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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被験者における神経変性疾患又は神経変性性認知症を段階分けするためのデータを取得
する方法であって、
　(i)該被験者から得られたタンパク質含有試料において、クラスタリンの糖鎖付加断片
の濃度、量、又は発現の程度を決定すること；及び
　(ii)(i)で決定された該濃度、量、又は程度を、特定の神経変性疾患、認知症、若しく
は疾患の段階を有する対照者、又は神経変性疾患を有しない若しくは神経変性性認知症を
有しない対照者由来の基準と比較することを含み、
　該クラスタリンの糖鎖付加断片が、β64N又はβ147N部位グリカンを含み、かつ
【化１】

(ここで、「N*」は、グリカン付着残基を示す)
からなる群から選択され、
　該神経変性疾患又は神経変性性認知症が、アルツハイマー病(AD)又は軽度認知障害(MCI
)である、前記方法。
【請求項２】
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　前記クラスタリンの糖鎖付加断片が、
　a)β64N_SA1-(HexNAc-Hex)2-コア；β64N_SA2-(HexNAc-Hex)2-コア；β64N_SA1-(HexNA
c-Hex)3-コア；β64N_SA2-(HexNAc-Hex)3-コア；β64N_SA1-(HexNAc-Hex)4-コア；β64N_
SA3-(HexNAc-Hex)3-コア；β64N_SA2-(HexNAc-Hex)4-コア；及びβ64N_SA3-(HexNAc-Hex)
4-コア；並びに
　b)β147N_SA1-(HexNAc-Hex)2-コア；β147N_SA2-(HexNAc-Hex)2-コア；β147N_SA1-(He
xNAc-Hex)3-コア；β147N_SA2-(HexNAc-Hex)3-コア；β147N_SA1-(HexNAc-Hex)4-コア；
β147N_SA3-(HexNAc-Hex)3-コア；β147N_SA2-(HexNAc-Hex)4-コア；及びβ147N_SA3-(He
xNAc-Hex)4-コア
からなる群から選択されるグリカンを含む、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　前記クラスタリンの糖鎖付加断片が、4本鎖グリコフォームである、請求項１又は２記
載の方法。
【請求項４】
　前記クラスタリンの糖鎖付加断片の濃度、量、又は発現の程度が、
　(i)該糖鎖付加断片の少なくとも1つの他のアイソフォーム及び/又はグリコフォームと
比較して、又は該糖鎖付加断片のすべてのアイソフォーム及び/又はグリコフォームの合
計と比較して；或いは
　(ii)該濃度、量、又は発現の程度の1以上の生の値を正規化して、正規化した合計スケ
ーリングした測定値をもたらす、合計スケーリング方法を使用して
決定される、請求項１～３のいずれか一項記載の方法。
【請求項５】
　前記クラスタリンの糖鎖付加断片の4本鎖グリコフォームの濃度、量、又は発現の程度
が、該糖鎖付加断片の1以上の、より少ない鎖付加数のグリコフォームと比較して、又は
、該糖鎖付加断片のすべてのグリコフォームの合計と比較して決定される、請求項４記載
の方法。
【請求項６】
　前記クラスタリンの糖鎖付加断片の4本鎖グリコフォームの、該糖鎖付加断片のすべて
のグリコフォームの合計に対する割合を決定することを含む、請求項１～５のいずれか一
項記載の方法。
【請求項７】
　配列
【化２】

を含む又は該配列からなる前記クラスタリンの糖鎖付加断片の4本鎖グリコフォームを、
該糖鎖付加断片のすべてのグリコフォームの合計の割合として定量化することを含む、請
求項６記載の方法。
【請求項８】
　前記対照者由来の基準における4本鎖グリコフォームの相対レベルと比較して、より低
い前記被験者からの試料における4本鎖グリコフォームの相対レベルが、該被験者が、前
記神経変性疾患又は神経変性性認知症を有する及び/又はより進行した段階の前記神経変
性疾患又は神経変性性認知症を有すると予想されることを示す、請求項４～７のいずれか
一項記載の方法。
【請求項９】
　前記より進行した段階の前記神経変性疾患又は神経変性性認知症が、比較的に高いレベ
ルの海馬萎縮を含む、請求項８記載の方法。
【請求項１０】
　前記クラスタリンの糖鎖付加断片の、少なくとも2、3、4、又は少なくとも5種のアイソ
フォーム及び/又はグリコフォームの、濃度、量、又は発現の程度を決定することを含む
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、請求項１～９のいずれか一項記載の方法。
【請求項１１】
　前記タンパク質含有試料が、血漿、血液細胞、血清、唾液、尿、脳脊髄液(CSF)、細胞
擦過物、及び組織生検材料からなる群から選択される、請求項１～１０のいずれか一項記
載の方法。
【請求項１２】
　前記クラスタリンの糖鎖付加断片が、
　a)ゲル電気泳動；又は
　b)LC-MS/MS、ここで、各グリコフォームの相対量が、選択反応モニタリング質量分析を
使用する、同等の重同位体標識された基準グリコフォームに対する比較によって算出され
る
を使用して測定される、請求項１～１１のいずれか一項記載の方法。
【請求項１３】
　前記クラスタリンの糖鎖付加断片が、
　a)合計スケーリングされる選択反応モニタリング(SRM)質量分析を使用して測定される
；及び/又は
　b)標識されない
請求項１～１１のいずれか一項記載の方法。
【請求項１４】
　前記重同位体標識された基準グリコフォームが、
　a)H、C、N、又はOの1以上の重同位体が前記グリコフォームのペプチド又は糖成分内で
置換された合成糖ペプチドであるか；又は
　b)同位体質量タグで標識されている濃縮された天然に存在するグリコフォームであり、
ここで、該同位体質量タグは、H、C、N、又はOの1以上の重同位体を伴い、かつこうした
質量タグは、前記グリコフォームのペプチド又は糖成分と反応することが可能である、請
求項１２記載の方法。
【請求項１５】
　前記各グリコフォームの相対量が、同重体質量タグで標識された同等のグリコフォーム
に対する比較によって算出され、ここで、
　(i)前記被験者から採取された組織又は体液の各試料を、同重体質量タグセットのある
メンバーで標識して、標識された分析試料を作製し；
　(ii)濃縮されたグリコフォームの標準の基準パネルを、2から6の一定分量に分け、各一
定分量を、該標識された分析試料と同じ同重体質量タグセットの追加のメンバーで別々に
標識し、それぞれ独立に標識された該基準パネルの一定分量を事前に定義した割合で混合
して、標準の基準混合物としての臨床的に意義のある濃度曲線を作製し；
　(iii)等しい体積の該標識された分析試料と該標準の基準混合物を混合して、MSキャリ
ブレータ試料を形成し；かつ
　(iv)ステップ(iii)で調製したMSキャリブレータ試料を、質量分析によって分析する、
請求項１２記載の方法。
【請求項１６】
　前記同重体質量タグセットが、タンデム質量タグセットである、請求項１５記載の方法
。
【請求項１７】
　前記クラスタリンの糖鎖付加断片が、免疫学的測定法によって測定される、請求項１～
１１のいずれか一項記載の方法。
【請求項１８】
　前記免疫学的測定法が、ウェスタンブロッティング、又はELISAを含む、請求項１７記
載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
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【０００１】
(発明の分野)
　本発明は、アルツハイマー病を含めた神経変性疾患に関連する方法及び組成物に関する
。具体的には、本発明は、通常状態における発現と比較して、アルツハイマー病状態にお
いて差次的に発現されるタンパク質アイソフォームを特定及び記載し、また、特に、アル
ツハイマー病と関連するタンパク質を特定及び記載する。さらに、本発明は、差次的に発
現されるタンパク質アイソフォームを使用する、アルツハイマー病及び他の神経変性性認
知症を含めた神経変性疾患の診断の方法を提供する。さらに、本発明は、アルツハイマー
病及び他の神経変性性認知症を含めた神経変性疾患の予防及び治療のための化合物の特定
及び治療的使用のための方法を提供する。
【背景技術】
【０００２】
(発明の背景)
　認知症は、高齢者の公衆衛生上の大きな問題の一つであり、我々の高齢化人口では、世
界中で、認知症を患うますます多くの患者が、保険制度に大きな経済的負担を負わせてい
る。認知症を患う患者の半数以上は、アルツハイマー病(AD)を罹患する。ADの有病率及び
発症率は、指数関数的に増大することが示されている。欧州でのADの有病率は、年齢60～
69歳については0.3%、年齢70～79歳については3.2%、及び年齢80～89歳については10.8%
である(Rocca,Hofmanらの文献、1991)。ADの発症後の生存期間は、約5から12年である(Fr
iedlandの文献、1993)。
【０００３】
　アルツハイマー病(AD)、すなわち高齢者における認知症の最も一般的な原因は、それに
対する治療法が現在存在しない、衰弱性の神経変性疾患である。これは、脳の一部、主に
、記憶のコード化に関与する領域である海馬におけるニューロンを破壊する。アルツハイ
マー病は、認知機能及び機能的自律性の不可逆的な進行性の喪失を引き起こす。ADの初発
徴候は、単なる物忘れと間違えられる可能性があるが、最終的にこの疾患と診断される人
では、これらの初期徴候が、精神機能低下の、より重篤な症状に、容赦なく進行する。AD
が発症するのにかかる時間は、人によって異なることとなるが、進行した徴候としては、
重い記憶障害、混乱、言語障害、人格及び行動変化、及び判断力低下が挙げられる。ADを
患う人は、非コミュニケーション的かつ敵対的になる可能性がある。この疾患が、深刻な
認知症における経過の終わりに近づくと、患者は、自らの面倒を見られなくなり、しばし
ば、施設収容又は在宅での専門的介護を必要とする。ADと診断された後に何年間も生存す
る患者もいるが、診断後の平均余命は、8年である。
【０００４】
　従来、ADは、脳生検によって又は患者が死亡した後の剖検後に初めて、確定診断するこ
とができた。脳における特徴的な斑及び濃縮体病変部の存在を実証するこれらの方法は、
依然として、ADの病理学的診断のための至適基準と考えられている。しかし、臨床現場で
は、脳生検が実施されることは稀であり、診断は、脳脊髄液及び血液中のApoE及びタウタ
ンパク質又はβ-アミロイドペプチドなどの生化学的マーカーの測定を含めた、一連の神
経学的、精神測定的、及び生化学的試験に依存する。
【０００５】
　バイオマーカーは、場合により、AD及び他の認知症を診断するための次のステップにお
ける鍵を有する可能性がある。ADのための診断検査に対する要件を満たす生物学的マーカ
ーは、いくつかの利点を有するであろう。理想的な生物学的マーカーは、脳イメージング
及び神経病理学的試験において認められる変性が存在しないうちに、AD症例を、疾患の非
常に初期の段階で特定するものであろう。バイオマーカーは、できるだけ早期に治療を開
始するための第1の指標であり得、また、新規治療法、特に、神経病理学的変化の発生の
予防に焦点を合わせる治療法の有効性のスクリーニングにおいても非常に価値がある可能
性がある。本発明の生物学的マーカーの反復測定はまた、疾患の発症及び進行を追いかけ
るのに有用であろう。
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【０００６】
　ADの病理学的特性に関連するマーカー;斑及び濃縮体(Aβ及びタウ)が、最も広く研究さ
れている。研究によると最も有望なものは、Aβ(1-40)、Aβ(1-42)、及びタウ、又はADに
おける両方のタンパク質の組み合わせのCSF濃度である。多くの研究では、CSFにおけるA
β(1-42)の減少が報告されているのに対し、全Aβタンパク質又はAβ(1-40)濃度は、変わ
らないままである(Ida,Hartmannらの文献、1996;Kanai,Matsubaraらの文献、1998;Andrea
sen,Hesseらの文献、1999)。
【０００７】
　CSFがそれほど望ましくない試料であること、また、アミロイド及びタウを含めたAD病
態の「古典的」マーカーが他の流体中では確実には検出可能ではないことを認識して、血
清及び血漿などの血液及び血液産物中のさらなるタンパク質マーカーを特定するためのい
くつかの試みがなされている。通常状態での発現と比較して、AD状態において差次的に発
現される、ある群の血液タンパク質は、WO2006/035237に記載されており、罹患者の脳に
おけるAD病態と以前から関連付けられているタンパク質クラスタリンが挙げられる。ADに
おける潜在的バイオマーカーとしてのクラスタリンの値は、脳脊髄液(CSF)と血液との両
方において、様々なグループによって探索されているが、しばしば矛盾した結果を伴って
いる。CSFクラスタリンレベルと脳において見られるクラスタリンレベルとの間の矛盾に
対する一つの可能な解釈は、クラスタリンを測定するための免疫測定法に使用される抗体
によって認識されるエピトープを隠すように働く可能性があるタンパク質糖鎖付加の影響
である。実際、Nilselidら(2006)は、すべてのグリカン部分が、ELISAによる測定の前に
クラスタリンから酵素的に除去された場合にのみ、ヒトCSF中のクラスタリンの正確な定
量化が可能であることを実証した。彼らの研究では、クラスタリンのα及びβ鎖に対する
2種の特異的抗体によって測定されるクラスタリン量が、糖鎖除去後に約70%増大すること
が発見された。重要なことに、クラスタリンレベルは、男性のAD患者では、健常な男性対
照と比較して、概して上昇したが、彼らの研究では、天然に糖鎖付加されたクラスタリン
レベルのCSFレベル、又はエクスビボ糖鎖除去タンパク質のCSFレベルを測定するための診
断的実用性を示すことができなかった。さらに、彼らは、ADを患う女性と女性対照群との
間のクラスタリンレベルに差がないことを発見した。著者らは、タンパク質の微小不均一
性(糖鎖付加、リン酸化など)が疾患の診断又は予測的モニタリングにおける別の有用な標
的であり得ることを示唆することによってこれと対抗するのではなく、AD群と対照群との
間に、クラスタリン糖鎖付加レベルの全般的な差が存在しないことを結論づけた。
【発明の概要】
【０００８】
(発明の概要)
　この不確実な技術と、CSFではなく血液を使用する最小侵襲診断検査を開発したいとい
う望みを踏まえて、本発明者らは、驚いたことに、ヒト血漿中のクラスタリンの糖鎖付加
が、高度に不均質であり、今までに40を超える様々なアイソフォームが特定されているこ
とを示した。さらに、わずか8種という小サブセットの特定されたグリコフォームが、AD
を患う患者と軽度認知障害を患う患者との間で常に変わらずに調節される。さらに、これ
らの同一のグリコフォームのレベルは、個人の範囲内のADの重症度及び進行の速度を予測
することができる。
【０００９】
　本発明者らは、アルツハイマー病のためのいくつかの血漿バイオマーカーを以前に決定
している(その内容が参照により本明細書に組み込まれるUS7,897,361を参照のこと)。し
かし、彼らは、免疫測定法及び選択反応モニタリング実験が、二次元ゲル電気泳動(2DE)
を使用して同じバイオマーカーについて得られた結果を、完全には再現しないことを発見
した。本発明者らは、この違いが、検証実験では再現されなかった特定の翻訳後事象に起
因する可能性があるかどうかを調べた。
【００１０】
　本発明者らは、驚いたことに、認知症の異なる形態及び病期において差次的に発現され
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る、タンパク質の別のアイソフォーム、例えばグリコフォームが、翻訳後事象によって作
り出されることを発見した。したがって、本発明者らは、認知症のためのより有力なバイ
オマーカーを特定しており、その結果、アルツハイマー病などの認知症の診断、予測、及
びモニタリングのための、より上質な方法を提供することができる。
【００１１】
　特に、本発明者らは、大規模な翻訳後修飾(PTM)を有する、AD及び他の形態の認知症の
診断及び予測的モニタリングに有用な血液タンパク質の例を、本明細書で提供し、ここで
は、総タンパク質レベルの測定は、十分な診断能力を欠くのに対し、特定のアイソフォー
ムの測定は、疾患の正確な診断及び予後評価を可能にする。
【００１２】
　概して、本発明は、認知症、具体的には軽度認知障害(MCI)(ADの認識された前駆症状)
、AD、並びに単独の、及びアルツハイマー病を伴う混合型認知症としての、 血管性認知
症、レビー小体型認知症、及び前頭側頭型認知症を含む他の遅発型認知症を含めた、神経
変性疾患の診断のための方法及び組成物に関する。
【００１３】
　本発明者らは、互いに及び/又は通常状態での発現と比較して、それぞれがMCI及びAD状
態において差次的に発現される1以上のアイソフォームを有するタンパク質を特定及び記
載している。
【００１４】
　タンパク質は、インビボでは、いくつかの異なる形態で存在し得る。これらの異なる形
態は、選択的スプライシングによって;又は対立遺伝子間の変化、例えば一塩基多型(SNP)
によって産生される可能性もあるし、糖鎖付加などの翻訳後事象の結果(グリコフォーム)
である可能性もある。グリコフォームは、付着したグリカンの数又は型についてのみ異な
る、タンパク質のアイソフォームである。
【００１５】
　本発明は、特定のタンパク質の1以上の異なるアイソフォーム(好ましくはグリコフォー
ム)の決定に関する。ここでは、前記1以上のアイソフォームは、神経変性疾患又は認知症
(例えばMCI又はAD)を患う対象において、健常な(例えば、非認知症)対象よりも多い又は
少ない程度で存在する。対象における1以上のアイソフォームのレベルを(基準レベルとの
比較の有無にかかわらず)決定することによって、当業者が、神経変性疾患又は認知症、
及び/又は前記神経変性疾患又は認知症のレベル、性質、及び程度を診断することが可能
になる。
【００１６】
　本発明のすべての態様では、アイソフォームは、クラスタリン前駆体、アポリポタンパ
ク質A-IV前駆体、アポリポタンパク質C-III前駆体、トランスサイレチン、ガレクチン7、
補体C4前駆体、α-2-マクログロブリン前駆体、Igα-1鎖C、ヒストン2B、Ig λ鎖C領域、
フィブリノゲンγ鎖前駆体、補体因子H、インター-α-トリプシン重鎖H4前駆体、補体C3
前駆体、γ又はβアクチン、ハプトグロビン前駆体、又は血清アルブミン前駆体アイソフ
ォームからなる群から選択されるタンパク質バイオマーカーに由来する。
【００１７】
　好ましい実施態様では、タンパク質バイオマーカーは、α-2-マクログロブリン前駆体
、フィブリノゲンγ鎖前駆体、補体因子H、クラスタリン、及びハプトグロビンからなる
群から選択される。
【００１８】
　さらに好ましい実施態様では、タンパク質バイオマーカーは、クラスタリン(例えば、
ヒト、マウス、又はラットクラスタリン、特に、UNIPROTアクセッション番号P10909で開
示されたアミノ酸配列;配列番号:1を有するヒトクラスタリン)である。
【００１９】
　本発明の方法では、これらのバイオマーカーのいずれか1つ又はそれ以上を使用するこ
とができることが理解されよう。例えば、いくつかのバイオマーカーを選択して、複数の
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バイオマーカー(例えば、少なくともクラスタリン、及び任意にα-2-マクログロブリン前
駆体、フィブリノゲンγ鎖前駆体、補体因子H、及びハプトグロビン)を含むバイオマーカ
ーパネルを作製することができる。
【００２０】
　本発明は、健康な対象と比較した場合に認知症対象において差次的な存在量を示す、タ
ンパク質由来のアイソフォームの検出及び定量化に関するが、本発明者らは、クラスタリ
ンに関する研究を通して本発明に至った。しかし、当業者には、本明細書に提供される例
によって、本発明を、他の糖鎖付加タンパク質バイオマーカーを使用して実施することが
可能になることが明らかであろう。
【００２１】
　すべての態様では、本発明の方法は、すべての形態の神経変性疾患又は認知症に、特に
軽度認知障害(MCI)などのアルツハイマー病の前兆段階、並びに進行したアルツハイマー
病に関して使用することができる。しかし、便宜上、本発明の以下の態様及び実施態様は
、特にMCI及びADに関する。しかし、本発明の方法が、単独又は組み合わせで、一般に神
経変性疾患又は認知症に、或いはMCI及びAD以外の特定の形態の認知症に、等しく関連し
得ることが理解されよう。
【００２２】
　第1の態様では、本発明は、対象におけるアルツハイマー病などの神経変性疾患又は神
経変性性認知症を診断又は評価する方法であって、前記対象からの組織試料又は体液試料
中のタンパク質バイオマーカーの1以上の異なるアイソフォーム、好ましくはグリコフォ
ームを検出することを含む前記方法を提供する。
【００２３】
　好ましくは、該方法は、(例えば、対象から単離、抽出、又は別途入手された試料に対
して実施される)インビトロ方法である。
【００２４】
　好ましくは、タンパク質バイオマーカーは、アポリポタンパク質A-IV前駆体、アポリポ
タンパク質C-III前駆体、トランスサイレチン、ガレクチン7、補体C4前駆体、α-2-マク
ログロブリン前駆体、Igα-1鎖C、ヒストン2B、Ig λ鎖C領域、フィブリノゲンγ鎖前駆
体、補体因子H、インター-α-トリプシン重鎖H4前駆体、補体C3前駆体、クラスタリン前
駆体、γ又はβアクチン、ハプトグロビン前駆体、又は血清アルブミン前駆体アイソフォ
ームからなる群から選択される。
【００２５】
　好ましい実施態様では、タンパク質バイオマーカーは、α-2-マクログロブリン前駆体
、フィブリノゲンγ鎖前駆体、補体因子H、クラスタリン、及びハプトグロビンからなる
群から選択される。
【００２６】
　さらに好ましい実施態様では、タンパク質バイオマーカーは、クラスタリン(例えば、U
NIPROTアクセッション番号P10909で開示されたアミノ酸配列;配列番号:1を有するヒトク
ラスタリン)である。ヒト以外の種(例えば、他の哺乳類の種、例えば非ヒト霊長類、げっ
歯類(例えばマウス又はラット)、実験動物など)からの同等のクラスタリン配列を、本発
明において代わりに使うことができることが、当業者によって理解されるであろう。例え
ば、疾患のげっ歯類モデルにおける神経変性性認知症のための新規治療の有効性を決定す
るために本発明を使用する場合、適切なげっ歯類種の配列(例えば、マウスクラスタリン(
UniProtアクセッション番号Q06890、配列バージョン1、1995年2月1日付け)、又はラット
クラスタリン(UniProtアクセッション番号P05371、配列バージョン2、1994年2月1日付け)
)を使用するべきである。
【００２７】
　先に列挙したバイオマーカーのそれぞれについて、本発明は、対象のためのアイソフォ
ームプロファイルを確立するために組み合わせて使用することができる、バイオマーカー
パネル中の1以上のアイソフォームを提供する。このプロファイルを、基準プロファイル
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、同一対象からあらかじめ取得したプロファイル、又は対照者から取得したプロファイル
と比較することができる。
【００２８】
　すべての態様について、バイオマーカーパネルは、2以上、3以上、4以上、又は5以上の
アイソフォームを含むことができる。
【００２９】
　すべての態様について、それぞれが異なるタンパク質マーカータンパク質(例えばクラ
スタリン及びα-2-マクログロブリン前駆体)に関連する、複数のバイオマーカーパネルを
使用することができる。
【００３０】
　本発明によれば、被験者における神経変性疾患又は神経変性性認知症を診断又は評価す
るための方法であって、以下を含む前記方法が提供される:
(i)被験者から得られたタンパク質含有試料を提供することと;
(ii)クラスタリン前駆体;アポリポタンパク質A-IV前駆体;アポリポタンパク質C-III前駆
体;トランスサイレチン;ガレクチン7;補体C4前駆体;α-2-マクログロブリン前駆体;Igα-
1鎖C;ヒストン2B;Ig λ鎖C領域;フィブリノゲンγ鎖前駆体;補体因子H;インター-α-トリ
プシン重鎖H4前駆体;補体C3前駆体;γ又はβアクチン;ハプトグロビン前駆体;及び血清ア
ルブミン前駆体、又はこれらの断片からなる群から選択されるタンパク質バイオマーカー
に由来する少なくとも1種の特定のタンパク質アイソフォーム及び/又はグリコフォームの
濃度、量、又は発現の程度を決定することと:
(iii)(ii)で決定された前記濃度、量、又は程度を、特定の神経変性疾患、認知症、又は
疾患の段階を患う対照者、又は神経変性疾患を有しない若しくは神経変性性認知症を有し
ない対照者由来の基準と比較することと;
(iv)被験者におけるタンパク質バイオマーカーの少なくとも1種の特定のタンパク質アイ
ソフォーム及び/又はグリコフォームの、基準に対するレベルに基づいて、被験者の神経
変性疾患又は神経変性性認知症の存在及び/又は段階に関する診断又は評価を行うこと。
【００３１】
　いくつかの場合では、少なくとも1種の特定のタンパク質アイソフォーム及び/又はグリ
コフォームは、クラスタリン前駆体に由来する。具体的には、前記少なくとも1種の特定
のタンパク質アイソフォーム及び/又はグリコフォームは、以下を含むことができる:
ヒトクラスタリンのグリコフォーム;又は
ヒトクラスタリンアミノ酸配列の少なくとも5、6、7、8、9個、若しくは少なくとも10個
の連続するアミノ酸を含む、ヒトクラスタリンの糖鎖付加断片。ここでは、前記断片は、
N-結合型又はO-結合型グリカンを含む。本発明による使用が考慮されるヒトクラスタリン
の特定の糖鎖付加断片としては、以下が含まれる:
【化１】

ここでは、「N*」は、グリカン付着残基を示す。
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【００３２】
　本発明によるいくつかの場合では、ヒトクラスタリンの前記糖鎖付加断片は、表3A、表
3B、表3C、表5、表6、及び/又は表7に記載したクラスタリン糖ペプチドのいずれか1つか
ら選択される。
【００３３】
　本発明によるいくつかの場合では、ヒトクラスタリンの前記糖鎖付加断片は、以下から
なる群から選択されるβ64N-グリカンを含む:
β64N_SA1-(HexNAc-Hex)2-コア;β64N_SA2-(HexNAc-Hex)2-コア;β64N_SA1-(HexNAc-Hex)
3-コア;β64N_SA2-(HexNAc-Hex)3-コア;β64N_SA1-(HexNAc-Hex)4-コア;β64N_SA3-(HexN
Ac-Hex)3-コア;β64N_SA2-(HexNAc-Hex)4-コア;及び β64N_SA3-(HexNAc-Hex)4-コア。
【００３４】
　本発明によるいくつかの場合では、少なくとも1種の特定のタンパク質グリコフォーム
は、タンパク質バイオマーカーの4本鎖(tetra-antennary)グリコフォームである。
【００３５】
　本発明によるいくつかの場合では、少なくとも1種の特定のタンパク質アイソフォーム
及び/又はグリコフォームの濃度、量、又は発現の程度は、
(i)同じタンパク質の少なくとも1つの他のアイソフォーム及び/又はグリコフォームと比
較して、又は同じタンパク質のすべてのアイソフォーム及び/又はグリコフォームの合計
と比較して;
(ii)前記タンパク質バイオマーカーのうちの1つ以外の基準タンパク質と比較して;或いは
(iii)前記濃度、量、又は発現の程度の1以上の生の値を正規化して正規化された合計スケ
ーリングした(sum-scaled)測定値をもたらす、合計スケーリング(sum-scaling)方法を使
用して
決定される。特に、4本鎖グリコフォームのタンパク質バイオマーカーの濃度、量、又は
発現の程度は、同じタンパク質の1以上の、より少ない鎖付加数のグリコフォーム(例えば
、3本鎖又は2本鎖グリコフォーム)と比較して、又は、同じタンパク質のすべてのグリコ
フォームの合計と比較して決定することができる。
【００３６】
　ある種の場合では、本発明の方法は、タンパク質バイオマーカーの4本鎖グリコフォー
ムの、同じタンパク質のすべてのグリコフォームの合計に対する割合を決定することを含
む。
【００３７】
　ある種の場合では、本発明の方法は、配列
【化２】

を含む又は該配列からなるヒトクラスタリン糖タンパク質断片の4本鎖グリコフォームを
、同じ糖タンパク質断片のすべてのグリコフォームの合計に対する割合として定量化する
ことを含む。
【００３８】
　本発明の方法の、ある種の場合では、被験者からの試料における、対照者からの基準に
おける4本鎖グリコフォームの相対レベルよりも低い相対レベルの4本鎖グリコフォームは
、その被験者が、神経変性疾患又は認知症を有する、及び/又はより進行した段階の神経
変性疾患又は認知症を有するか、又はこれを有すると予想されることを示す。特に、これ
は、対象が、比較的に高いレベルの海馬萎縮を有することを示すことができる。
【００３９】
　本発明によれば、神経変性疾患又は神経変性性認知症は、以下からなる群から選択する
ことができる:アルツハイマー病(AD)、軽度認知障害(MCI)、血管性認知症、レビー小体型
認知症、単独、又はADを伴う混合型認知症としての前頭側頭型認知症、パーキンソン病、
及びハンチントン病。
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【００４０】
　ある種の場合では、本発明の方法は、少なくとも2、3、4、又は少なくとも5種の前記バ
イオマーカータンパク質のそれぞれの、少なくとも1種の特定のタンパク質アイソフォー
ム及び/又はグリコフォームの濃度、量、又は発現の程度を決定することを含む。
【００４１】
　ある種の場合では、本発明の方法は、タンパク質バイオマーカーの又はタンパク質バイ
オマーカーのそれぞれの、少なくとも2、3、4、又は少なくとも5種の、特定のタンパク質
アイソフォーム及び/又はグリコフォームの濃度、量、又は発現の程度を決定することを
含む。
【００４２】
　ある種の場合では、本発明によれば、タンパク質含有試料は、以下からなる群から選択
される:血漿、血液細胞、血清、唾液、尿、脳脊髄液(CSF)、細胞擦過物、及び組織生検材
料。
【００４３】
　当業者は、特定のグリコフォームを含めた特定のタンパク質アイソフォームの量又は濃
度を測定するために、様々な適切な技術が存在することを認識するであろう。これには、
特定のアイソフォームの本発明のタンパク質による免疫化によって産生される非ヒト抗体
の使用が含まれる。ここでは、こうした抗体は、診断用アイソフォーム、特にグリコフォ
ームに対して必要とされる特異性を有する。特に、適切なグリカン構造を有する配列ID2
～10の合成ペプチドの使用。こうしたペプチドは、天然には見られないので、天然に存在
するクラスタリンの消化を介してエクスビボで、又はインビトロ合成化学の使用によって
、調製しなければならない。
【００４４】
　より具体的には、本明細書で意図されるのは、ゲル電気泳動又はLC-MS/MSを使用する測
定を含む方法である。
【００４５】
　いくつかの場合では、各グリコフォームの相対量は、選択反応モニタリング(Selected 
Reaction Monitoring)質量分析を使用する、同等の重同位体標識された基準グリコフォー
ムに対する比較によって算出される。特に、重同位体標識された基準グリコフォームは、
H、C、N、又はOの1以上の重同位体が前記グリコフォームのペプチド又は糖成分内で置換
された合成糖ペプチドであり得る。
　いくつかの場合では、重同位体標識された基準グリコフォームは、同位体質量タグで標
識されている濃縮された天然に存在するグリコフォームである。ここでは、前記同位体質
量タグは、H、C、N、又はOの1以上の重同位体を伴い、こうした質量タグは、前記グリコ
フォームのペプチド又は糖成分と反応することが可能である。
【００４６】
　いくつかの場合では、各グリコフォームの相対量は、欧州特許第2,115,475号(その内容
全体を参照により本明細書に組み込む)に概して開示される通りに、同重体質量タグで標
識された同等のグリコフォームに対する比較によって算出される。ここでは、
(i)被験者から採取された組織又は体液の各試料を、同重体質量タグセットのあるメンバ
ーで標識して、標識された分析試料を作製する;
(ii)濃縮されたグリコフォームの標準の基準パネルを、2から6の一定分量に分け、各一定
分量を、標識された分析試料と同じ同重体質量タグセットの追加のメンバーで別々に標識
し、それぞれ独立に標識された基準パネルの一定分量を、事前に定義した割合で混合して
、標準の基準混合物としての臨床的に意義のある濃度曲線を作製する;
(iii)等しい体積の標識された分析試料と標準の基準混合物を混合して、MSキャリブレー
タ試料を形成する;かつ
(iv)ステップ(iii)で調製したMSキャリブレータ試料を、質量分析によって分析する。具
体的には、同重体質量タグセットは、タンデム質量タグセットであり得る。
【００４７】
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　本発明によるある種の場合では、タンパク質含有試料は、以下からなる群から選択され
る:血漿、血液細胞、血清、唾液、尿、脳脊髄液(CSF)、細胞擦過物、及び組織生検材料。
【００４８】
　本発明によるある種の場合では、タンパク質アイソフォーム及び/又はグリコフォーム
は、グリコフォームであり、合計スケーリングされる選択反応モニタリング(SRM)質量分
析を使用して測定される。
【００４９】
　本発明によるある種の場合では、タンパク質アイソフォーム及び/又はグリコフォーム
は、標識されない。
【００５０】
　本発明によるある種の場合では、該方法は、試料をゲル電気泳動分離にかけることを含
まない、及び/又は試料を免疫沈降による濃縮にかけることを含まない。
【００５１】
　本発明によるある種の場合では、タンパク質アイソフォーム及び/又はグリコフォーム
は、グリコフォームであり、本質的に実施例6に記載した通りの方法によって測定される
。
【００５２】
　本発明によるいくつかの場合では、少なくとも1種の特定のタンパク質アイソフォーム
及び/又はグリコフォームは、ウェスタンブロッティング又はELISAなどの免疫学的測定法
によって測定することができる。
【００５３】
　本発明によるいくつかの場合では、該方法は、本明細書の表1A又は1Bに記載した通りの
少なくとも5、6、7、8、9、又は少なくとも10種の糖ペプチドの相対的プロファイルを決
定することを含む。特に、被験者からの試料中の前記糖ペプチドの相対的割合を、表1A内
の「AVG_A」及び/又は「AVG_B」列に記載した通りの前記糖ペプチドの相対的割合と比較
することができる。
【００５４】
　本発明によるいくつかの場合では、該方法は、表1A又は1Bに記載した保持時間、m/z値
、及び/又は荷電状態値を参考にして、前記糖ペプチドの少なくとも一部分を特定するこ
とを含む。
【００５５】
　さらなる態様では、本発明は、複数の被験者を、該被験者の神経変性疾患又は認知症の
段階及び/又は重症度に従って階層化するための方法であって、
それぞれの被験者からの少なくとも1つの被検試料に対して、本発明の第1の態様に従う方
法を実施することと;
それぞれの被験者におけるタンパク質バイオマーカーの少なくとも1種の特定のタンパク
質アイソフォーム及び/又はグリコフォームのレベルに基づいて、該被験者を、より進行
した若しくはそれほど進行していない段階の神経変性疾患又は認知症に、又はより重篤な
若しくはそれほど重篤でない神経変性疾患又は認知症に階層化することと
を含む前記方法を提供する。特に、被験者を、該被験者の予測される海馬萎縮の程度に従
って階層化することができる。
【００５６】
　したがって、本発明は、対象における神経変性状態を診断又は評価する方法であって、
(i)認知症を有する疑いがある又は認知症と既に診断されている被験者から、関連組織又
は体液の試料(ここでは、こうした試料は、バイオマーカーの1以上のタンパク質アイソフ
ォームを含む)を得るステップと;
(ii)前記関連組織試料又は体液中の、前記バイオマーカーのためのバイオマーカーパネル
における1以上のタンパク質アイソフォームを検出するステップと;
(iii)前記1以上のタンパク質アイソフォームの存在又は量を、特定の認知症若しくは疾患
の段階を患う対照者又は認知症を有しない対照者から採取された同等の関連組織又は体液
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試料の代表的な試料中の前記タンパク質アイソフォームのレベルと比較するステップと;
(iv)対照者に対する、該被験者における1以上のアイソフォームの相対レベルに基づいて
、認知症の存在及び/又は段階に関する診断を行うステップと;
を含む前記方法を提供する。
【００５７】
　好ましくは、バイオマーカーパネルは、バイオマーカーの1以上のグリコフォームを含
む。
【００５８】
　アイソフォーム、好ましくはグリコフォームの検出は、ゲル電気泳動を使用することに
よって、より好ましくはLC-MS/MSによって実施することができる。
【００５９】
　別の態様では、本発明は、ヒト又は動物対象における認知症、例えばMCI又はADの性質
又は程度を決定する方法であって、前記対象からの組織試料又は体液試料中のタンパク質
バイオマーカーの1以上のアイソフォームを検出することを含む前記方法を提供する。し
たがって、本発明の方法は、アルツハイマー病の、又はMCIからアルツハイマー病への疾
患進行の進行をモニタリングする方法を包含する。予測的方法、例えば、MCIからアルツ
ハイマー病への進行可能性の予測又はアルツハイマー病の期間又は重症度の可能性の予測
も包含される。
【００６０】
　好ましくは、タンパク質バイオマーカーは、アポリポタンパク質A-IV前駆体、アポリポ
タンパク質C-III前駆体、トランスサイレチン、ガレクチン7、補体C4前駆体、α-2-マク
ログロブリン前駆体、Igα-1鎖C、ヒストン2B、Ig λ鎖C領域、フィブリノゲンγ鎖前駆
体、補体因子H、インター-α-トリプシン重鎖H4前駆体、補体C3前駆体、クラスタリン前
駆体、γ又はβアクチン、ハプトグロビン前駆体、又は血清アルブミン前駆体アイソフォ
ームからなる群から選択される。
【００６１】
　好ましい実施態様では、タンパク質バイオマーカーは、α-2-マクログロブリン前駆体
、フィブリノゲンγ鎖前駆体、補体因子H、クラスタリン、及びハプトグロビンからなる
群から選択される。
【００６２】
　さらに好ましい実施態様では、タンパク質バイオマーカーは、クラスタリン(UNIPROTア
クセッション番号P10909;(配列番号:1)である。
【００６３】
　本発明の好ましい態様では、以下を含む方法が提供される:
(a)対象から組織の試料又は体液試料を得ることと;
(b)試料中のバイオマーカーの1以上のアイソフォームの、又はバイオマーカーの、濃度、
存在、非存在、又は程度を決定することと;
(c)この決定を、こうした決定と臨床情報との間の先の相関を参考にして、又は、非認知
症対象に対して行われた決定を参考にして、認知症の性質又は程度と関連付けること。
【００６４】
　好ましい実施態様では、認知症の(例えばMCIからADへの)進行は、ある期間にわたる連
続的決定によって決定することができ、異なる時点でのバイオマーカーの1以上のアイソ
フォームの濃度、存在、非存在、又は程度の間の比較が行われる。
【００６５】
　この決定は、こうした決定と対照患者における臨床情報との間の先の相関を参考にして
、対象におけるADの性質又は程度と関連付けることができる。或いは、進行又は重症度の
決定は、同一の対象から採取した、以前の試料中の前記タンパク質アイソフォームの濃度
、量、又は発現の程度との比較によって行うことができる。こうした以前の試料は、今回
の試験の日付の1週、1か月、3か月、より好ましくは6か月前に採取することができる。複
数のこうした以前の試料が、長期的に比較され、かつタンパク質アイソフォーム発現の変
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化の傾きが、認知機能低下の相関値として算出されることも、本発明の特徴である。
【００６６】
　好ましくは、バイオマーカーは、アポリポタンパク質A-IV前駆体、アポリポタンパク質
C-III前駆体、トランスサイレチン、ガレクチン7、補体C4前駆体、α-2-マクログロブリ
ン前駆体、Igα-1鎖C、ヒストン2B、Ig λ鎖C領域、フィブリノゲンγ鎖前駆体、補体因
子H、インター-α-トリプシン重鎖H4前駆体、補体C3前駆体、クラスタリン前駆体、γ又
はβアクチン、ハプトグロビン前駆体、又は血清アルブミン前駆体アイソフォームからな
る群から選択される。
【００６７】
　好ましい実施態様では、バイオマーカーは、α-2-マクログロブリン前駆体、フィブリ
ノゲンγ鎖前駆体、補体因子H、クラスタリン、及びハプトグロビンからなる群から選択
される。
【００６８】
　さらに好ましい実施態様では、バイオマーカーは、クラスタリン(UNIPROTアクセッショ
ン番号P10909;(配列番号:1)である。
【００６９】
　バイオマーカーパネルのタンパク質アイソフォームの決定されたレベルを、他の臨床的
及び実験室的評価と共に使用して、MCI、AD、並びに血管性認知症、レビー小体型認知症
、及び前頭側頭型認知症を含む単独の、及びアルツハイマー病を伴う混合型認知症として
の他の遅発型認知症の診断の信頼度のレベルを高めることは、本発明のさらなる態様であ
る。
【００７０】
　一実施態様では、障害の進行を、本発明の方法を使用することによって追跡して、障害
の重症度、例えば、全体的な認知症重症度を決定することができる。別の実施態様では、
本発明の方法を使用して、評価の時点までの障害の期間を決定することができる。
【００７１】
　この方法は、患者の認知症の型、例えば、アルツハイマー病を、当技術分野で利用可能
な様々な型の予防的又は治療的治療と関連付け、それによって、患者が治療法に応答する
可能性を向上させることを可能にする。
【００７２】
　いくつかの実施態様では、本発明の方法を実施するために、ある特定のタンパク質の1
以上、2以上、又は3以上の異なるアイソフォームが、試料中で検出及び定量化される。さ
らに好ましい実施態様では、2種以上のタンパク質のアイソフォームが検出され、それに
よって、アルツハイマー病の性質又は程度の多タンパク質フィンガープリントが提供され
る。好ましくは、少なくとも4種の異なるタンパク質の1以上のアイソフォームが検出され
る。
【００７３】
　好都合には、本発明の方法において使用される患者試料は、組織試料又は尿、血液、血
漿、血清、唾液、又は脳脊髄液試料などの体液試料であり得る。好ましくは、体液試料は
、血液、血清、又は血漿試料である。列挙したものなどの体液の使用が好ましい。何故な
ら、これらは、対象から、より容易に入手することができるからである。これは、費用、
容易さ、速さ、及び対象の健康という点で、明確な利点を有する。血液、血液産物(血漿
又は血清など)、及び尿がまた、特に好ましい。
【００７４】
　特定の1以上のタンパク質のタンパク質アイソフォームを検出するステップの前に、試
料から最も豊富なタンパク質を除去するための除去ステップを、又はバイオマーカーパネ
ルに含まれるタンパク質の標的化濃縮を、いずれの場合にも例えば免疫捕捉又は一次元若
しくは二次元ゲル電気泳動などの当技術分野で周知の方法を使用して行うことができる。
【００７５】
　本明細書に記載した通りのタンパク質アイソフォームのいずれかが、正常試料又は組織
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中で、認知症、例えば、MCI又はADを患う対象からの試料又は組織に対して、差次的に発
現される(すなわち発現の増大又は低下を示す)可能性がある、又は、独自に存在する又は
存在しない可能性がある。タンパク質のすべてのタンパク質アイソフォームが、個々の対
象内で差次的に発現されることが必要ではないことや、任意のそれぞれの試験において見
られる差次的に発現されるタンパク質アイソフォームの数及び同一性が、異なる対象間で
、及び個々の対象について時間と共に、変動することとなることが、当業者に理解される
べきである。タンパク質アイソフォームの特定のサブセットを、診断、予測、及び疾患期
間の推定などの様々な目的に使用することができる。各タンパク質については、確実な決
定を提供するために、最小数の差次的に発現されるタンパク質アイソフォームが必要とさ
れる。好ましい実施態様では、最低1種のタンパク質アイソフォーム、より好ましくは少
なくとも2種、最も好ましくは3種以上のタンパク質アイソフォームが、差次的に発現され
る。前記1種、2種、3種以上のアイソフォームは、すべて単一のタンパク質のアイソフォ
ームであり得る、又は、2種以上のタンパク質のアイソフォームであり得る。
【００７６】
　好ましくは、差次的に発現されるタンパク質アイソフォームの少なくとも1つは、発現
後に2つの異なるα及びβ鎖(結合してヘテロ二量体を形成する)にプロセシングされる、
糖タンパク質クラスタリン(UNIPROTアクセッション番号P10909;(配列番号:1))のアイソフ
ォーム、又はそのタンパク分解性断片である。ここでは、前記クラスタリンタンパク質又
はタンパク分解性断片は、少なくとも1つのN-結合型又はO-結合型グリカン構造を含む。
【００７７】
　本発明に従って検出される1以上のアイソフォームが、ヒトクラスタリンの差次的に糖
鎖付加されたアイソフォームを含むことが最も好ましい。特に、本発明者らは、MCI、AD
、及び他の認知症において、グリカン鎖状成分の切断及び/又は完全除去が差次的に起こ
ることを思いがけず発見した。クラスタリン上の特定の鎖状形態のN-結合型グリカンが、
海馬萎縮のレベル、すなわちAD及びMCIにおける疾患重症度の周知のマーカーと関連する
ことも、本発明の特徴である。
【００７８】
　選択されたタンパク質の1以上のタンパク質アイソフォームを検出するための方法は、
当技術分野で周知であり、質量分析、免疫-質量分析、ウェスタンブロッティング又はELI
SAなどの免疫測定法、レクチン親和性免疫測定法、ゲル電気泳動、二次元ゲル電気泳動、
及び等電点電気泳動(iso-electric focusing)が含まれ得る。
【００７９】
　したがって、様々な方法によって、クラスタリン上のグリカン構造の測定を実施するこ
とができる。二次元ゲル電気泳動では、グリカン構造内の糖基の付加又は除去が、クラス
タリンの見かけの分子質量と等電点電気泳動点との両方に影響を与え、ゲル内のスポット
の「トレイン(train)」をもたらすこととなる。こうしたスポットのトレインは、当業者
に周知である。例の目的で、認知症を患う疑いがある対象からの血漿タンパク質を、二次
元ゲル電気泳動にかける。2次元目の完了後、ゲルを、タンパク質又は糖選択的な色素で
染色して、個々のタンパク質スポット又は糖タンパク質スポットをそれぞれ明らかにする
。一般的に、ゲル全体の画像を、CCDカメラを使用して取り込み、SameSpots(Non-Linear 
Dynamics社、UK)などの市販品として入手可能なソフトウェアを使用して、染色強度に基
づき、各スポットの相対存在量を算出する。クラスタリンアイソフォームを含むスポット
のトレインは、基準ゲルとの比較によって特定することができる。或いは、スポットを、
ゲルから切り出して、質量分析を使用してタンパク質を特定することができる。最終的に
、様々なクラスタリンアイソフォームに相当する各スポットの相対存在量を決定し、診断
及び/又は予測的アイソフォームのレベルを、AD、MCI、又は他の認知症に相当することが
公知であるものと比較する。
【００８０】
　したがって、本発明は、対象における認知症、特にアルツハイマー病を診断する方法で
あって、前記対象から得られた体液試料中のクラスタリンのアイソフォーム(Swiss-PROT
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アクセッション番号(SPN)P10909;(配列番号:1))を検出することを含む前記方法を提供す
る。ここでは、前記アイソフォームの相対存在量の変化が、前記対象における認知症の指
標である。前記アイソフォームの相対存在量は、検出された濃度又は存在量を、少なくと
も1か月、少なくとも2か月、少なくとも3か月、少なくとも6か月、少なくとも1年、少な
くとも2年、又は少なくとも5年前に採取した、同じ対象からの先の試料における同じアイ
ソフォームの濃度又は存在量と比較することによって、或いは、検出された濃度又は存在
量を、基準試料(前記基準試料は、好都合にはデータベースを形成することができる)から
の同じアイソフォームの濃度又は存在量と比較することによって;或いは、検出された濃
度又は存在量を、非認知症対照者から得られた試料からの同じアイソフォームの濃度又は
存在量と比較することによって決定することができる。
【００８１】
　好ましくは、クラスタリンに関しては、表1A又は1Bから、1以上のアイソフォームが選
択される。より好ましくは、表1A又は1Bから、2以上、3以上、4以上、5以上、10以上、又
は20以上のアイソフォームが選択される。さらに好ましい実施態様では、クラスタリンの
1以上のアイソフォームは、シアル酸付加された形態の糖ペプチド
【化３】

である。
【００８２】
　さらなる実施態様では、本発明は、液体クロマトグラフィータンデム質量分析(LC-MS/M
S)によって、クラスタリンの特定のN-結合型及び/又はO-結合型グリカン構造を検出する
ための方法を提供する。任意に、すべてのアイソフォームのクラスタリンタンパク質は、
免疫沈降又はイムノアフィニティクロマトグラフィーなどの方法において、非修飾タンパ
ク質骨格のある領域を認識する抗体を使用して、生体組織又は流体試料、例えば、血漿試
料から濃縮される。
【００８３】
　こうしたクラスタリン特異的抗体は、当技術分野で周知である。或いは、一般的にコム
ギ胚芽凝集素などのレクチンを使用するレクチン親和性沈降又はレクチン親和性クロマト
グラフィーを使用して、特定のグリコフォームの濃縮を実施することができる。濃縮後に
、この濃縮されたタンパク質画分を、トリプシン又はAsp-Nなどの酵素を使用するタンパ
ク分解性消化にかけることによって、天然に存在するクラスタリンを変化させ、その後、
質量分析計を連結した逆相液体クロマトグラフィーによって、ペプチド断片の分離を行う
。質量分析の分析中に、MS1サーベイスキャンにおいて、各クラスタリンペプチドの存在
量を決定する。次いで、各ペプチドを、質量分析計内での断片化にかけて、ペプチド骨格
を破壊し、付着したグリカンを放出させる。いずれの場合にも、放出された断片の正確な
質量を、MS2スキャンにおいて決定し、ペプチド配列及びグリカン構造を明らかにするた
めに使用することができる。したがって、各クラスタリンアイソフォームの相対定量を得
て、特定の形態の認知症、疾患進行の段階、又は非認知症対照と関連する公知の量の各ア
イソフォームと比較することができる。
【００８４】
　さらに好ましい実施態様では、認知症を有する疑いがある又は認知症と既に診断されて
いる対象から採取された組織又は体液の試料に、タンパク質アイソフォームを表す同位体
的に又は同重体的に標識された糖タンパク質(1種又は複数)及び/又は糖ペプチドの基準パ
ネルが添加された後、LC-MS/MSによるその後の分析が行われる。
【００８５】
　あるこうした態様では、特定の糖ペプチドは、TMT-SRM手法(その内容全体が参照により
本明細書に組み込まれるByersらの文献、J.Proteomics 73:231-239に開示される通り)を
使用して定量化され、それによって、多目的ドナー試料、例えば血漿試料から調製された
クラスタリンの異なるアイソフォームの濃縮された調製物を含む基準パネルに対する、分
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析物の内在量が測定され、重い(heavy)TMT試薬で標識される。この「重い」基準は、軽い
(light)TMT試薬で標識された、認知症を有する疑いがある又は認知症と既に診断されてい
る対象から採取された組織又は体液の試料から調製された、同様に調製された濃縮された
内在性クラスタリンに添加される。
【００８６】
　次いで、この重い基準と軽い内在性クラスタリンとの混合物を、LC-MS/MSにかけ、同等
の重い及び軽い親及び娘イオンの相対存在量(いわゆるSRM遷移)(それぞれ、MS/MS実験に
おいて観察される連続的フラグメントイオンからのグリカン単位の連続的喪失を表す)を
算出する。適切な場合には、測定値m/z 366.14及びm/z 657.24の遷移も含まれるであろう
。これらのイオンは、それぞれ、ヘキソース-N-アセチルヘキソサミン、[Hex-HexNAc]+、
及びN-アセチルノイラミン酸-ヘキソース-N-アセチルヘキソサミン[NeuAc-Hex-HexNAc]+

に関連しており、一般的に、糖ペプチドを含有するN-結合型炭水化物の衝突誘起解離中に
生み出される。したがって、各SRM遷移に対する軽いTMT/重いTMTの比率は、関連する糖ペ
プチドの相対存在量に正比例する。次いで、測定したレベルを、AD、MCI、又は他の認知
症を患う対象、及び/又は非認知症対照者から採取される適切な組織又は体液に見られる
関連するアイソフォームについての公知の基準レベルと比較して、疾患の状態又は進行の
速度の診断及び/又は予測ができる。
【００８７】
　基準パネルが、同重体的に標識された糖ペプチドを含むこと、また、基準パネル中に2
以上の異なる濃度の各糖ペプチドが含まれることが特に好ましい。タンデム質量タグ(The
rmo Scientific社、UK)などの、いかなる同重体タンパク質又は糖のタグも使用すること
ができる。このいわゆるTMTキャリブレータ方法の原理は、その内容が本明細書に完全に
組み込まれる欧州特許第2115475号に開示されている。
【００８８】
　代替実施態様では、本発明は、クラスタリンの主要なグリコフォームペプチドの選択反
応モニタリングの使用を提供する。ここでは、定量化は、関連しない基準ペプチドによっ
て提供される。この方法では、強いSRMシグナルを提供し、かつクラスタリングリコフォ
ームペプチドのイオン化及び検出を妨害しないペプチドを、クラスタリングリヨペプチド
(glyopeptide)の調製後に、各患者試料に添加することができる。次いで、この混合物を
、SRM方法にかけ、クラスタリングリコフォームペプチド遷移の相対ピーク面積を、基準
ペプチドのものと比較して、相対的又は絶対的定量化をもたらす。
【００８９】
　本発明によって例示される別のSRM方法では、混合物に添加される基準ペプチドは存在
しない。こうした方法では、各糖鎖付加ペプチド(分析物)の生の積分ピーク面積の値が、
定量化のために使用されるが、合計スケーリングを使用して最初に正規化される。合計ス
ケーリングは、実験バイアスを除去するための数学的手法である(Robinsonらの文献、201
0;Paulsonらの文献、2013;及びDe Liveraらの文献、2012を参照のこと)。このプロセスは
、所与の試料において測定されるすべての分析物についての強度値を合計することと、次
いで、すべての試料にわたる中央値を算出することとを含む。次いで、この中央値を、各
合算値で割って、補正率を出し、次いで、これを元々の強度値に掛けて、正規化された合
計スケーリングした測定値をもたらす。
【００９０】
　高萎縮と低萎縮との間の中央値を算出した。等分散片側分布t検定を使用して、p値を算
出した。さらに、log 2比も算出して、各糖鎖付加ペプチドに関する高萎縮と低萎縮との
間の変動を提供した。糖ペプチド高萎縮/低萎縮log 2比は、高萎縮/低萎縮log2の中央値
である。
【００９１】
　さらなる態様では、本発明は、マーカータンパク質パネルのすべてのタンパク質アイソ
フォームに関する糖ペプチド保持時間、前駆体質量、及び診断用断片化質量のデータベー
スを提供する。こうしたデータベースの例を、表1A又は1Bに提供する。好ましくは、デー
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タベースは、FTMS及び/又はQTOF機器上で収集される高質量精度MS及びMS/MSスペクトルの
スペクトルライブラリも含む。
【００９２】
　さらなる態様では、本発明は、神経変性疾患又は神経変性性認知症の治療の有効性を決
定する方法であって、先に記載した実施態様のいずれかによって、治療前に、及び治療中
又は治療後に少なくとも1回、少なくとも1種のタンパク質バイオマーカーの1以上のアイ
ソフォームのレベルを決定することを含み、ここでは、前記アイソフォーム(1又は複数)
のレベルが安定であり続けるか、又はより正常なレベルに戻ることによって、治療の成功
が実証される、前記方法を提供する。これは、神経変性性認知症のための実験的治療の評
価において、例えばヒト臨床試験において、特に有益である。本発明のこの態様の代替実
施態様では、前記アイソフォーム(1又は複数)のモニタリングを使用して、個々の患者の
ための最適な治療の選択を支援することができる。ここでは、疾患バイオマーカープロフ
ァイルの進化の継続が、現在の治療の失敗及び代替治療を提供する必要性を示す。
【００９３】
　さらなる態様では、本発明は、制御部分と記憶部分とを含む神経変性性認知症スコア算
出装置と、情報通信端末装置とを含む、神経変性性認知症決定システムを提供する。前記
装置は、ネットワークを通じて互いに通信的に接続されている。ここでは、情報通信端末
装置は、以下を含み:
1a)対象の測定されたグリコフォームプロファイルデータを神経変性性認知症スコア算出
装置に送信する、クラスタリングリコフォームプロファイルデータ送信ユニット;及び
1b)神経変性性認知症スコア算出装置から送信された対象の神経変性性認知症スコアの評
価結果を受信する、評価結果受信ユニット;
かつ、制御部分は、以下を含む:
2a)情報通信端末装置からの対象のクラスタリングリコフォームプロファイルデータを受
信する、クラスタリングリコフォームプロファイルデータ受信ユニット;
2b)対象のクラスタリングリコフォームプロファイルデータと、記憶装置に保存された基
準クラスタリングリコフォームプロファイルデータ記録との適合の近似性を決定する、ク
ラスタリングリコフォームプロファイル照合ユニット;
2c)クラスタリングリコフォームプロファイル照合ユニットによって算出された適合の近
似性に基づいて、対象の神経変性性認知症スコアを決定する、神経変性性認知症スコア決
定ユニット;及び
2d)神経変性性認知症スコア決定ユニットによって得られた対象の神経変性性認知症スコ
アを、情報通信端末装置に送信する、決定結果-送信ユニット。
【００９４】
　いくつかの場合では、前記クラスタリングリコフォームプロファイルは、表1A又は1Bに
記載した通りの少なくとも5、6、7、8、9、又は少なくとも10種の糖ペプチドの、対象の
試料、例えば血漿試料における相対的割合を含む。
【００９５】
　さらなる態様では、本発明は、神経変性疾患又は認知症に対する治療有効性について評
価されることとなる薬剤を特定する方法であって、被検薬剤の存在下と被検薬剤の非存在
下で、β-N-アセチル-グルコサミニダーゼを適切な基質と接触させることと、被検薬剤の
存在下と非存在下でβ-N-アセチル-グルコサミニダーゼ活性の速度又は程度を比較するこ
ととを含む前記方法を提供する。ここでは、β-N-アセチル-グルコサミニダーゼ活性を阻
害する被検薬剤が、神経変性性認知症に対する治療有効性について評価されることとなる
薬剤と特定される。特に、この方法は、ヒトクラスタリンタンパク質又はその糖鎖付加断
片の4本鎖グリコフォームの認知症誘導性のグリカン刈り込み(pruning)を減少又は阻止す
る能力について、被検薬剤を評価することをさらに含むことができる。
【００９６】
　本発明のさらなる態様では、疾患に活性がある、グリコトランスフェラーゼ(glycotran
sferase)及びグリコシダーゼなどのタンパク質修飾酵素を特定する方法が提供される。こ
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うした酵素は、新規の治療用標的として働くことができ、また、疾患の診断及び予測的モ
ニタリングのための代替手段を提供することができる。
【００９７】
　したがって、人工の糖ペプチド又はグリコトランスフェラーゼ基質に対する、認知症を
有する疑いがある対象から採取された組織又は体液の試料中に存在するグリコシダーゼ又
はグリコトランスフェラーゼの活性の測定を含む、認知症の存在又は病期の診断の方法が
提供される。ここでは、糖ペプチドの基質又はグリコトランスフェラーゼの基質上の鎖状
グリカン構造の切断又は完全除去が検出される。
【００９８】
　いくつかの循環性の糖タンパク質は、認知症と関連することが公知である(Nuutinen,Su
uronenらの文献、2009;Sato,Endoの文献、2010;Butterfield,Owenらの文献、2011)。CSF
中のクラスタリンが、例えば、βアミロイドタンパク質クリアランスの機構と関連付けら
れているのに対して、細胞内クラスタリンは、ニューロン中の有毒なβアミロイドに応答
して、細胞内シグナル伝達を仲介すると考えられている(Killick,Ribeらの文献、2012)。
N-結合型糖鎖付加の型及び程度の変化は、タンパク質の機能及び安定性に影響を与えるこ
とが公知であり、循環性のクラスタリングリコフォームの分布の変化は、アルツハイマー
病におけるβアミロイドなどの凝集したタンパク質の除去におけるその機能にかなり影響
を与えることができる。
【００９９】
　したがって、本発明のさらなる態様では、β-N-アセチル-グルコサミニダーゼの阻害剤
の投与によって、神経変性疾患又は認知症を治療する方法が提供される。こうした阻害剤
は、グリカン鎖(antenna)の喪失を介して、機能性の糖タンパク質の「老化の促進」を予
防し、こうした糖タンパク質がその正常な機能を保持することを可能にする。したがって
、本発明はまた、認知症と診断された対象への、治療量のβ-N-アセチル-グルコサミニダ
ーゼの阻害剤の投与によって、神経変性性認知症を治療する方法を提供する。関連態様で
は、本発明は、哺乳類対象における神経変性疾患又は認知症の治療の方法における使用の
ためのβ-N-アセチル-グルコサミニダーゼの阻害剤を提供する。
【０１００】
　本発明を、ここで、添付の図面を参照することによって、限定ではなく例示という目的
で、より詳細に説明することとする。この開示が与えられれば、多くの同等の改変及び変
形が、当業者には明らかであろう。したがって、記載した本発明の例示的実施態様は、例
示的であり限定的ではないとみなされる。本発明の範囲を逸脱せずに、記載した実施態様
に対する様々な変更を行うことができる。本明細書に引用したすべての文書を、参照によ
って明示的に組み込む。
【図面の簡単な説明】
【０１０１】
(図面の簡単な説明)
【図１】図1は、2DEにおける理論上の及び実際のクラスタリングリコフォーム分布である
。パネルA-クラスタリンα及びβ鎖の数理モデリング。4本鎖構造についての別のシリー
ズを、同様にモデル化することができる(図示せず)。パネルB-免疫沈降させたタンパク質
の2DEスポット。異なる16個のスポットを分析し、完全にシアル酸付加されたN-グリカン
が、16スポットのすべてにおいて、各糖鎖付加部位で、最も豊富な構造であった。様々な
ゲルスポットに対して認められるpIのシフトは、鎖及びシアル酸の数の変化を介する糖鎖
付加によって引き起こされる可能性が最も高い。
【図２】図2は、2DEゲル上の16スポットにおいて検出された、4種のクラスタリンペプチ
ド(ペプチドA:配列番号:2;ペプチドB:配列番号:11;ペプチドC:配列番号:7;ペプチドD:配
列番号:10)のそれぞれのグリコフォームの、表による表示である。
【図３】図3は、N結合型炭水化物からの特定のグリカン単位の除去に関連する2DE座標の
変化を示すベクトル図である。
【図４】図4は、NA3基質(Dextra-UK社、カタログ番号:C1124)の構造である。分子量=2006
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.82Da、化学式:C76H127N5O56。
【図５】図5は、m/z 1003.87での二重荷電分子イオンと、関連するナトリウム及びカリウ
ムカチオンの存在を示す、損なわれていないNA3基質のESI-TOFスペクトルである。
【図６】図6は、m/z 1050.74、分子量3149.22Daのクラスタリン糖ペプチドについての[M+
3H]3+分子イオンのMS/MSスペクトルである。フラグメントイオンによって、グリカンの構
造が推定できるようになり、m/z 574.47でのフラグメントイオンは、[ペプチド+HexNac]+
部分に相当する。したがって、「裸の」ペプチドの配列は、
【化４】

であり、完全にシアル酸付加された2本鎖グリカン構造、SA2-(HexNAc-Hex)2が、アスパラ
ギン残基(N*)と付着されている。
【図７】図7は、低萎縮の場合には観察されるが高萎縮では観察されない、2つのシアル酸
付加された形態の4本鎖糖ペプチド

【化５】

についての分子イオンを示す質量スペクトルである。
【図８】図8は、低及び高レベルの海馬萎縮を伴う8人の個人内の、4本鎖グリコフォーム
の相対的割合である。
【図９】図9は、発見コホート(Discovery Cohort)由来の有意に調節されたクラスタリン
β64N糖ペプチド A)β64N_SA1-(HexNAc-Hex)2-コア;B)β64N_SA2-(HexNAc-Hex)2-コア;C)
β64N_SA1-(HexNAc-Hex)3-コア;D)β64N_SA2-(HexNAc-Hex)3-コア;E)β64N_SA3-(HexNAc-
Hex)3-コア; 及び F)βB4N_SA3-(HexNAc-Hex)4-コア の箱ひげ図を示す(Orbitrap Fusion
)。
【図１０】図10は、再現コホート由来の有意に調節されたクラスタリンβ64N糖ペプチド 
A)β64N_SA1-(HexNAc-Hex)2-コア;B)β64N_SA1-(HexNAc-Hex)3-コア; 及び C) β64N_SA2
-(HexNAc-Hex)3-コア の箱ひげ図を示す(Orbitrap Fusion)。
【図１１】図11は、発見コホートと再現コホートの組み合わせ由来の有意に調節されたク
ラスタリンβ64N糖ペプチド A)β64N_SA1-(HexNAc-Hex)2-コア;B)β64N_SA2-(HexNAc-Hex
)2-コア;C)β64N_SA1-(HexNAc-Hex)3-コア; 及び D)β64N_SA2-(HexNAc-Hex)3-コア の箱
ひげ図を示す(Orbitrap Fusion)。
【図１２】図12は、SRM分析(TSQ Vantage)による発見コホート由来の有意に調節されたク
ラスタリンβ64N糖ペプチド A)β64N_SA1-(HexNAc-Hex)2-コア;B)β64N_SA2-(HexNAc-Hex
)2-コア;C)β64N_SA1-(HexNAc-Hex)3-コア;D)β64N_SA2-(HexNAc-Hex)3-コア; 及び E)β
64N_SA1-(HexNAc-Hex)4-コア の箱ひげ図を示す。
【図１３】図13は、アルブミン/IgG除去正常ヒト血漿のSDS-PAGE画像を示す。赤色のバー
は、カットポイントを表し、番号は、クラスタリン糖ペプチドを特定するためのOrbitrap
分析のために使用されるバンド番号を表す。
【図１４】図14は、glyco-SRM方法を使用する、除去血漿由来のバンド番号4～9のトータ
ルイオンクロマトグラム(TIC)を示す。8種のクラスタリンβ64N糖ペプチドが、前駆体と
して働き(m/z 953.71、1050.74、1075.42、1172.45、1197.13、1269.49、1294.17、1391.
53)、m/z 366.14、574.56、及び657.24でのフラグメントイオンが、各前駆体に対する遷
移イオンと定められた。
【図１５】図15は、部位β64Nでの8種のグリコフォームの様々な保持時間及びピーク面積
を提供する、バンド番号7のXICを示す。
【図１６】図16は、SRM分析(TSQ Vantage)による発見コホートと検証コホートの組み合わ
せ由来の有意に調節されたクラスタリンβ64N糖ペプチド A)β64N_SA1-(HexNAc-Hex)2-コ
ア;B)β64N_SA2-(HexNAc-Hex)2-コア;C)β64N_SA1-(HexNAc-Hex)3-コア;D)β64N_SA2-(He
xNAc-Hex)3-コア;E)β64N_SA1-(HexNAc-Hex)4-コア;F)β64N_SA3-(HexNAc-Hex)3-コア;G)
β64N_SA2-(HexNAc-Hex)4-コア; 及び H) β64N_SA3-(HexNAc-Hex)4-コアの箱ひげ図を示
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す。
【図１７】図17は、表1A-クラスタリンGlycoModデータベースv1.0(対照血漿)(それぞれ配
列番号:2～7及び10)を示す。
【図１８】図18は、表1B-クラスタリンGlycoModデータベースv1.1(MCI/AD血漿)(それぞれ
配列番号:2～7、9、10、及び8)を示す。
【発明を実施するための形態】
【０１０２】
(詳細な説明)
　本発明を説明する際には、以下の用語を用いることとし、これらは、下に示す通りに定
義されるものとする。
【０１０３】
　用語「対象」には、ヒト又は動物が含まれる。本発明のある種の実施態様によれば、対
象は、ADと既に診断されている及び/又は軽度認知障害(MCI)と既に診断されている可能性
がある。対象は、ヒトであることが好ましい。対象は、年齢が少なくとも60歳、任意に少
なくとも70歳又は少なくとも80歳のヒトであり得る。
【０１０４】
　用語「診断」には、本明細書で使用する場合、患者における障害の存在、非存在、又は
可能性に関する何らかの情報の提供が含まれる。「診断」には、さらに、それに関連して
経験される又は経験され得る障害又は症状の型又は分類に関する情報の提供が含まれる。
これには、例えば、障害の重症度の診断が含まれ得る。これは、障害の医学的経過の予測
、例えば、障害の期間、重症度、及びMCIからアルツハイマー病への進行の経過を包含す
る。
【０１０５】
　現在、疾患状態は、発端から現在までの疾患の期間(より長い期間は、より重篤な疾患
に相当する)及び臨床評価尺度によって評価されている。これらの評価尺度としては、記
憶及び他の認知に関する臨床試験、機能(日常生活の能力)に関する臨床試験、及び全体的
重症度の臨床評価が挙げられる。ADにおける潜在的治療法の治験は、現在、これらの尺度
に対して評価されている。FDA及び他の医薬品承認組織は、これらの評価の一環として、
認知と全体的機能の両方の尺度を必要とする。全般的認知症スケール(Global Dementia S
cale)は、全体的機能のこうした尺度の一つである。これは、標準化された一連の重症度
基準に対する認知及び機能を含めた重症度の後の評価によって評価される。
【０１０６】
　用語「緩和する」は、アルツハイマー病に関して本明細書で使用する場合、1以上の望
ましくない症状を軽減する、あらゆる形態、又はその効果を意味する。患者のアルツハイ
マー病のあらゆる改善は、用語「緩和」の範囲内である。改善は、疾患の進行を遅らせる
ことも含むことができる。
【０１０７】
　本明細書で使用する場合、AD「を評価すること」には、それに関連して経験される又は
経験され得る疾患又は症状の型又は分類に関する情報の提供が含まれる。これには、具体
的には、疾患の医学的経過の予測、例えば、疾患の期間、重症度、及び例えばMCI又はAD
前駆症状から臨床期ADへの進行の経過及び速度が含まれる。これには、線維状アミロイド
負荷、皮質及び海馬萎縮、及び神経原線維濃縮体の蓄積などの、ADに伴う脳病態の予測も
含まれる。評価は、侵攻形態のAD及び/又は予後不良の評価であり得る。
【０１０８】
　本明細書で使用する場合、「生体試料」とは、対象から単離又は入手した、任意の生物
学的な液体、細胞、又は組織試料をいう。本発明によれば、「タンパク質含有試料」は、
本明細書で定義する通りの任意の生体試料であり得る。生体試料は、いくつかの場合では
、血漿、血液細胞、血清、唾液、尿、脳脊髄液(CSF)、又は組織生検材料を含むことがで
きる。生体試料は、試料中に見られる少なくとも1種の対象のタンパク質アイソフォーム
及び/又はグリコフォームの量(例えば濃度)を決定する前に、保管(例えば冷凍)及び/又は
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処理(例えば、細胞残屑又は混入物を除去するために)しておくことができる。
【０１０９】
(グリコフォーム分析の例-クラスタリン)
　クラスタリン(アポリポタンパク質J;SP-40,40;TRPM-2;SGP-2;pADHC-9;CLJ;T64;GP III;
XIP8)は、75～80kDaの、高度に保存されるジスルフィド結合されたヘテロ二量体の分泌型
糖タンパク質であるが、核を標的にする切断形態も特定されている。このタンパク質は、
上皮及び神経細胞を含めたいくつかの細胞型によって恒常的に分泌され、また、これは、
血漿、母乳、尿、脳脊髄液、及び精液を含めた生理的流体中の主要タンパク質である。
【０１１０】
　好ましくは、クラスタリンは、UniProtアクセッション番号P10909、配列バージョン1及
びGI No.116533(配列番号:1)(その内容全体を参照によって本明細書に組み込む)に開示さ
れているヒトクラスタリン配列に対する少なくとも70%、80%、90%、95%、99%、又は100%
の同一性(前記ヒトクラスタリン配列の全長に対して算出される)を有するアミノ酸配列;
又はこれらの断片(少なくとも5、10、15、20、30、50、100、150、200、250、300、350、
400、425、又は449個の連続するアミノ酸を含む)を含む、又は該配列からなる。
【０１１１】
　クラスタリン遺伝子の発現は、アルツハイマー病(AD)脳において有意に上昇し(Mayらの
文献、1990)、血漿クラスタリンのレベルも、AD進行と相関することが示されている(Tham
bisettyらの文献、2010)。本発明者らは、二次元ゲル電気泳動(2DE)を使用するADのため
のバイオマーカー候補としてのいくつかの血漿クラスタリンアイソフォームを以前に特定
している。
【０１１２】
　しかし、免疫測定法、及び選択反応モニタリング(SRM)実験における非修飾ペプチドの
使用は、2DEにおいて見られる変動を完全には再現しなかった。本発明者らは、この乖離
が、おそらく、検証研究では再現されない特定の翻訳後事象の変化に起因するという仮説
を立てた。クラスタリンは、高度に糖鎖付加された分泌タンパク質であり、また、糖鎖付
加が、クラスタリンの生理的機能において重要な役割を果たす(Stuartらの文献、2007)の
で、本発明者らは、血漿クラスタリンの詳細なプロファイリング、及び臨床的に分類され
る異質の対象、例えば、海馬の低又は高萎縮を伴う患者において観察される糖鎖付加プロ
ファイルの比較によって、より有力なバイオマーカーアイソフォームを明らかにすること
ができることを提案した。
【０１１３】
　血漿におけるβ-N-アセチル-グルコサミニダーゼ活性を示す、クラスタリングリコフォ
ームに関する観察に導かれて、本発明者らはまた、定義された基質を使用してこの特異的
活性を測定する、新規アッセイを考案した。
【実施例】
【０１１４】
(実施例1.血漿クラスタリンアイソフォームのゲル電気泳動分析)
(方法)
　ヒトクラスタリンを、モノクローナル抗クラスタリン抗体(Millipore社)を使用する、
アルブミン/IgG除去血漿からの免疫沈降(IP)によって濃縮した。免疫沈降させたタンパク
質を、最初に品質対照としてウェスタンブロッティングによって分析し、次いで、二次元
電気泳動(2DE)又はSDS-PAGEによって分離した。対象のスポット及び単一バンド(＃3)を切
り出し、還元し、アルキル化し、トリプシンでゲル内消化し、その後、質量分析(MS)によ
る分析を行った。試料は、ナノフロー逆相クロマトグラフィー(EASY-nLC II、ThermoFish
er Scientific社)及びTop20衝突誘起解離(CID)法(Orbitrap Velos、ThermoFisher Scient
ific社)を使用するLC-MS/MSによって分析した。糖ペプチドは、グリカン特異的なオキソ
ニウムイオン断片の存在(MS/MSスペクトルにおいて、N-アセチルヘキソサミンすなわち[H
exNAc]+についてm/z 204.08、ヘキソース-N-アセチルヘキソサミンすなわち[Hex-HexNAc]
+についてm/z 366.14、及びN-アセチルノイラミン酸-ヘキソース-N-アセチルヘキソサミ
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ン[NeuAc-Hex-HexNAc]+についてm/z 657.24)によって、手作業で特定した。
【０１１５】
(結果)
(2DEスポット)
　最初に、数理モデリングを使用して、異なるα及びβ鎖のための様々なクラスタリング
リコフォームの人為的なマップを作成した(図1A)。この手法をさらに改良したものを使用
して、個々のクラスタリン関連グリコフォームを、単純な(x、y)座標を使用して分類した
。このようにして、本発明者らは、個々の2DEスポットの内容を予測することができ、別
々の座標が、複数のグリコフォームによって共有されることを実証することができた。し
たがって、2DEスポットは、いくつかのグリコフォームを含有する複合混合物である可能
性が高い。次いで、複雑なLC/MS/MSデータの解釈を助けるためにこの情報を使用し、続い
て、いくつかのかなり有用な手がかりを提供した。
【０１１６】
　最初に、それぞれの2DEスポット内の主な成分が、例外なく、4、3、又は2本鎖のいずれ
かの構造である、常に完全にシアル酸付加された形態であることが明らかになった(図1B)
。シアル酸の違いが、電気泳動中の別の形態の分離の主な原因であり、電荷の減少と同時
に291Daが失われ、それによって、より塩基性の等電点へのシフトがもたらされることが
、元々予想されていたので、これは、驚くべきことであった。しかし、LC/MS/MSの結果(
図2)は、鎖の数の減少傾向を示唆しており、これは、2DEスポットの位置に対するより顕
著な影響としての、鎖全体の連続的な除去を示唆していた。この現象を説明するために基
本ベクトルを考案した(図3)。これによって、検出されたクラスタリングリコフォームが
、シアル酸単独の除去と、完全な鎖の除去との両方(それぞれ、別のノイロミニダーゼ(ne
urominidase)とβ-N-アセチル-グルコサミニダーゼ活性を示唆している)を裏付ける証拠
を、現在、実際に示すことが明らかになる。
【０１１７】
(実施例2-血漿中の特異的なn-アセチル-グルコサミニダーゼ活性を測定するための基質ア
ッセイの設計)
　二次元ゲル電気泳動で見える16種の異なるクラスタリンアイソフォームのグリカン分析
の結果は、シアル酸及び鎖全体の逐次的除去を示した。切断されたグリコフォームのうち
のいくつかは、AD及びMCIのバイオマーカー候補として以前に特定されたクラスタリンタ
ンパク質スポットと相関するように見えた。今までに、これらのクラスタリンアイソフォ
ームの糖鎖付加の詳細な分析が実施されたことはなく、血漿クラスタリンにおける疾患に
伴う修飾の大部分を、単一のグリコシダーゼ、すなわちβ-N-アセチル-グルコサミニダー
ゼの活性によって説明することができることを発見したことは驚きであった。
【０１１８】
　したがって、本発明者らは、特異的アッセイ方法を計画して、MCI、AD、又は他の認知
症を有する疑いがある又はMCI、AD、又は他の認知症と既に診断されている対象から採取
した組織又は体液試料におけるβ-N-アセチル-グルコサミニダーゼの活性を決定する。人
工のグリカンNA3基質(図4)は、隣接しているβ-N-アセチル-グルコサミンとマンノースサ
ブユニットとの間のβ1,2結合とβ1,4結合の両方を含有しており、血漿におけるβ1,2及
びβ1,4 N-アセチル-グルコサミニダーゼ活性を区別するのに好ましい基質である。この
基質の分子量は、2006.82Daであり、[M+2H]2+イオンを、ESI-TOF質量分析計を使用してm/
z 1003.8で検出する(図6)。
【０１１９】
　認知症を有する疑いがある又は認知症と既に診断されている対象からの組織又は体液の
適切な試料に、NA3基質を添加して、300～1,000pg/μlの最終濃度とし、37℃で4～24時間
インキュベートする。次いで、被検試料を遠心分離して残屑を除去し、一定分量をLC-MS/
MS分析にかける。2又は1本の鎖の喪失に相当する分子イオンの測定は、それぞれ、β1,2
及びβ1,4 N-アセチル-グルコサミニダーゼ活性を示す。
【０１２０】
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(実施例3-クラスタリンのための独自の糖ペプチド基準リソースを作製するための、免疫
沈降クラスタリンの分析:クラスタリンGlycoModデータベースv1.0)
　代表的なプールされた臨床血漿試料を使用して、方法論を開発し、かつ、アミノ酸配列
内の予想される糖鎖付加コンセンサス部位と関連する41種の異なるグリコフォームを含有
する「観察に基づく」データベースを構築した。各糖ペプチドについて、分析物のm/z荷
電状態及び保持時間(RT)を表にした(表1A参照)。糖ペプチドの曖昧でないアノテーション
には、対応するMS/MSスペクトルにおける[ペプチド+HexNAc]+フラグメントイオンの検出
、及び個々のグリカンサブユニットの連続的解離に関連するさらなるフラグメントイオン
の解釈が必要であった。MS/MSスペクトルの例を示し(図7)、また、クラスタリンGlycoMod
データベースの現行のバージョンを、表1Aに提供する。クラスタリンGlycoModデータベー
スの最新のバージョンを、表1Bに提供する。
【０１２１】
　免疫沈降及びLC/MS/MSを使用して、本発明者らは、血漿クラスタリン中の6つの予想さ
れるN-結合型糖鎖付加コンセンサス部位のうちの5つを包含する41種の糖ペプチドを特徴
付けている。全部で41種の様々なN-結合型糖ペプチドが特徴付けられており、本明細書に
列挙される。これらの5つの部位でのグリカン分布は、＜15%のCVと一致しており(n=3、2
つの血漿試料由来)、該方法の技術的及び生物学的再現性を示唆していた。
【０１２２】
　本発明者らは、ヒト血漿クラスタリン(GlycoModデータベースv1.0)内の6つの予想され
るN-結合型糖鎖付加部位のうちの5つを、以前に示している。当業者には、すべてのタン
パク質バイオマーカーのすべてのN-結合型及びO-結合型部位をカバーするためのGlycoMod
データベースの拡張が、本発明の範囲内であることが理解されるであろう。実際、本発明
者らは、それに続いて、表1B(図18)(クラスタリンGlycoModデータベースのversion 1.1の
クラスタリン糖ペプチド(MCI/AD血漿)を示す)に提示した通りに、ヒトクラスタリンにお
ける6番目のN-結合型部位のマッピングを完了している。
【０１２３】
(実施例4-低及び高萎縮を伴う個人を比較するための、免疫沈降クラスタリンの分析)
　本発明者らは、非認知症対照と比較してADを患う患者の血漿中で差次的に調節される、
クラスタリンのある種のアイソフォームを特定している。さらに、2DEゲル上のクラスタ
リンを含むある種のスポットが、海馬萎縮のレベルと相関するのに対して、さらに他のア
イソフォームが、ADにおける疾患進行のその後の速度と相関することも示されている。
【０１２４】
　本発明者らは、ADと既に診断されている低レベルの海馬萎縮を有する4人の対象から、
また、ADと既に診断されている高い海馬萎縮を伴う4人の対象から、血漿試料を入手した
。クラスタリンは、免疫沈降を使用して濃縮し、先に記載したLC-MS/MS方法にかけた。驚
いたことに、彼らは、グリカン刈り込みの程度が、海馬萎縮と相関することを特定した。
低レベルの海馬萎縮を伴う患者では、血漿クラスタリンの刈り込みの証拠はほとんどなか
った。逆に、高レベルの海馬萎縮を伴う対象由来の血漿クラスタリンは、概して刈り込ま
れて、N-結合型グリカン内の1以上の完全鎖が除去された。
【０１２５】
　一例として、低萎縮を伴う個人においてのみ、2つのシアル酸付加された形態の4本鎖糖
ペプチド
【化６】

が、m/z 1391及びm/z 1294.17で、三重荷電分子イオンとして観察される(図7)。したがっ
て、これらの部分は、海馬萎縮の程度と一致する、潜在的な代替バイオマーカーである。
【０１２６】
　LC-MS/MS方法によって観察されるすべてのN-結合型グリカンからのデータを使用して、
本発明者らは、クラスタリンβ鎖のトリプシンペプチド
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上のN-結合型糖鎖付加部位に関する全グリコフォームシグナルに基づいて、高レベルの海
馬萎縮を伴う対象における、低レベルの海馬萎縮を伴う対象と比較した場合の4本鎖グリ
カンのレベルの一貫性のある低下を認識した(図8)。
【０１２７】
(実施例5-低及び高萎縮を伴う個人を比較するための、免疫沈降クラスタリンの検証分析)
　クラスタリン糖鎖付加パターンの変化が、臨床試料の小コホート内の萎縮の程度と相関
することを特定して、本発明者らは、既知のレベルの海馬萎縮を伴うアルツハイマー病患
者の追加のコホートに対する、さらなる検証研究を実施した。さらなるバイオインフォマ
ティクス手法をまた、グリコフォームプロファイルに基づくクラス分離に対するその影響
について評価し、クラスタリンの追加の診断用グリコフォームを特定することを期待して
、より高感度の新しい質量分析計を用いた。先行のデータでの相関を確実にするために、
実施例4で使用した最初の4×4コホート(発見コホート)からの試料を、AD(n=10)及び照合
される対照(n=10)からの20の新規試料の別のコホート(再現コホート)と共に、新しい方法
を使用して再分析した。すべての試料の詳細を、表2に提供する。
試料コホートの詳細
表2. 4対4及び10対10コホートと関連する試料の詳細



(25) JP 6509201 B2 2019.5.15

10

20

30

40

50

【表１】

【０１２８】
(方法)
　クラスタリンを、先に記載した通りに各試料から濃縮した。関連するタンパク質バンド
を切り出し、還元し、アルキル化し、トリプシンで消化した。精製後、クラスタリン消化
物を、2つの一定分量に分け、それぞれを、ナノフロー高速液体クロマトグラフィーとOrb
itrap Velos Pro又は超高速液体クロマトグラフィーとOrbitrap Fusion Tribrid LC-MS/M
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Sシステム(すべてThermo Scientific社、Hemel Hempstead、UKの設備)によって試験した
。データは、予想通り、表向きは類似であったが、Fusionに関しては、より多くの糖鎖付
加クラスタリンペプチドを特定したため、Fusionデータセットに対して、その後の全ての
分析を実施した。
【０１２９】
(バイオインフォマティクス)
　Proteome Discovererソフトウェア(Thermo Scientific社)を使用して、質量分析計の生
データを処理した。表1A及び1Bに記載した糖鎖付加クラスタリンペプチド及びその断片に
ついてのイオン強度を、Excel(Microsoft社)スプレッドシートにエクスポートした。本発
明者らは、合計スケーリング技術を用いてデータを正規化し、発見コホート、再現コホー
ト、及び単一の群としての両コホートの分析の組み合わせにおける、高萎縮群と低萎縮群
との間の中央値を比較することによって、各糖ペプチドについての有意値(p)を算出した
。スチューデントのT検定を使用して、高萎縮と低萎縮との間で有意に変化するペプチド
関連グリコフォームを特定し、各糖ペプチドについて片側p値を得た(表3A、3B、及び3Cを
参照のこと)。
【０１３０】
(結果)
　Orbitrap Fusion Tribrid上で、本発明者らのIP-LC/MS/MSワークフローを使用して、本
発明者らは、適用範囲をクラスタリンの6個すべての公知のN-糖鎖付加部位:α64N、α81N
、α123N、β64N、β127N、及びβ147Nに拡大することができる。グリカン特異的断片を
観察することによって、本発明者らはまた、6個すべての部位での様々な鎖構造を割り当
てることができ、また、総イオン数に基づいて相対的定量化を実施することができた。全
部で42種の異なるグリカン構造が検出された。ほとんどの糖鎖付加部位は、高レベルの海
馬萎縮と低レベルの海馬萎縮との間でグリカン構造における変動を示さなかったのに対し
、2つの部位-β64N及びβ147N-は、臨床群間の有意な変動を示した。発見コホート分析、
再現コホート分析、及びコホート分析の組み合わせにおける臨床群間の有意な(p≦0.05)
変化を示す特定のグリカン構造を、それぞれ、表3A、3B、及び3Cに示す。各糖ペプチドに
ついての箱ひげ図を作成して、2群間で得られた分離を示した(図9～11)。
【０１３１】
　興味深いことに、β64N糖鎖付加部位
【化８】

での6種のグリコフォームは、Orbitrap Fusion上で測定した場合、4つの高萎縮試料(アル
ツハイマー病)では、発見コホートの4つの低萎縮試料(軽度認知障害)と比較して有意に低
下したことが判明した。これは、m/z 1391.54で三重荷電分子イオンとして観察される、
シアル酸付加された形態の4本鎖糖ペプチドを含んでおり、これは、先のVelosデータ分析
と一貫性があり、異なるLC-MS/MSプラットフォーム上で測定した場合に、軽度認知障害を
アルツハイマー病と識別するための診断用マーカーとしてのこのグリコフォームの頑健性
が裏付けられた。
【０１３２】
　より大きな再現コホートでは、高萎縮試料において、β64N糖ペプチドの3種のグリコフ
ォームが有意に減少した。これらのグリコフォームとしては、スペクトルにおいてm/z 95
3.71、1075.42、1172.45で見られるSA1-(HexNAc-Hex)2、SA1-(HexNAc-Hex)3、及びSA2-(H
exNAc-Hex)3グリコフォームが挙げられる。また、発見コホートにおける高萎縮患者では
、これらのグリコフォームのすべてが減少したことがわかったので、これは、確認された
アルツハイマー病を患う患者における予測的バイオマーカーとしてのこれらのグリコフォ
ームの実用性をさらに裏付ける。
【０１３３】
　2つのコホートの結果を合わせると、本発明者らはさらに、部位β64Nで見られるグリコ
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フォームの変化が、萎縮と相関し、4種のグリコフォーム、例えば、それぞれ、m/z 953.7
1、1050.74、1075.42、及び1172.45でのSA1-(HexNAc-Hex)2、SA2-(HexNAc-Hex)2、SA1-(H
exNAc-Hex)3、及びSA2-(HexNAc-Hex)3が、高萎縮に対して有意に減少することを認識した
。
表3A クラスタリン糖ペプチドの有意な変化(4対4)
【表２】

表3B クラスタリン糖ペプチドの有意な変化(9対10)
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【表３】

表3C クラスタリン糖ペプチドの有意な変化(13対14、組み合わせ)
【表４】

【０１３４】
(結論)
　Orbitrap Fusionの使用は、4個から6個のN-結合型部位まで、全グリコフォーム範囲を
増大させた。いくつかのβ64N部位グリコフォームは、アルツハイマー病を患う患者の血
漿では、軽度認知障害を患う個人と比較して、有意に減少する。これらのグリコフォーム
のうちの4種は、高レベルの海馬萎縮を伴うアルツハイマー病患者においても減少する。
合わせると、これは、アルツハイマー病のための診断及び予測的マーカーとしてのクラス
タリンアイソフォームの実用性を裏付ける。
【０１３５】
(実施例6-ヒト血漿中のクラスタリンの8種のグリコフォームのための選択反応モニタリン
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グ(SRM)方法の開発及び予備試験)
　本発明者らはまた、はるかに大きな数の臨床試料の範囲内での、より高いスループット
の測定の準備を整えて、クラスタリンの特定の糖ペプチドを測定するための標的型選択反
応モニタリング(SRM)方法を開発した。この新たに確立されたTSQ-SRMワークフローは、前
駆体としてのクラスタリンβ64N糖ペプチドの8種のグリコフォームと、遷移としてのm/z 
366.14及びm/z 657.24での2種のグリカン特異的なオキソニウムイオン断片を使用した(表
4参照)。さらに、部位特異的な情報の確定を提供する第3の遷移イオンとして働くための
、
【化９】

(式中、N*=アスパラギン残基+HexNacである)に相当するm/z 574.56でのペプチドイオンを
含めた。それぞれの観察された遷移の詳細を、表4に提供する。
表4.TSQ分析のGlyco-SRM方法

【表５】

【０１３６】
　先の研究(データは示さない)では、本発明者らは、事前の免疫沈降を用いずに、ヒト血
清からクラスタリン糖ペプチドを抽出することができた。SRM方法によって提供される感
度増大の可能性を考慮して、本発明者らは、クラスタリン濃縮のための、例えば臨床診断
のために必要とされるであろう高スループット分析との適合性がより高いであろう、より
直接的なgeLC方法を採用した。
【０１３７】
　最初に、クラスタリンの位置を特定するために、一次元SDS-ポリアクリルアミドゲル電
気泳動(SDS-PAGE)実験において、正常ヒト血漿(Dade-Behring社、Germany)を、アルブミ
ン及びIgG除去し、Laemmli緩衝液においてタンパク質を抽出し、SDS-PAGEにかけた。図13
は、アルブミン/IgG除去血漿のGel-10分析を示す。10本すべてのバンドを切り出し、還元
し、アルキル化し、トリプシン消化し、その後、Orbitrap Velos Pro上でMS分析を行った
。クラスタリンの糖ペプチドを、バンド＃5、＃6、及び＃7(大部分はバンド＃7において
見られ、45%のペプチド被覆率であった)のトリプシン消化物中で特定した(データは示さ
ない)。
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　10本すべてのトリプシン消化したゲルバンドをまた、新たに開発したクラスタリングリ
コフォームSRM方法を使用する分析にかけて、試料調製のためのgeLC方法の適合性を確認
した。図14は、バンド＃5、＃6、及び＃7においてクラスタリン糖ペプチドが見られたこ
と、また、クラスタリンの大部分は、バンド＃7で特定されたことを示し、これらのglyco
-SRM結果が、先のOrbitrap Velos Pro発見データと一致していることが示唆された。本発
明者らは、SRMデータファイルを、8種のβ64N糖ペプチド前駆体の抽出イオンクロマトグ
ラム(XIC)に対して試験した際に(図15)、これらの大部分が、7～8分の間に溶出すること
を決定することができた。その後、より複雑な方法が開発されるべきである場合、溶出時
間の正確な特定によって、密接に関連する種の分離を改良するための、SRM又は溶出緩衝
液の調整の、その後のスケジューリングが可能になる。合計スケーリングされる手法を使
用するラベルフリー定量化のために、観察されたそれぞれの種についての積分ピーク面積
を使用することができることが、本発明の方法の特有の利点である。さらに、このGel10-
glyco-SRM方法は免疫沈降を必要とせず、かつクラスタリン糖ペプチドはTSQによって(Orb
itrapによる1時間の代わりに)30分以内に検出することができるので、この新たに確立さ
れた方法は、クラスタリンの潜在的なバイオマーカー糖ペプチドを確認するためのより効
率的かつ迅速な方式を提供する。同じ方法をまた、患者試料の臨床評価のために使用して
、MCI及びアルツハイマー病の診断に役立てることができ、また、海馬萎縮及び認知機能
低下の速度に関する予測的情報を提供することができる。同じSRM方法を、さらなる最適
化をほとんど伴わずに、事前のSDS-PAGE分離の必要なしに、消化されたヒト血漿、血清、
唾液、尿、又は脳脊髄液に適用することができることも理解されるであろう。
【０１３９】
　免疫沈降によってヒト血漿から濃縮したクラスタリンの分析のために、同じSRM方法を
用いることも可能である。したがって、本発明者らの標的とされるバイオマーカー糖ペプ
チドをさらに確認するために、クラスタリングリコール-SRM方法を適用して、発見コホー
ト由来の免疫沈降させたクラスタリンを評価した。予想通り、SRM方法は、より厳密な量
的結果をもたらし、この改良された正確性によって、より高いレベルの海馬萎縮を伴うア
ルツハイマー病患者における特定のグリコフォームの減少に対する、より高い水準の有意
性がもたらされた(表5)。全部で、β64Nでの8種の観察された糖ペプチドのうちの5種が、
高萎縮症例において有意に減少した。
【０１４０】
　個々のクラスタリングリコフォームのSRM定量化についての箱ひげ図の選択を、図12に
提供する。
表5 Gel10-glyco-SRM方法(4対4)を使用するクラスタリン糖ペプチドの有意な変化(発見コ
ホート)
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【表６】

*p値は、高萎縮群と低萎縮群との間の変化の有意性を示す。
【０１４１】
(実施例7-Gel10-glyco-SRMクラスタリングリコフォーム選択反応モニタリングアッセイの
検証研究)
　実施例6で開発した8種のクラスタリン糖ペプチドGel10-glyco-SRMアッセイを、[高]レ
ベルの海馬萎縮を伴う9症例及び[低]レベルの海馬萎縮を伴う10症例を含むアルツハイマ
ー病患者血漿試料の検証コホートの分析に適用した。試料は、表2に記載した通りであっ
た。試料調製及び分析方法はすべて、実施例6に記載した通りである。
【０１４２】
　このコホート全体にわたって、3種の特定のβ64N部位特異的グリコフォームが、高レベ
ルの海馬萎縮を伴う患者と、より低い速度の海馬萎縮を伴う患者との間の統計的に有意な
差を示した(表6)。
表6-検証コホートにおけるGel10-glyco-SRMクラスタリングリコフォームアッセイの性能

【表７】

*p値は、高萎縮群と低萎縮群との間の変化の有意性を示す。
【０１４３】
　発見コホートと検証コホートについての結果を合わせると、驚いたことに、8種すべて
のグリコフォームが、低い海馬萎縮を伴う群と比較した場合の高萎縮群における濃度の低
下について統計的有意性を獲得していた(表7)。これらの8種のクラスタリン糖ペプチドが
患者の海馬体積に基づいて患者を区別する力は、アルツハイマー病の進行を診断及び予測
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するための最小侵襲手段を提供し、また、パーキンソン病、ハンチントン病、及び前頭側
頭型認知症を含めた神経損傷を引き起こすタンパク質の凝集を特徴とする他の神経変性疾
患の分析に適用できることとなる。
表7-発見コホートと検証コホートの組み合わせにおける、Gel10-glyco-SRMとクラスタリ
ングリコフォームSRMの組み合わせた性能
【表８】

各糖ペプチドについての箱ひげ図を、図16に提供する(それぞれ、A～H)。
*p値は、高萎縮群と低萎縮群との間の変化の有意性を示す。
【０１４４】
(結論)
　ヒトクラスタリンのβ64Nでの8種の特定のN-結合型糖ペプチドに対する高感度SRM方法
は、高い海馬萎縮を伴うアルツハイマー病症例と、低い海馬萎縮を伴う軽度認知障害症例
とを区別することができる。この方法は、それぞれの患者における特定のグリコフォーム
のレベルの検出に基づいて海馬萎縮を評価し、これを、特定のレベルの海馬萎縮に相当す
ることが公知であるレベルと比較するための、定型化された臨床試験についての基礎を提
供することができる。同じ方法を拡大して、あらゆる神経変性疾患の診断又は予測的バイ
オマーカーとして作用する、他の血漿タンパク質由来の他のクラスタリンペプチド、又は
実際には(糖)ペプチドを組み込むことができる。
【０１４５】
(等価物)
　前述の明細書は、当業者が本発明を実施できるようにするのに十分であると考えられる
。本発明は、提供される実施例による範囲に限定されるべきではない。何故なら、実施例
は、本発明の一態様の一つの実例と意図されるからであり、別の種における相同のタンパ
ク質バイオマーカーへの適用を含めた他の機能的に等価の実施態様は、本発明の範囲内で
ある。本明細書に示した及び記載したものに加えて、本発明の様々な改変は、前述の説明
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から、当業者には明らかとなり、また、添付の特許請求の範囲の範囲内に含まれるであろ
う。本発明の利点及び目的は、本発明の各実施態様によって必ずしも網羅されない。
【０１４６】
　本明細書に開示する、特許文献を含めたすべての参考文献を、あらゆる目的のために、
特に本明細書で参照される開示のために、その全体を参照によって組み込む。
【０１４７】
【化１０】
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　本件出願は、以下の構成の発明を提供する。
（構成１）
　被験者における神経変性疾患又は神経変性性認知症を診断又は評価するための方法であ
って、
(i)該被験者から得られたタンパク質含有試料を提供することと;
(ii)クラスタリン前駆体;アポリポタンパク質A-IV前駆体;アポリポタンパク質C-III前駆
体;トランスサイレチン;ガレクチン7;補体C4前駆体;α-2-マクログロブリン前駆体;Igα-
1鎖C;ヒストン2B;Ig λ鎖C領域;フィブリノゲンγ鎖前駆体;補体因子H;インター-α-トリ
プシン重鎖H4前駆体;補体C3前駆体;γ又はβアクチン;ハプトグロビン前駆体;及び血清ア
ルブミン前駆体、又はこれらの断片からなる群から選択されるタンパク質バイオマーカー
に由来する、少なくとも1種の特定のタンパク質アイソフォーム及び/又はグリコフォーム
の濃度、量、又は発現の程度を決定することと；
(iii)(ii)で決定された前記濃度、量、又は程度を、特定の神経変性疾患、認知症、又は
疾患の段階を患う対照者、又は神経変性疾患を有しない若しくは神経変性性認知症を有し
ない対照者由来の基準と比較することと;
(iv)該被験者におけるタンパク質バイオマーカーの少なくとも1種の特定のタンパク質ア
イソフォーム及び/又はグリコフォームの、該基準に対するレベルに基づいて、該被験者
の神経変性疾患又は神経変性性認知症の存在及び/又は段階に関する診断又は評価を行う
こと
を含む前記方法。
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（構成２）
　前記少なくとも1種の特定のタンパク質アイソフォーム及び/又はグリコフォームが、ク
ラスタリン前駆体に由来する、構成1記載の方法。
（構成３）
　前記少なくとも1種の特定のタンパク質アイソフォーム及び/又はグリコフォームが、
ヒトクラスタリンアミノ酸配列の少なくとも5、6、7、8、9個、若しくは少なくとも10個
の連続するアミノ酸を含む、ヒトクラスタリンの糖鎖付加断片であって、N-結合型又はO-
結合型グリカンを含む前記断片、又は
ヒトクラスタリンのグリコフォーム
を含む、構成2記載の方法。
（構成４）
　ヒトクラスタリンの前記糖鎖付加断片が、
【化１１】

(ここでは、「N*」は、グリカン付着残基を示す)
からなる群から選択される、構成3記載の方法。
（構成５）
　ヒトクラスタリンの前記糖鎖付加断片が、表3A、表3B、表3C、表5、表6、及び/又は表7
に記載したクラスタリン糖ペプチドのいずれか1つから選択される、構成1から4のいずれ
か１記載の方法。
（構成６）
　ヒトクラスタリンの前記糖鎖付加断片が、β64N_SA1-(HexNAc-Hex)2-コア;β64N_SA2-(
HexNAc-Hex)2-コア;β64N_SA1-(HexNAc-Hex)3-コア;β64N_SA2-(HexNAc-Hex)3-コア;β64
N_SA1-(HexNAc-Hex)4-コア;β64N_SA3-(HexNAc-Hex)3-コア;β64N_SA2-(HexNAc-Hex)4-コ
ア;及び β64N_SA3-(HexNAc-Hex)4-コア からなる群から選択されるβ64N-グリカンを含
む、構成1から5のいずれか１記載の方法。
（構成７）
　前記少なくとも1種の特定のタンパク質グリコフォームが、前記タンパク質バイオマー
カーの4本鎖グリコフォームである、構成1から6のいずれか１記載の方法。
（構成８）
　前記少なくとも1種の特定のタンパク質アイソフォーム及び/又はグリコフォームの濃度
、量、又は発現の程度が、
(i)同じタンパク質の少なくとも1つの他のアイソフォーム及び/又はグリコフォームと比
較して、又は同じタンパク質のすべてのアイソフォーム及び/又はグリコフォームの合計
と比較して;
(ii)前記タンパク質バイオマーカーのうちの1つ以外の基準タンパク質と比較して;或いは
(iii)該濃度、量、又は発現の程度の1以上の生の値を正規化して、正規化した合計スケー
リングした測定値をもたらす、合計スケーリング方法を使用して
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決定される、構成1から7のいずれか１記載の方法。
（構成９）
　前記4本鎖グリコフォームのタンパク質バイオマーカーの濃度、量、又は発現の程度が
、同じタンパク質の1以上の、より少ない鎖付加数のグリコフォーム(例えば、3本鎖又は2
本鎖グリコフォーム)と比較して、又は、同じタンパク質のすべてのグリコフォームの合
計と比較して決定される、構成8記載の方法。
（構成１０）
　4本鎖グリコフォームのタンパク質バイオマーカーの、同じタンパク質のすべてのグリ
コフォームの合計に対する割合を決定することを含む、構成1から9のいずれか１記載の方
法。
（構成１１）
配列
【化１２】

　を含む又は該配列からなる前記ヒトクラスタリン糖タンパク質断片の4本鎖グリコフォ
ームを、同じ糖タンパク質断片のすべてのグリコフォームの合計に対する割合として定量
化することを含む、構成10記載の方法。
（構成１２）
　被験者からの試料における、対照者からの前記基準における4本鎖グリコフォームの相
対レベルよりも低い相対レベルの4本鎖グリコフォームが、該被験者が、神経変性疾患又
は認知症を有する及び/又はより進行した段階の神経変性疾患又は認知症を有すると予想
されることを示す、構成9から11のいずれか１記載の方法。
（構成１３）
　前記より進行した段階の神経変性疾患又は認知症が、比較的に高いレベルの海馬萎縮を
含む、構成12記載の方法。
（構成１４）
　前記神経変性疾患又は神経変性性認知症が、アルツハイマー病(AD)、軽度認知障害(MCI
)、血管性認知症、レビー小体型認知症、単独の、又はADを伴う混合型認知症としての前
頭側頭型認知症、パーキンソン病、及びハンチントン病からなる群から選択される、構成
1から13のいずれか１記載の方法。
（構成１５）
　少なくとも2、3、4、又は少なくとも5種の前記バイオマーカータンパク質のそれぞれの
、少なくとも1種の特定のタンパク質アイソフォーム及び/又はグリコフォームの濃度、量
、又は発現の程度を決定することを含む、構成1から14のいずれか１記載の方法。
（構成１６）
　前記タンパク質バイオマーカーの又は該タンパク質バイオマーカーのそれぞれの、少な
くとも2、3、4、又は少なくとも5種の、特定のタンパク質アイソフォーム及び/又はグリ
コフォームの、濃度、量、又は発現の程度を決定することを含む、構成1から15のいずれ
か１記載の方法。
（構成１７）
　前記タンパク質含有試料が、血漿、血液細胞、血清、唾液、尿、脳脊髄液(CSF)、細胞
擦過物、及び組織生検材料からなる群から選択される、構成1から16のいずれか１記載の
方法。
（構成１８）
　前記タンパク質アイソフォーム及び/又はグリコフォームが、グリコフォームであり、
かつ、ゲル電気泳動を使用して測定される、構成1から17のいずれか１記載の方法。
（構成１９）
　前記タンパク質アイソフォーム及び/又はグリコフォームが、グリコフォームであり、
かつ、LC-MS/MSを使用して測定される、構成1から17のいずれか１記載の方法。
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（構成２０）
　各グリコフォームの相対量が、選択反応モニタリング質量分析を使用する、同等の重同
位体標識された基準グリコフォームに対する比較によって算出される、構成19記載の方法
。
（構成２１）
　前記タンパク質アイソフォーム及び/又はグリコフォームが、グリコフォームであり、
かつ、合計スケーリングされる選択反応モニタリング(SRM)質量分析を使用して測定され
る、構成1から17のいずれか１記載の方法。
（構成２２）
　前記タンパク質アイソフォーム及び/又はグリコフォームが、標識されない、構成1から
17又は21のいずれか１記載の方法。
（構成２３）
　前記試料をゲル電気泳動分離にかけることを含まない、及び/又は該試料を免疫沈降に
よる濃縮にかけることを含まない、構成1から17、21、又は22のいずれか１記載の方法。
（構成２４）
　前記タンパク質アイソフォーム及び/又はグリコフォームが、グリコフォームであり、
かつ、本質的に実施例6に記載した通りの方法によって測定される、構成1から17、又は21
から23のいずれか１記載の方法。
（構成２５）
　前記重同位体標識された基準グリコフォームが、H、C、N、又はOの1以上の重同位体が
前記グリコフォームのペプチド又は糖成分内で置換された合成糖ペプチドである、構成20
記載の方法。
（構成２６）
　前記重同位体標識された基準グリコフォームが、同位体質量タグで標識されている濃縮
された天然に存在するグリコフォームであり、かつ、該同位体質量タグは、H、C、N、又
はOの1以上の重同位体を伴い、かつこうした質量タグは、前記グリコフォームのペプチド
又は糖成分と反応することが可能である、構成20記載の方法。
（構成２７）
　各グリコフォームの相対量が、同重体質量タグで標識された同等のグリコフォームに対
する比較によって算出され、ここで、
(i)被験者から採取された組織又は体液の各試料を、同重体質量タグセットのあるメンバ
ーで標識して、標識された分析試料を作製し;
(ii)濃縮されたグリコフォームの標準の基準パネルを、2から6の一定分量に分け、各一定
分量を、該標識された分析試料と同じ同重体質量タグセットの追加のメンバーで別々に標
識し、それぞれ独立に標識された該基準パネルの一定分量を事前に定義した割合で混合し
て、標準の基準混合物としての臨床的に意義のある濃度曲線を作製し;
(iii)等しい体積の該標識された分析試料と該標準の基準混合物を混合して、MSキャリブ
レータ試料を形成し;かつ
(iv)ステップ(iii)で調製したMSキャリブレータ試料を、質量分析によって分析する、
構成19記載の方法。
（構成２８）
　前記同重体質量タグセットが、タンデム質量タグセットである、構成27記載の方法。
（構成２９）
　前記少なくとも1種の特定のタンパク質アイソフォーム及び/又はグリコフォームが、免
疫学的測定法によって測定される、構成1から17のいずれか１記載の方法。
（構成３０）
　前記免疫学的測定法が、ウェスタンブロッティングを含む、構成29記載の方法。
（構成３１）
　前記免疫学的方法が、ELISAを含む、構成29記載の方法。
（構成３２）
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　表1A又は1Bに記載される少なくとも5、6、7、8、9、又は少なくとも10種の糖ペプチド
の相対的プロファイルを決定することを含む、構成1から28のいずれか１記載の方法。
（構成３３）
　前記被験者からの試料中の前記糖ペプチドの相対的割合が、表1A内の「AVG_A」及び/又
は「AVG_B」列に記載した通りの前記糖ペプチドの相対的割合と比較される、構成32記載
の方法。
（構成３４）
　表1A又は1Bに記載した保持時間、m/z値、及び/又は荷電状態値を参考にして、前記糖ペ
プチドの少なくとも一部分を特定することを含む、構成32又は33記載の方法。
（構成３５）
　複数の被験者を、該被験者の神経変性疾患又は認知症の段階及び/又は重症度に従って
階層化するための方法であって、
それぞれの被験者からの少なくとも1つの被検試料に対して、構成1から34のいずれか１記
載の方法を実施することと;
該それぞれの被験者における前記タンパク質バイオマーカーの少なくとも1種の特定のタ
ンパク質アイソフォーム及び/又はグリコフォームのレベルに基づいて、該被験者を、よ
り進行した若しくはそれほど進行していない段階の神経変性疾患又は認知症に、又はより
重篤な若しくはそれほど重篤でない神経変性疾患又は認知症に階層化することと
を含む前記方法。
（構成３６）
　前記被験者が、海馬萎縮の予測される程度に従って階層化される、構成35記載の方法。
（構成３７）
　制御部分と記憶部分とを含む神経変性性認知症スコア算出装置と、情報通信端末装置と
を含む、神経変性性認知症決定システムであって、前記装置が、ネットワークを通じて互
いに通信的に接続されており;
かつ、該情報通信端末装置が、
1a)対象の測定されたグリコフォームプロファイルデータを神経変性性認知症スコア算出
装置に送信する、クラスタリングリコフォームプロファイルデータ送信ユニット;及び
1b)該神経変性性認知症スコア算出装置から送信された該対象の神経変性性認知症スコア
の評価結果を受信する、評価結果受信ユニット;
を含み;
かつ、該制御部分が、
2a)該情報通信端末装置からの該対象のクラスタリングリコフォームプロファイルデータ
を受信する、クラスタリングリコフォームプロファイルデータ受信ユニット;
2b)該対象のクラスタリングリコフォームプロファイルデータと、該記憶装置に保存され
た基準クラスタリングリコフォームプロファイルデータ記録との適合の近似性を決定する
、クラスタリングリコフォームプロファイル照合ユニット;
2c)該クラスタリングリコフォームプロファイル照合ユニットによって算出された適合の
近似性に基づいて、該対象の神経変性性認知症スコアを決定する、神経変性性認知症スコ
ア決定ユニット;及び
2d)該神経変性性認知症スコア決定ユニットによって得られた該対象の神経変性性認知症
スコアを、該情報通信端末装置に送信する、決定結果送信ユニット
を含む、前記神経変性性認知症決定システム。
（構成３８）
　前記クラスタリングリコフォームプロファイルが、表1A又は1Bに記載した通りの少なく
とも5、6、7、8、9、又は少なくとも10種の糖ペプチドの、前記対象の血漿試料における
相対的割合を含む、構成37記載のシステム。
（構成３９）
　神経変性疾患又は認知症に対する治療有効性について評価されることとなる薬剤を特定
する方法であって、被検薬剤の存在下と被検薬剤の非存在下で、β-N-アセチル-グルコサ
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セチル-グルコサミニダーゼ活性の速度又は程度を比較することとを含み、ここで、β-N-
アセチル-グルコサミニダーゼ活性を阻害する被検薬剤が、神経変性性認知症に対する治
療有効性について評価されることとなる薬剤として特定される、前記方法。
（構成４０）
　ヒトクラスタリンタンパク質又はその糖鎖付加断片の4本鎖グリコフォームの認知症誘
導性のグリカン刈り込みを減少又は阻止する能力について、該被検薬剤を評価することを
さらに含む、構成39記載の方法。
（構成４１）
　神経変性疾患又は認知症と診断された対象への、治療量のβ-N-アセチル-グルコサミニ
ダーゼの阻害剤の投与によって、神経変性性認知症を治療する方法。
（構成４２）
　哺乳類対象における神経変性疾患又は認知症の治療の方法における使用のためのβ-N-
アセチル-グルコサミニダーゼの阻害剤。
（構成４３）
　哺乳類対象における神経変性疾患又は神経変性性認知症の治療の有効性を決定する方法
であって、構成1から34のいずれか１記載の方法によって、該対象の治療前に、及び該対
象の治療中に又は治療後に少なくとも1回、少なくとも1種のタンパク質バイオマーカーの
1以上のアイソフォーム及び/又はグリコフォームのレベルを決定することを含み、ここで
、前記1以上のアイソフォーム及び/又はグリコフォームのレベルが安定であり続けるか、
又はより正常なレベルに戻ることによって、治療の成功が実証される、前記方法。
（構成４４）
　前記対象が、ヒト、マウス、又はラットである、構成43記載の方法。

【図１Ａ】 【図１Ｂ】
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