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(57)【要約】
　本発明はポリ（ＡＤＰ‐リボース）ポリメラーゼ４（
Ｐｏｌｙ（ＡＤＰ－ｒｉｂｏｓｅ）ｐｏｌｙｍｅｒａｓ
ｅ　４、ＰＡＲＰ４）、ビタミンＤ結合タンパク質（Ｖ
ｉｔａｍｉｎ　Ｄ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ、
ＶＤＢ）及びラミニンサブユニットベータ１（Ｌａｍｉ
ｎｉｎ　ｓｕｂｕｎｉｔ　ｂｅｔａ－１、ＬＡＭＢ１）
からなる群から選択された一つ以上のタンパク質レベル
を測定する製剤を含む、非糖尿病性血管狭窄疾患の診断
用組成物、インターフェロン調節因子７（Ｉｎｔｅｒｆ
ｅｒｏｎ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　ｆａｃｔｏｒ　７、
ＩＲＦ７）、細胞質分裂タンパク質のデディケーター２
（Ｄｅｄｉｃａｔｏｒ　ｏｆ　ｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｓ
　ｐｒｏｔｅｉｎ　２、ＤＯＣＫ２）及びヘモグロビン
サブユニットベータ（Ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ　ｓｕｂｕ
ｎｉｔ　ｂｅｔａ、ＨＢＢ）からなる群から選択された
一つ以上のタンパク質レベルを測定する製剤を含む、糖
尿病性血管狭窄疾患の診断用組成物、及び前記組成物を
含む、血管狭窄疾患の診断用キット、前記非糖尿病性血
管狭窄疾患診断のための情報提供方法及び前記非糖尿病
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ポリ（ＡＤＰ‐リボース）ポリメラーゼ４（Ｐｏｌｙ（ＡＤＰ－ｒｉｂｏｓｅ）ｐｏｌ
ｙｍｅｒａｓｅ　４、ＰＡＲＰ４）、ビタミンＤ結合タンパク質（Ｖｉｔａｍｉｎ　Ｄ－
ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ、ＶＤＢ）及びラミニンサブユニットベータ１（Ｌａｍ
ｉｎｉｎ　ｓｕｂｕｎｉｔ　ｂｅｔａ－１、ＬＡＭＢ１）からなる群から選択された一つ
以上のタンパク質レベルを測定する製剤を含む、非糖尿病性血管狭窄疾患の診断用組成物
。
【請求項２】
　インターフェロン調節因子７（Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　ｆａｃ
ｔｏｒ　７、ＩＲＦ７）、細胞質分裂タンパク質のデディケーター２（Ｄｅｄｉｃａｔｏ
ｒ　ｏｆ　ｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　２、ＤＯＣＫ２）及びヘモグロビ
ンサブユニットベータ（Ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ　ｓｕｂｕｎｉｔ　ｂｅｔａ、ＨＢＢ）か
らなる群から選択された一つ以上のタンパク質レベルを測定する製剤を含む、糖尿病性血
管狭窄疾患の診断用組成物。
【請求項３】
　前記タンパク質レベルを測定する製剤が、前記タンパク質に特異的に結合する抗体を含
むものである、請求項１または２に記載の血管狭窄疾患の診断用組成物。
【請求項４】
　前記血管狭窄疾患が、脳卒中、アテローム性動脈硬化症、血管再狭窄（ｉｎ－ｓｔｅｎ
ｔ　ｒｅｓｔｅｎｏｓｉｓ）、心筋梗塞または動脈硬化症である、請求項１または２に記
載の血管狭窄疾患の診断用組成物。
【請求項５】
　請求項１または２に記載の組成物を含む、血管狭窄疾患の診断用キット。
【請求項６】
　前記キットが、ＥＬＩＳＡ（Ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄ　ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎ
ｔ　ａｓｓａｙ）キット、タンパク質チップキット、ラピッド（ｒａｐｉｄ）キットまた
はＭＲＭ（Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ）キットである
、請求項５に記載の血管狭窄疾患の診断用キット。
【請求項７】
　（ａ）生物学的試料からポリ（ＡＤＰ‐リボース）ポリメラーゼ４（Ｐｏｌｙ（ＡＤＰ
－ｒｉｂｏｓｅ）ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　４、ＰＡＲＰ４）、ビタミンＤ結合タンパク質
（Ｖｉｔａｍｉｎ　Ｄ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ、ＶＤＢ）及びラミニンサブユ
ニットベータ１（Ｌａｍｉｎｉｎ　ｓｕｂｕｎｉｔ　ｂｅｔａ－１、ＬＡＭＢ１）からな
る群から選択された一つ以上のタンパク質の発現レベルを測定する段階；及び
　（ｂ）前記（ａ）段階で測定されたタンパク質の発現レベルを正常対照区試料と比較す
る段階を含む、非糖尿病性血管狭窄疾患診断のための情報提供方法。
【請求項８】
　（ａ）生物学的試料からインターフェロン調節因子７（Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ　ｒｅｇ
ｕｌａｔｏｒｙ　ｆａｃｔｏｒ　７、ＩＲＦ７）、細胞質分裂タンパク質のデディケータ
ー２（Ｄｅｄｉｃａｔｏｒ　ｏｆ　ｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　２、ＤＯ
ＣＫ２）及びヘモグロビンサブユニットベータ（Ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ　ｓｕｂｕｎｉｔ
　ｂｅｔａ、ＨＢＢ）からなる群から選択された一つ以上のタンパク質の発現レベルを測
定する段階；及び
　（ｂ）前記（ａ）段階で測定されたタンパク質の発現レベルを正常対照区試料と比較す
る段階を含む、糖尿病性血管狭窄疾患診断のための情報提供方法。
【請求項９】
　血管狭窄疾患が疑われる個体から分離された試料の前記タンパク質の発現レベルが正常
対照群試料のタンパク質の発現レベルより高いか低い場合、血管狭窄疾患と判断すること
を特徴とする、請求項７または８に記載の血管狭窄疾患診断のための情報提供方法。
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【請求項１０】
　前記血管狭窄疾患が、脳卒中、アテローム性動脈硬化症、血管再狭窄（ｉｎ－ｓｔｅｎ
ｔ　ｒｅｓｔｅｎｏｓｉｓ）、心筋梗塞または動脈硬化症である、請求項７または８に記
載の血管狭窄疾患診断のための情報提供方法。
【請求項１１】
　前記タンパク質発現レベルの測定が、該当タンパク質に特異的に結合する抗体を利用す
るものである、請求項７または８に記載の血管狭窄疾患診断のための情報提供方法。
【請求項１２】
　前記タンパク質発現レベルの測定または比較が、タンパク質チップ分析、免疫測定法、
リガンド結合アッセイ、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ（Ｍａｔｒｉｘ　Ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ／Ｉ
ｏｎｉｚａｔｉｏｎ　Ｔｉｍｅ　ｏｆ　Ｆｌｉｇｈｔ　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔ
ｒｙ）分析、放射線免疫分析、放射免疫拡散法、オクタロニー免疫拡散法、ロケット免疫
電気泳動、組織免疫染色、補体固定分析法、２次元電気泳動分析、液状クロマトグラフィ
ー質量分析（ｌｉｑｕｉｄ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏ
ｍｅｔｒｙ、ＬＣ－ＭＳ）、ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ（ｌｉｑｕｉｄ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａ
ｐｈｙ－Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ／Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ）
、ウエスタンブロット及びＥＬＩＳＡ（ｅｎｚｙｍｅ　ｌｉｎｋｅｄ　ｉｍｍｕｎｏｓｏ
ｒｂｅｎｔａｓｓａｙ）で構成された群から選択されたものを用いて行うことを特徴とす
る、請求項７または８に記載の血管狭窄疾患診断のための情報提供方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は非糖尿病性血管狭窄疾患の診断用組成物、糖尿病性血管狭窄疾患の診断用組成
物、及び前記組成物を含む血管狭窄疾患の診断用キット、非糖尿病性血管狭窄疾患診断の
ための情報提供方法及び糖尿病性血管狭窄疾患診断のための情報提供方法を提供する。
【背景技術】
【０００２】
　最近になって、生活環境の都市化、過度の栄養摂取などが原因で様々な疾患が複合的に
現れる代謝性症候群の患者が急増している傾向である。全世界的に代謝性疾患である糖尿
病と肥満のリスクが増加していて、糖尿病の有病率が人口の１０％を越え始めた。
【０００３】
　韓国でも、２００５～２００７年国民健康栄養調査の結果によると、成人人口の１０％
が糖尿病患者であり、３０％以上が肥満患者で、これらの糖尿病の爆発的な増加は世界的
な傾向である。また、代謝性症候群に属する脳血管疾患、心臓病、糖尿病、高血圧疾患に
よる死亡者数は、がんによる死亡者数を越えている。
【０００４】
　糖尿病患者の主な死亡原因は心血管系疾患で、全体の糖尿病患者の死亡原因の４０％を
心筋梗塞と脳梗塞が占めている。特に、糖尿病性心血管疾患の場合、無症状の場合が多く
、胸痛、めまい、頭痛、しびれなどの症状を感じる場合は、既に血管狭窄がかなり進行さ
れた状態であるため、発見時には重症疾患で死亡する可能性が大きい。そのため、血管狭
窄を早期発見することと、疾患に対する予防が非常に重要であると言える。
【０００５】
　現在使用されている血管狭窄を早期発見する方法は、間接的に動脈硬化の程度を予想す
る診断方法であって、頸動脈超音波検査（ｃａｒｏｔｉｄ　ａｒｔｅｒｙ　Ｄｏｐｐｌｅ
ｒ　ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ）、脈波伝達速度の測定（ｐｕｌｓｅ　ｗａｖｅ　ｖｅｌｏｃ
ｉｔｙ）、血流依存性血管拡張反応（ｆｌｏｗ　ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｄｉｌａｔａｔｉｏ
ｎ）などがある。最近開発され臨床に適用されているマルチチャンネル冠動脈断層撮影（
ｍｕｌｔｉ－ｄｅｔｅｃｔｏｒ　ｃｏｒｏｎａｒｙ　ｃｏｍｐｕｔｅｄ　ｔｏｍｏｇｒａ
ｐｈｙ；ＭＤＣＴ）は、まだ高価な造影剤を使用し、機能検査を伴うなどの限界がある。
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【０００６】
　韓国人の最も重要な慢性疾患である糖尿病と、糖尿病患者で第１の死亡原因と明らかに
なった心血管系疾患は、早期に診断することができるバイオマーカーの開発が何よりも急
がれる。現在まで、脂肪細胞から分泌されるアディポネクチン（ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ
）の低下や動脈硬化などの全身的な炎症反応（ｓｙｓｔｅｍ　ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ
）に関与するＣＲＰ、ＴＮＦ－α、ＩＬ－６などの増加など、一部の血清タンパク質の変
化が知られているが、まだ確実に糖尿病患者における心血管系疾患、特に血管狭窄疾患の
程度及び疾患状態を予測することができる確立されたバイオマーカーはない状況である。
【０００７】
　韓国でも爆発的に増加している肥満、糖尿病、代謝症候群などの代謝性疾患の有病率を
考慮し、前記疾患群はすべて虚血性心血管系合併症が主な死亡原因であるだけに、血管狭
窄の進行程度を予測することができるタンパク質バイオマーカーの発掘が急がれる実情で
ある。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明者らは血管狭窄の進行を早期診断するために、プロテオミクス技法を導入してバ
イオマーカーを発掘した。特に血管狭窄の高危険群である糖尿と関連した炎症タンパク質
の変化に対する報告はたくさんあるが、糖尿と血管狭窄間の全体血液タンパク質の変化は
報告されたことがなく、本発明では糖尿の存在有無、血管狭窄の進行程度による患者グル
ープでの血液全体タンパク質をプロテオミクス技法により分析して、糖尿の有無、血管狭
窄の程度により変化するタンパク質をバイオマーカーとして使用しうることを確認し、こ
れを通じて糖尿患者または非糖尿患者での血管狭窄進行状況をモニタリングできることを
確認し、本発明を完成した。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明の一つの目的は、非糖尿病性血管狭窄疾患の診断用組成物を提供することにある
。
　本発明の他の目的は、糖尿病性血管狭窄疾患の診断用組成物を提供することにある。
【００１０】
　本発明のまた他の目的は、前記組成物を含む、血管狭窄疾患の診断用キットを提供する
ことにある。
　本発明のまた他の目的は、非糖尿病性血管狭窄疾患診断のための情報提供方法を提供す
ることにある。
【００１１】
　本発明のまた他の目的は、糖尿病性血管狭窄疾患診断のための情報提供方法を提供する
ことにある。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明は、血管狭窄疾患の診断用組成物を提供することにより、非糖尿病性または糖尿
病性血管狭窄疾患の患者における発現が変化するタンパク質の発現レベルを測定及び比較
することにより、血管狭窄疾患の早期診断及び疾病程度を有意的に予測または把握するこ
とができる。
【００１３】
　また、本発明の診断用組成物は非侵襲性診断を可能にして血液、尿検査などにより簡単
で有効な血管狭窄疾患の初期診断を行うことができる。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】非糖尿患者における血管狭窄によって有意に発現量の差があるタンパク質を示し
たものである。
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【図２】糖尿患者における血管狭窄によって有意に発現量の差があるタンパク質を示した
ものである。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　前記目的を達成するために、本発明は一つの様態として、血管狭窄疾患の診断用組成物
を提供する。
　一様態で、前記血管狭窄疾患の診断用組成物は、ポリ（ＡＤＰ‐リボース）ポリメラー
ゼ４（Ｐｏｌｙ（ＡＤＰ－ｒｉｂｏｓｅ）ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　４、ＰＡＲＰ４）、ビ
タミンＤ結合タンパク質（Ｖｉｔａｍｉｎ　Ｄ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ、ＶＤ
Ｂ）及びラミニンサブユニットベータ１（Ｌａｍｉｎｉｎ　ｓｕｂｕｎｉｔ　ｂｅｔａ－
１、ＬＡＭＢ１）からなる群から選択された一つ以上のタンパク質レベルを測定する製剤
を含む、非糖尿病性血管狭窄疾患の診断用組成物であってもよい。
【００１６】
　本発明で用語、「血管狭窄疾患」は、血管が狭くなる疾患であり、狭窄になると血流量
が減少され狭窄が発生した血管が分布する部位に虚血が起こることになったり、表面の粗
い動脈硬化で血栓や硬化のピースが離れていく塞栓が発生して症状を引き起こす疾患を制
限なく含む。本発明の血管狭窄疾患に該当する場合、前記した血管内膜の肥厚が進行され
るにつれて、血管の狭窄が起こることがあり、血管壁の弾力が減って血管破裂による出血
が発生しうる。本発明で血管狭窄疾患は、脳卒中、アテローム性動脈硬化症、血管再狭窄
（ｉｎ－ｓｔｅｎｔ　ｒｅｓｔｅｎｏｓｉｓ）、心筋梗塞または動脈硬化症であってもよ
いが、これに制限されない。
【００１７】
　本発明で使用された用語、「診断」は、病理状態の存在または特徴を確認することを意
味する。本発明の目的上、診断は血管狭窄疾患の発病の有無を確認することであって、糖
尿病患者から血管狭窄疾患の発病有無を早期に確認することができる。
【００１８】
　本発明で前記ポリ（ＡＤＰ‐リボース）ポリメラーゼ４（Ｐｏｌｙ（ＡＤＰ－ｒｉｂｏ
ｓｅ）ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　４、ＰＡＲＰ４）は、ポリ（ＡＤＰ－リボシル）化反応を
触媒するポリ（ＡＤＰ－リボシル）トランスフェラーゼ様１タンパク質をコードするもの
として知られており、血管狭窄疾患との関連性に関して本発明者らが最初に究明した。
【００１９】
　前記ビタミンＤ結合タンパク質（Ｖｉｔａｍｉｎ　Ｄ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉ
ｎ、ＶＤＢ）は、ＶＤＢ－グロブリン（群特異的成分）として知られており、アルブミン
遺伝子ファミリーに属し、ビタミンＤに結合してビタミンＤをターゲット組織に伝達する
ものと知られており、血管狭窄疾患との関連性に関して本発明者らが最初に究明した。
【００２０】
　前記ラミニンサブユニットベータ１（Ｌａｍｉｎｉｎ　ｓｕｂｕｎｉｔ　ｂｅｔａ－１
、ＬＡＭＢ１）は細胞外基質構成成分であって、他の細胞外マトリックス成分と相互作用
し、細胞の付着、移動などに関与するものとして知られており、血管狭窄疾患との関連性
に関して本発明者らが最初に究明した。
【００２１】
　また、他の一様態として、本発明の血管狭窄疾患の診断用組成物は、インターフェロン
調節因子７（Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　ｆａｃｔｏｒ　７、ＩＲＦ
７）、細胞質分裂タンパク質のデディケーター２（Ｄｅｄｉｃａｔｏｒ　ｏｆ　ｃｙｔｏ
ｋｉｎｅｓｉｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　２、ＤＯＣＫ２）及びヘモグロビンサブユニットベー
タ（Ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ　ｓｕｂｕｎｉｔ　ｂｅｔａ、ＨＢＢ）からなる群から選択さ
れた一つ以上のタンパク質のレベルを測定する製剤を含む、糖尿病性血管狭窄疾患の診断
用組成物であってもよい。
【００２２】
　前記インターフェロン調節因子７（Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　ｆ
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ａｃｔｏｒ　７、ＩＲＦ７）は、インターフェロン調節転写因子ファミリーに属し、ウイ
ルスが誘導された細胞遺伝子の転写を活性化させるものとして知られており、糖尿患者で
の血管狭窄疾患との関連性に関して本発明者らが最初に究明した。
【００２３】
　前記細胞質分裂タンパク質のデディケーター２（Ｄｅｄｉｃａｔｏｒ　ｏｆ　ｃｙｔｏ
ｋｉｎｅｓｉｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　２、ＤＯＣＫ２）は、Ｇタンパク質であるＲａｃを活
性化させて細胞内シグナル伝達に関与するものとして知られており、糖尿患者での血管狭
窄疾患との関連性に関して本発明者らが最初に究明した。
【００２４】
　前記ヘモグロビンサブユニットベータ（Ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ　ｓｕｂｕｎｉｔ　ｂｅ
ｔａ、ＨＢＢ）は、ヘモグロビンＡを形成するヘモグロビンアルファ１（ＨＢＡ１）と相
互作用するものとして知られており、糖尿患者での血管狭窄疾患との関連性に関して本発
明者らが最初に究明した。
【００２５】
　本発明の一実施例では、非糖尿患者らは血管狭窄の程度によって低危険群（０％）、中
危険群（０～５０％）、高危険群（５０％以上）に分類し、糖尿患者らを血管狭窄の程度
によって低危険群、中危険群、高危険群患者に分類した。以後、これら患者の血液試料を
採取して血管狭窄の程度によって差があるタンパク質をＴＭＴ（Ｔａｎｄｅｍ　Ｍａｓｓ
　Ｔａｇ）による相対定量法を利用して血管狭窄危険群グループ間のタンパク質発現様相
を観察し、その中でその差が有意な（ｐ値＜０．０５）タンパク質１００個を１次バイオ
マーカー候補群と選定した。前記選定された１次バイオマーカー候補群を検証するために
、各グループ当り１０名の患者試料を用いて１次バイオマーカー候補群に対する検証を行
い、最終的に非糖尿患者群では６種のタンパク質であるＰＡＲＰ４、ＶＤＢ、ＬＡＭＢ１
、Ｃ４Ａ、ＬＢＰ、ＡＰＯＣ２が血管狭窄の危険度によって有意性のある変化する様相を
確認し、これらタンパク質が血管狭窄疾患の診断用マーカーとして活用しうることを確認
した。また、糖尿患者からも６種のタンパク質であるＩＲＦ７、ＤＯＣＫ２、ＨＢＢ、Ｃ
４Ａ、ＬＢＰ、ＡＰＯＣ２が血管狭窄の危険度によって有意性のあるように変化する様相
を確認し、これらタンパク質が血管狭窄疾患の診断用マーカーとして活用しうることを確
認した。
【００２６】
　特に非糖尿患者から確認されたバイオマーカーのうち、ＰＡＲＰ４は血管狭窄低危険群
に比べて中危険群でＰＡＲＰ４タンパク質の発現が減少し、Ｃ４Ａは低危険群に比べて高
危険群でＣ４Ａタンパク質発現が減少し、ＡＰＯＣ２は低危険群に比べて中危険群、高危
険群いずれもＡＰＯＣ２タンパク質発現が増加し、ＶＤＢは低危険群に比べて中危険群、
高危険群いずれもＶＤＢタンパク質発現が減少し、ＬＡＭＢ１は低危険群に比べて中危険
群、高危険群いずれもＶＤＢタンパク質発現が減少し、ＬＢＰは中危険群に比べて高危険
群でＬＢＰタンパク質発現が増加したことを確認した。
【００２７】
　また、糖尿患者から確認されたバイオマーカーのうち、ＩＲＦ７は低危険群に比べて中
危険群、高危険群いずれもＩＲＦ７タンパク質発現が増加し、ＤＯＣＫ２は低危険群に比
べて中危険群、高危険群いずれもＤＯＣＫ２タンパク質発現が減少し、ＡＰＯＣ２は低危
険群に比べて中危険群、高危険群いずれもＡＰＯＣ２タンパク質発現が減少し、ＨＢＢは
低危険群に比べて高危険群でＨＢＢタンパク質発現が増加し、ＬＢＰは低危険群に比べて
中危険群、高危険群いずれもＬＢＰタンパク質発現が増加し、Ｃ４Ａは中危険群に比べて
高危険群でＣ４Ａタンパク質発現が増加したことを確認した。
【００２８】
　したがって、前記ＰＡＲＰ４、ＶＤＢ、ＬＡＭＢ１、Ｃ４Ａ、ＬＢＰ、ＡＰＯＣ２はす
べて正常対照群（糖尿病と血管狭窄疾患がない個体）と比較して、糖尿病はないが血管狭
窄疾患がある個体で該当タンパク質の発現レベルが変化する特徴を有するため、非糖尿病
性血管狭窄疾患診断のためのマーカーとして使用されうる。
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【００２９】
　また、前記ＩＲＦ７、ＤＯＣＫ２、ＨＢＢ、Ｃ４Ａ、ＬＢＰ、ＡＰＯＣ２はすべて対照
群（糖尿病はあるが、血管狭窄疾患がない個体）と比較して、糖尿病と血管狭窄疾患があ
る個体で該当タンパク質の発現レベルが変化する特徴を有するため、糖尿病性血管狭窄疾
患診断のためのマーカーと使用されうる。
【００３０】
　本発明で用語、「マーカー（ｍａｒｋｅｒ）」とは、正常群個体と血管狭窄疾患を有す
る個体とを区分して診断することができる物質であり、本発明の血管狭窄疾患を有する個
体で増加または減少を示すポリペプチド、タンパク質、糖タンパク質などのような有機生
体分子をすべて含む。特に、本発明では、本発明の非糖尿病性血管狭窄疾患を有する個体
または糖尿病性血管狭窄疾患を有する個体で変化されるタンパク質であってもよいが、こ
れに制限されない。
【００３１】
　本発明で使用された用語、「タンパク質レベル測定」とは、血管狭窄疾患の診断のため
に生物学的試料で血管狭窄疾患の診断用マーカータンパク質の存在有無と発現程度を確認
する過程である。前記マーカータンパク質に対して特異的に結合する抗体を用いてタンパ
ク質の量を確認することができ、または抗体を利用せずタンパク質発現のレベル自体を測
定することもできる。
【００３２】
　前記タンパク質レベル測定または比較分析方法としては、タンパク質チップ分析、免疫
測定法、リガンド結合アッセイ、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ（Ｍａｔｒｉｘ　Ｄｅｓｏｒｐｔｉ
ｏｎ／Ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ　Ｔｉｍｅ　ｏｆ　Ｆｌｉｇｈｔ　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒ
ｏｍｅｔｒｙ）分析、放射線免疫分析、放射免疫拡散法、オクタロニー免疫拡散法、ロケ
ット免疫電気泳動、組織免疫染色、補体固定分析法、２次元電気泳動分析、液状クロマト
グラフィー質量分析（ｌｉｑｕｉｄ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－Ｍａｓｓ　Ｓｐｅ
ｃｔｒｏｍｅｔｒｙ、ＬＣ－ＭＳ）、ウエスタンブロット及びＥＬＩＳＡ（ｅｎｚｙｍｅ
　ｌｉｎｋｅｄ　ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ）などがあるが、これに制限さ
れるものではない。
【００３３】
　非糖尿病性血管狭窄疾患の診断のため、前記タンパク質レベルを測定する製剤はＰＡＲ
Ｐ４、ＶＤＢ及びＬＡＭＢ１から選択されるタンパク質に特異的に結合する抗体を含んで
もよい。
【００３４】
　また、糖尿病性血管狭窄疾患の診断のため、前記タンパク質レベルを測定する製剤はＩ
ＲＦ７、ＤＯＣＫ２及びＨＢＢから選択されるタンパク質に特異的に結合する抗体を含ん
でもよい。
【００３５】
　本発明で使用された用語、「抗体」は、抗原性部位に対して指示される特異的なタンパ
ク質分子を意味する。本発明の目的上、抗体は前記ＰＡＲＰ４、ＶＤＢ、ＬＡＭＢ１、Ｉ
ＲＦ７、ＤＯＣＫ２及びＨＢＢの中で選択される１つ以上のタンパク質に対して特異的に
結合する抗体を意味し、多クローン抗体、単クローン抗体及び組換え抗体をすべて含む。
抗体を生成することは当業界で広く公知された技術を利用して容易に製造することができ
る。
【００３６】
　また、本発明の抗体は２つの全長軽鎖及び２つの全長重鎖を有する完全な形態だけでな
く、抗体分子の機能的な断片を含む。抗体分子の機能的な断片とは、少なくとも抗原結合
機能を保有している断片を意味し、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）、Ｆ（ａｂ’）２及びＦｖなど
がある。
【００３７】
　本発明の他の様態として、前記血管狭窄疾患の診断用組成物を含む血管狭窄疾患の診断
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用キットを提供する。好ましくは、前記キットは、ＥＬＩＳＡ（Ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋ
ｅｄ　ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ　ａｓｓａｙ）キット、タンパク質チップキット、ラ
ピッド（ｒａｐｉｄ）キットまたはＭＲＭ（Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｍｏ
ｎｉｔｏｒｉｎｇ）キットであってもよい。
【００３８】
　また、好ましくは、前記血管狭窄疾患の診断用キットは分析方法に適合する一種または
それ以上の他の構成成分組成物、溶液または装置をさらに含んで構成されてもよい。
　また好ましくは、ＥＬＩＳＡを行うために必要な必須要素を含むことを特徴とする診断
キットであってもよい。ＥＬＩＳＡキットは前記タンパク質に対する特異的な抗体を含む
。前記抗体は各マーカータンパク質に対する特異性及び親和性が高く、他のタンパク質に
対する交差反応性がほとんどない抗体で、単クローン抗体、多クローン抗体または組換え
抗体である。また、ＥＬＩＳＡキットは対照群タンパク質に特異的な抗体を含むことがで
きる。その他、ＥＬＩＳＡキットは結合された抗体を検出することができる試薬、例えば
、標識された２次抗体、発色団（ｃｈｒｏｍｏｐｈｏｒｅｓ）、酵素（例：抗体とコンジ
ュゲートされる）及びその基質または抗体と結合することができる他の物質を含んでもよ
い。
【００３９】
　また、好ましくは、５分内に分析結果を知ることができる迅速なテストを行うため必要
な必須要素を含むことを特徴とするラピッド（ｒａｐｉｄ）キットであってもよい。　ラ
ピッドキットはタンパク質に対する特異的な抗体を含む。前記抗体は各マーカータンパク
質に対する特異性及び親和性が高く、他のタンパク質に対する交差反応性がほとんどない
抗体で、単クローン抗体、多クローン抗体または組換え抗体である。また、ラピッドキッ
トは対照群タンパク質に特異的な抗体を含むことができる。その他、ラピッドキットは結
合された抗体を検出することができる試薬、例えば、特異抗体と２次抗体が固定されたニ
トロセルロースメンブレン、抗体が結合されたビーズに結合されたメンブレン、吸収パッ
ドとサンプルパッドなどの他の物質などを含むことができる。
【００４０】
　また、好ましくは質量分析を行うために必要な必須要素を含むことを特徴とする、ＭＳ
／ＭＳモードであるＭＲＭ（Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｍｏｎｉｔｏｒｉｎ
ｇ）キットであってもよい。ＳＩＭ（Ｓｅｌｅｃｔｅｄ　Ｉｏｎ　Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ
）が質量分析機のソース部分で一度衝突して生じたイオンを利用する方法であるのに対し
、ＭＲＭは前記で一度割れたイオンの中で特定イオンをもう一度選択して連続的に連結さ
れたまた別のＭＳのソースをもう一回通過して衝突させた後、この中で得られたイオンを
利用する方法である。より具体的に、ＳＩＭでは選択した定量イオンが血漿からも検出さ
れるイオンである場合、定量するのに邪魔されるという問題点がある。反面、ＭＲＭを利
用する場合、同様の質量を有するイオンであっても、もう一回割れれば分子構造が異なる
ように差別化された傾向を示すため、これを定量イオンとして使用すればバックグラウン
ドで邪魔されるピークが除去されて、より一層きれいなベースラインを得ることができる
。したがって、質量分析の時にＭＲＭモードを使用して、より優れた分析感度で希望物質
を同時に分析することができる。前記ＭＲＭ（Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｍ
ｏｎｉｔｏｒｉｎｇ）分析方法を介して、非糖尿患者から正常対照群でのタンパク質発現
レベルと血管狭窄疾患がある個体でのタンパク質発現レベルを比較することができ、また
、糖尿患者で血管狭窄がない個体のタンパク質発現レベルと血管狭窄がある個体でのタン
パク質発現レベルを比較して、血管狭窄疾患の発病有無を診断することができる。
【００４１】
　本発明の他の様態として、血管狭窄疾患診断のための情報提供方法を提供する。
　好ましくは、本発明の方法は、（ａ）生物学的試料からポリ（ＡＤＰ‐リボース）ポリ
メラーゼ４（Ｐｏｌｙ（ＡＤＰ－ｒｉｂｏｓｅ）ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　４、ＰＡＲＰ４
）、ビタミンＤ結合タンパク質（Ｖｉｔａｍｉｎ　Ｄ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ
、ＶＤＢ）及びラミニンサブユニットベータ１（Ｌａｍｉｎｉｎ　ｓｕｂｕｎｉｔ　ｂｅ
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ｔａ－１、ＬＡＭＢ１）からなる群から選択された一つ以上のタンパク質の発現レベルを
測定する段階；及び
　（ｂ）前記（ａ）段階で測定されたタンパク質の発現レベルを正常対照区試料と比較す
る段階を含む、非糖尿病性血管狭窄疾患診断のための情報提供方法であってもよい。
【００４２】
　また、好ましくは、本発明の方法は、（前記（ａ）生物学的試料からインターフェロン
調節因子７（Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　ｆａｃｔｏｒ　７、ＩＲＦ
７）、細胞質分裂タンパク質のデディケーター２（Ｄｅｄｉｃａｔｏｒ　ｏｆ　ｃｙｔｏ
ｋｉｎｅｓｉｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ　２、ＤＯＣＫ２）及びヘモグロビンサブユニットベー
タ（Ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ　ｓｕｂｕｎｉｔ　ｂｅｔａ、ＨＢＢ）からなる群から選択さ
れた一つ以上のタンパク質の発現レベルを測定する段階；及び
　（ｂ）前記（ａ）段階で測定されたタンパク質の発現レベルを正常対照区試料と比較す
る段階を含む、糖尿病性血管狭窄疾患診断のための情報提供方法であってもよい。
【００４３】
　本発明で使用された用語、「生物学的試料」とは、血管狭窄疾患発病によりタンパク質
発現レベルが相異する全血、血清、血漿、唾液、脳脊髄液または尿のような試料などを含
むが、これに限定されない。
【００４４】
　前記ＰＡＲＰ４、ＶＤＢ及びＬＡＭＢ１はすべて正常対照群（糖尿病と血管狭窄疾患が
ない個体）と比較して、糖尿病はないが血管狭窄疾患がある個体でタンパク質の発現レベ
ルが変化する特徴を有するため、前記レベルが変化すると非糖尿性血管狭窄疾患と診断す
ることができる。
【００４５】
　前記ＩＲＦ７、ＤＯＣＫ２及びＨＢＢはすべて対照群（糖尿病はあるが、血管狭窄疾患
がない個体）と比較して、糖尿病と血管狭窄疾患がある個体でタンパク質の発現レベルが
変化する特徴を有するため、前記レベルが変化すると糖尿性血管狭窄疾患と診断すること
ができる。
【００４６】
　したがって、血管狭窄疾患が疑われる個体から分離された試料のタンパク質の発現レベ
ルが正常対照群試料のタンパク質の発現レベルより高いか低い場合、血管狭窄疾患と判断
することができる。
【００４７】
　好ましくは、本発明の前記タンパク質の発現レベルは該当タンパク質に特異的に結合す
る抗体を利用して測定及び比較することができる。前記抗体と生物学的試料内の該当タン
パク質が抗原－抗体複合体を形成するようにして、これを検出する方法を利用する。
【００４８】
　本発明で使用された用語、「抗原－抗体複合体」は、生物学的試料中の該当タンパク質
抗原とこれを認知する抗体の結合物を意味する。前記抗原－抗体複合体の検出は当業界に
公知となったような方法、例えば、分光学的、光化学的、生物化学的、免疫化学的、電気
的、吸光的、化学的及びその他の方法を利用して検出することができる。
【００４９】
　本発明の目的上、前記タンパク質発現レベルの測定または比較分析方法としては、タン
パク質チップ分析、免疫測定法、リガンド結合アッセイ、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ（Ｍａｔｒ
ｉｘ　Ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ／Ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ　Ｔｉｍｅ　ｏｆ　Ｆｌｉｇｈｔ　
Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ）分析、放射線免疫分析、放射免疫拡散法、オクタ
ロニー免疫拡散法、ロケット免疫電気泳動、組織免疫染色、補体固定分析法、２次元電気
泳動分析、液状クロマトグラフィー質量分析（ｌｉｑｕｉｄ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐ
ｈｙ－Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ、ＬＣ－ＭＳ）、ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ（ｌｉｑ
ｕｉｄ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ／Ｍａｓ
ｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ）、ウエスタンブロット及びＥＬＩＳＡ（ｅｎｚｙｍｅ　
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るものではない。
【００５０】
　本発明の具体的な実施例では、ＰＡＲＰ４、ＶＤＢ、ＬＡＭＢ１、ＩＲＦ７、ＤＯＣＫ
２、ＨＢＢ、Ｃ４Ａ、ＬＢＰ及びＡＰＯＣ２のタンパク質発現のレベル自体を測定及び比
較するために、ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ方法を使用した。
【００５１】
　（実施例）
　以下、本発明を実施例を通じてより詳細に説明する。しかし、これらの実施例は、本発
明を例示的に説明するためのもので、本発明の範囲がこれらの実施例に限定されるもので
はない。
【００５２】
　実施例１．患者の血液試料準備
　非糖尿患者らの中で血管狭窄詰まりの程度によって低危険群（０％）、中危険群（０～
５０％）、高危険群（５０％以上）に分類し、糖尿患者らの中で血管狭窄の詰まりの程度
によって低危険群、中危険群、高危険群患者に分類した。以後、これら患者から血液試料
を採取した。
【００５３】
　実施例２．患者血液試料の豊富な（ａｂｕｎｄａｎｔ）タンパク質除去
　前記実施例１で採取した血液試料内のタンパク質のうち、１４個の高豊富（ｈｉｇｈ－
ａｂｕｎｄａｎｔ）タンパク質（アルブミン、ＩｇＧ、抗トリプシン、ＩｇＡ、トランス
フェリン、ハプトグロビン、フィブリノーゲン、アルファ２－マクログロブリン、アルフ
ァ１－酸性糖タンパク質、ＩｇＭ、アポリポタンパク質ＡＩ、アポリポタンパク質ＡＩＩ
、補体Ｃ３、トランスサイレチン）が占める割合は全体タンパク質の９５％に達している
。したがって、これら１４個の高豊富タンパク質により、興味のある低豊富（ｌｏｗ－ａ
ｂｕｎｄａｎｔ）タンパク質を分析するにおいて、敏感度の減少が相当するため、前記１
４個のタンパク質をＭＡＲＳ（Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　Ａｆｆｉｎｉｔｙ　Ｒｅｍｏｖａｌ　
Ｓｙｓｔｅｍ）カラム（Ｐ／Ｎ５１８８－６５５８、Ａｇｉｌｅｎｔ）を介して除去し、
残ったタンパク質だけを後に分析に使用した。
【００５４】
　具体的にＭＡＲＳ（Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　Ａｆｆｉｎｉｔｙ　Ｒｅｍｏｖａｌ　Ｓｙｓｔ
ｅｍ）カラム（Ｐ／Ｎ　５１８８－６５５８、Ａｇｉｌｅｎｔ）を利用して、高豊富タン
パク質を除去する過程は次のとおりである。
【００５５】
　実施例１で準備された血液試料４０μｌに５０ｘプロテアーゼ阻害剤（Ｒｏｃｈｅ）２
μｌを入れ緩衝液Ａ６０μｌを入れて混ぜた。以後、０．２２μｍフィルター（Ａｇｉｌ
ｅｎｔ、Ｐ／Ｎ　５１８５－５９９０）に前記プロテアーゼ阻害剤と緩衝液Ａを混ぜた試
料を入れ遠心分離器を利用して（１４４００ｇ、１分、４℃）、サイズが大きいパーティ
クルを除去した。以後、ＨＰＬＣにＭＡＲＳカラムを連結して移動相Ａ（緩衝液Ａ）、Ｂ
（緩衝液Ｂ）を流した。
【００５６】
　移動相Ａを利用して３０分ほどカラムを安定化させた後、以下の表１のような条件の移
動相勾配を使用して、試料を分離し、フロースルー（９～１７分）、溶出（２１～２３分
）時間台の試料を２ｍｌチューブに移し入れた。前記フロースルーから得られた試料は、
１０Ｋフィルターチューブに入れ、遠心分離器を用いて（１４４００ｇ、３０分、４℃）
、２ｍｌの試料量を５０μｌまで濃縮を行った。
【００５７】
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【表１】

【００５８】
　実施例３．タンパク質試料のペプチド化
　質量分析器を介した分析のためにタンパク質を酵素（トリプシン）を用いてペプチド単
位で切片化する過程が先行される必要があるため、次のような過程を利用してタンパク質
のペプチド切片化を実施した。
【００５９】
　豊富なタンパク質が除去された６０μｇの濃度に対応する血液試料５０μｌに１５０μ
ｌのＤＴＴ溶液（最終濃度６Ｍウレア、１０ｍＭ　ＤＴＴ、５０ｍＭトリス）を入れて、
３７℃で１時間反応（Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ）した。前記２００μｌの反応された（ｒｅｄ
ｕｃｔｅｄ）サンプルに２０μｌのＩＡＡ溶液（最終濃度：５．４５Ｍウレア、５０Ｍ　
ＩＡＡ、５０ｍＭトリス）を処理した後、暗所で３０分間室温で反応（アルキレーション
）させた後、１ｍｌトリス溶液（５０ｍＭ　ｐＨ８）（最終濃度；１Ｍウレア、５０ｍＭ
トリス最終量１．２ｍｌ）を試料に入れた。以後、トリプシン溶液５μｌずつ分注して、
３７℃で１２時間反応させた。
【００６０】
　実施例４．ペプチド試料のＴＭＴ（Ｔａｎｄｅｍ　Ｍａｓｓ　Ｔａｇ）６ｐｌｅｘ試料
を用いた標識
　質量分析器で相対的定量のために、一般的に使用されるＴＭＴ－６ｐｌｅｘ試薬を使用
して、合計６つの試料グループにそれぞれ異なる質量のレポーターイオン（ｒｅｐｏｒｔ
ｅｒ　ｉｏｎ）を有するＴＭＴ試薬を反応させた（表２）。表２は、グループごとに標識
したレポーターイオンの種類を示す。
【００６１】
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【表２】

【００６２】
　実施例３でペプチド化された試料に２００ｍＭ　ＴＥＡＢ５０μＬを入れてボルテクス
（ｖｏｒｔｅｘｉｎｇ）とスピンダウン（ｓｐｉｎ　ｄｏｗｎ）を実施した。ＴＭＴ試薬
チューブに試料名を書いてＴＭＴ試薬に１００％ＡＣＮ４１μＬを入れてボルテクス（ｖ
ｏｒｔｅｘｉｎｇ）とスピンダウン（ｓｐｉｎ　ｄｏｗｎ）を実施した（キットに入った
ＡＣＮ量は定められており、ペプチド２５～１００μｇにＡＣＮ４１μＬが入る）。以後
、ＴＭＴ試薬４１μＬをサンプルチューブ（ペプチド）に入れた後、ボルテクス（ｖｏｒ
ｔｅｘｉｎｇ）とスピンダウン（ｓｐｉｎ　ｄｏｗｎ）した後、室温で１時間反応させた
。５％ヒドロキシルアミンをサンプルチューブにそれぞれ８μＬずつ入れボルテクス（ｖ
ｏｒｔｅｘｉｎｇ）とスピンダウン（ｓｐｉｎ　ｄｏｗｎ）した後、１５分間室温でクエ
ンチング（ｑｕｅｎｃｈｉｎｇ）した。この後、定量、同量の標識したサンプル９９μＬ
をそれぞれ取って一つの新しいｅ－チューブに集めた。
【００６３】
　実施例５．ペプチド分画化、ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析及びデータ分析遂行
　ペプチド試料が有している高いレベルの複雑性（ｃｏｍｐｌｅｘｉｔｙ）を減らすため
にペプチドが有している固有のＰＩ値を利用して分画化を行った。
【００６４】
　まず、ＴＭＴ試薬が標識されたペプチドを、オフジェル希釈緩衝液（ｏｆｆｇｅｌ　ｄ
ｉｌｕｔｉｏｎ　ｂｕｆｆｅｒ）に溶かした。オフゲルフラクショネーター（Ｏｆｆｇｅ
ｌ　ｆｒａｃｔｉｏｎａｔｏｒｓ）（３１００　ｏｆｆｇｅｌ　ｆｒａｃｔｉｏｎａｔｏ
ｒ、Ａｇｉｌｅｎｔ）にＩＰＧストリップ（ｓｔｒｉｐ）とコーム（ｃｏｍｂ）を結合し
た後、前記緩衝液に溶解しているサンプルを分注して、４０００Ｖで２４時間ランニング
（ｒｕｎｎｉｎｇ）した。各分画区間での試料をチューブに移した後、乾燥し、試料に残
っている試薬除去のために脱塩（ｄｅｓａｌｔｉｎｇ）過程を実施した。
【００６５】
　得られたペプチドは高い分離能と高い再現性を有するＵＰＬＣシステムのＥａｓｙ－ｎ
ＬＣ（Ｔｈｅｒｍｏ）にＲＰ（ｒｅｖｅｒｓｅ－ｐｈａｓｅ）カラムを利用してペプチド
が有する疎水性（ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ）によって分離した。ＵＰＬＣによって
分離されたペプチドは高解像度、高精度（Ｈｉｇｈ　ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ／ｈｉｇｈ　
ａｃｃｕｒａｃｙ）を有する質量分析器であるＱ－ｅｘａｃｔｉｖｅ（登録商標）（Ｔｈ
ｅｒｍｏ）によりリアルタイムで分析を実行した。Ｑ－ｅｘａｃｔｉｖｅ（登録商標）に
よって得られた生データはＰｒｏｔｅｏｍｅ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｒソフトウェア（Ｔｈ
ｅｒｍｏ）のＳＥＱＵＥＳＴアルゴリズムによってスペクトルを分析し、ペプチドとタン
パク質を同定した。Ｓｃａｆｆｏｌｄ　Ｑ＋（Ｐｒｏｔｅｏｍｅ　ソフトウェア）を利用
して同定されたタンパク質の検証を行い、また、ＴＭＴで得られた定量情報を抽出した。
ＲパッケージのいずれかであるＩｓｏｂａｒを利用して、統計的な分析を行い各グループ
間で有意に発現量の差があるタンパク質を選定した。（ｐ値＜０．０５）
　表３は非糖尿患者群／糖尿患者群のグループで、血管狭窄の差により発現量が有意に差
があるタンパク質の１００個の候補群を示す。
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【００６６】
【表３－１】

【００６７】
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【表３－２】

【００６８】
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【表３－３】

【００６９】
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【表３－４】

【００７０】
　実施例６：ＭＲＭ（Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ　Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ）を
通じたバイオマーカー候補検証
　バイオマーカー候補の検証のために、１次バイオマーカー候補群のＭＲＭトランジショ
ンを選定した。タンパク質一つ当り最大３つのペプチドを選定し、ペプチドごとに３つの
トランジションリストを選定した。ＭＲＭトランジションの選定は、スカイライン　ソフ
トウェア（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｋｙｌｉｎｅ．ｇｓ．ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ．ｅｄｕ／ｌ
ａｂｋｅｙ／ｐｒｏｊｅｃｔ／ｈｏｍｅ／ｓｏｆｔｗａｒｅ／Ｓｋｙｌｉｎｅ／ｂｅｇｉ
ｎ．ｖｉｅｗ）を使用し、ＮＩＳＴが提供するＭＲＭトランジションデータベースを使用
してトランジションを選定した。この時の選択基準は、次のとおりである。
【００７１】
　１．６≦長さ≦２０
　２．充電状態＝＋２または＋３
　３．Ｎｏ　Ｍ、Ｗ（酸化）
　４．ＮＴＴ＝２
　５．ＮＭＣ＝０
　６．近隣ＫＲ＝０
　選定されたペプチドトランジションは血液試料を用いてＭＲＭ分析を先行して行い、そ
のトランジションの適合性を確認した。トランジションの確認条件は、以下のとおりであ
る。
【００７２】
　１．スカイラインが提供するドットプロダクトスコアが０．８以上
　２．同じＭＳ１から派生した３種のトランジションピークが同様な保持時間から共溶出
の有無
　３．３回繰り返しを通じて再現性のある保持時間を持つか否か
　４．Ｓ／Ｎ＞１０以上のピーク面積強度を持つか否か
　前記候補タンパク質の１００個のうち、非糖尿病患者で血管狭窄の有無に応じて有意に
発現量の差があるタンパク質と検証されたのは、ＰＡＲＰ４、Ｃ４Ａ、ＡＰＯＣ２、ＬＢ
Ｐ、ＶＤＢ、ＬＡＭＢ１に該当する６つのタンパク質であった（図１参照）。具体的に、
検証されたタンパク質の中で、ＰＡＲＰ４は血管狭窄低危険群に比べて中危険群でＰＡＲ
Ｐ４タンパク質の発現が減少し、Ｃ４Ａは低危険群に比べて高危険群でＣ４Ａタンパク質
発現が減少し、ＡＰＯＣ２は低危険群に比べて中危険群、高危険群いずれもＡＰＯＣ２タ
ンパク質の発現が増加し、ＶＤＢは低危険群に比べて中危険群、高危険群いずれもＶＤＢ
タンパク質の発現が減少し、ＬＡＭＢ１低危険群に比べて中危険群、高危険群いずれもＬ
ＡＭＢ１タンパク質の発現が減少し、ＬＢＰは中危険群に比べて高危険群でＬＢＰタンパ
ク質の発現が増加したことを確認した。
【００７３】
　また、前記候補タンパク質の１００個のうち、糖尿病患者で血管狭窄の有無に応じて有
意に発現量の差があるタンパク質と検証されたのは、ＤＯＣＫ２、Ｃ４Ａ、ＡＰＯＣ２、
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ＩＲＦ７、ＨＢＢ、ＬＢＰに該当する６つのタンパク質であった（図２参照）。具体的に
、検証されたタンパク質の中で、ＩＲＦ７は低危険群に比べて中危険群、高危険群いずれ
もＩＲＦ７タンパク質の発現が増加し、ＤＯＣＫ２は低危険群に比べて中危険群、高危険
群いずれもＤＯＣＫ２タンパク質の発現が減少し、ＡＰＯＣ２は低危険群に比べて中危険
群、高危険群いずれもＡＰＯＣ２タンパクの質発現が減少し、ＨＢＢは低危険群に比べて
高危険群でＨＢＢタンパク質の発現が増加し、ＬＢＰは低危険群に比べて中危険群、高危
険群いずれもＬＢＰタンパク質の発現が増加し、Ｃ４Ａは中危険群に比べて高危険群でＣ
４Ａタンパク質の発現が増加したことを確認した。
【００７４】
　表４はＭＲＭ（Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ　Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ）に使用
されたペプチド配列を示したもので、非糖尿病性／糖尿病性血管狭窄を診断することがで
きるタンパク質のペプチド配列を示したものである。
【００７５】
【表４】
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【国際調査報告】
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【要約の続き】
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