
(57)【要約】

【課題】本発明は、対象における筋萎縮性側索硬化症（

ＡＬＳ）を診断するための方法、ＡＬＳの治療における

薬物の有効性を評価するための方法、および対象におけ

るＡＬＳの発症部位を決定するための方法を提供する。

【解決手段】各方法は、（ａ）対象から試料を得る工程

、（ｂ）質量分析により試料のタンパク質を分析する工

程、および（ｃ）試料の質量スペクトルプロファイルを

測定する工程を含む。幾つかの実施態様において、該方

法は、試料の質量スペクトルプロファイルを陽性または

陰性標品の質量スペクトルプロファイルと比較する工程

を含む。

【選択図】図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
対 象 に お け る 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 （ Ａ Ｌ Ｓ ） を 診 断 す る た め の 方 法 で あ っ て ：
（ ａ ） 対 象 か ら 試 料 を 得 る 工 程 、
（ ｂ ） 試 料 中 の タ ン パ ク 質 を 質 量 分 析 に よ り 分 析 す る 工 程 、
（ ｃ ） 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル を 測 定 す る 工 程 、 お よ び
（ ｄ ） 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル を 陽 性 ま た は 陰 性 標 品 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ
ァ イ ル と 比 較 す る 工 程 で あ っ て 、 こ こ で 対 象 に お け る Ａ Ｌ Ｓ が 診 断 さ れ る 工 程
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
標 品 が 陽 性 標 品 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
標 品 が 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 を 患 っ て い る 対 象 か ら 得 ら れ た 試 料 を 含 む 、 請 求 項 ２ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
標 品 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル が 、 ２ ． ０ １ キ ロ ダ ル ト ン (ｋ Ｄ ａ )タ ン パ ク 質 ピ ー ク
、 ２ ． １ ６  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ２ ． ２  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ２ ． ４  ｋ Ｄ ａ
タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ２ ． ４ ６  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ２ ． ６ ６  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー
ク 、 ２ ． ７  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ３ ． ０ １  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ３ ． ３  ｋ Ｄ
ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ３ ． ４ ２  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ３ ． ７  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー
ク 、 ３ ． ８  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ４ ． ４  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ４ ． ８  ｋ Ｄ ａ
タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ４ ． ９  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ５ ． １  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、
５ ． ４  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ５ ． ８  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ６ ． ２  ｋ Ｄ ａ タ ン
パ ク 質 ピ ー ク 、 ６ ． ５  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ６ ． ７  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ６ ．
８ ６  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ６ ． ８ ８  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ７ ． ０ ２  ｋ Ｄ ａ タ
ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ７ ． ７ ４  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ７ ． ７ ７  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク
、 ８ ． ２  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ８ ． ６  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ８ ． ９ ３  ｋ Ｄ ａ
タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ９ ． １  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ０ ． １ ５  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー
ク 、 １ ０ ． ６ ４  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ０ ． ９  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ １ ． ５
 ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ２ ． ０ ５  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ２ ． ０ ９  ｋ Ｄ ａ タ
ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ２ ． ２ ８  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ２ ． ８  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー
ク 、 １ ３ ． １  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ３ ． ３  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ３ ． ６ ５
 ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ３ ． ６ ８  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ３ ． ７  ｋ Ｄ ａ タ ン
パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ４ ． ６  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ５ ． ２  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、
１ ５ ． ６  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ６ ． ７  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 お よ び １ ７ ． １
 ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る １ 以 上 の バ イ オ マ ー カ ー を 含 む 、 請
求 項 ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
標 品 が ７ Ｂ ２ タ ン パ ク 質 、 シ ス タ チ ン Ｃ タ ン パ ク 質 、 お よ び ／ ま た は ト ラ ン ス サ イ レ チ ン
タ ン パ ク 質 、 あ る い は そ れ ら の 治 療 的 フ ラ グ メ ン ト を 含 む 、 請 求 項 ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
標 品 が 陰 性 標 品 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
標 品 が 、 Ａ Ｌ Ｓ を 患 っ て い な い 対 象 か ら 得 ら れ た 試 料 を 含 む 、 請 求 項 ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
対 象 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
試 料 が 、 ヒ ト か ら 得 ら れ た 脳 脊 髄 液 、 血 清 、 血 漿 、 尿 、 お よ び 組 織 か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 、 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
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筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症  (Ａ Ｌ Ｓ )の 治 療 に お け る 薬 物 の 有 効 性 を 評 価 す る た め の 方 法 で あ っ
て ：
（ ａ ） 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 を 患 っ て い る 対 象 か ら 第 １ の 試 料 を 得 る 工 程 、
（ ｂ ） 質 量 分 析 に よ り 第 １ の 試 料 中 の タ ン パ ク 質 を 分 析 す る 工 程 、
（ ｃ ） 第 １ の 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル を 測 定 す る 工 程 、
（ ｄ ） 対 象 に 薬 物 を 投 与 す る 工 程 、
（ ｅ ） 工 程 （ ｄ ） の 完 了 後 、 対 象 か ら 第 ２ の 試 料 を 得 る 工 程 、
（ ｆ ） 質 量 分 析 に よ り 第 ２ の 試 料 中 の タ ン パ ク 質 を 分 析 す る 工 程 、
（ ｇ ） 第 ２ の 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル 測 定 す る 工 程 、 お よ び
（ ｈ ） 第 １ の 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル を 第 ２ の 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ
イ ル と 比 較 す る 工 程 で あ っ て 、 こ こ で 薬 物 の 有 効 性 が 評 価 さ れ る 工 程
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
薬 物 の 有 効 性 が 、 第 １ の 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル と 比 べ た 、 第 ２ の 試 料 の 質 量
ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル の 変 化 と し て 測 定 さ れ る 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
第 １ の 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル が 、 ２ ． ０ １ キ ロ ダ ル ト ン (ｋ Ｄ ａ )タ ン パ ク 質
ピ ー ク 、 ２ ． １ ６  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ２ ． ２  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ２ ． ４  
ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ２ ． ４ ６  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ２ ． ６ ６  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク
質 ピ ー ク 、 ２ ． ７  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ３ ． ０ １  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ３ ． ３
 ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ３ ． ４ ２  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ３ ． ７  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク
質 ピ ー ク 、 ３ ． ８  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ４ ． ４  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ４ ． ８  
ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ４ ． ９  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ５ ． １  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ
ー ク 、 ５ ． ４  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ５ ． ８  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ６ ． ２  ｋ Ｄ
ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ６ ． ５  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ６ ． ７  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク
、 ６ ． ８ ６  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ６ ． ８ ８  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ７ ． ０ ２  ｋ
Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ７ ． ７ ４  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ７ ． ７ ７  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質
ピ ー ク 、 ８ ． ２  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ８ ． ６  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ８ ． ９ ３  
ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ９ ． １  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ０ ． １ ５  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク
質 ピ ー ク 、 １ ０ ． ６ ４  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ０ ． ９  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １
１ ． ５  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ２ ． ０ ５  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ２ ． ０ ９  ｋ
Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ２ ． ２ ８  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ２ ． ８  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク
質 ピ ー ク 、 １ ３ ． １  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ３ ． ３  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ３
． ６ ５  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ３ ． ６ ８  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ３ ． ７  ｋ Ｄ
ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ４ ． ６  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ５ ． ２  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ
ー ク 、 １ ５ ． ６  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ６ ． ７  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 お よ び １
７ ． １  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る １ 以 上 の バ イ オ マ ー カ ー を 含
む 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
第 １ の 試 料 が ７ Ｂ ２ タ ン パ ク 質 、 シ ス タ チ ン Ｃ タ ン パ ク 質 、 お よ び ／ ま た は ト ラ ン ス サ イ
レ チ ン タ ン パ ク 質 、 あ る い は そ れ ら の 治 療 的 フ ラ グ メ ン ト を 含 む 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ４ 】
対 象 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
第 １ お よ び 第 ２ の 試 料 が 、 ヒ ト か ら 得 ら れ た 脳 脊 髄 液 、 血 清 、 血 漿 、 尿 、 お よ び 組 織 か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
対 象 に お け る 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 （ Ａ Ｌ Ｓ ） の 発 症 部 位 を 決 定 す る た め の 方 法 で あ っ て ：
（ ａ ） 対 象 か ら 試 料 を 得 る 工 程 、
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（ ｂ ） 質 量 分 析 に よ り 試 料 中 の タ ン パ ク 質 を 分 析 す る 工 程 、
（ ｃ ） 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル を 測 定 す る 工 程 で あ っ て 、 こ こ で （ ｉ ） ３ ． ２
６  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ３ ． ４ ４  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 お よ び ７ ． ５  ｋ Ｄ ａ
タ ン パ ク 質 ピ ー ク か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る １ 以 上 の バ イ オ マ ー カ ー を 含 む 質 量 ス ペ ク ト
ル プ ロ フ ァ イ ル が 対 象 の 四 肢 に お け る Ａ Ｌ Ｓ の 発 症 を 示 し 、 な ら び に （ ｉ ｉ ） ２ ． ４  ｋ
Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ６ ． ４  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ２ ． １  タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、
１ ２ ． ２  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ４ ． １  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 お よ び １ ５ ． ９
 ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る １ 以 上 の バ イ オ マ ー カ ー を 含 む 質 量
ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル が 対 象 の 延 髄 部 位 に お け る Ａ Ｌ Ｓ の 発 症 を 示 す 工 程
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
試 料 が 、 ヒ ト か ら 得 ら れ た 脳 脊 髄 液 、 血 清 、 血 漿 、 尿 、 お よ び 組 織 か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 、 請 求 項 １ ６ 記 載 の 方 法 。
 
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
（ 政 府 委 託 研 究 お よ び 開 発 に 関 す る 陳 述 ）
　 本 発 明 は 、 国 立 環 境 衛 生 科 学 研 究 所 に よ っ て 選 定 さ れ た 認 可 番 号 Ｅ Ｓ ０ １ ３ ４ ６ ９ の も
と 政 府 支 援 で 部 分 的 に な さ れ た 。 政 府 は 本 発 明 に お い て 一 定 の 権 利 を 有 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
（ 発 明 の 分 野 ）
　 本 発 明 は 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 の バ イ オ マ ー カ ー お よ び そ の 用 途 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
（ 発 明 の 背 景 ）
　 ル ー ・ ゲ ー リ ッ ク 病 ま た は 運 動 ニ ュ ー ロ ン 疾 患 （ Ｍ Ｎ Ｄ ） と し て も 知 ら れ て い る 筋 萎 縮
性 側 索 硬 化 症  (Ａ Ｌ Ｓ )は 、 中 枢 神 経 系 の 数 種 の 神 経 変 性 疾 患 の う ち の 一 つ で あ る 。 Ａ Ｌ
Ｓ は 、 ２ ０ ， ０ ０ ０ 人 に １ 人 が 冒 さ れ て お り 、 発 症 平 均 年 齢 が ５ ０ － ５ ５ 歳 で あ る 、 最 も
一 般 的 な 成 人 発 症 運 動 ニ ュ ー ロ ン 疾 患 で あ る 。 Ａ Ｌ Ｓ は 、 脳 、 脳 幹 、 お よ び 脊 髄 に お け る
運 動 ニ ュ ー ロ ン の 急 速 な 進 行 性 変 性 に よ り 特 徴 付 け ら れ る （ Cleveland et al., Nat. Rev
. Neurosci., 2, 806-19 (2001)） 。 診 断 時 か ら の 患 者 の 生 存 期 間 中 央 値 は ５ 年 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Ａ Ｌ Ｓ は 、 散 発 性 お よ び 家 族 性 型 の 両 方 が 存 在 す る 。 家 族 性 Ａ Ｌ Ｓ （ Ｆ Ａ Ｌ Ｓ ） は 、 全
Ａ Ｌ Ｓ 症 例 の わ ず か ５ － １ ０ ％ で あ る 。 過 去 １ ０ 年 間 で 、 多 く の 基 礎 お よ び 治 験 研 究 が 疾
患 の 家 族 性 型 の 理 解 に 重 点 を お き 、 Ｆ Ａ Ｌ Ｓ に 関 連 す る ８ つ の 遺 伝 子 変 異 体 の 同 定 に つ な
が っ た 。 Ｃ ｕ /Ｚ ｎ ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ － １ （ Ｓ Ｏ Ｄ １ ） 遺 伝 子 の 点 突 然 変 異
体 を 発 現 し て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 毒 性 機 能 獲 得 に よ り ヒ ト Ａ Ｌ Ｓ と 同 様 な
年 齢 依 存 的 進 行 性 運 動 麻 痺 を 発 現 す る （ Rosen et al., Nature, 362, 59-62 (1993)、 Ros
en et al. Hum Mol Genet, 3, 981-987 (1994)、 お よ び Borchelt et al., Proc. Natl. A
cad. Sci. USA, 91, 8292-8296 (1994)） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 こ れ ら の 遺 伝 子 変 異 は 、 し か し な が ら 、 散 発 性 Ａ Ｌ Ｓ  (Ｓ Ａ Ｌ Ｓ )を 説 明 し な い 。 Ｓ Ａ
Ｌ Ｓ の 病 因 は 多 因 子 性 で あ る 。 Ｓ Ｏ Ｄ １ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 、 イ ン ビ ト ロ 初 代 運 動
ニ ュ ー ロ ン 培 養 ま た は 脊 髄 ス ラ イ ス 培 養 、 イ ン ビ ボ 画 像 研 究 、 お よ び 組 織 試 料 の 死 後 調 査
を 含 む 多 く の 異 な る モ デ ル 系 が 、 Ａ Ｌ Ｓ の 病 因 を 理 解 す る た め に 利 用 さ れ て い る  (Subram
aniam et al., Nat. Neurosci., 5, 301-307 (2002)、 Nagai et al., J. Neurosci., 21,
 9246-9254 (2001)、 Menzies et al. Brain, 125, 1522-1533 (2002)、 Kim et al. J. Ne
uropathol. Exp. Neurol., 62, 88-103 (2003)、 お よ び Ranganathan et al., Am. J. Pat
hol., 162, 823-835 (2003))。 こ れ ら の 研 究 が 治 療 標 的 お よ び い く つ も の 臨 床 試 験 を も た
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ら し て き た と は い え 、 疾 患 の 発 症 を 遅 ら せ る ま た は Ａ Ｌ Ｓ 患 者 の 長 期 生 存 を 長 引 か せ る 薬
物 は な い 。 グ ル タ ミ ン 酸 ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る リ ル ゾ ー ル （ リ ル テ ッ ク （ Rilutek） （ 登
録 商 標 ） 、 Aventis)は 現 在 の と こ ろ 、 Ａ Ｌ Ｓ を 治 療 す る た め に 入 手 可 能 で あ る 唯 一 の Ｆ Ｄ
Ａ 認 可 薬 物 で あ る 。 リ ル ゾ ー ル は 、 し か し な が ら 、 平 均 余 命 を ほ ん の ２ ～ ３ ヶ 月 し か 伸 ば
さ な い （ Miller et al., Amyotrophic Lateral Sclerosis & Other Motor Neuron Disord
ers, 4, 191-206 (2003)） 。 ク レ ア チ ン お よ び α － ト コ フ ェ ノ ー ル は 、 Ｓ Ｏ Ｄ １ ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お い て Ａ Ｌ Ｓ の 症 状 を 緩 和 す る の に い く ば く か の 効 力 が 示 さ れ た が 、
ヒ ト Ａ Ｌ Ｓ 患 者 に お い て は わ ず か な 効 力 を 示 す （ Groeneveld et al., Annals of Neurolo
gy, 53, 437-45 (2003)、 お よ び Desnuelle et al., Amyotrophic Lateral Sclerosis & O
ther Motor Neuron Disorders, 2, 9-18 (2001)） 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 Ａ Ｌ Ｓ の 治 療 標 的 を 同 定 す る た め の 改 良 さ れ た 方 法 、 お よ び 該 疾 患 を 診 断 す る た め の 改
良 さ れ た 方 法 が 依 然 と し て 必 要 で あ る 。 本 発 明 は そ の よ う な 方 法 を 提 供 す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
（ 発 明 の 簡 単 な 要 旨 ）
　 本 発 明 は 、 対 象 に お け る 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 （ Ａ Ｌ Ｓ ） を 診 断 す る た め の 方 法 を 提 供 す
る 。 該 方 法 は 、 （ ａ ） 対 象 か ら 試 料 を 得 る 工 程 、 （ ｂ ） 質 量 分 析 に よ り 試 料 中 の タ ン パ ク
質 を 分 析 す る 工 程 、 （ ｃ ） 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル を 測 定 す る 工 程 、 お よ び （
ｄ ） 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル を 陽 性 ま た は 陰 性 標 品 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ
イ ル と 比 較 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 の 治 療 に お け る 薬 物 の 有 効 性 を 評 価 す る た め の 方 法
を 提 供 す る 。 該 方 法 は 、 （ ａ ） 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 を 患 っ て い る 対 象 か ら 第 １ の 試 料 を 得
る 工 程 、 （ ｂ ） 質 量 分 析 に よ り 第 １ の 試 料 中 の タ ン パ ク 質 を 分 析 す る 工 程 、 （ ｃ ） 第 １ の
試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル を 測 定 す る 工 程 、 （ ｄ ） 対 象 に 薬 物 を 投 与 す る 工 程 、
（ ｅ ） 工 程 （ ｄ ） の 完 了 後 、 対 象 か ら 第 ２ の 試 料 を 得 る 工 程 、 （ ｆ ） 質 量 分 析 に よ り 第 ２
の 試 料 中 の タ ン パ ク 質 を 分 析 す る 工 程 、 （ ｇ ） 第 ２ の 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル
を 測 定 す る 工 程 、 お よ び （ ｈ ） 第 １ の 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル を 第 ２ の 試 料 の
質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル と 比 較 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 さ ら に 提 供 さ れ る の は 、 対 象 に お け る 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 （ Ａ Ｌ Ｓ ） の 発 症 部 位 を 決 定
す る た め の 方 法 で あ る 。 該 方 法 は 、 （ ａ ） 対 象 か ら 試 料 を 得 る 工 程 、 （ ｂ ） 質 量 分 析 に よ
り 試 料 中 の タ ン パ ク 質 を 分 析 す る 工 程 、 （ ｃ ） 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル を 測 定
す る 工 程 で あ っ て 、 こ こ で （ ｉ ） ３ ． ２ ６  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ３ ． ４ ４  ｋ Ｄ ａ タ
ン パ ク 質 ピ ー ク 、 お よ び ７ ． ５  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る １ 以
上 の バ イ オ マ ー カ ー を 含 む 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル が 対 象 の 四 肢 に お け る Ａ Ｌ Ｓ の 発
症 を 示 し 、 な ら び に （ ｉ ｉ ） ２ ． ４  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ６ ． ４  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質
ピ ー ク 、 １ ２ ． １ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ２ ． ２  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ２ ． ２  ｋ Ｄ
ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ４ ． １  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 お よ び １ ５ ． ９  ｋ Ｄ ａ タ ン パ
ク 質 ピ ー ク か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る １ 以 上 の バ イ オ マ ー カ ー を 含 む 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ
フ ァ イ ル が 対 象 の 延 髄 部 位 に お け る Ａ Ｌ Ｓ の 発 症 を 示 す 工 程 、 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の こ れ ら お よ び 他 の 長 所 、 並 び に さ ら な る 発 明 の 特 性 は 、 こ こ に 示 さ れ た 本 発 明
の 説 明 か ら 明 白 と な る だ ろ う 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ １ 】
（ 発 明 の 詳 細 な 説 明 ）
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　 本 発 明 は 、 対 象 に お け る 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 （ Ａ Ｌ Ｓ ） を 診 断 す る た め の 方 法 を 提 供 す
る 。 該 方 法 は 、 （ ａ ） 対 象 か ら 試 料 を 得 る 工 程 、 （ ｂ ） 質 量 分 析 に よ り 試 料 中 の タ ン パ ク
質 を 分 析 す る 工 程 、 （ ｃ ） 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル を 測 定 す る 工 程 、 お よ び （
ｄ ） 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル を 陽 性 ま た は 陰 性 標 品 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ
イ ル と 比 較 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る 場 合 、 用 語 「 試 料 」 は 、 対 象 か ら 単 離 さ れ た 生 体 材 料 を 示 す 。
対 象 は 、 任 意 の 適 切 な 動 物 で あ り 得 る が 、 好 ま し く は 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 サ ル 、 ま た は ヒ
ト な ど の 哺 乳 類 で あ る 。 前 述 の 発 明 の 方 法 は 、 対 象 が 非 ヒ ト 動 物 （ 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ
ト 、 サ ル 、 イ ヌ な ど ） の 場 合 に 、 疾 患 の 動 物 モ デ ル に お け る Ａ Ｌ Ｓ を 診 断 す る の に 用 い る
こ と が で き る こ と が 意 図 さ れ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 対 象 は ヒ ト で あ る 。 該 試 料
は 、 任 意 の 適 切 な 生 体 材 料 を 含 み 得 る が 、 好 ま し く は 特 定 の 組 織 ま た は 生 体 液 か ら 得 ら れ
た 細 胞 を 含 む 。 試 料 は 、 任 意 の 適 切 な 組 織 ま た は 生 体 液 か ら 単 離 さ れ 得 る 。 こ の 点 に お い
て 、 試 料 は 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 ま た は 尿 で あ り 得 る 。 Ａ Ｌ Ｓ は 中 枢 神 経 系 に 影 響 を 及 ぼ
す の で 、 試 料 は 好 ま し く は 、 中 枢 神 経 系 （ Ｃ Ｎ Ｓ ） （ す な わ ち 、 脳 お よ び 脊 髄 ） の 組 織 ま
た は 生 体 液 か ら 単 離 さ れ る 。 本 発 明 の 特 に 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 試 料 は 脳 脊 髄 液 （
Ｃ Ｓ Ｆ ） か ら 単 離 さ れ る 。 Ｃ Ｓ Ｆ は 、 脳 お よ び 脊 髄 の 衝 撃 を 和 ら げ 、 脳 細 胞 外 液 を 調 節 し
、 向 神 経 活 性 物 質 の 分 布 を 可 能 と し 、 そ し て 脳 に よ り 生 じ た 老 廃 物 を 回 収 す る 。 Ｃ Ｓ Ｆ は
、 く も 膜 の 内 側 の 領 域 で あ る く も 膜 下 腔 内 の 頭 蓋 お よ び 脊 椎 を 流 れ て い る 。 Ｃ Ｎ Ｓ か ら の
ニ ュ ー ロ ン お よ び グ リ ア 細 胞 由 来 の 多 く の 代 謝 産 物 が 、 Ｃ Ｓ Ｆ に 分 泌 さ れ る 。 こ の よ う に
、 Ｃ Ｓ Ｆ は 脳 の 代 謝 状 態 を 反 映 し て い る 。 さ ら に 、 Ａ Ｌ Ｓ 患 者 由 来 の Ｃ Ｓ Ｆ は 、 グ ル タ ミ
ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 合 成 酵 素 、 ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ 活 性 、 γ － ア ミ ノ 酪 酸 、 お よ び 酸 化
損 傷 の 様 々 な マ ー カ ー の レ ベ ル の 変 化 を 同 定 す る 生 化 学 的 ア ッ セ イ に 用 い ら れ て き た （ 例
え ば 、 Spreux-Varoquaux et al., Journal of the Neurological Sciences, 193, 73-78 
(2002)、 Shaw et al., Amyotrophic Lateral Sclerosis & Other Motor Neruon Disorder
s, 1, Suppl. 2, S61-67 (2000)、 お よ び Smith et al., Ann. Neurol., 44, 696-699 (19
98)参 照 ） 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 試 料 は 、 例 え ば 、 生 検 、 採 血 、 採 尿 、 腰 椎 穿 刺 （ す な わ ち 、 脊 椎 穿 刺 ） 、 脳 室 穿 刺 、 お
よ び 大 槽 穿 刺 に よ る な ど の 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 適 切 な 方 法 で 得 る こ と が で き る 。
本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 試 料 は 、 脊 椎 穿 刺 ま た は 脳 脊 髄 液 採 取 と も 呼 ば れ る
、 腰 椎 穿 刺 に よ り 得 ら れ る 。 腰 椎 穿 刺 は 、 通 常 は ３ 番 目 と ４ 番 目 の 腰 椎 骨 の 間 の 、 Ｃ Ｓ Ｆ
が 採 取 さ れ る く も 膜 下 腔 へ の 脊 椎 針 の 挿 入 を 含 む 。 腰 椎 穿 刺 を 不 可 能 ま た は 不 確 実 に す る
で あ ろ う 腰 椎 の 奇 形 ま た は 感 染 が あ る 場 合 、 試 料 は 脳 室 穿 刺 ま た は 大 槽 穿 刺 に よ り 採 取 さ
れ 得 る 。 脳 室 穿 刺 は 典 型 的 に は 、 切 迫 脳 ヘ ル ニ ア 形 成 の 可 能 性 の あ る ヒ ト 対 象 に お い て な
さ れ る 。 脳 室 穿 刺 は 、 頭 蓋 内 に 穴 を 開 け 、 そ し て Ｃ Ｓ Ｆ を 採 取 す る た め に 脳 の 側 脳 室 内 に
直 接 針 を 挿 入 す る こ と を 含 む 。 大 槽 穿 刺 は 、 後 頭 骨 （ 頭 蓋 の 後 ろ ） の 下 方 へ の 針 の 挿 入 を
含 み 、 そ し て 針 が 脳 幹 に 接 近 す る た め に 危 険 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 ハ ン テ ィ ン グ ト ン 病 、 お よ び Ａ Ｌ Ｓ の よ う な 多 く
の 神 経 変 性 疾 患 は 、 疾 患 の 表 現 型 に 寄 与 す る タ ン パ ク 質 異 常 の 蓄 積 ま た は 存 在 に よ り 特 徴
付 け ら れ 、 ゆ え に 当 技 術 分 野 で 「 タ ン パ ク 質 病 （ proteinopathies） 」 と も 呼 ば れ る （ Jel
linger, Movement Disorders, 18, Suppl 6, S2-12 (2003)、 お よ び Paulson, American J
ournal of Human Genetics, 64, 339-45 (1999)） 。 生 体 試 料 中 に 存 在 す る 全 て の タ ン パ
ク 質 お よ び ペ プ チ ド 配 列 を 一 時 に 採 取 す る こ と は 、 当 技 術 分 野 で 「 プ ロ テ オ ー ム 」 と 呼 ば
れ る こ と が 多 い 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の 方 法 は 、 特 定 の 試 料 の プ ロ テ オ ー ム を 分 析 す る 手
段 を 提 供 す る 。 当 業 者 は 、 生 体 試 料 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 の プ ロ テ オ ミ ク ス 解 析 は 、 試 料
中 の 全 て の ペ プ チ ド 配 列 の 系 統 的 な 分 離 、 同 定 、 お よ び 特 徴 付 け を 含 む こ と を 理 解 す る で
あ ろ う 。 試 料 中 の タ ン パ ク 質 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 適 切 な 方 法 に よ り 分 離 さ れ 得
る 。 適 切 な 方 法 に は 、 例 え ば 、 遠 心 分 離 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 逆 相 液 体 ク ロ
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マ ト グ ラ フ ィ ー 、 お よ び ゲ ル 電 気 泳 動 が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し く は 、 試 料 中 の タ ン パ ク 質 は
、 ゲ ル 電 気 泳 動 （ 例 え ば 、 一 次 元 ま た は 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 ） を 用 い て 分 離 さ れ る 。 最 も
好 ま し く は 、 試 料 中 の タ ン パ ク 質 は 、 試 料 を 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 （ ２ Ｄ Ｇ Ｅ ） に 供 す る こ
と に よ っ て 分 離 さ れ る 。 ２ Ｄ Ｇ Ｅ は 典 型 的 に は 、 等 電 点 分 離 法 （ Ｉ Ｅ Ｆ ） を 用 い た 電 荷 に
よ る 一 次 元 で の タ ン パ ク 質 の 分 離 を 含 む 。 電 荷 で 絞 っ た タ ン パ ク 質 は 、 そ の 後 Ｓ Ｄ Ｓ － ポ
リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 用 い て サ イ ズ に よ り 二 次 元 で 分 離 さ れ る （ 例 え ば 、 Lin et al., 
Biochimica et Biophysica Acta, 1646, 1-10 (2003)、 お よ び Ong et al., Biomol. Eng.
, 18, 195-205 (2001)参 照 ） 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 試 料 中 の タ ン パ ク 質 の 分 離 に 続 い て 、 各 々 の タ ン パ ク 質 は 分 離 媒 体 か ら 単 離 さ れ 得 る 。
タ ン パ ク 質 は 、 ゲ ル か ら タ ン パ ク 質 「 ス ポ ッ ト 」 を 抽 出 す る な ど の 、 任 意 の 適 切 な 手 法 を
用 い て 単 離 さ れ 得 る 。 ゲ ル か ら の タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト の 抽 出 は 典 型 的 に は 、 ゲ ル か ら の ス
ポ ッ ト の 物 理 的 切 除 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 一 旦 試 料 中 の タ ン パ ク 質 が 分 離 さ れ る と 、 本 発 明 の 方 法 は 、 質 量 分 析 に よ り 試 料 中 の タ
ン パ ク 質 を 分 析 す る こ と を 含 む 。 質 量 分 析 に お い て 、 物 質 は 、 分 子 を フ ラ グ メ ン ト 化 す る
の に 充 分 な エ ネ ル ギ ー を 有 す る 電 子 ビ ー ム で 照 射 さ れ る 。 生 じ た 陽 性 フ ラ グ メ ン ト （ 陽 イ
オ ン お よ び ラ ジ カ ル 陽 イ オ ン ） は 、 磁 場 を 経 て 真 空 で 加 速 さ れ 、 質 量 電 荷 比  (ｍ ／ ｚ )に
基 づ い て 選 別 さ れ る 。 質 量 分 析 計 に お い て 生 じ る イ オ ン の 多 く は 単 位 正 電 荷 を 保 有 す る の
で 、 値 ｍ ／ ｚ は 典 型 的 に は 、 フ ラ グ メ ン ト の 分 子 量 に 等 し い 。 任 意 の 適 切 な 質 量 分 析 法 が
、 本 発 明 の 方 法 と 一 緒 に 用 い ら れ 得 る 。 適 切 な 質 量 分 析 法 の 例 に は 、 マ ト リ ク ス 支 援 レ ー
ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 質 量 分 析 （ Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ ） 、 マ ト リ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 飛
行 時 間 型 （ Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ ） 質 量 分 析 、 プ ラ ズ マ 脱 離 ／ イ オ ン 化 質 量 分 析 （ Ｐ Ｄ Ｉ ）
、 エ レ ク ト ロ ス プ レ ー イ オ ン 化 質 量 分 析 （ Ｅ Ｓ Ｉ ） 、 お よ び 表 面 増 強 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ
ン 化 飛 行 時 間 型 （ Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ ） 質 量 分 析 が 挙 げ ら れ る 。 質 量 分 析 の 飛 行 時 間 型 （
Ｔ Ｏ Ｆ ） 法 に お い て 、 荷 電 （ イ オ ン 化 ） 分 子 が 真 空 で 生 じ 、 イ オ ン 光 学 ア セ ン ブ リ ー に よ
り 生 じ た 電 場 に よ り 自 由 飛 行 チ ュ ー ブ に 、 ま た は ド リ フ ト 時 間 に よ り 加 速 さ れ る 。 分 子 が
加 速 さ れ る で あ ろ う 速 度 は 、 加 速 電 位 の 平 方 根 、 分 子 の 電 荷 の 平 方 根 に 比 例 し 、 分 子 の 質
量 の 平 方 根 に 反 比 例 す る 。 荷 電 分 子 は 、 Ｔ Ｏ Ｆ チ ュ ー ブ の 下 方 に 移 動 し 、 検 出 器 に 至 る 。
質 量 分 析 法 は さ ら に 、 例 え ば 、 国 際 特 許 出 願 公 開 第 WO 93/24834号 、 米 国 特 許 第 5,792,664
号 、 米 国 特 許 出 願 公 開 第 2004/0033530Al、 お よ び Hillenkamp et al., Matrix Assisted U
V-Laser Desorption/Ionization: A New Approach to Mass Spectroscopy of Large Biom
olecules, Biological Mass Spectroscopy, Burlingame and McCloskey, eds., Elsevier
 Science Publ., pp. 49-60 (1990) に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 試 料 中 の タ ン パ ク 質 は Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分
析 に よ り 分 析 さ れ る 。 表 面 増 強 脱 離 ／ イ オ ン 化 過 程 と は 、 基 板 （ こ の 上 で 試 料 が エ ネ ル ギ
ー 源 に 提 示 さ れ る ） が 脱 離 ／ イ オ ン 化 過 程 に お い て 能 動 的 な 役 割 を 果 た す こ れ ら の 過 程 を
い う 。 こ の 点 に お い て 、 基 板 （ 例 え ば 、 プ ロ ー ブ ） は 、 試 料 提 示 の た め の 単 な る 受 台 で は
な い 。 幾 つ か の タ イ プ の 表 面 増 強 基 板 が 、 表 面 増 強 脱 離 ／ イ オ ン 化 過 程 で 使 用 さ れ 得 る 。
一 実 施 態 様 に お い て 、 表 面 は 、 所 定 の ク ラ ス の 分 子 に 優 先 的 に 結 合 す る 、 陰 イ オ ン 交 換 基
ま た は 親 水 基 （ 例 え ば 、 酸 化 ケ イ 素 ） の よ う な 親 和 性 材 料 を 含 む 。 こ の よ う な 親 和 性 材 料
の 例 に は 、 例 え ば 、 シ ラ ノ ー ル  (親 水 性 )、 Ｃ ８ ま た は Ｃ １ ６ ア ル キ ル （ 疎 水 性 ） 、 固 定
化 金 属 キ レ ー ト （ 配 位 共 有 ） 、 陰 イ オ ン ま た は 陽 イ オ ン 交 換 体 （ イ オ ン 性 ） あ る い は 抗 体
（ 生 体 特 異 性 ） が 挙 げ ら れ る 。 試 料 は 、 誘 引 力 の 特 定 の 原 則 に 従 っ て 被 検 分 子 に 結 合 す る
た め に 担 体 結 合 吸 着 体 に さ ら さ れ る 。 被 検 物 が 生 体 分 子 （ 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 ） の 場 合 、
エ ネ ル ギ ー 吸 収 物 質 （ 例 え ば 、 マ ト リ ク ス ） は 典 型 的 に は 、 結 合 し た 試 料 に 会 合 す る 。 レ
ー ザ ー は 、 そ の 後 被 検 物 を 脱 離 お よ び イ オ ン 化 す る の に 用 い ら れ 、 そ れ は 検 出 器 で 検 出 さ
れ る 。 Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 に つ い て 、 各 タ ン パ ク 質 ピ ー ク に 対 す る 質 量 精 度 は 、
＋ ／ － ０ ． ２ ％ で あ る 。 Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 シ ス テ ム は 、 例 え ば 、 Ｃ ｉ ｐ ｈ ｅ ｒ
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ｇ ｅ ｎ  Ｂ ｉ ｏ ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ ｓ ，  Ｉ ｎ ｃ ． （ Fremont, CA） か ら 市 販 さ れ て い る 。 表 面 増
強 脱 離 ／ イ オ ン 化 法 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,719,060号 、 同 第 6,294,790号 、 お よ び 同 第
6,675,104号 、 お よ び 国 際 特 許 出 願 公 開 第 WO 98/59360号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 当 業 者 は 、 質 量 分 析 解 析 の 出 力 結 果 が 、 「 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル 」 ま た は 「 質 量
ス ペ ク ト ル 」 と 称 さ れ る 、 試 料 中 の タ ン パ ク 質 の 質 量 電 荷 比  (ｍ ／ ｚ )の 関 数 と し て の 相
対 強 度 の プ ロ ッ ト で あ る と 理 解 す る で あ ろ う 。 タ ン パ ク 質 「 ピ ー ク 」 を 示 す ヒ ス ト グ ラ ム
と し て 典 型 的 に 表 さ れ る 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル は 、 分 子 量 の 確 定 に 役 立 ち 、 そ し て
化 合 物 の 構 造 が 解 析 さ れ る 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の 方 法 は さ ら に 、 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル
プ ロ フ ァ イ ル を 測 定 す る こ と を 含 む 。 ス ペ ク ト ル に お け る 最 も 強 い ピ ー ク は 、 基 準 ピ ー ク
と い わ れ 、 そ し て 全 て の 他 の ピ ー ク は 、 基 準 ピ ー ク の 強 度 と 比 較 し て 記 録 さ れ る 。 ピ ー ク
自 体 は 、 典 型 的 に は 非 常 に 鋭 く 、 そ し て 単 に 垂 直 線 と し て 表 さ れ る こ と が 多 い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 質 量 分 析 の 間 に 試 料 中 の タ ン パ ク 質 の フ ラ グ メ ン ト 化 に よ り 形 成 さ れ る イ オ ン は 、 タ ン
パ ク 質 分 子 に よ り 形 成 さ れ る 最 も 安 定 な 陽 イ オ ン お よ び ラ ジ カ ル 陽 イ オ ン で あ る 。 ス ペ ク
ト ル に お い て 観 察 さ れ る 最 も 高 い 分 子 量 ピ ー ク は 典 型 的 に は 、 電 子 を 差 し 引 い た 親 分 子 を
表 し 、 そ し て 分 子 イ オ ン  (Ｍ ＋ )と 呼 ば れ る 。 一 般 的 に 、 １ ３ Ｃ 、 ２ Ｈ な ど の 天 然 同 位 体
の 存 在 度 に よ り 計 算 さ れ た 分 子 量 を 超 え る 小 さ な ピ ー ク も ま た 観 察 さ れ る 。 特 に 不 安 定 な
プ ロ ト ン を 有 す る 多 く の 分 子 は 、 分 子 イ オ ン を 提 示 し な い 。 例 え ば 、 ア ル コ ー ル の 質 量 ス
ペ ク ト ル 中 の 最 も 高 い 分 子 量 ピ ー ク は 分 子 イ オ ン よ り １ つ 少 な い ｍ ／ ｚ （ ｍ － １ ） で 生 じ
る 。 フ ラ グ メ ン ト は 、 そ れ ら の 質 量 電 荷 比 に よ り 同 定 さ れ 得 る が 、 失 っ た 質 量 に よ り そ れ
ら を 同 定 す る こ と が よ り 有 益 で あ る 場 合 が あ る 。 例 え ば 、 メ チ ル 基 の 消 失 は ｍ － １ ５ に ピ
ー ク を 発 生 さ せ る で あ ろ う し 、 一 方 エ チ ル の 消 失 は ｍ － ２ ９ に ピ ー ク を 発 生 さ せ る で あ ろ
う 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 は さ ら に 、 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル を 陽 性 ま た は 陰 性 標 品 の 質
量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル と 比 較 す る こ と を 含 む 。 「 標 品 」 に よ り 、 他 の 分 子 （ 例 え ば 、
タ ン パ ク 質 ） の 同 定 、 定 量 、 お よ び ／ ま た は 特 徴 付 け を 可 能 に す る 試 料 を 意 味 す る 。 疾 患
を 診 断 す る 方 法 に 関 し て 、 標 品 は 、 特 定 の 疾 患 ま た は 疾 患 の 進 行 の 指 標 で あ る 分 子 を 含 む
場 合 「 陽 性 」 で あ る 。 こ の よ う な 指 標 分 子 も ま た 「 バ イ オ マ ー カ ー 」 と い わ れ 、 そ し て 典
型 的 に は 、 タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 フ ラ グ メ ン ト で あ る 。 標 品 は 、 特 定 の 疾 患 ま た は
疾 患 の 進 行 の 指 標 で あ る 分 子 を 欠 い て い る か 、 ま た は 対 象 が 特 定 の 疾 患 を 有 し な い 指 標 と
な る 分 子 を 含 む 場 合 、 「 陰 性 」 で あ る 。 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 標 品 は Ａ Ｌ Ｓ の 陽 性 ま た
は 陰 性 診 断 を 容 易 に す る 。 標 品 は 、 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 、 Ａ Ｌ Ｓ に 対 す る 特 定 の 診 断 に
到 達 す る よ う に 試 料 と 標 品 が 有 効 に 比 較 さ れ 得 る 限 り 、 任 意 の 陽 性 ま た は 陰 性 標 品 で あ り
得 る 。 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 陽 性 標 品 は 、 Ａ Ｌ Ｓ を 患 っ て い る 対 象 か ら 得 ら れ
た 試 料 を 含 む 。 一 方 、 陰 性 標 品 は 好 ま し く は 、 Ａ Ｌ Ｓ を 患 っ て い な い 対 象 か ら 得 ら れ た 試
料 （ 例 え ば 、 ヒ ト ） を 含 む 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 標 品 が Ａ Ｌ Ｓ を 患 っ て い る 対 象 か ら 得 ら れ た 陽 性 標 品 の 場 合 、 標 品 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ
ロ フ ァ イ ル は 、 臨 床 医 が 信 頼 で き る 診 断 を す る の を 可 能 と す る で あ ろ う 、 任 意 の 適 切 な 数
の バ イ オ マ ー カ ー を 含 み 得 る 。 陽 性 標 品 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル は 好 ま し く は 、 ２
． ０ １ キ ロ ダ ル ト ン （ ｋ Ｄ ａ ） タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ２ ． １ ６  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、
２ ． ２  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ２ ． ４  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ２ ． ４ ６  ｋ Ｄ ａ タ
ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ２ ． ６ ６  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ２ ． ７  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、
３ ． ０ １  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ３ ． ３  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ３ ． ４ ２  ｋ Ｄ ａ
タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ３ ． ７  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ３ ． ８  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、
４ ． ４  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ４ ． ８  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ４ ． ９  ｋ Ｄ ａ タ ン
パ ク 質 ピ ー ク 、 ５ ． １  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ５ ． ４  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ５ ．
８  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ６ ． ２  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ６ ． ５  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク
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質 ピ ー ク 、 ６ ． ７  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ６ ． ８ ６  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ６ ． ８
８  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ７ ． ０ ２  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ７ ． ７ ４  ｋ Ｄ ａ タ ン
パ ク 質 ピ ー ク 、 ７ ． ７ ７  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ８ ． ２  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ８
． ６  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ８ ． ９ ３  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ９ ． １  ｋ Ｄ ａ タ ン
パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ０ ． １ ５  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ０ ． ６ ４  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー
ク 、 １ ０ ． ９  ｋ Ｄ ａ  タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ １ ． ５  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ２ ． ０
５  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ２ ． ０ ９  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ２ ． ２ ８  ｋ Ｄ ａ
タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ２ ． ８  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ３ ． １  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー
ク 、 １ ３ ． ３  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ３ ． ６ ５  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ３ ． ６
８  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ３ ． ７  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ４ ． ６  ｋ Ｄ ａ タ ン
パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ５ ． ２  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ５ ． ６  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、
１ ６ ． ７  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 お よ び １ ７ ． １  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク か ら な る 群
か ら 選 択 さ れ る １ 以 上 の バ イ オ マ ー カ ー を 含 む 。 前 述 の バ イ オ マ ー カ ー の 存 在 は 、 タ ン パ
ク 質 発 現 レ ベ ル に お け る 異 常 性 （ 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 過 剰 発 現 の 結 果 と し て ） 、 異 常 な タ
ン パ ク 質 分 解 過 程 、 お よ び タ ン パ ク 質 の 異 常 な 翻 訳 後 修 飾 （ 例 え ば 、 グ リ コ シ ル 化 ま た は
酸 化 ） と 関 連 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 こ の よ う に 、 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 、 目 的 の 対 象 (例 え ば 、 ヒ ト )か ら 得 ら れ た 試 料 の 質
量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル が 、 上 述 の よ う な 陽 性 標 品 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル に お
い て 観 察 さ れ る バ イ オ マ ー カ ー の １ つ ま た は 任 意 の 組 合 せ を 含 む 場 合 、 Ａ Ｌ Ｓ の ポ ジ テ ィ
ブ 診 断 が 生 じ る 。 こ の 点 に お い て 、 Ａ Ｌ Ｓ の ポ ジ テ ィ ブ 診 断 は 、 対 象 か ら 得 ら れ た 試 料 の
質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル が 、 ２ 以 上 、 ３ 以 上 、 ４ 以 上 、 ま た は さ ら に ５ 以 上 （ 例 え ば
、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、 １ ０ 、 ま た は １ ５ ） の 上 記 記 載 の 陽 性 標 品 と 異 な る タ ン パ ク 質 ピ ー ク
を 含 む 場 合 に な さ れ 得 る 。 実 際 、 上 記 記 載 の タ ン パ ク 質 ピ ー ク の 特 定 の サ ブ セ ッ ト は 、 Ａ
Ｌ Ｓ に 関 し て 診 断 的 意 義 を 有 し 得 る 。 こ の よ う な サ ブ セ ッ ト は 、 好 ま し く は ２ ． ４  ｋ Ｄ
ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ２ ． ４ ６  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ３ ． ０ １  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ
ー ク 、 ６ ． ８ ８  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ７ ． ７ ７  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ８ ． ９  
ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 お よ び １ ３ ． ６ ５  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク を 含 み 、 そ の サ ブ
セ ッ ト は Ａ Ｌ Ｓ を 診 断 す る １ ０ ０ ％ の 精 度 を 提 供 す る 。 あ る い は 、 サ ブ セ ッ ト は 、 ２ ． ４
 ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ３ ． ０ １  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ４ ． ８  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク
質 ピ ー ク 、 ６ ． ８ ６  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ７ ． ７ ４  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ８ ．
９ ３  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 お よ び １ ３ ． １  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク を 含 み 、 そ の サ
ブ セ ッ ト は Ａ Ｌ Ｓ を 診 断 す る １ ０ ０ ％ の 精 度 を 提 供 す る 。 こ れ ら の サ ブ セ ッ ト は 、 し か し
な が ら 、 単 な る 例 で あ り 、 そ し て こ こ で 同 定 し た バ イ オ マ ー カ ー の 任 意 の 適 切 な サ ブ セ ッ
ト が Ａ Ｌ Ｓ を 診 断 す る の に 用 い ら れ 得 る 。 加 え て 、 Ａ Ｌ Ｓ の ポ ジ テ ィ ブ 診 断 は 、 試 料 の 質
量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル を 陰 性 標 品 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル と 比 較 す る こ と に よ
り 確 認 さ れ 得 る 。 こ の 点 に お い て 、 ポ ジ テ ィ ブ 診 断 は 、 陰 性 標 品 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ
ァ イ ル が 対 象  (例 え ば 、 ヒ ト )の 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル 中 に 観 察 さ れ た 如 何
な る バ イ オ マ ー カ ー も 含 ま な い 場 合 に 確 認 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
 　 同 じ く 、 Ａ Ｌ Ｓ の ネ ガ テ ィ ブ 診 断 （ す な わ ち 、 対 象 は Ａ Ｌ Ｓ を 有 し な い ） は 、 目 的 の
対 象 （ 例 え ば 、 ヒ ト ） か ら 得 ら れ た 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル が 上 述 の 陰 性 標 品
の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル と 実 質 的 に 同 じ 場 合 に 生 じ る 。 Ａ Ｌ Ｓ の ネ ガ テ ィ ブ 診 断 は
、 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル を 陽 性 標 品 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル と 比 較 す
る こ と に よ り 確 認 さ れ 得 る 。 こ の 点 に お い て 、 Ａ Ｌ Ｓ の ネ ガ テ ィ ブ 診 断 は 、 目 的 の 対 象 の
試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル が 上 述 の よ う な 陽 性 標 品 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ
ル 中 に 観 察 さ れ た 如 何 な る バ イ オ マ ー カ ー も 含 ま な い 場 合 に 確 認 さ れ る 。 あ る い は 、 Ａ Ｌ
Ｓ の ネ ガ テ ィ ブ 診 断 は 、 陰 性 標 品 と 異 な る バ イ オ マ ー カ ー の 特 定 の サ ブ セ ッ ト を 用 い て 確
認 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
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　 当 業 者 は 、 目 的 の 対 象 か ら 得 ら れ た 試 料 で 同 定 さ れ た タ ン パ ク 質 ピ ー ク の 任 意 の １ つ ま
た は 組 合 せ （ す な わ ち 、 サ ブ セ ッ ト ） は 、 陽 性 ま た は 陰 性 標 品 を 限 定 し 得 る こ と を 理 解 す
る で あ ろ う 。 あ る い は 、 試 料 中 の タ ン パ ク 質 ピ ー ク の 強 度 値 は 、 陽 性 お よ び ／ ま た は 陰 性
標 品 と 比 較 し た 場 合 に 診 断 情 報 を 提 供 し 得 る 。 換 言 す る と 、 平 均 タ ン パ ク 質 ピ ー ク 強 度 値
は 、 Ａ Ｌ Ｓ を 有 す る 患 者 と Ａ Ｌ Ｓ を 有 し な い 患 者 と を 識 別 す る こ と が で き る 。 一 実 施 態 様
に お い て 、 如 何 な る 対 象 も 陽 性 標 品 に お け る Ａ Ｌ Ｓ の 診 断 用 タ ン パ ク 質 ピ ー ク の 全 て ま た
は 陰 性 標 品 に 特 異 的 な タ ン パ ク 質 ピ ー ク の 全 て を 含 ま な い が 、 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て Ａ Ｌ
Ｓ を 有 す る か 、 ま た は Ａ Ｌ Ｓ を 有 し な い と な お 診 断 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 ヒ ト か ら 得 ら れ た
試 料 は 、 Ａ Ｌ Ｓ の 指 標 と な る １ つ の タ ン パ ク 質 ピ ー ク を 含 む が 、 陰 性 標 品 の 指 標 と な る ４
つ の タ ン パ ク 質 ピ ー ク を 含 み 得 、 し た が っ て 陰 性 と 診 断 さ れ 得 る （ す な わ ち 、 該 個 体 は Ａ
Ｌ Ｓ を 有 し な い ） 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 上 述 の 通 り 、 対 象 に お け る Ａ Ｌ Ｓ の 診 断 は 、 目 的 の 患 者 か ら 得 ら れ た 試 料 中 に 陽 性 標 品
の バ イ オ マ ー カ ー の 全 て が 存 在 す る こ と を 必 要 と し な い 。 実 際 、 Ａ Ｌ Ｓ の 診 断 は 、 患 者 か
ら 得 ら れ た 試 料 が 任 意 の １ つ 、 陽 性 標 品 の バ イ オ マ ー カ ー の 組 合 せ 、 ま た は 陽 性 標 品 と 異
な る バ イ オ マ ー カ ー の 特 定 の サ ブ セ ッ ト を 含 む の で あ れ ば な さ れ 得 る 。 加 え て 、 Ａ Ｌ Ｓ の
診 断 は 、 対 象 か ら 得 ら れ た 試 料 が 陽 性 標 品 の バ イ オ マ ー カ ー の １ 以 上 の フ ラ グ メ ン ト ま た
は 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む の で あ れ ば な さ れ 得 る 。 さ ら に 、 タ ン パ ク 質 の 翻 訳 後 修 飾 の 結
果 と し て 、 Ａ Ｌ Ｓ の 診 断 は 、 対 象 か ら 得 ら れ た 試 料 が 陽 性 標 品 の バ イ オ マ ー カ ー の １ 以 上
の 修 飾 型  (例 え ば 、 グ リ コ シ ル 化 型 )を 含 む 場 合 、 な さ れ 得 る こ と も ま た 意 図 さ れ る 。  
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 タ ン パ ク 質 質 量 分 析 の 目 標 の 一 つ は タ ン パ ク 質 同 定 で あ る 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の 方 法
は ま た 、 特 定 の 試 料 由 来 の タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー の 同 定 も 包 含 す る 。 こ の 点 に お い て
、 タ ン パ ク 質 は 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 適 切 な タ ン パ ク 質 同 定 法 を 用 い て 同 定 さ れ 得 る
。 適 切 な タ ン パ ク 質 同 定 法 に は 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 エ レ ク ト ロ ブ ロ ッ テ ィ ン グ （ protei
n electroblotting） 、 エ ド マ ン 配 列 決 定 （ 例 え ば 、 Gevaert et al., Electrophoresis, 
21, 1145-1154 (2000)参 照 ） 、 お よ び 質 量 分 析 に よ る 配 列 決 定 （ 例 え ば 、 Kinter and She
rman, Protein Sequencing and Identification Using Tandem Mass Spectroscopy, Wile
y-Interscience (2000)、 お よ び 米 国 特 許 第 6,632,339号 お よ び 同 第 6,706,529号 参 照 ） が
挙 げ ら れ る 。 質 量 分 析 に 基 づ く タ ン パ ク 質 同 定 法 に は 、 例 え ば 、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｍ Ｓ ペ プ チ
ド マ ス フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト 法 （ Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｍ Ｓ － Ｐ Ｍ Ｆ ） お よ び Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｍ Ｓ ポ ス
ト ソ ー ス 分 解 分 析 法 （ Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｍ Ｓ － Ｐ Ｓ Ｄ ） が 挙 げ ら れ る 。 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｍ Ｓ － Ｐ
Ｍ Ｆ に お い て 、 典 型 的 に は ２ － Ｄ ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 精 製 し た 目 的 の タ ン パ ク 質 は 、 酵 素
的 ま た は 化 学 的 の い ず れ か で 切 断 さ れ そ し て 得 ら れ た ペ プ チ ド 混 合 物 の ア リ コ ー ト が 質 量
分 析 手 法 に よ り 分 析 さ れ 、 そ れ に よ っ て タ ン パ ク 質 の 質 量 「 フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト 」 を 生 じ
さ せ る 。 質 量 フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト は 、 引 き 続 い て デ ー タ ー ベ ー ス （ 例 え ば 、 Ｍ Ｏ Ｗ Ｓ Ｅ 、
Ｐ ｒ ｏ Ｆ ｏ ｕ ｎ ｄ 、 Ｐ ｅ ｐ ｔ Ｉ ｄ ｅ ｎ ｔ 、 お よ び Ｐ ｅ ｐ ｔ ｉ ｄ ｅ Ｓ ｅ ａ ｒ ｃ ｈ ） に 蓄 積 さ
れ た タ ン パ ク 質 配 列 の 理 論 上 の 切 断 に よ り 得 ら れ た 「 仮 想 」 フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト と 比 較 さ
れ 、 そ し て ト ッ プ ス コ ア の タ ン パ ク 質 が 可 能 性 の あ る 候 補 タ ン パ ク 質 と し て 回 収 さ れ る （
例 え ば 、 Gevaert et al., 上 述 , 参 照 ） 。 Ｐ Ｓ Ｄ フ ラ グ メ ン ト は 、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ の 後 に フ ィ
ー ル ド フ リ ー ド リ フ ト 領 域 に お い て 生 じ る 。 Ｐ Ｓ Ｄ は そ も そ も 、 ア ミ ド 結 合 切 断 の 結 果 と
仮 定 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 Ｐ Ｓ Ｄ ス ペ ク ト ル の 高 い 複 雑 性 ゆ え に 、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｍ
Ｓ － Ｐ Ｓ Ｄ は 当 技 術 分 野 に お い て タ ン パ ク 質 を 同 定 す る の に 汎 用 さ れ な い （ 例 え ば 、 Geva
ert et al., 上 述 , 参 照 )。 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 試 料 中 の タ ン パ ク 質 は
Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｍ Ｓ － Ｐ Ｍ Ｆ に よ り 同 定 さ れ る 。 試 料 中 の タ ン パ ク 質 の 予 備 的 な 同 定 の 際 、
タ ン パ ク 質 の 同 定 は 、 例 え ば 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ
ッ ト 分 析 、 免 疫 沈 降 法 、 お よ び ２ － Ｄ ゲ ル 電 気 泳 動 が 続 く 等 電 点 分 離 法 な ど の 当 技 術 分 野
で 公 知 の 様 々 な タ ン パ ク 質 検 出 法 に よ り 確 認 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 態 様 に お い て 、 陽 性 標 品 の ３ ． ４ ２  ｋ Ｄ ａ 、 １ ３ ． ３  ｋ Ｄ ａ 、 お よ び
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１ ３ ． ７  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク は そ れ ぞ れ 、 ７ Ｂ ２ タ ン パ ク 質 、 シ ス タ チ ン Ｃ タ ン パ
ク 質 、 お よ び ト ラ ン ス サ イ レ チ ン タ ン パ ク 質 、 あ る い は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト ま た は バ リ
ア ン ト （ 例 え ば ； ７ Ｂ ２ タ ン パ ク 質 の Ｃ 末 端 フ ラ グ メ ン ト ） に 相 当 す る 。 ７ Ｂ ２ タ ン パ ク
質 は 、 神 経 内 分 泌 下 垂 体 タ ン パ ク 質 で あ り 、 そ し て Martens, FEBS Lett., 234, 160-164 
(1988)に さ ら に 記 載 さ れ て い る 。 シ ス タ チ ン Ｃ は 、 ヒ ト シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ
タ ー で あ り 、 遺 伝 性 ア ミ ロ イ ド 血 管 症 に 関 連 し て い る （ 例 え ば 、 Levy et al., J. Exp. M
ed., 169, 1771-1778 (1989)参 照 ） 。 ヒ ト シ ス タ チ ン Ｃ の 前 駆 体 を コ ー ド し て い る ｃ Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 は 、 Abrahamson et al., FEBS Lett., 216, 229-233 (1987) に 開 示 さ れ て い る 。
ト ラ ン ス サ イ レ チ ン （ プ レ ア ル ブ ミ ン と も 呼 ば れ て い る ） は 、 チ ロ キ シ ン お よ び レ チ ノ ー
ル を 輸 送 す る こ と が 知 ら れ て い る 四 量 体 ヒ ト 血 漿 タ ン パ ク 質 で あ る 。 そ れ は 家 族 性 ア ミ ロ
イ ド 多 発 神 経 障 害 （ familial amyloidotic plyneuropathy） (Ｆ Ａ Ｐ ) ア ミ ロ イ ド 原 線 維
の 主 な 構 成 成 分 で あ り 、 そ し て お よ そ ６ ０ の ア ミ ロ イ ド 形 成 的 突 然 変 異 バ リ ア ン ト を 有 す
る 。 ト ラ ン ス サ イ レ チ ン を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 Tsuzuki et al., J. Bio
l. Chem., 260, 12224-7 (1985)に 開 示 さ れ て お り 、 一 方 ト ラ ン ス サ イ レ チ ン の ア ミ ノ 酸
配 列 は 、 例 え ば 、 Mita et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 124, 558-64 (1984)
に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 対 象 に お い て 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 の 治 療 に お け る 薬 物 の 有 効 性 を 評 価
す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 該 方 法 は 、 （ ａ ） 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 を 患 っ て い る 対 象 か ら
第 １ の 試 料 を 得 る 工 程 、 （ ｂ ） 質 量 分 析 に よ り 第 １ の 試 料 中 の タ ン パ ク 質 を 分 析 す る 工 程
、 （ ｃ ） 第 １ の 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル を 測 定 す る 工 程 、 （ ｄ ） 対 象 に 薬 物 を
投 与 す る 工 程 、 （ ｅ ） そ れ に 薬 物 を 投 与 し た 後 、 対 象 か ら 第 ２ の 試 料 を 得 る 工 程 、 （ ｆ ）
質 量 分 析 に よ り 第 ２ の 試 料 中 の タ ン パ ク 質 を 分 析 す る 工 程 、 （ ｇ ） 第 ２ の 試 料 の 質 量 ス ペ
ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル を 測 定 す る 工 程 、 お よ び （ ｈ ） 第 １ の 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ
イ ル を 第 ２ の 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル と 比 較 す る 工 程 で あ っ て 、 こ こ で 薬 物 の
有 効 性 が 評 価 さ れ る 工 程 、 を 含 む 。 本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 に 関 す る 上 記 記 載 の 試 料 、 質 量
分 析 解 析 、 お よ び 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル の 説 明 も ま た 、 薬 物 の 有 効 性 を 評 価
す る た め の 前 述 の 発 明 の 方 法 の そ の 同 じ 局 面 に 適 用 で き る 。 Ａ Ｌ Ｓ に 加 え て 、 薬 物 の 有 効
性 を 評 価 す る た め の 本 発 明 の 方 法 は 、 対 象 に お い て 任 意 の 適 切 な 運 動 ニ ュ ー ロ ン 疾 患 の 治
療 に お け る 薬 物 の 有 効 性 を 評 価 す る の に 用 い ら れ 得 る 。 適 切 な 運 動 ニ ュ ー ロ ン 疾 患 に は 、
例 え ば 、 進 行 性 球 麻 痺 、 進 行 性 筋 萎 縮 、 原 発 性 側 索 硬 化 症 、 お よ び ポ リ オ 後 症 候 群 が 挙 げ
ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 薬 物 は 、 局 部 的 ま た は 全 身 性 の 治 療 が 所 望 さ れ る の か 、 お よ び 治 療 さ れ る 部 位 に 応 じ て
任 意 の 適 切 な 方 法 で 対 象 に 投 与 さ れ 得 る 。 投 与 は 、 局 所 （ 眼 、 膣 、 直 腸 、 鼻 腔 内 、 経 皮 な
ど を 含 む ） 、 経 口 、 吸 入 に よ り 、 あ る い は 非 経 口 （ 静 脈 内 点 滴 ま た は 皮 下 、 腔 内 、 腹 腔 内
、 ま た は 筋 肉 注 射 に よ る こ と を 含 む ） で あ り 得 る 。 送 達 は ま た 、 挿 菅 を 介 し て 呼 吸 器 系 （
例 え ば 、 肺 ） の 任 意 の 部 位 に 直 接 で き る 。 薬 物 は 好 ま し く は 、 経 口 的 に 対 象 に 投 与 さ れ る
。 経 口 投 与 の た め の 組 成 物 に は 、 粉 末 ま た は 顆 粒 、 水 ま た は 非 水 性 媒 体 中 の 懸 濁 液 ま た は
溶 液 、 カ プ セ ル 、 サ シ ェ 、 ま た は タ ブ レ ッ ト が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 Ａ Ｌ Ｓ の 治 療 に 適 切 な 任 意 の 薬 物 の 有 効 性 を 評 価 す る の に 用 い る こ と
が で き る 。 適 切 な 薬 物 に は 、 リ ル ゾ ー ル （ Rilutek（ 登 録 商 標 ） 、 Aventis） の よ う な 現 在
市 販 さ れ て い る も の 、 お よ び こ れ か ら 開 発 さ れ る も の が 挙 げ ら れ る 。 Ａ Ｌ Ｓ に 対 し て 活 性
で あ る 薬 物 は 、 お そ ら く は 正 常 な タ ン パ ク 質 発 現 レ ベ ル 、 正 常 な 翻 訳 後 タ ン パ ク 質 修 飾 、
お よ び ／ ま た は 正 常 な タ ン パ ク 質 プ ロ セ シ ン グ を 回 復 す る こ と に よ り 、 Ａ Ｌ Ｓ の 症 状 を 改
善 ま た は 解 消 す る で あ ろ う こ と は 当 業 者 に 明 ら か で あ ろ う 。 こ の よ う に 、 Ａ Ｌ Ｓ を 患 っ て
い る 対 象 か ら 単 離 さ れ た 第 １ の 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル は 、 薬 物 投 与 の 結 果 と
し て 変 化 す る で あ ろ う 。 そ れ ゆ え 、 対 象 か ら 単 離 さ れ た 第 ２ の 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ
フ ァ イ ル が 第 １ の 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル 中 に 存 在 す る １ 以 上 の バ イ オ マ ー カ
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ー ま た は バ イ オ マ ー カ ー の サ ブ セ ッ ト を 含 ま な い 、 あ る い は 疾 患 の 進 行 に 特 徴 的 な 如 何 な
る 新 し い タ ン パ ク 質 ピ ー ク も 示 さ な い 場 合 、 薬 物 は Ａ Ｌ Ｓ 、 ま た は 他 の 運 動 ニ ュ ー ロ ン 疾
患 の 治 療 に お い て 有 効 で あ る と み な さ れ る 。 例 え ば 、 第 １ の 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ
ァ イ ル が こ こ で 記 載 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー タ ン パ ク 質 ピ ー ク の ３ つ を 含 む 場 合 、 Ａ Ｌ Ｓ の
治 療 に お い て 有 効 な 薬 物 は 、 第 ２ の 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル が 第 １ の 試 料 中 に
存 在 す る バ イ オ マ ー カ ー の １ つ 、 ２ つ を 含 む 、 ま た は 何 れ も 含 ま な い よ う に 、 第 １ の 試 料
の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル を 変 化 さ せ 得 る 。 一 方 、 Ａ Ｌ Ｓ に 対 し て 有 効 で な い 薬 物 は
、 お そ ら く 正 常 な タ ン パ ク 質 発 現 レ ベ ル 、 正 常 な 翻 訳 後 修 飾 、 お よ び ／ ま た は 正 常 な タ ン
パ ク 質 プ ロ セ シ ン グ を 回 復 し な い で あ ろ う 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の 文 脈 に お い て 、 対 象 か
ら 単 離 さ れ た 第 ２ の 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル が 第 １ の 試 料 中 に 存 在 す る 全 て の
バ イ オ マ ー カ ー を 含 む 場 合 、 薬 物 は Ａ Ｌ Ｓ の 治 療 に お い て 効 果 が な い と み な さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 第 １ の 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル は 、 こ こ に 記 載 し た 任 意 の 適 切 な 数 の Ａ Ｌ Ｓ
の バ イ オ マ ー カ ー を 含 み 得 る 。 第 １ の 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル は 好 ま し く は 、
２ ． ０ １ キ ロ ダ ル ト ン (ｋ Ｄ ａ )タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ２ ． １ ６  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、
２ ． ２  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ２ ． ４  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ２ ． ４ ６  ｋ Ｄ ａ タ
ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ２ ． ６ ６  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ２ ． ７  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、
３ ． ０ １  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ３ ． ３  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ３ ． ４ ２  ｋ Ｄ ａ
タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ３ ． ７  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ３ ． ８  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、
４ ． ４  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ４ ． ８ 　 ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ４ ． ９  ｋ Ｄ ａ タ ン
パ ク 質 ピ ー ク 、 ５ ． １  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ５ ． ４  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ５ ．
８  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ６ ． ２  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ６ ． ５  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク
質 ピ ー ク 、 ６ ． ７  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ６ ． ８ ６  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ６ ． ８
８  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ７ ． ０ ２  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ７ ． ７ ４  ｋ Ｄ ａ タ ン
パ ク 質 ピ ー ク 、 ７ ． ７ ７  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ８ ． ２  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ８
． ６  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ８ ． ９ ３  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ９ ． １  ｋ Ｄ ａ タ ン
パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ０ ． １ ５  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ０ ． ６ ４  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー
ク 、 １ ０ ． ９  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ １ ． ５  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ２ ． ０ ５
 ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ２ ． ０ ９  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ２ ． ２ ８  ｋ Ｄ ａ タ
ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ２ ． ８  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ３ ． １  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク
、 １ ３ ． ３  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ３ ． ６ ５  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ３ ． ６ ８
 ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ３ ． ７  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ４ ． ６  ｋ Ｄ ａ タ ン パ
ク 質 ピ ー ク 、 １ ５ ． ２  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ５ ． ６  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １
６ ． ７  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 お よ び １ ７ ． １  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク か ら な る 群 よ
り 選 ば れ る １ 以 上 の バ イ オ マ ー カ ー を 含 む 。 目 的 の 対 象 か ら 得 ら れ た 第 １ の 試 料 の 質 量 ス
ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル は 、 こ こ に 記 載 し た 陽 性 標 品 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル 中 に 観
察 さ れ た バ イ オ マ ー カ ー の １ つ の バ イ オ マ ー カ ー 、 バ イ オ マ ー カ ー の 組 合 せ 、 ま た は バ イ
オ マ ー カ ー の サ ブ セ ッ ト （ ま た は サ ブ セ ッ ト の 組 合 せ ） を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 対 象 に お け る 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 （ Ａ Ｌ Ｓ ） の 発 症 部 位 を 決 定 す る た
め の 方 法 を 提 供 す る 。 該 方 法 は 、 （ ａ ） 対 象 か ら 試 料 を 得 る 工 程 、 （ ｂ ） 質 量 分 析 に よ り
試 料 中 の タ ン パ ク 質 を 分 析 す る 工 程 、 お よ び （ ｃ ） 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル を
測 定 す る 工 程 を 含 む 。 ３ ． ２ ６  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ３ ． ４ ４  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ
ー ク 、 お よ び ７ ． ５  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る １ 以 上 の バ イ オ
マ ー カ ー を 含 む 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル は 、 対 象 の 四 肢 に お け る Ａ Ｌ Ｓ の 発 症 を 示 し
、 一 方 ２ ． ４  ｋ Ｄ aタ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 ６ ． ４  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ２ ． １  タ ン
パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ２ ． ２  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、 １ ４ ． １  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク 、
お よ び １ ５ ． ９  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る １ 以 上 の バ イ オ マ ー
カ ー を 含 む 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル は 、 対 象 の 延 髄 部 位 に お け る Ａ Ｌ Ｓ の 発 症 を 示 す
。 本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 に 関 す る 上 記 記 載 の 試 料 、 試 料 の 質 量 分 析 解 析 、 お よ び 試 料 の 質
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量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル の 説 明 も ま た 、 Ａ Ｌ Ｓ の 発 症 部 位 を 決 定 す る た め の 前 述 の 発 明
の 方 法 の そ の 同 じ 局 面 に 適 用 で き る 。 四 肢 発 症 Ａ Ｌ Ｓ は 、 ヒ ト に お け る Ａ Ｌ Ｓ の 最 初 の 症
状 が 腕 ま た は 脚 で 生 じ る 場 合 に 起 こ り 、 Ａ Ｌ Ｓ 患 者 の 大 多 数 に お い て 起 こ る 。 延 髄 発 症 Ａ
Ｌ Ｓ は 、 ヒ ト に お け る Ａ Ｌ Ｓ の 最 初 の 症 状 が 小 脳 、 髄 質 、 お よ び 脳 橋 を 含 む 脳 幹 の 部 位 を
含 む 延 髄 部 位 で 生 じ る と き に 起 り 、 典 型 的 に 嚥 下 ま た は 会 話 困 難 と し て 現 れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 先 に 議 論 し た 、 対 象 に お け る Ａ Ｌ Ｓ の 発 症 部 位 の 決 定 は 、 上 述 の バ イ オ マ ー カ ー の 全 て
が 目 的 の 対 象 か ら 得 ら れ た 試 料 中 に 存 在 す る こ と を 必 要 と し な い 。 実 際 、 Ａ Ｌ Ｓ の 発 症 部
位 の 決 定 は 、 患 者 か ら 得 ら れ た 試 料 が 上 述 の バ イ オ マ ー カ ー の 任 意 の １ つ 、 組 合 せ 、 ま た
は サ ブ セ ッ ト を 含 む の で あ れ ば な さ れ 得 る 。 加 え て 、 Ａ Ｌ Ｓ の 発 症 部 位 の 決 定 は 、 患 者 か
ら 得 ら れ た 試 料 が 陽 性 標 品 に お け る バ イ オ マ ー カ ー の １ 以 上 の フ ラ グ メ ン ト ま た は 全 長 ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 む の で あ れ ば な さ れ 得 る 。 さ ら に 、 タ ン パ ク 質 の 翻 訳 後 修 飾 の 結 果 と し て
、 Ａ Ｌ Ｓ の 発 症 部 位 の 決 定 は 、 患 者 か ら 得 ら れ た 試 料 が バ イ オ マ ー カ ー の １ 以 上 の 修 飾 型
（ 例 え ば 、 グ リ コ シ ル 化 型 ） を 含 む 場 合 に な さ れ 得 る こ と も ま た 意 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 本 発 明 を さ ら に 詳 し く 説 明 す る が 、 当 然 の こ と な が ら 、 そ の 範 囲 の 如 何
な る 様 式 に も 限 定 を す る も の と 解 釈 さ れ る べ き で は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ ５ 】
（ 実 施 例 ）
基 本 手 順
対 象
　 運 動 ニ ュ ー ロ ン 疾 患 を 専 門 と す る 有 資 格 の 神 経 内 科 医 に よ り 行 わ れ た Ａ Ｌ Ｓ の 臨 床 診 断
を 最 近 う け た １ ５ 人 の 対 象 を 含 む 調 査 集 団 を 集 め た 。 １ ４ 人 の 患 者 は 散 発 性 Ａ Ｌ Ｓ の 症 例
で あ っ た が 、 １ 人 の 患 者 は Ｓ Ｏ Ｄ １ 遺 伝 子 に 変 異 の な い 家 族 性 の 症 例 で あ っ た 。 こ れ ら の
患 者 の 平 均 年 齢 は 、 ４ ９ ． ６ ± ３ ． ４ 歳 （ ｎ ＝ １ ５ ） で あ っ た 。 幾 人 か の Ａ Ｌ Ｓ 患 者 は 、
リ ル ゾ ー ル 、 ク レ ア チ ン 、 抗 酸 化 剤 、 ま た は そ れ ら の 化 合 物 の 組 合 せ に よ り 治 療 さ れ て い
た 。 コ ン ト ロ ー ル 群 に は 、 平 均 年 齢 ４ ６ ． ７ ± ３ ． ８ 歳 （ ｎ ＝ ２ ４ ） の ２ ４ 人 の 対 象 が 含
ま れ て い た 。 コ ン ト ロ ー ル 患 者 は 、 Ａ Ｌ Ｓ 群 と 年 齢 が 同 様 で あ り 、 独 立 （ unpaired） ス チ
ュ ー デ ン ト ｔ 検 定 を 用 い て 解 析 し た 場 合 、 統 計 学 的 に 有 意 で は な か っ た （ ｐ ＝ ０ ． ４ ４ ）
。 ２ ０ 患 者 の 盲 検 集 団 も ま た 、 本 研 究 に 用 い た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
試 料 調 製
　 ヒ ト Ｃ Ｓ Ｆ を 、 腰 椎 穿 刺 を 介 し て 入 手 し 、 任 意 の 細 胞 片 を 除 去 す る た め に 即 座 に ４ ℃ に
て １ ５ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ５ 分 間 遠 心 分 離 し た 。 上 清 を 等 分 し 、 － ８ ０ ℃ で 凍 結 し た 。 試 料 は 使
用 前 に 氷 上 で 融 解 し た 。 Ｃ Ｓ Ｆ 試 料 中 の タ ン パ ク 質 濃 度 は Ｂ ｒ ａ ｄ ｆ ｏ ｒ ｄ  ａ ｓ ｓ ａ ｙ
（ Bradford, Anal. Biochem, 72, 248 (1976)） を 用 い て 測 定 し た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 は 、
０ ． １ ５  μ ｇ /μ ｌ か ら ０ ． ８  μ ｇ /μ ｌ ま で 変 化 し た 。 全 て の 実 験 に お い て 、 １ ０  μ
ｇ の タ ン パ ク 質 を チ ッ プ ア レ イ 上 に ス ポ ッ ト す る の に 利 用 し た （ 以 下 に 記 述 ） 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
質 量 分 析
　 質 量 分 析 を 、 Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ  Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ Ｃ ｈ ｉ ｐ （ 登 録 商 標 ） 技 術 （ Ciphergen Biosy
stems, Inc., Fremont, CA） を 用 い て 行 っ た 。 全 部 で ４ つ の チ ッ プ タ イ プ を 、 ヒ ト Ｃ Ｓ Ｆ
試 料 を ア ッ セ イ す る の に 用 い た ： Ｈ ４ （ 疎 水 性 表 面 ） 、 Ｓ Ａ Ｘ ２ （ 強 陰 イ オ ン 交 換 表 面 ）
、 Ｗ Ｃ Ｘ ２ （ 弱 陽 イ オ ン 交 換 表 面 ） 、 な ら び に Ｉ Ｍ Ａ Ｃ ３ （ 固 定 化 金 属 結 合 表 面 ） お よ び
複 数 の ｐ Ｈ 結 合 条 件 。 ２ つ の プ ロ テ イ ン チ ッ プ ア レ イ 、 Ｓ Ａ Ｘ ２ （ 強 陰 イ オ ン 性 交 換 ） お
よ び Ｉ Ｍ Ａ Ｃ ３ （ 固 定 化 金 属 親 和 性 チ ッ プ ） は 、 Ｃ Ｓ Ｆ に 対 す る 最 高 の ス ペ ク ト ル デ ー タ
を 示 し 、 さ ら な る 分 析 に 利 用 し た 。 Ｓ Ａ Ｘ ２ チ ッ プ 上 の ス ポ ッ ト を １ ０ ０  ｍ Ｍ  Ｔ ｒ ｉ ｓ
-Ｈ Ｃ ｌ  ｐ Ｈ  ８ ． ５ で 平 衡 化 し 、 そ し て 分 画 し た 試 料 を ス ポ ッ ト に 添 加 し た 。 Ｉ Ｍ Ａ Ｃ
３ ア レ イ を 、 １ ０ ０  ｍ Ｍ  硫 酸 亜 鉛 ま た は １ ０ ０  ｍ Ｍ  硫 酸 銅 で 処 理 し 、 そ の 後 ５ ０  ｍ
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Ｍ  酢 酸 ナ ト リ ウ ム で 洗 浄 し た 。 次 い で 、 そ れ ら を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ グ レ ー ド 水 お よ び リ ン 酸 緩 衝
生 理 食 塩 水 で 繰 り 返 し 洗 浄 し た 。 １ ０  μ ｇ の Ｃ Ｓ Ｆ 試 料 を 、 ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 (Ｔ Ｆ Ａ )
の 最 終 濃 度 が ０ ． １ ％ と な る よ う に １ ％ の Ｔ Ｆ Ａ に 希 釈 し た 。 試 料 を 、 製 造 業 者 の 使 用 説
明 書 に 従 っ て Ｃ ４  Ｚ ｉ ｐ Ｔ ｉ ｐ  ｐ ｉ ｐ ｅ ｔ ｔ ｅ  ｔ ｉ ｐ ｓ （ Millipore） を 用 い て 分 画 し
た 。 次 い で 、 試 料 を 、 Ｓ Ｅ Ｌ Ｄ Ｉ タ ー ゲ ッ ト チ ッ プ 表 面 上 で ４ － ヒ ド ロ キ シ － α － ケ イ 皮
酸 （ シ ナ ピ ン 酸 ） の 飽 和 マ ト リ ク ス 溶 液 と 混 合 し た 。 マ ト リ ク ス を 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ グ レ ー ド 水
（ Sigma, St. Louis, MO） 中 の ５ ０ ％ （ ｖ ／ ｖ ） ア セ ト ニ ト リ ル  Can） お よ び ０ ． ３ ％ （
ｖ ／ ｖ ） ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 （ Ｔ Ｆ Ａ ） を 含 む 飽 和 水 溶 液 と し て 調 製 し た 。 試 料 を 、 Ｓ Ｅ Ｌ
Ｄ Ｉ -Ｔ Ｏ Ｆ （ Ciphergen Biosystems, Inc., Fremont, CA） を 用 い て ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ － ｐ
ｒ ｏ 充 填 ス ペ ク ト ル を 獲 得 す る 前 に 室 温 で エ バ ポ レ ー ト し た 。 個 別 の 実 験 毎 に 、 全 Ｃ Ｓ Ｆ
試 料 を 、 結 果 の 再 現 性 を 実 証 す る た め に ２ 連 （ す な わ ち 、 ２ つ の 異 な る Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ Ｃ
ｈ ｉ ｐ ｓ 上 の ２ つ の 別 々 の ウ ェ ル ） で 分 析 し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ま た 、 Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ Ｃ ｈ ｉ ｐ 毎 に ３ つ の 別 々 の 実 験 実 行 を 行 っ た 。 し た が っ て 、 各 試
料 を 各 実 験 内 で ２ 連 で 分 析 し 、 そ し て 各 実 験 を ３ 回 繰 り 返 し た 。 実 験 毎 に 、 １ つ の Ｃ Ｓ Ｆ
試 料 を 、 ４ つ の 選 択 し た ｍ ／ ｚ ピ ー ク か ら の ピ ー ク 強 度 と 比 較 す る た め に 内 部 標 品 と し て
用 い て 、 質 量 ス ペ ク ト ル の 変 動 を 測 定 し た 。 こ れ ら の 選 択 さ れ た ピ ー ク に 対 す る 分 散 係 数
（ Ｃ Ｖ ） は 、 ２ ５ ％ 未 満 で あ っ た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ  Ｃ ｈ ｉ ｐ  Ｒ ｅ ａ ｄ ｅ ｒ の 外 部 較 正 を 、 １ ０ ０ ０  Ｄ ａ か ら ２ ０  ｋ Ｄ ａ
ま で の 範 囲 の ペ プ チ ド を 含 む Ｃ ｉ ｐ ｈ ｅ ｒ ｇ ｅ ｎ  Ａ ｌ ｌ － ｉ ｎ － Ｏ ｎ ｅ  ｐ ｅ ｐ ｔ ｉ ｄ ｅ
／ ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ  ｓ ｔ ａ ｎ ｄ ａ ｒ ｄ  ｍ ｉ ｘ を 用 い て 行 っ た 。 乾 燥 し た チ ッ プ を 、 最 適 な
レ ー ザ ー 強 度 お よ び 低 質 量 範 囲 (２ － ２ ０  ｋ Ｄ ａ )に 対 し て １ ０ ０ ０  Ｄ ａ 、 高 質 量 範 囲 (
２ ０  ｋ Ｄ ａ － ８ ０  ｋ Ｄ ａ )に 対 し て １ ０ ， ０ ０ ０  ｋ Ｄ ａ の 設 定 の 質 量 偏 向 器 を 有 す る 検
出 器 感 度 を 用 い て 、 較 正 し た Ｃ ｈ ｉ ｐ  Ｒ ｅ ａ ｄ ｅ ｒ に 即 座 に ロ ー ド し た 。 こ れ ら の 設 定
を 、 全 て の 実 験 の 全 て の チ ッ プ で 一 定 に 保 っ た 。 質 量 ／ 電 荷 （ ｍ ／ ｚ ） 比 は 、 飛 行 時 間 型
（ Ｔ Ｏ Ｆ ） 分 析 を 用 い て 決 定 し た 。 こ れ ら の ス ペ ク ト ル を 、 Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ  Ｃ ｈ ｉ ｐ シ
ス テ ム (PBS II series; Ciphergen Biosystems Inc., Palo Alto)を 用 い て 収 集 し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
デ ー タ 分 析
　 タ ン パ ク 質 ピ ー ク を 、 Ｃ ｉ ｐ ｈ ｅ ｒ ｇ ｅ ｎ  Ｂ ｉ ｏ ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ ｓ に よ り ラ イ セ ン ス さ
れ た Ｃ ｉ ｐ ｈ ｅ ｒ ｇ ｅ ｎ  Ｂ ｉ ｏ ｍ ａ ｒ ｋ ｅ ｒ  Ｐ ａ ｔ ｔ ｅ ｒ ｎ ｓ  Ｓ ｏ ｆ ｔ ｗ ａ ｒ ｅ （ Ｂ
Ｐ Ｓ ） ｐ ａ ｃ ｋ ａ ｇ ｅ  ｖ ｅ ｒ ｓ ｉ ｏ ｎ  ３ ． １ 、 お よ び ル ー ル 学 習 （ Rules Learning） （
Ｒ Ｌ ） パ ラ メ ー タ ー ア ル ゴ リ ズ ム で 分 析 し た 。 Ｂ Ｐ Ｓ は 、 パ タ ー ン 認 識 ア プ ロ ー チ を 規 定
し 、 か つ 分 類 ツ リ ー を 構 築 す る 分 類 ア ル ゴ リ ズ ム で あ る 。 各 ツ リ ー は 、 親 ノ ー ド お よ び 枝
ノ ー ド ま た は 終 端 ノ ー ド を 含 む 。 こ れ ら の ツ リ ー の 各 々 と 関 連 す る 、 相 対 的 コ ス ト 値 （ re
lative cost value） が あ る 。 ア ル ゴ リ ズ ム は ま た 、 ピ ー ク の 感 度 お よ び 特 異 性 に 対 す る
値 を 計 算 す る 。 感 度 は 、 疾 患 症 例 の 総 数 に 対 す る 正 確 に 分 類 さ れ た 疾 患 症 例 数 の 比 と し て
定 義 さ れ る 。 特 異 性 は 、 コ ン ト ロ ー ル 症 例 の 総 数 に 対 す る 正 確 に 分 類 さ れ た コ ン ト ロ ー ル
症 例 数 の 比 と し て 定 義 さ れ る 。 低 コ ス ト 値 を 規 定 す る 短 い ツ リ ー サ イ ズ は 、 ２ つ の デ ー タ
群 の よ り よ い 分 類 を 表 す 。 こ れ は ま た 、 分 類 ツ リ ー が Ａ Ｌ Ｓ お よ び コ ン ト ロ ー ル 群 を 識 別
す る 能 力 を 説 明 す る ピ ー ク の よ り 高 い 感 度 お よ び 特 異 性 も 表 す 。 最 終 的 な ツ リ ー の サ イ ズ
を ク ロ ス 検 証 法 を 用 い て 測 定 し 、 こ こ で 該 ツ リ ー を デ ー タ の 画 分 上 に 構 築 し 、 次 い で デ ー
タ の 残 り を 該 ツ リ ー の 誤 差 率 を 評 価 す る の に 利 用 す る 。 こ の ツ リ ー 構 築 過 程 は 、 デ ー タ の
２ つ の セ ッ ト （ す な わ ち 、 Ａ Ｌ Ｓ 対 コ ン ト ロ ー ル ） の 描 写 に 関 し て 最 も 価 値 の あ る ス ペ ク
ト ル を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ル ー ル 学 習 （ Rules Learning） （ Ｒ Ｌ ） パ ラ メ ー タ ー ア ル ゴ リ ズ ム を 、 複 雑 な 有 機 分 子
の 質 量 ス ペ ク ト ル を 予 測 す る た め の ル ー ル （ 例 え ば 、 Feigenbaum et al., Artificial In
telligence, 59, 233-240 (1993)参 照 ） お よ び 発 見 的 検 索 パ ラ ダ イ ム （ heuristic search
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 paradigm） に お い て 実 行 さ れ 得 る 知 識 ベ ー ス 問 題 解 決 活 動 と し て の 帰 納 的 学 習 を 検 分 す
る た め に 最 初 に 用 い た 。 Ｒ Ｌ は 原 始 的 に は 、 訓 練 セ ッ ト 内 の デ ー タ に よ り 、 お よ び デ ー タ
に つ い て の 事 前 知 識 （ 例 え ば 、 臨 床 診 断 ま た は 症 状 、 対 象 の 薬 物 療 法 ） に よ り 導 か れ る 、
逐 次 限 定 （ successive specialization） に よ り 可 能 性 の あ る ル ー ル を 検 索 し 、 診 断 的 バ
イ オ マ ー カ ー を 規 定 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 Ｒ Ｌ は 、 多 く の 科 学 上 、 商 業 上 、 お よ び 医 療 上 の デ ー タ セ ッ ト に 適 用 さ れ て い る （ 例 え
ば 、 Lee et al., Environ Health Perspect., 104 Suppl 5, 1059-63 (1996)参 照 ） 。 Ｒ
Ｌ に 採 用 さ れ て い る 主 な 方 法 は 、 仮 説 の 生 成 を 介 し て 試 験 し 、 か つ 証 拠 収 集 に よ り 試 験 す
る 仮 説 で あ る 。 い く つ か の 異 な る 種 類 の 統 計 が 、 証 拠 収 集 の 間 に 用 い ら れ る 。 そ れ ら は 、
そ の 陽 性 予 測 値 お よ び ｐ 値 と と も に 、 ル ー ル 毎 の 確 信 度 係 数 （ ｃ ｆ ） の 評 価 を 含 む 。 Ｒ Ｌ
プ ロ グ ラ ム は 、 デ ー タ セ ッ ト 内 の 試 料 の ３ 分 の ２ か ら 予 測 的 ル ー ル を 生 成 し 、 最 高 の ル ー
ル セ ッ ト を 開 発 す る た め に こ の ル ー ル 生 成 フ ェ ー ズ を ３ 回 反 復 し 、 そ し て そ の 後 、 ル ー ル
が 適 当 な 予 測 を す る 能 力 を 試 験 す る た め に こ れ ら の ル ー ル を 試 料 の 残 り の ３ 分 の １ に 適 用
す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
実 施 例 １
　 本 実 施 例 は 、 Ａ Ｌ Ｓ 患 者 か ら 単 離 さ れ た 脳 脊 髄 液 （ Ｃ Ｓ Ｆ ） 中 の タ ン パ ク 質 の 質 量 ス ペ
ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル の 同 定 を 実 証 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 Ｃ ｉ ｐ ｈ ｅ ｒ ｇ ｅ ｎ  Ｂ ｉ ｏ  Ｗ ｉ ｚ ａ ｒ ｄ  Ｓ ｏ ｆ ｔ ｗ ａ ｒ ｅ  ｖ ｅ ｒ ｓ ｉ ｏ ｎ  ３ ． １
を 用 い て 、 Ｓ Ａ Ｘ ２ お よ び Ｚ ｎ － Ｉ Ｍ Ａ Ｃ ３ デ ー タ セ ッ ト の 両 方 の 一 変 量 分 析 を 行 っ て 、
コ ン ト ロ ー ル と Ａ Ｌ Ｓ 対 象 と の 間 で 統 計 学 的 に 有 意 な ピ ー ク 強 度 を 示 す Ｃ Ｓ Ｆ ス ペ ク ト ル
の ピ ー ク を 同 定 し た 。 Ｃ Ｓ Ｆ 試 料 に お い て 全 部 で ３ ６ ６ 個 の ピ ー ク （ Ｓ Ａ Ｘ ２ チ ッ プ 上 で
２ ０ ７ お よ び Ｚ ｎ － Ｉ Ｍ Ａ Ｃ ３ チ ッ プ 上 で １ ５ ９ ） を 観 察 し 、 上 述 の デ ー タ 分 析 に よ り ひ
き 続 き 調 べ た 。 表 １ に 示 す よ う に 、 ５ １ 個 の タ ン パ ク 質 ピ ー ク を 、 コ ン ト ロ ー ル と Ａ Ｌ Ｓ
対 象 と の 間 の ピ ー ク 強 度 に お い て 統 計 学 的 有 意 差 （ 発 現 レ ベ ル の 増 加 ま た は 減 少 の い ず れ
か ） を 示 し た Ｓ Ａ Ｘ ２ デ ー タ セ ッ ト か ら 同 定 し た 。 こ れ ら の ス ペ ク ト ル の ピ ー ク の 多 く は
、 極 め て 有 意 な ｐ 値 を 示 し た （ ｐ ＜ ０ ． ０ ０ １ ） 。 ４ ３ 個 の ス ペ ク ト ル の ピ ー ク も ま た 、
コ ン ト ロ ー ル と Ａ Ｌ Ｓ 対 象 と の 間 の 発 現 レ ベ ル に お い て 統 計 学 的 有 意 差 を 示 し た Ｚ ｎ － Ｉ
Ｍ Ａ Ｃ ３ デ ー タ セ ッ ト か ら 同 定 し た （ 表 ２ ） 。 全 部 で 、 ９ ４ 個 の タ ン パ ク 質 ピ ー ク （ ２ ５
％ ） が 、 コ ン ト ロ ー ル と Ａ Ｌ Ｓ 対 象 と の 間 の ピ ー ク 強 度 に お い て 有 意 な 変 化 を 示 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ６ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 実 施 例 は 、 Ａ Ｌ Ｓ を 患 っ て い な い ヒ ト か ら 単 離 さ れ た 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ
イ ル と 比 較 し た 、 ヒ ト Ａ Ｌ Ｓ 患 者 か ら 単 離 さ れ た 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル を 実
証 す る 。

10

20

30

40

50

(17) JP 2007-528487 A 2007.10.11



【 ０ ０ ４ ８ 】
実 施 例 ２
　 本 実 施 例 は 、 Ａ Ｌ Ｓ の 診 断 の た め の バ イ オ マ ー カ ー パ タ ー ン の 同 定 を 実 証 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 先 に 議 論 し た よ う に 、 ２ つ の 異 な る コ ン ピ ュ ー タ ー 支 援 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 、 コ ン ト
ロ ー ル お よ び Ａ Ｌ Ｓ 対 象 由 来 の Ｃ Ｓ Ｆ の プ ロ テ オ ミ ク ス 特 徴 か ら 潜 在 的 な 診 断 バ イ オ マ ー
カ ー を 同 定 し た 。 第 １ の ア ル ゴ リ ズ ム は 、 Ｃ ｉ ｐ ｈ ｅ ｒ ｇ ｅ ｎ  Ｂ ｉ ｏ ｍ ａ ｒ ｋ ｅ ｒ  Ｐ ａ
ｔ ｔ ｅ ｒ ｎ ｓ  Ｓ ｏ ｆ ｔ ｗ ａ ｒ ｅ （ Ｂ Ｐ Ｓ ） ｐ ａ ｃ ｋ ａ ｇ ｅ  ｖ ｅ ｒ ｓ ｉ ｏ ｎ  ３ ． １ で あ
っ た 。 Ｂ Ｐ Ｓ は 、 疾 患 の 状 態 を 予 測 す る の に 用 い ら れ る １ 以 上 の タ ン パ ク 質 ピ ー ク を 含 む
分 類 ツ リ ー を 作 成 す る 。 Ｓ Ａ Ｘ ２ デ ー タ セ ッ ト に つ い て こ の よ う な 分 類 ツ リ ー の 例 を 図 １
に 示 す 。 使 用 さ れ た 第 １ の ピ ー ク は ６ ２ ５ ４  Ｄ ａ で あ っ た 。 カ ッ ト オ フ 未 満 の ピ ー ク 値
を 有 す る １ １ 人 の 患 者 は 左 ノ ー ド に 属 し 、 そ の う ち の １ ０ ０ ％ が Ａ Ｌ Ｓ 患 者 で あ る 。 右 ノ
ー ド は 、 ６ ８ ８ １  Ｄ ａ ピ ー ク で さ ら に 分 け ら れ た ２ ３ 人 の 対 象 を 含 む 。 左 ノ ー ド の ３ 人
の 対 象 の 全 て は 、 コ ン ト ロ ー ル で あ っ た 。 次 い で 、 ２ ０ 人 の 対 象 を 、 ９ ９ ３ ９  Ｄ ａ ピ ー
ク で 、 左 ノ ー ド に １ 人 の 対 象 、 右 ノ ー ド に １ ９ 人 の 対 象 に 分 け た 。 こ の 分 類 ツ リ ー は 、 学
習 フ ェ ー ズ の 間 、 １ ０ ０ ％ の 感 度 お よ び 特 異 性 で Ａ Ｌ Ｓ を 予 測 す る こ と が で き た 。 次 い で
、 Ｂ Ｐ Ｓ ソ フ ト ウ ェ ア は 、 デ ー タ セ ッ ト を ラ ン ダ ム 化 し 、 そ し て 分 類 ツ リ ー を 使 用 し て 、
試 験 フ ェ ー ズ の 間 、 既 知 の 診 断 と 比 較 さ れ 得 る 予 測 を 行 う 。 次 い で 、 Ｓ Ａ Ｘ ２ 分 類 ツ リ ー
は 、 ７ ４ ％ の 感 度 お よ び ９ ５ ％ の 特 異 性 で Ａ Ｌ Ｓ の 対 象 を 予 測 す る こ と が で き た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 Ｂ Ｐ Ｓ を ま た 、 Ｚ ｎ － Ｉ Ｍ Ａ Ｃ ３  Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ Ｃ ｈ ｉ ｐ デ ー タ セ ッ ト か ら 潜 在 的 な
バ イ オ マ ー カ ー を 同 定 す る た め に 用 い た （ 図 ２ ） 。 こ の 分 類 ツ リ ー に お い て 、 １ ３ ７ ７ ９
 Ｄ ａ の 単 一 の タ ン パ ク 質 ピ ー ク を 、 学 習 フ ェ ー ズ の 間 、 １ ０ ０ ％ の 感 度 お よ び ８ ９ ％ の
特 異 性 で Ａ Ｌ Ｓ を 予 測 す る の に 用 い た 。 こ の 同 じ 分 類 ツ リ ー は 、 ク ロ ス 検 証 試 験 フ ェ ー ズ
の 間 、 ８ ７ ％ の 感 度 お よ び ８ ９ ％ の 特 異 性 で Ａ Ｌ Ｓ を 予 測 で き た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 Ｃ Ｓ Ｆ か ら 潜 在 的 な バ イ オ マ ー カ ー を 同 定 す る の に 用 い ら れ る 第 ２ の 分 析 ツ ー ル は 、 ル
ー ル 学 習 （ Rules Learning） （ Ｒ Ｌ ） プ ロ グ ラ ム で あ っ た 。 該 プ ロ グ ラ ム は 、 対 象 の 疾 患
の 状 態 を 予 測 し 得 る 一 連 の 学 習 ル ー ル を 作 成 す る 。 該 ル ー ル を 、 学 習 フ ェ ー ズ の 間 、 デ ー
タ セ ッ ト 対 象 の ３ 分 の ２ を 用 い て 生 成 す る 。 生 成 し た ル ー ル の ３ 重 検 証 を 、 最 後 の ル ー ル
セ ッ ト を 生 成 す る た め に 実 行 す る 。 残 り の デ ー タ セ ッ ト 対 象 （ 全 体 の ３ 分 の １ ） を 、 分 離
瓶 （ separate bin） 中 に 保 持 し 、 ラ ン ダ ム 化 し 、 次 い で 、 ル ー ル を こ の 試 験 フ ェ ー ズ に お
け る 疾 患 の 状 態 を 予 測 す る の に 適 用 す る 。 次 い で 、 予 測 を 対 象 毎 に 既 知 の 臨 床 診 断 と 比 較
し 、 Ｒ Ｌ 生 成 ル ー ル の 感 度 お よ び 特 異 性 を 決 定 し た 。 Ｓ Ａ Ｘ ２ デ ー タ セ ッ ト に つ い て は 、
Ｒ Ｌ は 、 ７ つ の タ ン パ ク 質 ピ ー ク を 用 い て ９ つ の ル ー ル を 同 定 し た 。 ル ー ル 毎 に 、 各 予 測
診 断 的 尺 度 を 表 す タ ン パ ク 質 ピ ー ク ス ペ ク ト ル 強 度 の 絶 対 値 を 提 供 し た 。 例 え ば 、 ６ ８ ２
８  Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク の ス ペ ク ト ル 強 度 値 （ ｘ ） が ０ ． １ ０ ３ よ り 大 き い か 、 ま た は
そ れ と 同 じ で あ り 、 か つ ０ ． ８ ５ ６ 未 満 で あ る 場 合 、 試 料 は コ ン ト ロ ー ル 対 象 で あ っ た 。
こ れ ら の ル ー ル は 、 試 験 デ ー タ セ ッ ト に お い て １ ０ ０ ％ の 感 度 お よ び ８ １ ％ の 特 異 性 で Ａ
Ｌ Ｓ の 疾 患 の 状 態 を 正 確 に 予 測 し た 。 Ｒ Ｌ プ ロ グ ラ ム も ま た 、 Ｚ ｎ － Ｉ Ｍ Ａ Ｃ ３ デ ー タ セ
ッ ト に 適 用 し た 。 こ の Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ Ｃ ｈ ｉ ｐ は 、 Ｃ Ｓ Ｆ 中 の 亜 鉛 結 合 タ ン パ ク 質 を 認 識
す る 。 Ｒ Ｌ プ ロ グ ラ ム は 、 ６ ５ ４ ６ 、 ６ ８ ６ ０ 、 ７ ５ ３ ０ 、 １ ３ ３ ８ ０ 、 １ ５ １ ６ ０ 、 お
よ び １ ５ ８ ７ ０  Ｄ ａ の ６ つ の タ ン パ ク 質 ピ ー ク を 用 い て ７ つ の ル ー ル を 作 成 し た 。 こ れ
ら の ル ー ル は 、 試 験 デ ー タ セ ッ ト に お い て １ ０ ０ ％ の 精 度 お よ び ９ ０ ％ の 特 異 性 で Ａ Ｌ Ｓ
疾 患 の 状 態 を 予 測 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 Ｂ Ｐ Ｓ お よ び Ｒ Ｌ 分 析 ツ ー ル に よ り 生 成 し た 結 果 を 比 較 し 、 対 象 の 診 断 の 予 測 を 作 成 す
る の に 一 般 に 用 い ら れ る 一 連 の タ ン パ ク 質 ピ ー ク を 発 見 し た 。 一 般 的 な 予 測 バ イ オ マ ー カ
ー は 、 ６ ２ ５ ０ 、 ５ ８ ６ ０ 、 １ ３ ７ ７ ９ 、 １ ３ ９ ５ ８ 、 お よ び １ ５ １ ６ ０  Ｄ ａ の タ ン パ
ク 質 を 含 ん で い た 。 こ れ ら の タ ン パ ク の う ち ２ つ （ １ ３ ７ ７ ９ お よ び １ ５ １ ６ ０  Ｄ ａ ）
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を 、 Ｚ ｎ － Ｉ Ｍ Ａ Ｃ ３ チ ッ プ か ら 同 定 し 、 Ａ Ｌ Ｓ 患 者 に お い て 異 な る 発 現 を 示 す 亜 鉛 結 合
タ ン パ ク 質 を 表 し て い る ら し い 。 こ れ ら の ５ つ の タ ン パ ク 質 ピ ー ク は 、 ２ つ の 異 な る ア ル
ゴ リ ズ ム に よ る 同 定 に よ り 実 証 さ れ る よ う に 最 高 の 予 測 値 を 有 す る バ イ オ マ ー カ ー を 表 し
て い る 。 Ｂ Ｐ Ｓ は ま た 、 Ｓ Ａ Ｘ ２ お よ び Ｚ ｎ － Ｉ Ｍ Ａ Ｃ ３ チ ッ プ か ら 診 断 指 標 と し て ４ つ
の 独 特 の タ ン パ ク 質 ピ ー ク を 同 定 し 、 そ し て Ｒ Ｌ プ ロ グ ラ ム は 診 断 指 標 と し て さ ら な る ８
つ の タ ン パ ク 質 ピ ー ク を 同 定 し た 。 し た が っ て 、 ２ つ の Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ Ｃ ｈ ｉ ｐ ｓ お よ び
２ つ の ア ル ゴ リ ズ ム か ら 、 全 部 で １ ７ 個 の タ ン パ ク 質 ピ ー ク を Ａ Ｌ Ｓ の 診 断 指 標 と し て 同
定 し た 。 全 部 で ９ つ の 誤 っ た 対 象 分 類 が Ｂ Ｐ Ｓ を 用 い て 見 出 さ れ 、 そ し て 如 何 な る 誤 っ た
分 類 も Ｒ Ｌ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 見 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
実 施 例 ３
　 本 実 施 例 は 、 Ａ Ｌ Ｓ を 患 っ て い る ヒ ト か ら 得 ら れ た 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル プ ロ フ ァ イ ル
に 存 在 す る タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー の 同 定 を 実 証 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 Ｃ Ｓ Ｆ を 、 上 述 の よ う に 　 腰 椎 穿 刺 を 介 し て Ａ Ｌ Ｓ 患 者 か ら 採 取 し た 。 バ イ オ マ ー カ ー
の 同 定 の た め に 試 料 を 高 め る た め に 、 ５ ０ ０  μ ｌ の Ｃ Ｓ Ｆ 試 料 を 、 Ｑ  Ｈ ｙ ｐ ｅ ｒ Ｄ カ ラ
ム （ Ciphergen Biosystems, Inc., Fremont, CA） を 用 い た 陰 イ オ ン 交 換 分 画 に よ り 分 画
し た 。 画 分 を 、 段 階 溶 出 を 介 し て 分 離 し 、 ｐ Ｈ ９ 、 ｐ Ｈ ７ 、 ｐ Ｈ ５ 、 ｐ Ｈ ４ 、 お よ び ｐ Ｈ
３ で 収 集 し た 。 各 画 分 を 上 述 の よ う に 質 量 分 析 に よ り 分 析 し 、 目 的 の バ イ オ マ ー カ ー ピ ー
ク を 同 定 し た 。 ３ つ の バ イ オ マ ー カ ー ピ ー ク を 、 ｐ Ｈ ４ 画 分 に お い て 同 定 し た ： ６ ． ２  
ｋ Ｄ ａ ピ ー ク 、 １ ３ ． ３  ｋ Ｄ ａ ピ ー ク 、 お よ び １ ３ ． ７  ｋ Ｄ ａ ピ ー ク 。 こ の 画 分 を 、 Ｙ
Ｍ － ３ ０  Ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ ｃ ｏ ｎ 遠 心 濾 過 機 （ Millipore Corp, Billerica, MA） を 用 い て 濃 縮
し た 。 フ ロ ー ス ル ー （ flow-through） を 、 Ｓ ｐ ｅ ｅ ｄ Ｖ ａ ｃ を 用 い て 乾 燥 し 、 Ｓ Ｄ Ｓ －  
Ｐ Ａ Ｇ Ｅ サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー （ Invitrogen, Carlsbad, CA） 中 に 再 懸 濁 し 、 そ し て １ ２ ％
 Ｂ ｉ ｓ － Ｔ ｒ ｉ ｓ ゲ ル 上 で 分 離 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ゲ ル の 銀 染 色 に 続 い て 、 １ ３ ． ３  ｋ Ｄ ａ お よ び １ ３ ． ７  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク に 対
応 す る ４ つ の バ ン ド を 、 ｐ Ｈ ４ 画 分 か ら 切 り 出 し 、 精 製 し た 。 具 体 的 に は 、 ３ つ の ゲ ル プ
ラ グ を 、 パ ス ツ ー ル ピ ペ ッ ト を 用 い て 各 バ ン ド か ら 切 り 出 し た 。 ゲ ル 断 片 を 、 ２ ０ ０  μ
ｌ  ５ ０ ％  Ｍ ｅ Ｏ Ｈ ／ １ ０ ％  酢 酸 に て 室 温 で ３ ０ 分 間 洗 浄 し た 。 次 い で 、 ゲ ル 断 片 を 、
１ ０ ０  μ ｌ ア セ ト ニ ト リ ル （ Ａ Ｃ Ｎ ） に て 室 温 で １ ５ 分 間 脱 水 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 タ ン パ ク 質 を 、 ７ ０  μ ｌ  ５ ０ ％  ギ 酸 ／ ２ ５ ％  Ａ Ｃ Ｎ ／ １ ５ ％  イ ソ プ ロ パ ノ ー ル ／
１ ０ ％  水 に て 室 温 で ２ 時 間 激 し く 振 盪 し て ゲ ル 断 片 か ら 抽 出 し た 。 ２  μ ｌ の 抽 出 物 を Ｎ
Ｐ ２ ０  Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ Ｃ ｈ ｉ ｐ  Ａ ｒ ｒ ａ ｙ （ Ciphergen Biosystems, Inc., Fremont, C
A） に 適 用 し 、 そ し て 乾 燥 さ せ た 。 １  μ ｌ の エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 シ ナ ピ ン 酸 （ Ｓ Ｐ Ａ ） を
、 各 タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト に ２ 回 添 加 し た 。 ア レ イ を 、 Ｐ Ｂ Ｓ Ｉ Ｉ ｃ 質 量 分 析 器 プ ロ テ イ ン
チ ッ プ リ ー ダ ー （ Ciphergen Biosystems, Inc., Fremont, CA） 上 で 解 析 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 １ ３ ． ３  ｋ Ｄ ａ お よ び １ ３ ． ７  ｋ Ｄ ａ ピ ー ク の 結 果 と し て 生 じ た 質 量 分 光 学 的 「 フ ィ
ン ガ ー プ リ ン ト 」 を 、 Ｐ ｒ ｏ Ｆ ｏ ｕ ｎ ｄ デ ー タ ベ ー ス （ Version 4.10.5, The Rockefelle
r University） に ペ プ チ ド 質 量 情 報 を 持 つ 既 知 の タ ン パ ク 質 配 列 と 比 較 し た 。 こ れ ら の 比
較 に 基 づ き 、 シ ス タ チ ン Ｃ お よ び ト ラ ン ス サ イ レ チ ン を 、 そ れ ぞ れ １ ３ ． ３  ｋ Ｄ ａ タ ン
パ ク 質 ピ ー ク お よ び １ ３ ． ７  ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク 質 ピ ー ク に 対 応 す る 候 補 タ ン パ ク 質 と し て
同 定 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 実 施 例 は 、 Ａ Ｌ Ｓ を 患 っ て い る ヒ ト か ら 単 離 さ れ た 試 料 に 存 在 す る １ ３ ． ３ ．  ｋ Ｄ
ａ お よ び １ ３ ． ７  ｋ Ｄ ａ バ イ オ マ ー カ ー に 対 応 す る タ ン パ ク 質 の 同 定 を 実 証 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
実 施 例 ４
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　 本 実 施 例 は 、 患 者 に お け る Ａ Ｌ Ｓ の 診 断 に 使 用 さ れ 得 る タ ン パ ク 質 バ イ オ マ ー カ ー の サ
ブ セ ッ ト の 同 定 を 実 証 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 上 述 の よ う な Ｓ Ａ Ｘ ２ デ ー タ セ ッ ト お よ び Ｚ ｎ － Ｉ Ｍ Ａ Ｃ ３ に つ い て の Ｒ Ｌ ア ル ゴ リ ズ
ム を 用 い て 、 Ａ Ｌ Ｓ の 診 断 に 用 い ら れ 得 る バ イ オ マ ー カ ー の サ ブ セ ッ ト を 同 定 し た 。 こ の
よ う な サ ブ セ ッ ト の １ つ は 、 盲 検 試 験 の 対 象 か ら ９ ２ ％ の 感 度 お よ び ８ ６ ％ の 精 度 で Ａ Ｌ
Ｓ を 診 断 す る １ ０ 個 の バ イ オ マ ー カ ー を 含 ん で い た （ 表 ３ 参 照 ） 。 こ れ ら の バ イ オ マ ー カ
ー は 、 「 初 期 」 段 階 の 疾 患 に 対 し て 最 も 予 測 的 で あ っ た 。 つ ま り 、 こ の パ ネ ル は 、 症 状 の
発 症 時 の 後 １ １ ０ ０ 日 間 を 超 え る Ａ Ｌ Ｓ 患 者 に 対 し て は 予 測 的 で な か っ た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 第 ２ の サ ブ セ ッ ト は 、 １ ０ ０ ％ の 精 度 で Ａ Ｌ Ｓ を 診 断 す る ７ つ の バ イ オ マ ー カ ー を 含 ん
で お り （ 表 ４ 参 照 ） 、 一 方 、 第 ３ の サ ブ セ ッ ト も ま た 、 １ ０ ０ ％ の 精 度 で Ａ Ｌ Ｓ を 診 断 す
る ７ つ の バ イ オ マ ー カ ー を 含 ん で い た （ 表 ５ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ３ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ４ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 明 細 書 中 で 引 用 し た 刊 行 物 、 特 許 出 願 、 お よ び 特 許 を 含 む 全 て の 参 考 文 献 は 、 各 参 考
文 献 が 、 参 照 に よ り 援 用 さ れ る こ と が 個 別 に お よ び 具 体 的 に 示 さ れ 、 か つ 本 明 細 書 中 に そ
の 全 体 が 示 さ れ て い る の と 同 じ 程 度 に 、 本 明 細 書 中 で 参 考 と し て 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 を 記 載 す る 文 脈 に お い て （ 特 に 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 の 文 脈 に お い て ） 、 用 語
「 ａ 」 お よ び 「 ａ ｎ 」 お よ び 「 ｔ ｈ ｅ 」 お よ び 同 様 の 指 示 語 の 使 用 は 、 本 明 細 書 中 で 他 に
示 さ れ な い 限 り 、 ま た は 文 脈 に 明 ら か に 矛 盾 し な い 限 り 、 単 数 と 複 数 の 両 方 を 包 含 す る よ
う に 解 釈 さ れ る べ き で あ る 。 用 語 「 含 む （ ｃ ｏ ｍ ｐ ｒ ｉ ｓ ｉ ｎ ｇ ） 」 、 「 有 す る （ ｈ ａ ｖ
ｉ ｎ ｇ ） 」 、 「 含 む （ ｉ ｎ ｃ ｌ ｕ ｄ ｉ ｎ ｇ ） 」 お よ び 「 含 む （ ｃ ｏ ｎ ｔ ａ ｉ ｎ ｉ ｎ ｇ ） 」
は 、 他 に 注 釈 が な い 限 り 、 オ ー プ ン エ ン ド の 用 語 （ 即 ち 、 「 ～ を 含 む が 、 限 定 さ れ な い 」
こ と を 意 味 す る ） と し て 解 釈 さ れ る べ き で あ る 。 本 明 細 書 中 で の 値 の 範 囲 の 記 載 は 、 本 明
細 書 中 で 他 に 示 さ れ な い 限 り 、 そ の 範 囲 内 に あ る 各 々 の 別 々 の 値 を 個 々 に 言 及 す る 略 記 方
法 と し て 働 く こ と が 単 に 意 図 さ れ 、 そ し て 各 々 の 別 々 の 値 は 、 そ れ が 本 明 細 書 中 で 個 々 に
列 挙 さ れ て い る か の よ う に 本 明 細 書 中 に 含 ま れ る も の で あ る 。 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 全
て の 方 法 は 、 本 明 細 書 中 で 他 に 示 さ れ な い 限 り 、 ま た は 文 脈 に 明 ら か に 矛 盾 し な い 限 り 、
任 意 の 適 切 な 順 序 で 行 わ れ 得 る 。 本 明 細 書 中 で 提 供 さ れ る 任 意 お よ び 全 て の 例 、 ま た は 例
示 的 な 言 葉 （ 例 え ば 、 「 な ど の 」 ） の 使 用 は 、 本 発 明 を よ り 良 く 例 証 す る こ と が 単 に 意 図
さ れ 、 そ し て 他 に 特 許 請 求 の 範 囲 に 記 載 さ れ な い 限 り 、 本 発 明 の 範 囲 に 限 定 を 課 す も の で
は な い 。 本 明 細 書 中 の 如 何 な る 言 葉 も 、 本 発 明 の 実 施 に 必 須 な も の と し て 特 許 請 求 の 範 囲
の 要 件 を 示 す と 解 釈 さ れ る べ き で は な い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 実 施 に 関 し て 、 本 発 明 者 ら が 知 る 最 良 の 形 態 を 含 む 、 本 発 明 の 「 好 適 な 実 施 態
様 」 を 本 明 細 書 中 に 記 載 す る 。 そ れ ら の 好 適 な 実 施 態 様 の バ リ エ ー シ ョ ン は 、 上 記 の 説 明
を 読 む と 、 当 業 者 に 明 白 と な る で あ ろ う 。 本 発 明 者 ら は 、 当 業 者 が 適 宜 こ の よ う な バ リ エ
ー シ ョ ン を 用 い る こ と を 予 想 し 、 そ し て 本 発 明 者 ら は 、 本 発 明 が 本 明 細 書 中 に 具 体 的 に 記
載 さ れ た も の と は 別 の 状 態 で 実 施 さ れ る こ と を 意 図 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 適 用 法 に よ
っ て 許 さ れ る よ う に 、 本 明 細 書 に 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に 列 挙 さ れ る 主 題 の 全 て の 改 変 物
お よ び 均 等 物 を 含 む 。 更 に 、 そ の 全 て の 可 能 な バ リ エ ー シ ョ ン に お け る 上 記 要 件 の 任 意 の
組 合 わ せ は 、 本 明 細 書 中 で 他 に 示 さ れ な い 限 り 、 ま た は 文 脈 に 明 ら か に 矛 盾 し な い 限 り 、
本 発 明 に 包 含 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ ８ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 Ｓ Ａ Ｘ ２  Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ Ｃ ｈ ｉ ｐ （ 登 録 商 標 ） を 用 い て 、 Ａ Ｌ Ｓ の 診
断 の た め に Ｃ ｉ ｐ ｈ ｅ ｒ ｇ ｅ ｎ  Ｂ ｉ ｏ ｍ ａ ｒ ｋ ｅ ｒ  Ｐ ａ ｔ ｔ ｅ ｒ ｎ ｓ  Ｓ ｏ ｆ ｔ ｗ ａ ｒ
ｅ に よ り 作 成 し た 分 類 ツ リ ー を 記 述 す る 図 で あ る 。
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【 図 ２ 】 図 ２ は 、 Ｚ ｎ － Ｉ Ｍ Ａ Ｃ ３  Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ Ｃ ｈ ｉ ｐ （ 登 録 商 標 ） を 用 い て 、 Ａ
Ｌ Ｓ の 診 断 の た め に Ｃ ｉ ｐ ｈ ｅ ｒ ｇ ｅ ｎ  Ｂ ｉ ｏ ｍ ａ ｒ ｋ ｅ ｒ  Ｐ ａ ｔ ｔ ｅ ｒ ｎ ｓ  Ｓ ｏ ｆ
ｔ ｗ ａ ｒ ｅ に よ り 作 成 し た 分 類 ツ リ ー を 記 述 す る 図 で あ る 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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