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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
被験体における末梢動脈疾患（ＰＡＤ）状態の特徴付けのためのデータを収集する方法で
あって：
　ａ．該被験体由来のα１β糖タンパク質を測定する工程；および、
　ｂ．該測定値とＰＡＤ状態とを相関させる工程と、
を包含する方法。
【請求項２】
前記工程（ａ）が、運動前に被験体から得たサンプルで行われる、請求項１に記載の方法
。
【請求項３】
アルブミン、フェチュイン、アルブミンの三電荷二量体、トランスサイレチン、およびα
１アンチトリプシンの二量体からなる群より選択される第二のバイオマーカーを測定する
工程、および、該測定値をＰＡＤ状態と相関させる工程をさらに包含する、請求項１に記
載の方法。
【請求項４】
アルブミン、フェチュイン、アルブミンの三電荷二量体、トランスサイレチン、およびα
１アンチトリプシンの二量体の各々を測定する工程をさらに包含する、請求項１に記載の
方法。
【請求項５】
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前記α１β糖タンパク質が、ＳＥＬＤＩプローブの吸着剤の表面上に該α１β糖タンパク
質を捕獲すること、およびレーザー脱離イオン化質量分析によって該捕獲されたα１β糖
タンパク質を検出することによって測定される、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
前記α１β糖タンパク質が、イムノアッセイによって測定される、請求項１に記載の方法
。
【請求項７】
前記サンプルが血漿である、請求項２に記載の方法。
【請求項８】
ＰＡＤ状態が、非ＰＡＤ、ＰＡＤおよび長期跛行性のＰＡＤから選択される、請求項１に
記載の方法。
【請求項９】
ＰＡＤ状態が、非ＰＡＤおよびＰＡＤから選択される、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
ＰＡＤ状態が、非ＰＡＤおよび長期跛行性のＰＡＤから選択される、請求項１に記載の方
法。
【請求項１１】
ＰＡＤ状態が、ＰＡＤおよび長期跛行性のＰＡＤから選択される、請求項１に記載の方法
。
【請求項１２】
前記吸着剤がカチオン交換吸着剤である、請求項５に記載の方法。
【請求項１３】
請求項１に記載の方法を含む、被験体のＰＡＤ状態の特徴付けのためのデータを収集する
方法であって、以下の条件：被験体がタバコを吸う、被験体が高脂血症を有する、被験体
が高血圧を有する、および被験体の家族が末梢動脈疾患の病歴を有する、
から選択される少なくとも１つの条件が該被験体にあてはまる、方法。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　（発明の背景）
　アテローム性動脈硬化症は、血管内皮細胞の管腔壁上の脂質－フィブリンプラークの蓄
積である。アテローム斑（動脈硬化性プラーク）の存在は、標的器官への血流を大きく減
少させ、罹患および死亡をもたらす。アテローム斑の分布は冠動脈および末梢循環（最も
一般的には、下肢）へ広く分布する。ある個体は主に、冠動脈（冠動脈疾患「ＣＡＤ」を
生じる）において、末梢動脈（末梢動脈疾患「ＰＡＤ」を生じる）において、主に影響を
受けるが、他の個体は両方の領域で実質的に影響される。ＰＡＤの危険因子としては、喫
煙、高脂血症、高血圧、糖尿病および家族歴などが挙げられる。未処置のＰＡＤは、運動
性の低下、潰瘍、壊疽をもたらし得、そして最終的に罹患した四肢の切断を必要とし得る
。
【０００２】
　正常な生理学的応答に存在する代償性の機構のせいで、ＣＡＤおよびＰＡＤからの臨床
的な症状は、疾患が重度のレベルに進行するまで患者自身には気付かれないかもしれない
。有効なスクリーニング試験は存在しない。ＣＡＤおよびＰＡＤの両方とも、血管造影法
のような侵襲性の技術を用いて定量され得る。ＰＡＤは、ドップラー超音波を用いて足関
節上腕血圧比（「ＡＢＩ」）を測定して定量され得るが、これには、圧力の収縮期測定値
の上肢対下肢における比を算出する工程を必要とする。ほとんどの健康な個体では、この
比は１に近い（すなわち、０．９０以上）が、０．９０未満の比を有する患者は、ＰＡＤ
と診断される。一般には、比が低いほど、疾患はさらに重度になる。
【０００３】
　足関節上腕血圧比の測定は一般には行われず、ＰＡＤの診断は十分に行われない。さら
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に、ＰＡＤを有する患者のうち２０％より多くを構成する糖尿病を有する患者では、血管
圧縮率が劣ることでＡＢＩ試験が偽因性になり得る。さらに、ＡＢＩでは、運動の間およ
び後にＬＣ患者によって経験される疼痛の減少によって少なくとも測定されるとおり、あ
る程度軽度の形態のＰＡＤを有し得る長期跛行性の（ｌｏｎｇ　ｃｌａｕｄｉｃａｔｏｒ
）（「ＬＣ」）ＰＡＤ患者と、ＰＡＤ患者とが正確には識別されない。ＰＡＤは、初期に
診断した場合、疾患の進行を遅らせる処置が効き易い。従って、ＰＡＤを効果的にかつ正
確に診断する改良されたツールの必要性が存在する。詳細には、ＰＡＤの血液検査は、慣
用的な臨床設定で行うことができるので有用である。
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【０００４】
　（発明の要旨）
　本発明は、バイオマーカーであってその血漿中の濃度が、血漿サンプルを採取する患者
におけるＰＡＤの有無と関連している、バイオマーカーを提供する。本発明はまた、長期
跛行性であるＰＡＤ患者とそうでないＰＡＤ患者とを識別するためのバイオマーカーを提
供する。さらに、本発明は、さらなるバイオマーカーを同定するための方法、患者におい
てバイオマーカーを検出するための方法、およびバイオマーカーと相互作用して、患者に
おけるＰＡＤを予防または処置するために有用である、薬学的因子を含む、因子を同定す
るための方法を提供する。本発明は、ＰＡＤと特異的に関連しているバイオマーカーを記
載するが、これらのマーカーはまたＣＡＤとも関連し得る。なぜならＰＡＤはＣＡＤと多
くの病態生理学的なおよび臨床的な特徴を共有するからである。
【０００５】
　本発明は、ＰＡＤを有する被験体において、詳細にはＰＡＤ対正常な被験体において示
差的に存在するポリペプチドベースのバイオマーカーを提供する。さらに本発明は、被験
体における疾患を特徴付けするためにポリペプチドベースのバイオマーカーを用いる方法
を提供する。
 
 
【０００６】
　従って、１局面では、本発明は、被験体におけるＰＡＤ状態を特徴付けするための方法
であって：（ａ）この被験体由来の生物学的サンプル中における少なくとも１つのバイオ
マーカーを測定する工程であって、この少なくとも１つのバイオマーカーが、本明細書に
記載の表１Ａ、１Ｂ、２、３、４、５、６および１８のバイオマーカーからなる群より選
択される工程と；（ｂ）この測定値とＰＡＤ状態とを相関させる工程とを包含する方法、
を提供する。１実施形態では、このサンプルは血漿である。好ましい実施形態では、この
バイオマーカーは、表１Ａまたは１Ｂから選択される。さらに好ましい実施形態では、こ
のバイオマーカーは、表１Ａから選択される。別の好ましい実施形態では、このバイオマ
ーカーは、アルブミン、フェチュイン、アルブミンの三電荷二量体、トランスサイレチン
、α１Ｂ糖タンパク質およびα１アンチトリプシンの二量体からなる群より選択される。
関連の実施形態では、アルブミン、フェチュイン、アルブミンの三電荷二量体、トランス
サイレチン、α１Ｂ糖タンパク質およびα１アンチトリプシンの群から選択されるバイオ
マーカーの各々を測定する。さらに別の関連の実施形態では、このバイオマーカーは、本
明細書に記載される表１８に列挙されるバイオマーカーからなる群より選択される。
 
 
【０００７】
　別の実施形態では、上記の生物学的サンプルは、運動の前、直後および２時間後に被験
体から採取される。好ましい実施形態では、この運動は約１５分におよぶトレッドミル運
動である。
【０００８】
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　さらに別の実施形態では、運動の直後に採取されるサンプル中のバイオマーカーの測定
値は、表２に列挙される群からのバイオマーカーの測定値である。関連の実施形態では、
測定値は好ましくは、ＩｇＧのκ鎖、トランスサイレチンおよびＭ２３６５１．９からな
る群由来のバイオマーカーからとられる。関連の実施形態では、これらの３つのバイオマ
ーカーの各々が測定される。
【０００９】
　さらに別の実施形態では、運動の２時間後に採取されたサンプル中のバイオマーカーの
測定は、表３に列挙される群からのバイオマーカーの測定である。好ましい実施形態では
、運動の２時間後に採取されたサンプル中のバイオマーカーの測定は、Ｍ７５０５３．２
、Ｍ１８１８３．９およびＭ１１９５０．４からなる群由来のバイオマーカーの測定であ
る。関連の実施形態では、これらのバイオマーカーの各々が測定される。
【００１０】
　さらに別の実施形態では、サンプルは、運動の前、直後および２時間後に被験体から採
取され、そして表１、２および３由来のバイオマーカーはそれぞれ、各々のサンプルにお
いて測定される。
【００１１】
　別の実施形態では、本発明は、被験体におけるＰＡＤ状態を特徴付けするための方法で
あって、表４、５または６由来のバイオマーカーを測定する工程を包含し、このバイオマ
ーカーが、被験体由来の少なくとも２つのサンプルにおいて測定され、そのサンプル１つ
が運動の直後または２時間後の被験体から採取される、方法を提供する。
 
 
【００１２】
　さらに別の実施形態では、サンプルを採取する被験体がＰＡＤについてのリスクにある
。関連の実施形態では、ＰＡＤについてのリスクのある被験体は、タバコを吸う、高脂血
症を有する、高血圧、糖尿病を有するか、または末梢動脈疾患の履歴を有する家族に属す
る。
【００１３】
　本発明はまた、キットであって：固体支持体であってそこに結合された少なくとも１つ
の捕獲試薬を含み、この捕獲試薬が、表１Ａ、１Ｂ、２、３、４、５、６および１８のバ
イオマーカーからなる群より選択される少なくとも１つのバイオマーカーに結合する、固
体支持体と；少なくとも１つのバイオマーカーを含む容器とを備える、キットを提供する
。
【００１４】
　他の好ましい実施形態は、本明細書のいずれかに、そして特許請求の範囲に記載される
。本発明のさらなる特徴、目的および利点およびその好ましい実施形態は、以下の詳細な
説明、実施例および特許請求の範囲から明らかになる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１５】
　（発明の詳細な説明および好ましい実施形態）
　（Ｉ．序）
　バイオマーカーは、別の表現型状態（例えば、正常な疾患でない患者）と比較した、あ
る表現型状態（例えば、ＰＡＤのような疾患を有する）の被験体から採取したサンプルに
示差的に存在する有機生体分子である。異なる群におけるバイオマーカーの平均または中
央値発現レベルが統計学的に有意であると計算される場合に、バイオマーカーは、種々の
表現型状態の間に示差的に存在する。統計学的な有意性の一般的な試験としては、とりわ
け、ｔ検定、ＡＮＯＶＡ、クラスカル－ワリス、ウィルコクスン、マン－ホイットニー、
マイクロアレイ有意性分析およびオッズ比が挙げられる。バイオマーカーは単独で、また
は組み合わせて、被験体が１つの表現型状態または別の状態に属する相対的リスクの測定
を与える。従って、それらは、疾患（診断）、薬物の治療有効性（テラノスティック（ｔ
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ｈｅｒａｎｏｓｔｉｃｓ））および薬物毒性のマーカーとして有用である。
【００１６】
　（ＩＩ．ＰＡＤのバイオマーカーの同定）
　（Ａ．研究デザイン）
　本発明は、正常である被験体（すなわち、ＰＡＤに罹患していない被験体）に対してＰ
ＡＤを有する被験体に示差的に存在するポリペプチドベースのバイオマーカーを提供する
。それらは、質量分析法によって決定されるような質量対電荷の比によって、それらの飛
行時間質量分析におけるスペクトルピークの形状によって、そして吸着表面に対するそれ
らの結合特徴によって特徴付けられる。これらの特徴は、特定の検出された生体分子が本
発明のバイオマーカーであるか否かを決定するための１方法を提供する。これらの特徴は
、生体分子の固有の特徴を反映するので、この生体分子は、他のプロセスを用いて識別さ
れ得る。１局面では、本発明は、これらのバイオマーカーを単離された形態で提供する。
【００１７】
　バイオマーカーは、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．（Ｆｒｅｍ
ｏｎｔ，ＣＡ）（「Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ」）のＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐアレイを使用する
ＳＥＬＤＩ技術を用いて開発された。この研究設定は、ＰＡＤの患者２０例および１１の
年齢の適合した対照群から構成された。ＰＡＤ群に入れられた被験体は、０．９未満の足
関節上腕血圧比を有する被験体であった。全ての被験体が、Ｓｋｉｎｎｅｒ－Ｇａｒｄｎ
ｅｒプロトコール（Ｇａｒｄｎｅｒ　ＡＷら、Ｍｅｄ　Ｓｃｉ　Ｓｐｏｒｔｓ　Ｅｘｅｒ
ｃ．，２４：１６３～１７０（１９９２））に従うトレッドミル試験を受けた。要するに
、被験体は、１時間に２マイルで作動している平坦なトレッドミルで歩くことを求められ
た。トレッドミルの速度は、２分ごとに２％増大した。被験体は、足の跛行が始まった時
点を示すように、次に疼痛に耐えられる限り歩くように指示された。ＰＡＤを有する２０
例の患者のうち４例が、１２分より長い絶対跛行時間のせいで長期跛行（ｌｏｎｇ　ｃｌ
ａｕｄｉｃａｔｏｒ）（「ＬＣ」）であると規定された。すなわちＬＣ被験体は、歩行に
よって誘発される疼痛に対して、ＰＡＤ群の他のメンバーよりも長期間耐容可能であった
。
【００１８】
　各々の群における各々の参加者について、３つの血漿サンプルを各々の参加者について
分析した：ベースラインのサンプル（運動前）、運動のトレッドミル試験の直後にとった
サンプル、および運動のトレッドミル試験の２時間後にとった第三のサンプル。従って、
全部で９３の血漿サンプルを分析した。各々の血漿サンプルをＱｈｙｐｅｒＤＦカラムで
の分画に供した。分画後、選択された画分を、本明細書に記載のとおり、Ｃｉｐｈｅｒｇ
ｅｎのＩＭＡＣ３０またはＣＭ１０　ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐを用いて分析した。サンプ
ル中のポリペプチドのスペクトルをＣｉｐｈｅｒｇｅｎ　ＰＢＳＩＩ質量分析計での飛行
時間質量分析によって作成した。このようにして得たスペクトルを、Ｂｉｏｍａｒｋｅｒ
　Ｗｉｚａｒｄを備えるＣｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｅｘｐｒｅｓｓｔｍ　Ｄａｔａ　Ｍａｎａ
ｇｅｒ　ＳｏｆｔｗａｒｅおよびＣｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．
のＢｉｏｍａｒｋｅｒ　Ｐａｔｔｅｒｎ　Ｓｏｆｔｗａｒｅによって分析した。
【００１９】
　（Ｂ．研究サンプルを用いるバイオマーカー検出）
　本発明のバイオマーカーの検出のための好ましいプロトコールは以下のとおりである。
好ましくは、試験されるべき生物学的サンプル、例えば、血漿は、ＳＥＬＤＩ分析の前に
事前分画に供する。これによってサンプルは簡略化され、そして感度が改善される。事前
分画の好ましい方法は、Ｑ　ＨｙｐｅｒＤ（ＢｉｏＳｅｐｒａ，ＳＡ）またはＣ４シリカ
ゲルのようなアニオン交換クロマトグラフィー物質とこのサンプルとを接触させる工程を
包含する。次いでこの結合した物質をｐＨ９、ｐＨ７、ｐＨ５およびｐＨ４での緩衝液を
用いる段階的なｐＨ溶出に供する（以下の材料および方法のセクションにおける詳細なプ
ロトコールを参照のこと）。バイオマーカーが溶出される画分は、表および図１に示され
る。バイオマーカーを含む画分を収集する。
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【００２０】
　次いで、この事前分画したサンプルを、親水性吸着剤（好ましくはＮＰ２０　Ｐｒｏｔ
ｅｉｎＣｈｉｐアレイ（Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．））また
は金属キレート（例えば、ＩＭＡＣ）吸着剤（好ましくはＩＭＡＣ３０　Ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｃｈｉｐアレイ（Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．））またはカチ
オン交換吸着剤（好ましくはＣＭ１０　ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐアレイ（Ｃｉｐｈｅｒｇ
ｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．））を含む親和性捕獲プローブと接触させる。こ
のプローブを、未結合の分子を洗い流しながら、バイオマーカーを保持する緩衝液で洗浄
する。例えば、ＩＭＡＣ３０チップに適切な洗浄としては、限定はしないが、５００ｍＭ
　ＮａＣｌを補充された５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ　ｐＨ８．０などが挙げられる。ＮＰ２０　
ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐについては、適切な洗浄緩衝液としては、限定はしないが、５ｍ
Ｍ　Ｈｅｐｅｓ　ｐＨ７．０および脱イオン水などが挙げられる。ＣＭ１０　Ｐｒｏｔｅ
ｉｎＣｈｉｐについては、適切な洗浄液としては、限定はしないが、１００ｍＭ酢酸アン
モニウムｐＨ４．０などが挙げられる。このバイオマーカーは、レーザー脱離／イオン化
質量分析によって検出される。
【００２１】
　あるいは、このバイオマーカーを認識する抗体が利用される場合、これらの抗体は、事
前活性化ＰＳ１０またはＰＳ２０　ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐアレイ（Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ
　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．）のようなプローブの表面に結合され得る。この抗体
は、プローブ表面上にサンプル由来のバイオマーカーを捕獲し得る。次いで、このバイオ
マーカーは、例えば、レーザー脱離／イオン化質量分析によって検出され得る。同様に、
正常な被験体に比較してＰＡＤ患者では、そのインビボの濃度または活性が変化すること
が以前に観察されているタンパク質に対する抗体もプローブ表面に結合され得る。このよ
うな抗体としては、Ｃ反応性タンパク質、血清アルブミンまたはアポリポプロテインＡ１
などが挙げられる。
【００２２】
　実施例に記載されるとおり、３つの群全てにまたがる特定の時点でピーク強度を比較す
るためにクラスカル－ワリス検定を用いて単変量解析を行なった：（１）コントロールま
たは「正常な」被験体；（２）ＰＡＤを有する被験体、そして（３）これも長期跛行であ
るＰＡＤを有する被験体（「長期跛行ＰＡＤ（ｌｏｎｇ　ｃｌａｕｄｉｃａｔｏｒ　ＰＡ
Ｄ）」。所定の時点（例えば、上記のように、ベースライン（運動前）、運動直後、また
は運動の２時間後）で３つの患者群全てを比較するためにクラスカル－ワリス検定を用い
た。例えば、特定のバイオマーカーについてクラスカル－ワリス検定で得られた０．０５
以下のｐ値は、ある所定の時点（例えば、運動前）、所定のチップ（例えば、ＩＭＡＣ３
０チップ）において、このバイオマーカーが、別の群に対してある患者群で有意に高濃度
または低濃度で特定の画分（例えば、ＱＨｙｐｅｒＤＦカラムの画分４）で見出され得る
ことを示す。
【００２３】
　このクラスカル－ワリス検定はまた、各々の患者群においてピークの相違を経時的に分
析するために用いられた。この分析では、特定のバイオマーカーについてクラスカル－ワ
リス検定で得られた０．０５以下のｐ値は、特定の患者状態（例えば、ＰＡＤを有する被
験体）について、所定のチップ（例えば、ＩＭＡＣ３０チップ）において、このバイオマ
ーカーが、別の時点に対してある時点で有意に高濃度または低濃度で特定の画分（例えば
、ＱＨｙｐｅｒＤＦカラムの画分４）で見出され得る（例えば、このバイオマーカーに関
連するピークの強度は、運動前に対して運動の２時間後に有意に増大され得る）ことを示
す。
【００２４】
　また、特定の時点で２つの群で観察されるピークを直接比較するためには、または特定
の群における２つの時点で観察されたピークを直接比較する場合は、マン－ホイットニー
検定を用いた。
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【００２５】
　結局、マイクロアレイ有意性分析（Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｆ
ｏｒ　Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙｓ）ソフトウェア（「ＳＡＭ」）を用いて、有意なピークを
特定した。ＳＡＭは、Ｔｕｓｈｅｒ　Ｖら、Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃ
ｉ．，９８：５１１６～５１２４（２００１）に詳細に記載される。
【００２６】
　本明細書に提供される表は、バイオマーカーであってその濃度が、上述の検定を用いて
決定された場合、患者群の間で、または患者群内の時点の間で有意に（すなわち、ｐ≦０
．０５）変化しているバイオマーカーを列挙する。各々のバイオマーカーについては、こ
の表は、質量対電荷（ｍ／ｚ）比、ｐ値、アレイタイプ、ビーム強度（高いかまたは低い
）、このバイオマーカーが見出されるプロファイリングカラムからの画分、および各々の
ピークについての相対的な平均ピーク強度が、コントロールサンプル（例えば、非ＰＡＤ
被験体または運動前の被験体）におけるバイオマーカーの平均強度読み取りに対して上方
制御されるか、または下方制御されるかを示す。ｍ／ｚ値は、特定のピークについての平
均読み取りである。例えば、表１Ｂは、運動前の時点で観察された特定の有意なピークを
編集する（ｐ値＜０．０５）。低エネルギーで読み取った、ＩＭＡＣ３０チップでの画分
１における運動前時点で観察された約５．４８７ｋＤのピークは、約０．０１３のｐ値を
有する。表７に言及すれば、このピークで観察される平均強度は、正常な運動前群では１
６．９、長期跛行（ＬＣ）群では２６．７、そしてＰＡＤ群では１１．３であった。
【００２７】
　表１～３は、有意な強度を有するピークが観察され得るバイオマーカーおよび条件を集
めており、ここでこの有意差は、３つの患者群（すなわち、正常、長期跛行ＰＡＤ、およ
びＰＡＤ）の間で、特定の時点でのピーク相違のクラスカル－ワリス分析によって決定さ
れる。詳細には、表１Ａには、運動前（ベースライン）時点でＰＡＤ状態を特徴付けする
ために用いられ得る、ｐ値＜０．０１であるバイオマーカーを集めている。同様に表１Ｂ
は、運動前（ベースライン）時点でＰＡＤ状態と相関され得る、ｐ値＜０．０５未満であ
るバイオマーカーを集めている。表２は、トレッドミル運動を完了した直後の患者から採
取したサンプルを用いて、ＰＡＤ状態を特徴付けするために用いられ得る、好ましいｐ値
＜０．０１であるバイオマーカー、およびｐ値＜０．０５未満であるバイオマーカーを集
めている。表３は、トレッドミル運動を完了したほぼ２時間後の患者から採取したサンプ
ルを用いて、ＰＡＤ状態を特徴付けするために用いられ得る、好ましいｐ値＜０．０１を
有するバイオマーカー、およびｐ値＜０．０５であるバイオマーカーを集めている。
 
 
【００２８】
　表１～３と同様に、表４～６はまた、有意な強度を有するピークが観察され得るバイオ
マーカーおよび条件を集めており、この有意差は、患者の群内で２つの時点の間のピーク
相違のクラスカル－ワリス分析によって決定される。表４～６のバイオマーカーは、その
血漿中濃度がトレッドミル運動の直後にまたはトレッドミル運動の２時間後に有意に変化
するバイオマーカーである。詳細には、表４には、バイオマーカーであってその正常な（
非ＰＡＤ）患者における濃度が、トレッドミル運動の直後（「ＩＭＭ」）または約２時間
後（「２ＨＲ」）に有意に変化するバイオマーカーを集めている。表５には、バイオマー
カーであってその長期跛行ＰＡＤ患者における濃度が、この長期跛行ＰＡＤ患者がトレッ
ドミル運動を耐容した直後または約２時間後に有意に変化するバイオマーカーを集めてい
る。表６は、バイオマーカーであってそのＰＡＤ患者における濃度が、トレッドミル運動
の直後または約２時間後に有意に変化するバイオマーカーを集めている。
【００２９】
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【００３０】
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【表１Ｂ】

【００３１】
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【００３２】
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【表３】

【００３３】
【表４】

【００３４】
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【表５】

【００３５】
【表６】

　選択されたバイオマーカーについて、各々の被験体について測定されたピーク強度は図
１にグラフ表示される。図１に示されるとおり、試験被験体においてＰＡＤ状態を特徴付
けするためには、患者の群間のバイオマーカーの相対的な濃度、または記載された運動レ
ジメンの経過中の変化のいずれを臨床家によって用いてもよい。
 
 
【００３６】
　本発明のバイオマーカーは、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．，
ＰＢＳ　ＩＩ質量分析計で作成された質量スペクトルから決定された。この装置は、約＋
／－０．１５パーセントの質量正確度を有する。さらに、この装置は、約４００～１００
０ｍ／ｄｍの質量分解能を有し、ここでｍは質量であり、そしてｄｍは０．５ピーク高さ
の質量スペクトルピーク幅である。このバイオマーカーの質量対電荷比は、Ｂｉｏｍａｒ
ｋｅｒ　Ｗｉｚａｒｄｔｍソフトウェア（Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，
Ｉｎｃ．）を用いて決定した。Ｂｉｏｍａｒｋｅｒ　Ｗｉｚａｒｄは、ＰＢＳＩＩによっ
て決定されたとおり、分析した全てのスペクトル由来の同じピークの質量対電荷比をクラ
スター形成すること、このクラスター中で最大および最小の質量対電荷比をとること、お
よび２で割ることによって、あるバイオマーカーに対して質量対電荷比を割り当てる。従
って、得られた質量は、これらの諸元を反映する。
【００３７】
　表１～６に記載されるバイオマーカーについて測定された平均ピーク強度は、表７～１
７に示され、そして実施例のセクションにさらに記載される。表１８は、ＳＡＭ検定を用
いて有意であると確認された種々の時点由来のバイオマーカーを集めている（Ｔｕｓｈｅ
ｒ　Ｖら、Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．，９８：５１１６～５１２４
（２００１））。
【００３８】
　特定のピークについて観察された強度の変化は、患者でのＰＡＤ状態を特徴付けするた
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めに用いられ得る。例えば、画分４では、ＣＭ１０アレイを用いて、約６６ｋＤのアルブ
ミンバイオマーカーは、正常な患者で運動後に増大することが観察される。対照的に、Ｌ
Ｃ患者では、そして特にＰＡＤ患者では、運動後のこの６６ｋＤのバイオマーカーの強度
の増大は、実質的に減少される。同様に、画分４における約４２ｋＤのタンパク質に相当
するピークの強度は、トレッドミル運動後の正常患者およびＬＣ患者において減少するが
、ＰＡＤ被験体では有意に変化しないことが観察される。他方では、１３．９ｋＤのトラ
ンスサイレチンバイオマーカーと関連したピーク強度は、運動の関数として実質的に変化
しないが、運動にかかわらず正常な被験体およびＰＡＤ被験体に対してＬＣ被験体では実
質的に増大され、このことはこのタンパク質の機能的能力における潜在的な役割を反映し
ている。
 
 
【００３９】
　アルブミンバイオマーカーに関して、このデータによって、種々の形態の種々の条件下
で同じマーカーが同定され得る方法が示される。例えば、ＰＡＤ患者は慢性の酸化的スト
レスの状態にあるという見解と一致して、アルブミンが休止期におけるＰＡＤ被験体にお
いて過剰発現されることが、表１８によって示される。アルブミンバイオマーカーは、高
強度で読み取られるＣＭ１０チップにおいて、６６ｋＤの単荷電単量体または４４ｋＤの
三荷電二量体として観察され得る。同様に、アルブミンバイオマーカーの過剰発現は、休
止中の被験体から採取したサンプルにおける状態の特定の設定下で２２ｋＤまたは３３ｋ
Ｄの３つまたは２つ荷電したアルブミン単量体として検出され得、そして同様に被験体に
おけるＰＡＤの確率の増大と相関する。本明細書において記載されるとおり、当業者は、
被験体におけるアルブミンバイオマーカー（または任意の他の同定されたバイオマーカー
）の過剰発現が、種々の方法を用いて検出され得ることを認識する。この方法は、バイオ
マーカー、例えば、バイオマーカーエピトープ（バイオマーカーの翻訳後改変部分を含む
）または１つ以上のバイオマーカー単量体を含むタンパク質複合体の種々の局面を認識す
る。
【００４０】
　本発明のバイオマーカーは、質量対電荷比、結合特性およびスペクトル形状（例えば、
図２）によって特徴付けられるので、それらのバイオマーカーは、それらの特異的な同一
性を知ることなく、質量分析によって決定され得る。しかし、所望の場合、その同一性が
同定されていないバイオマーカーは、例えば、ポリペプチドのアミノ酸配列を決定するこ
とによって同定され得る。例えば、バイオマーカーは、トリプシンまたはＶ８プロテアー
ゼのような多数の酵素でのペプチドマッピングであってもよく、そして消化フラグメント
の分子量は、種々の酵素によって生成される消化フラグメントの分子量に適合する配列に
ついてデータベースを検索するために用いられ得る。あるいは、タンパク質バイオマーカ
ーは、タンデム型質量分析（ＭＳ）を用いて配列決定され得る。この方法では、このタン
パク質は、例えば、ゲル電気泳動によって単離される。バイオマーカーを含むバンドは切
断されて、タンパク質はプロテアーゼ消化に供される。個々のタンパク質フラグメントは
、初回の質量分析によって分離される。次いで、このフラグメントを衝突誘発冷却に供し
て、このペプチドを断片化して、ポリペプチドのラダーを生成する。次いでポリペプチド
ラダーを、タンデムＭＳの第二の質量分析によって分析する。ポリペプチドラダーのメン
バーの質量における相違によって、配列におけるアミノ酸が同定される。あるタンパク質
全体をこの方法で配列決定してもよいし、または配列フラグメントをデータベースマイニ
ングに供して同一性候補物を見出してもよい。
【００４１】
　バイオマーカーの検出のための好ましい生物学的供給源は血漿である。しかし他の実施
形態では、バイオマーカーは、他の体液および組織、例えば、血漿、脊髄液、尿、精液な
どで検出され得る。
【００４２】
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　本発明のバイオマーカーは生体分子である。従って、本発明は、これらの生体分子を単
離された形態で提供する。このバイオマーカーは、血漿、血清または脊髄液のような生物
学的な液体から単離されてもよい。それらのバイオマーカーは、それらの質量および結合
特徴の両方に基づいて、当該分野で公知の任意の方法によって単離され得る。例えば、生
体分子を含むサンプルは、本明細書に記載のようなクロマトグラフィー分画に供されても
よく、そして例えば、アクリルアミドゲル電気泳動によるさらなる分離に供されてもよい
。バイオマーカーの同一性の知識によってまた、免疫親和性クロマトグラフィーによるそ
れらの単離が可能になる。
【００４３】
　（ＩＩＩ．ＰＡＤの状態を特徴付けするためのバイオマーカーの検出）
　本発明のバイオマーカーは、任意の適切な方法によって検出され得る。この目的を達成
するために使用され得る検出パラダイムとしては、視覚的方法、電気化学的方法（ボルタ
ンメトリおよび電流測定技術）、原子間力顕微鏡および高周波方法、例えば、多極共鳴分
光法などが挙げられる。共焦点顕微鏡および非共焦点顕微鏡の両方の顕微鏡に加えて、例
示的な光学的方法は、蛍光、発光、化学発光、吸光度、反射率、透過率および複屈折、ま
たは屈折率の検出である（例えば、表面プラスモン共鳴、偏光解析法、共振ミラー方法、
格子結合器導波管法または干渉法）。
 
 
【００４４】
　１実施形態では、サンプルは、バイオチップの方法で分析される。バイオチップは一般
に、固体基板を含み、一般には平坦な表面を有し、ここに対して捕獲試薬（吸着剤または
親和性試薬とも呼ばれる）が結合される。バイオチップの表面は高頻度に、複数のアドレ
ス可能な位置を含み、その各々がそこに結合される捕獲試薬を有する。
【００４５】
　「タンパク質バイオチップ（ｐｒｏｔｅｉｎ　ｂｉｏｃｈｉｐ）」とは、ポリペプチド
の捕獲のために適合したバイオチップをいう。多くのタンパク質バイオチップが当該分野
で記載される。これらとしては、例えば、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，
Ｉｎｃ．（Ｆｒｅｍｏｎｔ，ＣＡ）、Ｐａｃｋａｒｄ　ＢｉｏＳｃｉｅｎｃｅ　Ｃｏｍｐ
ａｎｙ（Ｍｅｒｉｄｅｎ　ＣＴ）、Ｚｙｏｍｙｘ（Ｈａｙｗａｒｄ，ＣＡ）、Ｐｈｙｌｏ
ｓ（Ｌｅｘｉｎｇｔｏｎ，ＭＡ）およびＢｉａｃｏｒｅ（Ｕｐｐｓａｌａ，Ｓｗｅｄｅｎ
）によって製造されるタンパク質バイオチップなどが挙げられる。このようなタンパク質
バイオチップの例は、以下の特許または公開特許出願に記載される：米国特許第６，２２
５，０４７号；ＰＣＴ国際公開番号ＷＯ　９９／５１７７３；米国特許第６，３２９，２
０９号、ＰＣＴ国際公開番号ＷＯ　００／５６９３４および米国特許第５，２４２，８２
８号。
【００４６】
　（Ａ．質量分析による検出）
　好ましい実施形態では、本発明のバイオマーカーは、気相イオンを検出するために質量
分析計を使用する方法である質量分析によって検出される。質量分析の例は、飛行時間、
磁場セクター、四極フィルター、イオントラップ、イオンサイクロトロン共鳴、静電セク
ターアナライザーおよびこれらのハイブリッドである。
【００４７】
　さらなる好ましい方法では、質量分析は、レーザー脱離／イオン化質量分析である。レ
ーザー脱離／イオン化質量分析では、分析物は、質量分析プローブであって、質量分析計
のプローブの接触面に係合して、質量分析計へのイオン化および導入のためのイオン化エ
ネルギーへ分析物を呈示するために適合されたデバイスである質量分析プローブの表面に
置かれる。レーザー脱離質量分析計は、代表的には紫外レーザー由来のレーザーエネルギ
ーを使用するが、赤外レーザー由来のレーザーエネルギーもまた使用して、表面から分析
物を脱離させ、それらを揮発させてイオン化させ、そして質量分析計のイオン光学に利用
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可能にさせる。
【００４８】
　（１．ＳＥＬＤＩ）
　本発明における使用のための好ましい質量分析技術は、例えば、両方ともＨｕｔｃｈｅ
ｎｓおよびＹｉｐの米国特許第５，７１９，０６０号および同第６，２２５，０４７号に
記載されるような「Ｓｕｒｆａｃｅ　Ｅｎｈａｎｃｅｄ　Ｌａｓｅｒ　Ｄｅｓｏｒｐｔｉ
ｏｎ　ａｎｄ　Ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ」すなわち「ＳＥＬＤＩ」である。これは、脱離／
イオン化気相イオン分光計（例えば、質量分析）の方法をいい、ここでは分析物（ここで
は１つ以上のバイオマーカー）は、ＳＥＬＤＩ質量分析プローブの表面上に捕獲される。
ＳＥＬＤＩにはいくつかのバージョンが存在する。
【００４９】
　ＳＥＬＤＩの１つのバージョンは、「親和性捕獲質量分析（ａｆｆｉｎｉｔｙ　ｃａｐ
ｔｕｒｅ　ｍａｓｓ　ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ）」と呼ばれる。これは、「表面増強親
和性捕獲（Ｓｕｒｆａｃｅ－Ｅｎｈａｎｃｅｄ　Ａｆｆｉｎｉｔｙ　Ｃａｐｔｕｒｅ）」
または「ＳＥＡＣ」とも呼ばれる。このバージョンは、物質と分析物との間の非共有的な
親和性相互作用（吸着）を通じて分析物を捕獲する、プローブ表面上に物質を有するプロ
ーブの使用を包含する。この物質は、「吸着（ａｄｓｏｒｂｅｎｔ）」、「捕獲試薬（ｃ
ａｐｔｕｒｅ　ｒｅａｇｅｎｔ）」、「親和性試薬（ａｆｆｉｎｉｔｙ　ｒｅａｇｅｎｔ
）」または「結合部分（ｂｉｎｄｉｎｇ　ｍｏｉｅｔｙ）」と種々に呼ばれる。このよう
なプローブは、「親和性捕獲プローブ（ａｆｆｉｎｉｔｙ　ｃａｐｔｕｒｅ　ｐｒｏｂｅ
）」として、そして「吸着表面（ａｄｓｏｒｂｅｎｔ　ｓｕｒｆａｃｅ）」を有するとし
て言及され得る。この捕獲試薬は、分析物に結合し得る任意の物質であってもよい。この
捕獲試薬は、選択性表面の基板に直接結合されてもよいし、またはこの基板は、例えば、
共有結合または配位共有結合を形成する反応を通じて、捕獲試薬に結合し得る反応性部分
を担持する反応性表面を有してもよい。エポキシドおよびカルボジイミジゾールは、抗体
または細胞レセプターのようなポリペプチド捕獲試薬に共有結合するのに有用な反応性部
分である。ニトリロ酢酸およびイミノ二酢酸は、ヒスチジン含有ペプチドと非共有結合的
に相互作用する金属イオンに対して結合するキレート剤として機能する有用な反応性部分
である。吸着剤は一般に、クロマトグラフィー吸着剤および生体特異的な吸着剤に分類さ
れる。
【００５０】
　「クロマトグラフィー吸着（ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ　ａｄｓｏｒｂｅｎｔ）
」とは、クロマトグラフィーで代表的に用いられる吸着物質をいう。クロマトグラフィー
吸着剤としては、例えば、イオン交換物質、金属キレーター（例えば、ニトリロ酢酸また
はイミノ二酢酸）、固定された金属キレート、疎水性相互作用吸着剤、親水性相互作用吸
着剤、色素、単純な生体分子（例えば、ヌクレオチド、アミノ酸、単糖および脂肪酸）お
よび混合方式の吸着剤（例えば、疎水性誘引／静電反発吸着剤）などが挙げられる。
【００５１】
　「生体特異的吸着剤（ｂｉｏｓｐｅｃｉｆｉｃ　ａｄｓｏｒｂｅｎｔ）」とは、生体分
子、例えば、核酸分子（例えば、アプタマー）、ポリペプチド、ポリサッカライド、脂質
、ステロイドまたはこれらの結合体（例えば、糖タンパク質、リポタンパク質、糖脂質、
核酸（例えば、ＤＮＡ）－タンパク質結合体）を含む吸着剤をいう。特定の場合には、二
価特異的な吸着剤は、多タンパク質複合体、生物学的膜またはウイルスのような高分子構
造であってもよい。生体特異的な吸着剤の例は、抗体、レセプタータンパク質および核酸
である。生体特異的吸着剤は代表的には、クロマトグラフィー吸着剤よりも標的分析物に
ついてより高い特異性を有する。ＳＥＬＤＩにおける使用のための吸着剤のさらなる例は
、米国特許第６，２２５，０４７号に見出され得る。「生体選択性吸着剤（ｂｉｏｓｅｌ
ｅｃｔｉｖｅ　ａｄｓｏｒｂｅｎｔ）」とは、少なくとも１０－８Ｍの親和性で分析物に
結合する吸着剤をいう。
【００５２】
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　Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．によって製造されたタンパク質
バイオチップは、そこに対してアドレス可能な位置で結合されたクロマトグラフィー吸着
剤または生体特異的吸着剤を有する表面を備える。Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｃｈｉｐ（登録商標）アレイとしては、ＮＰ２０（親水性）；Ｈ４およびＨ５０（疎水性
）；ＳＡＸ－２、Ｑ－１０およびＬＳＡＸ－３０（アニオン交換）；ＷＣＸ－２、ＣＭ－
１０およびＬＷＣＸ－３０（カチオン交換）；ＩＭＡＣ－３、ＩＭＡＣ－３０およびＩＭ
ＡＣ４０（金属キレート）；およびＰＳ－１０、ＰＳ－２０（カルボイミジゾールとの反
応性表面、エポキシド）、およびＰＧ－２０（カルボイミジゾールを通じてカップリング
されたプロテインＧ）などが挙げられる。疎水性ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐアレイは、イソ
プロピルまたはノニルフェノキシ－ポリ（エチレングリコール）メタクリレート官能基を
有する。アニオン交換ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐアレイは、四級アンモニウム官能基を有す
る。カチオン交換ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐアレイは、カルボキシル化官能基を有する。固
定された金属キレートＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐアレイは、キレート化によって、遷移金属
イオン、例えば、銅、ニッケル、亜鉛およびガリウムを吸着するニトリロ酢酸官能基を有
する。事前活性化ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐアレイは、共有結合のためにタンパク質上の基
と相互作用し得るカルボイミジゾールまたはエポキシド官能基を有する。
【００５３】
　このようなバイオチップはさらに、以下に記載される：米国特許第６，５７９，７１９
号（ＨｕｔｃｈｅｎｓおよびＹｉｐ、「Ｒｅｔｅｎｔａｔｅ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐ
ｈｙ」、２００３年６月１７日）；ＰＣＴ国際公開番号ＷＯ　００／６６２６５（Ｒｉｃ
ｈら、「Ｐｒｏｂｅｓ　ｆｏｒ　ａ　Ｇａｓ　Ｐｈａｓｅ　Ｉｏｎ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅ
ｔｅｒ」、２０００年１１月９日）；米国特許第６，５５５，８１３号（Ｂｅｅｃｈｅｒ
ら、「Ｓａｍｐｌｅ　Ｈｏｌｄｅｒ　ｗｉｔｈ　Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ　Ｃｏａｔｉｎ
ｇ　ｆｏｒ　Ｇａｓ　Ｐｈａｓｅ　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ」、２００３年
４月２９日）；米国特許出願公開第２００３　００３２０４３号Ａ１（ＰｏｈｌおよびＰ
ａｐａｎｕ、「Ｌａｔｅｘ　Ｂａｓｅｄ　Ａｄｓｏｒｂｅｎｔ　Ｃｈｉｐ」、２００２年
７月１６日）；およびＰＣＴ国際公開番号ＷＯ　０３／０４０７００（Ｕｍら、「Ｈｙｄ
ｒｏｐｈｏｂｉｃ　Ｓｕｒｆａｃｅ　Ｃｈｉｐ」、２００３年５月１５日）；米国仮特許
出願第６０／３６７，８３７号（Ｂｏｓｃｈｅｔｔｉら、「Ｂｉｏｃｈｉｐｓ　Ｗｉｔｈ
　Ｓｕｒｆａｃｅｓ　Ｃｏａｔｅｄ　Ｗｉｔｈ　Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ－Ｂａｓ
ｅｄ　Ｈｙｄｒｏｇｅｌｓ」、２００２年５月５日）、および「Ｐｈｏｔｏｃｒｏｓｓｌ
ｉｎｋｅｄ　Ｈｙｄｒｏｇｅｌ　Ｓｕｒｆａｃｅ　Ｃｏａｔｉｎｇｓ」と題された米国特
許出願（Ｈｕａｎｇら、２００３年２月２１日出願）。
【００５４】
　一般には、サンプルに存在し得るバイオマーカー（単数または複数）が吸着剤に結合す
ることを可能にするのに十分な期間にわたって、吸着表面を有するプローブをサンプルと
接触させる。インキュベーション期間後、基板を洗浄して未結合の物質を除く。任意の適
切な洗浄溶液を用いてもよい；好ましくは水溶液を使用する。分子が結合したままである
程度は、洗浄のストリンジェンシーを調節することによって操作され得る。洗浄溶液の溶
出特徴は、例えば、ｐＨ、イオン強度、疎水性、カオトロピズムの程度、界面活性剤強度
および温度に依存し得る。プローブがＳＥＡＣおよびＳＥＮＤ特性（本明細書に記載され
るとおり）の両方を有しないならば、次にエネルギー吸着分子を、結合されたバイオマー
カーを有する基板に加える。
【００５５】
　基板に結合したバイオマーカーは、飛行時間質量分析計のような気相イオン分光計で検
出される。バイオマーカーは、レーザーのようなイオン源によってイオン化されて、生成
されたイオンは、イオンの視覚的アセンブリによって収集され、次いで質量分析装置が通
過するイオンを分散させて分析する。次いで検出器は検出されたイオンの情報を質量対電
荷比へ変換する。バイオマーカーの検出は、代表的にはシグナル強度の検出を包含する。
従ってバイオマーカーの量および質量の両方が測定され得る。
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【００５６】
　ＳＥＬＤＩの別のバージョンは、Ｓｕｒｆａｃｅ－Ｅｎｈａｎｃｅｄ　Ｎｅａｔ　Ｄｅ
ｓｏｒｐｔｉｏｎ（ＳＥＮＤ）であり、これはプローブ表面（「ＳＥＮＤプローブ」）に
化学的に結合されるエネルギー吸収分子を含むプローブの使用を包含する。「エネルギー
吸収分子（ｅｎｅｒｇｙ　ａｂｓｏｒｂｉｎｇ　ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ）」（ＥＡＭ）とい
う句は、レーザー吸着／イオン源からのエネルギーを吸収し得、その後にそれと接触して
いる分析物分子の脱離およびイオン化に寄与する分子を意味する。ＥＡＭカテゴリーとし
ては、「マトリックス（ｍａｔｒｉｘ）」と頻繁に呼ばれる、ＭＡＬＤＩに用いられる分
子などが挙げられ、そして桂皮酸誘導体、シナピン酸（ＳＰＡ）、シアノ－ヒドロキシ－
桂皮酸（ＣＨＣＡ）およびジヒドロキシ安息香酸、フェルラ酸およびヒドロキシアセトフ
ェノン誘導体によって例証される。特定の実施形態では、エネルギー吸収分子は、直線状
ポリマーまたは架橋ポリマー、例えば、ポリメタクリレートに組み込まれる。例えば、こ
の組成物は、α－シアノ－４－メタクリロイルオキシ桂皮酸およびアクリレートのコポリ
マーであってもよい。別の実施形態では、この組成物は、α－シアノ－４－メタクリロイ
ルオキシ桂皮酸、アクリレートおよび３－（トリ－エトキシ）シリルプロピルメタクリレ
ートのコポリマーである。別の実施形態では、この組成物は、α－シアノ－４－メタクリ
ロイルオキシ桂皮酸、およびオクタデシルメタクリレート（「Ｃ１８　ＳＥＮＤ」）のコ
ポリマーである。ＳＥＮＤはさらに、米国特許第６，１２４，１３７号およびＰＣＴ国際
公開番号ＷＯ　０３／６４５９４（Ｋｉｔａｇａｗａ、「Ｍｏｎｏｍｅｒｓ　Ａｎｄ　Ｐ
ｏｌｙｍｅｒｓ　Ｈａｖｉｎｇ　Ｅｎｅｒｇｙ　Ａｂｓｏｒｂｉｎｇ　Ｍｏｉｅｔｉｅｓ
　Ｏｆ　Ｕｓｅ　Ｉｎ　Ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ／Ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ　Ｏｆ　Ａｎａｌ
ｙｔｅｓ」、２００３年８月７日）に記載される。
【００５７】
　ＳＥＡＣ／ＳＥＮＤは、捕獲試薬およびエネルギー吸収分子の両方がサンプル呈示表面
に結合されているバージョンのＳＥＬＤＩである。従って、ＳＥＡＣ／ＳＥＮＤプローブ
によって、親和性捕獲を通じた分析物の捕獲、および外部マトリックスを加える必要のな
いイオン化／脱離が可能になる。Ｃ１８　ＳＥＮＤバイオチップは、ＳＥＡＣ／ＳＥＮＤ
のあるバージョンであり、これは、捕獲試薬として機能するＣ１８部分、およびエネルギ
ー吸収部分として機能するＣＨＣＡ部分を含む。
【００５８】
　Ｓｕｒｆａｃｅ－Ｅｎｈａｎｃｅｄ　Ｐｈｏｔｏｌａｂｉｌｅ　Ａｔｔａｃｈｍｅｎｔ
　ａｎｄ　Ｒｅｌｅａｓｅ（ＳＥＰＡＲ）と呼ばれる、別のバージョンのＳＥＬＤＩは、
表面に結合された部分を有するプローブの使用であって、分析物に共有結合し得、次に光
に、例えばレーザー光に対する曝露後にこの部分における感光性結合の破壊を通じてこの
分析物を放出する、表面に結合された部分を有するプローブの使用を包含する（米国特許
第５，７１９，０６０号を参照のこと）。ＳＥＰＡＲおよびＳＥＬＤＩの他の形態は、本
発明に従って、バイオマーカーまたはバイオマーカーのプロフィールを検出する工程に容
易に適合される。
【００５９】
　（２．他の質量分析方法）
　別の質量分析方法では、このバイオマーカーは、バイオマーカーに結合するクロマトグ
ラフィー特性を有するクロマトグラフィー樹脂上に最初に捕獲され得る。本発明の実施例
では、これは、種々の方法を含み得る。例えば、当業者は、ＣＭ　Ｃｅｒａｍｉｃ　Ｈｙ
ｐｅｒＤ　Ｆ樹脂のようなカチオン交換樹脂上にバイオマーカーを捕獲し、この樹脂を洗
浄し、バイオマーカーを溶出して、ＭＡＬＤＩによって検出してもよい。あるいは、この
方法は、カチオン交換樹脂に対して加える前にアニオン交換樹脂上でサンプルを分画する
ことによって進行され得る。別の代替では、当業者は、アニオン交換樹脂上で分画して、
ＭＡＬＤＩによって直接検出してもよい。さらに別の方法では、当業者は、バイオマーカ
ーに結合する抗体を含む免疫クロマトグラフィー樹脂上にバイオマーカーを捕獲し、この
樹脂を洗浄して未結合の物質を取り除き、この樹脂からバイオマーカーを溶出させ、そし
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てＭＡＬＤＩによってまたはＳＥＬＤＩによって、溶出されたバイオマーカーを検出し得
る。
【００６０】
　（３．データ分析）
　飛行時間質量分析による分析物の分析によって、飛行時間スペクトルが生成される。最
終的に分析されたこの飛行時間スペクトルは、代表的には、サンプルに対してイオン化エ
ネルギーの単一パルスからのシグナルを呈示するのではなく、多数のパルスからのシグナ
ルの合計を呈示する。これによって、ノイズを軽減してダイナミックレンジを増大する。
この飛行時間データを次にデータ処理に供する。ＣｉｐｈｅｒｇｅｎのＰｒｏｔｅｉｎＣ
ｈｉｐ（登録商標）ソフトウェアでは、データ処理は代表的には、質量スペクトルを生成
するためのＴＯＦ－対－Ｍ／Ｚ変換、装置のオフセットを除外するためのベースライン差
引き、および高い周波数ノイズを減じるための高周波数ノイズフィルタリングを包含する
。
【００６１】
　バイオマーカーの脱離および検出によって生成されるデータは、プログラム可能なデジ
タルコンピューターの使用で分析され得る。このコンピュータープログラムは、データを
分析して、検出されるバイオマーカーの数、ならびに必要に応じて、検出された各々のバ
イオマーカーについてのシグナルの強度および決定された分子量を示す。データ分析は、
バイオマーカーのシグナル強度を決定するための工程と、予め決定された統計学的分布か
ら逸脱するデータを取り除く工程とを包含し得る。例えば、観察されたピークは、同じ参
照に対して各々のピークの高さを算出することによって、正規化され得る。この参照は、
装置および化学物質、例えば、エネルギー吸収分子によって生成されたバックグラウンド
のノイズであってもよく、これは目盛りではゼロに設定される。
【００６２】
　このコンピューターは得られたデータを呈示のための種々の形態に変換し得る。標準的
なスペクトルが呈示され得るが、１つの有用な形式では、ピーク高さおよび質量の情報の
みをスペクトルの図に残して、画像をきれいにして、ほぼ同一の分子量を有するバイオマ
ーカーをより簡単に見ることができるようにする。別の有用な方式では、２つ以上のスペ
クトルを比較して、固有のバイオマーカーおよびサンプルの間で上方制御されるかまたは
下方制御されるバイオマーカーを都合よく強調する。これらの任意の形式を用いて、当業
者は、特定のバイオマーカーがサンプル中に存在するか否かを容易に決定できる。
【００６３】
　分析は一般に、分析物からのシグナルを示すスペクトルにおけるピークの同定を包含す
る。ピーク選択は、視覚的に行われ得るが、ピークの検出を自動化し得るＣｉｐｈｅｒｇ
ｅｎのＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ（登録商標）ソフトウェアパッケージの一部としてソフト
ウェアが利用可能である。一般には、このソフトウェアは、選択された閾値を超えるシグ
ナル対ノイズ比を有するシグナルを同定すること、およびピークシグナルの重心にピーク
の質量を表示することによって、機能する。１つの有用な適用では、多くのスペクトルを
比較して、質量スペクトルのいくつかの選択された割合に存在する同一のピークを同定す
る。このソフトウェアの１バージョンは、所定の質量範囲内の種々のスペクトルに出現す
る全てのピークを集めて、質量（Ｍ／Ｚ）集団の中間点に近い全てのピークに対して質量
（Ｍ／Ｚ）を割り当てる。
【００６４】
　データを分析するために用いられるソフトウェアは、本発明によるバイオマーカーに相
当するシグナル中のピークをこのシグナルが示すか否かを決定するために、シグナルの分
析に対してアルゴリズムを適用するコードを包含し得る。このソフトウェアはまた、観察
されたバイオマーカーピークに関するデータを、分類ツリーまたはＡＮＮ分析に供して、
検討中の特定の臨床的パラメーターの状態を示すバイオマーカーピークまたはバイオマー
カーピークの組み合わせが存在するか否かを決定する。データの分析は、サンプルの質量
スペクトル分析から直接または間接的に得られる種々のパラメーターに対して「適合され
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（ｋｅｙｅｄ）」得る。これらのパラメーターとしては、限定はしないが、１つ以上のピ
ークの有無、ピークまたはピークの群の形状、１つ以上のピークの高さ、１つ以上のピー
クの高さの対数、およびピーク高さデータの他の算術的取り扱いなどが挙げられる。代表
的なバイオマーカーピークの形状は図２に示される。
【００６５】
　（Ｂ．イムノアッセイによる検出）
　別の実施形態では、本発明のバイオマーカーは、イムノアッセイによって測定されても
よい。イムノアッセイは、バイオマーカーを捕獲するために、抗体のような生体特異的捕
獲試薬を要する。抗体は、例えば、バイオマーカーを用いて動物を免疫することによって
、当該分野で周知の方法によって生成され得る。バイオマーカーは、それらの結合特徴に
基づいてサンプルから単離され得る。あるいは、ポリペプチドバイオマーカーのアミノ酸
配列が公知である場合、このポリペプチドを合成して、抗体を生成するために当該分野で
周知の方法によって用いてもよい。
【００６６】
　本発明は、例えば、ＥＬＩＳＡまたは蛍光ベースのイムノアッセイを含むサンドイッチ
イムノアッセイ、ならびに他の酵素イムノアッセイを含む伝統的なイムノアッセイを意図
する。ＳＥＬＤＩベースのイムノアッセイでは、バイオマーカーの生体特異的な捕獲試薬
が、事前活性化されたＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐアレイのような、ＭＳプローブの表面に結
合される。次いでバイオマーカーはこの試薬を通じてバイオチップ上に特異的に捕獲され
、そしてこの捕獲されたバイオマーカーは、質量分析によって検出される。
【００６７】
　患者においてＰＡＤ状態を特徴付けする目的のために、本明細書において有用であると
特定されるバイオマーカーとしては、表に列挙される特定のピークに加えて、対応するタ
ンパク質のアミノ酸改変体および翻訳後改変型などが挙げられる。
 
 
【００６８】
　（ＩＶ．被験体ＰＡＤ状態の決定）
　（Ａ．単一のマーカー）
　本発明のバイオマーカーは、例えば、ＰＡＤを診断するため、被験体におけるＰＡＤ状
態を評価するための診断試験において用いられ得る。「ＰＡＤ状態（ＰＡＤ　ｓｔａｔｕ
ｓ）」という句は、とりわけ、ＰＡＤ対正常（非ＰＡＤ）そして、詳細には、ＰＡＤ対正
常、またはＰＡＤ対長期跛行ＰＡＤ（ＬＣ　ＰＡＤ）を識別することを包含する。この状
況に基づいて、さらなる診断試験、または治療手順もしくはレジメンを含む、さらなる手
順が示され得る。
【００６９】
　状態を正確に予測するための診断試験の効力は一般に、アッセイの感度、アッセイの特
異性または受診者動作特性（ｒｅｃｅｉｖｅｒ　ｏｐｅｒａｔｅｄ　ｃｈａｒａｃｔｅｒ
ｉｓｔｉｃ（「ＲＯＣ」））曲線の曲線下面積（ａｒｅａ）として測定される。感度とは
、試験によって陽性であると予測される真の陽性の割合であるが、特異性とは、試験によ
って因性であると予測される真の陰性の割合である。ＲＯＣ曲線によって、試験の感度は
１－特異性の関数として得られる。ＲＯＣ曲線の曲線下面積が大きくなるほど、試験の予
測力は強力になる。試験の有用性の他の有用な指標は、正の予測値および負の予測値であ
る。正の予測値は、正であると試験する実際に正の割合である。負の予測値は、負である
と試験する実際に負の割合である。
【００７０】
　本発明のバイオマーカーは、少なくともｐ≦０．０５、ｐ≦１０－２、ｐ≦１０－３、
ｐ≦１０－４、ｐ≦１０－５という異なるＰＡＤ状態における統計学的な相違を示す。こ
れらのバイオマーカーを単独でまたは組み合わせて使用する診断試験によって、少なくと
も７５％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％
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、少なくとも９８％そして約１００％という感度および特性が示される。
【００７１】
　表１に列挙される各々のバイオマーカーは、例えば、正常な被験体、ＰＡＤ被験体また
はＬＣ　ＰＡＤ被験体に示差的に存在する；従って、各々のバイオマーカーは、ＰＡＤ状
態の決定を補助するのに個々に有用である。この方法は最初に、本明細書に記載される方
法を用いて被験体サンプル中の選択されたバイオマーカーを測定する工程、例えば、ＳＥ
ＬＤＩバイオチップ上の捕獲、その後の質量分析による検出と、第二に、この測定値と、
診断量、または負のＰＡＤ状態（例えば、「正常な（ｎｏｒｍａｌ）」患者）から正のＰ
ＡＤ状態を識別するカットオフとを比較する工程とを包含する。この診断量は、バイオマ
ーカーの測定量であって、その上または下では被験体が特定のＰＡＤ状態を有すると分類
される測定量に相当する（例えば、ＬＣ　ＰＡＤ患者、対正常な患者または代表的な跛行
時間を示すＰＡＤ患者）。例えば、このバイオマーカーがＰＡＤの間に正常と比較して上
方制御されるならば、診断のカットオフを超える測定量によってＰＡＤの診断が得られる
。あるいは、バイオマーカーがＰＡＤの間に下方制御されれば、診断のカットオフを下回
る測定量は、ＰＡＤの診断となる。当該分野で周知のとおり、あるアッセイで用いられる
特定の診断カットオフを調節することによって、診断医の優先度次第で、診断アッセイの
感度または特異性が増大され得る。特定の診断カットオフは、例えば、本明細書において
行われたとおり、種々のＰＡＤ状態を有する被験体から統計学的に有意な数のサンプルに
おけるバイオマーカーの量を測定することによって、そして診断医の所望のレベルの特異
性および感度に適合するようにカットオフ値を引くことによって決定され得る。
【００７２】
　（Ｂ．マーカーの組み合わせ）
　個々のバイオマーカーは有用な診断バイオマーカーであるが、バイオマーカーの組み合
わせは、単独のバイオマーカーだけよりも特定の状態の優れた予測力をもたらし得ること
が見出されている。詳細には、サンプル中の複数のバイオマーカーの検出によって、試験
の感度および／または特異性が増大され得る。
【００７３】
　本明細書に記載のプロトコールは、患者サンプルから質量スペクトルを生成するために
用いられ得る。次いで、ピーク質量および高さは発見データセットにまとめられる。この
データセットを用いて、分類および回帰のツリー解析（ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ　
ａｎｄ　ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ　ｔｒｅｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ）（ＣＡＲＴ）（Ｃｉｐｈ
ｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｍａｒｋｅｒ　Ｐａｔｔｅｒｎｓ　ＳｏｆｔｗａｒｅＴＭ）を使用し
て学習アルゴリズムをトレーニングする。詳細には、ＣＡＲＴは、ピークの多くのサブセ
ットをランダムに選択する。各々のサブセットに関しては、ＣＡＲＴは、例えば、ＰＡＤ
または非ＰＡＤのようなサンプルを分類するために最適またはほぼ最適の決定木（ｔｒｅ
ｅ）を作成する。
【００７４】
　（Ｃ．被験体管理）
　ＰＡＤ状態を特徴付けする方法の特定の実施形態では、この方法はこの状況に基づいて
被験体処置を管理する工程をさらに包含する。このような管理としては、ＰＡＤ状態を決
定するための医師の行動または臨床的な結果などが挙げられる。例えば、医師がＰＡＤの
診断をすれば、処置の特定のプログラムが処方され得る。処置の適切なプログラムとして
は、限定はしないが、監督された運動プログラム；血圧、糖摂取および／または脂質レベ
ルの管理；任意の必要なカウンセリングおよびニコチン代替を含む喫煙の休止；ならびに
アスピリン（ジピリダモールの有無と）、クロピドグレル、シロスタゾール、および／ま
たはペントキシフィリン等の投与を含む薬物治療などが挙げられ得る。あるいは、ＰＡＤ
の診断の後に、ある患者がＰＡＤの特異的な形態に罹患しているか否か、またはこの患者
が冠動脈疾患のような関連の疾患に罹患しているか否かを決定するためのさらなる試験を
続けてもよい。また、診断試験がＰＡＤ状態に対して決定的でない結果をもたらすならば
、さらなる試験が要求され得る。
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【００７５】
　（Ｖ．ＰＡＤ状態を特徴付けするための分類アルゴリズムの作成）
　いくつかの実施形態では、「既知のサンプル（ｋｎｏｗｎ　ｓａｍｐｌｅ）」のような
サンプルを用いて生成されるスペクトル（例えば、質量スペクトルまたは飛行時間スペク
トル）に由来するデータを次に用いて、分類モデルを「訓練、トレーニング（ｔｒａｉｎ
）」してもよい。「既知のサンプル」とは、予め分類されているサンプルである。スペク
トル由来であって、分類モデルを形成するために用いられるデータは、「トレーニングデ
ータセット（ｔｒａｉｎｉｎｇ　ｄａｔａ　ｓｅｔ）」と呼ばれてもよい。一旦トレーニ
ングされれば、分類モデルは、未知のサンプルを用いて生成されるスペクトルに由来する
データ中のパターンを認識できる。次いでこの分類モデルを用いて、未知のサンプルをク
ラスに分類できる。これは、例えば、特定の生物学的サンプルが、特定の生物学的状態（
例えば、疾患対非疾患）と関連しているか否かを予想するのに有用であり得る。
 
 
【００７６】
　分類モデルを形成するために用いられるトレーニングデータセットは、生データまたは
事前処理データを含み得る。ある実施形態では、生データは、飛行時間スペクトルまたは
質量スペクトルから直接得られてもよいし、次いで、上記のように、必要に応じて「事前
処理され（ｐｒｅ－ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ）」てもよい。
【００７７】
　分類モデルは、このデータに存在する目的のパラメーターに基づいてデータの本体をク
ラスに分離するように試みる任意の適切な統計学的分類（または「学習（ｌｅａｒｎｉｎ
ｇ）」方法を用いて形成され得る。分類方法は、監督されても、または監督されなくても
よい。監督された分類および監督されていない分類のプロセスの例は、その教示が参照に
よって援用される、Ｊａｉｎ、「Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ　Ｐａｔｔｅｒｎ　Ｒｅｃｏｇ
ｎｉｔｉｏｎ：　Ａ　Ｒｅｖｉｅｗ」、ＩＥＥＥ　Ｔｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓ　ｏｎ　Ｐ
ａｔｔｅｒｎ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ａｎｄ　Ｍａｃｈｉｎｅ　Ｉｎｔｅｌｌｉｇｅｎｃｅ
、第２２巻、第１号、２０００年１月に記載されている。
【００７８】
　監督された分類では、公知のカテゴリーの例を含むトレーニングデータを、学習機構に
呈示し、この学習機構が各々の公知のクラスを規定する関係の１つ以上のセットを学習す
る。次いで新規なデータが、学習機構に適用されて、次いでこれが学習された関係を用い
て新規なデータを分類する。監督された分類プロセスの例としては、線形回帰プロセス（
例えば、多重線形回帰プロセス（ＭＬＲ）、最小部分自乗（ＰＬＳ）回帰および主成分回
帰（ＰＣＲ））、二者択一ツリー（例えば、再帰分割プロセス、例えば、ＣＡＲＴ－分類
および回帰ツリー）、人工的ニューロンネットワーク、例えば、誤差逆伝搬ネットワーク
、判別分析（例えば、ベイズ識別器またはフィッシャー分析）、ロジスティック分類子、
およびサポートベクタ分類子（サポートベクタマシン）などが挙げられる。
【００７９】
　好ましい監督された分類方法は、再帰分割プロセスである。再帰分割プロセスは、未知
のサンプルに由来するスペクトルを分類するために再帰分割ツリーを用いる。再帰分割プ
ロセスに関するさらなる詳細は、Ｐａｕｌｓｅらの米国特許出願第２００２　０１３８２
０８号Ａ１「Ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏｒ　ａｎａｌｙｚｉｎｇ　ｍａｓｓ　ｓｐｅｃｔｒａ」
に示される。
【００８０】
　他の実施形態では、作成される分類モデルは、非監督学習方法を用いて形成され得る。
非監督分類は、トレーニングデータセットにおける類似性に基づいて、このトレーニング
データセットの由来となったスペクトルを事前分類することなく、分類を学習するように
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試みる。非監督の学習方法は、クラスター分析を包含する。クラスター分析は、データを
、お互いに対して極めて類似であって、他のクラスターのメンバーに対して極めて異なっ
ているメンバーを理想的には有するべきである、「クラスター」またはグループに分割す
るように試みる。次いで類似性は、データ項目の間を測定し、そしてお互いに近いデータ
項目を一緒に集めるいくつかの距離メトリックを用いて測定される。クラスター形成技術
は、ＭａｃＱｕｅｅｎのＫ－ｍｅａｎｓアルゴリズムおよびＫｏｈｏｎｅｎのＳｅｌｆ－
Ｏｒｇａｎｉｚｉｎｇ　Ｍａｐアルゴリズムを包含する。
【００８１】
　生物学的情報を分類するのにおける使用について主張される学習アルゴリズムは、例え
ば、ＰＣＴ国際公開番号ＷＯ　０１／３１５８０（Ｂａｒｎｈｉｌｌら、「Ｍｅｔｈｏｄ
ｓ　ａｎｄ　ｄｅｖｉｃｅｓ　ｆｏｒ　ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ　ｐａｔｔｅｒｎｓ　ｉ
ｎ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｓｙｓｔｅｍｓ　ａｎｄ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｏｆ　ｕｓｅ　
ｔｈｒｅｏｆ」）、米国特許出願第２００２　０１９３９５０号Ａ１（Ｇａｖｉｎら、「
Ｍｅｔｈｏｄ　ｏｒ　ａｎａｌｙｚｉｎｇ　ｍａｓｓ　ｓｐｅｃｔｒａ」）、米国特許出
願第２００３　０００４４０２号Ａ１（Ｈｉｔｔら、「Ｐｒｏｃｅｓｓ　ｆｏｒ　ｄｉｓ
ｃｒｉｍｉｎａｔｉｎｇ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｓｔａｔｅｓ　ｂａ
ｓｅｄ　ｏｎ　ｈｉｄｄｅｎ　ｐａｔｔｅｒｎｓ　ｆｒｏｍ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｄ
ａｔａ」）、および米国特許出願第２００３　００５５６１５号Ａ１（Ｚｈａｎｇおよび
Ｚｈａｎｇ，「Ｓｙｓｔｅｍｓ　ａｎｄ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　ｐｒｏｃｅｓｓｉｎ
ｇ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｄａｔａ」）に記載される。
【００８２】
　分類モデルは、任意の適切なデジタルコンピューターで形成されて、そこで用いられ得
る。適切なデジタルコンピューターとしては、Ｕｎｉｘ（登録商標）、ＷｉｎｄｏｗｓＴ

ＭまたはＬｉｎｕｘＴＭベースの操作システムのような、任意の標準的または専門化され
た操作システムを用いる、マイクロコンピューター、ミニコンピューターまたは大型コン
ピューターなどが挙げられる。用いられるデジタルコンピューターは、目的のスペクトル
を作製するために用いられる質量分析計とは物理的に分けられてもよいし、または質量分
析計と連結されてもよい。
【００８３】
　本発明の実施形態に従うトレーニングデータセットおよび分類モデルは、デジタルコン
ピューターによって実行されるかまたは用いられるコンピューターコードによって具体化
され得る。コンピューターコードは、光ディスクまたは磁気ディスク、スティック、テー
プなどを含む任意の適切なコンピューター読み取り可能な媒体に記憶されてもよく、そし
てＣ、Ｃ＋＋、ビジュアルベーシックなどを含む任意の適切なコンピュータープログラム
可能な言語で記載されてもよい。
【００８４】
　上記の学習アルゴリズムは、既に発見されたバイオマーカーのついての分類アルゴリズ
ムを開発するため、またはＰＡＤについての新規なバイオマーカーを発見するための両方
に有用である。分類アルゴリズムは次に、単独でまたは組み合わせて用いられるバイオマ
ーカーについての診断値（例えば、カットオフポイント）を提供することによって診断試
験についての基礎を形成する。
【００８５】
　（ＶＩ．末梢動脈疾患についてのバイオマーカーの検出用キット）
　別の局面では、本発明は、末梢動脈疾患の状態を特徴付けするためのキットを提供し、
このキットは、本発明に従うバイオマーカーを検出するために用いられる。１実施形態で
は、このキットは、その上に捕獲試薬が結合されている固体支持体、例えば、チップ、マ
イクロタイタープレートまたはビーズもしくは樹脂を含み、この捕獲試薬は、本発明のバ
イオマーカーに結合する。従って、例えば、本発明のキットは、ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ
（登録商標）アレイのようなＳＥＬＤＩの質量分析プローブを備えてもよい。生体特異的
な捕獲試薬の場合、キットは、反応性表面を有する固体支持体、およびこの生体特異的な
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捕獲試薬を含む容器を備えてもよい。
 
 
【００８６】
　このキットはまた、洗浄溶液または洗浄溶液を作製するための装置を備えてもよく、こ
こで捕獲試薬および洗浄溶液の組み合わせは、例えば、質量分析による、引き続く検出の
ための固体支持体上のバイオマーカー（単数または複数）の捕獲を可能にする。このキッ
トは、異なる固体支持体上に各々が存在する吸着剤のより多くのタイプを備えてもよい。
【００８７】
　さらなる実施形態では、このようなキットは、適切な操作可能なパラメーターについて
の指示を表示または別の挿入物の形態で含んでもよい。例えば、この指示は、サンプルを
収集する方法、プローブを洗浄する方法、または検出されるべき特定のバイオマーカーに
ついて消費者に情報提供し得る。
【００８８】
　さらに別の実施形態では、このキットは、較正のための標準物（単数または複数）とし
て用いられるべきバイオマーカーサンプルを含む１つ以上の容器を備えてもよい。
【００８９】
　（ＶＩＩ．スクリーニングアッセイにおけるＰＡＤについてのバイオマーカーの使用）
　本発明の方法は、同様に他の適用を有する。例えば、バイオマーカーを用いて、インビ
トロまたはインビボでバイオマーカーの発現を調節する化合物についてスクリーニングし
てもよく、次にこの化合物は、患者におけるＰＡＤを処置または予防するのに有用であり
得る。別の実施例では、バイオマーカーは、ＰＡＤについての処置に対する応答をモニタ
ーするために用いられ得る。さらに別の実施例では、このバイオマーカーは、被験体が発
達中のＰＡＤにリスクであるか否かを決定するための遺伝研究において用いられ得る。
【００９０】
　従って、例えば、本発明のキットは、親水性、金属キレートまたはカチオン交換機能を
有する固体基板、例えば、タンパク質バイオチップ（例えば、それぞれ、Ｃｉｐｈｅｒｇ
ｅｎ　ＮＰ２０、ＩＭＡＣ３０またはＣＭ１０　ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐアレイ）および
基板を洗浄するための緩衝液、ならびにチップ上で本発明のバイオマーカーを測定して、
ＰＡＤを診断するためにこれらの測定値を用いるためのプロトコールを提供する指示書を
備えてもよい。
【００９１】
　本発明は、特定の実施例によってさらに詳細に記載される。以下の実施例は、例示的な
目的について提供され、そしていかなる方法でも本発明を限定することは意図しない。当
業者は、本質的に同じ結果を生じるように変化されても改変されてもよい種々の重要でな
いパラメーターを容易に認識する。
【実施例】
【００９２】
　（ＶＩＩＩ．実施例１）
　バイオマーカーは、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．（Ｆｒｅｍ
ｏｎｔ，ＣＡ）（「Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ」）のＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐアレイを使用する
ＳＥＬＤＩ技術を用いて発見された。この研究設定は、ＰＡＤを有する２０例の患者およ
び１１例の年齢の適合したコントロールから構成された。ＰＡＤ群にある被験体は、０．
９以下の足関節上腕血圧比を有する被験体であった。全ての被験体は、Ｓｋｉｎｎｅｒ－
Ｇａｒｄｎｅｒプロトコール（Ｇａｒｄｎｅｒ　ＡＷら、Ｍｅｄ　Ｓｃｉ　Ｓｐｏｒｔｓ
　Ｅｘｅｒｃ．，２４：１６３～１７０（１９９２））に従ってトレッドミル試験を受け
た。要するに、被験体を、１時間に２マイルで動いている平坦なトレッドミル上で歩くよ
うに要求した。トレッドミルの速度は、２分ごとに２％に増大された。被験体は、脚の跛
行が開始したときを示すように、次に疼痛をできるだけ耐えて歩くように指示された。Ｐ
ＡＤを有する２０例の患者のうち４例が、１２分より長い絶対跛行時間に起因して長期跛
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行（「ＬＣ」）であると規定された。すなわち、ＬＣ被験体は、ＰＡＤ群の他のメンバー
に対して歩行することによって誘導される疼痛を、より長期間耐えることが可能であった
。
【００９３】
　各々の群における各々の参加者について、３つの血漿サンプルを各々の参加者について
分析した：ベースラインサンプル（運動前）、トレッドミル運動試験の直後に採取したサ
ンプル、そしてトレッドミル運動試験の２時間後に採取した第三のサンプル。従って、全
部で９３の血漿サンプルを分析した。各々の血漿サンプルを、以下の詳細なプロトコール
に記載されるとおり、ＣｉｐｈｅｒｇｅｎのＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐを用いて分析のまえ
にＱｈｙｐｅｒＤＦカラムでの分画に供した。分画後、ＣｉｐｈｅｒｇｅｎのＩＭＡＣ３
０またはＣＭ１０　ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐを用いて、選択された画分を分析した。サン
プル中のポリペプチドのスペクトルは、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　ＰＢＳＩＩ質量分析計での
飛行時間質量分析によって作成した。このようにして得たスペクトルを、Ｂｉｏｍａｒｋ
ｅｒ　Ｗｉｚａｒｄを有するＣｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｅｘｐｒｅｓｓｔｍ　Ｄａｔａ　Ｍａ
ｎａｇｅｒ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ、およびＣｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉ
ｎｃ．のＢｉｏｍａｒｋｅｒ　Ｐａｔｔｅｒｎ　Ｓｏｆｔｗａｒｅによって分析した。
【００９４】
　ＱｈｙｐｅｒＤＦ画分由来の画分１、４および６は、以下の材料および方法を用いて、
ＣｉｐｈｅｒｇｅｎのＩＭＡＣ３０およびＣＭ１０アレイを用いてプロファイリングした
。
【００９５】
　（Ａ．Ｑ　Ｈｙｐｅｒ　ＤＦアニオン交換画分）
　アニオン交換画分の緩衝液リスト：
　Ｕ１（１Ｍの尿素、０．２２％のＣＨＡＰＳ、５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ９）
　５０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌと０．１％ＯＧＰ　ｐＨ９（洗浄緩衝液１）
　５０ｍＭのＨｅｐｅｓと０．１％ＯＧＰ　ｐＨ７（洗浄緩衝液２）
　１００ｍＭの酢酸ナトリウムと０．１％のＯＧＰ　ｐＨ５（洗浄緩衝液３）
　１００ｍＭの酢酸ナトリウムと０．１％のＯＧＰ　ｐＨ４（洗浄緩衝液４）
　３３．３％イソプロパノール／１６．７％アセトニトリル／０．１％トリフルオロ酢酸
（洗浄緩衝液５）
　注意：洗浄緩衝液４を樹脂に加えるまでは、洗浄緩衝液５を緩衝液トレイにアリコート
しない。これによって、揮発性の有機溶媒のエバポレーションが問題でないことが確実に
なる。
【００９６】
　物質のリスト：
　フィルタープレート
　５ｖ－ウェル、９６ウェルのディッシュ、Ｆ１～Ｆ５と標識
　（ａ．洗浄樹脂）
　Ｈｙｐｅｒ　Ｑ　ＤＦ樹脂（ＢｉｏＳｅｐｒａ，Ｃｅｒｇｙ，Ｆｒａｎｃｅ）を、５ベ
ッド容積の５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ９を用いて３回洗浄することによって樹脂
を調製する。次いで、５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ９中に５０％懸濁液に保管する
。
【００９７】
　（ｂ．平衡樹脂）
　フィルタープレートにおける各々のウェルに対して１２５μＬのＨｙｐｅｒ　Ｑ　ＤＦ
を添加する。
【００９８】
　フィルター緩衝液
　各々のウェルに１５０μＬのＵ１を添加する。
【００９９】
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　フィルター緩衝液
　各々のウェルに１５０μＬのＵ１を添加する。
【０１００】
　フィルター緩衝液
　各々のウェルに１５０μＬのＵ１を添加する。
【０１０１】
　フィルター緩衝液
　（ｃ．樹脂と血漿を結合させる）
　各々のチューブからの１５０μＬのサンプルをフィルタープレートにおける適切なウェ
ルに対してピペッティングする。
【０１０２】
　４℃で３０秒、ボルテックスする。
【０１０３】
　（ｄ．画分の収集）
　フィルタープレート下にｖ－ウェルの９６ウェルプレートＦ１を置く。
【０１０４】
　プレートＦ１に流過物を収集する。
【０１０５】
　１００μＬの洗浄緩衝液１をフィルタープレートの各々のウェルに添加する。
【０１０６】
　室温（ＲＴ）で１０秒間ボルテックスする。
【０１０７】
　プレートＦ１におけるｐＨ９の溶離液を収集する。
【０１０８】
　画分１は、流過物およびｐＨ９の溶離液を含む。
【０１０９】
　フィルタープレートの各々のウェルに１００μＬの洗浄緩衝液２を添加する。
【０１１０】
　室温（ＲＴ）で１０秒間ボルテックスする。
【０１１１】
　フィルタープレート下にｖ－ウェルの９６ウェルプレートＦ２を置く。
【０１１２】
　プレートＦ２に画分２を収集する。
【０１１３】
　１００μＬの洗浄緩衝液２をフィルタープレートの各々のウェルに添加する。
【０１１４】
　室温（ＲＴ）で１０秒間ボルテックスする。
【０１１５】
　プレートＦ２に画分２の残りを収集する。
【０１１６】
　画分２は、ｐＨ７の溶離液を含む。
【０１１７】
　フィルタープレートの各々のウェルに１００μＬの洗浄緩衝液３を添加する。
【０１１８】
　室温（ＲＴ）で１０秒間ボルテックスする。
【０１１９】
　フィルタープレート下にｖ－ウェルの９６ウェルプレートＦ３を置く。
【０１２０】
　プレートＦ３に画分３を収集する。
【０１２１】
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　１００μＬの洗浄緩衝液３をフィルタープレートの各々のウェルに添加する。
【０１２２】
　室温（ＲＴ）で１０秒間ボルテックスする。
【０１２３】
　プレートＦ３に画分３の残りを収集する。
【０１２４】
　画分３は、ｐＨ５の溶離液を含む。
【０１２５】
　フィルタープレートの各々のウェルに１００μＬの洗浄緩衝液４を添加する。
【０１２６】
　室温（ＲＴ）で１０秒間ボルテックスする。
【０１２７】
　フィルタープレート下にｖ－ウェルの９６ウェルプレートＦ４を置く。
【０１２８】
　プレートＦ４に画分４を収集する。
【０１２９】
　１００μＬの洗浄緩衝液４をフィルタープレートの各々のウェルに添加する。
【０１３０】
　室温（ＲＴ）で１０秒間ボルテックスする。
【０１３１】
　プレートＦ４に画分４の残りを収集する。
【０１３２】
　画分４は、ｐＨ４の溶離液を含む。
【０１３３】
　フィルタープレートの各々のウェルに１００μＬの洗浄緩衝液５を添加する。
【０１３４】
　室温（ＲＴ）で１０秒間ボルテックスする。
【０１３５】
　フィルタープレート下にｖ－ウェルの９６ウェルプレートＦ５を置く。
【０１３６】
　プレートＦ５に画分５を収集する。
【０１３７】
　１００μＬの洗浄緩衝液５をフィルタープレートの各々のウェルに添加する。
【０１３８】
　室温（ＲＴ）で１０秒間ボルテックスする。
【０１３９】
　プレートＦ５に画分５の残りを収集する。
【０１４０】
　画分５は、有機溶媒溶離液を含む。
【０１４１】
　チップ結合プロトコールを始めるまで凍結する。
【０１４２】
　（Ｂ．チップ結合プロトコール）
　（チップ洗浄緩衝液リスト：）
　ＩＭＡＣ３０アレイ（Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．）：適切
な洗浄としては、限定はしないが、５００ｍＭ　ＮａＣｌを補充された５０ｍＭ　Ｔｒｉ
ｓ　ｐＨ８．０などが挙げられる。
【０１４３】
　ＮＰ２０アレイ（Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．）：適切な洗
浄としては、限定はしないが、５ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ　ｐＨ７．０および脱イオン水などが
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挙げられる。
【０１４４】
　ＣＭ１０アレイ（Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．）：適切な洗
浄としては、限定はしないが、１００ｍＭの酢酸アンモニウムｐＨ４．０などが挙げられ
る。
【０１４５】
　（アレイ準備：）
　バイオプロセッサーにアレイを入れる。
【０１４６】
　ＩＭＡＣ３０アレイに銅をロードする。
【０１４７】
　ＩＭＡＣ３０アレイの各々のスポットに５０μｌのＣｕＳＯ４をロードする。
【０１４８】
　室温（ＲＴ）で１５秒間ボルテックスする。
【０１４９】
　ＣｕＳＯ４を取り除いて繰り返す。
【０１５０】
　水でリンスする。
【０１５１】
　（アレイを平衡化する：）
　各々のウェルに対してアレイに適切な１００μｌのチップ洗浄緩衝液を添加する。
【０１５２】
　ＲＴで５秒ボルテックスする。
【０１５３】
　ボルテックス後に緩衝液を取り除く。
【０１５４】
　各々のウェルに対してアレイに適切な１００μｌのチップ洗浄緩衝液を添加する。
【０１５５】
　ＲＴ（ＲＴｋ）で５秒間ボルテックスする。
【０１５６】
　ボルテックス後に緩衝液を取り除く。
【０１５７】
　（Ｈｙｐｅｒ　Ｑ　ＤＦ、Ｃ４またはイムノアフィニティーカラム由来の血漿画分をア
レイに結合させる：）
　各々のウェルに対してアレイに適切な６０μｌのチップ洗浄緩衝液を添加する。
【０１５８】
　２０μｌの血漿画分を添加する。
【０１５９】
　ＲＴで３０秒ボルテックスする。
【０１６０】
　サンプルおよび緩衝液を取り除く。
【０１６１】
　（アレイを洗浄する：）
　各々のウェルに対してアレイに適切な１００μｌのチップ洗浄緩衝液を添加する。
【０１６２】
　ＲＴで５秒ボルテックスする。
【０１６３】
　ボルテックス後に緩衝液を取り除く。
【０１６４】
　各々のウェルに対してアレイに適切な１００μｌのチップ洗浄緩衝液を添加する。
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【０１６５】
　ＲＴで５秒間ボルテックスする。
【０１６６】
　ボルテックス後に緩衝液を取り除く。
【０１６７】
　各々のウェルに対してアレイに適切な１００μｌのチップ洗浄緩衝液を添加する。
【０１６８】
　ＲＴで５秒間ボルテックスする。
【０１６９】
　ボルテックス後に緩衝液を取り除く。
【０１７０】
　水で２回リンスする。
【０１７１】
　（マトリックスを添加する：）
　バイオプロセッサートップおよびガスケットを取り除く。
【０１７２】
　このアレイを乾燥させる。
【０１７３】
　ＳＰＡ：
　０．８μｌの５０％ＳＰＡ（シナピン酸）含有５０％アセトニトリルおよび０．５％Ｔ
ＦＡを添加する。
【０１７４】
　風乾する。
【０１７５】
　０．８μｌの５０％ＳＰＡを添加する。
【０１７６】
　風乾する。
【０１７７】
　ＣＨＣＡ
　５０％のアセトニトリル＋０．５％に溶解された０．８μｌの２０％ＣＨＣＡを添加す
る。
【０１７８】
　風乾する。
【０１７９】
　０．８μｌの２０％ＣＨＣＡを添加する。
【０１８０】
　風乾する。
【０１８１】
　（Ｃ．データ取得の設定）
　エネルギー吸収分子：５０％ＳＰＡ
　高質量を１０００００ダルトンに設定し、２０００ダルトンから１０００００ダルトン
に最適化した。
【０１８２】
　開始レーザー強度を２００に設定する。
【０１８３】
　開始検出器感度を８に設定する。
【０１８４】
　質量を８０００ダルトンにフォーカスする。
【０１８５】
　質量デフレクター（Ｍａｓｓ　Ｄｅｆｌｅｃｔｏｒ）を１０００ダルトンに設定する。
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【０１８６】
　データ取得方法をＳｅｌｄｉ　Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎに設定する。
【０１８７】
　Ｓｅｌｄｉ取得パラメーターを１０終結位置から８０までにわたって２０．デルタ～４
．トランシェントに設定する。
【０１８８】
　２２５の強度で２ショットによってウォーミング位置を設定する（ウォーミングショッ
トは含まない）。
【０１８９】
　サンプルを処理する。
【０１９０】
　（Ｄ．バイオマーカーピーク強度の測定および分析）
　３つの群全てにまたがる特定の時点でピーク強度を比較するためにクラスカル－ワリス
検定を用いて単変量解析を行なった：（１）コントロールまたは「正常な（ｎｏｒｍａｌ
）」被験体；（２）ＰＡＤを有する被験体、および（３）長期跛行でもあるＰＡＤを有す
る被験体（「長期跛行ＰＡＤ」）。クラスカル－ワリス検定を用いて、所定の時点で３つ
の患者群全てを比較した（例えば、上記のとおり、ベースライン（運動前）、運動直後、
または運動２時間後）。例えば、特定のバイオマーカーについてのクラスカル－ワリス検
定で得られた０．０５以下のｐ値によって、所定のチップ（例えば、ＩＭＡＣ３０チップ
）で所定の時点（例えば、運動前）にバイオマーカーが特定の画分（例えば、ＱＨｙｐｅ
ｒ　ＤＦカラムの画分４）で、別の群に対してある患者では有意に高濃度または低濃度で
見出され得ることが示される。
【０１９１】
　クラスカル－ワリス検定はまた、各々の患者群内で経時的にピークの相違を分析するた
めにも用いられた。この分析では、特定のバイオマーカーについてのクラスカル－ワリス
検定で得られた０．０５以下というｐ値によって、所定のチップ（例えば、ＩＭＡＣ３０
チップ）での特定の患者状態（例えば、ＰＡＤを有する被験体）について、バイオマーカ
ーが特定の画分（例えば、ＱＨｙｐｅｒ　ＤＦカラムの画分４）で、別の時点に対してあ
る時点では有意に高濃度または低濃度で見出され得る（例えば、このバイオマーカーに関
連するピークの強度は、運動前に対して運動２時間後に有意に増大し得る）ことが示され
る。
【０１９２】
　マン－ホイットニー検定を、特定の時点で２つの群に観察されるピークを直接比較する
ために、または特定の群内で２つの時点で観察されたピークを直接比較する場合にも用い
た。
【０１９３】
　最終的に、マイクロアレイ有意差分析ソフトウェア（「ＳＡＭ」）はまた、有意なピー
クの設定を同定するためにも用いた。ＳＡＭは、Ｔｕｓｈｅｒ　Ｖら（２００１）に詳細
に記載されている。ＳＡＭ分析の結果は表１８に示す。
【０１９４】
　好ましいバイオマーカーの特定は、方法の併用を用いて決定される。例えば、Ｈｙｐｅ
ｒ　Ｑ　ＤＦ分画カラム後の画分中のタンパク質を、アクリルアミドゲル上で分離して、
バイオマーカーを含むバンドをゲルから切り出す。バンド中のタンパク質は脱染する。こ
のゲルを、アセトニトリルを用いて乾燥させて、次いでトリプシンの溶液中での消化に供
する。消化フラグメントをＣｉｐｈｅｒｇｅｎ　ＰＢＳＩＩ質量分析計で分析する。決定
された質量を用いて、タンパク質データベースに問い合わせを行い、これによって同じト
リプシン消化パターンを有するタンパク質を同定する。これらの同定の全ては、タンデム
ＭＳ分析によってさらに確認する。表７～１７は、種々の条件下の種々のバイオマーカー
についての平均の測定した強度を表形式で示す。例えば、表７～１０は、ＱＨｙｐｅｒ　
ＤＦカラムから溶出された第一の画分に見出された有意なｐ値を有するバイオマーカーに
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ぞれ、低いレーザー強度読み取りおよび高いレーザー強度読み取りでＩＭＡＣ３０チップ
上で観察されたバイオマーカーのピーク強度を示す。「有意差なし（ｎｏ　ｓｉｇ．　ｄ
ｉｆｆ．）」という用語を用いて、示した比較のセットでは有意な差は観察されなかった
ことを示す。各々の表は最初に、患者状態の関数として特定の時点でとったバイオマーカ
ー強度読み取りにおける相違に相当する３つのデータセットを含むことに注目のこと。観
察される有意なピークが少ない、各々の表における最後の３つのセットは、バイオマーカ
ーであってその強度が経時的に有意に変化する同じ患者群に由来するバイオマーカーを列
挙している。ある場合には、特定のセットの被験体およびアッセイ条件を用いて有意なバ
イオマーカーは同定されなかった。例えば、表７は、トレッドミル運動の２時間後に採取
したサンプルのＱＨｙｐｅｒ　ＤＦ分画の画分１において、低強度で読んだＩＭＡＣ３０
チップ上での患者群の間で有意なピークの相違は観察されなかったことを示す。同様に、
表７は、トレッドミル運動の直後および２時間後に任意の患者群から採取した画分１のサ
ンプルをＩＭＡＣ３０チップ上で低強度で分析する場合、得られたピークプロフィールは
、運動前に採取したサンプルを用いて同じ条件下で観察されたプロフィールから有意に異
なることがないということを示す。
【０１９５】
　表９および表１０は、バイオマーカーのデータが、それぞれ低レーザー強度および高レ
ーザー強度の設定でＣＭ１０チップを読むことによって得られた以外は、表７および表８
と同じサンプル、画分および時点を用いて得られたデータをまとめている。
【０１９６】
　表１１、１２、１３および１４は、観察されたバイオマーカーのピークが、ＱＨｙｐｅ
ｒ　ＤＦ分画後に画分４で見出されるものである以外は、それぞれ表７、８、９および１
０と同じサンプルおよび時点を用いて得られたデータをまとめている。
【０１９７】
　表１５、１６および１７は、バイオマーカーのピークが、ＱＨｙｐｅｒ　ＤＦ分画後に
画分６で見出されるものである以外は、それぞれ表７、８、および９と同じサンプルおよ
び時点を用いて得られたデータをまとめている。
【０１９８】
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【表７】

【０１９９】
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【表８】

【０２００】
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【表９】

【０２０１】
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【表１０】

【０２０２】
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【表１１】

【０２０３】
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【表１２】

【０２０４】



(37) JP 4948399 B2 2012.6.6

10

20

30

40

【表１３】

【０２０５】
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【表１４】

【０２０６】
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【表１５】

【０２０７】
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【表１６】

【０２０８】
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【表１７】
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【表１８】

　本明細書に記載される実施例および実施形態は、例示の目的でしかないこと、そしてそ
れに照らして種々の改変または変化が当業者に示唆され、そして本出願の趣旨および条項
の範囲内であり、そして添付の特許請求の範囲内に包含されるものであることが理解され
る。本明細書に引用される全ての刊行物、特許および特許出願は、全ての目的のためにそ
の全体が参照によって本明細書に援用される。
【図面の簡単な説明】
【０２１０】
【図１Ａ】図１Ａ～１Ｕは、本明細書に記載されるとおり、クラスカル－ワリス検定また
はマイクロアレイ有意性分析検定のいずれかによって有意であると判定されたバイオマー
カーピークの測定された強度の分布を示すグラフを示す。各々のグラフは、バイオマーカ
ーが出現するＱ　Ｈｙｐｅｒ　ＤＦ画分、その上にバイオマーカーが観察されるアレイ（
ＩＭＡＣ３０またはＣＭ１０アレイ）、およびバイオマーカーを可視化するために用いら
れるビーム強度（高いまたは低い）によって記載される。Ｙ軸はピーク強度である。Ｘ軸
は、正常な患者、ＰＡＤ長期跛行性患者（ＰＡＤ　ｌｏｎｇ　ｃｌａｕｄｉｃａｔｏｒ）
（「ＬＣ」）および長期跛行性患者でないＰＡＤ患者（「ＰＡＤ」）に相当する３つのセ
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クターに分けられる。各々のセクターはさらに、血漿サンプルが患者から得られた３つの
時点で分けられる：「前（ｐｒｅ）」（トレッドミル運動前）；「ｉｍｍ（トレッドミル
運動の直後）」；および「２時間（２ｈｒ）」（トレッドミル運動の２時間後）。
【図１Ｂ】図１Ａと同様。
【図１Ｃ】図１Ａと同様。
【図１Ｄ】図１Ａと同様。
【図１Ｅ】図１Ａと同様。
【図１Ｆ】図１Ａと同様。
【図１Ｇ】図１Ａと同様。
【図１Ｈ】図１Ａと同様。
【図１Ｉ】図１Ａと同様。
【図１Ｊ】図１Ａと同様。
【図１Ｋ】図１Ａと同様。
【図１Ｌ】図１Ａと同様。
【図１Ｍ】図１Ａと同様。
【図１Ｎ】図１Ａと同様。
【図１Ｏ】図１Ａと同様。
【図１Ｐ】図１Ａと同様。
【図１Ｑ】図１Ａと同様。
【図１Ｒ】図１Ａと同様。
【図１Ｓ】図１Ａと同様。
【図１Ｔ】図１Ａと同様。
【図１Ｕ】図１Ａと同様。
【図２】図２は、正常、ＬＣおよびＰＡＤ被験体から採取されたサンプルにおいて観察さ
れたＰＡＤバイオマーカートランスサイレチンについての代表的なＳＥＬＤＩ－ＴＯＦス
ペクトルを示す（上から下）。ｙ軸は、ピークの測定された強度に相当し、そしてｘ軸は
ｍ／ｚ値に相当する。示されたピークは、図１Ｕに示される、高いレーザー強度で読んだ
ＣＭ１０アレイ上の、Ｈｙｐｅｒ　Ｑ　ＤＦ画分後の画分４で観察された。矢印は、１３
．９ｋＤａのトランスサイレチンバイオマーカーに相当するピークの位置を示す。
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【図１Ａ】 【図１Ｂ】

【図１Ｃ】 【図１Ｄ】
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【図１Ｅ】 【図１Ｆ】

【図１Ｇ】 【図１Ｈ】
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【図１Ｉ】 【図１Ｊ】

【図１Ｋ】 【図１Ｌ】
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【図１Ｍ】 【図１Ｎ】

【図１Ｏ】 【図１Ｐ】



(48) JP 4948399 B2 2012.6.6

【図１Ｑ】 【図１Ｒ】

【図１Ｓ】 【図１Ｔ】
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【図１Ｕ】 【図２】
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