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(57)【要約】
本発明は一般に、糖尿病を発症するリスクの上昇に関連
する生物学的マーカーの同定はもちろんのこと、このよ
うな生物学的マーカーを糖尿病の診断および予後に使用
する方法にも関するものである。本発明の生物学的マー
カーは療法のための新たな標的を示し、糖尿病の治療ま
たは予防のための新たな治療薬を構成しうる（図２１）
。一局面において、本発明は、対象における２型糖尿病
または前糖尿病状態を診断または同定する方法を提供し
、この方法は、ａ．該対象からのサンプルにおける１つ
以上のＤＢＭＡＲＫＥＲまたはその代謝産物の有効量を
測定するステップと；ｂ．該量を基準値と比較するステ
ップであって、該基準値に対する１つ以上のＤＢＭＡＲ
ＫＥＲの量の増加または減少は、該対象が該２型糖尿病
または該前糖尿病状態に罹患していることを示す、ステ
ップとを含む。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象における２型糖尿病または前糖尿病状態を診断または同定する方法であって：
　ａ．該対象からのサンプルにおける１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲまたはその代謝産物の
有効量を測定するステップと；
　ｂ．該量を基準値と比較するステップであって、該基準値に対する１つ以上のＤＢＭＡ
ＲＫＥＲの量の増加または減少は、該対象が該２型糖尿病または該前糖尿病状態に罹患し
ていることを示す、ステップと；
を含む方法。
【請求項２】
　前記基準値が、指数値、１つ以上の糖尿病リスク予測アルゴリズムまたは算出指数から
導出した値、２型糖尿病または前糖尿病状態に罹患していない対象から導出した値、ある
いは２型糖尿病または前糖尿病状態と診断された、もしくは２型糖尿病または前糖尿病状
態に罹患しているとして同定された対象から導出した値を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記減少が前記基準値よりも少なくとも１０％大きい、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記増加が前記基準値よりも少なくとも１０％大きい、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記サンプルが尿、血清、血漿、血球、内皮細胞、組織生検、膵液、腹水、骨髄、間質
液、涙、痰、または唾液である、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記ＤＢＭＡＲＫＥＲが電気泳動によって、免疫化学的に、プロテオミクス技術によっ
て、またはゲノム解析によって検出される、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記免疫化学検出がラジオイムノアッセイ、免疫沈降、免疫ブロッティング、免疫蛍光
アッセイ、あるいは酵素結合イムノソルベント検定法を含む、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記プロテオミクス技術がＳＥＬＤＩ、ＭＡＬＤＩ、ＬＣ／ＭＳ、タンデムＬＣ／ＭＳ
／ＭＳ、タンパク質／ペプチドアレイ、または抗体アレイを含む、請求項６に記載の方法
。
【請求項９】
　前記ゲノム解析がポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、リアルタイムＰＣＲ、マイクロア
レイ解析、ノザンブロッティング、またはサザンブロッティングを含む、請求項６に記載
の方法。
【請求項１０】
　前記対象が２型糖尿病または前糖尿病状態を有すると以前に診断されていない、請求項
１に記載の方法。
【請求項１１】
　前記対象が２型糖尿病または前糖尿病状態を有すると以前に診断されている、請求項１
に記載の方法。
【請求項１２】
　前記対象が前記２型糖尿病または前記前糖尿病状態について無症候性である、請求項１
に記載の方法。
【請求項１３】
　対象における２型糖尿病または前糖尿病状態の進行を監視するための方法であって：
　ａ．第１期間に該対象からの第１サンプル中の１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲの有効量を
検出するステップと；
　ｂ．第２期間に該対象からの第２サンプル中の１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲの有効量を
検出するステップと；
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　ｃ．ステップ（ａ）で検出された１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲの量をステップ（ｂ）で
検出された量と、または基準値と比較するステップと；
を含む方法。
【請求項１４】
　前記対象が前記２型糖尿病または前記前糖尿病状態について以前に治療されている、請
求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記第１サンプルが前記２型糖尿病または前記前糖尿病状態を治療する前に前記対象か
ら採取される、請求項１３に記載の方法。
【請求項１６】
　前記第２サンプルが前記２型糖尿病または前記前糖尿病状態を治療した後に前記対象か
ら採取される、請求項１３に記載の方法。
【請求項１７】
　前記２型糖尿病または前記前糖尿病状態の治療が運動レジメン、食事補充物、外科的介
入、糖尿病調節剤、またはそれらの組合せを含む、請求項１４～１６のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項１８】
　前記進行がボディマス指数（ＢＭＩ）、インスリンレベル、血糖レベル、ＨＤＬレベル
、収縮期および／または拡張期血圧、あるいはそれらの組合せの変化を検出することによ
ってさらに監視される、請求項１３に記載の方法。
【請求項１９】
　前記サンプルが尿、血清、血漿、血球、内皮細胞、組織生検、膵液、腹水、骨髄、間質
液、涙、痰、または唾液である、請求項１３に記載の方法。
【請求項２０】
　前記基準値が、指数値、１つ以上の糖尿病リスク予測アルゴリズムまたは算出指数から
導出した値、２型糖尿病または前糖尿病状態に罹患していない対象から導出した値、ある
いは２型糖尿病または前糖尿病状態と診断された、もしくは２型糖尿病または前糖尿病状
態に罹患しているとして同定された対象から導出した値を含む、請求項１３に記載の方法
。
【請求項２１】
　対象における２型糖尿病または糖尿病状態の処置レジメンの有効性を監視する方法であ
って：
　ａ．該２型糖尿病または該前糖尿病状態の治療前に該対象からの第１サンプル中の１つ
以上のＤＢＭＡＲＫＥＲの有効量を検出するステップと；
　ｂ．該２型糖尿病または該前糖尿病状態の治療後に該対象からの第２サンプル中の１つ
以上のＤＢＭＡＲＫＥＲの有効量を検出するステップと；
　ｃ．ステップ（ａ）で検出された１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲの量をステップ（ｂ）で
検出された量と、または基準値と比較するステップと；
を含む方法。
【請求項２２】
　２型糖尿病または前糖尿病状態の前記処置レジメンが運動レジメン、食事補充物、外科
的介入、糖尿病調節剤、またはそれらの組合せを含む、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　前記有効性がボディマス指数（ＢＭＩ）、インスリンレベル、血糖レベル、ＨＤＬレベ
ル、収縮期および／または拡張期血圧、あるいはそれらの組合せの変化を検出することに
よってさらに監視される、請求項２１に記載の方法。
【請求項２４】
　血糖レベルの変化が経口耐糖能試験によって検出される、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　前記サンプルが尿、血清、血漿、血球、内皮細胞、組織生検、膵液、腹水、骨髄、間質
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液、涙、痰、または唾液である、請求項２１に記載の方法。
【請求項２６】
　前記対象が前記２型糖尿病または前記前糖尿病状態について以前に治療されている、請
求項２１に記載の方法。
【請求項２７】
　前記基準値が、指数値、１つ以上の糖尿病リスク予測アルゴリズムまたは算出指数から
導出した値、２型糖尿病または前糖尿病状態に罹患していない対象から導出した値、ある
いは２型糖尿病または前糖尿病状態と診断された、もしくは２型糖尿病または前糖尿病状
態に罹患しているとして同定された対象から導出した値を含む、請求項２１に記載の方法
。
【請求項２８】
　２型糖尿病または前糖尿病状態と診断された、あるいは２型糖尿病または前糖尿病状態
に罹患しているとして同定された対象を治療する方法であって：
　ａ．第１期間に該対象からの第１サンプル中に存在する１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲま
たはその代謝産物の有効量を検出するステップと；
　ｂ．該１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲまたはその代謝産物の量が、２型糖尿病または前糖
尿病状態を発症するリスクの低い１つ以上の対象で測定した基準値、あるいは１つ以上の
糖尿病調節剤による治療の結果として糖尿病リスク因子の改善を示す１つ以上の対象で測
定した基準値に戻るまで、該対象を該１つ以上の糖尿病調節剤によって治療するステップ
と；
を含む、方法。
【請求項２９】
　前記１つ以上の糖尿病調節剤がスルホニル尿素、ビグアナイド、インスリン、インスリ
ン類似物質、ペルオキシソーム増殖剤活性化受容体－γ（ＰＰＡＲ－γ）アゴニスト、二
重作用性ＰＰＡＲアゴニスト、インスリン分泌促進物質、グルカゴン様ペプチド－１（Ｇ
ＬＰ－１）の類似物質、ジペプチジルペプチダーゼＩＶの阻害薬、膵臓リパーゼ阻害薬、
α－グルコシダーゼ阻害薬、またはそれらの組合せを含む、請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　１つ以上の糖尿病調節剤による治療の結果としての糖尿病リスク因子の改善が、ボディ
マス指数（ＢＭＩ）の低下、血糖レベルの低下、インスリンレベルの上昇、ＨＤＬレベル
の上昇、収縮期および／または拡張期血圧の低下、あるいはそれらの組合せを含む、請求
項２８に記載の方法。
【請求項３１】
　２型糖尿病または前糖尿病状態と診断された、あるいは２型糖尿病または前糖尿病状態
に罹患しているとして同定された対象のための処置レジメンを選択する方法であって：
　ａ．第１期間に該対象からの第１サンプル中の１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲの有効量を
検出するステップと；
　ｂ．第２期間に該対象からの第２サンプル中の１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲの有効量を
検出するステップと；
　ｃ．ステップ（ａ）で検出された１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲの量をステップ（ｂ）で
検出された量と、または基準値と比較するステップと；
を含む方法。
【請求項３２】
　前記対象が２型糖尿病または前糖尿病状態に罹患している、請求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　前記対象が２型糖尿病または前糖尿病状態について以前に治療されている、請求項３１
に記載の方法。
【請求項３４】
　前記対象が以前に２型糖尿病または前糖尿病状態と診断されていない、あるいは２型糖
尿病または前糖尿病状態に罹患しているとして同定されていない、請求項３１に記載の方
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法。
【請求項３５】
　前記第１サンプルが２型糖尿病または前糖尿病状態を治療する前に前記対象から採取さ
れる、請求項３１に記載の方法。
【請求項３６】
　前記第２サンプルが２型糖尿病または前糖尿病状態を治療した後に前記対象から採取さ
れる、請求項３１に記載の方法。
【請求項３７】
　２型糖尿病または前糖尿病状態の前記治療が運動レジメン、食事補充物、外科的介入、
糖尿病調節剤、またはそれらの組合せを含む、請求項３１に記載の方法。
【請求項３８】
　前記基準値が２型糖尿病または前記前糖尿病状態の１つ以上の治療の結果として糖尿病
リスク因子の改善を示す１つ以上の対象から導出される、請求項３１に記載の方法。
【請求項３９】
　前記糖尿病リスク因子の改善がボディマス指数（ＢＭＩ）の低下、血糖レベルの低下、
インスリンレベルの上昇、ＨＤＬレベルの上昇、収縮期および／または拡張期血圧の低下
、あるいはそれらの組合せを含む、請求項３８に記載の方法。
【請求項４０】
　前記血糖レベルの低下が経口耐糖能試験によって測定される、請求項３９に記載の方法
。
【請求項４１】
　対象における２型糖尿病または前糖尿病状態を発症するリスクの変化を評価する方法で
あって：
　ａ．第１期間に該対象からの第１サンプル中の１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲの有効量を
検出するステップと；
　ｂ．第２期間に該対象からの第２サンプル中の１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲの有効量を
検出するステップと；
　ｃ．ステップ（ａ）で検出された１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲの量をステップ（ｂ）で
検出された量と、または基準値と比較するステップと；
を含む、方法。
【請求項４２】
　前記対象が２型糖尿病または前糖尿病状態に罹患している、請求項４１に記載の方法。
【請求項４３】
　前記対象が２型糖尿病または前糖尿病状態について以前に治療されている、請求項４１
に記載の方法。
【請求項４４】
　前記対象が以前に２型糖尿病または前糖尿病状態と診断されていない、あるいは２型糖
尿病または前糖尿病状態に罹患しているとして同定されていない、請求項４１に記載の方
法。
【請求項４５】
　前記対象が２型糖尿病または前糖尿病状態について無症候性である、請求項４１に記載
の方法。
【請求項４６】
　前記第１サンプルが２型糖尿病または前糖尿病状態を治療する前に前記対象から採取さ
れる、請求項４１に記載の方法。
【請求項４７】
　前記第２サンプルが前記前糖尿病状態を治療した後に前記対象から採取される、請求項
４１に記載の方法。
【請求項４８】
　２型糖尿病または前糖尿病状態の前記治療が運動レジメン、食事補充物、外科的介入、
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糖尿病調節剤、またはその組合せを含む、請求項４１に記載の方法。
【請求項４９】
　前記基準値が、指数値、１つ以上の糖尿病リスク予測アルゴリズムまたは算出指数から
導出した値、２型糖尿病または前糖尿病状態に罹患していない対象から導出した値、ある
いは２型糖尿病または前糖尿病状態と診断された、もしくは２型糖尿病または前糖尿病状
態に罹患しているとして同定された対象から導出した値を含む、請求項４１に記載の方法
。
【請求項５０】
　対象において２型糖尿病に関連する１つ以上の合併症を同定する方法であって：
　ａ．該対象からのサンプルにおける１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲまたはその代謝産物の
有効量を測定するステップと；
　ｂ．該量を基準値と比較するステップであって、該基準量に対する該１つ以上のＤＢＭ
ＡＲＫＥＲの量の増加または減少は、該対象が２型糖尿病に関連する合併症に罹患してい
ること、または２型糖尿病に関連する合併症を発症するリスクに瀕していることを示す、
ステップと；
を含む方法。
【請求項５１】
　前記合併症が網膜症、失明、記憶喪失、腎症、腎不全、心血管疾患、神経障害、自律神
経機能障害、高血糖性高浸透圧性昏睡、またはそれらの組合せを含む、請求項５０に記載
の方法。
【請求項５２】
　前記基準値が指数値、１つ以上の糖尿病リスク予測アルゴリズムまたは算出指数から導
出した値、２型糖尿病と診断された、または２型糖尿病に罹患しているとして同定された
対象から導出した値あるいは２型糖尿病に関連する１つ以上の合併症を有するとして以前
に同定された対象から導出した値を含む、請求項５０に記載の方法。
【請求項５３】
　前記減少が前記基準値よりも少なくとも１０％大きい、請求項５０に記載の方法。
【請求項５４】
　前記増加が前記基準値よりも少なくとも１０％大きい、請求項５０に記載の方法。
【請求項５５】
　前記サンプルが尿、血清、血漿、血球、内皮細胞、組織生検、膵液、腹水、骨髄、間質
液、涙、痰、または唾液である、請求項５０に記載の方法。
【請求項５６】
　前記ＤＢＭＡＲＫＥＲが電気泳動によって、免疫化学的に、プロテオミクス技術によっ
て、またはゲノム解析によって検出される、請求項５０に記載の方法。
【請求項５７】
　前記免疫化学検出がラジオイムノアッセイ、免疫沈降、免疫ブロッティング、免疫蛍光
アッセイ、あるいは酵素結合イムノソルベント検定法を含む、請求項５６に記載の方法。
【請求項５８】
　前記プロテオミクス技術がＳＥＬＤＩ、ＭＡＬＤＩ、ＬＣ／ＭＳ、タンデムＬＣ／ＭＳ
／ＭＳ、タンパク質／ペプチドアレイ、または抗体アレイを含む、請求項５６に記載の方
法。
【請求項５９】
　前記ゲノム解析がポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、リアルタイムＰＣＲ、マイクロア
レイ解析、ノザンブロッティング、またはサザンブロッティングを含む、請求項５６に記
載の方法。
【請求項６０】
　前記対象が２型糖尿病を有するとして以前に同定されていない、請求項５０に記載の方
法。
【請求項６１】
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　前記対象が２型糖尿病を有するとして以前に同定されている、請求項５０に記載の方法
。
【請求項６２】
　前記対象が２型糖尿病に関連する１つ以上の合併症を有するとして以前に同定されてい
ない、請求項５０に記載の方法。
【請求項６３】
　前記対象が２型糖尿病に関連する１つ以上の合併症を有するとして以前に同定されてい
る、請求項５０に記載の方法。
【請求項６４】
　２型糖尿病と診断されていない、または２型糖尿病に罹患しているとして同定されてい
ない１つ以上の対象で検出された１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲの発現レベルのパターンを
含む、２型糖尿病基準発現プロファイル。
【請求項６５】
　前糖尿病状態と診断されていない、または前糖尿病状態に罹患しているとして同定され
ていない１つ以上の対象で検出された１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲの発現レベルのパター
ンを含む、前糖尿病状態基準発現プロファイル。
【請求項６６】
　２型糖尿病と診断された、または２型糖尿病に罹患しているとして同定された、２型糖
尿病を発症するリスクに瀕した、あるいは２型糖尿病について治療されている１つ以上の
対象で検出された発現レベルのパターンを含む、２型糖尿病対象発現プロファイル。
【請求項６７】
　前糖尿病状態と診断された、また前糖尿病状態に罹患しているとして同定された、前糖
尿病状態を発症するリスクに瀕した、あるいは前糖尿病状態について治療されている１つ
以上の対象で検出された発現レベルのパターンを含む、前糖尿病状態対象発現プロファイ
ル。
【請求項６８】
　１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲを検出するＤＢＭＡＲＫＥＲ検出試薬と、正常血糖レベル
を有する対象から導出したサンプルと、任意に請求項６４～６７のいずれか一項に記載の
発現プロファイルを生成する試薬を使用するための説明書とを含むキット。
【請求項６９】
　前記検出試薬が１つ以上の抗体またはその断片、１つ以上のアプタマー、１つ以上のオ
リゴヌクレオチド、あるいはそれらの組合せを含む、請求項６８に記載のキット。
【請求項７０】
　１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲまたはその代謝産物の治療的有効量と、製薬的に許容され
る担体または希釈剤とを含む、対象における２型糖尿病または前糖尿病状態を治療するた
めの製薬組成物。
【請求項７１】
　前記ＤＢＭＡＲＫＥＲ代謝産物が配列番号１を含む、請求項７０に記載の製薬組成物。
【請求項７２】
　前記ＤＢＭＡＲＫＥＲ代謝産物が配列番号１の少なくとも５個の連続アミノ酸残基を含
む、請求項７０に記載の製薬組成物。
【請求項７３】
　前記ＤＢＭＡＲＫＥＲ代謝産物が配列番号１の少なくとも１０個の連続アミノ酸残基を
含む、請求項７０に記載の製薬組成物。
【請求項７４】
　前記ＤＢＭＡＲＫＥＲ代謝産物が配列番号１の少なくとも１５個の連続アミノ酸残基を
含む、請求項７０に記載の製薬組成物。
【請求項７５】
　前記ＤＢＭＡＲＫＥＲ代謝産物が配列番号１の少なくとも２０個の連続アミノ酸残基を
含む、請求項７０に記載の製薬組成物。
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【請求項７６】
　前記ＤＢＭＡＲＫＥＲ代謝産物が配列番号１と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配
列を含む、請求項７０に記載の製薬組成物。
【請求項７７】
　配列番号１および製薬的に許容される担体または希釈剤より本質的に成る製薬組成物。
【請求項７８】
　対象に請求項７０または請求項７７に記載の製薬組成物の治療的有効量を投与するステ
ップを含む、治療を必要とする該対象において２型糖尿病または前糖尿病状態を治療する
方法。
【請求項７９】
　前記対象が前記２型糖尿病または前記前糖尿病状態について以前に治療されている、請
求項７８に記載の方法。
【請求項８０】
　前記対象が前記２型糖尿病または前記前糖尿病状態について以前に治療されていない、
請求項７８に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は一般に、糖尿病を発症するリスクの上昇に関連する生物学的マーカーの同定は
もちろんのこと、このような生物学的マーカーを糖尿病の診断および予後に使用する方法
にも関するものである。さらに本発明の選択された生物学的マーカーは、療法のための新
たな標的を与え、糖尿病の治療または予防のための新たな治療薬を構成する。
【背景技術】
【０００２】
　真性糖尿病は、代謝において重要な役割を果たす、膵臓でβ細胞によって産生されるホ
ルモンであるインスリンを人体が産生および／または使用できないことから生じる、慢性
的高血糖によって識別される一群の疾患を含む。症状としては、喉の渇きおよび排尿の増
加、空腹、体重減少、慢性感染症、創傷治癒遅延、疲労、および不鮮明な視界が挙げられ
る。しかしながら、しばしば症状は重篤でなく、認識されないか、または症状がない。糖
尿病は、失明に至る網膜症、記憶喪失、腎不全に至りうる腎症、心血管疾患、神経障害、
自律神経機能障害、および手足切断を含む、消耗性の、および生命を脅かす合併症に至る
ことがある。これに限定されるわけではないが、インスリン分泌β細胞を破壊して、結果
的なインスリン欠乏を伴うプロセス、ならびにインスリン取り込みに対して抵抗性を生じ
る肝臓および平滑筋細胞における変化を含む、複数の病原性プロセスが糖尿病の発症に関
与している。糖尿病は、インスリン非感受性またはインスリン欠乏から生じる標的組織に
対する不十分なインスリン作用に起因する炭水化物、脂質およびタンパク質代謝の異常も
含みうる。
【０００３】
　２型糖尿病は糖尿病の最も一般的な形であり、通例は、体がインスリンを適正に使用で
きないこと（当分野では「インスリン抵抗性」としても公知）に伴う、絶対的というより
は相対的なインスリン欠乏の結果として発症する。２型糖尿病は、小児を含めて過体重の
人に現れることが多い；他のリスク因子としては、高コレステロール、高血圧、民族性、
および遺伝因子、たとえば糖尿病の家族暦が挙げられる。２型糖尿病の患者の大多数が肥
満であり、肥満自体がインスリン抵抗性を引き起こしうるか、または悪化させうる。成人
は別として、ますます多くの小児も２型糖尿病と診断されている。疾患の進行性性質のた
めに、糖尿病合併症はこれらの小児が成人になるときまでに発現することが多い。Ａｍｅ
ｒｉｃａｎ　Ｄｉａｂｅｔｅｓ　Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ（ＡＤＡ）による研究は、１７
歳以前に糖尿病と診断された小児５１つを含んでいた。これらの小児がその３０代初めに
達するときまでに、３名が腎不全を有し、１つが盲目であり、２名が透析中に心臓発作で
死亡した。本研究は、該疾患の重症度、糖尿病合併症によって与えられた深刻な損傷、お
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よび該疾患の早期診断の必要性を強調している。
【０００４】
　糖尿病の発生率は、警戒すべき数値まで急激に上昇してきた。糖尿病は現在、世界中で
約１億７０００万人が罹患しており、Ｗｏｒｌｄ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉ
ｏｎ（ＷＨＯ）は２０２５年までに３億人の糖尿病患者を予測している。米国だけで、糖
尿病に罹患している人々が２０８０万人いる（人口の約６％で、６番目に最も多く見られ
る死亡原因）。２０～７９歳の年齢層の人々に対する世界中の糖尿病の年間直接医療費は
約１５３０～２８６０億ドルと見積もられ、２０２５年には２１３０～３９６０億ドルま
で上昇すると予想されている。
【０００５】
　糖尿病と診断された人口の増加と共に、主として２型糖尿病がその早期には無症候性で
あることが多いため、または高血糖が糖尿病の目立った症状を誘発するほど深刻でないこ
とが多いため、診断未確定の糖尿病人口も引き続き増加している。米国における糖尿病患
者２０８０万人の約３３％が診断未確定のままであると考えられる。診断の遅れのために
、糖尿病合併症はすでに進行しており、それゆえさらなる合併症および脱線の将来のリス
クが大幅に上昇する。複数の臓器への合併症および可逆的損傷を防ぐために、糖尿病管理
ガイドラインは、疾患の予後の早期における治療的介入の開始を提唱している。
【０００６】
　この現代の流行は、２型糖尿病が深刻で回復不能な損傷を引き起こす前に、２型糖尿病
の早期検知のための新たなツールを必要としている。加えて、患者の健康における重度の
悪化を停止、遅延、または改善するための、理想的には疾患の経過を部分または完全治癒
まで逆行させる新たな治療パラダイムが、疾患症状の慢性的管理に対処するに過ぎない現
在の治療の代替または代用として必要とされている。糖尿病性高血糖は、体重減少、身体
活動の向上、および／または治療的処置様式によって低下させられうる。複数の生物学的
機構が、高血糖、たとえばインスリン抵抗性、インスリン分泌、および糖新生に関連して
おり、これらの機構の１つ以上に作用する複数の薬剤、たとえばこれに限定されるわけで
はないが、メトホルミン、アカルボース、およびロシグリタゾンがある。
【０００７】
　前糖尿病状態が糖尿病などの血糖障害の検知前に１０年以上存在しうることが文書に十
分に記録されている。前糖尿病の治療剤による治療は糖尿病を遅延または予防できる；し
かし同定および治療される前糖尿病はほとんどない。主な理由は上記のように、糖尿病を
発症する個体の実際のリスクを判定する簡単な実験室試験が存在しないことである。それ
ゆえ当分野には、まだ糖尿病ではないが、糖尿病を発症する重大なリスクに瀕している個
体を同定および診断する方法への要求が残存している。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明は、明白な疾患が明らかになるずっと前に、疾患関連バイオマーカーが血清また
は他の体液中で同定されうるという発見を前提としている。２型糖尿病に罹患している患
者の血清フットプリントからのこれらのバイオマーカーの存在または非存在は、血糖制御
の混乱に先行して、早期診断ツールとして使用可能であり、このことのために非可逆性臓
器損傷を予防、遅延、改善、または逆行させるための治療方法が考案され、投与されうる
。本発明の疾患関連バイオマーカーの１つまたは複数が、２型糖尿病または関連疾患に罹
患している対象を診断するために、または好都合には２型糖尿病または関連疾患について
無症候性である対象を診断するために使用されうる。本発明のバイオマーカーは、新しい
治療薬の設計にも使用されうる。たとえば糖尿病患者には非存在であり、健常個体に見出
されるバイオマーカーは、患者への投与時に症状を緩和する、または疾患を逆行すること
さえある新たな予防剤または治療剤を構成しうる。
【０００９】
　したがって一態様において、本発明は、対象からのサンプル中の１つ以上のＤＢＭＡＲ
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ＫＥＲまたはその代謝産物の有効量を測定するステップと、該量を基準値と比較するステ
ップであって、基準値に対する１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲの量の増加または減少が、２
型糖尿病または前糖尿病状態に対象が罹患していることを示す、ステップとを含む、対象
における２型糖尿病または前糖尿病状態を診断または同定する方法を提供する。
【００１０】
　一実施形態において、基準値は、指数値、１つ以上の糖尿病リスク予測アルゴリズムま
たは算出指数から導出した値、２型糖尿病または前糖尿病状態に罹患していない対象から
導出した値、あるいは２型糖尿病または前糖尿病状態と診断された、もしくは２型糖尿病
または前糖尿病状態に罹患しているとして同定された対象から導出した値を含む。
【００１１】
　別の実施形態において、減少は基準値よりも少なくとも１０％大きい。別の実施形態に
おいて、増加は基準値よりも少なくとも１０％大きい。
【００１２】
　サンプルは、尿、血清、血漿、血球、内皮細胞、組織生検、膵液、腹水、骨髄、間質液
、涙、痰、または唾液でありうる。
【００１３】
　本発明のＤＢＭＡＲＫＥＲは、電気泳動によって、免疫化学的に、プロテオミクス技術
によって、またはゲノム解析によって検出されうる。免疫化学検出は、ラジオイムノアッ
セイ、免疫沈降、免疫ブロッティング、免疫蛍光アッセイ、または酵素結合イムノソルベ
ント検定法でありうる。プロテオミクス技術は、ＳＥＬＤＩ、ＭＡＬＤＩ、ＬＣ／ＭＳ、
タンデムＬＣ／ＭＳ／ＭＳ、タンパク質／ペプチドアレイ、または抗体アレイを含みうる
。ゲノム解析は、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、リアルタイムＰＣＲ、マイクロアレ
イ解析、ノザンブロッティング、またはサザンブロッティングを含みうる。
【００１４】
　別の実施形態において、対象は２型糖尿病または前糖尿病状態を有すると以前に診断さ
れていない。対象は、２型糖尿病または前糖尿病状態を有すると以前に診断されている対
象でもありうる。あるいは対象は２型糖尿病または前糖尿病状態について無症候性でもあ
りうる。
【００１５】
　本発明の別の態様は、（ａ）第１期間に対象からの第１サンプル中の１つ以上のＤＢＭ
ＡＲＫＥＲの有効量を検出するステップと、（ｂ）第２期間に対象からの第２サンプル中
の１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲの有効量を検出するステップと、（ｃ）ステップ（ａ）で
検出した１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲの量を、ステップ（ｂ）で検出した量または基準値
と比較するステップとを含む、対象における２型糖尿病または前糖尿病状態の進行を監視
する方法を提供する。
【００１６】
　一実施形態において、対象は２型糖尿病または前糖尿病状態について以前に治療されて
いる。別の実施形態において、第１サンプルは２型糖尿病または前糖尿病状態について治
療される前に対象から採取される。第２サンプルは、２型糖尿病または前糖尿病状態につ
いて治療された後に対象から採取されうる。他の実施形態において、２型糖尿病または前
糖尿病状態の治療は、運動レジメン（ｅｘｅｒｃｉｓｅ　ｒｅｇｉｍｅｎ）、食事補充物
、外科的介入、糖尿病調節剤（ｄｉａｂｅｔｅｓ－ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ　ａｇｅｎｔ）
、またはそれらの組合せを含む。２型糖尿病または前糖尿病状態の進行は、ボディマス指
数（ＢＭＩ）、インスリンレベル、血糖レベル、ＨＤＬレベル、収縮期および／または拡
張期血圧、あるいはそれらの組合せの変化を検出することによってさらに監視されうる。
【００１７】
　本発明の別の態様において、（ａ）２型糖尿病または前糖尿病状態の治療前に対象から
の第１サンプル中の１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲの有効量を検出するステップと、（ｂ）
２型糖尿病または前糖尿病状態の治療後に対象からの第２サンプル中の１つ以上のＤＢＭ
ＡＲＫＥＲの有効量を検出するステップと、（ｃ）ステップ（ａ）で検出した１つ以上の
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ＤＢＭＡＲＫＥＲの量を、ステップ（ｂ）で検出した量または基準値と比較するステップ
とを含む、対象において２型糖尿病または前糖尿病状態の処置レジメンの有効性を監視す
る方法が提供される。一実施形態において、血糖レベルの変化は、経口耐糖能試験によっ
て検出されうる。
【００１８】
　本発明のなお別の態様は、第１期間に対象からの第１サンプル中に存在する１つ以上の
ＤＢＭＡＲＫＥＲまたはその代謝産物の有効量を検出するステップと、１つ以上のＤＢＭ
ＡＲＫＥＲまたはその代謝産物の量が、２型糖尿病または前糖尿病状態を発症するリスク
の低い１つ以上の対象で測定した基準値、あるいは１つ以上の糖尿病調節剤による治療の
結果として糖尿病リスク因子の改善を示す１つ以上の対象で測定した基準値に戻るまで、
対象を１つ以上の糖尿病調節剤によって治療するステップとを含む、２型糖尿病または前
糖尿病状態として診断された、または罹患しているとして同定された対象を治療する方法
を提供する。
【００１９】
　一実施形態において、１つ以上の糖尿病調節剤としては、スルホニル尿素、ビグアナイ
ド、インスリン、インスリン類似物質、ペルオキシソーム増殖剤活性化受容体－γ（ＰＰ
ＡＲ－γ）アゴニスト、二重作用性ＰＰＡＲアゴニスト、インスリン分泌促進物質、グル
カゴン様ペプチド－１（ＧＬＰ－１）の類似物質、ジペプチジルペプチダーゼＩＶの、膵
臓リパーゼ阻害薬、α－グルコシダーゼ阻害薬、またはそれらの組合せが挙げられる。別
の実施形態において、１つ以上の糖尿病調節剤による治療の結果としての糖尿病リスク因
子の改善としては、ボディマス指数（ＢＭＩ）の低下、血糖レベルの低下、インスリンレ
ベルの上昇、ＨＤＬレベルの上昇、収縮期および／または拡張期血圧の低下、あるいはそ
れらの組合せが挙げられる。
【００２０】
　本発明の別の態様は、（ａ）第１期間に対象からの第１サンプル中の１つ以上のＤＢＭ
ＡＲＫＥＲの有効量を検出するステップと、（ｂ）第２期間に対象からの第２サンプル中
の１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲの有効量を検出するステップと、（ｃ）ステップ（ａ）で
検出した１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲの量を、ステップ（ｂ）で検出した量または基準値
と比較するステップとを含む、２型糖尿病または前糖尿病状態と診断された、あるいは２
型糖尿病または前糖尿病状態に罹患しているとして同定された対象のための処置レジメン
を選択する方法を提供する。一実施形態において、基準値は、２型糖尿病または前糖尿病
状態の１つ以上の治療の結果として糖尿病リスク因子の改善を示す１つ以上の対象から導
出される。
【００２１】
　本発明の別の態様は、（ａ）第１期間に対象からの第１サンプル中の１つ以上のＤＢＭ
ＡＲＫＥＲの有効量を検出するステップと、（ｂ）第２期間に対象からの第２サンプル中
の１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲの有効量を検出するステップと、ステップ（ａ）で検出し
た１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲの量を、ステップ（ｂ）で検出した量または基準値と比較
するステップとを含む、対象において２型糖尿病または前糖尿病状態を発症するリスクの
変化を評価する方法を提供する。
【００２２】
　別の態様において、対象からのサンプル中の１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲまたはその代
謝産物の有効量を測定するステップと、該量を基準値と比較するステップであって、基準
値に対する１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲの量の増加または減少が、２型糖尿病または前糖
尿病状態に対象が罹患していること、または２型糖尿病に関連する合併症を発症するリス
クに瀕していることを示す、ステップとを含む、対象における２型糖尿病に関連する１つ
以上の合併症を同定する方法が提供される。
【００２３】
　一実施形態において、合併症としては、網膜症、失明、記憶喪失、腎症、腎不全、心血
管疾患、神経障害、自律神経機能障害、高血糖性高浸透圧性昏睡、またはそれらの組合せ
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が挙げられる。別の実施形態において、基準値としては、指数値、１つ以上の糖尿病リス
ク予測アルゴリズムまたは算出指数から導出した値、２型糖尿病と診断された、または２
型糖尿病に罹患しているとして同定された対象から導出した値あるいは２型糖尿病に関連
する１つ以上の合併症を有するとして以前に同定された対象から導出した値が挙げられる
。
【００２４】
　本発明の別の態様は、２型糖尿病と診断されていない、または２型糖尿病に罹患してい
るとして同定されていない１つ以上の対象で検出された１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲの発
現レベルのパターンを含む、２型糖尿病基準発現プロファイルを提供する。別の態様にお
いて、本発明は、前糖尿病状態と診断されていない、前糖尿病状態に罹患しているとして
同定されていない１つ以上の対象で検出された１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲの発現レベル
のパターンを含む、前糖尿病状態基準発現プロファイルを提供する。本発明は、２型糖尿
病と診断された、または２型糖尿病に罹患しているとして同定された、２型糖尿病を発症
するリスクに瀕した、あるいは２型糖尿病について治療されている１つ以上の対象で検出
された発現レベルのパターンを含む、２型糖尿病対象発現プロファイルも提供する。別の
態様において、本発明は、前糖尿病状態と診断された、また前糖尿病状態に罹患している
として同定された、前糖尿病状態を発症するリスクに瀕した、あるいは前糖尿病状態につ
いて治療されている１つ以上の対象で検出された発現レベルのパターンを含む、前糖尿病
状態対象発現プロファイルも提供する。
【００２５】
　本発明は、１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲを検出するＤＢＭＡＲＫＥＲ検出試薬と、正常
血糖レベルを有する対象から得たサンプルと、任意に本明細書で開示した発現プロファイ
ルを生成する試薬を使用するための説明書とを含むキットも提供する。検出試薬はたとえ
ば、１つ以上の抗体またはその断片、１つ以上のアプタマー、１つ以上のオリゴヌクレオ
チド、あるいはその組合せでありうる。
【００２６】
　本発明の別の態様において、１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲまたはその代謝産物の治療的
有効量と、製薬的に許容される担体または希釈剤とを含む、対象における２型糖尿病また
は前糖尿病状態を治療する製薬組成物が提供される。一部の実施形態において、ＤＢＭＡ
ＲＫＥＲ代謝産物は、配列番号１を含む。他の実施形態において、ＤＢＭＡＲＫＥＲ代謝
産物は、配列番号１の少なくとも５個の、少なくとも１０個の、少なくとも１５個の、ま
たは少なくとも２０個の連続アミノ酸残基を含む。あるいはＤＢＭＡＲＫＥＲ代謝産物は
、配列番号１に少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を含みうる。
【００２７】
　本発明は、配列番号１および製薬的に許容される担体または希釈剤より本質的に成る製
薬組成物も提供する。
【００２８】
　また別の態様において、対象に本発明の製薬組成物の治療的有効量を投与するステップ
を含む、２型糖尿病または前糖尿病状態を治療を必要とする対象において治療する方法が
提供される。
【００２９】
　別途定義しない限り、本明細書で使用するすべての技術的および科学的用語は、本発明
が関連する分野の当業者によって一般に理解されるのと同じ意味を有する。本明細書に記
載するのと同様または等価の方法および材料が本発明の実施で使用されうるが、適切な方
法および材料が以下で説明される。本明細書で言及するすべての刊行物、特許出願、特許
および他の参考文献は、参照によりその全体が明示的に本明細書に組み入れられている。
矛盾がある場合には、定義を含めて本明細書が優先される。加えて、本明細書に記載する
材料、方法、および実施例は例証のためのみであり、限定するものではない。
【００３０】
　本発明の他の特徴および利点は、以下の詳細な説明および請求項から明らかとなり、そ
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れらに含まれる。
【００３１】
　一例として与えられ、本発明を記載した特定の実施形態に限定するものではない以下の
詳細な説明は、参照により本明細書に組み入れられる添付図と併せて理解されうる。
【図面の簡単な説明】
【００３２】
【図１】通常飼料（ＲＤ）または銅欠乏高ショ糖飼料（ＨＳＤ）を与えられたＣｏｈｅｎ
糖尿病抵抗性（ＣＤｒ）および感受性（ＣＤｓ）ラットからの膵臓抽出物のタンパク質発
現プロファイルを示す。総タンパク質抽出物（５μｇ）を還元条件下で調製して、４～１
２％ポリアクリルアミドゲルに流下させた。
【図２Ａ】ＳＥＬＤＩＱ１０アニオン交換表面チップでのＣＤｒ－ＲＤ、ＣＤｓ－ＲＤ、
ＣＤｒ－ＨＳＤ、およびＣＤｓ－ＨＳＤからの血清サンプルのグラフによる比較である。
中央値ピークはＣＤｒ－ＲＤおよびＣＤｒ－ＨＳＤ（矢印によってマークする）に存在す
るが、ＣＤｓ－ＲＤおよびＣＤｓ－ＨＳＤには存在しない。この異なって発現されたピー
クからのタンパク質断片は、セルピナ３ＭのＣ末端断片として同定された。
【図２Ｂ】ＳＥＬＤＩによって同定された４．２キロダルトン断片のＭＳ／ＭＳスペクト
ルである。
【図３Ａ】３８アミノ酸セルピナ３Ｍ（「Ｄ３」とも呼ばれる）ペプチドおよび同様の配
列同一性を有するとして同定されたタンパク質のＢＬＡＳＴ配列比較を示す。
【図３Ｂ】３８アミノ酸セルピナ３Ｍペプチドおよび３Ａで同定されたタンパク質をコー
ドする核酸配列のＢＬＡＳＴ配列比較を示す。
【図３Ｃ】図３Ａおよび３ＢのＢＬＡＳＴ配列比較で見出された保存アミノ酸モチーフを
検出するように設計された変性プライマーを使用するＲＴ－ＰＣＲ実験の結果を示すアガ
ロースゲルの写真である。
【図４Ａ】２Ｄ／ＬＣ分画システムによって解析されたＣＤｒ－ＲＤ、ＣＤｓ－ＲＤ、Ｃ
Ｄｒ－ＨＳＤおよびＣＤｓ－ＨＳＤ血清サンプルの２次元マップの写真である。青色バン
ドの強度は、ＵＶ吸収によって２１４ｎｍにて検出された相対タンパク質量を表す。
【図４Ｂ】選択した１次元等電点分画（画分３１）のＣＤｒ－ＲＤ（赤色）対ＣＤｓ－Ｒ
Ｄ（緑色）の示差２次元逆相ＨＰＬＣ溶離プロファイルを示す。ＣＤｓ－ＲＤサンプルで
独自に同定されたタンパク質を本グラフの下に挙げる。
【図５Ａ】２次元ゲル電気泳動（２ＤＥ）を使用するＣＤラット血清サンプルの示差タン
パク質プロファイリングを表すタンパク質ゲルの写真である。１次元目のクロマトフォー
カシングのｐＨはｐＨ５～８であり、２次元目の分離は４～２０％　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　
ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルを使用した。ゲルは視覚化のためにＢｉｏＳａｆｅ　Ｃｏｏｍａｓ
ｓｉｅ　Ｓｔａｉｎｉｎｇ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）によって染色した。
【図５Ｂ】図５Ａで同定したスポットの拡大図である。
【図６】２ＤＥを使用するＣｏｈｅｎ糖尿病ラットモデルで見出される、異なって発現さ
れたタンパク質を示すグラフ表現を示す。
【図７】２ＤＥによって同定された、異なって発現されたＣｏｈｅｎ糖尿病ラット血清タ
ンパク質を示すヒストグラムである。
【図８】Ｄ３超免疫ウサギ血清の、ＣＤｒ－ＲＤおよびＣＤｒ－ＨＳＤラット血清に存在
する約４ｋＤタンパク質断片との反応性を示したウェスタンブロットの写真である。左の
写真では、より高い分子量の二重鎖（４９～６２ｋＤの範囲における）も超免疫血清と反
応して、親タンパク質（およびタンパク質複合体）がＲＤおよびＨＳＤ治療様式の両方の
下ですべての系統によって発現されることを示すが、これに対してより小さいサイズの誘
導体はＣＤｒ系統においてのみ異なって発現される。負の対照として、右の写真は、Ｄ３
超免疫ウサギ血清の非存在下でインキュベートしたウェスタンブロット膜を示す。
【図９】ＳＥＬＤＩ解析から算出したＣＤｒラット血清におけるＤ３ペプチドの濃度を示
す。
【図１０】一次抗Ｄ３血清抗体（１：２００希釈）の存在（右パネル）または非存在（左
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パネル）下での、ホースラディッシュペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）にコンジュゲートされ
た二次ヤギ抗ウサギＩｇＧ（１：２５０００希釈）によってプローブされた、肝臓抽出物
（１０μｇ）を含有するゲルの写真である。
【図１１】ウサギからのＤ３超免疫血清を使用した、ヒト血清を解析するウェスタンブロ
ットの写真である。レーン１は分子量マーカーに相当する。レーン２～７は、正常個体（
３０４５ＮＧＴ）からの単一の血清サンプルの画分を表す。レーン１０～１４は、２型糖
尿病患者（２９１）からの単一の血清サンプルの画分を表す。
【図１２Ａ】ＣＤｒ－ＨＳＤおよびＣＤｓ－ＨＳＤ膵臓抽出物１００μｇそれぞれを流下
させた分取ゲルを示す。正の対照は抗アクチン抗体２０μｇによって染色して、サブクロ
ーンレーンを調節培養上清６００μｌによって染色した。
【図１２Ｂ】ＣＤｒ－ＨＳＤおよびＣＤｓ－ＨＳＤ膵臓抽出物１００μｇそれぞれを流下
させた分取ゲルを示す。正の対照は抗アクチン抗体２０μｇによって染色して、サブクロ
ーンレーンを調節培養上清６００μｌによって染色した。
【図１３】ＳＥＬＤＩによってアニオン性Ｑ１０タンパク質チップ上でプロファイルした
全ヒト血清の結果を示す。
【図１４】１３個のＴ２Ｄサンプルおよび１６個の正常ヒト血清サンプルで同定された、
異なって発現されたタンパク質ピークを示すシュードゲルの写真である。Ｍ／Ｚ１５．２
ｋＤマーカーでは、Ｔ２Ｄサンプルの平均ピーク強度が２．６であったが、これに対して
正常サンプルでは、平均ピーク強度は２２．２であった。２つのサンプルの差は約９倍で
あった。Ｍ／Ｚ１４．８ｋＤマーカーでは、Ｔ２Ｄサンプルの平均強度が４．４であり、
正常サンプルでは、平均強度は３．３であった。相対強度比は１．４７であった。
【図１５】１３個のＴ２Ｄサンプルおよび１６個の正常ヒト血清サンプルで同定された、
異なって発現されたタンパク質ピークを示すシュードゲルの写真である。Ｔ２Ｄサンプル
の平均ピーク強度は１１８であったが、これに対して正常サンプルでは、平均ピーク強度
は１８２であった。相対強度の比は０．６５であった。各点は個々のサンプルで測定した
タンパク質ピークの強度を表す。
【図１６】肥満Ｔ２Ｄ対象（Ｄｒ．Ｃｈｅａｔｈａｍのサンプル）対非肥満Ｔ２Ｄ対象（
Ｄｒ．Ｄａｎｋｎｅｒのサンプル）から取得したサンプルにおける示差アルブミンプロフ
ァイリングを示すグラフである。
【図１７Ａ】Ｏ．Ｄ．４５０ｎｍの吸光度によって測定されたＣＤｓ－ＨＳＤおよびＣＤ
ｒ－ＨＳＤ特異的ハイブリドーマコロニーのＥＬＩＳＡ反応性のグラフ表現である。
【図１７Ｂ】Ｏ．Ｄ．４５０ｎｍの吸光度によって測定されたＣＤｓ－ＨＳＤおよびＣＤ
ｒ－ＨＳＤ特異的ハイブリドーマコロニーのＥＬＩＳＡ反応性のグラフ表現である。
【図１８Ａ】ＣＤｓ－ＨＳＤおよびＣＤｒ－ＨＳＤ特異的ハイブリドーマクローンＰ２－
１０－Ｂ８－ＫＡ８、Ｐ１－１４－Ａ２－Ｅ－Ｈ８、Ｐ２－４－Ｈ５－Ｋ－Ｂ４、Ｐ１－
２０－Ｂ７－Ｆ－Ｃ１、Ｐ２－１３－Ａ９－Ｐ－Ａ８、およびＰ１－５－Ｆ１１－ＸＦ５
の反応性を示すウェスタンブロットの写真である。
【図１８Ｂ】ＣＤｓ－ＨＳＤおよびＣＤｒ－ＨＳＤ特異的ハイブリドーマクローンＰ２－
１０－Ｂ８－ＫＡ８、Ｐ１－１４－Ａ２－Ｅ－Ｈ８、Ｐ２－４－Ｈ５－Ｋ－Ｂ４、Ｐ１－
２０－Ｂ７－Ｆ－Ｃ１、Ｐ２－１３－Ａ９－Ｐ－Ａ８、およびＰ１－５－Ｆ１１－ＸＦ５
の反応性を示すウェスタンブロットの写真である。
【図１８Ｃ】ＣＤｓ－ＨＳＤおよびＣＤｒ－ＨＳＤ特異的ハイブリドーマクローンＰ２－
１０－Ｂ８－ＫＡ８、Ｐ１－１４－Ａ２－Ｅ－Ｈ８、Ｐ２－４－Ｈ５－Ｋ－Ｂ４、Ｐ１－
２０－Ｂ７－Ｆ－Ｃ１、Ｐ２－１３－Ａ９－Ｐ－Ａ８、およびＰ１－５－Ｆ１１－ＸＦ５
の反応性を示すウェスタンブロットの写真である。
【図１９】ＣＤｓ－ＨＳＤおよびＣＤｒ－ＨＳＤに由来する特異的ハイブリドーマクロー
ンによる免疫沈降後のクマシー染色ＳＤＳポリアクリルアミドゲルの写真である。
【図２０Ａ】図１８のＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルから切除した下バンドのＭＳスペクトル解析
のスクリーンショットである。下バンドのカルネキシンとしての確実な同定が行われた。
【図２０Ｂ】図１８のＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルから切除した下バンドのＭＳスペクトル解析
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のスクリーンショットである。下バンドのカルネキシンとしての確実な同定が行われた。
【図２１】Ｃｏｈｅｎ２型糖尿病ラット膵臓における１３７個の異なって発現された遺伝
子の散布図を示す。アップレギュレートおよびダウンレギュレートされた遺伝子の両方が
プロットに示されている。
【図２２Ａ】Ｃｏｈｅｎ２型糖尿病ラット膵臓に存在する１２，７２９個の遺伝子の遺伝
子系統樹マイクロアレイ解析を示す。
【図２２Ｂ】Ｃｏｈｅｎ２型糖尿病ラット膵臓において、発現が２倍の変化を有すること
が判明した８２０個の遺伝子、および発現が３倍の変化を有することを示した１３７個の
遺伝子の、遺伝子系統樹マイクロアレイ解析を示す。
【図２２Ｃ】Ｋ平均クラスタリングによって分類されたような、発現が３倍の変化を示す
１３７個の遺伝子のセット１～５を示す。
【発明を実施するための形態】
【００３３】
　本発明は、糖尿病または前糖尿病状態を有する、あるいは糖尿病または前糖尿病状態を
発症する素因のある対象に関連付けられたバイオマーカーの同定に関する。したがって本
発明は、本明細書で開示するバイオマーカーの検出により、糖尿病または前糖尿病状態に
ついて無症候性である対象を含めて、糖尿病または前糖尿病状態の素因がある対象を同定
する診断および予後方法を特徴とする。バイオマーカーは、２型糖尿病に関する合併症を
有する、または発症するリスクに瀕した対象を同定するためにも好都合に使用されうる。
これらのバイオマーカーは、糖尿病または前糖尿病状態の治療および療法を受けている対
象を監視するのに、そして糖尿病または前糖尿病状態を有する対象において有効である療
法および治療を選択するのにも有用であり、このような治療および療法の選択および使用
は、糖尿病または前糖尿病状態の進行を低速化させるか、あるいはその発病を実質的に遅
延または予防する。本発明のバイオマーカーは、２型糖尿病または関連状態を有する対象
を治療するために使用される製薬組成物の形でありうる。
【００３４】
　本明細書で使用する場合、「ａ」、「ａｎ」および「ｔｈｅ」は、文脈が別途明確に示
さない限り、単数形および複数形の指示物を含む。それゆえたとえば「ａｎ　ａｃｔｉｖ
ｅ　ａｇｅｎｔ（１つの活性剤）」または「ａ　ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌｌｙ　
ａｃｔｉｖｅ　ａｇｅｎｔ（１つの薬理学的活性剤）」とは、単数の活性剤はもちろんの
こと、２つ以上の別の活性剤の組み合わせも含み、「ａ　ｃａｒｒｉｅｒ（１つの担体）
」とは、２つ以上の担体の混合物はもちろんのこと、単数の担体も含む。
【００３５】
　「真性糖尿病」は本発明の文脈において、自己免疫性および特発性の両方の１型糖尿病
ならびに２型糖尿病（合せて「糖尿病」）を含む。Ｗｏｒｌｄ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｏｒｇａ
ｎｉｚａｔｉｏｎは、真性糖尿病について空腹時血漿血糖濃度７．０ｍｍｏｌ／１（１２
６ｍｇ／ｄｌ）以上（全血６．１ｍｍｏｌ／１または１１０ｍｇ／ｄｌ）、または２時間
血糖レベル≧１１．１ｍｍｏｌ／Ｌ（≧２００ｍｇ／ｄＬ）の診断値を定義している。真
性糖尿病に対する高いリスクを示す他の値としては、高い動脈圧≧１４０／９０ｍｍＨｇ
；高い血漿トリグリセリド（≧１．７ｍｍｏｌ／Ｌ；１５０ｍｇ／ｄＬ）および／または
低いＨＤＬコレステロール（男性では＜０．９ｍｍｏｌ／Ｌ、３５ｍｇ／ｄｌ；女性では
＜１．０ｍｍｏｌ／Ｌ、３９ｍｇ／ｄＬ）；中心性肥満（男性：腹囲対臀囲比＞０．９０
；女性：腹囲対臀囲比＞０．８５）および／または３０ｋｇ／ｍ２を超えるボディマス指
数；ミクロアルブミン尿症、尿中アルブミン排泄率＞２０μｇ／分またはアルブミン：ク
レアチニン比≧３０ｍｇ／ｇの場合）が挙げられる。
【００３６】
　「前糖尿病状態」は、正常グルコース恒常性および代謝と、明白な真性糖尿病で見られ
る状況との中間である代謝状況を指す。前糖尿病状態としては制限なく、メタボリックシ
ンドローム（シンドロームＸ）、耐糖能異常（ＩＧＴ）、および空腹時血糖異常（ＩＦＧ
）が挙げられる。ＩＧＴは、グルコース調節の食後異常を指すが、ＩＦＧは空腹状態で測
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定される異常を指す。Ｗｏｒｌｄ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎは、ＩＦＧ
の値を６．１ｍｍｏｌ／Ｌ（１００ｍｇ／ｄＬ）以上（全血５．６ｍｍｏｌ／Ｌ；１００
ｍｇ／ｄＬ）であるが、７．０ｍｍｏｌ／Ｌ（１２６ｍｇ／ｄＬ）未満（全血６．１ｍｍ
ｏｌ／Ｌ；１１０ｍｇ／ｄＬ）の空腹時血漿血糖濃度として定義している。全米コレステ
ロール教育プログラム（ＮＣＥＰ）基準によるメタボリックシンドロームは、次：血圧≧
１３０／８５ｍｍＨｇ；空腹時血漿血糖≧６．１ｍｍｏｌ／Ｌ；胴囲＞１０２ｃｍ（男性
）または＞８８ｃｍ（女性）；トリグリセリド≧１．７ｍｍｏｌ／Ｌ；およびＨＤＬコレ
ステロール＜１．０ｍｍｏｌ／Ｌ（男性）または１．３ｍｍｏｌ／Ｌ（女性）の少なくと
も３つを有するとして定義される。
【００３７】
　「耐糖能異常」（ＩＧＴ）は、通常よりは高いが、真性糖尿病として分類されるほど高
くない血糖レベルを有するとして定義される。ＩＧＴを有する対象は、７５ｇ経口耐糖能
試験で１４０～１９９ｍｇ／ｄＬ（７．８～１１．０ｍｍｏｌ）の２時間血糖レベルを有
するであろう。これらの血糖レベルは、正常より上であるが、糖尿病と診断されるレベル
よりは低い。耐糖能異常または空腹時血糖異常を持つ対象は、糖尿病を発症する重大なリ
スクを有し、それゆえ一次予防の重要な標的群である。
【００３８】
　「インスリン抵抗性」は、体の細胞がインスリンの効果に対して抵抗性となる、すなわ
ち所与の量のインスリンに対する正常な応答が低下する状態を指す。結果として、インス
リンがその効果を発揮するために、より高いレベルのインスリンが必要とされる。
【００３９】
　「２型糖尿病に関連する合併症」または「前糖尿病状態に関連する合併症」としては、
制限なく、糖尿病性網膜症、糖尿病性腎症、盲目、記憶喪失、腎不全、心血管疾患（冠動
脈疾患、末梢動脈疾患、脳血管疾患、アテローム性動脈硬化、および高血圧を含む）、神
経障害、自律神経機能障害、高血糖性高浸透圧性昏睡、またはそれらの組合せが挙げられ
る。
【００４０】
　「正常血糖レベル」は、「血糖正常の」という用語と互換的に使用され、６．１ｍｍｏ
ｌ／Ｌ（１１０ｍｇ／ｄＬ）未満の空腹時静脈血漿血糖濃度を指す。この量は任意である
が、このような値は正常耐糖能が証明された対象にて観察されており、しかし一部は経口
耐糖能試験（ＯＧＴＴ）によって測定されるようにＩＧＴを有することがある。本発明の
文脈での、そして本明細書で定義されるベースライン値、指数値、または基準値としては
たとえば、「正常血糖レベル」が挙げられる。
【００４１】
　１５８のバイオマーカーが、糖尿病を有する、または前糖尿病状態に特徴的な症状を示
す対象、たとえばインスリン抵抗性である、変化したベータ細胞機能を有する、あるいは
公知の臨床パラメータまたはリスク因子、たとえば糖尿病の家族歴、低い活動レベル、質
の悪い食事、過体重（特に胴囲付近）、４５歳を超えた年齢、高血圧、高レベルのトリグ
リセリド、３５未満のＨＤＬコレステロール、以前に同定された耐糖能異常、以前の妊娠
中の糖尿病（「妊娠真性糖尿病」）または体重が９ポンド超の新生児の出産、および民族
性に基づいて糖尿病を発症するリスクに瀕している対象において、変更または調節された
存在または濃度レベルを有するとして同定されている。
【００４２】
　本発明のバイオマーカーおよび方法は、当業者が、糖尿病または前糖尿病状態のいずれ
の症状も示さないが、それにもかかわらず糖尿病を発症するリスクに瀕した、または前糖
尿病状態に特徴的な症状を経験している対象を同定、診断、またはそうでなければ評価で
きるようにする。
【００４３】
　本発明の文脈における「バイオマーカー」という用語は、制限なく、タンパク質、ペプ
チド、核酸、タンパク質および核酸の多型、スプライス変異体、タンパク質または核酸の
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断片、元素、代謝産物、および他の検体を含む。バイオマーカーは、変異タンパク質また
は変異核酸も含みうる。「検体」という用語は本明細書で使用する場合、測定されるいず
れの物質も意味して、電解質および元素、たとえばカルシウムを含みうる。最後にバイオ
マーカーは、他の臨床的特徴、たとえば制限なく、年齢、民族性、拡張期および収縮期血
圧、ボディマス指数、および安定時心拍数を含む健康状況の非検体生理学的マーカーも指
しうる。
【００４４】
　糖尿病または前糖尿病状態を有する、あるいは糖尿病または前糖尿病状態を発症する素
因のある対象においてレベルが変化するタンパク質、ペプチド、核酸、多型、および代謝
産物は、表１にまとめられており、本明細書では集合的に、特に「糖尿病関連タンパク質
」、「ＤＢＭＡＲＫＥＲポリペプチド」、または「ＤＢＭＡＲＫＥＲタンパク質」と呼ば
れる。ポリペプチドをコードする対応する核酸は、「糖尿病関連核酸」、「糖尿病関連遺
伝子」、「ＤＢＭＡＲＫＥＲ核酸」、または「ＤＢＭＡＲＫＥＲ遺伝子」と呼ばれる。別
途指示しない限り、「ＤＢＭＡＲＫＥＲ」、「糖尿病関連タンパク質」、「糖尿病関連核
酸」は、本明細書で開示する配列のいずれも指すものとする。本明細書では「ＤＢＭＡＲ
ＫＥＲ代謝産物」と呼ばれる、ＤＢＭＡＲＫＥＲタンパク質または核酸の対応する代謝産
物も測定されうる。１つ以上の、好ましくは２つ以上の上述のクラスのＤＢＭＡＲＫＥＲ
の数学的組合せ測定から生成された算出指数は、「ＤＢＭＡＲＫＥＲ指数」と呼ばれる。
タンパク質、核酸、多型、変異タンパク質および変異核酸、代謝産物、および他の検体は
、先の実体のいずれかから構築された一般的な生理学的測定値および指数と同様に、「Ｄ
ＢＭＡＲＫＥＲ」の広義の分類に含まれる。
【００４５】
　興味のある１つのＤＢＭＡＲＫＥＲは、約４．２ｋＤの分子量を有し、セリンプロテア
ーゼ阻害薬である、セルピナ３ＭのＣ末端断片としてさらに同定された。本マーカーはＣ
Ｄｒ－ＲＤおよびＣＤｒ－ＨＳＤラットにおいてアップレギュレートされることが示され
た。本断片のアミノ酸配列決定は、本断片がアミノ酸配列：ＳＧＲＰＰＭＩＶＷＦＮＲＰ
ＦＬＩＡＶＳＨＴＨＧＱＴＩＬＦＭＡＫＶＩＮＰＶＧＡ（配列番号１）を含むことを明ら
かにした。
【００４６】
　本発明の文脈におけるＤＢＭＡＲＫＥＲ「代謝産物」は、全長ポリペプチドの一部を含
む。「部分」という用語によって特定の長さは示されない。ＤＢＭＡＲＫＥＲ代謝産物は
、長さがアミノ酸５００個未満、たとえば長さがアミノ酸４００、３５０、３００、２５
０、２００、１５０、１００、７５、５０、３５、２６、２５、１５、または１０個以下
でありうる。例示的なＤＢＭＡＲＫＥＲ代謝産物としては、配列番号１の配列（全部また
は一部）を含みうるペプチドが挙げられる。好ましくはＤＢＭＡＲＫＥＲ代謝産物は、配
列番号１の少なくとも５、１０、１５、２０、２５個またはそれ以上の連続アミノ酸を含
む。
【００４７】
　「対象」は本発明の文脈において、好ましくは哺乳類である。哺乳類は、ヒト、非ヒト
霊長類、マウス、ラット、イヌ、ネコ、ウマ、またはウシでありうるが、これらの例に限
定されない。ヒト以外の哺乳類は、真性糖尿病または前糖尿病状態の動物モデルとなる対
象として好都合に使用されうる。対象はオスまたはメスでありうる。対象は、以前に糖尿
病または前糖尿病状態と診断された、もしくは糖尿病または前糖尿病状態に罹患している
、あるいは糖尿病または前糖尿病状態を有するとして同定されたが、任意に糖尿病または
前糖尿病状態の治療を受ける必要がなかった対象でありうる。対象は、２型糖尿病または
前糖尿病状態に罹患していない対象でもありうる。対象は、２型糖尿病または前糖尿病状
態と診断された、あるいは２型糖尿病または前糖尿病状態に罹患しているとして同定され
たが、２型糖尿病または前糖尿病状態に対する１つ以上の治療を受けた結果として公知の
糖尿病リスク因子の改善を示している対象でもありうる。あるいは対象は、糖尿病または
前糖尿病状態を有するとして以前に診断されていない対象でもありうる。たとえば対象は
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、糖尿病または前糖尿病状態の１つ以上のリスク因子を示す対象、あるいは糖尿病リスク
因子を示さない対象、あるいは糖尿病または前糖尿病状態について無症候性である対象で
ありうる。対象は、糖尿病または前糖尿病状態に罹患している、あるいは糖尿病または前
糖尿病状態を発症するリスクに瀕している対象でもありうる。対象は、本明細書で定義す
るような２型糖尿病または前糖尿病状態に関連する１つ以上の合併症と診断された、ある
いは合併症を有する同定された対象でもありうるか、もしくは対象は、以前に２型糖尿病
または前糖尿病状態に関連する１つ以上の合併症と診断されていない、あるいは合併症を
有するとして同定されていない対象でありうる。
【００４８】
　「サンプル」は本明細書の文脈において、対象から単離された生物学的サンプルであり
、たとえば血清、血漿、血球、内皮細胞、組織生検、リンパ液、膵液、腹水、間質液（「
細胞外液」としても公知であり、特に歯肉溝滲出液を含む、細胞間の空間に見出される液
を含む）、骨髄、痰、唾液、涙または尿が挙げられる。
【００４９】
　１つ以上の、好ましくは２つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲが本発明の実施で検出されうる。
たとえば１、２、５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、
６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９５、１００、１０５、１１０、１１５、
１２０、１２５、１３０、１３５、１４０、１４５、１５０、１５５個またはそれ以上の
ＤＢＭＡＲＫＥＲが検出されうる。一部の態様において、本明細書で開示される全１５８
個のＤＢＭＡＲＫＥＲが検出されうる。多数のＤＢＭＡＲＫＥＲが検出されうる好ましい
範囲としては、公知の全ＤＢＭＡＲＫＥＲまでのいずれかの最大数と対になった、１～１
５８、特に２、５、１０、１５、２０、２５、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９
０、１００、１１０、１２０、１３０、１４０、１５０から選択されるいずれかの最小数
、特に１、２、５、１０、２０、および２５によって制限された範囲を含みうる。特に好
ましい範囲としては、１～２、１～５、１～１０、１～１５、１～２０、１～２５、１～
３０、１～３５、１～４０、１～４５、１～５０、１～５５、１～６０、１～６５、１～
７０、１～７５、１～８０、１～８５、１～９０、１～９５、１～１００、１～１２０、
１～１２５、１～１３０、１～１４０、１～１５０、１～１５８、２～５、２～１０、２
～１５、２～２０、２～２５、２～３０、２～３５、２～４０、２～４５、２～５０、２
～５５、２～６０、２～６５、２～７０、２～７５、２～８０、２～８５、２～９０、２
～９５、２～１００、２～１２０、２～１２５、２～１３０、２～１４０、２～１５０、
２～１５８、５～１０、５～１５、５～２０、５～２５、５～３０、５～３５、５～４０
、５～４５、５～５０、５～５５、５～６０、５～６５、５～７０、５～７５、５～８０
、５～８５、５～９０、５～９５、５～１００、５～１２０、５～１２５、５～１３０、
５～１４０、５～１５０、５～１５８、１０～１５、１０～２０、１０～２５、１０～３
０、１０～３５、１０～４０、１０～４５、１０～５０、１０～５５、１０～６０、１０
～６５、１０～７０、１０～７５、１０～８０、１０～８５、１０～９０、１０～９５、
１０～１００、１０～１２０、１０～１２５、１０～１３０、１０～１４０、１０～１５
０、１０～１５８、２０～５０、２０～７５、２０～１００、２０～１２０、２０～１２
５、２０～１３０、２０～１４０、２０～１５０、２０～１５８、５０～７５、５０～１
００、５０～１２０、５０～１２５、５０～１３０、５０～１４０、５０～１５０、５０
～１５８、１００～１２５、１２５～１５０、および１５０～１５８が挙げられる。
診断および予後方法
　糖尿病または前糖尿病状態を発症するリスクは、試験サンプル（たとえば対象由来サン
プル）中のＤＢＭＡＲＫＥＲタンパク質、ペプチド、核酸、多型、代謝産物、および他の
検体の「有効量」を検査することと、有効量を基準値または指数値と比較することとによ
って検出されうる。「有効量」は、サンプル中で検出されるＤＢＭＡＲＫＥＲの総量また
はレベルでありうるか、あるいは「正規化量」、たとえばサンプル中で検出されたＤＢＭ
ＡＲＫＥＲとバックグラウンドノイズとの差でありうる。正規化方法および正規化値は、
検出方法に応じて異なるであろう。好ましくは、数学的アルゴリズムを使用して複数の個
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々のＤＢＭＡＲＫＥＲの結果からの情報を単一の測定値または指数に合成することができ
る。糖尿病または前糖尿病状態のリスク上昇を有するとして識別された対象は任意に、処
置レジメン、たとえば本明細書で定義するような「糖尿病調節剤」などの予防または治療
化合物の投与、あるいは糖尿病または前糖尿病状態の発病を予防または遅延するための運
動計画または食事補充物の実施を受け入れることが選択されうる。対象から単離されたサ
ンプルはたとえば血液、血漿、血球、内皮細胞、組織生検、リンパ液、膵液、血清、骨髄
、腹水、間質液（たとえば歯肉溝滲出液を含む）、尿、痰、唾液、涙または他の体液を含
みうる。
【００５０】
　ＤＢＭＡＲＫＥＲタンパク質、ペプチド、核酸、多型、代謝産物、または他の検体の量
は試験サンプル中で測定されて、正常対照レベルと比較されうる。「正常対照レベル」と
いう用語は、たとえば高齢まで監視され、糖尿病または前糖尿病状態を発症しないことが
見出された若年対象の長期研究から採取されたサンプルと比較して、糖尿病または前糖尿
病状態に罹患しておらず、糖尿病または前糖尿病状態を有さないと思われる対象で通例見
出される、１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲタンパク質、核酸、多型、代謝産物、または他の
検体のレベル、あるいはＤＢＭＡＲＫＥＲ指数を意味する。「正常対照レベル」は、本明
細書で定義したような「正常血糖レベル」または「血糖正常レベル」を有する対象から導
出した値を含みうる。あるいは正常対照レベルは、糖尿病または前糖尿病状態に罹患して
いる患者に通例見出される１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲタンパク質、ペプチド、核酸、多
形、代謝産物、または他の検体のレベルを意味しうる。正常対照レベルは、範囲または指
数でありうる。あるいは正常対照レベルは、以前に試験された対象からのパターンのデー
タベースでありうる。正常対照レベルと比較された１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲタンパク
質、核酸、多形、代謝産物、または他の検体の対象由来サンプル中でのレベルの変化は、
対象が糖尿病または前糖尿病状態に罹患している、あるいは糖尿病または前糖尿病状態を
発症するリスクに瀕していることを示しうる。対照的に、該方法が予防的に利用されると
き、１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲタンパク質、核酸、多型、代謝産物、または他の検体の
対象由来サンプルにおける正常対照レベルと比較された同様のレベルは、対象が糖尿病ま
たは前糖尿病状態に罹患していない、糖尿病または前糖尿病状態を発症するリスクに瀕し
ていない、あるいは発症するリスクが低いことを示しうる。
【００５１】
　基準値は、糖尿病状態が既知である（すなわち２型糖尿病または前糖尿病状態と診断さ
れた、あるいは２型糖尿病または前糖尿病状態に罹患していると同定された、あるいは２
型糖尿病または前糖尿病状態と診断されていない、もしくは２型糖尿病または前糖尿病状
態に罹患していると同定されていない）対照対象または集団から導出した値を指しうる、
もしくは指数値またはベースライン値でありうる。基準サンプルあるいは指数値またはベ
ースライン値は、治療を受けた１つ以上の対象から取得または導出されうるか、あるいは
糖尿病または前糖尿病状態を発症するリスクが低い１つ以上の対象から取得または導出さ
れうるか、あるいは治療受診の結果として糖尿病リスク因子の改善を示している対象から
取得または導出されうる。あるいは基準サンプルあるいは指数値またはベースライン値は
、治療を受診していない１つ以上の対象から取得または導出されうる。たとえばサンプル
は、治療の進展を監視するために、糖尿病または前糖尿病状態の初期治療および糖尿病ま
たは前糖尿病状態のその後の治療を受診した対象から採取されうる。基準値は、リスク予
測アルゴリズムまたは本明細書で開示したような集団研究による算出指数から導出した値
も含みうる。基準値は、２型糖尿病または前糖尿病状態に関連する１つ以上の合併症を有
するとして以前に同定された対象から導出した値、あるいは合併症を発症していない、も
しくは以前に２型糖尿病または前糖尿病状態に関連する合併症と診断されていない、また
は合併症を有するとして同定されていない対象から導出した値でもありうる。基準値は、
正常対照レベルに対応する、または本明細書で定義した「正常血糖レベル」を有する１つ
以上の対象に由来する値も含みうる。
【００５２】
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　本発明の方法で測定したＤＢＭＡＲＫＥＲの（「有効量」でありうる）レベルまたは量
の相違は、ＤＢＭＡＲＫＥＲのレベルまたは量の増加または減少を含みうる。基準値に対
するＤＢＭＡＲＫＥＲの量の増加または減少は、２型糖尿病または前糖尿病状態の進行、
２型糖尿病または前糖尿病状態に関連する合併症の遅延、進行、発症または軽減、２型糖
尿病または前糖尿病状態、あるいはそれに関連する合併症を発症するリスクの上昇または
下降を示す。増加または減少は、２型糖尿病または前糖尿病状態に対する１つ以上の処置
レジメンの成功を示しうるか、あるいは糖尿病リスク因子の改善または逆行を示しうる。
増加または減少はたとえば、基準値または正常対照レベルの少なくとも５％、少なくとも
１０％、少なくとも１５％、少なくとも２０％、少なくとも２５％、少なくとも３０％、
少なくとも３５％、少なくとも４０％、少なくとも４５％、または、少なくとも５０％で
ありうる。
【００５３】
　ＤＢＭＡＲＫＥＲのレベル（または量）の差は、好ましくは統計的に有意である。「統
計的に有意である」とは、変化が偶然だけで起こると予想されるものより大きいことを意
味する。統計的有意性は、当業界で公知のいずれの方法によっても決定されうる。たとえ
ば統計的有意性は、ｐ値によって決定されうる。ｐ値は、実験中の群間の差が偶然によっ
て起こった確率の指標である。（Ｐ（ｚ＞ｚｏｂｓｅｒｖｅｄ））。たとえば０．０１の
ｐ値は、結果が偶然起こった確率が１００分の１であることを意味する。ｐ値が小さくな
ればなるほど、群間の差が治療によって引き起こされた可能性がより高くなる。ｐ値が少
なくとも０．０５である場合に、変化は統計的に有意である。好ましくはｐ値は、０．０
４、０．０３、０．０２、０．０１、０．００５、０．００１またはそれ以下である。下
記のように、本発明の制限なしに、統計的有意性を達成することは、必ずではないが一般
に、いくつかのＤＢＭＡＲＫＥＲの組合せがパネルで共に使用されて、統計的に有意なＤ
ＢＭＡＲＫＥＲ指数を達成するために数学的アルゴリズムと併用されることが必要である
。
【００５４】
　試験、アッセイ、または方法の「診断精度」は、試験、アッセイ、または方法の、糖尿
病または前糖尿病状態を有する、あるいは糖尿病または前糖尿病状態のリスクに瀕した対
象を区別する能力が、対象が１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲのレベルにおける「臨床的に有
意な存在」または「臨床的に有意な変化」を有するかどうかに基づくことに関与している
。「臨床的に有意な存在」または「臨床的に有意な変化」とは、対象（通例は対象からの
サンプル）におけるＤＢＭＡＲＫＥＲの存在（たとえばミリグラム、ナノグラムなどの質
量、またはデシリットル当たりのミリグラムなどの体積当たりの質量または単位体積当た
りの転写のコピー数））あるいはＤＢＭＡＲＫＥＲの存在の変化が、そのＤＢＭＡＲＫＥ
Ｒの所定のカットオフ点（または閾値）よりも高く、したがってそのタンパク質、ペプチ
ド、核酸、多型、代謝産物または検体の十分に高い存在がマーカーである糖尿病または前
糖尿病状態を対象が有するとを示すことを意味する。
【００５５】
　本発明は、２型糖尿病への転換のリスクの分類的または連続的測定を行うために使用さ
れ得、それゆえ前糖尿病と定義された対象の分類を診断する。
【００５６】
　分類的計画では、本発明の方法は正常対象コホートと前糖尿病状態対象コホートを区別
するために使用されうる。本発明のこの分類的使用において、「高度の診断精度」および
「非常に高度の診断精度」という用語は、前糖尿病状態の存在または非存在を正しく（精
密に）示す所定のカットオフ点を持つそのＤＢＭＡＲＫＥＲ（またはＤＢＭＡＲＫＥＲ指
数；ＤＢＭＡＲＫＥＲ値が、単一のＤＢＭＡＲＫＥＲからの、またはＤＢＭＡＲＫＥＲの
指数から導出されたいずれかの個々の測定値を含む場合）についての試験またはアッセイ
を指す。完璧な試験は完璧な精度を有する。それゆえ前糖尿病状態を有する対象では、該
試験は陽性試験結果のみ示し、「陰性」とされる対象のいずれも報告しない（「偽陰性」
はない）。言い換えれば、試験の「感度」（真の陽性率）は１００％であろう。他方、そ
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れゆえ前糖尿病状態を有さなかった対象では、該試験は陰性試験結果のみ示し、「陽性」
とされる対象のいずれも報告しない（「偽陽性」はない）。言い換えれば「特異性」（真
の陰性率）は１００％であろう。試験、たとえば臨床診断試験の特異性、感度、ならびに
陽性および陰性予測値について議論している、たとえばＯ’Ｍａｒｃａｉｇｈ　ＡＳ，Ｊ
ａｃｏｂｓｏｎ　ＲＭ，“Ｅｓｔｉｍａｔｉｎｇ　Ｔｈｅ　Ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅ　Ｖａ
ｌｕｅ　Ｏｆ　Ａ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ　Ｔｅｓｔ，Ｈｏｗ　Ｔｏ　Ｐｒｅｖｅｎｔ　
Ｍｉｓｌｅａｄｉｎｇ　Ｏｒ　Ｃｏｎｆｕｓｉｎｇ　Ｒｅｓｕｌｔｓ，”Ｃｌｉｎ．Ｐｅ
ｄ．１９９３，３２（８）：４８５－４９１を参照。他の実施形態において、本発明は前
糖尿病状態を糖尿病から、または糖尿病を正常から区別するために使用されうる。このよ
うな使用は、ＤＢＭＡＲＫＥＲの異なるサブセット（表１に開示したような全ＤＢＭＡＲ
ＫＥＲからの）、数学的アルゴリズム、および／またはカットオフ点を必要とするが、所
期の用途のために診断精度の同じ上述の測定を受ける。
【００５７】
　疾患の分類的診断において、試験（またはアッセイ）のカット点または閾値を変更する
ことは通常、感度および特異性を、ただし定性的に反比例関係で変化させる。たとえばカ
ット点が低くされると、試験された集団内のさらなる対象が通例、カット点または閾値を
超える試験結果を有するであろう。カット点を超える試験結果を有する対象は、試験が実
施される疾患、状態、または症候群を有するとして報告されるので、カット点を低くする
ことは、より多くの対象が陽性結果（対象が糖尿病または前糖尿病状態を有すること）を
有するとして報告されるようになるだろう。それゆえ糖尿病または前糖尿病状態を有する
対象のより高い割合が試験によって、それを有することが示されるであろう。したがって
試験の感度（真の陽性率）が上昇するであろう。しかしながら同時に、疾患、状態、また
は症候群を持たないより多くの人々（たとえば真に「陰性」である人々）が試験によって
、カット点を超えたＤＢＭＡＲＫＥＲ値を有することが示され、したがって試験によって
陰性であると正しく示されるのではなく、むしろ陽性として（すなわち疾患、状態、また
は症候群を有するとして）報告されるので、さらなる偽陽性があるであろう。したがって
試験の特異性（真の陰性率）が低下されるであろう。同様にカット点を上昇させることは
、感度を低下させて、特異性を上昇させる傾向がある。したがって対象の状態を評価する
ための提案された医学的試験、アッセイまたは方法の精度および有用性を評価する場合、
感度と特異性の両方を常に考慮すべきであり、感度および特異性がカット点の範囲にわた
って著しく変化するので感度および特異性が報告されるカット点がどれであるか注意すべ
きである。
【００５８】
　しかしながら試験（またはアッセイ）のカット点の範囲全体にわたって、試験、アッセ
イ、または方法の感度および特異性の表現を単一の値のみによって可能にする指標がある
。その指標は、問題の試験、アッセイまたは方法の受信者動作特性（「ＲＯＣ」）曲線か
ら導出される。たとえばＳｈｕｌｔｚ，“Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｐｒｅｔａｔｉ
ｏｎ　Ｏｆ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ，”ｃｈａｐｔｅｒ　１４　
ｉｎ　Ｔｅｉｔｚ，Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌｓ　ｏｆ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓ
ｔｒｙ，Ｂｕｒｔｉｓ　ａｎｄ　Ａｓｈｗｏｏｄ（ｅｄｓ．），４ｔｈ　ｅｄｉｔｉｏｎ
　１９９６，Ｗ．Ｂ．Ｓａｕｎｄｅｒｓ　Ｃｏｍｐａｎｙ，ｐａｇｅｓ　１９２－１９９
；およびＺｗｅｉｇら、“ＲＯＣ　Ｃｕｒｖｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ：Ａｎ　Ｅｘａｍｐｌ
ｅ　Ｓｈｏｗｉｎｇ　Ｔｈｅ　Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ　Ａｍｏｎｇ　Ｓｅｒｕｍ　
Ｌｉｐｉｄ　Ａｎｄ　Ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　
Ｉｎ　Ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ　Ｓｕｂｊｅｃｔｓ　Ｗｉｔｈ　Ｃｏｒｏｎｏｒｙ　Ａｒ
ｔｅｒｙ　Ｄｉｓｅａｓｅ，”Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．，１９９２，３８（８）：１４２５
－１４２８を参照。
【００５９】
　ＲＯＣ曲線は、０から１のスケール（たとえば１００％）のｘ軸上の１マイナス特異性
に等しい値に対する、０から１のスケール（たとえば１００％）のｙ軸上の感度のｘ－ｙ
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プロットである。言い換えれば、それはその試験、アッセイ、または方法での偽陽性率に
対する真の陽性率のプロットである。問題の試験、アッセイ、または方法のＲＯＣ曲線を
構築するには、対象は、対象が疾患、状態、または症候群について真に陽性または陰性で
あるかどうかを判定するために、たとえば問題の試験、アッセイ、または方法とは独立し
ている完全に精密な、または「基準」方法を使用して評価されうる（たとえば冠動脈造影
は、冠状動脈アテローム性動脈硬化の存在についての基準試験である）。対象はまた、問
題の試験、アッセイまたは方法を使用して、各種のカット点について試験され、対象は試
験、アッセイ、または方法に従って陽性または陰性として報告される。感度（真の陽性率
）および１マイナス特異性に等しい値（偽陽性値と等しい値）が各カット点について決定
され、ｘ－ｙ値の各対がｘ－ｙ図に１つの点としてプロットされる。これらの点を連結す
る「曲線」がＲＯＣ曲線である。
【００６０】
　ＲＯＣ曲線は、感度および特異性が最大化される最適な単一の臨床カットオフまたは治
療閾値を決定するためにしばしば使用される；このような状況は、曲線の下に描かれうる
１個の最大の長方形の左上角を描くＲＯＣ曲線上の点を表す。
【００６１】
　曲線下面積（「ＡＵＣ」）全体は、試験のカット点の範囲全体にわたって、試験、アッ
セイ、または方法の感度および特異性の表現を単一の値のみによって可能にする指標であ
る。最大ＡＵＣは１であり（完全な試験）、最小面積は２分の１である（たとえば正常対
疾患の区別がない面積）。ＡＵＣが１に近づけば近づくほど、試験の精度はより良好であ
る。すべてのＲＯＣおよびＡＵＣにおいて、問題の疾患および試験後時間水平の定義が暗
黙であることに注目すべきである。
【００６２】
　「高度の診断精度」とは、ＡＵＣ（試験またはアッセイのＲＯＣ曲線下面積）が少なく
とも０．７０、望ましくは少なくとも０．７５、さらに望ましくは少なくとも０．８０、
好ましくは少なくとも０．８５、さらに好ましくは少なくとも０．９０、最も好ましくは
少なくとも０．９５である試験またはアッセイを意味する。
【００６３】
　「非常に高度の診断精度」とは、ＡＵＣ（試験またはアッセイのＲＯＣ曲線下面積）が
少なくとも０．８０、望ましくは少なくとも０．８５、さらに望ましくは少なくとも０．
８７５、好ましくは少なくとも０．９０、さらに好ましくは少なくとも０．９２５、最も
好ましくは少なくとも０．９５である試験またはアッセイを意味する。
【００６４】
　あるいは低い罹患率の試験済み集団（１年につき１％未満の発生率の集団として定義さ
れる）において、ＲＯＣおよびＡＵＣは、試験の臨床有用性に関して誤解を招くおそれが
あり、診断精度の程度を判定するために本開示の別の箇所で定義される絶対および相対リ
スク比が利用されうる。試験される対象の集団も四分位へ分類可能であり、上位四分の一
（集団の２５％）は、糖尿病または前糖尿病状態を発症または罹患する最も高い相対リス
クを持つ対象の群を含み、下位四分の一は、糖尿病または前糖尿病状態を発症する最も低
い相対リスクを有する対象の群を含む。一般に低い罹患率の集団における上位四分の一か
ら下位四分の一の２．５倍を超える相対リスクを有する試験またはアッセイから導出され
た値は、「高度の診断精度」を有すると見なされ、各四分位について５～７倍の相対リス
クを有するそれらは非常に高度の診断精度を有すると見なされる。それにもかかわらず各
四分位についてわずか１．２～２．５倍の相対リスクを有する試験またはアッセイから導
出された値は、臨床的に有用なままであり、疾患のリスク因子として広範に使用される；
そのようなことは、そして将来の２型糖尿病の予測に関するインスリンレベルまたは血糖
レベルでの場合である。
【００６５】
　いずれの試験の予測値も、試験の感度および特異性に、そして試験される集団における
状態の罹患率に依存する。この概念は、ベイズ定理に基づいて、スクリーニングされる状
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態が対象または集団に存在する可能性（試験前確率）が大きければ大きいほど、陽性試験
の妥当性はより大きく、結果が真の陽性である可能性がより大きいことを規定する。それ
ゆえ状態が存在する可能性が低いいずれかの集団において試験を使用することについての
問題は、陽性結果が限定された値を有する（すなわち偽陽性となりやすい）ことである。
同様に非常に高いリスクの集団では、陰性試験結果が偽陰性となりやすい。診断精度、す
なわちＲＯＣ曲線上のカット点を定義することによって、許容されるＡＵＣ値を定義する
ことおよび本発明のＤＢＭＡＲＫＥＲの有効量を構成するものの相対濃度の許容される範
囲を決定することは、当業者がＤＢＭＡＲＫＥＲを使用して所定の予測性レベルによって
対象を診断または同定できるようにする。
【００６６】
　診断精度を決定する代わりの方法は、疾患分類またはリスク分類（たとえば前糖尿病状
態）が関連する医学会および医学慣行によってなお明確に定義されていないときに一般に
使用される、リスクの連続的測定と共に使用されねばならない。
【００６７】
　「リスク」は本発明の文脈において、特定の期間にわたって事象が発生する確率パーセ
ンテージを指す、「絶対」リスクを意味しうる。絶対リスクは、関連時間コホートの測定
後実見に関連して、または関連する期間にわたって追跡された統計的に妥当な歴史的コホ
ートから発生させた指数値に関連してのどちらかで測定されうる。「相対」リスクは、低
リスクコホートまたは平均集団リスクのどちらかと比較した対象のリスクの絶対リスクの
比であり、臨床リスク因子が評価される方法によって変化しうる。オッズ比、所与の試験
結果で陰性事象に対する陽性事象の比も、無転換に対して一般に使用される（オッズは式
：ｐ／（１－ｐ）により、式中、ｐは事象の確率であり、（１－ｐ）は事象なしの確率で
ある）。本発明の文脈で評価されうる代わりの連続尺度としては、糖尿病転換までの時間
および治療的糖尿病転換リスク軽減比が挙げられる。
【００６８】
　このような連続尺度では、算出指数の診断精度の尺度は通例、予測された連続値と実際
の観察値（または歴史的指数算出値）との間の線形回帰曲線当てはめに基づいており、Ｒ
２乗、ｐ値および信頼区間などの尺度を利用する。Ｇｅｎｏｍｉｃ　Ｈｅａｌｔｈ（Ｒｅ
ｄｗｏｏｄ　Ｃｉｔｙ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ）によって商品化された将来の乳癌再発の
リスクに関する試験におけるように、歴史的な観察されたコホートの予測に基づく信頼区
間（通常、９０％または９５％　ＣＩ）を含む、このようなアルゴリズムを使用する予測
値が報告されることは珍しくはない。
【００６９】
　糖尿病への真のリスク転換の最終的な決定因子および基準は、十分に大きい集団内での
実際の転換であり、特定の時間長にわたって観察される。しかしながらこのことは、必然
的に遡及的視点であり、予防的介入のいずれの機会の後から起こるので問題がある。結果
として、糖尿病または前糖尿病状態に罹患している、または糖尿病または前糖尿病状態を
発症するリスクに瀕した対象は一般に、当分野で公知の方法によって診断または同定され
、将来のリスクは歴史的経験および登録機関の研究に基づいて概算される。このような方
法としては、これに限定されるわけではないが、収縮期および拡張期血圧の測定、ボディ
マス指数の測定、血液サンプルからの総コレステロール、ＬＤＬ、ＨＤＬ、インスリンお
よび血糖レベルの試験管内決定、経口耐糖能試験、ストレス試験、ヒト血清Ｃ反応性タン
パク質（ｈｓＣＲＰ）の測定、心電図（ＥＣＧ）、ｃ－ペプチドレベル、抗インスリン抗
体、抗ベータ細胞抗体、およびグリコシル化ヘモグロビン（ＨｂＡ１ｃ）が挙げられる。
加えて上記の方法のいずれも、対象が「糖尿病リスク因子の改善」を示したかどうかを評
価するために別個にまたは組合せて使用されうる。このような改善としては、制限なく、
ボディマス指数（ＢＭＩ）の低下、血糖レベルの低下、ＨＤＬレベルの上昇、収縮期およ
び／または拡張期血圧の低下、インスリンレベルの上昇、あるいはその組合せが挙げられ
る。
【００７０】
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　経口耐糖能試験（ＯＧＴＴ）は主に、妊娠中に、または疫学研究において血糖レベルが
疑わしいときに、真性糖尿病または前糖尿病状態の診断に使用される（Ｄｅｆｉｎｉｔｉ
ｏｎ，Ｄｉａｇｎｏｓｉｓ　ａｎｄ　Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｄｉａｂｅ
ｔｅｓ　Ｍｅｌｌｉｔｕｓ　ａｎｄ　ｉｔｓ　Ｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｐａｒｔ　
１，Ｗｏｒｌｄ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ，１９９９）。ＯＧＴＴは、
少なくとも３日間の制限されない食事（炭水化物１日当たり１５０ｇ超）および通常の身
体活動後の朝に実施すべきである。試験前の晩には、合理的な（３０～５０ｇ）炭水化物
を含有する食事を摂取すべきである。試験の前に８～１４時間の一晩絶食を行うべきであ
り、その間に水は摂取してもよい。空腹時血液サンプルの採取後に、対象は水２５０～３
００ｍｌ中の無水グルコース７５ｇまたはグルコース一水和物８２．５ｇを５分間のうち
に飲むべきである。小児の場合、試験負荷は体重１ｋｇ当たりグルコース１．７５ｇで、
グルコース総量は７５である。試験のタイミングは、飲用開始からである。血液サンプル
は試験負荷の２時間後に採取する必要がある。先に記載したように、耐糖能異常（ＩＧＴ
）は、ＷＨＯのカットオフ点を使用したときの７．５年間での糖尿病への転換の場合、わ
ずか５０％の感度で、＞１０％の偽陽性であると記載されている。比較的高リスクの民族
群でさえ、他のリスク因子によって補強されない限り、このような期間にわたって糖尿病
への１０％の変換率を有するだけなので、このことは試験の臨床有用性にとって重大な問
題である；選択されなかった一般集団では、このような期間にわたる変換率は通例、１年
に付き５～６％または１％未満として概算される。
【００７１】
　血中のグルコースを測定する他の方法としては、当分野で公知の還元測定法、たとえば
これに限定されるわけではないが、ソモギ－ネルソン法、ヘキソキナーゼおよびグルコー
スデヒドロゲナーゼを使用する方法、固定化グルコースオキシダーゼ電極、ｏ－トルイジ
ン法、フェリシアニド法およびネオクプロイン自動分析器法が挙げられる。全血グルコー
ス値は通常、正常ヘマトクリット読取値を持つ患者の対応する血漿値よりも約１５％低く
、動脈値は対応する静脈値よりも約７％高い。インスリンを摂取する対象は、１日のうち
所定の時刻における血糖の自己測定によって「血糖プロファイル」を構築することを頻繁
に要求される。各食事の前および９０分後、そして就寝直前にサンプルを採取する「７点
プロファイル」が有用である。
【００７２】
　糖尿病または前糖尿病状態に罹患している、または糖尿病または前糖尿病状態を発症す
るリスクに瀕している対象は、心血管疾患、高血圧または肥満にも罹患しているか、また
は心血管疾患、高血圧または肥満を発症するリスクにも瀕していることがある。特に２型
糖尿病および心血管疾患は共通のリスク因子を多く有し、これらのリスク因子の多くは相
互に高度に相関している。これらのリスク因子間の関係は、少数の生理学的現象、おそら
く単一の現象にさえ起因しうる。本発明の１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲのレベルの検出に
加えて、糖尿病、心血管疾患、高血圧または肥満に罹患している、または糖尿病、心血管
疾患、高血圧または肥満を発症するリスクに瀕している対象は当分野で公知の方法によっ
て同定されうる。たとえば糖尿病は、空腹時血糖レベルまたはインスリンを測定すること
によって頻繁に診断される。正常な成人血糖レベルは６０～１２６ｍｇ／ｄｌである。正
常なインスリンレベルは７ｍＵ／ｍｌ±３ｍＵである。高血圧は、常に１４０／９０以上
の血圧によって診断される。心血管疾患のリスクは、コレステロールレベルを測定するこ
とによっても診断されうる。たとえば１３７を超えるＬＤＬコレステロールまたは２００
を超える総コレステロールは、心血管疾患のリスク向上を示す。肥満はたとえば、ボディ
マス指数によって診断される。ボディマス指数（ＢＭＩ）は測定される（ｋｇ／ｍ２（ま
たはｌｂ／ｉｎ２×７０４．５））。あるいは胴囲（脂肪分布を推定）、腹囲対臀囲比（
脂肪分布を推定）、皮下脂肪厚（複数部位で測定される場合、脂肪分布を推定）、または
生体インピーダンス（除脂肪量は脂肪量よりも良好に電流を伝導する（すなわち脂肪量は
電流を妨害する）という原理に基づき、脂肪％を推定）が測定されうる。正常、過体重、
または肥満個体のパラメータは次の通りである：体重不足：ＢＭＩ＜１８．５；正常：Ｂ
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ＭＩ　１８．５～２４．９；過体重：ＢＭＩ＝２５～２９．９。過体重個体は、胴囲＞９
４ｃｍ（男性）または＞８０ｃｍ（女性）および腹囲対臀囲比≧０．９５（男性）および
≧０．８０（女性）を有するとして特徴付けられる。肥満個体は、身長に対する「正常」
体重より２０％超であるＢＭＩ３０～３４．９を有し、体脂肪パーセンテージ＞３０％（
女性）および２５％（男性）を有し、胴囲＞１０２ｃｍ（４０インチ）（男性）または８
８ｃｍ（３５インチ）（女性）を有するとして特徴付けられる。重症または病的肥満の個
体は、ＢＭＩ≧３５を有するとして特徴付けられる。糖尿病と心血管疾患との相互関係の
ために、本発明の個々のＤＢＭＡＲＫＥＲおよびＤＢＭＡＲＫＥＲ発現プロファイルの一
部または全部が重複するか、または心血管疾患のバイオマーカーに含まれることがあり、
実際に心血管疾患のリスクの診断に有用でありうる。
【００７３】
　真性糖尿病または前糖尿病状態のリスク予測は、対象が歴史的コホートに関連して糖尿
病または前糖尿病状態を発症する絶対リスクを評価および概算する、リスク予測アルゴリ
ズムおよび算出指数も含みうる。このような予測的数学的アルゴリズムおよび算出指数を
使用するリスク評価は、診断試験および治療のガイドライン内にますます含まれるように
なり、特に代表的集団からの多段階層化サンプルから得られ、それにより検証された指数
を含む。複数の在来の糖尿病リスク因子が予測モデルに包含される。このようなアルゴリ
ズムの著名な例としては、Ｆｒａｍｉｎｇｈａｍ　Ｈｅａｒｔ　Ｓｔｕｄｙ（Ｋａｎｎｅ
ｌ，Ｗ．Ｂ．ら、（１９７６）Ａｍ．Ｊ．Ｃａｒｄｉｏｌ．３８：４６－５１）およびＦ
ｒａｍｉｎｇｈａｍ研究の改良、たとえばＮＣＥＰ／ＡＴＰ　ＩＩＩとしても公知である
Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ　Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ　Ｐｒｏｇｒａｍ　Ｅ
ｘｐｅｒｔ　Ｐａｎｅｌ　ｏｎ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ，ａｎｄ　
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈｉｇｈ　Ｂｌｏｏｄ　Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ　ｉｎ　Ａ
ｄｕｌｔｓ（Ａｄｕｌｔ　Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　Ｐａｎｅｌ　ＩＩＩ）が挙げられ、ＮＣ
ＥＰ／ＡＴＰ　ＩＩＩは、真性糖尿病、または前糖尿病状態に罹患している、または真性
糖尿病、または前糖尿病状態を発症するリスクに瀕している対象で一般に見出される心血
管疾患を発症するヒトの１０年リスクを概算するために、患者の年齢、総コレステロール
濃度、ＨＤＬコレステロール濃度、喫煙状況、および収縮期血圧を包含する。Ｆｒａｍｉ
ｎｇｈａｍアルゴリズムは、真性糖尿病、または前糖尿病状態を発症するリスクを適度に
予測することが見出されている。
【００７４】
　他の糖尿病リスク予測アルゴリズムとしては、制限なく、Ｓａｎ　Ａｎｔｏｎｉｏ　Ｈ
ｅａｒｔ　Ｓｔｕｄｙ（Ｓｔｅｒｎ，Ｍ．Ｐ．ら、（１９８４）Ａｍ．Ｊ．Ｅｐｉｄｅｍ
ｉｏｌ．１２０：８３４－８５１；Ｓｔｅｒｎ，Ｍ．Ｐ．ら、（１９９３）Ｄｉａｂｅｔ
ｅｓ　４２：７０６－７１４；Ｂｕｒｋｅ，Ｊ．Ｐ．ら、（１９９９）Ａｒｃｈ．Ｉｎｔ
ｅｒｎ．Ｍｅｄ．１５９：１４５０－１４５６），Ａｒｃｈｉｍｅｄｅｓ（Ｅｄｄｙ，Ｄ
．Ｍ．ａｎｄ　Ｓｃｈｌｅｓｓｉｎｇｅｒ，Ｌ．（２００３）Ｄｉａｂｅｔｅｓ　Ｃａｒ
ｅ　２６（１１）：３０９３－３１０１；Ｅｄｄｙ，Ｄ．Ｍ．ａｎｄ　Ｓｃｈｌｅｓｓｉ
ｎｇｅｒ，Ｌ．（２００３）Ｄｉａｂｅｔｅｓ　Ｃａｒｅ　２６（１１）：３１０２－３
１１０），ｔｈｅ　Ｆｉｎｎｉｓｈ－ｂａｓｅｄ　Ｄｉａｂｅｔｅｓ　Ｒｉｓｋ　Ｓｃｏ
ｒｅ（Ｌｉｎｄｓｔｒｏｍ，Ｊ．ａｎｄ　Ｔｕｏｍｉｌｅｈｔｏ，Ｊ．（２００３）Ｄｉ
ａｂｅｔｅｓ　Ｃａｒｅ　２６（３）：７２５－７３１）、およびｔｈｅ　Ｅｌｙ　Ｓｔ
ｕｄｙ（Ｇｒｉｆｆｉｎ，ＳＪ．ら、（２０００）Ｄｉａｂｅｔｅｓ　Ｍｅｔａｂ．Ｒｅ
ｓ．Ｒｅｖ．１６：１６４－１７１）が挙げられ、その内容は参照により本明細書に明示
的に組み入れられている。
【００７５】
　Ａｒｃｈｉｍｅｄｅｓは、ヒトごとに、目的ごとに疾患状況をシミュレートする糖尿病
の数学モデルであり、実際に連続している生物学的詳細事項、たとえば関係する臓器系、
５０を超える連続的に相互作用する生物学的変数、ならびに糖尿病に一般に関連する主要
な症状、試験、治療、および結果を含む。
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【００７６】
　Ａｒｃｈｉｍｅｄｅｓは、単一の統合された生理学の中に多くの疾患を同時および相互
作用的に含み、共存症、症候群、治療および他の複数の効果などの特徴に対処することを
可能にしている。Ａｒｃｈｉｍｅｄｅｓモデルは、糖尿病およびその合併症、たとえば冠
動脈疾患、うっ血性心不全、および喘息などを含む。該モデルは、オブジェクト指向プロ
グラミングおよび「特徴」と呼ばれるコンストラクトを使用して各種の式で表される。該
モデルは、対象の構造（シミュレートされた対象はすべて、臓器、たとえば心臓、肝臓、
膵臓、消化管、脂肪、筋肉、腎臓、目、肢、循環系、脳、皮膚、および末梢神経系を有す
る）、疾患の経過を決定して、実際の身体現象を示す「特徴」（たとえば血漿１デシリッ
トル中のグルコースのミリグラム数、行動的現象、または概念的現象（たとえば疾患の「
進行」）、疾患のリスク因子、発生率、および進行、グルコース代謝、徴候および試験、
診断、症状、グルコース代謝の健康上の結果、治療、合併症、糖尿病およびその合併症に
よる死、他の原因による死、治療プロセスおよび医療システム資源を含む。該モデルの代
表的な利用では、数千名のシミュレートされた対象がおり、それぞれシミュレートされた
構造および生理学を備え、シミュレートされた疾患を得て、シミュレートされた医療施設
での治療を求めることが可能であり、シミュレートされた施設でシミュレートされた医療
従事者に面会して、シミュレートされた試験および治療を受けて、シミュレートされた結
果を得るであろう。実際と同様に、シミュレートされた患者はそれぞれ異なっており、異
なる特質、生理学、行動、および治療に対する応答を備え、すべて実際に見られる個別の
変化に適合するように設計されている。
【００７７】
　該モデルは、現在の情報で最も良好に理解されるような、関連する生物学および病理学
の非定量的または概念的記述－変数および関係－の開発により構築される。次に変数およ
び関係に関する研究が識別され、通例、当分野の専門家が疾患についての独自の知識の基
礎として認識する基礎研究、疫学、および臨床研究を含む。その情報は、変数を関連付け
る各種の式を開発するために使用される。Ａｒｃｈｉｍｅｄｅｓモデルのいずれかの特定
の式の開発は、変数に関して入手可能な情報に最良に適合する形および係数を見出すこと
を含み、その後に式はオブジェクト指向言語へプログラミングされる。この後にモデルの
部分が、最初は１回に１つずつ、次に適切な組合せで、公知の出力を有する入力を使用し
て試験およびデバッグされる、一連の演習が続く。次にモデル全体を使用して、モデルの
個々の部分だけでなく、すべての部分間の連結も実証する複合試験をシミュレートするこ
とができる。Ａｒｃｈｉｍｅｄｅｓ計算は、分散コンピューティング技法を使用して実施
される。Ａｒｃｈｉｍｅｄｅｓは、糖尿病およびその合併症に関連する構造、病態生理学
、治療および結果の実際的な表現として検証されてきた（Ｅｄｄｙ，Ｄ．Ｍ．ａｎｄ　Ｓ
ｃｈｌｅｓｓｉｎｇｅｒ，Ｌ．（２００３）Ｄｉａｂｅｔｅｓ　Ｃａｒｅ　２６（１１）
３１０２－３１１０）。
【００７８】
　フィンランドを拠点とする糖尿病リスクスコアは、集団内の高リスク対象を同定するた
めの、そして改善可能なリスク因子および健康的なライフスタイルへの認識を向上させる
ためにスクリーニングツールとして設計されている。糖尿病リスクスコアは、ベースライ
ンにて抗糖尿病薬治療を受けていない３５～６４歳のフィンランドの男女のランダム集団
サンプルから決定して、１０年間追跡した。多変量ロジスティック回帰モデル係数を使用
して各変数カテゴリにスコアを割り当てた。糖尿病リスクスコアは、これらの個々のスコ
アの合計を含み、５年間の前向き追跡調査を伴う１９９２年に実施された独立集団調査で
検証された。年齢、ＢＭＩ、胴囲、降圧薬治療および高血糖の履歴、身体活動、果実、液
果、または野菜の日常消費が分類変数として選択された。
【００７９】
　フィンランドを拠点とする糖尿病リスクスコア値は、それらを５つの種類に分類するこ
とによってロジスティックモデルの係数から導出された。リスク因子のいずれかの組合せ
についての１０年間の期間にわたる薬物治療糖尿病の概算確率（ｐ）は、次の係数から計
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算できる：
【００８０】
【数１】

　式中、β０は切片であり、β１、β２などは、リスク因子ｘ１、ｘ２などの各種の分類
の回帰係数を表す。
【００８１】
　感度は、試験が将来薬物治療糖尿病に罹患する対象に対して陽性である確率に関連して
おり、特異性は、試験が薬物治療糖尿病でない対象に対して陰性である確率を反映する。
９５％信頼区間（ＣＩ）の感度および特異性は、薬物治療糖尿病を発症した対象を発症し
なかった対象から区別するときに、各糖尿病リスクスコアレベルについて計算された。Ｒ
ＯＣ曲線は糖尿病リスクスコアについてプロットされ、感度はｙ軸上にプロットされ、偽
陽性率（１－特異性）はｘ軸上にプロットされた。試験がより精密に識別的であればある
ほど、ＲＯＣ曲線の上昇部分がより鋭くなり、ＡＵＣがより高くなり、最適カット点は曲
線のピークである。
【００８２】
　糖尿病リスクスコアにおける将来の薬物治療糖尿病の統計的に有意な独立した前兆は、
年齢、ＢＭＩ、胴囲、降圧薬治療、および高い血糖レベルの履歴である。糖尿病リスクス
コアモデルには、これらの統計的に有意な変数のみを含む簡易モデルと、身体活動ならび
に果実および野菜消費を含むフルモデルがある。
【００８３】
　Ｓａｎ　Ａｎｔｏｎｉｏ　Ｈｅａｒｔ　Ｓｔｕｄｙは、メキシコ系アメリカ人および非
ヒスパニック白人における糖尿病および心血管疾患の長期にわたるコミュニティーを拠点
とする前向き観察研究である。試験は当初、メキシコ系アメリカ人３，３０１つおよび非
ヒスパニック白人男性および非妊婦１，８５７名を１９７９～１９８８年の２回の時期に
登録した。参加者は登録時に２５～６４歳であり、テキサス州サンアントニオで低所得、
中所得、高所得地区からランダムに選択した。７～８年間の追跡試験は、試験に当初登録
した生存個体の約７３％を追跡した。糖尿病の病歴、年齢、性別、民族性、ＢＭＩ、収縮
期および拡張期血圧、空腹時および２時間血漿血糖レベル、空腹時血清総コレステロール
、ＬＤＬ、およびＨＤＬコレステロールレベルはもちろんのこと、トリグリセリドレベル
などのベースライン特質を収集および評価した。従属変数としての糖尿病新規発症を用い
た多重ロジスティック回帰モデルおよび上述ベースライン特質は、独立変数として利用し
た。このモデルを使用すると、単変量オッズ比を男性および女性について別個に、そして
両方の性別で合せて、潜在的各リスク因子について計算できる。連続的なリスク因子では
、オッズ比は１－ＳＤ増分について示されうる。両方の性別を合せた多変量予測モデルは
、個別に調査したときに統計的に有意なオッズ比を示した変数をモデルに入れることが許
容される段階的ロジスティック回帰手順を使用して開発できる。多変量モデルは次に、Ｒ
ＯＣ曲線およびＤｅＬｏｎｇによって記載されたような（ＤｅＬｏｎｇ　Ｅ．Ｒ．ら、（
１９８８）Ｂｉｏｍｅｔｒｉｃｓ　４４：８３７－４５）ノンパラメトリックアルゴリズ
ムによって概算されたＲＯＣ曲線下面積の９５％ＣＩによって解析される。Ｓａｎ　Ａｎ
ｔｏｎｉｏ　Ｈｅａｒｔ　Ｓｔｕｄｙの結果は、前糖尿病対象がリスク因子のアテローム
発生パターン（おそらく肥満、高血糖、および特に高インスリン血症によって生じる）を
有し、それが多年にわたって存在することがあり、臨床的糖尿病自体の期間と同じだけ大
血管疾患のリスクの原因となりうることを示している。
【００８４】
　糖尿病および前糖尿病状態のリスクを評価するために使用されてきた多くの研究および
アルゴリズムにもかかわらず、証拠に基づく多リスク因子評価手法は、無症候性個体また
はそうでなければ健常被験者において糖尿病または前糖尿病状態を顕在化させる短期およ
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び長期リスクの予測のために、きわめて適度に精密である。このようなリスク予測アルゴ
リズムは、興味のある集団内の対象を区別して糖尿病または前糖尿病状態を発症するリス
ク層別化を決定するために、本発明のＤＢＭＡＲＫＥＲと組合せて好都合に使用されうる
。本明細書で開示するＤＢＭＡＲＫＥＲおよび使用方法は、無症候性であり、在来のリス
ク因子を示さない対象を評価、識別、または診断するために、このようなリスク予測アル
ゴリズムと組合せて使用されうるツールを提供する。
【００８５】
　リスク予測アルゴリズムから、そして本発明の方法から導出されたデータは、線形回帰
によって比較されうる。線形回帰解析は、線形式を観察されたデータに当てはめることに
よって２つの変数間の関係をモデル化する。１つの変数は説明変数と見なされ、他方は従
属変数と見なされる。たとえばＡｒｃｈｉｍｅｄｅｓまたはＳａｎ　Ａｎｔｏｎｉｏ　Ｈ
ｅａｒｔ解析から取得した値は、算出されたアルゴリズムスコアに潜在する基礎を成す生
物学をさらに十分に定義する目的で、従属変数として使用され、説明変数としての１つ以
上のＤＢＭＡＲＫＥＲのレベルに対して解析されうる（実施例を参照）。あるいはこのよ
うなリスク予測アルゴリズム、または一般にＤＢＭＡＲＫＥＲ自体であるその個々の入力
は、本発明の実施に直接包含され、組合されたアルゴリズムは、歴史的コホートにおける
実際の観察結果と比較される。
【００８６】
　線形回帰直線はＹ＝ａ＋ｂＸという形の式を有し、式中、Ｘは説明変数であり、Ｙは従
属変数である。線の傾きはｂであり、ａは切片（ｘ＝０のときのｙの値）である。２つの
変数の間の関連の数値尺度は、「相関係数」、すなわちＲであり、２つの変数について観
察されたデータの関連の強度を示す－１～１の値である。これはしばしば、「決定係数」
、すなわちＲ２としての、相関係数の２乗としても報告される；この形では、それは直線
を適合させることによって説明されるＹの全変動の割合である。回帰直線を適合させる最
も一般的な方法は、最小２乗法である。この方法は、各データ点から線までの垂直偏差（
点が適合線上に正確に存在する場合、その垂直偏差は０である）の２乗の合計を最小化す
ることによって、観察されたデータについて最良適合線を計算する。偏差が最初に２乗さ
れて、次に合計されるので、正と負の値の間に相殺はない。
【００８７】
　データ群について回帰直線が算出された後に、ラインから離れて位置する（それゆえ大
きい残差値を有する）点は異常値として公知である。このような点は誤データとなりうる
か、または不適合回帰線を示しうる。点が水平方向で他のデータから離れている場合、そ
れは影響を及ぼす観測値として公知である。この区別の理由は、これらの点が回帰直線の
傾きに重大な影響を有しうることである。回帰モデルがデータ群にいったん適合されると
、残差（適合直線から観測値までの偏差）の検定によって当業者は、線形関係が存在する
という仮定の妥当性を調査できる。ｘ軸上の説明変数に対して残差をｙ軸上にプロットす
ることは、変数間の考えられるいずれかの非線形関係を明らかにするか、または当業者に
「潜在変数」を調査するように警告しうる。「潜在変数」は、２つの変数間の関係が、モ
デル化作業に含まれていなかった第３の変数の存在によって著しく影響されるときに存在
する。
【００８８】
　線形回帰解析は特に、対象からのサンプル中の１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲのレベルを
、その対象の実際の観測された臨床結果と相関させることに基づいて、あるいはたとえば
算出されたＡｒｃｈｉｍｅｄｅｓリスクスコア、Ｓａｎ　Ａｎｔｏｎｉｏ　Ｈｅａｒｔリ
スクスコア、または糖尿病または前糖尿病状態の罹患率を診断または予測する他の公知の
方法と組合されて、糖尿病または前糖尿病状態を発症するリスクを予測するために使用さ
れうる。しかしながら特に有用なのは、糖尿病の公知の予測モデルと対象サンプル中で検
出されたＤＢＭＡＲＫＥＲのレベルとの間の関係を決定するための非線形式および解析で
ある。特に興味深いのは、構造および共同分類アルゴリズム、ならびにＫ最近傍法、ブー
スティング、意志決定樹図、ニューラルネットワーク、ベイジアンネットワーク、サポー
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トベクタマシン、および隠れマルコフモデルなどの確立された技法を含む、パターン認識
機能の特徴を利用するリスク指数構築の方法である。最も一般的に使用されるのは、Ｆｒ
ａｍｉｎｇｈａｍ、Ｆｉｎｎｉｓｈ、およびＳａｎ　Ａｎｔｏｎｉｏ　Ｈｅａｒｔリスク
スコアの基礎であるロジスティック回帰を使用する分類アルゴリズムであろう。さらにこ
のような技法の複数のＤＢＭＡＲＫＥＲのパネルへの応用は、複数のＤＢＭＡＲＫＥＲ入
力からの情報を含む単一数値「リスク指数」または「リスクスコア」を生成するためのこ
のような組合せの使用と同様に、本発明の範囲によって、または範囲内に含まれている。
【００８９】
　因子分析は、多数の相関変数（たとえば糖尿病リスク因子）が、元の変数の分散の大部
分を説明する各種の属性を表すより少ない「因子」まで減少されうる数学的技法である（
Ｈａｎｓｏｎ，Ｒ．Ｌ．ら、（２００２）Ｄｉａｂｅｔｅｓ　５１：３１２０－３１２７
）。それゆえ因子分析は、真性糖尿病および前糖尿病状態の成分、たとえばＩＧＴ、ＩＦ
Ｇ、およびメタボリックシンドロームを同定するのに大変適している。これらの解析によ
る因子「スコア」の疫学研究は、メタボリックシンドロームの成分と糖尿病の発症との関
係をさらに決定しうる。因子分析の基礎を成す前提は、１組の変数で観測された相関が少
数の独自の未測定変数、すなわち「因子」によって説明されうるということである。因子
分析は２つの手順を含む：１）因子の数を推定するための因子抽出、２）元の変数に関す
る各因子の構成物を決定するための因子回転。
【００９０】
　因子抽出は、主成分の方法によって実施されうる。これらの成分は、構築される元の変
数の線形組合せであるので、各成分は他の各成分それぞれとゼロの相関を有する。各主成
分は、その成分によって説明される元の変数における分散を表す「固有値」と関連付けら
れる（各元の変数は分散１を有するように標準化される）。構築されうる主成分の数は、
元の変数の数と等しい。因子分析では、因子の数は慣習的に、いずれの単一の元の変数よ
りも全分散のより多くを説明する成分（すなわち＞１の固有値を持つ成分）のみの保持に
よって決定される。
【００９１】
　因子の数がいったん確定されると、次に元の変数に関して最も節減された解釈を有する
因子の組成を決定するための因子回転が実施される。因子回転において、各因子と元の変
数との相関を表す「因子負荷量」が変更されるので、これらの因子負荷量はできるだけ０
または１に近づけられる（因子によって説明される分散の総量が未変化のままであるとい
う制約を伴う）。因子回転のための多数の方法が開発されており、それらが最後の因子の
組に相互に非相関のままであることを要求するかどうか（「直交法」）によって、または
それらが因子を相関させるかどうか（斜交法）によって区別されうる。因子解析の解釈で
は、元の変数のどれが各因子の主構成要素を表すかを決定するために、因子負荷量のパタ
ーンが調査される。慣習的には、＞０．４（または－０．４未満）の因子負荷量を特定の
因子と共に有する変数がその主構成要素と見なされる。因子分析は、ＤＢＭＡＲＫＥＲパ
ネルをその構成要素から構築するのに、そしてマーカーの代用可能な群をグループ化する
のに非常に有用でありうる。
【００９２】
　比較は、同時にまたは時間的に別個の時点で測定した試験（「対象」）サンプルおよび
基準（「対照」）サンプルに対して実施されうる。後者の例は、収集された発現情報、た
とえばＤＢＭＡＲＫＥＲの発現レベルに関する情報を集める配列データベースの使用であ
る。基準サンプル、たとえば対照サンプルが糖尿病を有さない対象からである場合、対象
試験サンプルおよび対照基準サンプル中のＤＢＭＡＲＫＥＲの量の類似は、治療が有効で
あることを示している。しかしながら試験サンプルおよび基準サンプル中の１つ以上のＤ
ＢＭＡＲＫＥＲの量の変化は、あまり好ましくない臨床結果または予後を反映しうる。「
有効な」または「効果的な」とは、治療が１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲの減少または増加
、あるいは対象における血清インスリンレベルまたは血糖レベルの低下につながることを
意味する。血清インスリンまたは血糖レベルの評価は、標準臨床プロトコルを使用して解
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析されうる。有効性は、糖尿病を診断または治療するいずれかの公知の方法と併せて決定
されうる。
【００９３】
　ＤＢＭＡＲＫＥＲタンパク質、ペプチド、核酸、多型、代謝産物、または他の検体の有
効量のレベルも、糖尿病または前糖尿病状態の治療の経過が監視できるようにする。本方
法では、糖尿病の処置レジメン、たとえば薬物治療を受けている対象から生体サンプルが
供給されうる。このような処置レジメンとしては、これに限定されるわけではないが、運
動計画、食事補給（制限なく、アルファリポ酸、クロム、コエンザイムＱ１０、ニンニク
、マグネシウム、およびオメガ－３脂肪酸を含む）、外科的介入（これに限定されるわけ
ではないが、たとえば胃バイパス、血管形成術など）、糖尿病または前糖尿病状態と診断
または同定された対象で使用される治療薬または予防薬、たとえば本明細書で定義するよ
うな糖尿病調節剤による治療が挙げられる。所望される場合生体サンプルは、対象から治
療前、治療中、または治療後の各種の時点にて採取される。ＤＢＭＡＲＫＥＲタンパク質
、ペプチド、核酸、多型、代謝産物、または他の検体の有効量のレベルは次に決定されて
、基準値、たとえばその糖尿病状況が既知である対照対象または集団あるいは指数値また
はベースライン値と比較されうる。基準サンプルあるいは指数値またはベースライン値は
、治療を受けた１つ以上の対象から取得または導出されうるか、あるいは糖尿病または前
糖尿病状態を発症するリスクが低い１つ以上の対象から取得または導出されうるか、ある
いは治療受診の結果として糖尿病リスク因子の改善を示している対象から取得または導出
されうる。あるいは基準サンプルあるいは指数値またはベースライン値は、治療を受診し
ていない１つ以上の対象から取得または導出されうる。たとえばサンプルは、治療の進展
を監視するために、糖尿病または前糖尿病状態の初期治療および糖尿病または前糖尿病状
態のその後の治療を受診した対象から採取されうる。基準値は、リスク予測アルゴリズム
または本明細書で開示したような集団研究による算出指数から導出された値も含みうる。
【００９４】
　本発明のＤＢＭＡＲＫＥＲはそれゆえ、糖尿病または耐糖能異常などの前糖尿病状態を
持たない、そして糖尿病または前糖尿病状態を発症することが予想されない対象にて検出
されるＤＢＭＡＲＫＥＲの発現レベルのパターンを含む「基準発現プロファイル」を生成
するために使用されうる。本明細書で開示するＤＢＭＡＲＫＥＲは、糖尿病または耐糖能
異常などの前糖尿病状態を有する対象から取得したＤＢＭＡＲＫＥＲの発現レベルのパタ
ーンを含む「対象発現プロファイル」を生成するためにも使用されうる。対象発現プロフ
ァイルは、糖尿病または前糖尿病状態を発症するリスクに瀕した対象を診断または同定す
るために、疾患の進行はもちろんのこと、２型糖尿病または前糖尿病状態に関連する合併
症の発症または発症のリスクを含む、疾患の進行速度も監視するために、そして糖尿病ま
たは前糖尿病状態の治療様式の有効性を監視するために、基準発現プロファイルと比較さ
れうる。本発明の基準および対象発現プロファイルは、これに限定されるわけではないが
、特にＶＣＲによって読み取り可能なものなどのアナログテープまたはデジタルメディア
、ＣＤ－ＲＯＭ、ＤＶＤ－ＲＯＭ、ＵＳＢフラッシュメディアなどの機械読み取り式媒体
に含有されうる。このような機械読み取り式媒体は、制限なく、収縮期および拡張期血圧
、血糖レベル、インスリンレベル、ＢＭＩ指数、およびコレステロール（ＬＤＬおよびＨ
ＤＬ）レベルなどの在来の糖尿病リスク因子の測定値などの追加の試験結果も含有しうる
。あるいは、または加えて機械読み取り式媒体は、病歴およびいずれかの関連する家族暦
などの対象情報も含みうる。機械読み取り式媒体は、本明細書で開示されているものなど
の他の糖尿病リスクアルゴリズムおよび算出指数に関連する情報も含有しうる。
【００９５】
　対象の遺伝子構造の相違は、糖尿病または前糖尿病状態の症状またはリスク因子を調節
しうる各種の薬剤を代謝するその相対的能力の相違を生じうる。糖尿病または前糖尿病状
態を有する、あるいは糖尿病または前糖尿病状態を発症するリスクに瀕した対象は、年齢
、民族性、ボディマス指数（ＢＭＩ）、総コレステロールレベル、血糖レベル、血圧、Ｌ
ＤＬおよびＨＤＬレベル、ならびに他のパラメータが異なりうる。したがって本明細書で
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は予防薬が対象において糖尿病または前糖尿病状態、あるいはその合併症を治療または予
防するのに適するであろうという、所定の予測性レベルを見込んでいる。
【００９６】
　特定の対象に適切である治療薬または薬剤を同定するために、対象からの試験サンプル
を治療薬または薬剤に暴露させて、ＤＢＭＡＲＫＥＲタンパク質、核酸、多形、代謝産物
、または他の検体の１つ以上のレベルを決定できる。１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲのレベ
ルは、治療あるいは治療剤または薬物への暴露前の第１期間および曝露後の第２期間にて
対象に由来するサンプルと比較可能であるか、あるいはこのような結果または暴露の結果
として糖尿病または前糖尿病状態リスク因子の改善を示した１つ以上の対象に由来するサ
ンプルと比較可能である。糖尿病治療で頻繁に使用され、糖尿病の症状またはリスク因子
を調節しうるこのような治療薬または薬剤の例としては、これに限定されるわけではない
が、スルホニル尿素、たとえばグリメピリド、グリブリド（当分野でグリベンクラミドと
しても公知）、グリピジド、グリクラジド；ビグアナイド、たとえばメトホルミン；イン
スリン（エクスベラなどの吸入製剤を含む）、およびインスリン類似物質、たとえばイン
スリンリスプロ（ヒューマログ）、インスリングラルギン（ランタス）、インスリンデテ
ミル、およびインスリングルリジン；ペルオキシソーム増殖剤活性化受容体－γ（ＰＰＡ
Ｒ－γ）アゴニスト、たとえばトログリタゾン（リズリン）、ピオグリタゾン（アクトス
）、ロシグリタゾン（アバンディア）、およびイサグリタゾン（ネトグリタゾンとしても
公知）を含むチアゾリジンジオン；二重作用性ＰＰＡＲアゴニスト、たとえばＢＭＳ－２
９８５８５およびテサグリタザル；レパグリニドおよびナテグリニドなどのメトグリチニ
ドを含むインスリン分泌促進物質；グルカゴン様ペプチド－１（ＧＬＰ－１）の類似物質
、たとえばエクセナチド（ＡＣ－２９９３）およびリラグルチド（インスリノトロピン）
；ジペプチジルペプチダーゼＩＶ（ＤＰＰ４）の阻害薬、たとえばＬＡＦ－２３７；膵臓
リパーゼ阻害薬、たとえばオルリスタット；α－グルコシダーゼ阻害薬、たとえばアカル
ボース、ミグリトール、およびボグリボース；ならびにそれらの組合せ、特にメトホルミ
ンおよびグリブリド（グルコバンス）、メトホルミンおよびロシグリタゾン（アバンダメ
ット）、ならびにメトホルミンおよびグリピザイド（メタグリップ）が挙げられる。この
ような治療薬または薬剤は、糖尿病または前糖尿病状態と診断された対象に処方されてお
り、糖尿病または前糖尿病状態の症状またはリスク因子を調節しうる（本明細書では「糖
尿病調節剤」）。
【００９７】
　対象サンプルは候補剤の存在下でインキュベートさせることができ、試験サンプル中の
ＤＢＭＡＲＫＥＲ発現のパターンは測定されて、基準プロファイル、たとえば糖尿病基準
発現プロファイルまたは非糖尿病基準発現プロファイルあるいは指数値またはベースライ
ン値と比較される。試験剤は、いずれかの化合物または組成物あるいはその組合せであり
うる。たとえば試験剤は、糖尿病処置レジメンで頻繁に使用され、本明細書に記載されて
いる薬剤である。
【００９８】
　表１は、本発明の１５８のＤＢＭＡＲＫＥＲを含む。当業者は、本明細書で示すＤＢＭ
ＡＲＫＥＲが、これに限定されるわけではないが、多形、アイソフォーム、突然変異体、
誘導体、核酸を含む前駆体、受容体（溶解性および膜貫通受容体を含む）、リガンド、お
よび翻訳後修飾変異体はもちろんのこと、完全構築構造の構成要素サブユニットとしての
ＤＢＭＡＲＫＥＲのいずれかより成る多ユニット核酸、タンパク質および糖タンパク質構
造も含む、すべての形および変異体を含むことを認識するであろう。
【００９９】
　表１：ＤＢＭＡＲＫＥＲ
【０１００】
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【表１－１】

【０１０１】
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【表１－２】

【０１０２】



(34) JP 2010-502946 A 2010.1.28

10

20

30

【表１－３】

【０１０３】
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【表１－４】

【０１０４】
【表１－５】

　ＤＢＭＡＲＫＥＲのレベルは、当分野で公知のいずれかの方法を使用して、タンパク質
または核酸レベルで決定できる。ＤＢＭＡＲＫＥＲ量は特に、電気泳動によって（たとえ
ばアガロースゲル電気泳動、ドデシル硫酸ナトリウム－ポリアクリルアミドゲル電気泳動
（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）、Ｔｒｉｓ－ＨＣｌポリアクリルアミドゲル、非変性タンパク質ゲ
ル、２次元ゲル電気泳動（２ＤＥ）などによって）、免疫化学的に（すなわちラジオイム
ノアッセイ、免疫ブロッティング、免疫沈降、免疫蛍光、酵素結合イムノソルベント検定
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法）、「プロテオミクス技術」によって、または「ゲノム解析」によって検出されうる。
たとえば核酸レベルでは、ノザンおよびサザンハイブリダイゼーション分析はもちろんの
こと、これらの配列の１つ以上を特異的に認識するプローブを使用するリボヌクレアーゼ
保護アッセイも遺伝子発現を決定するために使用できる。あるいは発現は、たとえば遺伝
子の差次的発現配列に特異的なプライマーを使用する逆転写ベースＰＣＲアッセイ（ＲＴ
－ＰＣＲ）を使用して測定されうる。発現は、たとえば本明細書に記載する遺伝子産物に
よってコードされるペプチドのレベル、またはその活性を測定することによってタンパク
質レベルで決定されうる。このような方法は当業者に周知であり、たとえば遺伝子、アプ
タマーまたは分子インプリントによってコードされたタンパク質に対する抗体をベースと
するイムノアッセイを含む。いずれの生体物質もタンパク質またはその活性の検出／定量
化に使用されうる。あるいは分析された各タンパク質の活性に従って、マーカー遺伝子に
よってコードされたタンパク質の活性を決定するための適切な方法が選択されうる。
【０１０５】
　「プロテオミクス技術」としては、これに限定されるわけではないが、表面増強レーザ
脱離イオン化（ＳＥＬＤＩ）、マトリクス支援レーザ脱離イオン化飛行時間（ＭＡＬＤＩ
－ＴＯＦ）、高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）、質量分析法を用いたまたは用い
ない液体クロマトグラフィー（ＬＣ／ＭＳ）、タンデムＬＣ／ＭＳ、タンパク質アレイ、
ペプチドアレイ、および抗体アレイが挙げられる。
【０１０６】
　「ゲノム解析」は、たとえばポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、リアルタイムＰＣＲ（
たとえばＲｏｃｈｅ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓより入手できるＬｉｇｈｔ　Ｃ
ｙｃｌｅｒ（登録商標））、遺伝子発現の連続解析（ＳＡＧＥ）、ノザンブロット解析、
およびサザンブロット解析を含みうる。
【０１０７】
　マイクロアレイ技術は、小型の膜または固体支持体（たとえばこれに限定されるわけで
はないが、顕微鏡スライドガラス、プラスチック支持体、光ファイバ検出手段を用いたま
たは用いないシリコンチップまたはウェファ、およびニトロセルロース、ナイロン、また
はポリフッ化ビニリデンを含む膜）を含む、遺伝子またはタンパク質発現を解析するツー
ルとして使用されうる。固体支持体は、化学的（たとえばシラン、ストレプトアビジン、
および他の多くの例）または物理的（たとえばフォトリソグラフィー）に誘導体化して、
興味のある検体、通常は核酸、タンパク質、あるいはその代謝産物または断片の結合を可
能にできる。核酸またはタンパク質は、印刷（すなわちインクジェット印刷）、スポット
、またはインサイチュー合成されうる。興味のある核酸またはタンパク質の被着は、アレ
イに正確で再現可能なスポットを与えるピン技術と併せて、ｘ、ｙ、およびｚ軸に対する
非常に精密な移動制御手段を備えた自動スポット機器を利用する、ｘｙｚロボットマイク
ロアレイによって達成されうる。興味のある検体は、特に所望の検体の容易な同定を促進
するために、固体支持体上に規則的にまたは固定した配置で位置しておる。多数のマイク
ロアレイフォーマットが特に、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ、Ａｒｒａｙｌｔ、Ａｇｉｌｅｎｔ
　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ａｓｐｅｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈ、ＢｉｏＭｉｃｒｏ、Ｃｏｍ
ｂｉＭａｔｒｉｘ、ＧｅｎｅＰｉｘ、Ｎａｎｏｇｅｎ、およびＲｏｃｈｅ　Ｄｉａｇｎｏ
ｓｔｉｃｓより市販されている。
【０１０８】
　興味のある核酸またはタンパク質は、１つ以上の検出可能な標識を用いて標識されたヌ
クレオチドまたはアミノ酸の存在下で合成されうる。このような標識としては、たとえば
蛍光染料および化学発光標識が挙げられる。特にマイクロアレイ検出では、蛍光染料、た
とえばこれに限定されるわけではないが、ローダミン、フルオレセイン、フィコエリトリ
ン、Ｃｙ３およびＣｙ５などのシアニン染料、ならびにストレプトアビジン－フィコエリ
トリンなどのコンジュゲート（核酸またはタンパク質がビオチンによって標識されるとき
）が頻繁に使用される。
【０１０９】
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　蛍光信号の検出および画像取り込みは通例、アレイ上に表された相対蛍光強度および検
体量の核酸またはタンパク質に対する比を与える、蛍光共焦点レーザ走査または光電管を
使用して達成される。多岐にわたる各種の走査装置が利用可能であり、組合された選択基
準の数値評価が最適走査条件、たとえば中央値、四分位間範囲（ＩＱＲ）、飽和スポット
のカウント、および対走査間の線形回帰（ｒ２およびＰ）を定義できるようにする、多数
の画像取り込みおよび定量化パッケージがそれらに関連付けられている。走査の再現性は
、走査条件の最適化、バックグランド補正、および正規化と同様に、データ解析前に評価
される。
【０１１０】
　正規化は、アレイ、サブアレイ（またはプリントチップグループ）、および染料－標識
チャネル間の系統的な非生物学的相違から生じる影響について、データ平均または変動を
調整するために使用される一連のプロセスを指す。アレイは、チップまたは固体支持体上
の標的プローブのセット全体として定義される。サブアレイまたはプリントチップグルー
プは、完全アレイ内でプローブの別個のより小規模なアレイとして同定されうる、同じプ
リントチップによって被着されたこれらの標的プローブのサブセットを指す。染料－標識
チャネルは、チップにハイブリダイズされた標的サンプルの蛍光周波数を指す。２つの異
なる染料標識サンプルが混合されて、同じチップにハイブリダイズされる実験は、当分野
で「二重染料実験」と呼ばれ、「赤色」チャネルと「緑色」チャネルとの間の比の対数と
して表されることが多い、アレイ上の各標的に対して、絶対的ではなく相対的な発現値を
生じる。正規化は、レシオメトリックまたは絶対値法に従って実施されうる。レシオメト
リック解析は主に、１つのチャネルまたはアレイが共通基準に関連して考慮される二重染
料実験で利用される。各標的プローブの発現の比を試験と基準サンプルの間で計算して、
相対的な変化を対称的に表現するために比のｌｏｇ２（比）への変換を続ける。絶対値方
法は、チャネルまたはアレイの適切な基準がない単一染料実験または二重染料実験で頻繁
に使用される。関連する「ヒット」は、特定の実験条件を特徴付ける発現レベルまたは量
として定義される。通常、発現レベルが、通常、各種の実験条件下での核酸またはタンパ
ク質の発現レベルの比較と、核酸またはタンパク質の相対発現（「倍数変化」）およびサ
ンプル１セットにおけるその発現レベルと、別のセットにおけるその発現との比を解析す
ることによって、各種の実験条件間で著しく異なる核酸またはタンパク質がある。
【０１１１】
　マイクロアレイ実験から取得したデータは、多数の統計解析、たとえばクラスタリング
法およびスコアリング法のいずれか１つによって解析されうる。クラスタリング法は、一
連の条件またはサンプルにわたって同様に挙動する標的（たとえば核酸および／またはタ
ンパク質）の同定を試みる。このような標的を発見しようとする動機付けは、同様の発現
パターンを示す標的が共通の特徴、たとえば共通の調節要素、共通機能、または共通細胞
起源を共有しているという仮定によって駆り立てられる。
【０１１２】
　階層的クラスタリングは、単一メンバクラスタがますます大きなクラスタに融合する凝
塊形成プロセスである。該手順は、すべての標的分子間の対の距離マトリクスを計算する
ことによって開始し、距離マトリクスは最も近い遺伝子で探索され、それらはクラスタと
して定義される。新しいクラスタが２つのクラスタの凝塊形成によって形成された後に、
距離マトリクスは他のすべてのクラスタからのその距離を反映するように更新される。次
に該手順は、凝塊形成する最も近いクラスタの対を検索する、などである。本手順は、複
数のクラスタがその類似性にしたがってノードに融合して、単一の階層的木を生じる、階
層的樹状図を生じる。階層的クラスタリングソフトウェアアルゴリズムとしては、Ｃｌｕ
ｓｔｅｒおよびＴｒｅｅｖｉｅｗが挙げられる。
【０１１３】
　Ｋ平均クラスタリングは、その「中心」点または平均によって定義されるクラスタを検
索する反復手順である。クラスタ中心のセットがいったん定義されると、各標的分子はそ
れが最も近接しているクラスタに割り当てられる。クラスタリングアルゴリズムは次に、
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遺伝子の各クラスタの中心を調整して、各クラスタにおける標的分子の中心までの距離の
和を最小化する。これはクラスタ中心の新たな選択をもたらし、標的分子はクラスタに再
度割り当てられる。このような繰り返しは、収束が観察されるまで適用される。自己組織
化マップ（ＳＯＭ）は、データが所定のクラスタのセットに割り当てられるという点で、
一部はｋ平均手順に関連付けられる。しかしながらｋ平均とは異なり、次に続くのは、各
クラスタにおける遺伝子発現ベクターが異なるクラスタ間で最良の差異を見出すように「
訓練」されている反復プロセスである。言い換えれば、部分構造がデータに課されて、次
に本構造がデータに従って繰り返し調節される。ＳＯＭは、たとえばＧｅｎｅＣｌｕｓｔ
ｅｒなどの多くのソフトウェアパッケージに含まれる。他のクラスタリング法としては、
グラフ理論的および統計的技法を利用して、同じ真のクラスタに属することが多い高度に
類似した要素（カーネル）の密着した群を同定するための、グラフ理論的クラスタリング
が挙げられる。複数の発見的手順を次に使用して、カーネルをクラスタリング全体に拡張
する。グラフ理論的クラスタリングを利用するソフトウェアの例としては、Ｅｘｐａｎｄ
ｅｒ描出ツールと組合されたＣＬＩＣＫが挙げられる。
【０１１４】
　高スループット発現解析から取得したデータは、パラメトリックおよび非パラメトリッ
ク方法などの統計的方法を使用して評価されうる。パラメトリック手法は、パラメトリッ
ク表現内で発現プロファイルをモデル化して、実験群のパラメータがどのように異なって
いるかを問い合わせる。パラメトリック方法の例としては制限なく、ｔ検定、分離スコア
、およびベイズｔ検定が挙げられる。非パラメトリック方法は、データにおける発現プロ
ファイルの分布に関する非アプリオリ仮定が行われ、発現測定の２つの群が識別される程
度が直接検査される、データの解析を含む。別の方法は、発現値に対する単純閾値による
、分離連続のサンプル２群を測定する、ＴＮＯＭ、すなわち誤分類の閾値数を使用する。
【０１１５】
　ＳＡＧＥ（遺伝子発現の連続解析）も、遺伝子発現のレベルを系統的に決定するために
使用される。ＳＡＧＥにおいて、転写物を一意的に同定するための十分な情報を含有する
定義された部分の中の短い配列タグが使用され、連続方式でのタグの連結が続く。たとえ
ばＶｅｌｃｕｌｅｓｃｕ　Ｖ．Ｅ．ら（１９９５）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７０：４８４－４
８７を参照。ポリアデニル化ＲＮＡは、オリゴ－ｄＴプライミングによって単離され、ｃ
ＤＮＡは次にビオチン標識プライマーを使用して合成される。ｃＤＮＡは次に係留制限エ
ンドヌクレアーゼによって開裂され、３’末端ｃＤＮＡ断片がストレプトアビジンコーテ
ィングビーズに結合される。標識酵素の認識部位を含有するオリゴヌクレオチドリンカが
、結合されたｃＤＮＡに結合される。標識酵素は、塩基の定数にて認識部位の３’側でＤ
ＮＡを開裂して、酵素による消化後にビーズからの短いタグおよびリンカの放出を引き起
こす、クラスＩＩ制限エンドヌクレアーゼでありうる。リンカを備えた放出されたタグの
３’末端は次に平滑末端とされて、相互に結合されて、長さが約１００塩基対である結合
ジタグ（ｄｉｔａｇ）を形成する。ジタグは次にＰＣＲ増幅を受け、その後、リンカおよ
びタグは係留制限エンドヌクレアーゼを用いた消化によって放出される。その後、タグ（
通常はサイズが２５～３５マーの範囲である）がゲル精製され、連結され、配列ベクター
内にクローニングされる。コンカテマーの配列決定によって、個々のタグが同定されるよ
うになり、所与の細胞または組織タイプの転写物の量が決定されうる。
【０１１６】
　ＤＢＭＡＲＫＥＲタンパク質、ポリペプチド、変異、およびその多型は、当業者に公知
のいずれの方法によっても検出されうる。特に有用なのは、タンパク質の混合物（血清な
どの生体サンプルに見出されるような）を等電点（たとえば５～８のｐＨ範囲）によって
１次元に、そして分子量によって２次元に分離する２次元ゲル電気泳動である。２次元液
体クロマトグラフィーも本発明のＤＢＭＡＲＫＥＲタンパク質、ポリペプチド、変異、お
よび多型を同定または検出するのに好都合に使用され、１つの具体的な例である、Ｐｒｏ
ｔｅｏｍｅＬａｂ　ＰＦ　２Ｄタンパク質分画システムを実施例で詳説する。ＰＦ　２Ｄ
システムはタンパク質を等電点によって１次元に、そして疎水性によって２次元に分解す
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る。タンパク質、ポリペプチド、変異、および多型を検出する別の好都合な方法としては
、ＳＥＬＤＩ（本明細書で開示）および他の高スループットプロテオミックアレイが挙げ
られる。
【０１１７】
　ＤＢＭＡＲＫＥＲタンパク質、ポリペプチド、変異、および多形は、通例は対象からの
サンプルにＤＢＭＡＲＫＥＲタンパク質、ポリペプチド、変異、または多形に結合する抗
体を接触させて、次に反応生成物の存在または非存在を検出することによって検出されう
る。抗体は、上で詳細に議論したように、モノクローナル、ポリクローナル、キメラまた
は上記の断片であり、反応生成物を検出するステップはいずれの適切なイムノアッセイに
よっても実施されうる。対象からのサンプルは通例、上記のような生体液であり、上記の
方法を実施するのに使用した生体液の同じサンプルでもよい。
【０１１８】
　本発明に従って実施されるイムノアッセイは、同種アッセイまたは異種アッセイでもよ
い。同種アッセイでは、免疫反応は通常、特異性抗体（たとえば抗ＤＢＭＡＲＫＥＲタン
パク質抗体）、標識検体、および興味のあるサンプルを含む。標識から生じるシグナルは
、抗体の標識検体への結合時に直接または間接的に修飾される。免疫反応およびその程度
の検出はどちらも均質溶液中で実施されうる。利用されうる免疫化学標識としては、フリ
ーラジカル、放射性同位体、蛍光染料、酵素、バクテリオファージ、または補酵素が挙げ
られる。
【０１１９】
　異種アッセイ手法では、試薬は通例サンプル、抗体、および検出可能なシグナルを生成
する手段である。上記のようなサンプルが使用されうる。抗体は、支持体、たとえばビー
ズ（たとえばタンパク質Ａアガロース、タンパク質Ｇアガロース、ラテックス、ポリスチ
レン、磁性または常磁性ビーズ）、プレートまたはスライドに固定されて、抗原を含有す
ることが疑われる試料と液相中で接触されうる。支持体を次に液相から分離して、支持相
または液相のどちらかを検出可能なシグナルについてこのようなシグナルを生成する手段
を使用して検査する。シグナルはサンプル中の検体の存在に関連付けられる。検出可能な
信号を生成する手段としては、放射性標識、蛍光標識、または酵素標識の使用が挙げられ
る。たとえば検出される抗原が第２結合部位を含有する場合、その部位に結合する抗体は
検出可能な基にコンジュゲートされて、分離ステップの前に液相反応溶液に添加されうる
。固体支持体での検出可能な基の存在は、試験サンプル中の抗原の存在を示す。適切なイ
ムノアッセイの例は、オリゴヌクレオチド、免疫ブロッティング、免疫沈降、免疫蛍光法
、化学発光法、電気化学発光または酵素結合イムノアッセイである。
【０１２０】
　当業者は、本明細書で開示した方法を実施するのに有用でありうる多数の特異的イムノ
アッセイ形式およびその変形に精通するであろう。一般にＥ．Ｍａｇｇｉｏ，Ｅｎｚｙｍ
ｅ－Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ，（１９８０）（ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．，Ｂｏｃａ
　Ｒａｔｏｎ，ＦＩａ．）を参照；また“Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｍｏｄｕｌａｔｉｎ
ｇ　Ｌｉｇａｎｄ－Ｒｅｃｅｐｔｏｒ　Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ　ａｎｄ　ｔｈｅｉｒ
　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ”という名称のＳｋｏｌｄらへの米国特許第４，７２７，０２
２、“Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ　ｏｆ　Ａｎｔｉｇｅｎｓ”という名称のＦｏｒｒｅｓｔ
らへの米国特許第４，６５９，６７８、“Ｉｍｍｕｎｏｍｅｔｒｉｃ　Ａｓｓａｙｓ　Ｕ
ｓｉｎｇ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ”という名称のＤａｖｉｄらへ
の米国特許第４，３７６，１１０、“Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｅｎｖｉｒｏｎｍ
ｅｎｔ　Ｃｏｎｔｒｏｌ　ｉｎ　Ｓｐｅｃｉｆｉｃ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒ　Ａｓｓａｙｓ”
という名称のＬｉｔｍａｎらへの米国特許第４，２７５，１４９、“Ｒｅａｇｅｎｔｓ　
ａｎｄ　Ｍｅｔｈｏｄ　Ｅｍｐｌｏｙｉｎｇ　Ｃｈａｎｎｅｌｉｎｇ”という名称のＭａ
ｇｇｉｏらへの米国特許第４，２３３，４０２、“Ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｏｕｓ　Ｓｐｅｃ
ｉｆｉｃ　Ｂｉｎｄｉｎｇ　Ａｓｓａｙ　Ｅｍｐｌｏｙｉｎｇ　ａ　Ｃｏｅｎｚｙｍｅ　
ａｓ　Ｌａｂｅｌ”という名称のＢｏｇｕｓｌａｓｋｉらへの米国特許第４，２３０，７



(40) JP 2010-502946 A 2010.1.28

10

20

30

40

50

６７も参照。
【０１２１】
　抗体は、公知の技法、たとえば受動的結合に従って、診断アッセイに適切な固体支持体
（たとえばタンパク質Ａまたはタンパク質Ｇアガロースなどのビーズ、ミクロスフェア、
プレート、スライドあるいはラテックスまたはポリスチレンなどの材料から形成されたウ
ェル）にコンジュゲートされうる。本明細書に記載する抗体は、公知の技法に従って同様
に、検出可能な標識または基、たとえば放射性標識（たとえば３５Ｓ、１２５Ｉ、１３１

Ｉ）、酵素レベル（たとえばホースラディッシュペルオキシダーゼ、アルカリホスファタ
ーゼ）、および蛍光標識（たとえばフルオレセイン、アレクサ、緑色蛍光タンパク質）に
コンジュゲートされうる。
【０１２２】
　抗体は、ＤＢＭＡＲＫＥＲタンパク質、ポリペプチド、突然変異、および多形の翻訳後
修飾、たとえばチロシンホスホリル化、トレオニンホスホリル化、セリンホスホリル化、
グリコシル化（たとえばＯ－ＧｌｃＮＡｃ）を検出するのにも有用でありうる。このよう
な抗体は、興味のある１つまたは複数のタンパク質中のホスホリル化アミノ酸を特異的に
検出して、本明細書で記載する免疫ブロッティング、免疫蛍光法、およびＥＬＩＳＡアッ
セイで使用されうる。これらの抗体は当業者に周知であり、市販されている。翻訳後修飾
は、リフレクタマトリクス支援レーザ脱離イオン化飛行時間質量分析（ＭＡＬＤＩ－ＴＯ
Ｆ）で準安定イオンを使用しても決定されうる（Ｗｉｒｔｈ，Ｕ．ら、（２００２）Ｐｒ
ｏｔｅｏｍｉｃｓ　２（１０）：１４４５－５１）。
【０１２３】
　酵素活性を有することが公知であるＤＢＭＡＲＫＥＲタンパク質、ポリペプチド、突然
変異、および多形では、活性は当分野で公知の酵素アッセイを使用して試験管内で決定さ
れうる。このようなアッセイとしては制限なく、他の多くのアッセイの中でキナーゼアッ
セイ、ホスファターゼアッセイ、レダクターゼアッセイが挙げられる。酵素活性の動態の
調節は、公知のアルゴリズム、たとえばヒルプロット、ミカエリスメンテン式、線形回帰
プロット、たとえばラインウィーバー・バーク解析、およびスキャッチャードプロットを
使用して速度定数ＫＭを測定することによって判定できる。
【０１２４】
　ＤＢＭＡＲＫＥＲ配列のデータベースエントリによって与えられる配列情報を使用して
、ＤＢＭＡＲＫＥＲ配列の発現は（存在する場合に）、当業者に周知の技法を使用して検
出および測定される。たとえばＤＢＭＡＲＫＥＲ配列に相当する配列データベースエント
リ内の、または本明細書で開示する配列内の配列は、たとえばノザンブロットハイブリダ
イゼーション解析または特異的に、そして好ましくは定量的に特異的核酸配列を増幅する
方法で、ＤＢＭＡＲＫＥＲ　ＲＮＡ配列を検出するためのプローブを構築するために使用
されうる。別の例として、配列を使用して、たとえば逆転写ベースのポリメラーゼ連鎖反
応（ＲＴ－ＰＣＲ）などの増幅ベース検出方法においてＤＢＭＡＲＫＥＲ配列を特異的に
増幅するためのプライマーを構築できる。遺伝子発現の改変が遺伝子増幅、欠失、多形、
および突然変異に関連付けられるとき、試験および基準細胞集団内の調査されたＤＮＡ配
列の相対量を比較することによって、試験および基準集団における配列比較を行うことが
できる。
【０１２５】
　本明細書で開示した遺伝子の発現は、当分野で公知のいずれかの方法を使用してＲＮＡ
レベルで測定されうる。たとえばこれらの配列の１つ以上を特異的に認識するプローブを
使用するノザンハイブリダイゼーション解析を使用して、遺伝子発現を判定できる。ある
いは発現は、たとえば差次的発現配列に特異的なプライマーを使用する逆転写ベースＰＣ
Ｒアッセイ（ＲＴ－ＰＣＲ）を使用して測定されうる。
【０１２６】
　あるいはＤＢＭＡＲＫＥＲタンパク質および核酸代謝産物または断片が測定されうる。
「代謝産物」という用語は、代謝プロセスのいずれの化学または生化学生成物、たとえば
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生体分子（たとえばタンパク質、核酸、炭水化物、または脂質）の処理、開裂または消費
によって生成されたいずれの化合物も含む。代謝産物は、屈折率分光法（ＲＩ）、紫外線
分光法（ＵＶ）、蛍光分析、放射化学分析、近赤外分光法（近ＩＲ）、核磁気共鳴分光法
（ＮＭＲ）、光散乱分析（ＬＳ）、質量分析、熱分解質量分析、比濁法、分散ラマン分光
法、質量分析と組合されたガスクロマトグラフィー、質量分析と組合された液体クロマト
グラフィー、質量分析と組合された飛行時間型マトリクス支援レーザ脱離イオン化（ＭＡ
ＬＤＩ－ＴＯＦ）、表面増強レーザ脱離イオン化（ＳＥＬＤＩ）、質量分析と組合された
イオンスプレー分光法、キャピラリー電気泳動、ＮＭＲおよびＩＲ検出を含む、当業者に
公知の各種方法で検出されうる。（ＷＯ　０４／０５６４５６およびＷＯ　０４／０８８
３０９を参照、それぞれその全体が参照により本明細書に組み入れられている）。この点
で他のＤＢＭＡＲＫＥＲ検体は、上述の検出方法、または当業者に公知の他の方法を使用
して測定されうる。
キット
　本発明は、ＤＢＭＡＲＫＥＲ検出試薬、たとえばＤＢＭＡＲＫＥＲ核酸の一部に相補性
である、オリゴヌクレオチド配列などの相同核酸配列、またはＤＢＭＡＲＫＥＲ核酸によ
ってコードされたタンパク質に対する抗体をキットの形で共にパッケージすることによっ
て、１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲ核酸を特異的に同定する核酸も含む。オリゴヌクレオチ
ドは、ＤＢＭＡＲＫＥＲ遺伝子の断片でありうる。たとえばオリゴヌクレオチドは、長さ
が２００、１５０、１００、５０、２５、１０個の、またはそれ以下のヌクレオチドであ
りうる。
【０１２７】
　ＤＢＭＡＲＫＥＲ検出試薬は特に、抗体または抗体の断片、およびアプタマーも含みう
る。キットは個別の容器内に核酸または抗体（固体マトリクスにすでに結合されているか
、またはそれらをマトリクスに結合するための試薬と共に個別に包装されているかのどち
らかである）、対照調合物（陽性および／または陰性）、および／または検出可能な標識
を含有する。アッセイを実施するための説明書（たとえば書面、テープ、ＶＣＲ、ＣＤ－
ＲＯＭなど）がキットに含まれうる。アッセイはたとえば、当分野で公知であるようなノ
ザンブロットハイブリダイゼーションまたはサンドイッチＥＬＩＳＡの形でありうる。あ
るいはキットは、当分野で公知であるようなマイクロアレイの形でありうる。
【０１２８】
　本明細書に記載した方法を実施するための診断キットは、多数の方法で作製される。好
ましくは、本発明のキットは、正常血糖レベルを有する対象から得た対照（または基準）
サンプルを含む。あるいはキットは、２型糖尿病または前糖尿病状態と診断された、また
は２型糖尿病または前糖尿病状態に罹患しているとして同定された対象から得た対照サン
プルを含みうる。一実施形態において、診断キットは（ａ）固体支持体にコンジュゲート
された抗体（たとえばフィブリノゲンαＣドメインペプチド）および（ｂ）検出可能な基
にコンジュゲートされた本発明の第２抗体を含む。試薬としては、緩衝剤などの補助剤お
よびタンパク質安定剤、たとえばポリサッカライドなども挙げられうる。診断キットとし
てはさらに、必要な場合は、検出可能な基がメンバ（たとえば酵素基質）であるシグナル
生成システムの他のメンバ、試験でのバックグラウンド干渉を低下させる薬剤、対照試薬
、試験を実施するための装置などが挙げられうる。あるいは試験キットは、（ａ）抗体、
および（ｂ）検出可能な基にコンジュゲートされた抗体の特異的結合パートナーを含有す
る。試験キットは、通例はすべての要素を単一の容器に入れて、任意に試験を実施するた
めの印刷された説明書シートと共に、いずれの適切な方法でもパッケージされうる。
【０１２９】
　たとえばＤＢＭＡＲＫＥＲ検出試薬は、少なくとも１個のＤＢＭＡＲＫＥＲ検出部位を
形成するために多孔性ストリップなどの固体マトリクスに固定化されうる。多孔性ストリ
ップの測定または検出領域は、核酸を含有する複数の部位を含みうる。試験ストリップは
、陰性および／または陽性対照の部位も含有しうる。あるいは対照部位は試験ストリップ
とは別のストリップに位置しうる。任意に各種の検出部位は、異なる量の、たとえば第１
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検出部位により多い量の、そして次の部位により少ない量の固定化核酸を含有しうる。試
験サンプルの添加時に、検出可能なシグナルを提示する多数の部位がサンプル中に存在す
るＤＢＭＡＲＫＥＲの量の定量的表示を与える。検出部位はいずれかの適切に検出可能な
形状で構成され、通例は試験ストリップの幅に及ぶ棒または点の形状である。
【０１３０】
　あるいはキットは、１つ以上の核酸配列を含む核酸基質アレイを含有する。アレイ上の
核酸は、ＤＢＭＡＲＫＥＲ　１～１５８で表される１つ以上の核酸配列を特異的に同定す
る。各種の実施形態において、ＤＢＭＡＲＫＥＲ　１～１５８で表される２、３、４、５
、６、７、８、９、１０、１５、２０、２５、３０、４０、５０個またはそれ以上の発現
は、アレイへの結合により同定されうる。基質アレイはたとえば固体基質上に、たとえば
米国特許第５，７４４，３０５に記載されているように「チップ」上にありうる。あるい
は基質アレイは、溶液アレイ、たとえばｘＭＡＰ（Ｌｕｍｉｎｅｘ，オースティン、テキ
サス州）、Ｃｙｖｅｒａ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，サンディエゴ、カリフォルニア州）、Ｃｅ
ｌｌＣａｒｄ（Ｖｉｔｒａ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，マウンテンビュー、カリフォルニア
州）およびＱｕａｎｔｕｍ　Ｄｏｔｓ’Ｍｏｓａｉｃ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，カールス
バッド、カリフォルニア州）でありうる。
【０１３１】
　当業者は、表１のＤＢＭＡＲＫＥＲのいずれに対しても、抗体、核酸プローブ、たとえ
ばオリオヌクレオチド、アプタマー、ｓｉＲＮＡ、アンチセンスオリゴヌクレオチドを日
常的に作製できる。本明細書で示す実施例は、マウスにおけるモノクローナル抗体の産生
はもちろんのこと、ウサギからのポリクローナル超免疫血清の産生も説明している。この
ような技法は当業者に周知である。
製薬組成物および治療方法
　「治療する」という用語は、本発明に関連したその各種の文法形において、疾患状態、
疾患進行、疾患原因因子（たとえば細菌またはウイルス）または他の異常状態の悪影響を
予防（すなわち化学的予防）、治癒、逆行、減弱、緩和、最小化、抑制または停止するこ
とを指す。たとえば治療は、疾患の１つの症状（すなわち必ずしもすべての症状ではない
）を緩和すること、または疾患の進行を減弱することを含みうる。
【０１３２】
　本明細書で使用するように、「治療的有効量」とは、ＤＢＭＡＲＫＥＲまたは所望の生
物学的応答を達成する他の糖尿病調節剤の量を制限することを意味する。本発明の文脈に
おいて、所望の生物応答は、対象、たとえばヒトにおける、２型糖尿病、前糖尿病状態、
および２型糖尿病または前糖尿病状態に関連する合併症の進行の部分または完全抑制、遅
延または予防；２型糖尿病、前糖尿病状態、もしくは２型糖尿病または前糖尿病状態に関
連する合併症の再発の抑制、遅延または予防；あるいは２型糖尿病、前糖尿病状態、もし
くは２型糖尿病または前糖尿病状態に関連する合併症の発病または進行の予防（化学的予
防）でありうる。
【０１３３】
　製薬組成物の一部として好ましく含まれるＤＢＭＡＲＫＥＲは、当業者に公知のいずれ
の公知の投与方法によっても投与されうる。投与経路の例としては、これに限定されるわ
けではないが、経口、非経口、腹腔内、静脈内、動脈内、経皮、局所、舌下、筋肉内、経
直腸、経頬側、経鼻、リポソーム、吸入、経膣、眼内、カテーテルまたはステントによる
局所送達、皮下、脂肪内、関節内、髄腔内、または徐放投薬形が挙げられる。ＤＢＭＡＲ
ＫＥＲまたはＤＢＭＡＲＫＥＲを含む製薬組成物は、疾患を治療するのに有効な用量を達
成するいずれかの用量または投薬スケジュールに従って投与されうる。
【０１３４】
　一例として、本発明のＤＢＭＡＲＫＥＲまたはＤＢＭＡＲＫＥＲを含む製薬組成物は、
経口形、たとえば錠剤、カプセル剤（そのそれぞれが持続放出または徐放調合物を含む）
、丸剤、粉剤、顆粒剤、エリキシル剤、チンキ剤、懸濁剤、シロップ剤、およびエマルジ
ョン剤で投与されうる。同様に、ＤＢＭＡＲＫＥＲまたはＤＢＭＡＲＫＥＲを含む製薬組
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成物は、静脈内（たとえばボーラスまたは輸液）、腹腔内、皮下、筋肉内、または製薬分
野の当業者に公知の形を使用する他の経路によって投与されうる。
【０１３５】
　ＤＢＭＡＲＫＥＲまたはＤＢＭＡＲＫＥＲを含む製薬組成物は、活性成分の持続放出を
可能にするような方法で調合されうるデポー注射またはインプラント調製物の形でも投与
されうる。活性成分は、ペレットまたは小型円筒形に圧縮されて、デポー注射またはイン
プラントとして皮下または筋肉内に植え込まれうる。インプラントは、生分解性ポリマー
または合成シリコーン、たとえばＤｏｗ－Ｃｏｒｎｉｎｇ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎが製
造するＳｉｌａｓｔｉｃ、シリコーンゴムまたは他のポリマーなどの不活性材料を利用し
うる。
【０１３６】
　ＤＢＭＡＲＫＥＲまたはＤＢＭＡＲＫＥＲを含む製薬組成物は、リポソーム送達系、た
とえば小型単層ベシクル、大型単層ベシクルおよび多層ベシクルの形でも投与されうる。
リポソームは、各種のリン脂質、たとえばコレステロール、ステアリルアミン、またはホ
スファチジルコリンから形成されうる。糖尿病調節剤のリポソーム調製物は、本発明の方
法でも使用されうる。
【０１３７】
　ＤＢＭＡＲＫＥＲまたはＤＢＭＡＲＫＥＲを含む製薬組成物は、化合物分子が結合され
る個別の担体としてのモノクローナル抗体の使用によっても送達されうる。
【０１３８】
　ＤＢＭＡＲＫＥＲまたはＤＢＭＡＲＫＥＲを含む製薬組成物は、標的化薬物担体として
溶解性ポリマーを用いて調製されうる。このようなポリマーとしては、ポリビニルピロリ
ドン、ピランコポリマー、ポリヒドロキシ－プロピル－メタクリルアミド－フェノール、
ポリヒドロキシエチル－アスパルトアミド－フェノール、またはパルミトイル残基によっ
て置換されたポリエチレンオキシド－ポリリジンが挙げられうる。さらに、ＤＢＭＡＲＫ
ＥＲまたはＤＢＭＡＲＫＥＲを含む製薬組成物は、薬物の制御放出を達成するのに有用な
生分解性ポリマー、たとえばポリ乳酸、ポリグリコール酸、ポリ乳酸およびポリグリコー
ル酸のコポリマー、ポリイプシロンカプロラクトン、ポリヒドロキシ酪酸、ポリオルトエ
ステル、ポリアセタール、ポリジヒドロピラン、ポリシアノアクリレートおよびハイドロ
ゲルの架橋または両親媒性ブロックコポリマーを用いて調製されうる。
【０１３９】
　ＤＢＭＡＲＫＥＲまたはＤＢＭＡＲＫＥＲを含む製薬組成物は、適切な経鼻ベシクルの
局所使用による経鼻形、または当業者に周知の経皮スキンパッチの形を使用する経皮経路
によって投与されうる。経皮送達システムの形で投与されるために、投薬量の投与はもち
ろん、投薬計画を通じて間欠的というよりも連続的であろう。
【０１４０】
　本明細書に記載され、本発明の方法での使用に適切な薬剤の、適切な製薬的に許容され
る塩は従来の非毒性塩であり、塩基による塩または酸添加塩、たとえば無機塩基による塩
、たとえばアルカリ金属塩（たとえばリチウム塩、ナトリウム塩、カリウム塩など）、ア
ルカリ土類金属塩（カルシウム塩、マグネシウム塩など）、アンモニウム塩；有機塩基に
よる塩、たとえば有機アミン塩（たとえばトリエチルアミン塩、ピリジン塩、ピコリン塩
、エタノールアミン塩、トリエタノールアミン塩、ジシクロヘキシルアミン塩、Ｎ，Ｎ’
－ジベンジルエチレンジアミン塩など）など；無機酸添加塩（たとえば塩酸塩、臭化水素
酸塩、硫酸塩、リン酸塩など）；有機カルボン酸およびスルホン酸塩（たとえばギ酸塩、
酢酸塩、トリフルオロ酢酸塩、マレイン酸塩、酒石酸塩、メタンスルホン酸塩、ベンゼン
スルホン酸塩、ｐ－トルエンスルホン酸塩など）；塩基性または酸性アミノ酸による塩（
たとえばアルギニン、アスパラギン酸、グルタミン酸など）などが挙げられうる。
【０１４１】
　加えて本発明は、本発明の１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲのいずれの固体または液体物理
形を含む製薬組成物も含む。たとえばＤＢＭＡＲＫＥＲは、結晶形、アモルファス形であ
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り、いずれの粒径も有しうる。ＤＢＭＡＲＫＥＲ粒子は微粉化されうるか、または凝集形
成されうるか、微粒子、顆粒、粉末、油、油性懸濁物ありは固体または液体物理形の他の
いずれかの形でありうる。
【０１４２】
　経口投与では、製薬組成物は液体または固体でありうる。適切な固体経口調合物として
は、錠剤、カプセル剤、丸剤、顆粒剤、ペレット剤などが挙げられる。適切な液体経口調
合物としては、液剤、懸濁剤、分散剤、エマルジョン剤、油剤などが挙げられる。
【０１４３】
　担体または希釈剤として一般に使用されるいずれの不活性賦形剤、たとえばガム、デン
プン、糖、セルロース性物質、アクリル酸塩、またはそれらの混合物も本発明の調合物で
使用されうる。組成物は崩壊剤および潤滑剤をさらに含み、加えて結合剤、緩衝剤、プロ
テアーゼ阻害薬、界面活性剤、可溶化剤、可塑剤、乳化剤、安定剤、増粘剤、甘味料、膜
形成剤、またはそれらのいずれかの組合せより選択される１つ以上の添加剤を含みうる。
さらに本発明の組成物は、制御放出または即時放出調合物の形でありうる。
【０１４４】
　ＤＢＭＡＲＫＥＲは、目的の投与形に関して適切に選択された適切な製薬的希釈剤、賦
形剤または担体（本明細書では集合的に「担体」材料または「製薬的に許容される担体」
と呼ばれる）と混合された活性成分として投与されうる。本明細書で使用するように、「
製薬的に許容される担体または希釈剤」は、製薬投与に適合する、ありとあらゆる溶媒、
分散媒、コーティング、抗菌および抗真菌剤、等張剤および吸収遅延剤などを含むものと
する。適切な担体は、参照により本明細書に組み入れられている当分野の標準参照テキス
トであるＲｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓの
最新版に記載されている。
【０１４５】
　液体調合物では、製薬的に許容される担体は水性または非水性溶液、懸濁物、エマルジ
ョンまたは油でありうる。非水性溶媒の例は、プロピレングリコール、ポリエチレングリ
コール、および注射用有機エステル、たとえばオレイン酸エチルである。水性担体として
は、生理食塩水および緩衝溶媒を含む、水、アルコール性／水性溶液、エマルジョン、ま
たは懸濁物でありうる。油の例は、石油、動物、植物、または合成起源の油、たとえばラ
ッカセイ油、ダイズ油、鉱油、オリーブ油、ヒマワリ油、および魚肝油である。溶液また
は懸濁物としては、次の成分：滅菌希釈剤、たとえば注射用水、生理食塩溶液、固定油、
ポリエチレングリコール、グリセリン、プロピレングリコールまたは他の合成溶媒；抗菌
剤、たとえばベンジルアルコールまたはメチルパラベン；抗酸化剤、たとえばアスコルビ
ン酸または亜硫酸水素ナトリウム；キレート剤、たとえばエチレンジアミンテトラ酢酸（
ＥＤＴＡ）；緩衝剤、たとえば酢酸塩、クエン酸塩またはリン酸塩、および張度調整剤、
たとえば塩化ナトリウムまたはデキストロースも挙げられうる。ｐＨは、酸または塩基、
たとえば塩酸または水酸化ナトリウムによって調整されうる。
【０１４６】
　リポソームおよび非水性ビヒクル、たとえば固定油も使用されうる。製薬活性物質への
このような媒体または薬剤の使用は、当分野で周知である。いずれの従来の媒体または薬
剤が活性化合物と不適合である場合を除いて、組成物でのその使用が考慮される。補助活
性成分も組成物中に包含されうる。
【０１４７】
　固体担体／希釈剤としては、これに限定されるわけではないが、ガム、デンプン（たと
えばコーンスターチ、アルファ化でんぷん）、糖（たとえばラクトース、マンニトール、
スクロース、デキストロース）、セルロース性物質（微結晶性セルロース）、アクリル酸
塩（たとえばポリメチルアクリル酸塩）、炭酸カルシウム、酸化マグネシウム、タルク、
またはそれらの混合物が挙げられる。
【０１４８】
　加えて、組成物はさらに、結合剤（たとえばアラビアゴム、コーンスターチ、ゼラチン
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、カルボマー、エチルセルロース、グアーガム、ヒドロキシプロピルセルロース、ヒドロ
キシプロピルメチルセルロース、ポビドン）、崩壊剤（たとえばコーンスターチ、ジャガ
イモデンプン、アルギン酸、二酸化ケイ素、クロスカルメロースナトリウム、クロスポビ
ドン、グアーガム、デンプングリコール酸ナトリウム、プリモゲル）、各種のｐＨおよび
イオン強度の緩衝剤（たとえばｔｒｉｓ－ＨＣｌ、酢酸塩、リン酸塩）、表面への吸収を
防止するアルブミンまたはゼラチンなどの添加剤、洗剤（たとえばＴｗｅｅｎ　２０、Ｔ
ｗｅｅｎ　８０、Ｐｌｕｒｏｎｉｃ　Ｆ６８、胆汁酸塩）、プロテアーゼ阻害薬、界面活
性剤（たとえばラウリル硫酸ナトリウム）、浸透促進剤、可溶化剤（たとえばグリセロー
ル、ポリエチレングリセロール）、流動促進剤（たとえばコロイド状二酸化ケイ素）、抗
酸化剤（たとえばアスコルビン酸、メタ重亜硫酸ナトリウム、ブチル化ヒドロキシアニソ
ール）、安定剤（たとえばヒドロキシプロピルセルロース、ヒドロキシプロピルメチルセ
ルロース）、増粘剤（たとえばカルボマー、コロイド状二酸化ケイ素、エチルセルロース
、グアーガム）、甘味料（たとえばスクロース、アスパルテーム、クエン酸）、着香料（
たとえばペパーミント、サリチル酸メチル、またはオレンジ香味料）、保存料（たとえば
チメロサール、ベンジルアルコール、パラベン）、潤滑剤（たとえばステアリン酸、ステ
アリン酸マグネシウム、ポリエチレングリコール、ラウリル硫酸ナトリウム）、流動助剤
（コロイド状二酸化ケイ素）、可塑剤（たとえばジエチルフタレート、クエン酸トリエチ
ル）、乳化剤（たとえばカルボマー、ヒドロキシプロピルセルロース、ラウリル硫酸ナト
リウム）、ポリマーコーティング（たとえばポロキサマーまたはポロキサミン）、コーテ
ィングおよび膜形成剤（たとえばエチルセルロース、アクリレート、ポリメタクリレート
）および／またはアジュバントを含みうる。
【０１４９】
　一実施形態において、活性化合物は、体による迅速な排除から化合物を保護する担体、
たとえばインプラントおよびマイクロカプセル化送達システムを含む制御放出調合物を用
いて調製される。生分解性、生体適合性ポリマー、たとえばエチレン酢酸ビニル、ポリ無
水物、ポリグリコール酸、コラーゲン、ポリオルトエステル、およびポリ乳酸が使用され
うる。このような調合物の調製方法は、当業者に明らかになるであろう。該物質はＡｌｚ
ａ　ＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎおよびＮｏｖａ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，Ｉｎｃ
．から購入することもできる。リポソーム懸濁物（ウイルス抗原に対するモノクローナル
抗体を用いて感染細胞に標的化されたリポソームを含む）も、製薬的に許容される担体と
して使用されうる。これらはたとえば米国特許第４，５２２，８１１に記載されているよ
うに、当業者に公知の方法に従って調製されうる。
【０１５０】
　投与の容易性および投薬の一様性のために、経口組成物を投薬単位で調合することが特
に好都合である。投薬単位形は本明細書で使用する場合、治療される対象への単位投薬量
として適した物理的に別個の単位であり；各単位は所望の治療効果を生成するように計算
された活性化合物の所定の量を必要な製薬担体と共に含有する。本発明の投薬単位形の詳
細は、活性化合物の独自の特徴および達成される特定の治療効果、ならびに固体の治療の
ための活性化合物などの配合の分野に固有の制限によって決定され、それらに直接依存す
る。製薬組成物は、投与のための説明書と共に容器、パック、またはディスペンサに含ま
れうる。
【０１５１】
　活性成分を含有する製薬組成物の調製、たとえば混合、造粒、または錠剤形成プロセス
は、当分野で十分に理解されている。活性治療用成分は、製薬的に許容され、活性成分と
適合性である賦形剤と混合されることが多い。経口投与では、活性成分はこの目的に慣習
的な添加剤、たとえばビヒクル、安定剤、または不活性希釈剤と混合されて、慣習的な方
法によって投与に適切な形、たとえば上で詳説したような錠剤、コーティング錠、硬およ
び軟ゼラチンカプセル、水性、アルコール性、または油性液剤などに変換される。
【０１５２】
　静脈内投与では、グルクロン酸、Ｌ－乳酸、酢酸、クエン酸または静脈内投与に許容さ
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れるｐＨ範囲において合理的な緩衝能力を備えたいずれの製薬的に許容される酸／コンジ
ュゲート塩基が緩衝剤として使用されうる。ｐＨが酸または塩基のどちらか、たとえば塩
酸または水酸化ナトリウムによって所望の範囲に調整された塩化ナトリウム溶液も利用さ
れうる。通例、静脈内調合物のｐＨ範囲は、約５～約１２の範囲内にありうる。ヒドロキ
サム酸部分を有するＨＤＡＣ阻害薬を含む静脈内調合物の詳細なｐＨ範囲は、約９～約１
２でありうる。
【０１５３】
　皮下調合物は、約５～約１２の範囲のｐＨにて当分野で周知の手順に従って調製可能で
あり、適切な緩衝剤および等張剤を含む。それらは、１回以上の１日皮下投与にて活性剤
の１日用量を送達するように調合されうる。調合物の適切な緩衝液およびｐＨの選択は、
投与される１つ以上のＤＢＭＡＲＫＥＲの溶解度に応じて、当業者によって容易に行われ
る。ｐＨが酸または塩基のどちらか、たとえば塩酸または水酸化ナトリウムによって所望
の範囲に調整された塩化ナトリウム溶液も皮下調合物で利用されうる。通例、皮下調合物
のｐＨ範囲は、約５～約１２の範囲内にありうる。
【０１５４】
　本発明の組成物は、適切な経鼻ビヒクルの局所使用による経鼻形、または当業者に周知
の経皮スキンパッチの形を使用する経皮経路によっても投与されうる。経皮送達システム
の形で投与されるために、投薬量の投与はもちろん、投薬計画を通じて間欠的というより
も連続的であろう。
【実施例】
【０１５５】
　（実施例１）
　２型糖尿病のＣｏｈｅｎラットモデルにおけるバイオマーカー同定
　Ｃｏｈｅｎ糖尿病（ＣＤ）ラットは、周知で多用途の２型糖尿病動物モデルであり、ヒ
トにおける２型糖尿病（Ｔ２Ｄ）の一般的な特徴の多くが現れる２つのげっ歯類系統より
成る。感受性系統（ＣＤｓ）は高スクロース／銅欠乏飼料（ＨＳＤ）で維持されると３０
日以内に糖尿病を発症し、これに対して抵抗性系統（ＣＤｒ）は正常血糖レベルを維持す
る。通常のげっ歯類飼料（ＲＤ）で無制限に維持されるときには、どちらの系統もＴ２Ｄ
の症状を発症しない。
【０１５６】
　サンプルの調製
　血清、尿、および組織サンプル（脾臓組織、膵臓組織、および肝臓組織を含む）を、Ｒ
ＤまたはＨＳＤを３０日間与えたＣＤｒおよびＣＤｓラットの両方から取得した。サンプ
ルを急速凍結させて、－８０℃にて貯蔵した。
【０１５７】
　全タンパク質抽出物は、グループ当たり１０個体の臓器を利用して、４つの実験条件そ
れぞれについて調製した。膵臓組織は、機械式剪断装置（Ｐｏｌｙｔｒｏｎ）を使用して
処理した。処理サンプル中のタンパク質完全性を保存するために、処理を開始するまで組
織をドライアイス上で保持して、すべての緩衝液および装置を事前に冷却しておいた。サ
ンプルもホモジネーション処理の間に氷上で維持した。
【０１５８】
　Ｔ－Ｐｅｒ緩衝液（Ｐｉｅｒｃｅ）を氷上で事前に冷却して、使用前の緩衝液５０ｍｌ
に付き完全プロテアーゼ阻害薬錠（Ｒｏｃｈｅ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅ）２個
を添加した。プロテアーゼ阻害薬を添加したら、未使用の緩衝液はすべて廃棄した。組織
１グラムに付き、Ｔ－ｐｅｒ緩衝液２０ｍｌを使用した。各グループについて、膵臓サン
プルを秤量して、必要な溶解緩衝液の量を計算し、５０ｍｌ管内の各組織サンプルに添加
した。各サンプルを氷上で１０秒間をホモジナイズし、続いて３０秒間の静止期間でサン
プルを冷却させた。大きい破片がなお見える場合、ホモジネートが滑らかになるまでサイ
クルを反復した。ホモジネーションプローブをサンプル中に、発泡を最小限に抑えるため
に管底部から約１ｃｍまで挿入した。ホモジネーションが完了したときに、抽出物を１０
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，０００×ｇにて１５分間、４℃にて遠心分離にかけた。
【０１５９】
　遠心分離の後、上清を回収して、総タンパク質含有量を決定するためにビシンコニン酸
（ＢＣＡ）アッセイを実施した。表２は、ＲＤまたはＨＳＤのどちらかを与えられたＣＤ
ｒラット、およびＲＤまたはＨＳＤのどちらかを与えられたＣＤｓラットに相当するサン
プルの平均タンパク質含有量を示す。
【０１６０】
　表２：Ｃｏｈｅｎ糖尿病ラットからの膵臓抽出物の総タンパク質含有量
【０１６１】
【表２】

　上清を分配して分割量として、－８０℃にて貯蔵した。ペレット化した物質も－８０℃
で維持および貯蔵した。
【０１６２】
　ＣＤｒおよびＣＤｓ表現型のタンパク質発現プロファイリングを膵臓抽出物に対して、
１次元ＳＤＳ－ＰＡＧＥを使用して実施した。総タンパク質６μｇを含有する各抽出物の
サンプルをサンプル緩衝液中で調製して、４～１２％アクリルアミドゲルに添加した。電
気泳動運転の完了後、ゲルをクマシーステインに１時間浸漬して、蒸留水で一晩脱染色し
た。得られたタンパク質発現プロファイルによって、各抽出物の経験的な視覚比較が可能
となった（図１）。これらの膵臓抽出物は次に、本明細書で開示する２方向免疫学的対比
に使用した。
【０１６３】
　アルブミン、免疫グロブリンおよび他の豊富なタンパク質は血清中の総タンパク質の約
９５～９７％を構成し、少量タンパク質およびペプチドマーカーの検出は、全血清が直接
分析された場合には遮蔽される。したがって血清サンプルの分画は、少量タンパク質の遮
蔽を低下させて、解析に利用できるピークの数を増加させるために必要であった。
【０１６４】
　多数のピークの検出を増加させるのはもちろんのこと、非常に豊富なタンパク質、たと
えばアルブミン、免疫グロブリンなどからの少量タンパク質に対するシグナル抑制効果を
軽減するために、ＲＤまたはＨＳＤを与えたＣＤｒおよびＣＤｓラットからの粗血清サン
プルを６つの画分に分画した。Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ（フレモント、カリフォルニア州）よ
り購入したキットアニオン交換ビーズベースの血清分画キットを使用して、分画を実施し
た。簡潔には、血清サンプルを９Ｍ尿素変性剤溶液で希釈した；希釈したサンプルを次に
、アニオン交換吸収剤を予め充填した９６ウェルフィルタマイクロプレートに装填した。
本処理を使用して、サンプルをビーズの活性表面に結合させて、４℃でのインキュベーシ
ョンの３０分後、段階的なｐＨ勾配緩衝液を使用してサンプルを溶離させた。処理は、ｐ
Ｈ９、ｐＨ７、ｐＨ５、ｐＨ４、ｐＨ３および有機溶離液を含む６つの画分の収集を可能
にした。分画の後、血清サンプルをＳＥＬＤＩチップ上の次の形式で解析した。
【０１６５】
　ＳＥＬＤＩ（表面増強レーザ脱離イオン化）
　ＳＥＬＤＩ　Ｐｒｏｔｅｉｎｃｈｉｐ（登録商標）Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（Ｃｉｐｈｅ
ｒｇｅｎ）は、クロマトグラフィーチップ表面上に保持されたタンパク質混合物の質量分
光解析を実施するように設計されている。ＳＥＬＤＩ質量分析計は、混合物中のタンパク
質の質量／電荷比およびチップ表面へのその結合親和性に基づいて、複合タンパク質混合
物のスペクトルを生成する。ピーク強度を比較することによって、これらのタンパク質プ
ロファイルから異なって発現されたタンパク質が決定される。本技法は、化学修飾表面（
親水性、疎水性、事前活性化、順相、固定化金属親和性、カチオン性またはアニオン性）
、または生物学的（抗体、抗原結合断片（たとえばｓｃＦｖ）、ＤＮＡ、酵素、または受
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容体）ベイト表面によって操作された、アルミニウムベース支持体、またはチップを利用
する。これらの多様な化学的および生物学的表面は、タンパク質自体の固有の特性に基づ
いたタンパク質の各種の捕捉を可能にする。体積がわずか１μｌの組織抽出物または体液
をこれらの表面に直接塗布すると、ベイト表面への親和性を持つタンパク質は結合するで
あろう。非特異的にまたは弱く結合したタンパク質を除去するための一連の洗浄の後に、
結合したタンパク質は、ＭＳ解析のためにレーザ脱離およびイオン化させる。小型ペプチ
ドからタンパク質までに及ぶ（１０００ダルトン～２００ｋＤ）タンパク質の分子量が測
定される。次にこれらのマススペクトルパターンを使用して、１つのサンプルを別のサン
プルから区別して、さらなる解析のためのリード候補マーカーを同定する。候補マーカー
は、条件対条件幹細胞培地のタンパク質プロファイルを比較することによって同定した。
候補マーカーが同定されたら、それらを精製して配列決定する。
【０１６６】
　分画した血清サンプルは各種の化学修飾表面チップ（カチオン交換、アニオン交換、金
属親和性結合、疎水性および順相）に塗布して、ＳＥＬＤＩ、２次元ＰＡＧＥ（２ＤＥ）
および２次元液体クロマトグラフィー（２Ｄ／ＬＣ）によってプロファイルした。
【０１６７】
　２次元液体クロマトグラフィー（２Ｄ／ＬＣ）
　ＰｒｏｔｅｏｍｅＬａｂ　ＰＦ　２Ｄタンパク質分画システムは、１次元目は等電点（
ｐＩ）によって、２次元目は疎水性によってタンパク質を分解および収集する、完全自動
化２次元分画システム（液層における）である。システムは、異なるサンプル間のタンパ
ク質プロファイリングの直接比較を可能にする、２次元タンパク質マップによって複雑な
パターンを視覚化する。すべての成分が液相で単離および収集されるので、それは質量分
析法を使用する下流タンパク質同定および／または抗体産生のためのタンパク質抽出に理
想的である。
【０１６８】
　ＰＦ　２Ｄシステムは、従来のプロテオミクス研究に関連する問題の多く、たとえば少
量タンパク質の検出、実験間の再現性、膜または疎水性タンパク質の定量、検出、塩基性
タンパク質の検出、非常に低分子量および非常に高分子量のタンパク質の検出に対処する
。血清中のタンパク質の動的範囲は１０桁超に及び、比較的少量のタンパク質が総タンパ
ク質含有量の９５％超を構成しているので、このことは候補マーカーである少量タンパク
質の検出を非常に困難にしている。少量タンパク質を濃縮および同定するために、ＩｇＹ
－Ｒ７げっ歯類最適化分画カラムを使用して血清サンプルを分画し、少量タンパク質から
７つの豊富なタンパク質（アルブミン、ＩｇＧ、トランスフェリン、フィブリノゲン、Ｉ
ｇＭ、α１－アンチトリプシン、ハプトグロビン）を分離した。
【０１６９】
　分画された血清をＰＦ－２Ｄに塗布した。１次元目のクロマトフォーカシングは、開始
緩衝液（ｐＨ８．５）および溶離緩衝液（ｐＨ４．０）を使用して産生された線形ｐＨ勾
配を用いてＨＰＣＦカラムで実施した。タンパク質をｐＩに基づいて分離した。画分を収
集して、２次元目の分離のために逆相ＨＰＲＰカラムに塗布した。各サンプルから生成さ
れた２Ｄマップを次に比較して、示差的なピークパターンを同定した。続いて画分を選択
して、トリプシン消化を受けさせた。消化したサンプルは、タンパク質同定のためにＬＣ
／ＭＳを使用して配列決定した。
【０１７０】
　２Ｄゲル電気泳動
　２次元電気泳動は、単一のゲルにおいて数千のタンパク質の複雑な混合物を同時に分解
する能力を有する。１次元目ではタンパク質はｐＩによって分離され、２次元目ではタン
パク質はＭＷによって分離される。２Ｄゲル電気泳動の利用としては、プロテオーム解析
、細胞分化、疾患マーカーの検出、治療に対する応答の監視などが挙げられる。
【０１７１】
　ＩｇＹ分画血清サンプルを、各種のｐＨ勾配、ｐＨ３～１０、ｐＨ３～６およびｐＨ５
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の分離のためにＩＰＧストリップを８～１６％または４～２０％　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ勾配
ゲルの上に載せた。
【０１７２】
　結果
　図２Ａに示すように、ＣＤｒ－ＲＤおよびＣＤｒ－ＨＳＤの血清中には約４２００ダル
トンのピークタンパク質が存在したが、ＣＤｓ－ＲＤまたはＣＤｓ－ＨＳＤの血清中には
存在しなかった。図２Ｂは、４２００ダルトン断片のＭＳ／ＭＳスペクトルである。本タ
ンパク質は配列決定され、広範囲に及ぶデータベース検索後に新規なたんぱく質であるこ
とが判明した。ペプチドは設計された「Ｄ３」であり、その配列はＳＧＲＰＰＭＴＶＷＦ
ＮＲＰＦＬＩＡＶＳＨＴＨＧＱＴＩＬＦＭＡＫＶＩＮＰＶＧＡ（配列番号１）であること
が判明した。Ｄ３ペプチドは、Ｃｏｈｅｎ糖尿病ラットで発見された最初のバイオマーカ
ーに相当する３８マーペプチド配列である。Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ＮＣＢＩ）より入手できるＢＬ
ＡＳＴアルゴリズムを使用する配列の配列比較を実施して、３８アミノ酸の断片が少なく
とも１０の各種のアミノ酸配列との配列同一性を有することが見出された。特にＢＬＡＳ
Ｔ配列比較は、３８アミノ酸Ｄ３ペプチドが「ＦＮＲＰＦＬ」および「ＦＭＳ／ＧＫＶＴ
／ＶＮＰ」に相当する保存モチーフを含有することを明らかにした。図３Ａは、Ｄ３ペプ
チド断片に関連するアミノ酸配列のＢＬＡＳＴ配列の結果を示し、図３Ｂは、Ｄ３ペプチ
ドおよびタンパク質ＢＬＡＳＴによって同定されたペプチドをコードする核酸配列のＢＬ
ＡＳＴ配列比較の結果を示す。変性プライマーは保存モチーフを標的とするように設計さ
れ、次の配列を含む：
フォワードプライマー（アミノ酸配列“ＦＮＲＰＦＬ”を含有する標的領域：５’－ＴＴ
Ｃ　ＡＡＣ　ＭＲＲ　ＣＣＹ　ＴＴＹ　ＳＴ－３’（配列番号２）およびリバースプライ
マー（配列“ＦＭＳ／ＧＫＶＴ／ＶＮＰ”を含有する標的領域）：５’－ＹＶＡ　ＣＹＴ
　ＴＫＣ　ＹＭＡ　ＫＲＡ　ＡＧＡ－３’（配列番号３）；ここでＭ＝ＡまたはＣ；Ｒ＝
ＡまたはＧ；Ｙ＝ＣまたはＴ；Ｓ＝ＣまたはＧ；Ｋ＝ＧまたはＴ；およびＶ＝Ａ、Ｃ、ま
たはＧである。これらの変性プライマーは、逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ
）において使用し、肝臓および膵臓におけるヒトＳＥＲＰＩＮＡ３を増幅した。図３Ｃに
示すように、ヒト肝臓および膵臓において１．３ｋｂ断片が同定された。
【０１７３】
　表３は、ＳＥＬＤＩ解析によって同定された、追加の同定候補マーカーを表す。
【０１７４】
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【表３－１】

【０１７５】
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【表３－２】

【０１７６】
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【表３－３】

　Ｃｏｈｅｎ糖尿病ラット間の相違を図４Ａおよび図４Ｂに示し、図４Ａおよび図４Ｂは
、ＬＣ／ＭＳ技術によって同定されたバイオマーカーを示すゲルと、示差２次元逆相ＨＰ
ＬＣまたは選択された１次元ｐＩ画分（画分３１）のＣＤｒ－ＲＤ（赤色）対ＣＤｓ－Ｒ
Ｄ（緑色）によって取得した溶出プロファイルを示すグラフとを表す。図５Ａは４つのＣ
ｏｈｅｎ糖尿病ラットモデルそれぞれから得たサンプルの２ＤＥゲルを表すが、図５Ｂは
、アポリポタンパク質Ｅ、肝臓再生関連タンパク質、および先に同定されなかったタンパ
ク質として同定された、図４Ａで同定されたスポットの拡大図である。図６は、２ＤＥ技
術を使用して４つのＣｏｈｅｎ糖尿病ラットモデルで見出される、異なって発現されたタ
ンパク質を示すグラフ表現である。図７は、２ＤＥによって同定された、異なって発現さ
れたＣｏｈｅｎ糖尿病ラット血清タンパク質を示すヒストグラムである。
【０１７７】
　Ｄ３ペプチドは、ウサギでの超免疫血清の生成に使用された。図８は、Ｄ３超免疫血清
と、ＣＤｒ－ＲＤおよびＣＤｒ－ＨＳＤラット血清画分６から単離した約４ｋＤタンパク
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質との反応性を示すウェスタンブロットを示す。分画されたＣＤラット血清サンプルを１
０％　ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルに流下させて、次にＰＶＤＦ膜に移した。高分子量二重項（
４９～６２ｋＤの範囲における）も超免疫血清と反応して、親タンパク質がすべての系統
によって治療様式ＲＤまたはＨＳＤの下で発現されるが、Ｄ３断片に相当するより小さい
サイズの誘導体（約４ｋＤ）はＣＤｒ系統においてのみ異なって発現されることを示して
いる。これらの結果は、ＳＥＬＤＩプロファイリングによって取得した結果と一致してい
る。ＣＤｒラット血清中のＤ３断片の濃度を次に、ＳＥＬＤＩによって分析する。一連の
合成Ｄ３ペプチド標準（０．１、０．０３３、０．０１１、０．００３７、０．００１２
および０ｍｇ／ｍｌ）および１０倍希釈ＣＤｒ血清をＱ１０タンパク質チップアレイに２
通りスポットした。ピーク強度をＤ３ペプチド標準の濃度に対してプロットした。プロッ
ト（図９）に基づいて、濃度決定の線形範囲は０～０．０１ｍｇ／ｍｌである。したがっ
て、ＣＤｒ－ＲＤ血清のＤ３の濃度は、ＣＤｒ－ＲＤ血清サンプルのピーク強度に基づい
て約０．０４ｍｇ／ｍｌである。
【０１７８】
　ウェスタンブロット解析によるセルピナ発現の解析は、抗Ｄ３ウサギ血清（１：２００
）およびＨＲＰにコンジュゲートした２次ヤギ抗ウサギＩｇＧ（１：２５，０００希釈）
を使用して、Ｃｏｈｅｎラット肝臓抽出物で実施した。肝臓抽出物（１０μｇ）およびＨ
ＲＰにコンジュゲートした２次ヤギ抗ウサギＩｇＧ抗体（１：２５，０００希釈）を含有
するが、１次抗体は含有しない対照も解析した（図１０）。肝臓抽出物とＤ３超免疫血清
との反応後に、タンパク質のクラスタ（４１、４５および４７ｋＤ）が視覚化された。４
１および４５ｋＤタンパク質はほぼ同じレベルで発現されたが、４７ｋＤタンパク質は糖
尿病ラット、すなわちＣＤｓ－ＨＳＤ（糖尿病）では検出されなかった。
【０１７９】
　表４は、ＣＤラット血清サンプルから取得したバイオマーカーデータのまとめを含む。
【０１８０】
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【表４－１】

【０１８１】
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【表４－２】

【０１８２】
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【表４－３】

　（実施例２）
　ヒト血清におけるバイオマーカー同定
　ヒト血清の解析は、Ｄ３超免疫系（ウサギ；図１１）を使用して実施した。使用した１
次抗体は、Ｄ３ペプチドによる免疫化の後に生成されたウサギポリクローナル抗体であっ
た。２０ｋＤ（１４ｋＤ～２８ｋＤマーカー）の分子量を備えたタンパク質はヒト血清中
で、２型糖尿病患者と比較した正常個体においてより高い強度で発現される。６０～８０
ｋＤのＭＷを有するタンパク質の対は、両方（正常および糖尿病）のサンプル中に存在す
るように思われる。興味深いことに、二重項のタンパク質の強度は反転されるように思わ
れた；モノクローナル抗体を使用して行った観察は、ＣＤｒ－ＨＳＤおよびＣＤｓ－ＨＳ
Ｄ膵臓を用いたサブトラクティブ免疫化より得られた。図１２Ａおよび１２Ｂは、ＣＤｒ
－ＨＳＤまたはＣＤｓ－ＨＳＤ膵臓抽出物１００μｇを含有する分取ゲルを示す。正の対
照は抗アクチン抗体２０μｇによって染色して、サブクローンレーンを調節培養上清６０
０μｌによって染色した（本開示の別の箇所に記載）。
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【０１８３】
　正常な糖尿病およびインスリン抵抗性対象より採取したサンプルに相当するヒト血清サ
ンプルを３つの別の源より得て、ＳＥＬＤＩ解析にかけた：Ｄｒ．Ｉｔａｍａｒ　Ｒａｚ
、Ｄｒ．Ｗｅｎｄｅｌｌ　Ｃｈｅａｔｈａｍ、およびＤｒ．，Ｒａｃｈｅｌ　Ｄａｎｋｎ
ｅｒ。Ｄｒ．Ｒａｚのサンプル（以下「Ｒａｚサンプル」）は１１個のＴ２Ｄヒト血清お
よび血漿サンプルと、９個の正常ヒト血清および血漿サンプルを含んでいた。Ｃｈｅａｔ
ｈａｍサンプルは合計５１個の血清および尿サンプルを含み、そのうち１２個は１型糖尿
病個体から、１３個はＴ２Ｄ個体から、１０個はインスリン抵抗性対象から、１６個は正
常対象から得られた。Ｄａｎｋｎｅｒサンプルは、２３個のＴ２Ｄヒト血清サンプルおよ
び２５個の正常ヒト血清サンプルを含んでいた。ＳＥＬＤＩ解析は、下の表５および６に
示す、ＲａｚおよびＤａｎｋｎｅｒサンプルからの有意なピークを明らかにした。図１３
は、ＳＥＬＤＩによってアニオン性Ｑ１０チップでプロファイルされたヒト全血清の例で
ある。
【０１８４】
　表５：Ｒａｚサンプルに存在する選択された有意なピーク
【０１８５】
【表５】

　表６：Ｄａｎｋｎｅｒサンプルに存在する選択された有意なピーク
【０１８６】
【表６】

　ＳＥＬＤＩ解析は、１３個のＴ２Ｄヒトサンプルおよび１６個の正常ヒトサンプルで同
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定された、異なって発現されたタンパク質ピークを明らかにした。図１４は、サンプルの
画分１のＳＥＬＤＩ解析のシュードゲルの図を示す。各レーンは、Ｍ／Ｚ　１４．０ｋＤ
～１６．０ｋＤからの個体サンプルのスペクトルを示す。タンパク質バンドのＭ／Ｚはそ
れぞれ、約１５．２、１４．８、および１４．５ｋＤである。図１５は、Ｑ１０タンパク
質チップでプロファイルした、１３個のＴ２Ｄおよび１６個の正常分画血清サンプル（画
分３）に対して実施したＳＥＬＤＩ解析の別のシュードゲルの図である。各レーンは、Ｍ
／Ｚ　８．０ｋＤ～１０．０ｋＤからの個体サンプルのスペクトルを示す。タンパク質マ
ーカーのＭ／Ｚは約９．３ｋＤである。下の図１５のグラフは、Ｔ２Ｄサンプルでダウン
レギュレートされるマーカー（Ｍ／Ｚ約６４３０）のクラスタ図である。アルブミンのレ
ベルは、ＣｈｅａｔｈａｍサンプルにＳＥＬＤＩを使用してプロファイルして、図１６に
示すようにＤａｎｋｎｅｒサンプルと比較した。
【０１８７】
　（実施例３）
　２方向免疫学的対比およびモノクローナル抗体の産生
　ＳＤＳ－ＰＡＧＥによって取得した膵臓抽出物タンパク質プロファイルから、ＣＤｒ－
ＨＳＤおよびＣＤｓ－ＨＳＤサンプル間でバンド形成パターンに明白な相違が認められた
（図１）。２方向免疫学的対比をこれらの２つのサンプル間で実施した。本技法は、対比
されるＣｏｈｅｎ糖尿病ラットからの２つの膵臓抽出物を実験動物（たとえばＢａｌｂ／
ｃマウス）の足蹠に別個に注射することを含む。抗原提示細胞（ＡＰＣ）による注射部位
での抗原の摂取および処理の後、活性化ＡＰＣは局所リンパ節（膝窩）へ移動して免疫応
答を開始する。これらのリンパ節は各脚に位置するので、それらは相互から解剖学的に分
離されて、それによりこの箇所での抗原特異的リンパ球の混合を防止する。免疫応答の後
期に、これらの活性化リンパ球は局所リンパ節から脾臓に移動して、脾臓にてそれらが混
合されて、そこから全身に循環しうる。
【０１８８】
　足蹠注射の２週間後、各足蹠に前と同じ抗原を注射することによって動物をブーストし
た。本ブーストは抗原特異的リンパ球を注射部位に復帰させて、次に再び膝窩リンパ節へ
流出させる。本技法は、自然増殖および細胞移動プロセスをフィルタリング機構として使
用して、特異的リンパ球を各リンパ節にて分離および濃縮し、リンパ節にてそれらは解剖
学的に分離されて、抽出物のうち１つのみで発現された抗原（単数または複数）に特異的
である細胞の混合を最小限に抑える。ブーストの３日後、膝窩リンパ節を除去して、動物
の各側から得たプールに分離した。ブースト時には抗原性物質を切り換えないことが絶対
必要なのは、このことが特異的リンパ球の両方の膝窩リンパ節の組への移動と、特定の細
胞の解剖学的分離を引き起こすためであり、それゆえ該技法の利点は失われるであろう。
【０１８９】
　６～８週齢のメスＢａｌｂ／ｃマウス１５匹をＨａｒｌａｎに注文した。各動物は、左
後足蹠にＣＤｒ－ＨＳＤ膵臓抽出物２５μｇを、右後足蹠にＣＤｓ－ＨＳＤ膵臓抽出物２
５μｇを注射した。抗原は次のように、２０％　Ｒｉｂｉアジュバントで最終体積５０μ
ｌに調製した。
【０１９０】
　表７：
【０１９１】
【表７】

　Ｒｉｂｉアジュバントを３７℃まで加温して、滅菌ＰＢＳ１ｍｌによって再構成した。
瓶を少なくとも１分間ボルテックスにかけて、該物質を完全に再構成した。次に正確な体
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積のＲｉｂｉアジュバントを抗原調製物に添加して、混合物を再び１分間ボルテックスに
かけた。いずれの未使用調合物質も廃棄して、いずれの未使用Ｒｉｂｉアジュバントも４
℃で貯蔵して、ブースタ注射を調合するのに使用した。動物を第１日に予備刺激して、第
１４日にブーストした。第１７日に動物を安楽死させて、そこで死後に膝窩リンパ節を切
除して、処理のために実験室に戻した。
【０１９２】
　ハイブリドーマの産生
　ハイブリドーマ細胞系は本質的に、Ｋｏｈｌｅｒ　ａｎｄ　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ（１９７
５）によって記載されたように作製した。ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）を用いたイ
ンキュベーションによって、免疫化動物から得たリンパ球にマウス骨髄腫細胞系（Ｓｐ２
／０）を融合させた。融合後、ヒポキサンチン、アミノプテリンおよびチミジンを含有す
る選択培地（ＨＡＴ培地）で細胞を維持して、キメラ融合細胞の増殖のみを促進する。
【０１９３】
　融合の前日に、融合パートナー（生存率９５％超の分裂期におけるＳｐ２／０ｘ　Ａｇ
１４細胞）を、融合２４時間前に１×１０５生細胞／ｍｌで分裂させた。融合日にマウス
を殺処分して、リンパ節を切除して、１０％ウシ胎仔血清（ＦＢＳ）を添加した、事前に
加温した室温のＤＭＥＭを含有するペトリ皿に入れた。滅菌顕微鏡スライドを使用して、
リンパ節をスライドの２枚の曇り側の間に置き、粉砕して単一の細胞懸濁物とした。次に
細胞懸濁物を１５ｍｌ管に移し、１０００ｒｐｍにて１分間遠心分離した。上清を吸引に
よって除去して、細胞ペレットを無血清ＤＭＥＭ　１２ｍｌに静かに再懸濁させて、その
後、１０００ｒｐｍにて１０分間、再度遠心分離にかけた。プロセスをさらに２回反復し
て、血清が完全に除去されるようにした。洗浄後、細胞を無血清ＤＭＥＭ　５ｍｌに再懸
濁させて、顕微鏡下でカウントした。
【０１９４】
　遠心分離で１０００ｒｐｍにて１０分間回転させることによって、融合パートナーを収
集した。細胞を無血清ＤＭＥＭで３回洗浄して、最後に無血清ＤＭＥＭに再懸濁させ、カ
ウントした。融合パートナー細胞の数をリンパ節細胞の数に基づいて計算した。各骨髄腫
細胞（融合パートナー）に、２個のリンパ節細胞が必要である（骨髄腫細胞対リンパ節細
胞の比１：２；たとえば１０×１０６個のリンパ節細胞には、５×１０６個の融合パート
ナー細胞が必要である。リンパ節細胞に対する適切な数の骨髄腫細胞を添加して、無血清
ＤＭＥＭを使用して細胞の総体積を２５ｍｌに調整し、３％デキストラン２５ｍｌを次に
細胞に添加した。混合物を１０００ｒｐｍにて１０分間回転させて、細胞ペレットから上
清を可能な限り吸引した。細胞を含有した管に蓋をしたら、管の底を静かに叩いて細胞を
再懸濁させて、事前に加温した５０％（ｖ／ｖ）ＰＥＧ　１ｍｌを管に添加した。凝集し
た細胞を１分間静置して、その後、無血清ＤＭＥＭ　２０ｍｌを添加して、続いて２５ｍ
Ｍ　Ｈｅｐｅｓを含む２０％　ＦＢＳ、ＤＭＥＭ　２５ｍｌを添加した。管を１回反転さ
せて混合し、次に１０００ｒｐｍで１０分間遠心分離した。培地を吸引して、叩くことに
よって細胞を静かに再懸濁させた。細胞懸濁物が０．１２５×１０６細胞／ｍｌまたは０
．０６２５×１０６細胞／ｍｌのどちらかとなるように、ＨＡＴ選択培地を添加した。ウ
ェル当たり細胞１００μｌを９６ウェル平底プレートに添加して、３７℃にて８．５％の
ＣＯ２を用いてインキュベートした。２日後、細胞に新しいＨＡＴ選択培地１００μｌを
加えた。７日後に細胞をコロニー増殖について点検した。
【０１９５】
　ハイブリドーマのスクリーニング
　目に見えるコロニーが９６ウェルプレートに観察されたら、ＥＬＩＳＡによるスクリー
ニングのために調整した上清１００μｌを各コロニーから収集した。上清は、ＣＤｒ－Ｈ
ＳＤおよびＣＤｓ－ＨＳＤ抽出物両方に対して検出可能なレベルの抗原特異的ＩｇＧの存
在についてスクリーニングした。２つの抽出物の一方に対して、少なくとも２倍の差で陽
性ＥＬＩＳＡ反応を示すコロニーのみを、増殖およびさらなる特性化のために選択した。
【０１９６】
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　２５μｇ／ｍｌの濃度の試験される膵臓抽出物を炭酸塩－重炭酸塩緩衝液で希釈した（
炭酸塩－重炭酸塩１カプセルを脱イオン水１００ｍｌに溶解させた）。９６ウェルプレー
トのうち正の対照用の余分のウェル２個および負の対照用の余分のウェル２個を準備した
。次に接着フィルムを使用してプレートを被覆して、４℃にて一晩インキュベートした。
【０１９７】
　プレートをＰＢＳ／Ｔｗｅｅｎ　２００μｌで１回洗浄した。プレートをシンク内へは
じいてウェルの中身を除去して、次にプレートを吸い取り紙に対して軽く叩くことによっ
て残りの液体を除去した。先に記載したように、洗浄緩衝液（ＰＢＳ／Ｔｗｅｅｎ）約２
００μｌを添加して、次に廃棄した。次にプレート全体を５％粉乳／ＰＢＳ／Ｔｗｅｅｎ
　２００μ中で３７℃にて１時間遮断した。次に先に記載したように、ＰＢＳ／Ｔｗｅｅ
ｎを使用してプレートを３回洗浄した。
【０１９８】
　融合培養物上清を０．５％乳／ＰＢＳ／Ｔｗｅｅｎ中で１：１で希釈して、各サンプル
を、抗アクチンＡｂ（Ｓｉｇｍａ）５０μｌを含むウェル（５０μｌ；最終体積はウェル
当たり１００μｌ）に、緩衝液５０μｌを含有するウェルに対して２０μｇ／ｍｌで添加
した。緩衝液５０μｌを負の対照ウェルに添加した。プレートを被覆して、４℃にて一晩
インキュベートした。先に記載したようにＰＢＳ／Ｔｗｅｅｎを使用してプレートを３回
洗浄して、１：２００００（１０μｌ）の、０．５％乳／ＰＢＳ／Ｔｗｅｅｎ中の抗ＨＲ
Ｐ抗マウスＩｇＧを各ウェルに添加した。プレートを被覆して、３７℃にて２時間インキ
ュベートした。
【０１９９】
　２次抗体によるインキュベーションの後、先に記載したようにプレートを４～５回洗浄
した。最後の洗浄時に、洗浄緩衝液を廃棄する前に、プレート上に２、３分間残した。事
前に加温した室温のＴＭＢ　１００μｌ（ＶＷＲ；暗所で貯蔵）を、発色するまで（２０
～３０分）気泡の導入を最小限にしながら、各ウェルに添加した。２Ｍ硫酸５０μｌを添
加することによって反応を停止させた。分光光度計を４５０ｎｍで使用してプレートを読
み取った。
【０２００】
　１３個のクローンが、ＣＤｓ－ＨＳＤに対して９個の、ＣＤｒ－ＨＳＤに対して４個の
、上で概説した実験基準を満足するモノクローナル抗体（ｍＡｂ）を生成した。これらの
コロニーに対するＥＬＩＳＡデータを表５にまとめ、図１７Ａおよび１７Ｂでグラフに表
現する。表８は、単一特異的ＣＤｒ－ＨＳＤおよびＣＤｓ－ＨＳＤハイブリドーマのＥＬ
ＩＳＡスクリーニングデータを示す。絶対吸収値、そしてＯＤ４５０ｎｍにおける倍数差
が各コロニーについて示されている。一次スクリーニングデータを検証するために、増殖
中に一部のクローンを再試験して、初期スクリーンからの実験観察を確認した。
【０２０１】
　表８
【０２０２】
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　モノクローナルハイブリドーマ系統を得るために、各コロニーを限界希釈によってサブ
クローニングした。各親コロニーから得たクローン系統を再スクリーニングして、ＯＤ４
５０ｎｍにて順位付けし、最良のクローンを決定した。上位１０個の抗体分泌クローンを
増殖させて、液体窒素貯蔵庫に保存した。細胞をカウントして、生存率が少なくとも８０
％であることを確認した。細胞を、ＤＭＥＭ中に１０％　ＦＢＳおよび１０％　ハイブリ
ドーマクローニング因子（ｂｉｏＶｅｒｉｓ）を含有するサブクローニング培地中で５細
胞／ｍｌ（３プレートに対して約６０ｍｌ）にて調製した。同じ細胞の別のセットを約１
．６細胞／ｍｌ（３プレートに対して約６０ｍｌ）の濃度にて調製した。９６ウェル丸底
プレートでウェル当たり細胞２００μｌを平板培養した。３プレートの１つのセットが１
細胞／ウェルを含有しており、別のセットは平均で３ウェルごとに１細胞を含有していた
。１０日後、細胞は目に見え、サブクローンを特異性について試験した。興味のある細胞
を、２４ウェルプレートにてハイブリドーマクローニング因子５％を含有する１０％　Ｆ
ＢＳ　ＤＭＥＭ中で増殖させた。
【０２０３】
　各ｍＡｂの組成を、重鎖および軽鎖のクラスはもちろんのこと、各成分の分子量も決定
することによって定義した。アイソタイピングは、Ｉｍｍｕｎｏｐｕｒｅモノクローナル
抗体アイソタイピングキットＩ（Ｐｉｅｒｃｅ）を製造者の説明書に従って使用して実施
した。重鎖および軽鎖の分子量は、Ｂｉｏ－ＲａｄによるＥｘｐｅｒｉｏｎ自動電気泳動
システムを使用して決定した。Ｅｘｐｅｒｉｏｎシステムは、ゲルベース電気泳動の複数
のステップ：分離、染色、脱染色、バンド検出、撮像、およびデータ解析を自動的に実施
する。これらの解析結果は、ＣＤｒ－ＨＳＤおよびＣＤｓ－ＨＳＤ特異的モノクローナル
抗体の物理的特性化を示す表９に示されている。重鎖および軽鎖両方の同定は、Ｉｍｍｕ
ｎｏｐｕｒｅモノクローナル抗体アイソタイピングキットＩ（Ｐｉｅｒｃｅ）を使用して
実施し、Ｅｘｐｅｒｉｏｎ自動電気泳動システム（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）を使用して分子量（
ｋＤ）を決定した。
【０２０４】
　表９
【０２０５】
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【表９】

　各クローンの特異的抗原を決定するために、各ｍＡｂをウェスタンブロッティングによ
って試験して、対応する抗原の分子量を確認した。反応性クローンより取得したデータを
図１８Ａ～１８Ｃに示す。
【０２０６】
　Ｐ２－１０－Ｂ８－ＫＡ８に特異的な抗原を精製するために、免疫沈降を実施した。特
異的抗体をタンパク質Ｇビーズに結合させて、総タンパク質６ｍｇを含有するＣＤｒ－Ｈ
ＳＤ膵臓抽出物からの抗原をパニングするために使用した。エッペンドルフ管でＣＤｒ－
ＨＳＤ膵臓抽出物を１３，０００ｒｐｍで５分間遠心分離にかけて、抽出物上部の析出物
を除去した。いずれのペレットも除去せずに、抽出物６ｍｇを清浄な遠心管３本に移し、
Ｔ－ｐｅｒ緩衝液の添加により体積を１ｍｌに調整した。管１には精製Ｐ２－１０－Ｂ８
－ＫＡ８　１００μｇを希釈サンプルに添加して、精製Ｐ２－１０－Ｂ８－ＫＡ８　２０
０μｇを管２に添加し、精製Ｐ２－１０－Ｂ８－ＫＡ８　３００μｇを管３に添加した。
管を４℃にて一晩回転させた。
【０２０７】
　タンパク質Ｇビーズスラリ（１ｍｌ）をエッペンドルフ遠心分離で５００×ｇにて３分
間遠心分離し、事前に冷却したＴ－ｐｅｒ緩衝液を用いて、ビーズを緩衝液によって１：
１に希釈することによって２回洗浄した。スラリ（２００μｌ）を、抗体－抗原混合物を
含有する各管に移した。対照管は、Ｔ－Ｐｅｒ緩衝液１ｍｌ中のスラリ２００μｌおよび
抗体３００μｇを用いて管を調製することによって準備した。管を４℃にて２時間回転さ
せた。その後、事前に冷却したＴ－ｐｅｒ緩衝液を使用してビーズを２回洗浄して（５０
０×ｇにて３分間遠心分離）、上清を保持した。冷ＰＢＳでの１回の最終洗浄の後、上清
をできるだけ多く除去して２Ｘサンプル緩衝液（Ｐｉｅｒｃｅ　５Ｘ添加緩衝液：添加緩
衝液２００μｌ、還元剤１００μｌ、水２００μｌで完成）１００μｌを添加した。サン
プルを９５℃にて５分間煮沸させて、次に氷で５分間冷却した。サンプルを３分間回転さ
せた後に、電気泳動のために各サンプルを４～１２％　ＳＤＳ－ＰＡＧＥミニゲルの各レ
ーンに２０μｌの量を添加した。
【０２０８】
　沈殿後、クマシーを用いた総タンパク質の染色後に複数のバンドがゲル上で見られた。
かすかな二重項バンドが７０～８０ｋＤの分子量範囲で観察された（図１９を参照）。同
様のゲルから調製したウェスタンブロットを同じｍＡｂによってプローブすることによっ
て、二重項が興味のあるバンドであることを確認した（データは示さず）。二重項バンド
をＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルから個別に切除して、質量分析法による同定を受けさせた。下バ
ンドのカルネキシンとしての確実な同定が行われた。カルネキシンは、小胞体に関連する
分子シャペロンである。
【０２０９】
　カルネキシンは、小胞体（ＥＲ）の９０ｋＤ内在性タンパクである。カルネキシンは、
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大きい（５０ｋＤ）Ｎ末端カルシウム結合内腔ドメインと、単一の膜貫通らせんと、短い
（９０残基）酸性細胞質側末端とから成る。カルネキシンは「シャペロン」として公知の
タンパク質のファミリに属し、シャペロンは、正しく折り畳まれ構築されたタンパク質の
みが分泌経路に沿ってさらに進行させるように、タンパク質折り畳みおよび品質管理を補
助するその主な機能を特徴とする。カルネキシンの機能は、小胞体において折り畳まれて
いないまたは構築されていないＮ結合糖タンパク質を維持することである。カルネキシン
は、ＧｌｃＮＡｃ２Ｍａｎ９Ｇｌｃ１オリゴサッカライドを有するこのようなＮ－糖タン
パク質のみ結合する。３個の連続グルコース残基を備えたオリゴサッカライドが、ＥＲ中
の新生タンパク質のアスパラギン残基に付加される。カルネキシンによって認識されるモ
ノグルコシル化オリゴサッカライドは、２つのグルコシダーゼ、ＩおよびＩＩの連続作用
による２つのグルコース残基のトリミングから生じる。グルコシダーゼＩＩも、第３およ
び最後のグルコース残基を除去できる。糖タンパク質が正しく折り畳まれない場合、ＵＧ
ＧＴと呼ばれる酵素がグルコース残基をオリゴサッカライドに再び付加して、それゆえ糖
タンパク質がカルネキシンに結合する能力を再生させるであろう。糖タンパク質鎖は何ら
かの理由で正しく折り畳むことが困難であり、それゆえＥＲ中で停滞して、ＭＮＳ１（α
－マンノシダーゼ）と遭遇する危険を冒し、結局、期待以下の性能の糖タンパク質を、そ
のマンノース残基を除去することによって分解へ追いやる。ＡＴＰおよびＣａ２＋は、カ
ルネキシンの基質結合に関与する補因子のうち２つである。図２０Ａおよび２０Ｂは、興
味のあるタンパク質をカルネキシンとして同定するＭＳスペクトル写真の読み取り値を示
すスクリーンショットである。
【０２１０】
　（実施例２）
　Ｃｏｈｅｎ２型糖尿病ラットからの組織における遺伝子発現のマイクロアレイ解析
　マイクロアレイデータは第Ｉ相および第ＩＩ相解析によって解析した。第Ｉ相は、Ｇｅ
ｎｅ　Ｌｏｇｉｃからの処理データに基づく。第ＩＩ相は、ＧｅｎｅＳｐｒｉｎｇ　ＧＸ
を使用するデータ解析に相当する。統計、シグナリング経路およびクラスタリングを含む
追加の基準を解析に使用した。
【０２１１】
　Ｃｏｈｅｎ２型糖尿病ラット（ＣＤｓ－ＨＳＤ、ＣＤｒ－ＨＳＤ）の膵臓全ＲＮＡの比
較から導出したＧｅｎｅ　Ｌｏｇｉｃからのマイクロアレイ結果（第Ｉ相）は、Ａｆｆｙ
ｍｅｔｒｉｘ，Ｉｎｃ．からのＭＡＳ５．０ソフトウェアを使用して解析した。全体的な
遺伝子発現解析は、ＣＤｓＨＳＤと比較して、ＣＤｓ－ＨＳＤは１１７８の遺伝子がアッ
プレギュレートされ、８０３の遺伝子がダウンレギュレートされた。これらの多くの転写
物は、２型糖尿病に関連する複数のシグナリング経路、たとえばインスリンシグナル伝達
、ベータ細胞機能不全ならびに脂質およびグルコース代謝に関与する。また複数のセルピ
ンファミリメンバ（セリンプロテイナーゼ阻害薬）が２つのモデルにて異なって発現され
る。
【０２１２】
　表１０には、３倍を超える変化が認められた、Ｇｅｎｅ　Ｌｏｇｉｃからのデータのま
とめを与える。
【０２１３】
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　第ＩＩ相データ解析は、クロスチップ比較を改善するために正規化データ（比＝転写シ
グナル／対照シグナル）を使用したＧｅｎｅＳｐｒｉｎｇ　ＧＸを使用して実施した。Ｇ
ｅｎｅＳｐｒｉｎｇ　ＧＸは、発現レベルで２倍または３倍の変化を示す遺伝子に従って
フィルタリングされる遺伝子リストを考慮する。ＧｅｎｅＳｐｒｉｎｇ　ＧＸは、統計的
アルゴリズム、たとえばＡＮＯＶＡ、事後検定およびＧｒｏｓｓ－Ｇｅｎｅ　Ｅｒｒｏｒ
　Ｍｏｄｅｌｉｎｇはもちろんのこと、Ｇｅｎｅ　Ｔｒｅｅ、Ｋ平均クラスタリング、お
よびＳｅｌｆ－Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ　Ｍａｐ（ＳＯＭ）クラスタリングなどのクラ
スタリングアルゴリズムも含む。ＧｅｎｅＳｐｒｉｎｇ　ＧＸは、当分野で公開されてい
る経路、たとえばＫｙｏｔｏ　Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ　ｏｆ　Ｇｅｎｅｓ　ａｎｄ　
Ｇｅｎｏｍｅｓ（「ＫＥＧＧ経路」）およびＧｅｎ　Ｍａｐ　Ａｎｎｏｔａｔｏｒ　ａｎ
ｄ　Ｐａｔｈｗａｙ　Ｐｒｏｆｉｌｅｒ（ＧｅｎＭＡＰＰ）と統合する能力も有しうる。
【０２１４】
　ＧｅｎｅＳｐｒｉｎｇ　ＧＸによって解析したマイクロアレイ結果は、２つの群におい
て３倍を超える変化をもつ転写物のうち、１３７の転写物が０．０５未満のｐ値を有する
ことを示している。これらの遺伝子は、複数のシグナリング経路、たとえばインスリンシ
グナリング経路、セルピンタンパク質ファミリ、基礎代謝、膵臓機能および炎症に関与し
ている。図２１は、異なって発現された遺伝子の散布図である。レベルが３倍以上の変化
を示す１３７の転写物は図２２Ｂに示され、また表１１および１２にグループ化されてい
る。
【０２１５】
　表１１　アップレギュレートされた遺伝子（合計＝１０１の転写物）
【０２１６】
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【０２１７】



(66) JP 2010-502946 A 2010.1.28

10

20

30

【表１１－２】

【０２１８】
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【表１１－３】

　表１２：ダウンレギュレートされた遺伝子（合計＝３６転写物）
【０２１９】
【表１２】

　図２２Ａに示したＧｅｎｅ　Ｔｒｅｅ遺伝子クラスタリング解析は、６つすべてのサン
プルに存在する１２，７２９の遺伝子を示す。上述したように、８２０の遺伝子は発現で
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表現は図２２Ｂに示されている。３倍の変化を示した１３７の遺伝子のうち、Ｋ平均クラ
スタリング解析は、セット内の遺伝子間の最大の類似性に基づいて、これらの１３７の遺
伝子をさらに５つのセットに分割した（図２１Ｃ）。これら５セットは、「Ｕｐ－１」、
「Ｕｐ－２」、「Ｕｐ－３」、「Ｕｐ－４」、および「Ｕｐ－５」と呼ばれ、下の表１３
～１７にまとめる。
【０２２０】
　表１３：Ｕｐ－１
【０２２１】
【表１３】

　表１４：Ｕｐ－２
【０２２２】
【表１４】

　表１５：Ｕｐ－３
【０２２３】
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【表１５】

　表１６：Ｕｐ－４
【０２２４】
【表１６】

　表１７：Ｕｐ－５
【０２２５】
【表１７】

　「Ｄｏｗｎ－１」および「Ｄｏｗｎ－２」という名称の追加の２セットは、Ｃｏｈｅｎ
糖尿病ラットサンプルでダウンレギュレートされた、ＧｅｎｅＳｐｉｎｇ　ＧＸ解析によ
って見出された遺伝子を表す。次の表１８および１９に、「Ｄｏｗｎ－１」および「Ｄｏ
ｗｎ－２」セットで得られた結果をまとめる。
【０２２６】
　表１８：Ｄｏｗｎ－１
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【０２２７】
【表１８】

　表１９：Ｄｏｗｎ－２
【０２２８】
【表１９】

　最後に、マイクロアレイによって取得した遺伝子発現解析は、標準方法による定量的Ｒ
Ｔ－ＰＣＲを使用して確認した。下の表は、マイクロアレイ解析によって同定され、その
発現の倍数変化がＱ－ＲＴ－ＰＣＲを使用して検証された、興味のある遺伝子のまとめを
与える。
【０２２９】
　表２０：選択した遺伝子に対する定量的ＲＴ－ＰＣＲ解析
【０２３０】
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【表２０】

　ＣＤ５３遺伝子によってコードされたタンパク質は、テトラスパニンファミリとしても
公知の膜貫通４スーパーファミリのメンバである。これらのメンバの大半は、４つの疎水
性ドメインの存在によって特徴付けられる細胞表面タンパク質である。細胞表面タンパク
質は、細胞の発生、活性化、増殖および運動性の調節に重要な役割を果たすシグナル伝達
イベントを媒介する。このコードされたタンパク質は、インテグリンと複合体を形成する
ことが公知である細胞表面糖タンパク質である。それはＴ細胞およびナチュラルキラー細
胞におけるＣＤ２産生シグナルの伝達に寄与し、増殖調節における役割を果たすことが示
唆されている。本遺伝子の家族性欠損症は、細菌、真菌およびウイルスによって引き起こ
された再発性感染症に関連する免疫不全症に結びつけられてきた。代わりのスプライシン
グは、同じタンパク質をコードする複数の転写変種をもたらす。ＣＤ３８は、細胞および
組織、特に白血球で広範に発現される新規な多機能性エクトエンザイムである。ＣＤ３８
は、細胞接着、シグナル伝達およびカルシウムシグナリングで機能を果たす。
【０２３１】
　本発明をその詳細な説明と併せて記載してきたが、上記の説明は例示であり、添付の請
求の範囲によって定義される本発明の範囲を制限するものではないことが理解されるはず
である。他の態様、利点、および修正形態は、次の請求項の範囲内である。



(72) JP 2010-502946 A 2010.1.28

【図１】 【図２Ａ】

【図２Ｂ】 【図３Ａ】
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【図３Ｂ】 【図３Ｃ】

【図４Ａ】 【図４Ｂ】
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【図５Ａ】 【図５Ｂ】

【図６】 【図７】
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【図８】 【図９】

【図１０】 【図１１】
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【図１２Ａ】 【図１２Ｂ】

【図１３】 【図１４】
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【図１５】 【図１６】

【図１７Ａ】 【図１７Ｂ】
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【図１８Ａ】 【図１８Ｂ】

【図１８Ｃ】 【図１９】
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【図２０Ａ】 【図２０Ｂ】

【図２１】 【図２２Ａ】



(80) JP 2010-502946 A 2010.1.28

【図２２Ｂ】 【図２２Ｃ】

【手続補正書】
【提出日】平成21年5月13日(2009.5.13)
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００３２
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００３２】
【図１】通常飼料（ＲＤ）または銅欠乏高ショ糖飼料（ＨＳＤ）を与えられたＣｏｈｅｎ
糖尿病抵抗性（ＣＤｒ）および感受性（ＣＤｓ）ラットからの膵臓抽出物のタンパク質発
現プロファイルを示す。総タンパク質抽出物（５μｇ）を還元条件下で調製して、４～１
２％ポリアクリルアミドゲルに流下させた。
【図２Ａ】ＳＥＬＤＩＱ１０アニオン交換表面チップでのＣＤｒ－ＲＤ、ＣＤｓ－ＲＤ、
ＣＤｒ－ＨＳＤ、およびＣＤｓ－ＨＳＤからの血清サンプルのグラフによる比較である。
中央値ピークはＣＤｒ－ＲＤおよびＣＤｒ－ＨＳＤ（矢印によってマークする）に存在す
るが、ＣＤｓ－ＲＤおよびＣＤｓ－ＨＳＤには存在しない。この異なって発現されたピー
クからのタンパク質断片は、セルピナ３ＭのＣ末端断片として同定された。
【図２Ｂ】ＳＥＬＤＩによって同定された４．２キロダルトン断片のＭＳ／ＭＳスペクト
ルである。
【図３Ａ】３８アミノ酸セルピナ３Ｍ（「Ｄ３」とも呼ばれる）ペプチドおよび同様の配
列同一性を有するとして同定されたタンパク質のＢＬＡＳＴ配列比較を示す（配列番号１
および６～１５）。
【図３Ｂ】３８アミノ酸セルピナ３Ｍペプチドおよび３Ａで同定されたタンパク質をコー
ドする核酸配列のＢＬＡＳＴ配列比較を示す（配列番号１６～２４）。
【図３Ｃ】図３Ａおよび３ＢのＢＬＡＳＴ配列比較で見出された保存アミノ酸モチーフを
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検出するように設計された変性プライマーを使用するＲＴ－ＰＣＲ実験の結果を示すアガ
ロースゲルの写真である。
【図４Ａ】２Ｄ／ＬＣ分画システムによって解析されたＣＤｒ－ＲＤ、ＣＤｓ－ＲＤ、Ｃ
Ｄｒ－ＨＳＤおよびＣＤｓ－ＨＳＤ血清サンプルの２次元マップの写真である。青色バン
ドの強度は、ＵＶ吸収によって２１４ｎｍにて検出された相対タンパク質量を表す。
【図４Ｂ】選択した１次元等電点分画（画分３１）のＣＤｒ－ＲＤ（赤色）対ＣＤｓ－Ｒ
Ｄ（緑色）の示差２次元逆相ＨＰＬＣ溶離プロファイルを示す。ＣＤｓ－ＲＤサンプルで
独自に同定されたタンパク質を本グラフの下に挙げる。
【図５Ａ】２次元ゲル電気泳動（２ＤＥ）を使用するＣＤラット血清サンプルの示差タン
パク質プロファイリングを表すタンパク質ゲルの写真である。１次元目のクロマトフォー
カシングのｐＨはｐＨ５～８であり、２次元目の分離は４～２０％　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　
ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルを使用した。ゲルは視覚化のためにＢｉｏＳａｆｅ　Ｃｏｏｍａｓ
ｓｉｅ　Ｓｔａｉｎｉｎｇ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）によって染色した。
【図５Ｂ】図５Ａで同定したスポットの拡大図である。
【図６】２ＤＥを使用するＣｏｈｅｎ糖尿病ラットモデルで見出される、異なって発現さ
れたタンパク質を示すグラフ表現を示す。
【図７】２ＤＥによって同定された、異なって発現されたＣｏｈｅｎ糖尿病ラット血清タ
ンパク質を示すヒストグラムである。
【図８】Ｄ３超免疫ウサギ血清の、ＣＤｒ－ＲＤおよびＣＤｒ－ＨＳＤラット血清に存在
する約４ｋＤタンパク質断片との反応性を示したウェスタンブロットの写真である。左の
写真では、より高い分子量の二重鎖（４９～６２ｋＤの範囲における）も超免疫血清と反
応して、親タンパク質（およびタンパク質複合体）がＲＤおよびＨＳＤ治療様式の両方の
下ですべての系統によって発現されることを示すが、これに対してより小さいサイズの誘
導体はＣＤｒ系統においてのみ異なって発現される。負の対照として、右の写真は、Ｄ３
超免疫ウサギ血清の非存在下でインキュベートしたウェスタンブロット膜を示す。
【図９】ＳＥＬＤＩ解析から算出したＣＤｒラット血清におけるＤ３ペプチドの濃度を示
す。
【図１０】一次抗Ｄ３血清抗体（１：２００希釈）の存在（右パネル）または非存在（左
パネル）下での、ホースラディッシュペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）にコンジュゲートされ
た二次ヤギ抗ウサギＩｇＧ（１：２５０００希釈）によってプローブされた、肝臓抽出物
（１０μｇ）を含有するゲルの写真である。
【図１１】ウサギからのＤ３超免疫血清を使用した、ヒト血清を解析するウェスタンブロ
ットの写真である。レーン１は分子量マーカーに相当する。レーン２～７は、正常個体（
３０４５ＮＧＴ）からの単一の血清サンプルの画分を表す。レーン１０～１４は、２型糖
尿病患者（２９１）からの単一の血清サンプルの画分を表す。
【図１２Ａ】ＣＤｒ－ＨＳＤおよびＣＤｓ－ＨＳＤ膵臓抽出物１００μｇそれぞれを流下
させた分取ゲルを示す。正の対照は抗アクチン抗体２０μｇによって染色して、サブクロ
ーンレーンを調節培養上清６００μｌによって染色した。
【図１２Ｂ】ＣＤｒ－ＨＳＤおよびＣＤｓ－ＨＳＤ膵臓抽出物１００μｇそれぞれを流下
させた分取ゲルを示す。正の対照は抗アクチン抗体２０μｇによって染色して、サブクロ
ーンレーンを調節培養上清６００μｌによって染色した。
【図１３】ＳＥＬＤＩによってアニオン性Ｑ１０タンパク質チップ上でプロファイルした
全ヒト血清の結果を示す。
【図１４】１３個のＴ２Ｄサンプルおよび１６個の正常ヒト血清サンプルで同定された、
異なって発現されたタンパク質ピークを示すシュードゲルの写真である。Ｍ／Ｚ１５．２
ｋＤマーカーでは、Ｔ２Ｄサンプルの平均ピーク強度が２．６であったが、これに対して
正常サンプルでは、平均ピーク強度は２２．２であった。２つのサンプルの差は約９倍で
あった。Ｍ／Ｚ１４．８ｋＤマーカーでは、Ｔ２Ｄサンプルの平均強度が４．４であり、
正常サンプルでは、平均強度は３．３であった。相対強度比は１．４７であった。
【図１５】１３個のＴ２Ｄサンプルおよび１６個の正常ヒト血清サンプルで同定された、
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異なって発現されたタンパク質ピークを示すシュードゲルの写真である。Ｔ２Ｄサンプル
の平均ピーク強度は１１８であったが、これに対して正常サンプルでは、平均ピーク強度
は１８２であった。相対強度の比は０．６５であった。各点は個々のサンプルで測定した
タンパク質ピークの強度を表す。
【図１６】肥満Ｔ２Ｄ対象（Ｄｒ．Ｃｈｅａｔｈａｍのサンプル）対非肥満Ｔ２Ｄ対象（
Ｄｒ．Ｄａｎｋｎｅｒのサンプル）から取得したサンプルにおける示差アルブミンプロフ
ァイリングを示すグラフである。
【図１７Ａ】Ｏ．Ｄ．４５０ｎｍの吸光度によって測定されたＣＤｓ－ＨＳＤおよびＣＤ
ｒ－ＨＳＤ特異的ハイブリドーマコロニーのＥＬＩＳＡ反応性のグラフ表現である。
【図１７Ｂ】Ｏ．Ｄ．４５０ｎｍの吸光度によって測定されたＣＤｓ－ＨＳＤおよびＣＤ
ｒ－ＨＳＤ特異的ハイブリドーマコロニーのＥＬＩＳＡ反応性のグラフ表現である。
【図１８Ａ】ＣＤｓ－ＨＳＤおよびＣＤｒ－ＨＳＤ特異的ハイブリドーマクローンＰ２－
１０－Ｂ８－ＫＡ８、Ｐ１－１４－Ａ２－Ｅ－Ｈ８、Ｐ２－４－Ｈ５－Ｋ－Ｂ４、Ｐ１－
２０－Ｂ７－Ｆ－Ｃ１、Ｐ２－１３－Ａ９－Ｐ－Ａ８、およびＰ１－５－Ｆ１１－ＸＦ５
の反応性を示すウェスタンブロットの写真である。
【図１８Ｂ】ＣＤｓ－ＨＳＤおよびＣＤｒ－ＨＳＤ特異的ハイブリドーマクローンＰ２－
１０－Ｂ８－ＫＡ８、Ｐ１－１４－Ａ２－Ｅ－Ｈ８、Ｐ２－４－Ｈ５－Ｋ－Ｂ４、Ｐ１－
２０－Ｂ７－Ｆ－Ｃ１、Ｐ２－１３－Ａ９－Ｐ－Ａ８、およびＰ１－５－Ｆ１１－ＸＦ５
の反応性を示すウェスタンブロットの写真である。
【図１８Ｃ】ＣＤｓ－ＨＳＤおよびＣＤｒ－ＨＳＤ特異的ハイブリドーマクローンＰ２－
１０－Ｂ８－ＫＡ８、Ｐ１－１４－Ａ２－Ｅ－Ｈ８、Ｐ２－４－Ｈ５－Ｋ－Ｂ４、Ｐ１－
２０－Ｂ７－Ｆ－Ｃ１、Ｐ２－１３－Ａ９－Ｐ－Ａ８、およびＰ１－５－Ｆ１１－ＸＦ５
の反応性を示すウェスタンブロットの写真である。
【図１９】ＣＤｓ－ＨＳＤおよびＣＤｒ－ＨＳＤに由来する特異的ハイブリドーマクロー
ンによる免疫沈降後のクマシー染色ＳＤＳポリアクリルアミドゲルの写真である。
【図２０Ａ】図１８のＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルから切除した下バンドのＭＳスペクトル解析
のスクリーンショットである。下バンドのカルネキシンとしての確実な同定が行われた。
図２０Ａの配列番号２５～３２は、切除した下バンドから同定された配列（これらは、カ
ルネキシンおよび他の既知のタンパク質と同一であるかまたはそれらに類似する）に対応
する。
【図２０Ｂ】図１８のＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルから切除した下バンドのＭＳスペクトル解析
のスクリーンショットである。下バンドのカルネキシンとしての確実な同定が行われた。
図２０Ｂの配列番号３３～３５は、切除した下バンドから、カルネキシンとして同定され
た配列である。
【図２１】Ｃｏｈｅｎ２型糖尿病ラット膵臓における１３７個の異なって発現された遺伝
子の散布図を示す。アップレギュレートおよびダウンレギュレートされた遺伝子の両方が
プロットに示されている。
【図２２Ａ】Ｃｏｈｅｎ２型糖尿病ラット膵臓に存在する１２，７２９個の遺伝子の遺伝
子系統樹マイクロアレイ解析を示す。
【図２２Ｂ】Ｃｏｈｅｎ２型糖尿病ラット膵臓において、発現が２倍の変化を有すること
が判明した８２０個の遺伝子、および発現が３倍の変化を有することを示した１３７個の
遺伝子の、遺伝子系統樹マイクロアレイ解析を示す。
【図２２Ｃ】Ｋ平均クラスタリングによって分類されたような、発現が３倍の変化を示す
１３７個の遺伝子のセット１～５を示す。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１７２
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１７２】
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　結果
　図２Ａに示すように、ＣＤｒ－ＲＤおよびＣＤｒ－ＨＳＤの血清中には約４２００ダル
トンのピークタンパク質が存在したが、ＣＤｓ－ＲＤまたはＣＤｓ－ＨＳＤの血清中には
存在しなかった。図２Ｂは、４２００ダルトン断片のＭＳ／ＭＳスペクトルである。本タ
ンパク質は配列決定され、広範囲に及ぶデータベース検索後に新規なたんぱく質であるこ
とが判明した。ペプチドは設計された「Ｄ３」であり、その配列はＳＧＲＰＰＭＴＶＷＦ
ＮＲＰＦＬＩＡＶＳＨＴＨＧＱＴＩＬＦＭＡＫＶＩＮＰＶＧＡ（配列番号１）であること
が判明した。Ｄ３ペプチドは、Ｃｏｈｅｎ糖尿病ラットで発見された最初のバイオマーカ
ーに相当する３８マーペプチド配列である。Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ＮＣＢＩ）より入手できるＢＬ
ＡＳＴアルゴリズムを使用する配列の配列比較を実施して、３８アミノ酸の断片が少なく
とも１０の各種のアミノ酸配列との配列同一性を有することが見出された。特にＢＬＡＳ
Ｔ配列比較は、３８アミノ酸Ｄ３ペプチドが「ＦＮＲＰＦＬ」（配列番号４）および「Ｆ
ＭＳ／ＧＫＶＴ／ＶＮＰ」（配列番号５）に相当する保存モチーフを含有することを明ら
かにした。図３Ａは、Ｄ３ペプチド断片に関連するアミノ酸配列のＢＬＡＳＴ配列の結果
を示し、図３Ｂは、Ｄ３ペプチドおよびタンパク質ＢＬＡＳＴによって同定されたペプチ
ドをコードする核酸配列のＢＬＡＳＴ配列比較の結果を示す。変性プライマーは保存モチ
ーフを標的とするように設計され、次の配列を含む：
フォワードプライマー（アミノ酸配列“ＦＮＲＰＦＬ”を含有する標的領域：５’－ＴＴ
Ｃ　ＡＡＣ　ＭＲＲ　ＣＣＹ　ＴＴＹ　ＳＴ－３’（配列番号２）およびリバースプライ
マー（配列“ＦＭＳ／ＧＫＶＴ／ＶＮＰ”を含有する標的領域）：５’－ＹＶＡ　ＣＹＴ
　ＴＫＣ　ＹＭＡ　ＫＲＡ　ＡＧＡ－３’（配列番号３）；ここでＭ＝ＡまたはＣ；Ｒ＝
ＡまたはＧ；Ｙ＝ＣまたはＴ；Ｓ＝ＣまたはＧ；Ｋ＝ＧまたはＴ；およびＶ＝Ａ、Ｃ、ま
たはＧである。これらの変性プライマーは、逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ
）において使用し、肝臓および膵臓におけるヒトＳＥＲＰＩＮＡ３を増幅した。図３Ｃに
示すように、ヒト肝臓および膵臓において１．３ｋｂ断片が同定された。
 
【手続補正３】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】配列表
【補正方法】追加
【補正の内容】
【配列表】
2010502946000001.app
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