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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
心臓血管合併症の既往歴のない糖尿病患者が心臓血管合併症に罹患するリスクを有するか
を検査するための方法であって、
a）該患者由来のサンプル中の少なくとも1つのナトリウム利尿ペプチドまたはその変異体
のレベルをin vitroで測定し、
b）該患者由来のサンプル中のPlGF(胎盤増殖因子）またはその変異体のレベルをin vitro
で測定し、
c）心臓血管合併症に罹患するリスクに関連している既知レベルと該測定レベルとを比較
することにより、心臓血管合併症に罹患するリスクを検査する、各ステップを含んでなる
方法。
【請求項２】
ナトリウム利尿ペプチドがNT-proBNPまたはその変異体である、請求項１記載の方法。
【請求項３】
患者が2型糖尿病に罹患している、請求項１または２記載の方法。
【請求項４】
患者が糖尿病性腎症に罹患している、請求項１～３のいずれか１項記載の方法。
【請求項５】
さらに前記患者由来のサンプル中のsCD40Lまたはその変異体を測定することを含む、請求
項１～４のいずれか１項に記載の方法。
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【請求項６】
さらに、CRP、hsCRP、IL-6、それぞれの変異体、グルコース、HbA1c、CMLおよびAGEより
なる群から選ばれる少なくとも1つのマーカーのレベルを測定する、請求項１～５のいず
れか１項記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、糖尿病に罹患した患者のリスク層別化に関する。
【背景技術】
【０００２】
　現在、糖尿病患者は、一般には、1型および2型糖尿病患者のみに分けられた均一な群と
して治療されている。実際には、糖尿病患者は、非常に不均一な群を構成している。多数
の患者は、心臓血管疾患または炎症疾患のような併存疾患（co-morbidity）を有する。こ
れらの患者の要求を満たすためには、より個別化された治療計画が必要とされている。し
かし、個別化治療は、併存疾患の信頼しうる診断、あるいは、疾患の予後に関与するまた
は個々の患者に存在する特定の疾患に由来する合併症を示す特定の若しくは主たる徴候の
信頼しうる診断が前提条件となる。
【０００３】
　現在の診断手段はこれらの目的には不十分である。例えば、心臓血管疾患は一般開業医
により頻繁に誤診されている（Svendstrup Nielsen, L.ら, (2003). N-terminal pro-bra
in natriuretic peptide for discriminating between cardiac and non-cardiac dyspno
ea. The European Jounal of Heart Failure）。したがって、簡便かつ信頼しうる診断手
段が、特に、一般開業医および／または糖尿病のケアを専門とする医師に必要とされてい
る。
【０００４】
　診断のための生化学的または分子的マーカーの使用自体は公知である。しかし、糖尿病
は、多数の身体機能の障害を引き起こし、その結果、潜在的な生化学的または分子的マー
カーのレベルを撹乱する。どのマーカーが糖尿病患者の生理的または病的状態に関する貴
重な情報を提供するのかは知られていない。
【０００５】
　脳性ナトリウム利尿ペプチド（BNP）が糖尿病患者における生化学的マーカーとして使
用可能であるかどうかを確認するための試みがなされている。Yanoら（1999）は、BNPが2
型糖尿病患者における腎合併症の指標となりうることを見出した（Yano Y., Katsuki, A.
ら, (1999). Plasma Brain natriuretic peptide levels in normotensive noninsulin-d
ependent diabetic patients with microalbuminuria. The Journal of Clinical Endocr
inology & Metabolism, vol. 84(7), pp. 2353-2356）。この知見はIsotaniら（2000）に
より疑問視されており、血漿BNPの増加は、むしろ、心不全の指標であるとIsotaniらは考
えている（Isotani H., Kameoka K.ら, (2000). Plasma Brain Natriuretic Peptide lev
els in normotensive type 2 diabetic patients without cardiac disease. Diabetes C
are, vol. 23(6), pp.859-860）。Siebenhoferら（2002）は、正常血圧性の2型糖尿病患
者における研究が、微小アルブミン尿症を有する患者においてはBNPレベルの上昇に関し
て決定的なものではない、ことを提示している。Siebenhoferら（2002）は、アルブミン
尿症を有する1型糖尿病患者においてはNT-proBNPレベルが増加していることを見出した。
糖尿病性腎症および他の併存疾患の患者におけるNT-proBNPの役割は明らかではない、と
その著者らは結論づけている。
【０００６】
　糖尿病患者は、しばしば、神経障害に罹患しており、疼痛感受性の欠乏を伴うため、糖
尿病患者においては、心臓血管合併症が、気づかれずに放置されてしまうことが多い。例
えば、糖尿病患者は、特徴的な症状である胸痛を経験することなく心疾患に罹患している
ことがある。同様に、糖尿病患者における細小血管症は、不可逆的な組織損傷が生じるま
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で認められないことが多い。
【０００７】
　また、いくつかの糖尿病薬は、心臓毒性作用（例えば、血液容量を増加させることによ
るもの）を有することがあり、心臓血管合併症に罹患していない患者または心臓血管合併
症に罹患するリスクを有しない患者にのみ投与すべきである。
【０００８】
　したがって、糖尿病患者における併存疾患、特に心臓血管合併症のリスク層別化および
／または同定のための方法および手段を提供することが、本発明の目的である。
【発明の開示】
【０００９】
　第1の実施形態においては、糖尿病患者が心臓血管合併症に罹患しているか又は心臓血
管合併症に罹患するリスクを有するかを診断するための方法であって、
　a）該患者由来のサンプル中の少なくとも1つの心臓ホルモンのレベルを、好ましくはin
 vitroで測定し、
　b）心臓血管合併症またはそのリスクに関連している既知レベルと該測定レベルとを比
較することにより、心臓血管合併症を又は心臓血管合併症に罹患するリスクを診断する、
各ステップを含んでなる方法により、この課題を解決する。
【００１０】
　この方法はまた、患者からサンプル、例えば体液または組織サンプルを採取するステッ
プを含みうる。本発明においては、サンプルの採取は、好ましくは、非医療従事者（すな
わち、医師の職業を行うのに必要な教育を受けていない従事者）により行われうる。これ
は、特に、サンプルが血液である場合に当てはまる。
【００１１】
　本発明は、一般開業医、専門医および糖尿病治療を専門とする病棟、科または診療所に
とって特に有用である。なぜなら、彼らは、心臓病専門医による集中的な心臓病学的検査
を利用できない場合が多いからである。本発明は、そのような非心臓病専門医のために、
心臓血管合併症に罹患するリスクを有する患者に関する糖尿病患者の簡便かつ信頼しうる
スクリーニングのための方法および手段を提供する。
【００１２】
　本発明は、糖尿病患者における及び更には神経障害に罹患している糖尿病患者における
、心臓血管合併症(心疾患、細小血管症、血小板活性化および炎症が含まれる)を検出する
ための簡便な方法および手段を提供する。検出は合併症の初期段階において可能であり、
不可逆的損傷が生じる前でさえも可能である。
【００１３】
　本発明は、特定の生化学的または分子的マーカーを利用する。「生化学的マーカー」お
よび「分子マーカー」なる語は当業者に公知である。特に、生化学的または分子的マーカ
ーは、特定の症状、疾患または合併症の存在または非存在下で異なって発現（すなわち、
アップレギュレートまたはダウンレギュレート）される遺伝子発現産物である。通常、分
子的マーカーは核酸（例えば、mRNA）として定義され、一方、生化学的マーカーはタンパ
ク質またはペプチドである。適当な生化学的または分子的マーカーのレベルは症状、疾患
または合併症の存在または非存在を示すことが可能であり、したがって診断を可能にする
。
【００１４】
　本発明における糖尿病は、すべての形態の糖尿病を意味し、1型、2型および妊娠性糖尿
病が含まれる。特に、糖尿病は1型および2型糖尿病、特に2型糖尿病を意味する。糖尿病
の定義は当業者に公知であり、診断基準は世界保健機関（WHO）により1985年および1999
年に、またAmerican Diabetes Association（ADA）により1997年に確立されている。これ
らの定義の基準を1以上満たすあらゆる患者が糖尿病患者とみなされる。好ましくは、糖
尿病患者はWHOの1999年の基準により定義される。
【００１５】
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　1型糖尿病は若年型糖尿病またはインスリン依存型糖尿病（IDDM）としても知られてい
る。1型糖尿病は免疫学的に生じることがあり（サブタイプA）、および／またはそれは特
発性でありうる（サブタイプB）。2型糖尿病は成人発病型糖尿病またはインスリン非依存
型糖尿病（NIDDM）としても知られている。2型糖尿病は肥満を伴っていたり（2a型）また
は肥満を伴わないことがある（2b型）。他の型の糖尿病は、例えば遺伝的欠損、外分泌膵
臓の疾患、内分泌疾患および化学物質または医薬の影響により引き起こされる。
【００１６】
　本発明による診断には、関連疾患、合併症またはリスクを判定し、モニターし、確認し
、細分類し、さらに予測することが含まれる。判定は、疾患、合併症またはリスクが認識
されるようになることを意味する。モニターすることは、例えば、疾患の進行を又は疾患
もしくは合併症の進行に対する特定の治療の影響を分析するために、既に診断された疾患
または合併症を追跡し続けることを意味する。確認は、他の指標またはマーカーを使用し
て、既に行った診断を補強または確証することを意味する。細分類は、診断された疾患の
別の下位概念（例えば、該疾患の軽度および重度の形態）により診断を更に明確化するこ
とを意味する。予測は、他の症状もしくはマーカーが明らかとなる前または有意に変化す
る前の、疾患または合併症の予後を意味する。
【００１７】
　本発明における「患者」なる語は、健康な個体、見掛け上健康な個体、または特に、糖
尿病に罹患した個体を意味する。特に、患者は2型糖尿病および／もしくは糖尿病性腎症
に罹患しているか、または2型糖尿病および／もしくは糖尿病性腎症について治療を受け
ている。より一層詳しくは、患者は心臓血管合併症の既往歴がなく、および／または心臓
血管合併症について治療されていない。
【００１８】
　本発明は、糖尿病患者が心臓血管合併症に罹患しているか又は心臓血管合併症に罹患す
るリスクを有するかを診断できるようにする。本発明における「心臓血管合併症に罹患」
には、既存の心臓血管合併症の悪化も含まれる。
【００１９】
　「心臓血管合併症」は、当業者に公知のあらゆる心臓血管疾患またはイベントであり、
心疾患、細小血管症または血小板活性化が含まれる。
【００２０】
　本発明は、心臓ホルモン、血管新生マーカー、および血小板活性化に関するマーカーを
、生化学的および分子的マーカーとして利用する。
【００２１】
　本発明の第1の態様において、心臓ホルモン、特にNT-proBNPが、生化学的または分子的
マーカーとして、糖尿病患者における心臓血管合併症、特に心疾患の優れた指標となるこ
とが判明した。
【００２２】
　心疾患に罹患した患者は、安定狭心症（SAP）に罹患した患者および急性冠状動脈症候
群（ACS）を有する個体でありうる。ACS患者は不安定狭心症（UAP）を示すことがあり、
あるいはこれらの個体は心筋梗塞（MI）に既に罹患している。MIはST上昇性MIまたは非ST
上昇性MIでありうる。MIの発生の後、左心室機能不全（LVD）が生じうる。最終的に、LVD
患者は、約15％の死亡率を有するうっ血性心不全（CHF）になる。
【００２３】
　心疾患は、New York Heart Association（NYHA）により機能分類系に分類されている。
クラスIの患者は心疾患の明らかな症状を有しない。身体活動は制約されず、日常的身体
活動は、過度な疲労、動悸または呼吸困難（息切れ）を引き起こさない。クラスIIの患者
は身体活動の若干の制約を有する。彼らは安静時には病状が安定しているが、通常の身体
活動は疲労、動悸または呼吸困難を引き起こす。クラスIIIの患者は身体活動の顕著な制
約を示す。彼らは安静時には病状が安定しているが、通常未満の活動が疲労、動悸または
呼吸困難を引き起こす。クラスIVの患者は、不快感を伴わずにはいずれの身体活動を行う
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こともできない。彼らは安静時に心不全の症状を示す。いずれかの身体活動を行うと、不
快感が増強する。
【００２４】
　したがって、患者を、臨床症状を示さない個体と、症状（例えば、呼吸困難）を示す個
体とに分けることができる。
【００２５】
　心疾患のもう1つの特徴は、「駆出分画」としても公知の「左心室駆出分画」（LVEF）
である。健康な心臓を有する人は通常、損なわれていないLVEFを有し、それは一般に、50
％を超えると示されている。症候的である収縮性心疾患を有するほとんどの人は、一般に
は、40％以下のLVEFを有する。LVEFが損なわれた結果として、二次合併症、例えば肺うっ
血またはうっ血肺が生じうる。
【００２６】
　心疾患は糖尿病性大血管症によっても生じうる。糖尿病性大血管症は非糖尿病患者の動
脈硬化症に類似している。しかし、それはより重度であり、発現がより早期であり、より
頻繁である。したがって、本発明の「心疾患」は糖尿病性大血管症をも意味する。
【００２７】
　本発明においては、「心疾患」は特に、冠状動脈心疾患、SAP、ACS、UAP、MI、ST上昇
性MI、非ST上昇性MI、LVDまたはCHFを意味する。
【００２８】
　より詳しくは、「心疾患」は、ACS、UAP、MI、ST上昇性MI、非ST上昇性MI、LVDまたはC
HFを意味する。
【００２９】
　本発明の心疾患は、症状、特に、NYHAクラスII～IVの症状、より詳しくは、NYHAクラス
III～IVの症状を引き起こしうる。
【００３０】
　心疾患は40％以下のLVEFを伴いうる。
【００３１】
　心疾患は「代償性」または「非代償性」でありうる。代償性は、身体の正常な酸素要求
性が尚も満たされうることを意味し、これに対して非代償性は、身体の正常な酸素要求性
が、もはや満たされないことを意味する。
【００３２】
　本発明において心臓ホルモンはナトリウム利尿ペプチドおよびウロテンシン（urotensi
n）を含む。特に、本発明における心臓ホルモンはナトリウム利尿ペプチドである。また
、生化学的マーカーとしての任意の心臓ホルモンまたはナトリウム利尿ペプチドの組合せ
の利用が本発明において考慮される。
【００３３】
　本発明においてナトリウム利尿ペプチドは、ANP型およびBNP型ペプチドならびにそれら
の変異体を含む（例えば、Bonow, R.O. (1996). New insights into the cardiac natriu
retic peptides. Circulation 93: 1946-1950を参照されたい）。
【００３４】
　ANP型ペプチドはpre-proANP、proANP、NT-proANPおよびANPを含む。
【００３５】
　BNP型ペプチドはpre-proBNP、proBNP、NT-proBNPおよびBNPを含む。
【００３６】
　プレプロペプチド（pre-proBNPの場合には134アミノ酸）は短いシグナルペプチドを含
み、これは酵素により切断されてプロペプチド（proBNPの場合には108アミノ酸）を遊離
する。このプロペプチドは更に切断されてN末端プロペプチド（NT-proBNPの場合には76ア
ミノ酸のNT-プロペプチド）および活性ホルモン（BNPの場合には32アミノ酸、ANPの場合
には28アミノ酸）となる。
【００３７】
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　本発明における好ましいナトリウム利尿ペプチドはNT-proANP、ANP、NT-proBNP、BNPお
よびそれらの変異体である。ANPおよびBNPは活性ホルモンであり、それらに対応するそれ
ぞれの不活性対応物であるNT-proANPおよびNT-proBNPより短い半減期を有する。したがっ
て、関心のある時間経過に応じて、活性形態または不活性形態の測定が有利となりうる。
本発明における最も好ましいナトリウム利尿ペプチドはBNP型ペプチドおよびその変異体
、特に、NT-proBNPおよびその変異体である。
【００３８】
　この場合の「変異体」なる語は、前記ペプチドに実質的に類似したペプチドを意味する
。「実質的に類似」なる語は当業者に十分に理解されている。特に、変異体は、ヒト集団
における最も優勢なペプチドアイソフォームのアミノ酸配列と比較してアミノ酸の置換を
示すアイソフォームまたは対立遺伝子でありうる。好ましくは、そのような実質的に類似
したペプチドは、そのペプチドの最も優勢なアイソフォームに対して少なくとも80％、好
ましくは少なくとも85％、より好ましくは少なくとも90％、最も好ましくは少なくとも95
％の配列類似性を有する。実質的に類似しているものとしては、診断手段により又はそれ
ぞれの完全長ペプチドに対するリガンドにより尚も認識されるタンパク質分解産物も挙げ
られる。
【００３９】
　変異体の具体例は公知である。例えば、NT-proANPおよびNT-proBNPの変異体ならびにそ
れらの測定方法が既に記載されている（Ala-Kopsala, M., Magga, J., Peuhkurinen, K.
ら (2004): Molecular heterogeneity has a major impact on the measurement of circ
ulating N-terminal fragments of A-type and B-type natriuretic peptides. Clinical
 Chemistry, vol. 50(9), 1576-1588）。
【００４０】
　「変異体」なる語は、翻訳後修飾されたペプチド、例えばグリコシル化またはリン酸化
ペプチドをも意味する。「変異体」はまた、サンプルの回収後に修飾されたペプチドであ
り、例えば、ペプチドに標識（特に、放射能または蛍光標識）を共有結合または非共有結
合により結合させたものである。「変異体」なる語はスプライス変異体をも包含するもの
である。
【００４１】
　もう1つの実施形態においては、本発明は、心臓ホルモンのレベルの測定、ならびにさ
らに、血管新生マーカーおよび／または血小板活性化に関するマーカーのレベルの測定に
関する。
【００４２】
　血管新生マーカーおよび血小板活性化に関するマーカーは「炎症関連マーカー」のグル
ープに属する。炎症関連マーカーは、炎症に関連した病態生理学的状態を示すマーカーで
ある。本発明における炎症関連マーカーは、CRP、hsCRP、IL-6、またはCRP、hsCRPもしく
はIL-6の変異体を含まない。
【００４３】
　本発明はまた、糖尿病患者における心臓血管合併症の診断のために、より詳しくは、炎
症に関連した病態生理学的状態の診断のために、最も詳しくは、細小血管症の診断のため
に、血管新生マーカーのレベルを更に測定することに関する。
【００４４】
　したがって、本発明はまた「細小血管症」の診断を可能にする。細小血管症は糖尿病の
結果として頻繁に見られ、糖尿病性細小血管症としても知られている。細小血管症は、主
として腎臓および網膜に生じる。腎臓の細小血管症は糖尿病性腎症を引き起こすことがあ
り、これはアルブミン尿（尿アルブミン排泄の増加）、高血圧、および糸球体硬化症に起
因する進行性腎不全により特徴づけられる。網膜の細小血管症は、やがては網膜血管増殖
、網膜出血および失明を引き起こしうる。細小血管症のもう1つの結果は四肢の低酸素症
（典型的には、「糖尿病性足」として知られる）であり、これは壊疽を招くことがあり、
四肢の切断を要することがある。
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【００４５】
　したがって、血管新生マーカーは糖尿病性腎症、糖尿病性網膜損傷または四肢の低酸素
症の診断をも可能にする。
【００４６】
　好ましい血管新生マーカーは、PlGF（胎盤増殖因子）、VEGF（血管内皮増殖因子）、sF
lt1（可溶性fms様チロシンキナーゼ1）およびそれらの変異体である。最も好ましい血管
新生マーカーはPlGFおよびその変異体である。「変異体」なる語は、本明細書中で既に定
義されているとおりに理解されるべきである。
【００４７】
　この場合の「変異体」なる語はスプライス変異体をも意味する。例えば、PlGFの公知ス
プライス変異体としては、PlGF-1（149アミノ酸）、PlGF-2（170アミノ酸）およびPlGF-3
（221アミノ酸）が挙げられる（例えば、Cai, J., Ahmad, S., Jiang, W.G., Huang, J.
ら, (2003). Activation of Vascular Endothelial Growth Factor Receptor-1 Sustains
 Angiogenesis and Bcl-2 Expression via the Phosphatidylinositol 3-Kinase Pathway
 in Endothelial Cells. Diabetes, vol. 52, pp.2959-2968を参照されたい）。
【００４８】
　本発明はまた、心臓血管合併症の診断のための、より詳しくは、炎症に関連した病態生
理学的状態の診断のための、最も詳しくは、血小板活性化の診断のための、血小板活性化
に関するマーカーのレベルの測定に関する。
【００４９】
　したがって、本発明はまた、「血小板活性化」の診断に関する。本発明において「血小
板活性化」は、あらゆる血栓形成イベントを意味し、血小板活性化、血小板凝集、血栓形
成および血栓増殖が含まれる。これらの生物学的メカニズムは、既に不安定になっている
プラークが破壊されて、左心室機能不全（LVD）、うっ血性心不全（CHF）および死亡を招
きうる可逆的血管閉塞（UAP）または不可逆的血管閉塞（AMI）を引き起こすリスクの代表
的なものである。
【００５０】
　したがって、血小板活性化のマーカーは、血小板凝集、血栓形成、血栓増殖、既に不安
定になっているプラークが破壊されるリスク、UAPおよびAMIの診断をも可能にする。
【００５１】
　血小板活性化に関する好ましいマーカーはsCD40L（可溶性CD40リガンド）、vWF（フォ
ンビルブラント因子）およびそれらの変異体である。血小板活性化に関する最も好ましい
マーカーはsCD40Lおよびその変異体である。「変異体」なる語は、本明細書中で既に定義
されているとおりに理解されるべきである。
【００５２】
　sCD40L（およびその変異体）は「遊離」していてもよく又は血小板に結合していてもよ
い。血清中のsCD40Lを測定する場合には、遊離型および血小板結合型の両方のsCD40Lを測
定する。血漿中のsCD40Lを測定する場合には、「遊離」sCD40Lのみを測定する。本発明に
おいては、遊離sCD40Lのレベルの測定が好ましい。
【００５３】
　好ましくは、血管新生マーカーおよび／または血小板活性化に関するマーカーを心臓ホ
ルモンと共に測定する。異なるタイプのマーカーの測定は心臓血管合併症の診断の確認に
役立ち、その心臓血管合併症が心疾患、細小血管症であるのか、または血小板活性化によ
り特徴づけられるのか、に細分類できるようにする。
【００５４】
　したがって、本発明およびその種々の実施形態は心臓血管合併症の診断を可能にするば
かりでなく、その心臓血管合併症が主として心疾患、細小血管症または血小板活性化に関
連しているかどうかに細分類することをも可能にする。
【００５５】
　「心疾患」、「細小血管症」および「血小板活性化」は、完全に独立した障害ではなく
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、それらは相互に関連していることが当業者に公知である。例えば、血小板活性化はやが
ては動脈閉塞および心疾患を招きうる。したがって、本発明は心臓血管合併症の主な特徴
および／または病期もしくは重症度の診断に関する。
【００５６】
　本発明の方法は、CRP、hsCRP、IL-6またはそれぞれの変異体、グルコースHbA1c、CML（
Nε(カルボキシメチル)リシン）およびAGE（進行性グリコシル化最終産物）よりなる群か
ら選ばれる1以上のマーカーの測定を伴いうる。
【００５７】
　CRP（C反応性タンパク質）、hsCRP（高感受性C反応性タンパク質）、IL-6（インターロ
イキン6）およびそれらのそれぞれの変異体は一般的に炎症の存在を示す。血清中のこれ
らのマーカーのレベルの増加は心臓血管系における炎症過程をも示す。したがって、これ
らのマーカーのレベルの増加は心臓血管合併症の存在またはリスクを示す。したがって、
CRP、hsCRP、IL-6またはそれらのそれぞれの変異体の測定は、心臓血管合併症の又は心臓
血管合併症に罹患するリスクの診断のために、本発明における他のマーカーと組合せて用
いることが可能である。
【００５８】
　グルコース、HbA1c、AGEまたはCMLのレベルの増加は主として、患者が血糖値をより良
好に制御しなければならないことを示す。
【００５９】
　グルコースレベルの測定は、糖尿病患者の現在の血糖値を測定するために、日常的に用
いられる。
【００６０】
　血糖の中期または長期制御に関する情報はHbA1c、CMLまたはAGEの測定により得ること
ができる。
【００６１】
　HbA1cはヘモグロビンのグリコシル化された形態である。HbA1cのレベルが低ければ低い
ほど、糖尿病患者の血糖値は良好に制御されている。
【００６２】
　糖酸化産物CML（Nε(カルボキシメチル)リシン）はタンパク質とグルコースとの長期に
わたるインキュベーションから生じる。HbA1cと同様に、低レベルのCMLは糖尿病患者にお
ける血糖値の良好な制御を示す。
【００６３】
　AGE（進行性グリコシル化最終産物）も、タンパク質とグルコースとの長期にわたるイ
ンキュベーションから生じる。HbA1cやCMLと同様に、低レベルのAGEは糖尿病患者におけ
る血糖値の良好な制御を示す。また、AGEのレベルの増加は2型糖尿病の患者における冠状
心疾患に関連すると示唆されている（Kilhovd, B.K.ら, (1999). Serum levels of Advan
ced Glycation End Products are Increased in Patients with type 2 Diabetes and Co
ronary Heart Disease. Diabetes Care, vol. 22(9), p.1543-1548）。したがって、AGE
の測定は、心臓血管合併症の又は心臓血管合併症に罹患するリスクの診断のために、本発
明における他のマーカーと組合せて用いることが可能である。
【００６４】
　さらに、本発明の方法は、妊娠関連血漿タンパク質A（PAPP-A）、IL-8、IL-10、インタ
ーロイキン18（IL-18/IL-18b）、虚血性修飾アルブミン（ischemic modified albumin）
（IMA）、心臓トロポニンI（cTnI）、心臓トロポニンT（cTnT）、ICAM-1（細胞間細胞接
着分子1）、VCAM-1（血管細胞接着分子1）、脂肪酸結合タンパク質（FABP）、E-セレクチ
ン、P-セレクチン、フィブリノーゲン、血清アミロイドA（SAA）、CK-MB（クレアチンキ
ナーゼ-筋脳）、MPO（ミエロペルオキシダーゼ）、LpPLA2（リポタンパク質結合ホスホリ
パーゼA2）、GP-BB（グリコーゲンホスホリラーゼイソ酵素BB）、IL1RA、TAFI（トロンビ
ン活性化繊維素溶解インヒビター）、可溶性フィブリン、抗oxLDL（酸化型低密度リポタ
ンパク質に対する抗体）、MCP-1（単球走化性タンパク質-1）、プロコアグラント組織因
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子（TF）、MMP-9（マトリックスメタロプロテアーゼ9）、Ang-2（アンジオポエチン-2）
、bFGF（塩基性繊維芽細胞増殖因子）、VLDL（超低密度リポタンパク質）、PAI-1（プラ
スミノーゲン活性化因子インヒビター1）よりなるマーカーの群から選ばれる1以上のマー
カーの測定を伴いうる。
【００６５】
　本発明の方法は、患者における種々のリスク等級に関連した既知レベル（参照レベル）
と測定レベルとを比較することにより、患者のリスクを診断するステップを含む。
【００６６】
　当業者であれば、心臓血管合併症、特に心疾患、細小血管症および／または血小板活性
化の罹患の「存在」または「リスク」に関連したマーカーの既知レベルを決定することが
可能である。そのようなレベルは、例えば実施例1および2または図1～5に記載のとおり、
よく知られた方法により決定することが可能である。例えば、患者、特に糖尿病患者の集
団における測定レベルの中央値を用いて、心臓血管合併症を有しない患者と、心臓血管合
併症に罹患している又は心臓血管合併症に罹患するリスクを有する患者とを区別すること
が可能である。他の患者におけるレベルの評価(例えば集団研究における)は、参照レベル
を精緻化するのに、また、合併症重症度の様々な等級またはリスクの様々な等級（例えば
、「高い」または「非常に高い」リスク）を区別するのに役立ちうる。
【００６７】
　本発明において、この場合の「存在」なる語は、ある患者に心臓血管合併症が存在する
確率に関連するものである。「リスク」は、ある患者に将来的に心臓血管合併症が生じる
確率に関連するものである。「リスクが無い」は、将来的にも心臓血管合併症に罹患する
リスクが明らかに存在しないことを意味する。
【００６８】
　後記の参照レベルは、患者のリスクを診断するための第1の指針としてのみ役立ちうる
。例えば、ある患者のリスクはその特定の患者の心臓の予備拍出能（spare pumping capa
city）にも左右される。
【００６９】
　さらに、当業者であれば、後記で更に示す実施例から他の参照レベルを決定することが
できる。
【００７０】
　参照レベルの値は診断の所望の感度または特異性にも左右されうる。所望の感度が高け
れば高いほど、診断の特異性は低くなり、その逆もまた然りである。例えば、より高い参
照NT-proBNPレベルは心臓血管合併症の罹患の存在またはリスクの診断の特異性を増加さ
せるが、その感度の低下を招きうる。
【００７１】
　典型的には、33pg/ml未満、特に20pg/ml未満、さらに特定すると15pg/ml未満の血漿NT-
proBNPレベルが、心臓血管合併症に罹患するリスクが無いこと（無リスク）に関連してい
る。
【００７２】
　典型的には、33pg/mlより高い、特に125pg/mlより高い、さらに特定すると500pg/mlよ
り高い血漿NT-proBNPレベルが、心臓血管合併症に罹患するリスクに関連している。
【００７３】
　NT-proBNPの測定レベルが高ければ高いほど、患者のリスクも高くなる。例えば、1000p
g/mlを超えるレベルは、高いリスクを示し、5000pg/mlを超えるレベルは、非常に高いリ
スクを示す。
【００７４】
　典型的には、10pg/ml未満、特に5pg/ml未満の血漿PlGFレベルが、心臓血管合併症に罹
患するリスクが無いことに関連している。
【００７５】
　典型的には、10pg/mlより高い、特に15pg/mlより高い、さらに特定すると20pg/mlより
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高い血漿PlGFレベルが、心臓血管合併症に罹患するリスクに関連している。
【００７６】
　PlGFの測定レベルが高ければ高いほど、患者のリスクも高くなる。例えば、25pg/mlを
超えるレベルは、高いリスクを示し、30pg/mlを超えるレベルは、非常に高いリスクを示
す。
【００７７】
　存在またはリスクが診断されたら、後記のとおり、それは後続の治療に影響を及ぼしう
る。特に、本発明は、糖尿病の主な特徴または徴候に従い治療を個別化することを可能に
する。したがって、本発明はまた、治療方法に関する。この場合の「治療」は、個体の病
態生理学的状態を改変しうる任意の治療を意味し、例えば、医薬の投与および外科的治療
が含まれる。
【００７８】
　本発明の方法が無リスクを示す場合には、計画されたとおりに治療を継続できる。
【００７９】
　本発明の方法がリスクを示す場合には、治療を改変することができる。好ましくは、治
療は、本発明のマーカーのレベルを更に測定すること、および、心電図検査、心エコーま
たは当業者に公知の他の適当な方法により更に診断することを伴う。さらに、治療の改変
には、塩分摂取の制限、定期的な適度な運動、非ステロイド系抗炎症薬の回避、インフル
エンザおよび肺炎球菌に対する免疫化の提供、外科的治療（例えば、血管再生、バルーン
拡張術、ステント留置法、バイパス手術）、薬物、例えば利尿剤（2種類以上の利尿薬の
共投与を含む）、ACE（アンジオテンシン変換酵素）インヒビター、βアドレナリン遮断
剤、アルドステロン拮抗薬、カルシウム拮抗薬（カルシウムチャンネル遮断剤）、アンジ
オテンシン受容体遮断剤、ジギタリスなどの投与、のような手段、ならびに当業者により
適切であるとみなされている公知の他のあらゆる手段が含まれうる。
【００８０】
　本発明の方法により、心臓血管合併症が心疾患であると示された場合には、治療の焦点
は心臓治療、特に、ACEインヒビターおよびβアドレナリン遮断剤の投与となる。また、
心臓毒性薬の投与および血液容量の増加を回避することが望ましい。また、血管再生療法
（例えば、PCTI（経皮治療的介入）、バルーン拡張術、ステント留置法、バイパス手術）
も検討されうる。
【００８１】
　ACEインヒビターは当業者に公知である。具体例には、ベナゼプリル、カプトプリル、
シラザプリル、エナラプリル、フォシノプリル、リシノプリル、モエキシプリル、ペリン
ドプリル、キナプリル、ラミプリル、スピラプリルおよびトランドラプリルが含まれる。
【００８２】
　ACEインヒビターはまた、糖尿病性腎症の進行を遅らせうる。
【００８３】
　βアドレナリン遮断剤（非選択的およびβ1選択的）は当業者に公知である。具体例に
は、アセブトロール、アルプレノロール、アテノロール、ベタキソロール、ビソプロロー
ル、ブプラノロール、カラゾロール、カルテオロール、カルベジロール、セリプロロール
、メチプラノロール、メトプロロール、ナドロール、ネビボロール、オクスプレノロール
、ペンブトロール、ピンドロール、プロパノロール、ソタロール、タニロロールおよびチ
モロールが含まれる。
【００８４】
　この場合の「心臓毒性薬の投与」は、特に、血液容量の増加を招きうる薬物、例えばチ
アゾリジンドン、例えばグリタゾン、メジオン、ピオグリタゾン、ロシグリタゾン、トロ
グリタゾンの投与を意味する。
【００８５】
　本発明の方法により、心臓血管合併症が細小血管症であると示された場合には、治療の
焦点は「脂質低下」薬（例えば、スタチン）および／または抗炎症薬の投薬となる。また
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血小板糖タンパク質IIb/IIIa受容体のインヒビターまたはアンタゴニストの投与も検討さ
れうる。
【００８６】
　脂質低下薬は当業者に公知である。具体例には、フィブラート（例えば、ベンゾフィブ
ラート、クロフィブラート、エトフィブラート、エトフィリン、クロフィブラート、フェ
ノフィブラート、ジェムフィブロジル）、ニコチン酸およびその類似体（例えば、ニコチ
ン酸、アシピモクス）、スタチン（例えば、シンバスタチン、ロバスタチン、プラバスタ
チン、フルバスタチン、アトルバスタチン、セリバスタチン）、陰イオン交換樹脂（例え
ば、コレスチラミン、コレスチポール）、プロブコールおよびシトステロールが含まれる
。この場合の好ましい脂質低下薬はスタチンである。
【００８７】
　いくつかの脂質低下薬、特にスタチンは、抗炎症作用をも示し、このことは、それらの
脂質低下薬を、細小血管症または血小板活性化の治療に更に適したものとすることに注目
することが重要である。
【００８８】
　血小板糖タンパク質IIb/IIIa受容体のインヒビターまたはアンタゴニストは当業者に公
知である。具体例には、モノクローナルまたはポリクローナル抗体、チロフィバン、エプ
チフィバチドなどが含まれる。本発明の好ましい実施形態においては、糖タンパク質IIb/
IIIa受容体インヒビターは抗体、特に、アブシキシマブの名称で知られている抗体である
。アブシキシマブは、Centocor Europe BVからReoProの名称で入手可能なFabフラグメン
ト抗体である。
【００８９】
　本発明の方法により、心臓血管合併症が血小板活性化であると示された場合には、治療
の焦点は血小板凝集インヒビターおよび脂質低下薬（例えば、スタチン）の投与となる。
【００９０】
　血小板凝集インヒビターは当業者に公知であり、血小板の凝集を抑制しうるあらゆる薬
物が含まれる。具体例としては、シクロオキシゲナーゼのインヒビター、特にCOX-1（例
えば、アセチルサリチル酸）；ADPインヒビター（これは、アデノシンリン酸が、血小板
上のその受容体に結合することを抑制する；例えば、チクロピジンまたはクロピドグレル
）；血小板糖タンパク質IIb/IIIa受容体のインヒビターまたはアンタゴニスト（前記を参
照されたい）；ジピリダモール；スルフィンピラゾン；デキストラン40が挙げられる。
【００９１】
　本発明の方法により、血糖値が十分には抑制されていないと示された場合には、当技術
分野で公知であり適切であるとみなされている任意の血糖抑制方法により患者を治療する
。
【００９２】
　具体例には、標的組織が血液から糖を取込むのを増強する薬物の投与、または膵β細胞
からのインスリンの放出を刺激する薬物の投与が含まれる。そのようなよく知られた薬物
の具体例には、インスリンおよびチアゾリジン系薬剤が含まれる。
【００９３】
　前記のとおり、糖尿病は種々の形態で発現しうる。発現とは、該疾患が、特定の合併症
または特徴、例えば心臓血管合併症、心疾患、細小血管症、血小板活性化、炎症、または
血糖値の不十分な抑制により明白となることを意味する。個体間の相違、例えば遺伝的相
違、生活習慣（例えば、飲酒癖または喫煙癖、運動不足）の相違または病歴の相違により
、糖尿病は、各患者において異なる合併症または特徴により発現しうる。例えば、ある特
定の患者は心疾患に罹患しうるが、別の患者は細小血管症または糖尿病性腎症に罹患する
。もう1つの例としては、患者が糖尿病に長期的に罹患していないために、血糖値が十分
には抑制されていない患者であっても細小血管症には罹患しないかもしれない。一方、糖
尿病を長年患っている患者は、その血糖値が比較的良く抑制されていたとしても、細小血
管症に罹患しうる。
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【００９４】
　したがって、本発明の方法は、心臓血管合併症、心疾患、細小血管症、血小板活性化、
炎症および血糖値の不十分な抑制よりなる群に属する糖尿病の発現、特に顕著な発現、の
診断を含みうる。
【００９５】
　前記から、本発明がまた、以下の方法に関するものであることは明らかである。患者に
おける糖尿病の発現（特に、顕著な発現）を判定するための方法であって、
a）好ましくはin vitroにおいて、患者からのサンプル中の少なくとも1つの心臓ホルモン
またはその変異体のレベルを測定し、
b）好ましくは追加的に、患者からのサンプル中の少なくとも1つの血管新生マーカーまた
はその変異体のレベルを測定し、
c）好ましくは追加的に、患者からのサンプル中の、血小板活性化に関する少なくとも1つ
のマーカーまたはその変異体のレベルを測定し、
d）好ましくは追加的に、患者からのサンプル中のCRP、hsCRP、IL-6またはそれらの変異
体よりなる群から選ばれる少なくとも1つのマーカーのレベルを測定し、
e）好ましくは追加的に、患者からのサンプル中のグルコース、HbA1c、CMLおよびAGEより
なる群から選ばれる少なくとも1つのマーカーのレベルを測定し、
f）該発現に関連している既知レベルと測定レベルとを比較することにより、該発現を診
断する、
各ステップを含んでなり、ここで、
g）ステップa）～c）のマーカーのレベルは、該発現が心臓血管合併症である、または心
臓血管合併症に罹患するリスクを有することを示し、
h）ステップa）のマーカーのレベルは、該発現が心疾患である、または心疾患に罹患する
リスクを有することを示し、
i）ステップb）のマーカーのレベルは、該発現が細小血管症である、または細小血管症に
罹患するリスクを有することを示し、
k）ステップc）のマーカーのレベルは、該発現が血小板活性化である、または血小板活性
化に罹患するリスクを有することを示し、
l）ステップd）のマーカーのレベルは、該発現が炎症である、または炎症に罹患するリス
クを有することを示し、
m）ステップe）のマーカーのレベルは、該発現が血糖値の不十分な抑制であることを示す
、
ことを特徴とする方法。
【００９６】
　前記のとおり、ステップb）のマーカーのレベルは更に、該発現が糖尿病性腎症、糖尿
病性網膜損傷、四肢の低酸素症である、または糖尿病性腎症、糖尿病性網膜損傷、四肢の
低酸素症に罹患するリスクを有することを示す。
【００９７】
　また前記のとおり、ステップc）のマーカーのレベルは更に、該発現が血小板凝集、血
栓形成、血栓増殖、既に不安定になっているプラークが破壊されるリスク、UAP、AMIであ
る、または血小板凝集、血栓形成、血栓増殖、既に不安定になっているプラークが破壊さ
れるリスク、UAPもしくはAMIに罹患するリスクを有することを示す。
【００９８】
　前記方法の好ましいステップb）～e）で測定する追加的なマーカーの数が多ければ多い
ほど、判定は改善される。
【００９９】
　本発明は、診断方法だけではなく、診断のための、本発明によるマーカーの使用に関す
る。
【０１００】
　本発明の診断は、好ましくは、診断手段の使用により行う。診断手段とは、対象となる
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物質、特に、対象となるペプチドまたはポリペプチドのレベル、量または濃度の測定を可
能にする手段である。
【０１０１】
　本発明の対象となるペプチドまたはポリペプチドは、本明細書に記載の生化学的マーカ
ーである。
【０１０２】
　それぞれのペプチドのレベルを測定するために使用しうる方法および診断手段は当業者
に公知である。これらの方法には、マイクロプレートELISAに基づく方法、完全自動化ま
たはロボット化イムノアッセイ（例えば、Elecsys（商標）アナライザー上で利用可能）
、CBA（酵素的コバルト結合アッセイ（Cobalt Binding Assay）；例えば、Roche-Hitachi
（商標）アナライザー上で利用可能）およびラテックス凝集アッセイ（例えば、Roche-Hi
tachi（商標）アナライザー上で利用可能）が含まれる。
【０１０３】
　さらに、ペプチドまたはポリペプチドのレベルを測定するための種々の方法が当業者に
よく知られている。「レベル」なる語は、患者における又は患者から採取したサンプル中
のペプチドまたはポリペプチドの量または濃度を意味する。
【０１０４】
　本発明における「測定」なる語は、好ましくは半定量的または定量的に、核酸、ペプチ
ド、ポリペプチドまたは対象となる他の物質の量または濃度を決定することを意味する。
測定は直接的または間接的に行うことが可能である。間接的な測定には、細胞応答、結合
リガンド、標識または酵素反応産物の測定が含まれる。
【０１０５】
　本発明において、量は濃度をも意味する。既知サイズのサンプル中の対象となる物質の
総量から、その物質の濃度を計算することが可能であり、その逆も可能であることは明ら
かである。
【０１０６】
　測定は、当技術分野で公知の任意の方法、例えば細胞アッセイ、酵素アッセイ、または
リガンドの結合に基づくアッセイにより行うことが可能である。好ましい方法を以下に説
明する。
【０１０７】
　もう1つの好ましい実施形態においては、対象となるペプチドまたはポリペプチドのレ
ベルを測定するための方法は、（a）ペプチドまたはポリペプチドを、適当な基質と、適
当な時間にわたり接触させ、（b）産物の量を測定するステップを含む。
【０１０８】
　もう1つの好ましい実施形態においては、対象となるペプチドまたはポリペプチドのレ
ベルを測定するための方法は、（a）ペプチドまたはポリペプチドを、特異的に結合する
リガンドと接触させ、（b）（所望により）非結合リガンドを除去し、（c）結合リガンド
の量を測定するステップを含む。
【０１０９】
　好ましくは、ペプチドまたはポリペプチドはサンプル中、特に、体液または組織サンプ
ル中に含有されており、そのサンプル中のペプチドまたはポリペプチドの量を測定する。
【０１１０】
　ペプチドおよびポリペプチド（タンパク質）は、組織、細胞および体液サンプル中で、
すなわち、好ましくはin vitroで測定される。好ましくは、対象となるペプチドまたはポ
リペプチドは体液サンプル中で測定される。
【０１１１】
　本発明の組織サンプルは、死亡している又は生存しているヒトまたは動物の身体から得
られる種類の組織を意味する。組織サンプルは、当業者に公知の任意の方法、例えば生検
法または掻爬術により得ることが可能である。
【０１１２】
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　本発明における体液には、血液、血清、血漿、リンパ液、脳液、唾液、硝子体液および
尿が含まれうる。特に、体液には、血液、血清、血漿および尿が含まれる。体液のサンプ
ルは、当業者に公知の任意の方法により得ることが可能である。
【０１１３】
　好ましくは、サンプルは血液、血清または血漿である。
【０１１４】
　必要に応じて、サンプルを更に処理することが可能である。特に、核酸、ペプチドまた
はポリペプチドを、濾過、遠心分離または抽出法（例えば、クロロホルム／フェノール抽
出）を含む当業者に公知の方法で精製することが可能である。
【０１１５】
　他の好ましい測定方法は、対象となるペプチドまたはポリペプチドに特異的に結合する
リガンドの量を測定することを含みうる。本発明における結合は共有結合および非共有結
合の両方を含む。
【０１１６】
　本発明におけるリガンドは、任意のペプチド、ポリペプチド、核酸、または対象となる
ペプチドもしくはポリペプチドに結合する他の物質でありうる。ペプチドまたはポリペプ
チドを、ヒトまたは動物の身体から入手または精製する場合、それらは例えばグリコシル
化などにより修飾されている可能性があることが知られている。本発明における適当なリ
ガンドは、そのような部位を介して該ペプチドまたはポリペプチドに結合することも可能
である。
【０１１７】
　好ましくは、リガンドは、測定するペプチドまたはポリペプチドに特異的に結合すべき
である。本発明における「特異的結合」は、リガンドが、被検サンプル中に存在する別の
ペプチド、ポリペプチドまたは物質に実質的に結合（「交差反応」）しないことを意味す
る。好ましくは、特異的に結合されたタンパク質またはアイソフォームは、他のいずれの
関連ペプチドまたはポリペプチドより少なくとも3倍高い、より好ましくは少なくとも10
倍高い、より一層好ましくは少なくとも50倍高い親和性で結合すべきである。
【０１１８】
　非特異的結合が許容されうることもある。それは、特に、試験したペプチドまたはポリ
ペプチドを、例えば、そのサイズに応じた分離（例えば、電気泳動）により又はサンプル
中のその相対的に多い存在量により、尚も区別できかつ明確に測定できる場合である。
【０１１９】
　リガンドの結合は、当技術分野で公知の任意の方法により測定することが可能である。
好ましくは、その方法は半定量的または定量的である。適当な方法を以下に説明する。
【０１２０】
　第1に、リガンドの結合を、例えばNMRまたは表面プラズモン共鳴により、直接測定する
ことが可能である。
【０１２１】
　第2に、リガンドが、対象となるペプチドまたはポリペプチドの酵素活性の基質として
も機能する場合には、酵素反応産物を測定することが可能である（例えば、切断された基
質の量を例えばウエスタンブロット上で測定することにより、プロテアーゼの量を測定す
ることが可能である）。
【０１２２】
　酵素反応産物の測定の場合には、好ましくは、基質の量を飽和にしておく。反応の前に
、検出可能な標識で基質を標識することも可能である。好ましくは、適当な時間にわたり
、サンプルを基質と接触させる。適当な時間は、検出可能な、好ましくは測定可能な量の
産物が産生されるのに必要な時間を意味する。産物の量を測定する代わりに、所定の（例
えば、検出可能な）量の産物の出現に必要な時間を測定することが可能である。
【０１２３】
　第3に、リガンドを、該リガンドの検出および測定を可能にする標識に共有的または非
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共有的に結合させることが可能である。
【０１２４】
　標識化は直接または間接的な方法により行うことが可能である。直接的な標識化は、リ
ガンドに標識を直接的に結合（共有結合または非共有結合）させることを含む。間接的な
標識化は、一次リガンドに二次リガンドを結合（共有結合または非共有結合）させること
を含む。二次リガンドは一次リガンドに特異的に結合すべきである。二次リガンドは、適
当な標識に結合しており、および／または、二次リガンドに結合する三次リガンドの標的
（受容体）でありうる。シグナルを増強するために、二次、三次または更に高次のリガン
ドがしばしば使用される。適当な二次およびより高次のリガンドには、抗体、二次抗体、
および広く知られたストレプトアビジン-ビオチン系（Vector Laboratories, Inc.）が含
まれうる。
【０１２５】
　リガンドまたは基質を、当技術分野で公知の1以上のタグで「タグ付け」することも可
能である。ついでそのようなタグは、より高次のリガンドの標的となりうる。適当なタグ
には、ビオチン、ジゴキシゲニン、Hisタグ、グルタチオン-S-トランスフェラーゼ、FLAG
、GFP、myc-タグ、インフルエンザAウイルス血球凝集素（HA）、マルトース結合タンパク
質などが含まれる。ペプチドまたはポリペプチドの場合には、タグは、好ましくは、N末
端および／またはC末端に位置する。
【０１２６】
　適当な標識は、適当な検出方法により検出可能な任意の標識である。典型的な標識には
、金粒子、ラテックスビーズ、アクリジンエステル、ルミノール、ルテニウム、酵素的に
活性な標識、放射能標識、磁気標識（例えば、常磁性および超常磁性標識を含む磁気ビー
ズ）および蛍光標識が含まれる。
【０１２７】
　酵素的に活性な標識には、例えばホースラディッシュペルオキシダーゼ、アルカリホス
ファターゼ、βガラクトシダーゼ、ルシフェラーゼおよびそれらの誘導体が含まれる。検
出のための適当な基質には、ジ-アミノ-ベンジジン（DAB）、3,3'-5,5'-テトラメチルベ
ンジジン、NBT-BCIP（4-ニトロブルーテトラゾリウムクロリドおよび5-ブロモ-4-クロロ-
3-インドリル-ホスフェート；既に調製されているストック溶液としてRoche Diagnostics
から入手可能）、CDP-Star（商標）（Amersham Biosciences）、ECF（商標）（Amersham 
Biosciences）が含まれる。適当な酵素-基質の組合せは着色反応産物、蛍光または化学発
光を与えることが可能であり、これらは、当技術分野で公知の方法（例えば、感光性フィ
ルムまたは適当なカメラシステムを使用すること）により測定することができる。酵素反
応の測定の場合と同様に、前記の基準が同様に適用される。
【０１２８】
　典型的な蛍光標識には、蛍光タンパク質（例えば、GFPおよびその誘導体）、Cy3、Cy5
、テキサスレッド、フルオレセインおよびアレクサ（Alexa）色素（例えば、アレクサ568
）が含まれる。他の蛍光標識は例えばMolcular Probes（Oregon）から入手可能である。
蛍光標識としての量子ドットの使用も意図される。
【０１２９】
　典型的な放射能標識には、35S、125I、32P、33Pなどが含まれる。放射能標識は、任意
の適当な公知方法（例えば、感光性フィルムまたはホスホルイメージャー）により検出す
ることが可能である。
【０１３０】
　本発明の適当な測定方法には、沈降（特に、免疫沈降）、電気化学発光（電気的に生成
する化学発光）、RIA（ラジオイムノアッセイ）、ELISA（酵素結合イムノソルベントアッ
セイ）、サンドイッチ酵素免疫試験、電気化学発光サンドイッチイムノアッセイ（ECLIA
）、解離増強ランタニド蛍光イムノアッセイ（DELFIA）、シンチレーション近接アッセイ
（SPA）、比濁分析法、ネフェロメトリー、ラテックス増強比濁分析法またはネフェロメ
トリー、固相免疫試験、および質量分析、例えばSELDI-TOF、MALDI-TOFまたはキャピラリ
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ー電気泳動-質量分析（CE-MS）が含まれる。当技術分野で公知の他の方法（例えば、ゲル
電気泳動、2Dゲル電気泳動、SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）、ウエス
タンブロット法）は、単独で又は標識化もしくは前記の他の検出方法と組合せて用いるこ
とが可能である。
【０１３１】
　好ましいリガンドには、抗体、核酸、ペプチドまたはポリペプチド、およびアプタマー
(aptamer)、例えば核酸またはペプチドアプタマーが含まれる。そのようなリガンドに関
する方法は当技術分野でよく知られている。例えば、適当な抗体またはアプタマーの同定
および製造は業者が行っている。より高い親和性または特異性を有するそのようなリガン
ドの誘導体を開発するための方法は当業者によく知られている。例えば、ランダム突然変
異を核酸、ペプチドまたはポリペプチド内に導入することが可能である。ついでこれらの
誘導体を、当技術分野で公知のスクリーニング法（例えば、ファージディスプレイ）に従
い、結合に関して試験することが可能である。
【０１３２】
　本明細書中で用いる「抗体」なる語には、ポリクローナル抗体およびモノクローナル抗
体の両方、ならびにそれらのフラグメント、例えば、抗原またはハプテンに結合しうるFv
、FabおよびF(ab)2フラグメントが含まれる。
【０１３３】
　もう1つの実施形態においては、好ましくは、核酸、ペプチド、ポリペプチドよりなる
群、より好ましくは、核酸、抗体またはアプタマーよりなる群から選ばれるリガンドがア
レイ上に存在する。
【０１３４】
　このアレイは、対象となるペプチド、ポリペプチドまたは核酸に対するものでありうる
少なくとも1つの追加的なリガンドを含有する。その追加的なリガンドは、本発明におい
て特には関心のないペプチド、ポリペプチドまたは核酸に対するものであってもよい。好
ましくは、本発明において対象となるペプチドまたはポリペプチドに対する少なくとも3
種、好ましくは少なくとも5種、より好ましくは少なくとも8種のリガンドが該アレイ上に
含有されている。
【０１３５】
　本発明においては、「アレイ」なる語は、少なくとも2つの化合物が一次元、二次元ま
たは三次元の配置で付着または結合している固相またはゲル様担体を意味する。そのよう
なアレイ（「遺伝子チップ」、「タンパク質チップ」、抗体アレイなどが含まれる）は当
業者に一般に公知であり、典型的には、ガラス顕微鏡スライド、特別にコーティングされ
たガラススライド（例えば、ポリカチオン-、ニトロセルロース-またはビオチンがコーテ
ィングされたスライド）、カバーガラス、および膜（例えば、ニトロセルロース系または
ナイロン系の膜）上に作製される。
【０１３６】
　アレイは結合リガンドまたは少なくとも2つの細胞（それぞれが少なくとも1つのリガン
ドを発現する）を含みうる。
【０１３７】
　また、本発明におけるアレイとして「懸濁アレイ」を使用することも意図される（Nola
n JP, Sklar LA. (2002). Suspension array technology: evolution of the flat-array
 paradigm. Trends Biotechnol. 20(1):9-12）。そのような懸濁アレイにおいては、担体
、例えばマイクロビーズまたはミクロスフェアが懸濁状態で存在する。アレイは、おそら
くは標識された、種々のリガンドを担持する種々のマイクロビーズまたはミクロスフェア
よりなる。
【０１３８】
　本発明は更に、少なくとも1つのリガンドを他のリガンドと共に担体材料に結合させる
、前記に定義したアレイの製造方法に関する。
【０１３９】
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　そのようなアレイの製造方法、例えば、固相化学および光不安定性保護基に基づく製造
方法は、一般に公知である（米国特許第5,744,305号）。また、そのようなアレイを物質
または物質ライブラリーと接触させ、相互作用に関して、例えば、結合またはコンホメー
ション変化に関して試験することが可能である。したがって、ペプチドまたはポリペプチ
ドに特異的に結合するリガンドを同定するために、前記に定義したペプチドまたはポリペ
プチドを含むアレイを使用することができる。
【実施例】
【０１４０】
実施例１
　研究計画
　Steno-2研究の研究計画および主な結果は既に詳細に報告されている（Gaede, P., Vede
l, P., Larsen, N. ら (2003). Multifactorial intervention and cardiovascular dise
ase in patients with type 2 diabetes. New England Journal of Medicine, vol. 348 
(5), pp. 383-93）。簡潔に説明すると、160名の微小アルブミン尿性2型糖尿病患者を、
いくつかの付随的リスク因子を標的とする通常の治療（n=80）または集中的な多因子治療
にランダム化した。集中治療群の患者は、グリコシル化ヘモグロビン値を6.5％未満に、
血圧を130/80mm Hg未満に、空腹時血清総コレステロールレベルを175mg/dl未満に、およ
び空腹時血清トリグリセリドレベルを150mg/dl未満に維持することを意図した生活習慣お
よび薬理学的介入の段階的導入で治療した。推奨される生活習慣介入は、食事脂肪摂取の
低減、軽い又は適度な運動への定期的な参加、および禁煙を含むものであった。集中治療
群のすべての参加者にはまた、血圧レベルとは無関係に、低用量のアスピリンおよびアン
ジオテンシン変換酵素（ACE）インヒビターを服用するよう勧めた。平均追跡期間は7.8年
であった。研究期間の全体にわたり、集中治療群では、HbA1c値、総コレステロール、LDL
-コレステロールおよびトリグリセリドの空腹時血清レベル、収縮期および拡張期血圧な
らびに尿アルブミン排泄量が著しく低かった（Gaede, 前掲）。これらの変化は、大血管
症および細小血管症のリスクの顕著な減少と関連していた（相対リスク減少は心臓血管疾
患では53％、腎症への進行では61％、網膜症の進行では58％、および自律神経障害の進行
では63％）（Gaede, 前掲）。
【０１４１】
　160名の全参加患者は1992～93年にSteno Diabetes Centerから集められた。微小アルブ
ミン尿症は、6個中4個の24時間尿サンプルにおいて30～300mg/24hの尿アルブミン排泄量
（AER）として定義された。糖尿病は1985年のWHOの基準により定義された。排除基準は、
65歳を超えるまたは40歳未満の年齢；1mgのグルカゴンの静脈内注射の6分後の刺激された
血清C-ペプチド濃度600pmol/l未満；膵不全または膵炎による二次性糖尿病；飲酒癖；非
糖尿病性腎疾患；悪性疾患；または4年以内に死亡する可能性のある生命を脅かす疾患で
あった。すべての参加者からインフォームドコンセントを得た。プロトコールは、ヘルシ
ンキ宣言に従うものであり、コペンハーゲン・カウンティ（Copenhagen County）の倫理
委員会により承認されたものであった。
【０１４２】
　この事後分析において、ベースライン血漿NT-proBNPが集団の中央値より低いか又は高
いかによって、患者を2つの群に層別化した。
【０１４３】
エンドポイント
　この研究における一次エンドポイントは、心臓血管疾患による死亡、非致命的心筋梗塞
、非致命的卒中、経皮的冠状介入、冠状動脈バイパス移植、血管手術および切断術を含む
心臓血管疾患に関する混合エンドポイントであった。心臓血管疾患による死亡およびうっ
血性心不全による入院を含む二次エンドポイントも調べた。
【０１４４】
アッセイ
　全血液サンプルは一晩の絶食後の0800時に採取した。患者は採血当日の朝には薬を服用
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【０１４５】
　患者を少なくとも20分間、仰向けにして安静にさせた後、血漿NT-proBNPの分析のため
の血液サンプルを集め、遠心分離し、分析するまで血漿を-80℃で保存した。NT-proBNPの
血漿中濃度をElecsys 2010（Roche Diagnostics, Germany）上でのサンドイッチイムノア
ッセイにより測定した。プールしたヒト血漿サンプルにおいて、分析範囲は5～35 000pg/
mlに及び、全変動係数は<0.061である。pg/mlをpmol/lに変換するためには、0.118を掛け
算する。ベースライン時ならびに2年、4年および8年の追跡調査後に血液サンプルを採取
した。
【０１４６】
統計
　ベースラインにおける2群の比較は、数値変数に適している場合には常に、一元配置分
散分析またはマン-ホイットニー(Mann-Whitney)の検定により行った。カテゴリ変数を比
較するためには、χ2検定またはフィッシャーの直接法を用いた。
【０１４７】
　元々の2つの治療群は心臓血管疾患に関するリスクにおいて有意に異なっていたため、
これらの群においてそれぞれ別々に、中央値より低い又は高い群および混合群に関するカ
ットオフ値としてそれぞれの元の治療群における中央値を用いて、心臓血管疾患に関する
リスクマーカーとしての血漿NT-proBNPの役割を分析した。
【０１４８】
　一次および二次エンドポイントの最初のイベントまでの時間に関するイベント曲線はカ
プラン-マイアー（Kaplan-Meier）分析に基づくものであった。それらの2つの群を、ログ
ランク検定を用いて比較した。95％信頼区間を伴うハザード比を、Cox回帰モデルを用い
て算出した。結果は、未調整の結果と、2型糖尿病患者における心臓血管疾患に関するリ
スク因子についての調整を伴う以下の2つのモデルの結果との両方が示されている。モデ
ル1は、既知糖尿病罹患期間、ベースラインにおける既知心臓血管疾患、既に報告されて
いる性別および年齢に関する調整を伴う。モデル2は、収縮期および拡張期血圧、グリコ
シル化ヘモグロビンA1c、空腹時血清総コレステロール、HDL-コレステロール、LDL-コレ
ステロール、トリグリセリドおよび尿アルブミン排泄量に関する更なる調整を伴う。また
、混合集団に関する結果も、元の治療配分に関して調整した。この2つの治療群のそれぞ
れにおける血漿NT-proBNPレベルの経時変化をウィルコクスン検定で比較した。
【０１４９】
　結果
　ベースラインにおける空腹時血漿NT-proBNPレベルは、全Steno-2集団においては5（検
出可能な最小値）～1290pg/ml（中央値は33.5pg/ml）であり、一方、元の集中治療群にお
ける値は5～1290（中央値は35.3）pg/mlであり、通常の治療群における値は5～1134（中
央値32.0）pg/mlであった。それらの2つの群のベースライン特性を表1に示す。高いベー
スライン血漿NT-proBNPレベルは、より長い糖尿病罹患期間、より高い年齢、より高い収
縮期血圧および腎臓機能障害に関連していた。同様に、中央値より高い群の、より高い割
合の患者を、ベースラインにおいてカルシウム拮抗薬で治療した（表1）。
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【表１】

【０１５０】
　コレステロール値をmmol/lに変換するためには、0.02586を掛け算する。トリグリセリ
ド値をmmol/lに変換するためには、0.01129を掛け算する。NT-proBNP値をpmol/lに変換す
るためには、0.118を掛け算する。
【０１５１】
　7.8年間の平均追跡期間中、中央値より低い血漿NT-proBNPの群においては12の主要心臓
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血管イベントが認められ、一方、中央値より高い群においては54のイベントが認められた
（p<0.0001）（図1）。同様に、表1に示すとおり、Steno-2研究における2つの元の治療群
のそれぞれにおいても、心臓血管疾患と血漿NT-proBNPレベルとの間に有意な相関性が認
められた。2型糖尿病における心臓血管疾患のリスク因子に関する調整は、いずれの調整
モデルにおいても、相関性の有意性を変化させなかった（表2）。表2は、中央値より低い
血漿レベルを有する患者の場合と比較して中央値より高い血漿NT-proBNPレベルを有する
（パネルA）、または125pg/mlのカットオフレベルを用いた（パネルB）、2型糖尿病患者
における一次および二次エンドポイントに関するハザード比（95％ CI）を示す。モデル1
は、ベースラインにおける既知心臓血管疾患、既知糖尿病罹患期間、年齢および性別に関
して調整されている。モデル2は、モデル1における変数の調整に加えて、収縮期および拡
張期血圧、グリコシル化ヘモグロビンA1c、空腹時血清脂質および尿アルブミン排泄量に
関して調整されている。
【表２】
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【０１５２】
　また、二次エンドポイントに関するハザード比は、古典的リスク因子に関して未調整の
もの及び調整されたものの両方において、血漿NT-proBNPのベースラインレベルと有意に
相関していた（表2）。しかし、元の2つの治療群のそれぞれにおいて分析したとき、同様
の大きさのハザード比が認められたものの、調整はリスクマーカーとしての血漿NT-proBN
Pの重要性を低下させた（表2）。
【０１５３】
　125pg/mlの血漿NT-proBNPカットオフレベルを適用した場合には、一次および二次エン
ドポイントに関するリスクの有意性およびサイズは、この集団において、より低いカット
オフレベルと比較して、実質的に変化しなかった（表2）。
【０１５４】
　研究開始の2年後に測定したところ、混合集団においては血漿NT-proBNPレベルが有意に
増加し（14.9pg/ml, p<0.0001）、集中および通常治療群においても同様の結果が認めら
れた（11.7pg/ml, p=0.001および18.2pg/ml, p<0.0001）。図3に示すとおり、追跡期間中
、中央値血漿NT-proBNPレベルは、中央値より低い群および高い群の両方において増加し
続けた。元の集中治療群および通常治療群を別々に分析した場合にも、これと同様のこと
が認められた。
【０１５５】
　介入の最初の2年間における血漿NT-proBNPの変化は、残りの追跡期間における心臓血管
イベントに関するリスクと有意に相関していた。混合集団における血漿NT-proBNPレベル
の10pg/mlの減少は、一次および二次エンドポイントに関して、集中、通常および混合集
団における有意な1％の相対リスク減少に関連していた（すべての場合にp<0.001）。最初
の2年間の追跡調査の間に合計42名の患者において血漿NT-proBNPレベルが低下し、中央値
減少は12pg/mlであった。中央値より高いベースライン分類からの18名の患者は、2年間の
介入の後、中央値より低いレベルを達成した。しかし、このレベルへの到達は、そのレベ
ルに到達していない患者と比較して、心臓血管疾患に関するリスクの減少とは関連してい
なかった（ハザード比0.45（0.12-1.65, p=0.23）。
【０１５６】
　残りの追跡期間中の血漿NT-proBNPレベルと心臓血管疾患に関するリスクとの間の相関
性は、一次エンドポイントおよび二次エンドポイントの両方に関して、2年後にも依然と
して有意であった。
【０１５７】
　Steno-2研究からのこの事後分析において、本発明者らは、2型糖尿病および微小アルブ
ミン尿症を有する患者における、心臓血管疾患に関しての将来のリスクと血漿NT-proBNP
レベルとの間だけでなく、心臓血管疾患による死亡およびうっ血性心不全による入院を含
む二次エンドポイントに関しての将来のリスクと血漿NT-proBNPレベルとの間にも有意か
つ独立した相関性を実証した。
【０１５８】
　結論として、心臓血管疾患およびうっ血性心不全に関する強力なリスクマーカーとして
の血漿NT-proBNPの役割が2型糖尿病患者に見出される。
【０１５９】
実施例２
　患者および研究計画
　Steno Diabetes Centerの外来に通院しており、同じ年に糸球体濾過値が測定されてい
る、糖尿病性腎症を有するすべての1型糖尿病患者（n=242）を、1993年にケースコントロ
ール研究に参加するよう招いた（Tarnow, L., Cambien, F., ら (1995). Insertion/dele
tion polymorphism in the angiotension-I-converting enzyme gene is associated wit
h coronary heart disease in IDDM patients with diabetic nephropathy. Diabetologi
ca, vol. 38, pp. 798-803）。糖尿病性腎症に関する臨床基準（連続的な3回の24時間に
わたる採尿のうちの少なくとも2回における持続的マクロアルブミン尿症（>300mg/24h）
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、糖尿病性網膜症の存在、および他の腎臓または尿路疾患の非存在（Parving H-H, Oster
by R, Ritz E. Diabetic nephropathy. In Brenner BM編. The Kidney, pp. 1777-818. P
hiladelphia: WB Saunders, 2003））を満たす合計199名の患者を登録した。長期にわた
る1型糖尿病および持続的正常アルブミン尿を有する192名の患者群を対照として用いた。
腎症を有する198名の患者および正常アルブミン尿を有する188名の患者において、血漿NT
-proBNPを測定した。
【０１６０】
　今後の観察的研究計画においては、患者を2003年2月1日まで又は死亡（n=62）もしくは
移住（n=3）時まで、追跡した。この研究は、ヘルシンキ宣言に従い地域倫理委員会によ
り承認されたものであり、すべての患者から書面によるインフォームドコンセントを得た
。
【０１６１】
　ベースライン臨床・研究検査
　一晩の絶食の後の午前中に検査を行った。腎症患者の24％および正常アルブミン尿の患
者の88％については、これまで抗高血圧剤を処方しなかった。検査の8日前に、残りのす
べての患者に、抗高血圧剤および利尿剤での治療を中止するよう求めた。しかし、すべて
の患者がそのようにすることを望んだわけではなく、したがって、腎症および正常アルブ
ミン尿群の患者のそれぞれ34％および4％が検査当日に抗高血圧剤を服用していた。
【０１６２】
　仰向けに少なくとも10分間安静にした後、適当なカフサイズで動脈血圧を2回測定した
。酵素イムノアッセイ（Feldt-Rasmussen B, Dinesen B, Deckert M. Enzyme immunoassa
y: an improved determination of urinary albumin in diabetics with incipient neph
ropathy. Scand. J. Clin. Lab. Invest. 1985;45:539-44）により、24時間の採尿物から
尿アルブミン濃度を測定した。動的Jaffe法により血清クレアチニン濃度を評価した。糖
尿病性腎症患者については、3.7 MBq 51Cr-EDTAの1回の注射の後、該注射の180、200、22
0および240分後に採取した静脈血サンプル中の放射能の測定により、糸球体濾過値を測定
した。正常アルブミン尿患者については、腎臓病における食事の改変（Modification of 
Diet in Renal Disease (MDRD)）の式（Levey AS, Bosch JP, Lewis JB, Greene T, Roge
rs N, Roth Dら, A more accurate method to estimate glomerular filtration rate fr
om serum creatinine: a new prediction equation. Ann. Intern. Med. 1999;130:461-7
0）により糸球体濾過値を推定した。糖尿病性網膜症を、すべての患者において、視神経
乳頭拡張後の眼底撮影により評価し、無し、単純または増殖性網膜症として等級化した。
WHO心臓血管アンケート用紙を使用して、患者に面接した。主要心臓血管イベントは卒中
および／または心筋梗塞の病歴として診断した。喫煙者は、1日に1本以上のタバコ／葉巻
／パイプを吸う者と定義し、残りのすべての者は非喫煙者として分類した。
【０１６３】
　NT-proBNPの測定
　患者を少なくとも20分間、仰向けにして安静にさせた後、血漿NT-proBNPの測定のため
の血液サンプルを集め、遠心分離し、血漿を、分析するまで-80℃で保存した。NT-proBNP
の血漿中濃度をElecsys 2010（Roche Diagnostics, Germany）でサンドイッチイムノアッ
セイにより測定した。アッセイ間の変動は3.0％未満であり、NT-proBNPの低および高範囲
において全変動係数は2.2～5.8％である。
【０１６４】
　追跡調査
　2003年夏に、国民名簿（national register）によりすべての患者を追跡調査した。患
者が2003年2月1日までに死亡した場合には、死亡日を記録し、死因に関する情報を死亡診
断書から得た。すべての死亡診断書は2人の評者により別々に精査され、主死因が記録さ
れた。検死報告から入手可能な追加的な情報が加えられた。明白な非心臓血管原因が確認
されない限り、すべての死亡は心臓血管疾患による死亡として分類された（Pfeffer MA, 
Swedberg K, Granger CP, Held P, McMurray JJV, Michelson EL ら Effects of candesa
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M-overall programme. Lancet 2003;362:759-66）。
【０１６５】
　統計分析
　正規分布変数は平均±SDとして与えられ、一方、非正規分布変数は対数変換され、中央
値（範囲）として与えられる。群間比較は片側スチューデントt検定またはANOVAにより行
った。不連続変数を比較するためには、χ2を使用した。NT-proBNPと腎症または主要心臓
血管疾患の存在／非存在との間のベースラインにおける関係の分析を、性別、年齢、収縮
期血圧および糸球体濾過値に関して調整した。≦ 0.05の両側p値を統計的に有意とみなし
た。
【０１６６】
　すべての時間対死亡変数をログランク検定により分析し、腎症の存在またはNT-proBNP
レベルが中央値より高いか低いかに応じて、カプラン-マイアー（Kaplan-Meier）プロッ
ト上に示した。腎症を有する患者においては、共変数を調整したCox回帰モデルを以下の
所定のベースライン共変数にフィットさせた：性別、年齢、糸球体濾過値、喫煙、主要心
臓血管疾患病歴、採血時に行っている抗高血圧剤の投薬、および中央値（110 ng/l）より
高い又は低いlog10 NT-proBNPまたはNT-proBNP。このモデルの過剰フィットを避けるため
に、更なる調整は行わなかった。結果は、予後に影響を及ぼしうる他の因子に関する調整
を行わないで又は行って、95％信頼区間と共にハザード比として示されている。
【０１６７】
　すべての計算は、市販のプログラム（SPSS for Windows, version 10.0）で行った。
【０１６８】
　結果
　糖尿病性腎症を有する及び有しない1型糖尿病患者は、性別、年齢および糖尿病罹患期
間に関して厳密に一致させた。正常アルブミン尿の患者と比較して、糖尿病性腎症の患者
は、高い血圧、高いHbA1c、高い血清コレステロールおよび低い糸球体濾過値を有してい
た（p<0.0001）。平均して、糖尿病性腎症患者においては糸球体濾過値は良く保存されて
いた（表3）。
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【表３】

【０１６９】
　データはn、平均（SD）、中央値（範囲）である。抗高血圧薬を服用している、既に持
続的なアルブミン尿症を有する幾人かの患者は、<300mg/24hの尿アルブミン排泄量を有し
ていた。
【０１７０】
　糖尿病性腎症を有する患者において、血漿NT-proBNP濃度は110（5 - 79640）ng/l（中
央値（範囲））上昇し、一方、正常アルブミン尿の患者においては、27（5 - 455）ng/l
上昇した（p<0.0001）。この相違は、糸球体濾過値および他の共変数の差異に関する調整
後も維持された（p<0.0001）。NT-proBNP濃度は糖尿病性腎症の初期において上昇し（40 
(5 - 3111) ng/l）、このとき、糸球体濾過値は尚も正常範囲（>100ml/分）内であった。
【０１７１】
　腎症群において、NT-proBNPの血漿中濃度は1型糖尿病の男女間で有意差はなかったが（
p=0.28）、年齢（r=0.42, p<0.0001）、収縮期血圧（r=0.53, p<0.0001）と共に増加し、
糸球体濾過値（r= -0.60, p<0.0001）およびヘモグロビン（r= -0.52, p<0.0001）と共に
減少した。NT-proBNPと血糖、HbA1cまたは血清コレステロールのいずれとの相関性も観察
されなかった。糖尿病性腎症とNT-proBNPとの間の関連性は見出されなかった。糖尿病性
腎症患者のうち、サンプル採取時に抗高血圧剤を服用している患者については、循環NT-p
roBNP濃度がより高かったが、この相違は、糸球体濾過値に関する調整後には消失した。
【０１７２】
　推定糸球体濾過値（中央値92ml/分/1.73m2　(範囲: 45～170)）と血漿NT-proBNP（r = 
-0.22, p=0.002）との間の弱い逆相関性が正常アルブミン尿の患者において示された。
【０１７３】
　主要心臓血管イベントの罹患率は、糖尿病性腎症を有する患者と有しない患者との間で
異なり、それぞれ、11％（95％ CI: 8-14）および2％（0-4）であった（p<0.0001）。腎
症患者においては、ベースラインにおける血漿NT-proBNPが、非致死性心筋梗塞および／
または卒中の病歴を有する患者（671 (34-12418) ng/l, p<0.0001)）において、主要心臓
血管疾患の病歴を有しない患者（97 (5-79640) ng/l）と比較して有意に高かった。考え
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られうる交絡因子（confounder）に関する調整の後、NT-proBNPの10倍増加は主要心臓血
管イベントのオッズ比を3.1（95％ CI 1.2-7.8）（p=0.02）増加させた。
【０１７４】
　追跡調査中、腎症を有する51名（26％）の患者および腎症を有しない11名（6％）の患
者が死亡した（p<0.0001）。正常アルブミン尿群におけるイベントの数が少ないため、さ
らなる分析は、腎症を有する患者に限定される。腎症群において、血漿NT-proBNPの中央
値は110ng/lであり、この値より高い値を有する39名（39％）の患者およびこの値より低
い値を有する12名（12％）の患者が何らかの原因で死亡した。未調整ハザード比は3.86（
95％ CI 2.02-7.37）（p<0.0001）であり、共変数を調整したハザード比は2.28（1.04-4.
99）（p=0.04）であった（図4）。この、より低い死亡率は、より少数の心臓血管死亡数
（中央値NT-proBNPレベルより高い場合および低い場合がそれぞれ31名（31％）および7名
（7％））によるものであった（未調整ハザード比5.25 (2.31-11.92), p<0.0001；共変数
調整ハザード比3.81 (1.46-9.94), p=0.006）（図5）。すべての原因および心臓血管疾患
による死亡率に対する血漿NT-proBNPの影響は、糸球体濾過値の差異について調整した後
にも依然として有意であった。さらに、NT-proBNPと糸球体濾過値との間の相互作用は有
意ではなく、したがってこのことは、死亡率および心臓血管疾患死亡率に対するNT-proBN
P濃度の影響は糸球体濾過値のレベルには左右されないことを示している。血清コレステ
ロールおよび収縮期血圧に関する更なる調整はハザード比を実質的に変化させず、結果は
依然として有意であった。
【０１７５】
　腎症および110ng/lより低い血漿NT-proBNPレベルを有する患者における全体的な（ログ
ランク検定, p=0.06）および心臓血管疾患（p=0.07）による死亡率は、正常アルブミン尿
群と統計的に異ならなかった（図2および3）。
【０１７６】
　米国で推奨されている125ng/lのNT-proBNPのカットオフ値を適用することにより、すべ
ての原因及び心臓血管疾患による死亡率に関する共変数調整ハザード比は僅かに変化した
に過ぎなかった（それぞれ、2.68 (1.24-5.79), p=0.01および4.09 (1.61-10.41), p=0.0
03）。
【０１７７】
　連続変数としてNT-proBNP濃度を含むCox回帰分析は、すべての原因による死亡率に関し
て、NT-proBNPのそれぞれ10倍増加についての未調整ハザード比が3.39 (2.38-4.82)（p<0
.0001）であり、共変数調整ハザード比が2.67 (1.62-4.42)（p<0.0001）であることを示
した。したがって、心臓血管疾患による死亡率に関しては、NT-proBNPのそれぞれ10倍増
加についての未調整ハザード比は3.58 (2.40-5.36)（p<0.0001）であり、共変数調整ハザ
ード比は3.32 (1.90-5.81)（p<0.0001）であった。
【０１７８】
　結論としては、上昇する循環NT-proBNPは、糖尿病性腎症における過剰な全体的および
心臓血管疾患死亡率の独立した予測因子である。NT-proBNPの測定は、利用可能な方法に
予測情報を付加し、糖尿病性腎症を有する1型糖尿病患者の管理処置の指針として役立ち
うる。
【０１７９】
実施例３
　腎症を有する1型糖尿病患者において、PlGFは年齢、性別、HbA1cおよび糸球体濾過値と
は相関しないことが判明した。尿アルブミン排泄との相関性は弱かった。腎症を有する1
型糖尿病患者においては、PlGFは何らかの原因による死亡率および心臓血管疾患による死
亡率と相関した（図6および7）。
【０１８０】
実施例４
　表4はSteno-2研究の患者におけるPlGFの分析を示す。全般的な研究計画は実施例1に記
載されている。
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【表４】

【０１８１】
実施例５
　55歳の2型糖尿病患者がかかりつけの開業医に来院した。NT-proBNP（357pg/ml）、PlGF
（11pg/ml）および遊離（すなわち、血小板非結合）sCD40L（1,2pg/ml）を測定した。こ
の患者は胸痛を訴えていない。NT-proBNP値は心疾患の存在を示している。この患者は心
臓の精密検査のために心臓病専門医に回された。ECGおよび心臓トロポニンTは正常である
。ロシグリタゾン（rosiglitazone）の投薬量を減少させ、ACEインヒビターおよび利尿剤
での治療を開始した。その後、NT-proBNPは2週間隔でモニターし、2ヶ月後に117pg/mlの
レベルに達した。さらに、心臓トロポニンTのレベルを定期的にモニターした。
【０１８２】
実施例６
　62歳の女性の2型糖尿病患者が糖尿病専門医に来院した。NT-proBNP（37pg/ml）、PlGF
（27pg/ml）および遊離sCD40L（1,0pg/ml）を測定した。NT-proBNPおよびPlGFは、細小血
管症の主要特徴を伴う心臓血管合併症の存在またはリスクを示す。VEGFを測定し、診断を
確認する。CMLおよびHbA1c（7.7％）を測定したが、それらは、不十分な血糖抑制を示す
。この患者は、定期的な運動を行うよう及び小さな損傷または低酸素症の徴候に関して四
肢を毎日点検するよう勧められた。スタチンおよびグリタゾンの投薬を開始した。グリタ
ゾンでの治療が心疾患のリスクの増加を引き起こすかどうかを調べるために、短い間隔で
NT-proBNPを測定した。治療がうまくいっているかどうかをモニターするために、PlGF、A
GE CMLおよびHbA1cを毎月測定した。
【図面の簡単な説明】
【０１８３】
【図１】全集団における中央値より低い（破線）または高いベースライン血漿NT-proBNP
濃度を有する2型糖尿病患者における最初の心臓血管イベントまでの時間のカプラン-マイ
アー（Kaplan-Meier）プロット。P値はログランク検定で求めた。Prop.w/o e，イベント
を伴わない比率；t，時間（月）；NAR，リスクを有する人数；bel.med.，中央値より低い
群；ab.med.，中央値より高い群。
【図２】全集団における中央値より低い（破線）または高いベースライン血漿NT-proBNP
濃度を有する2型糖尿病患者における心臓血管疾患による死亡またはうっ血性心不全によ
る最初の入院までの時間のカプラン-マイアー（Kaplan-Meier）プロット。P値はログラン
ク検定で求めた。Prop.w/o e，イベントを伴わない比率；t，時間（月）；NAR，リスクを
有する人数；bel.med.，中央値より低い群；ab.med.，中央値より高い群。
【図３】Steno-2研究における160人の2型糖尿病患者の集団の中央値より低い（破線）ま
たは高い血漿NT-proBNPを有する患者における追跡期間中の中央値血漿NT-proBNPレベルを
示す。conc.，濃度；t，時間（年）；ab.med.，中央値より高い群；bel.med.，中央値よ
り低い群。
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【図４】中央値（110ng/l）より高い又は低いNT-proBNP濃度を有する糖尿病性腎症患者に
おける全原因による死亡率のカプラン-マイアー（Kaplan-Meier）曲線（ログランク検定
、p<0.0001）。比較のために、正常アルブミン尿患者の曲線を細線で示す。Prop.d，死亡
率；t，追跡期間（年）；nephrop.，腎症；normalb.，正常アルブミン尿；NAR，リスクを
有する人数。
【図５】中央値（110ng/l）より高い又は低いNT-proBNP濃度を有する糖尿病性腎症患者に
おける心臓血管疾患による死亡率のカプラン-マイアー（Kaplan-Meier）曲線（ログラン
ク検定、p<0.0001）。比較のために、正常アルブミン尿患者の曲線を細線で示す。Prop.C
VD，心臓血管疾患による死亡率；t，追跡期間（年）；nephrop.，腎症；normalb.，正常
アルブミン尿；NAR，リスクを有する人数。
【図６】血漿PlGFに応じた1型糖尿病性腎症における全原因による死亡率を表すカプラン-
マイアー（Kaplan-Meier）プロット。データは実施例2に記載のとおり、Steno-1研究中に
集めた。1 - c.s.，1から累積生存率を差し引いた値；t，追跡期間（年）。
【図７】血漿PlGFに応じた1型糖尿病性腎症における心臓血管疾患による死亡率を表すカ
プラン-マイアー（Kaplan-Meier）プロット。データは実施例2に記載のとおり、Steno-1
研究中にデータを集めた。1 - c.s.CVD，心臓血管疾患による死亡率からの累積生存率を1
から差し引いた値；t，追跡期間（年）。
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【図２】

【図３】
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