を参照されたい。
【００９６】
細胞単離、増殖および評価
　内皮細胞単離のために、大動脈内腔をＰＢＳで洗浄し、２型コラゲナーゼを含有するＤ
ＭＥＭ（３５０Ｕ／ｍＬ、ニュージャージー州レークウッドのＷｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ）
中で３０分間インキュベートし、穏やかに撹拌して血管壁から内皮を解離させる。ＣＤ３
４に対する磁気ビーズ分離（１３０－０４６－７０２、ドイツＧｌａｄｂａｃｈのＭｉｌ
ｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）によって内皮細胞をさらに精製する。
【００９７】
　ＨＡＥＣを内皮細胞増殖培地（ＥＧＭ２、Ｇｉｂｃｏ）で増殖させ、ＦＡＣＳ分析によ
ってｖＷＦ発現（＞９８％）の特徴を明らかにする。貪食単球を単離するために、健常発
端者から５０ｍＬの末梢静脈血をＥＤＴＡ入り採血管に採集し、ハンクス緩衝塩溶液で２
倍希釈し、Ｆｉｃｏｌｌ勾配で回転させる（２０分、４００Ｇ、２４℃）。ＣＤ１４につ
いての磁気ビーズ分取（１３０－０５０－２０１、Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ）に
よりバッフィーコートから単球を選択して、９４％（ＣＤ６４に対するＦＡＣＳ）を超え
る最終純度を得る。ポリスチレン６ウエルプレートにおいて、１０％熱不活化、低内毒素
ウシ胎児血清（Ｇｉｂｃｏ）と５０ｎＭ　組換えヒトマクロファージコロニー刺激因子（
ＡＦ－３００－０３、ニュージャージー州ロッキーヒルのＰｅｐｒｏｔｅｃｈ）とを含有
するＲＰＭＩ－１６４０（Ｇｉｂｃｏ）中で、４８時間ごとに培地を交換しながら７日に
わたって単球をマクロファージに分化させる。抗ＣＤ６８　ＦＡＣＳ分析を用いて、マク
ロファージ分化を評価する。未固定細胞中のＦ１９、およびＦＡＣＳ分析のためのＣｙ５
コンジュゲート二次抗体、および適切なマウスＩｇＧアイソタイプ対照抗体を使用して、
すべての細胞タイプに関してＦＡＰを測定する。無血清マクロファージ培地（ＳＦＭ、Ｇ
ｉｂｃｏ）中で４８時間、マクロファージを１００μｇ／ｍＬの酸化低密度リポタンパク
質（ＢＴ－９１０、スイスＡｌｌｓｃｈｗｉｌのＢｉｏＣｏｎｃｅｐｔ）で刺激すること
により、泡沫細胞を産生させる。脂質取り込みをオイルレッドＯ染色（Ｏ０６２４、Ｓｉ
ｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）によって評価する。
【００９８】
大動脈および冠動脈検体
　大動脈狭窄のための手術を受けた患者から、上行大動脈プラーク生検材料を得る。弁欠
損を修復するための手術を受けた患者から、プラークのない大動脈生検材料を得る。これ
らの試料を、４℃に予冷した滅菌ダルベッコ変性イーグル培地（ＤＭＥＭ、カリフォルニ
ア州カールズバッドのＧｉｂｃｏ）に直接入れ、研究所の氷上に移し、組織ザイモグラフ
ィーのためにＯｐｔｉｍａｌ　Ｃｕｔｔｉｎｇ　Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　Ｃｏｍｐｏｕ
ｎｄ（カリフォルニア州トランスのＴｉｓｓｕｅ－Ｔｅｋ）中で凍結する。
【００９９】
　急性心筋梗塞後に死亡した患者から冠動脈を得、４％パラホルムアルデヒド溶液中に２
４時間入れておく。
【０１００】
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ＦＡＰ誘導アッセイ
　３、５、１０、２０、４０％マクロファージ調整ＳＦＭを添加した飢餓培地で４８時間
、静止期ＨＡＳＭＣを処置する。ＦＡＰ発現に対するＴＮＦαの効果を判定するために、
２０％マクロファージ調整ＳＦＭおよびＴＮＦα中和抗体（Ａｂ６６７１、Ａｂｃａｍ）
またはＩｇＧアイソタイプ対照（Ａｂ２７４７８、Ａｂｃａｍ）抗体を添加した飢餓培地
で静止期ＨＡＳＭＣを処置する。組換えヒトＴＮＦα（３００－０１Ａ、Ｐｅｐｒｏｔｅ
ｃｈ）を使用して、静止期ＨＡＳＭＣにおいて用量および時間依存的様式でＦＡＰ発現を
誘導する。下で詳述する細胞膜ＥＬＩＳＡによって、すべてのＦＡＰレベルを定量する。
末梢血由来マクロファージを４８時間、ＳＦＭ（６ウエルプレートにおいて２ｍＬ／ウエ
ル）中でインキュベートし、上清を滅菌濾過し、等分し、－８０℃で凍結させる。購入し
たヒト大動脈平滑筋細胞（ＨＡＳＭＣ、Ｐｒｏｍｏｃｅｌｌ）をＦＡＣＳ分析によってα
ＳＭＡ（純度＞９６％）について検証し、継代４で、９６ウエル黒色細胞培養試験プレー
トに、１０％ウシ胎児血清（３３０２－Ｐ２５０３０２、ドイツＡｉｄｅｎｂａｃｈのＰ
ＡＮ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）を添加したＤＭＥＭ（１０９３８、Ｇｉｂｃｏ）中５×１０４細
胞／ｃｍ２の密度でプレーティングし、２４時間放置して付着させた後、１％ウシ血清ア
ルブミンを添加したＡｄｖａｎｃｅｄ　ＤＭＥＭ（１２４９１－０１５、カリフォルニア
州カールズバッドのＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）飢餓培地中で一晩、静止状態にする。３、５
、１０、２０、４０％マクロファージ調整ＳＦＭを添加した飢餓培地で４８時間、静止期
ＨＡＳＭＣを処置する。ＦＡＰ発現に対するＴＮＦαの効果を判定するために、２０％マ
クロファージ調整ＳＦＭおよびＴＮＦα中和抗体（Ａｂ６６７１、Ａｂｃａｍ）またはＩ
ｇＧアイソタイプ対照（Ａｂ２７４７８、Ａｂｃａｍ）抗体を添加した飢餓培地で静止期
ＨＡＳＭＣを処置する。組換えヒトＴＮＦα（３００－０１Ａ、Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ）を
使用して、静止期ＨＡＳＭＣにおいて用量および時間依存的様式でＦＡＰ発現を誘導する
。定量のために、細胞をＰＢＳで洗浄し、４％ホルマリン中で３０分間固定し、ＦＡＰに
対してＦ１９で標識する。ホースラディッシュペルオキシダーゼＥＬＩＳＡキット（カリ
フォルニア州フリーモントのＡｎａｓｐｅｃ）を使用して培養物を酵素標識し、酵素反応
生成物を蛍光プレートリーダーで定量する。バックグラウンド値を引き、すべての値を未
処置／未調整対照群に正規化する。
【０１０１】
ザイモグラフィー
　直接急冷ブタゼラチン（ＤＱゼラチン、Ｄ１２０５４、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を、黒
色９６ウエルプレートにおいて、反応バッファー（ｐＨ７．６の、０．５Ｍ　Ｔｒｉｓ－
ＨＣｌ、１．５Ｍ　ＮａＣｌ、５０ｍＭ　ＣａＣｌ２、および２ｍＭアジ化ナトリウム）
および０、１０、２０、４０ｎＭの組換えヒトＦＡＰ中、１００μｇ／ｍＬの最終濃度に
希釈する。切断されたゼラチンを０．５、８および２４時間の時点で定量し、バックグラ
ウンド蛍光を引いた。ＦＡＰの触媒インサートに対して産生されたＡ２４６およびそれに
対応するアイソタイプ対照ＩｇＧ（Ａｂ２７４７８、Ａｂｃａｍ）を反応バッファー中の
２０ｍＭ　ＦＡＰおよび１００μｇ／ｍＬ　ＤＱゼラチンに添加し、２４時間後に分析し
て遮断効力を判定する。
【０１０２】
　Ａ２４６は、ＦＡＰ特異的ペプチドに対して産生され、免疫原アフィニティー精製され
たウサギポリクローナルであり、線維芽細胞活性化タンパク質を特異的に認識するが、他
のジペプチジルペプチダーゼファミリーメンバーを認識しない（Ａｂｃａｍ、Ａｂ２８２
４６）。継代４でのコンフルエントなＨＡＳＭＣをＡ２４６または抗体対照で３０分間処
置し、ＰＢＳで洗浄し、その後、反応溶液中の１００μｇ／ｍＬ　ＤＱゼラチン（１００
μＬ）のもとに４時間置いた後、プレートリーダーで蛍光分析した。ｉｎ　ｓｉｔｕザイ
モグラフィーは、ヒト大動脈アテローム性動脈硬化性プラークの（５μｍ）凍結切片を用
いて行い、該凍結切片を、非阻害性Ｆ１９およびＣｙ５標識二次抗体を使用してＦＡＰに
対して染色し、その後、５０ｎＭ濃度のＡ２４６またはアイソタイプ対照で一晩処置する
１７。その後、処置済みおよび未処置の切片を、ウシ皮膚からの１０％直接急冷Ｉ型コラ
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ーゲン（Ｄ１２０６０、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を含有する温かいＰＢＳ中１％アガロー
スでマウントし、２時間後、３７℃で共焦点顕微鏡によって撮像する。定量のために、バ
ックグラウンドシグナルをアイソタイプ対照画像から引き、両方のＦＡＰ切断Ｉ型コラー
ゲンについて陽性である画素を、１生検材料につき３隣接切片からの９画像の平均として
定量する。
【０１０３】
　直接急冷ブタゼラチンを黒色９６ウエルプレート内の漸増濃度の組換えヒトＦＡＰに添
加する。ＦＡＰ特異的ペプチドに対して産生されたウサギポリクローナルであって、免疫
原アフィニティー精製され、ＦＡＰを特異的に認識するが、他のジペプチジルペプチダー
ゼファミリーメンバーを認識しないものであるＡ２４６（Ａｂｃａｍ、Ａｂ２８２４６）
で、ＦＡＰ阻害を行う。切断されたゼラチンを０．５、８および２４時間の時点で蛍光プ
レートリーダーによって定量し、バックグラウンド蛍光を引く。
【０１０４】
　ｉｎ　ｓｉｔｕザイモグラフィーは、ヒト大動脈アテローム性動脈硬化性プラークの凍
結切片（５μｍ）を用いて行い、該凍結切片を、非阻害性Ｆ１９およびＣｙ５標識二次抗
体を使用してＦＡＰに対して染色し、その後、５０ｎＭ濃度のＡ２４６またはアイソタイ
プ対照で一晩処置する。その後、処置済みおよび未処置の切片を、ウシ皮膚からの１０％
直接急冷Ｉ型コラーゲン（Ｄ１２０６０、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を含有する温かいＰＢ
Ｓ中１％アガロースでマウントし、２時間後、３７℃で共焦点顕微鏡によって撮像し、前
に説明したように定量する。
【０１０５】
統計解析
　一元配置ＡＮＯＶＡを用いて組織学的結果および細胞培養結果を比較し、関連性をピア
ソン相関係数によって算出する。スチューデントｔ検定をザイモグラフィーの比較に用い
る。ＭａｔＬａｂ（バージョン、Ｒ２００７ｂ）を用いて、すべての統計解析を行う。デ
ータを平均±ＳＤとして提示する。有意性は、ｐ＜０．０５のレベルで許容される。
【０１０６】
実施例１：ＦＡＰは進行したヒト大動脈プラークでは平滑筋細胞により発現されるがマク
ロファージによっては発現されない
　隣接凍結切片におけるＦＡＰについての免疫蛍光染色は、ＡＨＡグレード分類基準によ
って特性評価したとき、プラークのない大動脈に対して線維性アテロームでのほうが増進
された発現を示す（図１Ａ）。ＦＡＰについての陽性染色は、健常上行大動脈には実質的
にみとめられないが、タイプＩＩ－ＩＩＩおよびタイプＩＶ－Ｖプラークでは段階的増加
が観察される（図１Ｂ）。定量的画像解析は、ＦＡＰが、進行した大動脈プラークではプ
ラークのない大動脈または早期プラークと比較して有意に増加することを示した（図１Ｃ
）。
【０１０７】
　ヒトアテローム性動脈硬化性プラークにおけるＦＡＰ発現細胞タイプの特徴を明らかに
するために、マクロファージ（ＣＤ６８陽性細胞として同定）、平滑筋細胞（αＳＭＡ陽
性細胞）および内皮細胞（ｖＷＦ陽性細胞）においてＦＡＰの免疫蛍光共染色を行う（図
２Ａ）。共焦点画像解析は、平滑筋細胞によるＦＡＰ発現を明らかにするが、マクロファ
ージまたは内皮細胞によるＦＡＰ発現は示さない（図２Ｂ）。
【０１０８】
　血管細胞によるｉｎ　ｖｉｔｒｏでのＦＡＰ発現を検証するために、ＨＡＳＭＣ（αＳ
ＭＡ陽性細胞）、ＨＡＥＣ（ｖＷＦ陽性細胞）、末梢血由来単球（ＣＤ６４陽性）、マク
ロファージ（ＣＤ６８陽性）および泡沫細胞（オイルレッドＯ陽性マクロファージ）にお
いてＦＡＰのＦＡＣＳ分析を行う。ＦＡＣＳ分析は、ＨＡＳＭＣにおける高度の構成的Ｆ
ＡＰ発現、ＨＡＥＣにおけるわずかな発現を明らかにするが、末梢血由来単球、マクロフ
ァージまたは泡沫細胞による発現は示さない（図３）。
【０１０９】
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実施例２：ＦＡＰ発現はヒト冠動脈アテロームの「安定した」厚い線維性キャップに対し
て「不安定な」薄い線維性キャップでのほうが増進される
　臨床的に意義のあるアテローム性動脈硬化症病変におけるプラークの易損度とＦＡＰの
関連性を判定するために、急性心筋梗塞後に死亡した患者から得た破裂しやすいヒト冠動
脈のＭａｓｓｏｎ法（青色でコラーゲンを染色）を行う。線維性キャップ厚に基づき、こ
れらの検体を「不安定な」薄いキャップ（＜５０μｍ）または「安定した」厚いキャップ
（＞６５μｍ）の線維性アテロームとして特性評価する。隣接切片における免疫組織学的
および免疫蛍光染色は、「安定した」厚い線維性キャップに対して「不安定な」薄い線維
性キャップでのほうが増進されたＦＡＰ発現を示すことを明らかにした（図４Ａ）。共焦
点画像解析は、ヒト冠動脈線維性アテロームの「安定した」厚い線維性キャップに対して
「不安定な」薄い線維性キャップでのほうがＦＡＰ発現の有意な増加を示すことを明らか
にした（図４Ｂ）。
【０１１０】
実施例３：ＦＡＰ発現はヒト大動脈アテローム性動脈硬化症性プラークにおけるマクロフ
ァージ負荷量と関連する
　免疫蛍光染色は、代表大動脈脂肪線条においてマクロファージに隣接した内側の細胞で
のＦＡＰ発現を明らかにする（図５Ａ）。ＦＡＰと炎症との関係の特徴を明らかにするた
めに、ヒト大動脈プラークにおけるＦＡＰとマクロファージ免疫蛍光シグナル強度（図５
Ｂ）を比較する。多数のプラーク進行段階でマクロファージ負荷量とＦＡＰ発現との間に
正の相関関係を認める（Ｒ２＝０．７６３、ｎ＝１２、図５Ｃ）。
【０１１１】
実施例４：マクロファージ由来ＴＮＦαは培養ヒト大動脈平滑筋細胞においてＦＡＰ発現
を誘導する
　マクロファージとＦＡＰ発現ＨＡＳＭＣの間のシグナル伝達機序を解明するために、Ｈ
ＡＳＭＣをマクロファージ調整培地に４８時間曝露して、プラーク炎症に適用可能な条件
をシミュレートする。培養ＨＡＳＭＣは、マクロファージ調整培地に応じてＦＡＰの有意
な用量依存的増加を示し、最大効果は４８時間後に２０％培地濃度で観察される（図６Ａ
）。この効果は、マクロファージ調整培地をＴＮＦα中和抗体で処置すると消える（図６
Ｂ）。ＴＮＦαによるパラクリン誘導ＦＡＰ発現を確認するために、組換えヒトＴＮＦα
を使用して、ＨＡＳＭＣにおけるＦＡＰを用量および時間依存的様式で誘導する。最大応
答は、３０ｎｇ／ｍＬで４８時間後に確認される（図６Ｃおよび６Ｄ）。
【０１１２】
実施例５：大動脈線維性キャップにおけるゼラチン分解活性はＦＡＰ中和抗体によって阻
害される
　免疫蛍光分析は、大動脈線維性キャップの低Ｉ型コラーゲン領域におけるＦＡＰ発現増
進を明らかにした（図７Ａ）。組換えヒトＦＡＰは、用量および時間依存的にゼラチンを
分解する（図７Ｂ）。ＦＡＰの触媒性部位に対して指向された抗体であるＡ２４６は、組
換えヒトＦＡＰと活性化ＨＡＳＭＣの両方のゼラチン分解活性を低減させる（図７Ｃおよ
び７Ｄ）。ＩｇＧ対照抗体で処置した大動脈線維性キャップは、ＦＡＰと切断Ｉ型コラー
ゲンとの共局在を示すが、Ａｂ２４６処置プラークは、Ｉ型コラゲナーゼ活性とのＦＡＰ
の有意に低減された共局在をはっきりと示す（図７Ｅ）。共焦点画像解析は、Ａ２４６処
置線維性キャップが、ＦＡＰ発現部位において切断Ｉ型コラーゲンの減少を示すことを明
らかにする（図７Ｆ）。
【０１１３】
実施例６：ＦＡＰ発現はＡｐｏＥ－／－マウスの大動脈アテローム性動脈硬化性プラーク
において増進される
　８週齢で開始して１２週間、高コレステロール食（総コレステロール１．２５％、Ｒｅ
ｓｅａｒｃｈ　ＤｉｅｔｓからのＲＤ１２１０８）を給餌した雄アテローム性動脈硬化症
アポリポタンパク質Ｅノックアウト（ＡｐｏＥ－／－）マウス（Ｃ５７ＢＬ／６Ｊバック
グラウンド）（ｎ＝５）の大動脈根におけるプラークを分析する。同じ期間、正常な食餌



(29) JP 2016-136149 A 2016.7.28

10

20

30

40

50

を用いた野生型（ＷＴ）雄Ｃ５７ＢＬ／６Ｊマウス（ｎ＝４）を健常対照として使用する
。イソフルランによって安楽死させたマウスの大動脈根を正常食塩水ですすぎ、切除し、
直ちにＯＣＴに包埋し、切片作製のために凍結する。ＡｐｏＥ－／－ノックアウトマウス
のアテローム性動脈硬化性プラークにおいて確認されたＦＡＰの存在により、ＦＡＰ中和
抗体の静脈内注射によるｉｎ－ｖｉｖｏ　ＦＡＰ阻害研究のためのこのモデルの使用の正
当性が立証される（図１２）。
【０１１４】
実施例７：ヒト末梢血中の可溶性ＦＡＰを定量するためのサンドイッチＥＬＩＳＡを確立
した
　Ｕ型透明９６ウエルマイクロタイタープレート（抗ＦＡＰ抗体を被覆してＦＡＰタンパ
ク質を検出することができるプレート）を使用して、標準的なプロトコルを用いて、サン
ドイッチＥＬＩＳＡを行うことができる。３から３００ｎｇ／ｍＬの濃度の１００μＬの
組換えＦＡＰタンパク質（ｒｈｕＦＡＰ）溶液をウエルに添加して、１時間、２５℃でイ
ンキュベートする。試料のインキュベーション後、ウエルを２回洗浄し、１ウエルにつき
１００μＬの第一の検出抗体（ｍＡｂ　ＦＡＰ）を添加し、プレートをインキュベートす
る（１時間、２５℃）。３回の洗浄段階の後、１００μＬの第二の蛍光検出抗体（１：３
０００希釈したもの）を添加し、インキュベートする（２５℃で１時間）。インキュベー
ション後、ウエルを３回洗浄する。すべての試料を三重反復で試験し、結果を標準曲線に
対して比較する。３～３００ｎｇの精製ヒトＦＡＰを使用して、アッセイ感度レベルおよ
び範囲を判定した（図８）。天然バックグラウンドをシミュレートするために、１μｇの
大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）全細胞抽出物を各試料に添加してもよい。この数は、ブランクシ
グナル標準偏差の３倍のバックグラウンドシグナル平均より上であるシグナルに相当する
。ＦＡＰ量と蛍光シグナルの間で観察される依存性を、現実の試料に関するＦＡＰ濃度の
推定に用いることができる。結果を図８に示す。
【０１１５】
実施例８：ＦＡＰはヒト血液凝固速度を加速する
　ＲＯＴＥＭ／ＮＡＴＥＭ（ＲＯＴＥＭ（登録商標）、ドイツＭｕｎｉｃｈのＰｅｎｔａ
ｐｈａｒｍ　ＣＯ）技術を、製造業者の指示書に従って用いる。末梢血試料を健常発端者
からクエン酸塩のチューブに採取し、組換えヒトＦＡＰ（ｒｈｕ　ＦＡＰ　０、０．８７
５μｇ／ｍＬ、１．７５０μｇ／ｍＬおよび３．５μｇ／ｍＬ）で０から５時間までの間
、調整する。対照血液試料は、組換えＦＡＰなしでインキュベートする。ＮＡＴＥＭアッ
セイからの代表ＲＯＴＥＭ読出しは、ＦＡＰがヒト血液凝固速度を加速することを明らか
にした（図９）。加えて、組換えヒトＦＡＰで処置した健常患者血液試料では、凝固時間
、血餅形成時間、アルファ角および血餅硬度が増加される。２０ｎｇ／ｍＬ未満の内因性
血漿ＦＡＰレベルを呈示する６名の健常発端者から血液を採取し、０．１７５μｇ／ｍＬ
、１．７５μｇ／ｍＬおよび３．５μｇ／ｍＬの用量の組換えヒトＦＡＰで調整し、０、
２．５時間および５時間、インキュベートする。それによって、ＦＡＰが凝固時間および
血餅形成時間を加速し、アルファ角および最大血餅硬度を増すことが、観察される（図１
０）。これらの結果を、ＮＡＴＥＭ技術を利用することにより、さらに確認する。上で説
明したように試料を処置する。そのようにして、５時間のインキュベーションで１．７５
ｕｇ／ｍＬのＦＡＰで調整したとき、ビークル処置対照と比較して、絶対凝固時間および
血餅形成時間は、５／６の発端者において減少し、アルファ角は、５／６の患者において
増加し、および最大血餅厚は、４／６の発端者において増加したことが判明した（図１１
）。
【０１１６】
実施例９：ＦＡＰは易損性の薄いキャップの冠動脈線維性アテロームの内皮において発現
される
　ヒトパラフィン包埋冠動脈プラークおよび内胸動脈からの横断切片（４μｍ厚）をスラ
イドガラスにマウントする。９５℃賦活化用バッファー（２ｍＭクエン酸ナトリウム、ｐ
Ｈ７．６）中での２０分のインキュベーション後、パラフィン包埋切片における抗原性賦
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活化処理を行った。ＦＡＰの触媒インサートに対して産生されたウサギポリクローナル抗
体（Ａ２４６、Ａｂ２８２４６、マサチューセッツ州ケンブリッジのＡｂｃａｍ）および
ウサギアイソタイプ対照（Ａｂ３７４１５、Ａｂｃａｍ）を使用して、ＦＡＰを染色した
。マウスモノクローナル抗体（３０３１０８、ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ）およびそれに対応す
るアイソタイプ対照（４００１２３、ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ）を使用してＣＤ３１を染色し
た。一次抗体をビオチン標識ヤギ抗マウス（１１５－０６６－００３、ペンシルバニア州
ウエストグローヴのＪａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ）およびビオチン標
識ヤギ抗ウサギ（１１１－０６６－００３、Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒ
ｃｈ）で検出し、ＡＢＣ染色キット（カリフォルニア州バーリンゲームのＶｅｃｔｏｒ　
Ｌａｂｓ）を使用して染色した。
【０１１７】
　ヒト冠動脈線維性キャップの内皮におけるＦＡＰ発現を判定するために、本発明者らは
、心筋梗塞後に死亡した患者から得た破壊しやすいヒト冠動脈、および対照としての健常
内胸動脈において、Ｈ＆Ｅ染色を行った。免疫組織学的染色は、線維性アテローム内皮に
おけるＦＡＰ発現を明らかにした（図１３）。
【０１１８】
実施例１０：ＦＡＰ発現は末梢血と比較してヒト冠血栓でのほうが増進される
　ヒトパラフィン包埋血栓および末梢血切片からの横断切片（４μｍ厚）をスライドガラ
スにマウントした。９５℃賦活化用バッファー（２ｍＭクエン酸ナトリウム、ｐＨ７．６
）中での２０分のインキュベーション後、冠血栓および末梢血のパラフィン包埋切片にお
ける抗原性賦活化処理を行った。ＦＡＰの触媒インサートに対して産生されたウサギポリ
クローナル抗体（Ａ２４６、Ａｂ２８２４６、マサチューセッツ州ケンブリッジのＡｂｃ
ａｍ）およびウサギアイソタイプ対照抗体（Ａｂ３７４１５、Ａｂｃａｍ）を使用してＦ
ＡＰを染色した。一次抗体をビオチン標識ヤギ抗ウサギ（１１１－０６６－００３、Ｊａ
ｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ）抗体で検出し、ＡＢＣ染色キット（カリフ
ォルニア州バーリンゲームのＶｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｓ）を使用して染色した。隣接パラフ
ィン包埋切片におけるＦＡＰについての免疫組織化学的染色は、末梢血に対してヒト冠血
栓でのほうが増進されたＦＡＰ発現を明示する（図１４）。
【０１１９】
実施例１１：ＦＡＰはヒト冠血栓における顆粒球によって発現される
　心筋梗塞に罹患している患者の冠動脈から血栓を吸引した。クエン酸塩が添加されたチ
ューブに各患者から５ｍＬの末梢血を血栓吸引前１分未満に採取した。５０μＬのＡｃｔ
ｉｌｙｓｅを含有する１ｍＬのＡｃｕｔａｓｅに末梢血（１ｍＬ）および冠血栓材料を入
れ、３７℃で１時間、穏やかに振盪した。注射器からの軟質ゴムを使用するセルストレー
ナー（孔径４０μｍ）による取捨により、細胞凝集物をさらに解離させた。次いで、両方
の試料を４００Ｇで５分間回転させ、上清を除去した。次いで、１μｇ／ｍＬのＦｃ受容
体用ブロッキング剤を含有するＦＡＣＳバッファー（１％ＦＣＳおよび５ｍＭ　ＥＤＴＡ
を含有するＰＢＳ）に細胞ペレットを再浮遊させ、３０分間４℃でインキュベートした。
その後、ＦＡＰに対する蛍光タグ付き抗体（クローンＦ１９）、顆粒球に対する蛍光タグ
付き抗体（ＣＤ６６ｂ、ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ　５５５７２４）、単球に対する蛍光タグ付
き抗体（ＣＤ４５、ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ　３４５８０９）およびＴリンパ球に対する蛍光
タグ付き抗体（ＣＤ３、ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ　５５５３３２）で細胞を標識した。
【０１２０】
　フローサイトメトリーを用いて、単球、Ｔ細胞および顆粒球を含む血栓白血球細胞集団
に対するヒト末梢血でのＦＡＰ発現を定量する。定量分析は、血栓顆粒球においてＦＡＰ
発現増進を明らかにした。他の分析した細胞集団ではＦＡＰの発現増進を認めなかった（
図１５Ａ～Ｆ）。
【０１２１】
実施例１２：顆粒球におけるＦＡＰ発現はＳＴＥＭＩ患者の血栓において増進されるが、
ＰＡＯＤ患者の血栓では増進されない
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　末梢動脈閉塞性疾患に罹患している患者の大腿動脈から血栓を吸引した。クエン酸塩が
添加されたチューブに各患者から５ｍＬの末梢血を血栓吸引の数秒前に採取した。血栓お
よび血液検体をリン酸緩衝食塩水に入れ、処理のために研究所に移した。上の実施例１１
で与えた説明に従って、ＰＯＡＤ血栓検体を調製した。
【０１２２】
　顆粒球特異的ＦＡＰ発現が、急性アテローム血栓症に関連するかどうかを評価するため
に、本発明者らは、フローサイトメトリーを用いて、ＳＴセグメント上昇型心筋梗塞（Ｓ
ＴＥＭＩ）（冠動脈血栓）および末梢動脈閉塞性疾患（ＰＡＯＤ）（大腿動脈血栓）に罹
患している患者からの末梢血および閉塞性血栓におけるＦＡＰ発現を定量した。急性形成
された冠血栓は、慢性末梢動脈由来血栓と比較して増加されたＦＡＰ発現を示した（図１
６）。
【０１２３】
実施例１３：血漿ＦＡＰレベルは急性冠症候群（ＡＣＳ）を有する患者において上昇され
る
　冠動脈疾患（ＣＡＤ）、安定狭心症、不安定狭心症およびＳＴＥＭＩを有さない患者か
ら５ｍＬの血液をクエン酸塩のチューブに採取した。血液を１０分間、４００Ｇで回転さ
せ、血漿層を抽出し、後の分析まで－８０Ｃで凍結させた。可溶性ＦＡＰについてのサン
ドイッチＥＬＩＳＡを次のように行った。ＦＡＰの触媒インサートに対して産生されたウ
サギポリクローナル抗体（Ａ２４６、Ａｂ２８２４６、マサチューセッツ州ケンブリッジ
のＡｂｃａｍ）を捕捉抗体として使用し、ｍＡｂ　ＦＡＰを検出抗体として使用した。３
から５０００ｎｇ／ｍＬ濃度のヒト組換えＦＡＰタンパク質（ｒｈｕＦＡＰ）溶液をウエ
ルに添加して、標準曲線を確立する。捕捉抗体で被覆した後、プレートを血漿試料および
標準物質とともに１時間、２５℃でインキュベートした。試料のインキュベーション後、
ウエルを１ウエルにつき１００μＬのＰＢＳで２回洗浄した。検出抗体（ｍＡｂ　ＦＡＰ
）を添加し、プレートをインキュベートした（１時間、２５℃）。３回の洗浄段階の後、
１００μＬの第二のＨＲＰ標識検出抗体を添加し、インキュベートした（２５℃で１時間
）。インキュベーション後、ウエルを３回洗浄し、ペルオキシダーゼ基質を添加して検出
用シグナルを生じさせた。結果として生じたシグナルを、プレートリーダーを使用して読
み取って、血漿試料中のＦＡＰ濃度を判定した。ＥＬＩＳＡ分析は、ＣＡＤを有さない患
者と比較してＡＣＳを有する患者でのほうが上昇したＦＡＰ血漿レベルをあきらかにした
（図１７）。
【０１２４】
結論
　アテローム性動脈硬化性プラークの線維性キャップは、内腔と血栓形成性壊死性コアの
離隔に欠くことができない。線維性キャップの機械的強度はコラーゲンによってもたらさ
れるので、コラーゲンを分解するＭＭＰおよびシステインプロテアーゼは、プラーク不安
定性および急性血栓イベントの発生と関連づけられる２９－３３。本研究は、構成的活性
セリンプロテアーゼＦＡＰとプラーク進行および易損性を結びつけ、（１）ＦＡＰ発現が
、ヒト大動脈アテロームと破裂しやすい冠動脈の線維性キャップにおいて増進されること
、（２）ＦＡＰが、ＨＡＳＭＣにおいて発現され、炎症性マクロファージ負荷量と相関す
ること、（３）ＦＡＰが、ＨＡＳＭＣにおいてパラクリンシグナル伝達によりマクロファ
ージ由来ＴＮＦαによって誘導されること、（４）ＦＡＰがヒトアテロームの線維性キャ
ップのコラーゲンを切断すること、および（５）ＦＡＰ介在コラゲナーゼ活性が、ヒト線
維性キャップにおいてＦＡＰ遮断抗体により阻害されることを証明する。
【０１２５】
　非常に多くの研究が、マトリックス分解性コラゲナーゼ、例えばＭＭＰ１、２および９
、ならびにシステインプロテアーゼ、例えばカテプシンＳおよびＫ、を血管再構築および
プラーク破裂に関係づけている１３、３０、３４。ここに提示する知見は、ＦＡＰが、ヒ
トアテローム性動脈硬化症におけるコラーゲン分解に関与する、初めて判明した平滑筋細
胞由来セリンプロテアーゼである証拠を提供する。ＦＡＰ発現は、急性心筋梗塞後に死亡
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する患者から単離される破裂しやすいヒト冠動脈の線維性キャップにおいて特に増進され
る。ＦＡＰの有害なコラーゲン分解活性は、線維性キャップにおけるＦＡＰ介在コラーゲ
ン分解、および低コラーゲン線維性キャップ組織におけるその共局在によって証明される
。これらの知見は、破裂しやすいプラークおよび急性冠症候群（ＡＣＳ）を有する患者に
適用することができるものであり、潜在的臨床的意義は高い。
【０１２６】
　炎症は、アテローム性動脈硬化性プラークにおいてコラゲナーゼを誘導することが証明
されている、プラーク易損性のもう一つの重要な特徴である４、３５、３６。このパラダ
イムと一致して、本発明者らは、ＨＡＳＭＣにおけるＦＡＰ発現が、中間型および進行し
たヒトアテローム性動脈硬化性プラークにおいてマクロファージ負荷量と関連することを
証明する。ＦＡＰは、マクロファージによって発現されない。しかし、マクロファージ由
来ＴＮＦαは、培養平滑筋細胞においてＦＡＰ発現の用量および時間依存的増加を誘導し
た。これらの結果は、ＦＡＰが、パラクリン媒介炎症経路により平滑筋細胞において誘導
されることを示し、それによって、アテローム性動脈硬化症における炎症誘導コラゲナー
ゼ発現の概念を裏付ける証拠増加に寄与する６、１１、２９、３７。このような知見は、
ＴＮＦα経路などの重要な抗炎症性機序に対するアテローム保護的介入を調査するための
さらなる研究の動機になり得るだろう。
【０１２７】
　平滑筋細胞におけるその発現に加えて、構成的ＦＡＰ発現をヒト大動脈内皮細胞におい
てもｉｎ　ｖｉｔｒｏで検出することができる。内皮細胞活性化は、アテローム形成にお
ける重要な段階である３８。活性化された内皮細胞は、それ自体が線維性キャップ分解性
コラゲナーゼを発現し、線維性キャップ分解性平滑筋細胞と協同的に作用することも証明
されている５、３２、３９。観察された内皮細胞のＦＡＰ発現能力は、内皮細胞と平滑筋
細胞の両方による線維性キャップの協調リモデリングに関する概念を裏付ける。さらに、
プラークへの血液由来炎症性細胞の動員の促進により、活性化内皮細胞もまたマクロファ
ージ由来サイトカイン放出を増進し、平滑筋細胞を活性化し、そしてＦＡＰを誘導し得る
。したがって、活性化平滑筋細胞および内皮細胞は、プラーク不安定性を促進する点で「
共犯者」として作用し得る。
【０１２８】
　アテローム形成性プロテアーゼは、易損性アテローム性動脈硬化性プラークのｉｎ　ｖ
ｉｖｏ分子イメージングに活用することができる酵素的挙動を呈示する４０。実際、最近
の光イメージング研究は、カテプシンＫ酵素的切断後に増幅シグナルを出し、それによっ
てｉｎ　ｖｉｖｏイメージングについてのシグナル対ノイズ比を局所的に増加させる、プ
ロテアーゼ特異的蛍光色素標識ペプチドを利用している８、９、４１。プロテアーゼは、
ヒト冠動脈プラーク易損性と関連づけられているので、ＦＡＰは、さらなるｉｎ　ｖｉｖ
ｏ分子イメージング研究の標的としてのこの可能性を共有するだろう。ＦＡＰ介在ゼラチ
ナーゼ活性をｉｎ　ｖｉｔｒｏで検出できるが、ＦＡＰに基づく分子イメージングの実現
可能性を判定するためにはさらなる研究が必要である。
【０１２９】
　破裂しやすい冠動脈プラークおよび内皮細胞におけるＦＡＰの発現は、ＡＣＳを有する
患者へのさらなる調査の拡大の動機となる。本発明の研究は、ＦＡＰ介在分解が、炎症性
シグナル伝達によって誘導されることおよび遮断抗体によって中和され得ることを実証す
るものであり、それによって、アテローム性動脈硬化症および他のＦＡＰ関連炎症性疾患
、例えば関節リウマチおよび腫瘍形成、におけるさらなるＦＡＰターゲッティングのフィ
ージビリティースタディーの実施を促すものである。
【０１３０】
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