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(57)【要約】
　一態様では、試験試料中の個々のＬｐ（ａ）亜型の組
成を決定するための方法が提供される。本方法は、対象
から取得されたＬｐ（ａ）亜型を含む試験試料を提供す
ることと、試験試料中のＬｐ（ａ）亜型を電気泳動ゲル
に沿って分離することと、個々のＬｐ（ａ）亜型の泳動
速度を電気泳動ゲルに沿って測定することと、その測定
に基づいて、個々のＬｐ（ａ）亜型の泳動速度を基準値
と比較することと、その比較に基づいて、個々のＬｐ（
ａ）亜型のモル質量を決定することとを含む。心臓血管
の健康を予測するための方法も提供される。
【選択図】図１Ａ
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試験試料中の個々のＬｐ（ａ）亜型の組成を決定するための方法であって、
　（ａ）対象から取得されたＬｐ（ａ）亜型を含む試験試料を提供することと、
　（ｂ）前記試験試料中の前記Ｌｐ（ａ）亜型を電気泳動ゲルに沿って分離することと、
　（ｃ）前記電気泳動ゲルに沿った前記個々のＬｐ（ａ）亜型の泳動速度を測定すること
と、
　（ｄ）前記測定に基づいて、前記個々のＬｐ（ａ）亜型の前記泳動速度を基準値と比較
することと、
　（ｅ）前記比較に基づいて、前記個々のＬｐ（ａ）亜型のモル質量を決定することと、
を含む、前記方法。
【請求項２】
　（ｆ）前記決定に基づいて、異なるモル質量の少なくとも２つのＬｐ（ａ）亜型を特徴
付けることと、
　（ｇ）前記特徴付けに基づいて、前記特徴付けられたＬｐ（ａ）亜型のＬｐ（ａ）亜型
サイズ分布を決定することと、をさらに含む、請求項１に記載の前記方法。
【請求項３】
　前記対象は、既存の治療計画を有し、前記方法は、前記決定されたサイズ分布に基づい
て、前記治療計画を修正するステップをさらに含む、請求項２に記載の前記方法。
【請求項４】
　（ｆ）前記個々のＬｐ（ａ）亜型の粒子数を測定することと、
　（ｇ）前記個々のＬｐ（ａ）亜型の前記決定されたモル質量及び粒子数に基づいて、前
記試料中の前記Ｌｐ（ａ）亜型の前記サイズ分布を決定することと、
　（ｈ）前記Ｌｐ（ａ）亜型の前記決定されたサイズ分布に基づいて、前記対象の心臓血
管リスク値を決定することと、をさらに含む、請求項１に記載の前記方法。
【請求項５】
　（ｈ）は、対象を低度、中度、または高度心臓血管リスク分類のうちの１つに割り当て
ることを含む、請求項４に記載の前記方法。
【請求項６】
　前記個々のＬｐ（ａ）亜型のアポ（ａ）タンパク質のモル質量は、６００ｋＤ超である
、請求項１に記載の前記方法。
【請求項７】
　前記個々のＬｐ（ａ）亜型のアポ（ａ）タンパク質の前記モル質量は、７００ｋＤ超で
ある、請求項１に記載の前記方法。
【請求項８】
　前記個々のＬｐ（ａ）亜型のアポ（ａ）タンパク質の前記モル質量は、６００～７００
ｋＤである、請求項１に記載の前記方法。
【請求項９】
　前記個々のＬｐ（ａ）亜型のアポ（ａ）タンパク質の前記モル質量は、６００ｋＤ未満
である、請求項１に記載の前記方法。
【請求項１０】
　前記分離することは、前記試験試料中の前記Ｌｐ（ａ）亜型を前記電気泳動ゲルの第１
のレーンに沿って分離することを含み、前記比較することは、前記個々のＬｐ（ａ）亜型
の前記泳動速度を、前記電気泳動ゲルの第２のレーンに沿って分離された対照Ｌｐ（ａ）
亜型試料の前記基準値と比較することを含む、請求項１に記載の前記方法。
【請求項１１】
　前記決定することは、前記個々のＬｐ（ａ）亜型を低度、中度、または高度モル質量分
類に割り当てることを含む、請求項１に記載の前記方法。
【請求項１２】
　約６００ｋＤ未満のモル質量を有する個々のＬｐ（ａ）亜型は、前記低度モル質量分類
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に割り当てられ、約６００ｋＤ～７００ｋＤのモル質量を有する個々のＬｐ（ａ）亜型は
、前記中度モル質量分類に割り当てられ、約７００ｋＤ超のモル質量を有する個々のＬｐ
（ａ）亜型は、高度モル質量分類に割り当てられる、請求項１１に記載の前記方法。
【請求項１３】
　前記分離された個々のＬｐ（ａ）亜型は、前記検出の前に前記ゲル内に固定される、請
求項１に記載の前記方法。
【請求項１４】
　前記測定することは、
　前記電気泳動ゲルを、前記個々のＬｐ（ａ）亜型を染めるタンパク質染料と接触させる
ことと、
　前記染められたＬｐ（ａ）亜型を検出することと、を含む、請求項１に記載の前記方法
。
【請求項１５】
　前記タンパク質染料は、アシッドバイオレットである、請求項１４に記載の前記方法。
【請求項１６】
　前記方法は、蛍光の使用を含まない、請求項１に記載の前記方法。
【請求項１７】
　前記試験試料の前記個々のＬｐ（ａ）亜型は各々、検出可能なシグナルを生成するか、
またはその生成を引き起こすことができるシグナル生成分子に結合される、請求項１に記
載の前記方法。
【請求項１８】
　前記方法は、
前記シグナル生成分子に結合された前記試験試料の前記分離された個々のＬｐ（ａ）亜型
を、前記シグナル生成分子と相互作用することができる試薬と接触させることをさらに含
み、前記シグナル生成分子は、前記試薬との接触時に前記検出可能なシグナルを生成し、
前記方法は、前記検出可能なシグナルを検出することをさらに含む、請求項１７に記載の
前記方法。
【請求項１９】
　前記試験試料の前記個々のＬｐ（ａ）亜型は、互いに区別可能なシグナル生成分子に結
合される、請求項１７に記載の前記方法。
【請求項２０】
　前記検出可能なシグナルは、放射分析、比色分析、光分析、または蛍光分析手段によっ
て検出可能である、請求項１７に記載の前記方法。
【請求項２１】
　（ｉ）前記心臓血管リスク値決定の結果に基づいて、療法計画を選択することをさらに
含む、請求項４に記載の前記方法。
【請求項２２】
　前記選択された療法計画は、薬物及び／またはサプリメントを投与することを含む、請
求項２１に記載の前記方法。
【請求項２３】
　前記選択された療法計画は、ナイアシン、抗炎症剤、抗血栓剤、抗血小板剤、線維素溶
解剤、脂質低下剤、直接トロンビン阻害薬、糖タンパク質ＩＩｂ／ＩＩＩａ受容体阻害薬
、細胞接着分子に結合し、かかる分子に結合する白血球の能力を阻害する薬剤、カルシウ
ムチャネル遮断薬、β－アドレナリン受容体遮断薬、アンジオテンシン系阻害薬、及びそ
れらの組み合わせからなる群から選択される薬物を投与することを含む、請求項２１に記
載の前記方法。
【請求項２４】
　前記選択された療法計画は、ナイアシン、フェノフィブラート、エストロゲン、及びラ
ロキシフェンからなる群から選択される薬物を投与することを含む、請求項２１に記載の
前記方法。
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【請求項２５】
　前記選択された療法計画は、ナイアシン、エゼチマイブ、スタチン、またはそれらの組
み合わせを投与することを含む、請求項２１に記載の前記方法。
【請求項２６】
　前記選択された療法計画は、前記心臓血管のリスク値決定の結果に基づいて、生活スタ
イルの選択の実施または維持に関して助言を与えることを含む、請求項２１に記載の前記
方法。
【請求項２７】
　前記生活スタイルの選択は、食事の変化、運動の変化、喫煙の低減もしくは中止、また
はそれらの組み合わせを含む、請求項２６に記載の前記方法。
【請求項２８】
　前記電気泳動ゲルは、ゾーン電気泳動ゲルである、請求項１に記載の前記方法。
【請求項２９】
　心臓血管の健康を予測するための方法であって、
　患者からＬｐ（ａ）亜型を含む試料を取得することと、
　前記試験試料中の前記Ｌｐ（ａ）亜型を電気泳動ゲルに沿って分離することと、
　前記試料中の個々のＬｐ（ａ）亜型の粒子数を測定することと、
　前記測定された前記Ｌｐ（ａ）亜型の粒子数に基づいて、前記対象の心臓血管のリスク
値を決定することと、を含む、前記方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、その各々が参照によりその全体が本明細書に援用される、２０１３年１２月
１８日に出願された米国仮特許出願第６１／９１７，８２３号、及び２０１４年５月３０
日に出願された米国仮特許出願第６２／００５，６５８号、及び２０１４年８月２７日に
出願された米国仮特許出願第６２／０４２，６１３号の優先権の利益を主張する。
【０００２】
　ゲル電気泳動を使用したＬｐ（ａ）亜型サイズの識別に関する方法が本明細書に開示さ
れる。
【背景技術】
【０００３】
　電気泳動は、荷電種をサイズ、電荷、及び他の物理的特性に基づいて分離するために使
用される技術である。電気泳動では、荷電種は、電界の影響下で伝導性電気泳動媒体を通
じて泳動し、それはゲルであってもよい（但し必然ではない）。電気泳動媒体の両端部に
配置された活性化された電極は、泳動のための駆動力を提供する。それらの電荷及び質量
を含む分子の特性は、電界が電気泳動媒体を通じてそれらをいかに迅速に泳動させるかを
決定する。
【０００４】
　アミノ酸、ペプチド、タンパク質、ヌクレオチド、及び核酸などの多くの重要な生物学
的分子は、イオン化基を有する。これらのイオン化基により、任意の所与のｐＨにおいて
、多くの重要な生物学的分子が帯電した種として溶液中に存在する。帯電した種は、医師
及び科学者が電気泳動を使用して核酸及びタンパク質を分離することを可能にする。
【０００５】
　電気泳動を使用した生物学的ないしは別の分子の分離は、電荷及び質量を含む種々の力
に依存する。タンパク質またはＤＮＡなどの生物学的試料が緩衝液と混合され、電気泳動
媒体に適用されると、これら２つの力は一緒に作用する。電界を通じた分子の泳動の速さ
は、界の強度、分子の電荷、サイズ、及び形状、ならびに分子がそれを通じて移動してい
る緩衝剤のイオン強度及び温度に依存するため、電気泳動を使用した分離が可能である。
電気泳動中、適用された電界は、分子電荷に基づいて電気泳動媒体の孔を通じて分子を移
動させる。一方の電極の電位は、分子と反発し、それに対して他方の電極の電位は、同時
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に分子を引き付ける。電気泳動媒体の摩擦力もまた、サイズによる分子の分離に役立つ。
典型的には、適用された電界が除去された後、分子は染色され得る。染色後、分離された
巨大分子は、電気泳動媒体の一方の端部から他方の端部へと広がる一連のバンドに見るこ
とができる。これらのバンドが十分に明確である場合、これらのゾーン内の分子は、巨大
分子を固定し、電気泳動媒体を洗浄して、固定されていない構成成分及び残りの緩衝液を
除去することによって、別々に実験及び研究することができる。
【０００６】
　体液（例えば、血清または血漿）中のリポタンパク質粒子の分離は、種々のリポタンパ
ク質粒子のレベルに関する情報を提供する。種々の疾患状態が、アポリポタンパク質及び
／またはリポタンパク質粒子のレベルに結びついており、心臓血管疾患、アルツハイマー
病、脂質異常症、無βリポタンパク質血症、甲状腺機能低下症、肝疾患、糖尿病、及び腎
障害が挙げられるが、これらに限定されない。リポタンパク質粒子に関連する種々の疾患
の発症の個体のリスクの正確な予測因子は、研究、診断、及び治療の目的のために必要と
される。
【０００７】
　個々のリポタンパク質の種類の生理的性質及びヒトの健康に対する効果の理解の進歩に
より、リポタンパク質粒子及び亜型の集団の理解は必須となり、その各々は特定の代謝プ
ロセスの結果であり、また特定の代謝プロセスに関与する。かかるプロセスは、具体的な
患者の健康にとって良くも悪くもあり得、薬理学的療法、生活スタイルの変化、食事の変
化、または他の医学的介入を含む治療的努力に影響を与える。
【０００８】
　アポ（ａ）は、Ｌｐ（ａ）粒子を部分的に含む、１つのかかるタンパク質である。種々
のリポタンパク質粒子、特にＬｐ（ａ）（例えば、Ｍａｒｃｏｖｉｎａ　ｅｔ　ａｌ．，
”Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｎ　ｔｈｅ　Ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　Ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ（
ａ）Ｋｒｉｎｇｌｅ　４　Ｄｏｍａｉｎｓ　ｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｍｅ
ａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ　ｏｆ　Ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ（ａ），”Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．
４１（２）：２４６－２５５（１９９５）、Ｍａｒｃｏｖｉｎａ　ｅｔ　ａｌ．，”Ｉｄ
ｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　３４　Ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ（ａ）Ｓｕｂｆ
ｏｒｍｓ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　Ａｐｏｌｉｐｏｐ
ｒｏｔｅｉｎ（ａ）Ａｌｌｅｌｅｓ　Ｂｅｔｗｅｅｎ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｂｌａｃｋｓ
　ａｎｄ　Ｗｈｉｔｅｓ，”Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｂｉｏｐｈｙｓ　Ｒｅｓ　Ｃｏｍｍｕｎ　
１９１：１１９２－６（１９９３）、Ｌａｃｋｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，”Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｂａｓｉｓ　ｏｆ　Ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ（ａ）Ｓｕｂｆｏｒｍ　Ｓｉｚ
ｅ　Ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙ　ａｓ　Ｒｅｖｅａｌｅｄ　ｂｙ　Ｐｕｌｓｅｄ－Ｆｉ
ｅｌｄ　Ｇｅｌ　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，”Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｉｎｖｅｓｔ　８
７：２１５３－６１（１９９１）、Ｋｒａｆｔ　ｅｔ　ａｌ．，”Ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏ
ｔｅｉｎ（ａ）Ｋｒｉｎｇｌｅ　ＩＶ　Ｒｅｐｅａｔ　Ｎｕｍｂｅｒ　Ｐｒｅｄｉｃｔｓ
　Ｒｉｓｋ　ｆｏｒ　Ｃｏｒｏｎａｒｙ　Ｈｅａｒｔ　Ｄｉｓｅａｓｅ，”Ａｒｔｅｒｉ
ｏｓｃｌｅｒ　Ｔｈｒｏｍｂ　Ｖａｓｅ　Ｂｉｏｌ．１６（６）：７１３－９（１９９６
）を参照、それらの全てはその全体が参照により本明細書に援用される）の粒子数の定量
化は近年改善されているが、Ｌｐ（ａ）亜型の効率的及び費用効率の良い識別を可能にす
るためにさらなる改善が必要である。
【０００９】
　本発明は、当該技術分野におけるこれら及び他の欠陥の克服に関する。
【発明の概要】
【００１０】
　本明細書に例証される態様によると、試験試料中の個々のＬｐ（ａ）亜型の組成を決定
するための方法が提供される。本方法は、（ａ）対象から取得されたＬｐ（ａ）亜型を含
む試験試料を提供することと、（ｂ）試験試料中のＬｐ（ａ）亜型を電気泳動ゲルに沿っ
て分離することと、（ｃ）個々のＬｐ（ａ）亜型の泳動速度を電気泳動ゲルに沿って測定
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することと、（ｄ）その測定に基づいて、個々のＬｐ（ａ）亜型の泳動速度を基準値と比
較することと、（ｅ）その比較に基づいて、個々のＬｐ（ａ）亜型のモル質量を決定する
こととを含む。
【００１１】
　本明細書に例証される態様によると、心臓血管の健康を予測するための方法が提供され
る。本方法は、患者から試料を取得することと、試料中のＬｐ（ａ）亜型のサイズ分布を
測定することと、Ｌｐ（ａ）亜型サイズ及び／または分布に基づいて、心臓血管疾患の患
者のリスクを特徴付けることとを含む。
【００１２】
　本明細書に例証される態様によると、心臓血管の健康を予測するための方法が提供され
る。本方法は、患者からＬｐ（ａ）亜型を含む試料を取得することと、試験試料中のＬｐ
（ａ）亜型を電気泳動ゲルに沿って分離することと、試料中の個々のＬｐ（ａ）亜型の粒
子数を測定することと、測定されたＬｐ（ａ）亜型の粒子数に基づいて、対象の心臓血管
のリスク値を決定することとを含む。
【００１３】
　上記の通り、種々のリポタンパク質粒子、特にＬｐ（ａ）の粒子数の定量化は近年改善
されているが、さらなる改善が必要である。本明細書に説明される方法は、種々のリポタ
ンパク質粒子の粒子数を分離及び定量化し得るリポタンパク質免疫固定電気泳動（「リポ
－ＩＦＥ」）の方法及び機器を著しく改善する。この技術は、患者の組織内のリポタンパ
ク質集団に関する情報を保存しないリポタンパク質または分離されたタンパク質の混合物
よりもむしろ、特定のリポ粒子の効率的で費用効率の良い測定のための方法を提供する。
【００１４】
　例えば、以下の実施例に記載される通り、Ｌｐ（ａ）－Ｐ泳動速度がアポ（ａ）分子量
に比例する、Ｌｐ（ａ）－粒子（「Ｌｐ（ａ）－Ｐ」）を単離し得る非変性ゾーンゲルを
用いた協奏的なリポタンパク質免疫固定電気泳動プロトコルが実施された。これらの研究
以前には、完全なリポタンパク質としてアポリポタンパク質と脂質粒子との組み合わせに
関する情報を保存する非変性様式でアポ（ａ）亜型の分子量を特徴付けるための方法は存
在しなかった。かかる不具合は、非効率的な複数の分析ステップの必要または患者のリポ
タンパク質プロフィールの不十分な特徴付けをもたらす。本明細書に例証される一実施形
態では、Ｌｐ（ａ）粒子数とアポ（ａ）亜型サイズとの両方を提供するための集団スクリ
ーニングに好適である単純で迅速な単一のゾーンゲルＩＦＥ方法が説明される。本明細書
に説明される方法は、試料を分析するための短い時間（およそ９０分）という利点を有す
るのみでなく、費用効率も良い。かかる方法は、既存の技術における著しい改善である。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１Ａ－１Ｂ】本明細書に説明される通り、リポ－ＩＦＥプロトコルの結果を介した可
変的なＬｐ（ａ）－Ｐ泳動の速さを示す。図１Ａは、Ｌｐ（ａ）泳動の差を評定するため
の基本的なゲル例を提供する。図１Ａは、ＬＤＬ、ｖＬＤＬ、中央Ｌｐ（ａ）、より低速
の陰極Ｌｐ（ａ）、及びより高速の陽極Ｌｐ（ａ）に対応するゲル例上の電気泳動バンデ
ィングを標識する。図ＩＢでは、本出願におけるプロトコルに従って泳動された５つの試
料の結果が示される。試料は全て、ＬＤＬ及びＶＬＤＬを含有し、また陰性対照以外はＬ
ｐ（ａ）粒子をさらに含む。基準（既知の）Ｌｐ（ａ）含量は、６００～６５０ｋＤのア
ポ（ａ）部分を含む。レーン２内の「陽極」試料は、６５０ｋＤ超のアポ（ａ）部分を有
するＬｐ（ａ）を含有し、レーン３内の「中」試料は、基準と同一の質量、６００～６５
０ｋＤのアポ（ａ）部分を含有し、「陰極」試料は、約６００ｋＤ未満のアポ（ａ）部分
を含有する。図１Ａ及び１Ｂは、Ｌｐ（ａ）亜型の差別的検出及び定量化の原理を例証す
る。
【００１６】
【図２】本明細書に説明されるリポ－ＩＦＥプロトコルを介して分離された、ゾーンゲル
上の差別的Ｌｐ（ａ）－Ｐ泳動バイアスを有する試料の例を示す。図２では、一連の試料
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が、リポ－ＩＦＥシステム上で並行してゲル上で泳動されている。ゲルの陰極及び陽極端
部がラベル付けされ、実線はアポ（ａ）質量が約６００～６５０ｋＤである分離後のＬｐ
（ａ）粒子の位置を表し、これは大きな（陽極）粒子を小さな（陰極）粒子と区別する。
４つの試料が強調されている（試料番号１０、７３、２４、及び４４）。これらの試料は
、より小さな亜型（試料１０及び７３、点線で囲まれ、基材の陰極端部に向かって位置付
けられる）及びより大きな亜型（試料２４及び４４、実線で囲まれ、基材の陽極端部に向
かって位置付けられる）の泳動の速さによる、明確なＬｐ（ａ）亜型サイズの差を示す。
「ＤＢＬ」は、レーン内の２つのアポ（ａ）イソ型の存在を示す。
【００１７】
【図３】図２に示されるゾーンゲル（リポ－ＩＦＥプロトコル、差し込み図）をウエスタ
ンブロットにおける同一の試料と比較する。図３では、試料２４、７３、４４、及び１０
が、Ｌｐ（ａ）粒子からのアポ（ａ）の除去後にウエスタンブロット分析においてさらに
分析される。ウエスタンブロット分析は、Ｎｏｖｅｘ　ＷｅｓｔｅｒｎＢｒｅｅｚｅ発色
性ウエスタンブロット免疫検出キット（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｉｅｓ）を使用して、アポリポタンパク質（ａ）イソ型分析（ＡＡＩＳＯ）を用い
る標準的なプロトコルを使用して実施された。複数の基準標準は、可変的なレーンを点在
させる。試料２４は、陽極（またはより大きな）Ｌｐ（ａ）粒子であり、ウエスタンブロ
ットにおいて約７００ｋＤ及び７００ｋＤ超に現れるより大きな分離されたアポ（ａ）を
示す。試料７３は、陰極性（またはゾーンゲル中のより小さな粒子）であり、ウエスタン
ブロットにおいて約６００ｋＤのより小さなアポ（ａ）部分に対応する。試料４４及び１
０は、ウエスタンブロット上の約７００ｋＤにおけるより大きなアポ（ａ）バンドを同様
に有する陽極Ｌｐ（ａ）、及び４５０ｋＤ未満におけるより小さなアポ（ａ）バンドを有
する陰極Ｌｐ（ａ）によるパターンを反復する。「ＤＢＬ」は、レーン内の２つのアポ（
ａ）イソ型の存在を示す。
【００１８】
【図４Ａ－４Ｂ】ハイスループット泳動でのＬｐ（ａ）－Ｐ泳動分別のさらなる例を示す
（実施例１、及びその全体が参照により本明細書に援用されるＧｕａｄａｇｎｏ　ｅｔ　
ａｌ．，”Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ　Ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ（ａ）Ｐａｒｔｉ
ｃｌｅ　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　Ａｓｓａｙ　ｂｙ　Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　
Ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｆｉｘａｔｉｏｎ　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓ
ｉｓ，”Ｃｌｉｎ　Ｃｈｉｍ　Ａｃｔａ　４３９：２１９－２２４（２０１４）を参照）
。ハイスループットは、自動器具上での試料の多様性の並行分析に関与し、この場合はリ
ポ－ＩＦＥ（Ｈｅｌｅｎａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）である。この実験では、２つの
マウス変異体を含む１３１個の試料が試験された。試料は、それらの電気泳動の泳動速度
（泳動速度とアポ（ａ）サイズとの関係性を確認するため）及び質量指標に対するＬｐ（
ａ）－Ｐに基づいて選択された。図４Ａ及び４Ｂでは、並行して泳動されたゾーンゲルは
、ハイスループット実験において患者試料間での変動を示す。約６５０ｋＤ超の陽極粒子
及び約６００ｋＤ未満の陰極粒子が識別される。陽極試料は、試料番号１１４７、１２０
０、０４８１、１６２１、２４２０、２４９５、及び２６１８を含む。陰極試料は、試料
番号１１０１及び２６１１を含む。
【００１９】
【図５】ゾーンゲル上の一連の試料中のアポ（ａ）含量及びアポＢ含量の比較を示す。図
５では、５個の試料が抗アポＢ血清及び抗アポＡ血清によってプローブされ、二重バンデ
ィング、それらのＬｐ（ａ）粒子上に２つのサイズのアポ（ａ）部分を有するいくつかの
対象の生成物を示した。Ｌｐ（ａ）二重バンディングは、試料１、３、４、及び５におい
て見られ、これらの試料は、生理食塩水レーン内の非特異的なタンパク質残基を伴わない
アポＢプローブ応答とアポ（ａ）プローブ応答との両方を含有する。二重バンディングは
、人工的ではなく、本方法の感受性及び分解力を確証する。Ｌｐ（ａ）二重バンディング
は、等しいか、主に陰極性であるか、または差別的な分解を伴う陽極性であり得る。試料
２は、単一のＬｐ（ａ）を有するが、アポＢ応答及びアポ（ａ）応答の両方を含有し、Ｌ
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ＤＬに対して陰極性であり、生理食塩水レーン内に非特異的なタンパク質残基を伴わない
。二重バンディングの頻度は、＜１％である。生理食塩水プローブが、人工的バンディン
グの存在を確立するために使用される。
【００２０】
【図６Ａ－６Ｒ】ウエスタンブロットによって測定された、増加するＭＷのアポ（ａ）に
関連付けられるＬｐ（ａ）－Ｐゾーン泳動速度（図２、４Ａ、及び４Ｂからの差し込み図
）を比較するデータを提示する。図６Ａ～６Ｒでは、Ｌｐ（ａ）ゾーン泳動バイアスを有
する１００個を超える試料が、上記に説明される通りウエスタンブロット分析によるアポ
（ａ）イソ型サイズ分析と比較された。図３に示されるものと同一の設定及び分析を反映
する１９個の実験の結果が提示される。結果は、同一の粒子から分離されたアポ（ａ）部
分のより集中的な分析による、Ｌｐ（ａ）－Ｐ亜型サイズを分析するための新規のゾーン
ゲル方法の一貫した一致を示す。「ＤＢＬ」は、レーン内の２つのアポ（ａ）イソ型の存
在を示す。
【００２１】
【図７】Ｌｐ（ａ）、ＬＤＬ、及びＶＬＤＬ粒子に結合した標識された抗アポＢ抗体のた
めの蛍光画像化を示す。画像は、３Ｂロット／ＴＢＳ画像（湿潤）である（その全体が本
明細書に援用される、Ｇｕａｄａｇｎｏ　ｅｔ　ａｌ．，”Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ　ｏｆ
　ａ　Ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ（ａ）Ｐａｒｔｉｃｌｅ　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　
Ａｓｓａｙ　ｂｙ　Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　Ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏ
ｆｉｘａｔｉｏｎ　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，”Ｃｌｉｎ　Ｃｈｉｍ　Ａｃｔａ
　４３９：２１９－２２４（２０１４）にも説明される）。概して、電気泳動の後、ゲル
ブロックは除去され、剛性の抗血清テンプレートがゲル状に定置される。抗体は、標準的
な生理食塩水で１：４に希釈され、テンプレートを通じてゲル上に２分間投与された。過
剰な抗体は、ブロット及びプレスすることによって除去された。残留マトリックス抗体は
、トリス－緩衝生理食塩水槽内で１分間ゲルを再水和することによって除去された。これ
らのステップは、３回実施された。ゲルは続いて、５６℃で８分間乾燥され、次にアシッ
ドバイオレットで染色され、スキャンされた。上行は、それぞれの列において、５：１（
Ａ１）、７．５：１（Ａ２）、及び１０：１（Ａ３）のＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（登録商
標）蛍光染料：ポリクローナル抗体の希釈レベルにおける試料３０２２を示す。同一の実
験が、試料３０５２に関して下行に示される。希釈比間において、光学的特性の観察可能
な差はない。
【００２２】
【図８Ａ－８Ｅ】単一試料中のＬＤＬ－ＰからのＬｐ（ａ）－Ｐの差異化に関する、アシ
ッドバイオレット染色検出法（Ａ／Ｖ）及びアポＢ＊蛍光タグ付き抗体標識法（抗アポＢ
抗体が、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（登録商標）４８８または同様のものなどのフルオレセ
イン誘導体で標識され、リポタンパク質で培養された後、洗浄及び分析される）の初期の
比較の結果を示す。図８Ａは、アシッドバイオレット染色によって標識された二重泳動を
含むそれぞれの列における、試料番号３０２２及び３０５２の天然ゾーンゲル分離を示す
。合計４個の試料が泳動され、ＬＤＬは強いバンドとして、またＬｐ（ａ）がその下の弱
いバンドとして明らかである。図８Ｂは、同一の試料の蛍光による光学画像化を示し、３
０２２は上行に、３０５２は下行にある。列は、前述の試薬Ａ１、Ａ２、及びＡ３中の異
なる蛍光染料：抗アポＢ比に対応する。図８Ｃは、各試料の光学密度読み取りの数値結果
を提示し、％Ｌｐａは、総検出試料のＬｐ（ａ）（リポタンパク質ａ）のパーセントを意
味し、％ＬＤＬは、総検出試料のＬＤＬ（低密度リポタンパク質）のパーセントを意味す
る。図８Ｄは、プロフィール内の試料３０２２のアシッドバイオレット染色の光学密度読
み取りであり、図８Ｅは、プロフィール内の試料３０２２の蛍光共役体の光学密度読み取
りである（Ａ／Ｖプロフィールの逆方向）。
【００２３】
【図９Ａ－９Ｅ】単一試料中のＬＤＬ及びＶＬＤＬからのＬｐ（ａ）－Ｐの差異化に関す
る、アシッドバイオレット染色検出法（Ａ／Ｖ）及びアポＢ＊蛍光タグ付き抗体標識法の
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初期の比較の結果を示す。図９Ａは、アシッドバイオレット染色によって標識された二重
泳動を含むそれぞれの列における、試料３０３４及び３０５１の天然ゾーンゲル分離を示
す。合計４個の試料が泳動され、ＬＤＬは強いバンドとして、またＬｐ（ａ）がその下の
弱いバンドとして明らかである。図９Ｂは、同一の試料の蛍光による光学画像化を示し、
３０３４は上行に、３０５１は下行にある。列は、前述の試薬Ａ１、Ａ２、及びＡ３中の
異なる蛍光染料：抗アポＢ比に対応する。図９Ｃは、各試料の光学密度読み取りの数値結
果を提示し、％Ｌｐａは、総検出試料のＬｐ（ａ）（リポタンパク質ａ）のパーセントを
意味し、％ＬＤＬは、総検出試料のＬＤＬ（低密度リポタンパク質）のパーセントを意味
する。さらなる詳細な分析は、Ｌｐ（ａ）／ＬＤＬレベルを下回るＬｐ（ａ）、ＶＬＤＬ
、及びＬＤＬのレベルを示す。図９Ｄは、プロフィール内の試料３０５１のアシッドバイ
オレット染色の光学密度読み取りであり、図９Ｅは、プロフィール内の試料３０５１の蛍
光共役体の光学密度読み取りである（Ａ／Ｖプロフィールの逆方向）。
【００２４】
【図１０Ａ－１０Ｅ】単一試料中のＬＤＬ及びＶＬＤＬからのＬｐ（ａ）－Ｐの差異化に
関する、アシッドバイオレット染色検出法（Ａ／Ｖ）及びアポＢ＊蛍光タグ付き抗体標識
法による、陽極（大きい）Ｌｐ（ａ）亜型及び陰極（小さい）Ｌｐ（ａ）亜型の差異化を
比較する試料の結果を示す。図１０Ａは、アシッドバイオレット染色によって標識された
試料０８１６の天然ゾーンゲル分離を左列に示す。左側では、抗アポＢ抗体が標識のため
に使用され、これはＬｐ（ａ）、ＬＤＬ、及びＶＬＤＬの全てに見出される。右側では、
抗アポ（ａ）抗体が使用され、これはＬｐ（ａ）粒子のみを標識する。図１０Ｂは、標識
された同一の試料の蛍光による光学画像化を示す。列は、前述の試薬Ａ１、Ａ２、及びＡ
３中の異なる蛍光染料：抗アポＢ比に対応する。図１０Ｃは、各試料の光学密度読み取り
の数値結果を提示し、％Ｌｐａは、総検出試料のＬｐ（ａ）（リポタンパク質ａ）のパー
セントを意味し、％ＬＤＬは、総検出試料のＬＤＬ（低密度リポタンパク質）のパーセン
トを意味する。さらなる詳細な分析は、Ｌｐ（ａ）／ＬＤＬレベルを下回るＬｐ（ａ）、
ＶＬＤＬ、及びＬＤＬのレベルを示す。図１０Ｄは、プロフィール内の試料０８１６のア
シッドバイオレット染色の光学密度読み取りであり、図１０Ｅは、プロフィール内の試料
０８１６の蛍光共役体の光学密度読み取りである（Ａ／Ｖプロフィールの逆方向）。
【００２５】
【図１１Ａ－１１Ｅ】単一試料中のＬＤＬ及びＶＬＤＬからのＬｐ（ａ）－Ｐの差異化に
関する、アシッドバイオレット染色検出法（Ａ／Ｖ）及びアポＢ＊蛍光タグ付き標識法に
よる、陽極（大きい）Ｌｐ（ａ）亜型及び陰極（小さい）Ｌｐ（ａ）亜型の差異化を比較
する試料の結果を示す。図１１Ａは、アシッドバイオレット染色によって標識された試料
２３７７の天然ゾーンゲル分離を左列に示す。左側では、抗アポＢ抗体が標識のために使
用され、これはＬｐ（ａ）、ＬＤＬ、及びＶＬＤＬの全てに見出される。右側では、抗ア
ポ（ａ）抗体が使用され、これはＬｐ（ａ）粒子のみを標識する。図１１Ｂは、標識され
た同一の試料の蛍光による光学画像化を示す。列は、前述の試薬Ａ１、Ａ２、及びＡ３中
の異なる蛍光染料：抗アポＢ比に対応する。図１１Ｃは、各試料の光学密度読み取りの数
値結果を提示し、％Ｌｐａは、総検出試料のＬｐ（ａ）（リポタンパク質ａ）のパーセン
トを意味し、％ＬＤＬは、総検出試料のＬＤＬ（低密度リポタンパク質）のパーセントを
意味する。さらなる詳細な分析は、Ｌｐ（ａ）／ＬＤＬレベルを下回るＬｐ（ａ）、ＶＬ
ＤＬ、及びＬＤＬのレベルを示す。図１１Ｄは、プロフィール内の試料２３７７のアシッ
ドバイオレット染色の光学密度読み取りであり、図１１Ｅは、プロフィール内の試料２３
７７の蛍光共役体の光学密度読み取りである（Ａ／Ｖプロフィールの逆順）。
【００２６】
【図１２Ａ－１２Ｅ】単一試料中のＬＤＬ及びＶＬＤＬからのＬｐ（ａ）－Ｐの差異化に
関する、アシッドバイオレット染色検出法（ＡＶ）及びアポＢ＊蛍光タグ付き抗体標識法
による、陽極（大きい）Ｌｐ（ａ）亜型及び陰極（小さい）Ｌｐ（ａ）亜型の差異化を比
較する試料の結果を示す。図１２Ａは、アシッドバイオレット染色によって標識された試
料３３８９の天然ゾーンゲル分離を左列に示す。左側では、抗アポＢ抗体が標識のために
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使用され、これはＬｐ（ａ）、ＬＤＬ、及びＶＬＤＬの全てに見出される。右側では、抗
アポ（ａ）抗体が使用され、これはＬｐ（ａ）粒子のみを標識する。図１２Ｂは、標識さ
れた同一の試料の蛍光による光学画像化を示す。列は、前述の試薬Ａ１、Ａ２、及びＡ３
中の異なる蛍光染料：抗アポＢ比に対応する。図１２Ｃは、各試料の光学密度読み取りの
数値結果を提示し、％Ｌｐａは、総検出試料のＬｐ（ａ）（リポタンパク質ａ）のパーセ
ントを意味し、％ＬＤＬは、総検出試料のＬＤＬ（低密度リポタンパク質）のパーセント
を意味する。さらなる詳細な分析は、Ｌｐ（ａ）／ＬＤＬレベルを下回るＬｐ（ａ）、Ｖ
ＬＤＬ、及びＬＤＬのレベルを示す。図１２Ｄは、プロフィール内の試料３３０９のアシ
ッドバイオレット染色の光学密度読み取りであり、図１２Ｅは、プロフィール内の試料３
３８９の蛍光共役体の光学密度読み取りである（Ａ／Ｖプロフィールの逆順）。
【００２７】
【図１３Ａ－１３Ｃ】二重含有試料０８１６、３３８９、及び２３７７を隣接するゲル上
で互いに比較する、図１０～１２の要約を示す。図１３Ａは、各試料に関するアシッドバ
イオレット染色剤で標識されたゾーンゲルを示し、第１の列に標識されたアポＢが、また
第２の列に標識されたアポ（ａ）がある。図１３Ｂは、試料がはっきりと標識された、各
試料に関する蛍光検出を示す。図１３Ｃは、各試料及びその陽極（大きい）Ｌｐ（ａ）亜
型及び陰極（小さい）Ｌｐ（ａ）亜型の相対的割合を、試料のＬＤＬ及びＶＬＤＬ部分と
共に要約する表を提示する。本方法は、亜型の種類及び／またはリポタンパク質の種類も
しくはレベルとは独立して、各リポタンパク質の種類のレベルの算出比において良好な一
致を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２８】
　本明細書に例証される態様によると、試験試料中の個々のＬｐ（ａ）亜型の組成を決定
するための方法が提供される。本方法は、（ａ）対象から取得されたＬｐ（ａ）亜型を含
む試験試料を提供することと、（ｂ）試験試料中のＬｐ（ａ）亜型を電気泳動ゲルに沿っ
て分離することと、（ｃ）個々のＬｐ（ａ）亜型の泳動速度を電気泳動ゲルに沿って測定
することと、（ｄ）その測定に基づいて、個々のＬｐ（ａ）亜型の泳動速度を基準値と比
較することと、（ｅ）その比較に基づいて、個々のＬｐ（ａ）亜型のモル質量を決定する
こととを含む。
【００２９】
　上記の通り、アポ（ａ）は、Ｌｐ（ａ）粒子を部分的に含む１つのかかるタンパク質で
ある。アポ（ａ）は、クリングル反復を有すると説明される領域であるタンパク質中のア
ミノ酸の特定の配列の反復により、ある範囲のサイズを有し得る。Ｌａｃｋｎｅｒ　ｅｔ
　ａｌ．，”Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂａｓｉｓ　ｏｆ　Ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ（
ａ）Ｓｕｂｆｏｒｍ　Ｓｉｚｅ　Ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙ　ａｓ　Ｒｅｖｅａｌｅｄ
　ｂｙ　Ｐｕｌｓｅｄ－Ｆｉｅｌｄ　Ｇｅｌ　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，”Ｊ　
Ｃｌｉｎ　Ｉｎｖｅｓｔ　８７：２１５３－６１（１９９１）、Ｌａｃｋｎｅｒ　ｅｔ　
ａｌ．，”Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｆｉｎｉｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｔｈｅ　Ｅｘｔｒｅｍｅ
　Ｓｉｚｅ　Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ　ｉｎ　Ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ（ａ），
”Ｈｕｍ　Ｍｏｌ　Ｇｅｎｅｔ　２：９３３－９４０（１９９３）を参照されたく、その
各々はその全体が参照により本明細書に援用される。アポ（ａ）中のクリングル反復の数
は、１０～５０超の反復の範囲であり得る。同文献参照。クリングル反復による種々のサ
イズのアポ（ａ）は、アポ（ａ）亜型またはイソ型と呼ばれる。Ｌｐ（ａ）は、心臓血管
疾患のリスク因子であることが知られており、クリングル反復の数の増加は、全てではな
いがほとんどの場合、Ｌｐ（ａ）濃度と逆の相関がある。それに対応して、血液中のＬｐ
（ａ）粒子のサイズは、心臓血管の健康に関して著しい重要性を有し得る。Ｒｉｆａｉ　
ｅｔ　ａｌ．，”Ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ（ａ）Ｓｉｚｅ　ａｎｄ　Ｌｉｐｏｐｒ
ｏｔｅｉｎ（ａ）Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｆｕｔｕｒｅ　Ｒｉｓｋ　ｏｆ
　Ａｎｇｉｎａ　Ｐｅｃｔｏｒｉｓ　ｗｉｔｈ　Ｅｖｉｄｅｎｃｅ　ｏｆ　Ｓｅｖｅｒｅ
　Ｃｏｒｏｎａｒｙ　Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ　ｉｎ　Ｍｅｎ：Ｔｈｅ　Ｐｈｙ
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ｓｉｃｉａｎｓ’Ｈｅａｌｔｈ　Ｓｔｕｄｙ，”Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍ．５８（８
）：１３６４－１３７１（２００４）、Ｅｒｑｏｕ　ｅｔ　ａｌ．，”Ａｐｏｌｉｐｏｐ
ｒｏｔｅｉｎ（ａ）Ｉｓｏｆｏｒｍｓ　ａｎｄ　ｔｈｅ　Ｒｉｓｋ　ｏｆ　Ｖａｓｃｕｌ
ａｒ　Ｄｉｓｅａｓｅ，”Ｊ．Ａｍ．Ｃｏｌｌ．Ｃａｒｄｉｏｌｏｇｙ　５５（１９）：
２１６０－７（２０１０）、及びｌｉｐｉｄｃｅｎｔｅｒ．ｃｏｍ／ｐｄｆ／Ｅｎｔｉｒ
ｅ＿Ｌｐａ＿Ｃｏｍｐｌｅｘｉｔｉｅｓ（２０１０）にて入手可能なＴｈｏｍａｓ　Ｄａ
ｙｓｐｒｉｎｇ”Ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ（ａ）”を参照されたく、その各々はその全体
が参照により本明細書に援用される。したがって、本明細書に説明される態様にしたがっ
て心臓血管のリスクを決定することは、対象を低度、中程度、または高度心臓血管のリス
ク分類のうちの１つに割り当てることを含み得る。リスクを決定するための生化学的マー
カのカットオフ値に関する十分に確立された助言が存在する（Ｒｉｆａｉ　ｅｔ　ａｌ．
，”Ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ（ａ）Ｓｉｚｅ　ａｎｄ　Ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ（
ａ）Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｆｕｔｕｒｅ　Ｒｉｓｋ　ｏｆ　Ａｎｇｉｎ
ａ　Ｐｅｃｔｏｒｉｓ　ｗｉｔｈ　Ｅｖｉｄｅｎｃｅ　ｏｆ　Ｓｅｖｅｒｅ　Ｃｏｒｏｎ
ａｒｙ　Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ　ｉｎ　Ｍｅｎ：Ｔｈｅ　Ｐｈｙｓｉｃｉａｎ
ｓ’Ｈｅａｌｔｈ　Ｓｔｕｄｙ，”Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．５８（８）：１３６４－１３７
１（２００４）、Ｅｒｑｏｕ　ｅｔ　ａｌ．，”Ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ（ａ）Ｉ
ｓｏｆｏｒｍｓ　ａｎｄ　ｔｈｅ　Ｒｉｓｋ　ｏｆ　Ｖａｓｃｕｌａｒ　Ｄｉｓｅａｓｅ
，”Ｊ．Ａｍ．Ｃｏｌｌ．Ｃａｒｄｉｏｌｏｇｙ　５５（１９）：２１６０－７（２０１
０）、ならびにｌｉｐｉｄｃｅｎｔｅｒ．ｃｏｍ／ｐｄｆ／Ｅｎｔｉｒｅ＿Ｌｐａ＿Ｃｏ
ｍｐｌｅｘｉｔｉｅｓ（２０１０）にて入手可能なＴｈｏｍａｓ　Ｄａｙｓｐｒｉｎｇ”
Ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ（ａ）”、ＢＲＡＵＮＷＡＬＤ’Ｓ　ＨＥＡＲＴ　ＤＩＳＥＡＳ
Ｅ：Ａ　ＴＥＸＴＢＯＯＫ　ＯＦ　ＣＡＲＤＩＯＶＡＳＣＵＬＡＲ　ＭＥＤＩＣＩＮＥ　
９ｔｈ　ｅｄ．（Ｂｏｎｏｗ　ｅｔ　ａｌ．ｅｄｓ．２０１１）、”Ｅｘｅｃｕｔｉｖｅ
　Ｓｕｍｍａｒｙ　ｏｆ　Ｔｈｅ　Ｔｈｉｒｄ　Ｒｅｐｏｒｔ　ｏｆ　Ｔｈｅ　Ｎａｔｉ
ｏｎａｌ　Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ　Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ　Ｐｒｏｇｒａｍ（ＮＣＥＰ）
Ｅｘｐｅｒｔ　Ｐａｎｅｌ　ｏｎ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ，Ａｎｄ
　Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈｉｇｈ　Ｂｌｏｏｄ　Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ　Ｉｎ　
Ａｄｕｌｔｓ（Ａｄｕｌｔ　Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　Ｐａｎｅｌ　ＩＩＩ），”ＪＡＭＡ　
２８５：２４８６－２４９７（２００１）、”Ａｄｕｌｔ　Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　Ｐａｎ
ｅｌ　ＩＩＩ（ＡＴＰ　ＩＩＩ）ｏｆ　ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒ
ｏｌ　Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ　Ｐｒｏｇｒａｍ．Ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｒｅｃ
ｅｎｔ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｔｒｉａｌｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｈｏ
ｌｅｓｔｅｒｏｌ　Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ　Ｐｒｏｇｒａｍ　Ａｄｕｌｔ　Ｔｒｅａｔｍｅ
ｎｔ　Ｐａｎｅｌ　ＩＩＩ　Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ，”Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ　１１０
（２）：２２７－３９（２００４）、ならびに米国国立医学図書館及び国立衛生研究所の
サービスである、ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｍｅｄｌｉｎｅｐｌｕｓにて入手可能なＭｅ
ｄｌｉｎｅＰｌｕｓを参照されたく、その各々はその全体が参照により本明細書に援用さ
れる）。
【００３０】
　例えば、Ｌｐ（ａ）粒子数のみに基づくリスク評価は、大きいまたは小さいイソ型の優
勢によって修正され得る。この方法では、イソ型サイズは、複数の追加的なマーカ間の重
み付け係数として使用され得る。別法として、イソ型サイズは、追加的なマーカとは独立
して評定され得る。一実施形態では、圧倒的に小さいイソ型（例えば、約６４０ｋＤ未満
）は、高度リスク分類に割り当てることができ、圧倒的に大きいイソ型（例えば、約６４
０ｋＤ超）は、低度リスク分類に割り当てられ得る。小さいものと大きいものとの間の差
異化のイソ型のカットオフは、６００ｋＤ～７００ｋＤの範囲で変動し得る。小さいイソ
型サイズと大きいイソ型サイズとの間の差は、例えば、約６００ｋＤ、６０５ｋＤ、６１
０ｋＤ、６１５ｋＤ、６２０ｋＤ、６２５ｋＤ、６３０ｋＤ、６３５ｋＤ、６４０ｋＤ、
６４５ｋＤ、６５０ｋＤ、６５５ｋＤ、６６０ｋＤ、６６５ｋＤ、６７０ｋＤ、６７５ｋ
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Ｄ、６８０ｋＤ、６８５ｋＤ、６９０ｋＤ、６９５ｋＤ、または７００ｋＤにおいて特徴
付けられ得る。一実施形態では、高度、中程度、及び低度リスク粒子サイズは、それぞれ
、約６００ｋＤ未満、約６００～６４０ｋＤ、及び約６４０ｋＤ超の分類に分けられ得る
。一実施形態では、高度、中程度、及び低度リスク粒子サイズは、それぞれ、約６００ｋ
Ｄ未満、約６００～７００ｋＤ、及び約７００ｋＤ超の分類に分けられ得る。患者のリス
クはまた、彼らが２つの大きなアポ（ａ）のイソ型バージョンを有する場合は低度リスク
、彼らが１つの大きいイソ型と１つの小さいイソ型とを有する場合は中程度リスク、彼ら
が２つの小さいイソ型を有する場合は高度リスクに特徴付けられ得る。別法として、患者
は、その試料中に存在するイソ型の平均重量を取り、その平均を、三分位数に分割した集
団値の中のその場所によって低度、中程度、または高度リスクとして分類することによっ
て、低度、中程度、または高度リスクとして特徴付けられ得る。階層化のための別の方法
は、クリングルＩＶ反復を概算し、アポ（ａ）上のクリングルＩＶ反復の数の三分位数に
従ってリスクを階層化することを含み得る。例えば、高度リスク分類は１９個未満のクリ
ングル反復を有するアポ（ａ）を含み、中程度リスクは１９～２９個のクリングル反復を
有し、低度リスクは３０個超のクリングル反復を有し得る。重要なことに、リスク分類は
必ずしも対称でなくてもよい。多くの場合、上位四分位数のみが高度リスクと見なされ、
これは１９個より少ないクリングル反復を含み、中程度及び低度リスク分類は残りの集団
分布の中で分割される。分類は、結果を研究内の患者間のアポ（ａ）サイズと比較する長
期的研究によって決定され得る。
【００３１】
　アポリポタンパク質ａ（「アポ（ａ）」）は、高度に遺伝性であり、染色体６ｑ２６～
２７上に位置するアポ（ａ）遺伝子［ＬＰＡ］によって主に制御される。アポ（ａ）は、
相互優勢的に示され、したがって２つの異なるイソ型に関する遺伝子を有する患者に対し
て存在し、かつ検出可能であるべきである。ＡＡＩＳＯシステム及び本明細書に提示され
る方法におけるダブレットは、泳動速度の正確な制御を通じてその感受性及び分解力を確
認する。本方法は、患者間のアポ（ａ）の多様性の妥当性をさらに検証するような集団研
究を可能にする。さらに、著しく異なるアポ（ａ）サイズのダブレットは、相違する表現
型を顧みずに平均Ｌｐ（ａ）質量のみを提供する従来のＬｐ（ａ）質量アッセイによって
「誤って決定される」。種々のアポ（ａ）イソ型を有するＬｐ（ａ）－Ｐに関連付けられ
る心臓血管の健康リスクを考慮すると、本明細書に説明される方法は、個々の各亜型の個
々のモルの貢献（ｍｏｌａｒ　ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎ）を区別及び定量化し得るため
、臨床研究、臨床リスク評価、及びＣＶＤ診断のためのより正確な方法を提供する。
【００３２】
　本明細書において、一態様では、無傷／天然（即ち、非変性）Ｌｐ（ａ）－粒子におけ
るアポの分子量（「ＭＷ」）を決定する方法が説明される。本明細書で使用されるとき、
分子量という用語は、モル質量を指し得る。無傷または天然Ｌｐ（ａ）－粒子としては、
ドデシル硫酸ナトリウム（「ＳＤＳ」）による処理、脱脂、無傷粒子からのアポリポタン
パク質の還元または除去などの変性処理を受けていないものが挙げられる。大きい及び小
さいＬｐ（ａ）に関連付けられるアテローム生成的な差を考慮すれば、（ブロット対ゾー
ン提示に関して）、亜型サイズによって緩和されるＬｐ（ａ）粒子数に対するＣＶＤリス
クに関するアルゴリズムが確立され得る。
【００３３】
　ゲル電気泳動は、分子をそれらのサイズ及び電荷に基づいて分離するために使用される
技術であり、以下の等式に従う：Ｖ＝ＥＺ／Ｆ、式中、Ｖ＝泳動の速さ（速度）であり、
Ｅは、電界の強度であり、Ｚは、分子上の電荷であり、Ｆは、分子の摩擦力である。ゾー
ンゲル電気泳動では、電界が適用されると、溶液中の陽イオン（正荷電）はゲル電気泳動
の陰極（負荷電）に向かって泳動し、一方、陰イオン（負荷電）はゲル電気泳動の陽極（
正荷電）に向かって泳動する。泳動速度は、タンパク質の電荷とその質量との間の比に比
例する。単位質量当たりの電荷が高くなればなるほど、泳動はより速くなる。変性ゲル（
ゾーンゲルと区別される）中では、タンパク質は、ＳＤＳなどの洗剤の添加によって変性
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されて、それらを分子量に従って独占的に分離することに留意されたい（Ｓｈａｐｉｒｏ
　ｅｔ　ａｌ．，”Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｗｅｉｇｈｔ　Ｅｓｔｉｍａｔｉｏｎ　ｏｆ　
Ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ　Ｃｈａｉｎｓ　ｂｙ　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｉｎ
　ＳＤＳ－Ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ　Ｇｅｌｓ，”Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙ
ｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．２８：８１５－８２０（１９６７）、その全体は参照により
本明細書に援用される）。ＳＤＳは、タンパク質が強い還元剤に曝露されて、ジスルフィ
ド結合をスルフヒドリルに還元すると、ポリペプチドを荷電した変性状態に維持する弱い
還元剤であるアポ（ａ）はジスルフィド結合によってアポＢに付着されているため、かか
る還元は、アポ（ａ）をＬｐ（ａ）粒子から効果的に放出する。ＳＤＳは、分子に、サイ
ズに直接関係したゲルを通じた泳動を可能にする正味負電荷を付与する。それに加えて、
変性は、二次、三次、及び四次構造を妨害し、したがって泳動速度は、生体分子構造では
なくサイズに比例する。ゾーンゲルは、タンパク質の構造を変化させないであろう非変性
条件下で泳動され、分離は、主に分子上の負電荷（ｐＨ約９のゲルによって引き起こされ
る）に比例し、二次的にのみサイズ（電気浸透によって増大された緩衝ゲルマトリックス
内部の粒子のハイドロ耐性に起因する）による。ゾーンゲルは、例えば、その全体が参照
により本明細書に援用されるＪｅｐｐｓｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，”Ａｇａｒｏｓｅ　Ｇｅ
ｌ　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，”Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．２５／４：６２９－６３
８（１９７９）に説明される。
【００３４】
　基本的に、脂質粒子上のアポリポタンパク質が大きくなればなるほど、負電荷（Ｚ）の
合計は大きくなるであろう。粒子上の摩擦力（Ｆ）は、脂質粒子のサイズに対して大きい
ゲル孔マトリックスのため最小であり、流体力学耐性を従属させるように低減される。し
たがって、Ｖ～ＥＺ及び定電圧において、Ｖは、Ｚに比例する。Ｌｐ（ａ）亜型の分離の
ために、Ｌｐ（ａ）－Ｐは、単一のアポＢ（ＭＷ約５４０ｋＤ）及び単一のアポ（ａ）を
有する脂質粒子である。しかしながら、アポ（ａ）の亜型は、３００ｋＤ～９００ｋＤで
変動し得る。Ｌｐ（ａ）－Ｐ上の総電荷は、アポＢとアポ（ａ）の特定の多形のイソ型と
の両方からの電荷の和である。アポＢは一定のＭＷを有するため、Ｌｐ（ａ）－Ｐの電荷
の変動は、アポ（ａ）サイズの関数であろう。泳動速度（ＶはＺに比例する）は、アポ（
ａ）亜型からの差別的な電荷の関数であり、それはアポ（ａ）サイズ（即ち、アポ（ａ）
ＭＷ）に直接比例する。
【００３５】
　本明細書で使用されるとき、用語「リポタンパク質粒子」、「脂質タンパク質粒子」、
「脂質粒子」などは、タンパク質と脂質との両方を含有する粒子を指す。リポタンパク質
粒子の例は、下記により詳細に説明される。
【００３６】
　本明細書で使用されるとき、用語「リポタンパク質粒子数」は、体液中に存在するリポ
タンパク質粒子のモル濃度（ｎｍｏｌ／Ｌ）を指す。粒子数は、モル濃度としてｎｍｏｌ
／Ｌで測定され得る。
【００３７】
　本明細書で使用されるとき、用語「アポリポタンパク質」は、脂質と組み合わさってリ
ポタンパク質粒子を形成するタンパク質を指す。アポリポタンパク質の種類の例は、下記
により詳細に説明される。アポリポタンパク質の固有の性質は、リポタンパク質粒子数の
概算を提供する、リポタンパク質粒子に対するそれらの化学量論的関係性であり、これは
下記により詳細に説明される。
【００３８】
　本発明による好適な生物学的試料または生体試料としては、ヒト生体マトリックス、尿
、脳脊髄液、全血、血漿、血清、及びヒトリポタンパク質画分が挙げられる。例えば、試
料は、新鮮な血液または保管された血液もしくは血液画分であってもよい。試料は、本発
明のアッセイのために明確に取得された血液試料であってもよく、または本発明による方
法に従う使用のために副標本を取ることができる、別の目的のために取得された血液試料



(14) JP 2017-504038 A 2017.2.2

10

20

30

40

50

であってもよい。例えば、生物学的試料は、全血であってもよい。全血は、標準的な臨床
手順を使用して対象から取得されてもよい。生物学的試料はまた、血漿であってもよい。
血漿は、抗凝固処理血液の遠心分離によって全血試料から取得されてもよい。生物学的試
料はまた、血清であってもよい。試料は、必要に応じて適切な緩衝液中の希釈によって事
前処理されるか、所望により濃縮されるか、または超遠心分離、高速液体クロマトグラフ
ィー（ＦＰＬＣ）による画分、もしくは沈殿を含むがこれらに限定されない任意の数の方
法によって画分されてもよい。例えば、リン酸塩、トリスなどの多様な緩衝剤のうちの１
つを生理的～アルカリ性ｐＨで用いる多数の標準的な水性緩衝液のいずれかが、使用され
得る。
【００３９】
　本明細書に説明される方法は、任意の好適なゲル電気泳動システム及び／または方法と
共に使用され得る。物理的構造及び方法の説明において、実施例及び対応する図は、使用
されるゲルの実施形態及び本明細書に説明される方法の結果を示す。好適なゲル電気泳動
システム及び方法としては、例えば、国際公開第２０１３／１８１２６７号及び米国特許
出願公開第２０１２／００５２５９４号に説明されるものなどが挙げられ、その各々はそ
の全体が参照により本明細書に援用される。本明細書に説明される方法に従って使用され
得るＬｐ（ａ）－Ｐの検出のための装置としては、その全体が参照により本明細書に援用
される米国特許出願公開第２０１２／００５２５９４号のものが挙げられる。免疫固定法
、例えば、その全体が参照により本明細書に援用される米国特許出願公開第２０１２／０
０５２５９４号に説明されるものなどにおいては、生物学的試料（例えば、血清）が基材
に適用され、構成成分が電気泳動される。血液の特定の構成成分を標的する抗血清含有標
識抗体（例えば、抗アポＢ抗体）が基材に適用される。抗体は、それらの抗原標的に結合
し、標的は、標識を検出するいくつかの手段を通じて識別され得る。
【００４０】
　下記により詳細に説明される通り、本明細書に説明される方法はまた、ゲルをタンパク
質染料（例えば、アシッドバイオレットなど）と接触させることによって検出される非標
識抗体を用い得る。したがって、本明細書に説明される方法は、電気泳動ゲルを個々のＬ
ｐ（ａ）粒子上のアポＢを染めるタンパク質染料と接触させ、続いて、染められたＬｐ（
ａ）亜型を検出することを含み得る。染料の結合は、アポＢに対する抗アポＢに結合した
染料に関連付けられる。これは、一次シグナルを表す。アポ（ａ）に結合した染料は、Ｐ
Ａｂ－アポＢ－Ａ／Ｖによって生成されるシグナルに対して、二次シグナルノイズである
。タンパク質染料は、アシッドバイオレットであり得る。非限定的な実施例では、タンパ
ク質染料はまた、Ｃｏｏｍａｓｓｉｅ染料、その誘導体もしくは改良版、例えば、Ｂｉｏ
－Ｓａｆｅ（登録商標）（Ｂｉｏ－Ｒａｄ，Ｈｅｒｃｕｌｅｓ，Ｃａｌｉｆ．）もしくは
ＳｉｍｐｌｙＢｌｕｅ（登録商標）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，Ｃａｌ
ｉｆ．）もしくはＩｍｐｅｒｉａｌタンパク質染色剤（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓ
ｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，１１１．）、銀系染色剤、亜鉛系染色剤、蛍光
染料であってもよく、あるいは官能基に特異的な染色剤、例えば、糖タンパク質染色剤、
リンタンパク質染色剤、Ｈｉｓタグ染色剤、または任意の他の種類の染色剤もしくは染色
剤の組み合わせがあってもよい。かかる方法は、例えば、参照により本明細書に援用され
るＨ．Ｊ．ＣＯＮＮ’Ｓ　ＢＩＯＬＯＧＩＣＡＬ　ＳＴＡＩＮＳ（Ｒ．Ｄ．Ｌｉｌｌｉｅ
　ｅｄ．，Ｗｉｌｌｉａｍｓ＆Ｗｉｌｋｉｎｓ　１９７７）またはＴｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉ
ｅｎｔｉｆｉｃによる商業文献（例えば、Ｐｉｅｒｃｅ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｂｉｏｌｏｇ
ｙ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ）に説明される通り、当業者に周知である。本明細書に説明される
方法の１つの顕著な利点は、Ｌｐ（ａ）－ｐを検出するために一般的に使用されるアッセ
イ技術に関わる蛍光の使用を伴わずに実施され得るということである。かかる技術は、高
価な試薬を必要とするだけでなく、時間がかかり、多くは完了するまでに多くの日数を必
要とする。したがって、本明細書に説明される方法は、試料を分析するための短い時間（
およそ９０分）という利点を有するのみでなく、費用効率も良い。したがって、本明細書
に説明される特定の方法では、本方法は、Ｌｐ（ａ）－ｐの検出のための蛍光の使用を含
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まない。
【００４１】
　上記の通り、本明細書に説明される方法は、分離された個々のＬｐ（ａ）亜型を、検出
の前にゲル内に固定することを含み得る。分離された個々のＬｐ（ａ）亜型の固定は、周
知の通り、ゲルを好適な抗体（または抗血清含有抗体）と接触させることによって実施さ
れ得る。抗体は、抗アポＢ抗体であり得る。かかる固定の後、ゲルのタンパク質染色剤（
本明細書に説明される通り、アシッドバイオレットなど）との接触、及び密度測定器を使
用した染色されたＬｐ（ａ）－Ｐ亜型の検出が続き得る。
【００４２】
　ゲル電気泳動は、１次元または２次元であり得る。等電点電気泳動もまた、実施され得
る。本発明に伴う使用に好適な電気泳動ゲル基材は、当業者に既知である。例えば、好適
なゲル基材としては、限定されるものではないが、アガロースまたはポリアクリルアミド
またはこの２つの配合物が挙げられる。上述の通り、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（ポリアクリルア
ミド）ゲルは、ＳＤＳがタンパク質を負電荷で覆うため、タンパク質をそれらのサイズに
基づいて分離する。アガロースゲル上でのタンパク質の分離は、電荷による。したがって
、同じく上記に述べられる通り、本明細書に説明される実施形態は、ゾーンゲル電気泳動
を使用し得る。非変性タンパク質が電荷によって分離されるゾーンゲル電気泳動は、単純
な高分解プロトコルの利益を提供する。
【００４３】
　様々なサイズの電気泳動ゲルは、種々の数のレーン及び行（例えば、１、２、３、４、
５、６、７、８、９、１０など）を含有し得る。単一の個体または対象に由来する生物学
的試料が、複数の構成成分を識別するためにプローブされてもよく、及び／または複数の
個体に由来する血清が試験されてもよい。異なるサイズのゲル上で電気泳動を実行するた
めのプロトコルは、そのサイズのゲル上での分離を最適化するために修正がなされ得るこ
とを除いて、同様であろう。
【００４４】
　本明細書に説明される態様による方法はまた、個々のＬｐ（ａ）亜型のモル質量の決定
に基づいて、異なるモル質量の少なくとも２つのＬｐ（ａ）亜型を特徴付けることも含み
得る。かかる特徴付けは、特定の範囲（例えば、約６００ｋＤ未満、約６００ｋＤ～７０
０ｋＤ、または約７００ｋＤ超）内であるモル質量を有する個々のＬｐ（ａ）亜型のレベ
ルまたは濃度を決定すること含み得る。試料中の特定のＬｐ（ａ）亜型の濃度またはレベ
ルの決定は、電気泳動ゲルに沿って分離されるＬｐ（ａ）亜型の密度測定的特徴付けを含
み得る。例えば、検出されたタンパク質の濃度を検出および決定するための密度測定の使
用は、下記により詳細に説明される。本方法は、異なるモル質量の少なくとも２つのＬｐ
（ａ）亜型の特徴付けに基づいて、特徴付けられたＬｐ（ａ）亜型のＬｐ（ａ）亜型サイ
ズ分布を決定することをさらに含み得る。
【００４５】
　本明細書に説明される態様による方法はまた、試料中に存在するＬｐ（ａ）、個々のＬ
ｐ（ａ）亜型、またはその両方の総粒子数を測定することも含み得る。
【００４６】
　背景として、電気泳動は、相対的な濃度を測定し、即ち、エレクトロフェログラムを生
成するために、パーセンテージ画分が、シグナルに翻訳されている検出されたバンドから
の曲線下の領域として算出される。具体的には、電気泳動の後、ゲルは、タンパク質染料
（例えば、アシッドバイオレット）で染色され、密度測定器の光学システムを通過させて
、分離されたバンドの視覚的な図またはグラフである電気泳動図を作成し得る。密度測定
器は、染色されたゲルなどの固体試料を通じて伝達される光を測定する特別な分光光度計
である。吸光度は、密度測定を用いて測定され得、蛍光は、Ｂｉｏ　ＲａｄＣｈｅｍｉｄ
ｏｃ（登録商標）計器によって提供されるものなどの光子計数画像化プロトコルを用いて
特定され得る。光学密度測定を使用して、密度測定器は、染色の検出されたバンドをピー
クとして表す。これらのピークは、グラフまたは電気泳動図を構成し、記録計チャートま
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たはコンピュータディスプレイ上に印刷される。積分器またはマイクロプロセッサは、各
ピーク下の領域を評定し、その各々を総試料のパーセントとして報告する。例えば、電気
泳動が血清タンパク質の分離に使用されている場合、各バンドの濃度は、このパーセント
及び総タンパク質濃度に由来する。
【００４７】
　Ｌｐ（ａ）亜型はアポＢとの既知の化学量論的関係性（即ち、１：１化学量論のアポＢ
：Ｌｐ（ａ）－Ｐ）を有するため、個々のＬｐ（ａ）亜型の粒子数はまた、電気泳動ゲル
に沿って分離される特定の亜型のアポＢ濃度を測定することによっても決定され得る。粒
子数は、試料中の総脂質粒子または脂質粒子濃度の種類を特徴付ける分離分析との比較に
よって定量化され得る。かかる分離分析は、超遠心分離（ＵＣ）、ＮＭＲ、または試料中
の粒子の濃度または総粒子数を特徴付け得る任意の他の分析方法であってもよい。しかし
ながら、ＵＣ及びＮＭＲのいずれも、Ｌｐ（ａ）－Ｐを直接的または間接的に概算するこ
とはできない。どちらも、ＬＤＬ－ＰとＬｐ（ａ）－Ｐの総和を概算することしかできな
い。ＵＣ、ＮＭＲ、及び電気泳動の間で相関が示されている。それらの比較は、Ｌｐ（ａ
）－Ｐを伴う及び伴わない試料を使用し、電気泳動からのＬｐ（ａ）－Ｐ及びＬＤＬ－Ｐ
の両方が含まれる場合に、方法間の許容される相関を示すのみである。リポ－ＩＦＥ及び
脂質粒子の定量化に使用される試料は、同一試料の異なるアリコートであってもよい。密
度測定器ソフトウェアもまた、標本総アポＢが（画分％）×（総アポＢ）として入力され
るときに、各バンドの相対パーセント及びｍｇ／ｄＬを電気泳動ゲルに沿って自動的に算
出し、印刷し得る。粒子数は、好ましい実験室情報システムにおいて（ｍｇ／ｄＬ）／０
．０５４＝ＰＮとして算出される。変換因子（ｍｇ／ｄＬ）／０．０５４は、以下から算
出される：
【数１】

結果は、粒子数として報告される（ＰＮ＝ｎｍｏｌ／Ｌ）。
【００４８】
　試験試料中のＬｐ（ａ）亜型を電気泳動ゲルに沿って分離することは、試験試料中のＬ
ｐ（ａ）亜型を電気泳動ゲルの第１のレーンに沿って分離することを含み得る。個々のＬ
ｐ（ａ）亜型の泳動速度を基準値と比較することは、個々のＬｐ（ａ）亜型の泳動速度を
、電気泳動ゲルの第２のレーンに沿って分離された対照試料と比較することを含み得る。
【００４９】
　電気泳動を実行することは、その全体が参照により本明細書に援用される米国特許出願
公開第２０１２／００５２５９４号に説明される通り、体液中に存在するＬｐ（ａ）亜型
のレベル及び／または分子質量を評価するための方法の一部として、電気泳動ゲルの受容
ウェル中に試料を堆積させるステップを実施することを含み得る。代表的な方法は、体液
試料中に存在するリポタンパク質粒子を、ゲル電気泳動基材上でのゲル電気泳動によって
分離することと、基材を抗体に曝露して、リポタンパク質粒子のリポタンパク質粒子また
は構成成分に関連付けられる免疫学的に活性な薬剤を検出することと、タンパク質または
脂質の存在の検出のために基材を試薬に曝露することと、Ｌｐ（ａ）亜型のレベル及び／
または分子質量を決定することとを含む。
【００５０】
　本明細書に説明される方法はまた、（その全体が参照により本明細書に援用される米国
特許出願公開第２０１３／０３１９８６４号に説明される通り）現場検量と共に実施され
てもよく、また試験試料の体積を検量試料の体積または量と組み合わせて、最終体積を形
成することを含んでもよく、この場合、検量試料の体積または量は、既知の濃度の検量用
試料（ｃａｌｉｂｒａｔｏｒ）を含み、最終体積は、既知の試験試料対検量試料比を含む
。別法として、既知の濃度の検量用試料を提供し、かつ体積の変化を提供しないように、
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既知の質量の乾燥検量用試料が試験試料中に混合されてもよい。本方法はまた、充填画分
を受容ウェル、電気泳動ゲル中に堆積させることであって、この場合、充填画分が最終体
積の画分である、堆積させることと、試験試料及び検量用試料の構成成分が共通の分離レ
ーンに沿って互いに分離されるように、充填画分を電気泳動ゲルの共通の分離レーンに沿
って分離することとも含む。本方法はまた、検量用試料と試験試料の分離された構成成分
とを共通の分離レーン内で検出することと、その検出に基づいて、検量用試料と試験試料
の分離された構成成分とのレベルを測定し、それによって電気泳動を現場検量と共に実施
することとも含む。
【００５１】
　したがって、本明細書に説明される基準値は、電気泳動ゲルに沿って分離される対照Ｌ
ｐ（ａ）亜型であり得る。基準値はまた、比較のために使用される所定の値であり得る。
【００５２】
　本方法は、Ｌｐ（ａ）粒子を、例えば、７００ｋＤ超、６００ｋＤ未満、及び６００～
７００ｋＤの分子量のアポ（ａ）タンパク質と区別し得る。一実施形態では、個々のＬｐ
（ａ）亜型のアポ（ａ）タンパク質のモル質量は、６００ｋＤ超である。一実施形態では
、個々のＬｐ（ａ）亜型のアポ（ａ）タンパク質のモル質量は、７００ｋＤ超であるよう
に決定される。一実施形態では、個々のＬｐ（ａ）亜型のアポ（ａ）タンパク質のモル質
量は、６００～７００ｋＤである。一実施形態では、個々のＬｐ（ａ）亜型のアポ（ａ）
タンパク質のモル質量は、６００ｋＤ未満である。
【００５３】
　本明細書に例証される態様に従って個々のＬｐ（ａ）亜型のモル質量を決定することは
、個々のＬｐ（ａ）亜型を低度、中度、または高度モル質量分類のうちの１つに割り当て
ることを含み得る。例えば、約６００ｋＤ未満のモル質量を有する個々のＬｐ（ａ）亜型
は、低度モル質量分類に割り当てられてもよく、約６００ｋＤ～７００ｋＤのモル質量を
有する個々のＬｐ（ａ）亜型は、中度モル質量分類に割り当てられてもよく、約７００ｋ
Ｄ超のモル質量を有する個々のＬｐ（ａ）亜型は、高度モル質量分類に割り当てられても
よい。
【００５４】
　本明細書に例証される態様によると、試験試料の個々のＬｐ（ａ）亜型は各々、検出可
能なシグナルを生成するか、またはその生成を引き起こすことができるシグナル生成分子
に結合され得る。したがって、一実施形態では、本方法はまた、シグナル生成分子に結合
された試験試料の分離された個々のＬｐ（ａ）亜型を、シグナル生成分子と相互作用する
ことができる試薬と接触させることを含み、シグナル生成分子は、試薬との接触時に検出
可能なシグナルを生成し、該方法は、検出可能なシグナルを検出することをさらに含む。
【００５５】
　一実施形態では、試験試料の個々のＬｐ（ａ）亜型は、互いに区別可能なシグナル生成
分子に結合される。
【００５６】
　互いに区別可能なシグナル生成分子に関与する好適なシステム及び方法としては、その
全体が参照により本明細書に援用される米国特許出願公開第２０１４／０２４３４３１号
に説明される通り、電気泳動マトリックス内での脂質粒子の現場検出における使用のため
のものが挙げられる。
【００５７】
　かかるシステムは、生物学的試料及び少なくとも２つのリポタンパク質結合複合体を受
容するためのゲル基材を含む。各複合体は、リポタンパク質粒子またはその部分に結合す
る抗体を含み、該抗体は、検出可能なシグナルを生成するか、またはその生成を引き起こ
すことができるシグナル生成分子に結合される。少なくとも２つのリポタンパク質結合複
合体の各検出可能なシグナルは、他方の検出可能なシグナルと区別可能である。システム
はまた、検出可能なシグナルを検出するための機器も含み、検出することは、生物学的試
料中の特定のアポリポタンパク質及び／またはリポタンパク質粒子のレベルを示す。
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【００５８】
　本明細書で使用されるとき、用語「抗体」は、天然の源または組み換えの源に由来する
無傷免疫グロブリン、及び無傷免疫グロブリンの免疫反応性部分（即ち、抗原結合部分）
を含むように意味される。本発明の抗体は、多様な形態で存在してもよく、例えば、ポリ
クローナル抗体、モノクローナル抗体、細胞内抗体、抗体断片（例えば、Ｆｖ、Ｆａｂ、
及びＦ（ａｂ）２）、ならびに一本鎖抗体（ｓｃＦｖ）、キメラ抗体、及びヒト化抗体が
挙げられる（Ｅｄ　Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｄａｖｉｄ　Ｌａｎｅ，ＵＳＩＮＧ　ＡＮＴ
ＩＢＯＤＩＥＳ：Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬ（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　
Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，１９９９）、Ｈｏｕｓｔｏｎ　ｅｔ
　ａｌ．，”Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　ｏｆ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｂｉ
ｎｄｉｎｇ　Ｓｉｔｅｓ：Ｒｅｃｏｖｅｒｙ　ｏｆ　Ｓｐｅｃｉｆｉｃ　Ａｃｔｉｖｉｔ
ｙ　ｉｎ　ａｎ　Ａｎｔｉ－Ｄｉｇｏｘｉｎ　Ｓｉｎｇｌｅ－Ｃｈａｉｎ　Ｆｖ　Ａｎａ
ｌｏｇｕｅ　Ｐｒｏｄｕｃｅｄ　ｉｎ　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ，”Ｐｒｏｃ
　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　８５：５８７９－５８８３（１９８８）、Ｂｉ
ｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，”Ｓｉｎｇｌｅ－Ｃｈａｉｎ　Ａｎｔｉｇｅｎ－Ｂｉｎｄｉｎｇ　
Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，”Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４２：４２３－４２６（１９８８）、これらは
その全体が参照により本明細書に援用される）。
【００５９】
　モノクローナル抗体生成のための方法は、当該技術分野において周知の技術を使用して
実施され得る（ＭＯＮＯＣＬＯＮＡＬ　ＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ－ＰＲＯＤＵＣＴＩＯＮ，
ＥＮＧＩＮＥＥＲＩＮＧ　ＡＮＤ　ＣＬＩＮＩＣＡＬ　ＡＰＰＬＩＣＡＴＩＯＮＳ（Ｍａ
ｒｙ　Ａ．Ｒｉｔｔｅｒ　ａｎｄ　Ｈｅａｔｈｅｒ　Ｍ．Ｌａｄｙｍａｎ　ｅｄｓ．，１
９９５）、その全体は参照により本明細書に援用される）。ポリクローナル抗体を作成す
るための手順も、周知である（Ｅｄ　Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｄａｖｉｄ　Ｌａｎｅ，Ｕ
ＳＩＮＧ　ＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ：Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬ（Ｃｏｌｄ
　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，１９８８）、その
全体は参照により本明細書に援用される）。
【００６０】
　例えば、ポリクローナル抗体は、ウサギなどの好適な動物宿主に関心のリポタンパク質
及びアジュバントを注射することによって生成され得る。およそ０．０２ミリリットルが
注射され、ピーク抗体力価が達成されるまで２１日毎に再注射が発生し得る。抗体力価は
、例えば、耳の血液によって試験され得る。アポＢ－１００または他のアポリポタンパク
質に対する抗体は、この様式で生成され得る。別法として、アポＢ－１００または他のア
ポリポタンパク質に対する抗体は、商業的に購入されてもよい。
【００６１】
　抗体は、例えば、アポ（ａ）上の異なるクリングル、特に、アポ（ａ）上の反復クリン
グルＩＶ及び任意の他のクリングルなどの、同一のタンパク質の異なる部分を区別するの
に十分な高レベルの特異性を伴って発生され得る。Ｌｐ（ａ）亜型はクリングル反復の数
によって区別されるため、クリングル含量を特徴付けることは、Ｌｐ（ａ）サイズの非常
に詳細な識別を促進し得る。かかる抗体は、例えば、異なる色の蛍光プローブ（上記に説
明される通り）などで標識され、アポリポタンパク質の種類は、極めて詳細に区別され得
る。下記に説明される通り、詳細な測定の絶対レベル及び比は、報告され、リスク因子に
変換され得る。例えば、小さいＬｐ（ａ）対大きいＬｐ（ａ）の比が、高度、中度、及び
低度リスク範囲の特定のカットオフと共に報告され得る。
【００６２】
　全抗体に加えて、本発明は、かかる抗体の結合部分を包含する。かかる結合部分として
は、一価Ｆａｂ断片、Ｆｖ断片（例えば、一本鎖抗体、ｓｃＦｖ）、単一可変ＶＨ及びＶ
Ｌ領域、ならびに二価Ｆ（ａｂ’）２断片、Ｂｉｓ－ｓｃＦｖ、二重特異性抗体、三重特
異性抗体、小型抗体などが挙げられる。これらの抗体断片は、例えば、その全体が参照に
より本明細書に援用されるＪａｍｅｓ　Ｇｏｄｉｎｇ，ＭＯＮＯＣＬＯＮＡＬ　ＡＮＴＩ
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ＢＯＤＩＥＳ：ＰＲＩＮＣＩＰＬＥＳ　ＡＮＤ　ＰＲＡＣＴＩＣＥ　９８－１１８（Ａｃ
ａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，１９８３）及びＥｄ　Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｄａｖｉｄ　
Ｌａｎｅ，ＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ：Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬ（Ｃｏｌｄ
　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，１９８８）に説明されるタンパ
ク質分解性断片化手順、または当該技術分野において既知である他の方法などの従来的な
手順によって作成され得る。
【００６３】
　検出可能なシグナルを生成するか、またはその生成を引き起こすことができる好適なシ
グナル生成分子は、当業者に既知であろう。検出可能なシグナルとしては、放射分析、比
色分析、蛍光分析、サイズ分離、もしくは沈殿手段、または当該技術分野において既知で
ある他の手段による検出及び／または測定に好適な任意のシグナルが挙げられる。
【００６４】
　検出可能なシグナルを生成するか、またはその生成を引き起こすことができるシグナル
生成分子の例としては、種々の酵素、補欠分子族、蛍光材料、発光材料、生物発光材料、
放射性材料、陽電子放出金属、及び非放射性の常磁性体金属イオンが挙げられる。シグナ
ル生成分子は、当該技術分野において既知である技術を使用して、抗体に直接的に、また
は中間物（例えば、当該技術分野において既知であるリンカー）を通じて間接的にかのい
ずれかで連結または共役され得る。例えば、本発明による診断法としての使用のために抗
体に共役され得る金属イオンに関しては、米国特許第４，７４１，９００号を参照された
い。さらなる例としては、限定されるものではないが、種々の酵素が挙げられる。酵素の
例としては、限定されるものではないが、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスフ
ァターゼ、β－ガラクトシダーゼ、もしくはアセチルコリンエステラーゼ、補欠分子族複
合体、例えば、限定されるものではないが、ストレプトアビジン／ビオチン及びアビジン
／ビオチンなどが挙げられる。蛍光材料の例としては、限定されるものではないが、ウン
ベリフェロン、フルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン、ジク
ロロトリアジニルアミンフルオレセイン、塩化ダンシル、またはフィコエリトリンが挙げ
られる。発光材料の例としては、限定されるものではないが、ルミノールが挙げられる。
生物発光材料の例としては、限定されるものではないが、ルシフェラーゼ、ルシフェリン
、及びエクオリンが挙げられる。放射性材料の例としては、限定されるものではないが、
ビスマス（２１３Ｂｉ）、炭素（１４Ｃ）、クロム（５１Ｃｒ）、（１５３Ｇｄ、１５９
Ｇｄ）５ガリウム（６８Ｇａ、６７Ｇａ）、ゲルマニウム（６８Ｇｅ）、ホルミウム（１
６６Ｈｏ）、インジウム（１１５１ｎ、１１３Ｉｎ、１１２１ｎ、１１１Ｉｎ）、ヨウ素
（１３１１、１２５１、１２３１、１２１１）、ランタン（１４０Ｌａ）、ルテチウム（
１７７Ｌｕ）、マンガン（５４Ｍｎ）、モリブデン（９９Ｍｏ）、パラジウム（１０３Ｐ
ｄ）、亜リン酸（３２Ｐ）、プラセオジム（１４２Ｐｒ）、プロメチウム（１４９Ｐｍ）
、レニウム（１８６Ｒｅ、１８８Ｒｅ）、ロジウム（１０５Ｒｈ）、ルテニウムｒｕｔｈ
ｅｍｉｕｍ（９７Ｒｕ）、サマリウム（１５３Ｓｍ）、スカンジウム（４７Ｓｃ）、セレ
ン（７５Ｓｅ）、ストロンチウム（８５Ｓｒ）、硫黄（３５Ｓ）、テクネチウム（９９Ｔ
ｃ）、タリウム（２０１Ｔｉ）、スズ（１１３Ｓｎ、１１７Ｓｎ）、トリチウム（３Ｈ）
、キセノン（１３３Ｘｅ）、イッテルビウム（１６９Ｙｂ、１７５Ｙｂ）、イットリウム
（９０Ｙ）、亜鉛（６５Ｚｎ）が挙げられる。さらなる例としては、種々の陽電子放出ト
モグラフィーを使用した陽電子放出金属、及び非放射性の常磁性体金属イオンが挙げられ
る。
【００６５】
　本発明による抗体－シグナル生成分子複合体の検出はまた、シグナル生成分子と相互作
用することができる試薬の添加によっても達成することができ、シグナル生成分子は、試
薬との接触時に検出可能なシグナルを生成する。例えば、ルシフェラーゼが適切なルシフ
ェリン基材に作用すると、光が放出される。
【００６６】
　例えば、酵素（例えば、ルシフェラーゼ）、蛍光色素分子、または発色団などの検出可
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能なシグナルまた部分に連結される二次抗体も、使用され得る。
【００６７】
　上記の通り、少なくとも２つのリポタンパク質結合複合体の各検出可能なシグナルは、
他方の検出可能なシグナルと区別可能であり得る。これは、少なくとも２つのリポタンパ
ク質結合複合体をカクテル化することを可能にし、複合体の各々は、異なるＬｐ（ａ）亜
型またはその部分を検出し、各複合体はまた、異なる検出可能なシグナルを生成するか、
または生成することができる。例えば、第１のリポタンパク質結合複合体は、試料中の全
Ｌｐ（ａ）構成成分に関してアポ（ａ）上のクリングルＩＶ反復に結合する、フルオレセ
インイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）－標識抗体を含み得る。第２の非クリングルＩＶ結
合複合体は、アポ（ａ）の第２の部分に結合するローダミン－標識抗体を含み得る。第１
及び第２の複合体は、混合されるか、または一緒にカクテル化され得る。これは、単一の
電気泳動場所内での複数の抗原のプローブを可能にする。アポ（ａ）のクリングルＩＶ反
復からの強度の非クリングルＩＶ構成成分に対する比は、既知のクリングルＩＶ／非クリ
ングルＩＶ標準と比較されるときに、Ｌｐ（ａ）亜型サイズのより正確な測定を促進する
であろう。
【００６８】
　例えば、シグナル生成分子としては、蛍光タグが挙げられ得る。蛍光タグ付け及び分子
中の天然の蛍光の検出は、当該技術分野において周知である分析的化学及び生物学の方法
である。蛍光を検出するために使用される計器は、以下の構成要素を含み得る。電球また
はレーザーなどの広範な光学バンド幅を有する光源が、刺激光源として使用される。光学
フィルタは、所望の刺激波長の光を選択し、それを試料上に発するために使用される。光
学フィルタは、本質的に任意の波長において利用可能であり、典型的には、所望の伝達波
長の何分の１かの波長における薄フィルムの層の堆積によって構築される。光学フィルタ
から出る光は次に、試料に適用されて、蛍光分子を刺激する。
【００６９】
　分子は次に、その特徴的な蛍光波長の光を放出する。この光は、好適なレンズによって
収集され、次に特徴的な波長に集中した第２の光学フィルタを通過させた後、光電子増倍
管、光伝導性セル、または半導体光学検出器などの検出機器へともたらされる。したがっ
て、所望の特徴的な波長の光のみが検出されて、蛍光分子の存在を決定する。したがって
、少なくとも２つのリポタンパク質結合複合体は、異なる区別可能な蛍光波長の光を放出
する蛍光分子を含み得る。
【００７０】
　蛍光タグは、それらが光学的に別個であるように、単一の領域内で多重化され得る。例
えば、５個の異なる蛍光タグ、赤、緑、青、黄、及びオレンジが、同一の限定された領域
に適用され、光学検出ソフトウェアによって独立して検出及び区別されてもよい。例えば
、Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ製品ラインは、少なく
とも１９個の別個の染料を含み、それは、別個の抗体をタグ付けして、個々の抗原を標識
及び識別するために組み合わせられ得る。例えば、本明細書に説明される実施例に示され
る通り、Ａｌｅｘａ　６４７、Ａｌｅｘａ　５４６、及びＡｌｅｘａ　４８８は、別個の
抗体をタグ付けして、個々の抗原（例えば、アポＢ、アポＣ－ＩＩＩ、及びアポＥ）を標
識及び識別するために組み合わせられ得る。方法を最適化し、標識間のクロストークを回
避するために、Ａｌｅｘａ　４３０などの追加の蛍光色素分子が含まれてもよい。光学シ
ステムは、蛍光シグナルを定量化し、シグナル値を自動的に正規化して、相対的密度また
は粒子数を発生させ得る。例えば、各染料の吸光／放出係数または量子力学的関連性を正
規化することによって、濃度または粒子数の相対値が決定され得る。
【００７１】
　本システム及び方法はまた、検出可能なシグナルを検出するための機器または機器の使
用を含んでもよく、検出することは、生物学的試料中の特定のＬｐ（ａ）粒子のレベルを
示す。機器はまた、シグナル生成分子の検出に基づいて、特定のＬｐ（ａ）粒子のレベル
を定量化し得る。
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【００７２】
　電気泳動ゲル中の検出された粒子またはその部分の存在は次に、検出可能なシグナルま
たは部分の測定によって定量化され得る。粒子数は次に、既知の化学量論的関係性に従っ
て算出され得る。粒子数は、試料中の総脂質粒子または脂質粒子濃度の種類を特徴付ける
分離分析との比較によって定量化され得る。かかる分離分析は、超遠心分離、ＮＭＲ、ま
たは試料中の粒子の濃度または総粒子数を特徴付け得る任意の他の分析であってもよい。
脂質粒子の電気泳動及び脂質粒子の定量化に使用される該試料は、同一試料の異なるアリ
コートであってもよい。
【００７３】
　かかる現場検出に好適な方法としては、生物学的試料中に存在する特定のＬｐ（ａ）亜
型粒子のレベルを評価する方法が挙げられる。この方法は、Ｌｐ（ａ）亜型粒子を含有す
る生物学的試料を提供するステップと、少なくとも２つのリポタンパク質結合複合体を提
供するステップとを含む。各複合体は、Ｌｐ（ａ）亜型粒子またはその部分に結合する抗
体を含み、該抗体は、検出可能なシグナルを生成するか、またはその生成を引き起こすこ
とができるシグナル生成分子に結合される。少なくとも２つのリポタンパク質結合複合体
の各検出可能なシグナルは、他方の検出可能なシグナルと区別可能である。この方法はま
た、生物学的試料を、リポタンパク質－抗体－シグナル生成分子複合体を形成するために
好適な条件下で抗体と接触させることと、生物学的試料を電気泳動ゲル上に堆積させ、ゲ
ル電気泳動を実施することによって、生物学的試料中に存在するリポタンパク質粒子を分
離することとも含む。この方法は、電気泳動ゲル上でリポタンパク質－抗体－シグナル生
成分子複合体のシグナル生成分子によって生成された検出可能なシグナルを検出すること
と、その検出に基づいて、生物学的試料中に存在する特定のＬｐ（ａ）亜型粒子のレベル
を決定することとをさらに含む。
【００７４】
　現場検出のためのさらなる方法としては、対象が心臓血管疾患の増加したリスクを有す
るかどうかを決定する方法が挙げられる。この方法は、生物学的試料中に存在する特定の
Ｌｐ（ａ）亜型粒子のレベルを評価することを含む。評価することは、Ｌｐ（ａ）亜型粒
子を含有する生物学的試料を提供するステップと、少なくとも２つのリポタンパク質結合
複合体を提供するステップとを含む。各複合体は、Ｌｐ（ａ）亜型またはその部分に結合
する抗体を含み、該抗体は、検出可能なシグナルを生成するか、またはその生成を引き起
こすことができる。シグナル生成分子に結合される少なくとも２つのリポタンパク質結合
複合体の各検出可能なシグナルは、他方の検出可能なシグナルと区別可能である。評価す
るステップはまた、生物学的試料を電気泳動ゲル上に体積させ、ゲル電気泳動を実施する
ことによって、生物学的試料中に存在する脂質タンパク質粒子を分離することと、生物学
的試料を、リポタンパク質－抗体－シグナル生成分子複合体を形成するのに好適な条件下
で少なくとも２つのリポタンパク質結合複合体と接触させることと、電気泳動ゲル上でリ
ポタンパク質－抗体－シグナル生成分子複合体のシグナル生成分子によって生成された検
出可能なシグナルを検出することと、その検出に基づいて、生物学的試料中に存在するＬ
ｐ（ａ）亜型粒子のレベルを決定することとを含む。本方法はまた、決定されたＬｐ（ａ
）亜型粒子のレベルを対照または基準値と相関させて、対象が増加した心臓血管疾患のリ
スクを有するかどうかを決定するステップも含む。
【００７５】
　本明細書に説明される態様による方法はまた、個々のＬｐ（ａ）亜型の粒子数を測定す
ることと、決定された個々のＬｐ（ａ）亜型のモル質量及び粒子数に基づいて、試料中の
Ｌｐ（ａ）亜型のサイズ分布を決定することと、Ｌｐ（ａ）亜型の決定されたサイズ分布
に基づいて、対象の心臓血管のリスク値を決定することとも含み得る。本明細書に説明さ
れる態様による方法はまた、試料中に存在するＬｐ（ａ）の粒子数を測定することと、測
定された具体的な数に基づいて、対象の心臓血管のリスク値を決定することとも含み得る
。
【００７６】
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　本明細書に例証される態様によると、心臓血管の健康を予測するための方法が提供され
る。本方法は、患者からＬｐ（ａ）亜型を含む試料を取得することと、試験試料中のＬｐ
（ａ）亜型を電気泳動ゲルに沿って分離することと、試料中の個々のＬｐ（ａ）亜型の粒
子数を測定することと、測定されたＬｐ（ａ）亜型の粒子数に基づいて、対象の心臓血管
のリスク値を決定することとを含む。
【００７７】
　心臓血管のリスクは、上記に説明される通り、例えば、低度（または最善）、中程度、
または高度として決定され得る。
【００７８】
　本明細書に説明される方法はまた、対象が既存の治療計画を有するか、またはそれを受
けている場合にも実施され得る。かかる方法は、決定されたＬｐ（ａ）亜型のサイズ分布
、Ｌｐ（ａ）の粒子数、またはその両方に基づいて、治療計画を修正することを含み得る
。療法計画はまた、上記に説明される通り、決定された心臓血管のリスク値に基づいて修
正され得る。例えば、スタチン（または、本明細書に説明される通り、他の薬物）の用量
は、心臓血管のリスク値が中間または高度である場合に増加され得る。
【００７９】
　本発明はまた、決定された心臓血管疾患のリスクに基づいて、療法計画を選択すること
を含む。例えば、個体は、本方法に従って上昇したリスクを有すると決定されてもよく、
次に治療計画は、その上昇したリスクに基づいて選択されてもよい。
【００８０】
　選択される療法計画としては、薬物またはサプリメントを投与することを含み得る。好
適な薬物またはサプリメントとしては、当該技術分野において既知である通り、血清コレ
ステロールの低下、ＬＤＬ、ＩＤＬ、及びＶＬＤＬ、Ｌｐ（ａ）の低下、ならびに／また
はＨＤＬの上昇の目的のために投与されるものが挙げられる。
【００８１】
　好適な薬物の例としては、ナイアシン、抗炎症剤、抗血栓剤、抗血小板剤、線維素溶解
剤、脂質低下剤、直接トロンビン阻害薬、糖タンパク質ＩＩｂ／ＩＩａ受容体阻害薬、細
胞接着分子に結合し、かかる分子に結合する白血球の能力を阻害する薬剤、カルシウムチ
ャネル遮断薬、β－アドレナリン受容体遮断薬、アンジオテンシン系阻害薬、ならびにそ
れらの組み合わせが挙げられる。
【００８２】
　一実施形態では、選択される療法計画は、ナイアシン、フェノフィブラート、エストロ
ゲン、及びラロキシフェンからなる群から差選択される薬物を投与することを含む。一実
施形態では、選択される療法計画は、ナイアシンを含む。一実施形態では、選択される療
法計画は、スタチンを含む。一実施形態では、選択される療法計画は、ナイアシン及びス
タチンを投与することを含む。一実施形態では、選択される療法計画は、スタチン及びエ
ゼチマイブを投与することを含む。一実施形態では、選択される療法計画は、ナイアシン
、エゼチマイブ、スタチン、またはそれらの組み合わせを投与することを含む。
【００８３】
　選択される療法計画はまた、決定された心臓血管疾患のリスクに基づいて、生活スタイ
ルの選択の実施または維持に関して助言を与えることを含み得る。生活スタイルの選択は
、食事の変化、運動の変化、喫煙の低減または中止、またはそれらの組み合わせを含み得
る。
【００８４】
　とりわけ、選択される治療計画の説明を含む報告も発生され得る。いくつかの実施形態
では、リポタンパク質分析の結果が、かかる報告において報告される。リポタンパク質及
び他の脂質分析の文脈においては、報告は、例えば、患者、臨床医、他の医療従事者、疫
学者などに対して提供される報告を指し、それは、個体からの生物学的標本、例えば、血
漿標本などの分析の結果を含む。報告は、印刷されたもしくは電子的な形式で、または当
該技術分野において既知である通り、その中のデータの分析、再調査、及び／もしくは保
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管に好都合な任意の形式で提示され得る。報告は、報告の個々の対象に関する情報を識別
することを含んでもよく、限定されるものではないが、氏名、住所、性別、識別情報（例
えば、社会保障番号、保険番号）などが挙げられる。報告は、Ｌｐ（ａ）に加えて、例え
ば、限定されるものではないが、トリグリセリド、総コレステロール、ＬＤＬコレステロ
ール、及び／またはＨＤＬコレステロールなどの試料中の脂質、の生化学的特徴付けを含
み得る。報告は、本明細書に提供される方法によって調製される試料に対して実行される
リポタンパク質の、またしたがって基準範囲の特徴付けをさらに含み得る。用語「基準範
囲」及び同様の用語は、個体の集団内で観察される典型的な標準的な範囲を反映するよう
な、当該技術分野において既知である生物学的試料の構成成分の濃度を指す。分析報告に
おけるリポタンパク質の代表的な特徴付けは、ＶＬＤＬ、ＩＤＬ、Ｌｐ（ａ）、ＬＤＬ、
及びＨＤＬ、ならびにそれらのサブクラスの濃度及び基準範囲を含み得る。報告は、リポ
タンパク質サイズ分布傾向をさらに含み得る。
【００８５】
　本発明はまた、選択される治療計画を対象に投与することをさらに含み得る。したがっ
て、本発明のさらなる態様は、本明細書に説明される方法に従って決定された、上昇した
心臓血管疾患のリスクを有する対象を治療する方法に関する。
【００８６】
　本発明はまた、心臓血管疾患を発症するリスクを監視する方法にも関する。この方法は
、第１の時点で対象が増加した心臓血管疾患のリスクを有するかどうかを決定することと
、１つ以上のさらに後の時点で（例えば、治療的介入の前後で、または治療的介入のコー
ス中の進行中の時点で）その決定を反復することとを含む。各進行中の時点で決定される
リスクは、対象の心臓血管疾患を発症するリスクが増加または減少しているかどうかを評
定し、それによって心臓血管疾患を発症するリスクを監視するために、１つ以上のより早
い時点から決定されるリスクと比較される。この方法は、決定された心臓血管疾患を発症
するリスクに基づいてリスク分類を割り当てることと、進行中の時点で割り当てられたリ
スク分類を比較して（第１の時点で決定された第１のリスク分類を、第２の時点で取得さ
れた第２のリスク分類と比較する）、それによって心臓血管疾患を発症するリスクを監視
することとを含み得る。
【００８７】
　本明細書に例証される態様によると、心臓血管の健康を予測するための方法が提供され
る。本方法は、患者から試料を取得することと、試料中のＬｐ（ａ）亜型のサイズ分布を
測定することと、Ｌｐ（ａ）亜型サイズ及び／または分布に基づいて、心臓血管疾患の患
者のリスクを特徴付けることとを含む。一実施形態では、治療計画は、心臓血管疾患のリ
スクを低減するために患者に処方される。
【実施例】
【００８８】
　以下の実施例は、本明細書において請求される主題の実施形態を例証するために提供さ
れるが、その範囲を限定することを意図するものでは決してない。
【００８９】
実施例１－Ｌｐ（ａ）亜型分析：材料及び方法
　本明細書に説明される実験の実施において、以下のプロトコルが用いられた。血液試料
は、好ましくは空腹時の患者から採取された。当該技術分野における周知の方法を使用し
て、少なくとも１２５μＬの血清が血液試料の各々から調製された。各試料は、２～８℃
で維持され、収集の４日以内に試験された。
【００９０】
　ＳＰＩＦＥ　３０００ゲル電気泳動及び処理計器（Ｈｅｌｅｎａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｉｅｓ）が、操作者用マニュアルに提供される教示に従って、乾燥、ブロット、及び再水
和プロトコルの追加を伴ってコレステロール電気泳動プログラム及びＩＦＥ染色器を修正
することによって調製された。操作前に、以下の溶液が調製され、計器に充填された：
アシッドバイオレット染色剤（Ｈｅｌｅｎａ　５５１７５８）
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原料：本染色剤は、アシッドバイオレット染色剤からなる。
使用のための調製：乾燥した染色剤を１リットルの１０％酢酸（９００ｍＬの脱イオン水
中の１００ｍＬの酢酸）中に溶解させ、完全に混合する。ＳＰＩＦＥ染色剤バットを充填
する。
クエン酸脱染剤（Ｈｅｌｅｎａ　５５１９５９）
原料：溶解後、脱染剤は、０．３％（重量／体積）のクエン酸を含有する。
使用のための調製：１１Ｌの脱イオン水を脱染剤バットに注ぐ。１包装分の脱線剤を添加
する。完全に溶解するまで十分に混合する。
トリス－緩衝生理食塩水
粉末は、トリス－ＨＣｌ及び塩化ナトリウムと共にトリスベースを含有する。粉末を８Ｌ
の脱イオン水中に溶解させ、溶解するまで混合する。
ウシ血清由来のアルブミン（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ　Ａ　７０３０）
原料：ＢＳＡコーン画分Ｖ．凍結乾燥粉末
使用のための調製：そのまま希釈溶液の調製において使用する。
希釈溶液；生理食塩水－ＮａＣｌ０．９％重量／体積溶液中の１０％ＢＳＡ。
原料：生理食塩水－塩化ナトリウム　０．９％重量／体積溶液中の１０％ＢＳＡ。
使用のための調製：５ｇのＢＳＡを５０ｍＬの生理食塩水－０．９％重量／体積溶液中に
移し、溶解させる。完全に溶解するまで、およそ１５分間磁気撹拌棒上で混合する。
【００９１】
　アルブミン希釈溶液を使用して、リポ－ＩＦＥアッセイのアポＢ直線性を超えて試料を
希釈した。この溶液を用いた希釈は、適切な試料堆積に必要な表面張力の関係性を維持す
る。
【００９２】
　品質対照試料は、１．５ｍｌの脱イオン水中で凍結乾燥血清を再構築し、優しく回転さ
せ、ロッカー内で１５分間培養することによって調製された。２００μｌのアリコートを
チューブに分割した。異常及び正常対照が、各ゲル上でＱＣ溶液と共泳動された。試料調
製のために、アリコートチューブ内で初めの２つの位置が保管された。試料トレイは、自
動プレートキャリア（Ｈａｍｉｌｔｏｎ）に充填された。試料は、ＳＰＩＦＥ　３０００
試料トレイに充填された。
【００９３】
　ゲル調製：必要数のアプリケータブレード（Ｈｅｌｅｎａ）が、保護ガードを取り外す
ことによって調製され、計器上に位置付けられた。アプリケータブレードは計器上に充填
され、試薬バイアルは定位置に定位置された。０．５～１ｍＬのＲＥＰ　Ｐｒｅｐ（Ｈｅ
ｌｅｎａ）が電気泳動チャンバフロア上に分注され、その後ＳＰＩＦＥ　Ｖｉｓコレステ
ロールゲルをチャンバフロア上に配置した。ゲルが整列ピン上に位置付けられ、ゲルとＤ
Ｃ電源との間の回路を完成させるように電極がそのピン上に位置付けられた。初期ブロッ
ター（Ｈｅｌｅｎａ）を使用して、ブロッターの縁部がマイラーバッキングの縁部と整列
され、ブロッターがゲルブロック間に整列された。ブロッターが、ゲルのブロッターと最
初に接触する側から除去された。
【００９４】
　操作：コレステロール操作が計器上で開始され、試料の充填が正しく進行していること
が確認された。電気泳動手順は、自動的に継続した。電気泳動が完了する前に、１部の抗
アポＢ血清を４部の標準的生理食塩水と混合することによって作業用ｐＡｂが調製された
。完了後、電極ブロッター及びブレードは直ちに除去された。
【００９５】
　「ゲルブロック除去剤」を使用して、ゲルの陰極及び陽極端部においてゲルブロックが
削り取られた。剛性抗血清テンプレート（Ｈｅｌｅｎａ）がゲル上に定置され、チャンバ
フロアピンをテンプレート内の穴と整列させた。２５０個の作業用アポＢ抗血清が、剛性
テンプレート上の各試料レーン内に分注された。「コームブロッター」を、剛性抗血清テ
ンプレートの陽極ポート上に定置し、過剰な抗血清除去が観察され、定位置に少なくとも
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３０秒間留まることが可能である。コームブロッターを取り外し、剛性抗血清テンプレー
トをゲルから慎重に取り外す。
【００９６】
　気泡の捕捉を最小にしながら、ブロッターがゲル上に回転しながら位置付けられ、２つ
以上のブロッターが上部に位置付けられる。剛性抗血清テンプレートがチャンバフロア整
列ピン上に定置され、錘を剛性テンプレート上で６０秒間中心に位置付けることによって
、ゲルがプレスブロットされた。
【００９７】
　ブロッター、錘、及び剛性テンプレートが取り除かれ、ゲルが、アガロース側が面して
いることを確認しながら、トリス－緩衝生理食塩水（ＴＢＳ）溶液（およそ５０ｍＬ）の
浅い容器槽内に定置された。洗浄トレイを優しくかき混ぜるか、または振盪器上に１分間
定置した。
【００９８】
　ブロット法が反復され、ゲルが、アガロース側が上を向いていることを確認しながら、
ＴＢＳ溶液（およそ５０ｍＬ）の浅い容器槽内に定置された。洗浄トレイを手動でかき混
ぜるか、または振盪器上に１分間定置した。ゲルが槽から除去され、過剰ＴＢＳが、優し
く振盪することによってゲルから除去される。第２のブロット法が再び反復され、およそ
０．５～１ｍＬのＲＥＰ　Ｐｒｅｐを電気泳動チャンバの左側に分注した後、最後にもう
１回反復された。
【００９９】
　電極がゲル上に戻され、ＳＰＩＦＥ　３０００乾燥周期が開始された。自動乾燥手順に
続いて、ＳＰＩＦＥ　３０００上で自動洗浄、染色、及び脱染手順が行われた。
【０１００】
　Ｑｕｉｃｋ　Ｓｃａｎ　２０００の操作者用マニュアルに記される通りに中性密度密度
測定器スキャンを実施して、ゲルレーン中に存在する画分がＱｕｉｃｋ　Ｓｃａｎ　２０
００を用いて評定された。各スキャンは、３つの画分、Ｌｐ（ａ）－Ｐ、ｖＬＤＬ－Ｐ、
及びＬＤＬ－Ｐで構成された。
　Ｈｅｌｅｎａ密度測定器ソフトウェアは、標本総Ａｐｏ－Ｂが（画分の％）×（総Ａｐ
ｏ－Ｂ）として入力されるときに、各バンドの相対パーセント及びｍｇ／ｄＬを自動的に
算出し、印刷する粒子数は、好ましい実験室情報システムにおいて（ｍｇ／ｄＬ）／０．
０５４＝ＰＮとして算出される。結果は、粒子数として報告される（ＰＮ＝ｎｍｏｌ／Ｌ
）。
【０１０１】
実施例２－ゾーンゲル免疫固定電気泳動を使用したＬｐ（ａ）亜型サイズ識別
　以下の実験及びその説明は、泳動速度とＬｐ（ａ）亜型サイズとの間の関係性を実証す
る。より速いＬｐ（ａ）粒子は、より大きなアポ（ａ）アポリポタンパク質部分に対応し
、より遅い粒子は、より小さなアポ（ａ）を示す。さらなる差異化は、既知のＬｐ（ａ）
サイズ標準から導かれる。
　アポ（ａ）ＭＷは、泳動バイアス及びダブレットを用いて１３０個の試料上で測定され
ている。全ての結果は、ゾーンゲル上でのＭＷと泳動速度との間の比例を確認する。同様
に、亜型の種類は、泳動速度または亜型サイズのいずれかを犠牲にすることなく配合され
得る。これは、亜型基準対照の調製を可能にし、それは「ゲル上」Ｌｐ（ａ）亜型ＭＷマ
ーカを確立するであろう。かかる基準は、Ｌｐ（ａ）粒子を大、中、小ＭＷに分類するた
めの粒子数及び泳動速度基準に関する定量的品質対照を提供するであろう。全ての個体は
、２つの亜型の種類を示す。ダブレットは、Ｌｐ（ａ）粒子のアポ（ａ）間に、システム
の分解能力に適合するのに十分なクリングル／ＭＷ差が存在する場合に、ゲル上に見られ
る。このシステムは、Ｌｐ（ａ）亜型の臨床的意義をプローブ及び実証するために適して
いる。ゲルは、必要に応じて、当該技術分野において既知である方法によって分解を増加
させるように修正され得る。システムは、粒子数及びサイズに関して両バンドを識別する
。
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【０１０２】
　図１Ａ及び１Ｂは、本明細書に説明される通り、リポ－ＩＦＥプロトコルの結果を介し
た可変的なＬｐ（ａ）－Ｐ泳動の速さを示す。図１Ａは、Ｌｐ（ａ）泳動の差を評定する
ための基本的なゲル例を提供する。図１Ａは、ＬＤＬ、ｖＬＤＬ、中央Ｌｐ（ａ）、より
低速の陰極Ｌｐ（ａ）、及びより高速の陽極Ｌｐ（ａ）に対応するゲル例上の電気泳動バ
ンディングを標識する。図ＩＢでは、本出願におけるプロトコルに従って泳動された５つ
の試料の結果が示される。試料は全て、ＬＤＬ及びＶＬＤＬを含有し、また陰性対照以外
はＬｐ（ａ）粒子をさらに含む。基準（既知の）Ｌｐ（ａ）含量は、６００～６５０ｋＤ
のアポ（ａ）部分を含む。レーン２内の「陽極」試料は、６５０ｋＤ超のアポ（ａ）部分
を有するＬｐ（ａ）を含有し、レーン３内の「中」試料は、基準と同一の質量、６００～
６５０ｋＤのアポ（ａ）部分を含有し、「陰極」試料は、約６００ｋＤ未満のアポ（ａ）
部分を含有する。図１Ａ及び１Ｂは、Ｌｐ（ａ）亜型の差別的検出及び定量化の原理を例
証する。
【０１０３】
　図２は、本明細書に説明されるリポ－ＩＦＥプロトコルを介して分離された、ゾーンゲ
ル上の差別的Ｌｐ（ａ）－Ｐ泳動バイアスを有する試料の例を示す。図２では、一連の試
料は、リポ－ＩＦＥシステム上で並行してゲル上で泳動されている。ゲルの陰極及び陽極
端部がラベル付けされ、実線は、分離後のＬｐ（ａ）粒子の予想位置を表す。４つの試料
が強調されている（試料番号１０、７３、２４、及び４４）。これらの試料は、より小さ
な亜型（試料１０及び７３、点線で囲まれ、基材の陰極端部に向かって位置付けられる）
及びより大きな亜型（試料２４及び４４、実線で囲まれ、基材の陽極端部に向かって位置
付けられる）の泳動の速さによる、明確なＬｐ（ａ）亜型サイズの差を示す。
【０１０４】
　図３は、図２に示されるゾーンゲル（リポ－ＩＦＥプロトコル、差し込み図）をウエス
タンブロットにおける同一の試料と比較する。図３では、試料２４、７３、４４、及び１
０が、Ｌｐ（ａ）粒子からのアポ（ａ）の除去後にウエスタンブロット分析においてさら
に分析される。ウエスタンブロット分析は、Ｎｏｖｅｘ（登録商標）ＷｅｓｔｅｒｎＢｒ
ｅｅｚｅ（商標）発色性ウエスタンブロット免疫検出キット（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｌ
ｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を使用して、アポリポタンパク質（ａ）イソ型分析
（ＡＡＩＳＯ）を用いる標準的なプロトコルを使用して実施された。ＡＡＩＳＯは、電気
泳動及びウエスタンブロットを使用して、血清またはＥＤＴＡ血漿中のアポ（ａ）イソ型
を測定する。血清（または血漿）は、まずジチオエリトリトール及び６－アミノカプロン
酸中で還元され、次にβメルカプトエタノール中で変性される。変性された試料は次に、
４％トリスグリシンゲル上に充填され、電気泳動される。電気泳動後、タンパク質は、ゲ
ルからポリフッ化ビニリデン移送膜へと移される。次に、ウェスタン検出がＰＶＤＦ膜上
で実行される。全ての非占領結合部位は、ハマーシュタインカゼイン溶液で遮断される。
膜は次に、ヤギ抗Ｌｐ（ａ）一次抗体中で培養され、続いてアルカリホスファターゼ共役
抗ＩｇＯ二次抗体中で培養される。発色性基材が発色のために添加され、膜が分析される
。複数の基準標準は、種々のレーンを点在させる。試料２４は、陽極（またはより大きな
）Ｌｐ（ａ）粒子であり、ウエスタンブロットにおけるより大きな分離されたアポ（ａ）
を示し、約７００ｋＤ及び７００ｋＤ超で現れる。試料７３は、陰極性（ゾーンゲル中の
より小さな粒子）であり、ウエスタンブロットにおいて約６００ｋＤのより小さなアポ（
ａ）部分に対応する。試料４４及び１０は、ウエスタンブロット上の約７００ｋＤにおけ
るより大きなアポ（ａ）バンドを同様に有する陽極Ｌｐ（ａ）、及び４５０ｋＤ未満にお
けるより小さなアポ（ａ）バンドを有する陰極Ｌｐ（ａ）によるパターンを反復する。
【０１０５】
　図４Ａ及び４Ｂは、ハイスループット泳動におけるＬｐ（ａ）－Ｐ泳動分別のより多く
の例を示す。図４Ａ及び４Ｂでは、並行して泳動されたゾーンゲルは、ハイスループット
実験において患者試料間での変動を示す。約６５０ｋＤ超の陽極粒子及び約６００ｋＤ未
満の陰極粒子が識別される。陽極試料は、試料番号１１４７、１２００、０４８１、１６
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２１、２４２０、２４９５、及び２６１８を含む。陰極試料は、試料番号１１０１及び２
６１１を含む。
【０１０６】
　図５は、ゾーンゲル上の一連の試料中のアポ（ａ）含量及びアポＢ含量の比較を示す。
図５では、５個の試料が抗アポＢ血清及び抗アポＡ血清によってプローブされ、二重バン
ディング、それらのＬｐ（ａ）粒子上に２つのサイズのアポ（ａ）部分を有するいくつか
の対象の生成物を示した。Ｌｐ（ａ）二重バンディングは、試料１、３、４、及び５にお
いて見られ、これらの試料は、生理食塩水レーン内の非特異的なタンパク質残基を伴わな
いアポＢプローブ応答とアポ（ａ）プローブ応答との両方を含有する。二重バンディング
は、人工的ではない。Ｌｐ（ａ）二重バンディングは、等しいか、主に陰極性であるか、
または差別的な分解を伴う陽極性であり得る。試料２は、単一のＬｐ（ａ）を有するが、
アポＢ応答及びアポ（ａ）応答の両方を含有し、ＬＤＬに対して陰極性であり、生理食塩
水レーン内に非特異的なタンパク質残基を伴わない。二重バンディングの頻度は、＜１％
である。生理食塩水プローブが、人工的バンディングの存在を確立するために使用される
。
【０１０７】
　図６Ａ～６Ｒは、ウエスタンブロットによって測定された、増加するＭＷのアポ（ａ）
に関連付けられるＬｐ（ａ）－Ｐゾーン泳動速度（図２、４Ａ、及び４Ｂからの差し込み
図）を比較するデータを提示する。図６Ａ～６Ｒでは、Ｌｐ（ａ）ゾーン泳動バイアスを
有する１００個を超える試料が、上記に説明される通りウエスタンブロット分析によるア
ポ（ａ）イソ型サイズ分析と比較された。図３に示されるものと同一の設定及び分析を反
映する１９個の実験の結果が提示される。結果は、同一の粒子から分離されたアポ（ａ）
部分のより集中的な分析による、Ｌｐ（ａ）－Ｐ亜型サイズを分析するための新規のゾー
ンゲル方法の一貫した一致を示す。
【０１０８】
実施例３－ゾーンゲル免疫固定電気泳動を使用したＬｐ（ａ）亜型サイズ識別の実証
　ゾーンゲル免疫固定電気泳動を使用したＬｐ（ａ）亜型サイズ識別が、Ｍｅｒｉｄｉａ
ｎ　Ｃｕｓｔｏｍ共役抗アポＢ１００＊－Ａｌｅｘａ４８８抗体を用いたアッセイによっ
て実証された。
【０１０９】
　Ｃｕｓｔｏｍ共役抗体が調製され、アポＢ含有粒子間の差異化を示すために実験された
。ＨＤＬ生成Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ抗アポＢが精製され、Ａｌｅｘａ４８８蛍光色素分子
と共役された。３個の５００ｕＬのパイロットロットが、シグナル：ノイズ比を研究する
ために調製された。ロットが調製され、ロットＡ１が５：１の染料対ポリクローナル抗体
比を有し、ロットＡ２が７．５：１の比を有し、ロットＡ３が１０：１の比を有した。全
ての濃度は、既存の作業用Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ抗血清に関して抗体力価に対して正規化
された。血清は、可変的なＬｐ（ａ）、ＶＬＤＬ、及びＬＤＬ濃度を有して選択された。
アッセイの亜型依存性を洞察するために、確認された大きい及び小さいＬｐ（ａ）－Ｐを
有する二重試料が、非特異的タンパク質アシッドバイオレット及びアポＢ特異性抗体を用
いてアッセイされた。Ｌｐ（ａ）、ＬＤＬ、またはＶＬＤＬ上の抗体に対応する各蛍光標
識の光学密度が、密度測定器において測定された。リポタンパク質レベルの全ての結果は
、相対パーセンテージで報告される。
【０１１０】
　図７は、Ｌｐ（ａ）、ＬＤＬ、及びＶＬＤＬ粒子に結合した標識された抗アポＢ抗体の
ための蛍光画像化を示す。画像は、３Ｂロット／ＴＢＳ画像（湿潤）である（乾燥したゲ
ルは不透明であり、画像化には適さない）。上行は、それぞれの列において、５：１（Ａ
１）、７．５：１（Ａ２）、及び１０：１（Ａ３）のＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（登録商標
）蛍光染料：ポリクローナル抗体の希釈レベルにおける試料３０２２を示す。同一の実験
が、試料３０５２に関して下行に示される。希釈比間において、光学的特性の観察可能な
差はない。
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【０１１１】
　図８Ａ～８Ｅは、単一試料中のＬＤＬ－ＰからのＬｐ（ａ）－Ｐの差異化に関する、ア
シッドバイオレット染色検出法（Ａ／Ｖ）及びアポＢ＊蛍光タグ付き抗体標識法の初期の
比較の結果を示す。図８Ａは、アシッドバイオレット染色によって標識された二重泳動を
含むそれぞれの列における、試料番号３０２２及び３０５２の天然ゾーンゲル分離を示す
。合計４個の試料が泳動され、ＬＤＬは強いバンドとして、またＬｐ（ａ）がその下の弱
いバンドとして明らかである。図８Ｂは、同一の試料の蛍光による光学画像化を示し、３
０２２は上行に、３０５２は下行にある。列は、前述の試薬Ａ１、Ａ２、及びＡ３中の異
なる蛍光染料：抗アポＢ比に対応する。図８Ｃは、各試料の光学密度読み取りの数値結果
を提示し、％Ｌｐａは、総検出試料のＬｐ（ａ）（リポタンパク質ａ）のパーセントを意
味し、％ＬＤＬは、総検出試料のＬＤＬ（低密度リポタンパク質）のパーセントを意味す
る。図８Ｄは、プロフィール内の試料３０２２のアシッドバイオレット染色の光学密度読
み取りであり、図８Ｅは、プロフィール内の試料３０２２の蛍光共役体の光学密度読み取
りである（Ａ／Ｖプロフィールの逆方向）。
【０１１２】
　図９Ａ～９Ｅは、単一試料中のＬＤＬ及びＶＬＤＬからのＬｐ（ａ）－Ｐの差異化に関
する、アシッドバイオレット染色検出法（Ａ／Ｖ）及びアポＢ＊蛍光タグ付き抗体標識法
の初期の比較の結果を示す。図９Ａは、アシッドバイオレット染色によって標識された二
重泳動を含むそれぞれの列における、試料３０３４及び３０５１の天然ゾーンゲル分離を
示す。合計４個の試料が泳動され、ＬＤＬは強いバンドとして、またＬｐ（ａ）がその下
の弱いバンドとして明らかである。図９Ｂは、同一の試料の蛍光による光学画像化を示し
、３０３４は上行に、３０５１は下行にある。列は、前述の試薬Ａ１、Ａ２、及びＡ３中
の異なる蛍光染料：抗アポＢ比に対応する。図９Ｃは、各試料の光学密度読み取りの数値
結果を提示し、％Ｌｐａは、総検出試料のＬｐ（ａ）（リポタンパク質ａ）のパーセント
を意味し、％ＬＤＬは、総検出試料のＬＤＬ（低密度リポタンパク質）のパーセントを意
味する。さらなる詳細な分析は、Ｌｐ（ａ）／ＬＤＬレベルを下回るＬｐ（ａ）、ＶＬＤ
Ｌ、及びＬＤＬのレベルを示す。図９Ｄは、プロフィール内の試料３０５１のアシッドバ
イオレット染色の光学密度読み取りであり、図９Ｅは、プロフィール内の試料３０５１の
蛍光共役体の光学密度読み取りである（Ａ／Ｖプロフィールの逆方向）。
【０１１３】
　図１０Ａ～１０Ｅは、単一試料中のＬＤＬ及びＶＬＤＬからのＬｐ（ａ）－Ｐの差異化
に関する、アシッドバイオレット染色検出法（Ａ／Ｖ）及びアポＢ＊蛍光タグ付き抗体標
識法による、陽極（大きい）Ｌｐ（ａ）亜型及び陰極（小さい）Ｌｐ（ａ）亜型の差異化
を比較する試料の結果を示す。ＬＤＬ、ＶＬＤＬ、及びＬｐ（ａ）のいずれも、抗アポＢ
－４８８＊を用いてプローブされた。「Ａ」図の右側のプローブは、Ａ／Ｖ染色を用いた
抗アポ（ａ）であり、このプローブは、Ｌｐ（ａ）－Ｐとしてのバンドの同一性を確認す
る。データは、特定のアポＢ＊を非特異的なＡ／Ｖと比較し、両染色方法の同等性を実証
し、Ａ／Ｖの非特異的なタンパク質染色に関する問題に対処する。両技術とも同一の抗体
を使用し、報告するもののみが異なり、アポＢ－Ａ／Ｖ対アポＢ－４８８＊であった。図
１０Ａは、アシッドバイオレット染色によって標識された試料０８１６の天然ゾーンゲル
分離を左列に示す。左側では、抗アポＢ抗体が標識のために使用され、これはＬｐ（ａ）
、ＬＤＬ、及びＶＬＤＬの全てに見出される。右側では、抗アポ（ａ）抗体が使用され、
これはＬｐ（ａ）粒子のみを標識する。図１０Ｂは、標識された同一の試料の蛍光による
光学画像化を示す。列は、前述の試薬Ａ１、Ａ２、及びＡ３中の異なる蛍光染料：抗アポ
Ｂ比に対応する。図１０Ｃは、各試料の光学密度読み取りの数値結果を提示し、％Ｌｐａ
は、総検出試料のＬｐ（ａ）（リポタンパク質ａ）のパーセントを意味し、％ＬＤＬは、
総検出試料のＬＤＬ（低密度リポタンパク質）のパーセントを意味する。さらなる詳細な
分析は、Ｌｐ（ａ）／ＬＤＬレベルを下回るＬｐ（ａ）、ＶＬＤＬ、及びＬＤＬのレベル
を示す。図１０Ｄは、プロフィール内の試料０８１６のアシッドバイオレット染色の光学
密度読み取りであり、図１０Ｅは、プロフィール内の試料０８１６の蛍光共役体の光学密
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度読み取りである（Ａ／Ｖプロフィールの逆方向）。
【０１１４】
　図１１Ａ～１１IＥは、単一試料中のＬＤＬ及びＶＬＤＬからのＬｐ（ａ）－Ｐの差異
化に関する、アシッドバイオレット染色検出法（Ａ／Ｖ）及びアポＢ＊蛍光タグ付き抗体
標識法による、陽極（大きい）Ｌｐ（ａ）亜型及び陰極（小さい）Ｌｐ（ａ）亜型の差異
化を比較する試料の結果を示す。データの差異化は、図１０に関するものと同じである。
図１１Ａは、アシッドバイオレット染色によって標識された試料２３７７の天然ゾーンゲ
ル分離を左列に示す。左側では、抗アポＢ抗体が標識のために使用され、これはＬｐ（ａ
）、ＬＤＬ、及びＶＬＤＬの全てに見出される。右側では、抗アポ（ａ）抗体が使用され
、これはＬｐ（ａ）粒子のみを標識する。図１１Ｂは、標識された同一の試料の蛍光によ
る光学画像化を示す。列は、前述の試薬Ａ１、Ａ２、及びＡ３中の異なる蛍光染料：抗ア
ポＢ比に対応する。図１１Ｃは、各試料の光学密度読み取りの数値結果を提示し、％Ｌｐ
ａは、総検出試料のＬｐ（ａ）（リポタンパク質ａ）のパーセントを意味し、％ＬＤＬは
、総検出試料のＬＤＬ（低密度リポタンパク質）のパーセントを意味する。さらなる詳細
な分析は、Ｌｐ（ａ）／ＬＤＬレベルを下回るＬｐ（ａ）、ＶＬＤＬ、及びＬＤＬのレベ
ルを示す。図１１Ｄは、プロフィール内の試料２３７７のアシッドバイオレット染色の光
学密度読み取りであり、図１１Ｅは、プロフィール内の試料２３７７の蛍光共役体の光学
密度読み取りである（Ａ／Ｖプロフィールの逆順）。
【０１１５】
　図１２Ａ～１２Ｅは、単一試料中のＬＤＬ及びＶＬＤＬからのＬｐ（ａ）－Ｐの差異化
に関する、アシッドバイオレット染色検出法（Ａ/Ｖ）及びアポＢ＊蛍光タグ付き抗体標
識法による、陽極（大きい）Ｌｐ（ａ）亜型及び陰極（小さい）Ｌｐ（ａ）亜型の差異化
を比較する試料の結果を示す。データの差異化は、図１０に関するものと同じである。図
１２Ａは、アシッドバイオレット染色によって標識された試料３３８９の天然ゾーンゲル
分離を左列に示す。左側では、抗アポＢ抗体が標識のために使用され、これはＬｐ（ａ）
、ＬＤＬ、及びＶＬＤＬの全てに見出される。右側では、抗アポ（ａ）抗体が使用され、
これはＬｐ（ａ）粒子のみを標識する。図１２Ｂは、標識された同一の試料の蛍光による
光学画像化を示す。列は、前述の試薬Ａ１、Ａ２、及びＡ３中の異なる蛍光染料：抗アポ
Ｂ比に対応する。図１２Ｃは、各試料の光学密度読み取りの数値結果を提示し、％Ｌｐａ
は、総検出試料のＬｐ（ａ）（リポタンパク質ａ）のパーセントを意味し、％ＬＤＬは、
総検出試料のＬＤＬ（低密度リポタンパク質）のパーセントを意味する。さらなる詳細な
分析は、Ｌｐ（ａ）／ＬＤＬレベルを下回るＬｐ（ａ）、ＶＬＤＬ、及びＬＤＬのレベル
を示す。図１２Ｄは、プロフィール内の試料３３０９のアシッドバイオレット染色の光学
密度読み取りであり、図１２Ｅは、プロフィール内の試料３３８９の蛍光共役体の光学密
度読み取りである（Ａ／Ｖプロフィールの逆順）。
【０１１６】
　図１３Ａ～１３Ｃは、二重含有試料０８１６、３３８９、及び２３７７を隣接するゲル
上で互いに比較する、図１０～１２の要約を示す。図１３Ａは、各試料に関するアシッド
バイオレット染色剤で標識されたゾーンゲルを示し、第１の列に標識されたアポＢが、ま
た第２の列に標識されたアポ（ａ）がある。図１３Ｂは、試料がはっきりと標識された、
各試料に関する蛍光検出を示す。図１３Ｃは、各試料及びその陽極（大きい）Ｌｐ（ａ）
亜型及び陰極（小さい）Ｌｐ（ａ）亜型の相対的割合を、試料のＬＤＬ及びＶＬＤＬ部分
と共に要約する表を提示する。本方法は、各リポタンパク質の種類のレベルの算出された
比において、良好な一致を示す。
【０１１７】
　これらの研究は、本明細書に説明される通り、リポ－ＩＦＥアッセイによって達成され
る結果を実証する。
【０１１８】
　本明細書に例証される態様の変形、ならびに他の特徴及び機能、またはその代替物は、
多数の他の異なるシステムまたは用途と組み合わされ得ることが理解されるであろう。種
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々の現在予期または予想されない、それらにおける代替物、修正、変形、または改善は、
今後当業者によって行われてもよく、それらもまた、下記の特許請求の範囲によって包含
されることを意図される。

【図１Ａ】

【図１Ｂ】

【図２】

【図３】
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【図４Ａ－４Ｂ】 【図５】

【図６Ａ】

【図６Ｂ－６Ｃ】 【図６Ｄ－６Ｅ】
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【図６Ｆ－６Ｇ】 【図６Ｈ－６Ｉ】

【図６Ｊ－６Ｋ】 【図６Ｌ－６Ｍ】
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【図６Ｎ－６Ｏ】 【図６Ｐ－６Ｑ】

【図６Ｒ】

【図７】

【図８Ａ－８Ｅ】

【図９Ａ－９Ｅ】
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【図１０Ａ－１０Ｅ】

【図１１Ａ－１１Ｅ】

【図１２Ａ－１２Ｅ】

【図１３Ａ－１３Ｃ】
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