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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　患者における前立腺癌（ＣａＰ）を検出するためのデータを取得する方法であって、
　前記方法は、患者由来の生体試料中のグリピカン－１（ＧＰＣ－１）を含む少なくとも
２つのバイオマーカーのレベルを測定すること、および
　前記生体試料中の前記ＧＰＣ－１を含む少なくとも２つのバイオマーカーのレベルに基
づき、前記患者がＣａＰを有することを決定すること、を含み、
　前記ＣａＰを検出することが、患者がＣａＰを有するか又は前立腺肥大症（ＢＰＨ）を
有するかを決定することによるものであり、
　前記ＣａＰを有することを決定することが、
　（ａ）ＢＰＨを有する対象の集団及びＣａＰを有する対象の集団から得られた一連の生
体試料中の前記ＧＰＣ－１を含む少なくとも２つのバイオマーカーを検出し、それによっ
て、一連の各前記生体試料中の各前記バイオマーカーのバイオマーカーレベルを得ること
；
　ＢＰＨ試料とＣａＰ試料の判別を可能にするようにバイオマーカーレベルを組み合わせ
ること；及び組み合わせたバイオマーカーレベルから閾値を選択し、試料中のＢＰＨとＣ
ａＰを判別するための基礎として前記閾値を用いること、
によってＢＰＨと前立腺癌を判別する閾値を生成すること；
　（ｂ）対象からの生体試料中の前記ＧＰＣ－１を含む少なくとも２つのバイオマーカー
を検出し、それによって、対象の生体試料中の各前記バイオマーカーについてのバイオマ
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ーカーレベルを得ること；並びに
　（ｃ）対象の生体試料から得られた個々の又は組み合わせたバイオマーカーレベルに適
切なアルゴリズム及び／又は変換を適用し、それによって、閾値との比較のための患者の
バイオマーカー値を生成すること；並びに
　（ｄ）患者のバイオマーカー値と閾値の比較により、該対象がＢＰＨ又はＣａＰを有す
るかどうかを決定すること、
を含み、
　前記ＧＰＣ－１を含む少なくとも２つのバイオマーカーは、以下のバイオマーカーの組
み合わせ：
　ＧＰＣ－１と肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）；
　ＧＰＣ－１と上皮増殖因子（ＥＧＦ）；
　ＧＰＣ－１とプラスミノーゲン活性化因子阻害剤１（ＰＡＩ－１）；
　ＧＰＣ－１と顆粒球コロニー刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ）；
　ＧＰＣ－１とヒトインターロイキン１８（ＨｕＩＬ－１８）；
　ＧＰＣ－１と血小板由来増殖因子ＡＢ．ＢＢ（ＰＤＧＦＡＢ．ＢＢ）；
　ＧＰＣ－１と血小板由来成長因子ＢＢ（ＰＤＧＦＢＢ）；
　ＧＰＣ－１と可溶性ＣＤ４０リガンド（ｓＣＤ４０Ｌ）；
　ＧＰＣ－１とヒト顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（ＨｕＧＭ－ＣＳＦ）；
　ＧＰＣ－１とインターフェロンガンマ（ＩＦＮγ）；及び
　ＧＰＣ－１とフォリスタチン
のうちのいずれか１つから選択されるものである、
方法。
【請求項２】
　前記ＧＰＣ－１を含む少なくとも２つのバイオマーカーが、
　ＧＰＣ－１、ＨＧＦ及びＰＡＩ－１；
　ＧＰＣ－１、ＨＧＦとヒト線維芽細胞増殖因子ベータ（ＨｕＦＧＦｂ）；
　ＧＰＣ－１、ＨＧＦとＥＧＦ；
　ＧＰＣ－１、ＨＧＦとＰＤＧＦＢＢ；
　ＧＰＣ－１、ＨＧＦとフォリスタチン；
　ＧＰＣ－１、ＨＧＦとＧ－ＣＳＦ；
　ＧＰＣ－１、ＨＧＦとヒトインターロイキン８（ＨｕＩＬ－８）；
　ＧＰＣ－１、ＨＧＦと可溶性ＣＤ４０リガンド（ｓＣＤ４０Ｌ）；
　ＧＰＣ－１、ＨＧＦとヒト皮膚Ｔ細胞誘引性サイトカイン（ｃｕｔａｎｅｏｕｓ Ｔ－
ｃｅｌｌ ａｔｔｒａｃｔｉｎｇ ｃｙｔｏｋｉｎｅ）（ＣＴＡＣＫ－Ｃ－Ｃモチーフリガ
ンド２７又はＣＣＬ２７としても知られている）；
　ＧＰＣ－１、ＨＧＦとＰＤＧＦＡＢ．ＢＢ；
　ＧＰＣ－１、ＨＧＦとＩＦＮγ；
　ＧＰＣ－１、ＨＧＦとヒト単球走化性・活性化因子（ＨｕＭＣＰ１／ＭＣＡＦ）；
　ＧＰＣ－１、ＨＧＦとＨｕＩＬ－１８；
　ＧＰＣ－１、ＨＧＦ、ＨｕＧＭ－ＣＳＦ；
　ＧＰＣ－１、ＨＧＦとウロキナーゼプラスミノーゲン活性化因子（ｕＰＡ）；
　ＧＰＣ－１、ＨＧＦとヒトメラノーマ成長刺激活性アルファ（ＨｕＧＲＯａ、ＣＸＣモ
チーフリガンド１、ＣＸＣＬ１としても知られている）；
　ＧＰＣ－１、ＨＧＦと可溶性血管内皮増殖因子受容体（ｓＶＥＧＦＲ）；
　ＧＰＣ－１、ＥＧＦとフォリスタチン；
　ＧＰＣ－１、ＥＧＦと腫瘍壊死因子α（ＴＮＦα）；並びに
　ＧＰＣ－１、Ｇ－ＣＳＦと免疫グロブリン様及びＥＧＦ様ドメイン２を有する可溶性チ
ロシンキナーゼ（ｓＴＩＥ２）、
のうちのいずれか１つから選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
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　（ｉ）前記組み合わせたバイオマーカーレベルから閾値を選択することが、組み合わせ
たバイオマーカーレベルのサブセットの選択を含み、及び／又は
　（ｉｉ）ＢＰＨ試料とＣａＰ試料の判別を可能にするように、前記バイオマーカーレベ
ルを組み合わせることが、
　式：Ｓ＝ｗ１Ａ１＋ｗ２Ａ２・・・ｗｎＡｎ

（式中、Ｓは加重和であり、ｗは最終的なバイオマーカー加重であり、Ａは、ｎ個の異な
るバイオマーカーからの所与のバイオマーカーレベル、又は数値的な若しくはバイオマー
カー値の比としての所与のバイオマーカーのレベルの変換である）
に従って、ＢＰＨ試料とＣａＰ試料の判別を最大限にするように、これらのバイオマーカ
ーレベルの加重線形和を組み合わせることを含む、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　（ｉ）所与のバイオマーカーのレベルの数値的な前記変換が、指数関数、べき乗関数及
び／又はルート関数の使用を含み、及び／又は
　（ｉｉ）最終的なバイオマーカーの加重ｗの取得が１に設定されるか、又は
　式：Ｗ＝ｍａｘ（Ｍ）／Ｍ
（式中、Ｗ＝｛ｗ１、 ・・・ｗｎ｝及びＭ＝｛中央値（Ａ１）、・・・中央値（Ａｎ）
｝であり、ｍａｘ（Ｍ）が得られたバイオマーカーレベルの最大レベルの中央値であり、
Ｍが、各前記バイオマーカーについて得られたバイオマーカーレベルの中央値を含有する
ベクトルである）
に従って生成された初期のバイオマーカーの加重（Ｗ）の生成を含む、請求項３に記載の
方法。
【請求項５】
　各前記最終的なバイオマーカーの加重が、一連の生体試料中のＢＰＨとＣａＰの判別に
おける最適化の判別関数を用いて決定される、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　（ａ）前記判別関数が、
　　（ｉ）ＲＯＣ解析によって生成された曲線下面積；
　　（ｉｉ）真陽性率（ＴＰＲ）と真陰性率（ＴＮＲ）の組み合わせ；
　　（ｉｉｉ）制限された特異性の範囲内のＲＯＣ解析によって生成された曲線下面積；
　　（ｉｖ）制限された感度の範囲内のＲＯＣ解析によって生成された曲線下面積
のうちの任意の１以上である、及び／又は
　（ｂ）最適化のための前記判別関数は、ネルダーミード（シンプレックス法）、確率的
方法、勾配降下法、確率的勾配降下法、遺伝的アルゴリズム、粒子群法、及び／又はブル
ートフォース法のうちの任意の１以上である、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　（ｉ）対象の生体試料から得られた個々の又は組み合わせたバイオマーカーレベルに適
用される適切なアルゴリズム及び／又は変換が、
　式：Ｓ＝ｗ１Ａ１＋ｗ２Ａ２・・・ｗｎＡｎ

（式中、Ｓは加重和であり、ｗは最終的なバイオマーカー加重であり、Ａは、ｎ個の異な
るバイオマーカーからの所与のバイオマーカーレベル、又は数値的な若しくはバイオマー
カー値の比としての所与のバイオマーカーのレベルの変換である）
に従う、及び／又は
　（ｉｉ）バイオマーカーレベルを組み合わせることが、ＢＰＨ試料とＣａＰ試料の判別
を最大限にする、請求項１～６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　（ｉ）ＢＰＨとＣａＰとの間の誤分類率を低下させ；及び／又は
　（ｉｉ）ＢＰＨとＣａＰの判別の感度を増大させ；及び／又は
　（ｉｉｉ）ＢＰＨとＣａＰの判別における特異性を増大させる
ように、組み合わせたバイオマーカーレベルから閾値を選択することを含む、請求項１～
７のいずれか一項に記載の方法。
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【請求項９】
　ＢＰＨとＣａＰとの間の誤分類率を低下させるように、組み合わせバイオマーカーレベ
ルから閾値を選択することが、
　（ｉ）適切な真陽性率及び／又は真陰性率を選択すること；
　（ｉｉ）誤分類率を最小化すること；及び／又は
　（ｉｉｉ）真陽性率が真陰性率と交差する点を特定することによってＢＰＨとＣａＰと
の間の誤分類率を最小化すること、
の１つ以上を含む、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　（ｉ）ＢＰＨとＣａＰの判別における感度を増大させるように、組み合わせバイオマー
カーレベルから閾値を選択することが、ＲＯＣ解析によって作成された曲線下の部分面積
（ｐＡＵＣ）を最適化するために、加重和ネルダーミード最適化手順を使用することを含
み、ｐＡＵＣが、値０と特定値ｅ（例えば、０．５）との間の制限（１－感度）範囲内の
ＲＯＣ下面積を表すものであり；及び／又は
　（ｉｉ）ＢＰＨとＣａＰの判別における感度を増大させるように、組み合わせバイオマ
ーカーレベルから閾値を選択することが、前記感度を最大化する又は前記特異性を最大限
にするものである、請求項８に記載の方法。
【請求項１１】
　ＢＰＨとＣａＰの判別における特異性を増大させるように、組み合わせバイオマーカー
レベルから閾値を選択することが、ＲＯＣ解析（ｐＡＵＣ）によって作成された曲線下の
部分面積を最適化するために、加重和ネルダーミード最適化手順を使用することを含み、
ｐＡＵＣが、値０と特定値ｅ（例えば、０．５）との間の制限（１－特異性）範囲内のＲ
ＯＣ下面積を表す、請求項８又は１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記ＧＰＣ－１を含む少なくとも２つのバイオマーカーが、以下のバイオマーカーの組
み合わせ：
　ＧＰＣ－１／ＥＧＦ／フォリスタチン；
　ＧＰＣ－１／ＥＧＦ／ＴＮＦα；
　ＧＰＣ－１／ＨＧＦ；
　ＧＰＣ－１／ＨＧＦ／ＰＡＩ－１；
　ＧＰＣ－１／ＨＧＦ／ＨｕＦＧＦｂ；
　ＧＰＣ－１／ＨＧＦ／ＥＧＦ；
　ＧＰＣ－１／ＨＧＦ／ＨｕＰＤＦＧＢＢ；
　ＧＰＣ－１／ＥＧＦ；
　ＧＰＣ－１／ＰＡＩ－１；
　ＧＰＣ－１／Ｇ－ＣＳＦ；及び
　ＧＰＣ－１／ＰＤＧＦＡＢ．ＢＢ
のうちのいずれか１つから選択される、請求項８、１０又は１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記ＧＰＣ－１を含む少なくとも２つのバイオマーカーが、以下のバイオマーカーの組
み合わせ：
　ＧＰＣ－１／ＨＧＦ；
　ＧＰＣ－１／ＰＡＩ－１；
　ＧＰＣ－１／Ｇ－ＣＳＦ；
　ＧＰＣ－１／ＥＧＦ；
　ＧＰＣ－１／ＰＤＧＦＡＢ．ＢＢ；
　ＧＰＣ－１／ＨＧＦ／ＦＧＦｂ；
　ＧＰＣ－１／ＨＧＦ／ＰＡＩ－１；
　ＧＰＣ－１／ＨＧＦ／ＥＧＦ；
　ＧＰＣ－１／ＨＧＦ／フォリスタチン；及び
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　ＧＰＣ－１／ＨＧＦ／Ｇ－ＣＳＦ
のうちのいずれか１つから選択される、請求項１～１２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　対象の生体試料におけるＧＰＣ－１を含む少なくとも２つのバイオマーカーを検出する
ことが、
　（ｉ）各前記バイオマーカーのレベルを示す１以上の蛍光シグナルを測定すること；
　（ｉｉ）試料中の前記バイオマーカーの加重／量の測定値を得ること；
　（ｉｉｉ）各前記バイオマーカーのレベルを示す吸光度シグナルを測定すること；又は
　（ｉｖ）質量分析、タンパク質アレイ技術、高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）
、ゲル電気泳動、放射性標識、及びそれらの任意の組み合わせからなる群から選択される
技術を使用することを含む、請求項１～１３のいずれか１つに記載の方法。
【請求項１５】
　（ｉ）一連の生体試料及び対象の生体試料中のバイオマーカーレベルを得ることが、第
１及び第２の抗体集団と各前記試料を接触させることを含み、各前記抗体集団が前記バイ
オマーカーのうちの１つに結合特異性を有し、第１及び第２の抗体集団が異なる結合特異
性を有する；及び／又は
　（ｉｉ）一連の生体試料及び対象の生体試料が、それぞれ全血、血清、血漿、唾液、涙
、尿、又は組織である、請求項１～１４のいずれか１つに記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、概して、免疫学及び医学の分野に関する。より具体的には、本発明は、前立
腺疾患の診断及び前立腺疾患の検出に使用することができる生体試料中のバイオマーカー
の特定に関する。
【背景技術】
【０００２】
　前立腺癌は、最も頻繁に診断される内臓癌であり、男性の癌死亡原因の第２位である。
国立癌研究所のＳＥＥＲプログラム及び疾病対策予防センターの国立健康統計センターに
よると、２０１４年に、前立腺癌の２３３，０００の症例が発生し（すべての新規癌症例
の１４％）、２９，４８０人（全ての癌死亡の５％）が死亡した（ＳＥＥＲ癌統計ファク
トシート：前立腺癌、国立癌研究所、Ｂｅｔｈｅｓｄａ，ＭＤ，ｈｔｔｐ：／／ｓｅｅｒ
.ｃａｎｃｅｒ.ｇｏｖ／ｓｔａｔｆａｃｔｓ／ｈｔｍｌ／ｐｒｏｓｔ.ｈｔｍｌを参照さ
れたい）。
【０００３】
　前立腺癌について一般的に使用されるスクリーニング検査には、直腸指診（ＤＲＥ）及
び血液中の前立腺特異的抗原（ＰＳＡ）の検出が含まれる。ＤＲＥは侵襲的で不正確であ
り、ＰＳＡアッセイの偽陰性（すなわち、未検出癌）及び偽陽性（すなわち、存在しない
癌が示されること）の結果の患者数は、十分に立証されている。例えば、推奨される４.
０ｎｇ／ｍｌカットオフで行われる標準的ＰＳＡ検査は、癌患者に対して８６％の感度が
あるが、特異性はわずか３３％であり、非癌患者の約６７％において偽陽性をもたらす（
Ｈｏｆｆｍａｎら、ＢＭＣ Ｆａｍ Ｐｒａｃｔ．２００２，３：１９）。前立腺癌につい
てのＰＳＡの診断値も、良性と癌性の状態間の特異性の欠如により限定される。上昇した
ＰＳＡレベルが、前立腺肥大症（ＢＰＨ）及び前立腺炎（２５～８６％）を有する患者の
大部分で（Ｇａｏら，１９９７，Ｐｒｏｓｔａｔｅ ３１：２６４－２８１）、ならびに
他の非悪性障害において検出可能であり、このマーカーの診断特異性を著しく制限する。
例えば、４～１０ｎｇ／ｍｌの血清ＰＳＡの上昇がＢＰＨにおいて観察され、さらに高い
値が、前立腺炎、特に、急性前立腺炎で観察される。
【０００４】
　ＤＲＥ又はＰＳＡスクリーニングでの陽性診断時の確認診断テストとしては、経直腸超
音波検査、生検、及び経直腸の核磁気共鳴画像法（ＭＲＩ）生検が挙げられる。これらの
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技術は、侵襲的であり、検査中の対象に著しい不快感を引き起こす。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　前立腺疾患を診断するための便利で、信頼できる正確な検査が一般的に必要とされてい
る。好ましくは、検査は、前立腺癌と前立腺疾患の非癌性形態（例えば、前立腺肥大症（
ＢＰＨ））を判別する能力を有するほうがいい。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明者らは、前立腺疾患の検出に効果的なバイオマーカーの組み合わせを特定した。
特に、該バイオマーカーの組み合わせは、前立腺疾患の癌性形態と非癌性形態を区別する
ことが可能であり得る。したがって、本発明は、前立腺疾患の検出のためのこれらのバイ
オマーカーの組み合わせ及びそれらを利用するアッセイに関する。
【０００７】
　したがって、本発明は、少なくとも以下の一連の番号付き実施形態に関し、実施形態１
と言った場合、下記の番号のついた実施形態１ａ、１ｂ及び１ｃのそれぞれを含む：
実施形態１ａ：対象が、前立腺癌（ＣａＰ）からの前立腺肥大症（ＢＰＨ）を有するかど
うかを決定するための方法であって、
（ａ）ＢＰＨを有する対象の集団及びＣａＰを有する対象の集団から得られた一連の生体
試料中の少なくとも２つの検体を検出し、それによって、一連の各前記生体試料中の各前
記検体の検体レベルを得ること；
ＢＰＨ試料とＣａＰ試料の判別を可能にするように検体レベルを組み合わせること；及び
組み合わせた検体レベルから閾値を選択し、試料中のＢＰＨとＣａＰを判別するための基
礎として前記閾値を用いること、
によってＢＰＨと前立腺癌を判別する閾値を生成すること；
（ｂ）対象からの生体試料中の前記少なくとも２つの検体を検出し、それによって、対象
の生体試料中の各前記検体についての検体レベルを得ること；並びに
（ｃ）対象の生体試料から得られた個々の又は組み合わせた検体レベルに適切なアルゴリ
ズム及び／又は変換を適用し、それによって、閾値との比較のための患者の検体値を生成
すること；並びに
（ｄ）患者の検体値と閾値の比較により、該対象がＢＰＨ又はＣａＰを有するかどうかを
決定すること、
を含み、
少なくとも２つの検体は、グリピカン－１（ＧＰＣ－１）を含み、以下の検体の組み合わ
せ：
ＧＰＣ－１と肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）；
ＧＰＣ－１と上皮増殖因子（ＥＧＦ）；
ＧＰＣ－１とプラスミノーゲン活性化因子阻害剤１（ＰＡＩ－１）；
ＧＰＣ－１と顆粒球コロニー刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ）；
ＧＰＣ－１とヒトインターロイキン１８（ＨｕＩＬ－１８）；
ＧＰＣ－１と血小板由来増殖因子ＡＢ．ＢＢ（ＰＤＧＦＡＢ．ＢＢ）；
ＧＰＣ－１と血小板由来成長因子ＢＢ（ＰＤＧＦＢＢ）；
ＧＰＣ－１と可溶性ＣＤ４０リガンド（ｓＣＤ４０Ｌ）
ＧＰＣ－１とヒト顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（ＨｕＧＭ－ＣＳＦ）；
ＧＰＣ－１とインターフェロンガンマ（ＩＦＮγ）；及び
ＧＰＣ－１とフォリスタチン
のうちのいずれか１つから選択される、方法。
【０００８】
　実施形態１ｂ：対象が、前立腺肥大症（ＢＰＨ）又は前立腺癌（ＣａＰ）を有するかど
うかを決定するための方法であって、
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（ａ）ＢＰＨを有する対象の集団及びＣａＰを有する対象の集団から得られた一連の生体
試料中の少なくとも２つの検体を検出し、それによって、一連の各前記生体試料中の各前
記検体の検体レベルを得ること；
ＢＰＨ試料とＣａＰ試料の判別を可能にするように検体レベルを組み合わせること；及び
組み合わせた検体レベルから閾値を選択し、試料中のＢＰＨとＣａＰを判別するための基
礎として前記閾値を用いること、
によってＢＰＨと前立腺癌を判別する閾値を生成すること；
（ｂ）対象からの生体試料中の前記少なくとも２つの検体を検出し、それによって、対象
の生体試料中の各前記検体についての検体レベルを得ること；並びに
（ｃ）対象の生体試料から得られた個々の又は組み合わせた検体レベルに適切なアルゴリ
ズム及び／又は変換を適用し、それによって、閾値との比較のための患者の検体値を生成
すること；並びに
（ｄ）患者の検体値と閾値の比較により、対象がＢＰＨ又はＣａＰを有するかどうかを決
定すること、
を含み、
少なくとも２つの検体は、グリピカン－１（ＧＰＣ－１）を含み、以下の検体の組み合わ
せ：
ＧＰＣ－１と肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）；
ＧＰＣ－１と上皮増殖因子（ＥＧＦ）；
ＧＰＣ－１とプラスミノーゲン活性化因子阻害剤１（ＰＡＩ－１）；
ＧＰＣ－１と顆粒球コロニー刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ）；
ＧＰＣ－１とヒトインターロイキン１８（ＨｕＩＬ－１８）；
ＧＰＣ－１と血小板由来増殖因子ＡＢ．ＢＢ（ＰＤＧＦＡＢ．ＢＢ）；
ＧＰＣ－１と血小板由来成長因子ＢＢ（ＰＤＧＦＢＢ）；
ＧＰＣ－１と可溶性ＣＤ４０リガンド（ｓＣＤ４０Ｌ）；
ＧＰＣ－１とヒト顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（ＨｕＧＭ－ＣＳＦ）；
ＧＰＣ－１とインターフェロンガンマ（ＩＦＮγ）；及び
ＧＰＣ－１とフォリスタチン
のうちのいずれか１つから選択される、方法。
【０００９】
　実施形態１ｃ：前立腺肥大症（ＢＰＨ）と前立腺癌（ＣａＰ）を判別するのに使用する
ための閾値を生成する方法であって、
（ａ）ＢＰＨを有することが知られている対象の集団及びＣａＰを有することが知られて
いる対象の集団から得られた一連の生体試料中の少なくとも２つの検体を検出し、それに
よって、一連の各前記生体試料中の各前記検体の検体レベルを得ること；
（ｂ）ＢＰＨ試料とＣａＰ試料の判別を可能にするように検体レベルを組み合わせること
；及び
（ｃ）ＢＰＨとＣａＰを判別するための基礎として役立つ閾値を組み合わせた検体レベル
から選択すること
を含み、
少なくとも２つの検体は、グリピカン－１（ＧＰＣ－１）を含み、以下の検体の組み合わ
せ：
ＧＰＣ－１と肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）；
ＧＰＣ－１と上皮増殖因子（ＥＧＦ）；
ＧＰＣ－１とプラスミノーゲン活性化因子阻害剤１（ＰＡＩ－１）；
ＧＰＣ－１と顆粒球コロニー刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ）；
ＧＰＣ－１とヒトインターロイキン１８（ＨｕＩＬ－１８）；
ＧＰＣ－１と血小板由来増殖因子ＡＢ．ＢＢ（ＰＤＧＦＡＢ．ＢＢ）；
ＧＰＣ－１と血小板由来成長因子ＢＢ（ＰＤＧＦＢＢ）；
ＧＰＣ－１と可溶性ＣＤ４０リガンド（ｓＣＤ４０Ｌ）；
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ＧＰＣ－１とヒト顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（ＨｕＧＭ－ＣＳＦ）；
ＧＰＣ－１とインターフェロンガンマ（ＩＦＮγ）；及び
ＧＰＣ－１とフォリスタチン
のうちのいずれか１つから選択される、方法。
【００１０】
　実施形態２．少なくとも２つの検体が、以下の検体の組み合わせ：
ＧＰＣ－１、ＨＧＦ及びＰＡＩ－１；
ＧＰＣ－１、ＨＧＦとヒト線維芽細胞増殖因子ベータ（ＨｕＦＧＦｂ）；
ＧＰＣ－１、ＨＧＦとＥＧＦ；
ＧＰＣ－１、ＨＧＦとＰＤＧＦＢＢ；
ＧＰＣ－１、ＨＧＦとフォリスタチン；
ＧＰＣ－１、ＨＧＦとＧ－ＣＳＦ；
ＧＰＣ－１、ＨＧＦとヒトインターロイキン８（ＨｕＩＬ－８）；
ＧＰＣ－１、ＨＧＦと可溶性ＣＤ４０リガンド（ｓＣＤ４０Ｌ）；
ＧＰＣ－１、ＨＧＦとヒト皮膚Ｔ細胞誘引性サイトカイン（ｃｕｔａｎｅｏｕｓ Ｔ－ｃ
ｅｌｌ ａｔｔｒａｃｔｉｎｇ ｃｙｔｏｋｉｎｅ）（ＣＴＡＣＫ－Ｃ－Ｃモチーフリガン
ド２７又はＣＣＬ２７としても知られている）；
ＧＰＣ－１、ＨＧＦとＰＤＧＦＡＢ．ＢＢ；
ＧＰＣ－１、ＨＧＦとＩＦＮγ；
ＧＰＣ－１、ＨＧＦとヒト単球走化性・活性化因子（ＨｕＭＣＰ１／ＭＣＡＦ）；
ＧＰＣ－１、ＨＧＦとＨｕＩＬ－１８；
ＧＰＣ－１、ＨＧＦ、ＨｕＧＭ－ＣＳＦ；
ＧＰＣ－１、ＨＧＦとウロキナーゼプラスミノーゲン活性化因子（ｕＰＡ）；
ＧＰＣ－１、ＨＧＦとヒトメラノーマ成長刺激活性アルファ（ＨｕＧＲＯａ、ＣＸＣモチ
ーフリガンド１、ＣＸＣＬ１としても知られている）；
ＧＰＣ－１、ＨＧＦと可溶性血管内皮増殖因子受容体（ｓＶＥＧＦＲ）；
ＧＰＣ－１、ＥＧＦとフォリスタチン；
ＧＰＣ－１、ＥＧＦと腫瘍壊死因子α（ＴＮＦα）；並びに
ＧＰＣ－１、Ｇ－ＣＳＦと免疫グロブリン様及びＥＧＦ様ドメイン２を有する可溶性チロ
シンキナーゼ（ｓＴＩＥ２）、
のうちのいずれか１つから選択される、実施形態１に記載の方法。
【００１１】
　実施形態３．組み合わせ検体レベルから閾値を選択することが、組み合わせた検体レベ
ルのサブセットの選択を含む、実施形態１又は実施形態２に記載の方法。
【００１２】
　実施形態４．ＢＰＨ試料とＣａＰ試料の判別を可能にするように、検体レベルを組み合
わせることが、式：Ｓ＝ｗ１Ａ１＋ｗ２Ａ２・・・ｗｎＡｎ（式中、Ｓは加重和であり、
ｗは最終的な検体加重であり、Ａは、ｎ個の異なる検体からの所与の検体レベル、又は数
値的な若しくは検体値の比としての所与の検体のレベルの変換である）
に従って、ＢＰＨ試料とＣａＰ試料の判別を最大限にするように、これらの検体レベルの
加重線形和を組み合わせることを含む、実施形態１～３のいずれか１つに記載の方法。
【００１３】
　実施形態５．所与の検体のレベルの数値的な前記変換が、指数関数、べき乗関数及び／
又はルート関数の使用を含む、実施形態４に記載の方法。
【００１４】
　実施形態６．最終的な検体の加重ｗの取得が、１に設定されるか、又は式：Ｗ＝ｍａｘ
（Ｍ）／Ｍ（式中、Ｗ＝｛ｗ１, ・・・ｗｎ｝及びＭ＝{中央値（Ａ１）、...中央値（Ａ

ｎ）}であり、ｍａｘ（Ｍ）が得られた検体レベルの最大レベルの中央値であり、Ｍが、
各前記検体について得られた検体レベルの中央値を含有するベクトルである）に従って生
成された初期の検体の加重（Ｗ）の生成を含む、実施形態４又は実施形態５に記載の方法
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。
【００１５】
　実施形態７．各前記最終的な加重が、一連の生体試料中のＢＰＨとＣａＰの判別におけ
る最適化の判別関数を用いて決定される、実施形態６に記載の方法。
【００１６】
　実施形態８．判別関数が、
（ｉ）ＲＯＣ解析によって生成された曲線下面積；
（ｉｉ）真陽性率（ＴＰＲ）と真陰性率（ＴＮＲ）の組み合わせ；
（ｉｉｉ）制限された特異性の範囲内のＲＯＣ解析によって生成された曲線下面積；
（ｉｖ）制限された感度の範囲内のＲＯＣ解析によって生成された曲線下面積
のうちの任意の１以上である、実施形態７に記載の方法。
【００１７】
　実施形態９．最適化のための判別関数は、ネルダ－ミード（シンプレックス法）、確率
的方法、勾配降下法、確率的勾配降下法、遺伝的アルゴリズム、粒子群法、及び／又はブ
ルートフォース法のうちの任意の１以上である、実施形態７又は実施形態８に記載の方法
。
【００１８】
　実施形態１０．対象の生体試料から得られた個々の又は組み合わせた検体レベルに適用
される適切なアルゴリズム及び／又は変換が、式：Ｓ＝ｗ１Ａ１＋ｗ２Ａ２・・・ｗｎＡ

ｎ（式中、Ｓは加重和であり、ｗは最終的な検体加重であり、Ａは、ｎ個の異なる検体か
らの所与の検体レベル、又は数値的な若しくは検体値の比としての所与の検体のレベルの
変換である）に従う、実施形態１～９のいずれか１つに記載の方法。
【００１９】
　実施形態１１．検体レベルを組み合わせることが、ＢＰＨ試料とＣａＰ試料の判別を最
大限にする、実施形態１～１０のいずれか１つに記載の方法。
【００２０】
　実施形態１２．（ｉ）ＢＰＨとＣａＰとの間の誤分類率を低下させ、かつ／又は
（ｉｉ）ＢＰＨとＣａＰの判別の感度を増大させ、かつ／又は
（ｉｉｉ）ＢＰＨとＣａＰの判別における特異性を増大させる
ように、組み合わせた検体レベルから閾値を選択することを含む、実施形態１～１１のい
ずれか１つに記載の方法。
【００２１】
　実施形態１３．ＢＰＨとＣａＰとの間の誤分類率を低下させるように、組み合わせ検体
レベルから閾値を選択することが、適切な真陽性率及び／又は真陰性率の選択を含む、実
施形態１２に記載の方法。
【００２２】
　実施形態１４．ＢＰＨとＣａＰとの間の誤分類率を低下させるように、組み合わせ検体
レベルから閾値を選択することが、誤分類率を最小化する、実施形態１２又は実施形態１
３に記載の方法。
【００２３】
　実施形態１５．ＢＰＨとＣａＰとの間の誤分類率を低下させるように、組み合わせ検体
レベルから閾値を選択することが、真陽性率が真陰性率と交差する点を特定することによ
ってＢＰＨとＣａＰとの間の誤分類率を最小化する、実施形態１２～１４のいずれか１つ
に記載の方法。
【００２４】
　実施形態１６．ＢＰＨとＣａＰの判別における感度を増大させるように、組み合わせ検
体レベルから閾値を選択することが、ＲＯＣ解析によって作成された曲線下の部分面積（
ｐＡＵＣ）を最適化するために、加重和ネルダーミード最適化手順を使用することを含み
、ｐＡＵＣが、値０と特定値ｅ（例えば、０．５）との間の制限（１－感度）範囲内のＲ
ＯＣ下面積を表す、実施形態１２に記載の方法。
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【００２５】
　実施形態１７．ＢＰＨとＣａＰの判別における感度を増大させるように、組み合わせ検
体レベルから閾値を選択することが、前記感度を最大化する、実施形態１２又は実施形態
１６に記載の方法。
【００２６】
　実施形態１８．ＢＰＨとＣａＰの判別における特異性を増大させるように、組み合わせ
検体レベルから閾値を選択することが、前記特異性を最大限にする、実施形態１２又は実
施形態１６に記載の方法。
【００２７】
　実施形態１９．ＢＰＨとＣａＰの判別における特異性を増大させるように、組み合わせ
検体レベルから閾値を選択することが、ＲＯＣ解析（ｐＡＵＣ）によって作成された曲線
下の部分面積を最適化するために、加重和ネルダーミード最適化手順を使用することを含
み、ｐＡＵＣが、値０と特定値ｅ（例えば、０．５）との間の制限（１－特異性）範囲内
のＲＯＣ下面積を表す、実施形態１２又は実施形態１８に記載の方法。
【００２８】
　実施形態２０．少なくとも２つの検体が、以下の検体の組み合わせ：
ＧＰＣ－１／ＥＧＦ／フォリスタチン；及び
ＧＰＣ－１／ＥＧＦ／ＴＮＦα
のうちのいずれか１つから選択される、実施形態１２、１６、１７、１８又は１９のいず
れか１つに記載の方法。
【００２９】
　実施形態２１．少なくとも２つの検体が、以下の検体の組み合わせ：
ＧＰＣ－１／ＨＧＦ；
ＧＰＣ－１／ＨＧＦ／ＰＡＩ－１；
ＧＰＣ－１／ＨＧＦ／ＨｕＦＧＦｂ；
ＧＰＣ－１／ＨＧＦ／ＥＧＦ；
ＧＰＣ－１／ＨＧＦ／ＨｕＰＤＦＧＢＢ；
ＧＰＣ－１／ＥＧＦ；
ＧＰＣ－１／ＰＡＩ－１；
ＧＰＣ－１／Ｇ－ＣＳＦ；及び
ＧＰＣ－１／ＰＤＧＦＡＢ．ＢＢ
のうちのいずれか１つから選択される、実施形態１２、１６、１７、１８又は１９のいず
れか１つに記載の方法。
【００３０】
　実施形態２２．少なくとも２つの検体が、以下の検体の組み合わせ：
ＧＰＣ－１／ＨＧＦ；
ＧＰＣ－１／ＰＡＩ－１；
ＧＰＣ－１／Ｇ－ＣＳＦ；
ＧＰＣ－１／ＥＧＦ；
ＧＰＣ－１／ＰＤＧＦＡＢ．ＢＢ；
ＧＰＣ－１／ＨＧＦ／ＦＧＦｂ；
ＧＰＣ－１／ＨＧＦ／ＰＡＩ－１；
ＧＰＣ－１／ＨＧＦ／ＥＧＦ；
ＧＰＣ－１／ＨＧＦ／フォリスタチン；及び
ＧＰＣ－１／ＨＧＦ／Ｇ－ＣＳＦ
のうちのいずれか１つから選択される、実施形態１～１９のいずれか１つに記載の方法。
【００３１】
　実施形態２３．該対象が、前立腺疾患の陽性判定を以前に受けた、実施態様１～２２の
いずれか１つに記載の方法。
【００３２】
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　実施形態２４．対象が、デジタル直腸検査（ＤＲＥ）及び／又はＰＳＡ試験による前立
腺疾患の陽性判定を以前に受けた、実施態様１～２３のいずれか１つに記載の方法。
【００３３】
　実施形態２５．対象の生体試料における少なくとも２つの検体を検出することが、
（ｉ）各前記検体のレベルを示す１以上の蛍光シグナルを測定すること；
（ｉｉ）試料中の前記検体の加重／量の測定値を得ること；
（ｉｉｉ）各前記検体のレベルを示す吸光度シグナルを測定すること；又は
（ｉｖ）質量分析、タンパク質アレイ技術、高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）、
ゲル電気泳動、放射性標識、及びそれらの任意の組み合わせからなる群から選択される技
術を使用すること
を含む、実施態様１～２４のいずれか１つに記載の方法。
【００３４】
　実施形態２６．一連の生体試料及び対象の生体試料中の検体レベルを得ることが、第１
及び第２の抗体集団と各前記試料を接触させることを含み、各前記抗体集団が前記検体の
うちの１つに結合特異性を有し、第１及び第２の抗体集団が異なる結合特異性を有する、
実施態様１～２５のいずれか１つに記載の方法。
【００３５】
　実施形態２７．第１及び／又は第２の抗体集団が標識されている、実施形態２６に記載
の方法。
【００３６】
　実施形態２８．前記標識が、放射性標識、蛍光標識、ビオチン－アビジン増幅系、化学
発光システム、マイクロスフェア、及びコロイド金からなる群から選択される、実施形態
２７に記載の方法。
【００３７】
　実施形態２９．各前記抗体集団の検体への結合が、免疫蛍光、放射性標識、免疫ブロッ
ティング、ウェスタンブロッティング、酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ）、フロー
サイトメトリー、免疫沈降、免疫組織化学、バイオフィルム試験、アフィニティーリング
試験、抗体アレイ光学濃度試験、及び化学発光からなる群から選択される技術によって検
出される、実施形態２６～２８のいずれか１つに記載の方法。
【００３８】
　実施形態３０．一連の生体試料及び対象の生体試料が、それぞれ全血、血清、血漿、唾
液、涙、尿、又は組織である、実施形態１～２９のいずれか１つに記載の方法。
【００３９】
　実施形態３１．前記対象、ＢＰＨを有する前記対象集団、及びＣａＰを有する前記対象
集団がヒトである、実施態様１～３０のいずれか１つに記載の方法。
【００４０】
　実施形態３２．一連の生体試料及び／又は対象の生体試料中の少なくとも２つの検体を
検出することが、直接検体を検出することを含む、実施態様１～３１のいずれか１つに記
載の方法。
【００４１】
　実施形態３３．一連の生体試料及び／又は対象の生体試料中の少なくとも２つの検体を
検出することが、検体をコードする核酸を検出することを含む、実施態様１～３２のいず
れか１つに記載の方法。
【００４２】
　実施形態３４．対象からの生体試料中の少なくとも２つの検体を検出することが、生体
内又は生体外で実施される、実施態様１～３３のいずれか１つに記載の方法。
【発明を実施するための形態】
【００４３】
　定義
　本出願で使用する単数形「１つ（ａ）」、「１つ（ａｎ）」及び「その」は、文脈が明
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確に指示しない限り、複数の言及を含む。例えば、語句「抗体」はまた、複数の抗体を含
む。
【００４４】
　本明細書で使用する用語「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」は、「含む（ｉｎｃｌｕｄ
ｉｎｇ）」を意味する。「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅ）」及び「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ
）」などの単語「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」の変形は、対応して変化する意味を有
する。したがって、例えば、検体Ａ及び検体Ｂを含むバイオマーカーの組み合わせは、排
他的に検体Ａ及び検体Ｂからなり得るか、又は１以上の追加の構成要素（例えば、検体Ｃ
）を含んでよい。
【００４５】
　本明細書で使用する用語「前立腺疾患」は、前立腺肥大症（ＢＰＨ）、前立腺上皮内腫
瘍、前立腺炎、前立腺癌、前立腺腺癌、前立腺平滑筋肉腫及び前立腺横紋筋肉腫を含むが
、これらに限定されない前立腺の疾患を指す。
【００４６】
　本明細書で使用する用語「生体試料」及び「試料」は、唾液試料、涙液試料、血液試料
、血清試料、血漿試料、尿試料、又はそれらのサブフラクションを含むが、これらに限定
されない、対象から採取された任意の体液又は組織を包含する。
【００４７】
　本明細書で使用する用語「診断すること」及び「診断」は、対象が所与の疾患又は状態
に罹患しているか否かを当業者が推定し、さらには決定することができる方法を指す。例
えば、そのレベルが病態の存在、重症度、又は非存在の指標である、本明細書に記載のバ
イオマーカー又はバイオマーカーの組み合わせの検出などの１以上の診断指標に基づいて
診断を行うことができる。このように、用語「診断すること」及び「診断」は、したがっ
て、前立腺癌の発症リスクを特定することも含む。
【００４８】
　本明細書で使用する用語「対象」及び「患者」には、特に断らない限り、互換的に使用
され、ウシ、ウマ、ヒツジ、霊長類、鳥類及び齧歯類の種を含む経済的、社会的又は研究
に重要な任意の動物が包含される。したがって、「対象」は、例えば、ヒトなどの哺乳類
又は非ヒト哺乳類であり得る。生体分子（例えば、抗体）への言及において、本明細書で
使用する用語「単離された」は、それと共に天然に存在する構成要素の少なくとも一部を
含まない生体分子である。
【００４９】
　本明細書で使用する用語「抗体」及び「複数の抗体」には、ＩｇＧ（ＩｇＧ１、ＩｇＧ
２、ＩｇＧ３、及びＩｇＧ４を含む）、ＩｇＡ（ＩｇＡ１及びＩｇＡ２を含む）、ＩｇＤ
、ＩｇＥ、ＩｇＭ、及びＩｇＹ、単一鎖の全抗体を含む全抗体、並びにその抗原結合断片
が含まれる。抗原結合抗体断片には、Ｆｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ'及びＦ（ａｂ'）２、Ｆｄ、
単鎖Ｆｖs（ｓｃＦｖ）、単鎖抗体、ジスルフィド結合Ｆｖs（ｓｄＦｖ）及びＶＬ又はＶ
Ｈドメインのいずれかを含む断片が含まれるが、これらに限定されない。該抗体は、任意
の動物起源又は適切な生成宿主からのものであり得る。単鎖抗体を含む抗原結合抗体断片
は、可変領域（複数可）を単独で、又は以下のもの：ヒンジ領域、ＣＨ１、ＣＨ２、及び
ＣＨ３ドメインの全体若しくは部分と組み合わせて含んでよい。可変領域／（複数可）及
びヒンジ領域、ＣＨ１、ＣＨ２、及びＣＨ３ドメインの任意の組み合わせも含まれる。抗
体は、特異的に生体分子と結合するモノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、キメラ抗
体、多重特異性抗体、ヒト化抗体、又はヒトモノクローナル抗体及びポリクローナル抗体
であり得る。該抗体は、二重特異性抗体、アビボディ（ａｖｉｂｏｄｙ）、ダイアボディ
、トリボディ、テトラボディ、ナノボディ、単一ドメイン抗体、ＶＨＨドメイン、ヒト抗
体、完全ヒト化抗体、部分的ヒト化抗体、アンチカリン、アドネクチン、又はアフィボデ
ィーであり得る。
【００５０】
　抗体、抗体変異体、抗体誘導体、及び抗原結合断片などへの言及において、本明細書で
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使用する用語「特異的に結合する（ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ）」並び
に「特異的に結合する（ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｂｉｎｄｉｎｇ）」は、他の非標的
分子よりも優先的に所与の標的分子に結合するその能力を指す。例えば、抗体、抗体変異
体、抗体誘導体、又は抗原結合断片（「分子Ａ」）が、所与の標的分子（「分子Ｂ」）に
「特異的に結合する（ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ）」又は「特異的に結
合（ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｂｉｎｄｉｎｇ）」することができる場合、分子Ａは、
分子Ｂと任意の他の潜在的代替結合パートナーのメンバーを判別する能力を有する。した
がって、潜在的結合パートナーとして異なるが、同等にアクセスできる複数の分子に暴露
された場合に、分子Ａは分子Ｂに選択的に結合し、他の潜在的代替結合パートナーは、分
子Ａに実質的に未結合のままである。一般に、分子Ａは、他の潜在的結合パートナーより
も少なくとも１０倍、好ましくは５０倍、より好ましくは１００倍、及び最も好ましくは
１００倍以上高頻度で、優先的に分子Ｂに結合する。分子Ａは、弱いが検出可能なレベル
で、分子Ｂではない分子に結合することができる。これは、一般にバックグラウンド結合
として知られており、例えば、適切な対照を使用することにより、分子Ｂ特異的結合から
容易に判別可能である。
【００５１】
　本明細書で使用する用語「キット」は、材料を送達するための任意の送達システムを指
す。そのような送達システムは、反応試薬（例えば、適切な容器内の標識、参照試料、支
持材料など）及び／又は支持材料（例えば、アッセイを行うための緩衝液、説明書）の貯
蔵、ある場所から別の場所への輸送、又は送達を可能にするシステムを含む。例えば、キ
ットは、関連する反応試薬及び／又は支持材料を含有する箱などの１以上の同封物を含ん
でよい。
【００５２】
　数値の範囲を言及する場合、本明細書での用語「間」の使用は、範囲の各エンドポイン
トの数値を包含することを理解されたい。例えば、１０残基長と２０残基長の間のポリペ
プチドは、１０残基長のポリペプチド及び２０残基長のポリペプチドを含む。
【００５３】
　本明細書の先行技術文献のすべての説明、又はそれらの文書に由来するか、若しくはそ
れらの文書に基づく本明細書の陳述は、文書又は誘導される陳述が、関連分野の共通の一
般的知識の一部であることを認めるものではない。説明の目的のために、本明細書で言及
される全ての文書は、特に断りのない限り、参照によりその全体が本明細書に組み込まれ
る。
【００５４】
　詳細な説明
　特に初期の段階で、治療的介入が最高の成功の機会を有する場合、前立腺疾患の診断の
ための信頼性の高い、便利で正確な試験の開発は、依然として重要な目的である。しかし
ながら、ＤＲＥ及びＰＳＡアッセイなどの最初のスクリーニング手順は、不確かな／決定
的でない診断結果となる場合が多く、癌性と非癌性の前立腺疾患を効果的に判別すること
ができない。
【００５５】
　本発明は、前立腺疾患を示すバイオマーカーの組み合わせを提供する。特に、バイオマ
ーカーの組み合わせは、所与の対象において非癌性前立腺疾患（例えば、ＢＰＨ）と前立
腺癌を判別することが可能であり得る。対象は、１以上の診断試験（例えば、ＤＲＥ、Ｐ
ＳＡ試験）に基づいて、前立腺疾患の形態を有することが以前に決定されているか、又は
前立腺疾患の形態を有することが疑われ得る。バイオマーカーの組み合わせは、対象にお
ける前立腺癌若しくはＢＰＨの有無を診断するため、及び／又は前立腺癌患者とＢＰＨ患
者を区別するための様々な方法及びアッセイフォーマットで使用され得る。
【００５６】
　前立腺疾患
　本発明は、前立腺疾患の診断のための方法を提供する。本方法は、本明細書に記載の１
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以上のバイオマーカーの組み合わせ（複数可）の検出を含む。
【００５７】
　本方法に従って診断される前立腺疾患には、前立腺肥大症（ＢＰＨ）、前立腺上皮内腫
瘍、前立腺炎、前立腺癌、前立腺腺癌、前立腺平滑筋肉腫及び前立腺横紋筋肉腫が含まれ
得るが、これらに限定されない。
【００５８】
　特定の実施形態において、本方法は、癌性前立腺疾患を全く又は顕著に有していない「
正常」患者と前立腺癌を有する患者を区別するための能力を提供する。正常な患者は、例
えば、ＢＰＨ、前立腺上皮内腫瘍（ＰＩＮ）、又は前立腺炎などの非癌性前立腺疾患を有
している可能性がある。
【００５９】
　当業者であれば、異なる前立腺疾患を分類するために使用される標準的な臨床試験及び
パラメータをよく知っている（例えば、「前立腺疾患の２０１５年度年次報告書」、ハー
バード健康出版（ハーバード大学医学部）、２０１５を参照されたく、この全内容は相互
参照により本明細書に組み込まれる）。
【００６０】
　本開示で企図される様々な前立腺疾患は、当技術分野で一般的に受け入れられているも
のと一致する特徴及び分類基準を有する。
【００６１】
　例えば、本明細書で企図される前立腺肥大症（ＢＰＨ）は、場合によって、残留尿量の
増加を伴う頻尿、尿閉、及び刺激性又は閉塞した尿排尿パターンを含むが、これらに限定
されない下部尿路症状に至る前立腺の臨床的拡大を指すと理解することができる。
【００６２】
　前立腺炎は、慢性非細菌性前立腺炎及び急性又は慢性細菌性前立腺炎を含む前立腺の炎
症に関連する障害を指すと理解することができ、これは一般的に尿意切迫及び／又は頻尿
の症状と関連している。
【００６３】
　前立腺上皮内腫瘍（ＰＩＮ）は、高悪性度前立腺上皮内腫瘍及び低悪性度前立腺上皮内
腫瘍を含むが、これらに限定されないＰＩＮの様々な形態及び／又は程度を包含すると理
解することができる。ＰＩＮは、一部の前立腺細胞が異常に見え始め、かつ／又は異常に
振る舞い始める前癌状態とみなすことができる。異常細胞は、例えば、腺房及び管の内側
を裏打ちする上皮細胞に位置することができるが、裏打ち自体は正常なままであり得る。
【００６４】
　前立腺癌を有する対象において、前立腺の細胞は、無限に分裂し、異常増殖（例えば、
腫瘍）を引き起こす。異常成長は、無痛及び無症候性であり得る。あるいは、異常増殖は
、流体閉塞若しくは出血を含む物理的な不快感及び／又は他の局所的な症状を引き起こし
得る。さらに又は代替的に、異常増殖は、正常な身体機能の不全から生じるものを含む全
身症状に至る可能性がある。いくつかの実施形態において、前立腺癌の症状は、排便習慣
又は膀胱機能の変化を含み得る。前立腺癌細胞は、良性又は転移性であり得る。
【００６５】
　当業者に知られているように、前立腺癌は、疾患の進行に応じて段階的に分類すること
ができる。非限定的な例として、前立腺癌の進行は、ＡＪＣＣ ＴＮＭ分類システム、ホ
イットモア－ジュエット（Ｗｈｉｔｍｏｒｅ－Ｊｅｗｅｔｔ）システム及び／又はＤ’Ａ
ｍｉｃｏリスクカテゴリーを使用して段階的に分類することができる。
【００６６】
　当業者であれば、このような分類システム、その特性及びその使用に精通している。
【００６７】
　前立腺癌の適切な分類システムはまた、「グリーソン分類（Ｇｌｅａｓｏｎ Ｇｒａｄ
ｉｎｇ Ｓｙｓｔｅｍ）」として当業者に知られている。このシステムは、前立腺癌を有
する対象から得られた組織試料における癌の２大領域のそれぞれにグレードを割り当てる
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形態である。転移は、グレード４又はグレード５が一般的であるが、例えば、グレード３
の腫瘍では滅多に生じない。その後、２つのグレードは加算され、グリーソンスコアを生
成する。２～４のスコアは低グレード；５～７は中間グレード；かつ８～１０は高グレー
ドと考えられている。グリーソンスコアが低い腫瘍は、典型的には、その一生の間に、患
者に重大な脅威を与えないほど十分に遅い速度で成長し得る。
【００６８】
　当業者に知られているように、前立腺癌は異なるグレードの領域を有し得、その場合に
、個々のグレードは、前立腺癌の大部分を構成する２つの領域に割り当てられ得る。これ
ら２つのグレードは、グリーソンスコア／和を得るために加算され、一般的に、割り当て
られる最初の数は、腫瘍の中で最も主なグレードである。例えば、グリーソンスコア／和
が「３＋４」として記述される場合は、７のグリーソンスコア／和について、腫瘍のほと
んどがグレード３であり、残りはグレード４であることを意味する。
【００６９】
　非限定的な例として、３＋４以上のグリーソンスコア／和は、本発明の方法に従って、
前立腺癌の指標となり得る。
【００７０】
　前立腺疾患のバイオマーカー
　本発明の方法に従って、前立腺疾患は、本明細書で特定された１以上のバイオマーカー
を検出する方法によって診断することができる。
【００７１】
　本明細書で企図されるバイオマーカーは、検体であり得る。本明細書で企図される検体
は、当業者にとってその通常の慣用的な意味を与えられるべきであり、限定されないが、
検出及び定量化することができる生体試料（例えば、血液、脳脊髄液、尿、涙、リンパ液
、唾液、間質液、汗など）中の物質又は化学成分を指す。非限定的な例として、サイトカ
イン及びケモカイン、並びに細胞表面受容体及びその可溶性形態が挙げられる。
【００７２】
　本発明に従って検出されるバイオマーカーの組み合わせは、２つ、３つ、４つ、５つ、
又は５以上の個々のバイオマーカーを含むか、又はそれらからなり得る。したがって、本
発明に係るバイオマーカーの組み合わせは、ＧＰＣ－１と少なくとも１つの追加のバイオ
マーカー、ＧＰＣ－１と少なくとも２つの追加のバイオマーカー、又はＧＰＣ－１と少な
くとも３つの追加のバイオマーカーを含み得る。追加のバイオマーカーの１以上は、検体
であり得る。
【００７３】
　いくつかの実施形態において、対象の生体試料中の少なくとも２つのバイオマーカーの
組み合わせは、前立腺疾患の陽性又は陰性診断を行うための基礎として測定され、使用す
ることができる。少なくとも２つのバイオマーカーの組み合わせは、ＧＰＣ－１を含んで
よい。前立腺疾患は、前立腺癌又はＢＰＨであり得る。非限定的な例として、少なくとも
２つのバイオマーカーの組み合わせは、以下の表１に記載のものから選択することができ
る。
【００７４】
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【表１】

 
【００７５】
　いくつかの実施形態において、対象の生体試料中の少なくとも３つのバイオマーカーの
組み合わせは、前立腺疾患の陽性又は陰性診断を行うための基礎として測定され、使用す
ることができる。少なくとも３つのバイオマーカーの組み合わせは、ＧＰＣ－１を含んで
よい。前立腺疾患は、前立腺癌又はＢＰＨであり得る。非限定的な例として、少なくとも
３つのバイオマーカーの組み合わせは、以下の表２に記載のものから選択することができ
る。
【００７６】
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【表２】

 
【００７７】
　バイオマーカーの検出及び定量化
　本発明に係るバイオマーカー又はバイオマーカーの組み合わせは、当業者に公知の任意
の適切な方法を用いて、生体試料中で検出することができる。
【００７８】
　いくつかの実施形態において、バイオマーカー又はバイオマーカーの組み合わせは、試
料中のバイオマーカー又はバイオマーカーの組み合わせの特定のレベルを導出するために
定量化される。バイオマーカー（複数可）のレベル（複数可）は、診断を提供するために
、本明細書に提供する方法に従って分析することができる。
【００７９】
　所与の生体試料中のバイオマーカー（複数可）の検出により、測定可能な出力が提供さ
れるので、存在するバイオマーカー（複数可）のレベルを定量化する手段が提供され得る
。出力シグナルの測定は、生体試料の体積当たりのバイオマーカーの正味の重量（例えば
、ｐｇ／ｍＬ；μｇ／ｍＬ；ｎｇ／ｍＬなど）を示す図を作成するために使用され得る。
【００８０】
　唯一の非限定的な例として、バイオマーカー（複数可）の検出は、試料中のバイオマー
カー（複数可）のレベルを示す１以上の蛍光シグナルをもたらし得る。これらの蛍光シグ
ナルは、本発明の方法に従って診断決定を行うために直接使用することができるか、ある
いはその同じ目的のための異なる出力（例えば、すぐ上の段落に記載の体積当たりの重量
）に変換することができる。
【００８１】
　本発明に係るバイオマーカーは、例えば、プロテオミクス技術及びバイオマーカーをコ
ードする核酸を利用する技術を含む、当技術分野で公知の適切な方法を用いて検出及び定
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量化することができる。
【００８２】
　適切なプロテオミクス技術の非限定的な例としては、質量分析、タンパク質アレイ技術
（例えば、タンパク質チップ）、ゲル電気泳動、及び免疫蛍光、放射性標識、免疫組織化
学、免疫沈降、ウエスタンブロット分析、酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ）、蛍光
細胞選別（ＦＡＣＳ）、免疫ブロット法、化学発光を含むバイオマーカー（複数可）に対
する特異性を有する抗体による他の方法、並びに／又は抗体でタンパク質を検出するため
に使用される他の既知の技術が挙げられる。
【００８３】
　核酸検出による適切な技術の非限定的な例としては、ＰＣＲベースの技術（例えば、定
量的リアルタイムＰＣＲ、ＳＹＢＲグリーン色素染色）などのＤＮＡ、ＲＮＡ（例えば、
ｍＲＮＡ）、及びｃＤＮＡなどを検出する技術、ＵＶ分光法、ハイブリダイゼーションア
ッセイ（例えば、スロットブロットハイブリダイゼーション）、並びにマイクロアレイが
挙げられる。
【００８４】
　モノクローナル抗体及びポリクローナル抗体を含む本発明に係るバイオマーカーに対す
る結合特異性を有する抗体は、容易に入手可能であり、様々な商業的供給源（例えば、Ｓ
ｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ社、Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、Ａｂ
ｃａｍ、Ａｂｎｏｖａなど）から購入することができる。さらに又は代替的に、本発明に
係るバイオマーカーに対する結合特異性を有する抗体は、当技術分野で標準的な方法を用
いて生成することができる。モノクローナル抗体を生成することができるハイブリドーマ
細胞の生成技術は、当技術分野でよく知られている。非限定的な例としては、ハイブリド
ーマ法（Ｋｏｈｌｅｒ及びＭｉｌｓｔｅｉｎ，（１９７５）Ｎａｔｕｒｅ，２５６：４９
５－４９７；Ｃｏｌｉｇａｎら、分子生物学の方法の２.５.１－２.６.７節（ｓｅｃｔｉ
ｏｎ ２．５.１－２.６．７ ｉｎ Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｉｎ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏ
ｇｙ（Ｈｕｍａｎａ Ｐｒｅｓｓ １９９２）；並びにＨａｒｌｏｗ及びＬａｎｅ、抗体：
実験室マニュアル（Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｍａｎｕａｌ）、ページ７２６（Ｃｏｌｄ Ｓ
ｐｒｉｎｇ Ｈａｒｂｏｒ Ｐｕｂ．１９８８）を参照されたい）、ヒトモノクローナル抗
体を生成するためのＥＢＶ－ハイブリドーマ法（Ｃｏｌｅら、１９８５、モノクローナル
抗体及び癌療法（Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｎｄ Ｃａｎｃｅｒ Ｔ
ｈｅｒａｐｙ），Ａｌａｎ Ｒ．Ｌｉｓｓ社、ｐｐ．７７－９６を参照されたい）、ヒト
Ｂ細胞ハイブリドーマ技術（Ｋｏｚｂｏｒら、１９８３，Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ Ｔｏｄ
ａｙ ４：７２を参照されたい）、並びにトリオーマ技術が挙げられる。
【００８５】
　いくつかの実施形態において、生体試料（例えば、体液又は組織試料）中のバイオマー
カー（複数可）の検出／定量化は、酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ）を用いて達成
される。ＥＬＩＳＡは、例えば、比色、化学発光、及び／又は蛍光に基づくことができる
。本発明の方法において使用するのに適するＥＬＩＳＡは、抗体及びその誘導体、並びに
タンパク質リガンドなどを含む、任意の適切な捕捉試薬及び検出試薬を使用することがで
きる。
【００８６】
　非限定的な例として、ダイレクトＥＬＩＳＡでは、目的のバイオマーカーは、アッセイ
プレート上への直接吸着又はプレートの表面に付着した捕捉抗体を用いて固定することが
できる。抗原の検出は、その後、酵素結合一次抗体（直接検出）又は非標識一次及び共役
二次抗体（間接検出）の適合セットを使用して行うことができる。間接的な検出方法は、
一次抗体に対する結合特異性を有する検出のために標識された二次抗体を利用することが
できる。捕捉抗体（使用する場合）及び／又は一次抗体は、異なる宿主種に由来し得る。
【００８７】
　いくつかの実施形態において、ＥＬＩＳＡは、競合ＥＬＩＳＡ、サンドイッチＥＬＩＳ
Ａ、細胞内ＥＬＩＳＡ、又はＥＬＩＳＰＯＴ（酵素結合免疫スポットアッセイ）である。
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【００８８】
　調製し、ＥＬＩＳＡ法を実施するための方法は、当業者によく知られている。ＥＬＩＳ
Ａプレートの選択及びコーティング、適切な抗体又はプローブの使用、ブロッキングバッ
ファー及び洗浄バッファーの使用、検出ステップの詳細（例えば、放射性又は蛍光タグ、
及び酵素基質など）などの方法の考慮事項は、当技術分野で十分に確立されており、定め
られた通りである（例えば、「イムノアッセイハンドブック。リガンド結合、ＥＬＩＳＡ
及び関連技術の理論と応用（Ｔｈｅ Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ Ｈａｎｄｂｏｏｋ．Ｔｈｅ
ｏｒｙ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｌｉｇａｎｄ ｂｉｎｄｉｎｇ，ＥＬＩ
ＳＡ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ）」、Ｗｉｌｄ，Ｄ．（編）、第４
版、２０１３年、Ｅｌｓｅｖｉｅｒを参照されたい）。
【００８９】
　他の実施形態において、生体試料（例えば、体液又は組織試料）中のバイオマーカー（
複数可）の検出／定量化は、ウェスタンブロッティングを使用して達成される。ウエスタ
ンブロット法は、当業者によく知られている（例えば、Ｈａｒｌｏｗ及びＬａｎｅ、抗体
の使用、実験室マニュアル（Ｕｓｉｎｇ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ. Ａ Ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｙ Ｍａｎｕａｌ），Ｃｏｌｄ Ｓｐｒｉｎｇ Ｈａｒｂｏｒ，Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ：Ｃｏｌｄ
 Ｓｐｒｉｎｇ Ｈａｒｂｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｐｒｅｓｓ，１９９９；Ｂｏｌｄ及
びＭａｈｏｎｅｙ，Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ２５７，１８５－
１９２，１９９７を参照されたい）。簡単に説明すると、所与のバイオマーカーに対する
結合親和性を有する抗体を用いて、ゲル電気泳動によってサイズに基づいて分離されたタ
ンパク質の混合物中でバイオマーカーを定量化することができる。例えば、ニトロセルロ
ース、又はポリフッ化ビニリデン（ＰＶＤＦ）から作られた膜は、生体試料からのタンパ
ク質混合物を含むゲルの隣に配置することができ、ゲルから該膜へタンパク質を移行させ
るために電流が印加され得る。次いで、該膜を、目的のバイオマーカーに対して特異性を
有する抗体と接触させ、二次抗体及び／又は検出試薬を用いて可視化することができる。
【００９０】
　他の実施形態において、生体試料（例えば、体液又は組織試料）中の複数のバイオマー
カーの検出／定量化は、多重タンパク質アッセイ（例えば、平面アッセイ又はビーズベー
スのアッセイ）を用いて達成される。多数の多重タンパク質アッセイ形式が市販されてお
り（例えば、Ｂｉｏ－Ｒａｄ社、Ｌｕｍｉｎｅｘ、ＥＭＤ Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）、適切
な多重タンパク質アッセイの非限定的な例としては、本明細書の実施例の節に記載されて
いる。
【００９１】
　他の実施形態において、生体試料（例えば、体液又は組織試料）中のバイオマーカー（
複数可）の検出／定量化は、流体の流れに懸濁した標的実体（例えば、細胞及びタンパク
質）を計数、調査及び選別するための技術であるフローサイトメトリーにより達成される
。これは、光学／電子検出装置を通って流れる実体の物理的及び／又は化学的特性の同時
マルチパラメトリック分析（例えば、標的バイオマーカー（複数可）の定量化）を可能に
する。
【００９２】
　他の実施形態において、生体試料（例えば、体液又は組織試料）中のバイオマーカー（
複数可）の検出／定量化は、組織又は細胞内の抗原に対する結合特異性を有する抗体又は
タンパク質結合剤を用いて、組織切片又は細胞にタンパク質を局在化するプロセスである
免疫組織化学又は免疫細胞化学によって達成される。色（例えば、西洋ワサビペルオキシ
ダーゼ及びアルカリホスファターゼ）又は蛍光（例えば、フルオレセインイソチオシアネ
ート（ＦＩＴＣ）又はフィコエリトリン（ＰＥ））を生成する標識で、抗体／薬剤をタグ
付けすることによって視覚化することができる。
【００９３】
　当業者は、本発明に係るバイオマーカー（複数可）又はそれらをコードする核酸を検出
するために使用される特定の方法が、本発明の介入を必要としないルーチンの選択事項で
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あることを認識するであろう。
【００９４】
　バイオマーカーの分析及び診断
　本発明の方法によれば、所与のバイオマーカー又は所与のバイオマーカーの組み合わせ
の検出及び定量化を用いて、前立腺疾患を診断することができる。
【００９５】
　一般的に、本方法は、試料中のバイオマーカー（複数可）の定量的測定を行うために、
所与の生体試料又は一連の生体試料中の標的バイオマーカー（複数可）を分析することを
含む。適切なバイオマーカー（複数可）には、表１及び表２で言及されるそれらのバイオ
マーカー及びバイオマーカーの組み合わせが含まれるが、これらに限定されない。唯一の
非限定的な例として、定量的測定は、バイオマーカー（複数可）を検出及び定量化するた
めに設計されたアッセイによって生成される蛍光シグナル又は吸光度シグナルの形態であ
り得る。さらに又は代替的に、定量的測定は、試料（複数可）中のバイオマーカー（複数
可）の重量／体積測定の形態で提供され得る。
【００９６】
　いくつかの実施形態において、本発明の方法は、本明細書に記載の前立腺疾患に罹患し
ていることが知られている患者集団におけるバイオマーカー（複数可）のレベルの比較を
含み得る。例えば、バイオマーカー（複数可）のレベルは、第１の前立腺疾患を有する患
者から得られた一連の生体試料及び第２の前立腺疾患を有する患者から得られた一連の生
体試料から確認することができる。第１の前立腺疾患は、例えば、ＢＰＨ、ＰＩＮ又は前
立腺炎などの非癌性の前立腺疾患であり得る。第２の前立腺疾患は、前立腺腺癌、前立腺
平滑筋肉腫及び前立腺横紋筋肉腫の任意の１以上などのその形態を含む前立腺癌であり得
る。前立腺癌は、最小のグリーソン分類又はスコア／和（例えば、少なくとも６（例えば
、３＋３、４＋２又は２＋４）、少なくとも７（例えば、３＋４又は４＋３、５＋２）、
又は少なくとも８（例えば、４＋４、５＋３、又は３＋５）によって特徴付けることがで
きる。
【００９７】
　各個体集団からの試料において観察されるバイオマーカー（複数可）のレベルは、癌性
又は非癌性前立腺疾患の診断を提供するための基礎として使用することができる閾値を決
定するために集合的に分析され得る。例えば、前立腺疾患に罹患していることが確認され
た又は疑われる患者からの生体試料を分析し、本発明に係る標的バイオマーカー（複数可
）のレベルを決定することができる。患者の試料中のバイオマーカー（複数可）のレベル
と患者集団からもたらされた閾値（複数可）の比較は、癌性又は非癌性の前立腺疾患を診
断するための基礎として役立つことができる。
【００９８】
　したがって、いくつかの実施形態において、本発明の方法は、所与の患者が、非癌性前
立腺疾患又は癌性の前立腺疾患に罹患しているかどうかを診断することを含む。該患者は
、例えば、ＤＲＥ及び／又はＰＳＡ試験の結果として、前立腺疾患を有することが以前に
確認されたか、又は有していることが疑われ得る。そのような状況では、本明細書に記載
の方法による非癌性の前立腺疾患の診断では、前立腺生検の必要性が回避されるので、前
立腺疾患が癌であるか否かを決定することは患者にとって都合がよい。
【００９９】
　特に制限なく、本発明による診断方法は、対象が前立腺疾患の特定の形態を有するかど
うかを判別することを含み得る。本方法は、前立腺疾患Ａを患っていると予め判定された
第１の患者群からの第１の一連の生体試料、及び前立腺疾患Ａを患っていないと予め判定
された第２の患者群からの第２の一連の生体試料を得ることを含み得る。第２の患者群は
、異なる前立腺疾患（例えば、前立腺疾患Ｂ）を患っていてもよく、あるいは、いずれの
前立腺疾患（前立腺疾患－）も患っていなくてもよい。第１と第２の患者群間の判別のた
めの閾値は、第１及び第２の一連の生体試料中の１つ、２つ、３つ、４つ、５つ又は５以
上のバイオマーカーを検出することによって生成され、それによって、各一連の各生体試
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料中の各バイオマーカーについてバイオマーカーのレベルを取得することができる。検体
レベルは、第１の患者群と第２の患者群の試料間の判別を可能にするように組み合わせる
ことができる。閾値は、第１の患者群と第２の患者群間の誤分類率を低下させ、かつ／又
は第１の患者群と第２の患者群間の判別における感度を増大若しくは最大化させ、かつ／
又は第１の患者群と第２の患者群間の判別における特異性を増大若しくは最大化させる方
法のうちの任意の１以上などの適切な方法で組み合わせ検体レベルから選択することがで
きる。該閾値は、所与の候補試料中の前立腺疾患Ａの有無を判別するための基礎として使
用することができる。したがって、前立腺疾患Ａに関連する状態が未確定である対象の生
体試料を取得してもよく、該バイオマーカー（複数可）は、患者のバイオマーカー値を取
得するために、第１及び第２の患者群と同じ方法で測定される閾値を生成するための基礎
として役立ち得る。定量化されたバイオマーカーレベル（複数可）に由来する患者のバイ
オマーカー値を、その後、前立腺疾患Ａを決定するための閾値と比較することができる。
対象の生体試料から得られた個々の若しくは組み合わせたバイオマーカーレベルの適切な
アルゴリズム及び／又は変換を用いて、閾値との比較のための患者のバイオマーカー値を
作成することができる。いくつかの実施形態において、閾値及び／又は患者のバイオマー
カー値を導出する際に使用される１以上のパラメータが加重される。
【０１００】
　いくつかの実施形態において、患者のバイオマーカー値が閾値未満である場合は、該患
者は前立腺疾患Ａについて陰性であると診断される。いくつかの実施形態において、該患
者のバイオマーカー値が閾値を超える場合は、該患者は、前立腺疾患Ａについて陰性であ
ると診断される。いくつかの実施形態において、患者のバイオマーカー値が閾値未満であ
る場合は、該患者は前立腺疾患Ａについて陽性であると診断される。いくつかの実施形態
において、患者のバイオマーカー値が閾値を超える場合は、該患者は前立腺疾患Ａについ
て陽性であると診断される。いくつかの実施形態において、前立腺疾患Ａは、非癌性前立
腺疾患（例えば、ＢＰＨ、ＰＩＮ、又は前立腺炎）である。いくつかの実施形態において
、前立腺疾患Ａは、前立腺癌、前立腺腺癌、前立腺平滑筋肉腫及び／又は前立腺横紋筋肉
腫である。
【０１０１】
　これらの分析を実施するのに適する非限定的な方法は、本出願の実施例に記載されてい
る。
【０１０２】
　そのような方法の非限定的な一例は、受信者操作特性（ＲＯＣ）曲線分析である。一般
的に、ＲＯＣ解析は、適切な参照物質の基準に基づく「真」の分類と各試験患者の分類と
を比較することを含み得る。このような方法での複数の患者の分類は、感度及び特異性の
測定の導出を可能にし得る。感度は、一般的に、真に陽性であるものの全ての中での正確
に分類された患者の割合であり、特異性は、真に陰性であるものの全ての中での正確に分
類された症例の割合である。一般的に、トレードオフは、陽性分類を決定するために選択
された閾値に応じて、感度と特異性の間に存在し得る。低い閾値は、一般的に、高感度だ
が、比較的低い特異性を有し得る。対照的に、高い閾値は、一般的に、低感度だが、比較
的高い特異性を有し得る。ＲＯＣ曲線は、感度対特異性のプロットを水平に反転すること
によって作成することができる。得られた反転横軸は、偽陽性画分であり、１から差し引
いた特異性に等しい。ＲＯＣ曲線下面積（ＡＵＣ）は、可能性のある特異性の全範囲にわ
たる平均感度、又は可能性のある感度の全範囲にわたる平均特異性として解釈することが
できる。ＡＵＣは、全体の精度の尺度を表し、全ての可能な解釈の閾値を網羅する精度の
尺度も表す。
【０１０３】
　ＲＯＣ曲線全体の分析を用いる方法が包含されるが、該方法は、部分領域の統計分析（
部分的ＡＵＣ分析）に拡張することができることも意図される。部分的ＡＵＣ分析におけ
る水平軸又は垂直軸に沿った適切な範囲の選択は、臨床目的に少なくとも部分的に依存し
得る。高精度で所与の前立腺疾患の存在を検出することが重要である臨床設定では、高感
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度に対応する比較的高い偽陽性画分の範囲を用いることができる。あるいは、所与の前立
腺疾患を除外することが重要である臨床設定では、高い特異性と同等の比較的低い偽陽性
画分の範囲を用いることができる。
【０１０４】
　対象、試料及び対照
　本発明の方法に従って分析される試料は、一人又は一連の対象に由来する。本明細書で
言及する対象又は患者には、ウシ、ウマ、ヒツジ、霊長類、鳥類及び齧歯類の種を含む、
経済的、社会的又は研究に重要な任意の動物が包含される。対象又は患者は、例えば、ヒ
トなどの哺乳類又は非ヒト哺乳類であり得る。本明細書に記載の対象及び患者は、前立腺
疾患に罹患していても又はしていなくてもよく、癌性前立腺疾患に罹患していても又はし
ていなくてもよく、あるいは非癌性前立腺疾患に罹患していても又はしていなくてもよい
。
【０１０５】
　本発明の方法に従って使用される試料は、当業者による分析を可能にするのに適する形
態であり得る。適切な試料には、血液、血漿、血清、精液、尿、涙、脳脊髄液、リンパ液
、唾液、間質液、汗などの様々な体液が含まれる。尿は、前立腺のマッサージ後に取得さ
れ得る。
【０１０６】
　試料は、組織生検などの組織試料、又は組織から掻き取られた表面試料であり得る。組
織は、前立腺由来のものであり得る。別の実施形態において、試料は、組織から作製され
た細胞の懸濁液を形成することによって調製することができる。
【０１０７】
　本発明の方法は、いくつかの実施形態において、対照試料の使用を含むことができる。
【０１０８】
　対照試料は、前立腺疾患のない個体から採取される任意の対応する試料（組織試料、血
液、血漿、血清、精液、涙、又は尿）である。特定の実施形態において、対照試料は、本
発明に係るバイオマーカーをコードする核酸材料を含むか、又はそれからなり得る。
【０１０９】
　いくつかの実施形態において、対照試料は、標準試料を含むことができる。標準試料は
、対照レベルと見なされるレベルでバイオマーカーの参照量を提供することができる。例
えば、標準試料は、前立腺疾患を有し得る、又は有していない１人以上の対象からの１以
上の試料中の、本明細書に記載のバイオマーカーの量又はレベル（例えば、複数の試料か
らの量又はレベルの平均）を模倣するように調製することができる。
【０１１０】
　いくつかの実施形態において、対照データを利用することができる。対照データは、参
考として使用される場合、データのコンパイルを含むことができ、対照レベルと見なさる
バイオマーカーの量又はレベルを提供する表、チャート、グラフ（例えば、データベース
又は標準曲線）に含まれ得る。そのようなデータは、例えば、前立腺疾患を有し得るか、
又は有していない１人以上の対象からの１以上の試料中のバイオマーカーの量又はレベル
（例えば、複数の試料からの量又はレベルの平均）を取得することによってコンパイルす
ることができる。
【０１１１】
　キット
　本発明の方法を実施するためのキットも、本明細書において企図される。
【０１１２】
　該キットは、表１及び表２で言及されるそれらのバイオマーカー及びバイオマーカーの
組み合わせを含むが、これらに限定されない、本明細書に記載の１以上のバイオマーカー
（複数可）を検出するのに適する試薬を含むことができる。
【０１１３】
　非限定的な例として、該キットは、本明細書に記載の１種又は一連のバイオマーカーに
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特異的に結合することができる１種又は一連の抗体を含み得る。
【０１１４】
　さらに又は代替的に、該キットは、本明細書に記載の１以上のバイオマーカー（複数可
）を定量化することができるアッセイを調製及び／若しくは実施するための試薬並びに／
又は成分（例えば、ＥＬＩＳＡ、フローサイトメトリー、ウエスタンブロット、免疫組織
化学、ゲル電気泳動（タンパク質及び／若しくは核酸分離に適するような）並びに／又は
定量的ＰＣＲを行うための試薬）を含むことができる。
【０１１５】
　さらに又は代替的に、該キットは、患者から、本明細書に記載の生体試料を取得及び／
又は処理するための装置を含むことができる。
【０１１６】
　広く記載されているように、本発明の趣旨又は範囲から逸脱することなく、特定の実施
形態に開示されているように、多くの変形及び／又は変更が本発明に対してなされ得るこ
とは、当業者なら理解するであろう。したがって、本実施形態は、あらゆる点で例示的で
あり、制限的なものではないと考慮されるべきである。
【実施例】
【０１１７】
　本発明は、これから、特定の実施例を参照して記載されるが、限定するものとして解釈
されるべきではない。
【０１１８】
　実施例１：前立腺肥大症[ＢＰＨ]及び前立腺癌[ＣａＰ]患者における検体発現
　正常な患者（アーム１）、前立腺肥大症（ＢＰＨ、ＡＲＭ２）患者及び前立腺癌患者（
ＣａＰ、アーム３）からの血漿試料において、バイオラッドＢｉｏｐｌｅｘ多検体アレイ
システムを使用して８２検体の発現を調べた。可溶性ＧＰＣ－１のレベルを、ヤギポリク
ローナル抗ＧＰＣ－１捕捉抗体及びＭＩＬ－３８抗ＧＰＣ－１モノクローナル検出抗体か
らなるサンドイッチＥＬＩＳＡを用いて決定した。
【０１１９】
　１．材料及び方法
　１.１患者
　２９８人の患者からの血漿試料を、多検体の分析のために収集した。３つのグループ：
正常（９８人の患者）、前立腺肥大症[ＢＰＨ、１００人の患者]及び前立腺癌[ＣａＰ、
１００人の患者]の各々からの試料を分析した。
【０１２０】
　患者のカテゴリを以下のように定義した：
　アーム１－正常
　包含
　少なくとも１週間で、かつ最長で１年の時点で診断した正常ＤＲＥ及び正常ＰＳＡを有
し、α遮断薬を服用している人を含む５０歳以上の男性であって、その前の３ヶ月間のＤ
ＲＥを除いて下部尿路のいかなる操作（例えば、内視鏡検査など）もせず、
５０～６０歳ではＰＳＡ＜２ｎｇ／ｍＬ
６０歳超ではＰＳＡ＜３ｎｇ／ｍＬ
として定義されるＰＳＡを有する男性。
【０１２１】
　典型的には、このような患者は、精管切除、ステント若しくは石の処置又は勃起不全に
ついて相談する。
【０１２２】
　除外
　その前の３ヶ月間のＤＲＥ以外の下部尿路操作を受けた全てのアーム１患者を除外した
。ＤＲＥ結果がないか、又は承認された期間以外にＤＲＥを受けた全てのアーム１患者を
除外した。
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【０１２３】
　ＰＳＡ結果がないか、又は承認された期間以外のＰＳＡがあるアーム１患者を除外した
。
【０１２４】
　無症候性ＢＰＨを有する任意のアーム１患者は、アーム１から除外されたが、アーム２
（ＢＰＨ）に含まれると考えられ得る。
【０１２５】
　アーム２－前立腺肥大症（ＢＰＨ）
　包含
　少なくとも４週間以内で、かつ最長で１年の時点で病理学的に確認された前立腺肥大症
を有し、α遮断薬を服用している人を含む５０歳以上の男性。加えて、ＰＳＡが年齢調整
された正常範囲内である場合、下部尿路症状（ＬＵＴＳ）を含む臨床ＢＰＨを有する５０
歳以上の男性を包含し、少なくとも１週間以内で、かつ最長で１２ヶ月の時点でＰＳＡ検
査を行った。正常ＰＳＡを、５０～６０歳ではＰＳＡ＜２ｎｇ／ｍＬ及び６０歳超ではＰ
ＳＡ＜３ｎｇ／ｍＬとして定義した。
【０１２６】
　除外
　ＰＩＮ又は異型性を有するアーム２の全ての患者を除外した。
【０１２７】
　アーム３－前立腺癌（ＣａＰ）
　包含
　α遮断薬を服用している人を含め、生検後少なくとも１週間の時点で確認された前立腺
癌患者であり、グリーソン３＋４又はグリーソン４＋３として少なくとも７のグリーソン
スコアを有する５０歳以上の男性。
【０１２８】
　除外
　部分的若しくは根治的前立腺切除術又はＨＩＦＵ若しくは近接照射療法などの他の治療
処置を受けたアーム３の全患者（前立腺癌又はＣａＰ）を除外した。
【０１２９】
　フィナステリドの最終投与から最低２日の投与中止及びデュラステリド（ｄｕｒａｓｔ
ｅｒｉｄｅ）の最終投与から最低３０週の投与中止がない限り、５種類のアルファレダク
ターゼ阻害剤（５ＡＲＩ）を服用しているアーム３の全患者を除外した。
【０１３０】
　最終投与から最低１ヶ月の投与中止がない限り、ノコギリヤシを服用しているアーム３
の全患者を除外した。
【０１３１】
　アンドロゲン除去療法（ＡＤＴ）を行っているか、又は任意の実験的薬剤を服用してい
るアーム３の全患者を除外した。
【０１３２】
　全てのアームの除外基準は以下の通りであった：
・選択基準を満たしていない全ての患者を除外した。
・基底皮膚癌又は扁平上皮皮膚癌を除く前立腺癌以外の癌の病歴を有する任意の患者を除
外した。
【０１３３】
　１．２試料収集
　患者から採取した全血試料を、血漿成分を分離するために遠心分離にかけ、－２０℃で
保存した。試料を収集場所から出荷し、その後、融解し、等分し、－８０℃で保存した。
【０１３４】
　１．３多検体アレイ
　患者の血漿試料を、氷上で解凍し、その後、１.５ｍＬの遠心管に移した。この試料を
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、４℃で１０分間、２０，０００ｇで遠心分離した。ペレット又は脂質層を除去するため
に、中間画分を０.２２μｍの遠心濾過装置に移し、完了するまで４℃で、１１，０００
ｇで遠心した。次いで、バイオプレックス読み取りのために処理することができるように
、試料をマイクロタイタープレートに分注した。バイオプレックスキットの指示に従って
、処理して、オーストラリアのプロテオーム解析施設で実行することができるまで、プレ
ートを－８０℃で保存した。製造業者の説明書に従って、かつＢｒｅｅｎら（Ｂｒｅｅｎ
ら．２０１５，Ｃｙｔｏｋｉｎｅ ７１，１８８－１９８を参照されたい）に記載の通り
に、この試料を、Ｂｉｏｐｌｅｘ－２００アナライザーを用いて分析した。Ｂｉｏ－ｐｌ
ｅｘ２００システム（Ｂｉｏ－Ｒａｄ社）は、フローサイトメトリーの原理に基づくフレ
キシブル分析器である。このシステムは、少量の試料を用いて、単一のマイクロプレート
ウェル中で１００検体まで多重化（同時に測定）することができる。Ｂｉｏ－ｐｌｅｘア
ッセイは、個々のアッセイの判別を可能にするために、それぞれ異なるカラーコード（ス
ペクトルアドレス）を有する微小ビーズを用いて設計されている。ビーズは、異なる比率
の２つのフルオロフォアで染色されるので、１００個の特有のビード領域に分類される（
ｘＭＡＰ技術）。
【０１３５】
　四つのキットを、この分析のためにＢｉｏｒａｄ社から入手した：
　Ｂｉｏ‐Ｐｌｅｘ Ｐｒｏ（商標）ヒトサイトカイン２１－プレックスアッセイ、カタ
ログ番号ＭＦ０－００５ＫＭＩＩ
　Ｂｉｏ‐Ｐｌｅｘ Ｐｒｏ（商標）ヒトサイトカイン２７－プレックスアッセイ、カタ
ログ番号Ｍ５０－０ＫＣＡＦ０Ｙ
　Ｂｉｏ‐Ｐｌｅｘ Ｐｒｏ（商標）ヒト癌バイオマーカーパネル１、１６－プレックス
、カタログ＃１７１－ＡＣ５００Ｍ
　Ｂｉｏ‐Ｐｌｅｘ Ｐｒｏ（商標）ヒト癌バイオマーカーパネル２、１８－プレックス
、カタログ＃１７１－ＡＣ６００Ｍ
【０１３６】
　各キットに含まれるサイトカイン及び成長因子は以下の通りであった：
　２７－プレックス：ＩＬ－１ベータ、ＩＬ－１ｒａ、ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＩＬ－５、
ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ－８、ＩＬ－９、ＩＬ－１０、ＩＬ－１２（ｐ７０）、ＩＬ－
１３、ＩＬ－１５、ＩＬ－１７、塩基性ＦＧＦ、エオタキシン、Ｇ－ＣＳＦ、ＧＭ－ＣＳ
Ｆ、ＩＦＮ－ガンマ、ＩＰ－１０、ＭＣＰ－１（ＭＣＡＦ）、ＭＩＰ－１α、ＭＩＰ－１
ベータ、ＰＤＧＦ－ＢＢ、ＲＡＮＴＥＳ、ＴＮＦ－α及びＶＥＧＦ；
　２１－プレックス：ＩＬ－１アルファ、ＩＬ－２Ｒアルファ、ＩＬ－３、ＩＬ－１２（
ｐ７０）、ＩＬ－１６、ＩＬ－１８、ＣＴＡＣＫ、ＧＲＯ－α、ＨＧＦ、ＩＦＮ－アルフ
ァ２、ＬＩＦ、ＭＣＰ－３、Ｍ－ＣＳＦ、ＭＩＦ、ＭＩＧ、ベータ－ＮＧＦ、ＳＣＦ、Ｓ
ＣＧＦ－ベータ、ＳＤＦ－１アルファ、ＴＮＦ－ベータ及びＴＲＡＩＬ；
　１６－プレックス（癌パネル１）：ｓＥＧＦＲ、ＦＧＦ塩基性、フォリスタチン、Ｇ－
ＣＳＦ、ＨＧＦ、ｓＨＥＲ－２／ｎｅｕ、ＩＬ－６Ｒα、レプチン、オステオポンチン、
ＰＥＣＡＭ－１、ＰＤＧＦ－ＡＢ／ＢＢ、プロラクチン、ＳＣＦ、ｓＴＩＥ－２、ｓＶＥ
ＧＦＲ－１、ｓＶＥＧＦＲ－２；
　１８－プレックス（癌パネル２）：アンジオポエチン－２、ｓｃＤ４０Ｌ、ＥＧＦ、エ
ンドグリン、ｓＦＡＳＬ、ＨＢ－ＥＧＦ、ＩＧＦＢＰ－１、Ｌ－６、ＩＬ－８、ＩＬ－１
８、ＰＡＩ－１、ＰＬＧＦ、ＴＧＦ－α、ＴＮＦ－α、ｕＰＡ、ＶＥＧＦ－Ａ、ＶＥＧＦ
－Ｃ、ＶＥＧＦ－Ｄ。
【０１３７】
　１.４　ＭｉＣｈｅｃｋ（商標）ＧＰＣ－１ ＥＬＩＳＡ
　ＭｉＣｈｅｃｋ（商標）ＥＬＩＳＡは、９６ウェルプレートにおける標準的なサンドイ
ッチＥＬＩＳＡ形式である。これは、検出のためにポリクローナル抗ＧＰＣ－１捕捉抗体
（ＬＳＢｉｏ、カタログ番号ＬＳ－Ｃ３１３５４５）及びＭＩＬ－３８モノクローナル抗
体を使用する。アッセイは、２時間で実行され、全ての一般的な自動化されたＥＬＩＳＡ
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システムと互換性がある。
【０１３８】
　血清及び血漿を使用して、プロトタイプＭｉＣｈｅｃｋ（商標）アッセイの内部検証が
成功して完了した。結果は以下の通りであった：
・直線性：１０ｐｇ／ｍＬ～１.５ｎｇ／ｍＬの作業濃度範囲にわたって、アッセイの直
線性が実証された
・感度：組換えＧＰＣ－１の計算された検出限界（ＬＯＤ）及び定量限界（ＬＯＱ）は、
それぞれ、およそ３.４ｐｇ／ｍＬ及び７.２ｐｇ／ｍＬであった。
・ヒト血清及び血漿試料の検出：２～１２８倍の希釈範囲にわたって評価した。４倍～１
２８倍に希釈した血清／血漿－１０～２０倍の平均希釈で、良好な検出の直線性が観察さ
れた。ＧＰＣ－１の補間値の平均は５.４ｎｇ／ｍＬであり、様々な希釈にわたりＣＶは
３.８％であった。
精度：平均ＣＶを、アッセイの作業範囲内で分析したＧＰＣ－１の３つの濃度（１.０／
０.５／０.２５／ｎｇ／ｍＬ）から計算した。
【０１３９】
【表３】

 
【０１４０】
　１．５データ分析
　Ｂｉｏｐｌｅｘ分析のために、試料を９６ウェルマイクロタイタープレートの各列の下
方向に順次内部ナンバリングシステムに従って等分した。蛍光値を測定し、分析のために
使用した。
【０１４１】
　ＲＯＣ解析（ＡＵＣ）
　ＲＯＣ解析を、Ｒ統計パッケージを用いて決定した（Ｒｏｂｉｎら、２０１１，ＢＭＣ
 Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，１２，ｐ７７）。
【０１４２】
　加重モデル
　良性と前立腺癌の検体を区別する検体発現の最適な組み合わせを見つけるためのアルゴ
リズムを開発した。このモデルは、以下のようにｎ個の異なる検体（Ａ）からの発現の加
重和（Ｓ）を使用する：
Ｓ＝ｗ１Ａ１＋ｗ２Ａ２…ｗｎＡｎ

【０１４３】
　加重ｗ１～ｗｎを汎用最適化手順である、Ｒ解析プログラムのネルダ－ミードアルゴリ
ズムを用いて決定した。
【０１４４】
　この手順は、良性又はＰＣの状態のいずれかを割り当てるために、Ｓの値におけるＲＯ
Ｃ解析の最大ＡＵＣのために最適化した。
【０１４５】
　各加重の初期値を、これらの検体からの最大の中央値に対する各検体発現値の中央値間
の比を取ることによって決定した：
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Ｗ＝ｍａｘ（Ｍ）／Ｍ
Ｗ＝｛ｗ１，・・・ｗｎ｝及びＭ＝｛中央値（Ａ１）,・・・中央値（Ａｎ）｝。
【０１４６】
　このモデルを利用して、２検体と３検体の組み合わせの両方についてＳを最適化した（
Ｐｅｐｅら、２００３，Ｂｉｏｍｅｔｒｉｃｓ，５９：１３３を参照されたい）。
【０１４７】
　部分的ＡＵＣの最適化
　別のアプローチを利用し、それによって、加重和ネルダ－ミード最適化手順を、部分的
ＡＵＣの最適化に適用した。ｐＡＵＣは、制限（１－特異性）範囲内のＲＯＣ下面積を表
し、一般的に、この範囲は値０～ｅの間に存在し、ｅは指定されなければならない。本明
細書では、ｅを０.５に設定した。両方のＡＵＣが等しいとき、後から上昇する別のＲＯ
Ｃよりも早く上昇するＲＯＣは、より高い特異性を有する。完全なＡＵＣよりむしろｐＡ
ＵＣの最適化は、より高い特異性を有する検査のための最適化である。
【０１４８】
　このアプローチを使用して、ＲＯＣ ＡＵＣ分析について記載されるように、Ｒ解析プ
ログラムを用いてＮ検体の加重和を生成した。
【０１４９】
　２．結果
　２．１分析
　ＧＰＣ－１分析
　可溶性ＧＰＣ－１レベルを、ＭｉＣｈｅｃｋ（商標）ＥＬＩＳＡアッセイを用いて、健
常者、ＢＰＨ及びＣａＰ患者において決定した（表４）。ＧＰＣ－１レベルは、正常試料
又はＢＰＨ試料のいずれかよりも、ＣａＰ患者試料においてより低かった。
【０１５０】
【表４】

 
【０１５１】
　ＧＰＣ－１レベルを対数変換し、通常のデータ分布を得た。ＢＰＨ群とＣａＰ群を判別
するＭｉＣｈｅｃｋ（商標）ＥＬＩＳＡの感度及び特異性を、異なるカットポイントで決
定した（表５）。
【０１５２】
　対数ＧＰＣ－１レベルは、１.９５のカットポイントで最大ＡＵＣが０.５８５であり、
感度及び特異性は、それぞれ０.５１（５１％）及び０.６６（６１％）になった。
【０１５３】
　データの第２の独立した分析では、ＡＵＣが０.６１、感度／特異性が０.５７／０.５
７であった。異なる固定した特異性における感度は、９０％の特異性で２０％、８５％の
特異性で２９％、８０％の特異性で３３％及び７５％の特異性で３５％であった。
【０１５４】
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「０.３０」と表される感度又は特異性の値は、３０％に相当することに留意されたい。
【０１５５】
　複数の検体分析
　ＰＳＡ検査の高感度（約８０％）を補完するために、高い特異性を有する前立腺癌検査
が必要とされている。したがって、特異性を最大にするカットポイントを決定した。高い
特異性のための最適なカットポイントは１.８５と決定され、０.３の感度（３０％）及び
０.８１（８１％）の特異性が得られた。
【０１５６】
　診断検査の特異性及び感度は、単一検体ではなく複数の検体を測定することによって増
加させることができる。したがって、ＢＰＨ及びＣａＰ患者の判別における、ＧＰＣ－１
レベルを有する追加検体を含めることによる効果を決定した。
【０１５７】
　ＢＰＨとＣａＰ患者の区別を最大限にするために、異なる加重を有する検体の組み合わ
せを使用する加重和最適化手順を評価した。合計８２の異なる検体を、組み合わせの性能
を最適化するためにＧＰＣ－１と組み合わせて検査した。最適化された加重和の決定を行
った。加重和を用いて、カットオフ閾値を確立し、それによって、受信者操作曲線（ＲＯ
Ｃ）の曲線下面積（ＡＵＣ）を最大にし、誤分類率を最小化した。感度及び特異性を、こ
の最大ＡＵＣ値で決定した。この分析を独立して３回行った。
【０１５８】
　ＧＰＣ－１及び１つの他の検体
　ＧＰＣ－１及び１つの他の検体に対するＡＵＣ最適化分析の結果を、以下の表６にまと
める。３回の分析の特定の組み合わせの出現頻度を示す。以下の検体の組み合わせを特定
した。
【０１５９】
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【０１６０】
　結果は、適切な加重と検体の組み合わせにより改善されたＡＵＣ、感度及び特異性の結
果が得られたことを示す。上位１１の組み合わせに対するＡＵＣ値は全て、ＧＰＣ－１単
独で０.５８５のＡＵＣから改善した。組み合わせのＡＵＣは、０.６２９（ＧＰＣ－１／
ＨｕＧＭ－ＣＳＦ、分析２）～最大０.７１（ＧＰＣ－１／ＨＧＦ、分析３）の範囲で改
善した。感度及び／又は特異性はまた、ＧＰＣ－１単独を上回る改善を示した。例えば、
ＧＰＣ－１／ＨＧＦの組み合わせは、ＧＰＣ－１単独の０.５１及び０.６６と比較して、
０.６４と０.７２の感度及び特異性を示した（分析２、表７）。
【０１６１】
　ＧＰＣ－１及び２つの検体分析
　ＧＰＣ－１及び２つの追加の検体を用いて、最適化分析を繰り返した。最適化分析の結
果を表７に示す。
【０１６２】
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【表７】

 
【０１６３】
　ＧＰＣ－１への２つの検体の追加は、ＧＰＣ－１又はＧＰＣ－１＋１検体のいずれかを
上回るＡＵＣ、感度及び／又は特異性のさらなる改善をもたらした（表８）。
【０１６４】
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【表８】

 
【０１６５】
　以下のＧＰＣ－１プラス２検体の組み合わせが、この分析での最高性能の組み合わせと
して特定された（表９）。
【０１６６】

【表９】

 
【０１６７】
　ｐＡＵＣ最適化
　ＡＵＣ最適化分析の結果は、ＧＰＣ－１プラス１つ又は２つの検体の使用が、検体の１
つとしてのＧＰＣ－１と比較して、アーム２のＢＰＨとアーム３のＣａＰの判別を改善す
ることができることを示した。
【０１６８】
　ＧＰＣ－１及び１つ又は２つの検体の最適な組み合わせを特定する目的は、ＢＰＨ患者
群とＣａＰ患者群を判別する特異性を最大限にすることであった。
【０１６９】
　修正した最適化アプローチを開発し、それによって、部分的ＡＵＣを最適化するために
、加重和ネルダ－ミード最適化手順を適用した。ｐＡＵＣは、制限（１－特異性）範囲内
のＲＯＣ下面積を表し、一般的に、この範囲は値０とｅの間に存在し、ｅは指定されなけ
ればならない。本明細書では、ｅを０.５に設定した。両方のＡＵＣが等しいとき、後か
ら上昇する別のＲＯＣよりも早く上昇するＲＯＣは、より高い特異性を有する。完全なＡ
ＵＣよりむしろｐＡＵＣの最適化は、より高い特異性を有する検査のための最適化である
。
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【０１７０】
　部分的ＡＵＣ最適化手順を、ＧＰＣ－１＋１検体（表１０）及びＧＰＣ－１＋２検体ア
プローチに適用した（表１１）。９０％、８５％、８０％及び７５％の固定した特異性に
おける感度を決定した。結果を、表７の「分析４」として示す。
【０１７１】
　ＧＰＣ－１プラス１つの追加検体についての部分的ＡＵＣ最適化手順を実施した。ＡＵ
Ｃ最適化について観察されたように、ＧＰＣ－１に加えて１検体を組み込むことにより、
ＢＰＨとＣａＰの判別が向上した（以下の表７及び表１２）。ＧＰＣ－１＋１検体の組み
合わせに存在する、特定された上位５検体は以下の通りであった。
【０１７２】
【表１０】

 
【０１７３】
　ＨｕＩＬ－９を除いて、全てのこれらの検体は、本明細書で前述したＡＵＣ加重和最適
化手順を用いて特定したものと共通していた。
【０１７４】
　ＧＰＣ－１プラス２つの追加の検体を用いてｐＡＵＣ最適化を行った。ＧＰＣ－１プラ
ス２検体の組み合わせを行った場合の上位は、以下の通りであった。
【０１７５】

【表１１】

 
【０１７６】
　第３の検体の追加により、所定の固定した特異性で感度が向上した（表１２）。
【０１７７】
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【表１２】

ＢＰＨとＣａＰを区別するための最良の実施の組み合わせ。
【０１７８】
　４つの別々の分析（３つのＡＵＣ最適化及び１つのｐＡＵＣ最適化）の結果は、以下の
組み合わせが最も頻繁に発生し、最良の判別を提供することを示した（表１３）。
【０１７９】

【表１３】

 
【０１８０】
　相互参照による組み込み
　本発明は、「前立腺疾患のためのバイオマーカーの組み合わせ」と題する、Ｍｉｎｏｍ
ｉｃ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ社の名前で２０１５年７月２２日に出願されたオース
トラリア仮特許出願番号２０１５９０２９１９号の優先権を主張するものであり、その全
内容は相互参照により本明細書に組み込まれる。
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