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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被験体における末梢性の動脈疾患の状態を認定するための方法であって、以下：
　（ａ）　該被験体由来の生物学的サンプル中のβ２－ミクログロブリンを測定する工程
；および
　（ｂ）　末梢性の動脈疾患の測定値を、末梢性の動脈疾患ではない測定値に対して、関
連付ける工程、
を含む方法。
【請求項２】
　請求項１に記載の方法であって、β２－ミクログロブリンに加えて前記生物学的サンプ
ル中の複数のバイオマーカーを測定することを含む、方法。
【請求項３】
　請求項２に記載の方法であって、ここで前記複数のバイオマーカーが、バイオマーカー
であるリゾチームおよびシスタチンＣからなる群より選択される少なくとも一つのバイオ
マーカーを含む、方法。
【請求項４】
　請求項２に記載の方法であって、ここで少なくともβ２－ミクログロブリンおよびリゾ
チームが測定される、方法。
【請求項５】
　請求項２に記載の方法であって、ここで少なくともβ２－ミクログロブリンおよびシス
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タチンＣが測定される、方法。
【請求項６】
　請求項２に記載の方法であって、ここで少なくともβ２－ミクログロブリン、シスタチ
ンＣ、およびリゾチームが測定される、方法。
【請求項７】
　請求項２に記載の方法であって、ここで三つのバイオマーカーが測定され、そしてここ
で、該三つのバイオマーカーが、β２－ミクログロブリン、シスタチンＣ、およびリゾチ
ームである、方法。
【請求項８】
　請求項１に記載の方法であって、ここでβ２－ミクログロブリンが、質量分析法により
測定される、方法。
【請求項９】
　請求項８に記載の方法であって、ここで質量分析法が、ＳＥＬＤＩ－ＭＳである、方法
。
【請求項１０】
　請求項１に記載の方法であって、ここでβ２－ミクログロブリンが、質量分析法以外の
方法により測定される、方法。
【請求項１１】
　請求項１に記載の方法であって、ここでβ２－ミクログロブリンが、イムノアッセイに
より測定される、方法。
【請求項１２】
　請求項２～７のいずれかに記載の方法であって、ここでβ２－ミクログロブリン、シス
タチンＣ、およびリゾチームからなる群より選択される少なくとも一つの前記バイオマー
カーが、イムノアッセイにより測定される、方法。
【請求項１３】
　請求項１に記載の方法であって、ここで前記サンプルが、血液または血液誘導体である
、方法。
【請求項１４】
　請求項１に記載の方法であって、ここで前記関連付ける工程が、ソフトウェアの分類ア
ルゴリズムを実行することにより実行される、方法。
【請求項１５】
　請求項１に記載の方法であって、さらに以下：（ｃ）被験体に前記状態を報告する工程
を含む、方法。
【請求項１６】
　請求項１に記載の方法であって、さらに以下：（ｃ）有形の媒体上に前記状態を記録す
る工程を含む、方法。
【請求項１７】
　末梢性の動脈疾患の経過を決定するための方法であって、以下：
　（ａ）　最初に、被験体由来の生物学的サンプル中のβ２－ミクログロブリンを測定す
る工程；
　（ｂ）　第二番目に該被験体由来の生物学的サンプル中のβ２－ミクログロブリンを測
定する工程；そして
　（ｃ）　該最初の測定値および該第二の測定値を比較する工程；
を含み、ここで比較した測定値が、該末梢性の動脈疾患の経過を決定する、方法。
【請求項１８】
　末梢性の動脈疾患の状態の認定の指標としてβ２－ミクログロブリンを使用するための
キットであって、以下：
　（ａ）　固体支持体に取り付けられた少なくとも一つの捕捉剤を含む固体支持体であっ
て、ここで該捕捉剤が、β２－ミクログロブリンに結合する、固体支持体；および
　（ｂ）　β２－ミクログロブリンを検出するために、該固体支持体を用いるための使用
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説明書
を含む、キット。
【請求項１９】
　請求項１８に記載のキットであって、ここで捕捉剤を含む前記固体支持体が、ＳＥＬＤ
Ｉプローブである、キット。
【請求項２０】
　請求項１８に記載のキットであって、さらにβ２－ミクログロブリンの標準対照を含む
、キット。
【請求項２１】
　ソフトウェアであって、以下：
　ａ．　サンプルに属するデータにアクセスするコードであって、該データが該サンプル
における少なくとも一つのバイオマーカーの測定値を含み、ここで少なくとも一つのバイ
オマーカーが、β２－ミクログロブリンである、コード；および
　ｂ．　該サンプルの末梢性の動脈疾患の状態を、該測定値の関数として分類する分類ア
ルゴリズムを実行するコード、
を含むソフトウェア。
【請求項２２】
　被験体における末梢性の動脈疾患の状態を認定するための方法であって、以下：
　（ａ）　該被験体由来の生物学的サンプル中のβ２－ミクログロブリンを測定する工程
；および
　（ｂ）　該被験体の一つ以上の次に示す基準：Ｃ反応タンパク質レベル、総コレステロ
ールレベル、トリグリセリドレベル、低密度脂質タンパク質レベル、高密度脂質タンパク
質レベル、ホモシステインレベル、インターロイキンレベル、フィブリノーゲンレベル、
リポタンパク質Ａレベル、８－イソ－プロスタグランジンＦ２α（８－イソ－ＰＧＦ２α
）レベル、および可溶性Ｆａｓレベルをさらに測定する工程、そして
　（ｃ）　末梢性の動脈疾患の該測定値（ａ）および（ｂ）を、末梢性の動脈疾患ではな
い測定値に対して、関連付ける工程、
を含む方法。
【請求項２３】
　末梢性の動脈疾患を処置するための治療上のレジメンに対する被験体の応答を予測する
ためのデータを収集する方法であって、以下：
　（ａ）　該被験体由来の生物学的サンプル中のβ２－ミクログロブリンを最初に測定す
る工程；そして
　（ｂ）　該最初の測定工程後の末梢性の動脈疾患を処置するための治療上のレジメンに
おける最初の処置の後に、β２－ミクログロブリンの二回目の測定を行う工程；そして
　（ｃ）　該最初の測定値と二回目の測定値を比較する工程であって、ここで該β２－ミ
クログロブリンのレベルの減少が、該治療上のレジメンに対する被験体の応答の増加した
可能性と相関する工程、を含む、
方法。
【請求項２４】
　前記生物学的サンプル中で、β２－ミクログロブリンに加えて少なくとも１つのバイオ
マーカーを測定する工程を包含し、該少なくとも１つのバイオマーカーは、リゾチームお
よびシスタチンＣからなる群より選択される、請求項２２または２３に記載の方法。
【請求項２５】
　請求項２２または２３に記載の方法であって、ここでβ２－ミクログロブリンの前記測
定が、イムノアッセイを用いて実行される、方法。
【請求項２６】
　請求項２４に記載の方法であって、β２－ミクログロブリンおよび前記バイオマーカー
の前記測定が、イムノアッセイを用いて実行される、方法。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　（関連する出願への相互参照）
　本願は、２００６年３月１１日に出願された米国仮特許出願第６０／７８１，４０３号
および２００６年１１月１日に出願された米国仮特許出願第６０／８６３，９５１号に対
する優先権を主張するものであって、それらの出願の開示は、本明細書においてその全体
が参考として援用される。
【０００２】
　（発明の分野）
　本発明は、全般的に臨床的診断に関するものである。
【背景技術】
【０００３】
　（発明の背景）
　アテローム硬化は、脈管の内皮細胞の管腔壁への脂質フィブリンプラークの蓄積である
。アテローム硬化型プラークの存在は、標的器官への脈管の流れをひどく減少させ得、病
的状態および死を引き起こす。アテローム硬化型プラークは、冠状動脈において（狭心症
および心臓発作をおこし得る冠状動脈疾患「ＣＡＤ」）、頸動脈において（卒中を引き起
こし得る頸動脈疾患）、および四肢の動脈（通常は脚の動脈に影響し、末梢性の動脈疾患
「ＰＡＤ」としても知られる）において、生じ得る。個人は、一つ以上のこれらの領域に
狭窄を有し得る。米国では、おおよそ１５００万人のＣＡＤ、８００万人のＰＡＤ、そし
て約５００万人の頸動脈疾患の人が存在する。頸動脈疾患および冠状動脈疾患は、通常は
内科医により見分けられるが、ＰＡＤの診断は通常、見のがされる。
【０００４】
　パートナー試験（ＰＡＲＴＮＥＲ　ｔｒｉａｌ）は、日常の訪問のために最初の開業医
を訪問する、５５歳を超える年齢の喫煙者または糖尿病患者、または７０歳を超える任意
の個人における、ＰＡＤの罹患率を調べる最近のスクリーニング研究であった（非特許文
献１）。スクリーニングされた７０００人を超える患者において、足首の圧力測定により
検出した場合、２５％を超える患者がＰＡＤを有することが見出された。残念ながら、こ
れらの患者の１／３だけが、先に診断されていた。大多数は、ＰＡＤを有することが彼等
の医師により認識されていなかった。ＰＡＤは、多くの患者が典型的な総合的症状を表さ
ないことから、一般に診断されず、そして一部でしか処置されない。静養により軽減され
る労作性の脚の痛みは、患者の１０～３０％と示されているだけである（Ｈｉｒｓｃｈら
、上記）。結果として、アテローム硬化の適切な処置は、これらの患者の多くにおいては
、開始されていない。
【０００５】
　ＰＡＤ患者が診断されておらず、そして処置されていないため、ＰＡＤ患者には心血管
性死の高いリスクがある。未処置ＰＡＤは、可動性の減少、潰瘍、壊疽を引き起こし得、
そして最終的には、影響された手足の切断を必要とし得る。ＰＡＤをともなう患者は、心
筋梗塞、脳血管性の発作、大動脈瘤破裂、および脈管性の死の増大したリスクを持つ（非
特許文献２；非特許文献３）。
【０００６】
　ＰＡＤのための有用なスクリーニング検査は、足首関節指数（「ＡＢＩ」）である。Ａ
ＢＩは、腕および足首で血圧が計られることを必要とする。上腕での心臓収縮圧に対する
下肢での心臓収縮圧の割合を計算する。ほとんどの健康な人では、その割合は、１に近く
（すなわち、０．９０以上）、一方、ＰＡＤが診断される患者は、０．９より小さい割合
を有する。一般的に、その割合がより低いと、その疾患は、より重症である。足首での圧
力を評価するため、特別な装置、すなわちドップラー超音波プローブの使用を必要とする
。成人の脚の血管は、腕の血管よりも固くなる傾向があり、そして血圧測定用カフの収縮
の間のコロトコフ音を生じないため、簡単な聴診器は十分でない。残念ながら、ドップラ
ー超音波装置は、特別のトレーニングを必要とし、そして最初の開業医のオフィスでは用
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いられない。したがって、ＰＡＤは、通常は診断されない。さらに、３０％を超えるＰＡ
Ｄを有する患者を構成する、糖尿病の患者では、脈管の乏しい圧縮性が、ＡＢＩ検査に偽
陰性を生じさせ得る。
【０００７】
　早期に診断された場合、ＰＡＤは、疾患の進行を遅くする処置を受ける可能性がある。
また、アテローム硬化をともなう患者において心臓発作および卒中を予防することが知ら
れている薬剤（例えば、抗血小板剤、スタチン（ｓｔａｔｉｎ）、アンギオテンシン変換
酵素阻害剤）が、ＰＡＤ患者においては十分に利用されていない。したがって、臨床医に
彼等の患者がＰＡＤを有し得る可能性を警告するスクリーニング検査の必要性が存在する
。特に、ＰＡＤのための血液検査は、日常の臨床上の設定において実行され得ることから
有益である。
【非特許文献１】Ｈｉｒｓｃｈ　ＡＴら、「Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ　ａｒｔｅｒｉａｌ　
ｄｉｓｅａｓｅ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ａｗａｒｅｎｅｓｓ，ａｎｄ　ｔｒｅａｔｍｅｎ
ｔ　ｉｎ　ｐｒｉｍａｒｙ　ｃａｒｅ」ＪＡＭＡ，２８６：１３１７－２４（２００１）
【非特許文献２】Ｃｒｉｑｕｉ　ＭＨら、「Ｔｈｅ　ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ　ｏｆ　
ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ　ａｒｔｅｒｉａｌ　ｄｉｓｅａｓｅ：ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ　ｏ
ｆ　ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ　ｔｈｅ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ　ａｔ　ｒｉｓｋ」Ｖａｓ
ｃ　Ｍｅｄ．，２：２２１－６（１９９７）
【非特許文献３】Ｍｅｉｊｅｒ　ＷＴら、「Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ　ａｒｔｅｒｉａｌ　
ｄｉｓｅａｓｅ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｅｌｄｅｒｌｙ：Ｔｈｅ　Ｒｏｔｔｅｒｄａｍ　Ｓｔｕ
ｄｙ」Ａｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒ　Ｔｈｒｏｍｂ　Ｖａｓｃ　Ｂｉｏｌ．，１８：１８５
－９２（１９９８）
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　（発明の要旨）
　一つの実施形態において、本発明は、被験体由来の生物学的サンプル中のβ２－ミクロ
グロブリンを測定する行程を含む、被験体において末梢性の動脈疾患のリスクを認定する
か、または評価するための方法を提供する。関連する実施形態において、（ａ）被験体由
来の生物学的サンプル中のβ２－ミクログロブリンを測定し、そして（ｂ）該測定または
末梢性の動脈疾患での測定が非末梢性動脈疾患に対して相互に関連づけられる。別の関連
する実施形態において、該サンプルは、血液サンプルまたは血液誘導体サンプルである。
さらに、別の関連する実施形態において、β２－ミクログロブリンに加えて、サンプル中
の一つ以上のバイオマーカーのレベルが測定される。別の関連する実施形態において、さ
らなる測定されるバイオマーカーは、シスタチンＣまたはリゾチームまたは両方である。
別の関連する実施形態において、β２－ミクログロブリン、シスタチンＣまたはリゾチー
ムの測定は、イムノアッセイにより達成される。
【０００９】
　被験体において末梢性の動脈疾患を認定するための方法の別の実施形態において、シス
タチンＣまたはリゾチームまたは両方が被験体由来の生物学的サンプル中で測定され、そ
して該測定が、末梢性の動脈疾患の状態と関連づけられる。
【００１０】
　被験体において末梢性の動脈疾患の状態を認定するための方法の別の実施形態において
、サンプル中のβ２－ミクログロブリンが、質量分析法により測定される。さらに別の関
連する実施形態において、該質量分析法はＳＥＬＤＩ－ＭＳである。
【００１１】
　被験体において末梢性の動脈疾患の状態を認定するための方法の別の実施形態において
、被験体由来のサンプル中のβ２－ミクログロブリンは、質量分析法以外の方法、例えば
イムノアッセイ、により測定される。
【００１２】



(6) JP 5357746 B2 2013.12.4

10

20

30

40

50

　被験体において、末梢性の動脈疾患のリスクを認定するか、または評価するための方法
の別の実施形態において、該方法は、分類アルゴリズムのソフトウェアを実行することに
より、被験体中のβ２－ミクログロブリンの測定されたレベルを関連づけることを含む。
別の実施形態において、末梢性の動脈疾患の状態を認定するための方法はさらに、該状態
を被験体に知らせる行程を含む。別の実施形態において、該方法はさらに、有形の媒体上
に該状態を記録することを含む。さらに別の実施形態において、該方法はさらに、被験体
の末梢性の動脈疾患の状態に基づいて、被験体の処置を管理することを含む。さらに別の
実施形態において、該方法はさらに、被験体の管理後の少なくとも一つのバイオマーカー
の測定、および該測定と疾患の進行を関連づけることを含む。
【００１３】
　別の実施形態において、本発明は、（ａ）第一に被験体由来の生物学的サンプル中のβ
２－ミクログロブリンを測定し；（ｂ）第二に被験体由来の生物学的サンプル中のβ２－
ミクログロブリンを測定し；そして（ｃ）第一の測定および第二の測定を比較し、ここで
比較に基づいた測定が、末梢性の動脈疾患のための処置の有効性を決定する行程を含む、
末梢性の動脈疾患の経過を決定するための方法を提供する。
【００１４】
　別の実施形態において、本発明は、（ａ）取り付けられた少なくとも一つの捕捉剤を含
む固体支持体であって、ここで該捕捉剤がβ２－ミクログロブリンを結合する支持体、そ
して（ｂ）β２－ミクログロブリンを検出するために該固体支持体を使用するための取扱
い説明書、を含むキットを提供する。関連する実施形態において、該固体支持体が含む捕
捉剤は、ＳＥＬＤＩプローブである。別の関連する実施形態において、該キットはさらに
、β２－ミクログロブリンの標準対照を含む。
【００１５】
　別の実施形態形態において、本発明は、（ａ）サンプルに帰するデータにアクセスする
コードであって、該データがサンプルにおける少なくとも一つのバイオマーカーの測定値
を含み、ここで少なくとも一つのバイオマーカーがβ２－ミクログロブリンであるコード
、および（ｂ）該サンプルの末梢性の動脈疾患の状態を、該測定値の関数として分類する
分類アルゴリズムを実行するコード、を含むソフトウェア製品を提供する。
【００１６】
　本発明の別の実施形態は、被験体由来のサンプルにおける少なくとも一つのバイオマー
カーの相関から決定される末梢性の動脈疾患の状態に関する診断を被験体に伝える工程で
あって、ここで少なくとも一つのバイオマーカーがβ２－ミクログロブリンである工程、
を含む方法を提供する。関連する実施形態において、β２－ミクログロブリンの測定値は
イムノアッセイにより得られる。別の関連する実施形態において、診断がコンピュータに
より生成される媒体を介して被験体に伝えられる、方法である。
【００１７】
　さらに別の実施形態において、本発明は、被験体における末梢性の動脈疾患の状態を認
定するための方法であって、（ａ）被験体由来の生物学的サンプル中の少なくとも一つの
バイオマーカーを測定し、ここで該少なくとも一つのバイオマーカーが、β２－ミクログ
ロブリン、リゾチーム、およびシスタチンＣからなる群より選択される工程、および（ｂ
）該被験体の、以下に示す基準、すなわちＣ反応タンパク質レベル、総コレステロールレ
ベル、トリグリセリドレベル、低密度脂質タンパク質レベル、高密度脂質タンパク質レベ
ル、血糖、血圧、ホモシステインレベル、足首関節指数、インターロイキンレベル、フィ
ブリノーゲンレベル、脂質タンパク質（ａ）レベル、８－イソ－プロスタグランジンＦ２
α（８－イソ－ＰＧＦ２α）、および可溶性Ｆａｓレベル、の一つ以上をさらに測定する
工程、ならびに（ｃ）末梢性の動脈疾患での該測定値（ａ）および（ｂ）を、非末梢性の
動脈疾患に対して関連づける工程、を含む方法を提供する。特定の実施形態において、該
関連づける工程は、一つ以上の先述の値をアルゴリズム中に入れることを含み、その後、
そのアルゴリズムは、末梢性の動脈疾患を有する個体のリスクを予想することができる。
別の関連する実施形態において、β２－ミクログロブリン、シスタチンＣ、またはリゾチ
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ームの測定値は、イムノアッセイにより得られる。
【００１８】
　別の実施形態において、本発明は、末梢性の動脈疾患を処置するための治療上のレジメ
ンへの被験体の応答を予想するための方法であって、（ａ）第一に被験体由来の生物学的
サンプル中の少なくとも一つのバイオマーカーを測定し、ここで該少なくとも一つのバイ
オマーカーがβ２－ミクログロブリン、リゾチーム、およびシスタチンＣからなる群より
選択される工程、そして（ｂ）該第一の測定工程後、末梢性の動脈疾患を処置するための
治療上のレジメンにおいて最初の処置を施す工程、そして（ｃ）該処置後、該少なくとも
一つのバイオマーカーの２回目の測定を行う工程、そして（ｄ）該第一の測定と第ニの測
定値を比較する工程であって、ここで該少なくとも一つのバイオマーカーのレベルの減少
が、該治療上のレジメンへの被験体の応答の可能性の増加と相関する工程、を含む方法を
提供する。関連する実施形態において、β２－ミクログロブリン、シスタチンＣ、または
リゾチームの測定値は、イムノアッセイにより得られる。
【００１９】
　本発明はさらに、β２－ミクログロブリンと相互作用する化合物を同定するための方法
を提供し、ここで該方法は、（ａ）β２－ミクログロブリンを試験化合物と接触させる工
程、そして（ｂ）該試験化合物がβ２－ミクログロブリンと相互作用するか否か決定する
工程、を含む。
【００２０】
　他の好ましい実施形態が、本明細書中の他の場所および請求項に記載される。本発明の
、さらなる特徴、目的、および利点、ならびに本発明の好ましい実施形態が、以下に続く
詳細な説明、実施例および請求項より明白になる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２１】
　（発明の詳細な説明）
１．　導入
　バイオマーカーは、有機体の生体分子であって、別の表現型状態（例えば、疾患を有し
ない）と比較したとき、一つの表現型状態（例えば、疾患を有する）の被験体から得たサ
ンプル中に特異的に存在する。バイオマーカーは、異なる群におけるバイオマーカーの平
均発現レベルまたは中央発現レベルが、統計的に有意であると計算されるならば、異なる
表現型状態間で差示的に存在する。統計的な有意性に関する一般的な試験としては、中で
も、ｔ検定、ＡＮＯＶＡ、クラスカル・ワリス、ウィルコクソン、マン－ホイットニー、
およびオッズ比が挙げられる。単独または組み合わせにおいて、バイオマーカーは、一つ
の表現型状態または別のものに被験体が属す相対的リスクの測定値を提供する。したがっ
て、バイオマーカーは、疾患（診断）のためのマーカー、薬物の治療上の有効性（ｔｈｅ
ｒａｎｏｓｔｉｃｓ）のためのマーカー、および薬物の毒性のマーカーとして有用である
。
【００２２】
　本発明のバイオマーカーは、一部において、ＳＥＬＤＩを用いて発見された。それゆえ
に、本発明のバイオマーカーは、一部において、それらの質量電荷比、質量スペクトルに
おけるピークの形、およびそれらの結合特性により特徴付けられる。これらの特徴は、該
生体分子の固有の特徴を示し、そして該生体分子が識別される様式におけるプロセスの制
限を示すものではない。
【００２３】
　本発明のバイオマーカーは、一部において、それらの質量電荷比により特徴付けられる
。各バイオマーカーの質量電荷比が、本明細書において提供される。例えば、「Ｍ１１．
７Ｋ」として示される特定の分子マーカーは、１１．７ＫＤの測定された質量電荷比を有
する。質量電荷比は、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．のＰＢＳＩ
Ｉ質量分析計またはＣｉｐｈｅｒｇｅｎ　ＰＣＳ４０００質量分析計で生成される質量ス
ペクトルから決定された。ＰＢＳＩＩは、約＋／－０．１５％の質量精度を有する装置で
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ある。加えて、該装置は、約４００～１０００ｍ／ｄｍの質量解像度を有し、ここでｍは
質量、ｄｍはピークの高さ０．５での質量スペクトルの幅である。該ＰＣＳ４０００装置
は、外部測定質量精度０．１％および内部測定質量精度０．０１％で予測された約＋／－
０．１２％の生データの質量精度を有する。さらに、該装置は、約１０００～２０００ｍ
／ｄｍの質量解像度を有し、ここでｍは質量、ｄｍはピークの高さ０．５での質量スペク
トルピークの幅である。バイオマーカーの質量電荷比は、Ｂｉｏｍａｒｋｅｒ　Ｗｉｚａ
ｒｄｔｍ　ｓｏｆｔｗａｒｅ　（Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ）
を用いて決定された。Ｂｉｏｍａｒｋｅｒ　Ｗｉｚａｒｄは、ＰＢＳＩＩまたはＰＣＳ４
０００により決定した場合、全ての分析したスペクトルからの同一のピークの質量電荷比
をクラスタリングし、該クラスターにおける最大および最小の質量電荷比を取り、２で割
ることにより、バイオマーカーに質量電荷比を与える。それゆえに、提供された質量は、
これらの仕様を反映する。
【００２４】
　本発明のバイオマーカーは、飛行時間型質量分析法における、そのスペクトルピークの
形により、さらに特徴付けられ得る。
【００２５】
　本発明のバイオマーカーはまた、吸着体表面への、その結合特性により特徴付けられる
。該バイオマーカーの結合特性がまた、本明細書中に記載される。
【００２６】
　２．　末梢性の動脈疾患のためのバイオマーカー
　２．１　β２－ミクログロブリン
　出願人らは、β２－ミクログロブリンが、末梢性の動脈疾患のためのバイオマーカーと
して有用であることを発見した。β２－ミクログロブリンの質量は、国際公開第２００５
／１２１７５８Ａ１号パンフレット（Ｆｕｎｇら）に記載された末梢性の動脈疾患のため
の１１．７Ｋ　Ｄａｌｔｏｎのバイオマーカーに対応する。β２－ミクログロブリンは、
１１９アミノ酸の前駆体から得られる９９アミノ酸のタンパク質である（ＧＩ：１７９３
１８；ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ　アクセッション番号Ｐ６１７６９）。β２－ミクログロブリ
ンは、例えば、Ａｂｃａｍ（カタログＡＢ７５９）（ｗｗｗ．ａｂｃａｍ．ｃｏｍ，Ｃａ
ｍｂｒｉｄｇｅ，ＭＡ）から入手できる抗体により認識される。β２－ミクログロブリン
バイオマーカーの詳細は、表１、票２、および図３に示される。表１で参照される画分は
、実施例１において記載されるＱＨｙｐｅｒ　ＤＦカラムから該バイオマーカーが溶出す
る画分である。
【００２７】
【表１】

　３．　バイオマーカーおよびタンパク質の異なる形態
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　サンプル中のタンパク質は、しばしば複数の異なる形態で存在する。これらの形態は、
翻訳前修飾および翻訳後修飾のどちらか、または両方に起因し得る。翻訳前修飾形態とし
ては、対立遺伝子改変体、スプライスバリアント、およびＲＮＡ編集形態（ＲＮＡ　ｅｄ
ｉｔｉｎｇ　ｆｏｒｍ）が挙げられる。翻訳後修飾形態としては、タンパク質分解切断（
例えば、親タンパク質のフラグメント）、グリコシル化、リン酸化、脂質化（ｌｉｐｉｄ
ａｔｉｏｎ）、酸化、メチル化、システイニル化（ｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｔｉｏｎ）、ス
ルホン化、およびアセチル化に起因する形態が挙げられる。サンプル中のタンパク質を検
出または測定する場合、タンパク質の異なる形態間で区別する能力は、相違の性質および
検出または測定に用いられる方法に依存する。例えば、モノクローナル抗体（例えば、β
２－ミクログロブリンのエピトープに結合するモノクローナル抗体）を用いるイムノアッ
セイは、そのエピトープを含有するタンパク質の全ての形態を検出するが、それらの間の
区別はしない。しかしながら、タンパク質上の異なるエピトープに対して指向する二つの
抗体を用いるサンドイッチイムノアッセイは、両方のエピトープを含有するタンパク質の
全ての形態を検出し、そしてエピトープの一つだけを含有するそれらの形態を検出しない
。診断上の分析において、使用される特定の方法により検出される該形態が、任意の特定
の形態と同じように等しく良いバイオマーカーである場合、タンパク質の異なる形態を区
別することに無力であることは、ほとんど影響がない。しかしながら、タンパク質の特定
の形態（または特定の形態のサブセット）が、特定の方法により一緒に検出される異なる
形態の集まりよりも、より良いバイオマーカーである場合、該分析の能力は低下し得る。
この場合、タンパク質の形態間で区別し、そして望ましい形態または該タンパク質の形態
を特異的に検出および測定する、分析方法を用いることは有用である。分析物の異なる形
態を区別するか、または分析物の特定の形態を特異的に検出することは、分析物を「分析
する」といわれる。
【００２８】
　質量分析法は、タンパク質の異なる形態を分析する、特に強力な方法である。なぜなら
ば、異なる形態は、質量分析により分析され得る異なる質量を一般的に有するからである
。したがって、タンパク質の一つの形態が、（該バイオマーカーの別の形態よりも）疾患
に関してすぐれたバイオマーカーであるならば、質量分析法は、従来のイムノアッセイが
その形態を区別できず、そして有用なバイオマーカーを特異的に検出できない場合、該有
用な形態を特異的に検出および測定することができ得る。
【００２９】
　一つの有用な方法は、質量分析法をイムノアッセイと組み合わせる。第一に、生物特異
的（ｂｉｏｓｐｅｃｉｆｉｃ）な捕捉剤（例えば、バイオマーカーおよび該バイオマーカ
ーの他の形態を認識する抗体、アプタマーまたはＡｆｆｉｂｏｄｙ）が、目的のバイオマ
ーカーを捕捉するために用いられる。好ましくは、生物特異的な捕捉剤は、ビーズ、プレ
ート、膜、またはチップのような固相に結合される。非結合物質が洗浄された後、捕捉さ
れた分析物が、質量分析法により検出および／または測定される。（この方法はまた、タ
ンパク質に結合するタンパク質インターアクター（ｉｎｔｅｒａｃｔｏｒ）か、またはさ
もなければ抗体により認識されることから、それ自体がバイオマーカーとなり得るタンパ
ク質相互作用物質の捕捉という結果になる。）質量分析法の多様な形態（従来のＭＡＬＤ
ＩまたはＳＥＬＤＩ、および電気スプレー電離のようなレーザー脱離の方法を含む）が、
タンパク質形態を検出するために有用である。
【００３０】
　したがって、特定のタンパク質を検出するか、または特定のタンパク質の量を測定する
ことが本明細書において参照される場合、タンパク質の多様な形態を分析をともうか、ま
たはともなわない、タンパク質の検出および測定を意味する。例えば、「β２－ミクログ
ロブリンを測定する」工程は、タンパク質の多様な形態間で区別しない方法（例えば、特
定のイムノアッセイ）により、ならびに他の形態からある形態を区別する方法によるか、
またはタンパク質の特定の形態を測定する方法により、β２－ミクログロブリンを測定す
ることを含む。対照的に、タンパク質の特定の形態を測定することが望ましい場合（例え
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ば、β２－ミクログロブリンの特定の形態）、該特定の形態が具体的に挙げられる。例え
ば、「β２－ミクログロブリン（Ｍ１１．７Ｋ）を測定する」ことは、β２－ミクログロ
ブリンの他の形態から、それを区別する方法でβ２－ミクログロブリン（Ｍ１１．７Ｋ）
を測定することを意味する。
【００３１】
　４．　β２－ミクログロブリンの検出
　本発明での、β２－ミクログロブリンバイオマーカー、シスタチンＣバイオマーカー、
およびリゾチームバイオマーカーは、任意の適切な方法により検出され得る。検出の方法
論は、光学的方法、電気化学的方法（ボルタメトリーおよびアンペロメトリー技法）、原
子間力顕微鏡法、および無線周波数法（例えば、多極性の共鳴スペクトル）を含む。共焦
点および非共焦点の両方の顕微鏡法に加えて、光学的な方法の実例は、蛍光、ルミネッセ
ンス、ケミルミネッセンス、吸光度、反射率、透過率、および複屈折または屈折率の検出
（例えば、表面プラズモン共鳴、偏光解析法、共鳴ミラー法、グレーティングカプラ導波
管法、または干渉測定）である。
【００３２】
　一つの実施形態において、サンプルは、バイオチップの方法により分析される。バイオ
チップは、捕捉剤（吸着剤または親和性剤とも呼ばれる）が取り付けられた実質的に平面
の表面を有する固体支持体を一般に含む。しばしば、バイオチップの表面は、複数のアド
レス可能位置を含み、その各々がそこに結合した捕捉剤を有する。
【００３３】
　タンパク質バイオチップは、ポリペプチドの捕捉のために適合されたバイオチップであ
る。多くのタンパク質バイオチップが、当該分野で記載されている。これらは、例えば、
Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．（Ｆｒｅｍｏｎｔ，ＣＡ）、Ｚｙ
ｏｍｙｘ（Ｈａｙｗａｒｄ，ＣＡ）、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）
、Ｂｉａｃｏｒｅ（Ｕｐｐｓａｌａ，Ｓｗｅｄｅｎ）、およびＰｒｏｃｏｇｎｉａ（Ｂｅ
ｒｋｓｈｉｒｅ，ＵＫ）により生産されたタンパク質バイオチップを含む。そのようなタ
ンパク質バイオチップの例は、以下の特許または公開された特許出願に記載されている：
米国特許第６，２２５，０４７号明細書（ＨｕｔｃｈｅｎｓおよびＹｉｐ）；米国特許第
６，５３７，７４９号明細書（ＫｕｉｍｅｌｉｓおよびＷａｇｎｅｒ）；米国特許第６，
３２９，２０９号明細書（Ｗａｇｎｅｒら）；国際公開第００／５６９３４号パンフレッ
ト（Ｅｎｇｌｅｒｔら）；国際公開第０３／０４８７６８号パンフレット（Ｂｏｕｔｅｌ
ｌら）および米国特許第５，２４２，８２８号明細書（Ｂｅｒｇｓｔｒｏｍら）。
【００３４】
　４．１　質量分析法による検出
　好ましい実施形態において、本発明のバイオマーカーは、気相イオンを検出するために
質量分析計を用いる方法である質量分析法により検出される。質量分析計の例は、飛行時
間型、扇形磁場、四重極フィルター、イオントラップ、イオンサイクロトロン共鳴、静電
扇形分析器（ｅｌｅｃｔｒｏｓｔａｔｉｃ　ｓｅｃｔｏｒ　ａｎａｌｙｚｅｒ）、および
これらの混成物がある。
【００３５】
　さらに好ましい方法において、質量分析計は、レーザー脱離／イオン化質量分析計であ
る。レーザー脱離／イオン化質量分析法において、分析物は、質量分析計のプローブイン
ターフェースを作動させるように適合された装置であり、そして分析物をイオン化および
質量分析計への導入のためのイオン化エネルギーに提出する装置である、質量分析計のプ
ローブの表面に置かれる。レーザー脱離質量分析計は、レーザーエネルギー（典型的には
紫外線レーザーに由来するが、赤外線レーザーにもまた由来する）を、分析物を表面から
脱着し、揮発させ、そして分析物をイオン化して、そして分析物を質量分析計のイオン光
学装置で利用可能にするために用いる。ＬＤＩによるタンパク質の分析は、ＭＡＬＤＩの
形態またはＳＥＬＤＩの形態をとり得る。
【００３６】
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　４．１．１．　ＳＥＬＤＩ
　本発明における使用のための好ましい質量分析技法は、例えば米国特許第５，７１９，
０６０号明細書および同第６，２２５，０４７号明細書（両者ともＨｕｔｃｈｅｎｓおよ
びＹｉｐによる）に記載されたように、「表面増強レーザー脱離およびイオン化（Ｓｕｒ
ｆａｃｅ　Ｅｎｈａｎｃｅｄ　Ｌａｓｅｒ　Ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｉｏｎｉｚ
ａｔｉｏｎ）」または「ＳＥＬＤＩ」である。これは、分析物（ここでは一つ以上のバイ
オマーカー）がＳＥＬＤＩ質量分析法プローブの表面に捕捉される、脱離／イオン化気相
イオン分光測定法（例えば、質量分析法）の方法をいう。
【００３７】
　ＳＥＬＤＩはまた、「親和性捕捉質量分析法（ａｆｆｉｎｉｔｙ　ｃａｐｔｕｒｅ　ｍ
ａｓｓ　ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ）」または「表面増強親和性捕捉（Ｓｕｒｆａｃｅ－
Ｅｎｈａｎｃｅｄ　Ａｆｆｉｎｉｔｙ　Ｃａｐｔｕｒｅ）」（「ＳＥＡＣ」）とも呼ばれ
てきた。この型は、物質と分析物間の非共有結合性の親和性相互作用（吸着）をとおして
分析物を捕捉するプローブ表面上の物質を有するプローブの使用を含む。該物質は、「吸
着剤」、「捕捉剤」、「親和性剤」、または「結合部分」と、さまざまに呼ばれる。その
ようなプローブは、「親和性捕捉プローブ」として、および「吸収性表面」を有するとし
て言及され得る。該捕捉剤は、分析物を結合することができる任意の物質であり得る。該
捕捉剤は、物理吸着または化学吸着によりプローブ表面に取り付けられる。特定の実施形
態において、該プローブは、該表面に前もって取り付けられた該捕捉剤を有する。他の実
施形態において、プローブは前もって活性化され、そして該捕捉剤を（例えば、共有結合
または配位共有結合を形成する反応をとおして）結合することができる反応性部分を含む
。エポキシドおよびアシル－イミジゾール（ａｃｙｌ－ｉｍｉｄｉｚｏｌｅ）は、抗体ま
たは細胞のレセプターのようなポリペプチド捕捉剤を共有結合する、有用な反応性部分で
ある。ニトリロ三酢酸およびイミノ二酢酸は、ヒスチジン含有ペプチドと非共有結合的に
相互作用する金属イオンを結合するキレート剤として機能する、有用な反応性部分である
。吸着剤は、一般的に、クロマトグラフィー吸着剤および生物特異的吸着剤として分類さ
れる。
【００３８】
　「クロマトグラフィー吸着剤」は、クロマトグラフィーにおいて典型的に用いられる吸
着性の物質に関するものである。クロマトグラフィー吸着剤は、例えば、イオン交換物質
、金属キレート剤（例えば、ニトリロ三酢酸またはイミノ二酢酸）、固定化金属キレート
化合物、疎水性相互作用吸着剤、親水性相互作用吸着剤、色素、単純な生体分子（例えば
、ヌクレオチド、アミノ酸、単糖類、および脂肪酸）、および混合様式の吸着剤（例えば
、疎水性引力／クーロン反発力吸着剤）を含む。
【００３９】
　「生物特異的吸着剤」は、生体分子（例えば、核酸分子（例えばアプタマー）、ポリペ
プチド、多糖類、脂質、ステロイド、またはこれらの複合体（例えば、糖タンパク質、リ
ポタンパク質、糖脂質、核酸（例えばＤＮＡ）－タンパク質複合体））を含む吸着剤に関
するものである。特定の実施例において、生物特異的吸着剤は、多タンパク質複合体、生
物学的膜、またはウイルスのような巨大分子構造であり得る。生物特異的吸着剤の例は、
抗体、レセプタータンパク質、および核酸である。生物特異的吸着剤は、クロマトグラフ
ィー吸着剤よりも、標的分析物に対する、より高い親和性を典型的に有している。ＳＥＬ
ＤＩにおいて用いられる吸着剤のさらなる例は、米国特許第６，２２５，０４７号明細書
において見い出され得る。「生物選択性吸着剤」は、少なくとも１０－８Ｍの親和性で分
析物に結合する吸着剤に関するものである。
【００４０】
　Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．により生産されるタンパク質バ
イオチップは、アドレス可能位置に取り付けられたクロマトグラフィー吸着剤または生物
特異的吸着剤を有する表面を含む。Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ（登録
商標）アレイは、ＮＰ２０（親水性）；Ｈ４およびＨ５０（疎水性）；ＳＡＸ－２、Ｑ－
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１０および（陰イオン交換）；ＷＣＸ－２およびＣＭ－１０（陽イオン交換）；ＩＭＡＣ
－３、ＩＭＡＣ－３０およびＩＭＡＣ－５０（金属キレート化合物）；ならびにＰＳ－１
０、ＰＳ－２０（アシル－イミジゾール（ａｃｙｌ－ｉｍｉｄｉｚｏｌｅ）をもつ反応性
表面、エポキシド）およびＰＧ－２０（アシル－イミジゾール（ａｃｙｌ－ｉｍｉｄｉｚ
ｏｌｅ）をとおして結合したｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇ）を含む。疎水性ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉ
ｐアレイは、イソプロピルまたはノニルフェノキシ－ポリ（エチレングリコール）メタク
リル酸塩の官能性を有する。陰イオン交換ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐアレイは、四級アンモ
ニウムの官能性を有する。陽イオン交換ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐアレイは、カルボン酸塩
の官能性を有する。固定化金属キレート化合物ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐアレイは、キレー
ト化により、銅、ニッケル、亜鉛およびガリウムのような遷移金属イオンを吸着する、ニ
トリロ三酢酸の官能性（ＩＭＡＣ３およびＩＭＡＣ３０）またはＯ－メタクリロイル－Ｎ
，Ｎ―ビス―カルボキシメチルチロシンの官能性（ＩＭＡＣ５０）を有する。前もって活
性化されたＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐアレイは、共有結合のためにタンパク質上の基と反応
し得るアシル－イミジゾールまたはエポキシドの官能基を有する。
【００４１】
　そのようなバイオチップは、さらに、以下に記載される：米国特許第６，５７９，７１
９号明細書（ＨｕｔｃｈｅｎｓおよびＹｉｐ、「Ｒｅｔｅｎｔａｔｅ　Ｃｈｒｏｍａｔｏ
ｇｒａｐｈｙ」、２００３年６月１７日）；米国特許第６，８９７，０７２号明細書（Ｒ
ｉｃｈら、「Ｐｒｏｂｅｓ　ｆｏｒ　ａ　Ｇａｓ　Ｐｈａｓｅ　Ｉｏｎ　Ｓｐｅｃｔｒｏ
ｍｅｔｅｒ」、２００５年５月２４日）；米国特許第６，５５５，８１３号明細書（Ｂｅ
ｅｃｈｅｒら、「Ｓａｍｐｌｅ　Ｈｏｌｄｅｒ　ｗｉｔｈ　Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ　Ｃ
ｏａｔｉｎｇ　ｆｏｒ　Ｇａｓ　Ｐｈａｓｅ　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ」、
２００３年４月２９日）；米国特許出願公開第２００３－００３２０４３Ａ１号明細書（
ＰｏｈｌおよびＰａｐａｎｕ、「Ｌａｔｅｘ　Ｂａｓｅｄ　Ａｄｓｏｒｂｅｎｔ　Ｃｈｉ
ｐ」、２００２年７月１６日）；および国際公開第０３／０４０７００号パンフレット（
Ｕｍら、「Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ　Ｓｕｒｆａｃｅ　Ｃｈｉｐ」、２００３年５月１５
日）；米国特許出願公開第２００３－０２１８１３０Ａ１号明細書（Ｂｏｓｃｈｅｔｔｉ
ら、「Ｂｉｏｃｈｉｐｓ　Ｗｉｔｈ　Ｓｕｒｆａｃｅｓ　Ｃｏａｔｅｄ　Ｗｉｔｈ　Ｐｏ
ｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ－Ｂａｓｅｄ　Ｈｙｄｒｏｇｅｌｓ」、２００３年４月１４日
）および米国特許出願公開第２００５－０５９０８６Ａ１号明細書（Ｈｕａｎｇら、「Ｐ
ｈｏｔｏｃｒｏｓｓｌｉｎｋｅｄ　Ｈｙｄｒｏｇｅｌ　Ｂｌｅｎｄ　Ｓｕｒｆａｃｅ　Ｃ
ｏａｔｉｎｇｓ」、２００５年３月１７日）。
【００４２】
　一般的に、吸着性の表面を持つプローブは、サンプル中に存在するバイオマーカーが該
吸着剤に結合することを可能にするに十分な期間の間、サンプルと接触させられる。イン
キュベーション期間後、支持体は、非結合物質を除去するために洗浄される。任意の適切
な洗浄溶液が用いられ得るが；好ましくは、水性溶液が用いられる。分子が結合して残る
範囲は、該洗浄の強度を調節することにより操作され得る。洗浄溶液の溶出特性は、例え
ば、ｐＨ、イオン強度、疎水性、カオトロピズムの程度、界面活性剤の強度、および温度
に依存し得る。プローブがＳＥＡＣおよびＳＥＮＤの両方の特性（本明細書中に記載され
る）を有さない限り、エネルギー吸収分子は、その後、結合したバイオマーカーをもつ支
持体に接触させられる。
【００４３】
　さらに別の実施方法において、該バイオマーカーを結合する抗体を有する固相結合免疫
吸着剤を用いて、バイオマーカーを捕捉することができる。非結合物質を除去するため、
該吸着剤を洗浄した後、該バイオマーカーは、固相から溶出され、そして該バイオマーカ
ーに結合するＳＥＬＤＩチップに接触させ、そしてＳＥＬＤＩにより分析することにより
検出される。
【００４４】
　支持体に結合したバイオマーカーは、飛行時間型質量分析計のような気相イオン分光器
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において検出される。該バイオマーカーは、レーザーのようなイオン化源によりイオン化
され、生じたイオンは、イオン光学装置により集められ、そしてその後、通過するイオン
を質量分析器が分散させ分析する。検出器が、その後、検出されたイオンの情報を質量／
電荷数に変換する。バイオマーカーの検出は、典型的には、シグナル強度の検出を含む。
したがって、バイオマーカーの量および質量の両方が、検出され得る。
【００４５】
　４．１．２　ＳＥＮＤ
　レーザー脱離質量分析の別の方法は、表面増強ニート脱離（Ｓｕｒｆａｃｅ－Ｅｎｈａ
ｎｃｅｄ　Ｎｅａｔ　Ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ）（「ＳＥＮＤ」）と呼ばれる。ＳＥＮＤは
、プローブ表面に化学的に結合された、エネルギー吸収分子を含有するプローブ（「ＳＥ
ＮＤプローブ」）の使用を含む。「エネルギー吸収分子」（ＥＡＭ）という句は、レーザ
ー脱離／イオン化源からのエネルギーを吸収可能で、そしてその後、その分子と接触して
いる分析物分子の脱離およびイオン化に関与する分子を表す。ＥＡＭカテゴリーは、ＭＡ
ＬＤＩで用いられる分子を含み、しばしば「マトリックス」といわれ、例としては、桂皮
酸誘導体、シナピン酸（ＳＰＡ）、シアン化ヒドロキシ桂皮酸（ＣＨＣＡ）およびジヒド
ロキシ安息香酸、フェルラ酸、ならびにヒドロキシアセトフェノン誘導体が挙げられる。
特定の実施形態において、エネルギー吸収分子は、線状ポリマーまたは架橋されたポリマ
ー（例えば、ポリメタクリレート）中に組み込まれる。例えば、組成物は、α－シアノ－
４－メタクリロイルオキシ桂皮酸およびアクリレートのコポリマーであり得る。別の実施
形態において、組成物は、α－シアノ－４－メタクリロイルオキシ桂皮酸、アクリレート
、および３－（トリ－エトキシ）シリルプロピルメタクリレートのコポリマーである。別
の実施形態において、組成物は、α－シアノ－４－メタクリロイルオキシ桂皮酸およびオ
クタデシルメタクリレート（「Ｃ１８　ＳＥＮＤ」）のコポリマーである。ＳＥＮＤはさ
らに、米国特許第６，１２４，１３７号明細書および国際公開第０３／６４５９４号パン
フレット（Ｋｉｔａｇａｗａ、「Ｍｏｎｏｍｅｒｓ　Ａｎｄ　Ｐｏｌｙｍｅｒｓ　Ｈａｖ
ｉｎｇ　Ｅｎｅｒｇｙ　Ａｂｓｏｒｂｉｎｇ　Ｍｏｉｅｔｉｅｓ　Ｏｆ　Ｕｓｅ　Ｉｎ　
Ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ／Ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ　Ｏｆ　Ａｎａｌｙｔｅｓ」、２００３年
８月７日）に記載される。
【００４６】
　ＳＥＡＣ／ＳＥＮＤは、レーザー脱離質量分析の型であり、ここで、捕捉剤およびエネ
ルギー吸収分子の両方が、表面を提示しているサンプルに取り付けられる。ＳＥＡＣ／Ｓ
ＥＮＤプローブは、したがって、外部のマトリックスに接触させる必要性はなく、親和性
の捕捉およびイオン化／脱離をとおして分析物の捕捉を可能にする。Ｃ１８　ＳＥＮＤバ
イオチップは、ＳＥＡＣ／ＳＥＮＤの型であり、捕捉剤として機能するＣ１８部分、およ
びエネルギー吸収部分として機能するＣＨＣＡ部分を含む。
【００４７】
　４．１．３．　ＳＥＰＡＲ
　ＬＤＩの別の型は、表面増強感光性付着および放出（Ｓｕｒｆａｃｅ－Ｅｎｈａｎｃｅ
ｄ　Ｐｈｏｔｏｌａｂｉｌｅ　Ａｔｔａｃｈｍｅｎｔ　ａｎｄ　Ｒｅｌｅａｓｅ）（「Ｓ
ＥＰＡＲ」）と呼ばれる。ＳＥＰＡＲは、分析物を共有結合し得る表面に取り付けられた
部分を有し、そしてその後、光への（例えば、レーザー光への（米国特許第５，７１９，
０６０）号明細書を参照のこと）曝露後、該部分における感光性の結合の破壊をとおして
該分析物を放出するプローブの使用を含む。ＳＥＰＡＲおよびＳＥＬＤＩの他の型は、本
発明に従って、バイオマーカーまたはバイオマーカーのプロフィールを検出するために容
易に適応される。
【００４８】
　４．１．４．　ＭＡＬＤＩ
　ＭＡＬＤＩは、タンパク質および核酸のような生体分子を分析するために用いられるレ
ーザー脱離／イオン化の従来からの方法である。一つのＭＡＬＤＩの方法において、サン
プルは、マトリックスと混合されＭＡＬＤＩチップ上に直接置かれる。しかしながら、血
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清または尿のような生物学的サンプルの複雑さによって、サンプルの前もっての分画なし
には、この方法は最適ではない。したがって、特定の実施形態において、バイオマーカー
は、樹脂（例えば、スピンカラム中の）のような固体支持体に結合された、生物特異的物
質（例えば、抗体）またはクロマトグラフィー物質で、好ましくは最初に捕捉される。β
２－ミクログロブリンを結合する特異的な親和性物質は、先に記載した。親和性物質上で
の精製後、バイオマーカーは、溶出され、そしてその後、ＭＡＬＤＩにより検出される。
【００４９】
　４．１．５．　質量分析法におけるイオン化の他の形態
　別の方法において、バイオマーカーは、ＬＣ－ＭＳまたはＬＣ－ＬＣ－ＭＳにより検出
される。これは、液体クロマトグラフィーを１回または２回通過させ、その後質量分析法
の分析（典型的にはエレクトロスプレーイオン化）により、サンプル中のタンパク質を分
析することを含む。
【００５０】
　４．１．６　データ分析
　飛行時間型質量分析による分析物の分析は、飛行時間型スペクトルを生成する。最終的
に分析される飛行時間型スペクトルは、典型的にはサンプルに対するイオン化エネルギー
の１パルスからのシグナルを示さないが、しかしむしろ多数のパルスからのシグナルの総
和を示す。これはノイズを減少させ、そしてダイナミックレンジを増加させる。この時間
飛行のデータが、その後、データ処理に供される。ＣｉｐｈｅｒｇｅｎのＰｒｏｔｅｉｎ
Ｃｈｉｐ（登録商標）ソフトウェアにおいてデータ処理は、典型的には、質量スペクトル
を生成するＴＯＦからＭ／Ｚへの変換（ＴＯＦ－ｔｏ－Ｍ／Ｚ　ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔ
ｉｏｎ）、装置のオフセットを除去するためのベースラインのサブトラクション、および
高周波数のノイズを減少させる高周波数ノイズフィルタリングを含む。
【００５１】
　バイオマーカーの脱離および検出により生成されるデータは、プログラム可能なデジタ
ル化されたコンピュータを使用して分析され得る。該コンピュータプログラムは、検出さ
れる各バイオマーカーの数、ならびに必要に応じて、検出される各バイオマーカーのシグ
ナルの強度および決定される分子質量を示すために、該データを分析する。データ分析は
、バイオマーカーのシグナル強度を決定する工程、および、前もって決定された統計学的
な分布から逸脱するデータを除去する工程を含み得る。例えば、観察されたピークは、あ
る基準に対して各ピークの高さを計算することにより、正規化され得る。
【００５２】
　コンピュータは、結果のデータを表示のために多様なフォーマットに変換し得る。標準
スペクトルが表示され得るが、一つの有用なフォーマットにおいて、ピークの高さおよび
質量の情報のみがスペクトルビューから保持され、明確なイメージを生じ、そしてほぼ同
一の分子量を持つバイオマーがをより容易に見えるようにする。別の有用なフォーマット
において、二つ以上のスペクトルが比較され、簡便に特有のバイオマーカーおよびサンプ
ル間でアップレギュレートまたはダウンレギュレートされるバイオマーカーを強調する。
これらのフォーマットのいずれかを用いて、特定のバイオマーカーがサンプル中に存在す
るか容易に決定し得る。
【００５３】
　分析は、一般的に、分析物からのシグナルを示すスペクトル中のピークの同定を含む。
ピークの選択は、視覚的になされ得るが、ＣｉｐｈｅｒｇｅｎのＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ
（登録商標）ソフトウェアパッケージの一部として、ピークの検出を自動化するソフトウ
ェアが入手可能である。一般的に、このソフトウェアは、選択された閾値より上のシグナ
ル対ノイズ比を有するシグナルを同定し、そしてピークシグナルの質量中心におけるピー
クの質量を標識することにより機能する。一つの有用な適用において、多くのスペクトル
が、質量スペクトルのいくつかの選択された部分中に存在する同一のピークを同定するた
めに比較される。このソフトウェアの一つのバージョンは、規定された質量範囲内の多様
なスペクトル中に現れる全てのピークをクラスターにして、そしてその質量（Ｍ／Ｚ）ク



(15) JP 5357746 B2 2013.12.4

10

20

30

40

50

ラスターの中点近くにある全てのピークに質量（Ｍ／Ｚ）を割り当てる。
【００５４】
　データを分析するために用いられるソフトウェアは、シグナルが、本発明によるバイオ
マーカーに対応するシグナル中のピークを示すかどうか決定するためのシグナルの分析に
、アルゴリズムを適用するコードを含み得る。該ソフトウェアはまた、観察されたバイオ
マーカーのピークに関するデータを、試験下で特定の臨床パラメーターの状態を表示する
バイオマーカーのピークまたはバイオマーカーのピークの組み合わせが存在するかどうか
を決定するため、分類ツリーまたはＡＮＮ分析に供し得る。データの分析は、サンプルの
質量スペクトルの分析から、直接的か非直接的かのどちらかで得られる多様なパラメータ
ーに、「適合させ」得る。これらのパラメーターは、一つ以上のピークの存在または欠如
、ピークまたはピークの群の形、一つ以上のピークの高さ、一つ以上のピークの高さの対
数、およびピークの高さのデータの計算操作を含むが、それらに限定されない。
【００５５】
　４．１．７　末梢性の動脈疾患のためのバイオマーカーのＳＥＬＤＩ検出のための一般
的な手順
　例えば、本発明のバイオマーカーの検出のための好ましい手順は、以下のとおりである
。試験される生物学サンプル（例えば、血清）は、好ましくはＳＥＬＤＩ分析前に前もっ
ての分画にかけられる。これは、サンプルを単純化し、そして感度を向上させる。前もっ
ての分画の好ましい方法は、サンプルを、Ｑ　ＨｙｐｅｒＤ（ＢｉｏＳｅｐｒａ，ＳＡ）
のような陰イオン交換クロマトグラフィー物質と接触させることを含む。結合した物質は
、その後、ｐＨ９、ｐＨ７、ｐＨ５、およびｐＨ４の緩衝剤を用いる段階的ｐＨ溶出にか
けられる。バイオマーカーが溶出される分画はまた、表１、表２（ｐＨによる）、および
図３にも示される。バイオマーカーを含む多様な分画が集められる。
【００５６】
　試験されるサンプル（好ましくは前もって分画された）は、再び表１、表２および／ま
たは図３において示されるように、その後、陽イオン交換吸着剤（好ましくはＣＭ１０　
ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐアレイ（Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ）
）またはＩＭＡＣ吸着剤（好ましくはＩＭＡＣ３０　ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐアレイ（Ｃ
ｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ））を含む親和性捕捉プローブと接触
させられる。非結合分子を洗い流すが、バイオマーカーは保持する緩衝剤で、プローブは
洗浄される（下記の例１を参照のこと）。バイオマーカーは、レーザー脱離／イオン化質
量分析法により検出される。
【００５７】
　あるいは、サンプルは、変性させるか、または変性させることなく、適切なアレイ結合
緩衝剤中で希釈され、そして結合され、そして各分析物を検出するために最適化された条
件下で洗浄され得る。
【００５８】
　あるいは、バイオマーカーを認識する抗体が入手可能ならば（例えば、Ｄａｋｏ、Ｕ．
Ｓ．Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ、Ｃｈｅｍｉｃｏｎ、Ａｂｃａｍ、およびＧｅｎｗａｙより）
、これらは、プローブ（例えば、前もって活性化されたＰＳ１０またはＰＳ２０　Ｐｒｏ
ｔｅｉｎＣｈｉｐアレイ（Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．））の
表面に取り付けられ得る。これらの抗体は、バイオマーカーを、サンプルからプローブ表
面上へ捕捉し得る。その後、バイオマーカーは、例えば、レーザー脱離／イオン化質量分
析法により検出され得る。
【００５９】
　流体工学操作を実行する任意のロボット（例えば、ＴｅｃａｎまたはＨａｍｉｌｔｏｎ
から入手可能なロボット）が、これらの分析において用いられ得る。
【００６０】
　４．２．　イムノアッセイによる検出
　本発明の別の実施形態において、本発明のバイオマーカーは、質量分析法以外の方法ま
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たは該バイオマーカーの質量の測定に頼る方法以外の方法により測定される。質量に依存
しない、一つのそのような実施形態において、β２－ミクログロブリンが、イムノアッセ
イにより測定される。イムノアッセイは、バイオマーカーを捕捉するために、抗体のよう
な生物特異的な捕捉剤を必要とする。抗体は、当該分野で周知の方法により（例えば、該
バイオマーカーで動物を免疫化することにより）、産生され得る。バイオマーカーは、バ
イオマーカーの結合特性に基づいてサンプルから単離され得る。あるいは、ポリペプチド
バイオマーカーのアミノ酸配列が知られているならば、該ポリペプチドが合成され得、そ
して当該分野で周知の方法により抗体を生成するために用いられ得る。β２－ミクログロ
ブリン抗体、および標準的な分析を用いてβ２－ミクログロブリンを検出するための方法
が、当該分野で記載されている（例えば、Ｈｉｌｇｅｒｔら（Ｆｏｌｉａ　Ｂｉｏｌ（Ｐ
ｒａｈａ）（１９８４）３０：３６９－７６））。通常の患者と比較してＰＡＤ患者にお
けるβ２－ミクログロブリンの増加したレベルを検出する、これらの抗体の使用の例が、
本明細書において提供される。リゾチームおよびシスタチンＣのイムノアッセイ検出のた
めの同様の方法がまた当該分野において公知である。
【００６１】
　本発明は、例えば、ＥＬＩＳＡを含むサンドイッチイムノアッセイまたは蛍光に基づく
イムノアッセイ、他の酵素イムノアッセイおよびウエスタンブロットを含む従来のイムノ
アッセイを企図する。比濁分析は、抗体が溶液中に存在する液相において実行される分析
である。抗原の抗体への結合は、測定される吸光度の変化を生じる。ＳＥＬＤＩに基づく
イムノアッセイにおいて、バイオマーカーのための生物特異的捕捉剤が、前もって活性化
されたＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐアレイのようなＭＳプローブの表面に取り付けられる。該
バイオマーカーは、その後、この捕捉剤をとおしてバイオチップ上に特異的に捕捉され、
そして該捕捉されたバイオマーカーは質量分析法により検出される。
【００６２】
　５．　被験体の末梢性の動脈疾患の状態の決定
　本発明のバイオマーカーは、被験体における末梢性の動脈疾患の状態を評価する（例え
ば、末梢性の動脈疾患を有する患者のリスクを評価する）診断上の試験において用いられ
得る。「末梢性の動脈疾患」の句は、該疾患の任意の区別可能な徴候（非疾患を含む）を
含む。例えば、末梢性の動脈疾患の状態は、疾患の存在または非存在（例えば、末梢性の
動脈疾患対非末梢性の動脈疾患）、疾患発症のリスク、該疾患の段階、疾患の進行（例え
ば、長期間の疾患の進行または疾患の寛解）および疾患の処置への有効性または応答を含
むが、限定はされない。
【００６３】
　末梢性の動脈疾患の状態と試験結果の相関は、ある種の分類アルゴリズムを該結果に適
用して該状態を記述することを含む。該分類アルゴリズムは、測定されたβ２－ミクログ
ロブリンの量が、特定のカットオフ値の上または下にあるか否かを決定するだけの単純さ
であり得る。複数のバイオマーカーまたは心臓血管のリスクファクター（例えば、年齢、
性別、血圧、血糖、および血中コレステロール）が用いられる場合、該分類アルゴリズム
は、線形回帰式でありえる。あるいは、該分類アルゴリズムは、本明細書に記載される多
数の学習アルゴリズムのいずれかの産物であり得る。
【００６４】
　複雑な分類アルゴリズムの場合においては、該アルゴリズムをデータ上で実行する必要
があり得、したがって、コンピュータ（例えば、プログラム可能なデジタルコンピュータ
）を用いて、分類を決定する。したがって、いずれの場合においても、状態を有形の媒体
、例えば、メモリードライブまたはディスクのようなコンピュータで読み込み可能なフォ
ーマット中に記録、または単純に紙上に印刷することができる。結果はまた、コンピュー
タ画面上で報告され得る。
【００６５】
　５．１．　単一マーカー
　状態を正確に予測する診断上の試験の能力は、一般的に、分析の感度、分析の特異性、



(17) JP 5357746 B2 2013.12.4

10

20

30

40

50

または受信者特性（「ＲＯＣ」）曲線下の面積として測定される。感度は、陽性になる試
験によって予測される真の陽性の割合であり、一方、特異性は陰性になる試験によって予
測される真の陰性の割合である。ＲＯＣ曲線は、１－特異性の関数としての試験の感度を
提供する。ＲＯＣ曲線下面積が大きいほど、試験の予測値はより強力である。試験の有意
性の他の有用な測定は、陽性の予測値および陰性の予測値である。陽性の予測値は、実際
に陽性である、試験が陽性の人の割合である。陰性の予測値は、実際に陰性である、試験
が陰性の人の割合である。
【００６６】
　β２－ミクログロブリンは、異なる末梢性の動脈疾患における統計的な相違を示す。こ
れらのバイオマーカーを単独で、または組み合わせで用いる診断上の試験は、少なくとも
７５％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、
少なくとも９８％、および約１００％の感度および特異性を示す。高い感度を有するが特
異性が低い試験は、その陰性予測値がＰＡＤの診断を排除するために十分に高い場合は、
なお有用であり得る。高い感度を有するが特異性が低い、臨床的に非常に有用な試験の例
は、肺換気‐血流スキャンである。陰性予測値が９５％を超えることから、陰性試験は、
事実上、肺塞栓症を排除する。そのような試験結果は、さらなるそしてより高価な試験の
必要性を減少させ得る。
【００６７】
　β２－ミクログロブリン、リゾチーム、シスタチンＣは、末梢性の動脈疾患において差
異的に存在し、そしてそれゆえ、それら自体が末梢性の動脈疾患の状態の決定の方法にお
いて、それぞれ有用である。該方法は、第一に、本明細書に記載される方法（例えば、イ
ムノアッセイまたは質量分析による検出が後に続くＳＥＬＤＩバイオチップ上での捕捉）
を用いて被験体サンプルにおけるβ２－ミクログロブリンを測定し、そして第二に、その
測定値を、末梢性の動脈疾患状態陰性から末梢性の動脈疾患状態陽性を区別する診断上の
量またはカットオフと比較することを含む。診断上の量は、被験体が、特定の末梢性の動
脈疾患状態を有すると分類されるより高いか、または低い、バイオマーカーの測定された
量を示す。例えば、β２－ミクログロブリンは、正常と比較して、末梢性の動脈疾患にお
いてアップレギュレートされているため、したがって、診断上のカットオフより上のβ２
－ミクログロブリンの測定量は、末梢性の動脈疾患のリスクの増加を示す。対照的に、お
そらく十分に低いレベルは、診断として事実上ＰＡＤを排除する。当該分野で十分に理解
されているように、分析において用いられる特定の診断上のカットオフを調節することに
より、診断医の選択に依存して診断上の分析の感度または特異性を増加させることができ
る。特定の診断上のカットオフは、例えば、本明細書中で行われたように、異なる末梢性
の動脈疾患の状態の被験体からの統計的に有意な数のサンプルにおけるバイオマーカーの
量を測定し、そして診断医に所望されるレベルの特異性および感度に合せるようにカット
オフを描くことにより、決定され得る。
【００６８】
　５．２．　マーカーの組み合わせ
　個々のバイオマーカーは、有用な診断上のバイオマーカーであるが、バイオマーカーの
組み合わせが、一つのバイオマーカー単独よりも特定の状態のより高い予測値を提供し得
ることが見い出された。特に、サンプル中の複数のバイオマーカーの検出は、試験の感度
および／または特異性を増大させ得る。少なくとも二つのバイオマーカーの組み合わせが
、しばしば「バイオマーカープロフィール」または「バイオマーカーフィンガープリント
」として言及される。したがって、β２－ミクログロブリンは、診断上の試験の感度およ
び／または特異性を改善するため、末梢性の動脈疾患のための他のバイオマーカーと組み
合わされ得る。ＰＡＤのスクリーニングために有用な他のバイオマーカーの例は、２００
５年５月２６日に出願されたＰＣＴ出願第ＵＳ２００５／０１８７２８号（国際公開第２
００５／１２１７５８号パンフレット）において見い出される。
【００６９】
　５．３．　末梢性の動脈疾患の状態
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　末梢性の動脈疾患の状態を決定することは、典型的には、診断上の試験の結果に基づい
て、個体を二つ以上の群（状態）の一つに分類することを含む。本明細書中に記載される
診断上の試験は、多数の異なる状態間で分類するために用いられ得る。「ＰＡＤ状態」の
句は、区別すること（とりわけ、ＰＡＤ対非ＰＡＤ（例えば、正常）および／またはＰＡ
Ｄ対「長期跛行性者」ＰＡＤ（ＬＣ　ＰＡＤ））を含む。長期跛行性者は、他の患者より
も制限を受けていないＰＡＤの個体である（すなわち、長期跛行性者は、スキナー－ガー
ドナープロトコル（Ｓｋｉｎｎｅｒ－Ｇａｒｄｎｅｒ　ｐｒｏｔｏｃｏｌ）を用いてトレ
ッドミル上で１２分間以上歩行できる）。この状態に基づいて、さらなる診断上の試験ま
たは治療上の手順もしくはレジメンを含む、さらなる手順が示され得る。
【００７０】
　（５．３．１．疾患の存在）
　１つの実施形態において、本発明は、被験体において末梢性の動脈疾患のリスク（状態
：末梢性の動脈疾患　対　非末梢性動脈疾患）を評価するための方法を提供する。末梢性
の動脈疾患のリスクは、関連バイオマーカーを測定し、次いで、その測定を分類アルゴリ
ズムに提示するか、あるいはその測定を特定のリスクレベルと関連するバイオマーカーの
参照量および／またはパターンと比較するかのいずれかによって、決定される。
【００７１】
　（５．３．２．疾患を発症するリスクの決定）
　１つの実施形態において、本発明は、被験体において末梢性の動脈疾患を発症するリス
ク（状態：低リスク　対　高リスク）を決定するための方法を提供する。バイオマーカー
の量またはパターンは、種々のリスク状態（例えば、高い、中程度または低い）に特徴的
である。疾患を発症するリスクは、関連バイオマーカーを測定し、次いで、その測定を分
類アルゴリズムに提示するか、あるいはその測定を特定のリスクレベルと関連するバイオ
マーカーの参照量および／またはパターンと比較するかのいずれかによって、決定される
。
【００７２】
　（５．３．３．疾患の病期の決定）
　１つの実施形態において、本発明は、被験体において疾患の病期を決定するための方法
を提供する。疾患の各病期は、バイオマーカーの特徴的な量またはバイオマーカーのセッ
トの相対量（パターン）を有する。疾患の病期は、関連バイオマーカー（例えば、β２－
ミクログロブリン）を測定し、次いで、その測定を分類アルゴリズムに提示するか、ある
いはその測定を特定の特定の病期と関連するバイオマーカーの参照量および／またはパタ
ーンと比較するかのいずれかによって、決定される。例えば、初期の末梢性の動脈疾患と
非末梢性動脈疾患との間を分類することができる
　（５．３．４．疾患の経過（進行／寛解）の決定）
　１つの実施形態において、本発明は、被験体において疾患の経過を決定するための方法
を提供する。疾患の経過とは、疾患の進行（悪化）および疾患の退行（改善）を含む経時
的な疾患状態の変化をいう。時間とともに、上記バイオマーカーの量または相対量（例え
ば、パターン）は、変化する。例えば、高いβ２－ミクログロブリンレベル、および／ま
たは高いリゾチームレベルおよび／または高いシスタチンＣレベルは、ＰＡＤと関連づけ
られる。したがって、罹患または非罹患に関して経時的に増加するかまたは減少するかの
いずれかであるこれらのマーカーの傾向は、その疾患の経過をモニタリングするために使
用され得る。したがって、本方法は、少なくとも２つの異なる時点（例えば、第１の時間
および第２の時間）について被験体における１種以上のバイオマーカーを測定すること、
および存在する場合、量の変化を比較することを包含する。疾患の経過は、これらの比較
に基づいて決定される。
【００７３】
　（５．４．上記状態の報告）
　本発明のさらなる実施形態は、アッセイ結果または診断あるいはその両方を例えば、技
術者、医師または患者に連絡することに関する。特定の実施形態において、コンピュータ
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ーは、アッセイ結果または診断あるいはその両方を、目的とするパートナー（例えば、医
師およびそれらの患者）に連絡するために使用される。いくつかの実施形態において、上
記アッセイは、結果または診断が連絡される国家または管区とは異なる国家または管区に
おいて行われるか、あるいは上記アッセイ結果は、結果または診断が連絡される国家また
は管区とは異なる国家または管区において分析される。
【００７４】
　本発明の好ましい実施形態において、検査被験体におけるβ２－ミクログロブリンおよ
び／またはリゾチームおよび／またはシスタチンＣに基づく診断は、その診断が得られた
後にその被験体に連絡される。上記診断は、被験体の処置医によってその被験体に連絡さ
れ得る。あるいは、上記診断は、電子メールによって検査被験体に送られてもよく、電話
によってその被験体に伝達されてもよい。コンピューターは、電子メールまたは電話によ
って上記診断を伝達するために使用され得る。特定の実施形態において、診断検査の結果
を含む伝達事項は、遠距離通信の当業者になじみのあるコンピューターハードウェアとソ
フトウェアとの組合せを使用して、作成され得、そして上記被験体に対して自動的に伝達
され得る。健康保険対応型の伝達システム（ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ－ｏｒｉｅｎｔｅｄ　
ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ　ｓｙｓｔｅｍ）の１つの例は、米国特許第６，２８３，
７６１号に記載されるが；しかし、本発明は、この特定の伝達システムを利用する方法に
限定されない。本発明の方法の特定の実施形態において、本方法の工程（サンプルをアッ
セイすること、疾患を診断すること、およびアッセイ結果または診断を伝達することが挙
げられる）の全てまたはいくつかは、種々（例えば、外国）の管区において行われ得る。
【００７５】
　（５．５．被験体の管理）
　末梢性の動脈疾患状態を定量または評価する方法の特定の実施形態において、その方法
は、その状態に基づいて被験体の処置を管理することをさらに含む。このような管理は、
末梢性の動脈疾患状態を決定することに続く医師または臨床家の行為を包含する。例えば
、医師が末梢性の動脈疾患の診断を行う場合、処置の特定のレジメンが後に続き得る。処
置の適切なレジメンとしては、管理された自動運動プログラム；血圧、糖摂取、および／
または脂質レベルの制御；任意の必要なカウンセリングまたはニコチンの置換を含む喫煙
の中止；ならびにアスピリンの投与（ジピリダモールを伴うかまたは伴わない）、クロピ
ドグレルの投与、シロスタゾールの投与、および／またはペントキシフィリンの投与を含
む薬物療法が挙げられ得るが、これらに限定されない。あるいは、ＰＡＤの診断は、患者
がＰＡＤの特定の形態に罹患しているか否か、または患者が関連する疾患（例えば、冠状
動脈疾患）に罹患しているか否かを決定するためのその後のさらなる検査を含み得る。ま
た、診断検査がＰＡＤ状態において不確定な結果を与える場合、さらなる検査が、要求さ
れ得る。
【００７６】
　（６．末梢性の動脈疾患状態を低了するための分類アルゴリズムの作成）
　いくつかの実施形態において、「既知のサンプル」などのサンプルを使用してもたらさ
れるスペクトル（例えば、質量スペクトルまたは飛行時間型スペクトル）に由来するデー
タは、次いで、分類モデルを「トレーニング」するために使用され得る。「既知のサンプ
ル」は、予め分類されているサンプルである。上記スペクトルに由来し、そして上記分類
モデルを形成するために使用されるデータは、「トレーニングデータセット」と称され得
る。一旦トレーニングされると、上記分類モデルは、未知のサンプルを使用してもたらさ
れるスペクトルに由来するデータにおいてパターンを認識し得る。次いで、上記分類モデ
ルは、上記未知のサンプルをクラスに分類するために使用され得る。これは、例えば、特
定の生物学的サンプルが特定の生物学的状態（例えば、罹患　対　非罹患）に関連するか
否かを予想することにおいて有用であり得る。
【００７７】
　上記分類モデルを形成するために使用されるトレーニングデータセットは、生データま
たは予め処理されたデータを含み得る。いくつかの実施形態において、生データは、飛行
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時間型スペクトルまたは質量スペクトルから直接得ることができ、次いで必要に応じて、
上に記載される通り、「予め処理」され得る。
【００７８】
　分類モデルは、上記データに存在する客観的パラメータに基づいてデータの本体をクラ
スへと分離することを試みる任意の適切な統計学的分類（または「学習」）方法を使用し
て形成され得る。分類方法は、管理されているか、または管理されていないかのいずれか
であり得る。管理されている分類プロセスおよび管理されていない分類プロセスの例は、
Ｊａｉｎ、「Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ　Ｐａｔｔｅｒｎ　Ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ：Ａ　
Ｒｅｖｉｅｗ」、ＩＥＥＥ　Ｔｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓ　ｏｎ　Ｐａｔｔｅｒｎ　Ａｎａ
ｌｙｓｉｓ　ａｎｄ　Ｍａｃｈｉｎｅ　Ｉｎｔｅｌｌｉｇｅｎｃｅ、第２２巻、第１号、
２０００年１月（この教示は、参考として援用される）に記載される。
【００７９】
　管理されている分類において、既知のカテゴリーの例を含むトレーニングデータは、既
知のクラスの各々を規定する関係の１つ以上のセットを学習する学習機構に与えられる。
次いで、新規データは、上記学習機構に適用され得、次いでその学習機構は、学習された
関係を使用して新規データを分類する。管理されている分類プロセスの例としては、線形
回帰プロセス（例えば、重回帰（ＭＬＲ）、偏相関最小二乗（ＰＬＳ）回帰および主成分
回帰（ＰＣＲ））、２分決定木（例えば、ＣＡＲＴ－分類・回帰木（ｃｌａｓｓｉｆｉｃ
ａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ　ｔｒｅｅｓ）などの再帰分割プロセス）、
逆伝搬網（ｂａｃｋ　ｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ　ｎｅｔｗｏｒｋ）などの人工ニューラル
ネットワーク（ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ　ｎｅｕｒａｌ　ｎｅｔｗｏｒｋ）、判別分析（例
えば、ベイズ分類子またはフィッシャー分析）、ロジスティック分類子、およびサポート
ベクター分類子（ｓｕｐｐｏｒｔ　ｖｅｃｔｏｒ　ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ）（サポートベ
クターマシン）が挙げられる。
【００８０】
　好ましい管理されている分類方法は、再帰分割プロセスである。再帰分割プロセスは、
未知のサンプルに由来するスペクトルを分類するために、再帰分割木を使用する。再帰分
割プロセスについてのさらなる詳細は、米国特許第６，６７５，１０４号（Ｐａｕｌｓｅ
ら、「Ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏｒ　ａｎａｌｙｚｉｎｇ　ｍａｓｓ　ｓｐｅｃｔｒａ」）に提
供される。
【００８１】
　他の実施形態において、作成される分類モデルは、管理されていない学習方法を使用し
て形成され得る。管理されていない分類は、上記トレーニングデータセットが得られたス
ペクトルを予め分類することなく、そのトレーニングデータセットにおける類似性に基づ
いて分類を学習することを試みる。管理されていない学習方法としては、クラスター分析
が挙げられる。クラスター分析は、データを「クラスター」またはグループに分けること
を試み、そのクラスターまたはグループは、理想的には、互いに非常に類似し、かつ他の
クラスターのメンバーとは非常に異なるメンバーを有するべきである。次いで、類似性が
、いくつかの距離（データ項目間の距離を測定し、および互いに近いデータ項目を一緒に
クラスター化する）を使用して測定される。クラスター化技術としては、ＭａｃＱｕｅｅ
ｎのＫ－平均アルゴリズムおよびＫｏｈｏｎｅｎの自己組織化マップアルゴリズムが挙げ
られる。
【００８２】
　生物学的情報の分類における使用に関して主張される学習アルゴリズムは、例えば、Ｐ
ＣＴ国際公開０１／３１５８０号（Ｂａｒｎｈｉｌｌら、「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　ｄ
ｅｖｉｃｅｓ　ｆｏｒ　ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ　ｐａｔｔｅｒｎｓ　ｉｎ　ｂｉｏｌｏ
ｇｉｃａｌ　ｓｙｓｔｅｍｓ　ａｎｄ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｏｆ　ｕｓｅ　ｔｈｅｒｅｏｆ
」）、米国特許出願第２００２　０１９３９５０号Ａ１（Ｇａｖｉｎら、「Ｍｅｔｈｏｄ
　ｆｏｒ　ａｎａｌｙｚｉｎｇ　ｍａｓｓ　ｓｐｅｃｔｒａ」）、米国特許出願第２００
３　０００４４０２号Ａ１（Ｈｉｔｔら、「Ｐｒｏｃｅｓｓ　ｆｏｒ　ｄｉｓｃｒｉｍｉ
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ｎａｔｉｎｇ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｓｔａｔｅｓ　ｂａｓｅｄ　ｏ
ｎ　ｈｉｄｄｅｎ　ｐａｔｔｅｒｎｓ　ｆｒｏｍ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｄａｔａ」）
、および米国特許出願第２００３　００５５６１５号Ａ１（ＺｈａｎｇおよびＺｈａｎｇ
、「Ｓｙｓｔｅｍｓ　ａｎｄ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ　ｂｉｏ
ｌｏｇｉｃａｌ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｄａｔａ」）に記載される。
【００８３】
　上記分類モデルは、任意の適切なデジタル化されたコンピューターにおいて形成および
使用され得る。適切なデジタル化されたコンピューターとしては、任意の標準または専門
のオペレーティングシステム（例えば、Ｕｎｉｘ（登録商標）ベース、Ｗｉｎｄｏｗｓ（
登録商標）ベースまたはＬｉｎｕｘ（登録商標）ベースのオペレーティングシステム）を
使用する、マイクロコンピューター、ミニコンピューター、または大型コンピューター（
ｌａｒｇｅ　ｃｏｍｐｕｔｅｒ）が挙げられる。使用されるデジタル化されたコンピュー
ターは、目的のスペクトルを生成するために使用される質量分析計から物理的に分離され
得るか、またはそのデジタル化されたコンピューターは、質量分析計に結合され得る。
【００８４】
　本発明の実施形態に従うトレーニングデータセットおよび分類モデルは、デジタル化さ
れたコンピューターによって実行または使用されるコンピューターコードによって具現化
され得る。上記コンピューターコードは、光学ディスクまたは磁気ディスク、スティック
、テープなどを含む任意の適切なコンピューター読み取り可能な媒体に保存され得、そし
てそのコンピューターコードは、Ｃ、Ｃ＋＋、ビジュアルベーシックなどを含む任意の適
切なコンピュータープログラミング言語で書かれ得る。
【００８５】
　上に記載される学習アルゴリズムは、既に発見されているバイオマーカーのための分類
アルゴリズムの開発、または末梢性の動脈疾患についての新規バイオマーカーを見出すた
めの分類アルゴリズムの開発の両方に有用である。次いで、上記分類アルゴリズムは、単
独かまたは組み合わせて使用されるバイオマーカーについての診断値（例えば、カットオ
フポイント）を提供することによって診断検査の基礎を形成する。
【００８６】
　（７．材料の組成物）
　別の局面において、本発明は、本発明のバイオマーカー（例えば、β２－ミクログロブ
リン、リゾチーム、シスタチンＣおよび表１、表２および図３に列挙される他のバイオマ
ーカー）に基づく材料の組成物を提供する。
【００８７】
　１つの実施形態において、本発明は、本発明のバイオマーカーを精製された形態で提供
する。精製されたバイオマーカーは、抗体を惹起する抗原としての有用性を有する。精製
されたバイオマーカーはまた、アッセイ手順における標準としての有用性を有する。本明
細書中で使用される場合、「精製されたバイオマーカー」は、そのバイオマーカーが見出
される生物学的サンプルに由来する他のタンパク質およびペプチド、ならびに／または他
の物質から単離されている、バイオマーカーである。上記バイオマーカーは、生物学的流
体（例えば、尿または血清）から単離され得る。バイオマーカーは、当該分野において公
知である任意の方法を使用して精製され得、その方法としては、機械的分離（例えば、遠
心分離）、硫酸アンモニウム沈殿、透析（サイズ排除透析が挙げられる）、電気泳動（例
えば、アクリルアミドゲル電気泳動）、サイズ排除クロマトグラフィー、アフィニティー
クロマトグラフィー、アニオン交換クロマトグラフィー、カチオン交換クロマトグラフィ
ー、および金属キレートクロマトグラフィーが挙げられるが、これらに限定されない。こ
のような方法は、任意の適切なスケール（例えば、クロマトグラフィーカラム、またはバ
イオチップ）において行われ得る。
【００８８】
　別の実施形態において、本発明は、本発明のバイオマーカーに特異的に結合する生物特
異的捕捉剤を、必要に応じて、精製された形態で提供する。１つの実施形態において、上
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記生物特異的捕捉剤は、抗体である。このような組成物は、上記バイオマーカーを検出ア
ッセイにおいて検出するため（例えば、診断のため）に有用である。
【００８９】
　別の実施形態において、本発明は、本発明のバイオマーカーに結合する生物特異的捕捉
剤を含む物品を提供し、この試薬は、固相に結合される。例えば、本発明は、生物特異的
捕捉剤によって誘導体化されたビーズ、チップ、メンブレン、モノリスまたはマイクロタ
イタープレートを備えるデバイスを企図する。このような物品は、バイオマーカー検出ア
ッセイにおいて有用である。
【００９０】
　別の局面において、本発明は、本発明のバイオマーカーに結合される生物特異的捕捉剤
（例えば、抗体）を含む組成物を提供し、その組成物は、必要に応じて、精製された形態
である。このような組成物は、上記バイオマーカーを精製するために有用であるか、また
は上記バイオマーカーを検出するためのアッセイにおいて有用である。
【００９１】
　別の実施形態において、本発明は、吸着剤（例えば、クロマトグラフフィー吸着剤また
は生物特異的捕捉剤）が付着する固体基材を備える物品を提供し、その吸着剤は、本発明
のバイオマーカーにさらに結合される。１つの実施形態において、上記物品は、質量分析
のためのバイオチップまたはプローブ（例えば、ＳＥＬＤＩプローブ）である。このよう
な物品は、上記バイオマーカーを精製するためか、または上記バイオマーカーを検出する
ために有用である。
【００９２】
　（８．末梢性の動脈疾患についてのバイオマーカーの検出のためのキット）
　別の局面において、本発明は、末梢性の動脈疾患状態を定量するためのキットを提供し
、そのキットは、本発明に従うバイオマーカーを検出するために使用される。１つの実施
形態において、上記キットは、固体支持体（例えば、チップ、マイクロタイタープレート
またはビーズもしくは樹脂）を備え、その固体支持体に捕捉剤が付着しており、その捕捉
剤は、本発明のバイオマーカーに結合する。したがって、例えば、本発明のキットは、Ｓ
ＥＬＤＩのための質量分析プローブ（例えば、ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ（登録商標）アレ
イ）を備え得る。生物特異的捕捉剤の場合において、上記キットは、反応性の表面を有す
る固体支持体、および生物特異的捕捉剤（例えば、β２－ミクログロブリンに対する抗体
）を含む容器を備え得る。
【００９３】
　上記キットはまた、洗浄溶液または洗浄溶液を作製するための説明書を備えることがで
き、そのキットにおいて、捕捉剤と洗浄溶液との組合せは、例えば、質量分析によるその
後の検出のための、固体支持体上でのバイオマーカーの捕捉を可能にする。上記キットは
、１種よりも多い型の吸着剤を含むことができ、その吸着剤の各々は、異なる固体支持体
上に存在する。
【００９４】
　さらなる実施形態において、このようなキットは、適切な操作パラメータについての説
明書をラベルまたは別個の挿入物の形態で備え得る。例えば、その説明書は、サンプルを
回収する方法、プローブを洗浄する方法または検出されるべき特定のバイオマーカーにつ
いての情報を、消費者に提供する。
【００９５】
　なお別の実施形態において、上記キットは、較正のための標準として使用されるべきバ
イオマーカーサンプルを含む１つ以上の容器を備え得る。
【００９６】
　（９．薬学的薬物の治療効力の決定）
　別の実施形態において、本発明は、薬学的薬物の治療効力を決定するための方法を提供
する。これらの方法は、薬物の臨床試験を行うこと、およびその薬物に対する患者の経過
をモニタリングすることにおいて有用である。治療または臨床試験は、薬物を特定のレジ
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メンにおいて投与することを包含する。上記レジメンは、単回用量の薬物または経時的な
複数回用量の薬物を含み得る。医師または臨床研究者は、患者または被験体に対する薬物
の効果を、投与の経過にわたってモニタリングする。薬物が上記状態に対して薬理学的影
響を有する場合、β２－ミクログロブリン（またはリゾチームおよび／もしくはシスタチ
ンＣ）の量または相対量（例えば、パターンまたはプロフィール）は、非疾患プロフィー
ルへと変化する。例えば、β２－ミクログロブリンは、ＰＡＤを有する患者において増加
する。したがって、ＰＡＤを有する被験体における処置の効果（および他のバイオマーカ
ー）を処置の経過の間に追跡できる。したがって、この方法は、薬物治療を受ける被験体
において１種以上のバイオマーカーを測定すること、およびそのバイオマーカーの量とそ
の被験体の疾患状態とを関連づけることを包含する。この方法の１つの実施形態は、薬物
治療の経過の間の少なくとも２つの異なる時点（例えば、第１回および第２回）について
の上記バイオマーカーのレベルを決定すること、および存在する場合、そのバイオマーカ
ーの量の変化を比較することを包含する。例えば、上記バイオマーカーは、薬物投与の前
後または薬物投与の間における２つの異なる時点で測定され得る。治療の効果は、これら
の比較に基づいて決定される。処置が有効である場合、上記バイオマーカーは、正常へと
向かうが、処置が有効ではない場合、上記バイオマーカーは、疾患適応へと向かう。処置
が有効である場合、上記バイオマーカーは、正常へと向かうが、処置が有効ではない場合
、上記バイオマーカーは、疾患適応へと向かう。
【００９７】
　（１０．スクリーニングアッセイにおける末梢性の動脈疾患についてのバイオマーカー
使用および末梢性の動脈疾患を処置する方法）
　本発明の方法は、同様に他の用途も有する。例えば、上記バイオマーカーは、インビト
ロまたはインビボにおけるそのバイオマーカーの発現を調節する化合物（次いで、この化
合物は、患者において末梢性の動脈疾患を処置または予防することに有用であり得る）に
ついてスクリーニングするために使用され得る。別の例において、上記バイオマーカーは
、末梢性の動脈疾患についての処置に対する応答をモニタリングするために使用され得る
。なお別の例において、上記バイオマーカーは、被験体が末梢性の動脈疾患を発症するリ
スクを有するか否かを決定するための家系学研究において使用され得る。
【００９８】
　治療的検査に適切な化合物は、最初に、β２－ミクログロブリンおよび本明細書中に列
挙される１種以上のバイオマーカー（例えば、リゾチームまたはシスタチンＣ）と相互作
用する化合物を同定することによってスクリーニングされ得る。例として、スクリーニン
グは、バイオマーカーを組換え発現させること、そのバイオマーカーを精製すること、お
よびそのバイオマーカーを基材に固定することを包含し得る。次いで、試験化合物は、代
表的には水性条件において上記基材と接触され、そしてその試験化合物と上記バイオマー
カーとの間の相互作用が、例えば、塩濃度の関数として溶出速度を測定することによって
測定される。特定のタンパク質は、表１、表２または図３の１種以上のバイオマーカーを
認識および切断し得、この場合において、そのタンパク質は、標準的なアッセイにおいて
１種以上のバイオマーカーの消化をモニタリングすること（例えば、そのタンパク質のゲ
ル電気泳動）によって検出され得る。
【００９９】
　関連する実施形態において、試験化合物が１種以上の上記バイオマーカーの活性を阻害
する能力が、測定され得る。当業者は、特定のバイオマーカーの活性を測定するために使
用される技術がそのバイオマーカーの機能および特性に依存して変わることを認識する。
。例えば、バイオマーカーの酵素的活性は、適切な基質が利用可能であること、および基
質の濃度または反応生成物の出現が容易に測定可能であることを条件として、アッセイさ
れ得る。潜在的に治療的な試験化合物が所定のバイオマーカーの活性を阻害または増強す
る能力は、その試験化合物の存在下または非存在下において触媒作用の速度を測定するこ
とによって決定され得る。試験化合物がβ２－ミクログロブリン、リゾチーム、シスタチ
ンＣまたは本明細書中の別の１種以上のバイオマーカーの非酵素的（例えば、構造的）な
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機能または活性を妨げる能力もまた、測定され得る。例えば、β２－ミクログロブリンを
含む複数のタンパク質の複合体の自己集合は、試験化合物の存在下または非存在下におけ
る分光学によってモニタリングされ得る。あるいは、上記バイオマーカーが転写の非酵素
的エンハンサーである場合、そのバイオマーカーが転写を増強する能力を妨げる試験化合
物は、その試験化合物の存在下および非存在下で、インビボまたはインビトロにおけるバ
イオマーカー依存性の転写のレベルを測定することによって同定され得る。
【０１００】
　表１、表２または図３の任意のバイオマーカーの活性を調節し得る試験化合物は、末梢
性の動脈疾患に罹患しているか患者、または末梢性の動脈疾患を発症するリスクを有する
患者に投与され得る。例えば、特定のバイオマーカーの活性を増大させる試験化合物の投
与は、インビボにおける特定のバイオマーカーの活性が末梢性の動脈疾患に関するタンパ
ク質の蓄積を妨げる場合、患者において末梢性の動脈疾患のリスクを減少させ得る。対照
的に、特定のバイオマーカーの活性を減少させる試験化合物の投与は、そのバイオマーカ
ーが少なくとも部分的に末梢性の動脈疾患の発症を担う場合、患者において末梢性の動脈
疾患のリスクを減少させ得る。
【０１０１】
　さらなる局面において、本発明は、β２－ミクログロブリン、リゾチーム、またはシス
タチンＣの改変された形態のレベルの増大に関連する障害（例えば、末梢性の動脈疾患）
の処置のために有用である化合物を同定するための方法を提供する。例えば、１つの実施
形態において、細胞抽出物または発現ライブラリーは、完全長β２－ミクログロブリンの
β２－ミクログロブリンの切断された（ｔｒｕｎｃａｔｅｄ）形態への切断（ｃｌｅａｖ
ａｇｅ）を触媒する化合物についてスクリーニングされ得る。このようなスクリーニング
アッセイの１つの実施形態において、β２－ミクログロブリンの切断は、フルオロフォア
をβ２－ミクログロブリンに結合させることによって検出され得、フルオロフォアを結合
させることは、β２－ミクログロブリンが切断されない場合、消光したままであるが、そ
のタンパク質が切断される場合、蛍光を発する。あるいは、アミノ酸ｘとアミノ酸ｙとの
間のアミド結合を切断不可能にするように改変された完全長β２－ミクログロブリンのバ
ージョンは、インビボで完全長β２－ミクログロブリンをその部位にて切断する細胞プロ
テアーゼに選択的に結合するか、またはその細胞プロテアーゼを選択的に「捕捉」するた
めに使用され得る。プロテアーゼおよびそれらの標的をスクリーニングする方法およびプ
ロテアーゼおよびそれらの標的を同定する方法は、科学文献（例えば、Ｌｏｐｅｚ－Ｏｔ
ｔｉｎら（Ｎａｔｕｒｅ　Ｒｅｖｉｅｗｓ、３：５０９－５１９（２００２）））におい
て充分に文書化される。
　なお別の実施形態において、本発明の方法は、切断されたβ２－ミクログロブリンのレ
ベルの増大に関連する疾患（例えば、末梢性の動脈疾患）の進行または可能性を処置また
は低減させるための方法を提供する。例えば、完全長β２－ミクログロブリンを切断する
１種以上のタンパク質が同定された後、コンビナトリアルライブラリーは、同定されたタ
ンパク質の切断活性を阻害する化合物についてスクリーニングされ得る。化学ライブラリ
ーをこのような化合物についてスクリーニングする方法は、当該分野において周知である
。例えば、Ｌｏｐｅｚ－Ｏｔｉｎら（２００２）を参照のこと。あるいは、阻害性化合物
は、β２－ミクログロブリンの構造に基づいてデータ処理可能に（ｉｎｔｅｌｌｉｇｅｎ
ｔｌｙ）設計され得る。
【０１０２】
　完全長β２－ミクログロブリンは、身体の鉄貯留の調節、ならびに遺伝性ヘモクロマト
ーシス、慢性腎不全、および腎性貧血に関連すると考えられる。β２－ミクログロブリン
発現はまた、インターロイキンカスケードを介する身体の免疫応答の一部として含まれる
。β２－ミクログロブリンはそのプレプロ形態およびプロ形態から高度にプロセシングさ
れるので、β２－ミクログロブリンを標的とし、そしてそれを切断するプロテアーゼが存
在するであろう。したがって、さらなる実施形態において、本発明は、その標的プロテア
ーゼに関して切断されたβ２－ミクログロブリンの親和性を増大させる化合物を同定する
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ための方法を提供する。例えば、化合物は、β２－ミクログロブリンを切断するそれらの
能力についてスクリーニングされ得る。β２－ミクログロブリンの切断またはβ２－ミク
ログロブリンと相互作用する分子の活性を調節し得る試験化合物は、次いで、被験体にお
ける末梢性の動脈疾患の進行を遅延または停止させるそれらの能力についてインビボで試
験される。
【０１０３】
　臨床的レベルにおいて、試験化合物をスクリーニングすることは、被験体が試験化合物
に曝される前後において試験被験体に由来するサンプルを得ることを包含する。表１、表
２または図３に列挙される１種以上のバイオマーカーのサンプルのレベルは、バイオマー
カーの変化のレベルが試験化合物に曝された後に変化するか否かを決定するために、測定
および分析され得る。上記サンプルは、本明細書に記載される通り、質量分析によって分
析され得るか、またはそのサンプルは、当業者にとって公知である任意の適切な手段によ
って分析され得る。例えば、表１、表２、または図３に列挙される１種以上のバイオマー
カーのレベルは、そのバイオマーカーに特異的に結合する放射標識された抗体または蛍光
標識された抗体を使用するウェスタンブロットによって直接的に測定され得る。あるいは
、１種以上のバイオマーカーをコードするｍＲＮＡのレベルの変化が測定され得、そして
被験体に対する所定の試験化合物の投与と関連づけられ得る。さらなる実施形態において
、上記バイオマーカーの１種以上の発現レベルの変化は、インビトロにおいて方法および
物質を使用して測定され得る。例えば、表１、表２または図３の１種以上のバイオマーカ
ーを発現するか、あるいは発現し得るヒト組織培養細胞は、試験化合物と接触され得る。
試験化合物によって処置されている被験体は、慣用的に、その処置から得られ得る任意の
生理学的効果について調べられる。特に、上記試験化合物は、それらが被験体において疾
患の可能性を低減させる能力について評価される。あるいは、上記試験化合物が先に末梢
性の動脈疾患と診断された被験体に投与される場合、試験化合物は、その疾患の進行を遅
延または停止させるそれらの能力についてスクリーニングされる。
【実施例】
【０１０４】
　（１１．１．実施例１．ＰＡＤについてのバイオマーカーの発見）
　本発明のバイオマーカー（β２－ミクログロブリン、リゾチームおよびシスタチンＣを
含む）は、最初、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．（Ｆｒｅｍｏｎ
ｔ，ＣＡ）（“Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ”）からのＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐアレイを利用する
ＳＥＬＤＩ技術を使用するスクリーニング研究において、ＰＡＤについてのバイオマーカ
ーとして同定された。この研究の組（ｓｅｔ）は、ＰＡＤを有する４５人の患者およびＰ
ＡＤを有さない４３人の患者から構成された。ＰＡＤ群に配置した被験体は、０．９以下
の足首関節指数を有する被験体であった。これらの群に関連のある特性を、図１にまとめ
、比較する。ＰＡＤ群の患者は、僅かに年長であり、一般的に高頻度の心臓血管の危険因
子を有していた。
【０１０５】
　血漿サンプルを、絶食状態の被験体から得た。以下の詳細なプロトコールに記載される
ように、各血漿サンプルを、ＣｉｐｈｅｒｇｅｎのＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐを使用する分
析の前に、ＱｈｙｐｅｒＤＦカラム上の分別に供した。分別後、選択した画分を、Ｃｉｐ
ｈｅｒｇｅｎのＩＭＡＣ３０またはＣＭ１０　ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐを使用して分析し
た。サンプル中のポリペプチドのスペクトルを、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　ＰＢＳＩＩ質量分
析計による飛行時間質量分析法によって生成した。ピーク強度値（１６１９個のピーク／
サンプル）を、Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　Ｍｉｃｒｏａｒｒａ
ｙｓ（ＳＡＭ）ソフトウェアによって分析した。
【０１０６】
　本研究は、β２－ミクログロブリンレベルと動脈の剛性（ａｒｔｅｒｉａｌ　ｓｔｉｆ
ｆｎｅｓｓ）のような症状との間の関連を示すことを意図する研究（例えば、Ｓａｉｊｏ
ら、Ｈｙｐｅｒｔｅｎｓ．Ｒｅｓ．，２８（６）：５０５－５１１（２００５）を参照の
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こと）とは異なる。これらの研究は、その試行から、ＰＤＡと診断された被験体および低
いＡＢＩ（＜０．９）を有する患者を排除した。また、これらの研究は、患者を含める／
排除するために脈波速度（ｐｕｌｓｅ　ｗａｖｅ　ｖｅｌｏｃｉｔｙ）（ＰＷＶ）アッセ
イに依存した。ＰＷＶアッセイは、血管の伸展性を測定するが、本質的に動脈疾患は測定
しない。Ｓａｉｊｏらの試行で使用された被験体の動脈は、「正常な」被験体の動脈に比
べ伸展性が乏しい（ｌｅｓｓ　ｃｏｍｐｌｉａｎｔ）場合があったが、これらは、必ずし
も、ＰＡＤを有する被験体の狭まったおよび／または塞がった動脈ではなかった。
【０１０７】
　分別、サンプル取扱いおよびデータ収集に使用した代表的なプロトコールを以下に記載
する。
【０１０８】
　Ｑ　ＨＹＰＥＲ　ＤＦ陰イオン交換分別
　陰イオン交換分別のための緩衝液のリスト：
Ｕ１（１Ｍ尿素、０．２２％　ＣＨＡＰＳ、５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ９）
５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（０．１％　ＯＧＰ含有）ｐＨ９（洗浄緩衝液１）
５０ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ（０．１％　ＯＧＰ含有）ｐＨ７（洗浄緩衝液２）
１００ｍＭ　酢酸Ｎａ（０．１％　ＯＧＰ含有）ｐＨ５（洗浄緩衝液３）
１００ｍＭ　酢酸Ｎａ（０．１％　ＯＧＰ含有）ｐＨ４（洗浄緩衝液４）
３３．３％イソプロパノール／１６．７％アセトニトリル／０．１％トリフルオロ酢酸（
ｔｒｉｆｌｕｏｒａｃｅｔｉｃ　ａｃｉｄ）（洗浄緩衝液５）。
【０１０９】
　注記：洗浄緩衝液４が樹脂に加えられているまで、洗浄緩衝液５を緩衝液トレイに分取
（ａｌｉｑｕｏｔ）しない。このことは、揮発性有機溶媒の蒸発が問題にならないことを
確実にする。
【０１１０】
　材料のリスト
　フィルタープレート
　５つのｖ－ウェル　９６ウェルディッシュ、Ｆ１～Ｆ５と標識。
【０１１１】
　ａ．樹脂を洗浄する
　５ベッド容積（ｂｅｄ　ｖｏｌｕｍｅ）の５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ９で３回
、Ｈｙｐｅｒ　Ｑ　ＤＦ樹脂（ＢｉｏＳｅｐｒａ，Ｃｅｒｇｙ，Ｆｒａｎｃｅ）を洗浄す
ることによって樹脂を調製する。次に、５０％懸濁物で５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐ
Ｈ９中に保存する。
【０１１２】
　ｂ．樹脂を平衡化する
１２５μＬのＨｙｐｅｒ　Ｑ　ＤＦをフィルタープレートの各ウェルに添加する。
フィルターを緩衝液で処理する。
１５０μＬのＵ１を各ウェルに添加する。
フィルターを緩衝液で処理する。
１５０μＬのＵ１を各ウェルに添加する。
フィルターを緩衝液で処理する。
１５０μＬのＵ１を各ウェルに添加する。
フィルターを緩衝液で処理する。
【０１１３】
　ｃ．血漿を樹脂に結合させる
各管から１５０μＬのサンプルをフィルタープレートの適切なウェルにピペットで入れる
（ｐｉｐｅｔ）。
４°で３０分間ボルテックスする。
【０１１４】
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　ｄ．画分を収集する
ｖ－ウェル　９６ウェルプレートＦ１をフィルタープレートの下に置く。
フロースルー（ｆｌｏｗ－ｔｈｒｏｕｇｈ）をプレートＦ１に収集する。
１００μＬの洗浄緩衝液１をフィルタープレートの各ウェルに添加する。
室温（ＲＴ）で１０分間ボルテックスする。
ｐＨ９溶出物をプレートＦ１に収集する。
画分１はフロースルーおよびｐＨ９溶出物を含む。
１００μＬの洗浄緩衝液２をフィルタープレートの各ウェルに添加する。
室温（ＲＴ）で１０分間ボルテックスする。
ｖ－ウェル　９６ウェルプレートＦ２をフィルタープレートの下に置く。
画分２をプレートＦ２に収集する。
１００μＬの洗浄緩衝液２をフィルタープレートの各ウェルに添加する。
室温（ＲＴ）で１０分間ボルテックスする。
画分２の残りをプレートＦ２に収集する。
画分２はｐＨ７溶出物を含む。
１００μＬの洗浄緩衝液３をフィルタープレートの各ウェルに添加する。
室温（ＲＴ）で１０分間ボルテックスする。
ｖ－ウェル　９６ウェルプレートＦ３をフィルタープレートの下に置く。
画分３をプレートＦ３に収集する。
１００μＬの洗浄緩衝液３をフィルタープレートの各ウェルに添加する。
室温（ＲＴ）で１０分間ボルテックスする。
画分３の残りをプレートＦ３に収集する。
画分３はｐＨ５溶出物を含む。
１００μＬの洗浄緩衝液４をフィルタープレートの各ウェルに添加する。
室温（ＲＴ）で１０分間ボルテックスする。
ｖ－ウェル　９６ウェルプレートＦ４をフィルタープレートの下に置く。
画分４をプレートＦ４に収集する。
１００μＬの洗浄緩衝液４をフィルタープレートの各ウェルに添加する。
室温（ＲＴ）で１０分間ボルテックスする。
画分４の残りをプレートＦ４に収集する。
画分４はｐＨ４溶出物を含む。
１００μＬの洗浄緩衝液５をフィルタープレートの各ウェルに添加する。
室温（ＲＴ）で１０分間ボルテックスする。
ｖ－ウェル　９６ウェルプレートＦ５をフィルタープレートの下に置く。
画分５をプレートＦ５に収集する。
１００μＬの洗浄緩衝液５をフィルタープレートの各ウェルに添加する。
室温（ＲＴ）で１０分間ボルテックスする。
画分５の残りをプレートＦ５に収集する。
画分５は、有機溶媒溶出物を含む。
チップ結合プロトコールを進めるまで凍結する。
【０１１５】
　チップ結合プロトコール
　チップ洗浄緩衝液のリスト：
ＩＭＡＣ３０アレイ（Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．）：適切な
洗浄液（ｗａｓｈ）（５００ｍＭ　ＮａＣｌを補充した５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ　ｐＨ８．０
が挙げられるが、これに限定されない）
ＣＭ１０アレイ（Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．）：適切な洗浄
液（１００ｍＭ　酢酸アンモニウム　ｐＨ４．０が挙げられるが、これに限定されない）
。
【０１１６】
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　アレイの調製：
アレイをバイオプロセッサー（ｂｉｏｐｒｏｃｅｓｓｏｒ）に置く。
【０１１７】
　ＩＭＡＣ３０アレイに銅を入れる
５０μｌのＣｕＳＯ４をＩＭＡＣ３０アレイの各スポットに入れる。
室温（ＲＴ）で１５分間ボルテックスする。
ＣｕＳＯ４を除去し、繰り返す。
水ですすぐ。
【０１１８】
　アレイを平衡化する：
アレイに適した１００μｌのチップ洗浄緩衝液を各ウェルに添加する。
ＲＴで５分間ボルテックスする。
ボルテックス後、緩衝液を除去する。
アレイに適した１００μｌのチップ洗浄緩衝液を各ウェルに添加する。
ＲＴで５分間ボルテックスする。
ボルテックス後、緩衝液を除去する。
【０１１９】
　Ｈｙｐｅｒ　Ｑ　ＤＦカラムからの血漿画分をアレイに結合させる：
アレイに適した６０μｌのチップ洗浄緩衝液を各ウェルに添加する。
２０μｌの血漿画分を添加する。
ＲＴで３０分間ボルテックスする。
サンプルおよび緩衝液を除去する。
【０１２０】
　アレイを洗浄する：
アレイに適した１００μｌのチップ洗浄緩衝液を各ウェルに添加する。
ＲＴで５分間ボルテックスする。
ボルテックス後、緩衝液を除去する。
アレイに適した１００μｌのチップ洗浄緩衝液を各ウェルに添加する。
ＲＴで５分間ボルテックスする。
ボルテックス後、緩衝液を除去する。
アレイに適した１００μｌのチップ洗浄緩衝液を各ウェルに添加する。
ＲＴで５分間ボルテックスする。
ボルテックス後、緩衝液を除去する。
水で２回すすぐ。
【０１２１】
　マトリクスを添加する
バイオプロセッサーの頂部とガスケットを除去する。
アレイを乾燥させる。
ＳＰＡ：
０．８μｌの５０％　ＳＰＡ（シナピン酸）を５０％アセトニトリルおよび０．５％　Ｔ
ＦＡに添加する。
空気乾燥。
０．８μｌの５０％　ＳＰＡを添加する。
空気乾燥。
ＣＨＣＡ
５０％アセトニトリル＋０．５％に溶解させた０．８μｌの２０％　ＣＨＣＡを添加する
。
空気乾燥。
０．８μｌの２０％　ＣＨＣＡを添加する。
空気乾燥。
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　データ収集の設定
エネルギー吸収分子：５０％　ＳＰＡ
高質量を１０００００ダルトンに設定し、最適化質量を２０００ダルトン～１０００００
ダルトンに設定する。
開始レーザー強度を２００に設定する。
開始検出器感度を８に設定する。
８０００ダルトンでの質量に集中させる。
質量デフレクター（Ｍａｓｓ　Ｄｅｆｌｅｃｔｏｒ）を１０００ダルトンに設定する。
データ収集法をＳｅｌｄｉ定量（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ）に設定する。
Ｓｅｌｄｉ収集パラメータ２０を設定する。デルタ（ｄｅｌｔａ）を４に、トランジエン
ト（ｔｒａｎｓｉｅｎｔｓ　ｐｅｒ）を１０に、エンドポジション（ｅｎｄｉｎｇ　ｐｏ
ｓｉｔｉｏｎ）を８０に設定する。
強度２２５での２ショット（ｓｈｏｔ）をもちいてウォーミングポジション（ｗａｒｍｉ
ｎｇ　ｐｏｓｉｔｉｏｎ）を設定する（ウォーミングショットを含まない）。
サンプルを処理する。
【０１２３】
　バイオマーカーピーク強度の測定および分析
　Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｆｏｒ　Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙｓソフ
トウェア（「ＳＡＭ」）を使用して、有意なピークの組を同定した。ＳＡＭは、Ｔｕｓｈ
ｅｒら（ＰＮＡＳ（２００１）９８：５１１６～５１２１）に詳細に記載されている。Ｓ
ＡＭ分析の結果は図２に示される。図２は、１６１９個のバイオマーカーのうち１１個が
、ＰＡＤ群と非ＰＡＤ群との間で有意に異なるとして同定されたことを示す。
【０１２４】
　図３は、上記で考察したＳＡＭ分析（タンパク質が見出されたチップおよびＱＨｙｐｅ
ｒ　ＤＦ画分を含む）で同定された１１個のタンパク質に関するデータを要約する表を示
す。図３の表の四角で囲まれた領域に示されるように、１１個のタンパク質のうち６個が
、β２－ミクログロブリンの質量分析フィンガープリントに一致した。実験的な分子量を
、質量分析データに基づいて計算するが、表における計算された分子量を、β２－ミクロ
グロブリンの既知のアミノ酸組成および示される場合、ＳＰＡ付加物の質量から決定する
。表２はまた、図２における１１個の顕著なタンパク質に関するデータをまとめ、これは
、選択された差示的に発現されたタンパク質についてのＡＢＩ値とピーク強度との間の線
形回帰分析の正確なｐ値を含む。
【０１２５】
　表２．発見データセットにおける、選択された差示的に発現されたタンパク質について
のピーク強度とＡＢＩとの間の線形回帰分析の正確なｐ値
【０１２６】
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【表２】

　（１１．２．ＰＡＤ患者におけるβ２－ミクログロブリン過剰発現のウェスタンブロッ
ト分析）
　ウェスタンブロットおよび抗－β２ミクログロブリン抗体を使用して、より高いβ２－
ミクログロブリン濃度は、４人の対照被験体由来のサンプルと比較して、ＰＡＤを有する
４人の患者由来のサンプルで観察された。この結果を図４に示す。ｐＨ５で分別された血
漿を使用した場合または分別されていない全血漿を使用した場合、この知見は一貫してい
る。
【０１２７】
　（１１．３．確認研究）
　観察された相関が他の患者特性（例えば、他の心臓血管の危険因子、腎機能など）によ
って揺るがないことを確認するために、確認研究を実施した。この確認研究に関して、血
漿を、ＰＡＤを有する２０人の患者および２０人の対照被験体（ＰＡＤについても冠性疾
患（ｃｏｒｏｎａｒｙ　ｄｉｓｅａｓｅ）についても臨床上の証拠を有さない）から取得
した。図５は、２つの群における患者をまとめる表を示す。２つの比較群における患者は
、年齢および性において類似していた。しかしながら、予想したように、ＰＡＤ群は、よ
り高頻度の心臓血管の危険因子およびより低い糸球体濾過率になる傾向を有した。
【０１２８】
　全ての血漿を絶食状態の患者から取得した。市販のＥＬＩＳＡキットを使用してβ２－
ミクログロブリンを測定した。図６は、Ｍａｎｎ－Ｗｈｉｔｎｅｙノンパラメトリック検
定を使用して、血漿および血清のβ２－ミクログロブリンレベルが対照被験体よりもＰＡ
Ｄ患者において有意に高かったことを示す。
【０１２９】
　図７は、スピアマンの階数相関分析の結果を示す。この結果は、β２－ミクログロブリ
ンレベルとＡＢＩとの間に強い負の相関（ｒ＜－０．５）が存在することを示す。図１０
に示されるようにβ２ｍのピーク強度と跛行時間との間にも相関が観察された（ＡＣＴ；
跛行しない正常な被験体である群；１２分より長い絶対ＡＣＴを有するＰＡＤ；または１
２分より短いＡＣＴを有するＰＡＤ）。
【０１３０】
　データの線形回帰分析は、心臓血管疾患についての伝統的な危険因子の中でも、喫煙歴
、高脂血症および糖尿病が足首関節指数の統計的に有意な単変量の予測因子（ｐｒｅｄｉ
ｃｔｏｒ）であったことを示した。さらに、糸球体濾過率は、足首関節指数との相関に向
かう正の傾向を有した。β２－ミクログロブリン（対数変換して歪度を減らす）は、足首
関節指数と強く相関した。この結果を図８に要約する。
【０１３１】
　０．２未満の有意値（ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ　ｖａｌｕｅ）で図８に列挙された変
数を使用して、多変量モデルを生成し、ｌｏｇβ２－ミクログロブリンと足首関節指数と
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の間の独立した関連性を評価した。図９に示されるように、この分析は、高いβ２－ミク
ログロブリンレベルとより低い足首関節指数との間の独立した関連性を確認する。特に、
この結果は、ＰＡＤ患者におけるより低い糸球体濾過率の潜在的に変動させる（ｃｏｎｆ
ｏｕｎｄｉｎｇ）影響について調整した後でもなお、ｌｏｇβ２－ミクログロブリンレベ
ルが足首関節指数と逆数様式（ｉｎｖｅｒｓｅ　ｍａｎｎｅｒ）で独立して関連するまま
であることを示す。このモデルは、この研究で観察された足首関節指数の分散の推定４５
％を予測した。
【０１３２】
　（１１．４．ＰＡＤの危険がある集団における確証研究）
　既知のＰＡＤ状態を有さない冠動脈造影を受けている患者（ｎ＝２３７）において、血
清β２ｍはＰＡＤを有する患者において高かった。包括的な臨床上の特徴づけ（人口統計
学（ｄｅｍｏｇｒａｐｈｉｃｓ）、民俗学（ｅｔｈｎｉｃｉｔｙ）、クオリティオブライ
フ、機能的能力（ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　ｃａｐａｃｉｔｙ）；血漿、血清およびゲノム
ＤＮＡについての静脈穿刺；ならびに冠動脈造影を聞き出すための質問票を含んだ）の前
にＡＢＩを決定した。ＰＡＤを有する患者は、安静時に０．９０未満のＡＢＩを有したか
、または非圧縮性の足根関節動脈を有する患者において、０．６０未満の足指－上腕（ｔ
ｏｅ－ｂｒａｃｈｉａｌ）指数を有した。糸球体濾過率（ＧＦＲ）を、腎疾患研究におけ
る食事の改変（Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｄｉｅｔ　ｉｎ　Ｒｅｎａｌ　Ｄｉｓ
ｅａｓｅ　Ｓｔｕｄｙ）（ＭＤＲＤ）法　１４によって見積もった。β２－ミクログロブ
リンレベルは、多変量回帰分析によって他の血管危険因子およびＧＦＲとは独立してＡＢ
Ｉと相関した（表３）。
【０１３３】
　表３
指数ＡＢＩの予測因子についての多変量回帰（ｎ＝２７３）
従属変数：足首関節指数
独立した有意な相関を太字にした。
【０１３４】
【表３】

　本明細書に記載された実施例および実施形態は例示目的のみのためであって、これらを
鑑みて、種々の改変または変更が、当業者に示唆され、これらは、この出願の精神および
範囲ならびに添付の特許請求の範囲の中であるべきことが理解される。本明細書内で引用
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【図面の簡単な説明】
【０１３５】
【図１】図１は、ＰＡＤバイオマーカーのためのスクリーニング研究において用いられた
患者を要約した表を示す。ＣＡＤ、冠状動脈疾患；ＨＴＮ、高血圧；ＡＢＩ、足首関節指
数；ＢＭＩ、体格指数。発見研究におけるＰＡＤ患者に関する測定されたＡＢＩの平均値
は、０．６０±０．１８；対照患者に関する測定されたＡＢＩの平均値は１．０６±０．
１０であった。
【図２】図２は、図１において記載された患者から得られた血漿サンプルを用いるＳＥＬ
ＤＩ－ＴＯＦの分析の結果を示す。データは、マイクロアレイの統計的な分析（ＳＡＭ）
ソフトウェアで分析された。
【図３】図３は、図２において有意と同定された１１タンパク質に関するデータを要約す
る表を示す。この分析は、第２の生命情報工学上の研究方法（マイクロアレイのための予
測解析、または「ＰＡＭ」（Ｔｉｂｓｈｕｒａｎｉら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．
Ｓｃｉ．ＵＳＡ（２００２）９９：６５６７－７２））により確認された。
【図４】図４は、４人の対照被験体からのサンプルと比較した、ＰＡＤの４患者からのサ
ンプルにおけるβ２－ミクログロブリン濃度のウエスタンブロットの結果を示す。
【図５】図５は、確認研究において用いられた患者の二つの群を要約した表を示す（詳細
は本明細書の実施例２を参照のこと）。ＧＦＲ、糸球体濾過率。
【図６】図６は、ＥＬＩＳＡ分析を用いて測定したときの、ＰＡＤおよび対照被験体にお
ける、血漿および血清β２－ミクログロブリンの、マン－ホイットニーノンパラメトリッ
ク統計分析の結果を示す。
【図７】図７は、患者のＡＢＩ測定とＥＬＩＳＡにより測定されたβ２－ミクログロブリ
ンレベルの間の関係のスピアマンの順位相関分析の結果を示す。
【図８】図８は、ＥＬＩＳＡで測定されたβ２－ミクログロブリンレベルおよび他の患者
の特性の、線形回帰分析の結果を示す。
【図９】図９はｌｏｇ　β２－ミクログロブリンとＡＢＩの間の独立した関係を評価する
ために作成された多変量モデルの結果を示す。
【図１０】図１０は、ＰＡＤをともなうか、またはともなわない被験体における、６つの
β２－ミクログロブリンタンパク質の総ピーク強度と比較したＡＣＴ（平均跛行時間）を
示す。対照、ｎ＝４３、すなわち運動間の跛行なし；ＰＡＤ（ＬＣ）＞１２分、ｎ＝６；
ＰＡＤ＜１２分、ｎ＝３９。総ピーク強度は、任意の単位で示される。平均差は、ボンフ
ェロニ多重比較により、ｐ＜０．０５レベルで有意である。（＊）は、Ｐ＜０．０５のｐ
値を有するボンフェロニの補正をともなう一元配置ＡＮＯＶＡによる群間の差を示す。誤
差線は、標準偏差を示す。
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