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(54)【発明の名称】 アテローム性動脈硬化症および冠状動脈性心疾患の診断および治療

(57)【要約】
本発明は、ヒートショック蛋白誘発補体活性化への傾向
を有するアテローム性動脈硬化症に起因する血管疾患、
例えば、冠状動脈性心疾患のような心筋疾患を患う患者
のための、人体の治療または診断方法、特に、診断試験
方法、診断試験の作成、および診断試験キットにおける
、ヒトＨＳＰ６０の心悸使用に関する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  人体の治療または診断法で用いるためのｈＨＳＰ６０または

その免疫原性フラグメント。

    【請求項２】  ヒートショック蛋白誘発補体活性化への傾向の診断試験方法

であって、

  （ｉ）患者サンプルをｈＨＳＰ６０に接触させる工程、

  （ｉｉ）補体活性化を検出する工程、および

  （ｉｉｉ）検出工程（ｉｉ）の結果を、ヒートショック蛋白誘発補体活性化へ

の傾向と関連付ける工程

を含む方法。

    【請求項３】  ヒートショック蛋白誘発補体活性化への傾向の診断試験方法

であって、

  （ｉ）患者からサンプルを得る工程、

  （ｉｉ）ｈＨＳＰ６０のみに特異的な工程（ｉ）のサンプル中の抗体を検出す

る工程、および

  （ｉｉｉ）検出工程（ｉｉ）の結果を、ヒートショック蛋白誘発補体活性化へ

の傾向と関連付ける工程

を含む方法。

    【請求項４】  検出工程（ｉｉ）が

  ｉ）ｈＨＳＰ６０以外の、ＨＳＰ６０蛋白の科の一員とサンプルを接触させる

工程、

  ｉｉ）工程ｉ）から得られるサンプルをｈＨＳＰ６０と接触させる工程、およ

び

  ｉｉｉ）抗体－ｈＨＳＰ６０結合反応を検出する工程

を含んでなる請求項３に記載の診断試験方法。

    【請求項５】  検出工程（ｉｉ）が

  ｉ）ｈＨＳＰ６０に独自のエピトープを提示するが他のＨＳＰ６０エピトープ

は提示しない抗原とサンプルを接触させる工程、および

  ｉｉ）抗体－抗原結合反応を検出する工程
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を含んでなる請求項３に記載の診断試験方法。

    【請求項６】  抗体－ｈＨＳＰ６０結合反応が、補体活性化の検出により検

出により検出される請求項４または５に記載の診断試験方法。

    【請求項７】  補体活性化がＣ４ｂの結合により検出される請求項２または

６に記載の診断試験方法。

    【請求項８】  ヒートショック蛋白誘発補体活性化への傾向を有する患者用

の診断試験の作成におけるｈＨＳＰ６０の使用。

    【請求項９】  ヒートショック蛋白誘発補体活性化への傾向を有する患者用

の診断試験の作成における、ｈＨＳＰ６０および、ｈＨＳＰ６０以外のＨＳＰ６

０蛋白の科の一員の使用。

    【請求項１０】  ヒートショック蛋白誘発補体活性化への傾向を有する患者

用の診断試験の作成における、ｈＨＳＰ６０に独自のエピトープを提示し他のＨ

ＳＰ６０エピトープは提示しない抗原の使用。

    【請求項１１】  ｈＨＳＰ６０または、ｈＨＳＰ６０に独自のエピトープを

提示し他のＨＳＰ６０エピトープを提示しない抗原を含んでなる、ヒートショッ

ク蛋白誘発補体活性化への傾向を有する患者用の診断試験キット。

    【請求項１２】  ｈＨＳＰ６０および、ｈＨＳＰ６０以外のＨＳＰ６０蛋白

の科の一員を含んでなる、ヒートショック蛋白誘発補体活性化への傾向を有する

患者用の診断試験キット。

    【請求項１３】  ｈＨＳＰ６０に独自のエピトープを提示し他のＨＳＰ６０

エピトープを提示しない抗原を含んでなる、ヒートショック蛋白誘発補体活性化

への傾向を有する患者用の診断試験キット。

    【請求項１４】  ヒートショック蛋白誘発補体活性化の治療用の薬剤の製造

における、ｈＨＳＰ６０または、ｈＨＳＰ６０に独自のエピトープを提示し他の

ＨＳＰ６０エピトープを提示しない抗原の使用。

    【請求項１５】  薬剤がワクチンを含む、請求項１４に記載のｈＨＳＰ６０

または、ｈＨＳＰ６０に独自のエピトープを提示し他のＨＳＰ６０エピトープを

提示しない抗原の使用。

    【請求項１６】  ｈＨＳＰ６０を用いることを特徴とする、ヒートショック
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蛋白誘発補体活性化の治療用の薬剤の製造方法。

    【請求項１７】  人体を診断する方法である、請求項２～７のいずれかに記

載の診断試験方法。

    【請求項１８】  ヒートショック蛋白誘発補体活性化への傾向が、アテロー

ム性動脈硬化症関連疾患への傾向である、請求項２～１７のいずれかに記載の診

断試験方法、使用または診断試験キット。

    【請求項１９】  ヒートショック蛋白誘発補体活性化への傾向が、心筋疾患

への傾向である、請求項２～１７のいずれかに記載の診断試験方法、使用または

診断試験キット。

    【請求項２０】  ヒートショック蛋白誘発補体活性化への傾向が、冠状動脈

性心疾患への傾向である、請求項２～１７のいずれかに記載の診断試験方法、使

用または診断試験キット。

    【請求項２１】  ｈＨＳＰ６０誘発補体活性化を阻害する化合物、物質また

は剤を同定する方法におけるｈＨＳＰ６０の使用。

    【請求項２２】  ｈＨＳＰ６０を使用することを特徴とする、ｈＨＳＰ６０

誘発補体活性化を阻害する化合物、物質または剤を同定する方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  本発明は、人体の治療または診断の方法におけるヒトＨＳＰ６０（ヒートショ

ック蛋白６０）の使用に関し、特に、ヒートショック蛋白誘発補体活性化への傾

向を有するアテローム性動脈硬化症に起因する血管疾患、例えば、冠状動脈性心

疾患のような心筋疾患を患う患者のための診断試験方法、診断試験の作成および

診断試験キットに関する。

      【０００２】

  補体系（ＭｃＡｌｅｅｒ，Ｍ．Ａ．およびＳｉｍ，Ｒ．Ｂ．著、Ａｃｔｉｖａ

ｔｏｒｓ  ａｎｄ  Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ  ｏｆ  Ｃｏｍｐｅｍｅｎｔ，Ｋｌｕ

ｗｅｒ  Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ，Ｄｏｒｄｒｅｃｈｔ，Ｒ．

Ｂ．Ｓｉｍ編，１９９３年，１～１５頁；Ｒｅｉｄ，Ｋ．Ｂ．Ｍ．およびＬａｗ

，Ａ．著、１９９８年、Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ，ＩＲＬ  Ｐｒｅｓｓ，Ｏｘｆｏ

ｒｄを参照）は感染に対する宿主防御に関係し、系の活性化時に触媒的反応およ

び相互作用が生じ、活性化細胞、生物または粒子が破壊のために標的化される。

系の破壊的性質故に、誤って誘発された場合、宿主系に重大な損傷を引き起こす

可能性があり（Ｄａｖｉｓ，Ａ．Ｅ．著，１９８８年，Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍ

ｕｎｏｌ．，第６巻，５９５～６２８頁；Ｆｒａｎｋ，Ｍ．Ｍ．著，１９９３年

，Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ  ｉｎ  Ｈｅａｌｔｈ  ａｎｄ  Ｄｉｓｅａｓｅ，第２

版，Ｗｈａｌｅｙ，Ｋ．ら編，Ｋｌｕｗｅｒ  Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｕｂｌｉｓ

ｈｅｒｓ，Ｄｏｒｄｒｅｃｈｔ，２２９頁）、その活性が減少した場合、感染性

病原からの攻撃に宿主がさらされる可能性がある。

      【０００３】

  補体の活性化は、冠状動脈性心疾患および、例えば末梢性のアテローム性動脈

硬化症および発作を含むアテローム性動脈硬化症による他の血管併発症の進行に

おいて重要な役割を果たすことが発見された（Ｐｒｏｈａｅｓｚｋａ，Ｚら著、

１９９９年９月，Ｉｎｔ．Ｉｍｍｕｎｏｌ，第１１（９）巻，１３６３～１３７

０頁；Ｔｏｒｚｅｗｓｋｉら著，１９９７年、Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ

，第１３２巻，１３１頁）。Ｘｕ，Ｑ．ら著（１９９３年，Ｔｈｅ  Ｌａｎｃｅ
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ｔ，第３４１巻，２２５頁）、Ｈｏｐｐｉｃｈｌｅｒ，Ｆ．ら著（１９９６年，

Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，第１２６巻，３３３頁）、ＡＴ３９８４９５

、およびＢｉｒｎｉｅ，Ｄ．Ｈ．ら著（１９９８年，Ｅｕｒ．Ｈｅａｒｔ  Ｊ．

，第１９巻：３８７頁）のような最近の出版物は、冠状動脈性心疾患と、アテロ

ーム性動脈硬化症におけるマイコバクテリウム６５ｋＤａヒートショック蛋白（

ＨＳＰ）に対して特異的な抗体との関係に関するものである。ヒートショック蛋

白（シャペロンとも呼ぶ）、例えば、蛋白のＨＳＰ６０科は、高度に保存されて

おり、それらに対する抗体は高度に交差反応性であることが分かっている（Ｅｌ

ｌａｓ，Ｄ．ら著，１９９０年，ＰＮＡＳ  ＵＳＡ，第８７巻：１５７６頁；Ｄ

ａｎｉｅｌｅ，Ｍ．Ｇ．ら著，１９９２年，第５巻、４４３頁；ｄｅ  Ｇｒａｅ

ｆｆ－Ｍｅｅｄｅｒ，Ｅ．Ｒ．ら著，１９９４年，Ｐｅｄｉａｔｒ．Ｒｅｓ．，

第１５２巻，３６５６頁；Ｍｅｔｚｌｅｒ，Ｂ．ら著，１９９７年，Ａｔｈｅｒ

ｏｓｃｌｅｒ．Ｔｈｒｏｍｂ．Ｖａｓｃ．Ｂｉｏｌ．，第１７巻；５３６頁；Ｌ

ａｔｉｆ，Ｎ．ら著，１９９７頁，Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ．Ｐｒｏｃ．，第２９

巻，１０３９～１０４０頁；Ｓｃｈｅｔｔ，Ｇ．ら著，１９９５年，Ｊ．Ｃｌｉ

ｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．，第９６（６）巻：２５６９～２５７７頁；Ｓｃｈｅｔｔ，

Ｇ．ら著，１９９７頁，Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，第１２８（１）巻：

２７～３８頁）。これらの、ＨＳＰに対する交差反応性抗体は、アテローム性動

脈硬化症に関係することが知られており、補体活性化がアテローム性動脈硬化症

に関係することも知られているが、これらの関係の正確な性質は知られておらず

、アテローム性動脈硬化症、補体活性化および交差反応性抗ＨＳＰ抗体の間の原

因的関係は知られていない。ＨＳＰの他の使用が、例えばＷＯ９７／０６８２１

に詳説されている。

      【０００４】

  病原からの保存ヒートショック蛋白が心臓疾患を引き起こすという一般的に支

持されている考えは、例えば、Ｂａｃｈｍａｌｅｒ，Ｋ．ら著，１９９９年，Ｓ

ｃｉｅｎｃｅ，第２８３巻，１３３５～１３３９頁により確認されている。

      【０００５】

  本発明者らは、従来技術で教示されていなかった心筋疾患の原因（実際、冠状
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動脈性心疾患、心筋梗塞および発作のようなアテローム性動脈硬化症関連疾患の

原因）の同定に成功した。

      【０００６】

  （ｉ）ヒトＨＳＰ６０（ｈＨＳＰ６０）と抗－ｈＨＳＰ６０抗体との免疫複合

体の形成は、投与量依存的に古典的経路（ＣＰ）を介して補体系の活性化を引き

起こすが、ｈＨＳＰ６０単独では補体活性化を引き起こさないこと；および

  （ｉｉ）複合体中の抗－ｈＨＳＰ６０抗体により結合されると共に補体活性化

を引き起こすｈＨＳＰ６０エピトープはｈＨＳＰ６０に独自のものであること。

      【０００７】

  患者が冠状動脈性心疾患を患うかどうか、および冠状動脈性心疾患の過酷度と

、ｈＨＳＰ６０に特異的な患者血清中の抗体（すなわち、マイコバクテリウムＨ

ＳＰ６５のような他のＨＳＰに結合しない抗体）の水準との間に強い正の関係が

ある。従って、これは、患者を同定するための診断試験の基礎として用いて良く

、これから得られるサンプルはヒートショック蛋白誘発補体活性化を起す傾向が

ある。

      【０００８】

  このように、本発明の第１の要旨によれば、人体の治療または診断の方法にお

いて用いるための、ｈＨＳＰ６０またはその免疫原性フラグメントが提供される

。

      【０００９】

  当然、組換えｈＨＳＰ６０を用いてよく、そのような組換え分子は、例えば、

そのアミノ酸配列の変化の結果、または発現系において成される（または成され

ない）翻訳後修飾の結果として修飾が少ない。そのような分子は、ＢＬＡＳＴ２

プログラム（ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）により用いられるア

ルゴリズムを用いて決められる、少なくとも５０、例えば、少なくとも６０、７

０、８０、９０または９５％のｈＨＳＰ６０への相同性を有し得る。前述したよ

うに、ｈＨＳＰ６０と他のＨＳＰ６０分子との相同性は非常に高く、従って、本

発明の範囲に入るためには、修飾された分子は、本発明に必須のものについてｈ

ＨＳＰ６０と同じ機能的特性を提示しなければならない、すなわち、ｈＨＳＰ６
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０特異的エピトープを提示しなければならない。例えば、これは、ｈＨＳＰ６０

および修飾分子との比較試験を行うことにより決めることができる。ｈＨＳＰ６

０に結合することができ補体活性化を行うことができる抗体を有する患者から得

られたサンプルも、ｈＨＳＰ６０に取って代わる修飾ｈＨＳＰ６０を用いて同じ

結果を達成しなくてはならない。ここで、そのような修飾分子は、「本質的にｈ

ＨＳＰ６０を含んでなる」と表現され、ｈＨＳＰ６０と呼ぶ場合も、本質的にｈ

ＨＳＰ６０を含んでなる分子を意味する。

      【００１０】

  補体系の不適当な活性化は、アテローム性動脈硬化症の進行または併発、特に

冠状動脈性心疾患を含む広範な疾患につながり得る。すなわち、本発明は、冠状

動脈性心疾患および、アテローム性動脈硬化症の他の血管合併症を発症する傾向

のある患者の診断を可能とする。極めて驚くべきことには、実験（下記）によっ

て、補体活性化抗－ヒトＨＳＰ６０抗体の高水準を作る性能は、成人における冠

状動脈性心疾患の発生への高い感受性（すなわち、傾向）に関係する若年者で診

断可能な遺伝性の形質であることが示された。これは、本発明のアッセイにおけ

る高水準の結果が、他の面では全く健康な若い患者におけるこの疾患への感受性

を示すことを意味している。

      【００１１】

  本発明によれば、

  （ｉ）患者からサンプルを採取する工程；

  （ｉｉ）サンプルをｈＨＳＰ６０に接触させる工程；

  （ｉｉｉ）補体活性化を検出する工程；および

  （ｉｖ）工程（ｉｉｉ）からの結果を、ヒートショック蛋白誘発補体活性化へ

の傾向に関連付ける工程

を含んでなる、ヒートショック蛋白誘発補体活性化への傾向のための診断試験方

法も提供される。

      【００１２】

  本発明によれば、

  （ｉ）患者からサンプルを採取する工程；
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  （ｉｉ）ｈＨＳＰ６０のみに特異的な（ｉ）のサンプル中のいずれかの抗体を

検出する工程；および

  （ｉｉｉ）検出工程（ｉｉ）の結果を、ヒートショック蛋白誘発補体活性化へ

の傾向に関連付ける工程

を含んでなる、ヒートショック蛋白誘発補体活性化への傾向のための診断試験方

法も提供される。

      【００１３】

  前記検出工程（ｉｉ）は、

  ｉ）ｈＨＳＰ６０以外の、ＨＳＰ６０蛋白の科の一員（例えば、ＨＳＰ６５）

とサンプルを接触させる工程、

  ｉｉ）工程ｉ）から得られるサンプルをｈＨＳＰ６０と接触させる工程、およ

び

  ｉｉｉ）抗体－ｈＨＳＰ６０結合反応を検出する工程

を含み得る。

      【００１４】

  また、検出工程（ｉｉ）は、

  ｉ）ｈＨＳＰ６０に独自のエピトープを提示するが他のＨＳＰ６０エピトープ

は提示しない抗原とサンプルを接触させる工程、および

  ｉｉ）抗体－抗原結合反応を検出する工程

を含み得る。

      【００１５】

  抗体－ｈＨＳＰ６０結合反応は、いずれかの補体活性化の検出により、特に、

Ｃ４ｂ（補体因子４ｂ）の結合により検出することができる。

      【００１６】

  この診断試験方法は、人体の診断方法である。

      【００１７】

  本発明の診断試験方法において、ＥＬＩＳＡ（酵素結合免疫吸着検査法）のよ

うな診断試験、およびＲａｐｉｄ－Ｔｅｓｔ（ＥＰ２９１１８４）のような免疫

クロマトグラフィー試験を使用することができ、他の適当な試験方法およびキッ
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トは当業者に明白であり、適切なものとして用いることができる。

      【００１８】

  患者がいつｈＨＳＰ６０媒介補体活性化の傾向を示すかを決めるのと同様に、

ヒートショック蛋白誘発補体活性化への傾向を示す患者の治療がいかに進行する

かを決めるために診断試験を用いることができ、この場合、ｈＨＳＰ６０誘発補

体活性化または抗－ｈＨＳＰ６０抗体の低下した水準は、治療が効果的であるこ

とを示す。同様に、他の結果は、適当な場合には、治療が症状の妨害的進行（悪

化）であることを示す、または症状が悪化しつつあることを示す。

      【００１９】

  本発明は、ヒートショック蛋白誘発補体活性化への傾向を有する患者のための

診断試験の作成においてｈＨＳＰ６０の使用も提供する。本発明は、ヒートショ

ック蛋白誘発補体活性化への傾向を有する患者のための診断試験の作成における

、ｈＨＳＰ６０および、ｈＨＳＰ６０以外のＨＳＰ６０蛋白の科の一員の使用も

提供する。また、ヒートショック蛋白誘発補体活性化への傾向を有する患者用の

ための診断試験の作成における、ｈＨＳＰ６０に独自のエピトープを提示し他の

ＨＳＰ６０エピトープは提示しない抗原の使用も提供される。下記のように、そ

のような抗原は、エピトープマッピングおよびミモトープ（ｍｉｍｏｔｏｐｅ）

デザインのような技術を用いて、または利用できる種々の多能技術を用いて、容

易に生成することができる。同様に、ｈＨＳＰ６０への抗－ｈＨＳＰ６０抗体の

結合を競合的に阻害する結合剤も有用であり得る。そのような結合剤として作用

するその性能についてスクリーニングすることができる分子は、ポリペプチド、

β型模擬体、多糖類、リン脂質、ホルモン、プロスタグランジン、ステロイド、

芳香族化合物、ヘテロ環式化合物、ベンゾジアゼピン、オリゴマーＮ－置換グリ

シンおよびオリゴカルバメートを含む。これらの化合物の大規模組み合わせライ

ブラーは、コードされた合成ライブラリー（ＥＳＬ）により構成することができ

、その方法がＡｆｆｙｍａｘのＷＯ９５／１２６０８、ＡｆｆｙｍａｘのＷＯ９

３／０６１２１、コロンビア大学のＷＯ９４／０８０５１、Ｐｈａｒｍａｃｏｐ

ｅｉａのＷＯ９５／３５５０３およびＳｃｒｉｐｐｓのＷＯ９５／３０６４２（

その各々を、全ての目的のために参考に取り入れる。）に記載されている。ペプ
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チドライブラリーは、ファージ表示法（ｐｈａｇｅ  ｄｉｓｐｌａｙ  ｍｅｔｈ

ｏｄ）により生成することもできる。例えば、ＤｅｖｌｉｎのＷＯ９１／１８９

８０を参照されたい。抗－ｈＨＳＰ６０抗体に競合するｈＨＳＰ６０への結合に

ついて、化合物のライブラリーをスクリーニングする。抗－ｈＨＳＰ６０抗体の

結合の阻害は、対照から得られる結果と比較した補体活性化の阻害により検出さ

れる。そのような化合物の同定は、薬剤発見プロセスにおいて特に有用であり、

ｈＨＳＰ６０または抗－ｈＨＳＰ６０抗体と特異的に結合し従って抗－ｈＨＳＰ

６０抗体の活性を誘発する補体を阻害する化合物を同定する。

      【００２０】

  本発明により、ヒートショック蛋白誘発補体活性化への傾向を有する患者用の

診断試験キットであって、ｈＨＳＰ６０を含むことを特徴とするキットも提供さ

れる。本発明により、ｈＨＳＰ６０および、ｈＨＳＰ６０以外のＨＳＰ６０蛋白

の科の一員を含んでなる、ヒートショック蛋白誘発補体活性化への傾向を有する

患者用の診断試験キットも提供される。本発明により、ｈＨＳＰ６０に独自のエ

ピトープを提示し他のＨＳＰ６０エピトープを提示しない抗原を含んでなる、ヒ

ートショック蛋白誘発補体活性化への傾向を有する患者用の診断試験キットも提

供される。

      【００２１】

  診断的に有用であるのみならず、本発明は、治療機会も提供する。患者におい

てヒートショック蛋白誘発補体活性化を引き起こすために抗－ｈＨＳＰ６０抗体

に結合することが必要なｈＨＳＰ６０エピトープ（または種々のエピトープ）は

、ヒートショック蛋白誘発補体活性化の傾向のある（患っている）患者からの血

清を用いて容易に決めることができる。エピトープマッピング（Ｇｅｙｓｅｎ，

Ｈ．Ｍ．ら著，１９８７年，Ｊｏｕｒｎａｌ  ｏｆ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａ

ｌ  Ｍｅｔｈｏｄｓ，第１０２巻：２５９～２７４頁；Ｇｅｙｓｅｎ，Ｈ．Ｍ．

ら著，１９８８年，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｒｅｃｏｇｎｉｔ．，第１（１）巻：３２～４

１頁；Ｊｕｎｇ，Ｇ．およびＢｅｃｋ－Ｓｉｃｋｉｎｇｅｒ，Ａ．Ｇ．著，１９

９２年、Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．Ｅｎｇ．，第３１巻：３６７～

４８６頁）を用いて、一連の重複ペピチドが、ｈＨＳＰ６０の配列のために生成
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される。次に、重複ペプチドの各々を、患者血清のサンプルと混合することがで

きる。補体活性化（すなわち、Ｃ４ｂへの結合）を引き起こすものは、抗体結合

および補体活性化のために必要なエピトープを提示している。これらから、コア

エピトープ配列を決めることができ、エピトープを提示する（すなわち、運ぶ）

が補体活性化は引き起こさないペプチド（または他の分子）が生成される。エピ

トープマッピングが失敗した場合、ミモトープデザイン（Ｇｅｙｓｅｎ，Ｈ．Ｍ

．らの前掲書，１９８７年，１９８８年；Ｊｕｎｇ，Ｇ．およびＢｅｃｋ－Ｓｉ

ｃｋｉｎｇｅｒ，Ａ．Ｇ．の前掲書，１９９２年）のような他の技術を用いて、

例えば、その効能のアッセイにおける対照材料として患者抗体を用いて、エピト

ープを提示する分子を合成することができる。特に、これにより、さもなければ

エピトープマッピングにより同定されない例えば３級および４級の構造的特徴を

有するエピトープが決定および複製される。このように、本発明は、ｈＨＳＰ６

０のフラグメントの使用にも関する。モノクローナル抗体を生成するクローン（

Ｈａｒｌｏｗ，Ｅ．およびＬａｎｅ，Ｄ．著，「Ｕｓｉｎｇ  Ａｎｔｉｂｏｄｉ

ｅｓ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ」，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  

Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，１９９

８年）は、補体活性化に必要な（前記）ｈＨＳＰ６０エピトープに結合する性能

により、または、ｈＨＳＰ６０の存在下に補体活性化を引き起こす性能により容

易に決めることができ、本発明は、そのようなモノクローナル抗体およびその抗

原結合フラグメントの使用に関する。同様に、ｈＨＳＰ６０はフラグメント化さ

れ、ｈＨＳＰ６０特異的エピトープを運び提示する特異的フラグメントが同定さ

れる。他の技術（前述のような）を、抗体標的および結合の競合的阻害剤の同定

に利用でき、容易に用いることができる。

      【００２２】

  このように、本発明によれば、ヒートショック蛋白誘発補体活性化の治療、特

にアテローム性動脈硬化症による血管疾患の治療のための薬剤の製造におけるｈ

ＨＳＰ６０の使用も提供される。薬剤は、健康の維持および／または回復のため

にである、すなわち、ヒートショック蛋白誘発補体活性化の徴候を治癒、緩和、

除去または低下させる、またはその可能性を防止または低下させることができる
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。薬剤は、例えば、ワクチンであり得る。その使用は、エピトープまたは、ｈＨ

ＳＰ６０により提示されるエピトープを運ぶがＨＳＰ６０分子の科の他の構成員

によっては提示されないペピチドの使用を含み得る。また、ヒートショック蛋白

誘発補体活性化の治療のための薬剤を製造する方法であって、ｈＨＳＰ６０を用

いることを特徴とする方法も提供される。

      【００２３】

  今では、ｈＨＳＰ６０は、ヒートショック蛋白誘発補体活性化の原因として同

定されており、ｈＨＳＰ６０（または、前述のようなそのフラグメント）を、補

体活性化の誘因を防止する薬剤を同定する薬剤発見工程において用いることがで

きる。このように、本発明によれば、ｈＨＳＰ６０誘発補体活性化を阻害する化

合物、物質または薬剤を同定するための方法であって、ｈＨＳＰ６０（または、

そのフラグメント）を用いることを特徴とする方法も提供される。ｈＨＳＰ６０

誘発補体活性化を阻害する化合物、物質または薬剤を同定する方法におけるｈＨ

ＳＰ６０（または、そのフラグメント）の使用も提供される。薬剤発見工程おけ

る本発明のアッセイの使用も提供され、例えば、組み合わせ化学的ライブラリー

をスクリーニングすることにより、ｈＨＳＰ６０誘発補体活性化またはアテロー

ム性動脈硬化症もしくは冠状動脈性心疾患の発症を阻害し得る化学物質または薬

剤が検出される。

      【００２４】

  本発明は、ヒートショック蛋白誘発補体活性化への傾向を有する患者の検出方

式を単なる例として示す添付の図面を参照して以下の記載により明らかになり、

  図面において：

  図１は、ｈＨＳＰ６０の投与量依存補体活性化を示す。ヒトＨＳＰ６０を、正

常ヒト血清（ＮＨＳ；中実四角）または熱不活化ヒト血清（ＨＩＨＳ；中実円）

とインキュベートした。ｈＨＳＰ６０に固定されたＣ４ｂの量は、抗－Ｃ４ｂ抗

体を用いて決めた。非被覆対照プレートを、ＮＨＳ（中空円）またはＨＩＨＳ（

中空三角）とインキュベートした。数値は４つの平行測定値の平均ＯＤ値および

標準偏差を示す。合計３回の繰り返しのうちの１回の代表的実験の結果を示す。

非被覆対照プレートと比較して大幅に増加したＣ４ｂ結合が、指示された（＊＊
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）ケースにおいて見られた。

      【００２５】

  図２は、γグロブリン欠乏血症血清（ＡＧＳ）におけるｈＨＳＰ６０による古

典系経路活性化の欠乏を示す。ヒトＨＳＰ６０（０．１μｇ／ｍｌ）を、ＮＨＳ

と、または２つの異なるＡＧＳとインキュベートした。抗Ｃ４ｂ抗体を用いて、

プレートに結合されたＣ４ｂの量を決めた。対照として非被覆ウエルを用いた。

ＡＧＳ＋ＩｇＧは、抗体と再構成したＡＧＳ（５％熱不活化血清）を示している

。合計で２回の繰り返しのうちの１回の繰り返し実験からの結果を示す。非被覆

対照プレート（スチューデントｔ検定）と比較して著しく増加したＣ４ｂ結合が

、指示した（＊＊＊，ｐ＜０．０００１；＊，ｐ＜０．０５）場合において見ら

れた。

      【００２６】

  図３は、抗ｈＨＳＰ６０抗体水準と、ｈＨＳＰ６０－固定Ｃ４ｂの量との関係

を示す（パネルＡ）。抗ｈＨＳＰ６０抗体の水準とｈＨＳＰ６０固定Ｃ４ｂとの

間において、高度に有意（ｒ＝０．４５９，ｐ＜０．０００１）な正の関係が観

察された。パネルＢは、抗Ｍ．ｂｏｖｉｓＨＳＰ６５抗体水準と、ＨＳＰ６５固

定Ｃ４ｂの量との間の関係の欠乏を示す（ｒ＝０．１０６８，ｐ＝０．５５４）

。標準としての各プレート上で試験した８つの個々の血清の結果を用いて、異な

るプレート上で得られる結果の正規化を達成した。

      【００２７】

  図４は、競合ＥＬＩＳＡによる、抗ｈＨＳＰ６０と抗Ｍ．ｂｏｖｉｓＨＳＰ６

５抗体との間の相違を示す。ＥＬＩＳＡプレートを、ｈＨＳＰ６０（左パネル）

またはＭ．ｂｏｖｉｓＨＳＰ６５（右プレート）で被覆し、系列希釈した患者血

清とインキュベートした。プレートへのＩｇＧ型抗体の結合を、インキュベーシ

ョン混合物（対照の場合において緩衝液を添加した，中実四角）に添加された５

μｇ／ｍｌのｈＨＳＰ６０（中空円）またはＨＳＰ６５（点線）により遮断した

。合計で３回の繰り返しのうちの１つの代表的実験の結果を示す。値は、３つの

平行測定の平均およびＳＥＭ  ＯＤ値を示す。

      【００２８】
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  図５は、家族暦によるリスク状態にある子供の冠状動脈性心疾患の感受性の予

想への検討からの結果を示す。Ｙ軸は、補体活性化指数を示す。Ｘ軸は、対照子

供（左側のデータ）（中央値０．５８、四分位数間距離０．３３～０．１７）と

リスク状態の子供（右側のデータ）（中央値１．２７、四分位数間距離０．５３

～２．３３）との中央値（四分位数間距離）についての２組のデータを示す。Ｍ

ａｎｎ－Ｗｈｉｔｎｅｙ試験を用いる結果において、Ｐ＝０．０００２。

      【００２９】

  実験

  実験を以下に詳説するように行い、その結果として：

  ｉ）ｈＨＳＰ６０は、抗ＨＳＰ６０抗体を通しての補体カスケードの活性化を

誘発することができる；

  ｉｉ）ｈＨＳＰ６０誘発補体活性化と、抗ＥＳＰ６０抗体の水準との間に関係

がある；

  ｉｉｉ）抗ＨＳＰ抗体の組から、ｈＨＳＰ６０との相互作用による補体カスケ

ードの活性化を引き起こす他のＨＳＰ６０蛋白と交差反応しないｈＨＳＰ６０特

異的抗体である。

      【００３０】

  結果は、患者血清における抗ｈＨＳＰ６０抗体（他のＨＳＰ６０蛋白と交差反

応しない）の水準と、アテローム性動脈硬化症に起因する冠状動脈性心疾患との

間の正の関係を示す。

      【００３１】

  さらなる独立して行った研究は、本発明のアッセイが、補体活性化抗ｈＨＳＰ

６０抗体と冠状動脈性疾患の発生との間の極めて強度の関係を提供し、第２およ

び第３の分数についてのオッズ比が５．２４および６．３７であることを示して

いる。

      【００３２】

  ４５歳前に心筋梗塞を患った父母および／または祖父母を持つ健康な子供から

のサンプルを用いた研究も行った。結果は、補体活性化抗ｈＨＳＰ６０抗体の高

水準を生み出す性能が、成人における冠状動脈性心疾患の発症についての高めら
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れた感受性と関係する遺伝性体質であり、従って、若年者のための極めて有用な

診断であることを示している。

      【００３３】

  定義

  ここで、種々の文法形の「抗体」という用語は、イムノグロブリン分子、およ

びイムノグロブリン分子の免疫学的活性部位、すなわち、抗体結合部位またはパ

ラトープを含む分子に言及するために用いられる。そのような分子は、イムノグ

ロブリン分子の「抗原結合性フラグメント」としても呼ばれる。

      【００３４】

  例証となる抗体分子は無傷のイムノグロブリン分子、実質的に無償のイムノグ

ロブリン分子、および、当該分野においてＦａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２お

よびＦ（ｖ）として知られている部分を含む、パラトープを含むイムノグロブリ

ン分子の部分である。

      【００３５】

  「治療」は、ヒトまたは動物体の疾患または機能不全の徴候を治癒、緩和、除

去または低下させる、またはそられの可能性を予防または低下させる治療である

。

      【００３６】

  発明の実施態様

  実施例１

  材料および方法

  １．ヒートショック蛋白

  プラスミドｐＲＩＢ１３００を有する熱（４２℃）誘発大腸菌Ｋ１２菌株Ｍ１

１６４から、組換えｈＨＳＰ６０および組換えＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ  ｂ

ｏｖｉｓＨＳＰ６５を生成および精製した（Ｔｈｏｌｅ，Ｊ．Ｅ．Ｒ．ら著，１

９８７年，Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ．，第５５巻，１４６６～１４７５頁）。

細胞は、ライソザイム処理および音波破砕により溶解した。可溶性蛋白を、アニ

オン交換クロマトグラフィーにより精製した。緩衝液を透析により１０ｍＭ重炭

酸アンモニウムに変え、蛋白を少量取り凍結乾燥した。
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      【００３７】

  ２．補体活性化ＥＬＩＳＡ

  酵素結合免疫吸着検査法（ＥＬＩＳＡ）を用いて、Ｐｒｏｈａｅｓｚｋａ  Ｚ

．著（１９８８年，Ａｎｎａｌ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ，第８５１頁：９４

～９８頁）、Ｐｒｏｈａｅｓｚｋａ  Ｚ．ら著（１９９５年、Ｉｍｍｕｎｏｌｏ

ｇｙ，第８５巻：１８４頁）およびＰｒｏｈａｅｓｚｋａ  Ｚ．ら著（１９９７

年、Ｍｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，第３４巻：８０９頁）に記載のように、固相ｈ

ＨＳＰ６０またはマイコバクテリウムＨＳＰ６５の補体活性化性能を決めた。Ｅ

ＬＩＳＡプレートを、異なる量のｈＨＳＰ６０または０．１μｇ／ウエルのＭ．

ｂｏｖｉｓＨＳＰ６５で被覆した。洗浄後、ウエルを、５０μｌの正常ヒト血清

（ＮＨＳ、１０人の若い健康な固体からの貯蔵血清）、Ｃａ２＋およびＭｇ２＋

を含むベロナール緩衝生理食塩水と１：１で予備希釈した熱不活化（５６℃，３

０分）ヒト血清、Ｍｇ２＋ＥＧＴＡキレート化血清、またはホモ接合性Ｃ２欠損

ＳＬＥ（全身性エリテマトーデス）患者の血清と、３７℃で３０分間インキュベ

ートした。もう一つの組の実験において、Ｃａ２＋およびＭｇ２＋を含むベロナ

ール緩衝生理食塩水と１：１で予備希釈した個々の患者の血清を用いた。プレー

トに固定された補体蛋白の量を、特定の山羊抗Ｃ４ｂ抗体および山羊抗Ｃ３ｂ抗

体（Ａｔｌａｎｔｉｃ  Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ｓｔｉｌｌｗａｔｅｒ，ＭＮ，

ＵＳＡ）を用いて決めた。

      【００３８】

  ３．γグロブリン欠乏血症血清

  補体活性化酵素－免疫アッセイにおいて、低水準の抗体を有する２つの血清サ

ンプルを用いた。γグロブリン欠乏血症血清ＡＧＳ－１を、４歳の少年から得た

。ＩｇＧ、ＩｇＡおよびＩｇＭ型抗体の水準は、それぞれ０．３７５、＜０．０

１および０．０３７ｇ／ｌであった。試験した全ての補体パラメーター（ＣＨ５

０、Ｃ３、Ｃ４水準および溶血活性）は正常範囲であった。γグロブリン欠乏血

症血清ＡＧＳ－２を、３３歳女性から供与してらった。ＩｇＧ、ＩｇＡおよびＩ

ｇＭ型抗体の水準は、それぞれ０．３８０、＜０．０６３および＜０．０４２ｇ

／ｌであった。試験した全ての補体パラメーター（Ｃ３、Ｃ４水準および溶血活
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性）は正常範囲であった。

      【００３９】

  ４．抗ｈＨＳＰ６０／ＨＳＰ６５抗体の決定

  シャペロニン６０科（組換えｈＨＳＰ６０、組換えＭ．ｂｏｖｉｓＨＳＰ６５

）蛋白と反応するＩｇＧ型抗体の量を、既述（Ｐｒｏｈａｅｓｚｋａ，Ｚ．ら著

、１９９５年、前掲書）のようにＥＬＩＳＡにより検定した。プレートに、０．

１μｇ／ウエルのｈＨＳＰ６０またはＭ．ＢｏｖｉｓＨＳＰ６５を被覆した。洗

浄および阻害（ＰＢＳ、０．５％ゼラチン）後、ウエルを、０．５％ゼラチンお

よび０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０を含むＰＢＳ中に１：５００で希釈した１００μ

ｌの血清サンプルとインキュベートした。γ鎖特異的抗ヒトＩｇＧペルオキシダ

ーゼ標識抗体（Ｓｉｇｍａ，Ｓｔ  Ｌｏｕｉｓ，ＵＳＡ）およびｏ－フェニレン

ジアミン（Ｓｉｇｍａ）検出システムを用いて、抗ＨＳＰ抗体の結合を決めた。

光学濃度を４９２ｎｍ（６２０ｎｍで対照）で測定し、二重ウエルから平均結果

を計算した。標準として、系列希釈した対照抗ＨＳＰ６０ウサギポリクローナル

抗血清（ＳｔｒｅｓｓＧｅｎ  ＳＰＡ－８０４）を用いた。光学濃度値として得

られた値を、この標準に対する単位／ｍｌ値に計算した。

      【００４０】

  ５．競合ＥＬＩＳＡ

  組換えＨＳＰの抗体競合効果を検定するために、前記ＥＬＩＳＡ試験の一つの

段階を変化させた。試験すべき血清を、０．５％ゼラチンと０．０５％Ｔｗｅｅ

ｎ２０およびさらなる５μｇ／ｍｌのｈＨＳＰ６０またはＨＳＰ６５を含むＰＢ

Ｓ中に希釈した。対照サンプルにＰＢＳを添加した。アッセイは前述のように行

った。

      【００４１】

  ６．統計的分析

  相関係数を、ノンパラメトリック・スピアマン（Ｓｐｅａｒｍａｎ）法により

計算した。ＧｒａｐｈＰａｄ  Ｐｒｉｓｍ２．０ソフトウェアパッケージ（Ｓａ

ｎ  Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ  ＵＳＡ）を用いて、グループ比較を、スチューデントｔ

検定またはノンパラメトリック・スピアマン法により計算した。
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      【００４２】

  ７．患者

  冠状動脈性心疾患を患う７４人の患者（男性６０人、女性１４人、中央値年齢

６０歳）をこの試験で用いた。患者の基本的データを表１に要約する。全ての患

者は、冠状動脈撮影法およびバイパス手術を行った。急性疾患および発作の影響

を制御するために、手術から６ケ月後にサンプルを採取した。血清を分取し、使

用まで－７０℃に維持した。７４人の患者は、抗ＨＳＰ６０抗体水準により３５

７人の患者から選んだ（３７人の患者は「高」（中央値より高い）水準であり３

７人の患者は「低」（中央値より低い）水準であった）。

      【００４３】

  実験

  １．ｈＨＳＰ６０による補体活性化

  抗相ｈＨＳＰ６０が補体カスケードの活性化を誘発し得るかどうか試験するた

めに、Ｐｒｏｈａｅｓｚｋａ，Ｚら著（１９９５年、前掲書）およびＰｒｏｈａ

ｅｓｚｋａ，Ｚら著（１９９７年、前掲書）の固相ＥＬＩＳＡ試験システムを適

用した。ヒトＨＳＰ６０被覆ＥＬＩＳＡプレートを、ＮＨＳ（中間水準（１１４

．８±１５．７Ｕ／ｍｌ、平均±ＳＤ）の抗ＨＳＰ６０抗体を含む）とインキュ

ベートし、Ｃ４ｂおよびＣ３ｂ結合を測定した（表２）。ｈＨＳＰ６０被覆プレ

ートへの両補体蛋白の、非被覆のものより極めて高い結合は、ｈＨＳＰ６０が補

体カスケードを引き起こし得ることを示した。ＮＨＳの熱不活化は、Ｃ４ｂおよ

びＣ３ｂの背景水準への結合を低下させたので、ｈＨＳＰ６０による補体システ

ムの活性化は、血清とｈＨＳＰ６０との相互作用を必要するようである。この活

性化は、Ｍｇ２＋－ＥＧＴＡ含有血清においてＣ４ｂ結合もＣ３ｂ結合も見られ

なかったので、古典的経路により起こる。Ｃａ２＋イオンのキレート化は、ＣＰ

を阻害することが知られている。ｈＨＳＰ６０によるＣＰ活性化を、著しいＣ４

ｂ結合が血清において見られた（表２）ので、ＣＰの開始が起こったにも拘わら

ず、ホモ接合性Ｃ２欠損ＳＬＥ患者から得られた血清からのＣ３ｂ結合の欠損を

示すことにより、さらに証明した。ｈＨＳＰ６０によるＣＰ活性化の特異性を、

その投与量依存性（図１）を示すことにより証明した。
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      【００４４】

  ２．ｈＨＳＰ６０が、抗ＨＳＰ６０抗体を通るＣＰを引き起こす

  補体カスケードのＣＰの開始は２つの経路により進行することができる：免疫

複合体の形成による、または特定の分子、ウイルスまたはバクテリア産物により

Ｃ１ｑ（ＣＰの第１成分）の結合を行うことによる。ｈＨＳＰ６０がどのように

ＣＰを開始するか決めるために、固相ｈＨＳＰ６０をＡＧＳサンプルとインキュ

ベートした。図２に示すように、いずれのＡＧ血清においても重大なＣＰ活性化

は観察されなかった。ＡＧＳ－１血清と抗体（ＨＩＨＳから提供）との再構成に

より、重大なＣＰ活性化が得られ、これは、抗体の存在下の場合にのみ、すなわ

ち、免疫複合体の形成により、ｈＨＳＰ６０がＣＰを引き起こすことを示してい

る。

      【００４５】

  ３．ｈＨＳＰ６０誘発ＣＰと抗ＨＳＰ６０抗体の水準との関係

  ｈＨＳＰ６０によるＣＰ活性化への特定の抗ＨＳＰ６０抗体（アテローム性動

脈硬化症病巣を有する患者の血清中に異なる量で存在することが知られている）

の影響を調べるために、既知量の抗ｈＨＳＰ６０および抗Ｍ．ｂｏｖｉｓＨＳＰ

６５抗体を用いて個々の血清サンプル中でｈＨＳＰ６０誘発ＣＰ活性化（ｈＨＳ

Ｐ６０被覆プレートへのＣ４ｂの結合）の程度を試験した。これらのサンプルを

、７４人の冠状動脈性心疾患のバイパス手術から６ケ月後に得た。ｈＨＳＰ６０

誘発ＣＰ活性化の程度（Ｃ４ｂ結合により測定）と、抗ｈＨＳＰ６０抗体の量と

の高度に有意な正の関係（ｒ＝０．４５９、ｐ＜０．０００１）が見られた（図

３、パネルＡ）。これに対して、ＣＰ活性化の程度は、抗ＨＳＰ６５抗体の量が

抗ｈＨＳＰ６０抗体の量と著しく関連している（ｒ＝０．４２５、ｐ＝０．００

０５）にも拘わらず、抗Ｍ．ｂｏｖｉｓＨＳＰ６５抗体の水準と関連しなかった

（ｒ＝０．０９、ｐ＝０．４５１）。同じ血清サンプルの一部において、抗Ｍ．

ｂｏｖｉｓＨＳＰ６５による古典的経路の活性化を分析した（図３，パネルＢ）

。ＨＳＰ６５による個々の血清におけるＣＰ活性化は、ｈＨＳＰ６０と比べて非

常に弱く、おそらく、抗ＨＳＰ６５抗体の量により影響されない（スピアマン相

関係数、ｒ＝０．１０６、ｐ＝０．５５４）。次に、抗ｈＨＳＰ６０抗体の水準
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が高いまたは低い血清検体におけるｈＨＳＰ６０誘発ＣＰ活性化の程度における

相違について、分析を行った。抗ＨＳＰ６０抗体の中央値水準よりも高い血清中

のｈＨＳＰ６０によるＣＰ活性化は、抗ＨＳＰ６０抗体の中央値水準よりも低い

血清中よりも、かなり高い（ｐ＝０．０００１、Ｍａｎｎ－Ｗｈｉｔｎｅｙ試験

）。マイコバクテリウムＨＳＰ６５誘発ＣＰ活性化および抗ＨＳＰ６５抗体の場

合において同じ相違は見られなかった（ｐ＝０．７８７）。

      【００４６】

  ４．抗ｈＨＳＰ６０および抗ＨＳＰ６５抗体との相違

  抗ＨＳＰ６０／６５抗体が、異なる抗原上の同じエピトープに特異的であるか

どうか（すなわち、同じ抗体が異なる抗原と交差反応するかどうか）、または、

異なる抗原により提示される異なるエピトープに特異的であるかどうか決めるた

めに、競合的ＥＬＩＳＡを用いた。ＥＬＩＳＡプレートを、ｈＨＳＰ６０または

、Ｍ．ｂｏｖｉｓＨＳＰ６５蛋白で被覆し、系統希釈した試験血清とインキュベ

ートした。インキュベーション混合物は、各場合（または、対照としての緩衝液

）における競合的抗原として、５μｇ／ｍｌのｈＨＳＰ６０またはＨＳＰ６５を

含んでいた。このアッセイにおいて、研究群からの合計１０個の血清を試験した

。図４は、３人の患者の血清において得られた結果を示す。患者４１０１の血清

は、多量の抗ｈＨＳＰ６０抗体を含んでいたが、抗ＨＳＰ６５抗体は含まなかっ

た。この血清をｈＨＳＰ６０とインキュベーションすると、固相ｈＨＳＰ６０へ

の抗体の結合活性を著しく低下したが、ＨＳＰ６５とのインキュベーションは抗

体固定に影響を与えなかった。患者ＫＭの血清は、ＨＳＰ６５に対して強度の活

性を示したが、ｈＨＳＰ６０に対しては示さなかった。この血清をＨＳＰ６５と

インキュベーションすると、固相ＨＳＰ６５の抗体の結合活性を著しく低下した

が、ｈＨＳＰ６０とのインキュベーションは抗体固定に影響を与えなかった。患

者４３９５の血清は、ｈＨＳＰ６０とＨＳＰ６５の両方に反応する抗体を含んで

いた。このサンプルにおいて、同種のＨＳＰ製剤（すなわち、ｈＨＳＰ６０およ

びＨＳＰ６５の対の他の一方）とインキュベーションすると、抗体結合が殆ど完

全に阻害されたが、ｈＨＳＰ６０は抗ＨＳＰ６５の固定を僅かに阻害したのみで

、逆もまた同じであった。図４に示さない他の７人の血清サンプルにおいて、同
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様の結果は得られなかった。

      【００４７】

  結論

  実験の結果から、２つの重要な結論を推断することができる。第１に、ｈＨＳ

Ｐ６０単独では、補体系を活性化しないが、固相ｈＨＳＰ６０に抗体を複合する

と、特定抗体の量に依存する著しい補体活性化につながる。第２に、ｈＨＳＰ６

０およびＭ．ｂｏｖｉｓＨＳＰ６５への抗体は、その抗原特異性および補体活性

化性能において互いに相違する。

      【００４８】

  さらに、固相組換えｈＨＳＰ６０は、冠状動脈性心疾患の血清においてのみな

らず、貯蔵された正常ヒト血清において補体系を活性化させることができる。Ｍ

ｇ２＋－ＥＧＴＡによる第１の補体成分の阻害は、Ｃ４の活性化および結合を遮

断し、ホモ接合性Ｃ２欠損を有する患者の血清においてｈＨＳＰ６０へのＣ３ｂ

の結合は生じなかったので、ｈＨＳＰ６０がＣＰを介してヒト結成中の補体を活

性化すると結論することができる。

      【００４９】

  ＣＰは、異なる物質により直接にまたは、特定の抗体の貢献により、すなわち

、免疫複合体形成により活性化することができる。ｈＨＳＰ６０の場合、ＣＰの

開始は、γグロブリン欠乏血症血清サンプルにおいて補体活性化が見られなかっ

たので、免疫複合体形成により起こるようである。

      【００５０】

  これらの発見は、ｈＨＳＰ６０に指向された特定の抗体が、ｈＨＳＰ６０によ

る補体活性化を引き起こし、投与量依存的に高めることを示している。

      【００５１】

  さらに、抗ＩｇＧ抗体（リューマチ因子）もこの活性化に影響する。さらに、

マイコバクテリウムＨＳＰ６５もＣＰを活性化することが発見されたが、この活

性化の程度は、抗ＨＳＰ６０水準にも抗ＨＳＰ６５抗体水準にも関連しない。抗

ＨＳＰ６５と抗Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ抗体は互いに関連する（Ｂｉｒｎｉｅ，Ｄ．Ｈ

．ら著，１９９８年、前掲書）ので、抗Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ抗体の量が、ＨＳＰ６
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５誘発補体活性化の程度に関連するかどうかを決めるために試験を行った。ＨＳ

Ｐ６５に固定されたＣ４ｂの量と、ＣＨＤ患者の血清中の抗Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ抗

体の水準との間に非常に共同の正の関連が発見された。ＨＳＰ６５誘発ＣＰ活性

化と、抗ＨＳＰ６５抗体水準との間に関連を欠くことのもう一つの可能な説明は

、抗ＨＳＰ６５抗体の異なる（補体非活性化）サブタイプであり得る。

      【００５２】

  これらの発見は、補体系が、ｈＨＳＰ６０と特定抗体との複合体にさらされた

ときに、効率的に活性化され得ることを示している。異なる病状およびストレス

刺激は、内皮細胞においてｈＨＳＰ６０発現を著しく増加させる（Ｗｉｃｋ，Ｇ

．ら著，１９９５年，Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｔｏｄａｙ，第１６巻：２７頁；Ｘｕ，

Ｑ．およびＷｉｃｋ，Ｇ．著，１９９６年、Ｍｏｌ．Ｍｅｄ．Ｔｏｄａｙ，第２

（９）巻：３７２頁）。例えば、非毒性虚血－再潅流は、ヒト臍帯静脈内皮細胞

がヒト結成中の補体系を活性化し得るようにすることがわかった（Ｃｏｌｌａｒ

ｄ，Ｃ．Ｄ．ら著，１９９７年，Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ，第９６巻：３２６頁

）。このプロセスのメカニズムは、充分に理解されていない。しかしながら、こ

れらの結果は、内皮細胞の表面上のｈＨＳＰ６０の過剰発現が、特に多量の抗Ｈ

ＳＰ６５抗体が存在する場合に培養内皮細胞の補体活性化性能を増加させる因子

の一つであり得ることを示している。補体活性化は、アテローム性動脈硬化症の

初期相と晩期相の両方において重要な役割を有するので、これらの発見は重要な

病気の含蓄を有する。

      【００５３】

  アテローム性動脈硬化症の進行における抗ＨＳＰ６５抗体の推定される役割は

、幾つかの近年の発見により支持される。Ｘｕら（１９９年，前掲書）は、抗マ

イコバクテリウムＨＳＰ６５抗体の高められた水準と、頚動脈アテローム性動脈

硬化症との関係を発見した。より最近では、Ｈｏｐｐｌｉｃｈｅｒら（１９９６

年，前掲書）は、冠状動脈性心疾患を有する１１４人の患者において、７６歳の

性が同じの健康対照と比較して非常に増加した抗ＨＳＰ６５の量を測定した。同

様に、Ｂｉｒｎｉｅら（１９９８年，前掲書）は、冠状動脈性アテローム性動脈

硬化症の程度と、抗ＨＳＰ６５抗体の量との間の正の関係を示した。
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      【００５４】

  抗原認識および補体活性化性能における抗ｈＨＳＰ６０と抗ＨＳＰ６５抗体と

の間の相違を示すことは極めて重要であり、以前には示唆されていなかった。６

０ｋＤａ科のヒートショック蛋白への抗体は、健康被検体と比較して、幾つかの

疾患を有する患者において高められる。シャペロニン科の異なる構成員に対する

抗体を並行して測定すると、通常（いつもではないが（Ｈａｎｄｌｅｙ，Ｈ．Ｈ

．ら著，１９９６年，Ｃｌｉｎ．Ｅｘｐ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，第１０３巻：４２

９頁））、それらの量の間に強い関連が見られる。ＨＩＶ患者（Ｐｒｏｈａｓｚ

ｋａ，Ｚら著，１９９８年，Ａｎｎ．ＮＹ  Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，第８５１巻：

９４～９８頁）および冠状動脈性心疾患を患う患者の血清における抗ＨＳＰ６０

と抗ＨＳＰ６５抗体の水準の間に有意な関係が存在することも発見された。

      【００５５】

  実施例２

  中年男性における冠状動脈性心疾患の感受性の予測の研究

  以下の研究は、独立した第３のグループにより引き受けられ、ＣａｒｄｉｏＰ

ａｔｈ  Ｌｔｄ．により供給される以下に詳説するような診断試験キットを用い

て、Ｐｒｏｆｅｓｓｏｒ  Ｇ  Ｊ  Ｍｉｌｌｅｒ，ＭＤ  ＦＲＣＰおよびＤｒ  

Ｄａｖｉｄ  Ｈｏｗａｒｔｈ  ｏｆ  ｔｈｅ  ＭＲＣ  Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇ

ｙ  ａｎｄ  Ｍｅｄｉｃａｌ  Ｃａｒｅ  Ｕｎｉｔ，Ｗｏｌｆｓｏｎ  Ｉｎｓｔ

ｉｔｕｔｅ  ｏｆ  Ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅ  Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｃｈａｒｔｅｒ

ｈｏｕｓｅ  Ｓｑｕａｒｅ，Ｌｏｎｄｏｎ  ＥＣ１Ｍ６ＢＱ，Ｕｎｉｔｅｄ  Ｋ

ｉｎｇｄｏｍ，により行われた。

      【００５６】

  合計で２６５個のクエン酸塩を加えた血漿サンプルを以下に詳説するように調

べた。一つのケース、すなわち冠状動脈性疾患を患う患者から得られる各サンプ

ルについて、いかなる心臓疾患の徴候もない患者から２つのサンプルを選択した

。

      【００５７】

  ・１１０の対照を用いて、事象前のケースから５６個のサンプルを得た。
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      【００５８】

  ・６６の対照を用いて、事象後のケースから３３個のサンプルを得た。

      【００５９】

  中年男性から得られる全てのサンプル、およびこのケースおよび２つの対照サ

ンプルの年齢を合わせた。サンプルを採取し、直ちに遠心分離し－４５℃で凍結

してから、ドライアイスに乗せてＭＲＣユニットに移した。次に、血漿を－８０

℃で貯蔵し、特にこの評価のためだけに溶解させた。アッセイの実際の試験は、

盲検的に行い、全ての試験が完了するまで分析を開始しなかった。

      【００６０】

  １．試験の原理

  精製した組換えヒトＨＳＰ６０蛋白を、マイクロ滴定ウエルの表面上に被覆す

る。次に試験サンプルを適用する。抗ｈＨＳＰ６０抗体は、ウエル中の抗原に複

合する。非結合材料を洗い流し、ペルオキシダーゼ共役抗Ｃ４ｂを適用する。抗

体が補体カスケードを結合し活性化すると、Ｃ４ｂ共役体は、抗原に共有結合し

たＣ４ｂフラグメントに結合する。非結合材料を再度、洗い流す。基質である安

定化３，３’，５，５’テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）の添加時に、酵素が

存在しているウエルのみにおいて色が発現し、ヒトＣ４ｂの存在を示している。

次に、酵素反応を、硫酸の添加により停止し、吸光度を４５０ｎｍで測定する。

      【００６１】

  ２．材料

      【００６２】

【表１】
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      【００６３】

  ＨＳＰ６０（ｗｗｗ．ｓｔｒｅｓｓｇｅｎ．ｃｏｍ）は、ヒト前骨髄球白血病

（ＨＬ－６０）ｃＤＮＡライブラリーからクローンされた組換えｈＨＳＰ６０で

ある。

      【００６４】

  プレート被覆：  ｐＨ９．６の０．０５Ｍ炭酸塩緩衝液中の１μｇ／ｍｌのｈ

ＨＳＰ６０の５０μｌを各ウエルに添加し、４℃で一晩インキュベートする。次

にプレとを洗ってから、２００μｌの１％ゼラチン、５％スクロース、０．１５

Ｍ  ＮａＣｌ、０．０５Ｍ  Ｔｒｉｓ、０．１％Ｔｗｅｅｎ２０で遮断し、ＲＴ

（室温）で１時間インキュベートしてから、液体を除去し、プレートを３７℃で

一晩乾燥した。

      【００６５】

  天然対照：０．０５Ｍ  Ｔｒｉｓ、０．１５Ｍ  ＮａＣｌ、５％ゼラチン、ｐ

Ｈ７．５

  低正対照：低正対照は、ｐＨ７．５の０．０５Ｍ  Ｔｒｉｓ、０．１５Ｍ  Ｎ

ａＣｌ、５％ゼラチン中に約１／５００で希釈されているウサギ抗ｈＨＳＰ６０

を含む。この対照を用いて、変異を検査し、補体活性化指数を計算する。

      【００６６】
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  共役体：Ｃ４ｂのヘテロ２官能ＨＲＰ共役体が、Ｓｔａｂｌｚｙｍｅ共役希釈

液中に約１／５００で希釈される。山羊抗ウサギＨＳＰ共役体も、低正対照につ

いて約１／６００００の希釈率で含まれる。

      【００６７】

  洗浄緩衝液：０．０５Ｍ  Ｔｒｉｓ、０．１５Ｍ  ＮａＣｌ、０．１％Ｔｗｅ

ｅｎ２０、ｐＨ７．５

  停止溶液：０．２％Ｈ２ＳＯ４

      【００６８】

  アッセイキット：

      【００６９】

【表２】

      【００７０】

  試薬調製：

  洗浄緩衝液：１９部の蒸留水と共に１部の洗浄緩衝濃縮液を用いて濃縮洗浄緩

衝液を希釈する。８個毎のウエルストリップについて、蒸留水７６ｍｌに濃縮洗

浄緩衝液４ｍｌを添加することにより希釈洗浄緩衝液８０ｍｌを調製する。各ア

ッセイランの前に新しい希釈洗浄緩衝液を調製する。

      【００７１】

  ３．試験手順

  １．アッセイの開始前に、全てのキット成分および試験サンプルを室温（２０

℃～２５℃）にする。
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      【００７２】

  ２．試験性能をチェックするために、試験体の各バッチを用いてキット対照を

実行すべきである。キット対照は、２度実施しなくてはならない。キット対照を

含む試験すべきサンプルの数について、充分な微小ウエルストリップを選択する

。フレーム中にストリップを置き、保護用プラスチックシールを取り去る。提供

されるＥＩＡデータ記録シート上にキット対照および試験サンプルの位置を記録

する。未使用ストリップは、貯蔵のために２℃～８℃で置く前に、乾燥剤を含む

再封止性箔袋に貯蔵しなくてはならない。

      【００７３】

  ３．対照または試験体を希釈することなく、適当なウエルに５０μｌのサンプ

ルまたは対照血清（試料２、３）を分注する。対照は、結果の正確な解釈を確保

するために、最後に添加すべきである。穏やかに５０秒間振とうする。プレート

をプレートリッドで覆い、室温２０～３０℃で湿った吸収性紙の上にそれを２０

分間置く。

      【００７４】

  ４．インキュベーション期間の終わりに、プレートを除き湿った吸収性紙を残

し、プレートを以下に記載のように洗う。

      【００７５】

  ５．試薬調製部分に記載のように洗浄緩衝液を希釈する（試薬５）。プレート

を希釈洗浄緩衝液で、手で３回洗う、または自動プレート洗浄機を用いて洗う。

機械洗浄については、各ウエルに３００μｌが分注され、適当な殺菌剤が廃液収

集瓶に添加されることを確保する。洗浄後、吸収性紙の上で逆さまにしたプレー

トをたたくことにより過剰の液体を除去する。

      【００７６】

  手洗いについては、適当な殺菌剤を含む溶液中に内容物を注意深く空けること

によりウエルを洗い、次に、ウエルを廃液容器内に仕込む。この手順をさらに２

回繰り返す。洗浄後、吸収性紙の上で逆さまにしたプレートをたたくことにより

過剰の液体を除去する。試験血清の生物災害の可能性を留意して、適切な注意を

払うべきである。これらの注意は、地域の労働法に固守しなければならない。不
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十分な洗浄は正確さに劣り、吸光度が誤って評価されるので、洗浄工程は重要で

ある。

      【００７７】

  ６．１００μｌの共役体（試薬４）を各ウエルに分注する。プレートを穏やか

に５秒間振とうしてから、リッドをプレートに乗せ、インキュベーターに戻し、

湿った吸収性紙の上にプレートが位置することを確保する。室温２０～３０℃で

６０分間インキュベートする。

      【００７８】

  ７．インキュベーション期間の終わりに、工程４および、工程５に記載の洗浄

手順を繰り返す。

      【００７９】

  ８．６．１００μｌの安定化ＴＭＢ基質（試薬７）を各ウエルに分注する。穏

やかに５秒間振とうしてから、リッドをプレートに乗せ、室温（２０～３０℃）

で暗所に１５分間置く。

      【００８０】

  ９．各ウエルに停止溶液（試薬８）１００μｌを添加することにより反応を停

止する。これにより、酵素を含むウエルにおいて色が青から黄に変化し、これは

、補体活性化の存在を示している。空中のプレートリーダーを空にする。各ウエ

ルの４５０ｎｍでの吸光度を反応停止直後に測定する。

      【００８１】

  ４．計算および結果の解釈

  各試験および対照について、ウエル中で得られるＯＤを決める。

      【００８２】

  アッセイの実証：低正対照の平均ＯＤは、アッセイ結果が有効であるために、

０．３以上でなくてはならない。

      【００８３】

  正の結果を示すＯＤ水準、すなわち、補体活性化抗ｈＨＳＰ６０抗体の有意な

水準は、サンプル集団間で、例えば、成人と若年者の集団の間で変化することが

期待され得る。例えば、一つの集団で陽性と考えられる結果は、別の集団におい
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て重要でないことがある。従って、ＯＤを実際のリスクに関連付け、結果が陽性

と考えられる遮断値を定義する標準曲線が、研究される集団について確立される

。

      【００８４】

  アッセイ間の比較のために、補体活性化指数（ＣＡＩ）を計算しなくてはなら

ない。

      【００８５】

  ＣＡＩ＝サンプルのＯＤ／低正対照の平均ＯＤ

  低正対照の平均ＯＤのこの使用により、例えば異なる装置を用いる異なる組の

実験の間において結果の標準化がなされる。

      【００８６】

  ５．結果

  生データを収集後、以下の統計的分析を行った。

      【００８７】

  ケースおよび対照における補体活性化指数：

  結果を表３に示す。１つの異常値を対照から除いた。

      【００８８】

  条件付き論理的回帰分析

  オッズ比（ＯＲ）は、ｌｏｇＣＡＩにおける１ｓｄ増加（０．９４）による

  これは、ＣＡＩの２．６倍の増加に等しい。

      【００８９】

  データを表４に示す。

      【００９０】

  事象の時間：

  ５６のケースにおいては、事象前にサンプルを採取した。３３のケースにおい

ては、サンプルを事象後に採取した。

      【００９１】

  事象の時間との優位の相互作用があった（ｐ＝０．００７）。事象前にサンプ

ルを採取した場合はＣＡＩが大きく増加したが、事象後にサンプルを採取した場



(31) 特表２００３－５０２２８９

合には関係は見つからなかった。

      【００９２】

  事象前のサンプル：

  事象前に採取したサンプルについてのデータを表５に示す。

      【００９３】

  事象後に採取したサンプル：

  事象後に採取したサンプルについてのデータを表６に示す。

      【００９４】

  事象前に採取したサンプルを用いる場合、事象の近接に従って関係が変化する

ことも証明はない（ｐ＝０．６５）。

      【００９５】

  ６．分数の分析

  分数によるＣＡＩの分析は、関係が、最も低い分数においてのみ低下するリス

クを有する非線形であることを示している。ＣＡＩ分数についての遮断点は、０

．２７および０．６である。ここでも、事象の時間との有意な相互作用がある（

ｐ＝０．００７）。

      【００９６】

  全体の結果を、表７の分数において示す。事象前のサンプルについての分数の

結果を表８に示し、事象後のサンプルについての分数の結果を表９に示す。

      【００９７】

  補体活性化指数（ＣＡＩ）埋め込み（ｎｅｓｔｅｄ）ケース－対照研究におけ

る一変量の関係を表１０に示す。

      【００９８】

  補体活性化指数：

  事象前に得たサンプルについて、補体活性化指数の分数とケース／対照状態の

間の関係は、喫煙状態、収縮期血圧、コレステロール、トリグリセリド、線維素

および肥満指数の調整後に、維持された（ｐ＝０．００３）。

      【００９９】

  分数１に対して、分数２および３についてのオッズ比は、それぞれ５．２４（
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１．５０～１８．２６）および６．３７（１．８０～２２．５８）である。

      【０１００】

  フルモデルを表１１に示す。分析は１５５の観察：５３のケースと１０２の匹

敵する対照を用いる。オッズ比は、喫煙および抗体指数を除いて、変数における

１ｓｄ増加についてのものである。トリグリセリドおよび線維素は、ｌｏｇ変換

されている。

      【０１０１】

  モデルにおいて補体活性化指数のみの分数を用いて、ＲＯＣ（受信者動作特性

）曲線下の面積は０．６５である。

      【０１０２】

  ７．結論

  データは、本発明のアッセイにより決められる補体活性化指数（ＣＡＩ）が冠

状動脈性疾患のリスクに強度に関連することを示している。これを表８に示す。

      【０１０３】

  表１０は、コレステロール、喫煙、線維素および収縮期血圧も、これらの男性

のリスクに有意に関係することを示している。

      【０１０４】

  表１１は、リスクを有するこれらの因子の独立した関係の強さについての多変

数分析である。この表におけるｐ値および９５％信頼区間から、このアッセイの

みが独立してリスクと関連していたことがわかる。分布の低い方の３番目におけ

る水準を有する男性と比較して、中間の３番目の男性はリスクが５．２倍であり

、上の３番目の男性はリスクが６．４倍であった。

      【０１０５】

  この評価において、用いたアッセイキットは、冠状動脈性疾患のリスクを高度

の予想すると考えられる

      【０１０６】

  実施例３

  家族暦故にリスクのある子供の冠状動脈性心疾患の感受性の予想の研究

  １．導入
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  冠状動脈性疾患を患った家族からの子供は、家族歴陰性の同等者よりも、成長

した時に冠状動脈性心疾患の発症への感受性がかなり高いことが分かる。４５歳

前に心筋梗塞を患った父母および／または祖父母を有する健康な子供が、本発明

のアッセイキットを用いて、対照サンプルよりも有意に高い結果を与えるかどう

かを調べるために研究を行った。

      【０１０７】

  合計で１１７の血清サンプルを分析した。

      【０１０８】

  リスク子供において：４５歳前に心筋梗塞を患った父母または祖父母の少なく

とも１人を有する１０～１６歳の年齢の６４人の健康な子供。

      【０１０９】

  対照：選択的手術前または外傷後の５３人の年齢が匹敵するランダムに選択さ

れた健康な子供。一部しか家族歴について問われていないので対照は充分に適切

ではなく、よって、このグループがリスクのある子供も含んでいることを排除で

きない。従って、結果（下記）に示す相違が、リスクのある子供を適当な対照と

、すなわち冠状動脈性心疾患について証明された陰性家族歴を有する子供と比較

した場合に、かなり高いことが予想される。

      【０１１０】

  血清サンプルを、試験前に－７０℃で貯蔵した。

      【０１１１】

  １．試験の原理

  前述と同様

  ２．材料

  前述と同様

  ３．試験手順

  前述と同様

  ４．計算および結果の解釈

  前述と同様

  ５．生データを収集後、以下の統計的分析を行った。
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      【０１１２】

  リスクのある子供のオッズ比（ＯＲ）を、対照群で測定した７５％および９５

％パーセンタイルの２つの別々の遮断限界を用いて計算した。これにより、それ

ぞれ、１．０７および２．０の補体活性化指数（ＣＡＩ）を用いる遮断値が得ら

れる。

      【０１１３】

  データを、表１２および１３および図５において示す。

      【０１１４】

  結果は、リスクのある群の子供が、対照群と比較すると有意に高められた結果

を与えることを示している。

      【０１１５】

  ７．結論

  データは、この評価において、補体活性化抗ｈＨＳＰ６０抗体の高水準を生成

する性能が、成人における冠状動脈性心疾患の発症の高い感受性に関連する遺伝

性体質であることを示している。

      【０１１６】

  これは、このアッセイにおける高水準結果が、さもなければ全く健康な若年患

者におけるこの疾患への感受性を示すことを意味する。

      【０１１７】

  実施例４

  また、患者サンプルをｈＨＳＰ６０に接触させる前に抗ｈＨＳＰ６０抗体を有

する患者サンプルを同定するために、非ヒトＨＳＰ６０を被覆したさらなるマイ

クロ滴定プレートが提供される。サンプルを非ヒトＨＳＰ６０と接触させ、そこ

に結合される。次に非結合サンプルをウエルから分離し、ウエル中にｈＨＳＰ６

０を有するマイクロ滴定プレートに接触させ、プロセスを前述のように続ける。

これが、ｈＨＳＰ６０上のみで見つかるエピトープに特異的な抗体のみがｈＨＳ

Ｐ６０に結合することを確認する助けとなる。

      【０１１８】

  実施例５
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  ｈＨＳＰ６０誘発補体活性化への傾向を有する患者からサンプルを検出するた

めにミクロ滴定プレートのウエルに結合したｈＨＳＰ６０を用いる代わりに、ｈ

ＨＳＰ６０特異的抗体を患者血清から単離し、次に、ｈＨＳＰ６０特異的エピト

ープのミモトープを生成するためのミモトープ設計のために用いる。次に、これ

らのミモトープを用いて、ミクロ滴定プレートのウエルを被覆し、患者サンプル

に接触させる。これらのミモトープへの患者抗体の結合は、患者サンプル中の抗

ｈＨＳＰ６０抗体を示しており、従って、ｈＨＳＰ６０誘発補体活性化への患者

の傾向を示している。

      【０１１９】

  実施例６

  抗ｈＨＳＰ６０抗体の結合のためにｈＨＳＰ６０と競合することができ、それ

によりｈＨＳＰ６０による補体誘発を低下させるように、ｈＨＳＰ６０誘発補体

活性化への傾向がある患者に実施例４のミモトープを注入する。同様に、抗ｈＨ

ＳＰ６０抗体のｈＨＳＰ６０との結合を競合的に阻害するために、抗ｈＨＳＰ６

０抗体以外のｈＨＳＰ６０特異的結合剤を患者に注入する。

      【０１２０】

【表３】
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      【０１２１】

  変数は中央値、範囲として表される；ＢＭＩは肥満指数；ＭＩは心筋梗塞；Ｈ

ＤＬは高密度リポ蛋白；ＬＤＬは低密度リポ蛋白を表す。

      【０１２２】

【表４】

      【０１２３】

  ＊数は、６（ＮＨ，ＨＩＨＳ）または３（Ｍｇ２＋ＥＧＴＡ－ＮＨＳ，Ｃ２Ｄ

）並行測定の平均ＯＤ値±標準偏差を意味する。３つの同様のもののうち１つの

代表的実験を示す。ＮＨＳ＝正常ヒト血清；ＨＩＨＳ＝熱不活化ヒト結成；Ｃ２

Ｄ＝ホモ接合性Ｃ２欠損患者の血清

      【０１２４】

【表５】
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      【０１２５】

【表６】

      【０１２６】

【表７】

      【０１２７】

【表８】

      【０１２８】

【表９】
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      【０１２９】

【表１０】

      【０１３０】

【表１１】

      【０１３１】

【表１２】

      【０１３２】

【表１３】
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      【０１３３】

【表１４】

      【０１３４】

【表１５】

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１は、ｈＨＳＰ６０の投与量依存補体活性化を示す。

    【図２】

  図２は、γグロブリン欠乏血症血清（ＡＧＳ）におけるｈＨＳＰ６０による古

典系経路活性化の欠乏を示す。

    【図３】

  図３は、抗ｈＨＳＰ６０抗体水準と、ｈＨＳＰ６０－固定Ｃ４ｂの量との関係
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を示す（パネルＡ）。

    【図４】

  図４は、競合ＥＬＩＳＡによる、抗ｈＨＳＰ６０と抗Ｍ．ｂｏｖｉｓＨＳＰ６

５抗体との間の相違を示す。

    【図５】

  図５は、家族暦によるリスク状態にある子供の冠状動脈性心疾患の感受性の予

想への検討からの結果を示す。

【図１】
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【図２】

【図３】
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【図４】
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【図５】
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【国際調査報告】
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以及在诊断测试套件中人HSP60的心跳使用。
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