
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　急性冠症候群の発症を予知するために用いられる診断用キットであって、ヒトから採取
した血液中の を発症予知マーカーとして、該マーカーの濃度を
検出するための免疫測定手段を備える診断用キット。
【請求項２】
　免疫測定手段が、抗ヒト血清アミロイドＡ蛋白抗体と抗ヒトアミロイドＡ蛋白抗体から
構成された一次抗体と、抗ヒト apoB100抗体から構成された二次抗体とからなる、請求項
１に記載の診断用キット。
【請求項３】
　免疫測定手段に加えて、アポＢ１００と血清アミロイドＡ蛋白とを架橋剤により結合さ
せた複合体を、ＳＡＡ－ＬＤＬ蛋白複合体の濃度算出用の測定手段として備える請求項１
又は２に記載の診断用キット。
【請求項４】
　免疫測定手段に加えて、ヒトから採取した血液から VLDL, IDL, LDLを分画、分取するた
めのデキストラン硫酸試薬を測定手段として備える請求項１～３のいずれかに記載の診断
用キット。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
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本発明は、心筋梗塞、不安定狭心症、虚血性突然死などの急性冠症候群の発症予知が可能
な診断用キットに関する。
【０００２】
【従来の技術】
粥状動脈硬化の発症、進展並びに急性冠症候群の発症のメカニズムは、 in vitro及び動物
を用いた in vivoの研究成果から徐々に明らかにされつつある。
しかし、臨床的には、どのような症例の場合にいつプラークが破綻するのか、どのような
マーカーが予知に使えるのか、診断技術の進歩など命題が多い（北　徹、日本臨牀 , 60: 
851-859, 2002）。したがって、急性冠症候群の発症を予知する診断技術は無い状況にあ
る。しかも、心筋梗塞症の臨床例での発症の瞬間については、その事実の集積例が乏しい
ため、発症機序研究の焦点を定めるのは安易ではない（平盛勝彦、他 : 動脈硬化、 27: 15
9-164, 2000）。
【０００３】
ここで、心筋梗塞の発症機序は、心筋壊死巣の成立過程から、第１段階として心筋梗塞の
発症の下地成立、第２段階として心筋梗塞の発症、第３段階として心筋壊死巣の拡大と完
成の３段階に分けて考えると理解しやすいとされている（ Hiramori K : Jpn Cire J, 50:
 213, 1986）。冠危険因子や冠硬化症は第１段階の心筋梗塞症の下地の成立に関わってく
るが、現在知られている冠危険因子だけでは心筋梗塞の発症を説明することは出来ないと
も言われている（平盛勝彦 , 他 : 動脈硬化 , 27: 160, 2000）。
【０００４】
結局のところ、冠動脈硬化症とか冠動脈病変と、心筋梗塞症との関連性は意外に乏しいの
ではないか、未知の真の大きな危険因子が存在する可能性が示唆されている。それは、心
筋梗塞症が心筋の疾患であるから、心筋そのものに発症の原因があるのではないかとの考
えすら主張されている状況にある（平盛勝彦 , 他 : 動脈硬化 , 27: 163, 2000）。
【０００５】
この様に、急性冠症候群の発症機序が全く不明であることから、真の発症予知の技術はな
く、マーカーの代用として一部の急性相反応蛋白、酸化 LDL、レムナント様リポ蛋白、 pre
β 1-HDLなどが用いられているにすぎない。
【０００６】
【発明が解決しようとする課題】
心筋梗塞症の臨床例での発症の瞬間に関する事実の集積は乏しいが、急性冠症候群発症後
の状況については、多くの観察データが存在する。その事例をいくつか挙げると、 Fuster
らは、心筋梗塞患者の約 40％は冠動脈が高度に狭窄しているが、プラークの破綻は起らず
、びらんと凝固亢進状態が認められることを発見している（ Fuster V et al: Thromb Hae
most 78: 247-255, 1997）。また、 Farbらも、冠動脈血栓症により突然死した症例の約 40
％がプラークの破綻を伴わず、比較的狭窄度の低いプラークの表在性びらんにより、血栓
症が引き起こされていたと報告している。さらに、プラークびらんは、プロテオグリカン
と平滑筋細胞に富むプラークに多く認められている（ Farb A et al: Circulation 94: 13
54-1363, 1996）。
【０００７】
従来、心筋梗塞は冠動脈硬化による管腔の狭窄によると考えられていたが、実際は上述の
ごとく、びらんと凝固亢進状態による血栓形成によることが多いことがわかってきている
。また、これらの現象と密接に関連する事実も多く観察されている。即ち、インターフェ
ロンγを分泌する Tリンパ球は、不安定狭心症、心筋梗塞などの発生に極めて重要と考え
られているが、どのような因子が Tリンパ球を活性化させるかは現時点では明らかではな
い（北　徹 : 日本臨牀  60: 851-859, 2002）。さらに、内皮細胞の損傷による表在性びら
んにより、動脈壁のコラーゲンをはじめとするプロテオグリカン類が露出し、血小板凝集
を誘発することから血栓形成病変となることも考えられている。また、酸化変性リポ蛋白
（酸化 LDL、酸化 HDL）が血小板を凝集させることも報告されている（高橋行広 , 他 : 臨床
病理 , 44: 169, 1996）。
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【０００８】
さらに最近の研究の進歩から、冠動脈の攣縮（冠攣縮）は異型狭心症のみならず、その他
の安静狭心症や労作狭心症および急性心筋梗塞など、虚血性心疾患全般の発生上も重要な
役割を果たしていることが明らかにされてきた（ Yasue H, et al: Circ Res, 52: 147-15
2, 1983）。
【０００９】
冠攣縮における血液凝固系の関与を調べる目的で、トロンビンによるフィブリノーゲンの
分解産物である fibrinopeptide A（ FPA）を指標として検討された成績から、冠攣縮時の
血漿 FPA値の上昇が主として冠循環内で生じること、即ち、冠攣縮により凝固カスケード
の亢進が引き起こされ、冠攣縮から冠動脈血栓の形成、ひいては急性心筋梗塞発症へと進
展する可能性も示唆されている（小川久雄 : 動脈硬化 , 27: 257-261, 2000）。
【００１０】
一方、酸化 LDLやリゾフォスファチジルコリン（ Lyso PC）が血管内皮依存性の血管弛緩反
応を障害したり（ Kugiyama K, et al: Nature 344: 160, 1990）、（ Tanner FC, et al: 
Circulation 83: 2012, 1991）、血管平滑筋細胞の過剰な収縮反応を誘発することも知ら
れている（ Galle J, et al: 66: 1287, 1990）。また、異型狭心症患者の血清 LDLは健常
者に比べて酸化変性を受けやすいことが知られ、異型狭心症における酸化 LDLの関与が示
唆されている（ Miwa K, et al: J Am Coll Cardiol. 26: 632, 1995）。
【００１１】
さらに、 LDLよりも易酸化性の HDLの酸化変性が in vivoにおける冠攣縮の発生に関与する
ことも報告されている。酸化 HDLは血管内皮保護作用の低下に加えて、それ自身が直接に
内皮機能障害もしくは血管平滑筋の過剰反応を引き起こし、冠攣縮の発生に関与している
可能性があるとしている（大村寛敏 , ほか : フリーラジカルの臨床 , 15: 61-66, 2000）
。
これらの結果から、 LDLおよび HDLが酸化変性を受けることで、両者がともに、冠攣縮に関
与している可能性が大きいとみられている。
【００１２】
一方、近年、慢性関節リウマチ（ RA）や全身エリテマトーデス（ SLE）の患者には動脈硬
化や血栓症による心血管病変の合併が多いことが報告されている（ Wolfe, F et al: Arth
ritis Rheum. 37: 481-494, 1994）、（ Manzi, S et al: Am.J.Epidemiol.145:408-415, 
1997）。血清脂質に関しては、 RAでは HDLコレステロールの低下、 SLEでは VLDLの上昇と HD
Lコレステロールの低下が認められている。この HDLコレステロールの低下は炎症の治療に
伴って正常化することが確認されている（浅沼ゆう , 他 : 炎症と免疫 , 9: 165-172, 2001
）。
【００１３】
現在、動脈硬化の発生および進展の機序を説明する仮説として、 Rossが提唱した障害反応
仮説が広く受け入れられているが、この Rossの説では、動脈硬化は血管内皮細胞の傷害に
始まるが、何がどのように内皮細胞を傷害するかについては、さまざまな原因が列挙され
ているにすぎない。
【００１４】
Nagasawaらは、冠攣縮誘発部位の内皮細胞の形態について電子顕微鏡を用いて検討した結
果、攣縮部では内皮細胞間に多数の brigeや gapの形成を認めるとともに、多数の白血球が
付着している事実を報告し、冠攣縮が内皮細胞傷害を引き起こし、動脈硬化進展の initia
torとなる可能性を述べている（ Nagasawa K, et al: Circ. Res. 65: 272-282, 1989）、
（長澤一成 : 日本臨牀 52: 117-120, 1994）。
【００１５】
この様な急性冠症候群の発症にかかわる周辺状況からみて、本症の発症にかかわる未知な
原因物質もしくは誘因物質は冠攣縮（虚血状態）により、虚血部位で産生される可能性が
大きいと考えられる。
すなわち、急性冠症候群の発症にかかわる原因物質もしくは誘因物質は虚血部位に集積し
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た活性化白血球が産生する活性酸素やプロテアーゼの作用により形成される。また、この
時、現場に居合わせる VLDL, IDL, LDLや HDLも同時に酸化され、酸化 HDLや酸化 VLDL、酸化
IDL、酸化 LDL、若しくは酸化 HDLと酸化 VLDL、酸化 IDL、酸化 LDLの複合体が形成されると
考えられる。
【００１６】
この様な状況下で本発明者は、 HDLと LDLからなる複合体中に存在する血清アミロイドＡ（
SAA）、アポ C2、アポ C3、アポ A2、時にアポ Eがミスフォールディングした状態で存在する
こと、若しくはこれらの蛋白が amyloidogenesisの特性を有することを発見し、これらの
物質が急性冠症候群の発症にかかわるのではないかと考えた。蛋白質のミスフォールディ
ングは、外部ストレスにより変性や化学修飾を受けることで引き起こされる。本発明のケ
ースでは、リポ蛋白中に存在する各種アポ蛋白が酸化変性を受けてミスフォールディング
状態の構造に変化し、致死的会合体を形成すると考えられる。また、従来から、動脈硬化
では消化困難な変性リポ蛋白の存在が重要視されてきたが、本発明者らが発見した本物質
がそれに相当する可能性が大きい。
【００１７】
冠イベント発症局所の冠動脈では、この致死的会合体による血管内皮細胞傷害と、 NO合成
酵素（ eNOS）の活性化能を有する HDLが短時間のうちに消費されるため、 NOによる内皮依
存性の血管弛緩反応の急速な減少が同時に起こり、冠攣縮がさらに誘発されると同時に血
管内皮に傷害をもたらし、これがプラークの破裂や亀裂、あるいはびらんを引き起こし、
血栓形成の引き金になると考えられる。これが血管内腔側からの冠イベント発症シナリオ
の推測である。
【００１８】
この急性冠症候群の発症にかかわる原因物質もしくは誘因物質を推測するに当って、さら
に勘案すべき条件として、 Tリンパ球の集積に関わる物質で、かつ、慢性関節リウマチ（ R
A）における心血管病変の合併の多さを説明しうる物質でなければならない。この点に関
しては、 SAAをはじめとする amyloidgenesisな蛋白、もしくは、これらの蛋白のうちでミ
スフォールディングな特性を呈した蛋白（致死的会合体）の関与が大きいと本発明者は考
えている。
【００１９】
さらに、別の視点から、冠動脈硬化病変および急性冠症候群の発症、冠動脈形成術（ PTCA
）後病変（再狭窄）に関して、特に炎症の場としての冠動脈外膜が重要であるとする考え
がある（岡本栄一 , 他 : Molecular Medicine, 38: 臨時増刊号 , 265-270, 2001）。この
場合、冠動脈外膜に SAA、アポ C2、アポ C3、アポ A2、低分子化アポ Eなど、 amyloidogenesi
sもしくはミスフォールディングした特性を有する蛋白が peri-collagen typeとして、外
膜の膠原繊維周辺から沈着し、アミロイドによる冠動脈病変が心アミロイドーシスの発現
にかかわる可能性も考えられ、心筋原因説も説明できると考えている。
【００２０】
この様に、本発明は、上記の事情に鑑みてなされたものであり、急性冠症候群の発症を予
知するという、今日まで存在しなかった診断用キットを提供することを目的とする。
【００２１】
【課題を解決するための手段】
本発明は、急性冠症候群の発症時に観察された諸現象や、本症の発症と関連性が大きい他
疾患の病態特性を総合化することにより、急性冠症候群の発症予知マーカーを発見したこ
とにより完成したものである。
【００２２】
すなわち、本発明の診断用キットは、急性冠症候群の発症を予知するために用いられる診
断用キットであって、ヒトから採取した血液中のリポ蛋白中に存在し、ミスフォールディ
ングによる会合体が形成された蛋白を発症予知マーカーとして、この発症予知マーカーを
検出するための測定手段を備えるものとして構成される。
上記の発症予知マーカーは、具体的にはＳＤＳ抵抗性を示す蛋白として観察されるもので
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ある。すなわち、診断用キットの測定対象となる発症予知マーカーは、ＳＤＳ－ポリアク
リルアミドゲル電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）で分析した場合に、本来の分子量に相当す
るバンド位置に比べて、移動度が少ない側にバンドがシフトする蛋白として観察されるも
のである。
【００２３】
また、上記の発症予知マーカーは、アミロイド蛋白、アミロイド前駆体及びアミロイド形
成能を有する蛋白から選ばれる少なくとも１種以上の蛋白を前駆体とする蛋白であり、具
体的には、血清アミロイドＡ蛋白、アミロイドＡ蛋白、アポＡ１、アポＡ２、アポＣ２、
アポＣ３及びアポＥから選ばれる少なくとも１種以上の蛋白を前駆体とする蛋白である。
すなわち、リポ蛋白中には、上記の如く多種類の発症予知マーカーが存在するので、発症
予知マーカーの検出にあたっては、その中から最低１種類の発症予知マーカーを選択すれ
ばよいのである。
なお、上記以外のアポ B100、アポ B48のアポ蛋白にはミスフォールディングによる会合体
の形成が認められないので、発症予知マーカーの対象からは除外される。
【００２４】
また、本発明では、上記のリポ蛋白は、 HDL分画、 VLDL分画、 IDL分画、 LDL分画、 HDL分画
と VLDL、 IDL、 LDL分画の複合体のうち、いずれの分画であってもよい。なお、本発明にお
いて「 HDL分画」とは、ヒトから採取した血液から HDLを分画、分取したものをいい、この
中には酸化ないし変性を受けた HDLと天然型 HDLのいずれか１種以上が含まれている。また
、本発明において、「 VLDL分画」、「 IDL分画」、「 LDL分画」とは、ヒトから採取した血
液から VLDL, IDL, LDLを分画、分取したものをいい、この中には酸化ないし変性を受けた
VLDLや IDL, LDL及び天然型 VLDL、天然型 IDL、天然型 LDLのいずれか１種以上が含まれてい
る。
【００２５】
また、本発明では、上記の発症予知マーカーを検出するための測定手段としては、リポ蛋
白－発症予知マーカー複合体の濃度測定手段を備えたものが好ましい。かかる複合体の濃
度測定手段としては、酵素免疫法、ラテックス凝集法及びイムノクロマト法などの免疫測
定手段を備えたものが好適に使用できる。
上記の免疫測定手段としては、発症予知マーカーを検出するため一次抗体と、リポ蛋白中
に存在する天然型もしくは変性アポ蛋白を検出するための二次抗体とから構成されるもの
が好ましく使用できる。
具体的には、一次抗体としては、抗ヒト血清アミロイドＡ蛋白抗体と抗ヒトアミロイド A
蛋白抗体を用いることが好ましく、二次抗体としては、アポ B100を検出するための抗体を
用いることが好ましい。
【００２６】
また、本発明の診断用キットは、上記の免疫測定手段に加えて、リポ蛋白中に存在する天
然型のアポ蛋白と発症予知マーカーの前駆体蛋白とを架橋剤により結合させた複合体を、
リポ蛋白－発症予知マーカー複合体の濃度算出用の測定手段として備えることが好ましい
。かかる測定手段を備えることにより、リポ蛋白－発症予知マーカー複合体の標準サンプ
ルとすることができ、濃度算出用の検量線の作成を簡易に行なうことができる。具体的に
は、アポ蛋白としてはアポ B100を用いることが好ましく、発症予知マーカーの前駆体蛋白
としては血清アミロイドＡ蛋白を用いることが好ましい。
【００２７】
また、本発明の診断用キットは、上記の免疫測定手段に加えて、ヒトから採取した血液か
ら VLDL, IDL, LDLを分画、分取するためのデキストラン硫酸試薬を測定手段として備える
ことが好ましい。
【００２８】
【発明の実施の形態】
本発明の診断用キットは、上述した発症予知マーカーの検出にあたり、リポ蛋白－発症予
知マーカー複合体の濃度測定手段を備えたものとして構成される。この複合体の濃度測定
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手段としては、▲１▼複合体を検出するための免疫測定手段を備えることが好ましく、必
要に応じて、▲２▼検出された複合体の濃度を算出するための標準サンプル、▲３▼ヒト
から採取した血液から特定のリポ蛋白を分画、分取するための試薬を備えることが好まし
い。
【００２９】
診断用キットに備えられる免疫測定手段は、複合体濃度を簡便、迅速、確実に測定できる
ものであれば、酵素免疫法、ラテックス凝集法及びイムノクロマト法等の公知の免疫測定
手段を採用することができる。
かかる免疫測定手段としては、リポ蛋白中に存在する発症予知マーカーを検出するための
一次抗体と、天然型もしくは変性アポ蛋白を検出するための二次抗体とから構成されるサ
ンドイッチ ELISA法による測定手段が好適に使用できる。
【００３０】
本発明者の検討によれば、急性冠症候群の発症前の患者から採取した血液中には、上記の
リポ蛋白―発症予知マーカー複合体が存在し、この複合体にはミスフォールディングによ
る会合体が形成されていない天然型のアポ蛋白若しくはその一部が断片化された蛋白が存
在し、さらにこの蛋白は、この蛋白を検出するための抗体と反応する特性を有する。した
がって、かかる蛋白を検出するための抗体は、上記免疫測定手段の二次抗体として利用す
ることができる。本発明では、具体的には、アポ B100が上記の性質を有する蛋白に該当す
るので、二次抗体としてアポ B100抗体が好適に使用できる。
【００３１】
また、本発明者の検討によれば、発症予知マーカーはミスフォールディングによる会合体
を形成する一方で、その前駆体となる蛋白に対する抗体と結合する特性を有する。したが
って、その前駆体蛋白に適用できる抗体であれば一次抗体としてそのまま用いることがで
きる。かかる一次抗体としては、アミロイド蛋白、アミロイド前駆体及びアミロイド形成
能を有する蛋白から選ばれる少なくとも１種以上の蛋白に対する抗体を用いることができ
、具体的には血清アミロイドＡ蛋白、アミロイドＡ蛋白、アポＡ１、アポＡ２、アポＣ２
、アポＣ３及びアポＥから選ばれる蛋白に対する抗体を挙げることができる。上記の中で
は、血清アミロイドＡ蛋白に対する抗体とアミロイドＡ蛋白に対する抗体が特に好適に使
用できる。
【００３２】
本発明の診断用キットには、分析の便宜を考慮して、リポ蛋白－発症予知マーカー複合体
濃度を算出するための標準サンプルを備えることができる。この標準サンプルは、具体的
には、上述した免疫測定手段によりリポ蛋白―発症予知マーカー複合体が検出された場合
において、その検量線を作成することによって、上記複合体濃度を算出するために用いら
れるものである。かかる標準サンプルとしては、上記複合体のリポ蛋白中に存在する天然
型のアポ蛋白であって、上記の免疫測定手段に用いた二次抗体に対応する抗原であるアポ
蛋白と、発症予知マーカーの前駆体蛋白とを EMCS等の架橋剤により結合させた複合体を用
いることが好ましい。
本発明では、かかる複合体を構成するアポ蛋白としてはアポ B100が好適に使用でき、発症
予知マーカーの前駆体蛋白としては血清アミロイドＡ蛋白が好適に使用できる。
【００３３】
本発明の診断用キットには、分析の便宜を考慮して、特定のリポ蛋白を分画、分取するた
めの試薬を備えることができる。例えば、血清から VLDL, IDL, LDL分画を分画して測定試
料とする場合には、 CaCl2を含有するデキストラン硫酸試薬を備えるようにすればよい。
実際の分画は、デキストラン硫酸試薬に対して血清を添加、混和した後、室温で 30分程度
放置し、次いで遠心処理を施してから上清をデカンテーションして捨て、沈殿を NaCl溶液
で溶解することにより行なう。
【００３４】
【実施例】
（実施例１；高脂血症患者から採取した血液中に存在する LDL－血清アミロイド A蛋白複合
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体中の血清アミロイドＡ蛋白の性状）
［１－１．複合体からの電気泳動用サンプルの調製法］
４例の正脂血清と４例の高脂血清それぞれ約２ mlから、また３例の高脂 pool血清それぞれ
約 10mlから超遠心分離法により LDLを分取し、抗 SAAポリクローナル抗体（ DAKO社）固定化
アフィニティーカラムで SAAと LDLの複合体 (SAA-LDL)を精製した。
次いで精製した各 SAA-LDL溶液 100μ lに chloroform-methanol混合溶液（ 2： 1,V/V） 200μ l
を添加し１分間撹拌後、 12,000rpmで１分間遠心し下層の chloroformを静かに除去した。
そして更に 3.000rpmで  5分間遠心後、上清を除去し、 bottomの蛋白を SDS-PAGE sample bu
ffer（４％ SDS,10％ glycerol,
0.0625M Tris-HCl buffer,pH6.8） 50μ lで溶解後、 SDS-PAGE非還元試料とした。また、非
還元試料に２－メルカプトエタノールを５％となるように添加し、 100℃で 5分間煮沸して
、 SDS-PAGE還元試料とした。
【００３５】
［１－２．電気泳動条件］
ゲル濃度 2～ 15％のポリアクリルアミドゲル（第一化学薬品 (株 )）を泳動槽にセットし、
ゲルの各 wellに調製した非還元試料と還元試料を各々 10μ lアプライした。そして泳動槽
の陽極側と陰極側に泳動用 buffer（ 0.025MTris,0.192M
glycine,0.1％ SDS、 pH8.4）を注ぎ、ゲル 1枚あたり 40mA 、１時間泳動した。次いでゲル
を blotting buffer（ 0.025M Tris、 0.192MGlycine、 20％ methanol）中でナイロンメンブ
レンと重ね、水槽型ブロッティング装置に移し blotting bufferを注ぎ、 45V、２時間通電
しメンブレンに転写した。その後メンブレンを TBS(0.15M NaClを含む 0.1M tris-HCl、 pH8
.0)50mlに浸し、５分間振盪した。次いで TBSを捨て、 BlockAce（大日本製薬 (株 )） 20mlを
加え、４℃、 over nightでブロックキングを行った。
【００３６】
［１－３．メンブレンの染色条件］
BlockAceを捨て、抗体希釈溶液（ 0.05%Tween 20,0.15M NaCl,BlockAce1/10量を含む 0.1M 
tris-HCl　 buffer pH8.0）で抗 SAAポリクローナル抗体（ DAKO社）を 1μ g/mlに希釈した溶
液 20mlにメンブレンを浸し、室温で 1時間振盪しながら反応させた。次に抗体溶液を捨て
、メンブレン洗浄液（ 0.05% Tween 20， 0.5M NaClを含む  0.02M tris-HCl　 buffer pH8.0
） 100mlで 5分間 1回、 15分間２回それぞれ洗浄液を新しいものに替えて洗浄した。
そして抗体希釈溶液で Goat F(ab')2 Anti-Rabbit Ig's,HRP（ No.AMI4404 BIOSOURCE社）
を 5000倍に希釈した溶液 20mlを加え、室温で 1時間振盪しながら反応させた。抗体溶液を
捨て、メンブレン洗浄液 100mlで５分間１回、 15分間２回それぞれ洗浄液を新しいものに
替えて洗浄した。
次いでメンブレンの水分を軽く除いた後、発光用基質液（ No.34075 PIERCE社）をメンブ
レン全体に浸透させ、気泡が入らないようにナイロン袋でメンブレンを包み、 X線フィル
ム用カセットにセットした。暗室でオートラジオグラフィー用フィルムをセットし、数分
間露光した後、現像した。得られた結果を図１に示した。
【００３７】
図１（Ｂ）から、血清アミロイドＡ蛋白（ 12kDa）はほとんど認められず、 SDS抵抗性を呈
し、約 50 kDaの分子量のものが大半であった。この結果から、血清アミロイドＡは amyloi
dgenesis若しくはミスフォールディングの状態で存在するか又は他の蛋白をまき込んでい
るものと考えられる。
また、上記の複合体中に存在する他のアポ蛋白についても同様の実験を行なった。その結
果、アポＡ２、アポＣ２、アポＣ３の各蛋白が特に SDS抵抗性を呈し、本来の分子量より
はるかに大きいサイズを呈した。
【００３８】
（実施例２；高脂血症患者から採取した血液中に存在する LDL－血清アミロイド A蛋白複合
体中のアポ B100の特徴）
［２－１．複合体からの電気泳動用サンプルの調製法］
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２例の正脂血清と２例の高脂血清それぞれ約２ mlから、また３例の高脂 pool血清それぞれ
約 10mlから超遠心分離法により LDLを分取し、抗 SAAポリクローナル抗体（ DAKO社）固定化
アフィニティーカラムに吸着した SAAと LDLの複合体 (SAA-LDL)と吸着しなかったスルー LDL
を精製した。
次いで精製した各 SAA-LDL溶液 100μ lと各スルー LDL溶液 100μ lに chloroform-methanol混
合溶液（ 2： 1,V/V） 200μ lを添加し 1分間撹拌後、 12,000rpmで１分間遠心し、下層の chlo
roformを静かに除去した。
そして更に 3,000rpmで  5分間遠心後、上清を除去し bottomの蛋白を SDS-PAGE sample buff
er（４％ SDS,10％ glycerol,0.0625M Tris-HCl buffer pH6.8） 50μ lで溶解後、 SDS-PAGE
非還元試料とした。
【００３９】
［２－２．電気泳動条件］
ゲル濃度 2～ 15％のポリアクリルアミドゲル（第一化学薬品 (株 )）を泳動槽にセットし、
ゲルの各 wellに調製した非還元試料を 10μ lアプライした。そして泳動槽の陽極側と陰極
側に泳動用 buffer（ 0.025M Tris、 0.192MGlycine、 0.1％ SDS、 pH8.4）を注ぎ、ゲル１枚
あたり 40mA 、１時間泳動した。
次いで、ゲルを blotting buffer（ 0.025M Tris、 0.192MGlycine、 20％ methanol）中でナ
イロンメンブレンと重ね、水槽型ブロッティング装置に移し blotting bufferを注ぎ 45V、
２時間通電しメンブレンに転写した。
その後、メンブレンを TBS(0.15M NaClを含む 0.1M tris-HCl、 pH8.0)50mlに浸し、５分間
振盪した。次いで、 TBSを捨て、 BlockAce（大日本製薬） 20mlを加え、４℃、 over night
でブロックキングを行った。
【００４０】
［２－３．メンブレンの染色条件］
BlockAceを捨て、抗体希釈溶液（ 0.05%Tween 20,0.15M NaCl,BlockAce1/10量を含む 0.1M 
tris-HCl　 buffer pH8.0）で抗 apoBポリクローナル抗体（ DAKO社）を 1μ g/mlに希釈した
溶液 20mlにメンブレンを浸し、室温で１時間振盪しながら反応させた。
次に抗体溶液を捨て、メンブレン洗浄液（ 0.05% Tween 20,0.5M NaClを含む  0.02M tris-
HCl　 buffer pH8.0） 100mlで５分間１回、 15分間２回それぞれ洗浄液を新しいものに替え
て洗浄した。そして抗体希釈液で Goat F(ab')2 Anti-Rabbit Ig's,HRP（ No.AMI4404 BIOS
OURCE社）を 5000倍に希釈した溶液 20mlを加え、室温で１時間振盪しながら反応させた。
抗体溶液を捨て、メンブレン洗浄液 100mlで５分間１回、 15分間２回それぞれ洗浄液を新
しいものに替えて洗浄した。
次いでメンブレンの水分を軽く除き、発光用基質液（ No.34075 PIERCE社）をメンブレン
全体に浸透させ、気泡が入らないようにナイロン袋でメンブレンを包み、 X線フィルム用
カセットにセットした。暗室でオートラジオグラフィー用フィルムをセットし、数分間露
光した後、現像した。得られた結果を図２に示した。
【００４１】
図２から、アミロイド A蛋白と複合体を形成していない通常の LDLは変性度が少ない（すな
わち断片化が少ない）のに対して、血清アミロイドＡ蛋白と複合体を形成している LDLで
は、アポ B100蛋白の変性度が大きく、断片化が認められた。
【００４２】
（実施例３；急性冠症候群の発症予知マーカーとしての VLDL, IDL, LDL－血清アミロイド
Ａ蛋白複合体の有用性の検討）
下記に示す測定手段を備えた診断用キットを用いて、 143症例の安定状態にある冠動脈硬
化症患者を対象にして、冠危険因子をはじめとする表１と表２に示す関連検査項目および
患者特性について prospective cohort studyを実施した。結果、１年間の経過追跡中に 15
症例において心血管事故死をはじめとするイベントが発生し、この予知には年齢と VLDL, 
IDL, LDL－血清アミロイド A蛋白複合体の濃度測定が有効とする成績を得た。
【００４３】
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【表１】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００４４】
【表２】
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【００４５】
［３－１．血清中の VLDL,IDL,LDL－血清アミロイドＡ蛋白複合体の濃度測定］
上記複合体の濃度測定は下記のプロトコールにしたがって行なった。
（３－１－１．試料の調製）
1)　デキストラン硫酸液（ 0.05M CaCl2） 1.5mlに対して血清 50μ lを添加し、混和した後
室温で 30分間放置する。
2)　 3000rpmで 15分間遠心し、上清をデカントで捨てる。
3)　１ mlの 2.5%NaCl溶液で沈澱を溶解し、この溶解液を試料とする。
【００４６】
（３－１－２． ELISAによる測定）
1)　抗ヒト血清アミロイドＡ及びアミロイドＡ抗体を 0.05M Tris-HCl、 0.15M NaCl pH8.0
緩衝液に 10μ g/mlで溶解し、マイクロプレートに 100μ l/wellで分注する。
2)　４℃下で一晩物理吸着後、蒸留水で 3回洗浄し、 0.1％ショ糖と牛血清アルブミン、 0.
05％アジ化ナトリウムを含む 0.05M、 pH7.5で調製した Tris-HCl緩衝液を 100μ l/wellで分
注し、室温で 30分以上静置した後、液を廃棄し４℃で乾燥させる。乾燥したマイクロプレ
ートを蒸留水 250μ l/wellで 3回洗浄する。
3)　マイクロプレートに 55mg/ml Mouse Gamma Globulinと Rabbit Gamma Globulin含有１
％ BSA溶液を 100μ l/well分注し、これに上述の試料あるいは標準液を 50μ l添加する。
4)　室温下一晩反応させる。
5)　 0.05％ Tween20溶液 250μ l/wellで 5回洗浄する。
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6)　ビオチン標識 Fab′化 IgG-アポ B100抗体を 1%BSA溶液で 1.6μ g/mlとし、 100μ l/well分
注する。
7)　 37℃下 1.5時間反応させる。
8)　 5)と同様、 0.05％ Tween20溶液 250μ l/wellで 5回洗浄する。
9)　 HRP標識アビジン D（ Vector Laboratories社製）を 1％カゼイン溶液で 15000倍希釈と
し、 100μ l/well分注する。
10) 37℃下 30分間反応させる。
11) 5)と同様、 0.05％ Tween20溶液 250μ l/wellで 5回洗浄する。
12) 発色試薬を 100μ l/well分注し、室温下 30分間反応させる。
13) １ Mリン酸水溶液を 100μ l/well分注し、反応を停止する。
14) 主波長 450nm、副波長 620nmで測光する。
15) 下記に示すプロトコールにしたがって人工的に調製したリコンビナント SAA－アポ B10
0複合体により求めた検量線から試料中の VLDL, IDL, LDL－血清アミロイドＡ（アミロイ
ドＡ）複合体濃度を算出する。
なお、本プロトコールでは、一次抗体として抗ヒト血清アミロイドＡ抗体に加えて、抗ヒ
トアミロイドＡ蛋白抗体も使用している。これは、 VLDL, IDL, LDLと複合体を形成してい
る血清アミロイド A蛋白（アミノ酸残基数 104）の一部が C末端から 28残基が切断された N末
の 76残基からなるアミロイド A蛋白に変化しているためである。
【００４７】
［３－２．血清アミロイドＡ蛋白－アポ B100複合体の作製法］
（３－２－１． EMCS修飾リコンビナント SAA（ rSAA）の調製）
0.1Mリン酸緩衝液（ pH7.0）で調製した rSAA100μ g/ml溶液 500μ lに DMFで溶解した EMCS（
同仁化学）を 0.62mg添加し 37℃、 30分間反応させた。その後、 PD-10を用いて 0.1Mリン酸
緩衝液（ pH7.0）でゲル濾過し、 DMFと非結合の EMCSを除いた。
（３－２－２．還元アポ B100の調製）
0.01％ EDTA-2Kを含む 0.1Mリン酸緩衝液（ pH7.0）で調製した Water-soluble apoB-100 500
μ g/ml溶液 500μ lに DTTを 10mM添加し 37℃、 90分間反応させた。その後、 PD-10を用いて 0.
01％ EDTA-2Kを含む 0.1Mリン酸緩衝液（ pH7.0）でゲル濾過し、 DTTを除いた。
（３－２－３． rSAA－アポ B100複合体の調製）
還元 apoB100 45μ g/ml、 200μ lに EMCS修飾 rSAAを 3μ g/ml、 1.5μ g/ml、 0.75μ g/ml、 0.37
5μ g/ml、 0.187μ g/ml添加し混合比の異なる各試料を調製し、 4℃、 18時間反応させた。
（３－２－４． ELISAによる複合体形成の確認）
各試料中の rSAA濃度を 0.15M NaClを含む 0.1M tris-HCl緩衝液（ pH8.0）で 160ng/mlに調製
した。次にこの試料を 0.1M tris-HCl緩衝液で倍々希釈して、固相抗体に抗 SAA抗体、二次
抗体に抗 apoB100抗体を用いた ELISAで測定した。
【００４８】
【発明の効果】
以上説明したように、本発明の測定用キットの測定対象となる発症予知マーカーは、急性
冠症候群の発症予知マーカーとして優れて有用なものであり、かかる発症予知マーカーを
免疫測定手段により検出するための測定手段を備えた本発明のキットは、急性冠症候群の
発症を予知するための診断用キットとして好適に用いることができる。
【図面の簡単な説明】
【図１】高脂血症患者から採取した血液中に存在する LDL－血清アミロイドＡ蛋白複合体
中の血清アミロイドＡ蛋白の性状を電気泳動により分析した結果を示す図である。
【図２】高脂血症患者から採取した血液中に存在する LDL－血清アミロイドＡ蛋白複合体
中のアポ B100の特徴を電気泳動により分析した結果を示す図である。
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