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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ほ乳類における心疾患が発症する状態を検出する方法であって、
　　（ａ）対象のほ乳類由来の尿中のＮ２,Ｎ２－ジメチルグアノシンのレベルを測定し
；次いで、
　　（ｂ）測定した尿中のＮ２,Ｎ２－ジメチルグアノシンのレベルと所定の基準レベル
とを比較することを含み、ここに、測定した尿中のＮ２,Ｎ２－ジメチルグアノシンのレ
ベルが所定の基準レベル以上の場合、対象のほ乳類において、心疾患が発症している状態
または一定期間以内に心疾患が発症する状態であると決定されることを特徴とする方法。
【請求項２】
　所定の基準レベルが、複数の健常ほ乳類を含む群由来の尿中のＮ２,Ｎ２－ジメチルグ
アノシンのレベルを測定した結果から得られた群の平均値および標準偏差を基にして、次
式：

【数１】

を用いて決定された値である請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　レベルがクレアチニン尿中濃度を用いて補正した濃度である請求項１または２に記載の
方法。
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【請求項４】
　一定期間が２ヶ月である請求項１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ほ乳類における心疾患の早期診断方法に関する。より詳しくは、本発明は、
尿中のＮ２,Ｎ２－ジメチルグアノシン濃度を測定することによって、ほ乳類、特に、ヒ
トにおける心筋梗塞および狭心症のごとき心疾患を発症前に検出する方法に関する。
　また、本発明は、ほ乳類において、心疾患が発症していることを確認するための診断方
法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　心疾患は、日本において、悪性新生物に続き２番目に多い死亡原因であり、厚生労働省
人口動態統計によれば、虚血性心疾患の割合が年々増加している。虚血性心疾患は、狭心
症および心筋梗塞を含む。この疾患は、冠動脈血管中の血流が悪くなることによって心筋
に必要な酸素や栄養が供給されず、心臓の働きが低下し、ひいては心筋が壊死する状態を
いう。
【０００３】
　一般に、急性心筋梗塞が発症してから１５分後には心筋細胞が死に始め、約６時間経過
すると心筋細胞の約半数が壊死する。また、急性心筋梗塞の死亡率は２０％程度であるが
、死亡例の約６０％が発症後２時間以内、約４０％が発症後１時間以内に集中している。
　したがって、心疾患の発症前に、心疾患が発症する状態を検出し、早期に適切な治療を
行うことが必要である。
【０００４】
　狭心症および心筋梗塞のいずれの症状にも動脈硬化が大きく関連している。動脈硬化症
は、動脈壁の肥厚、弾力性の低下、内腔の狭窄を呈する動脈疾患で、発症と進展に血清脂
質が関与しており、心筋梗塞および狭心症などの冠動脈疾患における器質的狭窄を作る原
因とされている。
　特に、アテローム性動脈硬化症は、高い血清コレステロール値、低い血清ＨＤＬコレス
テロール値、高い血清ＬＤＬコレステロールおよび変性ＬＤＬ値の状態によって引き起こ
されると考えられている。したがって、これらの脂質マーカーが高脂血症、冠動脈疾患の
診断に利用されている。
【０００５】
　従来の動脈硬化の診断方法として、超音波検査、核磁気共鳴検査、脈波伝播速度測定（
特許文献１）などの機器を用いた方法、診断マーカーとして血漿中変性ＬＤＬを測定する
方法(特許文献２)があり、心疾患の早期発見の方法（特許文献３）としてスフィンゴ脂質
およびその代謝物の測定がある。
【特許文献１】特許第３５３８４０９号明細書
【特許文献２】特許第３４９１７４８号明細書
【特許文献３】特表２００２－５０４９９９号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　しかしながら、上記の従来技術によれば、高価な専用測定機器を新たに必要とし、血清
中コレステロール値、変性ＬＤＬ値、スフィンゴ脂質等の従来マーカーを測定する方法で
は、患者からの採血が必須であり、患者に苦痛を与えている。さらに、測定値が良くない
値を示しても、必ずしも心疾患になるとは限らない。
【０００７】
　そこで、本発明では、高価な専用測定機器（エコー、ＣＴ、ＭＲＩ、ＰＷＶ等）を必要
とせず、尿中の物質を測定することによって、患者に苦痛を与えることなく、心疾患の発



(3) JP 4464298 B2 2010.5.19

10

20

30

40

50

症を早期に検出する方法および心疾患が発症している状態を検出する方法を提供すること
を課題とする。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明者らは、上記課題に鑑み、鋭意研究を行った結果、動脈硬化症患者および過去に
動脈硬化症を罹患した患者のうち、尿中のＮ２,Ｎ２－ジメチルグアノシン濃度が高い患
者ほど将来心筋梗塞および狭心症などの心疾患になる危険性が有意に高い（片側Ｐ＜０．
０５）という知見を得た。
　そこで、本発明者らは、患者の尿中のＮ２,Ｎ２－ジメチルグアノシン濃度を測定する
ことで、心疾患となる可能性が高い患者を早期に診断する方法を開発した。本発明の方法
により早期診断することができる心疾患には、心筋梗塞および狭心症を含む冠動脈疾患な
どがある。
【０００９】
　本発明によれば、１または複数の健常ほ乳類由来の尿中のＮ２,Ｎ２－ジメチルグアノ
シンレベルおよび、対象のほ乳類由来の尿中のＮ２,Ｎ２－ジメチルグアノシンレベルを
一般的な手法で測定し、健常ほ乳類由来の尿中のＮ２,Ｎ２－ジメチルグアノシンレベル
を基にして決定された基準レベルと、対象のほ乳類由来の尿中のＮ２,Ｎ２－ジメチルグ
アノシンレベルとを比較することによって、対象のほ乳類が、将来心疾患を発症する可能
性が高い状態にあるかどうかを判断する。
【００１０】
　すなわち、本発明は、心疾患を発症していないほ乳類における心疾患の早期診断方法で
あって、
　　（ａ）対象のほ乳類由来の尿中のＮ２,Ｎ２－ジメチルグアノシンのレベルを測定し
；
　　（ｂ）測定した尿中のＮ２,Ｎ２－ジメチルグアノシンのレベルと所定の基準レベル
とを比較し；次いで、
　　（ｃ）測定した尿中のＮ２,Ｎ２－ジメチルグアノシンのレベルが所定の基準レベル
以上の場合、対象のほ乳類において一定期間以内に心疾患が発症する状態であると決定す
ることを特徴とする心疾患の早期診断方法を提供する。
【００１１】
　本発明において、一定期間以内に心疾患が発症する状態であると決定するための所定の
基準レベルが、複数の健常ほ乳類を含む群由来の尿中のＮ２,Ｎ２－ジメチルグアノシン
レベルを測定した結果から得られた群の平均値および標準偏差を基にして、次式：
【００１２】
【数１】

を用いて決定された値であることを特徴とする。
【００１３】
　本発明において、レベルが、クレアチニン尿中濃度を用いて補正したＮ２,Ｎ２－ジメ
チルグアノシンの尿中濃度である。
　Ｎ２,Ｎ２－ジメチルグアノシンの尿中レベルの表し方は、一定量の尿中に存在するＮ
２,Ｎ２－ジメチルグアノシン量をクレアチニン量で補正する方法、一定量の尿中に存在
するＮ２,Ｎ２－ジメチルグアノシン量をナトリウム量で補正する方法、および２４時間
あたりの総尿量に含まれるＮ２,Ｎ２－ジメチルグアノシン量などで表すことができる。
　尿中成分は、水分摂取や発汗などから大きく影響を受け、濃縮・希釈されるため、基準
となる物質を用いて、目的成分の濃度を補正する必要がある。尿中クレアチニンは、腎臓
からの排出過程において、尿細管での再吸収が少なく、比較的多量に存在するため、生理
的変動因子の影響を受けず、その尿中の存在量は、他の尿中成分とは異なり、ほぼ一定で
ある。



(4) JP 4464298 B2 2010.5.19

10

20

30

40

50

　そこで、本発明においては、Ｎ２,Ｎ２－ジメチルグアノシンの尿中濃度をクレアチニ
ン尿中濃度で補正した値（クレアチニン補正値）を用いて心疾患の診断を行う。
【００１４】
　本発明において、Ｎ２,Ｎ２－ジメチルグアノシンの尿中レベルを測定した後、心疾患
が発症する状態であると決定することができる一定期間は、好ましくは２ヶ月、より好ま
しくは６ヶ月、最も好ましくは１年以上である。
　本発明の早期診断方法によれば、心疾患が発症する少なくとも２ヶ月前に発症を予測で
きるので、予防処置を行うことによって、発症自体を回避できる可能性がある。
【００１５】
　また、本発明は、上記の早期診断方法と同一の手順により、対象のほ乳類において心疾
患が発症している状態であると決定することを特徴とする心疾患の診断方法も提供する。
【発明の効果】
【００１６】
　本発明によって、高価な専用機器を必要とすることなく、一般的な手法でＮ２,Ｎ２－
ジメチルグアノシンの尿中レベルを測定することにより、心筋梗塞および狭心症などの心
疾患を発症していない対象のほ乳類において将来心疾患が発症する可能性を早期診断する
こと、および前記尿中レベルを追跡調査することによって心疾患患者の予後の推移を予測
することが可能となった。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１７】
　本発明において、Ｎ２,Ｎ２－ジメチルグアノシンの尿中濃度の測定方法として、従来
から知られている方法、すなわち、ＨＰＬＣによる分析、ＬＣ／ＭＳ／ＭＳによる分析、
比色定量法、ＲＩＡ法および酵素免疫測定などを用いることができる。
【００１８】
　本発明において、「ほ乳類」は、好ましくはヒトである。
　本発明において、「健常ほ乳類」とは、動脈硬化症および、冠動脈疾患（狭心症および
心筋梗塞）等の心疾患のいずれにも罹患したことのないほ乳類をいい、ほ乳類がヒトであ
る場合、特に、「健常人」という。
　本発明において、「対象のほ乳類」とは、本発明の方法を適用しようとするほ乳類をい
う。本発明の方法を心疾患の早期診断方法として適用する場合、現在心疾患を発症してい
ないほ乳類が対象であり、本発明の方法を心疾患が発症しているか否かを調べる通常の診
断方法として適用する場合、心疾患の発症が不明であるほ乳類、例えば、ヒト以外の動物
や、他の疾患と診断されたが心疾患の疑いがある患者などが対象である。また、心疾患の
予後を予測するための調査に適用する場合、すでに心疾患が発症したほ乳類を対象とする
。
【実施例】
【００１９】
実施例１：健常人および心疾患患者におけるＮ２,Ｎ２－ジメチルグアノシン尿中濃度の
比較
　動脈硬化症由来の冠動脈疾患（心筋梗塞）を発症した患者（ｎ＝６）、および健常人（
ｎ＝６）から同意を得て採取した尿２００μＬをウルトラフリー０．５（ＵＦＶ５ＢＧＣ
００、Millipore Corporation）を用い、×９０００ｇにて１０分間限外濾過し（分子量
１００００）、その濾液をＨＰＬＣで測定した。
【００２０】
　ＨＰＬＣ条件：ＨＰＬＣの装置はＡｌｌｉａｎｃｅ２６９０（Waters Corporation）を
用い、カラムはＮａｖｉ Ｃ３０－５（４．６φ×２５０ｍｍ、和光純薬工業株式会社）
を用いた。カラム温度を４０℃に設定し、移動相Ａ：２ｍＭ酢酸アンモニウム（ｐＨ６．
０）および移動相Ｂ：２ｍＭ酢酸アンモニウム（ｐＨ６．０）／メタノール＝６０／４０
を用いるグラジエント分析を行った。試料５μＬを注入し、流速１．０ｍＬ／分で送液し
た。試料注入後１０分間は移動相Ａを流し、１０分後から４０分後まで１分間に移動相Ｂ
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が１％上昇する割合で直線的に濃度勾配をつけて流した。４０分後から５０分後まで移動
相Ｂが３０％の状態を保つ条件で分析し、測定波長２６０ｎｍにて検出した。
【００２１】
　ＨＰＬＣピーク面積からＮ２,Ｎ２－ジメチルグアノシンおよびクレアチニンの含有量
を決定し、それらの値から各化合物の尿中濃度を算出した。次いで、Ｎ２,Ｎ２－ジメチ
ルグアノシン尿中濃度をクレアチニン尿中濃度で除してクレアチニン補正値を得た。
【００２２】
　健常人および患者の尿から検出されたＮ２,Ｎ２－ジメチルグアノシン尿中濃度および
クレアチニン尿中濃度、ならびにクレアチニン補正値を表１および表２に示す。また、健
常人と患者との間でのクレアチニン補正値の比較を図１に示す。
【００２３】
【表１】

【００２４】
【表２】

【００２５】
　図１に示した通り、患者の尿中のＮ２,Ｎ２－ジメチルグアノシン濃度のクレアチニン
補正値は健常人のそれよりも有意に高い値を示した。
　このことから、心筋梗塞および狭心症などの心疾患患者の尿中Ｎ２,Ｎ２－ジメチルグ
アノシン濃度は健常人よりも高いことが確認された。
【００２６】
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実施例２：動脈硬化症患者の尿中Ｎ２,Ｎ２－ジメチルグアノシン濃度測定による心疾患
の早期診断
　現在心疾患を発症していない動脈硬化症の患者（ｎ＝６）および健常人（ｎ＝２８）か
ら同意を得て採取した尿２００μＬをウルトラフリー０．５（ＵＦＶ５ＢＧＣ００、Mill
ipore Corporation）を用い、×９０００ｇにて１０分間限外濾過し（分子量１００００
）、その濾液をＬＣ／ＭＳ／ＭＳで測定した。
【００２７】
　ＬＣ／ＭＳ／ＭＳ条件：ＨＰＬＣの装置はＡｌｌｉａｎｃｅ２６９５（Waters Corpora
tion）、カラムはＤｅｖｅｌｏｓｉｌ ＵＧ－５（２．０φ×１５０ｍｍ、野村化学株式
会社)を用いた。カラムを温度４０℃に設定し、移動相：０．１％ギ酸／メタノール＝９
／１を用いて分析を行った。試料５μＬを注入し、流速０．２ｍＬ／分で送液した。
　ＭＳに用いる装置はＴＳＱ ＱＵＡＮＴＵＭ（サーモエレクトロン株式会社）を用い、
モニターイオンを、プリカーサーイオン（ｍ／ｚ　３１２．１７）およびプロダクトイオ
ン（ｍ／ｚ　１８０．１７）と設定した。
【００２８】
　ＨＰＬＣピーク面積からＮ２,Ｎ２－ジメチルグアノシンおよびクレアチニンの含有量
を決定し、それらの値から各化合物の尿中濃度を算出した。次いで、Ｎ２,Ｎ２－ジメチ
ルグアノシン尿中濃度をクレアチニン尿中濃度で除してクレアチニン補正値を得た。
【００２９】
　健常人および患者の尿から検出されたＮ２,Ｎ２－ジメチルグアノシン尿中濃度のクレ
アチニン補正値を表３および表４に示す。また、健常人と患者との間でのクレアチニン補
正値の比較を図２に示す。
【００３０】
　同じ動脈硬化症患者について測定日より２ヶ月以内の心筋梗塞または狭心症の発症状況
を追跡調査した。調査結果を表４に示す。クレアチニン補正値が診断の基準ライン（健常
人の平均値＋標準偏差×１．６４：片側Ｐ＜０．０５の値）より低い患者（Ｂ８）は心筋
梗塞も狭心症も発症しなかった。一方、Ｎ２,Ｎ２－ジメチルグアノシン補正値が診断の
基準ラインより高い患者は、高頻度（７例中７例）で心筋梗塞または狭心症を発症してい
た。
【００３１】
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【表３】

【００３２】
【表４】

【００３３】
　このことから、Ｎ２,Ｎ２－ジメチルグアノシン尿中濃度のクレアチニン補正値が高い
動脈硬化症患者は、心筋梗塞および狭心症を発症する可能性が極めて高いことが分かった
。
　現実の臨床現場において、心疾患発症前の診断で、心疾患発症を５０％的中させれば、
優れた診断マーカーであるとされている。かくして、本発明の方法は優れた心疾患検出方
法であることが示された。
【産業上の利用可能性】
【００３４】
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　本発明によって、狭心症や心筋梗塞等の心疾患を発症する状態にあるかどうかを心疾患
発症前に簡便にかつ高い的中率で早期発見することが可能となった。
【図面の簡単な説明】
【００３５】
【図１】健常人および心疾患患者における尿中のＮ２,Ｎ２－ジメチルグアノシン濃度の
比較を示すグラフ。
【図２】動脈硬化症患者における尿中のＮ２,Ｎ２－ジメチルグアノシン濃度と心疾患発
症との相関を説明するグラフ。

【図１】

【図２】
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