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(57)【要約】
　本発明は、患者における卵巣癌の症例、更に子宮内膜癌の症例を認定するのに有用な、
タンパク質ベースのバイオマーカー及びそれらバイオマーカーの組み合わせを提供する。
特に、ヘプシジンは、卵巣癌及び子宮内膜癌の両方のバイオマーカーであり、そしてヘプ
シジン、トランスサイレチン及び他の任意のマーカーを含むバイオマーカーのパネルが、
対象のサンプルを卵巣癌又は非卵巣癌として分類するのに有用であることを見いだした。
バイオマーカーは、ＳＥＬＤＩ質量分析により検出することができる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）対象からの生体サンプル中の１つ又はそれ以上のバイオマーカー（ここにおいて
、バイオマーカーの少なくとも一つは、ヘプシジンである）を測定すること；そして
　（ｂ）測定結果（複数を含む）を卵巣癌及び非卵巣癌から選ばれる卵巣癌の症状と関連
付けること：
を含んでなる、対象における卵巣癌の症状を認定する方法。
【請求項２】
　前記生体サンプル中の複数のバイオマーカー（ここにおいて、複数のバイオマーカーが
トランスサイレチンを更に含む）を測定することを含んでなる、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記複数のバイオマーカーが、ＡｐｏＡ１、トランスフェリン、ＣＴＡＰ－ＩＩＩ及び
ＩＴＩＨ４フラグメントよりなる群から選ばれる少なくとも１つのバイオマーカーを更に
含んでなる、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記複数のバイオマーカーが、ＡｐｏＡ１、トランスフェリン、ＣＴＡＰ－ＩＩＩ及び
ＩＴＩＨ４フラグメントよりなる群から選ばれる少なくとも２つのバイオマーカーを更に
含んでなる、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記複数のバイオマーカーが、ＡｐｏＡ１、トランスフェリン、ＣＴＡＰ－ＩＩＩ及び
ＩＴＩＨ４フラグメントよりなる群から選ばれる少なくとも３つのバイオマーカーを更に
含んでなる、請求項３に記載の方法。
【請求項６】
　前記複数のバイオマーカーが、ＡｐｏＡ１、トランスフェリン、ＣＴＡＰ－ＩＩＩ及び
ＩＴＩＨ４フラグメントを更に含んでなる、請求項３に記載の方法。
【請求項７】
　ヘプシジンが、ヘプシジン－２５であり、トランスサイレチンがシステイン化トランス
サイレチンであり、そしてＩＴＩＨ４フラグメントがＩＴＩＨ４フラグメント１である、
請求項３に記載の方法。
【請求項８】
　前記複数のバイオマーカーが、β－２ミクログロブリンを更に含んでなる、請求項３に
記載の方法。
【請求項９】
　１つ又はそれ以上のバイオマーカーを、質量分析で測定する、請求項１～３の何れか一
項に記載の方法。
【請求項１０】
　質量分析が、ＤＥＬＤＩ－ＭＳである、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　少なくとも１つのバイオマーカーを、免疫学的測定法で測定する、請求項１～３の何れ
か一項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記サンプルが、血液又は血液製剤である、請求項１～３の何れか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記サンプルが、卵巣嚢胞液、腹水又は尿である、請求項１～３の何れか一項に記載の
方法。
【請求項１４】
　前記関連付けが、ソフトウェア分類アルゴリズムの実行によって実施される、請求項１
～３の何れか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　非卵巣癌が、良性卵巣疾患である、請求項１～３の何れか一項に記載の方法。
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【請求項１６】
　卵巣癌が、ステージＩ又はＩＩの卵巣癌である、請求項１～３の何れか一項に記載の方
法。
【請求項１７】
　対象が、卵巣癌の治療を受けており、そして卵巣癌が再発癌である、請求項１～３の何
れか一項に記載の方法。
【請求項１８】
　非卵巣癌が、良性卵巣嚢胞、子宮内膜症、子宮線維腫、乳癌及び子宮頸癌から選ばれる
婦人科疾患である、請求項１～３の何れか一項に記載の方法。
【請求項１９】
　（ｃ）対象に前記症状を報告すること：
を更に含んでなる、請求項１～３の何れか一項に記載の方法。
【請求項２０】
　具体的な媒体に症状を記録すること、を更に含んでなる、請求項１～３の何れか一項に
記載の方法。
【請求項２１】
　（ｃ）前記症状を基にして対象の治療を管理すること、
を更に含んでなる、請求項１～３の何れか一項に記載の方法。
【請求項２２】
　（ｄ）対象を管理した後に、少なくとも１つのバイオマーカーを測定し、そしてその測
定値を疾患の進行と関連付けること：
を更に含んでなる、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　（ａ）１回目に、対象からの生体サンプル中の１つ又はそれ以上のバイオマーカー（こ
こにおいて、少なくとも１つのバイオマーカーはヘプシジンである）を測定すること；
　（ｂ）２回目に、対象からの生体サンプル中の１つ又はそれ以上のバイオマーカーを測
定すること；そして
　（ｃ）１回目の測定値と２回目の測定値を比較すること（ここにおいて、測定値の比較
から卵巣癌の経過を判定する）：
を含んでなる、卵巣癌の経過を判定する方法。
【請求項２４】
　対象からのサンプル中のヘプチジン及びトランスサイレチンを測定することを含んでな
る方法。
【請求項２５】
　前記サンプル中のＡｐｏＡ１、トランスフェリン、ＣＴＡＰ－ＩＩＩ及びＩＴＩＨ４フ
ラグメントのうちの少なくとも１つを測定することを更に含んでなる、請求項２４に記載
の方法。
【請求項２６】
　（ａ）対象からの生体サンプル中の１つ又はそれ以上のバイオマーカー（ここにおいて
、少なくとも１つのバイオマーカーはヘプシジンである）を測定すること；そして
　（ｂ）測定結果（複数を含む）を子宮内膜癌の症状と関連付けること：
を含んでなる、対象における子宮内膜癌の症状を認定する方法。
【請求項２７】
　（ａ）少なくとも１つの捕捉剤（ここにおいて、捕捉剤はヘプシジンに結合する）を付
着している固体担体；及び
　（ｂ）この固体担体を、ヘプシジンを検出するために使用する説明書：
を含んでなる、キット。
【請求項２８】
　捕捉剤を含有している前記固体担体が、ＳＥＬＤＩプローブである、請求項２７に記載
のキット。
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【請求項２９】
　ヘプシジンの標準的基準を含んでなる、請求項２７に記載のキット。
【請求項３０】
　（ａ）少なくとも１つの捕捉剤（ここにおいて、捕捉剤（複数を含む）は、ヘプシジン
及びトランスサイレチンに結合する）を付着している少なくとも１つの固体担体；及び
　（ｂ）この固体担体（複数を含む）を、ヘプシジン及びトランスサイレチンを検出する
ために使用する説明書：
を含んでなる、キット。
【請求項３１】
　捕捉剤を含有している前記固体担体が、ＳＥＬＤＩプローブである、請求項３０に記載
のキット。
【請求項３２】
　ヘプシジン及びトランスサイレチンの標準的基準を更に含んでなる、請求項２７に記載
のキット。
【請求項３３】
　（ａ）少なくとも１つの捕捉剤（ここにおいて、捕捉剤（複数を含む）は、ヘプシジン
、トランスサイレチン、並びにＡｐｏＡ１、トランスフェリン、ＣＴＡＰ－ＩＩＩ及びＩ
ＴＩＨ４フラグメントのうちの少なくとも１つに結合する）が、付着している少なくとも
１つの固体担体；及び
　（ｂ）この固体担体（複数を含む）を、ヘプシジン、トランスサイレチン、並びにＡｐ
ｏＡ１、トランスフェリン、ＣＴＡＰ－ＩＩＩ及びＩＴＩＨ４フラグメントのうちの少な
くとも１つを検出するために使用する説明書：
を含んでなる、キット。
【請求項３４】
　捕捉剤を含有している前記固体担体が、ＳＥＬＤＩプローブである、請求項３３に記載
のキット。
【請求項３５】
　ヘプシジン、トランスサイレチン、並びにＡｐｏＡ１、トランスフェリン、ＣＴＡＰ－
ＩＩＩ及びＩＴＩＨ４フラグメントのうちの少なくとも１つの標準的基準を更に含んでな
る、請求項２７に記載のキット。
【請求項３６】
　ａ．サンプル中の少なくとも１つのバイオマーカー（ここにおいて、バイオマーカーの
少なくとも１つはヘプシジンである）の測定値を包含する、サンプルに起因するデータに
アクセスするコード；及び
　ｂ．サンプルの卵巣癌の症状を、測定値の関数として分類する分類アルゴリズムを実行
するコード：
を含んでなる、ソフトウェア製品。
【請求項３７】
　少なくとも１つのバイオマーカーが、トランスサイレチンを更に含んでなる、請求項３
６に記載のソフトウェア製品。
【請求項３８】
　少なくとも１つのバイオマーカーが、ＡｐｏＡ１、トランスフェリン、ＣＴＡＰ－ＩＩ
Ｉ及びＩＴＩＨ４フラグメントより選ばれる少なくとも１つのバイオマーカーを更に含ん
でなる、請求項３６に記載のソフトウェア製品。
【請求項３９】
　少なくとも１つのバイオマーカーが、β２－ミクログロブリンを更に含んでなる、請求
項３６に記載のソフトウェア製品。
【請求項４０】
　対象からのサンプル中の少なくとも１つのバイオマーカー（ここにおいて、少なくとも
１つのバイオマーカーはヘプシジンである）の測定値の相互関係から判定される、卵巣癌
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の症状に関する診断を、対象に伝達することを含んでなる方法。
【請求項４１】
　少なくとも１つのバイオマーカーが、トランスサイレチンを更に含んでなる、請求項４
０に記載の方法。
【請求項４２】
　前記診断が、コンピューター処理した媒体を介して対象に伝達される、請求項４０に記
載の方法。
【請求項４３】
　ａ）ヘプシジンをテスト化合物に接触させること；及び
　ｂ）テスト化合物がヘプシジンと相互作用するかを判定すること：
を含んでなる、ヘプシジンと相互作用する化合物を同定する方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、２００５年３月１１日出願の米国特許仮出願第６０／６６２，０９０号の便
益を主張するもので、その全てを参照して本明細書に組み込まれている。
（発明の分野）
　発明は一般的に、臨床診断に関連したものである。
【背景技術】
【０００２】
　卵巣癌は、先進国において最も死亡率の高い婦人科の悪性腫瘍の一つである。アメリカ
合衆国だけでも年間に、約２３，０００名の女性が本疾病であると診断され、ほぼ１４，
０００名が本疾病により死亡している（Jamal, A., et al., CA Cancer J. Clin, 2002; 
52:23-47）。癌治療法の進歩に拘らず、卵巣癌の死亡率は、過去２０年間実質的には変化
がないままである（同上の文献）。疾病が診断された段階に応じた生存率の急勾配を考慮
するならば、早期検出は、引き続き卵巣癌患者の長期生存率の改善に最も重要な要素であ
り続けている。
【０００３】
　後期段階に診断された卵巣癌の予後不良、確証的診断手段に関連した費用とリスク並び
に一般の母集団における比較的少ない患者数が相俟って、一般母集団における卵巣癌患者
のスクリ－ニングに適用する検査の感度及び特異性に極めて厳しい要件が求められている
。
【０００４】
　癌の初期検出及び診断に適した腫瘍マーカーの識別により、患者の臨床成績の改善が大
きく期待できる。曖昧な症状を示す患者、全く症状を示さない患者又は検診において比較
的判断しにくい癌を有する患者にとって、腫瘍マーカーは特に重要である。初期段階にお
ける検出を目指して大きな努力が払われているにも拘らず、対費用効果の高い検査は開発
されておらず（Paley PJ., Curr Opin Oncol, 2001;13(5):399-402）、女性は一般に、診
断時に播腫性の疾患の症状を示す（「婦人科腫瘍の本質と実際(Hoskins WJ, Perez CA, Y
oung RC, editors., 3rd ed. Philadeiphia: Lippincott、Williams and Wilkins; 2000,
 p.981-1057)」の「上皮性卵巣癌（Ozol RF, et al.）」）。
【０００５】
　最も良く特徴が知られている腫瘍マーカーであるＣＡ１２５は、ステージＩの卵巣癌の
およそ３０％から４０％では陰性であり、多くの良性の疾患ではその割合は上昇する（Me
yer T, et al., Br J Cancer, 2000; 82(9):1535-8; Buamah P., J Surg Oncol, 2000;75
(4):264-5; Tuxen MK, et al., Cancer Treat Rev, 1995;21(3):215-45）。卵巣癌の初期
段階での検出の集団ベースのスクリ－ニングの手段として並びに診断としてのそれの使用
は、感度及び特異性が低いため無理である（「MacDonald ND, et al., Eur J Obstet Gyn
ecol Reprod Biol, 1999:82(2):155-7」；「Jacobs I, et al., Hum Reprod, 1989;4(1):
1-12」；「腫瘍マーカー、生理学的、病理生物学的、技術工学的並びに臨床適用（Diaman
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dis EP, Fritsche, H., Lilja, H., Chan, D.W., and Schwartz, M., editor., Philadel
phia: AACC)」における「卵巣癌における腫瘍マーカー（Shih I-M, et al.)」）。骨盤及
び更に近年では膣の超音波検査が、リスクの高い患者をスクリ－ニングするために使用さ
れているが、いずれも一般集団に適用するためには技術的に感度及び選択性が十分ではな
かった。（MacDonald ND, et al., supra）。癌モデルの長期リスク（Skates SJ, et al.
, Cancer, 1995;76(10 Suppl);2004-10）において、別の腫瘍マーカーとＣＡ１２５との
併用（「Woolas RP XF, et al., J Natl Cancer Inst, 1993;85(21):1748-51」；「Woola
s RP et al., Gynecol Oncol, 1995;59(1):111-6」；「Zhang Z, et al., Gynecol Oncol
, 1999;73(1):56-61」；「ステージＩの上皮卵巣癌を検出するための複数マーカーの利用
：ニューラル・ネットワーク解析による性能の向上（Zhang Z, et al., American Societ
y of Clinical Oncology 2001）；年会の要旨」）、並びに２次検査として超音波検査と
並行してのＣＡ１２５の使用（「Jacobs I DA, et al., Br Med J, 1993:306(6884):1030
-34」及び「Menson U TA, et al., British Journal of Obstetrics and Gynecology, 20
00;107(2):165-69」）での近年の試みでは、比較的低い有病率を示す卵巣癌のような疾病
にとって極めて重要な、検査全体の特異性の改善に繋がる有望な結果が得られている。「
Menon et al., J. Clin. Oncology (2005)23(31):7919-26」も参照されたい。
【０００６】
　後期卵巣癌の悲惨な予後のために、最小の陽性予測値が１０％の検査でさえも臨床医は
受け入れるであろうということは、一般的なコンセンサスである。（Bast, R.C., et al.
, Cancer Treatment and Research, 2002; 107:61-97）。これを一般の集団に拡張するに
は、一般スクリ－ニング検査の感度は７０％を超え、選択性は９９．６％を超える必要が
ある。近年、ＣＡ１２５、ＣＡ７２－４又はＭ－ＣＳＦ等の現存の血清マーカーは、何れ
も一つ一つではそのような性能を有していない（Bast, R.C., et al., Int J Biol Marke
rs, 1998; 13:179-87）。
【０００７】
　従って、それ自体で又は他のマーカー若しくは診断モダリティーとの併用で卵巣癌の初
期検出において必要な感度及び特異性を示す、新しい血清マーカーが切実に求められてい
る（「卵巣癌：卵巣癌の初期検出、展望と実現性」（Bast RC, et al.,：ISIS Medical M
edia Ltd.、Oxford、UK））。
【０００８】
　卵巣癌の発現頻度が低いことを考慮するならば、適切な陽性予測を有する無症候性女性
のためのスクリ－ニング検査の確立は、依然として困難である。しかしながら、例え一般
スクリ－ニング検査がないとしても、卵巣癌患者の長期生存率を改善させる要因の一つは
、婦人科癌専門医に対して適切に優先順位を与えることである（「卵巣癌患者における治
療プロセス及び転帰に対する外科専門医の影響」（Craig, CC et al., J Natl Canc Inst
, 2006: 98, 172-80））。このことは、骨盤内腫瘤を示唆する症状を有する女性が、医師
を訪れた場合には特に真実性がある。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　従って、患者の卵巣癌の症状を判定するための信頼の置ける且つ高い正確性を有する方
法の確保が、希求されており、その様な方法の結果を用いて対象の治療が管理可能となる
。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
（発明の概要）
　ヘプシジン（hepcidin）は、卵巣癌（浸潤性上皮癌）に対するバイオマーカーであるこ
とが見出されている。更に、ヘプシジンは、子宮内膜癌を患っている対象に異なった形で
存在しているバイオマーカーであることも明らかとなっている。とりわけ生体サンプル中
のヘプシジンレベルは、非卵巣癌に比較して卵巣癌において、また非子宮内膜癌に比較し
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て子宮内膜癌において増加することが見出されている。言い換えれば、ヘプシジンレベル
の増加は、卵巣癌及び子宮内膜癌と相関している。
【００１１】
　ある態様において、識別される病状としては、良性卵巣疾患に対する卵巣癌；良性女性
生殖器疾患に対する卵巣癌；子宮内膜症、子宮線維腫、乳癌及び子宮頚癌から選ばれる婦
人科疾患に対する卵巣癌；その他の悪性腫瘍（例：乳癌或いは大腸癌）に対する卵巣癌；
非卵巣癌に対するステージＩの卵巣癌；非卵巣癌に対する再発の卵巣癌がある。判定され
た症状から見て、別の診断検査又は治療法若しくは治療計画を含む更に進んだ方法が考え
られる。
【００１２】
　その他のバイオマーカーのレベルとヘプシジンのレベルを併用した場合には、診断検査
の予測力が改善することが認められている。具体的には、ヘプシジンレベルの上昇とトラ
ンスサイレチン濃度の低下は、卵巣癌と相関していた。ヘプシジンレベルの上昇とトラン
スサイレチン濃度の低下はまた、ＡｐｏＡ１（濃度減少）、トランスフェリン（濃度減少
）、ＣＴＡＰ－ＩＩＩ（濃度上昇）及びＩＴＩＨ４の内部フラグメント（濃度上昇）と相
俟って、卵巣癌と相関していた。これらのバイオマーカーは更に、診断検査におけるβ－
２ミクログロブリン（濃度上昇）、ＣＡ１２５（濃度上昇）及び／又はその他の既知卵巣
癌バイオマーカーとの併用が可能である。
【００１３】
　一態様として、本発明は、対象からの生体サンプル中の１つ又はそれ以上のバイオマー
カー（バイオマーカーの少なくとも一つは、ヘプシジンである）を測定すること、そして
その測定結果（複数を含む）を卵巣癌及び非卵巣癌から選ばれる卵巣癌の症状と関連付け
ること、からなる方法であり、対象の卵巣癌の症状を認定する方法を提供するものである
。その様な方法の一態様として、生体サンプル中の複数のバイオマーカーが測定され、そ
の際測定されるバイオマーカーには、ヘプシジンに加えてトランスサイレチンが含まれる
。その様な方法の別な態様では、生体サンプル中の複数のバイオマーカーが測定され、そ
の際測定されるバイオマーカーには、ヘプシジンに加えてＡｐｏＡ１、トランスフェリン
、ＣＴＡＰ－ＩＩＩ及びＩＴＩＨ４フラグメントからなるグループから、選定されるバイ
オマーカーの内の少なくとも１つが含まれる。その様な方法の更なる態様形では、生体サ
ンプル中の複数のバイオマーカーが測定され、その際測定されるバイオマーカーには、ヘ
プシジンに加えてＡｐｏＡ１、トランスフェリン、ＣＴＡＰ－ＩＩＩ及びＩＴＩＨ４フラ
グメントからなるグループから、選定されるバイオマーカーの内の少なくとも２つが含ま
れている。その様な方法のもう更なる態様では、生体サンプル中の複数のバイオマーカー
が測定され、その際測定されるバイオマーカーには、ヘプシジンに加えてＡｐｏＡ１、ト
ランスフェリン、ＣＴＡＰ－ＩＩＩ及びＩＴＩＨ４フラグメントからなるグループから、
選定されるバイオマーカーの内の少なくとも３つが含まれている。更なる態様では、複数
のバイオマーカーが測定され、そして測定されるバイオマーカーにβ－２ミクログロブリ
ンが含まれる。
【００１４】
　一態様として、ヘプシジンは、ヘプシジン－２５であってもよく、トランスサイレチン
は、システイン化トランスサイレチンであってもよく、及び／又はＩＴＩＨ４フラグメン
トは、ＩＴＩＨ４フラグメント１であってもよい。
【００１５】
　別の態様では、１つ又はそれ以上のバイオマーカーを質量分析で測定する。質量分析計
は、適切な場合にはＳＥＬＤＩ－ＭＳであってもよい。更なる態様として、１つ又はそれ
以上のバイオマーカーを免疫学的測定法で測定する。
【００１６】
　種々の生体サンプルが、本発明の方法に使用可能であり、例えば血液若しくは血液製剤
からなる生体サンプル、又は卵巣嚢胞液、腹水若しくは尿からなる生体サンプルが含まれ
る。
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【００１７】
　本発明の方法の一態様として、非卵巣癌とは、良性の卵巣疾患のことである。別の態様
では、非卵巣癌とは、良性の卵巣嚢胞、子宮内膜症、子宮線維腫、乳癌及び子宮頸癌のよ
うな婦人科の疾患である。更なる態様では、卵巣癌はステージＩ及びＩＩの卵巣癌である
。ある態様では、対象は卵巣癌の治療を受けており、その卵巣癌は再発癌である。
【００１８】
　別の態様では、方法は、（ａ）対象からの生体サンプル中の１つ又はそれ以上のバイオ
マーカー（バイオマーカーの少なくとも一つは、ヘプシジンである）を測定すること、そ
して（ｂ）子宮内膜癌の症状とその測定結果（複数を含む）を関連付けること、からなる
対象の卵巣癌の症状を認定する方法を提供するものである。一態様では、その症状は、非
癌に対する子宮内膜癌を意味する。
【００１９】
　本発明の方法には、症状を対象に報告すること、有形の表現媒体に症状を記録すること
及び／又は症状に基づいて対象の治療を管理することが更に包含できる。１つ又はそれ以
上の複数のバイオマーカーは、対象の管理及び疾病の進行と関連する測定値を追跡するこ
とができる。
【００２０】
　好ましい態様としては、（ａ）１回目に、対象からの生体サンプル中の１つ又はそれ以
上のバイオマーカー（少なくともバイオマーカーの一つは、ヘプシジンである）を測定し
、（ｂ）２回目に、対象からの生体サンプル中のバイオマーカーの少なくとも１つを測定
し、（ｃ）１回目の測定値と２回目の測定値を比較し、その測定値の比較から卵巣癌の過
程を判定することからなる、卵巣癌の過程を判定するための方法が、提供される。
【００２１】
　更なる好ましい態様としては、対象からのサンプル中のヘプシジン及びトランスサイレ
チンを測定することからなる、方法が提供される。或る態様において、その様な方法は、
サンプル中のＡｐｏＡ１、トランスフェリン、ＣＴＡＰ－ＩＩＩ及びＩＴＩＨ４フラグメ
ントのうちの少なくとも１つを測定することを包含できる。
【００２２】
　別の態様では、本発明は、（ａ）少なくとも１つの捕捉剤（ここにおいて、捕捉剤はヘ
プシジンに結合する）を付着している固体担体、及び（ｂ）この固体担体を、ヘプシジン
を検出するために使用する説明書、からなるキットを提供する。この固体担体は、例えば
、ＳＥＬＤＩプローブを包含することができる。当該キットはまた、ヘプシジンの標準的
基準を含んでいてもよい。
【００２３】
　更なる態様では、本発明は、（ａ）少なくとも１つの捕捉剤（ここにおいて、捕捉剤（
複数を含む）は、ヘプシジン及びトランスサイレチンと結合する）を付着している少なく
とも１つの固体担体、及び（ｂ）この固体担体（複数を含む）を、ヘプシジン及びトラン
スサイレチンを検出するために使用する説明書、からなるキットを提供する。この固体担
体は、例えば、ＳＥＬＤＩプローブを包含することができる。当該キットはまた、ヘプシ
ジン及びトランスサイレチンの標準的基準を含んでいてもよい。
【００２４】
　更に別の態様では、本発明は、（ａ）少なくとも１つの捕捉剤（ここにおいて、捕捉剤
（複数を含む）は、ヘプシジン、トランスサイレチン、並びにＡｐｏＡ１、トランスフェ
リン、ＣＴＡＰ－ＩＩＩ及びＩＴＩＨ４フラグメントの内の少なくとも１つに結合する）
が付着している少なくとも１つの固体担体、及び（ｂ）固体担体（複数を含む）を、ヘプ
シジン、トランスサイレチン、並びにＡｐｏＡ１、トランスフェリン、ＣＴＡＰ－ＩＩＩ
及びＩＴＩＨ４フラグメントの少なくとも１つを検出するために使用する説明書、からな
るキットを提供する。この固体担体は、例えば、ＳＥＬＤＩプローブを包含することがで
きる。当該キットはまた、ヘプシジン、トランスサイレチン並びにＡｐｏＡ１、トランス
フェリン、ＣＴＡＰ－ＩＩＩ及びＩＴＩＨ４フラグメントの内の少なくとも１つの、標準
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的基準を含んでいてもよい。
【００２５】
　本発明は、（ａ）サンプル中の少なくとも１つのバイオマーカー（ここにおいて、バイ
オマーカーの少なくとも１つは、ヘプシジンである）の測定値を包含する、サンプルに起
因するデータにアクセスするコード、及び（ｂ）サンプルの卵巣癌の症状を、測定値の関
数として、類別する分類アルゴリズムを実行するコード、からなるソフトウエア製品が更
に含まれる。一態様として、バイオマーカーの少なくとも一つは、トランスサイレチンを
更に包含する。別の態様として、バイオマーカーの少なくとも一つは、ＡｐｏＡ１、トラ
ンスフェリン、ＣＴＡＰ－ＩＩＩ及びＩＴＩＨ４フラグメントから選択される少なくとも
１つのバイオマーカーを更に包含する。更に別の態様として、バイオマーカーの少なくと
も一つは、β２ミクログロブリンを更に包含する。
【００２６】
　本発明はまた、対象からのサンプル中の少なくとも１つのバイオマーカー（ここにおい
て、バイオマーカーの少なくとも一つはヘプシジンである）の相関性から判定された卵巣
癌の症状に関係する診断を、対象に連絡する方法も提供する。一態様として、バイオマー
カーの少なくとも一つは、トランスサイレチンを更に包含する。診断は、例えば、コンピ
ューター処理の媒体を経て適切に対象に連絡され得る。
【００２７】
　本発明は更に、ヘプシジンと相互作用する化合物を同定する方法を提供する。尚、当該
方法は、ａ）ヘプシジンを検査化合物と接触させること、及びｂ）検査化合物がヘプシジ
ンと相互作用するか否かを判定することを包含する。
【００２８】
　本発明の他の態様に関しては、以下で考察した。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２９】
（発明の詳細な説明）
　１．　緒言
　バイオマーカーは、別の表現型状態（例：疾病なし）と比較して、或る表現型状態（例
：疾病あり）の対象から採取したサンプルに特異的に存在する有機生体分子である。異な
ったグループにおけるバイオマーカーの発現の平均又は中央値が、統計学的に有意である
と算出された場合には、バイオマーカーは異なった表現型状態に対して特異的に存在して
いる。統計学的有意に対する一般的な検定は多くあるが、特に、ｔ検定、ＡＮＯＶＡ、ク
ラスカル・ウォリス検定（Kruskal-Wallis）、ウィルコクソン検定（Wilcoxon）、マン・
ホイットニー検定（Mann-Whiteney）及びオッズ比（odds ratio）が挙げられる。バイオ
マーカーは、それ自体又は他との併用で、対象がある表現型又は別の表現型の状態に属し
ていることを示す相対危険率の指標を提供する。バイオマーカーはそれ自体、疾病（診断
）、医薬品の治療効果（治療的診断法）及び薬剤の毒性のためのマーカーとして有用であ
る。
【００３０】
　本発明のバイオマーカーは、ＳＥＬＤＩを用いて見いだされた。従って、バイオマーカ
ーは、部分的には質量対電荷比、質量分析におけるピークの形及びそれらの結合特性によ
り特徴付けられる。これらの特徴は、生体分子の固有の特徴を示しており、生体分子を識
別する方法におけるプロセスの限界を示すものではない。
【００３１】
　本発明のバイオマーカーは、部分的には質量対電荷比により特徴付けられている。本明
細書に、各バイオマーカーの質量対電荷比を示す。例えば「Ｍ２７８９」と示される特別
な分子マーカーは、２７８９Ｄの測定質量対電荷比を有する。質量対電荷比は、Ｃｉｐｈ
ｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、Ｉｎｃ．のＰＢＳＩＩ質量分析計又はＣｉｐｈｅｒ
ｇｅｎ　ＰＣＳ４０００質量分析計を用いて作成した質量分析スペクトルを用いて決定し
た。ＰＢＳＩＩは、約±０．１５％の質量精度を有する機器である。更に、本機器は、約
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４００～１０００ｍ／ｄｍ（ここで、ｍは質量を、ｄｍは質量分析ピークの半値幅を示す
）の質量分解能を有している。ＰＣＳ４０００機器は、約±０．１２％の生データの質量
精度を有し、予測外部補正の質量精度は０．１％、内部補正の質量精度は０．０１％であ
る。更に、本機器の質量分解能は、約１０００～２０００ｍ／ｄｍである（ここで、ｍは
質量を、ｄｍは質量分析ピークの半値幅を示す）。バイオマーカーの質量対電荷比は、Ｂ
ｉｏｍａｒｋｅｒ　Ｗｉｚａｒｄ（登録商標）ソフトウエア（Ciphergen Biosystems, In
c.）を用いて決定した。Ｂｉｏｍａｒｋｅｒ　Ｗｉｚａｒｄでは、ＰＢＳＩＩ及びＰＣＳ
４０００で決定したように、すべての解析スペクトルにおける同一ピークの質量対電荷比
をクラスター化すること、クラスターにおける質量対電荷比の最大値及び最小値を選ぶこ
と、そして２で割ること、により質量対電荷比がバイオマーカーに割り付けられる。従っ
て、質量は、これらの特徴を反映している。
【００３２】
　本発明のバイオマーカーは更に、飛行時間型質量分析におけるスペクトルのピークの形
状によっても特徴付けられる。バイオマーカーを示すピークが認められる、マススペクト
ルを図に示した。
【００３３】
　本発明のバイオマーカーはまた、それらの吸着表面への結合特徴によっても特徴付けら
れる。各バイオマーカーの結合特徴もまた、本明細書に記述した。
【００３４】
２．　卵巣癌のバイオマーカー
２．１　Ｈｅｐｃｄｉｎ
　ヘプシジンは、当初ヒト血漿及び尿において２５個のアミノ酸からなるペプチド（ヘプ
シジン－２５）として同定され、抗菌作用を有している。ヘプシジン前駆体の全長は、８
４個のアミノ酸からなるタンパク質（ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．
Ｐ８１１７２）であり、シグナル配列及びプロ領域（pro-region）から構成されている（
Kulaksiz, H. et al., (2004) Gut 53:735-743）。本発明のヘプシジンバイオマーカーは
、完全な長さのヘプシジンタンパク質のＣ－末端に由来する。ヘプシジンは、例えば、Ｕ
．Ｓ．Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ（カタログＨ２００８－５１）（www.usbio.net, Swampscot
t, MA）より入手可能な抗体により認識される。本発明のバイオマーカーとして有用な４
種の異なった変異型は、２７８９、２６７３、２４３６及び２１９１の算出された質量対
電荷比により特徴付けられる。
【００３５】
　ヘプシジンは、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、Ｉｎｃ．（Fremont, CA
）製のプロテインチップ（ProteinChip）アレイ（「Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ」）を用いたＳ
ＥＬＤＩ技術により、卵巣及び子宮内膜癌に対するバイオマーカーであることが見いださ
れた。更に具体的に言うならば、ヘプシジンのレベルにより卵巣癌を、非癌、子宮頚癌及
び良性の卵巣疾病から識別できる。それはまた、子宮内膜癌と非癌を識別できる。卵巣癌
、子宮内膜癌、子宮頸癌と診断された対象、及び正常又は良性疾病と診断された対象から
尿及び血清を採取した。ＩＴＩＨ４フラグメント１（詳細は、以下に記載）に対して惹起
する抗体を用いて、ＩＴＩＨ４　３２７２ｍ／ｚフラグメント（国際公開番号ＷＯ第２０
０４／０９９４３２号）による共免疫沈降の存在下又は非存在下、サンプルをＳＥＬＤＩ
バイオチップに添加し、サンプル中のポリペプチドのスペクトルを、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ
　ＰＢＳＩＩｃの飛行時間型質量分析計又はＰＣＳ４０００質量分析計を用いて作成した
。このようにして得たスペクトルは、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、Ｉｎ
ｃ．製のＢｉｏｍａｒｋｅｒ　Ｗｉｚａｒｄ付きＣｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｅｘｐｒｅｓｓ（
登録商標）Ｄａｔａ　Ｍａｎａｇｅｒソフトウエア及びＢｉｏｍａｒｋｅｒ　Ｐａｔｔｅ
ｒｎソフトウエアを用いて解析した。各群のマススペクトルは、散布図（scatterplot）
により解析した。散布図における各タンパク質クラスターに関して、卵巣癌群と対照群を
比較するためにマン・ホイットニー検定解析を実施し、両群間で有意に（Ｐ＜０．０１）
異なるタンパク質を選定した。本方法は、実施例の項で詳細に記載されている。
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【００３６】
　このようにして見いだされた特定のバイオマーカーを、表１に示した。「プロテインチ
ップアッセイ」の欄は、実施例のようにバイオマーカーが見い出されたクロマトグラフィ
ーの分画、バイオマーカーが結合するバイオチップの種類及び洗浄条件を示すものである
。各々の例において、種々の代替のプロテインチップアッセイを用いて、バイオマーカー
の各々を見いだすことができる。
「理論上の質量」は、アミノ酸配列及びジスルフィド結合等による修飾をベースに予測質
量を与える。
【００３７】
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【００３８】
　ヘプシジン－２５、－２４、－２２及び－２０のアミノ酸配列は、
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　ヘプシジン－２５（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１３）：ＤＴＨＦＰＩＣＩＦＣＣＧＣＣＨＲ
ＳＫＣＧＭＣＣＫＴ
　ヘプシジン－２４（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１４）：　ＴＨＦＰＩＣＩＦＣＣＧＣＣＨＲ
ＳＫＣＧＭＣＣＫＴ
　ヘプシジン－２２（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１６）：　　　ＦＰＩＣＩＦＣＣＧＣＣＨＲ
ＳＫＣＧＭＣＣＫＴ
　ヘプシジン－２０（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１８）：　　　　　ＩＣＩＦＣＣＧＣＣＨＲ
ＳＫＣＧＭＣＣＫＴ
【００３９】
　本発明のバイオマーカーは更に、クロマトグラフィーの表面におけるそれらの結合特性
により特徴付けられる。ヘプシジンは、ｐＨ４にて１００ｍＭの酢酸ナトリウムで洗浄し
た後、陽イオン交換吸着剤（例えば、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ（登録商標）ＣＭ１０のプロテ
インチップ（登録商標）アレイ）に結合する。ヘプシジンはまた、１００ｍＭのリン酸ナ
トリウム、０．５ＭのＮａＣｌ、ｐＨ７又は有機緩衝液で洗浄した後、金属キレート吸着
剤（例えば、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ（登録商標）ＩＭＡＣ－Ｃｕ＋＋のプロテインチップ（
登録商標）アレイ）に結合する。ヘプシジンは、下記のようにＩＴＩＨ４を視覚化するた
めに使用される同様のアッセイで、視覚化することができる。
【００４０】
　ヘプシジンを検出するための好ましい生体サンプルは、尿及び血清である。ヘプシジン
はまた、腹水及び嚢胞液、組織及び肝臓等の器官、並びにマクロファージ等の特異細胞に
おいても検出される。
【００４１】
２．２　トランスサイレチン
　トランスサイレチンは、「プレ－アルブミン」とも称されるが、本発明の方法において
有用な別のバイオマーカーである。トランスサイレチン及びその変異体は、ＵＳ特許公開
第２００５－００５９０１３Ａ１号公報及び国際特許公開第ＷＯ２００５／０９８４４７
号公報において、卵巣癌のバイオマーカーとして記載されている。未修飾のトランスサイ
レチンは、１４７個のアミノ酸前駆体に由来する１２７アミノ酸からなるタンパク質であ
る（ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．Ｐ０２７６６）。本発明のトラン
スサイレチンバイオマーカーには、未修飾のトランスサイレチン及び種々の修飾型の何れ
か又はその全てが含まれる。トランスサイレチンは、例えばＤａｋｏ（カタログＡ０００
２）（www.dako.com, Glostrup, Denmark）から入手可能な抗体により認識される。
【００４２】
　血清の質量分析において、トランスサイレチンは、１３．９ｋＤ（ダルトン）付近にピ
ークのクラスターとして認められる。このクラスターには、未修飾のトランスサイレチン
、Ｓ－スルフォン化トランスサイレチン、Ｓ－システイン化トランスサイレチン、Ｓ－Ｇ
ｌｙ－Ｃｙｓトランスサイレチン及びＳ－グルタチオン化トランスサイレチンが含まれる
。これらの何れか及び／又はすべてが、卵巣癌のバイオマーカーとして有用である。しか
しながら、Ｓ－システイン化変異体は、スペクトルにおいて主要な形態を示すものであり
、質量分析を用いる場合の好ましいバイオマーカーである。バイオマーカーとして有用な
別のトランスサイレチン変異体は、トランスサイレチンΔＮ１０である。このようにして
見いだされた特異的なトランスサイレチンのバイオマーカーを、表２に示した。
【００４３】
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【表２】

【００４４】



(18) JP 2008-533471 A 2008.8.21

10

20

30

40

50

２．３　ＡｐｏＡ１
　本発明の方法において有効な別のバイオマーカーは、アポリポタンパク質Ａ１であり、
ＡｐｏＡ１と称される。ＡｐｏＡ１は、ＵＳ特許公開第２００５－００５９０１３Ａ１号
公報及び国際特許公開第ＷＯ２００５／０９８４４７号公報において、卵巣癌のバイオマ
ーカーとして記載されている。ＡｐｏＡ１は、２６７個のアミノ酸前駆体に由来する２４
３個のアミノ酸からなるタンパク質である（ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　
Ｎｏ．Ｐ０２６４７）。ＡｐｏＡ１は、例えば、ＥＭＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｉｎ
ｃ．（カタログ１７８４７４）（www.emdbiosciences.com/home.asp, San Diego, CA）か
ら入手可能な抗体により認識される。特異的なＡｐｏＡ１バイオマーカーを、表３に示し
た。ＡｐｏＡ１は、Ｈ５０アレイ又はＩＭＡＣ３０若しくはＩＭＡＣ５０アレイで視覚化
可能であるが、Ｈ５０アレイによる視覚化が好ましい。
【００４５】
【表３】

【００４６】
　本発明の好ましい方法には、ＡｐｏＡ１の修飾形態の使用が含まれる。ＡｐｏＡ１の修
飾には、例えば、グリコシル化及び脂質化等の種々の化学基の転写後付加を含むことがで
きる。
【００４７】
２．４　トランスフェリン
　本発明の方法において有効な別のバイオマーカーは、トランスフェリンである。トラン
スフェリンは、ＵＳ特許公開第２００５－０２１４７６０Ａ１号公報において、卵巣癌の
バイオマーカーとして記載されている。トランスフェリンは、６９８個のアミノ酸前駆体
に由来する６７９個のアミノ酸からなるタンパク質である（ＧｅｎＢａｎｋ　Ａｃｃｅｓ
ｓｉｏｎ　Ｎｏ．ＮＰ＿００１０５４　ＧＩ：４５５７８７１；ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ　Ａ
ｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．Ｐ０２７８７）。トランスフェリンは、例えばＤａｋｏ（カタ
ログＡ００６）（www.dako.com, Glostrup, Denmark）から入手可能な抗体により認識さ
れる。トランスフェリンは、グリコシル化される。従って、測定分子量は、グリコシル化
が考慮されていない場合には理論値よりも高くなる。表４に、特異的なトランスフェリン
バイオマーカーを示した。
【００４８】
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【表４】

【００４９】
２．５　ＣＴＡＰ－ＩＩＩ：
　本発明の方法において有用な別のバイオマーカーは、血小板塩基性タンパク質に由来す
るＣＴＡＰ－ＩＩＩ（結合組織の活性化ペプチドＩＩＩ）である。ＣＴＡＰ－ＩＩＩは、
２００５年６月２２日出願のＵＳ仮特許出願第６０／６９３，３２４号に、卵巣癌のバイ
オマーカーとして記載されている（Ｚｈａｎｇら）。ＣＴＡＰ－ＩＩＩは、８５個のアミ
ノ酸からなるタンパク質である（ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ　Ｐ０２７７５）。ＣＴＡＰ－ＩＩ
Ｉは、例えばＣｈｅｍｉｃｏｎ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ（カタログ１４８４Ｐ）（
www.chemicon.com, Temecula, CA.）から入手可能な抗体により認識される。ＣＴＡＰ－
ＩＩＩは、血小板塩基性タンパク質のフラグメントであり、血小板塩基性タンパク質の４
４～１２８個のアミノ酸を含有する。特異的なＣＴＡＰ－ＩＩＩバイオマーカーを、表５
に示した。
【００５０】
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【００５１】
２．６　ＩＴＩＨ４フラグメント
　本発明の方法において有用なその他のバイオマーカーは、ｉｎｔｅｒ―α―トリプシン
阻害剤の重鎖Ｈ４前駆体の開裂フラグメントの密接に関連する１つ又はそれ以上のセット
であり、ここでは「ＩＴＩＨ４フラグメント」とも称する。ＩＴＩＨ４フラグメントは、
ＵＳ特許公開第２００５－００５９０１３Ａ１号公報、国際特許公開第ＷＯ２００５／０
９８４４７号公報及び「Fung et al., Int. J. Cancer 115:783-789 (2005)」に、卵巣癌
のバイオマーカーとして記載されている。ＩＴＩＨ４フラグメントは、ＩＴＩＨ４フラグ
メントｎｏ．１、ＩＴＩＨ４フラグメントｎｏ．２及びＩＴＩＨ４フラグメントｎｏ．３
よりなる群から選択可能である。特異的なＩＴＩＨ４内部フラグメントバイオマーカーを
、表６に示した。
【００５２】
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【表６】

【００５３】
　ＩＴＩＨ４フラグメントのアミノ酸配列を、以下に示す。
　ＩＴＩＨ４フラグメント１（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２３）：ＭＮＦＲＰＧＶＬＳＳＲＱ
ＬＧＬＰＧＰＰＤＶＰＤＨＡＡＹＨＰＦ
　ＩＴＩＨ４フラグメント２（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２４）：　　　　ＰＧＶＬＳＳＲＱ
ＬＧＬＰＧＰＰＤＶＰＤＨＡＡＹＨＰＦ
　ＩＴＩＨ４フラグメント３（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２５）：　　　　　ＧＶＬＳＳＲＱ
ＬＧＬＰＧＰＰＤＶＰＤＨＡＡＹＨＰＦ
【００５４】
　ＩＴＩＨ４前駆体は、９３０個のアミノ酸タンパク質（ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ　Ｑ１４６
２４）である。ＩＴＩＨ４フラグメント１は、ヒトＩＴＩＨ４前駆体のアミノ酸６５８～
６８７から成る。ＩＴＩＨ４フラグメント２は、ヒトＩＴＩＨ４前駆体のアミノ酸６６２
～６８７から成る。ＩＴＩＨ４フラグメント３は、ヒトＩＴＩＨ４前駆体のアミノ酸６６
３～６８７から成る。
【００５５】
　更に、本発明における好ましい方法には、ＩＴＩＨ４フラグメントの修飾型の利用が含
まれる。ＩＴＩＨ４フラグメントの修飾には、例えばグリコシル化、脂質化、システイン
化及びグルタチオン化等の種々の化学基の転写後付加を含むことができる。
【００５６】
２．７　β－２ミクログロブリン
　本発明の方法において有効な別のバイオマーカーは、β－２ミクログロブリンである。
β－２ミクログロブリンは、２００５年６月２４日出願のＵＳ仮特許出願第６０／６９３
，６７９号に、卵巣癌のバイオマーカーとして記載されている（Ｆｕｎｇら）。β－２ミ
クログロブリンは、１１９個のアミノ酸前駆体から誘導される９９個のアミノ酸からなる
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タンパク質である（ＧＩ：１７９３１８；ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎ
ｏ．Ｐ６１７６９）。β－２ミクログロブリンは、例えばＡｂｃａｍ（カタログＡＢ７５
９）（www.abcam.com, Cambridge, MA.）から入手可能な抗体により認識される。特異的
なβ－２ミクログロブリンバイオマーカーを、表７に示した。
【００５７】
【表７】

【００５８】
３．　バイオマーカー及びタンパク質の異なった形態
　タンパク質は、しばしば複数の異なった形態でサンプル中に存在する。これらの形態は
、転写前及び転写後修飾の何れか又は両方の結果によるものである。転写前修飾形態には
、対立遺伝子多型、スプライス変異体及びＲＮＡ編集形態等がある。転写後修飾形態には
、タンパク質分解的切断（例えば、親タンパク質のフラグメント）、グリコシル化、リン
酸化、リピド化、酸化、メチル化、システイン化、スルフォン化及びアセチル化等がある
。サンプル中のタンパク質を検出又は測定する場合に、タンパク質の異なる形態間を区別
する能力は、形態の異なる性質及び検出又は測定に用いる方法に依存する。例えば、モノ
クローナル抗体を用いる免疫学的測定は、抗原決定基を含有するすべてのタンパク質形態
を検出し、それら識別しない。しかしながら、タンパク質上の異なる抗原決定基を指向し
た２種類の抗体を使用するサンドイッチ免疫学的測定では、両抗原決定基を含有するタン
パク質のすべての形態を検出するが、抗原決定基の一方のみを含有する形態は検出しない
。診断アッセイでは、特別な方法を用いて検出された形態が、特別な形態として同等の良
好なバイオマーカーであるならば、タンパク質の形態の識別ができなくとも殆ど問題には
ならない。しかしながら、タンパク質の特別な形態（又は特別な形態のサブセット）が、
特別な方法で同時に検出される異なった形態の集合体よりもバイオマーカーとして良好で
ある場合には、アッセイの検出力は劣る可能性がある。この場合には、タンパク質の形態
を相互に識別し、且つタンパク質の形態（複数を含む）を特異的に検出し、測定するアッ
セイを採用することが有効である。分析対象物の異なった形態を識別すること、又は分析
対象物の特殊な形態を特異的に検出することを、「分離すること（resolving）」と称す
る。
【００５９】
　質量分析は、異なった形態のタンパク質が、一般的には質量分析計で分割可能な異なる
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質量を有しているため、異なった形態を分離するためには特に強力な方法である。従って
、タンパク質の一つの形態が、他の形態のバイオマーカーよりもある疾病に対して優れた
バイオマーカーでありながら、従来の免疫学的測定がその形態を識別できず且つその有用
なバイオマーカーを特異的に検出できない場合にも、質量分析では有用な形態を特異的に
検出し測定できる可能性がある。
【００６０】
　有用な方法の一つは、質量分析と免疫学的測定を組み合わせたものである。先ず、生体
特異的捕捉剤（例：バイオマーカーとそのバイオマーカーの他の形態を認識する抗体、ア
プタマー又はＡｆｆｉｂｏｄｙ）を、対象のバイオマーカーの捕捉のために使用する。好
ましくは、生体特異的捕捉剤は、ビーズ、プレート、膜又はチップのような固相に結合さ
せる。非結合のものを洗い去った後、捕捉された分析対象物を、質量分析にて検出及び／
又は測定する。（この方法では、タンパク質と結合する又は場合によっては抗体により認
識される、及びそれ自体がバイオマーカーとなり得る、タンパク質相互作用物が、捕捉さ
れることになる。）　従来のＭＡＬＤＩ又はＳＥＬＤＩのようなレーザー脱離法及びエレ
クトロスプレーイオン化法を含めた種々の形の質量分析が、タンパク質の形態を検出する
ために有用である。
【００６１】
　従って、特定のタンパク質の検出又は特定のタンパク質の定量について述べる時、それ
は種々の形態のタンパク質を分離して或いは分離せずに、そのタンパク質を検出及び測定
することを意味する。例えば、「ヘプシジンを測定すること」という段階には、種々の形
態のタンパク質を区別しない方法（例えば免疫学的測定）、更にある形態を他の形態から
区別する方法又はタンパク質の特定の形態（例えば、ヘプシジン－２５、ヘプシジン－２
４、ヘプシジン－２２及びヘプシジン－２０の何れか及び／又はすべての、個別に又はそ
の組み合わせで）を測定する方法、によるヘプシジンの測定も含まれる。対照的に、タン
パク質の特定の形態（複数を含む）（例えば、ヘプシジンの特定の形態）を測定すること
が望まれる場合には、その特定の形態（又は複数の形態）が特定される。例えば、「ヘプ
シジン－２５を測定すること」ということは、例えばヘプシジン－２４、ヘプシジン－２
２及びヘプシジン－２０等の他の形態のヘプシジンから、ヘプシジン－２５を識別する方
法でのヘプシジン－２５の測定を意味する。同様に、「トランスサイレチンを測定するこ
と」とは、対象の検査サンプルに認められるトランスサイレチンの形態の何れか及び／又
はすべてを、個別に又は組み合わせで測定することが含まれる。一方、「システイン化ト
ランスサイレチンを測定すること」とは、患者のサンプル中に認められるトランスサイレ
チンの他の形態（例えば、トランスサイレチンΔＮ１０、未修飾トランスサイレチン、グ
ルタチオン化トランスサイレチン、スルフォン化トランスサイレチン等）から、システイ
ン化トランスサイレチンを識別できる方法でトランスサイレチンを測定することを意味す
る。「開裂していないトランスサイレチンを測定すること」とは、未修飾トランスサイレ
チン、スルフォン化トランスサイレチン、システイン化トランスサイレチン、ＣｙｓＧｌ
ｙ修飾トランスサイレチン及びグルタチオン化トランスサイレチンの、何れかの個別又は
組み合わせでの測定を意味する。
【００６２】
４．　卵巣癌に関するバイオマーカーの検出
　本発明のバイオマーカーは、すべての適切な方法により検出可能である。検出法の例と
して、光学的方法、電気化学的方法（ボルタンメトリー及び電流測定法）、原子間力顕微
鏡及び例えば多極共鳴スペクトロスコピー等の高周波法がある。共焦点及び非共焦点の顕
微鏡検査に加えて、光学的方法の実例としては、蛍光、発光、化学発光、吸光度、反射率
、透過率、及び複屈折又は屈折率（例えば、表面プラズモン共鳴、偏光解析法、共振ミラ
ー法、グレーティングカプラ導波管法（grating coupler waveguide method）又は干渉分
光法）による検出がある。
【００６３】
　一態様では、サンプルは、バイオチップを用いて分析される。バイオチップは一般に、
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捕捉剤（吸着試薬又は親和性試薬とも称される）が付着する、実質的に平らな表面を有す
る固定基質を包含する。しばしばバイオチップの表面は、それぞれが捕捉剤と結合する複
数のアドレス可能領域を包含する。
【００６４】
　タンパク質バイオチップは、ポリペプチドの捕捉に適応したバイオチップである。多く
のタンパク質バイオチップが、当該技術分野で記載されている。これらには、例えば、Ｃ
ｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、Ｉｎｃ．（Fremont, CA）、Ｚｙｏｍｙｘ（H
ayward, CA）、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（Carlsbad, CA）、Ｂｉａｃｏｒｅ（Uppsala, Swe
den）及びＰｒｏｃｏｇｎｉａ（Berkshire, UK）により製造されているタンパク質バイオ
チップがある。その様なタンパク質バイオチップの例が、以下の特許又は公開特許出願に
記載されている：ＵＳ特許第６，２２５，０４７号（Hutchens & Yip）、ＵＳ特許第６，
５３７，７４９号（Kuimelis & Wagner）、ＵＳ特許第６，３２９，２０９号（Wagner et
 al.）、ＰＣＴ国際公開第ＷＯ００／５６９３４号公報（Englert et al.）、ＰＣＴ国際
公開第ＷＯ０３／０４８７６８号公報（Boutell et al.）並びにＵＳ特許第５，２４２，
８２８号（Bergstrom et al.）。
【００６５】
４．１　質量分析による検出
　好ましい態様では、本発明のバイオマーカーは、気相イオンを検出するための質量分析
計を用いる方法である、質量分析により検出される。質量分析計の例としては、飛行時間
型、磁場型、四重極フィルター型、イオン・トラップ型、イオンサイクロトロン共鳴、静
電場型（electrostatic sector）分析計及びこれらの複合型がある。
【００６６】
　更なる好ましい方法では、質量分析計は、レーザー脱離／イオン化質量分析計である。
レーザー脱離／イオン化質量分析計では、分析対象物を、質量分析計のプローブ・インタ
ーフェイス作動のために適合させ、且つイオン化及び質量分析計への導入のために分析対
象物をイオン化エネルギーに暴露する器具である、質量分析プローブの表面に置く。レー
ザー脱離質量分析計では、表面から分析対象物を離脱、揮発、イオン化させて、質量分析
計のイオン光学系にそれらを曝露させるために、赤外線レーザーも用いられるが主として
紫外線レーザー由来のレーザー・エネルギーが用いられる。ＬＤＩによるタンパク質の分
析では、ＭＡＬＤＩ又はＳＥＬＤＩの形式を取ることができる。
【００６７】
　４．１．１．　ＳＥＬＤＩ
　本発明において使用される好ましい質量分析技術は、例えば、ＵＳ特許第５，７１９，
０６０号及び同第６，２２５，０４７号（Hutchens & Yip）に記載されているように「表
面エンハンス型レーザー脱離イオン化質量分析法」又は「ＳＥＬＤＩ」である。これは、
分析対象物（ここでは、１つ又はそれ以上のバイオマーカー）がＳＥＬＤＩ質量分析計プ
ローブの表面に捕捉されている、脱離／イオン化気相イオン分析計（例えば、質量分析計
）の方法を意味する。
【００６８】
　ＳＥＬＤＩはまた、「アフィニティ捕捉質量分析計」又は「表面エンハンス型アフィニ
ティ捕捉」（ＳＥＡＣ）とも称される。当該バージョンには、物質と分析対象物間の非共
有結合の親和性相互作用（吸着）を介して、分析対象物を捕捉する物質をプローブ表面に
有しているプローブの使用が含まれる。この物質は、「吸着剤」、「捕捉剤」、「親和剤
」又は「結合部」とさまざまに称されている。その様なプローブは、「アフィニティ捕捉
プローブ」として、及び「吸着表面」を有しているものとして意味することができる。捕
捉剤には、分析対象物と結合可能なすべての物質がなり得る。捕捉剤は、物理吸着又は化
学吸着によりプローブ表面に付着する。ある態様では、プローブは、表面に既に付着され
ている捕捉剤を有するものである。他の態様では、プローブは、予め活性化され、例えば
、共有結合又は配位結合を形成する反応を介して、捕捉剤を結合できる反応部を有してい
る。エポキシド及びアシル－イミダゾールが、抗体又は細胞受容体等のポリペプチド捕捉
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剤と共有結合する有用な反応部である。ニトリロ三酢酸及びイミノ二酢酸は、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と結合する、キレート剤として機
能する有用な反応部である。吸着剤は一般に、クロマトグラフ用吸着剤と生体特異的吸着
剤に類別される。
【００６９】
　「クロマトグラフ用吸着剤」は、クロマトグラフで一般的に使用される吸着剤を指す。
クロマトグラフ吸着剤としては、例えば、イオン交換物質、金属キレート剤（例えば、ニ
トリロ三酢酸及びイミノ二酢酸）、固定化金属キレート剤、疎水性相互作用吸着剤、親水
性相互作用吸着剤、色素、単純生体分子（例えば、核酸、アミノ酸、単糖及び脂肪酸）及
び混合モード吸着剤（例えば、疎水性吸引／静電反発力吸着剤）がある。
【００７０】
　「生体特異的吸着剤」とは、例えば核酸分子（例：アプタマー）、ポリペプチド、多糖
、脂質、ステロイド又はこれら物質の抱合体（例：糖タンパク質、リポタンパク質、糖脂
質、核酸（例えば、ＤＮＡ）－タンパク質抱合体）を指す。ある例においては、生体特異
的吸着剤は、多タンパク質複合体、生体膜、或いはウイルス等の巨大分子構造である場合
もある。生体特異的吸着剤の例としては、抗体、受容体タンパク質及び核酸がある。一般
に生体特異的吸着剤は、クロマトグラフ吸着剤に比較して高い特異性を有している。ＳＥ
ＬＤＩに使用される吸着剤の更なる例は、ＵＳ特許第６，２２５，０４７号に見出すこと
ができる。「生体選択的吸着剤」とは、少なくとも１０－８Ｍの親和性で分析対象物に結
合する吸着剤を指す。
【００７１】
　Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、Ｉｎｃ．が製造したタンパク質バイオチ
ップは、アドレス可能な部位に付着されるクロマトグラフ吸着剤又は生体特異的吸着剤を
有する表面を包含する。Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎプロテインチップ（登録商標）アレイには、
ＮＰ２０（親水性）；Ｈ４及びＨ５０（疎水性）；ＳＡＸ－２、Ｑ－１０及び（陰イオン
交換）；ＷＣＸ－２及びＣＭ－１０（陽イオン交換）；ＩＭＡＣ－３、ＩＭＡＣ－３０及
びＩＭＡＣ－５０（金属キレート）；並びにＰＳ－１０、ＰＳ－２０（アシル－イミダゾ
ール、エポキシドを有する反応性表面）及びＰＧ－２０（アシルイミダゾールを介して結
合したプロテインＧ）が含まれる。疎水性プロテインチップアレイは、イソプロピル又は
ノニルフェノキシ-ポリ（エチレングリコール）メタクリル樹脂官能基を有している。陰
イオン交換プロテインチップアレイは、四級アンモニウム官能基を有する。陽イオン交換
プロテインチップアレイは、カルボン酸官能基を有する。固定化金属キレートプロテイン
チップアレイは、キレートを作ることにより銅、ニッケル、亜鉛及びガリウム等の遷移金
属イオンを吸着するニトリロ三酢酸官能基（ＩＭＡＣ３及びＩＭＡＣ３０）或いはＯ－メ
タクリロイル-Ｎ，Ｎ-ビス-カルボキシメチルチロシン官能基（ＩＭＡＣ５０）を有する
。予め活性化されたプロテインチップアレイは、タンパク質上の基と反応し共有結合でき
る、アシル－イミダゾール又はエポキシド官能基を有する。
【００７２】
　この様なバイオチップに関しては更に、ＵＳ特許第６，５７９，７１９号（Ｈｕｔｃｈ
ｅｎｓとＹｉｐ、「Ｒｅｔｅｎｔａｔｅ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｙ」、２００３年６
月１７日）、ＵＳ特許第６，８９７，０７２号（Ｒｉｃｈら、「気相イオン分光計のプロ
ーブ」、２００５年５月２４日）、ＵＳ特許第６，５５５，８１３号（Ｂｅｅｃｈｅｒｅ
ｔら、「気相質量分析計における疎水性被覆含有サンプルホルダー」、２００３年４月２
９日）、ＵＳ特許公開第ＵＳ２００３-００３２０４３号公報（Ｐｏｈｌ　ａｎｄ　Ｐａ
ｐａｎｕ、「ラテックスをベースとする吸着剤チップ」、２００２年７月１６日）、ＰＣ
Ｔ国際特許公開第ＷＯ０３/０４０７００号公報（Ｕｍら、「疎水性表面チップ」、２０
０３年５月１５日）、ＵＳ特許公開第ＵＳ２００３-０２１８１３０Ａ１号公報（Ｂｏｓ
ｃｈｅｔｔｉら、「多糖をベースとするヒドロゲルで被覆された表面を有するバイオチッ
プ」、２００３年４月１４日）及びＵＳ特許公開第ＵＳ２００５-０５９０８６Ａ１号公
報（Ｈｕａｎｇら、「光架橋ヒドロゲル・ブレンド表面被覆」、２００５年３月１７日）
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に記載されている。
【００７３】
　一般に、吸着剤表面を有するプローブは、サンプル中に存在しているバイオマーカー（
複数を含む）が吸着剤に結合するに十分な時間でサンプルと接触させる。インキュベーシ
ョン後、非結合の物質を除去するために基質を洗浄する。適切な洗浄溶液は、すべて使用
可能であるが、水溶性溶液を用いることが好ましい。分子が結合して残存する割合は、洗
浄の程度を調整することにより操作可能である。洗浄溶液の溶離特性は、例えばｐＨ、イ
オン強度、疎水性、カオトロピズムの程度、洗浄の強度、及び温度に依存し得る。プロー
ブがＳＥＡＣ及びＳＥＮＤの特性の何れも有していない場合には（ここに記載されている
ように）、分子を吸収するエネルギーが、結合バイオマーカーを有する基質に適応される
。
【００７４】
　別の方法においては、バイオマーカーに結合する抗体を有している固相結合の免疫吸着
剤によりバイオマーカーが捕捉され得る。非結合物質を除去するために吸着剤を洗浄した
後、バイオマーカーを固相から溶出し、バイオマーカーに結合するＳＥＬＤＩチップに添
加し、ＳＥＬＤＩにて分析する。
【００７５】
　基質に結合したバイオマーカーは、例えば飛行時間型質量分析計等の気相イオン分光計
にて検出される。バイオマーカーは、例えばレーザー等のイオン化源によりイオン化され
、生成したイオンはイオン光学アセンブリにて集束させ、続いて質量分析計にて通過イオ
ンを分散させて、通過イオンを分析する。続いて検出器により検出イオンの情報を質量対
電荷比に変換する。一般に、バイオマーカーの検出には、シグナル強度の検出が含まれる
。すなわち、バイオマーカーの量及び質量が、共に決定され得る。
【００７６】
４．１．２　ＳＥＮＤ
　レーザー脱離質量分析計を用いた別の方法は、表面エンハンス型Ｎｅａｔ脱離法（ＳＥ
ＮＤ）と称される。ＳＥＮＤには、プローブの表面に化学的に結合するエネルギー吸収分
子から成るプローブ（ＳＥＮＤプローブ）の使用が含まれる。「エネルギー吸収分子」（
ＥＡＭ）という語句は、レーザー脱離/イオン化源からエネルギーを吸収でき、続いてそ
の後直ちに接触して分析対象物の分子の脱離及びイオン化に寄与できる分子を意味する。
ＥＡＭカテゴリーには、しばしば「マトリックス」と称されるＭＡＬＤＩに使用される分
子が含まれ、実例として桂皮酸誘導体、シナピン酸（ＳＰＡ）、シアノ水酸化桂皮酸（Ｃ
ＨＣＡ）及び二水酸化安息香酸、フェルラ酸及び水酸化アセトフェノン誘導体がある。あ
る態様においては、エネルギー吸収分子は、例えばポリメタクリレート等の直鎖又は架橋
ポリマーに組み込まれている。例えば、その組成が、α-シアノ-４-メタクリロキシオキ
シ桂皮酸及びアクリレートである場合もある。別の態様では、その組成は、α-シアノ-４
-メタクリロキシオキシ桂皮酸、アクリレート及び３－（トリエトキシ）シリルプロピル
メタクリレートの共重合体である。また、別の態様では、その組成は、α-シアノ-４-メ
タクリロキシオキシ桂皮酸及びオクタデシルメタクリレート（Ｃ１８ＳＥＮＤ）の共重合
体である。ＳＥＮＤは更に、ＵＳ特許第６,１２４,１３７号及びＰＣＴ国際特許公開第Ｗ
Ｏ０３/６４５９４号（Ｋｉｔａｇａｗａ、「分析対象物の脱離/イオン化に使用するエネ
ルギー吸収部位を有するモノマー及びポリマー」２００３年８月７日）に記載されている
。
【００７７】
　ＳＥＡＣ/ＳＥＮＤは、捕捉剤及びエネルギー吸収分子の両方が、サンプルの存在する
表面に付着している、レーザー脱離質量分析計のバージョンである。従って、外部マトリ
ックスを適用する必要なしに、親和性捕捉及びイオン化/脱離を介してＳＥＡＣ/ＳＥＮＤ
プローブに分析対象物を捕捉することが可能となる。Ｃ１８のＳＥＮＤバイオチップは、
捕捉剤として機能するＣ１８、及びエネルギー吸収部位として機能するＣＨＣＡ部分から
なるＳＥＡＣ/ＳＥＮＤのバージョンである。
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【００７８】
４．１．３．　ＳＥＰＡＲ
　ＬＤＩの別のバージョンは、表面エンハンス型感光付加及び脱離（Surface-Enhanced P
hotolabile Attachment and Release）（ＳＥＰＡＲ）と称される。ＳＥＰＡＲには、分
析対象物と共有結合でき、続いて光（例えば、レーザー光（ＵＳ特許第５，７１９，０６
０号を参照されたい））に曝露された後その部分の光に不安定な結合が開裂することによ
り分析対象物を脱離する、表面に付着する部分を有するプローブの使用が含まれる。ＳＥ
ＰＡＲ及びその他のＳＥＬＤＩの形態は、本発明に従ってバイオマーカー或いはバイオマ
ーカー・プロフィールを検出するのに容易に適応する。
【００７９】
４．１．４．　ＭＡＬＤＩ
　ＭＡＬＤＩは、タンパク質及び核酸等の生体分子を分析するために使用されるレーザー
脱離／イオン化の従来からの方法である。ＭＡＬＤＩの一方法においては、サンプルをマ
トリックスと混合し、直接ＭＡＬＤＩチップ上に置く。しかしながら、血清又は尿等の生
体サンプルの複雑性により、サンプルを予め分画しない場合にはこの方法は最適とはなら
ない。従って、ある態様では、生体特異的物質（例えば抗体）又は樹脂のような固体担体
に結合したクロマトグラフ材料（例えば、スピン・カラムで）で、バイオマーカーを先ず
捕捉させる。本発明のバイオマーカーに結合する特異的親和性物質に関しては上述の通り
である。親和性物質上で精製後、バイオマーカーを溶出し、続いてＭＡＬＤＩにおいて検
出する。
【００８０】
４．１．５　質量分析計におけるイオン化のその他の形態
　別の方法では、バイオマーカーを、ＬＣ－ＭＳ又はＬＣ－ＬＣ－ＭＳにて検出する。こ
の方法には、液体クロマトグラフィーを１回又は２回通過させてサンプル中のタンパク質
を分離し、次いで一般的にはエレクトロスプレーイオン化にて質量分析する過程が含まれ
る。
【００８１】
４．１．６　データ解析
　飛行時間型質量分析法による分析対象物の分析では、飛行時間スペクトルが得られる。
最終的に解析された飛行時間スペクトルは一般的に、サンプルに対するイオン化エネルギ
ーの単一パルスからのシグナルを示すのではなく、複数のパルスからのシグナルの総計を
示している。これによりノイズが減少し、ダナミックレインジが高くなる。次にこの飛行
時間型データを、データ処理にかける。Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎのプロテインチップ（登録商
標）ソフトウエアでは、データ処理にはマススペクトル作成のためのＴＯＦ-ｔｏ-Ｍ/Ｚ
変換処理、機器オフセットを除外するためのベースラインの減算処理及び高周波数雑音を
減少させるための高周波数雑音フィルター処理が含まれる。
【００８２】
　バイオマーカーの脱離及び検出により作成されるデータは、プログラムを組むことがで
きるデジタル・コンピュータを使用して解析可能である。コンピュータプログラムを用い
て、検出されたバイオマーカーの数を示すデータ、並びに場合に応じてシグナル強度及び
検出された各バイオマーカーに関する分子質量を決定する。データ解析には、バイオマー
カーのシグナル強度を決定する段階、及び予め定めておいた統計的分布から外れたデータ
を除外する段階を組み込むことができる。例えば、幾つかの標準に対する各ピークの高さ
を計算することにより、観察されるピークを正規化することができる。
【００８３】
　コンピュータは、得られた結果を表示のために種々のフォーマットに変換することがで
きる。標準的なスペクトルが表示可能であるが、一つの有用なフォーマットではピークの
高さ及び質量の情報のみがスペクトル図に保持され、その結果見易い画像が得られ、ほぼ
同等の分子量を有するバイオマーカーがより容易に認識できる。別の有用なフォーマット
では、２つ又はそれ以上のスペクトルを比較し、固有のバイオマーカー及びサンプル間で
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上昇又は減少の調整を受けたバイオマーカーが都合良く強調表示されている。これらのフ
ォーマットの何れかを用いることにより、特定のバイオマーカーがサンプル中に存在して
いるか否かを、容易に判定できる。
【００８４】
　一般に分析には、分析対象物からのシグナルを示すスペクトルのピークの同定も含まれ
る。ピークの選択は目視で行うが、ピークの検出を自動で行えるＣｉｐｈｅｒｇｅｎのプ
ロテインチップ（登録商標）ソフトウエア・パッケージの一部としてソフトウエアを入手
できる。一般に、このソフトウエアは、選択した閾値を越えるシグナル対ノイズ比を示す
シグナルを同定し、そしてピークシグナルの質量中心にあるピークの質量を標識する機能
がある。有用な適用の一つでは、多くのスペクトルを比較して、マススペクトルにおいて
或る選択された割合で存在している同一ピークを同定する。このソフトウエアのバージョ
ンの一つでは、種々のスペクトルに出現するすべてのピークを規定された範囲内にクラス
ター化し、質量（Ｍ/Ｚ）クラスターの中心点に近いすべてのピークの質量（Ｍ／Ｚ）を
決定する。
【００８５】
　データを解析するために用いられるソフトウエアには、本発明に従ったバイオマーカー
のシグナルがその対応するシグナルのピークを示しているか否かを判定するために、シグ
ナルの分析にアルゴリズムを適用するコードを含めることができる。またそのソフトウエ
アにより、検査中の特定の臨床パラメータの状態を示す、バイオマーカーピーク又はバイ
オマーカーピークの組み合わせが存在しているか否かを判定するために、観察されたバイ
オマーカーのピークに関するデータを分類ツリー解析又はＡＮＮ解析することができる。
データの解析には、直接的又は間接的の何れかでサンプルの質量分析から得られる種々の
パラメータが重要となる可能性がある。これらのパラメータには、１つ又はそれ以上のピ
ークが存在するか否か、１つのピーク又は１群のピークの型、１つ又はそれ以上のピーク
の高さ、１つ又はそれ以上のピークの高さの対数、及びその他のピークの高さに関するデ
ータの算術乗算が含まれるが、これらに限定されるものではない。
【００８６】
４．１．７　卵巣癌に対するバイオマーカーのＳＥＬＤＩ検出のための一般的なプロトコ
ール
　本発明のバイオマーカーの検出に関する好ましいプロトコールは、以下の通りである。
例えば、血清等の検査される生体サンプルは、ＳＥＬＤＩ分析の前にできれば予め分別す
る。このことがサンプルを簡素化し、感度が改善される。予備分別における好ましい方法
には、Ｑ　ＨｙｐｅｒＤ（ＢｉｏＳｅｐｒａ、ＳＡ）のような陰イオン交換クロマトグラ
フ材料にサンプルを接触させることが含まれる。続いて結合物質を、ｐＨ９、ｐＨ７、ｐ
Ｈ５及びｐＨ４の緩衝液を用いてｐＨ段階の溶出を実施する。（バイオマーカーが溶出さ
れる分画も、表１に示した。）　バイオマーカーを含有している種々の分画を採取する。
【００８７】
　表１に示されているように、検査されるサンプル（好ましくは、予め分別する）を、次
いで陽イオン交換吸着剤（好ましくは、ＣＭ１０のプロテインチップアレイ（Cipergen B
iosystems, Inc.））又はＩＭＡＣ吸着剤（好ましくは、ＩＭＡＣ３０プロテインチップ
アレイ（Cipergen Biosystems, Inc.））からなる親和性捕捉プローブに接触させる。プ
ローブは、バイオマーカーを保持するが、非結合分子を洗い流す緩衝液で洗浄する。各バ
イオマーカーに対する適切な洗浄には、表１に分類されている緩衝液を用いる。バイオマ
ーカーは、レーザー脱離/イオン化質量分析計にて検出する。
【００８８】
　もう一つの方法として、変性させた或いは変性させていないサンプルを、各分析対象物
を検出するための至適条件下、適切なアレイ結合緩衝液に希釈し、結合させ、そして洗浄
する。
【００８９】
　Ｔｅｃａｎ　Ａｑｕａｒｉｕｓ－９６上で実施されるＡｐｏＡ１のクロマトグラフアッ
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セイ
　1.　変性血清：７．５μｌ（９Ｍの尿素、２％のＣＨＡＰＳ、５０ｍＭのＴｒｉｓＨＣ
ｌ、ｐＨ９）を、５μｌのヒト血清に加え、室温にて２０分間攪拌する。Ｈ５０緩衝液（
１０％のアセトニトリル、０．１％のＴＦＡ）及び０．１２ｍｇ/ｍｌのＥ．ｃｏｌｉ溶
解物を含有する溶液で１：４００に希釈する。
　２．Ｈ５０アレイの事前活性化：ＢｉｏＰｒｏｃｅｓｓｏｒの各ウェルを、ウェル当た
り５０％のアセトニトリルにて洗浄する。室温にて５分間インキュベートして、溶液を除
去する。１５０μｌのＨ５０洗浄緩衝液にて、２回各５分間平衡化して、緩衝液を除去す
る。
　３．５０μｌの１：４００希釈血清を各ウェルに添加し、室温で１２０分間インキュベ
ートする。
　４．アレイを１５０μｌのＨ５０緩衝液にて洗浄し、１５０μｌの水で１回洗浄する。
　５．ＢｉｏＰｒｏｃｅｓｓｏｒのトップを除去し、１０分間風乾する。
　６．ＢｉｏＤｏｔを用いて、スポット当たり０．７５μｌのシナピン酸マトリックス（
ＳＰＡ、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ、５０％のアセトニトリル/０．５％のＴＦＡ/０．１%のＴ
Ｘ１００中の１２．５ｍｇ/ｍｌ）を添加する。ＢｉｏＤｏｔチャンバー中で１０分間風
乾する。更に、スポット当たり０．７５μｌのＳＰＡを添加する。ＰＣＳ４０００上でア
レイを読み取る前にチャンバー中で３０分間風乾する。
　７．２８，０００Ｄａの質量に照準を合わせてＰＣＳ４０００にて読み取り、１区画当
たり１０ショット、１スポット当たりトータル５３０ショットを採取する。
【００９０】
　Ｔｅｃａｎ　Ａｑｕａｒｉｕｓ－９６で実施したトランスサイレチンのクロマトグラフ
アッセイ
　１．サンプル希釈：血清サンプルを、０．０５ｍｇ／ｍｌＥ．Ｃｏｌｉ溶解液を加えた
１００ｍＭのリン酸ナトリウム緩衝液、ｐＨ７．０（ＰＢ緩衝液）を含有する溶液中で１
：２５０に希釈し、十分に攪拌する。
　２．Ｑ１０アレイをＰＢ緩衝液で前処理し、５分間インキュベートする。緩衝液を除去
し、もう一度繰り返す。
　３．５０μｌの１：２５０希釈血清サンプルを各ウエルに添加し、１２０分間室温にて
インキュベートする。サンプルを除去する。
　４．アレイを１５０μｌのＰＢ緩衝液で４回洗浄する。各洗浄後、緩衝液を除去する。
　５．アレイを１５０μｌの水で１回洗浄し、水相を除去する。
　６．ＢｉｏＰｒｏｃｅｓｓｏｒを除去し、アレイを３０分間風乾する。
　７．ＢｉｏＤｏｔを用いて、スポット当たり０．７５μｌのシナピン酸マトリックス（
ＳＰＡ、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ、５０％のアセトニトリル／０．５％のＴＦＡ中の１２．５
ｍｇ／ｍｌ）を添加する。ＢｉｏＤｏｔチャンバー中で１０分間風乾する。更に、スポッ
ト当たり０．７５μｌのＳＰＡ溶液を添加する。ＰＣＳ４０００にてアレイを読み取る前
にチャンバー中で３０分間風乾する。
　８．１４，０００Ｄａの質量に照準を合わせてＰＣＳ４０００にて読み取り、１区画当
たり１０ショット、１スポット当たりトータル５３０ショットを採取する。
【００９１】
　Ｔｅｃａｎ　Ａｑｕａｒｉｕｓ－９６で実施したＩＴＩＨ４のクロマトグラフアッセイ
　１．サンプル希釈：血清サンプルをＩＭＡＣ結合／洗浄緩衝液（５０ｍＭのリン酸ナト
リウム、０．２５ＭのＮａＣｌ、ｐＨ６．０）で１：５０に希釈し、十分に希釈する。
　２．ＩＭＡＣ５０アレイの事前活性化：ＢｉｏＰｒｏｃｅｓｓｏｒにおけるウエル１個
当たり５０ｍＭのＣｕＳＯ４を添加し、室温にて１０分間インキュベートする。銅溶液を
除去し、４回洗浄する。ＩＭＡＣ５０アレイを結合緩衝液にて２回平衡化する。
　３．５０μｌの１：５０希釈血清サンプルを各ウェルに添加し、１２０分間室温にてイ
ンキュベートする。サンプルを除去する。
　４．アレイを１５０μｌのＩＭＡＣ結合／洗浄緩衝液で３回洗浄する。各洗浄後、緩衝
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液を除去する。
　５．アレイを１５０μｌの水で２回洗浄し、水相を除去する。
　６．ＢｉｏＰｒｏｃｅｓｓｏｒを除去し、アレイを３０分間風乾する。
　７．ＢｉｏＤｏｔを用いて、スポット当たり０．７５μｌのシナピン酸マトリックス（
ＳＰＡ、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ、５０％のアセトニトリル／０．５％のＴＦＡ中の１２．５
ｍｇ／ｍｌ）を添加する。ＢｉｏＤｏｔチャンバー中で１０分間風乾する。更に、スポッ
ト当たり０．７５μｌのＳＰＡ溶液を添加する。ＰＣＳ４０００にてアレイを読み取る前
にチャンバー中で３０分間風乾する。
　８．３，２７３Ｄａの質量に照準を合わせてＰＣＳ４０００にて読み取り、１区画当た
り１０ショット、１スポット当たりトータル５３０ショットを採取する。
【００９２】
　もう一つの方法として、例えばＤａｋｏ、Ｕ．Ｓ．Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ、Ｃｈｅｍｉ
ｃｏｎ、Ａｂｃａｍ及びＧｅｎｗａｙ等からバイオマーカーを認識する抗体が入手可能な
場合には、これらを例えば予め活性化したＰＳ１０又はＰＳ２０プロテインチップアレイ
（Ciphergen Biosystems, Inc.）等のプローブの表面に結合させることができる。これら
の抗体は、サンプル中のバイオマーカーをその表面に捕捉することができる。続いてバイ
オマーカーは、例えばレーザー脱離／イオン化質量分析等にて検出できる。
【００９３】
　例えば、Ｈｅｗｌｅｔｔ　Ｐａｃｋａｒｄ及びＨａｍｉｌｔｏｎ等から入手可能な流体
工学的操作を行うすべてのロボットが、これらのアッセイには使用可能である。
【００９４】
４．２　免疫学的測定による検出
　本発明の別な態様において、質量分析以外の方法又はバイオマーカーの質量測定に基づ
く方法以外によって、本発明のバイオマーカーが測定される。質量に基づかない一態様で
は、本発明のバイオマーカーを免疫学的測定により測定する。免疫学的測定では、バイオ
マーカーを捕捉するために、抗体等の生体特異的捕捉剤が必要である。抗体は、例えば動
物をバイオマーカーで免疫化する等の、当該技術分野において広く知られた方法により作
成可能である。バイオマーカーは、それらの結合特性に基づいてサンプルから単離可能で
ある。もう一つの方法として、ポリペプチド・バイオマーカーのアミノ酸配列が既知の場
合には、その様なポリペプチドは合成可能であり、当該技術分野で良く知られている方法
により抗体産生に利用できる。
【００９５】
　本発明では、例えばＥＬＩＳＡ又は蛍光を基礎とした免疫学的測定等を含むサンドイッ
チ免疫学的測定、更に他の酵素免疫学的測定を含めた従来の免疫学的測定も考慮に入れて
いる。比濁分析は、液層で行われるアッセイであり、その場合には抗体は溶液に存在して
いる。抗原が抗体に結合すると吸着能が変化するが、それを測定する。ＳＥＬＤＩを基礎
とした免疫学的測定では、バイオマーカーに対する生体特異的捕捉剤は、予め活性化され
たプロテインチップアレイ等のＭＳプローブの表面に付着している。従って、バイオマー
カーは、この試薬を介してバイオチップに捕捉され、捕捉されたバイオマーカーが質量分
析計にて検出される。
【００９６】
５．　対象の卵巣癌症状の判定
　本発明のバイオマーカーは、例えば卵巣癌を診断するために対象における卵巣癌の症状
を評価するための診断検査に使用できる。「卵巣癌の症状」という語句は、病気ではない
ことを含め疾病に関するすべての識別可能な徴候が含まれる。例えば、卵巣癌の症状には
、疾病の有無（例えば、卵巣癌対非卵巣癌）、疾病発現のリスク、疾病の段階、疾病の経
過（例えば、経時的な疾病の悪化又は疾病の緩解）及び疾病治療に対する反応又は有効性
が含まれるが、これらに制限されるものではない。
【００９７】
　検査結果と卵巣癌の症状との相関には、幾つかの分類アルゴリズムをその症状を惹起す
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る結果に適用することが含まれる。分類アルゴリズムは、ヘプシジンの測定量が特定のカ
ットオフ番号より大きいか又は小さいかを判定するだけという単純な場合もある。複数の
バイオマーカーを利用する場合には、分類アルゴリズムは線形回帰式である場合もある。
別法として、分類アルゴリズムは本明細書に記載されている多くの学習アルゴリズムの内
の何れかの産物であってもよい。
【００９８】
　複雑な分類アルゴリズムの場合には、データに関してアルゴリズムを実施することが必
要となる場合もあり、これにより、コンピュータ、例えばプログラム可能なデジタル・コ
ンピュータ等を用いて分類を決定する。何れの場合においても、メモリー・ドライブ、デ
ィスク又は紙に印刷されている等のコンピュータの読み取り可能なフォーマットにおいて
有形の表現媒体上にその症状を記録できる。結果はまた、コンピュータのスクリ－ン上に
報告することも可能であろう。
【００９９】
５．１　単一のマーカー
　症状を正しく予測する診断検査の検出力は、アッセイの感度、アッセイの特異性又は受
信者動作特性（ＲＯＣ）分析曲線下面積として通常測定される。感度は、陽性であると検
査で予測される真陽性の割合であるが、特異性は、陰性であると検査で予測される真陰性
の割合である。ＲＯＣ曲線は、（１－特異性）の関数として検査の感度を与える。ＲＯＣ
曲線下面積が大きければ大きいほど、検査の予測値はより正確となる。検査の効用に関す
る他の有用な尺度は、陽性予測値及び陰性予測値である。陽性予測値は検査で陽性であり
、実際に陽性であった人の割合である。陰性予測値は検査で陰性であり、実際に陰性であ
った人の割合である。
【０１００】
　本発明のバイオマーカーは、異なった卵巣癌の症状において統計学的な差異を示す。こ
れらのバイオマーカーを単独又は組み合わせて使用する診断検査は、感度及び特異性を少
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％、少なくとも９８％及びおよそ１００％である。
【０１０１】
　表１に示した各バイオマーカーは、卵巣癌に異なって存在し、従ってそれぞれが固有に
卵巣癌の症状を判定する際の補助として有用である。その方法には、第一に例えば、ＳＥ
ＬＤＩバイオチップに捕捉し次いで質量分析計にて検出する等の、本明細書に記載されて
いる方法を用いて対象のサンプル中の選択されたバイオマーカーを測定すること、第二に
陽性の卵巣癌の症状を陰性の卵巣癌の症状と識別する診断量又はカットオフ値と測定値を
比較することが含まれる。診断量は、バイオマーカーの測定量がその診断量より大きい又
は小さいかで、対象が特定の卵巣癌症状にあるとして識別される量を表す。例えば、正常
に比較して、卵巣癌ではヘプシジンは上方に調整されることから、ヘプシジン測定値が診
断カットオフ値より大きい場合には卵巣癌と診断される。当該技術分野で良く理解されて
いるように、アッセイにおいて用いられる特定の診断カットオフ値を調整することにより
、診断者の選択に基づいて診断アッセイの感度及び特異性を良くすることは可能である。
特定の診断カットオフ値は、例えば本明細書で実施した様に異なった卵巣癌の症状にある
対象からの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し、そして
診断者の望むレベルの特異性及び感度に合ったカットオフを描くことにより決定できる。
【０１０２】
５．２　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、一つのバイオマーカーを単独で使用するよりも特定の症状に対してより大きな予
測値を与えることが見出されている。具体的には、サンプル中の複数のバイオマーカーの
検出により、検査の感度及び／又は特異性が上昇し得る。少なくとも２つのバイオマーカ
ーの組み合わせは、場合によっては「バイオマーカー・プロフィール」又は「バイオマー
カー・フィンガープリント」と称される。従って、ヘプシジンは、診断検査の感度及び／
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又は特異性を改善するために、卵巣癌又は子宮内膜癌に対する他のバイオマーカーと組み
合わせることができる。
【０１０３】
　特に、ヘプシジン及びトランスサイレチンの両方の測定を含む卵巣癌症状の診断検査は
、ヘプシジンのみの測定よりも大きな予想検出力を有する。示されるように、卵巣癌では
ヘプシジンレベルが増大し、トランスサイレチンレベルは減少する。更に、少なくとも３
つのバイオマーカー又は場合によっては、７つのバイオマーカーを合わせた診断検査は、
ヘプシジン及びトランスサイレチン両方の測定よりも大きな予想検出力を提供することが
見出されている。更に具体的には、卵巣癌症状の診断検査に、ヘプシジン、トランスサイ
レチン、並びにＡｐｏＡ１、トランスフェリン、ＣＴＡＰ－ＩＩＩ及びＩＴＩＨ４フラグ
メントの少なくとも１つを測定すること、そしてこれら測定値と卵巣癌症状を相関付ける
ことを、含めることが考慮されている。更にβ２ミクログロブリンを、上記の４つのバイ
オマーカーの何れかと共に、ヘプシジン及びトランスサイレチンと組み合わせることが考
慮されている。
【０１０４】
　日本人集団のサンプルの検討で、ヘプシジン、ＡｐｏＡ１、β２ミクログロブリン及び
ＣＴＡＰ－ＩＩＩの組み合わせは、特に有効な診断組み合わせであることが見出された。
【０１０５】
　卵巣癌の診断には、通常ＣＡ１２５の測定がなされ、このマーカーのレベルの増大は卵
巣癌と相関を有する。従って、卵巣癌の症状を判定するために、ＣＡ１２５のレベルが上
記マーカーの何れかの組み合わせと相関付けられる。
【０１０６】
　ヘプシジンを組み合わせることのできる他のバイオマーカーとしては、以下のものがあ
るが、これらに限られるものではない；ＣＡ１２５、ＣＡ１２５ＩＩ、ＣＡ１５－３，Ｃ
Ａ１９－９，ＣＡ７２－４，ＣＡ１９５、腫瘍関連トリプシン抑制剤（ＴＡＴＩ）、ＣＥ
Ａ、胎盤アルカリフォスファターゼ（ＬＡＰ）、シアリルＴＮ、ガラクトシルトランスフ
ェラーゼ、マクロファージコロニー刺激因子（Ｍ－ＣＳＦ、ＣＳＦ－１）、 リゾホスフ
ァチジン酸（ＬＰＡ）、表皮性成長因子受容体の細胞外領域の１１０ｋＤコンポーネント
（ｐ１１０ＥＧＦＲ）、組織カリクレイン（例えば、カリクレイン６及びカリクレイン１
０（ＮＥＳ－１））、プロスタシン、ＨＥ４、クレアチンキナーゼＢ（ＣＫＢ）、ＬＡＳ
Ａ，ＨＥＲ－２/ｎｅｕ，尿ゴナドトロピンペプチド、ディアノンＮＢ７０／Ｋ、組織ペ
プチド抗原（ＴＰＡ）、オステオポンチン、ハプトグロビン、レプチン、プロラクチン、
インシュリン様成長因子Ｉ又はＩＩ。卵巣癌の検査を受ける女性は、通常その一部として
ＣＡ１２５の検査を受けるのでＣＡ１２５は特に有用である。
【０１０７】
５．３　卵巣癌症状
　卵巣癌症状を判定するには、診断検査結果に基づき２又はそれ以上のグループ（症状）
に個人を通常分類する。本明細書に記述した診断検査は、幾つかの異なった症状に分類す
るのに用いることができる。
【０１０８】
５．３．１　疾病の存在
　一態様では、本発明は、対象における卵巣癌の存在又は非存在（症状：卵巣癌対非卵巣
癌）を判定する方法を提供する。卵巣癌の存在又は非存在は、関連のバイオマーカー（複
数を含む）を測定し、次いで分類アルゴリズムを適用するか又は特定のリスクレベルと関
連するバイオマーカーの参考量及び／又はパターンと比較することにより判定される。
【０１０９】
５．３．２　発病リスクの判定
　一態様では、本発明は、対象に於ける卵巣癌発病リスク（症状：低リスク対高リスク）
を判定する方法を提供する。バイオマーカー量又はパターンは、種々なリスク状態（例え
ば、高い、中程度又は低い）の特性である。発病のリスクは、関連のバイオマーカー（複
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数を含む）を測定し、次いで分類アルゴリズムを適用するか又は特定のリスクレベルと関
連するバイオマーカーの参考量及び／又はパターンと比較することにより判定される。
【０１１０】
５．３．３　疾病の段階の判定
　一態様では、本発明は、対象に於ける疾病の段階を判定する方法を提供する。疾病の各
段階において、バイオマーカーの特性的な量又はバイオマーカーのセット（パターン）の
相対量が存在する。疾病の段階は、関連バイオマーカー（複数を含む）を測定し、次いで
分類アルゴリズムを適用するか又は特定の段階と関連するバイオマーカーの参考量及び／
又はパターンと比較することにより判定される。例えば、初期卵巣癌、非卵巣癌、又はス
テージＩの卵巣癌、ステージＩＩの卵巣癌又はステージＩＩＩの卵巣癌の区別をすること
ができる。
【０１１１】
５．３．４　疾病の経過（進行／緩解）の判定
　一態様では、本発明は、対象での疾病の経過を判定する方法を提供する。疾病の経過と
は、疾病の進行（悪化）、緩解（改善）を含む経時的変化を言う。時間の経過と共に、バ
イオマーカーの量又は相対的な量（例えば、パターン）が変化する。例えば、ヘプシジン
は疾病と共に増大し、トランスサイレチンは低下する。そこで、疾病又は無疾病に対しこ
れらバイオマーカーの傾向（経時的増大又は減少）は、疾病の経過を示すことになる。従
って、この方法では、対象での１つ又はそれ以上のバイオマーカーを少なくとも２つの異
なる時点（例えば、１回目、２回目）で測定し、変化が存在すればそれを比較する。疾病
の経過は、これら比較に基づいて判定される。
【０１１２】
５．４　状態の報告
　本発明の追加の態様は、アッセイ結果若しくは診断結果の何れか又はそれらの両方を、
例えば技師、医者又は患者に伝えることに関する。ある態様では、アッセイ結果又は診断
結果の何れか又はそれらの両方を、関心を有する者、例えば医者とその患者に伝えるのに
コンピュータが用いられる。幾つかの態様では、結果又は診断が報告される国又は法域と
は異なった国又は法域で、アッセイ又はアッセイ結果の分析が行われる。
【０１１３】
　本発明の好ましい態様では、表１のバイオマーカーの何れかの検査の対象に於ける差別
的な存在に基づいた診断を、その診断後できるだけ早くその対象に伝える。診断はその対
象を治療している医者から伝えるか、あるいは検査の対象に電子メール又は電話で伝えて
もよい。電子メール又は電話で診断を伝えるのにコンピュータを用いてもよい。ある態様
では、診断検査の結果を含むメッセージを作成し、電気通信業界の当業者にはよく知られ
たコンピュータソフト及びハードの組み合わせを用い、対象に自動的に送られる。ヘルス
ケア指向のコミュニケーションシステムの一例が、米国特許第６，２８３，７６１号に記
述されているが、本発明はこの特定のコミュニケーションシステムを用いる方法に限られ
るものではない。本発明の方法のある態様では、サンプルのアッセイ、疾病の診断、及び
アッセイ結果又は診断の伝達を含む方法の全てのステップ又は一部が、種々な法域（例え
ば、外国）で実施される。
【０１１４】
５．５　対象の管理
　卵巣癌症状を認定する方法のある態様では、症状に応じて対象の治療を管理することが
方法に含まれる。そのような管理には、卵巣癌症状の判定に続いて取られる医師又は臨床
医の行動が含まれる。例えば、医者が卵巣癌の診断をすれば、例えば、処方又はケモセラ
ピー等のある特定の治療が実施される。あるいは、非卵巣癌の診断又は非卵巣癌とわかっ
た場合、患者が罹っている疾病を判定するために更に検査が行われる。また、診断検査で
卵巣癌であるとの結論が得られない際は、更なる検査が必要となる。
【０１１５】
６．　卵巣癌症状の認定のための分類アルゴリズムの作成
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　ある態様では、「公知のサンプル」のようなサンプルを用いて得られたスペクトル（例
えば、マススペクトル又は飛行時間型スペクトル）から得られたデータは、分類モデルを
「トレーニングする（train）」ために利用できる。「公知のサンプル」とは、前もって
分類されたサンプルである。スペクトルから得られ、そして分類モデルを作るために用い
られるデータは、「トレーニングデータセット」と称する。一旦トレーニングされると、
分類モデルは、未知のサンプルから得られたスペクトルから導出したデータのパターンを
認識できる。そこで、分類モデルは、未知のサンプルをクラスに分類するのに用いられる
。これは、例えば、ある特別な生体サンプルをある特定の生体の状態に関連しているか又
はそうでないのか（病気対病気でない）を、予想するに有用である。
【０１１６】
　分類モデルを作成するのに用いるトレーニングデータは、生のデータ又は前もって処理
したデータで構成される。幾つかの態様では、生のデータは飛行時間型スペクトル又はマ
ススペクトルから直接得られ、その後上記のように任意に「前もって処理される」であっ
てもよい。
【０１１７】
　分類モデルは、データ中に存在する客観的パラメータに基づくクラスに、データ集団を
分離することを試みる適切な統計的分類（又は「ラーニング（learning）」）法を用い作
成できる。分類方法は、監督又は不監督（監督されていない）のどちらでもよい。監督又
は不監督分類過程の例は、Ｊａｉｎの「統計的パターン認識：概説」（IEEE Transaction
s on Pattern Analysis and Machine Intelligence, Vol. 22, No.1, January 2000）に
記述されており、その教えるところは、参照することにより取り込まれている。
【０１１８】
　監督下分類では、公知のカテゴリーの例を含むトレーニングデータが、ラーニング機構
に提供され、それが公知のクラスの各々を定義する１つ又はそれ以上のセットの関係を学
ぶ。その後、新しいデータをラーニング機構に適用し、それは学んだ関係を用いて新しい
データを分類する。監督下分類過程の例としては、線形回帰過程（例えば、多重線形回帰
（ＭＬＲ）、部分最小二乗（ＰＬＳ）回帰及び主構成要素回帰（ＰＣＲ））、二分決定木
（例えば、ＣＡＲＴ－分類、回帰ツリーのような再帰形分割過程）、バック・プロパゲー
ションネットワークのような人工ニューラルネットワーク、判別分析（例えば、ベイジア
ン分類子又はフィッシャー分析）、ロジスティク分類子、及びサポートベクター分類子（
サポートベクターマシン）が挙げられる。
【０１１９】
　より好ましい監督下分類法は、再帰形分割過程である。再帰形分割過程では、未知のサ
ンプルから誘導されるスペクトルを分類するために再帰形分割ツリーを利用する。再帰形
分割過程の更なる詳細は、米国特許第６，６７５，１０４号（Ｐａｕｌｅｓらの「マスス
ペクトルの分析法」）に記されている。
【０１２０】
　他の態様例では、作成される分類モデルは、不監督のラーニング法を用い作成される。
不監督の分類では、トレーニングデータセットを得たスペクトルを前もって分類すること
無しに、トレーニングデータセットの類似性に基づき分類を学ぶことを試みるものである
。不監督のラーニング法には、クラスター分析が含まれる。クラスター分析では、理想的
には互いに非常に類似し、そして他のクラスターのメンバーとは相違した「クラスター」
又はグループに、データを分割することが試みられる。類似性は、次にデータ項目間の距
離を測定するある距離関数を用いて測定し、そして互いに近いデータ項目を一緒にしてク
ラスター化する。クラスター化技術としては、ＭａｃＱｕｅｅｎのＫ平均アルゴリズム及
びＫｏｈｏｎｅｎの自己組織化マップアルゴリズムがある。
【０１２１】
　生物情報を分類するに用いるよう主張されるラーニングアルゴリズムは、例えば、ＰＣ
Ｔ国際公開第ＷＯ０１／３１５８０号公報（Ｂａｒｎｈｉｌｌらの「生体システムのパタ
ーン認定法及びその装置並びにその使用法」）、米国特許出願第２００２０１９３９５０
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Ａ１号（Ｇａｖｉｎらの「マススペクトル法及び分析」）、米国特許出願第２００３００
０４４０２Ａ１号（Ｈｉｔｔらの「生体データからの隠れたパターンに基づき生体の状態
間を区別する工程」）、米国特許出願第２００３００５５６１５Ａ１号（ＺｈａｎｇとＺ
ｈａｎｇの「生体発現データの処理システム及び方法」）が挙げられる。
【０１２２】
　分類モデルは、適切なディジタルコンピュータで作成、また使用できる。適切なディジ
タルコンピュータとしては、Ｕｎｉｘ(登録商標)、Ｗｉｎｄｏｗｓ（登録商標）又はＬｉ
ｎｕｘ（登録商標）ベースのオペレーティングシステムのような、標準又は特殊オペレー
ティングシステムの何れかを利用するマイクロ、ミニ、又は大型コンピュータが含まれる
。用いるディジタルコンピュータは、目的のスペクトルを得るに用いる質量分析計から、
物理的に分離しているか、又は質量分析計と結合していてもよい。
【０１２３】
　本発明の態様によるトレーニングデータセット及び分類モデルは、ディジタルコンピュ
ータで実施又は使用できるコンピュータコード化できる。コンピュータコードは、オプテ
ィカル、又は磁気ディスク、スティック、テープ、その他のコンピュータで読める適切な
媒体に保存でき、またＣ、Ｃ＋＋、ビジュアルベーシック等適切なコンピュータ言語で書
ける。
【０１２４】
　上記のラーニングアルゴリズムは、既に見いだされたバイオマーカーの分類アルゴリズ
ムの開発、及び卵巣癌の新しいバイオマーカーの発見の両方に有用である。また分類アル
ゴリズムは、単独又は組み合わせで用いられたバイオマーカーの診断値（例えば、カット
オフポイント）を提供し、診断検査の基礎を形成する。
【０１２５】
　ロジスティック回帰分析は、以下の実施例４（より小さいサンプルセット）に記される
実験から得られたデータに対し実施された。この分析では、７つのバイオマーカー：ヘプ
シジン、ＩＴＩＨ４フラグメント１、ＣＴＡＰ－ＩＩＩ，トランスサイレチン、トランス
フェリン、β２ミクログロブリン及びＡｐｏ-Ａ１、に基づき卵巣癌を非卵巣癌から区別
する分類アルゴリズムが作成された。そのアルゴリズムでは、２つのステップが存在した
。第一のステップでは、以下の式に基づき検査サンプルから数値が得られた。
　Ｌｏｇｉｔ＝－１．６７３＋０．７３４９×ｈｅｐｃ－０．６２５２×ＩＴＩＨ４ｃｏ
ｎｃ＋０．１４５８×ＣＴＡＰ－ＩＩＩ２－０．４９２３×Ｔｔｃｏｎｃ－０．５０２３
×ＴＦＲ－０．１５９５×Ｍ２Ｂ＋０．０２６５×ＡｐｏＡ１ｃｏｎｃ
　この測定では、正規化したピーク強度又は分析対象物濃度（「ｃｏｎｃ」と示す）が得
られる。第二のステップでは、卵巣癌の対象からサンプルが得られた確率が、式：ｅＬｏ

ｇｉｔ／（１＋ｅＬｏｇｉｔ）で決定される。次に所望の感度又は検査の特異性に基づき
カットオフを適用する。カットオフ値が高いほど、アッセイの感度が良い。このアッセイ
で用いられる特定の値は、アッセイの条件及び使用装置に依存するもので、アッセイをセ
ットアップするたびに再較正する必要がある。
【０１２６】
７．　物質の組成
　他の態様として、本発明は、本発明のバイオマーカーをベースにした物質の組成物を提
供する。
【０１２７】
　一態様では、本発明は純粋な形で本発明のバイオマーカーを提供する。純化バイオマー
カーは、抗体を増大させる抗原として有用である。純化バイオマーカーは、アッセイ方法
での標準としても有用である。本明細書で用いられる「純化バイオマーカー」とは、バイ
オマーカーが見出される生体サンプルからの、他のタンパク質、ペプチド及び／又は他の
物質から単離されたバイオマーカーである。バイオマーカーは、尿又は血清のような生体
の液体から単離される。バイオマーカーは、機械的分離（例えば、遠心分離）、硫酸アン
モニウム沈殿、透析（サイズ排除の透析を含む）、電気泳動（例えば、アクリルアミドゲ
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ル電気泳動）、サイズ排除のクロマトグラフィー、親和性クロマトグラフィー、陰イオン
交換クロマトグラフィー、陽イオン交換クロマトグラフィー、及び金属キレートクロマト
グラフィーを含む、当該技術分野で公知の方法で純化されるが、これらに限られるもので
はない。これら方法は例えば、クロマトグラフィーカラム又はバイオチップ等の何れか適
当なスケールで実施できる。
【０１２８】
　別な態様では、本発明は、本発明のバイオマーカーに特異的に結合する生体特異的捕捉
剤（純化した形態であってもよい）を提供する。或る態様では、生体特異的捕捉剤は、抗
体である。そのような組成物は、検出アッセイ、例えば、診断でバイオマーカーを検出す
るのに有効である。
【０１２９】
　別な態様では、本発明は、固体相に結合する、本発明のバイオマーカーを結合する生体
特異的捕捉剤を提供する。例えば、本発明では、生体特異的捕捉剤で被覆されるビーズ、
チップ、膜、モノリス又はマイクロタイタープレートからなる装置が考えられる。そのよ
うな物体は、バイオマーカー検知アッセイで有用である。
【０１３０】
　別の態様では、本発明は、本発明のバイオマーカーに結合する抗体のような生体特異的
試薬からなる組成物（純化した形態であってもよい）を提供する。そのような組成物は、
バイオマーカーの純化又はバイオマーカーを検出するアッセイで有用である。
【０１３１】
　別な態様では、本発明は、本発明のバイオマーカーが更に結合した吸着剤、例えば、ク
ロマトグラフィー吸着剤又は生体特異的捕捉剤、が付着した固体基質からなる物体を提供
する。一態様では、その物体は、バイオチップ又は質量分析プローブ、例えば、ＳＥＬＤ
Ｉプローブである。そのような物体は、バイオマーカーの純化又は検出に有用である。
【０１３２】
８．　卵巣癌のバイオマーカーの検出キット
　別な態様として、本発明は、卵巣癌の症状を認定するためのキットを提供し、そのキッ
トは本発明に基づきバイオマーカーの検出に用いられる。一態様では、キットは、捕捉剤
が付着したチップ、マイクロタイタープレート、ビーズ又は樹脂のような固体担体からな
り、ここにおいて、捕捉剤は本発明のバイオマーカーを結合する。従って、例えば、本発
明のキットは、プロテインチップ（登録商標）アレイのようなＳＥＬＤＩ用の質量分析プ
ローブを包含できる。生体特異的捕捉剤の場合、キットは、反応性表面を有する固体担体
及び生体特異的捕捉剤を包含するからなる容器を含んでなる。
【０１３３】
　そのキットは、洗浄液又は洗浄液を作るための指示書も包含し、捕捉剤と洗浄液の組み
合わせは、例えば質量分析計で、その後の検出のための固体担体上にバイオマーカー（複
数を含む）の捕捉を可能にする。このキットでは、異なった固体担体上に、それぞれ存在
する、より多くのタイプの吸着剤を含むことができる。
【０１３４】
　更なる態様では、このようなキットは、ラベル又は別個の挿入物の形態で、適切な操作
パラメータの指示書を包含できる。例えば、その指示書で使用者にサンプルの採取法、プ
ローブの洗浄法、又は検出すべき特定のバイオマーカーについての情報を提供しうる。
【０１３５】
　更なる別な態様では、キットは、較正用の標準として用いられるバイオマーカーのサン
プルを有している１つ又はそれ以上の容器を包含できる。
【０１３６】
９．　製薬の治療効果の判定
　別な態様では、本発明は、製薬の治療効果を判定する方法を提供する。これらの方法は
、薬剤の臨床治験の実施、更にその薬剤の投与を受けている患者の進行をモニターするの
に有用である。治療又は臨床治験では、薬剤を特定の投薬計画に基づき投与する。投薬計
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画としては、薬剤の単回投与量、又はある期間にわたる反復投与量が含まれうる。医者又
は臨床研究者が、投与期間中の患者又は対象に対する薬の効果をモニターする。薬剤が、
症状に薬理効果を有するならば、本発明のバイオマーカーの量又は相対量（例えば、パタ
ーン、又はプロフィール）は、疾病ではないプロフィールへと変化する。例えば、ヘプシ
ジンは疾病と共に増大し、トランスサイレチンは疾病と共に減少する。そこで、治療期間
中に対象でのこれらバイオマーカー量の経過をフォローできる。従って、この方法では、
薬剤治療を受けている対象での１つ又はそれ以上のバイオマーカーを測定し、対象の病状
とバイオマーカー量を相関させることが含まれる。本方法の一態様では、薬剤治療期間中
の少なくとも２つの異なる時点（例えば、１回目及び２回目）でのバイオマーカーのレベ
ルを判定し、バイオマーカー量の変化（もしあるとすれば）を比較する。例えば、バイオ
マーカーを、薬剤投与の前後で、又は薬剤投与の２つの異なる時点で測定する。治療の効
果は、これら比較に基づき判定する。もし治療が効果をあげているならば、バイオマーカ
ーは正常に向かい、もし治療効果がなければ、バイオマーカーは疾病を示す方向に変化す
る。もし治療が効果をあげているならば、バイオマーカーは正常に向かい、もし治療効果
がなければ、バイオマーカーは疾病を示す方向に変化する。
【０１３７】
１０．　スクリーニングアッセイでの卵巣癌用バイオマーカーの使用及び卵巣癌の治療法
　本発明の方法には、更に他の応用もある。例えば、バイオマーカーは、生体内、生体外
でのバイオマーカーの発現を調節する化合物のスクリーニングに用いられ、この化合物は
、患者の卵巣癌の治療又は防止に有用である。別の例では、バイオマーカーは、卵巣癌に
対する治療の応答をモニターするために使用できる。他の実施例では、バイオマーカーは
、対象が卵巣癌を発症するリスクがあるかを判定する遺伝検討に用いることができる。
【０１３８】
　治療治験に適した化合物は、ヘプシジン及び本明細書にリストアップした１つ又はそれ
以上のバイオマーカーと反応する化合物を同定することで、まずスクリーニングされる。
例示として、スクリーニングには、バイオマーカーを組み換え発現させること、バイオマ
ーカーを純化すること、バイオマーカーを基質に接着させることが含まれる。次に、テス
ト化合物を基質に接触させ（通常、水性条件下で）、テスト化合物とそのバイオマーカー
間の相互作用を、例えば、塩濃度の関数として流出率を測定することで、測定する。ある
特定のタンパク質は、表１のバイオマーカーの１つ又はそれ以上を認知し、開裂しうるが
、そのような場合には、そのタンパク質は、標準アッセイ、例えばタンパク質のゲル電気
泳動によって、１つ又はそれ以上のバイオマーカーの消化をモニターすることにより検出
できる。
【０１３９】
　関連した態様では、１つ又はそれ以上のバイオマーカーの活動を抑制するテスト化合物
の能力が測定される。当業者は、特定のバイオマーカーの活動を測定する技術がバイオマ
ーカーの機能及び特性に依存して変動することを認めている。例えば、バイオマーカーの
酵素活動は、適切な基質が利用でき、また基質の濃度又は反応生成物が容易に測定できる
ならば、アッセイできる。所与のバイオマーカーの活動を抑制する又は強化する潜在的に
治療効果のあるテスト化合物の能力は、テスト化合物の存在下又は不在下で触媒の率を測
定し判定できる。ヘプシジン又は本明細書の別な１つ又はそれ以上のバイオマーカーの、
非酵素（例えば、構造的）機能又は活動に干渉するテスト化合物の能力が測定できる。例
えば、ヘプシジンを含む多タンパク質複合体の自己集合は、テスト化合物の存在下又は不
在下で分光法でモニターできる。又は、バイオマーカーが転写の非酵素的なエンハンサー
であるなら、転写を強化するバイオマーカーの能力に干渉するテスト化合物を、テスト化
合物の存在下又は不在下での生体内又は生体外で、バイオマーカー依存の転写レベルを測
定することによって同定することができる。
【０１４０】
　表１のバイオマーカーの何れかの活動を調整できるテスト化合物は、卵巣癌又は他の癌
を患っている又はそのリスクのある患者に投与できる。例えば、特定のバイオマーカーの



(38) JP 2008-533471 A 2008.8.21

10

20

30

40

50

活動を増大させるテスト化合物の投与は、もしその特定のバイオマーカーの活動が卵巣癌
のタンパク質の蓄積を生体内で防止するならば、患者での卵巣癌のリスクを低減するであ
ろう。また特定のバイオマーカーの活動を低減させるテスト化合物の投与は、そのバイオ
マーカーの活動の増大が、少なくとも一部、卵巣癌の発症に責任があれば、患者での卵巣
癌のリスクを減少させることができる。
【０１４１】
　更に追加の態様では、本発明は、ヘプシジンの変性した形態のレベルの増大と関連する
卵巣癌のような疾患の治療に有用な化合物を同定するための方法を提供する。例えば、一
態様では、細胞抽出物又は発現ライブラリーが、全長のヘプシジンの開裂で先を切断した
形のヘプシジンを形成する触媒となる化合物のスクリーニングに利用できる。そのような
スクリーニングアッセイの一態様として、ヘプシジンの開裂は、ヘプシジンが開裂されて
いないときは抑制された状態で、そのタンパク質が開裂したときは蛍光を発する蛍光プロ
ーブをヘプシジンに結合して、検出できる。又は、アミノ酸ｘとｙの間に開裂できないア
ミノ結合を提供するように変性した全長ヘプシジンが、生体内でそのサイトで全長ヘプシ
ジンを開裂する細胞プロテアーゼを選択的に結合又は「トラップ」するのに用いられる。
プロテアーゼ及びそのターゲットをスクリーニングし、同定する方法は、科学文献に詳し
く記述されている。例えば、Ｌｏｐｅｚ－Ｏｔｔｉｎらの「Nature Reviews, 3:509-519(
2002)」を参照されたい。
【０１４２】
　更に、別な態様では、本発明は、疾病、例えば、卵巣癌（これは、先を切断したヘプシ
ジンのレベル増大と関連している）の進行若しくは可能性を治療又は低減する方法を提供
する。例えば、全長のヘプシジンを開裂する１つ又はそれ以上のタンパク質を同定した後
、同定したタンパク質の開裂活動を抑制する化合物について組み合わせライブラリーをス
クリーニングする。その様な化合物の化学ライブラリーをスクリーニングする方法は、当
該技術分野で公知である。例えば、Ｌｏｐｅｚ－Ｏｔｉｎ(２００２)らの文献を参照され
たい。又は、抑制化合物は、ヘプシジンの構造に基づいて理知的に設計できるであろう。
【０１４３】
　全長のヘプシジンは、体内の鉄分の蓄積の制御、更に遺伝性ヘモクロマトーテストシス
、慢性腎不全、腎性貧血に関与していると信じられている。ヘプシジン発現はまた、イン
ターロイキンカスケードにより体内の免疫応答の一部として誘導される。ヘプシジンは、
予備処理及び処理形態から高度に処理されているので、それを目標とし、開裂するプロテ
アーゼが存在するようである。従って、更なる態様では、本発明は、その標的のプロテア
ーゼに対して、先を切断したヘプシジンの親和性を増大させる化合物を同定するための方
法を提供する。例えば、化合物が、ヘプシジンを開裂する能力についてスクリーニングさ
れる。次に、ヘプシジンの開裂又はヘプシジンと相互作用する分子の活動を、調整する能
力を有するテスト化合物を、対象における卵巣癌又は／及び子宮内膜癌を遅延又は停止さ
せる能力について、生体内でテストする。
【０１４４】
　臨床レベルでは、テスト化合物のスクリーニングは、テスト化合物に対象を曝露する前
後に、検査対象からサンプルを得ることが含まれる。表１にリストアップしたバイオマー
カーの１つ又はそれ以上のサンプルのレベルを測定し、テスト化合物に曝露後のバイオマ
ーカーのレベルが変化するかどうかを判定するために、分析する。本明細書に記したよう
に、質量分析でサンプルを分析してもよいし、又は当業者に公知の他の方法の何れかで分
析しても良い。例えば、表１に記したバイオマーカーの１つ又はそれ以上のレベルは、そ
れらバイオマーカーに特定的に結合する放射性標識又は蛍光標識の抗体を用いる、ウエス
タンブロットで直接測定できる。あるいは、バイオマーカーの１つ又はそれ以上をエンコ
ードするｍＲＮＡのレベルの変化を測定し、対象に投与したテスト化合物の投与と相関付
けられる。更なる態様では、バイオマーカーの１つ又はそれ以上の発現レベルの変化を、
生体外での方法及び材料を用いて測定する。例えば、表１のバイオマーカーの１つ又はそ
れ以上を発現する又は発現できるヒト組織培養の細胞に、テスト化合物を接触しても良い
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。テスト化合物で処置された対象は、その治療による生理的効果につき定期的に検査を受
ける。特に、対象での疾病可能性を低減する能力について、テスト化合物を評価する。又
は、卵巣癌と先に診断された対象にテスト化合物を投与する際は、その疾病の進行を遅延
する又は停止する能力について、テスト化合物をスクリーニングする。
（１１．　実施例）
【実施例１】
【０１４５】
卵巣癌に対するバイオマーカーの発見
　本明細書に記載される実施例及び態様は例示のためのみであり、またそれらの種々な変
更又は修正は、当業者にとっては当然示唆されるものであり、それらは本出願及び特許請
求の範囲の精神及び範囲に含まれることは理解されるであろう。
【０１４６】
サンプル：
　血清及び尿サンプルは、ＭＤＡＣＣ卵巣癌サンプルバンク（MD Anderson）から入手し
た。サンプルは、癌患者から２０００年～２００４年に手術前に採取し、－８０℃で保存
した。サンプルの分布は、以下の通りである；卵巣癌（ＯｖＣａ）：２００症例、子宮内
膜癌：５０症例、子宮頚癌：５０症例及び良性：５０症例であった。全てではないが、多
くのＯｖＣａ、良性の血清及び尿は、同一患者からであった。サンプルは、２セットで操
作された。第１のセットは、卵巣癌サンプル（２００症例）及び良性サンプル（５０症例
）から構成される。これはバイオマーカー候補の最初のリストを提供した。これらバイオ
マーカー候補の腫瘍タイプの特異性を検査するために、良性サンプル（５０症例）、子宮
内膜（５０症例）及び子宮頸癌（５０症例）と共に、卵巣癌サンプルのサブセット（５０
症例）が分析された。
【０１４７】
血清プロファイリング：
　血清プロファイリングは、卵巣癌と良性サンプルのみで実施した。プロファイリングす
るサンプルを含むランダム化テンプレートが、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｅｘｐｒｅｓｓソフ
トプログラムを用い作成された。腫瘍バンクからのサンプルを氷上で解凍し、９６個のウ
ェルプレートに加えて（アレンジメント用テンプレートに従い）、４０００ｒｐｍで２０
分間遠心分離した。血清のアリコートを、新しい９６個のウェルプレートに入れ、使用ま
で－８０℃で保存した。血清サンプルは、ＩＭＡＣ－Ｃｕ＋＋及びＱ１０（以下のプロト
コールを参照されたい）よりトリプリケート（３組）のタンパク質チップアレイでプロフ
ァイリングした。同一日に全ての複製を調製し、ＰＢＳＩＩｃ（調製の翌日の朝から開始
）及び／又はＰＣＳ４０００（調製の数日後に開始）で読み込んだ。アレイは、Ｂｉｏｍ
ｅｋ２０００ロボットを用いサンプルで処理した。
【０１４８】
ＩＭＡＣ－Ｃｕ血清プロファイリングプロトコール：
　血清は、まず尿素処理で変性した。５μｌの血清を、９６個のウェルｖプレート中の７
．５μｌ（９Ｍの尿素、２％のＣＨＡＰＳ、５０ｍＭのＴｒｉｓＨＣｌ、ｐＨ９）に加え
た。プレートはテープでカバーし、２０分間室温で振とうした。２３７．５μｌの結合緩
衝液（５０ｍＭのリン酸ナトリウム緩衝液、２５０ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ６．０）を各ウ
ェルに加え（＝１：５０希釈）、良く混合した。希釈した血清５０μｌを、別の９６個ウ
ェルｖプレートに加え、１５０μｌの結合緩衝液（＝１：２００希釈）を加えた。ＩＭＡ
Ｃアレイは、各ウェル当たり５０ｍＭのＣｕＳＯ４（５０μｌ）を加え前もって活性化し
、振とうせずに１０分間室温でインキュベートした。アレイをスポット当たり水１５０μ
ｌで上下に一度混合し、次いで、スポット当たり５０ｍＭのＮａＡｃ（５０μｌ、ｐＨ４
）で洗浄し、振とうせずに室温で５分間インキュベートした。次に、スポット当たり１５
０μｌの水で上下に１回混合する洗浄を２回実施した。
【０１４９】
　ＩＭＡＣ３０チップは、結合緩衝液で２回平衡化した。チップは、振とうせずに各５分
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間インキュベートした。１：２００に希釈した血清サンプル５０μｌを各ウェルに加え、
振とうせずに１２０分間室温でインキュベートした。チップはウェル当たり１５０μｌの
結合緩衝液で３回洗浄し、次いで振とうせずに３回「シップ／スピット（sip and spit）
」混合した。チップは３回の混合サイクルで１５０μｌの水で２回洗浄し、バイオプロセ
ッサーリザーバーを取り外した。水は吸引除去し、チップは１０分間風乾した。５０％の
アセトニトリル／０．５％のＴＦＡ水のＳＰＡマトリックス（１２．５ｍｇ／ｍｌ）をス
ポット当たり１μｌ加え、チップは１０分間風乾した。このアプリケーションを繰り返し
、チップは一晩風乾した。
【０１５０】
Ｑ－１０血清プロファイリングプロトコール：
　サンプルは、結合緩衝液に希釈した。
サンプル希釈：
　１００ｍＭのリン酸塩緩衝液（ＰＢ）（ｐＨ７．０）に患者の血清サンプルを、１：２
５０で希釈する。Ｑ１０チップは、１００ｍＭのＰＢ（１５０μｌ、ｐＨ７．０）で２回
前処理し、振とうせずに５分間インキュベートした。１：２５０希釈の患者血清（５０μ
ｌ）を各ウェルに加えた。チップは９００ｒｐｍで４５秒間遠心分離し、振とうせずに１
２０分間インキュベートした。チップをウェル当たり１００ｍＭのＰＢ（１５０μｌ、ｐ
Ｈ７）で４回洗浄し、次いで振とうせずに３回「シップ／スピット」混合し、洗浄した。
チップは３回の混合サイクルで１５０μｌの水で１回洗浄した。バイオプロセッサーリザ
ーバーを取り外し、水は吸引除去し、チップは１０分間風乾した。５０％のアセトニトリ
ル／０．５％のＴＦＡ水のＳＰＡマトリックス（１２．５ｍｇ／ｍｌ）をスポット当たり
１μｌ加え、チップは１０分間風乾した。このアプリケーションを繰り返し、チップは一
晩風乾した。
【０１５１】
尿プロファイリング：
　尿プロファイリングは、初期セット（２００症例の卵巣癌サンプル及び５０症例の良性
サンプル）、更に２番目のセット（各５０症例の卵巣癌、良性、子宮内膜癌及び子宮頸癌
）を対象として実施した。癌バンクから得たサンプルを、氷上で解凍し、９６個のウェル
プレート（順序は上述のテンプレートに従った）に添加し、４０００ｒｐｍで２０分間遠
心した（但し、尿は、初回の凍結及びサンプルバンクでの貯蔵の前に、遠心分離は実施し
ていない）。続いて、尿のアリコートを新しい９６個のウェルプレートに移し、使用まで
－８０℃で保管した。尿のプロファイリングは、２回実施した。最初の実施では、ＯｖＣ
ａ及び良性サンプルのみを使用した。サンプルは、ＣＭ１０とＩＭＡＣ－Ｃｕ＋＋でプロ
ファイリングした。血清プロファイリングで作成したと同様のランダム化テンプレートを
使用したが、患者の尿サンプルにマッチしない一部のサンプルがあり、これらの場合には
別の患者のサンプルで置き換えた。尿サンプルは、複製プロテインチップアレイでプロフ
ァイリングした（以下のプロトコールを参照されたい）。全ての複製を同一日に調製し、
ＰＢＳＩＩｃ（調製の翌日の朝から開始）及び／又はＰＣＳ４０００（調製の数日後に開
始）で読み込んだ。アレイは、Ｂｉｏｍｅｋ２０００ロボットを用いサンプルで処理した
。第二の操作では、子宮内膜，子宮頚癌、良性、及び（最初の操作からの）最初のＯｖＣ
ａサンプルのサブグループのプロファイリングを実施した。サンプルは、ＣＭ１０とＩＭ
ＡＣ－Ｃｕ＋＋でプロファイリングした。最初のランダム化テンプレートを再び用いたが
、ＯｖＣａサンプルの内の１００症例は、子宮内膜又は子宮頚癌尿サンプルで置き換え、
ＯｖＣａサンプルの最初のセットの内の５０症例のみを含めた。
【０１５２】
ＣＭ１０尿プロファイリングプロトコール：
　１５μｌの尿サンプルを、２３μｌの変性緩衝液（９Ｍの尿素／２％のＣＨＡＰＳ）に
加え、４℃で３０分間インキュベートした。２６３μｌの結合緩衝液（ＢＢ）、１００ｍ
Ｍの酢酸ナトリウム（ｐＨ４）を、各々の変性サンプルに加え、良く混合した。チップの
表面を、５分間のＢＢ洗浄を２回行い調製した。緩衝液を取り除き、１５０μｌの希釈し



(41) JP 2008-533471 A 2008.8.21

10

20

30

40

50

た尿サンプルを各ウェルに加え、３０分間振りながら室温でインキュベートした。サンプ
ルを除き、適切なスポットで新しい同様な希釈サンプル１２５μｌで置き換え、３０分間
振りながら室温でインキュベートした。サンプルを取り除き、チップの５分間のＢＢ洗浄
を３回実施した。緩衝液を除き、チップは迅速に水で２回洗浄した（インキュベート無し
）。バイオプロセッサーリザーバーを除き、チップは風乾した。５０％のアセトニトリル
／０．５％のＴＦＡ水のＳＰＡマトリックス（１２．５ｍｇ／ｍｌ）をスポット当たり１
μｌ加え、チップは１０分間風乾した。このアプリケーションを繰り返し、チップは一晩
風乾した。
【０１５３】
ＩＭＡＣ－Ｃｕ＋＋尿プロファイリングプロトコール：
　１５μｌの尿サンプルを、２３μｌの変性緩衝液（９Ｍの尿素／２％のＣＨＡＰＳ）に
加え、４℃で３０分間インキュベートした。２６３μｌの結合緩衝液（ＢＢ）、１００ｍ
Ｍの酢酸ナトリウム＋０．５ＭのＮａＣｌ（ｐＨ７）を、各々の変性サンプルに加え、良
く混合した。ＩＭＡＣチップを、ウェル当たり５０ｍＭのＣｕＳＯ４（５０μｌ）を加え
ることにより、銅で調製し、そして室温で１０分間インキュベートした。チップは、スポ
ットあたり１５０μｌの水で２分間１回洗浄し、スポットあたり５０ｍＭのＮａＡｃ（５
０μｌ、ｐＨ４）でインキュベートし、続いてスポットあたり１５０μｌの水で２分間１
回洗浄した。水を除き、ＩＭＡＣ３０チップは、結合緩衝液ＢＢで５分間にて２回平衡化
した。緩衝液を除き、１５０μｌの希釈した尿サンプルを加えた。チップは、３０分間振
りながら室温でインキュベートした。サンプルを除き、適切なスポットで新しい同じ希釈
したサンプル１２５μｌで置き換え、３０分間振りながら室温でインキュベートした。サ
ンプルを取り除き、チップの５分間のＢＢ洗浄を３回実施した。緩衝液を除き、チップは
２回迅速に水で洗浄した（インキュベート無し）。バイオプロセッサーリザーバーを除き
、チップは風乾した。５０％のアセトニトリル／０．５％のＴＦＡ水のＳＰＡマトリック
ス（１２．５ｍｇ／ｍｌ）をスッポトあたり１μｌ加え、チップは１０分間風乾した。こ
のアプリケーションを繰り返し、チップは一晩風乾した。
【０１５４】
データ分析：
　データは、ＣｉｐｈｅｒｇｅｎＥｘｐｒｅｓｓソフトを用いて得た。質量較正は、外部
較正試薬を用いて実施し、強度の正規化は、外部の正規化要因を用いて、総イオン電流に
基づき実施し、またベースラインを差し引くことを行った。ピーク検出は、ピークがシグ
ナル／ノイズ比３：１を有し、スペクトルの２０％に存在することを基準として用い、Ｃ
ｉｐｈｅｒｇｅｎＥｘｐｒｅｓｓソフトで実施した。統計解析は、マン・ホイットニー検
定（２グループ、例えば、良性対卵巣癌に対して）又はクラスカル・ウォリス検定（多重
グループ、良性対卵巣癌対子宮内膜癌に対して）を用い、ＣｉｐｈｅｒｇｅｎＥｘｐｒｅ
ｓｓソフトで実施した。
【０１５５】
結果：
　尿サンプル（２００症例の卵巣癌及び５０症例の良性疾病）分析からのデータをまず解
析した。
表２：良性対卵巣癌を比較する場合のマン・ホイットニー検定を用いるｐ＜０．０５から
のピーク
　　アレイ　　　　　ｐ値　　　　　　　　ＡＵＣ　　　　　　　ｍ／ｚ　　　　
　ＩＭＡＣ３０　　２．５２Ｅ－０４　　０．６６４１１８　　２７８５．６５４
　ＩＭＡＣ３０　　８．０１Ｅ－０４　　０．６４２６１８　　２１８７．０６１
　ＩＭＡＣ３０　　０．００２６５８　　０．６４２６１８　　２４３１．０６３
【０１５６】
　ＡＵＣ＞０．５は、ピークが良性グループより卵巣癌で大きく、ＡＵＣ＜０．５は、ピ
ークが良性グループより卵巣癌で小さいことを示す。
表３：それぞれの比較に対するピーク（ｐ＜０．０５）
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（卵巣及び子宮内膜癌の特定のマーカーは、良性疾病及び子宮頸癌に対する比較で、ｐ値
＜０．０５を有するピークで定義される。）
【０１５７】
【化００１】

【０１５８】
　卵巣癌に対するこれらピークの特異性を判定するために、種々の婦人科癌（卵巣癌：５
０症例、子宮内膜癌：５０症例及び子宮頚癌：５０症例）及び良性骨盤疾病（ｎ＝５０）
からの尿サンプルのプロファイリングを実施した。プロファイリング及びデータ解析は、
第一のセットに対し実施したが、多重グループ間の有意性の検定にはクラスカル・ウォリ
ス検定を用いた。
【０１５９】
　血清サンプルから得られたデータの解析を、尿サンプルに対し実施した。表３は、ＩＭ
ＡＣプロテインチップアレイを用いた血清分析から得られた有意なピーク（ｐ＜.０５、
良性対卵巣癌を比較するマン・ホイットニー検定を用いた）を示す。上記のように、ＡＵ
Ｃ＜０．５は、ピークが良性グループより卵巣癌で下方に制御され、ＡＵＣ＞０．５は、
ピークが良性グループより卵巣癌で上方制御されていることを示す。これらピークは、上
記で示したヘプシジンの形態を代表することが確認された。２７８９．４でのピークは、
ヘプシジン－２５である。
表４
　　マス　　　　　　　ｐ値　　　　　　　　　ＡＵＣ　　　　ＩＤコメント
　２７８９．４　　　０．０００００６９　　　０．７０　　　ヘプシジン
【０１６０】
１１．２　ＭＤＡｎｄｅｒｓｏｎの尿サンプルからの２７８９の精製及び確認
　尿サンプルは、ＭＤＡＣＣ卵巣癌サンプルバンクから入手した。サンプルは、２０００
年～２００４年の手術前の癌患者から採取し、－８０℃で保存した。サンプルの分布は、
以下の通りである；卵巣癌（ＯｖＣａ）：２００症例、子宮内膜癌：５０症例、子宮頚癌
：５０症例及び良性：５０症例であった。サンプルは、２セットで操作された。
　実験１：第１のセットは、卵巣癌サンプル（２００症例）及び良性サンプル（５０症例
）から構成される。これはバイオマーカー候補の最初のリストを提供した。サンプルはＣ
Ｍ１０及びＩＭＡＣ－Ｃｕでプロファイリングした。
　実験２：これらバイオマーカー候補の腫瘍タイプ特異性を検査するために、良性サンプ
ル（５０症例）、子宮内膜癌（５０症例）及び子宮頸癌（５０症例）と共に、卵巣癌サン
プルのサブセット（５０症例）が分析された。サンプルはＣＭ１０及びＩＭＡＣ－Ｃｕ双
方でプロファイリングした。
【０１６１】
　尿（１．０ｍｌ）を、銅で前負荷したＩＭＡＣ　ＨｙｐｅｒＣｅｌ（Ｂｉｏｓeｐｒａ
）のビーズ３７５μｌに加え、４℃で１時間インキュベートした。ビーズは、１００ｍＭ
のＮａＰＯ４（３５０μｌ、ｐＨ７）で一度、１００ｍＭのＮａＡｃ（ｐＨ５）で２回、
有機溶剤（３３．３％のアセトニトリル、１６．７％のイソプロパノール及び０．１％の
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ＴＦＡ）で２回洗浄した。２７８９Ｄａマーカーの殆どは、有機洗浄液に含まれた。５μ
ｌを、ＮＰ２０チップ（Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｃ５５３－００４３）に適用した。２７８
９Ｄａを付与したＮＰ２０は、ＳＰＡ（Ｃｉｐｅｒｇｅｎ　Ｃ３００－０００２）で処理
し、プロテインチップインターフェース（Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｚ２００－０００３）を
備えたＭｉｃｒｏＭａｓｓ　Ｑ－ＴＯＦに負荷した。イオンは、１秒に３０パルスの割合
で操作し、１３０ｍＪ／ｍｍ２の平均パルス・フルエンスを提供するパルス窒素レーザー
（Laser Science Inc., VSL337NDS, Franklin, MA）を用いて生成した。１０ミリトール
の圧力の窒素ガスは、生成したイオンの衝突冷却に用い、またアルゴンガスは、全ての低
エネルギー衝突誘発分解実験の衝突ガスとして用いた。前記のＣＨＣＡマトリックスシス
テムは、酸加水分解生成物のタンデム分析に用いた。適用した衝突のエネルギーは、一般
に５０ｅＶ／ｋＤルールに従い、また各々のデータ収集は、通常５分間のスペクトルの和
であった。ＭＳ及びＭＳ／ＭＳモードに対しては、既知のペプチドの混合を用いてシステ
ムを、外部から較正した。ＣＩＤスペクトルを平滑化し、重心化し、リクエストファイル
として出力した。タンパク質の同定は、Ｍａｔｒｉｘ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｍａｓｃｏｔ　
Ｐｒｏｇｒａｍ（オンラインで入手できる：http://www.matrixscience.com）を用いて実
施した。
【０１６２】
１１．３　ＪＨＵ血清サンプルからの２７８９の精製及び同定
　合計１７８のアーカイブ保管された血清サンプルは、制度的承認を得て、Ｊｏｈｎｓ　
Ｈｏｐｋｉｎｓ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓで採取した。サンプルセッ
トは、４０名の健康な女性（年齢：平均±ＳＤ、４２±７歳）、４０名のＩＩＩ／ＩＶ段
階（２３／１７症例）の卵巣癌患者（年齢：平均±ＳＤ、５６±１４歳）、１９名の０／
Ｉ／ＩＩ／ＩＩＩ段階（３／５／８／３症例）の乳癌患者（年齢：平均±ＳＤ、５４±１
５歳）又は１９名のＩ／ＩＩ／ＩＩＩ段階（１／１０／８症例）の結腸癌（年齢：平均±
ＳＤ、６９±１６歳）のグループ、そして２０名のＩ／ＩＩ／ＩＩＩ段階（１／１２／７
症例）の前立腺癌（年齢：平均±ＳＤ、５８±８歳）、２０名のＩＩ／ＩＩＩ段階（４／
１６症例）の膵臓癌（年齢：平均±ＳＤ、６６±８歳）又は２０名の糖尿病（年齢：平均
±ＳＤ、５２±１８歳）のグループを含む。乳癌、結腸癌、膵臓癌及び糖尿病の患者は、
全て女性であった。上記の全ての血清サンプルは、採取後迅速に処理し、使用まで－７０
℃で保存した。更に、ＩＩＩ／ＩＶ段階の卵巣癌の３患者（年齢：平均±ＳＤ、５７±１
３歳）からの血漿及び血清の３対のサンプル及び健康な対照からの血清１サンプルを新し
く採取し、直ちに処理した。血漿調製には、ＢＤプラスプラスチックＫ２ＥＤＴＡチュー
ブを用いた。全てのサンプルは、治療前及び手術前に得た。
【０１６３】
　７．５ｍｇのウサギ抗ＩＴＩＨ４抗体（ＭＮＦＲＰＧＶＬＳＳＲＱＬＧＬＰＧＰＰＤＶ
ＰＤＨＡＡＹＨＰＦ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ．２６）に対して特異的な特注の抗体）は、１
２．５ｍｌのＡｍｉｎｏＬｉｎｋ（登録商標）カップリングビーズ（Pierce P/N20501B）
に結合させた。７０μｌの血清サンプルは、０．０５％のＴｗｅｅｎを含む６３０μｌの
ＰＢＳ（ｐＨ７．２）で希釈し、抗ＩＴＩＨ４ビーズ７０μｌに負荷した。４℃で１晩イ
ンキュベート後、ビーズは、１ｍｌのＰＢＳ＋０．１％のＴｗｅｅｎ緩衝液で３回洗浄し
、続いて、１ｍｌの水で１回洗浄した。ビーズは、次いで５０μｌの有機溶出剤（３３．
３％のイソプロパノール／１６．７％のアセトニトリル／０．１％のトリフルオロ酢酸）
で３回溶出した。有機溶出物での流出及び３回のＰＢＳ洗浄液は、ＩＭＡＣ３０－銅プロ
テインチップアレイ（Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｃ５５３－００７８）でＰＢＳＩＩプロテイ
ンチップ・リーダを用いてプロファイリングした。２７８９Ｄａのタンパク質は、有機溶
出物、更に３回の全てのＰＢＳ及び有機溶出物に存在した。ＩＰからの溶出フラクション
を、ＹＭ１０膜（Millipore 42407）で処理し、そしてＹＭ１０からの溶出フラクション
５０μｌは、ＩＭＡＣ３０銅（Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｃ５５３－００７８）アレイでプロ
ファイリングした。ＩＭＡＣ３０銅アレイは、ＳＰＡ（Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｃ３００－
０００２）で処理し、タンデム質量分析用のＣｉｐｈｅｒｇｅｎインターフェース（Ｃｉ
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ｐｈｅｒｇｅｎ　Ｚ２００－０００３）を備えたＱ－ＴＯＦで処理した。更に、ＩＰから
の８００μｌの溶出液を、ＹＭ１０膜（Millipore 42407）で処理した。ＹＭ１０からの
溶出フラクションを乾燥し、５０％のアセトニトリル（５０μｌ）で再水和した。この濃
縮溶出液１μｌは、ＳＰＡをマトリックスとしてＮＰ２０チップに適用した。このＮＰ２
０チップは、タンデム質量分析用のＣｉｐｈｅｒｇｅｎインターフェースを備えたＱ－Ｔ
ＯＦで処理した。ＭＳ／ＭＳ実験には、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ（Fremont, CA）プロテイン
チップアレイ・インターフェース（プロテインチップ　Ｑｑ－ＴＯＦ）を備えたＭｉｃｒ
ｏｍａｓｓＱＴＯＦ ＩＩタンデム質量分析でスペクトルが得られた。イオンは、１秒に
３０パルスの割合で操作し、１３０ｍＪ／ｍｍ２の平均パルスフルエンスを提供するパル
ス窒素レーザー（Laser Science Inc., VSL337NDS, Franklin, MA）を用いて生成した。
１０ミリトールの圧力の窒素ガスは、生成したイオンの衝突冷却に用い、またアルゴンガ
スは、全ての低エネルギー衝突誘発分解実験の衝突ガスとして用いた。前記のＣＨＣＡマ
トリックスシステムは、酸加水分解生成物のタンデム分析に用いた。適用した衝突のエネ
ルギーは、一般に５０ｅＶ／ｋＤルールに従い、また各々のデータ収集は、通常５分間の
スペクトルの和であった。ＭＳ及びＭＳ／ＭＳモードに対しては、既知のペプチドの混合
を用いてシステムを、外部から較正した。ＣＩＤスペクトルを平滑化し、重心化し、リク
エストファイルとして出力した。タンパク質の同定は、Ｍａｔｒｉｘ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　
Ｍａｓｃｏｔ　Ｐｒｏｇｒａｍ（オンラインで入手できる：http://www.matrixscience.c
om）を用いて実施した。
【０１６４】
１１．４　ＭＤ　Ａｎｄｅｒｓｏｎ血清サンプルからの２７８９の精製及び確定
　１６０μｌの血清サンプルは、２４０μｌ（９Ｍの尿素、５０ｍＭのＴｒｉｓ、ｐＨ９
、２％のＣＨＡＰＳ）で４℃にて２０分間変性した。変性血清は、７２０μｌのＱ－ｈｙ
ｐｅｒ－ＤＦビーズ（Biosepra 20078）で処理し、４０分間４℃でインキュベートした。
１２のフラクションを、ｐＨの減少順に採取した。フラクションは、ＣＭ１０プロテイン
チップアレイ（Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｃ５５３－００７）でＰＢＳＩＩプロテインチップ
リーダを用いてプロファイリングし、２７８９Ｄａのタンパク質は、有機溶出物中に存在
した。溶出物のｐＨは、１ＭのＨＯＡｃでｐＨ４に調整し、５０μｌをＣＭ１０チップで
処理した。このＣＭ１０チップを、ＳＰＡ（Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｃ３００－０００２）
で処理し、タンデム質量分析用のＣｉｐｈｅｒｇｅｎインターフェース（Ｃｉｐｈｅｒｇ
ｅｎ　Ｚ２００－０００３）を備えたＱ－ＴＯＦで処理した。ＭＳ／ＭＳ実験には、Ｃｉ
ｐｈｅｒｇｅｎ（Fremont, CA）プロテインチップアレイ・インターフェース（プロテイ
ンチップＱｑ－ＴＯＦ）を備えたＭｉｃｒｏｍａｓｓＱＴＯＦ ＩＩタンデム質量分析で
スペクトルが得られた。イオンは、１秒に３０パルスの割合で操作し、１３０ｍＪ／ｍｍ
２の平均パルスフルエンスを提供するパルス窒素レーザー（Laser Science Inc., VSL337
NDS, Franklin, Massachusetts）を用いて生成した。１０ミリトールの圧力の窒素ガスは
、生成したイオンの衝突冷却に用い、またアルゴンガスは、全ての低エネルギー衝突誘発
分解実験の衝突ガスとして用いた。前記のＣＨＣＡマトリックスシステムは、酸加水分解
生成物のタンデム分析に用いた。適用した衝突のエネルギーは、一般に５０ｅＶ／kＤル
ールに従い、また各々のデータ収集は、通常５分間のスペクトルの和であった。ＭＳ及び
ＭＳ／ＭＳモードに対しては、既知のペプチドの混合を用いてシステムを、外部から較正
した。ＣＩＤスペクトルを平滑化し、重心化し、リクエストファイルとして出力した。タ
ンパク質の同定は、Ｍａｔｒｉｘ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｍａｓｃｏｔ　Ｐｒｏｇｒａｍ（オ
ンラインで入手できる：http://www.matrixscience.com）を用いて実施した。
【実施例２】
【０１６５】
卵巣癌のバイオマーカーの発見
　以前の検討で、インターアルファトリプシン抑制剤の重鎖４（ＩＴＩＨ４、また時には
ＩＴＩＨ４と称される）のフラグメントは、卵巣癌を検出する差別能力を有するバイオマ
ーカーとして同定された。この例では、ＩＴＩＨ４フラグメントと共に共沈降する、臨床
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血清サンプル中のタンパク質の発現データを用いて構築した相関ネットワークが分析され
た。
【０１６６】
　最初の分析は、１４２症例の血清サンプル（卵巣癌の４１症例、健康な対照の４１症例
、並びに乳癌、結腸直腸癌及び前立腺癌のそれぞれ２０症例）のパネルを用い実施した。
発現データは、ＩＴＩＨ４の３２７２ｍ／ｚフラグメントに対して作成した、多クローン
性の抗体を用いた免疫沈降／プルダウン、そしてそれに続く表面エンハンス型レーザー脱
着／イオン化質量分析によりトリプリケート（３組）作成した。バリデーションのために
、２つの追加場所からのサンプルを、同様に処理した。第１のセットは、１１４症例の卵
巣癌（処置前の１６症例、処置後の１７症例、癌に罹っていないモニターリングの３７症
例、再発の３０症例）で構成された。第２のセットには、１１症例の卵巣癌、１６症例の
良性例、３０症例の健康な対照が含まれた。
【０１６７】
　相関ネットワーク分析を用いて、ＩＴＩＨ４フラグメント以外に、４つのピークのグル
ープが発見され、それらは４１の卵巣癌症例では上方に制御され、また高度に相関してい
るが、健康な対照及びその他の癌サンプルでは発現度が低く、相関が最低である。これら
ピークは、更にヘプシジンの変異体であると同定された。図２は、４つの相関するフラグ
メントである、ヘプシジン―２５、ヘプシジン－２４、ヘプシジン－２２及びヘプシジン
―２０を含めた種々のヘプシジンフラグメントの配列を示す。
【０１６８】
　１４２症例のサンプル中、レシーバーオペレーティング特性（ＲＯＣ）曲線分析は、全
長ヘプシジンに相当するピークが、健康な対照から卵巣癌を分離する上で曲線下面積（Ａ
ＵＣ）０．８７６（９５％のＣＩ：０．７９５～０．９５７）（図１を参照されたい）を
、また卵巣癌を他の３種の癌から分離する上で、０．７７４（０．６７８～０．８７１）
（図４を参照されたい）を有することを示した。第１のバリデーションセットでは、ヘプ
シジンは、処理後又は癌無しのモニターリンググループより前処理及び再発グループで高
く（ＡＵＣ＝０．７５６（０．７０２～０．８１１))、再発例ではヘプシジンレベルが最
高であった（図５を参照されたい）。第２のバリデーションセットでは、卵巣癌を良性及
び健康な対照から分離する上で、ＡＵＣは０．７２２（０．６９３～０．８５１）であっ
た（両バリデーションセットで、全てのトリプリケート（３組）を分析に含めた；図５を
参照されたい）。予備的な結果では、ヘプシジンとＩＴＩＨ４フラグメントは、結合パー
トナーであることが示された。
【０１６９】
　第１のアプローチでは、血清１０μｌを、０．０５％のＴｒｉｔｏｎを有する９０μｌ
のＰＢＳ中のＩＴＩＨ４ビーズ１０μｌに加えた。ビーズは、４℃で一晩インキュベート
した。この段階で、溶出物（１００μｌ）を取り出し、５μｌをＩＭＡＣ及びＣＭ１０チ
ップで分析した。ビーズは、０．１％のＴｒｉｔｏｎを有する１５０μｌのＰＢＳで３回
洗浄した。各洗浄後に、２０μｌの洗浄緩衝液を取り出し、ＩＭＡＣ及びＣＭ１０チップ
で分析した。ビーズは、洗浄の後、５０μｌの有機溶出緩衝液で溶出した。全溶出液の５
０μｌを、ＩＭＡＣとＣＭ１０チップで分析した。第２のアプローチでは、ＩＴＩＨ４　
ＩＰ溶出フラクションＡ１３からのサンプルを濃縮し、ＩＭＡＣチップで分析した。
【０１７０】
　図３は、ＩＴＩＨ４フラグメントに対する抗体を用いた免疫沈降／プルダウン後の、血
清サンプルのＳＥＬＤＩスペクトルを示す。相関ネットワーク分析は、４つのピーク（ｍ
／ｚ２１９１、２４３６、２７８８）が互いに高度に相関し、卵巣癌患者からの血清サン
プル中のＩＴＩＨ４フラグメントグループと逆相関していた。健康な対照では、相関はそ
れほど強くなかった。同様な相関ネットワーク分析を、卵巣癌と前立腺癌、乳癌、健康な
対照間で実施した。４ピーク間の最も強い相関は、卵巣癌でのものであった。図６は、ヘ
プシジン変異体を示す４ピークの内の２ピークでの、サンプルの５グループの散布図を示
す。図７は、ヘプシジンピークの２つを用いる、独立のバリデーションセットからの患者
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の５グループの散布図を示す。これらピークは、癌のない患者及び処置後の患者で低く、
卵巣癌の治療前、更に卵巣癌再発例で高いことが示された。ヘプシジンレベルは、腫瘍負
荷と相関している。図８は、ヘプシジンピークの２つを用いる、第２の独立バリデーショ
ンセットからの患者の５グループの散布図を示す。これらピークは、健康な対照及び良性
の疾患の患者で低く、卵巣癌患者で高いことが示された。
【実施例３】
【０１７１】
大きなサンプルセットを用いたバイオマーカーアッセイ
　卵巣癌マーカーとしてのヘプシジンの特性を更に評価するために、大きな多数施設の検
討を実施した。７つのバイオマーカー用に最適化したＳＥＬＤＩ　ＴＯＦ－ＭＳを用いて
、５場所からの６０７個の血清サンプルが分析された。それらは、良性の婦人科疾病の２
３４名の女性及び３７３名の浸潤性上皮卵巣癌患者（初期段階の１０１名、後期段階の２
３１名及び段階不明の４０名）のサンプルを含んだ。それらのうち、１６５名の良性患者
及び２２８名の癌患者のサンプルでは、分析時にＣＡ１２５が利用できた。ＣＡ１２５の
中央値及び四分位数は、良性、初期段階及び後期段階又は段階未知に対して、それぞれ２
６／１１／５７ＩＵ、８０／２２／４３４ＩＵ及び２３４／４０／１１１４ＩＵであった
。バイオマーカーは、マン・ホイットニーのＵ検定を用いて、個々に評価した。線形コン
ポジット・インデックスを、不監督（監督されていない）の形で、１場所からのデータを
用いて誘導し、次いで残りのデータに対して固定した式を用いて計算した。ＲＯＣ曲線分
析は、個々の場所及び全場所を合わせて得たデータで実施した。
【０１７２】
　５場所からの６０７個の血清サンプル全体を、７つのバイオマーカー用に最適化したＳ
ＥＬＤ　ＴＯＦ－ＭＳを用いて、分析した：ヘプシジン－２５（Ｍ２７８９）、システイ
ン化トランスシレチン、ＡｐｏＡ１（Ｍ２８０４３）、トランスフェリン（Ｍ７９Ｋ）、
ＣＴＡＰ－ＩＩＩ（Ｍ９３１３．９）、ＩＴＩＨ４フラグメント１（Ｍ３２７２）及びβ
２ミクログロブリン（Ｍ１１．７Ｋ）（「７マーカーパネル」）。それらは、良性の婦人
科疾病の２３４名の女性及び３７３名の浸潤性上皮卵巣癌患者（初期段階の１０１名、後
期段階の２３１名及び段階不明の４０名）のサンプルを含んだ。それらのうち、１６５名
の良性患者及び２２８名の癌患者のサンプルでは、分析時にＣＡ１２５が利用できた。Ｃ
Ａ１２５の中央値及び四分位数は、良性、初期段階及び後期段階又は段階未知に対して、
それぞれ２６／１１／５７ＩＵ、８０／２２／４３４Ｕ及び３４／４０／１１１４ＩＵで
あった。バイオマーカーは、マン・ホイットニーのＵ検定を用いて、個々に評価した。線
形コンポジット・インデックスは、不監督の形で、１場所からのデータを用いて誘導し、
次いで残りのデータに対して固定した式を用いて計算した。ＲＯＣ曲線分析は、個々の場
所及び全場所を合わせて得たデータで実施した。７つのバイオマーカー全ては、統計的に
有意な識別の出力をそれぞれ示し、また大多数は、ｐ値＜０．００００１であった。６場
所のＲＯＣ分析でのコンポジット・インデックスのＡＵＣは、良性から全ての段階の癌を
検出するうえで、０．６０２、０．５６６、０．８２１、０．８１３及び０．５９２であ
った。合わせたデータでは、インデックスとＣＡ１２５との間のＡＵＣの差は、全ての段
階の癌（ＡＵＣ＝０．７０６対０．７２５）又は初期段階のみ（ＡＵＣ＝０．５３４対０
．６５３）での検出に対して、統計的に有意で無かった。しかし、インデックスは、高感
度域ではより良いものであった。８６％の固定した感度では、インデックスの特異性は、
ＣＡ１２５の２６％（４２／１６３）に比べて３４％（７７／２２６）であった。初期段
階例では、８４％の固定した感度で、インデックスの特異性は、ＣＡ１２５の１４％（２
２／１６３）に比べて２４％（５５／２２６）であった。
【実施例４】
【０１７３】
小さなサンプルセットを用いてのバイオマーカーアッセイ
　卵巣病理につき評価した２０２名の連続的な患者からの手術前血清サンプルを分割し、
採取の６時間以内に冷凍した。血清サンプルは、７マーカーパネルに対するＳＥＬＤＩ－
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ＴＯＦ－ＭＳプロテオミクスアッセイを用いて評価した。モデルのトレーニングには、１
２６個のサンプルが用いられ、残りのサンプルは盲検のテストに用いた。２０２名の患者
中、１３２名は良性の疾患（子宮内膜症、良性骨盤内嚢胞、子宮線維腫を含む）を有し、
１１名はボーダーラインの腫瘍を有し、５０名は浸潤性上皮卵巣癌患者で、３名は胚細胞
腫瘍を有し、そして残りは転移性の非婦人科癌を有していた。良性疾患グループの平均年
齢は、４８．３歳（２０～８４歳）で、浸潤性上皮卵巣癌患者では、６５．１歳（４０～
８９歳）であった。
【０１７４】
　卵巣病理につき評価した２０２名の連続的な患者からの手術前血清サンプルを分割し、
採取の６時間以内に冷凍した。血清サンプルは、７マーカーパネルに対するＳＥＬＤＩ－
ＴＯＦ－ＭＳプロテオミクスアッセイを用いて評価した。モデルのトレーニングには、１
２６個のサンプルが用いられ、残りのサンプルは盲検のテストに用いた。２０２名の患者
中、１３２名は良性の疾患（子宮内膜症、良性骨盤内嚢胞、子宮線維腫を含む）を有し、
１１名はボーダーラインの腫瘍を有し、５０名は浸潤性上皮卵巣癌患者で、３名は胚細胞
腫瘍を有し、そして残りは転移性の非婦人科癌を有していた。良性疾患グループの平均年
齢は、４８．３歳（２０～８４歳）で、浸潤性上皮卵巣癌患者では、６５．１歳（４０～
８９歳）であった。トレーニングセットでは、ＣＡ１２５は、感度１００％（９５％のＣ
Ｉ：８８．１～１００．０％）及び特異性６３．３％（９５％のＣＩ：５２．２～７３．
３％）を有し、一方、盲検テストセットでは、ＣＡ１２５は、感度９５．０％（９５％の
ＣＩ：７５．１～９９．９％）及び特異性６７．５％（９５％のＣＩ：５０．９～８１．
４％）を有した。７つのマーカー及びＣＡ１２５を統合した多変数アルゴリズムは、トレ
ーニングセットでは、感度８６．２％（９５％のＣＩ：６８．３～９６．１％）及び特異
性９４．４％（９５％のＣＩ：８７．５～９８．２％）を有し、他方、盲検テストセット
では、感度８０．０％（９５％のＣＩ：６８．３～９６．１％）及び特異性９０．０％（
９５％のＣＩ：７６．４～９７．２％）を有していた。７マーカーパネルは、持続的な骨
盤内腫瘤の評価を受けている患者の優先順位付けに有用であろう。このマーカーは、ＣＡ
１２５の特異性を改善するが、感度を低減する。
【０１７５】
　以下のパネルに対し、感度は８５．２％（９５％のＣＩ：６５．４％～９５．１％）及
び特異性は９６．７％（９５％のＣＩ：８９．９％～９９．１％）である。
　３マーカー：
　　Ａｐｏ、トランスシレチン、ＩＴＩＨ４
　　Ａｐｏ、トランスシレチン、トランスフェリン
　４マーカー：
　　Ａｐｏ、トランスシレチン、ＩＴＩＨ４、トランスフェリン
　　Ａｐｏ、トランスシレチン、ＩＴＩＨ４、ＣＴＡＰ－ＩＩＩ
　５マーカー：
　　Ａｐｏ、トランスシレチン、ＩＴＩＨ４、トランスフェリン、ＣＴＡＰ－ＩＩＩ
　　Ａｐｏ、トランスシレチン、ＩＴＩＨ４、トランスフェリン、β２ミクログロブリン
　６マーカー：
　　Ａｐｏ、トランスシレチン、ＩＴＩＨ４、トランスフェリン、ＣＴＡＰ－ＩＩＩ、β
２ミクログロブリン
【０１７６】
　以下のパネルに対し、感度は８１．５％（９５％のＣＩ：６１．３％～９３．０％）及
び特異性は９７．８％（９５％のＣＩ：９１．４％～９９．６％）である。
　３マーカー：
　　Ａｐｏ、トランスシレチン、ヘプシジン
　４マーカー：
　　Ａｐｏ、トランスシレチン、ヘプシジン、トランスフェリン
　　Ａｐｏ、トランスシレチン、ヘプシジン、ＣＴＡＰ－ＩＩＩ
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　５マーカー：
　　Ａｐｏ、トランスシレチン、ヘプシジン，トランスフェリン、ＣＴＡＰ－ＩＩ
　　　Ａｐｏ、トランスシレチン、ヘプシジン、トランスフェリン、β２ミクログロブリ
ン
　６マーカー：
　　Ａｐｏ、トランスシレチン、ヘプシジン、トランスフェリン、ＣＴＡＰ－ＩＩＩ、β
２ミクログロブリン
【０１７７】
　本明細書に記した実施例及び態様は、例示のためのみであり、それらに基づく種々の修
正及び変更は当業者には示唆されるものであり、それらは本出願及び添付の特許請求の範
囲の精神及び範疇に含められるものである。本明細書に参照した出版物、特許及び特許出
願の全ては、全ての目的のためにそれらの全てを参照して本明細書に取り込む。
【図面の簡単な説明】
【０１７８】
【図１】図１は、ＲＯＣ曲線分析を示すもので、健康な対照から卵巣癌を差別する、ｍ／
ｚ：２７８９でのヘプシジンピークの出力を示すものである。ＡＵＣ値は、０．８７６で
あり、この値は、ｐ値＜０．０００１を有して、０．５より有意に大きい。
【図２】図２は、４つの相関するフラグメントである、ヘプシジン―２５（ＳＥＱ　ＩＤ
　ＮＯ：１３）、ヘプシジン－２４（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１４）、ヘプシジン－２２（
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１６）及びヘプシジン―２０（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１８）を含め
種々なヘプシジンフラグメントのシーケンスを示す。２１のシーケンスは、上から下へＳ
ＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１からＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２２の番号が付けられる。
【図３】図３は、ＩＴＩＨ４フラグメント（ｍ／ｚ：３２７２）に対する抗体を用いた、
免疫沈降／プルダウン後の血清サンプルのＳＥＬＤＩスペクトルを示す。矩形ラベルで示
すピークは、ＩＴＩＨ４の既知のフラグメントである。４つの発見されたヘプシジン変異
体は、このスペクトルのｍ／ｚ位置、約２１９１、２４３６、２６７３及び２７８８（矢
印で示されている）に存在する。
【図４】図４は、ＲＯＣ曲線分析を示すもので、その他の癌から卵巣癌を差別する、ｍ／
ｚ：２７８９でヘプシジンピークの出力を示すものである。ＡＵＣ値は、０．７７４であ
り、この値は、ｐ値＜０．０００１を有して、０．５より有意に大きい。
【図５】図５は、ＲＯＣ曲線分析を示すもので、２つの独立のバリデーションセットに対
するヘプシジンピークの出力を示すものである。ＡＵＣ値は、０．７５６及び０．７７２
であり、両方とも、ｐ値＜０．０００１を有して、０．５より有意に大きい。
【図６】図６は、ヘプシジン変異体を表す４ピークの内の２ピークでのサンプルの５グル
ープの散布図（scatterplot）を示す。
【図７】図７は、ヘプシジンピークの２つを用いる独立のバリデーションセットからの患
者の５グループの散布図を示す。これらピークは、癌のない患者及び処置後の患者で低く
、そして卵巣癌の治療前更に卵巣癌再発での患者で高いことが示された。ヘプシジンレベ
ルは、腫瘍の負荷と相関している。
【図８】図８は、ヘプシジンピークの２つを用いる第２の独立のバリデーションセットか
らの患者の５グループの散布図を示す。これらピークは、健康な対照及び良性の疾患の患
者で低く、そして卵巣癌患者で高いことが示された。
【図９Ａ】図９Ａ～９Ｇは、本明細書に記した種々のバイオマーカーが示すＳＥＬＤＩマ
ススペクトルを示す。図９Ａは、銅でチャージしたＩＭＡＣ－５０バイオチップに捕捉さ
れたＩＴＩＨ４フラグメント１を示す。
【図９Ｂ】図９Ｂは、銅でチャージしたＩＭＡＣ－５０バイオチップに捕捉されたヘプシ
ジン－２５を示す。
【図９Ｃ】図９Ｃは、銅でチャージしたＩＭＡＣ－５０バイオチップに捕捉されたＣＴＡ
Ｐ－ＩＩＩを示す。
【図９Ｄ】図９Ｄは、銅でチャージされたＩＭＡＣ－５０バイオチップに捕捉されたβ２
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ミクログロブリンを示す。
【図９Ｅ】図９Ｅは、Ｑ１０バイオチップに捕捉されたトランスサイレチンを示す。
【図９Ｆ】図９Ｆは、Ｈ５０バイオチップに捕捉されたＡｐｏＡ１を示す。
【図９Ｇ】図９Ｇは、銅でチャージしたＩＭＡＣ５０バイオチップに捕捉されたトランス
フェリンを示す。
【図１０】図１０は、血清中のトランスサイレチン型のマススペクトルの拡大図を示す。
【図１１】図１１は、上記に示した実施例４のミニアッセイを示すＲＯＣ曲線分析を示す
。

【図１】 【図２】



(50) JP 2008-533471 A 2008.8.21

【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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【図９Ａ】 【図９Ｂ】
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摘要(译)

本发明中，在患者卵巢癌的情况下，还提供了有用的，基于蛋白质的生
物标志物和它们的生物标记物的组合，以证明子宫内膜癌的病例。特别
是，铁调素是两个卵巢癌和子宫内膜癌的生物标志物，和铁调素，生物
标志物包括转甲状腺素蛋白和任何其它标记，受试者或非卵巢癌的卵巢
癌样品的面板希望对分类有用我带了它。可以通过SELDI质谱检测生物
标志物。
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