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(57)【要約】
　患者から試料を得、特定の容積の内部標準物質を試料
に加え、試料を表面増強、プロテインＧコーティング、
抗体結合チップに添加し、結合しなかった試料成分を除
去し、質量分析によって試料を分析し、内部標準物質の
値を使用してアポリポタンパク質の濃度を測定し、糖尿
病、脳卒中、ストレス、アルツハイマー病、及び心臓血
管疾患(例えば脂質障害、メタボリックシンドローム、
肥満、アテローム性動脈硬化症など)を診断するための
ツールとして使用するアポリポタンパク質、そのアイソ
タイプの濃度、アミノ酸の置換及び修飾を評価すること
によって、血漿、血清、及びリポタンパク質分画を含む
生体試料中のアポリポタンパク質の濃度及び修飾を測定
する方法。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　生体試料中の少なくとも１つの選択されたアポリポタンパク質バイオマーカーのプロフ
ァイルを得る方法であって、
　ａ）試料を提供するステップと、
　ｂ）試料を表面に添加し結合しなかった試料成分を除去することによって、少なくとも
１つの選択されたアポリポタンパク質バイオマーカーを測定するステップと、
　ｃ）分光分析によって試料を分析するステップと、
　ｄ）分析を使用してプロファイルを作成するステップとを含み、それによって少なくと
も１つの疾患を診断することができる上記方法。
【請求項２】
　少なくとも１つの選択されたアポリポタンパク質バイオマーカーが、ＡｐｏＣＩ、Ａｐ
ｏＣＩＩ、ＡｐｏＣＩＩＩ、ＡｐｏＣＩＶ、ＡｐｏＡｌ、ＡｐｏＡｌｌ、ＡｐｏＡＩＶ、
ＡｐｏＡＶ、ＡｐｏＢ４８、ＡｐｏＢ１００、ＡｐｏＤ、ＡｐｏＥ、ＡｐｏＦ、ＡｐｏＧ
、ＡｐｏＨ、ＡｐｏＪ、ＡｐｏＬ、ＡｐｏＭ、それらのアイソタイプ、及びそれらの組合
せからなる群から選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　試料を表面増強、抗体捕捉タンパク質コーティング、抗体結合表面に添加し結合させ、
結合しなかった試料成分を洗浄除去する、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　少なくとも１つの選択されたアポリポタンパク質バイオマーカーを、レーザー脱離イオ
ン化飛行時間型質量分析又は他の適切な質量分析法によって検出する、請求項２に記載の
方法。
【請求項５】
　試料がヒト血漿、血清、及びヒトリポタンパク質分画からなる群から選択される、請求
項１に記載の方法。
【請求項６】
　少なくとも１つの疾患が糖尿病、脳卒中、ストレス、アルツハイマー病、心臓血管疾患
、脂質障害、メタボリックシンドローム、肥満、及びアテローム性動脈硬化症からなる群
から選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　生体試料中の特異的アポリポタンパク質の濃度及び修飾を測定する方法であって、試料
が患者から得られ、試料が血漿、血清、及びリポタンパク質分画を含み、
　ａ）特定の容積の内部標準物質を試料に加えるステップと、
　ｂ）試料を表面増強、プロテインＧコーティング、抗体結合チップに添加し、結合しな
かった試料成分を除去するステップと、
　ｃ）質量分析によって試料を分析するステップと、
　ｄ）内部標準物質の値を使用してアポリポタンパク質の濃度を測定するステップと
を含み、この方法の適用が、糖尿病、脳卒中、ストレス、アルツハイマー病、心臓血管疾
患、脂質障害、メタボリックシンドローム、肥満、及びアテローム性動脈硬化症を検出す
るための診断ツールとして使用するアポリポタンパク質のアイソタイプの濃度を評価する
ためである上記方法。
【請求項８】
　特異的アポリポタンパク質が特異的抗体と結合している、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　特異的抗体が抗体捕捉タンパク質コーティング表面上に固定化されている、請求項８に
記載の方法。
【請求項１０】
　試料を抗体捕捉タンパク質コーティング表面に添加し結合させ、結合しなかった試料成
分を洗浄除去する、請求項９に記載の方法。
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【請求項１１】
　アポリポタンパク質をレーザー脱離イオン化飛行時間型質量分析又は他の適切な質量分
析法によって検出する、請求項９に記載の方法。
【請求項１２】
　アポリポタンパク質がＡｐｏＣＩ、ＡｐｏＣＩＩ、ＡｐｏＣＩＩＩ、ＡｐｏＣＩＶ、Ａ
ｐｏＡｌ、ＡｐｏＡｌｌ、ＡｐｏＡＩＶ、ＡｐｏＡＶ、ＡｐｏＢ４８、ＡｐｏＢ１００、
ＡｐｏＤ、ＡｐｏＥ、ＡｐｏＦ、ＡｐｏＧ、ＡｐｏＨ、ＡｐｏＪ、ＡｐｏＬ及びＡｐｏＭ
からなる群から選択され、特異的抗体がＡｐｏＣＩ、ＡｐｏＣＩＩ、ＡｐｏＣＩＩＩ、Ａ
ｐｏＣＩＶ、ＡｐｏＡｌ、ＡｐｏＣｌｌ、ＡｐｏＡＩＶ、ＡｐｏＡＶ、ＡｐｏＢ４８、Ａ
ｐｏＢ１００、ＡｐｏＤ、ＡｐｏＥ、ＡｐｏＦ、ＡｐｏＧ、ＡｐｏＨ、ＡｐｏＪ、Ａｐｏ
Ｌ及びＡｐｏＭに対する抗体からなる群から選択される、請求項９に記載の方法。
【請求項１３】
　試料がヒト血漿、血清、及びヒトリポタンパク質分画から選択される、請求項１２に記
載の方法。
【請求項１４】
　試料中の特異的アポリポタンパク質に関する濃度値が、選択された精製タンパク質を修
飾し高分解能質量分析を使用して基準値を設定することによって開発した内部標準物質に
基づく、請求項７に記載の方法。
【請求項１５】
　修飾が糖化、シアリル化、断片化、及びアミノ酸溶解からなる群から選択される、請求
項７に記載の方法。
【請求項１６】
　薬理遺伝学の分野において危険因子、疾患状態、薬剤治療及び応答を評価する際に使用
する方法。
【請求項１７】
　対象由来の生体試料中の少なくとも１つの選択されたアポリポタンパク質バイオマーカ
ーのプロファイルを得る方法であって、
　ａ）対象由来の生体試料を提供するステップと、
　ｂ）少なくとも１つのアポリポタンパク質バイオマーカーを特異的に捕捉する捕捉試薬
の表面に生体試料を添加し、少なくとも１つのアポリポタンパク質バイオマーカーを捕捉
試薬と結合させ、結合しなかった試料成分を除去するステップと、
　ｃ）レーザー脱離／イオン化質量分析によって捕捉した少なくとも１つのアポリポタン
パク質を分析するステップと、
　ｄ）分析を使用してプロファイルを作成するステップと
を含み、少なくとも１つの選択されたアポリポタンパク質バイオマーカーが、ＡｐｏＣＩ
、ＡｐｏＣＩＩ、ＡｐｏＣＩＩＩ、ＡｐｏＣＩＶ、ＡｐｏＡｌ、ＡｐｏＡｌｌ、ＡｐｏＡ
ｌＶ、ＡｐｏＡＶ、ＡｐｏＢ４８、ＡｐｏＢ１００、ＡｐｏＤ、ＡｐｏＥ、ＡｐｏＦ、Ａ
ｐｏＧ、ＡｐｏＨ、ＡｐｏＪ、ＡｐｏＬ、ＡｐｏＭ、それらのアイソタイプ、及びそれら
の組合せからなる群から選択される上記方法。
【請求項１８】
　ａ）プロファイルを使用して対象における疾患を診断するステップ
　をさらに含む、請求項１７に記載の方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本書をもって以下を証する、我々、２８４０　Ｌｉｖｅｓｅｙ　Ｔｒａｉｌ、Ｔｕｃｋ
ｅｒ、ＧＡ３００８４に居住し米国国民であるＥＭＥＬＩＴＡ　ＤＥ　ＧＵＺＭＡＮ　Ｂ
ＲＥＹＥＲ、及び３６４９　Ｃｈｅｒｒｙ　Ｈｉｌｌ　Ｐｌａｃｅ、Ｄｅｃａｔｕｒ、Ｇ
Ａ３００３４に居住し米国国民であるＭＡＲＹ　Ｋ．ＲＯＢＩＮＳＯＮは、「アポリポタ
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ンパク質フィンガープリント技術（ＡＰＯＬＩＰＯＰＲＯＴＥＩＮ　ＦＩＮＧＥＲＰＲＩ
ＮＴＩＮＧ　ＴＥＣＨＮＩＱＵＥ）」において幾つかの新規且つ有用な改良を発明してお
り、以下はその明細書である。
【０００２】
　特許協力条約に基づく本出願は、本発明者Ｅｍｅｌｉｔａ　Ｄｅ　Ｇｕｚｍａｎ　Ｂｒ
ｅｙｅｒ及びＭａｒｙ　Ｋ．Ｒｏｂｉｎｓｏｎの利益のために、シリアル番号６０／７４
３，６７８を有する２００６年３月２３日に出願された「アポリポタンパク質フィンガー
プリント技術（ＡＰＯＬＩＰＯＰＲＯＴＥＩＮ　ＦＩＮＧＥＲＰＲＩＮＴＩＮＧ　ＴＥＣ
ＨＮＩＱＵＥ）」という表題の米国仮特許出願に対する優先権及び利益を主張するもので
ある。
【０００３】
　本発明は、生体及び臨床試料中のアポリポタンパク質の組成、分析及び定量化の分野に
関する。より詳細には、本発明は、ヒト血漿、血清、及びリポタンパク質分画の試料中に
存在するアポリポタンパク質のフィンガープリント、プロファイル作成、測定、及び／又
は定量化のための方法、技術、及びプロトコルに関する。
【背景技術】
【０００４】
　アポリポタンパク質というリポタンパク質のタンパク質成分は疎水性脂質を溶解し、細
胞の標的化及び輸送を容易にすることができる。肝臓及び腸内で合成されるこれらの成分
は、リポタンパク質粒子の完全性を維持し、リポタンパク質に作用する酵素の補助因子と
して働き、及び循環から脂質を除去する受容体媒介相互作用を促進するのに不可欠である
。
【０００５】
　数群のアポリポタンパク質：Ａ（ＡｐｏＡ）、Ｂ（ＡｐｏＢ）、Ｃ（ＡｐｏＣ）及びＥ
（ＡｐｏＥ）が存在する。３つの群Ａ、Ｂ及びＣのそれぞれが、２つ以上の異なるタンパ
ク質からなる。これらは、ＡｐｏＡに関してＡｐｏＡｌ、ＡｐｏＡｌｌ、ＡｐｏＡＩＶ、
及びＡＶ；ＡｐｏＢに関してＡｐｏＢ１００及びＡｐｏＢ４８；及びＡｐｏＣに関してＡ
ｐｏＣＩ、ＡｐｏＣｌｉ、ＡｐｏＣＩＩＩ、及びＡｐｏＣＩＶである。ＡｐｏＣＩ、ＣＩ
ＩＩ、ＣＩＶ及びＡｐｏＥはそれぞれ、２つ以上のアイソタイプからなる。アポリポタン
パク質は疾患及び健康において様々な役割を有する。
【０００６】
　アポリポタンパク質ＣＩＩＩは、スレオニン－７４におけるグリコシル化が異なる３つ
のアイソタイプとしてヒト中に存在する７９アミノ酸のタンパク質である。ＣＩＩＩ－０
アイソタイプはシアリダーゼ酵素反応の最終産物であり、シアル酸、ガラクトース及びガ
ラクトースアミン残基を有しておらず、全てのアイソタイプの１４％を占める。ＣＩＩＩ
－０アイソタイプは脂肪分解刺激受容体との超低密度リポタンパク質（ＶＬＤＬ）の結合
の阻害剤であり、それは血漿中の高トリグリセリドリポタンパク質のクリアランスの重要
な経路である。ＣＩＩＩ－０アイソタイプはＶＬＤＬに対して最も低い親和性を有する。
ＣＩＩＩ－１アイソタイプは１モルのシアル酸を有しており、全てのアイソタイプの５１
％を占める。ＣＩＩＩ－２アイソタイプは肝臓中で合成され分泌されるＣＩＩＩの初期形
態であり、２モルのシアル酸を有しており、全てのアイソタイプの３５％を占める。ＣＩ
ＩＩ－２アイソタイプはＶＬＤＬに対して高い親和性を有しており、脂肪分解刺激受容体
とのＶＬＤＬの結合の微弱な阻害剤である。
【０００７】
　ＣＩＩＩアイソタイプを同定及び定量化するための現在の方法は、血漿からのリポタン
パク質分画の単離、この分画の脱脂、及びアポリポタンパク質の水溶性分画からのＣＩＩ
Ｉの精製を含む。異なる精製したアイソタイプは、等電点ゲル電気泳動、質量分析、並び
に蛍光及び吸光分光法によって検出することができる。現在の方法の幾つかの欠点は、そ
れらが血漿からのＣＩＩＩの単離において時間がかかり、わずか６０～８０％のタンパク
質回収率しか有さないこと、及びＥＬＩＳＡ及び免疫比濁アッセイなどの、血漿中のＣＩ
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ＩＩに関する臨床診断のための現在の方法は、全ＣＩＩＩを検出することのみ可能である
ことである。
【０００８】
　ＣＩＩＩアイソタイプは幾つかの理由で臨床上重要である。アイソタイプのレベルは、
糖尿病患者ではグルコース調節のレベルと共に変化する。例えば、高いＨｂＡ１Ｃは高い
ＣＩＩＩ－０レベルと直接相関している。高トリグリセリド血症の対象は、ＶＬＤＬにお
けるＣＩＩＩ－２アイソタイプとして高い割合のＣＩＩＩを有する。重度のカロリー制限
を受けた女性では、正常な全ＣＩＩＩレベルにもかかわらずＣＩＩＩ－２レベルは増大す
る。ＣＩＩＩ－２の変動はＶＬＤＬトリグリセリドの変化と正に相関しているが、一方Ｃ
ＩＩＩ－１の変動は逆相関している。ＣＩＩＩアイソタイプの正確な定量化及び検出にお
ける既存の技術の制約によって、脂質代謝を理解する際に非常に重要である様々な代謝プ
ロセスにおけるそれらの役割は、依然として議論の的である。
【０００９】
　文献又は従来技術は、様々なアポリポタンパク質と疾患の間の様々な特徴及び相関関係
を報告している。例えば、ＡｐｏＤはマルチリガンド、多機能性輸送体であり、アルツハ
イマー病では再生する末梢神経の特定部位に蓄積することが知られている。さらに、Ａｐ
ｏＪはこれまでに、精子成熟、脂質輸送、補体阻害、組織再構築、膜循環、細胞－細胞及
び細胞－基層相互作用、フォールディング受容状態におけるストレスタンパク質の安定化
、及びアポトーシスの促進又は阻害などの幾つかの多様な生理的プロセスと関係があるこ
とが報告されてきている。さらにＡｐｏＨは、負に帯電した表面と強く結合し、血液凝固
の固有経路の活性化及び活性化血小板のプロトロンビナーゼ活性を、両方の活性に必要な
負に帯電した表面を覆うことによって阻害することが知られている。ＡｐｏＦはＬＤＬと
結合し、コレステロールエステル輸送タンパク質（ＣＥＴＰ）活性を阻害し、コレステロ
ール輸送の重要な制御物質であるようである。ＡｐｏＦはより低い程度でＶＬＤＬ、Ａｐ
ｏＡｌ及びＡｐｏＡｌｌと結合する。ＡｐｏＭは脂質輸送に関与することが提唱された。
ＡｐｏＣＩＶはＣＩ及びＣＩＩと同じ遺伝子座の１４．５ｋＤの大きさのアポリポタンパ
ク質であり、文献中では如何なる機能も報告されていないようである。
【００１０】
　さらに、心臓血管疾患とコレステロールレベルの間の疫学的相関関係に基づいて、臨床
医は長年コレステロールレベルの測定値を測定及び標準化して、心臓疾患のリスクを評価
してきている。リポタンパク質粒子（ＬＤＬ及びＨＤＬ）及びそれらと結合するコレステ
ロールも、心臓血管のリスクの評価において使用されてきている。多くの試験研究が実施
されて健康への影響とリポタンパク質粒子の大きさ及び密度が関連付けられているが、こ
れらの試験からの結論は一貫していない。
【００１１】
　最近数年間で、アポリポタンパク質レベルは様々な状態と関係があるという相当な証拠
が存在しており、近年Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｈｅａｒｔ、Ｌｕｎｇ、ａｎｄ　Ｂｌｏｏｄ　
Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ（ＮＨＬＢＩ）は、Ｃｅｎｔｅｒｓ　ｆｏｒ　Ｄｉｓｅａｓｅ　Ｃｏ
ｎｔｒｏｌ　ａｎｄ　Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎとの先日のミーティングにおいて、アポリポ
タンパク質Ｂの測定を近い将来標準化に含めることを勧めた。アポリポタンパク質は心臓
血管疾患、糖尿病、脳卒中、肥満、アルツハイマー病、ＨＩＶ及び他の疾患と関係してい
る。脂質の輸送及び代謝におけるアポリポタンパク質の主な役割を考慮すると、これらの
関係は驚くべきことではない。アポリポタンパク質の精製、検出、及び定量化の難しさに
よって、これらの化合物のレベルと健康への影響の間の調査を実施することは容易なこと
になっていない。
【００１２】
　従来技術の方法を使用すると、アポリポタンパク質の定量化及び測定は現在、分析又は
連続超遠心分離、カラムクロマトグラフィー、電気泳動、又は沈降によるリポタンパク質
粒子の分離のステップを必要とする。これらの技術は現在、通常の臨床用途には高価で時
間を浪費しすぎである。他の有用な技術は高速液体クロマトグラフィーであり、これは迅
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速であるが一層より複雑で高価である。ＡｐｏＡ及びＢの含有量の測定に使用される他の
技術には、酵素イムノアッセイ（ＥＬＩＳＡ）、ラジオイムノアッセイ、蛍光イムノアッ
セイ、放射免疫拡散、ネフェロメトリー、比濁法及びエレクトロイムノアッセイがある。
近年、表面増強レーザー脱離イオン化質量分析（ＳＥＬＤＩ又はＳＥＬＤＩＴＯＦ－ＭＳ
、ＴＯＦは飛行時間を意味し、ＭＳは質量分析を意味する）は、血漿、血清、及びリポタ
ンパク質分画中のアポリポタンパク質を測定するための幾つかの新たな選択肢を提供して
いる。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１３】
　したがって、アポリポタンパク質を分離、同定、及び定量化するための正確で、迅速で
、再現可能なアッセイに関する必要性が常に存在する。ヒト血漿、血清、及びリポタンパ
ク質分画の試料中に存在するアポリポタンパク質のフィンガープリント、プロファイル作
成、測定、及び／又は定量化のための改善された技術に関する必要性が存在する。本発明
が対象とするのは、特にこれらの必要性である。
【課題を解決するための手段】
【００１４】
　簡単に言うと、本発明の技術は、免疫学的技術と表面増強レーザー脱離／イオン化、Ｓ
ＥＬＤＩを組合せて、非分画血漿又は血清中、又はリポタンパク質分画中の多数のアポリ
ポタンパク質を直接検出及び測定する。内部標準物質の定量化のために、当該のタンパク
質と抗体結合性が非常に類似しているが、明らかに異なる分子質量を有する既知のタンパ
ク質の検出及び測定が必要とされるはずである。質量分析によって測定される未知のポリ
ペプチドの質量は、既知の特性及び濃度の参照ポリペプチドの質量と比較することが可能
である。
【００１５】
　全血漿又は血清のプロファイルは、正常で健康な個体の試料における差を検出するため
に、精巧なクラスタリング及びパターン認識技術を必要とする。ＳＥＬＤＩ技術における
特異的抗体の使用は、一層単純な分析法をもたらす。ＳＥＬＤＩ技術の特徴の他の単純化
は、保持物クロマトグラフィーである。当該のタンパク質は、そのタンパク質を特異的表
面と結合させることによって保持し、一方他の検体は洗浄除去する。吸収及び脱離は、ｐ
Ｈ、塩濃度又は有機溶媒を調節することによって変えることができる。シナピン酸又は他
の適切なマトリクスを、新たに調製した溶液中でテトラフルオロ酢酸と混合させ、それを
いわゆるチップに添加し、乾燥後、マトリクスが組み込まれた検体分子はレーザーによっ
て脱離され、固相からイオン化し、完全な分子イオンとして加速する。
【００１６】
　本発明の好ましい技術の一実施形態は、プロテインＧを介して表面増強チップと結合し
た特異的抗体を使用して、血漿試料から直接アポリポタンパク質を選択的に吸収する。プ
ロテインＧは抗体のｆｃ部分と結合し、それによって生体試料中の当該の特異的抗原と抗
体の結合が増大する。表面増強チップの表面は特異的アポリポタンパク質を保持し、一方
他の試料成分は洗浄除去する。ＥＡＭ溶液マトリクスは、アポリポタンパク質のレーザー
脱離イオン化を容易にする。イオン化したアポリポタンパク質は、それらの飛行時間に基
づいてわずかに異なる時間で検出器に到達し、その時間差は質量に変換され得る。ピーク
の強度はそれぞれのタンパク質の量と関係がある。
【００１７】
　血漿中及びリポタンパク質分画中のアポリポタンパク質の組成、レベル、及びアイソタ
イプは、心臓血管疾患、及び脳卒中、メタボリックシンドローム、糖尿病、アルツハイマ
ー病、プロテアーゼ阻害剤下のＨＩＶ及びＨＩＶ患者（高トリグリセリド血症）、及び様
々な型のリポタンパク質血症などの他の慢性障害と関係がある幾つかの障害又は状態の決
定要因である。したがって、本発明などのＣＩＩＩアイソタイプに関する臨床診断アッセ
イから利益を受け得る障害には、前述の障害がある。脂質低下薬を使用する臨床試験は本
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発明のアポリポタンパク質フィンガープリント技術から利益を受けるはずであり、本発明
の技術は、血漿中及び異なるリポタンパク質分画中のアポリポタンパク質及びそれらのア
イソタイプのレベル及び分布を見て、これらのパラメータが異なる障害及び治療でどのよ
うに変化するかを示すことができるはずである。本発明の技術は、新生児中のアポリポタ
ンパク質の状態を見極め、加齢、栄養状態、環境暴露、及びライフスタイルの変化によっ
て生じるアポリポタンパク質の修飾を評価するのにも理想的である。
【００１８】
　本発明の例示的特徴には、疾患特異的アポリポタンパク質バイオマーカー又はプロファ
イルを定義すること、及び１つ又は複数の疾患又は状態を診断又は分類するための迅速且
つ有用である定量アッセイを開発することがある。本発明のこれらの特徴、及び他の特徴
及び利点は、添付の図面と共に以下の好ましい実施形態の詳細な説明を読むと、当業者に
はより明らかになるはずである。
【００１９】
　添付の図面を参照しながら好ましい実施形態及び代替実施形態の詳細な説明を読むこと
によって、本発明はよりよく理解されるはずであり、図面は本発明に関する代表的なアイ
ソタイプ標準及びプロファイルの再現性を例証し、その中で同様の参照符号は、全体を通
じて類似の構造を示し同様の要素を指す：
【発明を実施するための最良の形態】
【００２０】
　特許協力条約に基づく本出願は、本発明者Ｅｍｅｌｉｔａ　Ｄｅ　Ｇｕｚｍａｎ　Ｂｒ
ｅｙｅｒ及びＭａｒｙ　Ｋ．Ｒｏｂｉｎｓｏｎの利益のために、シリアル番号６０／７４
３，６７８を有する２００６年３月２３日に出願された「アポリポタンパク質フィンガー
プリント技術（ＡＰＯＬＩＰＯＰＲＯＴＥＩＮ　ＦＩＮＧＥＲＰＲＩＮＴＩＮＧ　ＴＥＣ
ＨＮＩＱＵＥ）」という表題の米国仮特許出願に対する優先権及び利益を主張するもので
ある。
【００２１】
　本発明は、アポリポタンパク質を含むプロファイルを使用して診断することができる心
臓血管疾患（例えば、脂質障害、メタボリックシンドローム、及びアテローム性動脈硬化
症）、アルツハイマー病、ストレス、脳卒中、糖尿病にアクセスする際に有用であり得る
高感度且つ迅速な方法を提供する。このプロファイルは疾患状態と相関関係があり、した
がって患者における疾患状態は、本発明を使用して高感度且つ迅速に決定することができ
る。したがって、本発明の能力は、疾患特異的アポリポタンパク質バイオマーカー又はプ
ロファイルを定義すること、及び１つ又は複数の疾患又は状態を診断又は分類するための
迅速且つ有用である定量アッセイを開発することである。
【００２２】
　より詳細には、例示的な一実施形態において、本発明は、対象における疾患状態を定性
化する方法であって、
　（１）対象由来の試料中の少なくとも１つのバイオマーカーを測定するステップであっ
て、バイオマーカーがＡｐｏＣＩ、ＡｐｏＣＩＩ、ＡｐｏＣＩＩＩ、ＡｐｏＣＩＶ、Ａｐ
ｏＡｌ、ＡｐｏＡｌｌ、ＡｐｏＡＩＶ、ＡｐｏＡＶ、ＡｐｏＢ１００、ＡｐｏＢ４８、Ａ
ｐｏＥ、ＡｐｏＤ、ＡｐｏＨ、ＡｐｏＧ、ＡｐｏＦ、ＡｐｏＪ、ＡｐｏＬ、ＡｐｏＭ、そ
れらのアイソタイプ、及びそれらの組合せからなる群から選択されるステップと、
　（２）分光分析によって１０個の試料中の少なくとも１つのバイオマーカーを分析又は
定量化又は測定するステップと、
　（３）分析、定量化、又は測定を使用して少なくとも１つのバイオマーカーのプロファ
イルを作成するステップと、
　（４）少なくとも１つのバイオマーカーと疾患を示す標準プロファイルを比較するステ
ップと
を含み、試料中の少なくとも１つのバイオマーカーの存在又は不在から疾患が示される方
法を提供する。
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【００２３】
　関連する例示的な実施形態において、本発明は、対象における疾患状態を定性化する方
法であって、
　（１）対象由来の試料中の複数のバイオマーカーを測定するステップであって、２０個
のバイオマーカーがＡｐｏＣＩ、ＡｐｏＣＩＩ、ＡｐｏＣＩＩＩ、ＡｐｏＣＩＶ、Ａｐｏ
Ａｌ、ＡｐｏＡｌｌ、ＡｐｏＡＩＶ、ＡｐｏＡＶ、ＡｐｏＢ１００、ＡｐｏＢ４８、Ａｐ
ｏＥ、ＡｐｏＤ、ＡｐｏＨ、ＡｐｏＧ、ＡｐｏＦ、ＡｐｏＪ、ＡｐｏＬ、ＡｐｏＭ、それ
らのアイソタイプ、及びそれらの組合せからなる群から選択されるステップと、
　（２）分光分析によって試料中のバイオマーカーを分析又は定量化又は測定するステッ
プと、
　（３）分析、定量化、又は測定を使用してバイオマーカーのプロファイルを作成するス
テップと、
　（４）バイオマーカーと疾患を示す標準プロファイルを比較するステップと
を含み、試料中のバイオマーカーの存在又は不在から１つ又は複数の疾患が示される方法
を提供する。
【００２４】
　他の例示的な実施形態では、測定するステップは、試料中の少なくとも１つのバイオマ
ーカー又は複数のバイオマーカーの量を定量化するステップを含む。さらなる例示的な実
施形態では、本発明は、ＳＥＬＤＩ質量分析の使用を含む少なくとも１つのバイオマーカ
ー又は複数のバイオマーカーの分離を含む。
【００２５】
　バイオインフォマティクスツールの有効な使用と組合せた高スループットのタンパク質
プロファイル作成は、バイオマーカーをスクリーニングするための有用な手法をもたらす
。本発明中で使用するシステムは、クロマトグラフィー用ＰＲＯＴＥＩＮＣＨＩＰＯ実験
装置、即ち、試料をスクリーニングし、試料中の検体の存在を検出し、試料の型を同定し
パターンを測定するための機器、及び分子アレイを作製しスクリーニングして、ＳＥＬＤ
Ｉを使用して試料をアッセイするための装置を利用することが好ましい。アレイと結合し
たタンパク質は、飛行時間型質量分析計であるＰＲＯＴＥＩＮＣＨＩＰＯアレイリーダー
で読みとる。
【００２６】
　さらに、本発明の方法は、修飾タンパク質（グリコシル化タンパク質など）及び分解タ
ンパク質を検出するチップの能力を利用する。この方法は、翻訳前及び／又は翻訳後修飾
を有するアポリポタンパク質を検出する能力を利用することもできる。翻訳前修飾形態に
は、対立遺伝子変異体、スライス変異体及びＲＮＡ編集形態がある。翻訳後修飾形態には
、切断、タンパク質分解による切断（例えば、親タンパク質の断片）、グリコシル化、脂
質化、システイニル化、グルタチオニル化、リン酸化、プレニル化、アシル化、アセチル
化、メチル化、硫酸化、スルホン化、ヒドロキシル化、ミリストイル化、ファルネシル化
、酸化及びユビキチン化から生じる形態がある。本発明の任意のバイオマーカーの修飾形
態も、それ自体をバイオマーカーとして使用することができる。
【００２７】
　理解することができるように、プロファイルは血漿及びリポタンパク質分画中から抽出
したアポリポタンパク質の組成、レベル、及びアイソタイプを含むことができ、それらは
幾つかの疾患、障害又は状態の決定要因である。本明細書で使用するように、疾患という
用語は障害及び状態を含み、具体的には心臓血管疾患、及び脳卒中、メタボリックシンド
ローム、糖尿病、アルツハイマー病、ＨＩＶや様々な型のリポタンパク質血症などの他の
慢性障害に関して使用する。例えば、疾患に関して実施され脂質低下薬を使用する臨床試
験は、本発明のアポリポタンパク質フィンガープリント技術から利益を受けるはずである
。他の例では、本発明のフィンガープリント技術を使用することによって、血漿中及び異
なるリポタンパク質分画中のアポリポタンパク質及びそれらのアイソタイプのレベル及び
分布を見て、これらのパラメータが異なる疾患及びそれらの治療でどのように変化するか
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を示すことができるはずである。さらに他の例では、本発明の技術は、新生児中のアポリ
ポタンパク質の状態を見極め、加齢、栄養状態、環境暴露、及びライフスタイルの変化に
よって生じるアポリポタンパク質の修飾を評価するのに理想的である可能性がある。
【００２８】
　さらに他の例では、本発明は疾患状態を定性化するためのキットを提供し、キットを使
用して本発明のバイオマーカーを測定することができる。例えば、キットを使用して本明
細書に記載する任意の１つ又は複数のバイオマーカーを測定することができ、これらのバ
イオマーカーは疾患状態の患者及び正常な対象の試料中に別個に存在する。他の例では、
キットを使用して治療過程に対する患者の応答性をモニタリングすることもでき、医師は
試験の結果に基づいて治療を修正することができる。さらに他の例では、キットを使用し
て、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ又はｉｎ　ｖｉｖｏにおいて疾患状態の動物モデルの１つ又は複数
のバイオマーカーの発現を調節する化合物を同定することができる。
【００２９】
　本発明の好ましい技術の一実施形態は、プロテインＧを介して表面増強チップと結合し
た特異的抗体を使用して、血漿試料から直接アポリポタンパク質を選択的に吸収する。プ
ロテインＧは抗体のｆｃ部分と結合し、それによって生体試料中の当該の特異的抗原と抗
体の結合が増大する。表面増強チップの表面は特異的アポリポタンパク質を保持し、一方
他の試料成分は洗浄除去する。ＥＡＭ溶液マトリクスは、アポリポタンパク質のレーザー
脱離イオン化を容易にする。イオン化したアポリポタンパク質は、それらの飛行時間に基
づいてわずかに異なる時間で検出器に到達し、その時間差は質量に変換され得る。ピーク
の強度はそれぞれのタンパク質の量と関係がある。本明細書で使用するように、１つ及び
複数の抗体という用語は、抗体の断片、免疫グロブリン、アフィボディ（ａｆｆｙｂｏｄ
ｉｅｓ）などを含む。
【００３０】
　バイオマーカーを測定する好ましい方法は、バイオチップアレイの使用を含む。本発明
中で有用なバイオチップアレイは、タンパク質及び核酸アレイを含む。１つ又は複数のバ
イオマーカーをバイオチップアレイ上に捕捉し、レーザーイオン化にさらして、バイオマ
ーカーの分子量を検出する。バイオマーカーの分析は、例えば全体のイオン電流に対して
標準化した閾値強度に対する、１つ又は複数のバイオマーカーの分子量による。ピーク強
度の範囲を縮小して検出するバイオマーカーの数を限定するために、対数変換を使用する
ことが好ましい。
【００３１】
　本発明の好ましい方法では、バイオマーカーのプロファイルを作成しそのバイオマーカ
ーを疾患状態と比較するステップは、ソフトウェア分類アルゴリズムによって実施する。
（１）バイオチップアレイをレーザーイオン化にさらし、質量／電荷比用にシグナルの強
度を検出すること、（２）コンピュータ可読形態にデータを変換すること、及び（３）疾
患状態の患者中に存在し非疾患状態の対象の対照群には欠けているバイオマーカーを表す
シグナルを検出するために、ユーザ入力パラメータに従いデータを分類するアルゴリズム
を実行することによって、バイオチップアレイ上に固定化された対象試料に関するデータ
を作成することが好ましい。ステップ（１）はＳＥＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳを使用すること
が好ましく、これは一般的に言うと、（ａ）質量分析計と共に使用するのに適した結合吸
着剤を含むプローブを提供すること、（ｂ）対象試料を吸着剤と接触させること、（ｃ）
プローブから１つ又は複数のバイオマーカーを脱離及びイオン化すること、及び（ｄ）質
量分析計を用いてイオン化バイオマーカーを検出することを含む。
【００３２】
　一例では、ＣＩＰＨＥＲＧＥＮ　ＰＲＯＴＥＩＮＣＨＩＰ（登録商標）アレイプラット
ホーム質量分析計、及びタンパク質の特性及び構造を決定するために使用する化学合成装
置から誘導したＳＥＬＤＩ質量スペクトルデータセットの管理分類用のソフトウェアパッ
ケージである、ＣＩＰＨＥＲＧＥＮ　ＢＩＯＭＡＲＫＥＲ　ＰＡＴＴＥＲＮＳＴＭソフト
ウェアを使用して、生成するスペクトルのパターンを検出する。分類モデルを使用するパ
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ターン認識法を使用してデータを分類する。一般にスペクトルは、分類アルゴリズムが検
索する少なくとも２つの異なる群由来の試料を表すはずである。例えば群は、病的群対非
病的群（例えば、癌対非癌）、薬剤応答群対薬剤非応答群、毒性応答群対毒性非応答群、
疾患状態進行群対疾患状態非進行群、又は表現型条件存在群対表現型条件不在群であって
よい。
【００３３】
　本発明の実施形態のステップ（１）において生じるスペクトルは、分類モデルを使用す
るパターン認識法を使用して分類することができる。幾つかの実施形態では、「知られて
いる試料」などの試料を使用して生じるスペクトル（例えば、質量スペクトル又は飛行時
間型スペクトル）から誘導したデータを次いで使用して、分類モデルを「トレーニングす
る」ことができる。「知られている試料」は、事前に分類されている試料である（例えば
、癌又は非癌）。「知られている試料」などの試料を使用して生じるスペクトル（例えば
、質量スペクトル又は飛行時間型スペクトル）から誘導したデータを次いで使用して、分
類モデルを「トレーニングする」ことができる。「知られている試料」は、事前に分類さ
れている試料である。スペクトルから誘導し分類モデルを形成するために使用されるデー
タは「トレーニングデータセット」と呼ぶことができる。ひとたびトレーニングすると、
分類モデルは未知の試料を使用して生じるスペクトルから誘導したデータのパターンを認
識することができる。したがって分類モデルを使用して、未知の試料を幾つかのクラスに
分類することができる。これは例えば、個々の生体試料が特定の生物学的状態（例えば、
疾患対非疾患）と関係があるかどうか予想する際に有用である可能性がある。
【００３４】
　分類モデルを形成するために使用されるトレーニングデータセットは、生データ又は事
前処理データを含み得る。幾つかの実施形態では、生データは飛行時間型スペクトル又は
質量スペクトルから直接得ることができ、次いで場合によっては任意の適切な方法で「事
前処理」することができる。例えば、所定のシグナル対ノイズ比を超えるシグナルを、ス
ペクトル中の全てのピークが選択されるのではなく、スペクトル中のピークの一部分が選
択されるように選択することができる。他の例では、共通の値（例えば、特定の飛行時間
値又は質量対電荷比の値）における所定数のピーク「クラスター」を使用してピークを選
択することができる。例示的には、所与の質量対電荷比でのピークが質量スペクトル群中
の質量スペクトルの５０％未満である場合、したがってその質量対電荷比におけるピーク
は、トレーニングデータセットから除去することができる。これらのステップなどの事前
処理ステップを使用して、分類モデルをトレーニングするために使用されるデータの量を
減らすことができる。
【００３５】
　データ中に存在する目的パラメータに基づいてデータのボディを幾つかのクラスに分け
ることを試みる任意の適切な統計分類（又は「学習」）法を使用して、分類モデルを形成
することができる。分類法は監視型又は非監視型のいずれかであってよい。監視型及び非
監視型分類法の例は、参照としてその全容が本明細書に組み込まれる、Ｊａｉｎ、「統計
パターン認識：総説、パターン分析及び人工知能に対するＩＥＥＥトランザクション（Ｓ
ｔａｔｉｓｔｉｃａｌ　Ｐａｔｔｅｒｎ　Ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ：Ａ　Ｒｅｖｉｅｗ、
ＩＥＥＥ　Ｔｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓ　ｏｎ　Ｐａｔｔｅｒｎ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ａｎ
ｄ　Ｍａｃｈｉｎｅ　Ｉｎｔｅｌｌｉｇｅｎｃｅ）」、Ｖｏｌ．２２、Ｎｏ．１、Ｊａｎ
ｕａｒｙ　２０００中に記載されている。
【００３６】
　監視型分類では、知られているカテゴリーの例を含むトレーニングデータを、知られて
いるクラスの各々を定義するもう一組の関係を学習する学習メカニズムに提示する。次い
で新しいデータを学習メカニズムに適用することができ、これによって学習した関係を使
用して新しいデータを次いで分類する。監視型分類法の例には、線形回帰法（例えば、多
重線形回帰（ＭＬＲ）、部分最小二乗（ＰＬＳ）回帰及び主成分回帰（ＰＣＲ））、二分
決定木（例えば、ＣＡＲＴ－分類及び回帰ツリーなどの再帰分割法）、誤差逆伝搬ネット
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ワークなどの人工ニューラルネットワーク、判別分析（例えば、ベイズ識別器又はフィッ
シャー分析）、ロジスティック識別器、及びサポートベクター識別器（サポートベクター
マシン）がある。
【００３７】
　基質、例えばバイオチップ又は抗体上で捕捉した後、任意の適切な方法を使用して、試
料中の１つ又は複数のバイオマーカーを測定することができる。例えば、気相イオン分光
分析法、光学法、電気化学法、原子間力顕微鏡法及び高周波法を例えば含む様々な検出法
によって、バイオマーカーを検出及び／又は測定することができる。これらの方法を使用
して、試料中の１つ又は複数のバイオマーカーを検出することができる。
【００３８】
　本発明の好ましい方法では、多数のバイオマーカーを測定する。多数のバイオマーカー
の使用は試験の予想値を増大させ、診断、毒物学、患者の層別化及び患者のモニタリング
において多大な有用性を与える。「パターン認識」と呼ばれる方法は多数のバイオマーカ
ーによって形成されるパターンを検出し、予測医療の臨床プロテオミクスの感度及び特異
性を大幅に改善する。例えばＳＥＬＤＩを使用して得た臨床試料からのデータの微妙な変
化は、タンパク質発現の特定のパターンによって、特定の疾患の存在又は不在などの表現
型、疾患進行の個々の段階、或いは薬剤治療に対する正又は負の応答性を予測することが
できることを示す。
【００３９】
　質量分析におけるデータ生成は、前に記載したようにイオン検出器によるイオンの検出
で始まる。検出器に衝突するイオンは、アナログシグナルをデジタル方式で捕捉する高速
時間－アレイ記録デバイスによってデジタル化される電位を生成する。ＣＩＰＨＥＲＧＥ
Ｎ　ＰＲＯＴＥＩＮＣＨＩＰ（登録商標）アレイシステムは、アナログデジタルコンバー
タ（ＡＤＣ）を利用してこれを実施する。ＡＤＣは検出器の出力を規則的間隔の時間間隔
で時間依存性値域に統合する。時間間隔は典型的には１～４ナノ秒の長さである。さらに
、最終的に分析する飛行時間型スペクトルは、試料に対する電離エネルギーの単一パルス
からのシグナルを典型的には表さず、むしろ幾つかのパルスからのシグナルの合計を表す
。これはノイズを低下させダイナミックレンジを増大させる。次いでこの飛行時間型デー
タにデータ処理を施す。ＣＩＰＨＥＲＧＥＮ　ＰＲＯＴＥＩＮＣＨＩＰＯアレイソフトウ
ェアにおいて、データ処理はＴＯＦからＭ／Ｚの変換、ベースラインサブトラクション、
及び高周波ノイズフィルタリングを典型的には含む。このステップでは、シグナルは時間
領域から質量領域に変換される。
【００４０】
　ベースラインサブトラクションは、スペクトルを乱す人工的、再現的な装置におけるオ
フセットを排除することによってデータ定量化を改善する。ベースラインサブトラクショ
ンは、ピーク幅などのパラメータを組み込んだアルゴリズムを使用してスペクトルのベー
スラインを計算すること、次いで質量スペクトルからベースラインを差し引くことを含む
。１つ又は複数のスペクトルからのピークのデータは、例えばそれぞれの列が個々の質量
スペクトルを表し、それぞれの行が質量によって定義されるスペクトル中のピークを表し
、それぞれのセルがその個々のスペクトル中のピークの強度を含むスプレッドシートを作
成することによって他の分析を施すことができる。様々な統計又はパターン認識手法をデ
ータに適用することができる。前に開示したように、ＣＩＰＨＥＲＧＥＮ　ＢＩＯＭＡＲ
ＫＥＲ　ＰＡＴＴＥＲＮＳＴＭソフトウェアを使用して、生成するスペクトルのパターン
を検出する。分類モデルを使用するパターン認識法を使用してデータを分類する。一般に
スペクトルは、分類アルゴリズムが検索する少なくとも２つの異なる群からの試料を表す
はずである。
【００４１】
　試料は様々な疾患状態を確定することを望む患者又は他の対象から収集することができ
る。対象は、例えばその病歴から、特定の型の疾患に関する高いリスクがあるか、或いは
その可能性があると考えられる特定のヒトであってよい。他の対象は、特定の疾患を有し
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ており、その治療の有効性をモニタリングすることを望む人間であってよい。さらに、通
常の実験の一部として対象から試料を得ることが可能である。
【００４２】
　任意のバイオマーカーは個々に、疾患状態の決定を支援する際に有用である。最初に、
本明細書に記載する方法、例えばＳＥＬＤＩバイオチップ上での捕捉、次に質量分析によ
る検出を使用して、対象試料において選択したバイオマーカーを測定する。次いで、測定
値を診断量又は対照と比較し、これによって疾患状態と非疾患状態を区別する。診断量は
、非疾患状態と比較して疾患状態において、個々のバイオマーカーが上方制御又は下方制
御されていることを表すはずである。当技術分野でよく理解されているように、使用する
個々の診断量を調整して、診断医の好みに応じて診断アッセイの感度又は特異性を高める
ことができる。したがって、診断量と比較した試験量は疾患状態を示す。
【実施例】
【００４３】
　実施例の方法
　以下に開示する実施例の方法は、本発明の好ましい実施形態を使用するための代表的な
方法である。これらの方法では、血清試料を患者から収集し、次いでアニオン交換樹脂を
使用して分画化することができる。試料中のバイオマーカーは、ＩＭＡＣ銅ＰＲＯＴＥＩ
ＮＣＨＩＰ（登録商標）アレイを使用して捕捉する。次いでＳＥＬＤＩを使用してバイオ
マーカーを検出する。次いで結果を、本来バイオマーカーを測定するための学習アルゴリ
ズム及び分類アルゴリズムにおいて使用した同じパラメータを使用して設計したアルゴリ
ズムを含む、コンピュータシステムに入力する。アルゴリズムによって、各バイオマーカ
ーに関して得たデータに基づく診断値が生じる。ＣＩＩＩアイソタイプと心臓血管疾患の
間の相関関係に関する実験データに関する図１～９を参照。前に論じたように、様々なア
ポリポタンパク質と疾患の間の例示的な相関関係を文献中で確認した。
【００４４】
　バイオマーカーを使用して開発される分類アルゴリズムを用いたＳＥＬＤＩ試験から生
成したデータを調べることによって、診断値を決定することができる。分類アルゴリズム
は、バイオマーカーを検出するために使用する試験プロトコルの項目に依存する。これら
の項目は、例えば試料調製、チップ型及び質量分析パラメータを含む。試験パラメータが
変わる場合、アルゴリズムは変わるはずである。同様に、アルゴリズムが変わる場合、試
験プロトコルが変わる可能性がある。
【００４５】
　本発明では、精製アポリポタンパク質、正常対象からの血漿試料、及び糖尿病対象から
の血漿試料を、ＰＧ－２０タンパク質チップ表面を使用して分析した。本発明の方法によ
って分析した特異的アポリポタンパク質は、様々なレベルで血漿、血清、及びリポタンパ
ク質分画中に存在する。それぞれのアポリポタンパク質の存在は、そのそれぞれのアポリ
ポタンパク質に特異的な抗体を使用して決定する。以下に開示するプロトコルは、現在の
ＭＳ技術によって分析することができる分子量範囲に限られる。最初に、Ｂ１００（５０
０ｋＤ）及びＢ４８（約２５０ｋＤ）を、ＭＳ分析の前に抗体表面と結合させ、切り離し
、次いで化学的或いは酵素によって断片化することによって、又は以下のプロトコルを使
用してＰＧ２０チップとの結合中に直接消化することによって最初に単離する。
【００４６】
　１．試料調製
　ＳＥＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ手順の前に、血漿試料を緩衝液５で希釈し、抗体は以下のよ
うにＰＲＯＴＥＩＮＣＨＩＰ（登録商標）と結合させた：
　血漿試料の調製：
　（１）Ｕ９バッファー（９Ｍの尿素、５０ｍＭのＨＥＰＥＳ、０．５％のＣＨＡＰＳ、
ｐＨ７）を調製する、
　（２）Ｕ９バッファーで血漿試料を希釈し（１：２）、３０分間冷気中で攪拌する。
　抗体とＰＲＯＴＥＩＮＣＨＩＰ（登録商標）アレイの結合
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　（１）抗体を０．２ｍｇ／ｍｌに希釈し、アレイ上のスポットに２μｌ加える、
　（２）アレイを湿度チャンバーに移し、室温で１時間インキュベートする、
　（３）スポットの表面に触れずに抗体を吸引する、
　（４）８ｍＬの洗浄バッファーを用いて１０分間、１５ｍＬの円錐管中でチップを洗浄
する、
　（５）中身を空にして８ｍＬのリン酸緩衝生理食塩水で５分間洗浄し、繰り返す、
　（６）チップの表面から過剰なＰＢＳを除く。
【００４７】
　２．ＳＥＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ手順
　（１）２μｌの血漿試料を各スポットに加える、
　（２）アレイを湿度チャンバーに移し、室温で１時間インキュベートする、
　（３）８ｍＬの洗浄バッファーを用いて１０分間、１５ｍＬの円錐管中でチップを洗浄
する、
　（４）中身を空にして８ｍＬのリン酸緩衝生理食塩水で５分間洗浄し、繰り返す、
　（５）中身を空にして８ｍＬの１ｍＭのＨＥＰＥＳで１分間洗浄し、繰り返す、
　（６）管からチップを除去し、液体を払い落とし、及び１０分間空気乾燥させる、
　（７）１バイアル（１０ｍｇ）のシナピン酸粉末に１００μｌの９９．８％アセトニト
リル及び１００μｌの１．０％トリフルオロ酢酸を加えることによってＥＡＭ溶液を調製
し、５分間攪拌して粉末を溶解する、
　（８）５μｌのＥＡＭ溶液を各スポットに加え、５分間空気乾燥させ、繰り返し、１０
分間空気乾燥させる。
【００４８】
　試料及び試薬のより大きな容量及び自動添加を可能にするバイオプロセッサーと共に使
用するために、手順を修正することができる。陽性対照と陰性対照の両方を、通常実験中
に含める。この目的のためにＴＮＦ－ａ抗体及び抗原をキット中に含める。
【００４９】
　３．フィンガープリントの作成
　血漿試料及び精製アポリポタンパク質に関するアポリポタンパク質フィンガープリント
を作成するための手順を、以下に記載する：
　（１）ＰＲＯＴＥＩＮＣＨＩＰ（登録商標）アレイリーダー及びソフトウェア（Ｃｉｐ
ｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、Ｉｎｃ．）を使用して、プロファイルを作成する
。
　（２）スポットプロトコルを作成しそれらを使用してチップをマッピングする。
　（３）データ収集パラメータはそれぞれの抗原に関して調節しなければならず、それら
は分子量に基づく。Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、Ｉｎｃ．によって供給
されるＰＲＯＴＥＩＮＣＨＩＰ（登録商標）アレイ抗体捕捉キット中には使用説明書が含
まれている。
　（４）データを分析し、アポリポタンパク質フィンガープリントは、例えばデータを自
身と内的に比較すること、及びデータを例えば対照の対象などの基準と外的に比較するこ
とによって作成した。
【００５０】
　或いは、抗体とビーズを結合させ、ビーズ上のアポリポタンパク質を捕捉し、ビーズか
ら精製タンパク質を溶出させ、次いでマトリクス支援レーザー脱離イオン化（ＭＡＬＤＩ
）及びエレクトロスプレー法を含めた任意の型の質量分析法により検出することによって
、本発明を実施することができる。抗体とビーズを結合させる方法は当技術分野でよく知
られており、このような方法は本発明に適している。ＭＡＬＤＩはレーザーベースのソフ
トイオン化法であり、その方法では試料を化学マトリクス中に組み込み、これによってタ
ンパク質、オリゴヌクレオチド、合成ポリマー、及び大きな無機化合物などの大きな、不
揮発性且つ熱不安定性の化合物からの完全な気相イオンの生成を非常に容易にする。レー
ザー光エネルギーを吸収し、わずかな割合の標的基質を気化させることによって、マトリ



(14) JP 2009-531712 A 2009.9.3

10

20

クスはこの技術において重要な役割を果たす。
【００５１】
　前述の好ましい実施形態の詳細な説明及び添付の図面は、単なる例示及び説明的な目的
で提示するに過ぎず、本発明の範囲及び趣旨を包括又は制限することを目的とするもので
はない。本発明の原理及びその実際の適用例を最もよく説明するために、実施形態を選択
し記載した。当業者は、本発明の範囲及び趣旨から逸脱せずに、本明細書に開示した本発
明に対して多くの変形形態を作り出すことができることを理解しているはずである。
【図面の簡単な説明】
【００５２】
【図１】異なるＣＩＩＩアイソタイプ標準の報告された質量スペクトル及び分子量を示す
図である。
【図２】ＣＩＰＨＥＲＧＥＮ　Ｑ１０チップのプールしたアポリポタンパク質ＣＩＩＩ（
ＣＩＩＩ－０、ＣＩＩＩ－１、及びＣＩＩＩ－２アイソタイプ）のプロファイルを示す図
である。
【図３】ＣＩＰＨＥＲＧＥＮ　ＣＭ１０チップのプールしたアポリポタンパク質ＣＩＩＩ
（ＣＩＩＩ－０、ＣＩＩＩ－１、及びＣＩＩＩ－２アイソタイプ）のプロファイルを示す
図である。
【図４】ＣＩＰＨＥＲＧＥＮ抗ＣＩＩＩＰＳ２０チップのＣＩＩＩアイソタイプのプロフ
ァイルの再現性を示す図である。
【図５】ＣＩＰＨＥＲＧＥＮ抗ＣＩＩＩＰＳ２０チップのＣＩＩＩアイソタイプのプロフ
ァイルの再現性を示す図である。
【図６】血漿のＣＩＩＩアイソタイプのプロファイルの再現性を示す図である。
【図７】異なる血漿希釈での血漿のＣＩＩＩアイソタイプのプロファイルを示す図である
。
【図８】異なる血漿希釈での血漿のＣＩＩＩアイソタイプのプロファイルを示す図である
。
【図９】ＣＩＰＨＥＲＧＥＮ抗ＣＩＩＩＰＳ２０チップの正常対象と糖尿病対象のＣＩＩ
Ｉアイソタイプのプロファイルの比較を示す図である。
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