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(57)【要約】
　対象体の神経状態を診断し、治療するための方法が提
供され、前記方法は、１以上のバイオマーカーの存在に
対して対象体の生体試料をアッセイする工程、サンプル
中の１以上のバイオマーカーの比率に基づいて神経状態
を診断する工程、及び１以上のバイオマーカーの比率を
変更するために治療剤を対象体に投与する工程を含む。
脳損傷または多臓器損傷などの多数の神経状態の診断が
提供される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　神経状態または神経状態の可能性を診断し、治療するための方法であって、
　１以上のバイオマーカーの存在に対して対象体の生体試料をアッセイする工程、
　前記生体試料中の１以上の前記バイオマーカーの比率に基づいて神経状態を診断する工
程、及び、
　１以上の前記バイオマーカーの比率を変更するために治療剤を前記対象体に投与する工
程を含む、方法。
【請求項２】
　前記神経状態が、脳損傷、もしくは多臓器損傷、またはそれらの組み合わせからなる群
から選択される請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記バイオマーカーが、スペクトリン、スペクトリン分解産物、ＭＡＰ２、ニューロン
変性、ユビキチンカルボキシル末端エステラーゼ、ユビキチンカルボキシル末端加水分解
酵素、ニューロン局在細胞内タンパク質、ＭＡＰ－タウ、Ｃ－タウ、ポリ（ＡＤＰ－リボ
ース）ポリメラーゼ（ＰＡＲＰ）、コラプシン応答メディエータタンパク質、それらの分
解産物、それらの誘導体、及びそれらの組み合わせからなる群から選択される請求項１に
記載の方法。
【請求項４】
　前記バイオマーカーが、ユビキチンカルボキシル末端加水分解酵素である請求項１に記
載の方法。
【請求項５】
　前記バイオマーカーの比率が、２より大きい請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記バイオマーカーの比率が、０．５より小さい請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記治療剤が、直接的治療剤である請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記治療剤が、間接的治療剤である請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記治療剤が、ジサイクロミン、スコポラミン、ミラメリン、Ｎ－メチル－４－ピペリ
ジニルベンジラートＮＭＰ、ピロカルピン、ピレンゼピン、アセチルコリン、メタコリン
、カルバコール、ベタネコール、ムスカリン、オキソトレモリンＭ、オキソトレモリン、
タプシガルギン、カルシウムチャネルブロッカーまたはアゴニスト、ニコチン、キサノメ
リン、ＢｕＴＡＣ、クロザピン、オランザピン、セビメリン、アセクリジン、アレコリン
、トルテロジン、ロシベリン、ＩＱＮＰ、インドールアルカロイド類、ヒンバシン、シク
ロステレッタミン類、それらの誘導体、それらのプロドラッグ、及びそれらの組み合わせ
からなる群から選択される請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　神経状態または神経状態の可能性を診断し、治療するための方法であって、
　ユビキチンカルボキシル末端加水分解酵素、スペクトリン分解産物、及びＭＡＰ２から
なる群から選択される１以上のバイオマーカーの存在に対して対象体の脳脊髄液または血
清をアッセイする工程、
　ベースラインレベルに対する前記バイオマーカーレベルの比率を算出する工程、
　前記比率に基づいて神経状態を診断する工程、
　１以上のバイオマーカーの前記比率を変更するためにムスカリン受容体アンタゴニスト
を前記対象体に投与する工程を含む、方法。
【請求項１１】
　前記ムスカリン受容体アンタゴニストが、ジサイクロミンである請求項１０に記載の方
法。
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【請求項１２】
　前記神経状態が、衝撃性脳損傷、脳卒中、及び多臓器損傷からなる群から選択される請
求項１０に記載の方法。
【請求項１３】
　神経損傷の大きさを識別するための組成物であって、
　損傷を受けた神経細胞を有すると疑われた対象体から分離された生体試料であって、前
記対象体から分離される前には前記対象体の神経系と連通する流体である前記生体試料、
及び
　αＩＩ－スペクトリン、αＩＩ－スペクトリン分解産物（ＳＢＤＰ）、ユビキチンカル
ボキシル末端加水分解酵素、及びＭＡＰ２タンパク質から選択される少なくとも２つのバ
イオマーカーと、特異的、かつ独立的に結合する少なくとも２つの付加抗体を含む、組成
物。
【請求項１４】
　前記対象体が、哺乳動物である請求項１３に記載の混合物。
【請求項１５】
　前記対象体が、ヒトである請求項１３に記載の混合物。
【請求項１６】
　前記バイオマーカーが、基体に固定化されている請求項１３に記載の混合物。
【請求項１７】
　少なくとも１つの検出可能な標識を含む請求項１３に記載の混合物。
【請求項１８】
　前記検出可能な標識が、少なくとも２つの前記抗体とコンジュゲートしている請求項１
７に記載の混合物。
【請求項１９】
　前記検出可能な標識が、少なくとも２つの前記抗体に特異的に結合する物質とコンジュ
ゲートしている請求項１７に記載の混合物。
【請求項２０】
　対象体における細胞障害を分析するためのキットであって、
　障害を受けた神経細胞を有すると疑われた対象体から分離された生体試料中のバイオマ
ーカーと結合するための基質、ここで、前記生体試料は対象体から分離される前は対象体
の神経系と連通する流体である、
　αＩＩ－スペクトリン、αＩＩ－スペクトリン分解産物（ＳＢＤＰ）、ユビキチンカル
ボキシル末端加水分解酵素、及びＭＡＰ２タンパク質から選択される少なくとも２つのバ
イオマーカーと特異的、かつ独立的に結合する少なくとも２つの抗体、及び
　前記生体試料中の前記バイオマーカーの存在または量を検出するために、前記抗体を前
記生体試料又は前記生体試料の一部と反応させるためのインストラクションを含む、キッ
ト。
【請求項２１】
　前記対象体が、ヒトである請求項２０に記載の混合物。
【請求項２２】
　少なくとも１つの検出可能な標識を含む請求項２０に記載の混合物。
【請求項２３】
　前記検出可能な標識が、少なくとも２つの前記抗体とコンジュゲートしている請求項２
２に記載の混合物。
【請求項２４】
　前記検出可能な標識が、少なくとも２つの前記抗体に特異的に結合する物質とコンジュ
ゲートしている請求項２２に記載の混合物。
【請求項２５】
　対象体の神経状態を診断する方法であって、
　対象体から得られた生体試料のユビキチンカルボキシル末端加水分解酵素の量と少なく
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とも１つの付加的な神経活性バイオマーカーの量とを初回に測定する工程、及び、
　前記対象体の神経状態を診断するために、前記ユビキチンカルボキシル末端加水分解酵
素の量と少なくとも１つの前記付加的な神経活性バイオマーカーの量を、ユビキチンカル
ボキシル末端加水分解酵素と少なくとも１つの付加的な神経活性バイオマーカーのベース
ラインレベルと比較する工程を含む、方法。
【請求項２６】
　前記測定が、免疫測定による請求項２６に記載の方法。
【請求項２７】
　前記生体試料が、脳脊髄液または血清である請求項２５に記載の方法。
【請求項２８】
　少なくとも１つの前記付加的な神経活性バイオマーカーが、スペクトリン分解産物、Ｍ
ＡＰ－２、ＳＢＤＰ１５０、ＳＢＤＰ１４５、もしくはＳＢＤＰ１２０、またはグリア線
維性酸性タンパク質を含む請求項２５に記載の方法。
【請求項２９】
　ユビキチンカルボキシル末端加水分解酵素の第２の量と少なくとも１つの付加的な神経
活性バイオマーカーの第２の量を、前記ユビキチンカルボキシル末端加水分解酵素と少な
くとも１つの前記付加的な神経活性バイオマーカーに対する動的プロファイルを得るため
に２回目に測定する工程を含む請求項２５に記載の方法。
【請求項３０】
　前記対象体の正常レベル間のユビキチンカルボキシル末端加水分解酵素の量と少なくと
も１つの付加的な神経活性バイオマーカーの量を、前記対象体と同性の他の個体と比較す
る工程を含む請求項２５に記載の方法。
【請求項３１】
　対象体の多臓器損傷を診断し、治療するための方法であって、
　対象体からの生体試料を複数のバイオマーカーに対してアッセイする工程、
　前記生体試料中の前記複数のバイオマーカーの第１比率に基づいて、第１臓器損傷の第
１サブタイプを決定する工程、
　前記生体試料中の前記複数のバイオマーカーの第２比率に基づいて、第２臓器損傷の第
２サブタイプを決定する工程、
　前記第１臓器損傷の第１サブタイプに応答して放出されるタンパク質の活性を阻害する
のに有効な少なくとも１つの治療アンタゴニスト、又は前記第１臓器損傷の第１サブタイ
プに応答して放出されるタンパク質の活性を促進するのに有効な少なくとも１つの治療ア
ゴニストを投与する工程、及び、
　前記第２臓器損傷の第２サブタイプに応答して放出されるタンパク質の活性を阻害する
のに有効な少なくとも１つの治療アンタゴニスト、又は前記第２臓器損傷の第２サブタイ
プに応答して放出されるタンパク質の活性を促進するのに有効な少なくとも１つの治療ア
ゴニストを投与する工程、を含む、方法。
【請求項３２】
　前記タンパク質が、カルパインである請求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　前記タンパク質が、カスパーゼ－３である請求項３１に記載の方法。
【請求項３４】
　前記複数のバイオマーカーが、前記第１臓器及び前記第２臓器の少なくとも１つの損傷
に関連する細胞分解産物である請求項３１に記載の方法。
【請求項３５】
　前記損傷が、衝撃性損傷または脳卒中である請求項３１に記載の方法。
【請求項３６】
　前記治療アンタゴニストが、ジサイクロミンである請求項３１に記載の方法。
【請求項３７】
　対象体の外傷性脳損傷を診断し、治療するための方法であって、
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　１以上のスペクトリン分解産物に対する対象組織または流体をアッセイする工程、及び
、
　ジサイクロミンを投与する工程を含む、方法。
【請求項３８】
　前記外傷性脳損傷が、脳卒中である請求項３７に記載の方法。
【請求項３９】
　前記外傷性脳損傷が、虚血性脳卒中である請求項３７に記載の方法。
【請求項４０】
　前記外傷性脳損傷が、衝撃性脳損傷である請求項３９に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願への相互参照
　本願は、２００８年２月４日に出願された米国仮特許出願第６１／０６３，５１５号；
２００８年５月２３日に出願された米国仮特許出願第６１／０５５，７３７号；及び２０
０８年８月１日に出願された米国仮特許出願第６１／０８５，６２３号の優先権を主張す
る。それぞれの仮特許出願の内容は、各々が本明細書中に明示的、及び完全に表現される
かの如く、参考として本明細書で援用される
【０００２】
発明の分野
　本発明は、一般に、損傷の診断または治療のための方法に関する。本発明の方法は、損
傷の同時診断と治療を同時に診断し治療することができる。外傷性脳損傷は、個体におい
て、単独で或いは多臓器外傷を包括的に、診断及び治療される。
【背景技術】
【０００３】
発明の背景
　外傷性脳損傷（ＴＢＩ）は、先進工業国の４５才未満の人の主要な死因と障害である（
非特許文献１）。毎年アメリカ合衆国で起こると推定される１５０万人の頭部外傷のうち
、５０万人は入院を必要とするようであり、そして、８万人は何らかの慢性障害となる（
非特許文献２）。米国疾病予防管理センター（ＣＤＣ）は、ＴＢＩの結果、少なくとも５
３０万人のアメリカ人または人口の約２％が、現在、日常生活の活動の長期支援の必要性
があると推定している（非特許文献２）。更にまた、ＴＢＩのための総保健医療費は、毎
年およそ３５０億ドルに達する（非特許文献３）。この型の損傷の有病率と重症度にもか
かわらず、効果的な治療法はまだ開発されていない。
【０００４】
　医師は、一般に軽度外傷性脳損傷（ＭＴＢＩ）とＴＢＩを区別しようとする。ＭＴＢＩ
は、「任意の期間の観察あるいは自己申告による一過性の錯乱、見当識障害、または意識
障害；任意の期間の観察あるいは自己申告による障害時の記憶障害（記憶喪失）；例えば
、頭部損傷後の急性発作などの他の神経性または神経心因性機能障害の観察徴候；幼児と
非常に若い年少児の場合：頭部損傷後の短気、無気力、または嘔吐；年長児と大人での例
えば頭痛、めまい、短気、疲労、または集中力不足は、障害後すぐに確認される場合、軽
度ＴＢＩの診断をサポートするのに用いることができるが、意識喪失または意識変容がな
いときには診断に使用することができない。観察あるいは自己申告された意識喪失の任意
の期間が３０分以下継続する。」などの徴候を含む臨床症状により一般的に定義される。
（非特許文献４）。伝統的にＴＢＩを含む徴候は、３０分を超える無意識、２４時間を超
えて継続する頭部外傷後意識障害；及び穿通頭蓋脳損傷を含む。前掲文献参照。
【０００５】
　初期の障害を迅速に診断することができるならば、あるいは進行性の障害の場合、中枢
神経系組織に対するストレスがあらかじめ選択された閾値に達する前に診断することがで
きるならば、初期の障害に対する生理学的反応に関連する中枢神経系組織の二次的損傷を
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少なくすることができたであろうという認識により臨床神経学の分野は失望している。外
傷性で、虚血性で、そして神経毒性の化学的傷害は、一般的な障害とともに、すべて脳障
害の予測を提示する。脳障害のこれらの原因の各々の重度の型の診断は、臨床応答試験な
らびにコンピュータ断層撮影（ＣＴ）検査及び磁気共鳴画像検査（ＭＲＩ）により容易で
はあるが、分光画像法は高くつき、時間がかかるという両方の点でこれらの診断法にはそ
の限界があり、一方、無能力（ｉｎｃａｐａｃｉｔａｔｅ）な個体の臨床応答試験には限
られた価値しかなく、しばしば微妙な違いのある診断を排除する。その上、既存の診断薬
の限界のために、対象体は障害が起きたことにしばしば気づかないような神経状態に対す
るストレスを経験したり、または、微妙な兆候として治療を求めるような状況は、しばし
ばすぐに治まる。対象体の神経状態へのこれらの軽度から中度のチャレンジの治療がなさ
れないことは、蓄積的作用を有することになるか、あるいはその後に重篤な脳障害事象を
もたらし、いずれの場合も臨床的に予後不良である。
【０００６】
　神経状態の分光的及び臨床的応答診断に関連した限界を克服するために、対象体の分子
または細胞レベルの健康状態に関する変化の内部指標としてのバイオマーカーの使用に関
して注目が増している。バイオマーカーの検出は、対象体から得られる試料を使って、試
料、典型的には脳脊髄液、血液、または血漿中のバイオマーカーを検出するので、バイオ
マーカーの検出は、神経状態の安価な、迅速な、客観的測定の展望を保持する。神経状態
の迅速で客観的な指標の達成により、ある程度の客観性を有する尺度で非正常脳状態の重
症度を決定し、結果を予測し、その状態の治療の誘導を可能とするだけでなく、同様にし
て、対象体の応答性と回復度のモニターを可能とする。更に、多数の対象体から得られる
そのような情報は、脳損傷のメカニズムに関するある程度の洞察を獲得することを可能と
する。　
【０００７】
　中枢神経系（ＣＮＳ）損傷のバイオマーカーは、損傷の重症度と細胞病理学を決定する
助けとなる定量可能な神経化学的マーカーを医師及び実験室に供給することができたのみ
ならず、治療的処置の代替マーカーをもまた提供する。ＴＢＩのための多くの潜在的生化
学的マーカーが提案（非特許文献５）されてきたが、いくつかの研究は、齧歯動物（非特
許文献６、非特許文献７）及びヒト（非特許文献５）でのＣＮＳ損傷のバイオマーカーと
してのαＩＩ－スペクトリンタンパク質分解の分解産物に焦点を当てている。多数のバイ
オマーカーが、車両衝突や戦闘で傷ついた対象でしばしば見られるように、重篤な外傷性
脳損傷と関係しているものとして同定された。これらのバイオマーカーは、ＳＢＤＰ１５
０、ＳＢＤＰ１５０ｉ、ＳＢＤＰ１４５（カルパイン媒介急性神経性壊死）、ＳＢＤＰ１
２０（カスパーゼ媒介遅延型神経アポトーシス）、ＵＣＨ－Ｌ１（ニューロン細胞体損傷
マーカー）、及びＭＡＰ－２樹状細胞の損傷関連マーカーなどのスペクトリン分解産物を
含んだ。これらのバイオマーカーの性質は、特許文献１及び特許文献２に詳述されており
、それの内容は参照として本明細書に援用される。
【０００８】
　１つの理論またはモデルに制限されることなく、ＭＴＢＩとＴＢＩとの間の１つの提案
された概要説明は、損傷後の生物流体の分子バイオマーカーにおける認識可能な増加また
は減少である。分子マーカーの例示としては、非特許文献８によって記述されたものを含
む。ＴＢＩについての提案された定義は、実験的なＴＢＩ（ヒトでの重篤なＴＢＩに匹敵
するへこみ深さ１．６ｍｍの制御された皮質衝撃を有するラットの制御された皮質衝撃）
後の４８時間に皮質組織における少なくとも２倍に増加または減少したレベルを有する少
なくとも１つの認識可能な分子バイオマーカーの存在である。 
【０００９】
　アルファ－ＩＩ－スペクトリン分解産物（ＳＢＤＰ）は、ＴＢＩの潜在的タンパク質バ
イオマーカーを示す。アルファ－ＩＩ－スペクトリンは、主に脳に豊富であり、神経膠よ
りもむしろニューロンに局在する。更にまた、アルファ－ＩＩ－スペクトリンは、軸索に
局在しているように見える（非特許文献９、非特許文献１０）。アルファ－ＩＩ－スペク
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トリンは、２つのシステインプロテアーゼ：カルパインとカスパーゼによって切断される
。休止細胞において静止状態で存在するカルパインは、細胞内カルシウムでの有意な上昇
に応答して機能亢進状態に誘導され、ＴＢＩを伴う（非特許文献１１）。この酵素は、ア
ルファ－ＩＩ－スペクトリンを１５０ｋＤａと１４５ｋＤａの断片に切断する。カルパイ
ンタンパク質分解は、主に壊死性腫瘍症を伴う（非特許文献１２、非特許文献１３、非特
許文献１４）。その活性化がアポトーシス細胞死を伴うカスパーゼは、スペクトリンを異
なる１５０ｋＤａと１２０ｋＤａの断片に切断する（非特許文献１５、非特許文献１６）
。この差次的な切断は、損傷に応じたスペクトリン切断酵素のＣＮＳ特異的機能亢進の指
標のみならず、損傷病理の寄与因子としての壊死及び／またはアポトーシスの相対的な重
要性の評価をもまた可能にする。従って、これらのＳＢＤＰｓは、ＴＢＩに対するバイオ
マーカーと考えることができる（非特許文献１７）。
【００１０】
　ＴＢＩ病理学の興奮毒性メカニズムを調べた先の研究は、神経伝達物質グルタミン酸に
焦点を合わせた。しかし、かなりの証拠は、アセチルコリン関連の毒性がＣＮＳ病理で同
様に非常に重要であることを示す。脳外傷に関連するアセチルコリン（ＡＣｈ）レベルの
増加は、臨床現場だけでなく実験室で５０年以上前に文書化された（非特許文献１８、非
特許文献１９）。神経伝達物質の比較的に高いレベルは、損傷の重症度の増加を伴って注
目された（非特許文献２０）。より最近の研究は、実験的ＴＢＩ（非特許文献２１、非特
許文献２２）及び虚血（非特許文献２３）の後での脳脊髄液（ＣＳＦ）での高いＡＣｈを
確認したのみならず、同様にコリン様物質の適用による高レベルのムスカリン性コリン受
容体の活性化の有害な性質を確認した（非特許文献２４、非特許文献２５）。いくつかの
研究も、ムスカリンアンタゴニストの急性投与は、実験的なＴＢＩの後で行動の回復を改
善することを証明した（非特許文献２６、非特許文献２７、非特許文献２８、非特許文献
２９、非特許文献３０）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１１】
【特許文献１】米国特許第７，２９１，７１０号
【特許文献２】米国特許第７，３９６，６５４号
【非特許文献】
【００１２】
【非特許文献１】McAllister, T. W. (1992). Neuropsychiatric sequelae of head inju
ries. The Psychiatric clinics of North America. 15, 395-413.
【非特許文献２】Langlois, J. A., Rutland-Brown, W., Thomas, K. E. (2006). Trauma
tic Brain Injury in the United   States: Emergency Department Visits, Hospitaliz
ation, and Deaths, vol. Atlanta (GA) Centers for Disease Control and Prevention,
 National Center for Injury Prevention and Control
【非特許文献３】Max, W., MacKenzie, E. J., Rice, D. P. (1991). Head injuries: co
sts and consequences. J Head Trauma Rehabil 6, 76-91.
【非特許文献４】National Center for Injury Prevention and Control.Report to Cong
ress on Mild Traumatic Brain Injury in the United States:Steps to Prevent a Seri
ous Public Health Problem.Atlanta,GA:Centers for Disease Control and Prevention;
2003）
【非特許文献５】Pineda, J. A., Lewis, S. B., Valadka, A. B., Papa, L., Hannay, H
. J., Heaton, S. C., Demery, J. A., Liu, M. C., Aikman, J. M., Akle, V., Brophy,
 G. M., Tepas, J. J., Wang, K. K., Robertson, C. S., Hayes, R. L. (2007). Clinic
al significance of alphaII-spectrin breakdown products in cerebrospinal fluid af
ter severe traumatic brain injury. J Neurotrauma. 24, 354-66.
【非特許文献６】Pike, B. R., Flint, J., Dave, J. R., Lu, X. C., Wang, K. K., Tor
tella, F. C., Hayes, R. L. (2004). Accumulation of calpain and caspase-3 proteol
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middle cerebral artery occlusion in rats. J Cereb Blood Flow Metab. 24, 98-106.
【非特許文献７】Ringger, N. C., O'Steen, B. E., Brabham, J. G., Silver, X., Pine
da, J., Wang, K. K., Hayes, R. L., Papa, L. (2004). A novel marker for traumatic
 brain injury: CSF alphaII-spectrin breakdown product levels. J Neurotrauma. 21,
 1443-56.
【非特許文献８】Kobeissy FH,et al.,Mol Cell Proteomics,2006;5:1887-1898
【非特許文献９】Czogalla and Sikorski,2005
【非特許文献１０】Riederer, B. M., Zagon, I. S., Goodman, S. R. (1986). Brain sp
ectrin(240/235) and brain spectrin(240/235E): two distinct spectrin subtypes wit
h different locations within mammalian neural cells. J Cell Biol. 102, 2088-97.
【非特許文献１１】Fineman, I., Hovda, D. A., Smith, M., Yoshino, A., Becker, D. 
P. (1993). Concussive brain injury is associated with a prolonged accumulation o
f calcium: a 45Ca autoradiographic study. Brain Res. 624, 94-102.
【非特許文献１２】Kampfl, A., Posmantur, R. M., Zhao, X., Schmutzhard, E., Clift
on, G. L., Hayes, R. L. (1997). Mechanisms of calpain proteolysis following trau
matic brain injury: Implications for pathology and therapy: A review and update.
 J.Neurotrauma. 14, 121-134.
【非特許文献１３】Liu, X., Van Vleet, T., Schnellmann, R. G. (2004). The role of
 calpain in oncotic cell death. Annu Rev Pharmacol Toxicol. 44, 349-70.
【非特許文献１４】Wang, K. K. W.(2002) Calpain and caspase in ischemic and traum
tic brain injury. In: R. Lin, Ed., New Concepts in Cerebral Ischemia.  vol. CRC 
Press, New York, pp. 181-200.
【非特許文献１５】Pike, B. R., Flint, J., Dutta, S., Johnson, E., Wang, K. K., H
ayes, R. L. (2001). Accumulation of non-erythroid alpha II-spectrin and calpain-
cleaved alpha II-spectrin breakdown products in cerebrospinal fluid after trauma
tic brain injury in rats. J Neurochem. 78, 1297-306.
【非特許文献１６】Wang, K. K. (2000). Calpain and caspase: can you tell the diff
erence? Trends Neurosci. 23, 20-6.
【非特許文献１７】Wang, K. K., Ottens, A. K., Liu, M. C., Lewis, S. B., Meegan, 
C., Oli, M. W., Tortella, F. C., Hayes, R. L. (2005). Proteomic identification o
f biomarkers of traumatic brain injury. Expert review of proteomics. 2, 603-14.
【非特許文献１８】Bornstein, M. B. (1946). Presence and action of acetylcholine 
in experimental brain trauma. Journal of Neurophysiology. 9, 349-366.
【非特許文献１９】Sachs, E., Jr. (1957). Acetylcholine and serotonin in the spin
al fluid. J Neurosurg. 14, 22-7.
【非特許文献２０】Tower, D. B., McEachern, D. (1949). Acetylcholine and neuronal
 activity; cholinesterase patterns and acetylcholine in the cerebrospinal fluids
 of patients with craniocerebral trauma. Canadian journal of research. 27, 105-1
9.
【非特許文献２１】Gorman, L. K., Fu, K., Hovda, D. A., Becker, D. P., Katayama, 
Y. (1989). Analysis of acetylcholine release following concussive brain injury i
n the rat. J Neurotrauma. 6, 203.
【非特許文献２２】Lyeth, B. G., Jiang, J. Y., Robinson, S. E., Guo, H., Jenkins,
 L. W. (1993a). Hypothermia blunts acetylcholine increase in CSF of traumaticall
y brain injured rats. Mol Chem Neuropathol. 18, 247-56.
【非特許文献２３】Kumagae, Y., Matsui, Y. (1991). Output, tissue levels, and syn
thesis of acetylcholine during and after transient forebrain ischemia in the rat
. Journal of Neurochemistry. 56, 1169-1173.
【非特許文献２４】Olney, J. W., de Gubareff, T., Labruyere, J. (1983). Seizure-r
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elated brain damage induced by cholinergic agents. Nature. 301, 520-522.
【非特許文献２５】Turski, W. A., Czuczwar, S. J., Kleinrok, Z., Turski, L. (1983
). Cholinomimetics produce
【非特許文献２６】Lyeth, B. G., Dixon, C. E., Hamm, R. J., Jenkins, L. W., Young
, H. F., Stonnington, H. H., Hayes, R. L. (1988a). Effects of anticholinergic tr
eatment on transient behavioral suppression and physiological responses followin
g concussive brain injury to the rat. Brain Res. 448, 88-97.
【非特許文献２７】Lyeth, B. G., Dixon, C. E., Jenkins, L. W., Hamm, R. J., Alber
ico, A., Young, H. F., Stonnington, H. H., Hayes, R. L. (1988b). Effects of scop
olamine treatment on long-term behavioral deficits following concussive brain in
jury to the rat. Brain Res. 452, 39-48.
【非特許文献２８】Lyeth, B. G., Hayes, R. L. (1992). Cholinergic and opioid medi
ation of traumatic brain injury. J Neurotrauma. 9 Suppl 2, S463-74.
【非特許文献２９】Lyeth, B. G., Liu, S., Hamm, R. J. (1993b). Combined scopolami
ne and morphine treatment of traumatic brain injury in the rat. Brain Res. 617, 
69-75.
【非特許文献３０】Robinson, S. E., Foxx, S. D., Posner, M. G., Martin, R. M., Da
vis, T. R., Guo, H., Enters, E. K. (1990). The effect of M1 muscarinic blockade 
on behavior and physiological responses following traumatic brain injury in the 
rat. Brain Res. 511, 141-148.
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１３】
　いくつかの潜在的マーカーが提案されてきているが、ＭＴＢＩとＴＢＩを診断して識別
することができる、あるいは治療的適用の成功した、または治療的有用性を示すことので
きる決定的なマーカーまたはプロセスは示されていない。この欠点はまた、個体が多臓器
損傷を患っている場合は、さらに明らかである。更に、脳損傷は、一般的に効果的に治療
するのが難しく、成功した結果は、一般的に個体が特定の損傷サブタイプであると如何に
迅速に診断されるかによる。従って、患者の管理を改善し治療評価を容易にするために、
脳振盪後頭蓋内病理を評価する診断能力を有する、ＴＢＩに対して高感度で特異的な生化
学的マーカー（複数可）の必要性が存在する。
【課題を解決するための手段】
【００１４】
　対象体における神経状態を診断し、治療するための本発明の方法が提供され、これは、
１以上のバイオマーカーの存在に対して、対象体の生体試料をアッセイする工程、前記試
料中の１以上のバイオマーカーの比率に基づいて神経状態を診断する工程、及び、１以上
のバイオマーカーの比率を変更するために治療を対象体に適用する工程、を含む。本発明
は、脳損傷または多臓器損傷などの多数の神経状態を診断する。好ましくは、本発明の方
法は、衝撃性脳損傷、虚血性脳卒中、及び多臓器損傷を診断するのに有用である。　
【００１５】
　α－ＩＩスペクトリン、スペクトリン分解産物、ＭＡＰ２、ニューロン変性、ユビキチ
ンカルボキシル末端エステラーゼ、ユビキチンカルボキシ末端加水分解酵素、ニューロン
局在細胞内タンパク質、ＭＡＰ－タウ（ｔａｕ）、Ｃ－タウ、ポリ（ＡＤＰ－リボース）
ポリメラーゼ（ＰＡＲＰ）、コラプシン応答メディエータタンパク質、それらの分解産物
、それらの誘導体、及びそれらの組み合わせが例示的に含む１以上のバイオマーカーが本
発明において使用される。好ましい実施形態では、バイオマーカーは、ユビキチンカルボ
キシ末端加水分解酵素、スペクトリン分解産物、またはＭＡＰ２である。
【００１６】
　本発明の方法は、同じバイオマーカーの既知もしくは測定ベースラインレベルまたは異
なるバイオマーカーのそれと比較したバイオマーカーの比率を検出する。重度損傷は、ベ
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ースラインレベルと比較してバイオマーカーの２以上の比率を示すという点で、軽度損傷
とは区別され、そして、軽度損傷は、ベースラインレベルと比較してバイオマーカーの２
倍未満の比率を示す。選択的に、損傷の重症度は、ベースラインレベルに対するバイオマ
ーカーの比率が０．５未満であるならば、識別される。
【００１７】
　多数の治療剤が、本明細書で使用可能である。好ましくは、治療剤は、ムスカリン受容
体アゴニストである。治療剤の例示的には、ジサイクロミン、スコポラミン、ミラメリン
、Ｎ－メチル－４－ピペリジニルベンジラートＮＭＰ、ピロカルピン、ピレンゼピン、ア
セチルコリン、メタコリン、カルバコール、ベタネコール、ムスカリン、オキソトレモリ
ンＭ、オキソトレモリン、タプシガルギン、カルシウムチャネルブロッカーまたはアゴニ
スト、ニコチン、キサノメリン、ＢｕＴＡＣ、クロザピン、オランザピン、セビメリン、
アセクリジン、アレコリン、トルテロジン、ロシベリン、ＩＱＮＰ、インドールアルカロ
イド類、ヒンバシン、シクロステレッタミン類、それらの誘導体、それらのプロドラッグ
、及びそれらの組み合わせを含む。
【００１８】
　生体試料は、好ましくは脳脊髄液または血清である。　
【００１９】
　また、対象体の神経損傷の大きさを識別するための組成物が提供される。本発明の組成
物は、損傷を受けた神経細胞を有するとして疑われた対象体から分離された生体試料、こ
こで、前記生体試料は、対象体から分離される前は、対象体の神経系と連通する流体であ
る、ならびにαＩＩ－スペクトリン、αＩＩ－スペクトリン分解産物（ＳＢＤＰ）、ユビ
キチンカルボキシル末端加水分解酵素、及びＭＡＰ２タンパク質から選択される少なくと
も２つのバイオマーカーと特異的、かつ独立して結合する少なくとも２つの添加された抗
体を実例的に含む。
【００２０】
　本発明の組成物の対象体は、選択的に哺乳類である。好ましくは、対象体はヒトである
。
【００２１】
　本発明の組成物は、選択的に、バイオマーカーが固定される基体を含む。本発明の組成
物は、少なくとも２つの抗体と選択的にコンジュゲートしている少なくとも１つの検出可
能な標識を選択的に含む。標識は、少なくとも２つの抗体に特異的に結合する物質と好ま
しくはコンジュゲートしている。
【００２２】
　また、対象体における細胞障害を分析するためのキットが提供される。本発明のキット
は、損傷を受けた神経細胞を有するとして疑われた対象体から分離された生体試料中のバ
イオマーカーと結合するための基質、ここで、前記生体試料は、対象体から分離される前
は、対象体の神経系と連通する流体であり、αＩＩ－スペクトリン、αＩＩ－スペクトリ
ン分解産物（ＳＢＤＰ）、ユビキチンカルボキシル末端加水分解酵素、及びＭＡＰ２タン
パク質から選択される少なくとも２つのバイオマーカーと特異的、かつ独立的に結合する
少なくとも２つの抗体、及び生体試料中のマーカーの存在または量を検出するために抗体
を生体試料または一部の生体試料と反応させるためのインストラクションを例示的に含む
。
【００２３】
　本発明のキットの対象体は、選択的に哺乳類である。好ましくは、対象体はヒトである
。
【００２４】
　本発明のキットは、少なくとも２つの抗体と選択的にコンジュゲートしている少なくと
も１つの検出可能な標識を選択的に含む。標識は、好ましくは、少なくとも２つの抗体に
特異的に結合する物質とコンジュゲートしている。
【００２５】
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　対象体の神経状態を診断するための方法が提供される。本発明の方法は、対象体から得
られる生体試料でのユビキチンカルボキシル末端加水分解酵素の量と少なくとも１つの付
加的な神経活性バイオマーカーの量とを初回に測定する工程、及びユビキチンカルボキシ
ル末端加水分解酵素の量と少なくとも１つの付加的な神経活性バイオマーカーの量を、対
象の神経状態を診断するために、ユビキチンカルボキシル末端加水分解酵素と少なくとも
１つの付加的な神経活性バイオマーカーのベースラインレベルと比較する工程を含む。
【００２６】
　本発明の方法の測定は、好ましくは免疫測定による。好ましくは、試料は脳脊髄液また
は血清である。１つの更なる神経活性バイオマーカーは、好ましくは、スペクトリン分解
産物、ＭＡＰ－２、ＳＢＤＰ１５０、ＳＢＤＰ１４５、もしくはＳＢＤＰ１２０、または
グリア線維性酸性タンパク質である。
【００２７】
　本発明の方法は、選択的に、ユビキチンカルボキシル末端加水分解酵素の第２の量と少
なくとも１つの付加的な神経活性バイオマーカーの第２の量を、ユビキチンカルボキシル
末端加水分解酵素と少なくとも１つの付加的な神経活性バイオマーカーに対する動的プロ
ファイルを得るために、第２回目に測定する工程を含む。選択的に、本発明の方法は、対
象体の正常レベル間で、ユビキチンカルボキシル末端加水分解酵素の量と少なくとも１つ
の付加的な神経活性バイオマーカーの量を対象として同性の他の個体と比較することを更
に含む。
【００２８】
　対象体の多臓器損傷を診断し、治療するための方法もまた提供される。本発明の方法は
、対象体からの生体試料を複数のバイオマーカーに対してアッセイすること、前記生体試
料中の前記複数のバイオマーカーの第１比率に基づいて、第１臓器損傷の第１サブタイプ
を決定すること、前記生体試料中の前記複数のバイオマーカーの第２比率に基づいて、第
２臓器損傷の第２サブタイプを決定すること、第１臓器損傷の前記第１サブタイプに応答
して放出されるタンパク質の活性を阻害するのに有効な少なくとも１つの治療アンタゴニ
スト、または第１臓器損傷の前記第１サブタイプに応答して放出されるタンパク質の活性
を促進するのに有効な少なくとも１つの治療アゴニストを投与すること、及び第２臓器損
傷の前記第２サブタイプに応答して放出されるタンパク質の活性を阻害するのに有効な少
なくとも１つの治療アンタゴニストまたは第２臓器損傷の前記第２サブタイプに応答して
放出されるタンパク質の活性を促進するのに有効な少なくとも１つの治療アゴニストを投
与することを含む。
【００２９】
　本発明の方法のタンパク質は、選択的に、カスパーゼまたはカルパインである。好まし
くは、タンパク質はカスパーゼ－３である。好ましくは、複数のバイオマーカーは、前記
第１臓器及び前記第２臓器の少なくとも１つの損傷に関連する細胞分解産物である。
【００３０】
　本発明の方法における損傷は、好ましくは、衝撃性損傷または脳卒中である。治療剤は
、好ましくは、ジサイクロミンである。
【００３１】
　１以上のスペクトリン分解産物について対象組織または流体をアッセイすること、及び
ジサイクロミンを投与することを含む対象体の外傷性脳損傷を診断及び治療するための方
法もまた提供される。好ましくは、外傷性脳損傷は、脳卒中である。より好ましくは、損
傷は虚血性脳卒中である。選択的に、損傷は、衝撃性脳損傷である。
【図面の簡単な説明】
【００３２】
【図１】ＣＣＩ後のラットＣＳＦでのＵＣＨＬ１の定量的ウェスタンブロッティングを表
す。
【図２】ＭＣＡＯ後のラットＣＳＦでのＵＣＨＬ１の定量的ウェスタンブロッティングを
表す。
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【図３】偽処置及びＣＣＩ処置対象体でのＣＳＦのＵＣＨＬ１レベルを表す。
【図４】偽処置、軽度ＭＣＡＯチャレンジ、及び重度ＭＣＡＯチャレンジの後のＣＳＦ中
のＵＣＨＬ１のレベルを表す。
【図５】いろいろな時点での偽処置またはＣＣＩ処置後の血清中のＵＣＨＬ１のレベルを
表す。
【図６】偽処置、軽度ＭＣＡＯチャレンジ、及び重度ＭＣＡＯチャレンジの後の血清中の
ＵＣＨＬ１のレベルを表す。
【図７】偽処置、軽度ＭＣＡＯチャレンジ、及び重度ＭＣＡＯチャレンジの後のＣＳＦ中
のＳＢＤＰ１４５レベルを表す。
【図８】偽処置、軽度ＭＣＡＯチャレンジ、及び重度ＭＣＡＯチャレンジの後のＣＳＦ及
び血清中のＳＢＤＰ１２０レベルを表す。
【図９】偽処置、軽度ＭＣＡＯチャレンジ、及び重度ＭＣＡＯチャレンジの後のＣＳＦ及
び血清中のＭＡＰ２の上昇を表す。
【図１０】ＣＣＩ後のＣＳＦ中のＳＢＤＰ類に対するジサイクロミンの効果を表す。
【図１１】ジサイクロミンの存在下または非存在下でのＣＣＩ後の神経細胞における細胞
死を表す。
【発明を実施するための形態】
【００３３】
　本発明は、異常な神経状態の診断と管理において有用性を有する。具体的には、本発明
は、病気または損傷のサブタイプ、特に外傷性脳損傷（ＴＢＩ）のサブタイプを分類する
ための診断薬の使用において単独あるいは多臓器損傷と組み合わせて有用性を有し、そし
て、対象体が耐えた特定の外傷性脳損傷サブタイプに有効な潜在的治療剤を同定する際に
有用である。本明細書で使用される本発明は、ＴＢＩの治療・診断方法として定義される
。
【００３４】
　本治療及び診断（ｔｈｅｒａｎｏｓｔｉｃ）方法は、例示的にＭＴＢＩとＴＢＩを含む
脳損傷のサブタイプを確認するために細胞プロテアーゼの活性の亢進もしくは低減または
その組み合わせに関してアッセイすることを含む。典型的なタンパク質またはタンパク質
の組み合わせは、カルパイン、Ｌ１（ＵＣＨＬ１）などのユビキチンカルボキシル末端エ
ステラーゼ、ＳＢＤＰ１５０、ＳＢＤＰ１４５、及びＳＢＤＰ１２０などのスペクトリン
分解産物をもたらす更なるプロテアーゼ、ニューロン局在細胞内タンパク質ＭＡＰ－タウ
、Ｃ－タウ、ＭＡＰ２、ポリ（ＡＤＰ－リボース）ポリメラーゼ（ＰＡＲＰ）、タンパク
質などのコラプシン応答メディエータタンパク質（ＣＲＭＰ－２）；及びカスパーゼ－３
などのカスパーゼを含む
【００３５】
　脳損傷は、損傷誘因におけるさまざまな重症度により起こり、障害及び臨床予後をもた
らす。損傷の重症度を識別することができる分子マーカーの同定は、最大の回復を促進す
るために選ばれる治療剤または治療法のタイプと即時性を決定するのに必須である。乳酸
脱水素酵素、グリア線維性酸性タンパク質、エノラーゼ、及びＳ－１００Ｂを含むいくつ
かの潜在的マーカーが以前提案された。これらのマーカーのどれもが臨床的に成功する十
分な特異性または頑強性を個々に有していない。
【００３６】
　物理的または化学的ストレス後の脳細胞に応答性の生化学プロモーターまたは阻害シグ
ナルを解明することによって、１以上の一連の将来的に有効な化合物の効力が解明できる
。例として、カルシウム活性化細胞質プロテアーゼであるカルパインは、プロネクローシ
ス細胞損傷で活性化されることが知られているのに対して、カスパーゼは、プロアポトー
シス細胞損傷で活性化されて脳細胞の重要な構造タンパク質を分解させてＴＢＩカスケー
ドの一部として組織自己消化に至ることが知られている。
【００３７】
　プロテアーゼに加えて、ＴＢＩ曝露組織に対するプロテアーゼの作用により産生された
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分解産物（ＢＤＰ）は、ＴＢＩのサブタイプを特徴付ける際のマーカーとしてもまた有効
であることが理解される。この診断情報を用いて、次いで、所定のプロテアーゼのアゴニ
ストもしくはアンタゴニストまたはＴＢＩに応じて生化学的濃度を変える他の化合物はが
投与される。カルパイン及びカスパーゼ－３のＴＢＩカスケードの場合、ＴＢＩ後のカル
パイン及びカスパーゼプロテアーゼ阻害剤の投与は、急性及び遅延型脳細胞損傷の両方ま
たはＴＢＩに関連する死に対する神経保護を供する。
【００３８】
　プロテアーゼ活性は、所望のタンパク質活性の上流で起こる細胞活性を調節することに
よって、タンパク質の発現レベルまたは活性をコントロールするか、モニターするか、さ
もなければ変えることによって任意に制御される。例えば、Ｍ１ムスカリン受容体の活性
化の制御は、多数の下流の細胞に効果を有すると思われる。これらの効果は、受容体リガ
ンドの結合の後にβγサブユニット複合体から解離するＭ１ムスカリン受容体Ｇタンパク
質のαｑ／１１サブユニットから生じると信じられている。このαサブユニットは、ホス
ファチジルイノシトール４，５－ビスホスファート（ＰＩＰ２）のイノシトール１，４，
５トリスホスファート（ＩＰ３）とジアシルグリセロール（ＤＧ）への加水分解を引き起
こすホスホリパーゼＣ（ＰＬＣ）を活性化する。ＩＰ３は、細胞内Ｃａ２＋の蓄積の放出
を刺激する。ＤＡＧは、イオンチャネル及びＮＭＤＡ受容体複合体を含む多くのタンパク
質をリン酸化するＰＫＣを活性化する。βγＧ－タンパク質サブユニットは、脱分極を増
大させることにより細胞興奮性を増加させるムスカリン性（ＩＫ（Ｍ））及びカルシウム
制御（ＩＫ（Ｃａ））の両方のカリウム電流を阻害する（Ｌｙｅｔｈ，２００１）。いく
つかの研究は、ＰＩＰ２シグナル伝達経路がＴＢＩの後で活性化されるという動かぬ証拠
を提供している。Ｗｅｉと共同研究者（Ｗｅｉ　ｅｔ　ａｌ．，１９８２）は、猫での流
体衝撃ＴＢＩの直後のＰＬＣ活性化を最初に報告した。ラット側脳の流体衝撃モデルでの
その後の研究は、同側海馬での損傷後５分で、そして、同側皮質で損傷後２０分間まで高
濃度ＩＰ３を見い出した（Ｐｒａｓａｄ　ｅｔ　ａｌ．，１９９４）。その後の研究によ
って、ラットでの流体衝撃ＴＢＩの後の膜ＰＩＰ２のリン酸ジエステル分解が測定され、
組織ＰＩＰ２濃度が、ＤＧが上昇した時に有意に減少したことが明らかとなった（Ｄｈｉ
ｌｌｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９９５）。ムスカリン受容体とＰＬＣシグナル伝達経路のＴ
ＢＩ誘発活性化の関係を調べたその後の研究によって、損傷の時点のスコポラミンによる
ムスカリン受容体の薬理学的遮断が、ＰＩＰ２由来脂肪酸の急激な減少を有意に鈍化させ
ることが分かった（Ｌｙｅｔｈ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６）。このように、細胞内Ｃａ２

＋の上昇、ＮＭＤＡ受容体感度の増幅、及び神経細胞の興奮性の増加はあるけれども、Ｍ
１受容体の活性化は、高められた興奮性変調を伴う。
【００３９】
　対象発明の目的のために、脳損傷は、２つのレベル、すなわち、軽度外傷性脳損傷（Ｍ
ＴＢＩ）と外傷性脳損傷（ＴＢＩ）に分けられる。ＴＢＩは、分子マーカーレベルまたは
活性で２倍以上の増加または２倍以上の減少と相関する損傷として定義される。ＭＴＢＩ
は、分子マーカーレベルまたは活性で２倍未満の増加または２倍未満の減少と相関する損
傷として定義される。
【００４０】
　本明細書で使用されるように、損傷は、細胞または分子の統合性、活性、濃度、頑強性
、状態における変化、またはある事象に起因する他の変化である。損傷は、細胞または分
子特性の物理的、機械的、化学的、生物学的、機能的、感染性、又は他のモジュレータを
例示的に含む。事象は、例示的には、衝撃（衝撃性）などの物理的外傷または脳卒中など
の生物学的異常で、これは血管の遮断または漏出から生じる。事象は、選択的に、感染物
質による感染である。当業者は、損傷または事象という用語により包含される多くの等価
な事象を認識する。
【００４１】
　損傷は、選択的に、衝撃性の衝撃などの物理的事象である。衝撃は、頭蓋構造を無傷の
ままにするか、またはその破裂をもたらす頭への強打となるなどの衝撃性損傷と同じであ
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る。ヒトでの重篤なＴＢＩに等価な１．６ｍｍのへこみ深さでの制御皮質衝撃（ＣＣＩ）
を実例的に含むいくつかの衝撃方法が実験的に使用されている。この方法は、Ｃｏｘ，Ｃ
Ｄ，ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｔｒａｕｍａ，２００８；２５（１１）：１３５５－
６５により詳細に記述されている。衝撃外傷をもたらす他の実験方法が同じように使用可
能であることが理解される。　
【００４２】
　ＴＢＩは、また脳卒中から生じる場合がある。虚血性脳卒中は、齧歯動物での中大脳動
脈閉塞（ＭＣＡＯ）によって、選択的にモデル化される。例えば、ＵＣＨＬ１タンパク質
のレベルは、軽度ＭＣＡＯの後で増加し、それは、重度ＭＣＡＯチャレンジの後で更に増
加する。軽度ＭＣＡＯチャレンジは、２時間以内に一過性の、そして２４時間以内に対照
のレベルに復帰する、タンパク質濃度の増加をもたらし得る。対照的に、重度ＭＣＡＯチ
ャレンジは、損傷後２時間以内にタンパク質レベルの増加をもたらし、より持続的である
ことができ、７２時間以上まで統計的に有意なレベルを示す。
【００４３】
　分子マーカーは、選択的にバイオマーカーと呼ばれ、その語句は、本明細書では互換的
に使用される。バイオマーカーは、細胞、タンパク質、核酸、ステロイド、脂肪酸、代謝
産物、または生物学的活性もしくは応答の測定に有用な他の識別因子である。ＭＴＢＩと
ＴＢＩを区別するために本明細書で使用され得るバイオマーカーとしては、ユビキチンカ
ルボキシル末端エステラーゼ、ユビキチンカルボキシル末端加水分解酵素、スペクトリン
分解産物類、ニューロン局在細胞内タンパク質、ＭＡＰ－タウ、Ｃ－タウ、ＭＡＰ２、ポ
リ（ＡＤＰ－リボース）ポリメラーゼ（ＰＡＲＰ）、コラプシン応答メディエータタンパ
ク質、ＵＣＨＬ１、アネキシンＡ１１、アルデヒドデヒドロゲナーゼファミリー７、コフ
ィリン１、プロフィリン１、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｃｐｏｎｌｉｎｅ．ｏｒｇ／ｃｇ
ｉ／ｅｘｔｅｒｎａｌ　ｒｅｆ？ａｃｃｅｓｓ　ｎｕｍ＝ＸＰ　２２７３６６＆ｌｉｎｋ
　ｔｙｐｅ＝ＧＥＮα－エノラーゼ（非神経エノラーゼ）、エノラーゼタンパク質、グリ
セルアルデヒド―３―リン酸デヒドロゲナーゼ、ヘキソキナーゼ１、アコニターゼ２、ミ
トコンドリア、アセチル－ＣｏＡシンセターゼ２、ニューロンタンパク質２、ホスホグリ
セリン酸キナーゼ２、ホスホグリセリン酸キナーゼ１、Ｈｓｃ７０－ｐｓ１、グルタミン
酸デヒドロゲナーゼ１、アルドラーゼＡ、アルドラーゼＣ、フルクトース－ビホスファー
ト、ジメチルアルギニンジメチルアミノヒドロラーゼ１、微小管結合タンパク質２、炭酸
脱水酵素、ＡＤＰ―リボシル化因子３、トランスフェリン、肝再生関連タンパク質、ヘモ
グロビンα－鎖、ヘモグロビンβ鎖、肝再生関連タンパク質、フェチュインβ、３－オキ
ソ酸－ＣｏＡトランスフェラーゼ、リンゴ酸デヒドロゲナーゼ１、ＮＡＤ（可溶性）、乳
酸デヒドロゲナーゼＢ、リンゴ酸塩デヒドロゲナーゼ、ミトコンドリア、カルボキシルエ
ステラーゼＥ１前駆体、セリンプロテアーゼ阻害剤α１、ハプトグロビン、ユビキチンカ
ルボキシル末端加水分解酵素Ｌ１、セリンプロテアーゼ阻害剤２ａ、Ｔ－キニノーゲン、
α１主要急性血漿タンパク質、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｃｐｏｎｌｉｎｅ．ｏｒｇ／ｃ
ｇｉ／ｅｘｔｅｒｎａｌ　ｒｅｆ？ａｃｃｅｓｓ　ｎｕｍ＝ＡＡＨ８５３５９＆ｌｉｎｋ
　ｔｙｐｅ＝ＧＥＮアルブミン、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｃｐｏｎｌｉｎｅ．ｏｒｇ／
ｃｇｉ／ｅｘｔｅｒｎａｌ　ｒｅｆ？ａｃｃｅｓｓ　ｎｕｍ＝ＮＰ　００１００９６２８
＆ｌｉｎｋ　ｔｙｐｅ＝ＧＥＮα１ 主要急性血漿タンパク質プレペプチド、ムリノグロ
ブリン１ホモログ、グループ特異的コンポーネントタンパク質、グアノシン２リン酸解離
阻害剤１、コラプシン応答メディエータタンパク質、ムリノグロブリン１ホモログ、フェ
ロキシダーゼ、セルロプラスミン、スペクトリンα－鎖、脳、Ｃ反応性タンパク質、脳ク
レアチンキナーゼ、プロテアソームサブユニット、αタイプ７、１４－３－３タンパク質
、シナプトタグミン、それらのサブタイプ、それらの断片、それらの分解産物、またはそ
れらの組み合わせが例示的に挙げられる。他の潜在的なバイオマーカーとしては、Ｋｏｂ
ｅｉｓｓｙ，ＦＨ，ｅｔ　ａｌ，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　＆　Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｐｒｏｔ
ｅｏｍｉｃｓ，２００６；５：１８８７－１８９８により同定されたものが、例示的に挙
げられ、その内容は参照として本明細書に援用されるか、他のものは当該分野で公知であ
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る。
【００４４】
　好ましくは、バイオマーカーは、脳損傷などの神経状態を検出または診断するために選
択される。更に好ましくは、バイオマーカーは、ＴＢＩのレベルを検出し、識別するのに
選択的で効果的でもある。そのようなバイオマーカーは、選択的に神経活性バイオマーカ
ーと称される。好ましい実施形態において、本明細書で使用可能なバイオマーカーは、例
えば、スペクトリン分解産物（ＳＢＤＰ）ＳＢＤＰ１５０、ＳＢＤＰ１５０ｉ、ＳＢＤＰ
１４５（カルパイン媒介急性神経性壊死）、ＳＢＤＰ１２０（カスパーゼ媒介遅延型神経
アポトーシス）、ＵＣＨＬ１（ニューロン細胞体の損傷マーカー）、グリア線維性酸性タ
ンパク質（ＧＦＡＰ）、及びＭＡＰ－２樹状細胞損傷関連マーカーである。
【００４５】
　バイオマーカーの存在または活性についての一時的な性質は、ＴＢＩサブタイプの指標
または識別因子として使用可能であることが理解される。非限定的な例では、実験的な中
大脳動脈閉塞（ＭＣＡＯ）の重症度は、ＣＳＦでのＵＣＨＬ１の一時的な維持と相関する
。３０分のＭＣＡＯは、６時間で最大限に達し、急速に減少する一時的なＵＣＨＬ１のレ
ベルをもたらすのに対して、２時間のＭＣＡＯは、３日間の長い間、持続したＵＣＨＬ１
のレベルをもたらす。同様に、損傷後のいろいろな時点での他のバイオマーカーの有病率
は、ＴＢＩサブタイプを区別するために使用可能である。
【００４６】
　バイオマーカー分析は、好ましくは、生物学的サンプルまたは流体を用いて実行される
。ここに使用可能な実例的な生体試料は、細胞、組織、脳脊髄液（ＣＳＦ）、人工ＣＳＦ
、全血、血清、血漿、細胞質液、尿、糞便、胃液、消化液、唾液、鼻もしくは他の気道の
流体、膣液、精液、緩衝食塩水、食塩水、水、または当該分野で認められている他の生物
学的流体を例示的に含む。
【００４７】
　増加した細胞発現に加えて、バイオマーカーは、また、損傷を受けた細胞と連通してい
る生物学的流体中に出現する。脳脊髄液（ＣＳＦ）、血液、血漿、血清、唾液、及び尿な
どの生物学的流体を対象体から得ることは、一般的に、固体組織生検試料を得ることに比
べて、より侵襲性が少なく、また外傷性が少ない。従って、生物学的流体である試料は、
本発明での使用のために好まれる。特に、ＣＳＦは、神経系と直接に接触しており、容易
に入手可能であるので、対象体における神経損傷を検出するために好まれる。血清は、そ
れがはるかに簡単に入手できて、供与する対象体に対して更なる損傷または副作用の危険
性が非常により少ないことを提示しているので、好ましい生体試料であることが理解され
る。　
【００４８】
　生体試料は、１人以上の対象体から好ましくは得られる。生体試料は、従来技術によっ
て対象体から得られる。例えば、ＣＳＦは、腰椎穿刺によって採取される。血液は、静脈
穿刺により得られるのに対して、血漿と血清は、既知の方法に従って全血を分画すること
によって得られる。固体の組織サンプルを得るための外科的技術は、当該分野で周知の技
術である。例えば、神経系組織試料を得る方法は、Ａｔｌａｓ　ｏｆ　Ｎｅｕｒｏｓｕｒ
ｇｅｒｙ：Ｂａｓｉｃ　Ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ　ｔｏ　Ｃｒａｎｉａｌ　ａｎｄ　Ｖａｓ
ｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ，ｂｙ　Ｆ．Ｍｅｙｅｒ，Ｃｈｕｒｃｈｉｌｌ　Ｌｉ
ｖｉｎｇｓｔｏｎｅ，１９９９；Ｓｔｅｒｅｏｔａｃｔｉｃ　ａｎｄ　Ｉｍａｇｅ　Ｄｉ
ｒｅｃｔｅｄ　Ｓｕｒｇｅｒｙ　ｏｆ　Ｂｒａｉｎ　Ｔｕｍｏｒｓ，１ｓｔ　ｅｄ．，ｂ
ｙ　Ｄａｖｉｄ　Ｇ．Ｔ．Ｔｈｏｍａｓ，ＷＢ　Ｓａｕｎｄｅｒｓ　Ｃｏ．，１９９３；
及びＣｒａｎｉａｌ　Ｍｉｃｒｏｓｕｒｇｅｒｙ：Ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ　ａｎｄ　Ｔｅ
ｃｈｎｉｑｕｅｓ，ｂｙ　Ｌ．Ｎ．Ｓｅｋｈａｒ　ａｎｄ　Ｅ．Ｄｅ　Ｏｌｉｖｅｉｒａ
，１ｓｔ　ｅｄ．，Ｔｈｉｅｍｅ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ，１９９９な
どの標準的な神経外科の教科書に記述されている。脳組織を入手し、分析するための方法
は、また、Ｂｅｌａｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｒｃｈ．Ｎｅｕｒｏｌ．５８：１６７３－１６
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７８（２００１）；及びＳｅｉｊｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ
．３８：３８９２－３８９５（２０００）に記述されている。
【００４９】
　外傷を受けた後、インビトロ培養物中または対象体のインサイチュでの神経細胞は、外
傷を受けなかったそのような細胞よりも、変更されたレベルまたは活性の１以上のタンパ
ク質を発現する。このように、神経細胞を含む試料、例えば、中枢神経系または末梢神経
系組織の生検試料は、本発明に用いられる適切な生体試料である。しかし、神経細胞に加
えて、例えば、心筋細胞、骨格筋中の筋細胞、肝細胞、腎臓細胞、及び精巣細胞を含む他
の細胞は、例示的に、αＩＩ－スペクトリンを発現する。これらの細胞から分泌されるそ
のような細胞または流体を含む生体試料は、そのような非神経細胞の損傷を決定及び／ま
たは特徴づけるために、本発明の方法の適合に際しても使用することが可能である。
【００５０】
　本明細書で使用される対象体は、例示的に、イヌ、ネコ、ウマ、ウシ、ブタ、ヒツジ、
ヤギ、ニワトリ、ヒト以外の霊長類、ヒト、ラット、モルモット、ハムスター、及びマウ
スを含む。本発明は、好ましくはヒトの対象体に関するので、本発明の方法に対する好ま
しい対象体は、ヒトである。
【００５１】
　本発明から最も利益を得る対象体は、異常な神経状態または損傷を有していることが疑
われる、あるいはそれを発症している危険性が疑われる人々であり、例えば、外傷性傷害
（例えば、銃弾による負傷、自動車事故、スポーツ事故、乳児揺さぶり症候群、他の衝撃
性損傷）、虚血事象（例えば、脳卒中、脳溢血、心停止）、神経変性障害（例えば、アル
ツハイマー病、ハンティングトン病、及びパーキンソン病；プリオン関連の病気；他の型
の痴呆）、てんかん、物質濫用（例えば、アンフェタミン、エクスタシー／ＭＤＭＡ、ま
たはエタノールから）、ならびに糖尿病性神経障害、化学療法誘発神経障害及び神経因性
疼痛などの末梢神経系疾患に起因する脳損傷の犠牲者などである。
【００５２】
　神経状態と神経活性バイオマーカーの測定量との相関関係を提供するためには、ＣＳＦ
または血清は、好ましい生物学的流体である。例示的に、ＣＳＦまたは血清試料は、神経
活性バイオマーカーの測定に付された試料で対象体から採取される。対象体は、神経状態
が変動する。１以上のバイオマーカーの検出されたレベルは、それから、認識もしくは標
準化されたベースラインレベルあるいは選択的にＧＣＳスコアリングだけでなくＣＴスキ
ャン結果のいずれかと相関される。これらの結果に基づいて、本発明のアッセイ法が、任
意に開発されて、実証されている（Ｌｅｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃ
ａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　２３：３１２－３２８，２００６）。神経活性バイオマーカー
は、ＣＳＦと血清から得られることに加えて、血液、血漿、唾液、尿からも、固体組織生
検と同様に、容易に得られることが理解される。ＣＳＦは、神経系と直接接触しているた
めに、好ましいサンプリング流体であるが、他の生物学的流体は、他の目的のためにサン
プリングされるという利点を有し、従って、血液、血漿、血清、唾液または尿などの単一
検体に対して行われる一連の試験の一部として神経状態の発明的測定を可能にすると認め
られる。
【００５３】
　いくつかのバイオマーカーのベースラインレベルは、既知の神経状態がない場合の望ま
しい対象体の種での標的生体試料で得られるそれらのレベルである。これらのレベルは、
厳密な濃度で表記する必要がなくて、その代わりに平行した対照実験から分かる場合があ
り、蛍光単位、密度単位などによって表記されてもよい。一般的に、神経状態がない場合
、ＳＢＤＰ類は、無視し得る量で生体試料中に存在する。しかし、ＵＣＨＬ１は、ニュー
ロン中の非常に豊富なタンパク質である。特定の種のニューロン中のＵＣＨＬ１のベース
ラインレベルを測定することは、当該技術の十分に範囲内である。同様に、ＭＡＰ２のベ
ースラインレベルの濃度を測定することは、当該技術の十分に範囲内である。
【００５４】
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　本明細書で使用されるように、「診断する」という用語は、損傷または病気などの神経
性または他の状態の有無を認識することを意味する。「診断する」は、バイオマーカーの
特定の比率またはレベルが検出される、または存在しない場合のアッセイの結果を選択的
に指す。
【００５５】
　本明細書で使用されるように、「比率」は、標的のレベルが第２試料中の標的よりも大
きいか、または同じ標的の既知もしくは認識されたベースラインレベルに相関する陽性率
である。陰性率は、標的のレベルが第２試料中の標的よりも低いか、または同じ標的の既
知もしくは認識されたベースラインレベルに相関するとして記述される。中立の比率は、
標的バイオマーカー中で観察された変化がないことを記述する。
【００５６】
　本明細書で使用されるように、「投与する」という用語は、治療剤の対象体への送達で
ある。治療剤は、当業者によって特定の対象体に適切であると決定されたルートにより投
与される。例えば、治療剤は、経口的に、非経口的に（例えば、静脈内に）、筋内注射に
よって、腹腔内注射によって、腫瘍内に、吸入的に、または経皮的に投与される。必要と
される治療剤の正確な量は、対象体の年齢、重さ及び一般的な状態、処置される神経状態
の重症度、使用される特定の治療剤、投与様式などに依存して、対象体毎に変動するであ
ろう。適切な量は、本明細書に教示されたルーチンの実験だけを用いて当業者により、あ
るいは不当な実験をすることなく当該分野の知識によって決定することが可能である。
【００５７】
　生体試料中の１以上の神経活性バイオマーカーの有無を検出する典型的な方法は、ヒト
などの対象体から生体試料を得る工程、該生体試料を分析されるバイオマーカーを検出で
きる化合物または薬剤と接触させる工程、例示的に抗体またはアプタマーを含む工程、及
び洗浄後の試料への化合物または薬剤の結合を分析する工程を含む。他の検出方法が同様
に使用可能であり、例示的にタンパク質または核酸に特有の染色をして接触させる方法が
認められる。抗体またはアプタマーの場合、特異的に結合した化合物または薬剤を有する
それらの試料は、分析されるマーカーを発現する。
【００５８】
　本発明は、選択的にＵＣＨＬ１またはＳＢＤＰに関して記述される。これらのバイオマ
ーカーは、実例目的のためにだけ提示され、本発明の範囲がＵＣＨＬ１またはＳＢＤＰｓ
に限られることを明白にまたは別に意味することを意味するものではないことが理解され
る。
【００５９】
　本発明の方法は、インビトロのみならずインビボでの生体試料におけるＵＣＨＬ１と１
以上の他の神経活性バイオマーカーを検出するために使用することができる。試料中のＵ
ＣＨＬ１及び１以上の他の神経活性バイオマーカーの発現量は、分析される検出可能なレ
ベルのマーカーを発現することが知られている第１試料(陽性対照)及び分析される検出可
能なレベルのマーカーを発現しないことが知られている第２試料(陰性対照)などの適切な
対照と比較される。例えば、マーカーを検出するためのインビトロでの技術としては、酵
素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）、放射免疫測定法、放射標識測定法、ウェスタンブロット法
、サザンブロット法、ノーザンブロット法、免疫沈降法、免疫蛍光法、質量分析、ＲＴ－
ＰＣＲ、ＰＣＲ、液体クロマトグラフィ、高速液体クロマトグラフィ、酵素活性アッセイ
、細胞アッセイ、ポジトロン断層法、質量分光、それらの組み合わせ、または当該分野で
公知の他の技術が挙げられる。更にまた、マーカーを検出するためのインビボでの技術は
、マーカーと特異的に結合する標識薬剤を生体試料または対象体に導入することを含む。
例えば、薬剤は、生体試料または試験対象体中のその存在及び場所が、標準的な画像化技
術によって検出することができる放射性マーカーで標識することができる。
【００６０】
　ＵＣＨＬ１または他のバイオマーカーと特異的に結合することができる任意の適切な分
子及び１以上の他の神経活性バイオマーカーと特異的に結合することができる任意の適切
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な分子が、本発明で使用可能である。ＵＣＨＬ１または１以上の他の神経活性バイオマー
カーを検出するための好ましい薬剤は、分析されるバイオマーカーに結合することができ
る抗体であり、好ましくは、抗体は検出可能な標識でコンジュゲートされている。そのよ
うな抗体は、ポリクローナルまたはモノクローナルであることができる。完全な抗体、そ
の断片（例えば、ＦａｂまたはＦ（ａｂ’）２）、またはその組み換え変異体（例えば、
ｓＦｖ）もまた、使用することができる。そのような抗体は、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＥ、
ＩｇＡ、ＩｇＤ及びそれらの任意のサブクラスを含む任意の免疫グロブリンクラスであり
得る。ここに使用可能な抗体は、選択的に、モノクローナルであるか、またはポリクロー
ナルである。
【００６１】
　抗体は、選択的に標識される。当業者は、ここに使用可能な多数の標識を認識する。標
識と標識化キットは、選択的にＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，Ｃ
Ａから市販されている。標識は、例示的に、蛍光標識、ビオチン、ペルオキシダーゼ、放
射性ヌクレオチド、または当該分野で公知の他の標識を含む。
【００６２】
　抗体系のアッセイは、ＵＣＨＬ１と１以上の他の神経活性バイオマーカーの存在につい
て生体試料を分析するために好まれる。適切なウェスタンブロッティング法は、実施例の
部で後述される。より迅速な分析（緊急医療状況で重要であるように）のために、免疫吸
着アッセイ（例えば、ＥＬＩＳＡやＲＩＡ）及び免疫沈降アッセイが使われてもよい。１
つの例として、生体試料またはその一部は、ニトロセルロースまたはＰＶＤＦ製の膜など
の基体、または、ポリスチレンやマイクロタイタープレートなどの他のプラスチックポリ
マーからできている堅い基体の上に固定され、前記基体は、分析されるバイオマーカーに
抗体が結合するのを可能とする条件下で、ＵＣＨＬ１や他の神経活性バイオマーカーのう
ちの１つと特異的に結合する抗体に接触させる。洗浄後、基体上の抗体の存在は、試料が
評価されるマーカーを含んだことを示す。抗体が酵素、蛍光団、または放射性同位元素な
どの検出可能な標識と直接コンジュゲートしている場合は、標識の存在は、検出可能な標
識を調べることによって任意に検出される。あるいはまた、マーカー－特異的抗体に結合
する検出可能な標識された二次抗体が、基体に添加される。洗浄後の基体上の検出可能な
標識の存在は、試料がマーカーを含んだことを示す。
【００６３】
　これらの基本的な免疫アッセイの多数の変更もまた、本発明において有効である。これ
らは、基体上に固定されている試料と対照的に、バイオマーカー－特異的抗体を含み、そ
して、該基体は、標識マーカーに対して抗体が結合を引き起こす条件下で、ＵＣＨＬ１ま
たは検出可能な標識でコンジュゲートされた別の神経活性バイオマーカーと接触させられ
る。次いで、基体は、分析されるマーカーの抗体への結合が可能な条件下で試料と接触さ
せられる。洗浄後の基体上の検出可能な標識の量の減少は、試料がマーカーを含んだこと
を示す。
【００６４】
　抗体は、それらの広範囲な特徴のため、本発明で使用するために好まれるが、ＵＣＨＬ
１または別の神経活性バイオマーカーに特異的に結合する任意の他の適切な薬剤（例えば
、ペプチド、アプタマー、または小さな有機分子）は、上記の免疫アッセイにおいて抗体
の代わりに選択的に使用される。例えば、αＩＩスペクトリン及び／またはそのＳＢＤＰ
類の１以上に特異的に結合するアプタマーが使用されてもよい。アプタマーは、特定のリ
ガンドを結合する核酸系分子である。特定の結合特異性を有するアプタマーを製造する方
法は、米国特許第５，４７５，０９６号、同５，６７０，６３７号、同５，６９６，２４
９号、同５，２７０，１６３号、同５，７０７，７９６号、同５，５９５，８７７号、同
５，６６０，９８５号、同５，５６７，５８８号、同５，６８３，８６７号、同５，６３
７，４５９号、及び同６，０１１，０２０号で詳述されているように公知である。
【００６５】
　バイオマーカー発現の診断アッセイにおいて効力のある無数の検出可能な標識は、当該



(19) JP 2011-511301 A 2011.4.7

10

20

30

40

50

分野で公知である。ＵＣＨＬ１または別の神経活性バイオマーカーを検出するための方法
で使われる薬剤は、検出可能な標識、例えば、ホースラディッシュペルオキシダーゼなど
の酵素にコンジュゲートされる。ホースラディッシュペルオキシダーゼで標識された薬剤
は、ホースラディッシュペルオキシダーゼの存在下で色の変化をもたらす適切な基質を加
えることによって検出することができる。使用することが可能な他のいくつかの検出可能
な標識は、公知である。これらの一般的な例は、アルカリホスファターゼ、ホースラディ
ッシュペルオキシダーゼ、蛍光化合物、発光化合物、コロイド金、磁性粒子、ビオチン、
放射性同位元素、及び他の酵素を含む。一次／二次抗体系が、１以上のバイオマーカーを
検出するために、選択的に、用いられることが理解される。１以上のバイオマーカーを特
異的に認識する一次抗体は、所与のバイオマーカーを含むかもしれない生体試料に曝露さ
れる。そして、一次抗体の種またはアイソタイプを認識する適切な標識を有する二次抗体
を、試料中の１以上のバイオマーカーの特定の検出が達成されるように試料と接触させる
。
【００６６】
　本発明は、生体試料中のＵＣＨＬ１と１以上の他の神経活性バイオマーカーの存在また
は量を神経細胞損傷の重症度及び／またはタイプと相関させる工程を使用する。生体試料
中のＵＣＨＬ１と１以上の他の神経活性バイオマーカーの量は、実施例で詳述されるよう
に、外傷性脳損傷に対する神経状態と関係している。相乗作用的にＵＣＨＬ１と１以上の
他の神経活性バイオマーカーを測定する本発明のアッセイの結果は、傷つけられた細胞の
タイプに関する示唆により、医師が損傷のタイプと重症度を決定するのに役立てることが
できる。これらの結果は、ＣＴスキャンとＧＣＳ結果と一致し、定量的であり、より迅速
にそしてはるかに低いコストで得られる。
【００６７】
　本発明は、対象体の神経状態を決定するためにＵＣＨＬ１の量と選択的に少なくとも１
つの他の神経活性バイオマーカーの量を、正常レベルまたは１つもしくは各々と比較する
工程を提供する。付加的なバイオマーカーの選択は、軸索損傷マーカー、すなわち、ＳＢ
ＤＰの場合の細胞死の性質だけでなく、異常な神経状態に関係する神経細胞のタイプを同
定することを可能とすることが理解される。本発明の方法の実施は、医師が対象体の最適
利益のために投与する適切な治療剤類を決定するのに助けとなることができる試験を提供
する。実施例で見られるその後提供されたデータは、外傷性脳損傷の全スペクトルに関し
て提供されるが、これらの結果が虚血事象、神経変性障害、プリオン関連疾患、てんかん
、化学的病因及び末梢神経系病理に適用できることが認められる。性差は、異常な対象体
の神経状態で存在する場合がある。
【００６８】
　対象体での細胞傷害を分析するためのアッセイもまた提供される。このアッセイは、（
ａ）障害を受けた神経細胞を有することが疑われる対象体から分離された試料を保持する
ための基体、ここで、前記試料は、対象体から分離される前に、対象体の神経系と連通し
ている流体である、（ｂ）ＵＣＨＬ１特異的結合剤、（ｃ）選択的に、別の神経活性バイ
オマーカーに特異的な結合剤、及び（ｄ）反応のためのインストラクションを含み、ここ
で反応は、ＵＣＨＬ１の存在または量を検出するために、ＵＣＨＬ１薬剤を生体試料また
は一部の生体試料と反応させ、そして前記生体試料中の少なくとも１つのバイオマーカー
の存在または量を検出するために、別の神経活性バイオマーカーに特異的な薬剤を生体試
料または一部の生体試料と反応させる。本発明アッセイは、財務報酬に対して神経状態を
検出するために使用することができる。
【００６９】
　このアッセイは、選択的に、薬剤にコンジュゲートしたものなどの検出可能な標識、ま
たは薬剤に特異的に結合する物質にコンジュゲートしたもの、例えば、２次抗体などを含
む。
【００７０】
　本発明の治療、診断方法は、選択的に、標的バイオマーカーの１以上の特性を変え得る
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１以上の治療剤の存在を含む。治療剤は、選択的に、標的バイオマーカーのアゴニストも
しくはアンタゴニストとして、またはバイオマーカーの上流エフェクタとして利用できる
。治療剤は、選択的に、バイオマーカーの下流機能に影響を及ぼす。例えば、アセチルコ
リン（Ａｃｈ）は、病理学的ニューロン興奮における役割を果たし、そして、ＴＢＩ－誘
発ムスカリン性コリン受容体の活性化は、興奮毒性プロセスに関与する可能性がある。そ
のように、バイオマーカーは、選択的にＡｃｈまたはムスカリン受容体のレベルもしくは
活性を含む。選択的に、使用可能なバイオマーカーは、ムスカリン受容体類の活性によっ
てもたらされる分子、タンパク質、核酸または他のものである。そのように、対象発明に
おいて使用可能な治療剤は、例示的に、ムスカリン性コリン受容体の活性化のいろいろな
態様を調節するものを含む。
【００７１】
　治療標的または治療標的のモジュレータとして使用可能な特定のムスカリン受容体は、
Ｍ１、Ｍ２、Ｍ３、Ｍ４、及びＭ５ムスカリン受容体を含む。
【００７２】
　ＴＢＩを検出及び治療する際のムスカリン性コリン受容体経路の適合性は、実験的なＴ
ＢＩ（Ｇｏｒｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９８９；Ｌｙｅｔｈ　ｅｔ　ａｌ．，１９９３ａ
）及び虚血（Ｋｕｍａｇａｅ　ａｎｄ　Ｍａｔｓｕｉ，１９９１）の後の脳脊髄液（ＣＳ
Ｆ）中の上昇したＡＣｈのみならず、コリン類似物質の適用（Ｏｌｎｅｙ　ｅｔ　ａｌ．
，１９８３；Ｔｕｒｓｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，１９８３）によるムスカリン性コリン受容体
の活性化の高いレベルの障害性性質をも示した研究から生じる。更にまた、ムスカリン性
アンタゴニストの急性投与は、実験的なＴＢＩの後の行動回復を好転する（Ｌｙｅｔｈ　
ｅｔ　ａｌ．，１９８８ａ；Ｌｙｅｔｈ　ｅｔ　ａｌ．，１９８８ｂ；Ｌｙｅｔｈ　ａｎ
ｄ　Ｈａｙｅｓ，１９９２；Ｌｙｅｔｈ　ｅｔ　ａｌ．，１９９３ｂ；Ｒｏｂｉｎｓｏｎ
　ｅｔ　ａｌ．，１９９０）。
【００７３】
　対象発明で使用可能な治療剤は、例示的に、ＴＢＩもしくはＭＴＢＩなどのニューロン
損傷による危険性のある対象体またはそれの犠牲者の治療結果を変えるために、望ましく
は改善するために使用可能である任意の分子、化合物、ファミリー、抽出物、溶液、薬物
、プロドラッグ、または他のメカニズムである。治療剤は、選択的に、アゴニストまたは
アンタゴニストなどのムスカリン性コリン受容体モジュレータである。アゴニストまたは
アンタゴニストは、直接的または間接的であってもよい。間接的アゴニストまたはアンタ
ゴニストは、選択的に、アセチルコリン又は他のムスカリンレセプター関連分子を分解又
は合成する分子であり、例示的には、アルツハイマー病の治療のために現在使用される分
子である。コリン類似物質または類似分子が、本明細書で使用可能である。本明細書で使
用可能な治療剤の典型的なリストは、ジサイクロミン、スコポラミン、ミラメリン、Ｎ－
メチル－４－ピペリジニルベンジラート　ＮＭＰ、ピロカルピン、ピレンゼピン、アセチ
ルコリン、メタコリン、カルバコール、ベタネコール、ムスカリン、オキソトレモリンＭ
、オキソトレモリン、タプシガルギン、カルシウムチャネルブロッカーまたはアゴニスト
、ニコチン、キサノメリン、ＢｕＴＡＣ、クロザピン、オランザピン、セビメリン、アセ
クリジン、アレコリン、トルテロジン、ロシベリン、ＩＱＮＰ、インドールアルカロイド
類、ヒンバシン、シクロステレッタミン類、それらの誘導体、それらのプロドラッグ、及
びそれらの組み合わせを含む。治療剤は、選択的に、カルパインまたはカスパーゼのレベ
ルまたはそれの活性を変えるために使用可能な分子である。そのような分子とそれらの投
与は、当該分野で公知である。
【００７４】
　本発明の治療、診断方法は、例示的に、対象体での神経状態を診断し、神経状態を有す
る対象体を治療する、または両方の方法を含む。好ましい実施形態では、本発明の方法は
、例示的に対象体から生体試料を得ることを含む。生体試料は、生体試料中に存在する１
以上のバイオマーカーの存在を検出または同定するために当該分野で公知のメカニズムに
よりアッセイされる。生体試料中の標的バイオマーカーの量または存在に基づいて、１以
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上のバイオマーカーの比率が、選択的に算出される。比率は、選択的に、同じまたは平行
した試料の別のバイオマーカーのレベルと関連した１以上のバイオマーカーのレベルであ
るか、または病理学的神経状態でないことが知られている対象体の同じバイオマーカーの
測定された、あるいは予め確立したベースラインレベルに対するバイオマーカーの量の比
率である。比率は、対象体での神経状態の診断を可能にする。本発明の方法は、また、１
以上のバイオマーカーの比率を直接的または間接的に変える対象体に対して治療剤を投与
するものである。
【００７５】
　本発明の方法は、また、多臓器損傷を診断して、治療するために提供される。複数の臓
器は、例示的に脳、脊髄などの神経性組織のサブセット、または皮質、海馬などの脳の特
定領域を含む。複数の損傷は、例示的に、カスパーゼ誘発ＳＢＤＰ類の存在によって検出
可能なアポトーシス細胞死、及びカルパイン誘発ＳＢＤＰ類の存在によって検出可能な腫
脹細胞死を含む。本発明の方法は、例示的に、対象体から得られた生体試料の複数のバイ
オマーカーに対してアッセイすることを含み、ここで、生体試料は、選択的に、損傷を受
けたと疑われる臓器と流体接触しているか、または生体試料が対象体から得られたときの
対照臓器である。本発明の方法は、複数のバイオマーカーの第１比率に基づいて、臓器損
傷の第１サブタイプを決定する。また、本発明の方法は、生体試料の複数のバイオマーカ
ーの第２比率に基づいて、第２臓器損傷の第２サブタイプを決定する。比率は、例示的に
、本明細書に記述された方法によって測定されるか、または当該分野で公知である。
【００７６】
　本発明の方法における多臓器損傷の治療は、その活性が初回の臓器損傷に応じて変わる
タンパク質の活性を調節するのに有効な少なくとも１つの治療アンタゴニストまたはアゴ
ニストを対象体に投与し、その活性が第２臓器損傷に応じて変わるタンパク質の活性を調
節するのに有効な少なくとも１つの治療アゴニストまたはアンタゴニストを対象体に投与
することにより例示的に達成される。
【００７７】
　対象発明は、例示的に対象体の神経状態の大きさを識別するための組成物を含む。本発
明の組成物は、薬剤実体または複数の薬剤の混合物のどちらかである。好ましい実施形態
において、組成物は、混合物である。混合物は、任意に、対象体由来の生体試料を含む。
対象体は、選択的に、神経状態を有すると疑われる。生体試料は、対象体から分離される
前に、対象体の神経系と連通している。また、本発明の組成物では、少なくとも２つの一
次薬剤、好ましくは、生体試料に存在し得る少なくとも２つのバイオマーカーと特異的、
かつ独立的に結合する抗体を含む。好ましい実施形態では、第１の一次薬剤は、ユビキチ
ンカルボキシル末端加水分解酵素、好ましくはＵＣＨＬ１に特異的に結合する抗体中に存
在する。第２の一次薬剤は、好ましくは、スペクトリン分解産物に特異的に結合する抗体
である。
【００７８】
　本発明の組成物の薬剤は、任意に固定化されているか、そうでなければ基体と接触して
いる。本発明の教示では、また、少なくとも１つの検出可能な標識で好ましくは標識され
る。好ましい実施形態では、各々の薬剤上の検出可能な標識は、独特のものであって、独
立して検出可能である。選択的に、一次薬剤の検出または結合に特異的な二次薬剤は、少
なくとも１つの検出可能な標識で標識される。非限定的な例では、一次薬剤は、ウサギ由
来抗体である。二次薬剤は、任意にウサギ由来主要抗体に特異的な抗体である。抗原への
抗体結合を検出するメカニズムは、当該分野で周知であり、当業者は、生体試料中の抗原
またはバイオマーカーを検出するのに適した多くの方法及び薬剤を容易に想起する。
【００７９】
　生体試料の標的バイオマーカーと結合するのに適した基体を含むキットもまた提供され
る。生体試料は、選択的に、キットとともに提供されるか、発明キットの使用のために開
業医により入手される。発明キットは、また、少なくとも２つのバイオマーカーと特異的
、かつ独立的に結合する少なくとも２つの抗体を含む。抗体は、好ましくは２つのバイオ
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マーカーを区別する。好ましくは、第１抗体は、第１バイオマーカーと結合し検出するの
に特異的で独立している。第２抗体は、第２バイオマーカーと結合し検出するのに特異的
で独立している。このように、１つの生体試料での複数のバイオマーカーの有無を測定ま
たは識別することができる。好ましい実施形態では、生体試料中のバイオマーカーは、例
示的にαＩＩ－スペクトリン、αＩＩ－スペクトリン分解産物（ＳＢＤＰ）、ユビキチン
カルボキシル末端加水分解酵素、及びＭＡＰ２タンパク質を含む。本発明のキットも、生
体試料中のバイオマーカーの存在またはそれの量を検出するために抗体を生体試料または
一部の生体試料と反応させるためのインストラクションを含む。
【００８０】
　キットでは、生体試料はＣＳＦまたは血液であり、そして、薬剤は抗体、アプタマー、
またはαＩＩ－スペクトリン、αＩＩ－スペクトリン分解産物（ＳＢＤＰ）、ユビキチン
カルボキシル末端加水分解酵素、及びＭＡＰ２タンパク質の少なくとも１つと特異的に結
合する他の分子であり得る。適切な薬剤は、上記されている。キットは、また、薬剤にコ
ンジュゲートされたもの、あるいは薬剤に特異的に結合する物質にコンジュゲートされた
もの(例えば、二次抗体)などの検出可能な標識を含むこともできる。
【００８１】
　本発明は、生体試料中のバイオマーカーの存在または量を神経細胞（または他のバイオ
マーカー発現細胞）損傷の重症度及び／またはタイプと相関させる工程を使用する。より
重症の損傷はより多くの神経細胞に傷害を与えて、それが、順番に、より大量のバイオマ
ーカー類を生体試料(例えば、ＣＳＦ、血清)中に蓄積させるので、生体試料中のバイオマ
ーカー類の量は、神経組織損傷の重症度と直接関係する。神経細胞損傷がアポトーシス性
及び／または壊死性タイプの細胞死を誘発するかどうかは、生体試料に存在するＳＢＤＰ
類を調べることで測定することもできる。壊死性細胞死は、優先してカルパインを活性化
するのに対して、アポトーシス性細胞死は、優先してカスパーゼ－３を活性化する。カル
パイン及びカスパーゼ－３　ＳＢＤＰ類は、識別されることができるので、これらのマー
カーの測定は、対象体での細胞傷害のタイプを示す。例えば、壊死によって誘発されたカ
ルパインの活性化は、ＳＢＤＰ１５０とＳＢＤＰ１４５の産生をもたらし、アポトーシス
によって誘発されたカスパーゼ－３の活性化は、ＳＢＤＰ１５０ｉとＳＢＤＰ１２０の産
生をもたらし、そして、両方の経路の活性化は、４つのマーカーの全ての産生をもたらす
。また、生体試料に存在するＵＣＨＬ１のレベルまたはそれの動的範囲は、軽度損傷とよ
り重度損傷を選択的に区別し得る。典型例では、重度ＭＣＡＯ（２時間）は、軽度チャレ
ンジ（３０分）と比較してＣＳＦと血清の両方でＵＣＨＬ１の増加を生じるが、両方は無
傷の対象体を上回るＵＣＨＬ１レベルをもたらす。更に、生体試料中のマーカーの持続性
または動的範囲は、損傷の重症度の指標であり、より大きな損傷は、損傷の後でいくつか
の時点で採取された生体試料での発明方法で測定される対象体中のＵＣＨＬ１またはＳＢ
ＤＰの増加した持続性を示す。
【００８２】
　そのような試験の結果は、カルパイン及び／またはカスパーゼ阻害剤またはムスカリン
性コリン受容体アンタゴニストなどの特定の治療剤の投与が患者にとって利益となるかど
うかを医師が決定するのに役立つことができる。この出願は、細胞死メカニズムの年齢差
と性差を検出する際に特に重要となる可能性がある。
【００８３】
　従来の生物学的技術を含む方法は、本明細書に記述される。そのような技術は、通常、
当該分野で公知であり、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｙ　Ｍａｎｕａｌ，２ｎｄ　ｅｄ．，ｖｏｌ．１－３，ｅｄ．Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，
Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．，１９８９；ａｎｄ　Ｃｕｒｒｅｎｔ
　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，ｅｄ．Ａｕｓｕｂ
ｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　ａｎｄ　Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎ
ｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９９２（ｗｉｔｈ　ｐｅｒｉｏｄｉｃ　ｕ
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ｐｄａｔｅｓ）などの方法論の論文で詳細に記述される。免疫学的方法（例えば、抗原特
異的抗体の調製、免疫沈降法、及びイムノブロッティング法）は、例えば、Ｃｕｒｒｅｎ
ｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，ｅｄ．Ｃｏｌｉｇａｎ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９９１；及びＭｅ
ｔｈｏｄｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ａｎａｌｙｓｉｓ，ｅｄ．Ｍａｓｓｅ
ｙｅｆｆ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１
９９２に記述されている。
【００８４】
　本発明のいろいろな態様は、以下の非限定的な実施例で説明される。実施例は、説明の
ためであり、本発明のいかなる実施に対する制限でもない。変形及び改変が、発明の精神
と範囲から逸脱することなくなされ得ることが理解されるであろう。実施例は、一般に、
哺乳類の組織、具体的にはラット組織の分析に向けられるが、当業者は、当該分野で公知
の同様の技術と他の技術が、実施例をヒトなどの他の哺乳類に容易に転換することを認識
している。本明細書に例証された試薬は、一般的に哺乳動物種の間で交差反応性であるか
、あるいは、同様の特性を有する代替試薬は、商業的に入手可能であり、そして、当業者
は、そのような試薬がどこで入手され得るかを容易に理解している。
【実施例】
【００８５】
実施例１
　バイオマーカー分析のための材料。炭酸水素ナトリウム、（Ｓｉｇｍａカタログ番号：
Ｃ－３０４１）、ブロッキング緩衝液（Ｓｔａｒｔｉｎｇｂｌｏｃｋ　Ｔ２０－ＴＢＳ）
（Ｐｉｅｒｃｅカタログ番号：３７５４３）、Ｔｗｅｅｎ２０を含むトリス緩衝生理食塩
水（ＴＢＳＴ；Ｓｉｇｍａカタログ番号：Ｔ－９０３９）。リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢ
Ｓ；Ｓｉｇｍａカタログ番号：Ｐ－３８１３）；Ｔｗｅｅｎ２０（Ｓｉｇｍａカタログ番
号：Ｐ５９２７）；Ｕｌｔｒａ　ＴＭＢ　ＥＬＩＳＡ（Ｐｉｅｒｃｅカタログ番号：３４
０２８）；及びＮｕｎｃ　ｍａｘｉｓｏｒｐ　ＥＬＩＳＡプレート（Ｆｉｓｈｅｒ）。モ
ノクローナル及びポリクローナルＵＣＨＬ１抗体は、インハウスで調製されるか、あるい
はＳａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ，ＣＡか
ら入手される。α－ＩＩスペクトリン及び分解産物、ならびにＭＡＰ２に対する抗体は、
Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ，ＣＡから
入手可能である。多数のサブタイプの抗体の標識は、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃｏｒｐ．
，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡから入手可能である。生体試料のタンパク質濃度は、アルブミ
ン規格でビシンコニン酸マイクロタンパク質アッセイ（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｉｎｃ．，Ｒｏｃ
ｋｆｏｒｄ，ＩＬ，ＵＳＡ）を使って決定される。他の全ての必要な試薬と材料は、当業
者に公知であり、容易に確認できる。
【００８６】
実施例２
　ＴＢＩ損傷モデルのインビボモデル。制御皮質衝撃（controlled cortical impact：Ｃ
ＣＩ）装置は、先に記述（Ｐｉｋｅ　ｅｔ　ａｌ．，１９９８）されたようにラットでの
ＴＢＩのモデル作成に使用される。成熟した雄（２８０～３００ｇ）のＳｐｒａｇｕｅ－
Ｄａｗｌｅｙラット（Ｈａｒｌａｎ：Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ，ＩＮ）は、１：１のＯ

２／Ｎ２Ｏ（４分）のキャリアガスの４％イソフルランで麻酔されて、そして、同じキャ
リアガスの２．５％イソフルランで維持される。深部体温は、直腸サーミスタプローブに
よって連続的にモニターされて、ラットの下に調節可能な温度に制御されたヒーティング
パッドを置くことによって、３７±１℃に維持される。動物は腹臥位において定位フレー
ムに取り付けられて、耳棒と切歯棒で確保される。軟部組織の中央線頭蓋切り込みと反転
の後で、十字縫合と人字縫合の中途に、片側（衝撃部位への同側の）開頭（７ｍｍの直径
）が、中心縫合に隣接して実行される。硬膜は、皮質の上に無傷に保たれる。脳外傷は、
１．６ｍｍの圧縮と１５０ｍｓの滞留時間で３．５ｍ／ｓの速度で５ｍｍの直径アルミニ
ウムインパクタ先端（空気圧シリンダの中に収容される）により右（同側の）の皮質に衝



(24) JP 2011-511301 A 2011.4.7

10

20

30

40

50

撃を与えることによって発生する。偽（偽）損傷の対照動物は、同一の外科的手順を受け
るが、衝撃損傷は受けない。適切なプレ－及びポスト－損傷管理は、フロリダ大学の所内
動物実験委員会によって記述されるガイドライン及び実験動物の管理と使用に関する指針
に詳述される国立衛生研究所のガイドラインへの遵守を保障するために前もって形成され
る。更に、研究は、動物福祉法及び動物と実験に関する他の連邦法規と規則に従って実施
され、“Ｇｕｉｄｅ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｃａｒｅ　ａｎｄ　Ｕｓｅ　ｏｆ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ　Ａｎｉｍａｌｓ，ＮＲＣ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ，１９９６　ｅｄｉｔｉｏ
ｎ”に述べられた原則を厳守する。
【００８７】
実施例３
　中大脳動脈閉塞（ＭＣＡＯ）損傷モデル。ラットはイソフルラン麻酔下（誘導チャンバ
ーを介して５％のイソフルラン、続いてノーズコーンを介して２％のイソフルラン）で温
置され、ラットの右の総頚動脈（ＣＣＡ）は、中央線首切開で外部及び内部頸動脈（ＥＣ
ＡとＩＣＡ）二分岐レベルで露出させる。ＩＣＡは翼口蓋分枝の吻側方向へと続き、ＥＣ
Ａは結紮され、舌枝と上顎枝の間で切断される。３－０ナイロン縫合は、それからＥＣＡ
断端（縫合の経路は目視により血管壁を通してモニターされた）の上に切り込みを通して
ＩＣＡにもたらされて、それが中央大脳動脈の起始点を妨げている前大脳動脈の狭いとこ
ろにはまり込むまで、頸動脈分岐からおよそ２０ｍｍに頸動脈管を通して進められる。皮
膚切開はそれから閉じられ、そして、血管内縫合は、３０分または２時間そのままにした
。その後、ラットを短時間、再麻酔し、そして、縫合フィラメントは、再潅流を可能とす
るために引っ込められる。偽ＭＣＡＯ手術のために、同じ手順が追従されるが、フィラメ
ントは内－外頸動脈分岐を越えて１０ｍｍだけ進められて、ラットが屠殺にされるまでそ
のままにされる。すべての外科的手順の間、動物は恒温の暖房毛布（Ｈａｒｖａｒｄ　Ａ
ｐｐａｒａｔｕｓ，Ｈｏｌｌｉｓｔｏｎ，ＭＡ，Ｕ．Ｓ．Ａ．）で３７±１℃に維持され
る。各々の実験の結論のときに、ラット脳が、検死によりくも膜下出血の病理学的所見を
示すならば、それらは研究から除外される点に注意することは重要である。適切なプレ－
及びポスト－損傷管理は、すべての動物の管理と使用のガイドラインのコンプライアンス
を保証するために実行される。
【００８８】
実施例４
　組織と試料の調製。損傷後の適切な時点（２、６、２４時間目と２、３、５日目）に、
動物は麻酔されて、断頭により直ちに屠殺される。脳をすばやく取り除き、氷冷したＰＢ
Ｓで濯ぎ、半分にする。右半球（衝撃領域と海馬のあたりの大脳皮質）を迅速に解剖して
、氷冷ＰＢＳで濯ぎ、液体窒素で急速凍結して、使用するまで－８０℃で保存する。免疫
組織化学のために、脳は素早くドライアイススラリー中で凍結され、ＳＵＰＥＲＦＲＯＳ
Ｔ　ＰＬＵＳ　ＧＯＬＤ(登録商標)（Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）スライド上
へクリオスタット（２０μｍ）を介して切断され、そして、使用されるまで－８０℃に保
存される。左半球に関しては、右側と同じ組織が回収される。ウェスタンブロット解析の
ために、脳サンプルは、乳鉢と乳棒セットを用いてドライアイス上で微粉末に粉砕される
。続いて、粉砕された脳組織粉末は、５０ｍＭのトリス（ｐＨ　７．４）、５ｍＭのＥＤ
ＴＡ、１％（ｖ／ｖ）のトリトンＸ－１００、１ｍＭのＤＴＴ、１×プロテアーゼ阻害剤
カクテル（Ｒｏｃｈｅ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ）の緩衝液中、４℃で９０分間溶解さ
せる。次いで、脳溶解物は、不溶性破片を除くために４℃で５分間１５，０００×ｇで遠
心分離し、急速凍結し、使用するまで－８０℃で保存される。
【００８９】
　ゲル電気泳動と電気ブロッティングのために、明瞭なＣＳＦサンプル（７μｌ）が、蒸
留水中、０．２５Ｍ　Ｔｒｉｓ（ｐＨ　６．８）と、０．２Ｍ　ＤＴＴと、８％ＳＤＳと
、０．０２％ブロモフェノールと、２０％グリセロールを含む２×ローディング緩衝液を
用いてドデシル硫酸ナトリウム－ポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）
のために調製される。レーンにつき、２０マイクログラム（２０μｇ）のタンパク質が、
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２時間１３０Ｖで１０～２０％のトリス／グリシンゲル（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、カタロ
グ番号ＥＣ６１３５２）上でのＳＤＳ－ＰＡＧＥによってルーチン的に分析される。電気
泳動の後で、分離されたタンパク質は、半乾燥移動装置（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）上で周囲温度
にて２時間２０Ｖの定電圧で３９ｍＭのグリシン、４８ｍＭのトリス－ＨＣｌ（ｐＨ　８
．３）と５％のメタノールを含む移動バッファ中、ポリフッ化ビニリデン（ＰＶＤＦ）膜
に側方に転写される。電気移動の後、膜はＴＢＳと０．０５％のＴｗｅｅｎ－２（ＴＢＳ
Ｔ）の５％脱脂ミルクで周囲温度において１時間ブロックされ、そして、一晩中４℃でメ
ーカーによって推薦されるように、１：２０００の希釈で５％脱脂ミルクを含むＴＢＳＴ
中で第１ポリクローナルＵＣＨＬ１抗体とともにインキュベーションされる。この後に、
ＴＢＳＴによる３回の洗浄、ビオチン結合第２抗体（Ａｍｅｒｓｈａｍ、カタログ番号Ｒ
ＰＮ１１７７ｖｌ）と周囲温度で２時間のインキュベーション、及びストレプトアビジン
－コンジュゲートアルカリホスファターゼ（ＢＣＩＰ／ＮＢＴ試薬：ＫＰＬ、カタログ番
号５０－８１－０８）による３０分のインキュベーションが続けられる。完全なＵＣＨＬ
１タンパク質の分子量は、虹色の分子量標準（Ａｍｅｒｓｈａｍ、カタログ番号ＲＰＮ８
００Ｖ）を使って評価される。完全なＵＣＨＬ１タンパク質濃度の半定量評価は、コンピ
ュータ支援濃度測定走査法（Ｅｐｓｏｎ　ＸＬ３５００スキャナ）及びＩｍａｇｅＪソフ
トウェア（ＮＩＨ）での画像解析により実行される。
【００９０】
実施例５
　ＵＣＨＬ１発現は、神経組織に特有である。ＵＣＨＬ１の組織特異性は、組織特異的発
現を確認するために、実施例４の場合のように分析される。ＵＣＨＬ１は、主に脳（図１
Ａ）で発現され、そして、精巣では低レベルで発現される。ＵＣＨＬ１は、調べられたす
べての脳の領域にわたって存在し、小脳及び脳橋では減少したレベルである（図１Ｂ）。
【００９１】
実施例６
　ＵＣＨＬ１は、ＭＣＡＯチャレンジの後のＣＳＦで増大する。対象は、実施例３に記載
されているようにＭＣＡＯチャレンジに付され、ＣＳＦ試料は、定量的なウェスタンブロ
ット法によって分析される。ＵＣＨＬ１タンパク質は、偽処置試料（図２Ａ、Ｂ）のＵＣ
ＨＬ１の量より上の統計的に有意なレベルで、損傷後に容易に検出できる。これらのＵＣ
ＨＬ１レベルは、軽度虚血（３０分ＭＣＡＯ）に続く再灌流の後に一時的に上昇する(６
時間で)するのに対して、より重度(２時間ＭＣＡＯ)の虚血の後では、そのレベルは６時
間～７２時間持続する（図２Ａ、Ｂ）。
【００９２】
実施例７
　ＥＬＩＳＡは、ＣＳＦと血清の両方でＵＣＨＬ１レベルを同定する。ＥＬＩＳＡは、生
体試料のＵＣＨＬ１をより迅速に、そしてより容易に検出及び定量するために使用される
。ＵＣＨＬ１サンドイッチＥＬＩＳＡ（ｓｗＥＬＩＳＡ）のために、９６穴プレートは、
０．１Ｍ炭酸水素ナトリウム（ｐＨ９．２）中、１００μｌ／ウェルの捕捉抗体（５００
ｎｇ／ウェルの精製ウサギ抗－ＵＣＨＬ１、自家製）でコーティングされる。プレートは
、４℃で一晩インキュベーションし、空にして、３００μｌ／ウェルのブロッキング緩衝
液（Ｓｔａｒｔｉｎｇｂｌｏｃｋ　Ｔ２０－ＴＢＳ）を添加し、周囲温度で３０分間、穏
やかに振動させながらインキュベーションする。この後、標準曲線（０．０５～５０ｎｇ
／ウェル）のための抗原標準（組み換えＵＣＨＬ１）を添加するか、あるいは試料希釈剤
（全容量１００μｌ／ウェル）中の試料（３～１０μｌのＣＳＦ）を添加するかのいずれ
かを続ける。プレートは、室温で２時間インキュベーションし、それから自動プレート洗
浄器（洗浄バッファ、ＴＢＳＴ、付５×３００μｌ／ウェル）で洗浄する。続いて、ブロ
ッキング緩衝液中の検出抗体マウス抗－ＵＣＨＬ１－ＨＲＰコンジュゲート（自家製、５
０μｇ／ｍｌ）を、１００μＬ／ウェルの複数ウェルに添加し、１．５時間室温でインキ
ュベーションし、その後洗浄する。もし増幅が必要ならば、ビオチニル－チラミド溶液（
Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ　Ｅｌａｓｔ　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ）を室温
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で１５分間にて添加し、洗浄し、０．０２％Ｔｗｅｅｎ２０と１％ＢＳＡを含むＰＢＳ中
の１００μｌ／ウェルのストレプトアビジンＨＲＰ（１：５００）を３０分間続け、そし
て、その後洗浄する。最後に、ウェルは、１００μｌ／ウェルのＴＭＢ基質溶液（Ｕｌｔ
ｒａ－ＴＭＢ　ＥＬＩＳＡ、Ｐｉｅｒｃｅ＃　３４０２８）で５～３０分間、インキュベ
ーションして展開する。シグナルは、６５２ｎｍで９６－ウェル分光測光器で読み取られ
る（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅ　Ｓｐｅｃｔｒａｍａｘ　１９０）。
【００９３】
　ＴＢＩ群（衝撃性損傷）のＵＣＨ－Ｌｌレベルは、ＵＣＨＬｌがＣＳＦ（損傷後の２時
間）中で早期に上昇し、次いで損傷後４８時間で再び上昇する前に損傷後２４時間頃に減
少することを示すｓｗＥＬＩＳＡで測定されるように、偽対照（ｐ＜０．０１、ＡＮＯＶ
Ａ分析）及び無処置対照よりも有意に高い（図３）。
【００９４】
　ＭＣＡＯチャレンジの後で、ＣＳＦ中のＵＣＨＬｌのレベルの大きさは、より軽度チャ
レンジ（３０分）と比較して、重度（２時間）チャレンジで、劇的に上昇する。（図４。
）より重度の２時間ＭＣＡＯ群のＵＣＨＬｌタンパク質レベルは、３０分ＭＣＡＯ（ｐ＜
０．０１、ＡＮＯＶＡ分析）より２～５倍高い。偽処置に対するＵＣＨＬ１タンパク質の
レベルは、無処置対照と実質的に区別がつかない。
【００９５】
　類似した結果が、血清でのＵＣＨＬ１について得られる。血液（３～４ｍｌ）は、ポリ
プロピレンチューブに配置された２１ゲージ針を備えた注射器を用いて各実験期間の終わ
りに心臓から直接回収され、４５分から１時間室温で静置して血塊を形成する。チューブ
は、３、０００×ｇで２０分間、遠心分離して血清を除き、ＥＬＩＳＡで分析する（図５
、６）。
【００９６】
　ＴＢＩ群のＵＣＨＬ１のレベルは、偽処置群（ｐ＜０．００１、ＡＮＯＶＡ分析）より
有意に高く、各時点について２～２４時間、同じ偽処置群の時点（ｐ＜０．００５、スチ
ューデントＴ－検定）に対して試験される。ＵＣＨ－Ｌ１は、損傷後、２時間という早い
時期に血清中で上昇する。重度ＭＣＡＯチャレンジは、軽度チャレンジに比べて血清ＵＣ
ＨＬ１の増加をもたらす。重度及び軽度チャレンジの両方は、偽処置動物よりも統計学的
に高く、これは、ＵＣＨＬ１の血清検出が確固たる診断剤であり、そのレベルは、軽度損
傷と重度損傷を十分に区別することができることを示す。
【００９７】
実施例８
　スペクトリン分解産物は、その内容が、参照として本明細書に援用される米国特許第７
，２９１，７１０号に記述された手順と類似した手順により、ラットＭＣＡＯチャレンジ
の後に分析される。図７は、血清とＣＳＦの両方でのＳＢＤＰ１４５のレベルが、軽度（
３０分）チャレンジと比較した重度（２時間）ＭＣＡＯチャレンジの後で試験された全て
の時点で有意（ｐ＜０．０５）に増加していることを説明している。同様に、ＳＢＤＰ１
２０は、ＣＳＦで、損傷後の２４時間と７２時間の間で重度ＭＣＡＯチャレンジの後で有
意に上昇を示す（図８）。しかし、血清でのＳＢＤＰ１２０のレベルは、２時間と１２０
時間の間のすべての時点で、軽度チャレンジと比べて重度チャレンジの後で増加する。Ｃ
ＳＦと血清の両方で、軽度及び重度ＭＣＡＯチャレンジの両方は、偽処置対照と比較して
増加したＳＰＢＰ１２０と１４０を産生する。
【００９８】
実施例９
　微小管結合タンパク質２（ＭＡＰ２）は、対象での軽度（３０分）チャレンジと重度（
２時間）ＭＣＡＯチャレンジの後で、実施例４と７に記載されているように、基本的にＥ
ＬＩＳＡまたはウェスタンブロッティング法によって、ＣＳＦと血清の両方でバイオマー
カーとして分析される。ＭＡＰ２（ＭＡＰ－２（Ｅ－１２））に対する抗体は、Ｓａｎｔ
ａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ，ＣＡから入手され
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る。これらの抗体は、ＥＬＩＳＡとウェスタンブロッティング手順に対して適切であり、
マウス及びヒトＭＡＰ２と交差反応性である。ＭＡＰ２のレベルは、ＣＳＦと血清の両方
での無処置動物と比較して軽度ＭＣＡＯチャレンジ後の対象で有意（ｐ＜０．０５）に増
加する（図９）。ＵＣＨＬ１及びＳＢＤＰｓと同様に、重度チャレンジ（２時間）は、軽
度チャレンジ（３０分）よりも、両方の試料でＭＡＰ２の更に高いレベルをもたらす。
【００９９】
実施例１０
　ジサイクロミンは、ＴＢＩの後にＣＳＦでのＳＢＤＰ類の生産を阻害するが、神経細胞
の生存率に影響を及ぼさない。治療剤ジサイクロミンは、その内容を参照として本明細書
に援用されるＣｏｘ，ＣＤ，ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｎｅｕｒｏｔｒａｕｍａ，２００８；２
５（１１）：１３５５～６５によって記述されるように、基本的にチャレンジの後で生体
試料でのバイオマーカーのレベルを変えるその能力について分析される。
【０１００】
　薬物治療なしの８つのＴＢＩ対象が、ＳＰＤＰ免疫組織化学（ｎ＝２／ＴＢＩ後３、１
２、２４、４８時間の時点）のために時間的経過研究で使用される。２４の対象は、３つ
の処置群のうちの１つに割り当てられる（ｎ＝各８）。つまり、生理食塩水溶媒(薬物注
射として等容量)投与損傷群、ジサイクロミン投与損傷群、及びそれからＳＢＤＰレベル
でＴＢＩ誘発された変化を比較するための非損傷ベースラインとして用いられる第３目の
偽損傷群。全ての手順は、ＵＣ　Ｄａｖｉｓ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎａｌ　Ａｎｉｍａ
ｌ　Ｃａｒｅ　ａｎｄ　Ｕｓｅ　Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅの承認を得たプロトコルに従って実
行される。
【０１０１】
　対象は基本的に実施例２に記載されたようにＣＣＩを投与され、そして、ＣＳＦは実施
例４に記載されているように調製される。ジサイクロミンは、等張食塩水に溶解され、Ｔ
ＢＩ誘導の５分前に５ｍｇ／ｋｇの用量（容量１．０ｍｌ／ｋｇ）で腹腔内投与（ｉ．ｐ
．）される。溶媒処置群は、等張生理食塩水の等量の腹腔内注射を受ける。両群は、研究
者に薬物または溶媒の正体を隠しながら、損傷に対して同じ時点で注射を受ける。
【０１０２】
　手術（表１）の間に、ＴＢＩの大きさ、初期体重（手術時）、または手術中の体温につ
いては、群間には有意差がない。パーセント体重減少は、生理食塩水－処置群と比べてジ
サイクロミン－処置群では有意（ｐ＜０．０１）に減少している（表１）。
【０１０３】
【表１】

【０１０４】
　図１０は、ＳＢＤＰレベルがＣＣＩの後で統計学的に増加することを証明する。ＣＳＦ
中で測定された平均α－ＩＩ　ＳＢＤＰレベルは、偽動物群と比較してＴＢＩ後２４時間
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で両方の損傷群において有意（ｐ＜０．００１）に上昇する。１４５ｋＤａのＳＢＤＰレ
ベルは、溶媒処置群と比較してジサイクロミン処置群で有意（ｐ＝０．０２８）に減少す
る。
【０１０５】
　Ｆｌｕｏｒｏ－Ｊａｄｅは、ジサイクロミンの存在がＣＣＩ後の細胞死に影響を及ぼす
かどうかを決定するのに用いられる。実験的手順は、Ｃｏｘ，ＣＤ　ｅｔ　ａｌ．，２０
０８によって記述されるように実行される。簡潔に言うと、灌流の後の２４時間（±１時
間）に、脳は、０．１ＭのＰＢ（５分×２）で濯ぎ、０．１ＭのＰＢ中のスクロースの１
０％と３０％溶液で１時間と４８時間それぞれ凍結保護し、－８０℃で３０％スクロース
／ＰＢ溶液中に保存する。脳をブロッキングし、滑走式ミクロトーム（Ａｍｅｒｉｃａｎ
　Ｏｐｔｉｃａｌ　Ｃｏｒｐ．，モデルｌ８６０）を用いて、十字縫合－１．９ｍｍから
十字縫合－４．１５ｍｍから４５μｍインクレメントで後吻側に切断する。それから、組
織切片は、蒸留水を使ってスライド上へ載せ、乾燥させる。Ｆｌｕｏｒｏ－Ｊａｄｅ染色
手順（Ｓｃｈｍｕｅｄ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７）に関して、切片は１００％、７５％、
５０％と２５％エタノールでの連続した５分の濯ぎ、続いてｄＨ２Ｏを使って３分間の濯
ぎにより再水和され、０．０６％のＫＭＮＯ４に１５分間、続いてｄＨ２Ｏに２分間置き
、そして、０．１％酢酸中０．０００６％のＦｌｕｏｒｏ－ＪａｄeＢ溶液で３０分間染
色する。スライドを一晩風乾し、キシレンに浸漬し、ＤＰＸで覆う。
【０１０６】
　各々の対象についての背側海馬のＣＡ２／ＣＡ３領域内のＦｌｕｏｒｏ－Ｊａｄe染色
された細胞の総数は、コンピュータ系システム（Ｓｔｅｒｅｏｌｏｇｅｒ　ｖｅｒｓｉｏ
ｎ　１．３、Ｓｙｓｔｅｍｓ　Ｐｌａｎｎｉｎｇ　ａｎｄ　Ａｎａｌｙｓｉｓ，Ｉｎｃ．
，Ａｌｅｘａｎｄｒｉａ，ＶＡ）による光学的分別装置技術（Ｗｅｓｔ　ｅｔ　ａｌ．，
１９９１）を使用して推定される。各セクション内の背側ＣＡ２／３錐体細胞層の境界は
、２×対物レンズを使って略述され、そして、細胞はそれから４０×倍率において手動で
カウントされる。皮質細胞数について、衝撃部位に隣接した皮質で観察される非常に限局
性のＦｌｕｏｒｏ－Ｊａｄｅ陽性の部位は、ＲＯＩとして用いられる：その領域は、２×
倍率で略述され、そして、細胞は海馬領域と同様に４０×倍率で定量化される。各々の対
象のための問題の各々の領域における細胞総数の数の推定は、以下の式を使用するソフト
ウェアによって算出される
【０１０７】
（数１）
式：
　Ｎｏｂｊ＝（Ｎ）（１／ＳＳＦ）（１／ＡＳＦ）（１／ＴＳＦ）
【０１０８】
　式中、Ｎは、対象に対して算出されたすべての目的物の合計を表し、ＳＳＦはセクショ
ン・サンプリング・フラクションであり、ＡＳＦはエリア・サンプリング・フラクション
であり、そして、ＴＳＦは厚みサンプリング・フラクションである。
【０１０９】
　ＴＢＩ後２４時間に海馬ＲＯＩで観察されるＦｌｕｏｒｏ－Ｊａｄｅ陽性ニューロンの
平均数は、溶媒及びジサイクロミン処置群に対してそれぞれ２９８２と２６４０であった
（図１１Ａ）。皮質ＲＯＩに対する平均数は、溶媒及びジサイクロミン処置群に対してそ
れぞれ８４３９２と８４４５２であった（図１１Ｂ）。Ｔ－検定は、どちらの領域でも処
置群間の有意差を現さなかった。これらの結果は、ジサイクロミンが細胞死に影響を及ぼ
さない可能性があるが、バイオマーカーがかなりの治療結果を示し得る行動特性の改善と
相関することが期待されることを示唆している。
【０１１０】
　本明細書に記載の特許及び刊行物は、本発明が関係する当業者のレベルを示す。これら
の特許と刊行物は、あたかも、それぞれの個々の出願または刊行物が具体的かつ個別的に
本明細書に詳細に明確に表現されるとして、参照として同程度に本明細書において援用さ
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れる。
【０１１１】
　以上の記述は、本発明の特定の実施形態を説明するものであが、本発明の実施を制限す
るものではない。その全ての均等物を含む以下の特許請求の範囲は、本発明の範囲を定義
することを目的とする。以下のそのすべての等価物を含む特許請求の範囲は、本発明の範
囲を定義することを目的とする。
【０１１２】
　以下の参照文献は、各参照文献の内容が完全、かつ明白に含まれるものとし参照として
各々が本明細書を援用する。
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提供了用于诊断和治疗受试者的神经病症的方法，其包括测定受试者的
生物样品中是否存在一种或多种生物标志物;基于样品中一种或多种生物
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生物标志物的比例。诊断提供了许多神经系统疾病，如脑损伤或多器官
损伤。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/897d06a9-e862-489c-8310-7b687c774a34

