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(57)【要約】
　下記工程；
　(i) 対象から得た材料のサンプルを提供すること、
　(ii) サンプル中の1以上の後記タンパク質:
　補体C4前駆体タンパク質補体、
　C4前駆体タンパク質の開裂フラグメント、および
　ハプトグロビン、
のレベルを決定すること、ならびに
　(iii) 決定した該レベルを、1以上の参照値と比較す
ること、
を含んでなる、対象の多嚢胞性卵巣症候群(PCOS)状態を
決定する方法。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象の多嚢胞性卵巣症候群(PCOS)状態を決定する方法であって、
下記工程: 
　(a)対象から得た材料のサンプルを提供すること、
　(b)該サンプル中の1以上の後記タンパク質；
　補体C4前駆体タンパク質、
　補体C4前駆体タンパク質の開裂フラグメント、および
　ハプトグロビン
のレベルを決定すること、
　(c)決定した該レベルを、1以上の参照値と比較すること、
を含む、方法。
【請求項２】
　補体C4前駆体タンパク質の開裂フラグメントが、下記の
　a) C4α
　b) C4β
　c) C4γ
　d) C4aアナフィラトキシン
　e) C4b
　f) C4α3cフラグメント
　g) C4αd
　j) h) C4α4cフラグメント、および
　i) a)～h)のいずれかのアミノ酸配列に対して、少なくとも75%アミノ酸配列同一性を有
するポリペプチド、
を含む群から選択される、請求項1の方法。
【請求項３】
　1以上のハプトグロビンタンパク質が、ハプトグロビンαおよびハプトグロビンβを含
む群から選択される、請求項1または2の方法。
【請求項４】
　サンプル材料は、全血液、血清、血漿、尿、脂肪組織(脂肪)、子宮内膜組織、卵巣組織
またはその他の体液または組織である、請求項1～3のいずれか1項に記載の方法。
【請求項５】
　補体C4前駆体タンパク質、補体C4前駆体タンパク質の開裂フラグメントおよびハプトグ
ロビンの1以上のレベルが、イムノアッセイ、分光分析、質量分光分析、マトリックス支
援レーザー脱離/イオン化時間飛行型(MALDI-TOF)質量分光分析、顕微鏡、ノーザンブロッ
ト、ウェスタンブロット、サザンブロット、等電点電気泳動、SDS-PAGE、PCR、RT-PCR、
ゲル電気泳動、タンパク質マイクロアレイ、DNAマイクロアレイ、抗体マイクロアレイお
よびその組合せを含む群から選択されるアッセイを用いて決定される、請求項1～4のいず
れか1項に記載の方法。
【請求項６】
　1以上の参照値は、PCOSのいずれの臨床的兆候も持たない1以上の対象において観察され
た、1以上の補体C4前駆体タンパク質、補体C4前駆体タンパク質の開裂フラグメントおよ
びハプトグロビンのレベルである、請求項1～5のいずれか1項に記載の方法。
【請求項７】
　1以上の参照値は、サンプルを提供した同一対象において決定された、1以上の補体C4前
駆体タンパク質、補体C4前駆体タンパク質の開裂フラグメントおよびハプトグロビンの早
期のレベルである、請求項1～5のいずれか1項に記載の方法。
【請求項８】
　1以上の補体C4前駆体タンパク質、補体C4前駆体タンパク質の開裂フラグメントおよび
ハプトグロビンの1以上のレベルにおける増加または低下が、対象のPCOS状態の指標であ
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る、請求項1～7のいずれか1項に記載の方法。
【請求項９】
　参照値と比較した、サンプル中のC4α3cのレベルおよび／またはC4α4cのレベルおよび
／またはハプトグロビンαおよび／またはハプトグロビンβのレベルの増加が、PCOSの指
標であるかまたは診断に用いる特徴である、請求項8の方法。
【請求項１０】
　C4前駆体タンパク質および／またはC4αおよび／またはC4βおよび／またはC4γおよび
／またはC4aアナフィラトキシンのレベルの低下が、PCOSの指標または診断に用いる特徴
である、請求項8の方法。
【請求項１１】
　方法がイン・ビトロで行われる、請求項1～10のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１２】
　対象が哺乳動物である、請求項1～11のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１３】
　哺乳動物がヒトである、請求項12の方法。
【請求項１４】
　下記工程；
　(a) 対象から得た材料のサンプルを提供すること、
　(b) MALDI-MSを用いてサンプルから得たタンパク質またはトリプシンペプチドを分析す
ること、
　(c) タンパク質サンプル中の6つのイオン m/z 8674、8668、1351、8727、8673 および6
871の存在および／またはトリプシンペプチドサンプル中の3つのイオンm/z 2924、3025お
よび1977の存在が、対象におけるPCOSの診断に用いる特徴であることを判定すること、
を含んでなる、対象におけるPCOS状態を決定する方法。
【請求項１５】
　1以上の補体C4前駆体タンパク質、補体C4前駆体タンパク質の開裂フラグメントおよび
ハプトグロビンのレベルを決定するための少なくとも１つの試薬を含む、対象のPCOS状態
を決定する際に使用するためのキット。
【請求項１６】
　補体C4前駆体タンパク質の開裂フラグメントが、下記の
　a) C4α
　b) C4β
　c) C4γ
　d) C4a アナフィラトキシン
　e) C4b
　f) C4α3c フラグメント
　g) C4αd
　k) h) C4α4c フラグメント、および
　i) a)～h)のいずれかに記載のアミノ酸配列と少なくとも75%のアミノ酸配列同一性を有
するポリペプチド、
を含む群から選択される、請求項15のキット。
【請求項１７】
　1以上のハプトグロビンタンパク質が、ハプトグロビンαおよびハプトグロビンβを含
む群から選択される、請求項15または16のキット。
【請求項１８】
　試薬が、酵素、抗体、核酸、タンパク質プローブおよびその他の好適な組成物を含む群
から選択される、請求項15、16または17のキット。
【請求項１９】
　試薬が標識される、請求項15～18のいずれか1項に記載のキット。
【請求項２０】
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　標識を検出するための手段をさらに含む、請求項19のキット。
【請求項２１】
　標識または別の挿入物の形態にある、好適な操作上のパラメーターのための指示書をさ
らに含んでいる、請求項15～20のいずれか1項に記載のキット。
【請求項２２】
　較正および比較のための標準物として使用されるべき、1以上の補体C4前駆体タンパク
質、補体C4前駆体タンパク質の開裂フラグメントおよび／またはハプトグロビンのサンプ
ルをさらに含む、請求項15～21のいずれか1項に記載のキット。
【請求項２３】
　1以上の補体C4前駆体タンパク質、補体C4前駆体タンパク質の開裂フラグメントおよび
ハプトグロビンのレベルを調節できる試薬を対象に投与することを含む、対象におけるPC
OSを処置する方法。
【請求項２４】
　試薬が、補体C4前駆体タンパク質、補体C4前駆体タンパク質の開裂フラグメントおよび
ハプトグロビンの発現を阻害するかまたは低下させるように作られたアンチセンスまたは
干渉性RNA分子である、請求項23の方法。
【請求項２５】
　試薬がC4前駆体タンパク質プロセシングの阻害剤である、請求項23の方法。
【請求項２６】
　試薬が補体活性を低下させる組成物である、請求項23の方法。
【請求項２７】
　(a) 第一の時点で対象から得たサンプル中の、
1以上の後記タンパク質:
補体C4前駆体タンパク質、
補体C4前駆体タンパク質の開裂フラグメント、および
ハプトグロビン、
のレベルを決定すること、
　(b) 後の第二の時点で対象から採取したサンプル中の、1以上の後記タンパク質:
補体C4前駆体タンパク質、
補体C4前駆体タンパク質の開裂フラグメント、および
ハプトグロビン
のレベルを決定すること、ならびに
　(c) 第一の測定値および第二の測定値を比較すること、ここで比較測定値によりPCOSの
経過を決定すること、
を含んでなる、対象におけるPCOSの進行を決定するか、またはPCOS罹患対象に与えた処置
の効果を決定する、方法。
【請求項２８】
　イン・ビトロまたはイン・ビボで、1以上の補体C4前駆体タンパク質、補体C4前駆体タ
ンパク質の開裂フラグメントおよびハプトグロビンのレベルを調節する1以上の化合物を
スクリーニングすることを含む、PCOSを処置するための化合物を同定する方法。
【請求項２９】
　PCOSの処置/緩和のための治療標的としての、C4 前駆体タンパク質、C4α、C4β、C4γ
、C4a アナフィラトキシン、C4b、C4α3c フラグメント、C4αd、C4α4c フラグメント、
ハプトグロビンαおよび／またはハプトグロビンβの使用。
【請求項３０】
　1以上の補体C4前駆体タンパク質、補体C4前駆体タンパク質の開裂フラグメントおよび
ハプトグロビンを検出することが出来る1以上のプローブを含む、プローブ対。
【請求項３１】
　プローブが、抗体、核酸またはペプチドを含む群から選択される、請求項30記載のプロ
ーブ対。
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【請求項３２】
　プローブが標識される、請求項30または31のプローブ対。
【請求項３３】
　補体C4前駆体タンパク質、補体C4前駆体タンパク質の開裂フラグメントおよびハプトグ
ロビンを含む群から選択される2つの異なるタンパク質に関する2つのプローブを含む、請
求項30、31または32のプローブ対。
【請求項３４】
　タンパク質サンプル中の6つのイオンm/z 8674、8668、1351、8727、8673および6871の
存在および／またはトリプシンペプチドサンプル中の3つのイオンm/z 2924、3025および1
977の存在について、サンプルを分析するための指示書を含む、対象のPCOS状態を決定す
る際に使用するためのキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、多嚢胞性卵巣症候群(PCOS)のための新規バイオマーカー、およびこれらの新
規バイオマーカーを用いて対象のPCOS状態を決定する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　多嚢胞性卵巣症候群(PCOS)に罹患している女性は、広範な兆候を臨床医に示すことが多
く、その最も一般的な症状は、月経不順ならびに／またはニキビ、多毛症およびアンドロ
ゲン性脱毛症を含む高アンドロゲン症に関連のある問題を伴った妊娠困難症/不妊症であ
る。これらの女性の多くは、肥満になっており、後年に糖尿病、心疾患および子宮内膜癌
のリスクが増加する可能性がある。PCOSは、U.Kにおいて再生産年齢の5-10%の女性が罹患
していると考えられている。Stein および Leventhal らは、1935年にPCOSの発現の表現
型を最初に特徴付け、それ以後の著しい進歩により、病態生理、診断、臨床提示および処
置に関する理解がなされてきた。これらの進歩にも関わらず、依然として、一貫して利用
できる診断上のマーカーは存在せず、この多面的な症候群に対する有効な処置を開発する
ことは依然として難題である。
【０００３】
　現在、PCOSの病因に関与する3つの共通した最新の仮説があり、この仮説は次のものに
関する：(i) 視床下部-下垂体-副腎皮質系、(ii)インスリン抵抗性および(iii)アンドロ
ゲンレベル。例えば、PCOSに関する内分泌学的根拠は、ゴナドトロピン放出ホルモンの増
加した放出により下垂体から放出される黄体形成ホルモン(LH)のパルス頻度を増加させる
視床下部に起因すると考えられる。上昇したLHレベルは、卵巣莢膜細胞によるアンドロゲ
ンの産生を増加させる、即ち罹患女性において遊離テストステロンの循環レベルを増加さ
せると考えられる。しかし、LH分泌過多は、PCOSと診断された全ての対象において共通し
ていない。他の症例においては、インスリン抵抗性は、性ホルモン結合グロブリン(SHBG)
の合成を阻害して、莢膜細胞のアンドロゲン産生を直接的に刺激するようLHと相乗的に作
用することにより、アンドロゲン産生を増加させると理解されている。しかし、PCOSにお
いてインスリン抵抗性についての正確な原因論がなく、また末梢インスリン抵抗性の存在
において選択的な卵巣感受性が存在することは、PCOSに関する課題をさらに示すものであ
る。高アンドロゲン血症は、PCOSに関する全ての他の徴候の基礎となることが判っており
、また高アンドロゲン血症に関する一次的原因および分子機構は全く明らかではない。
【０００４】
　PCOSの現在の診断は、他のアンドロゲン血症に基づく疾患を除くものであり、後記の3
つの基準のうち少なくとも2つの臨床的識別に従う：（i）慢性の過少排卵/無排卵（ii）
高アンドロゲン血症の臨床的および／または生物化学的徴候および（iii）多嚢胞性卵巣
の超音波エビデンス。しかしながら、各基準の相対比重は、臨床医の医学のバックグラウ
ンドによって、さらにPCOSの臨床課題を強調することによって変化する傾向がある。処置
方法もまた、対象の提示する特徴および所望の結果によって変化し、婦人科または外見的
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改善または単なる体重管理およびライフスタイルの変更に対して症状を基にした方法へと
変化する。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　従って、PCOSを診断するための単純で、迅速で、信頼のおける、再現可能な方法に対す
る必要性および該疾患の処置/緩和のための好適な新規治療標的に対する必要性が依然と
して存在する。
【０００６】
　本発明は、PCOSの診断において有用な新規バイオマーカー、ならびにPCOSを診断する
および対象のPCOS状態を決定するために該バイオマーカーを使用するための方法およびキ
ットを提供する。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　第一の態様に従って、本発明は、下記工程：
　(a) 対象から得た材料のサンプルを提供すること
　(b) 該サンプル中の1以上の後記タンパク質；
補体C4前駆体タンパク質、補体C4前駆体タンパク質の開裂フラグメントおよびハプトグロ
ビンのレベルを決定すること、ならびに
　(c) 該決定したレベルを、1以上の参照値と比較すること、
を含んでなる、対象の多嚢胞性卵巣症候群(PCOS)状態を決定する方法を提供する。
【０００８】
　好ましくは、該方法は、対象により提供されたサンプル中のタンパク質の分析から対象
のPCOSを診断出来る。
【０００９】
　補体C4前駆体タンパク質、補体C4前駆体タンパク質の開裂フラグメントおよびハプトグ
ロビンは、PCOSについてのバイオマーカーとして同定され、本明細書において該バイオマ
ーカーまたは該バイオマーカータンパク質として見なされる。
【００１０】
　これらのバイオマーカーは、対象のPCOS状態を決定するために、例えばPCOSを診断する
ために使用され得る。用語 "PCOS状態" には、疾患および非疾患を含むPCOS疾患のあらゆ
る識別し得る症状が含まれる。例えば、PCOS状態には、疾患の存在または非存在、疾患が
進行するリスク、疾患の段階、疾患の進行(例えば、経時的な疾患の進行または疾患の緩
和)および疾患の処置に対する対象の効果または応答が含まれるが、これらに限定するも
のではない。
【００１１】
　通常、本発明の方法は、臨床的な兆候の評価と組合せて使用される。
【００１２】
　C4前駆体タンパク質は、補体経路の一成分であり、免疫応答システムに対する重要な関
与因子である。C4は、補体システムの古典的経路において中心的役割を担う。C4のDNA配
列は、GenBankデータベースにおいて2つのアイソフォームとして見出され得る、これらは
アイソフォームA (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotid&val
=67190747)についてはアクセッション番号NM007293およびアイソフォームB (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=50345295)についてはアクセ
ッション番号NM001002029により利用可能である。対応するタンパク質は、アクセッショ
ン番号POCOL4 およびPOCOL5 (C4前駆体としてタンパク質配列はhttp://www.ncbi.nlm.nih
.gov/entrez/viewer.fcgi?db= nucleotid &val=67190747にて見出され、対応するDNA 配
列はhttp://www.ebi.ac.uk/cgi-bin/expasyfetch?K02403で見出され得る)を持つ。各アイ
ソフォームのタンパク質配列は図8および9に示される。
【００１３】



(7) JP 2010-507093 A 2010.3.4

10

20

30

40

50

　用語"C4 タンパク質"および"C4 前駆体タンパク質"は、同一タンパク質を示しており、
本明細書では互換的に使用される。
【００１４】
　補体C4前駆体タンパク質の1以上の開裂フラグメントは、下記ポリペプチド：
　a)　　　C4α
　b)　　　C4β
　c)　　　C4γ
　d)　　　C4a アナフィラトキシン
　e)　　　C4b
　f)　　　C4α3c フラグメント
　g)　　　C4αd
　h)　　　C4α4c フラグメントおよび
　i)　　　a)～h)のいずれかのアミノ酸配列に対して、少なくとも75%アミノ酸配列同一
性、より好ましくは少なくとも80%、85%、90%または95%または95%以上の配列相同性を有
するポリペプチド、
を含む群のいずれかから選択され得る。
【００１５】
　好ましくは、少なくとも１つのまたは該フラグメントa)～i)が、本発明の方法において
検出され、より好ましくは少なくとも2、3、4、5、6、7、8、または9のフラグメントa)～
i)が検出される。
【００１６】
　開裂フラグメントa)～h)のアミノ酸配列は、図8および9を参照して見出され得る。
【００１７】
　1以上のハプトグロビンタンパク質は、ハプトグロビンαおよびハプトグロビンβを含
む群から選択され得る。両方のハプトグロビンのアミノ酸配列を図10に示した。
【００１８】
　タンパク質は、複数の異なる形態にて、体内に、および体内から得られるサンプル中に
高頻度にて存在する。これらの形態は、翻訳前および翻訳後修飾のいずれかまたは両方か
ら得られ得る。サンプル中の該タンパク質のレベルを検出するかまたは決定する場合に、
タンパク質の異なる形態の間を区別する能力は、該差違の性質および該タンパク質レベル
を検出または測定するために使用した方法に依存する。例えば、モノクローナル抗体を用
いるイムノアッセイは、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
れらの間を区別しない。しかし、タンパク質上の異なるエピトープに対する2つの抗体を
使用す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
の形態を検出するが、エピトープの一つのみを含有するそれらの形態を検出しない。
【００１９】
　本発明の方法において、1以上のバイオマーカータンパク質のレベルを決定するために
使用されるアッセイ方法は、特異的バイオマーカータンパク質の全ての形態を検出するの
が好ましい。好ましくは、少なくとも特異的バイオマーカータンパク質の全ての生物学的
に活性な形態が検出される。好ましくは、図8、9および10に示したバイオマーカーのアミ
ノ酸配列と、少なくとも75%以上、好ましくは少なくとも80%、85%、90%、95%以上の同一
性を有するあらゆるバイオマーカータンパク質の全ての形態が、本発明の方法において検
出される。
【００２０】
　ポリペプチド/タンパク質の同一性を測定する方法は、当業者にはよく知られている。
例えば、UWGCG Packageは、同一性を計算するために使用され得る(例えば、そのデフォル
ト設定で使用した)BESTFITプログラムを提供する(Devereux et al (1984) Nucleic Acids
 Research 12, p387-395)。
【００２１】
　また、PILEUPおよびBLASTアルゴリズムは、ホモロジーを計算するか、または配列を並
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べるために使用され得る(通常、そのデフォルト設定に対して)、例えば、Altschul S.F. 
(1993) J Mol Evol 36:290-300 Altschul, S, F et al (1990) J Mol Biol 215:403-10に
おいて説明されているとおりである。
【００２２】
　BLAST分析を行うためのSoftwareは、National Centre for Biotechnology Information
 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)を介して公的に利用できる。
【００２３】
　本発明の方法は、一般的な集団に共通する多型性を有するバイオマーカータンパク質の
レベルを検出できるようにするのが好ましい。タンパク質の機能に影響しない多型性が生
じる可能性があり、本発明の方法はこれらを検出できるようにすることを意図するもので
ある。
【００２４】
　対象から得られるサンプル材料は、全血液、血清、血漿、尿、脂肪組織(脂肪)、子宮内
膜組織、卵巣組織または他の体液または組織を含み得る。
【００２５】
　1以上の補体C4前駆体タンパク質、補体C4前駆体タンパク質の開裂フラグメントおよび
ハプトグロビンのレベルは、イムノアッセイ、分光分析、質量分析、マトリックス支援レ
ーザー脱離/イオン化飛行時間型 (MALDI-TOF)質量分光分析、顕微鏡、ノーザンブロット
、ウェスタンブロット、サザンブロット、等電点電気泳動、SDS-PAGE、PCR、RT-PCR、電
気泳動、タンパク質マイクロアレイ、DNAマイクロアレイおよび抗体マイクロアレイ、ま
たはその組合せを含む群のいずれかの使用を含み得るあらゆる好適なアッセイにより決定
され得る。好ましくは、1以上のバイオマーカーのレベルは、イムノアッセイを用いて決
定される。イムノアッセイは、特異的抗原に対する一つの抗体または複数の抗体を使用し
て、該抗原の該レベルを決定する。この場合には、1以上のC4前駆体タンパク質、C4前駆
体タンパク質の開裂フラグメントまたはハプトグロビンに特異的な一つの抗体または複数
の抗体を使用できる。該イムノアッセイは、酵素結合イムノアッセイ(ELISA)、サンドイ
ッチアッセイ、ラジオイムノアッセイ、ウェスタンブロット、バイオセンサーを用いるイ
ムノアッセイ、免疫沈降アッセイ、凝集アッセイ、濁度アッセイまたは散乱光アッセイで
あってもよい。
【００２６】
　1以上の抗体は、合成のモノクローナル、ポリクローナル、二重特異性、キメラまたは
ヒト化抗体であってもよい。キメラ抗体には、様々な動物から得られた部分を包含し得る
。ヒト化抗体は、非ヒト種由来の1以上の相補性決定領域およびヒトイムノグロブリン分
子由来のフレームワーク領域を有する非ヒト種由来の抗体である。キメラおよびヒト化抗
体は、当業者には既知の組換え技術によって生成され得る。
【００２７】
　1以上の抗体は、放射活性、蛍光、化学ルミネセンス、染料、酵素またはヒスチジンタ
グまたは標識、または当業者には既知のその他の好適な標識またはタグを含む群から選択
されるタグまたは標識を含み得る。
【００２８】
　サンプル中の特定のタンパク質の該存在および場合により該レベルは、質量分析技術を
用いることによっても決定され得る。質量分析技術は、特異的なタンパク質またはタンパ
ク質の一部、例えばトリプシンペプチドと相関するガス相のイオンを検出するために使用
され得る。質量分析計の例示には、飛行時間型、磁性セクター、四重フィルター、イオン
トラップ、イオンサイクロトロン共鳴、静電場分析器（electrostatic sector analyser
）およびこれらの複合型が含まれる。
【００２９】
　質量分光計はレーザー脱離/イオン化を使用してもよい。
【００３０】
　MALDI (マトリックス支援レーザー脱離イオン化)ペプチド質量フィンガープリントを使
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用して、2Dゲル分析およびRPE/SDS PAGE分析から特定のバイオマーカータンパク質の存在
を同定し得る。
【００３１】
　MALDI-MSおよびANN分析を用いて、PCOSについて同定されたタンパク質およびトリプシ
ンのバイオマーカーの特徴をプロファイルできる。
【００３２】
　好ましくは、1以上の補体C4前駆体タンパク質、補体C4前駆体タンパク質の開裂フラグ
メントおよびハプトグロビンの決定したレベルを比較する参照値とは、PCOSのあらゆる臨
床的症候を持たない対象において観察されたレベル、いわゆる“正常値”である。
【００３３】
　あるいは、該参照値は、特定対象について得られた早期の値であってもよい。この方法
が疾患の進行をモニターまたは特定処置に対する対象の反応をモニターすることであれば
、この種の参照値を使用することが出来る。
【００３４】
　1以上の補体C4前駆体タンパク質、補体C4前駆体タンパク質の開裂フラグメントおよび
ハプトグロビンの決定したレベルを参照値と比較する場合に、1以上のバイオマーカータ
ンパク質のレベルの増加または低下は対象のPCOS状態の指標であり得る。
【００３５】
　より具体的には、C4α3cのレベルおよび／またはC4α4cのレベルおよび／またはハプト
グロビンαおよび／またはハプトグロビンβのレベルの増加は、PCOSの指標であるかまた
は診断に用いる特徴であり得る。
【００３６】
　C4前駆体タンパク質および／またはC4αおよび／またはC4βおよび／またはC4γおよび
／またはC4aアナフィラトキシンのレベルの低下は、PCOSの指標であるかまたは診断に用
いる特徴であり得る。
【００３７】
　本発明の方法もまた、疾患の進行をモニターおよび／または対象に与えた処置の有効性
をモニターするために使用できる。これは、最初の診断の後に様々な時点で対象から採取
したサンプルを分析すること、バイオマーカーのレベルにおける変化をモニターすること
、そしてこれらのレベルを参照値と比較することによって達成され得る。
【００３８】
　この場合において、参照レベルは、対象におけるバイオマーカーの最初のレベル、また
は最後に試験した時の対象におけるバイオマーカーのレベル、または両方を包含し得る。
【００３９】
　好ましくは、本発明の方法はイン・ビトロで実施される。
【００４０】
　対象は、哺乳動物であってよく、好ましくはヒトであるが、サル、類人猿、ネコ、イヌ
、ウシ、ウマ、ウサギまたは齧歯類であってもよい。
【００４１】
　他の態様に従って、本発明は、対象のPCOS状態を決定するために、バイオマーカーとし
て使用するための、またはバイオマーカーのパネルの一部として使用するための1以上の
補体C4前駆体タンパク質、補体C4前駆体タンパク質の開裂フラグメントおよびハプトグロ
ビンを提供する。好ましくは、バイオマーカーのパネルは、C4前駆体タンパク質、C4α、
C4β、C4γ、C4aアナフィラトキシン、C4b、C4α3cフラグメント、C4αd、C4α4cフラグ
メント、ハプトグロビンαおよびハプトグロビンβを含む群から選択された少なくとも2
、3、4、5または5以上のバイオマーカーを含む。
【００４２】
　本発明の別の態様に従って、下記工程；
　(a) 対象から得た材料のサンプルを提供すること、
　(b)サンプルから得たタンパク質またはトリプシンペプチドをMALDI-MSを用いて分析す
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ること、
　(c) タンパク質サンプル中の6つのイオン m/z 8674、8668、1351、8727、8673および68
71の存在および／またはトリプシンペプチドサンプル中の3つのイオン m/z 2924、3025 
および1977の存在が、対象におけるPCOSの診断に用いる特徴であることを判定すること、
を含んでなる、対象におけるPCOS状態を決定する方法を提供する。
【００４３】
　6つのイオンm/z 8674、8668、1351、8727、8673 および6871、ならびに3つのイオンm/z
 2924、3025 および1977は、PCOSについてのバイオマーカーである。
【００４４】
　本発明の別の態様に従って、タンパク質サンプル中の6つのイオンm/z 8674、8668、135
1、8727、8673 および6871の存在および／またはトリプシンペプチドサンプル中の3つの
イオンm/z 2924、3025 および1977の存在について、サンプルを分析するための指示書を
含む、対象のPCOS状態を決定する際に使用するためのキットを提供する。
【００４５】
　本発明の別の態様に従って、1以上の補体C4前駆体タンパク質、補体C4前駆体タンパク
質の開裂フラグメントおよびハプトグロビンのレベルを決定するための少なくとも１つの
試薬を含む、対象のPCOS状態を決定する場合に使用するためのキットを提供する。
【００４６】
　試薬は、酵素、抗体、核酸、タンパク質プローブまたは他の好適な組成物であり得る。
【００４７】
　好ましくは、1以上のPCOSバイオマーカーのレベルを決定するための試薬は標識される
。また、該キットは該標識を検出する手段を含み得る。
【００４８】
　キットは、決定されるべき1以上のバイオマーカータンパク質レベルを捕捉するための1
以上の捕捉試薬を含み得る。捕捉試薬は1以上の抗体であってよい。
【００４９】
　1以上のPCOSバイオマーカーのレベルを決定するための捕捉試薬または試薬を、固体支
持体に結合してもよい。該固体支持体は、チップ、マイクロタイタープレート、ビーズま
たは樹脂であり得る。
【００５０】
　また、キットは、洗浄溶液または洗浄溶液を作成するための指示書を含み得る。該洗浄
溶液により、単独で、または捕捉試薬と組み合せて、例えば質量分析またはイムノアッセ
イ方法により、連続検出のために固体支持体上で一つのバイオマーカーまたは複数のバイ
オマーカーの効果的な捕捉が可能となる。
【００５１】
　キットは、ラベル形態または別の挿入物の形態において、好適な操作上のパラメーター
についての使用説明書を含み得る。該説明書により、購入者はサンプルの回収方法および
／または捕捉試薬の洗浄方法について、および／または検出されるべき特定のバイオマー
カーの詳細についての情報が提供され得る。
【００５２】
　キットは、計算および比較のための標準物として使用されるべき1以上のバイオマーカ
ーサンプルを含み得る。
【００５３】
　さらに別の態様に従って、本発明は、個人のPCOS状態を評価する手段として、その他の
PCOSバイオマーカーの検出を用いるかまたは用いずに、C4前駆体タンパク質および／また
はC4前駆体タンパク質の開裂フラグメントおよび／またはハプトグロビン鎖のレベル判定
の使用を提供する。
【００５４】
　さらなる態様に従って、本発明は、1以上の前記PCOSバイオマーカーを検出することが
出来るプローブ対を提供する。当業者は、好適なプローブ（例えば、合成分子、抗体、核



(11) JP 2010-507093 A 2010.3.4

10

20

30

40

50

酸または天然のタンパク質類似物であり得る）を設計する方法を十分理解しているであろ
う。該プローブは、その検出を促進するように1以上の標識を担持していてもよい；該標
識は、例えば放射活性、化学ルミネセンスまたは蛍光標識であり得るが、これらの例示に
限定するものではない。好ましくは、プローブ対は、異なるバイオマーカータンパク質に
対して少なくとも2つのプローブを含む。
【００５５】
　別の態様に従って、本発明はPCOS対象を処置する方法を提供するものであって、細胞中
の1以上のPCOSバイオマーカーのレベルを調節することが出来る試薬を対象に投与するこ
とを含んでおり、ここで該1以上のバイオマーカーは、補体C4前駆体タンパク質、補体C4
前駆体タンパク質の開裂フラグメントおよびハプトグロビンを含む群から選択される。該
試薬は、細胞内でのバイオマーカータンパク質の発現を阻害または低下させるように設計
された、アンチセンスまたは干渉性RNA分子であり得る。
【００５６】
　あるいは、該試薬は、C4前駆体タンパク質プロセシングの阻害剤または補体活性を低下
させる組成物であり得る。
【００５７】
　さらなる態様に従って、本発明は下記工程：
　(a) 第一の時点で対象から得たサンプル中の、1以上の後記タンパク質：補体C4前駆体
タンパク質、補体C4前駆体タンパク質の開裂フラグメントおよびハプトグロビン、
のレベルを決定すること、
　(b) 後の第二の時点で対象から採取したサンプル中の、1以上の後記タンパク質：補体C
4前駆体タンパク質、補体C4前駆体タンパク質の開裂フラグメントおよびハプトグロビン
のレベルを決定すること、ならびに
　(c) 第一の測定値および第二の測定値を比較すること、ここで比較測定はPCOSの経過を
示す、
を含んでなる、
対象におけるPCOSの進行を決定するか、またはPCOS対象に与えた処置の効果を決定する方
法を提供する。
【００５８】
　この方法を用いて、2以上の時点で採取したサンプルを比較することが出来る。
【００５９】
　さらなる態様に従って、本発明は、イン・ビトロまたはイン・ビボでの1以上の補体C4
前駆体タンパク質、補体C4前駆体タンパク質の開裂フラグメントおよびハプトグロビンの
レベルを変化させる1以上の化合物をスクリーニングすることを含む、PCOSを処置するた
めの化合物を同定する方法を提供する。
【００６０】
　治療試験に好適な化合物は、最初に、本明細書に列挙した1以上のPCOSバイオマーカー
と相互作用する化合物を同定することによりスクリーニングされ得る。一例として、スク
リーニングは、バイオマーカーを組換え的に発現させること、バイオマーカーを精製する
こと、およびバイオマーカーを基質に取付けることを含み得る。通常、試験化合物を、次
いで水性条件下で基質と接触させ、試験化合物およびバイオマーカーの相互作用を、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り測定できる。特定のタンパク質は、
1以上のバイオマーカーを認識および開裂することができる、この場合には該タンパク質
は、1以上のバイオマーカーの消化を、標準的アッセイ（例えば、タンパク質の電気泳動
）によりモニターすることにより検出され得る。
【００６１】
　関連のある実施態様において、試験化合物が1以上のバイオマーカーの活性を阻害する
能力を測定できる。当業者には認識するであろうが、特定のバイオマーカーの活性を測定
するために使用したこの技術は、バイオマーカーの機能および特性によって変化させる。
例えば、バイオマーカーの酵素活性は、適切な基質が利用できるという条件下および基質
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の濃度または反応生成物の発生が容易に測定できるという条件下でアッセイされ得る。所
与のバイオマーカーの活性を阻害するかまたは増強させる可能性のある治療試験化合物の
能力は、試験化合物の存在または非存在において、触媒の速度を測定することにより決定
され得る。
【００６２】
　あらゆるPCOSバイオマーカーの活性を変更出来る試験化合物を、PCOSに罹患しているか
、または発症リスクのある対象に投与できる。例えば、イン・ビボで特定のバイオマーカ
ーの活性がPCOSの原因となるタンパク質の蓄積を阻害するなら、特定のバイオマーカーの
活性を増加させる試験化合物の投与により、対象におけるPCOSのリスクを低下させること
ができる。逆に、該バイオマーカーの増加した活性がPCOSの発病に、少なくとも部分的に
関与するなら、特定のバイオマーカーの活性を低下させる試験化合物の投与により、対象
におけるPCOSのリスクを低下させることができる。
【００６３】
　またさらなる態様は、PCOSの処置/緩和のための治療標的として、C4前駆体タンパク質
、C4α、C4β、C4γ、C4aアナフィラトキシン、C4b、C4α3cフラグメント、C4αd、C4α4

cフラグメント、ハプトグロビンαおよびハプトグロビンβおよび／または他のPCOSバイ
オマーカーの使用を提供する。
【００６４】
　当業者であれば、本発明の実施態様および／または態様のいずれかに一つの好ましい特
徴が、本発明の全ての他の実施態様および／または態様に適用され得ることは認識されよ
う。
【００６５】
　本発明は、単なる一例として、下記の図を参照してより詳細にさらに記載される。
【００６６】
　図1は、PCOS対象と対応コントロール対象との間のタンパク質レベルの変化を示す2次元
ゲル電気泳動の結果を示す。上部10個のイメージは、銀染色した2Dゲルであって、ゲル中
の目的とするタンパク質スポットが丸く印付けられており、PCOS対象とコントロールの年
齢/BMIが対応した対象との間のタンパク質のレベルにおける差違が判り得る。下部の5つ
のイメージは、DELTA 2D image Analysis softwareを用いて作成したもので、比色分析表
示にて同一タンパク質スポットを示している対応するゲルの対のイメージを重ね合わせた
ものである。発色は見られないが、この観察したスポットが、PCOS対象にのみ生じること
を示すオレンジに着色したイメージを重ね合わせた5つのうち4つゲルの対に現れたことを
この結果が示している。スポットをその後C4α3cと同定した。
【００６７】
　図2は、年齢－体重が対応したPCOS対象-コントロール対象のゲルの対のC4α3cスポット
の強度の定量分析を示す。データを、DELTA 2D image analysis softwareを用いて計算し
た。
【００６８】
　図3は、未知C4α4cペプチド配列に対して生じた抗体を用いて10個の血清枯渇サンプル
のウェスタンブロット分析を示す。図3Aは、前記2DE試験で使用した同一サンプル対から
の全血清のウェスタンブロット分析を示す。このブロットを、C4α鎖内のエピトープに対
して生じたポリクローナル抗C4α抗体によりプローブした。示された～24kDaバンドは、C
4α4cフラグメントを示す。図3Bは、SynGene Gene Tools densitometry softwareを用い
て決定した図3Aのバンド強度の定量分析を示す。* P= 0.03。
【００６９】
　図4は、補体成分C4タンパク質に関する一次構造の図表示を示す。C4前駆体および多く
のその開裂フラグメントが示されている。C4タンパク質は3つの鎖から構成されることが
示され、これは1つのC4前駆体から全て開裂され得、タンパク質の機能的構造を形成する
ようにフォールディングされ得る。開裂したC4aフラグメントが放出され、アナフィラト
キシンとして作用する場合、このα鎖は活性な要素である。C4bフラグメントは、C2と共
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に複合体を形成して、古典的な補体経路の酵素的カスケードを継続させ、オプソニンとし
ても作用し得る。C4bは、後にC4α3c、C4αdおよびC4α4cフラグメントへと開裂され、こ
れが補体カスケードを不活性化させる(Nagasawa et al., (1980) J Immunol 125(2): 578
-82 およびHessing, (1991) Biochem J 277:581 92に基づく)。注：† PCOSサンプルにお
いて上方調節されているものとして2DE分析で同定したC4α3cフラグメント。‡ PCOSにお
いて上方調節されることがウェスタンブロットにより示されたC4α4cフラグメント。* PC
OSにおいて下方調節されているものとしてRP-SPE 画分のSDS PAGE分析で同定されたC4γ
鎖。
【００７０】
　図5はPCOSと対応するコントロールとの間の差違を示すRP-SPE分析を示す。図5Aは、5/6
コントロールサンプル中に存在する～33kDaバンド、および画分12のみに対して3/6のPCOS
サンプル中で非常に低いレベルを示している。画分4および5にて類似した大きさのバンド
が存在する可能性があるが、これは異なるタンパク質の種類であると考えられる。図5Bは
、コントロールサンプル中に存在するよりも増加したレベルにて、全PCOSサンプル中に存
在する～40kDaバンドを示す。この差違は、画分8-12中で最も顕著であった。図5Cは、5/6
PCOSサンプルおよび唯一2/6コントロールサンプル中に存在する～17kDaバンドを示す。
【００７１】
　図6は、PCOSおよび対応コントロールとの間の差違を示す定量的なRP-SPE分析を示す。
図6Aは、RP-SPEで見られた～40Kdaバンドのデンシメトリーによる定量の結果を示す(図5B
)。P=0.001。図6Bは、RP-SPE(図5C)で見られた～17Kdaバンドのデンシメトリーによる定
量の結果を示す。
【００７２】
　図7は、代表的なMALDI-TOF質量スペクトルを示す:
　図7Aは、トリプシンの消化後の血清ペプチドであり、図7BはPCOS対象およびコントロー
ルの血清由来のC18ZipTipクリーン・アップ後のタンパク質である。このスペクトルはPCO
S血清およびコントロール血清との間に観察された差違を示す。図7Cは、3つのイオンモデ
ルに基づいたトリプシンペプチドプロファイルを評価するためのANNの予測能力を示し、
図7Dは、6つのイオンANNモデルに基づいたタンパク質プロファイルを示す。灰色の棒線は
コントロールサンプルを示し、黒色の棒線はPCOSサンプルを示す。1.5以下の予測値はコ
ントロールサンプルを示すが、1.5以上の予測値はPCOSサンプルを示す。
【００７３】
　図8(配列番号:1)は、アイソフォームAのC4前駆体タンパク質のタンパク質配列である。
より具体的には、アミノ酸20～675は、C4β開裂フラグメントであり、アミノ酸680～1446
はC4α開裂フラグメントであり、アミノ酸680～756はC4aアナフィラトキシン開裂フラグ
メントであり、アミノ酸757～1446はC4b開裂フラグメントであり、アミノ酸757～956はC4
α3c開裂フラグメントであり、アミノ酸957～1333はC4αd開裂フラグメントであり、アミ
ノ酸1334～1446はC4α4c開裂フラグメントであり、アミノ酸1454～1744はC4γ開裂フラグ
メントである。
【００７４】
　図9(配列番号:2)は、アイソフォームBのC4前駆体タンパク質のタンパク質配列である。
アイソフォームAとのアミノ酸の差違に下線を引いた。
【００７５】
　図10(配列番号:3）は、ハプトグロビンのタンパク質配列である。アミノ酸19～161はハ
プトグロビンαであり、アミノ酸162～406はハプトグロビンβである。
【発明を実施するための形態】
【００７６】
　材料および方法
　対象
　この試験は、PCOSと診断された11人の女性(18-40年齢)およびその年齢-BMIが対応した1
0人のコントロールから構成した。the Queen’s Medical Centre， Nottinghamにて運営
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する不妊症、婦人科またはPCOSの診療所にて、PCOS罹患女性をまず同定し、その後口頭で
この試験への参加をもちかけた。PCOSに罹患していないコントロールの女性を、ポスター
広告にてPCOS罹患女性と同じ婦人科の医院からおよびまた女性スタッフから募った。この
試験の倫理的承認が、Nottingham Local Research Ethics Committeeにより許可され、イ
ンフォームドコンセントを各対象から得た。
【００７７】
　臨床評価
　月経、婦人科医学、産科および他の病歴に加えて対象者群形成層の詳細を、臨床問診中
に各対象について集めた。規則的な月経周期を、21～35日の間であると規定した。ニキビ
および多毛症の存在を評価し、多毛症を、Ferriman Gallwey Scoreの＞7として規定した(
Ferriman およびGallwey, (1961) J Clin Endocrinol Metab 21: 1440-7)。甲状腺疾患の
病歴、高プロラクチン血症、最近の出産、流産または手術、心筋梗塞の病歴、血栓もしく
は血液疾患、または性ステロイド治療の現在の使用がある場合には、該対象をこの試験か
ら除外した。様々な身体計測もこの問診で行った。身長および体重測定を行い、ボディマ
ス指数(BMI)を計算し、ウエストおよびヒップのcmを測定し、座位で対象に適切なサイズ
の血圧計バンドを用いて血圧を計った。
【００７８】
　臨床問診の後に、絶食血液サンプルを各女性毎に集めた。全てのコントロール女性につ
いて、可能な場合、PCOS罹患女性において、サンプルを、その月経周期の卵胞期中に採取
した。経膣骨盤超音波も行った。超音波スキャンを行う超音波検査および臨床化学部門に
は各対象の臨床診断を知らせていない。血液サンプルを、生化学試験のためにはBDバキュ
ティナーのSSTチューブ中に収集し、グルコース決定のためにはBDバキュティナーのフッ
化チューブに収集した(両方BD Biosciences, Oxford, U.K.から)。該サンプルを、エンド
クリンについてアッセイして、血液グルコース、インスリン、脂質プロファイル(トリグ
リセリド、総コレステロールおよびHDLコレステロール)、ならびに血清ホルモンプロファ
イル(テストステロン、SHBG、黄体形成ホルモン(LH)、卵胞刺激ホルモン(FSH)、17-ヒド
ロキシプロゲステロンおよびプロラクチン)を測定した。
【００７９】
　Rotterdam 基準(Rotterdam ESHRE/ASRM Sponsored PCOS Consensus Workshop (2004) F
ertil Steil 81(1):19-25)を用いて、2以上の、過少排卵/無排卵、多嚢胞性卵巣および高
アンドロゲン血症の臨床的および／または生化学的兆候が提示された場合に、対象をPCOS
と診断する。高アンドロゲン血症は、臨床的には多毛症(Ferriman Gallweyのスコア＞7)
により規定され、生化学的には上昇したテストステロン(＞2nmol/L)および／または上昇
した遊離アンドロゲン指数(＞10)(テストステロン/SHBG x 100)により規定される。コン
トロールの対象は、規則的な21-35日の月経周期を持ち、多嚢胞性卵巣の超音波エビデン
スまたは高アンドロゲン血症のエビデンスがない。
【００８０】
　サンプル調製
　血清サンプルを、21人の対象から12カ月の期間にわたり同時に回収した。該サンプルを
、回収1時間以内に、4,000 rpm、10分間、4℃で遠心分離によりSSTチューブ中で凝固した
全血液から分離し(生化学試験のためのサンプルと平行して得た)、必要になるまで－80℃
で貯蔵した。サンプルを、匿名で保持するために、各群内で連続番号を付してPCOSサンプ
ルについてはP-およびコントロールについてはC-と適宜標識した。年齢およびBMIが高度
に類似するPCOSおよびコントロール女性をサンプル対にて対応させた。
【００８１】
　血清枯渇およびサンプルの精製
　最初の試験のために、5つの年齢-BMIが対応したPCOS-コントロール対由来の血清サンプ
ル(15 μl)を、製造者プロトコール(Alubumin & IgG Removal Kit Amersham Biosciences
, Little Chalfont, Bucks, U.K.)に従って抗体を基にしたカラムを用いてアルブミンお
よびイムノグロブリンG(IgG)を同時に枯渇させた。得られたサンプル(～500 μl)を、製
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造者プロトコール(2D clean-up kit Amersham Biosciences)に従って、タンパク質沈殿に
供した。次いで、該タンパク質沈渣を、改変したブラッドフォードアッセイ(Quick Start
 Protein Assay BioRad)により定めたように、5 μg/μlの終濃度に、室温で可溶化緩衝
液[7M 尿素 (Sigma, Poole, U.K.)、2M チオ尿素(Sigma)、4% w/v 3-(シクロヘキシルア
ミノ)-1-プロパンスルホン酸(CHAPS Amersham Biosciences)、10mM ジチオスレイトル(DT
T Fisher Scientific, Loughborough, Leics, U.K.)、1% v/v BioLyte carrier ampholyt
es 3-10 (BioRad, Hercules, CA, U.S.A.)]に再懸濁した。
【００８２】
　等電点電気泳動(IEF)
　IEFを、PROTEAN IEF 細胞 (BioRad)を用いて行った。ReadyStrip（登録商標）（11 cm)
の固定化pH勾配(IPG)ストリップ pH 3-10 NL (BioRad)を、IEF緩衝液(188 μl)[7M 尿素
、2M チオウレア、4% w/v CHAPS、100mM ビス(2-ヒドロキシエチル)ジスルフィド(HED De
Streak reagent, Amersham Biosciences)、0.5% v/v BioLyte carrier ampholytes 3-10]
を用いて16時間20℃で再水和させた。ストリップの再水和後に、サンプル(60 μg 全タン
パク質)(12 μl)を、各ストリップの陽極末端に投入した。次いで、至適化したIEFプログ
ラムを、20℃で15分間250Vの電圧で印加し、直線的に2.5時間かけて8,000Vまで上げて、5
0 kVhとして8,000 Vで集束させて行った。全て10の血清枯渇サンプルおよび精製サンプル
を同時に分画して、該ストリップを必要になるまで個別に－20℃で貯蔵した。
【００８３】
　二次元SDS-ポリアクリルアミド電気泳動(SDS-PAGE)
　IEFにより生成した各年齢およびBMIが一致したPCOS-コントロール対のサンプルストリ
ップを溶かし、室温で、最初に15分間、2% w/v DTTを含む平衡化緩衝液［0.37M Tris.HCl
 (pH 8.8 Invitrogen, Paisley, U.K.）、6M尿素、2% w/v 硫酸ドデシルナトリウム (SDS
 Fisher Scientific)、30% v/v グリセロール(Sigma)]中で平衡化し、その後15分間 2.5%
 w/v ヨードアセトアミド(Sigma)を含む平衡化緩衝液中で平衡化した。SDS-PAGEを、1xゲ
ル泳動緩衝液[0.25M Tris、1.86M グリシン(Fisher Scientific)、0.1% w/v SDS]で作成
した1% w/v 低融解アガロース(BioRad)を用いてゲルの上部を密封した平衡化ストリップ
と共に均一な13%アクリルアミドゲルまたは8-20%アクリルアミド勾配ゲルで行った。2つ
のストリップの電気泳動分離を平衡して行い、ゲルあたり22 mAにて3.5時間室温で行った
。ゲル中のタンパク質を、スポット解析を改良するために4℃で行う発色工程を伴う質量
分析(Yan et al., 2000)に適合する改変した銀染色法(Plus One Silver Stain Kit Amers
ham Biosciences)を用いて染色した。染色ゲルのイメージングを、Agfa Fotolook v3.0 
および Duoscan T1200 flatbed scannerを用いて行い、その後DELTA 2D イメージ分析ソ
フトウェア(v3.3 Decodon, Greifswald, Germany)を用いて定性および定量分析を行った
。染色したゲルを室温でdH2Oに保存した。
【００８４】
　ウェスタンブロッティング
　最初の10のサンプル由来の希釈した血清サンプル(dH2O中1:10)の等量(50 μg)を、ゲル
泳動緩衝液を用いて1:1に希釈し、95℃で7分間加熱して変性させた。サンプルを、5-20%
のアクリルアミドSDS-PAGEゲルで泳動させて、2.5時間ゲルあたり35 mAで電気泳動により
分離した。次いで、ゲルのタンパク質を、40 mAで一晩ブロッティングしてニトロセロー
ス膜に移した。該膜を、TBS-T(10mM Tris.HCl (pH 7.5)、150mM 塩化ナトリウム(Fisher 
Scientific)、0.05 % (v/v) Tween-20 (Sigma))中で5 % w/v スキムミルク(Marvel, Prem
ier International Foods (UK) Ltd, Lincs, U.K.)を用いてブロッキングし、補体成分C4
α鎖 (Santa Cruz, Heidelberg, Germany)に対して生じたポリクローナル一次抗体、続い
てホースラディッシュ ペルオキシダーゼ結合二次抗体(Dako, Ely, Cambs, U.K.)でプロ
ーブした。抗体結合を、ECL検出キット(Amersham Biosciences)を用いて化学発光により
検出した。
【００８５】
　RP-SPE およびSDS PAGE
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　血清画分
　6つのPCOSおよび6つのコントロールサンプルの血清分画化を、逆相モード(RP)で大きな
孔の(1000 Å)ポリスチレンジビニルベンゼン(PDVB)樹脂(International Sorbent Techno
logies, mid-Glamorgan, U.K.)(25 mg)を用いる固相抽出(SPE)を用いて行った。質量分析
グレードの移動相(Riedel de Haean, Sigma)を、1mL/分程度の流速にて、適合真空を用い
て、容積調節されている送出組成物（1mL）と共に流す。樹脂を、70% v/v アセトニトリ
ル(MeCN, Sigma)、0.1% v/v トリフルオロ酢酸(TFA, Sigma)を用いて溶媒和させ、0.1% T
FA水溶液を用いて平衡にした。年齢-BMIが対応するPCOS-コントロール対由来の血清サン
プル(100 μlは～7mg 全タンパク質に該当する)を固相カラムに重層した。サンプルタン
パク質の結合は、分子の疎水性に依存する(Badock et al., 2001)。次いで、カラムを、0
.1% v/v TFAで洗浄し、保持成分を、5～100% v/vにMeCN 組成物の段階的増加により複数
の画分に溶出した。該溶出物は、電子スプレーまたはMALDI-TOF質量分析による分析に直
接適用できるが、この例では電気泳動分析の後に遠心真空蒸発により乾燥させ(BETA-RVC,
 Christ Gefriertrocknungsanlagen Gmbh, Osterode am Harz, Germany)、室温で3時間、
ゲル泳動緩衝液[0.15M Tris.HCl (pH 6.8), 8M 尿素, 2.5% w/v SDS, 20% v/v グリセロ
ール, 10% v/v 2-メルカプトエタノール(Sigma), 3% w/v DTT, 0.1%w/v ブロモフェノー
ルブルー(Sigma)](100 μl)に再懸濁させた。サンプルをゲル泳動用緩衝液中に-20℃で貯
蔵した。
【００８６】
　SDS-PAGE
　ゲル泳動緩衝液中の各血清サンプル画分の等量(5 μl)を、95℃で7分間加熱して変性さ
せた。サンプルを、予め成型された4-12%アクリルアミドビス-トリスSDS-PAGEゲル(Invit
rogen)上に重層し、ゲルあたり200 mAにて2.5時間、3-モルホリノプロパンスルホン酸(MO
PS Invitrogen)における電気泳動により分離した。ゲル中のタンパク質を、2.5時間、濾
過済コマジー・ブルー(50% v/v メタノール (Fisher Scientific)、20% v/v 酢酸 (Fishe
r Scientific)、0.12% w/v ブリリアントブルーR250 (Sigma))を用いて染色し、次いで10
% v/v 酢酸/10% v/v メタノール溶液中で所望の強度まで脱色した。染色したゲルのイメ
ージングを、Agfa Fotolook v3.0 および a Duoscan T1200 flatbed scannerを用いて行
い、続いて較正デンシトメトリー定量を行った(Gene Tools Quantification, SynGene)。
染色したゲルを室温でdH2Oに保存した。
【００８７】
　ペプチドの質量フィンガープリントおよびデータベース探索
　コントロールと比較した場合にPCOSサンプル中の有意に異なる発現プロファイルを有す
る個々のスポットを、染色したゲルから切出し、脱色した。タンパク質を、ゲル内でトリ
プシン消化し、マトリックス支援レーザー脱離/イオン化時間飛行型質量分析(MALDI-TOF 
MS)に供し、ペプチドの質量フィンガープリントを得た。トリプシンペプチドイオンの単
一同位体の m/z 値を、Aldente software (http://www.expasy.org/tools/aldente/)に提
出し、the Human Swiss-Prot およびTrEMBLデータベースにて探索し、タンパク質を同定
できた。
【００８８】
　統計分析
　コントロールおよびPCOS群間の差違を、対応のあるサンプルのスチューデントt検定を
用いて評価した。両側p値＜0.05を、統計学的に有意とみなした。
【００８９】
　MALDI 質量分光分析
　サンプル調製
　タンパク質およびペプチド分析
　サンプル調製物のランダム化を、サンプルの取扱い前に行い、11個のPCOSおよび10個の
コントロール血清サンプルの全セットの分析を行った。0.1 % TFAを用いて10分の1希釈し
た血清の同一アリコートを、タンパク質およびトリプシンペプチド分析に用いた。希釈し
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た血清(25μl)は、the Xcise robotic system (Proteome Systems, Shimadzu, UK)を用い
て製造者指示書に従って分画したC18 ZipTipであって、該溶出タンパク質/ペプチドを、
ロボット・システム(robotic system)によりMALDI-TOF MS 標的プレート上にSA（10 mg/m
l）と共にスポットした。残留溶出物をトリプシン消化へとすすめた。要するに、分画し
た血清サンプルを、重炭酸アンモニウム(100mM 16.6μL)、水(7.6μL)およびトリプシン(
0.5μg/μLの1.3μL)と併せて、37℃で一晩インキュベートした。該反応を停止させ、該
サンプルを製造者指示書に従ってC18 ZipTipを用いて清浄にし、CHCA (50% ACN ＋ 0.1% 
TFA, LaserBio Labs, Cedex, France中の10mg/ml 溶液)と共にドライドロップレット法を
用いてMALDI標的上にスポットした。標的プレートを、タンパク質についてはラスターオ
プションを用いるリニアモードおよびトリプシンペプチドについてはリフレクトロンおよ
びオートクォリティモードにて、AXIMA-CFR+ MALDI-TOF MS (Shimadzu, Manchester, UK)
を用いて分析した。牛血清アルブミン(BSA)コントロールを用いて、消化手順の効率を確
かめ、0.1% TFA ブランクを用いて試薬およびプレート由来の汚染がないことを確かめた
。近似外部較正（close external calibration）を、ペプチド(Laser Biolabs, Cedex, F
rance)に対してタンパク質較正 Proteomix3 およびProteomix2を用いて行った。
【００９０】
　得られる質量スペクトルを、視覚的に全て試験し、拒絶された異常値(ノイズに対して
弱いシグナルを有する)を、バイオインフォマティクス処理を行う前にデータセットから
除いた。
【００９１】
　ANN(人工神経回路網)分析
　データ処理：MALDI-MSから得られた粗質量スペクトルデータ(m/z, 強度)をASCIIファイ
ルとして保存し、目的とする質量範囲(m/z 1000-25000)について平滑化し、端数処理した
（rounded）質量および強度を得た。その後、これらの強度値を、ANNモデルに対する入力
データとして用いて、Statistica 7.0 (Stat Soft Inc. Tulsa, USA)を用いて作成した。
この作成したモデルを用いて、2つの出力クラス:コントロール(1)またはPCOS(2)のうちの
1つに対する各サンプルの構成因子を予測した。
【００９２】
　モデル構築：モデル構築およびネットワークパラメーターはLancashire et al (2005) 
Bioinformatics 21(10):2191-9に記載されている。トレーニングの前に、サンプルをラン
ダムに3つのサブセットに分けた：トレーニング(60%、n= 14)、試験(20%、n = 5)および
検証(20%、n = 5)。トレーニングを、各時点でのブラインドデータに対してこのモデルを
独立して評価するために使用した検証サブセットと共に、50のランダムに抽出したデータ
分割を用いて行い、過剰適合が生じなかったことを保証した。感受性分析を行い、分類性
能に関するモデルシステムに対して最大の影響を示すその入力値を同定した。次いで、こ
れらの入力値をさらなるトレーニングに供した。これは、クラス鑑別のためのバイオマー
カーの最適なサブセットの同定を可能にする段階的方法を用いることを包含する。データ
の独立した検証セットに対する3工程(至適サブセットに対するイオン付加)についてさら
なる有意な改善がなかった場合に、この手順を中止した(p = ＜0.001)。
【００９３】
　結果
　この試験で分析した21人の女性は同じ病院の診療所から募集されており、Rotterdam基
準を用いてPCOSまたはコントロールとして定義された。コントロールおよびPCOS群の両方
には違いがあるが、年齢およびBMI範囲は同じように対応した。PCOS罹患女性についての
生体、臨床的および生化学的プロファイルは、文献にあるPCOS対象に対する現行のコンセ
ンサスと一致していた。表1は、5人のコントロール対象と比較して、5人のPCOS罹患女性
のサンプル対において、SHBGの低い平均レベルと共に、上昇した多毛症平均スコア、テス
トステロンレベル、遊離アンドロゲン指数(FAI)およびLH/FSH比率を示す。また、該コン
センサスと一致して、この試験におけるPCOS女性は、平均して、コントロール女性と比較
して、卵胞数が高く、卵巣体積が増加していた。しかしながら、各群内で個体間の変動性
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は大きく、これは正常女性およびPCOS女性の両方で表現型集団の変動性を反映する。唯一
の有意差(Ｐ＜0.05)は、SHBGレベルで見られ、これはコントロールの女性よりもPCOS女性
において有意に低く、またFAIレベルはPCOS女性において増加していたことが判った。し
かし、同一診療所からのより大きな対象コホート(11人のPCOSおよび10人のコントロール)
を調査した場合には(データ示していない)、増加した、テストステロンレベル、LH/FSH比
率、多毛症スコア、卵胞数および卵巣体積について有意差が見られた。
【００９４】
　表１
　RP-SPE試験で使用した2つの試験群において、デモグラフィック、身体計測、生物化学
的および生殖パラメーター
【表１】

注：PCOS -多嚢胞性卵巣症候群; BMI =ボディマス指数; WHR = ウエスト(cm)/ヒップ(cm)
割合; F-G = Ferriman & Gallwey; T = テルトステロン; SHBG = 性ホルモン結合グロブ
リン; FAI = 遊離アンドロゲンインデックス; LH = 黄体形成ホルモン(IU/L); FSH = 卵
胞刺激ホルモン (IU/L).
・＝ PCOSおよびコントロール群間の統計学的有意差
・一人のコントロール女性は、14のFerriman Galweyスコアを示したが、コントロールと
一致した規則的な月経周期および超音波の特徴を有した。相違するコントロールは、正常
なアンドロゲンおよび規則的な月経周期を持つが、卵巣超音波にて増加した卵胞を摘出し
ていた。
【００９５】
　この試験中、コントロール対象(C4)の一人が、Rotterdam(2004)基準のいくらかを用い
てと、PCOSのボーダーラインにある態様を示したことに注目した。従って、このC4コント
ロールおよび対応するPCOSの対を、殆どの試験から排除した。2DE試験の後に行った逆相
モード-固相抽出試験(RP-SPE)のために、排除した対を、一人のPCOS対象および一人の明
確なコントロールから構成する新たな対に置き換えた。
【図面の簡単な説明】
【００９６】
【図１】図1は、PCOS対象と対応コントロール対象との間のタンパク質レベルの変化を示
す2次元ゲル電気泳動の結果を示す。上部10個のイメージは、銀染色した2Dゲルであって
、ゲル中の目的とするタンパク質スポットが丸く印付けられており、PCOS対象とコントロ
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ールの年齢/BMIが対応した対象との間のタンパク質のレベルにおける差違が判り得る。下
部の5つのイメージは、DELTA 2D image Analysis softwareを用いて作成したもので、比
色分析表示にて同一タンパク質スポットを示している対応するゲルの対のイメージを重ね
合わせたものである。発色は見られないが、この観察したスポットが、PCOS対象にのみ生
じることを示すオレンジに着色したイメージを重ね合わせた5つのうち4つゲルの対に現れ
たことをこの結果が示している。スポットをその後C4α3cと同定した。
【図２】図2は、年齢－体重が対応したPCOS対象-コントロール対象のゲルの対のC4α3cス
ポットの強度の定量分析を示す。データを、DELTA 2D image analysis softwareを用いて
計算した。
【図３】図3は、未知C4α4cペプチド配列に対して生じた抗体を用いて10個の血清枯渇サ
ンプルのウェスタンブロット分析を示す。図3Aは、前記2DE試験で使用した同一サンプル
対からの全血清のウェスタンブロット分析を示す。このブロットを、C4α鎖内のエピトー
プに対して生じたポリクローナル抗C4α抗体によりプローブした。示された～24kDaバン
ドは、C4α4cフラグメントを示す。図3Bは、SynGene Gene Tools densitometry software
を用いて決定した図3Aのバンド強度の定量分析を示す。* P= 0.03。
【図４】図4は、補体成分C4タンパク質に関する一次構造の図表示を示す。C4前駆体およ
び多くのその開裂フラグメントが示されている。C4タンパク質は3つの鎖から構成される
ことが示され、これは1つのC4前駆体から全て開裂され得、タンパク質の機能的構造を形
成するようにフォールディングされ得る。開裂したC4aフラグメントが放出され、アナフ
ィラトキシンとして作用する場合、このα鎖は活性な要素である。C4bフラグメントは、C
2と共に複合体を形成して、古典的な補体経路の酵素的カスケードを継続させ、オプソニ
ンとしても作用し得る。C4bは、後にC4α3c、C4αdおよびC4α4cフラグメントへと開裂さ
れ、これが補体カスケードを不活性化させる(Nagasawa et al., (1980) J Immunol 125(2
): 578-82 およびHessing, (1991) Biochem J 277:581 92に基づく)。注：† PCOSサンプ
ルにおいて上方調節されているものとして2DE分析で同定したC4α3cフラグメント。‡ PC
OSにおいて上方調節されることがウェスタンブロットにより示されたC4α4cフラグメント
。* PCOSにおいて下方調節されているものとしてRP-SPE 画分のSDS PAGE分析で同定され
たC4γ鎖。
【図５】図5はPCOSと対応するコントロールとの間の差違を示すRP-SPE分析を示す。図5A
は、5/6コントロールサンプル中に存在する～33kDaバンド、および画分12のみに対して3/
6のPCOSサンプル中で非常に低いレベルを示している。画分4および5にて類似した大きさ
のバンドが存在する可能性があるが、これは異なるタンパク質の種類であると考えられる
。図5Bは、コントロールサンプル中に存在するよりも増加したレベルにて、全PCOSサンプ
ル中に存在する～40kDaバンドを示す。この差違は、画分8-12中で最も顕著であった。図5
Cは、5/6PCOSサンプルおよび唯一2/6コントロールサンプル中に存在する～17kDaバンドを
示す。
【図６】図6は、PCOSおよび対応コントロールとの間の差違を示す定量的なRP-SPE分析を
示す。図6Aは、RP-SPEで見られた～40Kdaバンドのデンシメトリーによる定量の結果を示
す(図5B)。P=0.001。図6Bは、RP-SPE(図5C)で見られた～17Kdaバンドのデンシメトリーに
よる定量の結果を示す。
【図７】図7は、代表的なMALDI-TOF質量スペクトルを示す:　図7Aは、トリプシンの消化
後の血清ペプチドであり、図7BはPCOS対象およびコントロールの血清由来のC18ZipTipク
リーン・アップ後のタンパク質である。このスペクトルはPCOS血清およびコントロール血
清との間に観察された差違を示す。図7Cは、3つのイオンモデルに基づいたトリプシンペ
プチドプロファイルを評価するためのANNの予測能力を示し、図7Dは、6つのイオンANNモ
デルに基づいたタンパク質プロファイルを示す。灰色の棒線はコントロールサンプルを示
し、黒色の棒線はPCOSサンプルを示す。1.5以下の予測値はコントロールサンプルを示す
が、1.5以上の予測値はPCOSサンプルを示す。
【図８】図8(配列番号:1)は、アイソフォームAのC4前駆体タンパク質のタンパク質配列で
ある。より具体的には、アミノ酸20～675は、C4β開裂フラグメントであり、アミノ酸680
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～1446はC4α開裂フラグメントであり、アミノ酸680～756はC4aアナフィラトキシン開裂
フラグメントであり、アミノ酸757～1446はC4b開裂フラグメントであり、アミノ酸757～9
56はC4α3c開裂フラグメントであり、アミノ酸957～1333はC4αd開裂フラグメントであり
、アミノ酸1334～1446はC4α4c開裂フラグメントであり、アミノ酸1454～1744はC4γ開裂
フラグメントである。
【図９】図9(配列番号:2)は、アイソフォームBのC4前駆体タンパク質のタンパク質配列で
ある。アイソフォームAとのアミノ酸の差違に下線を引いた。
【図１０】図10(配列番号:3）は、ハプトグロビンのタンパク質配列である。アミノ酸19
～161はハプトグロビンαであり、アミノ酸162～406はハプトグロビンβである。
【実施例１】
【００９７】
　実施例1 - PCOSに対するバイオマーカーとしてのC4α3C
　2D SDS PAGE 分離を、5人のPCOSおよび5人のコントロール血清枯渇サンプルの最初のコ
ホートで行い、この結果を図1に示した。染色したゲルを比較した場合に、1つのタンパク
質スポットが、C1コントロールサンプルゲルのみならず、全てのPCOSサンプルゲル中にも
視覚的に存在していることに注目した(図 1)。
【００９８】
　このタンパク質の関連性を、重ね合わせたイメージにおいて均等に発現したスポットが
黒色に見えるように、コントロールゲルスポットを青色として、およびPCOSゲルスポット
をオレンジ色として擬似染色する対応するゲルの対の均等な重ね合わせたイメージを作成
したDELTA 2D イメージ分析ソフトウェアを用いて確認した。分析した大部分のゲル面積
において、スポットパターンは同一かつ黒色であった。しかし、図5において円で囲んだ
スポット(下部の5つのイメージ)は、複数のPCOSサンプルおよび1つのコントロールサンプ
ル(C1)にのみ見出された。
【００９９】
　次いで、イメージ分析ソフトウェアを使用して、分析したゲル面積についての全スポッ
ト量の％としてのスポット量を定量し、こうして全てのゲルを直接比較することが出来た
。これは視覚評価で確認した。図2は、定量化をグラフ形態にて示した。最大の示差発現
がC2-P3サンプル対で見られ、C2と比較して、P3ゲル中のスポット強度は～10倍まで増加
していた。平均定量値により、4倍にコントロールサンプルよりもPCOSサンプルにおける
スポット強度の全体的な上方調節が明らかとなった。
【０１００】
タンパク質同定
　上方調節されたタンパク質スポット(図 1)を、P1、P3、P4およびP5サンプルゲルから切
り出して、プールし、トリプシン消化し、この抽出ペプチドをMALDI-TOF MSにより分析し
た。
【０１０１】
　得られる13のペプチドイオンは、Human Swiss-Prot および TrEMBL データベースに対
して探索した場合に、15.2%のC4α3cペプチド配列をカバーしている5つの対応するペプチ
ドイオンと、補体成分-4(Swiss-Prot アクセッション番号P01028)、α鎖、cフラグメント
 (C4α3c)に関して一定の対応があった。C4α3c配列の予測MWおよびpIは、ExPASy 一次構
造分析ソフトウェアを用いて計算したように、各々32.9 kDa および5.1 kDaであった。こ
れは、ゲル(～35 kDa、pI ～7.0)においてスポット位置と適切に対応する。
【実施例２】
【０１０２】
　実施例2-PCOSに対するバイオマーカーとしてのC4α4C
　PCOSおよびコントロール対象由来サンプルのウェスタンブロット分析は、C4派生タンパ
ク質の示差発現を示す。PCOSおよびコントロールサンプル由来の全血清を、補体C4前駆体
タンパク質のαdおよびα4cフラグメントに対して生じたポリクローナル抗体でプローブ
した(図3)。α4cフラグメント、即ちC4b分解産物の一つ、を示す～24 kDaでの得られるバ
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ンドは、全てのサンプル(図 3A)に存在したが、バンド強度(図 3B)のデンシトメトリック
分析から、コントロールと比較して、PCOSサンプル中では強度が有意に高い(P = 0.03)こ
とが明らかとなった。年齢-BMIが対応する対において、バンドの強度は、5つの対の内の4
つの対で高かった。コントロールサンプルバンドがPCOSサンプルバンド(C4-P1)よりもよ
り高い強度であった対は、PCOSのボーダーラインにあったコントロールサンプルに関係す
ると考えられるため、これは例外として説明する。C4α3cフラグメントに特異的な抗体を
調達することは出来ないが、C4α4cの増加は、C4α3cおよびC4α4cを生成するC4bポリペ
プチド(図 4)のタンパク質分解の指標である。
【実施例３】
【０１０３】
　実施例 3 - PCOSに対するバイオマーカーとしてのC4γおよびハプトグロビンαおよび
β鎖
　6つのPCOSおよび6つのコントロール対象由来のサンプルを分析したものが、RP-SPE/SDS
-PAGEである。サンプルは、5つの前記BMIおよび年齢の対応したPCOSおよびコントロール
対象対および別のPCOSおよびコントロール対由来のものであった。対象由来の血清サンプ
ルのアリコートを、逆相固相カラムおよびMeCN濃度を増加させる段階的濃度勾配による連
続溶出を用いて前分画した。次いで、各溶出画分に対して得られる12のサンプルを、特定
のアセトニトリル濃度にて12の血清サンプル全てを提示しているゲルである、SDS PAGEゲ
ル上に並べて泳動させ、コマジーブルーにより染色した。これにより、比較されるべき各
画分のタンパク質組成物を、年齢/BMIが一致する血清サンプルの全ての対にわたり比較出
来る。上記に概説した理由から、PCOS-コントロール対(P1およびC4)から得たデータは、
定量的データ分析には考慮に入れなかった。
【０１０４】
　染色したゲルの視覚分析は、PCOSおよびコントロールサンプル(図 5A、5Bおよび5C)間
のバンドパターンにおいて3つの明らかな差違を示した。70% MeCN 画分中で検出された(
図5A)第一の差違は、全てのコントロールサンプル中に存在するが、5つのPCOSサンプルの
内の唯一一つのサンプル中において少量の存在量にて観察された、～33kDaの成分に関す
るものである。低いシグナル強度のために、これらの成分のデンシトメトリック定量は出
来なかった。
【０１０５】
　2つのサンプル群間の第二の差違は、42-70% MeCN 画分(図 5B)において全てのサンプル
中に～40kDaにて存在する成分の一つの存在量の変化であり、これは6つの連続溶出画分中
、コントロールサンプルと比べて全てのPCOSサンプルにて増加した。PCOS血清中の潜在的
タンパク質の上方調節のさらなる例示は、10-20% MeCN 画分において最も顕著ではあるが
、ゲル分析にわたって見出された。この場合において、～17kDaでの成分は、4つのPCOSサ
ンプルおよび2つのコントロールサンプルのみに存在した(図 5C)。図5Bおよび5Cにおける
これらの2つの変化についてのデンシトメトリック定量を、0.001の有意値を有する～40kD
aでの示差発現(図 6A)と共に、図6Aおよび6Bに図示する。
【０１０６】
　示差的に発現したタンパク質の同定
　RP-SPE/SDS PAGE 分析で同定した示差バンドを切り出して、回収して、トリプシン処理
し、MALDI-TOF MSを用いて分析した。測定したペプチドイオンおよび得られた配列を用い
るスイス・プロットおよびTrEMBL データベースの調査から、全ての3つの観察された差違
についての一致の可能性を同定した。70% MeCN 画分ゲルから抽出した～33 kDaバンド(図
5B)は、補体成分C4γ鎖の6つのペプチドイオンの特徴をもたらし、タンデム MS/MS プロ
ダクトイオン分析からこの一致を確認した。C4γ鎖のこの予測MWは、ExPASy 一次構造分
析ソフトウェアを用いて計算したように、～33.5 kDaであり、SDS PAGEの後に観察された
バンド位置と十分に一致している。
【０１０７】
　42% MeCN 分画ゲルから抽出した～40 kDaバンド(図5Bおよび6A)は、ハプトグロビンβ
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鎖に特徴的な3つのペプチドイオンを与え、その後このうちの2つを、タンデムLC-MS/MSプ
ロダクトイオン分析により分析して、この一致を確認した。さらなる3つのペプチドイオ
ンは、ハプトグロビン前駆体タンパク質のα領域と一致した。20 % MeCN 画分ゲルから抽
出した～17 kDaバンド(図5Cおよび6B)は、ハプトグロビンα鎖に特徴的な6つのペプチド
イオンを与えた。ハプトグロビンα鎖配列について理論配列から得られた分子量は、15.9
 kDaであり、これはSDS PAGE後に観察した分子量とかなり対応しており、またβ鎖配列に
ついては27.3 kDaであり、該前駆体は43.6kDaの分子量を持っており、これはRP-SPE 分析
において観察された～40 kDaバンドに良好に一致している。RP-SPEカラムからの複数画分
中のこれらのバンドの存在から、タンパク質が示差修飾され(例えば、グリコシル化によ
り)、そのためカラムマトリックスに対して様々な親和性を示し得ることが示唆される。
【実施例４】
【０１０８】
　実施例4-PCOSについてのMALDI-MS血清タンパク質/ペプチドのバイオマーカーの特徴
　この分析を、11人のPCOS対象および10人のコントロール由来の、21人の血清サンプルに
対して行った。
【０１０９】
　罹患していない個人と比較して、PCOSにおける最も傑出したスペクトルの識別パターン
を、図7Aおよび7B各々に例示した。しかし、両方のタンパク質およびトリプシンペプチド
について全データ対を調査するために、包括的なバイオインフォマティックANN分析を行
った。
【０１１０】
　ANN分析から、タンパク質およびペプチドデータ対各々について3つのおよび6つのバイ
オマーカーイオンの至適サブセットを同定した。6つのイオン(m/z 8674、8668、1351、87
27、8673および6871)により、0.5の閾値にて、それらがコントロールまたはPCOSであるか
どうかに基づいて、90.4 %のサンプルの独立した検証セットを正しく分類した(図 7C)。
消化したペプチドデータから同定したこの3つのバイオマーカーイオン(2924、3025および
1977)は、サンプルの独立検証サブセットを100 %の精度に成功裏に分類した(図 7D)
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