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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　アスピリンに対する血小板感受性を決定する方法であって、
　血小板サンプル中のインテグリンβ3のタンパク質発現レベルを決定するステップ［こ
こで、前記サンプルは(i)アスピリンで先に治療された個人から得たか、または(ii)個人
から得て次いでin vitroでアスピリンと接触させたものである］；
　前記インテグリンβ3の発現レベルを1以上の参照レベルと比較するステップ；および
　1以上の参照レベルと比較したインテグリンβ3の発現レベルの差異に基づいて、前記サ
ンプルについてのアスピリンに対する血小板感受性を決定するステップ
を含む、前記方法。
【請求項２】
　インテグリンβ3がインテグリンβ3アイソフォームAである、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　インテグリンβ3のタンパク質発現レベルを決定するステップが、インテグリンβ3アイ
ソフォームA、インテグリンβ3アイソフォームBおよび／またはインテグリンβ3アイソフ
ォームCのタンパク質発現レベルをそれぞれ決定するステップを含む、請求項１または請
求項２記載の方法。
【請求項４】
　タンパク質発現レベルを決定するステップが、お互いに対する相対的なインテグリンβ
3アイソフォームA、Bおよび／またはCの発現レベルの変化を決定するステップを含む、請
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求項３記載の方法。
【請求項５】
　インテグリンβ3アイソフォームA、Bおよび／またはCの発現レベルを、それぞれのアイ
ソフォームに特異的な結合メンバーを用いて決定する、請求項４記載の方法。
【請求項６】
　インテグリンβ3アイソフォームAに対する前記結合メンバーが、アミノ酸配列AKWDTANN
PLYKEATSTFTNITYR（配列番号1）に、またはアミノ酸配列AKWDTANNPLYKEATSTFTNITYR（配
列番号1）をコードする核酸配列を含む核酸分子に、特異的に結合しうる、請求項５記載
の方法。
【請求項７】
　前記結合メンバーが
インテグリンβ3アイソフォームA（IGB3A）
AKWDTANNPLYKEATSTFTNITYR（配列番号1）もしくは
AKWDTANNPLYKEATSTFTNITYRGT（配列番号2）；
インテグリンβ3アイソフォームB（IGB3B）
AKWDTVRDGAGRFLKSLV（配列番号3）；および／または
インテグリンβ3アイソフォームC（IGB3C）
AKWDTHYAQSLRKWNQPV（配列番号4）
から成る群より選択されるアミノ酸配列をコードする配列を含む核酸分子とハイブリダイ
ズしうる核酸配列である、請求項５記載の方法。
【請求項８】
　前記アイソフォーム特異的結合メンバーが抗体である、請求項５記載の方法。
【請求項９】
　前記1以上の参照発現レベルが、前記個人からアスピリンによる治療前に得たサンプル
で得たものである、請求項１～８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記1以上の参照発現レベルは、アスピリン耐性またはアスピリン感受性を表す他の個
人および／またはin vitro研究からの複数のサンプルからの予めインテグリンβ3につい
て決定した平均発現レベルである、請求項１～８のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記血小板サンプル中のインテグリンβ3のタンパク質発現レベルを決定するステップ
が、
　サンプル中のタンパク質を消化してペプチドの集団を作製するステップ；および
　表2に掲げた1以上の遷移体の選択反応モニタリングを用いてインテグリンβ3から誘導
される前記ペプチドの1以上の存在量を決定するステップ；
を含み；
　前記比較するステップは、前記1以上のペプチドの存在量を予め決定した抗血小板耐性
に関係するペプチド存在量参照レベルと比較するステップを含み；
　前記血小板感受性を決定するステップは、前記1以上のペプチドの存在量の差異に基づ
く、請求項１～３のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記1以上のペプチドがインテグリンβ3から誘導され、そして配列番号18～20から選択
される、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　予め決定したペプチド存在量が、表2から選択される対応する合成ペプチドの既知量を
用いて決定される、請求項１１または１２に記載の方法。
【請求項１４】
　予め決定したペプチド存在量が、アスピリン治療後の前記個人から得たペプチド集団を
用いて決定される、請求項１１～１３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１５】
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　表3、表4、表5および表6に提供されるものから選択される1以上のさらなるマーカータ
ンパク質の発現レベルを決定することをさらに含む、請求項１～１４のいずれか１項に記
載の方法。
【請求項１６】
　前記1以上のさらなるマーカータンパク質が、細胞質アクチン-1；クラスリン重鎖1；78
kDaグルコース関係タンパク質（GRP-78）（熱ショックタンパク質A5としても知られる）
；ピルビン酸キナーゼアイソザイムM1/M2；およびRAB GDP解離インヒビターαから成る群
より選択される、請求項１５記載の方法。
【請求項１７】
　生体サンプル中のインテグリンβ3またはその断片のレベルを決定するために、請求項
１に記載の方法において使用する結合剤。
【請求項１８】
　インテグリンβ3がインテグリンβ3アイソフォームAまたはその断片である、請求項１
７記載の結合剤。
【請求項１９】
　インテグリンβ3アイソフォームAのレベルを、インテグリンβ3アイソフォームBおよび
／またはインテグリンβ3アイソフォームCのレベルに対して相対的に決定する、請求項１
８記載の結合剤。
【請求項２０】
　前記その断片はインテグリンβ3アイソフォームAのC-末端配列を含む、請求項１８また
は請求項１９記載の結合剤。
【請求項２１】
　アミノ酸配列AKWDTANNPLYKEATSTFTNITYR（配列番号1）もしくはAKWDTANNPLYKEATSTFTNI
TYRGT（配列番号2）；またはAKWDTANNPLYKEATSTFTNITYR（配列番号1）もしくはAKWDTANNP
LYKEATSTFTNITYRGT（配列番号2）をコードする核酸配列を含む核酸分子に特異的に結合す
ることができる、請求項２０記載の結合剤。
【請求項２２】
　前記結合剤が抗体、核酸分子またはペプチドである、請求項１７～２１のいずれか1項
に記載の結合剤。
【請求項２３】
　固体支持体に固定された、請求項１７～２２のいずれか1項に記載の結合剤。
【請求項２４】
　さらに標識を含む、請求項１７～２２のいずれか1項に記載の結合剤。
【請求項２５】
　個人におけるアスピリンに対する血小板感受性の決定において使用するためのキットで
あって、
(a)その上に固定された、分析物質と結合することができる結合剤を有する固体支持体；
(b)標識を含む現像剤；および
(c)洗浄液、希釈剤およびバッファーから成る群より選択される1以上の成分
を含み、
　前記分析物質が、インテグリンβ3またはその断片、インテグリンβ3またはその断片に
対する1以上の抗体、およびインテグリンβ3またはその断片を発現する核酸分子から選択
される、前記キット。
【請求項２６】
　前記インテグリンβ3がインテグリンβ3アイソフォームAである、請求項２５記載のキ
ット。
【請求項２７】
　前記結合剤がインテグリンβ3アイソフォームAと特異的に結合することができる、請求
項２６記載のキット。
【請求項２８】
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　インテグリンβ3アイソフォームBおよび／またはインテグリンβ3アイソフォームCとそ
れぞれ結合することができる結合剤をさらに含む、請求項２６記載のキット。
【請求項２９】
　前記結合剤が、
インテグリンβ3アイソフォームA（IGB3A）
AKWDTANNPLYKEATSTFTNITYR（配列番号1）もしくは
AKWDTANNPLYKEATSTFTNITYRGT（配列番号2）；
インテグリンβ3アイソフォームB（IGB3B）
AKWDTVRDGAGRFLKSLV（配列番号3）；および／または
インテグリンβ3アイソフォームC（IGB3C）
AKWDTHYAQSLRKWNQPV（配列番号4）
から成る群より選択されるアミノ酸配列をコードする配列を含む核酸分子とハイブリダイ
ズすることができる核酸配列である、請求項２８記載のキット。
【請求項３０】
　前記結合メンバーが、
インテグリンβ3アイソフォームA（IGB3A）
AKWDTANNPLYKEATSTFTNITYR（配列番号1）もしくは
AKWDTANNPLYKEATSTFTNITYRGT（配列番号2）；
インテグリンβ3アイソフォームB（IGB3B）
AKWDTVRDGAGRFLKSLV（配列番号3）；および／または
インテグリンβ3アイソフォームC（IGB3C）
AKWDTHYAQSLRKWNQPV（配列番号4）
から成る群より選択されるアミノ酸配列と特異的に結合することができる抗体である、請
求項２７または２８記載のキット。
【請求項３１】
　生体サンプルにおいてアスピリンに対する血小板感受性を決定するための調製物であっ
て、配列番号18～20および38～44から成る群より選択される1以上の合成ペプチドを含む
、前記調製物。
【請求項３２】
　配列番号5～17および21～37から成る群より選択される合成ペプチドをさらに含む、請
求項３１記載の調製物。
【請求項３３】
　前記1以上のさらなる合成ペプチドが、
ミオシン　　　LK*K*ANLQIDQINTDLNLER　配列番号5
タリン-1　　　ALEATTEHIR 　　　　　　配列番号9
　　　　　　　DPPSWSVLAGHSR　　　　　配列番号10
　　　　　　　VSEK*VSHVLAALQAGNR 　　配列番号11
ビンキュリン　EAEAASIK*IR　　　　　　配列番号14
　　　　　　　GILSGTSDLLLTFDEAEVR　　配列番号15
RAB GDP 　　　K*FDLGQDVIDFTGHALALYR　配列番号34
から選択される、請求項３１または３２記載の調製物。
【請求項３４】
　それぞれのペプチドが水素、炭素、酸素、窒素または硫黄から選択される1以上の安定
な重同位体を含有する、請求項３１～３３のいずれか1項に記載の調製物。
【請求項３５】
　前記合成ペプチドが同重体タグで標識されている、請求項３１～３３のいずれか1項に
記載の調製物。
【請求項３６】
　アスピリンに対する耐性の個人のリスクを評価するための、請求項３１～３３のいずれ
か1項に記載の調製物。
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【請求項３７】
　アスピリンによる治療を受ける個人において心血管の疾患または脳血管の疾患をモニタ
リングする方法であって、インテグリンβ3アイソフォームA、Bおよび／またはCの血小板
サンプルにおける発現プロファイルを決定するステップを含む、前記方法。
【請求項３８】
　表2に掲げた遷移体の1以上を用いる選択反応モニタリングアッセイに配列番号18、19ま
たは20を用いる、請求項３７記載の方法。
【請求項３９】
　心血管の疾患が虚血性の心臓病である、請求項３７または３８記載の方法。
【請求項４０】
　脳血管の疾患が一過性虚血性の発作または虚血性の脳卒中である、請求項３７記載の方
法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は血小板感受性を決定する方法および組成物に関する。具体的に、しかし排他的
にではないが、本発明は、抗血小板剤、例えば、アスピリン（アセチルサリチル酸）に耐
性の血小板において、かかる薬剤に感受性の血小板と比較して差別的に発現されるタンパ
ク質を同定しかつ記載する。本発明はさらに、抗血小板剤に対する重要な分子マーカーま
たは標的を提供することができる差別的に発現されるタンパク質を定量する方法を提供す
る。本発明はさらに、投与前に抗血小板剤、例えばアスピリンに対する個人の感受性を確
認する方法を提供する。
【背景技術】
【０００２】
　血小板凝集は、動脈血栓性障害の主因であり、前記障害には心筋梗塞（心発作）、卒中
、およびその他の閉塞性動脈疾患が含まれる。かかる事例において、血栓は血小板凝集経
路の活性化により始まる。この経路の初期ステップはアラキドン酸のシクロオキシゲナー
ゼ(COX)-1酵素によるプロスタグランジンG1/G2への転化である。それ故に、COX-1活性の
アスピリンによるCOX-1の阻害は、このリスクの高い患者における血栓性疾患に対する予
防のために臨床的に広く用いられる。
【０００３】
　かかる患者のアスピリン治療は成功率が高くかつ経済的である一方、アスピリンによっ
たにも関わらず再発性動脈血栓が存在することから判断すると、この治療が部分的または
完全に不成功である患者数は依然として相当残っている。現在のところ、抗血小板剤（ア
スピリンを含む）治療に対する個人の真の反応を予測する客観的な試験はわずかしかない
。アスピリン治療に対する血小板耐性の出現率の評価は5～75％の範囲であり（Kranzhofe
r & Ruef, 2006. Platelets 17(3): 163-169）、この範囲の広さは生化学または機能的試
験と研究によるアスピリン耐性の究極の判断基準が存在しないことと共に、これを規定し
ようとする研究に使われる試験の範囲の広さにより十分説明される。現在、血小板機能と
アスピリンに対する反応を試験するいくつかの方法が開示されている。これらの試験はあ
る程度のアスピリン反応性の客観的評価を与えるものの、いずれも臨床環境における日常
使用のためには十分に標準化されていない（Haubelt et al., 2005. Seminars in Thromb
osis and Hemostasis 31(4): 404-410）。同様な考察は、色々な経路を介して作用する他
の抗血小板治療、例えば、COX-1経路に影響しないでP2Y12プリン作動性受容体のブロッキ
ングにより血小板機能を阻害するクロピドグレルにも当てはまる。
【０００４】
　臨床で規定されたリスク因子および／または動脈血栓症の病歴を持つ患者を、彼らの血
小板機能およびアスピリン反応性の先行試験なしにアスピリン治療に付することが通常行
われる。アスピリン治療は安価かつ非侵襲性であるものの、相当なリスクが無いわけでは
なく、その最も重要な副作用の1つは消化管出血を伴うまたは伴わない胃潰瘍である。
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【０００５】
　アスピリンはその抗血小板効果の故に、アテローム血栓性心血管疾患の一次および二次
両方の予防で用いられる。アスピリンは低価格およびその使用の長期経験、ならびに数多
くの心血管試験における堅牢な成果確証によって、この目的に対して抜きん出て最も広く
使われる抗血小板剤である。アスピリンは極めて有効な血小板凝集阻止を提供するものの
、相当な数の個人がその抗血小板効果に耐性があり、良くても治療は無効であり最悪の場
合は胃障害を含む重篤な副作用をもたらす。
【０００６】
　アスピリン耐性の問題に対処するために、数多くの血小板機能試験が適用されてきた。
しかし現在適用可能な試験は耐性の原因について何ら示唆を与えるものではない。さらに
、それぞれの試験は、高度な治療システムにおける専門化された試験センター内での使用
については十分堅牢であるものの、その結果は一般に、同じ試験を行う他のセンターから
または他の試験システムからのものと比較しうるものではない。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Kranzhofer & Ruef, 2006. Platelets 17(3): 163-169
【非特許文献２】Haubelt et al., 2005. Seminars in Thrombosis and Hemostasis 31(4
): 404-410
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明者らは、抗血小板剤、例えばアスピリンに対する血小板感受性を決定して、利益
を受けると思われる患者に前記抗血小板剤を投与し、その結果、その血小板レベルの耐性
に応じて受ける利益が小さいかまたは全く無いと思われる患者をリスクに曝さないように
する堅牢な方法の必要性を求めてきた。
【０００９】
　従ってかつ最も一般的な意味で、本発明は抗血小板剤、特にアスピリンに対する血小板
感受性に関連するバイオマーカー、ならびにこれらバイオマーカーの血小板感受性の診断
または予後判定に対する使用を提供する。また、さらなるバイオマーカーを決定する方法
；治療前に抗血小板剤反応性を診断する方法；およびかかる方法を行うためのキットも提
供する。
【００１０】
　本発明はさらに、血小板感受性に関係する1以上のバイオマーカーの診断および治療の
標的としての使用に関する。
【００１１】
　本発明者らは、アスピリンの治療用量の経口投与後1か月に、耐性のあることが既知の
または感受性であることが既知のそれぞれのサンプルから得た血小板抽出物の比較プロテ
オーム研究を実施した。この研究によっていくつもの血小板耐性候補マーカーを同定した
。
【００１２】
　驚いたことに、アスピリン耐性被験者から得た血小板においてアスピリン治療はほとん
どのペプチド／タンパク質発現のダウンレギュレーションをもたらし、アスピリン感受性
の個人から得た血小板におけるペプチド／タンパク質発現（ここではアスピリン治療後に
発現が広く同じのままであるかまたは増加した）とは対照的であった。差別的に発現され
たタンパク質を示す表3および4（図6）を掲げる。この最初の発見実験において同定した
リーディングタンパク質マーカー（バイオマーカー）は次の通りであった：
アスピリン治療後の耐性血小板で減少するもの
1.　細胞質アクチン-1（SPAN P60709）
2.　クラスリン重鎖1（SPAN Q00610）
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3.　78kDaグルコース関係タンパク質（GRP-78）（熱ショックタンパク質A5）（SPAN P110
21）
4.　ピルビン酸キナーゼアイソザイムM1/M2（SPAN P14618）
5.　RAB GDP解離インヒビターα（SPAN P31150）
アスピリン治療後の耐性血小板で増加するもの
6.　インテグリンβ3（糖タンパク質IIIaおよびCD61としても知られる）（Swiss Prot受
託番号（SPAN P05106）；（SPAN P23219）。
【００１３】
　従って、本発明はこれらの同定したバイオマーカーを用いる、抗血小板剤、例えばアス
ピリンに対する血小板耐性の（例えば、診断の目的での）決定に関する。バイオマーカー
の使用には、タンパク質またはそれらの断片、前記タンパク質をコードする核酸またはそ
の相補体、および前記タンパク質と結合する抗体の使用または検出が含まれる。
【００１４】
　本発明者らは表3、4、5および6に与えたおよび上に掲げたバイオマーカーを同定したが
、本明細書に記載の方法を用いてさらなるバイオマーカーを同定することができ、そして
本明細書に具体的に与えたものの代わりにまたはそれらと一緒に、これらのバイオマーカ
ーを使用できると解釈しうる。
【００１５】
　本発明は、抗血小板剤に対する血小板耐性を決定するためのマーカーとして、表3、4、
5および6に与えたもの、またはより好ましくは、細胞質アクチン-1；クラスリン重鎖1；7
8kDaグルコース関係タンパク質（GRP-78）（熱ショックタンパク質A5としても知られる）
；ピルビン酸キナーゼアイソザイムM1/M2；RAB GDP解離インヒビターα；およびインテグ
リンβ3、好ましくはアイソフォームAから選択されるタンパク質またはそれらの断片、ま
たは前記タンパク質に対する抗体、または前記タンパク質またはそれらの断片をコードす
る核酸の存在、非存在または量の使用を提供する。
【００１６】
　また、抗血小板剤に対する血小板耐性を決定する方法において、表3、4、5および6に与
えたもの、またはより好ましくは、細胞質アクチン-1；クラスリン重鎖1；78kDaグルコー
ス関係タンパク質（GRP-78）（熱ショックタンパク質A5としても知られる）；ピルビン酸
キナーゼアイソザイムM1/M2；RAB GDP解離インヒビターα；およびインテグリンβ3、好
ましくはアイソフォームAから選択されるタンパク質またはそれらの断片、または前記タ
ンパク質またはそれらの断片をコードする核酸、または前記タンパク質またはそれらの断
片をコードする核酸の相補体である核酸、または前記タンパク質またはそれらの断片に対
する抗体の使用を提供する。
【００１７】
　従って、第1の態様においては、抗血小板剤に対する血小板感受性を決定する方法であ
って、
前記抗血小板剤を用いて治療する患者から血小板を含有するサンプルを得るステップ；
血小板耐性に関連する1以上のマーカータンパク質の前記サンプル中のタンパク質発現レ
ベルを決定するステップ；
前記タンパク質発現レベルを対応する参照レベルと比較するステップ；および
前記参照レベルと比較した前記1以上のマーカータンパク質の発現レベルの差異に基づい
て抗血小板剤に対する血小板感受性を決定するステップ
を含むものである前記方法を提供する。
【００１８】
　好ましくは、1以上のタンパク質マーカーは表3、4、5または6から選択される。
【００１９】
　対応する参照レベルまたは対照レベルは、同じ個人から得たサンプル中のそれぞれのマ
ーカータンパク質の前記抗血小板剤による治療前の発現レベルの決定により得ることがで
きる。あるいは、参照レベルは、複数のサンプルまたはin vitro研究からそれぞれ得た抗
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血小板剤治療の前および後の血小板サンプル中の前記マーカータンパク質の発現レベルか
らあらかじめ決定した一式の標準参照レベルであってもよい。
【００２０】
　一実施形態において、本方法は
個人から得た血小板を含有するサンプルを抗血小板剤と接触させるステップ；
表3、表4、表5および表6から選択される血小板耐性に関連する1以上のマーカータンパク
質のタンパク質発現レベルを決定するステップ；
前記タンパク質発現レベルを抗血小板剤を用いる治療前に前記サンプルから得た前記タン
パク質レベルと比較するステップ；および
前記1以上のマーカータンパク質の発現の変化に基づいて抗血小板剤に対する血小板感受
性を決定するステップ
を提供してもよい。
【００２１】
　本発明のさらなる態様においては、抗血小板剤に対する血小板感受性を決定する方法で
あって、
抗血小板剤を用いて治療中の個人から得た血小板を含有するサンプル中の表3、表4、表5
および表6から選択される血小板耐性に関連する1以上のマーカータンパク質のタンパク質
発現レベルを決定するステップ；
前記タンパク質発現レベルを同じ1以上のマーカータンパク質に対する1以上の参照発現レ
ベルと比較するステップ；および
前記対応する参照レベルと比較した前記1以上のマーカータンパク質の発現レベルの変化
に基づいて抗血小板剤に対する血小板感受性を決定するステップ
を含むものである前記方法を提供する。
【００２２】
　上記の様に、参照発現レベルは抗血小板剤による治療前に個人から得た先のサンプルか
ら与えることができる。あるいは、参照発現レベルは抗血小板剤耐性または抗-血小板感
受性を表す他の個人および／またはin vitro研究から得た複数のサンプルからそれぞれの
マーカータンパク質に対してあらかじめ決定した平均発現レベルであってもよい。
【００２３】
　一実施形態においては、本方法は血小板を含有するサンプルを、1以上のマーカータン
パク質、抗体または核酸が結合剤と結合する条件のもとで、1以上のマーカータンパク質
、抗体または核酸と特異的に結合しうる結合部位を有する1以上の結合剤をその上に固定
した固体支持体と接触させるステップ；および結合剤と結合した1以上のマーカータンパ
ク質、抗体または核酸の存在または量を決定するステップを含むものである。
【００２４】
　本発明のこの態様は抗血小板剤で治療中の個人から得た血小板を含有するサンプルを用
いる。これは本発明の好ましい実施形態であって、臨床医が最もよく行うものであろう。
しかしまた、抗血小板感受性の決定は、個人から得た血小板を含有するサンプルを次いで
in vitroで抗血小板剤で処理して行うことも可能である。1以上のマーカータンパク質の
発現レベルの変化を次いで、抗血小板治療の前および後のサンプルから得たレベルを比較
することにより決定することもできる。
【００２５】
　いくつかの実施形態において、結合剤はマーカータンパク質またはその部分と結合する
ことができる抗体またはその断片である。他の実施形態において、結合剤は検出すべき核
酸の配列と結合することができる（すなわち、相補性がある）核酸分子であってもよい。
【００２６】
　本方法はさらに、固体支持体を、占有結合部位、非占有の結合部位または1以上のマー
カータンパク質、抗体または核酸と結合することができる現像剤と接触させるステップを
含んでもよい。
【００２７】
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　現像剤は標識を含んでもよく、そして本方法はサンプル中の1以上のマーカータンパク
質、抗体または核酸の存在または量を表す値を得る標識を検出するステップを含んでもよ
い。
【００２８】
　標識は、例えば、放射性標識、蛍光色素分子、蛍光体、レーザー染料、発色染料、高分
子コロイド粒子、着色した磁性または常磁性ラテックス床、検出可能な結果を生じる反応
を触媒する酵素であってもよくまたは標識はタグである。
【００２９】
　好ましくは、1以上のタンパク質マーカーは細胞質アクチン-1；クラスリン重鎖1；78kD
aグルコース関係タンパク質（GRP-78）（熱ショックタンパク質A5としても知られる）；
ピルビン酸キナーゼアイソザイムM1/M2；RAB GDP解離インヒビターα；およびインテグリ
ンβ3、好ましくはアイソフォームA、またはそれらの断片から成る群より選択される。
【００３０】
　好ましい実施形態において、本方法は複数、例えば、2以上、3以上、4以上、5以上また
は6以上のマーカータンパク質またはそれらの断片を用いる。好ましくは、複数のマーカ
ータンパク質にはインテグリンβ3アイソフォームAまたはそれらの断片が含まれる。一実
施形態において、断片はインテグリンβ3アイソフォームAのC-末端断片であり、好ましく
は配列AKWDTANNPLYKEATSTFTNITYR（配列番号1）もしくはAKWDTANNPLYKEATSTFTNITYRGT（
配列番号2）を含むものである。
【００３１】
　サンプル中のタンパク質、抗体または核酸分子の存在または量を決定するための多数の
アッセイが当技術分野では公知である。これらのいくつかを以下の詳細な説明において考
察する。
【００３２】
　従って、本方法は単一サンプル中の抗血小板剤に対する耐性に関係するマーカータンパ
ク質または核酸の存在または量を決定するステップを含みうる。例えば、複数の結合剤を
固体支持体上の予め規定した位置に固定してもよい。
【００３３】
　本発明はまた、抗血小板剤、例えば薬物または医薬に対する血小板感受性のプロテオー
ム分析に用いることができるさらなるマーカータンパク質を決定する方法に関する。本方
法は抗血小板剤、例えばアスピリンに耐性であることが既知の第1の血小板サンプルを得
るステップおよび抗血小板剤、例えばアスピリンに感受性であることが既知の第2の血小
板サンプルを得るステップを含むものである。本方法は次いで、第1と第2の血小板サンプ
ルに発現されたタンパク質のレベルを比較するステップおよび耐性の血小板に差別的に発
現されるタンパク質を決定するステップを含む。
【００３４】
　この方法により決定されたさらなるマーカータンパク質を本発明の任意の態様に用いる
ことができる。本発明はまた、1以上のマーカータンパク質の存在、発現の増加または減
少を決定する上で使用するための1以上のタンパク質マーカーに特異的である結合剤も提
供する。
【００３５】
　結合剤はタンパク質マーカーまたはその部分に特異的な抗体であってもよく、またはタ
ンパク質マーカーの存在または発現の増加または減少を表す核酸分子、例えばmRNA配列と
結合する核酸分子であってもよい。
【００３６】
　本発明者らはいくつものタンパク質マーカー（表3、4、5および6を参照）を確認し、こ
れらから細胞質アクチン-1；クラスリン重鎖1；78kDaグルコース関係タンパク質（GRP-78
）（熱ショックタンパク質A5としても知られる）；ピルビン酸キナーゼアイソザイムM1/M
2；RAB GDP解離インヒビターα；およびアイソフォームA、BおよびCを含むインテグリン
β3を含むものであるリーディンググループを同定した。
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【００３７】
　驚いたことに本発明者らは、インテグリンβ3に対する発現レベルの定量的変化がアイ
ソフォームAのC-末端に現れるインテグリンβ3の1つのプロトタイプペプチドに対してだ
け観察されることを発見した。本発明者らは、インテグリンβ3のC-末端に特異的な抗体
は（N-末端に特異的な抗体とは反対に）アスピリン耐性被験者から得た血小板の治療後抽
出物において有意に上昇した発現レベルを示す一方、アスピリン感受性の個人から得た血
小板において比較的一定であることを見出した。
【００３８】
　従って、好ましい実施形態において、本発明は本発明の方法において使用するためのイ
ンテグリンβ3アイソフォームAのC-末端と特異的に結合できる結合剤を提供する。この結
合剤は抗体またはその部分であってもよい。
【００３９】
　本発明者らはアスピリン耐性血小板においてインテグリンβ3アイソフォームAの選好的
濃縮が存在することを示した。しかし、本発明者らはまた、インテグリンβ3アイソフォ
ーム全般の対応する増加は存在しないことも示した。このことは全ての3アイソフォーム
に共通であるN-末端ドメインを検出することにより確認した。従って、この確認から説明
されるように、アイソフォームAの増加はアイソフォームBおよび／またはアイソフォーム
Cの発現の減少を随伴すると思われる。いずれの理論にも束縛されることなく、本発明者
らは、インテグリンβ-3アイソフォーム分布の相違が、少なくとも部分的に、抗血小板剤
に対する血小板の耐性機構を説明しうると仮定する。
【００４０】
　それ故に、本発明はまた、本発明の方法に使用するためのインテグリンβ3アイソフォ
ームBおよび／またはCを指向する結合メンバーも含む。一実施形態において、本発明はイ
ンテグリンβ3アイソフォームA、BおよびCのお互いの相対的な発現レベルの変化を確認す
るステップを含みうる。従って、本方法はインテグリンβ3アイソフォームA、BおよびCの
C-末端のそれぞれに対して独立して特異的な結合メンバーの使用を必要としうる。各アイ
ソフォームの相対的な発現レベルを次いで確認し、比較することができる。
【００４１】
　一実施形態においては、結合剤が核酸配列である場合、
インテグリンβ3アイソフォームA（IGB3A）AKWDTANNPLYKEATSTFTNITYR（配列番号1）もし
くはAKWDTANNPLYKEATSTFTNITYRGT（配列番号2）；
インテグリンβ3アイソフォームB（IGB3B）AKWDTVRDGAGRFLKSLV（配列番号3）；および
インテグリンβ3アイソフォームC（IGB3C）AKWDTHYAQSLRKWNQPV（配列番号4）
から成る群より選択されるアミノ酸配列をコードする配列を含む核酸分子とハイブリダイ
ズできることが好ましい。
【００４２】
　結合メンバーが抗体である場合、その抗体は上に掲げたアミノ酸配列を含むタンパク質
のいずれかの部分に特異的であってもよい。
【００４３】
　特異的なマーカータンパク質に対して生じる抗体は前記タンパク質のいずれかの生物学
的に関連する状態に対して生じる抗体であってもよい。従って、例えば、それらは体内に
グリコシル化型で存在するタンパク質の非グリコシル化型に対して、前記タンパク質の前
駆体型に対して、または前駆体タンパク質のより成熟した、例えば、そのシグナル配列を
差し引いた型に対して、または前記マーカータンパク質の関連するエピトープを運ぶペプ
チドに対して生じる抗体であってもよい。
【００４４】
　本発明による結合剤は好ましくは固体支持体と結合している。これは抗体アレイまたは
核酸マイクロアレイの形態であってもよい。このようなアレイは当技術分野で周知である
。好ましい実施形態において、アレイ型に含有される本発明の結合剤はアレイ上の結合剤
の総数の20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、または90％以上を形成する。
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【００４５】
　本発明の好ましい実施形態において、本方法は表2ならびに図7および8に掲げた対応す
る遷移体の1以上を用いる選択反応モニタリング（Selected Reaction Monitoring）によ
り、抗血小板剤を用いて治療した個人から得たサンプル中の配列番号5～42および配列番
号43および44から選択されるペプチドの1以上の発現レベルを決定するステップ；
前記ペプチドレベルを、前記抗血小板剤に対して血小板耐性を表すことを予め確認したペ
プチドレベルと比較するステップ；および前記1以上のペプチドの発現の変化に基づいて
抗血小板剤に対する血小板感受性を決定するステップを含むものである。前記比較ステッ
プは既知量の対応する合成ペプチドを用いて治療した個人からのペプチドの量を決定する
ステップを含んでもよい。合成ペプチドは個人からのペプチドと配列が同一であるが、同
重体タグまたは重同位体などの標識により識別することができる。
【００４６】
　あるいは、本方法は最初に、表2ならびに図7および8に掲げた対応する遷移体の1以上を
用いる選択反応モニタリング（Selected Reaction Monitoring）により個人から得た血小
板を含有するサンプル中の配列番号5～42および配列番号43および44から選択されるペプ
チドの1以上の発現レベルを決定するステップ；サンプルを抗血小板剤を用いて処理する
ステップ；第二に、表2ならびに図7および8に掲げた対応する遷移体の1以上を用いる選択
反応モニタリング（Selected Reaction Monitoring）により抗血小板剤を用いて処理した
サンプル中の配列番号5～42および配列番号43および44から選択されるペプチドの1以上の
発現レベルを決定するステップ；個人から得たサンプルと抗血小板剤で処理したサンプル
との間のペプチドレベルを比較するステップ；および前記1以上のペプチドの発現の変化
に基づいて抗血小板剤に対する血小板感受性を決定するステップを含むものであってもよ
い。
【００４７】
　好ましくは、1以上のペプチドは次のペプチド：
ミオシン　　　LK*K*ANLQIDQINTDLNLER　　配列番号5
　　　　　　　EK*QLAAENR 　　　　　　　配列番号6
　　　　　　　DELADEIANSSGK*GALALEEK*R 配列番号7
　　　　　　　INFDVNGYIVGANIETYLLEK*SR 配列番号8
タリン-1　　　ALEATTEHIR　　　　　　　 配列番号9
　　　　　　　DPPSWSVLAGHSR　　　　　　配列番号10
　　　　　　　VSEK*VSHVLAALQAGNR　　　 配列番号11
　　　　　　　LAQVAK*AVTQALNR　　　　　配列番号12
　　　　　　　K*FFYSDQNVDSR　　　　　　配列番号13
ビンキュリン　EAEAASIK*IR　　　　　　　配列番号14
　　　　　　　GILSGTSDLLLTFDEAEVR　　　配列番号15
　　　　　　　SLGEISALTSK*LADLR　　　　配列番号16
　　　　　　　DPSASPGDAGEQAIR　　　　　配列番号17
ITGB3　　　　 K*LTSNLR　　　　　　　　 配列番号18
　　　　　　　VLEDRPLSDK*THIALDGR　　　配列番号19
ITGB3A　　　　WDTANNPLYK 　　　　　　　配列番号38 
　　　　　　　EATSTFTNITYR 　　　　　　配列番号39
　　　　　　　DTANNPLYKEATSTFTNITYRGT　配列番号40
　　　　　　　AK*WDTANNPLYK*EATSTFTNITYR　配列番号20
ITGB3B　　　　DTVRDGAGRFLKSLV　　　　　配列番号41
ITGB3C　　　　DTHYAQSLRKWNQPVSI　　　　配列番号42
共用ITGB3　　 DASHLLVFTT　　　　　 　　配列番号43
　　　　　　　DGRLAGIVQPN　　　　　　　配列番号44
COX-1　　　　 VCDLLK*AEHPTWGDEQLFQTTR　配列番号21
　　　　　　　VPDASQDDGPAVER　　　　　 配列番号22
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　　　　　　　VPDASQDDGPAVERSTEL　　　 配列番号23
　　　　　　　WFWEFVNATFIR　　　　　　 配列番号24
　　　　　　　LQPFNEYR　　　　　　　　 配列番号25
ピルビン酸キナーゼ
　　　　　　　LDIDSPPITAR　　　　　　　配列番号26
　　　　　　　LNFSHGTHEYHAETIK*NVR　　 配列番号27
　　　　　　　GIFPVLCK*DPVQEAWAEDVDLR　配列番号28
　　　　　　　TATESFASDPILYRPVAVALDTK*GPEIR　配列番号29
　　　　　　　EAEAAIYHIQLFEELR　　　　 配列番号30
クラスリン　　LK*LLLPWLEAR　　　　　　 配列番号31
　　　　　　　K*DPELWGSVLLESNPYR　　　 配列番号32
　　　　　　　NLQNLLILTAIK*ADR　　　　 配列番号33
RAB GDP　　　 K*FDLGQDVIDFTGHALALYR　　配列番号34
　　　　　　　YGK*SPYLYPLYGLGELPQGFAR　配列番号35
　　　　　　　NPYYGGESSSITPLEELYK*R　　配列番号36
　　　　　　　K*QNDVFGEAEQ　　　　　　 配列番号37
［記号K*は同位体タグまたは同重体タグを保持する改変されたリシン残基を表す］から選
択される。
【００４８】
　より好ましくは、ペプチドは次のペプチドのいずれか1つから選択される：
ミオシン　　　LK*K*ANLQIDQINTDLNLER　　配列番号5
タリン-1　　　ALEATTEHIR　　　　　　　 配列番号9
　　　　　　　DPPSWSVLAGHSR　　　　　　配列番号10
　　　　　　　VSEK*VSHVLAALQAGNR　　　 配列番号11
ビンキュリン　EAEAASIK*IR　　　　　　　配列番号14
　　　　　　　GILSGTSDLLLTFDEAEVR　　　配列番号15
ITGB3　　　　 K*LTSNLR　　　　　　　　 配列番号18
　　　　　　　VLEDRPLSDK*THIALDGR　　　配列番号19
ITGB3A　　　　WDTANNPLYK 　　　　　　　配列番号38 
　　　　　　　EATSTFTNITYR 　　　　　　配列番号39
　　　　　　　DTANNPLYKEATSTFTNITYRGT　配列番号40
　　　　　　　AK*WDTANNPLYK*EATSTFTNITYR 配列番号20
ITGB3B　　　　DTVRDGAGRFLKSLV　　　　　配列番号41
ITGB3C　　　　DTHYAQSLRKWNQPVSI　　　　配列番号42
共用ITGB3　　 DASHLLVFTT　　　　　　　 配列番号43
　　　　　　　DGRLAGIVQPN　　　　　　　配列番号44
RAB GDP　　　 K*FDLGQDVIDFTGHALALYR　　配列番号34
［記号K*は同位体タグまたは同重体タグを保持する改変されたリシン残基を表す］ならび
に表2に見出されるそれらのそれぞれの遷移体のいずれかの1以上から選択される。
【００４９】
　さらにより好ましくは、ペプチドとそれらのそれぞれの遷移体は次のペプチド：
ITGB3　　　　 K*LTSNLR　　　　　　　　 配列番号18
　　　　　　　VLEDRPLSDK*THIALDGR　　　配列番号19
ITGB3A　　　　WDTANNPLYK 　　　　　　　配列番号38
　　　　　　　EATSTFTNITYR 　　　　　　配列番号39
　　　　　　　DTANNPLYKEATSTFTNITYRGT　配列番号40
　　　　　　　AK*WDTANNPLYK*EATSTFTNITYR 配列番号20
ITGB3B　　　　DTVRDGAGRFLKSLV　　　　　配列番号41
ITGB3C　　　　DTHYAQSLRKWNQPVSI　　　　配列番号42
共用ITGB3　　 DASHLLVFTT　　　　　　　 配列番号 43
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　　　　　　　DGRLAGIVQPN　　　　　　　配列番号 44
［記号K*は同位体タグまたは同重体タグを保持する改変されたリシン残基を表す］から選
択される1、2または3つである。
【００５０】
　本発明の方法は一個人から得た血小板を含有するサンプルからタンパク質を抽出するス
テップを含んでもよい。抽出したタンパク質をタグ、例えば同位体タグを用いて標識して
もよい。前記方法は、標識したタンパク質を消化する酵素（例えばトリプシン、ArgCまた
はAspN）を用いてタンパク質を断片化し、表2に記載のペプチドに対応するペプチドの集
団を作製するステップを含んでもよい。前記方法は次いで好ましくは、既知の対照合成ペ
プチドの存在量と比較した1以上の表2に掲げた関係遷移体の選択反応モニタリング（SRM
）を用いて1以上の前記ペプチドの相対的存在量を測定するステップを含む。当業者は、
表2に掲げた遷移体が同位体タンデム質量タグで標識されるとペプチドに対して特異的で
あることを理解しうるであろう。無標識ペプチド、または他標識を持つペプチドに対する
等価遷移体はすぐ計算することができる。
【００５１】
　本発明はさらに、表2（配列番号5～37）および配列番号38～42および配列番号43および
44に与えられたグループから選択される1以上の合成ペプチドを含むものである調製物を
提供する。
【００５２】
　より好ましくは、本調製物は次のペプチド：
ミオシン　　　LK*K*ANLQIDQINTDLNLER　　配列番号5
タリン-1　　　ALEATTEHIR　　　　　　　 配列番号9
　　　　　　　DPPSWSVLAGHSR　　　　　　配列番号10
　　　　　　　VSEK*VSHVLAALQAGNR　　　 配列番号11
ビンキュリン　EAEAASIK*IR　　　　　　　配列番号14
　　　　　　　GILSGTSDLLLTFDEAEVR　　　配列番号15
ITGB3　　　　 K*LTSNLR　　　　　　　　 配列番号18
　　　　　　　VLEDRPLSDK*THIALDGR　　　配列番号19
　　　　　　　AK*WDTANNPLYK*EATSTFTNITYR　配列番号20
RAB GDP　　　 K*FDLGQDVIDFTGHALALYR　　配列番号34
から選択される合成ペプチドを含むものである。
【００５３】
　さらにより好ましくは、本調製物は次のペプチド：
ITGB3　　　　 K*LTSNLR　　　　　　　　 配列番号18
　　　　　　　VLEDRPLSDK*THIALDGR　　　配列番号19
ITGB3A　　　　WDTANNPLYK 　　　　　　　配列番号38 
　　　　　　　EATSTFTNITYR 　　　　　　配列番号39
　　　　　　　DTANNPLYKEATSTFTNITYRGT　配列番号40
　　　　　　　AK*WDTANNPLYK*EATSTFTNITYR 配列番号20
ITGB3B　　　　DTVRDGAGRFLKSLV　　　　　配列番号41
ITGB3C　　　　DTHYAQSLRKWNQPVSI　　　　配列番号42　
共用ITGB3　　 DASHLLVFTT　　　　　　　 配列番号 43
　　　　　　　DGRLAGIVQPN　　　　　　　配列番号 44
から選択される1、2または3つの合成ペプチドを含むものである。
【００５４】
　1以上のこれらの合成ペプチドが本発明の方法をやり遂げるキットには含まれうる。合
成ペプチドを標識してこれらを内因性ペプチドと比較しうるようにし、また相対的存在量
を定量することができる。
【００５５】
　本発明のさらなる態様においては、個人における抗血小板剤に対する血小板感受性を決
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定するために用いるキットを提供する。前記キットによって、使用者は前記個人から得た
サンプル中の、1以上のマーカータンパク質またはそれらの断片、前記マーカータンパク
質に対する1以上の抗体、および前記マーカータンパク質またはそれらの断片をコードす
る核酸分子から選択される分析物質の存在または量を決定することができ、前記キットは
(a)分析物質と結合できる結合剤がその上に固定された固体支持体；
(b)標識を含む現像剤；および
(c)洗浄液、希釈剤およびバッファーから成る群より選択される1以上の成分
を含むものである。
【００５６】
　結合剤は先に記載した通りでありうる。特に、マーカータンパク質またはその断片を検
出するために、結合タンパク質は細胞質アクチン-1；クラスリン重鎖1；78kDaグルコース
関係タンパク質（GRP-78）（熱ショックタンパク質A5としても知られる）；ピルビン酸キ
ナーゼアイソザイムM1/M2；RAB GDP解離インヒビターα；およびインテグリンβ3アイソ
フォームA、BまたはC、またはそれらの断片から成る群より選択されるマーカータンパク
質の1以上と結合できる抗体であってもよい。
【００５７】
　核酸分子を検出するために、結合剤は検出すべき核酸の配列に相補的である核酸であっ
てもよい。
【００５８】
　一実施形態において、キットはアッセイに適合しうるフォーマットの分析物質を提供し
うる。上述のように、サンプル中のタンパク質、抗体または核酸分子の存在または量を決
定するための様々なアッセイが当技術分野で公知である。様々な好適なアッセイを以下に
さらに詳しく記載するが、これらはそれぞれ本発明の実施形態を形成する。
【００５９】
　本キットは抗血小板剤、例えばアスピリンに対する血小板感受性を決定する方法に用い
ることができる。この方法を複数サンプルの全般的なスクリーニングの一部として実施し
てもよいし、または個人から得た単一サンプルで実施してもよい。
【００６０】
　キットはさらに定量的な基準を与える標準を提供し、これによって1以上のマーカータ
ンパク質の発現レベルの定量値を比較することができる。標準は抗血小板剤、例えばアス
ピリンに対する血小板耐性を示すマーカータンパク質発現のレベルを示してもよい。
【００６１】
　キットはまた、本方法を実施するための印刷された取扱説明書を含んでもよい。
【００６２】
　一実施形態において、抗血小板剤耐性または感受性を決定するためのキットは、1以上
のマーカータンパク質と結合できる1以上の抗体調製物のセット、前記抗体を血小板サン
プルまたは個人から得た抽出物と共にインキュベートする手段、および前記タンパク質の
前記抗体との結合を定量的に検出する手段を含む。キットはまた、さらなる試薬およびバ
ッファーおよび印刷した取扱説明書を含み、前記取扱説明書は本方法を実施する方法およ
び任意に抗血小板剤耐性または感受性を示す定量結果を解釈する方法を詳述する。
【００６３】
　さらなる実施形態において、本キットは質量分析試験を行うものであってもよく、1セ
ットの参照ペプチドを含んでもよく（ここで、前記セット中のそれぞれのペプチドは上記
1以上のマーカータンパク質のそれぞれを一意的に表す）、1つ、好ましくは2つ、より好
ましくは3つのかかる一意的なペプチドがキットを設計した各タンパク質に対して用いら
れる（ここで、一意的なペプチドのそれぞれのセットは抗血小板剤、例えばアスピリンに
感受性がある血小板および前記抗血小板剤に耐性がある血小板の標準調製物中のかかるタ
ンパク質のレベルを反映する既知の量で与えられる）。任意に、キットはまた、血液サン
プルから血小板を単離および抽出するためのプロトコルおよび試薬、タンパク質分解酵素
、例えばトリプシンの精製調製物、ならびに、モニタリングすべき前駆体質量および特異
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的遷移体の詳細を含む前記方法の詳細なプロトコルを提供する。
【００６４】
　本発明のさらなる態様においては、抗血小板剤耐性が薬剤（例えばアスピリン）に先天
的耐性をもつ血小板集団に因るのか、または、そうでなくて、共投与された抗血小板剤以
外の非ステロイド抗炎症性薬物（NSAID）により生じた一過的な耐性の形態であるのかを
決定する方法であって、1以上のマーカータンパク質のレベルを、本発明の方法のいずれ
かを用いて、抗血小板剤およびNSAID両方の治療を受けた個人からの血小板の調製物にお
いて決定し、そして前記1以上のマーカータンパク質の検出した存在またはレベルを抗血
小板剤耐性を示すレベルと比較する前記方法を提供する。もし検出した存在またはレベル
が抗血小板剤耐性と一致すれば、その患者は先天的耐性を有する確証であるが、もし1以
上のマーカータンパク質の存在またはレベルが正常であれば、耐性は共投与したNSAIDに
よるCOX-1の競合的結合、または他の因子、例えば療法に対する非接着、乏しい薬物吸着
および薬物代謝の加速に因るものである。
【００６５】
　さらなる実施形態において、本発明は個人の抗血小板剤治療を最適化する方法であって
、
(a)抗血小板剤治療の短期コース（例えば、アスピリンなどの薬剤投与）を個人に施すス
テップ；
(b)抗血小板剤誘導フェーズの終わりに前記個人から得た血小板を含有するサンプル中の
インテグリンβ、好ましくはインテグリンβ-3A、ピルビン酸キナーゼアイソザイムM1/M2
、クラスリン重鎖、RAB GDP解離インヒビターα、プロスタグランジンG/Hシンターゼ1（C
OX1）、アクチン-1および熱ショックタンパク質A5から成る群より選択される1以上のマー
カータンパク質のレベルを測定するステップ：
(c)個人の血小板サンプル中に検出される1以上の前記マーカータンパク質のレベルを抗血
小板剤耐性を表すことが既知の参照発現レベルと比較するステップ；および
(d)血小板耐性の存在または非存在に応じて適当な抗血小板療法を選択するステップを含
むものである前記方法を提供する。
【００６６】
　本発明の方法は好ましくは、個人から得た血小板を含有するサンプルで実施するin vit
roの方法である。本方法に用いるサンプルは、好ましくは、生体サンプル、例えば、血液
または血液産物、例えば、血清または血漿である。
【００６７】
　サンプルを処理して血小板数を濃縮してもよいし、および／または、欲しない物質、例
えば、非血小板細胞またはタンパク質を枯渇させてもよい。好ましい方法は低速遠心分離
をして大きい細胞、特に赤血球をペレット化することである。遠心分離後、血小板の豊か
な血漿を含有する上清を取り出し、本発明の方法により分析する。
【００６８】
　抗血小板剤は好ましくは血小板凝集を阻害する薬物または医薬品である。より好ましく
は、薬剤はCOX-1経路のインヒビターまたはCOX-1酵素自体のインヒビターである。好まし
い実施形態において、抗血小板剤はアスピリンである。
【００６９】
　本発明の材料と方法を用いて、抗血小板剤により治療を受ける個人において心血管また
は脳血管疾患の予後モニタリングの一部としての抗血小板感受性を確認することができる
。心血管疾患には虚血性心臓病、例えば安定なアンギナ、および急性冠状動脈の症候、例
えば心筋梗塞が含まれる。脳血管疾患は一過性虚血性発作または虚血性脳卒中であっても
よい。
【００７０】
　本発明の実施形態をここで、例を用いて、かつ、限定されるものでないが、以下の添付
図を参照して説明する。本明細書に記載の全ての文書は参照により本明細書に組み込まれ
る。
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【図面の簡単な説明】
【００７１】
【図１】発見および評価の両方の研究に対するサンプルを作製する作業フローである。図
1A：この作業フローはどのようにして同じ無処理の標識したサンプルセットをTMT六重体
発見および評価両方の実験に使用しうるかを示す。発見フェーズはGeLC-MS/MSを使用し、
評価フェーズはLC-MS-SRMを使用する。アスピリン耐性に対する候補マーカーのさらなる
評価は無標識の被験者サンプルの新鮮なアリコートを用いるウェスタンブロットにより行
った。図1B：タンデム質量タグ(登録商標)である。TMT六重体（229Da）は5つの同位体置
換を持つ6つの質量タグの同重体セットである；発見研究において、例えば、時間経過、
用量-応答およびレプリカ分析に応用する。
【図２】アスピリンによる治療前:後のタンパク質レベル変化のモニタリングによる、ア
スピリン耐性の候補タンパク質の同定である。図2A：発見フェーズ実験において同定した
血小板タンパク質の機能である。同定したタンパク質の総数は565であった。図2B：TMT発
見フェーズデータのOPLS分析である。アスピリン治療前後に差別的に変化するレベルを示
すペプチドが観察された。
【図３－１】表1は発見フェーズ実験に対するTMT標識化計画である。全部で12サンプル（
2名のアスピリン耐性および4名のアスピリン感受性）被験者を2つのTMT六重体実験におい
て標識した。それぞれのTMT六重体実験は1名のアスピリン耐性および2名のアスピリン感
受性被験者を含んだ。　表2は候補タンパク質のそれぞれからのSRM定量化に対して選択し
たペプチドの総括表である。それぞれのペプチドに対するQ1前駆体m/zを、それぞれのQ3
遷移体と共に与えた（ペプチド当たり6つまで）。太字で強調したペプチドとSRM遷移体を
、被験者サンプル中の候補タンパク質の定量化に進めた。下線を引いたテキストにより強
調したペプチドは患者サンプルの最終数値化から除去された、その理由は、時間的に並ん
だSRMが全被験者サンプルにおいて検出に再現性がなかったからである。イタリックで強
調したペプチドは最終SRM法に含まれなかったが、その理由は、SRM法開発段階に時間的に
並んだSRMが検出されなかったからである。
【図３－２】（図３－１の続き）
【図３－３】（図３－２の続き）
【図４】SRMにより分析した、選択したペプチドの総イオンクロマトグラムである。最終S
RM法は64遷移体を測定し、これらは8種のタンパク質（5種の候補タンパク質と3種の正規
化タンパク質）からの16ペプチドを表した。
【図５－１】ITGB3の分析である。図5a：C-末端だけが変化するITGB3の3つの異なるアイ
ソフォームを示す。図5b：SRMにより分析したインテグリンβ3ペプチドの後:前比のプロ
ットである。SRM用に選択したペプチドは図5aにて下線を引きかつ太字で示した。ペプチ
ド1（AKWDTANNPLYKEATSTFTNITYR-配列番号1）はITGB3のアイソフォームAに特異的である
が、ペプチド2～5はITGB3の3つのアイソフォーム全てに対してコンセンサスな配列を表す
。図5c；ITGB3のN-およびC-末端に対する抗体を用いるウェスタンブロットにより分析し
たITGB3ペプチドの後:前比のプロットである。N-末端抗体はITGB3の3つのアイソフォーム
全てを測定するが、C-末端抗体はアイソフォームAに特異的な配列に対して生じる。
【図５－２】（図５－１の続き）
【図６－１】表3はアスピリン耐性血小板において、感受性被験者と比較して減少するこ
とが見出されたペプチドのトップ20である。表4はアスピリン耐性血小板において、感受
性被験者と比較して増加することが見出されたペプチドのトップ20である。
【図６－２】（図６－１の続き）
【図７－１】ヒト血小板配列中のITGB3アイソフォームAのSRMに好適な潜在的遷移体WDTAN
NPLYK（配列番号38）およびEATSTFTNITYR(配列番号39)を示す。
【図７－２】（図７－１の続き）
【図８－１】ヒト血小板中のITGB3アイソフォームA、BおよびCのSRMに好適な潜在的遷移
体を示す。ITGB3A：DTANNPLYKEATSTFTNITYRGT　配列番号40；ITGB3B：DTVRDGAGRFLKSLV　
配列番号41；ITGB3C：DTHYAQSLRKWNQPVSI　配列番号42。
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【図８－２】（図８－１の続き）
【図８－３】（図８－２の続き）
【図９－１】タンパク質マーカーのFASTA配列である。
【図９－２】（図９－１の続き）
【図９－３】（図９－２の続き）
【図９－４】（図９－３の続き）
【図９－５】（図９－４の続き）
【図９－６】（図９－５の続き）
【図９－７】（図９－６の続き）
【図９－８】（図９－７の続き）
【図９－９】（図９－８の続き）
【図９－１０】（図９－９の続き）
【図９－１１】（図９－１０の続き）
【図９－１２】（図９－１１の続き）
【図９－１３】（図９－１２の続き）
【図１０－１】表5は、インテグリンβ3アイソタイプ決定アッセイに用いたペプチド、遷
移体質量およびTSQ Vantage（Thermo Scientific）に対する質量分析設定の表である。表
6は、アスピリン耐性バイオマーカーSRMアッセイに用いたペプチド、遷移体質量およびTS
Q Vantage（Thermo Scientific）に対する質量分析計設定の表である。表7は、6つのアス
ピリン耐性のバイオマーカーを表す16個のペプチドに対するタンパク質発現レベルとアッ
セイ変動係数である。
【図１０－２】（図１０－１の続き）
【図１０－３】（図１０－２の続き）
【図１０－４】（図１０－３の続き）
【図１１】インテグリンβ3を表すAspNペプチドに対する標準曲線である。パネルA－アイ
ソフォームA；パネルB－アイソフォーム B；パネルC－アイソフォームC；パネルDおよびE
－総インテグリンβ3。結果は、同じ日に行った3つの複製測定値の平均である。誤差バー
は全サンプルに対してプロットされている。
【図１２】アスピリン曝露1か月後のインテグリンβ3のアイソフォームA（黒色バー）お
よび総量（明および暗の網掛けバー）の発現比である。水平線は比1を示す。直線を超え
るバーはアスピリンに対する応答の増加をまた下側のバーは減少を示す。サンプル59およ
び85は血小板 from アスピリン耐性患者から得た血小板である。サンプル6、13、22、29
、30、31、34、35、39および99はアスピリン感受性の個人から得た血小板である。
【図１３－１】アスピリン耐性の6つのバイオマーカーを表すトリプシンペプチドの標準
曲線である。結果は、同じ日に行った3つの複製測定の平均である。誤差バーを全サンプ
ルに対してプロットされている。
【図１３－２】（図１３－１の続き）
【図１３－３】（図１３－２の続き）
【図１３－４】（図１３－３の続き）
【図１４－１】アスピリン耐性の6つの血小板タンパク質バイオマーカー、すなわち、イ
ンテグリンβ3（総）およびインテグリンβ3アイソフォームA、熱ショックタンパク質A5
、ピルビン酸キナーゼアイソザイムM1/M2、RAB GDP1αおよびプロスタグランジンG/Hシン
ターゼの発現の比である。水平線は1の比を示す。線上のバーはアスピリンに対する応答
の増加であり、下側のバーは減少である。サンプル59および85はアスピリン耐性患者から
得た血小板である。サンプル6、13、22、29、30、31、34、35、39および99はアスピリン
感受性の個人から得た血小板である。
【図１４－２】（図１４－１の続き）
【図１４－３】（図１４－２の続き）
【図１４－４】（図１４－３の続き）
【図１４－５】（図１４－４の続き）
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【発明を実施するための形態】
【００７２】
詳細な発明
　用語「抗血小板剤」は血小板凝集を阻害する抗血小板剤または医薬品を含む。抗血小板
剤はCOX-1経路のインヒビターまたはCOX-1酵素自体のインヒビターを含む。好ましい実施
形態において、抗血小板剤はアスピリンである。
【００７３】
　用語「抗体」はポリクローナル抗血清、モノクローナル抗体、抗体の断片、例えば、一
本鎖およびFab断片、および遺伝子操作で作られた抗体を含む。抗体はキメラでもまたは
単一種でもよい。
【００７４】
　抗血小板剤に対する「耐性」、特に「アスピリン耐性」は治療用量／濃度の薬剤、例え
ばアスピリンの存在のもとで、凝集能力を保持する血小板の特性を意味し、その最も広い
文脈で解釈されるものとする。
【００７５】
　「質量分析アッセイ」は質量分光分析のいずれかの定量的方法を意味し、限定されるも
のでないが、選択反応モニタリング（SRM）、複数反応モニタリング（MRM）、同位体ドー
プしたペプチド、タンデム質量タグならびにSRM（TMT-SRM）およびTMTキャリブレーター
を用いる絶対定量（AQUA）を含む。
【００７６】
　用語「マーカータンパク質」または「バイオマーカー」は同定したタンパク質の翻訳後
の改変を含む全ての生物学的に関係する形態を含むものである。例えば、マーカータンパ
ク質はグリコシル化、ホスホリル化、多量体または前駆体の形態で血小板中に存在しても
よい。
【００７７】
　用語「対照」は、それから得た血小板が抗血小板剤による治療に感受性であるヒト被験
者またはそれから得た血小板サンプルを意味する。
【００７８】
　本明細書で使用する「差別的な発現」は、タンパク質または核酸発現における少なくと
も１つの認識可能な差別を意味し、それは定量的に測定可能な、半定量的に評価可能なま
たは定性的に検出可能な組織または体液発現の差別であってもよい。従って差別的に発現
されたタンパク質または核酸は、第一の状態（例えば、感受性状態）で組織または体液中
で強く発現され、第二の状態（例えば、耐性状態）で少ししかまたは全く発現されなくて
もよい。逆に、それは第二の状態（例えば、耐性状態）で組織または体液中で強く発現さ
れ、第一の状態（例えば、感受性状態）で少ししかまたは全く発現されなくてもよい。さ
らに、タンパク質または核酸が比較する二つの状態の間でなんらかの認識可能な変化を受
ければ、発現は差別的であると考えることができる。
【００７９】
　表現「対照サンプルと比較した濃度の増加／減少」は比較のステップを実際に行うこと
を意味しない、何故なら、多くの場合、当業者には、濃度が異常に高いかまたは低いこと
は明らかでありうるからである。さらに、行われる前記比較は、予め同じ被験者において
治療の初期段階にまたは治療開始前に見られた濃度についてであってもよい。
【００８０】
　本明細書で使用する用語「診断」は、血小板が抗血小板剤治療に耐性があるかどうかを
決定するステップを含む。診断は患者に対する将来の結果についての予後判定の基礎とな
りうる。
【００８１】
　本明細書で使用する用語「サンプル」は、生体サンプル、例えば、血液または血液産物
、例えば血清または血漿を含む。サンプルを処理して血小板の数を濃縮するおよび／また
は望ましくない物質、例えば、非血小板細胞またはタンパク質を枯渇させてもよい。
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【００８２】
　用語「抗体アレイ」または「抗体マイクロアレイ」は連続固体表面上の一意的な位置指
定可能なエレメントのアレイを意味し、それぞれの一意的な位置指定可能エレメントには
抗原に対する規定した特異性を持つ抗体が固定され、その後の標的抗原の捕獲とその後の
かかる結合の程度の検出を可能にするようになっている。それぞれの一意的な位置指定可
能なエレメントは、固体表面上の全ての他の一意的な位置指定可能なエレメントから間隔
をおいて配置され、その結果、特定の抗原の結合と検出はいずれの隣接するかかる一意的
な位置指定可能なエレメントとも干渉することがない。
【００８３】
　用語「ビーズ懸濁液アレイ」は1以上の同定可能な異なる粒子の水性懸濁液を意味し、
ここで、各粒子はそのサイズと着色または蛍光サインに関係するコード特性を有し、かか
るコード特性の特別な組み合わせのビーズは全て一抗原に対する規定した特異性をもつ抗
体でコーティングされ、その後の標的抗原の捕獲とその後のかかる結合の程度の検出を可
能にするようになっている。かかるアレイの例は、www.luminexcorp.comに見出すことが
でき、ここにはLuminex(登録商標)100TMシステムのxMAP(登録商標)ビーズ懸濁液アレイの
応用が記載されている。
【００８４】
　用語「SPAN」はSwiss Prot受託番号（http://expasy.org/sprot/で利用可能なSwiss Pr
otデータベース中のそれぞれ特定のタンパク質に関する一意的な参照番号）を意味する。
当業者はSPANが2011年5月1日付けのSwiss Protバージョンに関わることを理解しうる。SP
ANに対するいずれかの改変は個々のSwiss Prot記録により追跡することができる。
【００８５】
アッセイ
　次に、本発明を実施する手段として行うことができる様々なアッセイを記載する。本発
明は最も一般的には抗血小板剤に対する血小板感受性の決定に関するが、抗血小板剤がア
スピリンである実施形態が好ましい。従って、単純化のために、以下の記載はアスピリン
だけを参照している。しかし、他の抗血小板剤、とりわけ、アスピリンと同じまたは同等
の作用機構を有する抗血小板剤をアスピリンの代わりに用いることができる。
【００８６】
　アスピリンに対する血小板感受性を決定する好ましい方法は1以上のマーカータンパク
質に対する結合アッセイを実施するステップを含むものである。合理的に特異的ないずれ
の結合パートナーを用いてもよい。好ましくは、結合パートナーは標識される。好ましく
は、アッセイはマーカーとそのタンパク質を認識する抗体、好ましくは標識した抗体の間
のイムノアッセイである。抗体はマーカータンパク質タンパク質の部分または全てに対し
て生起する抗体であってもよい。最も好ましくは、抗体はマーカータンパク質に対して高
特異性のモノクローナル抗体またはポリクローナル抗ヒト抗血清である。
【００８７】
　従って、上記マーカータンパク質は、診断サンプル中に存在するマーカータンパク質の
存在、濃度の増加または減少を検出するために利用できる抗体を生起させる目的で有用で
ある。かかる抗体は免疫診断の技術分野で周知の方法のいずれかにより生起させることが
できる。
【００８８】
　サンプルは、哺乳動物または非哺乳動物の被験者の任意の健康な身体組織、とりわけ体
液から採取できるが、好ましくは全血、そしてほとんどの場合、特に精製した血小板調製
物である。より好ましくは、被験者は哺乳動物種、例えば、マウス、ラット、モルモット
、イヌまたは霊長類である。最も好ましくは、被験者または個人はヒトである。
【００８９】
　好ましくはイムノアッセイはタンパク質／抗体相互作用の程度を測定することにより行
う。イムノアッセイのいずれの方法を用いても良い。サンドイッチアッセイが好ましい。
この方法では、マーカータンパク質に対する第1の抗体を固相、例えばプラスチックのマ
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イクロタイタープレートのウエルと結合させ、そしてサンプルと共にインキュベートし、
次いで試験するタンパク質に特異的な標識した第2の抗体とインキュベートする。あるい
は抗体捕獲アッセイを用いてもよい。この場合、試験サンプルを固相と結合させ、次いで
抗マーカータンパク質抗体を加えて結合させる。無結合の物質を洗浄除去した後、固相と
結合した抗体の量を、標識した第2の抗体、すなわち、第1の抗体に対する抗体を用いて定
量する。
【００９０】
　他の実施形態においては、サンプルと、標識したマーカータンパク質またはそれ由来の
ペプチドとの間で競合アッセイを実施する。サンプル中のマーカータンパク質の存在は、
サンプルが、固体支持体と結合した抗マーカータンパク質抗体の限られた量に対する標識
したマーカータンパク質と競合することを意味しうる。標識したマーカータンパク質また
はそのペプチドを固相上の抗体と予めインキュベートしてもよく、それにより、サンプル
中のマーカータンパク質は、もし存在すれば、抗体と結合したマーカータンパク質または
そのペプチドの部分と置き換わる。
【００９１】
　さらに他の実施形態においては、2つの抗原（前記第1の抗原は試験下のサンプル中に存
在しそして第2の抗原は標識したマーカータンパク質またはその断片により与えられる）
を抗体との1回の共インキュベーションで競合させる。無結合の抗原を支持体から洗浄に
より除去した後、支持体に付着した標識の量を決定し、そしてサンプル中のタンパク質の
量を予め作製した標準滴定曲線を参照して測定する。
【００９２】
　標識は好ましくは酵素である。酵素の基質は、例えば、発色、蛍光または化学発光体で
あってもよい。
【００９３】
　結合アッセイの結合パートナーは好ましくは標識した特異的結合パートナーであるが、
必ずしも抗体ではない。結合パートナーは通常それ自体が標識されるが、あるいは、シグ
ナルが例えば、他の標識した物質から作られる二次反応により検出されてもよい。
【００９４】
　好ましい実施形態においては増幅型のアッセイが提供され、その場合には、比較的低い
レベルの検出すべきタンパク質から増強された「シグナル」が作製される。増幅型イムノ
アッセイの1つの特定型は増強化学発光アッセイである。好都合なやり方では、抗体を、
例えば、ルミノール、過酸化物基質および放出光の強度と持続時間を増強する化合物、典
型的には4-ヨードフェノールまたは4-ヒドロキシ桂皮酸との化学発光反応に関わる西洋わ
さびペルオキシダーゼにより標識する。
【００９５】
　増幅型イムノアッセイの他の好ましい型はイムノ-PCRである。この技法においては、抗
体をPCRプライマーを含む任意のDNAの分子と共有結合し、それによりDNAはそれに結合し
た抗体と共にポリメラーゼ連鎖反応により増幅される。E. R. Hendrickson et al., Nucl
eic Acids Research 23: 522-529 (1995)を参照されたい。そのシグナルを前記のように
読み出す。
【００９６】
　微小粒子増強型比濁イムノアッセイ、例えば、M.Robersら（M. Robers et al., "Devel
opment of a rapid microparticle-enhanced turbidimetric immunoassay for plasma fa
tty acid-binding protein, an early marker of acute myocardial infarction", Clin.
 Chem. 1998; 44:1564-1567）に記載の型のアッセイは、アッセイの時間を有意に短縮す
る。従って、広く用いられる臨床化学分析器、例えば、M.Robersら（前掲）が記載したCO
BASTM MIRA Plusシステム（Hoffmann-La Roche）、またはAxSYMTMシステム（Abbott Labo
ratories）が意図するいずれかのイムノアッセイの全自動化は可能であり、血小板耐性の
日常定量に応用されるに違いない。
【００９７】
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　あるいは、試験対象の血小板を含有するサンプルを二次元ゲル電気泳動で処理して染色
ゲルを得てもよく、この場合、タンパク質濃度の増減は染色ゲル上のタンパク質含有スポ
ットの強度の増減により検出することができる。これを次いで対応する対照または比較し
うるゲルと比較することができる。本発明は、かかる方法を、上記のマーカータンパク質
同定とは関係なく含むものである。
【００９８】
　さらに他の実施形態においては、血小板を含有するサンプルを表面増強レーザー脱離イ
オン化飛行時間質量分析（SELDI-TOF）で処理してもよい。この方法において、サンプル
は典型的には体液であり、SELDI-TOFプロテインチップの表面上に加えた後にSELDI-TOF質
量分析計で分析する。ヒト組織サンプルのSELDI-TOF分析の一般的な方法は国際特許出願W
O 01/25791に提供されている。
【００９９】
　なおさらなる実施形態においては、診断サンプルを三連四重極（QQQ）質量分析計また
は四重極イオントラップ（QTRAP）質量分析計の選択反応モニタリング（SRM）による分析
で処理してもよい。下記のマーカータンパク質の質量分析プロファイルに基づいて、良い
イオン化特性を持つ特定の既知の質量およびアミノ酸配列の単一トリプシンペプチドが同
定される。質量分析計を次いで特定の質量と配列のペプチドを特異的に調査しかつそれら
の相対的シグナル強度を報じるようにプログラムする。SRMを用いると、1回のLC-MS試験
で2、5、10、15、20、25、30、40、50または100までの異なるマーカータンパク質を調査
することができる。診断サンプル中のマーカータンパク質の一意的なペプチドに関係する
SRM遷移体の強度を、関係する対照被験者から得たサンプル中に見出されるこれらと比較
する。
【０１００】
　本発明のさらなる実施形態においては、マーカータンパク質のSRMペプチドに対応する
合成絶対定量（AQUA）ペプチドから成る内部参照標準の使用により、SRMアッセイをより
厳密に定量的に行うことができ、その場合、1以上の原子が安定な同位体、例えば炭素-14
または窒素-15で置換されており、かかる置換が診断サンプル由来の未変性のSRMペプチド
と規定された質量差を有するAQUAペプチドを生じる。未変性のSRMとAQUAペプチドの相対
的イオン強度を比較することにより診断サンプルの親タンパク質の真濃度を決定すること
ができる。絶対定量化の一般的方法は、参照により本明細書に組み込まれるGerber、Scot
t A,ら（Gerber, Scott A, et al. "Absolute quantification of proteins and phospho
proteins from cell lysates by tandem MS" PNAS, June 10, 2003. Vol 100. No 12. p 
6940-6945）に記載されている。
【０１０１】
アスピリン耐性およびアスピリン感受性の血小板のプロテオーム分析
　アスピリン耐性に感受性のロバストでかつ信頼しうるマーカーの不足を解決するために
、本発明者らはアスピリンの治療用量（毎日300mg）を1か月間、経口投与した後に、耐性
および感受性が既知であるサンプル由来の血小板抽出物の比較プロテオーム研究を行った
。
【０１０２】
　概略を述べると、機能的に文書化された耐性（n=2）または感受性（n=4）の個人から採
取した血液より血小板を精製した。それぞれの事例において、整合したサンプルをアスピ
リ治療前および後に採取した。タンパク質を抽出し、還元しかつアルキル化した後、同重
体質量タグの六重体セット（TMT六重体、Proteome Sciences plc；図1bを参照）を用いて
標識した。標識した後、6サンプルのセットを無作為化スケジュールに従ってプールし、1
次元SDS-PAGEで処理した。各ゲルレーンを17バンドに切断し、各バンドをトリプシンを用
いてゲル消化した後、LC-MS/MSにより分析してタンパク質同定を可能にした。各タンパク
質の相対的定量は、アスピリン耐性と感受性血小板の間のレベルの差を示す6つのTMTレポ
ーターイオンとタンパク質のそれぞれに対するイオン強度と曲線下面積を比較することに
より達成した。
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【０１０３】
　総数565の標識したペプチドを分析し、血小板耐性のいくつもの候補マーカーを同定し
た。驚いたことに、アスピリン耐性被験者ではアスピリン治療がほとんどペプチド／タン
パク質発現のダウンレギュレーションをもたらし、アスピリン感受性個人から得た同じペ
プチド／タンパク質がアスピリン治療のもとで発現が広く同様であるかままかまたは増加
したのと対象的であった。
【０１０４】
　この最初の発見実験で同定したリーディングタンパク質マーカーは次の通りであった：
アスピリン治療後の耐性血小板中で減少するもの
1.　細胞質アクチン-1(SPAN P60709)
2.　クラスリン重鎖1(SPAN Q00610)
3.　78kDaグルコース関係タンパク質（GRP-78）（熱ショックタンパク質A5(SPAN P11021)
としても公知）
4.　ピルビン酸キナーゼアイソザイムM1/M2（SPAN P14618）
5.　RAB GDP解離インヒビターα（SPAN P31150）
［ここで、この発見結果は、本発明者らが観察したように、このタンパク質の複数の型、
増加するいくつかのペプチド、例えばC-末端領域、および減少する他のペプチドが存在す
ることを示す。これは、このタンパク質の翻訳後改変における変化がアスピリン耐性と連
結しうることを示唆するのであろう］
アスピリン治療後の耐性血小板中で増加するもの
6.　インテグリンβ3（Swiss Prot受託番号（SPAN P05106）;（SPAN P23219）アイソフォ
ームA。
【０１０５】
　さらにハウスキーピングタンパク質タリン-1（SPAN Q97490）、ミオシン（SPAN P35579
）およびビンキュリン（SPAN P18206）が正規化のためのSRM実証方法に含まれる。
【０１０６】
血小板-耐性マーカー候補に対する質量分析アッセイの開発
　アスピリン耐性の候補マーカーを立証するために、発見実験で調製したTMT標識したト
リプシンペプチドの選択反応モニタリング（SRM）を用いる質量分析アッセイを開発した
。質量分析においてSRMは最高負荷サイクルによる走査型であり、三連四重極（QQQ）質量
分析計において高感度で1以上の特異的イオン遷移体のモニタリングに用いられる。ここ
で、Q1は特定の親イオン質量対電荷比（m/z）（Q1はスキャンされない）に設定され、選
んだペプチド前駆体がQ2中に通過するようにする。Q2でペプチドは断片化され、SRM法の
それぞれのペプチドに対して、衝突エネルギーがその親イオンの最適な診断電荷断片（遷
移体）を生じるように設定され、そして親イオンはQ3中に通過する。最後に、Q3が続いて
、診断断片の特異的m/zに設定され、その結果、この正確な遷移体をもつイオンだけが検
出されうる。歴史的に、薬物代謝物などの小分子を定量するために使われていて、同じ原
理をペプチド、あるいは内因性部分またはタンパク質の酵素消化物から産生されるものに
応用することができる。再び歴史的に、実験を三連四重極質量分析計を用いて行ったが、
四重極をイオントラップと組み合わせする最近のハイブリッド計器設計の導入により類似
したおよび改善された実験を行うことが可能である。現代的な設備、例えばABI 4000 QTR
AP（ハイブリッドイオントラップ／四重極）およびTSQ Vantage（三連四重極質量分析計
）では、多数の個々のSRMスキャンを1つの実験中に一緒にループさせて複雑な混合物中の
多数の特異的イオン（100までの異なるイオン）の存在を検出することができるそれ故に
、現在では1回のクロマトグラフィ分離で多数のタンパク質からの複数ペプチドを測定し
かつ定量することが実行可能である。SRM LCピーク下の面積を用いて存在する分析物質の
量を定量する。典型的な実験では、標準濃度曲線を目的の分析物質に対して作製する。未
知サンプルを次いで同一条件下で試験し、未知サンプル中の分析物質の濃度をピーク面積
と標準濃度曲線を用いて決定することができる。
【０１０７】
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　いくつかの血小板耐性の候補マーカーを上記のアスピリン耐性およびアスピリン感受性
血小板のプロテオーム分析の結果に基づいて選んだ。タンパク質プロスタグランジンG/H
シンターゼ1（COX1）もその既知の役割に基づいて、アスピリンおよび他の非ステロイド
抗炎症性医薬に対する標的として含ませた。さらに、ハウスキーピングタンパク質タリン
-1（SPAN Q97490）、ミオシン（SPAN P35579）およびビンキュリン（SPAN P18206）が正
規化の目的でSRMの立証方法に含ませた。
【０１０８】
　本発明に対して、1セットのプロテオタイプのペプチド（標的タンパク質中に一意的に
存在するペプチド）をアスピリン耐性マーカー（インテグリンβ3；COX1；ピルビン酸キ
ナーゼアイソザイムM1/M2；クラスリン重鎖1；RAB GDP解離インヒビターα）から検出し
た全てのペプチドから選択し、3種のハウスキーピングタンパク質（ミオシン；タリン-1
；ビンキュリン）をアッセイ正規化に用いた。同じサンプルをSRMアッセイ開発に利用で
きたことは、用いた発見方法の特に有利な特徴であった。しかし、無処置タンパク質のTM
T標識の使用は標識したリシン残基におけるトリプシン切断を阻止することに注意すべき
である。それ故に、トリプシン消化はC-末端アルギニンを持つ、より長いペプチド（ARG-
c様パターン）をもたらす。リシンで切断された小さいトリプシンペプチドも使用しうる
ことは本発明の一態様である。インテグリンβ3（糖タンパク質IIIa）のアイソフォーム
β3Aを決定するために好適なペプチドの一例を図7に示す。他のアスピリン耐性マーカー
に対する通常のトリプシンペプチドの類似した選択は、利用しうるコンピューターツール
、例えばPinpointTM（Thermo Scientific）を用いて、本明細書に開示した配列から容易
に決定することができる。
【０１０９】
　SRMアッセイデータは、発見の過程で見られたインテグリンβ3に対する定量的変化を立
証した。インテグリンβ3はβ3A、β3Bおよびβ3Cと名付けられた3つの明確なアイソフォ
ームを有する。図5Aはこれらのヒトインテグリンβ3（糖タンパク質IIIa）のアイソフォ
ームに対するアミノ酸配列および定量的SRM法を開発するために用いた5つのタンパク質分
解性ペプチドの部位を示す。驚いたことに、アスピリン耐性に関連する診断の定量的変化
は、「A」アイソフォームのC-末端に一意的であるインテグリンβ3のプロトタイプペプチ
ドの1つについてだけ観察された。本研究で作製したその他のITGB3トリプシンペプチドは
インテグリンβ3の全ての3つのアイソフォームに共通であり（図5A）、アスピリン感受性
およびアスピリン耐性被験者から得た血小板の間で差異を示さなかった（図5パネルAおよ
びB）。
【０１１０】
　この驚くべき発見を立証するために、アスピリン感受性およびアスピリン耐性を持つ前
記個人から得た血小板の新鮮な抽出物を、ITGB3アイソフォームAのN-末端およびC-末端の
いずれかに特異性を持つ抗体を用いてウェスタンブロットで処理した。タンパク質N-末端
を認識する抗体を用いた場合、インテグリンβ3の染色強度は、アスピリン治療前および
後で、血小板の反応性に関わらず一致し、血小板中のインテグリンβ3の全体の変化は無
いことを示唆した。しかし、C-末端選択的抗体を用いると、検出したインテグリンβ3の
発現は、アスピリン耐性被験者から得た血小板の治療後の抽出物において有意に上昇する
一方、アスピリン感受性の個人から得た血小板では相対的に一定のままであった（図5C）
。
【０１１１】
　SRMとウェスタンブロットデータの間の相関に基づくと、アスピリン耐性血小板におい
てITGB3アイソフォームAの選好的濃縮が存在すると結論するのが合理的である。
【０１１２】
　上述の通り、アスピリン治療に対する血小板耐性の機構は完全に理解されてないが、本
発明者らはITG3Bアイソフォーム分布の差異が耐性の機構を少なくとも部分的に説明しう
ると仮定する。
【０１１３】
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　それ故に、血小板中のITGB3アイソフォームプロファイルの分析を実施することは、本
発明の望ましい実施形態である。これはITGB3 mRNA発現プロファイルのゲノム分析、ITGB
3アイソフォーム特異的遺伝子密度の分析により、または、より好ましくは、3つのアイソ
フォームのレベルを全ITGB3負荷のパーセントとして測定することにより行うことができ
る。本発明者らは、SRMアッセイにおいてC-末端ペプチドを用いてβ3Aアイソフォームを
識別できることを示した。アイソフォーム特異的SRM法を作製するために、本発明者らは
、アスパラギン酸残基のN-末端サイドで切断するタンパク質分解酵素Asp-Nの使用に基づ
いて、それぞれのヒトITGB3アイソフォームに対して特異的なペプチドを設計した。それ
ぞれのアイソフォームに対する特異的ペプチドおよび遷移体を図8に与える。これらのペ
プチドはそれぞれ本発明の一態様を形成する。
【実施例】
【０１１４】
実施例１　差別的に発現されるアスピリン耐性のタンパク質マーカーの発見
アスピリン耐性被験者の決定
　94名の健常な被験者から、2名の被験者を血小板凝集測定の測定値（アゴニストのアラ
キドン酸およびADP）および尿中の11-デヒドロTXB2を用いてアスピリン耐性と決定した。
真アスピリン耐性被験者と規定するには、被験者が両方の基準について異常な応答を有し
なければならない。被験者は毎日300gアスピリンを1か月間摂取した。
【０１１５】
血小板サンプルの調製
　被験者から60mlの全血液を肘前静脈から蝶型(登録商標)19-ゲージニードルを用いて採
取し、NaClクエン酸三ナトリウム（最終濃度0.38％）中に採集した。血液を遠心分離（10
分間、210 x g、室温）し、血小板の濃厚な血漿（PRP）を作製し、これを新しく洗浄した
セファロースTM CL-2Bゲルカラムに適用した。血小板をカラムからNa-Tyrode液（0.82％ 
NaCl、0.022％ KCl、0.022％ KH2PO4、0.1％ グルコース、0.052％ HEPES（Na塩）、0.06
8％ HEPES（酸）、0.008％ MgCl2.H2O、0.38％ クエン酸三ナトリウム）を用いて溶出し
、ゲル濾過した血小板（GFP）を得た（Fine et al., 1976, Am J Pathol 84:11-24, 197
）。GFPを次いで5ml体積に分割し、1660 xg、20分間、4℃にて遠心分離して血小板ペレッ
トを得た。ペレットを100μl血小板溶解バッファー（0.88％ NaCl、0.21％ NaF、0.018％
 オルトバナジン酸Na、0.39％ Tris塩基）に氷上で30分間溶解し、氷上でさらに5分間超
音波処理した。溶解したサンプルを6500 xgにて1分間4℃で遠心分離し、エッペンドルフ
に移し、そして-80℃にてプロテオーム実験が必要とするまで貯蔵した。
【０１１６】
BCAタンパク質アッセイ
　血小板タンパク質濃度はBCA（ビシンコニン酸）による比色アッセイを用いて「ビウレ
ット」反応に基づいて定量した（Smith et al., 1985, Circulation 99, 620-625）。こ
の反応では、タンパク質をCu2+を含有するアルカリ溶液に加えると、Cu1+への還元が起こ
って着色複合体が形成される。この複合体は1分子のCu1+による2分子のBCAのキレート化
により形成され、562nmにて強い吸収を示し、これがタンパク質濃度の増加と直線関係に
ある。1:1希釈の溶解液をddH2Oを用いて作り、このプロセスを各血小板サンプルに対して
繰り返した。濃度0.6、0.9、1.2、1.5、1.8、2、2.5、3、3.5、4、4.5、5、6mg/mlのウシ
血清アルブミン（BSA）をタンパク質標準として調製した。各BSA標準を同じ溶解バッファ
ーに1:1で希釈し、血小板溶解液を作るのに用いた。ddH2Oブランクも、光吸収のバックグ
ランドレベルに対する全ての吸収値を補正するために作った。次に、10μlの標準、ブラ
ンクまたは血小板溶解液（三重で）を96ウエルプレート中のウエルに加えた。BCA試薬A（
BCA-Na2、2％ Na2CO3.H2O、0.16％ 酒石酸Na2、0.4％ NaOH、および0.95％ NaHCO3）と試
薬B（ddH2O中の4％ CuSO4.5H2O）を50:1の比で混合し、200μlをプレートの各ウエルに加
え、30分間、37℃にてインキュベートした。各ウエルの吸収を、96-ウエルプレート分光
光度計（Spectra Max 190）を用いて562nmで測定した。血小板溶解液中のタンパク質濃度
を、吸収-対-標準BSA濃度の標準曲線から決定した。得た平均タンパク質血小板濃度は3.6
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μg/μlであった。
【０１１７】
血小板サンプルの無処理タンパク質標識化
　各被験者サンプル（アスピリン治療の前後）のアリコート（100μg）を、無処理タンパ
ク質レベルでTMT六重体を用いて個々に標識した（図1）。全てのサンプルを製造業者プロ
トコルに従って標識した。2名のアスピリン耐性および4名のアスピリン感受性被験者（全
部で12サンプル）から得たアスピリン治療前後のサンプルを選択して発見フェーズ実験を
行った。TMT六重体による標識化については、12サンプルを2セット標識化した（表1）。
発見フェーズ実験については、30μgアリコートの各標識サンプルをTMT六重体実験で組み
合わせた。残りの70μgは別に保存して立証段階に備えた。
【０１１８】
GeLC-MS/MSを用いる発見実験
　GeLC-MS/MSによる分析に先立って、30μgの各サンプルをTMT六重体実験で1:1:1:1:1:1
で混合した。組み合わせたサンプルをGeLC-MS/MSにより分析し、全ゲルレーンを15セクシ
ョンに切除した。各セクションを75μM C18 PepMap カラム上のRP-クロマトグラフィによ
り2時間LC勾配（1-40％ ACN;0.05％ FA、200nl/min）にわたって分離した。ペプチドをES
IによりQ-Tof micro（Waters）に付属したZスプレー源を用いてイオン化した。データに
応じて取得することにより、その強度に基づく前駆体イオンの選択が可能になり、CID断
片化による配列決定を行った。衝突エネルギープロファイルをTMT標識したペプチドの分
析用に最適化した。無処理タンパク質標識化とその後のトリプシン消化によりArg-Cペプ
チドを作製した。
【０１１９】
　血小板タンパク質を同定するために、スペクトルデータをヒトIPIデータベースに対し
てMascot（v2.1）を用いて、固定した改変TMT六重体（リシン）および可変の改変カルバ
ミドメチル（C）、酸化（M）で検索した。タンパク質同定を足場2およびマニュアル確証
を用いて確証した。定量のためにTMTレポーターイオン強度をMascotから抽出し、全レポ
ーターイオン強度値の合計に対して基準化し、サンプル調製の結果の実験変動を説明した
。それぞれのペプチドに対するアスピリン治療前後の比を多変量解析、OPLSを用いて解析
し、アスピリン耐性被験者とアスピリン感受性被験者の間にアスピリン治療前後に差別的
なレベルを有するペプチドを同定した。
【０１２０】
実施例２　血小板中のアスピリン耐性のタンパク質マーカーに対する選択反応モニタリン
グ（SRM）の開発
　TMT発見結果に基づく標的タンパク質／ペプチドの選択
　候補タンパク質から発見研究で同定したペプチドがプロテオタイプでありかつロバスト
なSRM定量に好適な特徴を有すれば、すなわち、完全に加水分解され、既知の改変を含有
せず（in vivoまたは実験での）かつQ3選択に好適なMS/MS断片を有すれば、それを採りあ
げた。1つのタンパク質当たり6つ迄のペプチド（表2）を選択して標的化定量を行った。
【０１２１】
　選択したペプチドに対するQ1およびQ3遷移体のm/zを、発見研究におけるデータに応じ
る配列決定からまたはPinpoint（ThermoFisher）を用いるシリコ分析から計算した。各遷
移体に対する最適な衝突エネルギーも、発見データおよびPinpoint（ThermoFisher）を用
いて計算した。ペプチド検出と定量は1ペプチド当たりの複数遷移体（1ペプチド当たり6
つの遷移体迄）の時間－アラインメントに基づいた。全被験者サンプル中の複数の時間-
アラインメント遷移体のうちで一貫して検出されたペプチドだけを最終の定量に用いた。
その最終のSRM法を次いで実験サンプルセットの定量分析に適用した。
【０１２２】
SRM分析
　TMT標識した被験者サンプル（70/90μg、チェック）を還元し、アルキル化し、溶液で
消化し、そしてRPおよびSCXクロマトグラフィにより精製した。SRM分析の前に、個々の被
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験者サンプルをRP-クロマトグラフィにより、9分間、ACN勾配（5～30％）、0.2％蟻酸中
、100μl/min（カラム上の全タンパク質負荷20μg）の条件で分離した。洗浄およびカラ
ム平衡化時間を含む本方法の全試験時間は30分であった。SRMをPinpointTM ソフトウエア
を介して可視化し、全てのピークを可視的に立証した。ピーク面積をMicrosoft ExcelTM

に出力した。遷移体を合計してそれぞれのペプチドに対する全遷移体の総強度を得た。各
アスピリン前サンプルに対するSRMピーク面積を各アスピリン後サンプルに対するSRMピー
ク面積と相対的に測定した。規準化はハウスキーピングタンパク質、タリンおよびビンキ
ュリンとの比較により達成した。次いでITGB3（タンパク質の特定のアイソフォームを表
すペプチドは別の測定値と考えられる）を除いて、特別なタンパク質に関係する全ペプチ
ドの比を平均化した。最後に、アスピリン治療後:前の比をアスピリン耐性と感受性被験
者の間で比較した。
【０１２３】
糖タンパク質IIIaのウェスタンブロットによる分析
　被験者から得た血小板溶解液（各10μg）を等体積のLaemmliサンプルバッファー（2x）
（125mM Tris塩基、4％SDS、20％グリセリン、4％β-メルカプトエタノール、0.04％ブロ
モフェノールブルー）と混合し、続いて12.5％ SDS-PAGEゲルに負荷した。タンパク質をP
VDF膜に移し、特異的抗体を用いて次の通り検出した。対のブロットを、抗-GP111a C-末
端特異的抗体（Santa Cruz Biotechnology, Item code sc-6626, C-20）または抗GP111a 
N-末端特異的抗体（Santa Cruz Biotechnology, Item code sc-6627, N-20）とそれぞれ
インキュベートした。バンドをスキャンし、濃度測定分析をImage J システム（the Nati
onal Institutes of Health, Bethesda, USAが開発してJava系の画像処理プログラム)を
用いて実施した。
【０１２４】
実施例３　インテグリンβ3アイソタイプ決定のためのSRMアッセイ
　インテグリンβ3およびその3つの既知アイソフォームを測定するさらに目的に適った方
法を得るために、本発明者らは選択反応モニタリング（SRM）質量分析アッセイを開発し
た。インテグリンβ3の全てのアイソフォームに見出される共有領域を表すが、その他は
ヒトプロテオーム内で一意的である特異的ペプチド（DASHLLVFTT（配列番号43）およびDG
RLAGIVQPN（配列番号44））を、総インテグリンβ3レベルを測定するために選択した。配
列番号40、41および42に対応する3つの追加のペプチドを用いてA、BおよびC型それぞれに
対するアイソタイプ特異的な定量を得た。
【０１２５】
　絶対的定量を得るために、いくつかの重同位体を運ぶそれぞれのペプチドの合成バージ
ョンを市販業者（Thermo Scientific, Belgium）から得た。
【０１２６】
血小板の単離と洗浄
　50mlの全血液を被験者より、肘前静脈から蝶型(登録商標)19-ゲージニードルを用いて
クエン酸三ナトリウム（最終濃度0.32％）中に採取した。血液を遠心分離（20分間、200 
x g、室温）して血小板の濃厚な血漿（PRP）を得て、これに0.3Mクエン酸（目標値pH 6.5
）を加えて酸性にした。さらに遠心分離（15分間、1200xg、室温）して血小板ペレットを
作り、これを直ぐにクエン酸洗浄バッファー（組成については付表1を参照されたい）に
再懸濁し、プロスタグランジンE1（Sigma）を最終濃度10nMまで加えた。残留赤血球およ
び単球の除去をさらなる遠心分離（3分間、200xg、室温）にて行い、血小板の濃厚な上清
をデカントして得た。最終の遠心分離（15分間、1200xg、室温）は洗浄した血小板ペレッ
トを生じ、これを-80℃にて貯蔵した。
【０１２７】
血小板溶解液の調製
　洗浄した血小板ペレットを、プロテアーゼインヒビターカクテル（Sigma Aldrich, UK
）を含有する溶解バッファー［NaCl 150mM、Tris塩基32mM、NaF 50mM、オルトバナジン酸
Na 1mM、これに1mlエチレンジアミン四酢酸（EDTA；0.1Mストック溶液）および1ml Trito
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n-X 100を加えた後、濃HCLでpH 7.6におよび体積100mlに調節した］に再懸濁し、30分間
氷上に置いた後、氷上でさらに5分間撹拌した。サンプルを遠心分離（5分間、9000xg、4
℃）して細胞のデブリスを除去した。この上清を-80℃にて貯蔵した。
【０１２８】
タンパク質濃度の測定
　ビシンコニン酸アッセイ（BCA）を96ウエルプレートの分光光度計（SpectraMAX 190、M
olecular Devices）用に三重で準備した。濃度10、8、6、4、2、1および0.5mg/mLのウシ
血清アルブミン（BSA）標準を連続希釈して調製した。BCA試薬AおよびB（Pierce）を50:1
希釈で調製し、200μlを各ウエルに加えた。10μLのBSA標準または血小板溶解液をこれら
の指定したウエルに加えた。溶解液を含有するウエルが対照を与えた。調製したプレート
を次いでインキュベートし（30分間、37℃）、そして光吸収を562nmにて測定した。標準
曲線をBSA標準を用いてプロットし、血小板溶解液内のタンパク質の濃度を標準化グラフ
から計算した。健常な被験者から得た血小板溶解液のタンパク質濃度は21.4+/-5.96ug/uL
であった。
【０１２９】
アスピリン感受性のアセスメント
　二次予防のためにアスピリンを処方された個人におけるアスピリン感受性を、機能性と
生化学アッセイの組み合わせを用いて試験した。虚血性心臓病集団において、光透過率凝
集測定をある範囲のアゴニストに応答するPRPについて実施し、機能的血小板活性を評価
した。アスピリン療法の結果として血小板活性化の予想される阻害を示さない個人は機能
的にアスピリン耐性であるとみなした。ELISAを全血液について実施し、トロンボキサンA
2レベルを測定した。トロンボキサンA2レベルを抑制できない個人は生化学的にアスピリ
ン耐性であるとみなした。
【０１３０】
インテグリンβ3アイソタイプ決定SRMアッセイ
　血小板サンプル（100μgまで）をLaemmli（2×濃縮サンプル）バッファーに1:1で希釈
し、スタッキングゲル中に仕込んで全サンプルを1つのバンドに濃縮した。
【０１３１】
ゲルバンドをImperialTM Protein Stain（Pierce）を用いて可視化し、そして全バンドを
切除し、1:100に希釈してAspNでイン・ゲル消化した（Roche）。ゲル抽出したAspNペプチ
ドを完全に乾燥した後に、インテグリンβ3アイソタイプ決定アッセイを用いて分析した
。
【０１３２】
　分析に先立って、サンプルを5fmol/μLのそれぞれの重AQUAペプチド（表1参照）および
200μg/mLグルカゴンを含有する溶液に再懸濁した。SRMに先立って、サンプルをRP-クロ
マトグラフィにより9分間にわたり0.2％蟻酸中のACN勾配（5-30％）で100μl/minにて再
分離した。インテグリンβ3アイソタイプ決定アッセイは38のSRM遷移体を含有し、5つの
ペプチド（総インテグリンβを測定する2つのペプチドおよび各1つが3つの公知のアイソ
フォームA、BおよびCを測定する3つのペプチド）を網羅する。SRM遷移体を表5（図10）に
掲げた。SRMサイクルタイムは2秒であり、各SRM遷移体に与えられたスキャン時間を最大
化するために使われる保持時間ウインドウを伴った。洗浄および平衡化する時間を含むこ
の方法の全試験時間は30分であった。
【０１３３】
データ解析
　SRMをPinpoint（ThermoFisher）を介して可視化し、全てのピーク整合を可視的に立証
した。ピーク面積をMicrosoft Excelに出力した。遷移体を合計してそれぞれのペプチド
に対する全遷移体の合計強度を得た。内因性ペプチドの合計量（明の網掛けバー）を、10
0fmolスパイクした重ペプチドに対する相対的ピーク面積に基づいて計算した。アスピリ
ンによる治療前後のサンプルを利用し得た個人については、前後の比を計算してペプチド
レベルの変化を評価した。アスピリン治療前後の比をアスピリン耐性と感受性被験者の間
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で比較した。健常な正常コホートについて、アスピリン前後のサンプルは利用できなかっ
たので、合計タンパク質1μg当たりの基礎pgで測定されたペプチドレベルを報じた。
【０１３４】
結果
　バッファーマトリックス中の全ペプチドは、低fmol領域で検出限界（LOD）および定量
化限界（LOQ）で良い直線性を示した（図11）。次いでこれらの外部標準曲線を用いて血
小板タンパク質抽出物中のインテグリンβ3（合計および各アイソタイプ）の量を定量し
た。予備的な用量発見研究において10μgの合計タンパク質負荷は外部標準曲線の中範囲
内にインテグリンβ3レベルを与えることを見出した。プールした参照サンプルにおいて
、合計インテグリンβ3の濃度は25pg/μg血小板タンパク質と計算され、アイソフォームA
についてはこのレベルは55pg/μg血小板タンパク質と同等であった。合計インテグリンβ
3レベルとアイソフォームAとの間の隔絶は標的タンパク質内の様々な部位における消化効
率の差異を反映しうる。合計インテグリンβ3とアイソフォームの測定値に対する全体的
な精度と再現性は良く、両方のアッセイについてCVは10％未満である。血小板サンプル中
のアイソフォームBおよびCに対する内因性ペプチドを検出することはできなかった。アイ
ソフォームBペプチド（配列番号41）については、これは除去できなかった有意なマトリ
ックス妨害効果に因るものであった。アイソフォームCについては、これは、弱いシグナ
ルは検出可能であるが、定量限界未満である内因性レベルによると思われる。
【０１３５】
　本アッセイをアスピリン耐性またはアスピリン感受性の個人から得た血小板サンプルに
適用した場合（図12）、アスピリンによる治療の1か月後におけるインテグリンβ3アイソ
フォームAの予想される増加は2名の耐性患者において見られた。10名のアスピリン感受性
患者において、大部分は、合計インテグリンβ3と比較してアイソフォームAのアスピリン
誘導性の増加を示さなかったが、いくつかの事例では小さい増加が観察された。有意なこ
ととして、アスピリン感受性患者の大部分において、アスピリンへの曝露後にインテグリ
ンβ3アイソフォームAのレベルはレベルを保留するかまたは減少する一方、合計インテグ
リンβ3レベルは比較的変化がないままであった。
【０１３６】
　最後に、本アッセイを用いて29名の健康な個人におけるインテグリンβ3レベルを測定
し、通常の健康な集団におけるインテグリンβのレベルを評価した。測定結果は合計イン
テグリンβが6.84+/-8.6pg/μgであり、そしてインテグリンβ3アイソフォームAが6.797+
/-2.469pg/μgであった。これは、健常な集団内では、血小板中に見出される全てのイン
テグリンβ3はアイソフォームAであることを示唆した。
【０１３７】
実施例４　アスピリン耐性の6つのバイオマーカーを同時に測定するSRM法
　血小板中のインテグリンβ3のアイソタイプを決定する質量分析法の開発に加えて、本
発明者らはまたアスピリン治療に応答してその発現が変わることが示された6つのバイオ
マーカーを測定する補完的な方法を開発した。6つのマーカーはインテグリンβ3（合計）
およびインテグリンβ3アイソフォームA、熱ショックタンパク質A5、ピルビン酸キナーゼ
アイソザイムM1/M2、RAB GDP1αおよびプロスタグランジンG/Hシンターゼである。各マー
カーに対して2つもしくは3つのプロテオタイプのトリプシンペプチドを選択し、重同位体
標準合成ペプチドを商業供給者（Thermo Scientific, Belgium）から購入した。
【０１３８】
材料と方法
　実施例3から得た血小板調製物をアスピリン耐性の6つのバイオマーカーを同時測定する
SRM法にも用いた。
【０１３９】
アスピリン耐性バイオマーカーSRM法
　血小板アスピリン耐性アッセイバージョン2.0を用いる分析の前に、サンプルを5fmol/
μLのその方法の各重AQUAペプチド（表2参照）および200μg/mLグルカゴンを含有する溶
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液に再懸濁した。SRMの前にサンプルをRP-クロマトグラフィにより9分間にわたり0.2％蟻
酸中のACN勾配（5～30％）で100μl/minにて分離した。血小板アスピリン耐性アッセイバ
ージョン2は、5つのタンパク質からの17種のペプチドを網羅する96種のSRM遷移体を含有
する。SRMサイクルタイムは2秒であり、各SRM遷移体に与えられたスキャン時間を最大化
するために使われる保持時間ウインドウを伴った。SRM遷移体を表6（図10）に掲げた。洗
浄および平衡化する時間を含むこの方法の全試験時間は30分間であった。
【０１４０】
結果
　バッファーマトリックス中の全てのペプチドは、低fmol領域で検出限界（LOD）および
定量化限界（LOQ）で良い直線性を示した（図13）。次いでこれらの外部標準曲線を用い
て血小板タンパク質抽出物中の6つのバイオマーカーの量を定量した。予備的な用量発見
研究において20μgの合計タンパク質負荷はRAB GDP1αを除く全てのタンパク質に対する
外部標準曲線の中範囲内に、レベルを与えることを見出した。合計タンパク質量を増加す
る試験はまた、このアッセイの全てのペプチドの測定において直線応答を示し、いずれの
ペプチドについてもマトリックス干渉はなかった。
【０１４１】
　このアッセイにおいて、本発明者らは標的タンパク質1つ当たり3つのペプチドを用いて
測定濃度間に良い一致を見たので、将来は単一のペプチドだけ必要とすることが示唆され
た。プールした標準血小板消化物を測定すると、合計インテグリンβ3は約3pg/μgおよび
インテグリンβ3アイソフォームAは約2.3pg/μgであった。これらの数値はインテグリン
β3アイソタイプ決定法を用いて見出した数値と異なる。しかし、これらのレベルはこの
段階では比較しうるものであるべきだとは考えていない、何故なら、これらは異なるタン
パク質分解酵素とペプチドを使っているからである。プールした血小板タンパク質消化物
中の6つのバイオマーカーに対するそれぞれのペプチドの結果を表7（図10）に示す。
【０１４２】
　この方法を2つのアスピリン耐性と10のアスピリン感受性血小板消化物に適用して、本
発明者らはインテグリンβ3アイソフォームAならびに4つの他の標的タンパク質のうちの3
つ（熱ショックタンパク質A5、RABGDP1αおよびプロスタグランジンG/Hシンターゼ）の一
致したアスピリン依存性発現の変化を見た。ピルビン酸キナーゼアイソザイムM1/M2につ
いては、アスピリン依存性発現のパターンはもっと可変性であった（図14）。
【０１４３】
　これらの全体の結果はアスピリン感受性と耐性の間を区別できる一式の血小板タンパク
質バイオマーカーを提供するものである。
【０１４４】
結果と考察
　ここに提示した結果は、アスピリン治療前後のタンパク質発現変化のモニタリングによ
りアスピリン耐性を決定するための、選択したバイオマーカー候補の発見と立証を示すも
のである。TMT技術を適用すると、発見と評価の両方の段階に同じサンプルセットを用い
ることが可能であった。サンプルを無処置のタンパク質レベルで標識して、ペプチドレベ
ルで標識する場合のサンプルプロセシングおよび消化の結果としてしばしば見られる技術
的変動を低減した。
【０１４５】
　サンプルの複雑さを低減しかつ発見フェーズに同定するタンパク質の数を最大化するた
めに、標識したサンプルを混合してGeLC-MS/MSにより分析した。大まかに言えば、血小板
溶解液の分離をSDS-PAGEと17画分の各レーンカットにより実施した。各画分を次いでトリ
プシンによるゲル消化で処理し、続いて逆相クロマトグラフィ分離してタンデム質量分析
計に直接供給した。この二次元分離手法は血小板プロテオーム中の多数のタンパク質の同
定と定量を可能にする（図2AおよびB）。
【０１４６】
　発見データから、4つのタンパク質（クラスリン-重鎖-1、インテグリンβ3、Rab GDIお
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よびピルビン酸キナーゼ）がアスピリン耐性では差別的に発現され、アスピリンによる治
療後のアスピリン感受性被験者とは対照的であることが見出された。
【０１４７】
　これらの4つのタンパク質ならびにCOX1を、SRMによる標的化分析に向けて進めることに
した。COX1ペプチドおよび断片イオンをSRM分析用に選んだのは、PinpointTMソフトウエ
ア（Thermo Scientific）を用いるsilico分析に基づくものであった。ビンキュリン、ミ
オシンおよびタリンはアスピリン治療の影響を受けないので一定の参照として含ませて、
実験間のデータの規準化を可能にした。
【０１４８】
　重ドーピングした標準合成ペプチドの不在のもとでは、SRM法を時間アラインド遷移体
の存在に基づいて設計した。SRM遷移体を発見データからおよび／またはPinpointTMソフ
トウエアを用いるシリコ予測により選択した。最初に、各タンパク質に対して別々にSRM
法を行った（ミオシン～21遷移体、5ペプチド；タリン-1～21遷移体、5ペプチド；ビンキ
ュリン～6ペプチド、21遷移体；ITGB3～5ペプチド、20遷移体；Cox-1～7ペプチド、29遷
移体；ピルビン酸キナーゼ～5ペプチド、18遷移体；クラスリン～3ペプチド、12遷移体；
RAB GDP～4ペプチドおよび19遷移体、表2）。SRM展開中に一致した時間アラインド遷移体
を示さないまたは全被験者サンプル中に検出可能でないペプチドは最終の方法に含まれな
かった。
【０１４９】
　最終の方法は8種のタンパク質を表す16ペプチド（64遷移体を伴う）を含有した（表2お
よび図4）。選択したタンパク質のSRMにより標的化分析をアスピリンによる治療前後の6
名の被験者サンプルにおいて行い、2つの候補タンパク質：ITGB3（4つのペプチド、18の
遷移体）およびRAB GDP（1つのペプチド、4つの遷移体）および2つの標準化タンパク質；
ビンキュリン（2つのペプチド、7つの遷移体）およびタリン-1（3つのペプチド、12の遷
移体）の定量を得た。SRM分析後、驚いたことに、アイソフォームβ3Aに特異的な1つのIT
GB3ペプチド（AKWDTANNPLYKEATSTFTNITYR-配列番号1）だけがアスピリン感受性被験者と
比較してアスピリン耐性の有意な変化を一貫して示した。タンパク質のC-末端における配
列が変化するITGB3の3つのアイソフォームが存在する（図5aを参照）。3つのアイソフォ
ーム全てに共通するITGB3ペプチドのSRM分析はアスピリンによる治療後にタンパク質レベ
ルの差異を示さなかった。
【０１５０】
　これらの発見をさらに評価するために、同じ被験者サンプルの新しいアリコートをタン
パク質のC-末端およびN-末端に対して生じた2つの抗体調製物を用いて、ウェスタンブロ
ットにより分析した。抗体をITGB3のN-末端およびC-末端20アミノ酸に対して生じさせた
。N-末端においてこの配列はITGB3の全3つのアイソフォーム間と同一であり、それ故に、
全アイソフォームの合計測定値の役割を果たすが、C-末端域はアイソフォームAに高度に
一意的でありアイソフォームAとアイソフォームBおよびCとの間の識別を可能にする。こ
れが、耐性被験者においてはアスピリン感受性被験者と比較してアスピリン治療後にITGB
3アイソフォームAのレベルが増加することを示すSRM結果を確証した（図5）。
【０１５１】
　ITGB3アイソフォームAに対するC-末端の定量的な差異の同定は驚くべきことであった。
従来、血小板耐性は血小板糖タンパク質IIIa（ITGB3）遺伝子の遺伝性多形に付随するこ
とが示されている。特に、Macchiら（2003. JACC, 42: 1115-1119）は、ITGB3のN-末端領
域に影響するA1多形はアスピリン治療後の血小板耐性に関係することを示した。逆に、Pa
muckuら（2005. Am. Heart J., 149: 675-680）は、アスピリン治療に感受性のままであ
る血小板を有する類似のグループと比較して、患者のアスピリン耐性の冠状動脈ステント
を備えた患者においてかかるA1対立遺伝子の濃縮を見出せなかった。それ故に、血小板耐
性におけるITGB3の役割は不明瞭なままであり、血小板耐性の正確な決定に好適なC-末端
ペプチド断片の発見はこの臨床上、挑戦的な現象を管理するための新規手法を提供するこ
とは明らかである。
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【０１５２】
　この結果は、アスピリン治療前後のタンパク質発現変化のモニタリングによりアスピリ
ン耐性に対して選択された候補の決定と評価を示すことを表した。さらに、提示した実験
は、新しいサンプルセットを作る必要なしに、発見に基づくおよび評価に基づく両方の実
験に対するTMTの効用を実証する（図1）。
【０１５３】
　アスピリン耐性と感受性被験者を比較する、アスピリン治療前後の差別的に発現される
タンパク質の同定を適用して、アスピリン治療後の耐性血小板を伴う患者において制御さ
れているいくつかのタンパク質が見出された。これらのタンパク質の1つ、ITGB3アイソフ
ォームAについては、特異的なC-末端断片がアスピリン耐性被験者でアップレギュレーシ
ョンされることが見られた。

【図１】 【図２】



(32) JP 6047150 B2 2016.12.21

【図３－１】 【図３－２】

【図３－３】 【図４】



(33) JP 6047150 B2 2016.12.21

【図５－１】 【図５－２】

【図６－１】

【図６－２】 【図７－１】



(34) JP 6047150 B2 2016.12.21

【図７－２】 【図８－１】

【図８－２】 【図８－３】



(35) JP 6047150 B2 2016.12.21

【図９－１】 【図９－２】

【図９－３】 【図９－４】



(36) JP 6047150 B2 2016.12.21

【図９－５】 【図９－６】

【図９－７】 【図９－８】



(37) JP 6047150 B2 2016.12.21

【図９－９】 【図９－１０】

【図９－１１】 【図９－１２】



(38) JP 6047150 B2 2016.12.21

【図９－１３】 【図１０－１】

【図１０－２】 【図１０－３】



(39) JP 6047150 B2 2016.12.21

【図１０－４】 【図１１】

【図１２】 【図１３－１】



(40) JP 6047150 B2 2016.12.21

【図１３－２】 【図１３－３】

【図１３－４】 【図１４－１】



(41) JP 6047150 B2 2016.12.21

【図１４－２】 【図１４－３】

【図１４－４】 【図１４－５】



(42) JP 6047150 B2 2016.12.21

【配列表】
0006047150000001.app



(43) JP 6047150 B2 2016.12.21

10

20

30

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                                        
   Ｃ０７Ｋ   7/06     (2006.01)           Ｃ０７Ｋ    7/06     　　　　        　　　　　
   Ｃ０７Ｋ   7/08     (2006.01)           Ｃ０７Ｋ    7/08     　　　　        　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/53     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ   33/53     　　　Ｄ        　　　　　

(72)発明者  フェッロ，アルバート
            イギリス国　エスダブリュ２０　８エーエヌ　ロンドン，ランズドーン　ロード　１２エー
(72)発明者  スコフィールド，エマ
            イギリス国　エスイー２２　８エヌピー　ロンドン，イースト　ダリジ，ハイウッド　クローズ，
            アッシュダウン　コート，フラット　１３
(72)発明者  ワード，マルコム　アンドリュー
            イギリス国　エスジー１７　５アールゼット　ビフォードシャー，シェフフォード，エルガー　ド
            ライブ　４４
(72)発明者  フロイド，クリストファー
            イギリス国　エスイー１　９エヌエイチ　ロンドン，スタンフォード　ストリート　５０，フラン
            クリン－ウィルキンス　ビルディング，１７，ルーム　３

    審査官  赤坂　祐樹

(56)参考文献  国際公開第９７／００８５４９（ＷＯ，Ａ１）　　
              MATEOS-CACERES P J，DIFFERENT EXPRESSION OF PROTEINS IN PLATELETS FROM ASPIRIN-RESISTA
              NT AND ASPIRIN-SENSITIVE PATIENTS，THROMBOSIS AND HAEMOSTASIS，SCHATTAUER GMBH，２０１
              ０年　１月　１日，V103 N1，P160-170
              LAURENT MACCHI，RESISTANCE IN VITRO TO LOW-DOSE ASPIRIN IS ASSOCIATED WITH PLATELET PL
              A1(GP IIIA) POLYMORPHISM BUT NOT WITH C807T(GP IA/IIA) AND C-5T KOZAK(GP IBα) POLYMOR
              PHISMS，JOURNAL OF THE AMERICAN COLLEGE OF CARDIOLOGY，２００３年　９月　１日，V42 N6
              ，P1115-1119

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ｇ０１Ｎ　　３３／４８－３３／９８
              ＪＳＴＰｌｕｓ／ＪＭＥＤＰｌｕｓ／ＪＳＴ７５８０（ＪＤｒｅａｍＩＩＩ）
              ＣＡｐｌｕｓ／ＭＥＤＬＩＮＥ／ＥＭＢＡＳＥ／ＢＩＯＳＩＳ（ＳＴＮ）
              　



专利名称(译) 与血小板敏感性有关的方法和组合物

公开(公告)号 JP6047150B2 公开(公告)日 2016-12-21

申请号 JP2014509807 申请日 2012-05-11

[标]申请(专利权)人(译) 伦敦国王学院
电泳有限公司

申请(专利权)人(译) 伦敦大学国王学院
电Foret的遗传学有限公司

当前申请(专利权)人(译) 伦敦大学国王学院
电Foret的遗传学有限公司

[标]发明人 グッドマンティモシーウィリアム
フェッロアルバート
スコフィールドエマ
ワードマルコムアンドリュー
フロイドクリストファー

发明人 グッドマン,ティモシー ウィリアム
フェッロ,アルバート
スコフィールド,エマ
ワード,マルコム アンドリュー
フロイド,クリストファー

IPC分类号 G01N33/68 C07K14/705 C12N15/09 C07K16/00 C07K14/47 C07K7/06 C07K7/08 G01N33/53

CPC分类号 G01N33/5023 G01N2333/70557 G01N2333/91215

FI分类号 G01N33/68 C07K14/705.ZNA C12N15/00.A C07K16/00 C07K14/47 C07K7/06 C07K7/08 G01N33/53.D

代理人(译) 石川彻

优先权 61/485818 2011-05-13 US

其他公开文献 JP2014517276A

外部链接 Espacenet

摘要(译)

本发明鉴定和描述了与血小板中差异表达的蛋白质，所述血小板对抗血
小板药物具有抗性，例如阿司匹林（乙酰水杨酸），与对这些药剂敏感
的血小板相比。本发明进一步提供了用于定量这种差异表达的蛋白质的
方法和用于在给药前确定个体对抗血小板药物（例如阿司匹林）的敏感
性的方法。 【选择图】无

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/c91861b5-9d2b-43af-aa79-8c8ebbbea92b
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/046178569/publication/JP6047150B2?q=JP6047150B2

