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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　生体系における逆コレステロール輸送の第1アームの速度を決定する方法であって、
　　1種以上のアイソトープ標識された高密度リポタンパク質(HDL)粒子、アイソトープ標
識されたコレステロール分子、またはアイソトープ標識されたコレステロール前駆体を投
与された生体系由来の血漿HDLから取得された、アイソトープ標識されたコレステロール
分子のアイソトープ含量、アイソトープパターン、または、アイソトープ含量もしくはア
イソトープパターンの変化の速度を測定すること、
　　内因性の未標識コレステロールによる、アイソトープ標識されたコレステロール分子
の希釈の速度を算出して、生体系における逆コレステロール輸送の第1アームの速度を決
定すること、
を含む、前記方法。
【請求項２】
　逆コレステロール輸送の第2アームの速度を決定する方法であって、
a) 請求項１に従って、逆コレステロール輸送の第1アームの速度を決定すること；
b) 1種以上のアイソトープ標識された胆汁酸を投与された生体系より取得された、1種以
上の胆汁酸のアイソトープ含量、アイソトープパターン、または、アイソトープ含量もし
くはアイソトープパターンの変化の速度を測定すること、ここで、
　i) アイソトープ標識された胆汁酸が、前記1種以上のアイソトープ標識された高密度リ
ポタンパク質(HDL)粒子、アイソトープ標識されたコレステロール分子、もしくはアイソ
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トープ標識されたコレステロール前駆体の標識化パターンとは異なる様式で投与されてい
るか、または
　ii) アイソトープ標識された胆汁酸のアイソトープ標識が、前記1種以上のアイソトー
プ標識された高密度リポタンパク質(HDL)粒子、アイソトープ標識されたコレステロール
分子、もしくはアイソトープ標識されたコレステロール前駆体のアイソトープ標識とは異
なり；
c) 血漿HDL中のコレステロールの胆汁酸への変換の分子流速を算出して、生体系における
逆コレステロール輸送の第2アームの速度を決定すること、
を含む、前記方法。
【請求項３】
　標識された胆汁酸が、コール酸、ケノデオキシコール酸、デオキシコール酸、およびリ
ソコール酸からなる群より選択される、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　胆汁酸がコール酸である、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　1種以上のアイソトープ標識された胆汁酸のアイソトープ標識が、2H、3H、13C、14C、
または18Oである、請求項２に記載の方法。
【請求項６】
　前記アイソトープ標識が2Hである、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　1種以上のアイソトープ標識されたHDL粒子が生体系に投与されている、請求項１に記載
の方法。
【請求項８】
　1種以上のアイソトープ標識されたHDL粒子をex vivoで形成させた、請求項７に記載の
方法。
【請求項９】
　1種以上のアイソトープ標識されたHDL粒子が、血管内注入により投与されている、請求
項１に記載の方法。
【請求項１０】
　生体系がヒトである、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　生体系がげっ歯類である、請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　アイソトープ標識されたコレステロール分子がコレステロールエステルである、請求項
１に記載の方法。
【請求項１３】
　血漿HDLが、血液サンプルから取得されたものである、請求項１に記載の方法。
【請求項１４】
　コレステロール分子のアイソトープ含量、アイソトープパターン、または、アイソトー
プ含量もしくはアイソトープパターンの変化の速度を、質量分析法、NMR分光法、および
液体シンチレーション計測法からなる群より選択される方法により決定する、請求項１に
記載の方法。
【請求項１５】
　生体系においてアテローム性動脈硬化症に対する薬剤の効果を評価する方法であって、
　　請求項１に記載の方法に従って、生体系における逆コレステロール輸送の第1アーム
の速度を決定すること；
　　請求項１に記載の方法に従って前記生体系における逆コレステロール輸送の第1アー
ムの速度を決定すること、ここで、該生体系は前記薬剤を投与されたものであり、かつ前
記薬剤の生体系への投与の前後での逆コレステロール輸送の第1アームの速度における差
異が、アテローム性動脈硬化症に対する薬剤の効果を特定するものである、
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を含む、前記方法。
【請求項１６】
　前記薬剤が公知の医薬品である、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記薬剤がデオキシリボヌクレオチド分子である、請求項１５に記載の方法。
【請求項１８】
　生体系におけるアテローム性動脈硬化症に対する食事改変の効果を評価する方法であっ
て、
　　請求項１に記載の方法に従って、生体系における逆コレステロール輸送の第1アーム
の速度を決定すること；
　　請求項１に記載の方法に従って前記生体系における逆コレステロール輸送の第1アー
ムの速度を決定すること、ここで、該生体系は食事改変に供されたものであり、かつ前記
食事改変の前後での逆コレステロール輸送の第1アームの速度における差異が、生体系に
おけるアテローム性動脈硬化症に対する効果を特定するものである、
を含む、前記方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
優先権主張
　本願は、2002年9月13日に出願された60/410,352に対する優先権を主張するものであり
、これは参照によりその全体が本明細書に組み入れられるものとする。
【０００２】
発明の分野
　本発明は、コレステロール代謝の分野に関する。特に、逆コレステロール輸送を定量的
に測定するための方法を記載する。
【背景技術】
【０００３】
　アテローム性動脈硬化症、最も一般的な形態のアテローム性動脈硬化症は、大きいサイ
ズおよび中規模のサイズの動脈(例えば、冠動脈、頚動脈、および下肢動脈)、ならびに大
動脈および腸骨血管などの弾力性動脈の疾患である。アテローム、または脂質コアと線維
性キャップからなる最内部の線維脂肪プラークは特有症候的である(Robbins Pathologic 
Basis of Disease 557(Cotranら(編)、第4版、1989))。心筋梗塞および脳梗塞に対する主
要な危険因子であることに加えて、アテローム性動脈硬化症は、慢性下肢虚血および壊疽
などの医学的症状、ならびに腸間膜閉塞の原因となる。近年、冠状心疾患に由来する死亡
率が低下しているにも拘わらず、米国における全ての死亡例の約50％は依然としてアテロ
ーム性動脈硬化症によるものである(Scientific American Medicine §1(Rubensteinら(
編)、1991))。
【０００４】
　疫学的、検死、および血管造影学的研究は、血清コレステロールレベルの上昇とアテロ
ーム性動脈硬化症の発生との間の因果関係を十分に確立してきた(Levineら、Cholesterol
 Reduction In Cardiovascular Disease, N Eng J Med 332(8):512-521(1995))。それら
を危険であると同定する血漿コレステロールの単一のレベルはないが、一般的には、レベ
ルが高くなればなるほど、危険性も高くなる。しかしながら、危険性は200 mg/dlを超え
るコレステロールレベルになると有意に上昇する(Robbins Pathologic Basis of Disease
、上掲、559頁)。総コレステロールのレベルは、典型的には、望ましいもの(＜200 mg/dl
)、境界線上のもの(200～239 mg/dl)、または高いもの(≧240 mg/dl)として分類される。
低密度リポタンパク質(LDL)コレステロールの高い危険性レベルを有する患者およびアテ
ローム性動脈硬化症の少なくとも2つのさらなる危険因子(たとえば、高血圧、糖尿病、喫
煙など)を有する境界線上の危険性レベルを有する患者については、通常食事療法が推奨
される。しかしながら、食事療法は、コレステロールおよび飽和脂肪が平均より高い食事
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を摂取する患者においてのみ有効であり(Adult Treatment Panel II. National Choleste
rol Education Program: Second Report of the Expert Panel on Detection, Evaluatio
n, and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults, Circulation 89:1333-1445(1
994))、高コレステロール血症に対する遺伝的素因を有する患者においては無効であるこ
とが見出されている。持続的に高いコレステロールレベルの場合には、薬物療法を処方す
ることができる。
【０００５】
　高コレステロール血症の治療のための現在市販されている薬剤は、de novoでコレステ
ロール合成を阻害し、および／またはLDL受容体によるLDLコレステロールのクリアランス
を刺激し(例えば、ロバスタチン)、超低密度リポタンパク質(VLDL)の産生を減少させ(例
えば、ゲムフィブロジル)、もしくは小腸における胆汁酸再吸収を阻害する(例えば、コレ
スチラミン)ことによるなどの方法により働く。しかしながら、コレステロール代謝の試
験はまた、逆コレステロール輸送のプロセスにより、コレステロールを組織から除去し、
体外に排出する経路が可能になることを示している。現在では、生きている生物中で組織
から排出までの逆コレステロール輸送経路を通るコレステロールの流速を測定する方法は
知られていない。
【０００６】
　逆コレステロール輸送(RCT)は、コレステロールが体の末梢組織から肝臓へ流通および
輸送される生物学的経路である。図1に示されるように、2つのアームの経路が存在し、肝
臓外組織からのコレステロールの流出(高密度リポタンパク質(HDL)アームまたはRCTの第1
アーム)および血流から肝臓へのコレステロールの輸送(HDL後のアームまたはRCTの第2ア
ーム)により表される。結局、コレステロールは胆汁中に排出された後、最終的には体内
から排出される。RCTは、コレステロールを組織から除去することができる唯一の既知の
生物学的経路または活性な機構である。上述したように、アテローム性動脈硬化症におけ
るよく確立された役割のため、RCTは抗アテローム発生プロセスの鍵となると考えられ、
一般的には、抗アテローム発生特性および血漿の高密度リポタンパク質(HDL)画分の心血
管の危険性の低下との臨床的な相関に対する説明であると考えられる。
【０００７】
　しかしながら、HDLレベルは、現在ではRCTの分子経路の1成分のみを反映し(図1)、RCT
経路を通過するコレステロールの真の流れを必ずしも反映するわけではないと認識されて
いる。RCT経路は、肝臓外組織から血漿へのHDLによるコレステロールの輸送、次いでレシ
チン-コレステロールアシルトランスフェラーゼ(LCAT)の作用を介するIDL(中密度リポタ
ンパク質)への送達、次いで最終的にはLDL(低密度リポタンパク質)への送達を含む。その
後、LDLのうちのいくらかは、肝臓により取り込まれ、胆汁酸として小腸に排出される(Ga
nong W.F., Review of Medical Physiology 284-288(第15版、1991))。RCTの他の経路も
考えられたが、上記の順序が現在では最も優勢であると考えられる。
【０００８】
　RCT経路の分子的な詳細は、過去数年間、関心を増してきた。分子的な理解におけるこ
れらの最近の進歩の1つの重要な含意は、単離における血漿HDLc(HDL-コレステロール)レ
ベルは、HDLcの変化を担う機構に依存して、経路を通過する真の流れを反映してもしなく
てもよいという認識である。例えば、個体におけるHDLcの血漿濃度がABC(A)-1(ATP結合カ
セット輸送因子)を介する組織から、ABC(A)-Iへテロ接合体として血漿アポAI-含有粒子へ
の流れを表すならば、HDLcは有用なマーカーである。しかしながら、別の個体中のHDLcが
、HDLcの、その受容体への送達の阻害(例えば、コレステロールエステル輸送タンパク質
活性の低下、肝臓SRBI(スカベンジャー受容体BI)活性の低下に起因する)が原因で蓄積す
るとすれば、HDLcレベルはRCTを反映しないであろう。スタチンなどのapoB含有粒子の産
生および運命を変化させる介入のRCTに対する影響を考慮する場合、状況は特に複雑とな
り得る。apoB粒子はコレステロールを前方(すなわち、組織へ)ならびに逆(すなわち、肝
臓へ戻る)に運搬することができるため、個体におけるapoB粒子の実際の運命は、いかな
る血漿HDLレベルにおいてもRCTの効率に寄与し得る。それにより、HDLc濃度とRCTとの分
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離の可能性は、有効なスタチン療法の設定(またはVLDLおよびLDL粒子が肝臓に戻るのを促
進する任意の他の介入)において上昇する。
【０００９】
　RCTなどの生化学的プロセスの速度を測定することは、生化学的分子の濃度を測定する
ことより難しい。前者は反応速度論的方法を必要とするが、後者は静的測定を含む。全て
の速度は、分母に時間を含むため(例えば、移動の物理的速度についてマイル／時間と同
様に、生化学的速度についてはmg/分)、反応速度論的測定は時間の次元を含む必要がある
(すなわち、時間的手順を実行する必要がある)。典型的には、生化学的反応速度論につい
ては、目的の分子またはそれに対する前駆体を標識し、標識分子から種々の経路への標識
の流れを、時間に対して測定する。
【００１０】
　理論的には、組織コレステロールを標識して、末梢細胞からのその流出を追跡すること
ができるが、実際には、投与される標識材料がコレステロール自身であるか、またはその
生合成前駆体(例えば、14C-アセテート、3H2O、もしくは2H2O)であるか、肝臓および血液
コレステロールを同時に標識することなく非肝臓コレステロールを標識することは本質的
には不可能である。これは、いくつかの理由についての場合である：1)肝臓コレステロー
ル合成が非常に活発であり、体内のコレステロールのための標準的な標識生合成前駆体が
、肝臓中のコレステロールを不可避的に標識する；2)末梢(非肝臓)組織を排他的に標的化
する標識基質は知られていない；3)末梢組織中のコレステロールプールは非常に大きく、
向きを変えるのが遅いため、十分な標識化を達成するのに長時間(週または月)かかる；な
らびに4)コレステロールは肝臓、血液および組織間で迅速に交換するため、標識されたコ
レステロールの起源を識別し、輸送の直接的な速度を推測するのがすぐに不可能になる。
【００１１】
　これらの理由全てのために、逆コレステロール輸送の速度を測定するためのin vivoに
おける方法が必要であり、医学的治療ならびに薬剤の発見および開発にとって非常に有用
であろう。
【発明の開示】
【００１２】
発明の概要
　これらの要件を満たすために、本発明は逆コレステロール輸送の速度を決定する方法を
提供する。一態様において、逆コレステロール輸送の第1アームを生体系において決定す
ることができる。1種以上のアイソトープ標識された高密度リポタンパク質(HDL)粒子、ア
イソトープ標識されたコレステロール分子、またはアイソトープ標識されたコレステロー
ル前駆体を、標識が血漿HDL中に組み込まれるのに十分な時間、生体系に投与する。1種以
上のアイソトープ標識されたコレステロール分子を、血漿HDLから取得する。次いで、ア
イソトープの含量、アイソトープパターン、アイソトープ含量の変化の速度、またはコレ
ステロール分子のアイソトープパターンを測定する。次いで、内因性の未標識コレステロ
ールによる単離された標識コレステロール分子の希釈の速度を算出して、生体系における
逆コレステロール輸送の第1アームの速度を決定する。
【００１３】
　別の態様においては、逆コレステロール輸送の第2アームの速度を決定することができ
る。第1に、逆コレステロール輸送の第1アームの速度を、上記のように決定する。1種以
上のアイソトープ標識された胆汁酸を、アイソトープ標識されたHDL粒子、アイソトープ
標識されたコレステロール、またはアイソトープ標識されたコレステロール前駆体分子の
標識における様式とは異なる様式で、生体系に投与する。あるいは、アイソトープ標識さ
れた胆汁酸を、アイソトープ標識されたHDL粒子、アイソトープ標識されたコレステロー
ル、またはアイソトープ標識されたコレステロール前駆体分子とは異なるアイソトープを
用いて標識する。1種以上のアイソトープ標識された胆汁酸を、生体系から取得する。胆
汁酸のアイソトープ含量、アイソトープパターン、アイソトープ含量またはアイソトープ
パターンの変化の速度を測定する。血漿HDL-コレステロールを胆汁酸に変換する分子流速
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を算出して、生体系における逆コレステロール輸送の第2アームの速度を決定する。
【００１４】
　標識にとって好適な胆汁酸としては、限定されるものではないが、コール酸、ケノデオ
キシコール酸、デオキシコール酸、およびリソコール酸が挙げられる。好ましくは、胆汁
酸はコール酸である。
【００１５】
　分子、例えば、コレステロール、胆汁酸などをアイソトープ標識するための技術は、当
業界で公知である。標識に用いることができるアイソトープとしては、限定されるもので
はないが、2H、3H、13C、14C、または18Oが挙げられる。標識にとって好ましいコレステ
ロール分子は、コレステロールエステルである。
【００１６】
　別の変法では、ex vivoで再構成する代わりに、HDL粒子を、アイソトープ標識されたコ
レステロールまたはアイソトープ標識されたコレステロール前駆体を被験体に投与した後
、血漿から標識HDLを単離および精製し、異なる被験体または同じ被験体に再導入するこ
とにより、in vivoで形成させることができる。
【００１７】
　さらに、本発明の方法を適用して、アテローム性動脈硬化症に対する危険性に対する薬
剤の効果を評価することができる。一般的には、この方法は、薬剤を被験体に投与し、薬
剤の投与の前後の被験体における逆コレステロール輸送の速度を比較するか、または薬剤
を投与されなかった適合させた被験体と比較し、薬剤の投与の前後の逆コレステロール輸
送の速度における差異を算出することを含む。この薬剤は、アテローム性動脈硬化症に影
響する公知の医薬品または公知のデオキシリボ核酸分子であってよい。
【００１８】
　別の変法においては、アテローム性動脈硬化症に対する危険性に対する食事改変の効果
を、食事改変の前後の被験体における逆コレステロール輸送の速度を比較し、食事改変の
前後の逆コレステロール輸送の速度における差異を算出することにより評価する。
【００１９】
　さらに別の変法においては、逆コレステロール輸送の速度を決定するためのキットを提
供する。このキットは、標識HDL粒子、標識コレステロール、標識胆汁酸、またはその組
み合わせ、ならびにキットの使用のための説明書を含んでもよい。このキットは、必要に
応じて、標識HDL粒子、標識コレステロール前駆体、または標識胆汁酸の被験体への投与
のための道具および被験体からサンプルを回収するための器具も含んでもよい。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２０】
発明の詳細な説明
　本発明は、アイソトープ標識されたコレステロールおよび胆汁酸を用いてin vivoで逆
コレステロール輸送を定量的に測定するための生化学的試験を提供する。
【００２１】
一般的技術
　本発明の実施は、一般的には、特に指摘しない限り、当業者の技術の範囲内にある、分
子生物学、微生物学、細胞生物学、生化学、および免疫学の従来技術を用いる。そのよう
な技術は、例えば、Cell Biology: A Laboratory Notebook(J.E. Cellis(編)、1998)；Cu
rrent Protocols in Molecular Biology(F.M. Ausubelら(編)、1987)；Short Protocols 
in Molecular Biology(WileyおよびSons、1999)；Mass Isotopomer Distribution Analys
is: A Technique for Measuring Biosynthesis and Turnover of Polymers(Hellerstein
ら、Am J Physiol 263(Endocrinol Metab 26):E988-E1001(1992))；ならびにMass Isotop
omer Distribution Analysis at Eight Years: Theoretical, Analytic, and Experiment
al Considerations (Hellersteinら、Am J Physiol 276(Endocrinol Metab 39): E1146-1
170(1999))などの文献で完全に説明されている。さらに、典型的には、市販のアッセイキ
ットおよび試薬を用いる手順を、特に指摘しない限りは製造業者の規定のプロトコルに従
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って用いる。
【００２２】
定義
　本明細書において、「生体系」とは、細胞、細胞系、組織、器官、および生物を含む任
意の生きている存在を意味する。生物の例としては、任意の動物が挙げられるが、好まし
くは脊椎動物、より好ましくは哺乳動物、最も好ましくはヒトである。哺乳動物の例とし
ては、非ヒト霊長類、家畜、愛玩動物、例えば、ネコおよびイヌ、ならびに研究用動物、
例えば、マウス、ラット、ならびにヒトが挙げられる。
【００２３】
　「アイソトープ標識された基質」は、生体系において目的の分子中に組み込まれ得る任
意のアイソトープ標識された前駆体分子を含む。アイソトープ標識された基質の例として
は、限定されるものではないが、2H2O、

3H2O、
2H-グルコース、2H-標識アミノ酸、2H-標

識有機分子、13C-標識有機分子、14C-標識有機分子、13CO2、
14CO2、

15N-標識有機分子お
よび15NH3が挙げられる。
【００２４】
　「アイソトポログ(isotopologue)」は、アイソトープ相同体または同一の元素および化
学組成を有するが、アイソトープ含量が異なる分子種(例えば、上記の例ではCH3NH2とCH3
NHD)を指す。アイソトポログは、そのアイソトープ組成により定義され、従って、各アイ
ソトポログはユニークで正確な質量を有するが、ユニークな構造は有さない場合がある。
アイソトポログは通常、分子上のアイソトープの位置が異なるアイソトープ異性体(アイ
ソトポマー)のファミリーからなる(例えば、CH3NHDとCH2DNH2は同じアイソトポログであ
るが、異なるアイソトポマーである)。
【００２５】
　「アイソトープ含量」は、天然の(すなわち、アイソトープ標識された前駆体分子の投
与または接触前の)分子または分子集団における含量と比較した、分子または分子集団中
のアイソトープの含量を指す。用語「アイソトープ富化」は、本明細書においてはアイソ
トープ含量と互換的に用いられる。
【００２６】
　「アイソトープパターン」は、分子または分子集団内のアイソトープ標識の内部関係、
例えば、異なるアイソトープ含量を有する分子種の相対的な割合、分子構造内の異なる化
学座中にアイソトープ標識を有する分子の相対的割合、分子中のアイソトープの絶対含量
よりもむしろ内部パターンの他の態様を指す。
【００２７】
　「正確な質量」は、分子式中の全てのアイソトープの正確な質量を総和することにより
算出される質量を指す(例えば、CH3NHDについては、32.04847)。
【００２８】
　「名目質量」は、分子の正確な質量を四捨五入することにより得られる整数の質量を指
す。
【００２９】
　「質量アイソトポマー」は、アイソトープ組成よりもむしろ名目質量に基づいてグルー
プ化されるアイソトープ異性体のファミリーを指す。質量アイソトポマーは、アイソトポ
ログと違って、異なるアイソトープ組成の分子を含んでもよい(例えば、CH3NHD、

13CH3NH

2、CH3
15NH2は、同じ質量アイソトポマーの一部であるが、異なるアイソトポログである)

。操作上の用語では、質量アイソトポマーは、質量分析器により解像されないアイソトポ
ログのファミリーである。四極子質量分析器については、これは典型的には、質量アイソ
トポマーが名目質量を共有するアイソトポログのファミリーであることを意味する。かく
して、アイソトポログCH3NH2とCH3NHDは名目質量において異なり、異なる質量アイソトポ
マーであるとして区別されるが、アイソトポログCH3NHD、CH2DNH2、

13CH3NH2、およびCH3
15NH2は全て同じ名目質量であり、従って、同じ質量アイソトポマーである。従って、各
質量アイソトポマーは典型的には、2種以上のアイソトポログからなり、2種以上の正確な
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質量を有する。アイソトポログと質量アイソトポマーの区別は、全ての個々のアイソトポ
ログは四極子質量分析器を用いて解像されず、より高い質量解像度をもたらす質量分析器
を用いても解像することができず、質量スペクトルデータからの算出はアイソトポログよ
りもむしろ質量アイソトポマーの量について実施する必要があるため、実用上有用である
。質量が最も小さい質量アイソトポマーをM0と表す；ほとんどの有機分子については、こ
れは全て12C、1H、16O、14Nなどを含む種である。他の質量アイソトポマーは、M0とのそ
れらの質量の差異により区別される(M1、M2など)。所与の質量アイソトポマーについては
、分子内のアイソトープの位置が特定されず、それは変化してもよい(すなわち、「位置
的アイソトポマー」は区別されない)。
【００３０】
　「質量アイソトポマーエンベロープ」は、モニターされる各分子またはイオン断片と結
合したファミリーを含む質量アイソトポマーのセットを指す。
【００３１】
　「質量アイソトポマーパターン」は、分子の質量アイソトポマーの量のヒストグラムを
指す。伝統的には、このパターンは、全ての量を、最も豊富な質量アイソトポマーの量に
対して正規化した場合の相対量(％)として表される；最も豊富なアイソトポマーを100％
と言う。しかしながら、質量アイソトポマー分布分析(MIDA)などの確率分析を含む用途の
ための好ましい形態は、それぞれの種が総量に寄与する画分を用いる場合には、割合また
は画分量である。用語「アイソトープパターン」を、用語「質量アイソトポマーパターン
」と同義的に用いることができる。
【００３２】
　「モノアイソトープ質量」は、1H、12C、14N、16O、32Sなどを全て含む分子種の正確な
質量を指す。C、H、N、O、P、S、F、Cl、Br、およびIからなるアイソトポログについては
、最も小さい質量を有するアイソトポログのアイソトープ組成は、これらの元素の最も豊
富なアイソトープも質量が最も小さいため、ユニークであり、明白である。モノアイソト
ープ質量はm0と省略され、他の質量アイソトポマーの質量はm0とそれらの質量の差異によ
り同定される(m1、m2など)。
【００３３】
　「アイソトープ的に摂動した」とは、天然に量の少ないアイソトープが過剰に(富化)ま
たは不足して(枯渇)存在するかどうか、天然において最も一般的に見出される分布とは異
なるアイソトープの分布を有する元素または分子の明確な組込みから得られる元素または
分子の状態を指す。
【００３４】
　「前駆体分子」は、特定の分子の重合合成中に用いられる代謝前駆体を指す。前駆体分
子の例としては、アセチルCoA、リボ核酸、デオキシリボ核酸、アミノ酸、グルコース、
およびグリシンが挙げられる。
【００３５】
　本明細書で用いる「標識された水」は、アイソトープを含む水を指す。標識された水の
例としては、2H2O、

3H2O、およびH2
18Oが挙げられる。本明細書で用いる、用語「アイソ

トープ標識された水」は「標識された水」と互換的に用いられる。
【００３６】
　「分子流速」は、細胞、組織、もしくは生物内の分子の合成および／または分解の速度
を指す。「分子流速」はまた、分子のプールへの分子の入力または分子のプールからの分
子の除去を指し、従って、前記分子プールに出入りする流れと同義である。
【００３７】
　「薬剤」、「医薬品」および「薬理学的薬剤」は互換的に用いられ、使用されているか
、もしくは使用について認可されているか、またはヒトもしくは動物において治療剤とし
ての使用について試験もしくは考慮されている、生物学的プロセスに対して有用または有
用である可能性を有する治療作用を有する化学的存在または生物学的薬剤(例えば、遺伝
子配列、ポリもしくはモノクローナル抗体、サイトカイン、ホルモンなど)を指す。薬剤
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としては、限定されるものではないが、例えば、The Merck Indexの第13版(米国の刊行物
、Whitehouse Station, N.J., USA)に開示された任意の化合物または組成物が挙げられ、
これはその全体が参照により本明細書に組み入れられるものとする。「公知の薬剤」は、
米国においてヒトにおける薬剤としての治療的使用について認可されている薬剤または化
学的存在を指す。
【００３８】
　「目的の分子」は、限定されるものではないが、コレステロール、コレステロール誘導
体、胆汁酸、胆汁酸誘導体、アミノ酸、炭水化物、脂肪酸、ペプチド、糖、脂質、核酸、
ポリヌクレオチド、グリコサミノグリカン、ポリペプチド、または生体系内の代謝経路内
に存在するタンパク質などの任意の分子を意味する。
【００３９】
　「個体」は、脊椎動物、好ましくは哺乳動物、より好ましくはヒトである。用語「被験
体」は、本明細書においては「個体」と互換的に用いられる。
【００４０】
　「生物学的分子」は、組織または個体中で合成される任意の分子を指す。生物学的分子
は、限定されるものではないが、総細胞タンパク質のセット、ゲノムDNA、ミトコンドリ
アDNA、メッセンジャーRNA、またはリボソームRNAなどの分子クラスを指してもよい。あ
るいは、生物学的分子は、特定のタンパク質(例えば、アポリポタンパク質)もしくは特定
のポリヌクレオチド配列(例えば、アポリポタンパク質をコードするポリヌクレオチド)な
どの、特定の構造的特徴または配列を有する特定の分子であってもよい。
【００４１】
　本明細書で用いる、「危険性のある」個体は、疾患状態または生理状態に発展する可能
性が、危険性のない個体よりも高いと考えられる個体である。「危険性のある」個体は、
疾患もしくは生理状態を示唆する検出可能な症候を有しても有さなくてもよく、また本明
細書に開示される治療方法(例えば、治療的介入)の前に検出可能な疾患を示していてもい
なくてもよい。「危険性のある」とは、個体が1つ以上のいわゆる危険因子を有するとい
うことである。1つ以上のこれらの危険因子を有する個体は、これらの危険因子を有さな
い個体よりも、1種以上の疾患または生理状態に発展する可能性が高い。これらの危険因
子としては、限定されるものではないが、1種以上の疾患、関連する症状、もしくは病理
に発展する家族員の履歴、以前の疾患の病歴、年齢、性別、人種、食事、前兆となる疾患
の存在、遺伝子的(すなわち、遺伝的)考慮、および環境への曝露などが挙げられる。
【００４２】
　「精製する」とは、他の類似化合物の混合物のうちの1種以上の成分を取り出す方法を
指す。例えば、「タンパク質またはペプチドを精製する」とは、タンパク質またはペプチ
ドの混合物中の1種以上のタンパク質またはペプチドから、タンパク質またはペプチドを
取り出すことを指す。
【００４３】
　「単離する」とは、化合物の混合物から、ある化合物を分離することを指す。例えば、
「タンパク質またはペプチドを単離する」とは、1種以上のタンパク質またはペプチドの
混合物中の他のタンパク質またはペプチド全てから、1種の特定のタンパク質またはペプ
チドを分離することを指す。
【００４４】
　「生物学的サンプル」は、組織または個体から得られる任意のサンプルを包含する。こ
の定義は、最小的に侵襲的または非侵襲的な手法(例えば、尿採集、血液吸引、針による
吸引、および最小の危険性、不快性もしくは努力を含む他の手順)によるサンプリングを
介して個体からアクセス可能である、血液および生物起源の他の液体サンプルを包含する
。生物学的サンプルは、試薬による処理、可溶化、またはタンパク質もしくはポリヌクレ
オチドなどの特定成分の富化など、その入手後に任意の方法で操作されたサンプルを含む
。用語「生物学的サンプル」はまた、血清、血漿、他の生物流体、または組織サンプルな
どの臨床サンプルも包含し、また培養物、細胞上清および細胞溶解物中の細胞も含む。
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【００４５】
　「生物流体」としては、限定されるものではないが、尿、血液、間質液、浮腫液、唾液
、涙、炎症滲出液、滑液、膿瘍、蓄膿もしくは他の感染した液体、脳脊髄液、汗、肺分泌
物(痰)、精液、糞便、胆汁、間質分泌物、または他の生物流体が挙げられる。
【００４６】
逆コレステロール輸送の測定方法
　本発明は、標識されたコレステロールの流れの代わりに、組織から血流および／または
血漿HDLから胆汁酸への非標識コレステロールの流れを測定することにより、in vivoで逆
コレステロール輸送(RCT)を決定するための方法を提供する。
【００４７】
　一態様において、本発明は、1種以上のアイソトープ標識された高密度リポタンパク質(
HDL)粒子、アイソトープ標識されたコレステロール分子、またはアイソトープ標識された
コレステロール前駆体を、生体系に投与することにより逆コレステロール輸送の第1アー
ムの速度を決定することに向けられる。第2の態様において、本発明は、RCTの第1アーム
の速度を決定し、1種以上のアイソトープ標識された胆汁酸を投与して、血漿コレステロ
ールの胆汁酸への変換(RCTの第2アーム)の分子流速を決定することにより、逆コレステロ
ール輸送の第2アームの速度を決定することに向けられる。一般的には、この方法を、哺
乳動物の被験体、好ましくはヒトにおいて実行する。哺乳動物としては、限定されるもの
ではないが、霊長類、家畜、狩猟用動物、ネコおよびイヌなどの愛玩動物、モルモット、
ウサギ、マウス、ならびにラットが挙げられる。
【００４８】
I. 生体系における逆コレステロール輸送の第1アームの速度の決定
　一態様においては、逆コレステロール輸送の第1アームの速度を、生体系において決定
することができる。1種以上のアイソトープ標識された高密度リポタンパク質(HDL)粒子、
アイソトープ標識されたコレステロール分子、またはアイソトープ標識されたコレステロ
ール前駆体を、標識が血漿HDL中に組み込まれるのに十分な時間、生体系に投与する。1種
以上のアイソトープ標識されたコレステロール分子を、血漿HDLから取得する。次いで、
コレステロール分子のアイソトープ含量、アイソトープパターン、アイソトープ含量また
はアイソトープパターンの変化の速度を測定する。次いで、内因性の非標識コレステロー
ルによる、単離された標識コレステロール分子の希釈速度を算出して、生体系における逆
コレステロール輸送の第1アームの速度を決定する。
【００４９】
A. アイソトープ標識された高密度リポタンパク質(HDL)粒子、アイソトープ標識されたコ
レステロール分子、またはアイソトープ標識されたコレステロール前駆体の投与
　アイソトープ標識された高密度リポタンパク質(HDL)粒子、アイソトープ標識されたコ
レステロール分子、またはアイソトープ標識されたコレステロール前駆体を、限定される
ものではないが、経口、非経口、皮下、静脈、および腹膜内投与などの種々の方法により
、生体系に投与することができる。
【００５０】
　典型的には、アイソトープ標識されたHDL粒子を、例えば、アポリポタンパク質AIと、
卵ホスファチジルコリン、遊離2H6-コレステロール、およびコール酸とを1:80:8:80の比
でインキュベートすることにより、ex vivo(被験体の外で)で形成させる。他の好適な範
囲を、過度に実験することなく、当業者には公知の手順を用いる試行錯誤により決定する
ことができる。好ましい実施形態においては、次いで、血漿画分またはレシチン-コレス
テロール-アシル-トランスフェラーゼ活性を含む精製酵素ならびにホスファチジルコリン
を運搬するための血清アルブミンを加えた後、それぞれ、サイズ排除クロマトグラフィー
および透析などの技術により、該酵素およびコール酸を除去する。一般的には、再構成さ
れたHDL粒子を、混合により形成することができる。ex vivoでコレステロール-標識HDL粒
子を形成する他の方法は、公知であるか、または当業者により容易に決定することができ
る。
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【００５１】
　アイソトープ標識されたコレステロールまたはアイソトープ標識されたコレステロール
の前駆体を被験体に投与した後、血漿から標識HDLを取得することにより、HDL粒子をin v
ivoで標識することができる。アイソトープを用いるコレステロールおよびコレステロー
ル前駆体の標識化は、当業界で公知の方法により実行することができる。in vitroまたは
in vivoでコレステロールを標識するのに用いることができるアイソトープとしては、限
定されるものではないが、2H、3H、13C、14C、または18Oが挙げられる。標識化にとって
好適なコレステロール分子としては、遊離コレステロール、コレステロールエーテル、お
よびコレステロールエステルが挙げられる。好ましい変法においては、コレステロールエ
ステルを標識する。
【００５２】
　アイソトープ標識された高密度リポタンパク質(HDL)粒子、アイソトープ標識されたコ
レステロール分子、またはアイソトープ標識されたコレステロール前駆体を、連続的また
は反復的に投与することができる。投与は様々な方法で達成することができる。投与は連
続的または反復的に達成することができる。アイソトープ標識された高密度リポタンパク
質(HDL)粒子、アイソトープ標識されたコレステロール分子、またはアイソトープ標識さ
れたコレステロール前駆体を、非連続的に投与することもできる。非連続的な標識方法に
ついては、投与を1回以上行った後、投与を中止し、体内の前駆体プールから、標識され
投与された粒子または分子の洗浄を起こさせる。
【００５３】
　典型的には、本発明の方法は哺乳動物、好ましくはヒトの被験体で行われる。哺乳動物
としては、限定されるものではないが、霊長類、家畜、狩猟用動物、マウスおよびラット
が挙げられる。
【００５４】
　一般的には、アイソトープ標識されたHDL粒子、アイソトープ標識されたコレステロー
ル、またはアイソトープ標識された前駆体を、所定の容量およびアイソトープ濃度で好適
な担体中で投与する(特定の比活性を得るため)。好適な担体としては、生理食塩溶液、ト
リグリセリド乳液およびイントラリピドが挙げられる。典型的には、アイソトープ濃度は
、例えば、ボーラスまたは維持投与として与えられるかどうかなどの目的に応じて変化す
る。アイソトープ標識されたHDL粒子、アイソトープ標識されたコレステロール、または
アイソトープ標識された前駆体を、HDL-コレステロリン血漿中の安定状態レベルを達成す
るのに十分な時間に渡って投与する。
【００５５】
B. 血漿HDLからのアイソトープ標識されたコレステロールの取得
　標識されたHDL粒子、コレステロール、またはコレステロール前駆体分子の投与の後、
生物学的サンプルを取得する。生物学的サンプルのHDL画分からアイソトープ標識された
コレステロールを、当業界で公知の技術により取得し、部分精製し、または単離する。
【００５６】
　生物学的サンプリングの頻度は、種々の因子に応じて変化し得る。そのような因子とし
ては、限定されるものではないが、生物学的サンプルの性質、サンプリングの容易性およ
び安全性、生物学的速度定数およびコレステロールの代謝回転速度、ならびに被験体また
は個体に投与する薬剤の半減期が挙げられる。
【００５７】
　標識されたコレステロールを、高圧液体クロマトグラフィー(HPLC)、高速液体クロマト
グラフィー(FPLC)、化学的抽出、薄層クロマトグラフィー、ガスクロマトグラフィー、ゲ
ル電気泳動、および／もしくは当業者に公知の他の分離方法などの従来の精製方法により
、精製、部分精製するか、または必要に応じて、単離することもできる。
【００５８】
　別の実施形態においては、アイソトープ標識されたコレステロールを、加水分解または
他の手段で分解して、より小さい分子を形成させることができる。加水分解方法としては
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、限定されるものではないが、化学的加水分解(酸加水分解など)および生化学的分解など
の、当業界で公知の任意の方法が挙げられる。加水分解または分解を、コレステロールの
精製および／または単離の前または後に行うことができる。また、コレステロールを、高
性能液体クロマトグラフィー(HPLC)、高速液体クロマトグラフィー(FPLC)、ガスクロマト
グラフィー、ゲル電気泳動、および／または当業者には公知の化学的および／もしくは生
化学的化合物の任意の他の分離方法により、部分精製するか、または必要に応じて、単離
してもよい。
【００５９】
　コレステロールを誘導体化することもできる。例えば、コレステロールを、そのTMS誘
導体に誘導体化した後、検出することができる。
【００６０】
　コレステロール分子を取得し、精製し、および単離する方法は、例えば、Cell Biology
: A Laboratory Notebook(J.E. Cellis(編)、1998)；Current Protocols in Molecular B
iology (F.M. Ausubelら(編)、1987)；Short Protocols in Molecular Biology (Wileyお
よびSons、1999)、ならびに当業界で公知の他の資料に見出すことができる。
【００６１】
C. アイソトープ標識されたコレステロール分子のアイソトープ含量、アイソトープパタ
ーン、アイソトープ含量またはアイソトープパターンの変化の速度の測定
　次いで、アイソトープ標識されたコレステロール分子のアイソトープ含量、アイソトー
プパターン、アイソトープ含量またはアイソトープパターンの変化の速度を決定する。ア
イソトープ標識されたコレステロール分子のアイソトープ含量、アイソトープパターン、
アイソトープ含量またはアイソトープパターンの変化の速度は、限定されるものではない
が、質量分析法、核磁気共鳴(NMR)分光法、液体シンチレーション計測法などの方法また
は当業界で公知の他の方法により決定することができる。コレステロールのアイソトープ
含量、アイソトープパターン、アイソトープ含量またはアイソトープパターンの変化の速
度を直接的に測定することもできるし、またはコレステロールを化学的もしくは生化学的
に改変した後に分析することもできる。
【００６２】
1. 質量分析法
　アイソトープ標識されたコレステロール分子のアイソトープ富化を、限定されるもので
はないが、ガスクロマトグラフィー-質量分析(GC-MS)、アイソトープ比質量分析、GC-ア
イソトープ比-燃焼-MS、GC-アイソトープ比-ピロライシス-MS、液体クロマトグラフィー-
MS、電子スプレーイオン化-MS、フライト-MSのマトリックス援用レーザー脱着-時間、フ
ーリエ-トランスフォーム-イオン-サイクロトロン-共鳴-MS、およびサイクロイド-MSなど
の質量分析法などの様々な方法により決定することができる。
【００６３】
　質量分析器は、分子を急速に移動性気体イオンに変換し、その質量-電荷比に基づいて
それらを分離するものである。かくして、イオン、またはイオン断片のアイソトープまた
はアイソトポログの分布を用いて、複数の分子におけるアイソトープ富化を測定すること
ができる。
【００６４】
　一般的には、質量分析器は、イオン化手段と質量分析装置とを含む。いくつかの異なる
型の質量分析装置が当業界で公知である。これらのものとしては、限定されるものではな
いが、磁気セクター分析装置、電子スプレーイオン化、四極子、イオントラップ、フライ
ト質量分析装置の時間、およびフーリエトランスフォーム分析装置が挙げられる。
【００６５】
　質量分析器はまた、いくつかの異なるイオン化方法を含んでもよい。これらのものとし
ては、限定されるものではないが、電子衝突、化学的イオン化、およびフィールドイオン
化などの気相イオン化源、ならびにフィールド脱着、高速原子衝突、マトリックス援用レ
ーザー脱着／イオン化、および表面増強レーザー脱着／イオン化などの脱着源が挙げられ
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る。
【００６６】
　さらに、まず2種以上の質量分析装置を組み合わせて(MS/MS)前駆体イオンを分離した後
、気相断片イオンを分離および測定することができる。これらの器具は、分子のイオン断
片の最初のシリーズを生成した後、最初のイオンの第2の断片を生成するものである。得
られる重複配列は、数分(＋コンピューターの分析時間)以内の単一の質量スペクトル分析
に基づいて、「パズルのピース(pieces of the puzzle)」上を一緒につなぐことにより、
タンパク質の配列決定を完了させる。
【００６７】
　質量分析法により作成されたMS/MS断片化パターンおよび正確な分子質量決定は、分子
の化学組成に関するユニークな情報を提供する。1回の質量スペクトル分析走査により、
未知の分子を数分以内に同定することができる。新たに利用可能となった化学的断片化パ
ターンのライブラリーは、ほぼ確実性をもって複雑な混合物の成分を同定する機会を提供
する。
【００６８】
　別のイオン化方法も当業界で公知である。1つの鍵となる進歩は、巨大な、非揮発性の
巨大分子のイオン化のための技術の開発であった。この型の技術は、電子スプレーイオン
化(ESI)およびマトリックス援用レーザー脱着／イオン化(MALDI)を含んでいた。これらに
より、MSと液体クロマトグラフィーおよびキャピラリーゾーン電気泳動などの強力なサン
プル分離導入技術とを組み合わせて適用することが可能となった。
【００６９】
　さらに、質量分析器を、ガスクロマトグラフィー(GC)および高性能液体クロマトグラフ
ィー(HPLC)などの分離手段と組み合わせることができる。ガスクロマトグラフィー質量分
析(GC/MS)においては、ガスクロマトグラフィーに由来するキャピラリーカラムを、必要
に応じてジェット分離器を用いて、質量分析器と直接組み合わせる。そのような用途にお
いては、ガスクロマトグラフィー(GC)カラムは、サンプル気体混合物からサンプル成分を
分離し、分離された成分をイオン化し、質量分析器中で化学的に分析する。
【００７０】
　GC/MSを用いて有機分子の質量アイソトポマー量を測定する場合、アイソトープ標識さ
れた水からの水素標識されたアイソトープの組込みを、有機分子中に組み込まれる水素原
子の数に応じて、3～7倍に増幅する。
【００７１】
　一般的には、コレステロールまたはコレステロール誘導体の基線質量アイソトポマー頻
度分布を決定するために、そのようなサンプルを、アイソトープ標識された前駆体の注入
前に取得する。そのような測定は、目的の分子の質量アイソトポマーの天然の頻度を、細
胞、組織または生物中で確立する1つの手段である。細胞、組織または生物が、類似した
環境履歴を有する被験体の集団の一部である場合、集団アイソトポマー頻度分布を、その
ようなバックグラウンド測定に用いることができる。さらに、アイソトープの既知の平均
天然量を用いて、そのような基線アイソトポマー頻度分布を評価することができる。例え
ば、天然では、有機炭素中に存在する13Cの天然量は1.11％である。そのようなアイソト
ポマー頻度分布を決定する方法を以下に考察する。典型的には、目的の分子のサンプルを
、被験体へのアイソトープ標識された分子の投与の前後に取得し、アイソトポマー頻度に
ついて分析する。
【００７２】
D. アイソトープ標識されたコレステロール分子の希釈速度の算出
　投与後のアイソトープ標識されたコレステロール分子のアイソトープ含量、アイソトー
プパターン、アイソトープ含量またはアイソトープパターンの変化の速度を、投与前のHD
L粒子またはコレステロール前駆体のアイソトープ標識されたコレステロール分子のアイ
ソトープ含量、アイソトープパターン、アイソトープ含量またはアイソトープパターンの
変化の速度と比較して、未標識コレステロールによる標識されたコレステロールの希釈率
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を算出する。希釈方程式は当業界で公知であり、例えば、Hellersteinら(1992)、上掲に
より記載されている。次いで、希釈速度を用いて、RCTの第1アームに対応する、HDLへの
組織コレステロールの分子流速を決定する。
【００７３】
　血漿コレステロールの希釈速度を、標識されたコレステロールの注入速度から、未標識
コレステロールの注入速度を減算することにより、直接決定することができる。
【００７４】

【００７５】
II. 生体系における逆コレステロール輸送の第2アームの分子流速の決定
　別の態様において、本発明は第1に逆コレステロール輸送の第1アームの速度を決定し、
第2に逆コレステロール輸送の第2アームの速度を決定することに向けられる。
【００７６】
A. RCTの第1アームの速度の決定
　RCTの第2アームの速度を決定するために、RCTの第1アームの速度を上記のように決定す
る。逆コレステロール輸送の第2アームの速度も、以下のように決定する。
【００７７】
B. 1種以上のアイソトープ標識された胆汁酸の投与
　1種以上のアイソトープ標識された胆汁酸を、アイソトープ標識されたHDL粒子、アイソ
トープ標識されたコレステロール、またはアイソトープ標識されたコレステロール前駆体
分子の標識を投与する様式とは異なる様式で、生体系に投与する。あるいは、アイソトー
プ標識された胆汁酸は、アイソトープ標識されたHDL粒子、アイソトープ標識されたコレ
ステロール、またはアイソトープ標識されたコレステロール前駆体とは異なるアイソトー
プ標識を有する。1種以上のアイソトープ標識された胆汁酸を生体系から取得し、胆汁酸
のアイソトープ含量、アイソトープパターン、アイソトープ含量またはアイソトープパタ
ーンの変化の速度を測定する。血漿HDL-コレステロールの胆汁酸への変換の分子流速を算
出して、生体系における逆コレステロール輸送の第2アームの速度を決定し、それにより
生体系における逆コレステロール輸送の速度を決定する。
【００７８】
　好適なアイソトープ標識された胆汁酸としては、コール酸、ケノデオキシコール酸、デ
オキシコール酸、およびリソコール酸が挙げられる。好ましい標識胆汁酸は、コール酸お
よびケノデオキシコール酸である。胆汁酸を標識するのに用いることができるアイソトー
プとしては、限定されるものではないが、2H、3H、13C、14C、または18Oが挙げられる。
【００７９】
　投与する胆汁酸を、HDL、コレステロール、またはコレステロール前駆体を標識するの
に用いられるアイソトープ標識とは異なるアイソトープ標識を用いて標識する。あるいは
、胆汁酸を、HDL、コレステロール、またはコレステロール前駆体と同じアイソトープを
用いるが、胆汁酸を、コレステロールまたはコレステロール前駆体を標識するのに用いら
れる様式と区別できる様式(例えば、異なる時間、パルス、停止対継続および当業者には
公知の他の区別可能な特徴)で標識する。
【００８０】
　アイソトープ標識された胆汁酸を、アイソトープ標識されたHDL粒子、アイソトープ標
識されたコレステロール、もしくはアイソトープ標識されたコレステロール前駆体と同時
に、または別々に投与することができる。アイソトープ標識された胆汁酸を、所定の容量
およびアイソトープ濃度で(特定の比活性を得るため)好適な担体中で投与する。好適な担
体としては、生理食塩溶液、トリグリセリド乳液およびイントラリピドが挙げられる。典
型的には、アイソトープ濃度は、ボーラスまたは維持投与として与えられるかどうかなど
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、目的に応じて変化する。標識されたHDL粒子、標識されたコレステロール、または標識
されたコレステロール前駆体と同様、アイソトープ標識された胆汁酸を、目的の分子中で
安定状態レベルを達成するのに十分な時間に渡って投与する。
【００８１】
　標識された胆汁酸の被験体への投与は、経口または非経口経路、例えば、静脈内注入ま
たは皮下、筋肉内、もしくは腹腔内注入によるものであってよい。
【００８２】
　胆汁酸を取得し、アイソトープ含量、アイソトープパターン、アイソトープ含量の変化
の速度、またはアイソトープパターンの変化の速度を、コレステロールについて上記した
ように算出することができる。
【００８３】
　標識された胆汁酸を、標識されたHDLと一緒に被験体に投与する場合、標識されたコレ
ステロールを、当業界で公知の技術により生物学的サンプル中の胆汁酸から取得する。本
明細書に記載されるように、投与された胆汁酸のアイソトープ標識は、投与されたHDLの
ものとは区別できる。
【００８４】
D. アイソトープ標識された胆汁酸のアイソトープ含量、アイソトープパターン、アイソ
トープ含量またはアイソトープパターンの変化の速度の測定
　次いで、単離された胆汁酸のアイソトープ富化を、投与されたHDL粒子および投与され
た胆汁酸の両方から決定し、投与前のHDL粒子および胆汁酸のアイソトープ含量と比較す
る。HDLコレステロールから胆汁酸への寄与および未標識コレステロールによる胆汁中の
標識されたコレステロールへの胆汁酸の希釈(全体の流れ)を算出する。この様式では、RC
Tの第2アームの速度(HDLcから胆汁酸；図1)を算出することができる。
【００８５】
1. 相対的および絶対的質量アイソトポマー量の測定
　測定された質量スペクトルのピーク高、またはあるいは、ピーク下面積を、親(ゼロ質
量のアイソトープ)アイソトポマーに対する比として表すことができる。サンプル中のア
イソトポマーの量に関する相対値および絶対値を提供する任意の計算方法を、本発明の目
的のために、そのようなデータを記述するのに用いることが理解される。
【００８６】
2. 目的の分子の標識：未標識比率の算出
　次いで、標識された目的の分子と未標識の目的の分子との比率を算出する。実行者はま
ず、分子の単離されたアイソトポマー種に関する測定された過剰のモル比を決定する。次
いで、実行者は、測定された過剰比の内部パターンと、理論的パターンとを比較する。そ
のような理論的パターンは、米国特許第5,338,686号、同第5,910,403号および同第6,010,
846号(これらはその全体が参照により本明細書に組み入れられるものとする)に記載のよ
うな二項または多項分布関係を用いて算出することができる。この計算は、質量アイソト
ポマー分布分析(MIDA)を含んでもよい。質量アイソトポマー分布分析(MIDA)コンビナトリ
アルアルゴリズムの変動を、当業者には公知のいくつかの異なる資料において考察する。
この方法はさらに、HellersteinおよびNeese(1999)、ならびにChinkesら(1996)、ならび
にKelleherおよびMasterson(1992)、および米国特許出願第10/279,399号(これらは全てそ
の全体が参照により本明細書に組み入れられるものとする)により考察されている。
【００８７】
　上記の参考文献に加えて、前記方法を実行する計算ソフトウェアが、University of Ca
lifornia, BerkeleyのMarc Hellerstein教授から公共的に利用可能である。
【００８８】
　過剰モル比と理論的パターンとの比較を、目的の分子について作成された表を用いて、
または決定された関係を用いて図式的に実行することができる。これらの比較から、前駆
体サブユニットプール中のサブユニットの質量アイソトープ富化の確率を記述するp値な
どの値を決定する。次いで、この富化を用いて、全てのアイソトポマーが新たに合成され
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た場合、存在すると期待されるアイソトポマー過剰比を示す、各質量アイソトポマーにつ
いての新たに合成された分子の富化を記述する、AX

*値などの値を決定する。
【００８９】
　次いで、画分量を算出する。個々のアイソトープ(元素について)または質量アイソトポ
マー(分子について)の画分量は、その特定のアイソトープまたは質量アイソトポマーによ
り表される画分の総量である。これは、最も豊富な種に100の値を与え、他の全ての種を1
00に対して正規化し、相対量(％)として表す場合、相対量と区別される。質量アイソトポ
マーMXについて、

であり、式中、0～nは量が起こる最も小さい質量(M0)質量アイソトポマーに対する名目質
量の範囲である。
【００９０】

であり、式中、下付きのeは富化されていることを指し、bは基線または天然量を指す。
【００９１】
　前駆体投与の期間中に実際に新たに合成された分子の画分を決定するために、測定され
た過剰モル比(EMX)を、全てのアイソトポマーが新たに合成された場合、存在すると期待
されるアイソトポマー過剰比を示す、各質量アイソトポマーについての新たに合成された
生体高分子(biopolymer)の富化を記述する、算出された富化値AX

*と比較する。
【００９２】
E. HDLコレステロールから胆汁酸への変換の分子流速の算出
　合成速度の決定方法は、分子前駆体プール中に存在する質量アイソトープ標識されたサ
ブユニットの比率を算出し、この比率を用いて、少なくとも1種の質量アイソトープ標識
されたサブユニットを含む目的の分子の期待される頻度を算出することを含む。次いで、
この期待される頻度を、実際の、実験的に決定された目的の分子のアイソトポマー頻度と
比較する。これらの値から、選択された取り込み期間中に添加されたアイソトープ標識さ
れた前駆体から合成される目的の分子の比率を決定することができる。かくして、そのよ
うな時間中の合成速度を決定することもできる。
【００９３】
　次いで、前駆体-生成物関係を適用して、アイソトープ標識されたHDL、アイソトープ標
識されたコレステロール、またはアイソトープ標識されたコレステロール前駆体に由来す
る標識された胆汁酸の割合を決定することができる。連続的な標識方法については、アイ
ソトープ富化を、漸近的(すなわち、最大の可能性)富化と比較し、速度パラメータ(例え
ば、合成速度)を、前駆体-生成物式から算出する。画分合成速度(ks)を、連続的標識を適
用することにより、前駆体-生成物式：
ks＝[-ln(1-f)]/t
(式中、f＝画分合成＝生成物富化／漸近的前駆体／富化であり、t＝試験する系において
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接触の標識投与の時間である)
により決定することができる。
【００９４】
　非連続的標識方法については、アイソトープ富化における減少速度を算出し、目的の分
子の速度パラメータを、指数崩壊式から算出する。崩壊速度定数(kd)を、指数的または他
の速度崩壊曲線：
kd＝[-ln f]/t
に基づいて算出することができる。
【００９５】
　アイソトープ標識された胆汁酸の希釈速度を、例えば、下記式：

などの当業界で公知の式により算出することができる。
【００９６】
　RCTの第2アームの速度を、例えば、下記式：
第2アームの速度＝コレステロール由来の胆汁(％)×胆汁代謝回転速度
などの、当業界で公知の式に従って、コレステロール由来の胆汁酸(％)と生体系における
希釈速度とを乗算することにより算出することができる。
【００９７】
逆コレステロール輸送(RCT)の速度の決定の使用
　本発明の方法を、種々の目的に用いることができる。第1に、この方法を用いて、被験
体における第1および第2アームRCTの速度を決定することができる。次に、この速度を用
いて、アテローム発生に対する種々の因子の効果を評価することができる。
【００９８】
　例えば、1つの変法においては、前記方法を用いて、アテローム性動脈硬化症に対する
薬剤の効果を評価することができる。薬剤を被験体に投与した後、薬剤の投与の前後に被
験体における第1アームまたは第2アームのRCTの速度を比較することができる。被験体は
アテローム性動脈硬化症を有していても有していなくてもよい。候補薬剤の効果を、該薬
剤の投与の前後に測定された速度における変化(例えば、増加、減少、または差異なし)に
より決定することができる。この薬剤は、RCTの第1および／または第2アームに影響し得
る公知の医薬品またはデオキシリボ核酸分子であってよい。
【００９９】
　別の変法においては、前記方法を用いて、アテローム性動脈硬化症に対する食事改変の
効果を評価することができる。上記のものと同様、この効果を、食事改変の前後に決定さ
れたRCTの第1および／または第2アームの速度における変化(例えば、増加、減少、または
差異なし)により決定する。
【０１００】
　さらなる変法においては、本発明は、本発明の方法を実施するためのキットを提供する
。このキットを、標識HDL粒子、標識コレステロール、標識胆汁酸、またはその組合せな
どの成分を、アイソトープ濃度を変化させて、および所定の容量で含有するように形成す
ることができる。さらに、このキットを、キット構成要素の使用のための説明書およびコ
レステロール希釈の計算方法に関する説明書と共にパッケージ化するのが好ましい。
【０１０１】
　標識HDL粒子、標識コレステロール、または標識胆汁酸の投与のための道具(例えば、測
定カップ、針、シリンジ、ピペット、IVチューブ)などの他のキット構成要素を、必要に
応じて該キット中に提供することができる。同様に、被験体からサンプルを取得するため
の器具(例えば、標本カップ、針、シリンジ)も、必要に応じて提供することができる。
【０１０２】
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　本発明の方法を用いて、逆コレステロール輸送を決定することができることを示すため
に、以下の実施例を提供する。当業者であれば、特定の実施形態が例示および記載された
が、それらは本発明を限定することを意図しないことを認識できるであろう。
【実施例】
【０１０３】
実施例1
動物モデルにおける逆コレステロール輸送の測定
　図2は、ラットモデルなどの動物モデルを含む実験において用いられる実験プロトコル
を示す。注入カテーテルを、ラットの頸静脈中に外科的に配置した後、24時間回復させる
。[2H4]-BAおよび[1-13C1]-アセテートのIVボーラスを与えた後、HDL-[2H6]C-E(コレステ
ロールエステル)の一定IV注入を行う。血液サンプルを2時間後に取得し、24時間後に屠殺
する。屠殺の際に、糞便も回収する。
【０１０４】
　次いで、血液および糞便サンプルからコレステロールを取得する。次いで、各サンプル
において、コレステロールをそのTMS誘導体に誘導体化し、質量分析法により測定する。
逆コレステロール合成の第1アームの速度を算出する。
【０１０５】
実施例2
マウスモデルにおける逆コレステロール輸送の測定
　図2は、ラットモデルなどの動物モデルを含む実験において用いられる実験プロトコル
を示す。注入カテーテルを、ラットの頸静脈中に外科的に配置した後、24時間回復させる
。[2H4]-BAおよび[1-13C1]-アセテートのIVボーラスを与えた後、HDL-[2H6]C-E(コレステ
ロールエステル)の一定IV注入を行う。血液サンプルを2時間後に取得し、24時間後に屠殺
する。屠殺の際に、糞便も回収する。
【０１０６】
　次いで、血液および糞便サンプルからコレステロールを取得する。次いで、各サンプル
において、コレステロールをそのTMS誘導体に誘導体化し、質量分析法により測定する。
胆汁酸も取得し、誘導体化し、質量分析法により測定する。コレステロール測定値に基づ
いて、逆コレステロール輸送の第1アームの速度を算出する。胆汁酸測定値に基づいて、
逆コレステロール輸送の第2アームの速度を算出する。
【０１０７】
　出願人は、いかなる未請求の主題を放棄もまたは公共用に提供もしていない。
【図面の簡単な説明】
【０１０８】
【図１】図1は、逆コレステロール輸送経路を示す。
【図２】図2は、逆コレステロール輸送の速度を決定するためのプロトコルを示す時間表
である。
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