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(57)【要約】
本発明により、肝臓傷害（これには、虚血性肝臓損傷が
含まれるが、これに限定されない）の診断およびモニタ
ーリングのための新規な、高感度かつ特異的なマーカー
が提供される。これには、アルギニン／尿素／一酸化窒
素サイクルのいくつかの酵素、硫化酵素およびスペクト
リン分解関連生成物を特定することが含まれる。肝臓虚
血により誘導される多数の傷害を診断およびモニターリ
ングするための新規な、高感度かつ特異的なマーカーが
提供される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　アルギニン／尿素／一酸化窒素サイクルの酵素、硫化酵素およびスペクトリン分解関連
生成物を含むバイオマーカーのパネル。
【請求項２】
　前記酵素が、アルギニノコハク酸シンセターゼ（ＡＳＳ）、アルギニノコハク酸リアー
ゼ（ＡＳＬ）、硫化（エストロゲンスルホトランスフェラーゼ（ＥＳＴ）、スクアレンシ
ンターゼ（ＳＱＳ）、肝臓グリコーゲンホスホリラーゼ（ＧＰ）、カルバモイルリン酸シ
ンセターゼ（ＣＰＳ－１）、α－エノラーゼ１、グルコース調節タンパク質（ＧＲＰ）お
よびスペクトリン分解生成物を含む、請求項１に記載のバイオマーカーのパネル。
【請求項３】
　肝臓傷害を検出および診断する方法であって、
　被験体サンプルにおける少なくとも１つまたは１つよりも多いバイオマーカーを検出す
る工程；および、該１つまたは１つよりも多いバイオマーカーの検出を肝臓傷害の診断と
相関させる工程であって、該相関では、正常な被験体と比較して、それぞれの診断におけ
る１つまたは１つよりも多いバイオマーカーの検出が考慮に入れられ、該１つまたは１つ
よりも多いタンパク質マーカーが、
　アルギニノコハク酸シンセターゼ（ＡＳＳ）、アルギニノコハク酸リアーゼ（ＡＳＬ）
、硫化（エストロゲンスルホトランスフェラーゼ（ＥＳＴ）、スクアレンシンターゼ（Ｓ
ＱＳ）、肝臓グリコーゲンホスホリラーゼ（ＧＰ）、カルバモイルリン酸シンセターゼ（
ＣＰＳ－１）、α－エノラーゼ１、グルコース調節タンパク質（ＧＲＰ）およびスペクト
リン分解生成物からなる群から選択される、工程；および
　該１つまたは１つよりも多いタンパク質バイオマーカーの検出を肝臓傷害の診断と相関
させる工程であって、該相関では、正常な被験体と比較して、それぞれの診断における１
つまたは１つよりも多いタンパク質バイオマーカーの検出が考慮に入れられる、工程
を含む、方法。
【請求項４】
　複数の前記バイオマーカーが検出される、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　少なくとも２つの前記バイオマーカーが検出される、請求項３に記載の方法。
【請求項６】
　少なくとも３つの前記バイオマーカーが検出される、請求項３に記載の方法。
【請求項７】
　少なくとも４つの前記バイオマーカーが検出される、請求項３に記載の方法。
【請求項８】
　少なくとも２つのバイオマーカーの任意の組み合わせが、肝臓傷害および／または肝臓
疾患を診断するために使用される、請求項３に記載の方法。
【請求項９】
　複数の前記マーカーが、肝臓傷害および／または肝臓疾患を診断するために組み合わせ
て使用される、請求項３に記載の方法。
【請求項１０】
　前記サンプルが、血液、血漿、血清、尿、組織、細胞および肝臓からなる群から選択さ
れる、請求項３に記載の方法。
【請求項１１】
　１つまたは１つよりも多いバイオマーカーが、肝臓傷害および／または肝臓疾患に罹患
しやすい患者、あるいは、肝臓傷害および／または肝臓疾患に罹患している患者から得ら
れるバイオマーカープロフィルを正常な被験体と比較することによって検出される、請求
項３に記載の方法。
【請求項１２】
　１つまたは１つよりも多いバイオマーカーが、イムノアッセイを使用して検出される、
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請求項３に記載の方法。
【請求項１３】
　１つまたは１つよりも多いバイオマーカーが、バイオチップアレイを使用して検出され
る、請求項３に記載の方法。
【請求項１４】
　前記バイオチップアレイがタンパク質チップアレイである、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記バイオチップアレイが核酸アレイである、請求項１３に記載の方法。
【請求項１６】
　前記１つまたは１つよりも多いマーカーがバイオチップアレイに固定される、請求項１
３に記載の方法。
【請求項１７】
　固定された１つまたは１つよりも多いマーカーが、マーカーの分子量を検出するために
レーザーイオン化に供される、請求項１３に記載の方法。
【請求項１８】
　前記１つまたは１つよりも多いマーカーの分子量が、総イオン電流に対して正規化され
る閾値強度に対して分析される、請求項１３に記載の方法。
【請求項１９】
　対数変換が、ピーク強度範囲を減少させて、検出されたマーカーの数を制限するために
使用される、請求項１３に記載の方法。
【請求項２０】
　被験体における肝臓傷害および／または肝臓疾患を診断するためのキットであって、
　（ａ）肝臓傷害を有することが疑われるヒト被験体から単離された生物学的サンプルを
保持するための基材、
　（ｂ）少なくとも１つまたは１つよりも多いバイオマーカーを検出する蛍光原因子、
　（ｃ）バイオマーカーのパネル、および
　（ｄ）該生物学的サンプルにおける少なくとも１つのマーカーの存在または量を検出す
るために、該因子を該生物学的サンプルまたは該生物学的サンプルの一部と反応させるた
めの印刷された説明書
を含む、キット。
【請求項２１】
　前記バイオマーカーのパネルが、アルギニノコハク酸シンセターゼ（ＡＳＳ）およびア
ルギニノコハク酸リアーゼ（ＡＳＬ）、硫化（エストロゲンスルホトランスフェラーゼ（
ＥＳＴ）、スクアレンシンターゼ（ＳＱＳ）、肝臓グリコーゲンホスホリラーゼ（ＧＰ）
、カルバモイルリン酸シンセターゼ（ＣＰＳ－１）、α－エノラーゼ１、グルコース調節
タンパク質（ＧＲＰ）およびスペクトリン分解生成物のいずれか１つまたは１つより多く
を含む、請求項２０に記載のキット。
【請求項２２】
　アルギニノコハク酸シンセターゼ（ＡＳＳ）およびアルギニノコハク酸リアーゼ（ＡＳ
Ｌ）、硫化（エストロゲンスルホトランスフェラーゼ（ＥＳＴ）、スクアレンシンターゼ
（ＳＱＳ）、肝臓グリコーゲンホスホリラーゼ（ＧＰ）、カルバモイルリン酸シンセター
ゼ（ＣＰＳ－１）、α－エノラーゼ１、グルコース調節タンパク質（ＧＲＰ）およびスペ
クトリン分解生成物のいずれか１つまたは１つよりも多いバイオマーカーに対して特異的
な抗体をさらに含む、請求項２０に記載のキット。
【請求項２３】
　肝臓酵素障害を検出および診断する方法であって、
　被験体サンプルにおける少なくとも１つまたは１つよりも多いバイオマーカーの非存在
を決定する工程；および１つまたは１つよりも多いバイオマーカーの検出または検出の非
存在を肝臓酵素障害の診断と相関させる工程であって、該相関では、正常な被験体と比較
して、それぞれの診断における１つまたは１つよりも多いバイオマーカーの検出または検



(4) JP 2008-534969 A 2008.8.28

10

20

30

40

50

出の非存在が考慮に入れられ、該１つまたは１つよりも多いタンパク質マーカーが、
　アルギニノコハク酸シンセターゼ（ＡＳＳ）、アルギニノコハク酸リアーゼ（ＡＳＬ）
、硫化（エストロゲンスルホトランスフェラーゼ（ＥＳＴ）、スクアレンシンターゼ（Ｓ
ＱＳ）、肝臓グリコーゲンホスホリラーゼ（ＧＰ）、カルバモイルリン酸シンセターゼ（
ＣＰＳ－１）、α－エノラーゼ１、グルコース調節タンパク質（ＧＲＰ）およびスペクト
リン分解生成物からなる群から選択される、工程；および
　１つまたは１つよりも多いタンパク質バイオマーカーの検出を肝臓酵素障害の診断と相
関させる工程であって、該相関では、正常な被験体と比較して、それぞれの診断における
１つまたは１つよりも多いタンパク質バイオマーカーの検出の非存在が考慮に入れられる
、工程
を含む、方法。
【請求項２４】
　肝臓酵素障害を発症する危険性がある患者を検出する方法であって、
　被験体サンプルにおける少なくとも１つまたは１つよりも多いバイオマーカーの非存在
を決定する工程；および１つまたは１つよりも多いバイオマーカーの検出または検出の非
存在を、肝臓酵素障害を発症する危険性がある患者の診断と相関させる工程であって、該
相関では、正常な被験体と比較して、それぞれの診断における１つまたは１つよりも多い
バイオマーカーの検出または検出の非存在が考慮に入れられ、該１つまたは１つよりも多
いタンパク質マーカーが、
　アルギニノコハク酸シンセターゼ（ＡＳＳ）、アルギニノコハク酸リアーゼ（ＡＳＬ）
、硫化（エストロゲンスルホトランスフェラーゼ（ＥＳＴ）、スクアレンシンターゼ（Ｓ
ＱＳ）、肝臓グリコーゲンホスホリラーゼ（ＧＰ）、カルバモイルリン酸シンセターゼ（
ＣＰＳ－１）、α－エノラーゼ１、グルコース調節タンパク質（ＧＲＰ）およびスペクト
リン分解生成物からなる群から選択される、工程；および
　１つまたは１つよりも多いタンパク質バイオマーカーの検出または検出の非存在を肝臓
酵素障害の危険性が高い患者の診断と相関させる工程であって、該相関では、正常な被験
体と比較して、それぞれの診断における１つまたは１つよりも多いタンパク質バイオマー
カーの検出の非存在が考慮に入れられる、工程
を含む、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　発明の分野
　本発明は、肝臓傷害を診断するためのバイオマーカーのパネルおよび方法に関連する。
具体的には、肝臓傷害において特有に産生されるバイオマーカーの高感度な、特異的かつ
確実な検出および特定が提供される。
【背景技術】
【０００２】
　背景
　肝臓は極めて重要な器官である。身体の主要な代謝器官として、肝臓は、アミノ酸の脱
アミン化および尿素の形成、グリコーゲンの形成による血糖の調節、血漿タンパク質の産
生、胆汁の産生および分泌、内臓（腸）循環からの粒状物の食作用、ならびに、内因性毒
素および外因性毒素の両方の解毒および除去を含めて、ほとんどすべての生化学的プロセ
スにおいて何らかの役割を果たしている。
【０００３】
　肝臓のこれら多くの機能は、循環している血液とのその密接な会合に依存する。それぞ
れの肝臓細胞が、内臓循環からの静脈血と混合された酸素化動脈血を含有する血液洞様毛
細血管に少なくとも１つの面でさらされる。この豊富な血液供給は、肝臓が機能するため
に必要である。洞様毛細血管からの血液は肝細胞に酸素および栄養分を供給する。肝細胞
は、それら自身の代謝的要求のために、また、肝臓の多くの不可欠な生成物を合成するた
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めに、それらの両方で栄養分を使用する。血管または脈管構造における異常は、肝臓に対
する即時的かつ重大な影響を有し得る。例えば、肝臓細胞は、経口摂取される何らかの毒
性化合物（例えば、エチルアルコールなど）の高い濃度にさらされる。摂取された化合物
がそれ自体、毒性でない場合でさえ、そのような化合物の肝臓代謝のときに産生される中
間の誘導体が肝細胞に損傷を与えることがある。この現象が、例えば、四塩化炭素中毒に
おいて生じる。血液は肝洞様毛細血管の中をゆっくり移動するので、肝臓の細胞はまた、
血液によって運ばれる感染性病原体（例えば、ウイルスおよび細菌など）による攻撃を極
めて受けやすい。さらに、肝血圧における乱れは肝臓組織に損傷を及ぼし得る。右心不全
は肝血圧を増大させ、圧迫壊死（肝細胞の死）および線維症を引き起こし得る。左心不全
は肝灌流を低下させ、肝細胞の酸素欠乏症および死を引き起こし得る。
【０００４】
　何らかの起源に由来する肝臓損傷は、傷害のタイプおよび程度ならびに肝臓内でのその
場所に依存して、肝臓の再生、壊死（細胞の死）、変性、炎症、線維症、または、これら
のプロセスの混合をもたらし得る。肝臓は大きな機能的予備を有しており、しかし、進行
性の傷害により、肝臓機能の破壊は、命を脅かす結果を有し得る。肝硬変（これは末期の
肝臓疾患の１つのタイプである）は西洋世界における上位１０の死因の１つである。
【０００５】
　肝臓傷害の少数のマーカー（例えば、ＡＬＴ、ＬＤＨ）が、肝臓傷害（例えば、虚血／
再灌流など）が肝臓損傷の主要な病理学的原因である臨床状態の診断またはモニターリン
グのために使用されている。これらの状態には、外傷および熱傷、腹部手術、出血性ショ
ックおよび敗血症性ショック、腹部銃創、ならびに、肝臓移植がある。しかしながら、Ａ
ＬＴ、ＬＤＨおよび他の古典的マーカーは高感度でないか、または、特異的でないかのい
ずれかである。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　従って、肝臓の傷害および疾患を診断するバイオマーカーの特異的な、高感度かつ確実
な検出がこの分野では求められている。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　要旨
　肝臓虚血により誘導される多数の傷害を診断およびモニターリングするための新規な、
高感度かつ特異的なマーカーが提供される。具体的には、バイオマーカーの特定は、アル
ギニン／尿素／一酸化窒素サイクルのいくつかの酵素、硫化酵素およびスペクトリン分解
関連生成物を特定することに基づいている。これらには、アルギニノコハク酸シンセター
ゼ（ＡＳＳ）およびアルギニノコハク酸リアーゼ（ＡＳＬ）、硫化（エストロゲンスルホ
トランスフェラーゼ（ＥＳＴ）、スクアレンシンターゼ（ＳＱＳ）、肝臓グリコーゲンホ
スホリラーゼ（ＧＰ）、カルバモイルリン酸シンセターゼ（ＣＰＳ－１）、α－エノラー
ゼ１およびグルコース調節タンパク質（ＧＲＰ）が含まれるが、これらに限定されない。
【０００８】
　好ましい実施形態において、組成物は、アルギニン／尿素／一酸化窒素サイクルの酵素
、硫化酵素およびスペクトリン分解関連生成物を含む。
【０００９】
　別の好ましい実施形態において、組成物は、アルギニノコハク酸シンセターゼ（ＡＳＳ
）およびアルギニノコハク酸リアーゼ（ＡＳＬ）、硫化（エストロゲンスルホトランスフ
ェラーゼ（ＥＳＴ）、スクアレンシンターゼ（ＳＱＳ）、肝臓グリコーゲンホスホリラー
ゼ（ＧＰ）、カルバモイルリン酸シンセターゼ（ＣＰＳ－１）、α－エノラーゼ１、グル
コース調節タンパク質（ＧＲＰ）およびスペクトリン分解生成物を含む。
【００１０】
　別の好ましい実施形態において、肝臓の虚血性傷害を検出する方法は、アルギニン、尿
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素および／または一酸化窒素サイクルの１つまたは１つよりも多い酵素を検出することを
含む。
【００１１】
　別の好ましい実施形態において、肝臓の虚血性傷害を検出する方法は、アルギニノコハ
ク酸シンセターゼ（ＡＳＳ）およびアルギニノコハク酸リアーゼ（ＡＳＬ）、硫化（エス
トロゲンスルホトランスフェラーゼ（ＥＳＴ）、スクアレンシンターゼ（ＳＱＳ）、肝臓
グリコーゲンホスホリラーゼ（ＧＰ）、カルバモイルリン酸シンセターゼ（ＣＰＳ－１）
、α－エノラーゼ１、グルコース調節タンパク質（ＧＲＰ）およびスペクトリン分解生成
物を含む、肝臓傷害の少なくとも１つのマーカーを検出することを含む。
【００１２】
　別の好ましい実施形態において、肝臓傷害を検出するためのキットが提供される。好ま
しくは、キットは、下記マーカーの少なくとも１つを含むバイオマーカーの組成物を提供
する：アルギニノコハク酸シンセターゼ（ＡＳＳ）およびアルギニノコハク酸リアーゼ（
ＡＳＬ）、硫化（エストロゲンスルホトランスフェラーゼ（ＥＳＴ）、スクアレンシンタ
ーゼ（ＳＱＳ）、肝臓グリコーゲンホスホリラーゼ（ＧＰ）、カルバモイルリン酸シンセ
ターゼ（ＣＰＳ－１）、α－エノラーゼ１、グルコース調節タンパク質（ＧＲＰ）および
スペクトリン分解生成物。
【００１３】
　別の好ましい実施形態において、任意の起源の肝臓損傷を、本明細書中に開示される１
つまたは１つよりも多いバイオマーカーを検出することによって、また、他の知られてい
る試験（例えば、肝血流量またはプロトロンビン凝固時間の評価など）または血清マーカ
ー（例えば、血清ビリルビン、血清トランスアミナーゼおよび血清アルカリホスファター
ゼのレベルなど）との併用で診断およびモニターすることができる。検出されたバイオマ
ーカーのレベルは、肝臓損傷のタイプおよび程度を決定することにおいて有用である肝臓
組織の組織学的評価；肝臓機能または血清マーカーを測定するインビトロでの生化学的検
査、および／または、肝臓の組織生検からの結果と相関させることができる。所望される
ならば、バイオマーカーの検出は、生化学的検査、組織生検、患者の病歴、および、肝臓
損傷を誘導する手段の評価と組み合わせることができ、また、肝臓損傷の程度を決定する
際に使用される。
【００１４】
　別の好ましい実施形態において、治療方針が、アルギニノコハク酸シンセターゼ（ＡＳ
Ｓ）およびアルギニノコハク酸リアーゼ（ＡＳＬ）、硫化（エストロゲンスルホトランス
フェラーゼ（ＥＳＴ）の標的化に関連する。
【００１５】
　別の好ましい実施形態において、ＡＳＳの非存在により、肝臓酵素疾患が診断される。
例えば、ＡＳＳの不足（アルギニノコハク酸シンセターゼ欠損症）は遺伝性疾患（カエデ
シロップ尿病（ＭＳＵＤ）およびシトルリン血症）である。健康な対照者におけるベース
ラインレベルが本発明の方法により検出可能であり、そのようなベースラインは、そのよ
うな状態に冒されたヒトでは正常値よりも低いことが予想される。
【００１６】
　好ましい実施形態において、肝臓酵素障害を検出および診断する方法は、被験体サンプ
ルにおける少なくとも１つまたは１つよりも多いバイオマーカーの非存在を決定する工程
；および、１つまたは１つよりも多いバイオマーカーの検出または検出の非存在を肝臓酵
素障害の診断と相関させる工程であって、相関では、正常な被験体と比較して、それぞれ
の診断における１つまたは１つよりも多いバイオマーカーの検出または存在の非存在が考
慮に入れられ、１つまたは１つよりも多いタンパク質マーカーが、アルギニノコハク酸シ
ンセターゼ（ＡＳＳ）、アルギニノコハク酸リアーゼ（ＡＳＬ）、硫化（エストロゲンス
ルホトランスフェラーゼ（ＥＳＴ）、スクアレンシンターゼ（ＳＱＳ）、肝臓グリコーゲ
ンホスホリラーゼ（ＧＰ）、カルバモイルリン酸シンセターゼ（ＣＰＳ－１）、α－エノ
ラーゼ１、グルコース調節タンパク質（ＧＲＰ）およびスペクトリン分解生成物から選択
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される、工程；および、１つまたは１つよりも多いタンパク質バイオマーカーの検出を肝
臓酵素障害の診断と相関させる工程であって、相関では、正常な被験体と比較して、それ
ぞれの診断における１つまたは１つよりも多いタンパク質バイオマーカーの非存在または
検出が考慮に入れられる、工程を含む。
【００１７】
　別の好ましい実施形態において、肝臓酵素障害を発症する危険性がある患者を検出する
方法は、被験体のサンプルにおける少なくとも１つまたは１つよりも多いバイオマーカー
の非存在を決定する工程；および、１つまたは１つよりも多いバイオマーカーの検出また
は検出の非存在を、肝臓酵素障害を発症する危険性がある患者の診断と相関させる工程で
あって、相関では、正常な被験体と比較して、それぞれの診断における１つまたは１つよ
りも多いバイオマーカーの検出または検出の非存在が考慮に入れられ、１つまたは１つよ
りも多いタンパク質マーカーが、アルギニノコハク酸シンセターゼ（ＡＳＳ）、アルギニ
ノコハク酸リアーゼ（ＡＳＬ）、硫化（エストロゲンスルホトランスフェラーゼ（ＥＳＴ
）、スクアレンシンターゼ（ＳＱＳ）、肝臓グリコーゲンホスホリラーゼ（ＧＰ）、カル
バモイルリン酸シンセターゼ（ＣＰＳ－１）、α－エノラーゼ１、グルコース調節タンパ
ク質（ＧＲＰ）およびスペクトリン分解生成物から選択される、工程；および、１つまた
は１つよりも多いタンパク質バイオマーカーの検出または検出の非存在を、危険性がある
肝臓酵素障害患者の診断と相関させる工程であって、相関では、正常な被験体と比較して
、それぞれの診断における１つまたは１つよりも多いタンパク質バイオマーカーの検出の
非存在が考慮に入れられる、工程を含む。
【００１８】
　本発明の他の局面が下記に記載される。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１９】
　詳細な説明
　肝臓傷害を診断する高感度かつ特異的なバイオマーカーのパネルが提供される。具体的
には、ＡＳＳ、ＡＳＬ、ＳＱＳおよびＥＳＴが、肝臓の虚血／再灌流により誘導される傷
害の病理学的に関連したバイオマーカーであることが示される。これらの研究において、
肝臓の虚血／再灌流傷害の新規なバイオマーカーを最初に発見するための肝臓プロテミッ
ク法が用いられた。ＡＳＳ、ＡＳＬ、ＳＱＬおよびＥＳＴが、実験的な虚血／再灌流によ
り誘導される肝臓傷害の非常に早い段階で血漿および血清に存在し、従って、肝臓移植の
モニターリングを含めて、大きい診断的および予後的な価値を有する。
【００２０】
　定義
　本発明を示す前に、本明細書中下記において使用されるいくつかの用語の定義を示すこ
とがその理解に役立ち得る。
【００２１】
　表現「肝臓傷害」は本明細書中では最も広い意味で使用され、内的要因または外的要因
またはそれらの組み合わせから直接的または間接的に生じる任意の構造的または機能的な
肝臓傷害を示す。肝臓傷害は、虚血、肝毒性化合物に対する暴露、放射線暴露、機械的な
肝臓傷害、遺伝的素因、ウイルス感染、アルコールおよび薬物乱用、自己免疫疾患（例え
ば、自己免疫性慢性肝炎など）をはじめとする数多くの要因によって、また、タンパク質
（例えば、アクチビンおよびＴＧＦ－βなど）の上昇したインビボレベルの結果として誘
導され得る。用語「肝臓傷害」には、移植された肝臓の拒絶が含まれる。
【００２２】
　本発明に関連して使用される用語「防止」には、予測された肝臓損傷の結果を完全また
は部分的に阻止すること、および、既に生じている肝臓損傷の進行の阻止または緩和化が
含まれる。存在している肝臓損傷が完全または部分的に反転し得ることが予想されるとし
ても、このことはこの定義のもとでの要件ではない。
【００２３】
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　用語「予防効果的な量」は、本明細書中上記で定義されるような防止を達成することに
おいて効果的である量を示すために使用される。
【００２４】
　「肝臓損傷を発症する危険性がある」患者には、肝臓損傷を誘導する可能性を有するこ
とが知られている何らかの要因にさらされることが予想されるそのような患者、または、
そのような要因にさらされているそのような患者が含まれる。これには、（治療の一部と
してであるか、または、偶発的な暴露によるものであるかは問わず）肝毒性化合物にされ
られること、または、安全であると従来的には見なされていた線量で、もしくは、安全で
ないと従来的には見なされていた線量で放射線にさらされること、または、肝臓損傷を誘
導することが知られている、疾患の処置において有用な何らかの臨床的治療にさらされる
ことが含まれる。この定義にはさらに、鈍的外傷、銃創または手術を含めて、身体的外傷
による実際の持続した肝臓傷害または可能性のある持続した肝臓傷害が含まれる。肝臓損
傷を発症する危険性がある患者には、代謝の生まれながらの異常を有し、肝臓損傷の誘導
に対する遺伝的素因を有するそのような患者、または、遺伝要因、年齢、性別、栄養状態
、他の薬物に対する暴露、および、全身性疾患を含む他の危険性因子に起因する肝臓損傷
を受けやすいそのような哺乳動物患者が含まれる。肝臓損傷を発症する危険性がある患者
にはまた、ウイルス（例えば、Ａ型肝炎、Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎、Ｄ型肝炎またはＥ型肝炎
など）または自己免疫性慢性肝炎にさらされることが予想されるそのような患者、あるい
は、ウイルス（例えば、Ａ型肝炎、Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎、Ｄ型肝炎またはＥ型肝炎など）
または自己免疫性慢性肝炎にさらされているそのような患者が含まれる。
【００２５】
　「虚血」は、組織への酸素化血液の供給が低下または中断するときに生じる。
【００２６】
　「マーカー」または「バイオマーカー」は本明細書中では交換可能に使用され、本発明
の関連では、対照被験体（例えば、陰性の診断を有する人、正常または健康な被験体）か
ら採取された比較可能なサンプルと比較して、肝臓傷害および／または肝臓障害を有する
患者から採取されたサンプルに示差的に存在する（特定の見かけの分子量を有する）ポリ
ペプチドを示す。
【００２７】
　酵素の「活性」は、一定の温度およびｐＨにおいて単位時間あたりに生成した生成物の
量である。
【００２８】
　酵素の「比活性」は、１ｍｇのタンパク質について単位時間あたりに生成した生成物の
量である。
【００２９】
　「基質」は、酵素が触媒する標的タンパク質である。国際生化学連合（Ｉ．Ｕ．Ｂ．）
は、酵素名が、作用した基質と、触媒される反応のタイプとの両方を示すことを推奨する
酵素命名法の基準を提案した。
【００３０】
　本発明の関連での「相補的」は、１つのバイオマーカーを単独で検出することと比較し
て、一緒に検出されたときには増大した感度および特異性をもたらす少なくとも２つのバ
イオマーカーの検出を示す。
【００３１】
　表現「示差的に存在する」は、対照被験体と比較して、例えば、肝臓障害を有する患者
から採取されたサンプルに存在するマーカーの量および／または頻度における差を示す。
例えば、マーカーは、対照被験体のサンプルと比較して、肝臓傷害を有する患者のサンプ
ルにおいて上昇したレベルまたは低下したレベルで存在するポリペプチドであり得る。あ
るいは、マーカーは、対照被験体のサンプルと比較して、患者のサンプルにおいてより大
きい頻度またはより低い頻度で検出されるポリペプチドであり得る。マーカーは、量、頻
度または両方において示差的に存在し得る。
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【００３２】
　ポリペプチドは、一方のサンプルにおけるポリペプチドの量が他方のサンプルにおける
ポリペプチドの量と統計学的に有意に異なるならば、２つのサンプルの間で示差的に存在
する。例えば、ポリペプチドが、他方のサンプルに存在するよりも少なくとも約１２０％
多く、少なくとも約１３０％多く、少なくとも約１５０％多く、少なくとも約１８０％多
く、少なくとも約２００％多く、少なくとも約３００％多く、少なくとも約５００％多く
、少なくとも約７００％多く、少なくとも約９００％多く、または、少なくとも約１００
０％多く存在するならば、あるいは、ポリペプチドが一方のサンプルにおいて検出可能で
あり、他方のサンプルにおいて検出できないならば、ポリペプチドは２つのサンプルの間
で示差的に存在する。
【００３３】
　代替として、または、加えて、肝臓傷害および／または肝臓障害に罹患している患者の
サンプルにおいてポリペプチドを検出する頻度が、対照サンプルの場合よりも統計学的に
有意に大きいか、または、低いならば、ポリペプチドは２組のサンプルの間で示差的に存
在する。例えば、ポリペプチドが、一方の組のサンプルにおいて、もう一方の組のサンプ
ルにおけるよりも、少なくとも約１２０％、少なくとも約１３０％、少なくとも約１５０
％、少なくとも約１８０％、少なくとも約２００％、少なくとも約３００％、少なくとも
約５００％、少なくとも約７００％、少なくとも約９００％、または、少なくとも約１０
００％大きい頻度または低い頻度で観測されるならば、ポリペプチドは２組のサンプルの
間で示差的に存在する。
【００３４】
　「診断（的）」は、病理学的状態の存在または性質を特定することを意味する。診断方
法はその感度および特異性において異なる。診断アッセイの「感度」は、試験が陽性であ
る疾患個体の百分率である（「真の陽性個体」の割合）。アッセイによって検出されない
疾患個体は「偽陰性個体」である。疾患を有さず、かつ、アッセイにおいて試験が陰性で
ある被験体は「真の陰性個体」と呼ばれる。診断アッセイの「特異性」は、１－偽陽性率
であり、この場合、「偽陽性」率は、試験が陽性である、疾患を有しない被験体の割合と
して定義される。特定の診断方法により、状態の確定診断がもたらされないことがあるが
、その方法が、診断を助ける陽性の指示をもたらすならば、その診断方法は十分である。
【００３５】
　マーカーの「試験量」は、試験されているサンプルに存在するマーカーの量を示す。試
験量は絶対的な量（例えば、μｇ／ｍｌ）または相対的な量（例えば、シグナルの相対的
強度）のどちらでも可能である。
【００３６】
　マーカーの「診断量」は、肝臓傷害および／または肝臓障害の診断と一致する、被験体
のサンプルにおけるマーカーの量を示す。診断量は絶対的な量（例えば、μｇ／ｍｌ）ま
たは相対的な量（例えば、シグナルの相対的強度）のどちらでも可能である。
【００３７】
　マーカーの「対照量」は、マーカーの試験量に対して比較されるべき任意の量またはあ
る範囲の量であり得る。例えば、マーカーの対照量は、肝臓傷害および／または肝臓障害
を有しない人におけるマーカーの量が可能である。対照量は絶対的な量（例えば、μｇ／
ｍｌ）または相対的な量（例えば、シグナルの相対的強度）のどちらでも可能である。
【００３８】
　「プローブ」は、気相イオン分光計に取り外し可能に挿入することができるデバイスを
示し、検出用マーカーを提示するための表面を有する基材を含む。プローブは１つだけの
基材または複数の基材を含むことができる。
【００３９】
　「基材」または「プローブ基材」は、吸着剤が（例えば、付着、沈積などによって）提
供され得る固相を示す。
【００４０】
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　「吸着剤」は、マーカーを吸着することができる任意の物質を示す。用語「吸着剤」は
、マーカーがさらされる単一物質（「モノプレクッス吸着剤」）（例えば、化合物または
官能基）、および、マーカーがさらされる多数の異なる物質（「マルチプレックス吸着剤
」）の両方を示すために本明細書中では使用される。マルチプレックス吸着剤における吸
着剤物質は「吸着剤種」として示される。例えば、プローブ基材におけるアドレス指定可
能な場所は、異なる結合特性を有する多くの異なる吸着剤種（例えば、アニオン交換物質
、金属キレーターまたは抗体）によって特徴づけられるマルチプレックス吸着剤を含むこ
とができる。基材物質自体もまた、マーカーを吸着することに寄与することができ、従っ
て、「吸着剤」の一部であると見なされる場合がある。
【００４１】
　「吸着」または「保持」は、溶出剤（選択性閾値調節剤）または洗浄液による洗浄の前
または後のいずれかでの、吸着剤と、マーカーとの間での検出可能な結合を示す。
【００４２】
　「溶出剤」または「洗浄液」は、吸着剤へのマーカーの吸着を媒介させるために使用す
ることができる作用因を示す。溶出剤および洗浄液はまた、「選択性閾値調節剤」として
示される。溶出剤および洗浄液は、非結合物質をプローブ基材表面から洗浄および除去す
るために使用することができる。
【００４３】
　「分割する」、「分割」または「マーカーの分割」は、サンプルにおける少なくとも１
つのマーカーを検出することを示す。分割は、分離およびその後の分別検出によってサン
プルにおける多数のマーカーを検出することを包含する。分割は、混合物におけるすべて
の他の生体分子からの１つまたは１つよりも多いマーカーの完全な分離を必要としない。
むしろ、少なくとも１つのマーカーと他の生体分子との識別を可能にする任意の分離が十
分である。
【００４４】
　「気相イオン分光計」は、サンプルが気化およびイオン化されるときに形成されたイオ
ンの質量対電荷比に変換することができるパラメーターを測定する装置を示す。一般には
、目的とするイオンは単電荷を有しており、質量対電荷比は単に質量として示されること
が多い。気相イオン分光計には、例えば、質量分析計、イオン移動度分光計および総イオ
ン電流測定デバイスが含まれる。
【００４５】
　「質量分析計」は、注入系、イオン化源、イオン光学アセンブリー、質量アナライザー
および検出器を含む気相イオン分析計を示す。
【００４６】
　「レーザー脱離質量分析計」は、分析物を脱離、気化およびイオン化するための手段と
してレーザーを使用する質量分析計を示す。
【００４７】
　「検出する」は、検出すべき対象物の存在、非存在または量を特定することを示す。
【００４８】
　用語「ポリペプチド」、用語「ペプチド」および用語「タンパク質」は、アミノ酸残基
のポリマーを示すために本明細書中では交換可能に使用される。これらの用語は、天然に
存在するアミノ酸ポリマーと同様に、１つまたは１つよりも多いアミノ酸残基が、対応す
る天然に存在するアミノ酸のアナログまたは模倣体であるアミノ酸ポリマーに対して適用
される。ポリペプチドは、例えば、糖タンパク質を形成するための炭水化物残基の付加に
よって修飾され得る。用語「ポリペプチド」、用語「ペプチド」および用語「タンパク質
」には、糖タンパク質が、非糖タンパク質と同様に含まれる。
【００４９】
　「検出可能な成分」または「標識」は、分光学的、光化学的、生化学的、免疫化学的ま
たは化学的な手段によって検出可能である組成物を示す。例えば、有用な標識には、３２

Ｐ、３５Ｓ、蛍光性色素、高電子密度試薬、酵素（例えば、ＥＬＩＳＡにおいて一般に使
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用されるような酵素）、ビオチン－ストレプトアビジン、ジオキシゲニン、抗血清または
モノクローナル抗体が入手可能であるハプテンおよびタンパク質、または、標的に対して
相補的な配列を有する核酸分子が含まれる。検出可能な成分は、多くの場合、サンプルに
おける結合した検出可能な成分の量を定量するために使用することができる測定可能なシ
グナル（例えば、放射能シグナル、発色シグナルまたは蛍光シグナルなど）を生じさせる
。シグナルの定量が、例えば、シンチレーション計数、デンシトメトリーまたはフローサ
イトメトリーによって達成される。
【００５０】
　「抗体」は、エピトープ（例えば、抗原）と特異的に結合し、また、エピトープ（例え
ば、抗原）を特異的に認識する、１つまたは１つよりも多い免疫グロブリン遺伝子によっ
て実質的にコードされるポリペプチドリガンドまたはその断片を示す。認識されている免
疫グロブリン遺伝子には、カッパおよびラムダの軽鎖定常領域遺伝子、アルファ、ガンマ
、デルタ、イプシロンおよびミューの重鎖定常領域遺伝子、ならびに、無数の免疫グロブ
リン可変領域遺伝子が含まれる。抗体は、例えば、無傷の免疫グロブリンとして、または
、様々なペプチダーゼによる消化によって作製される数多くの十分に特徴づけられた断片
として存在する。これには、例えば、Ｆａｂ’断片およびＦ（ａｂ’）２断片が含まれる
。本明細書中で使用される用語「抗体」にはまた、完全な抗体の修飾によって作製される
抗体断片、または、組換えＤＮＡ方法論を使用して新規に合成される抗体が含まれる。用
語「抗体」にはまた、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、キメラ抗体、ヒト化抗
体または単鎖抗体が含まれる。抗体の「Ｆｃ」部分は、１つまたは１つよりも多い重鎖定
常領域ドメイン（ＣＨ１、ＣＨ２およびＣＨ３）を含み、しかし、重鎖可変領域を含まな
い、免疫グロブリン重鎖のそのような部分を示す。
【００５１】
　「イムノアッセイ」は、抗原（例えば、マーカー）と特異的に結合させるために抗体を
使用するアッセイである。イムノアッセイは、抗原を単離、標的化および／または定量す
るために特定の抗体の特異的な結合特性を使用することによって特徴づけられる。
【００５２】
　表現、抗体に「特異的（または選択的）に結合する」、または、「との特異的（または
選択的）な免疫反応性を有する」は、タンパク質またはペプチドに関連するとき、タンパ
ク質および他の生物学的物質の不均一な集団におけるタンパク質の存在を決定する結合反
応を示す。従って、示されたイムノアッセイ条件のもとでは、指定された抗体はバックグ
ランドの少なくとも２倍で特定のタンパク質に結合し、サンプルに存在する他のタンパク
質には著しい量で実質的に結合しない。そのような条件のもとでの抗体に対する特異的な
結合は、特定のタンパク質についてのその特異性について選択される抗体を必要とし得る
。例えば、特定の種（例えば、ラット、マウスまたはヒトなど）に由来するマーカーのア
ルギニノコハク酸シンセターゼ（ＡＳＳ）に対して惹起されたポリクローナル抗体を、マ
ーカーＡＳＳとの特異的な免疫反応性を有し、かつ、マーカーＡＳＳの多型変化体および
対立遺伝子体を除いて、他のタンパク質との特異的な免疫反応性を有しないそのようなポ
リクローナル抗体のみを得るために選択することができる。この選択は、マーカーのＡＳ
Ｓ分子と交差反応する抗体を他の化学種から取り出すことによって達成することができる
。様々なイムノアッセイ形式を、特定のタンパク質との特異的な免疫反応性を有する抗体
を選択するために使用することができる。例えば、固相ＥＬＩＳＡイムノアッセイが、タ
ンパク質との特異的な免疫反応性を有する抗体を選択するために日常的に使用される（例
えば、特異的な免疫反応性を明らかにするために使用することができるイムノアッセイ形
式および条件の説明については、Ｈａｒｌｏｗ＆Ｌａｎｅ、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ａ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（１９８８）を参照のこと）。典型的には、特異的
または選択的な反応はバックグラウンドシグナルまたはバックグラウンドノイズの少なく
とも２倍であり、より典型的にはバックグラウンドの１０倍～１００倍を超える。
【００５３】
　「エネルギー吸収分子」または「ＥＡＭ」は、エネルギーを質量分光計においてイオン
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化源から吸収し、それにより、分析物（例えば、マーカー）のプローブ表面からの脱離を
助ける分子を示す。分析物のサイズおよび性質に依存して、エネルギー吸収分子は場合に
応じて使用することができる。ＭＡＬＤＩにおいて使用されるエネルギー吸収分子はしば
しば、「マトリックス」と呼ばれる。ケイ皮酸誘導体、シナピン酸（「ＳＰＡ」）、シア
ノヒドロキシケイ皮酸（「ＣＨＣＡ」）およびジヒドロ安息香酸がしばしば、生物有機化
学分子のレーザー脱離におけるエネルギー吸収分子として使用される。
【００５４】
　「サンプル」は本明細書中ではその最も広い意味で使用される。ポリヌクレオチド、ポ
リペプチド、ペプチド、抗体断片およびその誘導体を含むサンプルは、体液；細胞調製物
の可溶性分画物、または、細胞が成長した培地；細胞から単離または抽出された染色体、
オルガネラまたは膜；溶液中に存在するか、または、基材に結合したゲノムＤＮＡ、ＲＮ
ＡまたはｃＤＮＡ、ポリペプチドまたはペプチド；細胞；組織；組織プリント；フィンガ
ープリント、皮膚または毛；それらの断片および誘導体を含むことができる。
【００５５】
　「実質的に精製された（される）」は、それらの天然の環境から取り出され、また、単
離または分離され、かつ、それらが天然において会合する他の成分を少なくとも約６０％
含まない核酸分子またはタンパク質（好ましくは、約７５％含まない核酸分子またはタン
パク質、最も好ましくは、約９０％含まない核酸分子またはタンパク質）を示す。
【００５６】
　「基材」は、核酸分子またはタンパク質が結合する任意の硬質支持体または半硬質支持
体を示し、メンブラン、フィルター、チップ、スライドガラス、ウエハー、繊維、磁石ビ
ーズまたは非磁石ビーズ、ゲル、毛細管または他の管材、プレート、ポリマー、ならびに
、ウェル、溝、ピン、流路および細孔を含む様々な表面形態を有するマイクロ粒子を包含
する。
【００５７】
　本明細書中で使用される用語「断片またはセグメント」は、核酸配列、遺伝子またはポ
リペプチドに適用される場合、通常、長さが少なくとも５個の連続した核酸塩基（核酸配
列または遺伝子の場合）またはアミノ酸（ポリペプチドの場合）であり、典型的には、長
さが少なくとも約１０個の連続した核酸塩基またはアミノ酸であり、より典型的には、長
さが少なくとも約２０個の連続した核酸塩基またはアミノ酸であり、通常的には、長さが
少なくとも約３０個の連続した核酸塩基またはアミノ酸であり、好ましくは、長さが少な
くとも約４０個の連続した核酸塩基またはアミノ酸であり、より好ましくは、長さが少な
くとも約５０個の連続した核酸塩基またはアミノ酸であり、一層より好ましくは、長さが
少なくとも約６０個～８０個またはそれ以上の連続した核酸塩基またはアミノ酸である。
本明細書中で使用される「重複する断片」は、核酸またはタンパク質のアミノ末端から始
まり、その核酸またはタンパク質のカルボキシル末端で終わる連続した核酸断片またはペ
プチド断片を示す。それぞれの核酸断片またはペプチド断片は、隣りの核酸断片またはペ
プチド断片と共通する少なくとも約１つの連続する核酸位置またはアミノ酸位置を有し、
より好ましくは、少なくとも約３つの連続する核酸塩基またはアミノ酸位置を共通して有
し、最も好ましくは、少なくとも約１０の連続する核酸塩基またはアミノ酸位置を共通し
て有する。
【００５８】
　核酸の関連での有意な「断片」は少なくとも約１７ヌクレオチドの連続したセグメント
であり、一般には少なくとも２０ヌクレオチド、より一般には少なくとも２３ヌクレオチ
ド、通常の場合には少なくとも２６ヌクレオチド、より通常の場合には少なくとも２９ヌ
クレオチド、多くの場合には少なくとも３２ヌクレオチド、より多くの場合には少なくと
も３５ヌクレオチド、典型的には少なくとも３８ヌクレオチド、より典型的には少なくと
も４１ヌクレオチド、通常的には少なくとも４４ヌクレオチド、より通常的には少なくと
も４７ヌクレオチド、好ましくは少なくとも５０ヌクレオチド、より好ましくは少なくと
も５３ヌクレオチドの連続したセグメントであり、特に好ましい実施形態では少なくとも
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５６ヌクレオチドまたはそれ以上である。
【００５９】
　本明細書中で使用される用語「ポリペプチド」または用語「ペプチド」は、本明細書中
に示される全長のタンパク質を含めて、任意の長さであるアミノ酸鎖を包含する。
【００６０】
　本明細書中で使用される場合、「より長いアミノ配列を有するペプチドまたはエピトー
プ」は、本明細書中に示される全長のタンパク質を含めて、任意の長さであるアミノ酸鎖
を包含する。
【００６１】
　本明細書中で使用される場合、ポリペプチドの「変化体」または「誘導体」は、１つま
たは１つよりも多いアミノ酸残基によって変化させられるアミノ酸配列を示す。変化体は
、置換されたアミノ酸が、類似する構造的性質または化学的性質を有する「保存的」変化
（例えば、イソロイシンによるロイシンの置換）を有する場合がある。より希にではある
が、変化体は、「非保存的」変化（例えば、トリプトファンによるグリシンの置換）を有
する場合がある。類似する小さい変化にはまた、アミノ酸の欠失または挿入またはそれら
の両方が含まれる場合がある。どのアミノ酸残基が、生物学的活性を無効にすることなく
、置換、挿入または欠失され得るかを決定する際の指針が、この分野では広く知られてい
るコンピュータープログラム（例えば、ＬＡＳＥＲＧＥＮＥソフトウエア（ＤＮＡＳＴＡ
Ｒ））を使用して見出され得る。
【００６２】
　得られるポリペプチドは一般に、互いに比較して著しいアミノ酸同一性を有する。多型
変化体は、所与の種の個体の間での特定の遺伝子のポリヌクレオチド配列における変化で
ある。多型変化体はまた、ポリヌクレオチド配列が１個の塩基によって変化する「一ヌク
レオチド多型」（ＳＮＰ）または一塩基変異を含む場合がある。
【００６３】
　「ストリンジェンシー」は、二重鎖を解離させる、核酸が受ける条件（例えば、温度、
イオン強度、および、添加剤（例えば、ホルムアミドなど）の濃度など）の組み合わせが
意味される。二重鎖を解離させる可能性がより大きい条件は、「より大きいストリンジェ
ンシー」と呼ばれる（例えば、より高い温度、より低いイオン強度、および、ホルムアミ
ドのより大きい濃度）。
【００６４】
　大きい選択性が要求される適用のためには、典型的には、比較的ストリンジェントな条
件を、ハイブリッドを形成させるために用いることが望まれる。例えば、比較的低い塩条
件および／または高い温度条件（約５０℃～約７０℃の温度で約０．０２Ｍ～約０．１０
ＭのＮａＣｌによって提供される条件など）が選択される。
【００６５】
　特定の適用のためには、より低いストリンジェンシー条件が要求されることが理解され
る。このような条件のもとでは、たとえ、プローブ鎖および標的鎖の配列が完全に相補的
でなく、１つまたは１つよりも多い位置でミスマッチを有するとしても、ハイブリダイゼ
ーションが生じ得る。条件は、塩濃度を増大させ、また、温度を低下することによって、
あまりストリンジェントでないようにすることができる。例えば、中程度のストリンジェ
ンシー条件を、約３７℃～約５５℃の温度で約０．１Ｍ～約０．２５ＭのＮａＣｌによっ
て提供することができ、一方、低いストリンジェンシー条件を、約２０℃～約５５℃の範
囲での温度で約０．１５Ｍ～約０．９Ｍの塩によって提供することができる。従って、ハ
イブリダイゼーション条件は、所望する結果に依存して容易に操作することができる。
【００６６】
　表現「ハイブリダイゼーション条件」およびその文法的同等表現は、維持期間とともに
使用されるとき、混合物における反応物および付随する試薬の濃度に関連して、ハイブリ
ダイゼーション反応混合物を、ポリヌクレオチドプローブが標的配列とアニーリングして
、典型的には核酸二重鎖を形成することを可能するために十分な時間、温度、ｐＨの条件
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に供することを示す。ハイブリダイゼーションを達成するために要求されるそのような時
間、温度およびｐＨの条件は、この分野では広く知られているように、ハイブリダイゼー
ションさせられるポリヌクレオチドプローブの長さ、ポリヌクレオチドプローブと標的と
の間での相補性の程度、ポリヌクレオチドのグアニジン・シトシン含有量、所望されるハ
イブリダイゼーションのストリンジェンシー、および、ハイブリダイゼーションの速度論
に影響を及ぼし得るようなハイブリダイゼーション反応混合物における塩またはさらなる
試薬の存在に依存する。所与のハイブリダイゼーション反応混合物についてハイブリダイ
ゼーション条件を最適化するための様々な方法がこの分野では広く知られている。
【００６７】
　肝臓のバイオマーカー
　好ましい実施形態において、アルギニン／尿素／一酸化窒素サイクルの１つまたは１つ
よりも多い酵素、硫化酵素およびスペクトリン分解関連生成物の検出により、肝臓傷害が
診断される。これらのマーカーの例には、アルギニノコハク酸シンセターゼ（ＡＳＳ）お
よびアルギニノコハク酸リアーゼ（ＡＳＬ）、硫化（エストロゲンスルホトランスフェラ
ーゼ（ＥＳＴ）、スクアレンシンターゼ（ＳＱＳ）、肝臓グリコーゲンホスホリラーゼ（
ＧＰ）、カルバモイルリン酸シンセターゼ（ＣＰＳ－１）、α－エノラーゼ１、グルコー
ス調節タンパク質（ＧＲＰ）およびスペクトリン分解生成物が含まれるが、これらに限定
されない。
【００６８】
　別の好ましい実施形態において、１つまたは１つよりも多いバイオマーカーの検出を、
肝臓傷害の知られている診断試験と相関させることができる。例には、肝臓機能試験－有
機アニオン（例えば、ビリルビン、インドシアニングリーン（ＩＣＧ）、スルホブロモフ
タレイン（ＢＳＰ）および胆汁酸など）の肝クリアランスの評価；ガラクトースクリアラ
ンスおよびＩＣＧクリアランスの測定による肝血流量の評価；ならびに、アミノピリン呼
吸試験およびカフェインクリアランス試験の使用による肝ミクロソーム機能の評価が含ま
れる。
【００６９】
　好ましい実施形態において、バイオマーカーの検出により、肝臓傷害が診断される。肝
臓傷害は任意の要因の結果である。例えば、肝臓虚血性傷害；薬物の過敏性反応、胆汁う
っ滞、および、血管内皮に対する傷害をはじめとする、直接的な細胞毒性を含む肝毒性化
合物によって誘導される肝臓損傷（Ｓｉｎｃｌａｉｒ他、Ｔｅｘｔｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｉｎ
ｔｅｒｎａｌ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ、５６９～５７５（１９９２）（編者、Ｋｅｌｌｅｙ；
発行者、Ｊ．Ｂ．Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ　Ｃｏ．）。
【００７０】
　ある種の治療剤を含めて、数多くの肝毒性化合物が細胞毒性を誘導する。肝毒性化合物
は、肝臓の細胞毒性を、直接の化学的攻撃によって、または、毒性代謝産物の産生によっ
て生じさせ得る。肝毒性の正確な機構は不明であるが、還元的代謝の生成物が、細胞の高
分子化合物に結合し、脂質の過酸化、ならびに、薬物代謝酵素および他の酵素の不活性化
を引き起こす非常に反応性の化学種である。膜の傷害はミトコンドリアおよび滑面小胞体
からのカルシウムの放出を引き起こし、カルシウムの細胞質ゾルでの蓄積を正常な場合に
は防止するカルシウムイオンポンプを妨害するようである。生じたカルシウム蓄積による
細胞代謝に対する悪影響、カリウムおよび酵素の細胞質からの喪失、ならびに、ミトコン
ドリアの傷害から生じる不可欠なエネルギーの喪失はすべてが肝組織の壊死の一因となる
。
【００７１】
　多くの肝毒性化合物が摂取者の小さい割合で肝臓損傷を予測できないほどに生じさせて
いる。一部の患者では、肝臓損傷は過敏性反応と呼ばれ、患者が、発熱、発疹および好酸
球増加症を示し、また、その薬物が再投与されたときに症状の再発を有する薬物反応の過
敏性反応と似ている。他の状況では、傷害についての機構は不明であり、肝毒性代謝産物
の産生または蓄積を許す感受性患者における異常な代謝を表す場合がある。
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【００７２】
　細胞毒性を直接の化学的攻撃によって誘導するそのような薬物には、下記が含まれる：
麻酔剤、例えば、エンフルラン、フルロキセン、ハロタンおよびメトキシフルランなど；
神経精神作用剤、例えば、コカイン、ヒドラジド系薬剤、メチルフェニダートおよび三環
系薬剤など；抗痙攣剤、例えば、フェニトインおよびバルプロ酸など；鎮痛剤、例えば、
アセトアミノフェン、クロルゾキサゾン、ダントロレン、ジクロフェナク、イブプロフェ
ン、インドメタシン、サリチル酸系薬剤、トルメチンおよびゾキサゾラミンなど；ホルモ
ン、例えば、アセトヘキサミド、カルブタミド、グリピジド、メタヘキサミド、プロピル
チオウラシル、タモキシフェン、ジエチルスチルベストロールなど；抗菌剤、例えば、ア
ンホテリシンＢ、クリンダマイシン、ケトコナゾール、メベンダゾール、メトロニダゾー
ル、オキサシリン、パラアミノサリチル酸、ペニシリン、リファンピシン、スルホンアミ
ド系薬剤、テトラサイクリンおよびジドブジンなど；心臓血管薬物、例えば、アミオダロ
ン、ジルチアゼム、ａ－メチルドーパ、メキシレチン、ヒドラザリン、ニコチン酸、パパ
ベリン、ペルへキシリン、プロカインアミド、キニジンおよびトカインアミドなど；なら
びに免疫抑制剤および抗新生物剤、例えば、アスパラギナーゼ、シスプラチン、シクロホ
スファミド、ダカルバジン、ドキソルビシン、フルオロウラシル、メトトレキサート、ミ
トラマイシン、６－ＭＰ、ニトロソウレア系薬剤、タモキシフェン、チオグアニンおよび
ビンクリスチンなど；その他の薬物、例えば、ジスルフィラム、ヨージドイオン、オキシ
フェニサチン、ビタミンＡおよびパラアミノ安息香酸など。
【００７３】
　過敏性反応を肝臓において生じさせるそのような肝毒性化合物には、下記が含まれる：
フェニトイン、パラアミノサリチル酸、クロルプロマジン、スルホンアミド系薬剤、エリ
スロマイシンエストラート、イソニアジド、ハロタン、メチルドーパおよびバルプロ酸な
ど。
【００７４】
　胆汁うっ滞（胆汁の流れにおける停止）を誘導する肝毒性化合物はいくつかの形態を取
ることがある。小葉中心性胆汁うっ滞には門脈の炎症性変化が付随する。胆管の変化がい
くつかの薬物（例えば、エリスロマイシンなど）に関して報告されており、一方で、純粋
な小管性胆汁うっ滞は他の薬物（例えば、タンパク同化ステロイドなど）に特徴的である
。慢性的胆汁うっ滞がメチルテストステロンおよびエストラジオールのような薬物に関係
づけられている。
【００７５】
　胆汁うっ滞性疾患を誘導するそのような肝毒性化合物には、下記が含まれる：避妊ホル
モン、アンドロゲン性ステロイド、タンパク同化ステロイド、アセチルサリチル酸、アザ
チオプリン、ベンゾジアゼピン、ケノデオキシコール酸、クロルジアゼポキシド、エリス
ロマイシンエストラート、フルフェナジン、フロセミド、グリセオフルビン、ハロペリド
ール、イミプラミン、６－メルカプトプリン、メチマゾール、メトトレキサート、メチル
ドーパ、メチレンジアミン、メチルテストステロン、ナプロキセン、ニトロフラントイン
、ペニシラミン、ペルフェナジン、プロクロルペラジン、プロマジン、チオベンダゾール
、チオリダジン、トルブタミド、トリメトプリムスルファメトキサゾール、ヒ素、銅およ
びパラコート。
【００７６】
　いくつかの薬物もまた、主に胆汁うっ滞性ではあるが、肝毒性を生じさせ得るし、従っ
て、それらが引き起こす肝臓傷害は混合型である。混合型の肝臓傷害を引き起こす薬物に
は、例えば、下記が含まれる：クロルプロマジン、フェニルブタゾン、ハロタン、クロル
ジアゼポキシド、ジアゼパム、アロプリノール、フェノバルビタール、ナプロキセン、プ
ロピルチオウラシル、クロラムフェニコール、トリメトプリムスルファメトキサズキソー
ル、アムリノン、ヂソピラミド、アザチオプリン、シメチジンおよびラニチジン。
【００７７】
　肝臓の様々な血管病変（これには、肝静脈の血栓症、肝細静脈の閉塞または静脈閉塞症
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（ＶＯＤ）、および、肝臓紫斑病が含まれる）が様々な薬物によって生じ得る。加えて、
洞様毛細血管の拡張、洞様毛細血管周囲線維症および肝門脈硬化症を含む様々な病変が生
じ得る。中間帯および中心周囲の洞様毛細血管拡張が経口避妊治療の合併症として最初に
報告された。肝臓紫斑病は、内皮バリアを通過する赤血球の漏出、それに続く洞様毛細血
管周囲線維症から生じる大きな血液充填腔からなる状態である。肝臓紫斑病が、経口避妊
薬、タンパク同化ステロイド、アザチオプリンおよびダナゾールを服用する患者で報告さ
れている。中心肝細静脈の傷害および閉塞もまた、ピロリジンアルカロイド（例えば、ブ
ッシュティーなど）の摂取に関連づけられることが知られている。最初の病変は、細静脈
内径の進行性低下が付随する中心部壊死である。これらの病変のすべてが、薬物を止めた
とき、ほんの部分的に反転可能になることがあるだけであり、肝硬変が発症し得る。
【００７８】
　いくつかのタイプの良性および悪性の肝新生物が肝毒性化合物の投与から生じ得る。腺
腫、すなわち、出産可能年齢の女性に限定される病変が、避妊ステロイドの使用に関係づ
けられ、その危険性が使用継続期間とともに増大する。肝細胞ガンもまた、再生不良性貧
血または下垂体機能低下症のためにアンドロゲン性ホルモンを服用する患者において見ら
れる場合がある。
【００７９】
　肝病変を引き起こすことが知られている肝毒性化合物には、下記が含まれる：避妊ステ
ロイド、ピロリジンアルカロイド、ウレタン、アザチオプリン、６－メルカプトプリン、
６－チオグアニン、マイトマイシン、ＢＣＮＵ、ビンクリスチン、アドリアマイシン、静
脈注射ビタミンＥ、タンパク同化アンドロゲン性ステロイド、アザチオプリン、酢酸メド
ロキシプロゲステロン、硫酸エストロン、タモキシフェン、無機ヒ素化合物、二酸化トリ
ウム、ビタミンＡ、メトトレキサート、メチルアンフェタミン塩酸塩、ビタミンＡ、コル
チコステロイド、二酸化トリウムおよびラジウム療法。
【００８０】
　他の要因によって引き起こされる肝臓損傷は通常、類似する形態を取る。様々な肝臓損
傷を、その原因が、化合物の肝毒性、放射線治療、遺伝的素因、機械的傷害、または、そ
のような要因および他の要因の任意の組み合わせのいずれであろうとも、本明細書中に開
示されるバイオマーカーによって検出することができる。
【００８１】
　他の好ましい実施形態において、肝臓傷害（例えば、虚血による傷害など）の診断とし
てのバイオマーカーの検出は既存の検査と相関させることができる。これらには、アルカ
リホスファターゼ（ＡＰ）；５’－ヌクレオチダーゼ（５’－ＮＤ）；およびａ－グルタ
ミルトランスペチダーゼ（Ｇ－ＧＴ）；ロイシンアミノペプチダーゼ（ＬＡＰ）；アスパ
ラギン酸トランスアミナーゼ（ＡＳＴ）；アラニントランスアミナーゼ（ＡＬＴ）；フル
クトース－１，６－二リン酸アルドラーゼ（ＡＬＤ）；乳酸デヒドロゲナーゼ（ＬＤＨ）
；イソクエン酸デヒドロゲナーゼ（ＩＣＤＨ）；オルニチン－カルバモイルトランスフェ
ラーゼ（ＯＣＴ）；およびソルビトールデヒドロゲナーゼ（ＳＤＨ）；アルギナーゼ；グ
アナーゼ；クレアチンホスホキナーゼ（ＣＰＫ）；コリンエステラーゼ（ＣｈＥ）；プロ
コラーゲンＩＩＩ型ペプチドレベル（ＰＩＩＩＰ）；肝脳症におけるアンモニア血中レベ
ル；壊死およびヘパトーマにおける様々なレベルでのリガンド；肝内皮細胞損傷によるヒ
アルロン酸レベル；ヘパトーマを検出するためのα－１－フェトプロテイン（ＡＦＰ）レ
ベル；肝臓へのガン転移を検出するためのガン胎児性抗原（ＣＥＡ）レベル；様々な細胞
成分（例えば、ミトコンドリアタンパク質、ならびに、核タンパク質および特異的な肝臓
膜タンパク質など）に対する抗体の上昇；および、タンパク質（例えば、アルブミン、グ
ロビンなど）、アミノ酸、コレステロールおよび他の脂質の検出が含まれるが、これらに
限定されない。また、肝臓生検物から得られる様々な無機物質、代謝産物および酵素の生
化学的分析が、遺伝的肝臓障害、後天的肝臓障害および実験的に誘導された肝臓障害にお
けるさらなるバイオマーカーを特定することにおいて有用であり得る。
【００８２】
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　他の実施形態において、検出されたバイオマーカーの量は、肝臓傷害をさらに評価する
ために肝臓機能試験に対して相関させることができる。肝臓機能試験には、下記が含まれ
る：有機アニオン（例えば、ビリルビン、インドシアニングリーン（ＩＣＧ）、スルホブ
ロモフタレイン（ＢＳＰ）および胆汁酸など）の肝クリアランスの評価；ガラクトースク
リアランスおよびＩＣＧクリアランスの測定による肝血流量の評価；および、アミノピリ
ン呼吸試験およびカフェインクリアランス試験の使用による肝ミクロソーム機能の評価。
例えば、血清ビリルビンを、実質の肝臓疾患において見られるように、黄疸の存在および
重症度を確認するために、また、高ビリルビン血症の程度を明らかにするために測定する
ことができる。アミノトランスフェラーゼ（トランスアミナーゼ）の上昇は活発な肝細胞
損傷を反映し、一方、アルカリホスファターゼの上昇が胆汁うっ滞および肝浸潤物ととも
に見出される（Ｉｓｓｅｌｂａｃｈｅｒ，Ｋ．およびＰｏｄｏｌｓｋｙ，Ｄ．、Ｈａｒｔ
ｉｓｏｎ’ｓ　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｉｎｔｅｒｎａｌ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ、第
１２版、Ｗｉｌｓｏｎ他編、２：１３０１～１３０８（１９９１））。
【００８３】
　酵素欠損症
　別の好ましい実施形態において、肝臓酵素（例えば、ＡＳＳ）の検出がないこと（すな
わち、肝臓酵素の非存在）により、肝臓酵素疾患が診断される。例えば、ＡＳＳの欠如（
アルギニノコハク酸シンセターゼ欠損症）は遺伝的疾患（カエデシロップ尿病（ＭＳＵＤ
）およびシトルリン血症）である。健康な対照被験体におけるベースラインレベルが本発
明の方法により検出可能であり、健康な対照被験体におけるベースラインレベルは、その
ような状態に冒された人では正常値よりも低いことが予想される。１つの実施形態におい
て、本発明の組成物および方法により、危険性のある個体が特定される。この特定は、サ
ンプル（例えば、血液、血清および羊水など）を取り出すことによって、家族、妊婦にお
いて決定され得る。このことは、乳幼児または胎児における危険性の特定および／または
疾患の診断を可能にする。
【００８４】
　好ましい実施形態において、アルギニン／尿素／一酸化窒素サイクルの１つまたは１つ
よりも多い酵素、硫化酵素およびスペクトリン分解関連生成物の非存在の検出により、肝
臓酵素欠損に関連する疾患が診断される。これらのマーカーの例には、アルギニノコハク
酸シンセターゼ（ＡＳＳ）およびアルギニノコハク酸リアーゼ（ＡＳＬ）、硫化（エスト
ロゲンスルホトランスフェラーゼ（ＥＳＴ）、スクアレンシンターゼ（ＳＱＳ）、肝臓グ
リコーゲンホスホリラーゼ（ＧＰ）、カルバモイルリン酸シンセターゼ（ＣＰＳ－１）、
α－エノラーゼ１、グルコース調節タンパク質（ＧＲＰ）およびスペクトリン分解生成物
が含まれるが、これらに限定されない。
【００８５】
　カエデシロップ尿病：カエデシロップ尿病（ＭＳＵＤ）または分枝鎖ケト酸尿症はパネ
スニック（ｐａｎｅｔｈｎｉｃ）分布の常染色体劣性代謝傷害である。ＭＳＵＤについて
の新生児スクリーニングがガスリー細菌阻害アッセイまたはタンデム質量分析法（ＭＳ／
ＭＳ）のいずれかによって行われる。ＭＳＵＤの世界的発生率は約１：１８５，０００で
あることが推定されている。ＭＳＵＤは分枝鎖α－ケト酸デヒドロゲナーゼ（ＢＣＫＡＤ
）複合体の活性における欠失によって引き起こされる。この代謝遮断により、分枝鎖アミ
ノ酸（ＢＣＡＡ）（例えば、ロイシン、イソロイシンおよびバリンなど）および対応する
分枝鎖α－ケト酸（ＢＣＫＡ）の蓄積が生じる。このような幼児は、出生時においては正
常に見えるが、数日後、食欲不振を発症し、無感動および嗜眠性になり、その後、神経学
的徴候（例えば、正常な反射の喪失など）を現す。アトニー状態および緊張亢進状態の交
互した期間が現れ、その後、痙攣および呼吸障害が続く。ＭＳＵＤはほとんどの場合、尿
、汗および耳垢における特徴的な臭気が付随する。処置されないままにされると、この疾
患は生後数週間でほとんど常に致命的になる。重症ＭＳＵＤは、約５００マイクロモル／
ｄＬ以上のロイシン、約１００マイクロモル／ｄＬ以上のイソロイシンおよび約１００マ
イクロモル／ｄＬ以上のバリンの血漿ＢＣＡＡ濃度、ならびに、約６０マイクロモル／ｄ
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Ｌ～４６０マイクロモル／ｄＬのα－ケトイソカプロン酸、約２０マイクロモル／ｄＬ～
１５０マイクロモル／ｄＬのα－ケト－β－メチル吉草酸および約２マイクロモル／ｄＬ
～３５マイクロモル／ｄＬのα－ケトイソ吉草酸の血清ＢＣＫＡ濃度によって特徴づけら
れる。患者において重度ＭＳＵＤを防止することは、本発明の方法を使用して診断され、
かつ、その後、直ちに処置され得る患者において、これらのレベルに達しないことを意味
する。中程度ＭＳＵＤは、ほどほどに上昇したＢＣＡＡによって、例えば、１００マイク
ロモル／ｄＬ以上のロイシンの代わりに約６０マイクロモル／ｄＬ～１００マイクロモル
／ｄＬのロイシンによって特徴づけられる。
【００８６】
　本発明の方法を使用した、危険性のある患者の決定および／または診断は、知られてい
る試験（ＢＣＡＡレベルなど）と連係させることができる。
【００８７】
　尿素サイクル障害：尿素サイクルは一連の５つの生化学的反応からなり、２つの目的を
果たす：（１）尿素サイクルは、毒性の含窒素化合物の蓄積を防止するために、廃棄窒素
生成物として使用される、正味の生合成目的のために維持されない窒素原子を取り込む；
および（２）尿素サイクルは、アルギニンのデノボ生合成および分解のために要求される
生化学的反応のいくつかを含む。尿素合成のための代謝経路における中断が、このカスケ
ードにおける特定の段階に関与するいくつかの酵素のいずれか１つの欠如または不活性に
よって引き起こされる。尿素生成経路における欠陥は２つの結果を有する：アルギニンが
必須アミノ酸になり（酵素欠陥がアルギニン分解の不完全をもたらすアルギナーゼ欠損の
場合を除く）、また、窒素原子が様々な分子で蓄積し、そのパターンは特定の酵素的欠陥
に従って変化し、だが、アンモニアおよびグルタミンの血漿中レベルが、代謝的制御を受
けていないすべての尿素サイクル障害において増大する。尿素サイクル障害には、（ａ）
カルバミルリン酸シンセターゼ欠損症（ＣＰＳＤ）、（ｂ）Ｎ－アセチルグルタミン酸シ
ンセターゼ欠損症、（ｃ）オルニチントランスカルバミラーゼ欠損症（ＯＴＣＤ）、（ｄ
）アルギニノコハク酸シンセターゼ欠損症（ＡＳＤ）、（ｅ）アルギニノコハク酸リアー
ゼ欠損症（ＡＬＤ）、および（ｆ）アルギナーゼ欠損症が含まれる。
【００８８】
　Ｘ連鎖の遺伝的障害であるオルニチントランスカルバミラーゼ欠損症を除いて、尿素サ
イクル障害は常染色体劣性様式によって遺伝する。ＭＳ／ＭＳ技術を使用する新生児スク
リーニングでは、アルギニノコハク酸シンセターゼ欠損症（シトルリン血症）、アルギニ
ノコハク酸リアーゼ欠損症（アルギニノコハク酸尿症）、アルギナーゼ欠損症および高ア
ンモニア血症・高オルニチン血症・ホモシトルリン血症症候群（ＨＨＨ）を検出すること
ができる。
【００８９】
　好ましい実施形態において、アルギニン／尿素／一酸化窒素サイクルの１つまたは１つ
よりも多い酵素、硫化酵素およびスペクトリン分解関連生成物の非存在の検出により、尿
素サイクル障害が診断される。これらのマーカーの例には、アルギニノコハク酸シンセタ
ーゼ（ＡＳＳ）およびアルギニノコハク酸リアーゼ（ＡＳＬ）、硫化（エストロゲンスル
ホトランスフェラーゼ（ＥＳＴ）、スクアレンシンターゼ（ＳＱＳ）、肝臓グリコーゲン
ホスホリラーゼ（ＧＰ）、カルバモイルリン酸シンセターゼ（ＣＰＳ－１）、α－エノラ
ーゼ１、グルコース調節タンパク質（ＧＲＰ）およびスペクトリン分解生成物が含まれる
が、これらに限定されない。
【００９０】
　いくつかの尿素サイクル障害は約２，０００マイクログラム／ｄＬ～約２，５００マイ
クログラム／ｄＬのアンモニアの血漿中アンモニアレベルによって特徴づけられ、患者は
、アンモニアの代替代謝の提供に加えて、人工呼吸および血液透析のために医学的緊急処
置を必要とする。重度の尿素サイクル障害を防止することは、本発明の方法により処置さ
れ、その後、尿素サイクル障害と診断された患者において、これらのレベルに達しないこ
とを意味する。
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【００９１】
　中程度の尿素サイクル障害は約５００マイクロモル／ｄＬ未満の血漿中アンモニアレベ
ルによって特徴づけられ、そのような積極的治療を必要としない場合がある。従って、高
アンモニア血症の検出は早期診断および効果的処置のために非常に重要である。アンモニ
ア発生におけるこの増大には、典型的には、嘔吐、嗜眠、痙攣および異常な肝臓酵素レベ
ルの急性発現が伴う。高レベルの血漿中アンモニアにさらされることは、典型的には、嗜
眠、痙攣および昏睡の期間に続いて致死的である。処置された場合でさえ、長引いた重度
の高アンモニア血症は精神的および身体的な遅滞を引き起こす。
【００９２】
　危険性がある胎児については、出生前診断が、それぞれの疾患に対して特有の数多くの
方法によって利用可能であり、これらには、羊膜細胞から培養されたフィブロプラストの
酵素分析、子宮内肝臓生検およびＤＮＡ技術が含まれる。
【００９３】
　好ましい実施形態において、これらの酵素の非存在により、危険性のある胎児および新
生児が、本発明の方法および組成物を使用して診断または特定される。
【００９４】
　イムノアッセイ
　肝臓バイオマーカー（例えば、アルギニノコハク酸シンセターゼ（ＡＳＳ）およびアル
ギニノコハク酸リアーゼ（ＡＳＬ）、硫化（エストロゲンスルホトランスフェラーゼ（Ｅ
ＳＴ）、スクアレンシンターゼ（ＳＱＳ）、肝臓グリコーゲンホスホリラーゼ（ＧＰ）、
カルバモイルリン酸シンセターゼ（ＣＰＳ－１）、α－エノラーゼ１、グルコース調節タ
ンパク質（ＧＲＰ）およびスペクトリン分解生成物）のいずれか１つに対する抗体を、肝
臓傷害疾患を検出および診断するために、本発明によって教示されるように使用すること
ができる。様々な組織学的染色方法（免疫組織化学的染色方法を含む）もまた、本発明の
教示に従って効果的に使用することができる。
【００９５】
　サンプルが、例えば、アルギニノコハク酸リアーゼ（ＡＳＬ）タンパク質、そのペプチ
ドまたは断片を含有するかどうかを明らかにするための１つのスクリーニング方法は、例
えば、ＡＳＬタンパク質に対する特異的な抗体（モノクローナル抗体またはポリクローナ
ル抗体）の作製に基づいた、放射イムノアッセイ（ＲＩＡ）方法論または酵素結合免疫吸
着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）方法論を用いるイムノアッセイを含む。任意のサンプルを使用
することができ、しかしながら、肝臓バイオマーカーを含む好ましいサンプルは、血液、
血清、血漿である。静脈穿刺（血液）、尿および他の身体分泌物（例えば、汗および涙液
など）もまた、生物学的サンプルとして使用することができる。例えば、ＲＩＡの１つの
形態において、試験中の物質が、放射能標識された抗原の存在下、希釈された抗血清と混
合される。この方法では、試験物質の濃度が、特異的な抗体に結合した標識されている抗
原の量に対して反比例し、遊離している標識された抗原の量に直接に関係づけられる。他
の好適なスクリーニング方法が当業者には容易に明らかである。
【００９６】
　本発明はまた、サンプルまたは被験体における肝臓バイオマーカータンパク質またはそ
の断片を検出する方法に関連する。例えば、ＡＳＬタンパク質について特異的な抗体また
はその断片を任意の適切なマーカー（例えば、放射性同位体、酵素、蛍光性標識、常磁性
標識またはフリーラジカル）により検出可能に標識することができる。
【００９７】
　そのような検出可能に標識された抗体またはその機能的断片を作製および検出する様々
な方法が当業者には広く知られている。用語「抗体」は、実質的に均一な集団であるモノ
クローナル抗体、および、不均一な集団であるポリクローナル抗体の両方を示す。ポリク
ローナル抗体は、抗原で免疫化された動物の血清に由来する。特定の抗原に対するモノク
ローナル抗体（ＭＡｂ）を、当業者に知られている方法によって得ることができる。例え
ば、米国特許第４，３７６，１１０号を参照のこと。そのような抗体は、任意の免疫グロ
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ブリンクラスのものであり、これには、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＥ、ＩｇＡ、ＩｇＤ、およ
び、それらの任意のサブクラスが含まれる。本発明において有用である抗体のＦａｂ断片
およびＦ（ａｂ’）２断片ならびに他の断片が、例えば、無傷の抗体と同じ様式で肝臓疾
患を検出および診断するために、本明細書中に開示される方法に従って、ＡＳＬタンパク
質、そのペプチドまたは断片の検出および定量のために使用され得ることが理解される。
そのような断片は典型的には、酵素（例えば、パパイン（Ｆａｂ断片を作製するために）
またはペプシン（Ｆ（ａｂ’）２断片を作製するために）を使用してタンパク質分解的切
断によって作製される。
【００９８】
　抗体は、分子と特異的に反応して、それにより、その分子を抗体に結合させることがで
きるならば、分子と「結合することができる」と言われる。用語「エピトープ」とは、そ
のような抗体によってもまた認識され得る、抗体が結合することができる任意の分子のそ
のような部分を示すことが意味される。エピトープ決定基は通常、分子の化学的に活性な
表面集団（例えば、アミノ酸または糖側鎖など）からなり、特異的な三次元の構造的特徴
、ならびに、特異的な電荷特徴を有する。
【００９９】
　「抗原」は、そのような抗原のエピトープに結合することができる抗体を産生するよう
に動物をさらに誘導することができる、抗体が結合することができる分子である。抗原は
１つまたは２つ以上のエピトープを有することができる。上記で示される特異的な反応と
は、抗原が非常に選択的な様式でその対応する抗体と反応し、他の抗原によって惹起され
得る多数の他の抗体とは反応しないことを示すことが意味される。本発明において有用な
抗体または抗体の断片は、肝臓バイオマーカーを定性的または定量的に検出するために使
用することができ、あるいは、例えば、ＡＳＬタンパク質およびその断片抗原を含有する
細胞の存在を検出するために組織学的染色において使用することができる。従って、本発
明において有用な抗体（またはその断片）は、アルギニノコハク酸シンセターゼ（ＡＳＳ
）、アルギニノコハク酸リアーゼ（ＡＳＬ）、硫化（エストロゲンスルホトランスフェラ
ーゼ（ＥＳＴ）、スクアレンシンターゼ（ＳＱＳ）、肝臓グリコーゲンホスホリラーゼ（
ＧＰ）、カルバモイルリン酸シンセターゼ（ＣＰＳ－１）、α－エノラーゼ１、グルコー
ス調節タンパク質（ＧＲＰ）およびスペクトリン分解生成物のタンパク質、そのペプチド
または断片の存在を検出または可視化するために組織学的に用いることができる。
【０１００】
　肝臓バイオマーカーを検出するためのそのようなアッセイは典型的には、そのような状
態を有することが疑われる被験体から得られた生物学的サンプルを、バイオマーカーを特
定することができる検出可能に標識された結合性分子（例えば、抗体）の存在下でインキ
ュベーションすること、および、サンプルにおける結合する結合性分子を検出することを
含む。
【０１０１】
　従って、本発明のこの局面では、生物学的サンプルを、細胞、細胞粒子または可溶性タ
ンパク質を固定化することができるニトロセルロースまたは他の固体支持体により処理す
ることができる。その後、支持体は好適な緩衝液により洗浄することができ、続いて、例
えば、検出可能に標識された抗ＡＳＬ特異的抗体により処理することができる。その後、
固相支持体は、結合していない抗体を除くために緩衝液により再び洗浄することができる
。その後、前記固体支持体における結合した標識の量を従来の手段によって検出すること
ができる。「固相支持体」によって、抗原または抗体と結合することができる任意の支持
体が意図される。広く知られている支持体またはキャリアには、ガラス、ポリスチレン、
ポリプロピレン、ポリエチレン、デキストラン、ナイロン、アミラーゼ、天然セルロース
および修飾セルロース、ポリアクリルアミド、アガロース、ならびに、マグネタイトが含
まれる。キャリアの性質は、本発明の目的のために、ある程度に可溶性であり得るか、ま
たは、不溶性であり得るかのいずれかである。支持体材料は、カップリングした分子が抗
原または抗体に結合することができる限り、事実上任意の可能な構造的形態を有すること
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ができる。従って、支持体の形態は、ビーズでのように球状であり得るか、または、試験
管の内側表面でのように円筒状であり得るか、または、棒の外側表面であり得る。あるい
は、表面は平坦であり得る（例えば、シート、試験片など）。好ましい支持体には、ポリ
スチレンビーズが含まれる。当業者は、モノクローナル抗体または抗原と結合させるため
の多くの他の好適なキャリアを認めるか、あるいは、日常的な実験の使用によってそのよ
うな好適なキャリアを確認することができる。
【０１０２】
　肝臓バイオマーカーを含有する生物学的サンプルに対して本発明の診断アッセイを行う
ための１つの実施形態は、所望のバイオマーカーについて特異的な検出可能に標識された
抗体を接触させることを含む。例示目的のために、ＡＳＬが非限定的な例として使用され
る。検出可能に標識された抗ＡＳＬ特異的抗体が、抗ＡＳＬ特異的抗体の固定化を行うた
めに固体支持体に結合させられる；ＡＳＬまたはその断片を含有することが疑われるサン
プルを前記固体支持体において接触させること；検出可能に標識された抗ＡＳＬ特異的抗
体を、固定された抗ＡＳＬ特異的抗体がＡＳＬまたはその断片に結合することを可能にす
るために十分な期間にわたって支持体とインキュベーションすること。これらの工程の後
には、洗浄すること、ならびに、結合した抗体を検出すること、ならびに、それにより、
ＡＳＬおよびその断片を検出および定量することが続く。
【０１０３】
　あるいは、サンプルにおける標識された抗ＡＳＬ特異的抗体および／またはＡＳＬタン
パク質複合体を、複合体を、免疫グロブリンについて特異的である固定された抗体または
タンパク質（例えば、ブドウ球菌のプロテインＡ、ブドウ球菌のプロテインＧ、抗ＩｇＭ
抗体または抗ＩｇＧ抗体）と接触させることによって反応混合物から分離することができ
る。そのような抗免疫グロブリン抗体はポリクローナルであり得るか、または、好ましく
はモノクローナルであり得る。その後、固体支持体は、固定化ＡＳＬ／標識化された抗Ａ
ＳＬ特異的抗体の複合体を得るために、好適な緩衝液により洗浄することができる。その
後、標識を、ＡＳＬタンパク質の測定を行うために検出することができる。検出可能に標
識された抗体の具体的な濃度、インキュベーションの温度および時間、ならびに、他のア
ッセイ条件を、サンプルにおけるタンパク質の濃度、サンプルの性質およびその他を含む
様々な要因に従って変化させることができる。抗ＡＳＬ抗体の所与ロットの結合活性を、
広く知られている方法に従って求めることができる。当業者は、日常的な実験を用いるこ
とによってそれぞれの測定のための適切かつ最適なアッセイ条件を決定することができる
。洗浄、撹拌、振とうおよびろ過などのような他の工程を、特定の状況について慣例的ま
たは必要であるように、アッセイに加えることができる。
【０１０４】
　抗ＡＳＬ特異的抗体を検出可能に標識することができる方法の１つが、抗ＡＳＬ特異的
抗体を酵素に連結することによるものである。この酵素は次に、その基質に後でさらされ
たとき、例えば、分光光度法的手段、蛍光測定法的手段または視覚的手段によって検出す
ることができる化学的成分を生じさせるような様式で基質と反応する。抗ＡＳＬ特異的抗
体を検出可能に標識するために使用することができる酵素には、リンゴ酸デヒドロゲナー
ゼ、ブドウ球菌のヌクレアーゼ、δ－Ｖステロイドイソメラーゼ、酵母のアルコールデヒ
ドロゲナーゼ、α－グリセロリン酸デヒドロゲナーゼ、トリオースリン酸イソメラーゼ、
西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、アスパラギナーゼ、グルコース
オキシダーゼ、β－ガラクトシダーゼ、リボヌクレアーゼ、ウレアーゼ、カタラーゼ、グ
ルコース－ＶＩ－リン酸デヒドロゲナーゼ、グルコアミラーゼおよびアセチルコリンエス
テラーゼが含まれるが、これらに限定されない。
【０１０５】
　検出を、様々なイムノアッセイのいずれかを使用して達成することができる。例えば、
抗ＡＳＬ特異的抗体または抗体断片を放射能標識することによって、ＡＳＬタンパク質ま
たはその断片を放射イムノアッセイの使用により検出することが可能である。
【０１０６】
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　放射性同位体は、ガンマカウンターもしくはシンチレーションカウンターの使用のよう
な手段によって、または、オートラジオグラフィーによって検出することができる。本発
明の目的のために特に有用である同位体は、３Ｈ、１２５Ｉ、１３１Ｉ、３５Ｓ、１４Ｃ
であり、好ましくは１２５Ｉである。
【０１０７】
　抗ＡＳＬ特異的抗体を蛍光性化合物により標識することもまた可能である。蛍光標識さ
れた抗体が適切な波長な光にさらされるとき、その存在を蛍光により検出することができ
る。最も一般に使用される蛍光性の標識化化合物には、フルオレセインイソチオシアナー
ト、ローダミン、フィコエリトリン、フィコシアニン、アロフィコシアニン、ｏ－フタル
アルデヒドおよびフルオレスカミンが含まれる。
【０１０８】
　抗ＡＳＬ特異的抗体はまた、蛍光放出金属（例えば、ランタニド系列の１５２Ｅｕまた
は他の金属など）を使用して検出可能に標識することができる。これらの金属は、ジエチ
レントリアミン五酢酸（ＤＴＰＡ）またはエチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）のような
金属キレート化基を使用して抗ＡＳＬ特異的抗体に結合することができる。抗ＡＳＬ特異
的抗体はまた、抗ＡＳＬ特異的抗体を化学発光化合物にカップリングすることによって検
出可能に標識することができる。化学発光性のタグ化された抗ＡＳＬ特異的抗体の存在が
、その後、化学反応の経過期間中に生じる発光の存在を検出することによって明らかにさ
れる。特に有用な化学発光性の標識化化合物の例には、ルミノール、イソルミノール、テ
ロマティック（ｔｈｅｒｏｍａｔｉｃ）アクリジニウムエステル、イミダゾール、アクリ
ジニウム塩およびシュウ酸エステルがある。
【０１０９】
　抗ＡＳＬ特異的抗体はまた、ビオチンで標識し、その後、アビジンと反応させることが
できる。同様に、生物発光化合物を、本発明の抗ＡＳＬ特異的抗体を標識するために使用
することができる。生物発光は、触媒作用タンパク質が化学発光反応の効率を増大させる
生物学的システムにおいて見出される化学発光の１つのタイプである。生物発光タンパク
質の存在が、発光の存在を検出することによって明らかにされる。標識化のための重要な
生物発光化合物には、ルシフェリン、ルシフェラーゼおよびエクオリンがある。
【０１１０】
　抗ＡＳＬ特異的抗体の検出を、例えば、検出可能な標識が放射性のガンマ線放射体であ
るならば、シンチレーションカウンターによって、または、例えば、標識が蛍光性物質で
あるならば、蛍光計によって達成することができる。酵素標識の場合には、検出を、酵素
に対する基質を用いる比色法によって達成することができる。検出はまた、同様に調製さ
れた標準物との比較において基質の酵素反応の程度を視覚的に比較することによって達成
することができる。
【０１１１】
　本発明の目的のために、このようなアッセイによって検出されるＡＳＬタンパク質およ
び／またはその断片が生物学的サンプルに存在し得る。ＡＳＬタンパク質またはその断片
を含有する任意のサンプルを使用することができる。しかしながら、本発明の診断の利点
の１つは、浸襲的な組織切除が回避され得ることである。従って、好ましくは、サンプル
は生物学的溶液であり、例えば、血漿、羊水、血液、血清および尿などである。しかしな
がら、本発明は、これらのサンプルのみを使用するアッセイに限定されず、当業者が、他
のサンプルの使用を可能にする好適な条件を決定することが可能である。従って、肝臓傷
害および／または肝臓疾患の診断が、正常なレベルよりも大きく増大したＡＳＬタンパク
質レベルおよび／またはその断片を明らかにする簡便な非浸襲性の血液イムノアッセイに
よって確立され得る。
【０１１２】
　多くの異なるインビボ標識および標識化方法が当業者には知られている。本発明におい
て使用することができる標識のタイプの例には、放射性同位体および常磁性同位体が含ま
れる。当業者は、本発明において使用される抗体に結合するための他の好適な標識を理解
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するか、または、日常的な実験を使用してそのような標識を確認することができる。さら
に、抗体に対するこのような標識の結合を、当業者には一般的である標準的な技術を使用
して行うことができる。
【０１１３】
　インビボ診断のための放射性核種を選択することにおける重要な要因は、放射性核種の
半減期が、標的による最大の取り込みのときにおいて依然として検出可能であるように十
分に長く、しかし、宿主に対する有害な放射線が最小限に抑えられるように十分に短いこ
とである。理想的には、インビボ造影のために使用される放射性核種は特定の放射を有さ
ず、しかし、従来のガンマ線カメラによって容易に検出され得る、１４０ｋｅＶ～２００
ｋｅＶの範囲での光子を非常に多くもたらす。
【０１１４】
　インビボ診断のために、放射性核種は、介在する官能基を使用することによって直接的
または間接的にそのいずれでも抗体に結合させることができる。金属イオンとして存在す
る放射性同位体を免疫グロブリンに結合する際に多くの場合に使用される介在する官能基
には、ＤＴＰＡおよびＥＤＴＡがある。免疫グロブリンに結合させることができるイオン
の典型的な例には、９９ｍＴｃ、１２３Ｉ、１１１Ｉｎ、１３１Ｉ、９７Ｒｕ、６７Ｃｕ
、６７Ｇａ、１２５Ｉ、６８Ｇａ、７２Ａｓ、８９Ｚｒおよび２０１Ｔｌがある。
【０１１５】
　診断的インビボ造影のためには、利用可能な検出装置のタイプが、所与の放射性核種を
選択することにおける大きな要因である。選ばれる放射性核種は、所与タイプの装置につ
いて検出可能であるタイプの崩壊を有しなければならない。一般に、診断的造影を可視化
するための任意の従来の方法を本発明に従って利用することができる。例えば、ＰＥＴ検
出器、ガンマ検出器、ベータ検出器およびＭＲＩ検出器を、診断的造影を可視化するため
に使用することができる。
【０１１６】
　本発明において有用な抗体はまた、インビボ診断の目的のために常磁性同位体により標
識することができる。特に有用である元素には、磁気共鳴造影（ＭＲＩ）でのように、１

５７Ｇｄ、５５Ｍｎ、１６２Ｄｙおよび５６Ｆｅが含まれる。
【０１１７】
　本発明において有用な抗体はまた、身体組織、体液（例えば、ＣＳＦ、血液、血漿また
は血清など）または細胞抽出物におけるＡＳＬタンパク質またはその断片の存在を検出す
るためのインビトロイムノアッセイでの使用のために特に適する。そのようなイムノアッ
セイにおいて、抗体は液相において利用することができ、または、好ましくは、上記で記
載されたように、固相キャリアに結合させることができる。
【０１１８】
　当業者は、本発明に従って用いることができる様々な他の好適な標識を理解する。抗体
またはその断片に対するこれらの標識の結合を、当業者には一般に知られている標準的な
技術を使用して達成することができる。下記で述べられるカップリング技術は、グルタル
アルデヒド法、過ヨウ素酸法、ジマレイミド法、ｍ－マレイミドベンジル－Ｎ－ヒドロキ
シ－スクシンイミドエステル法であり、そのような方法のすべてが本明細書中に参考とし
て組み込まれる。
【０１１９】
　組織学的標本を患者から切除すること、および、本発明の標識された抗体の組み合わせ
をそのような標本に提供することにより、インシトゥー検出を達成することができる。抗
体は、好ましくは、標識された抗体を生物学的サンプルに加えるか、または重層すること
によって提供される。そのような手順の使用によって、ＡＳＬタンパク質またはその断片
の存在だけではなく、試験されている組織におけるＡＳＬタンパク質の分布もまた明らか
にすることが可能である。本発明を使用して、当業者は、広範囲の様々な組織学的方法（
例えば、染色法など）のいずれかが、そのようなインシトゥー検出を達成するために改変
され得ることを容易に理解する。
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【０１２０】
　本発明の結合性分子は、「二部位」アッセイまたは「サンドイッチ」アッセイとしても
また知られている免疫測定アッセイにおける利用のために適合化することができる。典型
的な免疫測定アッセイでは、一定量の標識されていない抗体（またはその断片）が、試験
されている流体（すなわち、血液、血漿または血清）において不溶性である固体支持体に
結合させられ、一定量の検出可能に標識された可溶性抗体が、固相の抗体と、抗原と、標
識された抗体との間で形成された三元複合体の検出および／または定量を可能にするため
に加えられる。
【０１２１】
　典型的な免疫測定アッセイには、固相に結合した抗体が、抗原を二元の固相抗体―抗原
複合体の形成によってサンプルから取り出すために、試験されているサンプルと最初に接
触させられる「フォワード」アッセイが含まれる。好適なインキュベーション期間の後、
固体支持体は、存在するならば、反応していない抗原を含めて、流体サンプルの残渣を除
くために洗浄され、その後、未知量の標識された抗体（これは「レポーター分子」として
機能する）を含有する溶液と接触させられる。標識された抗体が、固体支持体に結合した
抗原と、標識されていない抗体を介して複合体形成することを可能にするための２回目の
インキュベーション期間の後、固体支持体は、反応していない標識された抗体を除くため
に再び洗浄される。このタイプのフォワードサンドイッチアッセイは、抗原が存在するか
どうかを明らかにするための単純な「ｙｅｓ／ｎｏ」アッセイであり得るか、または、標
識された抗体の測定を、既知量の抗原を含有する標準サンプルについて得られた測定と比
較することによって定量的にすることができる。
【０１２２】
　別のタイプの「サンドイッチ」アッセイ（これもまた本発明の抗原に関して有用であり
得る）では、いわゆる「同時」アッセイおよび「逆」アッセイが使用される。同時アッセ
イは、固体支持体に結合した抗体と、標識されている抗体とがともに、試験されているサ
ンプルに同時に加えられるので、１回だけのインキュベーション工程を伴う。インキュベ
ーションが完了した後、固体支持体は、流体サンプルの残渣および複合体を形成していな
い標識された抗体を除くために洗浄される。その後、固体支持体と会合した標識されてい
る抗体の存在が、従来の「フォワード」サンドイッチアッセイでのように明らかにされる
。
【０１２３】
　「逆」アッセイでは、段階的な添加、すなわち、流体サンプルへの標識された抗体の最
初の添加、続いて、好適なインキュベーション期間の後で固体支持体に結合した標識され
ていない抗体の添加が利用される。２回目のインキュベーションの後、固相が、試験され
ているサンプルの残渣、および、反応していない標識された抗体の溶液を固相から除くた
めに従来の様式で洗浄される。その後、固体支持体と会合した標識されている抗体の決定
が、「同時」アッセイおよび「フォワード」アッセイでのように明らかにされる。
【０１２４】
　上記のインビトロ検出法またはインビボ検出法は、組織を切除する必要性を伴うことな
く肝臓疾患の検出および診断において使用することができる。そのような検出法は、生物
学的サンプルにおけるＡＳＬタンパク質またはその断片の濃度を評価および比較すること
によって肝臓傷害および／または肝臓疾患における肝臓悪化の段階の決定を助けるために
使用することができる。
【０１２５】
　新しいマーカーの同定
　好ましい実施形態において、生物学的サンプルが肝臓傷害の患者から得られる。他の患
者および対照被験体（すなわち、類似する年齢、性別、身体的状態の正常な健康者）から
の、バイオマーカーを含む生物学的サンプルが、比較物として使用される。生物学的サン
プルは、上記で議論されたように取り出される。好ましくは、サンプルはバイオマーカー
の検出に先立って調製される。典型的には、調製では、サンプルの分画化、および、バイ
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オマーカーを含有することが明らかにされる分画物の回収が伴う。予備分画化の方法には
、例えば、サイズ排除クロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィー、ヘパリンク
ロマトグラフィー、アフィニティークロマトグラフィー、逐次抽出、ゲル電気泳動および
液体クロマトグラフィーが含まれる。分析物はまた、検出に先立って修飾される場合があ
る。これらの方法は、サンプルをさらなる分析のために単純化するために有用である。例
えば、存在量が多いタンパク質（例えば、アルブミンなど）を分析前に血液から除くこと
は有用であり得る。
【０１２６】
　１つの実施形態において、サンプルは、サイズ排除クロマトグラフィーを使用してサン
プル中のタンパク質のサイズに従って予備分画化することができる。利用可能なサンプル
量が少ない生物学的サンプルについては、好ましくは、サイズ選択スピンカラムが使用さ
れる。一般に、カラムから溶出される最初の分画物（「分画物１」）は高分子量タンパク
質の割合が最も大きい；分画物２は高分子量タンパク質の割合がより低い；分画物３は高
分子量タンパク質の割合が一層より低い；分画物４は大きいタンパク質の量が最も低い；
他についても同様である。その後、それぞれの分画物を、マーカーの検出のために、イム
ノアッセイ、気相イオン分光法、断片およびその誘導体によって分析することができる。
【０１２７】
　別の実施形態において、サンプルはアニオン交換クロマトグラフィーによって予備分画
化することができる。アニオン交換クロマトグラフィーは、大雑把にはそれらの電荷特徴
に従ってサンプルにおけるタンパク質の予備分画化を可能にする。例えば、Ｑアニオン交
換樹脂を使用することができ（例えば、Ｑ　ＨｙｐｅｒＤ　Ｆ、Ｂｉｏｓｅｐｒａ）、サ
ンプルが、異なるｐＨを有する溶出液により連続的に溶出され得る。アニオン交換クロマ
トグラフィーは、より大きく負に帯電するサンプル中のバイオマーカーを他のタイプのバ
イオマーカーから分離することを可能にする。高いｐＨを有する溶出液により溶出される
タンパク質は弱く負に帯電していると考えられ、低いｐＨを有する溶出液により溶出され
る分画物は強く負に帯電していると考えられる。従って、サンプルの複雑さを低下させる
ことに加えて、アニオン交換クロマトグラフィーはタンパク質をそれらの結合特性に従っ
て分離する。
【０１２８】
　さらに別の実施形態において、サンプルはヘパリンクロマトグラフィーによって予備分
画化することができる。ヘパリンクロマトグラフィーは、ヘパリンとの親和性相互作用お
よび電荷特徴にもまた基づいたサンプル中のマーカーの予備分画化を可能にする。ヘパリ
ン（硫酸化ムコ多糖）は、正荷電成分を有するマーカーと結合し、サンプルが、異なるｐ
Ｈまたは塩濃度を有する溶出液により連続的に溶出され得る。低いｐＨを有する溶出液に
より溶出されるマーカーは弱く正に帯電していると考えられる。高いｐＨを有する溶出液
により溶出されるマーカーは強く正に帯電していると考えられる。従って、ヘパリンクロ
マトグラフィーもまた、サンプルの複雑さを低下させ、かつ、マーカーをそれらの結合特
性に従って分離する。
【０１２９】
　さらに別の実施形態において、サンプルは、特定の特徴を有するタンパク質（例えば、
グリコシル化されるタンパク質）を単離することによって予備分画化することができる。
例えば、ホモジナイズされた肝臓組織サンプル、血清サンプル、血漿サンプル、血液サン
プルは、サンプルをレクチンクロマトグラフィーカラム（これは、糖に対する大きい親和
性を有する）に通すことによって分画化することができる。グリコシル化されているタン
パク質がレクチンカラムに結合し、グリコシル化されていないタンパク質は素通りにより
通過する。その後、グリコシル化されているタンパク質が、糖（例えば、Ｎ－アセチル－
グルコサミン）を含有する溶出液によりレクチンカラムから溶出され、さらなる分析のた
めに利用可能である。
【０１３０】
　従って、多くの方法が、サンプルの複雑さをサンプル中のタンパク質の結合特性または
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サンプル中のタンパク質の特徴に基づいて低下させるために存在する。
【０１３１】
　さらに別の実施形態において、サンプルは、逐次抽出プロトコルを使用して分画化する
ことができる。逐次抽出では、サンプルが、異なるタイプのバイオマーカーをサンプルか
ら抽出するための一連の吸着剤にさらされる。例えば、サンプルが、ある種のタンパク質
を抽出するための第１の吸着剤に加えられ、吸着していないタンパク質（すなわち、第１
の吸着剤に吸着しなかったタンパク質）を含有する溶出液が集めされる。その後、この分
画物は第２の吸着剤にさらされる。これにより、様々なタンパク質が分画物からさらに抽
出される。この第２の分画物は、その後、第３の吸着剤にさらされる。以下同様である。
【０１３２】
　任意の好適な材料および方法を、サンプルの逐次抽出を行うために使用することができ
る。例えば、異なる吸着剤を含む一連のスピンカラムを使用することができる。別の例で
は、異なる吸着剤をその底において含むマルチウェルを使用することができる。別の例で
は、逐次抽出を、気相イオン分光計での使用のために適合化されたプローブにおいて行う
ことができ、この場合、プローブ表面が、バイオマーカーと結合するための吸着剤を含む
。この実施形態において、サンプルはプローブ上の第１の吸着剤に加えられ、続いて、プ
ローブが溶出液により洗浄される。第１の吸着剤に結合しないマーカーが溶出液により除
かれる。分画物に存在するマーカーをプローブ上の第２の吸着剤に加えることができる。
以下同様である。逐次抽出を気相イオン分光計のプローブにおいて行うことの利点は、逐
次抽出プロトコルのどの段階においても様々な吸着剤に結合するマーカーが、気相イオン
分光計を使用して直接に分析され得ることである。
【０１３３】
　さらに別の実施形態において、サンプル中のバイオマーカーは、高分解能の電気泳動に
よって、例えば、一次元または二次元のゲル電気泳動によって分離することができる。マ
ーカーを含有する分画物を単離し、気相イオン分光法によってさらに分析することができ
る。好ましくは、二次元ゲル電気泳動が、１つまたは１つよりも多いマーカーを含むバイ
オマーカーのスポットの二次元配置を生じさせるために使用される。例えば、Ｊｕｎｇｂ
ｌｕｔおよびＴｈｉｅｄｅ、Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒ．Ｒｅｖ．１６：１４５～１６２（
１９９７）を参照のこと。
【０１３４】
　二次元ゲル電気泳動を、この分野で知られている方法を使用して行うことができる。例
えば、Ｄｅｕｔｓｃｈｅｒ編、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ（第１８２
巻）を参照のこと。典型的には、サンプル中のバイオマーカーは、例えば、サンプル中の
バイオマーカーが、それらの正味電荷がゼロであるスポット（すなわち、等電点）に達す
るまで、ｐＨ勾配において分離される等電点フォーカシングによって分離される。この最
初の分離工程により、バイオマーカーの一次元配置がもたらされる。一次元配置における
バイオマーカーはさらに、第１の分離工程で使用された技術とは一般に異なる技術を使用
して分離される。例えば、２番目の次元では、等電点フォーカシングによって分離された
バイオマーカーはさらに、ポリアクリルアミドゲル（例えば、ドデシル硫酸ナトリウムの
存在下でのポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）など）を使用して分離
される。ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルは、バイオマーカーの分子量に基づくさらなる分離を可能
にする。典型的には、二次元ゲル電気泳動では、複雑な混合物における１０００Ｄａ～２
００，０００Ｄａの分子量範囲での化学的に異なるバイオマーカーを分離することができ
る。
【０１３５】
　二次元配置におけるバイオマーカーは、この分野で知られている任意の好適な方法を使
用して検出することができる。例えば、ゲル中のバイオマーカーを標識または染色するこ
とができる（例えば、クーマシーブルー染色または銀染色）。ゲル電気泳動が、本発明の
１つまたは１つよりも多いマーカーの分子量に対応するスポットを生じさせるならば、そ
のスポットはさらに、デンシトメトリー分析または気相イオン分光法によって分析するこ
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とができる。例えば、スポットをゲルから切り出し、気相イオン分光法によって分析する
ことができる。あるいは、バイオマーカーを含有するゲルを、電場を加えることによって
不活性なメンブランに転写することができる。その後、マーカーの分子量におおよそ対応
するメンブラン上のスポットを気相イオン分光法によって分析することができる。気相イ
オン分光法において、スポットは、任意の好適な技術（例えば、ＭＡＬＤＩまたはＳＥＬ
ＤＩなど）を使用して分析することができる。
【０１３６】
　気相イオン分光法による分析に先立って、スポット上のバイオマーカーを、切断試薬（
例えば、プロテアーゼ（例えば、トリプシン）など）を使用してより小さい断片に切断す
ることが望ましい場合がある。小さい断片へのバイオマーカーの消化により、スポットに
おけるバイオマーカーの質量フィンガープリントがもたらされ、これは、所望されるなら
ば、マーカーの正体を明らかにするために使用することができる。
【０１３７】
　さらに別の実施形態において、高性能液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）を、サンプ
ルにおけるバイオマーカーの混合物をそれらの異なる物理的性質（例えば、極性、電荷お
よびサイズなど）に基づいて分離するために使用することができる。ＨＰＬＣ装置は典型
的には、移動相のリザーバー、ポンプ、注入装置、分離カラムおよび検出器からなる。サ
ンプル中のバイオマーカーは、サンプルのアリコットをカラムに注入することによって分
離される。混合物における異なるバイオマーカーが、移動する液相と、定常相との間での
それらの分配挙動における違いにより、異なる速度でカラムを通過する。１つまたは１つ
よりも多いマーカーの分子量および／または物理的性質に対応する分画物を集めることが
できる。その後、分画物は、マーカーを検出するために気相イオン分光法によって分析す
ることができる。
【０１３８】
　場合により、マーカーは、その分解能を改善するために、または、その正体を決定する
ために、分析前に修飾することができる。例えば、マーカーを分析前にタンパク質分解的
消化に供することができる。任意のプロテアーゼを使用することができる。マーカーを個
々の数多くの断片に切断すると考えられるプロテアーゼ（例えば、トリプシンなど）が特
に有用である。消化から生じる断片はマーカーについてのフィンガープリントとして機能
し、それにより、それらの検出を間接的に可能にする。問題としているマーカーについて
混乱させ得る類似する分子量を有するマーカーが存在するときには、これは特に有用であ
る。また、より小さいマーカーは質量分析法によってより容易に分離されるので、タンパ
ク質分解的断片化は高分子量マーカーについては有用である。別の例では、バイオマーカ
ーは、検出分解能を改善するために修飾することができる。例えば、ノイラミニダーゼを
、末端シアル酸残基を糖タンパク質から除いて、アニオン性吸着剤に対する結合を改善し
、かつ、検出分解能を改善するために使用することができる。別の例では、マーカーは、
分子マーカーに特異的に結合し、それにより、マーカーをさらに区別する特定の分子量の
タグを結合することによって修飾することができる。場合により、そのような修飾された
マーカーを検出した後、マーカーの正体を、修飾されたマーカーの物理的特徴および化学
的特徴をタンパク質ベータベース（例えば、ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ、ＭＡＳＣＯＴ）におい
て一致させることによってさらに明らかにすることができる。
【０１３９】
　調製後、サンプル中のバイオマーカーは典型的には、検出のために基材に捕獲される。
従来の基材には、抗体により被覆された９６ウェルプレート、または、タンパク質の存在
について続いてプローブされるニトロセルロースメンブランが含まれる。好ましくは、バ
イオマーカーは、上記で記載されたようなイムノアッセイを使用して特定される。しかし
ながら、好ましい方法にはまた、バイオチップの使用が含まれる。好ましくは、バイオチ
ップは、タンパク質の捕獲および検出のためのタンパク質バイオチップである。多くのタ
ンパク質バイオチップがこの分野では記載される。これらには、例えば、Ｐａｃｋａｒｄ
　ＢｉｏＳｃｉｅｎｃｅ　Ｃｏｍｐａｎｙ（Ｍｅｒｉｄｅｎ、ＣＴ）、Ｚｙｏｍｙｘ（Ｈ
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ａｙｗａｒｄ、ＣＡ）およびＰｈｙｌｏｓ（Ｌｅｘｉｎｇｔｏｎ、ＭＡ）によって製造さ
れるタンパク質バイオチップが含まれる。一般に、タンパク質バイオチップは、表面を有
する基材を含む。捕獲試薬または吸着剤が基材の表面に結合される。頻繁ではあるが、表
面は多数のアドレス指定可能な場所を含み、そのような場所のそれぞれが、それに結合し
た捕獲試薬を有する。捕獲試薬は、他のバイオマーカーを特異的な様式で捕獲する生物学
的分子（例えば、ポリペプチドまたは核酸など）が可能である。あるいは、捕獲試薬はク
ロマトグラフィー物質（例えば、アニオン交換物質または疎水性物質など）が可能である
。そのようなタンパク質バイオチップの例が下記の特許または特許出願に記載される：米
国特許第６，２２５，０４７号（ＨｕｔｃｈｅｎｓおよびＹｉｐ、「差マップを作製する
ための保持クロマトグラフィーの使用」、２００１年５月１日）、国際特許出願公開ＷＯ
９９／５１７７３（ＫｕｉｍｅｌｉｓおよびＷａｇｎｅｒ、「アドレス指定可能なタンパ
ク質アレイ」、１９９９年１０月１４日）、国際特許出願公開ＷＯ００／０４３８９（Ｗ
ａｇｎｅｒ他、「タンパク質捕捉剤のアレイおよびその使用方法」、２０００年７月２７
日）、国際特許出願公開ＷＯ００／５６９３４（Ｅｎｇｌｅｒｔ他、「連続多孔質マトリ
ックスアレイ」、２０００年９月２８日）。
【０１４０】
　一般に、バイオマーカーを含有するサンプルが、結合を可能にするための十分な期間、
バイオチップの活性な表面に置かれる。その後、結合していない分子が、好適な溶出液を
使用して表面から洗浄される。一般には、溶出液がストリンジェントであるほど、タンパ
ク質は、洗浄後に保持されるために、より強固に結合しなければならない。保持されてい
るタンパク質バイオマーカーは次に、適切な手段によって検出することができる。
【０１４１】
　タンパク質バイオチップの表面に捕獲された分析物は、この分野で知られている任意の
方法によって検出することができる。これには、例えば、質量分析法、蛍光、表面プラズ
モン共鳴、楕円偏光法および原子間力顕微鏡法が含まれる。質量分光法、特に、ＳＥＬＤ
Ｉ質量分析法が、本発明のバイオマーカーを検出するための特に有用な方法である。
【０１４２】
　好ましくは、レーザー脱離飛行時間型質量分析計が本発明の実施形態では使用される。
レーザー脱離質量分析法では、マーカーを含む基材またはプローブが注入系に導入される
。マーカーがイオン化源からのレーザーによって脱離させられ、気相の中にイオン化され
る。生じたイオンがイオン光学アセンブリーによって集められ、その後、飛行時間型質量
アナライザーにおいて、イオンが短い高電圧場によって加速され、高真空チャンバーの中
に移動させられる。高真空チャンバーの遠端において、加速イオンが異なる時間で高感度
検出器の表面に当たる。飛行時間はイオンの質量の関数であるので、イオン形成と、イオ
ンの検出器衝突との間での経過時間を使用して、特定の質量対電荷比のマーカーの存在ま
たは非存在を特定することができる。
【０１４３】
　マトリックス支援レーザー脱離／イオン化質量分析法、すなわち、ＭＡＬＤＩ－ＭＳは
、タンパク質をプローブ表面から無傷のまま脱離させるために、エネルギー吸収分子（こ
れはしばしば、マトリックスと呼ばれる）の使用を伴う質量分析法の１つの方法である。
ＭＡＬＤＩが、例えば、米国特許第５，１１８，９３７号（Ｈｉｌｌｅｎｋａｍｐ他）お
よび米国特許第５，０４５，６９４号（ＢｅａｖｉｓおよびＣｈａｉｔ）に記載される。
ＭＡＬＤＩ－ＭＳにおいて、サンプルは典型的には、マトリックス物質と混合され、不活
性なプローブの表面に置かれる。例示的なエネルギー吸収分子には、ケイ皮酸誘導体、シ
ナピン酸（「ＳＰＡ」）、シアノヒドロキシケイ皮酸（「ＣＨＣＡ」）およびジヒドロキ
シ安息香酸が含まれる。他の好適なエネルギー吸収分子が当業者には知られている。マト
リックスは乾燥し、これにより、分析物分子を包む結晶を形成する。その後、分析物分子
がレーザー脱離／イオン化質量分析法によって検出される。ＭＡＬＤＩ－ＭＳは、サンプ
ルの複雑さが、上記の調製方法を使用して実質的に低下しているならば、本発明のバイオ
マーカーを検出するために有用である。
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【０１４４】
　表面増強レーザー脱離／イオン化質量分析法、すなわち、ＳＥＬＤＩ－ＭＳは、複雑な
混合物における生体分子（例えば、タンパク質など）の分画化および検出についてＭＡＬ
ＤＩを上回る改善を表す。ＳＥＬＤＩは、生体分子（例えば、タンパク質など）が、タン
パク質バイオチップの表面に結合する捕獲試薬を使用してタンパク質バイオチップの表面
に捕獲される質量分析法の１つの方法である。典型的には、結合していない分子が、問い
合わせの前にプローブ表面から洗浄される。ＳＥＬＤＩが、例えば、米国特許第５，７１
９，０６０号（「分析物の脱離およびイオン化のための方法および装置」、Ｈｕｔｃｈｅ
ｎｓおよびＹｉｐ、１９９８年２月１７日）、米国特許第６，２２５，０４７号（「差マ
ップを生じさせるための保持クロマトグラフィーの使用」、ＨｕｔｃｈｅｎｓおよびＹｉ
ｐ、２００１年５月１日）、および、Ｗｅｉｎｂｅｒｇｅｒ他、「飛行時間型質量分析法
」、Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ　ｏｆ　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（Ｒ
．Ａ．Ｍｅｙｅｒｓ編、１１９１５頁～１１９１８頁、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ
、Ｃｈｉｃｈｅｓｔｅｒ、２０００）に記載される。
【０１４５】
　基材表面のマーカーを、気相イオン分析法を使用して脱離およびイオン化することがで
きる。基材上のマーカーが分離されることを可能にする限り、任意の好適な気相イオン分
光計を使用することができる。好ましくは、気相イオン分光計はマーカーの定量を可能に
する。
【０１４６】
　１つの実施形態において、気相イオン分光計は質量分析計である。典型的な質量分析計
において、マーカーをその表面に含む基材またはプローブが質量分析計の注入系に導入さ
れる。その後、マーカーは、脱離源（例えば、レーザー、高速原子衝撃、高エネルギープ
ラズマ、エレクトロスプレーイオン化、サーマルスプレーイオン化、液体二次イオンＭＳ
、電場脱離など）によって脱離させられる。生じた脱離し、気化した化学種は、脱離事象
の直接的な結果としてイオン化される事前に形成されたイオンまたは中性種からなる。生
じたイオンがイオン光学アセンブリーによって集められ、その後、質量アナライザーによ
り、通過するイオンが分散させられ、分析される。質量アナライザーを出るイオンが検出
器によって検出される。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変
換する。マーカーまたは他の物質の存在の検出では、典型的には、シグナル強度の検出が
伴う。これは次には、基材に結合したマーカーの量および特性を反映させることができる
。質量分析計の構成要素のいずれか（例えば、脱離源、質量アナライザー、検出器など）
を、本発明の実施形態では、本明細書中に記載される他の好適な構成要素と、または、こ
の分野で知られている他の構成要素と組み合わせることができる。
【０１４７】
　別の実施形態において、イムノアッセイを、サンプルにおけるマーカーを検出および分
析するために使用することができる。この方法は、（ａ）マーカーに特異的に結合する抗
体を提供すること；（ｂ）サンプルを抗体と接触させること；および（ｃ）サンプルにお
けるマーカーに結合した抗体の複合体の存在を検出することを含む。
【０１４８】
　マーカーに特異的に結合する抗体を調製するために、精製されたマーカーまたはその核
酸配列を使用することができる。様々なマーカーについての核酸配列およびアミノ酸配列
をこれらのマーカーのさらなる特徴づけによって得ることができる。それぞれのマーカー
から得られた消化断片の分子量を、様々な酵素によって生じた消化断片の分子量と一致す
る配列についてデータベース（例えば、ＳｗｉｓｓＰｒｏｔデータベースなど）を検索す
るために使用することができる。この方法を使用して、マーカーの核酸配列およびアミノ
酸配列を、これらのマーカーがデータベースにおける既知のタンパク質であるならば、特
定することができる。
【０１４９】
　あるいは、タンパク質をタンパク質ラダー配列決定によって配列決定することができる
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。タンパク質ラダーを、例えば、分子を断片化し、断片を、１個のアミノ酸を断片の末端
から逐次的に除く酵素消化または他の方法に供することによって生じさせることができる
。タンパク質ラダーを調製する方法が、例えば、国際特許出願公開ＷＯ９３／２４８３４
（Ｃｈａｉｔ他）および米国特許第５，７９２，６６４号（Ｃｈａｉｔ他）に記載される
。その後、ラダーは質量分析法によって分析される。ラダー断片の質量差により、分子の
末端から除かれたアミノ酸が特定される。
【０１５０】
　マーカーがデータベースにおける既知のタンパク質でないならば、核酸配列およびアミ
ノ酸配列を、マーカーのアミノ酸配列の一部分でさえの知識を用いて決定することができ
る。例えば、縮重プローブをマーカーのＮ末端アミノ酸配列に基づいて作製することがで
きる。このようなプローブは、その後、マーカーが最初に検出されたサンプルから作製さ
れたゲノムライブラリーまたはｃＤＮＡライブラリーをスクリーニングするために使用す
ることができる。陽性のクローンを特定し、増幅することができ、その組換えＤＮＡ配列
を、広く知られている技術を使用してサブクローン化することができる。例えば、Ｃｕｒ
ｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｆｏｒ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ａｕｓ
ｕｂｅｌ他、Ｇｒｅｅｎ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　ＡＳＳｏｃ．およびＷｉｌｅｙ－Ｉｎ
ｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ、１９８９）、および、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、第３版（Ｓａｍｂｒｏｏｋ他、Ｃｏｌｄ　Ｓｐ
ｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ、ＮＹ、２００１）を参照のこと。
【０１５１】
　精製されたマーカーまたはその核酸配列を使用して、マーカーに特異的に結合する抗体
を、この分野で知られている任意の好適な方法を使用して調製することができる。例えば
、Ｃｏｌｉｇａｎ、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ
（１９９１）；Ｈａｒｌｏｗ＆Ｌａｎｅ、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（１９８８）；Ｇｏｄｉｎｇ、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏ
ｄｉｅｓ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ（第２版、１９８６）；お
よび、Ｋｏｈｌｅｒ＆Ｍｉｌｓｔｅｉｎ、Ｎａｔｕｒｅ、２５６：４９５～４９７（１９
７５）を参照のこと。そのような技術には、ファージまたは類似するベクターにおける組
換え抗体のライブラリーからの抗体の選択による抗体調製、ならびに、ウサギまたはマウ
スを免疫化することによるポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体の調製が含まれ
るが、これらに限定されない（例えば、Ｈｕｓｅ他、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２４６：１２７５
～１２８１（１９８９）；Ｗａｒｄ他、Ｎａｔｕｒｅ、３４１：５４４～５４６（１９８
９）を参照のこと）。
【０１５２】
　抗体が提供された後、マーカーは、この分野で知られている好適な免疫学的結合アッセ
イのいずれかを使用して検出および／または定量することができる（例えば、米国特許第
４，３６６，２４１号、同第４，３７６，１１０号、同第４，５１７，２８８号および同
第４，８３７，１６８号を参照のこと）。有用なアッセイには、例えば、酵素イムノアッ
セイ（ＥＩＡ）（例えば、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、放射イムノアッセ
イ（ＲＩＡ）、ウエスタンブロットアッセイまたはスロットブロットアッセイなど）が含
まれる。これらの方法はまた、例えば、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇ
ｙ：Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｉｎ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（第３７巻）（Ａｓａｉ編
、１９９３）；Ｂａｓｉｃ　ａｎｄ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（Ｓｔｉ
ｔｅｓ＆Ｔｅｒｒ他、第７版、１９９１）；およびＨａｒｌｏｗ＆Ｌａｎｅ（上掲）に記
載される。
【０１５３】
　一般には、被験体から得られたサンプルを、マーカーに特異的に結合する抗体と接触さ
せることができる。場合により、抗体は、抗体をサンプルと接触させることに先立って、
複合体の洗浄およびその後の単離を容易にするために固体支持体に固定処理することがで
きる。固体支持体の例には、例えば、マイクロタイタープレート、スティック、ビーズま
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たはマイクロビーズの形態でのガラスまたはプラスチックが含まれる。抗体はまた、上記
で記載されたプローブ基質またはタンパク質チップアレイに結合させることができる。サ
ンプルは、好ましくは、被験体から採取された生物学的流体サンプルである。生物学的流
体サンプルの例には、血液、血清、血漿、肝臓細胞、組織、尿、涙液、唾液などが含まれ
る。好ましい実施形態において、生物学的流体は血清または血漿を含む。その後、サンプ
ルは、サンプルを抗体に接触させる前に、好適な溶出液により希釈することができる。
【０１５４】
　サンプルを抗体とインキュベーションした後、混合物は洗浄され、形成された抗体－マ
ーカー複合体を検出することができる。これは、洗浄された複合体を検出試薬とインキュ
ベーションすることによって達成することができる。この検出試薬は、例えば、検出可能
な標識により標識される二次抗体であり得る。例示的な検出可能な標識には、磁石ビーズ
（例えば、ＤＹＮＡＢＥＡＤＳ（商標））、蛍光性色素、放射性標識、酵素（例えば、Ｅ
ＬＩＳＡにおいて一般に使用される西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファター
ゼおよび他の酵素）、および、比色測定用標識（例えば、コロイド状金または着色された
ガラスビーズもしくはプラスチックビーズなど）が含まれる。あるいは、サンプルにおけ
るマーカーは、間接的なアッセイ（この場合、例えば、第２の標識された抗体が、結合し
たマーカー特異的抗体を検出するために使用される）を使用して、かつ／または、競合ア
ッセイもしくは阻害アッセイ（この場合、例えば、マーカーの異なったエピトープに結合
するモノクローナル抗体が混合物と同時にインキュベーションされる）において検出する
ことができる。
【０１５５】
　アッセイを通して、インキュベーション工程および／または洗浄工程が試薬のそれぞれ
の組み合わせの後で要求される場合がある。インキュベーション工程は、約５秒から数時
間まで、好ましくは、約５分から約２４時間まで変化させることができる。しかしながら
、インキュベーション時間は、アッセイ形式、マーカー、溶液の体積、断片およびその誘
導体の濃度に依存する。通常、アッセイは周囲温度で行われ、だが、所定の温度範囲で、
例えば、１０℃～４０℃で行うことができる。
【０１５６】
　好ましい実施形態において、イムノアッセイはサンドイッチＥＬＩＳＡである。イムノ
アッセイを使用して、サンプルにおけるマーカーの存在または非存在、ならびに、サンプ
ルにおけるマーカーの量を明らかにすることができる。最初に、サンプルにおけるマーカ
ーの試験量を、上記で記載されるイムノアッセイ方法を使用して検出することができる。
マーカーがサンプルに存在するならば、マーカーは、マーカーと特異的に結合する抗体と
の抗体－マーカー複合体を、上記で記載された好適なインキュベーション条件のもとで形
成する。抗体－マーカー複合体の量を、標準物と比較することによって求めることができ
る。標準物は、例えば、サンプルに存在することが知られている既知の化合物または別の
タンパク質が可能である。上記で記されたように、マーカーの試験量は、測定単位が対照
に対して比較され得る限り、絶対的な単位で測定される必要はない。
【０１５７】
　サンプルにおけるこれらのマーカーを検出するための方法は多くの適用を有する。例え
ば、１つまたは１つよりも多いマーカーを、肝臓傷害、肝臓疾患、傷害の程度、アルコー
ルおよび薬物の乱用、妊婦によるアルコールおよび／または薬物の乱用に起因する胎児傷
害などの診断を助けるために測定することができる。別の例では、マーカーの検出方法は
、処置に対する被験体における応答をモニターするために使用することができる。別の例
では、マーカーの検出方法は、これらのマーカーの発現をインビボまたはインビトロで調
節する化合物についてアッセイするために、また、そのような化合物を特定するために使
用することができる。
【０１５８】
　マーカーの脱離および検出によって得られたデータは、任意の好適な手段を使用して分
析することができる。１つの実施形態において、データは、プログラム可能なデジタルコ



(32) JP 2008-534969 A 2008.8.28

10

20

30

40

50

ンピューターの使用により分析される。コンピュータープログラムは一般に、コードを保
存する読み取り可能な媒体を含む。プローブにおける各特徴の場所、そのような特徴にお
ける吸着剤の正体、および、吸着剤を洗浄するために使用された溶出条件を含む特定のコ
ードをメモリーに割り当てることができる。コンピューターはまた、プローブ上の特定の
アドレス指定可能な場所から受け取った様々な分子量におけるシグナルの強度に関するデ
ータを入力として受け入れるコードを含む。このデータは、それぞれのマーカーによって
もたらされるシグナルの強度を含めて、検出されたマーカーの数を示すことができる。
【０１５９】
　データ分析では、検出されたマーカーのシグナル強度（例えば、ピークの高さ）を決定
する工程、および、「異常値」（所定の統計学的分布から外れるデータ）を除く工程を含
むことができる。観測されたピークは正規化することができる（何らかの基準に対する各
ピークの高さが計算されるプロセス）。例えば、基準は、スケールにおいてゼロとして設
定される、装置および化学品（例えば、エネルギー吸収分子）によって生じるバックグラ
ウンドノイズとすることができる。その後、各マーカーまたは他の生体分子について検出
されたシグナル強度を所望のスケール（例えば、１００）での相対的な強度の形態で表示
することができる。あるいは、標準物（例えば、ＡＳＬタンパク質）を、標準物からのピ
ークが、検出された各マーカーまたは他のマーカーについて観測されたシグナルの相対的
な強度を計算するための基準として使用され得るようにサンプルとともに加えることがで
きる。
【０１６０】
　コンピューターは、得られたデータを、表示するための様々な形式に変換することがで
きる。「スペクト図または保持マップ」と呼ばれる１つの形式では、標準スペクト図を表
示することができ、この場合、図は、それぞれの特定の分子量で検出器に到達するマーカ
ーの量を表す。「ピークマップ」と呼ばれる別の形式では、ピーク高さおよび質量情報の
みがスペクトル図から保持され、これにより、より明瞭な画像がもたらされ、ほぼ同一の
分子量を有するマーカーがより容易に認められることが可能になる。「ゲル図」と呼ばれ
るさらに別の形式では、ピーク図からのそれぞれの質量を、それぞれのピークの高さに基
づいたグレースケール画像に変換することができ、これにより、電気泳動ゲルにおけるバ
ンドに類似する外観がもたらされる。「３Ｄオーバーレイ」と呼ばれるさらに別の形式で
は、数個のスペクトルを、相対的なピーク高さにおけるわずかな変化を調べるために重ね
合わせることができる。「差マップ図」と呼ばれるさらに別の形式では、２つ以上のスペ
クトルを比較することができ、これにより、特異なマーカー、および、サンプル間でアッ
プレギュレーションまたはダウンレギュレーションされるマーカーが都合よく強調される
。２つの任意のサンプルからのマーカープロフィル（スペクトル）を視覚的に比較するこ
とができる。さらに別の形式では、Ｓｐｏｔｆｉｒｅ　Ｓｃａｔｔｅｒ　Ｐｌｏｔを使用
することができ、この場合、検出されるマーカーがプロットにおいてドットとしてプロッ
トされ、プロットにおいて、プロットの１つの軸が、検出されたマーカーの見かけ分子量
を表し、別の軸が、検出されたマーカーのシグナル強度を表す。それぞれのサンプルにつ
いて、検出されるマーカー、および、サンプルに存在するマーカーの量をコンピューター
読み取り可能な媒体に保存することができる。このデータは、その後、対照（例えば、対
照（例えば、肝臓傷害が検出できない正常かつ健康な被験体）において検出されたマーカ
ーのプロフィルまたは量）と比較することができる。
【０１６１】
　キット
　本発明のアッセイはまた、キットを調製するために理想的に適する。そのようなキット
は、キャリア手段が、イムノアッセイの別個の要素をそれぞれが含む１つまたは１つより
も多い容器手段（例えば、バイアルおよびチューブなど）を収容するために、それにより
厳密に限定された状態で区画化されることを含むことができる。例えば、固相支持体に固
定された第１の抗体を含有する容器手段、および、第２の検出可能に標識された抗体を溶
液で含有するさらなる容器手段が存在し得る。さらなる容器手段は、検出されるべき肝臓
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バイオマーカーの連続希釈物を含む標準溶液を含有することができる。それぞれの肝臓バ
イオマーカーの標準溶液は、それぞれの肝臓バイオマーカーの濃度が横軸にプロットされ
、検出シグナルが縦軸にプロットされる標準曲線を準備するために使用することができる
。肝臓バイオマーカーのいずれか１つを含有するサンプルから得られた結果は、それぞれ
の検出されたバイオマーカーの濃度を得るためにそのようなプロットから内挿することが
できる。
【０１６２】
　１つの実施形態において、バイオマーカーのパネルがキットにおいて提供される。これ
らのバイオマーカーには、アルギニノコハク酸シンセターゼ（ＡＳＳ）およびアルギニノ
コハク酸リアーゼ（ＡＳＬ）、硫化（エストロゲンスルホトランスフェラーゼ（ＥＳＴ）
、スクアレンシンターゼ（ＳＱＳ）、肝臓グリコーゲンホスホリラーゼ（ＧＰ）、カルバ
モイルリン酸シンセターゼ（ＣＰＳ－１）、α－エノラーゼ１、グルコース調節タンパク
質（ＧＲＰ）およびスペクトリン分解生成物が含まれるが、これらに限定されない。
【０１６３】
　別の実施形態において、肝臓バイオマーカーのパネルに対する抗体がキットにおいて提
供される。抗体には、アルギニノコハク酸シンセターゼ（ＡＳＳ）およびアルギニノコハ
ク酸リアーゼ（ＡＳＬ）、硫化（エストロゲンスルホトランスフェラーゼ（ＥＳＴ）、ス
クアレンシンターゼ（ＳＱＳ）、肝臓グリコーゲンホスホリラーゼ（ＧＰ）、カルバモイ
ルリン酸シンセターゼ（ＣＰＳ－１）、α－エノラーゼ１、グルコース調節タンパク質（
ＧＲＰ）およびスペクトリン分解生成物について特異的な抗体が含まれるが、これらに限
定されない。抗体はポリクローナルまたはモノクローナルが可能である。
【０１６４】
　キットは、所望されるならば、肝臓バイオマーカーのパネルと、それらの抗体との両方
を提供することができる。例えば、アルギニノコハク酸シンセターゼ（ＡＳＳ）およびア
ルギニノコハク酸リアーゼ（ＡＳＬ）、硫化（エストロゲンスルホトランスフェラーゼ（
ＥＳＴ）、スクアレンシンターゼ（ＳＱＳ）、肝臓グリコーゲンホスホリラーゼ（ＧＰ）
、カルバモイルリン酸シンセターゼ（ＣＰＳ－１）、α－エノラーゼ１、グルコース調節
タンパク質（ＧＲＰ）およびスペクトリン分解生成物。
【０１６５】
　下記の実施例は、限定としてではなく、例示として提供される。具体的な実施例が提供
されているが、上記の説明は例示的であり、限定的ではない。前記で記載された実施形態
の特徴のいずれか１つまたは１つより多くを本発明における任意の他の実施形態の１つま
たは１つよりも多い特徴と任意の様式で組み合わせることができる。さらに、本発明の多
くの変形が、本明細書を検討したとき、当業者には明らかになる。従って、本発明の範囲
は、上記の説明を参照して決定されるべきではなく、代わりに、均等物のそれらの完全な
範囲と一緒に、添付されている請求項を参照して決定されなければならない。
【０１６６】
　本明細書において引用されるすべての刊行物および特許文書は、それぞれの個々の刊行
物または特許文書がそのように個々に示されていたかのようにそれと同じ程度に、すべて
の目的のために、適切な部分において参考として組み込まれる。本文書における様々な参
考文献のそれらの引用により、本出願人らは、いずれかの特定の参考文献が本出願人らの
発明に対する「先行技術」であることを認めていない。
【実施例】
【０１６７】
　材料および方法
　虚血／再灌流傷害のラットモデル。
【０１６８】
　成体のオスのＳｐｒａｇｕｅ　Ｄａｗｌｅｙラットを、ラットが手術レベルの麻酔に達
するまで４％イソフルランで麻酔する。ノーズコーンが、麻酔ガスを送達するために続け
られる。長さが約３ｃｍの正中切開を行い（腹壁切開）、肝臓を露出させる。門脈、左側
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葉および中葉の肝動脈および胆管を小さい血管鉗子によって閉塞する。右葉への血液供給
を中断させず、門脈血流を、消化管の血管うっ血の所見を伴うことなく、それらにより維
持する。３０分の正常体温での虚血の後、虚血性肝臓を通過する血液の再循環を、鉗子を
除くことによってさらに３０分間にわたって達成する。再灌流終了後、動物の安楽死を両
側開胸術によって行い、血液を集め、そして、肝臓を、しばらくの間、残留血液を除くた
めに冷ＰＢＳにより再灌流し、分析のために取り出す。
【０１６９】
　肝臓組織処理およびサンプル調製。
【０１７０】
　ハイスループットスクリーニング－ウエスタンブロット（（ＨＴＳ－ＷＢ）（Ｐｏｗｅ
ｒＢｌｏｔ））分析および従来のウエスタンブロット分析のために、肝臓標本を、切除後
、液体窒素で急速凍結する。Ｉ／Ｒラット、実験未使用ラットおよび偽操作ラットからの
肝臓サンプルを、０．１ｍｇ／ｍｌのＰＭＳＦ、１ｍＭのオルトバナジン酸ナトリウム、
５ｍＭのＥＤＴＡ、５ｍＭのＥＧＴＡおよびプロテアーゼ阻害剤カクテル（Ｒｏｃｈｅ，
Ｉｎｃ）を含有する、ＰＢＳ、１％Ｎｏｎｉｄｅｔ　Ｐ－４０、０．５％デオキシコール
酸ナトリウム、０．１％ＳＤＳ、１ｍＭ　ＤＴＴからなるＲＩＰＡ緩衝液において、Ｐｏ
ｌｙｔｒｏｎを使用して氷上でホモジネートする。インビボでのｒ－カスパーゼ－３処理
およびｒ－カルパイン－２処理のために、無傷（実験未使用）ラットから得られた肝臓を
、プロテアーゼ阻害剤を含まない、ＰＢＳ、１％Ｎｏｎｉｄｅｔ　Ｐ－４０、０．５％デ
オキシコール酸ナトリウム、０．１％ＳＤＳ、１ｍＭ　ＤＴＴ、５ｍＭ　ＥＤＴＡ、５ｍ
Ｍ　ＥＧＴＡからなるＲＩＰＡ緩衝液においてホモジネートする。ホモジネートを氷上に
３０分間放置し、４℃において１０．０００ｒｐｍで１５分間遠心分離する。上清を取り
出し、タンパク質を、ビシンコニン酸（Ｐｉｅｒｃｅ，Ｉｎｃ）を使用して測定する。無
傷肝臓のサンプルをカスパーゼ－３（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ、比活性：１μｇ／μｌ）または
カルパイン－２（Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ、０．２５μｇ／μｌ）によりインビトロで処理
する。
【０１７１】
　ハイスループットスクリーニングウエスタンブロット（ＨＴＳ－ＷＢ）分析および従来
のウエスタンブロット分析。
【０１７２】
　ゲルは１３ｘ１０ｃｍの４－１５％グラジエントＳＤＳ－ポリアクリルアミド（０．５
ｍｍ厚）（Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｃｒｉｔｅｒｉｏｎ　ＩＰＧ）であり、２００μｇのタンパ
ク質が、ゲルの幅全体にわたる１つの大きなウェルに負荷される。これは、標準的な１０
ウェルミニゲルでの１レーンあたり約８μｇにあたる。ゲルを１５０ボルトで１．５時間
泳動し、タンパク質をＩｍｍｏｂｉｌｏｎ－Ｐメンブラン（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）に転写
する。メンブランをブロッキング緩衝液で１時間ブロッキング処理する。
【０１７３】
　メンブランを、メンブラン全面で４０個の流路を隔てるウエスタンブロッティングマニ
ホールドにより固定する。それぞれの流路において、複合抗体カクテルが加えられ、３７
℃で１時間ハイブリダイゼーションさせられる。
【０１７４】
　ブロットを取り出し、洗浄し、Ａｌｅｘａ６８０蛍光性色素にコンジュゲート化された
二次ヤギ抗マウス（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）により３７℃で３０分間可視化
する。メンブランを洗浄し、乾燥し、Ｏｄｙｓｓｅｙ　Ｉｎｆｒａｒｅｄ　Ｉｍａｇｉｎ
ｇ　Ｓｙｓｔｅｍを使用して（モノクローナル抗体標的検出については）７００ｎｍで走
査する。
【０１７５】
　ＭＷ標準物－すべてのブロットのレーン４およびレーン４０には、２つの標準化カクテ
ルが負荷される。データ分析－データ分析には、１．５倍を超える変化が示されるそれぞ
れのブロットからの未処理のシグナル強度データおよび正規化されたシグナル強度データ
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が含まれる。分析の特徴の記載は下記に従う：１．量－規定されたスポットの全体的強度
。２．正規化された量－すべてのブロットをブロット上のすべての有効スポットの強度の
和に対して正規化し、その後、１，０００，０００倍する。３／．比率－実験バンドにつ
いての正規化された量が、対応する対照のバンドについての正規化された量の比率として
表される。この比率は、タンパク質発現における増大または低下を明らかにするために使
用される。結果はまた、対照に対する実験サンプルについて、増大または低下のいずれで
あっても、倍数変化（タンパク質変化の全体的な傾向を表す半定量的な値）として表され
る。
【０１７６】
　変化が信頼度の順に示される：レベル１０が最大の信頼度である。信頼度のレベルは下
記のように定義される：ａ）レベル１０－肉眼検査にもまた合格する、良質なシグナルか
らの４つすべての比較において２倍を超える変化；ｂ）レベル９－肉眼検査にもまた合格
する、良質なシグナルからの４つすべての比較において１．５倍～１．９倍の変化；ｃ）
レベル８－肉眼検査に合格する、低いシグナルからの４つすべての比較において２倍を超
える変化；ｄ）レベル７－肉眼検査に合格する、良質なシグナルからの４つすべての比較
において１．２５倍～１．５倍の変化；ｅ）レベル６－肉眼検査に合格しない、４つすべ
ての比較において２倍を超える変化；ｆ）レベル５－肉眼検査に合格しない、４つすべて
の比較において１．５倍～１．９倍の変化。
【０１７７】
　肝臓特異的タンパク質の標的化された分析。
【０１７８】
　表１に示される分析は、様々な供給元から入手可能な抗体を使用してウエスタンブロッ
トによって行われる。典型的には、２５μｇのタンパク質を、５個のサンプルからなる２
つの同一の組とともに負荷し、４－２０％ポリアクリルアミドゲルミニスラブにおいて分
離し、ＰＶＤＦメンブランに転写する。メンブランを２つに切り、ブロッキング処理し、
２つの異なる抗体によりプローブし、ＥＣＬ　Ｐｌｕｓ　Ｋｉｔ（Ｐｉｅｒｃｅ，Ｉｎｃ
）を使用して可視化し、走査する。メンブランは、剥ぎ取り緩衝液を使用して剥ぎ取り処
理され、他の２つの抗体により再プローブされる。バンドをＥＤＣＬ　Ｐｌｕｓ　Ｋｉｔ
により可視化し、走査した後、メンブランは再び剥ぎ取り処理され、αＩＩ－スペクトリ
ン抗体によりプローブされ、アルカリホスファターゼ検出法を使用して発色させられる。
発色タンパク質の分子量の正確な評価のために、２組のタンパク質標準物が加えられ、同
時に発色させられる（Ｍａｇｉｃ　Ｍａｒｋｅｒｓ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｉｎｃ）。
【０１７９】
　液体クロマトグラフィー、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、ＬＣ／質量分析法。
【０１８０】
　簡単に記載すると、ＬＣシステムを、２つのカラム（Ｓ－セファロースおよびＱ－セフ
ァロース）が直列で操作されるように設定する。サンプルをろ過し、タンパク質（１ｍｇ
）をサンプルループに負荷し、移動相Ａ（２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ）および移動相Ｂ
（１ＭのＮａＣｌを含有する２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ）のグラジエントを使用して処
理する。分画物（１ｍｌ）を合計で３２個の分画物について集める（１分あたり１つの分
画物）。分画物を濃縮し、ＢｉｏＲａｄ　Ｃｒｉｔｅｒｉｏｎゲル（４－２０％、Ｔｒｉ
ｓ－ＨＣｌ、１８ウェルゲル）でのＳＤＳ－ＰＡＧＥに供する。サンプルを対にして泳動
する：偽操作（対照）；Ｉ／Ｒ；インビトロでの非処理（インビトロでの対照）；カスパ
ーゼ－３処理および／またはカルパイン－２処理、これらはそれぞれの分画物について互
いに隣接する。ゲルをクーマシーＲ２５０で染色し、切り出しのためのバンドを選択する
ために使用する。
【０１８１】
　バンドの切り出し、タンパク質の還元、アルキル化、消化および抽出を、以前に記載さ
れたように行う（Ｗａｎｇ、Ｋ．Ｋ．、Ｏｔｔｅｎｓ，Ａ．、Ｈａｓｋｉｎｓ，Ｗ．、Ｌ
ｉｕ，Ｍ．Ｃ．、Ｋｏｂｅｉｓｓｙ，Ｆ．、Ｄｅｎｓｌｏｗ，Ｎ．、Ｃｈｅｎ，Ｓ．およ
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びＨａｙｅｓ，Ｒ．Ｌ．（２００４）、外傷性脳傷害のプロテオミクス研究、Ｉｎｔ　Ｒ
ｅｖ　Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ　６１、２１５～２４０）。ペプチドをカラムから溶出するた
めに使用されるＬＣは３つの相を有する：移動相Ａ―９９．６％水、０．４％酢酸；移動
相Ｂ－有機層－２０％水、０．４％酢酸、７９．６％メタノール；移動相Ｃ－サンプルを
チューブからカラムに負荷するために使用され、０．４％酢酸、４％アセトニトリルおよ
び９５．６％水である。質量分析法のために、サンプルを１５μＬの移動相Ｃ溶液におい
て再構成する。
【０１８２】
　ＭＳはＬＣＱ　Ｄｅｃａ　ＸＰ（四重極イオントラップ質量分析計）である。ペプチド
を逆相カラムに負荷し、有機グラジエントを使用してＭＳの中に溶出し、エレクトロスプ
レーイオン化に供する。イオンがＭＳの内部に入ると、数回の走査が行われる。最初に、
全域ＭＳ走査－走査時にイオントラップに入ってきたサンプルからのすべての質量対電荷
値（ｍ／ｚ）が記録される。それぞれのピークが、親イオンを表す質量対電荷値を表す。
質量分析計は３つの最も強い親イオンを選択し、もう一回の走査を行う（ＭＳＭＳ走査）
。それぞれの親イオンが、ペプチドに特有なスペクトルを生じさせる生成物イオンに断片
化される。従って、それぞれのＭＳ走査について、３つのＭＳＭＳスペクトルがもたらさ
れる（それぞれが異なるペプチドを表す可能性がある）。一緒にプロットされたこれらす
べての走査の集まりが、ＢｉｏＷｏｒｋｓ　Ｂｒｏｗｓｅｒに送られるクロマトグラムで
ある。サンプルにおけるスペクトルがデータベース内のスペクトルと一致するとき、その
スペクトルにはＸｃｏｒｒが割り当てられる。この値はこれら２つのスペクトルの類似性
のレベルを示す。
【０１８３】
　ラット肝臓の虚血／再灌流の経時変化。
【０１８４】
　合計で３０分間の完全な正常体温での虚血に続いて、１０分、３０分および１８０分の
再灌流が行われる。加えて、３０分の部分的虚血が、適切な肝動脈、門脈分岐部および総
胆管を鉗子により閉じることによって中葉および左肝葉において生じさせられる。この手
法は、右葉への門脈分岐部を開通したままにし、腸管の低酸素症を軽減する。１８０分の
再灌流での死亡率が３０分の３カ所での完全な肝閉塞の後で大きいならば、部分的虚血（
血液供給における約７０％）が行われる。
【０１８５】
　肝臓サンプル調製、タンパク質発現の研究および分析。
【０１８６】
　これらを従来のウエスタンブロットによって行う。αＩＩ－スペクトリン測定のために
使用された抗体は、全長サイズのαＩＩ－スペクトリン分子に対する抗体（Ａｆｆｉｎｉ
ｔｙ，Ｉｎｃ）、カスパーゼ－３により切断された１５０ｉ断片に対する抗体（Ｃｅｌｌ
　Ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）、カスパーゼ－３により生じた１
２０ｋＤａ断片に対する抗体（本発明者らの研究室（ＣＮＰＢＲ－ＵＦ）から得られるＡ
ｂ）、および、カルパイン－２により切断される１５０断片に対する抗体（ＣＮＰＢＲ－
ＵＦ）である。肝バイオマーカーに対する抗体が様々な商業的供給元および非商業的供給
元から得られる。
【０１８７】
　血清サンプルおよび血漿サンプルの調製。
【０１８８】
　血液を実験手技終了時にラット心臓から集める。血漿を遠心分離によってＫ－ＥＤＴＡ
保存血から得る。２０μｌの血漿または血清を１８０μｌのＲＩＰＡ緩衝液（プロテアー
ゼ阻害剤を含む）と混合し、激しく撹拌し、氷上で３０分間インキュベーションし、遠心
分離する。上清を取り出し、アリコットをサンプル緩衝液と混合し（１：１）、加熱し、
ゲルに負荷する。
【０１８９】
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　血清酵素アッセイ。
【０１９０】
　ＡＬＴ、ＬＤＨおよびγ－ＧＴＰの活性を、市販のキットを製造者の説明書に従って用
いて速度論的方法を使用して求める。
【０１９１】
　肝臓の免疫組織化学。
【０１９２】
　実験ラットの肝臓標本を組織傷害の分析のために再灌流終了時に採取する。肝臓組織の
サンプルを、標準的なプロトコルに従った日常的なＨ＆Ｅ染色のために１０％中性ホルマ
リンに入れるか、または、免疫組織化学のためにＯＣＴ緩衝液において直ちに凍結する。
【０１９３】
　活性化されたカスパーゼ３およびカルパイン－２の免疫染色。
【０１９４】
　凍結保存された４μｍの肝臓凍結切片を、氷冷した４％パラホルムアルデヒド／ＰＢＡ
において、または、－２０℃のメタノールにおいて、２０分間、氷上で固定処理する。サ
ンプルを、それぞれ３分間、ＰＢＳにより３回洗浄し、冷たい０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ－
１００／ＰＢＳ／０．２％スクロースにより氷上で透過処理し、ＰＢＳにより洗浄し、０
．１％ホウ水素化ナトリウムにより５分間失活化処理する。サンプルを２０％ヤギ血清／
ＰＢＳにおいて室温（ＲＴ）で３０分間ブロッキング処理し、活性化カスパーゼ－３（１
７／１９ｋＤａタンパク質）のマウスモノクローナル抗体（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｌｉ
ｎｇ，Ｉｎｃ）または活性化カルパイン－２のマウスモノクローナル抗体（Ｃｈｅｍｉｃ
ｏｎ，Ｉｎｃ．）と２０％ヤギ血清／ＰＢＳにおいて一晩インキュベーションする（＋４
０℃）。徹底的な洗浄の後、カバースリップを、蛍光性色素（ＡｌｅｘａＧｒｅｅｎ４８
８、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）とコンジュゲート化された抗マウスＩｇＧとイ
ンキュベーションする。カバースリップを載せ、Ｏｐｔｉｃａｌ　Ｃａｍｅｒａ（Ｚｅｉ
ｓｓ，Ｉｎｃ）を備えた蛍光顕微鏡を使用して分析する。
【０１９５】
　肝臓組織切片に対するインシトゥーＴＵＮＮＥＬアッセイ。
【０１９６】
　ＴＵＮＮＥＬアッセイを、市販のＰＲＯＭＥＧＡキットを使用して行う。肝臓サンプル
を１０％緩衝化ホルマリンにおいて固定処理し、パラフィンに包埋する。組織切片をスラ
イドガラスに載せ、その後、脱パラフィン化し、再水和する。スライドガラスをプロテイ
ナーゼＫ消化に１５分間供する（０．２Ｍ　Ｔｒｉｓ／０．５Ｍ　ＥＤＴＡ、ｐＨ８．０
、プロテイナーゼＫ、１ｍｇ／ｍｌ）。スライドガラスをＰＢＳにより洗浄し、緩衝液と
１５分間平衡化させ、ＦＩＴＣコンジュゲート化ヌクレオチド混合物およびＴｄＴにより
８０分間染色する。酵素反応を停止させ、スライドガラスをヨウ化プロピジウム／抗退色
ＤＮＡ溶液により対比染色し、Ｏｐｔｉｃａｌ　Ｃａｍｅｒａ（Ｚｅｉｓｓ，Ｉｎｃ）を
適切なフィルターとともに備えた蛍光顕微鏡を使用して写真撮影する。
【０１９７】
　ＡＳＳ抗体
　ＡＳＳのＣ’末端に対するモノクローナル抗体が市販されている（ＢＤ　Ｔｒａｎｓｄ
ｕｃｔｉｏｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）。さらなるモノクローナル抗体がフロリダ大
学でのＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ＰｒｏｇｒａｍでＨｙｂｒｉｄｏｍａ　Ｃｏｒｅ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｔｒｙにおいて製造されつつある。マウスを、特異的な抗ＡＳＳポリク
ローナル抗体をウサギにおいて調製するために使用された同じ物質で免疫化する。所望す
るモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマを、その安定性および純度を保証するた
めに２回クローン化する。創始体のクローン化されたハイブリドーマ細胞の、少なくとも
１００個のアリコットを、抗体の長期供給を保証するために凍結する。
【０１９８】
　抗体分析
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　すべてのＡＳＳ抗体の抗原結合親和性を、間接的ＥＬＩＳＡ、ウエスタンブロットおよ
びＢＩＡｃｏｒｅ３０００を使用して分析する。それぞれの特異的なＥＬＩＳＡのために
、最適な抗原結合性および親和性を与える捕獲抗体および検出抗体の対を選択する。抗体
の選択は、大きい親和性を有し、かつ、バイオマーカーにおける異なるエピトープを認識
するそのような抗体に基づく。ＢＩＡｃｏｒｅ３０００（Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｃｈｅｍｉｓ
ｔｒｙ　Ｃｏｒｅ、フロリダ大学）によって明らかにされるような速いｏｎ速度および遅
いｏｆｆ速度から構成される大きい親和性定数を有する抗体が選択される。ＢＩＡｃｏｒ
ｅは、タンパク質と、他のタンパク質、ペプチドまたはＤＮＡとの間での相互作用の親和
性定数（ｏｎ速度およびｏｆｆ速度を含む）の決定を可能にするチップ型デバイスである
。この装置では、親和性定数の正確な決定を、外因性標識を加えることなくリアルタイム
で可能にする非常に高感度な表面プラズモン共鳴検出システムが使用される。
【０１９９】
　組換えＡＳＳ抗原の産生およびＳＷ　ＥＬＩＳＡの有効性確認。
【０２００】
　ＡＳＳのｃＤＮＡがＡＴＣＣから市販されており、これを組換えタンパク質の産生のた
めに使用する。標準曲線アッセイのために、ウェルあたり５０ｎｇ～０．００１ｎｇの精
製タンパク質の連続希釈物を分析する。これにより、血液または血清に存在すると考えら
得る濃度を包含して、１００倍～１０００倍であることが予想されるアッセイのダイナミ
ックレンジが決定される。ＳＷ　ＥＬＩＳＡのデータは、感度が非常に高感度なＥＣＬウ
エスタンブロット（高ｐｇレベル）よりも大きいことを示している。
【０２０１】
　ＢＩＡｃｏｒｅ：
　ＰＢＳＴにおける２ｐｍｏｌのバイオマーカータンパク質（５０ｎｇ）を１０ｍＭ酢酸
塩緩衝液（ｐＨ４．５）で希釈した。ＦＣ１はＣＭ５チップであり、これを対照として使
用し、これに対して、ＦＣ２を活性化し、これに５μｌのバイオマーカーを１０μｌ／分
で注入し、これにより、４７５のΔＲＵが得られた。抗体をＰＢＳＴにおいて１：１０希
釈し、２０μｌを２分間にわたって注入し（ｋｉｎｊｅｃｔ）、その後、３分の解離を行
った。表面の再生を、５μｌのグリシン（１０ｍＭ、ｐＨ１．５）を注入することによっ
て行った。抗体注入および再生が、表面の反応性を失うことなく繰り返された。
【０２０２】
　実施例１：アルギニノコハク酸シンターゼ（ＡＳＳ）の発現
　データは、ＡＳＳタンパク質が、成体ラットの組織では肝臓において、また、はるかに
より少ない程度ではあるが、腎臓において、また、非常に低いレベルではあるが、精巣に
おいて発現されることを示す。（ｉ）ＡＳＳおよびそのカスパーゼ－３媒介の分解生成物
が肝臓においてアップレギュレーションされ、（ｉｉ）ＡＳＳが、３０分の肝臓虚血、そ
れに続く３０分の再灌流の後で血漿に蓄積した。数多くの実験を、固定された３０分の虚
血期間とともに、異なる再灌流時間に特に重点を置いて、虚血／再灌流のラットモデルを
使用して行った。血液におけるＡＳＳの蓄積は時間依存的であり、再灌流後３時間で定常
状態に達した。血漿中のＡＳＳレベルは、肝臓組織の古典的な組織学的分析および活性化
カスパーゼ－３による免疫染色によって決定される肝臓損傷の重篤度と強く相関した。
【０２０３】
　実施例２：生物学的流体におけるアルギニノコハク酸シンターゼ（ＡＳＳ）の特異的か
つ定量的な検出のためのサンドイッチＥＬＩＳＡ
　ヒトＡＳＳタンパク質の発表された配列（Ｐ００９６６）に基づいて、２つのペプチド
を設計し、合成した：Ｎ－４７－ＡＲＫＫＡＬＫＬＧＡＫＫＶ－５９－Ｃ（配列番号１）
およびＮ－２１４－ＡＫＡＰＮＴＰＤＩＬＥＩＥＦＫＫ－２２９－Ｃ（配列番号２）。現
在、これらのペプチドを用いて、ウサギポリクローナル抗体が作製されている。
【０２０４】
　サンドイッチＥＬＩＳＡアッセイがヒトにおける肝臓の虚血性傷害のための診断として
使用される。これには、肝臓移植、様々な病因の急性肝不全、腹部外傷および多発外傷に
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よる敗血症性ショックが含まれる。データは、ラットと同様に、血漿中のＡＳＳが対照の
健康者では検出されないことを示す。
【０２０５】
　ＥＬＩＳＡが、生物学的流体（例えば、血清および血漿など）、および、肝臓を含む組
織における既知量のＡＳＳの測定値に対して正規化される。標準物のＡＳＳが組換えＧＳ
Ｔタグ化タンパク質として得られる。ＡＳＳモノクローナル抗体が４６ｋＤａでのＡＳＳ
を大きい特異性および感度で認識したことが明らかにされた。この抗体は特異的ＥＬＩＳ
Ａにおける検出抗体として使用される。ＡＳＳについて特異的である作製された２つのウ
サギポリクローナル抗体が、ＢＩＡｃｏｒｅを使用して調べられ、濃度が、管理された力
価測定実験において抗体およびＡＳＳ標準物の濃度を変化させることによってＥＬＩＳＡ
における使用のために最適化される。様々な濃度のタンパク質および抗体が、抗体の特異
性および感度を明らかにするために調べられる。最大結合の８０％を与えるタンパク質濃
度および抗体濃度がサンドイッチＥＬＩＳＡのために選ばれる。
【０２０６】
　抗体の反応性および特異性を明らかにするために、組織パネルがウエスタンブロットに
よってプローブされる。間接的ＥＬＩＳＡ法が、アッセイで使用される抗体の最適な濃度
を決定するために、ＥＬＩＳＡプレートに結合させた組換えＡＳＳタンパク質とともに使
用される。このアッセイでは、抗ＡＳＳのロバスト（ｒｏｂｕｓｔ）濃度が、アッセイで
使用するために決定される。９６ウェルマイクロプレートが５０ｎｇ／ウェルにより被覆
され、ウサギおよびマウスの抗Ａｓｓ抗体が、アッセイのために使用するための最適な濃
度を決定するために、１：２５０の希釈度から出発して１：１０，０００まで連続的に希
釈される。二次の抗ウサギ（または抗マウス）－西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）
標識の検出抗体およびＵｌｔｒａ－ＴＭＢが、結果を評価するための検出基質として使用
される。
【０２０７】
　抗体の濃度が最大シグナルのために決定されると、それぞれの抗体についての間接的Ｅ
ＬＩＳＡの最大検出限界が決定される。９６ウェルマイクロプレートが、連続的に希釈さ
れる５０ｎｇ／ウェルから、１ｐｇ／ウェル未満まで被覆される。検出のために、抗体が
、上記で決定された濃度に希釈される。これにより、ＡＳＳのＥＬＩＳＡアッセイについ
ての感度、ならびに、捕獲および検出のための抗体の選択が提供される。
【０２０８】
　サンドイッチＥＬＩＳＡにおけるシグナルを最適化および増強するために、検出抗体は
、何らかの交差反応性を避けるために、また、非常に高感度である増幅システムによりシ
グナルを増強するために、ＨＲＰにより直接に標識される。この形式および増幅は、本発
明者らの研究室において他のバイオマーカーについて申し分なく機能している。ＳＷ　Ｅ
ＬＩＳＡアッセイを組み立てるために、９６ウェルプレートのウェルが飽和濃度の精製抗
体（２５０ｎｇ／ウェル）により被覆され、ＡＳＳ抗原の濃度がウェルあたり５０ｎｇか
ら１ｐｇ未満までの範囲であり、検出抗体は、上記で決定された濃度である。最初に、複
合体が、ＳＷ　ＥＬＩＳＡ形式を確認するために、ＨＲＰ標識された二次抗体により検出
されるが、検出システムは、ＨＲＰ標識された検出抗体によって置き換えられる。
【０２０９】
　実施例３：ラット肝臓における変化したタンパク質およびその分解生成物の特定
　ラット（Ｓｐｒａｇｕｅ　Ｄａｗｌｅｙ、オス、２２５ｇ～２５０ｇ）をイソフルラン
で麻酔し、肝十二指腸間膜を固定し、肝臓の三カ所（門脈、肝動脈および胆管）を、３０
分の正常体温での虚血、その後の３０分の再灌流のために、小さい血管鉗子により閉塞し
た。終了した時、血液を抜き取り、肝臓を、分析のために、しばらくの間、氷冷ＰＢＳで
灌流し、切除した。偽操作ラットを、肝臓の三カ所を結紮することなく麻酔に供した。無
傷の肝臓組織および血液をラットの麻酔の直後に得た。無傷の肝臓組織を組換えカスパー
ゼ－３または組換えカルパイン－２によりインビトロで処理した。最初に、Ｉ／Ｒ傷害の
バイオマーカー発見のために、４０抗体の特注ミニアレイを設計した。
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【０２１０】
　結果が、対照（偽操作）サンプルおよびＩ／Ｒサンプル、インビトロでのカスパーゼ－
３処理の無傷サンプルおよびカルパイン－２処理サンプルの４０抗体ウエスタンブロット
ミニスクリーニングの画像として示される。
【０２１１】
　実施例４：肝臓傷害の新規な肝バイオマーカーの特徴づけ
　肝αＩＩ－スペクトリンがＩ／Ｒ肝臓ではカスパーゼ－３およびカルパイン－２の両方
により切断され、ＳＢＤＰ（１５０ｋＤａおよび１２０ｋＤａ）が蓄積した（図３Ａ）。
Ｉ／Ｒ誘導による肝臓傷害の、可能性のあるバイオマーカーとしての３つの肝タンパク質
の特徴づけおよび比較では、下記が含まれた：アルギニノコハク酸シンターゼ（ＡＳ）、
肝臓イソ型のグルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ－ＢＢ）、また同様に、γ
－ＧＴＰおよびＡＬＴ（肝細胞傷害の古典的マーカー）。ＡＳおよびγ－ＧＴＰを、カス
パーゼ－３および／またはカルパイン－２による可能性のある分解生成物の蓄積に特に重
点を置いて、ウエスタンブロット分析を使用して肝臓組織において調べた（図３Ｂおよび
図３Ｃ）。
【０２１２】
　図３Ｃに見られるように、肝臓におけるγ－ＧＴＰの主要なバンド（約１４０ｋＤａ）
は、９０ｋＤａの予測されたＭ．Ｗ．とは異なっており、また、約７０ｋＤａの主要でな
い免疫反応性のさらなる蓄積を伴うカスパーゼ－３処理の肝臓と同様に、Ｉ／Ｒ肝臓では
修飾されるようである。新規な肝バイオマーカーの診断値の予備的な有効性評価を血漿に
おいて行った。
【０２１３】
　無傷のＡＳＳタンパク質（４６ｋＤａ）が、３０分／３０分の虚血／再灌流に供された
ラットの血漿に蓄積したこと、しかし、これが、正常なラットまたは偽操作ラット、およ
び、長期アルコール投与のラットから得られた血漿には存在しなかったことが見出されて
いる。驚くべきことに、この時点で肝臓組織において観測されたことに反して、ＡＳＳの
切断断片がＩ／Ｒ血漿には存在していなかった（図３Ｂ）。非常に低いレベルのＧＳＴ－
ＢＢ（肝イソ型のＧＳＴ）が、正常なラットの血漿において、約５１ｋＤａのタンパク質
（予想Ｍ．Ｗ．、約２３～２５ｋＤａ）として検出可能であった。ＧＳＴ－ＢＢが偽操作
ラットおよびＩ／Ｒラットにおいて消失し、一方、ＧＳＴ－ＢＢにおける著しい増大が、
アルコールで長期間処理されたラットにおいて認められた。血漿中のＡＬＴレベル（５７
ｋＤａの予想Ｍ．Ｗ．）はＩ／Ｒラットおよび偽操作ラットでは変化していなかった。対
照的に、長期アルコールラットの血漿におけるＡＬＴは、免疫反応性バンドのわずかな変
化および断片の消失（これらはＡＬＴの切断を示し得る）とともに増大していた。
【０２１４】
　実施例５：プロテオミクス分析
　プロテオミクス分析がラットＩＲ肝臓に適用される。タンパク質が、ゲル電気泳動と連
係した連続するＳ－セファロースカラムおよびＱ－セファロースカラムでの二相イオン交
換クロマトグラフィー（ＣＡＸ－ＰＡＧＥ）によって分離される。タンパク質の示差的な
表示がクーマシーブルーによる可視的染色によって達成される（すべてが同じゲルで連続
して行われる）。発現または修飾に差があるタンパク質を、ＨＴアナライザー１Ｄソフト
ウエア（Ｎｏｎｌｉｎｅａｒ　Ｄｙｎａｍｉｃｓ）を使用して特定し、ゲル内トリプシン
消化のために取り出す。消化物を、タンデム質量分析法とのオンラインでのナノスプレー
液体クロマトグラフィー（ナノＬＣ／ＭＳＭＳ）を使用して分析する。得られたタンデム
質量スペクトルを、Ｓｅｑｕｅｓｔアルゴリズムを利用して非冗長型の哺乳動物タンパク
質データベースから得られたトリプシン消化ペプチド配列と相関させる。いくつかの可能
な相同的タンパク質が通常、この方法を使用して得られる。ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルにおけ
るタンパク質バンドの分子量が、データベースにおいて見出される配列決定されたタンパ
ク質についての予測分子量と比較される。
【０２１５】
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　表１．肝臓の虚血／再灌流傷害のバイオマーカー
【０２１６】
【表１】

　サンプルはまた、偽操作の肝臓サンプル（Ｃ）およびＩ／Ｒサンプル（Ｔ）について並
行して処理された。発現に差があるタンパク質を、ＨＴアナライザー１Ｄソフトウエア（
Ｎｏｎｌｉｎｅａｒ　Ｄｙｎａｍｉｃｓ）を使用して特定し、四角で囲んだ。タンパク質
バンドをゲルから切り出し（存在するならば、ＣバンドおよびＴバンド）、トリプシンで
消化した。消化物を、タンデム質量分析法とのオンラインでのナノスプレー液体クロマト
グラフィー（ナノＬＣ／ＭＳＭＳ）を使用して分析した。得られたタンデム質量スペクト
ルを、Ｓｅｑｕｅｓｔアルゴリズムを利用して非冗長型の哺乳動物タンパク質データベー
スから得られたトリプシン消化ペプチド配列と相関させた。スペクトル相関が大きいペプ
チド一致物のみを、ＤＴＡＳｅｌｅｃｔソフトウエアによるデータ選別の使用によって集
め、ＩＲ対偽操作の肝臓プロテオームを、Ｃｏｎｔｒａｓｔソフトウエアを使用して比較
した。これまでに行われた最も関連性のある肝タンパク質の特定および分析が下記に示さ
れる。これらのタンパク質は、偽操作の肝臓と比較して、Ｉ／Ｒ肝臓組織では著しく低下
した（例えば、Ｔ７Ａ対Ｃ７Ａ）か、または、完全に消失した（例えば、Ｔ４対Ｃ４）か
のいずれかであった。
【０２１７】
　実施例６：肝臓移植患者
　図２９は６名の肝臓移植患者からのＡＳＳの血清値を示す。血清サンプルを、移植が行
われる前（ベースライン）、肝臓が取り出されている間（無肝臓）、および、新しい肝臓
が患者に移植された後の様々な時点（１分または３分、３０分、４５分、６０分、１２０
分）で肝臓移植患者（ｎ＝６）から集めた。血清ＡＳＳレベルをＡＳＳ特異的なＳＷ　Ｅ
ＬＩＳＡによって（ｎｇ／ｍｌ単位で）測定した。１５０ｎｇ／ｍｌの値はアッセイの感
度を超えていた。
【０２１８】
　表２．ＳＤＳ－ＰＡＧＥでの示差的表示の後、偽操作肝臓に対してＩ／Ｒ肝臓組織にお
いて低下または消失する、タンデム質量分析法を伴うナノスプレー液体クロマトグラフィ
ー（ナノＬＣ／ＭＳＭＳ）によって特定された肝臓タンパク質。
【０２１９】
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【表２】

　他の実施形態
　本発明がその詳細な記載とともに記載されているが、前記の記載は、本発明の範囲を例
示し、本発明の範囲を限定しないことが意図され、本発明の範囲は、添付されている請求
項の範囲によって規定されることを理解しなければならない。他の局面、利点および改変
が添付の請求項の範囲に含まれる。
【図面の簡単な説明】
【０２２０】
　本発明は、添付された請求項において詳細に示される。本発明の上記利点およびさらな
る利点が、添付された図面と併せて理解される下記の説明を参照することによってより良
く理解され得る。
【図１】アポトーシスおよび壊死を虚血／再灌流後に生じさせる経路の概略的例示である
。
【図２】正常な肝臓およびＩ／Ｒ肝臓におけるＡＳＳおよびその切断断片の発現を示すブ
ロットである。３０／１０－３０分の虚血、１０分の再灌流；３０／３０－３０分の虚血
、３０分の再灌流。
【図３】図３Ａ～図３Ｂは、カスパーゼ－３またはカルパイン－２によりインビトロで処
理された、無傷の虚血／再灌流肝臓および無傷の肝臓におけるαＩＩ－スペクトリン（Ａ
）、アルギニノコハク酸シンターゼ（Ｂ）およびγ－ＧＴＰ（Ｃ）の肝臓レベルを示す一
連ブロットである。図３Ａはα－スペクトリンの検出を示す。図３Ｂはアルギニノコハク
酸シンセターゼ（ＡＳＳ）の検出を示す。図３ＣはγＧＴＰの検出を示す。
【図４】図４Ａは、ＡＳＳが血漿において検出されるエレクトロケミルミネセント（ＥＣ
Ｌ）染色を示す。図４Ｂは、血漿中ＡＳＳを検出するアルカリホスファターゼ染色を示す
。Ａｌｃ－ラットにおける長期アルコール処理。Ｉ／Ｒ－肝臓の虚血／再灌流。Ｓ－偽操
作ラット、門脈結紮なし。Ｃ－対照（正常なラット）。Ｍ－分子量マーカー。
【図５】肝臓傷害を有するラットの血漿におけるバイオマーカーＡＳＳの検出を示す。実
験に含まれた肝臓傷害は下記の通りであった：Ａｌｃ－ラットにおける長期アルコール処
理。Ｉ／Ｒ－肝臓の虚血／再灌流。対照は下記の通りであった：Ｓ－偽操作ラット、門脈
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結紮なし。Ｎ－実験未使用の無傷ラット（正常なラット）。ＲＣ１－高スクロースのＡｌ
ｃ対照。Ｍ－分子量マーカー。
【図６】虚血の３０分後でのラットの血漿および血清におけるＡＳＳ蓄積の再灌流経時変
化を示すブロットである。
【図７】虚血の３０分後での肝臓、血清および血漿におけるＥＳＴ－１の検出を示すブロ
ットである。
【図８】ＥＣＬ検出法を使用するラット血漿におけるグルタチオン－Ｓ－トランスフェラ
ーゼの検出を示すブロットである。実験に含まれた肝臓傷害は下記の通りであった：Ａｌ
ｃ－ラットにおける長期アルコール処理。Ｉ／Ｒ－肝臓の虚血／再灌流。対照は下記の通
りであった：Ｓ－偽操作ラット、門脈結紮なし。Ｎ－実験未使用の無傷ラット（正常なラ
ット）。ＲＣ１－高スクロースのＡｌｃ対照。Ｍ－分子量マーカー。
【図９】ＥＣＬ検出法を使用するラット血漿におけるγ－ＧＴＰの検出を示すブロットで
ある。実験に含まれた肝臓傷害は下記の通りであった：Ａｌｃ－ラットにおける長期アル
コール処理。Ｉ／Ｒ－肝臓の虚血／再灌流。対照は下記の通りであった：Ｓ－偽操作ラッ
ト、門脈結紮なし。Ｎ－実験未使用の無傷ラット（正常なラット）。ＲＣ１－高スクロー
スのＡｌｃ対照。Ｍ－分子量マーカー。
【図１０】ＥＣＬ検出法を使用するラット血漿におけるＡＬＴの検出を示すブロットであ
る。実験に含まれた肝臓傷害は下記の通りであった：Ａｌｃ－ラットにおける長期アルコ
ール処理。Ｉ／Ｒ－肝臓の虚血／再灌流。対照は下記の通りであった：Ｓ－偽操作ラット
、門脈結紮なし。Ｎ－実験未使用の無傷ラット（正常なラット）。ＲＣ１－高スクロース
のＡｌｃ対照。Ｍ－分子量マーカー。
【図１１】図１１Ａ～図１１Ｄは、特注の４０抗体ミニスクリーニングアレイを使用する
肝臓サンプルのハイスループット免疫ブロッティング（ＨＴＰＩ）を示す免疫ブロットの
走査である。それぞれの実験群において４匹のラットから得られた肝臓組織をプールし、
材料および方法において詳しく記載されるように処理した。図１１Ａは対照ラットの肝臓
を示す；図１１Ｂは、３０分の正常体温での虚血、その後、３０分の再灌流（Ｉ／Ｒ、３
０／３０）に供されたラットの肝臓を示す；図１１Ｃおよび図１１Ｄは、組換えカスパー
ゼ－３（図１１ｃ）または組換えカルカイン－２（図１１Ｄ）によりインビトロで処理さ
れた対照ラットの肝臓を示す。同一サンプルの２回の実験からの代表的なブロットが示さ
れる。赤色の四角は、対照に対して、Ｉ／Ｒ処理肝臓、カスパーゼ－３処理肝臓およびカ
ルカイン－２処理肝臓においてアップレギュレーションまたはダウンレギュレーションさ
れたタンパク質を表す。数字はブロットにおけるレーン番号を示す。印が付けられたレー
ン；＃２－一酸化窒素シンターゼ（ｎＮＯＳ）；＃８－アルギナーゼ－Ｉ；＃９－スクア
レンシンターゼ（ＳＱＳ）；＃１２－β－カテニン；＃１３－α－アクチニン；＃１６－
ＭＥＫ５；＃２７－ＡＳＳ；＃３１－ニンジュリン。
【図１２】混合型カチオン－アニオン（ＣＡＸ）クロマトグラフィーの後で集められたタ
ンパク質分画物の示差的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ表示を示す。対照サンプル（Ｃ）およびＩ／Ｒ
サンプル（Ｔ）から得られたＣＡＸ分画物を対にし、ＳＤＳ－ＰＡＧＥに並べて負荷した
。発現に差があるタンパク質を、Ｐｈｏｒｅｔｉｘ　１Ｄソフトウエアを使用して定量し
た。数字は対照サンプル（Ｃ）またはＩ／Ｒサンプルの分画物番号をそれぞれ表す。分画
物１～分画物１５を含有する２つのゲルの一部が示される。印が付けられた四角は、ＲＰ
ＬＣ－ＭＳＭＳによって既に特定されている、差を示したタンパク質を表す。ＲＰＬＣ－
ＭＳＭＳによって決定されたタンパク質の正体が、それぞれの四角の隣りにその名称によ
り示される。印が付けられていない四角は、特定すべきタンパク質を示す。
【図１３】図１３Ａは、１０％～２０％で分離された、ＡＳＳ　ＭＡｂ抗体によりプロー
ブされたラットＧ１　Ｎ１＋Ｎ２組織パネルのウエスタン免疫ブロットを示す。レーン１
－脳；レーン２－横隔膜；レーン３－心臓；レーン４－腎臓；レーン５－肝臓；レーン６
－肺；レーン７－骨格；レーン８－皮膚；レーン９－脾臓；レーン１０－精巣。ＡＳＳ（
ＢＤ＃６１１７００）Ｍａｂによりスクリーニングされたウエスタンブロット。図１３Ｂ
は、１０％～２０％で分離された、ＡＳＳ２　ＰＡｂ抗体（ウサギ）によりプローブされ
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たラット組織パネルのウエスタン免疫ブロットを示す。レーン１－脳；レーン２－横隔膜
；レーン３－心臓；レーン４－腎臓；レーン５－肝臓；レーン６－肺；レーン７－骨格；
レーン８－皮膚；レーン９－脾臓；レーン１－精巣。
【図１４】マウス抗体によりプローブされたＥＳＴ－１を示すラット組織パネルのウエス
タンブロットである。レーン１－脳；レーン２－横隔膜；レーン３－心臓；レーン４－腎
臓；レーン５－肝臓；レーン６－肺；レーン７－骨格；レーン８－皮膚；レーン９－脾臓
；レーン１０。
【図１５】ＡＳＳの部分ヒト組織パネルを示すウエスタンブロットである（レーンあたり
２マイクログラムのタンパク質；ＢＤモノクローナルＡＳＳ抗体）。
【図１６】図１６Ａ～図１６Ｄは、肝臓の虚血／再灌流傷害の後における、細胞骨格αＩ
Ｉ－スペクトリン、様々な肝臓特異的マーカータンパク質、および、それらの分解生成物
の肝臓発現を示すウエスタンブロットである。肝臓サンプルを、無傷の動物、対照（偽操
作）、または、１０分および３０分の再灌流が続く３０分の肝虚血（Ｉ／Ｒ）に供された
ラットから得た。無傷の肝臓の組織溶解物を、材料および方法において記載されるように
、組換えカスパーゼ－３または組換えカルパイン－２によりインビトロで処理した（図１
６Ａ）。肝臓タンパク質（２５μｇ）を、非赤芽球性αＩＩ－スペクトリンに対する抗体
（図１６Ａ）、アルギニノコハク酸シンターゼに対する抗体（図１６Ｂ）、アルギナーゼ
－Ｉに対する抗体（図１６Ｃ）およびエストロゲンスルホトランスフェラーゼに対する抗
体（図１６Ｄ）を用いたＳＤＳ－ＰＡＧＥ／ウエスタンブロッティングによって分析し、
ＥＣＬを使用して可視化した。図１６Ａ：カスパーゼ－３（１２０ｋＤａ）およびカルパ
イン－２（１４５ｋＤａ）に依存した切断断片に類似する、Ｉ／Ｒ肝臓におけるαＩＩ－
スペクトリン分解生成物の蓄積；図１６Ｂ：再灌流後１０分以内でのカスパーゼ－３依存
的なＡＳＳ切断断片の出現；図１６Ｃおよび図１６Ｄ：１０分および３０分の再灌流の後
におけるアルギナーゼ－ＩおよびＥＳＴ－１の肝臓レベル。プールされた無傷の肝臓組織
の３つの異なる、カスパーゼ－３およびカルパイン－２による処理からの代表的なウエス
タンブロット画像（図１６Ａ）、ならびに、Ｉ／Ｒ傷害の各群における４匹の実験ラット
からの代表的なウエスタンブロット画像が示される。
【図１７】Ｉ／Ｒラットおよび正常なラットの肝臓組織、ならびに、カスパーゼ－３およ
びカルパイン－２により処理された正常な肝臓組織におけるγＧＴＰを示すウエスタンブ
ロットである。
【図１８】図１８Ａ～図１８Ｂは、肝虚血／再灌流、慢性的アルコール性疾患および急性
エンドトキシン肝臓傷害の後での血液における肝臓傷害のバイオマーカーの蓄積を示すウ
エスタンブロットである。図１８Ａ－血液を、実験手順において記載されるように、３０
分の虚血、それに続く３０分の再灌流の後でのラット心臓から、また、慢性的アルコール
性ラットから抜き取った。図１８Ｂ－ラットを、材料および方法において記載されるよう
に、ＬＰＳ／Ｄ－ガラクトサミンまたは生理食塩水で処理した。血清または血漿を集め、
等しい体積（１０μｌ）を、材料および方法において詳しく記載されるように処理した。
タンパク質をＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分離し、ＡＳＳ、ＥＳＴ－１またはアラニンアミ
ノトランスフェラーゼＡＬＴに対する抗体で免疫ブロットした。メンブランをＥＣＬによ
って発色させ、画像を走査した。少なくとも３回の異なる実験を使用して行われた４枚ま
たは５枚からの代表的なブロットが示される（図１８Ａ）。Ｎ－無傷の実験未使用ラット
（Ｎ１、Ｎ２）、Ｓ－偽操作ラット（Ｓ１、Ｓ２）；Ｉ／Ｒ－３０分の虚血、その後、３
０分の再灌流のラット（Ｉ／Ｒ１、Ｉ／Ｒ２）；Ａ１、Ａ２およびＡ３－慢性的アルコー
ル性ラット（ｎ＝３）。行われた３枚からの代表的なブロットが、それぞれの時点につい
て３匹のラットを使用するＬＰＳ／Ｄ－Ｇａｌ処理について示される；Ｉ／Ｒサンプル（
３０／３０）が比較のために含められた（図１８Ｂ）。
【図１９】図１９Ａ～図１９Ｄは、ラットにおけるＩ／Ｒの後での血中ＡＳＳおよび血中
ＥＳＴ－１の時間依存的蓄積を示すウエスタンブロット（図１９Ａ、図１９Ｂ）およびグ
ラフ（図１９Ｃおよび図１９Ｄ）を示す。血液を、実験手順において記載されるように、
３０分の虚血、それに続く、異なる時間の再灌流の後でのラット心臓から抜き取った。タ
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）によりＳＤＳ－ＰＡＧＥ／ウエスタンブロットによって分離した。ＩｍａｇｅＪソフト
ウエアを使用して、画像を保存し、タンパク質バンドを計算した（図１９Ｃ、図１９Ｄ）
。少なくとも４回の異なる実験を使用して行われた５枚からの代表的なブロットが示され
る。Ｎ－無傷の実験未使用ラット（ｎ＝５）、Ｓ－偽操作ラット（ｎ＝４）；Ｉ／Ｒ－３
０分の虚血、その後、１０分～１８０分の再灌流（ｎ＝４）。
【図２０】ＡＳＳに対する抗体による、部分的な６０分の虚血／２４時間の再灌流のウエ
スタンブロットを示す。
【図２１】サンドイッチＥＬＩＳＡにおいて使用された方法の概略図である。
【図２２】図２２Ａ～図２２Ｂは、ｒＡＳＳの検出のための検量線（図２２Ａ）、および
、ＬＰＳ／Ｄ－Ｇａｌ処理を受けたラットにおけるＳＷ　ＥＬＩＳＡによって測定された
血清中ＡＳＳのレベル（図２２Ｂ）を示すグラフである。
【図２３】図２３Ａ～図２３Ｂは、ＡＳＳ２抗体によりプローブされたラットＩ／Ｒ血清
サンプルの結果を示す。図２３Ａは、サンドイッチＥＬＩＳＡ（ＳＷ－ＥＬＩＳＡ）から
の結果を示すグラフである。捕獲抗体はＡＳＳ２ウサギである；検出抗体はＡＳＳ２マウ
スである（ＢＤ－ｂｉｏｔｒａｓｄｕｃｔｉｏｎ）。アッセイを２０μｌ／ウェルの体積
で３８４ウェルプレートにおいて行った。図２３Ｂはウエスタン免疫ブロットである。反
応を５μｌ／ウェルの体積で行い、ＡＳＳ２抗ウサギ抗体（１：１０００）によりプロー
ブした。
【図２４】ヒト移植の一次データのウエスタンブロットである。Ｐ＃は患者＃である；Ｂ
－ベースライン（手術前）、Ａ－無肝臓状態；３’、３０’、６０’、１２０’－移植さ
れた肝臓の再灌流後の時間（分）。
【図２５】患者におけるＡＳＳ検出を示すグラフである。
【図２６】サンドイッチＥＬＩＳＡからの結果を示すグラフである。ＵＦからのＡＳＳサ
ンプル（患者１～患者４）。捕獲抗体：ＡＳＳ－ウサギ、１０００ｎｇ／ウェル；ＡＡＳ
タンパク質：１００ｎｇ／第１レーン；血清サンプル：１００μｌ；検出Ａｂ、１：５０
０（ＢＤ－ｍｏｕｓｅ）。
【図２７】ＡＳＳ血清サンプル（患者５～患者６）を用いたサンドイッチＥＬＩＳＡ（Ｓ
Ｗ－ＥＬＩＳＡ）からの結果を示すグラフである。
【図２８】肝臓サンプルを使用するサンドイッチＥＬＩＳＡからのＳＤＢＰの検出の結果
を示すグラフである。
【図２９】６名の肝臓移植患者からのＡＳＳ血清値を示すグラフである。血清サンプルを
、移植が行われる前（ベースライン）、肝臓が取り出されている間（無肝臓）、および、
新しい肝臓が患者に入れられた後の様々な時点（１分または３分、３０分、４５分、６０
分、１２０分）で肝臓移植患者（ｎ＝６）から集めた。血清中のＡＳＳレベルをＡＳＳ特
異的ＳＷ　ＥＬＩＳＡによって（ｎｇ／ｍｌ単位で）測定した。１５０ｎｇ／ｍｌの値は
アッセイの感度を超えていた。
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【図１】 【図２】

【図３】 【図４】
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【図５】 【図６】

【図７】 【図８】
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【図９】 【図１０】

【図１１】 【図１２】
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【図１３】 【図１４】

【図１５】 【図１６】
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【図１７】 【図１８】

【図１９】 【図２０】
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【図２１】 【図２２】

【図２３】 【図２４】
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【図２５】 【図２６】

【図２７】 【図２８】
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【図２９】

【手続補正書】
【提出日】平成19年12月6日(2007.12.6)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　アルギニン／尿素／一酸化窒素サイクルの酵素、硫化酵素およびスペクトリン分解関連
生成物を含むバイオマーカーのパネル。
【請求項２】
　前記酵素が、アルギニノコハク酸シンセターゼ（ＡＳＳ）、アルギニノコハク酸リアー
ゼ（ＡＳＬ）、硫化（エストロゲンスルホトランスフェラーゼ（ＥＳＴ）、スクアレンシ
ンターゼ（ＳＱＳ）、肝臓グリコーゲンホスホリラーゼ（ＧＰ）、カルバモイルリン酸シ
ンセターゼ（ＣＰＳ－１）、α－エノラーゼ１、グルコース調節タンパク質（ＧＲＰ）お
よびスペクトリン分解生成物を含む、請求項１に記載のバイオマーカーのパネル。
【請求項３】
　肝臓傷害の検出および診断を補助する方法であって、
　被験体サンプルにおける少なくとも１つまたは１つよりも多いバイオマーカーを検出す
る工程であって、該１つまたは１つよりも多いバイオマーカーの検出は、肝臓傷害の診断
と相関させられ、該相関では、正常な被験体と比較して、それぞれの診断における１つま
たは１つよりも多いバイオマーカーの検出が考慮に入れられ、該１つまたは１つよりも多
いタンパク質マーカーが、
　アルギニノコハク酸シンセターゼ（ＡＳＳ）、アルギニノコハク酸リアーゼ（ＡＳＬ）
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、硫化（エストロゲンスルホトランスフェラーゼ（ＥＳＴ）、スクアレンシンターゼ（Ｓ
ＱＳ）、肝臓グリコーゲンホスホリラーゼ（ＧＰ）、カルバモイルリン酸シンセターゼ（
ＣＰＳ－１）、α－エノラーゼ１、グルコース調節タンパク質（ＧＲＰ）およびスペクト
リン分解生成物からなる群から選択される、工程；
を含み、ここで、該１つまたは１つよりも多いタンパク質バイオマーカーの検出は、肝臓
傷害の診断と相関させられ、該相関では、正常な被験体と比較して、それぞれの診断にお
ける１つまたは１つよりも多いタンパク質バイオマーカーの検出が考慮に入れられる、方
法。
【請求項４】
　複数の前記バイオマーカーが検出される、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　少なくとも２つの前記バイオマーカーが検出される、請求項３に記載の方法。
【請求項６】
　少なくとも３つの前記バイオマーカーが検出される、請求項３に記載の方法。
【請求項７】
　少なくとも４つの前記バイオマーカーが検出される、請求項３に記載の方法。
【請求項８】
　少なくとも２つのバイオマーカーの任意の組み合わせが、肝臓傷害および／または肝臓
疾患の診断を補助するために使用される、請求項３に記載の方法。
【請求項９】
　複数の前記マーカーが、肝臓傷害および／または肝臓疾患の診断を補助するために組み
合わせて使用される、請求項３に記載の方法。
【請求項１０】
　前記サンプルが、血液、血漿、血清、尿、組織、細胞および肝臓からなる群から選択さ
れる、請求項３に記載の方法。
【請求項１１】
　１つまたは１つよりも多いバイオマーカーが、肝臓傷害および／または肝臓疾患に罹患
しやすい患者、あるいは、肝臓傷害および／または肝臓疾患に罹患している患者から得ら
れるバイオマーカープロフィルを正常な被験体と比較することによって検出される、請求
項３に記載の方法。
【請求項１２】
　１つまたは１つよりも多いバイオマーカーが、イムノアッセイを使用して検出される、
請求項３に記載の方法。
【請求項１３】
　１つまたは１つよりも多いバイオマーカーが、バイオチップアレイを使用して検出され
る、請求項３に記載の方法。
【請求項１４】
　前記バイオチップアレイがタンパク質チップアレイである、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記バイオチップアレイが核酸アレイである、請求項１３に記載の方法。
【請求項１６】
　前記１つまたは１つよりも多いマーカーがバイオチップアレイに固定される、請求項１
３に記載の方法。
【請求項１７】
　固定された１つまたは１つよりも多いマーカーが、マーカーの分子量を検出するために
レーザーイオン化に供される、請求項１３に記載の方法。
【請求項１８】
　前記１つまたは１つよりも多いマーカーの分子量が、総イオン電流に対して正規化され
る閾値強度に対して分析される、請求項１３に記載の方法。
【請求項１９】
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　対数変換が、ピーク強度範囲を減少させて、検出されたマーカーの数を制限するために
使用される、請求項１３に記載の方法。
【請求項２０】
　被験体における肝臓傷害および／または肝臓疾患を診断するためのキットであって、
　（ａ）肝臓傷害を有することが疑われるヒト被験体から単離された生物学的サンプルを
保持するための基材、
　（ｂ）少なくとも１つまたは１つよりも多いバイオマーカーを検出する蛍光原因子、
　（ｃ）バイオマーカーのパネル、および
　（ｄ）該生物学的サンプルにおける少なくとも１つのマーカーの存在または量を検出す
るために、該因子を該生物学的サンプルまたは該生物学的サンプルの一部と反応させるた
めの印刷された説明書
を含む、キット。
【請求項２１】
　前記バイオマーカーのパネルが、アルギニノコハク酸シンセターゼ（ＡＳＳ）およびア
ルギニノコハク酸リアーゼ（ＡＳＬ）、硫化（エストロゲンスルホトランスフェラーゼ（
ＥＳＴ）、スクアレンシンターゼ（ＳＱＳ）、肝臓グリコーゲンホスホリラーゼ（ＧＰ）
、カルバモイルリン酸シンセターゼ（ＣＰＳ－１）、α－エノラーゼ１、グルコース調節
タンパク質（ＧＲＰ）およびスペクトリン分解生成物のいずれか１つまたは１つより多く
を含む、請求項２０に記載のキット。
【請求項２２】
　アルギニノコハク酸シンセターゼ（ＡＳＳ）およびアルギニノコハク酸リアーゼ（ＡＳ
Ｌ）、硫化（エストロゲンスルホトランスフェラーゼ（ＥＳＴ）、スクアレンシンターゼ
（ＳＱＳ）、肝臓グリコーゲンホスホリラーゼ（ＧＰ）、カルバモイルリン酸シンセター
ゼ（ＣＰＳ－１）、α－エノラーゼ１、グルコース調節タンパク質（ＧＲＰ）およびスペ
クトリン分解生成物のいずれか１つまたは１つよりも多いバイオマーカーに対して特異的
な抗体をさらに含む、請求項２０に記載のキット。
【請求項２３】
　肝臓酵素障害の検出および診断を補助する方法であって、
　被験体サンプルにおける少なくとも１つまたは１つよりも多いバイオマーカーの非存在
を決定する工程であって、１つまたは１つよりも多いバイオマーカーの検出または検出の
非存在が、肝臓酵素障害の診断と相関させられ、該相関では、正常な被験体と比較して、
それぞれの診断における１つまたは１つよりも多いバイオマーカーの検出または検出の非
存在が考慮に入れられ、該１つまたは１つよりも多いタンパク質マーカーが、
　アルギニノコハク酸シンセターゼ（ＡＳＳ）、アルギニノコハク酸リアーゼ（ＡＳＬ）
、硫化（エストロゲンスルホトランスフェラーゼ（ＥＳＴ）、スクアレンシンターゼ（Ｓ
ＱＳ）、肝臓グリコーゲンホスホリラーゼ（ＧＰ）、カルバモイルリン酸シンセターゼ（
ＣＰＳ－１）、α－エノラーゼ１、グルコース調節タンパク質（ＧＲＰ）およびスペクト
リン分解生成物からなる群から選択される、工程；
を含み、ここで、１つまたは１つよりも多いタンパク質バイオマーカーの検出は、肝臓酵
素障害の診断と相関させられ、該相関では、正常な被験体と比較して、それぞれの診断に
おける１つまたは１つよりも多いタンパク質バイオマーカーの検出の非存在が考慮に入れ
られる、方法。
【請求項２４】
　肝臓酵素障害を発症する危険性がある患者の検出を補助する方法であって、
　被験体サンプルにおける少なくとも１つまたは１つよりも多いバイオマーカーの非存在
を決定するであって、１つまたは１つよりも多いバイオマーカーの検出または検出の非存
在が、肝臓酵素障害を発症する危険性がある患者の診断と相関させられ、該相関では、正
常な被験体と比較して、それぞれの診断における１つまたは１つよりも多いバイオマーカ
ーの検出または検出の非存在が考慮に入れられ、該１つまたは１つよりも多いタンパク質
マーカーが、
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　アルギニノコハク酸シンセターゼ（ＡＳＳ）、アルギニノコハク酸リアーゼ（ＡＳＬ）
、硫化（エストロゲンスルホトランスフェラーゼ（ＥＳＴ）、スクアレンシンターゼ（Ｓ
ＱＳ）、肝臓グリコーゲンホスホリラーゼ（ＧＰ）、カルバモイルリン酸シンセターゼ（
ＣＰＳ－１）、α－エノラーゼ１、グルコース調節タンパク質（ＧＲＰ）およびスペクト
リン分解生成物からなる群から選択される、工程；
を含み、ここで、１つまたは１つよりも多いタンパク質バイオマーカーの検出または検出
の非存在は、肝臓酵素障害の危険性が高い患者の診断と相関させられ、該相関では、正常
な被験体と比較して、それぞれの診断における１つまたは１つよりも多いタンパク質バイ
オマーカーの検出の非存在が考慮に入れられる、方法。
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摘要(译)

本发明提供了用于诊断和监测肝损伤（包括但不限于缺血性肝损伤）的
新颖，灵敏和特异性标记物。这包括鉴定精氨酸/尿素/一氧化氮循环的几
种酶，硫化酶和血影蛋白降解相关产物。提供了一种用于诊断和监测由
肝缺血引起的多种损伤的新颖，灵敏和特异性标记物。
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