
(57)【要約】
　対象体から採取した体液中のＡ－ＦＡＢＰ、Ｅ－ＦＡＢＰ、Ｈ－ＦＡＢＰ、ＰＧＰ９．
５、ＧＦＡＰ、プロスタグランジンＤシンターゼ、ニューロモジュリン、ニューロフィラ
メントＬ、カルシフォシン、ＲＮＡ結合調節サブユニット (RNA binding regulatory subu
nit)、ユビキチン融合分解蛋白質１同族体 (Ubiquitin fusion degradation protein 1 ho
molog)、核酸系ヌクレオシドジホスファートキナーゼＡ、グルタチオンＳトランフェラー
ゼＰ、カテプシンＤ、ＤＪ－１蛋白質、ペルオキシレドキシン５、およびペプチジル－プ
ロリル・シス－トランス・イソメラーゼＡ（シクロフィリンＡ）から選択された少なくと
も一つのポリペプチド、またはその変異体もしくは同族体を検出することによって、対象
体における脳障害関連疾患を診断する。 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 脳 障 害 関 連 疾 患 も し く は そ の 可 能 性 を 、 罹 病 し て い る と 疑 わ れ る 対 象 に お い て 診 断 す る
方 法 で あ っ て 、 前 記 対 象 か ら 取 っ た 体 液 サ ン プ ル 中 の 、 Ａ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｅ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｈ
－ Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｂ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｐ Ｇ Ｐ ９ ． ５ 、 Ｇ Ｆ Ａ Ｐ 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン Ｄ シ ン タ ー ゼ
、 ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン 、 ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン ト Ｌ 、 カ ル シ フ ォ シ ン 、 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 調 節 サ ブ
ユ ニ ッ ト 、 ユ ビ キ チ ン 融 合 分 解 蛋 白 質 １ 同 族 体 、 ヌ ク レ オ シ ド ジ ホ ス フ ァ ー ト キ ナ ー ゼ Ａ
、 グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン フ ェ ラ ー ゼ Ｐ 、 カ テ プ シ ン Ｄ 、 Ｄ Ｊ － １ 蛋 白 質 、 ペ ル オ キ シ レ ド
キ シ ン ５ 、 お よ び ペ プ チ ジ ル － プ ロ リ ル ・ シ ス － ト ラ ン ス ・ イ ソ メ ラ ー ゼ Ａ （ シ ク ロ フ ィ
リ ン Ａ ） の 中 か ら 選 択 さ れ る 、 少 な く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 変 異 体 も し く は
同 族 体 を 検 出 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 脳 障 害 関 連 疾 患 で あ る 対 象 の 体 液 中 と 脳 障 害 関 連 疾 患 で な い 対 象 の
体 液 中 に 差 異 的 に 含 ま れ 、 ま た 、 前 記 サ ン プ ル 中 の ポ リ ペ プ チ ド の 濃 度 が 脳 障 害 関 連 疾 患
と 一 貫 性 を 持 っ て い る か を 決 定 す る こ と を 含 む 請 求 項 １ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 濃 度 の 検 出 ま た は 決 定 に ポ リ ペ プ チ ド の 抗 体 を 用 い る 請 求 項 １ ま た は ２ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 体 液 が 、 脳 脊 髄 液 、 血 漿 、 血 清 、 血 液 、 涙 、 尿 、 ま た は 唾 液 で あ る 請 求 項 １ か ら ３
の 内 い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 脳 障 害 関 連 疾 患 で あ る 対 象 の 体 液 中 に 存 在 し て 、 脳 障 害 関 連 疾 患 で
な い 対 象 の 体 液 中 に は 存 在 し な い 、 そ の た め 体 液 サ ン プ ル 中 の ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 が 脳 障
害 関 連 疾 患 の 指 標 と な る 請 求 項 １ か ら ４ の 内 い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 脳 障 害 関 連 疾 患 で あ る 対 象 の 体 液 中 に 存 在 し な い で 、 脳 障 害 関 連 疾
患 で な い 対 象 の 体 液 中 に は 存 在 す る 、 そ の た め 体 液 サ ン プ ル 中 の ポ リ ペ プ チ ド の 非 存 在 が
脳 障 害 関 連 疾 患 の 指 標 と な る 請 求 項 １ か ら ４ の 内 い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 サ ン プ ル の 中 に 複 数 の ペ プ チ ド が 検 出 さ れ る 請 求 項 １ か ら ６ の 内 い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 脳 障 害 関 連 疾 患 に 冒 さ れ た 対 象 と 脳 障 害 関 連 疾 患 に 冒 さ れ て い な い 対 象 の 体 液 中 で 、 ポ
リ ペ プ チ ド の 転 移 後 の 変 性 し 易 さ が 差 異 的 で あ っ て 、 サ ン プ ル 中 の ポ リ ペ プ チ ド の 転 移 後
変 性 を 検 出 し 、 そ れ が 脳 障 害 関 連 疾 患 の 診 断 と 一 致 す る か ど う か を 決 定 す る こ と を 含 む 請
求 項 １ か ら ７ の 内 い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 転 移 後 変 性 が 、 Ｎ － グ リ コ シ ル 化 を 含 む 請 求 項 ８ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 脳 障 害 関 連 疾 患 が 卒 中 で あ っ て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が ユ ビ キ チ ン 融 合 分 解 蛋 白 質 １
同 族 体 で あ る 請 求 項 １ か ら ９ の 内 い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 脳 障 害 関 連 疾 患 が 卒 中 で あ っ て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が Ｒ Ｎ Ａ 結 合 調 節 サ ブ ユ ニ ッ ト
で あ る 請 求 項 １ か ら ９ の 内 い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 脳 障 害 関 連 疾 患 が 卒 中 で あ っ て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が ヌ ク レ オ シ ド ジ ホ ス フ ァ ー ト
キ ナ ー ゼ Ａ で あ る 請 求 項 １ か ら ９ の 内 い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 ユ ビ キ チ ン 融 合 分 解 蛋 白 質 １ 同 族 体 、 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 調 節 サ ブ ユ ニ ッ ト 、 ヌ ク レ オ シ ド ジ ホ
ス フ ァ ー ト キ ナ ー ゼ Ａ 、 Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ に 対 す る 抗 体 の う ち ２ 個 以 上 の マ ー カ ー を 選 択 し 、
Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ マ イ ク ロ プ レ ー ト の 一 つ の ウ ェ ル に 用 い る 請 求 項 １ ０ か ら １ ２ の 内 い ず れ か の
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方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 一 つ の ウ ェ ル に 上 記 ４ つ の マ ー カ ー を す べ て 用 い る 請 求 項 １ ３ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 ユ ビ キ チ ン 融 合 分 解 蛋 白 質 １ 同 族 体 、 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 調 節 サ ブ ユ ニ ッ ト 、 ヌ ク レ オ シ ド ジ ホ
ス フ ァ ー ト キ ナ ー ゼ Ａ 、 Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ か ら 選 択 さ れ た ２ 個 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド が 個 別 に 分
析 さ れ 、 診 断 の た め に 予 測 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い る 請 求 項 １ ０ か ら １ ２ の 内 い ず れ か の 方 法
。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 Ａ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｅ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｂ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｐ Ｇ Ｐ ９ ． ５ 、 Ｇ Ｆ Ａ Ｐ
、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン Ｄ シ ン タ ー ゼ 、 ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン 、 ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン ト Ｌ 、 カ
ル シ フ ォ シ ン 、 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 調 節 サ ブ ユ ニ ッ ト 、 ユ ビ キ チ ン 融 合 分 解 蛋 白 質 １ 同 族 体 、 ヌ ク
レ オ シ ド ジ ホ ス フ ァ ー ト キ ナ ー ゼ Ａ 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン フ ェ ラ ー ゼ Ｐ 、 カ テ プ シ ン Ｄ
、 Ｄ Ｊ － １ 蛋 白 質 、 ペ ル オ キ シ レ ド キ シ ン ５ 、 お よ び ペ プ チ ジ ル － プ ロ リ ル ・ シ ス － ト ラ
ン ス ・ イ ソ メ ラ ー ゼ Ａ （ シ ク ロ フ ィ リ ン Ａ ） か ら 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 変 異
体 も し く は 同 族 体 、 ま た は 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の 組 み 合 わ せ の 、 脳 障 害 関 連 疾 患 に 関 連 す る
診 断 、 予 後 、 お よ び 治 療 の 応 用 へ の 使 用 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 脳 障 害 関 連 疾 患 に 冒 さ れ て い る 対 象 の 体 液 と 脳 障 害 関 連 疾 患 に 冒
さ れ て い な い 対 象 の 体 液 と で 差 異 的 に 含 ま れ て い る 請 求 項 １ ６ 記 載 の 使 用 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 Ａ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｅ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｂ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｐ Ｇ Ｐ ９ ． ５ 、 Ｇ Ｆ Ａ Ｐ
、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン Ｄ シ ン タ ー ゼ 、 ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン 、 ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン ト Ｌ 、 カ
ル シ フ ォ シ ン 、 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 調 節 サ ブ ユ ニ ッ ト 、 ユ ビ キ チ ン 融 合 分 解 蛋 白 質 １ 同 族 体 、 ヌ ク
レ オ シ ド ジ ホ ス フ ァ ー ト キ ナ ー ゼ Ａ 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン フ ェ ラ ー ゼ Ｐ 、 カ テ プ シ ン Ｄ
、 Ｄ Ｊ － １ 蛋 白 質 、 ペ ル オ キ シ レ ド キ シ ン ５ 、 お よ び ペ プ チ ジ ル － プ ロ リ ル ・ シ ス － ト ラ
ン ス ・ イ ソ メ ラ ー ゼ Ａ （ シ ク ロ フ ィ リ ン Ａ ） か ら 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 変 異
体 も し く は 同 族 体 を 認 識 す る 、 ま た は そ れ に 結 合 す る 、 ま た は そ れ と 親 和 性 の あ る 物 質 の
、 脳 障 害 関 連 疾 患 に 関 す る 診 断 、 予 後 、 お よ び 治 療 の 応 用 へ の 使 用 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 Ａ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｅ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｂ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｐ Ｇ Ｐ ９ ． ５ 、 Ｇ Ｆ Ａ Ｐ
、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン Ｄ シ ン タ ー ゼ 、 ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン 、 ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン ト Ｌ 、 カ
ル シ フ ォ シ ン 、 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 調 節 サ ブ ユ ニ ッ ト 、 ユ ビ キ チ ン 融 合 分 解 蛋 白 質 １ 同 族 体 、 ヌ ク
レ オ シ ド ジ ホ ス フ ァ ー ト キ ナ ー ゼ Ａ 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン フ ェ ラ ー ゼ Ｐ 、 カ テ プ シ ン Ｄ
、 Ｄ Ｊ － １ 蛋 白 質 、 ペ ル オ キ シ レ ド キ シ ン ５ 、 お よ び ペ プ チ ジ ル － プ ロ リ ル ・ シ ス － ト ラ
ン ス ・ イ ソ メ ラ ー ゼ Ａ （ シ ク ロ フ ィ リ ン Ａ ） か ら 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 変 異
体 も し く は 同 族 体 を 認 識 す る 、 ま た は そ れ に 結 合 す る 、 ま た は そ れ と 親 和 性 の あ る 物 質 の
組 み 合 わ せ を 用 い る 請 求 項 １ ８ 記 載 の 使 用 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 物 質 が 、 抗 体 ま た は 抗 体 片 で あ る 請 求 項 １ ８ ま た は １ ９ 記 載 の 使 用 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 物 質 が 、 Ａ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ に 対 す る 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 使 用 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 物 質 が 、 Ｅ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ に 対 す る 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 使 用 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 物 質 が 、 Ｐ Ｇ Ｐ ９ ． ５ に 対 す る 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 使 用 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 物 質 が 、 Ｇ Ｆ Ａ Ｐ に 対 す る 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 使 用 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 物 質 が 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン Ｄ シ ン タ ー ゼ に 対 す る 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 使
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用 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 物 質 が 、 ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン に 対 す る 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 使 用 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 物 質 が 、 ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン ト Ｌ に 対 す る 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 使 用 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 物 質 が 、 カ ル シ フ ォ シ ン に 対 す る 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 使 用 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 物 質 が 、 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 調 節 サ ブ ユ ニ ッ ト に 対 す る 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 使 用 方
法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 物 質 が 、 ユ ビ キ チ ン 融 合 分 解 蛋 白 質 １ 同 族 体 に 対 す る 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ ０ 記 載 の
使 用 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 物 質 が 、 ヌ ク レ オ シ ド ジ ホ ス フ ァ ー ト キ ナ ー ゼ Ａ に 対 す る 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ ０ 記
載 の 使 用 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 物 質 が 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン フ ェ ラ ー ゼ Ｐ に 対 す る 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ ０ 記 載 の
使 用 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 物 質 が 、 カ テ プ シ ン Ｄ に 対 す る 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 使 用 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 物 質 が 、 Ｄ Ｊ － １ 蛋 白 質 に 対 す る 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 使 用 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 物 質 が 、 ペ ル オ キ シ レ ド キ シ ン ５ に 対 す る 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 使 用 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 物 質 が 、 ペ プ チ ジ ル － プ ロ リ ル ・ シ ス － ト ラ ン ス ・ イ ソ メ ラ ー ゼ Ａ （ シ ク ロ フ ィ リ
ン Ａ ） に 対 す る 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 使 用 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 脳 障 害 関 連 疾 患 の 診 断 に 用 い ら れ る 分 析 装 置 で あ っ て 、 Ａ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｅ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、
Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｂ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｐ Ｇ Ｐ ９ ． ５ 、 Ｇ Ｆ Ａ Ｐ 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン Ｄ シ ン タ ー
ゼ 、 ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン 、 ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン ト Ｌ 、 カ ル シ フ ォ シ ン 、 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 調 節 サ
ブ ユ ニ ッ ト 、 ユ ビ キ チ ン 融 合 分 解 蛋 白 質 １ 同 族 体 、 ヌ ク レ オ シ ド ジ ホ ス フ ァ ー ト キ ナ ー ゼ
Ａ 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン フ ェ ラ ー ゼ Ｐ 、 カ テ プ シ ン Ｄ 、 Ｄ Ｊ － １ 蛋 白 質 、 ペ ル オ キ シ レ
ド キ シ ン ５ 、 お よ び ペ プ チ ジ ル － プ ロ リ ル ・ シ ス － ト ラ ン ス ・ イ ソ メ ラ ー ゼ Ａ （ シ ク ロ フ
ィ リ ン Ａ ） か ら 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 変 異 体 も し く は 同 族 体 を 認 識 す る 、 ま
た は そ れ に 結 合 す る 、 ま た は そ れ と 親 和 性 の あ る 物 質 を 含 ん だ 場 所 を 持 つ 固 形 基 板 を 含 む
分 析 装 置 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 固 形 基 板 が 、 Ａ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｅ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｂ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ ， Ｐ Ｇ Ｐ
９ ． ５ 、 Ｇ Ｆ Ａ Ｐ 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン Ｄ シ ン タ ー ゼ 、 ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン 、 ニ ュ ー ロ フ
ィ ラ メ ン ト Ｌ 、 カ ル シ フ ォ シ ン 、 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 調 節 サ ブ ユ ニ ッ ト 、 ユ ビ キ チ ン 融 合 分 解 蛋 白
質 １ 同 族 体 、 ヌ ク レ オ シ ド ジ ホ ス フ ァ ー ト キ ナ ー ゼ Ａ 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン フ ェ ラ ー ゼ
Ｐ 、 カ テ プ シ ン Ｄ 、 Ｄ Ｊ － １ 蛋 白 質 、 ペ ル オ キ シ レ ド キ シ ン ５ 、 お よ び ペ プ チ ジ ル － プ ロ
リ ル ・ シ ス － ト ラ ン ス ・ イ ソ メ ラ ー ゼ Ａ （ シ ク ロ フ ィ リ ン Ａ ） か ら 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ
ド ま た は そ の 変 異 体 も し く は 同 族 体 を 認 識 す る 、 ま た は そ れ に 結 合 す る 、 ま た は そ れ と 親
和 性 の あ る 物 質 を 各 々 含 む 複 数 の 場 所 を 有 す る 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 分 析 装 置 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 物 質 が 抗 体 ま た は 抗 体 片 で あ る 請 求 項 ３ ７ ま た は ３ ８ 記 載 の 分 析 装 置 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
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　 前 記 各 抗 体 が 特 徴 的 に 配 置 さ れ 、 各 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 、 ど ん な ポ リ ペ プ チ ド の 組 み
合 わ せ で も 読 み 取 り が で き る 請 求 項 ３ ９ 記 載 の 分 析 装 置 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 Ａ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ に 対 す る 抗 体 を 含 む 請 求 項 ３ ７ か ら ４ ０ の 内 い ず れ か 記 載 の 分 析 装 置 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 Ｅ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ に 対 す る 抗 体 を 含 む 請 求 項 ３ ７ か ら ４ ０ の 内 い ず れ か 記 載 の 分 析 装 置 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 Ｐ Ｇ Ｐ ９ ． ５ に 対 す る 抗 体 を 含 む 請 求 項 ３ ７ か ら ４ ０ の 内 い ず れ か 記 載 の 分 析 装 置 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 Ｇ Ｆ Ａ Ｐ に 対 す る 抗 体 を 含 む 請 求 項 ３ ７ か ら ４ ０ の 内 い ず れ か 記 載 の 分 析 装 置 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン Ｄ シ ン タ ー ゼ に 対 す る 抗 体 を 含 む 請 求 項 ３ ７ か ら ４ ０ の 内 い ず れ か
記 載 の 分 析 装 置 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン に 対 す る 抗 体 を 含 む 請 求 項 ３ ７ か ら ４ ０ の 内 い ず れ か 記 載 の 分 析 装
置 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン ト Ｌ に 対 す る 抗 体 を 含 む 請 求 項 ３ ７ か ら ４ ０ の 内 い ず れ か 記 載 の 分
析 装 置 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 カ ル シ フ ォ シ ン に 対 す る 抗 体 を 含 む 請 求 項 ３ ７ か ら ４ ０ の 内 い ず れ か 記 載 の 分 析 装 置 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 調 節 サ ブ ユ ニ ッ ト に 対 す る 抗 体 を 含 む 請 求 項 ３ ７ か ら ４ ０ の 内 い ず れ か 記 載
の 分 析 装 置 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 ユ ビ キ チ ン 融 合 分 解 蛋 白 質 １ 同 族 体 に 対 す る 抗 体 を 含 む 請 求 項 ３ ７ か ら ４ ０ の 内 い ず れ
か 記 載 の 分 析 装 置 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 ヌ ク レ オ シ ド ジ ホ ス フ ァ ー ト キ ナ ー ゼ Ａ に 対 す る 抗 体 を 含 む 請 求 項 ３ ７ か ら ４ ０ の 内 い
ず れ か 記 載 の 分 析 装 置 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン フ ェ ラ ー ゼ Ｐ に 対 す る 抗 体 を 含 む 請 求 項 ３ ７ か ら ４ ０ の 内 い ず れ
か 記 載 の 分 析 装 置 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 カ テ プ シ ン Ｄ に 対 す る 抗 体 を 含 む 請 求 項 ３ ７ か ら ４ ０ の 内 い ず れ か 記 載 の 分 析 装 置 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 Ｄ Ｊ － １ 蛋 白 質 に 対 す る 抗 体 を 含 む 請 求 項 ３ ７ か ら ４ ０ の 内 い ず れ か 記 載 の 分 析 装 置 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 ペ ル オ キ シ レ ド キ シ ン ５ に 対 す る 抗 体 を 含 む 請 求 項 ３ ７ か ら ４ ０ の 内 い ず れ か 記 載 の 分
析 装 置 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 ペ プ チ ジ ル － プ ロ リ ル ・ シ ス － ト ラ ン ス ・ イ ソ メ ラ ー ゼ Ａ （ シ ク ロ フ ィ リ ン Ａ ） に 対 す
る 抗 体 を 含 む 請 求 項 ３ ７ か ら ４ ０ の 内 い ず れ か 記 載 の 分 析 装 置 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 請 求 項 ３ ７ か ら ５ ６ 記 載 の い ず れ か の 分 析 装 置 と 、 対 象 か ら 採 取 し た 体 液 サ ン プ ル 中 の
一 つ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド の 量 を 検 出 す る 手 段 と を 含 む 、 脳 障 害 関 連 疾 患 診 断 に 用 い る キ ッ
ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
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　 本 発 明 は 、 脳 障 害 疾 患 の 診 断 方 法 に 関 す る 。 脳 血 管 疾 患 、 痴 呆 、 神 経 組 織 変 性 症 な ど の
脳 障 関 連 疾 患 の ル ー チ ン 検 査 の た め の 生 物 学 的 マ ー カ ー は 現 在 の と こ ろ 無 い 。 本 発 明 は 脳
障 害 疾 患 の 雛 形 と し て 死 亡 患 者 か ら 得 た 脳 脊 髄 液 を 用 い て 、 脳 障 害 関 連 疾 患 の マ ー カ ー を
発 見 し 、 診 断 に 用 い る こ と に 関 わ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 こ こ ２ ０ 年 ほ ど の 間 に 、 脳 障 害 関 連 疾 患 の 患 者 の 脳 脊 髄 液 （ Ｃ Ｓ Ｆ ） や 血 清 で 多 く の 生
物 学 的 マ ー カ ー （ バ イ オ マ ー カ ー ） が 研 究 さ れ て き た 。 ク レ ア チ ン キ ナ ー ゼ － Ｂ Ｂ ［ １ ］
、 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ ［ ２ ］ 、 ミ エ リ ン 塩 基 性 蛋 白 ［ ３ ］ 、 Ｓ １ ０ ０ 蛋 白 質 ［ ４ ］ 、 脳
神 経 特 異 性 エ ノ ラ ー ゼ （ Ｎ Ｓ Ｅ ） ［ ５ ］ 、 神 経 膠 原 線 維 酸 性 蛋 白 ［ ６ ］ 、 そ し て タ ウ （ ta
u） ［ ７ ］ な ど で あ る 。 そ れ ら の 殆 ど が 脳 障 害 疾 患 の 程 度 や 、 臨 床 状 態 や 機 能 面 で の 結 果
の 正 確 な 予 測 の た め の 有 益 な 指 標 で あ る こ と を 証 明 出 来 て い な い 。 実 際 、 そ れ ら の 顕 現 が
遅 い こ と 、 障 害 の あ と の 遅 れ る 反 応 ピ ー ク 、 感 度 や 特 異 性 の 低 さ 、 ま た 、 こ れ ら の 分 子 の
Ｃ Ｆ Ｓ 、 最 終 的 に は 血 清 の 中 へ の 放 出 を 統 制 す る メ カ ニ ズ ム へ の 理 解 の 不 足 な ど が 脳 障 害
関 連 疾 患 の バ イ オ マ ー カ ー の 価 値 の 妨 げ に な っ て き た 。 こ れ ら の 限 界 の お か げ で 、 脳 障 害
疾 患 関 連 の バ イ オ マ ー カ ー の 使 用 は 現 在 の と こ ろ 研 究 段 階 に 限 定 さ れ 、 ど れ も が ル ー チ ン
評 価 の た め に 推 奨 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 Ｗ Ｏ 01/42793は 、 体 液 サ ン プ ル 中 の 心 臓 や 脳 の 脂 肪 酸 結 合 蛋 白 （ H-FABP ま た は B-FABP
） の 濃 度 を 決 め る と い う 、 卒 中 の 診 断 分 析 法 に 関 連 し て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 理 想 的 に は 、 脳 障 害 関 連 疾 患 の 診 断 、 監 視 、 予 後 の た め の マ ー カ ー と し て は 少 な く と も
次 の よ う な 特 性 を 有 し な け れ ば な ら な い 。 （ １ ） 脳 特 異 性 で あ る こ と 。 （ ２ ） 患 者 か ら Ｃ
Ｓ Ｆ サ ン プ ル を 得 る こ と が 困 難 で あ る こ と は 明 白 な の で 、 血 清 の 検 出 が 非 常 に 望 ま し い 。
（ ３ ） 早 く 顕 現 す る こ と 。 （ ４ ） そ の ピ ー ク レ ベ ル 、 代 替 的 に は 連 続 的 な 濃 度 カ ー ブ 下 の
領 域 が 、 脳 障 害 の 程 度 を 反 映 す る こ と 。 （ ５ ） 機 能 上 の 結 果 を 指 し 示 す も の 。 我 々 は こ こ
で 新 た な 脳 障 害 関 連 疾 患 用 バ イ オ マ ー カ ー を 論 証 し 、 こ の 目 的 の た め に 最 も 詳 細 に 評 価 さ
れ て い る 二 つ の 分 子 、 Ｓ １ ０ ０ と Ｎ Ｓ Ｅ と の 比 較 を 行 う 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 我 々 は 、 重 い 脳 障 害 の モ デ ル と し て の 死 亡 患 者 か ら の Ｃ Ｓ Ｆ を プ ロ テ オ ミ ク ス ベ ー ス （
proteomics-based） の 分 析 を 用 い て 、 い か に 脳 障 害 疾 患 用 バ イ オ マ ー カ ー を 識 別 す る か を
述 べ る 。 ま た 、 １ 例 と し て 、 急 性 脳 卒 中 の 患 者 に 関 し て 血 清 Ｆ Ａ Ｂ Ｐ レ ベ ル が Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ
分 析 を 用 い て 順 序 立 て て 決 定 さ れ た あ と 得 ら れ た 結 果 に つ い て 、 Ｓ １ ０ ０ や Ｎ Ｓ Ｅ と 比 較
し て レ ポ ー ト す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 第 １ の 目 的 は 、 健 康 な ド ナ ー の 脳 脊 髄 液 に 比 べ 死 亡 患 者 の 脳 脊 髄 液 の レ ベ ル が
高 ま る ポ リ ペ プ チ ド を 構 成 す る 成 分 を 提 供 す る こ と で あ る 。 同 じ 目 的 の た め に 、 上 記 ポ リ
ペ プ チ ド か ら 誘 引 さ れ る 抗 体 の 組 成 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 第 ２ の 目 的 は 、 脳 血 管 疾 患 、 痴 呆 、 脳 神 経 変 性 疾 患 を 含 む 脳 障 害 関 連 疾 患 の 診
断 や 予 後 に お い て 、 創 意 に 富 む 組 成 物 を 用 い る 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
　 本 発 明 は 以 下 の も の を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 　 ・ 　 脳 障 害 関 連 疾 患 も し く は そ の 可 能 性 を 、 罹 病 し て い る と 疑 わ れ る 対 象 物 に お い て
診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 対 象 か ら 取 っ た 体 液 サ ン プ ル 中 の 、 Ａ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｅ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ
、 Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｂ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｐ Ｇ Ｐ ９ ． ５ 、 Ｇ Ｆ Ａ Ｐ 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン Ｄ シ ン タ
ー ゼ 、 ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン 、 ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン ト Ｌ 、 カ ル シ フ ォ シ ン 、 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 調 節
サ ブ ユ ニ ッ ト (RNA binding regulatory subunit)、 ユ ビ キ チ ン 融 合 分 解 蛋 白 質 １ 同 族 体 (U
biquitin fusion degradation protein 1 homolog)、 ヌ ク レ オ シ ド ジ ホ ス フ ァ ー ト キ ナ ー
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ゼ Ａ 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン フ ェ ラ ー ゼ Ｐ 、 カ テ プ シ ン Ｄ 、 Ｄ Ｊ － １ 蛋 白 質 、 ペ ル オ キ シ
レ ド キ シ ン ５ 、 お よ び ペ プ チ ジ ル － プ ロ リ ル ・ シ ス － ト ラ ン ス ・ イ ソ メ ラ ー ゼ Ａ （ シ ク ロ
フ ィ リ ン Ａ ） の 中 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ の ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 変 異 体 ま た は
同 族 体 を 検 出 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 　 （ ２ ） ポ リ ペ プ チ ド が 、 脳 障 害 関 連 疾 患 に 冒 さ れ て い る 対 象 の 体 液 中 と 脳 障 害 関 連 疾
患 に 冒 さ れ て い な い 対 象 の 体 液 中 で 差 異 的 に 含 ま れ 、 ま た 、 サ ン プ ル 中 の ポ リ ペ プ チ ド の
濃 度 が 脳 障 害 関 連 疾 患 の 診 断 と 一 致 性 を 持 っ て い る か を 決 定 す る こ と を 含 む １ の 方 法 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 　 （ ３ ） 濃 度 の 検 出 ま た は 決 定 に ポ リ ペ プ チ ド の 抗 体 を 用 い る １ ま た は ２ の 方 法 。
　 　 （ ４ ） 体 液 が 、 脳 脊 髄 液 、 血 漿 、 血 清 、 血 液 、 涙 、 尿 、 ま た は 唾 液 で あ る １ か ら ３ の
内 い ず れ か の 方 法 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 　 （ ５ ） ポ リ ペ プ チ ド が 、 脳 障 害 関 連 疾 患 に 冒 さ れ て い る 対 象 の 体 液 中 に 存 在 し て 、 脳
障 害 関 連 疾 患 に 冒 さ れ て い な い 対 象 の 体 液 中 に は 存 在 し な い 、 そ の た め 体 液 サ ン プ ル 中 の
ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 が 脳 障 害 関 連 疾 患 の 表 示 と な る 、 １ か ら ４ の 内 い ず れ か の 方 法 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 　 （ ６ ） ポ リ ペ プ チ ド が 、 脳 障 害 関 連 疾 患 に 冒 さ れ て い る 対 象 の 体 液 中 に 存 在 し な い で
、 脳 障 害 関 連 疾 患 に 冒 さ れ て い な い 対 象 の 体 液 中 に は 存 在 す る 、 そ の た め 体 液 サ ン プ ル 中
の ポ リ ペ プ チ ド の 非 存 在 が 脳 障 害 関 連 疾 患 の 表 示 と な る 、 １ か ら ４ の 内 い ず れ か の 方 法 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 　 （ ７ ） サ ン プ ル の 中 に 複 数 の ペ プ チ ド が 検 出 さ れ る １ か ら ６ の 内 い ず れ か の 方 法 。
　 　 （ ８ ） 脳 障 害 関 連 疾 患 に 冒 さ れ た 対 象 と 脳 障 害 関 連 疾 患 に 冒 さ れ て い な い 対 象 の 体 液
中 で 、 ポ リ ペ プ チ ド の 遷 移 後 の 変 性 し 易 さ (subject to post-translational modificatio
n)が 差 異 的 で あ っ て 、 サ ン プ ル 中 の ポ リ ペ プ チ ド の 遷 移 後 変 性 (post-translational modi
fication)を 検 出 し 、 そ れ が 脳 障 害 関 連 疾 患 の 診 断 と 一 致 す る か ど う か を 決 定 す る １ か ら
７ の 内 い ず れ か の 方 法 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 　 （ ９ ） 遷 移 後 変 性 (post-translational modification)が Ｎ － グ リ コ シ ラ チ オ ン を 含
む ８ の 方 法 。
　 　 （ １ ０ ） 脳 障 害 関 連 疾 患 が 卒 中 で あ っ て 、 ポ リ ペ プ チ ド が ユ ビ キ チ ン 融 合 分 解 蛋 白 質
１ 同 族 体 (Ubiquitin fusion degradation protein 1 homolog)で あ る １ か ら ９ の 内 い ず れ
か の 方 法 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 　 （ １ １ ） 脳 障 害 関 連 疾 患 が 卒 中 で あ っ て 、 ポ リ ペ プ チ ド が Ｒ Ｎ Ａ 結 合 調 節 サ ブ ユ ニ ッ
ト (RNA binding regulatory subunit)で あ る １ か ら ９ の 内 い ず れ か の 方 法 。
　 　 （ １ ２ ） 脳 障 害 関 連 疾 患 が 卒 中 で あ っ て 、 ポ リ ペ プ チ ド が ヌ ク レ オ シ ド ジ ホ ス フ ァ ー
ト キ ナ ー ゼ Ａ で あ る １ か ら ９ の 内 い ず れ か の 方 法 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 （ １ ３ ） ユ ビ キ チ ン 融 合 分 解 蛋 白 質 １ 同 族 体 、 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 調 節 サ ブ ユ ニ ッ ト 、 ヌ ク レ オ
シ ド ジ ホ ス フ ァ ー ト キ ナ ー ゼ Ａ 、 Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ に 対 す る 抗 体 の う ち ２ 個 以 上 の マ ー カ ー を
選 択 し 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト (microtiter plate)の 一 つ の ウ ェ ル に 用 い
る １ ０ か ら １ ２ の 内 い ず れ か の 方 法 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 （ １ ４ ） 一 つ の ウ ェ ル に 上 記 ４ つ の マ ー カ ー を す べ て 用 い る １ ３ の 方 法 。
　 （ １ ５ ） ユ ビ キ チ ン 融 合 分 解 蛋 白 質 １ 同 族 体 (Ubiquitin fusion degradation protein 
1 homolog)、 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 調 節 サ ブ ユ ニ ッ ト (RNA binding regulatory subunit)、 ヌ ク レ オ
シ ド ジ ホ ス フ ァ ー ト キ ナ ー ゼ Ａ 、 Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ か ら 選 択 さ れ た ２ 個 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド が
個 別 に 分 析 さ れ 、 診 断 の た め に 予 測 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い る １ ０ か ら １ ２ の 内 い ず れ か の 方
法 。
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【 ０ ０ １ ８ 】
　 （ １ ６ ） Ａ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｅ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｂ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｐ Ｇ Ｐ ９ ． ５ 、
Ｇ Ｆ Ａ Ｐ 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン Ｄ シ ン タ ー ゼ 、 ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン 、 ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン
ト Ｌ 、 カ ル シ フ ォ シ ン 、 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 調 節 サ ブ ユ ニ ッ ト (RNA binding regulatory subunit)
、 ユ ビ キ チ ン 融 合 分 解 蛋 白 質 １ 同 族 体 (Ubiquitin fusion degradation protein 1 homolo
g)、 ヌ ク レ オ シ ド ジ ホ ス フ ァ ー ト キ ナ ー ゼ Ａ 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン フ ェ ラ ー ゼ Ｐ 、 カ テ
プ シ ン Ｄ 、 Ｄ Ｊ － １ 蛋 白 質 、 ペ ル オ キ シ レ ド キ シ ン ５ 、 お よ び ペ プ チ ジ ル － プ ロ リ ル ・ シ
ス － ト ラ ン ス ・ イ ソ メ ラ ー ゼ Ａ （ シ ク ロ フ ィ リ ン Ａ ） か ら 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ま た は
そ の 変 異 体 も し く は 同 族 体 、 ま た は 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の 組 み 合 わ せ の 、 脳 障 害 関 連 疾 患 に
関 連 す る 診 断 、 予 後 、 お よ び 治 療 の 応 用 へ の 使 用 方 法 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 （ １ ７ ） 上 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 脳 障 害 関 連 疾 患 に 冒 さ れ て い る 対 象 と 脳 障 害 関 連 疾 患 に
冒 さ れ て い な い 対 象 と で 差 異 的 に 含 ま れ て い る １ ６ 記 載 の 使 用 方 法 。
　 （ １ ８ ） Ａ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｅ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｂ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｐ Ｇ Ｐ ９ ． ５ 、
Ｇ Ｆ Ａ Ｐ 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン Ｄ シ ン タ ー ゼ 、 ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン 、 ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン
ト Ｌ 、 カ ル シ フ ォ シ ン 、 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 調 節 サ ブ ユ ニ ッ ト (RNA binding regulatory subunit)
、 ユ ビ キ チ ン 融 合 分 解 蛋 白 質 １ 同 族 体 (Ubiquitin fusion degradation protein 1 homolo
g)、 ヌ ク レ オ シ ド ジ ホ ス フ ァ ー ト キ ナ ー ゼ Ａ 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン フ ェ ラ ー ゼ Ｐ 、 カ テ
プ シ ン Ｄ 、 Ｄ Ｊ － １ 蛋 白 質 、 ペ ル オ キ シ レ ド キ シ ン ５ 、 お よ び ペ プ チ ジ ル － プ ロ リ ル ・ シ
ス － ト ラ ン ス ・ イ ソ メ ラ ー ゼ Ａ （ シ ク ロ フ ィ リ ン Ａ ） か ら 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ま た は
そ の 変 異 体 も し く は 同 族 体 を 認 識 す る 、 ま た は そ れ に 結 合 す る 、 ま た は そ れ と 親 和 性 の あ
る 物 質 の 、 脳 障 害 関 連 疾 患 に 関 す る 診 断 、 予 後 、 治 療 の 応 用 へ の 使 用 方 法 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 （ １ ９ ） Ａ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｅ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｂ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｐ Ｇ Ｐ ９ ． ５ 、
Ｇ Ｆ Ａ Ｐ 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン Ｄ シ ン タ ー ゼ 、 ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン 、 ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン
ト Ｌ 、 カ ル シ フ ォ シ ン 、 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 調 節 サ ブ ユ ニ ッ ト (RNA binding regulatory subunit)
、 ユ ビ キ チ ン 融 合 分 解 蛋 白 質 １ 同 族 体 (Ubiquitin fusion degradation protein 1 homolo
g)、 ヌ ク レ オ シ ド ジ ホ ス フ ァ ー ト キ ナ ー ゼ Ａ 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン フ ェ ラ ー ゼ Ｐ 、 カ テ
プ シ ン Ｄ 、 Ｄ Ｊ － １ 蛋 白 質 、 ペ ル オ キ シ レ ド キ シ ン ５ 、 お よ び ペ プ チ ジ ル － プ ロ リ ル ・ シ
ス － ト ラ ン ス ・ イ ソ メ ラ ー ゼ Ａ （ シ ク ロ フ ィ リ ン Ａ ） か ら 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ま た は
そ の 変 異 体 も し く は 同 族 体 を 認 識 す る 、 ま た は そ れ に 結 合 す る 、 ま た は そ れ と 親 和 性 の あ
る 物 質 の 組 み 合 わ せ を 用 い る １ ８ 記 載 の 使 用 方 法 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 （ ２ ０ ） 上 記 物 質 が 、 抗 体 ま た は 抗 体 片 で あ る １ ８ ま た は １ ９ 記 載 の 使 用 方 法 。
　 （ ２ １ ） 上 記 物 質 が 、 Ａ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ に 対 す る 抗 体 で あ る ２ ０ 記 載 の 使 用 方 法 。
　 （ ２ ２ ） 上 記 物 質 が 、 Ｅ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ に 対 す る 抗 体 で あ る ２ ０ 記 載 の 使 用 方 法 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 （ ２ ３ ） 上 記 物 質 が 、 Ｐ Ｇ Ｐ ９ ． ５ に 対 す る 抗 体 で あ る ２ ０ 記 載 の 使 用 方 法 。
　 （ ２ ４ ） 上 記 物 質 が 、 Ｇ Ｆ Ａ Ｐ に 対 す る 抗 体 で あ る ２ ０ 記 載 の 使 用 方 法 。
　 （ ２ ５ ） 上 記 物 質 が 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン Ｄ シ ン タ ー ゼ に 対 す る 抗 体 で あ る ２ ０ 記 載 の
使 用 方 法 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 （ ２ ６ ） 上 記 物 質 が 、 ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン に 対 す る 抗 体 で あ る ２ ０ 記 載 の 使 用 方 法 。
　 （ ２ ７ ） 上 記 物 質 が 、 ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン ト Ｌ に 対 す る 抗 体 で あ る ２ ０ 記 載 の 使 用 方 法
。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 （ ２ ８ ） 上 記 物 質 が 、 カ ル シ フ ォ シ ン に 対 す る 抗 体 で あ る ２ ０ 記 載 の 使 用 方 法 。
　 （ ２ ９ ） 上 記 物 質 が 、 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 調 節 サ ブ ユ ニ ッ ト (RNA binding regulatory subunit)
に 対 す る 抗 体 で あ る ２ ０ 記 載 の 使 用 方 法 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
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　 （ ３ ０ ） 上 記 物 質 が 、 ユ ビ キ チ ン 融 合 分 解 蛋 白 質 １ 同 族 体 (Ubiquitin fusion degradat
ion protein 1 homolog)に 対 す る 抗 体 で あ る ２ ０ 記 載 の 使 用 方 法 。
　 （ ３ １ ） 上 記 物 質 が 、 ヌ ク レ オ シ ド ジ ホ ス フ ァ ー ト キ ナ ー ゼ Ａ に 対 す る 抗 体 で あ る ２ ０
記 載 の 使 用 方 法 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 （ ３ ２ ） 上 記 物 質 が 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン フ ェ ラ ー ゼ Ｐ に 対 す る 抗 体 で あ る ２ ０ 記 載
の 使 用 方 法 。
　 （ ３ ３ ） 上 記 物 質 が 、 カ テ プ シ ン Ｄ に 対 す る 抗 体 で あ る ２ ０ 記 載 の 使 用 方 法 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 （ ３ ４ ） 上 記 物 質 が 、 Ｄ Ｊ － １ 蛋 白 質 に 対 す る 抗 体 で あ る ２ ０ 記 載 の 使 用 方 法 。
　 （ ３ ５ ） 上 記 物 質 が 、 ペ ル オ キ シ レ ド キ シ ン ５ に 対 す る 抗 体 で あ る ２ ０ 記 載 の 使 用 方 法
。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 （ ３ ６ ） 上 記 物 質 が 、 ペ プ チ ジ ル － プ ロ リ ル ・ シ ス － ト ラ ン ス ・ イ ソ メ ラ ー ゼ Ａ （ シ ク
ロ フ ィ リ ン Ａ ） に 対 す る 抗 体 で あ る ２ ０ 記 載 の 使 用 方 法 。
　 （ ３ ７ ） 脳 障 害 関 連 疾 患 に 関 す る 診 断 の た め に 用 い ら れ る 分 析 装 置 で あ っ て 、 Ａ － Ｆ Ａ
Ｂ Ｐ 、 Ｅ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｂ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｐ Ｇ Ｐ ９ ． ５ 、 Ｇ Ｆ Ａ Ｐ 、 プ ロ ス タ
グ ラ ン ジ ン Ｄ シ ン タ ー ゼ 、 ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン 、 ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン ト Ｌ 、 カ ル シ フ ォ シ
ン 、 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 調 節 サ ブ ユ ニ ッ ト (RNA binding regulatory subunit)、 ユ ビ キ チ ン 融 合 分
解 蛋 白 質 １ 同 族 体 (Ubiquitin fusion degradation protein 1 homolog)、 ヌ ク レ オ シ ド ジ
ホ ス フ ァ ー ト キ ナ ー ゼ Ａ 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン フ ェ ラ ー ゼ Ｐ 、 カ テ プ シ ン Ｄ 、 Ｄ Ｊ － １
蛋 白 質 、 ペ ル オ キ シ レ ド キ シ ン ５ 、 お よ び ペ プ チ ジ ル － プ ロ リ ル ・ シ ス － ト ラ ン ス ・ イ ソ
メ ラ ー ゼ Ａ （ シ ク ロ フ ィ リ ン Ａ ） か ら 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 変 異 体 も し く は
同 族 体 を 認 識 す る 、 ま た は そ れ に 結 合 す る 、 ま た は そ れ と 親 和 性 の あ る 物 質 を 含 ん だ 場 所
を 有 す る 固 形 基 板 を 含 む 分 析 装 置 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 （ ３ ８ ） 上 記 固 形 基 板 が 、 Ａ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｅ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｂ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ
、 Ｐ Ｇ Ｐ ９ ． ５ 、 Ｇ Ｆ Ａ Ｐ 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン Ｄ シ ン タ ー ゼ 、 ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン 、 ニ
ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン ト Ｌ 、 カ ル シ フ ォ シ ン 、 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 調 節 サ ブ ユ ニ ッ ト (RNA binding reg
ulatory subunit)、 ユ ビ キ チ ン 融 合 分 解 蛋 白 質 １ 同 族 体 (Ubiquitin fusion degradation 
protein 1 homolog)、 ヌ ク レ オ シ ド ジ ホ ス フ ァ ー ト キ ナ ー ゼ Ａ 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン フ
ェ ラ ー ゼ Ｐ 、 カ テ プ シ ン Ｄ 、 Ｄ Ｊ － １ 蛋 白 質 、 ペ ル オ キ シ レ ド キ シ ン ５ 、 お よ び ペ プ チ ジ
ル － プ ロ リ ル ・ シ ス － ト ラ ン ス ・ イ ソ メ ラ ー ゼ Ａ （ シ ク ロ フ ィ リ ン Ａ ） か ら 選 択 さ れ た ポ
リ ペ プ チ ド ま た は そ の 変 異 体 も し く は 同 族 体 を 認 識 す る 、 ま た は そ れ に 結 合 す る 、 ま た は
そ れ と 親 和 性 の あ る 物 質 を 各 々 含 む 複 数 の 場 所 を 有 す る ３ ７ 記 載 の 分 析 装 置 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 （ ３ ９ ） 上 記 物 質 が 抗 体 ま た は 抗 体 片 で あ る ３ ７ ま た は ３ ８ 記 載 の 分 析 装 置 。
　 （ ４ ０ ） 上 記 各 抗 体 が 特 徴 的 に 配 置 さ れ 、 各 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 、 ど ん な ポ リ ペ プ チ
ド の 組 み 合 わ せ で も 読 み 取 り が で き る 上 記 ３ ９ 記 載 の 分 析 装 置 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 （ ４ １ ） Ａ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ に 対 す る 抗 体 を 含 む 、 上 記 ３ ７ か ら ４ ０ の 内 い ず れ か の 分 析 装 置
。
　 （ ４ ２ ） Ｅ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ に 対 す る 抗 体 を 含 む 、 上 記 ３ ７ か ら ４ ０ の 内 い ず れ か の 分 析 装 置
。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 （ ４ ３ ） Ｐ Ｇ Ｐ ９ ． ５ に 対 す る 抗 体 を 含 む 、 上 記 ３ ７ か ら ４ ０ の 内 い ず れ か の 分 析 装 置
。
　 （ ４ ４ ） Ｇ Ｆ Ａ Ｐ に 対 す る 抗 体 を 含 む 、 上 記 ３ ７ か ら ４ ０ の 内 い ず れ か の 分 析 装 置 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 （ ４ ５ ） プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン Ｄ シ ン タ ー ゼ に 対 す る 抗 体 を 含 む 、 上 記 ３ ７ か ら ４ ０ の 内
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い ず れ か の 分 析 装 置 。
　 （ ４ ６ ） ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン に 対 す る 抗 体 を 含 む 、 上 記 ３ ７ か ら ４ ０ の 内 い ず れ か の 分
析 装 置 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 （ ４ ７ ） ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン ト Ｌ に 対 す る 抗 体 を 含 む 、 上 記 ３ ７ か ら ４ ０ の 内 い ず れ か
の 分 析 装 置 。
　 （ ４ ８ ） カ ル シ フ ォ シ ン に 対 す る 抗 体 を 含 む 、 上 記 ３ ７ か ら ４ ０ の 内 い ず れ か の 分 析 装
置 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 （ ４ ９ ） Ｒ Ｎ Ａ 結 合 調 節 サ ブ ユ ニ ッ ト (RNA binding regulatory subunit)に 対 す る 抗 体
を 含 む 、 上 記 ３ ７ か ら ４ ０ の 内 い ず れ か の 分 析 装 置 。
　 （ ５ ０ ） ユ ビ キ チ ン 融 合 分 解 蛋 白 質 １ 同 族 体 (Ubiquitin fusion degradation protein 
1 homolog)に 対 す る 抗 体 を 含 む 、 上 記 ３ ７ か ら ４ ０ の 内 い ず れ か の 分 析 装 置 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 （ ５ １ ） ヌ ク レ オ シ ド ジ ホ ス フ ァ ー ト キ ナ ー ゼ Ａ に 対 す る 抗 体 を 含 む 、 上 記 ３ ７ か ら ４
０ の 内 い ず れ か の 分 析 装 置 。
　 （ ５ ２ ） グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン フ ェ ラ ー ゼ Ｐ に 対 す る 抗 体 を 含 む 、 上 記 ３ ７ か ら ４ ０ の
内 い ず れ か の 分 析 装 置 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 （ ５ ３ ） カ テ プ シ ン Ｄ に 対 す る 抗 体 を 含 む 、 上 記 ３ ７ か ら ４ ０ の 内 い ず れ か の 分 析 装 置
。
　 （ ５ ４ ） Ｄ Ｊ － １ 蛋 白 質 に 対 す る 抗 体 を 含 む 、 上 記 ３ ７ か ら ４ ０ の 内 い ず れ か の 分 析 装
置 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 （ ５ ５ ） ペ ル オ キ シ レ ド キ シ ン ５ に 対 す る 抗 体 を 含 む 、 上 記 ３ ７ か ら ４ ０ の 内 い ず れ か
の 分 析 装 置 。
　 （ ５ ６ ） ペ プ チ ジ ル － プ ロ リ ル ・ シ ス － ト ラ ン ス ・ イ ソ メ ラ ー ゼ Ａ （ シ ク ロ フ ィ リ ン Ａ
） に 対 す る 抗 体 を 含 む 、 上 記 ３ ７ か ら ４ ０ の 内 い ず れ か の 分 析 装 置 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 （ ５ ７ ） ３ ７ か ら ５ ６ 記 載 の い ず れ か の 分 析 装 置 と 、 対 象 か ら 採 取 し た 体 液 サ ン プ ル 中
の 一 つ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド の 量 を 検 出 す る 手 段 と を 含 む 、 脳 障 害 関 連 疾 患 診 断 に 用 い る キ
ッ ト 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 に 用 い る 新 し い マ ー カ ー は 以 下 の も の で あ る 。
　 A-FABP(P15090)。 こ れ は 以 下 の シ ー ケ ン ス (SEQ ID NO.1)を 有 す る :
1 CDAFVGTWKLVSSENFDDYMKEVGVGFATRKVAGMAKPNMIISVNGDVITIKSESTFKNTEISFILGQEFDEVTADDR
KVKSTITLDGGVLVHVQKWDGKSTTIKRKREDDKLVVECVMKGVTSTRVYERA 131
　 E-FABP(Q01469)。 こ れ は 以 下 の シ ー ケ ン ス  (SEQ ID NO.2)を 有 す る :
1 MATVQQLEGRWRLVDSKGFDEYMKELGVGIALRKMGAMAKPDCIITCDGKNLTIKTESTLKTTQFSCTLGEKFEETTA
DGRKTQTVCNFTDGALVQHQEWDGKESTITRKLKDGKLVVECVMNNVTCTRIYEKVE 135
　 PGP 9.5 (P09936)。 こ れ は 以 下 の シ ー ケ ン ス  (SEQ ID NO.3)を 有 す る :
1 MQLKPMEINP EMLNKVLSRL GVAGQWRFVD VLGLEEESLG SVPAPACALL LLFPLTAQHE 60
NFRKKQIEEL KGQEVSPKVY FMKQTIGNSC GTIGLIHAVA NNQDKLGFED GSVLKQFLSE 120
TEKMSPEDRA KCFEKNEAIQ AAHDAVAQEG QCRVDDKVNF HFILFNNVDG HLYELDGRMP 180
FPVNHGASSE DTLLKDAAKV CREFTEREQG EVRFSAVALCKAA 223
　 GFAP　 (14136)。 こ れ は 以 下 の シ ー ケ ン ス  (SEQ ID NO.4)を 有 す る :
1MERRRITSAA RRSYVSSGEM MVGGLAPGRR LGPGTRLSLA RMPPPLPTRV DFSLAGALNA 60
GFKETRASER AEMMELNDRF ASYIEKVRFL EQQNKALAAE LNQLRAKEPT KLADVYQAEL 120
RELRLRLDQL TANSARLEVE RDNLAQDLAT VRQKLQDETN LRLEAENNLA AYRQEADEAT180
LARLDLERKI ESLEEEIRFL RKIHEEEVRE LQEQLARQQV HVELDVAKPD LTAALKEIRT240 QYEAMASSNM 
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HEAEEWYRSK FADLTDAAAR NAELLRQAKH EANDYRRQLQ SLTCDLESLR 300
GTNESLERQM REQEERHVRE AASYQEALAR LEEEGQSLKD EMARHLQEYQ DLLNVKLALD 360
IEIATYRKLL EGEENRITIP VQTFSNLQIR ETSLDTKSVS EGHLKRNIVV KTVEMRDGEV 420
IKESKQEHKD VM 432
　 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン Ｄ シ ン タ ー ゼ  (P41222)。 こ れ は 以 下 の シ ー ケ ン ス  (SEQ ID N0.5)
を 有 す る :
23 APEAQVSV QPNFQQDKFL GRWFSAGLAS NSSWLREKKA 60
ALSMCKSVVA PATDGGLNLT STFLRKNQCE TRTMLLQPAG SLGSYSYRSP HWGSTYSVSV 120
VETDYDQYAL LYSQGSKGPG EDFRMATLYS RTQTPRAELK EKFTAFCKAQ GFTEDTIVFL 180
PQTDKCMTEQ
　 ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン (P17677)。 こ れ は 以 下 の シ ー ケ ン ス  (SEQ ID N0.6)を 有 す る :
1 MLCCMRRTKQ VEKNDDDQKI EQDGIKPEDK AHKAATKIQA SFRGHITRKK LKGEKKDDVQ 60
AAEAEANKKD EAPVADGVEK KGEGTTTAEA APATGSKPDE PGKAGETPSE EKKGEGDAAT 120
EQAAPQAPAS SEEKAGSAET ESATKASTDN SPSSKAEDAP AKEEPKQADV PAAVTAAAAT 180 
TPAAEDAAAK ATAQPPTETG ESSQAEENIE AVDETKPKES ARQDEGKEEE PEADQEHA 238
　 ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン ト Ｌ (P07196)。 こ れ は 以 下 の シ ー ケ ン ス  (SEQ ID NO.7)を 有 す る :
1 SSFSYEPYYS TSYKRRYVET PRVHISVRSG YSTARSAYSS YSAPVSSSLS VRRSYSSSSG 60
SLMPSLENLD LSQVAAISND LKSIRTQEKA QLQDLNDRFA SFIERVHELE QQNKVLEAEL 120
LVLRQKHSEP SRFRALYEQE IRDLRLAAED ATTNEKQALR GEREEGLEET LRNLQARYEE 180
EVLSREDAEG RLMERRKGAD EAALARAELE KRIDSLMDEI SFLKKVHEEE IAELQAQIQY 240
AQISVEMDVT KPDLSAALKD IRAQYEKLAA KNMQNAEEWF KSRFTVLTES AAKNTDAVRA 300
AKDEVSESRR LLKAKTLEIE ACRGMNEALE KQLQELEDKQ NADISAMQDT INKLENELRT 360
TKSEMARYLK EYQDLLNVKM ALDIEIAAYR KLLEGEETRL SFTSVGSITS GYSQSSQVFG 420
RSAYGGLQTS SYLMSTRSFP SYYTSHVQEE QTEVEETIEA SKAEEAKDEP PSEGEAEEEE 480
KDKEEAEEEE AAEEEEAAKE ESEEAKEEEE GGEGEEGEET KEAEEEEKKV EGAGEEQAAK 540
KKD 543
　 カ ル シ フ ォ シ ン (Q13938)。 こ れ は 以 下 の シ ー ケ ン ス  (SEQ ID NO.8)を 有 す る :
1 MDAVDATMEK LRAQCLSRGA SGIQGLARFF RQLDRDGSRS LDADEFRQGL AKLGLVLDQA 60
EAEGVCRKWD RNGSGTLDLE EFLRALRPPM SQAREAVIAA AFAKLDRSGD GVVTVDDLRG 120
VYSGRAHPKV RSGEWTEDEV LRRFLDNFDS SEKDGQVTLA EFQDYYSGVS ASMNTDEEFV 180
AMMTSAWQL 189
　 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 調 節 サ ブ ユ ニ ッ ト (RNA binding regulatory subunit)(014805)。 こ れ は RNA-
BPと も 称 し 、 以 下 の シ ー ケ ン ス  (SEQ ID NO.9)を 有 す る :
1MASKRALVIL AKGAEEMETV IPVDMRRAG IKVTVAGLAG KDPVQCSRDV VICPDASLED 60
AKKEGPYDVV VLPGGNLGAQ NLSESAAVKE ILKEQENRKG LIAAICAGPT ALLAHEIGFG 120
SKVTTHPLAK DKMMNGGHYT YSENRVEKDG LILTSRGPGT SFEFALAIVE ALNGKEVAAQ 180
VKAPLVLKD 189
　 ユ ビ キ チ ン 融 合 分 解 蛋 白 質 １ 同 族 体 (Ubiquitin fusion degradation protein 1 homolo
g)(Q92890)。 こ れ は UFD1ま た は  UFDP1と も 称 し 、 以 下 の シ ー ケ ン ス  (SEQ ID NO.10)を 有
す る :
1 MFSFNMFDHP IPRVFQNRFS TQYRCFSVSM LAGPNDRSDV EKGGKIIMPP SALDQLSRLN 60
ITYPMLFKLT NKNSDRMTHC GVLEFVADEG ICYLPHWMMQ NLLLEEDGLV QLETVNLQVA 120
TYSKSKFCYL PHWMMQNLLL EEGGLVQVES VNLQVATYSK FQPQSPDFLD ITNPKAVLEN 180
ALRNFACLTT GDVIAINYNE KIYELRVMET KPDKAVSIIE CDMNVDFDAP LGYKEPERQV 240
QHEESTEGEA DHSGYAGELG FRAFSGSGNR LDGKKKGVEP SPSPIKPGDI KRGIPNYEFK 300
LGKITFIRNS RPLVKKVEED EAGGRFVAFS GEGQSLRKKG RKP 343
　 ヌ ク レ オ シ ド ジ ホ ス フ ァ ー ト キ ナ ー ゼ Ａ (P15531)。 こ れ は NDK Aと も 称 し 、 以 下 の シ ー
ケ ン ス  (SEQ ID NO11)を 有 す る :
1 MANCERTFIA IKPDGVQRGL VGEIIKRFEQ KGFRLVGLKF MQASEDLLKE HYVDLKDRPF 60
FAGLVKYMHS GPVVAMVWEG LNVVKTGRVM LGETNPADSK PGTIRGDFCI QVGRNIIHGS 120

10

20

30

40

50

(11) JP 2007-506086 A 2007.3.15



DSVESAEKEI GLWFHPEELV DYTSCAQNWI YE 152
　 グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン フ ェ ラ ー ゼ Ｐ (P09211)。 こ れ は 以 下 の シ ー ケ ン ス  (SEQ ID NO.12
)を 有 す る :
1 PPYTVVYFPV RGRCAALRML LADQGQSWKE EVVTVETWQE GSLKASCLYG QLPKFQDGDL 60
TLYQSNTILR HLGRTLGLYG KDQQEAALVD MVNDGVEDLR CKYISLIYTN YEAGKDDYVK 120
ALPGQLKPFE TLLSQNQGGK TFIVGDQISF ADYNLLDLLL IHEVLAPGCL DAFPLLSAYV 180
GRLSARPKLK AFLASPEYVN LPINGNGKQ 209
　 カ テ プ シ ン Ｄ (P07339)。 こ れ は 以 下 の シ ー ケ ン ス  (SEQ ID NO. 13)を 有 す る :
65 GPIPEV LKNYMDAQYY GEIGIGTPPQ CFTVVFDTGS SNLWVPSIHC KLLDIACWIH 120
HKYNSDKSST YVKNGTSFDI HYGSGSLSGY LSQDTVSVPC QSASSASALG GVKVERQVFG 180
EATKQPGITF IAAKFDGILG MAYPRISVNN VLPVFDNLMQ QKLVDQNIFS FYLSRDPDAQ 240
PGGELMLGGT DSKYYKGSLS YLNVTRKAYW QVHLDQVEVA SGLTLCKEGC EAIVDTGTSL 300
MVGPVDEVRE LQKAIGAVPL IQGEYMIPCE KVSTLPAITL KLGGKGYKLS PEDYTLKVSQ 360
AGKTLCLSGF MGMDIPPPSG PLWILGDVFI GRYYTVFDRD NNRVGFAEAA RL 412
　 Ｄ Ｊ － １ 蛋 白 質 (Q99497)。 こ れ は 以 下 の シ ー ケ ン ス  (SEQ　 ID NO.14)を 有 す る :
1 MASKRALVIL AKGAEEMETV IPVDVMRRAG IKVTVAGLAG KDPVQCSRDV VICPDASLED 60
AKKEGPYDVV VLPGGNLGAQ NLSESAAVKE ILKEQENRKG LIAAICAGPT ALLAHEIGCG 120
SKVTTHPLAK DKMMNGGHYT YSENRVEKDG LILTSRGPGT SFEFALAIVE ALNGKEVAAQ 180
VKAPLVLKD 189
　 ペ ル オ キ シ レ ド キ シ ン ５ (P30044)。 こ れ は 以 下 の シ ー ケ ン ス  (SEQ ID N0.15)を 有 す る :
1 MGLAGVCALR RSAGYILVGG AGGQSAAAAA RRCSEGEWAS GGVRSFSRAA AAMAPIKVGD 60
AIPAVEVFEG EPGNKVNLAE LFKGKKGVLF GVPGAFTPGC SKTHLPGFVE  QAEALKAKGV 120
QVVACLSVND AFVTGEWGRA HKAEGKVRLL ADPTGAFGKE TDLLLDDSLV SIFGNRRLKR 180
FSMVVQDGIV KALNVEPDGT GLTCSLAPNI ISQL 214
　 ペ プ チ ジ ル － プ ロ リ ル ・ シ ス － ト ラ ン ス ・ イ ソ メ ラ ー ゼ Ａ (P05092)。 こ れ は 以 下 の シ ー
ケ ン ス (SEQ ID NO.16)を 有 す る ;
1 VNPTVFFDIA VDGEPLGRVS FELFADKVPK TAENFRALST GEKGFGYKGS CFHRIIPGFM 60
CQGGDFTRHN GTGGKSIYGE KFEDENFILK HTGPGILSMA NAGPNTNGSQ FFICTAKTEW 120
LDGKHVVFGK VKEGMNIVEA MERFGSRNGK TSKKITIADC GQLE 164
　 本 発 明 に 有 用 な ポ リ ペ プ チ ド は 上 記 の シ ー ケ ン ス に 限 定 さ れ な い で 、 そ の 同 族 体 、 変 異
体 も 含 ま れ る 。 同 族 体 と は 、 ポ リ ペ プ チ ド の シ ー ケ ン ス に 自 然 に 起 こ る 変 種 で 、 与 え ら れ
た シ ー ケ ン ス と 高 度 の 相 同 性 を 有 し 、 か つ 、 実 質 的 に 同 一 の 機 能 的 、 免 疫 学 的 な 性 状 を 持
つ も の と 定 義 す る 。 変 異 体 と は 、 人 工 的 に 創 造 さ れ た 変 種 と 定 義 す る 。 高 度 の 相 同 性 と は
、 少 な く と も ９ ０ ％ 、 好 適 に は ９ ５ ％ 、 も っ と も 好 適 に は ９ ９ ％ の 相 同 性 を 指 す 。 変 種 は
単 一 種 内 ま た は 異 種 間 で 起 こ る 。 上 記 シ ー ケ ン ス は ヒ ト 由 来 の も の で あ る が 、 本 発 明 は 例
え ば ウ シ 属 な ど 他 の 哺 乳 類 の 、 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 で 云 う 脳 障 害 関 連 疾 患 は 、 以 下 を 含 む ：
　 脳 損 傷 （ head trauma） 、 虚 血 性 卒 中 、 出 血 性 卒 中 、 く も 膜 下 出 血 、 頭 蓋 内 出 血 、 一 過
性 虚 血 性 発 作 、 血 管 性 痴 呆 、 大 脳 皮 質 基 底 核 神 経 節 変 成 症 、 脳 炎 、 て ん か ん 、 ラ ン ド -ク
レ フ ナ ー 症 候 群 、 水 頭 症 、 偽 性 脳 腫 瘍 、 視 床 疾 患 、 脳 膜 炎 、 脊 膜 炎 、 運 動 障 害 、 真 性 振 戦
、 脊 髄 疾 患 、 脊 髄 空 洞 症 、 ア ル ツ ハ イ マ ー （ 早 期 発 症 ） 、 ア ル ツ ハ イ マ ー （ 遅 発 症 ） 、 多
重 梗 塞 性 痴 呆 症 、 ピ ッ ク 症 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 パ ー キ ン ソ ン シ ン ド ロ ー
ム 、 前 頭 側 頭 型 痴 呆 、 大 脳 皮 質 基 底 核 変 性 症 、 多 系 統 萎 縮 症 、 進 行 性 核 上 性 麻 痺 、 ル ー イ
体 （ Lewy body） 疾 患 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 、 ク ロ イ ツ フ ェ ル ト -ヤ コ ブ 病 、 ダ ン デ ィ ー ウ
ォ ー カ ー シ ン ド ロ ー ム 、 フ リ ー ド ラ イ ヒ （ Friedreich） 運 動 失 調 症 、 マ カ ド ヨ セ フ （ Mach
ado-Joseph） 病 、 偏 頭 症 、 統 合 失 調 症 、 情 緒 不 安 定 （ mood disorder） 、 お よ び う つ 病 。
ヒ ト 以 外 の 哺 乳 類 に お け る 対 応 す る 疾 患 、 た と え ば ウ シ ス ポ ン ジ 状 脳 症 （ BSE） な ど の 流
行 性 ス ポ ン ジ 状 脳 症 （ TSE） や ヒ ツ ジ の ス ク レ イ ピ ー な ど も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
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　 本 発 明 に お い て 、 H-FABP（ P０ ５ ４ １ ３ ） と B-FABP（ O１ ５ ５ ４ ０ ） も 、 特 に 卒 中 や CJD
以 外 の 脳 障 害 関 連 疾 患 と そ の 可 能 性 の 診 断 に 有 用 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 は 、 脳 血 管 疾 患 、 痴 呆 、 神 経 変 性 疾 患 を 含 む 脳 障 害 関 連 疾 患 に 冒 さ れ た 患 者 の 、
血 液 成 分 （ 例 え ば 血 漿 や 血 清 ） や 脳 脊 髄 液 な ど の 体 液 中 で 増 大 ま た は 減 少 す る ポ リ ペ プ チ
ド を 検 出 す る 物 質 成 分 と そ の 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 脳 障 害 の 蛋 白 マ ー カ ー に 対 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 特 に そ の 蛋 白 結 合 領 域 が 検 出 ツ ー ル と し
て 適 し て い る 。 前 に 述 べ た よ う な 分 子 に 対 す る 抗 体 の 性 状 を 変 え た り 最 適 化 す る た め に 、
分 子 生 物 学 的 、 ま た 、 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー の 方 法 が 、 あ る 特 別 の 方 法 で 利 用 さ れ る 。 加 え
て 、 抗 体 の 安 定 性 を 増 す た め に 、 ア セ チ ル 化 、 カ ル バ モ イ ル 化 、 ホ ル ミ ル 化 、 ビ オ チ ン 化
、 ア シ ル 化 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル や 親 水 性 ポ リ マ ー に よ る 誘 導 体 化 、 な ど 化 学 的 に 抗
体 に 変 更 を 加 え る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 Ａ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｅ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ や 他 の FABP、 例 え ば Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｂ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 お よ び
Ｐ Ｇ Ｐ ９ ． ５ 、 Ｇ Ｆ Ａ Ｐ 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン Ｄ シ ン タ ー ゼ 、 ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン 、 ニ ュ
ー ロ フ ィ ラ メ ン ト Ｌ 、 カ ル シ フ ォ シ ン 、 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 調 節 サ ブ ユ ニ ッ ト (RNA binding regul
atory subunit)、 ユ ビ キ チ ン 融 合 分 解 蛋 白 質 １ 同 族 体 (Ubiquitin fusion degradation pr
otein 1 homolog)、 ヌ ク レ オ シ ド ジ ホ ス フ ァ ー ト キ ナ ー ゼ Ａ 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン フ ェ
ラ ー ゼ Ｐ 、 カ テ プ シ ン Ｄ 、 Ｄ Ｊ － １ 蛋 白 質 、 ペ ル オ キ シ レ ド キ シ ン ５ 、 お よ び ペ プ チ ジ ル
－ プ ロ リ ル ・ シ ス － ト ラ ン ス ・ イ ソ メ ラ ー ゼ Ａ （ シ ク ロ フ ィ リ ン Ａ ） か ら 選 択 さ れ る 特 異
的 な ポ リ ペ プ チ ド マ ー カ ー が 、 例 え ば そ れ ら の 抗 体 を 用 い て 体 液 サ ン プ ル 中 に 検 出 さ れ る
。 マ ー カ ー は 、 好 適 に は ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 用 い て 、 抗 原 （ ポ リ ペ プ チ ド ） /抗
体 反 応 の 程 度 を 測 る 免 疫 分 析 法 で 測 定 さ れ る 。 抗 体 は モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 で も 、 製 造 さ れ
た （ キ メ ラ 体 の ） も の で も 良 い 。 上 記 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 は 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ
る 。 ま た 、 抗 体 を 増 殖 す る た め に ケ ー ラ ー ミ ル ス タ イ ン 法 が 有 効 で あ る 。 ポ リ ク ロ ナ ー ル
抗 体 は あ ま り 望 ま し く な い 。 本 発 明 に お け る 抗 体 と は 、 単 鎖 や Fab片 な ど 抗 体 の 結 合 片 を
含 む 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 知 ら れ て い る ど の 免 疫 分 析 法 で も 利 用 可 能 で あ る 。 サ ン ド イ ッ チ 法 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド
に 対 す る 抗 体 （ 例 え ば ポ リ ク ロ ナ ー ル ） が 、 プ ラ ス チ ッ ク 製 の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト
の ウ ェ ル の よ う な 固 層 に 結 合 さ れ 、 サ ン プ ル お よ び 、 検 出 す べ き ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な
、 標 識 さ れ た 第 2の 抗 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 そ の 代 わ り に 、 抗 体 補 足 法 （ 間 接
免 疫 分 析 法 ） を 用 い て も 良 い 。 こ の 方 法 で は 、 サ ン プ ル が 固 層 に 結 合 さ れ 、 抗 ポ リ ペ プ チ
ド 抗 体 （ ポ リ ク ロ ナ ー ル ま た は モ ノ ク ロ ナ ー ル ） が 加 え ら れ 、 結 合 さ れ る 。 も し ポ リ ク ロ
ナ ー ル 抗 体 の 場 合 は 、 他 の 品 種 の ポ リ ペ プ チ ド と の 間 で 交 差 反 応 が 低 い も の が 望 ま し い 。
非 結 合 物 質 が 洗 い 流 さ れ た あ と に 、 固 層 に 着 い て い る 抗 体 の 量 が 第 二 の 標 識 さ れ た 抗 体 、
す な わ ち 抗 － 第 一 の も の 、 を 用 い て 判 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 標 識 さ れ た 抗 － ポ リ ペ プ チ ド 抗 体 を 用 い て 直 接 分 析 法 が 行 わ れ る 。 テ ス ト サ ン プ ル が 固
層 に 結 合 さ れ 、 抗 － ポ リ ペ プ チ ド 抗 体 が 加 え ら れ る 。 非 結 合 物 質 が 洗 い 流 さ れ た あ と に 、
固 層 に 着 い て い る 抗 体 の 量 が 判 定 さ れ る 。 標 識 は 第 2の 抗 体 で な く 、 直 接 な さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 他 の 実 施 例 で は 、 サ ン プ ル と 標 識 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ こ か ら 誘 引 さ れ た ペ プ チ
ド と の 間 で 競 合 法 が 行 わ れ る 。 こ の 2つ の 抗 原 は 固 層 に 結 合 し た 少 量 の 抗 － ポ リ ペ プ チ ド
抗 体 と 量 的 に 競 合 す る 。 標 識 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド は 固 層 上 で 抗 体 と 事 前 に
イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と も 出 来 、 そ れ に よ っ て サ ン プ ル 中 の ポ リ ペ プ チ ド は 抗 体 に 結 合 し
た ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド と 部 分 的 に 置 換 す る （ displaces part） 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
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　 さ ら に 他 の 実 施 例 で は 、 二 つ の 抗 原 が 抗 体 と と も に 競 合 的 に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 洗
浄 に よ っ て 非 結 合 の 抗 原 が 除 か れ 、 支 持 体 に 結 合 し た 標 識 の 量 を 検 出 し 、 サ ン プ ル 中 の 蛋
白 量 が 事 前 に 確 立 さ れ て い る 標 準 滴 定 曲 線 と 比 較 し て 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 通 し て 、 標 識 は 酵 素 が 望 ま し い 。 酵 素 の 基 体 は 、 発 色 性 、 蛍 光 発 光 、 化 学 蛍 光 発 光 、 電
気 化 学 的 な も の で あ り う る 。 ま た 、 可 溶 性 で も 凝 結 性 の も の で も 良 い 。 ま た 、 標 識 は ラ ジ
オ ア イ ソ ト ー プ や 、 例 え ば 共 役 フ ル オ レ セ イ ン を 用 い た 蛍 光 物 質 で も 良 い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 酵 素 は 、 例 え ば 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ － ゼ や ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ タ ー ゼ や 、
色 測 定 に 便 利 な 、 例 え ば 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ と 共 に 黄 色 発 色 基 材 と し て P-ニ ト ロ フ
ェ ニ ル リ ン 酸 塩 を 用 い る こ と も 出 来 る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 化 学 蛍 光 法 で は 、 抗 体 の 標 識 に ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル や ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ
シ タ ー ゼ を 用 い る こ と が 出 来 る 。 後 者 は 強 調 (enhanced)化 学 蛍 光 分 析 法 （ Ｅ Ｃ Ｌ ） に 用 い
ら れ る 。 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ タ ー ゼ で 標 識 さ れ た 抗 体 は 、 ル ミ ノ ー ル や ペ ル オ
キ シ タ ー ゼ お よ び そ の 化 合 物 と の 化 学 蛍 光 反 応 に 関 与 し 、 そ れ は 発 光 強 度 や そ の 寿 命 を 強
化 す る 。 典 型 的 に は 、 ４ － ヨ ー ド フ ェ ノ ー ル や ４ － ヒ ド ロ キ シ 桂 皮 酸 が そ れ で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 免 疫 PCRの よ う な 増 殖 免 疫 分 析 法 (amplified immunoassay)が 利 用 さ れ る 。 こ の 技 術 で は
、 抗 体 は PCRプ ラ イ マ ー を 含 む 任 意 の DNA分 子 に 共 有 結 合 さ れ 、 抗 体 が 組 み こ ま れ た DNAが
ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に よ っ て 増 殖 さ れ る 。 Hendrickson et al., Nucleic Acids Resear
ch 1995; 23, 522-529 (1995) ま た は 、 T.Sano et al., in “ Molecular Biology and Bi
otechnology”  Robert A Meyers編 集 , VCH出 版 社 (1995),458-460ペ ー ジ 参 照 。 信 号 は 前 記
の よ う に 読 み 取 ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 検 出 の 一 つ の 方 法 と し て 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 法 (enzyme-linked immunosor
bent assay)（ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） が 用 い ら れ る 。
　 AMIの H-FABP検 出 の た め に 開 発 さ れ た rapid micro particle-enhanced turbidimetric免
疫 分 析 法 は 分 析 時 間 を 特 段 に 短 縮 し た 。 M.Roberts et al., “ Development of a rapid m
icroparticle-enhanced turbidimetric immuassay for plasma fatty acid-binding prot
ein, an early marker of acute microcardial infarction” , Clin.Chem. 1998;44:1564
-1567参 照 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 こ れ に よ っ て 、 上 記 M.Roberts等  に よ っ て 述 べ ら れ て い る ホ フ マ ン ラ ロ ッ シ ュ の COBAS
　 MIRA（ 登 録 商 標 ） Plus system や ア ボ ッ ト ラ ボ ラ ト リ ー 社 の AxSYM（ 登 録 商 標 ） で 行 わ
れ て い る 全 自 動 化 が 、 脳 障 害 関 連 疾 患 の 日 常 的 臨 床 検 査 で も 可 能 に な り 、 ま た 適 用 さ れ る
に 違 い な い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 濃 度 は 、 免 疫 分 析 法 以 外 で も 測 定 で き る 。 た と え ば 、 サ ン プ ル を ２ 次 元
ゲ ル 電 気 泳 動 に か け 、 ポ リ ペ プ チ ド 濃 度 を ゲ ル の 濃 度 測 定 走 査 や シ ミ の 濃 度 走 査 に よ っ て
ポ リ ペ プ チ ド の 量 を 評 価 す る 。 し か し 、 分 析 は 患 者 が 迅 速 に 処 置 さ れ る よ う 、 す ば や く 行
わ れ る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 原 理 的 に は 、 診 断 用 サ ン プ ル と し て ど ん な 体 液 で も 可 能 で あ る が 、 望 ま し く は 、 脳 脊 髄
液 （ Ｃ Ｓ Ｆ ） 、 血 清 、 血 液 、 尿 、 涙 、 ま た は 唾 液 で あ る 。
　 本 発 明 で は 、 単 一 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ２ つ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド の 組 み 合 わ せ に よ っ て
脳 障 害 関 連 疾 患 の 診 断 を 行 う 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 は 、 ま た 、 脳 障 害 に よ っ て 影 響 を 受 け る 物 質 と 、 脳 以 外 の 障 害 に よ っ て 影 響 を 受
け る 物 質 に 差 異 的 に 含 ま れ る ポ リ ペ プ チ ド を 、 診 断 、 予 後 、 治 療 に 供 す る こ と に 関 す る 。
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こ れ に は 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 、 あ る い は そ れ に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 物 質 を 認
識 す る 物 質 を 調 製 す る こ と 、 ま た /も し く は 、 使 用 す る こ と を 含 む 。 そ の よ う な 物 質 の 例
は 、 抗 体 や 抗 体 片 で あ る 。 こ こ で い う 「 抗 体 」 に は 、 ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 血 清 、 モ ノ ク ロ ナ
ー ル 抗 体 、 Fabの よ う な 抗 体 片 、 遺 伝 子 操 作 で 作 ら れ た 抗 体 を 含 む 。 抗 体 は 、 非 現 実 的 な
も の で も 良 い し 、 単 独 種 の も の で も 良 い 。 上 記 「 予 後 」 応 用 は 、 例 え ば 体 液 中 の 上 記 ポ リ
ペ プ チ ド の 量 を 測 定 し 、 脳 障 害 関 連 疾 患 の あ り 得 そ う な 進 行 を 検 知 す る こ と を 含 む 。 上 記
「 治 療 追 跡 」 応 用 に は 、 例 え ば 体 液 中 の 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の 量 を 測 定 し （ 治 療 の 働 き と し
て の レ ベ ル 、 能 力 障 害 が 回 復 し た か ど う か 、 障 害 領 域 の 大 き さ 等 を 評 価 し ） 脳 障 害 関 連 疾
患 の あ り 得 そ う な 進 行 を 検 知 す る こ と を 含 む 。 上 記 「 治 療 」 応 用 と は 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド
に 結 合 す る 、 あ る い は そ れ に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 物 質 を 認 識 す る 物 質 を 調 製 す る こ と 、
使 用 す る こ と を 含 む 。 こ の 場 合 、 物 質 を 変 形 し て 例 え ば 、 抗 体 と 治 療 薬 と を 化 合 し 、 そ の
薬 を 患 者 の 特 異 的 な 場 所 に 向 か わ せ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の 「 存 在 、 非 存 在 」 は 、 単 に 疾 患 サ ン プ ル と 非 疾 患 サ ン プ ル の 間 で ポ
リ ペ プ チ ド の 量 に 非 常 な る 差 が あ る こ と を 意 味 す る 。 し た が っ て 、 テ ス ト サ ン プ ル 中 の ポ
リ ペ プ チ ド の 「 非 存 在 」 と は 、 ポ リ ペ プ チ ド が 実 際 に は 存 在 す る 可 能 性 が あ る が 、 比 較 テ
ス ト サ ン プ ル と 比 べ て 量 が 非 常 に 少 な い と い う こ と を 含 む 。 本 発 明 は 、 診 断 を ポ リ ペ プ チ
ド の 存 在 、 非 存 在 を ベ ー ス に 行 っ て も 良 い 。 こ れ に は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 量 が 比 較 テ ス ト サ
ン プ ル に 比 べ て 非 常 に 少 な い か 、 非 常 に 多 い と い う こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の 「 検 出 」 に は 、 量 的 変 化 の 他 に 、 成 分 の 比 較 表 や ポ リ ペ プ チ ド の 遷
移 後 変 性 体 (post-translational modifications)を 検 出 す る 方 法 が 含 ま れ る 。 例 と し て 、
死 後 の も の と コ ン ト ロ ー ル の Ｃ Ｓ Ｆ に 関 し 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン Ｄ シ ン タ ー ゼ の 遷 移 後 変
性 パ タ ー ン に 差 が あ る こ と が 認 め ら れ た 。 同 様 の 差 は 、 ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ヤ コ ブ 病 患 者 と
コ ン ト ロ ー ル 患 者 の Ｃ Ｓ Ｆ で も 観 測 さ れ る 。 こ の こ と は 実 施 例 ５ で 述 べ る 。 し た が っ て 、
本 発 明 は 、 一 般 的 に 遷 移 後 変 性 体 を 検 出 し 、 そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 変 性 が 脳 障 害 関 連
疾 患 の 診 断 と 合 致 し て い る か を 決 定 す る こ と ま で 包 含 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 で は 、 脳 障 害 関 連 疾 患 の 診 断 に 用 い ら れ る 分 析 キ ッ ト や 装 置 を 含 む 。 こ れ に は 、
Ａ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｅ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ や 他 の Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 例 え ば Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 Ｂ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ お よ び
Ｐ Ｇ Ｐ ９ ． ５ 、 Ｇ Ｆ Ａ Ｐ 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン Ｄ シ ン タ ー ゼ 、 ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン 、 ニ ュ
ー ロ フ ィ ラ メ ン ト Ｌ 、 カ ル シ フ ォ シ ン 、 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 調 節 サ ブ ユ ニ ッ ト (RNA binding regul
atory subunit)、 ユ ビ キ チ ン 融 合 分 解 蛋 白 質 １ 同 族 体 (Ubiquitin fusion degradation pr
otein 1 homolog)、 ヌ ク レ オ シ ド ジ ホ ス フ ァ ー ト キ ナ ー ゼ Ａ 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン フ ェ
ラ ー ゼ Ｐ 、 カ テ プ シ ン Ｄ 、 Ｄ Ｊ － １ 蛋 白 質 、 ペ ル オ キ シ レ ド キ シ ン ５ 、 お よ び ペ プ チ ジ ル
－ プ ロ リ ル ・ シ ス － ト ラ ン ス ・ イ ソ メ ラ ー ゼ Ａ （ シ ク ロ フ ィ リ ン Ａ ） の 内 か ら 選 択 さ れ る
ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 含 ま せ る こ と が 出 来 る 。 抗 体 は 患 者 か ら 採 取 さ れ た 液 体 サ ン
プ ル 中 で 適 合 す る ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 。 抗 体 は 固 体 支 持 体 の 上 に 固 定 さ れ る 。 望 ま し
く は 、 抗 体 の 配 置 は 特 別 な ア ク セ ス が 可 能 な 配 置 に な っ て お り 、 そ れ に よ っ て 、 別 々 の 分
析 法 で サ ン プ ル 中 の 各 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の ど ん な 組 み 合 わ せ で
も 読 み 出 さ れ よ う に な っ て い る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 以 下 の 実 施 例 で 発 明 を 例 示 す る 。
　 [実 施 例 １ ]
　 脳 脊 髄 液 （ Ｃ Ｓ Ｆ ） 蛋 白 の ２ 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ る 分 離 と 、 質 量 分 析 法 に よ っ て 、 テ
ー ブ ル １ に 示 す １ ５ の ポ リ ペ プ チ ド が 、 脳 障 害 の 大 き な 患 者 の Ｃ Ｓ Ｆ 中 で 増 大 ま た は 減 少
し て い る こ と が 判 っ た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 － 対 象 員 数 と サ ン プ ル の 取 り 扱 い －
　 脳 障 害 関 連 疾 患 用 の マ ー カ ー を 発 見 す べ く 、 ８ つ の Ｃ Ｓ Ｆ サ ン プ ル が プ ロ テ オ ミ ク ス ベ
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ー ス (proteomics-based)の ア プ ロ ー チ に か け ら れ た 。 こ の う ち ４ つ は 、 死 体 解 剖 で 中 枢 神
経 に 異 常 の 無 い 、 死 後 ６ 時 間 の 死 体 か ら 得 た 。 他 の ４ つ の サ ン プ ル は 、 存 命 中 の 、 脳 障 害
と 関 係 の 無 い 患 者 で 、 精 密 検 査 で 良 好 な 状 態 で あ る 患 者 （ 非 定 型 的 頭 痛 、 突 発 性 顔 面 周 囲
神 経 麻 痺 ） か ら 腰 椎 穿 刺 で 集 め ら れ た 。 Ｃ Ｓ Ｆ サ ン プ ル は 採 取 後 直 ち に 遠 心 分 離 に か け ら
れ 、 分 割 さ れ 、 分 析 ま で － ８ ０ ℃ で 冷 凍 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 - Ｃ Ｓ Ｆ 　 ２ － Ｄ Ｅ -
　 す べ て の 試 薬 、 装 置 は 他 所 に 述 べ ら れ て い る [９ ]。 ２ ５ ０ μ lの Ｃ Ｓ Ｆ と ５ ０ ０ μ lの 冷
や さ れ た ア セ ト ン （ － ２ ０ ℃ ） を 混 合 し 、 ４ ℃ 下 で １ ０ 分 間 、 １ ０ ０ ０ ｇ で 遠 心 分 離 す る
。 ペ レ ッ ト は １ ０ ％ Ｓ Ｄ Ｓ （ w/v） 、 ２ ． ３ ％ Ｄ Ｔ Ｅ （ w/v） を 含 む 溶 剤 と 混 合 し た 。 サ ン
プ ル は ９ ５ ℃ で ５ 分 間 温 め ら れ た の ち 、 ８ Ｍ の 尿 素 、 ４ ％ の Ｃ Ｈ Ａ Ｐ S(w/v)、 ４ ０ ｍ Ｍ の
Tris、 ６ ５ ｍ Ｍ の Ｄ Ｔ Ｅ お よ び 僅 か な ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー を 含 む 溶 剤 で 、 ６ ０ μ lに
希 釈 さ れ た 。 こ の 最 終 的 に 希 釈 さ れ た サ ン プ ル の ４ ５ μ g対 応 分 が Ｉ Ｐ Ｇ ス ト リ ッ プ の 陰
極 端 の カ ッ プ に 入 れ ら れ た 。 ２ － Ｄ Ｅ 分 析 が 前 述 し た よ う に 実 施 さ れ た ［ １ ０ ］ 。 簡 単 に
述 べ れ ば 、 第 1次 方 向 の 蛋 白 分 離 が 、 Amersham Bioscience(Uppsala, Sweden)製 で 、 市 販
さ れ て い る 、 ｐ Ｈ ３ ． ５ か ら １ ０ の 非 線 形 Ｉ Ｐ Ｇ を 使 用 し て 行 わ れ た 。 第 ２ 次 元 方 向 の 分
離 は 、 手 製 の 縦 階 調 の ス ラ ブ ゲ ル (vertical gradient slab gel)（ 9-16% T,2.6%C） の 上
で 行 わ れ た 。 ゲ ル は ア ン モ ニ ア 銀 で 染 色 さ れ ［ １ １ ］ 、 レ ー ザ ー 濃 度 計 （ Amersham Biosc
ience, Uppsala, Sweden） で 走 査 さ れ 、 Ｍ Ｅ Ｌ Ａ Ｎ Ｉ Ｅ  ３ ソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ ［ １
２ ］ で ２ － Ｄ Ｅ 像 の コ ン ピ ュ ー タ 像 解 析 が な さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 -質 量 分 析 に よ る 同 定 -
　 死 体 と 健 康 体 の Ｃ Ｓ Ｆ （ ｎ ＝ ４ ） の 分 析 ゲ ル の 比 較 か ら 、 ス ポ ッ ト の 現 れ 方 が 異 な る と
い う こ と が 見 出 さ れ た 。 そ の 興 味 あ る ス ポ ッ ト は 、 matrix-assisted laser desorption/i
onization 飛 行 時 間 計 測 式 の 質 量 分 析 器 （ Perspective Biosystems Voyger STR MALDI-TO
F-MS, Framingham, MA, USA） を 使 用 し た ペ プ チ ド 質 量 フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト 法 で 分 析 さ れ
［ １ ０ ］ 、 PeptIdent (http://www.expasy.ch/sprot/peptident.html)で 鑑 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
【 表 １ 】
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　 　 ［ 実 施 例 ２ ］
　 脳 脊 髄 液 （ Ｃ Ｓ Ｆ ） の ２ 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 （ ２ － Ｄ Ｅ ） 分 離 と 質 量 分 析 法 に よ っ て 、 大
き な 脳 損 傷 の モ デ ル と し て 用 い た 死 後 の Ｃ Ｓ Ｆ 中 で 、 Ｆ Ａ Ｂ Ｐ が 上 昇 し て い る の が 観 測 さ
れ た 。 Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ は 、 多 く の 機 関 の 中 に 存 在 す る 一 つ の Ｆ Ａ Ｂ Ｐ で あ る が 、 脳 の 中 に も
集 中 し て い る の で 、 卒 中 患 者 と コ ン ト ロ ー ル の 血 清 サ ン プ ル の 中 で Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ を 検 出 す
る た め の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 が 行 わ れ た 。 し か し 、 Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ は ま た 、 急 性 心 筋 梗 塞 （ Ａ Ｍ Ｉ
） の マ ー カ ー で も あ る の で 、 並 存 す る 心 臓 障 害 を 除 く た め 、 同 時 に ト ロ ポ ニ ン － Ｉ と ク レ
ア チ ン キ ナ ー ゼ － Ｍ Ｂ （ Ｃ Ｋ － Ｍ Ｂ ） の レ ベ ル が 分 析 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 － 対 象 員 数 と サ ン プ ル の 取 り 扱 い －
　 員 数 は 、 後 に 述 べ る 色 々 な マ ー カ ー の 血 清 を 使 用 し た 評 価 の た め に 、 あ ら か じ め 検 討 さ
れ た 患 者 ６ ４ 人 （ 第 ２ 表 ） で あ り 、 等 し く ３ つ の グ ル ー プ に 分 け ら れ た 、 す な わ ち 、 （ １
） 抹 消 お よ び 中 枢 神 経 系 に 既 知 の 症 状 が 無 い ６ ５ 才 （ 範 囲 ： ３ ４ － ８ ６ 才 ） の 、 男 性 １ ４
人 、 女 性 ８ 人 の コ ン ト ロ ー ル グ ル ー プ 。 （ ２ ） ６ ５ 才 （ 範 囲 ： ２ ９ － ９ ０ 才 ） の 急 性 心 筋
梗 塞 患 者 、 男 性 １ ４ 、 女 性 6人 の グ ル ー プ （ Ａ Ｍ Ｉ グ ル ー プ ） ； Ａ Ｍ Ｉ の 診 断 は 、 す べ て
典 型 的 な 心 電 計 上 の 変 化 と Ｃ Ｋ － Ｍ Ｂ の 上 昇 （ カ ッ ト オ フ 値 ９ ． ３ ng/ml以 上 ） お よ び 、
ト ロ ポ ニ ン － Ｉ （ カ ッ ト オ フ 値 ２ ng/ｍ l以 上 ） の 上 昇 に よ っ て 行 わ れ た 。 （ ３ ） ６ ５ 才 （
範 囲 ： ３ ０ － ８ ７ 才 ） の 急 性 卒 中 患 者 、 男 性 １ ４ 、 女 性 ８ 人 の グ ル ー プ （ 卒 中 グ ル ー プ ）
； 卒 中 の 診 断 は 、 訓 練 さ れ た 医 師 に よ る も の と 、 急 性 局 所 神 経 障 害 の 発 症 と 、 お よ び そ の
あ と の 脳 Ｃ Ｔ や Ｍ Ｒ Ｉ で 症 状 に 対 応 し た 損 傷 像 に よ っ て な さ れ た 。 た だ し 、 眼 に 見 え る 傷
害 が 診 断 に 必 要 の 無 い 一 過 性 虚 血 性 脳 卒 中 （ Ｔ Ｉ Ａ ） は 例 外 で あ る 。 卒 中 グ ル ー プ は 次 の
よ う に 分 け ら れ る 、 す な わ ち 、 卒 中 の タ イ プ （ 虚 血 性 か 出 血 性 か ） 、 傷 害 の 場 所 （ 脳 幹 か
脳 半 球 か ） お よ び 臨 床 的 進 行 時 間 （ Ｔ Ｉ Ａ の 場 合 、 ２ ４ 時 間 以 内 の い つ 完 全 に 回 復 し た か
、 ま た は ２ ４ 以 上 に わ た り 神 経 学 的 欠 損 が 存 在 し て い る か ） 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 ３ グ ル ー プ の 各 患 者 の サ ン プ ル は 、 入 院 時 に ヘ パ リ ン 入 り の 乾 燥 し た 試 験 管 に 採 取 さ れ
た 。 4℃ 下 で １ ５ 分 間 １ ５ ０ ０ gで 遠 心 分 離 さ れ た あ と 、 血 清 サ ン プ ル が 分 割 さ れ 、 分 析 時
ま で － ２ ０ ℃ で 貯 蔵 さ れ た 。 卒 中 グ ル ー プ に 対 し て は 、 神 経 学 的 事 件 の あ と ２ ４ 時 間 以 内
、 ４ ８ 時 間 以 内 、 ４ ８ 時 間 以 後 の ３ つ の サ ン プ ル が さ ら に 採 取 さ れ た 。 こ の グ ル ー プ で は
、 神 経 学 的 事 件 か ら 最 初 の 血 液 採 取 ま で の 間 隔 は １ ８ ５ 分 （ 範 囲 ； ４ ０ 分 か ら ３ 日 ） で あ
っ た 。 こ の 因 子 は デ ー タ 分 析 時 に 考 慮 さ れ た 。 各 患 者 ま た は そ の 親 族 は 登 録 に 当 た り 事 前
に 告 知 同 意 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
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　 － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ の 測 定 －
　 Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ の レ ベ ル は 、 血 清 の サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 で 測 定 さ れ る 。 ９ ６ ウ ェ ル
の ポ リ ス チ レ ン マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （ NUNC, Polylabo, CH） の 各 ウ ェ ル に 、 0.1Ｍ
ｐ Ｈ ９ ． ６ の カ ル ボ ナ ー ト バ ッ フ ァ ー 中 に ２ ０ ． ４ μ ｇ ／ ｍ ｌ で 混 合 し た １ ０ ０ μ lの ポ
リ ク ロ ナ ー ル ヒ ツ ジ 抗 ヒ ト 筋 Ｆ Ａ Ｂ Ｐ （ Spectral Diagnosis HC, Ontario, USA） を 、 ４
℃ で 一 晩 か け て 固 着 し た 。 プ レ ー ト は BioRad NOVAPATH（ 登 録 商 標 ）  WASHER（ Hercules, 
CA） を 用 い て 、 Ｐ Ｂ Ｓ （ １ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ ２ Ｐ Ｏ ４ － １ ２ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ － ２ ． ７ ｍ Ｍ 　
Ｋ Ｃ Ｌ 　 ｐ Ｈ ７ ． ４ 、 Sigma） で 自 動 洗 浄 す る 。 洗 浄 毎 に 新 し い Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し た 。 非 特
異 結 合 部 位 は カ ル ボ ネ ー ト バ ッ フ ァ ー に 入 れ た ２ ％ カ ゼ イ ン （ w/v） で ３ ７ ℃ 下 で ２ 時 間
か け て ブ ロ ッ ク し た 。 洗 浄 ス テ ッ プ 後 、 サ ン プ ル を ウ ェ ル 当 り １ ０ ０ μ l注 入 し た 。 プ レ
ー ト を ３ ７ ℃ 下 で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 後 、 １ ％ (w/v)の Ｂ Ｓ Ａ を 加 え た Ｂ Ｐ
Ｓ を ０ ． ３ μ ｇ /ml比 で 混 合 し た 100μ l/ウ ェ ル の マ ウ ス 抗 ヒ ト 心 臓 Ｆ Ａ Ｂ Ｐ （ clone 66E2
、 HyCult biotechnology b.v, Uden, Netherland） を 、 室 温 で 1時 間 シ ェ イ ク し つ つ イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 後 、 ５ ０ μ l/ウ ェ ル の ホ ス フ ァ タ ー ゼ 基 材 と 、 ジ エ タ ノ ー ル ア ミ ン
中 に １ ． ５ mg/μ l比 で 混 合 し た パ ラ ニ ト ロ フ ェ ニ ル フ ォ ス ヘ ー ト を ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 反 応 は 100μ l/ウ ェ ル の １ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｏ Ｈ で 停 止 し た 。 発 色 を 、 Milenia T M  kinetic
 analyzer(DPC,LA,USA)で 波 長 ４ ０ ５ nmを 使 っ て 評 価 し た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 － Ｃ Ｋ － Ｍ Ｂ お よ び ト ロ ポ ニ ン -I の 測 定 －
　 血 清 サ ン プ ル は １ ５ ０ ０ ｇ 下 で １ ５ 分 間 遠 心 分 離 さ れ 、 分 割 さ れ て － ２ ０ ℃ で 貯 蔵 さ れ
た 。 血 清 Ｃ Ｋ － Ｍ Ｂ と ト ロ ポ ニ ン － Ｉ の レ ベ ル は 自 動 化 学 分 析 機 AxSYS（ 登 録 商 標 ）  SySt
em(ABBOT Laboratories, Abbot Park, IL)を 用 い て 、 蛍 光 マ イ ク ロ プ レ ー ト 酵 素 免 疫 分 析
法 （ Ｍ Ｅ Ｉ Ａ ） に よ っ て 行 わ れ た 。 蛍 光 物 質 の 生 成 は サ ン プ ル 中 の ト ロ ポ ニ ン － Ｉ と 直 に
比 例 し て い る 。 ト ロ ポ ニ ン － Ｉ の 検 出 限 界 は ０ ． ３ μ g/lで あ る 。 Ｃ Ｋ － Ｍ Ｂ は 蛍 光 プ ロ
ー ブ の 量 と 比 例 し て お り 、 検 出 限 界 は ０ ． ７ μ g/lで あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 － Ｎ Ｓ Ｅ お よ び Ｓ １ ０ ０ の 測 定 －
　 Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ の 測 定 と 同 様 、 Ｎ Ｓ Ｅ と Ｓ １ ０ ０ は 卒 中 グ ル ー プ の ４ つ の 連 続 す る 血 清 サ
ン プ ル で 分 析 さ れ た 。 Ｓ Ｍ Ａ Ｒ Ｔ － Ｓ １ ０ ０ お よ び Ｓ Ｍ Ａ Ｒ Ｔ － Ｎ Ｓ Ｅ 用 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ キ ッ
ト が 使 用 さ れ た 。 両 者 は Skye Pharma Tech Inc.(Ontario, CA)か ら 市 販 さ れ て い る 。 Ｎ Ｓ
Ｅ と Ｓ １ ０ ０ の 検 出 限 界 は 各 々 １ μ g/lお よ び 0.01μ g/lで あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 － 統 計 分 析 －
　 Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ の レ ベ ル は 光 学 濃 度 値 で 平 均 ± 標 準 偏 差 で 表 示 さ れ る 。 組 み 換 え Ｈ － Ｆ Ａ
Ｂ Ｐ は 入 手 で き な か っ た の で 、 別 途 の 補 正 に よ っ て 濃 度 単 位 で 表 示 す る こ と は 出 来 な か っ
た 。 Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 ト ロ ポ ニ ン － Ｉ 、 Ｃ Ｋ － Ｍ Ｂ の 濃 度 は 正 常 、 卒 中 お よ び Ａ Ｍ Ｉ の い ず
れ の グ ル ー プ も 、 コ ル モ ロ ゴ フ -ス ミ ル ノ フ テ ス ト に よ る ガ ウ ス 分 布 の 条 件 を 満 た さ な か
っ た の で 、 ３ 者 の 比 較 は 、 事 後 の ダ ン の 手 法 (post hoc Dann’ s procedure)に よ る ノ ン パ
ラ メ ト リ ッ ク （ non-parametric） ク ラ ス カ ル － ウ ォ リ ス テ ス ト に よ っ て 行 わ れ た 。 卒 中 の
サ ブ グ ル ー プ 間 の 比 較 は 、 マ ン － ホ イ ッ ト ニ ー Ｕ テ ス ト で 行 わ れ 、 Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ の 濃 縮 時
間 の 縦 軸 評 価 (longitudinal assessment)は 繰 り 返 し 測 定 の 分 散 分 析 （ Ａ Ｎ Ｏ Ｖ Ａ ） で 行
わ れ た 。 卒 中 と 正 常 患 者 を 区 別 す る た め の Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ の 比 較 限 界 は 、 受 信 者 動 作 特 性 (r
eceiver operating characteristic)（ Ｒ Ｏ Ｃ ） カ ー ブ （ マ イ ク ロ ソ フ ト Excel（ 登 録 商 標
） 用 Analyser-It（ 登 録 商 標 ） ソ フ ト ） を 使 用 し て 詳 細 に 描 写 さ れ た 。 引 き 続 き 、 各 時 点
で の 感 度 、 特 異 性 、 陽 性 、 陰 性 の 予 測 値 が 計 算 さ れ た 。 統 計 上 の 有 意 性 は ０ ． ０ ５ 以 下 に
設 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 － 結 果 －
　 ３ グ ル ー プ の Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 分 析 の 結 果 を 第 1図 に 示 し 、 そ の 詳 細 を 第 ３ 表 に 示 す 。 血 清
Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 濃 度 の 平 均 は 、 コ ン ト ロ ー ル グ ル ー プ で ０ ． ２ ２ １ ± ０ ． １ ３ ４ Ｏ Ｄ 、 卒 中
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グ ル ー プ で １ ． ０ ７ ９ ± ０ ． ８ ３ ８ 、 Ａ Ｍ Ｉ グ ル ー プ で ２ ． ３ ４ ０ ± ０ ． ７ ６ ３ Ｏ Ｄ で あ
っ た 。 本 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に お け る 変 動 係 数 は ５ ． ８ ％ ± ３ ． ８ で あ っ た 。 ク ラ ス カ ル － ウ ォ
リ ス テ ス ト に よ っ て 、 こ の 3つ の グ ル ー プ の 濃 度 は 互 い に 有 意 に 異 な る （ ｐ ＜ ０ ． ０ ０ １
） こ と が 見 出 さ れ た 。 コ ン ト ロ ー ル と 卒 中 グ ル ー プ を 識 別 す る 最 良 の カ ッ ト オ フ 値 は 、 Ｈ
－ Ｆ Ａ Ｂ Ｐ レ ベ ル の Ｒ Ｏ Ｃ カ ー ブ （ デ ー タ 不 記 載 ） か ら 、 Ｏ Ｄ ＞ ０ ． ５ ３ １ と さ れ た 。 こ
の カ ッ ト オ フ 値 を 使 っ た 卒 中 の 診 断 に お け る Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ の 正 当 性 測 定 の 結 果 は 次 の よ う
で あ る ： 感 度 は 卒 中 患 者 ２ ２ 人 中 １ ５ 人 が カ ッ ト オ フ 値 以 上 で ６ ８ ． ２ ％ 、 特 異 性 は 正 常
者 ２ ２ 人 す べ て が カ ッ ト オ フ 値 以 下 で １ ０ ０ ％ 、 陽 性 予 測 値 は １ ０ ０ ％ 、 陰 性 予 測 値 は ７
５ ． ９ ％ で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 Ａ Ｍ Ｉ グ ル ー プ と 卒 中 患 者 グ ル ー プ を 生 物 学 的 レ ベ ル で 識 別 す る た め に 、 ト ロ ポ ニ ン －
Ｉ と Ｃ Ｋ － Ｍ Ｋ の 分 析 が さ ら に 行 わ れ た 。 ト ロ ポ ニ ン － Ｉ 分 析 は AxSYMト ロ ポ ニ ン － Ｉ 分
析 に お い て ２ ng/mlの カ ッ ト オ フ 値 で 行 わ れ 、 AxSYM　 Ｃ Ｋ － Ｂ Ｍ 分 析 で ３ ． ８ ng/mlの カ
ッ ト オ フ 値 で 行 わ れ た （ 表 ３ ） 。 期 待 さ れ た よ う に 、 こ れ ら Ａ Ｍ Ｉ グ ル ー プ に お け る Ａ Ｍ
Ｉ マ ー カ ー は コ ン ト ロ ー ル 、 卒 中 グ ル ー プ に 比 べ て 非 常 に 高 い （ ｐ ＜ ０ ． ０ １ ） 。 あ と の
２ グ ル ー プ 間 で は 差 が 無 い 、 こ の こ と は 脳 障 害 の 結 果 に よ っ て ト ロ ポ ニ ン － Ｉ と Ｃ Ｋ － Ｍ
Ｂ が 増 加 す る こ と は な い こ と 、 ま た 、 卒 中 患 者 は 卒 中 時 に 随 伴 性 の Ａ Ｍ Ｉ を 維 持 し な い こ
と を 証 明 し て い る 。 こ れ ら の こ と か ら 、 Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 、 ト ロ ポ ニ ン － Ｉ 、 及 び Ｃ Ｋ － Ｍ Ｂ
濃 度 は ２ ０ 人 の Ａ Ｍ Ｉ 患 者 と １ ５ 人 の 卒 中 患 者 を 正 し く 識 別 す る 。 一 つ の 例 外 は 、 一 人 の
卒 中 患 者 に お い て 、 心 電 計 の 異 常 を 伴 わ な い で Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ レ ベ ル が 上 昇 し 、 ト ロ ポ ニ ン
－ Ｉ と Ｃ Ｋ － Ｍ Ｂ レ ベ ル が 徐 々 に 上 昇 す る と い う 随 伴 性 非 Ａ Ｍ Ｉ の 心 臓 障 害 と 一 致 す る デ
ー タ を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 卒 中 グ ル ー プ に お い て 、 神 経 学 的 出 来 事 の あ と い ず れ の 時 点 に お い て も Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ レ
ベ ル が Ｏ Ｄ ０ ． ５ ３ １ と い う カ ッ ト オ フ 値 を 下 回 っ て い る ７ つ の 偽 陰 性 の 結 果 が 観 測 さ れ
た 。 ７ 人 の う ち 、 2人 は 神 経 欠 損 後 ２ ４ 時 間 以 内 に 完 全 回 復 し 、 こ れ は 一 過 性 虚 血 性 脳 卒
中 （ Ｔ Ｉ Ａ ） の ケ ー ス と 一 致 す る 。 ま た 、 他 の 二 人 は ラ ク ナ 型 (lacunar) 卒 中 を 起 こ し て
い た こ と が Ｍ Ｒ Ｉ 像 に あ り 、 一 人 は 脳 幹 の 中 で あ っ た 。 Ｔ Ｉ Ａ や ラ ク ナ 型 卒 中 で あ る こ と
が 、 そ の 患 者 の 多 く で 見 ら れ る よ う な 偽 陰 性 の 結 果 を 説 明 し て い る が 、 Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ の 低
レ ベ ル を 示 す 残 り の ３ 人 に つ い て は 一 貫 し て 説 明 で き な か っ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 卒 中 後 の 連 続 的 な Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 検 出 に お い て 、 １ ５ 人 中 １ ０ 人 （ ６ ７ ％ ） の 陽 性 患 者 は
早 期 か ら （ １ ２ 時 間 以 内 ） Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ の 増 大 が 認 め ら れ た 。 さ ら に 、 第 2図 に 示 す よ う
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に 、 す べ て の 卒 中 患 者 を 見 た と き 、 傷 害 後 平 均 Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 濃 度 は 着 実 に 下 が っ て 行 き 、
そ の ピ ー ク 値 は １ ２ 時 間 以 内 に 観 測 さ れ た 。 最 初 の 測 定 と ４ ８ 時 間 以 内 、 そ の 後 の ３ つ の
差 は 大 き い （ 分 散 分 析 、 ｐ ＜ ０ ． ０ ５ ） 。 卒 中 グ ル ー プ の サ ブ グ ル ー プ 間 で は Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ
Ｐ レ ベ ル に 統 計 的 な 有 意 差 は 認 め ら れ な か っ た 。 虚 血 性 （ ０ ． ９ ５ ５ ± ０ ． ６ ８ ８ 、 Ｎ ＝
１ ５ ） と 出 血 性 卒 中 （ １ ． ３ ４ ６ ± １ ． １ ３ ９ 、 Ｎ ＝ ７ ） 間 、 お よ び 、 脳 半 球 体 （ ０ ． ９
８ ７ ± ０ ． ７ ８ ３ 、 Ｎ ＝ １ ８ ） と 脳 幹 卒 中 （ １ ． ４ ９ ３ ± １ ． ０ ８ ０ ） で は Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ
レ ベ ル は 似 て い る 。 し か し 、 サ ン プ ル 数 が 少 な い た め 分 析 の 統 計 と し て の 重 み は 少 な い 。
し か し な が ら 、 定 着 し た 卒 中 と Ｔ Ｉ Ａ 患 者 の 場 合 の 比 較 で は 、 両 者 の 差 は 有 意 で は な い （
マ ン ホ イ ッ ト ニ ー Ｕ テ ス ト 、 ｐ ＝ ０ ． ２ ４ ） が 、 前 者 （ １ ． ２ ０ ０ ２ ± ０ ． ８ ９ ２ ） は 後
者 （ ０ ． ６ ５ ２ ± ０ ． ４ ９ ９ ） の ほ ぼ 倍 の 値 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 最 後 に 、 Ｎ Ｓ Ｅ と Ｓ １ ０ ０ Ｂ が コ ン ト ロ ー ル と 卒 中 グ ル ー プ で 分 析 さ れ 、 そ の 結 果 が Ｈ
－ Ｆ Ａ Ｂ Ｐ 分 析 と 比 較 さ れ た 。 Ｓ Ｍ Ａ Ｒ Ｔ － Ｎ Ｓ Ｅ と Ｓ Ｍ Ａ Ｒ Ｔ － Ｓ １ ０ ０ Ｂ 蛋 白 Ｅ Ｌ Ｉ
Ｓ Ａ テ ス ト の 卒 中 診 断 用 の カ ッ ト オ フ 値 は 、 そ れ ぞ れ Ｎ Ｓ Ｅ に 対 し １ ０ ng/ml、 Ｓ １ ０ ０
に 対 し ０ ． ０ ２ ng/mlで あ る 。 Ｎ Ｓ Ｅ と Ｓ １ ０ ０ の レ ベ ル は 、 卒 中 患 者 中 グ ル ー プ （ 各 々
１ ４ ． １ ２ ng/mlと ０ ． ０ １ ０ ng/ml） の 方 が コ ン ト ロ ー ル グ ル ー プ （ 各 々 １ ５ ． ８ ８ ng/m
lと ０ ． ０ ０ ４ ng/ml） に 比 べ て わ ず か に 増 加 し て い た 。 表 ４ に 示 す よ う に 、 卒 中 診 断 に お
い て は 、 Ｎ Ｓ Ｅ ， Ｓ １ ０ ０ Ｂ に 対 す る 特 異 性 、 感 度 、 Ｐ Ｐ Ｖ （ 予 測 陽 性 値 ） 、 Ｎ Ｐ Ｖ （ 予
測 陰 性 値 ） は Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ に 対 す る そ れ ら に 比 べ て 大 変 低 い 。 こ れ ら の 差 は 、 テ ス ト が 同
じ サ ン プ ル 上 で 行 わ れ て い る た め 関 連 が あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 ［ 実 施 例 ３ ］
　 死 亡 患 者 か ら 得 た Ｃ Ｓ Ｆ サ ン プ ル で 調 製 さ れ た ２ 次 元 電 気 泳 動 で ３ つ の 蛋 白 質 が 同 定 さ
れ た 。 こ れ ら の 蛋 白 質 は 以 前 示 し た よ う に 、 健 康 な コ ン ト ロ ー ル に 比 べ 死 亡 し た 患 者 か ら
の Ｃ Ｓ Ｆ 中 で 増 大 し て い る 。 し か し 、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ を 使 っ た 質 量 分 析 で は 同 定 の 試
み は 失 敗 し て い る 。 今 回 の 実 験 は Ｅ Ｓ Ｉ － Ｉ ｏ ｎ 　 Ｔ ｒ ａ ｐ 装 置 （ DecalCQ XP, ThermoFi
nnigan） を 使 っ た μ Ｌ Ｃ － Ｎ Ｓ － Ｍ Ｓ に よ っ て 行 っ た 。 さ ら に 、 デ ー タ ベ ー ス 中 に デ ー タ
量 を 増 や し た こ と で 、 以 前 特 定 で き な か っ た ス ポ ッ ト が 成 功 裏 に 同 定 出 来 た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 （ １ ） Ｒ Ｎ Ａ 結 合 蛋 白 質 調 製 サ ブ ユ ニ ッ ト (RNA binding regulatory subunit)（ Ｏ １ ４
８ ０ ５ ） ／ Ｄ Ｊ － １ 蛋 白 質 （ Ｑ ９ ９ ４ ９ ７ ）
　 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 蛋 白 質 調 製 サ ブ ユ ニ ッ ト (RNA binding regulatory subunit)は 以 前 死 後 の Ｃ
Ｓ Ｆ サ ン プ ル の と こ ろ で 述 べ た （ 例 １ 参 照 ） 。 同 様 の 同 定 結 果 が 近 傍 の ス ポ ッ ト で 得 ら れ
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た （ 図 ３ ） 。 以 前 の 同 定 結 果 を 追 認 し た 。 図 １ は 、 健 康 体 の Ｃ Ｓ Ｆ と 死 ん だ Ｃ Ｓ Ｆ の ２ 次
元 電 気 泳 動 マ ッ プ の 拡 大 図 で あ る 。 ２ ７ ０ μ ｇ の 蛋 白 質 が Ｉ Ｐ Ｇ ゲ ル 上 （ ｐ Ｈ ３ ． ５ － １
０ Ｎ Ｌ ， １ ８ ｃ ｍ ） に セ ッ ト さ れ る 。 ２ 次 元 目 は 縦 階 調 の ス ラ ブ ゲ ル (vertical gradient
 slab gel)（ １ ２ ％ Ｔ ） で あ る 。 ゲ ル は 蛍 光 染 色 体 で 染 色 さ れ る 。 上 向 き の 矢 印 が 、 Ｒ Ｎ
Ａ 結 合 調 節 サ ブ ユ ニ ッ ト ま た は Ｄ Ｊ － １ 蛋 白 質 に 対 応 す る ス ポ ッ ト を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 さ ら に 、 こ の 結 果 は こ れ ら の ス ポ ッ ト が 他 の 同 族 の 蛋 白 質 Ｄ Ｊ － １ に 対 応 す る こ と を 示
し て い る 。 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 調 節 サ ブ ユ ニ ッ ト と Ｄ Ｊ － １ 蛋 白 質 の シ ー ケ ン ス の 違 い は た っ た 一
つ の ア ミ ノ 酸 で あ る 。 本 実 験 中 に 検 出 さ れ た 一 個 の ペ プ チ ド は こ の 特 異 的 な 残 基 を 含 ま な
か っ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 Ｄ Ｉ － １ 遺 伝 子 の 突 然 変 異 は 常 染 色 体 退 行 性 早 期 発 症 パ ー キ ン ソ ン 症 候 群 と 関 係 し て い
る （ Bonifati et al., Science, 2003） 。 Ｄ Ｊ － １ が 細 胞 の 酸 性 ス ト レ ス 反 応 や 神 経 変 性
症 に か か わ り が あ る と い う こ と を 示 唆 す る 別 の 結 果 も あ る 。 （ Bonigati et al., Science
, 2003; Wilson et al., PNAS,2003)。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 （ ２ ） ペ ル オ キ シ レ ド キ シ ン ５ （ Ｐ ３ ０ ０ ４ ４ ）
　 ぺ ル オ キ シ レ ド キ シ ン ５ の ２ ― Ｄ Ｅ の ス ポ ッ ト を 図 ４ に 示 す 。 こ れ は 、 図 ３ と 同 様 に 作
ら れ た 健 康 体 の Ｃ Ｓ Ｆ と 死 後 の Ｃ Ｓ Ｆ の ２ － Ｄ Ｅ ス ポ ッ ト マ ッ プ の 拡 大 図 で あ る 。 ぺ ル オ
キ シ レ ド キ シ ン ５ に 対 応 し た ス ポ ッ ト を 右 側 矢 印 で 示 す 。 ぺ ル オ キ シ レ ド キ シ ン ５ は 抗 酸
酵 素 で あ り 、 神 経 保 護 効 果 を 持 つ 可 能 性 が あ る （ Plaisant et al., Free Radic. Biol. M
ed., 2003） 。 ま た 、 異 な る 神 経 変 性 疾 患 の 患 者 の 脳 内 で 、 ぺ ル オ キ シ レ ド キ シ ン フ ァ ミ
リ ー に 属 す る 蛋 白 質 が 異 常 な 現 れ 方 を す る こ と が 述 べ ら れ て い る （ Krapfenbauer et al.,
 Electrophoresis, 2002; Krapfenbauer et al., Brain Res., 2003） 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 （ ３ ） ペ プ チ ジ ル － プ ロ リ ル ・ シ ス － ト ラ ン ス ・ イ ソ メ ラ ー ゼ Ａ 、 即 ち シ ク ロ フ ィ リ ン
Ａ （ Ｐ ０ ５ ０ ９ ２ ）
　 ２ 個 の ス ポ ッ ト が ペ プ チ ジ ル － プ ロ リ ル ・ シ ス － ト ラ ン ス ・ イ ソ メ ラ ー ゼ Ａ で あ る こ と
を 同 定 し て い る （ 図 ５ ） 。 こ れ も 図 ４ 同 様 、 健 康 体 の Ｃ Ｓ Ｆ と 死 後 の Ｃ Ｓ Ｆ の ２ － Ｄ Ｅ ス
ポ ッ ト マ ッ プ の 拡 大 図 で あ る 。 シ ク ロ フ ィ リ ン Ａ に 対 応 す る 基 本 的 な ス ポ ッ ト が ぺ ル オ キ
シ レ ド キ シ ン ５ の ス ポ ッ ト の 極 近 傍 に あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 シ ク ロ フ ィ リ ン Ａ は 、 抗 酸 酵 素 に 対 す る 神 経 保 護 因 子 と し て 述 べ ら れ て い る （ Doyle et
 al., Bichem J., 1999） 。 そ れ は ぺ ル オ キ シ レ ド キ シ ン 酵 素 に 結 合 し 、 ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ の 働 き に 加 わ る こ と は な い （ Lee et al., J. Biol. Chem.,2001） 。 さ ら に 、 文 献 に よ
れ ば 、 シ ク ロ フ ィ リ ン Ａ は 酸 性 ス ト レ ス に 反 応 し て 心 臓 平 滑 筋 （ Ｖ Ｓ Ｍ Ｃ ） 内 に 秘 匿 さ れ
、 Ｖ Ｓ Ｍ Ｃ の 成 長 を 刺 激 す る （ Jin et al., Circ. Res., 2000） 。 こ れ ら の こ と は 、 シ ク
ロ フ ィ リ ン Ａ が 心 臓 疾 患 の プ ロ セ ス に 関 わ っ て い る こ と を 示 唆 す る 。 抗 酸 酵 素 Cu/Zｕ ス ー
パ ー オ キ サ イ ド ジ ス ム タ ー ゼ － １ に 関 連 す る 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 （ 神 経 変 性 病 状 ） の 家 族
型 と の 関 連 も 述 べ ら れ て い る （ Lee et al., PNAS, 1999） 。 シ ク ロ フ ィ リ ン Ａ は 、 Ｓ Ｏ Ｄ
変 異 体 誘 引 の 細 胞 消 滅 に 対 す る 防 護 効 果 を 有 す る よ う に 見 え る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 　 ［ 実 施 例 ４ ］
　 － 序 －
　 図 ６ か ら 図 １ ５ に 卒 中 患 者 の 調 査 を 行 っ た 結 果 を 示 す 。 ユ ビ キ チ ン 融 合 分 解 蛋 白 質 １ 同
族 体 （ Ｕ Ｆ Ｄ １ ） 、 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 調 節 サ ブ ユ ニ ッ ト （ Ｒ Ｎ Ａ － Ｂ Ｐ ） 、 ヌ ク レ オ チ ド ジ ホ ス
フ ァ ー ト キ ナ ー ゼ Ａ （ Ｎ Ｄ Ｋ  Ａ ） の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 強 度 信 号 を 、 患 者 と 陰 性 の コ ン ト ロ ー ル
患 者 の 血 清 サ ン プ ル を 使 っ て 得 た 。 患 者 か ら の 血 清 サ ン プ ル は 、 救 急 病 院 に 到 着 し て か ら
２ ４ 時 間 以 内 、 ま た は ／ お よ び ７ ２ 時 間 以 上 経 過 後 に 採 取 し 、 コ ン ト ロ ー ル 患 者 サ ン プ ル
と 年 齢 、 性 別 を 一 致 さ せ た 。
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【 ０ ０ ８ ６ 】
　 － プ ロ ト コ ル －
　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ は  96-well Recti-BindT M と NeutrAvidin T M と を 塗 布 し た Black Plates(Pierc
e, Rockford, IL)を 使 用 し て 行 っ た 。 プ レ ー ト は 、 ま ず 、 NOVAPATHTM洗 浄 機 （ BIO-Rad, H
ercules, CA） 上 で 、 ホ ウ 酸 バ ッ フ ァ ー 食 塩 水 （ Ｂ Ｂ Ｓ ） （ 100ｍ Ｍ  H 3 BO 3 ,25ｍ Ｍ  Na 2 B 4 O

7 (Sigma, St Luis, MO, USA), ７ ５ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ (Merck, Darmastadt, Germany)） で 洗
浄 し た 。 次 に 、 ｐ Ｈ ７ の 溶 解 バ ッ フ ァ Ａ で 調 製 さ れ た 抗 体 ビ オ チ ン 結 合 体 (２ μ g/mL） が
５ ０ μ l加 え ら れ 、 ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 バ ッ フ ァ Ａ の 組 成 は 、 80％ 加
水 分 解 さ れ た ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、 モ ル 質 量 9,000-10,000(Aldrich, Milwaukee, WI,US
A), MOPS(3-[N-モ ル ホ リ ノ ]プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 (Sigma), NaCl, MgC12 (Sigma), ZnC1 2 (Al
drich)， pH6.90,BSA30％ Solution, Manufacturing Grade(Serologjcal Proteins Inc., K
ankakee, IL)で あ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 プ レ ー ト は Ｂ Ｂ Ｓ の プ レ ー ト ウ ォ ッ シ ャ ー で 洗 浄 し た 。 ５ ０ μ lの 抗 体 が 加 え ら れ 、 ３
７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン カ ー ブ を 取 る た め 、 組 み 換 え 型
蛋 白 質 抗 原 が 希 釈 バ ッ フ ァ Ａ で 各 々 １ ０ ０ ， ５ ０ ， ２ ５ ， １ ２ ． ５ ， ６ ． ２ ５ ng/mlに 希
釈 さ れ た 。 血 清 サ ン プ ル が バ ッ フ ァ Ａ で 適 切 な 濃 度 に 希 釈 さ れ る 。 洗 浄 ス テ ッ プ 後 、 ５ ０
μ lの ア ル カ リ ホ ス ハ タ ー ゼ 結 合 抗 体 が 適 切 濃 度 で バ ッ フ ァ Ａ に 希 釈 さ れ 、 ３ ７ ℃ で １ 時
間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 ９ ６ ウ ェ ル の プ レ ー ト は Ｂ Ｂ Ｓ の プ レ ー ト ウ ォ ッ シ ャ ー で ３ 回
洗 浄 さ れ 、 ５ ０ μ lの 蛍 光  Attophos（ 登 録 商 標 ） AP Fluorescent Substrate (Promega, M
adison, WI)が 加 え ら れ た 。 プ レ ー ト は 直 ち に SpectraMax GEMINI-XS(Molecuar Devices C
orporation, Sunnyvale， CA,U.S.A.)蛍 光 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト リ ー ダ ー 関 連 蛍 光 ユ
ニ ッ ト (RFU)(λ e x c i t a t i o n =444 nm, λ e m i s s i o n =555 nm)で 読 み 取 ら れ た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 プ レ ー ト は SpectraMax GEMINI-XS(Molecuar Devices)蛍 光 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト リ
ー ダ ー (λ e x c i t a t i o n =444 nm, λ e m i s s i o n =555 nm)で 読 み 取 っ た 。 結 果 は Ｒ Ｆ Ｕ ユ ニ ッ ト
に 表 示 さ れ 、 エ ン ド ポ イ ン ト モ ー ド （ 一 回 だ け の 読 み 取 り ） か １ ０ 分 の 運 動 モ ー ド で 読 み
取 っ た 。 運 動 モ ー ド は 、 各 ウ ェ ル ６ 回 の フ ラ ッ シ ュ を 用 い 、 そ れ を 平 均 す る 、 そ れ を 各 ウ
ェ ル ６ 回 、 最 小 の 間 隔 で 読 ん だ 。 そ の 結 果 、 読 み 取 り 間 隔 は ２ 分 で あ っ た 。 評 価 す る た め
の ス ロ ー プ を 決 定 し た 。 GraphPad Prism ４  ソ フ ト で 、 コ ン ト ロ ー ル と 卒 中 グ ル ー プ 間 （
虚 血 性 プ ラ ス 出 血 性 、 虚 血 性 対 出 血 性 ） の ベ ス ト な カ ッ ト オ フ 値 が 求 め ら れ た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 － 結 論 －
　 図 ７ 、 １ ０ 、 １ ３ に 、 卒 中 患 者 の Ｕ Ｆ Ｄ １ 、 Ｒ Ｎ Ａ － Ｂ Ｐ 、 Ｎ Ｄ Ｋ  Ａ 各 々 が コ ン ト ロ
ー ル 患 者 と 比 較 し て 十 分 に 説 明 さ れ て い る 。 各 バ イ オ マ ー カ ー に 対 し 統 計 分 析 が な さ れ 、
テ ス ト の 感 度 が １ 特 異 性 の 機 能 を 有 す る こ と を 示 す Ｒ Ｏ Ｃ カ ー ブ （ GraphPad Prism 4 ソ
フ ト ） が 得 ら れ た （ 図 ８ 、 １ １ 、 １ ４ 、 各 々 Ｕ Ｆ Ｄ １ 、 Ｒ Ｎ Ａ － Ｂ Ｐ 、 Ｎ Ｄ Ｋ  Ａ に 対 す
る も の ） 。 卒 中 と コ ン ト ロ ー ル と を 区 別 す る ベ ス ト な カ ッ ト オ フ 値 が こ れ ら の Ｒ Ｏ Ｃ カ ー
ブ か ら 得 ら れ た 。 Ｕ Ｆ Ｄ １ 、 Ｒ Ｎ Ａ － Ｂ Ｐ 、 Ｎ Ｄ Ｋ  Ａ 各 々 の 感 度 と し て ９ ４ ． ４ ％ 、 ９
４ ． ４ ％ 、 １ ０ ０ ％ 、 各 々 の 特 異 性 と し て ７ ７ ． ８ ％ 、 ７ ２ ． ２ ％ 、 ８ ３ ． ３ ％ を 得 た 。
卒 中 と コ ン ト ロ ー ル を 比 較 す る た め 、 各 マ ー カ ー に 対 し ノ ン パ ラ メ ト リ ッ ク な (non param
etric)マ ン -ホ イ ッ ト ニ ー テ ス ト が 行 わ れ た 。 ３ つ の マ ー カ ー に 対 し 、 非 常 に 低 い ｐ 値 を
得 た （ Ｕ Ｆ Ｄ １ と Ｎ Ｄ Ｋ  Ａ は ｐ ＜ 0.0001、 Ｒ Ｎ Ａ － Ｂ Ｐ は ｐ ＝ 0.0003） 、 こ れ は 、 卒 中
と コ ン ト ロ ー ル の 差 が 非 常 に 大 き い こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 図 ６ で 、 Ｒ Ｎ Ａ － Ｂ Ｐ と Ｎ Ｄ Ｋ  Ａ が 発 症 後 た っ た ３ ０ 分 で 卒 中 を 検 出 出 来 る こ と に 気
が つ く 。 こ れ は こ れ ら が 非 常 に 早 期 の マ ー カ ー で あ る こ と を 意 味 す る 。 こ の こ と は 、 病 院
到 着 時 と ７ ２ 時 間 後 の あ い だ に 信 号 の 減 少 が あ る こ と で 確 認 さ れ た 。 患 者 ２ ０ ２ と ２ ３ ９
は 到 着 時 （ ０ ～ ２ ４ 時 間 ） と ７ ２ 時 間 後 で 検 査 さ れ 、 全 マ ー カ ー の 信 号 の 大 き な 減 少 が 見
ら れ る 。 こ の テ ス ト 結 果 は 、 ユ ビ キ チ ン 融 合 分 解 蛋 白 質 １ 同 族 体 (Ubiquitin fusion degr

10

20

30

40

50

(22) JP 2007-506086 A 2007.3.15



adation protein 1 homolog)（ Ｕ Ｆ Ｄ １ ） 、 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 調 節 サ ブ ユ ニ ッ ト (RNA binding r
egulatory subunit)（ Ｒ Ｎ Ａ － Ｂ Ｐ ） 、 ヌ ク レ オ シ ド ジ ホ ス フ ァ ー ト キ ナ ー ゼ Ａ （ Ｎ Ｄ Ｋ
 Ａ ） は 、 単 独 か 組 み 合 わ せ 、 ま た は 他 の バ イ オ マ ー カ ー と の 組 み 合 わ せ の 形 で 卒 中 の 早
期 診 断 に 有 用 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 ［ 実 施 例 ５ ］
　 こ の 実 施 例 は 、 神 経 変 性 疾 患 に 含 ま れ る 可 能 性 の あ る 遷 移 後 変 性 症 に 関 わ る 。 対 象 員 数
、 サ ン プ ル の 取 り 扱 い 、 Ｃ Ｓ Ｆ の ２ － Ｄ Ｅ は 第 1実 施 例 と 同 じ で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 － ２ － Ｄ Ｅ イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 分 析 －
　 ２ － Ｄ Ｅ で 分 離 さ れ た 蛋 白 質 は 、 基 本 的 に は Towen等 が 述 べ た ［ ２ ２ ］ よ う に 、 Ｐ Ｖ Ｄ
Ｆ 膜 の 上 に エ レ ク ト ロ ブ ロ ッ テ ィ ン グ (electrobrotted)さ れ 、 Amido Black で 染 色 さ れ 、
水 で 脱 染 さ れ る か 乾 燥 さ れ る 。 対 象 の 蛋 白 質 が 、 特 異 的 な 抗 体 と Ｅ Ｃ Ｌ （ 登 録 商 標 ） ウ ェ
ス タ ン ブ ロ ッ ト 検 出 試 薬 （ AmerSham BioScienceS, Uppsala, Sweden） を 用 い て 前 述 ［ ２
９ ］ し た よ う に 検 出 さ れ る 。 次 の よ う な 抗 体 が 使 用 さ れ た ： 抗 ヒ ト － プ ロ ス タ グ ラ ン デ ン
Ｄ シ ン セ タ ー ゼ （ リ ポ カ リ ン タ イ プ ） ラ ビ ッ ト ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 （ Cayman chemical, A
nn Arbor, MI） 、 １ ／ ２ ５ ０ 希 釈 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 図 １ ６ （ Ａ ） は 、 死 体 お よ び コ ン ト ロ ー ル の ２ － Ｄ Ｅ ゲ ル 上 の ス ポ ッ ト 強 度 の 比 較 を 示
す 。 ４ ５ μ lの 蛋 白 質 が Ｉ Ｐ Ｇ ス ト リ ッ プ （ ｐ Ｈ ３ ． ５ － １ ０ Ｎ Ｌ 、 １ ８ ｃ ｍ ） 上 に セ ッ
ト さ れ た 。 ２ 次 元 目 は ア ン モ ニ ア 銀 で 染 色 さ れ た 縦 階 調 ス ラ ブ ゲ ル (vertical gradient s
lab gel)（ ９ － １ ６ ％ Ｔ ） 上 で 行 わ れ た 。 Apolipoprotein AIと イ タ リ ッ ク 体 で 表 示 さ れ
た も の も ２ つ の サ ン プ ル で 同 様 の レ ベ ル を 示 し た 。 Ｐ Ｇ Ｈ Ｄ の ス ポ ッ ト の 場 所 は 以 前 の 識
別 （ テ ス ト ） ［ ３ １ ］ か ら 導 き 出 さ れ た 。 死 体 か ら の ほ う の ゲ ル で は 、 一 般 的 に 考 え ら れ
て い る Ｐ Ｇ Ｈ Ｄ の ス ポ ッ ト 場 所 が 与 え ら れ て い る 。 図 １ ６ （ Ｂ ） は 、 死 体 お よ び コ ン ト ロ
ー ル か ら の Ｃ Ｓ Ｆ で 調 製 さ れ た ２ － Ｄ Ｅ の 免 疫 検 出 を 示 す 。 ２ － Ｄ Ｅ は Ａ と 同 様 に 行 わ れ
た 。 前 述 ［ ２ ９ ］ し た と 同 じ 免 疫 検 出 が 、 抗 ヒ ト － プ ロ ス タ グ ラ ン デ ン Ｄ シ ン セ タ ー ゼ （
リ ポ カ リ ン タ イ プ ） ラ ビ ッ ト ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 と Ｅ Ｃ Ｌ Ｔ Ｍ ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 検 出 試
薬 を 用 い て 行 わ れ た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 － 結 果 －
　 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン Ｄ シ ン セ タ ー ゼ （ Ｐ Ｇ Ｈ Ｄ ） は 、 Ｎ － グ リ コ シ ル 化 に よ る 遷 移 後 変
性 体 (post-translationaly modified)と し て 知 ら れ る （ Hoffman A, et al., J.Neurochem
.1994,63,2185-2196） 塩 基 性 蛋 白 （ ｐ Ｉ ＝ ８ ． ３ ７ ） で あ る 。 健 康 な 生 き て い る 患 者 か ら
の Ｃ Ｓ Ｆ の ２ － Ｄ Ｅ ゲ ル 上 に は 、 ５ つ の ス ポ ッ ト が 見 ら れ る 。 死 後 の Ｃ Ｓ Ｆ で 調 製 さ れ た
２ － Ｄ Ｅ ゲ ル 上 で は 、 ３ つ の 酸 性 ス ポ ッ ト が 強 く 退 行 し 、 付 随 的 に ２ つ の 基 本 ス ポ ッ ト が
強 調 さ れ て い る （ 図 １ ６ Ａ ） 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 こ の 異 な っ た ス ポ ッ ト が Ｐ Ｇ Ｈ Ｄ に 対 応 し て い る か ど う か を 確 認 す る た め 、 特 異 的 な 抗
体 を 用 い て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 行 っ た （ 図 １ ６ Ｂ ） 。 得 ら れ た 結 果 は 、 死 後 の Ｃ Ｓ Ｆ に
は 酸 性 の Ｐ Ｇ Ｈ Ｄ ス ポ ッ ト は 無 く 、 基 本 ス ポ ッ ト は ま だ 存 在 す る と い う こ と が 確 認 さ れ た
。 さ ら に 、 Melanie 3 ソ フ ト を 用 い た ２ つ の ゲ ル の ス ポ ッ ト 全 容 積 測 定 で は 、 ２ つ の サ ン
プ ル で Ｐ Ｇ Ｈ Ｄ レ ベ ル は 同 等 で あ る 。 こ れ は 、 し た が っ て 、 死 後 の Ｃ Ｓ Ｆ 中 で Ｐ Ｇ Ｈ Ｄ の
脱 グ リ コ シ ル 化 が 起 こ っ て い る が 、 ト ー タ ル の Ｐ Ｇ Ｈ Ｄ は 一 定 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 － 文 献 か ら の デ ー タ －
　 Ａ Ｄ に 罹 っ た 患 者 の Ｃ Ｓ Ｆ 中 で 、 Ｐ Ｇ Ｈ Ｄ が 減 少 す る こ と が 見 つ か っ て い る （ Puchades
 et al., Brain Res. Mol. Brain Res. 2003,118,140-146） 。 し か し 、 研 究 は ２ － Ｄ Ｅ で
行 わ れ 、 か つ 酸 性 ス ポ ッ ト の み が 分 析 さ れ た 。 死 体 か ら の Ｃ Ｓ Ｆ に 関 す る 我 々 の 結 果 で は
、 分 析 し た サ ン プ ル 中 で 脱 グ リ コ シ ル 化 が 起 こ っ て い る 可 能 性 が あ り 、 結 果 、 酸 性 ス ポ ッ
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ト は 消 滅 す る が ト ー タ ル の 蛋 白 質 量 は 変 わ ら な い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 毛 管 等 電 合 焦 法 (capillary isoelectric focusing)を 用 い て 、 Hiraokaら が さ ま ざ ま な
神 経 疾 患 に 関 連 し て Ｃ Ｓ Ｆ の Ｐ Ｇ Ｈ Ｄ が 荷 電 微 小 不 均 一 性 (charge microheterogeneity)
に 変 化 が 起 こ る こ と を 確 認 し た （ Hiraoka A et al.,Electrophoresis 2001,22,3433-3437
） 。 Ａ Ｄ や 病 理 的 脳 萎 縮 を 伴 う Ｐ Ｄ 、 あ る い は 多 硬 化 症 で 、 塩 基 形 ／ 酸 性 形 の 比 が 増 大 す
る こ と が 見 出 さ れ た 。 こ の こ と か ら 、 こ れ ら 遷 移 後 変 性 (post tlanslational modificati
on)が Ｎ － グ リ コ シ ル 化 に お け る 変 化 と リ ン ク し て い る こ と を 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 － ク ロ イ ツ フ ェ ル ト － ヤ コ ブ 病 （ Ｃ Ｊ Ｄ ） 患 者 の Ｃ Ｓ Ｆ に お け る Ｐ Ｇ Ｈ Ｄ 遷 移 後 変 性 （
Ｐ Ｔ Ｍ ） パ タ ー ン －
　 Ｃ Ｊ Ｄ 患 者 と 健 康 な コ ン ト ロ ー ル か ら 集 め た Ｃ Ｓ Ｆ サ ン プ ル 内 の Ｐ Ｇ Ｈ Ｄ の Ｐ Ｔ Ｍ パ タ
ー ン を 比 較 し た 。 前 述 し た よ う に 、 蛋 白 質 は ２ － Ｄ Ｅ で 分 離 さ れ 、 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 状 に 電 気 ブ
ロ ッ テ ィ ン グ さ れ 、 Ｐ Ｇ Ｈ Ｄ が 特 異 的 抗 体 で 検 出 さ れ た 。 Ｃ Ｓ Ｆ サ ン プ ル は ラ ン ダ ム に 集
め ら れ た 。 コ ン ト ロ ー ル 患 者 は 脳 障 害 と 関 係 の 無 い よ う に 、 精 密 検 査 さ れ た 。 Ｃ Ｓ Ｆ サ ン
プ ル は 採 取 後 直 ち に 遠 心 分 離 さ れ 、 小 分 け さ れ て 分 析 す る ま で － ２ ０ ℃ で 保 存 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 図 １ ７ は そ の 結 果 で 、 ミ ニ ２ － Ｄ Ｅ の プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン Ｄ ２ の ス ポ ッ ト 強 度 を 、 ヤ コ
ブ 病 患 者 の Ｃ Ｓ Ｆ で 調 製 し た ゲ ル と 健 康 な 患 者 の Ｃ Ｓ Ｆ で 調 製 し た ゲ ル と で 比 較 し た も の
で あ る 。 ４ ５ μ lの 蛋 白 質 が Ｉ Ｐ Ｇ ゲ ル 上 （ ｐ Ｈ ３ － １ ０ 、 ７ ｃ ｍ ） に セ ッ ト さ れ た 。 ２
次 元 目 は 、 縦 階 調 ス ラ ブ ゲ ル (vertical gradient slab gel)（ １ ２ ％ Ｔ ） で あ る 。 抗 ヒ ト
Ｐ Ｇ Ｈ Ｄ （ リ ポ カ リ ン タ イ プ ） ウ サ ギ ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 （ Cayman chemical, Ann Arbor
, MI） と Ｅ Ｃ Ｌ Ｔ Ｍ ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 検 出 試 薬 （ Amersham Biosciences, Uppsala, Swe
den） を 用 い て 免 疫 検 出 が 行 わ れ た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 結 果 は 、 Ｃ Ｊ Ｄ 患 者 の Ｃ Ｓ Ｆ 中 の Ｐ Ｇ Ｈ Ｄ の Ｐ Ｔ Ｍ パ タ ー ン は 、 コ ン ト ロ ー ル の も の と
明 ら か に 異 な っ て お り 、 ４ つ の 殆 ど の 酸 性 ス ポ ッ ト が 強 い 退 行 を 示 し て い る （ 図 １ ７ ） 。
Ｃ Ｊ Ｔ 患 者 の パ タ ー ン は 死 ん だ Ｃ Ｓ Ｆ の も の と 良 く 似 て い る 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 Ｐ Ｇ Ｈ
Ｄ の Ｐ Ｔ Ｍ パ タ ー ン の 変 化 の 、 神 経 疾 患 マ ー カ ー と し て の 関 心 を 支 持 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 ［ 実 施 例 ６ ］
　 こ の 実 施 例 は 、 卒 中 と コ ン ト ロ ー ル 患 者 に お け る 、 Ｕ Ｆ Ｄ Ｐ １ の 血 清 レ ベ ル を 示 す 追 加
の デ ー タ を 示 す 。 図 １ ９ は 、 コ ン ト ロ ー ル と 死 ん だ 患 者 の Ｃ Ｓ Ｆ に お け る Ｕ Ｆ Ｄ Ｐ １ の レ
ベ ル を 示 す 。 追 加 デ ー タ は 、 ２ つ の 患 者 と コ ン ト ロ ー ル の 群 か ら 得 た 、 す な わ ち 、 ジ ュ ネ
ー ブ の よ り 小 さ い 群 と ア メ リ カ か ら は よ り 広 範 囲 か ら の 群 で あ る 。 本 例 と 、 次 の 例 ７ ， ８
に お け る 分 析 手 法 は 同 じ で あ る 、 た だ し 、 用 い ら れ る 抗 体 の 特 異 性 は 、 問 題 と す る 蛋 白 質
毎 で 異 な っ て い る 。 各 検 討 の 方 法 は 例 ４ で 示 し た の と 同 様 で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 Black Plates(Pierce, Rockford, IL)を コ ー ト し た ９ ６ ウ ェ ル の Riacti-Bind（ 登 録 商
標 ）  NeutrAvidin（ 登 録 商 標 ） を 用 い て Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 行 っ た 。 プ レ ー ト は 、 ま ず NOVAPATH
（ 登 録 商 標 ）  ウ ォ ッ シ ャ ー （ Bio-Rad, Hercules, CA） を 使 っ て 、 ホ ウ 酸 バ ッ フ ァ 食 塩 水
ｐ Ｈ ８ ． ４ （ Ｂ Ｂ S） （ 100ｍ Ｍ 　 H3BO3,25ｍ Ｍ  Na 2 B 4 O 7 (Sigma, St Louis, MO, USA)、 75
ｍ Ｍ  NaCl(Merk, Darmastadt, Germany)） 中 で 洗 浄 さ れ た 。 次 に 、 ｐ Ｈ ７ 希 釈 バ ッ フ ァ Ａ
で 調 製 さ れ た 、 関 連 バ イ オ マ ー カ ー に 特 異 性 の あ る 抗 体 － ビ オ チ ン 結 合 体 （ ２ μ g/ｍ Ｌ ）
５ ０ μ lを 加 え 、 ３ ７ ℃ 下 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 バ ッ フ ァ Ａ の 組 成 は ； 80％
加 水 分 解 さ れ た ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、 モ ル 質 量 9,000-10,000(Aldrich, Milwaukee, WI,
USA),MOPS(3-[N-モ ル ホ リ ノ ]プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 (Sigma),NaCl,MgCl 2 (Sigma),ZnCl 2 (Aldr
ich)， pH6.90,BSA30％ Solution, Manufacturing Grade(Serological Proteins Inc.， Kan
kakee, IL)で あ る 。  次 に 、 プ レ ー ト を プ レ ー ト ウ ォ ッ シ ャ ー で Ｂ Ｂ S中 で ３ 回 洗 浄 し た 。
抗 原 ま た は 血 清 を ５ ０ μ l加 え 37℃ 下 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 キ ャ リ ブ レ ー シ
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ョ ン カ ー ブ を 取 る た め 、 組 み 換 え 型 蛋 白 質 抗 原 が 希 釈 バ ッ フ ァ Ａ で 各 々 １ ０ ０ ， ５ ０ ， ２
５ ， １ ２ ． ５ ， ６ ． ２ ５ ， ３ ． １ ２ ５ ， １ ． ５ ６ ng/mlに 希 釈 さ れ た 。 血 清 サ ン プ ル が バ
ッ フ ァ Ａ で 適 切 な 濃 度 に 希 釈 さ れ る 。 更 な る 洗 浄 ス テ ッ プ 後 、 ５ ０ μ lの 関 連 バ イ オ マ ー
カ ー に 特 異 性 の あ る ア ル カ リ ホ ス ハ タ ー ゼ 結 合 抗 体 が 適 切 濃 度 で バ ッ フ ァ Ａ に 希 釈 さ れ 、
３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 ９ ６ ウ ェ ル の プ レ ー ト は Ｂ Ｂ Ｓ の プ レ ー ト ウ ォ ッ
シ ャ ー で ３ 回 洗 浄 さ れ 、 ５ ０ μ lの 蛍 光  Attophos（ 登 録 商 標 ） AP Fluorescent Substrate
 (Promega, Madison, WI)が 加 え ら れ た 。 プ レ ー ト は 直 ち に SpectraMax GEMINI-XS　 (Mole
cuar Devices Corporation, Sunnyvale， CA,U.S.A.)蛍 光 マ イ ク ロ タ イ タ ー (microtiter)
プ レ ー ト リ ー ダ ー で 読 み 取 ら れ た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 プ レ ー ト は 、 蛍 光 を SpectraMax GEMINI-XS(Molecuar Devices)蛍 光 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ
レ ー ト リ ー ダ ー (λ e x c i t a t i o n =444 nm, λ e m i s s i o n =555 nm)で 読 み 取 っ た 。 結 果 は Ｒ Ｆ Ｕ
ユ ニ ッ ト に 表 示 さ れ 、 エ ン ド ポ イ ン ト モ ー ド （ 一 回 だ け の 読 み 取 り ） か １ ０ 分 の 運 動 モ ー
ド で 読 み 取 っ た 。 運 動 モ ー ド は 、 各 ウ ェ ル ６ 回 の フ ラ ッ シ ュ を 用 い 、 そ れ は 平 均 さ れ 、 そ
れ を 各 ウ ェ ル ６ 回 、 最 小 の 間 隔 で 読 ん だ 。 そ の 結 果 、 読 み 取 り 間 隔 は ２ 分 で あ っ た 。 評 価
す る た め の ス ロ ー プ を 決 定 し た 。 GraphPad Prism 4 ソ フ ト で 、 コ ン ト ロ ー ル と 卒 中 グ ル
ー プ 間 （ 虚 血 性 プ ラ ス 出 血 性 、 虚 血 性 対 出 血 性 ） の ベ ス ト な カ ッ ト オ フ 値 を Ｒ Ｏ Ｃ カ ー ブ
に よ っ て 決 定 し た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 結 果 を 図 ２ ０ に 示 す 。
　 ［ 実 施 例 ７ ］
　 本 実 施 例 は 、 ポ リ ペ プ チ ド が Ｒ Ｎ Ａ － Ｂ Ｐ で あ る こ と を 除 け ば 、 例 ６ に 符 合 す る 。 図 ２
１ は 、 コ ン ト ロ ー ル と 死 体 患 者 の Ｃ Ｓ Ｆ 中 の Ｒ Ｎ Ａ － Ｂ Ｐ レ ベ ル を 示 す 。 図 ２ ２ は 、 そ れ
ぞ れ 卒 中 患 者 と コ ン ト ロ ー ル を 含 む ３ 回 の 検 討 に お け る 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ る Ｒ Ｎ Ａ － Ｂ Ｐ
血 清 中 濃 度 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 ［ 実 施 例 ８ ］
　 本 例 は 、 ポ リ ペ プ チ ド が Ｎ Ｄ Ｋ Ａ で あ る こ と を 除 け ば 、 例 ６ に 符 合 す る 。 図 ２ ３ は 、 コ
ン ト ロ ー ル と 死 体 患 者 の Ｃ Ｓ Ｆ 中 の Ｎ Ｄ Ｋ Ａ レ ベ ル を 示 す 。 図 ２ ４ は 、 ジ ュ ネ ー ブ と ア メ
リ カ の 卒 中 患 者 お よ び コ ン ト ロ ー ル 群 の 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ る Ｎ Ｄ Ｋ Ａ 血 清 中 濃 度 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 ［ 実 施 例 ９ ］
　 各 実 施 例 ６ ， ７ ， ８ の デ ー タ か ら は 、 単 な る 卒 中 と コ ン ト ロ ー ル 間 の 識 別 に 加 え て 、 脳
血 管 事 故 か ら サ ン プ ル 採 取 ま で の 時 間 の 関 係 を 分 析 す る こ と が 出 来 る 、 ま た は 代 替 的 に 、
虚 血 性 、 出 血 性 、 ま た は 一 過 性 虚 血 性 脳 卒 中 （ Ｔ Ｌ Ａ ） と い う 卒 中 の タ イ プ に 関 連 付 け て
分 析 す る こ と が 出 来 る 。 そ れ ぞ れ の 分 析 を 図 ２ ５ ａ と 図 ２ ５ ｂ に 示 す 、 ま た 、 卒 中 の 診 断
に お い て 死 ん だ Ｃ Ｓ Ｆ の マ ー カ ー が 有 用 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 こ の こ と は 、 特 に 事
故 後 ３ 時 間 以 内 に 卒 中 の 診 断 を 行 い Ｔ Ｐ Ａ の よ う な 血 栓 除 去 薬 を 投 与 す る こ と が 大 切 で あ
る 臨 床 処 置 と 関 係 す る 。 ま た 、 テ ス ト は 出 血 性 と 虚 血 性 の 卒 中 を 識 別 出 来 る こ と が 大 切 で
、 Ｔ Ｐ Ａ は 虚 血 性 の 処 置 に 適 し て い る が 、 出 血 性 の 卒 中 患 者 に は 破 滅 的 な 効 果 を 与 え て し
ま う 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 ［ 実 施 例 １ ０ ］
　 各 死 ん だ Ｃ Ｓ Ｆ マ ー カ ー が 各 々 卒 中 診 断 に 良 い 結 果 を 示 し て い る が 、 商 品 と し て は 数 種
の 蛋 白 質 レ ベ ル の 測 定 を 要 求 さ れ る 可 能 性 が あ る 。 こ の 「 パ ネ ル 」 手 法 は ２ つ の 方 法 で 行
う こ と が 出 来 る 。 よ り 単 純 な 方 法 と し て は 、 個 別 の マ ー カ ー に 対 す る 抗 体 が 用 意 さ れ 、 マ
イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル に コ ー ト さ れ る 。 信 号 強 度 は 各 独 立 し た 強 度 の 総 和 と す
る こ と が 出 来 る 。 し か し こ の 場 合 、 各 マ ー カ ー の 個 別 の レ ベ ル を 決 め る こ と は 出 来 な い 。
こ の 方 法 で 意 味 の あ る カ ッ ト オ フ 値 を 設 定 す る こ と は 難 題 で あ る 。 し か し 、 こ の 方 法 は も
っ と も ユ ー ザ ー フ レ ン ド リ ー な 商 品 を 提 供 す る 。
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【 ０ １ ０ ８ 】
　 図 ２ ６ に 本 例 で 使 用 さ れ た マ ー カ ー を 要 約 し た 。 実 験 結 果 を 図 ２ ７ に 示 す 。 死 ん だ Ｃ Ｓ
Ｆ 蛋 白 質 Ｕ Ｄ Ｆ １ ， Ｒ Ｎ Ａ － Ｂ Ｐ ， Ｎ Ｄ Ｋ Ａ ， Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ に 対 す る 各 抗 体 は 、 例 ４ の よ
う に 同 じ 濃 度 で 希 釈 さ れ た 。 し か し 、 こ れ ら 抗 体 液 は 等 量 で 混 合 さ れ 、 上 述 し た 一 つ の 検
体 標 本 中 で は 最 初 の ４ 分 の １ の 濃 度 に 希 釈 さ れ た 。 プ ロ ト コ ル は 以 下 の よ う で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 パ ネ ル ア ル ゴ リ ズ ム の 問 題 を 解 決 す る た め に 、 直 接 混 合 し た ４ つ の 抗 体 を 各 ウ ェ ル 内 で
検 査 し た 。 最 初 の 抗 体 コ ー ト の ス テ ッ プ で 、 各 バ イ オ マ ー カ ー 特 異 性  ビ オ チ ン － 抗 体 結
合 体 を １ ウ ェ ル 当 り １ ２ ． ５ μ Ｌ と し た 以 外 、 プ ロ ト コ ル は 各 抗 体 に 対 し て 前 述 し た （ 上
記 ） の と ま っ た く 同 じ で あ る 。 希 釈 バ ッ フ ァ Ａ で 初 期 濃 度 が １ ０ ０ 、 ５ ０ ， ２ ５ ． １ ２ ．
５ 、 ６ ． ２ ５ 、 ３ ． １ ２ ５ ng/mlに 調 製 さ れ た ４ つ の 組 み 換 え 型 蛋 白 質 抗 原 、 Ｕ Ｄ Ｆ １ ，
Ｒ Ｎ Ａ － Ｂ Ｐ ， Ｎ Ｄ Ｋ Ａ ， Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ を 、 キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン カ ー ブ を 得 る た め 同 じ プ
レ ー ト 上 の ウ ェ ル に 各 々 １ ２ ． ５ μ l入 れ 、 ス タ ン ダ ー ド カ ー ブ が 同 様 に 構 築 さ れ た 。 血
清 サ ン プ ル は 各 バ イ オ マ ー カ ー に 対 す る と 同 じ よ う に 、 同 じ 希 釈 、 同 じ 容 量 （ ウ ェ ル 当 り
５ ０ μ l） 用 い ら れ た 。 個 別 分 析 と 同 じ 、 バ イ オ マ ー カ ー 特 異 性 　 抗 体 － ア ル カ リ ホ ス ハ
タ ー ゼ 結 合 体 を 用 い て 捕 捉 抗 原 の 検 出 を 行 っ た 、 す な わ ち 、 ス タ ン ダ ー ド 用 お よ び 血 清 サ
ン プ ル 用 の 各 ウ ェ ル に ４ つ の バ イ オ マ ー カ ー 特 異 性 抗 体 － ア ル カ リ ホ ス ハ タ ー ゼ 結 合 体 が
等 量 （ １ ２ ． ５ μ l） ず つ 加 え ら れ た 。 蛍 光 の 測 定 は 、 上 記 の 例 で 示 し た 単 一 の バ イ オ マ
ー カ ー 分 析 で 述 べ た よ う に 行 わ れ た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 卒 中 １ ０ と コ ン ト ロ ー ル １ ０ （ 年 齢 性 別 非 合 致 ） の ２ 倍 希 釈 血 清 サ ン プ ル が テ ス ト さ れ
た （ 図 ２ ７ ） 。 こ の 試 験 で は 、 感 度 １ ０ ０ ％ 特 異 性 ８ ０ ％ が 得 ら れ た 。 ２ つ の 偽 陽 性 サ ン
プ ル は 、 患 者 の コ ン ト ロ ー ル ３ ６ ８ ， ４ ５ ０ に 対 応 し 、 前 立 腺 が ん と 脳 障 害 候 補 を 示 す 。
【 ０ １ １ １ 】
　 こ の 特 異 な 例 に お い て 、 蛍 光 信 号 は ア ル カ リ ホ ス ハ タ ー ゼ 結 合 体 を 分 析 の 検 出 サ イ ド に
使 っ た 各 バ イ オ マ ー カ ー 特 異 性 抗 体 に よ っ て 発 生 し た 信 号 の 総 和 に 対 応 し 、 ア ル カ リ ホ ス
ハ タ ー ゼ 結 合 体 を 分 析 の 検 出 側 に 使 っ た 場 合 は 全 体 の 中 で 単 一 の バ イ オ マ ー カ ー の 相 対 的
貢 献 を 決 め る こ と は 不 可 能 で あ る 。 本 発 明 の 一 つ の 実 施 例 と し て は 、 各 バ イ オ マ ー カ ー 特
異 性 抗 体 を 励 起 放 射 波 長 が 十 分 に 異 な る 異 な っ た 蛍 光 団 で ラ ベ リ ン グ す る こ と が 可 能 で 、
各 抗 体 の レ ベ ル を 干 渉 な し に 検 出 で き る と い う こ と が あ る 。 こ の 場 合 、 一 回 の テ ス ト の 一
つ の サ ン プ ル で ４ つ ま で の 異 な っ た バ イ オ マ ー カ ー の レ ベ ル を 正 確 に 定 量 出 来 、 サ ン プ ル
の 必 要 量 の 削 減 や ス ル ー プ ッ ト の 向 上 を も た ら す 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 ［ 実 施 例 １ １ ］
　 あ る 環 境 下 で は 、 単 一 の ウ ェ ル の 中 で 多 数 検 体 の レ ベ ル を 測 定 す る こ と が 望 ま し く な い
か も し れ な い 。 例 え ば 、 あ る 特 殊 な 診 断 を す る 場 合 に 必 要 な 個 別 蛋 白 質 の 絶 対 レ ベ ル と か
、 複 数 蛋 白 質 間 の レ ベ ル 比 な ど で あ る 。 こ の 状 況 で は 、 各 検 体 レ ベ ル を 別 々 の 分 析 で 測 定
す る こ と が 望 ま し い か も し れ な い 。 各 患 者 ご と の 特 殊 な 診 断 に 供 す る た め に 、 こ の 多 因 子
の デ ー タ セ ッ ト を 解 釈 す る た め の 予 測 ア ル ゴ リ ズ ム が 用 い ら れ る 。 こ の 例 で は 、 異 な っ た
多 検 体 バ イ オ マ ー カ ー パ ネ ル の 理 論 的 な 性 能 を 予 測 す る た め 統 計 ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し た
。
【 ０ １ １ ３ 】
　 卒 中 の 診 断 の た め 、 上 記 さ ま ざ ま な 例 で 得 ら れ た 個 別 の バ イ オ マ ー カ ー レ ベ ル の デ ー タ
セ ッ ト を 用 い て 、 死 ん だ Ｃ Ｓ Ｆ 蛋 白 質 Ｕ Ｄ Ｆ １ 、 Ｒ Ｎ Ａ － Ｂ Ｐ 、 Ｎ Ｄ Ｋ Ａ 、 Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ
の 各 組 み 合 わ せ に お け る 真 陽 性 お よ び 真 陰 性 の 比 率 を 専 用 ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し て 求 め た
。 分 析 の た め 、 サ ン プ ル の 群 （ Ｕ Ｄ Ｆ １ 、 Ｒ Ｎ Ａ － Ｂ Ｐ 、 Ｎ Ｄ Ｋ Ａ 、 Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ に 対 し
、 １ ８ コ ン ト ロ ー ル 、 １ ８ 卒 中 ） を 員 数 ラ ン ダ ム の ２ つ の グ ル ー プ に 分 け た 。 ８ ０ ％ の サ
ン プ ル は 、 閾 値 ト レ ー ニ ン グ 用 と し て 慎 重 に (by the technique of naive bayes)分 析 さ
れ 、 残 り の ２ ０ ％ は １ ０ ０ ０ 倍 に 希 釈 さ れ 、 各 マ ー カ ー お よ び マ ー カ ー の 組 み 合 わ せ に 対
す る 閾 値 （ 感 度 と 特 異 性 ） を 評 価 す る た め 用 い ら れ た 。
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【 ０ １ １ ４ 】
　 ア ル ゴ リ ズ ム が 単 一 の マ ー カ ー に 適 用 さ れ た と き は 、 感 度 お よ び 特 異 性 は 観 察 値 と 比 較
可 能 で あ る 。 こ の デ ー タ セ ッ ト の 感 度 、 特 異 性 （ カ ッ コ 内 の 数 値 ） は 、 前 述 の Ｒ Ｏ Ｃ カ ー
ブ か ら 決 定 さ れ た 最 適 カ ッ ト オ フ 値 に 基 づ い て 計 算 さ れ て い る 。 以 下 の デ ー タ の 中 で 、 カ
ッ コ 内 の 最 初 の 数 値 は 標 準 偏 差 に 該 当 す る （ 例 、 ０ ． ９ ３ ± ０ ． １ ５ ） 。 「 １ 蛋 白 質 」 デ
ー タ の 第 ２ 番 目 の カ ッ コ 内 数 値 は 、 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い な い で 単 純 Ｒ Ｏ Ｃ カ ー ブ （ GraphP
ad Prism） を 用 い て 得 た 感 度 （ Ｓ Ｅ ） お よ び 特 異 性 （ Ｓ Ｐ ） に 対 応 す る 。 Ｓ Ｅ 、 Ｓ Ｐ 値 は
、 ア ル ゴ リ ズ ム あ り と な し の 結 果 を 比 較 す る た め に 示 し て あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 ア ル ゴ リ ズ ム 分 析 の 結 果 は 以 下 の よ う で あ っ た 。
　 　
　 　
　 　 ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト に お け る Ｕ Ｆ Ｄ １ の 真 陽 性 比 ： 0.93（ 0.15）  （ Ｓ Ｅ 94％ ）
　 　 ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト に お け る Ｕ Ｆ Ｄ １ の 真 陰 性 比 ： 0.74（ 0.24）   （ Ｓ Ｐ 78％ ）
　 　 ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト に お け る Ｒ Ｎ Ａ － Ｂ Ｐ の 真 陽 性 比 ： 0.85（ 0.21） （ Ｓ Ｅ 94％ ）
　 　 ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト に お け る Ｒ Ｎ Ａ － Ｂ Ｐ の 真 陰 性 比 ： 0.73（ 0.23） （ Ｓ Ｐ 72％ ）
　 　 ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト に お け る Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ の 真 陽 性 比 ： 0.47（ 0.29） （ Ｓ Ｅ 39％ ）
　 　 ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト に お け る Ｒ Ｎ Ａ － Ｂ Ｐ の 真 陰 性 比 ： 0.80（ 0.23） （ Ｓ Ｐ 100％ ）
　 　 ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト に お け る Ｎ Ｄ Ｋ  Ａ の 真 陽 性 比 ： 0.79（ 0.16）    （ Ｓ Ｅ 100％ ）
　 　 ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト に お け る Ｎ Ｄ Ｋ  Ａ の 真 陰 性 比 ： 0.89（ 0.16）      （ Ｓ Ｐ 83％ ）
　 　
　 　
　 　 ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト に お け る Ｕ Ｆ Ｄ １ /Ｒ Ｎ Ａ － Ｂ Ｐ の 真 陽 性 比 ： 0.90（ 0.17）
　 　 ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト に お け る Ｕ Ｆ Ｄ １ /Ｒ Ｎ Ａ － Ｂ Ｐ の 真 陰 性 比 ： 0.69（ 0.25）
　 　 ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト に お け る Ｕ Ｆ Ｄ １ /Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ の 真 陽 性 比 ： 0.82（ 0.22）
　 　 ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト に お け る Ｕ Ｆ Ｄ １ /Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ の 真 陰 性 比 ： 0.83（ 0.20）
　 　 ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト に お け る Ｕ Ｆ Ｄ １ /Ｎ Ｄ Ｋ  Ａ の 真 陽 性 比 ： 0.92（ 0.16）
　 　 ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト に お け る Ｕ Ｆ Ｄ １ /Ｎ Ｄ Ｋ  Ａ の 真 陰 性 比 ： 0.79（ 0.21）
　 　 ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト に お け る Ｒ Ｎ Ａ － Ｂ Ｐ /Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ の 真 陽 性 比 ： 0.81（ 0.24）
　 　 ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト に お け る Ｒ Ｎ Ａ － Ｂ Ｐ /Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ の 真 陰 性 比 ： 0.73（ 0.24）
　 　 ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト に お け る Ｒ Ｎ Ａ － Ｂ Ｐ /Ｎ Ｄ Ｋ  Ａ の 真 陽 性 比 ： 0.91（ 0.16）
　 　 ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト に お け る Ｒ Ｎ Ａ － Ｂ Ｐ /Ｎ Ｄ Ｋ  Ａ の 真 陰 性 比 ： 0.83（ 0.21）
　 　 ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト に お け る Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ /Ｎ Ｄ Ｋ  Ａ の 真 陽 性 比 ： 0.77（ 0.27）
　 　 ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト に お け る Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ /Ｎ Ｄ Ｋ  Ａ の 真 陰 性 比 ： 0.84（ 0.20）
　 　
　 　
　 　 ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト に お け る Ｒ Ｎ Ａ － Ｂ Ｐ /Ｎ Ｄ Ｋ  Ａ /Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ の 真 陽 性 比 ： 0.9
6（ 0.11）
　 　 ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト に お け る Ｒ Ｎ Ａ － Ｂ Ｐ /Ｎ Ｄ Ｋ  Ａ /Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ の 真 陰 性 比 ： 0.8
3（ 0.20）
　 　 ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト に お け る Ｕ Ｆ Ｄ １ /Ｎ Ｄ Ｋ  Ａ /Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ の 真 陽 性 比 ： 0.92（ 0
.17）
　 　 ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト に お け る Ｕ Ｆ Ｄ １ /Ｎ Ｄ Ｋ  Ａ /Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ の 真 陰 性 比 ： 0.83（ 0
.21）
　 　 ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト に お け る Ｕ Ｆ Ｄ １ /Ｒ Ｎ Ａ － Ｂ Ｐ /Ｎ Ｄ Ｋ  Ａ の 真 陽 性 比 ： 0.95（ 0
.14）
　 　 ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト に お け る Ｕ Ｆ Ｄ １ /Ｒ Ｎ Ａ － Ｂ Ｐ /Ｎ Ｄ Ｋ  Ａ の 真 陰 性 比 ： 0.82（ 0
.20）
　 　 ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト に お け る Ｕ Ｆ Ｄ １ /Ｒ Ｎ Ａ － Ｂ Ｐ /Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ の 真 陽 性 比 ： 0.93
（ 0.15）
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　 　 ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト に お け る Ｕ Ｆ Ｄ １ /Ｒ Ｎ Ａ － Ｂ Ｐ /Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ の 真 陰 性 比 ： 0.75
（ 0.23）
　 　
　 　
　 　 ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト に お け る Ｕ Ｆ Ｄ １ /Ｒ Ｎ Ａ － Ｂ Ｐ /Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ /Ｎ Ｄ Ｋ  Ａ の 真 陽
性 比 ： 0.93（ 0.13）
　 　 ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト に お け る Ｕ Ｆ Ｄ １ /Ｒ Ｎ Ａ － Ｂ Ｐ /Ｈ － Ｆ Ａ Ｂ Ｐ /Ｎ Ｄ Ｋ  Ａ の 真 陰
性 比 ： 0.73（ 0.23）
　 　
　 図 ２ ８ は 、 本 例 で ４ つ の バ イ オ マ ー カ ー の 内 ２ つ の 組 み 合 わ せ の 場 合 を 図 示 し た も の で
あ る 。 図 に は 診 断 の た め に 決 定 し た カ ッ ト オ フ ポ イ ン ト （ 縦 、 横 の 線 ） を 示 す 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 ［ 実 施 例 １ ２ ］
　 死 後 Ｃ Ｓ Ｆ マ ー カ ー で あ る Ｕ Ｆ Ｄ １ ， Ｒ Ｎ Ａ － Ｂ Ｐ お よ び Ｎ Ｄ Ｋ  Ａ に 関 し て 、 ジ ュ ネ
ー ブ お よ び Ｕ SＡ で さ ら に 大 規 模 な 研 究 を 行 っ た 。 サ ン プ ル は 、 上 記 の 例 で 前 述 し た よ う
な Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 実 施 し た （ ジ ュ ネ ー ブ お よ び Ｕ SＡ 双 方 の 検 査 で ） 。 結 果 を 図 ２ ９ ～ ３ ８
に 示 す 。
【 ０ １ １ ７ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ １ ８ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 対 照 （ コ ン ト ロ ー ル ） グ ル ー プ 、 急 性 心 筋 梗 塞 （ AMI） の グ ル ー プ 、 急
性 卒 中 の ３ グ ル ー プ H-FABPの 分 析 結 果 （ 縦 軸 は OD単 位 ） で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 急 性 心 筋 梗 塞 患 者 の グ ル ー プ の H-FABPレ ベ ル を 、 卒 中 後 異 な っ た 時 間 間
隔 で 連 続 検 知 し た 結 果 で あ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 健 全 な Ｃ Ｓ Ｆ と 死 後 の Ｃ Ｓ Ｆ に 対 す る ２ － Ｄ Ｅ マ ッ プ の 部 分 を 示 し 、 調
製 サ ブ ユ ニ ッ ト 結 合 Ｒ Ｎ Ａ ま た は DJ-1蛋 白 質 に 対 応 す る ス ポ ッ ト が 上 向 き の 矢 印 で 示 さ れ
て い る 。 健 全 な Ｃ Ｓ Ｆ と 死 後 の Ｃ Ｓ Ｆ の ２ － Ｄ Ｅ マ ッ プ の 拡 大 図 が 示 さ れ て い る 。 ４ ５ μ
ｇ の 蛋 白 が IPGゲ ル （ ｐ ｈ  3.5-10 NL, 18cm） 上 に 載 せ ら れ た 。 第 ２ の デ ィ メ ン ジ ョ ン （ d
imension） は 、 縦 階 調 の ス ラ ブ ゲ ル (vertical gradient slab gel)（ 9-16% T） で あ る 。
ゲ ル は 銀 染 色 さ れ て い る 。 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 調 節 サ ブ ユ ニ ッ ト (RNA binding regulatory subuni
t)ま た は DJ-1蛋 白 質 に 対 応 す る ス ポ ッ ト が 上 向 き の 矢 印 （ 赤 ） で 示 さ れ て い る 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 健 全 な Ｃ Ｓ Ｆ と 死 後 の Ｃ Ｓ Ｆ に 対 す る ２ － Ｄ Ｅ マ ッ プ の 部 分 を 示 し 、 ペ
ル オ キ シ レ ド キ シ ン ５ に 対 応 す る ス ポ ッ ト が 右 側 の 矢 印 で 示 さ れ て い る 。 健 全 な Ｃ Ｓ Ｆ 死
後 の Ｃ Ｓ Ｆ の ２ － Ｄ Ｅ マ ッ プ の 拡 大 図 が 示 さ れ て い る 。 ４ ５ μ ｇ の 蛋 白 が IPGゲ ル （ ｐ ｈ  
3.5-10 NL, 18cm） 上 に 載 せ ら れ た 。 第 2の デ ィ メ ン ジ ョ ン （ dimension） は 、 縦 階 調 の ス
ラ ブ ゲ ル (vertical gradient slab gel)（ 9-16% T） で あ る 。 ゲ ル は 銀 染 色 さ れ て い る 。
ペ ル オ キ シ レ ド キ シ ン ５ に 対 応 す る ス ポ ッ ト が 右 側 の 矢 印 （ 赤 ） で 示 さ れ て い る 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 健 全 な Ｃ Ｓ Ｆ と 死 後 の Ｃ Ｓ Ｆ に 対 す る ２ － Ｄ Ｅ マ ッ プ の 場 所 を 示 し 、 ペ
プ チ ジ ル － プ ロ リ ル ・ シ ス － ト ラ ン ス ・ イ ソ メ ラ ー ゼ Ａ （ シ ク ロ フ ィ リ ン Ａ ） に 対 応 す る
ス ポ ッ ト が 右 側 2個 の 矢 印 で 示 さ れ て い る 。 健 全 な Ｃ Ｓ Ｆ と 死 後 の Ｃ Ｓ Ｆ の ２ － Ｄ Ｅ マ ッ
プ の 拡 大 図 が 示 さ れ て い る 。 ４ ５ μ ｇ の 蛋 白 が IPGゲ ル （ ｐ Ｈ  3.5-10 NL, 18cm） 上 に 載
せ ら れ た 。 第 2の デ ィ メ ン ジ ョ ン （ dimension） は 、 縦 階 調 の ス ラ ブ ゲ ル (vertical gradie
nt slab gel)（ 9-16% T） で あ る 。 ゲ ル は 銀 染 色 さ れ て い る 。 ペ プ チ ジ ル － プ ロ リ ル ・ シ
ス － ト ラ ン ス ・ イ ソ メ ラ ー ゼ Ａ （ シ ク ロ フ ィ リ ン Ａ ） に 対 応 す る ス ポ ッ ト が 右 側 2個 の 矢
印 （ 赤 ） で 示 さ れ て い る 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 卒 中 患 者 の 調 査 で 得 ら れ た マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 の 強 度
値 を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 上 記 検 査 か ら の 血 清 サ ン プ ル 中 の UFD1の 検 出 を 示 す 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 図 ７ の デ ー タ か ら の UDF1の ROCカ ー ブ を 示 す 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 図 ７ に 対 応 す る UDF1の 検 出 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 上 記 調 査 の 血 清 サ ン プ ル 中 の RNA-BPの 検 出 を 示 す 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 図 １ ０ の デ ー タ か ら の RNA-BPの ROCカ ー ブ を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 図 １ ０ に 対 応 す る RNA-BPの 検 出 を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 上 記 調 査 か ら の 血 清 サ ン プ ル 中 の NDK Aの 検 出 を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ は 、 図 １ ３ の デ ー タ か ら の NDK Aの ROCカ ー ブ を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ は 、 図 １ ３ に 対 応 す る NDK Aの 検 出 を 示 す 。
【 図 １ ６ 】 図 １ ６ は 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン Ｄ シ ン タ ー ゼ の レ ベ ル を 表 す 、 健 全 な Ｃ Ｓ Ｆ と
死 後 の Ｃ Ｓ Ｆ に 対 す る ２ － DEマ ッ プ の 場 所 を 示 す 。
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【 図 １ ７ 】 図 １ ７ は 、 CJD患 者 か ら と 、 コ ン ト ロ ー ル と し て 健 康 人 か ら 取 っ た Ｃ Ｓ Ｆ で 調
製 さ れ た ミ ニ ２ － DEゲ ル 上 で の プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン Ｄ シ ン タ ー ゼ の ス ポ ッ ト 強 度 を 示 す 。
【 図 １ ８ 】 図 １ ８ は 、 卒 中 患 者 と コ ン ト ロ ー ル グ ル ー プ の H-FABPに 対 す る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 の
強 度 値 を 示 す 。
【 図 １ ９ 】 図 １ ９ は 、 コ ン ト ロ ー ル お よ び 患 者 グ ル ー プ か ら の Ｃ Ｓ Ｆ で 調 製 さ れ た ミ ニ ２
－ Ｄ Ｅ ゲ ル 上 で の UFDP-1の ス ポ ッ ト 強 度 を 示 す 。
【 図 ２ ０ 】 図 ２ ０ は 、 ジ ュ ネ ー ブ お よ び 米 国 の ２ 集 団 の 卒 中 患 者 の UFDP-1血 清 濃 度 を Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ 法 で 測 定 し た も の を 示 す 。
【 図 ２ １ 】 図 ２ １ は 、 コ ン ト ロ ー ル お よ び 疾 患 患 者 か ら 得 た Ｃ Ｓ Ｆ で 調 製 し た ミ ニ ２ － Ｄ
Ｅ ゲ ル 上 の RNA-BPス ポ ッ ト 強 度 を 示 す 。
【 図 ２ ２ 】 図 ２ ２ は 、 コ ン ト ロ ー ル お よ び 卒 中 患 者 の ３ 回 の 調 査 に お け る RNA-BP血 清 濃 度
を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 で 測 定 し た も の を 示 す 。
【 図 ２ ３ 】 図 ２ ３ は 、 コ ン ト ロ ー ル お よ び 疾 患 患 者 か ら 得 た Ｃ Ｓ Ｆ で 調 製 し た ミ ニ ２ － Ｄ
Ｅ ゲ ル 上 の NDK Aス ポ ッ ト 強 度 を 示 す 。
【 図 ２ ４ 】 図 ２ ４ は 、 ジ ュ ネ ー ブ お よ び 米 国 の ２ 集 団 の 卒 中 患 者 の NDK A血 清 濃 度 を Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ 法 で 測 定 し た も の を 示 す 。
【 図 ２ ５ ａ 】 図 ２ ５ ａ は 、 発 症 時 間 と 、 UFDP1,RNA-BPお よ び NDK Aの 卒 中 マ ー カ ー （ Ｓ Ｍ
） 濃 度 を 示 す 。 各 々 コ ン ト ロ ー ル 患 者 、 脳 血 管 事 故 か ら ３ 時 間 以 内 の 卒 中 患 者 、 脳 血 管 事
故 か ら ３ 時 間 以 降 の 卒 中 患 者 に 対 す る も の で あ る 。
【 図 ２ ５ ｂ 】 図 ２ ５ ｂ は 、 UFDP1,RNA-BPお よ び NDK Aの 卒 中 マ ー カ ー (Ｓ Ｍ )濃 度 を 卒 中 タ
イ プ 別 に 示 す 。 各 々 コ ン ト ロ ー ル 患 者 、 出 血 性 脳 卒 中 患 者 、 一 過 性 虚 血 性 脳 卒 中 （ TLA）
患 者 、 虚 血 性 脳 卒 中 患 者 に 対 す る も の で あ る 。
【 図 ２ ６ 】 図 ２ ６ は 、 卒 中 用 の 血 清 用 初 期 マ ー カ ー の 集 約 情 報 を 一 覧 に し た も の で あ る 。
【 図 ２ ７ 】 図 ２ ７ は 、 UFDP1,RNA-BP、 NDK Aお よ び H-FABPを 一 つ の ウ ェ ル に 混 合 し た 場 合
の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 の 強 度 を 示 す 。
【 図 ２ ８ 】 図 ２ ８ は 、 図 ２ ７ に お け る ４ つ の バ イ オ マ ー カ ー の う ち ２ つ の 組 み 合 わ せ と 、
診 断 時 の カ ッ ト オ フ 値 を 示 す 。
【 図 ２ ９ Ａ 】 図 ２ ９ Ａ は 、 ３ ７ 人 の 卒 中 患 者 と 、 年 齢 性 別 が 一 致 す る コ ン ト ロ ー ル 患 者 ３
７ 人 の 血 清 サ ン プ ル に 関 す る 追 加 検 査 の 情 報 を 示 す 。 診 断 （ Diag） は 次 の よ う に 表 さ れ て
い る 、 す な わ ち 、 I（ 虚 血 性 脳 卒 中 ） 、 H（ 出 血 性 脳 卒 中 ） 、 TLA（ 一 過 性 虚 血 性 脳 卒 中 ）
、 ctl（ コ ン ト ロ ー ル ） 。 UFDP1,RNA-BPお よ び NDK Aの Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ る 濃 度 が 示 さ れ て
い る 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 は 前 述 し た よ う に 行 わ れ た 。
【 図 ２ ９ Ｂ 】 図 ２ ９ Ｂ は 、 ３ ７ 人 の 卒 中 患 者 と 、 年 齢 性 別 が 一 致 す る コ ン ト ロ ー ル 患 者 ３
７ 人 の 血 清 サ ン プ ル に 関 す る 追 加 検 査 の 情 報 を 示 す 。 診 断 （ Diag） は 次 の よ う に 表 さ れ て
い る 、 す な わ ち 、 I（ 虚 血 性 脳 卒 中 ） 、 H（ 出 血 性 脳 卒 中 ） 、 TLA（ 一 過 性 虚 血 性 脳 卒 中 ）
、 ctl（ コ ン ト ロ ー ル ） 。 UFDP1,RNA-BPお よ び NDK Aの Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ る 濃 度 が 示 さ れ て
い る 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 は 前 述 し た よ う に 行 わ れ た 。
【 図 ３ ０ 】 図 ３ ０ は 、 ジ ュ ネ ー ブ で テ ス ト し た 中 か ら ３ ７ 人 の 卒 中 患 者 と ３ ７ 人 の コ ン ト
ロ ー ル 患 者 の 血 清 サ ン プ ル を 使 っ た UDFA1に 対 す る 上 記 追 加 テ ス ト の 結 果 を 示 す 。 ま た 、
米 国 ― １ （ コ ン ト ロ ー ル 患 者 は 年 齢 性 別 が 一 致 し て い な い ） の UDFA1に 対 す る デ ー タ で あ
る 。
【 図 ３ １ 】 図 ３ １ は 、 ジ ュ ネ ー ブ で テ ス ト し た 中 か ら ３ ７ 人 の 卒 中 患 者 と ３ ７ 人 の コ ン ト
ロ ー ル 患 者 の 血 清 サ ン プ ル を 使 っ た RNA-BPに 対 す る 上 記 追 加 テ ス ト の 結 果 を 示 す 。 ま た 、
米 国 ― １ （ コ ン ト ロ ー ル 患 者 は 年 齢 性 別 が 一 致 し て い な い ） お よ び 米 国 ― ２ （ コ ン ト ロ ー
ル 患 者 は 年 齢 性 別 が 一 致 し て い る ） の RNA-BPに 対 す る デ ー タ で あ る 。
【 図 ３ ２ 】 図 ３ ２ は 、 米 国 ― ３ の ６ ３ ３ 人 の 患 者 に 関 す る PNA-BPの 大 規 模 検 査 の 結 果 を 示
す 。
【 図 ３ ３ 】 図 ３ ３ は 、 米 国 ― ３ の RNA-BPに 関 す る 統 計 分 析 （ ク ラ ス カ ル -ウ ォ リ ス 法 ） を
示 す 。
【 図 ３ ４ 】 図 ３ ４ は 、 ジ ュ ネ ー ブ で テ ス ト し た 中 か ら ３ ３ 人 の 卒 中 患 者 と ３ ３ 人 の コ ン ト
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ロ ー ル 患 者 の 血 清 サ ン プ ル を 使 っ た NDKAに 対 す る 上 記 追 加 テ ス ト の 結 果 を 示 す 。 ま た 、 米
国 ― １ （ コ ン ト ロ ー ル 患 者 は 年 齢 性 別 が 一 致 し て い な い ） の NDKAに 対 す る デ ー タ で あ る 。
【 図 ３ ５ 】 図 ３ ５ は 、 米 国 ― ３ の ６ ２ ２ 人 の 患 者 に 関 す る NDKAの 大 規 模 検 査 の 結 果 を 示 す
。
【 図 ３ ６ 】 図 ３ ６ は 、 米 国 ― 3の NDKAに 関 す る 統 計 分 析 （ ク ラ ス カ ル -ウ ォ リ ス 法 ） を 示 す
。
【 図 ３ ７ 】 図 ３ ７ は 、 発 症 時 間 に 関 す る 働 き と し て の 卒 中 マ ー カ ー 濃 度 を 示 す （ ジ ュ ネ ー
ブ デ ー タ 、 新 た な ３ ７ 人 の 卒 中 患 者 と ３ ７ 人 の コ ン ト ロ ー ル 患 者 の 血 清 サ ン プ ル ） 。
【 図 ３ ８ 】 図 ３ ８ は 、 米 国 ― １ の デ ー タ を 用 い た 、 卒 中 タ イ プ に 関 す る 働 き と し て の 卒 中
マ ー カ ー 濃 度 を 示 す 。 10

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】
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【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】 【 図 １ ８ 】
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【 図 １ ９ 】 【 図 ２ ０ 】

【 図 ２ １ 】 【 図 ２ ２ 】
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【 図 ２ ３ 】 【 図 ２ ４ 】

【 図 ２ ５ ａ 】 【 図 ２ ５ ｂ 】
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【 図 ２ ６ 】 【 図 ２ ７ 】

【 図 ２ ８ 】 【 図 ２ ９ Ａ 】
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【 図 ２ ９ Ｂ 】 【 図 ３ ０ 】

【 図 ３ １ 】 【 図 ３ ２ 】
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【 図 ３ ３ 】 【 図 ３ ４ 】

【 図 ３ ５ 】 【 図 ３ ６ 】
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【 図 ３ ７ 】 【 図 ３ ８ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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