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(57)【要約】
　本発明は、生物学的流体、とりわけヒトまたは動物の
血漿中のPTX3を測定するための方法に関する。とりわけ
、本発明は、ヒトまたは動物由来の血漿サンプルにおけ
るPTX3レベルを測定するための方法であって、前記血漿
サンプルを赤血球凝集剤で処理する工程と、その後にPT
X3の血漿レベルを測定する工程とを含む方法に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ヒトまたは動物由来の血漿サンプルにおけるPTX3レベルを測定するための方法であって
、前記血漿サンプルを赤血球凝集剤で処理する工程と、その後にPTX3の血漿レベルを測定
する工程とを含む方法。
【請求項２】
　前記赤血球凝集剤が陽イオン媒体である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記陽イオン媒体が第四級アンモニウム塩である、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記赤血球凝集剤が、一または複数の第四級アンモニウム基を含有する陽イオンポリマ
ーである、請求項１～３の何れか１項に記載の方法。
【請求項５】
　前記陽イオンポリマーが1,5-ジメチル-1,5-ジアザウンデカメチレンポリメトブロマイ
ドである、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記血漿が、Ca++－キレート抗凝固剤で処理された血漿である、請求項１～５の何れか
１項に記載の方法。
【請求項７】
　前記Ca++－キレート抗凝固剤が、EDTAおよびクエン酸の塩から選択される、請求項５に
記載の方法。
【請求項８】
　前記赤血球凝集剤が、サンプルの重量に対して0.01～0.3重量％からなる最終濃度まで
血漿に添加される、請求項１～７の何れか１項に記載の方法。
【請求項９】
　前記凝集剤の最終濃度が、サンプルの重量に対して0.02～0.1重量％、好ましくは約0.5
重量％からなる、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記凝集剤が、Ca++およびMg++フリーPBS中の2.5％溶液として、血漿1 mlに対して4～1
20μlからなる量で添加される、請求項８に記載の方法。
【請求項１１】
　前記凝集剤が、Ca++およびMg++フリーPBS中の2.5％溶液として、血漿1 mlに対して8～4
0μl、好ましくは約20μlからなる量で添加される、請求項９に記載の方法。
【請求項１２】
　前記赤血球凝集剤で処理された前記血漿サンプルが、PTX3の血漿レベルを測定する前記
工程の前に、室温で10～20分間、好ましくは約15分間静置される、請求項１～１１の何れ
か１項に記載の方法。
【請求項１３】
　PTX3の血漿レベルを測定する前記工程が免疫測定法により行われ、i）血漿サンプルをP
TX3に対するモノクローナルおよび/またはポリクローナル抗体に晒す工程とii）特異的な
抗原/抗体結合を測定する工程とを含む、請求項１～１２の何れか１項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記特異的な抗原/抗体結合の測定が、IRMA（免疫放射定量測定法）、EIA(酵素免疫測
定法)、ELISA（固相酵素免疫測定法）、FIA（蛍光免疫測定法）、CLIA（化学発光免疫測
定法）から選択される方法により行われる、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記免疫測定法が、ラットのモノクローナル抗体MNB4（IgG2a）および抗－PTX3ウサギ
ポリクローナル抗体（ビオチン化IgG）を使用したELISAタイプのアッセイである、請求項
１４に記載の方法。
【請求項１６】
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　心臓血管および脳血管の疾患の予後を決定するための方法であって、請求項１～１５の
何れか１項に記載の方法に従ってヒトまたは動物の血漿サンプルにおけるPTX3のレベルを
測定する工程と、ここで測定されたPTX3血漿レベルを基準値と比較する工程とを含み、前
記基準値より高いPTX3の血漿レベルが、心筋梗塞後の死亡率もしくは心臓の代償不全、ま
たは脳卒中後の死亡率もしくは合併症のリスク増大の指標である、方法。
【請求項１７】
　前記PTX3基準値が、健康な個体で測定され得るPTX3の血漿レベルに相当する、請求項１
６に記載の方法。
【請求項１８】
　前記PTX3基準値が、2 ng/ml、好ましくは5 ng/ml PTX3に相当する、請求項１６または
１７に記載の方法。
【請求項１９】
　前記血漿サンプルが、サンプル回収の8～12時間前に心筋梗塞を経験したか、あるいは
サンプル回収の約24時間前に脳卒中を経験した患者に由来する、請求項１６～１８の何れ
か１項に記載の方法。
【請求項２０】
　血漿サンプルにおけるPTX3の血漿レベルを決定するためのキットであって、抗－PTX3モ
ノクローナルおよび/またはポリクローナル抗体および赤血球凝集剤を所定の量および濃
度で含むキット。
【請求項２１】
　前記抗体が、ラットのモノクローナル抗体MNB4（IgG2a）およびウサギのポリクローナ
ル抗体（ビオチン化IgG）である、請求項２０に記載のキット。
【請求項２２】
　前記赤血球凝集剤が、請求項２～５の何れか１項に規定されるものである、請求項２０
または２１に記載のキット。
【請求項２３】
　組換えヒトPTX3、検出試薬、緩衝液、希釈剤、安定剤から選択される一または複数の構
成成分を、一緒の容器または別々の容器に含む、請求項２０～２２の何れか１項に記載の
キット。
【発明の詳細な説明】
【発明の概要】
【０００１】
　本発明は、生物学的流体、とりわけヒトまたは動物の血漿中のPTX3を測定するための方
法に関する。
【０００２】
　ロング（long）ペントラキシンPTX3は、ペントラキシンファミリーに属するタンパク質
であり、心臓血管疾患に罹患した個体における死亡リスクの早期診断に有用な生物学的マ
ーカーである。ペントラキシンは、ペントラマーを形成する能力のためにこのように呼ば
れ、炎症メディエイターに応答して肝臓により産生されるＣ－反応性タンパク質（CRP）
および血清アミロイドＰ（SAP）を含む一群のタンパク質である。CRPおよびSAPは、最も
典型的な急性期タンパク質であると考えられ、その循環レベルは、炎症、感染および組織
損傷の間に上昇する。PTX3は、このファミリーの新規メンバーであり、インターロイキン
－１で刺激された内皮細胞からクローニングされた。この分子は、二つの構造ドメイン、
すなわち公知タンパク質の何れに対しても相同性を有していないＮ－末端、およびCRPお
よびSAPなどのショート（short）ペントラキシンと類似しているＣ－末端により構成され
る。主な産生部位が肝臓であるショートペントラキシンの状況に対して、PTX3は、炎症後
タンパク質、たとえばIL-1およびTNFおよび細菌産物に応答して、種々の細胞タイプ、と
りわけ内皮細胞、単球－マクロファージ、および樹状細胞により産生される。従来の研究
により、PTX3の循環レベルは、急性または慢性の炎症性疾患、たとえば敗血症および心筋
梗塞に罹患した患者において上昇することが示されている。とりわけ、本発明の起案者は
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、心筋梗塞の37人の患者に臨床試験を行い、PTX3のレベルは、冠動脈血栓症ユニット（co
ronary unit）への入院から7.5時間後に6.94 ng/ml±11.26のピークに達するのに対し、C
RPのピークは、入院（admission）から24時間後にみられることを観察した。近年、ずっ
と広範な研究（心筋梗塞の724人の患者）において、梗塞から１日後のPTX3の上昇レベル
は、死亡リスクの増大または梗塞後の最初の３ヶ月における心不全の発症と関連すること
が示されている。PTX3は、血中に存在する分子、たとえばCRP、および線維芽細胞増殖因
子－２の両方に結合する。
【０００３】
　PTX3が血中に存在する分子に結合する能力に関するこれら最新の観察は、今日までに直
面しているPTX3の循環レベルの測定に伴う困難の原因であるかもしれない。実際、US特許
公報US 2004137544は、PTX3の血漿レベルを測定するための方法を記載するが、これは、
重大な欠点を有する。実際、前述の方法を適用すると、血清PTX3の値は、平均して、EDTA
-血漿で測定された値の半分であり、前述の違いは、必ずしも一定ではないが、被検体ご
とに変化する。更に、血清について、その値は、時間の経過後、および１回または２回の
凍結－融解サイクル後に再現可能であるが、EDTA-血漿またはクエン酸塩-血漿において、
その値は、通常、時間の経過とともに、および凍結－融解を繰り返した後に、増大する傾
向がある。また、血清およびEDTA-血漿もしくはクエン酸塩-血漿の両方において、上記エ
レメントにおけるPTX3の標準曲線の追加で、RPMI 1640メディウム＋2％ウシ血清アルブミ
ン（BSA）もしくはPBS＋2％ BSAの溶液中の同一濃度のPTX3を用いて同一の光学密度（O.D
.）値を得ることができないという点で、測定を阻害する因子が存在することが観察され
た。
【０００４】
　よって、試験中のサンプルに存在する全てのPTX3の測定を可能にし、これにより偽陰性
の測定を回避する、PTX3の血漿レベルを測定するための方法を提供するニーズがある。
【０００５】
　このニーズは、本願の説明に不可欠な部分を形成する添付の特許請求の範囲に規定され
る、体液中のロングペントラキシンPTX3を測定するための方法により満足される。
【図面の簡単な説明】
【０００６】
【図１】図１は、凝集剤（ポリブレン(登録商標)）を添加したEDTA－血漿および凝集剤（
ポリブレン(登録商標)）を添加していないEDTA－血漿中のPTX3レベルを示すヒストグラム
である。
【図２】図２は、直後および4℃で24時間後に測定された凝集剤（ポリブレン(登録商標)
）を補充したEDTA－血漿中のPTX3レベルを示すヒストグラムである。
【図３】図３は、凝集剤（ポリブレン(登録商標)）を含むEDTA－血漿および凝集剤（ポリ
ブレン(登録商標)）を含まないEDTA－血漿中のPTX3の標準曲線を表すグラフである。
【図４】図４は、１回、２回および３回の凍結－融解サイクル後の、凝集剤（ポリブレン
(登録商標)）を補充したEDTA－血漿中のPTX3レベルを示すヒストグラムである。
【発明を実施するための形態】
【０００７】
　本発明は、陽イオンポリマー、とりわけ商標名ポリブレン(登録商標)で知られているポ
リマーのEDTA－血漿への添加が、図１に示されるとおり、ポリブレン(登録商標)を添加し
ていない同一のEDTA－血漿サンプルで観察されるPTX3レベルに対して、より高いPTX3レベ
ルの測定を可能にすることが観察されたことに基く。更に、図２のヒストグラムは、融解
の直後または4℃で24時間後に融解されたサンプルから得られたPTX3値が、陽イオンポリ
マーを添加していないEDTA－血漿サンプルで予め観察されたPTX3値と比べて、有意な差を
示さないことを明らかに示す。
【０００８】
　上記観察を考慮して、本発明の方法を用いてPTX3測定の信頼性を実証するために更なる
実験を行った。実際、図３は、RPMI＋2％ BSA中のPTX3の標準溶液における血漿PTX3レベ
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ルに対してプロットされた、ポリブレン（登録商標）を含むEDTA－血漿およびポリブレン
（登録商標）を含まないEDTA－血漿における、光学密度（O.D.）値を報告するグラフを示
す。このグラフから観察されるとおり、標準量のPTX3を混ぜた、ポリブレン（登録商標）
を含むEDTA－血漿サンプルの曲線は、PTX3標準溶液の曲線と実際にオーバーラップするが
、同量のPTX3標準を補充した、ポリブレン（登録商標）を含まないEDTA－血漿サンプルは
、全く異なる傾向を示す。この実験は、EDTA－血漿サンプルへの陽イオンポリマーの添加
が、サンプルに存在する全てのPTX3の測定を可能にし、これにより当該タンパク質の正確
なレベルの測定を可能にすることを証明する。逆に、普通のEDTA－血漿サンプルに存在す
るPTX3のレベルの測定は、下向きにゆがみ、結果として、反対に高レベルのPTX3を含有す
る血液サンプルにおいて偽陰性を測定するリスクがある。
【０００９】
　その結果、図４は、１回、２回および３回の凍結－融解サイクル後の、ポリブレン（登
録商標）を補充したEDTA－血漿サンプルで測定されたPTX3レベルを表すヒストグラムを示
す。PTX3レベルは、おそらくPTX3の分子が、血漿中で金属封鎖性（sequestering）相互作
用に晒されないという事実のおかげで、挙げられた３つのケースで変化しないことが観察
され得る。
【００１０】
　特定の理論にとらわれないが、観察される効果は、陽イオンポリマーが、PTX3分子と血
漿の構成成分、たとえば赤血球またはclqタンパク質などの血液タンパク質との間の相互
作用を破壊し、このため、かかる相互作用を受けないPTX3は、完全に測定することができ
るという事実によるものである。また、論理的可能性に関して、観察される効果は、陽イ
オンポリマーの非特異的で可逆的な赤血球凝集活性と幾らか相関関係を有していると仮説
を立てることができる。
【００１１】
　従って、本発明の対象は、ヒトまたは動物由来の血漿サンプルにおけるPTX3レベルを測
定するための方法であって、前記血漿サンプルを赤血球凝集剤で処理する工程を含む方法
である。
【００１２】
　好ましくは、前記血漿サンプルはヒトの血漿である。
【００１３】
　好ましくは、前記凝集剤は、陽イオン媒体、より好ましくは第四級アンモニウム塩であ
る。本発明の特に好ましい態様において、前記凝集剤は、一または複数の第四級アンモニ
ウム基を含む陽イオンポリマーである。更に好ましくは、前記陽イオンポリマーは、1,5-
ジメチル-1,5-ジアザウンデカメチレンポリメトブロマイドであり、これは、ヘキサジメ
トリンブロマイドの名称でも知られ、商標名ポリブレン（登録商標）でSigma-Aldrichに
より販売されている。
【００１４】
　本発明の方法に従って、Ca++－キレート効果を有する抗凝固剤、好ましくはEDTA（エチ
レンジアミンテトラ酢酸）またはクエン酸の塩、たとえばクエン酸ナトリウムで処理され
、その後、遠心分離された血漿（これ以降、“キレート剤－血漿”と称される）に、サン
プルの重量に対して0.01～0.3重量％からなる最終濃度まで凝集剤を補充する。好ましく
は、凝集剤の最終濃度は、0.02～0.1重量％、より好ましくは約0.5重量％からなる。前記
濃度は、Ca++およびMg++フリーPBS中の凝集剤の2.5％溶液を、キレート剤－血漿1 mlに対
して4～120μl、好ましくは8～40μl、より好ましくは約20μl添加することにより達成さ
れ得る。
【００１５】
　好ましくは、凝集剤で処理されたキレート剤－血漿サンプルは、PTX3のレベルを測定す
る前に、室温で10～20分間、より好ましくは約15分間静置される。
【００１６】
　その後、本発明の凝集剤で処理されたキレート剤－血漿サンプルは、標準的な免疫測定
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法の技術を受ける。本発明による典型的な免疫測定法は、i）処理済みのキレート剤－血
漿サンプルをPTX3に対するモノクローナルまたはポリクローナル抗体、好ましくはモノク
ローナル抗体に晒す工程とii）特異的な抗原/抗体結合を測定する工程とを含む。
【００１７】
　抗原/抗体結合は、ラジオアイソトープ法または非ラジオアイソトープ法を用いて測定
され得る。たとえば、これらには、IRMA（免疫放射定量測定法）、EIA(酵素免疫測定法)
、ELISA（固相酵素免疫測定法）、FIA（蛍光免疫測定法）、およびCLIA（化学発光免疫測
定法）の技術が含まれる。この方法は、検出手段の使用、たとえば放射性核種ラベル、酵
素、補酵素、蛍光団、化学発光剤、クロモゲン、基質、酵素補因子または阻害剤、フリー
ラジカル、色素の産生などを想定する。
【００１８】
　好ましい態様において、免疫測定法は、ELISAタイプのアッセイであり、100 pg/ml未満
の感度でPTX3に特異的に結合することが可能なラットのモノクローナル抗体MNB4（IgG2a
）、およびウサギ抗－PTX3ポリクローナル抗体（ビオチン化IgG）の使用を想定する。
【００１９】
　以下の実施例は、ELISAアッセイに従ってヒト血漿サンプル中のPTX3を測定するための
典型的な方法を記載する。使用される血漿サンプルは、サンプル中のポリブレン（登録商
標）最終濃度が0.05重量％となるように、血漿1 mlに対して、Ca++およびMg++フリーPBS
中のポリブレン（登録商標）の2.5％溶液20μlで処理されたキレート剤－血漿サンプルで
ある。
【実施例】
【００２０】
　96ウェルELISAプレートを、pH 9.6の15 mM炭酸緩衝液中700 ng/mlの濃度のMNB4モノク
ローナル抗体100μlで被覆し、その後、4℃で一晩インキュベートした。モノクローナル
抗体は、組換えPTX3で免疫処置したマウス由来の脾臓細胞とマウス骨髄腫細胞株SP2/Oと
の融合により得た。
【００２１】
　その後、プレートを洗浄緩衝液（PBS＋0.005％ Tween20）で3回洗浄し（300μl/ウェル
）、次いで、非特異的な結合部位をブロックするために、5％ドライミルクパウダーを含
む300μlの洗浄緩衝液を各ウェルに添加した。
【００２２】
　室温で2時間インキュベートした後、プレートを300μlの洗浄緩衝液で3回洗浄した。
【００２３】
　各ウェルに、50μlの組換えヒトPTX3スタンダード（1.2 ng/ml～75 pg/mlの間の2倍の
連続希釈液）およびEDTA－血漿サンプルを添加し、上述のとおり処理し、他のウェルに添
加されたPBS＋2％ BSA中で2倍に希釈し、プレートを37℃で2時間インキュベートした。
【００２４】
　その後、プレートを洗浄緩衝液で5回洗浄し、次いで、洗浄緩衝液中の100μlのウサギ
抗－PTX3ビオチン化IgG（25 ng/ml）を各ウェルに添加した。
【００２５】
　37℃で1時間インキュベートした後、プレートを300μlの洗浄緩衝液で5回洗浄した。
【００２６】
　100μlのAmdexストレプトアビジン・ホースラディシュペルオキシダーゼコンジュゲー
ト（RPN 4401 Amersham）を、１～8000に希釈して各ウェルに添加し、プレートを室温で1
時間インキュベートした。
【００２７】
　プレートを洗浄緩衝液で5回洗浄した後、100μlのTMB（テトラメチルベンジジン）を各
ウェルに添加し、プレートを室温で5分間インキュベートした。酵素反応を、50μlの1 M 
H2SO4溶液の添加により終結させ、その後、反応の終結から30分以内に、450 nmにおける
吸光度を読取った。
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【００２８】
　　　　　　　　　　　　　　　　　§§§
　本発明の更なる対象は、心臓血管および脳血管の疾患の予後を決定するための方法であ
って、上述の方法に従ってヒトまたは動物、好ましくヒトの血漿サンプルにおけるPTX3の
レベルを測定する工程と、ここで測定されたPTX3血漿レベルを基準値と比較する工程とを
含み、前記基準値より高いPTX3の血漿レベルが、心筋梗塞後の死亡率もしくは心臓の代償
不全、または脳卒中後の死亡もしくは合併症のリスク増大の指標である方法である。
【００２９】
　とりわけ、前記PTX3基準値は、健康な個体で測定され得る血漿PTX3のレベルに相当し、
好ましくは2 ng/ml、より好ましくは5 ng/ml PTX3に相当する。
【００３０】
　より好ましくは、前記血漿サンプルは、サンプル回収の8～12時間前に心筋梗塞を経験
したか、あるいはサンプル回収の約24時間前に脳卒中を経験した患者に由来するサンプル
である。
【００３１】
　抗－PTX3モノクローナルおよびポリクローナル抗体および赤血球凝集剤を所定の量およ
び濃度で含むキットは、本発明の更なる対象を構成する。
【００３２】
　好ましくは、前記抗体は、ラットのモノクローナル抗体MNB4（IgG2a）およびウサギの
ポリクローナル抗体（ビオチン化IgG）である。
【００３３】
　好ましくは、前記凝集剤は、上記で規定されるものから選択され、とりわけ1,5-ジメチ
ル-1,5-ジアザウンデカメチレンポリメトブロマイドである。
【００３４】
　必要に応じて、本発明のキットは、組換えヒトPTX3、検出試薬、緩衝液、希釈剤、安定
剤、および免疫測定法の実施に有用な他の試薬を、一緒の容器または別々の容器に含んで
いてもよい。
【００３５】
　本発明の方法は、血漿サンプルにおいて正確かつ信頼性の高いPTX3の測定を提供し、偽
陰性を回避するという利点を有する。
【００３６】
　本発明の方法は、更に、試験中の血漿サンプルにおいてPTX3を安定化させ、これにより
凍結－融解サイクルを繰り返した後でも、正確なレベルを提供することを可能にする。
【００３７】
　本発明の更なる利点は、従来の方法に対して、クレームされるアッセイ方法が、EDTA－
血漿またはクエン酸塩－血漿サンプルで同様に、同じ信頼度で、血漿PTX3レベルの測定を
可能にすることである。
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