
(57)【要約】

驚くべきことに本発明者らは、血小板が、血管新生制御

因子を隔絶し、およびそれらの分解を防止することを発

見した。従って血小板中の血管新生制御因子のレベルを

分析することにより、血管新生活性を、例え早期であっ

ても検出することが現在可能である。血管新生活性の変

化をモニタリングすることにより、癌または他の血管新

生性疾患もしくは障害の存在を予測することができる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 個 体 に お い て 血 管 新 生 性 疾 患 ま た は 障 害 を 検 出 す る 方 法 ：
　 a.第 一 の 時 点 で 該 個 体 か ら 血 小 板 を 単 離 す る 工 程 ；
　 b.該 血 小 板 を 、 少 な く と も 1種 の 正 の ま た は 少 な く と も 1種 の 負 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ
ベ ル に つ い て 分 析 す る 工 程 ；
　 c.第 二 の 時 点 で 該 個 体 か ら 血 小 板 を 単 離 す る 工 程 で あ り 、 該 第 二 の 時 点 は 、 該 第 一 の 時
点 よ り も 後 で あ る 工 程 ；
　 d.該 第 二 の 時 点 由 来 の 該 血 小 板 を 、 少 な く と も 1種 の 正 の ま た は 少 な く と も 1種 の 負 の 血
管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル に つ い て 分 析 す る 工 程 ； お よ び
　 e.第 一 の 時 点 の 該 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル を 、 該 第 二 の 時 点 の 該 血 管 新 生 制 御 因 子 の
レ ベ ル と 比 較 す る 工 程 で あ り 、 こ こ で 該 第 二 の 時 点 の 血 小 板 中 の 該 少 な く と も 1種 の 正 の
血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル の 増 加 、 ま た は 該 第 二 の 時 点 の 血 小 板 中 の 該 少 な く と も 1種 の
負 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル の 減 少 が 、 血 管 新 生 性 疾 患 ま た は 障 害 の 指 標 で あ る 工 程 。
【 請 求 項 ２ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 個 体 に お い て 癌 を 検 出 す る 方 法 ：
　 a.第 一 の 時 点 で 該 個 体 か ら 血 小 板 を 単 離 す る 工 程 ；
　 b.該 血 小 板 を 、 少 な く と も 1種 の 正 の ま た は 少 な く と も 1種 の 負 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ
ベ ル に つ い て 分 析 す る 工 程 ；
　 c.第 二 の 時 点 で 該 個 体 か ら 血 小 板 を 単 離 す る 工 程 で あ り 、 該 第 二 の 時 点 は 、 該 第 一 の 時
点 よ り も 後 で あ る 工 程 ；
　 d.該 第 二 の 時 点 の 該 血 小 板 を 、 少 な く と も 1種 の 正 の ま た は 少 な く と も 1種 の 負 の 血 管 新
生 制 御 因 子 の レ ベ ル に つ い て 分 析 す る 工 程 ； お よ び
　 e.第 一 の 時 点 の 該 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル を 、 該 第 二 の 時 点 の 該 血 管 新 生 制 御 因 子 の
レ ベ ル と 比 較 す る 工 程 で あ り 、 こ こ で 該 第 二 の 時 点 の 血 小 板 中 の 該 少 な く と も 1種 の 正 の
血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル の 増 加 、 ま た は 該 第 二 の 時 点 の 血 小 板 中 の 該 少 な く と も 1種 の
負 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル の 減 少 が 、 癌 の 指 標 で あ る 工 程 。
【 請 求 項 ３ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 血 管 新 生 性 疾 患 ま た は 障 害 に 罹 患 し た 個 体 を 処 置 す る 方 法 ：
　 a.第 一 の 時 点 で 該 個 体 か ら 血 小 板 を 単 離 す る 工 程 ；
　 b.該 血 小 板 を 、 少 な く と も 1種 の 正 の ま た は 少 な く と も 1種 の 負 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ
ベ ル に つ い て 分 析 す る 工 程 ；
　 c.第 二 の 時 点 で 該 個 体 か ら 血 小 板 を 単 離 す る 工 程 で あ り 、 該 第 二 の 時 点 は 、 該 第 一 の 時
点 よ り も 後 で あ る 工 程 ；
　 d.該 第 二 の 時 点 の 該 血 小 板 を 、 少 な く と も 1種 の 正 の ま た は 少 な く と も 1種 の 負 の 血 管 新
生 制 御 因 子 の レ ベ ル に つ い て 分 析 す る 工 程 ；
　 e.第 一 の 時 点 の 該 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル を 、 該 第 二 の 時 点 の 該 血 管 新 生 制 御 因 子 の
レ ベ ル と 比 較 す る 工 程 で あ り 、 こ こ で 該 第 二 の 時 点 の 血 小 板 中 の 該 少 な く と も 1種 の 正 の
血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル の 増 加 、 ま た は 該 第 二 の 時 点 の 血 小 板 中 の 該 少 な く と も 1種 の
負 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の 減 少 が 、 血 管 新 生 性 疾 患 ま た は 障 害 の 指 標 で あ る 工 程 ； お よ び
　 f.血 管 新 生 性 疾 患 ま た は 障 害 を 有 す る こ と が 示 さ れ た 個 体 に 療 法 を 投 与 す る 工 程 。
【 請 求 項 ４ 】
　 以 下 の 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 ：
　 (g)第 三 の 時 点 で 該 個 体 か ら 血 小 板 を 単 離 す る 工 程 で あ り 、 該 第 三 の 時 点 で が 、 該 第 二
の 時 点 よ り も 後 、 お よ び 療 法 開 始 後 で あ る 、 工 程 ；
　 (h)該 第 三 の 時 点 の 該 血 小 板 を 、 少 な く と も 1種 の 正 の ま た は 少 な く と も 1種 の 負 の 血 管
新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル に つ い て 分 析 す る 工 程 ； お よ び
　 (i)第 二 の 時 点 の 該 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル を 、 該 第 三 の 時 点 の 該 血 管 新 生 制 御 因 子
の レ ベ ル と 比 較 す る 工 程 で あ り 、 こ こ で 該 第 二 の 時 点 の レ ベ ル と 比 較 し た 、 該 第 三 の 時 点
の 血 小 板 中 の 該 少 な く と も 1種 の 正 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル の 減 少 、 ま た は 該 第 三 の
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時 点 の 血 小 板 中 の 該 少 な く と も 1種 の 負 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル の 増 加 が 、 有 効 な 処
置 の 指 標 で あ る 工 程 。
【 請 求 項 ５ 】
　 血 小 板 が 、 血 液 試 料 か ら 単 離 さ れ る 、 請 求 項 1、 2、 ま た は 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ６ 】
　 正 の 血 管 新 生 制 御 因 子 が 、 VEGF-A(VPC)、 VEGF-C、 bFGF、 HGF、 ア ン ギ オ ポ イ エ チ ン -1、
PDGF、 EGF、 IGF-1、 IGF BP-3、 BDNF、 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ (MMP)、 ビ ト ロ
ネ ク チ ン 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 、 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 、 ヘ パ ラ ナ ー ゼ お よ び ス フ ィ ン ゴ シ ン -1 P
O 4 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1、 2、 ま た は 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 負 の 血 管 新 生 制 御 因 子 が 、 PF-4、 ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン -1お よ び 2、 HGFの NK1、 NK2、 NK3
断 片 、 TGF-β -1、 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン (ア ン ギ オ ス タ チ ン )、 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 活 性 化 因 子 イ
ン ヒ ビ タ ー 1、 α -2ア ン チ プ ラ ス ミ ン お よ び そ れ ら の 断 片 、 α -2マ ク ロ グ ロ ブ リ ン 、 組 織
メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー (TIMP)、 β -ト ロ ン ボ グ ロ ブ リ ン 、 エ ン ド ス タ チ ン (ed
ostatin)、 タ ム ス タ チ ン 、 お よ び 可 溶 性 VEGFR2か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1、 2、
ま た は 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 血 小 板 が 、 タ ン パ ク 質 ア レ イ 、 ELISA、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 表 面 増 強 レ ー ザ ー 脱 離 イ
オ ン 化 分 光 法 (SELDI)、 お よ び 質 量 分 析 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 方 法 を 用 い 、 少 な く と
も 1種 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の 存 在 に つ い て 分 析 さ れ る 、 請 求 項 1、 2、 ま た は 3の い ず れ か 一
項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 個 体 が 、 癌 に 対 す る 遺 伝 的 素 因 を 有 す る 、 請 求 項 1、 2、 ま た は 3の い ず れ か 一 項 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 癌 に 対 す る 遺 伝 的 素 因 が 、 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 の 変 異 で あ る 、 請 求 項 9記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 が 、 BRCA1、 BRCA2、 p53、 p10、 LKB1、 MSH2お よ び WT1か ら な る 群 よ り 選
択 さ れ る 、 請 求 項 10記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 個 体 が 、 癌 ま た は 血 管 新 生 性 疾 患 も し く は 障 害 に つ い て 以 前 に 処 置 さ れ て い る 、 請 求 項
1、 2、 ま た は 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 個 体 が 、 健 常 で 無 病 の 個 体 で あ る と 考 え ら れ る 、 請 求 項 1、 2、 ま た は 3の い ず れ か 一 項
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 第 二 の 時 点 が 、 該 第 一 の 時 点 の 少 な く と も 1ヶ 月 後 で あ る 、 請 求 項 1、 2、 ま た は 3の い ず
れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 第 二 の 時 点 が 、 該 第 一 の 時 点 の 少 な く と も 2ヶ 月 後 で あ る 、 請 求 項 1、 2、 ま た は 3の い ず
れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 第 二 の 時 点 が 、 該 第 一 の 時 点 の 少 な く と も 6ヶ 月 後 で あ る 、 請 求 項 1、 2、 ま た は 3の い ず
れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 第 二 の 時 点 が 、 該 第 一 の 時 点 の 少 な く と も 10ヶ 月 後 で あ る 、 請 求 項 1、 2、 ま た は 3の い
ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 第 二 の 時 点 が 、 該 第 一 の 時 点 の 少 な く と も 1年 後 で あ る 、 請 求 項 1、 2、 ま た は 3の い ず れ
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か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 癌 が 、 胃 腸 癌 、 前 立 腺 癌 、 卵 巣 癌 、 乳 癌 、 頭 部 お よ び 頸 部 の 癌 、 肺 癌 、 非 小 細 胞 肺 癌 、
神 経 系 の 癌 、 腎 臓 癌 、 網 膜 癌 、 皮 膚 癌 、 肝 臓 癌 、 膵 臓 癌 、 生 殖 -泌 尿 器 癌 、 お よ び 膀 胱 癌
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1、 2、 ま た は 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 療 法 が 、 血 管 新 生 イ ン ヒ ビ タ ー 、 化 学 療 法 、 放 射 線 療 法 、 お よ び 外 科 的 切 除 か ら な る 群
よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 血 管 新 生 イ ン ヒ ビ タ ー が 、 ア ン ギ オ ス タ チ ン 、 ベ バ シ ズ マ ブ (ア バ ス チ ン )、 ア レ ス テ ン
、 カ ン ス タ チ ン (Canstatin)、 カ プ ロ ス タ チ ン (Caplostatin)、 コ ン ブ レ タ ス タ チ ン 、 エ ン
ド ス タ チ ン 、 NM-3、 ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン 、 タ ム ス タ チ ン 、 2-メ ト キ シ エ ス ト ラ ジ オ ー ル 、
ビ タ キ シ ン 、 ZD 1839(イ レ ッ サ )、 ZD6474、 OSI774(タ ル セ バ )、 CI1033、 PKI1666、 IMC225
(エ ル ビ タ ッ ク ス )、 PTK787、 SU6668、 SU11248、 ハ ー セ プ チ ン 、 お よ び IFN-α 、 CELEBREX(
登 録 商 標 )(セ レ コ キ シ ブ )、 THALOMID(登 録 商 標 )(サ リ ド マ イ ド )、 お よ び IFN-α か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 20記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 血 管 新 生 性 疾 患 ま た は 障 害 が 、 網 膜 症 、 糖 尿 病 性 網 膜 症 、 黄 斑 変 性 、 再 狭 窄 、 炎 症 疾 患
、 関 節 炎 、 関 節 リ ウ マ チ 、 乾 癬 、 ク ロ ー ン 病 、 良 性 腫 瘍 、 血 管 腫 、 神 経 線 維 腫 、 お よ び 肉
芽 腫 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 2お よ び 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 個 体 に お け る 血 管 新 生 性 疾 患 ま た は 障 害 を 検 出 す る 方 法 ：
　 a.個 体 か ら 血 小 板 を 単 離 す る 工 程 ；
　 b.該 血 小 板 を 、 少 な く と も 1種 の 正 の ま た は 少 な く と も 1種 の 負 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ
ベ ル に つ い て 分 析 す る 工 程 ；
　 c.個 体 由 来 の 該 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル を 、 標 準 由 来 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル と
比 較 す る 工 程 で あ り 、 こ こ で 標 準 と 比 較 し た 、 個 体 由 来 の 血 小 板 中 の 該 少 な く と も 1種 の
正 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル の 増 加 、 ま た は 個 体 由 来 の 血 小 板 中 の 該 少 な く と も 1種 の
負 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の 減 少 が 、 血 管 新 生 性 疾 患 ま た は 障 害 の 存 在 の 指 標 で あ る 工 程 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 血 管 新 生 性 疾 患 ま た は 障 害 を 有 す る こ と が 示 さ れ た 個 体 に 療 法 を 投 与 す る 工 程 を さ ら に
含 む 、 請 求 項 23記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 血 管 新 生 性 疾 患 ま た は 障 害 が 、 胃 腸 癌 、 前 立 腺 癌 、 卵 巣 癌 、 乳 癌 、 頭 部 お よ び 頸 部 の 癌
、 肺 癌 、 非 小 細 胞 肺 癌 、 神 経 系 の 癌 、 腎 臓 癌 、 網 膜 癌 、 皮 膚 癌 、 肝 臓 癌 、 膵 臓 癌 、 生 殖 -
泌 尿 器 癌 、 膀 胱 癌 、 網 膜 症 、 糖 尿 病 性 網 膜 症 、 黄 斑 変 性 、 再 狭 窄 、 炎 症 疾 患 、 関 節 炎 、 関
節 リ ウ マ チ 、 乾 癬 、 ク ロ ー ン 病 、 良 性 腫 瘍 、 血 管 腫 、 神 経 線 維 腫 お よ び 肉 芽 腫 か ら な る 群
よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 23記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 個 体 に お け る 抗 -血 管 新 生 療 法 の 有 効 性 の 確 度 を 決 定 す る 方 法 ：
　 a.第 一 の 時 点 で 個 体 か ら 血 小 板 を 単 離 す る 工 程 ；
　 b.該 血 小 板 を 、 少 な く と も 1種 の 正 の ま た は 少 な く と も 1種 の 負 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ
ベ ル に つ い て 分 析 す る 工 程 ；
　 c.該 個 体 へ 抗 血 管 新 生 療 法 を 投 与 す る 工 程 ；
　 d.第 二 の 時 点 で 該 個 体 か ら 血 小 板 を 単 離 す る 工 程 で あ り 、 該 第 二 の 時 点 は 、 該 第 一 の 時
点 よ り も 後 、 お よ び 療 法 開 始 後 で あ る 工 程 ；
　 e.該 第 二 の 時 点 の 該 血 小 板 を 、 少 な く と も 1種 の 正 の ま た は 少 な く と も 1種 の 負 の 血 管 新
生 制 御 因 子 の レ ベ ル に つ い て 分 析 す る 工 程 ； お よ び
　 f.第 一 の 時 点 の 該 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル を 、 該 第 二 の 時 点 の 該 血 管 新 生 制 御 因 子 の
レ ベ ル と 比 較 す る 工 程 で あ り 、 こ こ で 該 第 二 の 時 点 の 血 小 板 中 の 該 少 な く と も 1種 の 正 の
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血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル の 減 少 、 ま た は 該 第 二 の 時 点 の 血 小 板 中 の 該 少 な く と も 1種 の
負 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の 増 加 が 、 有 効 な 処 置 の 指 標 で あ る 工 程 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 血 小 板 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル を 調 整 す る 試 験 療 法 の 有 効 性 を
決 定 す る 方 法 ：
　 a.第 一 の 時 点 で 宿 主 か ら 血 小 板 を 単 離 す る 工 程 ；
　 b.該 血 小 板 を 、 少 な く と も 1種 の 正 の ま た は 少 な く と も 1種 の 負 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ
ベ ル に つ い て 分 析 す る 工 程 ；
　 c.該 宿 主 へ 試 験 療 法 を 投 与 す る 工 程 ；
　 d.第 二 の 時 点 で 該 宿 主 か ら 血 小 板 を 単 離 す る 工 程 で あ り 、 該 第 二 の 時 点 は 、 該 第 一 の 時
点 よ り も 後 、 お よ び 試 験 療 法 開 始 後 で あ る 工 程 ；
　 e.該 第 二 の 時 点 の 該 血 小 板 を 、 少 な く と も 1種 の 正 の ま た は 少 な く と も 1種 の 負 の 血 管 新
生 制 御 因 子 の レ ベ ル に つ い て 分 析 す る 工 程 ； お よ び
　 f.第 一 の 時 点 の 該 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル を 、 該 第 二 の 時 点 の 該 血 管 新 生 制 御 因 子 の
レ ベ ル と 比 較 す る 工 程 で あ り 、 こ こ で 該 第 二 の 時 点 の 血 小 板 中 の 該 少 な く と も 1種 の 正 の
血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル の 減 少 、 ま た は 該 第 二 の 時 点 の 血 小 板 中 の 少 な く と も 1種 の 負
の 血 管 新 生 制 御 因 子 の 増 加 が 、 血 小 板 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル の 調 整 に お け る 試 験 療
法 の 有 効 性 の 指 標 で あ る 工 程 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 ど の 血 管 新 生 制 御 因 子 が 調 整 さ れ た か を 決 定 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 27記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 血 管 新 生 性 疾 患 ま た は 障 害 の 血 小 板 レ ジ ス タ ま た は プ ロ フ ァ イ ル を
作 製 す る 方 法 ：
　 a.公 知 の 血 管 新 生 性 疾 患 ま た は 障 害 を 伴 う 第 一 群 (血 管 新 生 群 )お よ び 血 管 新 生 性 疾 患 ま
た は 障 害 を 伴 わ な い 第 二 群 (対 照 群 )の 、 二 つ の 個 体 群 か ら 、 血 小 板 を 単 離 す る 工 程 ；
　 b.血 管 新 生 群 お よ び 対 照 群 由 来 の 該 血 小 板 を 、 血 小 板 会 合 バ イ オ マ ー カ ー の レ ベ ル に つ
い て 分 析 す る 工 程 ；
　 c.各 群 の 各 血 小 板 会 合 バ イ オ マ ー カ ー の 平 均 レ ベ ル を 算 出 す る 工 程 ；
　 d.各 群 の バ イ オ マ ー カ ー を 評 価 し 、 差 異 を 決 定 す る 工 程 ； お よ び
　 e.特 定 の 血 管 新 生 性 疾 患 ま た は 障 害 に 関 す る 血 小 板 レ ジ ス タ を 作 製 す る 工 程 で あ り 、 こ
こ で こ の レ ジ ス タ は 、 対 照 群 と 比 較 し て 、 血 管 新 生 群 に お い て 異 な る よ う に 発 現 さ れ た バ
イ オ マ ー カ ー の 一 覧 で あ る 工 程 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 血 管 新 生 性 疾 患 ま た は 障 害 が 、 胃 腸 癌 、 前 立 腺 癌 、 卵 巣 癌 、 乳 癌 、 頭 部 お よ び 頸 部 の 癌
、 肺 癌 、 非 小 細 胞 肺 癌 、 神 経 系 の 癌 、 腎 臓 癌 、 網 膜 癌 、 皮 膚 癌 、 肝 臓 癌 、 膵 臓 癌 、 生 殖 -
泌 尿 器 癌 、 膀 胱 癌 、 網 膜 症 、 糖 尿 病 性 網 膜 症 、 黄 斑 変 性 、 再 狭 窄 、 炎 症 疾 患 、 関 節 炎 、 関
節 リ ウ マ チ 、 乾 癬 、 ク ロ ー ン 病 、 良 性 腫 瘍 、 血 管 腫 、 神 経 線 維 腫 お よ び 肉 芽 腫 か ら な る 群
よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 28記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 個 体 に お け る 血 管 新 生 性 疾 患 ま た は 障 害 を 検 出 す る 方 法 ：
　 a.第 一 の 時 点 で 個 体 か ら 血 小 板 を 単 離 す る 工 程 ；
　 b.該 血 小 板 を 、 少 な く と も 1種 の 血 小 板 会 合 バ イ オ マ ー カ ー の レ ベ ル に つ い て 分 析 す る
工 程 ；
　 c.第 二 の 時 点 で 該 個 体 か ら 血 小 板 を 単 離 す る 工 程 で あ り 、 該 第 二 の 時 点 は 、 該 第 一 の 時
点 よ り も 後 で あ る 工 程 ；
　 d.該 第 二 の 時 点 の 該 血 小 板 を 、 少 な く と も 1種 の 血 小 板 会 合 バ イ オ マ ー カ ー の レ ベ ル に
つ い て 分 析 す る 工 程 ； お よ び
　 e.第 一 の 時 点 の 血 小 板 会 合 バ イ オ マ ー カ ー の レ ベ ル を 、 該 第 二 の 時 点 の 血 小 板 会 合 バ イ
オ マ ー カ ー の レ ベ ル と 比 較 す る 工 程 で あ り 、 こ こ で 該 第 二 の 時 点 の 血 小 板 中 の 該 血 小 板 会
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合 バ イ オ マ ー カ ー の レ ベ ル の 増 加 ま た は 減 少 が 、 血 管 新 生 性 疾 患 ま た は 障 害 の 指 標 で あ る
工 程 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 血 管 新 生 性 疾 患 ま た は 障 害 を 有 す る こ と が 示 さ れ た 個 体 に 療 法 を 投 与 す る 工 程 を さ ら に
含 む 、 請 求 項 31記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 血 管 新 生 性 疾 患 ま た は 障 害 が 、 胃 腸 癌 、 前 立 腺 癌 、 卵 巣 癌 、 乳 癌 、 頭 部 お よ び 頸 部 の 癌
、 肺 癌 、 非 小 細 胞 肺 癌 、 神 経 系 の 癌 、 腎 臓 癌 、 網 膜 癌 、 皮 膚 癌 、 肝 臓 癌 、 膵 臓 癌 、 生 殖 -
泌 尿 器 癌 、 膀 胱 癌 、 網 膜 症 、 糖 尿 病 性 網 膜 症 、 黄 斑 変 性 、 再 狭 窄 、 炎 症 疾 患 、 関 節 炎 、 関
節 リ ウ マ チ 、 乾 癬 、 ク ロ ー ン 病 、 良 性 腫 瘍 、 血 管 腫 、 神 経 線 維 腫 お よ び 肉 芽 腫 か ら な る 群
よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 31記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 療 法 で 処 置 さ れ て い る 血 管 新 生 性 疾 患 ま た は 障 害 を 有 す る 個 体 に お
け る 療 法 の 有 効 性 を モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 ：
　 a.第 一 の 時 点 で 、 血 管 新 生 性 疾 患 ま た は 障 害 に つ い て 処 置 さ れ て い る 個 体 か ら 血 小 板 を
単 離 す る 工 程 ；
　 b.該 血 小 板 を 、 少 な く と も 1種 の 血 小 板 会 合 バ イ オ マ ー カ ー の レ ベ ル に つ い て 分 析 す る
工 程 ；
　 c.第 二 の 時 点 で 該 個 体 か ら 血 小 板 を 単 離 す る 工 程 で あ り 、 該 第 二 の 時 点 は 、 該 第 一 の 時
点 よ り も 後 で あ る 工 程 ；
　 d.該 第 二 の 時 点 の 該 血 小 板 を 、 少 な く と も 1種 の 血 小 板 会 合 バ イ オ マ ー カ ー の レ ベ ル に
つ い て 分 析 す る 工 程 ； お よ び
　 e.第 一 の 時 点 の 血 小 板 会 合 バ イ オ マ ー カ ー の レ ベ ル を 、 該 第 二 の 時 点 の 血 小 板 会 合 バ イ
オ マ ー カ ー の レ ベ ル と 比 較 す る 工 程 で あ り 、 こ こ で 該 第 二 の 時 点 か ら の 血 小 板 中 の 該 血 小
板 会 合 バ イ オ マ ー カ ー の レ ベ ル の 増 加 ま た は 減 少 が 、 有 効 な 療 法 の 指 標 で あ る 工 程 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 出 願 は 、 2004年 4月 26日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 仮 出 願 第 60/565,286号 、 2004年 8月 2日
に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 仮 出 願 第 60/598,387号 、 2004年 9月 13日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 仮 出
願 第 60/609,692号 、 2004年 12月 3日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 仮 出 願 第 60/633,027号 、 お よ び 2
004年 12月 6日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 仮 出 願 第 60/633,613号 の 、 米 国 特 許 法 119条 (e)項 の 下
で の 恩 典 を 請 求 す る も の で あ り 、 こ れ ら の 出 願 は 全 体 が 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ
て い る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 血 管 新 生 は 、 組 織 へ と 新 た に 発 生 す る 血 管 の 成 長 に 関 連 す る 組 織 血 管 化 の プ ロ セ ス で あ
り 、 お よ び 脈 管 新 生 (neo-vascularization)と も 称 さ れ る 。 血 管 は 、 そ れ に よ り 酸 素 お よ
び 栄 養 素 が 生 存 組 織 へ 供 給 さ れ 、 か つ 老 廃 物 が 生 存 組 織 か ら 除 去 さ れ る 手 段 で あ る 。 適 切
で あ る な ら ば 、 血 管 新 生 は 、 重 要 な 生 物 学 的 プ ロ セ ス で あ る 。 例 え ば 血 管 新 生 は 、 再 生 、
発 生 お よ び 創 傷 修 復 に 必 須 で あ る 。 逆 に 不 適 切 な 血 管 新 生 は 、 負 の 結 果 に 働 く 。 例 え ば 固
形 腫 瘍 が 脈 管 化 さ れ た 後 の み 、 血 管 新 生 の 結 果 と し て 、 腫 瘍 に 十 分 な 酸 素 お よ び 栄 養 素 が
供 給 さ れ 、 腫 瘍 が 迅 速 に 成 長 し 転 移 す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 血 管 新 生 -依 存 性 疾 患 は 、 脈 管 成 長 を 必 要 と す る か ま た は 誘 導 す る 疾 患 で あ る 。 こ の よ
う な 疾 患 は 、 医 学 的 処 置 が 求 め ら れ る 全 疾 患 の か な り の 部 分 を 占 め 、 こ れ は 、 免 疫 お よ び
非 -免 疫 性 の 炎 症 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ お よ び 乾 癬 の よ う な 炎 症 障 害 、 糖 尿 病 性 網 膜 症 、 血
管 新 生 緑 内 障 、 再 狭 窄 、 ア テ ロ ー ム 斑 お よ び 骨 粗 鬆 症 に お け る 毛 細 血 管 増 殖 の よ う な 不 適
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切 ま た は 都 合 の 悪 い 血 管 侵 襲 に 関 連 し た 障 害 、 な ら び に 固 形 腫 瘍 、 固 形 腫 瘍 転 移 、 血 管 線
維 腫 、 水 晶 体 後 線 維 増 殖 症 、 血 管 腫 、 カ ポ ジ 肉 腫 な ど の 腫 瘍 性 腸 を 支 援 す る た め に 脈 管 新
生 が 必 要 な 癌 に 関 連 し た 障 害 を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Folkmanに よ る 最 近 の 検 証 に お い て 、 40お よ び 50代 の 全 女 性 の 1/3よ り も 多 く が 、 乳 房 に
発 生 部 位 内 腫 瘍 (in-situ tumor)を 有 す る と 推 定 さ れ た 。 こ の よ う な 腫 瘍 は 、 体 内 で 休 眠
状 態 (dormant)に あ り 、 あ っ た と し て も 乳 癌 と 診 断 さ れ る こ と は 稀 で あ る 。 男 性 の 前 立 腺
癌 に 関 し て 、 同 様 の 現 象 が 存 在 す る と 考 え ら れ る 。 こ の よ う な デ ー タ を 鑑 み 、 癌 は 二 つ の
異 な る 相 を 有 す る と 定 義 す る こ と が で き る ： (1)正 常 細 胞 を 癌 性 細 胞 へ 悪 性 転 換 す る 変 異
の 獲 得 、 お よ び 発 生 部 位 内 腫 瘍 の 形 成 ； な ら び に 、 (2)血 管 新 生 性 表 現 型 へ の ス イ ッ チ 、
そ れ に よ り 発 生 部 位 内 腫 瘍 に 新 た な 血 管 が 供 給 さ れ 、 迅 速 な 腫 瘍 成 長 お よ び 転 移 を 支 持 す
る (Nature, Vol.427, Feb. 26, 2004, p.787(非 特 許 文 献 1))。 血 管 新 生 が ス イ ッ チ す る 前
に 、 す な わ ち 発 生 部 位 内 腫 瘍 の 形 成 時 に 、 腫 瘍 を 検 出 す る 方 法 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 血 管 新 生 は 、 毛 細 血 管 の 成 長 速 度 に 影 響 を 及 ぼ す 様 々 な 正 お よ び 負 の 作 用 因 子 の 分 子 の
間 の バ ラ ン ス に よ り 駆 動 さ れ る 。 今 日 ま で に 、 様 々 な 血 管 新 生 お よ び 抗 -血 管 新 生 因 子 が
ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 お よ び 公 知 で あ る (Leung et al., Science. 246:1306-9, 1989(非 特
許 文 献 2)； Ueno et al., Biochem Biophys Acta. 1382:17-22, 1998(非 特 許 文 献 3)； Miya
zono et al., Prog Growth Factor Res. 3:207-17, 1991(非 特 許 文 献 4))。 血 管 内 皮 増 殖
因 子 (VEGF)お よ び ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン -1(TSP-1)は 、 最 も よ く 研 究 さ れ た 二 つ で あ る 。 VEG
Fは 、 TSP-1に 対 抗 す る 血 管 新 生 因 子 で あ り 、 こ れ は 抗 -血 管 新 生 分 子 と し て 機 能 す る (Tusz
ynski et al., Bioessays. 18:71-6, 1996(非 特 許 文 献 5)； Dameron, et al, Science. 26
5:1582-4, 1994(非 特 許 文 献 6))。 正 常 な 血 管 成 長 は 、 こ の よ う な 反 対 因 子 の バ ラ ン ス の と
れ た お よ び 調 和 さ れ た 発 現 に よ り 生 じ る 。 正 常 な 血 管 成 長 か ら 制 御 さ れ な い 血 管 成 長 へ の
ス イ ッ チ は 、 血 管 新 生 刺 激 因 子 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン ま た は 血 管 新 生 阻 害 因 子 の ダ ウ
ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン に よ り 生 じ 、 こ の こ と は 血 管 新 生 プ ロ セ ス は 、 こ れ ら の 対 向 す る 因 子
の ぐ ら つ き に よ り 密 に 調 節 さ れ る こ と を 示 唆 し て い る (Bouck et al., Adv Cancer Res. 6
9:135-74, 1996(非 特 許 文 献 7))。 例 え ば 腫 瘍 組 織 に お い て 、 血 管 新 生 性 表 現 型 へ の ス イ ッ
チ は 、 新 生 物 形 成 性 表 現 型 へ の 進 行 前 の 個 別 の 工 程 と し て 生 じ 、 後 生 的 (epigenetic)ま た
は 遺 伝 的 変 化 に 連 結 し て い る (Hanahan et al., Cell. 86:353-64, 1996(非 特 許 文 献 8))。
こ の 理 論 を 裏 付 け る も の と し て 、 VEGFの mRNA発 現 は 、 活 性 化 さ れ た ras癌 遺 伝 子 を 発 現 し
て い る 侵 攻 性 腫 瘍 細 胞 株 に お い て ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ る (Rak et al., Neoplasia
. 1:23-30, 1999(非 特 許 文 献 9))。 反 対 に 、 VEGFの 転 写 は 、 変 異 体 ras対 立 遺 伝 子 の 破 壊 後
、 こ れ ら の 同 じ 腫 瘍 細 胞 株 に お い て ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ 、 そ の 結 果 VEGF発 現 を 排
除 し 、 こ れ ら の 細 胞 が 、 イ ン ビ ボ に お い て 腫 瘍 形 成 す る こ と を 不 可 能 に す る (Stiegler et
 al, J Cell Physiol. 179:233-6, 1999(非 特 許 文 献 10))。 血 管 新 生 性 表 現 型 へ の ス イ ッ
チ は 、 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 p53の 失 活 に も 関 連 し て い る (Holmgren et al., Oncogene. 17:819-
24, 1998(非 特 許 文 献 11))。 反 対 に 、 欠 失 さ れ た p16で あ る 細 胞 株 は 、 野 生 型 サ イ ク リ ン 依
存 性 キ ナ ー ゼ (cdk)イ ン ヒ ビ タ ー p16の 回 復 時 に 、 抗 -血 管 新 生 性 表 現 型 に 戻 る (Harada et 
al., Cancer Research. 59:3783-3789, 1999(非 特 許 文 献 12))。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 癌 の 大 半 は 、 MRI、 例 え ば PSAの よ う な バ イ オ マ ー カ ー 、 マ ン モ グ ラ フ ィ ー 、 触 診 、 お よ
び 組 織 生 検 な ど の 技 術 を 用 い 検 出 さ れ る 。 そ の よ う な 方 法 を 用 い る と 、 ほ と ん ど の 癌 は 、
か な り 発 達 し た か ま た は 転 移 し た 後 に の み 、 発 見 さ れ る 。 従 っ て 早 期 治 癒 の 機 会 が 失 わ れ
る こ と が 多 い 。 こ れ は 一 部 、 従 来 の 診 断 法 の 低 い 精 度 、 な ら び に 患 者 に と っ て 経 済 的 負 担
と な り 得 る NMRS、 断 層 撮 影 機 な ど の よ う な 高 価 な 装 置 の 必 要 性 の た め で あ る 。 さ ら に 、 組
織 生 検 の よ う な 正 確 な ア ッ セ イ を 受 け る た め に は 、 患 者 は 入 院 し な け れ ば な ら な い 。 従 っ
て 従 来 の 診 断 法 は 、 癌 の 早 期 診 断 に は 最 適 で は な く 、 前 述 の 技 術 は 癌 の 早 期 検 出 の た め の
迅 速 ま た は 簡 便 な 手 法 に 適 し て い な い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
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　 血 管 新 生 プ ロ セ ス は 、 血 管 内 皮 成 長 因 子 (VEGF)、 塩 基 性 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 (bFGF)、 イ
ン タ ー ロ イ キ ン -8(IL-8)、 胎 盤 -様 増 殖 因 子 (PLGF)、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 増 殖 因 子 -β (T
GF-β )な ど の よ う な マ イ ト ジ ェ ン に よ り 活 性 化 さ れ た 内 皮 細 胞 (EC)に よ り 分 泌 さ れ た プ ロ
テ ア ー ゼ に よ る 基 底 膜 の 分 解 に よ り 始 ま る と 考 え ら れ る 。 こ れ ら の 細 胞 は 移 動 お よ び 増 殖
し 、 間 質 空 隙 へ の 固 形 内 皮 細 胞 発 芽 の 形 成 に つ な が り 、 そ の 後 血 管 ル ー プ が 形 成 さ れ 、 毛
細 血 管 が 密 な 接 着 部 の 形 成 お よ び 新 規 基 底 膜 の 付 着 を 伴 い 、 発 生 す る 。 血 管 新 生 は 、 ト ロ
ン ボ ス ポ ン ジ ン の よ う な 血 管 新 生 抑 制 タ ン パ ク 質 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン に も 関 与 す る
こ と が あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 血 管 新 生 増 殖 因 子 の 治 療 的 意 味 合 い は 、 最 初 に Folkmanと そ の 同 僚 ら に よ り 、 30年 も 前
に 説 明 さ れ た (Folkman, N. Engl. J. Med., 285:1182-1186 (1971)(非 特 許 文 献 13))。 異
常 な 血 管 新 生 は 、 体 が 血 管 新 生 の 制 御 を 少 な く と も 一 部 失 う 時 に 生 じ 、 こ れ は 過 剰 な ま た
は 不 充 分 な 血 管 成 長 を 生 じ る 。 例 え ば 潰 瘍 、 脳 卒 中 、 お よ び 心 臓 発 作 な ど の 状 態 は 、 自 然
治 癒 に 通 常 必 要 な 血 管 新 生 が 存 在 し な い こ と に 起 因 す る こ と が あ る 。 対 照 的 に 、 過 剰 な 血
管 増 殖 は 、 腫 瘍 成 長 、 腫 瘍 播 種 、 未 熟 児 ま た は 糖 尿 病 性 網 膜 症 、 乾 癬 お よ び 関 節 リ ウ マ チ
を 生 じ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 血 管 新 生 制 御 因 子 は 、 半 減 期 が 非 常 に 短 く 、 例 え ば 血 漿 中 の 天 然 の VEGFの 半 減 期 は 、 約
3分 間 で あ る 。 従 っ て そ の よ う な 制 御 因 子 を 検 出 す る た め の 、 現 在 の 血 管 新 生 増 殖 因 子 レ
ベ ル を 測 定 す る 方 法 は 、 血 管 新 生 活 性 の 信 頼 で き る 指 標 を 提 供 し て い な い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 癌 な ら び に 血 管 新 生 性 疾 患 お よ び 障 害 他 の 早 期 検 出 法 も 高 度 に 望 ま れ て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Nature, Vol.427, Feb. 26, 2004, p.787
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Leung et al., Science. 246:1306-9, 1989
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Ueno et al., Biochem Biophys Acta. 1382:17-22, 1998
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Miyazono et al., Prog Growth Factor Res. 3:207-17, 1991
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Tuszynski et al., Bioessays. 18:71-6, 1996
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Dameron, et al, Science. 265:1582-4, 1994
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Bouck et al., Adv Cancer Res. 69:135-74, 1996
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Hanahan et al., Cell. 86:353-64, 1996
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Rak et al., Neoplasia. 1:23-30, 1999
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Stiegler et al, J Cell Physiol. 179:233-6, 1999
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 Holmgren et al., Oncogene. 17:819-24, 1998
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 Harada et al., Cancer Research. 59:3783-3789, 1999
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 Folkman, N. Engl. J. Med., 285:1182-1186 (1971)
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 驚 く べ き こ と に 、 血 小 板 が 、 血 管 新 生 制 御 因 子 を 隔 絶 し 、 そ れ ら の 分 解
を 防 止 す る こ と を 発 見 し た 。 従 っ て 血 小 板 中 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル を 分 析 す る こ と
に よ り 、 血 管 新 生 活 性 を 測 定 す る こ と が 現 在 可 能 で あ る 。 血 管 新 生 活 性 の 変 化 を モ ニ タ リ
ン グ す る こ と に よ り 、 癌 ま た は 他 の 血 管 新 生 性 疾 患 も し く は 障 害 の 存 在 を 予 測 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 従 っ て 本 発 明 は 、 個 体 に お け る 癌 の 新 規 検 出 法 を 提 供 す る 。 癌 は 早 期 に 検 出 さ れ る こ と
が 好 ま し い 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 第 一 の 時 点 で 血 小 板 が 、 個 体 (患 者 )か ら 単 離 さ れ る
。 血 小 板 は 、 少 な く と も 1種 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル に つ い て 分 析 さ れ る 。 血 管 新 生
制 御 因 子 は 、 正 ま た は 負 の 血 管 新 生 制 御 因 子 で あ っ て よ い 。 第 二 の 遅 れ た 時 点 で 、 血 小 板
が そ の 患 者 か ら 単 離 さ れ 、 か つ 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル に つ い て 分 析 さ れ る 。 次 に 第 一
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の 試 料 の 血 小 板 由 来 の 1種 ま た は 複 数 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル を 、 第 二 の 試 料 の 血 小
板 由 来 の そ れ ら の 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル と 比 較 す る 。 第 二 の 試 料 中 の 血 小 板 中 の 少 な
く と も 1種 の 正 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル の 、 第 一 の 試 料 中 の そ の 正 の 血 管 新 生 制 御 因
子 の レ ベ ル と 比 較 し た 場 合 の 増 加 は 、 癌 ま た は 他 の 血 管 新 生 性 疾 患 も し く は 障 害 の 指 標 で
あ る 。 ま た は 、 第 二 の 試 料 中 の 血 小 板 中 の 少 な く と も 1種 の 負 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ
ル の 、 第 一 の 試 料 中 の そ の 負 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル と 比 較 し た 場 合 の 減 少 は 、 癌 ま
た は 他 の 血 管 新 生 性 疾 患 も し く は 障 害 の 指 標 で あ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 血 小 板 は 血
液 試 料 か ら 単 離 さ れ る 。 好 ま し く は 1種 よ り も 多 い 血 管 新 生 制 御 因 子 が 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 正 の 血 管 新 生 制 御 因 子 は 、 VEGF-A(VPC)、 VEGF-C、 bFGF、 HGF、 ア ン ギ オ ポ イ エ チ ン -1、
PDGF、 EGF、 IGF-1、 IGF BP-3、 BDNF、 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ (MMP)、 ビ ト ロ
ネ ク チ ン 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 、 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 、 ヘ パ ラ ナ ー ゼ 、 お よ び ス フ ィ ン ゴ シ ン -1
 PO 4 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 負 の 血 管 新 生 制 御 因 子 は 、 PF-4、 ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン -1お よ び 2、 HGFの NK1、 NK2、 NK3
断 片 、 TGF-β -1、 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン (ア ン ギ オ ス タ チ ン )、 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 活 性 化 因 子 イ
ン ヒ ビ タ ー 1、 α -2ア ン チ プ ラ ス ミ ン お よ び そ れ ら の 断 片 、 α -2マ ク ロ グ ロ ブ リ ン 、 メ タ
ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ (TIMP)の 組 織 イ ン ヒ ビ タ ー 、 β -ト ロ ン ボ グ ロ ブ リ ン 、 エ ン ド ス タ チ ン
、 タ ム ス タ チ ン 、 BDNF(脳 由 来 の 神 経 栄 養 因 子 )お よ び 可 溶 性 VEGFR2を 含 む が 、 こ れ ら に 限
定 さ れ な い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 正 ま た は 負 の 血 管 新 生 制 御 因 子 を 分 析 す る 方 法 は 、 例 え ば タ ン パ ク 質 ア レ イ 、 ELISA、
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 表 面 増 強 レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 分 光 法 、 ま た は 質 量 分 析 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 個 体 は 癌 の 遺 伝 的 素 因 を 有 す る 。 こ の 素 因 は 、 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 の
変 異 で あ り 得 る 。 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 は 、 例 え ば BRCA1、 BRCA2、 p53、 p10、 LKB1、 MSH2お よ び
WT1を 含 む 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 個 体 は 以 前 に 癌 の 処 置 を 受 け て い る 。 ま た は 、 患 者 は 健 常 な 無 病 の
個 体 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 第 二 の 時 点 で の 血 液 の 単 離 は 、 第 一 の 単 離 後 少 な く と も 1ヶ 月
で 行 う 。 し か し 第 二 の 時 点 は 、 第 一 の 単 離 後 、 2ヶ 月 、 6ヶ 月 、 10ヶ 月 、 ま た は 1年 以 降 で
あ り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 検 出 お よ び 処 置 さ れ る 癌 は 、 胃 腸 癌 、 前 立 腺 癌 、 卵 巣 癌 、 乳 癌 、
頭 部 お よ び 頸 部 癌 、 肺 癌 、 非 小 細 胞 肺 癌 、 神 経 系 の 癌 、 腎 臓 癌 、 網 膜 癌 、 皮 膚 癌 、 肝 臓 癌
、 膵 臓 癌 、 生 殖 -泌 尿 器 癌 、 膀 胱 癌 、 血 管 芽 細 胞 腫 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 癌 腫 、 肉 腫 、 白 血 病
、 リ ン パ 腫 、 お よ び 骨 髄 腫 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 態 様 に お い て 、 血 管 新 生 性 疾 患 ま た は 障 害 、 例 え ば 癌 に 罹 患 し た 患 者 を
処 置 す る 方 法 が 説 明 さ れ て い る 。 こ の よ う な 方 法 に お い て 、 第 一 の 血 小 板 試 料 が 、 個 体 か
ら 第 一 の 時 点 で 単 離 さ れ 、 お よ び 少 な く と も 1種 の 正 ま た は 負 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ
ル に つ い て 分 析 さ れ る 。 遅 れ た 時 点 で 単 離 さ れ た 第 二 の 血 小 板 試 料 が こ の 個 体 か ら 得 ら れ
、 少 な く と も 1種 の 正 ま た は 負 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル に つ い て 分 析 さ れ る 。 次 に 第
一 の 血 小 板 試 料 か ら の 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル を 、 第 二 の 血 小 板 試 料 由 来 の 血 管 新 生 制
御 因 子 の レ ベ ル と 比 較 す る 。 第 二 の 試 料 中 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル の 、 第 一 の 試 料 中
の レ ベ ル と 比 較 し た 場 合 の 変 化 は 、 血 管 新 生 性 疾 患 ま た は 障 害 の 存 在 の 指 標 で あ る 。 診 断
後 、 療 法 が 投 与 さ れ る 。 血 管 新 生 療 法 が 好 ま し い 。 本 発 明 の 方 法 は 、 療 法 の 進 行 を モ ニ タ
リ ン グ す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 を 使 用 す る 場 合 、 正 確 な 疾 患 ま た は 障
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害 を 診 断 す る こ と は 必 要 で は な い 。 そ の 療 法 が 、 療 法 が 作 用 し て い る こ と を 示 す 様 式 で 、
血 小 板 プ ロ フ ァ イ ル を 変 更 す る こ と が 必 要 な 全 て で あ る 。 特 定 の 療 法 が 有 効 で は な い こ と
が わ か っ た 場 合 、 こ の 療 法 は 、 よ り 有 効 な 処 置 を 提 供 す る よ う に 変 更 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 好 ま し く は 、 抗 癌 療 法 は 、 血 管 新 生 イ ン ヒ ビ タ ー の 投 与 に 関 連 し て い る 。 ま た は 、 患 者
は 、 腫 瘍 が 検 出 に 十 分 な 程 に 大 き い 場 合 は 、 化 学 療 法 、 放 射 線 、 ま た は 外 科 的 切 除 に よ り
処 置 さ れ て も よ い 。 別 の 態 様 に お い て 、 患 者 は 、 前 記 抗 癌 療 法 の 組 合 せ が 投 与 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 血 小 板 は 、 抗 -血 管 新 生 療 法 を 送 達 す る た め に 利 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 者 ら は 驚
く べ き こ と に 、 血 小 板 は 、 様 々 な 血 管 新 生 因 子 を 隔 絶 し お よ び そ の 分 解 を 防 止 す る こ と を
発 見 し た 。 加 え て 本 発 明 者 ら は 、 血 小 板 は 、 例 え ば 腫 瘍 の よ う な 生 理 的 に 適 し た 場 所 で そ
れ ら の 負 荷 (load)を 選 択 的 に 放 出 す る こ と を 発 見 し た 。 従 っ て 一 旦 診 断 さ れ る と 、 血 小 板
は 抗 癌 化 合 物 が 負 荷 さ れ 、 そ れ が 必 要 な 患 者 へ 送 達 さ れ る 。 そ の よ う な 方 法 に お い て 、 こ
の 化 合 物 は 、 療 法 の 必 要 な 部 位 、 す な わ ち 腫 瘍 へ 選 択 的 に 送 達 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 公 知 の 血 管 新 生 イ ン ヒ ビ タ ー は 、 以 下 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な く ： 直
接 的 血 管 新 生 イ ン ヒ ビ タ ー 、 ア ン ギ オ ス タ チ ン 、 ベ バ シ ズ マ ブ (ア バ ス チ ン )、 ア レ ス テ ン
、 カ ン ス タ チ ン 、 カ プ ロ ス タ チ ン (Caplostatin)、 コ ン ブ レ タ ス タ チ ン 、 エ ン ド ス タ チ ン
、 NM-3、 ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン 、 タ ム ス タ チ ン 、 2-メ ト キ シ エ ス ト ラ ジ オ ー ル 、 お よ び ビ タ
キ シ ン ； な ら び に 、 間 接 的 血 管 新 生 イ ン ヒ ビ タ ー ： ZD1839(イ レ ッ サ )、 ZD6474、 OSI774(
タ ル セ バ )、 CI1033、 PKI1666、 IMC225(エ ル ビ タ ッ ク ス )、 PTK787、 SU6668、 SU11248、 ハ
ー セ プ チ ン 、 お よ び IFN-α 、 CELEBREX(登 録 商 標 )(セ レ コ キ シ ブ )、 THALOMID(登 録 商 標 )(
サ リ ド マ イ ド )； お よ び IFN-α も 、 血 管 新 生 イ ン ヒ ビ タ ー と し て 認 め ら れ る (Kerbel et al
, Nature Reviews, Vol. 2, October 2002, pp. 727)。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 は 、 「 メ ト ロ ノ ー ム 」 化 学 療 法 を 使 用 す る 、 血 管 新 生 性 疾 患 /障 害 の 処 置 も 包 含
し て い る 。 メ ト ロ ノ ー ム 化 学 療 法 は 、 低 用 量 の 化 学 療 法 薬 の 投 与 に 関 連 し て い る 。 Folkma
n、 APIS 112:2004を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 診 断 後 、 本 発 明 の 方 法 は 、 使 用 さ れ る 処 置 の 評 価 を 可 能 に す る 。 処 置 後 、 こ れ ら の 方 法
は 、 再 発 の 早 期 検 出 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 例 え ば 網 膜 症 、 糖 尿 病 性 網 膜 症 、 ま た は 黄 斑 変 性 を 含 む 、 血 管 新 生 性
疾 患 ま た は 障 害 の 早 期 検 出 に も 使 用 す る こ と が で き る 。 加 え て 本 発 明 の 方 法 は 、 発 熱 (pyr
esis)、 疼 痛 、 変 形 性 関 節 炎 、 関 節 リ ウ マ チ 、 片 頭 痛 、 神 経 変 性 性 疾 患 (例 え ば 多 発 性 硬 化
症 )、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 骨 粗 鬆 症 、 喘 息 、 紅 斑 お よ び 乾 癬 を 含 む 、 慢 性 炎 症 障 害 の 早 期
検 出 お よ び 処 置 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 別 の 本 発 明 の 態 様 に お い て 、 特 定 の 血 管 新 生 性 疾 患 ま た は 障 害 、 例 え ば 癌 に 対 応 す る 血
小 板 プ ロ フ ァ イ ル が 作 製 さ れ る 。 こ の 血 小 板 プ ロ フ ァ イ ル は 、 標 準 ま た は レ ジ ス タ と も 称
さ れ る 。 こ の よ う な 態 様 に お い て 、 個 体 由 来 の 血 小 板 試 料 が 単 離 さ れ 、 特 定 の 血 管 新 生 因
子 の 存 在 ま た は 非 存 在 に つ い て 分 析 さ れ る 。 診 断 は 、 こ の プ ロ フ ァ イ ル を 標 準 と 比 較 す る
こ と に よ り 行 わ れ る 。 例 え ば 脂 肪 肉 腫 の 診 断 に つ い て 、 血 管 新 生 因 子 プ ロ フ ァ イ ル 標 準 が
、 脂 肪 肉 腫 と 診 断 さ れ た 患 者 を 分 析 す る こ と に よ り 作 製 さ れ る 。 こ の 標 準 を 比 較 の た め に
使 用 し 、 個 体 由 来 の 血 小 板 試 料 を 分 析 す る こ と が で き る 。 個 体 (試 験 )試 料 が こ の 標 準 と 相
関 す る 場 合 に 、 陽 性 診 断 が 行 わ れ る 。 同 様 に こ の 種 の 診 断 は 、 い く つ か の 癌 、 血 管 新 生 性
疾 患 お よ び 障 害 、 炎 症 疾 患 も し く は 障 害 、 ま た は 血 管 異 常 に 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 抗 血 管 新 生 療 法 の 有 効 性 、 ま た は 試 験 化 合 物 の 宿 主 に お け る 血 小 板 血
管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル の 調 整 に お け る 有 効 性 を モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の
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態 様 に お い て 、 第 一 の 時 点 で の 個 体 (宿 主 ま た は 宿 主 動 物 )由 来 の 血 小 板 が 得 ら れ 、 正 お よ
び 負 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の 存 在 ま た は 非 存 在 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 血 小 板 プ ロ
フ ァ イ ル (ま た は レ ジ ス タ )が 作 製 さ れ る 。 次 に 抗 血 管 新 生 療 法 (ま た は 試 験 化 合 物 )が 、 個
体 (ま た は 宿 主 )へ 投 与 さ れ る 。 第 二 の 遅 れ た 時 点 で 、 同 じ 個 体 (ま た は 宿 主 )か ら 血 小 板 が
得 ら れ 、 正 お よ び 負 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の 存 在 ま た は 非 存 在 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ
る 。 第 二 の 血 小 板 プ ロ フ ァ イ ル (ま た は レ ジ ス タ )が 得 ら れ る 。 こ の 抗 血 管 新 生 療 法 (ま た
は 試 験 化 合 物 )の 有 効 性 は 、 第 一 お よ び 第 二 の 血 小 板 プ ロ フ ァ イ ル を 比 較 す る こ と に よ り
決 定 さ れ る 。 第 一 の 試 料 と 比 較 し た 第 二 の 試 料 中 の 正 の 血 管 新 生 制 御 因 子 レ ベ ル の 減 少 は
、 効 果 的 抗 血 管 新 生 療 法 の 指 標 で あ る 。 同 様 に 第 一 の 試 料 と 比 較 し た 第 二 の 試 料 中 の 負 の
血 管 新 生 制 御 因 子 レ ベ ル の 増 加 は 、 効 果 的 抗 血 管 新 生 療 法 の 指 標 で あ る 。 こ の 態 様 は 、 様
々 な 療 法 の 有 効 性 分 析 の 比 較 的 容 易 か つ 迅 速 な 方 法 、 ま た は 試 験 化 合 物 有 効 性 の ス ク リ ー
ニ ン グ を 可 能 に す る 。 特 定 の 療 法 が 有 効 で は な い こ と が わ か っ た 場 合 、 こ の 療 法 は よ り 効
果 的 処 置 を 提 供 す る よ う に 変 更 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 宿 主 動 物 は 、 哺 乳 動 物 、 例 え ば マ ウ ス お よ び ラ ッ ト を 含 む 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 こ の 態 様 に お い て 、 個 体 (ま た は 宿 主 )由 来 の 血 小 板 の 第 二 の 試 料 は 、 抗 血 管 新 生 療 法 の
投 与 開 始 後 い ず れ か の 時 点 で 得 る こ と が で き る 。 例 え ば 第 二 の 血 小 板 試 料 は 、 療 法 の 開 始
後 約 1週 間 ～ 約 1ヶ 月 で 得 る こ と が で き る 。 ま た は 第 二 の 試 料 は 、 療 法 の 開 始 後 、 2ヶ 月 、 3
ヶ 月 、 6ヶ 月 、 ま た は 最 大 1年 で 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 二 つ よ り も 多 い 時 点 で の 分 析 も 、 本 発 明 の こ の 態 様 、 お よ び 他 の 態 様 に 包 含 さ れ る 。 例
え ば 血 小 板 は 、 抗 血 管 新 生 療 法 時 に い く つ か の 時 点 で 分 析 さ れ て も よ い 。 こ の 方 式 に お い
て 、 抗 血 管 新 生 療 法 の 有 効 性 は 、 経 時 的 に 分 析 す る こ と が で き 、 か つ 処 置 プ ロ ト コ ー ル の
変 更 を 分 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 血 管 新 生 制 御 因 子 (正 お よ び 負 の 両 方 )は 当 業 者 に 公 知 で あ る が 、 「 血 管 新 生 制 御 因 子 」
と し て ま だ 定 義 さ れ て い な い タ ン パ ク 質 ま た は 同 定 さ れ て い な い 公 知 の タ ン パ ク 質 で あ っ
て も よ い 。 従 っ て 本 発 明 の 方 法 は 、 公 知 ま た は 未 知 の タ ン パ ク 質 を 、 血 管 新 生 制 御 因 子 と
し て 同 定 す る こ と が で き る 。 血 管 新 生 制 御 因 子 は 、 以 下 の 詳 細 な 説 明 に お い て 、 全 体 を 通
じ バ イ オ マ ー カ ー と 称 さ れ 、 説 明 さ れ る 。 本 発 明 の 血 管 新 生 制 御 因 子 は 、 タ ン パ ク 質 、 タ
ン パ ク 質 断 片 、 例 え ば 切 断 さ れ た タ ン パ ク 質 、 お よ び 融 合 さ れ た タ ン パ ク 質 、 例 え ば bcr-
ab1を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ４ 】

　 本 発 明 は 、 癌 な ら び に 血 管 新 生 性 疾 患 お よ び 障 害 の 早 期 検 出 、 診 断 、 お よ び 処 置 の 方 法
に 関 す る 。 特 に 血 小 板 は 、 休 止 し て い る 血 小 板 の 単 離 に 関 す る 標 準 臨 床 検 査 手 法 (Fujimur
a H, Thrombos Haemost 2002, 87(4):728-34)を 用 い 、 第 一 の 時 点 で 患 者 か ら 単 離 さ れ る
。 こ れ ら の 血 小 板 は 、 少 な く と も 1種 の 正 ま た は 少 な く と も 1種 の 負 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の
レ ベ ル に つ い て 分 析 さ れ る 。 第 二 の 遅 れ た 時 点 で 、 血 小 板 は 個 体 か ら 単 離 さ れ 、 少 な く と
も 1種 の 正 ま た は 1種 の 負 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル に つ い て 分 析 さ れ る 。 次 に 第 一 の 試
料 の 血 小 板 由 来 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル が 、 第 二 の 試 料 の 血 小 板 由 来 の 血 管 新 生 制 御
因 子 の レ ベ ル と 比 較 さ れ る 。 第 一 の 試 料 中 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル と 比 較 さ れ た 、 第
二 の 試 料 由 来 の 血 小 板 中 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル の 変 化 は 、 血 管 新 生 性 疾 患 ま た は 障
害 、 例 え ば 癌 の 存 在 の 指 標 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 特 に 、 第 一 の 試 料 の 正 お よ び /ま た は 負 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル と 比 較 し た 、 第 二
の 試 料 由 来 の 血 小 板 の 少 な く と も 1種 の 正 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル の 増 加 、 ま た は 少
な く と も 1種 の 負 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル の 減 少 は 、 血 管 新 生 性 疾 患 ま た は 障 害 、 例
え ば 癌 の 存 在 の 指 標 で あ る 。
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【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 正 の 血 管 新 生 制 御 因 子 は 、 VEGF-A(VPC)、 VEGF-C、 bFGF、 HGF、 ア ン ギ オ ポ イ エ
チ ン -1、 PDGF、 EGF、 IGF-1、 IGF BP-3、 BDNF、 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ (MMP)
、 ビ ト ロ ネ ク チ ン 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 、 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 、 ヘ パ ラ ナ ー ゼ 、 お よ び ス フ ィ ン
ゴ シ ン -1 PO 4 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 に よ り 分 析 さ れ る 負 の 血 管 新 生 制 御 因 子 は 、 PF-4、 ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン -1お よ び
2、 HGFの NK1、 NK2、 NK3断 片 、 TGF-β -1、 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン (ア ン ギ オ ス タ チ ン )、 プ ラ ス
ミ ノ ー ゲ ン 活 性 化 因 子 イ ン ヒ ビ タ ー 1、 α -2ア ン チ プ ラ ス ミ ン お よ び そ れ ら の 断 片 、 α -2 
マ ク ロ グ ロ ブ リ ン 、 メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ 組 織 イ ン ヒ ビ タ ー (TIMP)、 β -ト ロ ン ボ グ ロ ブ
リ ン 、 エ ン ド ス タ チ ン 、 タ ム ス タ チ ン 、 お よ び 可 溶 性 VEGFR2を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ
な い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 公 知 の 血 管 新 生 制 御 因 子 に 加 え 、 本 発 明 は 、 血 管 新 生 制 御 因 子 と し て 従 来 分 類 さ れ て こ
な か っ た が 、 血 小 板 中 に 認 め ら れ る 、 タ ン パ ク 質 、 タ ン パ ク 質 断 片 お よ び 融 合 タ ン パ ク 質
も 包 含 し て い る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 そ の よ う な タ ン パ ク 質 を 発 見 す る こ と を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ り 検 出 さ れ る べ き 癌 は 、 典 型 的 に は 早 期 に 検 出 さ れ る 。 例 え ば 、 腫 瘍
サ イ ズ は ミ リ メ ー タ ー 範 囲 で あ る 。 こ の よ う な 腫 瘍 は 、 例 え ば 、 MRI、 触 診 、 マ ン モ グ ラ
フ ィ ー な ど の 、 腫 瘍 検 出 の 従 来 の 手 段 を 用 い 検 出 さ れ る こ と は 稀 で あ る 。 検 出 さ れ る 癌 の
例 は 、 胃 腸 癌 、 前 立 腺 癌 、 卵 巣 癌 、 乳 癌 、 頭 部 お よ び 頸 部 の 癌 、 肺 癌 、 非 小 細 胞 肺 癌 、 神
経 系 の 癌 、 腎 臓 癌 、 網 膜 癌 、 皮 膚 癌 、 肝 臓 癌 、 膵 臓 癌 、 生 殖 -泌 尿 器 癌 、 お よ び 膀 胱 癌 を
含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 具 体 的 に は 、 健 常 か つ 無 病 と 考 え ら れ る 個 体 、 ま た は 癌 の 素 因 が あ る 、 癌 を 有 す る も し
く は 癌 の 処 置 歴 が あ る 個 体 の 血 液 か ら 単 離 さ れ た 血 小 板 内 に 含 ま れ る 正 お よ び 負 の 血 管 新
生 制 御 因 子 は 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ か つ 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 血 小 板 の 単 離 法 は 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ る 「 Current 
Protocols in Immunology」 (F. M. Ausubel, R. Brent, R. E. Kingston, D. D. Moore, 
J. G. Seidman, K. Struhlお よ び V. B. Chanda(編 集 ), John Wiley & Sons, 2004)に 記 載
さ れ て い る 。 例 え ば 全 血 は 、 ド ナ ー か ら ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ま た は 他 の 抗 凝 固 剤 を 含 有 す
る 容 器 (vacutainer)へ 収 集 さ れ る 。 そ の 後 全 血 は 、 低 g-力 で 遠 心 さ れ 、 第 一 段 階 の 多 血 小
板 血 漿 が 他 の 成 分 か ら 分 離 さ れ る 。 こ の 手 法 の 第 二 段 階 に お い て 、 多 血 小 板 血 漿 は 、 新 鮮
な チ ュ ー ブ へ 分 離 さ れ 、 血 小 板 濃 縮 物 が 、 血 小 板 の 高 速 で の 遠 心 分 離 に よ り 得 ら れ る 。 そ
の 後 こ の 血 小 板 濃 縮 物 は 、 標 準 溶 解 緩 衝 液 中 に 再 懸 濁 さ れ 、 会 合 し た タ ン パ ク 質 が 単 離 さ
れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 血 小 板 を 含 む 細 胞 か ら の タ ン パ ク 質 の 単 離 は 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 本 明 細 書 に 参 照 と し
て 組 入 れ ら れ る 「 Current Protocols in Immunology」 (F. M. Ausubel, R. Brent, R. E.
 Kingston, D. D. Moore, J. G. Seidman, K. Struhl and V. B. Chanda(編 集 )、 John Wi
ley & Sons, 2004)に 記 載 さ れ て い る 。 一 例 に お い て 、 同 じ く 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入
れ ら れ る 国 際 公 開 公 報 第 02/077176号 に 説 明 さ れ て い る よ う に 、 こ の 手 法 は 一 般 に 非 常 に
少 量 の 独 自 の 緩 衝 液 を 使 用 す る 、 一 つ の 可 溶 化 工 程 に お け る タ ン パ ク 質 抽 出 が 関 連 し て い
る 。 こ の 手 法 の 結 果 は 、 無 傷 の タ ン パ ク 質 で あ り 、 実 質 的 に 相 互 汚 染 が な い 。 こ の 単 離 さ
れ た タ ン パ ク 質 は 、 活 性 を 維 持 し 、 い く つ か の ア ッ セ イ に よ る 分 析 が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 タ ン パ ク 質 単 離 工 程 の た め の 緩 衝 液 は 、 1種 ま た は 複 数 の 緩 衝 液 成 分 、 塩 、 界 面 活 性 剤
、 プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー 、 お よ び ホ ス フ ァ タ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー を 含 有 す る こ と が で き
る 。 特 に 免 疫 組 織 化 学 的 に 分 析 さ れ る タ ン パ ク 質 の 抽 出 の た め の 一 つ の 効 果 的 緩 衝 液 は 、
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緩 衝 液 Tris-HCl、 NaCl、 界 面 活 性 剤 Nonidet(g)P-40、 EDTA、 お よ び リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 プ
ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー で あ る ア プ ロ チ ニ ン お よ び ロ イ ペ プ チ ン 、 な ら び に ホ ス フ ァ タ ー
ゼ イ ン ヒ ビ タ ー で あ る デ オ キ シ コ レ ー ト ナ ト リ ウ ム 、 オ ル ト バ ナ ジ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 お よ
び 4-2ア ミ ノ エ チ ル ベ ン ゼ ン ス ル ホ ニ ル フ ル オ リ ド (AEBSF)を 含 有 す る 。 使 用 さ れ る 別 の 塩
は 、 LiClで あ る 一 方 グ リ セ ロ ー ル は 、 分 画 緩 衝 液 に 添 加 す る こ と が で き る 適 当 な 乳 化 剤 で
あ る 。 追 加 の 任 意 の プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー は 、 ダ イ ズ ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー お よ び
ペ プ ス タ チ ン を 含 む 。 他 の 適 当 な ホ ス フ ァ タ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー は 、 フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ
ニ ル フ ル オ リ ド 、 モ リ ブ デ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 フ ッ 化 ナ ト リ ウ ム 、 お よ び β グ リ セ ロ ー ル リ
ン 酸 塩 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 2-Dゲ ル 分 析 に 関 し て 、 1％ SDS溶 液 に よ る 単 純 な 溶 解 が 有 効 で あ る が 、 SELDI(登 録 商 標 )
プ ロ セ ス を 使 用 す る 最 終 的 分 析 は 、 標 準 PBS塩 基 中 の Triton-X-100、 界 面 活 性 剤 (Sigma, 
セ ン ト ル イ ス , MO)、 MEGA109(ICN, ア ウ ロ ラ , OH)、 お よ び オ ク チ ル B-グ ル コ ピ ラ ノ シ ド (
ESA, ケ ム ス フ ォ ル ド , MA)を 必 要 と す る 。 2-Dゲ ル 分 析 前 に 使 用 さ れ る 別 の 緩 衝 液 は 、 7M
尿 素 、 2Mチ オ 尿 素 、 CHAPS、 MEGA 10、 オ ク チ ル B-グ ル コ ピ ラ ノ シ ド 、 Tris、 DTT、 ト リ ブ
チ ル ホ ス フ ィ ン 、 お よ び Pharmalytesで あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 一 旦 タ ン パ ク 質 が 可 溶 化 さ れ れ ば 、 多 く の 様 々 な 免 疫 学 的 ま た は 生 化 学 的 分 析 を 使 用 し
、 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 を 特 徴 付 け る こ と が で き る 。 ELISAお よ び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に
よ る 分 析 法 は 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 さ ら に 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ る 「 Current 
Protocols in Molecular Biology」 (F. M. Ausubel, R. Brent, R. E. Kingston, D. D. 
Moore, J. G. Seidman, K. Struhlお よ び V. B. Chanda(編 集 )、 John Wiley & Sons, 2004
)に 記 載 さ れ て い る 。 質 量 分 析 を 実 行 す る 方 法 は 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 さ ら に 「 Methods o
f Enzymology」 、 vol.193:「 質 量 分 析 」 (J. A. McCloskey編 集 、 1990, Academic Press, 
ニ ュ ー ヨ ー ク )に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 実 行 す る こ と が で き る ア ッ セ イ の 一 つ の 型 は 、 可 溶 性 イ ム ノ ア ッ セ イ で あ り 、 こ こ で は
関 心 対 象 の タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 抗 体 が 使 用 さ れ る 。 抗 体 は 、 化 学 発 光 、 蛍 光 、 ま た は 放
射 性 マ ー カ ー な ど 、 様 々 な マ ー カ ー で 標 識 す る こ と が で き る 。 最 良 の 結 果 に 関 し て 、 微 粒
子 酵 素 イ ム ノ ア ッ セ イ (MEIA)の よ う な 、 高 感 度 ア ッ セ イ が 使 用 さ れ る 。 血 清 中 の 免 疫 検 出
さ れ た 分 子 を 概 算 す る た め に 較 正 曲 線 を 適 用 す る こ と に よ り 、 1細 胞 当 た り の 分 子 数 を 概
算 す る こ と が で き る 。 従 っ て 現 在 説 明 さ れ て い る 方 法 は 、 定 量 的 イ ム ノ ア ッ セ イ を 提 供 し
、 こ れ は イ ン ビ ボ に お い て 関 心 対 象 の タ ン パ ク 質 分 子 の 実 際 の 数 を 測 定 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 抽 出 さ れ た タ ン パ ク 質 の 分 析 に 使 用 す る こ と が で き る 第 二 の 型 の ア ッ セ イ は 、 二 次 元 ポ
リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 (2D-PAGE)で あ る 。 第 一 の 時 点 か ら 抽 出 さ れ た タ ン パ ク 質
お よ び 第 二 の 時 点 か ら 抽 出 さ れ た タ ン パ ク 質 の 両 方 を 流 し 、 ブ ロ ッ ト を 比 較 す る こ と に よ
り 、 差 次 的 タ ン パ ク 質 発 現 が 認 め ら れ る 。 特 に 染 色 さ れ た ゲ ル を コ ン ピ ュ ー タ で 走 査 し 、
画 像 比 較 ソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 す る こ と に よ り 、 一 つ の 細 胞 型 に 存 在 し か つ 他 方 に 存 在 し な
い (ま た は そ の 逆 )タ ン パ ク 質 の 位 置 を 決 定 す る こ と が で き る 。 さ ら に こ れ ら の 変 更 さ れ た
タ ン パ ク 質 は 、 そ れ ら が 存 在 す る ゲ ル か ら 分 離 さ れ 、 質 量 分 析 MS-MSシ ー ク エ ン シ ン グ を
用 い 、 そ の 配 列 が デ ー タ ベ ー ス に 存 在 す る 場 合 は 、 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め に 使 用 す る
こ と が で き る 。 こ の 方 法 に お い て 、 第 一 お よ び 第 二 の 時 点 の 間 の タ ン パ ク 質 の 差 異 は 、 よ
り 完 全 に 理 解 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 こ の 分 析 は 、 表 面 増 強 レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 分 光 技 術 、 ま た は
SELDI(Ciphergen Biosystems Inc., Palo Alto, CA)を 用 い て 実 行 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 こ の プ ロ セ ス は 、 2-Dゲ ル 分 析 に よ り 個 別 に 焦 点 化 さ れ な い タ ン パ ク 質 、 特 に 非 常 に 塩
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基 性 で あ り 、 非 常 に 小 さ い か (＜ 7000ダ ル ト ン )ま た は 細 胞 中 で 低 も し く は 中 レ ベ ル で 発 現
さ れ る そ の よ う な タ ン パ ク 質 を 分 離 す る こ と が で き る 。 SELDIは 同 じ く 、 ゲ ル 分 析 よ り も
よ り 迅 速 に タ ン パ ク 質 を 分 離 す る 。 SELDIは 、 粗 試 料 か ら フ ェ ム ト モ ル レ ベ ル で 無 傷 の タ
ン パ ク 質 を 吸 着 お よ び 検 出 す る こ と が で き る 「 タ ン パ ク 質 チ ッ プ 」 を 利 用 す る 。 関 心 対 象
の タ ン パ ク 質 は 、 ア ル ミ ニ ウ ム 支 持 体 上 の 8～ 24の 予 め 決 定 さ れ た 領 域 に フ ォ ー マ ッ ト さ
れ た タ ン パ ク 質 チ ッ プ の 規 定 さ れ た 小 さ い 表 面 積 に 直 接 適 用 さ れ る 。 こ れ ら の 表 面 は 、 疎
水 性 、 カ チ オ ン 性 、 も し く は ア ニ オ ン 性 な ど の 標 準 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 支 持 体 、 ま た は
精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 リ ガ ン ド 、 受 容 体 、 抗 体 、 も し く は DNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド な ど の
生 化 学 的 バ イ ト 分 子 で 構 成 さ れ た 、 規 定 さ れ た 化 学 「 バ イ ト 」 マ ト リ ッ ク ス で 被 覆 さ れ る
(Strauss, Science, 282:1406,1998を 参 照 さ れ た い )。 血 小 板 収 集 さ れ た 試 料 の 場 合 、 可
溶 化 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 SELDIチ ッ プ の 表 面 に 塗 布 さ れ る 。 タ ン パ ク 質 の 表 面 へ の 結 合
は 、 バ イ ト 表 面 の 性 質 、 お よ び 使 用 さ れ る 洗 浄 条 件 に よ っ て 左 右 さ れ る 。 そ の 後 結 合 し た
タ ン パ ク 質 の 混 合 物 が 、 感 度 の よ い 分 子 量 検 出 器 か ら 作 製 さ れ た レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 お
よ び そ れ に 続 く 飛 行 時 間 型 (TOF)質 量 分 析 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 試
料 に 関 す る タ ン パ ク 質 フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト を 作 製 し 、 SELDIは 、 1000～ 300,000ダ ル ト ン の
実 践 的 解 像 お よ び 検 出 作 業 範 囲 を 有 し 、 こ れ は 利 用 さ れ る エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 お よ び 使 用
さ れ る バ イ ト 表 面 /洗 浄 条 件 に よ り 左 右 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 抗 血 管 新 生 活 性 を 有 す る 抗 癌 療 法 の 有 効 量 の 患 者 へ の 投 与 は 、 本 発 明 に 含 ま れ る 。 抗 癌
療 法 は 、 例 え ば 血 管 新 生 イ ン ヒ ビ タ ー を 投 与 す る こ と を 含 み 得 る 。 血 管 新 生 阻 害 因 子 は 、
当 業 者 に 公 知 の 従 来 の 方 法 、 ま た は 本 発 明 の 方 法 、 例 え ば 血 小 板 (患 者 も し く は 適 合 し た
ド ナ ー )の 血 管 新 生 阻 害 因 子 に よ る 負 荷 、 お よ び そ れ ら の 負 荷 さ れ た 血 小 板 の 必 要 な 個 体
へ の 投 与 な ど に よ り 投 与 す る こ と が で き る 。 血 管 新 生 を 阻 害 す る こ と に よ り 、 疾 患 に 介 入
し 、 症 状 を 改 善 し 、 お よ び 場 合 に よ っ て は 疾 患 を 治 癒 す る こ と が で き る 。 ま た は 抗 癌 療 法
は 、 化 学 療 法 ま た は 放 射 線 療 法 を 患 者 へ 投 与 す る こ と に 関 連 し 得 る 。 最 後 に 抗 癌 療 法 は 、
腫 瘍 の 外 科 的 切 除 が 関 連 し 得 る 。 処 置 は 、 前 述 の 療 法 の 組 合 せ を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 は 、 血 管 新 生 性 疾 患 ま た は 障 害 の 早 期 検 出 、 診 断 、 お よ び 治 療 的 処 置 に 有 用 な 方
法 に も 関 連 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 血 管 新 生 性 疾 患 ま た は 障 害 と 称 さ れ る 、 血 管 新 生 が 重 要 で あ る と 考 え ら れ る 様 々 な 疾 患
ま た は 障 害 が 存 在 す る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 用 語 「 血 管 新 生 性 疾 患 ま た は 障 害 ま
た は 状 態 」 は 、 異 常 な ま た は 望 ま し く な い 、 例 え ば 刺 激 さ れ た ま た は 抑 制 さ れ た 血 管 の 形
成 に よ り 特 徴 付 け ら れ る か 、 ま た は こ れ に よ り 引 き 起 こ さ れ る 。 異 常 な ま た は 望 ま し く な
い 血 管 新 生 は 、 特 定 疾 患 を 直 接 引 き 起 こ す か 、 ま た は 存 在 す る 病 態 を 増 悪 す る 。 血 管 新 生
性 疾 患 の 例 は 、 眼 の 障 害 、 例 え ば 糖 尿 病 性 網 膜 症 、 黄 斑 変 性 、 血 管 新 生 緑 内 障 、 未 熟 児 網
膜 症 、 角 膜 移 植 拒 絶 反 応 、 水 晶 体 後 線 維 増 殖 症 、 ル ベ オ ー シ ス 、 介 入 に 起 因 し た 網 膜 新 生
血 管 、 眼 の 腫 瘍 お よ び ト ラ コ ー マ 、 な ら び に 他 の 眼 の 異 常 な 脈 管 新 生 状 態 を 含 み 、 こ こ で
新 生 血 管 は 、 盲 目 に 繋 が る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 に 包 含 さ れ る 他 の 血 管 新 生 性 疾 患 ま た は 障 害 は 、 新 生 物 形 成 性 疾 患 、 例 え ば 腫 瘍
で 、 膀 胱 、 脳 、 乳 房 、 頸 部 、 結 腸 、 直 腸 、 腎 臓 、 肺 、 卵 巣 、 膵 臓 、 前 立 腺 、 胃 、 お よ び 子
宮 を 含 む も の 、 腫 瘍 転 移 、 良 性 腫 瘍 、 例 え ば 血 管 腫 、 聴 神 経 腫 、 神 経 線 維 腫 、 ト ラ コ ー マ
、 お よ び 発 熱 性 肉 芽 腫 、 心 臓 肥 大 な ど の 肥 大 、 免 疫 お よ び 非 -免 疫 性 炎 症 、 慢 性 関 節 リ ウ
マ チ お よ び 乾 癬 な ど の 炎 症 障 害 、 再 狭 窄 な ど の 血 管 の 不 適 切 ま た は 不 都 合 な 侵 襲 が 関 連 し
た 障 害 、 ア テ ロ ー ム 斑 お よ び 骨 粗 鬆 症 に お け る 毛 細 血 管 増 殖 、 な ら び に 癌 に 関 連 し た 障 害
、 例 え ば 固 形 腫 瘍 、 固 形 腫 瘍 転 移 、 血 管 線 維 腫 、 水 晶 体 後 線 維 増 殖 症 、 血 管 腫 、 カ ポ ジ 肉
腫 な ど の 、 腫 瘍 成 長 を 支 援 す る 脈 管 新 生 を 必 要 と す る 癌 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い
。 同 じ く リ ン パ 球 性 悪 性 疾 患 、 例 え ば 慢 性 お よ び 急 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 、 お よ び リ ン パ 腫
を 包 含 し て い る 。 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 こ の 方 法 は 、 癌 の 哺 乳 動 物 に お い て 血
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管 新 生 を 阻 害 す る こ と を 指 示 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 に お い て 試 験 さ れ る 患 者 は 、 そ の 多 く の 態 様 に お い て 、 望 ま し く は ヒ ト 患 者 で あ
る が 、 本 発 明 の 原 則 は 、 本 発 明 が 用 語 「 患 者 」 に 含 ま れ る こ と が 意 図 さ れ る 全 て の 哺 乳 動
物 に 関 し て 有 効 で あ る こ と を 示 す こ と が 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 こ の 状 況 に お い て 哺 乳 動 物
は 、 任 意 の 哺 乳 動 物 種 を 含 む こ と が 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 を 使 用 し 、 そ れ が 必 要 な 患 者 に お け る 血 管 新 生 を 刺 激
す る こ と が で き る 。 血 小 板 は 、 1998年 6月 2日 に 公 開 さ れ た 米 国 特 許 第 5,759,542号 に 開 示
さ れ た よ う に 、 様 々 な 疾 患 の 処 置 に お け る 薬 物 送 達 適 用 に 関 し て 示 唆 さ れ て い る 。 こ の 特
許 は 、 血 小 板 の 外 膜 に 結 合 さ れ た ウ ロ キ ナ ー ゼ -型 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 活 性 化 因 子 の A-鎖 を
含 む 融 合 薬 物 か ら 形 成 さ れ た 複 合 体 の 調 製 を 開 示 し て い る 。 従 っ て 本 発 明 に 従 い 、 血 小 板
は 単 離 さ れ 、 か つ 血 管 新 生 性 刺 激 因 子 と 会 合 さ れ (「 負 荷 さ れ 」 )得 る 。 こ う し て 「 負 荷 さ
れ た 」 血 小 板 は 、 血 管 化 の 必 要 な 部 位 へ 送 達 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 そ れ が 必 要 な 患 者 に お け る 血 管 化 を 増 加 す る た め に 使 用 す る こ と が で
き る 。 従 っ て 本 発 明 の 方 法 は 、 増 大 さ れ た 血 液 循 環 か ら 恩 恵 を 受 け る 疾 患 ま た は 状 態 を 処
置 す る た め 、 移 植 の た め の 血 管 化 部 位 を 提 供 す る た め 、 創 傷 治 癒 を 増 強 す る た め 、 組 織 形
成 、 す な わ ち 損 傷 ま た は 手 術 後 の 瘢 痕 を 減 少 す る た め 、 特 定 部 位 で の 免 疫 応 答 の 指 定 さ れ
た 抑 制 か ら 恩 恵 を 受 け る 状 態 の た め な ど に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 例 え ば 、 壊 疽 、 糖 尿 病 、 循 環 不 良 、 動 脈 硬 化 症 、 ア テ ロ ー ム 動 脈 硬 化 症 、 冠 動 脈 疾 患 、
大 動 脈 瘤 、 下 肢 の 動 脈 疾 患 、 脳 血 管 疾 患 な ど 、 増 加 血 流 か ら 恩 恵 を 受 け る 任 意 の 状 態 が 包
含 さ れ る 。 こ の 様 式 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 血 管 新 生 刺 激 因 子 に よ る 血 小 板 の 前 -負
荷 、 お よ び そ れ ら の 患 者 へ の 輸 注 、 そ の 結 果 の 血 管 化 の 促 進 に よ り 、 末 梢 血 管 疾 患 を 処 置
す る の に 使 用 さ れ 得 る 。 同 様 に こ の 方 法 は 、 特 に 心 臓 へ の 血 管 が 閉 塞 さ れ た 場 合 、 罹 患 し
た ま た は 低 酸 素 の 心 臓 を 処 置 す る の に 有 用 で あ る 。 動 脈 硬 化 症 を 伴 う 他 の 臓 器 は 、 こ れ ら
の 方 法 か ら 恩 恵 を 受 け る 。 同 様 に 、 機 能 が よ り 高 度 の 血 管 化 に よ り 増 強 さ れ た 臓 器 は 、 血
管 新 生 刺 激 因 子 で 前 -負 荷 さ れ た 血 小 板 の 投 与 に よ り 改 善 さ れ 得 る 。 こ れ は 、 機 能 の 改 善
が 必 要 な 腎 臓 ま た は 他 の 臓 器 を 含 む 。 同 じ 様 式 で 、 動 脈 硬 化 の 他 の 標 的 は 、 虚 血 性 腸 疾 患
、 脳 -血 管 疾 患 、 血 管 が 原 因 の イ ン ポ テ ン ス な ど を 含 む 。 加 え て 心 臓 に お け る 新 た な 血 管
の 形 成 は 、 冠 動 脈 閉 塞 の 結 果 か ら 心 筋 層 を 保 護 す る 上 で 極 め て 重 要 で あ る 。 虚 血 性 心 筋 層
を 有 す る 患 者 へ の 負 荷 さ れ た 血 小 板 の 投 与 は 、 側 枝 発 生 を 増 強 し 、 壊 死 組 織 治 癒 を 促 進 し
、 な ら び に 梗 塞 拡 張 お よ び 心 肥 大 を 予 防 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 血 小 板 は 、 腫 瘍 に 関 連 し て 新 た に 形 成 さ れ た 血 管 中 を 循 環 す る の で 、 こ れ ら は 局 在 化 さ
れ た 様 式 で 抗 -有 糸 分 裂 薬 を 送 達 し 、 お そ ら く 腫 瘍 の 新 生 脈 管 中 を 循 環 す る 血 小 板 は 、 抗
血 管 新 生 薬 を 付 着 し 、 そ の 結 果 腫 瘍 へ の 血 液 供 給 を ブ ロ ッ ク す る こ と が で き る で あ ろ う 。
選 択 さ れ た 薬 物 、 例 え ば エ ン ド ス タ チ ン が 負 荷 さ れ た 血 小 板 は 、 VEGFま た は bFGFの よ う な
プ ロ -血 管 新 生 因 子 を 移 動 さ せ る 。 本 発 明 に 従 い 、 抗 血 管 新 生 因 子 が 負 荷 さ れ た 血 小 板 が
調 製 さ れ 、 お よ び 治 療 的 適 用 の た め に 患 者 へ 輸 注 さ れ る 。 こ の 薬 物 -負 荷 血 小 板 は 特 に 、
選 択 さ れ た 薬 物 が 、 血 小 板 -媒 介 血 栓 形 成 ま た は 血 管 損 傷 の 部 位 に 標 的 化 さ れ て い る よ う
な 、 血 液 で 運 搬 さ れ る 薬 物 送 達 に 関 し て 企 図 さ れ て い る 。 そ の よ う な 負 荷 さ れ た 血 小 板 は
、 少 な く と も 1種 の ア ゴ ニ ス ト 、 特 に ト ロ ン ビ ン に 対 し 正 常 な 反 応 を 有 す る 。 腫 瘍 は 、 組
織 因 子 ま た は ト ロ ン ビ ン の よ う な 血 小 板 刺 激 因 子 の 生 理 的 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 す
た め 、 血 管 新 生 イ ン ヒ ビ タ ー が 「 前 -負 荷 さ れ た 」 血 小 板 は 、 腫 瘍 部 位 へ 直 接 送 達 さ れ る
で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 同 じ く 本 発 明 の 方 法 に 、 血 管 新 生 制 御 因 子 を 血 小 板 か ら 放 出 す る こ と が 公 知 の 物 質 (以
後 「 放 出 物 質 」 と 称 す )、 な ら び に 別 の 態 様 に お い て 血 管 新 生 制 御 因 子 の 放 出 を 抑 制 す る
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こ と が 公 知 の 物 質 (以 後 「 抑 制 物 質 」 と 称 す )で 「 前 -負 荷 さ れ た 」 こ れ ら の 血 小 板 の 特 定
の 時 点 お よ び /ま た は 特 定 の 組 織 で の 制 御 さ れ た 放 出 が 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 放 出 物 質 は 、 プ ロ テ ア ー ゼ -活 性 化 受 容 体 (PAR)の ア ゴ ニ ス ト で あ
る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 PARア ゴ ニ ス ト は 、 PAR4ア ゴ ニ ス ト で あ る 。 別 の 態 様 に お い
て 、 放 出 物 質 は 、 PAR1ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る 。 PAR1な ら び に PAR4ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ
ゴ ニ ス ト は 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 か つ 本 発 明 に 包 含 さ れ て お り 、 例 え ば 全 体 が 本 明 細 書 に
参 照 と し て 組 入 れ ら れ る Ma et al., PNAS, January 4, 2005, vol. 102(1))を 参 照 さ れ た
い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 PAR1お よ び PAR4は 、 対 向 す る 調 節 様 式 で 作 動 し 、 血 管 新 生 制 御 因 子 の 血 小 板 か ら の 放 出
に 影 響 す る た め 、 ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト が 、 血 管 新 生 の 抑 制 ま た は 活 性 化 の い
ず れ か が 必 要 な 患 者 へ 投 与 さ れ る で あ ろ う 。 こ の 方 法 に お い て 、 制 御 因 子 の 必 要 な 部 位 へ
の 送 達 は 、 PARア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト の 個 体 へ の 制 御 さ れ た 送 達 に よ り 適 応 さ
れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 血 管 新 生 イ ン ヒ ビ タ ー は 、 ア ン ギ オ ス タ チ ン 、 ベ バ シ ズ マ ブ (ア バ ス チ ン )、 ア レ ス テ ン
、 カ ン ス タ チ ン 、 カ プ ロ ス タ チ ン (商 標 )、 コ ン ブ レ タ ス タ チ ン 、 エ ン ド ス タ チ ン 、 NM-3、
ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン 、 タ ム ス タ チ ン 、 2-メ ト キ シ エ ス ト ラ ジ オ ー ル 、 ビ タ キ シ ン 、 ZD 183
9(イ レ ッ サ )、 ZD6474、 OSI774(タ ル セ バ )、 CI1033、 PKI1666、 IMC225(エ ル ビ タ ッ ク ス )、
PTK787、 SU6668、 SU11248、 ハ ー セ プ チ ン 、 お よ び IFN-α 、 CELEBREX(登 録 商 標 )(セ レ コ キ
シ ブ )、 THALOMID(登 録 商 標 )(サ リ ド マ イ ド )、 ロ シ グ リ タ ゾ ン 、 ボ ル テ ゾ ミ ブ (ベ ル ケ ー ド
)、 ビ ス ホ ス ホ ネ ー ト 系 ゾ レ ド ロ ン 酸 (ゾ メ タ )、 お よ び IFN-α を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ
れ な い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 別 の 本 発 明 の 態 様 に お い て 、 血 管 新 生 性 疾 患 ま た は 障 害 に 関 す る 血 小 板 レ ジ ス タ ま た は
プ ロ フ ァ イ ル を 作 製 す る 方 法 が 説 明 さ れ る 。 こ の 血 小 板 プ ロ フ ァ イ ル は 、 標 準 と も 称 さ れ
る 。 こ の 態 様 に お い て 、 血 小 板 は 、 公 知 の 血 管 新 生 性 疾 患 ま た は 障 害 を 伴 う 第 一 群 (血 管
新 生 群 )お よ び 血 管 新 生 性 疾 患 ま た は 障 害 を 伴 わ な い 第 二 の 群 (対 照 群 )で あ る 、 個 体 の 二
群 か ら 単 離 さ れ る 。 血 小 板 は 、 血 小 板 会 合 バ イ オ マ ー カ ー の レ ベ ル に 関 し て 分 析 さ れ る 。
バ イ オ マ ー カ ー の 平 均 値 は 、 各 群 に 関 し て 算 出 さ れ 、 評 価 さ れ 、 こ れ ら 二 群 間 の 差 異 を 決
定 す る 。 そ の 後 血 小 板 レ ジ ス タ ま た は プ ロ フ ァ イ ル は 、 特 定 の 血 管 新 生 性 疾 患 ま た は 障 害
に つ い て 作 製 さ れ 、 こ こ で レ ジ ス タ は 、 対 照 群 と 比 較 し て 血 管 新 生 群 に お い て 差 次 的 に 発
現 さ れ て い る バ イ オ マ ー カ ー を 列 記 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 は 、 血 管 新 生 に 関 連 し た 状 態 、 特 に 癌 の 検 出 お よ び 差 別 化 を 可 能 に す る 。 本 発 明
は 、 血 管 新 生 状 態 、 特 に 癌 状 態 に 関 連 し て い る 臨 床 状 態 に 関 す る 、 血 液 血 小 板 中 に バ イ オ
マ ー カ ー と し て 認 め ら れ る 生 体 分 子 の 使 用 に 関 連 し て い る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る
よ う に 、 血 管 新 生 状 態 は 、 疾 患 対 非 -疾 患 状 態 の 間 、 例 え ば 癌 対 正 常 (す な わ ち 非 -癌 )の 間
、 特 に 血 管 新 生 性 癌 対 良 性 ま た は 非 -血 管 新 生 性 癌 の 間 の 識 別 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ
れ な い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 実 際 驚 く べ き こ と に 、 多 く の 本 発 明 の バ イ オ マ ー カ ー は 、 良 性 対 悪 性 の 腫 瘍 、 お よ び 血
管 新 生 性 対 非 -血 管 新 生 性 腫 瘍 な ど を 識 別 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 血 漿 中 の こ
れ ら の タ ン パ ク 質 の 対 応 す る 増 加 を 伴 わ な い 、 血 小 板 に よ る 血 管 新 生 制 御 因 子 の 選 択 的 取
込 み は 、 腫 瘍 が 臨 床 的 に 検 出 さ れ る 以 前 の 、 癌 の 診 断 、 特 に 早 期 診 断 を 補 助 す る の に 有 用
な 測 定 値 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 血 小 板 中 の 複 数 の バ イ オ マ ー カ ー の 多 重 化 さ れ た 測 定 値 、
す な わ ち 血 小 板 プ ロ フ ァ イ リ ン グ は 、 患 者 に お け る 血 管 新 生 活 性 の 変 化 の 非 常 に 感 度 の 良
い 指 標 を 提 供 し 、 な ら び に 疾 患 特 異 的 同 定 を 提 供 す る こ と が 見 出 さ れ た 。 こ の よ う な 血 小
板 特 性 を 使 用 し 、 現 在 利 用 可 能 な 診 断 法 で は 検 出 不 能 で あ る 顕 微 鏡 サ イ ズ の ヒ ト 癌 を 検 出

10

20

30

40

50

(16) JP 2007-535324 A 2007.12.6



す る こ と が で き る 。 休 眠 の 非 -血 管 新 生 性 腫 瘍 の よ う な 血 管 新 生 タ ン パ ク 質 の 小 さ い 供 給
源 で さ え 、 腫 瘍 そ れ 自 身 が 臨 床 的 に 検 出 さ れ る 以 前 に 、 検 出 で き る よ う に タ ン パ ク 質 プ ロ
フ ァ イ ル を 変 更 す る こ と が で き る 。 あ る 態 様 に お い て 、 血 小 板 血 管 新 生 プ ロ フ ァ イ ル は 、
広 範 な 腫 瘍 の 種 類 お よ び 腫 瘍 サ イ ズ を 検 出 す る こ と が で き る た め 、 単 独 の バ イ オ マ ー カ ー
よ り も よ り 包 括 的 で あ る 。 血 小 板 血 管 新 生 プ ロ フ ァ イ ル の 相 対 変 化 は 、 早 期 の 発 生 部 位 内
癌 か ら 始 ま る 、 す な わ ち 腫 瘍 が 臨 床 的 に 検 出 さ れ る 前 の 時 点 か ら 始 ま る 、 そ の 発 達 を 通 じ
た 腫 瘍 の 追 跡 を 可 能 に し 、 こ れ は (例 え ば 血 管 新 生 イ ン ヒ ビ タ ー な ど の 無 毒 の 薬 物 に よ る
処 置 後 の )迅 速 な 予 後 判 定 、 早 期 処 置 、 お よ び 疾 患 の 進 行 ま た は 退 縮 の 正 確 な モ ニ タ リ ン
グ を も た ら す 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 血 小 板 は 、 多 く の 公 知 の 血 管 新 生 調 節 タ ン パ ク 質 、 例 え ば VEGF-A、 VEGF-C、 bFGF、 HGF
、 ア ン ギ オ ポ イ エ チ ン -1、 PDGF、 EGF、 IGF-1、 IGF BP-3、 ビ ト ロ ネ ク チ ン 、 フ ィ ブ ロ ネ ク
チ ン 、 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 、 ヘ パ ラ ナ ー ゼ 、 お よ び ス フ ィ ン ゴ シ ン -1 PO4な ど の 正 の 制 御 因 子
、 な ら び に /ま た は ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン 、 HGFの NK1/NK2/NK3断 片 、 TGF-β -1、 プ ラ ス ミ ノ
ー ゲ ン (ア ン ギ オ ス タ チ ン )、 高 分 子 量 キ ニ ノ ー ゲ ン (ド メ イ ン 5)、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン (Fibr
onection)(45kD断 片 )、 EGF(断 片 )、 α -2ア ン チ プ ラ ス ミ ン (断 片 )、 β -ト ロ ン ボ グ ロ ブ リ
ン 、 エ ン ド ス タ チ ン お よ び BDNF(脳 由 来 神 経 栄 養 因 子 )な ど の 負 の 制 御 因 子 を 取 込 み 、 か つ
供 給 源 (例 え ば 腫 瘍 )が 存 在 す る 限 り は 、 こ れ ら を 隔 絶 し 続 け る 。 本 発 明 を 血 管 新 生 制 御 因
子 の 隔 絶 に 関 す る い ず れ か 特 定 の 生 物 学 的 機 構 ま た は 役 割 に 限 定 せ ず 、 血 小 板 は 、 活 性 化
さ れ た 内 皮 細 胞 の 部 位 へ の こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 効 果 的 輸 送 体 と し て 作 用 す る と 考 え ら れ
、 か つ 血 小 板 中 の バ イ オ マ ー カ ー の プ ロ フ ァ イ ル は 、 腫 瘍 の 存 在 の 開 始 お よ び 成 長 を 反 映
し て い る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 対 象 の 血 管 新 生 状 態 を 定 量 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方
法 は ： (a)対 象 由 来 の 生 物 学 的 試 料 中 の 少 な く と も 1種 の 血 小 板 会 合 バ イ オ マ ー カ ー を 測 定
す る 工 程 ； お よ び (b)こ の 測 定 値 を 、 血 管 新 生 状 態 と 相 関 す る 工 程 ； を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 少 な く と も 1種 の 血 小 板 会 合 バ イ オ マ ー カ ー は 、 バ イ オ マ ー カ ー
を SELDIプ ロ ー ブ の 吸 着 材 上 に 捕 獲 し 、 な ら び に 捕 獲 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー を 、 レ ー ザ ー
脱 離 -イ オ ン 化 質 量 分 析 に よ り 検 出 す る こ と に よ り 測 定 さ れ る 。 あ る 態 様 に お い て 、 吸 着
材 は 、 カ チ オ ン 交 換 吸 着 材 、 ア ニ オ ン 交 換 吸 着 材 、 金 属 キ レ ー ト ま た は 疎 水 性 吸 着 材 で あ
る 。 別 の 態 様 に お い て 、 吸 着 材 は 、 生 体 特 異 的 吸 着 材 で あ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 少 な く
と も 1種 の 血 小 板 会 合 バ イ オ マ ー カ ー は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ に よ り 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 こ の 相 関 は ソ フ ト ウ ェ ア 分 類 ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 実 行 さ れ る 。 あ る
態 様 に お い て 、 血 管 新 生 状 態 は 、 癌 対 正 常 (非 -癌 )で あ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 血 管 新 生
状 態 良 性 腫 瘍 対 悪 性 腫 瘍 で あ る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 血 管 新 生 状 態 は 、 血 管 新 生 性
腫 瘍 対 非 -血 管 新 生 性 腫 瘍 、 す な わ ち 休 眠 腫 瘍 で あ る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 血 管 新
生 状 態 は 、 特 定 の 型 の 癌 で あ り 、 こ れ は 乳 癌 、 肝 臓 癌 、 肺 癌 、 血 管 芽 細 胞 腫 、 膀 胱 癌 、 前
立 腺 癌 、 胃 癌 、 脳 の 癌 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 結 腸 癌 、 癌 腫 、 肉 腫 、 白 血 病 、 リ ン パ 腫 、 お よ び
骨 髄 腫 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 こ の 方 法 は さ ら に ： (c)血 管 新 生 状 態 を 基 に 対 象 の 処 置 を 管
理 す る 工 程 を 含 む 。 こ の 測 定 値 が 癌 と 相 関 す る 場 合 、 対 象 処 置 の 管 理 は 、 例 え ば 化 学 療 法
薬 、 血 管 新 生 療 法 、 放 射 線 療 法 お よ び /ま た は 手 術 を 対 象 へ 投 与 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 こ の 方 法 は さ ら に ： (d)療 法 の 有 効 性 を 評 価 す る た め 、 対 象 管
理 後 、 少 な く と も 1種 の 血 小 板 会 合 バ イ オ マ ー カ ー を 測 定 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 以 下 を 含 む キ ッ ト を 提 供 す る ： (a)そ れ に 結 合 さ
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れ た 少 な く と も 1種 の 捕 獲 剤 を 含 む 固 相 支 持 体 で あ り 、 こ こ で 捕 獲 剤 は 少 な く と も 1種 の 血
小 板 会 合 バ イ オ マ ー カ ー に 結 合 す る 、 固 相 支 持 体 ； な ら び に 、 (b)少 な く と も 1種 の バ イ オ
マ ー カ ー を 検 出 す る た め の 固 相 支 持 体 の 使 用 説 明 書 。 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 少 な く
と も 1種 の 血 小 板 会 合 バ イ オ マ ー カ ー は 、 以 下 の バ イ オ マ ー カ ー か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る ： VEGF、 PDGF、 bFGF、 PF4、 CTAPIII、 エ ン ド ス タ チ ン 、 タ ム ス タ チ ン 、 メ タ ロ プ ロ テ ア
ー ゼ の 組 織 イ ン ヒ ビ タ ー 、 ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 A1、 IL8、 TGF、 NGAL、 MIP、 メ タ ロ プ ロ テ
ア ー ゼ 、 BDNF、 NGF、 CTGF、 ア ン ギ オ ゲ ニ ン 、 ア ン ギ オ ポ イ エ チ ン 、 ア ン ギ オ ス タ チ ン 、
お よ び ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン 、 な ら び に そ れ ら の 組 合 せ 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 キ ッ ト は 、 以 下 の バ イ オ マ ー カ ー か ら 選 択 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー
を 検 出 す る た め の 、 固 相 支 持 体 の 使 用 に 関 す る 説 明 書 を 提 供 す る ： VEGF、 PDGF、 bFGF、 PF
4、 CTAPIII、 エ ン ド ス タ チ ン 、 タ ム ス タ チ ン 、 メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ の 組 織 イ ン ヒ ビ タ ー 、
ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 A1、 ILS、 TGF、 NGAL、 MIP、 メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ 、 BDNF、 NGF、 CTGF、
ア ン ギ オ ゲ ニ ン 、 ア ン ギ オ ポ イ エ チ ン 、 ア ン ギ オ ス タ チ ン 、 お よ び ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン 、
な ら び に そ れ ら の 組 合 せ 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 捕 獲 剤 を 含 む 固 相 支 持 体 は SELDIプ ロ ー ブ で あ る 。 あ る 態 様 に お い
て 、 吸 着 材 は 、 カ チ オ ン 交 換 吸 着 材 、 ア ニ オ ン 交 換 吸 着 材 、 金 属 キ レ ー ト ま た は 疎 水 性 吸
着 材 で あ る 。 一 部 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 捕 獲 剤 は カ チ オ ン 交 換 吸 着 材 で あ る 。 別 の 態
様 に お い て 、 キ ッ ト は さ ら に 、 (c)ア ニ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 吸 収 材 、 例 え ば 4級 ア
ミ ン 吸 収 材 (例 え ば 、 BioSepra Q Ceramic HyperD(登 録 商 標 )F吸 収 材 ビ ー ズ )を 含 む 。 別 の
態 様 に お い て 、 キ ッ ト は さ ら に 、 (c)表 1お よ び 表 2の 少 な く と も 1種 の 血 小 板 会 合 バ イ オ マ
ー カ ー を 含 む 、 容 器 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 さ ら な る 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 以 下 を 含 む キ ッ ト を 提 供 す る ： (a)そ れ に 結 合 さ れ
た 少 な く と も 1種 の 捕 獲 剤 を 含 む 固 相 支 持 体 で あ り 、 こ こ で 捕 獲 剤 は 少 な く と も 1種 の 血 小
板 会 合 バ イ オ マ ー カ ー に 結 合 す る 、 固 相 支 持 体 ； な ら び に 、 (b)少 な く と も 1種 の バ イ オ マ
ー カ ー を 含 む 容 器 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 キ ッ ト は 、 以 下 の バ イ オ マ ー カ ー か ら 選 択 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー
を 検 出 す る た め の 、 固 相 支 持 体 の 使 用 に 関 す る 説 明 書 を 提 供 す る ： VEGF、 PDGF、 bFGF、 PF
4、 CTAPIII、 エ ン ド ス タ チ ン 、 タ ム ス タ チ ン 、 メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ の 組 織 イ ン ヒ ビ タ ー 、
ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 A1、 IL8、 TGF、 NGAL、 MIP、 メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ 、 BDNF、 NGF、 CTGF、
ア ン ギ オ ゲ ニ ン 、 ア ン ギ オ ポ イ エ チ ン 、 ア ン ギ オ ス タ チ ン 、 お よ び ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン 。
別 の 態 様 に お い て 、 キ ッ ト は 、 以 下 の バ イ オ マ ー カ ー の 各 々 を 検 出 す る た め の 、 固 相 支 持
体 の 使 用 に 関 す る 説 明 書 ： VEGF、 PDGF、 bFGF、 PF4、 CTAPIII、 エ ン ド ス タ チ ン 、 タ ム ス タ
チ ン 、 メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ の 組 織 イ ン ヒ ビ タ ー 、 ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 A1、 IL8、 TGF、 NGAL
、 MIP、 メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ 、 BDNF、 NGF、 CTGF、 ア ン ギ オ ゲ ニ ン 、 ア ン ギ オ ポ イ エ チ ン 、
ア ン ギ オ ス タ チ ン 、 お よ び ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン 、 ま た は 、 あ る い は 、 加 え て こ れ ら の 各 バ
イ オ マ ー カ ー を 検 出 に 関 す る 説 明 書 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 さ ら な る 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 ソ フ ト ウ ェ ア 製 品 を 提 供 し 、 こ の ソ フ ト ウ ェ ア 製 品
は ： (a)試 料 に 割 当 て ら れ た デ ー タ に ア ク セ ス す る コ ー ド で あ り 、 こ の デ ー タ が 生 物 学 的
試 料 中 の 少 な く と も 1種 の 血 小 板 会 合 バ イ オ マ ー カ ー の 測 定 値 を 含 む 、 コ ー ド ； な ら び に (
b)試 料 の 血 管 新 生 性 疾 患 状 態 を 、 測 定 値 の 関 数 と し て 分 類 す る 、 分 類 ア ル ゴ リ ズ ム を 実 行
す る コ ー ド 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 分 類 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 VEGF、 PDGF、 bFGF、 PF4、 CTAPIII、 エ ン ド
ス タ チ ン 、 タ ム ス タ チ ン 、 メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ の 組 織 イ ン ヒ ビ タ ー 、 ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質
A1、 IL8、 TGF、 NGAL、 MIP、 メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ 、 BDNF、 NGF、 CTGF、 ア ン ギ オ ゲ ニ ン 、 ア
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ン ギ オ ポ イ エ チ ン 、 ア ン ギ オ ス タ チ ン 、 お よ び ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ た バ イ オ マ ー カ ー の 測 定 値 の 関 数 と し て 、 試 料 の 血 管 新 生 状 態 を 分 類 す る 。 別 の 態 様 に
お い て 、 分 類 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 以 下 の バ イ オ マ ー カ ー の 各 々 の 測 定 値 の 関 数 と し て 、 試 料
の 血 管 新 生 状 態 を 分 類 す る ： VEGF、 PDGF、 bFGF、 PF4、 CTAPIII、 エ ン ド ス タ チ ン 、 タ ム ス
タ チ ン 、 メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ の 組 織 イ ン ヒ ビ タ ー 、 ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 A1、 IL8、 TGF、 NG
AL、 MIP、 メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ 、 BDNF、 NGF、 CTGF、 ア ン ギ オ ゲ ニ ン 、 ア ン ギ オ ポ イ エ チ ン
、 ア ン ギ オ ス タ チ ン 、 お よ び ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 表 1お よ び 表 2に 記 載 さ れ た 血 小 板 会 合 バ イ オ マ ー カ ー か
ら 選 択 さ れ た 精 製 さ れ た 生 体 分 子 、 そ れ に 加 え て 表 1お よ び 表 2に 記 載 さ れ た バ イ オ マ ー カ
ー を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 異 な る 群 の バ イ オ マ ー カ ー の 発 現 レ ベ ル の 平 均 値 ま た は 中 央 値 が 、 統 計 学 的 に 有 意 で あ
る と 計 算 さ れ る 場 合 、 バ イ オ マ ー カ ー は 、 一 つ の 表 現 型 状 態 (例 え ば 有 病 )の 対 象 か ら 採 取
さ れ た 試 料 に お い て 、 別 の 表 現 型 状 態 と 比 較 し て 差 次 的 に 存 在 す る 有 機 生 体 分 子 で あ る 。
統 計 学 的 有 意 性 に 関 す る 一 般 的 検 定 は 、 中 で も 、 t-検 定 、 ANOVA、 ク ラ ス カ ス -ウ ォ リ ス 、
ウ ィ ル コ ク ソ ン 、 マ ン -ホ イ ッ ト ニ ー お よ び オ ッ ズ 比 で あ る 。 バ イ オ マ ー カ ー は 、 単 独 ま
た は 組 合 せ で 、 対 象 が 一 つ の 表 現 型 状 態 ま た は 他 の 表 現 型 状 態 に 属 す る 相 対 リ ス ク の 測 定
値 を 提 供 す る 。  従 っ て こ れ ら は 、 疾 患 用 マ ー カ ー (診 断 用 )、 薬 物 の 治 療 有 効 性 用 マ ー カ
ー (治 療 判 定 用 (theranostics))お よ び 薬 物 毒 性 用 マ ー カ ー と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 血 小 板 は 、 癌 お よ び 血 管 新 生 (抗 血 管 新 生 を 含 む )活 性 の 差 異 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 他 の
状 態 に 対 す る バ イ オ マ ー カ ー の 、 驚 く ほ ど 良 好 な 供 給 源 で あ る こ と が 見 出 さ れ た 。 特 に 血
小 板 -由 来 の バ イ オ マ ー カ ー は 、 非 常 に 早 期 の 疾 患 状 態 の 変 化 を 示 し 、 お よ び 単 に 非 -癌 か
ら 癌 を 識 別 す る の み で な く 、 悪 性 腫 瘍 か ら 良 性 腫 瘍 も 識 別 す る こ と が で き る 。 従 っ て 本 発
明 は 、 癌 、 関 節 炎 、 お よ び 妊 娠 の よ う な で き る 限 り 多 様 な 臨 床 状 態 の 早 期 診 断 の 手 段 を 提
供 す る 。 各 臨 床 状 態 は 、 異 な る バ イ オ マ ー カ ー ま た は 複 数 の バ イ オ マ ー カ ー の ク ラ ス タ ー
に 変 化 を 生 じ る た め 、 異 な る 臨 床 状 態 を 本 発 明 を 用 い て 識 別 す る こ と が で き る 。 従 っ て 所
定 の 臨 床 状 態 に 関 す る バ イ オ マ ー カ ー 発 現 パ タ ー ン は 、 疾 患 ま た は 代 謝 状 態 の フ ィ ン ガ ー
プ リ ン ト ま た は プ ロ フ ァ イ ル で あ っ て も よ い 。 従 っ て 本 発 明 は 、 病 態 の バ イ オ マ ー カ ー 指
標 の 発 現 レ ベ ル 、 ま た は 血 管 新 生 活 性 の 変 化 に 関 連 し た 代 謝 活 性 の 変 化 を 検 出 お よ び 決 定
す る 、 キ ッ ト 、 方 法 、 お よ び 装 置 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 加 え て 本 発 明 は 、 血 小 板 プ ロ フ ァ イ ル 標 準 、 ま た は レ ジ ス タ の 作 製 を 提 供 す る 。 例 え ば
癌 で あ る こ と が 公 知 の 個 体 か ら 得 た 血 小 板 試 料 を 分 析 す る こ と に よ り 、 標 準 プ ロ フ ァ イ ル
ま た は レ ジ ス タ を 作 製 す る こ と が で き る 。 こ の レ ジ ス タ は 、 そ の 後 、 試 験 試 料 と 比 較 す る
た め の 対 照 と し て 使 用 し て も よ い 。 血 小 板 プ ロ フ ァ イ ル が 有 益 で あ る 病 態 の 例 は 、 乳 癌 、
肝 臓 癌 、 肺 癌 、 血 管 芽 細 胞 腫 、 膀 胱 癌 、 前 立 腺 癌 、 胃 癌 、 脳 の 癌 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 結 腸 癌
、 癌 腫 、 肉 腫 、 白 血 病 、 リ ン パ 腫 、 お よ び 骨 髄 腫 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 の 腫 瘍 成 長 の 変 動 を 検 出 す る 能 力 は 、 例 え ば 、 本 明 細 書 に 提 供 さ れ た 図 お よ び 表
に 例 示 さ れ て い る 。 図 お よ び 表 に 示 さ れ た デ ー タ を 得 る た め に 使 用 さ れ る 方 法 は 、 実 施 例
に 詳 細 に 説 明 さ れ て い る 。 簡 単 に 述 べ る と 、 マ ウ ス に 、 予 め 決 め ら れ た 期 間 成 長 さ せ た 、
休 眠 ま た は 血 管 新 生 性 の い ず れ か の 腫 瘍 を 移 植 し た 。 腫 瘍 が 移 植 さ れ な か っ た 対 照 動 物 も
調 べ ら れ る 。 こ れ ら の マ ウ ス か ら 血 小 板 を 採 取 し 、 ホ モ ジ ネ ー ト し 、 実 施 例 に 説 明 さ れ た
よ う に 処 理 し 、 か つ SELDI質 量 分 析 お よ び 当 業 者 に よ り 実 践 さ れ る 他 の 方 法 を 用 い て 分 析
す る 。 こ の 方 法 を 使 用 し 、 非 常 に 早 期 の 病 態 の 変 化 を 示 す こ と が で き 、 か つ 単 に 非 -癌 か
ら 癌 の み で な く 、 悪 性 腫 瘍 か ら 良 性 腫 瘍 も 識 別 す る こ と が で き る 、 血 小 板 由 来 の バ イ オ マ
ー カ ー が 同 定 さ れ る 。 例 え ば バ イ オ マ ー カ ー PF4の 発 現 は 、 腫 瘍 を 有 す る マ ウ ス の 血 小 板
に お い て 増 強 さ れ る 。 驚 く べ き こ と に 、 PF4発 現 は 、 休 眠 (非 -血 管 新 生 性 )腫 瘍 を 有 す る そ
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の よ う な マ ウ ス に お い て 最 高 で あ る 。 図 な ら び に 表 1お よ び 2は 、 そ の 二 量 体 が 約 16.2の 質
量 を 有 す る バ イ オ マ ー カ ー CTAP IIIに 関 す る 同 様 の 結 果 を 例 示 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 検 出 に 適 し た バ イ オ マ ー カ ー を 作 製 す る た め 、 バ イ オ マ ー カ ー の 分 子 量 の み が 公 知 で あ
る こ と が 必 要 で あ る が 、 観 察 さ れ た ピ ー ク の 形 状 お よ び 強 度 な ら び に 他 の パ ラ メ ー タ も 使
用 す る こ と が で き る こ と に 留 意 さ れ た い 。 例 え ば 、 バ イ オ マ ー カ ー に 対 す る 抗 体 が 使 用 さ
れ る か 、 ま た は バ イ オ マ ー カ ー の 活 性 が 公 知 の 場 合 、 酵 素 ア ッ セ イ を 使 用 し 、 バ イ オ マ ー
カ ー を 検 出 お よ び 定 量 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】

　 本 発 明 は 、 血 管 新 生 性 ま た は 抗 血 管 新 生 活 性 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 状 態 、 特 に 癌 対 正 常
(非 -癌 )ま た は 良 性 腫 瘍 対 悪 性 疾 患 を 有 す る 対 象 の 血 小 板 中 に 差 次 的 に 存 在 す る ポ リ ペ プ
チ ド に 基 づ く バ イ オ マ ー カ ー を 提 供 す る 。 こ れ ら の バ イ オ マ ー カ ー は 、 質 量 分 析 に よ り 決
定 さ れ る よ う な 質 量 -対 -電 荷 (change)比 、 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 に お け る そ れ ら の ス ペ ク ト
ル ピ ー ク の 形 状 、 お よ び 吸 着 材 表 面 へ の そ れ ら の 結 合 特 性 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 。 こ れ ら
の 特 徴 は 、 特 定 の 検 出 さ れ た 生 体 分 子 が 本 発 明 の バ イ オ マ ー カ ー で あ る か ど う か を 決 定 す
る 方 法 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 特 徴 は 、 生 体 分 子 の 固 有 の 特 徴 を 表 し 、 生 体 分 子 が 区 別 さ れ
る 方 式 に 制 限 は な い 。 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は こ れ ら の バ イ オ マ ー カ ー の 単 離 さ れ
た 形 態 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 の 血 小 板 会 合 バ イ オ マ ー カ ー は 、 Ciphergen Biosystems, Inc.(フ リ ー モ ン ト , C
A)の ProteinChipア レ イ (「 Ciphergen」 )を 利 用 す る SELDI技 術 を 用 い て 発 見 さ れ た 。 血 小
板 試 料 が 、 3種 の 表 現 型 状 態 の 一 つ に 収 ま る マ ウ ス 対 象 か ら 採 取 さ れ た ： 正 常 、 良 性 腫 瘍
、 悪 性 腫 瘍 。 血 小 板 が 、 尿 素 緩 衝 液 に よ り 抽 出 さ れ 、 そ の 後 分 析 の た め に 直 接 、 ア ニ オ ン
交 換 、 カ チ オ ン 交 換 、 も し く は IMAC銅 SELDIバ イ オ チ ッ プ の い ず れ か に 適 用 さ れ る か 、 ま
た は ア ニ オ ン 交 換 ビ ー ズ 上 で 分 画 さ れ 、 次 に 分 析 の た め に カ チ オ ン 交 換 SELDIバ イ オ チ ッ
プ に 適 用 さ れ る 。 試 料 中 の ポ リ ペ プ チ ド の ス ペ ク ト ル は 、 Ciphergen PBSII質 量 分 析 計 で
の 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 に よ り 作 製 さ れ た 。 従 っ て 、 含 ま れ た ス ペ ク ト ル は 、 Ciphergen Bi
osystems, Inc.か ら 入 手 さ れ る Biomarker Wizard and Biomarker Patternソ フ ト ウ ェ ア に
よ り 、 Ciphergen Express(商 標 )Data Managerソ フ ト ウ ェ ア に よ り 解 析 さ れ た 。 各 群 の 質
量 ス ペ ク ト ル に は 、 散 布 図 プ ロ ッ ト 解 析 が 施 さ れ る 。 マ ン -ホ イ ッ ト ニ ー 検 定 解 析 が 使 用
さ れ 、 3種 の 異 な る 群 が 比 較 さ れ 、 二 群 間 に 有 意 差 を 有 す る (p＜ 0.0001)タ ン パ ク 質 が 選 択
さ れ る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 実 施 例 の 項 に よ り 詳 細 に 説 明 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 の バ イ オ マ ー カ ー は 、 質 量 分 析 に よ り 決 定 さ れ る そ れ ら の 質 量 -対 -電 荷 比 に よ り
特 徴 付 け ら れ て も よ い 。 各 バ イ オ マ ー カ ー の 質 量 -対 -電 荷 比 ("M"値 )は 、 標 識 さ れ た "マ ー
カ ー "で あ っ て も よ い 。 従 っ て 例 え ば M8206は 、 測 定 さ れ た 質 量 -対 -電 荷 比 8206を 有 す る 。
質 量 -対 -電 荷 比 は 、 Ciphergen Biosystems, Inc.の PBS II質 量 分 析 計 で 作 製 さ れ た 質 量 ス
ペ ク ト ル か ら 決 定 さ れ る 。 こ の 装 置 は 、 質 量 精 度 約 ± 1000m/dmを 有 し 、 こ こ で mは 質 量 で
あ り 、 お よ び dmは 0.5ピ ー ク 高 で の 質 量 ス ペ ク ト ル ピ ー ク 幅 で あ る 。 バ イ オ マ ー カ ー の 質
量 -対 -電 荷 比 は 、 Biomarker Wizard(商 標 )ソ フ ト ウ ェ ア (Ciphergen Biosystems, Inc.)を
使 用 し 決 定 さ れ る 。 Biomarker Wizardは 、 PBSIIに よ り 決 定 さ れ た 、 分 析 さ れ た 全 ス ペ ク
ト ル か ら の 同 じ ピ ー ク の 質 量 -対 -電 荷 比 を ク ラ ス タ ー 化 し 、 ク ラ ス タ ー 内 の 最 大 お よ び 最
小 質 量 -対 -電 荷 -比 を 得 、 か つ こ れ を 2で 除 算 す る こ と に よ り 、 質 量 -対 -電 荷 比 を バ イ オ マ
ー カ ー に 割 当 て る 。 従 っ て 提 供 さ れ た 質 量 は こ れ ら の 特 異 性 を 反 映 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 の バ イ オ マ ー カ ー は さ ら に 、 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 に お け る そ れ ら の ス ペ ク ト ル ピ
ー ク の 形 状 を 特 徴 と す る こ と が で き る 。 バ イ オ マ ー カ ー を 表 し て い る ピ ー ク を 示 す 質 量 ス
ペ ク ト ル が 、 図 に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
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　 本 発 明 の バ イ オ マ ー カ ー は さ ら に 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 表 面 へ の そ れ ら の 結 合 特 性 を 特
徴 と す る こ と が で き る 。 例 え ば 画 分 III(pH5洗 浄 )中 に 認 め ら れ た マ ー カ ー は 、 pH6で 結 合
す る が 、 pH5で の 洗 浄 で 溶 離 す る 。 ほ と ん ど の バ イ オ マ ー カ ー は 、 50mM酢 酸 ナ ト リ ウ ム (pH
5)で 洗 浄 後 に 、 カ チ オ ン 交 換 吸 着 材 (例 え ば Ciphergen(登 録 商 標 )WCX ProteinChip(登 録 商
標 )ア レ イ )に 結 合 し 、 お よ び 多 く は IMACバ イ オ チ ッ プ に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 の あ る 種 の バ イ オ マ ー カ ー の 同 一 性 が 決 定 さ れ て い る 。 こ の 決 定 を 行 う 方 法 は 、
実 施 例 の 項 に 説 明 さ れ て い る 。 そ の 同 一 性 が 決 定 さ れ て い る バ イ オ マ ー カ ー に 関 し て 、 そ
の バ イ オ マ ー カ ー の 存 在 は 、 分 光 学 的 お よ び 免 疫 学 的 検 出 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な
い 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 他 の 方 法 に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 を 使 用 し 検 出 可 能 な バ イ オ マ ー カ ー は 、 質 量 -対 -電 荷 比 、 結 合 特 性 お よ び ス ペ ク
ト ル 形 状 に よ り 特 徴 付 け る こ と が で き る た め 、 前 も っ て そ れ ら に 特 異 的 な 同 一 性 に 関 す る
知 識 が な く と も 、 こ れ ら は 質 量 分 析 に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 し か し 望 ま し い な ら ば
、 そ の 同 一 性 が 決 定 さ れ て い な い バ イ オ マ ー カ ー は 、 例 え ば そ の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸
配 列 の 決 定 に よ り 同 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー は 、 ト リ プ
シ ン ま た は V8プ ロ テ ア ー ゼ な ど 多 く の 酵 素 に よ る ペ プ チ ド -マ ッ ピ ン グ に よ り 同 定 す る こ
と が で き 、 か つ 消 化 断 片 の 分 子 量 を 使 用 し 、 マ ッ ピ ン グ に 使 用 し た プ ロ テ ア ー ゼ に よ り 作
製 さ れ た 消 化 断 片 の 分 子 量 と 一 致 す る 配 列 に 関 す る デ ー タ ベ ー ス を 検 索 す る こ と が で き る
。 ま た は タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー は 、 タ ン デ ム 質 量 分 析 (MS)技 術 を 用 い 配 列 決 定 す る こ
と が で き る 。 こ の 方 法 に お い て 、 タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 単 離 さ れ る 。
バ イ オ マ ー カ ー を 含 む バ ン ド は 切 出 さ れ 、 そ の タ ン パ ク 質 は プ ロ テ ア ー ゼ 消 化 に 供 さ れ る
。 個 々 の タ ン パ ク 質 断 片 は タ ン デ ム MSの 第 一 の 質 量 分 析 計 に よ り 分 離 さ れ る 。 次 に こ の 断
片 は 衝 突 冷 却 に 供 さ れ る 。 こ れ は 、 ペ プ チ ド を 断 片 化 し 、 ポ リ ペ プ チ ド ラ ダ ー を 作 製 す る
。 こ の ポ リ ペ プ チ ド ラ ダ ー は 次 い で タ ン デ ム MSの 第 二 の 質 量 分 析 計 に よ り 分 析 さ れ る 。 ポ
リ ペ プ チ ド ラ ダ ー の 一 員 の 質 量 差 は 配 列 の ア ミ ノ 酸 を 同 定 す る 。 全 体 の タ ン パ ク 質 が こ の
様 式 で 配 列 決 定 さ れ る か 、 ま た は 配 列 断 片 が デ ー タ ベ ー ス マ イ ニ ン グ に 供 さ れ 、 同 一 性 候
補 が 見 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】

　 複 数 の 異 な る 形 態 で 試 料 中 に 存 在 す る こ と の 多 い タ ン パ ク 質 は 、 検 出 上 異 な る 質 量 に よ
り 特 徴 付 け ら れ る こ と が 見 出 さ れ た 。 こ れ ら の 型 は 、 翻 訳 前 ま た は 翻 訳 後 修 飾 の い ず れ か
、 ま た は 両 方 か ら 生 じ 得 る 。 翻 訳 前 修 飾 型 は 、 ア レ ル 変 種 、 ス プ ラ イ シ ン グ 変 種 お よ び RN
A編 集 型 を 含 む 。 翻 訳 後 修 飾 型 は 、 タ ン パ ク 質 分 解 性 切 断 (例 え ば 、 親 タ ン パ ク 質 の 断 片 化
)、 グ リ コ シ ル 化 、 リ ン 酸 化 、 脂 質 付 加 、 酸 化 、 メ チ ル 化 、 シ ス チ ニ ル 化 (cystinylation)
、 ス ル ホ ン 化 お よ び ア セ チ ル 化 か ら 生 じ る 型 を 含 む 。 特 定 の タ ン パ ク 質 お よ び そ の 全 て の
修 飾 型 を 含 む 、 タ ン パ ク 質 の 収 集 は 、 本 明 細 書 に お い て 「 タ ン パ ク 質 ク ラ ス タ ー 」 と 称 す
る 。 特 定 の タ ン パ ク 質 そ れ 自 身 は 除 外 し た 、 特 定 の タ ン パ ク 質 の 修 飾 型 の 全 て の 収 集 は 、
本 明 細 書 に お い て 「 修 飾 型 タ ン パ ク 質 ク ラ ス タ ー 」 と 称 さ れ る 。 本 発 明 の 任 意 の バ イ オ マ
ー カ ー の 修 飾 型 も 、 そ れ ら 自 身 バ イ オ マ ー カ ー と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 特 定 の 場 合
に お い て 、 修 飾 型 は 、 本 明 細 書 に 説 明 さ れ た 特 定 型 よ り も 、 診 断 に お い て よ り 良 い 識 別 力
を 示 す こ と が あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 バ イ オ マ ー カ ー の 修 飾 型 は 、 バ イ オ マ ー カ ー 由 来 の 修 飾 型 を 検 出 お よ び 識 別 す る こ と が
で き る 任 意 の 方 法 に よ り 、 最 初 に 検 出 す る こ と が で き る 。 最 初 の 検 出 の 好 ま し い 方 法 は 、
例 え ば 生 体 分 子 特 異 的 な 捕 獲 剤 に よ る 、 バ イ オ マ ー カ ー お よ び そ の 修 飾 型 の 最 初 の 捕 獲 、
そ の 後 の 捕 獲 さ れ た タ ン パ ク 質 の 質 量 分 析 に よ る 検 出 が 関 連 し て い る 。 よ り 詳 細 に は 、 こ
れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 生 体 分 子 特 異 的 な 捕 獲 剤 、 例 え ば バ イ オ マ ー カ ー お よ び そ の 修 飾 型
を 認 識 す る 抗 体 、 ア プ タ マ ー ま た は ア フ ィ ボ デ ィ (Affibody)を 用 い て 捕 獲 さ れ る 。 こ の 方
法 は 同 様 に 、 タ ン パ ク 質 に 結 合 し 、 ま た は そ う で な け れ ば 抗 体 に よ り 認 識 さ れ 、 か つ そ れ
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ら 自 身 バ イ オ マ ー カ ー で あ り 得 る よ う な 、 タ ン パ ク 質 相 互 作 用 の 捕 獲 も 生 じ る で あ ろ う 。
好 ま し く は 、 生 体 分 子 特 異 的 な 捕 獲 剤 は 固 相 に 結 合 さ れ る 。 そ の 後 捕 獲 さ れ た タ ン パ ク 質
は 、 SELDI質 量 分 析 に よ る か 、 ま た は そ れ ら の タ ン パ ク 質 の 捕 獲 剤 か ら の 溶 離 お よ び 溶 離
さ れ た タ ン パ ク 質 の 従 来 の MALDIも し く は SELDIに よ る 検 出 に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。
質 量 分 析 の 使 用 は 、 質 量 を 基 に 標 識 を 必 要 と せ ず に タ ン パ ク 質 の 修 飾 型 を 識 別 お よ び 定 量
す る こ と が で き る た め 、 特 に 魅 力 的 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 好 ま し く は 、 生 体 分 子 特 異 的 な 捕 獲 剤 は 、 ビ ー ズ 、 プ レ ー ト 、 メ ン ブ レ ン 、 ま た は チ ッ
プ な ど の 固 相 に 結 合 さ れ る 。 抗 体 の よ う な 生 体 分 子 を 固 相 へ 結 合 す る 方 法 は 当 技 術 分 野 に
お い て 周 知 で あ る 。 こ れ ら は 、 例 え ば 、 二 官 能 性 連 結 剤 を 使 用 す る か 、 ま た は そ の 固 相 は
接 触 時 に 分 子 に 結 合 す る で あ ろ う エ ポ キ シ ド ま た は イ ミ ダ ゾ ー ル の よ う な 反 応 基 に よ り 誘
導 体 化 す る こ と が で き る 。 様 々 な 標 的 タ ン パ ク 質 に 対 す る 生 体 分 子 特 異 的 な 捕 獲 剤 は 同 じ
場 所 で 混 合 さ れ 得 る か 、 ま た は こ れ ら は 異 な る 物 理 的 ま た は ア ド レ ス 可 能 な 位 置 で 固 相 に
付 着 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 誘 導 体 化 さ れ た ビ ー ズ を 伴 う 複 数 の カ ラ ム に 負 荷 す る こ と が で き
、 各 カ ラ ム は 単 独 の タ ン パ ク 質 ク ラ ス タ ー を 捕 獲 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 単 独 カ ラ ム
に 様 々 な タ ン パ ク 質 ク ラ ス タ ー に 対 す る 捕 獲 剤 で 誘 導 体 化 さ れ た 異 な る ビ ー ズ を 充 填 し 、
こ れ に よ り 全 て の 分 析 物 を 一 つ の 場 所 で 捕 獲 す る こ と が で き る 。 従 っ て Luminex(オ ー ス チ
ン , TX)の xMAP技 術 の よ う な 、 抗 体 誘 導 体 化 ビ ー ズ に 基 づ く 技 術 を 使 用 し 、 タ ン パ ク 質 ク
ラ ス タ ー を 検 出 す る こ と が で き る 。 し か し 生 体 分 子 特 異 的 な 捕 獲 剤 は 、 そ れ ら を 識 別 す る
た め に 、 ク ラ ス タ ー の 一 員 に 対 し 特 異 的 に 指 定 さ れ な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 バ イ オ チ ッ プ 表 面 は 、 同 じ 位 置 ま た は 物 理 的 に 異 な る ア ド レ
ス 可 能 な 位 置 の い ず れ か で 、 タ ン パ ク 質 ク ラ ス タ ー に 対 し 指 定 さ れ た 捕 獲 剤 で 誘 導 体 化 す
る こ と が で き る 。 異 な る ア ド レ ス 可 能 な 位 置 に 異 な る ク ラ ス タ ー を 捕 獲 す る 一 つ の 利 点 は
、 分 析 が 単 純 に な る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 タ ン パ ク 質 の 修 飾 型 お よ び 関 心 対 象 の 臨 床 パ ラ メ ー タ と の 相 関 関 係 の 同 定 後 、 こ の 修 飾
型 は 、 本 発 明 の 任 意 の 方 法 に お い て バ イ オ マ ー カ ー と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 時
点 で 、 修 飾 型 の 検 出 は 、 親 和 性 捕 獲 、 そ れ に 続 く 質 量 分 析 、 ま た は そ の 修 飾 型 に 特 に 指 定
さ れ た 従 来 の イ ム ノ ア ッ セ イ を 含 む 、 任 意 の 特 定 の 検 出 法 に よ り 実 現 す る こ と が で き る 。
イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 分 析 物 を 捕 獲 す る た め に 、 抗 体 な ど の 生 体 分 子 特 異 的 な 捕 獲 剤 を 必 要
と す る 。 さ ら に ア ッ セ イ が 、 タ ン パ ク 質 お よ び タ ン パ ク 質 修 飾 型 を 特 異 的 に 識 別 す る よ う
に デ ザ イ ン さ れ な け れ ば な ら な い 場 合 が あ る 。 こ れ は 例 え ば 、 一 つ の 抗 体 が 1種 よ り も 多
い 形 態 を 捕 獲 し 、 か つ 第 二 の 異 な る よ う に 標 識 さ れ た 抗 体 が 様 々 な 形 態 に 特 異 的 に 結 合 し
、 か つ 異 な る 検 出 を 提 供 す る よ う な サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ を 使 用 す る こ と に よ り 、 実 行 す
る こ と が で き る 。 抗 体 は 、 動 物 の そ の 生 体 分 子 に よ る 免 疫 処 置 に よ り 作 製 す る こ と が で き
る 。 本 発 明 は 、 例 え ば 、 ELISAま た は 蛍 光 に 基 づ く イ ム ノ ア ッ セ イ を 含 む サ ン ド イ ッ チ イ
ム ノ ア ッ セ イ に 加 え 、 他 の 酵 素 イ ム ノ ア ッ セ イ を 含 む 従 来 の イ ム ノ ア ッ セ イ を 企 図 し て い
る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】

　 本 発 明 の バ イ オ マ ー カ ー は 任 意 の 適 当 な 方 法 に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 こ の 目 的 に
使 用 す る こ と が で き る 検 出 パ ラ ダ イ ム は 、 光 学 的 方 法 、 電 気 化 学 的 (ボ ル タ ン メ ト リ ー お
よ び 電 流 測 定 技 術 )、 原 子 間 力 顕 微 鏡 、 お よ び 電 波 法 、 例 え ば 多 極 子 共 鳴 ス ペ ク ト ル を 含
む 。 光 学 的 方 法 の 例 は 、 共 焦 点 お よ び 非 共 焦 点 の 両 方 の 顕 微 鏡 に 加 え 、 蛍 光 、 発 光 、 化 学
発 光 、 吸 光 度 、 反 射 光 、 透 過 光 、 お よ び 複 屈 折 ま た は 屈 折 率 (例 え ば 、 表 面 プ ラ ス モ ン 共
鳴 、 楕 円 偏 光 法 、 共 鳴 ミ ラ ー 法 、 回 折 格 子 カ プ ラ ー 導 波 管 (grating coupler waveguide)
法 ま た は 干 渉 分 析 )で 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 請 求 さ れ た 発 明 を 使 用 す る 検 出 の 前 に 、 バ イ オ マ ー カ ー は 、 検 出 と 干 渉 し 得 る 血 液 の 他
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の 成 分 か ら そ れ ら を 単 離 す る た め に 、 分 画 さ れ て も よ い 。 分 画 は 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、
ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 、 1Dお よ び 2Dマ ッ ピ ン グ 、 な ら び に 当 業 者 に 公 知 の 他 の 精 製 法 な ど の 技
術 を 使 用 す る 他 の 血 液 成 分 か ら の 血 小 板 単 離 、 血 小 板 成 分 の 細 胞 下 画 分 、 お よ び /ま た は
所 望 の バ イ オ マ ー カ ー の 血 小 板 中 に 認 め ら れ る 他 の 生 体 分 子 か ら の 分 画 を 含 む 。 一 つ の 態
様 に お い て 、 試 料 は バ イ オ チ ッ プ に よ り 分 析 さ れ る 。 バ イ オ チ ッ プ は 一 般 に 固 形 基 板 を 有
し 、 捕 獲 剤 (吸 着 材 ま た は ア フ ィ ニ テ ィ 試 薬 と も 称 さ れ る )が 付 着 さ れ た 一 般 に 平 坦 な 表 面
を 有 す る 。 頻 繁 に 、 バ イ オ チ ッ プ の 表 面 は 複 数 の ア ド レ ス 可 能 な 位 置 を 含 み 、 そ の 各 々 は
そ こ に 結 合 さ れ た 捕 獲 剤 を 有 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 タ ン パ ク 質 バ イ オ チ ッ プ は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 捕 獲 に 適 合 さ れ た バ イ オ チ ッ プ で あ る 。 多
く の タ ン パ ク 質 バ イ オ チ ッ プ が 、 当 技 術 分 野 に お い て 説 明 さ れ て い る 。 こ れ ら は 、 例 え ば
Ciphergen Biosystems, Inc.(フ リ ー モ ン ト , CA)、 Packard BioScience Company(メ リ デ
ン , CT)、 Zyomyx(ハ イ ワ ー ド , CA)、 Phylos(レ キ シ ン ト ン , MA)お よ び Biacore(ウ プ ス ラ ,
 ス ウ ェ ー デ ン )に よ り 製 造 さ れ た タ ン パ ク 質 バ イ オ チ ッ プ を 含 む 。 こ の よ う な タ ン パ ク 質
バ イ オ チ ッ プ の 例 は 、 以 下 の 特 許 ま た は 公 開 さ れ た 特 許 出 願 に 開 示 さ れ て い る ： 米 国 特 許
第 6,225,047号 ； PCT国 際 公 開 公 報 第 99/51773号 ； 米 国 特 許 第 6,329,209号 ； PCT国 際 公 開 公
報 第 00/56934号 ； お よ び 、 米 国 特 許 第 5,242,828号 。
【 ０ １ ０ ０ 】

　 本 発 明 の バ イ オ マ ー カ ー は 、 質 量 分 析 、 気 相 イ オ ン を 検 出 す る た め に 質 量 分 析 計 を 使 用
す る 方 法 に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 質 量 分 析 計 の 例 は 、 飛 行 時 間 型 、 磁 場 型 、 四 重 極
フ ィ ル タ ー 型 、 イ オ ン ト ラ ッ プ 型 、 イ オ ン サ イ ク ロ ト ロ ン 共 鳴 型 、 静 電 磁 場 型 分 析 装 置 、
お よ び こ れ ら の ハ イ ブ リ ッ ド 型 を 含 む 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 さ ら に 好 ま し い 方 法 に お い て 、 質 量 分 析 計 は 、 レ ー ザ ー 脱 離 /イ オ ン 化 質 量 分 析 計 で あ
る 。 レ ー ザ ー 脱 離 /イ オ ン 化 質 量 分 析 に お い て 、 質 量 分 析 計 の プ ロ ー ブ 境 界 を 連 結 し 、 な
ら び に イ オ ン 化 お よ び 質 量 分 析 計 へ の 導 入 の た め の イ オ ン 化 エ ネ ル ギ ー に 分 析 物 を 提 示 す
る よ う に 適 合 さ れ た 装 置 で あ る 質 量 分 析 プ ロ ー ブ の 表 面 上 に 、 分 析 物 は 配 置 さ れ る 。 レ ー
ザ ー 脱 離 質 量 分 析 計 は 、 分 析 物 を 表 面 か ら 脱 離 し 、 そ れ ら を 気 化 お よ び イ オ ン 化 し 、 な ら
び に 質 量 分 析 計 の イ オ ン 光 学 (ion optics)に 対 し そ れ ら を 利 用 可 能 に す る た め に 、 典 型 的
に は 紫 外 線 レ ー ザ ー 由 来 の レ ー ザ ー エ ネ ル ギ ー を 使 用 す る が 、 赤 外 線 レ ー ザ ー 由 来 で も よ
い 。
【 ０ １ ０ ２ 】

　 本 発 明 で 使 用 す る の に 好 ま し い 質 量 分 析 法 は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 5,719,060号 お よ び 第 6
,225,047号 (両 方 と も Hutchensお よ び Yip)に お い て 開 示 さ れ た 「 表 面 増 強 レ ー ザ ー 脱 離 イ
オ ン 化 ス ペ ク ト ル 分 析 」 ま た は 「 SELDI」 で あ る 。 こ れ は 、 分 析 物 (こ こ で は 1種 ま た は 複
数 の バ イ オ マ ー カ ー )が 、 SELDI質 量 分 析 プ ロ ー ブ の 表 面 上 に 捕 獲 さ れ る よ う な 、 脱 離 /イ
オ ン 化 気 相 イ オ ン 分 光 法 (例 え ば 質 量 分 析 )の 方 法 を 意 味 す る 。 SELDIの い く つ か の 型 が 存
在 す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 SELDIの 一 つ の 型 は 、 「 ア フ ィ ニ テ ィ 捕 獲 質 量 分 析 」 と 称 さ れ る 。 こ れ は 、 「 表 面 -増 強
ア フ ィ ニ テ ィ 捕 獲 」 ま た は 「 SEAC」 と も 称 さ れ る 。 こ の 型 は 、 プ ロ ー ブ 表 面 上 に 物 質 と 分
析 物 の 間 の 非 -共 有 的 ア フ ィ ニ テ ィ 相 互 作 用 (吸 着 )を 介 し て 分 析 物 を 捕 獲 す る 物 質 を 有 す
る よ う な 、 プ ロ ー ブ の 使 用 に 関 連 し て い る 。 こ の 物 質 は 、 「 吸 着 材 」 、 「 捕 獲 剤 」 、 「 ア
フ ィ ニ テ ィ 試 薬 」 、 ま た は 「 結 合 部 分 」 と 様 々 に 称 さ れ る 。 こ の よ う な プ ロ ー ブ は 、 「 ア
フ ィ ニ テ ィ 捕 獲 プ ロ ー ブ 」 と 称 さ れ 、 「 吸 着 表 面 」 を 有 す る 。 捕 獲 剤 は 、 分 析 物 へ の 結 合
が 可 能 で あ る 任 意 の 物 質 で あ り 得 る 。 捕 獲 剤 は 、 選 択 的 表 面 の 基 板 に 直 接 付 着 さ れ る か 、
ま た は こ の 基 板 は 、 例 え ば 共 有 結 合 ま た は 配 位 共 給 結 合 を 形 成 す る 反 応 を 介 し て 、 捕 獲 剤
へ 結 合 す る こ と が 可 能 で あ る 反 応 部 分 を 保 持 す る 反 応 性 表 面 を 有 す る 。 エ ポ キ シ ド お よ び
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カ ル ボ ジ イ ミ ダ ゾ ー ル が 、 抗 体 ま た は 細 胞 受 容 体 の よ う な ポ リ ペ プ チ ド 捕 獲 剤 に 共 有 結 合
す る た め の 有 用 な 反 応 部 分 で あ る 。 ニ ト リ ロ 酢 酸 お よ び イ ミ ノ 二 酢 酸 は 、 ヒ ス チ ジ ン 含 有
ペ プ チ ド と 非 -共 有 的 に 相 互 作 用 す る 金 属 イ オ ン に 結 合 す る た め に キ レ ー ト 剤 と し て 機 能
す る 有 用 な 反 応 部 分 で あ る 。 吸 着 材 は 一 般 に 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 吸 着 材 お よ び 生 体 分 子
特 異 的 な 吸 着 材 と し て 分 類 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 「 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 吸 着 材 」 は 、 典 型 的 に は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に お い て 使 用 さ れ る
吸 着 材 物 質 を 意 味 す る 。 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 吸 着 材 は 、 例 え ば 、 イ オ ン 交 換 物 質 、 金 属 キ
レ ー ト 剤 (例 え ば ニ ト リ ロ 酢 酸 お よ び イ ミ ノ 二 酢 酸 )、 不 動 化 さ れ た 金 属 キ レ ー ト 剤 、 疎 水
性 相 互 作 用 性 吸 着 材 、 親 水 性 相 互 作 用 性 吸 着 材 、 色 素 、 単 純 な 生 体 分 子 (例 え ば 、 ヌ ク レ
オ チ ド 、 ア ミ ノ 酸 、 単 純 な 糖 お よ び 脂 肪 酸 )お よ び 混 合 型 吸 着 材 (例 え ば 、 疎 水 性 引 力 /静
電 気 反 発 力 吸 着 材 )を 含 む 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 「 生 体 分 子 特 異 的 な 吸 着 材 」 は 、 生 体 分 子 、 例 え ば 核 酸 分 子 (例 え ば ア プ タ マ ー )、 ポ リ
ペ プ チ ド 、 多 糖 、 脂 質 、 ス テ ロ イ ド ま た は こ れ ら の 複 合 体 (例 え ば 糖 タ ン パ ク 質 、 リ ポ タ
ン パ ク 質 、 糖 脂 質 、 核 酸 (例 え ば DNA)-タ ン パ ク 質 複 合 体 )を 含 む 吸 着 材 を 意 味 す る 。 特 定
の 例 に お い て 、 生 体 分 子 特 異 的 な 吸 着 材 は 、 多 タ ン パ ク 質 複 合 体 、 生 体 膜 ま た は ウ イ ル ス
な ど の 巨 大 分 子 構 造 で あ り 得 る 。 生 体 分 子 特 異 的 な 吸 着 材 の 例 は 、 抗 体 、 受 容 体 タ ン パ ク
質 、 お よ び 核 酸 で あ る 。 生 体 分 子 特 異 的 な 吸 着 材 は 典 型 的 に 、 標 的 分 析 物 に 対 し 、 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー 吸 着 材 よ り も よ り 高 い 特 異 性 を 有 す る 。 SELDIに お い て 使 用 す る た め の 吸 着
材 の さ ら な る 例 は 、 米 国 特 許 第 6,225,047号 に 開 示 さ れ て い る 。 「 生 体 選 択 性 吸 着 材 」 は
、 分 析 物 へ 少 な く と も 10 - 8 Mの 親 和 力 で 結 合 す る 吸 着 材 を 意 味 す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 Ciphergen Biosystems, Inc.に よ り 作 製 さ れ た タ ン パ ク 質 バ イ オ チ ッ プ は 、 ア ド レ ス 可
能 な 位 置 に 、 そ れ ら に 付 着 さ れ た ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 吸 着 材 ま た は 生 体 分 子 特 異 的 な 吸 着
材 を 有 す る 表 面 で 構 成 さ れ る 。 Ciphergen ProteinChip(登 録 商 標 )ア レ イ は 、 NP20(親 水 性
)； H4お よ び H50(疎 水 性 )； SAX-2、 Q-10お よ び LSAX-30(ア ニ オ ン 交 換 )； WCX-2、 CM-10お よ
び LWCX-30(カ チ オ ン 交 換 )； IMAC-3、 IMAC-30お よ び 'MAC 40(金 属 キ レ ー ト 剤 )； な ら び に
、 PS-10、 PS-20(カ ル ボ イ ミ ダ ゾ ー ル 、 エ ポ キ シ ド と 反 応 性 表 面 )お よ び PG-20(Gタ ン パ ク
質 に カ ル ボ イ ミ ダ ゾ ー ル を 介 し て 結 合 )を 含 む 。 疎 水 性 ProteinChipア レ イ は 、 イ ソ プ ロ ピ
ル ま た は ノ ニ ル フ ェ ノ キ シ ポ リ (エ チ レ ン グ リ コ ー ル )メ タ ク リ レ ー ト 官 能 性 を 有 す る 。 ア
ニ オ ン 交 換 ProteinChipア レ イ は 、 4級 ア ン モ ニ ウ ム 官 能 性 を 有 す る 。 カ チ オ ン 交 換 Protei
nChipア レ イ は 、 カ ル ボ キ シ ラ ー ト 官 能 性 を 有 す る 。 不 動 化 さ れ た 金 属 キ レ ー ト 剤 Protein
Chipア レ イ は 、 銅 、 ニ ッ ケ ル 、 亜 鉛 お よ び ガ リ ウ ム な ど の 遷 移 金 属 イ オ ン を キ レ ー ト に よ
り 吸 着 す る ニ ト リ ロ 酢 酸 官 能 性 を 有 す る 。 予 備 活 性 化 さ れ た ProteinChipア レ イ は 、 共 有
結 合 の た め に タ ン パ ク 質 上 の 基 と 反 応 す る こ と が で き る 、 カ ル ボ イ ミ ダ ゾ ー ル ま た は エ ポ
キ シ ド 官 能 基 を 有 す る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 こ の よ う な バ イ オ チ ッ プ は さ ら に 、 以 下 に 開 示 さ れ て い る ： 米 国 特 許 第 6,579,719号 (Hu
tchensお よ び Yip、 「 Retentate Chromatography」 2003年 6月 17日 )； PCT国 際 公 開 公 報 第 00
/66265号 (Richら 、 「 Probes for a Gas Phase Ion Spectrometer」 、 2000年 11月 9日 )； 米
国 特 許 第 6,555,813号 (Beecherら 、 「 Sample Holder with Hydrophobic Coating for Gas 
Phase Mass Spectrometer」 、 2003年 4月 29日 )； 米 国 特 許 出 願 第 US 2003/0032043 A1号 (Po
hlお よ び Papanu、 「 Latex Based Adsorbent Chip」 、 2002年 7月 16日 )； な ら び に 、 PCT国
際 公 開 公 報 第 03/040700号 (Urnら 、 「 Hydrophobic Surface Chip」 、 2003年 5月 15日 )； 米
国 特 許 出 願 第 US 2003/0218130 A1号 (Boschettiら 、 「 Biochips With Surfaces Coated Wi
th Polysaccharide-Based Hydrogels」 、 2003年 4月 14日 )、 お よ び 、 米 国 特 許 出 願 第 60/44
8,467号 、 「 Photocrosslinked Hydrogel Surface Coatings」 (Huangら 、 2003年 2月 21日 出
願 )。
【 ０ １ ０ ８ 】
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　 一 般 に 、 吸 着 材 表 面 を 伴 う プ ロ ー ブ は 、 試 料 中 に 存 在 し 得 る 1種 ま た は 複 数 の バ イ オ マ
ー カ ー が 吸 着 材 と 結 合 す る の に 十 分 な 期 間 試 料 と 接 触 さ れ る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 後
、 未 結 合 の 物 質 を 除 去 す る た め に 基 板 は 洗 浄 さ れ る 。 任 意 の 適 当 な 洗 浄 液 を 使 用 す る こ と
が で き ； 好 ま し く は 水 性 溶 液 が 使 用 さ れ る 。 そ れ に 分 子 が 結 合 し 続 け る 程 度 は 、 洗 浄 の ス
ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 調 節 す る こ と に よ り 操 作 す る こ と が で き る 。 洗 浄 液 の 溶 離 特 性 は 、 例
え ば 、 pH、 イ オ ン 強 度 、 疎 水 性 、 カ オ ト ロ ピ ッ ク 度 、 界 面 活 性 剤 強 度 、 お よ び 温 度 に よ り
左 右 さ れ る 。 プ ロ ー ブ が SEACお よ び SENDの 両 特 性 を 有 す る 場 合 を 除 い て (本 明 細 書 に 説 明
さ れ た よ う な )、 次 に エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 が 、 結 合 し た バ イ オ マ ー カ ー を 伴 う 基 板 に 適 用
さ れ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 基 板 に 結 合 し た バ イ オ マ ー カ ー は 、 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 計 の よ う な 、 気 相 イ オ ン 分 光 計
に お い て 検 出 す る こ と が で き る 。 バ イ オ マ ー カ ー は 、 レ ー ザ ー の よ う な 、 イ オ ン 化 源 に よ
り イ オ ン 化 さ れ 、 発 生 し た イ オ ン は 、 イ オ ン 光 学 ア ッ セ ン ブ リ に よ り 収 集 さ れ 、 そ の 後 質
量 分 析 装 置 が 、 通 過 す る イ オ ン を 分 散 お よ び 解 析 す る 。 そ の 後 検 出 器 は 、 検 出 さ れ た イ オ
ン の 情 報 を 、 質 量 -対 -電 荷 比 に 翻 訳 す る 。 バ イ オ マ ー カ ー の 検 出 は 典 型 的 に 、 シ グ ナ ル 強
度 の 検 出 に 関 与 す る で あ ろ う 。 従 っ て 、 バ イ オ マ ー カ ー の 量 お よ び 質 量 の 両 方 を 決 定 す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 SELDIの 別 の 型 は 、 表 面 -増 強 純 脱 離 (Surface Enhanced Neat Desorption)(SEND)で あ り
、 こ れ は プ ロ ー ブ 表 面 に 化 学 的 に 結 合 さ れ て い る エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 を 含 む プ ロ ー ブ ("SE
NDプ ロ ー ブ ")の 使 用 に 関 連 し て い る 。 語 句 「 エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 」 (EAM)は 、 レ ー ザ ー 脱
離 /イ オ ン 化 供 給 源 か ら エ ネ ル ギ ー を 吸 収 す る こ と が 可 能 で あ り 、 そ の 後 こ れ と 接 触 し て
い る 分 析 物 分 子 の 脱 離 お よ び イ オ ン 化 に 寄 与 す る 分 子 を 意 味 す る 。 EAM範 疇 は 、 MALDIに お
い て 使 用 さ れ る 分 子 を 含 み 、 こ れ は 頻 繁 に 「 マ ト リ ッ ク ス 」 と 称 さ れ 、 例 と し て シ ン ナ ム
酸 誘 導 体 、 シ ナ ピ ン 酸 (SPA)、 シ ア ノ -ヒ ド ロ キ シ -シ ン ナ ム 酸 (CHCA)お よ び ジ ヒ ド ロ キ シ
安 息 香 酸 、 フ ェ ル ラ 酸 、 お よ び ヒ ド ロ キ シ ア セ ト フ ェ ノ ン 誘 導 体 が あ る 。 あ る 態 様 に お い
て 、 エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 は 、 線 状 ま た は 架 橋 し た ポ リ マ ー 、 例 え ば ポ リ メ タ ク リ レ ー ト に
組 込 ま れ る 。 例 え ば 、 こ の 組 成 物 は 、 a-シ ア ノ -4-メ タ ク リ ロ イ ル オ キ シ シ ン ナ ム 酸 お よ
び ア ク リ レ ー ト の コ ポ リ マ ー で あ り 得 る 。 別 の 態 様 に お い て 、 こ の 組 成 物 は 、 a-シ ア ノ -4
-メ タ ク リ ロ イ ル オ キ シ シ ン ナ ム 酸 、 ア ク リ レ ー ト お よ び 3-(ト リ -エ ト キ シ )シ リ ル プ ロ ピ
ル メ タ ク リ レ ー ト の コ ポ リ マ ー で あ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 こ の 組 成 物 は 、 a-シ ア ノ -4-
メ タ ク リ ロ イ ル オ キ シ シ ン ナ ム 酸 お よ び オ ク タ デ シ ル メ タ ク リ レ ー ト ("C18 SEND")の コ ポ
リ マ ー で あ る 。 SENDは さ ら に 、 米 国 特 許 第 6,124,137号 お よ び PCT国 際 公 開 公 報 第 03/64594
号 (Kitagawa、 「 Monomers And Polymers Having Energy Absorbing Moieties Of Use In 
Desorption/ionization Of Analytes」 、 2003年 8月 7日 )に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 SEAC/SENDは 、 捕 獲 剤 お よ び エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 の 両 方 が 、 試 料 を 提 示 す る 表 面 に 付 着
さ れ て い る SELDIの 変 形 で あ る 。 従 っ て SEAC/SENDプ ロ ー ブ は 、 外 部 マ ト リ ッ ク ス の 適 用 を
必 要 と せ ず に 、 親 和 性 捕 獲 お よ び イ オ ン 化 /脱 離 を 介 し た 分 析 物 の 捕 獲 が 可 能 で あ る 。 C18
 SENDバ イ オ チ ッ プ は 、 捕 獲 剤 と し て 機 能 す る C18部 分 、 お よ び エ ネ ル ギ ー 吸 収 部 分 と し て
機 能 す る CHCA部 分 を 含 む 、 SEAC/SENDの 型 で あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 表 面 -増 強 感 光 性 付 着 お よ び 放 出 (Surface Enhanced Photolabile Attachment and Rele
ase)(SEPAR)と 称 さ れ る 別 の 型 の SELDIは 、 分 析 物 を 共 有 結 合 し 、 そ の 後 光 、 例 え ば レ ー ザ
ー 光 へ の 曝 露 後 そ の 部 分 の 感 光 性 結 合 の 破 壊 に よ り 分 析 物 を 放 出 す る こ と が で き る 、 表 面
に 付 着 し た 部 分 を 有 す る プ ロ ー ブ の 使 用 に 関 連 し て い る (米 国 特 許 第 5,719,060号 参 照 )。 S
EPARお よ び 他 の SELDIの 型 は 、 本 発 明 に 従 い 、 バ イ オ マ ー カ ー ま た は バ イ オ マ ー カ ー プ ロ
フ ァ イ ル の 検 出 に 容 易 に 適 合 さ れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
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　 別 の 質 量 分 析 法 に お い て 、 バ イ オ マ ー カ ー は 、 バ イ オ マ ー カ ー へ 結 合 す る ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー 特 性 を 有 す る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 樹 脂 上 に 最 初 に 捕 獲 さ れ る 。 こ の 例 に お い て 、 こ
れ は 様 々 な 方 法 を 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 、 CM Ceramic HyperD F樹 脂 な ど の カ チ オ ン
交 換 樹 脂 上 に バ イ オ マ ー カ ー を 捕 獲 し 、 樹 脂 を 洗 浄 し 、 バ イ オ マ ー カ ー を 溶 離 し 、 MALDI
に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 ま た は こ の 方 法 は 、 ア ニ オ ン 交 換 樹 脂 上 で の 試 料 の 分 画 、
そ の 後 の カ チ オ ン 交 換 樹 脂 へ の 適 用 に よ り 進 行 す る こ と が で き る 。 他 の 代 替 法 お い て 、 ア
ニ オ ン 交 換 樹 脂 上 で の 分 画 お よ び MALDIに よ る 直 接 検 出 を 行 う こ と が で き る 。 さ ら に 別 の
方 法 に お い て 、 バ イ オ マ ー カ ー に 結 合 す る 抗 体 を 含 む イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 樹 脂 上 に
バ イ オ マ ー カ ー を 捕 獲 し 、 未 結 合 の 物 質 を 除 去 す る た め に 樹 脂 を 洗 浄 し 、 バ イ オ マ ー カ ー
を 樹 脂 か ら 溶 離 し 、 溶 離 し た バ イ オ マ ー カ ー を MALDIま た は SELDIに よ り 検 出 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ １ ４ 】

　 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 に よ る 分 析 物 の 分 析 は 、 飛 行 時 間 型 ス ペ ク ト ル を 作 製 す る 。 最 終 的
に 分 析 さ れ る 飛 行 時 間 型 ス ペ ク ト ル は 、 典 型 的 に は 試 料 に 対 す る イ オ ン 化 エ ネ ル ギ ー の 単
独 の パ ル ス に 由 来 し た シ グ ナ ル を 示 す の で は な く 、 む し ろ 多 く の パ ル ス に 由 来 し た シ グ ナ
ル の 合 計 を 表 す 。 こ れ は 、 ノ イ ズ を 低 下 し 、 か つ
動 的 範 囲 を 増 大 す る 。 こ の 飛 行 時 間 型 デ ー タ は そ の 後 、 デ ー タ 処 理 に 供 さ れ る 。 Cipherge
nの ProteinChip(登 録 商 標 )ソ フ ト ウ ェ ア に お い て 、 デ ー タ 処 理 は 、 典 型 的 に は TOF-to-M/Z
変 換 し 質 量 ス ペ ク ト ル を 作 製 し 、 ベ ー ス ラ イ ン を 減 算 し 、 装 置 オ フ セ ッ ト (instrument of
fset)を 除 き 、 高 頻 度 ノ イ ズ フ ィ ル タ ー に か け 、 高 頻 度 ノ イ ズ を 低 下 す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 バ イ オ マ ー カ ー の 脱 離 お よ び 検 出 に よ り 作 製 さ れ た デ ー タ は 、 プ ロ グ ラ ム 可 能 な デ ジ タ
ル コ ン ピ ュ ー タ を 使 用 し 解 析 す る こ と が で き る 。 こ の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム は 、 デ ー タ
を 解 析 し 、 検 出 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー の 数 、 な ら び に 任 意 で シ グ ナ ル 強 度 お よ び 検 出 さ れ
た 各 バ イ オ マ ー カ ー の 決 定 さ れ た 分 子 量 を 示 す 。 デ ー タ 解 析 は 、 バ イ オ マ ー カ ー の シ グ ナ
ル 強 度 を 決 定 す る 工 程 、 お よ び 予 め 決 定 さ れ た 統 計 学 的 分 布 か ら 逸 脱 す る デ ー タ を 除 く 工
程 を 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 、 観 察 さ れ た ピ ー ク は 、 い く つ か の 参 照 に 対 す る 各 ピ ー ク
の 高 さ を 計 算 す る こ と に よ り 、 正 規 化 す る こ と が で き る 。 こ の 参 照 は 、 そ の ス ケ ー ル で は
ゼ ロ に 設 定 さ れ る 装 置 お よ び エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 の よ う な 化 学 物 質 に よ り 発 生 し た バ ッ ク
グ ラ ウ ン ド ノ イ ズ で あ り 得 る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 コ ン ピ ュ ー タ は 、 得 ら れ た デ ー タ を 表 示 の た め の 様 々 な フ ォ ー マ ッ ト に 変 換 す る こ と が
で き る 。 標 準 ス ペ ク ト ル を 表 示 す る こ と が で き る が 、 一 つ の 有 用 な フ ォ ー マ ッ ト に お い て
は 、 ピ ー ク 高 さ お よ び 質 量 情 報 の み が ス ペ ク ト ル ビ ュ ー (spectrum view)か ら 保 管 さ れ 、
よ り ク リ ー ン な 像 を 得 、 か つ ほ ぼ 同 一 分 子 量 を 伴 う バ イ オ マ ー カ ー を よ り 容 易 に 見 る こ と
が 可 能 で あ る 。 別 の 有 用 な フ ォ ー マ ッ ト に お い て 、 2種 ま た は そ れ 以 上 ス ペ ク ト ル が 比 較
さ れ 、 都 合 の 良 い こ と に 独 自 の バ イ オ マ ー カ ー お よ び 試 料 間 で ア ッ プ -ま た は ダ ウ ン -レ ギ
ュ レ ー シ ョ ン さ れ た バ イ オ マ ー カ ー を 強 調 す る 。 こ れ ら の フ ォ ー マ ッ ト を 使 用 し 、 特 定 の
バ イ オ マ ー カ ー が 試 料 中 に 存 在 す る か ど う か を 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 分 析 は 一 般 に 、 分 析 物 か ら の シ グ ナ ル を 表 す ス ペ ク ト ル の ピ ー ク の 同 定 に 関 与 す る 。 ピ
ー ク 選 択 は 、 視 覚 的 に 行 う こ と が で き る が 、 ピ ー ク の 検 出 を 自 動 化 す る Ciphergenの Prote
inChip(登 録 商 標 )ソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ の 一 部 の よ う な ソ フ ト ウ ェ ア が 利 用 可 能 で あ る
。 一 般 に こ の ソ フ ト ウ ェ ア は 、 選 択 さ れ た 閾 値 を 上 回 る シ グ ナ ル -ノ イ ズ 比 を 有 す る シ グ
ナ ル の 同 定 、 お よ び ピ ー ク シ グ ナ ル の 重 心 で の ピ ー ク の 質 量 の ラ ベ リ ン グ に よ り 機 能 す る
。 一 つ の 有 用 な 適 用 に お い て 、 多 く の ス ペ ク ト ル が 比 較 さ れ 、 質 量 ス ペ ク ト ル の い く つ か
の 選 択 さ れ た 割 合 で 存 在 す る 同 一 ピ ー ク を 同 定 す る 。 こ の ソ フ ト ウ ェ ア の 一 つ の 型 は 、 指
定 さ れ た 質 量 範 囲 内 の 様 々 な ス ペ ク ト ル を 表 す 全 て の ピ ー ク を ク ラ ス タ ー 化 し 、 質 量 (M/Z
)を 質 量 (M/Z)ク ラ ス タ ー の 中 間 点 近 傍 の 全 て の ピ ー ク に 割 当 て る 。
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【 ０ １ １ ８ 】
　 デ ー タ 解 析 に 使 用 さ れ る ソ フ ト ウ ェ ア は 、 そ の シ グ ナ ル が 、 本 発 明 の バ イ オ マ ー カ ー に
対 応 す る シ グ ナ ル の ピ ー ク を 表 す か ど う か を 決 定 す る た め に 、 シ グ ナ ル の 分 析 に ア ル ゴ リ
ズ ム を 適 用 す る コ ー ド を 含 む こ と が で き る 。 ソ フ ト ウ ェ ア は 、 観 察 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー
ピ ー ク に 関 す る デ ー タ を 、 分 類 樹 ま た は ANN解 析 に 供 し 、 試 験 下 の 特 定 の 臨 床 パ ラ メ ー タ
の 状 態 を 示 す バ イ オ マ ー カ ー ピ ー ク ま た は バ イ オ マ ー カ ー ピ ー ク の 組 合 せ が 存 在 す る か ど
う か を 決 定 す る こ と が で き る 。 こ の デ ー タ の 解 析 は 、 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル 分 析 か ら 、 直
接 ま た は 間 接 の い ず れ か で 得 ら れ た 様 々 な パ ラ メ ー タ に 対 し 「 重 要 」 で あ ろ う 。 こ れ ら の
パ ラ メ ー タ は 、 1つ ま た は 複 数 の ピ ー ク の 存 在 ま た は 非 存 在 、 ピ ー ク ま た は ピ ー ク 群 の 形
状 、 1つ ま た は 複 数 の ピ ー ク の 高 さ 、 1つ ま た は 複 数 の ピ ー ク の 高 さ の 対 数 、 お よ び ピ ー ク
高 さ デ ー タ の 他 の 算 術 的 操 作 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ １ ９ 】

　 前 述 の よ う に 、 SELDI質 量 分 析 は 、 バ イ オ マ ー カ ー の 検 出 の た め に 本 発 明 に よ り 企 図 さ
れ た 好 ま し い プ ロ ト コ ー ル で あ る 。 SELDIを 使 用 す る バ イ オ マ ー カ ー 検 出 の 一 般 的 プ ロ ト
コ ー ル は 、 好 ま し く は 、 バ イ オ マ ー カ ー を 含 有 す る 試 料 の 分 画 で 始 ま り 、 こ れ に よ り 関 心
対 象 の バ イ オ マ ー カ ー を 試 料 の 他 の 成 分 か ら 少 な く と も 部 分 的 に 単 離 す る 。 こ の 方 法 が 請
求 さ れ た 本 発 明 の 感 度 を 頻 繁 に 改 善 す る た め 、 試 料 の 早 期 分 画 は 好 ま し い 。 予 備 分 画 の 好
ま し い 方 法 は 、 試 料 を 、 ア ニ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 物 質 、 例 え ば Q HyperD(BioSepr
a, SA)に 接 触 す る こ と に 関 連 し て い る 。 結 合 し た 物 質 に は 次 に 、 pH9、 pH7、 pH5お よ び pH4
の 緩 衝 液 を 使 用 す る 段 階 的 pH溶 離 に 供 さ れ 、 バ イ オ マ ー カ ー を 含 有 す る 画 分 が 収 集 さ れ る
。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 試 験 さ れ る 試 料 (好 ま し く は 予 備 分 画 さ れ る )は 次 に 、 カ チ オ ン 交 換 吸 着 材 (好 ま し く は W
CX ProteinChipア レ イ (Ciphergen Biosystems, Inc.))ま た は IMAC吸 着 材 (好 ま し く は IMAC
3 ProteinChipア レ イ (Ciphergen Biosystems, Inc.))を 含 む ア フ ィ ニ テ ィ プ ロ ー ブ と 接 触
さ れ る 。 次 に こ の プ ロ ー ブ は 、 バ イ オ マ ー カ ー を 保 持 す る 緩 衝 液 で 洗 浄 さ れ る と 同 時 に 、
未 結 合 の 分 子 を 洗 浄 除 去 す る 。 バ イ オ マ ー カ ー は 、 レ ー ザ ー 脱 離 /イ オ ン 化 質 量 分 析 に よ
り 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 ま た は 、 バ イ オ マ ー カ ー を 認 識 す る 抗 体 が 利 用 可 能 で あ り 、 PF4お よ び CTAP IIIに よ る
よ う に 、 生 体 分 子 特 異 的 な プ ロ ー ブ が 構 築 さ れ る 。 こ の よ う な プ ロ ー ブ は 、 予 備 活 性 化 さ
れ た PSI 0ま た は PS20 ProteinChipア レ イ (Ciphergen Biosystems, Inc.)の よ う な 、 官 能
基 化 さ れ た プ ロ ー ブ の 表 面 に 抗 体 を 接 触 す る こ と に よ り 形 成 す る こ と が で き る 。 一 旦 プ ロ
ー ブ の 表 面 に 付 着 さ れ れ ば 、 こ の プ ロ ー ブ は 、 プ ロ ー ブ 表 面 上 に 試 料 か ら バ イ オ マ ー カ ー
を 捕 獲 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 そ の 後 バ イ オ マ ー カ ー が 、 例 え ば レ ー ザ ー 脱 離 /イ オ ン
化 質 量 分 析 に よ り 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】

　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の バ イ オ マ ー カ ー は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ に よ り 測 定 す る こ と が
で き る 。 イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 バ イ オ マ ー カ ー を 捕 獲 す る た め に 、 生 体 分 子 特 異 的 な 捕 獲 剤
、 例 え ば 抗 体 が 必 要 で あ る 。 抗 体 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 、 例 え ば 動 物 の バ イ
オ マ ー カ ー に よ る 免 疫 処 置 に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。 バ イ オ マ ー カ ー は 、 そ れ ら の 結
合 特 性 を 基 に 、 試 料 か ら 単 離 す る こ と が で き る 。 ま た は ポ リ ペ プ チ ド バ イ オ マ ー カ ー の ア
ミ ノ 酸 配 列 が 公 知 で あ る な ら ば 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 に
よ り 、 合 成 さ れ 、 抗 体 を 作 製 す る た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 発 明 は 、 例 え ば 、 ELISAま た は 蛍 光 に 基 づ く イ ム ノ ア ッ セ イ を 含 む サ ン ド イ ッ チ イ ム
ノ ア ッ セ イ 、 さ ら に は 他 の 酵 素 イ ム ノ ア ッ セ イ を 含 む 、 従 来 の イ ム ノ ア ッ セ イ を 企 図 し て
い る 。 SELDIに 基 づ く イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て 、 バ イ オ マ ー カ ー の た め の 生 体 分 子 特 異 的
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な 捕 獲 剤 が 、 予 備 -活 性 化 さ れ た ProteinChipア レ イ の よ う な 、 MSプ ロ ー ブ の 表 面 に 付 着 さ
れ る 。 そ の 後 バ イ オ マ ー カ ー は 、 こ の 試 薬 に よ り バ イ オ チ ッ プ 上 に 特 異 的 に 捕 獲 さ れ 、 捕
獲 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー が 質 量 分 析 に よ り 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】

　 本 発 明 の 使 用 は 、 医 師 が 、 増 加 し た 血 管 新 生 活 性 に 関 連 し た 個 体 の 代 謝 状 態 の 変 化 を 診
断 す る こ と を 可 能 に す る 。 こ れ は 、 検 出 さ れ よ う と す る 変 化 し た 代 謝 状 態 に 関 連 し た 血 管
新 生 活 性 か ら 生 じ る 、 血 小 板 会 合 バ イ オ マ ー カ ー の 発 現 レ ベ ル の 変 化 を モ ニ タ リ ン グ す る
こ と に よ り 実 現 さ れ る 。 従 っ て 本 発 明 の 好 ま し い バ イ オ マ ー カ ー は 、 血 管 新 生 ま た は 血 管
静 止 (angiostasis)に 関 連 し て い る が 、 適 当 な バ イ オ マ ー カ ー の 正 確 な 同 定 は 、 こ れ ら の
バ イ オ マ ー カ ー を 使 用 し 特 許 請 求 さ れ た 本 発 明 を 実 践 す る 上 で の 必 要 条 件 で は な い 。 説 明
さ れ た 様 式 で の 特 許 請 求 さ れ た 本 発 明 の 実 践 は 、 癌 、 感 染 症 、 妊 娠 、 組 織 損 傷 な ど の 生 理
的 変 化 に 関 連 し た 血 管 新 生 活 性 の 変 化 に 反 応 し て 、 個 別 に ま た は 群 と し て 変 更 さ れ た 発 現
レ ベ ル を 示 す 、 単 独 の 検 出 可 能 な マ ー カ ー ま た は 複 数 の 検 出 可 能 な マ ー カ ー に よ り 実 行 す
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 バ イ オ マ ー カ ー 発 現 は 、 様 々 な 方 式 で モ ニ タ リ ン グ す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 単 独 の
試 料 は 、 バ イ オ マ ー カ ー 発 現 レ ベ ル に つ い て 分 析 さ れ 、 こ れ は 引 き 続 き 代 表 的 対 照 集 団 の
抽 出 か ら 決 定 さ れ た 対 照 閾 値 と 比 較 さ れ る 。 ま た は 、 一 人 の 患 者 か ら 経 時 的 に 採 取 さ れ た
複 数 の 試 料 を 比 較 し 、 バ イ オ マ ー カ ー 発 現 レ ベ ル が 増 加 ま た は 減 少 し た か を 決 定 す る こ と
が で き る 。 こ の 方 法 は 、 バ イ オ マ ー カ ー 発 現 に 影 響 す る 疾 患 の 処 置 後 に 患 者 の 予 後 を 評 価
す る 場 合 、 特 に 有 用 で あ る 。 さ ら に 別 の バ イ オ マ ー カ ー 評 価 は 、 当 業 者 に は 容 易 に 明 ら か
で あ り 、 過 度 の 実 験 を 行 う こ と な く 分 析 を 行 う こ と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ １ ２ ６ 】

　 バ イ オ マ ー カ ー が 先 に 注 記 し た 判 定 基 準 に 合 致 す る 、 特 に 本 発 明 の 使 用 を 通 じ て 検 出 さ
れ よ う と し て い る 疾 患 ま た は 代 謝 状 態 の 変 化 と 相 関 す る 限 り 、 特 許 請 求 さ れ た 本 発 明 に つ
い て 個 々 の バ イ オ マ ー カ ー の 検 出 が 企 図 さ れ て い る 。 単 独 の バ イ オ マ ー カ ー を 、 対 象 に お
け る 血 管 新 生 状 態 を 評 価 す る た め 、 例 え ば 患 者 の 血 管 新 生 活 性 に 影 響 す る あ る 種 の 癌 の よ
う な 癌 の 存 在 ま た は 疾 患 経 過 の 変 更 を 診 断 す る た め の 、 診 断 試 験 に お い て 使 用 す る こ と が
で き る 。 語 句 「 血 管 新 生 状 態 」 は 、 中 で も 疾 患 対 非 -病 態 を 、 特 に 血 管 新 生 性 癌 対 非 -血 管
新 生 性 休 眠 癌 を 識 別 す る こ と を 含 む 。 加 え て 、 血 管 新 生 状 態 は 、 様 々 な 種 類 の 癌 を 含 み 得
る 。 こ の 状 態 を 基 に 、 追 加 の 診 断 試 験 ま た は 治 療 的 手 法 も し く は レ ジ メ ン を 含 む 、 さ ら な
る 手 法 を 示 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 表 1Aお よ び 1Bお よ び 表 2の 各 バ イ オ マ ー カ ー 、 な ら び に 本 発 明 の 方 法 で 同 定 さ れ た 他 の
も の は 、 血 管 新 生 状 態 の 決 定 を 補 助 す る 上 で 個 別 に 有 用 で あ る 。 本 発 明 の 一 部 の 態 様 は 、
例 え ば 、 血 小 板 調 製 物 中 の 選 択 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー の 発 現 レ ベ ル の 測 定 が 関 与 し て い る
。 バ イ オ マ ー カ ー の 発 現 レ ベ ル を 、 同 じ 個 体 に お い て 早 期 に 検 出 さ れ た 発 現 レ ベ ル と 比 較
す る こ と に よ り 、 当 業 者 は 、 疾 患 の 経 過 、 ま た は 疾 患 の 処 置 に 対 す る 反 応 を 決 定 す る こ と
が で き る 。 ま た は 検 出 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー の 発 現 レ ベ ル は 、 適 当 な 公 知 の 表 現 型 を 示 す
個 体 の 集 団 を 調 べ る こ と に よ り 決 定 さ れ た よ う な 、 1種 ま た は 複 数 の 病 態 の 閾 値 と 比 較 す
る こ と が で き る 。 本 発 明 で 個 々 に 検 出 す る こ と に よ る 診 断 ま た は 予 後 判 定 に 適 し て い る 公
知 の バ イ オ マ ー カ ー の 例 は 、 VEGF、 PDGF、 bFGF、 PF4、 CTAPIII、 エ ン ド ス タ チ ン 、 タ ム ス
タ チ ン 、 メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ の 組 織 イ ン ヒ ビ タ ー 、 ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 A1、 IL8、 TGF、 NG
AL、 MIP、 メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ 、 BDNF、 NGF、 CTGF、 ア ン ギ オ ゲ ニ ン 、 ア ン ギ オ ポ イ エ チ ン
、 ア ン ギ オ ス タ チ ン 、 お よ び ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン を 含 む 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 個 々 の バ イ オ マ ー カ ー の 血 管 新 生 活 性 の 変 更 の 指 標 と し て の 使 用 は 、 典 型 的 に バ イ オ マ
ー カ ー の 検 出 、 そ の 後 の 決 定 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー 発 現 レ ベ ル の 特 定 の 疾 患 ま た は 代 謝 状
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態 の 変 化 に 関 連 し た 閾 値 レ ベ ル と の 相 関 に 関 与 し て い る 。 例 え ば SELDIバ イ オ チ ッ プ 上 の
捕 獲 、 そ れ に 続 く 質 量 分 析 に よ る 検 出 、 お よ び 測 定 値 の 診 断 量 ま た は カ ッ ト オ フ 値 と の 第
二 の 比 較 は 、 正 の 血 管 新 生 状 態 を 負 の 血 管 新 生 状 態 か ら 識 別 す る 。 診 断 量 は 、 対 象 が 特 定
の 血 管 新 生 状 態 を 有 す る と 分 類 さ れ た も の を 上 回 る か ま た は 下 回 る よ う な 、 バ イ オ マ ー カ
ー の 測 定 さ れ た 量 を 表 し て い る 。 例 え ば バ イ オ マ ー カ ー が 、 腫 瘍 形 成 時 に 正 常 と 比 べ ア ッ
プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ た 場 合 は 、 診 断 カ ッ ト オ フ 値 を 上 回 る 測 定 量 は 、 癌 の 診 断 を 提 供
す る 。 ま た は バ イ オ マ ー カ ー が 、 侵 攻 性 腫 瘍 の 処 置 時 に ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ た 場
合 は 、 診 断 カ ッ ト オ フ 値 を 下 回 る 測 定 量 は 、 腫 瘍 退 縮 、 ま た は 腫 瘍 の 休 眠 状 態 へ の 進 行 の
診 断 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 測 定 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー レ ベ ル を 使 用 し 、 特 定 の 型 の 癌 の 診 断 を 促 進 す る か 、 ま た は
様 々 な 癌 型 間 で 識 別 す る こ と も で き る 。 例 え ば バ イ オ マ ー カ ー ま た は バ イ オ マ ー カ ー の 組
合 せ が 、 他 と 比 較 し て あ る 種 の 癌 に お い て 特 定 の レ ベ ル を 上 回 り ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン
さ れ る 場 合 、 診 断 カ ッ ト オ フ 値 を 上 回 る 測 定 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー 量 は 、 特 定 型 の 癌 が 存
在 す る 指 標 を 提 供 す る 。 さ ら に バ イ オ マ ー カ ー の 組 合 せ を 使 用 し 、 以 下 に 説 明 し た よ う な
、 追 加 の 診 断 情 報 を 提 供 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に 説 明 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー お よ び
技 術 を 使 用 し 互 い に 同 定 さ れ お よ び 識 別 さ れ る 癌 型 の 一 部 の 例 は 、 乳 癌 、 肝 臓 癌 、 肺 癌 、
血 管 芽 細 胞 腫 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 膀 胱 癌 、 前 立 腺 癌 、 胃 癌 、 脳 の 癌 、 お よ び 結 腸 癌 を 含 む 。
癌 腫 、 肉 腫 、 白 血 病 、 リ ン パ 腫 、 お よ び 骨 髄 腫 も 、 本 明 細 書 に 説 明 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー
お よ び 方 法 を 使 用 し 、 識 別 す る こ と が で き る 。 さ ら に 異 な る 癌 型 は 、 バ イ オ マ ー カ ー の 異
な る パ タ ー ン を 発 現 し 、 こ れ に よ り 互 い に 識 別 さ れ る 。 各 癌 型 の 特 徴 的 パ タ ー ン は 、 例 え
ば 学 習 ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 各 癌 型 由 来 の 試 料 を 分 析 し 、 癌 型 ベ ー ス の 試 料 を 分 類 す る こ と
が で き る 分 類 ア ル ゴ リ ズ ム を 作 製 す る こ と に よ り 、 以 下 に 説 明 さ れ た よ う に 、 決 定 す る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 当 技 術 分 野 に お い て 十 分 理 解 さ れ る よ う に 、 ア ッ セ イ に お い て 使 用 さ れ る 特 定 の 診 断 カ
ッ ト オ フ 値 を 調 節 す る こ と に よ り 、 診 断 医 の 好 み に 応 じ て 診 断 ア ッ セ イ の 感 度 ま た は 特 異
性 を 増 大 す る こ と が で き る 。 特 定 の 診 断 カ ッ ト オ フ 値 を 、 例 え ば こ こ で 実 行 し た よ う に 、
異 な る 血 管 新 生 状 態 の 対 象 か ら の 統 計 学 的 に 有 意 な 数 の 試 料 中 の バ イ オ マ ー カ ー 量 を 測 定
し 、 特 異 性 お よ び 感 度 に 関 し て 診 断 医 の 所 望 の レ ベ ル に 適 す る カ ッ ト オ フ 値 を 描 く こ と に
よ り 、 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ １ 】

　 個 々 の バ イ オ マ ー カ ー は 、 有 用 な 診 断 バ イ オ マ ー カ ー で あ る と 同 時 に 、 バ イ オ マ ー カ ー
の 組 合 せ は 、 単 独 の バ イ オ マ ー カ ー の み よ り も 、 特 定 の 状 態 の よ り 確 か な 値 を 提 供 で き る
こ と が 認 め ら れ る 。 特 に 試 料 中 の 複 数 の バ イ オ マ ー カ ー の 検 出 は 、 試 験 の 感 度 お よ び /ま
た は 特 異 性 を 増 加 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 状 況 に お い て 、 少 な く と も 2種 、 好 ま し く
は 3、 4、 5、 6、 ま た は 7種 、 よ り 好 ま し く は 10、 15、 ま た は 20種 の 異 な る バ イ オ マ ー カ ー
発 現 レ ベ ル が 、 疾 患 の 診 断 ま た は 代 謝 状 態 の 変 化 に お い て 決 定 さ れ る 。 組 合 せ て 使 用 す る
こ と が で き る バ イ オ マ ー カ ー の 例 は 、 PF4、 VEGF、 PDGF、 bFGF、 PDECGF、 CTGF、 ア ン ギ オ
ゲ ニ ン 、 ア ン ギ オ ポ イ エ チ ン 、 ア ン ギ オ ス タ チ ン 、 エ ン ド ス タ チ ン 、 お よ び ト ロ ン ボ ス ポ
ン ジ ン を 含 む 。 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 は 、 bFGF、 な ら び に VEGF、 PDGF、 PDECGF、 CTGF、 ア
ン ギ オ ゲ ニ ン 、 ア ン ギ オ ポ イ エ チ ン 、 PF4、 ア ン ギ オ ス タ チ ン 、 エ ン ド ス タ チ ン 、 お よ び
ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 少 な く と も 1種 の 他 の バ イ オ マ ー カ ー を
含 む 複 数 の バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る 。 別 の 好 ま し い 態 様 は 、 PF4、 な ら び に VEGF、 PDGF
、 bFGF、 PDECGF、 CTGF、 ア ン ギ オ ゲ ニ ン 、 ア ン ギ オ ポ イ エ チ ン 、 ア ン ギ オ ス タ チ ン 、 エ ン
ド ス タ チ ン 、 お よ び ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン か ら 選 択 さ れ た 少 な く と も 1種 の 他 の バ イ オ マ ー
カ ー を 含 む 複 数 の バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
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　 前 述 の よ う に 、 検 出 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー 発 現 レ ベ ル の 分 析 は 、 手 作 業 で 、 ま た は コ ン
ピ ュ ー タ ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い 自 動 的 に 行 う こ と が で き る 。 単 独 の 試 料 分 析 が 行 な わ れ る か
、 ま た は 複 数 の 試 料 分 析 が 行 わ れ 、 複 数 の 試 料 の 各 々 は 、 処 置 ま た は 評 価 の 過 程 で 、 適 当
な 時 点 で 試 験 さ れ て い る 個 体 か ら 採 取 さ れ る 。 決 定 は 、 疾 患 の 処 置 時 の 進 行 ま た は 代 謝 状
態 の 変 化 の モ ニ タ リ ン グ 、 お よ び 疾 患 ま た は 代 謝 状 態 の 変 化 の 診 断 の 両 方 の た め に 使 用 さ
れ る の で 、 分 析 精 度 は 特 に 重 要 で あ る 。 特 許 請 求 さ れ た 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、
患 者 処 置 の 管 理 は 、 評 価 さ れ て い る 患 者 の 疾 患 ま た は 代 謝 状 態 を 正 確 に 反 映 す る よ う に 発
現 レ ベ ル を 分 類 す る こ と を 基 に し て い る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 発 明 で の 使 用 に 適 し た 多 く の 異 な る 分 類 戦 略 が 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。 好
ま し い 戦 略 は 、 疾 患 進 行 の 明 確 な 段 階 を 伴 う 、 バ イ オ マ ー カ ー の 明 白 な 発 現 レ ベ ル を 同 定
す る 。 例 え ば 腫 瘍 成 長 に お い て 、 腫 瘍 は 、 発 生 期 の 形 成 か ら 転 移 ま で 連 続 段 階 で 進 行 す る
。 従 っ て 適 当 な 分 類 計 画 は 、 腫 瘍 成 長 お よ び /ま た は 転 移 活 性 で 特 徴 付 け ら れ た 「 侵 攻 性
」 ； 成 長 ま た は 活 動 的 転 移 を し て い な い 腫 瘍 を 同 定 す る 、 休 眠 ； 例 え ば 化 学 療 法 後 の 収 縮
し て い る 腫 瘍 を 同 定 す る 、 退 縮 ； お よ び 、 腫 瘍 な し ； を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 一 部 の 態 様 に お い て 、 次 に 「 既 知 試 料 」 な ど の 試 料 を 用 い 作 製 さ れ た ス ペ ク ト ル (例 え
ば 質 量 ス ペ ク ト ル ま た は 飛 行 時 間 型 ス ペ ク ト ル )か ら 得 た デ ー タ を 用 い 、 分 類 モ デ ル を 「
ト レ ー ニ ン グ (train)す る こ と が で き る 。 「 既 知 試 料 」 は 、 予 め 分 類 さ れ た 試 料 で あ る 。
ス ペ ク ト ル か ら 得 、 か つ 分 類 モ デ ル の 形 成 に 使 用 し た デ ー タ は 、 「 ト レ ー ニ ン グ デ ー タ セ
ッ ト 」 と 称 さ れ る 。 一 旦 ト レ ー ニ ン グ さ れ る と 、 分 類 モ デ ル は 、 未 知 の 試 料 を 用 い て 作 製
さ れ た ス ペ ク ト ル か ら 得 た デ ー タ に お い て パ タ ー ン を 認 識 す る 。 そ の 後 分 類 モ デ ル を 使 用
し 、 未 知 の 試 料 を ク ラ ス に 分 類 す る 。 こ れ は 、 例 え ば 特 定 の 生 物 学 的 試 料 が あ る 生 物 学 的
状 態 (例 え ば 罹 患 対 未 罹 患 )に 関 連 し て い る か ど う か を 予 測 す る 場 合 に 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 分 類 モ デ ル の 作 製 に 使 用 さ れ る ト レ ー ニ ン グ デ ー タ セ ッ ト は 、 生 デ ー タ ま た は 予 備 処 理
さ れ た デ ー タ を 含 ん で も よ い 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 生 デ ー タ は 、 飛 行 時 間 型 ス ペ ク ト ル
ま た は 質 量 ス ペ ク ト ル か ら 直 接 入 手 す る こ と が で き 、 そ の 後 任 意 で 先 に 説 明 さ れ た よ う に
「 予 備 処 理 」 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 分 類 モ デ ル は 、 デ ー タ に 存 在 す る 主 観 的 パ ラ メ ー タ を 基 に し た デ ー タ 本 体 の ク ラ ス へ の
差 別 化 を 試 み る 適 当 な 統 計 分 類 (ま た は 学 習 )法 を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る 。 分 類 法 は
、 教 師 あ り ま た は 教 師 な し の い ず れ か で あ っ て よ い 。 教 師 あ り ま た は 教 師 な し の 分 類 プ ロ
セ ス の 例 は 、 Jainの 論 文 「 Statistical Pattern Recognition: A Review」 、 IEEE Transa
ctions on Pattern Analysis and Machine Intelligence、 22巻 1号 、 2000年 1月 に 記 載 さ
れ て お り 、 そ の 内 容 は 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 教 師 あ り 分 類 に お い て 、 既 知 の カ テ ゴ リ の 例 を 含 む ト レ ー ニ ン グ デ ー タ が 、 既 知 の ク ラ
ス の 各 々 を 定 義 す る 関 係 の 1種 ま た は 複 数 の セ ッ ト を 学 習 す る 、 学 習 機 構 に 提 示 さ れ る 。
次 に 新 規 デ ー タ が 、 こ の 学 習 機 構 に 適 用 さ れ 、 こ れ は 次 に 新 規 デ ー タ を 、 学 習 し た 関 係 を
用 い て 分 類 す る 。 教 師 あ り 分 類 プ ロ セ ス の 例 は 、 線 形 回 帰 法 (例 え ば 、 重 回 帰 分 析 (MLR)、
偏 最 小 二 乗 (PLS)回 帰 お よ び 主 成 分 回 帰 分 析 (PCR))、 二 分 決 定 ツ リ ー (例 え ば 、 CART-分 類
お よ び 回 帰 ツ リ ー の よ う な 帰 納 的 分 配 法 )、 バ ッ ク プ ロ パ ゲ ー シ ョ ン ネ ッ ト ワ ー ク の よ う
な 人 工 ニ ュ ー ラ ル ネ ッ ト ワ ー ク 、 判 別 分 析 (例 え ば 、 ベ イ ズ 識 別 子 ま た は フ ィ ッ シ ャ ー 分
析 )、 ロ ジ ス テ ィ ッ ク 識 別 子 、 お よ び サ ポ ー ト ベ ク タ ー 識 別 子 (サ ポ ー ト ベ ク タ ー マ シ ン )
で あ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 好 ま し い 教 師 あ り 分 類 法 は 、 帰 納 的 分 配 法 で あ る 。 帰 納 的 分 配 法 は 、 帰 納 的 分 配 ツ リ ー
を 使 用 し 、 未 知 の 試 料 由 来 の ス ペ ク ト ル を 分 類 す る 。 帰 納 的 分 配 法 に 関 す る さ ら な る 詳 細
は 、 Paulseら の 米 国 特 許 出 願 第 2002 0138208 A1号 「 Method for analyzing mass spectra
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」 に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 作 製 さ れ た 分 類 モ デ ル は 、 教 師 な し 学 習 法 を 用 い て 形 成 す る こ と が
で き る 。 教 師 な し 分 類 は 、 ト レ ー ニ ン グ デ ー タ セ ッ ト が 得 ら れ る ス ペ ク ト ル を 予 め 分 類 す
る こ と な く 、 ト レ ー ニ ン グ デ ー タ セ ッ ト に お け る 類 似 性 を 基 に 分 類 を 学 習 す る こ と を 試 み
る 。 教 師 な し 学 習 法 は ク ラ ス タ ー 分 析 を 含 む 。 ク ラ ス タ ー 分 析 は 、 デ ー タ を 「 ク ラ ス タ ー
」 、 ま た は 理 想 的 に は 互 い に 非 常 に 類 似 し 、 か つ 他 の ク ラ ス タ ー の 一 員 と は 非 類 似 の 一 員
を 有 す る 群 に 分 け る こ と を 試 み る 。 次 に 類 似 度 は 、 デ ー タ ア イ テ ム 間 の 距 離 を 測 定 す る 距
離 測 定 を 用 い て 測 定 さ れ 、 互 い に 近 い デ ー タ ア イ テ ム を 共 に ク ラ ス タ ー 化 す る 。 ク ラ ス タ
ー 化 技 術 は 、 MacQueen K-平 均 ア ル ゴ リ ズ ム お よ び Kohonen自 己 組 織 化 マ ッ プ ア ル ゴ リ ズ ム
を 含 む 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 生 物 学 的 情 報 の 分 類 に 使 用 さ れ る と 主 張 さ れ る 学 習 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 例 え ば PCT国 際 公
開 公 報 第 01/31580号 (Barnhillら 、 「 Methods and devices for identifying patterns in
 biological systems and methods of use thereof」 )、 米 国 特 許 出 願 第 2002 0193950 A1
号 (Gavinら 「 Method for analyzing mass spectra」 )、 米 国 特 許 出 願 第 2003 0004402 A1
号 (Hittら 、 「 Process for discriminating between biological states based on hidde
n patterns from biological data」 )、 お よ び 米 国 特 許 出 願 第 2003 0055615 A1号 (Zhang
お よ び Zhang、 「 Systems and methods for processing biological expression data」 )
に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 こ れ ら の 分 類 モ デ ル は 、 適 当 な デ ジ タ ル コ ン ピ ュ ー タ を 用 い 、 形 成 お よ び 使 用 す る こ と
が で き る 。 適 当 な デ ジ タ ル コ ン ピ ュ ー タ は 、 Unix、 Windows(商 標 )、 ま た は Linux基 本 オ ペ
レ ー シ ョ ン シ ス テ ム の よ う な 、 任 意 の 標 準 ま た は 特 定 の オ ペ レ ー シ ョ ン シ ス テ ム を 使 用 す
る 、 マ イ ク ロ コ ン ピ ュ ー タ 、 小 型 コ ン ピ ュ ー タ お よ び 大 型 コ ン ピ ュ ー タ を 含 む 。 使 用 す る
こ と が で き る デ ジ タ ル コ ン ピ ュ ー タ は 、 関 心 対 象 の ス ペ ク ト ル の 作 製 に 使 用 さ れ る 質 量 分
析 計 か ら 物 理 的 に 離 れ て い て も 、 ま た は 質 量 分 析 計 に 接 続 さ れ て い て も よ い 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 態 様 の ト レ ー ニ ン グ デ ー タ セ ッ ト お よ び 分 類 モ デ ル は 、 デ ジ タ ル コ ン ピ ュ ー タ
に よ り 実 行 ま た は 使 用 さ れ る コ ン ピ ュ ー タ コ ー ド に よ り 具 体 化 す る こ と が で き る 。 コ ン ピ
ュ ー タ コ ー ド は 、 光 学 デ ィ ス ク ま た は 磁 気 デ ィ ス ク 、 ス テ ィ ッ ク 、 テ ー プ な ど の 、 任 意 の
適 当 な コ ン ピ ュ ー タ で 読 み 込 み 可 能 な 媒 体 に 保 存 す る こ と が で き 、 C、 C++、 ビ ジ ュ ア ル ベ
ー シ ッ ク な ど の 適 当 な コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム 言 語 で 記 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 前 述 の 学 習 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 既 に 発 見 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー の 分 類 ア ル ゴ リ ズ ム の 開 発
、 ま た は 血 管 新 生 状 態 を 決 定 す る た め の 新 規 の バ イ オ マ ー カ ー の 発 見 の 両 方 に 有 用 で あ る
。 次 に 分 類 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 単 独 で ま た は 組 合 せ て 使 用 さ れ る バ イ オ マ ー カ ー に 関 す る 診
断 値 (例 え ば カ ッ ト オ フ 点 )を 提 供 す る こ と に よ り 、 診 断 試 験 の 基 礎 を 形 成 す る 。
【 ０ １ ４ ４ 】

　 病 態 の 診 断 お よ び 予 後 評 価 の 方 法 、 キ ッ ト お よ び 装 置 の 提 供 に お い て 、 本 発 明 は 、 患 者
医 療 の 管 理 の た め の 道 具 を 提 供 す る 実 用 性 が あ る 。 特 に 本 発 明 は 、 患 者 の 血 管 新 生 活 性 の
変 化 に つ な が る 様 々 な 疾 患 の 処 置 の 診 断 お よ び 評 価 に お け る 用 途 を 認 め る 。 こ の よ う な 状
態 は 、 例 え ば 、 癌 、 妊 娠 、 感 染 症 (例 え ば 肝 炎 )、 損 傷 、 お よ び 関 節 炎 状 態 を 含 む 。 あ る 本
発 明 の 血 管 新 生 状 態 の 定 量 法 の 態 様 に お い て 、 こ の 方 法 は 、 状 態 を 基 に 対 象 の 処 置 を 管 理
す る 工 程 を さ ら に 含 む 。 そ の よ う な 管 理 は 、 病 態 決 定 後 の 医 師 お よ び 臨 床 家 の 行 為 を 含 む
。 例 え ば 医 師 が 侵 攻 性 癌 と 診 断 し た 場 合 、 化 学 療 法 ま た は 手 術 の よ う な あ る 治 療 レ ジ メ ン
が 続 け ら れ る 。 ま た は 、 腫 瘍 が 存 在 し な い か ま た は 休 眠 腫 瘍 と の 診 断 に は 、 そ の 患 者 を 悩
ま せ て い る 特 定 疾 患 を 決 定 す る た め に 、 さ ら な る 試 験 が 続 く 。
【 ０ １ ４ ５ 】
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　 本 発 明 の 特 に 有 用 な 局 面 は 、 前 述 の よ う な 、 命 を 脅 か す 可 能 性 の あ る 状 態 の 早 期 検 出 を
提 供 す る こ と で あ る 。 早 期 診 断 は 、 そ の 状 態 の 早 期 処 置 を 可 能 に し 、 予 後 の 回 復 を 増 強 す
る 。 例 と し て 、 癌 の 早 期 検 出 は 、 よ り 早 期 お よ び 衰 弱 の よ り 少 な い 化 学 療 法 、 ま た は 転 移
前 に あ ら ゆ る 腫 瘍 を 除 去 す る 手 術 を 可 能 に す る 。 関 節 炎 の 早 期 検 出 は 、 衰 弱 し て い る 関 節
の 損 傷 が 生 じ る 前 に 炎 症 を 制 御 す る た め の 薬 物 介 入 を も た ら し 、 疾 患 の 症 状 を 遅 ら せ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 診 断 後 、 本 発 明 を 使 用 す る バ イ オ マ ー カ ー の 検 出 は 、 使 用 さ れ る 治 療 レ ジ メ ン の 有 効 性
の 評 価 を 可 能 に す る 。 例 え ば 癌 に お い て 、 休 眠 腫 瘍 の 処 置 後 の CTAP IIIバ イ オ マ ー カ ー 発
現 の 減 少 の 検 出 は 、 侵 攻 性 腫 瘍 へ 表 現 型 が 変 更 す る 腫 瘍 に 相 関 し て い る 。 反 対 に 、 CTAP I
IIの 引 き 続 き の 増 加 の 検 出 は 、 侵 攻 性 か ら 休 眠 ま た は 非 存 在 へ の 腫 瘍 表 現 型 の 変 化 に 相 関
し て い る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 追 加 の 態 様 は 、 ア ッ セ イ 結 果 ま た は 診 断 ま た は こ れ ら 両 方 の 、 例 え ば 技 術 者 、
医 師 ま た は 患 者 へ の 連 絡 に 関 連 し て い る 。 あ る 態 様 に お い て 、 コ ン ピ ュ ー タ を 使 用 し 、 ア
ッ セ イ 結 果 ま た は 診 断 ま た は 両 方 を 、 関 心 対 象 の 関 係 者 、 例 え ば 医 師 お よ び そ の 患 者 へ 連
絡 す る 。 一 部 の 態 様 に お い て 、 国 ま た は 国 と は 異 な る 管 轄 区 域 ま た は 結 果 も し く は 診 断 が
連 絡 さ れ る べ き 管 轄 区 域 に お い て 、 こ れ ら の ア ッ セ イ が 実 行 さ れ る か 、 ま た は そ の ア ッ セ
イ 結 果 が 分 析 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 疾 患 ま た は 代 謝 状 態 の バ イ オ マ ー カ ー 指 標 の 試 験 対 象
に お け る 存 在 ま た は 非 存 在 を 基 に し た 診 断 は 、 診 断 が 得 ら れ た 後 で き る 限 り 速 や か に 、 対
象 へ 連 絡 さ れ る 。 こ の 診 断 は 、 対 象 の 担 当 医 を 通 じ て 対 象 へ 連 絡 さ れ て も よ い 。 ま た は 診
断 は 、 試 験 対 象 へ e-メ ー ル で 送 信 さ れ る か 、 ま た は 対 象 へ 電 話 連 絡 さ れ て も よ い 。 コ ン ピ
ュ ー タ を 使 用 し 、 診 断 を 、 e-メ ー ル ま た は 電 話 で 連 絡 し て も よ い 。 あ る 態 様 に お い て 、 電
気 通 信 業 者 は 熟 知 し て い る コ ン ピ ュ ー タ の ハ ー ド ウ ェ ア と ソ フ ト ウ ェ ア の 組 合 せ を 使 用 し
、 診 断 試 験 の 結 果 を 含 む メ ッ セ ー ジ は 、 自 動 的 に 作 製 さ れ 、 対 象 へ 配 信 さ れ て も よ い 。 医
療 保 健 (healthcare)が 方 向 付 け た 連 絡 シ ス テ ム の 一 例 は 、 米 国 特 許 第 6,283,761号 に 開 示
さ れ て い る が ； し か し 本 発 明 は 、 こ の 特 定 の 連 絡 シ ス テ ム を 利 用 す る 方 法 に 限 定 さ れ る も
の で は な い 。 本 発 明 の 方 法 の あ る 態 様 に お い て 、 試 料 の ア ッ セ イ 、 疾 患 の 診 断 、 お よ び ア
ッ セ イ 結 果 ま た は 診 断 の 連 絡 を 含 む 、 方 法 工 程 の 全 て ま た は 一 部 は 、 多 様 な (例 え ば 、 外
国 の )管 轄 区 域 で 実 行 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ９ 】

　 本 発 明 は 、 そ の 発 現 が 患 者 の 血 管 新 生 活 性 の 変 化 に 反 応 し て 変 更 さ れ る バ イ オ マ ー カ ー
を 検 出 す る た め の 診 断 シ ス テ ム も 企 図 し て い る 。 本 発 明 の 診 断 シ ス テ ム は 、 好 ま し く は 一
工 程 で 操 作 さ れ る が 、 そ の よ う な も の に 限 定 さ れ な い 。 例 え ば 一 部 の 態 様 は 、 複 数 の 血 小
板 会 合 バ イ オ マ ー カ ー を 結 合 し て い る 複 数 の 吸 着 材 表 面 を 含 む 。 好 ま し く は 、 こ れ ら の 吸
着 材 は 、 関 心 対 象 の バ イ オ マ ー カ ー を 特 異 的 に 吸 着 す る 生 体 特 異 的 吸 着 材 で あ る 。 本 発 明
の 診 断 シ ス テ ム は 、 関 心 対 象 の バ イ オ マ ー カ ー を 検 出 す る 手 段 も 有 し 、 こ れ は お そ ら く 質
量 分 析 計 で あ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 例 と し て 好 ま し い 本 発 明 の 態 様 は 、 そ の 焼 結 フ リ ッ ト 上 に 血 漿 ホ モ ジ ネ ー ト を 受 け 入 れ
る 。 フ リ ッ ト は 、 液 体 の 毛 管 流 動 を 支 援 す る こ と が 可 能 で あ る 吸 収 剤 材 料 と 流 体 連 絡 し て
い る 。 こ の 吸 収 材 料 内 に は 、 試 薬 が あ り 、 こ れ は 、 検 出 さ れ る べ き バ イ オ マ ー カ ー を 特 異
的 に 認 識 す る 流 れ に よ り 移 動 可 能 な 生 体 分 子 特 異 的 な 吸 着 材 を 含 む 。 好 ま し く は こ の 流 れ
に よ り 移 動 可 能 な 生 体 分 子 特 異 的 な 吸 着 材 は 、 検 出 可 能 な 標 識 、 よ り 好 ま し く は 視 認 で き
る 標 識 を 含 む 。 吸 収 材 料 の さ ら に 下 流 に は 、 検 出 さ れ る べ き バ イ オ マ ー カ ー を 認 識 す る 固
定 さ れ た 生 体 分 子 特 異 的 な 吸 着 材 が あ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 前 述 の よ う な 、 簡 単 な 装 置 を 使 用 し 、 焼 結 フ リ ッ ト に 導 入 さ れ た 血 漿 ホ モ ジ ネ ー ト は 、
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細 胞 デ ブ リ を 含 ま な い よ う に 濾 過 さ れ る 。 残 存 す る 液 体 は 、 吸 収 材 料 へ と 進 行 し 、 こ れ は
そ の 長 手 方 向 へ 、 最 終 的 に は 長 手 方 向 に 沿 っ て 液 体 を 毛 管 現 象 で 運 ぶ (wick)。 吸 収 材 料 の
横 断 す る 際 に 、 流 れ に よ り 移 動 可 能 な 生 体 分 子 特 異 的 な 吸 着 材 は 、 可 溶 化 さ れ 、 バ イ オ マ
ー カ ー に 結 合 し 、 複 合 体 の 形 成 が 検 出 さ れ る 。 液 体 は さ ら に 吸 収 材 料 に 沿 っ て 進 行 す る た
め 、 こ の 複 合 体 は 、 固 定 さ れ た 生 体 分 子 特 異 的 な 吸 着 材 と 遭 遇 し 結 合 す る 。 複 合 体 は 、 固
定 さ れ た 生 体 分 子 特 異 的 な 吸 着 材 に 結 合 す る た め 、 固 定 さ れ た 生 体 分 子 特 異 的 な 吸 着 材 が
、 吸 収 材 料 に 付 着 し た 地 点 で 濃 縮 さ れ 始 め 、 そ こ で こ れ を 検 出 す る こ と が で き る 。 こ の 装
置 は 任 意 で 、 当 初 の ホ モ ジ ネ ー ト に 存 在 す る 可 能 性 の あ る 干 渉 物 質 を 除 去 す る た め に 、 複
合 体 の 結 合 後 、 洗 浄 緩 衝 液 で 洗 浄 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 当 業 者 は 、 先 に 説 明 さ れ た 好 ま し い 装 置 と 実 質 的 に 同 じ 様 式 で 実 行 す る 、 い く つ か の 装
置 フ ォ ー マ ッ ト の 変 形 が 存 在 す る こ と を 容 易 に 認 め る で あ ろ う 。 例 え ば 装 置 は 、 マ イ ク ロ
タ イ タ ー プ レ ー ト ウ ェ ル の 底 に 連 結 さ れ た 生 体 分 子 特 異 的 な 試 薬 を 使 用 す る 、 本 質 的 に EL
ISA-型 様 式 で 実 行 す る こ と が で き る 。 こ の フ ォ ー マ ッ ト に お い て 、 ホ モ ジ ネ ー ト が ウ ェ ル
に 添 加 さ れ る 。 そ の 後 過 剰 な ホ モ ジ ネ ー ト は 除 去 さ れ 、 ウ ェ ル は 、 洗 浄 緩 衝 液 で 洗 浄 さ れ
る 。 最 後 に 標 識 さ れ た 移 動 可 能 な 抗 体 が 添 加 さ れ 、 得 ら れ た 複 合 体 が 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 当 業 者 は 、 周 知 の よ う な 先 に 説 明 さ れ た 装 置 の フ ォ ー マ ッ ト を 、 多 く の 変 形 が 本 発 明 の
範 囲 内 に 収 ま る こ と と 共 に 、 容 易 に 認 め る で あ ろ う 。 例 え ば 同 様 の 装 置 は 、 米 国 特 許 第 5,
409,664号 、 第 6,146,589号 、 第 4,960,691号 、 第 5,260,193号 、 第 5,202,268号 お よ び 第 5,7
66,961号 に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ ４ 】

　 本 発 明 の 方 法 は さ ら に 他 の 適 用 を 有 す る 。 例 え ば バ イ オ マ ー カ ー は 、 イ ン ビ ト ロ ま た は
イ ン ビ ボ に お い て バ イ オ マ ー カ ー の 発 現 を 調 整 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ に 使 用 す る こ
と が で き 、 こ の 化 合 物 は 次 に 、 患 者 に お け る 癌 の 処 置 も し く は 予 防 に 、 ま た は 休 眠 腫 瘍 か
ら 侵 攻 性 腫 瘍 へ の 腫 瘍 の 悪 性 転 換 の 処 置 も し く は 予 防 に 有 用 で あ り 得 る 。 別 の 例 に お い て
、 バ イ オ マ ー カ ー は 、 癌 治 療 に 対 す る 反 応 の モ ニ タ リ ン グ に 使 用 す る こ と が で き る 。 さ ら
に 別 の 例 に お い て 、 バ イ オ マ ー カ ー は 、 対 象 が 発 癌 の リ ス ク が あ る か ど う か を 決 定 す る 遺
伝 試 験 に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 従 っ て 例 え ば 、 本 発 明 の キ ッ ト は 、 タ ン パ ク 質 バ イ オ チ ッ プ (例 え ば Ciphergen H50 Pro
teinChipア レ イ 、 例 え ば ProteinChipア レ イ )の よ う な 疎 水 性 機 能 を 有 す る 固 形 基 板 、 お よ
び 基 板 を 洗 浄 す る た め の 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 、 さ ら に は チ ッ プ 上 の 本 発 明 の 血 小 板 会 合
バ イ オ マ ー カ ー を 測 定 す る た め 、 お よ び こ れ ら の 測 定 値 を 例 え ば 癌 の 診 断 に 使 用 す る た め
の プ ロ ト コ ー ル を 示 す 説 明 書 を 備 え る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 治 療 的 試 験 に 適 し た 化 合 物 は 、 表 1Aお よ び 1Bお よ び 表 2に 列 記 さ れ た 1種 ま た は 複 数 の バ
イ オ マ ー カ ー と 相 互 作 用 す る 化 合 物 を 同 定 す る こ と に よ り 、 ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で
き る 。 例 と し て 、 ス ク リ ー ニ ン グ は 、 表 1Aお よ び 1Bお よ び 表 2に 列 記 さ れ た バ イ オ マ ー カ
ー の 組 換 え 発 現 、 バ イ オ マ ー カ ー の 精 製 、 お よ び バ イ オ マ ー カ ー の 基 板 へ の 固 定 を 含 む 。
次 に 試 験 化 合 物 が 、 典 型 的 に は 水 性 条 件 に お い て 基 板 と 接 触 さ れ 、 試 験 化 合 物 と バ イ オ マ
ー カ ー の 間 の 相 互 作 用 が 、 例 え ば 、 塩 濃 度 の 関 数 と し て の 溶 離 速 度 の 測 定 に よ り 測 定 さ れ
る 。 あ る タ ン パ ク 質 は 、 表 1Aお よ び 1Bお よ び 表 2の 1種 ま た は 複 数 の バ イ オ マ ー カ ー を 認 識
し 切 断 す る こ と が で き 、 こ の 場 合 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば タ ン パ ク 質 の ゲ ル 電 気
泳 動 な ど に よ る 、 標 準 ア ッ セ イ に お け る 1種 ま た は 複 数 の バ イ オ マ ー カ ー の 消 化 の モ ニ タ
リ ン グ に よ り 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 関 連 し た 態 様 に お い て 、 試 験 化 合 物 の 、 表 1Aお よ び 1Bお よ び 表 2の 1種 ま た は 複 数 の バ イ
オ マ ー カ ー の 活 性 を 阻 害 す る 能 力 を 測 定 す る こ と が で き る 。 当 業 者 は 、 特 定 の バ イ オ マ ー
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カ ー の 活 性 の 測 定 に 使 用 さ れ る 技 術 が 、 バ イ オ マ ー カ ー の 機 能 お よ び 特 性 に 応 じ て 変 動 す
る こ と を 認 め る で あ ろ う 。 例 え ば バ イ オ マ ー カ ー の 酵 素 活 性 は 、 適 当 な 基 質 が 利 用 可 能 で
あ り 、 か つ 基 質 の 濃 度 お よ び 反 応 生 成 物 の 出 現 が 容 易 に 測 定 可 能 で あ る と い う 条 件 で 、 ア
ッ セ イ す る こ と が で き る 。 可 能 性 の あ る 治 療 的 試 験 化 合 物 の 、 所 定 の バ イ オ マ ー カ ー の 活
性 を 阻 害 ま た は 増 強 す る 能 力 は 、 試 験 化 合 物 の 存 在 お よ び 非 存 在 下 で の 触 媒 速 度 を 測 定 す
る こ と に よ り 決 定 さ れ て も よ い 。 表 の 一 つ の バ イ オ マ ー カ ー の 非 -酵 素 (例 え ば 構 造 )機 能
ま た は 活 性 と 干 渉 す る 試 験 化 合 物 の 能 力 も 、 測 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 前 記 表 の 一 つ
の バ イ オ マ ー カ ー を 含 む 多 -タ ン パ ク 質 複 合 体 の 自 己 -集 成 は 、 試 験 化 合 物 の 存 在 ま た は 非
存 在 下 で 分 光 法 に よ り モ ニ タ リ ン グ す る こ と が で き る 。 ま た は 、 バ イ オ マ ー カ ー が 転 写 の
非 -酵 素 的 増 強 体 で あ る 場 合 は 、 バ イ オ マ ー カ ー の 転 写 を 増 強 す る 能 力 と 干 渉 す る 試 験 化
合 物 を 、 試 験 化 合 物 の 存 在 お よ び 非 存 在 下 で 、 イ ン ビ ボ ま た は イ ン ビ ト ロ に お い て 、 バ イ
オ マ ー カ ー -依 存 型 転 写 の レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ り 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 表 の い ず れ か の バ イ オ マ ー カ ー の 活 性 を 調 整 す る こ と が 可 能 で あ る 試 験 化 合 物 は 、 癌 を
罹 患 し て い る か ま た は 発 癌 の リ ス ク の あ る 患 者 へ 投 与 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 特 定 の
バ イ オ マ ー カ ー の 活 性 を 増 加 す る 試 験 化 合 物 の 投 与 は 、 特 定 の バ イ オ マ ー カ ー の イ ン ビ ボ
で の 活 性 が 、 癌 の タ ン パ ク 質 の 蓄 積 を 妨 げ る 場 合 に 、 患 者 の 癌 の リ ス ク を 低 下 し 得 る 。 対
照 的 に 、 特 定 の バ イ オ マ ー カ ー の 活 性 を 減 少 す る 試 験 化 合 物 の 投 与 は 、 バ イ オ マ ー カ ー の
増 加 し た 活 性 が 、 少 な く と も 一 部 癌 の 発 生 が 原 因 で あ る 場 合 、 患 者 の 癌 の リ ス ク を 低 下 し
得 る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 追 加 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 前 記 表 の 血 小 板 会 合 バ イ オ マ ー カ ー の 修 飾 型 の 増 加 し
た レ ベ ル に 関 連 す る 、 癌 な ど の 障 害 の 処 置 に 有 用 な 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 例
え ば 一 つ の 態 様 に お い て 、 細 胞 抽 出 物 ま た は 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー が 、 切 断 型 を 形 成 す る た め
の 完 全 長 バ イ オ マ ー カ ー の 切 断 を 触 媒 す る 化 合 物 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 得 る 。 こ の
よ う な ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ の 一 つ の 態 様 に お い て 、 バ イ オ マ ー カ ー の 切 断 は 、 バ イ オ
マ ー カ ー が 切 断 さ れ な い 場 合 は 消 光 し 続 け る が 、 バ イ オ マ ー カ ー が 切 断 さ れ る と 蛍 光 を 発
す る 蛍 光 団 の バ イ オ マ ー カ ー へ の 付 着 に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 あ る ア ミ ノ
酸 の 間 の ア ミ ド 結 合 を 切 断 不 可 能 に す る よ う 修 飾 さ れ た 完 全 長 バ イ オ マ ー カ ー 型 を 使 用 し
、 イ ン ビ ボ に お い て あ る 部 位 で こ の 完 全 長 バ イ オ マ ー カ ー を 切 断 す る 細 胞 プ ロ テ ア ー ゼ を
選 択 的 に 結 合 ま た は 「 捕 獲 」 す る こ と が で き る 。 プ ロ テ ア ー ゼ お よ び そ れ ら の 標 的 の ス ク
リ ー ニ ン グ な ら び に 同 定 の 方 法 は 、 例 え ば Lopez-Ottinら の 論 文 (Nature Reviews, 3:509-
519 (2002))の よ う な 、 科 学 文 献 に お い て よ く 証 明 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 切 断 型 バ イ オ マ ー カ ー の 増 加 し た レ ベ ル に 関 連 し
て い る 、 癌 な ど の 疾 患 の 進 行 ま た は 可 能 性 を 処 置 ま た は 低 下 す る 方 法 を 提 供 す る 。 例 え ば
前 記 表 の 完 全 長 バ イ オ マ ー カ ー を 切 断 す る 1種 ま た は 複 数 の タ ン パ ク 質 が 同 定 さ れ た 後 、
同 定 さ れ た タ ン パ ク 質 の 切 断 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 に つ い て 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ
リ ー が ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 そ の よ う な 化 合 物 の 化 学 ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ 法
は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 Lopez-Otinら の 論 文 (2002)を 参 照 さ れ た い
。 ま た は 、 阻 害 化 合 物 が 、 血 小 板 会 合 バ イ オ マ ー カ ー の 構 造 に 基 づ き 、 理 論 的 に デ ザ イ ン
さ れ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 臨 床 レ ベ ル で 、 試 験 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 対 象 が 試 験 化 合 物 に 曝 露 さ れ た 前 後 に
、 試 験 対 象 か ら 試 料 を 得 る こ と を 含 む 。 前 記 表 に 列 記 さ れ た 1種 ま た は 複 数 の 血 小 板 会 合
バ イ オ マ ー カ ー の 試 料 中 の レ ベ ル が 、 測 定 お よ び 分 析 さ れ 、 試 験 化 合 物 へ の 曝 露 後 に こ の
バ イ オ マ ー カ ー レ ベ ル が 変 化 す る か ど う か が 決 定 さ れ る 。 試 料 は 、 本 明 細 書 に 説 明 さ れ た
よ う に 、 質 量 分 析 に よ り 分 析 さ れ る か 、 ま た は 試 料 は 当 業 者 に 公 知 の 適 当 な 手 段 に よ り 分
析 さ れ る 。 例 え ば 前 記 表 に 列 記 さ れ た 1種 ま た は 複 数 の バ イ オ マ ー カ ー の レ ベ ル は 、 バ イ
オ マ ー カ ー へ 特 異 的 に 結 合 す る 放 射 性 -ま た は 蛍 光 -標 識 さ れ た 抗 体 を 使 用 す る 、 ウ ェ ス タ
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ン ブ ロ ッ ト に よ り 直 接 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ２ 】

　 循 環 血 中 血 小 板 は 、 血 管 新 生 プ ロ セ ス を 修 飾 す る こ と が で き る 様 々 な 制 御 因 子 を 含 む 。
異 常 な 表 面 に 接 着 し 、 お よ び 局 所 的 環 境 に そ れ ら の 内 容 物 を 放 出 す る 血 小 板 の 能 力 は 、 そ
れ ら を 局 所 的 血 管 新 生 因 子 送 達 に 関 す る 高 度 に 望 ま し い モ ダ リ テ ィ に し て い る 。 血 管 新 生
の 生 理 的 状 況 に お い て 、 こ の 増 殖 因 子 の 厳 密 な 局 所 的 放 出 は 、 創 傷 治 癒 ま た は 再 生 に 関 す
る 、 高 度 に 柔 軟 で 、 安 全 で か つ 有 効 な シ ス テ ム を 表 し て い る が ； し か し 癌 、 慢 性 炎 症 障 害
ま た は 血 管 異 常 の よ う な 病 的 状 況 に お い て 、 こ れ は 、 成 長 の た め の 重 要 な パ ラ ク リ ン 増 幅
ル ー プ を 表 し て い る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 血 小 板 は 、 こ の 制 御 さ れ た 高 度 に 等 級 化 さ れ お よ び 局 所 的 に 反 応 性 で あ る 作 用 に 関 す る
多 く の 機 構 を 有 す る ：
　 i) ： 腫 瘍 血 管 は 、 主
に そ の 有 窓 (fenestration)、 お よ び 高 度 に 不 規 則 な 内 皮 細 胞 表 面 の た め に 、 血 小 板 を 活 性
化 し ； な ら び に 、 VEGF、 bFGFお よ び 他 の 増 殖 因 子 を 含 む PMPは 、 明 ら か な 腫 瘍 外 性 血 栓 事
象 を 伴 わ ず に 、 全 身 循 環 へ 放 出 さ れ る こ と は 周 知 で あ る 。
　 ii)

： 血 小 板 顆 粒 の 内 容 物 は 、 宿 主 の 局 所 的 環 境 に 依 存 し 、 従 っ て 「 腫 瘍 レ ジ ス タ 」 を 反
映 し て い る 。
　 iii) ： PMPは 、 増 殖 因
子 の 低 -レ ベ ル の 連 続 送 達 を 維 持 し 、 お よ び α -顆 粒 は 、 プ ロ -血 管 新 生 性 シ グ ナ ル の 迅 速
で 局 在 化 さ れ た 増 幅 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 血 管 新 生 性 増 殖 因 子 お よ び イ ン ヒ ビ タ ー の 血 小 板 プ ロ フ ァ イ ル を 「 血 小
板 レ ジ ス タ 」 と 称 す る 。 こ の 血 小 板 レ ジ ス タ は 、 診 断 に 加 え 、 治 療 目 的 で 使 用 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 本 発 明 者 ら の 実 験 の 目 的 は 以 下 で あ る ：
　 1.血 小 板 に よ り 運 搬 さ れ る 、 血 管 新 生 ま た は 腫 瘍 -関 連 増 殖 因 子 ま た は イ ン ヒ ビ タ ー を
確 定 す る こ と 、 す な わ ち 腫 瘍 プ ロ フ ァ イ ル 。
　 2.血 小 板 中 の 貯 蔵 シ ス テ ム を 確 定 す る こ と 、 す な わ ち 顆 粒 、 密 顆 粒 ま た は 膜 粒 子 。
　 3.こ れ ら の 化 合 物 の 輸 送 機 構 の 調 査 (す な わ ち 、 顆 粒 放 出 の た め の 刺 激 を 規 定 す る )。
　 4.PMPが 血 小 板 活 性 の 主 要 機 構 で あ る 臨 床 状 況 、 お よ び 血 小 板 凝 集 お よ び 脱 -顆 粒 が 局 所
的 因 子 放 出 に 必 要 で あ る 状 況 を 定 義 す る こ と 。
【 ０ １ ６ ６ 】

　 相 1： 腫 瘍 保 有 し な い SCIDお よ び C57 B1マ ウ ス 由 来 の 血 小 板 試 料 を 単 離 し 、 プ ロ フ ァ イ
リ ン グ す る 。
　 相 2： 腫 瘍 保 有 し な い SCIDマ ウ ス 由 来 の 血 小 板 を 、 膜 お よ び 細 胞 質 画 分 に 分 離 し 、 そ の
因 子 含 量 を 全 血 小 板 抽 出 物 と 比 較 し 、 特 異 的 タ ン パ ク 質 に 関 す る 輸 送 シ ス テ ム を 決 定 す る
。
　 相 3： 腫 瘍 -保 有 す る SCIDマ ウ ス の 血 小 板 の タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ ル を 、 純 粋 な 腫 瘍 細 胞
抽 出 物 の タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ ル と 比 較 し 、 輸 送 さ れ た 増 殖 因 子 お よ び イ ン ヒ ビ タ ー の 関
係 と 相 関 す る 。
　 相 4： 休 眠 (非 -血 管 新 生 性 )腫 瘍 を 保 有 す る SCIDマ ウ ス お よ び 迅 速 増 殖 す る (血 管 新 生 性 )
腫 瘍 を 保 有 す る SCIDマ ウ ス 由 来 の 血 小 板 試 料 を 、 同 じ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 年 齢 が 合 致 し た
腫 瘍 保 有 し な い マ ウ ス と 比 較 す る 。
　 相 5： 休 眠 (非 -血 管 新 生 性 )腫 瘍 を 保 有 す る SCIDマ ウ ス お よ び 迅 速 増 殖 す る (血 管 新 生 性 )
腫 瘍 を 保 有 す る SCIDマ ウ ス 由 来 の 血 漿 を 、 同 じ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 年 齢 が 合 致 し た 腫 瘍 保
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実 施 例

血 小 板 マ イ ク ロ パ ー テ ィ ク ル (PMP)は 、 腫 瘍 の 進 行 を 通 じ 流 出 す る

α -顆 粒 は 、 局 所 的 刺 激 に 反 応 し て 放 出 さ れ 得 る 増 殖 因 子 お よ び イ ン ヒ ビ タ ー を 貯 蔵
す る

1種 よ り も 多 い プ ロ セ ス が 、 腫 瘍 の 進 行 お よ び 播 種 に 関 与 し て い る

試 験 相 ：



有 し な い マ ウ ス と 比 較 す る (血 漿 は 、 循 環 へ 連 続 し て 、 す な わ ち 、 血 小 板 の 凝 集 お よ び 脱
顆 粒 化 を 伴 わ ず に 、 放 出 さ れ た 因 子 の 代 理 と し て 使 用 さ れ る )。
　 相 6： 休 眠 (非 -血 管 新 生 性 )腫 瘍 を 保 有 す る SCIDマ ウ ス お よ び 迅 速 増 殖 す る (血 管 新 生 性 )
腫 瘍 を 保 有 す る SCIDマ ウ ス 由 来 の 血 清 を 、 同 じ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 年 齢 が 合 致 し た 腫 瘍 保
有 し な い マ ウ ス と 比 較 す る (血 清 は 、 活 性 化 さ れ た 血 小 板 の 凝 集 お よ び 脱 -顆 粒 化 を 伴 わ ず
に 、 放 出 さ れ た 因 子 の 代 理 と し て 使 用 さ れ る )。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 先 の 報 告 は 、 血 小 板 は 、 タ ン パ ク 質 を 含 み か つ 輸 送 す る こ と 、 な ら び に こ の タ ン パ ク 質
は 、 血 漿 か ら 濃 度 勾 配 を 低 下 す る よ う に 血 小 板 に 取 り 入 れ ら れ る こ と を 示 唆 し て い る 。 し
か し 本 発 明 者 ら の 結 果 は 、 マ ト リ ゲ ル ペ レ ッ ト ま た は 顕 微 鏡 的 (0.5～ 1mm 3 )腫 瘍 な ど の 、 V
EGFの 比 較 的 小 さ い 供 給 源 が 、 VEGFの 血 漿 レ ベ ル を 上 昇 す る こ と な く 、 そ れ ら の VEGFを 直
接 血 小 板 へ 導 く (contribute)こ と が で き る こ と を 示 し て い る 。 最 も 重 要 な こ と は 、 顕 微 鏡
的 な 臨 床 的 に 検 出 不 能 な 腫 瘍 の 存 在 は 、 特 異 的 血 管 新 生 制 御 因 子 を 採 取 し お よ び 「 休 止 し
て い る 」 タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ ル を 「 腫 瘍 -反 映 す る 」 プ ロ フ ァ イ ル へ 変 化 す る よ う に 、
ヒ ト 脂 肪 肉 腫 を 保 有 す る SCIDマ ウ ス の 血 小 板 を 誘 導 す る の に 十 分 で あ る こ と で あ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 本 発 明 者 ら は さ ら に 、 i)腫 瘍 成 長 の 存 在 下 で 血 小 板 中 で 隔 絶 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 ア ル
ブ ミ ン の よ う な 最 も 豊 富 な 血 漿 タ ン パ ク 質 よ り も む し ろ 、 圧 倒 的 に 、 VEGF、 bFGF、 PDGF、
PF4、 エ ン ド ス タ チ ン 、 ア ン ギ オ ス タ チ ン お よ び タ ム ス タ チ ン な ど の 血 管 新 生 制 御 因 子 で
あ る こ と 、 お よ び ii)血 小 板 中 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の レ ベ ル は 、 腫 瘍 ま た は 他 の 血 管 新 生
因 子 の 供 給 源 の 存 在 に よ り 変 動 す る こ と を 確 認 し て い る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 腫 瘍 マ ー カ ー の 血 漿 お よ び 血 清 レ ベ ル が 無 視 で き る 場 合 は 、 発 癌 性 悪 性
転 換 か ら 生 じ る 過 剰 な 血 管 新 生 性 増 殖 因 子 は 、 腫 瘍 発 生 の 初 期 に 血 小 板 中 に 反 映 さ れ る と
仮 定 し た 。 本 明 細 書 に 示 さ れ た 試 験 に お い て 、 本 発 明 者 ら は 、 血 小 板 の 、 イ ン ビ ボ お よ び
イ ン ビ ト ロ の 両 方 に お い て 選 択 さ れ た タ ン パ ク 質 を 蓄 積 す る 能 力 を 確 認 し 、 な ら び に 一 つ
の 血 管 新 生 制 御 因 子 の 他 の も の と の 選 択 的 交 換 を 示 し て い る 。 腫 瘍 進 行 に 関 連 し た 、 増 殖
因 子 、 イ ン ヒ ビ タ ー 、 補 -因 子 お よ び サ イ ト カ イ ン な ど の 制 御 因 子 の 多 様 性 の た め に 、 本
発 明 者 ら は 、 ハ イ ス ル ー -プ ッ ト SELDI-ToF MS(表 面 増 強 レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 ス ペ ク ト ル
分 析 レ ー ザ ー 脱 離 /イ オ ン 化 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 )を 使 用 し 、 精 製 さ れ た 血 小 板 お よ び 血 漿
の タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ ル を 分 析 し た 。 こ の 技 術 は 、 大 量 の 臨 床 試 料 の 同 時 の 質 量 ス ペ ク
ト ル 分 析 を 可 能 に し 、 な ら び に 全 血 小 板 プ ロ テ オ ー ム の 比 較 に 関 し て 効 率 的 で 高 度 に 再 現
性 の あ る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 脂 肪 肉 腫 の ヒ ト 腫 瘍 異 種 移 植 片 を 保 有 す る 年 齢 が 合 致 し た 健 常 な SCIDマ ウ ス 同 腹 仔 の 血
小 板 プ ロ フ ァ イ ル を 、 偽 注 射 し た 腫 瘍 保 有 し な い 動 物 の も の と 比 較 す る 。 血 小 板 に 含 ま れ
る タ ン パ ク 質 に 関 す る 多 く の 報 告 (10-12)と 一 致 す る よ う に 、 本 発 明 者 ら は 、 少 な く と も 2
1種 の 内 皮 増 殖 お よ び 移 動 の 正 の 制 御 因 子 に 加 え 、 少 な く と も 15種 の 内 皮 増 殖 お よ び 移 動
の 負 の 制 御 因 子 が 、 血 小 板 中 に 同 時 に 存 在 す る こ と を 発 見 し た 。 ヒ ト 腫 瘍 異 種 移 植 片 を 保
有 す る マ ウ ス か ら の 対 応 す る 血 漿 試 料 の 分 析 は 、 こ れ ら の 調 節 タ ン パ ク 質 の 有 意 差 を 明 ら
か に し な か っ た 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 本 試 験 の 新 規 知 見 は 、 腫 瘍 の 存 在 下 で 血 小 板 プ ロ フ ァ イ ル の カ ス タ マ イ ズ で あ っ た 。 本
発 明 者 ら は 、 血 小 板 は 、 血 管 新 生 制 御 因 子 の 選 択 的 取 込 み に よ り 腫 瘍 発 生 の プ ロ セ ス に お
い て 早 期 に 存 在 す る 腫 瘍 に 反 応 し て 、 亜 -臨 床 的 腫 瘍 成 長 を 検 出 し 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質
を 隔 絶 し お よ び 分 解 か ら 保 護 す る と 同 時 に 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 を 循 環 し お よ び お そ ら く
腫 瘍 部 位 へ の 輸 送 を 促 進 す る 能 力 を 有 す る と い う デ ー タ を 示 し て い る 。 こ の 血 小 板 作 用 の
局 在 化 は 、 腫 瘍 血 管 新 生 を 増 強 す る と 同 時 に 、 宿 主 の 監 視 機 構 の 制 御 の 多 く を 逃 れ る よ う
に 作 用 す る か 、 ま た は 腫 瘍 が 休 眠 の 場 合 の よ う に 、 血 管 新 生 阻 害 因 子 の 必 要 な レ ベ ル を 維
持 し 、 腫 瘍 成 長 を 失 速 す る 。
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【 ０ １ ７ ２ 】
　 血 小 板 は 、 血 管 新 生 制 御 因 子 の 追 跡 の 非 常 に 洗 練 さ れ た シ ス テ ム を 示 し 、 そ れ ら の タ ン
パ ク 質 プ ロ フ ァ イ ル の 臨 床 適 用 可 能 な 分 析 は 、 現 在 可 能 な も の よ り も よ り 早 期 に 癌 を 診 断
す る 能 力 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ７ ３ 】

　 多 血 小 板 血 漿 (PRP)を 、 健 常 な ヒ ト 志 願 者 の 血 液 か ら 、 ク エ ン 酸 処 理 し た 全 血 200gで 20
分 間 の 遠 心 に よ り 、 単 離 し た 。 多 血 小 板 血 漿 を 、 新 た な ポ リ エ チ レ ン チ ュ ー ブ に 移 し 、 漸
増 濃 度 の ヒ ト 組 換 え エ ン ド ス タ チ ン (EntreMed Inc.、 ロ ッ ク ビ ル 、 MD)と 共 に 、 穏 や か な
振 盪 機 上 で 、 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 PRPを 800gで
遠 心 し 、 血 小 板 を ペ レ ッ ト と し 、 お よ び 上 清 (血 小 板 が 少 な い 血 漿 [PPP])を 、 後 の 工 程 で
の ELIZAに よ る 分 析 の た め に 保 存 し た 。 そ の 後 血 小 板 を 、 1U/ml PGE2を 含 有 す る Tyrodes緩
衝 液 中 に 穏 や か に 再 懸 濁 し 、 再 度 ペ レ ッ ト 化 し た 。 こ の 方 式 で 洗 浄 を 2回 繰 返 し 、 そ の 後
血 小 板 の 膜 画 分 を 、 Triton Xを 含 む 遠 心 分 離 に よ り 除 去 し 、 ペ レ ッ ト を 標 準 SDS-PAGE分 析
の た め に 溶 解 し た 。 血 小 板 は 、 50mM Tris HCl、 100～ 120mM NaCl、 5mM EDTA、 1％ Igepal
お よ び プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー 錠 (完 全 な TM混 合 物 , Boehringer Manheim、 イ ン デ ィ ア
ナ ポ リ ス 、 IN)を 使 用 し 、 溶 解 し た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 は 、 標 準 Bradford法 (Bio-Rad Labora
tories Inc.、 ハ ー キ ュ ラ ス 、 CA)を 用 い て 等 量 と し 、 エ ン ド ス タ チ ン タ ン パ ク 質 標 準 ま た
は 血 小 板 タ ン パ ク 質 溶 解 液 の い ず れ か の 等 量 を 、 試 料 緩 衝 液 (Invitrogen、 カ ー ル ス バ ッ
ド 、 CA)と 混 合 し 、 12％ SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル (Invitrogen、 カ ー ル ス バ ッ ド 、 CA)
上 に 負 荷 し た 。 PVDF膜 (Millipore、 ビ レ リ カ 、 MA)へ の 転 写 後 、 こ の 混 合 物 を 、 7％ ミ ル ク
で ブ ロ ッ ク し 、 以 下 の 抗 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た ： 抗 -ヒ ト エ ン ド ス タ チ ン (Kash
i Javaherian, Childrens Hospital、 ボ ス ト ン の ご 厚 意 )、 抗 -ヒ ト VEGF(1:1000, Santa C
ruz Biotechnology Inc.、 サ ン タ ク ル ズ 、 CA)、 ま た は 抗 -ヒ ト bFGF(1:1000, Upstate USA
 Inc.、 シ ャ ル ロ ッ テ ビ ル 、 VA)。 そ の 後 陽 性 シ グ ナ ル は 、 Super Signal West Pico Chemi
luminescence Kit(Pierce Biotechnology inc.、 ロ ッ ク フ ォ ー ド 、 IL)お よ び オ ー ト ラ ジ
オ グ ラ フ ィ ー を 用 い て 検 出 し た 。
【 ０ １ ７ ４ 】

　 VEGFタ ン パ ク 質 の ヨ ー ド 化 は 、 先 に 確 立 さ れ た 方 法 に 従 い 行 っ た 。 簡 単 に 述 べ る と 、 リ
ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 (SPB, 0.2M NaHPO 4 , pH7.2)10μ lで 予 め 平 衡 化 し た Iodo Beads(登
録 商 標 )(Pierce Biotechnology Inc.、 ロ ッ ク フ ォ ー ド 、 IL)を 、 10μ gの 担 体 -非 含 有 rmVE
GF(R&D Systems Inc.、 ミ ネ ア ポ リ ス 、 MN)お よ び 1mCuの 125ヨ ウ 素 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン し た 。 こ の 試 料 は さ ら に 、 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 150μ lで 希 釈 し 、 PBS中 に 0.2％ ゼ
ラ チ ン を 含 有 す る 15mlの 予 め 平 衡 と し た NAD(商 標 )5カ ラ ム (Amersham Biosciences、 ピ ス
カ タ ウ ェ イ 、 NJ)を 通 し た 。 そ の 後 250μ lの 15画 分 を 収 集 し た 。 各 画 分 の 放 射 活 性 を Gamma
 5000 Beckman Iodine 125(Beckman Instruments、 フ ラ ー ト ン 、 CA)上 で 定 量 し 、 最 大 量
の 1 2 5 I-標 識 し た VEGF(合 計 500μ l)を 含 有 す る 二 つ の 画 分 を 実 験 日 に 一 緒 に し 、 マ ト リ ゲ
ル ア ッ セ イ に お い て 使 用 し た 。 簡 単 に 述 べ る と 、 C57B1/6マ ウ ス の 左 側 腹 を 、 軽 度 の 皮 膚
炎 症 反 応 を 避 け る た め に 、 マ ト リ ゲ ル ペ レ ッ ト 移 植 の 前 日 に 剃 毛 し た 。 実 験 当 日 に 、 緩 衝
液 中 の 1 2 5 I-VEGFの 500μ lを 、 増 殖 因 子 非 含 有 マ ト リ ゲ ル (B & D Biosciences、 ベ ッ ド フ
ォ ー ド 、 MA)500μ lと 混 合 し 、 こ の 混 合 物 100μ lを 、 各 マ ウ ス の 左 側 腹 へ 皮 下 注 射 し た 。 3
日 後 、 マ ウ ス を 、 麻 酔 薬 (酸 素 1L中 2％ イ ソ フ ル オ ラ ン )の 吸 入 を 用 い て 安 楽 死 さ せ 、 胸 腔
を 開 か な い 、 直 接 心 臓 穿 刺 に よ り 、 全 血 1mlを 、 ク エ ン 酸 の は い っ た 注 射 筒 に 採 取 し た (1
％ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 最 終 濃 度 、 1/10v/v)。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 血 小 板 を 、 2回 の 遠 心 工 程 に よ り 単 離 し た ： 最 初 に 多 血 小 板 血 漿 (PRP)を 単 離 す る た め に
200gで 、 引 き 続 き 800gで 遠 心 し 、 血 小 板 ペ レ ッ ト お よ び 血 小 板 -少 な い 血 漿 画 分 (PPP)を 得
た 。 各 血 小 板 試 料 の 放 射 活 性 を 、 γ カ ウ ン タ ー で 定 量 し た 。 こ の 値 を 、 組 織 質 量 の 差 に 対

10

20

30

40

50

(37) JP 2007-535324 A 2007.12.6

方 法
新 た に 単 離 さ れ た 血 小 板 に よ る イ ン ビ ト ロ エ ン ド ス タ チ ン 取 込 み

血 小 板 に よ る イ ン ビ ボ 1 2 5 I-標 識 し た VEGFの 取 込 み



し て 補 正 し 、 組 織 1g当 た り の 1分 間 の カ ウ ン ト 数 [cpm/g組 織 ]と し て 表 し た 。
【 ０ １ ７ ６ 】

　 免 疫 -不 全 マ ウ ス に お い て 非 -血 管 新 生 性 の 顕 微 鏡 的 休 眠 腫 瘍 、 ま た は 血 管 新 生 性 に 迅 速
に 成 長 す る 腫 瘍 の い ず れ か を 形 成 す る 、 ヒ ト 脂 肪 肉 腫 (SW872)サ ブ -ク ロ ー ン の 非 -血 管 新
生 性 お よ び 血 管 新 生 性 腫 瘍 異 種 移 植 片 を 、 イ ン ビ ボ 実 験 シ ス テ ム 7と し て 使 用 し た 。 乳 癌
、 結 腸 癌 、 グ リ ア 芽 細 胞 腫 お よ び 骨 肉 腫 を 含 む 別 の ヒ ト 腫 瘍 も 、 非 -血 管 新 生 性 お よ び 血
管 新 生 性 腫 瘍 細 胞 集 団 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 全 て の ヒ ト 非 -血 管 新 生 性 腫 瘍 サ ブ ク ロ
ー ン は 、 イ ン ビ ボ に お い て 予 測 さ れ る 時 点 で 、 す な わ ち 脂 肪 肉 腫 に 関 し て 133日 目 中 央 値
± 2週 間 、 乳 癌 に 関 し て 80日 目 に 、 血 管 新 生 性 表 現 型 へ の ス イ ッ チ を 受 け た 。 し か し 脂 肪
肉 腫 に お い て の み が 、 100％ の 非 -血 管 新 生 性 腫 瘍 に お い て 、 血 管 新 生 性 へ の ス イ ッ チ を 生
じ 、 こ の 腫 瘍 を こ こ で は 差 異 を 明 ら か に す る た め に 使 用 し た 。 脂 肪 肉 腫 (SW872)腫 瘍 細 胞
株 サ ブ -ク ロ ー ン は 、 各 々 単 独 細 胞 に 由 来 し ： ク ロ ー ン 4は 、 非 -血 管 新 生 性 で あ り 、 ～ 133
日 目 の 中 央 値 の 間 は 、 休 眠 お よ び 顕 微 鏡 的 で あ り 続 け 、 そ の 後 血 管 新 生 性 と な り は じ め 、
迅 速 な 腫 瘍 拡 張 を 受 け た 。 ク ロ ー ン 9は 、 移 植 時 点 で 血 管 新 生 性 で あ り 、 迅 速 に 拡 張 し た
。 腫 瘍 細 胞 増 殖 速 度 は 、 イ ン ビ ボ お よ び イ ン ビ ト ロ に お い て 、 ク ロ ー ン 4お よ び ク ロ ー ン 9
に お い て 同 じ で あ っ た 。 し か し イ ン ビ ボ に お け る 腫 瘍 細 胞 ア ポ ト ー シ ス 速 度 は 、 非 -血 管
新 生 性 ク ロ ー ン 4に お い て 高 く 、 お よ び 血 管 新 生 性 ク ロ ー ン 9に お い て 低 か っ た (公 開 の た
め に Folkman/Almog提 出 済 み )。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 全 て の 細 胞 株 は 、 5％ 熱 失 活 し た ウ シ 胎 仔 血 清 (HyClone、 ロ ー ガ ン 、 UT)、 1％ 抗 生 物 質 (
ペ ニ シ リ ン 、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン )お よ び 0.29mg/ml L-グ ル タ ミ ン を 含 有 す る DMEMに お い
て 、 加 湿 し た 5％ CO 2 恒 温 槽 に お い て 37℃ で 培 養 し た 。 マ ウ ス へ の 注 射 の た め に 、 80～ 90％
の 集 密 度 の 腫 瘍 細 胞 を 、 リ ン 酸 -緩 衝 生 理 食 塩 水 (PBS)(Sigma、 セ ン ト ル イ ス 、 MO)で 洗 浄
し 、 短 時 間 ト リ プ シ ン 処 理 し 、 血 清 -非 含 有 DMEM中 に 懸 濁 し た 。 こ れ ら の 細 胞 を 、 DMEMで 2
回 洗 浄 し 、 そ れ ら の 最 終 濃 度 を 、 5x10 6 個 生 存 細 胞 /200μ lに 調 節 し た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 Massachusetts General Hospital(MGH)(ボ ス ト ン 、 MA)か ら 得 た 6週 齢 の 雄 の SCIDマ ウ ス
に 、 単 独 の ク ロ ー ン か ら の 5x10 6 個 細 胞 (0.2ml中 )を 側 腹 へ 皮 下 注 射 し た 。 全 て の 実 験 は 、
Institutional Animal Care and Use Committeeに よ り 承 認 さ れ た プ ロ ト コ ー ル を 用 い 、 B
oston Children's Hospital指 針 に 従 い 行 っ た 。
【 ０ １ ７ ９ 】

　 血 液 を 、 麻 酔 を か け た マ ウ ス か ら 、 直 接 心 臓 穿 刺 に よ り 、 ク エ ン 酸 処 理 し た ポ リ エ チ レ
ン チ ュ ー ブ (ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 最 終 濃 度 1％ 、 1/10v/v)へ 採 取 し 、 直 ぐ に 200gで 遠 心 し た
。 次 に 上 相 PRPを 、 新 た な チ ュ ー ブ へ 移 し 、 血 小 板 を さ ら に 800gで 遠 心 し た 。 単 離 さ れ た
血 小 板 ペ レ ッ ト (P)お よ び 血 小 板 が 少 な い 血 漿 (PPP)上 清 を 、 個 別 に SELDI-TOF技 術 (Cipher
gen(登 録 商 標 )、 フ リ ー モ ン ト 、 カ リ フ ォ ル ニ ア )を 用 い て 分 析 し た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 各 マ ウ ス 由 来 の 血 小 板 ペ レ ッ ト は 、 9M尿 素 (U9)、 2％ CHAPS(硫 酸 -3-[(3-コ ー ル ア ミ ド プ
ロ ピ ル )ジ メ チ ル ア ン モ ニ オ ]-1-プ ロ パ ン )、 50mM TrisHCl(pH9)中 で 処 理 し ； 10,000gで 4
℃ で 1分 間 遠 心 し 、 血 小 板 抽 出 物 を 、 以 下 に 説 明 す る よ う に 分 画 し た 。 各 マ ウ ス 由 来 の PPP
 20μ lを 、 U9緩 衝 液 (9M尿 素 、 2％ CHAPS、 50mM TrisHCl、 pH9)40μ lで 変 性 し 、 純 粋 な 血 漿
抽 出 物 を 、 Expression Difference Mapping (EDM)血 清 分 画 プ ロ ト コ ー ル (Ciphergen(登 録
商 標 )、 フ リ ー モ ン ト 、 CA)に 従 い 、 改 変 し た ア ニ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 分 画
し た 。 こ の 分 画 は 、 DPC(登 録 商 標 )Micromix 5振 盪 機 を 装 着 し た 、 Beckman Biomek(登 録 商
標 )2000 Laboratory Work Station上 で 、 96-ウ ェ ル フ ォ ー マ ッ ト フ ィ ル タ ー プ レ ー ト に お
い て 行 っ た 。 血 小 板 お よ び 腫 瘍 抽 出 物 の ア リ コ ー ト 20μ l、 お よ び 変 性 血 漿 60μ lを 、 50mM
 Tris-HCl(pH9)100μ lで 希 釈 し 、 50mM TrisHCl(pH9)で 再 水 和 し た BioSepra Q Ceramic Hy
perD(登 録 商 標 )F吸 収 材 ビ ー ズ を 予 め 充 填 し 、 50mM TrisHCl(pH9)で 予 め 平 衡 と し た 、 フ ィ
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ル タ ー 底 の 96-ウ ェ ル マ イ ク ロ プ レ ー ト に 移 し た 。 マ ル チ ス ク リ ー ン 真 空 マ ニ ホ ー ル ド (Mi
llipore、 ベ ッ ド フ ォ ー ド 、 MA)を 用 い 、 全 て の 液 体 は 、 濾 過 プ レ ー ト か ら 除 去 し た 。 30分
間 4℃ で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 フ ロ ー -ス ル ー を 、 画 分 Iと し て 収 集 し た 。 濾 過 プ
レ ー ト を 、 以 下 の 緩 衝 液 2x100μ lと 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 下 記 画 分 を 得 た ： 1M尿 素
、 0.1％ CHAPS、 50mM NaCl、 2.5％ ア セ ト ニ ト リ ル 、 50mM Tris-HCl(pH7.5、 画 分 II)； 1M尿
素 、 0.1％ CHAPS、 50mM NaCl、 2.5％ ア セ ト ニ ト リ ル 、 50mM酢 酸 Na(pH5.0、 画 分 III)； 1M尿
素 、 0.1％ CHAPS、 50mM NaCl、 2.5％ ア セ ト ニ ト リ ル 、 50mM酢 酸 Na(pH4.0、 画 分 IV)； 1M尿
素 、 0.1％ CHAPS、 500mM NaCl、 2.5％ ア セ ト ニ ト リ ル 、 50mMク エ ン 酸 Na(pH3.0、 画 分 V)、
お よ び 33.3％ イ ソ プ ロ パ ノ ー ル /16.7％ ア セ ト ニ ト リ ル /8％ ギ 酸 (有 機 相 、 画 分 VI)。
【 ０ １ ８ １ 】
　 試 料 画 分 を 96-ウ ェ ル バ イ オ プ ロ セ ッ サ ー 上 に 装 荷 し 、 お よ び 50mM酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.1
％ オ ク チ ル グ ル コ シ ド (Sigma、 セ ン ト ル イ ス 、 MO)(pH5.0)に よ り 平 衡 と す る こ と に よ り 、
ProteinChip(登 録 商 標 )ア レ イ 上 で の Expression difference mapping(EDM)を 、 弱 い カ チ
オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー タ ン パ ク 質 ア レ イ (WCX2 ProteinChip(商 標 )ア レ イ ； Cipherg
en(登 録 商 標 )、 フ ェ ア モ ン ト 、 CA)を 用 い て 行 っ た 。 各 ア レ イ ス ポ ッ ト で 、 ア ニ オ ン 交 換
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 画 分 40μ lを 、 同 じ 緩 衝 液 100μ lへ の さ ら に 希 釈 し 、 1時 間 イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン し た 。 ア レ イ ス ポ ッ ト は 、 50mM酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.1％ オ ク チ ル グ ル コ シ ド (pH5)
100μ lで 、 3分 間 洗 浄 し た 。 水 で す す い だ 後 、 シ ナ ピ ン 酸 マ ト リ ッ ク ス 溶 液 2x1μ lを 、 各
ア レ イ ス ポ ッ ト へ 添 加 し た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ リ ン グ の た め に 、 全 て の 画 分 は 、 ProteinChip(登 録 商 標 )ア レ イ
を 予 め 平 衡 化 す る た め に 使 用 し た そ れ ら の 各 緩 衝 液 中 に 1:2.5希 釈 し た 。 こ の 工 程 に 続 け
て 、 Protein Biology System II SELDI-ToF質 量 分 析 計 (Ciphergen(登 録 商 標 )、 フ リ ー モ
ン ト 、 CA)を 使 用 し て 読 み と っ た 。 こ の 読 取 り 機 は 、 較 正 物 質 と し て タ ン パ ク 質 標 準 (Ciph
ergen(登 録 商 標 )、 フ リ ー モ ン ト 、 CA)を 用 い 、 毎 日 外 部 較 正 し た 。 ス ペ ク ト ル は 、 Protei
nChip Software Biomarker Edition(登 録 商 標 )バ ー ジ ョ ン 3.2.0(Ciphergen、 フ リ ー モ ン
ト 、 CA)を 用 い て 処 理 し た 。 ベ ー ス ラ イ ン を 減 算 後 、 総 イ オ ン 電 流 法 に よ り 、 ス ペ ク ト ル
を 正 規 化 し た 。 ピ ー ク 検 出 は 、 Biomarker Wizardソ フ ト ウ ェ ア (Ciphergen、 フ リ ー モ ン ト
、 CA)を 用 い 、 シ グ ナ ル -ノ イ ズ 比 3を 使 用 し 行 っ た 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 候 補 タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー は 、 IgGス ピ ン カ ラ ム 上 で の ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー 、 お よ び 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り さ ら に 精 製 し た 。 各 工 程 の 純 度 は 、 順 相 (N
P)ProteinChip(登 録 商 標 )ア レ イ を 使 用 し 、 モ ニ タ リ ン グ し た 。 主 要 画 分 は 、 5mM DTT(pH9
)で 還 元 し 、 50mMヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド に よ り 暗 所 で 2時 間 ア ル キ ル 化 し た 。 最 終 分 離 は 、 16
％ Tricine SDS-PAGEゲ ル 上 で 行 っ た 。 こ の ゲ ル は 、 Colloidal Blue Staining Kit(Invitr
ogen、 カ ー ル ス バ ッ ド 、 CA)で 染 色 し た 。 選 択 さ れ た タ ン パ ク 質 バ ン ド を 切 出 し 、 50％ メ
タ ノ ー ル /10％ 酢 酸 200μ lで 30分 間 洗 浄 し 、 ア セ ト ニ ト リ ル (ACN)100μ lで 15分 間 脱 水 し 、
50％ ギ 酸 、 25％ ACN、 15％ イ ソ プ ロ パ ノ ー ル お よ び 10％ 水 70μ lで 2時 間 室 温 で 激 し く 振 盪
し な が ら 抽 出 し た 。 抽 出 物 中 の 候 補 バ イ オ マ ー カ ー を 、 順 相 ProteinChipア レ イ 2μ lの 分
析 に よ り 再 度 証 明 し た 。 残 存 す る 抽 出 物 を 、 50mM炭 酸 水 素 ア ン モ ニ ウ ム (pH8)中 の 10ng/μ
l修 飾 ト リ プ シ ン (Roche Applied Science、 イ ン デ ィ ア ナ ポ リ ス 、 IN)20μ lで 3時 間 、 37℃
で 消 化 し た 。 単 独 の MSお よ び MS/MSス ペ ク ト ル を 、 Ciphergen PCI-1000 ProteinChip Inte
rfaceを 装 着 し た QSTAR質 量 分 析 計 で 得 た 。 各 プ ロ テ ア ー ゼ 消 化 物 の ア リ コ ー ト 1μ lを 、 NP
20 ProteinChipア レ イ 上 で 、 CHCA存 在 下 で 分 析 し た 。 単 独 の MSモ ー ド で ス ペ ク ト ル を 、 0.
9～ 3kDaで 収 集 し た 。 こ の ス ペ ク ト ル の 検 証 後 、 特 異 的 イ オ ン を 選 択 し 、 CID断 片 化 の た め
に 衝 突 セ ル に 導 入 し た 。 CIDス ペ ク ト ル デ ー タ は 、 デ ー タ ベ ー ス -探 索 ツ ー ル Mascot(Matri
x Sciences)に 同 定 す る た め に 提 出 し た 。
【 ０ １ ８ ４ 】

　 抗 -VEGFマ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Becton Dickinson Biosciencesか ら 入 手 し 、 5μ
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g/mlで 使 用 し た 。 ウ サ ギ 抗 -β 1チ ュ ー ブ リ ン 抗 血 清 (Nicholas Cowanか ら の 寄 贈 、 Brigham
 and Women's Hospital、 ボ ス ト ン )を 、 希 釈 1:1000で 使 用 し た 。 最 低 の 種 間 交 差 -反 応 性
を 伴 う Alexa 488抗 -ウ サ ギ お よ び Alexa 568抗 -マ ウ ス 二 次 抗 体 を 、 Jackson Immuno Resea
rch Laboratories(ウ ェ ス ト グ ロ ー ブ 、 PA)か ら 購 入 し た 。 細 胞 を 、 100X対 物 レ ン ズ (NA 1.
4)お よ び 100-W水 銀 ラ ン プ を 装 着 し た Zeiss Axivert 200顕 微 鏡 で 分 析 し た 。 画 像 を 、 Orca
 II冷 却 し た 電 荷 結 合 素 子 (CCD)カ メ ラ (Hamamatsu)で 獲 得 し た 。 電 子 シ ャ ッ タ お よ び 画 像
獲 得 は 、 Metamorphソ フ ト ウ ェ ア の 制 御 下 で 行 っ た 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 休 止 し て い る 血 小 板 は 、 3.7％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド の 添 加 に よ り 、 懸 濁 液 中 で 20分 間 固 定
し た 。 血 小 板 を 、 12-ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル 中 に 配 置 し た ポ リ リ シ ン -
被 覆 し た カ バ ー ス リ ッ プ 上 に 付 着 し 、 250gで 5分 間 遠 心 し た 。 ア ゴ ニ ス ト -誘 導 し た 活 性 化
の た め に 、 血 小 板 を 、 同 じ 様 式 で カ バ ー ス リ ッ プ 上 に 沈 降 し 、 ト ロ ン ビ ン 1U/mlを 5分 間 添
加 し た 。 活 性 化 さ れ た 血 小 板 を 、 3.7％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 中 で 20分 間 固 定 し た 。 試 料 を 、 0
.5％ Triton X-100含 有 す る Hanks溶 液 中 で 透 過 性 と し 、 PBSで 洗 浄 し た 。 標 本 を 、 PBS＋ 1％
BSA中 で 一 晩 ブ ロ ッ ク し 、 一 次 抗 体 と 共 に 2～ 3時 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 洗 浄 し
、 適 当 な 二 次 抗 体 で 1時 間 処 理 し 、 再 度 1％ PBSで 十 分 に 洗 浄 し た 。 一 次 抗 体 は 、 PBS＋ 1％ B
SA中 で 1mg/mlで 、 二 次 抗 体 は 同 じ 緩 衝 液 の 1:500希 釈 し た も の で 使 用 し た 。 対 照 は 、 一 次
抗 体 を 省 い た 以 外 は 、 同 じ よ う に 処 理 し た 。
【 ０ １ ８ ６ 】

　 漸 増 濃 度 の ヒ ト 組 換 え エ ン ド ス タ チ ン と 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 血 小 板 は 、 用 量 -
依 存 し た 形 態 で こ の タ ン パ ク 質 を 取 込 ん だ (図 1、 上 側 ブ ロ ッ ト )。 半 -定 量 的 SDS-PAGE分 析
は 、 血 小 板 へ の エ ン ド ス タ チ ン 負 荷 が 増 加 す る に つ れ て 、 こ れ は 他 の 未 変 性 の 血 小 板 タ ン
パ ク 質 、 例 え ば VEGFお よ び bFGFの 細 胞 質 再 -分 布 を 引 き 起 こ す こ と を 明 ら か に し て い る (図
1、 下 側 二 つ の ブ ロ ッ ト )。 血 小 板 表 面 は 高 レ ベ ル の 非 特 異 的 タ ン パ ク 質 結 合 部 位 を 発 現 す
る の で 、 血 小 板 膜 画 分 は 、 タ ン パ ク 質 溶 解 前 に 、 Triton-X100と の 遠 心 に よ り 除 去 し た 。
血 小 板 に よ る タ ン パ ク 質 取 込 み の プ ロ セ ス が 、 隔 絶 の ラ ン ダ ム 現 象 ま た は 固 有 の 機 構 で あ
る か ど う か を 調 べ る た め に 、 本 発 明 者 ら は 次 に 、 予 め 決 定 さ れ た 逐 次 様 式 で の 指 定 さ れ た
タ ン パ ク 質 の 添 加 に よ り 、 血 小 板 を チ ャ レ ン ジ し た 。 本 発 明 者 ら は 、 エ ン ド ス タ チ ン が 前
負 荷 さ れ た 血 小 板 は 、 こ の ア ッ セ イ へ 添 加 さ れ た 場 合 に 、 限 定 さ れ た VEGF取 込 み を 示 し 、
完 全 に で は な い が 一 部 は 、 細 胞 質 レ ベ ル の エ ン ド ス タ チ ン の 減 少 を 生 じ る こ と を 発 見 し た
。 対 照 的 に 、 エ ン ド ス タ チ ン は 、 前 負 荷 さ れ た VEGFの は る か に 多 い 完 全 な 再 分 布 を 生 じ る
こ と が で き た (図 2)。
【 ０ １ ８ ７ 】

　 タ ン パ ク 質 血 小 板 負 荷 の プ ロ セ ス が 、 イ ン ビ ト ロ で の 人 為 的 結 果 (artifact)で は な い こ
と を 確 認 し 、 イ ン ビ ボ 現 象 を 正 確 に モ デ ル 化 し て い る こ と を 明 ら か に す る た め に 、 本 発 明
者 ら は 、 1 2 5 I-標 識 さ れ た VEGF(50～ 600ng標 識 さ れ た VEGF/100μ lマ ト リ ゲ ル )を 含 有 す る
マ ト リ ゲ ル ペ レ ッ ト を 、 マ ウ ス に 皮 下 移 植 し 、 血 小 板 中 の 1 2 5 I-VEGFの 取 込 み を 追 跡 し た (
図 12)。 1 2 5 I-VEGFは 、 用 量 依 存 的 に 血 小 板 内 に 優 先 的 に 蓄 積 さ れ 、 血 漿 中 に 標 識 さ れ た サ
イ ト カ イ ン は 出 現 し な か っ た (図 29)。 1 2 5 I-VEGFは 、 マ ウ ス 血 小 板 の 約 4～ 7日 間 の 短 い 半
減 期 に も か か わ ら ず 、 最 大 3週 間 、 血 小 板 に お い て 検 出 さ れ た が 、 血 漿 中 に お い て は 検 出
さ れ な か っ た (デ ー タ は 示 さ ず )。
【 ０ １ ８ ８ 】

　 移 植 さ れ た マ ト リ ゲ ル ペ レ ッ ト か ら の VEGFの 血 小 板 取 込 み 同 様 に 、 マ ウ ス の 皮 下 組 織 内
の 顕 微 鏡 的 腫 瘍 に よ り 分 泌 さ れ た 血 管 新 生 調 節 タ ン パ ク 質 が 、 血 小 板 に よ り 取 込 ま れ た か
ど う か を 決 定 す る た め に 、 ヒ ト 脂 肪 肉 腫 (SW872)の サ ブ ク ロ ー ン を 先 に 説 明 し お よ び 先 に
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報 告 し た よ う に 用 い た 7。 従 っ て 本 発 明 者 ら は 、 Expression Difference Mappingシ ス テ ム
(Ciphergen(登 録 商 標 )、 フ リ ー モ ン ト 、 CA)を 使 用 し 、 腫 瘍 移 植 後 32日 目 に 候 補 タ ン パ ク
質 バ イ オ マ ー カ ー を 特 徴 付 け か つ バ リ デ ー シ ョ ン し た 。 本 発 明 者 ら は 、 200μ l血 清 非 含 有
培 地 (ビ ヒ ク ル )、 ま た は 脂 肪 肉 腫 細 胞 株 の 非 -血 管 新 生 性 も し く は 血 管 新 生 性 ク ロ ー ン の 5
x10 6 個 細 胞 の 細 胞 懸 濁 液 の い ず れ か を 注 射 し た 5匹 の マ ウ ス の 血 小 板 お よ び 血 漿 プ ロ テ オ
ー ム を 比 較 し た 。 こ の 実 験 は 、 個 別 の 分 析 の 発 現 マ ッ プ の 比 較 の た め に 2回 繰 返 し た (図 30
は 、 ゲ ル 像 フ ォ ー マ ッ ト に お け る 血 小 板 血 管 新 生 プ ロ テ オ ー ム の 典 型 的 分 析 を 、 ピ ー ク 強
度 の 代 表 的 統 計 解 析 と 共 に 示 す )。 VEGF、 bFGF、 PDGF、 エ ン ド ス タ チ ン 、 ア ン ギ オ ス タ チ
ン 、 タ ム ス タ チ ン お よ び 他 の 血 管 新 生 制 御 因 子 は 、 非 -血 管 新 生 性 、 休 眠 、 顕 微 鏡 -サ イ ズ
の 脂 肪 肉 腫 を 保 有 す る マ ウ ス 由 来 の 血 小 板 に お い て 、 有 意 に 増 加 し た (図 30)。 血 小 板 関 連
し た タ ン パ ク 質 は 、 選 択 的 お よ び 定 量 可 能 な 様 式 で 取 込 ま れ 、 明 ら か に 増 加 し た 濃 度 の 血
小 板 溶 解 液 中 で の VEGF、 bFGF、 PDGF、 お よ び 血 小 板 第 4因 子 を 示 し た が 、 対 応 す る 血 漿 中
で は 示 さ な か っ た 。 血 小 板 は 、 腫 瘍 が 存 在 す る 限 り は 、 高 濃 度 の 隔 絶 さ れ た 血 管 新 生 調 節
タ ン パ ク 質 血 小 板 を 維 持 し た 。 32日 目 に 血 管 新 生 性 脂 肪 肉 腫 (～ 1cm 3 )は 、 非 -血 管 新 生 性
休 眠 脂 肪 肉 腫 (＜ 1mm 3 )よ り も ～ 100倍 大 き い と い う 事 実 に も か か わ ら ず 、 非 -血 管 新 生 性 腫
瘍 を 保 有 す る マ ウ ス の 血 小 板 は 、 同 様 に 増 加 し た レ ベ ル の 血 管 新 生 調 節 タ ン パ ク 質 を 含 ん
で い る 。 こ の 時 点 で 、 い ず れ の 腫 瘍 型 の 血 漿 も 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 を 含 ま な い 。 し か し
約 30日 間 に 、 血 管 新 生 性 腫 瘍 の 成 長 が 約 2cm 3 に 進 行 す る と 、 こ れ ら の 血 管 新 生 調 節 タ ン パ
ク 質 は 、 血 漿 画 分 に も 出 現 し 始 め る 。 対 照 的 に 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 非 -血 管 新 生 性
顕 微 鏡 的 腫 瘍 を 保 有 す る マ ウ ス の 血 漿 中 に は 、 決 し て 出 現 し な い 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 平 均 ピ ー ク 強 度 +/-SEを 、 ANOVAを 用 い 、 群 間 差 に つ い て 検 定 し た 。 VEGF、 bFGFお よ び PD
GFの ピ ー ク 強 度 値 の 解 析 は 、 腫 瘍 を 有 さ な い 動 物 対 脂 肪 肉 腫 を 保 有 す る 動 物 の 間 で 、 こ れ
ら の タ ン パ ク 質 の 血 小 板 濃 度 の 有 意 差 を 明 ら か に し た 。 さ ら に 、 非 -血 管 新 生 性 脂 肪 肉 腫
を 保 有 す る マ ウ ス 由 来 の 血 小 板 は 、 ヒ ト 乳 癌 を 保 有 す る マ ウ ス 由 来 の 血 小 板 中 に 蓄 積 さ れ
た 血 管 新 生 調 節 タ ン パ ク 質 よ り も 、 高 レ ベ ル の 様 々 な 血 管 新 生 調 節 タ ン パ ク 質 を 含 ん だ 。
【 ０ １ ９ ０ 】

　 こ の 試 験 の 開 始 時 に 、 血 小 板 に 会 合 し た 血 管 新 生 調 節 タ ン パ ク 質 は 、 血 小 板 の 膜 上 に 均
一 に 、 ま た は 血 小 板 本 体 の 細 胞 質 全 体 に 分 布 さ れ て い る か ど う か は 不 明 で あ っ た 。 こ れ ら
の 可 能 性 の 間 を 識 別 し 、 お よ び VEGF5の 細 胞 下 局 在 化 を 確 立 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、
チ ュ ー ブ リ ン お よ び VEGFに 対 す る 抗 体 で 染 色 さ れ た 固 定 さ れ お よ び 透 過 性 と さ れ た 休 止 し
て い る 血 小 板 に つ い て 、 二 重 標 識 蛍 光 顕 微 鏡 法 を 使 用 し た 。 予 想 さ れ た よ う に 、 チ ュ ー ブ
リ ン は 、 休 止 し て い る 血 小 板 の 周 縁 の 微 小 管 バ ン ド 中 で 濃 縮 さ れ 、 こ の 構 造 は 血 小 板 外 周
を 規 定 し た 。 し か し 抗 -VEGF抗 体 は 、 血 小 板 細 胞 質 全 体 に 分 布 さ れ た 点 状 の ベ シ ク ル -様 構
造 を む ら な く 標 識 し た (図 7、 A-C)。 共 焦 点 顕 微 鏡 像 の 4μ m切 片 の 逐 次 積 層 は 、 血 小 板 の 細
胞 質 内 の 点 状 パ タ ー ン を 明 ら か に し 、 免 疫 反 応 性 物 質 の 顆 粒 状 の 性 質 を 裏 付 け た 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 ト ロ ン ビ ン で 活 性 化 さ れ た 血 小 板 か ら の 放 出 に 関 す る 本 発 明 者 ら の 分 析 は 、 VEGFは 、 血
小 板 の エ ン ド ス タ チ ン に よ る (図 28)、 ま た は ADPの よ う な 軽 度 の 活 性 化 因 子 に よ る (図 4)負
荷 に よ り 血 漿 へ は 放 出 さ れ な い こ と を 示 唆 し て い る 。 ト ロ ン ビ ン は 、 血 小 板 に 会 合 し た VE
GFの 全 て で は な く 一 部 を 放 出 す る こ と が で き る が 、 ADPは で き な い (図 4、 上 側 パ ネ ル )。 い
ず れ の 活 性 化 因 子 (ト ロ ン ビ ン ま た は ADP)も 、 bFGFを 遊 離 す る こ と は で き な い 。 従 っ て 本
発 明 者 ら は 、 ア ゴ ニ ス ト 誘 導 し た 血 小 板 活 性 化 時 に 、 血 小 板 会 合 し た 増 殖 因 子 は 再 分 布 さ
れ る が 、 血 小 板 内 に 保 持 さ れ 続 け る と 仮 定 し た 。 こ の 概 念 を 試 験 す る た め に 、 本 発 明 者 ら
は 、 活 性 化 さ れ た 血 小 板 を 、 蛍 光 -標 識 し た フ ァ ロ イ ジ ン お よ び VEGFで 二 重 染 色 し た 。 予
想 さ れ た 血 小 板 -形 状 の 変 化 が 、 膜 状 仮 足 お よ び 糸 状 仮 足 の 形 成 に よ り 、 明 確 に 証 明 さ れ
た 。 VEGFは 、 活 性 化 さ れ 播 種 さ れ た 血 小 板 中 に 点 状 パ タ ー ン と し て 観 察 可 能 で あ り 続 け 、
こ れ は ア ゴ ニ ス ト -誘 導 し た 活 性 化 後 で あ っ て も 、 血 小 板 と 会 合 し 続 け る と い う 考 え と 一
致 し た (図 7、 F)。 血 小 板 活 性 化 時 に 、 VEGFは 、 糸 状 仮 足 に 沿 い お よ び 膜 状 仮 足 の 外 周 に 沿
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っ て 優 先 的 に 再 -分 布 さ れ る よ う に 見 え る 。
【 ０ １ ９ ２ 】

　 こ れ ら の 結 果 は 、 循 環 血 中 血 小 板 は 、 マ ウ ス に お け る ヒ ト 腫 瘍 に よ り 産 生 さ れ る 血 管 新
生 調 節 タ ン パ ク 質 を 取 込 む こ と を 示 し て い る 。 こ れ ら の 条 件 下 で 取 込 ま れ た タ ン パ ク 質 は
、 正 常 血 小 板 内 に 含 ま れ る 約 30種 の 血 管 新 生 調 節 タ ン パ ク 質 、 す な わ ち bFGF、 VEGF、 エ ン
ド ス タ チ ン 、 ア ン ギ オ ス タ チ ン な ど と 、 本 質 的 に 同 じ で あ る 。 本 発 明 者 ら は 、 生 理 的 条 件
下 で の 相 対 タ ン パ ク 質 濃 度 の 安 定 性 を 強 調 す る た め に 、 こ の タ ン パ ク 質 の 選 択 群 を 「 血 小
板 血 管 新 生 プ ロ テ ー ム 」 と 称 し た 。 正 常 な 条 件 下 で 、 こ の プ ロ テ オ ー ム の 一 員 は 、 ご く わ
ず か 変 動 す る よ う に 見 え る 。 し か し 腫 瘍 -保 有 す る マ ウ ス に お い て 、 血 管 新 生 調 節 タ ン パ
ク 質 の 腫 瘍 -誘 導 し た 取 込 み は 、 血 小 板 血 管 新 生 プ ロ テ オ ー ム を 著 し く 変 更 し 、 お よ び 隔
絶 さ れ た 腫 瘍 -由 来 の 血 管 新 生 調 節 タ ン パ ク 質 (す な わ ち 、 VEGF、 ま た は bFGFな ど )の 濃 度
を 増 加 し 、 宿 主 内 で 腫 瘍 が 生 存 し 続 け る 限 り は 上 昇 し 続 け る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 循 環 血 中 血 小 板 は 、 小 さ い 腫 瘍 塊 、 す な わ ち 1mm 3 よ り も 小 さ い 癌 か ら 放 出 さ れ た 血 管 新
生 調 節 タ ン パ ク 質 を 取 込 み お よ び 隔 絶 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 20,000mgよ り も 重 い 宿
主 マ ウ ス 中 の 腫 瘍 塊 1mg未 満 と 同 等 で あ る 。 こ の 微 小 サ イ ズ の 腫 瘍 は 、 少 な く と も 現 時 点
で は 、 臨 床 的 に 検 出 す る こ と が で き な い 。 実 験 的 に は 、 こ れ は 、 生 体 発 光 を 使 用 し 、 す な
わ ち 移 植 前 に グ リ ー ン 蛍 光 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 が 形 質 移 入 さ れ た 、 ま た は ル シ フ ェ ラ ー ゼ
で 感 染 さ れ た 腫 瘍 細 胞 を 使 用 し 、 同 定 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 腫 瘍 は 、 ク ロ ー ニ ン グ
さ れ た 非 -血 管 新 生 性 ヒ ト 癌 細 胞 の 皮 下 移 植 ま た は 同 所 移 植 か ら 生 じ 、 立 体 拡 大 (stereosc
opic magnification)下 で の 手 術 時 に 露 呈 す る 。 こ れ ら は 、 そ れ ら の 予 想 可 能 な 割 合 が 、
予 想 可 能 な 時 点 で 、 血 管 新 生 性 表 現 型 に ス イ ッ チ し お よ び そ れ ら の 血 管 新 生 性 対 応 物 と 非
常 に 似 た 速 度 で 成 長 し 始 め る ま で 、 休 眠 し 続 け 、 数 ヶ 月 間 、 ま た は 1年 以 上 無 害 で あ り 続
け る 。 非 -血 管 新 生 性 腫 瘍 は 、 決 し て 自 然 発 生 的 に は 転 移 し な い が 、 尾 静 脈 に 注 射 さ れ た
場 合 に は そ れ ら の 中 で 腫 瘍 細 胞 は 、 顕 微 鏡 的 、 良 性 の 、 休 眠 の 、 肺 へ の 転 移 を 形 成 す る で
あ ろ う 。 対 照 的 に 、 血 管 新 生 性 の ス イ ッ チ 後 の 、 自 然 発 生 的 転 移 は 、 一 般 的 で は な い (20)
。 こ れ ら の 非 -血 管 新 生 性 休 眠 腫 瘍 中 の 腫 瘍 細 胞 は 、 高 い 割 合 の ア ポ ト ー シ ス と 釣 り 合 う
高 い 割 合 で の 増 殖 を 受 け 、 こ れ は 本 発 明 者 ら の そ の 血 管 新 生 性 対 応 物 と 比 較 し た 非 -血 管
新 生 性 ク ロ ー ン に お け る 増 加 し た エ ン ド ス タ チ ン レ ベ ル の 知 見 と 一 致 す る (図 30)。 ブ ロ ッ
ク さ れ た 血 管 新 生 に 起 因 し た 腫 瘍 休 眠 に つ い て は 、 先 に 説 明 さ れ て い る (21、 22)。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 非 -血 管 新 生 性 顕 微 鏡 的 腫 瘍 に よ り 分 泌 さ れ た 血 管 新 生 調 節 タ ン パ ク 質 は 、 血 小 板 に お
い て 隔 絶 さ れ 、 血 漿 中 に 出 現 せ ず 、 お よ び 腫 瘍 が 存 在 す る 限 り は 、 血 小 板 血 管 新 生 プ ロ テ
オ ー ム 中 の タ ン パ ク 質 の 基 準 レ ベ ル に 追 加 さ れ 続 け る 。 非 -血 管 新 生 性 腫 瘍 が 血 管 新 生 性
表 現 型 に ス イ ッ チ し お よ び そ の 腫 瘍 塊 を 拡 張 し 始 め た 場 合 、 腫 瘍 に よ り 分 泌 さ れ た 血 管 新
生 調 節 タ ン パ ク 質 は 、 血 漿 中 に も 出 現 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 腫 瘍 -由 来 の 血 管 新 生 調 節 タ ン パ ク 質 の 血 小 板 隔 絶 は 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 が 、 循 環 血
中 血 小 板 に よ り イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン さ れ お よ び 解 明 さ れ 続 け て い る 機 構 に よ り 血 小 板
内 の 異 な る コ ン パ ー ト メ ン ト に 再 -分 布 さ れ る プ ロ セ ス に 関 与 し て い る 。 血 小 板 貯 蔵 コ ン
パ ー ト メ ン ト は 、 α -顆 粒 、 密 顆 粒 お よ び リ ソ ソ ー ム か ら な り 、 α -顆 粒 は 、 最 大 の コ ン パ
ー ト メ ン ト を 形 成 し て い る 。 多 く の 血 小 板 タ ン パ ク 質 が 、 巨 核 球 に お い て 合 成 さ れ 、 他 の
も の は 明 ら か に 末 梢 で 採 取 さ れ る 。 PF4お よ び ト ロ ン ボ モ ジ ュ リ ン の よ う な 血 小 板 -特 異 的
タ ン パ ク 質 は 、 巨 核 球 を 含 む 多 く の 細 胞 に よ り 合 成 さ れ 、 血 小 板 に お い て 400倍 の 濃 度 に
濃 縮 さ れ る 。 第 V因 子 、 ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン ま た は P-セ レ ク チ ン な ど の 他 の も の は 、 巨 核
球 以 外 で 合 成 さ れ 、 血 小 板 に よ り 取 込 ま れ る 。 最 も 注 目 さ れ る 血 小 板 の 非 選 択 的 タ ン パ ク
質 は フ ィ ブ リ ノ ゲ ン で あ り 、 こ れ は 肝 細 胞 に よ り 合 成 さ れ 、 血 小 板 α -顆 粒 に よ り 取 込 ま
れ る (14-16)。 こ の 血 小 板 貯 蔵 コ ン パ ー ト メ ン ト の 驚 く べ き 柔 軟 性 は 、 血 小 板 は 、 腫 瘍 の
増 幅 お よ び 維 持 に 関 与 し な い と い う 考 え に 本 発 明 者 ら を 導 い た 。 本 発 明 者 ら は 、 高 濃 度 の
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VEGF、 bFGFま た は エ ン ド ス タ チ ン が 血 小 板 に 取 込 ま れ 、 イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン さ れ お よ
び 濃 縮 さ れ る こ と を 認 め た 。 漸 増 濃 度 の エ ン ド ス タ チ ン に 曝 さ れ た 新 鮮 な 血 小 板 は 、 bFGF
お よ び VEGFな ど の 内 因 性 増 殖 因 子 を そ れ ら の 細 胞 質 貯 蔵 庫 か ら 移 動 し (図 1)、 こ の こ と は
こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 流 れ に よ る (fluid)高 度 に 適 合 可 能 な 輸 送 を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 血 小 板 の タ ン パ ク 質 取 込 み の 調 節 に 関 し て 、 少 な く と も 二 つ の 可 能 性 が 存 在 す る 。 血 小
板 の 貯 蔵 コ ン パ ー ト メ ン ト は 、 収 容 能 力 が 限 定 さ れ て お り 、 新 た な も の の 取 込 み を 収 容 す
る た め に は 、 タ ン パ ク 質 が 移 動 さ れ な け れ な ら な い か 、 ま た は よ り 可 能 性 が あ る の は 、 取
込 み は そ の 因 子 に 関 す る 特 異 的 血 小 板 調 節 さ れ た 親 和 性 に よ り 支 配 さ れ る こ と で あ る 。 後
者 の モ デ ル は 、 血 小 板 の 逐 次 負 荷 が 、 選 択 的 取 込 み を 生 じ る こ と 、 お よ び 全 て で は な い タ
ン パ ク 質 が 同 等 の 効 率 で 移 動 さ れ る こ と の 知 見 と よ り 一 致 す る で あ ろ う 。 エ ン ド ス タ チ ン
の VEGFで 前 -負 荷 さ れ た 血 小 板 へ の 取 込 み は 完 全 で 邪 魔 さ れ な い (図 2の 第 一 の レ ー ン )一 方
で 、 前 -負 荷 さ れ た VEGFの 再 -分 布 を 生 じ (図 2の 第 二 の レ ー ン )、 こ の 反 対 の 実 験 は 、 前 -負
荷 さ れ た エ ン ド ス タ チ ン の 不 完 全 な 再 -分 布 を 生 じ た 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 重 要 な 知 見 は 、 腫 瘍 -保 有 す る マ ウ ス の 血 漿 中 に は 血 管 新 生 調 節 タ ン パ ク 質 が 相 対 的 に
存 在 し な い こ と で あ っ た 。 こ の 最 も 一 般 的 な 臨 床 分 析 物 は 、 血 管 新 生 性 タ ン パ ク 質 に お い
て 最 小 の 差 異 を 示 す か 、 ま た は 差 異 を 示 さ な か っ た 。 こ の こ と は 、 一 般 に 考 え ら れ て い る
こ と と は 対 照 的 に 、 血 小 板 は 、 成 長 制 御 因 子 の 循 環 へ の 制 御 さ れ な い 放 出 に よ り 脱 顆 粒 を
受 け ず 、 む し ろ 腫 瘍 ま た は 創 傷 部 位 で 厳 密 な 制 御 下 で こ れ ら の 制 御 因 子 を 放 出 す る こ と が
で き る こ と を 示 唆 し て い る 。 こ れ は 、 本 発 明 者 ら の 、 VEGFお よ び bFGFの ELISAを 使 用 す る
活 性 化 さ れ た 血 小 板 か ら の 放 出 速 度 の イ ン ビ ト ロ 分 析 と 一 致 し て お り 、 こ こ で は 最 低 量 の
VEGFが 、 ア ゴ ニ ス ト 誘 導 し た 血 小 板 活 性 化 時 に 放 出 さ れ 、 bFGFは 全 く 放 出 さ れ な か っ た (
図 28)。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 そ う で あ っ た と し て も 、 著 し い 量 の VEGFが 、 活 性 化 さ れ た 血 小 板 に 活 性
化 後 局 在 化 さ れ 続 け る と 予 測 し た 。 固 定 さ れ お よ び 透 過 性 と さ れ た 休 止 し て い る 血 小 板 に
つ い て チ ュ ー ブ リ ン お よ び VEGFに 対 す る 抗 体 ； な ら び に 、 活 性 化 さ れ た 血 小 板 に つ い て フ
ァ ロ イ ジ ン お よ び VEGFに 対 す る 抗 体 に よ る 、 二 重 標 識 免 疫 蛍 光 顕 微 鏡 法 を 使 用 し 、 本 発 明
者 ら は 、 VEGFの 細 胞 内 位 置 を 試 験 し た 。 抗 -VEGF抗 体 は 、 休 止 し て い る 血 小 板 の 細 胞 質 全
体 に 分 布 さ れ た 点 状 の ベ シ ク ル -様 構 造 を む ら な く 標 識 し 、 こ の こ と は こ の 免 疫 反 応 性 物
質 の 顆 粒 の 性 質 を 示 唆 し て い る 。 活 性 化 さ れ た 血 小 板 の 二 重 標 識 免 疫 蛍 光 法 に お い て 、 VE
GFは 、 糸 状 仮 足 に 沿 い お よ び 膜 状 仮 足 の 外 周 に 沿 っ て 再 -分 布 さ れ (図 7)、 こ れ は ア ゴ ニ ス
ト -誘 導 し た 活 性 化 後 で あ っ て も 血 小 板 に 会 合 し 続 け る と い う 考 え に 一 致 し て い る 。 血 小
板 -形 状 の 変 化 は 、 膜 状 仮 足 お よ び 糸 状 仮 足 の 形 成 に よ り 明 確 に 証 明 さ れ 、 蛍 光 フ ァ ロ イ
ジ ン に よ り 視 認 さ れ た 。 こ の 再 分 布 の パ タ ー ン は 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 組 織 と の 直 接 交
換 の た め に VEGFが 血 小 板 内 の 辺 縁 に 位 置 す る 可 能 性 を 指 摘 し 、 な ら び に 腫 瘍 中 の 組 織 プ ロ
テ ア ー ゼ の 誘 導 を 説 明 す る こ と が で き る 。 特 異 的 プ ロ テ ア ー ゼ が 、 腫 瘍 -関 連 し た 血 小 板
凝 集 体 か ら の 血 管 新 生 制 御 因 子 を 遊 離 す る よ う に 作 用 す る か ど う か は ま だ 明 ら か で は な い
。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 血 管 新 生 制 御 因 子 の 血 小 板 取 込 み の プ ロ セ ス は 、 高 度 に 特 異 的 で あ り 、
腫 瘍 状 態 、 す な わ ち 休 眠 対 臨 床 的 拡 大 を 反 映 し 、 な ら び に 臨 床 的 に 検 出 可 能 な 腫 瘍 に 先 立
ち 生 じ る こ と を 示 し て い る 。 本 発 明 者 ら は 、 全 身 循 環 中 の こ の 新 規 コ ン パ ー ト メ ン ト は 、
血 管 新 生 性 マ ー カ ー の 血 漿 お よ び 血 清 分 析 よ り も 優 れ て お り 、 な ら び に 極 初 期 の 癌 診 断 に
お い て 安 定 し た 感 度 の 良 い 信 頼 で き る 方 法 を 提 供 す る こ と を 提 唱 し て い る 。 「 血 小 板 血 管
新 生 プ ロ テ オ ー ム 」 は 、 腫 瘍 血 管 新 生 の ス イ ッ チ の 早 期 レ ジ ス タ と し て 使 用 す る こ と が で
き 、 ほ と ん ど 同 じ 方 法 で 脂 質 プ ロ フ ァ イ ル を 使 用 し 、 患 者 の ア テ ロ ー ム 動 脈 硬 化 症 お よ び
心 筋 梗 塞 の リ ス ク を 同 定 す る こ と が で き る 。 こ の 予 測 す る バ イ オ マ ー カ ー は 、 発 癌 の リ ス
ク に つ い て 患 者 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 本 発 明 者 ら は 、 他 の バ イ オ マ ー カ ー
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(23)と 併 用 し 、 臨 床 症 状 に 数 年 先 立 ち 癌 の 再 発 を 診 断 し 、 BRCA癌 遺 伝 子 変 異 を 持 つ 乳 癌 発
症 の リ ス ク の 高 い 女 性 の モ ニ タ リ ン グ を 改 善 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 最 近 の 比 較 的 無 -毒 の 血 管 新 生 イ ン ヒ ビ タ ー の 開 発 は 、 腫 瘍 を 「 探 索 す る 」 こ と な く 「
バ イ オ マ ー カ ー を 処 理 す る 」 、 別 の 表 現 を す る と 、 疾 患 を 伴 わ な い 癌 を 有 す る 患 者 を 処 置
す る 機 会 を も た ら し て い る (24)。 い く つ か の 血 管 新 生 イ ン ヒ ビ タ ー が 、 現 在 米 国 お よ び 他
の 27ヶ 国 に お い て 承 認 さ れ て お り 、 そ の 他 の も の が 臨 床 試 験 の 後 期 相 に あ る 。 血 液 ま た は
尿 中 の バ イ オ マ ー カ ー が 解 剖 学 的 位 置 が 不 明 で も 療 法 を 示 す よ う な 医 学 的 実 践 と 類 似 し た
も の は 、 予 想 さ れ た 感 染 症 の 処 置 ま た は 将 来 の 心 筋 症 を 防 ぐ た め の 脂 質 低 下 薬 の 使 用 を 含
む 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 報 告 さ れ た 結 果 は 、 再 生 、 発 生 、 修 復 の た め 、 お よ び 多 く の 血 管 新 生
-依 存 性 疾 患 の 理 解 の た め の 意 味 を 有 す る 新 規 血 小 板 生 物 学 を 明 ら か に し て い る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 腫 瘍 ま た は 外 傷 の い ず れ か に よ る 血 管 の 内 皮 細 胞 層 の 破 壊 の 後 、 循 環 血 中 血 小 板 は 、 そ
の 場 で の 凝 血 促 進 性 (pro-coagulant)反 応 を 局 在 化 、 増 幅 お よ び 維 持 す る よ う に 機 能 す る
。 血 管 損 傷 部 位 で の 血 小 板 接 着 お よ び 凝 集 は 、 損 傷 を 受 け た 血 管 を 単 に 一 時 的 に 塞 ぐ の み
で は な く 、 さ ら に 引 き 続 き の 凝 血 促 進 性 事 象 を 損 傷 部 位 に 局 在 化 し 、 お よ び 凝 固 の 全 身 活
性 化 を 防 止 す る 。 興 味 深 い こ と に 本 発 明 者 ら は 、 同 じ 局 在 化 が 、 腫 瘍 部 位 で の 血 管 新 生 性
刺 激 の 局 在 化 、 増 幅 お よ び 維 持 に 役 立 つ こ と を 発 見 し た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 血 小 板 貯 蔵 コ ン パ ー ト メ ン ト は 、 α -顆 粒 、 密 顆 粒 お よ び リ ソ ソ ー ム か ら な り 、 α -顆 粒
は 、 最 大 の コ ン パ ー ト メ ン ト を 形 成 し て い る 。 貯 蔵 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 巨 核 球 に お い て
合 成 さ れ る か (PF4お よ び ト ロ ン ボ モ ジ ュ リ ン の よ う な 血 小 板 特 異 的 タ ン パ ク 質 )、 巨 核 で
を 含 む 多 く の 細 胞 で 合 成 さ れ な ら び に 血 小 板 中 で 最 大 400倍 の 濃 度 へ 濃 縮 さ れ る か (第 V因
子 、 ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン ま た は Pセ レ ク チ ン の よ う な 血 小 板 選 択 的 タ ン パ ク 質 )、 ま た は 他
の 細 胞 に よ り 合 成 さ れ 、 血 小 板 に よ り 取 込 ま れ る (フ ィ ブ リ ノ ゲ ン (14-16)の よ う な 血 小 板
非 選 択 的 タ ン パ ク 質 )か の い ず れ か で あ る 。 こ の 最 後 の コ ン パ ー ト メ ン ト の 驚 く べ き 柔 軟
性 は 、 血 小 板 は 、 癌 が 臨 床 的 に 明 ら か に な る 前 、 腫 瘍 進 行 の 初 期 に 、 腫 瘍 の 増 幅 お よ び 維
持 に 関 与 し 得 る と い う 考 え に 本 発 明 者 ら を 導 い た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 本 発 明 者 ら は 最 初 に 、 こ の 仮 説 を 、 エ ク ス ビ ボ に お い て 血 小 板 に 血 管 新 生 制 御 因 子 を 「
負 荷 」 す る こ と に よ り 試 験 し 、 高 濃 度 の VEGF、 bFGFま た は エ ン ド ス タ チ ン は 、 血 小 板 に 取
込 ま れ 、 イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン さ れ お よ び 濃 縮 さ れ る こ と を 発 見 し た 。 超 生 理 的 レ ベ ル
の エ ン ド ス タ チ ン に 1時 間 曝 露 さ れ た 新 鮮 な 血 小 板 の 細 胞 質 部 分 の み を SDS-PAGEに よ り ア
ッ セ イ す る こ と に よ り 、 本 発 明 者 ら は 、 血 小 板 中 の エ ン ド ス タ チ ン 濃 度 が 増 加 す る に つ れ
、 bFGFお よ び VEGFの よ う な 内 因 性 増 殖 因 子 の レ ベ ル は 減 少 し た こ と を 発 見 し た (図 1)。 本
発 明 者 ら は 、 膜 部 分 を 除 去 す る こ と に よ り 、 血 小 板 表 面 へ の 非 特 異 的 結 合 に 起 因 す る 血 小
板 溶 解 液 中 の エ ン ド ス タ チ ン レ ベ ル の 増 加 を 排 除 す る よ う に 毎 回 努 力 し た 。 本 発 明 者 ら は
、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 血 小 板 取 込 み の 調 節 に 関 し て 少 な く と も 二 つ の 可 能 性 が 存 在 す る
こ と を 主 張 し た 。 血 小 板 の 貯 蔵 コ ン パ ー ト メ ン ト は 、 収 容 能 力 が 限 定 さ れ て お り 、 一 部 の
タ ン パ ク 質 は 、 新 た な タ ン パ ク 質 の 取 込 み の た め に は 移 動 さ れ る か 、 ま た は こ の 取 込 み は
い く つ か の 特 異 的 血 小 板 調 節 さ れ た 親 和 性 に よ り 支 配 さ れ る 。 タ ン パ ク 質 を 伴 う 血 小 板 の
逐 次 負 荷 が 、 タ ン パ ク 質 の 濃 度 勾 配 に よ り 影 響 を 受 け る よ う に は 見 え な い こ と 、 お よ び 全
て で は な い タ ン パ ク 質 が 同 等 の 効 率 で 移 動 さ れ る こ と の た め 、 後 者 の よ り 選 択 的 機 構 は 、
よ り 可 能 性 の あ る プ ロ セ ス の よ う に 見 え る 。 例 え ば エ ン ド ス タ チ ン の VEGFで 前 -負 荷 さ れ
た 血 小 板 へ の 取 込 み は 、 エ ン ド ス タ チ ン 負 荷 対 照 と 比 較 し て 完 全 で 邪 魔 さ れ ず 、 増 強 さ れ
た (図 2の 第 一 の レ ー ン )が 、 前 -負 荷 さ れ た VEGFの 完 全 な 移 動 も 生 じ た (図 2の 第 二 の レ ー ン
)。 反 対 の 実 験 、 す な わ ち エ ン ド ス タ チ ン で 前 -負 荷 さ れ た 血 小 板 へ の VEGFの 取 込 み も 、 対
照 と 比 較 し て 増 加 し た が 、 前 -負 荷 さ れ た エ ン ド ス タ チ ン の は る か に 少 な い 完 全 な 移 動 を
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生 じ た 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 次 い で 本 発 明 者 ら は 、 イ ン ビ ボ モ デ ル に お け る 増 殖 因 子 の 血 小 板 に よ る 選 択 的 取 込 み を
確 認 し 続 け た 。 本 発 明 者 ら は 、 1 2 5 I標 識 し た VEGF濃 厚 化 し た 増 殖 因 子 非 含 有 マ ト リ ゲ ル ペ
レ ッ ト を 、 未 処 置 以 外 は 健 常 な 免 疫 適 格 性 の マ ウ ス に 移 植 し 、 腎 臓 、 脾 臓 お よ び 肝 臓 な ど
の 高 度 に 血 管 性 の 臓 器 に お け る 1 2 5 Iの 分 布 を 比 較 し 、 こ れ は そ の 血 中 分 布 に よ り 、 VEGFを
構 成 的 に 発 現 す る こ と が わ か っ た 。 図 3に 認 め ら れ る よ う に 、 ヨ ウ 素 化 さ れ た VEGFは 、 血
小 板 中 で 、 血 漿 中 の そ の 濃 度 の 何 倍 に も 濃 縮 さ れ た 。 こ の こ と は 、 血 小 板 は 血 管 新 生 制 御
因 子 の 送 達 に よ り 、 血 管 新 生 の 局 所 的 増 強 に 実 際 に 寄 与 す る こ と を 示 唆 し て い る 。 こ の 送
達 は 、 無 傷 の フ ィ ー ド バ ッ ク 機 構 が 迅 速 に 作 用 し 機 能 的 血 管 新 生 を 失 活 す る 外 傷 お よ び 組
織 修 復 の よ う な 生 理 的 状 況 に お い て 、 な ら び に 悪 性 転 換 後 プ ロ -血 管 新 生 性 刺 激 が 存 続 す
る 腫 瘍 形 成 に お い て 、 お そ ら く 異 な る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 予 想 さ れ た ま た は 公 知 の 生 物 学 的 シ ス テ ム を 使 用 せ ず に 、 血 管 新 生 の 開 始 お よ び 維 持 に
関 連 し た 多 く の 因 子 を 分 析 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 タ ン パ ク 質 学 的 (proteinomic)方
法 に 着 手 し た 。 一 過 性 の 一 定 し た ゲ ノ ム と は 対 照 的 に 、 細 胞 特 異 的 タ ン パ ク 質 発 現 は 、 細
胞 内 お よ び 細 胞 外 パ ラ メ ー タ に 依 存 し 、 な ら び に 著 し く 反 応 性 お よ び 生 存 性 で あ り 続 け る
。 巨 核 球 に お け る 遺 伝 子 の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ お よ び 血 小 板 に 固 有 の タ ン パ ク 質 の 翻 訳
後 修 飾 か ら 生 じ た 複 合 タ ン パ ク 質 生 成 物 に 加 え 、 同 じ く 組 織 の 要 求 に 反 応 し て そ れ ら の 含
量 が 変 動 す る よ う な 血 小 板 の 場 合 、 本 発 明 者 ら は 、 SELDI-ToFの よ う な ハ イ ス ル ー プ ッ ト
プ ロ テ オ ー ム 分 析 を 使 用 す る こ と を 必 要 と し た 。 こ の 技 術 は 、 実 験 群 内 お よ び 群 間 で 血 小
板 プ ロ テ オ ー ム の 正 確 か つ 再 現 性 の あ る 分 析 を 可 能 に す る の で 、 こ れ は 、 2-次 元 電 気 泳 動
、 そ れ に 続 く マ ト リ ッ ク ス -支 援 レ ー ザ ー 脱 離 /イ オ ン 化 質 量 分 析 (MALDI-MS)(17;18)の 従
来 の 組 合 せ と 、 急 激 に 置 き 換 わ り つ つ あ る 。 本 発 明 者 ら は 、 ヒ ト 脂 肪 肉 腫 SW-872の 非 -血
管 新 生 性 (休 眠 )お よ び 血 管 新 生 性 変 種 の 確 立 さ れ た モ デ ル (18)を 使 用 し 、 こ こ で 血 管 新 生
性 の 駆 動 (drive)の 増 加 は 、 休 眠 か ら の 逃 避 に 相 関 し て い る 。 次 に 本 発 明 者 ら は 、 200μ l
血 清 非 含 有 培 地 (ビ ヒ ク ル )、 脂 肪 肉 腫 細 胞 の 休 眠 ま た は 血 管 新 生 性 ク ロ ー ン の 5x10 6 個 の
細 胞 懸 濁 液 の い ず れ か を 注 射 し た 5匹 の マ ウ ス の 、 血 小 板 お よ び 血 漿 の プ ロ テ オ ー ム を 比
較 し た 。 非 血 管 新 生 性 変 種 は 、 80～ 100日 間 静 止 し 続 け 、 こ の 時 点 で 腫 瘍 の 100％ が 、 血 管
新 生 性 対 応 物 と 同 等 の 速 度 で 増 殖 し 始 め た 。 32日 目 の 血 小 板 お よ び 血 漿 の タ ン パ ク 質 の 比
較 は 、 こ の 時 点 で 、 休 眠 腫 瘍 が 平 均 0.8～ 1mm 3 で あ り お よ び そ れ ら の 血 管 新 生 性 補 充 物 (co
mplement)が 18～ 30mm 3 で あ る こ と を プ ロ フ ァ イ リ ン グ し た 。 こ の 分 析 か ら の 二 つ の 重 要 な
知 見 が 浮 か び 上 が っ た 。 第 一 に 、 臨 床 モ ニ タ リ ン グ に お い て 最 も 一 般 的 に ア ッ セ イ さ れ る
体 液 で あ る 血 漿 試 料 は 、 血 管 新 生 タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ ル に お い て 有 意 差 を 明 ら か に し な
か っ た 。 興 味 深 い こ と に 、 多 く の 血 管 新 生 制 御 因 子 が 、 腫 瘍 保 有 す る マ ウ ス の 血 小 板 に お
い て 差 次 的 に 発 現 さ れ る こ と が わ か っ た 。 興 味 深 い こ と に 、 図 21の タ ン パ ク 質 発 現 マ ッ プ
の 選 択 さ れ た 例 は 、 小 さ い 休 眠 腫 瘍 を 保 有 す る マ ウ ス の 血 小 板 に お け る こ れ ら の 因 子 の 同
程 度 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 明 ら か に 証 明 し て い る 。 こ れ は 、 最 初 は 直 観 に 反 す る こ
と は 明 ら か で あ る が 、 血 小 板 は 局 所 的 血 管 新 生 を 増 強 す る よ う に 作 用 す る と い う 本 発 明 者
ら の 先 に 仮 定 し た 仮 説 を 再 考 す る 場 合 、 こ れ は 休 眠 腫 瘍 か ら 分 泌 さ れ た 比 較 的 少 量 の タ ン
パ ク 質 の 血 小 板 隔 絶 が 、 血 漿 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ に よ る 分 解 か ら 保 護 さ れ お よ び 腫 瘍 成 長
部 位 へ の 効 率 的 送 達 を 促 進 す る こ と を 示 唆 し て い る 。 偽 注 射 し た 対 照 、 非 -血 管 新 生 性 お
よ び 血 管 新 生 性 腫 瘍 の 発 現 ピ ー ク 強 度 の 統 計 解 析 は 、 血 漿 お よ び 血 小 板 の 増 殖 因 子 レ ベ ル
間 の 有 意 差 に 加 え 、 偽 注 射 し た 動 物 お よ び 腫 瘍 保 有 す る 動 物 の 血 小 板 間 の 有 意 差 を 明 ら か
に し て い る 。 休 眠 ク ロ ー ン に お け る VEGFお よ び bFGFの 増 加 は 統 計 学 的 有 意 性 に 達 し な い が
、 こ の 知 見 は 、 3種 の 個 別 の 実 験 を 通 じ て 一 貫 し て お り 、 か つ 腫 瘍 移 植 後 19日 目 と 早 期 に
明 確 で あ る (図 23C)。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 血 漿 が 、 血 小 板 に よ り 保 持 さ れ た 制 御 因 子 の 分 泌 の 中 間 期 (interphase)と し て 作 用 し な
い 場 合 は 、 代 替 の 機 構 が 仮 定 さ れ る 必 要 が あ る 。 本 発 明 者 ら は 、 免 疫 蛍 光 を 使 用 し 、 腫 瘍
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血 管 新 生 お よ び そ れ に 続 く 血 小 板 活 性 化 前 、 途 中 、 後 の そ の 細 胞 内 分 布 の 最 も 重 要 な イ ニ
シ エ ー タ ー の 一 つ で あ る 、 VEGFの 例 を 採 用 し た (図 6)。 休 止 し て い る 血 小 板 に お い て 、 VEG
Fの 大 半 は 、 血 小 板 の 細 胞 内 、 細 胞 質 部 分 に 局 在 化 し (図 6、 左 下 側 パ ネ ル )、 細 胞 膜 に 沿 っ
て 整 列 さ れ た VEGFの リ ン グ 形 態 に 移 動 し (図 6、 右 下 側 パ ネ ル 挿 入 図 参 照 )、 そ の 後 活 性 化
さ れ た 血 小 板 の 偽 足 に 沿 っ て 移 動 す る (図 6、 右 下 側 パ ネ ル )。 血 小 板 エ キ ソ サ イ ト ー シ ス
に よ り 誘 導 さ れ た 活 性 化 パ タ ー ン は 、 血 小 板 の 細 胞 内 内 容 物 の 組 織 と の 直 接 交 換 を 、 一 般
に 受 入 れ ら れ た 血 小 板 の 細 胞 内 内 容 物 の 循 環 へ の 「 放 出 」 よ り も よ り 示 唆 し て い る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 さ ら に 血 小 板 会 合 血 管 新 生 制 御 因 子 は 、 そ れ ら の 血 漿 ま た は 血 小 板 の 対 応 物 よ り も 循 環
中 で は る か に 長 く 持 続 す る の で 、 そ れ ら は 分 解 か ら 「 保 護 さ れ る 」 よ う に 見 え る 。 例 え ば
、 報 告 さ れ た 循 環 中 VEGF半 減 期 が 分 単 位 で 算 出 さ れ た に も か か わ ら ず 、 移 植 し た マ ト リ ゲ
ル か ら 血 小 板 に よ り 採 取 さ れ た 1 2 5 I-標 識 し た VEGFは 、 数 日 間 循 環 中 に 存 続 し た (デ ー タ は
示 さ ず )。 こ の こ と は 、 早 期 診 断 ま た は 治 療 的 反 応 の マ ー カ ー の 探 索 が 、 血 清 ま た は 血 漿
レ ベ ル で 濃 縮 さ れ る 本 発 明 者 ら の 臨 床 試 験 の 多 く に お い て 、 今 日 ま で 著 し い 利 点 を 生 じ て
い な い 理 由 を 説 明 す る こ と が で き る 。 例 え 予 後 判 定 の た め に こ れ ら の 循 環 血 中 因 子 を 使 用
し た と し て も 、 大 き い 腫 瘍 嵩 を 伴 う 、 従 っ て 予 後 不 良 の 患 者 の サ ブ セ ッ ト の 同 定 に は 限 界
が あ る よ う に 見 え る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 自 分 た ち の 試 験 を 基 に 、 (1)血 小 板 は 、 血 管 新 生 制 御 因 子 を 直 接 取 込 み
、 こ こ で 各 タ ン パ ク 質 の 血 漿 レ ベ ル の 対 応 す る 増 加 を 伴 わ な い こ と ； (2)血 小 板 は 、 こ れ
ら の 制 御 因 子 を セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ の 分 解 か ら 保 護 す る よ う に 作 用 し 、 循 環 中 の そ れ ら の
半 減 期 の 延 長 を 生 じ る こ と ； な ら び に 、 (3)血 小 板 は 、 増 殖 因 子 を 、 活 性 化 さ れ た 内 皮 細
胞 (腫 瘍 )へ 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 血 漿 レ ベ ル の 上 昇 を 必 要 と せ ず に 、 送 達 す る こ と が で
き る こ と を 提 唱 し て い る 。 こ れ は 、 創 傷 治 癒 の よ う な 生 理 的 状 況 に お け る 増 殖 因 子 送 達 の
非 常 に 効 率 的 機 構 を 表 し 、 お よ び 重 症 の ス ト レ ス ま た は 外 傷 時 に こ れ ら の サ イ ト カ イ ン の
全 身 性 の 副 作 用 が 存 在 し な い こ と の 説 明 を 提 供 し て い る 。 同 じ 方 法 で 、 こ の 機 構 は 、 宿 主
に 「 寄 生 し 」 お よ び 現 在 利 用 可 能 な 臨 床 的 道 具 に よ る 早 期 検 出 (19)を 避 け る 能 力 を 持 つ 腫
瘍 を 提 供 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 本 発 明 者 ら の デ ー タ は 、 血 小 板 は 、 癌 発 生 の 非 常 に 早 期 お よ び 休 眠 時 に 必 要 な 血 管 新 生
調 節 タ ン パ ク 質 を 「 検 出 す る 」 た め に 利 用 可 能 で あ る こ と 、 な ら び に こ れ ら は 、 血 管 新 生
制 御 因 子 の 選 択 的 「 取 込 み 」 に よ り 、 こ の 必 要 要 件 に 「 反 応 す る 」 こ と が で き る こ と を 指
摘 し て い る 。 お そ ら く こ れ が 、 血 管 新 生 制 御 因 子 が 、 血 漿 プ ロ テ ア ー ゼ に よ る 分 解 か ら 「
保 護 さ れ  」 続 け 、 お よ び 腫 瘍 部 位 へ 増 加 し た 濃 度 で 「 送 達 さ れ 」 得 る 機 構 で あ ろ う 。
【 ０ ２ １ １ 】

　 血 小 板 に よ り 送 達 さ れ る 増 殖 因 子 の 柔 軟 性 お よ び 特 異 性 は 今 日 ま で に 理 解 さ れ て お り 、
そ の 理 由 は お そ ら く こ れ ら は 作 用 因 子 (effector)よ り も 寄 与 因 子 (contributor)と 見 ら れ
て い る か ら で あ ろ う 。 本 発 明 者 ら は 、 血 小 板 へ の 血 管 新 生 制 御 因 子 取 込 み の プ ロ セ ス が 、
非 常 に 特 異 的 で あ り 、 腫 瘍 状 態 (す な わ ち 、 休 眠 対 臨 床 拡 大 )を 反 映 し 、 お よ び 臨 床 的 検 出
可 能 な 腫 瘍 に 先 立 ち 生 じ る こ と を 示 し て い る 。 全 身 循 環 に お い て 、 そ の 中 で 増 殖 因 子 が 分
解 か ら 保 護 さ れ る こ の 新 規 コ ン パ ー ト メ ン ト の 同 定 は 、 早 期 癌 診 断 の 安 定 し て 、 感 度 の 良
い 、 信 頼 で き る 方 法 を 提 供 し て い る 。 さ ら に 腫 瘍 血 管 新 生 の 早 期 「 レ ジ ス タ 」 と し て の 血
小 板 の 同 定 は 、 こ れ ら が 腫 瘍 成 長 の 早 期 検 出 に 利 用 さ れ る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 興 味 深 い こ と に 、 内 皮 細 胞 成 長 の 制 御 因 子 お よ び /ま た は 血 管 新 生 の 促 進 因 子 は 、 血 小
板 に よ り 追 跡 さ れ る タ ン パ ク 質 の 大 部 分 を 占 め 、 限 定 さ れ た 数 の 他 の タ ン パ ク 質 が 異 な る
よ う に 発 現 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 最 初 に 発 見 さ れ お よ び 配 列 決 定 さ れ た ケ モ カ イ ン で あ る PF4は 、 血 小 板 特 異 的 で あ り 、
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巨 核 球 に お い て の み 合 成 さ れ る 。 PF4は 、 古 典 的 ケ モ カ イ ン の よ う に は 挙 動 し な い 。 プ ロ
ト タ イ プ の CXCケ モ カ イ ン で あ る IL-8と は 異 な り 、 こ れ は 、 (1)白 血 球 遊 走 を 誘 導 せ ず ； (2
)リ ソ ソ ー ム 顆 粒 の 脱 顆 粒 を 引 き 起 こ さ ず ； (3)LFA-1、 次 に IL-8接 着 に よ り 促 進 さ れ た MAC
-1を 介 し て 内 皮 細 胞 へ は る か に 強 力 な 接 着 を 引 き 起 こ し ； な ら び に 、 (4)TNF-α の 存 在 下
で 第 二 の 顆 粒 エ キ ソ サ イ ト ー シ ス の 選 択 的 誘 導 因 子 で あ る (IL-8に よ り 示 さ れ な い 機 能 )(B
rant et al, 2000)。 PF-4に 反 応 し た 内 皮 細 胞 へ の 極 め て 強 固 な 好 中 球 接 着 は 、 乱 れ た 血
流 の 存 在 下 で あ っ て も 、 細 胞 -細 胞 の 接 触 を 維 持 す る こ と が で き る シ ス テ ム で あ り 、 な ら
び に 強 固 な 接 着 に 続 く エ キ ソ サ イ ト ー シ ス の 誘 導 は 、 血 管 新 生 制 御 因 子 分 子 が 洗 浄 除 去 さ
れ る こ と を 防 ぐ で あ ろ う 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 CXCRケ モ カ イ ン は 一 般 に 、 ト リ ペ プ チ ド ELRが 、 第 一 の CXC-ド メ イ ン に 先 行 す る 場 合 は
プ ロ -血 管 新 生 性 で あ る が 、 こ の モ チ ー フ が 存 在 し な い 場 合 は 抗 血 管 新 生 性 で あ る (Striet
er R, Polverini JBC 1995)。 興 味 深 い こ と に 、 完 全 長 四 量 体 (ELR-陰 性 )PF-4の 投 与 は 、
腫 瘍 成 長 お よ び 転 移 を 阻 害 し (Sharpe et al., J Nat Can Inst 1990、 お よ び Kolber et a
l., J Nat Can Instit, 1995)、 な ら び に そ の 抗 血 管 新 生 作 用 は 、 主 に FGF-2お よ び VEGFの
そ れ ら の 受 容 体 へ の 結 合 に 干 渉 す る そ の 能 力 に 起 因 し て い る (Perollet et al., Blood, 9
1: 3289-3299,1998、 お よ び Gengrinovitch et al., JBC 270,15059-15065, 1995)。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 最 も 差 次 的 に 発 現 さ れ る タ ン パ ク 質 の 一 つ は 、 結 合 組 織 活 性 化 ペ プ チ ド (CTAPIII、 同 じ
く 低 -ア フ ィ ニ テ ィ PF4と し て も 公 知 )で あ る 。 CTAPIII、 好 中 球 活 性 化 ペ プ チ ド -2(NAP-2)
お よ び β -ト ロ ン ボ モ ジ ュ リ ン は 全 て 、 血 小 板 塩 基 性 タ ン パ ク 質 の タ ン パ ク 質 分 解 性 切 断
に 由 来 し 、 こ れ ら は 休 眠 お よ び 血 管 新 生 性 の 両 脂 肪 肉 腫 腫 瘍 を 保 有 す る マ ウ ス に お い て 、
血 小 板 中 に 高 濃 度 で 存 在 す る 。 ヒ ト 脂 肪 肉 腫 の 休 眠 ク ロ ー ン さ ら に は 血 管 新 生 性 ク ロ ー ン
に お け る こ の 血 小 板 会 合 し た ヘ パ ラ ナ ー ゼ の 増 加 さ れ た レ ベ ル の 同 定 は 、 癌 に よ る 早 期 局
所 的 浸 潤 に 加 え 、 腫 瘍 成 長 お よ び 転 移 に よ る 播 種 の 維 持 に お け る 血 小 板 ヘ パ ラ ナ ー ゼ の 重
要 な 役 割 を 主 張 し て い る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 CTAPIIIの 標 的 で あ る 硫 酸 ヘ パ ラ ン は 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス お よ び 血 管 基 底 層 の 重 要 な
成 分 で あ り 、 こ れ は 転 移 細 胞 お よ び 炎 症 細 胞 の 管 外 遊 出 の 障 壁 と し て 機 能 す る 。 興 味 深 い
こ と に 、 CTAPIIIは 、 pH5～ 7で 最 良 に 作 用 し (至 適 活 性 の ピ ー ク は 5.8)、 こ れ を 比 較 的 酸 性
の 腫 瘍 環 境 に 高 度 に 適 し た ヘ パ ラ ナ ー ゼ と し て い る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 血 小 板 抽 出 物 の SELDI-ToF質 量 分 析 を 使 用 し 、 本 発 明 者 ら は 、 血 小 板 の こ の 新 規 特 性 は
、 現 在 利 用 可 能 な 診 断 法 で は 検 出 不 可 能 で あ る 顕 微 鏡 的 腫 瘍 の 検 出 を 可 能 に す る こ と を 認
め た 。 血 小 板 血 管 新 生 プ ロ フ ァ イ ル は 、 広 範 な 範 囲 の 腫 瘍 型 お よ び 腫 瘍 サ イ ズ の 検 出 が で
き る の で 、 こ れ は 単 独 の バ イ オ マ ー カ ー よ り も よ り 包 括 的 で あ る 。 血 小 板 血 管 新 生 プ ロ フ
ァ イ ル の 相 対 変 化 は 、 早 期 発 生 部 位 内 癌 か ら 始 ま る 、 そ の 発 達 を 通 じ た 腫 瘍 の 追 跡 を 可 能
に す る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 本 明 細 書 に 引 用 さ れ た 参 考 文 献 は 、 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 （ 表 １ Ａ ） 血 管 新 生 の 刺 激 因 子
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【 ０ ２ ２ ０ 】
　 （ 表 １ Ｂ ） 血 管 新 生 の 阻 害 因 子
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【 ０ ２ ２ １ 】
　 （ 表 ２ ） 追 加 の バ イ オ マ ー カ ー
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【 ０ ２ ２ ２ 】
参 考 文 献 一 覧
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　 本 明 細 書 に 列 記 さ れ た 文 献 は 、 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 入 れ ら れ て い る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ２ ３ 】
【 図 １ 】 図 1は 、 ヒ ト 血 小 板 の エ ン ド ス タ チ ン イ ン ビ ト ロ 負 荷 で あ る 。 多 血 小 板 血 漿 (PRP)
を 、 漸 増 濃 度 の エ ン ド ス タ チ ン と 共 に 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 引 き 続 き 血 小 板 を 単
離 し 、 洗 浄 お よ び 溶 解 し 、 純 粋 な タ ン パ ク 質 抽 出 物 を 得 、 後 に SDS-PAGEを 施 す 。 抗 -ヒ ト
エ ン ド ス タ チ ン 、 抗 -ヒ ト VEGFお よ び 抗 -ヒ ト bFGFを 使 用 す る 標 準 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト は 、
VEGFお よ び bFGFの 両 方 の 細 胞 内 含 量 の 減 少 と 、 エ ン ド ス タ チ ン の 増 加 と の 負 の 相 関 関 係 を
明 ら か に す る 。
【 図 ２ 】 図 2は 、 SDS-PAGEに よ る 、 イ ン ビ ト ロ に お け る 血 小 板 タ ン パ ク 質 の 選 択 的 交 換 を
示 し て い る 。 VEGFを 前 -負 荷 し た 血 小 板 へ の エ ン ド ス タ チ ン の 取 込 み は 、 エ ン ド ス タ チ ン
前 -負 荷 対 照 (図 2の 第 一 レ ー ン )と 比 べ 、 単 に 完 全 で 、 妨 げ ら れ ず お よ び 増 強 さ れ る の み で
は な く 、 前 -負 荷 さ れ た VEGF(図 2の 第 二 レ ー ン )の 完 全 な 交 換 を 生 じ る 。 比 較 す る と 、 対 抗
実 験 に お い て 、 す な わ ち エ ン ド ス タ チ ン が 前 -負 荷 さ れ た 血 小 板 へ の VEGFの 負 荷 は 、 完 全
性 の 少 な い エ ン ド ス タ チ ン の 交 換 を 生 じ る 。
【 図 ３ 】 図 3は 、 肝 臓 、 マ ト リ ゲ ル 、 脾 臓 、 腎 臓 、 血 漿 、 お よ び 血 小 板 画 分 中 の 、 カ ウ ン
ト /g組 織 (x10 5 )を 示 し て い る 。 ヨ ウ 素 化 さ れ た VEGFは 、 そ の 血 漿 濃 度 の 何 倍 も 過 剰 に 血 小
板 に お い て 濃 縮 さ れ る 。
【 図 ４ 】 図 4は 、 対 照 、 非 -血 管 新 生 性 試 料 お よ び 血 管 新 生 性 試 料 由 来 の 血 小 板 お よ び 血 漿
に お け る 、 PF4(図 4A)、 PDGF(図 4B)、 お よ び VEGF(図 4C)の プ ロ フ ァ イ ル を 示 す 。 こ れ ら の
結 果 は 、 血 小 板 試 料 中 の PF4、 PDGF、 お よ び VEGFの 濃 縮 を 示 し て い る 。
【 図 ５ 】 図 5は 、 脂 肪 肉 腫 保 有 す る マ ウ ス 由 来 の 血 小 板 お よ び 血 漿 中 の 、 bFGF(図 5A)、 VEG
F(図 5B)、 PDGF(図 5C)、 お よ び ES(図 5D)の プ ロ フ ァ イ ル を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 6は 、 免 疫 蛍 光 を 使 用 す る 、 血 小 板 活 性 化 の 前 、 途 中 、 お よ び 後 で の VEGFの 細
胞 内 分 布 を 示 す 。 休 止 し て い る の 血 小 板 に お い て 、 VEGFの 大 半 は 血 小 板 の 細 胞 内 細 胞 質 部
分 に 局 在 化 し (図 6B)、 細 胞 膜 に 沿 っ て VEGFの 環 の 形 態 に 整 列 し (図 6D挿 入 図 )、 そ の 後 活 性
化 さ れ た 血 小 板 の 偽 足 に 沿 っ て (図 6D)移 動 す る 。 活 性 化 が 誘 導 し た 血 小 板 エ キ ソ サ イ ト ー
シ ス の パ タ ー ン は 、 通 常 採 用 さ れ る 血 小 板 細 胞 内 内 容 物 の 循 環 へ の 「 放 出 」 よ り も 、 血 小
板 の 細 胞 内 内 容 物 の 組 織 と の 直 接 交 換 を よ り 示 唆 し て い る 。
【 図 ７ 】 図 7は 、 休 止 し て い る お よ び 活 性 化 さ れ た 血 小 板 の VEGF局 在 化 を 示 す 。 固 定 さ れ
お よ び 透 過 性 と さ れ た 休 止 し て い る 血 小 板 の 二 重 標 識 免 疫 蛍 光 顕 微 鏡 法 を 用 い 、 VEGFの 細
胞 内 局 在 を 決 定 し た 。 チ ュ ー ブ リ ン は 、 休 止 し て い る 血 小 板 に お い て 周 縁 の 微 小 管 バ ン ド
に 濃 縮 さ れ 、 こ の 構 造 は 、 血 小 板 外 周 を 規 定 す る (図 7A)。 抗 -VEGF抗 体 は 、 血 小 板 細 胞 質
全 体 に 分 布 さ れ た 点 状 の ベ シ ク ル -様 構 造 を む ら な く 標 識 し た (図 7B)。 蛍 光 -標 識 さ れ た フ
ァ ロ イ ジ ン お よ び VEGFを 使 用 す る 活 性 化 さ れ た 血 小 板 の 二 重 染 色 は 、 活 性 化 時 で あ っ て も
血 小 板 と VEGFの 持 続 性 の 会 合 を 明 ら か に し て い る (図 7F)。 活 性 化 と 一 致 す る 血 小 板 -形 状
の 変 化 は 、 膜 状 仮 足 お よ び 糸 状 仮 足 の 形 成 に よ り 、 明 ら か に 示 さ れ た 。 VEGFは 、 活 性 化 さ
れ 散 在 さ れ た 血 小 板 に お い て 点 状 の 両 パ タ ー ン と し て 認 め ら れ る が 、 よ り 多 く の VEGFは 、
細 胞 質 内 に 残 存 す る よ り も 、 糸 状 仮 足 に 沿 っ て お よ び 膜 状 仮 足 の 外 周 に 沿 っ て 局 在 化 さ れ
て い た 。
【 図 ８ 】 図 8は 、 血 小 板 に お け る VEGFの 細 胞 内 分 布 を 示 し て い る 。 図 8A： 血 小 板 は フ ァ ロ
イ ジ ン で 染 色 さ れ る 。 図 8B： 血 小 板 は 、 抗 -VEGFで 染 色 さ れ る 。 図 8C： 重 な り 。
【 図 ９ 】 図 9は 、 血 小 板 (右 側 )の 、 巨 核 球 (左 側 )と の 相 互 作 用 を 示 す 。 VEGFの 細 胞 内 分 布
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は 、 免 疫 蛍 光 に よ り 示 さ れ て い る 。
【 図 １ ０ 】 図 10は 、 血 小 板 お よ び 巨 核 球 に お け る VEGF(図 10A)、 vWF(図 10B)の 細 胞 内 分 布
お よ び 重 な り (図 10C)を 示 し て い る 。
【 図 １ １ 】 図 11は 、 血 小 板 内 の 正 お よ び 負 の 血 管 新 生 制 御 因 子 の ダ イ ア グ ラ ム を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 図 12は 、 マ ウ ス に お け る マ ト リ ゲ ル (50ng 1 2 5 I VEGF)の 配 置 の 図 を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 図 13は 、 脈 管 化 さ れ た ヒ ト 腫 瘍 、 非 -血 管 新 生 性 休 眠 細 胞 、 お よ び 血 管 新 生 性
増 殖 細 胞 の 概 略 図 を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 図 14は 、 ヌ ー ド マ ウ ス に お け る 非 -血 管 新 生 性 対 血 管 新 生 性 ヒ ト 脂 肪 肉 腫 を 示
す 。 血 管 新 生 は 、 133日 目 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 光 に よ り 分 析 し た 。
【 図 １ ５ 】 図 15は 、 SELDI-TOFを 使 用 す る 、 血 小 板 お よ び 血 漿 タ ン パ ク 質 発 現 に 関 す る プ
ロ ト コ ー ル を 示 す 。
【 図 １ ６ 】 図 16は 、 腫 瘍 移 植 後 30日 目 の 、 非 -血 管 新 生 性 お よ び 血 管 新 生 性 ヒ ト 脂 肪 肉 腫
を 保 有 す る SCIDマ ウ ス 由 来 の 血 小 板 お よ び 血 漿 抽 出 物 の タ ン パ ク 質 発 現 マ ッ プ を 示 す 。 VE
GFに 印 を 付 け て い る 。
【 図 １ ７ 】 図 17は 、 腫 瘍 移 植 後 30日 目 の 、 非 -血 管 新 生 性 お よ び 血 管 新 生 性 ヒ ト 脂 肪 肉 腫
を 保 有 す る SCIDマ ウ ス 由 来 の 血 小 板 お よ び 血 漿 の 抽 出 物 の タ ン パ ク 質 発 現 マ ッ プ を 示 す 。
PF-4に 印 を 付 け て い る 。
【 図 １ ８ 】 図 18は 、 腫 瘍 移 植 後 30日 目 の 、 非 -血 管 新 生 性 お よ び 血 管 新 生 性 ヒ ト 脂 肪 肉 腫
を 保 有 す る SCIDマ ウ ス 由 来 の 血 小 板 お よ び 血 漿 の 抽 出 物 の タ ン パ ク 質 発 現 マ ッ プ を 示 す 。
PDGFに 印 を 付 け て い る 。
【 図 １ ９ 】 図 19は 、 腫 瘍 -保 有 す る マ ウ ス の 血 小 板 中 の bFGFの 隔 絶 の 時 間 経 過 を 示 す 。 分
子 量 1820ダ ル ト ン の み が 含 ま れ る 。
【 図 ２ ０ 】 図 20は 、 対 照 動 物 (灰 色 線 )お よ び 休 眠 腫 瘍 を 移 植 し た 動 物 (黒 色 線 )由 来 の 血 小
板 抽 出 物 の 質 量 分 析 発 現 マ ッ プ を 示 す 。 x-軸 の 数 値 は 、 観 察 さ れ た 粒 子 の 質 量 電 荷 比 (m/z
)で あ り 、 曲 線 の 高 さ は 、 観 察 さ れ た ピ ー ク の 強 度 に 対 応 し て い る 。 使 用 さ れ た 抽 出 物 は
、 実 施 例 に 説 明 さ れ た よ う に 、 最 初 の ア ニ オ ン 交 換 画 分 の 画 分 2か ら 得 た 。 こ の 画 分 の 試
料 は 、 WCX2 ProteinChipア レ イ 上 で 分 析 し た 。 CTAPIIIお よ び PF4は 、 腫 瘍 -保 有 す る マ ウ
ス に お い て ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ た こ と が 同 定 さ れ た 。 図 20bは 、 CTAPIIIお よ び PF
4(矢 印 )は 、 休 眠 お よ び 血 管 新 生 性 の 両 方 の 腫 瘍 -保 有 す る マ ウ ス の 血 小 板 に お い て ア ッ プ
レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ た が 、 血 漿 に お い て は さ れ な か っ た こ と を 示 す 。
【 図 ２ １ 】 図 21aは 、 3群 の マ ウ ス の 血 小 板 か ら 得 た 抽 出 物 に お い て 測 定 さ れ た 、 正 規 化 さ
れ た CTAPIIIピ ー ク 強 度 の プ ロ ッ ト を 示 す ： 各 々 、 対 照 、 休 眠 (非 -血 管 新 生 性 )お よ び 血 管
新 生 性 ヒ ト 脂 肪 肉 腫 腫 瘍 。 図 21Bは 、 3群 の マ ウ ス の 血 漿 か ら 得 た 抽 出 物 に お い て 測 定 さ れ
た 、 正 規 化 さ れ た CTAPIIIピ ー ク 強 度 の プ ロ ッ ト を 示 す ： 対 照 、 休 眠 (非 -血 管 新 生 性 )お よ
び 血 管 新 生 性 ヒ ト 脂 肪 肉 腫 腫 瘍 。 　 図 21Cは 、 21Aお よ び 21Bと 同 じ マ ウ ス 群 の 血 小 板 中 の
正 規 化 さ れ た PF4ピ ー ク 強 度 の プ ロ ッ ト を 示 す 。 図 21Dは 、 21A、 21Bお よ び 21Cと 同 じ マ ウ
ス 群 の 血 漿 中 の 正 規 化 さ れ た PF4ピ ー ク 強 度 の プ ロ ッ ト を 示 す 。
【 図 ２ ２ 】 図 22Aは 、 成 長 の 19日 目 、 32日 目 お よ び 120日 目 の 腫 瘍 -保 有 す る マ ウ ス の 血 小
板 に お け る 、 正 規 化 さ れ た CTAPIIIピ ー ク 強 度 の プ ロ ッ ト を 示 し 、 こ れ は 試 験 し た 時 間 経
過 に わ た る 血 小 板 CTAPIIIレ ベ ル の 増 加 を 示 し 、 他 方 図 22Bは 、 同 じ 期 間 に わ た る 、 減 少 し
た ま た は 変 化 し な い 血 漿 CTAPIIIレ ベ ル を 示 し て い る 。 　 図 22Cは 、 成 長 の 19日 目 、 32日 目
お よ び 120日 目 の 腫 瘍 -保 有 す る マ ウ ス の 血 小 板 に お け る 、 正 規 化 さ れ た PF4ピ ー ク 強 度 の
プ ロ ッ ト を 示 し 、 こ れ は 試 験 し た 時 間 経 過 に わ た る 血 小 板 PF4レ ベ ル の 増 加 を 示 し 、 他 方
図 22Dは 、 同 じ 期 間 に わ た る 、 減 少 し た ま た は 変 化 し な い 血 漿 PF4レ ベ ル を 示 し て い る 。 図
22に お い て 、 中 央 値 ± 標 準 誤 差 を 、 ピ ー ク 強 度 の 各 群 に つ い て 示 し て い る 。
【 図 ２ ３ 】 図 23aは 、 抗 -塩 基 性 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 (抗 -bFGF)抗 体 を 使 用 す る 、 血 小 板 お
よ び 血 漿 抽 出 物 の 抗 体 相 互 作 用 発 見 マ ッ プ を 示 す 。 特 に こ の 図 は 、 bFGFお よ び そ れ ら の 断
片 は 、 休 眠 (非 -血 管 新 生 性 )腫 瘍 -保 有 す る マ ウ ス の 血 小 板 に お い て ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ
ン さ れ る こ と を 示 す 。 図 23bは 、 血 小 板 対 血 漿 抽 出 物 に お け る 変 化 す る 発 現 レ ベ ル の 比 較
、 加 え て 非 -血 管 新 生 性 お よ び 血 管 新 生 性 腫 瘍 -保 有 す る マ ウ ス に お け る bFGF発 現 の 間 の 差
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異 の 比 較 を 可 能 に す る 発 現 マ ッ プ を 示 す 。
【 図 ２ ４ 】 図 24は 、 抗 -血 小 板 由 来 成 長 因 子 (抗 -PDGF)抗 体 を 使 用 す る 、 血 小 板 抽 出 物 の 抗
体 相 互 作 用 発 見 マ ッ プ を 示 す 。 こ の 図 は 、 PDGFお よ び そ れ ら の 断 片 は 、 休 眠 腫 瘍 -保 有 す
る マ ウ ス に お い て ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ る こ と を 示 し て い る (移 植 後 30日 目 )。
【 図 ２ ５ 】 図 25は 、 血 小 板 抽 出 物 の ア ニ オ ン 交 換 カ ラ ム 上 で の 分 画 後 に 観 察 さ れ た バ イ オ
マ ー カ ー の 発 現 マ ッ プ 、 そ の 後 の こ れ ら の 画 分 の 一 つ (画 分 1)の WCX2 ProteinChipア レ イ
上 で の プ ロ フ ァ イ リ ン グ を 示 す 。 こ の 図 は 、 20400Daタ ン パ ク 質 を 含 む い く つ か の マ ー カ
ー が 、 腫 瘍 -保 有 す る マ ウ ス か ら 得 た 血 小 板 抽 出 物 (黒 色 )に お い て 、 対 照 マ ウ ス の 血 小 板
抽 出 物 (灰 色 )と 比 べ 、 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ た こ と を 示 し て い る 。
【 図 ２ ６ 】 図 26は 、 血 小 板 抽 出 物 の ア ニ オ ン 交 換 カ ラ ム 上 で の 分 画 後 に 観 察 さ れ た バ イ オ
マ ー カ ー の 発 現 マ ッ プ 、 そ の 後 の こ れ ら の 画 分 の 一 つ (画 分 1)の WCX2 ProteinChipア レ イ
上 で の プ ロ フ ァ イ リ ン グ を 示 す 。 こ の 図 は 、 い く つ か の マ ー カ ー が 、 休 眠 腫 瘍 -保 有 す る
マ ウ ス か ら 得 た 血 小 板 抽 出 物 (黒 色 )に お い て 、 対 照 マ ウ ス の 血 小 板 抽 出 物 (灰 色 )と 比 べ 、
ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ た こ と を 確 定 し て い る 。
【 図 ２ ７ 】 図 27は 、 ADPま た は ト ロ ン ビ ン 活 性 化 さ れ た 血 小 板 か ら の 増 殖 因 子 放 出 で あ る
。 漸 増 濃 度 の エ ン ド ス タ チ ン に 曝 露 さ れ た PRPの 血 漿 部 分 は 、 市 販 の ELISAを 用 い 、 VEGFお
よ び bFGFに つ い て 分 析 し た 。 エ ン ド ス タ チ ン に よ る 血 小 板 の 単 純 な 負 荷 は 、 上 清 (血 漿 )へ
VEGFま た は bFGFを 放 出 せ ず 、 な ら び に ト ロ ン ビ ン ま た は ADPの よ う な 古 典 的 脱 顆 粒 誘 発 剤
に よ る こ れ ら の 因 子 の 放 出 は 、 高 度 に 選 択 的 で あ っ た 。 一 部 (し か し 全 て で は な い )の VEGF
が 、 ト ロ ン ビ ン に よ る (し か し ADPに よ る も の で は な い )血 小 板 活 性 化 に よ り 、 放 出 さ れ た
。 い ず れ の 物 質 も 、 血 小 板 か ら bFGFを 遊 離 す る こ と は 可 能 で は な か っ た 。
【 図 ２ ８ 】 図 28は 、 血 小 板 に よ る 選 択 的 VEGFタ ン パ ク 質 取 込 み で あ る 。 VEGFタ ン パ ク 質 は
、 放 射 性 ヨ ウ 素 で 標 識 し 、 お よ び マ ト リ ゲ ル 100μ l中 の 約 50ngの 1 2 5 I-標 識 VEGFを 、 C57BL
K/6マ ウ ス の 左 側 腹 へ 皮 下 移 植 し た 。 3日 後 、 マ ウ ス を 屠 殺 し 、 ク エ ン 酸 血 1mlを 、 終 末 放
血 (terminal bleed)に よ り 収 集 し た 。 各 組 織 試 料 の 放 射 活 性 を ガ ン マ カ ウ ン タ ー 上 で 定 量
し 、 こ の 値 を 組 織 質 量 の 差 に 関 し て 補 正 し 、 組 織 1g当 た り の 1分 間 の カ ウ ン ト 数 [cpm/g組
織 ]と し て 表 し た 。 実 験 を 、 1回 の 実 験 に つ き 5匹 の マ ウ ス で 、 2回 個 別 に 繰 返 し 、 図 は 、 平
均 ± 標 準 誤 差 を 表 し て い る 。
【 図 ２ ９ 】 図 29A-Hは 、 腫 瘍 -保 有 す る マ ウ ス の 血 小 板 タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ ル の 代 表 的 分
析 で あ る 。 健 常 マ ウ ス ("対 照 ")、 非 -血 管 新 生 性 休 眠 腫 瘍 異 種 移 植 片 を 保 有 す る マ ウ ス ("
非 -血 管 新 生 性 ")、 お よ び 血 管 新 生 性 腫 瘍 異 種 移 植 片 を 保 有 す る マ ウ ス ("血 管 新 生 性 ")か
ら の ス ペ ク ト ル を 、 ゲ ル 像 と し て 示 し た 。 差 次 的 発 現 パ タ ー ン が い く つ か の ペ プ チ ド に 関
し て 検 出 さ れ た 。 例 え ば 血 小 板 溶 解 液 の 塩 基 性 画 分 に お い て 、 バ ン ド が 8200Daで 同 定 さ れ
、 そ の 後 免 疫 枯 渇 に よ り 、 血 小 板 因 子 -4(PF-4)で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。 横 軸 ： m/z値 か
ら コ ン ピ ュ ー タ に よ り 算 出 し た 相 対 MW。 縦 軸 ： 免 疫 枯 渇 ま た は 免 疫 沈 降 に よ り 確 認 し た 、
同 定 さ れ た ペ プ チ ド 。 バ ン ド 強 度 は 、 タ ン パ ク 質 の 相 対 発 現 プ ロ フ ァ イ ル に 相 関 し て い る
。
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【 図 ２ ２ Ｄ 】

【 図 ２ ３ Ａ 】

【 図 ２ ３ Ｂ 】

(62) JP 2007-535324 A 2007.12.6



【 図 ２ ４ 】
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【 図 ２ ９ Ｃ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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