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(54)【発明の名称】 診断方法

(57)【要約】
本発明は、ヒト体液試料を、そこに含まれるカルジオト
ロフィン－１（ＣＴ－１）レベルについてインビトロ検
定することを特徴とする、心臓肥大に対する疾病素因を
診断または検出するための方法、およびその使用に関す
る。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  ヒト体液試料を、そこに含まれるカルジオトロフィン－１（

ＣＴ－１）レベルについてインビトロ検定することを特徴とする、心臓肥大に対

する疾病素因を診断または検出するための方法。

    【請求項２】  心臓肥大を患っていない対象のヒト体液試料における基礎Ｃ

Ｔ－１レベルと被験対象のヒト体液試料におけるＣＴ－１レベルとを比較するこ

とにより、心臓肥大に対する疾病素因の診断または検出を行う、請求項１記載の

方法。

    【請求項３】  被験対象から採取しておいたヒト体液試料における基礎ＣＴ

－１レベルとその同じ被験対象のヒト体液試料におけるＣＴ－１レベルとを比較

することにより、心臓肥大に対する疾病素因の診断または検出を行う、請求項１

記載の方法。

    【請求項４】  ＣＴ－１レベルの上昇を心臓肥大の開始または発症の指標と

する、請求項１または２記載の方法。

    【請求項５】  ＣＴ－１レベルの上昇を、進行中の心臓肥大の指標とする、

請求項３記載の方法。

    【請求項６】  ヒト体液試料が全血、血漿、血清、尿、涙液、喀痰、唾液、

または滑液を含む、上記請求項のいずれか記載の方法。

    【請求項７】  インビトロ検定がＣＴ－１タンパク質またはその断片を検出

するよう改変されている、上記請求項のいずれか記載の方法。

    【請求項８】  インビトロ検定がラジオイムノアッセイまたは酵素結合免疫

吸着検定法を含む、請求項７記載の方法。

    【請求項９】  インビトロ検定がＣＴ－１核酸またはその断片を検出するよ

う改変されている、請求項１から５までのいずれか記載の方法。

    【請求項１０】  インビトロ検定がハイブリダイゼーション、配列決定また

は増幅手法を含む、請求項９記載の方法。

    【請求項１１】  付加的マーカーをインビトロ検定することをさらに包含す

る、上記請求項のいずれか記載の方法。

    【請求項１２】  付加的マーカーがＡＮＦ、オンコスタチンＭ、毛様神経栄
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養因子および白血病阻害因子から選択される、請求項１１記載の方法。

    【請求項１３】  ヒト体液試料中のＣＴ－１レベルを検出するのに適してい

る容器と試薬を含む、心臓肥大の疾病素因を診断または検出するためのキット。

    【請求項１４】  高血圧に対して処置すべきヒト対象を決定するための、請

求項１記載の方法の使用。

    【請求項１５】  高血圧処置の効果を決定するための、請求項３記載の方法

の使用。

    【請求項１６】  本明細書に実質的に記載されている心臓肥大に対する疾病

素因を診断または検出するための方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  本発明は、心臓肥大に対する疾病素因を診断または検出する方法、心臓肥大の

進行をモニターする方法、心臓肥大に対する治療効果をモニターする方法、およ

びこれら方法のためのキットに関する。

      【０００２】

  心臓肥大は、心拍出量増大による、または血流に対する耐性増大が存在する場

合における損傷または傷害に対する心臓の重要な適応性応答である。高血圧が長

く続くと、胎児心臓発育期に通常発現される遺伝子の再活性化、細胞分裂を伴わ

ない心筋細胞の肥大や筋節タンパク質の蓄積によって特徴付けられる肥大応答の

活性化に心臓が適合する。

      【０００３】

  高い血圧、即ち全身性高血圧は動物およびヒトの疾病および死亡の主要な原因

であると従来から認識されている。ヒトでは、長期わたる全身性動脈高血圧が心

筋梗塞（心臓発作）、脳血管発作（卒中）、心不全および腎不全（腎臓障害）な

どの広範な致命的または非致命的症状に関連していることが示されている（Pere

a, G, 1955, J. Chronic Dis. 1: 33-42）。長年、高血圧を放置すると、心血管

および脳血管性の死亡率が増大することが知られている（MacMahon, S. et al.,

 1990, Lancet 335: 765-74）。血圧を降下させる種々のクラスの薬物を用いた

ここ２０年来の研究により、卒中および心疾患による死亡および罹患率が減少す

ることが示されている。

      【０００４】

  フレイミンガムの研究（Levy, D. et al., 1990, N.Eng.J.Medicine 322: 156

1-6 and Kannel, W.B. 1991, J. Hypertension 9(2): 53-9）などの幾つかの疫

学的調査は、持続した高血圧によって誘発される心筋の心臓肥大の存在は予後に

影響を与え、そして左心室肥大に関連する危険性がより最近の研究によって強調

されている。以下の表１に、心筋梗塞を後に発症させる多くの既知の因子とそれ

に寄与する危険を列挙する。

      【０００５】
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【表１】

心血管疾患の危険率

年齢調整した危険率       男性          女性    

高コレステロール        １．７        １．４

高血圧                  ２．２        ２．５

糖尿病                  ２．２        ３．７

左心室肥大              ４．７        ７．４

喫煙                    １．７        １．２   

Kannel, W.B. 1991 前掲

      【０００６】

  高血圧のヒトのすべてが脳血管または心血管性の問題を有しているわけではな

い。軽度から中程度の高血圧を有し付加的な危険因子を有していない対象を処置

する際の治療効率および費用効率が問題である。実際、英国の処置ガイドライン

は、付加的な危険因子を有しまたは標的器官損傷の証拠が宣言されている軽度か

ら中程度の高血圧の患者のみしか処置対象としないように改訂される、と思われ

る。

      【０００７】

  １つまたはそれ以上の、左心室肥大などの付加的な危険因子の存在によって、

処置すべき高血圧患者が同定されると考えられる。結局、治療の目的は高血圧お

よびそれに付随する死亡率を減少させることであり、これは多くの危険因子を目

的の手法により減少させるアプローチによって達成されるであろう。従って、禁

煙させることは、介入手法の手段としてその重要性を増しており、その重要性は

それが２番目に高い危険性（ハザード率）の因子であることから正当化される。

さらに、この１０年間に、血中コレステロールを減少させる高度に有効な充分に

寛容性を有する薬物が開発され、心筋梗塞の一次および二次予防に関する研究に

より、血清コレステロールを減少させれば、主要な治療上の利益が得られること

が示された。これは、抗－高血圧剤による高血圧管理に関して付加的なものであ

る。

      【０００８】
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  Kannel, W.B. 1991 (前掲)によれば、左心室肥大（ＬＶＨ）が最も高い危険因

子であるので、すべての軽度高血圧は定期的に検査してＬＶＨの発症を予測し評

価することが望ましく、そうすれば、脳血管または心血管性疾患の発症を予防で

きる治療の必要性が予測、評価される。

      【０００９】

  心臓肥大に関連する他の疾患には、肺高血圧、嚢胞性繊維症および慢性閉塞性

気道疾患などの心臓および肺の広範な疾患があり、これらは右側の心臓肥大を生

じさせる。右心室の肥大が起これば、これらの疾患の殆どは病態およびその死亡

率が大幅に増大する。従って、右心室の肥大の進行をモニターし、および処置前

の状態管理の適切さを評価することが望ましい。

      【００１０】

  心臓肥大を検出するために利用できる現在の方法は、心電図検査、およびエコ

ー心臓検査などのイメージング法（画像法）および磁気共鳴スキャニングを使用

する。心電図検査は幾つかの形態の心臓肥大しか検出できず、またエコー心臓検

査および磁気共鳴イメージングは高血圧を取り扱うすべての臨床医が即座に利用

できないほどに高価な手法であるなど、上記手法は何らかの欠点を有している。

      【００１１】

  心電図検査は高血圧の診断の際には患者の約３－８％しか心臓肥大を有するも

のとして同定できず、よってこの手法は効率的な診断ではないことが示されてい

る（ＪＡＭＡ 1979, 242: 2562-71）。エコー心臓検査および磁気共鳴スキャニ

ングは、高血圧の診断時における左心室肥大の発見率が任意抽出の高血圧患者の

２０－６０％オーダーであることが示されている（Savage, D.D. et al., 1979,

 Circulation 59: 623-32）。

      【００１２】

  しかし、これらのイメージング手法は高価であり、また大部分の高血圧が通常

生活にて処置されてしまうのに対し、これらの手法では患者の通院をたいていは

必要とする。イメージング手法に関する他の欠点は、確立された肥大しか同定で

きずに、肥大をまねく変化が既に生じている患者を同定できないことである。

      【００１３】
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  本発明の目的は、心臓肥大を有する患者および、その状態が発現するかもしれ

ない患者を同定し、早期治療を開始できる方法を提供することである。

  本発明は第１の態様として、ヒト体液試料を、そこに含まれるカルジオトロフ

ィン－１レベルについてインビトロ検定することを特徴とする、心臓肥大に対す

る疾病素因を診断または検出するための方法を提供する。

      【００１４】

  本発明は、心電図検査およびエコー心臓検査などの伝統的方法によって心臓肥

大を有していると示された患者における血液試料中のカルジオトロフィン－１レ

ベルが、心臓肥大を有さないヒトと比較して増大しているという、本発明者の知

見を基礎としている。

      【００１５】

  カルジオトロフィン－１（ＣＴ－１）は、インターロイキン－６（ＩＬ－６）

、白血病阻害因子（ＬＩＦ）、毛様神経栄養因（ＣＮＴＦ）、オンコスタチン－

Ｍ（ＯＳＭ）およびインターロイキン－１１（ＩＬ－１１）などのファミリーに

属するサイトカインである。ＣＴ－１は、心臓、腎臓および肝臓などの成体マウ

ス組織において、普遍的ではないが広範に発現している。インビトロ試験によっ

て、マウス由来の組織試料におけるＣＴ－１レベルは心筋細胞における肥大応答

の結果として上昇することが証明されており、これは、ＣＴ－１が心筋細胞の肥

大を活性化させることを示している（Wollert, K.C. et al., J. Biol. Chem. V

ol. 271, No. 16, pp9535-45, 1996）。より最近の研究（Ishikawa, M. et al.,

 J. Hypertension 1999, 17: 807-16）では、ＣＴ－１ｍＲＮＡの発現は心室肥

大の初期に増大し（ラット）、肥大が確立した後も上昇を続けると結論された。

この研究ではさらに、ラットにおいてＬＶＨの発育および維持にＣＴ－１は機械

的役割を果たしていないようであると、結論されている。

      【００１６】

  疾患または疾患素因のマーカーとして適している遺伝子または遺伝子産物とし

ては、疾患進行の完全なサイクルの始まりおよびそのサイクルの際に遺伝子産物

が産生され、またその産生レベルが大きく変動しないことが重要である。α－ア

ドレナリン性伝達物質およびエンドセリンはともに心臓肥大において発現するこ
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とが知られている。しかし、これらの血漿レベルは単時間で全範囲の因子に応答

して大きく変動するため、これらの因子を心臓肥大の指標として使用することは

実際上無理がある。マーカーは試験する疾患の発症または進行に応答して上昇ま

たは減少し、他の条件によって変動しないものであることも重要である。例えば

、心臓肥大のマーカーとして示唆されているものに心房性ナトリウム利尿因子（

ＡＮＦ）がある。ＡＮＦを心臓肥大のマーカーとして使用することによる問題は

、ＡＮＦが心不全などの他の多くの条件によって上昇することである。よって、

心臓肥大に対する信頼のおけるマーカーとしてこれを使用するのは問題である。

      【００１７】

  従来技術として、ＣＴ－１が心臓肥大において役割を果たしていることを示す

証拠は殆どなく、またこれがヒトの心臓肥大に関連していることを示す証拠もな

く、さらにこのサイトカインが存在するならばヒト組織から放出され、体液試料

中における心臓肥大の適当なマーカーとなることを示唆するものも存在しない。

      【００１８】

  さらに、ヒトにおいて心室肥大は、アドレナリンおよびアンジオテンシンＩＩ

などのホルモンを含む多くの体液性因子の栄養効果とは独立して、血圧に関係し

ている。これらのホルモンはヒトにおいて、高血圧性肥大に観察される組織学的

パターンのみならず、肥大の程度にも影響を与える。これは、ＳＨＲｓｐなどの

高血圧動物モデルにて認められる変化と対照的であり（Pennica, et al., 1995,

 PNAS 92: 1142-6）、そしてヒトと従来のラットおよびマウスなどの他の動物モ

デルとでは心室肥大の発現と進行に関連する機序が異なっていることを示してい

る。

      【００１９】

  心臓肥大を患っていない対象のヒト体液試料における基礎ＣＴ－１レベルと被

験対象のヒト体液試料におけるＣＴ－１レベルとを比較することにより、心臓肥

大に対する疾病素因の診断または検出を行うのが、本発明の好ましい態様である

。

  ＣＴ－１は、心臓肥大に罹患していない対象のヒト体液試料に基礎レベルで存

在する。これはバックグランドとして利用される。被験対象の体液試料における
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ＣＴ－１レベルとの比較対象となるのが、この基礎レベルである。基礎レベルと

比較してのＣＴ－１レベルの上昇は、心臓肥大の疾患素因または心臓肥大の発症

および進行についての指標である。次に、実際の肥大の決定は、心電図検査およ

びイメージング手法などの伝統的な手法によって確認することができる。

      【００２０】

  本発明の方法は従来技術と比較して幾つかの利点を有している：

  本発明方法を使用すれば、右心室（右心室肥大－ＲＶＨ）および左心室（左心

室肥大－ＬＶＨ）両者の心臓肥大に対する疾患素因を診断または検出することが

できる。

  肥大または心室肥大の検出が可能となる、患者が根本の問題を提示する時点よ

りも前に、心室肥大の原因を証拠とすることができる。

      【００２１】

  ＬＶＨは高血圧患者に対して心疾患を進行させる高い危険因子である。高血圧

のヒトにおけるＬＶＨの疾患素因を診断または検出すれば、高血圧に対して処置

すべきこのようなヒトをＬＶＨの発症または進行から守ることができ、そうすれ

ば心疾患を患う高い危険性を防止できる。

      【００２２】

  ＲＶＨは、肺高血圧、毛様神経栄養因子および慢性閉塞性気道疾患などの心臓

および肺の広範な疾患において起こる。従って、ＲＶＨの診断はこのような症状

の重篤度の指標となる。

  ＣＴ－１発現は、心臓肥大を引き起こす生化学的変化が現れる際に上昇するの

で、本発明の方法を使用すれば、不可逆性の障害が起こる前、即ち心臓肥大が発

症する前に心臓肥大発現の危険性を有する患者を検出することができる。

      【００２３】

  本発明の検定は体液試料について容易に実施することができ、従って患者は、

心臓肥大の試験を実行できる特定のイメージング装置を有する病院へ行く必要が

ない。この検定は、医療従事者によって手術にて実施することができ、そしてこ

の検定を改良すれば、心臓肥大の危険性を有する患者自身によって自宅で充分簡

単に使用できる試験キットとして作製できることさえも可能と考えられる。この
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方法により心臓肥大の試験を、現在使用されている伝統的手法と比較し、より安

価かつ迅速にすることができる。

      【００２４】

  本発明方法の主要な利点は、その正確さである。心電図検査は高血圧の診断の

際には患者の３－８％しか心臓肥大を有すると同定できず、よってこの手法は効

率的な診断を提供できないと示されている。エコー心臓検査および磁気共鳴スキ

ャニングは、高血圧の診断時における左心室肥大の発見率が２０－６０％オーダ

ーであることが示されている。本発明の方法においては、心臓肥大の患者をより

多く診断し、それは発症前でも可能であることが証明できると考えられる。

      【００２５】

  本発明の方法を使用すれば、心臓肥大の発症と進行をモニターすることができ

る。正常と比較して上昇したＣＴ－１レベルは、心臓肥大の開始または発症の指

標である。

  本発明方法を使用すれば、被験対象試料のＣＴ－１レベルをその同じ対象から

採取しておいたＣＴ－１レベルと比較することにより、心臓肥大の進行をモニタ

ーすることができる。以後の試料中のＣＴ－１レベルの上昇は、心臓肥大の進行

の指標である。以後の試料中のレベル減少は、心臓肥大が縮小し、または治療が

適切であることを示す指標である。

      【００２６】

  本発明方法を使用すれば、心臓肥大に対する治療効果をモニターすることがで

きる。長期にわたりこれを繰り返せば、ＣＴ－１レベルの傾向がモニターできる

。時が経過してＣＴ－１レベルが減少すれば、それは効果的な治療である指標と

なる。

  本発明の方法は１年単位で行うのが好ましく、より好ましくは６ヶ月毎であり

、さらに好ましくは３ヶ月毎であり、さらに好ましくは６週毎である。１年に行

う検定の数は、患者の危険性の程度や従前の検定結果に応じて変動するであろう

。

      【００２７】

  本発明の方法は、全血、血漿、血清、尿、涙液、喀痰、唾液、または滑液試料
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に対して行うことができる。

  本発明の好ましい態様では、ＣＴ－１タンパク質またはその特異的断片を検出

するよう改変したインビトロ検定を包含する。好ましくは、このインビトロ検定

は、ラジオイムノアッセイまたは酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ）を含む

。好ましくは、ＣＴ－１またはその断片に対する特異的結合パートナーを使用す

れば、試料中のＣＴ－１レベルを定量的に示すことができる。特異的結合パート

ナーは好ましくは、ＣＴ－１レベルの存在を示すように、機能的であり、標識を

産し、または結合した標識を有する。ＣＴ－１に対する特異的結合パートナーの

例としてＣＴ－１受容体および抗－ＣＴ－１抗体が挙げられるが、他の適当な特

異的結合パートナーも当業者には自明である。

      【００２８】

  全ＣＴ－１タンパク質またはその特異的断片に対して惹起させた好ましい抗体

をＣＴ－１に対する特異的結合パートナーとして免疫検定に使用する。この検定

に使用するのに適した抗体は、全長ヒトＣＴ－１に対するウサギＩｇＧである。

  試料中のＣＴ－１タンパク質レベルを測定する他の方法は、分子量または電荷

によるものである。多孔性担体またはＳＤＳ ＰＡＧＥによるクロマトグラフィ

ーを使用すれば、担体に沿って移動する距離に応じて試料中のＣＴ－１レベルを

示すことができる。等電点電気泳動は、その電荷に応じてＣＴ－１を同定するの

に使用することができる。

      【００２９】

  本発明の別の態様では、ＣＴ－１核酸またはその断片を検出するよう改変した

インビトロ検定を包含する。好ましくは、このインビトロ検定は、ハイブリダイ

ゼーション、配列決定法またはＰＣＲなどの増幅法を包含する。

  ＣＴ－１タンパク質および核酸の両者を検定する場合、ＣＴ－１レベルを示す

のが重要であるので、インビトロ検定は定量的であるのが好ましい。ＣＴ－１レ

ベルを検定するために必須の試薬および容器はキットとして供することができる

。

      【００３０】

  ＣＴ－１発現はマウスにおいて心臓のみに局在するのでなく、腎臓および肝臓
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などの他のマウス組織にも発現することは知られている。本発明の第１の態様に

おける方法の正確性を上げるには、付加的なマーカーに対するインビトロ検定を

さらに行う。

  心機能に対する適当なマーカーはＡＮＦ、オンコスタチンＭ、毛様神経栄養因

子および白血病阻害因子などである。

      【００３１】

  心臓肥大を診断することの主な重要性は、高血圧に加えてＬＶＨが心臓血管お

よび脳血管障害を導くかもしれないことを考慮すべきことによる。

  従って、本発明の第２の態様は、本発明の第１の態様を、高血圧に対して処置

すべき患者を検定するのに使用することである。

  ＬＶＨは高血圧に関連する心臓病に対する高い危険因子であり、従ってＣＴ－

１レベルの上昇が体液試料中に見出されたなら、そのヒトは高血圧に対して処置

することにより、心疾患の進行を予防すべきである。

      【００３２】

  本発明の第３の態様では、被験試料中のＣＴ－１レベルをその同じ対象の試料

におけるＣＴ－１レベルと比較することにより、高血圧の処置効率をモニターで

きる。時を経過してＣＴ－１レベルが減少すれば、それは効果的治療の指標とな

る。

  本発明を以下の実施例によってさらに説明するが、これは限定を意図するもの

でない。

      【００３３】

実施例

  本発明の第１の態様における方法を実施するためのプロトコールは競合ＥＬＩ

ＳＡが関連する。

  簡単に説明すれば、この競合ＥＬＩＳＡには、受動的吸着による抗原（精製ヒ

トＣＴ－１）との一晩の結合が含まれる。ヒトＣＴ－１に対するウサギＩｇＧで

ある競合性抗体を血漿試料に加えてもよいし、血漿試料を加えてインキュベーシ

ョン時間に付した後に競合性抗体を加えてもよいであろう。次いで、酵素標識し

た抗体を加え、発色させる。
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      【００３４】

  この検定は、感受性が増大したモノクローナル抗体を使用することによってさ

らに改良すれば、工程数を減らすことができる。

  工程の概要は次の通りである：

（ｉ）抗原の受動吸着        －精製ＣＴ－１を平板に一晩加える

（ii）洗浄

（iii）試料／標品の添加     －血漿を加える

（iv）競合性抗体の添加      －ウサギＩｇＧをヒトＣＴ－１に加える

（v）洗浄

（vi）酵素標識抗体の添加    －抗－ウサギコンジュゲート化ＩｇＧ

（vii）洗浄

（viii）基質の添加          －発色系の添加

（ix）色変化の識別          －吸光度の判読

      【００３５】

  ヒト血漿におけるＣＴ－１レベルの存在を測定するよう示されたさらなる検定

法がTalwar, S. et al., Biochem. & Biophys. Res. Comms. 261 567-571(1999)

に記載されており、これは本出願の優先日後に発行されたものである。Talwarら

は、競合性リガンド結合の原理に基づく、非放射活性免疫発光性の感受性ある特

異的なＣＴ－１の検定法を開示している。

  化学発光性標識物である４－（２－スクシンイミジル－オキシカルボニルエチ

ル）フェニル－１０－メチルアクリジニウム－９－カルボキレート フルオロス

ルホネートを使用し、ＣＴ－１の中間部分のドメインに相当するペプチドを標識

した。心不全の患者に対し、このＣＴ－１ドメイン（アミノ酸１０５－１２０）

を検定すると、正常な対照と比較してＣＴ－１値が上昇していることが判明した

。

  TalwarらのＣＴ－１検定法は、本発明の好ましい態様として利用できるものと

思われる。
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