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(57)【要約】
ＭＣＰ１、ＩＬ８、ＫＣ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ３、ＩＬ６
、ＭＭＰ１、ＲＡＮＴＥＳ、ＭＭＰ９、ＩＬ１Ｂ、アポ
リポタンパク質Ａ１、アポリポタンパク質Ｅ、ＤＣＮ、
ＣＩＬＰ、およびＣＯＭＰを含む、対象由来の試験試料
中の特定のポリペプチドの発現レベルの測定を使用する
、変形性関節症（ＯＡ）を診断するためのバイオマーカ
ー、バイオマーカーパネル、および方法を開示する。ま
た、関連するＯＡ治療の有効性を監視するための方法、
診断試薬、およびキットも説明する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象の変形性関節症を診断、病期分類、または監視するための方法であって、前記対象
由来の生物学的試料中の、ＭＣＰ１、ＩＬ８、ＫＣ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ３、ＭＭＰ９、Ｉ
Ｌ６、ＭＭＰ１、ＲＡＮＴＥＳ、ＩＬ１Ｂ、アポリポタンパク質Ａ１、アポリポタンパク
質Ｅ、ＤＣＮ、ＣＩＬＰ、ＣＯＭＰ、および任意のそれらの断片、ならびにそれらの任意
の組み合わせから成る群から選択される、少なくとも２つのポリペプチドの発現レベルを
測定することを含み、前記生物学的試料中の前記少なくとも２つのポリペプチドまたはそ
れらの断片の発現レベルは、前記対象における変形性関節症の有無、程度、重篤性、型、
または病期を示す、試料タンパク質発現プロファイルを提供する、方法。
【請求項２】
　前記生物学的試料は、滑液、全血、血漿、血清、尿、および唾液のうちのいずれか１つ
を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記生物学的試料は、滑液を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　少なくとも４つのポリペプチドの発現レベルが測定される、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記対象は、ヒトである、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記対象は、イヌである、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記対象由来の生物学的試料中の、ＭＣＰ１、ＩＬ８、ＫＣ、ＭＭＰ２、およびＭＭＰ
３、またはそれらの断片の発現レベルを測定することを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記対象は、イヌである、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記対象由来の生物学的試料中の、ＭＣＰ１、ＩＬ６、ＩＬ８、ＫＣ、およびＭＭＰ１
、またはそれらの断片の発現レベルを測定することを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　前記対象は、ヒトである、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記生物学的試料中の、ＲＡＮＴＥＳまたはその断片の発現レベルを測定することをさ
らに含む、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記試料タンパク質発現プロファイルを、対照タンパク質発現プロファイルと比較する
ことをさらに含み、前記試料タンパク質発現プロファイルと、前記対照タンパク質発現プ
ロファイルとの間の差は、前記対象における変形性関節症の有無、程度、重篤性、型、ま
たは病期を示す、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記対象は、変形性関節症を有する危険性があるか、または有する疑いがある、請求項
１に記載の方法。
【請求項１４】
　前記生物学的試料中の前記少なくとも２つのポリペプチドの発現レベルは、ＬＵＭＩＮ
ＥＸ、ＥＬＩＳＡ、免疫測定法、質量分析法、高速液体クロマトグラフィ、二次元電気泳
動法、ｑＰＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲ、核酸マイクロアレイ、インサイツハイブリッド形成、Ｓ
ＡＧＥ、ウエスタンブロット法、タンパク質マイクロアレイ、および抗体マイクロアレイ
から成る群から選択される方法を使用して測定される、請求項１に記載の方法。
【請求項１５】
　前記生物学的試料中の前記少なくとも２つのポリペプチドの発現レベルは、ＤＮＡ増幅
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、ＤＮＡメチル化／脱メチル化から成る群から選択される過程、および一塩基多型に起因
するＤＮＡの変化を検出することによって測定される、請求項１に記載の方法。
【請求項１６】
　変形性関節症を有する疑いがある対象由来の生物学的試料から得られる、ＭＣＰ１、Ｉ
Ｌ８、ＫＣ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ３、ＩＬ６、ＭＭＰ１、ＲＡＮＴＥＳ、ＭＭＰ９、ＩＬ１
Ｂ、アポリポタンパク質Ａ１、アポリポタンパク質Ｅ、ＤＣＮ、ＣＩＬＰ、ＣＯＭＰ、お
よび任意のそれらの断片、ならびにそれらの任意の組み合わせから成る群から選択される
、２つ以上のポリペプチドのポリペプチド発現レベル情報を含む、ＯＡバイオマーカー発
現プロファイル。
【請求項１７】
　少なくとも１つの健康な対象から得られる、少なくとも１つの生物学的試料のポリペプ
チド発現レベル情報をさらに含む、請求項１５に記載のＯＡ発現プロファイル。
【請求項１８】
　前記変形性関節症を有する疑いのある対象および前記健康な単数または複数の対象由来
の前記生物学的試料は、どちらも、滑液の試料、全血の試料、血漿の試料、血清の試料、
尿の試料および唾液の試料を含む、請求項１６に記載のＯＡ発現プロファイル。
【請求項１９】
　前記変形性関節症を有する疑いのある対象および前記健康な単数または複数の対象由来
の前記生物学的試料は、どちらも、滑液の試料を含む、請求項１６に記載のＯＡ発現プロ
ファイル。
【請求項２０】
　ＭＣＰ１、ＩＬ８、ＫＣ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ３、ＩＬ６、ＭＭＰ１、ＲＡＮＴＥＳ、Ｍ
ＭＰ９、ＩＬ１Ｂ、アポリポタンパク質Ａ１、アポリポタンパク質Ｅ、ＤＣＮ、ＣＩＬＰ
、およびＣＯＭＰ、ならびに任意のそれらの断片から成る群から選択される、任意の２つ
以上のＯＡバイオマーカーまたはそれらの断片に対する２つ以上の抗体を含む、変形性関
節症の診断試薬。
【請求項２１】
　請求項１９に記載の診断試薬を含む、キット。
【請求項２２】
　対象の変形性関節症を診断するためのキットであって、前記キットは、ＭＣＰ１、ＩＬ
８、ＫＣ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ３、ＩＬ６、ＭＭＰ１、ＲＡＮＴＥＳ、ＭＭＰ９、ＩＬ１Ｂ
、アポリポタンパク質Ａ１、アポリポタンパク質Ｅ、ＤＣＮ、ＣＩＬＰ、およびＣＯＭＰ
、ならびに任意のそれらの断片から成る群から選択される、ＯＡポリペプチドにそれぞれ
が特異的に結合する、少なくとも２つのＯＡバイオマーカー検出試薬、または前記ＯＡポ
リペプチドの少なくとも２つをコードするポリヌクレオチド配列の少なくとも一部にそれ
ぞれが特異的に結合する、少なくとも２つのＯＡバイオマーカー検出試薬を含み、前記試
薬の前記特異的結合は、対象由来の生物学的試料中の少なくとも１つのＯＡポリペプチド
の発現レベルを示す、キット。
【請求項２３】
　少なくとも１つのバイオマーカーの発現を特異的に検出する、前記少なくとも１つの試
薬は、前記ポリペプチドの１つをコードするポリヌクレオチド配列の少なくとも一部に対
して相補的な核酸プローブを含む、請求項２１に記載のキット。
【請求項２４】
　前記核酸プローブは、ｃＤＮＡであるか、またはオリゴヌクレオチドである、請求項２
２に記載のキット。
【請求項２５】
　前記少なくとも１つのＯＡバイオマーカー検出試薬は、基材表面に固定化される、請求
項２１に記載のキット。
【請求項２６】
　前記基材表面に配列される少なくとも２つのバイオマーカー検出試薬を含む、請求項２
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４に記載のキット。
【請求項２７】
　前記少なくとも２つのバイオマーカー試薬は、マイクロアレイを構成するように前記基
材表面に配列される、請求項２５に記載のキット。
【請求項２８】
　変形性関節症を治療するための治療薬として前記候補物質を特定するための方法であっ
て、ａ）前記候補物質を、自然発症変形性関節症であると診断された対象に投与すること
と、ｂ）前記対象由来の生物学的試料中の、ＭＣＰ１、ＩＬ８、ＫＣ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ
３、ＩＬ６、ＭＭＰ１、ＲＡＮＴＥＳ、ＭＭＰ９、ＩＬ１Ｂ、アポリポタンパク質Ａ１、
アポリポタンパク質Ｅ、ＤＣＮ、ＣＩＬＰ、およびＣＯＭＰから成る群から選択される、
２つ以上のＯＡポリペプチドの発現レベルを測定することと、ｃ）前記生物学的試料中の
前記２つ以上のＯＡポリペプチドのそれぞれの発現レベルが、前記試験物質を投与してい
ない対照対象由来の生物学的試料中の前記選択された２つ以上のＯＡポリペプチドの発現
レベル以下である場合に、変形性関節症を治療するための候補治療薬として、前記候補物
質を選択することと、を含む、方法。
【請求項２９】
　前記生物学的試料は、滑液、全血、血漿、血清、尿、および唾液のうちのいずれか１つ
を含む、請求項２７に記載の方法。
【請求項３０】
　前記生物学的試料は、滑液を含む、請求項２７に記載の方法。
【請求項３１】
　少なくとも４つのポリペプチドの発現レベルが測定される、請求項２７に記載の方法。
【請求項３２】
　前記対象は、ヒトである、請求項２７に記載の方法。
【請求項３３】
　前記対象は、イヌである、請求項２７に記載の方法。
【請求項３４】
　前記対象由来の生物学的試料中の、ＭＣＰ１、ＩＬ８、ＫＣ、ＭＭＰ２、およびＭＭＰ
３、またはそれらの断片の発現レベルを測定することを含む、請求項２７に記載の方法。
【請求項３５】
　前記対象は、イヌである、請求項３４に記載の方法。
【請求項３６】
　前記対象由来の生物学的試料中の、ＭＣＰ１、ＩＬ６、ＩＬ８、ＫＣ、およびＭＭＰ１
、またはそれらの断片の発現レベルを測定することを含む、請求項２７に記載の方法。
【請求項３７】
　前記対象は、ヒトである、請求項３６に記載の方法。
【請求項３８】
　前記対象由来の前記生物学的試料中の前記少なくとも２つのポリペプチドのそれぞれの
発現レベルは、ＬＵＭＩＮＥＸ、ＥＬＩＳＡ、免疫測定法、質量分析法、高速液体クロマ
トグラフィ、二次元電気泳動法、ｑＰＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲ、核酸マイクロアレイ、インサ
イツハイブリッド形成、ＳＡＧＥ、ウエスタンブロット法、タンパク質マイクロアレイ、
および抗体マイクロアレイから成る群から選択される方法を使用して測定される、請求項
２７に記載の方法。
【請求項３９】
　対象の変形性関節症の治療の効果を監視するための方法であって、ａ）前記変形性関節
症の治療が前記対象に施される前に、前記対象から得られる第１の生物学的試料中の、Ｍ
ＣＰ１、ＩＬ８、ＫＣ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ３、ＩＬ６、ＭＭＰ１、ＲＡＮＴＥＳ、ＭＭＰ
９、ＩＬ１Ｂ、アポリポタンパク質Ａ１、アポリポタンパク質Ｅ、ＤＣＮ、ＣＩＬＰ、お
よびＣＯＭＰから成る群から選択される２つ以上のＯＡポリペプチドの発現レベルを測定
することを含む、第１のＯＡバイオマーカー発現プロファイルを得ることと、ｂ）前記変
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形性関節症の治療が前記対象に施された後またはその間に、前記対象から得られる第２の
生物学的試料中の、（ａ）で選択された前記２つ以上のＯＡポリペプチドの発現レベルを
測定することを含む、第２のＯＡバイオマーカー発現プロファイルを得ることと、ｃ）前
記第１のＯＡバイオマーカー発現プロファイルと前記第２のＯＡバイオマーカー発現プロ
ファイルとを比較することと、を含み、前記第１のＯＡバイオマーカー発現プロファイル
における前記２つ以上の選択されたＯＡポリペプチドのそれぞれの発現レベルが、前記対
象由来の前記第２の生物学的試料中の前記選択された２つ以上のＯＡポリペプチドの発現
レベル以下である場合は、前記対象における前記変形性関節症治療の治療効果を示す、方
法。
【請求項４０】
　前記生物学的試料は、滑液、全血、血漿、血清、尿、および唾液のうちのいずれか１つ
を含む、請求項３８に記載の方法。
【請求項４１】
　前記生物学的試料は、滑液を含む、請求項３８に記載の方法。
【請求項４２】
　少なくとも４つのポリペプチドの発現レベルが測定される、請求項３８に記載の方法。
【請求項４３】
　前記対象は、ヒトである、請求項３８に記載の方法。
【請求項４４】
　前記対象は、イヌである、請求項３８に記載の方法。
【請求項４５】
　前記対象由来の生物学的試料中の、ＭＣＰ１、ＩＬ８、ＫＣ、ＭＭＰ２、およびＭＭＰ
３、またはそれらの断片の発現レベルを測定することを含む、請求項３８に記載の方法。
【請求項４６】
　前記対象は、イヌである、請求項４５に記載の方法。
【請求項４７】
　前記対象由来の生物学的試料中の、ＭＣＰ１、ＩＬ６、ＩＬ８、ＫＣ、およびＭＭＰ１
、またはそれらの断片の発現レベルを測定することを含む、請求項３８に記載の方法。
【請求項４８】
　前記対象は、ヒトである、請求項４７に記載の方法。
【請求項４９】
　前記対象由来の前記生物学的試料中の前記少なくとも２つのポリペプチドの発現レベル
は、ＬＵＭＩＮＥＸ、ＥＬＩＳＡ、免疫測定法、質量分析法、高速液体クロマトグラフィ
、二次元電気泳動法、ｑＰＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲ、核酸マイクロアレイ、インサイツハイブ
リッド形成、ＳＡＧＥ、ウエスタンブロット法、タンパク質マイクロアレイ、および抗体
マイクロアレイから成る群から選択される方法を使用して測定される、請求項３８に記載
の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願の参照）
　本出願は、２０１０年３月５日に出願の米国仮出願第６１／３３９，５１１号の利益を
主張するものであり、参照によりその内容全体が本明細書に組み込まれる。
【０００２】
　本発明は、疾患のバイオマーカーに関し、より具体的には、変形性関節症を診断、病期
分類、および監視するための、複数のバイオマーカー、関連する方法、およびキットに関
する。
【背景技術】
【０００３】
　変形性関節症（ＯＡ）は、ヒトおよび家畜（特にイヌ）の患者に影響を及ぼす、消耗性
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疾患である。ＯＡは、一般的に、十分早期に診断して疾患の臨床的進行を阻止することが
できないので、早期ＯＡバイオマーカーの開発は、診断スクリーニング、疾患の病期分類
、治療計画、および監視に対して重要な効果を有する。
【０００４】
　イヌでは、ＯＡを実験的に誘発させた時に、特定のタンパク質が滑液の差次的発現レベ
ルを呈する。これらは、単球走化性タンパク質１（ＭＣＰ１）、インターロイキン８（Ｉ
Ｌ８）、およびケラチン細胞由来の化学誘引物質（ＫＣ）、特定のアポリポタンパク質、
ならびにマトリクスメタロプロテイナーゼ（ＭＭＰ）である。しかしながら、これらのま
たは他のタンパク質が、イヌまたはヒトを含む他の種において自発的に発生するＯＡの潜
在的なバイオマーカーとして有用であり得るかどうかは知られていない。プロテオミクス
法を、ＯＡ疾患の診断および予後診断、治療の監視、ならびにＯＡ疾患の機構の解明に適
用することが可能であるという高い潜在的価値を考えれば、ＯＡが存在する個人とＯＡが
存在しない個人とを好都合かつ確実に区別する能力、ならびに疾患負荷の型および重篤性
を判定する能力を伴う、新しいバイオマーカーおよびバイオマーカーの組み合わせを特定
することが有用である。
【発明の概要】
【０００５】
　一態様において、本開示は、対象の変形性関節症を診断、病期分類、または監視するた
めの方法であって、対象由来の生物学的試料中の、ＭＣＰ１、ＩＬ８、ＫＣ、ＭＭＰ２、
ＭＭＰ３、ＭＭＰ９、ＩＬ６、ＭＭＰ１、ＲＡＮＴＥＳ、ＩＬ１Ｂ、アポリポタンパク質
Ａ１、アポリポタンパク質Ｅ、ＤＣＮ、ＣＩＬＰ、ＣＯＭＰ、および任意のそれらの断片
、ならびにそれらの任意の組み合わせから成る群から選択される、少なくとも２つのポリ
ペプチドの発現レベルを測定することを含み、生物学的試料中の少なくとも２つのポリペ
プチドまたはそれらの断片の発現レベルは、対象における変形性関節症の有無、程度、重
篤性、型、または病期を示す、試料タンパク質発現プロファイルを提供する、方法を提供
する。本方法は、試料タンパク質発現プロファイルを、対照タンパク質発現プロファイル
と比較することをさらに含んでもよく、試料タンパク質発現プロファイルと、対照タンパ
ク質発現プロファイルとの間の差は、対象における変形性関節症の有無、程度、重篤性、
型、または病期を示す。本方法において、対象は、変形性関節症を有する危険性があり得
るか、または有する疑いがある。生物学的試料中の少なくとも２つのポリペプチドの発現
レベルは、ＤＮＡ増幅、ＤＮＡメチル化／脱メチル化から成る群から選択される過程、お
よび一塩基多型に起因するＤＮＡの変化を検出することが挙げられるが、これに限定され
ない、下記で詳述されるような数多くの方法によって測定することができる。
【０００６】
　別の態様において、本開示は、変形性関節症を有する疑いがある対象由来の生物学的試
料から得られる、ＭＣＰ１、ＩＬ８、ＫＣ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ３、ＩＬ６、ＭＭＰ１、Ｒ
ＡＮＴＥＳ、ＭＭＰ９、ＩＬ１Ｂ、アポリポタンパク質Ａ１、アポリポタンパク質Ｅ、Ｄ
ＣＮ、ＣＩＬＰ、ＣＯＭＰ、および任意のそれらの断片、ならびにそれらの任意の組み合
わせから成る群から選択される、２つ以上のポリペプチドのポリペプチド発現レベル情報
を含む、ＯＡバイオマーカー発現プロファイルを提供する。ＯＡ発現プロファイルは、少
なくとも１つの健康な対象から得られる、少なくとも１つの生物学的試料のポリペプチド
発現レベル情報をさらに含んでもよい。変形性関節症を有する疑いのある対象および健康
な単数または複数の対象由来の生物学的試料は、それぞれ、滑液の試料、全血の試料、血
漿の試料、血清の試料、尿の試料および唾液の試料を含んでもよい。好ましくは、生物学
的試料は、滑液の試料である。同一であるかまたは異なる種類の複数の生物学的試料が各
対象から得られてもよく、ＯＡ発現レベル情報が各試料から得られてもよく、また、結果
が単一のＯＡ発現プロファイルに組み合わせられてもよい。
【０００７】
　別の態様において、本開示は、ＭＣＰ１、ＩＬ８、ＫＣ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ３、ＩＬ６
、ＭＭＰ１、ＲＡＮＴＥＳ、ＭＭＰ９、ＩＬ１Ｂ、アポリポタンパク質Ａ１、アポリポタ
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ンパク質Ｅ、ＤＣＮ、ＣＩＬＰ、およびＣＯＭＰ、ならびに任意のそれらの断片から成る
群から選択される、任意の２つ以上のＯＡバイオマーカーまたはそれらの断片に対する２
つ以上の抗体を含む、変形性関節症の診断試薬を提供する。診断試薬は、キットで提供さ
れてもよい。
【０００８】
　別の態様において、本開示は、対象の変形性関節症を診断するためのキットであって、
このキットは、ＭＣＰ１、ＩＬ８、ＫＣ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ３、ＩＬ６、ＭＭＰ１、ＲＡ
ＮＴＥＳ、ＭＭＰ９、ＩＬ１Ｂ、アポリポタンパク質Ａ１、アポリポタンパク質Ｅ、ＤＣ
Ｎ、ＣＩＬＰ、およびＣＯＭＰ、ならびに任意のそれらの断片から成る群から選択される
、ＯＡポリペプチドにそれぞれが特異的に結合する、少なくとも２つのＯＡバイオマーカ
ー検出試薬、またはＯＡポリペプチドの少なくとも２つをコードするポリヌクレオチド配
列の少なくとも一部にそれぞれが特異的に結合する、少なくとも２つのＯＡバイオマーカ
ー検出試薬を含み、試薬の特異的結合は、対象由来の生物学的試料中の少なくとも１つの
ＯＡポリペプチドの発現レベルを示す、キットを提供する。本キットにおいて、少なくと
も１つのバイオマーカーの発現を特異的に検出する、少なくとも１つの試薬は、ポリペプ
チドの１つをコードするポリヌクレオチド配列の少なくとも一部に対して相補的な核酸プ
ローブを含んでもよい。核酸プローブは、ｃＤＮＡとするか、またはオリゴヌクレオチド
とすることができる。少なくとも１つのＯＡバイオマーカー検出試薬は、基材表面に固定
化することができる。本キットは、基材表面に配列される少なくとも２つのバイオマーカ
ー検出試薬を含んでもよい。本キットにおいて、少なくとも２つのバイオマーカー試薬は
、マイクロアレイを構成するように基材表面に配列することができる。
【０００９】
　別の態様において、本開示は、変形性関節症を治療するための治療薬として前記候補物
質を特定するための方法であって、ａ）候補物質を、自然発症変形性関節症であると診断
された対象に投与することと、ｂ）対象由来の生物学的試料中の、ＭＣＰ１、ＩＬ８、Ｋ
Ｃ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ３、ＩＬ６、ＭＭＰ１、ＲＡＮＴＥＳ、ＭＭＰ９、ＩＬ１Ｂ、アポ
リポタンパク質Ａ１、アポリポタンパク質Ｅ、ＤＣＮ、ＣＩＬＰ、およびＣＯＭＰから成
る群から選択される、２つ以上のＯＡポリペプチドの発現レベルを測定することと、ｃ）
生物学的試料中の２つ以上のＯＡポリペプチドのそれぞれの発現レベルが、試験物質を投
与していない対照対象由来の生物学的試料中の選択された２つ以上のＯＡポリペプチドの
発現レベル以下である場合に、変形性関節症を治療するための候補治療薬として、候補物
質を選択することと、を含む、方法を提供する。
【００１０】
　別の態様において、本開示は、対象における変形性関節症の治療効果を監視する方法で
あって、ａ）変形性関節症の治療が対象に施される前に、対象から得られる第１の生物学
的試料中の、ＭＣＰ１、ＩＬ８、ＫＣ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ３、ＩＬ６、ＭＭＰ１、ＲＡＮ
ＴＥＳ、ＭＭＰ９、ＩＬ１Ｂ、アポリポタンパク質Ａ１、アポリポタンパク質Ｅ、ＤＣＮ
、ＣＩＬＰ、およびＣＯＭＰから成る群から選択される２つ以上のＯＡポリペプチドの発
現レベルを測定することを含む、第１のＯＡバイオマーカー発現プロファイルを得ること
と、ｂ）変形性関節症の治療が対象に施された後またはその間に、対象から得られる第２
の生物学的試料中の、（ａ）で選択された２つ以上のＯＡポリペプチドの発現レベルを測
定することを含む、第２のＯＡバイオマーカー発現プロファイルを得ることと、ｃ）第１
のＯＡバイオマーカー発現プロファイルと第２のＯＡバイオマーカー発現プロファイルと
を比較することと、を含み、第１のＯＡバイオマーカー発現プロファイルにおける２つ以
上の選択されたＯＡポリペプチドのそれぞれの発現レベルが、対象由来の第２の生物学的
試料中の選択された２つ以上のＯＡポリペプチドの発現レベル以下である場合は、対象に
おける変形性関節症の治療効果を示す、方法を提供する。
【００１１】
　前述の方法のいずれかにおいて、単数または複数の生物学的試料は、滑液、全血、血漿
、血清、尿、および唾液のうちのいずれか１つを含んでもよい。例示的な方法において、
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生物学的試料は、滑液を含む。好ましくは、少なくとも４つのポリペプチドの発現レベル
が測定される。いずれかの方法において、対象は、哺乳動物であってもよい。好ましくは
、対象は、ヒトまたはイヌである。前述の方法のいずれかの例示的実施形態において、対
象は、イヌであり、本方法は、対象由来の生物学的試料中の、ＭＣＰ１、ＩＬ８、ＫＣ、
ＭＭＰ２、およびＭＭＰ３またはそれらの断片の発現レベルを測定することを含んでもよ
い。前述の方法のいずれかの別の例示的実施形態において、対象は、ヒトであり、本方法
は、対象由来の生物学的試料中の、ＭＣＰ１、ＩＬ６、ＩＬ８、ＫＣ、およびＭＭＰ１、
またはそれらの断片の発現レベルを測定することを含んでもよい。そのような方法は、生
物学的試料中の、ＲＡＮＴＥＳまたはその断片の発現レベルを測定することをさらに含ん
でもよい。前述の方法のいずれかにおいて、対象由来の生物学的試料中の少なくとも２つ
のポリペプチドのそれぞれの発現レベルは、ＬＵＭＩＮＥＸ、ＥＬＩＳＡ、免疫測定法、
質量分析法、高速液体クロマトグラフィ、二次元電気泳動法、ｑＰＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲ、
核酸マイクロアレイ、インサイツハイブリッド形成、ＳＡＧＥ、ウエスタンブロット法、
タンパク質マイクロアレイ、および抗体マイクロアレイから成る群から選択される方法を
使用して測定される。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１Ａ】図１Ａは亜臨床ＯＡを伴うイヌ、および高存在量タンパク質の除去後の臨床Ｏ
Ａを伴うイヌにおける、軟骨中間層タンパク質（ＣＩＬＰ）、デコリン、およびＣＯＭＰ
のレベル（平均±ＳＥ濃度（ｐｇ／ｍＬ））を示す棒グラフである。
【図１Ｂ】図１Ｂは亜臨床ＯＡを伴うイヌ、および高存在量タンパク質の除去後の臨床Ｏ
Ａを伴うイヌにおける、アポリポタンパク質Ａ１およびアポリポタンパク質Ｅのレベル（
平均±ＳＥ濃度（ｐｇ／ｍＬ））を示す棒グラフである。
【図２Ａ】図２Ａは正常なイヌ、ならびに術前および術後の自然発症膝関節の変形性関節
症を伴うイヌにおける、ＩＬ８、ＫＣ、ＭＣＰ１、およびＭＭＰ３のレベル（平均±ＳＥ
濃度（ｐｇ／ｍＬ））を示す棒グラフである。
【図２Ｂ】図２Ｂは正常なイヌ、ならびに術前および術後の自然発症膝関節の変形性関節
症を伴うイヌにおける、ＭＭＰ２のレベル（平均±ＳＥ濃度（ｐｇ／ｍＬ））を示す棒グ
ラフである。
【図３】図３は正常な患者由来の、および膝関節全置換術の直前のＯＡを伴う患者由来の
滑液試料中のＭＭＰ／サイトカインｌｏｇ（ｐｇ／ｍＬ）レベルを要約（平均±ＳＥ）し
た、一組の棒グラフである。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　Ａ．定義
　この節および本明細書の開示全体で使用される節の見出しは、限定することを意図して
いない。
【００１４】
　文脈が明確に指示しない限り、本明細書で使用される単数形「ａ」、「ａｎ」、および
「ｔｈｅ」は、複数の指示対象を含む。本明細書で数値範囲が列挙された場合、同じ精度
でそれらの間に介在する各数が、明示的に企図される。例えば、範囲が６～９の場合、６
および９に加えて数７および８が企図され、６．０～７．０の範囲の場合、数６．０、６
．１、６．２、６．３、６．４、６．５、６．６、６．７、６．８、６．９、および７．
０が明示的に企図される。
【００１５】
　ａ）抗体
　本明細書で使用される「抗体」という用語は、免疫グロブリン遺伝子または免疫グロブ
リン遺伝子の断片によって実質的にコードされる、１つ以上のポリペプチドから成るタン
パク質を指し、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、およびそれらの断片、ならび
に免疫グロブリン遺伝子配列からエンジニアリングされる分子を包含する。認識される免
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疫グロブリン遺伝子としては、カッパ、ラムダ、アルファ、ガンマ、デルタ、イプシロン
、およびミューの定常領域遺伝子、ならびに無数の免疫グロブリン可変領域遺伝子が挙げ
られる。軽鎖は、カッパまたはラムダに分類される。重鎖は、ガンマ、ミュー、アルファ
、デルタ、またはイプシロンに分類され、これらはそれぞれ、免疫グロブリンクラスであ
るＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤ、およびＩｇＥを定義する。
【００１６】
　ｂ）検出可能な標識
　本明細書で使用される「検出可能な標識」という用語は、任意の部分に連結された単数
または複数の分子の状態の変化の光学的、電気的、または他の物理的指示を介して、測定
可能な信号を生成する、その部分を指す。そのような物理的指標は、分光学的、光化学的
、生化学的、免疫化学的、電磁的、放射化学、およびこれらに限定されないが、蛍光、化
学蛍光、化学発光等の化学的手段を包含する。
【００１７】
　ｃ）マーカー
　本明細書で同じ意味で使用される「マーカー」または「バイオマーカー」という用語は
、対象から得られる試験試料を分析するための標的として使用される任意の分子を指し、
試験試料中に存在し得る、タンパク質またはポリペプチド自体、ならびにそれらに対する
抗体を包含する。マーカーとして使用されるタンパク質またはポリペプチドは、任意の変
異体およびその断片、特に、免疫学的に検出可能な断片を含む。例えば、マーカーポリペ
プチドの変異体は、同じ遺伝子によってコードされるが、選択的スプライシングおよび／
または翻訳後修飾（例えば、グリコシル化、アシル化、および／またはリン酸化）におけ
る差等の選択的処理の結果として、それらの等電点または分子量、もしくはどちらも異な
る可能性があることを理解されたい。さらに、細胞タンパク質は、疾患過程の結果として
炎症等の損傷を受ける可能性があり、また断片化してもよく、したがって、本開示に従っ
てマーカーとして使用されるタンパク質またはポリペプチドが、それらの断片を含むこと
が理解されるであろう。加えて、特定のマーカーを、その後タンパク質分解によって活性
形態に変換される不活性形態に合成できることが理解されるであろう。タンパク質または
その断片はまた、錯体の一部として発生する可能性がある。本開示に従ってマーカーとし
て使用されるタンパク質またはポリペプチドは、そのような錯体を含む。「バイオマーカ
ー」および「マーカー」という用語はまた、マーカータンパク質をコードする、ヌクレオ
チド配列を含む核酸分子、およびストリンジェントな条件下でそのような核酸分子の一部
とハイブリッド形成することができる、ポリヌクレオチドを包含する。本明細書で同じ意
味で使用される「ＯＡバイオマーカー」および「ＯＡマーカー」は、対象由来の試験試料
中に存在し得、かつ本明細書で説明されるように、対象におけるＯＡの存在を示すことが
分かっている発現レベルを有する、タンパク質、ポリペプチド、それに対する抗体、およ
びそれらの任意の断片を指し、これらの用語はまた、ＯＡマーカータンパク質をコードす
るヌクレオチド配列を含む任意の核酸分子を包含する。
【００１８】
　ｄ）対象
　本明細書で使用される「対象」および「患者」という用語は、対象が任意の形態の治療
を受けたか、または現在受けているかどうかに関わらず、同じ意味で使用される。本明細
書で使用される単数または複数の「対象」という用語は、哺乳動物（例えば、ウシ、ブタ
、ラクダ、ラマ、ウマ、ヤギ、ウサギ、ヒツジ、ハムスター、モルモット、ネコ、イヌ、
ラット、およびマウス）、非ヒト霊長類（例えば、カニクイザル、チンパンジー等のサル
）、およびヒトが挙げられるが、これらに限定されない、任意の脊椎動物を指す。好まし
くは、対象は、イヌまたはヒトである。
【００１９】
　ｅ）試験試料
　本明細書で使用される「試験試料」という用語は、概して、目的とする分析物について
試験が行われている、および／またはそれを含有する疑いがある、生物学的材料を指す。
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生物学的材料は、任意の生物学的源に由来してもよいが、好ましくは、目的とする分析物
を含有する可能性が高い生物学的流体である。生物学的材料の例としては、排泄物、全血
、血清、原形質、赤血球、血小板、間質液、唾液、眼球レンズ液、脳髄液、汗、尿、腹水
液、粘膜、鼻液、痰、滑液、腹水、膣液、月経、羊水、精液、汚物等が挙げられるが、こ
れらに限定されない。好ましくは、試験試料は、滑膜液状試料である。
【００２０】
　試験試料は、生物学的源から得られた時に、または試料のキャラクタを修飾するための
前処理に続いて、直接使用されてもよい。例えば、そのような前処理は、血液から原形質
を調製すること、粘性流体を希釈すること等を含んでもよい。前処理の方法はまた、濾過
、沈殿、希釈、蒸留、混合、濃縮、妨害成分の不活性化、試薬の添加、溶解等を伴っても
よい。そのような前処理方法が試験試料に対して用いられる場合に、そのような前処理方
法は、目的とする分析物が、未処理の試験試料（例えば、すなわち、いかなるそのような
前処理方法も受けない試験試料）の濃度に比例する濃度で、試験試料中に残るように成さ
れる。
【００２１】
　ｆ）変形性関節症
　本明細書で使用される「変形性関節症」（「ＯＡ」と略記される）という用語は、任意
の単数または複数の関節の軟骨の炎症、および損傷、またはその喪失、ならびに関節痛を
特徴とする、骨関節症および退行性骨関節疾患としても知られている疾患を指す。イヌお
よびヒト等の哺乳類の対象を含む、対象の変形性関節症を診断するための臨床的標準は、
よく知られており、例えば、関節の腫れまたは腫張、関節の圧痛または疼痛、減少した関
節の可動域、骨の成長などの可視的な関節の変形、および捻髪音が挙げられる。症状は、
臨床的観察および履歴、ＭＲＩおよびＸ線を含む撮像によって特定することができる。Ｏ
Ａの有無、およびＯＡの重篤性または程度を診断するための基準としては、膝ＯＡのＡＣ
Ｒ基準（Ｒ．Ａｌｔｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ｏｆ　ｃｒｉｔｅ
ｒｉａ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｒｅｐｏｒｔｉｎｇ
　ｏｆ　ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ：Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｏｓｔ
ｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｋｎｅｅ：Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ　ａｎｄ　Ｔ
ｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｃｒｉｔｅｒｉａ　Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｍｅ
ｒｉｃａｎ　Ｒｈｅｕｍａｔｉｓｍ　Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ．ＡＲＴＨＲＩＴＩＳ　Ｒ
ＨＥＵＭ．Ａｕｇ　２９（８）：１０３９－１０４９（１９８６））、ＷＯＭＡＣに従っ
た機能的状態の基準（Ｎ．Ｂｅｌｌａｍｙ　ｅｔ　ａｌ．，１９８８，Ｖａｌｉｄａｔｉ
ｏｎ　ｓｔｕｄｙ　ｏｆ　ＷＯＭＡＣ：ａ　ｈｅａｌｔｈ　ｓｔａｔｕｓ　ｉｎｓｔｒｕ
ｍｅｎｔ　ｆｏｒ　ｍｅａｓｕｒｉｎｇ　ｃｌｉｎｉｃａｌｌｙ　ｉｍｐｏｒｔａｎｔ　
ｐａｔｉｅｎｔ　ｒｅｌｅｖａｎｔ　ｏｕｔｃｏｍｅｓ　ｔｏ　ａｎｔｉｒｈｅｕｍａｔ
ｉｃ　ｄｒｕｇ　ｔｈｅｒａｐｙ　ｉｎ　ｐａｔｉｅｎｔｓ　ｗｉｔｈ　ｏｓｔｅｏａｒ
ｔｈｒｉｔｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｈｉｐ　ｏｒ　ｋｎｅｅ．Ｊ　ＲＨＥＵＭＡＴＯＬ　１
５：１８３３－１８４０）、および膝ＯＡのためのＫｅｌｌｇｒｅｎ－Ｌａｗｒｅｎｃｅ
法に従った、ＯＡ疾患の重篤性を評価するための放射線基準（Ｋｅｌｌｇｒｅｎ，Ｊ．Ｈ
．ａｎｄ　Ｊ．Ｓ．Ｌａｗｒｅｎｃｅ，Ｒａｄｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ａｓｓｅｓｓｍｅｎ
ｔ　ｏｆ　ｏｓｔｅｏ－ａｒｔｈｒｏｓｉｓ．ＡＮＮ　ＲＨＥＵＭ　ＤＩＳ　１６：４９
４－５０２）が挙げられるが、これらに限定されない。
【００２２】
　ｇ）発現
　本明細書で使用される「発現」という用語は、ＤＮＡ配列情報のメッセンジャーＲＮＡ
（ｍＲＮＡ）またはタンパク質への変換を指す。発現は、完全長ｍＲＮＡ、ｍＲＮＡ断片
、完全長タンパク質、またはタンパク質断片のレベルを測定することによって監視しても
よい。発現はまた、対照状態に対するＤＮＡの変化を評価することによって推定してもよ
い。発現に影響を及ぼすＤＮＡの変化としては、ＤＮＡの増幅（コピー数の増加）、遺伝
子の調節領域のメチル化状態の変化、または遺伝子の調節領域中の一塩基多型が挙げられ
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る。
【００２３】
　ｈ）ハイブリッド形成
　本明細書で使用される「ハイブリッド形成」という用語は、２つの相補的１本鎖核酸間
の特異的水素結合を介したアニーリングまたは塩基対合の過程を指す。「ハイブリッド形
成のストリンジェンシー」は、温度およびイオン強度の条件によって決定される。核酸ハ
イブリッドの安定性は、融解温度またはＴｍで表され、この温度は、既定の条件下でハイ
ブリッドが５０％変性する温度である。所与のハイブリッドのＴｍを推定するための式が
導出されており、この式は、核酸のＧ＋Ｃ含量、ハイブリッド形成プローブの長さ等を考
慮している（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ，１９８９，ｃｈａｐｔｅｒ　９）
。プローブのその標的とのアニーリング速度を最大化するために、ハイブリッド形成は、
概して、Ｔｍよりも低い約２０～２５℃の温度の、高イオン強度の溶液（６×ＳＳＣまた
は６×ＳＳＰＥ）中で行われる。ハイブリッド形成される配列が同一でない場合は、ハイ
ブリッド形成温度を、１％の不整合毎に１～１．５℃下げる。概して、洗浄条件は、でき
る限りストリンジェントである（すなわち、計算したＴｍよりも低い約１２～２０℃の温
度の、低イオン強度）。一例として、高度にストリンジェントな条件は、一般的に、６×
ＳＳＣ／５×デンハルト溶液／１．０％のＳＤＳ中で、６８℃でハイブリッド形成するこ
とと、０．２×ＳＳＣ／０．１％のＳＤＳ中で、６５℃で洗浄することとを伴う。最適な
ハイブリッド形成条件は、概して、溶液中で行われるハイブリッド形成と、固定化した核
酸を使用したハイブリッド形成とで異なる。当業者は、パラメータを操作してハイブリッ
ド形成を最適化することを理解するであろう。
【００２４】
　ｉ）核酸分子
　本明細書で同じ意味で使用される「核酸分子」および「ポリヌクレオチド」という用語
は、連結されたヌクレオチドの配列を指す。ヌクレオチドは、デオキシリボヌクレオチド
またはリボヌクレオチドであってもよく、標準または非標準ヌクレオチドであってもよく
、修飾または誘導体化ヌクレオチドであってもよく、合成類似体であってもよい。ヌクレ
オチドは、リン酸ジエステル結合または非加水分解性結合によって連結されてもよい。核
酸は、少数のヌクレオチド（すなわち、オリゴヌクレオチド）を含んでもよく、または多
数のヌクレオチド（すなわち、ポリヌクレオチド）を含んでもよい。核酸は、１本鎖また
は２本鎖であってもよい。
【００２５】
　ｊ）タンパク質およびタンパク質断片
　本明細書で同じ意味で使用される「タンパク質」、「ポリペプチド」、および「ペプチ
ド」という用語は、完全長天然タンパク質または完全長タンパク質のより短い断片を含む
種々の長さの酸の配列を有する、複数のアミノ酸から成る分子を指す。これらは、中性の
形態であるか、または塩として存在してもよく、修飾されないか、またはグリコシル化、
側鎖酸化、およびリン酸化を含む過程によって、もしくはグリコシル単位、脂質、および
無機イオン（リン酸塩等）が挙げられるがこれらに限定されない、アミノ酸側鎖に取り付
けられる他の部分の付加によって、修飾されてもよい。修飾はまた、スルフヒドリル基の
酸化等の、アミノ酸側鎖の化学的変換を含んでもよい。修飾がその特異性を変化させない
のであれば、そのような修飾を伴う分子は、この用語に包含される。本明細書で使用され
る「タンパク質」という用語およびその同義語は、ｐＩまたはＭＷ、もしくはどちらも異
なり得る同じ遺伝子によってコードされるタンパク質アイソフォームを包含することを理
解されたい。そのようなアイソフォームは、例えば選択的スプライシングまたは翻訳後修
飾等の差異的処理に起因する、異なるアミノ酸配列を有してもよい。本明細書で使用され
る「タンパク質断片」という用語は、第２のポリペプチドのアミノ酸配列の少なくとも５
個のアミノ酸残基（好ましくは、少なくとも１０個のアミノ酸残基、少なくとも１５個の
アミノ酸残基、少なくとも２０個のアミノ酸残基、少なくとも２５個のアミノ酸残基、少
なくとも４０個のアミノ酸残基、少なくとも５０個のアミノ酸残基、少なくとも６０個の
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アミノ酸残基、少なくとも７０個のアミノ酸残基、少なくとも８０個のアミノ酸残基、少
なくとも９０個のアミノ酸残基、少なくとも１００個のアミノ酸残基、少なくとも１２５
個のアミノ酸残基、少なくとも１５０個のアミノ酸残基、少なくとも１７５個のアミノ酸
残基、少なくとも２００個のアミノ酸残基、または少なくとも２５０個のアミノ酸残基）
のアミノ酸配列を含むポリペプチドを指す。マーカータンパク質の断片は、完全長天然タ
ンパク質の機能活性を保有する場合もあれば、保有しない場合もある。
【００２６】
　Ｂ．変形性関節症バイオマーカーおよびアレイ
　本明細書で説明される方法、および診断試薬、キット、ならびに本明細書で開示される
関連する発明は、複数の分子マーカーの驚くべき発見に部分的に基づいており、その発現
レベルは、健康な対象とＯＡを伴う対象との間で確実に差異が認められる。同じ複数のマ
ーカーは、術前および術後のＯＡ対象を判別することが可能であり、したがって、ＯＡ治
療の有効性をこれらのマーカーで評価できることも示す。分子マーカーは、対象から容易
に得られた生物学的試料から測定した時に、対象における発現の変化が対象にＯＡが存在
することを示す遺伝子である。また、本明細書では、分子マーカーを使用して、ＯＡの治
療のための治療物質としての候補物質を特定する方法、対象におけるＯＡ治療の有効性を
判定するための方法、ならびにＯＡの診断試薬およびキットも提供する。
【００２７】
　本明細書で使用される「ＯＡバイオマーカー」は、バイオマーカーの発現レベルもしく
は数または構造が、ＯＡを伴わない、または同じ程度、重篤性、型、もしくは病期のＯＡ
を有する対象よりも、ＯＡが存在する、または同じ程度、重篤性、型、もしくは病期のＯ
Ａを有する対象において著しく頻繁に見られる時の、ＯＡを示す。対照と比較した時のＯ
Ａマーカーの発現レベル、数、または構造の有意性は、許容される信頼性のレベル（例え
ば、最低で９５％）を適用することによって、通常の統計的方法を使用して判定される。
例えば、各ＯＡバイオマーカーの発現レベルのカットオフまたは閾値を、発現レベルの臨
床的または亜臨床ＯＡ指標との相関度を含む、多数の因子に従って設定してもよい。例え
ば、ＯＡを示すバイオマーカーの発現レベルは、例えば、疾患を有する患者の少なくとも
６０％で見ることができ、疾患を有しない対象では１０％未満でしか見られない。より好
ましくは、発現レベルは、疾患を有する患者の少なくとも７０％、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
９７％、少なくとも９８％、少なくとも９９％以上で見られた場合にＯＡを示し、疾患を
有しない対象では２０％未満、１０％未満、８％未満、５％未満、２．５％未満、または
１％未満でしか見られない。
【００２８】
　「ＯＡ発現プロファイル」は、ＯＡを有することが分かっている、特定の型（亜型Ｉま
たは亜型ＩＩ）のＯＡを有することが分かっている、特定の病期（初期、末期）のＯＡを
有することが分かっている、またはＯＡのないことが分かっている、１つ以上の対象由来
の１つ以上の生物学的試料から判定した時に、一組の２つ以上の選択されたＯＡマーカー
の発現レベルの任意の物理的表現である。特定の対象または対象群のプロファイルは、Ｏ
Ａマーカー発現レベルを別々に分析した複数種類の生物学的試料からの発現レベル情報を
含んでもよい。例えば、対象のＯＡ発現プロファイルは、対象由来の尿試料および血液試
料からのＯＡマーカー発現レベル情報、ならびに両方の試料からのＯＡマーカー発現レベ
ルを表す単一のプロファイルに組み合わせた結果を含んでもよい。単一の発現プロファイ
ルは、滑液、全血、血漿、血清、尿、および唾液から選択される任意の２つ以上の生物学
的試料からの発現レベル情報を含んでもよく、また完全なプロファイルは、滑液、尿、唾
液、および全血、血漿、または血清から選択される任意の３つまたは４つの生物学的試料
からの発現レベル情報を含んでもよい。
【００２９】
　当業者は、検査される対象からの試料が多くなるにつれて、対象のＯＡの有無、程度、
重篤性、型、または病期の判定の信頼性が高まることを理解するであろう。プロファイル
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は、視覚的グラフィック形態で、例えば紙の上もしくはコンピュータディスプレイ上に表
してもよく、アレイ等の三次元形態で表してもよく、および／またはコンピュータが読み
取り可能な媒体に記憶させてもよい。発現プロファイルは、ＯＡの特定の状態（例えば、
ＯＡ疾患の有無、重篤性（臨床的または亜臨床的））、型（亜型Ｉまたは亜型ＩＩのＯＡ
）、程度（軟骨損傷の程度）、病期（初期のＯＡまたは末期のＯＡ）に対応してもよく、
したがって、患者試料に対する比較のためのテンプレートを提供する。対照プロファイル
は、少なくとも１つの正常／健康な対象由来の生物学的試料、もしくは正常／健康な対象
群から得られる複数の試料、または重篤性、型、もしくは病期に関して相当するＯＡ疾患
を有すると特定される１つ以上の対象から得られる複数の試料を分析することによって得
ることができる。同様に、相当するプロファイルを、年齢、性別、および肥満指数が整合
する対象について得ることができる。
【００３０】
　本明細書で同じ意味で使用される「正常」および「健康」という用語は、関節の疼痛、
炎症、または機能の低下等のＯＡの症状を示さず、いかなる履歴もなく、かつＯＡを有す
ると診断されたことがない単数または複数の対象を指す。「正常」または「健康」な試料
は、正常／健康な対象から得られる試料を指す。「ＯＡを有する疑いがある対象」とは、
関節の疼痛、関節の腫れ、および捻髪音が挙げられるが、これらに限定されない、対象に
おけるＯＡの存在を示す１つ以上の症状を呈する対象、またはＯＡが存在する危険性があ
り得る、もしくは単純にスクリーニングされている対象を指す。ＯＡを発達させる危険因
子は、概してよく知られており、例えば、年齢、過体重すなわち肥満、外傷、人種、およ
び／または家族歴を含む。
【００３１】
　ＯＡバイオマーカー発現プロファイルは、例えば、変形性関節症を有する疑いがある対
象由来の生物学的試料から得られる、ＭＣＰ１、ＩＬ８、ＫＣ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ３、Ｉ
Ｌ６、ＭＭＰ１、ＲＡＮＴＥＳ、ＭＭＰ９、ＩＬ１、アポリポタンパク質Ａ１、アポリポ
タンパク質Ｅ、および任意のそれらの断片、ならびにそれらの任意の組み合わせから成る
群から選択される、２つ以上のポリペプチドのポリペプチド発現レベル情報を含んでもよ
い。より具体的には、健康な患者から、および初期のＯＡまたは末期のＯＡを伴う患者か
ら得られる滑液の試料を分析することによって、表１に列記されるポリペプチドが、正常
な対象とＯＡを伴う対象とを区別することを発見した。したがって、対象に関するＯＡの
有無、程度、重篤性、型、または病期を示すために、対象由来の生物学的試料で測定した
時の、対象におけるこれらのマーカー遺伝子の発現レベルの変化を使用してもよい。マー
カーのパネル（表１を参照のこと）は、ＭＣＰ１、ＩＬ８、ＫＣ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ３、
ＩＬ６、ＭＭＰ１、ＲＡＮＴＥＳ、ＭＭＰ９、ＩＬ１Ｂ、アポリポタンパク質Ａ１、アポ
リポタンパク質Ｅ、ＤＣＮ、ＣＩＬＰ、およびＣＯＭＰを含む。これらのタンパク質は、
正常な個人の滑液試料と比較して、初期の変形性関節症を伴う対象の滑液試料において上
方制御されることが分かっている。
【００３２】
　例えば、１つ以上の対象におけるＯＡの有無、程度、重篤性、型、または病期を判定す
るために、本明細書で説明される任意の１つ以上の、好ましくは２つ以上のＯＡマーカー
の発現レベルの変化を使用してもよい。１つ以上の対象におけるＯＡの有無、程度、重篤
性、型、または病期を判定するために、２つ、３つ、４つ、５つ、６つ、７つ、８つ、９
つ、１０、１１、１２、またはそれ以上の分子マーカーの発現の変化を使用してもよい。
当業者は、概して、より多くのマーカーを検査するにつれて、１つ以上の対象におけるＯ
Ａの有無、程度、重篤性、型、または病期の判定がより正確になることを理解するであろ
う。
　表１：ＯＡマーカー
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【表１－２】

【００３３】
　任意のＯＡマーカーまたは複数のＯＡマーカーの発現を測定することは、当技術分野で
よく知られている種々の手法によって達成されてもよい。発現は、ＯＡマーカー遺伝子（
すなわち、ｍＲＮＡまたはタンパク質）の産物を検出することによって直接監視されても
よく、またはＯＡマーカー遺伝子の発現に影響を及ぼすＤＮＡの変化（例えば、増幅、メ
チル化等）を検出することによって間接的に評価されてもよい。ＲＮＡ、タンパク質、ま
たはＤＮＡは、当技術分野でよく知られている手法、およびＡｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ
．，（２００３）ＣＵＲＲＥＮＴ　ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ　ＩＮ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　Ｂ
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ＩＯＬＯＧＹ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，ＮＹ等の、標
準的な分子生物学の参考文献で説明されている手法を使用して目的とする細胞から単離し
てもよい。
【００３４】
　ＯＡマーカー遺伝子のＲＮＡ産物の検出は、種々の方法によって達成されてもよい。定
量的であり、ＯＡ試料と対照試料との間でＲＮＡの元のレベルの評価を可能にする方法も
あれば、単に質的な方法もある。下記で示される方法に関する付加的な情報は、例えば、
Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，（２００３）ＣＵＲＲＥＮＴ　ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ　Ｉ
Ｎ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＢＩＯＬＯＧＹ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｎｅ
ｗ　Ｙｏｒｋ，ＮＹ、またはＳａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）ＭＯＬＥＣＵ
ＬＡＲ　ＣＬＯＮＩＮＧ：Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒ
ｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹで見
出され得る。当業者は、目的とするｍＲＮＡの検出を最適化するためにパラメータが操作
され得ることを理解するであろう。
【００３５】
　ＯＡ試料および対照試料中の任意のＯＡマーカーの差次的発現を測定するために、定量
的リアルタイムＰＣＲ（ＱＲＴ－ＰＣＲ）を使用してもよい。ＱＲＴ－ＰＣＲにおいて、
ＲＮＡテンプレートは、概して、ｃＤＮＡに逆転写され、ｃＤＮＡは、次いで、ＰＣＲ反
応を介して増幅される。ＰＣＲ増幅過程は、耐熱性ＤＮＡポリメラーゼによって触媒され
る。適切な耐熱性ＤＮＡポリメラーゼの限定的でない例としては、Ｔａｑ　ＤＮＡポリメ
ラーゼ、Ｐｆｕ　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｔｌｉ（Ｖｅｎｔとしても知られる）ＤＮＡポリ
メラーゼ、Ｔｆｌ　ＤＮＡポリメラーゼ、およびＴｔｈ　ＤＮＡポリメラーゼが挙げられ
る。ＰＣＲ過程は、３つのステップ（すなわち、変性、アニーリング、および伸長）、ま
たは２つのステップ（すなわち、変性、およびアニーリング／伸長）を含んでもよい。ア
ニーリングまたはアニーリング／伸長ステップの温度は、増幅プライマー（すなわち、そ
れらのヌクレオチド配列、融解温度、および／または濃度）に応じて変化させることがで
き、また、変化することになる。アニーリングまたはアニーリング／伸長ステップの温度
は、約５０℃～約７５℃の範囲であってもよい。ＰＣＲ産物の量は、リアルタイムでサイ
クル毎に追跡され、ｍＲＮＡの初期濃度の判定を可能にする。反応は、ＳＹＢＲ　Ｇｒｅ
ｅｎ等の２本鎖ＤＮＡに結合する色素の存在下で行われてもよい。反応はまた、ＰＣＲ伸
長サイクル中にクエンチャが取り除かれた時に蛍光を発する、ＴＡＱＭＡＮ（登録商標）
プローブ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ，ＣＡ）等
の、蛍光レポータープローブを用いて行われてもよい。蛍光値は、各サイクル中に記録さ
れ、増幅反応の時点まで増幅された産物の量を表す。統計的に有意な蛍光信号が最初に記
録された時のサイクルが、閾値サイクル（Ｃｔ）である。誤差を最小化して、任意の試料
間のばらつきを低減するために、ＱＲＴ－ＰＣＲは、一般的に、内部標準を使用して行わ
れる。理想的な内部標準は、異なる組織の間で一定のレベルで表され、実験的な治療の影
響を受けない。適切な内部標準は、ハウスキーピング遺伝子であるグリセルアルデヒド－
３－リン酸－デヒドロゲナーゼ（ＧＡＰＤＨ）およびベータアクチンのｍＲＮＡが挙げら
れるが、これらに限定されない。
【００３６】
　また、ＯＡマーカーの差次的発現を測定するために、逆転写酵素ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ
）を使用してもよい。前述のように、ＲＮＡテンプレートは、ｃＤＮＡに逆転写され、次
いで、ｃＤＮＡは、典型的なＰＣＲ反応を介して増幅される。所定数のサイクルの後、増
幅されたＤＮＡ産物は、一般的に、ゲル電気泳動によって分離される。異なる細胞におい
て増幅されるＰＣＲ産物の相対量の比較は、ＯＡ試料中で分子マーカーが差次的に発現し
たかどうかを明らかにする。
【００３７】
　ＯＡマーカーの差次的発現はまた、核酸マイクロアレイを使用して測定してもよい。こ
の方法では、１本鎖核酸（例えば、ｃＤＮＡ、オリゴヌクレオチド等）が、固体支持体上
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でプレート化またはアレイ化される。固体支持体は、ガラス、シリカ系、シリコン系、合
成ポリマー、生物学的ポリマー、共重合体、金属、または膜等の材料であってもよい。固
体支持体の形態または形状は、用途に応じて変化する場合がある。適切な例としては、ス
ライド、帯、プレート、ウェル、微粒子、繊維（光学繊維等）、ゲル、およびそれらの組
み合わせが挙げられるが、これらに限定されない。アレイ化されて固定化された配列は、
概して、目的とする細胞由来の特異的ＤＮＡプローブでハイブリッド形成される。蛍光標
識したｃＤＮＡプローブは、目的とする細胞から抽出されるＲＮＡの逆転写によって、蛍
光標識したデオキシヌクレオチドの組み込みを通して生成してもよい。プローブは、高度
にストリンジェントな条件下で、マイクロチップ上で、固定化した核酸にハイブリッド形
成される。ストリンジェント洗浄し、非特異的に結合したプローブを取り除いた後に、チ
ップを、共焦点レーザ顕微鏡によって、またはＣＣＤカメラ等の別の検出方法によって走
査する。各アレイ化した要素のハイブリッド形成の定量化は、対応するｍＲＮＡの存在量
の評価を可能にする。２色蛍光法により、２つのＲＮＡ源から生成した、別々に標識した
ｃＤＮＡプローブが、アレイに一対にハイブリッド形成される。したがって、各規定の分
子マーカーに対応する２つの源からの転写物の相対存在量が、同時に特定される。マイク
ロアレイ分析は、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ社のＧｅｎＣｈｉｐ技術、またはＩｎｃｙｔｅ社
のマイクロアレイ技術等を使用することによって、製造業者のプロトコルに従って、市販
の機器によって行ってもよい。
【００３８】
　ＯＡマーカーの差次的発現はまた、ノーザンブロット法を使用して測定してもよい。こ
のために、最初に、変性状態下で、アガロースゲル中での電気泳動を介して、ＲＮＡ試料
をサイズによって分類する。次いで、ＲＮＡを、膜に移し、架橋し、そして高度にストリ
ンジェントな条件下で、標識したＤＮＡプローブにハイブリッド形成する。洗浄して非特
異的に結合したプローブを取り除いた後に、ハイブリッド形成した標識した種を、当技術
分野でよく知られている手法を使用して検出する。プローブは、放射性元素、紫外線光に
暴露された時に蛍光を発する化学物質、抗体で検出されるタグ、または有色もしくは蛍光
産物の形成を触媒する酵素で標識されてもよい。対照試料および試験試料中で検出される
ＲＮＡの相対量の比較は、試験試料中の単数または複数のＯＡマーカーの発現が変化する
かどうかを明らかにする。
【００３９】
　また、ＯＡ試料および対照試料中のＯＡマーカーの差次的発現を監視するために、ヌク
レアーゼ保護アッセイを使用してもよい。ヌクレアーゼ保護アッセイでは、アンチセンス
プローブを、溶液中でＲＮＡ試料にハイブリッド形成する。アンチセンスプローブは、同
位元素、フルオロフォア、酵素、または別のタグで標識されてもよい。ハイブリッド形成
に続いて、ヌクレアーゼを加えて、１本鎖のハイブリッド形成していないプローブおよび
ＲＮＡに分解する。残りの保護された２本鎖断片を分離するために、アクリルアミドゲル
を使用し、次いで、この断片を、当技術分野でよく知られている手法を使用して検出する
。再度、発現の質的な差を検出してもよい。
【００４０】
　また、ＯＡマーカーの差次的発現は、インサイツハイブリッド形成を使用して測定して
もよい。この種のハイブリッド形成は、標識したアンチセンスプローブを使用して、組織
切片の細胞中の特定のｍＲＮＡを限局する。ハイブリッド形成および洗浄ステップは、概
して、高度にストリンジェントな条件下で行われる。プローブは、標識したハイブリッド
が顕微鏡下で視覚化され得るように、別のタンパク質または抗体によって検出され得る、
フルオロフォアまたは小さいタグ（ビオチンまたはジゴキシゲニン等）で標識されてもよ
い。ＯＡマーカーの転写物は、細胞の核、細胞質、または原形質膜に限局されてもよい。
【００４１】
　ＯＡマーカーのタンパク質産物の検出は、複数の異なる手法によって達成されてもよく
、その多くは抗体に基づいている。下記で論じられる方法に関する付加的な情報は、Ａｕ
ｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，（２００３）ＣＵＲＲＥＮＴ　ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ　ＩＮ　
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ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＢＩＯＬＯＧＹ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｎｅｗ　
Ｙｏｒｋ，ＮＹ、またはＳａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）ＭＯＬＥＣＵＬＡ
Ｒ　ＣＬＯＮＩＮＧ：Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎ
ｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹで見出さ
れ得る。当業者は、目的とするタンパク質の検出を最適化するためにパラメータが操作さ
れてもよいことを理解するであろう。
【００４２】
　タンパク質レベルを検出して定量化するために、酵素結合抗体免疫吸着アッセイ（ＥＬ
ＩＳＡ）を使用してもよい。この方法は、抗原（すなわち、目的とするタンパク質）を調
製することと、マイクロタイタープレートのウェルを抗原で被覆することと、抗原を認識
する抗体でインキュベートすることと、結合していない抗体を洗浄することと、抗体－抗
原錯体を検出することとを含む。抗体は、概して、西洋わさびペルオキシダーゼまたはア
ルカリホスファターゼ等の酵素に共役され、比色産物、蛍光産物、または化学発光産物を
生成する。ＥＬＩＳＡはまた、２つの抗体を使用する場合があり、その１つは、目的とす
るタンパク質に対して特異的であり、もう１つは、第１の抗体を認識し、検出のための酵
素に連結される。さらに、ウェルを抗原で被覆する代わりに、抗体をウェル上に被覆して
もよい。この場合、被覆したウェルに目的とする抗原を加えることに続いて、検出可能な
化合物に共役させる第２の抗体を加える。
【００４３】
　異なる最高１００組に微小球ビーズを色素で色分けした、取り込みビーズシステムに基
づく多重アッセイを使用して、タンパク質レベルを検出して、定量化するために、Ｌｕｍ
ｉｎｅｘプラットフォーム（Ｌｕｍｉｎｅｘ　Ｃｏｒｐ．Ａｕｓｔｉｎ，Ｔｅｘａｓから
入手可能）を使用することができる。各色分けしたビーズ組は、選択したタンパク質マー
カーに特異的な抗体等の特異的結合試薬で被覆され、極めて少量（例えば、１滴の流体）
の原形質、血清、溶解物、または滑液等の生物学的試料由来の特異的タンパク質分析物の
取り込みおよび検出を可能にする。どの分析物がスクリーニングされているか応じて、分
析物を取り込むために、少なくとも１つまたは複数のビーズ組を試料とともにインキュベ
ートしてもよい。Ｌｕｍｉｎｅｘ小型分析器は、レーザを使用して、各微小球ビーズ、さ
らにはアッセイ中に取り込んだ任意のレポーター色素を識別する内部色素を励起する。各
ビーズ組に関して、複数の読み取りを行うことができる。各ビーズが特別な色素比率を組
み込んでいるので、取り込み後に各ビーズ集団を別々に分析することができる。例示的な
複合免疫測定法プラットフォームはまた、Ｑｉａｇｅｎ　Ｉｎｃ．から入手可能なｘＭＡ
Ｐプラットフォームである。
【００４４】
　相対タンパク質レベルはまた、ウエスタンブロット法で測定してもよい。ウエスタンブ
ロット法は、概して、タンパク質試料を調製することと、ゲル電気泳動を使用して変性タ
ンパク質を質量によって分離することと、目的とするタンパク質に特異的な抗体でブロッ
トをプローブすることとを含む。検出は、通常、２つの抗体を使用して達成され、第２の
ものは、検出のための酵素、または別のレポーター分子に共役される。タンパク質レベル
の差を検出するために使用する方法としては、比色検出法、化学発光検出法、蛍光検出法
、および放射能検出法が挙げられる。
【００４５】
　タンパク質レベルの測定はまた、タンパク質マイクロアレイまたは抗体マイクロアレイ
を使用して行ってもよい。これらの方法では、タンパク質または抗体を、マイクロアレイ
またはバイオチップの表面に共有結合的に取り付ける。目的とするタンパク質は、抗体と
の相互作用によって検出され、抗体－抗原錯体は、概して、抗体上の蛍光タグを介して検
出される。
【００４６】
　相対タンパク質レベルは、免疫組織化学によって評価されてもよく、タンパク質は、そ
の特異的抗体との相互作用によって組織切片の細胞に限局される。抗原－抗体錯体は、種
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々の方法によって視覚化してもよい。ＥＬＩＳＡについて前述したように、１つまたは２
つ抗体を使用してもよい。検出抗体は、フルオロフォアでタグ付けしてもよく、または検
出可能な産物の産生を触媒する酵素に共役してもよい。標識した錯体は、一般的に、顕微
鏡下で視覚化される。
【００４７】
　任意の１つ以上のＯＡマーカーの発現の変化はまた、各ＯＡマーカー遺伝子をコードす
るＤＮＡの変化を検出することによって評価してもよい。ＤＮＡは増幅してもよく、これ
は、ＤＮＡまたは遺伝子の領域のコピー数が増加する過程である。通常、ＤＮＡの付加的
なコピー数に比例して、ＲＮＡ産物の量も増加する。ＤＮＡの増幅は、当技術分野でよく
知られている、ＰＣＲ手法によって検出してもよい。ＤＮＡの増幅はまた、サザンブロッ
ト法によって検出してもよく、その方法において、ＤＮＡは、高度にストリンジェントな
条件下で、標識したプローブにハイブリッド形成され、標識したハイブリッドは、ノーザ
ンブロット法について前述したように検出してもよい。
【００４８】
　ＤＮＡのメチル化状態の変化はまた、任意のＯＡマーカーの発現の変化を示し得る。遺
伝子の調節領域をメチル化してもよく、これは、ＣｐＧジヌクレオチド中のシトシンの５
－炭素へのメチル基の付加を伴う。転写的にサイレントである遺伝子は、メチル化または
高メチル化した調節領域を有する傾向がある。したがって、ＯＡマーカー遺伝子の脱メチ
ル反応は、組織または細胞における発現の増加につながり得、これは、対象から得られる
生物学的試料から検出可能である。同様に、ＯＡマーカー遺伝子のメチル化は、組織また
は細胞における発現の減少につながり得、これは、対象から得られる生物学的試料から検
出可能である。１つ以上の対照対象由来の単数または複数の試料に対する、ＯＡを伴う１
つ以上の対象由来の単数または複数の試料中のＯＡマーカー遺伝子のメチル化状態の変化
は、サザン法の検出またはＰＣＲ増幅に続いて、メチル化感受性制限酵素を使用してＤＮ
Ａを消化して評価してもよい。ＯＡマーカーのメチル化状態の変化はまた、重亜硫酸反応
に基づく方法を使用して検出してもよい。このために、メチル化されていないシトシンを
ウラシルに変換するために重亜硫酸ナトリウムを使用し、次いで、メチル化されたシトシ
ンを、メチル化特異的ＰＣＲ（ＭＳＰ）法によって検出する。
【００４９】
　ＯＡマーカー遺伝子の調節領域の一塩基多型（ＳＮＰ）もまた、その発現レベルに影響
を及ぼし得る。例えば、変化したヌクレオチドは、転写因子の結合に影響を及ぼし得、よ
って、転写が上方制御または下方制御される。特定のＳＮＰの存在は、ＤＮＡの配列決定
によって検出してもよい。ＳＮＰはまた、オリゴヌクレオチドプローブへの選択的ハイブ
リッド形成（すなわち、ＳＮＰを伴わない配列ではなく、特定のＳＮＰを含有する配列に
ハイブリッド形成する）によって検出してもよい。特定のＳＮＰはまた、ＰＣＲに基づく
手法、またはオリゴヌクレオチドマイクロアレイに基づくアッセイを使用して検出しても
よい。
【００５０】
　ＯＡマーカーの任意の１つ以上の発現は、対照試料に対するＯＡ試料で測定することが
できる。ＯＡ細胞は、概して、認められた臨床的指標に基づいて、ＯＡを有することが分
かっている対象から単離してもよく、任意のＯＡマーカーの発現は、インビトロで検査し
てもよい。単離した細胞に使用される生検の種類は、ＯＡの場所および性質に応じて変え
ることができ、また、変わることになる。細胞、組織、または生物学的流体（滑液等）の
試料は、針吸引生検によって取り除いてもよい。このために、注射器に取り付けた細針を
、皮膚を通して、目的とする臓器、組織、または関節包の中に挿入する。針は、超音波ま
たはコンピュータ断層撮影法（ＣＴ）撮像を使用して、目的とする領域に誘導してもよい
。針が組織の中に挿入されると、注射器で真空が作られ、よって、細胞または流体を、針
を通して吸引して注射器の中に採取することができる。細胞または組織の試料は、切開生
検またはコア生検によって取り除いてもよい。このために、円錐、円筒、または微小な組
織を、目的とする領域から取り出してもよい。この種の生検は、概して、ＣＴ撮像、超音
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波、または内視鏡によって誘導される。
【００５１】
　ＲＮＡ、タンパク質、またはＤＮＡは、任意の生物学的試料含有細胞または組織から抽
出して、前述の本明細書で説明される方法を使用して、任意の１つ以上のＯＡマーカーの
単数または複数の発現レベルの分析ができるようにしてもよい。生検を行った細胞または
組織は、プラスチックまたはパラフィンに埋め込んでもよく、そこから、核酸を単離して
もよい。ＯＡマーカーの発現はまた、インサイツ（例えば、インサイツハイブリッド形成
、免疫組織化学）で、生検を行った細胞または組織で行ってもよい。
【００５２】
　ＯＡマーカーの発現はまた、対象においてインビボで検査してもよい。特定のｍＲＮＡ
またはタンパク質は、蛍光色素、生物発光マーカー、蛍光半導体ナノ結晶、または半減期
の短い放射性同位元素で標識し、次いで、対象を、標識の種類に応じて種々の手法を使用
して撮像または走査してもよい。
【００５３】
　Ｃ．方法
　変形性関節症を診断、病期分類、または監視するための方法は、例えば、対象由来の生
物学的試料中の、ＭＣＰ１、ＩＬ８、ＫＣ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ３、ＭＭＰ９、ＩＬ６、Ｍ
ＭＰ１、ＲＡＮＴＥＳ、ＩＬ１Ｂ、アポリポタンパク質Ａ１、アポリポタンパク質Ｅ、Ｄ
ＣＮ、ＣＩＬＰ、ＣＯＭＰ、および任意のそれらの断片、ならびにそれらの任意の組み合
わせから成る群から選択される、少なくとも２つのポリペプチドの発現レベルを測定する
ことを含むことができ、生物学的試料中の少なくとも２つのポリペプチドまたはそれらの
断片の発現レベルは、対象における変形性関節症の有無、程度、重篤性、型、または病期
を示す、試料タンパク質発現プロファイルを提供する。少なくとも２つのポリペプチドの
発現レベルは、ＤＮＡ増幅、ＤＮＡメチル化／脱メチル化から成る群から選択される過程
、および一塩基多型に起因するＤＮＡの変化を検出することが挙げられるが、それに限定
されない、前述のタンパク質または核酸の定量化手法のいずれかを使用して測定される。
本方法は、試料タンパク質発現プロファイルを、対照タンパク質発現プロファイルと比較
することをさらに含み、試料タンパク質発現プロファイルと、対照タンパク質発現プロフ
ァイルとの間の差は、対象における変形性関節症の有無、程度、重篤性、型、または病期
を示す。
【００５４】
　したがって、本明細書で説明されるＯＡバイオマーカーは、対象のＯＡの存在を検出す
るための、ＯＡの発生に関して対象の集団を研究するための、およびＯＡ治療の有効性を
評価するための方法で使用される。故に、本開示は、ＯＡを有することが疑われる対象か
ら得られる試験試料を特徴付け、対象のＯＡを診断し、ＯＡの亜型を特定し、また、対象
のＯＡの発達を評価するための方法を提供する。そのような方法では、対象から得られる
生物学的試料について判定されるバイオマーカーの発現レベルを、１つ以上の対照試料の
レベルと比較する。対照試料は、健康な対象（または一群の健康な対象）から、ＯＡを伴
う対象（または対象群）から、亜型ＩのＯＡまたは亜型ＩＩのＯＡを伴う対象（または対
象群）から、および／または疾患の特定の病期（例えば、初期のＯＡまたは末期のＯＡ）
を伴う対象（または対象群）から得てもよい。前述のように、目的とするバイオマーカー
の対照発現レベルは、好ましくは、多数の個人から判定して、平均を得る。一定の好まし
い実施形態では、調査中の生物学的試料について判定される発現レベルを、前述のように
、少なくとも１つのＯＡの発現プロファイルと比較する。
【００５５】
　ＯＡの有無、ＯＡの程度、重篤性、型、または病期と相関する発現レベルを有するＯＡ
バイオマーカーは、新しい治療薬を特定する（例えば、スクリーニングを使用して、これ
らのバイオマーカーの発現を抑えるか、または高める化合物または物質を検出する）ため
の魅力的な標的である。故に、本開示はまた、効果的にＯＡを治療するか、またはＯＡの
進行を遅らせる潜在性のある化合物または物質を特定するための方法を提供する。



(21) JP 2013-521505 A 2013.6.10

10

20

30

40

50

【００５６】
　ＯＡバイオマーカーは、例えば変形性関節症を治療するための治療薬として候補物質を
特定するための、種々のスクリーニング方法に容易に適用することができる。そのような
方法は、例えば、ａ）候補物質を、自然発症変形性関節症であると診断された対象に投与
することと、ｂ）対象由来の生物学的試料中の、ＭＣＰ１、ＩＬ８、ＫＣ、ＭＭＰ２、Ｍ
ＭＰ３、ＩＬ６、ＭＭＰ１、ＲＡＮＴＥＳ、ＭＭＰ９、ＩＬ１Ｂ、アポリポタンパク質Ａ
１、アポリポタンパク質Ｅ、ＤＣＮ、ＣＩＬＰ、およびＣＯＭＰから成る群から選択され
る、２つ以上のＯＡポリペプチドの発現レベルを測定することと、ｃ）生物学的試料中の
２つ以上のＯＡポリペプチドのそれぞれの発現レベルが、試験物質を投与していない対照
対象由来の生物学的試料中の選択された２つ以上のＯＡポリペプチドの発現レベル以下で
ある場合に、変形性関節症を治療するための候補治療薬として、前記候補物質を選択する
ことと、を含んでもよい。
【００５７】
　本方法は、例えば、少なくとも１つのＯＡバイオマーカーを発現する生物学的系を、し
ばらくの間、候補物質に十分な条件下で、候補（試験）物質と接触させて、少なくとも１
つのＯＡバイオマーカーの発現を変化させることと、第１のＯＡバイオマーカー発現レベ
ルを測定することとをさらに含んでもよい。本方法は、候補物質の非存在下で同じ時間に
わたって同じ条件で生物学的系を維持して、または生物学的系を対照物質と接触させた後
に、第２のＯＡバイオマーカー発現レベルを測定することと、第１および第２のＯＡバイ
オマーカー発現レベルを比較することとをさらに含み、第２のＯＡバイオマーカー発現レ
ベル未満である、またはそれを超える第１のＯＡバイオマーカー発現レベルは、その候補
物質が、ＯＡを治療するための候補治療薬であることを示す。合成物質および天然物質、
ならびに自然発生物質および合成物質の任意の組み合わせが挙げられるが、それらに限定
されない、任意の候補物質または複数の物質（例えば、ライブラリ）をスクリーニングす
ることができる。そのようなスクリーニングは、複数のＯＡバイオマーカーを同時に使用
して行うことができ、容易に商業的に入手可能な多数の多重アッセイのいずれかを使用し
て促進され得ることを理解されたい。本方法は、評価している１つ以上のＯＡバイオマー
カーのＯＡ発現プロファイルを生成することをさらに含んでもよく、このプロファイルは
、例えば、試験および対照条件下の各バイオマーカーの発現情報を含むことができる。
【００５８】
　そのようなスクリーニング方法は、単数または複数の細胞、生物学的流体、生物学的組
織、または動物が挙げられるが、これらに限定されない、任意の種類の生物学的系を使用
して行ってもよい。方法は、動物モデルの膝、股関節、もしくは肘等の身体の部分の全部
またはその一部分が挙げられるが、これに限定されない、誘発されたＯＡまたは自発的に
発生するＯＡの存在に応答して、軟骨退化を示すことが可能な任意のシステムを使用して
行うことができる。アッセイおよびスクリーニング法は、標準的な組織培養で成長させた
細胞を使用して行うことができる。好ましくは、そのような細胞は、哺乳類起源であり、
より好ましくは、イヌまたはヒト起源である。細胞は、選択した遺伝子を含有またはノッ
クアウトするように遺伝子操作した細胞を含む、初代細胞、第二代細胞、または不死化し
た細胞であってもよく、当技術分野でよく知られている手法によって調製することができ
、またはＡｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，Ｍａｎ
ａｓｓａｓ，Ｖａ等のよく知られている商業的供給源から入手可能である。当業者は、ア
ッセイの目的、ＯＡマーカーの型および数、試験される薬物等の、一般的に認識されてい
る原則に従って、細胞型および細胞系を選択することができる。細胞は、成長させて３７
℃の滅菌環境に維持すること等の、標準的な細胞培養手法、媒体、および規格を使用して
培養してもよい。
【００５９】
　スクリーニング方法によって特定される任意の候補物質は、インビボで化合物の性質の
判定を可能にするアッセイで、さらに試験を行うことができる。変形性関節症の適切な動
物モデルは、当技術分野でよく知られており、自発的に発生するＯＡ、および外科的不安
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定性または遺伝的修飾によって誘発されるＯＡのモデルを含む。動物モデルの自然発生的
なＯＡは、モルモット、マウス、およびシリアンハムスターの膝関節で発生する。外科的
不安定性によって誘発されるＯＡのモデルは、モルモットおよびラットにおける内側半月
板断裂、ウサギにおける内側または外側部分半月板切除術、およびイヌにおける内側部分
もしくは総半月板切除術または前方十字離断を含む。トランスジェニックマウスモデルが
知られている。潜在的なＯＡ治療剤として特定される候補物質を検証するために使用する
ことができる他のＯＡの動物モデルは、当業者に知られている文献で詳細に説明されてい
る他の数多くのものを含む。
【００６０】
　代替として、ＯＡバイオマーカーは、対象の変形性関節症の治療の効果を監視するため
の方法に適用することができる。そのような方法は、例えば、ａ）変形性関節症の治療が
対象に施される前に、対象から得られる第１の生物学的試料中の、ＭＣＰ１、ＩＬ８、Ｋ
Ｃ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ３、ＩＬ６、ＭＭＰ１、ＲＡＮＴＥＳ、ＭＭＰ９、ＩＬ１Ｂ、アポ
リポタンパク質Ａ１、アポリポタンパク質Ｅ、ＤＣＮ、ＣＩＬＰ、およびＣＯＭＰから成
る群から選択される２つ以上のＯＡポリペプチドの発現レベルを測定することを含む、第
１のＯＡバイオマーカー発現プロファイルを得ることと、ｂ）変形性関節症の治療が対象
に施された後またはその間に、対象から得られる第２の生物学的試料中の、（ａ）で選択
された２つ以上のＯＡポリペプチドの発現レベルを測定することを含む、第２のＯＡバイ
オマーカー発現プロファイルを得ることと、ｃ）第１のＯＡバイオマーカー発現プロファ
イルと第２のＯＡバイオマーカー発現プロファイルとを比較することと、を含んでもよく
、第１のＯＡバイオマーカー発現レベルにおける２つ以上の選択されたＯＡポリペプチド
のそれぞれの発現レベルが、対象由来の第２の生物学的試料中の選択された２つ以上のＯ
Ａポリペプチドの発現レベル以下である場合は、対象における変形性関節症治療の治療効
果を示す。
【００６１】
　本明細書で同じ意味で使用される「ＯＡ治療」および「変形性関節症治療」という用語
は、本明細書で説明されるＯＡバイオマーカーの２つ以上の任意の組み合わせの対象にお
ける発現レベルを低減する、および／または対象におけるＯＡの臨床的症状を低減または
排除する、任意の治療用デバイスまたは薬剤を適用すること、または施すことを指す。
【００６２】
　特定のＯＡ治療に対する対象の反応が判定されると、ＯＡを伴う対象を治療するための
効果的な治療が選択され得る。例えば、ＯＡが特定の医薬品に反応すると判定された場合
、その薬剤を含む治療を対象に提供してもよい。しかしながら、ＯＡがその薬剤に反応し
ないと判定された場合、対象に対して別の治療を選択してもよい。したがって、治療計画
を施す前に対象の反応性を判定することは、潜在的に有害であるか、または役に立たない
治療を省くことになる。ＯＡを治療するための候補物質である任意の薬剤の投与経路は、
薬剤の性質を含む因子に応じて変化する。投与経路は、皮内、経皮、非経口、静脈内、筋
肉内、鼻腔内、皮下、経皮、気管内、腹膜内、腫瘍内、経口、潅流、洗浄、または直接注
射であってもよい。治療計画は、ＯＡの型、その場所、その病期、ならびに対象の健康状
態および年齢に応じて変化させることができ、また、変化することになる。
【００６３】
　Ｄ．試薬およびキット
　本開示によるキットは、少なくとも１つのＯＡマーカーの発現を測定するための１つ以
上の試薬を含んでもよく、対照対象に対する、対象の１つ以上のＯＡの発現の変化は、Ｏ
Ａの有無、病期、重篤性、または亜型を示す。ＯＡマーカーは、表１に列記されるものを
含む。診断キットは、本明細書で説明される少なくとも１つのＯＡマーカーに特異的に結
合することが可能である、少なくとも１つの試薬を含み、それによって、ＯＡマーカーの
１つ以上の発現レベルが検出され得る。
【００６４】
　各キットは、１つ以上の特異的結合試薬を含んでもよく、各結合試薬は、選択されたＯ
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Ａマーカーまたはその断片に特異的である。特異的結合試薬は、それぞれ、タンパク質マ
ーカーに特異的に結合する抗体またはその断片等の、そのような特異的結合が可能な任意
の分子、またはｃＤＮＡもしくはオリゴヌクレオチド等のポリヌクレオチド配列に対して
相補的な核酸プローブを含んでもよい。「特異的結合」は、試薬が、検出可能な産物を産
生するようにポリペプチドと反応するが、無関係な配列を有する他のポリペプチドとは検
出可能な程度に反応しないことを意味する。ＯＡマーカーの発現の測定で使用される特異
的結合試薬は、使用する手法の種類に応じて変えることができ、また、変わることになる
。例えば、キットは、ＱＲＴ－ＰＣＲのためのオリゴヌクレオチドプライマーを含んでも
よい。含有する核酸プローブは、キットに含まれてもよく、また随意に、ビーズ、チップ
、プレート、およびマイクロアレイが挙げられるが、これらに限定されない、固体基質と
ともに提供される。核酸プローブは、随意に、そのような基質の表面に固定化される。キ
ットは、蛍光レポータープローブを含んでもよい。キットはまた、逆転写酵素、Ｔａｑポ
リメラーゼ、ならびに適切な緩衝液および塩をさらに含んでもよい。
【００６５】
　キットは、免疫測定法（例えば、ＥＬＩＳＡ）に使用することができる抗体を含んでも
よい。キットは、酵素共役抗体の検出のための基質をさらに含んでもよい。本方法で使用
することができ、キットに含むことができる抗体としては、モノクローナルおよびポリク
ローナル抗体、免疫学的に活性な断片（例えば、Ｆａｂまたは（Ｆａｂ）２断片）、抗体
重鎖、ヒト化抗体、抗体軽鎖、ならびにキメラ抗体が挙げられる。モノクローナルおよび
ポリクローナル抗体、断片、ならびにキメラを含む抗体は、当技術分野でよく知られてい
る方法を使用して調製および精製してもよく、または科学的または商業的供給源から得て
もよい。
【００６６】
　任意の結合剤を、検出可能な標識で直接的または間接的に標識することができる。好ま
しくは、検出可能な標識は、測定することができ、かつ相関され、例えば、分析されてい
る試料中に存在するタンパク質マーカーの量に比例する、信号を生成する。検出可能な標
識、ポリペプチドを含む分子に標識するための方法、抗体、およびオリゴヌクレオチドは
、当技術分野でよく知られている。
【００６７】
　生物学的試料を分析する（例えば、対象のＯＡの有無、程度、重篤性、型、病期を判定
する）のに有用なさらなる試薬を、キットに提供してもよい。手法または手技に応じて、
キットは、抽出緩衝液、増幅緩衝液、ハイブリッド形成緩衝液、免疫検出緩衝液、標識緩
衝液等の緩衝液、または任意の同等の試薬が挙げられるが、これらに限定されない、１つ
以上の付加的な試薬をさらに含んでもよい。試薬は、固体（例えば、凍結乾燥）または液
体の形態で供給されてもよく、これらは、随意に、個々の試薬について、バイアル、パケ
ット、瓶等の容器を使用して個別の包装で提供してもよい。各成分は、例えば、直接的な
使用に適切な量で提供することができ、または再構成することができる還元形態または濃
縮形態で提供してもよい。
【００６８】
　診断および治療監視キットは、本開示に従って診断および監視方法を行うのに有用な材
料およびツールをさらに備えることができる。キットは、例えば診断用実験室、臨床的環
境、または研究環境で使用することができる。キットは、例えば任意の手続きプロトコル
、および異なる過程のステップを行うためのキットで種々の試薬を使用するための説明書
を含む、使用説明書をさらに含んでもよい。本発明の１つ以上の方法に従ってキットを使
用するための説明書は、対象から得られる生物学的試料を処理するための、および／また
は試験を行うための説明書、および結果を分析または解釈するための説明書を含んでもよ
い。説明書は、印刷形態で提供してもよく、またはＤＶＤ、ＣＤ、ハードディスクドライ
ブ、磁気テープ、およびコンピュータネットワークを通じて通信することが可能なサーバ
が挙げられるが、これらに限定されない、任意のコンピュータが読み取り可能な媒体に記
憶してもよい。
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【００６９】
　キットは、１つ以上の対照試料をさらに含んでもよい。キットは、比較テンプレートと
して使用するための、本明細書で説明されるＯＡ、ＯＡ亜型、および／またはＯＡ進行に
対する少なくとも１つの発現プロファイルを含んでもよい。好ましくは、発現プロファイ
ルは、コンピュータが読み取り可能な媒体に記憶したデジタル情報として提供される。
【００７０】
　概して、キットの構成要素は、商品流通および販売の際の取り扱いを容易にするために
、都合よく包装されるか、または束ねられる。
【００７１】
　Ｄ．本開示の方法の適応
　以下、一例であり、限定するものではない、本開示の実施例を提供する。
【００７２】
　実施例１：インビトロで培養した正常な、およびＯＡの関節軟骨外植片由来の媒体中の
タンパク質の評価
　関節軟骨は、慢性的なＯＡに起因する股関節全置換術を受けるイヌ（ｎ＝６）の大腿骨
骨頭、およびいかなるＯＡ臨床的徴候も伴わず、現在の研究とは無関係な理由で安楽死さ
せたイヌ（ｎ＝６）から採取した。各動物の組織から２つの４ｍｍの外植片を作成して、
７日間にわたって、５００μＬのＤＭＥＭ中でインキュベートした。各個体からの培養媒
体は、ｘＭＡＰプラットフォームに基づいて、ＭＣＰ１、ＩＬ－８、およびＫＣ（Ｍｉｌ
ｌｉｐｏｒｅ）について、イヌサイトカインおよびケモカイン免疫測定法を使用して分析
した。第２のアリコートは、イヌの試料と交差反応することが分かっている、ＭＭＰ２、
ＭＭＰ３、およびＭＭＰ１３（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）について、多重ヒトＭＭＰ免疫
測定法を使用して分析した。次いで、臨床的に関連する亜群を、ＯＡ状態に基づいて作成
し、そして、各亜群由来の媒体を、プロテオミクス分析のためにプールした。各媒体プー
ルは、アセトン沈殿させて定量化し、還元状態での一次元ポリアクリルアミドゲル電気泳
動法（１Ｄ－ＰＡＧＥ）のための同等のタンパク質負荷を確保した。不十分な容積および
正常な培養媒体の非常に低いタンパク質濃度のため、正常な群のゲル分離を続けることが
できなかった。残りのプールした試料のゲル分離に続いて、各レーンを８つの等しい断片
（総ｎ＝２４）に切断し、ゲル内トリプシン消化を行った。各消化は、ＬＴＱ　Ｏｒｂｉ
ｔｒａｐ測定器を使用して、ＬＣ－ＭＳ／ＭＳによって分析した。結果は、有意性をｐ＜
０．０５に設定した、対応のないｔ－検定で統計的に評価した。初期分析に続いて、高存
在量血液タンパク質を計器から「隠して」、亜臨床ＯＡおよび臨床ＯＡの再分析を行った
。これらの２つの群間の比率は、Ｓｃａｆｆｏｌｄ２　Ｖｉｅｗｅｒ　Ｐｒｏｔｅｏｍｅ
ソフトウェアを使用して決定した。
【００７３】
　亜臨床ＯＡ対臨床ＯＡ（軽度および重度）：亜臨床ＯＡ群と臨床ＯＡ群との間で、５７
のタンパク質の変化を媒体中で特定したが、多数の高存在量血液タンパク質（血清アルブ
ミン）および複数の細胞外マトリクス（ＥＣＭ）タンパク質を含んでいた。亜臨床ＯＡ群
の軟骨オリゴマーマトリクスタンパク質（ＣＯＭＰ）は、臨床ＯＡ群と比較して、極めて
高かった（ｐ＝０．００３３）。
【００７４】
　亜臨床ＯＡ対重篤な臨床ＯＡ（図１）：棒グラフは、高存在量血液タンパク質の除去後
に、亜臨床ＯＡ群および臨床ＯＡ（高）群から選択したタンパク質の質量分析によって得
られた、定量値を示す。高存在量タンパク質をマスキングすると、亜臨床ＯＡ群と重篤な
臨床ＯＡ群との間で、１５５のタンパク質の変化を媒体中で特定した。軟骨中間層タンパ
ク質（ＣＩＬＰ）、デコリン、およびＣＯＭＰはどれも、重篤な臨床ＯＡ群において低か
った［それぞれ、４．２分の１、４．０分の１、および１．４分の１］（図１Ａ）。アポ
リポタンパク質Ａ１およびＥは、重篤な臨床ＯＡ群において、それぞれ９．１倍および２
．６倍高かった（図１Ｂ）。
【００７５】
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　この研究において、アルブミン等の高存在量タンパク質の除去は、低存在量タンパク質
の検出を大幅に増加させた。ＣＯＭＰは、現在、関節疾患において最も研究されているバ
イオマーカーの１つであり、ＯＡの初期段階の間に大幅に増加し、その後、疾患の後期で
減少することが分かっている。この研究において、ＣＯＭＰは、亜臨床ＯＡ群のイヌでよ
り高く、したがって、この新しいバイオマーカーパネルの初期ＯＡの診断への使用に対す
るさらなる裏付けを提供する。目的とする別のタンパク質は、アポリポタンパク質Ａ１（
ＡｐｏＡ１）である。ＡｐｏＡ１は、正常なものと比較して、変形性関節症のイヌおよび
ヒトの滑液、ならびにヒトの関節軟骨でより高いことが分かっているが、発明者らの知る
限りでは、発明者らが最初に、イヌの関節軟骨からＡｐｏＡ１を放出することを確認して
いる。これらの結果は、ヒトのＯＡのトランスレーショナルリサーチにおけるイヌの組織
の使用に対する変わらない裏付け、およびバイオマーカーパネルの初期ＯＡの診断および
病期分類への使用に対するさらなる裏付けを提供する。
【００７６】
　さらなる研究を、１）関節炎および非関節炎における膝関節の滑液中のサイトカインお
よびケモカイン濃度の変化を描写するために、および２）受信者動作特性（ＲＯＣ）曲線
の分析を用いて、任意のサイトカインおよびケモカインの変動がＯＡを識別するかどうか
を判定するために行った。この研究には、２１匹の無傷なメスのハウンドドッグの成犬（
＞２０ｋｇ）を含めた。各イヌには、４つの関節鏡手技、すなわち、前十字靭帯の切断（
ＡＣＬ－Ｔ）、半月版の切断（ＭＲ）、大腿骨内側顆の軟骨における２つの全層溝の作成
（Ｇｒｏｏｖｅ）、または障害のない全ての関節のランドマークのプローブ操作（ＳＨＡ
Ｍ）、のうちの１つを受けさせた。非術の反対側の後肢は、各イヌの内部対照として使用
した。滑液は、術側の肢および反対側の対照肢の双方から、術側の肢への手術直前に、お
よび手術後１２週目に採取した。これらは、ｘＭＡＰプラットフォームに基づいて、ＩＬ
－２、ＩＬ－４、ＩＬ－７、ＩＬ－８、ＩＬ－１５、ＩＬ－１８、ＩＰ－１０、ＩＮＦ－
γ、ＴＮＦ－α、ＭＣＰ１、ＫＣ、およびＧＭ－ＣＳＦについて、多重イヌサイトカイン
および免疫測定法（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）を使用して分析した。結果は、有意性をｐ＜０
．０５に設定した、対応のないｔ－検定またはＭａｎｎ－Ｗｈｉｔｎｅｙ　Ｒａｎｋ　Ｓ
ｕｍ試験で統計的に評価した。画像研究（超音波および磁気共鳴画像を含む）、関節鏡検
査、および組織病理データも収集して、全ての関節組織の病理を完全に特徴付けた。
【００７７】
　滑液において、単球走化性タンパク質１（ＭＣＰ１）は、０日目（ｎ＝２１；ｐ＜０．
００１）および１２週目のＳＨＡＭ関節（ｎ＝５；ｐ＜０．００９）と比較して、術後１
２週目のＡＣＬ－Ｔ関節（ｎ＝５）において大幅に増加した。増加したＭＣＰ１はまた、
０日目と比較して、１２週目のＧｒｏｏｖｅ群（ｎ＝６）およびＭＲ群（ｎ＝５）でも観
察されたが、統計的な有意性は認められなかった。ＡＣＬ－ＴおよびＭＲのイヌにおいて
、インターロイキン－８（ＩＬ－８）は、０日目（ｎ＝２１；Ａ：ｐ＝０．００１、Ｍ：
ｐ＝０．０１８）、１２週目の非術側の肢（ｎ＝２１；Ａ：ｐ＝０．００２、Ｍ：ｐ＝０
．０１８）、および１２週目のＳＨＡＭ群（ｎ＝３；Ａ：ｐ＝０．０１９、Ｍ：ｐ＝０．
０４９）と比較して、１２週目に大幅に増加した。Ｇｒｏｏｖｅ群（ｎ＝６）において、
ケラチン細胞由来の化学誘引物質（ＫＣ）は、０日目（ｎ＝２１；ｐ＝０．００９）と比
較して、１２週目に大幅に減少した。残りのサイトカインおよびケモカインは、これらの
動物の滑液において検出可能なレベルよりも低かった。ＩＬ－８、ＭＣＰ１、およびＫＣ
について個々に、ならびに組み合わせパネルとして、ＫＣ受信者動作特性曲線を使用して
曲線下面積（ＡＵＣ）を計算した（表２）。
　表２：ＩＬ－８、ＫＣ、またはＭＣＰ１の曲線下面積（ＡＵＣ）±ＳＥ
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【表２】

【００７８】
　したがって、ＯＡのイヌモデルにおいて、サイトカインおよびケモカインレベルの変化
は、ＯＡ誘発後に滑液中で発生する。正常なものとＯＡとを完全に区別する診断試験のＲ
ＯＣ曲線は、ＡＵＣ＝１．０を有する。結果は、単球走化性タンパク質１（ＭＣＰ１／Ｃ
ＣＬ２）、インターロイキン－８（ＩＬ－８／ＣＸＣＬ８）、およびケラチン細胞由来の
化学誘引物質（ＫＣ／ＣＸＣＬ１）を含むバイオマーカーパネルが、正常なイヌからＯＡ
のイヌを判別するための強力な区別能力を示すことを実証した。
【００７９】
　実施例２：自発的に発生するＯＡを伴うイヌにおける滑液、血清サイトカイン、ケモカ
イン、およびマトリクスメタロプロテイナーゼ（ＭＭＰ）の評価
　方法：この研究に含まれる各イヌについて、クライアントのインフォームドコンセント
を得た。血液および滑液は、１０匹の中型種および大型種の成犬から得て、片側の膝関節
（膝）ＯＡ（術前ＯＡ；ｎ＝１０）の外科的介入のためにＵＭＣ－ＶＭＴＨに提出した。
これらのイヌは、３～８歳の範囲であった（平均５．１５歳という中央値の方がよいかも
しれない）。滑液は、通常の無菌関節穿刺を介して、罹患した膝関節から得て、血液は、
頸静脈静脈穿刺を介して採取した。臨床膝ＯＡは、有資格の獣医学的整形外科医が各イヌ
において確認した。ＯＡの放射線学的証拠は、有資格の獣医学的放射線科医が確認した。
全てのイヌは、膝の十字靭帯不全手術を受けて、問題なく回復した。８～１２週間後に、
術後の再確認のためにイヌを返し、再度血液および滑液を採取して、外科的介入後のマー
カーの変化を評価した。対照群は、２～５歳の範囲（平均２．９歳）の９匹の中型種およ
び大型種の成犬で構成した。これらのイヌは、いかなる関節外傷の病歴もなく、足が不自
由でなく、また、有資格の獣医学的整形外科医によって臨床ＯＡを含まないとみなされた
。肩、膝、および股関節の放射線学的評価は、ＯＡがないことを検証した。血液および滑
液は、クライアントに都合のよい時間でＯＡのイヌと同じような様式で採取した。滑液試
料は、製造業者の指示を通じて、ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ－８、
ＩＬ－１０、ＩＬ－１５、ＩＬ－１８、ＩＰ－１０、ＩＮＦ－γ、ＴＮＦ－α、ＭＣＰ１
、ＫＣ、およびＧＭ－ＣＳＦについて、ｘＭＡＰプラットフォーム（Ｑｉａｇｅｎ，Ｉｎ
ｃ．）に基づいて、多重イヌサイトカインおよびケモカイン免疫測定法（Ｍｉｌｌｉｐｏ
ｒｅ　Ｃｏｒｐ．Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ，ＵＳＡ）を使用して、二重に分析した。別の
２５μＬを、ＭＭＰ１、ＭＭＰ２、ＭＭＰ３、ＭＭＰ９、およびＭＭＰ１３について、ｘ
ＭＡＰプラットフォーム（Ｑｉａｇｅｎ，Ｉｎｃ）に基づいて、多重ヒトマトリクスメタ
ロプロテイナーゼ（ＭＭＰ）免疫測定法（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｍｉｎｎｅａｐｏｌ
ｉｓ，ＭＮ，ＵＳＡ）を使用して、二重に分析した。このアッセイは、発明者らの実験室
によって、イヌ起源の試料と交差反応することが以前に示されている。結果を、有意性を
ｐ＜０．０５に設定した、対応のないｔ－検定またはＭａｎｎ－Ｗｈｉｔｎｅｙ　Ｒａｎ
ｋ　Ｓｕｍ試験（ＳｉｇｍａＳｔａｔ　３．５；Ｓｙｓｔａｔ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ，Ｉｎ
ｃｏｒｐｏｒａｔｅｄ，Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ，ＣＡ，ＵＳＡ）で統計的に評価した。
【００８０】
　結果：前述した方法に従って得られた結果を、図２Ａおよび図２Ｂ、ならびに表３（下
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記）に要約する。
　表３：正常なイヌおよびＯＡのイヌの膝から採集した滑液間で発現に差を呈するタンパ
ク質
【表３】

【００８１】
　滑液において、ＩＬ８およびＫＣは、正常なイヌと比較して、術前のＯＡのイヌにおい
て、大幅に高く（ｐ＜０．００１；ｐ＝０．０１）、また、正常なイヌと比較して、術後
のＯＡのイヌにおいて、大幅に高かった（ｐ＝０．００２；ｐ＝０．０３）。どちらの分
析も、術前のＯＡのイヌと比較して、術後のＯＡのイヌにおいて低かったが、この減少は
、統計的に有意ではなかった。ＭＣＰ－１は、正常なイヌと比較して、術前のＯＡのイヌ
および術後のＯＡのイヌにおいて、大幅に高く（ｐ＜０．００１；Ｐ＝０．００９）、ま
た、術前の値と比較して、術後のＭＣＰ－１が大幅に減少した（ｐ＝０．０１）。ＩＬ８
は、正常なイヌと比較して、術前のＯＡのイヌにおいて、大幅に高かったが（ｐ＝０．０
２）、残りのサイトカインおよびケモカインは、検出限度よりも低かった。ＭＭＰ２は、
術後のＯＡのイヌにおいて最も高く、これは、正常なイヌよりも大幅に高かった（ｐ＝０
．０１０）。ＭＭＰ３は、術前のＯＡのイヌにおいて最も高く、術後のＯＡのイヌにおい
て最も低かったが、これらの変化に統計的有意性は認められなかった（図２Ａおよび図２
Ｂ）。
【００８２】
　個々の、および組み合わせパネルとしてのこれらのマーカーの性能は、統計ソフトウェ
ア（ＳＡＳ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ）を使用して、ＲＯＣ曲線分析によって評価した。具体
的には、ＲＯＣ曲線は、ＪＭＰ７．０．２ソフトウェア（ＳＡＳ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ）
を使用して生成し、種々のバイオマーカーの組み合わせの区別的能力を判定するために使
用した。複数のバイオマーカーパネルは、群と群との完全な区別に至った（ＡＵＣ＝１．
０）（表４）。表４において、「Ｃｙｔｏマーカー」はＩＬ８、ＭＣＰ１、およびＫＣで
あり、「ＣｙｔｏおよびＭＭＰ」は、ＩＬ８、ＭＣＰ１、ＫＣ、ＭＭＰ２、およびＭＭＰ
３を指す。
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　表４：完全なＡＵＣをもたらす分析物パネル
【表４】

【００８３】
　残りの血清およびＳＦは、１Ｄ－ＰＡＧＥで分離して、液体クロマトグラフィ質量分析
法（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）によって分析した。イヌだけに限定した、米バイオテクノロジー
情報センター（ＮＣＢＩ）の非重複データベース分類法に対して、一致を検索した。ｐ＜
０．０５および比率＞２．０によって、群と群との間でかなりの差が表された。
【００８４】
　血清において、ＭＭＰ２およびＭＭＰ３は、正常なイヌにおいて最も高く、術前のＯＡ
のイヌにおいて最も低かった。ＭＭＰ２は、術前のＯＡのイヌと比較して、正常なイヌお
よび術後のＯＡのイヌにおいて大幅に高かったが（ｐ＝０．００３；ｐ＝０．０３）、正
常なイヌと術後のＯＡのイヌとの間には大きな差はなかった。ＭＭＰ３は、術前のＯＡの
イヌと比較して、正常なイヌおよび術後のＯＡのイヌにおいて大幅に高かったが（ｐ＝０
．００２；ｐ＝０．０３）、ＯＡのイヌの術前と術後との間には大きな差はなかった。Ｉ
Ｌ８、ＫＣ、ＭＣＰ１、ＩＬ１８、ＩＬ２、ＩＬ７、またはＧＭ－ＣＳＦについて、群と
群との間には大きな差は検出されず、残りの分析物は、アッセイの検出限度よりも低かっ
た。
【００８５】
　したがって、ＲＯＣ曲線分析は、骨液を測定するバイオマーカーパネルＭＣＰ１、ＩＬ
８、ＫＣ、ＭＭＰ２、およびＭＭＰ３が、自発的に発生する臨床ＯＡを伴うイヌの膝から
正常で健康な膝を一貫して区別する能力を有することを初めて実証している。加えて、Ｍ
ＣＰ１は、それらの術前のＯＡの値と比較して、術後のＯＡのイヌにおいて大幅に低く、
ＩＬ８およびＫＣは、治療後も減少し、これは、この新しいバイオマーカーパネルが、診
断および治療監視の両応用において臨床的使用に対して大きな潜在性を有することを示し
ている。３つのサイトカインは、それらを滑液で測定した時に、単独の術前のＯＡと術後
のＯＡとの間で繰り返し判別することが可能であるが（ＡＵＣ＝０．９）、パネルへのＭ
ＭＰ２およびＭＭＰ３の添加は、性能を向上させ（ＡＵＣ＝１．０）、これは、このパネ
ルまたは任意の診断バイオマーカーパネルへのＭＭＰの添加が、治療の監視または予後に
有用となり得ることを示している。したがって、この結果は、滑液バイオマーカーの使用
が、試料を得る際の相対的な容易さ、関連するコスト、これらの評価の関節固有の性質に
基づいて、重要な臨床応用を有することを示している。バイオマーカーパネルへのＭＭＰ
の添加は、特に治療の監視に関してその能力を高める。
【００８６】
　実施例３：ヒト患者の滑液中のＯＡバイオマーカー
　ヒト患者の滑液中のＯＡバイオマーカーを調査した。１）正常な患者および膝関節全置
換を受けているＯＡ患者の滑液に放出される特定のＭＭＰおよび炎症性サイトカインの濃
度を特定し、測定すること、および２）これらの炎症性バイオマーカーの産生を、疾患の
放射線学的重篤性と相関させること、を特定の目標とした。全ての手技は、ＩＲＢ（ＩＲ
Ｂ＃１０４２２４８）の承認を得て行った。滑液は、これまでにいかなる膝の損傷もない
、膝の疼痛またはＯＡといった臨床症状もない、または手術手技も行っていない、３人の
「真の正常な」患者（２３、２７、２８歳）から吸引した。滑液は、ＯＡを伴う１８人の



(29) JP 2013-521505 A 2013.6.10

10

20

30

40

50

患者（２１の膝）から、膝関節全置換術の直前に吸引した（年齢範囲＝４４～８６歳）。
等容積のヒアルロニダーゼ処理済みの滑液試料を、Ｆｌｕｏｒｏｋｉｎｅ　ＭＡＰヒトＭ
ＭＰ（ＭＭＰ－１、－２、－９、および０１３）、およびサイトカイン（インターロイキ
ン１β（ＩＬ－１β）、ＩＬ－６、ＩＬ－８、腫瘍壊死因子－α（ＴＮＦ－α）、マクロ
ファージ炎症性タンパク質１α（ＭＩＰ－１α）、ＭＩＰ－１β、単球走化性タンパク質
１（ＭＣＰ－１）、ＲＡＮＴＥＳ）多重パネル（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）を使用して分
析した。ログ形質転換を行って、統計分析のためのデータを正規化した。正常な群および
ＯＡ群からの結果は、対応のないｔ－検定を使用して、またピアソンの積率相関を使用し
た分析物間で評価した。有意性は、ｐ＜０．０５に設定した。最終的にＴＫＡを受けた各
患者には、術前評価中に、立位ＡＰ放射線撮影を行った。改良型のＫｅｌｌｇｒｅｎ－Ｌ
ａｗｒｅｎｃｅスコアリングシステムを、内側および外側区画に適用し、次いで、合計し
た。放射線学的スコアは、有意性をｐ＜０．０５に設定した、Ｓｐｅａｒｍａｎの順位相
関を使用して、ログ形質転換したＭＭＰ／サイトカインデータと相関させた。
【００８７】
　正常対ＯＡ：図３に示されるように、試験を行った１２のバイオマーカーのうち、ＭＭ
Ｐ－１、ＩＬ－６、ＩＬ－８、およびＲＡＮＴＥＳは、正常な患者と比較して、ＯＡ患者
の滑液において大幅に高かった。１２のうちの３つ、すなわち、ＭＩＰ－１β、ＭＣＰ－
１、およびＭＭＰ－２は、有意性を示していた（図３には示さず、ｐ＝０．１０５）。Ｍ
ＭＰ－９、ＭＭＰ－１３、ＩＬ－１β、ＴＮＦ－α、およびＭＩＰ－１αは、全ての患者
に対してこのアッセイの検出限界よりも低かった。
【００８８】
　分析物間の相関性：ＭＭＰ－１は、ＭＭＰ－２（ｒ＝０．４３）、ＩＬ－６（ｒ＝０．
５２）、ＩＬ－８（ｒ＝０．４３）、およびＲＡＮＴＥＳ（ｒ＝０．５８）との適度な正
の相関を有した。ＩＬ－６は、ＩＬ－８との強い（ｒ＝０．７９）正の相関を有し、ＭＭ
Ｐ－２との適度な（ｒ＝０．４４）正の相関を有した。ＭＣＰ－１は、ＩＬ－６との適度
な（ｒ＝０．５６）正の相関を有し、ＩＬ－８との強い（ｒ＝０．７０）正の相関を有し
た。
【００８９】
　放射線学的スコアリングとの相関性：放射線学的スコアリングシステムは、ＩＬ－６（
ｒ＝０．７１）およびＩＬ－８（ｒ＝０．８２）との強い正の相関を有し、ＭＭＰ－１（
ｒ＝０．３５３）およびＭＣＰ－１（ｒ＝０．４８３）との適度な正の相関を有した。
【００９０】
　このデータは、初めて、ヒト患者のＯＡに対する滑液バイオマーカーの指示を提供する
ものと考えている。重要なことに、真の正常な対照をこの研究に使用したが、これは珍し
いことであり、したがって、ヒトの臨床研究における重大な制限因子ではない。この研究
の結果は、ＩＬ－６およびＩＬ－８がＯＡ患者においてかなりの増加を示し、これらの２
つの間で強い相関性を示し、また、放射線学的変化の重篤性に対して強い相関性を示した
ので、これらの２つのサイトカインが、潜在的なバイオマーカーとして特に興味深いこと
を示唆している。また、放射線学的変化の重篤性とＭＭＰ－１およびＭＣＰ－１のレベル
との間に、顕著な適度に強い相関性も示した。放射線学的重篤性に対する相関性は、密接
な臨床的関連性をこれらのタンパク質のＯＡバイオマーカーとしての調査に対して提供す
るので、特に重要である。ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＭＭＰ－１、およびＭＣＰ－１は、市販
のアッセイを使用して、滑液の小容積試料中のパネルとして、容易に評価することができ
る。
【００９１】
　実施例１および２の結果とともに、この実施例の結果は、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＭＭＰ
、ＫＣおよびＭＣＰ－１が、イヌおよびヒトの患者の双方における疾患の存在および重篤
性、ならびに治療監視の双方に対するバイオマーカーパネルを提供することを示している
。
【００９２】



(30) JP 2013-521505 A 2013.6.10

10

20

30

40

50

　実施例４：イヌの関節炎の種々の形態の重篤性を判別し、判定するための、新しいＯＡ
バイオマーカーパネルの検証
　イヌの関節炎の種々の形態の重篤性を判別および判定するための新しいＯＡバイオマー
カーパネルを検証するために、さらなる研究を用いることができる。最初に、この新しい
ＯＡバイオマーカーパネルが、イヌ患者の臨床コホートにおいてＯＡの存在および重篤性
を判定することに対して、高い感受性および特異性（＞０．９）、ならびにＲＯＣデータ
（＞０．８）を有することができると仮定する。
【００９３】
　臨床イヌ患者の診断および疾患の病期分類のための新しいＯＡバイオマーカーパネルを
検証するために、発明者らのＶｅｔｅｒｉｎａｒｙ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｔｅａｃｈｉｎｇ
　Ｈｏｓｐｉｔａｌ（ＶＭＴＨ）に提出した時点で、正常な膝関節（膝）、感染性関節炎
を罹患した膝関節、発達障害（膝蓋骨脱臼）を罹患した膝関節、および変性障害（十字靱
帯疾患）を罹患した膝関節を伴うイヌ（最小で１群あたりｎ＝２０）から、通常の関節穿
刺、膀胱穿刺、および頸静脈穿刺を介して、それぞれ、滑液、尿、および血液を採取する
。ミズーリ大学のＶＭＴＨは、毎年、これらのコホートにおいて、１００をはるかに超え
る症例を受け入れている。各症例について、疫学的データを得て、医療記録に記録する。
【００９４】
　臨床的評価－臨床的評価－確立されたスコアリングシステム（１０）を使用して、視覚
的な歩行検査に基づいて、臨床的跛行スコアを判定して、スコアを２人の獣医学的整形外
科医によって盲検方式で振り分ける。各膝関節の快適な可動域（ＣＲＯＭ）は、角度計の
一方の腕が大腿骨と整合し、もう一方の腕が、接合線の中央にある回転点で脛骨と整合す
るように、角度計を各肢に配置することによって判定する。各膝関節は、イヌからの明確
な抵抗または疼痛の徴候を伴わない許容可能な位置まで屈曲および伸長させる。最大屈曲
および伸長角度を記録する。この手技を３回繰り返す。ＣＲＯＭを、各膝関節について、
平均伸長角度から平均屈曲角度を減算することによって判定する。
【００９５】
　放射線学的評価－イヌを沈静させて、罹患した膝関節の頭尾側および中外側の放射線学
的デジタル写真を得る。放射線写真は、主観的なスコアリングシステムを利用して、患者
コホートおよび臨床的徴候に関する情報を隠して、１人の調査者によってスコアリングさ
れる（１３、３１）。このスコアリング方法については、膝関節の９つの領域を評価し、
イヌの臨床ＯＡと関連する二次的な放射線学的変化の重篤性に基づいて、０～３のスコア
を与える。したがって、各膝関節は、０～２７の範囲のスコアを受ける。０～４にスコア
リングされた膝関節は、正常であるとみなされる。５～９にスコアリングされた膝関節は
、軽度のＯＡを有するものとみなされる。１０～１８にスコアリングされた膝関節は、中
程度のＯＡを有するものとみなされ、１９～２７にスコアリングされた膝関節は、重度の
ＯＡを有するものとみなされる。
【００９６】
　関節鏡評価－上外側および頭内側の入口を使用して、罹患した膝関節の関節鏡の評価を
行う。膝蓋骨、大腿、骨および脛骨の全ての関節表面を、関節軟骨損傷の程度に関して検
査し、記録する（ＩＣＲＳシステム）。半月板、靭帯、および滑膜の病理学を、性質、程
度、および場所に関して関節鏡的に評価し、説明する。正常な膝関節群のイヌは、関節鏡
検査を受けない。
【００９７】
　バイオマーカー－各試料から少量のアリコート（２５μＬ）を解凍する。尿および滑液
については、試料を、１４，０００ｒｐｍで１０分間ペレット細片に遠心分離し、上清を
取り除く。滑液試料は、ヒアルロニダーゼ（ＭＰ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ，ＬＬＣ，Ｓ
ｏｌｏｎ，Ｏｈｉｏ）で、３７℃で６０分間インキュベートして、粘度を低下させる。滑
液、尿、および血清の各アリコートは、製造業者の指示に従って、ＩＬ－１β、ＩＬ－２
、ＩＬ－４、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ－８、ＩＬ－１０、ＩＬ－１５、ＩＬ－１８、Ｉ
Ｐ－１０、ＩＮＦ－γ、ＴＮＦ－α、ＭＣＰ１、ＫＣ、ＧＭ－ＣＳＦ、ＣＯＭＰ、Ａｐｏ
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１、Ａｐｏ２、ＭＩＰ－１α、ＭＩＰ－１β、ＭＭＰ１、ＭＭＰ２、ＭＭＰ３、ＭＭＰ９
、およびＭＭＰ１３について、ｘＭＡＰプラットフォーム（Ｑｉａｇｅｎ　Ｉｎｃ．，Ｖ
ａｌｅｎｃｉａ，ＣＡ）に基づいて、多重イムノアッセイを使用して、二重に分析する。
簡潔には、試料のそれぞれを、９６－ウエルプレートで、モノクローナル抗体を充填した
小さい（５．６ミクロン）ポリスチレン微小球と混合する。４℃で一晩インキュベーショ
ンした後に、ポリクローナル二次抗体、ならびにストレプトアビジン－フィコエリトリン
を加える。各試料について中央蛍光強度（ＭＦＩ）を判定し、検量線から濃度（ｐｇ／ｍ
Ｌ）を得る。
【００９８】
　統計的分析－ピアソン相関を使用して、疾患の存在および病期を検出するために、各バ
イオマーカーとバイオマーカーの組み合わせとの間の相関強度を分析する。用いた全ての
結果測度に基づいて、感受性、特異性、および受信者動作特性曲線（ＲＯＣ）データを、
各バイオマーカーおよびバイオマーカーの組み合わせについて計算して、種々のコホート
について疾患の存在と、型と、重篤性との間の区別的な可能性を判定する。
【００９９】
　実施例５：ヒトの関節炎の種々の形態の重篤性を判別し、判定するための、新しいＯＡ
バイオマーカーパネルの検証
　臨床ヒト患者の診断および疾患の病期分類のための新しいＯＡバイオマーカーパネルを
検証するために、さらなる研究を用いることもできる。ＩＲＢの承認を受けた患者のイン
フォームドコンセントにより、Ｔｈｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｍｉｓｓｏｕｒｉ
　Ｈｏｓｐｉｔａｌｓ　ａｎｄ　Ｃｌｉｎｉｃｓ（ＵＭＨＣ）で、正常な膝、関節リウマ
チを伴う膝、半月板断裂および１～２級の関節軟骨病理を伴う膝、外傷後ＯＡを伴う膝、
および膝関節全置換を受ける末期ＯＡを伴う膝を有する患者（最小で１群あたりｎ＝２０
）から、通常の関節穿刺、フリーキャッチの採尿、および末梢静脈穿刺を介して、それぞ
れ、滑液、尿、および血液を採取する。ＵＭＨＣは、毎年、これらのコホートのそれぞれ
において、２００をはるかに超える症例を受け入れている。各症例について、疫学的デー
タを得て、医療記録に記録する。
【０１００】
　臨床的評価－全ての当事者に関して膝の検査を行い、調査結果を記録する。３６項目の
短文式健康調査（ＳＦ－３６）を使用して、患者の生活の質を評価する（２）。これは、
自己申告の多領域アンケートであり、患者の疼痛、強度、およびそれらの疾患に対する二
次的な影響を反映する。Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｏｎｔａｒｉｏ　ＭｃＭａｓｔｅｒ　Ｕｎｉｖ
ｅｒｓｉｔｉｅｓ　Ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ　Ｉｎｄｅｘ（ＷＯＭＡＣ）を介して
、機能的結果測度を評価する（３４）。
【０１０１】
　放射線学的評価－放射線学的評価－膝の放射線写真を、改良型のＫｅｌｌｇｒｅｎ－Ｌ
ａｗｒｅｎｃｅスコアリングシステム（２１）を使用して評価する。内側および外側区画
を調査し、変化の重篤性をスコアリングし、次いで、スコアを合計する。
【０１０２】
　関節全体の外科的評価－手術（関節切開または関節鏡検査）時に、膝蓋骨、大腿骨およ
び脛骨の全ての関節表面を、関節軟骨損傷の程度に関して検査し、記録する（ＩＣＲＳシ
ステム）。半月板、靭帯、および滑膜の病理学を、性質、程度、および場所に関して評価
し、説明する。正常群の患者は、外科的評価を受けない。
【０１０３】
　バイオマーカー－各試料から少量のアリコート（２５μＬ）を解凍する。尿および滑液
については、試料を、１４，０００ｒｐｍで１０分間ペレット細片に遠心分離し、上清を
取り除く。滑液試料は、ヒアルロニダーゼ（ＭＰ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ，ＬＬＣ，Ｓ
ｏｌｏｎ，Ｏｈｉｏ）で、３７℃で６０分間インキュベートして、粘度を低下させる。滑
液、尿、および血清の各アリコートは、製造業者の指示に従って、ＩＬ－１β、ＩＬ－２
、ＩＬ－４、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ－８、ＩＬ－１０、ＩＬ－１５、ＩＬ－１８、Ｉ
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Ｐ－１０、ＩＮＦ－γ、ＴＮＦ－α、ＭＣＰ１、ＫＣ、ＧＭ－ＣＳＦ、ＣＯＭＰ、Ａｐｏ
１、Ａｐｏ２、ＭＩＰ－１α、ＭＩＰ－１β、ＭＭＰ１、ＭＭＰ２、ＭＭＰ３、ＭＭＰ９
、およびＭＭＰ１３について、ｘＭＡＰプラットフォーム（Ｑｉａｇｅｎ　Ｉｎｃ．，Ｖ
ａｌｅｎｃｉａ，ＣＡ）に基づいて、多重イムノアッセイを使用して、二重に分析する。
簡潔には、試料のそれぞれを、９６－ウエルプレートで、モノクローナル抗体を充填した
小さい（５．６ミクロン）ポリスチレン微小球と混合する。４℃で一晩インキュベーショ
ンした後に、ポリクローナル二次抗体、ならびにストレプトアビジン－フィコエリトリン
を加える。各試料について中央蛍光強度（ＭＦＩ）を判定し、検量線から濃度（ｐｇ／ｍ
Ｌ）を得る。
【０１０４】
　統計的分析－ピアソン相関を使用して、疾患の存在および病期を検出するために、各バ
イオマーカーとバイオマーカーの組み合わせとの間の相関強度を分析する。用いた全ての
結果測度に基づいて、感受性、特異性、および受信者動作特性曲線（ＲＯＣ）データを、
各バイオマーカーおよびバイオマーカーの組み合わせについて計算して、種々のコホート
について疾患の存在と、型と、重篤性との間の区別的な可能性を判定する。
【０１０５】
　本明細書で適切に例証的に説明される本開示は、本明細書では具体的に開示されていな
い任意の単数または複数の要素、単数または複数の限定の非存在下で実践することができ
る。したがって、例えば、本明細書の各例において、「含む」、「本質的に成る」、およ
び「成る」という用語のいずれも、他の２つの用語のいずれかと置き換えてもよい。用い
られた用語および表現は、限定の用語ではなく説明の用語として使用されており、そのよ
うな用語および表現の使用において、図示および説明される特徴またはその一部のあらゆ
る同等物を排除するいかなる意図もなく、請求される本開示の範囲内で種々の修正が可能
であることを認識されたい。したがって、本開示は、好ましい実施形態および随意的な特
徴によって具体的に開示されているが、本明細書で開示される概念の修正および変更は、
当業者に頼ってもよく、そのような修正および変更が、添付の特許請求の範囲によって定
義される本発明の範囲内にあるとみなされることを理解されたい。
【０１０６】
　本明細書において言及される全ての特許および公報は、本開示が属する技術分野の当業
者の水準を示す。全ての特許および公報は、それぞれの公報が参照により組み込まれるよ
うに具体的かつ個々に示される場合と同程度に、参照により本明細書に組み込まれる。
【０１０７】
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８．　Ｃｏｏｋ　ＪＬ，　Ｋｕｒｏｋｉ　Ｋ，　Ｋｅｎｔｅｒ　Ｋ，　Ｍａｒｂｅｒｒｙ
　Ｋ，　Ｂｒａｗｎｅｒ　Ｔ，　Ｇｅｉｇｅｒ　Ｔ，　Ｊａｙａｂａｌａｎ　Ｐ，　Ｂａ
ｌ　ＢＳ．　Ｂｉｐｏｌａｒ　ａｎｄ　ｍｏｎｏｐｏｌａｒ　ｒａｄｉｏｆｒｅｑｕｅｎ
ｃｙ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｆ　ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｃ　ｋｎｅｅ　ａｒｔｉ
ｃｕｌａｒ　ｃａｒｔｉｌａｇｅ：　ａｃｕｔｅ　ａｎｄ　ｔｅｍｐｏｒａｌ　ｅｆｆｅ
ｃｔｓ　ｏｎ　ｃａｒｔｉｌａｇｅ　ｃｏｍｐｒｅｓｓｉｖｅ　ｓｔｉｆｆｎｅｓｓ，　
ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ，　ｃｅｌｌ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，　ａｎｄ　ｅｘｔｒａｃ
ｅｌｌｕｌａｒ　ｍａｔｒｉｘ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ．　Ｔｈｅ　ｊｏｕｒｎａｌ　
ｏｆ　ｋｎｅｅ　ｓｕｒｇｅｒｙ．　２００４；１７（２）：９９－１０８．
９．　Ｃｏｏｋ　ＪＬ，　Ｔｏｍｌｉｎｓｏｎ　ＪＬ，　Ａｒｎｏｃｚｋｙ　ＳＰ，　Ｆ
ｏｘ　ＤＢ，　Ｒｅｅｖｅｓ　Ｃｏｏｋ　Ｃ，　Ｋｒｅｅｇｅｒ　ＪＭ．　Ｋｉｎｅｔｉ
ｃ　ｓｔｕｄｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ　ｏｆ　ｐｏｒｃｉｎｅ　ｓｍ
ａｌｌ　ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ　ｓｕｂｍｕｃｏｓａ　ｇｒａｆｔｓ　ａｎｄ　ｔｈｅ　
ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｅｎｉｓｃａｌ－ｌｉｋｅ　ｔｉｓｓｕｅ　ｉｎ　
ｌａｒｇｅ　ａｖａｓｃｕｌａｒ　ｍｅｎｉｓｃａｌ　ｄｅｆｅｃｔｓ　ｉｎ　ｄｏｇｓ
．　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ．　２００１；７（３）：３２１－３３４．
１０．　Ｃｏｏｋ　ＪＬ，　Ｔｏｍｌｉｎｓｏｎ　ＪＬ，　Ｋｒｅｅｇｅｒ　ＪＭ，　Ｃ
ｏｏｋ　ＣＲ．　Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｅｎｉｓｃａｌ　ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉ
ｏｎ　ｉｎ　ｄｏｇｓ　ｕｓｉｎｇ　ａ　ｎｏｖｅｌ　ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌ．　Ａｍ
ｅｒｉｃａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｓｐｏｒｔｓ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ．　１９９９；
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２７（５）：６５８－６６５．
１１．　Ｃｏｏｋ　ＪＬ，　Ｗｉｌｌｉａｍｓ　Ｎ，　Ｋｒｅｅｇｅｒ　ＪＭ，　Ｐｅａ
ｃｏｃｋ　ＪＴ，　Ｔｏｍｌｉｎｓｏｎ　ＪＬ．　Ｂｉｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ　
ｏｆ　ｔｈｒｅｅ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ　ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ　ｇｒａｆｔｓ　
ｉｎ　ｌａｒｇｅ　ｔｉｂｉａｌ　ｄｅｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｒａｂｂｉｔｓ．　Ａｍｅｒ
ｉｃａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ．　２００
３；６４（１）：１２－２０．
１２．　Ｄｖｏｒａｋ　ＬＤ，　Ｃｏｏｋ　ＪＬ，　Ｋｒｅｅｇｅｒ　ＪＭ，　Ｋｕｒｏ
ｋｉ　Ｋ，　Ｔｏｍｌｉｎｓｏｎ　ＪＬ．　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｃａｒｐｒｏｆｅｎ
　ａｎｄ　ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ　ｏｎ　ｃａｎｉｎｅ　ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ
ｓ　ｉｎ　ａ　ｔｈｒｅｅ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｍｏｄｅｌ　ｏ
ｆ　ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ．　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｖｅ
ｔｅｒｉｎａｒｙ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ．　２００２；６３（１０）：１３６３－１３６９
．
１３．　Ｆｅｔｔｉｇ　ＡＡ，　Ｒａｎｄ　ＷＭ，　Ｓａｔｏ　ＡＦ，　Ｓｏｌａｎｏ　
Ｍ，　ＭｃＣａｒｔｈｙ　ＲＪ，　Ｂｏｕｄｒｉｅａｕ　ＲＪ．　Ｏｂｓｅｒｖｅｒ　Ｖ
ａｒｉａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　Ｔｉｂｉａｌ　Ｐｌａｔｅａｕ　Ｓｌｏｐｅ　Ｍｅａｓｕ
ｒｅｍｅｎｔ　ｉｎ　４０　Ｄｏｇｓ　ｗｉｔｈ　Ｃｒａｎｉａｌ　Ｃｒｕｃｉａｔｅ　
Ｌｉｇａｍｅｎｔ－Ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ　Ｓｔｉｆｌｅ　Ｊｏｉｎｔｓ．　Ｖｅｔｅｒｉ
ｎａｒｙ　Ｓｕｒｇｅｒｙ．　２００３；３２（５）：４７１－４７８．
１４．　Ｆｏｘ　ＤＢ，　Ｃｏｏｋ　ＪＬ．　Ｓｙｎｏｖｉａｌ　ｆｌｕｉｄ　ｍａｒｋ
ｅｒｓ　ｏｆ　ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ　ｉｎ　ｄｏｇｓ．　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏ
ｆ　ｔｈｅ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ａｓｓｏｃｉ
ａｔｉｏｎ．　２００１；　２１９（６）：７５６－７６１．
１５．　Ｇａｒｃｉａ－Ｓｅｃｏ　Ｅ，　Ｗｉｌｓｏｎ　ＤＡ，　Ｃｏｏｋ　ＪＬ，　Ｋ
ｕｒｏｋｉ　Ｋ，　Ｋｒｅｅｇｅｒ　ＪＭ，　Ｋｅｅｇａｎ　ＫＧ．　Ｍｅａｓｕｒｅｍ
ｅｎｔ　ｏｆ　ａｒｔｉｃｕｌａｒ　ｃａｒｔｉｌａｇｅ　ｓｔｉｆｆｎｅｓｓ　ｏｆ　
ｔｈｅ　ｆｅｍｏｒｏｐａｔｅｌｌａｒ，　ｔａｒｓｏｃｒｕｒａｌ，　ａｎｄ　ｍｅｔ
ａｔａｒｓｏｐｈａｌａｎｇｅａｌ　ｊｏｉｎｔｓ　ｉｎ　ｈｏｒｓｅｓ　ａｎｄ　ｃｏ
ｍｐａｒｉｓｏｎ　ｗｉｔｈ　ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｄａｔａ．　Ｖｅｔｅｒｉｎａ
ｒｙ　Ｓｕｒｇｅｒｙ．　２００５；　３４（６）：５７１－５７８．
１６．　Ｇａｒｎｅｒ　ＢＣ　ＳＡ，　Ｃｏｏｋ　ＪＬ．　Ｃｈａｎｇｅ　ｉｎ　ｃｙｔ
ｏｋｉｎｅ　ａｎｄ　ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ　ｌｅｖｅｌｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｓｙｎｏｖｉ
ａｌ　ｆｌｕｉｄ，　ｓｅｒｕｍ　ａｎｄ　ｕｒｉｎｅ　ｏｆ　ｄｏｇｓ　ｗｉｔｈ　ｓ
ｕｒｇｉｃａｌｌｙ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ．　５６ｔｈ　Ａ
ｎｎｕａｌ　Ｏｒｔｈｏｐａｅｄｉｃ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　Ｍｅｅｔｉ
ｎｇ．　２０１０．
１７．　Ｇａｒｎｅｒｏ　Ｐ，　Ａｒｏｎｓｔｅｉｎ　ＷＳ，　Ｃｏｈｅｎ　ＳＢ，　Ｃ
ｏｎａｇｈａｎ　ＰＧ，　Ｃｌｉｎｅ　ＧＡ，　Ｃｈｒｉｓｔｉａｎｓｅｎ　Ｃ，　Ｂｅ
ａｒｙ　ＪＦ，　Ｍｅｙｅｒ　ＪＭ，　Ｂｉｎｇｈａｍ　Ｉｉｉ　ＣＯ．　Ｒｅｌａｔｉ
ｏｎｓｈｉｐｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｍａｒｋｅｒｓ　ｏｆ　ｂ
ｏｎｅ　ａｎｄ　ｃａｒｔｉｌａｇｅ　ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ｒａｄｉｏ
ｌｏｇｉｃａｌ　ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ｐａｔｉｅｎｔｓ　ｗｉｔｈ　ｋｎｅ
ｅ　ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ　ｒｅｃｅｉｖｉｎｇ　ｒｉｓｅｄｒｏｎａｔｅ：　
ｔｈｅ　Ｋｎｅｅ　Ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　Ａｒｔｈｒ
ｉｔｉｓ　ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｔｒｉａｌ．　Ｏｓｔｅｏａｒｔ
ｈｒｉｔｉｓ　ａｎｄ　Ｃａｒｔｉｌａｇｅ．　２００８；　１６（６）：６６０－６６
６．
１８．　Ｇｒｅｅｎｂｅｒｇ　ＤＤ，　Ｓｔｏｋｅｒ　Ａ，　Ｋａｎｅ　Ｓ，　Ｃｏｃｋ
ｒｅｌｌ　Ｍ，　Ｃｏｏｋ　ＪＬ．　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　
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ｔｗｏ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ　ａｃｉｄ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｉ
ｎ　ａ　ｃｏ－ｃｕｌｔｕｒｅ　ｍｏｄｅｌ　ｏｆ　ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ．　
Ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ　ａｎｄ　Ｃａｒｔｉｌａｇｅ．　２００６；１４（８）
：８１４－８２２．
１９．　Ｈｅｎｒｏｔｉｎ　Ｙ，　Ａｄｄｉｓｏｎ　Ｓ，　Ｋｒａｕｓ　Ｖ，　Ｄｅｂｅ
ｒｇ　Ｍ．　Ｔｙｐｅ　ＩＩ　ｃｏｌｌａｇｅｎ　ｍａｒｋｅｒｓ　ｉｎ　ｏｓｔｅｏａ
ｒｔｈｒｉｔｉｓ：　Ｗｈａｔ　ｄｏ　ｔｈｅｙ　ｉｎｄｉｃａｔｅ？　Ｃｕｒｒｅｎｔ
　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｒｈｅｕｍａｔｏｌｏｇｙ．　２００７；１９（５）：４４４
－４５０．
２０．　Ｈｏｕ　Ｙ，　Ｗａｎｇ　Ｙ，　Ｌｕｓｔ　Ｇ，　Ｚｈｕ　Ｌ，　Ｚｈａｎｇ　
Ｚ，　Ｔｏｄｈｕｎｔｅｒ　ＲＪ．　Ｒｅｔｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　
ｆｏｒ　ｇｅｎｅｔｉｃ　ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ　ｏｆ　ｈｉｐ　ｊｏｉｎｔｓ　ｏｆ
　ｃｏｈｏｒｔ　ｌａｂｒａｄｏｒ　ｒｅｔｒｉｅｖｅｒｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｕｎｉｔｅ
ｄ　Ｓｔａｔｅｓ：　１９７０－２００７．　ＰＬｏＳ　ＯＮＥ．５（２）．
２１．　Ｋｅｌｌｇｒｅｎ　ＪＨ，　Ｌａｗｒｅｎｃｅ　ＪＳ．　Ｒａｄｉｏｌｏｇｉｃ
ａｌ　ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ　ｏｆ　ｏｓｔｅｏ－ａｒｔｈｒｏｓｉｓ．　Ａｎｎａｌｓ
　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｒｈｅｕｍａｔｉｃ　Ｄｉｓｅａｓｅｓ．　１９５７；１６（４）：４
９４－５０２．
２２．　Ｋｕｒｏｋｉ　Ｋ，　Ｃｏｏｋ　ＪＬ，　Ｋｒｅｅｇｅｒ　ＪＭ．　Ｍｅｃｈａ
ｎｉｓｍｓ　ｏｆ　ａｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　ｕｓｅｓ　ｏｆ　ｈｙ
ａｌｕｒｏｎａｎ　ｉｎ　ｄｏｇｓ　ｗｉｔｈ　ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ．　Ｊｏ
ｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ　Ｍｅｄｉｃａｌ
　Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ．　２００２；２２１（７）：９４４－９５０．
２３．　Ｋｕｒｏｋｉ　Ｋ，　Ｃｏｏｋ　ＪＬ，　Ｋｒｅｅｇｅｒ　ＪＭ，　Ｔｏｍｌｉ
ｎｓｏｎ　ＪＬ．　Ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ＴＩＭＰ－１　ａｎｄ　－２　ｏｎ
　ｃａｎｉｎｅ　ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ　ｃｕｌｔｕｒｅｄ　ｉｎ　ｔｈｒｅｅ－ｄ
ｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ　ａｇａｒｏｓｅ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｓｙｓｔｅｍ．　Ｏｓｔｅｏ
ａｒｔｈｒｉｔｉｓ　ａｎｄ　Ｃａｒｔｉｌａｇｅ．　２００３；１１（９）：６２５－
６３５．
２４．　Ｋｕｒｏｋｉ　Ｋ，　Ｃｏｏｋ　ＪＬ，　Ｓｔｏｋｅｒ　ＡＭ，　Ｔｕｒｎｑｕ
ｉｓｔ　ＳＥ，　Ｋｒｅｅｇｅｒ　ＪＭ，　Ｔｏｍｌｉｎｓｏｎ　ＪＬ．　Ｃｈａｒａｃ
ｔｅｒｉｚｉｎｇ　ｏｓｔｅｏｃｈｏｎｄｒｏｓｉｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｄｏｇ：　Ｐｏｔ
ｅｎｔｉａｌ　ｒｏｌｅｓ　ｆｏｒ　ｍａｔｒｉｘ　ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓ
ｅｓ　ａｎｄ　ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ　ｌｏａｄ　ｉｎ　ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ　ａ
ｎｄ　ｄｉｓｅａｓｅ　ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ．　Ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ　ａ
ｎｄ　Ｃａｒｔｉｌａｇｅ．　２００５；１３（３）：２２５－２３４．
２５．　Ｌａｗｒｅｎｃｅ　ＲＣ，　Ｆｅｌｓｏｎ　ＤＴ，　Ｈｅｌｍｉｃｋ　ＣＧ，　
Ａｒｎｏｌｄ　ＬＭ，　Ｃｈｏｉ　Ｈ，　Ｄｅｙｏ　ＲＡ，　Ｇａｂｒｉｅｌ　Ｓ，　Ｈ
ｉｒｓｃｈ　Ｒ，　Ｈｏｃｈｂｅｒｇ　ＭＣ，　Ｈｕｎｄｅｒ　ＧＧ，　Ｊｏｒｄａｎ　
ＪＭ，　Ｋａｔｚ　ＪＮ，　Ｋｒｅｍｅｒｓ　ＨＭ，　Ｗｏｌｆｅ　Ｆ．　Ｅｓｔｉｍａ
ｔｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ　ｏｆ　ａｒｔｈｒｉｔｉｓ　ａｎｄ　ｏ
ｔｈｅｒ　ｒｈｅｕｍａｔｉｃ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｕｎｉｔｅｄ　
Ｓｔａｔｅｓ．　Ｐａｒｔ　ＩＩ．　Ａｒｔｈｒｉｔｉｓ　ａｎｄ　Ｒｈｅｕｍａｔｉｓ
ｍ．　２００８；５８（１）：２６－３５．
２６．　Ｍａｚｉeｒｅｓ　Ｂ，　Ｇａｒｎｅｒｏ　Ｐ，　Ｇｕeｇｕｅｎ　Ａ，　Ａｂｂ
ａｌ　Ｍ，　Ｂｅｒｄａｈ　Ｌ，　Ｌｅｑｕｅｓｎｅ　Ｍ，　Ｎｇｕｙｅｎ　Ｍ，　Ｓａ
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