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(57)【要約】
　本発明は、バイオマーカーシグネチャおよび関連する
、重大な冠動脈疾患を発症する可能性が低い患者の特定
方法に関する。それは、少なくとも部分的に、心臓の障
害の臨床症状を有する239人の患者の血清サンプルに対
して行われた研究に基づく。該患者の一部は侵襲性介入
(ステント留置またはバイパス移植手術)を必要とした。
侵襲性介入を必要とするかまたは必要としない被験体で
異なるレベルの発現を示すバイオマーカーのセットを特
定した。さらに、これらのバイオマーカーの血清中レベ
ルを使用して、所定の患者に、該患者が侵襲性介入を必
要とするかどうかを示すスコアを割り当てるアルゴリズ
ムを開発した。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　患者が重大な冠動脈疾患を発症する可能性が低いかどうかを判定する方法であって、以
下のステップ:
　(a)　オステオポンチン、レジスチン、インターロイキン1β、インターフェロンγ、ミ
エロペルオキシダーゼ、血管細胞接着分子、フィブリノーゲン、マトリックスメタロプロ
テイナーゼ7、アポリポタンパク質B100、C反応性タンパク質、および30 kDaの脂肪細胞補
体関連タンパク質からなる群から選択される少なくとも2種のバイオマーカーの血清中レ
ベルを測定するステップ;
　(b)　(a)で測定されたバイオマーカーの組み合わせについてオフセット値を決定するス
テップ;
　(c)　(a)で測定された各バイオマーカーの係数を決定するステップ;
　(d)　以下の式I:
【数１】

（式中、S(p)は患者pのITスコアであり、
　定数A0 は「オフセット」であり
　Nはパネル中のマーカーの数であり
　指数iはパネル中のマーカーをリストし
　係数Aiはi番目のITバイオマーカーの「係数」であり
　Mi(p)は患者pのi番目のITバイオマーカーのピコグラム/ml単位の濃度であり
　Ciはi番目のバイオマーカーの「ローカットオフ」である）
を使用して、(a)で測定された血清中レベルをITスコアに変換するステップ;
および
　(e)　ITスコアをカットオフスコアと比較するステップ
を含み、ここで、カットオフスコアより大きいITスコアは患者が重大な冠動脈疾患を発症
する可能性が低いことを示し、またカットオフスコアより小さいITスコアは患者が重大な
冠動脈疾患を発症する可能性が高いことを示す、方法。
【請求項２】
　オステオポンチンおよびレジスチンの血清中レベルを測定する、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　インターロイキン1βおよびオステオポンチンの血清中レベルを測定する、請求項１記
載の方法。
【請求項４】
　インターフェロンγおよびオステオポンチンの血清中レベルを測定する、請求項１記載
の方法。
【請求項５】
　オステオポンチンおよびミエロペルオキシダーゼの血清中レベルを測定する、請求項１
記載の方法。
【請求項６】
　オステオポンチン、血管細胞接着分子、およびレジスチンの血清中レベルを測定する、
請求項１記載の方法。
【請求項７】
　オステオポンチン、フィブリノーゲン、およびレジスチンの血清中レベルを測定する、
請求項１記載の方法。
【請求項８】
　オステオポンチン、マトリックスメタロプロテイナーゼ7、およびレジスチンの血清中
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レベルを測定する、請求項１記載の方法。
【請求項９】
　オステオポンチン、レジスチン、およびアポリポタンパク質B100の血清中レベルを測定
する、請求項１記載の方法。
【請求項１０】
　オステオポンチン、マトリックスメタロプロテイナーゼ7、血管細胞接着分子およびレ
ジスチンの血清中レベルを測定する、請求項１記載の方法。
【請求項１１】
　インターフェロンγ、オステオポンチン、マトリックスメタロプロテイナーゼ7および
ミエロペルオキシダーゼの血清中レベルを測定する、請求項１記載の方法。
【請求項１２】
　インターフェロンγ、オステオポンチン、マトリックスメタロプロテイナーゼ7および
レジスチンの血清中レベルを測定する、請求項１記載の方法。
【請求項１３】
　オステオポンチン、マトリックスメタロプロテイナーゼ7、レジスチンおよびC反応性タ
ンパク質の血清中レベルを測定する、請求項１記載の方法。
【請求項１４】
　インターフェロンγ、オステオポンチン、マトリックスメタロプロテイナーゼ7、レジ
スチンおよびC反応性タンパク質の血清中レベルを測定する、請求項１記載の方法。
【請求項１５】
　インターフェロンγ、オステオポンチン、マトリックスメタロプロテイナーゼ7、レジ
スチンおよび30 kDaの脂肪細胞補体関連タンパク質の血清中レベルを測定する、請求項１
記載の方法。
【請求項１６】
　インターロイキン-6、インターロイキン10またはN末端プロ脳性ナトリウム利尿ペプチ
ドの血清中レベルが増加しているかどうか、またはアポリポタンパク質A-1の血清中レベ
ルか減少しているどうかを測定するステップをさらに含み、ここで該増加および/または
減少は重大な冠動脈疾患の診断をさらに示す、請求項１記載の方法。
【請求項１７】
　冠動脈疾患と合致した症状を患う患者の治療方法であって、請求項１～１６のいずれか
に記載の方法を実施するステップ、および患者が重大な冠動脈疾患を発症する可能性が高
いことをITスコアが示す場合、患者に侵襲性冠動脈疾患介入処置を推奨するステップを含
む方法。
【請求項１８】
　処置が、ステント留置、バルーン拡張術、バイパス移植留置およびペースメーカー留置
からなる群から選択される、請求項１７記載の方法。
【請求項１９】
　処置を実施するステップをさらに含む、請求項１７または１８記載の方法。
【請求項２０】
　患者が重大な冠動脈疾患を発症する可能性が低いかどうかを判定するためのキットであ
って、オステオポンチン、レジスチン、インターロイキン1β、インターフェロンγ、ミ
エロペルオキシダーゼ、血管細胞接着分子、フィブリノーゲン、マトリックスメタロプロ
テイナーゼ7、アポリポタンパク質B100、C反応性タンパク質、30 kDaの脂肪細胞補体関連
タンパク質、インターロイキン-6、インターロイキン-10、N末端プロ脳性ナトリウム利尿
ペプチド、およびアポリポタンパク質A1からなる群から選択される少なくとも2種のITバ
イオマーカーを含むバイオマーカーのパネルの血清中レベルを測定するための手段を含む
キット。
【請求項２１】
　ITバイオマーカーがオステオポンチンおよびレジスチンである、請求項２０記載のキッ
ト。
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【請求項２２】
　ITバイオマーカーがインターロイキン1βおよびオステオポンチンである、請求項２０
記載のキット。
【請求項２３】
　ITバイオマーカーがインターフェロンγおよびオステオポンチンである、請求項２０記
載のキット。
【請求項２４】
　ITバイオマーカーがオステオポンチンおよびミエロペルオキシダーゼである、請求項２
０記載のキット。
【請求項２５】
　ITバイオマーカーが、オステオポンチン、血管細胞接着分子、およびレジスチンである
、請求項２０記載のキット。
【請求項２６】
　ITバイオマーカーが、オステオポンチン、フィブリノーゲン、およびレジスチンである
、請求項２０記載のキット。
【請求項２７】
　ITバイオマーカーが、オステオポンチン、マトリックスメタロプロテイナーゼ7、およ
びレジスチンである、請求項２０記載のキット。
【請求項２８】
　ITバイオマーカーが、オステオポンチン、レジスチン、およびアポリポタンパク質B100
である、請求項２０記載のキット。
【請求項２９】
　ITバイオマーカーが、オステオポンチン、マトリックスメタロプロテイナーゼ7、血管
細胞接着分子およびレジスチンである、請求項２０記載のキット。
【請求項３０】
　ITバイオマーカーが、インターフェロンγ、オステオポンチン、マトリックスメタロプ
ロテイナーゼ7およびミエロペルオキシダーゼである、請求項２０記載のキット。
【請求項３１】
　ITバイオマーカーが、インターフェロンγ、オステオポンチン、マトリックスメタロプ
ロテイナーゼ7およびレジスチンである、請求項２０記載のキット。
【請求項３２】
　ITバイオマーカーが、オステオポンチン、マトリックスメタロプロテイナーゼ7、レジ
スチンおよびC反応性タンパク質である、請求項２０記載のキット。
【請求項３３】
　ITバイオマーカーが、インターフェロンγ、オステオポンチン、マトリックスメタロプ
ロテイナーゼ7、レジスチンおよびC反応性タンパク質である、請求項２０記載のキット。
【請求項３４】
　ITバイオマーカーが、インターフェロンγ、オステオポンチン、マトリックスメタロプ
ロテイナーゼ7、レジスチンおよび30 kDaの脂肪細胞補体関連タンパク質である、請求項
２０記載のキット。
【請求項３５】
　請求項２０～３４のいずれかに記載のキットであって、
　(a)　キットで使用されるITバイオマーカーの組み合わせについてオフセット値を決定
するかまたは割り当て;
　(b)　キットで使用される各ITバイオマーカーの係数を決定するかまたは割り当て;
　(c)　以下の式I:
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【数２】

（式中、S(p)は症例pのITスコアであり、
　定数A0 は「オフセット値」であり
　Nはパネル中のマーカーの数であり
指数iはパネル中のマーカーをリストし
　係数Aiはi番目のITバイオマーカーの「係数」であり
　Mi(p)は症例pのi番目のITバイオマーカーのピコグラム/ml単位の濃度であり
　Ciはi番目のマーカーの「ローカットオフ」である）
を使用して、キットを使用して測定された血清中レベルをITスコアに変換し
および
　(d)　ITスコアをカットオフスコアと比較する
ソフトウェアをさらに含み、
　ここで、カットオフスコアより大きいITスコアは、患者が、さらなる侵襲性冠動脈疾患
介入がなくても有害心イベントのリスクが増加しないことを示し、カットオフスコアより
小さいITスコアは、患者が、さらなる侵襲性冠動脈疾患介入がなければ有害心イベントの
リスクが増加することを示す、
キット。
【請求項３６】
　検出のための手段が、抗体、または可変領域を含むそのフラグメントを含む、請求項２
０～３５のいずれかに記載のキット。
【請求項３７】
　検出のための手段が微小流体デバイスを利用する、請求項２０～３５のいずれかに記載
のキット。
【請求項３８】
　検出のための手段が質量分析を利用する、請求項２０～３５のいずれかに記載のキット
。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願情報
　本出願は、2011年7月8日出願の米国仮特許出願第61/505,896号および2010年12月6日出
願の米国仮特許出願第61/420,158号の優先権を主張する。該仮特許出願の内容は参照によ
りここに明示的に組み入れられる。
【０００２】
助成金情報
　該当なし。
【０００３】
1.　序論
　本発明は、バイオマーカーシグネチャ(signature)、および関連する重大な冠動脈疾患
を発症する可能性が低い患者の特定方法に関する。
【背景技術】
【０００４】
2.　発明の背景
　欧米では、根底にひそむアテローム性動脈硬化症を典型的に伴う循環器病は死因の第1
位である(Martin-Ventura et al., 2009, Rev. Esp. Cardiol 62(6):677-688, citing Mu
rray and Lopez, 1997, Lancet 349:1269-1276)。心臓病の危険因子は周知であり、それ
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には、高血圧症、高コレステロール、肥満症、および家族歴が含まれる。しかし、冠動脈
疾患(「CAD」)の有病率およびその危険因子の認識にもかかわらず、症状と、介入を必要
とする心イベントとの関連が依然として捕らえにくい。症状は非特異的であることがあり
、胸の重苦しさの感覚はCADを反映することがあるが、胃の障害によって説明されること
もあり; 左腕の痛みは狭心症であるか、または関節炎に起因することがある。痛みの起源
が心臓であることがわかっている場合でさえ、どのレベルの治療が必要とされるかに関す
る疑問があることがあり; 一部のシナリオでは、投薬で十分であり、他のシナリオでは、
悲惨な結果を回避するために外科的介入が必要である。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　有害な心イベントのリスクが高い患者を特定するためのいくつかのテクノロジーが開発
されている。冠動脈造影は「最も基準になる検査(gold standard)」であるとみなされて
いるが、侵襲性で、高価であり、かつ手術者に依存して変動しやすい(Sharma et al., 20
10, Vasc. Health Risk Manag. 6:307-316)。他の、探求されている低侵襲性の選択肢に
は、冠血管コンピュータ断層血管撮影(Sharma et al., supra; Cury et al., 2008. J. N
ucl. Cardiol. 15(4):564-575)、バイオマーカー(例えば、Martin-Ventura et al., 2009
, Rev. Esp. Cardiol 62(6):677-688)、アデノシン負荷磁気共鳴(adenosine stress magn
etic resonance)(Ingkanisorn et al., 2006, J. Am. Coll. Cardiol. 47(7):1427-1432)
、臨床予測因子(clinical predictors)の使用(Tadros et al., 2003. South Med. J. 96(
11):1113-1120; Schillinger et al., 2004, Wien Klin. Wochenschr. 116(3):83-89)、
および血小板活性の指標(Marcucci et al., 2009, Circulation 119:237-242 (originall
y published online Dec. 31, 2008); Selvaraj et al., 2004, J. Throm. Thrombolysis
 18(2):109-115)が含まれる。現在、一般に許容される、緊急侵襲性介入を保証する症候
性CADの非侵襲性マーカーは存在しない。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
3.　発明の要旨
　本発明は、バイオマーカーシグネチャ、および関連する重大なCADを有する可能性が高
い(したがって介入治療によって恩恵を受けうる)患者に対して、重大なCADを発症する可
能性が低い患者の特定方法に関する。それは、少なくとも部分的に、心臓の障害または急
性冠動脈症候群の臨床症状を有する239人の患者の血清サンプルで行われた研究に基づく
。該患者の一部は侵襲性介入(ステント留置またはバイパス移植手術)を必要とした。重大
なCADを有(し、かつ侵襲性介入を必要と)する被験体を、そうでない患者と識別する、異
なる発現レベルを示す1セットのバイオマーカーが特定された。CADの存在およびその後の
治療的な侵襲性介入の必要性の判定は各患者での冠動脈造影研究の実施に基づくものであ
った。さらに、これらのバイオマーカーの血清中レベルを使用して、各患者に、該患者が
侵襲性介入を必要とするかどうかを示すスコアを割り当てるためのアルゴリズムが開発さ
れた。アルゴリズムによって処理されたバイオマーカー知見と冠動脈造影の結果との相関
は、バイオマーカーシグネチャを使用して重大なCADを有さない患者を線引きできること
を示した。
【０００７】
4.　図面の簡単な説明
【図面の簡単な説明】
【０００８】
【図１】図1は、CAD患者の検出に関する95%特異性を有する、健常患者の特定のための2～
5種の血清タンパク質に関する受信者動作特性(ROC)を示す。4つの個別のパネルから得ら
れたROC曲線を、CADを有する患者に関する95%の特異性を維持しつつ最高感度で健常患者
を検出するよう最適化した。ROC曲線は、データセットのランダムに除外された部分(20%)
の分類のために各バイオマーカーパネルを反復して(100回)検査することによって得られ
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る。曲線下面積(AUC)は2、3. 4および5種のタンパク質に関して同等であった。CAD患者に
関する95%特異性での健常患者の検出感度は、2タンパク質= 44%、3タンパク質= 41%、4タ
ンパク質= 50%および5タンパク質= 48%であった。
【図２】図2は、健常患者およびCAD患者由来の血清中のアポリポタンパク質(apolioprote
in) B-100、アポリポタンパク質-A1およびフィブリノーゲンの有意差を示す。黒い棒グラ
フは、健常患者から得られたアポリポタンパク質B-100 (Apo-B100)、アポリポタンパク質
-A1 (Apo-A1)およびフィブリノーゲンに関する平均+標準偏差で表された値である。白い
棒グラフは、冠動脈疾患(CAD)を有する患者から得られた結果である。値は、対数縦座標
スケールでマイクログラム/ミリリットルで表され、各値はグループ間で有意に異なった(
*)(表2を参照のこと)。
【図３】図3は、健常患者およびCAD患者由来の血清中の血管細胞接着分子、ミエロペルオ
キシダーゼ、c反応性タンパク質、レジスチンおよびオステオポンチンの有意差を示す。
健常およびCADデータは図2にしたがって表示されるが、対数縦座標スケールでナノグラム
/ミリリットルで表される。すべての比較は、血管細胞接着分子(VCAM-1)、ミエロペルオ
キシダーゼ(MPO)、c反応性タンパク質(CRP)、レジスチンおよびオステオポンチン(OPN)に
関して表7 (*)で示される有意な統計学的差異を示す。
【図４】図4は、健常患者およびCAD患者由来の血清中のインターロイキン-6、1β、10お
よびNT-pBNPの有意差を示す。健常およびCADデータは図2にしたがって表示されるが、対
数縦座標スケールでピコグラム/ミリリットルで表される。すべての比較は、インターロ
イキン-6 (IL-6)、インターロイキン-1β(IL-1b)、インターロイキン-10 (IL-10)およびN
末端フラグメントプロ脳性ナトリウム利尿ペプチド(NT-pBNP)に関して表2に報告される有
意な統計学的差異(*)を示す。
【図５】図5は、CAD患者の検出に関する95%特異性を有する、健常患者の特定のための2～
5種のタンパク質のパネルに関する受信者動作特性(ROC)を示す。ROC曲線は、CADを有する
患者(138サンプル)に関する95%の感度を維持しつつ101人の健常患者(この図における真の
陽性)を最高の特異性で検出するよう最適化された4つの個別のパネルから得られる。ROC
曲線は、データセットのランダムに除外された部分(20%)の分類のために各バイオマーカ
ーパネルを反復して検査することによって得られる。2タンパク質(OPNおよびレジスチン:
 AUC=.839)、3タンパク質(OPN、レジスチン、apo-B100: AUC=.845)、4タンパク質(IFNg、
OPN、MMP-7およびレジスチン: AUC=.839)および5タンパク質(IFNg、OPN、MMP-7、レジス
チンおよびCRP: AUC=.827)に関する曲線で示されるように曲線下面積(AUC)は同等であっ
た。CAD患者に関する95%感度での健常患者の検出の予測特異性は、2タンパク質= 50%、3
タンパク質= 52%、4タンパク質= 63%および5タンパク質= 64%であった。
【発明を実施するための形態】
【０００９】
5.　発明の詳細な説明
　限定のためではなく、明確さを目的として、発明の詳細な説明を以下のサブセクション
に分ける:
　(i) バイオマーカーパネル;
　(ii) 診断アルゴリズム;
　(iii) キット、および
　(iv) 方法。
【００１０】
5.1　バイオマーカーパネル
　本発明は、以下のバイオマーカー:
　オステオポンチン(「OPN」);
　レジスチン;
　インターロイキン1β(「IL1b」);
　インターフェロンγ(「IFNg」);
　ミエロペルオキシダーゼ(「MPO」);
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　血管細胞接着分子(「VCAM」);
　フィブリノーゲン;
　マトリックスメタロプロテイナーゼ7 (「MMP7」);
　アポリポタンパク質B100 (「APO-B100」);
　C反応性タンパク質(「CRP」); および
　30 kDaの脂肪細胞補体関連タンパク質 (「ACRP30」)
のうちの少なくとも2つを含むIT (「侵襲性治療(Invasive Treatment)」)バイオマーカー
のパネルを提供する。
【００１１】
　パネルは、少なくとも2、少なくとも3、少なくとも4、少なくとも5、少なくとも6、少
なくとも7、少なくとも8、少なくとも9、少なくとも10、または少なくとも11のITバイオ
マーカーを含んでよい。本発明の非限定的な実施形態では、該パネルは、上に列挙される
ITバイオマーカーに加えて、追加バイオマーカー、例えば1種の追加バイオマーカー、2種
の追加バイオマーカー、5種までの追加バイオマーカー、10種までの追加バイオマーカー
、20種までの追加バイオマーカー、または50種までの追加バイオマーカーを含んでよく、
ここで、パネル中の上に列挙されるITバイオマーカー自体が、患者が侵襲性CAD介入の恩
恵を受ける可能性が高いかどうか、かつ/または、さらなる侵襲性CAD介入がなければ有害
心イベントのリスクが増加するかどうかに関する、統計学的に有意な情報を提供する。し
たがって、非限定的な実施形態では、パネルは、2～10、または1～20、または5～10、ま
たは5～20、または5～50種の総バイオマーカーで構成されていてよい。
【００１２】
　別の非限定的な実施形態では、パネルは、上記の少なくとも2、少なくとも3、少なくと
も4、少なくとも5、少なくとも6、少なくとも7、少なくとも8、少なくとも9、少なくとも
10、または少なくとも11種のITバイオマーカーを含んでよく、かつ以下の血清バイオマー
カー: インターロイキン6 (「IL-6」)、インターロイキン-10 (「IL-10」)、N末端プロ脳
性ナトリウム利尿ペプチド(「NT-pBNP」)および/またはアポリポタンパク質A1 (「Apo-A1
」)の少なくとも1または少なくとも2または少なくとも3または4種をさらに含んでよく、
ここで、IL-6、IL-10およびNT-pBNPの血清中レベルは、CADを有する被験体で増加するこ
とが観察されており、かつApo-A1は減少することが観察されている(下記の実施例セクシ
ョン7および8を参照のこと)。特定の非限定的な本発明の実施形態では、フィブリノーゲ
ンの血清中レベルの4倍以上の増加、および/またはVCAM-1、MPO、CRP、レジスチンおよび
/またはオステオポンチンの血清中レベルの約1.3～2.5倍の増加は重大なCADの診断と矛盾
しない。
【００１３】
　重大なCADは、狭心症、息切れ、発汗、吐き気、意識朦朧、動悸、陽性の運動負荷試験
、標準運動負荷試験中のEKGによるST下降、および/または少なくとも1つの冠動脈の少な
くとも約70%の狭窄の1種以上を含む臨床症状および/または徴候を生じさせるCADである。
【００１４】
　有害心イベントは、心筋の永久的な損傷を生じさせる心臓の潅流の減少である。
【００１５】
　バイオマーカーはタンパク質であり、その血清中レベルは特定の生物学的状態と関連す
る。ITバイオマーカーはタンパク質であり、その血清中レベルは、患者が侵襲性CAD介入
の恩恵を受ける可能性が高いかどうか、かつ/または、さらなる侵襲性CAD介入がなければ
、有害心イベントのリスクが増加するかどうかと関連する。ITバイオマーカーの発現の予
測値は、本明細書中で特定される少なくとも1種の付加ITバイオマーカーの発現レベルと
ともに考慮された場合に得られる。
【００１６】
　特定の非限定的な本発明の実施形態では、パネルは以下のITバイオマーカー:
　OPNおよびレジスチン;
　IL1bおよびOPN;
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　IFNgおよびOPN;
　OPNおよびMPO;
　OPN、VCAM、およびレジスチン;
　OPN、フィブリノーゲン、およびレジスチン;
　OPN、MMP7、およびレジスチン;
　OPN、レジスチン、およびAPO-B100;
　OPN、MMP7、VCAM、およびレジスチン;
　IFNg、OPN、MMP7およびMPO;
　IFNg、OPN、MMP7およびレジスチン;
　OPN、MMP7、レジスチンおよびCRP;
　IFNg、OPN、MMP7、レジスチンおよびCRP; ならびに
　IFNg、OPN、MMP7、レジスチンおよびACRP30
を含んでよい。
【００１７】
5.2　診断アルゴリズム
　本発明は、さらに、上記ITバイオマーカーのパネルのレベルを、患者が重大なCADを発
症する可能性が低いかどうかを判定するために使用することができるスコア(以後、「IT
スコア」または「SF」(採点関数(scoring function)))に変換するために使用することが
できるアルゴリズムを提供する。
【００１８】
　本発明では、以下の式Iを使用してITスコアを計算することができる:

【数１】

【００１９】
式中、S(p)は症例pのITスコアであり、
定数A0 は「オフセット値」であり
Nはパネル中のマーカーの数であり
指数iはパネル中のマーカーをリストし
係数Aiはi番目のITバイオマーカーの「係数」であり
Mi(p)は症例pのi番目のITバイオマーカーのピコグラム/ml単位の濃度であり
Ciはi番目のマーカーの「ローカットオフ(LowCutoff)」である。
【００２０】
　オフセット値(A0)は所望の特異性(SP)、例えば、95%、85%、80%、などを維持するよう
に選択することができ、かつ係数(Ai, i=1, . . .N)は、式Iの感度を最適化するために最
適化技術、例えば、Metropolisアルゴリズムを使用するMonte Carlo最適化を利用して決
定することができる。一部の実施形態では、所望の特異性は、とりわけ、罹患患者を特定
しそこなうという損失および健常患者を誤診するという損失などの評価事項を利用して選
択することができる。特定の特異性のレベル、例えば、95%に関して、85% SPで最高のSN
をもたらす採点関数を見出すことによって「カットオフスコア」(S0)を決定することがで
き、次いで95%特異性をもたらすカットオフスコアを決定した。被験体S(p)のITスコアが
カットオフスコア(S0)より大きい場合、被験体pをNIT (侵襲性CAD介入の恩恵を受ける可
能性が高くないかまたはその可能性が低く、かつ/または、さらなる侵襲性CAD介入がなく
ても、有害心イベントのリスクが実質的に増加するわけではない患者)として分類する。S
(p) < S0の場合、被験体pをIT (侵襲性CAD介入の恩恵を受ける可能性が高く、かつ/また
は、さらなる侵襲性CAD介入がなければ、有害心イベントのリスクが増加する患者)として
分類する。ローカットオフ(Ci)は低いマーカー値での「不安定性」を低減するために式に
含まれる。Ciの値は各平均マーカー値の1/10に固定した。
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　所定のマーカーパネル、例えば、2、3、4または5マーカーのパネルに関する式Iの性能
を決定するために、係数(Ai)、およびカットオフ(Ci)を調節するためのトレーニングデー
タセットとしてデータセットの選択パーセンテージを使用して交差検定を実施することが
できる。調節された式Iをデータセットの別の選択部分に関して試験することができる。1
01人の健常患者および138人の罹患患者に関する24マーカーを含む一実施形態では、デー
タの80%をトレーニングデータセットとして使用し、データの残りの20%を使用して、調節
された採点関数の特異性および感度を試験した。パネルの平均特異性および感度が所望の
精度、例えば、約1%に評価されるまで、交差検定を何回も繰り返すことができる。一部の
実施形態では、交差検定を500回実施した。パネルの交差検定された特異性および感度の
平均はパネル性能の指標であり、異なるパネルを格付けするために使用することができる
。さらに、交差検定を利用して最適パネルサイズを決定することができる。一実施形態で
は、交差検定技術を使用して決定された3マーカーより大きいパネルの性能は、所定のサ
ンプルサイズ、例えば、101人の健常患者および138人の罹患患者に対して該パネルが大き
過ぎることを示した。より大きいデータセットを利用して、所望の性能を有する、より大
きいパネル、例えば、4-および5-マーカーパネル、またはさらに大きいパネルを特定でき
ることを当業者は理解する。
【００２２】
　一実施形態では、2、3、4および5マーカーのパネルを選択し、101人の健常患者および1
38人のCADを有する患者のグループに関して式Iを利用して試験した。各パネルサイズで、
式Iを使用して、95%特異性での各パネルの感度を決定し、最高感度を有する50パネルを特
定した。次いで、上で詳しく述べたように、選択パネルに関して交差検定を実施し、各パ
ネルの性能を決定し、それに応じてパネルを格付けした。
【００２３】
　同一または別の実施形態では、式Iの交差検定の有効性を例証するために人工マーカー(
例えば、調査対象の疾患と無関係のマーカー)をデータセットに導入することができる。
各パネルの性能を決定しかつパネルを格付けした後、人工マーカーを有する最終順位の上
位にあるパネルを特定することができる。例えば、一実施形態では、2-、3-、および4-マ
ーカーパネルに関していかなる人工マーカーも含まない上位4パネルを特定し、かつ5-マ
ーカーパネルに関していかなる人工マーカーも含まない上位2パネルを特定した。2-マー
カーパネルの上位4つはいかなる人工マーカーも含まず; 3-マーカーパネルの上位6つのう
ちの4つはいかなる人工マーカーも含まず; 4-マーカーパネルの上位6つのうちの4つはい
かなる人工マーカーも含まず; 5-マーカーパネルの上位38個のうちの2つはいかなる人工
マーカーも含まなかった。人工マーカーは、当然、標的疾患の可能性を予測することがで
きないので、上位パネルの1つに人工マーカーが存在することにより、そのパネルの性能
が偶然の一致である可能性が高いことを示すことができる。
【００２４】
　本発明は、患者が重大なCADを発症する可能性が低いかどうかを判定する方法であって
、以下のステップ:
　(a)　OPN、レジスチン、IL1b、IFNg、MPO、VCAM、フィブリノーゲン、MMP7、APO-B100
、CRP、ACRP30からなる群から選択される少なくとも2種のバイオマーカーの血清中レベル
を測定するステップ;
　(b)　(a)で測定されたバイオマーカーの組み合わせについてオフセット値を決定するス
テップ;
　(c)　(a)で測定された各バイオマーカーの係数を決定するステップ;
　(d)　以下の式I:
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【数２】

【００２５】
［式中、S(p)は症例pのITスコアであり、
　定数A0 は「オフセット値」であり
　Nはパネル中のマーカーの数であり
　指数iはパネル中のマーカーをリストし
　係数Aiはi番目のITバイオマーカーの「係数」であり
　Mi(p)は症例pのi番目のITバイオマーカーのピコグラム/ml単位の濃度であり
　Ciはi番目のマーカーの「ローカットオフ」である
　(ローカットオフ(Ci)は低いマーカー値での「不安定性」を低減するために含ませる。C

iの正確な値は平均マーカー値の1/10に固定する。)］
を使用して、(a)で測定された血清中レベルをITスコアに変換するステップ;
および
　(e)　ITスコアをカットオフスコアと比較するステップ
　ここで、カットオフスコアより大きいITスコアは患者が重大なCADを発症する可能性が
低いことを示し、かつカットオフスコアより小さいITスコアは患者が重大なCADを発症す
る可能性が高く、かつ侵襲性介入の恩恵を受けるかもしれないことを示す、
を含む方法を提供する。
【００２６】
　特定の非限定的な本発明の実施形態では、式Iを使用する計算および14の異なるパネル
のITバイオマーカーのいずれかに基づく患者のITスコアの解釈に使用することができるオ
フセット値、係数、およびカットオフスコアは下記の表2に記載される。
【００２７】
　したがって、特定の非限定的な一実施形態では、本発明は、患者が重大なCADを発症す
る可能性が低いかどうかを判定する方法であって、以下のステップ:
　(a)　OPNおよびレジスチンの血清中レベルを測定するステップ;
　(b)　以下の式I:

【数３】

【００２８】
（式中、オフセット値A0は16.35であり、
　N=2であり、
　指数iはパネル中のマーカーをリストし、
　OPNの係数A1は-0.70であり、かつレジスチンの係数A2は-0.82であり、
　Mi(p)は患者のi番目のITバイオマーカーのピコグラム/ml単位の濃度であり、および
　OPNのローカットオフC1は3533であり、かつレジスチンのC2は9378.3である）
を使用して、(a)で測定された血清中レベルをITスコア(S(p))に変換するステップ;
　ここに、0.47より大きいITスコアは患者が重大なCADを発症する可能性が低いことを示
し、かつ0.47より小さいITスコアは、95%特異性で、患者が重大なCADを発症する可能性が
高く、かつ侵襲性介入の恩恵を受けるかもしれないことを示す
を含む方法を提供する。
【００２９】
　別の特定の非限定的な実施形態では、本発明は、患者が重大なCADを発症する可能性が
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　(a)　IL1bおよびOPNの血清中レベルを測定するステップ;
　(b)　以下の式I:
【数４】

【００３０】
（式中、オフセット値A0は14.66であり、
　N=2であり、
　指数iはパネル中のマーカーをリストし、
　IL1bの係数A1は-1.12であり、かつOPNの係数A2は-1.06であり、
　Mi(p)は患者のi番目のITバイオマーカーのピコグラム/ml単位の濃度であり、および
　IL1bのローカットオフC1は8.6であり、かつOPNのC2は3533である）
を使用して、(a)で測定された血清中レベルをITスコア(S(p))に変換するステップ;
　ここで、1.39より大きいITスコアは患者が重大なCADを発症する可能性が低いことを示
し、かつ1.39より小さいITスコアは、95%特異性で、患者が重大なCADを発症する可能性が
高く、かつ侵襲性介入の恩恵を受けるかもしれないことを示す
を含む方法を提供する。
【００３１】
　別の特定の非限定的な実施形態では、本発明は、患者が重大なCADを発症する可能性が
低いかどうかを判定する方法であって、以下のステップ:
　(a)　IFNgおよびOPNの血清中レベルを測定するステップ;
　(b)　以下の式I:
【数５】

【００３２】
（式中、オフセット値A0は11.91であり、
　N=2であり、
　指数iはパネル中のマーカーをリストし、
　IFNgの係数A1は-0.60であり、かつOPNの係数A2は-1.14であり、
　Mi(p)は患者のi番目のITバイオマーカーのピコグラム/ml単位の濃度であり、および
　IFNgのローカットオフC1は0.4123であり、かつOPNのC2は3533である）
を使用して、(a)で測定された血清中レベルをITスコア(S(p))に変換するステップ;
　ここで、0.97より大きいITスコアは患者が重大なCADを発症する可能性が低いことを示
し、かつ0.97より小さいITスコアは、95%特異性で、患者が重大なCADを発症する可能性が
高く、かつ侵襲性介入の恩恵を受けるかもしれないことを示す
を含む方法を提供する。
【００３３】
　別の特定の非限定的な実施形態では、本発明は、患者が重大なCADを発症する可能性が
低いかどうかを判定する方法であって、以下のステップ:
　(a)　OPNおよびMPOの血清中レベルを測定するステップ;
　(b)　以下の式I:
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【数６】

【００３４】
（式中、オフセット値A0は16.28であり、
　N=2であり、
　指数iはパネル中のマーカーをリストし、
　OPNの係数A1は-0.68であり、かつMPOの係数A2は-0.72であり、
　Mi(p)は患者のi番目のITバイオマーカーのピコグラム/ml単位の濃度であり、および
　OPNのローカットオフC1は3533であり、かつMPOのC2は54192である）
を使用して、(a)で測定された血清中レベルをITスコア(S(p))に変換するステップ;
　ここで、0.57より大きいITスコアは患者が重大なCADを発症する可能性が低いことを示
し、かつ0.57より小さいITスコアは、95%特異性で、患者が重大なCADを発症する可能性が
高く、かつ侵襲性介入の恩恵を受けるかもしれないことを示す
を含む方法を提供する。
【００３５】
　別の特定の非限定的な実施形態では、本発明は、患者が重大なCADを発症する可能性が
低いかどうかを判定する方法であって、以下のステップ:
　(a)　OPN、VCAMおよびレジスチンの血清中レベルを測定するステップ;
　(b)　以下の式I:

【数７】

【００３６】
（式中、オフセット値A0は19.72であり、
　N=3であり、
　指数iはパネル中のマーカーをリストし、
　OPNの係数A1は-0.60であり、VCAMの係数A2は-0.37であり、かつレジスチンの係数A3は-
0.75であり、
　Mi(p)は患者のi番目のITバイオマーカーのピコグラム/ml単位の濃度であり、および
　OPNのローカットオフC1は3533であり、VCAMのC2は102448であり、かつレジスチンのC3
は9378.3である）
を使用して、(a)で測定された血清中レベルをITスコア(S(p))に変換するステップ;
　ここで、0.44より大きいITスコアは患者が重大なCADを発症する可能性が低いことを示
し、かつ0.44より小さいITスコアは、95%特異性で、患者が重大なCADを発症する可能性が
高く、かつ侵襲性介入の恩恵を受けるかもしれないことを示す
を含む方法を提供する。
【００３７】
　別の特定の非限定的な実施形態では、本発明は、患者が重大なCADを発症する可能性が
低いかどうかを判定する方法であって、以下のステップ:
　(a)　OPN、フィブリノーゲンおよびレジスチンの血清中レベルを測定するステップ;
　(b)　以下の式I:
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【数８】

【００３８】
（式中、オフセット値A0は19.38であり、
　N=3であり、
　指数iはパネル中のマーカーをリストし、
　OPNの係数A1は-0.60であり、フィブリノーゲンの係数A2は-0.28であり、かつレジスチ
ンの係数A3は-0.79であり、
　Mi(p)は患者のi番目のITバイオマーカーのピコグラム/ml単位の濃度であり、および
OPNのローカットオフC1は3533であり、フィブリノーゲンのC2は1236057であり、かつレジ
スチンのC3は9378.3である）
を使用して、(a)で測定された血清中レベルをITスコア(S(p))に変換するステップ;
　ここで、0.5より大きいITスコアは患者が重大なCADを発症する可能性が低いことを示し
、かつ0.5より小さいITスコアは、95%特異性で、患者が重大なCADを発症する可能性が高
く、かつ侵襲性介入の恩恵を受けるかもしれないことを示す
を含む方法を提供する。
【００３９】
　別の特定の非限定的な実施形態では、本発明は、患者が重大なCADを発症する可能性が
低いかどうかを判定する方法であって、以下のステップ:
　(a)　OPN、MMP7およびレジスチンの血清中レベルを測定するステップ;
　(b)　以下の式I:

【数９】

【００４０】
（式中、オフセット値A0は18.96であり、
　N=3であり、
　指数iはパネル中のマーカーをリストし、
　OPNの係数A1は-0.74であり、MMP7の係数A2は-0.36であり、かつレジスチンの係数A3は-
0.74であり、
　Mi(p)は患者のi番目のITバイオマーカーのピコグラム/ml単位の濃度であり、および
　OPNのローカットオフC1は3533であり、MMP7のC2は519.89であり、かつレジスチンのC3
は9378.3である）
を使用して、(a)で測定された血清中レベルをITスコア(S(p))に変換するステップ;
　ここで、0.49より大きいITスコアは患者が重大なCADを発症する可能性が低いことを示
し、かつ0.49より小さいITスコアは、95%特異性で、患者が重大なCADを発症する可能性が
高く、かつ侵襲性介入の恩恵を受けるかもしれないことを示す
を含む方法を提供する。
【００４１】
　別の特定の非限定的な実施形態では、本発明は、患者が重大なCADを発症する可能性が
低いかどうかを判定する方法であって、以下のステップ:
　(a)　OPN、レジスチン、およびAPO-B100の血清中レベルを測定するステップ;
　(b)　以下の式I:
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【数１０】

【００４２】
（式中、オフセット値A0は19.88であり、
　N=3であり、
　指数iはパネル中のマーカーをリストし、
　OPNの係数A1は-0.50であり、レジスチンの係数A2は-0.57であり、かつAPO-B100の係数A

3は-0.42であり、
　Mi(p)は患者のi番目のITバイオマーカーのピコグラム/ml単位の濃度であり、および
　OPNのローカットオフC1は3533であり、レジスチンのC2は9378.3であり、かつAPO-B100
のC3は32404058である）
を使用して、(a)で測定された血清中レベルをITスコア(S(p))に変換するステップ;
　ここで、0.35より大きいITスコアは患者が重大なCADを発症する可能性が低いことを示
し、かつ0.35より小さいITスコアは、95%特異性で、患者が重大なCADを発症する可能性が
高く、かつ侵襲性介入の恩恵を受けるかもしれないことを示す
を含む方法を提供する。
【００４３】
　別の特定の非限定的な実施形態では、本発明は、患者が重大なCADを発症する可能性が
低いかどうかを判定する方法であって、以下のステップ:
　(a)　OPN、MMP7、VCAMおよびレジスチンの血清中レベルを測定するステップ;
　(b)　以下の式I:

【数１１】

【００４４】
（式中、オフセット値A0は21.98であり、
　N=4であり、
　指数iはパネル中のマーカーをリストし、
　OPNの係数A1は-0.60であり、MMP7の係数A2は-0.37であり、VCAMの係数A3は-0.32であり
、かつレジスチンの係数A4は-0.73であり、
　Mi(p)は患者のi番目のITバイオマーカーのピコグラム/ml単位の濃度であり、および
　OPNのローカットオフC1は3533であり、MMP7のC2は519.89であり、VCAMのC3は102448で
あり、かつレジスチンのC4は9378.3である）
を使用して、(a)で測定された血清中レベルをITスコア(S(p))に変換するステップ;
　ここで、0.41より大きいITスコアは患者が重大なCADを発症する可能性が低いことを示
し、かつ0.41より小さいITスコアは、95%特異性で、患者が重大なCADを発症する可能性が
高く、かつ侵襲性介入の恩恵を受けるかもしれないことを示す
を含む方法を提供する。
【００４５】
　別の特定の非限定的な実施形態では、本発明は、患者が重大なCADを発症する可能性が
低いかどうかを判定する方法であって、以下のステップ:
　(a)　IFNg、OPN、MMP7およびMPOの血清中レベルを測定するステップ;
　(b)　以下の式I:
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【数１２】

【００４６】
（式中、オフセット値A0は19.05であり、
　N=4であり、
　指数iはパネル中のマーカーをリストし、
　IFNgの係数A1は-0.38であり、OPNの係数A2は-0.80であり、MMP7の係数A3は-0.35であり
、かつMPOの係数A4は-0.59であり、
　Mi(p)は患者のi番目のITバイオマーカーのピコグラム/ml単位の濃度であり、および
　IFNgのローカットオフC1は0.4123であり、OPNのC2は3533であり、MMP7のC3は519.89で
あり、かつMPOのC4は54192である）
を使用して、(a)で測定された血清中レベルをITスコア(S(p))に変換するステップ;
　ここで、0.56より大きいITスコアは患者が重大なCADを発症する可能性が低いことを示
し、かつ0.56より小さいITスコアは、95%特異性で、患者が重大なCADを発症する可能性が
高く、かつ侵襲性介入の恩恵を受けるかもしれないことを示す
を含む方法を提供する。
【００４７】
　別の特定の非限定的な実施形態では、本発明は、患者が重大なCADを発症する可能性が
低いかどうかを判定する方法であって、以下のステップ:
　(a)　IFNg、OPN、MMP7、およびレジスチンの血清中レベルを測定するステップ;
　(b)　以下の式I:

【数１３】

【００４８】
（式中、オフセット値A0は19.57であり、
　N=4であり、
　指数iはパネル中のマーカーをリストし、
　IFNgの係数A1は-0.22であり、OPNの係数A2は-0.88であり、MMP7の係数A3は-0.61であり
、かつレジスチンの係数A4は-0.47であり、
　Mi(p)は患者のi番目のITバイオマーカーのピコグラム/ml単位の濃度であり、および
　IFNgのローカットオフC1は0.4123であり、OPNのC2は3533であり、MMP7のC3は519.89で
あり、かつレジスチンのC4は9378.3である）
を使用して、(a)で測定された血清中レベルをITスコア(S(p))に変換するステップ;
　ここで、0.58より大きいITスコアは患者が重大なCADを発症する可能性が低いことを示
し、かつ0.58より小さいITスコアは、95%特異性で、患者が重大なCADを発症する可能性が
高く、かつ侵襲性介入の恩恵を受けるかもしれないことを示す
を含む方法を提供する。
【００４９】
　別の特定の非限定的な実施形態では、本発明は、患者が重大なCADを発症する可能性が
低いかどうかを判定する方法であって、以下のステップ:
　(a)　OPN、MMP7、レジスチンおよびCRPの血清中レベルを測定するステップ;
　(b)　以下の式I:
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【数１４】

【００５０】
（式中、オフセット値A0は22.50であり、
　N=4であり、
　指数iはパネル中のマーカーをリストし、
　OPNの係数A1は-0.69であり、MMP7の係数A2は-0.73であり、レジスチンの係数A3は-0.55
であり、かつCRPの係数A4は-0.25であり、
　Mi(p)は患者のi番目のITバイオマーカーのピコグラム/ml単位の濃度であり、および
OPNのローカットオフC1は3533であり、MMP7のC2は519.89であり、レジスチンのC3は9378.
3であり、かつCRPのC4は51754である）
を使用して、(a)で測定された血清中レベルをITスコア(S(p))に変換するステップ;
　ここで、0.56より大きいITスコアは患者が重大なCADを発症する可能性が低いことを示
し、かつ0.56より小さいITスコアは、95%特異性で、患者が重大なCADを発症する可能性が
高く、かつ侵襲性介入の恩恵を受けるかもしれないことを示す
を含む方法を提供する。
【００５１】
　別の特定の非限定的な実施形態では、本発明は、患者が重大なCADを発症する可能性が
低いかどうかを判定する方法であって、以下のステップ:
　(a)　IFNg、OPN、MMP7、レジスチンおよびCRPの血清中レベルを測定するステップ;
　(b)　以下の式I:

【数１５】

【００５２】
（式中、オフセット値A0は21.77であり、
　N=5であり、
　指数iはパネル中のマーカーをリストし、
　IFNgの係数A1は-0.18であり、OPNの係数A2は-0.74であり、MMP7の係数A3は-0.76であり
、レジスチンの係数A4は-0.50であり、かつCRPの係数A5は-0.16であり、
　Mi(p)は患者のi番目のITバイオマーカーのピコグラム/ml単位の濃度であり、および
　IFNgのローカットオフC1は0.4123であり、OPNのC2は3533であり、MMP7のC3は519.89で
あり、レジスチンのC4は9378.3であり、CRPのC5は51754である）
を使用して、(a)で測定された血清中レベルをITスコア(S(p))に変換するステップ;
　ここで、0.47より大きいITスコアは患者が重大なCADを発症する可能性が低いことを示
し、かつ0.47より小さいITスコアは、95%特異性で、患者が重大なCADを発症する可能性が
高く、かつ侵襲性介入の恩恵を受けるかもしれないことを示す
を含む方法を提供する。
【００５３】
　別の特定の非限定的な実施形態では、本発明は、患者が重大なCADを発症する可能性が
低いかどうかを判定する方法であって、以下のステップ:
　(a)　IFNg、OPN、MMP7、レジスチンおよびACRP30の血清中レベルを測定するステップ;
　(b)　以下の式I:
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【数１６】

【００５４】
（式中、オフセット値A0は11.41であり、
　N=5であり、
　指数iはパネル中のマーカーをリストし、
　IFNgの係数A1は-0.35であり、OPNの係数A2は-0.82であり、MMP7の係数A3は-0.22であり
、レジスチンの係数A4は-0.53であり、かつACRP30の係数A5は0.33であり、
　Mi(p)は患者のi番目のITバイオマーカーのピコグラム/ml単位の濃度であり、および
　IFNgのローカットオフC1は0.4123であり、OPNのC2は3533であり、MMP7のC3は519.89で
あり、レジスチンのC4は9378.3であり、ACRP30のC5は493266である）
を使用して、(a)で測定された血清中レベルをITスコア(S(p))に変換するステップ;
　ここで、0.61より大きいITスコアは患者が重大なCADを発症する可能性が低いことを示
し、かつ0.61より小さいITスコアは、95%特異性で、患者が重大なCADを発症する可能性が
高く、かつ侵襲性介入の恩恵を受けるかもしれないことを示す
を含む方法を提供する。
【００５５】
5.3　キット
　本発明は、上で考察されるITバイオマーカーを検出するためのキットを提供する。その
ようなキットは、OPN、レジスチン、IL1b、IFNg、MPO、VCAM、フィブリノーゲン、MMP7、
APO-B100、CRP、ACRP30からなる群から選択される少なくとも2種のITバイオマーカーを含
むバイオマーカーパネルの血清中レベルを測定するための手段を含んでよい。該キットは
、場合により、IL-6、IL-10、NT-pBNPおよびApo-A1からなる群から選択される血清バイオ
マーカーの血清中レベルを測定するための手段をさらに含んでよい。非限定的な実施形態
では、パネルは、2～10、または1～20、または5～10、または5～20、または5～50種の総
バイオマーカーからなるものであってもよい。そのような血清中レベルを測定するための
手段は当技術分野において公知であり、それには、例えば、場合により検出可能に標識さ
れている、捕捉剤(capture agent)の使用が含まれ、ここに、捕捉剤はバイオマーカーお
よび/または捕捉剤と結合する検出剤とともに使用することができる。捕捉剤は、例えば
、非限定的に、抗体、FabまたはFab2フラグメントなどの抗体の部分、単鎖抗体、バイオ
マーカーもしくはその部分の受容体またはバイオマーカーもしくはその部分のリガンドで
あってよい。同様に、検出剤は、例えば、非限定的に、抗体、FabまたはFab2フラグメン
トなどの抗体の部分、単鎖抗体、バイオマーカーもしくは捕捉剤またはその部分の受容体
またはバイオマーカーもしくは捕捉剤またはその部分のリガンドであってよい。捕捉剤お
よび/または検出剤は、放射性標識、蛍光標識、化学標識、オリゴヌクレオチド標識、酵
素標識、またはタンパク質標識(例えば、緑色蛍光タンパク質などの蛍光タンパク質)を使
用して検出可能に標識することができる。使用することができる標準的技術には、例えば
、酵素結合免疫吸着検定(「ELISA」)またはウエスタンブロットが含まれる。
【００５６】
　上記方法に加えて、サンプル中のタンパク質のレベルを定量的に測定するための当技術
分野で公知の任意の方法、例えば、抗体に基づかない方法を本発明の方法およびキットで
使用することができる。例えば、質量分析ベース(例えば、多重反応モニタリング(MRM)質
量分析)またはHPLCベースの方法を使用することができる。タンパク質定量の方法は、例
えば、Ling-Na Zheng et al., 2011, J. of Analytical Atomic Spectrometry, 26, 1233
-1236; Vaudel, M., et al., 2010, Proteomics, Vol. 10: 4; Pan, S., 2009 J. Proteo
me Research, Feb; 8(2):787-97; Westermeier and Marouga, 2005, Bioscience Reports
, Vol. 25, Nos. 1/2; Carr and Anderson, 2008, Clinical Chemistry. 54:1749-1752; 
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およびAebersold and Mann, 2003, Nature, Vol. 422に記載される。
【００５７】
　追加の、より最近のテクノロジー、例えばプロテオミクス分野で使用されるテクノロジ
ーを本発明のキットで具現化してもよい。そのようなテクノロジーには、例えば、米国特
許出願第US 2008/0202927号; Sorger, 2008, Nature Biotechnol. 26:1345-1346; Li et 
al., 2002, Mol. Cell. Proteomics 1.2:157; Hou et al., 2006, J. Proteome Res. 5(1
0):2754-2759; Li et al., 2001, Proteomics 1(8):975-986; Ramsey et al., 2003, Ana
l. Chem. 75(15):3758-3764;　Armenta et al., 2009, Electrophoresis 30(7): 1145-11
56; Lynch et al., 2004, Proteomics 4(6):1695-1702; Kingsmore et al., 2003, Curr.
 Opin. Biotechnol. 14(1):74-81)に記載される、微小流体チップおよび関連テクノロジ
ーの使用が含まれる。
【００５８】
　非限定的な本発明の実施形態では、キットは、ITバイオマーカーの以下の組み合わせ:
　OPNおよびレジスチン;
　IL1bおよびOPN;
　IFNgおよびOPN;
　OPNおよびMPO;
　OPN、VCAM、およびレジスチン;
　OPN、フィブリノーゲン、およびレジスチン;
　OPN、MMP7、およびレジスチン;
　OPN、レジスチン、およびAPO-B100;
　OPN、MMP7、VCAM、およびレジスチン;
　IFNg、OPN、MMP7およびMPO;
　IFNg、OPN、MMP7およびレジスチン;
　OPN、MMP7、レジスチンおよびCRP;
　IFNg、OPN、MMP7、レジスチンおよびCRP; ならびに
　IFNg、OPN、MMP7、レジスチンおよびACRP30
のうちの1つを含むバイオマーカーパネルの血清中レベルを測定するための手段を提供す
る。
【００５９】
　特定の非限定的な例では、検出のための手段はITバイオマーカーと結合する抗体または
可変領域を含むそのフラグメントであり、ここで、該抗体またはフラグメントは直接また
は間接的に検出可能に標識されている。当技術分野で公知のように、間接的標識は二次抗
体または標識型のITバイオマーカーであってよい。
【００６０】
　非限定的な本発明の実施形態では、キットは、(i) キット中で使用されるITバイオマー
カーの組み合わせに関するオフセット値を決定するかまたは割り当て; (ii) キット中で
使用される各ITバイオマーカーの係数を決定するかまたは割り当て; (iii) 以下の式I:
【数１７】

【００６１】
（式中、S(p)は症例pのITスコアであり、
　定数A0 は「オフセット値」であり
　Nはパネル中のマーカーの数であり
　指数iはパネル中のマーカーをリストし
　係数Aiはi番目のITバイオマーカーの「係数」であり
　Mi(p)は症例pのi番目のITバイオマーカーのピコグラム/ml単位の濃度であり
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　Ciはi番目のマーカーの「ローカットオフ」である）
を使用して、キットを使用して測定された血清中レベルをITスコアに変換し; および
　(iv) ITスコアをカットオフスコアと比較する
ソフトウェアをさらに含んでよく、
　ここで、カットオフスコアより大きいITスコアは、患者が、さらなる侵襲性冠動脈疾患
介入がなくても有害心イベントのリスクが増加しないことを示し、かつカットオフスコア
より小さいITスコアは、患者が、さらなる侵襲性冠動脈疾患介入がなければ有害心イベン
トのリスクが増加することを示す。特定の非限定的な本発明の実施形態では、式Iを使用
する計算および14の異なるITバイオマーカーパネルのいずれかに基づく患者のITスコアの
解釈のためにこのソフトウェアによって使用することができる、オフセット値、係数、お
よびカットオフスコアは下記の表2に記載される。
【００６２】
5.4　方法
　本発明は、非限定的に、胸痛、顎痛、肩痛、腕痛、息切れ、発汗、脱力、および吐き気
の1種以上を含む、冠動脈疾患と合致する1種以上の症状を患っている患者を治療する方法
であって、上記診断方法を実施するステップ、およびITスコアが、患者が重大なCADを発
症する可能性が高い(したがって、さらなる侵襲性冠動脈疾患介入がなければ、有害心イ
ベントのリスクが増加している)ことを示す場合、侵襲性CAD介入処置を患者に推奨するス
テップを含む方法を提供する。好適な侵襲性CAD介入処置には、非限定的に、ステント留
置、バルーン拡張術、レーザー血管形成術、ロータリーアテレクトミー、バイパス移植留
置、およびペースメーカー留置の1種以上が含まれる。本発明はまた、該処置を実施する
さらなるステップを提供する。
【００６３】
　関連の実施形態では、本発明は、非限定的に、胸痛、頤痛、肩痛、腕痛、息切れ、発汗
、脱力、および吐き気の1種以上を含む冠動脈疾患と合致する1種以上の症状を患っている
患者を治療する方法であって、患者において、以下のタンパク質:Apo-B100、フィブリノ
ーゲン、VCAM-1、ミエロペルオキシダーゼ、CRP、レジスチン、オステオポンチン、IL-6
、IL-1b、IL-10およびNT-pBNPのうちの1または2または3または4または5または6または7ま
たは8または9または10または11種の血清中レベルが増加しているかどうか、および/また
はApo-A1のレベルが減少しているかどうかを判定するステップを含み、ここで該増加およ
び/または減少は重大なCADを有する患者と一致する、方法を提供する。そのような方法は
、独立して、または上記ITスコアの作製と併せて実施してよい。結果が重大なCADを有す
る患者と一致すれば、侵襲性CAD介入処置を推奨または実施してよい。
【００６４】
　一部の実施形態では、本発明の方法を1種以上の追加の臨床採点システムと併せて使用
して、患者の適切な臨床方針を決定する。例えば、上記方法を実施し、かつ結果が、患者
は侵襲性CAD介入を必要とするCADを有さないことを示すが、患者がCADの他の危険因子(例
えば、高齢または肥満症)または追加の健康問題を有する場合、医師は全体のリスクを考
慮し、侵襲性CAD介入処置を推奨するかまたは実施することができる。
【実施例】
【００６５】
6.　実施例:CADバイオマーカーの特定
　心臓負荷の臨床症状を有する239人の患者由来の血清サンプルを評価した。全患者は冠
動脈疾患(CAD)の診断のための冠動脈造影検査を受けた。これらの患者のうち138人は、そ
の後のCADの医療処置、すなわち、ステントの留置または冠動脈バイパス移植手術を含む
経皮介入(PCI)を必要とした。これらの患者をP群と称する。すべての血清標本を、96ウェ
ルマイクロプレートにスポットされたモノクローナル捕捉抗体の使用を通して24種のタン
パク質を標的にする多重サンドイッチELISAプロトコールを使用してアッセイした。最初
の標的捕捉後のアッセイで蛍光マーカーで標識された異なるセットのモノクローナル検出
抗体の使用を通して二次レベルの特異性を得る。表1に、P群(PCI) 対 CADに関する経皮介
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入を受けなかった101人の被験体のN群の、ピコグラム/ミリリットル単位の平均濃度値で
結果を表す。対応のない標準スチューデントT検定由来の最も低いp値に従ってタンパク質
を格付けする。7つの検体は、P対N被験体から得られた値の24種の標的に関するBonferoni
補正後に統計学的に有意であった(0.05/n:24= 0.0020)。
【００６６】

　表1で、列に表示されたタンパク質は、OPN: オステオポンチン、Apo-A1: アポリポタン
パク質A1、VCAM: 血管細胞接着分子、Apo-B100: アポリポタンパク質B100、MPO: ミエロ
ペルオキシダーゼ、IL1b: インターロイキン1ベータ、CRP: c反応性タンパク質、NT-pBNP
: N末端プロ脳性ナトリウム利尿ペプチド、レジスチン、フィブリノーゲン、IL6: インタ
ーロイキン6、IL10: インターロイキン10、MMP1: マトリックスメタロプロテイナーゼ1、
MMP7: マトリックスメタロプロテイナーゼ7、レプチン、TNFa: 腫瘍壊死因子アルファ、L
-セレクチン: 白血球細胞接着分子1、Acrp30: 30 kDaの脂肪細胞補体関連タンパク質、PE
CAM-1: 血小板内皮細胞接着分子1、TIMP1: メタロプロテイナーゼ1の組織インヒビター、
MCP1: 単球走化性タンパク質1、TM: トロポモジュリン、IFNg: インターフェロンガンマ
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=101サンプル)およびP群(n=138サンプル)の平均および標準偏差をピコグラム/ml単位で報
告し、対応のない値のスチューデントT検定によってp値を得た。複数回の検定のボンフェ
ローニ補正に基づいてp<0.002未満の値を有意とし、それを強調表示している。
【００６７】
　これらの24マーカーをpost hocベースで評価して、バイオマーカーシグネチャを、P群
由来の患者(PCIを受けた患者)をN群(PCIなし)と識別するそれらの能力に関して選択した
。P群に関する高い特異性(SP)を維持しつつ、すなわちSPをトータル138のうち7つの誤分
類P症例しか生じない95%で固定して、N群のメンバーを分類する最高感度(SN)に基づき、2
、3、4または5マーカーから構成されるマルチマーカーパネルを線引きした。パネルの最
終選択はSP=95%での最高の性能に基づき、予測性能が85%および90% SPでも良好であるこ
とを追加の必要条件とした。ほぼ等しい数の誤分類PおよびN症例を生じさせ、ならびにP
とNとを識別するパネルの選択のために最高の条件を提供する条件であるSP=85%でパネル
の予備的評価を実施した。
【００６８】
　各バイオマーカー群に関して、85% SPで最高のSNを提供する採点関数(SF)を定義し、次
いでSP=95%を提供するカットオフスコアを決定した。トレーニングセットから20%の症例
をランダムに除去し、残りの80%の症例のSFを最適化し、かつSFを使用して除去された症
例を診断することによってパネルを交差検定した。交差検定処理を100回繰り返し、平均R
OC曲線を蓄積し、曲線下面積(AUC)およびSP=90%、95%および98%での感度を決定した。
【００６９】
採点法(SF)(「ITスコア」)を計算するために使用される分析型のアルゴリズムは:
【数１８】

【００７０】
S(p)は症例pのスコアであり、
定数A0 は「オフセット」であり
Nはパネル中のマーカーの数であり
指数iはパネル中のマーカーをリストし
係数Aiはi番目のマーカーの「係数」であり
Mi(p)は症例pのi番目のマーカーのピコグラム/ml単位の濃度であり
Ciはi番目のマーカーの「ローカットオフ」である
である。
【００７１】
　最適化アルゴリズムは、P群とN群とを最も良く識別するスコアを提供するオフセット(A

0)および係数(Ai, i=1, . . .N)を決定した。特定のSP、例えば95%で、「カットオフ」S0
を決定することができる。S(p) > S0の場合、症例pをNに分類する。S(p) < S0の場合、症
例pをPに分類する。低いマーカー値での「不安定さ」を低減するためにローカットオフ(C

i)を式に含める。Ciの値を各平均マーカー値の1/10に固定した。
【００７２】
　採点関数(SF)アルゴリズムは、高い感度でN値とP値とを識別する能力を有する、2～5種
の個別のマーカーを含む一連のマーカーパネルを記述した。14の組み合わせでの12種の個
別のマーカーを、これらマーカーパネルで示した。各バイオマーカーパネル内の各マーカ
ーの係数およびそのオフセット値を表2に表示する。
【００７３】
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【００７４】
　表2中、表の最上部の列は、個別のマーカーパネルを使用して血清サンプルを分類する
ための、採点関数アルゴリズムによって得られたオフセット値および係数コンポーネント
を提供する。下の表は、85%～99%の範囲のPに関する種々の特異性でのN対P分類の判定の
ためのカットオフ値を提供する。SPが高いほど、少ないNサンプルが分類され、低下して
いくP値しか誤分類されない(15%～1%)。
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【００７５】
　表2の数字13で表示される5種のバイオマーカーシグネチャに関して、濃度データを処理
してPの分類に関する95%感度でスコアを得る例を表3に記載する。N0010およびP0088で表
示された行は、2人の代表的な患者で得られた血清サンプル濃度値であり、IFNg、OPN、MM
P7、レジスチンおよびCRPに関するピコグラム/ml単位の5つの計測値を含む。黄色の強調
表示は、採点アルゴリズムで使用される値を示す。
【００７６】

【００７７】
　表3中、N0010行の強調表示された血清値に続く5つのセルは各バイオマーカーに関する
濃度およびローカットオフ値の和の自然対数(LN)として得られた値である[例えばLN (IFN
g+ Cut)= LN (0.40+0.41)=-0.208]。これらの値を、各マーカーおよびそのローカットオ
フ値に関して逐次導き出す。そして、各マーカーの係数と、各マーカーおよびそのカット
オフ値に関して以前に得られた自然対数計算値との積の合計にオフセット値を加算するこ
とによって全体のスコアを得る。
【００７８】
　表3に挙げる例でかつ患者N0010に関する値の場合:
スコア= 21.77+(-0.18)(-0.208)+(-0.74)(9.3802)+(-0.76)(8.4668)+(-0.5)(11.185)+(-0
.16)(11.67)
スコア=0.972
診断分類=N。
【００７９】
　患者P0088に関する値の場合:
スコア= 21.77+(-0.18)(1.689)+(-0.74)(9.0429)+(-0.76)(8.7192)+(-0.5)(12.630)+(-0.
16)(14.56)
スコア=-0.497
診断分類=P。
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　スコアがバイオマーカーシグネチャのカットオフ値(このパネルでは、Pに関する95%感
度でカットオフ=0.466)より大きければ、サンプルを「診断」列(DIAGN)でNに分類する。
それがカットオフより小さければ、Pに分類する。その結果、試験セットの患者に関するN
およびPの診断を取得し、臨床知見を確認した。一連の濃度値をバイオマーカーエントリ
列に入力し、かつサブルーチンをその後のセルに適用して、最終採点値を得るソフトウェ
アプログラムまたはマクロサブルーチンを使用して任意のセットの指定マーカーパネルを
この様式で適用することができる。マーカーパネルが5エントリより少ないエントリから
なる場合、余剰の位置にゼロを入力する。表3で得られた値を計算するために使用される
サブルーチンを以下で強調して示す。ここでは、プログラムされたサブルーチンに座標を
指定するために行および列をラベルした。
【００８１】

【００８２】
　表3を、データエントリに対して採点関数アルゴリズムを実行するためのマクロサブル
ーチンを含むセル上の強調部分を示す表3Aとして上に再現する。セルは以下、表3で相応
にラベルされるエントリの値を計算するために得られた基礎となるサブルーチン(強調表
示)を含む。これらのサブルーチンは、採点関数アルゴリズムを、患者血清値の入力時に
スコアおよび診断(DIA)を自動的に計算するスプレッドシートに翻訳する。この場合、ゼ
ロ値を入力することによって5種のこれらの特定のマーカーより少ないマーカーしか含ま
ないパネルからスコアおよび診断を得ることができる。検査のためのアルゴリズムによっ
て定義される適切な係数、オフセットおよびカットオフならびに異なるバイオマーカーを
含む他のパネルの使用によってパネルを改変する必要がある(表3Bを参照のこと)。
【００８３】
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　交差検定試験を実施することによって239サンプルに対して14の各パネルの感度を計算
した。20%の症例をランダムに除去し、残りの80%の症例に関して採点関数を最適化し、次
いで除去された症例に対してSFを試験することによってこの試験を実施した。これを100
回繰り返し、平均ROC曲線を蓄積し、曲線下面積を計算し、かつSP=90%、95%および98%で
の感度を決定した(表4)。計算された感度は、数が少ないゆえに、全体のデータセットに
関して予測されるより低い。
【００８５】
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【００８６】
　表4中、Nに関するSNの列は、85%でのPサンプル分類の感度に関して最適化された採点関
数アルゴリズムに基づいて正しく分類されたNサンプルのパーセンテージを示す。P分類が
正確にサンプルの95%を示す場合のNの分類を判定した。サンプル集団の20%に対する交差
検定によって得られた結果は最後の3列に記載される。ラベルsens90、sens95、およびsen
s98の列は、N被験体に関して正しく分類された症例を示し、一方、Pに関するSPは95%で一
定であった。
【００８７】
　結論として、ユニークな採点関数アルゴリズムは、特定のバイオマーカーパネル(2～5
マーカーのパネル、11血清マーカーを含む14種の異なるシグネチャ)の血清アッセイとと
もに、経皮治療を必要とする冠動脈疾患を有する患者の特定のためのスクリーニングツー
ルを提供する。該アルゴリズムを、採点関数値およびデータエントリに対する分類診断を
自動的に計算することができるマクロサブルーチンに翻訳した。血液検査は、治療を必要
としない最小の冠動脈疾患しか有さないかまたは冠動脈疾患を有さない患者の特定に役立
つ。ゆえに、検査は、CADの存在を除外するための冠動脈造影または冠動脈の電子ビームC
Tスキャンを必要としない患者の識別にも役立つ。検査は、救急処置室または胸部クリニ
ックでCADに関連する症状を示す患者間で、この能力を提供する。この検査の効力は、一
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般集団での冠動脈疾患の可能性を有する無症候性被験体のポイントオブケアでの特定に及
ぶ。該適用では、検査は、利用可能な血液または血清検査によって現在入手可能なものよ
りも高い陽性適中率を有する。
【００８８】
7.　実施例:血清タンパク質プロファイルは心臓カテーテル法に関する患者間での冠動脈
開存性と相関する
　背景:冠動脈性心疾患は米国で毎年1654億ドルのコストで1680万人の患者に影響を及ぼ
し、近年、世界中で死因の第1位になっている(Lloyd-Jones et al., 2010, Circulation 
121(7):948-954)。冠動脈コンピュータ断層撮影(CT)血管造影法および心臓カテーテル法
への照会は、潜在的な罹患率、電離放射線への曝露およびコストの増加にもかかわらず、
毎年増加している。しかし、臨床的にカテーテル法を指示される多数の患者は、最小の冠
動脈疾患(CAD)しか有さないか、または冠動脈疾患を有さず、その後の治療的介入を必要
としない。心血管造影に差し向けられるがCADに関して陰性である患者間でカテーテル法
を除外するための非侵襲性血清バイオマーカー検査は大きな医学的および経済的価値を有
する。
【００８９】
　方法:　発明者らは、CADの評価のために冠動脈造影を受けている239人の患者の、標的
化血清プロテオームのプロファイリングを実施した。患者のうち、138人は、血行動態的
に重大なCADを治療するために経皮介入または冠動脈バイパス移植手術を受け、残りの101
人は重大な疾患を有さず(無CAD群)、かつCADに関する追跡治療を必要としなかった。2群
は、性別、BSA、コレステロール、LDL、糖尿病および高血圧症に関して同等であり、年齢
のわずかな差しかなかった(無CAD: 58+/-12 対 CAD: 62 +/-12歳, p<0.01)。56サンプル
トレーニングセットに対して33タンパク質を調べ、さらに2つのマルチ抗体プラットフォ
ームを使用して239サンプルに対して24検体を検証した。
【００９０】
　結果:　確認されたCADを有する患者の血清中で、Apo-B100、フィブリノーゲン、VCAM-1
、ミエロペルオキシダーゼ、CRP、レジスチン、オステオポンチン、IL-6、IL-1b、IL-10
およびNT-pBNPに関する非常に顕著な増加を検出した(誤検出レベル=0.018)。この群でApo
-A1は顕著に減少した。2～4検体のマーカーパネルを使用する、これらの患者の分類(CAD 
vs. 無CAD)のための予測採点アルゴリズムを導き出した。前記バイオマーカーパネルを使
用してCADを有さない患者の識別を達成(86%陰性的中率: NPV)し、一方、CADを有する患者
の95% (PPV)を正しく分類した(図１を参照のこと)。オステオポンチン、レジスチン、MMP
7およびインターフェロン-gは診断パネル内で最も頻度の高い分類バイオマーカーであっ
た。
【００９１】
　結論:　心臓カテーテル法に差し向けられた患者間で高い適中率を有する血清バイオマ
ーカー検査および採点関数アルゴリズムを開発した。検査は、診断のための冠動脈造影検
査および追跡介入治療の必要性に関する患者の新規評価基準を提供する。
【００９２】
8.　実施例:血清プロテオームプロファイルは、冠動脈造影に差し向けられた症候性患者
での血管造影的冠動脈疾患を予測する
8.1　材料および方法
　患者群:　患者サンプルは、冠動脈疾患に関連する症状に関して心臓カテーテル法に差
し向けられた359人の被験体由来の血清を含んでいた。患者の同意後、IRB認可遺伝子バン
キングプロトコール(IRB #990835)にしたがう患者のインフォームドコンセントを得て、
血液を集めた: (1) 静脈全血15mlを採取し、(2) 白血球遠心分離をすぐに実施して細胞を
ペレット化し(300 x g)、(3) 250μl～2.0 mlの上清血清を1.5 mlクライオチューブに移
し、(4) サンプルを-80℃で保存した。全359人の患者は診断のための冠動脈造影を受け、
208人は介入治療、すなわち経皮介入(ステントまたは血管形成術)または冠動脈バイパス
移植手術(CABG)を必要としたが、残りの患者は、冠動脈介入を保証する重大なアテローム
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性動脈硬化症を有さなかった。ゆえに、臨床症状に基づいて単一の患者群から得られた血
清サンプルであるが、治療的介入の必要性に基づく2つの転帰群を示した。
【００９３】
　プロテオミクス分析:　血清サンプルを氷上で最初の解凍に付し、それらを処理用の200
μlアリコートに分配した。次にこれらのアリコートを次の解凍サイクルでタンパク質分
析を実施するまで-80℃で保存した。すべての血清サンプルを患者の特徴および診断分類
に関して無作為化、盲検様式で処理した。56血清サンプルの調査研究をLuminex 100プラ
ットフォーム(Luminex, Austin, TX)で33検体のフルオロカインマルチアナライトプロフ
ァイリング(xMAP)を使用して実施し、血清希釈係数を決定し、かつ統計学的識別の見込み
を欠く標的を除外した。このアッセイテクノロジーは、異なる比の2つのスペクトルが異
なるフルオロフォアで内部染色されたポリスチレンミクロスフェアを含み、異なるスペク
トルでアドレス指定されるビーズセットを創出した。各ビーズセットを、標的に特異的な
ビオチン化捕捉抗体でコンジュゲートした。このアッセイは96ウェルマイクロプレートフ
ォーマットを利用し、4倍希釈範囲にわたる組み換え標的タンパク質を使用する標準曲線
の作製を含む、製造元のプロトコールにしたがって処理した。標準および試験サンプルを
25μl/ウェルで二重にピペッティングし、25μlのビーズ混合物と混合した。各マイクロ
プレートをマイクロタイターシェーカー上で4℃で一晩インキュベートした。液体除去の
ためにバキュームマニホールドを使用してウェルをバッファーで洗浄(3回)し、各ウェル
に二次抗体を加え、室温で2時間インキュベートした。ストレプトアビジン-PEをウェルに
加え、室温で一定に撹拌しながら、30分インキュベートした。ウェルを2回洗浄し、各ウ
ェルにアッセイバッファーを加え、Bio-PlexサスペンションアレイシステムおよびBio-Pl
ex Managerソフトウェア4.0 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)を使用してサンプル
を分析した。各検体に関する5点標準曲線との比較によって絶対量を決定した。
【００９４】
　Aushon-Searchlight Protein Array System (Aushon Biosystems, Inc, Billerica, MA
)を使用して、2つの異なるステージおよび検体構成で359の固有の患者血清サンプルをす
べて調べた(ステージ1: 239サンプル: 24検体; ステージ2: 120サンプル: 10検体)。まず
、以前に分析された56サンプルを含む予備研究によって定義された濃度範囲にわたる24検
体に関して239サンプルを評価した。このアッセイは、平面アレイの96ウェルマイクロタ
イタープレートのウェルにスポットされたモノクローナル捕捉抗体のカスタムパネルを使
用する多重サンドイッチELISAを含んだ。血清のインキュベーションおよび洗浄後、捕獲
エピトープの異なる部位を標的にする二次ビオチン化モノクローナル抗体を血清検体の化
学発光シグナル検出のために導入した。化学発光反応は、二次抗体のビオチン部位に結合
するストレプトアビジン-西洋ワサビペルオキシダーゼ(SA-HRP)を含んだ。Luminol Enhan
cer/Peroxidase溶液を加え、ルミノールから3-アミノフタラートへのHRP触媒酸化により
、428 nmでの発光が生じた。SearchLight Array Analyst Softwareによる処理のために、
冷却CCD16ビットカメラで化学発光イメージを取得した。このソフトウェアは、4パラメー
タカーブフィットアルゴリズムを用いて、未知のサンプルのタンパク質濃度を計算した。
別個のウェルの組み換えタンパク質標的の検量線は、患者血清タンパク質の絶対濃度を計
算するための基準を提供した。個別の検体の反復の値、平均値、標準偏差、変異係数、希
釈に応じて調整された平均値および品質値を得た。ソフトウェア内のカーブフィット品質
プログラムを使用して、報告前に較正および実験データを再調査した。この方法論は、0.
1 pg/mlほどの低濃度で低い存在量のタンパク質の検出をもたらした。
【００９５】
　最終容量50μlを使用する希釈後にタンパク質検出アッセイを二重に実施した。品質管
理手順は、高感度であるが標的および検出抗体間での最小の交差反応性に関する多重パネ
ルのプレスクリーニングを含んだ。最大パネルは、インターフェロン-γ(IFNg)、インタ
ーロイキン-1β(IL-1b)、インターロイキン-6 (IL-6)、インターロイキン-10 (IL-10)、
マトリックスメタロプロテイナーゼタンパク質-1 (MMP-1)、トロンボモジュリン(TM)およ
び腫瘍壊死因子-α(TNFa) (df=2x)を含むアッセイバッファー(バッファー: RPMI1640 w/o
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フェノールレッド+ 10%非働化FBS)中で1:1 (容量/容量)希釈(希釈係数: df=2x)された7検
体に関して同時に定量的データを提供した。レプチン、血小板内皮細胞接着分子-1 (PECA
M-1)、内皮白血球接着分子-1 (E-セレクチン)、単球走化性タンパク質-1 (MCP-1)、マト
リックスメタロプロテイナーゼ7および血管細胞接着分子-1 (VCAM-1)を25x希釈係数で同
時にアッセイした。メタロプロテイナーゼ-1の組織インヒビター(TIMP-1)、フィブリノー
ゲン、レジスチン、白血球セレクチン(L-セレクチン)およびミエロペルオキシダーゼ(MPO
) (df=1000x)を5検体の単一パネルで分析した。アディポネクチン(ACRP-30)およびC反応
性タンパク質(CRP)を血清希釈係数5,000xで一緒にアッセイした。アポリポタンパク質-A1
 (APO-A1, df=50,000x)、アポリポタンパク質-B100 (APO B100, df=10,000x)、オステオ
ポンチン(OPN: df=10x)およびN末端フラグメントタンパク質前駆体脳性ナトリウム利尿ペ
プチド(NT-pBNP, df=2x)を含むいくつかの検体を独立して調べた。
【００９６】
　第2ステージの120血清サンプルの研究を実施し、239血清サンプルの研究に含まれる初
期24検体の中から10標的検体のサブセットを追加のサンプルを使用して調べた。サンプル
調製、QC、組み換えタンパク質較正プロファイルの方法論的プロトコール、段階希釈およ
び血清アッセイを、少ないパネル、およびウェルあたり3検体の最大多重構成の異なる検
体構成の使用を除き、正確に以前の研究の通りに実施した。これらのアッセイは、3重構
成で評価されたMPO、フィブリノーゲンおよびレジスチン(df=1000x)に関して同時に定量
的データを提供した。ACRP-30およびApo-B100検体をアッセイバッファーで希釈(df=10,00
0x)された多重構成で評価した。同様に、MMP-7およびVCAM-1を25x希釈係数で一緒に評価
し、IFNgおよびIL-1βを、より低い希釈率(df=2x)で単一パネルにまとめた。以前の通り
、オステオポンチン(OPN: df=10x)を独立してアッセイした。
【００９７】
　統計解析:　作業上、臨床的に必要とされるカテーテル法への照会によって患者を「症
候性」と定義した。冠動脈造影研究の転帰に基づいて、「正常な」冠動脈を有する、すな
わち重大な冠動脈疾患を有さない150人の患者から血清サンプルを採取し、ステント留置
、血管形成術またはバイパス移植手術を含む緊急治療を必要とする冠動脈疾患を有する患
者から209血清標本を採取した。当日作製した組み換えタンパク質検量線との比較によっ
て、全359サンプルの血清検体の絶対濃度を得た。異なるタンパク質パネル構成を問わず
、解析を実施した。統計学的評価に付された仮説は、2つの患者エンドポイント分類間で
、すなわち冠動脈造影後にCADの診断を有する患者の臨床治療の必要性に基づいて、血清
タンパク質が有意に異なることであった。まず、正常な冠動脈を有する患者由来の101血
清サンプルおよび経皮介入(PCI)を必要とする患者由来の138サンプルを含む24検体に関し
て評価されたステージ1の239サンプルに関して統計解析を実施した。これらは、採点関数
アルゴリズムを開発するために使用されたサンプルであった。10検体を調べる第2ステー
ジの確認試験から得られた101サンプルを、次いで、ステージ1の結果とまとめ、該検体に
関する統計学的比較に利用可能なサンプルの数を拡大した。統計学的比較を実施して、24
種の調べられたタンパク質の中での患者群間の有意差を決定し、かつ患者群を分類するた
めの、期待されるタンパク質シグネチャの予測強度を別途評価した。このデータを、多重
検定から生じるタイプ1エラーに関してコントロールに対する誤検出率(q値)の算出を含む
、各検体に関する2患者群を横断した対応のないスチューデントT検定を使用する統計学的
比較のためにPartek (Partek Genomics Suite, St. Louis, MO)にインポートした。
【００９８】
　アルゴリズム開発および検証:　ステージ1の239血清サンプル中で調べられた全24マー
カーを、治療を必要とするCADを有する患者と、冠動脈造影および追跡治療によって判定
された場合に臨床的に重大なCADを有さない患者とを分類するためにマルチバイオマーカ
ーシグネチャにおいて評価した。データをランダムにスクランブルすることによって得ら
れた等価な数の24「人工」マーカーを含む、疾患「シグネチャ」としてのタンパク質のす
べての可能な組み合わせに関して採点関数(SF)アルゴリズムを作製した。各シグネチャに
関する採点関数(SF)をバイオマーカー濃度の自然対数の線形結合として構築した。Monte 
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とするCADに関する真の陽性の特定)を維持しつつ、正常な冠動脈を有する患者を検出する
ための最も高い診断精度、すなわち特異性(SP: 重大なCADに関する真の陰性の特定)を提
供する、線形結合における係数を決定した。
【００９９】
　各パネルを、冠動脈疾患を有する患者由来のサンプルの線引きでの95%感度を維持しつ
つ、冠動脈疾患を有さない患者から得られた血清サンプルを識別する際のその特異性に関
して評価した。健常患者に関する最も高い検出率を得るための最適な採点関数を開発した
。
【０１００】
　分析型の採点関数は以下の通りであった:
【数１９】

【０１０１】
（式中、Mi(ρ)は参加者ρに関するパネル中のi番目のバイオマーカーの濃度であり、ま
たAおよびCは数値係数である。係数Cは、マーカー値が比較的小さい場合にエラーの影響
を打ち消すように選択することができる）。係数Ciは、対応するi番目のバイオマーカー
の平均値の1/10であるよう選択した。参加者ρに関して計算されたスコアS(ρ)が正であ
る場合、該参加者はCADを有すると予測され、それが負である場合、該参加者はCADを欠く
と予測される。CADを有さない患者を検出するための採点関数の最適化を実施した。これ
は、CADを有する患者の分類に関する95%特異性を維持するように係数A0を選択した場合の
係数Aiを決定するために、Metropolisアルゴリズムを使用するMonte Carlo最適化を必要
とした。採点関数の性能を見積もるために、データの80%をトレーニングデータセットと
して使用して交差検定試験を実施し、残りの20%のデータを使用して、調整された採点関
数の特異性および感度を試験した。24マーカーに関するすべての可能なパネルを、経皮介
入を必要とする冠動脈疾患を有する患者の95%を首尾よく特定しつつ、2つの患者群を識別
するそれらの能力に関して試験した。
【０１０２】
　人工マーカー値を作製し、データセットに導入して、最良のマーカーパネルの線引きで
の採点関数の有効性を判定した。上位に格付けされたパネル中の人工マーカーの存在は、
パネルの性能が偶然である可能性が高いことを示した。これは人工マーカーは標的疾患の
可能性を予測できないからである。交差検定分析によるパネル性能の格付け後、人工マー
カーを含まない、最終順位が上位のパネルを特定した。2、3、および4マーカーパネルに
関していかなる人工マーカーも含まない上位4パネルを特定し、かつ5-マーカーパネルに
関していかなる人工マーカーも含まない上位2パネルを特定した。結果を表5に記載する。
【０１０３】
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【０１０４】
　表5.　交差検定試験によって得られた上位格付けパネル。数値は、2～5マーカーの範囲
の種々のパネルに関して示される、感度(90%、95%、98%)で冠動脈疾患を有さない患者を
検出するための上位格付けパネルの特異性(SP)を示す。結果を、冠動脈疾患を有する患者
を正しく分類する約95%の感度(SN)で測定した。AUC: ROC曲線下の面積(n=239トータル, C
AD=138, 無CAD=101)。
【０１０５】
　発明者らは、24種の実際のマーカーおよび24種の「人工」マーカーを含む2、3、4およ
び5マーカーシグネチャの200万を超える組み合わせを、この研究で患者を分類する最大能
力に関して格付けした。2～5マーカーの各シグネチャに関して、(CAD患者の少なくとも95
%を正しく検出しつつ)健常者に関して最高のSPを有する上位50パネルを、参加者の80%を
最適なSFを構築するためのトレーニングセットとしてランダムに選択し、次いで残りの20
%の参加者をこのSFを使用して分類する交差検定を使用して再調査した。交差検定処理を5
00回繰り返し、平均SPおよびSNを使用して、重大な冠動脈疾患を有さない患者を検出する
ために最良に機能するシグネチャを特定した。最高の分類を提供するシグネチャの成分と
しての人工(ランダム)マーカーの出現は、これらのパネルが多すぎるマーカーを含み、か
つ確率変数に基づいて群を識別したことを示すと解された。
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【０１０６】
　239患者サンプルの研究で特定された最良のバイオマーカーシグネチャを含む10のマー
カーに関する120血清標本の独立した評価から得られた結果を使用して採点関数アルゴリ
ズムの臨床確認を実施した。以前の239人の患者と適合する臨床的特徴を有する症候性患
者から120サンプルを取得し、同一プロトコールにしたがって血清を採取した。これらの
血清サンプルに関して得られた絶対濃度値を、239人の患者の研究で採点関数アルゴリズ
ムから得られた患者転帰に基づいてCADの存在または不存在を検出するためのオフセット
、係数およびカットオフを使用するマクロサブルーチンプログラムのアルゴリズムに入力
した。120サンプル確認研究の結果を、冠動脈カテーテル法および追跡治療に基づく各患
者の最終診断分類と比較して、期待される各診断シグネチャの感度および特異性を決定し
た。
【０１０７】
8.2　結果
　診断のための冠動脈造影で、この研究の患者209人が、治療的介入を要求する重大な冠
動脈疾患を示し、一方、150人の患者は、心臓カテーテル法の紹介に結びついた症状また
は他の知見にもかかわらず、重大な冠動脈疾患を示さないことがわかった。冠動脈造影に
基づくこれらの2つの異なる転帰群は、その他の点では、性別、糖尿病状態、喫煙歴、高
血圧症の診断、体表面積、基礎代謝率、コレステロール、LDLおよびクレアチニン値を含
む臨床症状および身体的特徴に関する承認に際して同一であった(表6を参照のこと)。こ
れらの群間で年齢、HDLレベルおよび駆出率に、小さいが有意な差異が存在したが、これ
らの差異は最小診断値の差異であり、すべての患者は冠動脈造影評価を必要とした。
【０１０８】
　介入を必要とするCADと診断された患者由来のサンプルと、診断のための冠動脈造影に
よって判定された場合に正常な冠動脈を有する患者との間で12血清タンパク質において有
意差を検出した(q値誤検出率=0.018)。これらの差異は、239人の患者のステージ1の研究
で存在し、研究の確認ステージで120人の患者が加わっても結果は変化しなかった(表7を
参照のこと)。Apo-B100およびApo-A1は最も高度に発現されるタンパク質に含まれ、血清
中で平均約300μg/mlであった(図２)。Apo-B100は、正常な冠動脈を有する患者と比較し
てCADを有する患者で顕著に増加し、一方、Apo-A1はCAD群で顕著に減少した。同動的濃度
範囲内で、フィブリノーゲンは典型的にマイクログラム/ミリリットルを超えるレベルで
存在し、CADを有する患者で4.6倍高い値を有した(図２)。血清1ミリリットルあたり1ナノ
グラム～1マイクログラムの範囲の血清濃度で、5種のタンパク質がCAD患者において顕著
に高かった。具体的に、VCAM-1、MPO、CRP、レジスチンおよびオステオポンチンは健常患
者で検出されるレベルより1.3～2.5倍高かった(図３)。4種の検体、IL-6、IL-1b、IL-10
およびNT-pBNPは1ピコグラム/ml～1ナノグラム/mlの範囲で識別可能に発現され、すべてC
AD群で顕著に高かった(図４)。
【０１０９】
　統計解析で、ビーズベースまたは平面プラットフォームを使用して調べられた41種の標
的のうちの他の検体が2つの患者サンプル群間で有意に変化しないことがわかった。例え
ば、E-セレクチン、MMP-7、MCP-1、トロンボモジュリンおよびTIMP-1の血清値は2群間の
比較においてp値>0.50を生じた。MMP-1レベルのみが統計学的有意に近づき(無CAD: 平均
±S.D.= 4.8±2.2 pg/ml, n=101 vs. CAD: 5.3±2.4 pg/ml, p= 0.054, n=138)、CADを有
する患者で小さい増加を示した(1.12倍)。
【０１１０】
　類のない採点関数アルゴリズムを使用して2～5バイオマーカーの組み合わせに基づいて
CAD患者と健常患者とを識別する239サンプル研究ですべてのタンパク質標的を試験するこ
とによって予測マルチマーカーシグネチャを得た。発明者らは、CAD群の95%を検出しつつ
(95% SN)、正常な冠動脈を有する患者を検出するための最高の鋭さ(42～65% SP)を有する
14シグネチャを特定した(「追加の方法-パネル選択」を参照のこと)。11タンパク質が14
シグネチャを構成し、オステオポンチン、レジスチン、MMP7、およびIFNgが最も頻繁に現
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れた。受信者動作特性分析は、CAD患者の最小誤分類(5%)でのCADを有さない患者の識別に
おいてこれらの各シグネチャが同様に有効であることを示した。上位シグネチャの曲線下
面積(AUC)は2タンパク質シグネチャに関する0.839±0.028 (平均±S.D.)～3バイオマーカ
ー(OPN、レジスチン、Apo B100)を使用する最大AUC 0.845の範囲であった(図５)。これら
のROC曲線を、同データセットに関してBayesian複合共変予測(compound covariate predi
ctor)アルゴリズムによって作製されたものと比較した。採点関数アルゴリズムによって
作製された曲線下面積は、すべての症例でBayesian予測によって得られたものを超えた。
その後の120の別個の血清サンプル(健常49、介入を必要とする患者71)の臨床確認試験に
よって第1ステージの結果が確認された。確認試験で患者サンプルを分類するための最高
の能力を有する血清シグネチャは、オステオポンチン、レジスチン、MMP7、IFNgおよびAC
RP 30を含んだ。このシグネチャは、CADを有する患者の92%以上を首尾よく分類し、一方
、重大なCADを欠き、したがって経皮的冠動脈介入またはバイパス移植手術を必要としな
い35%の患者を正しく線引きした。
【０１１１】

【０１１２】
NOR患者(正常な冠動脈)およびPCI患者(経皮的治療介入を必要とする冠動脈疾患と診断さ
れる)に関するAVE (平均)およびS.D. (標準偏差)。
【０１１３】
N: パラメータが入手可能であったサンプルの数。
【０１１４】
P: NORおよびPCI群間の個別のパラメータに関する統計学的P値。誤検出率=0.018
NSは有意な統計学的差異が検出されなかったことを示す。
【０１１５】
M/Fは、各群の男性および女性の数を示し、年齢は歳単位で示し、Wt (体重)はキログラム
単位で示し、HT (身長)はセンチメートル単位で示す。
【０１１６】
BSA: メートル2単位で算出された体表面積
BMI: 肥満度指数= wt (kg)/(ht (メートル))2

CHOL: コレステロール、LDL: 低密度リポタンパク質、HDL: 高密度リポタンパク質および
CREAT (クレアチニン)はmg/dl (ミリグラム/デシリットル)単位で報告する
DIAB: (糖尿病)およびHYPTX (高血圧症)は群あたりの陽性(YES)または陰性(NO)患者の数
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として報告する。
【０１１７】

【０１１８】
タンパク質濃度はピコグラム/ml単位で報告する。ACRP-30: アディポネクチン, APO-A1: 
アポリポタンパク質-A1, APO B100: アポリポタンパク質-B100, CRP: c反応性タンパク質
, E-セレクチン: 内皮白血球接着分子-1, フィブリノーゲン, IFNg: インターフェロン-
γ,　IL-1b: インターロイキン-1β, IL-6: インターロイキン-6, IL-10: インターロイ
キン-10, レプチン, L-セレクチン: 白血球セレクチン, MCP-1: 単球走化性タンパク質-1
, MMP-1: マトリックスメタロプロテイナーゼタンパク質-1, MMP-7: マトリックスメタロ
プロテイナーゼタンパク質-7, MPO: ミエロペルオキシダーゼ, NT-pBNP: N末端フラグメ
ントタンパク質前駆体脳性ナトリウム利尿ペプチド, OPN: オステオポンチン, PECAM-1: 
血小板内皮細胞接着分子-1, レジスチン, TIMP-1: メタロプロテイナーゼ-1の組織インヒ
ビター, TM: トロンボモジュリン, TNFa: 腫瘍壊死因子-α, VCAM-1: 血管細胞接着分子-
1。
【０１１９】
8.3　考察
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　この研究で評価された41検体のうちの12タンパク質は、心臓カテーテル法での検査に基
づいて重大な冠動脈疾患を有さない症候性患者と比較して介入を必要とする冠動脈疾患を
有する患者において有意に異なる血清濃度で発現された。タンパク質は、それらが血管炎
、異常な脂質調節、細胞凝集および/または血管細胞外基質(ECM)再構築を含むアテローム
発生およびプラーク不安定性の根底にある重要な機構に寄与することの証拠に基づく評価
のために選択された12。VCAM-1、IL-1b、IL-6、およびIL-10は、本研究においてCADを有
する患者で有意に増加し、傷害誘発性の、炎症反応と矛盾しなかった13,14。増加したIL-
1bおよびIL-6はこれまでに急性期タンパク質誘導と結びつけられており、本研究で検出さ
れたフィブリノーゲンおよびCRPの相伴う増加を説明する。増加したCRPは、この研究と同
等のCAD患者コホートで左心室機能障害のマーカーとして提唱されたNT-pBNPとともに、冠
動脈イベントの予測における炎症性メディエーターの代替マーカーと考えられている10,1

4-16。CRPおよびNT-pBNPは、それぞれ、現在の研究でCADに関連して有意に増加したが、
組み合わせても、他の2成分の組み合わせと比べて弱い分類指標であった。しかし、CRPは
最良の単分子分類指標に含まれ、CAD患者の95%を検出し、正常なサンプルの19%を線引き
した。
【０１２０】
　異常な脂質輸送および蓄積をアテローム性動脈硬化症の要因として定義する以前の報告
と一致して、CAD群でのApo-A1およびApo-B (Apo-B100)の有意な相互変化を検出した17。
実際、Apo-B100遺伝子の突然変異は、常染色体優性の、遺伝性家族性高コレステロール血
症および早発性冠動脈疾患を引き起こすことが知られている18。ミエロペルオキシダーゼ
もまた、炎症部位での脂質過酸化の触媒およびプラーク不安定性のマーカーとしてのその
役割と関連するCAD患者で有意に増加した19,20。血清レジスチン濃度はこの研究で有意に
増加した。該濃度は、これまでに脂質利用での代謝変動ならびにIL-1β、IL-6およびVCAM
を含む炎症誘発性サイトカインのレベルの増加と結びつけられている21。ゆえに、本研究
のCAD群で増加するタンパク質は進行中の炎症過程および脂質蓄積の変化の両者を反映し
た。対照的に、マトリックスメタロプロテイナーゼ(MMP) 1、2、3、7、9およびメタロプ
ロテイナーゼの組織インヒビター(TIMP) 1、2、3および4を含む、血管平滑筋およびECM再
構築に伝統的に結びつけられている標的はいずれも、発明者らの患者群間で有意に変化し
なかった。骨再構築で石灰化の負の調節因子として機能するオステオポンチンのみがこの
群に適合したが、それがまた、炎症細胞蓄積のケモカイン調節因子としても機能するかも
しれないという反論もある22。
【０１２１】
　正しく選択されたモノクローナル抗体を使用する多重プロテオミクス解析は、これらの
アッセイを系統的に使用して、組み換え標準との比較によって臨床的に重要な血清検体を
分析するところまで進歩している。このアプローチの利点には、標準臨床プロトコールに
したがって採取される小さい血清容量(<100μl)しか必要としないこと、高速の所要時間(
数分～数時間)、高感度および広いダイナミックレンジが含まれる。不都合な点には、ア
ッセイの高いコストおよび、抗体、バッファーおよび希釈液の変動に関連するプラットフ
ォームを横断した定量的結果の不十分な一致が含まれる。本研究では、異なるアリコート
を用いてかつ逐次研究においてではあるが、56の同一サンプル中でビーズベース(Luminex
)および平面(Aushon)テクノロジーの両者を使用して15タンパク質標的を同一の血清希釈
率で試験した。これらの15比較のうち、12アッセイは、異なる試薬および技術的プラット
フォームの使用にもかからわず、2つの患者転帰群間で統計学的有意差の検出において一
致した。これらの結果は、血清の多重免疫化学的アッセイは診断の妥当性の情報を提供す
ることができるが、臨床応用のために厳密なプロトコールおよび最適な試薬を試験しかつ
標準化する必要があることを示す。
【０１２２】
　この研究の結果は、CADの判別手段としての予想外のタンパク質の線引きならびにアテ
ローム発生過程において確立された役割を有するいくつかの標的の除外の両者に関して、
少々驚くべきものであった。例えば、オステオポンチンはアテローム発生の過程に間接的
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にしか結びつけられていなかったが、患者群間で最大の統計学的差異を示し、期待される
バイオマーカーシグネチャの中で最も頻出した。オステオポンチンは、ミネラル化骨基質
由来のシアロタンパク質として最初に特定されたが、ごく最近になって、心臓弁および血
管でのプラークの石灰化と結びつけられた23,24。同様に、レジスチンは、発明者らが開
発した採点アルゴリズムを使用する診断シグネチャの中で2番目に頻出する判別手段であ
るが、代謝恒常性およびインスリン感受性に関する役割によって間接的にしかCADに結び
つけられていなかった25。これらの知見は、冠動脈疾患が、多様であるが集中する生理的
過程の病理学的エンドポイントであり、かつ最良に機能する診断シグネチャはこれらの不
一致を反映するという考えを強化する。しかし、結果は、ECM再構築に関連する成長因子(
VEGF、レプチン、グレリン)、リポタンパク質(Apo-A2、E、血清アミロイドA: SAA)、細胞
接着分子(トロンボスポンジン、PECAM-1、ICAM-1、セレクチンE、L、P)および上述のMMP
およびTIMP標的を含む、発明者らの患者コホート間で有意差を示さなかった、冠動脈疾患
にかかわる多数の標的に関して注目すべきでもあった。発明者らは、これらの結果の要因
として、保存中の種々のタンパク質標的の分解を除外することができないが、すべての血
清サンプルを、同一の様式で、同一の時間枠で、採取、処理、保存および分析した。最も
高い可能性は、心筋「イベント」を被ったことがなかった事実によって明示されるように
発明者らの患者が他の研究と比較して比較的早期の冠動脈疾患を示したことであった。よ
り進行した疾患を有するコホートは、治療介入の効力が潜在的に減少しかつ患者回復への
リスクが大きい状態ではあるが、より大きいかまたは不安定な冠動脈プラークに関連する
追加の変化を示すかもしれない。
【０１２３】
　冠動脈疾患の同等の症状を有するが異なる治療上の転帰を有する患者由来の血清を使用
して、採点関数アルゴリズムを開発し、試験し、かつ検証した。仮説駆動型バイオマーカ
ーパネルを試験することによって選択の偏りを回避し、別個の患者コホートの交差検定お
よび追跡試験を実施することによって過剰適合を回避した。予測シグネチャを見出すため
に統計学的有意性にかかわらずすべてのマーカーの効力を試験し、別個ではあるが同一の
血清サンプルコホートを用いて検証を実施した26,27。
【０１２４】
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