
(57)【要約】

　本発明は、活性化PC/PCの内皮受容体(EPCR)に対する

高水準の抗体の存在を検出する方法に関する。本発明は

、試料中の抗EPCR抗体のイン・ビトロでの検出および定

量を含んでなることを特徴とする。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 試 料 中 の 内 皮 Ｐ Ｃ ／ 活 性 化 Ｐ Ｃ 受 容 体 （ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ ） に 対 す る 高 水 準 の 自 己 抗 体 の 存 在 を
評 価 す る 方 法 で あ っ て 、 被 験 者 由 来 の 前 記 試 料 中 の Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ に 対 す る 自 己 抗 体 の イ ン ・ ビ
ト ロ で の 定 量 を 含 ん で な る こ と を 特 徴 と す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ に 対 す る 高 水 準 の 自 己 抗 体 の 存 在 が 、 自 己 免 疫 疾 患 、 脈 管 疾 患 お よ び 産 科
的 合 併 症 か ら 選 択 さ れ る 病 状 と 関 連 し て い る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 自 己 免 疫 疾 患 が 、 抗 リ ン 脂 質 症 候 群 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 関 節 リ ウ マ チ お よ
び 自 己 免 疫 脈 管 炎 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 脈 管 疾 患 が 、 動 脈 疾 患 、 静 脈 疾 患 、 お よ び 微 小 循 環 の 血 栓 症 か ら 選 択 さ れ る こ と を
特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 脈 管 疾 患 が 、 心 筋 梗 塞 、 脳 卒 中 、 一 過 性 脳 血 管 障 害 、 四 肢 虚 血 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈
硬 化 症 、 動 脈 瘤 、 血 栓 症 、 皮 静 脈 血 栓 症 、 深 静 脈 血 栓 症 、 お よ び 肺 塞 栓 症 か ら 選 択 さ れ る
こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 産 科 的 合 併 症 が 、 流 産 、 胎 児 死 亡 、 早 産 、 子 宮 内 発 育 遅 延 、 子 癇 お よ び 前 子 癇 (pre
-eclampsia)か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 試 料 が 血 清 ま た は 血 漿 の 試 料 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か 一
項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 被 験 者 が ヒ ト で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の 定 量 を 、 マ ー カ ー と カ ッ プ リ ン グ し た イ ム ノ ア ッ セ イ に よ っ
て 行 う こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の 定 量 を 、
　 ａ ） 　 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 に
よ っ て 認 識 す る こ と が で き る 少 な く と も １ つ の エ ピ ト ー プ を 含 む そ の 断 片 を 固 形 支 持 体 に
固 定 し 、
　 ｂ ） 　 固 定 し た ポ リ ペ プ チ ド と 、 被 験 者 か ら 得 た 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 を 含 む と 思 わ れ る
試 料 と を 十 分 な 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し て 抗 体 を 固 定 し た ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 さ せ 、 ポ
リ ペ プ チ ド － 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 複 合 体 を 形 成 し 、
　 ｃ ） 　 固 定 し た ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し て い な い 残 り の 試 料 を 除 去 し 、
　 ｄ ） 　 ポ リ ペ プ チ ド － 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 複 合 体 と 、 酵 素 に 接 合 し た 第 二 の 抗 体 と を イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 前 記 第 二 の 抗 体 が 前 記 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 に 結 合 す る こ と が で き る
こ と
を 含 ん で な る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 試 験 に よ っ て 行 う こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か 一
項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、
　 ａ ） 　 完 全 長 の Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び
　 ｂ ） 　 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 抗 体 に よ っ て 認 識 す る こ と が で き る 少 な く と も １ つ の エ ピ ト ー プ を 含
む Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ の 断 片 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド
か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 融 合 タ ン パ ク 質 で あ っ て 、
　 ａ ） 　 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 抗 体 に よ っ て 認 識
す る こ と が で き る 少 な く と も １ つ の エ ピ ト ー プ を 含 む そ の 断 片 か ら 構 成 さ れ る 領 域 Ａ 、 お
よ び
　 ｂ ） 　 前 記 融 合 タ ン パ ク 質 を 単 離 し ま た は 精 製 す る の に 用 い る ア ミ ノ 酸 配 列 、 お よ び ／
ま た は 前 記 融 合 タ ン パ ク 質 を 固 形 支 持 体 に 固 定 す る の に 用 い る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ
プ チ ド か ら 構 成 さ れ る 領 域 Ｂ
を 含 ん で な る 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ １ １ の い ず れ か 一 項 に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 領 域 Ｂ が 領 域 Ａ の ア ミ ノ 末 端 に 結 合 し て い る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 領 域 Ｂ が 領 域 Ａ の カ ル ボ キ シ ル 末 端 に 結 合 し て い る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ２
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 領 域 Ａ が ヒ ト Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ の 可 溶 性 部 分 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る こ と を 特 徴 と す る
、 請 求 項 １ ２ ～ １ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 領 域 Ｂ に 存 在 す る 、 前 記 融 合 タ ン パ ク 質 を 単 離 し ま た は 精 製 す る の に 用 い る ア ミ ノ 酸 配
列 、 お よ び ／ ま た は 前 記 融 合 タ ン パ ク 質 を 固 形 支 持 体 に 固 定 す る の に 用 い る ア ミ ノ 酸 配 列
が 、 Ａ ｒ ｇ タ グ 、 Ｈ ｉ ｓ タ グ 、 Ｆ Ｌ Ａ Ｇ タ グ 、 Ｓ ｔ ｒ ｅ ｐ タ グ 、 抗 体 に よ っ て 認 識 す る こ
と が で き る エ ピ ト ー プ 、 Ｓ Ｂ Ｐ タ グ 、 Ｓ タ グ 、 カ ル モ ジ ュ リ ン 結 合 ペ プ チ ド 、 セ ル ロ ー ス
結 合 ド メ イ ン 、 キ チ ン 結 合 ド メ イ ン 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ タ グ 、 マ ル ト
ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 、 Ｎ ｕ ｓ Ａ 、 Ｔ ｒ ｘ Ａ 、 Ｄ ｓ ｂ Ａ 、 Ａ ｖ ｉ タ グ 、 Ala-His-Gly-His-Ar
g-Pro（ 配 列 番 号 ： ４ ） （ ２ 、 ４ お よ び ８ コ ピ ー ） 、 Pro-Ile-His-Asp-His-Asp-His-Pro-H
is-Leu-Val-Ile-His-Ser（ 配 列 番 号 ： ５ ） 、 Gly-Met-Thr-Cys-X-X-Cys（ 配 列 番 号 ： ６ ）
（ ６ 回 反 復 ） 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ お よ び Ｖ Ｓ Ｖ － 糖 タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ
酸 の 配 列 を 含 ん で な る 、 請 求 項 １ ２ ～ １ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 領 域 Ｂ が 、 抗 － ｃ － ｍ ｙ ｃ 抗 体 に よ っ て 認 識 す る こ と が で き る ｃ － ｍ ｙ ｃ エ ピ ト ー
プ お よ び ヒ ス チ ジ ン の 尾 部 （ Ｈ ｉ ｓ タ グ ） を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド か ら 構 成 さ れ て い る
こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ２ ～ １ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 ヒ ト Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ の 可 溶 性 部 分 の ア ミ ノ 酸 の 配 列 と 、 ｃ － ｍ ｙ ｃ エ ピ
ト ー プ に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 の 配 列 と 、 ヒ ス チ ジ ン の 尾 部 （ ヒ ス チ ジ ン タ グ ） と を 含 ん で な
る 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ２ ～ １ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 融 合 タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 ア ミ ノ 酸 配 列 が 配 列 番 号 ３ に 示 さ れ る
も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ２ ～ １ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 第 二 の 抗 体 が 、 試 料 を 試 験 し て い る 被 験 者 の 種 と は 異 な る 種 に 由 来 す る 免 疫 グ ロ ブ
リ ン ア イ ソ タ イ プ 特 異 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 第 二 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ア イ ソ タ イ プ 特 異 抗 体 が 、 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 、 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｍ
抗 体 、 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ａ 抗 体 お よ び そ れ ら の 混 合 物 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項
１ ０ ま た は ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
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　 前 記 第 二 の 抗 体 が 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ お よ び ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の う ち か ら 選 択 さ
れ る 酵 素 に 接 合 し て い る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ０ ま た は ２ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 被 験 者 か ら の 試 料 で 測 定 し た 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 水 準 と 正 常 水 準 と を 比 較 す る こ と を さ
ら に 含 ん で な る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ２ ２ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 一 定 時 間 に お け る 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 水 準 の 変 化 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項
１ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 試 料 が 、 以 前 に 自 己 抗 体 ま た は 脈 管 疾 患 と 診 断 さ れ た 、 ま た は 産 科 合 併 症 に 罹 っ た
こ と が あ り 、 か つ 治 療 処 置 を 受 け て い る 被 験 者 に 由 来 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ４
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 試 料 中 の Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ に 対 す る 高 水 準 の 自 己 抗 体 の 存 在 を 評 価 す る 方 法 に お け る 、 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ
に 対 す る 自 己 抗 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 試 料 中 の Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ に 対 す る 高 水 準 の 自 己 抗 体 の 存 在 が 、 自 己 免 疫 疾 患 、 脈 管 疾 患 、 お よ
び 産 科 合 併 症 か ら 選 択 さ れ る 病 状 と 関 連 し て い る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の
使 用 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 に よ っ て
認 識 す る こ と が で き る 少 な く と も １ つ の エ ピ ト ー プ を 含 む そ の 断 片 の 、 試 料 中 の Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ
に 対 す る 高 水 準 の 自 己 抗 体 の 存 在 に 対 す る 方 法 に お け る 使 用 で あ っ て 、 前 記 試 料 中 の Ｅ Ｐ
Ｃ Ｒ に 対 す る 自 己 抗 体 の イ ン ・ ビ ト ロ で の 定 量 を 含 ん で な る こ と を 特 徴 と す る 、 使 用 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ に 対 す る 高 水 準 の 自 己 抗 体 の 存 在 に 関 係 し て い る 病 状 が 、 自 己 免 疫 疾 患 、
脈 管 疾 患 お よ び 産 科 合 併 症 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 融 合 タ ン パ ク 質 で あ っ て 、
　 ａ ） 　 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 抗 体 に よ っ て 認 識
す る こ と が で き る 少 な く と も １ つ の エ ピ ト ー プ を 含 む そ の 断 片 か ら 構 成 さ れ る 領 域 Ａ 、 お
よ び
　 ｂ ） 　 融 合 タ ン パ ク 質 を 単 離 し ま た は 精 製 す る の に 用 い る ア ミ ノ 酸 配 列 、 お よ び ／ ま た
は 前 記 融 合 タ ン パ ク 質 を 固 形 支 持 体 に 固 定 す る の に 用 い る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ
ド か ら 構 成 さ れ る 領 域 Ｂ
を 含 ん で な る 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 領 域 Ａ が ヒ ト Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ の 可 溶 性 部 分 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 、 請 求 項 ３ ０ に 記
載 の ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 ヒ ト Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ の 可 溶 性 部 分 の ア ミ ノ 酸 の 配 列 と 、 ｃ － ｍ ｙ ｃ エ
ピ ト ー プ に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 の 配 列 と 、 ヒ ス チ ジ ン の 尾 部 （ ヒ ス チ ジ ン タ グ ） と を 含 ん で
な る 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ ０ ま た は ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ３ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 で あ
る 、 請 求 項 ３ ０ ～ ３ ２ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 に よ っ て
認 識 す る こ と が で き る 少 な く と も １ つ の エ ピ ト ー プ を 含 む そ の 断 片 を 含 ん で な る こ と を 特
徴 と す る 、 試 料 中 の Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ に 対 す る 高 水 準 の 自 己 抗 体 の 存 在 を イ ン ・ ビ ト ロ で 評 価 す る
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た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 融 合 タ ン パ ク 質 で あ っ て 、
　 ｉ ） 　 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 抗 体 に よ っ て 認 識
す る こ と が で き る 少 な く と も １ つ の エ ピ ト ー プ を 含 む そ の 断 片 か ら 構 成 さ れ る 領 域 Ａ 、 お
よ び
　 ii） 　 前 記 融 合 タ ン パ ク 質 を 単 離 し ま た は 精 製 す る の に 用 い る ア ミ ノ 酸 配 列 、 お よ び ／
ま た は 前 記 融 合 タ ン パ ク 質 を 固 形 支 持 体 に 固 定 す る の に 用 い る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ
プ チ ド か ら 構 成 さ れ る 領 域 Ｂ
を 含 ん で な る 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 領 域 Ａ が 、 ヒ ト Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ の 可 溶 性 部 分 の ア ミ ノ 酸 を 含 ん で な る こ と を 特 徴 と す る 、
請 求 項 ３ ５ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 ヒ ト Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ の 可 溶 性 部 分 の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ｃ － ｍ ｙ ｃ エ ピ ト ー
プ に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び ヒ ス チ ジ ン の 尾 部 （ Ｈ ｉ ｓ タ グ ） を 含 ん で な る 融 合 タ ン
パ ク 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ ５ ま た は ３ ６ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ３ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る こ
と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ ５ ～ ３ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 背 景 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　
　 本 発 明 は 、 試 料 中 の 内 皮 タ ン パ ク 質 Ｃ ／ 活 性 化 タ ン パ ク 質 Ｃ 受 容 体 （ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ ） に 対 す
る 高 水 準 の 自 己 抗 体 を そ の 検 出 お よ び イ ン ・ ビ ト ロ 定 量 に よ っ て 検 出 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　
　
　 自 己 免 疫 疾 患 は 、 宿 主 組 織 に 対 す る 免 疫 反 応 と こ の 組 織 を 攻 撃 す る 異 常 抗 体 （ 自 己 抗 体
） の 産 生 と を 誘 発 す る 、 免 疫 反 応 の 存 在 を 特 徴 と す る 。 こ れ ら の 自 己 免 疫 疾 患 と し て は 、
一 般 に 、 抗 リ ン 脂 質 症 候 群 （ Ａ Ｐ Ｌ Ｓ ） 、 関 節 リ ウ マ チ 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 自 己
免 疫 脈 管 炎 な ど の 障 害 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 Ａ Ｐ Ｌ Ｓ は 、 血 管 血 栓 症 （ 静 脈 、 動 脈 ま た は 微 小 血 管 性 ） お よ び 抗 リ ン 脂 質 抗 体 の 存 在
と 関 連 し た 妊 娠 中 の 合 併 症 （ 胎 児 死 亡 、 早 産 ま た は 多 発 性 自 然 流 産 ） を 特 徴 と す る 。 こ れ
ら の 抗 体 は 異 質 性 で あ り 、 リ ン 脂 質 、 リ ン 脂 質 結 合 タ ン パ ク 質 、 ま た は 両 方 の 様 々 な 組 合
せ を 認 識 す る 。 最 も 普 通 に 検 出 さ れ る 抗 リ ン 脂 質 抗 体 サ ブ グ ル ー プ は 、 い わ ゆ る ル ー プ ス
性 抗 凝 固 因 子 抗 体 （ Ａ Ｃ Ｌ ） 、 抗 カ ル ジ オ リ ピ ン 抗 体 、 お よ び 抗 糖 タ ン パ ク 質 Ｉ β ２ 抗 体
を 含 ん で な る 。 古 典 的 な 研 究 基 準 に は 包 含 さ れ な い 他 の 抗 リ ン 脂 質 抗 体 が 、 現 在 研 究 さ れ
て い る 。 こ の よ う な 抗 体 は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン の よ う な カ ル ジ オ リ ピ ン 以
外 の リ ン 脂 質 、 ま た は ア ネ キ シ ン Ｖ お よ び プ ロ テ イ ン Ｓ の よ う な リ ン 脂 質 結 合 タ ン パ ク 質
を 標 的 と し て い る 。 し か し な が ら 、 血 管 血 栓 症 お よ び 流 産 に 対 す る 抗 リ ン 脂 質 抗 体 の 存 在
に 関 す る 機 構 に つ い て は ほ と ん ど 知 ら れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　
　 脈 管 疾 患 に は 、 関 与 す る 血 管 の 種 類 （ 動 脈 、 静 脈 、 ま た は 微 小 循 環 の 小 口 径 脈 管 ） に よ
る ３ つ の 主 要 な 型 が あ る 。 動 脈 血 管 疾 患 の 場 合 に は 、 壁 側 硬 化 症 に よ り 血 管 腔 中 の 血 流 が
減 少 し 、 従 っ て 損 傷 し た 血 管 に よ っ て 湿 っ た 部 分 の 血 液 供 給 が 慢 性 的 に 減 少 す る 。 こ の ア
テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 は 、 合 併 症 を 引 き 起 こ し 、 動 脈 内 に 血 栓 を 生 じ 、 動 脈 を 完 全 に 閉 塞
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し 、 血 流 を 完 全 に 遮 断 す る 可 能 性 が あ る 。 こ の 場 合 に は 、 組 織 梗 塞 が 起 こ る 。 こ の 現 象 の
最 も 頻 繁 に 見 ら れ る 例 は 、 血 栓 症 が 冠 動 脈 を 冒 す と き に は 心 筋 梗 塞 で あ り 、 ま た は 冒 さ れ
る 血 管 が 脳 動 脈 で あ る と き に は 脳 卒 中 で あ る 。 静 脈 血 管 疾 患 の 場 合 に は 、 血 栓 症 が 心 臓 へ
の 回 帰 血 流 を 悪 化 さ せ る 。 血 栓 性 静 脈 壁 の 血 栓 の 断 片 が 剥 離 す る と 、 そ れ が 肺 静 脈 循 環 中
に 至 る ま で 血 流 中 を 移 動 し 、 急 性 肺 不 全 （ 肺 塞 栓 症 と し て 知 ら れ る 状 態 ） を 引 き 起 こ す 。
微 小 循 環 の 疾 患 は 、 様 々 な 臓 器 に お け る 微 小 循 環 の 血 管 の 炎 症 お よ び ／ ま た は 血 栓 症 に 対
し て 二 次 的 に 発 現 し 、 微 小 循 環 が 損 傷 し て い る 臓 器 不 全 と し て 現 れ る 。 脈 管 疾 患 は 、 西 欧
諸 国 に お け る 罹 患 率 お よ び 死 亡 率 の 重 要 な 原 因 で あ る 。 特 に 、 ２ ０ ０ ０ 年 に 対 応 す る Inst
ituto Nacional de Estadistica(INE)（ 国 立 統 計 学 研 究 所 ） の デ ー タ ー に よ れ ば 、 循 環 器
疾 患 は ス ペ イ ン に お け る 死 亡 の 第 一 原 因 （ 全 死 亡 率 の 約 ３ ５ ． ０ ％ ） で あ る 。 最 も 頻 繁 に
見 ら れ る 循 環 器 障 害 の 中 で も 、 心 臓 の 血 管 ま た は 血 栓 性 動 脈 疾 患 （ 主 と し て 、 急 性 心 筋 梗
塞 ） が 死 亡 の 第 一 原 因 と な っ て い る 。 現 在 の と こ ろ 、 幾 人 か の 患 者 に お け る 血 栓 症 の 存 在
を 識 別 す る こ と が で き る 多 数 の 分 子 危 険 因 子 が 同 定 さ れ て い る 。 こ の よ う な 危 険 因 子 の 一
つ は 、 い わ ゆ る 抗 リ ン 脂 質 抗 体 の 存 在 で あ る 。 当 初 、 こ れ ら の 自 己 抗 体 は ア ニ オ ン 性 リ ン
脂 質 を 標 的 と し て い る と 信 じ ら れ て い た が 、 そ の 後 、 こ れ ら の 自 己 抗 体 の 多 く は 、 糖 タ ン
パ ク 質 Ｉ β ２ ま た は プ ロ ト ロ ン ビ ン の よ う な タ ン パ ク 質 と 、 リ ン 脂 質 と の 間 に 形 成 さ れ た
複 合 体 を 標 的 と し て い る こ と が 示 さ れ た 。 更 に 近 年 、 プ ロ テ イ ン Ｃ （ Ｐ Ｃ ） 、 プ ロ テ イ ン
Ｓ 、 ト ロ ン ボ モ ジ ュ リ ン ま た は ア ネ キ シ ン Ｖ の よ う な 抗 凝 固 薬 の 役 割 を 有 す る 他 の タ ン パ
ク 質 も 関 与 し て お り 、 こ れ ら の 自 己 抗 体 の 存 在 に よ り 血 栓 症 に 罹 患 し や す く な る 理 由 が 説
明 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　
　 産 科 的 合 併 症 は 、 基 本 的 に は 妊 娠 １ ０ 週 後 の 胎 児 死 亡 、 未 熟 児 の 誕 生 、 妊 娠 １ ０ 週 以 前
の 自 然 流 産 、 子 宮 内 発 育 遅 延 、 子 癇 、 お よ び 前 子 癇 (pre-eclampsia)を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　
　 活 性 化 プ ロ テ イ ン Ｃ （ Ａ Ｐ Ｃ ） は 、 主 要 な 凝 固 カ ス ケ ー ド 調 節 タ ン パ ク 質 の 一 つ で あ る
。 Ａ Ｐ Ｃ の チ モ ー ゲ ン で あ る Ｐ Ｃ は 、 内 皮 細 胞 表 面 の ト ロ ン ボ モ ジ ュ リ ン に 結 合 し た ト ロ
ン ビ ン に よ っ て 活 性 化 さ れ る 。 Ａ Ｐ Ｃ は 、 プ ロ テ イ ン Ｓ （ そ の 非 酵 素 的 補 助 因 子 ） と 共 同
し て 、 活 性 化 因 子 Ｖ お よ び Ｖ IIIの タ ン パ ク 質 分 解 を 介 し て そ の 抗 凝 固 薬 と し て の 役 割 を
発 揮 す る 。 ト ロ ン ボ モ ジ ュ リ ン で の 遺 伝 的 お よ び 後 天 的 欠 損 に お い て は 、 Ｐ Ｃ お よ び プ ロ
テ イ ン Ｓ が 静 脈 お よ び ／ ま た は 動 脈 血 栓 症 の 患 者 に 検 出 さ れ て き た 。 内 皮 Ｐ Ｃ ／ 活 性 化 Ｐ
Ｃ 受 容 体 （ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ ） は 、 内 皮 細 胞 の 膜 上 で 発 現 し た 糖 タ ン パ ク 質 で あ り 、 特 異 的 か つ 高
親 和 性 で Ｐ Ｃ お よ び Ａ Ｐ Ｃ と 結 合 す る も の で あ る 。 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ が 機 能 性 で あ る た め に は 、 そ
の 三 次 元 構 造 を 安 定 化 す る リ ン 脂 質 分 子 に 結 合 し な け れ ば な ら な い 。 Ｐ Ｃ の Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ へ の
結 合 は 、 内 皮 細 胞 表 面 に お け る ト ロ ン ビ ン － ト ロ ン ボ モ ジ ュ リ ン 複 合 体 に よ り 、 そ の 活 性
化 を 著 し く 増 加 す る 。 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ の 使 命 は 、 内 皮 細 胞 上 の Ｐ Ｃ を 濃 縮 し 、 そ れ を ト ロ ン ビ ン
－ ト ロ ン ボ モ ジ ュ リ ン 複 合 体 に 提 示 す る こ と に よ っ て 、 効 率 的 な Ｐ Ｃ 活 性 化 を 助 け る こ と
で あ る 。 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ は 、 イ ン ・ ビ ボ で 内 皮 細 胞 表 面 の Ｐ Ｃ 活 性 化 指 数 の 増 加 を 約 ９ 倍 誘 発 し
、 そ の 結 果 と し て 、 Ａ Ｐ Ｃ の 循 環 水 準 の ９ ０ ％ に 関 与 す る 。 さ ら に 、 Ａ Ｐ Ｃ が Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ に
結 合 し て い る と き に の み 、 そ れ は プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 化 受 容 体 － １ を 活 性 化 す る こ と が で き
、 こ れ が 「 細 胞 防 御 的 」 細 胞 シ グ ナ ル を 生 じ 、 ア ポ ト ー シ ス を ブ ロ ッ ク す る の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ は 、 主 と し て 静 脈 お よ び 動 脈 の 内 皮 、 特 に 大 お よ び 中 口 径 の も の に よ っ て 発 現
さ れ る 。 さ ら に 、 こ れ は 、 合 胞 体 栄 養 細 胞 層 に よ っ て 強 く 発 現 さ れ る 。 こ れ ら の 位 置 に お
い て 、 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ は 血 栓 症 を 予 防 し 、 内 皮 お よ び 合 胞 体 栄 養 細 胞 層 の い ず れ の 細 胞 機 能 を も
良 好 に 支 持 す る 。 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス で の Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 遺 伝 子 の 欠 失 に よ り こ れ ら マ ウ ス に お
け る 胎 盤 血 栓 症 お よ び 早 期 胎 児 死 亡 が 引 き 起 こ さ れ る こ と に 続 い て 、 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ は 妊 娠 の 維
持 に 役 割 を 果 た し て い る こ と を 示 唆 す る し っ か り し た 証 拠 が 増 え て き て い る 。
【 発 明 の 概 要 】
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【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 被 験 者 の 試 料 に お け る 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 （ Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ａ お よ び Ｉ ｇ Ｍ ）
を 測 定 す る 方 法 に 関 す る 。 一 方 、 こ れ ら の 自 己 抗 体 は 、 自 己 免 疫 疾 患 （ Ａ Ｐ Ｌ Ｓ お よ び 播
種 状 エ リ テ マ ト ー デ ス ） と 診 断 さ れ た 患 者 、 血 管 性 疾 患 （ 静 脈 お よ び 動 脈 血 栓 症 の 患 者 、
お よ び 産 科 的 合 併 症 の 女 性 患 者 に 存 在 す る こ と が 明 ら か に さ れ て い る 。 本 明 細 書 の 説 明 に
伴 う 実 施 例 は 、 と り わ け 血 清 ま た は 血 漿 に お け る 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の 存 在 が 、 自 己 免 疫
疾 患 の 患 者 （ Ａ Ｐ Ｌ Ｓ ま た は 播 種 状 エ リ テ マ ト ー デ ス の 患 者 で 測 定 ） 、 動 脈 血 栓 症 、 例 え
ば 、 心 筋 梗 塞 （ Ａ Ｐ Ｌ Ｓ の 患 者 お よ び Ａ Ｐ Ｌ Ｓ の な い 患 者 の 両 方 で 測 定 ） 、 虚 血 性 発 作 （
Ａ Ｐ Ｌ Ｓ の 患 者 で 測 定 ） 、 ま た は 静 脈 血 栓 症 （ Ａ Ｐ Ｌ Ｓ の 患 者 で 測 定 ） の 患 者 、 並 び に 胎
児 死 亡 （ Ａ Ｐ Ｌ Ｓ の 婦 人 お よ び Ａ Ｐ Ｌ Ｓ の な い 婦 人 の 両 方 で 測 定 ） ま た は 多 発 性 流 産 （ Ａ
Ｐ Ｌ Ｓ の 患 者 で 測 定 ） の よ う な 産 科 的 合 併 症 の 患 者 で 増 加 す る と い う 事 実 を 説 明 し て い る
。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 自 己 免 疫 疾 患 の 患 者 、 お よ び ／ ま た は 血 管 疾 患 の 患 者 、 お よ び ／ ま た は
産 科 的 合 併 症 の 患 者 の 血 清 ま た は 血 漿 中 の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の 存 在 量 が 、 上 記 疾 患 に 冒
さ れ て い な い 健 康 な 被 験 者 の 試 料 と 比 較 し て 増 加 す る こ と を 見 出 し た 。 こ れ ら の 証 拠 に よ
り 、 上 記 の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 は 、 自 己 免 疫 疾 患 、 血 管 疾 患 、 ま た は 産 科 的 合 併 症 の よ う
な Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ に 対 し て 高 水 準 の 自 己 抗 体 の 存 在 と 関 連 し た 疾 患 を 発 現 す る 被 験 者 の 危 険 性 お
よ び 感 受 性 に つ い て イ ン ・ ビ ト ロ 評 価 を 行 う た め の 有 用 な マ ー カ ー と さ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 Ａ Ｐ Ｌ Ｓ の 患 者 に お け る 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の 存 在 お よ び そ れ ら と 胎 児 死 亡 と の 関 係 に
つ い て 研 究 が 行 わ れ て き た 。 内 皮 表 面 上 の Ａ Ｐ Ｃ の 生 成 に 対 す る こ れ ら の 自 己 抗 体 の 効 果
も 、 評 価 さ れ て き た 。 そ の 後 、 患 者 － 対 照 組 合 せ 研 究 に お け る 胎 児 死 亡 に 対 す る 抗 Ｅ Ｐ Ｃ
Ｒ 自 己 抗 体 の 関 連 性 が 、 研 究 さ れ て き た 。 得 ら れ た 結 果 は 、 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 が 胎 児 死
亡 の 危 険 因 子 で あ る こ と を 支 持 し て い る 。 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ を 発 現 す る 細 胞 表 面 上 の Ｐ Ｃ の 活 性 化
を 防 止 す る こ と は 、 こ れ ら の 自 己 抗 体 が そ の 病 理 学 的 効 果 を 発 揮 す る １ 機 構 で あ り 得 る 。
【 発 明 の 具 体 的 説 明 】
【 ０ ０ １ １ 】

　 本 発 明 出 願 明 細 書 の 理 解 を 容 易 に す る た め 、 本 発 明 に 関 し て 用 い る 幾 つ か の 用 語 お よ び
表 現 の 意 味 を 下 記 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 「 被 験 者 」 と い う 用 語 は 、 哺 乳 類 の 種 の 一 員 を 指 す も の で あ り 、 飼 い 慣 ら さ れ た 愛 玩 動
物 、 霊 長 類 お よ び ヒ ト が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ ず 、 被 験 者 は 好 ま し く は 任 意 の
年 齢 ま た は 人 種 の ヒ ト （ 男 性 ま た は 女 性 ） で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 「 自 己 免 疫 疾 患 」 と い う 表 現 は 、 免 疫 系 が 宿 主 組 織 に 対 し て 反 応 し て 、 広 汎 な 障 害 を 生
じ る 疾 患 を 指 す 。 例 え ば 、 こ れ ら の 疾 患 と し て は 、 （ 特 に ） Ａ Ｐ Ｌ Ｓ 、 全 身 性 エ リ テ マ ト
ー デ ス 、 関 節 リ ウ マ チ 、 自 己 免 疫 脈 管 炎 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 「 脈 管 疾 患 」 と い う 表 現 は 、 血 管 を 冒 す 障 害 を 指 す 。 動 脈 が 関 与 す る と き に は 、 そ の 血
管 に よ っ て 灌 注 さ れ る 補 助 的 領 域 は 灌 流 が 不 足 す る 。 こ の 状 態 は 通 常 、 壁 の ア テ ロ ー ム 性
動 脈 硬 化 症 の 病 巣 に 起 因 す る 動 脈 梗 塞 、 ま た は 血 栓 症 、 ま た は 両 方 同 時 の も の に 対 し て 二
次 的 な も の で あ る 。 静 脈 の 関 与 も ま た 、 冒 さ れ た 末 梢 部 位 か ら 心 臓 へ の 血 液 還 流 の 合 併 症
に よ っ て 定 義 さ れ 、 通 常 は 静 脈 血 栓 が 形 成 さ れ る 結 果 血 管 閉 塞 を 生 じ る 。 こ れ ら が 微 小 循
環 を 冒 す 場 合 、 臓 器 の 障 害 で あ っ て そ の 機 能 を 行 う た め の 微 小 循 環 が 冒 さ れ て い る も の に
よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 。 例 え ば 、 こ の よ う な 疾 患 と し て は 、 （ と り わ け ） 心 筋 梗 塞 、 脳 卒
中 、 一 過 性 の 脳 血 管 障 害 、 四 肢 虚 血 （ ischemia of limbs） 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、
動 脈 瘤 な ど の よ う な 動 脈 血 管 傷 害 、 並 び に 皮 お よ び 深 静 脈 血 栓 症 、 肺 動 脈 塞 栓 症 な ど の よ
う な 静 脈 血 管 疾 患 、 お よ び 感 染 中 ま た は 自 己 免 疫 疾 患 に 関 し て 見 ら れ る 臓 器 不 全 の 形 態 で
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の 微 小 循 環 病 理 学 （ 血 栓 症 ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 「 産 科 的 合 併 症 」 と い う 表 現 は 、 懐 妊 母 体 お よ び 胚 ま た は 胎 児 の 両 方 に 関 連 す る よ う に
、 妊 娠 の 発 生 に 影 響 す る 障 害 を 指 す 。 例 と し て は 、 流 産 、 胎 児 死 亡 、 早 産 、 子 宮 内 発 育 遅
延 、 子 癇 、 お よ び 前 子 癇 (pre-eclampsia)が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 「 自 己 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 被 験 者 に よ っ て 産 生 さ れ か つ 自 身 の 産 生 物 に お け る 宿 主 構
造 お よ び 組 織 に 向 け ら れ た （ ま た は 特 異 的 な ） 抗 体 、 例 え ば 、 抗 血 小 板 自 己 抗 体 、 抗 甲 状
腺 自 己 抗 体 、 赤 血 球 に 対 す る 自 己 抗 体 な ど を 指 す 。 こ の 意 味 に お い て 、 「 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己
抗 体 」 と い う 用 語 は 、 被 験 者 に よ っ て 産 生 さ れ か つ 彼 ま た は 彼 女 自 身 の 組 織 の Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ に
特 異 的 に 向 け ら れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は 抗 体 を 指 す 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 で 用 い ら れ る 「 エ ピ ト ー プ 」 と い う 用 語 は 、 タ ン パ ク 質 の 抗 原 決 定 基 、 例 え ば 、
そ の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ っ て 、 問 題 の 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る も の を 指 す 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 「 ペ プ チ ド 」 お よ び 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 タ ン パ ク 質 断 片 を 表 す ア ミ ノ 酸 の
分 子 鎖 を 指 す 。 「 タ ン パ ク 質 」 と 「 ペ プ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 区 別 せ ず に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は 、 自 己 免 疫 疾 患 の 患 者 、 お よ び ／ ま た は 血 管 疾 患 の 患 者 、 お よ び ／ ま た は 産 科
的 合 併 症 の 患 者 の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の 産 生 が 、 こ れ ら の 疾 患 に 罹 っ て い な い 健 康 な 被 験
者 か ら の 試 料 と 比 較 し て 増 加 す る と い う 観 察 に 基 づ い て い る 。 こ の 証 拠 に よ り 、 こ の よ う
な 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 は 、 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ に 対 す る 高 水 準 の 自 己 抗 体 の 存 在 と 関 連 し た 病 変 を 発
現 す る 所 定 の 被 験 者 の 危 険 性 お よ び 感 受 性 の イ ン ・ ビ ト ロ 評 価 を 行 う た め の 有 用 な マ ー カ
ー で あ る と 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 明 細 書 の 説 明 に お い て 用 い ら れ る 「 高 水 準 の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 」 と い う 表 現 は 、 正
常 個 体 群 の ５ ０ 百 分 位 数 （ percentile） 以 上 の Ａ Ｕ （ 任 意 単 位 ） の 水 準 を 指 し 、 例 え ば 、
正 常 個 体 群 の ６ ０ 百 分 位 数 以 上 、 正 常 個 体 群 の ７ ０ 百 分 位 数 以 上 、 正 常 個 体 群 の ８ ０ 百 分
位 数 以 上 、 正 常 個 体 群 の ９ ０ 百 分 位 数 以 上 、 お よ び 正 常 個 体 群 の ９ ５ 百 分 位 数 以 上 の Ａ Ｕ
の 水 準 が 挙 げ ら れ る 。 被 験 者 間 の 変 動 性 （ 例 え ば 、 人 種 な ど に 関 す る 側 面 ） の た め 、 総 て
の 被 験 者 に 適 用 可 能 な 高 水 準 の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 を 示 す 絶 対 値 を 確 立 す る こ と は （ 実 際
上 不 可 能 で は な い に し て も ） 極 め て 困 難 で あ る 。 上 記 の よ う な 百 分 位 数 は 、 正 常 被 験 者 （
す な わ ち 、 試 験 の 時 点 で 自 己 免 疫 疾 患 と 診 断 さ れ て い な い 、 ま た は 血 管 疾 患 ま た は 産 科 的
合 併 症 の 前 歴 を 持 た な い ヒ ト ） の 群 の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の 水 準 の 試 験 を 含 む 通 常 の 手 順
に よ っ て 容 易 に 計 算 す る こ と が で き る 。 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の 測 定 は 、 任 意 の 通 常 の 方 法
、 例 え ば 、 「 材 料 お よ び 方 法 」 （ 実 施 例 １ ） に 記 載 の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 用 い て 行 う こ と が で き
る 。 論 理 上 は 、 そ れ ぞ れ の 被 験 者 は あ る 程 度 の 水 準 （ Ａ Ｕ ） の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 を 提 示
し 、 具 体 的 な 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 水 準 は 、 分 析 が 行 わ れ る 個 体 群 の う ち ５ ０ ％ が 検 出 さ れ
る 水 準 を 上 回 る も の と 同 定 さ れ る 。 こ の 値 は 、 ５ ０ 百 分 位 数 で あ る 。 試 験 を 受 け る 正 常 被
験 者 の う ち ４ ０ ％ を 検 出 す る こ と が で き る 水 準 を 上 回 る 値 （ Ａ Ｕ ） も 存 在 し 、 こ の 値 は ６
０ 百 分 位 数 に 対 応 す る 。 次 に 、 試 験 を 受 け る 正 常 被 験 者 の う ち ３ ０ ％ 、 ２ ０ ％ 、 １ ０ ％ 、
お よ び ５ ％ を 検 出 す る こ と が で き る 水 準 を 上 回 る 他 の 値 を 定 義 す る こ と も で き 、 そ れ ぞ れ
７ ０ 、 ８ ０ 、 ９ ０ お よ び ９ ５ 百 分 位 数 に 対 応 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 は 、 試 料 中 の 内 皮 タ ン パ ク 質 Ｃ ／ 活 性 化 タ ン パ ク 質 Ｃ 受 容 体 （ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ ） に 対 す
る 高 水 準 の 自 己 抗 体 の 存 在 を 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、 被 験 者 由 来 の 上 記 試 料 中 の Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ
に 対 す る 自 己 抗 体 の イ ン ・ ビ ト ロ で の 定 量 を 含 ん で な る こ と を 特 徴 と す る 方 法 を 提 供 す る
。 こ れ ら の 高 水 準 の 自 己 抗 体 は 、 自 己 免 疫 疾 患 （ 例 え ば 、 Ａ Ｐ Ｌ Ｓ 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー
デ ス 、 関 節 リ ウ マ チ 、 自 己 免 疫 脈 管 炎 な ど ） 、 脈 管 疾 患 （ 例 え ば 、 心 筋 梗 塞 、 脳 卒 中 (str
oke)、 一 過 性 脳 血 管 障 害 、 四 肢 虚 血 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 動 脈 瘤 、 血 栓 症 な ど の よ
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う な 動 脈 疾 患 、 ま た は 皮 ま た は 深 静 脈 血 栓 症 、 お よ び 肺 塞 栓 症 な ど の よ う な 静 脈 疾 患 、 ま
た は 微 小 循 環 の 血 管 疾 患 ） 、 お よ び 産 科 的 合 併 症 （ 例 え ば 、 流 産 、 胎 児 死 亡 、 早 産 、 子 宮
内 発 育 遅 延 (delayed intrauterine growth)、 子 癇 、 お よ び 前 子 癇 (pre-eclampsia)な ど ）
か ら 選 択 さ れ る 病 状 に 関 連 し て い る 。 従 っ て 本 発 明 の 主 題 で あ る こ の 方 法 は 、 所 定 の 時 間
に わ た る 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の 水 準 の 変 動 の 測 定 に 応 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 目 的
で あ る こ の よ う な 測 定 は 、 そ れ ら を 正 常 水 準 の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 と 比 較 す る こ と に よ っ
て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 上 記 の 方 法 は 、 任 意 の 通 常 の 方 法 、 例 え ば 、 血 液 採 取 に よ っ て 得 る こ と が で き る 、 血 清
ま た は 血 漿 の 試 料 な ど の 試 料 を 被 験 者 か ら 採 取 す る 工 程 を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 こ れ ら の 試 料 は 、 自 己 免 疫 疾 患 、 ま た は 血 管 疾 患 、 ま た は 産 科 的 合 併 症 と 以 前 に 診 断 さ
れ た ま た は 診 断 さ れ て い な い 被 験 者 か ら 得 る こ と が で き る 。 そ れ ら は 、 治 療 を 受 け て い る
ま た は 上 記 疾 患 ま た は 合 併 症 に つ い て 以 前 治 療 を 受 け た こ と が あ る 被 験 者 か ら 得 る こ と も
で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 の 性 質 を 考 慮 す れ ば 、 こ れ ら の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の 検 出 お よ び 定 量 は 、
特 異 的 抗 原 － 抗 体 複 合 体 の 形 成 を 検 出 お よ び 定 量 す る こ と が で き る マ ー カ ー と カ ッ プ リ ン
グ し た (coupled to)免 疫 試 験 、 例 え ば 、 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 試 験 （ ラ テ ッ ク ス 、 コ ロ
イ ド 状 金 な ど ） 、 マ ー カ ー が 蛍 光 性 で あ る か 、 同 位 体 、 重 金 属 、 酵 素 、 発 光 マ ー カ ー 、 化
学 発 光 マ ー カ ー 、 色 原 体 な ど で あ る 免 疫 試 験 に よ っ て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 非 標 識 抗 体 （ 一 次 抗 体 ） お よ び 標 識 抗 体 （ 二 次 抗 体 ） の 使 用 を 含 む 広 汎 な 周 知 の 試 験 を
、 本 発 明 で 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら の 手 法 と し て は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 ま た は ウ
ェ ス タ ン 転 移 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ （ 酵 素 免 疫 測 定 法 ） 、 Ｒ Ｉ Ａ （ ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ ） な ど が
挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 特 定 の 態 様 に よ れ ば 、 こ れ ら の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 を 行 う こ
と が で き る 本 発 明 の 方 法 に お け る 好 ま し い 免 疫 試 験 は 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 試 験 で あ っ て 、
　 ａ ） 　 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 に
よ っ て 認 識 す る こ と が で き る 少 な く と も １ つ の エ ピ ト ー プ を 含 む そ の 断 片 を 固 形 支 持 体 に
固 定 し 、
　 ｂ ） 　 上 記 固 定 し た ポ リ ペ プ チ ド と 、 上 記 被 験 者 か ら 得 た 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 を 含 む と
思 わ れ る 試 料 と を 十 分 な 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し て 抗 体 を 固 定 し た ポ リ ペ プ チ ド に 結 合
さ せ 、 ポ リ ペ プ チ ド － 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 複 合 体 を 形 成 し 、
　 ｃ ） 　 固 定 し た ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し て い な い 残 り の 試 料 を 除 去 し 、
　 ｄ ） 　 ポ リ ペ プ チ ド － 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 複 合 体 と 、 酵 素 に 接 合 し た 第 二 の 抗 体 と を イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 第 二 の 抗 体 が 上 記 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 に 結 合 す る こ と が で き る こ と
を 含 ん で な る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 試 験 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る こ の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 に よ っ
て 認 識 す る こ と が で き る 少 な く と も １ つ の エ ピ ト ー プ を 含 む そ の 断 片 は 、 完 全 長 の Ｅ Ｐ Ｃ
Ｒ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ の 断 片 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含
ん で な り か つ 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 抗 体 に よ っ て 認 識 す る こ と が で き る 少 な く と も １ つ の エ ピ ト ー プ
を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ る こ と が で き る 。 特 定 の 態 様 に よ れ ば 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 融
合 タ ン パ ク 質 で あ っ て 、
　 ｉ ） 　 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 抗 体 に よ っ て 認 識
す る こ と が で き る 少 な く と も １ つ の エ ピ ト ー プ を 含 む そ の 断 片 か ら 構 成 さ れ る 領 域 Ａ 、 お
よ び
　 ｉ ｉ ） 　 融 合 タ ン パ ク 質 を 単 離 し ま た は 精 製 す る の に 用 い る ア ミ ノ 酸 配 列 、 お よ び ／ ま
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た は 上 記 融 合 タ ン パ ク 質 を 固 形 支 持 体 に 固 定 す る の に 用 い る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ
チ ド か ら 構 成 さ れ る 領 域 Ｂ
を 含 ん で な る 上 記 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る 。
　 こ の 領 域 Ｂ は 、 領 域 Ａ の ア ミ ノ 末 端 ま た は 領 域 Ａ の カ ル ボ キ シ ル 末 端 に 結 合 す る こ と が
で き る 。
　 特 定 の 態 様 に よ れ ば 、 領 域 Ａ は ヒ ト Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ の 可 溶 性 部 分 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る
。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 領 域 Ｂ は 、 上 記 で 定 義 し た 融 合 タ ン パ ク 質 の 単 離 ま た は 精 製 に 用 い る ア ミ ノ 酸 配 列 、 お
よ び ／ ま た は 上 記 融 合 タ ン パ ク 質 を 固 形 支 持 体 に 固 定 す る の に 用 い る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん
で な る 。 実 際 に は 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 単 離 ま た は 精 製 す る の に 用 い る こ と が で き る 任 意 の
ア ミ ノ 酸 配 列 （ 一 般 に 「 タ グ 」 ペ プ チ ド と 呼 ば れ る ） 、 お よ び ／ ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 を
固 形 支 持 体 に 固 定 す る の に 用 い る こ と が で き る 任 意 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 領 域 Ｂ に 存 在 す る
こ と が で き る 。 場 合 に よ っ て は 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 単 離 ま た は 精 製 に 用 い る ア ミ ノ 酸 配 列
は 、 上 記 の 融 合 タ ン パ ク 質 を 固 形 支 持 体 に 固 定 す る の に 用 い る ア ミ ノ 酸 配 列 と し て 作 用 す
る こ と も で き 、 ま た そ の 逆 も ま た 同 様 で あ る 。 特 定 の 態 様 に よ れ ば 、 領 域 Ｂ は 、 融 合 タ ン
パ ク 質 の 単 離 ま た は 精 製 に 用 い る ア ミ ノ 酸 配 列 と 融 合 タ ン パ ク 質 を 固 形 支 持 体 に 固 定 す る
の に 用 い る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 一 例 と し て 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 単 離 し ま た は 精 製 す る の に 用 い る ア ミ ノ 酸 配 列 、 お よ び
／ ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 を 固 形 支 持 体 に 固 定 す る の に 用 い る ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 Ａ ｒ ｇ タ グ
、 Ｈ ｉ ｓ タ グ 、 Ｆ Ｌ Ａ Ｇ タ グ 、 Ｓ ｔ ｒ ｅ ｐ タ グ 、 ｃ － ｍ ｙ ｃ － タ グ の よ う な 抗 体 に よ っ て
認 識 す る こ と が で き る エ ピ ト ー プ 、 Ｓ Ｂ Ｐ タ グ 、 Ｓ タ グ 、 カ ル モ ジ ュ リ ン 結 合 ペ プ チ ド 、
セ ル ロ ー ス 結 合 ド メ イ ン 、 キ チ ン 結 合 ド メ イ ン 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ タ
グ 、 マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 、 Ｎ ｕ ｓ Ａ 、 Ｔ ｒ ｘ Ａ 、 Ｄ ｓ ｂ Ａ 、 Ａ ｖ ｉ タ グ な ど (Terpe
 K., Appl. Microbiol. Biotechnol. (2003), 60:523-525)、 Ala-His-Gly-His-Arg-Pro（
配 列 番 号 ： ４ ） （ ２ 、 ４ お よ び ８ コ ピ ー ） 、 Pro-Ile-His-Asp-His-Asp-His-Pro-His-Leu-
Val-Ile-His-Ser（ 配 列 番 号 ５ ） 、 Gly-Met-Thr-Cys-X-X-Cys（ 配 列 番 号 ６ ） （ ６ 回 反 復 ）
、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 Ｖ Ｓ Ｖ － 糖 タ ン パ ク 質 (YTDIEMNRLGK)な ど の よ う な ア ミ ノ 酸 配
列 で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 特 定 の 態 様 に よ れ ば 、 上 記 領 域 Ｂ は 、 抗 体 に よ っ て 認 識 す る こ と が で き る エ ピ ト ー プ （
例 え ば 、 ｃ － ｍ ｙ ｃ エ ピ ト ー プ 、 抗 ｃ － ｍ ｙ ｃ 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る ） お よ び ヒ ス チ ジ
ン の 尾 部 （ a tail of histidines、  Ｈ ｉ ｓ タ グ ） を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド か ら な っ て
い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 明 細 書 の 説 明 に 伴 う 実 施 例 で は 、 ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ と 呼 ば れ る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、
ヒ ト Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ の 可 溶 性 部 分 （ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ｃ － ｍ ｙ ｃ エ ピ ト ー プ に 対
応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 、 お よ び ヒ ス チ ジ ン の 尾 部 （ こ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番 号 ３ に 示 さ れ
て い る ） を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド の 産 生 が 開 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 用 い ら れ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 通 常 の 方 法 に よ っ て 、 例 え ば 、 適 当 な 発 現
系 に お け る 発 現 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 上 記 の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 試 験 で 用 い ら れ る 第 二 の 抗 体 は 、 検 討 を 行 う 被 験 者 の 種 と は 異 な る 種
に 由 来 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン ア イ ソ タ イ プ 特 異 抗 体 で あ り 、 こ れ に よ り 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体
の ア イ ソ タ イ プ を 特 性 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 所 定 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ア イ ソ タ イ
プ に 特 異 的 な こ の 第 二 の 抗 体 は 、 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 、 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｍ 抗 体 、 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ａ 抗
体 、 お よ び そ れ ら の 混 合 物 か ら 選 択 さ れ る 。 特 定 の 態 様 に よ れ ば 、 第 二 の 抗 体 は 、 酵 素 （
例 え ば 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ な ど ） の よ う な 複 合 体 を 検 出 す る こ
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と が で き る マ ー カ ー に 接 合 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 他 の 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 被 験 者 に お け る 高 水 準 の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の 存 在 に 関
係 し た 病 状 を 発 生 す る 上 記 被 験 者 の 危 険 性 お よ び 感 受 性 を 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、 上 記 被
験 者 由 来 の 試 料 に お け る Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ に 対 す る 自 己 抗 体 の イ ン ・ ビ ト ロ 定 量 を 含 ん で な る 、 方
法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 特 定 の 態 様 に よ れ ば 、 被 験 者 に お け る Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ に 対 す る 高 水 準 の 自 己 抗 体 の 存 在 に 関 係
し た 病 状 は 、 Ａ Ｐ Ｌ Ｓ 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 関 節 リ ウ マ チ 、 自 己 免 疫 脈 管 炎 な ど の
よ う な 自 己 免 疫 疾 患 、 血 管 疾 患 （ 動 脈 疾 患 、 例 え ば 、 心 筋 梗 塞 、 脳 卒 中 、 一 過 性 脳 血 管 障
害 、 四 肢 虚 血 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 動 脈 瘤 、 血 栓 症 な ど 、 ま た は 例 え ば 、 皮 ま た は
深 静 脈 血 栓 症 （ superficial or deep venous thrombosis） 、 お よ び 肺 塞 栓 症 な ど の よ う
な 静 脈 疾 患 、 ま た は 微 小 循 環 血 栓 症 、 感 染 症 ま た は 自 己 免 疫 疾 患 中 に 起 こ る 臓 器 不 全 な ど
の よ う な 微 小 循 環 血 管 疾 患 な ど ） 、 お よ び 産 科 的 合 併 症 、 例 え ば 、 流 産 、 胎 児 死 亡 、 早 産
、 子 宮 内 発 育 遅 延 、 子 癇 お よ び 前 子 癇 (pre-eclampsia)な ど か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る 方 法 は 、 自 己 免 疫 ま た は 血 管 疾 患 、 ま た は 産 科 的 合 併 症 と 診
断 さ れ た 被 験 者 は 、 こ の よ う な 疾 患 ま た は 産 科 的 合 併 症 の 臨 床 的 履 歴 を 持 た な い 被 験 者 に
お け る 対 応 す る 水 準 と 比 較 し て 高 水 準 の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 を 有 す る と い う 事 実 に 基 づ い
て い る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る 高 水 準 の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の 存 在 に 関 す る 病 状 を 発 生 す る
被 験 者 の 危 険 性 お よ び 感 受 性 を 評 価 す る の に 用 い ら れ る 方 法 は 、 （ 「 高 水 準 」 と い う 表 現
の 定 義 に 関 連 し て 、 正 常 被 験 者 の 個 体 群 で 見 ら れ る も の と し て 上 記 し た よ う に 定 義 さ れ て
い る ） 正 常 水 準 の 検 討 被 験 者 試 料 で 測 定 し た 自 己 抗 体 水 準 を 比 較 す る こ と に よ っ て 完 成 さ
れ る 。 上 記 方 法 は 、 こ の 節 で 上 記 し た 免 疫 学 的 検 定 法 に 基 づ い て い る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 他 の 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 高 水 準 の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の 存 在 に 関 す る 病 状 を 提 示
す る 被 験 者 へ 適 用 さ れ る 療 法 の 効 果 を イ ン ・ ビ ト ロ で 観 察 す る 方 法 で あ っ て 、 観 察 さ れ る
被 験 者 の 試 料 に お け る 上 記 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の イ ン ・ ビ ト ロ 定 量 を 含 ん で な る 方 法 に 関
す る 。 こ の 方 法 は 上 記 の 通 り に 行 わ れ る が 、 こ の 場 合 に は 、 試 料 は 、 治 療 を 行 っ て い る 被
検 者 で あ っ て 、 自 己 免 疫 ま た は 血 管 疾 患 と 以 前 に 診 断 さ れ た ま た は 産 科 的 合 併 症 を 提 示 す
る 被 験 者 に 由 来 す る 。 こ の 方 法 に よ っ て 、 （ 例 え ば ） 治 療 を 維 持 し ま た は そ れ を 改 良 す る
目 的 で 、 治 療 を 受 け て い る 被 験 者 に 応 用 さ れ る 治 療 の 効 果 、 す な わ ち そ の 効 力 お よ び 有 効
性 を 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 他 の 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 被 験 者 由 来 の 試 料 中 の Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ に 対 す る 高 水 準 の 自 己 抗
体 の 存 在 を 評 価 す る 方 法 に お け る 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の 使 用 に 関 す る 。 特 定 の 態 様 に よ れ
ば 、 上 記 の 病 状 に 関 す る 高 水 準 の 自 己 抗 体 の 存 在 は 、 自 己 免 疫 疾 患 、 血 管 疾 患 、 お よ び 産
科 的 合 併 症 か ら 選 択 さ れ る 。 被 験 者 に お け る 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の 水 準 の 増 加 は 、 自 己 免
疫 疾 患 、 血 管 疾 患 、 お よ び ／ ま た は 産 科 的 合 併 症 の よ う な 高 水 準 の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の
存 在 と 関 係 し た 病 状 を 発 生 す る 危 険 性 ま た は 感 受 性 (susceptibility)の 増 加 と 関 連 し て い
る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 他 の 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 試 料 中 の 内 皮 受 容 体 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ に 対 す る 自 己 抗 体 の 存 在 を
評 価 す る 方 法 に お い て 、 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 抗 Ｅ Ｐ
Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 に よ っ て 認 識 す る こ と が で き る 少 な く と も １ つ の エ ピ ト ー プ を 含 む そ の 断 片
の 使 用 に 関 す る 。 上 記 の 方 法 は 、 上 記 試 料 中 の 自 己 抗 体 で あ る 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ の 検 出 お よ び イ
ン ・ ビ ト ロ 定 量 を 含 ん で な る 。 特 定 の 態 様 に よ れ ば 、 高 水 準 の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の 存 在
に 関 す る こ の 病 状 は 、 自 己 免 疫 疾 患 、 血 管 疾 患 お よ び 産 科 的 合 併 症 か ら 選 択 さ れ た 。
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【 ０ ０ ４ １ 】
　 特 定 の 態 様 に よ れ ば 、 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 抗
Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 に よ っ て 認 識 す る こ と が で き る 少 な く と も １ つ の エ ピ ト ー プ を 含 む そ の
断 片 は 、 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 の た め の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 試 験 の 記 載 に
お い て 定 義 し た よ う な ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 特 定 の 態 様 に よ れ ば 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド は い
わ ゆ る ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ （ 実 施 例 参 照 ） で あ り 、 ヒ ト Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ の 可 溶 性 部 分 （ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ
） の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ｃ － ｍ ｙ ｃ エ ピ ト ー プ に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 、 お よ び ヒ ス チ ジ ン の
尾 部 （ こ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番 号 ３ に 示 さ れ て い る ） を 含 ん で な る 融 合 タ ン パ ク 質 か ら
な る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 他 の 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 高 水 準 の 自 己 抗 体 を イ ン ・ ビ ト ロ で 評 価 す る た め に デ ザ
イ ン さ れ た キ ッ ト で あ っ て 、 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 抗 Ｅ Ｐ
Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 に よ っ て 認 識 す る こ と が で き る 少 な く と も １ つ の エ ピ ト ー プ を 含 む そ の 断 片
を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で な る 、 上 記 キ ッ ト に 関 す る 。 特 定 の 態 様 に よ れ ば 、 Ｅ
Ｐ Ｃ Ｒ ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る こ の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 に よ っ て 認
識 す る こ と が で き る 少 な く と も １ つ の エ ピ ト ー プ を 含 む そ の 断 片 は 、 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体
を 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 す る た め の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 試 験 の 記 載 に お い て 、 上 記 で 定 義 さ れ た
よ う な ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 特 定 の 態 様 に よ れ ば 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 い わ ゆ る ｒ ｈ ｓ
Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ （ 実 施 例 参 照 ） で あ り 、 ヒ ト Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ の 可 溶 性 部 分 （ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ ） の ア ミ ノ 酸
配 列 、 ｃ － ｍ ｙ ｃ エ ピ ト ー プ に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 、 お よ び ヒ ス チ ジ ン の 尾 部 （ こ の ア
ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番 号 ３ に 示 さ れ て い る ） を 含 ん で な る 融 合 タ ン パ ク 質 か ら な る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 他 の 態 様 に よ れ ば 、 上 記 キ ッ ト は 、 自 己 免 疫 疾 患 、 血 管 疾 患 、 ま た は 産 科 的 合 併 症 か ら
選 択 さ れ る 高 水 準 の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の 存 在 と 関 連 し た 疾 患 を 発 現 す る 被 験 者 の 危 険 性
お よ び 感 受 性 を イ ン ・ ビ ト ロ で 評 価 す る の に 用 い ら れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 下 記 の 実 施 例 に よ り 、 本 発 明 を 例 示 す る 。

１ ． 　
　 こ の 研 究 は 、 １ ９ ９ ８ 年 ２ 月 か ら ２ ０ ０ ２ 年 ３ 月 ま で の 間 の 国 際 診 断 基 準 [Wilson WA, 
Gharavi AE, Koike T. Lockshin MD, Branch DW, Piette JC, Brey R, Derksen R, Harri
s EN, Hughes GR, Triplett DA, Khamashta MA. 「 明 確 な 抗 リ ン 脂 質 症 候 群 の 予 備 的 分 類
基 準 に つ い て の 国 際 合 意 声 明 ： 国 際 研 究 集 会 報 告 (International consensus statement o
n preliminary classification criteria for definite antiphospholipid syndrome: re
port of an international workshop)」 Arthritis Rheum. 1999; 42:1309-11; Brandt JT
, Barna LK, Triplett DA. 「 ル ー プ ス 性 抗 凝 固 因 子 の 実 験 室 的 同 定 ： 　 ル ー プ ス 性 抗 凝
固 因 子 の 同 定 の た め の 第 二 回 国 際 研 究 集 会 の 成 果 。 Ｉ Ｓ Ｔ Ｈ の ル ー プ ス 性 抗 凝 固 因 子 ／ 抗
リ ン 脂 質 抗 体 に つ い て の 小 委 員 会 を 代 表 し て (Laboratory identification of lupus anti
coagulants: results of the Second International Workshop for Identification of L
upus Anticoagulants. On behalf of the Subcommittee on Lupus Anticoagulants/Antip
hospholipid Antibodies of the ISTH)」 Thromb Haemost. 1995; 74:1597-603]に よ り 抗
リ ン 脂 質 症 候 群 （ Ａ Ｐ Ｌ Ｓ ） と 診 断 さ れ た 総 数 ４ ３ 名 の 患 者 ［ 年 齢 ４ ４ ± １ １ 歳 （ 平 均 値
± 標 準 偏 差 （ Ｓ Ｄ ） ） 、 ３ ９ 名 の 女 性 お よ び ４ 名 の 男 性 ］ か ら 構 成 さ れ た 。 総 て の 患 者 は
、 抗 凝 固 ル ー プ ス 抗 体 （ Ａ Ｃ Ｌ ） と 、 個 人 履 歴 に お い て 、 静 脈 性 血 栓 症 （ ｎ ＝ １ ７ ） 、 動
脈 性 血 栓 症 （ ｎ ＝ １ ３ 、 そ の う ち 、 ４ 名 は 急 性 心 筋 梗 塞 （ Ａ Ｍ Ｉ ） と 見 な さ れ 、 ７ 名 は 脳
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実 施 例 １
高 水 準 の 自 己 抗 体 の 存 在 に 関 連 し た 疾 患 を 発 現 す る 被 験 者 の 危 険 性 お よ び 感 受 性 の マ ー カ
ー と し て の 上 記 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の 使 用
Ｉ ． 　 材 料 お よ び 方 法
患 者

Ａ Ｐ Ｌ Ｓ の 患 者 お よ び 対 照



血 管 血 栓 性 疾 患 （ Ｃ Ｖ Ｔ Ｄ ） を 示 し 、 ２ 名 は 他 の 領 域 の 疾 患 を 示 し た ） 、 ま た は そ の 両 方
［ ｎ ＝ １ ３ 、 い ず れ も 深 静 脈 血 栓 症 と Ｃ Ｖ Ｔ Ｄ 　 （ ｎ ＝ ８ ） 、 Ａ Ｍ Ｉ 　 （ ｎ ＝ １ ） 、 Ｃ Ｖ
Ｔ Ｄ と Ａ Ｍ Ｉ 　 （ ｎ ＝ ３ ） 、 ま た は 腸 間 膜 領 域 に お け る 動 脈 血 栓 症 （ ｎ ＝ １ ） を 示 し た ］
を 示 す こ と に よ っ て 特 定 さ れ た 。 こ れ ら の 患 者 の ２ ７ 名 は 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス （ Ｓ
Ｌ Ｅ ） と 診 断 さ れ た 。 血 清 試 料 を 、 Ａ Ｃ Ｌ が 陽 性 で あ る 期 間 中 お よ び 最 後 の 血 栓 性 症 状 発
現 の 少 な く と も ３ ヶ 月 後 に 採 取 し た 。 試 料 は 、 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の 検 出 の た め に 加 工 処
理 す る ま で － ８ ０ ℃ で 保 管 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 対 照 群 は 、 血 栓 症 ま た は Ａ Ｃ Ｌ の 履 歴 の な い ４ ３ 名 の 健 康 な 志 願 者 か ら 構 成 さ れ た 。 総
て の 患 者 と 対 照 志 願 者 か ら は 、 こ の 研 究 へ の 参 加 に 対 し て イ ン フ ォ ー ム ド ・ コ ン セ ン ト を
得 た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
２ ． 　
　 胎 児 死 亡 の 患 者 － 対 照 の 組 合 せ 研 究 を 行 っ た 。 無 月 経 の 第 １ ０ 週 お よ び そ の 最 後 の 妊 娠
に 起 こ る 胎 児 死 亡 に お け る 最 初 の 症 状 発 現 の た め 、 １ ９ ９ ６ 年 ９ 月 か ら ２ ０ ０ ２ 年 ９ 月 ま
で の 間 、 １ ９ 歳 か ら ３ １ 歳 ま で （ 平 均 ２ ７ 歳 ） の 総 数 ８ ７ 名 の 女 性 に つ い て 研 究 を 行 っ た
。 血 栓 症 の 経 歴 、 慢 性 感 染 症 ま た は 何 ら か の 既 知 の 全 身 性 疾 患 、 糖 尿 病 の 経 歴 を 有 す る 、
ま た は 他 の 種 類 の 妊 娠 病 理 学 （ 自 然 流 産 、 子 癇 、 子 宮 内 胎 児 成 長 の 静 止 ） 、 並 び に 核 型 に
影 響 を 及 ぼ す 何 ら か の 染 色 体 異 常 ま た は 胎 児 の 形 態 学 的 奇 形 に よ る 胎 児 死 亡 の 症 例 を 有 す
る 婦 人 は 、 研 究 か ら 除 外 し た 。 胎 児 死 亡 は 、 ５ ８ 名 の 婦 人 で は 最 初 の 妊 娠 中 に 、 ２ １ 名 の
婦 人 で は ２ 回 目 の 妊 娠 中 に 、 残 り の ８ 名 の 婦 人 で は ３ 回 目 の 妊 娠 中 に 起 こ り 、 ７ ５ 名 の 婦
人 で は 第 １ ０ － ２ ２ 週 に そ の 事 故 が 起 こ り 、 残 り の １ ２ 名 の 婦 人 で は 胎 児 死 亡 は 第 ２ ２ －
３ ６ 週 目 （ 平 均 １ ７ 週 ） に 起 き た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ８ ７ 名 の 健 康 な 母 体 の 対 照 群 を 設 定 し 、 年 齢 、 妊 娠 回 数 お よ び 最 後 の 妊 娠 か ら の 経 過 時
間 に よ っ て 分 類 し た と こ ろ 、 い ず れ も 、 胎 児 死 亡 の 婦 人 の 群 に 適 用 さ れ た 除 外 基 準 を 満 た
し て い た 。 対 照 は 、 系 統 的 な 医 学 検 診 の 目 的 で 同 一 病 院 の 婦 人 科 部 門 に 外 来 患 者 と し て 検
診 を 受 け た 婦 人 か ら 同 一 期 間 中 に 同 時 に 補 充 し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 こ の 研 究 は 、 本 発 明 者 ら の 研 究 期 間 の 倫 理 委 員 会 に よ っ て 承 認 さ れ 、 イ ン フ ォ ー ム ド ・
コ ン セ ン ト を 総 て の 被 験 者 か ら 得 た 。 患 者 お よ び 対 照 の 採 入 、 イ ン フ ォ ー ム ド ・ コ ン セ ン
ト 、 お よ び 血 液 試 料 の 採 取 は 、 胎 児 死 亡 の 少 な く と も ６ ヶ 月 （ 範 囲 ： ６ － １ ２ ヶ 月 ） 後 に
行 っ た 。 血 液 試 料 は 、 通 常 の 手 順 に 従 っ て 採 取 し 、 処 理 し 、 － ８ ０ ℃ で 保 管 し た 。 試 料 採
取 プ ロ ト コ ー ル は 、 総 て の 患 者 お よ び 対 照 で 同 一 で あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】

　 可 溶 性 形 態 の ヒ ト 組 換 え Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ （ ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ ） の 発 現 の た め 、 鋳 型 と し て の 内 皮
細 胞 由 来 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 用 い て 、 そ れ ぞ れ ５ ’ お よ び ３ ’ 末 端 に Ｃ ｌ ａ Ｉ 制 限 部 位 お よ び 他
方 の Ｎ ｏ ｔ Ｉ 部 位 を 付 加 す る プ ラ イ マ ー
　 配 列 番 号 １ 、 お よ び
　 配 列 番 号 ２
を 用 い る ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ り 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 持 た な い 細 胞 外 ド
メ イ ン 、 ま た は 膜 貫 通 お よ び 細 胞 内 ド メ イ ン (Entrez-Protein 21730830、 残 基 １ － １ ９ ３
、 番 号 は シ グ ナ ル ペ プ チ ド の 処 理 後 の タ ン パ ク 質 の 成 熟 形 態 に 対 応 す る ） を 含 ん で な る 、
ヒ ト 可 溶 性 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ （ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ ） 配 列 の 増 幅 を 行 っ た 。 こ れ ら の 修 飾 に よ り 、 Saccha
romyces cerevisiae由 来 の α 因 子 の 分 泌 シ グ ナ ル に 続 い て 、 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｐ Ｉ Ｃ Ｚ α Ｃ （
Stratagene, ラ ・ ホ ヤ ， カ リ フ ォ ル ニ ア ） の Ｃ ｌ ａ Ｉ お よ び Ｎ ｏ ｔ Ｉ 部 位 に ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ
Ｒ 配 列 を 結 合 さ せ 、 酵 母 細 胞 の 内 部 か ら 細 胞 外 培 地 に 多 数 の タ ン パ ク 質 を 効 率 的 に 分 泌 す
る こ と が で き た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
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　 ｃ － ｍ ｙ ｃ エ ピ ト ー プ お よ び ｐ Ｐ Ｉ Ｃ Ｚ α Ｃ ベ ク タ ー に 存 在 す る ６ － ヒ ス チ ジ ン タ グ を
用 い て 、 読 み 取 り 期 に イ ン サ ー ト を ク ロ ー ニ ン グ し た 。 こ の ク ロ ー ニ ン グ 工 程 の た め 、 セ
リ ン 残 基 お よ び イ ソ ロ イ シ ン 残 基 を ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ の ア ミ ノ 末 端 に 付 加 し 、 こ れ を 発 現 さ
せ て 、 そ の カ ル ボ キ シ 末 端 の ｃ － ｍ ｙ ｃ エ ピ ト ー プ と ６ 個 の ヒ ス チ ジ ン を 含 む 尾 部 ま た は
タ グ に 融 合 し 、 ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ の 精 製 と 抗 ｃ － ｍ ｙ ｃ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 介 す る マ イ ク
ロ プ レ ー ト ウ ェ ル の 底 へ の 固 定 を 促 進 し た 。 直 接 シ ー ク エ ン シ ン グ に よ っ て 、 イ ン サ ー ト
お よ び ベ ク タ ー 配 列 が 正 確 で あ る こ と を 確 か め た 。 配 列 番 号 ３ は 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 由 来 す る
、 こ の よ う に し て 得 ら れ た ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ の 配 列 で あ っ て 、 用 い た ク ロ ー ニ ン グ 手 法 に よ
っ て 付 加 し た 残 基 、 ヒ ト ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ の 細 胞 外 領 域 の 残 基 、 ｃ － ｍ ｙ ｃ エ ピ ト ー プ 、 お
よ び ６ 個 の ヒ ス チ ジ ン の タ グ を 含 ん で な る も の を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 予 め 調 製 し た 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 、 こ れ を 制 限 酵 素 Ｐ ｍ ｅ Ｉ で 線 形 化 し た 後 、 Pichia
 pastoris細 胞 を 化 学 的 方 法 (Easy Comp, Invitrogen)に よ っ て 形 質 転 換 し 、 メ タ ノ ー ル 応
答 内 因 性 プ ロ モ ー タ ー に お け る ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ を コ ー ド す る 配 列 を 相 同 組 換 え に よ っ て 組
込 ん だ 。 形 質 転 換 産 物 を ゼ オ シ ン の 存 在 下 で 培 養 し 、 ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ コ ー ド 配 列 を 含 む ベ
ク タ ー で あ っ て 、 ゼ オ シ ン に 対 す る 耐 性 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を も 含 む ベ ク タ ー で 形 質 転 換
し た P. pastorisの コ ロ イ ド を 選 択 し た 。 簡 単 に 説 明 す れ ば 、 形 質 転 換 酵 母 を 、 グ リ セ ロ
ー ル （ Ｂ Ｍ Ｇ Ｙ ） １ ％ （ ｖ ／ ｖ ） を 補 足 し た Ｂ Ｍ Ｙ 培 地 ［ 酵 母 抽 出 物 １ ％ （ ｗ ／ ｖ ） 、 ペ
プ ト ン ２ ％ （ ｗ ／ ｖ ） 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 カ リ ウ ム （ ｐ Ｈ ６ ． ０ ） 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を
含 む 酵 母 窒 素 源 １ ． ３ ４ ％ （ ｗ ／ ｖ ） 、 ビ オ チ ン ４ ｘ １ ０ － ５ ％ （ ｗ ／ ｖ ） ］ ４ ｍ ｌ 中 で
培 養 し 、 ２ ８ － ３ ０ ℃ で 攪 拌 し な が ら 約 １ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 細 胞 を 、 室 温
で ２ ０ ０ ０ ｇ に て ５ 分 間 遠 心 分 離 す る こ と に よ っ て 回 収 し た 。 上 清 を 廃 棄 し 、 ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ
Ｃ Ｒ の 発 現 を １ ％ メ タ ノ ー ル で １ ８ 時 間 誘 導 し た 。 こ の 趣 旨 で 、 細 胞 を メ タ ノ ー ル ０ ． ５
％ （ ｗ ／ ｖ ） を 補 足 し た Ｂ Ｍ Ｙ 　 ３ ｍ ｌ に 再 懸 濁 し た 後 、 激 し く 攪 拌 し な が ら 約 ２ ８ － ３
０ ℃ で １ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 誘 導 の 後 、 コ ン デ ィ シ ョ ニ ン グ し た 培 地 か ら の
試 料 を １ ２ ％  NuPAGE Bis-Trisゲ ル (Invitrogen, カ ー ル ス バ ッ ト ， 　 カ リ フ ォ ル ニ ア ）
上 に 装 填 し 、 ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ を 抗 ｍ ｙ ｃ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Invitrogen)を 用 い て ウ ェ ス
タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ っ て 検 出 し た 。 大 規 模 生 産 に は 、 最 高 濃 度 の ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ を 分 泌 す
る コ ロ ニ ー を 選 択 し た 。 ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ を 多 量 に 産 生 す る こ と に 基 づ い て 選 択 し た コ ロ ニ
ー に よ り 、 コ ロ ニ ー の メ タ ノ ー ル 代 謝 （ 迅 速 ま た は 低 速 メ タ ボ ラ イ ザ ー ） を 検 討 す る こ と
に よ っ て 、 最 適 コ ロ ニ ー の 最 適 発 現 条 件 を 定 義 し た 。 培 養 条 件 の 最 適 化 お よ び メ タ ノ ー ル
に よ る 誘 導 の 後 、 多 量 の ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ を 産 生 す る 目 的 で 規 模 を 拡 大 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】

　 P. pastorisは 極 め て 僅 か な タ ン パ ク 質 し か 培 地 に 分 泌 し な い の で 、 培 地 に 見 出 さ れ る
高 比 率 の タ ン パ ク 質 は ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ に 対 応 し て お り 、 そ の 精 製 は か な り 簡 単 に な る 。 す
な わ ち 、 ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ は 、 金 属 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア ニ オ ン 交 換 お よ
び ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 含 ん で な る 三 段 階 精 製 工 程 に よ っ て 酵 母 培 養 物 の 上 清 か
ら 精 製 し た 。 こ の 趣 旨 で 、 培 養 物 の 上 清 を 濃 縮 し 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 １ ０ ｍ
Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ ， ｐ Ｈ ７ ． ６ に 対 し て 透 析 し た 後 、 銅 を 装 填 し た ５ ｍ ｌ 　 Ｈ ｉ ｔ ｒ ａ ｐ カ ラ
ム (Amersham Biosciences, リ ト ル ・ チ ャ ル フ ォ ン ト ， 英 国 ） で 金 属 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 っ た 。 カ ラ ム に 結 合 し た 画 分 は 、 エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 （ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ
） を 含 む 緩 衝 液 で 溶 出 し 、 Ｎ ａ Ｃ ｌ を 含 ま な い ２ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ７ ． ６
） に 対 し て 透 析 し た 。 次 に 、 ア ニ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を Ｒ ｅ ｓ ｏ ｕ ｒ ｃ ｅ 　 Ｑ カ
ラ ム (Amersham Biosciences)中 で 行 い 、 ２ ０ カ ラ ム と 同 等 の 容 積 中 で ０ ． ０ － ３ ０ ０ ｍ Ｍ
の Ｎ ａ Ｃ ｌ グ ラ デ ィ エ ン ト で 溶 出 を 行 っ た 。 ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ を 含 む 溶 出 画 分 を プ ー ル し 、
遠 心 分 離 － 限 外 濾 過 に よ っ て 濃 縮 し た 後 、 Ｓ ｕ ｐ ｅ ｒ ｄ ｅ ｘ 　 ７ ５ － Ｈ Ｒ １ ０ ／ ３ ０ カ ラ
ム (Amersham Biosciences)上 に 装 填 し て 、 ゲ ル 濾 過 を 行 っ た 。 精 製 タ ン パ ク 質 の 濃 度 は 、
Ｂ Ｃ Ａ 総 タ ン パ ク 質 試 験 （ Pierre, ロ ッ ク フ ォ ー ド ， イ リ ノ イ ） お よ び ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ
ン （ Ｂ Ｓ Ａ ） の 標 準 品 を 用 い て 測 定 し た 。 精 製 ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ の 検 出 の た め 、 試 料 を １ ２
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％ 　 Ｎ ｕ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 　 Ｂ ｉ ｓ － Ｔ ｒ ｉ ｓ ゲ ル （ Invitrogen, カ ー ル ス バ ッ ト ， カ リ フ ォ ル ニ
ア ） 上 に 装 填 し 、 還 元 条 件 下 で 電 気 泳 動 を 行 っ た 後 、 ク ー マ シ ー ブ ル ー で 染 色 し た 。 １ 個
の 電 気 泳 動 ゲ ル に 電 気 泳 動 的 転 写 (electroblotting)を 施 し 、 ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ を 抗 ｍ ｙ ｃ
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Invitrogen)で 検 出 し た 。 ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ の 分 子 量 を 概 算 す る た め 、
そ れ ぞ れ の 電 気 泳 動 ゲ ル に 含 ま れ る 分 子 量 標 準 品 を 用 い た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】

　 ア イ ソ タ イ プ Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ａ ま た は Ｉ ｇ Ｍ に 対 応 す る 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の 水 準 を 個 別
に 測 定 し た が 、 こ れ ら は 自 己 免 疫 変 質 の 患 者 で 極 め て 頻 繁 に 見 ら れ る 形 態 で あ る か ら で あ
り 、 宿 主 構 造 の 一 部 に 向 け ら れ た 抗 体 が 検 出 さ れ る （ 自 己 抗 体 ） 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ３ 症 例 総 て に お い て 、 ９ ６ 穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト （ Costar, ア ク ト ン ， マ サ チ ュ ー セ ッ ツ
， 米 国 ） を 、 Ｎ ａ ２ Ｃ Ｏ ３ （ １ ０ ０ ミ リ モ ル ／ ｌ ） ， ｐ Ｈ ９ ． ６ の 溶 液 中 １ ． ５ μ ｇ ／ ｍ
ｌ の 濃 度 の 抗 ｍ ｙ ｃ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Invitrogen, 米 国 ） １ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル で ４ ℃
の 温 度 で 一 晩 コ ー テ ィ ン グ し た 。 こ の 抗 体 を 捕 捉 抗 体 と し て 用 い て 、 ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ に 存
在 す る 付 加 し た ｃ － ｍ ｙ ｃ タ グ に タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ す る 。 こ の 方 法 で 、 ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ を
ウ ェ ル に 固 定 し て 、 そ の 細 胞 外 エ ピ ト ー プ を 保 存 す る 。 Ｔ Ｂ （ ２ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ ， １ ５
０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ ， ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ － ２ ０ ， ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で 洗 浄 し た 後 、 非 特 異
的 結 合 部 位 を 、 ３ ％ （ ｗ ／ ｖ ） Ｂ Ｓ Ａ ／ Ｔ Ｂ で 室 温 （ Ｒ Ｔ ） に て ４ ． ５ 時 間 ブ ロ ッ ク し た
。 次 い で 、 １ ％ 　 Ｂ Ｓ Ａ を 補 足 し た Ｔ Ｂ （ Ｔ Ｂ １ ） 中 に ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 　 ３ μ ｇ ／ ｍ ｌ を
含 む 溶 液 １ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル を 加 え た 後 、 緩 や か に 攪 拌 し な が ら 室 温 に て ２ 時 間 イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン し た 。 平 行 し て 、 ブ ラ ン ク ウ ェ ル を 、 ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ の 非 存 在 下 に て Ｔ Ｂ １ と
共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 Ｔ Ｂ で 洗 浄 し た 後 、 Ｔ Ｂ １ 中 の 試 料 を １ ： １ ０ ０ （ 血 漿 ま
た は 血 清 ） に 希 釈 し た も の １ ０ ０ μ ｌ を そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に 加 え た 後 、 ４ ℃ に て 一 晩 イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 次 に 、 ウ ェ ル を Ｔ Ｂ で 洗 浄 し 、 ウ ェ ル の 底 に 結 合 し て 残 っ て い る 抗
Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 を 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ に 接 合 し た ネ ズ ミ 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ａ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗
体 （ Biotrend） 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ に 接 合 し た ネ ズ ミ 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｍ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （
Ｚ ｙ ｍ ｅ ｄ ） 、 ま た は ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ に 接 合 し た ネ ズ ミ 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ ポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 （ Ｚ ｙ ｍ ｅ ｄ ） を 用 い て 検 出 し た 。 緩 や か に 攪 拌 し な が ら 室 温 に て ２ 時 間 イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 洗 浄 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 Ｉ ｇ Ａ ま た は Ｉ ｇ Ｍ ア イ ソ タ イ プ の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の 水 準 を 測 定 す る た め 、 ０ ． ０
７ Ｍ 　 Ｎ ａ ２ Ｈ Ｐ Ｏ ４ 、 ０ ． ０ ４ Ｍ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム お よ び ０ ． ０ ２ ％ （ ｖ ／ ｖ ） Ｈ ２

Ｏ ２ ， ｐ Ｈ ５ ． ０ を 含 む － フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン （ Ｋ ｏ ｄ ａ ｋ ） の 溶 液 （ ０ ． ４ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ
） を １ ０ ０ μ ｌ 加 え た 。 そ れ ぞ れ Ｉ ｇ Ａ お よ び Ｉ ｇ Ｍ に つ い て 暗 所 で ５ お よ び ８ 分 間 の 顕
色 時 間 の 後 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー （ iEMS REader, Labsystems, フ ィ ン ラ ン ド ） 中
で ４ ９ ２ ｎ ｍ で の 吸 光 度 を ５ 分 後 に 読 み 取 っ た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 Ｉ ｇ Ｇ ア イ ソ タ イ プ の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の 検 定 に 用 い た プ レ ー ト に 、 ０ ． １ Ｍ ジ エ タ
ノ ー ル ア ミ ン ， ｐ Ｈ １ ０ ． ３ に ４ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ ） を 溶 解
し た も の （ １ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ） １ ０ ０ μ ｌ を 加 え た 。 １ ５ 分 後 、 １ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｏ Ｈ 　 １ ０ ０ μ ｌ
で 反 応 を 停 止 し 、 色 が 安 定 し た 後 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー （ iEMS REader） 中 で ４ ０ ５
ｎ ｍ で の 吸 光 度 を 記 録 し た 。 総 て の 試 料 は 、 異 な る 試 験 で 少 な く と も ２ 回 分 析 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 そ れ ぞ れ の プ レ ー ト で 測 定 し た 総 て の 吸 光 度 は 直 線 範 囲 に 対 応 す る こ と を 確 か め る た め
、 そ れ ぞ れ の ア イ ソ タ イ プ に つ い て 、 吸 光 度 の 最 大 値 が 記 録 さ れ た 試 料 の 連 続 希 釈 を 用 い
て 曲 線 を 構 築 し た 。 プ レ ー ト 同 士 を 比 較 す る た め 、 そ れ ぞ れ の プ レ ー ト で の 試 験 に １ 試 料
を 選 択 し （ 標 準 試 料 ） 、 こ れ に よ り 補 正 係 数 を 導 入 す る こ と が で き た 。 任 意 単 位 （ Ａ Ｕ ）
は 、 下 記 の よ う に し て 定 義 し た 。 そ れ ぞ れ の 患 者 試 料 （ 検 討 試 料 ） に つ い て 、 ブ ラ ン ク ウ
ェ ル の 吸 光 度 を 差 し 引 い た 後 、 １ ０ ０ ０ を 掛 け 、 か つ 所 定 の プ レ ー ト （ 参 照 プ レ ー ト ） と
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血 清 ま た は 血 漿 中 の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の 測 定 の た め の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ



検 討 試 料 を 試 験 し た プ レ ー ト と の 間 の 標 準 試 料 の 比 吸 光 度 （ specific absorbance） の 比
に 対 応 す る 補 正 係 数 を 掛 け る こ と に よ っ て 比 吸 光 度 （ specific absorbance） を 計 算 し た
。 試 験 間 お よ び 試 験 内 変 動 係 数 （ Ｃ Ｖ ） を ５ つ の 試 料 を 用 い て 評 価 し 、 試 験 間 変 動 係 数 に
つ い て ５ 回 試 験 し （ ５ ％ 未 満 ） か つ 試 験 内 変 動 係 数 の 計 算 に つ い て ３ つ の 異 な る 時 点 で 試
験 し た （ １ ０ ％ 未 満 ） 。
【 ０ ０ ５ ８ 】

　 用 い た 細 胞 系 は 、 ト ロ ン ボ モ ジ ュ リ ン と Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ を 発 現 す る 能 力 を 保 持 し て い る 形 質 転
換 し た ヒ ト 内 皮 細 胞 の １ 系 列 で あ る Ｅ Ａ ． ｈ ｙ ９ ２ ６ で あ っ た （ Stearns-Kurosawa DJ, K
urosawa S, Mollica JS, Ferrell GL, Esmon CT, 「 内 皮 細 胞 プ ロ テ イ ン Ｃ 受 容 体 は ト ロ
ン ビ ン － ト ロ ン ボ モ ジ ュ リ ン 複 合 体 に よ っ て プ ロ テ イ ン Ｃ の 活 性 化 を 増 加 さ せ る （ The en
dothelial cell protein C receptor augments protein C activation by the thrombin-
thrombomodulin complex） 」 Proc Natl Acad Sci USA. 1996; 93: 10212-6)。 ５ ｘ １ ０ ４

個 の 細 胞 ／ ウ ェ ル を 、 ０ ． １ ７ ｎ Ｍ ト ロ ン ビ ン （ Ｅ Ｒ Ｌ ， ス ワ ン シ ー ， 英 国 ） ０ ． ０ ２ Ｕ
／ ｍ ｌ 、 お よ び １ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ｍ Ｍ 　 Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ 、 ０ ． ６ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、
１ ％ Ｂ Ｓ Ａ 、 ０ ． ０ ０ １ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ － ２ ０ お よ び ０ ． ０ ２ ％ 　 Ｎ ａ Ｎ ３ を 補 足 し た ２
０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ 緩 衝 液 ， ｐ Ｈ ７ ． ４ 中 ５ ０ － １ ０ ０ ０ ｎ Ｍ の 増 加 濃 度 の Ｐ Ｃ （ Ｂ ａ ｘ ｔ
ｅ ｒ ， デ ィ ア フ ィ ー ル ド ， イ リ ノ イ ， 米 国 ） と 共 に ９ ６ 穴 プ レ ー ト で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
し た 。 室 温 で ４ ５ 分 後 、 レ ピ ル ジ ン （ Ｓ ｃ ｈ ｅ ｒ ｉ ｎ ｇ 　 Ａ Ｇ ， ベ ル リ ン ， ド イ ツ ） を ０
． ２ μ Ｍ ／ ｌ の 最 終 濃 度 で 加 え て ト ロ ン ビ ン を 阻 害 し 、 ３ － ４ 分 後 に 発 色 性 物 質 Ｓ － ２ ３
６ ６ （ Ｃ ｈ ｒ ｏ ｍ ｏ ｇ ｅ ｎ ｉ ｘ ， ミ ラ ノ ， イ タ リ ア ） を ０ ． ４ ｍ Ｍ の 最 終 濃 度 で 加 え 、 Ａ
Ｐ Ｃ に よ る タ ン パ ク 質 分 解 を 観 察 し た 。 ４ ０ ５ ｎ ｍ で の 吸 光 度 の 増 加 を 、 マ イ ク ロ プ レ ー
ト リ ー ダ ー （ iEMS REader, Labsystems, フ ィ ン ラ ン ド ） で 速 度 論 的 に 記 録 し た 。 ミ カ エ
リ ス － メ ン テ ン の 式 に 当 て は ま る 曲 線 デ ー タ ー を Ｅ ｎ ｚ ｆ ｉ ｔ ｔ ｅ ｒ プ ロ グ ラ ム （ Ｂ ｉ ｏ
ｓ ｏ ｆ ｔ ， ケ ン ブ リ ッ ジ ， 英 国 ） を 用 い て 実 行 し て 、 こ れ ら の 条 件 下 で の Ｐ Ｃ 活 性 化 の Ｋ
ｍ を 計 算 し た 。 必 要 な ら ば 、 患 者 由 来 の 精 製 し た 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 ４ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ を 、
ト ロ ン ビ ン と Ｐ Ｃ と 同 時 に 加 え た （ 下 記 参 照 ） 。 こ の よ う に し て 、 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の
Ｐ Ｃ 活 性 化 に 対 す る 効 果 を 分 析 す る こ と が で き た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】

１ ． 　
　 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 を 含 む 血 清 の １ ｍ ｌ 試 料 を リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） （ １ ０ ０ ｍ
Ｍ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ， ０ ． １ ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ ， ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で 希 釈 し 、 細 孔 径 が ０ ． ４ ５
μ ｍ の フ ィ ル タ ー で 濾 過 し た 。 濾 液 を 、 ネ ズ ミ 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｍ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 予 め 固
定 し て お い た Ｎ Ｈ Ｓ 　 Ｈ Ｐ （ Amersham Biosciences） に よ っ て 活 性 化 し た Ｈ ｉ ｔ Ｔ ｒ ａ ｐ
カ ラ ム に 加 え た （ Maruyama S,Kubagawa H,Cooper MD.「 ヒ ト Ｂ 細 胞 の 活 性 化 お よ び モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 ネ ズ ミ 抗 体 に よ る そ れ ら の 末 端 分 化 の 阻 害 （ Activation of human B cells an
d inhibition of their terminal differentiation by monoclonal anti-murine antibod
ies)」 ，  J Immunol. 1985: 135: 192-9） 。 ヒ ト Ｉ ｇ Ｍ は ０ ． １ Ｍ グ リ シ ン （ ｐ Ｈ ２ ． ５
） ５ ｍ ｌ で 溶 出 し 、 １ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ （ ｐ Ｈ ９ ． ０ ） １ ０ ０ μ ｌ に 回 収 し た 。 ヒ ト Ｉ ｇ Ｍ を
含 む 画 分 を 濃 縮 し 、 ５ ｍ Ｍ 　 Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ お よ び ０ ． ６ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ ， ｐ Ｈ ７ ． ４ を 補
足 し た Ｔ Ｂ に 対 し て 透 析 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
２ ． 　
　 血 清 の １ ｍ ｌ 試 料 を Ｐ Ｂ Ｓ で 希 釈 し 、 ジ ャ カ リ ン カ ラ ム （ Ｐ ｉ ｅ ｒ ｃ ｅ ） に 加 え た 。 吸
着 画 分 は ０ ． １ Ｍ メ リ ビ オ ー ス ／ Ｐ Ｂ Ｓ 　 ２ ｍ ｌ で 溶 出 し た 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ に 対 し て 透 析 し た
。 後 の 精 製 工 程 が 必 要 と さ れ る の で 、 試 料 を HiTrap Protein G HPア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム
（ Amersham Biosciences） に 加 え 、 混 入 Ｉ ｇ Ｇ を 除 去 し た 。 Ｉ ｇ Ａ 画 分 を 含 む 未 結 合 生 成
物 を ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｋ Ｈ ２ Ｐ Ｏ ４ ， ｐ Ｈ ７ ． ０ に 対 し て 透 析 し 、 最 後 に HiTrap Blue HPア フ ィ
ニ テ ィ ー カ ラ ム （ Amersham Pharmacia Biotech） に 加 え て 、 ア ル ブ ミ ン を 除 去 し た 。 次 に
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培 養 内 皮 細 胞 に お け る Ａ Ｐ Ｃ の 生 成

抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 抗 体 の 精 製
Ｉ ｇ Ｍ 抗 体 の 精 製

Ｉ ｇ Ａ 抗 体 の 精 製



、 精 製 Ｉ ｇ Ａ 画 分 を 含 む 未 結 合 材 料 を 回 収 し て 、 ５ ｍ Ｍ 　 Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ お よ び ０ ． ６ ｍ Ｍ 　
Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ ， ｐ Ｈ ７ ． ４ を 補 足 し た Ｔ Ｂ 緩 衝 液 に 対 し て 透 析 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
３ ． 　
　 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 を 含 む 血 清 の １ ｍ ｌ 試 料 を リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） （ １ ０ ０ ｍ
Ｍ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ， ０ ． １ ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ ， ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で 希 釈 し 、 細 孔 径 が ０ ． ４ ５
μ ｍ の フ ィ ル タ ー で 濾 過 し た 。 濾 液 を 、 HitTrap Protein G HPカ ラ ム に 加 え た （ Amersham
 Biosciences） 。 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ は ０ ． １ Ｍ グ リ シ ン （ ｐ Ｈ ２ ． ５ ） ５ ｍ ｌ で 溶 出 し 、 １ Ｍ 　
Ｔ ｒ ｉ ｓ （ ｐ Ｈ ９ ． ０ ） １ ０ ０ μ ｌ に 回 収 し た 。 ヒ ト Ｉ ｇ Ｍ を 含 む 画 分 を 濃 縮 し 、 ５ ｍ Ｍ
　 Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ お よ び ０ ． ６ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ ， ｐ Ｈ ７ ． ４ を 補 足 し た Ｔ Ｂ に 対 し て 透 析 し
た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】

　 ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ （ １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｈ Ｃ Ｏ ３ （ ｐ Ｈ ８ ． ５ ） ３ ｍ ｌ 中 ２ ｍ ｇ ） を 、 製 造
業 者 の 取 扱 説 明 書 に 従 っ て Ｈ ｉ ｔ Ｔ ｒ ａ ｐ 　 Ｎ Ｈ Ｓ 活 性 化 Ｈ Ｐ ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム （ Am
ersham Biosciences） に 結 合 さ せ た 。 反 応 を ０ ． １ Ｍ グ リ シ ン で 停 止 さ せ た 後 、 ｒ ｈ ｓ Ｅ
Ｐ Ｃ Ｒ カ ラ ム を ２ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ で 十 分 に 洗 浄 し た 。 こ の 方 法 で の ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ カ ラ ム は
、 ２ ０ ｍ Ｍ 　 Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ お よ び ０ ． ６ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ を 補 足 し た Ｔ Ｂ Ｓ ， ｐ Ｈ ７ ． ４ 中
で Ｐ Ｃ に 結 合 す る こ と が で き た 。 Ｐ Ｃ は 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を 補 足 し た Ｔ Ｂ Ｓ で カ ラ ム か ら 溶 出 す
る こ と が で き た （ デ ー タ ー は 示 さ ず ） 。 カ ラ ム に 結 合 し た ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ は Ｐ Ｃ と 結 合 す
る そ の 能 力 を 保 持 し て い る の で 、 自 己 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 本 来 の コ ン ホ メ ー シ ョ ン と
エ ピ ト ー プ を 確 実 に 保 持 す る こ と が で き た 。 従 っ て 、 こ の よ う に し て 調 製 さ れ た カ ラ ム は
、 血 清 ま た は 血 漿 の 試 料 か ら 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 を 除 去 す る の に 適 し て い た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】

　 Ａ Ｐ Ｌ Ｓ 患 者 お よ び 対 照 の 検 討 に お い て 、 高 水 準 の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 　 Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ａ お よ び
Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 の 頻 度 に つ い て の 患 者 （ 症 例 ） と 対 照 と の 比 較 は 、 カ イ 二 乗 検 定 を 用 い て 行 っ
た 。 確 率 比 （ Ｏ Ｒ ） （ Martinez-Gonzalez MA, de Irala-Estevez J & Guillen Grima F, 
(1999),「 確 率 比 と は 何 か （ Que es una odds ratio ?)」 ， Medicina Clinica, 112, 11: 
416-422） お よ び ９ ５ ％ 信 頼 区 間 （ ９ ５ ％ Ｃ Ｉ ） は 、 Ａ Ｐ Ｌ Ｓ と 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 と の
関 連 の 尺 度 と し て 計 算 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 胎 児 死 亡 に つ い て の 患 者 － 対 照 の 組 合 せ 研 究 で は 、 連 続 変 数 に つ い て お よ び カ テ ゴ リ ー
毎 の 患 者 と 対 照 と の 比 較 は 、 対 試 料 に つ い て の ｔ 検 定 に よ り お よ び Ｍ ｃ Ｎ ｅ ｍ ａ ｒ 検 定 に
よ り そ れ ぞ れ 行 っ た 。 ア イ ソ タ イ プ Ｉ ｇ Ｇ お よ び Ｉ ｇ Ｍ に 対 応 す る 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の
水 準 と 、 Ａ Ｃ Ｌ と の 関 連 お よ び Ｉ ｇ Ｍ ア イ ソ タ イ プ の 抗 カ ル ジ オ リ ピ ン 抗 体 と の 関 連 を 、
連 続 変 数 に つ い て の 相 関 係 数 お よ び カ テ ゴ リ ー 毎 の 変 数 に つ い て の Mann-Whitney検 定 に 基
づ い て 評 価 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 Ｉ ｇ Ｇ お よ び Ｉ ｇ Ｍ ア イ ソ タ イ プ の 高 水 準 の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 と 関 連 し た 胎 児 死 亡 の
危 険 性 を 評 価 す る た め 、 患 者 － 対 照 の 組 合 せ で は 多 重 回 帰 分 析 を 用 い た 。 主 要 な 独 立 変 数
は 、 、 カ テ ゴ リ ー 毎 の Ｉ ｇ Ｇ お よ び Ｉ ｇ Ｍ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 対 応 す る 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗
体 の 水 準 で あ っ て 、 こ れ ら 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 対 照 に お け る 分 布 に 準 じ て い る 。 異 な る カ ッ
ト オ フ 点 を 用 い て 、 よ り 高 い 危 険 性 に 関 連 し た 水 準 を 決 定 し た 。 既 知 の 胎 児 死 亡 の 危 険 因
子 に 適 す る 単 一 お よ び 多 変 量 分 析 を 行 っ た 。 完 全 モ デ ル に 第 Ｖ 因 子 レ イ デ ン （ factors V 
Leiden; FVL） お よ び Ａ Ｃ Ｌ を 包 含 す る こ と は で き な か っ た の で 、 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の
効 果 を 試 験 す る 目 的 で ２ つ の モ デ ル を 考 え た ：
　 （ １ ） 　 ア イ ソ タ イ プ Ｉ ｇ Ｍ お よ び Ｉ ｇ Ｇ に 対 応 す る 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 、 Ｉ ｇ Ｍ ア イ
ソ タ イ プ の 抗 カ ル ジ オ リ ピ ン 抗 体 、 Ａ Ｃ Ｌ お よ び プ ロ ト ロ ン ビ ン Ｇ ２ ０ ２ １ ０ Ａ の 水 準 を
同 時 に 導 入 、 お よ び
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　 （ ２ ） 　 Ａ Ｃ Ｌ の 代 わ り に Ｆ Ｖ Ｌ の 存 在 ／ 非 存 在 に つ い て 調 製 す る こ と を 除 き 、 モ デ ル
１ と 同 じ 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 モ デ ル （ １ ） を 用 い て 、 抗 カ ル ジ オ リ ピ ン 抗 体 と Ａ Ｃ Ｌ が 病 因 因 子 よ り は む し ろ マ ー カ
ー で あ り 、 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る プ ロ ト ロ ン ビ ン 状 態 を 示 す と い う
仮 定 を 評 価 し た 。 総 て の 計 算 は 、 Ｓ Ｐ Ｓ Ｓ ， 第 １ ０ ． ０ 版 統 計 パ ッ ケ ー ジ （ SPSS Inc.）
を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】

　 血 漿 お よ び 血 清 中 の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の 存 在 を 検 討 す る 目 的 で 、 ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ を 酵
母 Ｐ ． ｐ ａ ｓ ｔ ｏ ｒ ｉ ｓ の 発 現 系 を 用 い て 最 初 に 産 生 し た 。 報 告 さ れ て い る プ ロ ト コ ー ル
に 基 づ い て 、 Ｐ ． ｐ ａ ｓ ｔ ｏ ｒ ｉ ｓ か ら ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ ５ ｍ ｇ を 上 回 る 量 を 精 製 す る こ と
が で き た 。 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム を 含 む ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル （ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ）
で の 電 気 泳 動 お よ び 抗 ｍ ｙ ｃ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 用 い
る と 、 ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ は 単 一 か つ 若 干 不 均 一 な バ ン ド と し て 現 れ 、 以 前 に 報 告 さ れ て い る
よ う に 様 々 な 程 度 の グ リ コ シ ル 化 を 反 映 し て い た （ Fukudome K, Kurosawa S, Stearns-Ku
rosawa DJ, He X, Rezaie AR, Esmon CT.「 内 皮 細 胞 プ ロ テ イ ン Ｃ 受 容 体 。 可 溶 性 受 容 体
に よ る 細 胞 表 面 発 現 お よ び 直 接 リ ガ ン ド 結 合 （ The endothelial cell protein C recepto
r. Cell surface expression and direct ligand binding by the soluble receptor)」
，  J Biol Chem. 1996; 271: 17491-9） ［ 図 １ 参 照 ］ 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ は 、 以 前 に 報 告 さ れ て い る よ う に 凝 固 試 験 に お い て Ａ Ｐ Ｃ の 抗 凝 固 活 性
を 阻 害 す る こ と が で き た （ Regan LM, Stearns-Kurosawa DJ, Kurosawa S, Mollica J, Fu
kudome K, Esmon CT.「 内 皮 細 胞 プ ロ テ イ ン Ｃ 受 容 体 。 プ ロ テ イ ナ ー ゼ 阻 害 薬 と の 反 応 の
調 整 な し の 活 性 化 プ ロ テ イ ン Ｃ 抗 凝 固 薬 機 能 の 阻 害 （ The endothelial cell protein C r
eceptor. Inhibition of activated protein C anticoagulant function without modula
tion of reaction with proteinase inhibitors.)」 ，  J Biol Chem. 1996; 271; 17499-
503)（ デ ー タ ー は 示 さ ず ） 。 予 想 ア フ ィ ニ テ ィ ー で の Ｐ Ｃ の 結 合 の 他 に （ 下 記 参 照 ） 、 内
皮 細 胞 表 面 上 の ト ロ ン ビ ン に よ る Ｐ Ｃ の 活 性 化 は 、 Ｋ ｍ が ５ １ ± １ ０ ｎ Ｍ で あ る こ と を 特
徴 と し て い た 。 活 性 化 は 、 ２ μ Ｍ 　 ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ （ Ｋ ｍ ＝ 約 １ ０ ０ ｎ Ｍ ） の 存 在 下 で は
か な り 減 少 し 、 Ｋ ｉ が 約 ７ ０ ｎ Ｍ で あ る こ と を 示 し 、 以 前 に 報 告 さ れ て い る よ う に ｒ ｈ ｓ
Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ は 本 来 の Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ と 同 様 の 効 力 で Ｐ Ｃ と 結 合 す る こ と を 示 唆 し て い た （ Fukudome
 K, Kurosawa S, Stearns-Kurosawa DJ, He X, Rezaie AR, Esmon CT.「 内 皮 細 胞 プ ロ テ
イ ン Ｃ 受 容 体 。 可 溶 性 受 容 体 に よ る 細 胞 表 面 で の 発 現 お よ び 直 接 リ ガ ン ド 結 合 （ The endo
thelial cell protein C receptor. Cell surface expression and direct ligand bindi
ng by the soluble receptor.)」 ，  J Biol Chem. 1996; 271; 17491-8; Regan LM, Stea
rns-Kurosawa DJ, Kurosawa S, Mollica J, Fukudome K, Esmon CT.「 内 皮 細 胞 プ ロ テ イ
ン Ｃ 受 容 体 。 プ ロ テ イ ナ ー ゼ 阻 害 薬 と の 反 応 の 調 整 な し の 活 性 化 プ ロ テ イ ン Ｃ 抗 凝 固 薬 機
能 の 阻 害 （ The endothelial cell protein C receptor. Inhibition of activated prote
in C anticoagulant function without modulation of reaction with proteinase inhib
itors.)」 , J Biol Chem. 1996; 271; 17499-503） 。 こ れ ら の 証 拠 は 、 正 確 な ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ
Ｃ Ｒ 活 性 と コ ン ホ メ ー シ ョ ン を 示 唆 し 、 従 っ て ヒ ト Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ に 対 す る 抗 体 の 検 出 に 用 い る
こ と が で き る こ と を 強 く 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】

　 そ れ ぞ れ の 対 照 群 に つ い て ９ ７ 百 分 位 数 を 上 回 る 水 準 と な る よ う に 水 準 を 高 く す る と 、
ア イ ソ タ イ プ Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ａ ま た は Ｉ ｇ Ｇ に 対 応 す る 高 水 準 の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 が Ａ Ｐ
Ｌ Ｓ と 関 連 し て い た ［ Ｏ Ｒ ＝ ４ ． ４ ７ ； ９ ５ ％ Ｃ Ｉ ： １ ． １ ５ － １ ７ ． ４ ０ ］ （ 表 １ 参 照
） 。 極 め て 高 水 準 の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 （ 図 ２ 参 照 ） は 、 Ａ Ｐ Ｌ Ｓ と 診 断 さ れ た 被 験 者 で
の み 検 出 さ れ て お り 、 ３ 名 の 患 者 は Ｉ ｇ Ｍ ア イ ソ タ イ プ の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 を 極 め て 高
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水 準 で 示 し （ 患 者 Ａ ＝ ４ ０ ７ Ａ Ｕ ， 患 者 Ｂ ＝ ３ ０ １ Ａ Ｕ ， お よ び 患 者 Ｃ ＝ ２ ９ ３ Ａ Ｕ ） 、
２ 名 の Ａ Ｐ Ｌ Ｓ 患 者 は Ｉ ｇ Ａ ア イ ソ タ イ プ の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 を 極 め て 高 水 準 で 示 し （
患 者 Ｄ ＝ ７ ９ ５ Ａ Ｕ 、 お よ び Ｉ ｇ Ｍ ア イ ソ タ イ プ の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 を も 高 水 準 で 示 し
た 患 者 Ｂ ＝ ４ ７ ５ Ａ Ｕ ） 、 ２ 名 の 患 者 は Ｉ ｇ Ｇ ア イ ソ タ イ プ の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 を 高 水
準 で 提 示 し た （ 患 者 Ｅ ＝ ２ ３ ０ Ａ Ｕ お よ び 患 者 Ｆ ＝ ２ ２ ０ Ａ Ｕ ） 。 ６ 名 の 患 者 は 血 栓 症 の
前 歴 （ こ れ が 選 択 基 準 の 一 つ で あ っ た ） が あ る 婦 人 で あ っ た （ 患 者 Ａ 、 Ｃ 、 Ｄ お よ び Ｆ で
は 脳 卒 中 、 患 者 Ｅ で は 循 環 器 疾 患 、 患 者 Ａ 、 Ｂ 、 Ｄ お よ び Ｆ で は 静 脈 血 栓 症 ） 。 極 め て 興
味 深 い 観 察 は 、 ア イ ソ タ イ プ Ｉ ｇ Ｍ お よ び Ｉ ｇ Ａ の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 を 示 す 総 て の 婦 人
（ 評 価 が で き な か っ た 患 者 Ｂ を 除 く ） が 胎 児 死 亡 の 多 発 歴 を 示 し た こ と で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 こ の 知 見 を 考 慮 し て 、 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 と 胎 児 死 亡 と の 関 連 性 が 可 能 で あ る か ど う か
に つ い て 分 析 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ２ 】

　 極 め て 高 水 準 の 患 者 か ら の ア イ ソ タ イ プ Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ａ お よ び Ｉ ｇ Ｇ の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己
抗 体 の 画 分 を 、 血 清 １ ｍ ｌ か ら 精 製 し た 。 患 者 Ｃ の Ｉ ｇ Ｍ ア イ ソ タ イ プ の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己
抗 体 の 画 分 は 、 ト ロ ン ビ ン の 存 在 下 で 培 養 内 皮 細 胞 に よ っ て Ａ Ｐ Ｃ の 生 成 を 減 少 さ せ る こ
と が で き た （ Ｐ Ｃ 活 性 化 の 残 存 能 力 の ２ ０ ％ ， ｐ ＝ ０ ． ０ ２ ） 。 阻 害 効 果 は 、 容 量 依 存 性
で あ っ た 。 Ａ Ｐ Ｌ Ｓ の 患 者 に お け る Ｉ ｇ Ｍ ア イ ソ タ イ プ の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の 画 分 の こ
の 効 果 が Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ に 対 す る 特 異 抗 体 に よ る も の で あ る こ と を 示 す た め 、 試 料 か ら 特 異 抗 Ｅ
Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 を 完 全 に 除 き 、 ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ を 固 定 し た ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に 加 え た
。 こ の よ う に し て 得 た 画 分 は Ａ Ｐ Ｃ 生 成 に 対 す る 阻 害 作 用 を 喪 失 し （ Ｐ Ｃ 生 成 の ８ ７ ． ６
％ ） 、 こ の 現 象 に 関 与 す る 薬 剤 は 特 異 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 で な け れ ば な ら な い こ と を 示 唆
し て い る 。 Ａ Ｐ Ｌ Ｓ の 患 者 か ら 精 製 し た 他 の 画 分 は い ず れ も 、 内 皮 細 胞 が Ａ Ｐ Ｃ を 生 成 す
る 能 力 を 変 更 す る こ と は で き な か っ た （ 図 ３ ） 。
【 ０ ０ ７ ３ 】

　 患 者 と 対 照 の 群 に お け る 、 胎 児 死 亡 に 以 前 に 関 連 さ せ た 危 険 因 子 お よ び 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己
抗 体 の 度 数 を 、 表 ２ に 示 す 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 対 照 群 に お け る Ｉ ｇ Ｍ ア イ ソ タ イ プ の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の 水 準 の ９ ５ ％ の 百 分 位 数 は
、 ９ ９ Ａ Ｕ で あ っ た 。 ８ ７ 名 の 患 者 の 中 、 １ ６ 名 （ １ ８ ％ ） が こ の カ ッ ト オ フ 点 を 超 え る
値 を 示 し た の に 対 し て 、 対 照 群 （ ｎ ＝ ８ ７ ） で は ３ 名 の 被 験 者 が そ の 値 を 示 し た 。 低 め の
値 を 示 す も の と 比 較 し た 、 百 分 位 数 ９ ５ を 超 過 す る Ｉ ｇ Ｍ ア イ ソ タ イ プ の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己
抗 体 の 水 準 を 有 す る 患 者 に お け る 胎 児 死 亡 の 未 調 整 Ｏ Ｒ は 、 １ ４ で あ っ た （ ９ ５ ％ 信 頼 区
間 （ Ｃ Ｉ ） ： １ ． ８ － １ ０ ６ ． ４ ） 。 カ ッ ト オ フ 点 を ９ ０ ％ 百 分 位 数 （ ８ ３ Ａ Ｕ ） に 設 定
す る と 、 Ｏ Ｒ は ５ ． ２ （ ９ ５ ％ Ｃ Ｉ ： １ ． ８ － １ ５ ． ３ ） と な っ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 対 照 群 に お け る Ｉ ｇ Ｇ ア イ ソ タ イ プ の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の 水 準 の 百 分 位 数 ９ ５ は 、 ９
４ Ａ Ｕ で あ っ た 。 ８ ７ 名 の 患 者 の 中 、 １ ３ 名 （ １ ５ ％ ） が こ の カ ッ ト オ フ 点 を 超 え る 値 を
示 し た の に 対 し て 、 対 照 群 （ ｎ ＝ ８ ７ ） で は ４ 名 の 被 験 者 が そ の 値 を 示 し た 。 百 分 位 数 ９
５ ％ を 超 過 す る Ｉ ｇ Ｇ ア イ ソ タ イ プ の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の 患 者 に お け る 胎 児 死 亡 の 未 調
整 Ｏ Ｒ は 、 ４ ． ３ で あ っ た （ ９ ５ ％ 信 頼 区 間 （ Ｃ Ｉ ） ： １ ． ２ － １ ５ ． ２ ） 。 カ ッ ト オ フ
点 を ９ ０ ％ （ ８ ８ ． ４ Ａ Ｕ ） に 設 定 す る と 、 Ｏ Ｒ は ２ ． ３ （ ９ ５ ％ Ｃ Ｉ ： ０ ． ９ － ５ ． ６
） と な っ た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 さ ら に 、 混 同 す る 可 能 性 の あ る 因 子 を 調 整 す る 多 変 量 分 析 を 行 っ た 。 上 記 の よ う に 、 同
一 多 変 量 モ デ ル に Ｆ Ｖ Ｌ と Ａ Ｃ Ｌ を 包 含 す る こ と は で き な か っ た の で 、 そ の 結 果 、 二 つ の
異 な る モ デ ル 、 す な わ ち 抗 リ ン 脂 質 抗 体 （ す な わ ち 、 Ａ Ｃ Ｌ お よ び 抗 カ ル ジ オ リ ピ ン 抗 体
） と プ ロ ト ロ ン ビ ン Ｇ ２ ０ ２ １ ０ Ａ に つ い て 調 整 し た モ デ ル （ １ ） と 、 Ｆ Ｖ Ｌ を 包 含 す る
が Ａ Ｃ Ｌ を 包 含 し な い モ デ ル （ ２ ） と を 考 え た 。 モ デ ル （ １ ） に お け る 百 分 位 数 ９ ５ を 超
過 す る Ｉ ｇ Ｍ ア イ ソ タ イ プ の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 と 関 連 し た Ｏ Ｒ は ２ ３ ． １ （ ９ ５ ％ 　 Ｃ
Ｉ ： ２ － ２ ６ ６ ． ３ ） で あ り 、 一 方 、 モ デ ル （ ２ ） で は 、 そ の 値 は ３ １ ． ０ （ ９ ５ ％ 　 Ｃ
Ｉ ： ２ － ３ ８ ４ ． ３ ） で あ っ た 。 モ デ ル （ １ ） に お け る 百 分 位 数 ９ ５ を 超 過 す る Ｉ ｇ Ｇ ア
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イ ソ タ イ プ の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 と 関 連 し た Ｏ Ｒ は ６ ． ８ （ ９ ５ ％ 　 Ｃ Ｉ ： １ ． ２ － ３ ８
． ４ ） で あ っ た 。 Ａ Ｃ Ｌ の 代 わ り に 第 Ｖ 因 子 レ イ デ ン を 包 含 す る モ デ ル （ ２ ） に よ れ ば 、
百 分 位 数 ９ ５ を 超 過 す る Ｉ ｇ Ｇ ア イ ソ タ イ プ の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 と 関 連 し た Ｏ Ｒ は １ １
． ０ （ ９ ５ ％ Ｃ Ｉ ： １ ． ６ － ７ ３ ． ５ ） で あ っ た 。 結 果 を 、 表 ３ に 示 す 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 ア イ ソ タ イ プ Ｉ ｇ Ｍ お よ び Ｉ ｇ Ｇ の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 が 胎 児 死 亡 に
つ い て 独 立 し た 危 険 因 子 で あ る こ と を 示 し て い る 。 し か し な が ら 、 高 水 準 の Ｉ ｇ Ａ は 、 こ
の 群 の 婦 人 に お け る 胎 児 死 亡 に は 有 意 に 関 連 し て い な か っ た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】

　 ヒ ト Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ に 対 す る 自 己 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る こ と が で き る 方 法 （ 特 に 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ
試 験 ） を 実 行 し て き た 。 こ の 系 を 用 い て 、 血 栓 症 お よ び Ａ Ｃ Ｌ を 特 徴 と す る Ａ Ｐ Ｌ Ｓ の 患
者 の 群 の 検 討 を 行 い 、 （ ヒ ト 病 理 学 に お い て 初 め て ） ア イ ソ タ イ プ Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ｇ お よ び
Ｉ ｇ Ａ の 特 異 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の 存 在 を 明 ら か に し た 。 検 討 は Ａ Ｐ Ｌ Ｓ お よ び Ａ Ｃ Ｌ の
患 者 の サ ブ グ ル ー プ を 中 心 に 行 っ た が 、 こ れ ら の 患 者 は 血 栓 症 の 危 険 増 加 と 関 連 し て お り
、 従 っ て こ れ ら の 被 験 者 は 臨 床 的 発 現 に 直 接 関 係 し た 自 己 抗 体 を 提 示 し そ う で あ る か ら で
あ る 。 実 際 に 、 多 く の 患 者 は 、 極 め て 高 水 準 の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 を 有 す る こ と が 見 出 さ
れ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 こ れ ら の 自 己 抗 体 に よ り 、 Ａ Ｐ Ｌ Ｓ の 患 者 で 見 ら れ る 血 栓 症 お よ び 流 産 を 説 明 す る こ と
が で き た 。 最 初 に 、 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ は 、 大 血 管 お よ び ト ロ ホ ブ ラ ス ト (trophoblast)の 内 皮 上 に
発 現 す る 分 子 で あ る 。 Ｉ ｇ Ｍ お よ び Ｉ ｇ Ｇ 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 補 体 に 結 合 し て 活 性 化 す る こ
と が で き 、 こ れ ら の 抗 体 が Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ に 向 け ら れ て い る 場 合 に は 、 そ れ ら は 内 皮 上 の 補 体 を
活 性 化 し て 後 者 を 損 傷 し 、 こ の よ う に し て こ の 水 準 で 血 栓 症 を 促 進 す る こ と が で き る 。 第
二 に 、 Ｉ ｇ Ｍ ア イ ソ タ イ プ の 高 水 準 の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 を 有 す る 患 者 の Ｉ ｇ Ｍ 画 分 は 、
ト ロ ン ビ ン の 存 在 下 に お い て 内 皮 細 胞 に よ る Ａ Ｐ Ｃ の 生 成 を 大 幅 に 減 少 さ せ る こ と が で き
る こ と が 示 さ れ た 。 こ の 阻 害 効 果 は 、 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム 中 を Ｉ ｇ Ｍ 画 分 を 一
緒 に 通 過 さ せ る こ と に よ っ て Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ に 向 け ら れ た Ｉ ｇ Ｍ を 特 異 的 に 除 去 し た 後 に 消 失 し
、 こ れ は 、 阻 害 効 果 が Ｉ ｇ Ｍ ア イ ソ タ イ プ の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 に よ る も の で あ る こ と を
意 味 し て い る 。 こ の 抗 体 は 、 イ ン ・ ビ ボ で 低 水 準 の Ａ Ｐ Ｃ を 生 じ 、 血 栓 症 の 有 力 な 危 険 因
子 を 本 質 的 に 構 成 す る 状 況 を 生 じ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 静 脈 お よ び ／ ま た は 動 脈 血 栓 症 の 基 準 に 従 っ て 患 者 を 選 定 す る 場 合 に は 、 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自
己 抗 体 と 関 連 し た 血 栓 症 の 危 険 を 評 価 す る こ と は で き な か っ た 。 対 照 的 に 、 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自
己 抗 体 、 特 に Ｉ ｇ Ｍ ア イ ソ タ イ プ の 水 準 増 加 が 、 胎 児 死 亡 の 経 歴 の な い 婦 人 と 比 較 し て こ
の よ う な 前 歴 を 有 す る 婦 人 で 検 出 さ れ た 。 予 備 研 究 で の こ れ ら の 結 果 を 考 慮 し て 、 患 者 －
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対 照 の 組 合 せ 研 究 を 行 っ て 、 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の 存 在 と 関 連 し た 婦 人 の 一 般 的 個 体 群 に
お け る 説 明 で き な い 胎 児 死 亡 の 第 一 の 発 症 (episode)の 危 険 を 評 価 す る 決 定 を し た 。 Ｉ ｇ
Ｍ ア イ ソ タ イ プ の 高 水 準 の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 （ 対 照 被 験 者 に お け る 数 値 分 布 百 分 位 数 ９
５ を 超 過 す る 値 と し て 定 義 さ れ る ） は 、 胎 児 死 亡 の 第 一 の 発 症 に つ い て の 強 力 な 危 険 因 子
を 構 成 し 、 低 水 準 と 比 較 し て ２ ３ ま た は ３ １ の 相 対 危 険 度 を 有 し て い た 。 Ｉ ｇ Ｇ ア イ ソ タ
イ プ の 高 水 準 の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 も 強 力 な 危 険 因 子 を 構 成 し た が 、 Ｉ ｇ Ｍ ア イ ソ タ イ プ
の 場 合 よ り 小 さ く 、 相 対 危 険 度 は 用 い た 数 学 的 モ デ ル に よ っ て ７ ま た は １ １ で あ っ た 。 単
一 変 量 分 析 で は 、 Ａ Ｃ Ｌ お よ び Ｉ ｇ Ｍ ア イ ソ タ イ プ の 抗 カ ル ジ オ リ ピ ン 抗 体 を 胎 児 死 亡 の
危 険 増 加 と 関 連 さ せ た が 、 こ の 関 連 性 は 多 変 量 モ デ ル で は 減 衰 し た 。 こ れ は 、 古 典 的 抗 リ
ン 脂 質 抗 体 に よ っ て 与 え ら れ る 情 報 が 、 関 連 し た 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 に 起 因 す る も の で あ
り 、 単 純 な 危 険 マ ー カ ー よ り は む し ろ 胎 児 死 亡 の 病 因 因 子 で あ る と 考 え 得 る か ら で あ る と
思 わ れ る 。 同 様 に 、 後 期 胎 児 死 亡 の 危 険 増 加 と 最 近 関 連 付 け ら れ て き た Ｆ Ｖ Ｌ お よ び プ ロ
ト ロ ン ビ ン Ｇ ２ ０ ２ １ ０ Ａ の 存 在 に つ い て 検 討 を 行 い 、 危 険 増 加 は こ の よ う な 多 形 と 関 連
し て 単 一 変 量 お よ び 多 変 量 分 析 の い ず れ で も 同 定 さ れ て い る 。 こ の 危 険 性 は 、 統 計 学 的 に
は 有 意 で は な か っ た が 、 検 討 に 含 ま れ る 患 者 の 数 に よ る も の と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 結 論 と し て 、 こ の 研 究 に よ り 、 Ａ Ｐ Ｌ Ｓ お よ び 血 栓 症 の 患 者 に お け る 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗
体 の 存 在 が 初 め て 明 ら か に さ れ て い る 。 Ｉ ｇ Ｍ お よ び Ｉ ｇ Ｇ ア イ ソ タ イ プ の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自
己 抗 体 の 存 在 は 、 胎 児 死 亡 の 第 一 の 発 症 の 危 険 性 を 増 加 す る 。 こ れ ら の 自 己 抗 体 は 、 Ａ Ｐ
Ｌ Ｓ の 患 者 お よ び 一 般 的 個 体 群 に お け る 血 栓 症 お よ び 胎 児 死 亡 に 本 質 的 に 寄 与 す る 可 能 性
が あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】

： 　 １ ４ ２ 名 の 心 筋 梗 塞 の 婦 人 （ 年 齢 ３ ９ ± ５ 歳 、 平 均 ± 標 準 偏 差 ） 、 お よ び １ ４
２ 名 の 健 康 な 婦 人 （ 年 齢 ３ ９ ± ５ 歳 ） 、 年 齢 お よ び 地 理 的 出 所 に よ っ て 組 み 合 わ せ た 。 古
典 的 心 筋 梗 塞 の 危 険 因 子 （ 高 血 圧 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 、 糖 尿 病 、 喫 煙 、 お よ び 経 口 避
妊 薬 ） に つ い て 検 討 し た 。 「 材 料 お よ び 方 法 」 （ 実 施 例 １ ） に 記 載 の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 試 験 プ ロ
ト コ ー ル の 後 、 血 漿 の 試 料 中 の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ｍ お よ び Ｉ ｇ Ａ の 分 析 を
行 っ た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】

： 　 対 照 群 に お け る 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の 水 準 分 布 の 百 分 位 数 ９ ３ を 超 過 す る 値 に よ
っ て 定 義 さ れ る 高 水 準 の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 を 、 心 筋 梗 塞 の 危 険 増 加 に 関 連 さ せ た 。 多 変
量 分 析 で は 、 高 水 準 の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 を Ｉ ｇ Ａ に つ い て は 調 整 し た 確 率 比 （ Ｏ Ｒ ） ３
． ５ お よ び ９ ５ ％ 信 頼 区 間 （ ９ ５ ％ Ｃ Ｉ ） １ ． ４ － ８ ． ９ と 関 連 さ せ た が 、 Ｉ ｇ Ｍ の 場 合
に は 、 こ れ ら 数 値 は Ｏ Ｒ ＝ ３ ． ０ ； ９ ５ ％ Ｃ Ｉ ： １ ． ２ － ７ ． ５ で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】

： 　 高 水 準 の 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 は 、 婦 人 の 心 筋 梗 塞 の 独 立 し た 危 険 因 子 を 構 成 す る
。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ ７ 】
【 図 １ 】 Pichia pastorisに お け る ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ の 発 現 を 示 す 。 ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ は 、 材
料 お よ び 方 法 （ 実 施 例 参 照 ） に 関 す る 節 に 記 載 し た よ う に 、 安 定 に 形 質 転 換 し た Ｐ ． ｐ ａ
ｓ ｔ ｏ ｒ ｉ ｓ 細 胞 の 上 清 か ら 精 製 し た 。 ｒ ｈ ｓ Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ を 含 む ３ 個 の 画 分 の そ れ ぞ れ １ ０
μ ｌ を Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ っ て 分 離 し 、 タ ン パ ク 質 を Ｇ Ｅ Ｌ Ｃ Ｏ Ｄ Ｅ 　 Ｂ ｌ ｕ ｅ を 用 い
て （ Ａ ） ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 ｍ ｙ ｃ 抗 体 （ Invitrogen） を 用 い る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト
法 に よ っ て （ Ｂ ） 検 出 し た 。
【 図 ２ 】 Ａ Ｐ Ｌ Ｓ と 診 断 さ れ た 患 者 お よ び 対 照 に お け る 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の 水 準 を 比 較
す る も の で あ る 。 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の 水 準 を 示 す 。 Ｉ ｇ Ｍ ア イ ソ タ イ プ の 抗 体 ： 対 照 （
メ ジ ア ン ＝ ４ ５ 　 Ａ Ｕ （ 任 意 単 位 ） 、 患 者 （ メ ジ ア ン ＝ ５ ７ 　 Ａ Ｕ ） ； Ｉ ｇ Ａ ア イ ソ タ イ

10

20

30

40

50

(22) JP 2007-520713 A 2007.7.26

実 施 例 ２
心 筋 梗 塞 の 婦 人 に お け る 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の 検 出
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プ の 抗 体 ： 　 対 照 （ メ ジ ア ン ＝ ３ １ 　 Ａ Ｕ ） 、 患 者 （ メ ジ ア ン ＝ ３ ９ 　 Ａ Ｕ ） ； お よ び Ｉ
ｇ Ｇ ア イ ソ タ イ プ の 抗 体 （ メ ジ ア ン ＝ ７ ２ 　 Ａ Ｕ ） 、 患 者 （ メ ジ ア ン ＝ ７ ５ 　 Ａ Ｕ ） 。
【 図 ３ 】 内 皮 細 胞 に よ る Ａ Ｐ Ｃ の 発 生 に 対 す る 抗 Ｅ Ｐ Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の 効 果 を 示 す 。 抗 Ｅ Ｐ
Ｃ Ｒ 自 己 抗 体 の ア イ ソ タ イ プ Ｍ の 存 在 下 で の Ａ Ｐ Ｃ の 発 生 は 患 者 Ｃ で 観 察 す る こ と が で き
、 抗 体 の 非 存 在 下 お よ び 非 阻 害 抗 体 の 存 在 下 で の Ａ Ｐ Ｃ の 発 生 と 比 較 さ れ る 。 そ れ ぞ れ の
条 件 に つ い て 、 ２ － ４ の 独 立 し た 実 験 を 行 っ た 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

(23) JP 2007-520713 A 2007.7.26



【 配 列 表 】

(24) JP 2007-520713 A 2007.7.26

2007520713000001.xml



【 国 際 調 査 報 告 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(25) JP 2007-520713 A 2007.7.26



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(26) JP 2007-520713 A 2007.7.26



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(27) JP 2007-520713 A 2007.7.26



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(28) JP 2007-520713 A 2007.7.26



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(29) JP 2007-520713 A 2007.7.26



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(30) JP 2007-520713 A 2007.7.26



フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ｃ１２Ｎ  15/09     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ  15/00    　　　Ａ          　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LS,MW,MZ,NA,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),
EP(AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,MC,NL,PL,PT,RO,SE,SI,SK,TR),OA(BF,BJ,
CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,CR,
CU,CZ,DE,DK,DM,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KP,KR,KZ,LC,LK,LR,LS,LT,L
U,LV,MA,MD,MG,MK,MN,MW,MX,MZ,NA,NI,NO,NZ,OM,PG,PH,PL,PT,RO,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SY,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ
,UA,UG,US,UZ,VC,VN,YU,ZA,ZM,ZW

(74)代理人  100107342
            弁理士　横田　修孝
(74)代理人  100126099
            弁理士　反町　洋
(72)発明者  ホセ、エルミダ、サントス
            スペイン国ナバーラ、パンプローナ、アベニダ、ピオ、ドセ、５５、フンダシオン、パラ、ラ、イ
            ンベスティガシオン、メディカ、アプリカダ、エフェイエメア
(72)発明者  ラモン、モンテス、ディアス
            スペイン国ナバーラ、パンプローナ、アベニダ、ピオ、ドセ、５５、フンダシオン、パラ、ラ、イ
            ンベスティガシオン、メディカ、アプリカダ、エフェイエメア
(72)発明者  ベロニカ、ウルタド、リナレス
            スペイン国ナバーラ、パンプローナ、アベニダ、ピオ、ドセ、５５、フンダシオン、パラ、ラ、イ
            ンベスティガシオン、メディカ、アプリカダ、エフェイエメア
Ｆターム(参考) 4B024 AA11  BA31  BA63  CA03  CA04  DA12  EA04  GA11  HA12  HA15 
　　　　 　　  4H045 AA11  AA30  BA41  CA40  DA75  DA86  EA50  FA74 

(31) JP 2007-520713 A 2007.7.26



专利名称(译) 用于评估与抗EPCR抗体的存在相关的疾病状态的发展的风险和趋势的方法

公开(公告)号 JP2007520713A 公开(公告)日 2007-07-26

申请号 JP2006551864 申请日 2005-02-03

申请(专利权)人(译) Puroiekuto，德，Biomedishina，西玛，Soshiedaddo，LTDA

[标]发明人 ホセエルミダサントス
ラモンモンテスディアス
ベロニカウルタドリナレス

发明人 ホセ、エルミダ、サントス
ラモン、モンテス、ディアス
ベロニカ、ウルタド、リナレス

IPC分类号 G01N33/564 G01N33/53 C07K14/705 C07K7/06 C07K7/08 C12N15/09 C07K14/70 G01N33/566

CPC分类号 G01N33/564

FI分类号 G01N33/564.ZNA.Z G01N33/53.N C07K14/705 C07K7/06 C07K7/08 C12N15/00.A

F-TERM分类号 4B024/AA11 4B024/BA31 4B024/BA63 4B024/CA03 4B024/CA04 4B024/DA12 4B024/EA04 4B024
/GA11 4B024/HA12 4B024/HA15 4H045/AA11 4H045/AA30 4H045/BA41 4H045/CA40 4H045/DA75 
4H045/DA86 4H045/EA50 4H045/FA74

代理人(译) 耀希达凯贤治
中村KoTakashi
反町隆史博

优先权 2004000269 2004-02-06 ES

外部链接 Espacenet

摘要(译)

本发明涉及检测高水平抗活化PC / PC内皮受体（EPCR）抗体的存在的
方法。本发明的特征在于它包括样品中抗EPCR抗体的体外检测和定量。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/6e46c413-dc5d-4888-8e49-00baf98bb600
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/034833893/publication/JP2007520713A?q=JP2007520713A

