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(57)【要約】
【課題】診断および治療モニタリングのためのバイオマ
ーカーとしての糖ペプチドの同定および使用に関する。
【解決手段】プロテオミクス、ペプチドミクス、メタボ
リクス、プロテオグライコミクス、グライコミクス、質
量分析および機械学習を用いて、様々な疾患のための新
規バイオマーカーを同定する方法が提供される。本開示
はまた、がんおよび自己免疫疾患などの様々な疾患のた
めのバイオマーカーとしての糖ペプチドを提供する。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　有望なバイオマーカーとしてグリコシル化ペプチド断片を同定する方法であって、
　対象から単離された複数の生体試料のそれぞれにおいて、１つ以上のプロテアーゼを用
いてグリコシル化タンパク質を断片化することであって、グリコシル化ペプチド断片を生
成する、ことと、
　液体クロマトグラフィーおよび質量分析法（ＬＣ－ＭＳ）で前記グリコシル化ペプチド
断片を定量することであって、定量結果を提供する、ことと、
　機械学習法で前記定量結果を前記対象の分類と共に分析することであって、前記分類を
予測するために有用なグリコシル化ペプチド断片を選択する、ことと、
　グリコシル化ペプチド断片の同一性を決定することと、を含む、方法。
【請求項２】
　前記対象が、疾患または病態を有する対象と、前記疾患または病態を有しない対象とを
含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記対象が、疾患の治療を受けている対象と、前記疾患を有するが治療を受けていない
対象とを含む、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記疾患ががんまたは自己免疫疾患である、請求項２または３に記載の方法。
【請求項５】
　前記疾患が、乳がん、子宮頸がんまたは卵巣がんから選択されるがんである、請求項４
に記載の方法。
【請求項６】
　前記疾患が、ＨＩＶ、原発性硬化性胆管炎、原発性胆汁性肝硬変または乾癬から選択さ
れる自己免疫疾患である、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記グリコシル化ペプチド断片がＮ－グリコシル化されている、請求項１～６のいずれ
か１項に記載の方法。
【請求項８】
　前記グリコシル化ペプチド断片がＯ－グリコシル化されている、請求項１～７のいずれ
か１項に記載の方法。
【請求項９】
　前記グリコシル化タンパク質が、アルファ－１－酸性糖タンパク質、アルファ－１－ア
ンチトリプシン、アルファ－１Ｂ－糖タンパク質、アルファ－２－ＨＳ－糖タンパク質、
アルファ－２－マクログロブリン、アンチトロンビンＩＩＩ、アポリポタンパク質Ｂ－１
００、アポリポタンパク質Ｄ、アポリポタンパク質Ｆ、ベータ－２－糖タンパク質１、セ
ルロプラスミン、フェチュイン、フィブリノゲン、免疫グロブリン（Ｉｇ）Ａ、ＩｇＧ、
ＩｇＭ、ハプトグロビン、ヘモペキシン、ヒスチジンリッチ糖タンパク質、キニノゲン－
１、セロトランスフェリン、トランスフェリン、ビトロネクチン、亜鉛－アルファ－２－
糖タンパク質のうちの１つ以上である、請求項１～８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記グリコシル化タンパク質が、アルファ－１－酸糖タンパク質、免疫グロブリン（Ｉ
ｇ）Ａ、ＩｇＧまたはＩｇＭのうちの１つ以上である、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記グリコシル化ペプチド断片が５～５０アミノ酸残基の平均長を有する、請求項１～
１０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記１つ以上のプロテアーゼが少なくとも２つのプロテアーゼを含む、請求項１～１１
のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
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　質量分析法が多重反応モニタリング質量分析法（ＭＲＭ－ＭＳ）を含む、請求項１～１
２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記生体試料が、体組織、唾液、涙、喀痰、脊髄液、尿、滑液、全血、血清または血漿
である、請求項１～１３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１５】
　前記生体試料が全血、血清または血漿である、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記対象が哺乳動物である、請求項１～１５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１７】
　前記対象がヒトである、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　前記機械学習アプローチが、深層学習、ニューラルネットワーク、線形判別分析、二次
判別分析、サポートベクターマシン、ランダムフォレスト、最近傍またはそれらの組み合
わせである、請求項１～１７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１９】
　前記機械学習アプローチが、深層学習、ニューラルネットワーク、またはそれらの組み
合わせである、請求項１～１８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２０】
　前記分析が、ゲノムデータ、プロテオミクス、メタボリクス、リピドミクスデータ、ま
たはそれらの組み合わせをさらに含む、請求項１～１９のいずれか１項に記載の方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本開示は、一般に、疾患診断および治療モニタリング用のバイオマーカーを同定するた
めの、マルチオミクス、特に、グライコミクスおよびグリコプロテオミクス、高度計装ビ
ッグデータ、機械学習、および人工知能の分野に関する。
【背景技術】
【０００２】
　タンパク質のグリコシル化および他の翻訳後修飾は、ヒトの成長と発達のあらゆる面で
重要な構造的および機能的役割を果たす。不完全なタンパク質のグリコシル化は、いくつ
かの疾患を伴う。疾患の初期段階でグリコシル化の変化を特定することにより、影響を受
ける対象の早期発見の機会、介入、より高い生存の可能性が提供される。現在、早期がん
を検出し、特定の種類のがんを他の疾患と区別できるバイオマーカーを同定する方法があ
る。これらの方法には、質量分析法（ＭＳ）を使用したプロテオミクス、ペプチドミクス
、メタボリクス（ｍｅｔａｂｏｌｉｃｓ）、プロテオグライコミクス（ｐｒｏｔｅｏｇｌ
ｙｃｏｍｉｃｓ）、およびグライコミクスが含まれる。
【０００３】
　タンパク質のグリコシル化はがんおよびその他の疾患に関する有用な情報を提供するが
、この方法の１つの欠点は、グリカンを、由来するタンパク質の部位までさかのぼること
ができないことである。がんの生物学およびがんの早期発見に関するより多くの知識を得
るためには、グリカンだけでなく、タンパク質での結合部位も同定することが重要である
。糖タンパク質分析は、いくつかの理由により一般的に困難である。例えば、ペプチド中
の単一のグリカン組成物は、異なるグリコシド結合、分岐、および同じ質量を有する多く
の単糖のために、多数の異性体構造を含む場合がある。さらに、同じペプチド骨格を共有
する複数のグリカンが存在すると、ＭＳシグナルが様々なグリコフォームに分割され、グ
リコシル化されていないペプチドと比較して個々の存在量が低下する。したがって、タン
デムＭＳデータからグリカンとそのペプチドを同定できるアルゴリズムを開発することは
困難であった。また、グリカンとペプチドの断片化効率が異なるため、グリカンとペプチ
ドの両方について包括的な断片化を得ることも困難である。
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【０００４】
　したがって、非疾患細胞と比較した、疾患細胞、組織または生体液のグリコシル化部位
の不均一性に関する正確な定量的情報を提供するタンパク質グリコシル化パターンに関す
る重要かつ詳細な情報を得るための部位特異的糖タンパク質分析の方法を提供することの
需要がある。そのような方法は、特にがんなどの疾患の疾患バイオマーカーの同定につな
がる。また、がんなどの疾患のためのグリカンベースの薬物標的などの新しい疾患標的を
同定および検証するために、部位特異的な糖タンパク質分析データを深層学習および高度
なＬＣ／ＭＳ機器と組み合わせて、新しいバイオマーカーを同定する時間を短縮すること
への需要もある。
【発明の概要】
【０００５】
　本開示は、様々な疾患のバイオマーカーを同定する方法に関する。これらのバイオマー
カーは、生体試料からのグリコシル化タンパク質の断片化により得られたグリコシル化ペ
プチド断片である。バイオマーカーを同定する方法は、グリコシル化ペプチド断片の正確
な質量測定と部位特異的グリコシル化分析を可能にする高度な質量分析技術の使用に依存
する。本開示の質量分析法は、生体試料から一度に多数のグリコシル化タンパク質を分析
するのに有利に役立つ。
【０００６】
　一実施形態では、本開示は、有望なバイオマーカーとしてグリコシル化ペプチド断片を
同定する方法を提供し、本方法は、
　対象から単離された複数の生物試料のそれぞれにおいて、１つ以上のプロテアーゼを用
いてグリコシル化タンパク質を断片化することであって、グリコシル化ペプチド断片を生
成する、ことと、
　液体クロマトグラフィーおよび質量分析法（ＬＣ－ＭＳ）でグリコシル化ペプチド断片
を定量することであって、定量結果を提供する、ことと、
　分類の予測に役立つグリコシル化ペプチド断片を選択するために、機械学習法で対象の
分類とともに定量結果を分析することと、
　グリコシル化ペプチド断片の同一性を決定することと、を含む。
【０００７】
　別の実施形態では、本方法は、疾患または病態を有する対象と、疾患または病態を有し
ない対象とを含む。さらなる実施形態では、対象は、疾患または病態の治療を受けている
対象と、疾患または病態を有するが治療を受けていない対象とを含む。
【０００８】
　別の実施形態では、本開示の方法は、対象の生体試料からのグリコシル化ペプチド断片
を分析することにより検出され得るいずれかの疾患または病態に適用可能である。一実施
形態では、疾患はがんである。別の実施形態では、疾患は自己免疫疾患である。別の実施
形態では、本開示の方法は、Ｏ－グリコシル化またはＮ－グリコシル化されたグリコシル
化ペプチド断片を提供する。別の実施形態では、本開示の方法は、５～５０アミノ酸残基
の平均長を有するグリコシル化ペプチド断片を提供する。
【０００９】
　別の実施形態では、本開示の方法は、アルファ－１－酸性糖タンパク質、アルファ－１
－抗トリプシン、アルファ－１Ｂ－糖タンパク質、アルファ－２－ＨＳ－糖タンパク質、
アルファ－２－マクログロブリン、アンチトロンビンＩＩＩ、アポリポタンパク質Ｂ－１
００、アポリポタンパク質Ｄ、アポリポタンパク質Ｆ、ベータ２糖タンパク質１、セルロ
プラスミン、フェチュイン、フィブリノゲン、免疫グロブリン（Ｉｇ）Ａ、ＩｇＧ、Ｉｇ
Ｍ、ハプトグロビン、ヘモペキシン、ヒスチジンリッチ糖タンパク質、キニノゲン－１、
セロトランスフェリン、トランスフェリン、ビトロネクチンおよび亜鉛－アルファ－２－
糖タンパク質のうちの１つ以上であるグリコシル化タンパク質を使用する。
【００１０】
　別の実施形態では、本開示の方法は、少なくとも２つのプロテアーゼを使用するグリコ
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シル化タンパク質の断片化を含む。別の実施形態では、本開示の方法は、多重反応モニタ
リング質量分析法（ＭＲＭ－ＭＳ）を使用するＬＣ－ＭＳ技術を使用する。
【００１１】
　別の実施形態では、本開示は、本明細書に記載の様々な疾患の有望なバイオマーカーと
してグリコシル化ペプチド断片を同定する方法を提供し、生体試料は、対象から得られた
体組織、唾液、涙、喀痰、脊髄液、尿、滑液、全血、血清または血漿である。一実施形態
では、対象は哺乳動物である。別の実施形態では、対象はヒトである。
【００１２】
　別の実施形態では、本開示は、有望なバイオマーカーとしてグリコシル化ペプチド断片
を同定する方法を提供し、本方法は、
　対象から単離された複数の生物試料のそれぞれにおいて、１つ以上のプロテアーゼを用
いてグリコシル化タンパク質を断片化することであって、グリコシル化ペプチド断片を生
成する、ことと、
　液体クロマトグラフィーおよび質量分析法（ＬＣ－ＭＳ）でグリコシル化ペプチド断片
を定量することであって、定量結果を提供する、ことと、
　分類の予測に役立つグリコシル化ペプチド断片を選択するために、機械学習法で対象の
分類とともに定量結果を分析することと、
　グリコシル化ペプチド断片の同一性を決定することと、を含み、機械学習アプローチは
、深層学習、ニューラルネットワーク、線形判別分析、二次判別分析、サポートベクター
マシン、ランダムフォレスト、最近傍、またはそれらの組み合わせである。別の実施形態
では、機械学習アプローチは、深層学習、ニューラルネットワーク、またはそれらの組み
合わせである。
【００１３】
　別の実施形態では、本開示は、本明細書に記載の様々な疾患の有望なバイオマーカーと
してグリコシル化ペプチド断片を同定する方法を提供し、分析は、ゲノムデータ、プロテ
オミクス、メタボリクス、リピドミクスデータ、またはそれらの組み合わせをさらに含む
。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】グライコミクス、ＬＣ／ＭＳ、機械学習の統合を示す概略図であり、さらにプロ
テオミクス、ゲノム、リピドミクス、メタボリクスと組み合わせることができる。
【図２】乳がん患者と対照の血漿試料中の免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）糖ペプチド比の変
化を示す。
【図３】原発性硬化性胆管炎（ＰＳＣ）および原発性胆汁性肝硬変（ＰＢＣ）試料と健常
ドナーの血漿試料中のＩｇＧ糖ペプチド比の変化を示す。
【図４】健常ドナーとＰＳＣおよびＰＢＣ試料からの血漿試料中のＩｇＧ、ＩｇＡおよび
ＩｇＭ糖ペプチドの判別分析データを別々に示す。
【図５】ＰＳＣおよびＰＢＣ患者と健常ドナーの血漿試料中のＩｇＧ、ＩｇＡおよびＩｇ
Ｍ糖ペプチドの複合判別分析データを示す。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
定義
　本明細書で使用される場合、以下の単語および語句は、それらが使用される文脈がそう
でないことを示す場合を除いて、一般に、以下に示される意味を有することを意図してい
る。
【００１６】
　本明細書および特許請求の範囲で使用される単数形「ａ」、「ａｎ」および「ｔｈｅ」
は、文脈からそうでないことが明確に示されない限り、複数の指示対象を含むことに留意
されたい。
【００１７】
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　「生体試料」という用語は、任意の生体液、細胞、組織、器官、またはその一部を意味
する。また、生検によって得られた組織切片、または組織培養した細胞、または組織培養
に適合した細胞も含まれるが、これらに限定されない。さらに、唾液、涙、喀痰、汗、粘
液、糞便、胃液、腹水（abdominal fluid）、羊水、嚢胞液、腹水（peritoneal fluid）
、脊髄液、尿、滑液、全血、血清、血漿、膵液、母乳、肺洗浄液、骨髄などが含まれるが
、これらに限定されない。
【００１８】
　「バイオマーカー」という用語は、プロセス、イベント、または病態の、特徴的な生物
学的指標または生物学的由来の指標を指す。バイオマーカーは、疾患または病態の存在、
または疾患または病態のリスクなど、特定の生物学的状態も示す。それには、生物学的分
子、または生物学的分子の断片が含まれ、その変化または検出は、特定の物理的状態また
は条件と相関させることができる。バイオマーカーの例には、ヌクレオチド、アミノ酸、
脂肪酸、ステロイド、抗体、ホルモン、ステロイド、ペプチド、タンパク質、炭水化物な
どを含む生体分子が含まれるが、これらに限定されない。さらなる例には、グリコシル化
ペプチド断片、リポタンパク質などが含まれる。
【００１９】
　「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」という用語は、組成物および方法が列挙された方法
を含むが、他の方法を排除しないことを意味することを意図している。
【００２０】
　「グリカン」という用語は、糖ペプチド、糖タンパク質、糖脂質またはプロテオグリカ
ンなどの複合糖質の炭水化物部分を指す。
【００２１】
　「グリコフォーム」という用語は、特定の構造のグリカンが結合したタンパク質のユニ
ークな一次、二次、三次、および四次構造を指す。
【００２２】
　「グリコシル化ペプチド断片」という用語は、グリコシル化タンパク質のアミノ酸配列
の一部と同じではあるがすべてではないアミノ酸配列を有するグリコシル化ペプチド（ま
たは糖ペプチド）を指し、断片化（例えば１つ以上のプロテアーゼによる）によって、グ
リコシル化ペプチドが得られる。
【００２３】
　「多重反応モニタリング質量分析法（ＭＲＭ－ＭＳ）」という用語は、生体試料中のタ
ンパク質／ペプチドの標的化された定量化のための高感度で選択的な方法を指す。従来の
質量分析法とは異なり、ＭＲＭ－ＭＳは高度に選択的（標的化）であるため、研究者は機
器を微調整して、目的のペプチド／タンパク質断片を特に探すことができる。ＭＲＭによ
り、有望なバイオマーカーなど、目的のペプチド／タンパク質断片の感度、特異性、速度
、および定量性が向上する。ＭＲＭ－ＭＳでは、三連四重極（ＱＱＱ）質量分析計または
四重極飛行時間（ｑＴＯＦ）質量分析計を使用する。
【００２４】
　「プロテアーゼ」という用語は、タンパク質をより小さなポリペプチドまたはアミノ酸
にタンパク質分解または分解する酵素を指す。プロテアーゼの例には、セリンプロテアー
ゼ、スレオニンプロテアーゼ、システインプロテアーゼ、アスパラギン酸プロテアーゼ、
グルタミン酸プロテアーゼ、メタロプロテアーゼ、アスパラギンペプチドリアーゼおよび
それらの組み合わせが含まれる。
【００２５】
　「対象」という用語は、哺乳類を指す。哺乳動物の非限定的な例には、ヒト、非ヒト霊
長類、マウス、ラット、イヌ、ネコ、ウマ、またはウシなどが含まれる。ヒト以外の哺乳
類を、疾患、前疾患、または前疾患病態の動物モデルを表す対象として有利に使用できる
。対象は雄でも雌でもよい。対象は、疾患または病態を有すると以前に同定された者であ
って、場合により、疾患または病態のための治療的介入をすでに受けているか、受けてい
る者でよい。あるいは、対象は、疾患または病態を有すると以前に診断されていない対象
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でもよい。例えば、対象は、疾患または病態の１つ以上の危険因子を示す対象、または疾
患の危険因子を示さない対象、または疾患または病態の無症状の対象でもよい。対象はま
た、疾患または病態に罹患しているかまたは発症するリスクがある対象でもよい。
【００２６】
　「治療」または「治療する」という用語は、哺乳動物などの対象における疾患または病
態の任意の治療を意味し、１）疾患または病態に対する予防または保護、すなわち、臨床
症状を発症させないこと、２）疾患または病態の抑制、すなわち臨床症状の発症の阻止ま
たは抑制、および／または３）疾患または病態を緩和し、臨床症状の退行を引き起こすこ
と、を含む。
【００２７】
方法
　本開示は、いくつかの実施形態では、グリコプロテオミクス、高度なＬＣ／ＭＳ機器を
使用したバイオマーカー発見、標的発見、および検証のためのグリコプロテオミクスに関
する。本開示は、機械学習法を利用して分子データを処理する。分析は、ゲノムデータ、
プロテオミクス、メタボリクス、リピドミクスデータ、またはそれらの組み合わせを様々
な疾患の新しいバイオマーカーを発見する際に利用することをさらに含む。本開示の方法
の一般的な概略図を図１に示す。
【００２８】
　本開示は、より高い感度および特異性を有する新しいタイプのバイオマーカーの同定に
つながる部位特異的グリコシル化分析のための方法を提供する。この方法は、グリコシル
化ペプチドの定量化を含み、したがって、異なる部位で特定のタンパク質に関連する異な
るグリコフォームの示差分析を容易にする。この方法は、タンパク質の量と部位特異的グ
リコシル化プロファイルに関する情報を提供するため、グリコシル化プロファイルの変化
がタンパク質のグリコシル化の変化によるものか、タンパク質濃度の変化によるものかに
ついての洞察を提供する。機械学習法と組み合わせた部位特異的グリコシル化分析は、様
々な疾患または病態の新しいバイオマーカーの同定を提供する。
【００２９】
　本開示の定量的グリコプロテオミクス方法は、様々な疾患のバイオマーカーを発見する
ために使用される。これらの方法は、いくつかの疾患において特定のグリコフォームが上
昇し、他のものがダウンレギュレートされるという事実に基づいており、本開示のＬＣ／
ＭＳ方法は、有意なグリコシル化変化を分析することにより、疾患対疾患なしを区別する
。一実施形態では、部位特異的グリコシル化分析は、目的の糖タンパク質、修飾部位、修
飾が何かを特定し、次に各修飾の相対存在量を測定することを含む。いくつかの実施形態
では、疾患はがんである。他の実施形態では、疾患は自己免疫疾患である。
【００３０】
　本開示の方法を使用して、数千人の対象からの生物学的試料がデジタル化され、膨大な
量のデータが生成され、深層機械学習分析を受けて様々な疾患の新しい標的が発見される
。具体的には、深層学習を使用して、既知および未知のペプチドのクラスター化と、疾患
状態と対照状態のＬＣ／ＭＳで見られるグリコシル化シグネチャを比較する。グリコシル
化ペプチドのこのような判別分析は、疾患バイオマーカーの同定につながる。
【００３１】
　バイオマーカーの同定およびそれらの発現レベルなどの対応する機能は、次いで疾患ま
たは病態の診断試験方法を開発するために使用される。この方法は、少なくとも部分的に
は、１つ以上の選択されたバイオマーカーを測定し、疾患または病態との関連の結果を分
析することに依拠する。この方法はさらに、１つ以上の治療の選択、治療計画の決定、あ
るいは特定の疾患または病態の治療に対する反応の監視に使用することができる。したが
って、本開示は、疾患または病態の予防、診断、治療、監視および予後診断のための方法
を提供する。いくつかの実施形態では、方法は、疾患または病態を有する対象と健常な対
象とを区別するのに有用である。いくつかの実施形態では、この方法は、がんを有する対
象と健常な対象を区別するのに有用である。いくつかの実施形態では、この方法は、がん
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の診断を支援するか、がんを監視するのに有用である。
【００３２】
　標的化アプローチおよび非標的化アプローチ
　本開示のバイオマーカー発見方法は、標的化アプローチおよび／または非標的化アプロ
ーチの両方を使用する。この方法は通常、３つの異なるフェーズ、つまり、発見フェーズ
、事前検証フェーズ、および検証フェーズで構成される。
【００３３】
　発見フェーズ
　標的化アプローチは、対象の生物学的試料中の既知のグリコフォームで既知の糖タンパ
ク質を特定および監視することを含む。様々な疾患についてＦＤＡが承認した糖タンパク
質バイオマーカーが知られており、それらは本開示の方法を使用して監視され、対象の分
類を特定する。通常、バイオマーカーのグリコシル化の変化は腫瘍特異的であり、疾患ま
たは疾患のステージの有望なリスクを特定するのに役立つ。標的化アプローチでは、デー
タ収集が実行される前の研究の開始時に確立された生物学的重要性が化学的に特徴付けら
れ、生物学的に注釈が付けられている、既知の糖タンパク質とそのグリコフォームに焦点
を合わせる。定量化は、内部標準および化学的標準標品を使用して実行される。
【００３４】
　具体的には、標的化アプローチでは、部位特異的グリコシル化分析は、疾患または病態
を有する多数の対象と、疾患または病態を有しない等しい数の一致した対照対象の、症例
対照研究からの生体試料において行われる。疾患関連の糖タンパク質または生物学的活性
を有する糖タンパク質などの目的の糖タンパク質が、最初に生体試料において特定される
。次に、ＬＣ／ＭＳを使用して、修飾部位、修飾の性質、修飾の同一性、および各修飾の
相対存在量を分析し、ペプチド断片の同定と定量を行う。このアプローチでは、三連四重
極（ＱＱＱ）質量分析計を使用して、グリコシル化ペプチド断片の定量を行い、対象の分
類に関して分析する。
【００３５】
　非標的化アプローチは、既知および未知のペプチド断片のグリコシル化パターンを学習
し、対象の分類を特定するのに役立つグリコシル化パターンの変化に関する詳細情報を提
供することを含む。非標的化アプローチは、糖タンパク質の「上方または下方制御」を提
供する相対定量技術に基づく。具体的には、糖タンパク質の上方制御または下方制御は、
対象の分類に関連して監視される。例えば、糖タンパク質断片は、疾患または病態を有す
る対象に対して、疾患または病態を有しない対象に対して監視される。このアプローチで
は、データが取得される前の各糖タンパク質断片の化学的同一性が不明である。一実施形
態では、非標的化アプローチでは、グリコシル化ペプチド断片の分析のために四重極飛行
時間（ｑＴＯＦ）質量分析計を使用する。このアプローチでは、機器を使用して、試料中
の成分の質量を、これらの成分が何であるかについての何らの先入観もなく、正確に測定
する。
【００３６】
　グループ間（疾患対疾患なし）で異なって表現された候補は、重要な臨床的特徴と特徴
選択技術による分類の予測を可能にする機械学習法を使用して、さらなる評価のために選
択される。パフォーマンスは、機能を選択し、トレーニングセットを使用してモデルを構
築する内部相互検証を使用して評価される。得られたモデルは、モデルの構築に使用され
なかった試験セットで評価される。偽陽性率は、ＢｅｎｊａｍｉｎおよびＨｏｃｈｂｅｒ
ｇによって導入された偽発見率（ＦＤＲ）アプローチを使用して制御される。
【００３７】
　事前検証フェーズ
　次いで、このようにして発見段階で特定された候補バイオマーカーは、疾患または病態
を有する多数の対象および疾患または病態を有しないそれらの適合対照から得られた生体
試料の独立した試験セットで試験され、候補バイオマーカーの性能が決定される。選択さ
れたバイオマーカー、そのランキング、および発見フェーズで開発されたモデルのパラメ
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ータ推定はすべてモデリングの一部であり、この独立した事前検証フェーズで試験される
。候補バイオマーカーのシグナルによって、診断試験は生体試料を疾患のあるグループと
疾患のないグループとの２つのグループに分類する。次いで、陽性適中率、陰性適中率、
特異性および感度に基づいて、試験の有用性が評価される。また、診断性能は受信者動作
特性（ＲＯＣ）曲線を使用して評価され、どのバイオマーカーまたは複数のバイオマーカ
ーの組み合わせが疾患または病態の統計的に優れた診断試験であるかを試験する。検証に
成功した個々のバイオマーカーは、複合マーカーのパネルを形成するためにその後に組み
込むために検査される。複合マーカーは、重み付き多変数ロジスティック回帰または他の
分類アルゴリズムによって構築される。
【００３８】
　検証フェーズ
　事前検証フェーズで保持された候補バイオマーカーは、その後、多数の対象からの独立
した盲検化された生体試料を使用した独立した検証を通じて検証される。このフェーズの
目的は、選択したバイオマーカーの診断精度を評価することである。
【００３９】
　一実施形態では、バイオマーカー発見方法は、がんを有する対象から得られた生体試料
に適用される。いくつかの実施形態では、少なくとも２０人、少なくとも４０人、少なく
とも６０人、少なくとも８０人または少なくとも１００人の対象からの生体試料が各グル
ープ（すなわち、がんを有するグループまたはがんを有しないグループ）で分析される。
【００４０】
　標的化アプローチおよび／または非標的化アプローチの両方が、本明細書に記載の機械
学習方法とともに、様々な疾患の可能性のあるリスクおよび／または初期段階の検出を特
定するための新しい診断方法を提供する。一実施形態では、本開示は、機械学習法と組み
合わせた標的化アプローチおよび非標的化アプローチの収束に基づくバイオマーカーの同
定方法を提供する。本開示の方法により同定されたバイオマーカーは、診断方法、予後評
価の方法、治療結果のモニタリング、特定の治療に応答する可能性のある対象の同定、薬
物スクリーニングなどにおいて有用である。
【００４１】
　一実施形態では、本開示は、有望なバイオマーカーとしてグリコシル化ペプチド断片を
同定する方法を提供し、本方法は、
　対象から単離された複数の生物試料のそれぞれにおいて、１つ以上のプロテアーゼを用
いてグリコシル化タンパク質を断片化することであって、グリコシル化ペプチド断片を生
成する、ことと、
　液体クロマトグラフィーおよび質量分析法（ＬＣ－ＭＳ）でグリコシル化ペプチド断片
を定量することであって、定量結果を提供する、ことと、
　分類の予測に役立つグリコシル化ペプチド断片を選択するために、機械学習法で対象の
分類とともに定量結果を分析することと、
　グリコシル化ペプチド断片の同一性を決定することと、を含む。
【００４２】
　別の実施形態では、本開示は、本明細書に記載の方法を提供し、対象は、疾患または病
態を有する対象と、疾患または病態を有しない対象とを含む。さらなる実施形態では、対
象は、疾患の治療を受けている対象と、疾患を有するが疾患の治療を受けていない対象と
を含む。
【００４３】
　本開示の方法は、対象の生体試料からのグリコシル化ペプチド断片を分析することによ
り検出され得るいずれかの疾患または病態に適用可能である。一実施形態では、疾患はが
んである。別の実施形態では、がんは、乳がん、子宮頸がんまたは卵巣がんから選択され
る。別の実施形態では、疾患は自己免疫疾患である。別の実施形態では、自己免疫疾患は
、ＨＩＶ、原発性硬化性胆管炎、原発性胆汁性肝硬変または乾癬である。
【００４４】
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　別の実施形態では、本開示は、本明細書に記載の方法を提供し、グリコシル化タンパク
質は、アルファ－１－酸糖タンパク質、アルファ－１－アンチトリプシン、アルファ－１
Ｂ－糖タンパク質、アルファ－２－ＨＳ－糖タンパク質、アルファ－２－マクログロブリ
ン、アンチトロンビン－ＩＩＩ、アポリポタンパク質Ｂ－１００、アポリポタンパク質Ｄ
、アポリポタンパク質Ｆ、ベータ－２－糖タンパク質１、セルロプラスミン、フェツイン
、フィブリノゲン、免疫グロブリン（Ｉｇ）Ａ、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ハプトグロビン、ヘモ
ペキシン、ヒスチジン－豊富な糖タンパク質、キニノゲン－１、セロトランスフェリン、
トランスフェリン、ビトロネクチンおよび亜鉛－アルファ－２－糖タンパク質のうちの１
つ以上である。別の実施形態では、グリコシル化タンパク質は、アルファ－１－酸糖タン
パク質、免疫グロブリン（Ｉｇ）Ａ、ＩｇＧまたはＩｇＭのうちの１つ以上である。
【００４５】
　別の実施形態では、本開示は、本明細書に記載の方法を提供し、グリコシル化ペプチド
断片がＮ－グリコシル化またはＯ－グリコシル化されている。
【００４６】
　別の実施形態では、本開示は、本明細書に記載の方法を提供し、グリコシル化ペプチド
断片は、約５個～約５０個のアミノ酸残基の平均長を有する。いくつかの実施形態では、
グリコシル化ペプチド断片は、約５個～約４５個、または約５個～約４０個、または約５
個～約３５個、または約５個～約３０個、または約５個～約２５個、または約５個～約２
０個、または約５個～約１５個、または約５個～約１０個、または約１０個～約５０個、
または約１０個～約４５個、または約１０個～約４０個、または約１０個～約３５個、ま
たは約１０個～約３０個、または約１０個～約２５個、または約１０個～約２０個、また
は約１０個～約１５個、または約１５個～約４５個、または約１５個～約４０個、または
約１５個～約３５個、または約１５個～約３０個、または約１５個～約２５個または約１
５個～約２０個のアミノ酸残基の平均長を有する。一実施形態では、グリコシル化ペプチ
ド断片は、約１５個のアミノ酸残基の平均長を有する。別の実施形態では、グリコシル化
ペプチド断片は、約１０個のアミノ酸残基の平均長を有する。別の実施形態では、グリコ
シル化ペプチド断片は、約５個のアミノ酸残基の平均長を有する。
【００４７】
　別の実施形態では、本開示は、本明細書に記載の方法を提供し、１つ以上のプロテアー
ゼは、タンパク質の断片化に使用される任意のプロテアーゼを含む。一実施形態では、プ
ロテアーゼは、セリンプロテアーゼ、スレオニンプロテアーゼ、システインプロテアーゼ
、アスパラギン酸プロテアーゼ、グルタミン酸プロテアーゼ、メタロプロテアーゼ、アス
パラギンペプチドリアーゼまたはそれらの組み合わせである。プロテアーゼのいくつかの
代表的な例には、トリプシン、キモトリプシン、エンドプロテイナーゼ、Ａｓｐ－Ｎ、Ａ
ｒｇ－Ｃ、Ｇｌｕ－Ｃ、Ｌｙｓ－Ｃ、ペプシン、サーモリシン、エラスターゼ、パパイン
、プロテイナーゼＫ、スブチリシン、クロストリパイン、カルボキシペプチダーゼが含ま
れるが、これらに限定されない。別の実施形態では、本開示は、本明細書に記載の方法を
提供し、１つ以上のプロテアーゼは、少なくとも２つのプロテアーゼを含む。
【００４８】
　本開示の方法には、いくつかのさらなる用途がある。例えば、１つ以上のバイオマーカ
ーは、疾患前の状態と疾患の状態、または疾患の状態と正常な状態を区別するのに役立つ
。非疾患固有のその他の健康状態も判断できる。例えば、バイオマーカーの変化は、様々
な時点で分析できる。疾患のある対象では、疾患の進行を監視し、治療を受けている対象
では、治療の効果を監視し、治療後の対象では、再発の可能性を監視する。また、特定量
のバイオマーカーのレベルにより、疾患の治療コースを選択することもできる。例えば、
生物学的試料は、疾患の治療計画を受けている対象から提供され得る。そのような治療レ
ジメンには、運動レジメン、食事サプリメント、減量、外科的介入、デバイス移植、およ
び疾患または病態と診断または同定された対象に使用される治療薬または予防薬による治
療が含まれるが、これらに限定されない。
【００４９】



(11) JP 2020-532732 A 2020.11.12

10

20

30

40

50

　さらに、複数の糖タンパク質の糖ペプチド比の変化は、特定の疾患状態または疾患の欠
如に関連している可能性がある。例えば、生体試料中の複数の特定の糖ペプチドの存在は
、疾患の非存在を示す場合がある一方、生体試料中の複数の他の特定の糖ペプチドの存在
は、疾患の存在を示す場合がある。したがって、様々な糖ペプチドプロファイルまたは糖
ペプチドバイオマーカーのパネルは、疾患の様々な状態と相関する可能性がある。
【００５０】
　実施例２は、対照に対する乳がん患者からの血漿試料中のＩｇＧ１、ＩｇＧ０およびＩ
ｇＧ２糖ペプチドの変化の定量結果を示す。図２は、糖ペプチドＡ１およびＡ２のレベル
が対照と比較して上昇したのに対し、糖ペプチドＡ８、Ａ９およびＡ１０のレベルはこの
実験で研究した乳がんのすべての段階で対照と比較して低下したことを示しており、糖ペ
プチドＡ１、Ａ２、Ａ８、Ａ９およびＡ１０が乳がんの有望なバイオマーカーであること
を示す。
【００５１】
　実施例３は、ＰＳＣを有する患者およびＰＳＣを有する患者からの血漿試料中のＩｇＧ
、ＩｇＭおよびＩｇＡ糖ペプチドの変化の定量結果を示す。図３は、ＰＢＣおよびＰＳＣ
を有する患者の血漿試料において、糖ペプチドＡが健常ドナーと比較して上昇したのに対
し、糖ペプチドＨ、ＩおよびＪは、ＰＢＣおよびＰＳＣを有する患者の血漿試料において
健常ドナーと比較して減少したことを示す。したがって、糖ペプチドＡ、Ｈ、Ｉ、および
Ｊは、ＰＢＣおよびＰＳＣの有望なバイオマーカーである。さらに、図４および図５には
、判別分析の個別分析結果と複合分析結果がそれぞれ示され、複合判別分析での、疾患状
態を予測するための８８％の精度が示唆される。
【００５２】
　いくつかの実施形態では、本開示は、検出および分析されるバイオマーカーの数が１、
または２以上、例えば３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１
５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８
、３０以上である方法を提供する。したがって、本開示はまた、疾患または病態の診断に
有用なバイオマーカーのパネルを提供する。
【００５３】
　質量分析法
　一実施形態では、本開示は、質量分析計を使用することによりグリコシル化ペプチド断
片を定量化することを含む、本明細書に記載の方法を提供する。一実施形態では、本方法
は、「多重反応モニタリング（ＭＲＭ）」と呼ばれる技術を使用する。多くの場合、この
手法は液体クロマトグラフィー（ＬＣ／ＭＲＭ－ＭＳ）と組み合わされ、１回のＬＣ／Ｍ
ＲＭ－ＭＳ分析で数百のグリコシル化ペプチド断片（およびその親タンパク質）を定量で
きる。本開示の高度な質量分析技術は、効果的なイオン源、より高い分解能、より速い分
離、およびより高いダイナミックレンジを備えた検出器を提供し、標的化測定の利点を保
持する幅広い非標的化測定を可能にする。
【００５４】
　本開示の質量分析法は、一度にいくつかのグリコシル化タンパク質に適用可能である。
例えば、少なくとも５０超、または少なくとも６０超、または少なくとも７０超、または
少なくとも８０超、または少なくとも９０超、または少なくとも１００超、または少なく
とも１１０超、または少なくとも１２０超のグリコシル化タンパク質を、質量分析計を使
用して一度に分析できる。
【００５５】
　一実施形態では、本開示の質量分析法は、ＱＱＱまたはｑＴＯＦ質量分析計を使用する
。別の実施形態では、本開示の質量分析法は、５，０００以上、または１０，０００以上
、または２５，０００以上、または５０，０００以上、または１００，０００以上の分解
能で、１０ｐｐｍ以上、または５ｐｐｍ以上、または２ｐｐｍ以上、または１ｐｐｍ以上
、または０．５ｐｐｍ以上、０．２ｐｐｍ以上、または０．１ｐｐｍ以上の高い質量精度
を備えたデータを提供する。
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【００５６】
　生体試料
　本開示は、生体試料からのグリコシル化ペプチド断片の定量に基づく方法を提供する。
いくつかの実施形態では、生体試料は過去に収集された１つ以上の臨床試料であり、した
がって、新しいバイオマーカーの同定に付さなければならないリソースおよび時間を削減
する。いくつかの実施形態では、生物学的試料は、１～５０年以上のスパンにわたって生
じた１つ以上の過去の研究からのものである。いくつかの実施形態では、研究は、様々な
他の臨床パラメータと、対象の年齢、身長、体重、民族性、病歴などの既知の情報を伴う
。そのような追加情報は、対象を疾患または病態に関連付けるのに役立つ。いくつかの実
施形態では、生体試料は、対象から前向きに収集された１つ以上の臨床試料である。
【００５７】
　一実施形態では、本開示は、本明細書に記載の方法を提供し、対象から単離された生体
試料は、唾液、涙、喀痰、汗、粘液、糞便、胃液、腹膜液、羊水、嚢胞液、腹腔液、脊髄
液、尿、滑液、全血、血清、血漿、膵液、母乳、肺洗浄液、骨髄の１つ以上である。別の
実施形態では、対象から単離された生体試料は、体組織、唾液、涙、喀痰、脊髄液、尿、
滑液、全血、血清または血漿である。別の実施形態では、対象から単離された生体試料は
、全血、血清または血漿である。いくつかの実施形態では、対象は哺乳動物である。他の
実施形態では、対象はヒトである。
【００５８】
　疾患
　本開示の方法は、対象の生体試料からのグリコシル化ペプチド断片を分析することによ
り検出され得るいずれかの疾患または病態に適用可能である。いくつかの実施形態では、
疾患または病態はがんである。他の実施形態では、がんは、急性リンパ性白血病（ＡＬＬ
）、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）、副腎皮質がん、肛門がん、膀胱がん、血液がん、骨が
ん、脳腫瘍、乳がん、女性生殖器系のがん、がん男性生殖器系、中枢神経系リンパ腫、子
宮頸がん、小児横紋筋肉腫、小児肉腫、慢性リンパ性白血病（ＣＬＬ）、慢性骨髄性白血
病（ＣＭＬ）、結腸および直腸がん、結腸がん、子宮内膜がん、子宮内膜肉腫、食道がん
、眼がん、胆嚢がん、胃がん、消化管がん、有毛細胞白血病、頭頸部がん、肝細胞がん、
ホジキン病、下咽頭がん、カポジ肉腫、腎臓がん、喉頭がん、白血病、肝臓がん、肺がん
、悪性腫瘍線維性組織球腫、悪性胸腺腫、黒色腫、中皮腫、多発性骨髄腫、骨髄腫、鼻腔
および副鼻腔がん、鼻咽頭がん、神経系がん、神経芽細胞腫、非ホジキンリンパ腫、口腔
がん、口腔咽頭がん、骨肉腫、卵巣がん、膵臓がん、副甲状腺がん、陰茎がん、咽頭がん
、下垂体腫瘍、形質細胞新生物、原発性ＣＮＳリンパ腫、前立腺がん、直腸がん、呼吸器
系、網膜芽細胞腫、唾液腺がん、皮膚がん、小腸がん、軟部組織肉腫、胃がん、精巣がん
、甲状腺がん、尿路がん、子宮肉腫、膣がん、血管系、ウォルデンストロムのマクログロ
ブリン血症、ウィルムス腫瘍などである。別の実施形態では、がんは乳がん、子宮頸がん
または卵巣がんである。
【００５９】
　別の実施形態では、疾患は自己免疫疾患である。別の実施形態では、自己免疫疾患は、
急性播種性脳脊髄炎、アディソン病、無ガンマグロブリン血症、加齢黄斑変性、円形脱毛
症、筋萎縮性側索硬化症、強直性脊椎炎、抗リン脂質症候群、抗シンセターゼ症候群、ア
トピー性アレルギー、アトピー性皮膚炎、自己免疫性貧血、自己免疫性心筋症、自己免疫
性腸疾患、自己免疫性溶血性貧血、自己免疫性肝炎、自己免疫性内耳疾患、自己免疫性リ
ンパ球増殖性症候群、自己免疫性末梢神経障害、自己免疫性膵炎、自己免疫性ポリ内分泌
症候群、自己免疫性プロゲステロン皮膚炎、自己免疫性血小板減少性紫斑病、自己免疫性
湿疹、自己免疫性ぶどう膜炎、バロー病／バロー同心円性硬化症、ベーチェット病、ベル
ガー病、ビッカースタッフ脳炎、ブラウ症候群、水疱性類天疱瘡、がん、キャッスルマン
病、セリアック病、シャーガス病、慢性炎症性脱髄性多発神経障害、慢性再発性イフォカ
ル骨髄炎、慢性閉塞性肺疾患、チャーグ・ストラウス症候群、瘢痕性類天疱瘡、コーガン
症候群、寒冷凝集素病、補体２成分欠乏症、接触皮膚炎、頭蓋動脈炎、ＣＲＥＳＴ症候群
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、クローン病、クッシング症候群、皮膚白血球破壊血管炎、デゴ病皮膚病、疱疹状皮膚炎
、皮膚筋炎、１型糖尿病、びまん性皮膚全身性硬化症、ドレスラー症候群、薬物誘発性ル
ープス、円板状エリテマトーデス、湿疹、子宮内膜症、腱炎関連関節炎、好酸球性筋膜炎
、好酸球性胃腸炎、後天性表皮水疱症、結節性紅斑、胎児赤芽球症、本態性混合クリオグ
ロブリン血症、エバン症候群、進行性線維性異形成症、線維化性肺胞炎、胃炎、胃腸類天
疱瘡、糸球体腎炎、グッドパスチャー症候群、グレーブス病、ギランバレー症候群、橋本
筋症、橋本病エノック・シェーンライン紫斑病、ＨＩＶ、妊娠性類天疱瘡、化膿性汗腺炎
、ヒューズ・ストビン症候群、低ガンマグロブリン血症、特発性炎症性脱髄疾患、特発性
肺線維症、特発性血小板減少性紫斑病、ＩｇＡ腎症、封入体筋炎、慢性炎症性脱髄性多発
神経炎、間質性膀胱炎、若年性特発性関節炎、川崎病、ランバート・イートン筋無力症候
群、白血球破砕性血管炎、扁平苔癬、硬化性苔癬、線状ＩｇＡ疾患、紅斑性狼瘡、マジェ
ード症候群、メニエール病、顕微鏡的多発血管炎、混合性結合組織病、斑状強皮症、ムッ
カハーベルマン病、多発性硬化症、重症筋無力症、筋炎、ナルコレプシー、視神経脊髄炎
、神経ミオトニー、眼性瘢痕性類天疱瘡、眼球クローヌスミオクローヌス症候群、オード
甲状腺炎、パリンドローム性リウマチ、連鎖球菌に関連する小児自己免疫神経精神疾患、
傍腫瘍性小脳変性症、腫瘍随伴性発作性夜間血色素尿症、パリーロンベルグ症候群、パー
ソナージターナー症候群、パーズプラニチス、尋常性天疱瘡、悪性貧血、静脈性脳脊髄炎
、ＰＯＥＭＳ症候群、結節性多発動脈炎、多発性筋痛リウマチ、多発性筋炎、原発性胆汁
性肝硬変、原発性硬化性胆管炎、進行性炎症性神経障害、乾癬、乾癬性関節炎、壊疽性膿
皮症、純粋な赤血球無形成、ラスムッセン脳炎、レイノー現象、再発性多発性軟骨炎、ラ
イター症候群、下肢静止不能症候群、後腹膜線維症、関節リウマチ、リウマチ熱、サルコ
イドーシス、統合失調症、シュミット症候群、シュニッツラー症候群、強膜炎、皮膚硬化
症、血清病、シェーグレン症候群、脊椎関節症、スティッフパーソン症候群、亜急性細菌
性心内膜炎、ササック症候群、スウィート症候群、交感神経性眼炎、高安動脈炎、側頭動
脈炎、血小板減少症、トロサハント症候群、横断性脊髄炎、潰瘍性大腸炎、無差別結合組
織病、じん麻疹様血管炎、血管炎、白斑およびウェゲナー肉芽腫症などである。別の実施
形態では、自己免疫疾患は、ＨＩＶ、原発性硬化性胆管炎、原発性胆汁性肝硬変または乾
癬である。
【００６０】
　機械学習
　生体試料は、数千人の対象から取得される。これらの対象は、これまでに発見されてい
ないマーカーのディープマイニングと検証を目的としたデジタル化に使用される。いくつ
かの実施形態では、生体試料は腫瘍試料または血液試料である。これらはＬＣ／ＭＳ機器
を使用してデジタル化され、膨大な量のデータが生成され、深層機械学習分析を受けて様
々な疾患の新しい標的を発見する。いくつかの実施形態では、疾患はがんまたは自己免疫
疾患である。
【００６１】
　一実施形態では、本開示は、有望なバイオマーカーとしてグリコシル化ペプチド断片を
同定する方法を提供し、本方法は、
　対象から単離された複数の生物試料のそれぞれにおいて、１つ以上のプロテアーゼを用
いてグリコシル化タンパク質を断片化することであって、グリコシル化ペプチド断片を生
成する、ことと、
　液体クロマトグラフィーおよび質量分析法（ＬＣ－ＭＳ）でグリコシル化ペプチド断片
を定量することであって、定量結果を提供する、ことと、
　分類の予測に役立つグリコシル化ペプチド断片を選択するために、機械学習法で対象の
分類とともに定量結果を分析することと、
　グリコシル化ペプチド断片の同一性を決定することと、を含み、ここで、機械学習アプ
ローチは、深層学習、ニューラルネットワーク、線形判別分析、二次判別分析、サポート
ベクターマシン、ランダムフォレスト、最近傍、またはそれらの組み合わせである。いく
つかの実施形態では、機械学習アプローチは、深層学習、ニューラルネットワーク、また
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はそれらの組み合わせである。分析は、ゲノムデータ、プロテオミクス、メタボリクス、
リピドミクスデータ、またはそれらの組み合わせをさらに含む。図１は、グライコミクス
、ＬＣ／ＭＳ、および機械学習の統合を示す概略図であり、さらにプロテオミクス、ゲノ
ム、リピドミクス、およびメタボリクスと組み合わせて、様々な疾患のバイオマーカーを
同定する。
【実施例】
【００６２】
実施例１
バイオマーカー発見の一般的な方法
　標的化アプローチでは、まず目的の糖タンパク質を生体試料で特定し、次にＬＣ／ＭＳ
を使用して修飾部位、修飾の性質、修飾のアイデンティティ、各修飾の相対存在量を分析
して、ペプチド断片の同一性とペプチド断片の定量を行った。このアプローチでは、三連
四重極（ＱＱＱ）質量分析計を使用して、グリコシル化されたペプチド断片を定量し、対
象の分類との関係について分析する。
【００６３】
　非標的化アプローチでは、すべてのペプチド断片（既知および未知）のグリコシル化パ
ターンが分析され、様々な対象のグリコシル化パターンの変化に関する情報が得られる。
具体的には、糖タンパク質のアップレギュレーションまたはダウンレギュレーションは、
対象の分類に関連して監視される。例えば、糖タンパク質断片は、疾患または病態を有す
る対象に対する、疾患または病態を有しない対象について、監視される。このアプローチ
では、グリコシル化ペプチド断片の分析に四重極飛行時間（ｑＴＯＦ）質量分析計を使用
する。
【００６４】
実施例２
乳がんの有望なバイオマーカーとしてのＩｇＧ糖ペプチドの定量化
　がんの様々な段階にある乳がん患者と、年齢が一致する対照の血漿試料を、ＩｇＧ１、
ＩｇＧ０、およびＩｇＧ２糖ペプチドについて分析し、それらの比率の変化を比較した。
具体的には、Ｔｉｓステージの２０の試料、ＥＣ１ステージの５０の試料、ＥＣ２ステー
ジの試料、ＥＣ３ステージの２５の試料、ＥＣ４ステージの９の試料、および７３の年齢
が一致した対照試料を、ＱＱＱ質量分析計でＭＲＭ定量分析にかけた。図２の定量的結果
からからわかるように、特定のＩｇＧ１糖ペプチドのレベルを対照と比較して評価したと
ころ、特定のＩｇＧ１糖ペプチドのレベルはこの実験で研究された乳がんのすべての段階
での対照と比較して減少した。例えば、Ａ１～Ａ１１と名付けられたＩｇＧ１糖ペプチド
をモニターしたところ、糖ペプチドＡ１およびＡ２のレベルは対照と比較して上昇し、一
方、糖ペプチドＡ８、Ａ９およびＡ１０のレベルはこの実験で研究された乳がんのすべて
の段階での対照と比較して減少した。したがって、糖ペプチドＡ１、Ａ２、Ａ８、Ａ９お
よびＡ１０は、乳がんの有望なバイオマーカーである。
【００６５】
実施例３
ＰＳＣおよびＰＢＣの有望なバイオマーカーとしてのＩｇＧ糖ペプチドの定量化
　原発性硬化性胆管炎（ＰＳＣ）を有する患者、原発性胆汁性肝硬変（ＰＢＣ）を有する
患者からの血漿試料、および健常ドナーからの血漿試料をＩｇＧ１およびＩｇＧ２糖ペプ
チドについて分析し、グリコペピド比の変化を比較した。具体的には、１００のＰＢＣ血
漿試料、７６のＰＳＣ血漿試料、４９の健常ドナーからの血漿試料を、ＱＱＱ質量分析計
でＭＲＭ定量分析にかけた。図３の定量結果からわかるように、特定のＩｇＧ１糖ペプチ
ドは健常ドナーと比較して上昇したが、特定のＩｇＧ１糖ペプチドはＰＢＣとＰＳＣの患
者の血漿試料の対照と比較して減少した。例えば、糖ペプチドＡはＰＢＣとＰＳＣの患者
の健常ドナーと比較して上昇したが、糖ペプチドＨ、ＩとＪはＰＢＣとＰＳＣの患者の血
漿試料の健常ドナーと比較して減少した。したがって、糖ペプチドＡ、Ｈ、Ｉ、およびＪ
は、ＰＢＣおよびＰＳＣの有望なバイオマーカーである。
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【００６６】
　同様の分析が、ＰＢＣを有する患者の血漿試料およびＰＳＣを有する患者の血漿試料中
のＩｇＡおよびＩｇＭ糖タンパク質に対して実施された。判別分析の結果を図４に示す。
これは、ＩｇＧ、ＩｇＭ、およびＩｇＡの個別のデータに基づいて予測できる精度がそれ
ぞれ５９％、６９％、７４％であることを示す。しかし、ＩｇＧ、ＩｇＭおよびＩｇＡの
すべてについての結果を組み合わせると、図５に示すように判別分析により約８８％の精
度が得られる。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】
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【国際調査報告】
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