
(57)【要約】

本発明は、神経細胞傷害、器官傷害、および/またはニ

ューロンの障害の診断となる生物マーカーを同定する。

本発明の異なる生物マーカーの検出はまた、神経傷害の

重症度の程度、傷害に関与する細胞、および傷害の細胞

内局在性の診断となる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 を 検 出 な ら び に 診 断 す る
方 法 ：
被 験 体 試 料 に お い て 少 な く と も 1つ ま た は 複 数 の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー を 検 出
す る 段 階 、 お よ び ； 1つ ま た は 複 数 の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 、 神 経 系
傷 害 、 器 官 傷 害 お よ び /ま た は CNSも し く は PNSへ の ニ ュ ー ロ ン の 障 害 、 ま た は 骨 格 筋 の 過
剰 訓 練 の 診 断 と 相 関 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 相 関 が 、 1つ ま た は 複 数 の タ ン パ ク 質 マ ー カ ー
が 以 下 か ら 選 択 さ れ る 、 正 常 な 被 験 体 と 比 較 し た 、 各 診 断 に お け る 1つ ま た は 複 数 の 生 物
マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る 、 段 階 ：
ア ク ロ モ ペ プ チ ダ ー ゼ (achromopeptidase)、 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン 変 換
酵 素 、 ブ ロ メ ラ イ ン 、 カ ル パ イ ン 、 カ ル パ イ ン I、 カ ル パ イ ン II、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー
ゼ A、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ B、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ G、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ P、
カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ W、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ Y、 カ ス パ ー ゼ 、 カ ス パ ー ゼ 1、 カ ス
パ ー ゼ 2、 カ ス パ ー ゼ 3、 カ ス パ ー ゼ 4、 カ ス パ ー ゼ 5、 カ ス パ ー ゼ 6、 カ ス パ ー ゼ 7、 カ ス パ
ー ゼ 8、 カ ス パ ー ゼ 9、 カ ス パ ー ゼ 10、 カ ス パ ー ゼ 13、 カ テ プ シ ン B、 カ テ プ シ ン C、 カ テ プ
シ ン D、 カ テ プ シ ン G、 カ テ プ シ ン H、 カ テ プ シ ン L、 キ モ パ パ イ ン 、 チ マ ー ゼ 、 キ モ ト リ プ
シ ン 、 α -ク ロ ス ト リ パ イ ン (α -clostripain)、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 、 補 体 C1r、 補 体 C1s、 補 体
因 子 D、 補 体 因 子 I、 ク ク ミ シ ン (cucumisin)、 ジ ペ プ チ ジ ル ペ プ チ ダ ー ゼ IV、 白 血 球 エ ラ
ス タ ー ゼ 、 膵 エ ラ ス タ ー ゼ 、 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ Arg-C、 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ Asp-N、 エ ン
ド プ ロ テ ア ー ゼ Glu-C、 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ Lys-C、 エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ 、 Xa因 子 、 フ ィ シ ン
、 フ ュ ー リ ン 、 グ ラ ン ザ イ ム A、 グ ラ ン ザ イ ム B、 HIVプ ロ テ ア ー ゼ 、 イ ガ ー ゼ (Igase)、 組
織 カ リ ク レ イ ン 、 キ ナ ー ゼ 、 ロ イ シ ン ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 ミ ク ロ ソ ー ム 、 マ ト リ ッ ク ス
メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ 、 メ チ オ ニ ン ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 ニ ュ ー ト ラ ー ゼ (neutrase)、 パ パ
イ ン 、 ペ プ シ ン 、 プ ラ ス ミ ン 、 プ ロ リ ダ ー ゼ (prolidase)、 プ ロ ナ ー ゼ E、 前 立 腺 特 異 的 抗
原 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 プ ロ テ ア ー ゼ S、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ 3、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ
A、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ K、 プ ロ テ イ ン C、 ピ ロ グ ル タ ミ ン 酸 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 ト ロ ン ビ ン
、 組 織 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー 、 ト ロ ポ ニ ン 、 ト リ プ シ ン 、 ト リ プ タ ー ゼ 、 ウ ロ
キ ナ ー ゼ ； お よ び
SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る 少 な く と も 1つ ま た は 複 数 の ペ プ チ ド ； な ら び に 、
1つ ま た は 複 数 の タ ン パ ク 質 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の
障 害 の 診 断 と 相 関 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 相 関 が 、 正 常 な 被 験 体 と 比 較 し た 、 各 診 断 に お け
る 1つ ま た は 複 数 の タ ン パ ク 質 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る 、 段 階 。
【 請 求 項 ２ 】
　 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 基 質 が 、 NF-200(NF-H)、 NF-160(NF-M)、 NF-68(NF-L)か ら 選 択 さ れ
る 軸 索 タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 基 質 が 、 α -チ ュ ー ブ リ ン (P02551)、 β -チ ュ ー ブ リ ン (P0 4691)、
β 3-チ ュ ー ブ リ ン 、 MAP-2A/B、 MAP-2C、 タ ウ (Tau)、 ダ イ ナ ミ ン (Dynamin)-1(P21575)、 ダ
イ ナ ク チ ン (Dynactin)(Q13561)お よ び P24か ら 選 択 さ れ る 樹 状 突 起 タ ン パ ク 質 で あ る 、 請
求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 基 質 が 、 UCH-L1(Q00981)、 PEBP(P31044)、 NSE(P07323)、 Thy 1.1、
プ リ オ ン お よ び ハ ン チ ン ト ン 病 タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ れ る 細 胞 体 タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求
項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 基 質 が 、 シ ナ プ シ ン -1、 シ ナ プ シ ン -2、 α -シ ヌ ク レ イ ン (P37377)
、 β -シ ヌ ク レ イ ン (Q63754)、 GAP43、 シ ナ プ ト フ ィ ジ ン 、 シ ナ プ ト タ グ ミ ン (P21707)お よ
び シ ン タ キ シ ン か ら 選 択 さ れ る シ ナ プ ス 前 性 タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
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　 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 基 質 が 、 PSD95、 PSD93、 NMDA受 容 体 お よ び NMDA受 容 体 サ ブ タ イ プ か
ら 選 択 さ れ る シ ナ プ ス 後 性 タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 基 質 が 、 ミ エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質 (MBP)お よ び ミ エ リ ン プ ロ テ オ
リ ピ ド タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ れ る 脱 髄 タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 基 質 が 、 GFAP(P47819)お よ び タ ン パ ク 質 ジ ス ル フ ィ ド イ ソ メ ラ ー ゼ
(PDI-P04785)か ら 選 択 さ れ る グ リ ア タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 基 質 が 、 コ リ ン 作 動 性 神 経 伝 達 物 質 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 神 経 伝 達 物
質 、 ノ ル ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 神 経 伝 達 物 質 、 セ ロ ト ニ ン 作 動 性 神 経 伝 達 物 質 、 グ ル タ ミ ン
酸 作 動 性 神 経 伝 達 物 質 お よ び GABA作 動 性 神 経 伝 達 物 質 か ら 選 択 さ れ る 神 経 伝 達 物 質 で あ る
、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 基 質 が 、 β -ア ド レ ナ リ ン 受 容 体 サ ブ タ イ プ 、 α -ア ド レ ナ リ ン 受 容
体 サ ブ タ イ プ 、 GABA受 容 体 、 代 謝 調 節 型 グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 、 NMDA受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト 、
グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト 、 5-HTセ ロ ト ニ ン 受 容 体 、 ド ー パ ミ ン 受 容 体 、 ム ス カ リ
ン Ach受 容 体 お よ び ニ コ チ ン ア セ チ ル コ リ ン 受 容 体 か ら 選 択 さ れ る 神 経 伝 達 物 質 受 容 体 で
あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 基 質 が 、 ノ ル エ ピ ネ フ リ ン 輸 送 体 (NET)、 ド ー パ ミ ン 輸 送 体 (DAT)、
セ ロ ト ニ ン 輸 送 体 (SERT)、 小 胞 輸 送 体 タ ン パ ク 質 (VMAT1お よ び VMAT2)、 GABA輸 送 体 小 胞 阻
害 性 ア ミ ノ 酸 輸 送 体 (VIAAT/VGAT)、 グ ル タ ミ ン 酸 輸 送 体 、 小 胞 ア セ チ ル コ リ ン 輸 送 体 お よ
び コ リ ン 輸 送 体 か ら 選 択 さ れ る 神 経 伝 達 物 質 輸 送 体 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 基 質 が 、 SEQ ID NO:1～ 148の い ず れ か 1つ に よ り 同 定 さ れ る 、 請 求
項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 基 質 が 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る 配 列 と 約 50%相 同 性 で
あ る 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 基 質 が 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る 配 列 と 約 70%相 同 性 で
あ る 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 基 質 が 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る 配 列 と 約 80%相 同 性 で
あ る 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 基 質 が 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る 配 列 と 約 90%、 95%、 96
%、 97%、 95%、 99%ま た は 99.9%相 同 性 で あ る 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー が 、 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 を 診
断 す る た め に 用 い ら れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー が 、 器 官 傷 害 お よ び /ま た は 障 害 を 診 断 す る た め に 用
い ら れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 生 物 マ ー カ ー の 複 数 が 検 出 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 生 物 マ ー カ ー の 少 な く と も 2つ が 検 出 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
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　 生 物 マ ー カ ー の 少 な く と も 3つ が 検 出 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 生 物 マ ー カ ー の 少 な く と も 4つ が 検 出 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 少 な く と も 2つ の 生 物 マ ー カ ー の 任 意 の 組 み 合 わ せ が 、 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー
ロ ン の 障 害 を 診 断 す る た め に 用 い ら れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 マ ー カ ー の 複 数 が 、 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 を 診 断 す る た め に 組 み
合 わ せ て 用 い ら れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 試 料 が 、 脳 脊 髄 液 、 血 液 、 血 漿 、 血 清 、 尿 、 組 織 、 細 胞 お よ び 器 官 か ら な る 群 よ り 選 択
さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 酵 素 生 物 マ ー カ ー が 、 1 mg 基 質 タ ン パ ク 質 あ た り 少 な く と も 約 1 μ g～ 約 500 μ gま で
の 比 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 1つ ま た は 複 数 の タ ン パ ク 質 生 物 マ ー カ ー が 、 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障
害 に 罹 り や す い 、 ま た は 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 を 患 っ て い る 患 者 由
来 の 酵 素 プ ロ フ ァ イ ル を 正 常 な 被 験 体 と 比 較 す る こ と に よ り 検 出 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 1つ ま た は 複 数 の タ ン パ ク 質 生 物 マ ー カ ー が 、 蛍 光 発 生 ア ッ セ イ 法 の イ ム ノ ア ッ セ イ 法
を 用 い て 検 出 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 1つ ま た は 複 数 の タ ン パ ク 質 生 物 マ ー カ ー が 、 バ イ オ チ ッ プ ア レ イ を 用 い て 検 出 さ れ る
、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 バ イ オ チ ッ プ ア レ イ が タ ン パ ク 質 チ ッ プ ア レ イ で あ る 、 請 求 項 29記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 バ イ オ チ ッ プ ア レ イ が 核 酸 ア レ イ で あ る 、 請 求 項 29記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 1つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー が バ イ オ チ ッ プ ア レ イ 上 に 固 定 化 さ れ て い る 、 請 求 項 29記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 固 定 化 さ れ た 1つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー が 、 マ ー カ ー の 分 子 量 を 検 出 す る た め に レ ー ザ
ー イ オ ン 化 に か け ら れ る 、 請 求 項 29記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 1つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー の 分 子 量 が 、 総 イ オ ン 電 流 に 対 し て 標 準 化 さ れ て い る 閾 値 強
度 に 対 し て 分 析 さ れ る 、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 対 数 変 換 が 、 検 出 さ れ る マ ー カ ー の 数 を 制 限 す る よ う に ピ ー ク 強 度 範 囲 を 縮 小 す る た め
に 用 い ら れ る 、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の 検 出 な ら び に 診 断 の
方 法 ：
被 験 体 試 料 に お い て 少 な く と も 1つ ま た は 複 数 の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー を 検 出
す る 段 階 、 お よ び ； 1つ ま た は 複 数 の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 、 神 経 系
傷 害 、 器 官 傷 害 お よ び /ま た は CNSも し く は PNSへ の ニ ュ ー ロ ン の 障 害 、 ま た は 骨 格 筋 の 過
剰 訓 練 の 診 断 と 相 関 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 相 関 が 、 1つ ま た は 複 数 の タ ン パ ク 質 マ ー カ ー
が SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る 少 な く と も 1つ の 生 物 マ ー カ ー か ら 選 択 さ れ る 、 正
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常 な 被 験 体 と 比 較 し た 、 各 診 断 に お け る 1つ ま た は 複 数 の 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る
、 段 階 ；
1つ ま た は 複 数 の 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 と 相 関
さ せ る 段 階 で あ っ て 、 相 関 が 、 正 常 な 被 験 体 と 比 較 し た 、 各 診 断 に お け る 1つ ま た は 複 数
の タ ン パ ク 質 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る 、 段 階 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る 1つ ま た は 複 数 の 生 物 マ ー カ ー が 、 神 経 系 傷 害 お よ
び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 を 診 断 な ら び に 検 出 す る た め に 用 い ら れ る 、 請 求 項 36記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る 1つ ま た は 複 数 の 生 物 マ ー カ ー が 、 器 官 傷 害 お よ び /
ま た は 障 害 を 診 断 な ら び に 検 出 す る た め に 用 い ら れ る 、 請 求 項 36記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る 生 物 マ ー カ ー の 複 数 が 検 出 さ れ る 、 請 求 項 36記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る 生 物 マ ー カ ー の 少 な く と も 2つ が 検 出 さ れ る 、 請 求
項 36記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る 生 物 マ ー カ ー の 少 な く と も 3つ が 検 出 さ れ る 、 請 求
項 36記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る 生 物 マ ー カ ー の 少 な く と も 4つ が 検 出 さ れ る 、 請 求
項 36記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る 少 な く と も 2つ の 生 物 マ ー カ ー の 任 意 の 組 み 合 わ せ
が 、 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 を 診 断 な ら び に 検 出 す る た め に 用 い ら れ
る 、 請 求 項 36記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る 生 物 マ ー カ ー の 複 数 が 、 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は
ニ ュ ー ロ ン の 障 害 を 診 断 な ら び に 検 出 す る た め に 組 み 合 わ せ て 用 い ら れ る 、 請 求 項 36記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 試 料 が 、 脳 脊 髄 液 、 血 液 、 血 漿 、 血 清 、 尿 、 組 織 、 細 胞 お よ び 器 官 か ら な る 群 よ り 選 択
さ れ る 、 請 求 項 36記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 を 検 出 な ら び に 診 断 す
る 方 法 ：
被 験 体 試 料 に お い て 少 な く と も 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー を 検 出 す る 段 階 、 お よ
び ； 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障
害 の 診 断 と 相 関 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 相 関 が 、 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 基 質
が 以 下 の 軸 索 タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ れ る 、 正 常 な 被 験 体 と 比 較 し た 、 各 診 断 に お け る 1つ
ま た は 複 数 の 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る 、 段 階 ：
NF-200(NF-H)、 NF-160(NF-M)、 NF-68(NF-L)、 そ れ ら の ペ プ チ ド 、 断 片 ま た は 誘 導 体 、 な
ら び に ；
1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の
診 断 と 相 関 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 相 関 が 、 正 常 な 被 験 体 と 比 較 し た 、 各 診 断 に お け る 1つ
ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る 、 段 階 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の 検 出 な ら び に 診 断 の
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方 法 ：
被 験 体 試 料 に お い て 少 な く と も 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー を 検 出 す る 段 階 、 お よ
び ； 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障
害 の 診 断 と 相 関 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 相 関 が 、 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 基 質
が ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 、 そ の ペ プ チ ド ま た は 断 片 で あ る 、 正 常 な 被 験 体 と 比 較 し
た 、 各 診 断 に お け る 1つ ま た は 複 数 の 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る 、 段 階 、 な ら び に ；
1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の
診 断 と 相 関 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 相 関 が 、 正 常 な 被 験 体 と 比 較 し た 、 各 診 断 に お け る 1つ
ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る 、 段 階 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の 検 出 な ら び に 診 断 の
方 法 ：
被 験 体 試 料 に お い て 少 な く と も 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー を 検 出 す る 段 階 、 お よ
び ； 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障
害 の 診 断 と 相 関 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 相 関 が 、 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 基 質
が 以 下 の 樹 状 突 起 タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ れ る 、 正 常 な 被 験 体 と 比 較 し た 、 各 診 断 に お け る
1つ ま た は 複 数 の 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る 、 段 階 ：
α -チ ュ ー ブ リ ン (P02551)、 β -チ ュ ー ブ リ ン (P0 4691)、 MAP-2A/B、 MAP-2C、 タ ウ 、 ダ イ
ナ ミ ン -1(P21575)、 ダ イ ナ ク チ ン (Q13561)、 P24、 お よ び そ れ ら の ペ プ チ ド 、 断 片 ま た は
誘 導 体 、 な ら び に ；
1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の
診 断 と 相 関 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 相 関 が 、 正 常 な 被 験 体 と 比 較 し た 、 各 診 断 に お け る 1つ
ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る 、 段 階 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の 検 出 な ら び に 診 断 の
方 法 ：
被 験 体 試 料 に お い て 少 な く と も 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー を 検 出 す る 段 階 、 お よ
び ； 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障
害 の 診 断 と 相 関 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 相 関 が 、 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 基 質
が 以 下 の 細 胞 体 タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ れ る 、 正 常 な 被 験 体 と 比 較 し た 、 各 診 断 に お け る 1
つ ま た は 複 数 の 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る 、 段 階 ：
UCH-L1(Q00981)、 PEBP(P31044)、 NSE(P07323)、 Thy 1.1、 プ リ オ ン 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 そ
れ ら の ペ プ チ ド 、 断 片 ま た は 誘 導 体 、 な ら び に ；
1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の
診 断 と 相 関 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 相 関 が 、 正 常 な 被 験 体 と 比 較 し た 、 各 診 断 に お け る 1つ
ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る 、 段 階 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の 検 出 な ら び に 診 断 の
方 法 ：
被 験 体 試 料 に お い て 少 な く と も 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー を 検 出 す る 段 階 、 お よ
び ； 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障
害 の 診 断 と 相 関 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 相 関 が 、 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 基 質
が 以 下 の シ ナ プ ス 前 性 タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ れ る 、 正 常 な 被 験 体 と 比 較 し た 、 各 診 断 に お
け る 1つ ま た は 複 数 の 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る 、 段 階 ：
シ ナ プ シ ン -1、 シ ナ プ シ ン -2、 α -シ ヌ ク レ イ ン (P37377)、 β -シ ヌ ク レ イ ン (Q63754)、 GA
P43、 シ ナ プ ト フ ィ ジ ン 、 シ ナ プ ト タ グ ミ ン (P21707)、 シ ン タ キ シ ン 、 そ れ ら の ペ プ チ ド
、 断 片 ま た は 誘 導 体 、 な ら び に ；
1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の
診 断 と 相 関 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 相 関 が 、 正 常 な 被 験 体 と 比 較 し た 、 各 診 断 に お け る 1つ
ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る 、 段 階 。
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【 請 求 項 ５ １ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の 検 出 な ら び に 診 断 の
方 法 ：
被 験 体 試 料 に お い て 少 な く と も 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー を 検 出 す る 段 階 、 お よ
び ； 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障
害 の 診 断 と 相 関 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 相 関 が 、 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 基 質
が 以 下 の シ ナ プ ス 後 性 タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ れ る 、 正 常 な 被 験 体 と 比 較 し た 、 各 診 断 に お
け る 1つ ま た は 複 数 の 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る 、 段 階 ：
PSD95、 PSD93、 NMDA受 容 体 、 NMDA受 容 体 サ ブ タ イ プ 、 そ れ ら の ペ プ チ ド 、 断 片 ま た は 誘 導
体 、 な ら び に ；
1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の
診 断 と 相 関 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 相 関 が 、 正 常 な 被 験 体 と 比 較 し た 、 各 診 断 に お け る 1つ
ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る 、 段 階 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の 検 出 な ら び に 診 断 の
方 法 ：
被 験 体 試 料 に お い て 少 な く と も 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー を 検 出 す る 段 階 、 お よ
び ； 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障
害 の 診 断 と 相 関 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 相 関 が 、 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 基 質
が 以 下 の 脱 髄 タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ れ る 、 正 常 な 被 験 体 と 比 較 し た 、 各 診 断 に お け る 1つ
ま た は 複 数 の 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る 、 段 階 ：
ミ エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質 (MBP)、 ミ エ リ ン プ ロ テ オ リ ピ ド タ ン パ ク 質 、 そ れ ら の ペ プ チ
ド 、 断 片 ま た は 誘 導 体 、 な ら び に ；
1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の
診 断 と 相 関 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 相 関 が 、 正 常 な 被 験 体 と 比 較 し た 、 各 診 断 に お け る 1つ
ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る 、 段 階 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の 検 出 な ら び に 診 断 の
方 法 ：
被 験 体 試 料 に お い て 少 な く と も 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー を 検 出 す る 段 階 、 お よ
び ； 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障
害 の 診 断 と 相 関 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 相 関 が 、 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 基 質
が 以 下 の グ リ ア タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ れ る 、 正 常 な 被 験 体 と 比 較 し た 、 各 診 断 に お け る 1
つ ま た は 複 数 の 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る 、 段 階 ：
GFAP(P47819)、 タ ン パ ク 質 ジ ス ル フ ィ ド イ ソ メ ラ ー ゼ (PDI-P04785)、 そ れ ら の ペ プ チ ド 、
断 片 ま た は 誘 導 体 、 な ら び に ；
1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の
診 断 と 相 関 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 相 関 が 、 正 常 な 被 験 体 と 比 較 し た 、 各 診 断 に お け る 1つ
ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る 、 段 階 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の 検 出 な ら び に 診 断 の
方 法 ：
被 験 体 試 料 に お い て 少 な く と も 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー を 検 出 す る 段 階 、 お よ
び ； 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障
害 の 診 断 と 相 関 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 相 関 が 、 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 基 質
が 以 下 の コ リ ン 作 動 性 タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ れ る 、 正 常 な 被 験 体 と 比 較 し た 、 各 診 断 に お
け る 1つ ま た は 複 数 の 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る 、 段 階 ：
ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 、 コ リ ン ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 そ れ ら の ペ プ チ ド 、
断 片 ま た は 誘 導 体 、 な ら び に ；
1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の
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診 断 と 相 関 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 相 関 が 、 正 常 な 被 験 体 と 比 較 し た 、 各 診 断 に お け る 1つ
ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る 、 段 階 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の 検 出 な ら び に 診 断 の
方 法 ：
被 験 体 試 料 に お い て 少 な く と も 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー を 検 出 す る 段 階 、 お よ
び ； 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障
害 の 診 断 と 相 関 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 相 関 が 、 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 基 質
が 以 下 の ド ー パ ミ ン 作 動 性 タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ れ る 、 正 常 な 被 験 体 と 比 較 し た 、 各 診 断
に お け る 1つ ま た は 複 数 の 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る 、 段 階 ：
チ ロ シ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ (TH)、 ホ ス ホ -TH、 DARPP32、 そ れ ら の ペ プ チ ド 、 断 片 ま た は 誘
導 体 、 な ら び に ；
1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の
診 断 と 相 関 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 相 関 が 、 正 常 な 被 験 体 と 比 較 し た 、 各 診 断 に お け る 1つ
ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る 、 段 階 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の 検 出 な ら び に 診 断 の
方 法 ：
被 験 体 試 料 に お い て 少 な く と も 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー を 検 出 す る 段 階 、 お よ
び ； 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障
害 の 診 断 と 相 関 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 相 関 が 、 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 基 質
が 以 下 の ノ ル ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ れ る 、 正 常 な 被 験 体 と 比 較 し た 、
各 診 断 に お け る 1つ ま た は 複 数 の 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る 、 段 階 ：
ド ー パ ミ ン β -ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ (DbH)、 そ れ ら の ペ プ チ ド 、 断 片 ま た は 誘 導 体 、 な ら び に
；
1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の
診 断 と 相 関 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 相 関 が 、 正 常 な 被 験 体 と 比 較 し た 、 各 診 断 に お け る 1つ
ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る 、 段 階 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の 検 出 な ら び に 診 断 の
方 法 ：
被 験 体 試 料 に お い て 少 な く と も 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー を 検 出 す る 段 階 、 お よ
び ； 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障
害 の 診 断 と 相 関 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 相 関 が 、 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 基 質
が 以 下 の セ ロ ト ニ ン 作 動 性 タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ れ る 、 正 常 な 被 験 体 と 比 較 し た 、 各 診 断
に お け る 1つ ま た は 複 数 の 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る 、 段 階 ：
ト リ プ ト フ ァ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ (TrH)、 そ れ ら の ペ プ チ ド 、 断 片 ま た は 誘 導 体 、 な ら び
に ；
1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の
診 断 と 相 関 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 相 関 が 、 正 常 な 被 験 体 と 比 較 し た 、 各 診 断 に お け る 1つ
ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る 、 段 階 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の 検 出 な ら び に 診 断 の
方 法 ：
被 験 体 試 料 に お い て 少 な く と も 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー を 検 出 す る 段 階 、 お よ
び ； 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障
害 の 診 断 と 相 関 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 相 関 が 、 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 基 質
が 以 下 の グ ル タ ミ ン 酸 作 動 性 タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ れ る 、 正 常 な 被 験 体 と 比 較 し た 、 各 診
断 に お け る 1つ ま た は 複 数 の 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る 、 段 階 ：
グ ル タ ミ ナ ー ゼ 、 グ ル タ ミ ン 合 成 酵 素 、 そ れ ら の ペ プ チ ド 、 断 片 ま た は 誘 導 体 、 な ら び に
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；
1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の
診 断 と 相 関 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 相 関 が 、 正 常 な 被 験 体 と 比 較 し た 、 各 診 断 に お け る 1つ
ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る 、 段 階 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の 検 出 な ら び に 診 断 の
方 法 ：
被 験 体 試 料 に お い て 少 な く と も 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー を 検 出 す る 段 階 、 お よ
び ； 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障
害 の 診 断 と 相 関 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 相 関 が 、 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 基 質
が 以 下 の GABA作 動 性 タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ れ る 、 正 常 な 被 験 体 と 比 較 し た 、 各 診 断 に お け
る 1つ ま た は 複 数 の 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る 、 段 階 ：
GABAト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ (4-ア ミ ノ ブ チ レ ー ト -2-ケ ト グ ル タ レ ー ト ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ [G
ABAT])、 グ ル タ ミ ン 酸 デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ (GAD25、 44、 65、 67)、 そ れ ら の ペ プ チ ド 、 断
片 ま た は 誘 導 体 、 な ら び に ；
1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の
診 断 と 相 関 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 相 関 が 、 正 常 な 被 験 体 と 比 較 し た 、 各 診 断 に お け る 1つ
ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る 、 段 階 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の 検 出 な ら び に 診 断 の
方 法 ：
被 験 体 試 料 に お い て 少 な く と も 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー を 検 出 す る 段 階 、 お よ
び ； 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障
害 の 診 断 と 相 関 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 相 関 が 、 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 基 質
が 以 下 の 神 経 伝 達 物 質 受 容 体 か ら 選 択 さ れ る 、 正 常 な 被 験 体 と 比 較 し た 、 各 診 断 に お け る
1つ ま た は 複 数 の 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る 、 段 階 ：
β -ア ド レ ナ リ ン 受 容 体 サ ブ タ イ プ 、 α -ア ド レ ナ リ ン 受 容 体 サ ブ タ イ プ 、 GABA受 容 体 、 代
謝 調 節 型 グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 、 NMDA受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト 、 グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ
ト 、 5-HTセ ロ ト ニ ン 受 容 体 、 ド ー パ ミ ン 受 容 体 、 ム ス カ リ ン Ach受 容 体 お よ び ニ コ チ ン ア
セ チ ル コ リ ン 受 容 体 、 そ れ ら の ペ プ チ ド 、 断 片 ま た は 誘 導 体 、 な ら び に ；
1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の
診 断 と 相 関 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 相 関 が 、 正 常 な 被 験 体 と 比 較 し た 、 各 診 断 に お け る 1つ
ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る 、 段 階 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の 検 出 な ら び に 診 断 の
方 法 ：
被 験 体 試 料 に お い て 少 な く と も 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー を 検 出 す る 段 階 、 お よ
び ； 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障
害 の 診 断 と 相 関 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 相 関 が 、 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 基 質
が 以 下 の 神 経 伝 達 物 質 輸 送 体 か ら 選 択 さ れ る 、 正 常 な 被 験 体 と 比 較 し た 、 各 診 断 に お け る
1つ ま た は 複 数 の 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る 、 段 階 ：
ノ ル エ ピ ネ フ リ ン 輸 送 体 (NET)、 ド ー パ ミ ン 輸 送 体 (DAT)、 セ ロ ト ニ ン 輸 送 体 (SERT)、 小 胞
輸 送 体 タ ン パ ク 質 (VMAT1お よ び VMAT2)、 GABA輸 送 体 、 小 胞 阻 害 性 ア ミ ノ 酸 輸 送 体 (VIAAT/V
GAT)、 グ ル タ ミ ン 酸 輸 送 体 、 小 胞 ア セ チ ル コ リ ン 輸 送 体 、 コ リ ン 輸 送 体 、 そ れ ら の ペ プ チ
ド 、 断 片 ま た は 誘 導 体 、 な ら び に ；
1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の
診 断 と 相 関 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 相 関 が 、 正 常 な 被 験 体 と 比 較 し た 、 各 診 断 に お け る 1つ
ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る 、 段 階 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 固 有 の 組 織 タ ン パ ク 質 切 断 部 位 を 同 定 す る 方 法 ：
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神 経 特 異 的 タ ン パ ク 質 を 単 離 す る 段 階 、
神 経 特 異 的 タ ン パ ク 質 を 酵 素 で 処 理 す る 段 階 、
酵 素 分 解 神 経 特 異 的 タ ン パ ク 質 生 成 物 を 単 離 す る 段 階 ； お よ び
酵 素 切 断 部 位 の 配 列 を 同 定 す る 段 階 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 神 経 特 異 的 タ ン パ ク 質 が 器 官 お よ び /ま た は 組 織 可 溶 化 液 か ら 単 離 さ れ る 、 請 求 項 62記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 可 溶 化 液 が 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 精 製 さ れ る 、 請 求 項 63記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム に 結 合 し た タ ン パ ク 質 が 、 約 20 mM～ 約 50 mMの NaCl勾 配 を 用 い て 溶
出 さ れ る 、 請 求 項 64記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 溶 出 さ れ た 断 片 が SDS-PAGEお よ び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 単 離 さ れ る 、 請 求 項 65
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 お よ び そ れ ら の 断 片 が SDS-PAGEお よ び 電 気 転 写 (electrotransfer
)に よ り さ ら に 分 離 さ れ る 、 請 求 項 66記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 お よ び 断 片 が 、 N末 端 マ イ ク ロ シ ー ク エ ン シ ン グ ま た は ト リ プ シ
ン 処 理 お よ び 質 量 分 析 を 用 い て 同 定 さ れ る 、 請 求 項 67記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 完 全 長 タ ン パ ク 質 配 列 で の プ ロ テ オ ミ ク ス 分 析 に よ り 同 定 さ れ た 配 列 が プ ロ テ オ ー ム デ
ー タ ベ ー ス と 比 較 さ れ る 、 請 求 項 68記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 配 列 分 析 が 生 物 情 報 学 的 方 法 を 用 い て 行 わ れ る 、 請 求 項 68記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 生 物 情 報 学 的 分 析 が MASCOTを 用 い て 行 わ れ る 、 請 求 項 70記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 同 定 さ れ た 配 列 が 、 SEQ ID NO:1～ 148の い ず れ か 1つ で あ る 、 請 求 項 62記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 同 定 さ れ た 配 列 が 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る 配 列 と 約 50%相 同 で あ る 、 請 求
項 62記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 同 定 さ れ た 配 列 が 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る 配 列 と 約 70%相 同 で あ る 、 請 求
項 62記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 同 定 さ れ た 配 列 が 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る 配 列 と 約 80%相 同 で あ る 、 請 求
項 62記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 同 定 さ れ た 配 列 が 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る 配 列 と 約 90%、 95%、 96%、 97%、
95%、 99%ま た は 99.9%相 同 で あ る 、 請 求 項 62記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 SEQ ID NO:1～ 148の い ず れ か 1つ に 結 合 す る 抗 体 が 同 定 さ れ る 、 請 求 項 62記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 抗 体 が 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る 配 列 と 約 50%相 同 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 結
合 す る 、 請 求 項 77記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 抗 体 が 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る 配 列 と 約 70%相 同 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 結
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合 す る 、 請 求 項 77記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 抗 体 が 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る 配 列 と 約 80%相 同 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 結
合 す る 、 請 求 項 77記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 抗 体 が 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る 配 列 と 約 90%、 95%、 96%、 97%、 95%、 99%ま
た は 99.9%相 同 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 結 合 す る 、 請 求 項 77記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 酵 素 生 物 マ ー カ ー の タ ン パ ク 質 分 解 生 成 物 に 特 異 的 な 抗 体 が 、 SEQ ID NO:1～ 148の ア ミ
ノ 酸 の い ず れ か 1つ に よ り 同 定 さ れ る よ う な 少 な く と も 約 3ア ミ ノ 酸 長 の エ ピ ト ー プ に 結 合
す る 、 請 求 項 77記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 酵 素 生 物 マ ー カ ー の タ ン パ ク 質 分 解 生 成 物 に 特 異 的 な 抗 体 が 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り
同 定 さ れ る よ う な エ ピ ト ー プ よ り 少 な く と も 約 10ア ミ ノ 酸 長 い エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 、 請
求 項 77記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 酵 素 生 物 マ ー カ ー の タ ン パ ク 質 分 解 生 成 物 に 特 異 的 な 抗 体 が 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り
同 定 さ れ る よ う な エ ピ ト ー プ よ り 少 な く と も 約 20ア ミ ノ 酸 長 い エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 、 請
求 項 77記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 酵 素 生 物 マ ー カ ー の タ ン パ ク 質 分 解 生 成 物 に 特 異 的 な 抗 体 が 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り
同 定 さ れ る よ う な エ ピ ト ー プ よ り 少 な く と も 約 50ア ミ ノ 酸 長 い エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 、 請
求 項 77記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 酵 素 生 物 マ ー カ ー の タ ン パ ク 質 分 解 生 成 物 に 特 異 的 な 抗 体 が 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り
同 定 さ れ る よ う な エ ピ ト ー プ よ り 少 な く と も 約 100ア ミ ノ 酸 長 い エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 、
請 求 項 77記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 酵 素 生 物 マ ー カ ー の タ ン パ ク 質 分 解 生 成 物 に 特 異 的 な 抗 体 が 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り
同 定 さ れ る よ う な エ ピ ト ー プ よ り 少 な く と も 約 200ア ミ ノ 酸 長 い エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 、
請 求 項 77記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 酵 素 生 物 マ ー カ ー の タ ン パ ク 質 分 解 生 成 物 に 特 異 的 な 抗 体 が 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り
同 定 さ れ る よ う な エ ピ ト ー プ よ り 少 な く と も 最 大 約 500ア ミ ノ 酸 ま で 長 い エ ピ ト ー プ に 結
合 す る 、 請 求 項 77記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 以 下 を 含 む 、 被 験 体 に お い て 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 を 診 断 す る た
め の キ ッ ト ：
(a)損 傷 し た 神 経 細 胞 を 有 す る こ と が 疑 わ れ る ヒ ト 被 験 体 か ら 単 離 さ れ た 生 体 試 料 を 保 持
す る た め の 基 板 、
(b)酵 素 生 物 マ ー カ ー の 少 な く と も 1つ ま た は 複 数 を 検 出 す る 蛍 光 発 生 性 作 用 物 質 ； お よ び
(c)生 体 試 料 に お い て 少 な く と も 1つ の マ ー カ ー の 存 在 ま た は 量 を 検 出 す る た め に 生 体 試 料
ま た は 生 体 試 料 の 一 部 と 作 用 物 質 を 反 応 さ せ る た め の 印 刷 さ れ た 使 用 説 明 書 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 以 下 を 含 む 、 被 験 体 に お い て 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 を 診 断 す る た
め の キ ッ ト ：
SEQ ID NO:1～ 148の い ず れ か 1つ に よ り 同 定 さ れ る 少 な く と も 1つ の 生 物 マ ー カ ー ；
損 傷 し た 神 経 細 胞 を 有 す る こ と が 疑 わ れ る ヒ ト 被 験 体 か ら 単 離 さ れ た 生 体 試 料 を 保 持 す る
た め の 基 板 、
酵 素 生 物 マ ー カ ー の 少 な く と も 1つ ま た は 複 数 を 検 出 す る 蛍 光 発 生 性 作 用 物 質 ； お よ び
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生 体 試 料 に お い て 少 な く と も 1つ の マ ー カ ー の 存 在 ま た は 量 を 検 出 す る た め に 生 体 試 料 ま
た は 生 体 試 料 の 一 部 と 作 用 物 質 を 反 応 さ せ る た め の 印 刷 さ れ た 使 用 説 明 書 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る よ う な 複 数 の 生 物 マ ー カ ー を 含 む 、 請 求 項 90記 載 の
キ ッ ト 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 ア ク ロ モ ペ プ チ ダ ー ゼ (achromopeptidase)、 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン 変
換 酵 素 、 ブ ロ メ ラ イ ン 、 カ ル パ イ ン 、 カ ル パ イ ン I、 カ ル パ イ ン II、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ
ー ゼ A、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ B、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ G、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ P
、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ W、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ Y、 カ ス パ ー ゼ 、 カ ス パ ー ゼ 1、 カ
ス パ ー ゼ 2、 カ ス パ ー ゼ 3、 カ ス パ ー ゼ 4、 カ ス パ ー ゼ 5、 カ ス パ ー ゼ 6、 カ ス パ ー ゼ 7、 カ ス
パ ー ゼ 8、 カ ス パ ー ゼ 9、 カ ス パ ー ゼ 10、 カ ス パ ー ゼ 13、 カ テ プ シ ン B、 カ テ プ シ ン C、 カ テ
プ シ ン D、 カ テ プ シ ン G、 カ テ プ シ ン H、 カ テ プ シ ン L、 キ モ パ パ イ ン 、 チ マ ー ゼ 、 キ モ ト リ
プ シ ン 、 α -ク ロ ス ト リ パ イ ン (α -clostripain)、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 、 補 体 C1r、 補 体 C1s、 補
体 因 子 D、 補 体 因 子 I、 ク ク ミ シ ン (cucumisin)、 ジ ペ プ チ ジ ル ペ プ チ ダ ー ゼ IV、 白 血 球 エ
ラ ス タ ー ゼ 、 膵 エ ラ ス タ ー ゼ 、 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ Arg-C、 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ Asp-N、 エ
ン ド プ ロ テ ア ー ゼ Glu-C、 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ Lys-C、 エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ 、 Xa因 子 、 フ ィ シ
ン 、 フ ュ ー リ ン 、 グ ラ ン ザ イ ム A、 グ ラ ン ザ イ ム B、 HIVプ ロ テ ア ー ゼ 、 イ ガ ー ゼ (Igase)、
組 織 カ リ ク レ イ ン 、 キ ナ ー ゼ 、 ロ イ シ ン ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 ミ ク ロ ソ ー ム 、 マ ト リ ッ ク
ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ 、 メ チ オ ニ ン ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 ニ ュ ー ト ラ ー ゼ (neutrase)、 パ
パ イ ン 、 ペ プ シ ン 、 プ ラ ス ミ ン 、 プ ロ リ ダ ー ゼ (prolidase)、 プ ロ ナ ー ゼ E、 前 立 腺 特 異 的
抗 原 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 プ ロ テ ア ー ゼ S、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ 3、 プ ロ テ イ ナ ー
ゼ A、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ K、 プ ロ テ イ ン C、 ピ ロ グ ル タ ミ ン 酸 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 ト ロ ン ビ
ン 、 組 織 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー 、 ト ロ ポ ニ ン 、 ト リ プ シ ン 、 ト リ プ タ ー ゼ 、 ま
た は ウ ロ キ ナ ー ゼ を 含 む 生 物 マ ー カ ー の 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 a/b-SNAP； ア ダ プ チ ン ； AKAP220； α お よ び β -チ ュ ー ブ リ ン ； α シ ヌ ク レ イ ン ； ア ン フ
ィ フ ィ ジ ン ； Arp3、 ASAP1(ARF GTPア ー ゼ 活 性 化 タ ン パ ク 質 )； ATP合 成 酵 素 a； Bad； Bax(t
Bax)； Bcl2(tBcl2)； β III-ス ペ ク ト リ ン ； β II-ス ペ ク ト リ ン ； BRaf； BRMP2； cAIP； カ
ル グ ラ ヌ リ ン B(Calgranulin B)； カ ル モ ジ ュ リ ン 依 存 性 キ ナ ー ゼ ； カ ル パ ス タ チ ン ； CaMP
KII； CaMPKIV； カ テ ニ ン /pp120； カ テ ニ ン ； カ テ プ シ ン L； cCb1； ク ラ ス リ ン 重 鎖 ； コ フ
ィ リ ン ； コ ラ ー ゲ ン IV型 、 α 6； CtBP1； DRBP76； ダ イ ナ ク チ ン ； ダ イ ナ ミ ン ； エ ン ド ペ プ
チ ダ ー ゼ ； フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン ； GABABR2； グ ル タ ミ ン 酸 (AMPA/カ イ ニ ン 酸 )受 容 体 ； グ リ コ
ー ゲ ン ホ ス ホ リ ラ ー ゼ BB； GSPT2； hPrp17； ハ ン チ ン チ ン ； イ ン テ グ リ ン β 3； Ki67； ラ ミ
ン A、 B、 C； ラ ミ ニ ン ； Mカ ル ヘ リ ン (MCalherin)； MEF2D； 代 謝 調 節 型 グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体
； mGluR1； Munc18； ミ エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質 (tMBP)； ミ エ リ ン 乏 突 起 膠 細 胞 特 異 的 タ ン
パ ク 質 (MOSP)； ミ オ シ ン 軽 鎖 ； MYPT1； NCK； Nek2； ニ ュ ー ロ ン タ ン パ ク 質 22(NP22)； ト ラ
ン ス ゲ リ ン -3(transgelin-3)； ニ ュ ー ロ ン タ ン パ ク 質 25(NP25)； NMDAR1(NR1)； NMDAR2(NR
2A、 2B、 2C、 2D)； NMDAR3、 NMDAR4(NR3、 NR4)； ニ ュ ー ロ ン 一 酸 化 窒 素 合 成 酵 素 (nNOS)； N
-エ チ ル マ レ イ ミ ド 感 受 性 融 合 タ ン パ ク 質 (NSF)； ヌ ク レ オ ポ リ ン NSP1； P150Glued； Rho-G
TPア ー ゼ 活 性 化 タ ン パ ク 質 5(p190-B)； P55Cdc； PMCA2； プ ロ フ ィ リ ン ； PSD93； ラ ブ フ ィ
リ ン 3A(Rabphilin3A)； マ ク ロ フ ァ ー ジ 刺 激 タ ン パ ク 質 受 容 体 前 駆 体 (RONa)； ウ ィ ス コ ッ
ト -オ ー ル ド リ ッ チ 症 候 群 タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー 1(SCAR1)； 転 写 伸 長 因 子 S-IIタ
ン パ ク 質 1(SII/TFIIS)； Smac/Diablo； SNAP25； ス ト リ ア チ ン (Striatin)； シ ナ プ シ ン I；
シ ナ プ シ ン II； シ ナ プ シ ン III； シ ナ プ ト ジ ャ ニ ン -I、 II； シ ナ プ ト タ グ ミ ン -I； TNIK；
α PKC； β PkC； γ PKC； δ PKCを 含 む 生 物 マ ー カ ー の 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る 生 物 マ ー カ ー の い ず れ か 1つ ま た は 複 数 を 含 む 生 物
マ ー カ ー の 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
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　 1つ ま た は 複 数 の 生 物 マ ー カ ー が 、 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ス ト レ ス お よ び /ま た は ニ
ュ ー ロ ン の 障 害 の 診 断 と な る 、 請 求 項 94記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
　 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー が 、 器 官 傷 害 お よ び /ま た は ス ト レ ス ま た は 多 器 官 傷
害 お よ び /ま た は ス ト レ ス を 診 断 す る た め に 用 い ら れ る 、 請 求 項 94記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
　 1つ ま た は 複 数 の 酵 素 生 物 マ ー カ ー が 、 筋 肉 リ ハ ビ リ テ ー シ ョ ン ま た は 運 動 訓 練 も し く
は 過 剰 訓 練 を 診 断 す る た め に 用 い ら れ る 、 請 求 項 93記 載 の 組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 脳 傷 害 お よ び /ま た は ス ト レ ス 、 ニ ュ ー ロ ン の 障 害 、 器 官 傷 害 お よ び /ま た は
ス ト レ ス 、 癌 お よ び 癌 治 療 、 な ら び に 筋 肉 リ ハ ビ リ テ ー シ ョ ン /運 動 過 剰 訓 練 に お い て 固
有 に 生 成 さ れ 、 か つ 対 象 と な る 同 じ 器 官 /組 織 系 の 損 傷 の 診 断 お よ び 予 後 な ら び に モ ニ タ
リ ン グ に と っ て 重 要 で あ る 、 生 物 マ ー カ ー の 信 頼 性 の あ る 検 出 お よ び 同 定 を 提 供 す る 。 器
官 ま た は 組 織 お よ び そ れ ら の 内 の 細 胞 に 損 傷 を も つ 患 者 に お け る 器 官 に 濃 縮 さ れ た ま た は
特 異 的 な タ ン パ ク 質 /ペ プ チ ド の タ ン パ ク 質 分 解 生 成 物 ま た は 断 片 の プ ロ フ ァ イ ル が 、 安
価 な 技 術 を 用 い て 正 常 対 照 か ら 区 別 さ れ る 。 こ れ ら の 技 術 は 、 中 枢 お よ び 末 梢 神 経 系 へ の
、 他 の 器 官 へ の 、 も し く は 複 数 の 器 官 へ の 損 傷 ま た は ス ト レ ス 、 様 々 な 癌 、 癌 治 療 、 筋 肉
リ ハ ビ リ テ ー シ ョ ン /運 動 過 剰 訓 練 、 お よ び 主 要 な 器 官 が 体 液 を 用 い て 損 な わ れ る も し く
は 変 化 す る 他 の ヒ ト の 病 的 ま た は ス ト レ ス を 加 え ら れ た 状 態 を 診 断 す る こ と へ の 単 純 だ が
感 度 の 高 い ア プ ロ ー チ を 提 供 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 背 景
　 米 国 に お け る 外 傷 性 脳 損 傷 (TBI)の 罹 患 率 は 、 毎 年 約 500,000人 の 入 院 が あ っ て 、 内 輪 に
見 積 も っ て 、 2百 万 人 よ り 多 い 。 こ れ ら の う ち 、 約 70,000人 ～ 90,000人 の 頭 傷 害 生 存 者 は
永 久 的 に 障 害 が あ る 。 頭 傷 害 患 者 の 介 護 の た め の 社 会 へ の 年 間 経 済 費 用 は 、 250億 ド ル に
見 積 も ら れ る 。 こ れ ら の 数 字 は 、 一 般 市 民 の 集 団 の み に つ い て で あ り 、 罹 患 率 は 、 戦 闘 負
傷 者 が 含 ま れ る 場 合 、 ず っ と 高 く な る 。 近 代 戦 (1993～ 2000)に お い て 、 TBIは 、 医 療 施 設
に 達 し た 負 傷 者 の 中 で の 死 亡 の 主 な 原 因 (53%)で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 TBI直 後 の 病 理 学 的 お よ び 神 経 学 的 障 害 の 評 価 は 、 適 切 な 臨 床 管 理 の 決 定 に と っ て 、 お
よ び 長 期 転 帰 を 予 測 す る こ と に と っ て 、 重 大 で あ る 。 頭 傷 害 に 最 も よ く 用 い ら れ る 転 帰 測
定 は 、 グ ラ ス ゴ ー 昏 睡 尺 度 (Glasgow Coma Scale)(GCS)、 グ ラ ス ゴ ー 転 帰 尺 度 (Glasgow Ou
tcome Scale)(GOS)、 頭 蓋 内 病 変 を 検 出 し う る コ ン ピ ュ ー タ 断 層 撮 影 法 お よ び 磁 気 共 鳴 映
像 法 (MRI)で あ る 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の 転 帰 測 定 に 基 づ い た 、 劇 的 に 向 上 し た 緊 急 ト
リ ア ー ジ シ ス テ ム に も か か わ ら ず 、 た い て い の TBIは 長 期 障 害 を 被 り 、 多 数 の TBI生 存 者 は
、 GOSに お け る 「 良 い 回 復 」 の 予 測 に も か か わ ら ず 、 重 篤 に 冒 さ れ て い る 。 さ ら に 、 CTお
よ び MRIは 高 価 で あ り 、 緊 急 治 療 室 環 境 に お い て 迅 速 に 用 い ら れ る こ と が で き な い 。 さ ら
に な お 、 戦 闘 に 関 連 し た 簡 素 な 医 学 的 環 境 に お い て 、 TBIの 正 確 な 診 断 は 、 負 傷 者 の 適 切
な ト リ ア ー ジ に と っ て 必 須 の 前 提 条 件 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 従 っ て 、 哺 乳 動 物 の 神 経 経 路 は 、 ニ ュ ー ロ ン が 、 機 械 的 も し く は 化 学 的 外 傷 を 、 ま た は
経 路 を 限 定 す る ニ ュ ー ロ ン を 死 ぬ 危 険 に さ ら す の に 十 分 な 神 経 障 害 性 変 性 を 受 け た 場 合 に
は 、 特 に 危 険 に さ ら さ れ て い る 。 多 数 の 神 経 障 害 が 、 今 日 ま で 同 定 さ れ て お り 、 そ れ ら の
一 部 は 末 梢 ま た は 中 枢 神 経 系 に お け る 分 集 団 ま た は ニ ュ ー ロ ン の 系 の み を 冒 す 。 ニ ュ ー ロ
ン そ れ ら 自 身 ま た は 関 連 し た グ リ ア 細 胞 を 冒 し う る 神 経 障 害 は 、 細 胞 代 謝 機 能 不 全 、 感 染
、 毒 性 作 用 物 質 へ の 曝 露 、 自 己 免 疫 不 全 、 栄 養 失 調 、 ま た は 虚 血 に 起 因 し う る 。 あ る 場 合
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で は 、 細 胞 機 能 不 全 は 、 細 胞 死 を 直 接 的 に 誘 導 す る と 考 え ら れ て い る 。 他 の 場 合 で は 、 神
経 障 害 が 、 身 体 の 免 疫 /炎 症 系 、 お よ び 最 初 の 神 経 傷 害 に 対 す る 身 体 の 免 疫 応 答 の 機 構 を
刺 激 す る の に 十 分 な 組 織 壊 死 を 誘 導 し う り 、 そ の 後 、 ニ ュ ー ロ ン お よ び こ れ ら の ニ ュ ー ロ
ン に よ り 限 定 さ れ る 経 路 を 破 壊 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 CNSへ の も う 一 つ の 一 般 的 な 傷 害 は 、 脳 卒 中 、 脳 内 出 血 ま た は 梗 塞 の 結 果 と し て の 脳 組
織 の 破 壊 、 で あ る 。 脳 卒 中 は 、 先 進 国 世 界 に お い て 死 亡 の 主 な 原 因 で あ る 。 そ れ は 、 結 果
と し て 脳 の 1つ の 領 域 に お い て 不 足 し た 血 液 供 給 お よ び 組 織 の 死 (梗 塞 )を 生 じ る 血 流 の 低
下 ま た は 虚 血 に よ り 引 き 起 こ さ れ う る 。 虚 血 性 脳 卒 中 の 原 因 は 、 脳 に お け る 血 管 に 形 成 さ
れ る 血 餅 (血 栓 )、 お よ び 別 の 場 所 か ら 脳 へ 移 動 す る ア テ ロ ー ム 斑 も し く は 他 の 物 質 の 血 餅
ま た は 小 片 (塞 栓 )を 含 む 。 脳 内 の 出 血 (bleeding)(出 血 (hemorrhage))も ま た 、 脳 卒 中 に よ
く 似 た 症 状 を 引 き 起 こ し う る 。 そ の よ う な 傷 害 を 検 出 す る 能 力 は 、 従 来 技 術 に お い て 欠 け
て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 哺 乳 動 物 の 神 経 経 路 は ま た 、 腫 瘍 性 病 変 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 損 傷 に よ る 危 険 に さ ら さ
れ る 。 ニ ュ ー ロ ン お よ び グ リ ア 細 胞 の 両 方 の 腫 瘍 形 成 は 同 定 さ れ て い る 。 神 経 起 源 の 癌 化
細 胞 は 、 一 般 的 に 、 正 常 な 分 化 細 胞 の よ う に 振 る 舞 う 能 力 を 喪 失 し 、 機 能 の 喪 失 に よ り 神
経 経 路 を 破 壊 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 増 殖 す る 腫 瘍 は 、 正 常 な 神 経 組 織 構 造 を ゆ が め
る こ と 、 神 経 を 圧 縮 す る こ と に よ り 経 路 を 阻 害 す る こ と 、 脳 脊 髄 液 ま た は 血 液 供 給 流 れ を
阻 害 す る こ と に よ り 、 お よ び /ま た は 身 体 の 免 疫 応 答 を 刺 激 す る こ と に よ り 、 病 変 を 生 じ
う る 。 転 移 性 腫 瘍 は 、 脳 お よ び 脊 髄 に お け る 腫 瘍 性 病 変 の 重 大 な 原 因 で あ る が 、 ま た 同 様
に 、 神 経 経 路 を 損 壊 し 、 神 経 細 胞 死 を 誘 導 し う る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 生 物 マ ー カ ー お よ び /ま た は 診 断 マ ー カ ー と し て の タ ン パ ク 質 分 解 生 成 物 の 同 定 お よ び
開 発 は 、 主 と し て 、 CNSの 範 囲 内 に 焦 点 を 合 わ せ ら れ て き た 。 糖 尿 病 性 神 経 障 害 ま た は 癌
を 処 置 す る た め に 用 い ら れ る も の の よ う な 化 学 療 法 剤 の 投 与 に よ っ て 発 生 さ れ る よ う な 末
梢 神 経 へ の 損 傷 も ま た 、 CNSに 見 ら れ る も の に 類 似 し た タ ン パ ク 質 分 解 損 傷 を 含 み う る 。
さ ら に 、 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 化 は 、 (肝 臓 、 腎 臓 、 肺 、 消 化 管 、 心 臓 な ど の よ う な )他 の 器 官
傷 害 、 骨 格 筋 過 剰 訓 練 に お け る 細 胞 傷 害 、 な ら び に 癌 細 胞 増 殖 、 ま た は 化 学 療 法 に 引 き 起
こ さ れ る 腫 瘍 細 胞 死 お よ び 腫 瘍 縮 小 間 中 の 主 要 な テ ー マ で あ る た め 、 本 発 明 は 、 様 々 な 器
官 傷 害 、 複 数 の 器 官 傷 害 、 CABG、 敗 血 症 、 過 換 気 に 引 き 起 こ さ れ る 肺 傷 害 、 筋 肉 過 剰 訓 練
、 癌 な ど の 診 断 お よ び モ ニ タ リ ン グ に お い て 専 門 委 員 会 に 基 づ い た 適 用 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 従 っ て 、 当 技 術 分 野 に お い て 、 個 々 の ま た は 複 数 の 器 官 傷 害 ま た は ス ト レ ス 、 様 々 な 器
官 特 異 的 癌 、 お よ び 筋 肉 訓 練 ま た は 過 剰 訓 練 、 そ れ ら の 重 症 度 の 適 切 、 特 異 的 、 安 価 か つ
簡 単 な 診 断 的 臨 床 評 価 、 な ら び に 治 療 的 処 置 モ ニ タ リ ン グ お よ び 効 力 評 価 の 必 要 性 が あ る
。 従 っ て 、 特 定 の 器 官 に 、 特 異 的 で あ る ま た は 主 に 見 出 さ れ る タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド
の タ ン パ ク 質 分 解 生 成 物 の 同 定 が 、 転 帰 の 予 測 に と っ て 、 な ら び に タ ー ゲ ッ ト さ れ る 治 療
用 物 質 送 達 の 誘 導 ま た は 筋 肉 訓 練 お よ び リ ハ ビ リ テ ー シ ョ ン モ ニ タ リ ン グ に と っ て の 両 方
に 大 い に 有 益 で あ る こ と が わ か る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
概 要
　 本 発 明 は 、 脳 傷 害 お よ び /ま た は ス ト レ ス 、 ニ ュ ー ロ ン の 障 害 、 器 官 傷 害 お よ び /ま た は
ス ト レ ス 、 癌 お よ び 癌 治 療 、 な ら び に 筋 肉 リ ハ ビ リ テ ー シ ョ ン /運 動 過 剰 訓 練 に お い て 固
有 に 生 成 さ れ 、 か つ 対 象 と な る 同 じ 器 官 /組 織 系 の 損 傷 の 診 断 お よ び 予 後 な ら び に モ ニ タ
リ ン グ に と っ て 重 要 で あ る 、 生 物 マ ー カ ー の 信 頼 性 の あ る 検 出 お よ び 同 定 を 提 供 す る 。 器
官 ま た は 組 織 お よ び そ れ ら の 内 の 細 胞 に 損 傷 を も つ 患 者 に お け る 器 官 に 濃 縮 さ れ た ま た は
特 異 的 な タ ン パ ク 質 /ペ プ チ ド の タ ン パ ク 質 分 解 生 成 物 ま た は 断 片 の プ ロ フ ァ イ ル が 、 安
価 な 技 術 を 用 い て 正 常 対 照 か ら 区 別 さ れ る 。 こ れ ら の 技 術 は 、 神 経 系 へ の 、 他 の 器 官 へ の
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、 も し く は 複 数 の 器 官 へ の 損 傷 ま た は ス ト レ ス 、 様 々 な 癌 、 癌 治 療 、 筋 肉 リ ハ ビ リ テ ー シ
ョ ン /運 動 過 剰 訓 練 、 お よ び 主 要 な 器 官 が 生 体 液 を 用 い て 損 な わ れ る も し く は 変 化 す る 他
の ヒ ト の 病 的 ま た は ス ト レ ス を 加 え ら れ た 状 態 を 診 断 す る こ と へ の 単 純 だ が 感 度 の 高 い ア
プ ロ ー チ を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 外 傷 性 脳 損 傷 、 ニ ュ ー ロ ン 損 傷 、 神 経 系 障 害 、 脳 損
傷 、 薬 物 ま た は ア ル コ ー ル 中 毒 に よ る 神 経 損 傷 、 脳 ま た は 中 枢 お よ び 末 梢 神 経 系 (CNS、 PN
S)の よ う な 神 経 系 に 関 連 し た 疾 患 を 示 す 生 物 マ ー カ ー を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 生 物 マ ー
カ ー は 、 例 え ば 、 以 下 の よ う な 器 官 へ の 損 傷 の 結 果 と し て 活 性 化 さ れ る タ ン パ ク 質 分 解 酵
素 で あ る ： 心 臓 、 脳 、 肝 臓 、 腎 臓 、 肺 、 消 化 管 ； ニ ュ ー ロ ン 、 中 枢 神 経 系 、 末 梢 神 経 系 、
お よ び 骨 格 筋 。 好 ま し く は 、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 は 、 神 経 お よ び 器 官 傷 害 に よ り 活 性 化 さ
れ 、 標 的 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド お よ び そ れ ら の 断 片 を 切 断 す る 。 標 的 タ ン パ ク 質 は 、 限 定
さ れ る わ け で は な い が 、 神 経 細 胞 、 脳 細 胞 、 ま た は 脳 お よ び 中 枢 神 経 系 、 心 臓 、 肝 臓 、 腎
臓 な ど の よ う な 器 官 に 存 在 す る 任 意 の 細 胞 に 関 連 し た タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ
ら の 断 片 を 含 む 。 神 経 系 お よ び /ま た は 器 官 傷 害 で 検 出 さ れ る タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 の 非 限
定 的 例 は 、 以 下 を 含 む (ア ル フ ァ ベ ッ ト 順 に )： ア ク ロ モ ペ プ チ ダ ー ゼ (Achromopeptidase)
、 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 ア ン ク ロ ド 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 、 ブ ロ メ ラ イ ン 、 カ ル パ
イ ン 、 カ ル パ イ ン I、 カ ル パ イ ン II、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ A、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ
B、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ G、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ P、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ W、 カ
ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ Y、 カ ス パ ー ゼ 、 カ ス パ ー ゼ 1、 カ ス パ ー ゼ 2、 カ ス パ ー ゼ 3、 カ ス パ
ー ゼ 4、 カ ス パ ー ゼ 5、 カ ス パ ー ゼ 6、 カ ス パ ー ゼ 7、 カ ス パ ー ゼ 8、 カ ス パ ー ゼ 9、 カ ス パ ー
ゼ 10、 カ ス パ ー ゼ 13、 カ テ プ シ ン B、 カ テ プ シ ン C、 カ テ プ シ ン D、 カ テ プ シ ン G、 カ テ プ シ
ン H、 カ テ プ シ ン L、 キ モ パ パ イ ン 、 チ マ ー ゼ 、 キ モ ト リ プ シ ン 、 α -ク ロ ス ト リ パ イ ン (α
-Clostripain)、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 、 補 体 C1r、 補 体 C1s、 補 体 因 子 D、 補 体 因 子 I、 ク ク ミ シ ン (
Cucumisin)、 ジ ペ プ チ ジ ル ペ プ チ ダ ー ゼ IV、 白 血 球 エ ラ ス タ ー ゼ 、 膵 エ ラ ス タ ー ゼ 、 エ ン
ド プ ロ テ ア ー ゼ Arg-C、 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ Asp-N、 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ Glu-C、 エ ン ド プ
ロ テ ア ー ゼ Lys-C、 エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ 、 Xa因 子 、 フ ィ シ ン 、 フ ュ ー リ ン 、 グ ラ ン ザ イ ム A、
グ ラ ン ザ イ ム B、 HIVプ ロ テ ア ー ゼ 、 イ ガ ー ゼ (Igase)、 組 織 カ リ ク レ イ ン 、 キ ナ ー ゼ 、 ロ
イ シ ン ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ (一 般 )、 ロ イ シ ン ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 サ イ ト ゾ ル 、 ロ イ シ ン
ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 ミ ク ロ ソ ー ム 、 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ 、 メ チ オ ニ ン ア ミ
ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 ニ ュ ー ト ラ ー ゼ (Neutrase)、 パ パ イ ン 、 ペ プ シ ン 、 プ ラ ス ミ ン 、 プ ロ リ
ダ ー ゼ (Prolidase)、 プ ロ ナ ー ゼ E、 前 立 腺 特 異 的 抗 原 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 プ ロ テ ア ー ゼ S、
プ ロ テ ア ソ ー ム 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ 3、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ A、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ
K、 プ ロ テ イ ン C、 ピ ロ グ ル タ ミ ン 酸 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 レ ニ ン 、 レ ン ニ ン 、 ト ロ ン ビ ン
、 組 織 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー 、 ト ロ ポ ニ ン 、 ト リ プ シ ン 、 ト リ プ タ ー ゼ 、 ウ ロ
キ ナ ー ゼ 。 好 ま し く は 、 SEQ ID NO:1～ 148の い ず れ か 1つ も ま た 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー は 、 例 え ば 、 表 1
に 列 挙 さ れ た 非 限 定 的 例 の タ ン パ ク 質 基 質 に 対 す る 、 数 分 間 ～ 数 日 間 後 内 に 傷 害 ま た は ス
ト レ ス を 受 け た 器 官 に お い て (イ ン ビ ボ )、 ま た は イ ン ビ ト ロ で 数 分 間 ～ 数 時 間 内 の 時 点 に
お い て 1/10,000～ 1/20の 比 率 の 精 製 さ れ た プ ロ テ ア ー ゼ -基 質 タ ン パ ク 質 /タ ン パ ク 質 混 合
物 を 用 い て タ ン パ ク 分 解 さ れ る 基 質 タ ン パ ク 質 1 mgあ た り 約 1 μ g～ 約 500 μ gの 比 活 性 を
有 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 生 物 マ ー カ ー は 、 例 え ば 、 器 官 、 神 経 細 胞 の 傷 害 に よ り 活 性 化
さ れ 、 結 果 と し て 、 器 官 、 神 経 細 胞 と 関 連 し た タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド の タ ン パ ク 分 解 を 生
じ る 。 好 ま し い タ ン パ ク 質 の 例 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 以 下 を 含 む ： 例 え ば 、 ト
ロ ポ ニ ン I、 ト ロ ポ ニ ン -T、 ト ロ ポ ニ ン -Cの よ う な 心 臓 ま た は 筋 肉 ト ロ ポ ニ ン の よ う な ト
ロ ポ ニ ン ； 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 軸 索 タ ン パ ク 質 、 ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 、
樹 状 突 起 タ ン パ ク 質 、 細 胞 体 タ ン パ ク 質 、 シ ナ プ ス 前 性 タ ン パ ク 質 、 シ ナ プ ス 後 性 タ ン パ
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ク 質 、 そ れ ら の 断 片 お よ び 誘 導 体 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 脳 お よ び /も し く は CNS/PNS傷 害 ま た は 神 経 系 障 害 の
診 断 な ら び に 検 出 の た め の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー に つ い て の 標 的 と し て 同 定 さ
れ た ペ プ チ ド は 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 脳 お よ び /も し く は CNS傷 害 ま た は 神 経 系 障 害 の 診 断
な ら び に 検 出 の た め の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー に つ い て の 標 的 と し て 同 定 さ れ る
ペ プ チ ド は 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る ペ プ チ ド と 約 50%相 同 性 で あ り 、 好 ま し
く は 、 脳 お よ び /も し く は CNS傷 害 ま た は 神 経 系 障 害 の 診 断 な ら び に 検 出 の た め の タ ン パ ク
質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー に つ い て の 標 的 と し て 同 定 さ れ る ペ プ チ ド は 、 SEQ ID NO:1～ 148
に よ り 同 定 さ れ る ペ プ チ ド と 約 70%相 同 性 で あ り 、 好 ま し く は 、 脳 お よ び /も し く は CNS傷
害 ま た は 神 経 系 障 害 の 診 断 な ら び に 検 出 の た め の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー に つ い
て の 標 的 と し て 同 定 さ れ る ペ プ チ ド は 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る ペ プ チ ド と 約
80%相 同 性 で あ り 、 好 ま し く は 、 脳 お よ び /も し く は CNS傷 害 ま た は 神 経 系 障 害 の 診 断 な ら
び に 検 出 の た め の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー に つ い て の 標 的 と し て 同 定 さ れ る ペ プ
チ ド は 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る ペ プ チ ド と 約 90%、 95%、 96%、 97%、 95%、 99%
ま た は 99.9%相 同 性 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 脳 お よ び /も し く は CNS傷 害 ま た は 神 経 系 障 害 の 診 断
な ら び に 検 出 の た め の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー に つ い て の 標 的 と し て 同 定 さ れ る
ペ プ チ ド は 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る ペ プ チ ド の N末 端 お よ び /ま た は C末 端 の
い ず れ か に お い て 少 な く と も 約 10ア ミ ノ 酸 長 く 、 好 ま し く は 、 脳 お よ び /も し く は CNS傷 害
ま た は 神 経 系 障 害 の 診 断 な ら び に 検 出 の た め の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー に つ い て
の 標 的 と し て 同 定 さ れ る ペ プ チ ド は 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る ペ プ チ ド の N末
端 お よ び /ま た は C末 端 の い ず れ か に お い て 少 な く と も 約 20ア ミ ノ 酸 長 く 、 好 ま し く は 、 脳
お よ び /も し く は CNS傷 害 ま た は 神 経 系 障 害 の 診 断 な ら び に 検 出 の た め の タ ン パ ク 質 分 解 酵
素 生 物 マ ー カ ー に つ い て の 標 的 と し て 同 定 さ れ る ペ プ チ ド は 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同
定 さ れ る ペ プ チ ド の N末 端 お よ び /ま た は C末 端 の い ず れ か に お い て 少 な く と も 約 50ア ミ ノ
酸 長 く 、 好 ま し く は 、 脳 お よ び /も し く は CNS傷 害 ま た は 神 経 系 障 害 の 診 断 な ら び に 検 出 の
た め の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー に つ い て の 標 的 と し て 同 定 さ れ る ペ プ チ ド は 、 SE
Q ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る ペ プ チ ド の N末 端 お よ び /ま た は C末 端 の い ず れ か に お い
て 少 な く と も 約 80ア ミ ノ 酸 長 く 、 好 ま し く は 、 脳 お よ び /も し く は CNS傷 害 ま た は 神 経 系 障
害 の 診 断 な ら び に 検 出 の た め の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー に つ い て の 標 的 と し て 同
定 さ れ る ペ プ チ ド は 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る ペ プ チ ド の N末 端 お よ び /ま た は
C末 端 の い ず れ か に お い て 少 な く と も 約 100ア ミ ノ 酸 長 く 、 好 ま し く は 、 脳 お よ び /も し く
は CNS傷 害 ま た は 神 経 系 障 害 の 診 断 な ら び に 検 出 の た め の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ
ー に つ い て の 標 的 と し て 同 定 さ れ る ペ プ チ ド は 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る ペ プ
チ ド の N末 端 お よ び /ま た は C末 端 の い ず れ か に お い て 少 な く と も 約 200ア ミ ノ 酸 長 く 、 好 ま
し く は 、 脳 お よ び /も し く は CNS傷 害 ま た は 神 経 系 障 害 の 診 断 な ら び に 検 出 の た め の タ ン パ
ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー に つ い て の 標 的 と し て 同 定 さ れ る ペ プ チ ド は 、 SEQ ID NO:1～ 1
48に よ り 同 定 さ れ る ペ プ チ ド の N末 端 お よ び /ま た は C末 端 の い ず れ か に お い て 少 な く と も
約 400ア ミ ノ 酸 長 い 。 よ り 長 い ア ミ ノ 酸 の 例 は 、 そ れ ら の ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 と 共 に 、 表 1
に 見 出 さ れ る 。 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る 各 生 物 マ ー カ ー の N末 端 ま た は C末 端 の
い ず れ か に 含 ま れ う る 望 ま し い ア ミ ノ 酸 は 、 こ の よ う に 、 容 易 に 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 脳 お よ び /も し く は CNS/PNS傷 害 ま た は 神 経 系 障 害 の 診 断 な ら び
に 検 出 の た め の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー に つ い て の 標 的 と し て 同 定 さ れ る ペ プ チ
ド は 、 好 ま し く は 、 NF-200(NF-H)、 NF-160(NF-M)、 NF-68(NF-L)の よ う な 軸 索 タ ン パ ク 質
、 そ れ ら の ペ プ チ ド 、 断 片 ま た は 誘 導 体 由 来 で あ る 。
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【 ０ ０ １ ７ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 脳 お よ び /も し く は CNS傷 害 ま た は 神 経 系 障 害 の 診 断
な ら び に 検 出 の た め の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー に つ い て の 標 的 と し て 同 定 さ れ る
ペ プ チ ド は 、 ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 、 そ れ ら の 断 片 お よ び 誘 導 体 の ペ プ チ ド で あ る
。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 脳 お よ び /も し く は CNS傷 害 ま た は 神 経 系 障 害 の 診 断
な ら び に 検 出 の た め の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー に つ い て の 標 的 と し て 同 定 さ れ る
ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 、 例 え ば 以 下 の よ う な 樹 状 突 起 ペ プ チ ド で あ る ： α -チ ュ ー ブ リ
ン (P02551)、 β -チ ュ ー ブ リ ン (P0 4691)、 MAP-2A/B、 MAP-2C、 タ ウ (Tau)、 ダ イ ナ ミ ン -1(
P21575)、 ダ イ ナ ク チ ン (Q13561)、 P24の ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 脳 お よ び /も し く は CNS/PNS傷 害 ま た は 神 経 系 障 害 の
診 断 な ら び に 検 出 の た め の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー に つ い て の 標 的 と し て 同 定 さ
れ る ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 、 細 胞 体 ペ プ チ ド 、 例 え ば ： UCH-L1(Q00981)、 PEBP(P31044)
、 NSE(P07323)、 Thy 1.1、 プ リ オ ン 、 ハ ン チ ン ト ン 、 そ れ ら の 断 片 お よ び 誘 導 体 の ペ プ チ
ド で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 脳 お よ び /も し く は CNS/PNS傷 害 ま た は 神 経 系 障 害 の
診 断 な ら び に 検 出 の た め の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー に つ い て の 標 的 と し て 同 定 さ
れ る ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 、 シ ナ プ シ ン -1、 シ ナ プ シ ン -2、 α -シ ヌ ク レ イ ン (P37377)
、 β -シ ヌ ク レ イ ン (Q63754)、 GAP43、 シ ナ プ ト フ ィ ジ ン 、 シ ナ プ ト タ グ ミ ン (P21707)、 シ
ン タ キ シ ン 、 そ れ ら の 断 片 お よ び 誘 導 体 の シ ナ プ ス 前 性 ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 脳 お よ び /も し く は CNS/PNS傷 害 ま た は 神 経 系 障 害 の
診 断 な ら び に 検 出 の た め の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー に つ い て の 標 的 と し て 同 定 さ
れ る ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 、 PSD95、 PSD93、 NMDA受 容 体 (す べ て の サ ブ タ イ プ を 含 む )由
来 の シ ナ プ ス 後 性 ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 脳 お よ び /も し く は CNS/PNS傷 害 ま た は 神 経 系 障 害 の
診 断 な ら び に 検 出 の た め の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー に つ い て の 標 的 と し て 同 定 さ
れ る ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 、 例 え ば 、 ミ エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質 (MBP)、 ミ エ リ ン プ ロ
テ オ リ ピ ド タ ン パ ク 質 、 そ れ ら の 断 片 お よ び 誘 導 体 の ペ プ チ ド の よ う な 脱 髄 ペ プ チ ド で あ
る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 脳 お よ び /も し く は CNS/PNS傷 害 ま た は 神 経 系 障 害 の
診 断 な ら び に 検 出 の た め の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー に つ い て の 標 的 と し て 同 定 さ
れ る ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 、 グ リ ア ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 GFAP(P47819)、 タ ン パ ク 質 ジ ス
ル フ ィ ド イ ソ メ ラ ー ゼ (PDI-P04785)、 そ れ ら の 断 片 お よ び 誘 導 体 の ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 脳 お よ び /も し く は CNS/PNS傷 害 ま た は 神 経 系 障 害 の
診 断 な ら び に 検 出 の た め の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー に つ い て の 標 的 と し て 同 定 さ
れ る ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 、 例 え ば 、 ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 、 コ リ ン ア セ チ ル ト
ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 そ れ ら の 断 片 お よ び 誘 導 体 の ペ プ チ ド の よ う な コ リ ン 作 動 性 ペ プ チ ド
で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 脳 お よ び /も し く は CNS/PNS傷 害 ま た は 神 経 系 障 害 の
診 断 な ら び に 検 出 の た め の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー に つ い て の 標 的 と し て 同 定 さ
れ る ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 、 例 え ば 、 チ ロ シ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ (TH)、 ホ ス ホ -TH、 DAR
PP32、 そ れ ら の 断 片 お よ び 誘 導 体 の ペ プ チ ド の よ う な ド ー パ ミ ン 作 動 性 ペ プ チ ド で あ る 。
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【 ０ ０ ２ ６ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 脳 お よ び /も し く は CNS/PNS傷 害 ま た は 神 経 系 障 害 の
診 断 な ら び に 検 出 の た め の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー に つ い て の 標 的 と し て 同 定 さ
れ る ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 、 例 え ば 、 ド ー パ ミ ン β -ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ (DbH)、 そ の 断 片
お よ び 誘 導 体 の ペ プ チ ド の よ う な ノ ル ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 脳 お よ び /も し く は CNS/PNS傷 害 ま た は 神 経 系 障 害 の
診 断 な ら び に 検 出 の た め の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー に つ い て の 標 的 と し て 同 定 さ
れ る ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 、 例 え ば 、 ト リ プ ト フ ァ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ (TrH)、 そ の 断
片 お よ び 誘 導 体 の ペ プ チ ド の よ う な セ ロ ト ニ ン 作 動 性 ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 脳 お よ び /も し く は CNS/PNS傷 害 ま た は 神 経 系 障 害 の
診 断 な ら び に 検 出 の た め の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー に つ い て の 標 的 と し て 同 定 さ
れ る ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 、 例 え ば 、 グ ル タ ミ ナ ー ゼ 、 グ ル タ ミ ン 合 成 酵 素 、 そ れ ら の
断 片 お よ び 誘 導 体 の ペ プ チ ド の よ う な グ ル タ ミ ン 酸 作 動 性 ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 脳 お よ び /も し く は CNS/PNS傷 害 ま た は 神 経 系 障 害 の
診 断 な ら び に 検 出 の た め の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー に つ い て の 標 的 と し て 同 定 さ
れ る ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 、 例 え ば 、 GABAト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ (4-ア ミ ノ ブ チ レ ー ト -2-
ケ ト グ ル タ レ ー ト ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ [GABAT])、 グ ル タ ミ ン 酸 カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ (GAD25、
44、 65、 67)、 そ れ ら の 断 片 お よ び 誘 導 体 の ペ プ チ ド の よ う な GABA作 動 性 ペ プ チ ド で あ る
。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 脳 お よ び /も し く は CNS/PNS傷 害 ま た は 神 経 系 障 害 の
診 断 な ら び に 検 出 の た め の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー に つ い て の 標 的 と し て 同 定 さ
れ る ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 、 例 え ば 、 β -ア ド レ ナ リ ン 受 容 体 サ ブ タ イ プ (例 え ば 、 β (2
))、 α -ア ド レ ナ リ ン 受 容 体 サ ブ タ イ プ (例 え ば 、 α (2c))、 GABA受 容 体 (例 え ば 、 GABA(B))
、 代 謝 調 節 型 グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 (例 え ば 、 mGluR3)、 NMDA受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト (例 え ば 、 N
R1A2B)、 グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト (例 え ば 、 GluR4)、 5-HTセ ロ ト ニ ン 受 容 体 (例 え
ば 、 5-HT(3))、 ド ー パ ミ ン 受 容 体 (例 え ば 、 D4)、 ム ス カ リ ン Ach受 容 体 (例 え ば 、 M1)、 ニ
コ チ ン ア セ チ ル コ リ ン 受 容 体 (例 え ば 、 α -7)、 そ れ ら の 断 片 ま た は 誘 導 体 の ペ プ チ ド の よ
う な 神 経 伝 達 物 質 ペ プ チ ド 受 容 体 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 脳 お よ び /も し く は CNS/PNS傷 害 ま た は 神 経 系 障 害 の
診 断 な ら び に 検 出 の た め の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー に つ い て の 標 的 と し て 同 定 さ
れ る ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 、 例 え ば 、 ノ ル エ ピ ネ フ リ ン 輸 送 体 (NET)、 ド ー パ ミ ン 輸 送
体 (DAT)、 セ ロ ト ニ ン 輸 送 体 (SERT)、 小 胞 輸 送 体 タ ン パ ク 質 (VMAT1お よ び VMAT2)、 GABA輸
送 体 小 胞 阻 害 性 ア ミ ノ 酸 輸 送 体 (VIAAT/VGAT)、 グ ル タ ミ ン 酸 輸 送 体 (例 え ば 、 GLT1)、 小 胞
ア セ チ ル コ リ ン 輸 送 体 、 コ リ ン 輸 送 体 (例 え ば 、 CHT1)、 そ れ ら の 断 片 ま た は 誘 導 体 の ペ プ
チ ド の よ う な 神 経 伝 達 物 質 輸 送 体 ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 脳 お よ び /も し く は CNS/PNS傷 害 ま た は 神 経 系 障 害 の
診 断 な ら び に 検 出 の た め の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー に つ い て の 標 的 と し て 同 定 さ
れ る ペ プ チ ド は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 ビ メ ン チ ン (P31000)、 CK-BB(P07335)、 14-
3-3-イ プ シ ロ ン (P42655)、 MMP2、 MMP9、 そ れ ら の 断 片 ま た は 誘 導 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 心 外 傷 の 診 断 お よ び 検 出 の た め の タ ン パ ク 質 分 解 酵
素 生 物 マ ー カ ー に つ い て の 標 的 と し て 同 定 さ れ る ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 ト ロ ポ ニ ン -I、 ト
ロ ポ ニ ン -Tお よ び ト ロ ポ ニ ン -Cの よ う な ト ロ ポ ニ ン で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】

10

20

30

40

50

(18) JP 2007-535318 A 2007.12.6



　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー は 、 癌 、 ニ ュ ー ロ
ン 傷 害 、 お よ び /ま た は 器 官 傷 害 を 受 け や す い ま た は 患 っ て い る 患 者 の 試 料 か ら 検 出 さ れ
る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 マ ー カ ー は 、 分 子 量 、 酵 素 消 化 フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト に よ り 、 お よ び そ れ ら の 公 知 の タ ン
パ ク 質 ア イ デ ン テ ィ テ ィ に よ り 特 徴 付 け ら れ る 。 マ ー カ ー は 、 様 々 な 分 画 技 術 、 例 え ば 、
質 量 分 析 法 と 一 体 と な っ た ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 離 法 を 用 い る こ と に よ り 、 ま た は 従 来 の
イ ム ノ ア ッ セ イ に よ り 、 試 料 に お い て 他 の ペ プ チ ド か ら 分 解 さ れ う る 。 好 ま し い 態 様 に お
い て 、 分 解 の 方 法 は 、 質 量 分 析 プ ロ ー ブ の 表 面 が マ ー カ ー を 結 合 す る 吸 着 剤 を 含 む 、 表 面
増 強 レ ー ザ ー 脱 離 /イ オ ン 化 (「 SELDI」 )質 量 分 析 法 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 特 定 の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 存 在 は 、
CNS/PNSお よ び /ま た は 脳 傷 害 の 程 度 を 示 す 。 例 え ば 、 1つ ま た は 複 数 の 樹 状 突 起 損 傷 マ ー
カ ー 、 細 胞 体 傷 害 マ ー カ ー 、 脱 髄 マ ー カ ー 、 軸 索 傷 害 マ ー カ ー の 検 出 は 、 CNS傷 害 を 示 し
、 1つ ま た は 複 数 の 存 在 は 、 神 経 傷 害 の 程 度 を 示 す も の と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 特 定 の 分 解 さ れ た 神 経 タ ン パ ク 質 の 存 在 は 、 タ ン パ
ク 質 分 解 酵 素 活 性 を 示 し 、 神 経 学 的 障 害 を 示 す 、 す な わ ち 、 樹 状 突 起 損 傷 マ ー カ ー 、 細 胞
体 傷 害 マ ー カ ー 、 脱 髄 マ ー カ ー 、 軸 索 傷 害 マ ー カ ー 、 シ ナ プ ス 終 末 マ ー カ ー 、 シ ナ プ ス 後
性 マ ー カ ー で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 CNS/PNSお よ び /ま た は 脳 傷 害 の 検 出 な ら び に 診 断 の た め の 好 ま し い 方 法 は 、 被 験 体 試 料
に お い て 少 な く と も 1つ ま た は 複 数 の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー を 検 出 す る 段 階 、
お よ び ； 1つ ま た は 複 数 の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を CNSお よ び /ま た は 脳
傷 害 の 診 断 と 相 関 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 相 関 が 、 正 常 な 被 験 体 と 比 較 し た 、 各 診 断 に お け
る 1つ ま た は 複 数 の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 を 考 慮 す る 、 段 階 を 含 む 。 好
ま し く は 、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー は 、 例 え ば 、 ニ ュ ー ロ ン の タ ン パ ク 質 、 腫 瘍
抗 原 に 特 異 的 で あ り 、 1つ ま た は 複 数 の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー は 、 以 下 の も の
か ら 選 択 さ れ る タ ン パ ク 質 を 分 解 す る ： 例 え ば 、 軸 索 タ ン パ ク 質 － NF-200(NF-H)、 NF-160
(NF-M)、 NF-68(NF-L)； ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 ； 樹 状 突 起 タ ン パ ク 質 － α -チ ュ ー ブ
リ ン (P02551)、 β -チ ュ ー ブ リ ン (P0 4691)、 MAP-2A/B、 MAP-2C、 タ ウ 、 ダ イ ナ ミ ン -1(P21
575)、 ダ イ ナ ク チ ン (Q13561)、 P24； 細 胞 体 タ ン パ ク 質 － UCH-L1(Q00981)、 PEBP(P31044)
、 NSE(P07323)、 Thy 1.1、 プ リ オ ン 、 ハ ン チ ン ト ン ； シ ナ プ ス 前 性 タ ン パ ク 質 － シ ナ プ シ
ン -1、 シ ナ プ シ ン -2、 α -シ ヌ ク レ イ ン (P37377)、 β -シ ヌ ク レ イ ン (Q63754)、 GAP43、 シ
ナ プ ト フ ィ ジ ン 、 シ ナ プ ト タ グ ミ ン (P21707)、 シ ン タ キ シ ン ； シ ナ プ ス 後 性 タ ン パ ク 質 －
PSD95、 PSD93、 NMDA受 容 体 (す べ て の サ ブ タ イ プ を 含 む )； 脱 髄 生 物 マ ー カ ー － ミ エ リ ン 塩
基 性 タ ン パ ク 質 (MBP)、 ミ エ リ ン プ ロ テ オ リ ピ ド タ ン パ ク 質 ； グ リ ア タ ン パ ク 質 － GFAP(P4
7819)、 タ ン パ ク 質 ジ ス ル フ ィ ド イ ソ メ ラ ー ゼ (PDI-P04785)； 神 経 伝 達 物 質 生 物 マ ー カ ー
－ コ リ ン 作 動 性 生 物 マ ー カ ー ： ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 、 コ リ ン ア セ チ ル ト ラ ン ス フ
ェ ラ ー ゼ ； ド ー パ ミ ン 作 動 性 生 物 マ ー カ ー － チ ロ シ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ (TH)、 ホ ス ホ -TH
、 DARPP32； ノ ル ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 生 物 マ ー カ ー － ド ー パ ミ ン β -ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ (DbH
)； セ ロ ト ニ ン 作 動 性 生 物 マ ー カ ー － ト リ プ ト フ ァ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ (TrH)； グ ル タ ミ ン
酸 作 動 性 生 物 マ ー カ ー － グ ル タ ミ ナ ー ゼ 、 グ ル タ ミ ン 合 成 酵 素 ； GABA作 動 性 生 物 マ ー カ ー
－ GABAト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ (4-ア ミ ノ ブ チ レ ー ト -2-ケ ト グ ル タ レ ー ト ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ
[GABAT])、 グ ル タ ミ ン 酸 デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ (GAD25、 44、 65、 67)； 神 経 伝 達 物 質 受 容 体
－ β -ア ド レ ナ リ ン 受 容 体 サ ブ タ イ プ (例 え ば 、 β (2))、 α -ア ド レ ナ リ ン 受 容 体 サ ブ タ イ
プ (例 え ば 、 (α (2c))、 GABA受 容 体 (例 え ば 、 GABA(B))、 代 謝 調 節 型 グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 (
例 え ば 、 mGluR3)、 NMDA受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト (例 え ば 、 NR1A2B)、 グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ
ユ ニ ッ ト (例 え ば 、 GluR4)、 5-HTセ ロ ト ニ ン 受 容 体 (例 え ば 、 5-HT(3))、 ド ー パ ミ ン 受 容 体
(例 え ば 、 D4)、 ム ス カ リ ン Ach受 容 体 (例 え ば 、 M1)、 ニ コ チ ン ア セ チ ル コ リ ン 受 容 体 (例 え
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ば 、 α -7)； 神 経 伝 達 物 質 輸 送 体 － ノ ル エ ピ ネ フ リ ン 輸 送 体 (NET)、 ド ー パ ミ ン 輸 送 体 (DAT
)、 セ ロ ト ニ ン 輸 送 体 (SERT)、 小 胞 輸 送 体 タ ン パ ク 質 (VMAT1お よ び VMAT2)、 GABA輸 送 体 小
胞 阻 害 性 ア ミ ノ 酸 輸 送 体 (VIAAT/VGAT)、 グ ル タ ミ ン 酸 輸 送 体 (例 え ば 、 GLT1)、 小 胞 ア セ チ
ル コ リ ン 輸 送 体 、 コ リ ン 輸 送 体 (例 え ば 、 CHT1)の よ う な 神 経 タ ン パ ク 質 ； 他 の タ ン パ ク 質
生 物 マ ー カ ー は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 ビ メ ン チ ン (P31000)、 CK-BB(P07335)、 14-
3-3-イ プ シ ロ ン (P42655)、 MMP2、 MMP9を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 酵 素 生 物 マ ー カ ー の タ ン パ ク 質 分 解 生 成 物 に 特 異 的
な 抗 体 は 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る よ う な エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 酵 素 生 物 マ ー カ ー の タ ン パ ク 質 分 解 生 成 物 に 特 異 的
な 抗 体 は 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る 配 列 と 約 50%相 同 性 で あ る エ ピ ト ー プ に 結
合 し 、 よ り 好 ま し く は 、 酵 素 生 物 マ ー カ ー の タ ン パ ク 質 分 解 生 成 物 に 特 異 的 な 抗 体 は 、 SE
Q ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る 配 列 と 約 70%相 同 性 で あ る エ ピ ト ー プ に 結 合 し 、 よ り 好
ま し く は 、 酵 素 生 物 マ ー カ ー の タ ン パ ク 質 分 解 生 成 物 に 特 異 的 な 抗 体 は 、 SEQ ID NO:1～ 1
48に よ り 同 定 さ れ る 配 列 と 約 80%相 同 性 で あ る エ ピ ト ー プ に 結 合 し 、 よ り 好 ま し く は 、 酵
素 生 物 マ ー カ ー の タ ン パ ク 質 分 解 生 成 物 に 特 異 的 な 抗 体 は 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定
さ れ る 配 列 と 約 90%、 95%、 96%、 97%、 95%、 99%ま た は 99.9%相 同 性 で あ る エ ピ ト ー プ に 結
合 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 酵 素 生 物 マ ー カ ー の タ ン パ ク 質 分 解 生 成 物 に 特 異 的
な 抗 体 は 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る よ う な エ ピ ト ー プ の N末 端 お よ び /ま た は C
末 端 の い ず れ か に お い て 少 な く と も 約 10ア ミ ノ 酸 長 い エ ピ ト ー プ に 結 合 し 、 よ り 好 ま し く
は 、 酵 素 生 物 マ ー カ ー の タ ン パ ク 質 分 解 生 成 物 に 特 異 的 な 抗 体 は 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ
り 同 定 さ れ る よ う な エ ピ ト ー プ の N末 端 お よ び /ま た は C末 端 の い ず れ か に お い て 少 な く と
も 約 20ア ミ ノ 酸 長 い エ ピ ト ー プ に 結 合 し 、 よ り 好 ま し く は 、 酵 素 生 物 マ ー カ ー の タ ン パ ク
質 分 解 生 成 物 に 特 異 的 な 抗 体 は 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る よ う な エ ピ ト ー プ の
N末 端 お よ び /ま た は C末 端 の い ず れ か に お い て 少 な く と も 約 50ア ミ ノ 酸 長 い エ ピ ト ー プ に
結 合 し 、 よ り 好 ま し く は 、 酵 素 生 物 マ ー カ ー の タ ン パ ク 質 分 解 生 成 物 に 特 異 的 な 抗 体 は 、
SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る よ う な エ ピ ト ー プ の N末 端 お よ び /ま た は C末 端 の い ず
れ か に お い て 少 な く と も 約 100ア ミ ノ 酸 長 い エ ピ ト ー プ に 結 合 し 、 よ り 好 ま し く は 、 酵 素
生 物 マ ー カ ー の タ ン パ ク 質 分 解 生 成 物 に 特 異 的 な 抗 体 は 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ
れ る よ う な エ ピ ト ー プ の N末 端 お よ び /ま た は C末 端 の い ず れ か に お い て 少 な く と も 約 200ア
ミ ノ 酸 長 い エ ピ ト ー プ に 結 合 し 、 よ り 好 ま し く は 、 酵 素 生 物 マ ー カ ー の タ ン パ ク 質 分 解 生
成 物 に 特 異 的 な 抗 体 は 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る よ う な エ ピ ト ー プ の N末 端 お
よ び /ま た は C末 端 の い ず れ か に お い て 少 な く と も 約 500ア ミ ノ 酸 長 い エ ピ ト ー プ に 結 合 す
る 。 よ り 長 い ア ミ ノ 酸 の 例 は 、 そ れ ら の ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 と 共 に 表 1に 見 出 さ れ る 。 SEQ
 ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る 各 生 物 マ ー カ ー の N末 端 ま た は C末 端 の い ず れ か に お い て
含 ま れ う る 望 ま し い ア ミ ノ 酸 は 、 こ の よ う に 、 容 易 に 決 定 さ れ 、 抗 体 が 産 生 さ れ う る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 被 験 体 に お い て 細 胞 損 傷 を 分 析 す る た め
の キ ッ ト を 提 供 す る 。 キ ッ ト は 、 好 ま し く は 、 以 下 を 含 む ： (a)SEQ ID NO:1～ 148の い ず
れ か に よ り 同 定 さ れ る よ う な 組 成 物 ま た は 生 物 マ ー カ ー の 一 団 ； (b)損 傷 し た 神 経 細 胞 を
有 す る こ と が 疑 わ れ る ヒ ト 被 験 体 か ら 単 離 さ れ た 生 体 試 料 を 保 持 す る た め の 基 板 、 (c)タ
ン パ ク 質 分 解 酵 素 の 少 な く と も 1つ ま た は 複 数 を 特 異 的 に 結 合 す る 作 用 物 質 ； お よ び (d)生
体 試 料 に お い て 少 な く と も 1つ の マ ー カ ー の 存 在 ま た は 量 を 検 出 す る た め に 生 体 試 料 ま た
は 生 体 試 料 の 一 部 と 作 用 物 質 を 反 応 さ せ る た め の 印 刷 さ れ た 使 用 説 明 書 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 好 ま し く は 、 生 体 試 料 は 、 被 験 体 か ら 単 離 さ れ る 前 に 被 験 体 の 神 経 系 と 情 報 交 換 し て い
る 液 体 、 例 え ば 、 CSFま た は 血 液 で あ り 、 作 用 物 質 は 、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 の 少 な く と も 1
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つ ま た は 複 数 を 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 ア プ タ マ ー 、 ま た は 他 の 分 子 で あ り う る 。 キ ッ ト
は ま た 、 作 用 物 質 に 結 合 す る も の 、 ま た は 作 用 物 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 物 質 に 結 合 す る も
の (例 え ば 、 二 次 抗 体 )の よ う な 検 出 可 能 な 標 識 を 含 み う る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 他 の 局 面 は 、 下 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 CNS、 筋 肉 も し く は 他 の 器 官 の 細 胞 傷 害 お よ び /ま た は ス ト レ ス 、 お よ び /ま
た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の 診 断 と な る 生 物 マ ー カ ー を 同 定 す る 。 本 発 明 の 異 な る 生 物 マ ー カ
ー の 検 出 は ま た 、 神 経 傷 害 の 重 症 度 の 程 度 、 傷 害 に 関 与 す る 細 胞 、 お よ び 傷 害 の 細 胞 内 局
在 性 の 診 断 と な る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 傷 害 に 起 因 し た 神 経 系 細 胞 お よ び /ま た は 器 官 か ら
の ペ プ チ ド の 存 在 に よ り 活 性 化 さ れ る 1つ ま た は 複 数 の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 の 存 在 ま た は
量 を 相 関 さ せ る 段 階 を 用 い る 。 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 の 存 在 は 、 神 経 細 胞 お よ び /も し く は
器 官 の 傷 害 の 重 症 度 な ら び に /ま た は 型 と 相 関 す る 。 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 の 活 性 お よ び 組
織 タ ン パ ク 質 分 解 生 成 物 の 産 生 は 、 損 傷 が よ り 重 症 で あ れ ば 、 次 に は よ り 多 量 の 神 経 ま た
は 細 胞 性 ペ プ チ ド を 生 体 試 料 (例 え ば 、 CSF)に 蓄 積 さ せ る 細 胞 数 が 多 く な り 、 そ れ に よ り
、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 を 活 性 化 さ せ る よ う に 、 神 経 組 織 お よ び /ま た は 器 官 傷 害 の 重 症 度
に 直 接 的 に 関 連 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
定 義
　 本 発 明 を 説 明 す る 前 に 、 下 記 に 用 い ら れ る 特 定 の 用 語 の 定 義 を 説 明 す る こ と が そ の 理 解
の 助 け に な り う る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 と の 関 連 に お け る 「 マ ー カ ー 」 は 、 対 照 被 験 体 (例 え ば 、 陰 性 診 断 を も つ 人 、 正
常 ま た は 健 康 な 被 験 体 )か ら 採 取 さ れ た 比 較 試 料 と 比 較 し て 、 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ
ュ ー ロ ン の 障 害 を も つ 患 者 か ら 採 取 さ れ た 試 料 に お い て 異 な っ て 存 在 す る ポ リ ペ プ チ ド (
特 定 の 見 か け の 分 子 量 の )を 指 す 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 酵 素 の 「 活 性 」 は 、 一 定 の 温 度 お よ び pHに お い て 単 位 時 間 あ た り に 産 生 さ れ る 生 成 物 の
量 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 酵 素 の 「 比 活 性 」 は 、 1 mgの タ ン パ ク 質 に つ き 単 位 時 間 あ た り に 産 生 さ れ る 生 成 物 の 量
で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 「 基 質 」 は 、 酵 素 が 触 媒 す る 標 的 タ ン パ ク 質 で あ る 。 International Union of Biochem
istry (I.U.B.)は 、 酵 素 名 が 作 用 さ れ る 基 質 お よ び 触 媒 さ れ る 反 応 の 型 の 両 方 を 示 す こ と
を 推 奨 し た 酵 素 命 名 法 の 規 格 を 開 始 し た 。 例 え ば 、 こ の シ ス テ ム の 下 で は 、 酵 素 ウ リ カ ー
ゼ は 尿 酸 ： O 2 オ キ シ ド レ ダ ク タ ー ゼ と 呼 ば れ 、 酵 素 グ ル タ ミ ン 酸 オ キ サ ロ 酢 酸 ト ラ ン ス ア
ミ ナ ー ゼ (GOT)は 、 L-ア ス パ ラ ギ ン 酸 ： 2-オ キ ソ グ ル タ ル 酸 ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ と
呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の 関 連 に お け る 「 相 補 的 な 」 と は 、 い っ し ょ に 検 出 さ れ る 場 合 、 1つ の 生 物 マ ー
カ ー の み の 検 出 と 比 較 し て 感 度 お よ び 特 異 性 の 増 加 を 与 え る 少 な く と も 2つ の 生 物 マ ー カ
ー の 検 出 を 指 す 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 句 「 異 な っ て 存 在 す る 」 と は 、 対 照 被 験 体 と 比 較 し た 、 例 え ば 、 神 経 傷 害 を も つ 患 者 か
ら 採 取 さ れ た 試 料 に 存 在 す る マ ー カ ー の 量 お よ び /ま た は 頻 度 に お け る 違 い を 指 す 。 例 え
ば 、 マ ー カ ー は 、 対 照 被 験 体 の 試 料 と 比 較 し て 、 神 経 傷 害 を も つ 患 者 の 試 料 に お い て 上 昇
し た レ ベ ル で 、 ま た は 減 少 し た レ ベ ル で 、 存 在 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ り う る 。 ま た は 、 マ
ー カ ー は 、 対 照 被 験 体 の 試 料 と 比 較 し て 、 患 者 の 試 料 に お い て 、 よ り 高 い 頻 度 で 、 ま た は
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よ り 低 い 頻 度 で 検 出 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド で あ り う る 。 マ ー カ ー は 、 量 、 頻 度 ま た は 両 方 に
関 し て 異 な っ て 存 在 し う る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド は 、 一 方 の 試 料 に お け る ポ リ ペ プ チ ド の 量 が 、 他 方 の 試 料 に お け る ポ リ ペ
プ チ ド の 量 と 統 計 学 的 に 有 意 に 異 な る 場 合 に は 、 2つ の 試 料 間 で 異 な っ て 存 在 す る 。 例 え
ば 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ れ が 他 方 の 試 料 に 存 在 し て い る よ り も 、 そ れ が 少 な く と も 約 120%
、 少 な く と も 約 130%、 少 な く と も 約 150%、 少 な く と も 約 180%、 少 な く と も 約 200%、 少 な く
と も 約 300%、 少 な く と も 約 500%、 少 な く と も 約 700%、 少 な く と も 約 900%、 ま た は 少 な く と
も 約 1000%、 多 く 存 在 す る 場 合 ま た は 、 一 方 の 試 料 に お い て 検 出 さ れ 、 他 方 に お い て 検 出
可 能 で な い 場 合 に は 、 2つ の 試 料 間 で 異 な っ て 存 在 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 代 替 と し て ま た は 追 加 と し て 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 神 経 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の
障 害 を 患 っ て い る 患 者 の 試 料 に お い て ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る 頻 度 が 対 照 試 料 に お い て よ
り 統 計 学 的 に 有 意 に 高 い ま た は 低 い 場 合 に は 、 試 料 の 2セ ッ ト 間 で 異 な っ て 存 在 す る 。 例
え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ れ が 、 試 料 の 一 方 の セ ッ ト に お い て 、 試 料 の 他 方 の セ ッ ト よ り
、 少 な く と も 約 120%、 少 な く と も 約 130%、 少 な く と も 約 150%、 少 な く と も 約 180%、 少 な く
と も 約 200%、 少 な く と も 約 300%、 少 な く と も 約 500%、 少 な く と も 約 700%、 少 な く と も 約 90
0%、 ま た は 少 な く と も 約 1000%、 多 い 頻 度 で ま た は 少 な い 頻 度 で 観 察 さ れ る 場 合 に は 、 試
料 の 2つ の セ ッ ト 間 で 異 な っ て 存 在 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 「 診 断 の 」 と は 、 病 的 状 態 の 存 在 ま た は 性 質 を 同 定 す る こ と を 意 味 す る 。 診 断 方 法 は 、
そ れ ら の 感 度 お よ び 特 異 性 に お い て 異 な る 。 診 断 ア ッ セ イ の 「 感 度 」 は 、 検 査 で 陽 性 と 出
た 罹 患 し た 個 体 の パ ー セ ン テ ー ジ で あ る (「 真 の 陽 性 」 の パ ー セ ン ト )。 ア ッ セ イ に よ り 検
出 さ れ な か っ た 罹 患 し た 個 体 は 「 偽 陰 性 」 で あ る 。 罹 患 し て お ら ず 、 か つ ア ッ セ イ で 陰 性
と 出 た 被 験 体 は 、 「 真 の 陰 性 」 と 呼 ば れ る 。 診 断 ア ッ セ イ の 「 特 異 性 」 は 、 1マ イ ナ ス (mi
nus)偽 陽 性 率 で あ り 、 「 偽 陽 性 」 率 は 、 検 査 で 陽 性 と 出 た 疾 患 を も た な い も の の 割 合 と し
て 定 義 さ れ る 。 特 定 の 診 断 方 法 は 、 状 態 の 明 確 な 診 断 を 提 供 し な い 場 合 が あ る が 、 方 法 が
診 断 の 助 け と な る 陽 性 表 示 を 提 供 す る 場 合 に は 、 そ れ は 十 分 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 マ ー カ ー の 「 検 査 量 」 は 、 検 査 さ れ る こ と に な っ て い る 試 料 に 存 在 す る マ ー カ ー の 量 を
指 す 。 検 査 量 は 、 絶 対 量 (例 え ば 、 μ g/ml)で か ま た は 相 対 量 (例 え ば 、 シ グ ナ ル の 相 対 的
強 度 )で か の い ず れ か で あ り う る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 マ ー カ ー の 「 診 断 量 」 は 、 神 経 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の 診 断 と 一 致 し て
い る 被 験 体 の 試 料 に お け る マ ー カ ー の 量 を 指 す 。 診 断 量 は 、 絶 対 量 (例 え ば 、 μ g/ml)で か
ま た は 相 対 量 (例 え ば 、 シ グ ナ ル の 相 対 的 強 度 )で か の い ず れ か で あ り う る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 マ ー カ ー の 「 対 照 量 」 は 、 マ ー カ ー の 検 査 量 に 対 し て 比 較 さ れ る こ と に な っ て い る 任 意
の 量 ま た は 量 の 範 囲 で あ り う る 。 例 え ば 、 マ ー カ ー の 対 照 量 は 、 神 経 傷 害 お よ び /ま た は
ニ ュ ー ロ ン の 障 害 を も た な い 人 に お け る マ ー カ ー の 量 で あ り う る 。 対 照 量 は 、 絶 対 量 (例
え ば 、 μ g/ml)で か ま た は 相 対 量 (例 え ば 、 シ グ ナ ル の 相 対 的 強 度 )で か の い ず れ か で あ り
う る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 「 プ ロ ー ブ 」 は 、 気 相 イ オ ン 分 光 計 へ 除 去 可 能 に 挿 入 で き る 装 置 を 指 し 、 検 出 の た め に
マ ー カ ー を 提 示 す る た め の 表 面 を 有 す る 基 板 を 含 む 。 プ ロ ー ブ は 、 単 一 の 基 板 ま た は 複 数
の 基 板 を 含 み う る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 「 基 板 」 ま た は 「 プ ロ ー ブ 基 板 」 は 、 吸 着 剤 が 提 供 さ れ う る (例 え ば 、 付 着 、 沈 着 な ど
に よ り )固 相 を 指 す 。
【 ０ ０ ６ １ 】
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　 「 吸 着 剤 」 は 、 マ ー カ ー を 吸 着 す る こ と が で き る 任 意 の 物 質 を 指 す 。 用 語 「 吸 着 剤 」 は
、 マ ー カ ー が 曝 さ れ る 単 一 の 物 質 (「 一 重 吸 着 剤 」 )(例 え ば 、 1つ の 化 合 物 ま た は 官 能 基 )
、 お よ び マ ー カ ー が 曝 さ れ る 複 数 の 異 な る 物 質 (「 多 重 吸 着 剤 」 )の 両 方 を 指 す よ う に 本 明
細 書 に お い て 用 い ら れ る 。 多 重 吸 着 剤 に お け る 吸 着 物 質 は 「 吸 着 剤 の 種 類 」 を 指 す 。 例 え
ば 、 プ ロ ー ブ 基 板 上 の ア ド レ ス 指 定 で き る 位 置 が 、 異 な る 結 合 特 性 を も つ 多 く の 異 な る 吸
着 剤 の 種 類 (例 え ば 、 陰 イ オ ン 交 換 物 質 、 金 属 キ レ ー ト 剤 、 ま た は 抗 体 )を 特 徴 と す る 多 重
吸 着 剤 を 含 み う る 。 基 板 物 質 自 身 は ま た 、 マ ー カ ー を 吸 着 す る こ と に 寄 与 し う り 、 「 吸 着
剤 」 の 一 部 と み な さ れ る 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 「 吸 着 」 ま た は 「 保 持 」 は 、 溶 離 液 (選 択 性 閾 値 調 節 剤 )ま た は 洗 浄 溶 液 で の 洗 浄 前 か 後
の い ず れ か で の 吸 着 剤 と マ ー カ ー の 間 の 検 出 可 能 な 結 合 を 指 す 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 「 溶 離 液 」 ま た は 「 洗 浄 溶 液 」 は 、 マ ー カ ー の 吸 着 剤 へ の 吸 着 を 仲 介 す る た め に 用 い ら
れ う る 作 用 物 質 を 指 す 。 溶 離 液 お よ び 洗 浄 溶 液 は ま た 、 「 選 択 性 閾 値 調 節 剤 」 と も 呼 ば れ
る 。 溶 離 液 お よ び 洗 浄 溶 液 は 、 プ ロ ー ブ 基 板 表 面 か ら 結 合 し て い な い 物 質 を 洗 浄 お よ び 除
去 す る た め に 用 い ら れ う る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 「 分 解 す る (resolve)」 、 「 分 解 (resolution)」 、 ま た は 「 マ ー カ ー の 分 解 」 は 、 試 料
に お け る 少 な く と も 1つ の マ ー カ ー の 検 出 を 指 す 。 分 解 は 、 分 離 お よ び そ の 後 の 示 差 的 検
出 に よ る 試 料 に お け る 複 数 の マ ー カ ー の 検 出 を 含 む 。 分 解 は 、 混 合 物 に お け る す べ て の 他
の 生 体 分 子 か ら の 1つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー の 完 全 な 分 離 を 必 要 と し な い 。 む し ろ 、 少 な
く と も 1つ の マ ー カ ー と 他 の 生 体 分 子 の 間 で の 区 別 を 可 能 に す る 任 意 の 分 離 で 十 分 で あ る
。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 「 気 相 イ オ ン 分 光 計 」 と は 、 試 料 が 揮 発 さ せ ら れ 、 イ オ ン 化 さ れ る 場 合 に 形 成 さ れ る イ
オ ン の 質 量 対 電 荷 比 へ 変 換 さ れ う る パ ラ メ ー タ ー を 測 定 す る 機 械 を 指 す 。 一 般 的 に 、 対 象
と な る イ オ ン は 、 単 一 の 電 荷 を 有 し 、 質 量 対 電 荷 比 は 、 し ば し ば 、 単 に 質 量 と 呼 ば れ る 。
気 相 イ オ ン 分 光 計 は 、 例 え ば 、 質 量 分 析 計 、 イ オ ン 移 動 度 分 光 計 、 お よ び 総 イ オ ン 電 流 測
定 装 置 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 「 質 量 分 析 計 」 と は 、 吸 気 装 置 、 イ オ ン 化 源 、 イ オ ン 光 学 ア セ ン ブ リ ー 、 質 量 分 析 器 、
お よ び 検 出 器 を 含 む 気 相 イ オ ン 分 光 計 を 指 す 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 「 レ ー ザ ー 脱 離 質 量 分 析 計 」 は 、 分 析 物 を 脱 離 さ せ 、 揮 発 さ せ 、 か つ イ オ ン 化 す る た め
の 手 段 と し て レ ー ザ ー を 用 い る 質 量 分 析 計 を 指 す 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 「 検 出 す る 」 と は 、 検 出 さ れ る べ き 対 象 の 存 在 、 非 存 在 、 ま た は 量 を 同 定 す る こ と を 指
す 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 用 語 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 、 「 ペ プ チ ド 」 お よ び 「 タ ン パ ク 質 」 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 の ポ リ マ
ー を 指 す た め に 本 明 細 書 に お い て 交 換 可 能 に 用 い ら れ る 。 そ の 用 語 は 、 1つ ま た は 複 数 の
ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 対 応 す る 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 の 類 似 体 ま た は 模 倣 体 で あ る ア ミ ノ 酸
ポ リ マ ー に 、 お よ び 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 ポ リ マ ー に 適 用 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え
ば 、 糖 タ ン パ ク 質 を 形 成 す る た め の 糖 質 残 基 の 付 加 に よ り 、 修 飾 さ れ う る 。 用 語 「 ポ リ ペ
プ チ ド 」 、 「 ペ プ チ ド 」 お よ び 「 タ ン パ ク 質 」 は 、 糖 タ ン パ ク 質 お よ び 非 糖 タ ン パ ク 質 を
含 む 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 「 検 出 可 能 な 部 分 」 ま た は 「 標 識 」 と は 、 分 光 学 的 、 光 化 学 的 、 生 化 学 的 、 免 疫 化 学 的
、 ま た は 化 学 的 手 段 に よ り 検 出 で き る 組 成 物 を 指 す 。 例 え ば 、 有 用 な 標 識 は 、 3 2 P、 3 5 S、
蛍 光 色 素 、 高 電 子 密 度 試 薬 、 酵 素 (例 え ば 、 ELISAで 一 般 的 に 用 い ら れ る よ う な )、 ビ オ チ
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ン -ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン (dioxigenin)、 ハ プ テ ン お よ び 抗 血 清 も し く は
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 入 手 で き る タ ン パ ク 質 、 ま た は 標 的 に 相 補 的 な 配 列 を も つ 核 酸 分 子
を 含 む 。 検 出 可 能 な 部 分 は 、 し ば し ば 、 試 料 に お い て 結 合 し た 検 出 可 能 な 部 分 の 量 を 定 量
化 す る た め に 用 い ら れ う る 、 放 射 性 、 色 素 生 産 性 、 ま た は 蛍 光 性 シ グ ナ ル の よ う な 測 定 可
能 な シ グ ナ ル を 発 生 す る 。 シ グ ナ ル の 定 量 化 は 、 例 え ば 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 、 濃 度 測
定 、 ま た は フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 「 抗 体 」 は 、 エ ピ ト ー プ (例 え ば 、 抗 原 )を 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 認 識 す る 、 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 遺 伝 子 に よ り 実 質 的 に コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド リ ガ ン ド ま た は そ の 断 片 を 指 す 。 認
め ら れ て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 は 、 κ お よ び λ 軽 鎖 定 常 領 域 遺 伝 子 、 α 、 γ 、 δ 、 ε
お よ び μ 重 鎖 定 常 領 域 遺 伝 子 、 な ら び に 無 数 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 可 変 領 域 遺 伝 子 を 含 む 。 抗
体 は 、 例 え ば 、 無 傷 免 疫 グ ロ ブ リ ン と し て 、 ま た は 様 々 な ペ プ チ ダ ー ゼ で の 消 化 に よ り 生
成 さ れ る い く つ か の よ く 特 徴 付 け ら れ た 断 片 と し て 存 在 す る 。 こ れ は 、 例 え ば 、 Fab'お よ
び F(ab)' 2 断 片 を 含 む 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 場 合 の 用 語 「 抗 体 」 は ま た 、 抗 体 全
体 の 改 変 に よ り 生 成 さ れ る 抗 体 断 片 か 、 ま た は 組 換 え DNA方 法 を 用 い て 新 た に 合 成 さ れ た
も の か の い ず れ か を 含 む 。 そ れ は ま た 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 キ メ
ラ 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 ま た は 一 本 鎖 抗 体 を 含 む 。 抗 体 の 「 Fc」 部 分 は 、 1つ ま た は 複 数 の
重 鎖 定 常 領 域 ド メ イ ン 、 CH 1 、 CH 2 、 お よ び CH 3 、 を 含 む が 、 重 鎖 可 変 領 域 を 含 ま な い 、 免
疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 の そ の 部 分 を 指 す 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 「 イ ム ノ ア ッ セ イ 」 は 、 抗 原 (例 え ば 、 マ ー カ ー )を 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 用 い る ア ッ
セ イ で あ る 。 イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 抗 原 を 単 離 す る 、 標 的 に す る お よ び /ま た は 定 量 化 す る
特 定 の 抗 体 の 特 異 的 結 合 性 質 の 使 用 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド に 言 及 す る 場 合 、 抗 体 に 「 特 異 的 に (ま た は 選 択 的 に )結 合 す
る 」 、 ま た は 「 特 異 的 (ま た は 選 択 的 )免 疫 反 応 性 の 」 と い う 句 は 、 タ ン パ ク 質 の 不 均 一 な
集 団 お よ び 他 の 生 物 製 剤 に お い て そ の タ ン パ ク 質 の 存 在 を 決 定 す る 結 合 反 応 を 指 す 。 従 っ
て 、 指 定 さ れ た イ ム ノ ア ッ セ イ 条 件 下 で 、 特 定 さ れ た 抗 体 は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 少 な く
と も 2倍 、 特 定 の タ ン パ ク 質 に 結 合 し 、 か つ 試 料 に 存 在 す る 他 の タ ン パ ク 質 に 有 意 な 量 で
実 質 的 に は 結 合 し な い 。 そ の よ う な 条 件 下 で の 抗 体 へ の 特 異 的 結 合 は 、 特 定 の タ ン パ ク 質
へ の そ れ の 特 異 性 に つ い て 選 択 さ れ る 抗 体 を 必 要 と し う る 。 例 え ば 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス ま た
は ヒ ト の よ う な 特 定 の 種 由 来 の マ ー カ ー NF-200に 対 し て 産 生 さ れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は
、 マ ー カ ー NF-200と 特 異 的 免 疫 反 応 性 で あ り 、 か つ マ ー カ ー NF-200の 多 型 変 異 体 お よ び 対
立 遺 伝 子 を 除 い て 、 他 の タ ン パ ク 質 と 免 疫 反 応 性 で は な い ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の み を 得 る
よ う に 選 択 さ れ う る 。 こ の 選 択 は 、 他 の 種 か ら マ ー カ ー NF-200分 子 と 交 差 反 応 す る 抗 体 を
引 き 出 す こ と に よ り 達 成 さ れ う る 。 様 々 な イ ム ノ ア ッ セ イ 型 が 、 特 定 の タ ン パ ク 質 と 特 異
的 免 疫 反 応 性 で あ る 抗 体 を 選 択 す る た め に 用 い ら れ う る 。 例 え ば 、 固 相 ELISAイ ム ノ ア ッ
セ イ は 、 タ ン パ ク 質 と 特 異 的 免 疫 反 応 性 で あ る 抗 体 を 選 択 す る た め に 日 常 的 に 用 い ら れ る
(特 異 的 免 疫 反 応 性 を 測 定 す る た め に 用 い ら れ う る イ ム ノ ア ッ セ イ の 型 お よ び 条 件 の 説 明
に つ い て 、 例 え ば 、 Harlow & Lane, Antibodies, A Laboratory Manual (1988)を 参 照 )。
典 型 的 に は 、 特 異 的 ま た は 選 択 的 反 応 は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル ま た は ノ イ ズ の 少 な
く と も 2倍 、 お よ び よ り 典 型 的 に は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 10倍 よ り 多 く 100倍 ま で で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 「 エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 」 ま た は 「 EAM」 は 、 質 量 分 析 計 に お い て イ オ ン 化 源 か ら エ ネ ル
ギ ー を 吸 収 し 、 そ れ に よ り プ ロ ー ブ 表 面 か ら マ ー カ ー の よ う な 分 析 物 の 脱 離 を 助 け る 、 分
子 を 指 す 。 分 析 物 の サ イ ズ お よ び 性 質 に 依 存 し て 、 エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 は 任 意 で 用 い ら れ
う る 。 MALDIに 用 い ら れ る エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 は 、 し ば し ば 、 「 マ ト リ ッ ク ス 」 と 呼 ば れ
る 。 桂 皮 酸 誘 導 体 、 シ ナ ピ ン 酸 (sinapinic acid)(「 SPA」 )、 シ ア ノ ヒ ド ロ キ シ 桂 皮 酸 (「
CHCA」 )お よ び ジ ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 は 、 し ば し ば 、 生 物 有 機 分 子 の レ ー ザ ー 脱 離 に お い
て エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 と し て 用 い ら れ る 。
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【 ０ ０ ７ ５ 】
　 「 試 料 」 は 、 そ れ の 最 も 広 い 意 味 に お い て 、 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 。 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 抗 体 、 そ れ ら の 断 片 お よ び 誘 導 体 を 含 む 試 料 は 、 体 液
； 細 胞 調 製 物 の 可 溶 性 画 分 、 細 胞 が 増 殖 し た 培 地 ； 細 胞 か ら 単 離 ま た は 抽 出 さ れ た 染 色 体
、 細 胞 小 器 官 、 ま た は 膜 ； 溶 液 中 ま た は 基 板 に 結 合 し た 、 ゲ ノ ム DNA、 RNAま た は cDNA、 溶
液 中 ま た は 基 板 に 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド も し く は ペ プ チ ド ； 細 胞 ； 組 織 ； 組 織 プ リ ン ト ；
フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト 、 皮 膚 ま た は 毛 髪 ； そ れ ら の 断 片 お よ び 誘 導 体 を 含 み う る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 「 実 質 的 に 精 製 さ れ た 」 と は 、 そ れ ら の 天 然 の 環 境 か ら 取 り 出 さ れ 、 単 離 ま た は 分 離 さ
れ 、 か つ そ れ ら が 天 然 で 付 随 し て い る 他 の 成 分 を 少 な く と も 約 60%含 ま な い 、 好 ま し く は
約 75%含 ま な い 、 お よ び 最 も 好 ま し く は 約 90%含 ま な い 、 核 酸 分 子 ま た は タ ン パ ク 質 を 指 す
。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 「 基 板 」 と は 、 核 酸 分 子 ま た は タ ン パ ク 質 が 結 合 す る 任 意 の 剛 体 ま た は 半 剛 体 の 支 持 体
を 指 し 、 ウ ェ ル 、 溝 、 ピ ン 、 チ ャ ネ ル 、 お よ び 孔 を 含 む 様 々 な 表 面 型 を も つ 、 膜 、 フ ィ ル
タ ー 、 チ ッ プ 、 ス ラ イ ド 、 ウ ェ ハ ー 、 繊 維 、 磁 気 ま た は 非 磁 気 ビ ー ズ 、 ゲ ル 、 キ ャ ピ ラ リ
ー ま た は 他 の 管 類 、 プ レ ー ト 、 ポ リ マ ー 、 お よ び 微 粒 子 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 場 合 、 核 酸 配 列 、 遺 伝 子 ま た は ポ リ ペ プ チ ド に 適 用 さ れ る
よ う な 用 語 「 断 片 ま た は セ グ メ ン ト 」 と は 、 長 さ が 普 通 は 少 な く と も 約 5個 の 連 続 し た 核
酸 塩 基 (核 酸 配 列 ま た は 遺 伝 子 に つ い て )ま た は ア ミ ノ 酸 (ポ リ ペ プ チ ド に つ い て )、 典 型 的
に は 少 な く と も 約 10個 の 連 続 し た 核 酸 塩 基 ま た は ア ミ ノ 酸 、 よ り 典 型 的 に は 少 な く と も 約
20個 の 連 続 し た 核 酸 塩 基 ま た は ア ミ ノ 酸 、 通 常 は 少 な く と も 約 30個 の 連 続 し た 核 酸 塩 基 ま
た は ア ミ ノ 酸 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 40個 の 連 続 し た 核 酸 塩 基 ま た は ア ミ ノ 酸 、 よ り 好
ま し く は 少 な く と も 約 50個 の 連 続 し た 核 酸 塩 基 ま た は ア ミ ノ 酸 、 お よ び よ り い っ そ う 好 ま
し く は 少 な く と も 約 60～ 80個 ま た は そ れ 以 上 の 連 続 し た 核 酸 塩 基 ま た は ア ミ ノ 酸 で あ る 。
本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 場 合 の 「 重 複 す る 断 片 」 と は 、 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 の ア ミ
ノ 末 端 か ら 始 ま り 、 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 の カ ル ボ キ シ 末 端 で 終 わ る 連 続 し た 核 酸 ま た は
ペ プ チ ド 断 片 を 指 す 。 各 核 酸 ま た は ペ プ チ ド 断 片 は 、 次 の 核 酸 ま た は ペ プ チ ド 断 片 と 共 通
の 少 な く と も 約 1個 の 連 続 し た 核 酸 ま た は ア ミ ノ 酸 位 置 、 よ り 好 ま し く は 共 通 の 少 な く と
も 約 3個 の 連 続 し た 核 酸 塩 基 ま た は ア ミ ノ 酸 位 置 、 最 も 好 ま し く は 共 通 の 少 な く と も 約 10
個 の 連 続 し た 核 酸 塩 基 ま た は ア ミ ノ 酸 位 置 を 有 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 核 酸 関 係 に お け る 有 意 な 「 断 片 」 と は 、 少 な く と も 17個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 一 般 的 に は 少
な く と も 20個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 一 般 的 に は 少 な く と も 23個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 普 通 は 少
な く と も 26個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 普 通 は 少 な く と も 29個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 多 く は 少 な く
と も 32個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 多 く は 少 な く と も 35個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 典 型 的 に は 少 な く
と も 38個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 典 型 的 に は 少 な く と も 41個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 通 常 は 少 な く
と も 44個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 通 常 は 少 な く と も 47個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は 少 な く
と も 50個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 53個 の ヌ ク レ オ チ ド の 連 続 し た セ グ
メ ン ト で あ り 、 お よ び 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 少 な く と も 56個 ま た は そ れ 以 上 の ヌ ク
レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 場 合 、 用 語 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 ま た は 「 ペ プ チ ド 」 と は 、 本
明 細 書 に 列 挙 さ れ た 完 全 長 タ ン パ ク 質 を 含 む 、 任 意 の 長 さ の ア ミ ノ 酸 鎖 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 場 合 、 「 よ り 長 い ア ミ ノ 酸 配 列 を も つ ペ プ チ ド ま た は エ ピ
ト ー プ 」 は 、 本 明 細 書 に 列 挙 さ れ た 完 全 長 タ ン パ ク 質 を 含 む 、 任 意 の 長 さ の ア ミ ノ 酸 鎖 を
含 む 。 好 ま し く は 、 産 生 さ れ た 抗 体 は 、 少 な く と も 約 3ア ミ ノ 酸 長 を 含 む エ ピ ト ー プ を 結
合 す る 。 他 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 用 語 「 酵 素 生 物 マ ー カ ー の タ ン パ ク 質 分 解 生 成 物 は
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、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ て い る よ う な エ ピ ト ー プ よ り 少 な く と も 約 10ア ミ ノ 酸
長 い エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 」 は 、 所 望 の ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 お よ び /ま た は カ ル ボ キ シ
末 端 に 10ア ミ ノ 酸 の ア ミ ノ 酸 鎖 を 含 む 。 よ り 長 い ア ミ ノ 酸 の 例 は 、 そ れ ら の ア ク セ ッ シ ョ
ン 番 号 と 共 に 表 1に 見 出 さ れ る 。 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ た 各 生 物 マ ー カ ー の N末
端 ま た は C末 端 の い ず れ か に 含 ま れ う る 望 ま し い ア ミ ノ 酸 は 、 こ の よ う に 、 容 易 に 決 定 さ
れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 場 合 、 ポ リ ペ プ チ ド の 「 変 異 体 」 ま た は 「 誘 導 体 」 は 、 1
個 ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 に よ り 変 化 し て い る ア ミ ノ 酸 配 列 を 指 す 。 変 異 体 は 、 「 保 存
的 」 変 化 を 有 し う り 、 置 換 さ れ た ア ミ ノ 酸 は 、 類 似 し た 構 造 的 ま た は 化 学 的 性 質 を も つ (
例 え ば 、 ロ イ シ ン の イ ソ ロ イ シ ン と の 置 換 )。 よ り ま れ に は 、 変 異 体 は 、 「 非 保 存 的 」 変
化 を 有 し う る (例 え ば 、 グ リ シ ン の ト リ プ ト フ ァ ン と の 置 換 )。 類 似 の 軽 微 な 変 異 体 は ま た
、 ア ミ ノ 酸 欠 失 ま た は 挿 入 、 ま た は 両 方 を 含 み う る 。 生 物 活 性 を 消 失 さ せ る こ と な く 、 ど
の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 置 換 、 挿 入 ま た は 欠 失 さ れ う る か を 決 定 す る 際 の 手 引 き は 、 当 技 術 分
野 に お い て 周 知 の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム 、 例 え ば 、 LASERGENEソ フ ト ウ ェ ア (DNASTAR)、
を 用 い て 見 出 さ れ う る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 結 果 と し て 生 じ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 一 般 的 に 、 お 互 い に 比 較 し て 有 意 な ア ミ ノ 酸 同 一 性
を 有 す る と 考 え ら れ る 。 多 型 変 異 体 は 、 所 定 の 種 の 個 体 間 の 特 定 の 遺 伝 子 の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 に お け る 変 異 で あ る 。 多 型 変 異 体 は ま た 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 1塩 基 だ け 異 な る
「 一 塩 基 多 型 (single nucleotide polymorphisms)」 (SNP)ま た は 一 塩 基 突 然 変 異 を 含 み う
る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 「 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 」 は 、 温 度 、 イ オ ン 強 度 お よ び ホ ル ム ア ミ ド の よ う な 添 加 物 の 濃
度 の よ う な 二 重 鎖 を 解 離 さ せ る 、 核 酸 が 曝 さ れ て い る 条 件 の 組 み 合 わ せ を 意 味 す る 。 二 重
鎖 を 解 離 さ せ る 可 能 性 が よ り 高 い 条 件 は 、 「 よ り 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 」 と 呼 ば れ 、 例
え ば 、 よ り 高 い 温 度 、 よ り 低 い イ オ ン 強 度 お よ び ホ ル ム ア ミ ド の よ り 高 い 濃 度 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 高 い 選 択 性 を 必 要 と す る 適 用 に つ い て 、 典 型 的 に は 、 ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 し う る 相 対 的
に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 を 用 い る こ と が 望 ま れ 、 例 え ば 、 約 50℃ ～ 約 70℃ の 温 度 で 約 0.
02 M～ 約 0.10 M NaClに よ り 提 供 さ れ る よ う な 、 相 対 的 に 低 い 塩 お よ び /ま た は 高 い 温 度 条
件 が 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 特 定 の 適 用 に つ い て 、 よ り 低 い ス ト リ ジ ェ ン シ ー 条 件 が 必 要 と さ れ る こ と は 認 識 さ れ て
い る 。 こ れ ら の 条 件 下 で 、 プ ロ ー ブ お よ び 標 的 鎖 の 配 列 が 完 全 に は 相 補 的 で は な く 、 1つ
ま た は 複 数 の 位 置 に お い て ミ ス マ ッ チ し て い る に し て も 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 起 こ
り う る 。 条 件 は 、 塩 濃 度 を 増 加 さ せ る お よ び 温 度 を 減 少 さ せ る こ と に よ り 、 よ り 低 い ス ト
リ ン ジ ェ ン ト 性 に さ れ う る 。 例 え ば 、 中 位 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 は 、 約 37℃ ～ 約 55℃
の 温 度 に お け る 約 0.1 M～ 0.25 M NaClに よ り 提 供 さ れ う る が 、 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件
は 、 約 20℃ か ら 約 55℃ ま で の 範 囲 で あ る 温 度 で 約 0.15 M～ 約 0.9 M 塩 に よ り 提 供 さ れ う る
。 こ の よ う に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 所 望 の 結 果 に 依 存 し て 容 易 に 操 作 さ れ う
る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 維 持 時 間 と 共 に 用 い ら れ る 場 合 の 句 「 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 条 件 」 お よ び そ の 文 法 的 相 当
語 句 は 、 反 応 物 の 濃 度 の 関 係 に お け る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 混 合 物 お よ び 混 合 物 に
お け る 添 加 試 薬 を 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 標 的 配 列 と ア ニ ー ル す る こ と 、 典 型 的 に
は 核 酸 二 重 鎖 を 形 成 す る こ と を 可 能 に す る の に 十 分 な 時 間 、 温 度 、 pH条 件 に 曝 す こ と を 示
す 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 伴 う の に 必 要 と さ れ る そ の よ う な 時 間 、 温 度 お よ び pH条 件
は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る よ う に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る べ き ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
プ ロ ー ブ の 長 さ 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と 標 的 の 間 の 相 補 性 の 程 度 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ
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ド の グ ア ニ ジ ン お よ び シ ト シ ン 含 有 量 、 望 ま れ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の ス ト リ ン ジ ェ
ン シ ー 、 な ら び に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 動 力 学 に 影 響 を 及 ぼ し う る よ う な ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 混 合 物 に お け る 塩 ま た は 追 加 の 試 薬 の 存 在 に 依 存 す る 。 所 定 の ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 混 合 物 に つ い て の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 を 最 適 化 す る た め の 方
法 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 場 合 、 用 語 「 傷 害 ま た は 神 経 系 傷 害 」 は 、 CNSま た は PNSの
正 常 な 機 能 に 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 影 響 を 及 ぼ す 損 傷 を 含 む こ と を 意 図 さ れ る 。 例 え ば 、
傷 害 は 、 網 膜 神 経 節 細 胞 の 損 傷 ； 外 傷 性 脳 損 傷 ； 脳 卒 中 関 連 傷 害 ； 脳 動 脈 瘤 関 連 傷 害 ； 多
発 性 硬 化 症 の よ う な 脱 髄 疾 患 ； 単 麻 痺 、 両 麻 痺 、 対 麻 痺 、 片 麻 痺 お よ び 四 肢 麻 痺 を 含 む 脊
髄 傷 害 ； 神 経 増 殖 性 障 害 ま た は 神 経 障 害 性 疼 痛 症 候 群 で あ り う る 。 CNS障 害 ま た は 疾 患 の
例 は 、 TBI、 脳 卒 中 、 震 盪 症 (震 盪 後 症 候 群 を 含 む )、 脳 虚 血 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 拳 闘 家 認
知 症 、 ハ ン チ ン ト ン 病 お よ び ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の よ う な 脳 の 神 経 変 性 疾 患 、 放 射 能 、 電 離
ま た は 鉄 プ ラ ズ マ へ の 曝 露 、 神 経 系 に 作 用 す る 因 子 、 シ ア ン 化 物 、 毒 性 濃 度 の 酸 素 に よ り
引 き 起 こ さ れ る 発 作 の 次 の 脳 傷 害 、 CNSマ ラ リ ア ま た は 抗 マ ラ リ ア 剤 で の 処 置 、 マ ラ リ ア
病 原 体 に よ る 神 経 毒 性 、 ト リ パ ノ ゾ ー マ に よ る 傷 害 、 な ら び に 他 の CNS外 傷 を 含 む 。 PNS傷
害 ま た は 疾 患 の 例 は 、 毒 素 (例 え ば 、 癌 化 学 療 法 剤 )、 糖 尿 病 の い ず れ か に よ り 引 き 起 こ さ
れ る 神 経 障 害 、 末 梢 性 外 傷 、 ま た は 末 梢 神 経 お よ び /も し く は そ れ ら の ミ エ リ ン 鞘 の 病 的
破 壊 を 生 じ た 任 意 の 過 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 場 合 、 用 語 「 脳 卒 中 」 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 認 め ら れ て
お り 、 突 然 の 意 識 、 感 覚 の 減 退 ま た は 喪 失 、 お よ び 恍 惚 ま た は 脳 の 動 脈 の 閉 塞 (例 え ば 、
血 餅 に よ る )に よ り 引 き 起 こ さ れ る 随 意 運 動 を 含 む こ と が 意 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 場 合 、 用 語 「 外 傷 性 脳 損 傷 」 は 、 技 術 分 野 に お い て 認 め ら
れ て お り 、 頭 へ の 外 傷 性 打 撃 が 、 し ば し ば 頭 蓋 骨 を 貫 通 す る こ と な く 、 脳 へ 損 傷 を 引 き 起
こ す 状 態 を 含 む こ と が 意 図 さ れ る 。 通 常 に は 、 最 初 の 外 傷 は 、 結 果 と し て 、 拡 大 す る 血 腫
、 ク モ 膜 下 出 血 、 脳 水 腫 、 頭 蓋 内 圧 亢 進 (ICP)、 次 に 低 脳 血 流 (CBF)に よ る 重 篤 な 二 次 事 象
へ と 導 き う る 脳 低 酸 素 症 を 生 じ う る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 定 義 さ れ る 場 合 の 「 神 経 系 細 胞 」 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 神
経 細 胞 、 グ リ ア 細 胞 、 乏 突 起 膠 細 胞 、 小 グ リ ア 細 胞 ま た は 神 経 幹 細 胞 を 含 む 、 脳 、 中 枢 お
よ び 末 梢 神 経 系 に 存 在 す る 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 「 ニ ュ ー ロ ン 特 異 的 ま た は ニ ュ ー ロ ン 濃 縮 化 タ ン パ ク 質 」 と は 、 神 経 系 細 胞 に 存 在 し 、
か つ 、 例 え ば 、 心 筋 細 胞 、 骨 格 筋 に お け る 筋 細 胞 、 肝 細 胞 、 腎 細 胞 、 お よ び 精 巣 に お け る
細 胞 の よ う な 非 神 経 細 胞 に 存 在 し な い タ ン パ ク 質 と し て 本 明 細 書 に お い て 定 義 さ れ る 。 ペ
プ チ ド が 、 例 え ば 、 酵 素 分 解 に よ り 引 き 出 さ れ う る 神 経 タ ン パ ク 質 の 非 限 定 的 例 は 、 下 の
表 1に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 場 合 の 「 神 経 の (ニ ュ ー ロ ン の )欠 陥 、 障 害 ま た は 疾 患 」 は
、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 中 枢 神 経 系 の 神 経 変 性 障 害 (パ ー キ ン ソ ン ； ア ル ツ ハ イ マ
ー )ま た は 自 己 免 疫 疾 患 (多 発 性 硬 化 症 )； 記 憶 喪 失 ； 長 期 お よ び 短 期 記 憶 障 害 ； 学 習 障 害
； 自 閉 症 、 鬱 病 、 良 性 健 忘 症 、 児 童 学 習 障 害 、 閉 鎖 性 頭 部 損 傷 (close head injury)お よ
び 注 意 力 欠 如 障 害 ； 脳 の 自 己 免 疫 疾 患 、 ウ イ ル ス 感 染 に 対 す る ニ ュ ー ロ ン の 反 応 ； 脳 損 傷
； 鬱 病 ； 躁 鬱 病 、 統 合 失 調 症 の よ う な 精 神 障 害 ； ナ ル コ プ レ シ ー /睡 眠 障 害 (概 日 リ ズ ム 障
害 、 不 眠 症 お よ び ナ ル コ レ プ シ ー を 含 む )； 神 経 の 切 断 ま た は 神 経 損 傷 ； 脳 脊 髄 神 経 索 (CN
S)の 切 断 お よ び 脳 ま た は 神 経 細 胞 へ の 任 意 の 損 傷 ； AIDSに 関 連 し た 神 経 学 的 欠 損 ； チ ッ ク
(例 え ば 、 ジ ャ イ ル ズ デ ラ ト ゥ レ ッ ト 症 候 群 (Giles de la Tourette's syndrome))； ハ ン
チ ン ト ン 舞 踏 病 、 統 合 失 調 症 、 外 傷 性 脳 損 傷 、 耳 鳴 り 、 神 経 痛 、 特 に 三 叉 神 経 痛 、 神 経 障
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害 性 疼 痛 、 糖 尿 病 の よ う な 疾 患 に お け る 神 経 知 覚 不 全 を 結 果 と し て 生 じ る 不 適 当 な ニ ュ ー
ロ ン 活 性 、 MSお よ び 運 動 ニ ュ ー ロ ン 疾 患 、 運 動 失 調 、 筋 固 縮 (痙 攣 )お よ び 顎 関 節 機 能 不 全
； 対 象 に お け る 報 酬 欠 乏 症 候 群 (Reward Deficiency Syndrome)(RDS)行 動 を 含 む 、 任 意 の
神 経 学 的 障 害 を 指 す 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 場 合 、 「 RDS」 行 動 は 、 不 安 、 怒 り ま た は 物 質 に 対 す る 渇
望 を 伴 う 個 体 の 幸 福 の 感 情 に 関 連 し た 1つ ま た は 複 数 の 行 動 障 害 と し て 現 れ る 行 動 で あ る
。 RDS行 動 は 、 ア ル コ ー ル 依 存 症 、 SUD、 喫 煙 、 BMIま た は 肥 満 症 、 病 的 賭 博 、 炭 水 化 物 過
食 症 、 軸 椎 骨 11診 断 、 SAB、 ADD/ADHD、 CD、 TS、 SUDの 家 族 歴 、 お よ び 肥 満 症 を 含 む 。 す べ
て の こ れ ら の 行 動 、 お よ び RDS行 動 、 ま た は RDSに 関 連 し た 神 経 学 的 経 路 に 関 与 す る 遺 伝 子
に 関 連 し て い る と し て 本 明 細 書 に お い て 記 載 さ れ た 他 の も の は 、 本 発 明 の 一 部 と し て 、 RD
S行 動 と し て 含 ま れ る 。 さ ら に 、 RDS障 害 で あ る 多 く の 特 定 の 障 害 に つ い て 本 明 細 書 に お い
て 用 い ら れ る 臨 床 的 用 語 の 多 く は 、 Diagnostic Criteria From DSM-IV(商 標 )、 The Ameri
can Psychiatric Association, Washington, D.C., 1994に 見 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 大 鬱 病 お よ び 双 極 性 躁 鬱 病 を 含 む 情 動 障 害 は 、 一 次 臨 床 症 状 と し て 気 分 の 変 化 に よ り 特
徴 付 け ら れ る 。 大 鬱 病 は 、 最 も 一 般 的 な 重 大 な 精 神 病 で あ り 、 正 常 な 悲 嘆 、 悲 し み お よ び
失 望 、 な ら び に 内 科 的 疾 患 に し ば し ば 伴 う 関 連 し た 不 快 ま た は 士 気 喪 失 と 臨 床 的 に 区 別 さ
れ な け れ ば な ら な い 。 鬱 病 は 、 激 し い 悲 し み お よ び 絶 望 の 感 情 、 精 神 的 緩 慢 さ お よ び 集 中
力 の 喪 失 、 悲 観 的 心 配 、 動 揺 お よ び 自 己 卑 下 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 。 肉 体 的 変 化 も ま た 生
じ 、 不 眠 、 食 欲 不 振 お よ び 体 重 減 少 、 エ ネ ル ギ ー お よ び 性 欲 の 減 少 、 な ら び に ホ ル モ ン の
概 日 リ ズ ム の 崩 壊 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 鬱 病 と 同 様 に 躁 病 も 、 一 次 症 状 と し て 気 分 の 変 化 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 。 気 分 の こ れ ら
の 2つ の 極 端 な 状 態 の ど ち ら も 、 混 乱 し た 思 考 お よ び 妄 想 知 覚 を も つ 精 神 病 と 同 時 に 起 こ
り う る 。 精 神 病 は 、 二 次 症 状 と し て 、 気 分 の 変 化 を 有 し う り 、 診 断 に お け る 大 き な 混 同 を
引 き 起 こ す の は 、 こ の 鬱 病 と の 重 複 で あ る 。 精 神 病 を 含 ま な い 激 し い 気 分 の 変 化 は 、 鬱 病
に お い て 頻 繁 に 起 こ り 、 し ば し ば 、 不 安 を 伴 う 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 特 定 の 病 因 と は 無 関 係 の パ ー キ ン ソ ン 病 は 、 通 常 、 人 生 の 後 半 数 十 年 に 知 ら ぬ 間 に 現 れ
る 、 慢 性 進 行 性 中 枢 神 経 系 障 害 で あ る 。 そ の 疾 患 は 、 徐 々 に 増 加 す る 、 意 図 的 な 動 き に お
け る 能 力 の 欠 如 を 生 じ る 。 そ れ は 、 ふ る え 、 運 動 緩 慢 、 硬 直 お よ び 姿 勢 の 障 害 の 4つ の 主
要 な 臨 床 的 特 徴 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 。 し ば し ば 、 患 者 は 付 随 す る 認 知 症 を も つ 。 特 発 性
パ ー キ ン ソ ン 病 に お い て 、 通 常 、 黒 質 、 青 斑 に お け る 細 胞 、 お よ び 他 の 脳 の 色 素 性 ニ ュ ー
ロ ン の 損 失 、 な ら び に 黒 質 か ら 突 き 出 す 細 胞 の 神 経 軸 索 末 端 に お け る ド ー パ ミ ン 含 有 量 の
減 少 が あ る 。 パ ー キ ン ソ ン 病 が ド ー パ ミ ン 欠 乏 の 症 候 群 で あ る と い う 理 解 、 お よ び そ の 疾
患 の 処 置 に つ い て の 重 要 な 薬 物 と し て レ ボ ド パ の 発 見 は 、 薬 物 処 置 の 原 理 と し て の 役 割 を
果 た す 、 一 連 の 関 連 し た 基 本 的 か つ 臨 床 的 観 察 の 論 理 的 集 大 成 で あ っ た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 用 語 「 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 」 は 、 中 年 後 半 に 始 ま り 、 典 型 的 に は 5年 ～ 10年 間 で 死 に 至 る
、 記 憶 喪 失 、 錯 乱 お よ び 見 当 識 障 害 を 呈 す る 進 行 性 精 神 衰 退 を 指 す 。 病 理 学 的 に は 、 ア ル
ツ ハ イ マ ー 病 は 、 細 胞 内 神 経 原 線 維 、 神 経 原 線 維 濃 縮 体 、 お よ び ア ミ ロ イ ド コ ア を も つ 顆
粒 状 ま た は 繊 維 状 好 銀 性 塊 か ら 構 成 さ れ る 老 人 斑 の 肥 厚 、 膠 着 な ら び に ゆ が み に よ り 特 徴
付 け ら れ う る 。 Diagnosing Alzheimer's Disease: the National Institute of Neurolog
ical and Communicative Disorders and Stroke-Alzheimer's Disease and the Alzheime
r's Disease and Related Disorders Association (NINCDS-ADRDA)基 準 が 、 ア ル ツ ハ イ マ
ー 病 を 診 断 す る た め に 用 い ら れ う る (McKhann et al., 1984, Neurology 34:939-944)。 患
者 の 認 知 機 能 は 、 Alzheimer's Disease Assessment Scale-cognitive subscaleに よ り 評
価 さ れ う る (ADAS-cog; Rosen et al., 1984, Am. J. Psychiatry 141:1356-1364)。
【 ０ ０ ９ ９ 】
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　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 場 合 、 用 語 「 自 閉 症 」 は 、 病 的 な 自 己 専 念 、 社 会 的 落 伍 、
言 語 発 達 遅 滞 、 常 同 的 行 為 に 特 徴 付 け ら れ る 精 神 的 内 向 型 の 状 態 を 指 す 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 場 合 、 用 語 「 鬱 病 」 は 、 処 置 の 非 存 在 下 に お い て 少 な く と
も 2週 間 続 く 、 持 続 性 の 悲 し い 気 分 ま た は 活 動 に お け る 興 味 の 喪 失 を 含 む 臨 床 的 症 候 群 を
指 す 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 場 合 、 用 語 「 良 性 健 忘 症 」 は 、 一 度 、 理 解 さ れ 、 覚 え ら れ
、 か つ 記 憶 に 保 存 さ れ た 情 報 を 引 き 出 す ま た は 思 い 出 す こ と が で き な い (例 え ば 、 自 分 が
自 分 の 鍵 を 置 い た 、 ま た は 自 分 の 車 を 駐 車 し た 場 所 を 思 い 出 す こ と が で き な い こ と )軽 い
傾 向 を 指 す 。 良 性 健 忘 症 は 、 典 型 的 に は 、 年 齢 40歳 後 に 個 体 に 影 響 を 及 ぼ し 、 Wechsler M
emory Scaleの よ う な 標 準 評 価 手 段 に よ り 認 知 さ れ う る (Russell, 1975, J. Consult Clin
. Psychol. 43:800-809)。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 場 合 、 用 語 「 児 童 学 習 障 害 」 は 、 特 定 の 子 ど も に よ り 経 験
さ れ る よ う な 、 正 常 に 機 能 し な い 学 習 能 力 を 指 す 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 場 合 、 用 語 「 閉 鎖 性 頭 部 損 傷 」 は 、 状 態 が 認 知 お よ び 記 憶
障 害 に よ り 特 徴 付 け ら れ う る 、 頭 傷 害 ま た は 外 傷 後 の 臨 床 的 状 態 を 指 す 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 場 合 、 用 語 「 注 意 力 欠 如 障 害 」 は 、 最 も 一 般 的 に は 子 ど も
に 現 れ 、 運 動 活 動 の 増 加 お よ び 注 意 持 続 時 間 の 減 少 に よ り 特 徴 付 け ら れ う る 障 害 を 指 す 。
注 意 力 欠 如 障 害 (「 ADD」 )は 、 学 校 活 動 お よ び 家 族 関 係 に 有 害 に 影 響 を 及 ぼ す 、 子 ど も に
お い て よ く あ る 行 動 的 学 習 障 害 で あ る 。 症 状 お よ び 徴 候 は 、 活 動 過 多 (例 え ば 、 ADDHお よ
び AD/HD、 DSM-IV)、 衝 動 性 、 情 動 不 安 定 、 運 動 協 調 不 能 お よ び い く つ か の 知 覚 困 難 を 含 む
。 処 置 は 、 精 神 刺 激 薬 を 含 ん で い る が 、 そ れ は 、 効 果 が あ る と は い え 、 賛 否 両 論 で あ り 、
か つ 不 快 、 頭 痛 お よ び 発 育 遅 延 の よ う な 厄 介 な 副 作 用 を 引 き 起 こ し う る 。 三 環 系 抗 鬱 薬 を
含 む 他 の 薬 物 は 、 注 意 力 を 向 上 さ せ る よ う に 思 わ れ る が 、 精 神 刺 激 薬 よ り 効 果 は 少 な い 可
能 性 が あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 場 合 、 「 細 胞 内 局 在 性 」 と は 、 単 一 の 神 経 細 胞 内 の 確 定 し
た 細 胞 内 構 造 を 指 す 。 こ れ ら の 細 胞 内 で 確 定 し た 構 造 は 、 例 え ば 、 樹 状 突 起 、 軸 索 、 髄 鞘
、 シ ナ プ ス 前 終 末 お よ び シ ナ プ ス 後 部 位 由 来 の 固 有 の 神 経 タ ン パ ク 質 と 適 合 し て い る 。 そ
れ ゆ え に 、 こ れ ら の 領 域 の そ れ ぞ れ に 固 有 の ペ プ チ ド の 放 出 を モ ニ タ ー す る こ と に よ り 、
脳 傷 害 後 の 細 胞 内 損 傷 を モ ニ タ ー か つ 限 定 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 成 熟 ニ ュ ー ロ ン は
、 コ リ ン 作 動 性 (ニ コ チ ン 性 お よ び ム ス カ リ ン 性 (mucarinic))、 グ ル タ ミ ン 酸 作 動 性 、 gab
a作 動 性 、 セ ロ ト ニ ン 作 動 性 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 の よ う な 一 次 神 経 伝 達 物 質 を 融 合 す る 専
用 サ ブ タ イ プ に 分 化 す る 。 こ の ニ ュ ー ロ ン サ ブ タ イ プ の そ れ ぞ れ は 、 各 固 有 の 神 経 伝 達 物
質 系 の 合 成 、 代 謝 な ら び に 輸 送 体 お よ び 受 容 体 に 向 け ら れ る も の の よ う な 固 有 の 神 経 タ ン
パ ク 質 を 発 現 さ せ る (下 の 表 1)。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 場 合 、 「 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 」 成 分 と は 、 妥 当 な 利 益 /リ
ス ク 比 と 釣 り 合 っ た 、 過 度 の 副 作 用 (毒 性 、 刺 激 お よ び ア レ ル ギ ー 性 応 答 )な し の ヒ ト お よ
び /ま た は 動 物 で の 使 用 に 適 し て い る も の で あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 用 語 「 患 者 」 ま た は 「 個 体 」 は 、 本 明 細 書 に お い て 交 換 可 能 に 用 い ら れ 、 処 置 さ れ る べ
き 哺 乳 動 物 被 験 体 を 表 す つ も り で あ り 、 ヒ ト 患 者 が 好 ま し い 。 一 部 の 場 合 で は 、 本 発 明 の
方 法 は 、 実 験 動 物 に 、 獣 医 学 適 用 に 、 な ら び に 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 マ ウ ス 、 ラ
ッ ト お よ び ハ ム ス タ ー を 含 む 齧 歯 類 ； 鳥 、 魚 、 爬 虫 類 な ら び に 霊 長 類 を 含 む 、 疾 患 に つ い
て の 脊 椎 動 物 モ デ ル の 開 発 に 使 用 を 見 出 す 。
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【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 場 合 、 「 寛 解 す る 」 ま た は 「 処 置 」 は 、 標 準 化 さ れ た 値 に
ほ ぼ 等 し い 、 例 え ば 、 標 準 化 さ れ た 値 と 50%未 満 異 な る 、 好 ま し く は 、 標 準 化 さ れ た 値 と
約 25%未 満 異 な る 、 よ り 好 ま し く は 、 標 準 化 さ れ た 値 と 10%未 満 異 な る 、 お よ び さ ら に よ り
好 ま し く は 、 日 常 的 な 統 計 学 的 検 定 を 用 い て 決 定 さ れ る よ う な 標 準 化 さ れ た 値 と 有 意 に は
異 な ら な い 、 症 状 を 指 す 。 例 え ば 、 鬱 病 の 寛 解 ま た は 処 置 は 、 例 え ば 、 限 定 さ れ る わ け で
は な い が 、 気 分 の 変 化 、 激 し い 悲 し み お よ び 絶 望 の 感 情 、 精 神 的 緩 慢 、 集 中 力 の 喪 失 、 悲
観 的 心 配 、 動 揺 お よ び 自 己 卑 下 を 含 む 鬱 病 の 症 状 の 軽 減 を 含 む 。 不 眠 、 食 欲 不 振 お よ び 体
重 減 少 、 エ ネ ル ギ ー お よ び 性 欲 の 減 少 を 含 む 肉 体 的 変 化 も ま た 、 軽 減 さ れ う り 、 正 常 な ホ
ル モ ン の 概 日 リ ズ ム が 回 復 す る 。 も う 一 つ の 例 、 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 場 合 、 用 語
「 パ ー キ ン ソ ン 病 を 処 置 す る 」 ま た は 「 寛 解 さ せ る 」 を 用 い る 時 、 限 定 さ れ る わ け で は な
い が 、 ふ る え 、 動 作 緩 慢 、 硬 直 お よ び 姿 勢 の 障 害 を 含 む パ ー キ ン ソ ン 病 の 症 状 の 軽 減 を 意
味 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
タ ン パ ク 質 分 解 マ ー カ ー
　 こ の 開 示 は 、 器 官 傷 害 ま た は 腫 瘍 後 の 診 断 お よ び 処 置 を 目 的 と し て 、 組 織 、 血 液 、 脳 脊
髄 液 (CSF)お よ び 他 の 生 体 液 (汗 、 尿 、 唾 液 )に 検 出 さ れ う る タ ン パ ク 質 分 解 マ ー カ ー の 新
規 か つ 非 常 に 実 際 的 な 使 用 を 記 載 す る 。 プ ロ テ ア ー ゼ は 、 細 胞 が 傷 害 を 受 け る 、 ス ト レ ス
を 加 え ら れ る 、 ま た は 化 学 的 に 刺 激 さ れ る 場 合 、 固 有 に 活 性 化 さ れ る 。 こ れ ら の プ ロ テ ア
ー ゼ の 過 剰 活 性 化 は 、 し ば し ば 、 ア ポ ト ー シ ス お よ び 腫 瘍 症 (ま た は 腫 脹 壊 死 )を 含 む 細 胞
死 表 現 型 に 寄 与 す る (例 え ば 、 図 1参 照 )。 例 え ば 、 外 傷 性 脳 損 傷 (TBI)、 脳 卒 中 、 お よ び 腎
虚 血 の 後 、 カ ル パ イ ン Iお よ び IIは 活 性 化 し 、 結 果 と し て 腫 脹 お よ び ア ポ ト ー シ ス の 細 胞
死 に 寄 与 す る 。 そ の 上 、 活 性 化 さ れ た カ ス パ ー ゼ 3、 8お よ び 9は 、 こ れ ら の 同 じ 疾 患 状 態
に お い て ア ポ ト ー シ ス を 促 進 す る 。 実 際 、 器 官 傷 害 後 に 活 性 化 さ れ る 多 く の プ ロ テ ア ー ゼ
が あ り 、 そ れ ら の 一 部 は 、 カ テ プ シ ン B、 Lお よ び D、 MMP2、 9お よ び 13、 UCH-L1、 ユ ビ キ チ
ン 結 合 プ ロ テ ア ー ゼ (UBP'S)、 チ マ ー ゼ 、 ト リ プ タ ー ゼ な ら び に プ ロ テ ア ソ ー ム サ ブ ユ ニ
ッ ト を 含 む (表 1参 照 )。 表 1は 、 可 能 性 の あ る タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 お よ び プ ロ テ ア ー ゼ 感 受
性 組 織 タ ン パ ク 質 マ ー カ ー の 非 限 定 的 例 を 示 す 。 表 1に お け る 各 組 織 タ ン パ ク 質 マ ー カ ー
は 、 酵 素 に よ り 切 断 さ れ る 場 合 、 タ ン パ ク 質 分 解 生 物 マ ー カ ー を 生 成 し う る 。 下 の 表 2は
、 プ ロ テ ア ー ゼ 攻 撃 に よ り 生 成 さ れ た 、 自 明 で な い 固 有 の 組 織 タ ン パ ク 質 切 断 部 位 の 非 限
定 的 例 を 示 す 。 例 え ば 、 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 外 傷 性 脳 損 傷 、 ニ ュ ー ロ ン の
損 傷 、 神 経 系 障 害 、 脳 損 傷 、 薬 物 ま た は ア ル コ ー ル 依 存 症 に よ る 神 経 損 傷 、 脳 ま た は 中 枢
お よ び 末 梢 神 経 系 (CNS、 PNS)の よ う な 神 経 系 に 関 連 し た 疾 患 を 示 す 生 物 マ ー カ ー を 提 供 す
る 。 好 ま し く は 、 生 物 マ ー カ ー は 、 例 え ば 、 以 下 の よ う な 器 官 へ の 損 傷 の 結 果 と し て 活 性
化 さ れ る タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 で あ る ： 心 臓 、 脳 、 肝 臓 、 腎 臓 、 肺 、 消 化 管 ； ニ ュ ー ロ ン 、
中 枢 神 経 系 、 末 梢 神 経 系 、 お よ び 骨 格 筋 。 好 ま し く は 、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 は 、 神 経 系 お
よ び 器 官 傷 害 に よ り 、 活 性 化 さ れ 、 標 的 タ ン パ ク 質 、 そ れ ら の ペ プ チ ド お よ び 断 片 を 切 断
す る 。 標 的 タ ン パ ク 質 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 神 経 細 胞 、 脳 細 胞 、 ま た は 脳 お よ
び 中 枢 神 経 系 、 心 臓 、 肝 臓 、 腎 臓 な ど の 器 官 に 存 在 す る 任 意 の 細 胞 に 関 連 し た タ ン パ ク 質
、 ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ ら の 断 片 を 含 む 。 神 経 系 お よ び /ま た は 器 官 傷 害 で 検 出 さ れ る タ
ン パ ク 質 分 解 酵 素 の 非 限 定 的 例 は 以 下 を 含 む (ア ル フ ァ ベ ッ ト 順 に )： ア ク ロ モ ペ プ チ ダ ー
ゼ 、 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 ア ン ク ロ ド 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 、 ブ ロ メ ラ イ ン 、 カ ル
パ イ ン 、 カ ル パ イ ン I、 カ ル パ イ ン II、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ A、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー
ゼ B、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ G、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ P、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ W、
カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ Y、 カ ス パ ー ゼ 、 カ ス パ ー ゼ 1、 カ ス パ ー ゼ 2、 カ ス パ ー ゼ 3、 カ ス
パ ー ゼ 4、 カ ス パ ー ゼ 5、 カ ス パ ー ゼ 6、 カ ス パ ー ゼ 7、 カ ス パ ー ゼ 8、 カ ス パ ー ゼ 9、 カ ス パ
ー ゼ 10、 カ ス パ ー ゼ 13、 カ テ プ シ ン B、 カ テ プ シ ン C、 カ テ プ シ ン D、 カ テ プ シ ン G、 カ テ プ
シ ン H、 カ テ プ シ ン L、 キ モ パ パ イ ン 、 チ マ ー ゼ 、 キ モ ト リ プ シ ン 、 α -ク ロ ス ト リ パ イ ン
、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 、 補 体 C1r、 補 体 C1s、 補 体 因 子 D、 補 体 因 子 I、 ク ク ミ シ ン 、 ジ ペ プ チ ジ ル
ペ プ チ ダ ー ゼ IV、 白 血 球 エ ラ ス タ ー ゼ 、 膵 エ ラ ス タ ー ゼ 、 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ Arg-C、 エ

10

20

30

40

50

(30) JP 2007-535318 A 2007.12.6



ン ド プ ロ テ ア ー ゼ Asp-N、 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ Glu-C、 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ Lys-C、 エ ン テ
ロ キ ナ ー ゼ 、 Xa因 子 、 フ ィ シ ン 、 フ ュ ー リ ン 、 グ ラ ン ザ イ ム A、 グ ラ ン ザ イ ム B、 HIVプ ロ
テ ア ー ゼ 、 イ ガ ー ゼ 、 組 織 カ リ ク レ イ ン 、 キ ナ ー ゼ 、 ロ イ シ ン ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ (一 般 )
、 ロ イ シ ン ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 サ イ ト ゾ ル 、 ロ イ シ ン ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 ミ ク ロ ソ ー
ム 、 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ 、 メ チ オ ニ ン ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 ニ ュ ー ト ラ ー ゼ
、 パ パ イ ン 、 ペ プ シ ン 、 プ ラ ス ミ ン 、 プ ロ リ ダ ー ゼ 、 プ ロ ナ ー ゼ E、 前 立 腺 特 異 的 抗 原 、
プ ロ テ ア ー ゼ 、 プ ロ テ ア ー ゼ S、 プ ロ テ ア ソ ー ム 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ 3、 プ
ロ テ イ ナ ー ゼ A、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ K、 プ ロ テ イ ン C、 ピ ロ グ ル タ ミ ン 酸 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ
、 レ ニ ン 、 レ ン ニ ン 、 ト ロ ン ビ ン 、 組 織 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー 、 ト ロ ポ ニ ン 、
ト リ プ シ ン 、 ト リ プ タ ー ゼ 、 ウ ロ キ ナ ー ゼ 。 好 ま し く は 、 SEQ ID NO:1～ 148の い ず れ か 1
つ も ま た 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 こ れ ら を 始 め と す る プ ロ テ ア ー ゼ の 過 剰 活 性 化 を 追 跡 す る こ と に よ り 、 限 定 さ れ る わ け
で は な い が 、 脳 卒 中 ま た は 脳 傷 害 、 腎 不 全 、 肺 疾 患 、 心 臓 発 作 お よ び 白 内 障 形 成 を 含 む 器
官 疾 患 を 診 断 し 、 か つ そ れ ら の 治 療 的 処 置 を 助 け る こ と が で き る 。 癌 性 腫 瘍 の 場 合 、 そ の
急 速 な 増 殖 に よ り 、 活 性 腫 瘍 内 に 細 胞 死 の 増 加 が 存 在 す る 可 能 性 が 高 い 。 細 胞 死 は ま た 、
目 的 が 腫 瘍 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る こ と で あ る 癌 治 療 (例 え ば 、 化 学 療 法 )中 に 有 意
に 上 昇 す る 。 従 っ て 、 (細 胞 死 の 指 標 と し て )プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 化 を 測 定 す る こ と は 、 腫 瘍
増 殖 の 進 行 お よ び 癌 の 処 置 に お け る 特 定 の 治 療 的 処 置 の 成 功 を 追 跡 す る 際 に 有 用 な ツ ー ル
で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 疾 患 ま た は 医 療 的 に 誘 導 さ れ た プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 化 を 測 定 す る 2つ の ア プ ロ ー チ が 用 い
ら れ る 。 第 一 は 、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 の 活 性 化 を 直 接 的 に 追 跡 す る こ と で あ る 。 大 部 分 の
プ ロ テ ア ー ゼ は 、 完 全 に 活 性 化 さ れ る 前 に タ ン パ ク 質 分 解 の プ ロ セ シ ン グ を 起 こ す た め 、
切 断 部 位 が 同 定 さ れ う る 。 こ の 知 識 を 用 い て 、 そ れ ら の 活 性 化 を 検 出 す る た め に 特 定 の ツ
ー ル を 構 築 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 本 発 明 者 ら は 、 抗 活 性 化 カ ル パ イ ン I抗 体 を 使 用 し
て こ の 型 の テ ク ノ ロ ジ ー を す で に 用 い て い る 。 こ の ツ ー ル は 、 プ ロ テ ア ー ゼ が 対 象 と な る
別 個 の 器 官 に お い て 特 異 的 に ま た は 高 度 に 発 現 さ れ る 場 合 に は 特 に 効 果 的 で あ る 。 第 二 の
テ ク ノ ロ ジ ー の ア プ ロ ー チ は 、 活 性 化 さ れ た プ ロ テ ア ー ゼ に よ り 切 断 さ れ る 基 質 を 調 べ る
こ と で あ る (表 1参 照 )。 例 え ば 、 活 性 化 さ れ た カ ル パ イ ン は 、 α II-ス ペ ク ト リ ン 、 β 1-ス
ペ ク ト リ ン 、 MAP2A/2B、 シ ナ プ ト タ グ ミ ン 、 タ ウ 、 神 経 フ ィ ラ メ ン ト H、 Mお よ び L、 な ら
び に ミ エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質 を 含 む い く つ か の タ ン パ ク 質 を 切 断 す る 。 正 確 な 基 質 切 断
部 位 の 知 識 を 用 意 し て 、 断 片 特 異 的 抗 体 が 開 発 さ れ う る 。 ま た 、 公 知 の 組 織 特 異 的 基 質 が
切 断 さ れ る 場 合 、 こ の 技 術 の 力 は 特 に 注 目 に 値 し 、 な ぜ な ら 、 こ の 切 断 生 成 物 が 、 そ の 組
織 型 の 生 物 マ ー カ ー と し て の 役 割 を 果 た す こ と が で き る か ら で あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 疾 患 状 態 に お い て タ ン パ ク 質 分 解 マ ー カ ー を 測 定 す る 利 点 に は 3つ の 側 面 が あ る 。 I)過
度 の プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 化 の 概 念 は 、 癌 に お い て 、 な ら び に 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、
脳 、 肝 臓 、 腎 臓 お よ び 心 臓 を 含 む 、 多 く の 組 織 お よ び 器 官 傷 害 に お い て 、 共 通 の テ ー マ で
あ る 。 II)活 性 化 プ ロ テ ア ー ゼ の 多 く の タ ン パ ク 質 分 解 生 成 物 は 、 血 液 、 CSF、 尿 、 汗 お よ
び 唾 液 の よ う な 生 体 液 へ 放 出 さ れ る 。 そ れ ら の 濃 度 は 、 発 生 源 の 傷 害 を 受 け た 組 織 内 で 直
接 的 に 見 出 さ れ る レ ベ ル よ り 低 い が 、 そ れ ら は な お 、 (抗 体 ま た は 他 の 捕 獲 剤 を 用 い て )検
出 さ れ 、 定 量 化 さ れ 、 他 の 結 果 測 定 値 と 相 関 さ れ う る 。 III)患 者 を 診 断 、 処 置 お よ び 追 跡
す る た め に 相 対 的 非 侵 襲 性 手 順 を 用 い る 能 力 は 、 疾 患 状 態 に お い て タ ン パ ク 質 分 解 マ ー カ
ー を 用 い る も う 一 つ の 強 力 な 有 用 性 で あ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 1つ ま た は 複 数 の 切 断 生 成 物 を 分 解 す る タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 の
検 出 は 、 神 経 の 損 傷 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 疾 患 の 診 断 と な る 。 検 出 さ れ る タ ン パ ク
質 分 解 酵 素 の 基 質 の 例 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 例 え ば 、 軸 索 ペ プ チ ド － NF-200(N
F-H)、 NF-160(NF-M)、 NF-68(NF-L)； ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 ペ プ チ ド ； 樹 状 突 起 ペ プ チ ド － α -
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チ ュ ー ブ リ ン (P02551)、 β -チ ュ ー ブ リ ン (P0 4691)、 MAP-2A/B、 MAP-2C、 タ ウ 、 ダ イ ナ ミ
ン -1(P21575)、 ダ イ ナ ク チ ン (Q13561)、 P24； 細 胞 体 ペ プ チ ド － UCH-L1(Q00981)、 PEBP(P3
1044)、 NSE(P07323)、 Thy 1.1、 プ リ オ ン 、 ハ ン チ ン ト ン ； シ ナ プ ス 前 性 ペ プ チ ド － シ ナ
プ シ ン -1、 シ ナ プ シ ン -2、 α -シ ヌ ク レ イ ン (P37377)、 β -シ ヌ ク レ イ ン (Q63754)、 GAP43
、 シ ナ プ ト フ ィ ジ ン 、 シ ナ プ ト タ グ ミ ン (P21707)、 シ ン タ キ シ ン ； シ ナ プ ス 後 性 ペ プ チ ド
－ PSD95、 PSD93、 NMDA受 容 体 (す べ て の サ ブ タ イ プ を 含 む )； 脱 髄 生 物 マ ー カ ー － ミ エ リ ン
塩 基 性 ペ プ チ ド (MBP)、 ミ エ リ ン プ ロ テ オ リ ピ ド ペ プ チ ド 、 グ リ ア ペ プ チ ド － GFAP(P47819
)、 タ ン パ ク 質 ジ ス ル フ ィ ド イ ソ メ ラ ー ゼ ペ プ チ ド (PDI-P04785)； 神 経 伝 達 物 質 生 物 マ ー
カ ー － コ リ ン 作 動 性 生 物 マ ー カ ー ： ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ ペ プ チ ド 、 コ リ ン ア セ チ
ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ペ プ チ ド ； ド ー パ ミ ン 作 動 性 生 物 マ ー カ ー － チ ロ シ ン ヒ ド ロ キ シ ラ
ー ゼ ペ プ チ ド (TH)、 ホ ス ホ -THペ プ チ ド 、 DARPP32ペ プ チ ド ； ノ ル ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 生 物
マ ー カ ー － ド ー パ ミ ン β -ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ ペ プ チ ド (DbH)； セ ロ ト ニ ン 作 動 性 生 物 マ ー カ
ー － ト リ プ ト フ ァ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ ペ プ チ ド (TrH)； グ ル タ ミ ン 酸 作 動 性 生 物 マ ー カ ー
－ グ ル タ ミ ナ ー ゼ ペ プ チ ド 、 グ ル タ ミ ン 合 成 酵 素 ペ プ チ ド ； GABA作 動 性 生 物 マ ー カ ー － GA
BAト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ ペ プ チ ド (4-ア ミ ノ ブ チ レ ー ト -2-ケ ト グ ル タ レ ー ト ト ラ ン ス ア ミ ナ
ー ゼ [GABAT])、 グ ル タ ミ ン 酸 カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ ペ プ チ ド (GAD25、 44、 65、 67)； 神 経 伝 達
物 質 受 容 体 － β -ア ド レ ナ リ ン 受 容 体 サ ブ タ イ プ (例 え ば 、 β (2))、 α -ア ド レ ナ リ ン 受 容
体 サ ブ タ イ プ (例 え ば 、 α (2c))、 GABA受 容 体 の ペ プ チ ド (例 え ば 、 GABA(B))、 代 謝 調 節 型
グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 の ペ プ チ ド (例 え ば 、 mGluR3)、 NMDA受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト ペ プ チ ド (例
え ば 、 NR1A2B)、 グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト ペ プ チ ド (例 え ば 、 GluR4)、 5-HTセ ロ ト
ニ ン 受 容 体 の ペ プ チ ド (例 え ば 、 5-HT(3))、 ド ー パ ミ ン 受 容 体 の ペ プ チ ド (例 え ば 、 D4)、
ム ス カ リ ン Ach受 容 体 の ペ プ チ ド (例 え ば 、 M1)、 ニ コ チ ン ア セ チ ル コ リ ン 受 容 体 の ペ プ チ
ド (例 え ば 、 α -7)； 神 経 伝 達 物 質 輸 送 体 － ノ ル エ ピ ネ フ リ ン 輸 送 体 の ペ プ チ ド (NET)、 ド
ー パ ミ ン 輸 送 体 の ペ プ チ ド (DAT)、 セ ロ ト ニ ン 輸 送 体 の ペ プ チ ド (SERT)、 小 胞 輸 送 体 ペ プ
チ ド (VMAT1お よ び VMAT2)、 GABA輸 送 体 小 胞 阻 害 性 ア ミ ノ 酸 輸 送 体 の ペ プ チ ド (VIAAT/VGAT)
、 グ ル タ ミ ン 酸 輸 送 体 の ペ プ チ ド (例 え ば 、 GLT1)、 小 胞 ア セ チ ル コ リ ン 輸 送 体 の ペ プ チ ド
、 コ リ ン 輸 送 体 の ペ プ チ ド (例 え ば 、 CHT1)の よ う な 神 経 ペ プ チ ド を 含 む 。 他 の ペ プ チ ド 生
物 マ ー カ ー は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 ビ メ ン チ ン ペ プ チ ド (P31000)、 CK-BBペ プ チ
ド (P07335)、 14-3-3-イ プ シ ロ ン (P42655)ペ プ チ ド 、 MMP2ペ プ チ ド 、 MMP9ペ プ チ ド を 含 む
。
【 ０ １ １ ４ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー は 、 神 経 タ ン パ ク
質 、 例 え ば 表 1に 列 挙 さ れ た 非 限 定 的 な 例 に 対 し て 基 質 タ ン パ ク 質 の 1 mgあ た り 約 1 μ g～
約 500 μ gの 比 活 性 を 有 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 酵 素 の 量 が 一 定 に 保 た れ 、 か つ 基 質 濃 度 が そ の 後 徐 々 に 増 加 す る 場 合 に 、 反 応 速 度 は 最
大 に 達 す る ま で 増 加 す る こ と は 、 実 験 的 に 示 さ れ て い る 。 こ の 点 の 後 は 、 基 質 濃 度 に お け
る 増 加 は 、 速 度 を 増 加 さ せ な い (Δ A/Δ T)。 こ の 最 大 速 度 に 達 し た 場 合 、 有 効 な 酵 素 の 全
部 が ES、 つ ま り 酵 素 基 質 複 合 体 へ 変 換 さ れ て い る こ と が 理 論 化 さ れ る 。 グ ラ フ 上 の こ の 点
は 、 V m a x と 名 付 け ら れ る 。 こ の 最 大 速 度 お よ び 平 衡 状 態 (7)を 用 い て 、 ミ カ エ リ ス は 測 定
可 能 な 実 験 デ ー タ か ら の 反 応 速 度 に よ っ て 酵 素 活 性 を 計 算 す る た め の 1セ ッ ト の 数 値 式 を
展 開 し た 。
　
　
【 ０ １ １ ６ 】
　 ミ カ エ リ ス 定 数 Kmは 、 最 大 速 度 1/2に お け る 基 質 濃 度 と し て 定 義 さ れ る 。 こ の 定 数 お よ
び Kmが ま た 以 下 と し て 定 義 さ れ う る と い う 事 実 を 用 い る 。
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【 ０ １ １ ７ 】
　 K + 1 、 K - 1 お よ び K + 2 は 平 衡 状 態 (7)か ら の 速 度 定 数 で あ る 。 ミ カ エ リ ス は 以 下 を 展 開 し た
。
　
　
　
　
[S]＝ こ の 時 点 に お け る 基 質 濃 度
V m a x ＝ こ の セ ッ ト の 実 験 条 件 (pH、 温 度 な ど )下 で の 最 大
Km＝ 調 べ ら れ る こ と に な っ て い る 特 定 の 酵 素 に つ い て の ミ カ エ リ ス 定 数
【 ０ １ １ ８ 】
　 ミ カ エ リ ス 定 数 は 、 一 般 に 用 い ら れ る 酵 素 の 大 部 分 に つ い て 決 定 さ れ て い る 。 小 さ な Km
は 、 酵 素 が 飽 和 さ れ る の に 少 量 の 基 質 の み を 必 要 と す る こ と を 示 す 。 こ れ ゆ え に 、 最 大 速
度 は 、 相 対 的 に 低 い 濃 度 で 達 せ ら れ る 。 大 き な Kmは 、 最 大 反 応 速 度 を 達 成 す る た め の 高 基
質 濃 度 の 必 要 性 を 示 す 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 酵 素 が 触 媒 と し て 働 く 最 低 Kmを 有 す る 基 質 は 、 こ れ が す べ て の 酵 素 に つ い て 当 て は ま る
わ け で は な い が 、 し ば し ば 、 酵 素 の 天 然 の 基 質 で あ る と 想 定 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 理 論 に よ り 結 び つ け ら れ る こ と を 望 む わ け で は な い が 、 傷 害 に よ り 、 細 胞 膜 な ら び に 血
液 脳 関 門 の 構 造 的 お よ び 機 能 的 完 全 性 が 損 な わ れ る 。 脳 特 異 的 お よ び 脳 濃 縮 化 タ ン パ ク 質
、 ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ ら の 断 片 は 、 細 胞 外 間 隙 へ 放 出 さ れ 、 そ の 後 CSFお よ び 血 液 へ 放
出 さ れ る 。 こ れ ら の 基 質 に 特 異 的 な タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 は 活 性 化 さ れ 、 基 質 を 切 断 す る 。
こ れ ら の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 1つ ま た は 複 数 の 検 出 に よ り 、 神 経 系 お よ び /
ま た は 器 官 傷 害 が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 CSF、 血 液 ま た は 他 の 生 体 液 に お け る 傷 害 さ れ た 神 経 系 細 胞 お
よ び /ま た は 器 官 に よ り 放 出 さ れ た 神 経 ペ プ チ ド に 特 異 的 な 少 な く と も 1つ の タ ン パ ク 質 分
解 酵 素 の 検 出 は 、 脳 傷 害 の 重 症 度 の 診 断 と な る 、 お よ び /ま た は 治 療 の 経 過 の モ ニ タ リ ン
グ で あ る 。 好 ま し く は 、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 マ ー カ ー は 、 傷 害 の 初 期 段 階 中 に 検 出 さ れ る
。 神 経 系 傷 害 、 ニ ュ ー ロ ン の 障 害 を 患 っ て い る 患 者 に お け る タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 マ ー カ ー
断 片 、 ま た は そ れ ら の 誘 導 体 の 量 が 、 正 常 な 健 康 個 体 と 比 較 し て 増 加 し て い る こ と は 、 神
経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の 診 断 と な る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 外 傷 性 脳 損 傷 、 CNSま た は PNSへ の ニ ュ ー ロ ン の 損 傷
、 神 経 系 障 害 、 脳 損 傷 、 薬 物 ま た は ア ル コ ー ル 依 存 症 に よ る 神 経 系 損 傷 、 脳 ま た は 中 枢 神
経 系 の よ う な 神 経 系 に 関 連 し た 疾 患 を 示 す 生 物 マ ー カ ー を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 生 物 マ
ー カ ー は 、 例 え ば 、 以 下 の よ う な 器 官 へ の 損 傷 の 結 果 と し て 活 性 化 さ れ る タ ン パ ク 質 分 解
酵 素 で あ る ： 心 臓 、 脳 、 肝 臓 、 腎 臓 ； ニ ュ ー ロ ン 、 中 枢 神 経 系 、 末 梢 神 経 系 。 好 ま し く は
、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 は 、 神 経 系 お よ び 器 官 傷 害 に よ り 、 活 性 化 さ れ 、 標 的 タ ン パ ク 質 、
そ れ ら の ペ プ チ ド お よ び 断 片 を 切 断 す る 。 標 的 タ ン パ ク 質 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が
、 神 経 細 胞 、 脳 細 胞 、 ま た は 脳 お よ び 中 枢 神 経 系 、 心 臓 、 肝 臓 、 腎 臓 な ど の よ う な 器 官 に
存 在 す る 任 意 の 細 胞 と 関 連 し た タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ ら の 断 片 を 含 む 。 神 経
系 お よ び /ま た は 器 官 傷 害 で 検 出 さ れ る タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 の 非 限 定 的 例 は 、 以 下 を 含 む (
ア ル フ ァ ベ ッ ト 順 に )： ア ク ロ モ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 ア ン ク ロ ド 、 ア ン
ギ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 、 ブ ロ メ ラ イ ン 、 カ ル パ イ ン 、 カ ル パ イ ン I、 カ ル パ イ ン II、 カ ル
ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ A、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ B、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ G、 カ ル ボ キ
シ ペ プ チ ダ ー ゼ P、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ W、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ Y、 カ ス パ ー ゼ 、
カ ス パ ー ゼ 1、 カ ス パ ー ゼ 2、 カ ス パ ー ゼ 3、 カ ス パ ー ゼ 4、 カ ス パ ー ゼ 5、 カ ス パ ー ゼ 6、 カ
ス パ ー ゼ 7、 カ ス パ ー ゼ 8、 カ ス パ ー ゼ 9、 カ ス パ ー ゼ 10、 カ ス パ ー ゼ 13、 カ テ プ シ ン B、 カ
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テ プ シ ン C、 カ テ プ シ ン D、 カ テ プ シ ン G、 カ テ プ シ ン H、 カ テ プ シ ン L、 キ モ パ パ イ ン 、 チ
マ ー ゼ 、 キ モ ト リ プ シ ン 、 α -ク ロ ス ト リ パ イ ン 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 、 補 体 C1r、 補 体 C1s、 補
体 因 子 D、 補 体 因 子 I、 ク ク ミ シ ン 、 ジ ペ プ チ ジ ル ペ プ チ ダ ー ゼ IV、 白 血 球 エ ラ ス タ ー ゼ 、
膵 エ ラ ス タ ー ゼ 、 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ Arg-C、 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ Asp-N、 エ ン ド プ ロ テ ア
ー ゼ Glu-C、 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ Lys-C、 エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ 、 Xa因 子 、 フ ィ シ ン 、 フ ュ ー リ
ン 、 グ ラ ン ザ イ ム A、 グ ラ ン ザ イ ム B、 HIVプ ロ テ ア ー ゼ 、 イ ガ ー ゼ 、 組 織 カ リ ク レ イ ン 、
キ ナ ー ゼ 、 ロ イ シ ン ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ (一 般 )、 ロ イ シ ン ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 サ イ ト ゾ
ル 、 ロ イ シ ン ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 ミ ク ロ ソ ー ム 、 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ 、 メ
チ オ ニ ン ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 ニ ュ ー ト ラ ー ゼ 、 パ パ イ ン 、 ペ プ シ ン 、 プ ラ ス ミ ン 、 プ ロ
リ ダ ー ゼ 、 プ ロ ナ ー ゼ E、 前 立 腺 特 異 的 抗 原 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 プ ロ テ ア ー ゼ S、 プ ロ テ ア ソ
ー ム 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ 3、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ A、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ K、 プ ロ テ
イ ン C、 ピ ロ グ ル タ ミ ン 酸 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 レ ニ ン 、 レ ン ニ ン 、 ト ロ ン ビ ン 、 組 織 プ
ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー 、 ト ロ ポ ニ ン 、 ト リ プ シ ン 、 ト リ プ タ ー ゼ 、 ウ ロ キ ナ ー ゼ
。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 CSF、 血 液 ま た は 他 の 生 体 液 に お け る 、 基 質 と し て
神 経 ペ プ チ ド を 有 す る 少 な く と も 1つ の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 の 検 出 は 、 例 え ば 、 脳 卒 中 、
脊 髄 損 傷 、 ま た は ア ル コ ー ル も し く は 薬 物 乱 用 (例 え ば 、 エ ク ス タ シ ー 、 メ タ ン フ ェ タ ミ
ン な ど )に よ り 引 き 起 こ さ れ る 神 経 毒 症 状 の よ う な 様 々 な CNS傷 害 後 の 傷 害 の 重 症 度 の 診 断
と な る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 CNSは 、 脳 傷 害 、 神 経 系 傷 害 、 神 経 系 障 害 の 診 断 に お け る タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー
カ ー に つ い て の 好 ま し い 基 質 で あ る 多 く の 脳 特 異 的 お よ び 脳 濃 縮 化 ペ プ チ ド 、 そ れ ら の 断
片 な ら び に 誘 導 体 を 含 む 。 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 の 基 質 の 非 限 定 的 例 は 、 表 1に 示 さ れ て い
る 。 表 2は 、 プ ロ テ ア ー ゼ 攻 撃 に よ り 生 じ る 、 自 明 で な い 固 有 の 組 織 タ ン パ ク 質 切 断 部 位
の 非 限 定 的 例 を 示 す (例 え ば 、 SEQ ID NO:1～ 148)。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー
カ ー は 神 経 の 特 定 の タ ン パ ク 質 に 特 異 的 で あ り 、 神 経 フ ィ ラ メ ン ト -重 (NF-200)、 神 経 フ
ィ ラ メ ン ト -中 (NF-160)、 神 経 フ ィ ラ メ ン ト -軽 (NF-68)の よ う な 軸 索 ペ プ チ ド 、 お よ び ア
ミ ロ イ ド 前 駆 体 ペ プ チ ド ； α -チ ュ ー ブ リ ン 、 β -チ ュ ー ブ リ ン 、 MAP-2A/B/C、 タ ウ 、 ダ イ
ナ ミ ン -1、 ダ イ ナ ク チ ン の よ う な 樹 状 突 起 ペ プ チ ド ； な ら び に ユ ビ キ チ ン C末 端 ヒ ド ロ ラ
ー ゼ L1ペ プ チ ド (UCH-L1)、 PEBPペ プ チ ド 、 ニ ュ ー ロ ン 特 異 的 エ ノ ラ ー ゼ ペ プ チ ド (NSE)、 N
euNペ プ チ ド 、 Thy 1.1ペ プ チ ド 、 プ リ オ ン お よ び ハ ン チ ン ト ン ペ プ チ ド を 含 む 体 (細 胞 体 )
に 見 出 さ れ る ペ プ チ ド を 含 み う る 。 シ ナ プ ス 前 性 お よ び シ ナ プ ス 後 性 に 見 出 さ れ る ペ プ チ
ド も あ る 。 さ ら に 、 異 な る 型 の ニ ュ ー ロ ン は 、 ペ プ チ ド が 同 定 さ れ た 、 別 個 の 神 経 伝 達 物
質 特 異 的 酵 素 経 路 タ ン パ ク 質 を 示 す 。 例 え ば 、 ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ は 、 コ リ ン 作
動 性 ニ ュ ー ロ ン に お い て の み 見 出 さ れ 、 一 方 、 チ ロ シ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ (TH)は 、 ド ー パ
ミ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の み に 限 定 さ れ て い る 。 他 の 神 経 伝 達 物 質 特 異 的 酵 素 経 路 ペ プ チ ド
は 、 ノ ル ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン に お け る ド ー パ ミ ン β ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ ペ プ チ ド
(DbH)、 セ ロ ト ニ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン に お け る ト リ プ ト フ ァ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ ペ プ チ ド (
TrH)、 グ ル タ ミ ン 酸 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン に お け る グ ル タ ミ ナ ー ゼ お よ び グ ル タ ミ ン 合 成 酵 素
の ペ プ チ ド 、 GABA作 動 性 ニ ュ ー ロ ン に お け る GABAト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ ペ プ チ ド お よ び グ ル
タ ミ ン 酸 デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ ペ プ チ ド を 含 む 。 さ ら に 、 GFAPお よ び タ ン パ ク 質 ジ ス ル フ ィ
ド イ ソ メ ラ ー ゼ (PDI)の よ う な タ ン パ ク 質 由 来 の ペ プ チ ド は 、 CNSの グ リ ア 細 胞 に お い て の
み 合 成 さ れ 、 CNSへ の 損 傷 の 程 度 を さ ら に 理 解 す る た め に 利 用 さ れ う る 特 徴 で あ る 。 そ れ
ゆ え に 、 1つ ま た は 複 数 の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 は 、 傷 害 を 受 け た 細 胞
、 傷 害 の 重 症 度 、 お よ び 傷 害 の 型 を 示 す 。 例 え ば 、 腫 瘍 脱 落 抗 原 、 こ れ ら の 抗 原 に 特 異 的
な タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 の 活 性 化 は 、 腫 瘍 お よ び 腫 瘍 の 型 の 診 断 と な る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 細 胞 内 レ ベ ル に お け る CNS、 PNSへ の 損 傷
お よ び /ま た は 脳 傷 害 の 定 量 的 検 出 を 提 供 す る 。 傷 害 の 型 お よ び 重 症 度 に 依 存 し て 、 ニ ュ
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ー ロ ン は 、 特 定 の 細 胞 領 域 に 損 傷 を 起 こ し う る 。 例 え ば 、 例 と し て 軸 索 ペ プ チ ド 、 そ れ ら
の 断 片 お よ び 誘 導 体 の よ う な 、 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 は 、 限
定 さ れ る わ け で は な い が 、 NF-200(NF-H)、 NF-160(NF-M)、 NF-68(NF-L)の ペ プ チ ド 、 ま た
は そ れ ら の 断 片 お よ び 誘 導 体 を 含 み 、 軸 索 損 傷 と 樹 状 突 起 損 傷 と を 区 別 す る 。 樹 状 突 起 ペ
プ チ ド 、 そ れ ら の 断 片 お よ び 誘 導 体 の よ う な 、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー に つ い て
の 基 質 の 非 限 定 的 例 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 以 下 を 含 む ： α -チ ュ ー ブ リ ン (P025
51)、 β -チ ュ ー ブ リ ン (P0 4691)、 MAP-2A/B、 MAP-2C、 タ ウ 、 ダ イ ナ ミ ン -1(P21575)、 ダ
イ ナ ク チ ン (Q13561)、 P24。 さ ら に 、 異 な る 生 物 マ ー カ ー の 検 出 は 、 例 え ば 、 軸 索 損 傷 ま
た は 樹 状 突 起 損 傷 と を 区 別 す る だ け で な く 、 シ ナ プ ス 性 病 態 、 シ ナ プ ス 前 終 末 お よ び シ ナ
プ ス 後 肥 厚 の エ レ メ ン ト へ の 特 定 の 傷 害 の 評 価 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ニ ュ ー ロ ン お よ び グ リ ア は 別 個 の タ ン パ ク 質 を 有 す
る た め 、 特 定 の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 は 、 傷 害 後 に 冒 さ れ た 特 定 の 細 胞
型 の 診 断 と な る 。 例 え ば 、 グ リ ア タ ン パ ク 質 、 そ れ ら の ペ プ チ ド 、 断 片 お よ び 誘 導 体 に 特
異 的 な タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 は 、 グ リ ア 細 胞 損 傷 の 診 断 と な る 。 グ リ ア ペ プ チ ド の 例 は 、 限
定 さ れ る わ け で は な い が 、 以 下 を 含 む ： GFAP(P47819)の ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 ジ ス ル フ ィ
ド イ ソ メ ラ ー ゼ ペ プ チ ド (PDI-P04785)。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 CNS傷 害 後 に こ れ ら の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー の レ ベ ル の 検 出 お よ び モ ニ タ ー
す る 能 力 は 、 臨 床 医 が (1)様 々 な CNS傷 害 を 有 す る 患 者 に お い て 傷 害 重 症 度 の レ ベ ル を 測 定
す る こ と 、 (2)こ れ ら の 細 胞 性 変 化 を 誘 発 し う る 二 次 CNS傷 害 の 徴 候 に つ い て 患 者 を モ ニ タ
ー す る こ と 、 お よ び (3)CSFま た は 血 液 に お け る こ れ ら の ペ プ チ ド の 検 査 に よ り 治 療 の 効 果
を モ ニ タ ー す る こ と 、 を 可 能 に す る こ と に よ り 診 断 的 能 力 の 向 上 を 提 供 す る 。 代 理 生 物 マ
ー カ ー の 迅 速 な 診 断 法 が 、 疾 患 を 処 置 す る た め に 採 ら れ た 手 順 に と っ て 非 常 に 有 益 で あ る
こ と が わ か っ て い る 他 の 器 官 に 基 づ い た 疾 患 と は 異 な り 、 傷 害 の 重 症 度 、 傷 害 の 解 剖 学 的
お よ び 細 胞 的 病 態 、 な ら び に 適 切 な 医 学 的 管 理 お よ び 処 置 の 履 行 を 測 定 す る の を 助 け る た
め の 定 量 化 可 能 な 神 経 化 学 的 マ ー カ ー を 医 師 に 提 供 し う る よ う な 迅 速 、 明 確 な 診 断 検 査 は
、 外 傷 性 ま た は 虚 血 性 脳 傷 害 に つ い て 存 在 し な い 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 現 在 存 在 し て い る 製 品 と 比 較 し て 、 本 発 明 は 、 い く つ か の 優 れ た 利 点 お よ び 利 益 を 提 供
す る 。 第 一 に 、 ニ ュ ー ロ ン の 生 物 マ ー カ ー の 同 定 は 、 コ ン ピ ュ ー タ 断 層 撮 影 法 (CT)お よ び
磁 気 共 鳴 映 像 法 (MRI)の よ う な 既 存 の 診 断 装 置 よ り 迅 速 か つ 安 価 な 傷 害 重 症 度 の 診 断 を 提
供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 細 胞 内 レ ベ ル (す な わ ち 、 軸 索 対 樹 状 突 起 )に お け る CNSへ の 損 傷
の 定 量 的 検 出 お よ び 高 満 足 度 の 評 価 を 可 能 に す る 。 本 発 明 は ま た 、 冒 さ れ た 特 定 の 細 胞 型
(例 え ば 、 ニ ュ ー ロ ン 対 グ リ ア )の 同 定 を 可 能 に す る 。 さ ら に 、 こ れ ら の 脳 特 異 的 お よ び 脳
濃 縮 化 ペ プ チ ド の レ ベ ル は 、 市 場 に 出 て い る も の よ り 傷 害 重 症 度 の レ ベ ル に 関 し て 、 よ り
正 確 な 情 報 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 被 験 体 に お け る 神 経 細 胞 損 傷 は 、 (a)損 傷 し た 神 経
細 胞 を 有 す る こ と が 疑 わ れ る 被 験 体 か ら 単 離 さ れ た 生 体 試 料 を 供 給 す る 段 階 ； (b)1つ も し
く は 複 数 の 神 経 タ ン パ ク 質 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の マ ー カ ー の 存 在 ま た は 量 を 試
料 に お い て 検 出 す る 段 階 ； お よ び (c)マ ー カ ー の 存 在 ま た は 量 を 、 被 験 体 に お け る 神 経 細
胞 損 傷 の 存 在 ま た は 型 と 相 関 さ せ る 段 階 に よ り 分 析 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 お よ び 同 定 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 様 々
な 方 法 に よ り 検 出 で き る 。 例 え ば 、 蛍 光 発 生 ア ッ セ イ 法 ま た は 比 色 ア ッ セ イ 法 で あ る 。 異
な る 酵 素 の 検 出 の た め の ア ッ セ イ 法 は 市 販 さ れ て い る 。 例 は 、 Proteus BioSciences Inc.
(San Diego, CA)、 Sigma(St. Louis, MO)か ら の 蛍 光 発 生 ア ッ セ イ 法 で あ る 。 活 性 カ ス パ
ー ゼ -1タ ン パ ク 質 の 蛍 光 検 出 に つ い て の 例 。 AFC(7-ア ミ ノ -4-ト リ フ ル オ ロ メ チ ル ク マ リ
ン *)は 、 酵 素 に よ り 加 水 分 解 さ れ 蛍 光 計 ま た は 分 光 光 度 計 を 用 い て 測 定 さ れ う る 生 成 物 を
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生 じ る 合 成 の 蛍 光 発 生 性 化 合 物 で あ る 。 プ レ ー ト は 、 色 素 生 産 性 に つ い て A 3 8 0 で 、 ま た は
蛍 光 発 生 検 出 に つ い て Em 5 1 0 - 5 4 0 (390～ 400 nmで の 励 起 )で 読 み 取 ら れ う る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 を 発 現 す る ま た は 産 生 す る 任 意 の 動 物 が 好 ま し い 。 好 ま し く は 、 被
験 体 は 、 例 え ば 、 ヒ ト 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ マ 、 ウ シ 、 ブ タ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 霊 長 類 、 ラ ッ ト
ま た は マ ウ ス の よ う な 哺 乳 動 物 ； 鳥 、 魚 お よ び 爬 虫 類 の よ う な 脊 椎 動 物 で あ る 。 よ り 好 ま
し く は 、 被 験 体 は ヒ ト で あ る 。 特 に 好 ま し い の は 、 外 傷 性 傷 害 (銃 創 、 自 動 車 事 故 、 ス ポ
ー ツ 事 故 、 揺 さ ぶ ら れ っ 子 症 候 群 )に よ り 引 き 起 こ さ れ る 脳 傷 害 、 虚 血 性 事 象 (例 え ば 、 脳
卒 中 、 脳 出 血 、 心 臓 停 止 )、 神 経 変 性 障 害 (ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 ハ ン チ ン ト ン 病 お よ び パ ー
キ ン ソ ン 病 ； プ リ オ ン 関 連 疾 患 ； 認 知 症 の 他 の 型 の よ う な )、 癲 癇 、 薬 物 乱 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 に よ る 神 経 障 害 お よ び 神 経 障 害 性 疼 痛 の よ う な 末 梢 神 経 系 病 態 の 患 者 の よ う な
、 外 傷 性 も し く は 非 外 傷 性 神 経 系 傷 害 を 有 す る こ と が 疑 わ れ る 、 ま た は 発 症 す る リ ス ク を
有 す る 被 験 体 で あ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
（ 表 １ ） タ ン パ ク 質 分 解 攻 撃 に 対 し て 脆 弱 な 新 規 の 組 織 タ ン パ ク 質 の 例
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【 ０ １ ３ ３ 】
　 上 記 の よ う に 、 本 発 明 は 、 1つ も し く は 複 数 の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 存 在
ま た は 量 を 神 経 細 胞 傷 害 の 重 症 度 お よ び /ま た は 型 と 相 関 さ せ る 段 階 を 提 供 す る 。 好 ま し
い 態 様 に お い て 、 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 は 、 生 物 マ ー カ ー が 、 好 ま し く
は 、 数 分 間 ～ 数 日 間 後 内 に 傷 害 ま た は ス ト レ ス を 受 け た 器 官 に お い て (イ ン ビ ボ )、 ま た は
イ ン ビ ト ロ で 数 分 間 ～ 数 時 間 内 の 時 点 に お い て 1/10,000～ 1/20の 比 率 の 精 製 さ れ た プ ロ テ
ア ー ゼ -基 質 タ ン パ ク 質 /タ ン パ ク 質 混 合 物 を 用 い て タ ン パ ク 分 解 さ れ る 基 質 タ ン パ ク 質 1 
mgあ た り 約 1 μ g～ 約 500 μ gの 比 活 性 を 有 す る 基 質 タ ン パ ク 質 の 存 在 と 相 関 し う る 。 例 え
ば 、 神 経 ペ プ チ ド の 量 は 、 損 傷 が よ り 重 度 で あ れ ば 、 多 量 の 神 経 ペ プ チ ド を 生 体 試 料 (例
え ば 、 CSF)に 蓄 積 さ せ る 神 経 細 胞 の 数 を 多 く す る よ う に 神 経 組 織 傷 害 の 重 症 度 と 直 接 的 に
関 連 し て い る 。 神 経 細 胞 傷 害 が ア ポ ト ー シ ス 性 の 細 胞 死 、 腫 脹 性 (壊 死 性 )の 細 胞 死 、 ま た
は 2型 (自 己 貧 食 性 )細 胞 死 の い ず れ を 引 き 起 こ す の か は 、 異 な る 細 胞 死 表 現 型 に 応 答 し て
生 体 液 へ 放 出 さ れ た ペ プ チ ド に 対 し て 高 比 活 性 を 有 す る 固 有 の タ ン パ ク 質 分 解 生 物 マ ー カ
ー を 調 べ る こ と に よ り 決 定 さ れ う る 。 ペ プ チ ド は ま た 、 神 経 系 を 含 む 多 く の 細 胞 型 か ら 検
出 さ れ う る 。 例 え ば 、 ア ス ト ロ グ リ ア 、 乏 突 起 膠 細 胞 、 ミ ク ロ グ リ ア 細 胞 、 シ ュ ワ ン 細 胞
、 線 維 芽 細 胞 、 神 経 芽 細 胞 、 神 経 幹 細 胞 お よ び 成 熟 ニ ュ ー ロ ン 。 さ ら に 、 成 熟 ニ ュ ー ロ ン
は 、 コ リ ン 作 動 性 (ニ コ チ ン 性 お よ び ム ス カ リ ン 性 )、 グ ル タ ミ ン 酸 作 動 性 、 gaba作 動 性 、
セ ロ ト ニ ン 作 動 性 、 ド ー パ ミ ン 作 動 性 の よ う な 一 次 神 経 伝 達 物 質 を 融 合 す る 専 用 サ ブ タ イ
プ へ 分 化 す る 。 こ の ニ ュ ー ロ ン サ ブ タ イ プ の そ れ ぞ れ は 、 各 固 有 の 神 経 伝 達 物 質 系 の 合 成
、 代 謝 な ら び に 輸 送 体 お よ び 受 容 体 に 向 け ら れ る も の の よ う な 固 有 の 神 経 タ ン パ ク 質 を 発
現 さ せ る (表 1)。 最 後 に 、 単 一 神 経 細 胞 内 に お い て 、 固 有 の 神 経 タ ン パ ク 質 (樹 状 突 起 、 軸
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索 、 髄 鞘 、 シ ナ プ ス 前 終 末 お よ び シ ナ プ ス 後 肥 厚 )に 適 合 し た 細 胞 内 に 確 定 し た 構 造 が あ
る 。 こ れ ら の 領 域 の そ れ ぞ れ に 固 有 の ペ プ チ ド の 放 出 を モ ニ タ ー す る こ と に よ り 細 胞 内 損
傷 は モ ニ タ ー さ れ 、 限 定 さ れ 、 脳 傷 害 後 の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 検 出 と 相 関
さ れ う る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 生 物 マ ー カ ー は 、 任 意 の 手 段 に よ り 試 料 に お い て 検 出 さ れ う る 。 例 え ば 、 イ ム
ノ ア ッ セ イ は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の よ う な 技 術 を 用 い る 競
合 な ら び に 非 競 合 ア ッ セ イ 系 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 ELISA(酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検 定 法 )
、 「 サ ン ド イ ッ チ 」 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 免 疫 沈 降 ア ッ セ イ 、 沈 降 素 反 応 、 ゲ ル 拡 散 沈 降 素 反
応 、 免 疫 拡 散 ア ッ セ イ 、 蛍 光 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 そ れ ら の 断 片 ま た は 誘 導 体 を 含 む 。 そ の よ
う な ア ッ セ イ 法 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 日 常 的 で あ り 、 か つ 周 知 で あ る (例 え ば 、 Ausubel
 et al, eds, 1994, Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 1, John Wiley & 
Sons, Inc., New Yorkを 参 照 、 そ れ は 、 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る
)。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 心 外 傷 は 、 例 え ば 、 ト ロ ポ ニ ン Iの よ う な 心 臓 性 ト
ロ ポ ニ ン に お け る 増 加 に よ り 測 定 さ れ る 。 心 臓 性 細 胞 損 傷 お よ び 死 の 間 、 心 臓 性 ト ロ ポ ニ
ン Iの よ う な 細 胞 内 容 物 は 、 血 流 へ 放 出 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 「 Methods for the Assay of Troponin I and T and Selection of Autoantibodies fo
r use in Immunoassays」 と い う タ イ ト ル の 米 国 特 許 第 5,795,725号 は 、 心 筋 梗 塞 の 指 標 と
し て 体 液 に お け る 心 臓 特 異 的 ト ロ ポ ニ ン Iお よ び ト ロ ポ ニ ン Tの 検 出 な ら び に 定 量 化 の た め
の ア ッ セ イ 法 お よ び 抗 体 を 開 示 す る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
新 し い マ ー カ ー の 同 定
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 生 体 試 料 は 、 神 経 系 傷 害 を も つ 患 者 か ら 得 ら れ る 。 他 の 患 者 お
よ び 対 照 被 験 体 (す な わ ち 、 類 似 し た 年 齢 、 性 別 、 身 体 的 状 態 の 正 常 な 健 康 個 体 )由 来 の 生
物 マ ー カ ー を 含 む 生 体 試 料 は 、 比 較 と し て 用 い ら れ る 。 生 体 試 料 は 、 上 で 考 察 さ れ て い る
よ う に 抽 出 さ れ る 。 好 ま し く は 、 試 料 は 、 生 物 マ ー カ ー の 検 出 の 前 に 調 製 さ れ る 。 典 型 的
に は 、 調 製 は 、 試 料 の 分 画 、 お よ び 生 物 マ ー カ ー を 含 む こ と が 決 定 さ れ た 画 分 の 収 集 を 含
む 。 事 前 分 画 の 方 法 は 、 例 え ば 、 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー 、 ヘ パ リ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 逐 次 抽 出
、 ゲ ル 電 気 泳 動 お よ び 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 含 む 。 分 析 物 は ま た 、 検 出 の 前 に 修 飾 さ
れ う る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 さ ら な る 分 析 の た め に 試 料 を 単 純 化 す る た め に 有 用 で あ る 。 例
え ば 、 分 析 の 前 に 血 液 か ら ア ル ブ ミ ン の よ う な 高 存 在 量 の タ ン パ ク 質 を 除 去 す る た め に 有
用 で あ り う る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 試 料 は 、 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 試 料 に お け る タ
ン パ ク 質 の サ イ ズ に よ っ て 事 前 分 画 さ れ う る 。 利 用 で き る 試 料 の 量 が 少 な い 生 体 試 料 に つ
い て 、 好 ま し く は 、 サ イ ズ 選 択 ス ピ ン カ ラ ム が 用 い ら れ る 。 一 般 的 に 、 カ ラ ム か ら 溶 出 さ
れ る 第 一 画 分 (「 画 分 1」 )は 、 最 高 パ ー セ ン テ ー ジ の 高 分 子 量 タ ン パ ク 質 を 有 す る ； 画 分 2
は 、 よ り 低 い パ ー セ ン テ ー ジ の 高 分 子 量 タ ン パ ク 質 を 有 す る ； 画 分 3は よ り い っ そ う 低 い
パ ー セ ン テ ー ジ の 高 分 子 量 タ ン パ ク 質 を 有 す る ； 画 分 4は 最 低 量 の 大 き な タ ン パ ク 質 を 有
す る ； な ど 。 各 画 分 は 、 そ の 後 、 マ ー カ ー の 検 出 の た め に 、 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 気 相 イ オ ン
分 光 測 定 法 、 そ れ ら の 断 片 お よ び 誘 導 体 、 に よ り 分 析 さ れ う る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 試 料 は 、 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 事 前 分 画 さ
れ う る 。 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は 、 そ れ ら の 電 荷 特 性 に 従 っ て お お む ね 試 料 に
お け る タ ン パ ク 質 の 事 前 分 画 を 可 能 に す る 。 例 え ば 、 Q陰 イ オ ン 交 換 樹 脂 が 用 い ら れ う り (
例 え ば 、 Q HyperD F, Biosepra)、 試 料 は 、 異 な る pHを 有 す る 溶 離 液 で 連 続 的 に 溶 出 さ れ

10

20

30

40

50

(39) JP 2007-535318 A 2007.12.6



う る 。 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は 、 よ り 負 に 帯 電 し て い る 試 料 に お け る 生 物 マ ー
カ ー の 、 他 の 型 の 生 物 マ ー カ ー か ら の 分 離 を 可 能 に す る 。 高 pHを も つ 溶 離 液 で 溶 出 さ れ る
タ ン パ ク 質 は 、 弱 く 負 に 帯 電 し て い る 可 能 性 が 高 く 、 低 pHを も つ 溶 離 液 で 溶 出 さ れ る 画 分
は 、 強 く 負 に 帯 電 し て い る 可 能 性 が 高 い 。 従 っ て 、 試 料 の 複 雑 性 を 低 減 す る こ と に 加 え て
、 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は 、 そ れ ら の 結 合 特 性 に 従 っ て タ ン パ ク 質 を 分 離 す る
。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 試 料 は 、 ヘ パ リ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 事 前 分 画
さ れ う る 。 ヘ パ リ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は 、 ヘ パ リ ン と の 親 和 性 相 互 作 用 お よ び 電 荷 特 性
に 基 づ い て 、 同 様 に 、 試 料 に お け る マ ー カ ー の 事 前 分 画 を 可 能 に す る 。 ヘ パ リ ン 、 硫 酸 化
ム コ 多 糖 、 は 正 に 帯 電 し た 部 分 を も つ マ ー カ ー を 結 合 し 、 試 料 は 、 異 な る pHま た は 塩 濃 度
を も つ 溶 離 液 で 連 続 的 に 溶 出 さ れ う る 。 低 pHを も つ 溶 離 液 で 溶 出 さ れ た マ ー カ ー は 、 弱 く
正 に 帯 電 し て い る 可 能 性 が よ り 高 い 。 高 pHを も つ 溶 離 液 で 溶 出 さ れ た マ ー カ ー は 、 強 く 正
に 帯 電 し て い る 可 能 性 が よ り 高 い 。 従 っ て 、 ヘ パ リ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー も ま た 、 試 料 の
複 雑 性 を 低 減 し 、 そ れ ら の 結 合 特 性 に 従 っ て マ ー カ ー を 分 離 す る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 試 料 は 、 特 定 の 特 性 を 有 す る 、 例 え ば 、 グ リ コ シ ル 化
さ れ て い る 、 タ ン パ ク 質 を 単 離 す る こ と に よ り 事 前 分 画 さ れ う る 。 例 え ば 、 CSF試 料 は 、
レ ク チ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム (糖 へ の 高 親 和 性 を 有 す る )に 試 料 を 通 す こ と に よ り 分
画 さ れ う る 。 グ リ コ シ ル 化 タ ン パ ク 質 は 、 レ ク チ ン カ ラ ム に 結 合 し 、 非 グ リ コ シ ル 化 タ ン
パ ク 質 は 、 流 れ を 通 過 す る 。 グ リ コ シ ル 化 タ ン パ ク 質 は 、 そ の 後 、 糖 、 例 え ば 、 N-ア セ チ
ル -グ ル コ サ ミ ン 、 を 含 む 溶 離 液 で レ ク チ ン カ ラ ム か ら 溶 出 さ れ 、 さ ら な る 分 析 に 利 用 で
き る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 こ の よ う に 、 試 料 に お け る タ ン パ ク 質 の 結 合 性 質 、 ま た は 試 料 に お け る タ ン パ ク 質 の 特
性 に 基 づ い て 試 料 の 複 雑 性 を 低 減 さ せ る た め の 多 く の 方 法 が あ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 試 料 は 、 逐 次 抽 出 プ ロ ト コ ー ル を 用 い て 分 画 さ れ う る
。 逐 次 抽 出 に お い て 、 試 料 は 、 試 料 か ら 異 な る 型 の 生 物 マ ー カ ー を 抽 出 す る た め に 一 連 の
吸 着 剤 に 曝 さ れ る 。 例 え ば 、 試 料 は 、 特 定 の タ ン パ ク 質 を 抽 出 す る た め に 第 一 吸 着 剤 に 適
用 さ れ 、 非 吸 着 性 タ ン パ ク 質 (す な わ ち 、 第 一 吸 着 剤 に 結 合 し な か っ た タ ン パ ク 質 )を 含 む
溶 離 液 が 収 集 さ れ る 。 そ の 後 、 画 分 は 、 第 二 吸 着 剤 に 曝 さ れ る 。 こ れ は さ ら に 、 画 分 か ら
様 々 な タ ン パ ク 質 を 抽 出 す る 。 こ の 第 二 画 分 は 、 そ の 後 、 第 三 吸 着 剤 に 曝 さ れ る な ど す る
。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 任 意 の 適 し た 材 料 お よ び 方 法 が 、 試 料 の 逐 次 抽 出 を 行 う た め に 用 い ら れ う る 。 例 え ば 、
異 な る 吸 着 剤 を 含 む 一 連 の ス ピ ン カ ラ ム が 用 い ら れ う る 。 も う 一 つ の 例 に お い て 、 底 に 異
な る 吸 着 剤 を 含 む マ ル チ ウ ェ ル が 用 い ら れ う る 。 も う 一 つ の 例 に お い て 、 逐 次 抽 出 は 、 気
相 イ オ ン 分 光 計 に お け る 使 用 に 適 応 し た プ ロ ー ブ 上 で 行 わ れ う り 、 プ ロ ー ブ 表 面 は 、 生 物
マ ー カ ー を 結 合 す る た め の 吸 着 剤 を 含 む 。 こ の 態 様 に お い て 、 試 料 は 、 プ ロ ー ブ 上 の 第 一
吸 着 剤 に 適 用 さ れ 、 そ の 後 、 溶 離 液 で 洗 浄 さ れ る 。 第 一 吸 着 剤 に 結 合 し な い マ ー カ ー は 、
溶 離 液 で 除 去 さ れ る 。 画 分 に あ る マ ー カ ー は 、 プ ロ ー ブ 上 の 第 二 吸 着 剤 に 適 用 さ れ う る な
ど す る 。 気 相 イ オ ン 分 光 計 プ ロ ー ブ 上 で 逐 次 抽 出 を 行 う 利 点 は 、 逐 次 抽 出 プ ロ ト コ ー ル の
あ ら ゆ る 段 階 に お け る 様 々 な 吸 着 剤 に 結 合 す る マ ー カ ー が 、 気 相 イ オ ン 分 光 計 を 用 い て 直
接 的 に 分 析 さ れ う る こ と で あ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 試 料 に お け る 生 物 マ ー カ ー は 、 高 分 解 能 電 気 泳 動 、 例
え ば 、 一 次 元 ま た は 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 、 に よ り 分 離 さ れ う る 。 マ ー カ ー を 含 む 画 分 は 、
単 離 さ れ 、 気 相 イ オ ン 分 光 測 定 法 に よ り さ ら に 分 析 さ れ う る 。 好 ま し く は 、 二 次 元 ゲ ル 電
気 泳 動 が 、 1つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー を 含 む 生 物 マ ー カ ー の ス ポ ッ ト の 二 次 元 ア レ イ を 作
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成 す る た め に 用 い ら れ う る 。 例 え ば 、 Jungblut and Thiede, Mass Spectr. Rev. 16:145-
162 (1997)を 参 照 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 方 法 を 用 い て 行 わ れ う る 。 例 え ば 、
Deutscher ed., Methods In Enzymology vol. 182を 参 照 。 典 型 的 に は 、 試 料 に お け る 生
物 マ ー カ ー は 、 試 料 に お け る 生 物 マ ー カ ー が 、 例 え ば 、 そ れ ら の 正 味 荷 電 が ゼ ロ で あ る ス
ポ ッ ト (す な わ ち 、 等 電 点 )に 達 す る ま で 、 pH勾 配 に お い て 分 離 さ れ る 等 電 点 電 気 泳 動 法 に
よ り 、 分 離 さ れ る 。 こ の 第 一 分 離 段 階 は 、 結 果 と し て 、 生 物 マ ー カ ー の 一 次 元 ア レ イ を 生
じ る 。 一 次 元 ア レ イ に お け る 生 物 マ ー カ ー は 、 第 一 分 離 段 階 に 用 い ら れ た も の と は 一 般 的
に 異 な る 技 術 を 用 い て さ ら に 分 離 さ れ る 。 例 え ば 、 第 二 次 元 に お い て 、 等 電 点 電 気 泳 動 法
に よ り 分 離 さ れ た 生 物 マ ー カ ー は 、 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム の 存 在 下 で の ポ リ ア ク リ ル ア
ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 (SDS-PAGE)の よ う な ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 用 い て さ ら に 分 離 さ れ る
。 SDS-PAGEゲ ル は 、 生 物 マ ー カ ー の 分 子 量 に 基 づ い た さ ら な る 分 離 を 可 能 に す る 。 典 型 的
に は 、 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 法 は 、 複 雑 な 混 合 物 内 の 1000 Da～ 200,000 Daの 範 囲 で あ る 分
子 量 に お い て 化 学 的 に 異 な る 生 物 マ ー カ ー を 分 離 で き る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 二 次 元 ア レ イ に お け る 生 物 マ ー カ ー は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 任 意 の 適 し た 方 法 を
用 い て 検 出 さ れ う る 。 例 え ば 、 ゲ ル に お け る 生 物 マ ー カ ー は 、 標 識 ま た は 染 色 さ れ う る (
例 え ば 、 ク マ ー シ ー ブ ル ー ま た は 銀 染 色 )。 ゲ ル 電 気 泳 動 が 本 発 明 の 1つ ま た は 複 数 の マ ー
カ ー の 分 子 量 に 対 応 す る ス ポ ッ ト を 生 じ る 場 合 に は 、 ス ポ ッ ト は 、 濃 度 測 定 分 析 ま た は 気
相 イ オ ン 分 光 測 定 法 に よ り さ ら に 分 析 さ れ う る 。 例 え ば 、 ス ポ ッ ト は 、 ゲ ル か ら 切 除 さ れ
、 気 相 イ オ ン 分 光 測 定 法 に よ り 分 析 さ れ う る 。 ま た は 、 生 物 マ ー カ ー を 含 む ゲ ル は 、 電 界
を 加 え る こ と に よ り 不 活 性 膜 へ 転 移 さ れ う る 。 そ の 後 、 マ ー カ ー の 分 子 量 に お よ そ 対 応 す
る 膜 上 の ス ポ ッ ト は 、 気 相 イ オ ン 分 光 測 定 法 に よ り 分 析 さ れ う る 。 気 相 イ オ ン 分 光 測 定 法
に お い て 、 ス ポ ッ ト は 、 MALDIま た は SELDIの よ う な 任 意 の 適 し た 技 術 を 用 い て 分 析 さ れ う
る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 気 相 イ オ ン 分 光 測 定 法 分 析 の 前 に 、 ス ポ ッ ト に お け る 生 物 マ ー カ ー を 、 プ ロ テ ア ー ゼ (
例 え ば 、 ト リ プ シ ン )の よ う な 切 断 試 薬 を 用 い て よ り 小 さ な 断 片 へ 切 断 す る こ と が 望 ま し
く あ り う る 。 生 物 マ ー カ ー の 小 さ な 断 片 へ の 消 化 は 、 必 要 に 応 じ て マ ー カ ー の ア イ デ ン テ
ィ テ ィ を 決 定 す る た め に 用 い ら れ う る 、 ス ポ ッ ト に お け る 生 物 マ ー カ ー の 質 量 フ ィ ン ガ ー
プ リ ン ト を 提 供 す る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (HPLC)は 、 試 料 に お け る
生 物 マ ー カ ー の 混 合 物 を 極 性 、 電 荷 お よ び サ イ ズ の よ う な そ れ ら の 異 な る 物 理 的 性 質 に 基
づ い て 分 離 す る た め に 用 い ら れ う る 。 HPLC機 器 は 、 典 型 的 に は 、 移 動 相 の 容 器 、 ポ ン プ 、
注 射 器 、 分 離 カ ラ ム 、 お よ び 検 出 器 か ら な る 。 試 料 に お け る 生 物 マ ー カ ー は 、 カ ラ ム 上 に
試 料 の ア リ コ ー ト を 注 入 す る こ と に よ り 分 離 さ れ る 。 混 合 物 に お け る 異 な る 生 物 マ ー カ ー
は 、 移 動 性 液 体 相 と 固 定 相 の 間 で の そ れ ら の 分 配 す る 挙 動 に お け る 違 い に よ り 異 な る 速 度
で カ ラ ム を 通 過 す る 。 1つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー の 分 子 量 お よ び /ま た は 物 理 的 性 質 に 対 応
す る 画 分 が 収 集 さ れ う る 。 画 分 は 、 そ の 後 、 マ ー カ ー を 検 出 す る た め に 気 相 イ オ ン 分 光 測
定 法 に よ り 分 析 さ れ う る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 任 意 で 、 マ ー カ ー は 、 そ の 分 解 能 を 向 上 さ せ る た め 、 ま た は そ の ア イ デ ン テ ィ テ ィ を 決
定 す る た め に 、 分 析 の 前 に 修 飾 さ れ う る 。 例 え ば 、 マ ー カ ー は 、 分 析 の 前 に タ ン パ ク 質 分
解 消 化 を 受 け う る 。 任 意 の プ ロ テ ア ー ゼ が 用 い ら れ う る 。 マ ー カ ー を 別 々 の 数 の 断 片 へ 切
断 す る 可 能 性 が 高 い ト リ プ シ ン の よ う な プ ロ テ ア ー ゼ が 特 に 有 用 で あ る 。 消 化 の 結 果 と し
て 生 じ る 断 片 は 、 マ ー カ ー に つ い て の フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト と し て 機 能 し 、 そ れ に よ り 、 そ
れ ら の 検 出 を 間 接 的 に 可 能 に す る 。 こ れ は 、 問 題 に な っ て い る マ ー カ ー に つ い て 混 同 さ れ
る 可 能 性 が あ る 類 似 し た 分 子 量 を も つ マ ー カ ー が あ る 場 合 、 特 に 有 用 で あ る 。 ま た 、 タ ン
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パ ク 質 分 解 断 片 化 は 、 よ り 小 さ な マ ー カ ー が 質 量 分 析 法 に よ り 、 よ り 容 易 に 分 解 さ れ る た
め 、 高 分 子 量 マ ー カ ー に つ い て 有 用 で あ る 。 も う 一 つ の 例 に お い て 、 生 物 マ ー カ ー は 、 検
出 分 解 能 を 向 上 さ せ る た め に 修 飾 さ れ う る 。 例 え ば 、 ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ は 、 陰 イ オ ン 性 吸
着 剤 へ の 結 合 を 向 上 さ せ る た め に 、 お よ び 検 出 分 解 能 を 向 上 さ せ る た め に 、 糖 タ ン パ ク 質
か ら 末 端 シ ア ル 酸 残 基 を 除 去 す る た め に 用 い ら れ う る 。 も う 一 つ の 例 に お い て 、 マ ー カ ー
は 、 分 子 マ ー カ ー に 特 異 的 に 結 合 し 、 さ ら に そ れ ら を 区 別 す る 、 特 定 の 分 子 量 の タ グ の 付
着 に よ り 修 飾 さ れ う る 。 任 意 で 、 そ の よ う な 修 飾 さ れ た マ ー カ ー を 検 出 し た 後 に 、 マ ー カ
ー の ア イ デ ン テ ィ テ ィ は 、 タ ン パ ク 質 デ ー タ ベ ー ス (例 え ば 、 SwissProt、 MASCOT)に お い
て 、 修 飾 さ れ た マ ー カ ー の 物 理 的 お よ び 化 学 的 特 徴 を 合 わ せ る こ と に よ り さ ら に 決 定 さ れ
う る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 調 製 後 、 試 料 に お け る 生 物 マ ー カ ー は 、 典 型 的 に は 、 検 出 の た め の 基 板 上 に 捕 獲 さ れ る
。 従 来 の 基 板 は 、 続 い て タ ン パ ク 質 の 存 在 に つ い て 探 索 さ れ る 、 抗 体 コ ー テ ィ ン グ 化 96ウ
ェ ル プ レ ー ト ま た は ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 を 含 む 。 好 ま し く は 、 生 物 マ ー カ ー は 、 上 記 の よ
う な イ ム ノ ア ッ セ イ を 用 い て 同 定 さ れ る 。 し か し な が ら 、 好 ま し い 方 法 は ま た 、 バ イ オ チ
ッ プ の 使 用 を 含 む 。 好 ま し く は 、 バ イ オ チ ッ プ は 、 タ ン パ ク 質 の 捕 獲 お よ び 検 出 の た め の
タ ン パ ク 質 バ イ オ チ ッ プ で あ る 。 多 く の タ ン パ ク 質 バ イ オ チ ッ プ は 、 当 技 術 分 野 に お い て
記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら は 、 例 え ば 、 Packard BioScience Company(Meriden CT)、 Zyomyx
(Hayward, CA)お よ び Phylos(Lexington, MA)に よ り 製 造 さ れ た タ ン パ ク 質 バ イ オ チ ッ プ を
含 む 。 一 般 的 に 、 タ ン パ ク 質 バ イ オ チ ッ プ は 、 表 面 を 有 す る 基 板 を 含 む 。 捕 獲 試 薬 ま た は
吸 着 剤 は 、 基 板 の 表 面 に 付 着 し て い る 。 し ば し ば 、 表 面 は 、 複 数 の ア ド レ ス 指 定 で き る 位
置 を 含 み 、 そ れ ら の 位 置 の そ れ ぞ れ は 、 捕 獲 試 薬 が そ こ に 結 合 さ れ て い る 。 捕 獲 試 薬 は 、
ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 の よ う な 生 体 分 子 で あ り う り 、 特 異 的 様 式 で 他 の 生 物 マ ー カ ー を
捕 獲 す る 。 ま た は 、 捕 獲 試 薬 は 、 陰 イ オ ン 性 交 換 物 質 ま た は 親 水 性 物 質 の よ う な ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー の 物 質 で あ り う る 。 そ の よ う な タ ン パ ク 質 バ イ オ チ ッ プ の 例 は 、 以 下 の 特 許 ま
た は 特 許 出 願 に 記 載 さ れ て い る ： 米 国 特 許 第 6,225,047号 (Hutchens and Yip, 「 Use of r
etentate chromatography to generate difference maps」 、 2001年 5月 1日 )、 国 際 公 開 WO
 99/51773 (Kuimelis and Wagner、 「 Addressable protein arrays」 、 1999年 10月 14日 )
、 国 際 公 開 WO 00/04389(Wagner et al.、 「 Arrays of protein-capture agents and meth
ods of use thereof」 、 2000年 7月 27日 )、 国 際 公 開 WO 00/56934(Englert et al.、 「 Cont
inuous porous matrix arrays」 、 2000年 9月 28日 )。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 一 般 的 に 、 生 物 マ ー カ ー を 含 む 試 料 は 、 結 合 を 可 能 に す る の に 十 分 な 時 間 、 バ イ オ チ ッ
プ の 活 性 表 面 上 に 置 か れ る 。 そ の 後 、 結 合 し て い な い 分 子 は 、 適 し た 溶 離 液 を 用 い て 表 面
か ら 洗 浄 さ れ る 。 一 般 的 に 、 溶 離 液 が ス ト リ ン ジ ェ ン ト で あ れ ば あ る ほ ど 、 タ ン パ ク 質 は
、 洗 浄 後 保 持 さ れ る た め に し っ か り と 結 合 し て い な け れ ば な ら な い 。 保 持 さ れ た タ ン パ ク
質 生 物 マ ー カ ー は 、 次 に 、 適 切 な 手 段 に よ り 検 出 さ れ う る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 タ ン パ ク 質 バ イ オ チ ッ プ の 表 面 上 に 捕 獲 さ れ た 分 析 物 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 任
意 の 方 法 に よ り 検 出 さ れ う る 。 こ れ は 、 例 え ば 、 質 量 分 析 法 、 蛍 光 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴
法 、 偏 光 解 析 法 、 お よ び 原 子 間 力 顕 微 鏡 法 を 含 む 。 質 量 分 析 法 、 お よ び 特 に SELDI質 量 分
析 法 は 本 発 明 の 生 物 マ ー カ ー の 検 出 に 特 に 有 用 な 方 法 で あ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 好 ま し く は 、 レ ー ザ ー 脱 離 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 計 が 本 発 明 の 態 様 に 用 い ら れ る 。 レ ー ザ
ー 脱 離 質 量 分 析 法 に お い て 、 マ ー カ ー を 含 む 基 板 ま た は プ ロ ー ブ が 吸 気 装 置 へ 導 入 さ れ る
。 マ ー カ ー は 、 イ オ ン 化 源 か ら の レ ー ザ ー に よ り 、 脱 離 さ れ 、 気 相 へ イ オ ン 化 さ れ る 。 発
生 し た イ オ ン は 、 イ オ ン 光 学 ア セ ン ブ リ ー に よ り 収 集 さ れ 、 そ の 後 、 飛 行 時 間 型 質 量 分 析
器 に お い て 、 イ オ ン は 短 い 高 電 圧 場 を 通 っ て 加 速 さ れ 、 高 真 空 チ ャ ン バ ー へ 流 れ 込 む よ う
に さ れ る 。 高 真 空 チ ャ ン バ ー の 遠 端 に お い て 、 加 速 さ れ た イ オ ン は 、 異 な る 時 間 で 高 感 度
の 検 出 器 表 面 に 衝 突 す る 。 飛 行 時 間 は 、 イ オ ン の 質 量 の 関 数 で あ る か ら 、 イ オ ン 形 成 と イ
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オ ン 検 出 器 衝 撃 の 間 の 経 過 時 間 は 、 特 定 の 質 量 対 電 荷 比 の マ ー カ ー の 存 在 ま た は 非 存 在 を
同 定 す る た め に 用 い ら れ う る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 /イ オ ン 化 質 量 分 析 法 、 す な わ ち 、 MALDI-MS、 は タ ン パ
ク 質 を プ ロ ー ブ 表 面 か ら 無 傷 で 脱 離 さ せ る た め の 、 し ば し ば 、 マ ト リ ッ ク ス と 呼 ば れ る 、
エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 の 使 用 を 含 む 質 量 分 析 の 方 法 で あ る 。 MALDIは 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5
,118,937号 (Hillenkamp et al.)お よ び 米 国 特 許 第 5,045,694号 (Beavis and Chait)に 記 載
さ れ て い る 。 MALDI-MSに お い て 、 試 料 は 、 典 型 的 に は 、 マ ト リ ッ ク ス 材 料 と 混 合 さ れ 、 不
活 性 プ ロ ー ブ の 表 面 上 に 置 か れ る 。 例 示 的 な エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 は 、 桂 皮 酸 誘 導 体 、 シ ナ
ピ ン 酸 (「 SPA」 )、 シ ア ノ ヒ ド ロ キ シ 桂 皮 酸 (「 CHCA」 )お よ び ジ ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 を 含
む 。 他 の 適 し た エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 は 、 当 業 者 に 公 知 で あ る 。 マ ト リ ッ ク ス は 乾 燥 し 、 分
析 物 分 子 を カ プ セ ル 化 す る 結 晶 を 形 成 す る 。 そ の 後 、 分 析 物 分 子 は 、 レ ー ザ ー 脱 離 /イ オ
ン 化 質 量 分 析 法 に よ り 検 出 さ れ る 。 MALDI-MSは 、 試 料 の 複 雑 性 が 上 記 の 調 製 方 法 を 用 い て
実 質 的 に 低 下 し て い る 場 合 に は 、 本 発 明 の 生 物 マ ー カ ー を 検 出 す る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 表 面 増 強 レ ー ザ ー 脱 離 /イ オ ン 化 質 量 分 析 法 、 す な わ ち SELDI-MS、 は 複 雑 な 混 合 物 に お
い て タ ン パ ク 質 の よ う な 生 体 分 子 の 分 画 お よ び 検 出 に つ い て MALDIに 対 し て 改 善 を 示 す 。 S
ELDIは 、 タ ン パ ク 質 の よ う な 生 体 分 子 が 、 タ ン パ ク 質 バ イ オ チ ッ プ の 表 面 上 に 、 そ こ に 結
合 し て い る 捕 獲 試 薬 を 用 い て 捕 獲 さ れ る 、 質 量 分 析 の 方 法 で あ る 。 典 型 的 に は 、 結 合 し て
い な い 分 子 は 、 取 り 調 べ の 前 に プ ロ ー ブ 表 面 か ら 洗 浄 さ れ る 。 SELDIは 、 例 え ば 、 以 下 に
記 載 さ れ て い る ： 米 国 特 許 第 5,719,060号 (「 Method and Apparatus for Desorption and 
Ionization of Analytes」 、 Hutchens and Yip、 1998年 2月 17日 )、 米 国 特 許 第 6,225,047
号 (「 Use of Retentate Chromatography to Generate Difference Maps」 、 Hutchens and
 Yip、 2001年 5月 1日 )、 お よ び Encyclopedia of Analytical Chemistry, R.A. Meyers, ed
., pp 11915-11918 John Wiley & Sons Chichesher, 2000に お け る Weinberger et al.、
「 Time-of-flight mass spectrometry」 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 基 板 表 面 上 の マ ー カ ー は 、 気 相 イ オ ン 分 光 測 定 法 を 用 い て 、 脱 離 さ れ 、 イ オ ン 化 さ れ う
る 。 基 板 上 の マ ー カ ー が 分 解 さ れ る の を 可 能 に す る 限 り 、 任 意 の 適 し た 気 相 イ オ ン 分 光 計
が 用 い ら れ う る 。 好 ま し く は 、 気 相 イ オ ン 分 光 計 は マ ー カ ー の 定 量 化 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 気 相 イ オ ン 分 光 計 は 、 質 量 分 析 計 で あ る 。 典 型 的 な 質 量 分 析 計 に
お い て 、 表 面 上 に マ ー カ ー を 含 む 基 板 ま た は プ ロ ー ブ は 、 質 量 分 析 計 の 吸 気 装 置 へ 導 入 さ
れ る 。 マ ー カ ー は 、 そ の 後 、 レ ー ザ ー 、 高 速 原 子 衝 撃 、 高 エ ネ ル ギ ー プ ラ ズ マ 、 エ レ ク ト
ロ ス プ レ ー イ オ ン 化 、 サ ー モ ス プ レ ー イ オ ン 化 、 液 体 二 次 イ オ ン MS、 電 界 脱 離 な ど の よ う
な 脱 離 源 に よ り 脱 離 さ れ る 。 発 生 、 脱 離 、 揮 発 し た 種 は 、 脱 離 事 象 の 直 接 的 結 果 と し て イ
オ ン 化 さ れ る 、 前 も っ て 形 成 さ れ た イ オ ン ま た は 中 性 か ら な る 。 発 生 し た イ オ ン は 、 イ オ
ン 光 学 的 ア セ ン ブ リ ー に よ り 収 集 さ れ 、 そ の 後 、 質 量 分 析 器 は 、 通 過 し た イ オ ン を 分 散 さ
せ て 、 分 析 す る 。 質 量 分 析 器 か ら 出 た イ オ ン は 、 検 出 器 に よ り 検 出 さ れ る 。 検 出 器 は 、 そ
の 後 、 検 出 さ れ た イ オ ン の 情 報 を 質 量 対 電 荷 比 へ 変 換 す る 。 マ ー カ ー ま た は 他 の 物 質 の 存
在 の 検 出 は 、 典 型 的 に は 、 シ グ ナ ル 強 度 の 検 出 を 含 む 。 こ れ は 、 次 に 、 基 板 に 結 合 し た マ
ー カ ー の 量 お よ び 特 性 を 反 映 す る こ と が で き る 。 質 量 分 析 計 の 構 成 要 素 (例 え ば 、 脱 離 源
、 質 量 分 析 器 、 検 出 器 な ど )の い ず れ も 、 本 発 明 の 態 様 に お い て 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た
他 の 適 し た 構 成 要 素 ま た は 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 他 の も の と 組 み 合 わ せ ら れ う る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 イ ム ノ ア ッ セ イ が 、 試 料 に お い て マ ー カ ー を 検 出 お よ び 分 析
す る た め に 用 い ら れ う る 。 こ の 方 法 は 以 下 の 段 階 を 含 む ： (a)マ ー カ ー へ 特 異 的 に 結 合 す
る 抗 体 を 供 給 す る 段 階 ； (b)試 料 を 抗 体 と 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び (c)試 料 に お け る マ ー カ
ー に 結 合 し た 抗 体 の 複 合 体 の 存 在 を 検 出 す る 段 階 。
【 ０ １ ６ ０ 】

10

20

30

40

50

(43) JP 2007-535318 A 2007.12.6



　 マ ー カ ー へ 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 調 製 す る た め に 、 精 製 さ れ た マ ー カ ー ま た は そ れ ら
の 核 酸 配 列 が 用 い ら れ う る 。 マ ー カ ー に つ い て の 核 酸 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 こ れ ら の マ
ー カ ー の さ ら な る 特 徴 付 け に よ り 得 ら れ う る 。 各 マ ー カ ー か ら の 消 化 断 片 の 分 子 量 は 、 様
々 な 酵 素 に よ り 生 成 さ れ た 消 化 断 片 の 分 子 量 に 合 う 配 列 に つ い て 、 SwissProtデ ー タ ベ ー
ス の よ う な デ ー タ ベ ー ス を 検 索 す る た め に 用 い ら れ う る 。 こ の 方 法 を 用 い て 、 他 の マ ー カ
ー の 核 酸 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 こ れ ら の マ ー カ ー が デ ー タ ベ ー ス に お い て 既 知 の タ ン パ
ク 質 で あ る か ど う か を 同 定 さ れ う る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 ま た は 、 タ ン パ ク 質 は 、 タ ン パ ク 質 ラ ダ ー シ ー ク エ ン シ ン グ を 用 い て シ ー ク エ ン シ ン グ
さ れ う る 。 タ ン パ ク 質 ラ ダ ー は 、 例 え ば 、 分 子 を 断 片 化 し 、 断 片 を 酵 素 的 消 化 に か け る こ
と 、 ま た は 逐 次 的 に 、 断 片 の 末 端 か ら 単 一 ア ミ ノ 酸 を 除 去 す る 他 の 方 法 に よ り 、 作 製 さ れ
う る 。 タ ン パ ク 質 ラ ダ ー を 調 製 す る 方 法 は 、 例 え ば 、 国 際 公 開 WO 93/24834(Chait et al.
)お よ び 米 国 特 許 第 5,792,664号 (Chait et al.)に 記 載 さ れ て い る 。 ラ ダ ー は 、 そ の 後 、 質
量 分 析 法 に よ り 分 析 さ れ る 。 ラ ダ ー 断 片 の 質 量 に お け る 差 は 、 分 子 の 末 端 か ら 除 去 さ れ た
ア ミ ノ 酸 を 同 定 す る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 マ ー カ ー が デ ー タ ベ ー ス に お い て 既 知 の タ ン パ ク 質 で は な い 場 合 に は 、 核 酸 お よ び ア ミ
ノ 酸 配 列 は 、 マ ー カ ー の ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 部 の 知 識 で で も 決 定 さ れ う る 。 例 え ば 、 変 性 し
た プ ロ ー ブ は 、 マ ー カ ー の N末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 作 製 さ れ う る 。 こ れ ら の プ ロ ー
ブ は 、 そ の 後 、 マ ー カ ー が 最 初 に 検 出 さ れ た 試 料 か ら 作 成 さ れ た ゲ ノ ム ま た は cDNAラ イ ブ
ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 用 い ら れ う る 。 陽 性 ク ロ ー ン が 同 定 、 増 幅 さ れ 、 そ れ
ら の 組 換 え DNA配 列 が 、 周 知 で あ る 技 術 を 用 い て サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ う る 。 例 え ば 、 Cur
rent Protocols for Molecular Biology(Ausubel et al., Green Publishing Assoc. and
 Wiley-Interscience 1989)お よ び Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 第 3版 (Sam
brook et al., Cold Spring Harbor Laboratory, NY 2001)を 参 照 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 精 製 さ れ た マ ー カ ー ま た は そ れ ら の 核 酸 配 列 を 用 い て 、 マ ー カ ー へ 特 異 的 に 結 合 す る 抗
体 が 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 任 意 の 適 し た 方 法 を 用 い て 調 製 さ れ う る 。 例 え ば 、 Coli
gan, Current Protocols in Immunology (1991); Harlow & Lane, Antibodies: A Labora
tory Manual (1988); Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice (第 2
版 、 1986); お よ び Kohler & Milstein, Nature 256:495-497 (1975)を 参 照 。 そ の よ う な
技 術 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 フ ァ ー ジ ま た は 類 似 し た ベ ク タ ー に お け る 組 換 え 抗
体 の ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 抗 体 の 選 択 に よ る 抗 体 調 製 、 加 え て ウ サ ギ ま た は マ ウ ス を 免 疫 す
る こ と に よ る ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 を 含 む (例 え ば 、 Huse et a
l., Science 246:1275-1281 (1989); Ward et al., Nature 341:544-546 (1989)参 照 )。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 抗 体 が 供 給 さ れ た 後 、 マ ー カ ー は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 適 し た 免 疫 学 的 結 合 ア ッ
セ イ 法 の い ず れ か を 用 い て 検 出 お よ び /ま た は 定 量 化 さ れ う る (例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,366,
241号 ； 第 4,376,110号 ； 第 4,517,288号 ； お よ び 第 4,837,168号 参 照 )。 有 用 な ア ッ セ イ 法
は 、 例 え ば 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検 定 法 (ELISA)の よ う な 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ (EIA)、 ラ ジ オ イ
ム ノ ア ッ セ イ (RIA)、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ 、 ま た は ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ を
含 む 。 こ れ ら の 方 法 は ま た 、 例 え ば 、 Methods in Cell Biology: Antibodies in Cell Bi
ology, 37巻 (Asai ed. 1993); Basic and Clinical Immunology (Stites & Terr, eds., 
第 7版 , 1991); お よ び Harlow & Lane、 前 記 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 一 般 的 に 、 被 験 体 か ら 得 ら れ た 試 料 は 、 マ ー カ ー を 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 と 接 触 さ せ ら
れ う る 。 任 意 で 、 抗 体 は 、 抗 体 を 試 料 に 接 触 さ せ る 前 に 、 洗 浄 お よ び そ の 後 の 複 合 体 の 単
離 を 容 易 に す る た め に 固 体 支 持 体 に 固 定 さ れ う る 。 固 体 支 持 体 の 例 は 、 例 え ば 、 マ イ ク ロ
タ イ タ ー プ レ ー ト 、 棒 、 ビ ー ズ も し く は マ イ ク ロ ビ ー ズ の 形 を と っ た ガ ラ ス ま た は プ ラ ス
チ ッ ク を 含 む 。 抗 体 は ま た 、 上 で 記 載 さ れ た プ ロ ー ブ 基 板 ま た は タ ン パ ク 質 チ ッ プ ア レ イ
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に 付 着 し う る 。 試 料 は 、 好 ま し く は 、 被 験 体 か ら 採 取 さ れ た 生 体 液 試 料 で あ る 。 生 体 液 試
料 の 例 は 、 脳 脊 髄 液 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 神 経 細 胞 、 組 織 、 尿 、 涙 、 唾 液 な ど を 含 む 。 好
ま し い 態 様 に お い て 、 生 体 液 は 、 脳 脊 髄 液 を 含 む 。 試 料 は 、 試 料 を 抗 体 に 接 触 さ せ る 前 に
、 適 し た 溶 離 液 で 希 釈 さ れ う る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 試 料 を 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 混 合 物 は 洗 浄 さ れ 、 形 成 さ れ た 抗 体 -マ ー カ ー 複
合 体 が 検 出 さ れ う る 。 こ れ は 、 洗 浄 さ れ た 混 合 物 を 検 出 試 薬 と イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に
よ り 達 成 さ れ う る 。 こ の 検 出 試 薬 は 、 例 え ば 、 検 出 可 能 な 標 識 で 標 識 さ れ て い る 二 次 抗 体
で あ り う る 。 例 示 的 な 検 出 可 能 な 標 識 は 、 磁 気 ビ ー ズ (例 え ば 、 DYNABEADS(商 標 ))、 蛍 光
色 素 、 放 射 標 識 、 酵 素 (例 え ば 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ
お よ び ELISAに 一 般 的 に 用 い ら れ る 他 の も の )、 お よ び コ ロ イ ド 金 ま た は 色 ガ ラ ス ま た は プ
ラ ス チ ッ ク ビ ー ズ の よ う な 比 色 標 識 を 含 む 。 ま た は 、 試 料 に お け る マ ー カ ー は 、 例 え ば 、
二 次 標 識 抗 体 が 結 合 し た マ ー カ ー 特 異 的 抗 体 を 検 出 す る よ う に 用 い ら れ る 間 接 的 ア ッ セ イ
法 を 用 い て 、 お よ び /ま た は 、 例 え ば 、 マ ー カ ー の 明 確 な エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 が 混 合 物 と 同 時 に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 、 競 合 も し く は 阻 害 ア ッ セ イ 法 に お い
て 、 検 出 さ れ う る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 ア ッ セ イ を 通 し て 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン お よ び /ま た は 洗 浄 段 階 は 、 試 薬 の 各 結 合 後 に
必 要 と さ れ う る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 段 階 は 、 約 5秒 間 か ら 数 時 間 ま で 、 好 ま し く は 約 5分
間 か ら 約 24時 間 ま で 、 変 わ り う る 。 し か し な が ら 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 は 、 ア ッ セ イ
形 式 、 マ ー カ ー 、 溶 液 の 容 量 、 濃 度 、 そ れ ら の 断 片 お よ び 誘 導 体 に 依 存 す る 。 通 常 、 ア ッ
セ イ は 、 そ れ ら が 10℃ ～ 40℃ の よ う な 温 度 の 範 囲 に 渡 っ て 行 わ れ う る と は い え 、 周 囲 温 度
で 行 わ れ る も の で あ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 試 料 に お け る マ ー カ ー の 存 在 ま た は 非 存 在 、 お よ び 試 料 に お け る マ
ー カ ー の 量 を 測 定 す る た め に 用 い ら れ う る 。 第 一 に 、 試 料 に お け る マ ー カ ー の 検 査 量 は 、
上 記 の イ ム ノ ア ッ セ イ 法 を 用 い て 検 出 さ れ う る 。 マ ー カ ー が 試 料 に 存 在 す る 場 合 に は 、 そ
れ は 、 上 記 の 適 し た イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 条 件 下 で マ ー カ ー を 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 と の 抗
体 -マ ー カ ー 複 合 体 を 形 成 す る 。 抗 体 -マ ー カ ー 複 合 体 の 量 は 、 標 準 と 比 較 す る こ と に よ り
決 定 さ れ う る 。 標 準 は 、 例 え ば 、 試 料 に 存 在 す る こ と が 知 ら れ て い る 既 知 の 化 合 物 ま た は
別 の タ ン パ ク 質 で あ り う る 。 上 で 述 べ ら れ て い る よ う に 、 マ ー カ ー の 検 査 量 は 、 測 定 の 単
位 が 対 照 と 比 較 さ れ う る 限 り 、 絶 対 的 単 位 で 測 定 さ れ る 必 要 は な い 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 試 料 に お い て こ れ ら の マ ー カ ー を 検 出 す る た め の 方 法 は 、 多 く の 適 用 を 有 す る 。 例 え ば
、 1つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー は 、 脊 髄 傷 害 、 脳 傷 害 、 傷 害 の 程 度 、 ニ ュ ー ロ ン の 障 害 、 ア
ル コ ー ル お よ び 薬 物 乱 用 に よ る 神 経 系 傷 害 、 妊 娠 中 の 母 親 に よ る ア ル コ ー ル お よ び /ま た
は 薬 物 乱 用 に よ る 胎 児 の 傷 害 な ど の 診 断 を 助 け る た め に 測 定 さ れ う る 。 も う 一 つ の 例 に お
い て 、 マ ー カ ー の 検 出 の た め の 方 法 は 、 処 置 に 対 す る 被 験 体 に お け る 応 答 を モ ニ タ ー す る
た め に 用 い ら れ う る 。 も う 一 つ の 例 に お い て 、 マ ー カ ー を 検 出 す る た め の 方 法 は 、 イ ン ビ
ボ ま た は イ ン ビ ト ロ で こ れ ら の マ ー カ ー の 発 現 を 調 節 す る 化 合 物 を ア ッ セ イ す る お よ び 同
定 す る た め に 用 い ら れ う る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 マ ー カ ー の 脱 離 お よ び 検 出 に よ り 生 じ た デ ー タ は 、 任 意 の 適 し た 手 段 を 用 い て 解 析 さ れ
う る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 デ ー タ は 、 プ ロ グ ラ ム 可 能 な デ ジ タ ル コ ン ピ ュ ー タ の 使 用 で
解 析 さ れ る 。 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム は 、 一 般 的 に 、 コ ー ド を 保 存 す る 読 み 取 り 可 能 な 媒
体 を 含 む 。 特 定 の コ ー ド は 、 プ ロ ー ブ 上 の 各 フ ィ ー チ ャ ー の 位 置 、 そ の フ ィ ー チ ャ ー に お
け る 吸 着 剤 の 同 定 、 お よ び 吸 着 剤 を 洗 浄 す る た め に 用 い ら れ る 溶 出 条 件 を 含 む メ モ リ ー に
当 て ら れ う る 。 コ ン ピ ュ ー タ は ま た 、 プ ロ ー ブ 上 の 特 定 の ア ド レ ス 指 定 で き る 位 置 か ら 受
け 取 ら れ た 様 々 な 分 子 量 に お け る シ グ ナ ル の 強 度 に 関 す る デ ー タ を 入 力 と し て 受 け る コ ー
ド を 含 む 。 こ の デ ー タ は 、 各 マ ー カ ー に よ り 発 生 し た シ グ ナ ル の 強 度 を 含 む 、 検 出 さ れ た
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マ ー カ ー の 数 を 示 し う る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 デ ー タ 解 析 は 、 検 出 さ れ た マ ー カ ー の シ グ ナ ル 強 度 (例 え ば 、 ピ ー ク の 高 さ )を 決 定 す る
段 階 、 お よ び 「 ア ウ ト ラ イ ア ー 」 (あ ら か じ め 決 定 さ れ た 統 計 学 的 分 布 か ら は ず れ た デ ー
タ )を 除 去 す る 段 階 を 含 み う る 。 観 察 さ れ た ピ ー ク は 標 準 化 さ れ う る 、 何 か の 参 照 に 対 す
る 各 ピ ー ク の 高 さ が 計 算 さ れ る 過 程 で あ り う る 。 例 え ば 、 参 照 は 、 尺 度 に お い て ゼ ロ と し
て 設 定 さ れ る 、 機 器 お よ び 化 学 物 質 (例 え ば 、 エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子 )に よ り 発 生 し た バ ッ ク
グ ラ ウ ン ド ノ イ ズ で あ り う る 。 そ の 後 、 各 マ ー カ ー ま た は 他 の 生 体 分 子 に つ い て 検 出 さ れ
た シ グ ナ ル 強 度 は 、 望 ま れ る 尺 度 (例 え ば 、 100)に お け る 相 対 的 強 度 の 形 で 表 示 さ れ う る
。 ま た は 、 標 準 物 質 (例 え ば 、 CSFタ ン パ ク 質 )は 、 標 準 物 質 由 来 の ピ ー ク が 、 検 出 さ れ る
各 マ ー カ ー ま た は 他 の マ ー カ ー に つ い て 観 察 さ れ る シ グ ナ ル の 相 対 的 強 度 を 計 算 す る た め
の 参 照 と し て 用 い ら れ う る よ う に 、 試 料 と 共 に 入 れ ら れ う る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 コ ン ピ ュ ー タ は 、 結 果 と し て 生 じ た デ ー タ を 表 示 の た め に 様 々 な 形 式 へ 変 換 し う る 。 「
ス ペ ク ト ル ビ ュ ー ま た は 保 持 マ ッ プ 」 と 呼 ば れ る 一 つ の 形 式 に お い て 、 標 準 ス ペ ク ト ル ビ
ュ ー が 表 示 さ れ う り 、 ビ ュ ー は 、 各 特 定 の 分 子 量 に お い て 検 出 器 に 達 し た マ ー カ ー の 量 を
描 く 。 「 ピ ー ク マ ッ プ 」 と 呼 ば れ る も う 一 つ の 形 式 に お い て 、 ピ ー ク の 高 さ お よ び 質 量 情
報 の み が 、 ス ペ ク ト ル ビ ュ ー か ら 保 持 さ れ 、 よ り き れ い な 画 像 を 生 じ 、 ほ と ん ど 同 一 の 分
子 量 を も つ マ ー カ ー が よ り 容 易 に 見 ら れ る の を 可 能 に す る 。 「 ゲ ル ビ ュ ー 」 と 呼 ば れ る さ
ら に も う 一 つ の 形 式 に お い て 、 ピ ー ク ビ ュ ー か ら の 各 質 量 は 、 各 ピ ー ク の 高 さ に 基 づ い た
濃 淡 画 像 へ 変 換 さ れ う り 、 結 果 と し て 、 電 気 泳 動 ゲ ル 上 の バ ン ド に 類 似 し た 外 観 を 生 じ る
。 「 3Dオ ー バ ー レ イ 」 と 呼 ば れ る さ ら に も う 一 つ の 形 式 に お い て 、 い く つ か の ス ペ ク ト ル
が 、 相 対 的 ピ ー ク の 高 さ に お け る わ ず か な 変 化 を 研 究 す る た め に オ ー バ ー レ イ さ れ う る 。
「 差 マ ッ プ ビ ュ ー 」 と 呼 ば れ る さ ら に も う 一 つ の 形 式 に お い て 、 2つ 以 上 の ス ペ ク ト ル が
比 較 さ れ て 、 便 利 な こ と に 、 固 有 の マ ー カ ー お よ び 試 料 間 で 上 方 ま た は 下 方 制 御 さ れ る マ
ー カ ー を 強 調 し う る 。 任 意 の 2つ の 試 料 か ら の マ ー カ ー プ ロ フ ァ イ ル (ス ペ ク ト ル )は 、 視
覚 的 に 比 較 さ れ う る 。 さ ら に も う 一 つ の 形 式 に お い て 、 Spotfire Scatter Plotが 用 い ら
れ う り 、 検 出 さ れ る マ ー カ ー が 、 プ ロ ッ ト に お け る 点 と し て プ ロ ッ ト さ れ て お り 、 プ ロ ッ
ト の 一 方 の 軸 は 、 検 出 さ れ た マ ー カ ー の 見 か け の 分 子 量 を 示 し 、 も う 一 つ の 軸 は 、 検 出 さ
れ た マ ー カ ー の シ グ ナ ル 強 度 を 示 す 。 各 試 料 に つ い て 、 検 出 さ れ る マ ー カ ー お よ び 試 料 に
存 在 す る マ ー カ ー の 量 は 、 コ ン ピ ュ ー タ 読 み 取 り 可 能 な 媒 体 に 保 存 さ れ う る 。 こ の デ ー タ
は 、 そ の 後 、 対 照 (例 え ば 、 対 照 、 例 え ば 、 神 経 系 傷 害 が 検 出 さ れ な い 正 常 な 健 康 被 験 体
、 に 検 出 さ れ る マ ー カ ー の プ ロ フ ァ イ ル ま た は 量 )と 比 較 さ れ う る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
相 同 性 タ ン パ ク 質 分 解 生 物 マ ー カ ー の 同 定 の た め の 代 替 方 法
　 ヒ ト タ ン パ ク 質 分 解 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 お よ び 他 の 種 (例 え ば 、 マ ウ ス )
由 来 の 相 同 体 の ク ロ ー ニ ン グ に 関 し て 、 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 分 解 マ ー カ ー 遺 伝 子 配 列 は
、 標 識 さ れ 、 対 象 と な る 生 物 体 (例 え ば 、 マ ウ ス )由 来 の 適 切 な 細 胞 ま た は 組 織 (例 え ば 、
脳 組 織 )か ら 得 ら れ る mRNAか ら 構 築 さ れ た cDNAラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に
用 い ら れ う る 。 用 い ら れ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 cDNAラ イ ブ ラ リ ー が 、 標 識 さ
れ た 配 列 が 由 来 し て い る 生 物 体 の 型 と は 異 な る 生 物 体 由 来 で あ る 場 合 、 低 い 方 の ス ト リ ン
ジ ェ ン シ ー で あ る べ き で あ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 ま た は 、 標 識 さ れ た 断 片 は 、 再 び 、 適 切 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 を 用 い て 、 対 象 と な
る 生 物 体 由 来 の ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 用 い ら れ う る 。 低 ス ト リ
ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 ラ イ ブ ラ リ ー お よ び 標 識 さ れ た 配 列 が 由 来 し
て い る 特 定 の 生 物 体 に 依 存 し て 予 想 ど お り に 変 化 す る 。 そ の よ う な 条 件 に 関 す る 手 引 き に
つ い て は 、 例 え ば 、 Sambrook, et al., 1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual
, 第 2版 , Cold Spring Harbor Press, N.Y.; お よ び Ausubel, et al., 1989, Current Pr
otocols in Molecular Biology, Green Publishing Associates and Wiley Interscience
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, N.Y.を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 さ ら に 、 タ ン パ ク 質 分 解 マ ー カ ー 遺 伝 子 対 立 遺 伝 子 変 異 体 は 、 パ ン 特 異 的 プ ロ ー ブ を 用
い て PCRを 行 う こ と に よ り 、 例 え ば 、 ヒ ト 核 酸 か ら 単 離 さ れ う る 。 例 え ば 、 反 応 に つ い て
の 鋳 型 は 、 タ ン パ ク 質 分 解 マ ー カ ー 遺 伝 子 ま た は そ の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 を 発 現 さ せ る こ と
が 知 ら れ て い る ま た は 推 測 さ れ る 、 ヒ ト も し く は 非 ヒ ト の 細 胞 系 ま た は 組 織 か ら 調 製 さ れ
る mRNAの 逆 転 写 に よ り 得 ら れ る cDNAで あ り う る 。 好 ま し く は 、 対 立 遺 伝 子 変 異 体 は 、 ニ ュ
ー ロ ン の 障 害 を 有 す る 個 体 か ら 単 離 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 PCRテ ク ノ ロ ジ ー は ま た 、 完 全 長 cDNA配 列 を 単 離 す る た め に 利 用 さ れ う る 。 例 え ば 、 RNA
は 、 適 切 な 細 胞 ま た は 組 織 源 (す な わ ち 、 例 え ば 、 生 検 ま た は 死 後 を 通 し て 得 ら れ る 脳 組
織 試 料 の よ う な タ ン パ ク 質 分 解 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る こ と が 知 ら れ て い る ま た は 推
測 さ れ る も の )か ら 標 準 的 手 順 に 従 っ て 単 離 さ れ う る 。 逆 転 写 反 応 は 、 第 一 鎖 合 成 の プ ラ
イ ミ ン グ の た め の 増 幅 さ れ た 断 片 の 最 も 5'末 端 に 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
を 用 い て RNAに お い て 行 わ れ う る 。 結 果 と し て 生 じ た RNA/DNAハ イ ブ リ ッ ド は 、 そ の 後 、 標
準 末 端 転 移 酵 素 反 応 を 用 い て グ ア ニ ン で 「 尾 を 付 け ら れ 」 う り 、 ハ イ ブ リ ッ ド は 、 RNア ー
ゼ Hで 消 化 さ れ 、 第 二 鎖 合 成 は 、 そ の 後 、 ポ リ -Cプ ラ イ マ ー で プ ラ イ ミ ン グ さ れ う る 。 従
っ て 、 増 幅 さ れ た 断 片 の 上 流 cDNA配 列 は 、 容 易 に 単 離 さ れ う る 。 用 い ら れ う る ク ロ ー ニ ン
グ ス ト ラ テ ジ ー の 概 説 と し て 、 例 え ば 、 Sambrook et al., 1989, 下 記 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 も う 一 つ の 好 ま し い 方 法 は SAGEを 含 む 。 遺 伝 子 発 現 の 連 続 分 析 (Serial Analysis of Ge
ne Expression、 SAGE)は 、 遺 伝 子 セ グ メ ン ト に 対 応 す る 転 写 産 物 の 部 分 的 な 確 定 し た 配 列
の 同 定 お よ び 特 徴 付 け に 基 づ い て い る 。 こ れ ら の 確 定 し た 転 写 産 物 配 列 「 タ グ 」 は 、 例 え
ば 、 細 胞 、 組 織 ま た は 抽 出 物 に 発 現 さ れ て い る 遺 伝 子 の マ ー カ ー で あ る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 SAGEは 、 い く つ か の 原 理 に 基 づ い て い る 。 第 一 に 、 短 い ヌ ク レ オ チ ド 配 列 タ グ (9～ 10 b
p)は 、 そ れ が 転 写 産 物 内 の 確 定 し た 位 置 か ら 単 離 さ れ て い る と い う 条 件 で 、 転 写 産 物 を 一
意 的 に 同 定 す る の に 十 分 な 情 報 内 容 を 含 む 。 例 え ば 、 9 bpほ ど の 配 列 は 、 タ グ 部 位 に お け
る ラ ン ダ ム な ヌ ク レ オ チ ド 分 布 を 仮 定 す れ ば 約 262,144個 の 転 写 産 物 を 区 別 す る こ と が で
き る が 、 見 積 り で は ヒ ト ゲ ノ ム は 約 80,000～ 約 200,000の 転 写 産 物 を コ ー ド す る こ と が 示
唆 さ れ る (Fields, et al., Nature Genetics, 7:345 1994)。 タ グ の サ イ ズ は 、 例 え ば 、
ゲ ノ ム に よ り コ ー ド さ れ る 転 写 産 物 の 数 が よ り 少 な い 、 低 級 真 核 生 物 ま た は 原 核 生 物 に つ
い て よ り 短 く あ り う る 。 例 え ば 、 6～ 7 bpほ ど の タ グ は 、 酵 母 に お い て 転 写 産 物 を 区 別 す
る た め に 十 分 で あ り う る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 第 二 に 、 タ グ の ラ ン ダ ム 二 量 化 は 、 偏 り (増 幅 お よ び /ク ロ ー ニ ン グ に よ り 引 き 起 こ さ れ
る )を 低 減 す る た め の 手 順 を 可 能 に す る 。 第 三 に 、 こ れ ら の 短 い 配 列 タ グ の 連 結 は 、 単 一
の ベ ク タ ー ま た は ク ロ ー ン 内 で 複 数 タ グ を シ ー ク エ ン シ ン グ す る こ と に よ る 連 続 様 式 で 転
写 産 物 の 効 率 的 分 析 を 可 能 に す る 。 情 報 が デ ー タ の 連 続 ス ト リ ン グ と し て 送 信 さ れ る コ ン
ピ ュ ー タ に よ る 連 続 通 信 と 同 様 に 、 配 列 タ グ の 連 続 分 析 は 、 各 タ グ の 登 録 お よ び 境 界 を 確
立 す る た め の 手 段 を 必 要 と す る 。 本 発 明 に 従 っ て 配 列 か ら 確 定 し た タ グ を 引 き 出 す 概 念 は
、 試 料 の タ グ を 配 列 デ ー タ ベ ー ス に 一 致 さ せ る 際 に 有 用 で あ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、
コ ン ピ ュ ー タ 方 法 は 、 試 料 配 列 を 既 知 の 配 列 と 一 致 さ せ る た め に 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る タ グ は 、 遺 伝 子 を 一 意 的 に 同 定 す る 。 こ れ は 、 そ れ ら が 引
き 出 さ れ る 遺 伝 子 に お け る そ れ ら の 長 さ 、 お よ び そ れ ら の 特 定 の 位 置 (3')に よ る 。 完 全 長
遺 伝 子 は 、 タ グ を 遺 伝 子 デ ー タ ベ ー ス メ ン バ ー に 一 致 さ せ る こ と に よ り 、 ま た は タ グ 配 列
を 、 以 前 に 同 定 さ れ な か っ た 遺 伝 子 を cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら 物 理 的 に 単 離 す る た め の プ ロ
ー ブ と し て 用 い る こ と に よ り 、 同 定 さ れ う る 。 DNAプ ロ ー ブ を 用 い て 遺 伝 子 が ラ イ ブ ラ リ
ー か ら 単 離 さ れ る 方 法 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 Veculescu et al., 
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Science 270:484 (1995)お よ び Sambrook et al. (1989), MOLECULAR CLONING: A LABORAT
ORY MANUAL, 第 2版  (Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, N.Y.)を 参 照 。 い
っ た ん 遺 伝 子 ま た は 転 写 産 物 が 同 定 さ れ た な ら ば 、 デ ー タ ベ ー ス 登 録 に 一 致 さ せ る か 、 ま
た は 物 理 的 に cDNA分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る か の い ず れ か に よ り 、 転 写 産 物 に お け る ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る ま た は 一 致 す る 領 域 の 位 置 が 決 定 さ れ う る 。 タ グ 配 列 が SAGEタ グ を 作 製
す る た め に 用 い ら れ た 制 限 酵 素 に 直 接 隣 接 し た 3'末 端 に な い 場 合 に は 、 偽 の 一 致 が な さ れ
た 可 能 性 が あ る 。 SAGEタ グ の 同 定 の 確 認 は 、 特 定 の 細 胞 型 に お い て タ グ の 転 写 レ ベ ル と 同
定 さ れ た 遺 伝 子 の レ ベ ル と を 比 較 す る こ と に よ り な さ れ う る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 遺 伝 子 発 現 の 分 析 は 上 の 方 法 に 限 定 さ れ ず 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 任 意 の 方 法 を 含
み う る 。 こ れ ら の 原 理 の す べ て は 、 独 立 し て 、 組 み 合 わ せ て 、 ま た は 配 列 同 定 の 他 の 公 知
の 方 法 と 組 み 合 わ せ て 、 適 用 さ れ う る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 遺 伝 子 発 現 分 析 の 方 法 の 例 は 、 DNAア レ イ ま た は マ イ ク ロ ア
レ イ (Brazma and Vilo, FEBS Lett., 2000, 480, 17-24; Celis, et al., FEBS Lett., 2
000, 480, 2-16)、 SAGE(遺 伝 子 発 現 の 連 続 分 析 )(Madden, et al., Drug Discov. Today, 
2000, 5,415-425)、 READS(消 化 cDNAの 制 限 酵 素 増 幅 )(Prashar and Weissman,Methods Enz
ymol., 1999, 303, 258-72)、 TOGA(全 遺 伝 子 発 現 分 析 )(Sutcliffe, et al., Proc. Natl.
 Acad. Sci. U.S.A., 2000, 97, 1976-81)、 タ ン パ ク 質 ア レ イ お よ び プ ロ テ オ ミ ク ス (Cel
is, et al., FEBS Lett., 2000, 480, 2-16; Jungblut, et al., Electrophoresis, 1999
, 20, 2100-10)、 発 現 遺 伝 子 配 列 断 片 (EST)シ ー ク エ ン シ ン グ (Celis, et al., FEBS Lett
., 2000, 480, 2-16; Larsson, et al., J. Biotechnol., 2000, 80, 143-57)、 引 き 算 RN
Aフ ィ ン ガ ー プ リ ン テ ィ ン グ (SuRF)(Fuchs, et al., Anal. Biochem., 2000, 286, 91-98;
 Larson, et al., Cytometry, 2000, 41, 203-208)、 引 き 算 ク ロ ー ニ ン グ 、 デ ィ フ ァ レ ン
シ ャ ル デ ィ ス プ レ イ (DD)(Jurecic and Belmont, Curr. Opin. Microbiol., 2000, 3, 316
-21)、 比 較 ゲ ノ ム ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン (Carulli, et al., J. Cell Biochem. Suppl.,
 1998, 31, 286-96)、 FISH(蛍 光 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン )技 術 (Going and
 Gusterson, Eur. J. Cancer, 1999, 35, 1895-904)、 お よ び 質 量 分 析 方 法 ((To, Comb. C
hem. High Throughput Screen, 2000, 3,235-41)に 概 説 さ れ て い る )を 含 む 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 発 現 遺 伝 子 配 列 断 片 (EST)は ま た 、 神 経 細 胞 に お い て 過 剰 発 現
さ れ て い る 核 酸 分 子 を 同 定 す る た め に 用 い ら れ う る 。 様 々 な デ ー タ ベ ー ス か ら の ESTが 同
定 さ れ う る 。 例 え ば 、 好 ま し い デ ー タ ベ ー ス は 、 例 え ば 、 Online Mendelian Inheritance
 in Man(OMIM)、 Cancer Genome Anatomy Project(CGAP)、 GenBank、 EMBL、 PIR、 SWISS-PR
OTな ど を 含 む 。 疾 患 と 関 連 し た 遺 伝 的 突 然 変 異 の デ ー タ ベ ー ス で あ る OMIMは 、 一 部 、 Nati
onal Center for Biotechnology Information(NCBI)の た め に 開 発 さ れ た 。 OMIMは 、 例 え
ば 、 ncbi.nlm.nih.gov/Omin/に お け る イ ン タ ー ネ ッ ト の ワ ー ル ド ワ イ ド ウ ェ ブ を 通 し て ア
ク セ ス さ れ う る 。 癌 細 胞 の 分 子 解 剖 学 を 解 読 す る た め に 必 要 と さ れ る 情 報 お よ び 技 術 的 ツ
ー ル を 確 立 す る た め の 学 際 的 プ ロ グ ラ ム で あ る 、 CGAP。 CGAPは 、 例 え ば 、 ncbi.nlm.nih.g
ov/ncicgap/に お け る イ ン タ ー ネ ッ ト の ワ ー ル ド ワ イ ド ウ ェ ブ を 通 し て ア ク セ ス さ れ う る
。 こ れ ら の デ ー タ ベ ー ス の 一 部 は 、 完 全 ま た は 部 分 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み う る 。 さ ら
に 、 代 替 の 転 写 産 物 型 も ま た 、 私 的 遺 伝 子 デ ー タ ベ ー ス か ら 選 択 さ れ う る 。 ま た は 、 核 酸
分 子 は 、 入 手 可 能 な 刊 行 物 か ら 選 択 さ れ う る か 、 ま た は 特 に 本 発 明 に 関 連 し た 使 用 の た め
に 決 定 さ れ う る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 代 替 の 転 写 産 物 型 は 、 連 続 し た 配 列 を 作 成 す る コ ン ピ ュ ー タ ソ フ ト ウ ェ ア に よ り 各 デ ー
タ ベ ー ス 内 に あ る 個 々 の ESTか ら 作 成 さ れ う る 。 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 核 酸
分 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 複 数 の 重 複 ESTを 構 築 す る こ と に よ り 決 定 さ れ る 。 当 業 者 に
と っ て 公 知 で 利 用 で き る ESTデ ー タ ベ ー ス (dbEST)は 、 約 500個 か ら 1000個 ま で の ヌ ク レ オ
チ ド を 含 む お よ そ 百 万 個 の 異 な る ヒ ト mRNA配 列 、 お よ び い く つ か の 異 な る 生 物 体 由 来 の 様
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々 な 数 の ESTを 含 む 。 dbESTは 、 例 え ば 、 ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/index.htmlに お け る イ
ン タ ー ネ ッ ト の ワ ー ル ド ワ イ ド ウ ェ ブ を 通 し て ア ク セ ス さ れ う る 。 こ れ ら の 配 列 は 、 ゲ ノ
ム シ ー ク エ ン シ ン グ の た め の cDNA発 現 ク ロ ー ン を 用 い る ク ロ ー ニ ン グ ス ト ラ テ ジ ー か ら 導
か れ る 。 ESTは 、 新 し い 遺 伝 子 の 発 見 、 ゲ ノ ム の マ ッ ピ ン グ 、 お よ び ゲ ノ ム 配 列 に お け る
コ ー ド 領 域 の 同 定 に 用 途 を 有 す る 。 急 速 に 利 用 可 能 に な っ て い る EST配 列 情 報 の も う 一 つ
の 重 要 な 特 徴 は 、 組 織 特 異 的 遺 伝 子 発 現 デ ー タ で あ る 。 こ れ は 、 治 療 的 介 入 の た め に 選 択
的 遺 伝 子 を 標 的 に す る 際 に 極 め て 有 用 で あ る 。 EST配 列 は 比 較 的 短 い た め 、 そ れ ら は 、 完
全 な 配 列 を 提 供 す る た め に 構 築 さ れ な け れ ば な ら な い 。 あ ら ゆ る 利 用 で き る ク ロ ー ン は シ
ー ク エ ン シ ン グ さ れ て い る た め 、 そ れ は 結 果 と し て 、 デ ー タ ベ ー ス に 報 告 さ れ る こ と に な
っ て い る い く つ か の 重 複 領 域 を 生 じ る 。 最 終 結 果 は 、 例 え ば 、 免 疫 細 胞 お よ び 神 経 細 胞 か
ら の 代 替 転 写 産 物 型 の 導 出 で あ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 5'お よ び 3'方 向 の 両 方 に 沿 っ て 伸 長 さ れ た 重 複 ESTの 構 築 は 、 結 果 と し て 、 完 全 長 「 仮
想 転 写 産 物 」 を 生 じ る 。 結 果 と し て 生 じ た 仮 想 転 写 産 物 は 、 す で に 特 徴 付 け ら れ た 核 酸 を
示 す 可 能 性 が あ る か 、 ま た は 既 知 の 生 物 学 的 機 能 を も た な い 新 規 な 核 酸 で あ る 可 能 性 が あ
る 。 当 業 者 に と っ て 公 知 で 利 用 で き る 、 The Institute for Genomic Research(TIGR) Hum
an Genome Index(HGI)デ ー タ ベ ー ス は 、 ヒ ト 転 写 産 物 の リ ス ト を 含 む 。 TIGRは 、 例 え ば 、
tigr.orgに お け る イ ン タ ー ネ ッ ト の ワ ー ル ド ワ イ ド ウ ェ ブ を 通 し て ア ク セ ス さ れ う る 。 転
写 産 物 は 、 仮 想 転 写 産 物 を 構 築 す る た め の エ ン ジ ン で あ り 当 業 者 に と っ て 公 知 で 利 用 で き
る TIGR-Assemblerを 用 い て こ の 様 式 で 作 成 さ れ う る 。 TIGR-Assemblerは 、 EST、 BACま た は
小 さ な ゲ ノ ム の よ う な 重 複 配 列 デ ー タ の 大 き な セ ッ ト を 構 築 す る た め の ツ ー ル で あ り 、 真
核 生 物 ま た は 原 核 生 物 配 列 を 構 築 す る た め に 用 い ら れ う る 。 TIGR-Assemblerは 、 例 え ば 、
全 体 と し て 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 、 Sutton, et al., Genome Science
 & Tech., 1995, 1, 9-19に 記 載 さ れ て お り 、 例 え ば 、 tigr.org/pub/software/TIGR.asse
mblerに お け る イ ン タ ー ネ ッ ト の フ ァ イ ル 転 送 プ ロ グ ラ ム を 通 し て ア ク セ ス さ れ う る 。 さ
ら に 、 当 業 者 に と っ て 公 知 で 利 用 で き る GLAXO-MRCは 、 仮 想 転 写 産 物 を 構 築 す る た め の も
う 一 つ の プ ロ ト コ ー ル で あ る 。 PHRAPは 、 Find Neighbors and Assemble EST Blast内 の 配
列 構 築 の た め に 用 い ら れ る 。 PHRAPは 、 例 え ば 、 chimera.biotech.washington.edu/uwge/t
ools/phrap.htmに お け る イ ン タ ー ネ ッ ト の ワ ー ル ド ワ イ ド ウ ェ ブ を 通 し て ア ク セ ス さ れ う
る 。 ESTの 同 定 お よ び 完 全 長 RNA分 子 を 形 成 す る た め の 連 続 し た ESTの 作 成 は 、 全 体 と し て
参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 、 米 国 特 許 出 願 第 09/076,440号 に 詳 細 に 記 載 さ
れ て い る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 上 で 述 べ ら れ て い る よ う に 、 タ ン パ ク 質 分 解 マ ー カ ー 遺 伝 子 配 列 は 、 突 然 変 異 し た タ ン
パ ク 質 分 解 マ ー カ ー 遺 伝 子 対 立 遺 伝 子 を 好 ま し く は ヒ ト 被 験 体 か ら 単 離 す る た め に 用 い ら
れ う る 。 そ の よ う な 突 然 変 異 し た 対 立 遺 伝 子 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 ま た は パ ー キ ン ソ ン 病
の よ う な ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の 症 状 に 寄 与 す る 遺 伝 子 型 を 有 す る こ と が 知 ら れ て い る か ま た
は 提 案 さ れ て い る か の い ず れ か の 個 体 か ら 単 離 さ れ う る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 タ ン パ ク 質 分 解 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 突 然 変 異 し た 対 立 遺 伝 子 変 異 体 の cDNAは 、 例 え ば 、 当
業 者 に 周 知 で あ る 技 術 で あ る PCRを 用 い る こ と に よ り 単 離 さ れ う る 。 こ の 場 合 、 第 一 cDNA
鎖 は 、 突 然 変 異 し た タ ン パ ク 質 分 解 マ ー カ ー 対 立 遺 伝 子 を 有 す る と 推 定 さ れ る 個 体 に お い
て 発 現 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る か ま た は 推 測 さ れ る 組 織 か ら 単 離 さ れ た mRNAに オ リ ゴ -d
Tオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と に よ り 、 お よ び 逆 転 写 酵 素 で 新 し い 鎖
を 伸 長 さ せ る こ と に よ り 合 成 さ れ う る 。 cDNAの 第 二 鎖 は 、 そ の 後 、 正 常 な 遺 伝 子 の 5'末 端
に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 合 成 さ れ る 。 こ れ ら の 2つ の
プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 生 成 物 は 、 そ の 後 、 PCRに よ り 増 幅 さ れ 、 適 し た ベ ク タ ー へ ク ロ ー
ニ ン グ さ れ 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 を 通 し て DNA配 列 分 析 に か け ら れ る 。 突 然 変 異 し た タ ン
パ ク 質 分 解 マ ー カ ー 対 立 遺 伝 子 の DNA配 列 を 正 常 な タ ン パ ク 質 分 解 マ ー カ ー 対 立 遺 伝 子 の
そ れ と 比 較 す る こ と に よ り 、 突 然 変 異 し た タ ン パ ク 質 分 解 マ ー カ ー 遺 伝 子 産 物 の 機 能 の 喪
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失 ま た は 変 化 の 原 因 で あ る 突 然 変 異 が 確 認 さ れ う る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 正 常 な お よ び 罹 患 し た 個 体 の リ ン パ 球 ま た は 他 の 免 疫 細 胞 か ら 単 離 さ れ た ゲ ノ ム DNAも
ま た 、 PCR鋳 型 と し て 用 い ら れ う る 。 正 常 お よ び 罹 患 し た 個 体 由 来 の PCR産 物 は 、 一 本 鎖 DN
A高 次 構 造 多 型 (SSCP)突 然 変 異 検 出 技 術 に よ る か 、 お よ び /ま た は シ ー ク エ ン シ ン グ に よ る
か の い ず れ か に よ り 比 較 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 タ ン パ ク 質 分 解 マ ー カ ー を コ ー ド す る 上 記 の 核 酸 配
列 は 、 天 然 に 存 在 す る ゲ ノ ム 配 列 を マ ッ ピ ン グ す る の に 有 用 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ
ロ ー ブ を 作 製 す る た め に 、 お よ び 神 経 系 欠 陥 ま た は 疾 患 を 患 っ て い る 、 ま た は 、 に 罹 り や
す い 個 体 に 存 在 す る 遺 伝 子 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 を 個 体 ま た は 個 体 の 群 に お い て 検 出 す る た
め に 、 用 い ら れ う る 。 配 列 は 、 特 定 の 染 色 体 へ 、 染 色 体 の 特 定 の 領 域 へ 、 ま た は 人 工 染 色
体 構 築 物 、 例 え ば 、 ヒ ト 人 工 染 色 体 (HAC)、 酵 母 人 工 染 色 体 (YAC)、 細 菌 人 工 染 色 体 (BAC)
、 細 菌 P1構 築 物 、 ま た は 単 一 染 色 体 cDNAラ イ ブ ラ リ ー へ マ ッ ピ ン グ さ れ う る (例 え ば 、 Har
rington et al., 1997, Nat Genet. 15:345-355; Price, 1993, Blood Rev. 7:127-134; 
お よ び Trask, 1991, Trends Genet. 7:149-154を 参 照 )。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 蛍 光 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン (FISH)は 、 他 の 物 理 的 染 色 体 マ ッ ピ ン グ 技
術 お よ び 遺 伝 子 マ ッ プ デ ー タ と 相 互 に 関 連 づ け ら れ う る (例 え ば 、 Heinz-Ulrich et al., 
1995, Meyers, 前 記 , pp. 965-968参 照 )。 遺 伝 子 マ ッ プ デ ー タ の 例 は 、 様 々 な 科 学 雑 誌 に
お い て 、 ま た は Online Mendelian Inheritance in Man(OMIM)サ イ ト に お い て 見 出 さ れ う
る 。 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 個 体 に お い て 、 耐 性 、 感 受 性 ま た は 対 立 遺 伝 子 の 変 異
体 間 で の 遺 伝 子 配 列 に お け る 差 を 検 出 す る た め に 用 い ら れ う る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 染 色 体 調 製 物 の イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 確 立 さ れ た 染 色 体 マ ー カ
ー を 用 い る 連 鎖 解 析 の よ う な 物 理 的 マ ッ ピ ン グ 技 術 が 、 遺 伝 子 マ ッ プ を 拡 張 す る た め に 用
い ら れ う る 。 し ば し ば 、 マ ウ ス の よ う な 別 の 哺 乳 動 物 種 の 染 色 体 上 に お け る 遺 伝 子 の 配 置
は 、 特 定 の ヒ ト 染 色 体 の 数 ま た は 腕 が 知 ら れ て い な い 場 合 で さ え も 、 関 連 し た マ ー カ ー を
明 ら か に す る 場 合 が あ る 。 新 し い 配 列 は 、 物 理 的 マ ッ ピ ン グ に よ り 染 色 体 腕 に 割 り 当 て ら
れ う る 。 こ れ は 、 位 置 ク ロ ー ニ ン グ ま た は 他 の 遺 伝 子 発 見 技 術 を 用 い て 本 発 明 の 遺 伝 子 に
つ い て 探 索 す る 研 究 者 に 価 値 の あ る 情 報 を 提 供 す る 。 い っ た ん 遺 伝 子 が 遺 伝 子 連 鎖 に よ り
お お ざ っ ぱ に 特 定 の ゲ ノ ム 領 域 へ 、 例 え ば 毛 細 血 管 拡 張 性 運 動 失 調 症 を 11q22-23へ 、 限 局
化 さ れ た な ら ば 、 任 意 の 配 列 の そ の 領 域 へ の マ ッ ピ ン グ は 、 さ ら な る 調 査 の た め に 関 連 ま
た は 制 御 遺 伝 子 を 表 し う る (例 え ば 、 Gatti et al., 1988, Nature 336:577-580参 照 )。 特
定 の ゲ ノ ム 領 域 の 他 の 例 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 19q13.3-13.4へ の 白 血 球 受 容 体
ク ラ ス タ ー を 含 む 。 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 も ま た 、 正 常 な ま た は 罹 患 し た 個 体 の 間 で
、 転 座 、 反 転 な ど に よ る 染 色 体 位 置 に お け る 違 い を 検 出 す る た め に 用 い ら れ う る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 個 体 か ら 同 定 さ れ た 遺 伝 子 は 、 PCRに よ り 増 幅 さ れ 、 か つ 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 方
法 に よ り シ ー ク エ ン シ ン グ さ れ る 。 こ れ ら の 核 酸 配 列 は 、 そ の 後 、 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 配
列 を 、 例 え ば 、 正 常 な 個 体 と 比 較 し た ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 患 っ て い る 個 体 の パ ー セ ン テ ー
ジ と 相 互 に 関 連 づ け る た め に 、 実 施 例 な ら び に 材 料 お よ び 方 法 に 記 載 さ れ た ア ッ セ イ に 用
い ら れ る 。 よ り 多 く の 遺 伝 子 配 列 お よ び そ れ ら の ア ミ ノ 酸 配 列 が 同 定 さ れ て い る の で 、 脳
を 含 む 神 経 系 の 細 胞 に お け る タ ン パ ク 質 分 解 マ ー カ ー の 発 現 と 、 神 経 系 疾 患 ま た は 欠 陥 に
罹 り や す い 個 体 の 間 の 相 関 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 さ ら に も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 異 な る ハ プ ロ タ イ プ の 、 お よ び /ま た は 神 経 系 欠 陥 を
患 っ て い る も し く は 罹 り や す い 個 体 由 来 の 免 疫 細 胞 に お い て 同 定 さ れ る よ う な 核 酸 分 子 の
変 異 体 は 、 神 経 細 胞 に お い て 免 疫 関 連 分 子 の 対 立 遺 伝 子 変 異 を 検 出 す る た め に 用 い ら れ う
る 。 「 対 立 遺 伝 子 」 ま た は 「 変 異 体 」 は 、 遺 伝 子 の 代 替 型 で あ る 。 本 発 明 に お い て 特 に 有
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用 で あ る の は 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ た 神 経 系 に お け る 任 意 の 可 能 性 の あ る 免 疫 関
連 分 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 変 異 体 で あ る 。 変 異 体 は 、 核 酸 配 列 に お け る 少 な く と も 1つ
の 突 然 変 異 に 起 因 し う り 、 結 果 と し て 、 mRNAの 変 化 を 生 じ う る か 、 ま た は 構 造 も し く は 機
能 が 変 化 す る 場 合 も あ る し 変 化 し な い 場 合 も あ る ポ リ ペ プ チ ド を 生 じ う る 。 任 意 の 与 え ら
れ る 天 然 ま た は 組 換 え 遺 伝 子 は 、 対 立 形 質 が な い 、 1つ の 対 立 形 質 が あ る 、 ま た は 多 く の
対 立 形 質 が あ る 。 変 異 体 を 生 じ る あ り ふ れ た 突 然 変 異 的 変 化 は 、 一 般 的 に 、 ヌ ク レ オ チ ド
の 天 然 の 欠 失 、 付 加 ま た は 置 換 と さ れ て い る 。 こ れ ら の 型 の 変 化 の そ れ ぞ れ は 、 与 え ら れ
た 配 列 に お い て 、 単 独 で ま た は 他 の も の と 組 み 合 わ せ て 、 1回 ま た は 複 数 回 起 こ り う る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 例 え ば 、 早 期 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 検 出 で き る 変 異 体 核 酸 分 子 を さ ら に 同 定 す る た め に 、
核 酸 分 子 は 、 例 え ば 、 相 同 性 に よ っ て セ ッ ト へ グ ル ー プ 化 さ れ う る 。 1セ ッ ト の 核 酸 分 子
の メ ン バ ー が 比 較 さ れ る 。 好 ま し く は 、 核 酸 分 子 の セ ッ ト は 、 核 酸 の 代 替 転 写 産 物 型 の セ
ッ ト で あ る 。 好 ま し く は 、 核 酸 の 代 替 転 写 産 物 型 の セ ッ ト の メ ン バ ー は 、 疾 患 状 態 ま た は
生 物 学 的 状 態 に 関 連 し て い る 、 ま た は コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 が こ れ に 関 連 し て い る 、 少
な く と も 1つ の メ ン バ ー を 含 む 。 例 え ば 、 正 常 な お よ び 罹 患 し た 個 体 由 来 の 脳 細 胞 な ら び
に 神 経 細 胞 か ら の タ ン パ ク 質 分 解 マ ー カ ー 分 子 の セ ッ ト が 比 較 さ れ る 。 核 酸 分 子 代 替 転 写
産 物 型 の セ ッ ト の メ ン バ ー の 少 な く と も 1つ は 、 上 記 の よ う に 、 例 え ば 、 ア ル ツ ハ イ マ ー
病 ま た は 任 意 の 他 の 神 経 系 欠 陥 と 関 連 し う る 。 従 っ て 、 核 酸 分 子 の セ ッ ト の メ ン バ ー の 比
較 は 結 果 と し て 、 疾 患 状 態 ま た は 生 物 学 的 状 態 に 関 連 し て い る 、 ま た は コ ー ド さ れ た タ ン
パ ク 質 が こ れ に 関 連 し て い る 、 核 酸 分 子 の 少 な く と も 1つ の 代 替 転 写 産 物 型 の 同 定 を 生 じ
る 。 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 核 酸 分 子 の セ ッ ト の メ ン バ ー は 共 通 の 遺 伝 子 由 来 で
あ る 。 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 核 酸 分 子 の セ ッ ト の メ ン バ ー は 複 数 の 遺 伝 子 由
来 で あ る 。 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 核 酸 分 子 の セ ッ ト の メ ン バ ー は 、 異 な る 分
類 学 的 種 由 来 で あ る 。 異 な る 分 類 学 的 種 由 来 の 複 数 の 核 酸 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 配 列 類
似 性 検 索 、 オ ー ソ ロ グ 検 索 、 ま た は 両 方 を 行 う こ と に よ り 同 定 さ れ う り 、 そ の よ う な 検 索
は 当 業 者 に 公 知 で あ る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 配 列 類 似 性 検 索 は 、 手 作 業 で 、 ま た は 当 業 者 に 公 知 の い く つ か の 利 用 可 能 な コ ン ピ ュ ー
タ プ ロ グ ラ ム を 用 い る こ と に よ り 行 わ れ う る 。 好 ま し く は 、 当 業 者 に と っ て 利 用 可 能 か つ
公 知 で あ る 、 Blastお よ び Smith-Watermanア ル ゴ リ ズ ム な ど が 用 い ら れ う る 。 Blastは 、 ヌ
ク レ オ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 配 列 デ ー タ ベ ー ス の 解 析 を 支 援 す る た め に 設 計 さ れ た NCBIの
配 列 類 似 性 検 索 ツ ー ル で あ る 。 Blastは 、 例 え ば 、 ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/に お け る イ ン
タ ー ネ ッ ト の ワ ー ル ド ワ イ ド ウ ェ ブ を 通 し て ア ク セ ス さ れ う る 。 GCG Packageは 、 公 開 ド
メ イ ン デ ー タ ベ ー ス か ま た は 任 意 の ロ ー カ ル で 利 用 で き る 検 索 可 能 な デ ー タ ベ ー ス か の い
ず れ か と 共 に 用 い ら れ う る Blastの ロ ー カ ル バ ー ジ ョ ン を 提 供 す る 。 GCG Package v9.0は
、 編 集 、 マ ッ ピ ン グ 、 比 較 お よ び 整 列 す る こ と に よ り 配 列 の 解 析 を 可 能 に す る 100個 を 超
え る 相 互 関 係 の あ る ソ フ ト ウ ェ ア プ ロ グ ラ ム を 含 む 、 市 販 の ソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ で あ
る 。 GCG Packageに 含 ま れ る 他 の プ ロ グ ラ ム は 、 例 え ば 、 RNA二 次 構 造 予 測 、 核 酸 断 片 構 築
、 お よ び 進 化 的 解 析 を 促 進 す る プ ロ グ ラ ム を 含 む 。 さ ら に 、 最 も 有 名 な 遺 伝 子 デ ー タ ベ ー
ス (GenBank、 EMBL、 PIRお よ び SWISS-PROT)が 、 GCGT Packageと 共 に 配 布 さ れ 、 デ ー タ ベ ー
ス 検 索 お よ び 操 作 プ ロ グ ラ ム で 完 全 に ア ク セ ス で き る 。 GCGは 、 例 え ば 、 http://www.gcg.
com/に お け る イ ン タ ー ネ ッ ト を 通 し て ア ク セ ス さ れ う る 。 Fetchは 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号
に 基 づ い て GenBankレ コ ー ド に ア ノ テ ー シ ョ ン を 付 け る こ と が で き る GCGで 利 用 可 能 な ツ ー
ル で あ り 、 Entrezと 類 似 し て い る 。 も う 一 つ の 配 列 類 似 性 検 索 は 、 Pangeaか ら の GeneWorl
dお よ び GeneThesaurusで 行 わ れ う る 。 GeneWorld 2.5は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び タ ン パ
ク 質 配 列 の 解 析 の た め の 自 動 化 さ れ た 、 フ レ キ シ ブ ル な 、 高 処 理 量 の ア プ リ ケ ー シ ョ ン で
あ る 。 GeneWorldは 、 配 列 の 自 動 解 析 お よ び ア ノ テ ー シ ョ ン を 可 能 に す る 。 GCGの よ う に 、
GeneWorldは 、 相 同 性 検 索 、 遺 伝 子 解 析 、 複 数 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 、 二 次 構 造 予 測 、 お よ
び モ チ ー フ 同 定 の た め の い く つ か の ツ ー ル を 組 み 込 む 。 GeneThesaurus 1.0(商 標 )は 、 複
数 の 源 か ら の 情 報 を 提 供 す る 、 公 開 お よ び ロ ー カ ル の デ ー タ の た め の リ レ ー シ ョ ナ ル デ ー
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タ モ デ ル を 提 供 す る 、 配 列 お よ び ア ノ テ ー シ ョ ン デ ー タ の 会 員 制 サ ー ビ ス で あ る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 も う 一 つ の 代 替 の 配 列 類 似 性 検 索 は 、 例 え ば 、 BlastParseに よ り 行 わ れ う る 。 BlastPar
seは 、 上 記 の ス ト ラ テ ジ ー を 自 動 化 す る UNIXプ ラ ッ ト フ ォ ー ム 上 で 作 動 す る PERLス ク リ プ
ト で あ る 。 BlastParseは 、 対 象 と な る 標 的 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 の リ ス ト を 取 り 上 げ 、 す べ
て の GenBankフ ィ ー ル ド を 、 フ レ キ シ ビ リ テ ィ を 提 供 す る よ り 容 易 な 検 索 お よ び 解 析 の た
め の 「 リ レ ー シ ョ ナ ル デ ー タ ベ ー ス 」 型 に そ の 後 保 存 さ れ う る 「 タ ブ 区 切 り の 」 テ キ ス ト
に 構 文 解 析 す る 。 最 終 結 果 は 、 容 易 に ソ ー ト 、 フ ィ ル タ ー お よ び ク エ リ さ れ う る 一 連 の 完
全 に 解 析 さ れ た GenBankレ コ ー ド 、 加 え て ア ノ テ ー シ ョ ン -リ レ ー シ ョ ナ ル デ ー タ ベ ー ス で
あ る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 好 ま し く は 、 上 記 配 列 類 似 性 検 索 の よ う に 、 標 的 核 酸 と 相 同 性 を 有 す る 異 な る 分 類 学 的
種 由 来 の 複 数 の 核 酸 が 、 そ こ に 標 的 核 酸 の オ ー ソ ロ グ を 見 出 す よ う に さ ら に 詳 細 に 描 写 さ
れ る 。 オ ー ソ ロ グ は 、 生 物 体 の 文 脈 内 に お い て 、 配 列 類 似 性 を 有 し 、 か つ 類 似 し た 機 能 を
行 う 、 広 く 分 岐 し た 生 物 体 に お け る 2つ の 遺 伝 子 に 言 及 す る た め の 遺 伝 子 分 類 で 定 義 さ れ
る 用 語 で あ る 。 対 照 的 に 、 パ ラ ロ グ は 、 遺 伝 子 重 複 に よ り 生 じ る が 進 化 し た 新 し い 機 能 を
も つ 種 内 の 遺 伝 子 で あ り 、 ア イ ソ タ イ プ と も 呼 ば れ る 。 任 意 で 、 パ ラ ロ グ 検 索 も ま た 行 わ
れ う る 。 オ ー ソ ロ グ 検 索 を 行 う こ と に よ り 、 で き る 限 り 多 様 な 生 物 体 か ら の 相 同 配 列 の 完
全 な リ ス ト が 得 ら れ る 。 そ の 後 、 こ れ ら の 配 列 は 、 オ ー ソ ロ グ で あ る こ と の 基 準 に 適 合 す
る 最 良 の 代 表 的 な 配 列 を 選 択 す る よ う に 解 析 さ れ る 。 オ ー ソ ロ グ 検 索 は 、 例 え ば 、 Compar
eを 含 む 当 業 者 に 利 用 可 能 な プ ロ グ ラ ム に よ り 行 わ れ う る 。 好 ま し く は 、 オ ー ソ ロ グ 検 索
は 、 各 配 列 に つ い て の 完 全 か つ 解 析 さ れ た GenBankア ノ テ ー シ ョ ン に ア ク セ ス し て 行 わ れ
る 。 現 在 、 GenBankか ら 得 ら れ る レ コ ー ド は 「 フ ラ ッ ト フ ァ イ ル 」 で あ り 、 自 動 化 解 析 に
理 想 的 に は 適 し て い な い 。 好 ま し く は 、 オ ー ソ ロ グ 検 索 は 、 Q-Compareプ ロ グ ラ ム を 用 い
て 行 わ れ る 。 好 ま し い Q-Compareプ ロ ト コ ー ル の 段 階 は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ
ら れ て い る 、 米 国 特 許 第 6,221,587号 に 示 さ れ た フ ロ ー チ ャ ー ト に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 好 ま し く は 、 種 間 配 列 比 較 は 、 当 業 者 に 利 用 で き て 公 知 で あ る Compareを 用 い て 行 わ れ
る 。 Compareは 、 ウ ィ ン ド ウ /ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 基 準 を 用 い る 配 列 の ペ ア -ワ イ ズ 比 較 を
可 能 に す る GCGツ ー ル で あ る 。 Compareは 、 特 定 さ れ た 質 の 一 致 が 見 出 さ れ る 点 を 含 む 出 力
フ ァ イ ル を 作 成 す る 。 こ れ ら は 、 も う 一 つ の GCGツ ー ル 、 DotPlotで プ ロ ッ ト さ れ う る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 実 験 の 項 に 記 載 さ れ た 技 術 を 用 い て 単 離 さ れ う る か 、 ま
た は PCRを 用 い て 複 製 さ れ う る 。 PCRテ ク ノ ロ ジ ー は 、 米 国 特 許 第 4,683,195号 、 第 4,800,1
59号 、 第 4,754,065号 お よ び 第 4,683,202号 の 主 題 で あ り 、 PCR: The Polymerase Chain Re
action (Mullis et al., eds, Birkhauser Press, Boston (1994))ま た は MacPherson et 
al., (1991)お よ び (1994)、 前 記 、 な ら び に そ れ ら に 引 用 さ れ た 参 照 文 献 に 記 載 さ れ て い
る 。 ま た は 、 当 業 者 は 、 本 明 細 書 に 提 供 さ れ た 配 列 、 お よ び DNAを 複 製 す る た め の 市 販 の D
NA合 成 機 を 用 い る こ と が で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 は ま た 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 直 鎖 状 配 列
、 ヌ ク レ オ チ ド 、 適 切 な プ ラ イ マ ー 分 子 、 酵 素 の よ う な 化 学 物 質 、 お よ び そ れ ら の 複 製 に
つ い て の 使 用 説 明 書 を 供 給 し 、 か つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 得 る よ う に 化 学 的 に 複 製 す る ま た
は 正 し い 配 向 で ヌ ク レ オ チ ド を 連 結 す る こ と に よ る 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 得 る た
め の プ ロ セ ス を 提 供 す る 。 別 の 態 様 に お い て 、 こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は さ ら に 単 離 さ
れ る 。 な お さ ら に 、 当 業 者 は 、 複 製 お よ び 増 幅 の た め に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 適 し た 複 製
ベ ク タ ー へ 挿 入 し 、 そ の ベ ク タ ー を 適 し た 宿 主 細 胞 (原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 )へ 挿 入 し う
る 。 そ の よ う に 増 幅 さ れ た DNAは 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に よ り 細 胞 か ら 単 離 さ れ う る 。 こ
の 方 法 に よ り ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 得 る た め の プ ロ セ ス は 、 そ の よ う に 得 ら れ た ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド と 同 様 に 、 本 明 細 書 に さ ら に 提 供 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 本 発 明 の 態 様 に お い て 、 細 胞 か ら 単 離 さ れ た 、 1つ ま た は 複 数 の タ ン パ ク 質 分 解 マ ー カ
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ー 核 酸 分 子 の 存 在 は 、 正 常 な 被 験 体 、 お よ び 神 経 系 障 害 を 患 っ て い る か 、 ま た は 、 神 経 系
障 害 に 罹 り や す い 被 験 体 の 神 経 細 胞 試 料 と 相 互 に 関 連 づ け ら れ る 。 試 料 は 、 好 ま し く は 、
神 経 ま た は 脳 細 胞 障 害 を も つ の で は な い か と 疑 わ れ る 哺 乳 動 物 か ら 得 ら れ る 。 好 ま し く は
、 タ ン パ ク 質 分 解 マ ー カ ー 分 子 を 示 し 、 か つ 神 経 系 細 胞 に 検 出 さ れ る 核 酸 分 子 は 、 SEQ ID
 NO:1～ 148の い ず れ か 1つ と 少 な く と も 約 50%配 列 同 一 性 を 有 す る 配 列 を 含 み 、 よ り 好 ま し
く は 、 タ ン パ ク 質 分 解 マ ー カ ー 分 子 を 示 し 、 か つ 神 経 系 細 胞 に 検 出 さ れ る 核 酸 分 子 は 、 SE
Q ID NO:1～ 148の い ず れ か 1つ と 少 な く と も 約 70%配 列 同 一 性 を 有 す る 配 列 を 含 み 、 よ り 好
ま し く は 、 タ ン パ ク 質 分 解 マ ー カ ー 分 子 を 示 し 、 か つ 神 経 系 細 胞 に 検 出 さ れ る 核 酸 分 子 は
、 SEQ ID NO:1～ 148の い ず れ か 1つ と 少 な く と も 約 80%配 列 同 一 性 を 有 す る 配 列 を 含 み 、 よ
り 好 ま し く は 、 タ ン パ ク 質 分 解 マ ー カ ー 分 子 を 示 し 、 か つ 神 経 系 細 胞 に 検 出 さ れ る 核 酸 分
子 は 、 SEQ ID NO:1～ 148の い ず れ か 1つ と 少 な く と も 約 90%、 95%、 96%、 97%、 95%、 99%ま
た は 99.9%配 列 同 一 性 を 有 す る 配 列 を 含 む 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 2つ の 配 列 (核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド )間 の パ ー セ ン ト 同 一 性 お よ び 類 似 性 は 、 数 学 的 ア
ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 決 定 さ れ う る (例 え ば 、 Computational Molecular Biology, Lesk, A.
M., ed., Oxford University Press, New York, 1988; Biocomputing: Informatics and 
Genome Projects, Smith, D.W., ed., Academic Press, New York, 1993; Computer Anal
ysis of Sequence Data, Part 1, Griffin, A.M., and Griffin, H.G., eds., Humana Pr
ess, New Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., A
cademic Press, 1987; お よ び Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. and Devereux, 
J., eds., M Stockton Press, New York, 1991を 参 照 )。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 2つ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 、 ま た は 2つ の 核 酸 配 列 の パ ー セ ン ト 同 一 性 を 決 定 す る た め に 、 配
列 は 、 最 適 な 比 較 を 目 的 と し て 整 列 さ れ る (例 え ば 、 ギ ャ ッ プ が 、 最 適 な ア ラ イ ン メ ン ト
の た め に 第 一 お よ び 第 二 ア ミ ノ 酸 ま た は 核 酸 配 列 の 一 方 ま た は 両 方 に 導 入 さ れ 、 非 相 同 性
配 列 は 比 較 を 目 的 と し て 無 視 さ れ う る )。 2つ の 配 列 間 の パ ー セ ン ト 同 一 性 は 、 ギ ャ ッ プ の
数 お よ び 2つ の 配 列 の 最 適 な ア ラ イ ン メ ン ト の た め に 導 入 さ れ る 必 要 が あ る 各 ギ ャ ッ プ の
長 さ を 考 慮 に 入 れ た 、 そ の 配 列 に 共 有 さ れ る 同 一 の 位 置 の 数 の 関 数 で あ る 。 対 応 す る ア ミ
ノ 酸 位 置 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 位 置 に お け る ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は ヌ ク レ オ チ ド が 、 そ れ ぞ れ
そ の 後 比 較 さ れ る 。 第 一 配 列 に お け る 位 置 が 、 第 二 配 列 に お け る 対 応 す る 位 置 と 同 じ ア ミ
ノ 酸 残 基 ま た は ヌ ク レ オ チ ド に よ り 占 め ら れ て い る 場 合 、 分 子 は 、 そ の 位 置 に お い て 同 一
で あ る (本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 場 合 、 ア ミ ノ 酸 ま た は 核 酸 「 同 一 性 」 は 、 ア ミ ノ 酸
ま た は 核 酸 「 相 同 性 」 と 等 価 で あ る )。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 「 比 較 ウ ィ ン ド ウ 」 と は 、 配 列 が 連 続 し た 位 置 の 同 じ 数 の 参 照 配 列 と 、 そ の 2つ の 配 列
が 最 適 に 整 列 さ れ た 後 に 比 較 さ れ う る 、 約 25個 か ら 約 600個 ま で 、 通 常 は 約 50個 ～ 約 200個
、 よ り 通 常 は 約 100個 ～ 約 150個 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 連 続 し た 位 置 の 数 の い ず れ か 1
つ の セ グ メ ン ト を 指 す 。 比 較 の た め の 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト の 方 法 は 当 技 術 分 野 に お い て
周 知 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 例 え ば 、 2つ の ア ミ ノ 酸 配 列 間 の パ ー セ ン ト 同 一 性 は 、 GCGソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ (htt
p://www.gcg.comに お い て 入 手 可 能 )に お け る GAPプ ロ グ ラ ム の 一 部 で あ る Needlemanお よ び
Wunschア ル ゴ リ ズ ム (J. Mol. Biol. (48):444-453, 1970)を 用 い て 、 Smith & Watermanの
局 所 的 相 同 性 ア ル ゴ リ ズ ム (Adv. Appl. Math. 2:482, 1981)に よ り 、 Pearson & Lipman(P
roc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444, 1988)お よ び Altschul, et al.(Nucleic Acids Res
. 25(17):3389-3402, 1997)の 類 似 性 の 検 索 方 法 に よ り 、 こ れ ら の ア ル ゴ リ ズ ム の コ ン ピ
ュ ー タ 化 さ れ た 実 行 に よ り (Wisconsin Genetics Software Package(Genetics Computer G
roup, 575 Science Dr., Madison, Wisか ら 入 手 で き る )GAP、 BESTFIT、 FASTA、 お よ び BLA
ST)、 ま た は 手 作 業 の ア ラ イ ン メ ン ト お よ び 視 覚 的 洞 察 (例 え ば 、 Ausubel et al., 前 記 を
参 照 )に よ り 、 決 定 さ れ う る 。 ギ ャ ッ プ パ ラ メ ー タ ー は 、 ユ ー ザ ー の 要 求 に 合 う 様 に 改 変

10

20

30

40

50

(53) JP 2007-535318 A 2007.12.6



さ れ う る 。 例 え ば 、 GCGソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ を 用 い る 場 合 、 NWSgapdna.CMP行 列 な ら び
に 40、 50、 60、 70ま た は 80の ギ ャ ッ プ ウ エ イ ト 、 お よ び 1、 2、 3、 4、 5ま た は 6の 長 さ の ウ
エ イ ト が 用 い ら れ う る 。 Blossom 62行 列 ま た は PAM250行 列 を 用 い る 例 示 的 な ギ ャ ッ プ ウ エ
イ ト は 、 16、 14、 12、 10、 8、 6ま た は 4で あ り 、 例 示 的 な 長 さ の ウ エ イ ト は 1、 2、 3、 4、 5
ま た は 6で あ る 。 GCGソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ は 、 核 酸 配 列 間 の パ ー セ ン ト 同 一 性 を 決 定 す
る た め に 用 い ら れ う る 。 2つ の ア ミ ノ 酸 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 の パ ー セ ン ト 同 一 性 は
ま た 、 PAM120ウ エ イ ト 残 基 表 、 12の ギ ャ ッ プ 長 さ ペ ナ ル テ ィ お よ び 4の ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ
ィ を 用 い る 、 ALIGNプ ロ グ ラ ム (バ ー ジ ョ ン 2.0)へ 組 み 入 れ ら れ て い る E. Myersお よ び W. M
illerの ア ル ゴ リ ズ ム (CABIOS 4:11-17, 1989)を 用 い て 決 定 さ れ う る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 本 発 明 の 核 酸 お よ び タ ン パ ク 質 配 列 は さ ら に 、 例 え ば 、 他 の フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー ま た
は 関 連 し た 配 列 を 同 定 す る た め に 、 配 列 デ ー タ ベ ー ス に 対 し て 検 索 を 実 行 す る た め の ク エ
リ 配 列 と し て 用 い ら れ う る 。 そ の よ う な 検 索 は 、 Altschul, et al. (J. Mol. Biol. 215:
403-10, 1990)の NBLASTお よ び XBLASTプ ロ グ ラ ム (バ ー ジ ョ ン 2.0)を 用 い て 行 わ れ う る 。 BL
ASTヌ ク レ オ チ ド 検 索 は 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 と 相 同 的 な 、 ま た は 十 分 な パ ー セ ン ト 同 一 性
を も つ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 得 る よ う に 、 例 示 的 な ス コ ア ＝ 100お よ び ワ ー ド 長 ＝ 12を 以 て
、 NBLASTプ ロ グ ラ ム で 行 わ れ る 。 BLASTタ ン パ ク 質 検 索 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 十 分 に
相 同 的 な 、 ま た は 十 分 な %同 一 性 を も つ ア ミ ノ 酸 配 列 を 得 る よ う に 、 例 示 的 な ス コ ア ＝ 50
お よ び ワ ー ド 長 ＝ 3を 以 て 、 XBLASTプ ロ グ ラ ム で 行 わ れ う る 。 比 較 を 目 的 と し て ギ ャ ッ プ
ド ア ラ イ ン メ ン ト を 得 る た め に 、 ギ ャ ッ プ ド BLASTは 、 Altschul et al.(Nucleic Acids R
es. 25(17):3389-3402, 1997)に 記 載 さ れ て い る よ う に 用 い ら れ う る 。 BLASTお よ び ギ ャ ッ
プ ド BLASTプ ロ グ ラ ム を 用 い る 場 合 、 そ れ ぞ れ の プ ロ グ ラ ム (例 え ば 、 XBLASTお よ び NBLAST
)の デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー が 用 い ら れ う る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 表 現 型 的 に サ イ レ ン ト で あ る 保 存 的 置 換 を 含 む 核 酸 分 子 産 物 に 対 応 す る
、 神 経 系 細 胞 に お け る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 そ の よ う な 置 換 は 、 ポ リ ペ プ チ ド に お け る 所
定 の ア ミ ノ 酸 を 、 同 様 の 特 性 を も つ も う 一 つ の ア ミ ノ 酸 に よ り 置 換 す る も の で あ る 。 表 現
型 的 に サ イ レ ン ト で あ る 可 能 性 が 高 い ア ミ ノ 酸 変 化 に 関 す る 手 引 き は 、 例 え ば 、 Bowie et
 al., Science 247:1306-1310, 1990に 見 出 さ れ う る 。 機 能 的 に 類 似 し た ア ミ ノ 酸 を 提 供
す る 保 存 的 置 換 表 は 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り (例 え ば 、 Henikoff and Henikoff, Pr
oc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915-10919, 1992)、 下 の 表 に 記 載 さ れ る 。
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【 ０ ２ ０ ７ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 、 当 技 術 分 野 の 技 術 内 に 、 用 い ら れ る 通 常 の 分 子 生 物 学 、 微 生 物 学 、 お
よ び 組 換 え DNA技 術 が 存 在 し う る 。 そ の よ う な 技 術 は 、 文 献 に 十 分 に 説 明 さ れ て い る 。 例
え ば 、 Sambrook, Fritsch & Maniatis, 
 (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (本 明 細

書 で は 「 Samrook et al., 1989);  
(D.N. Glover ed. 1985); Oligonucleotide Synthesis (M.J. Gait ed. 1984); Nucleic 
Acid Hybridization [B.D. Hames & S.J. Higgins eds. (1985)]; Transcription And Tr
anslation [B.D. Hames & S.J. Higgins, eds. (1984)]; Animal Cell Culture [R.I. Fr
eshney, ed. (1986)]; Immobilized Cells And Enzymes [IRL Press, (1986)]; B. Perba
l, A Practical Guide To Molecular Cloning (1984); F.M. Ausubel et al. (eds.), Cu
rrent Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc. (1994)を 参 照 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 場 合 、 核 酸 配 列 、 遺 伝 子 ま た は ポ リ ペ プ チ ド に 適 用 さ れ る
「 断 片 ま た は セ グ メ ン ト 」 と い う 用 語 は 、 長 さ が 、 普 通 に は 少 な く と も 約 5個 の 連 続 し た
核 酸 塩 基 (核 酸 配 列 ま た は 遺 伝 子 に つ い て )ま た は ア ミ ノ 酸 (ポ リ ペ プ チ ド に つ い て )、 典 型
的 に は 少 な く と も 約 10個 の 連 続 し た 核 酸 塩 基 ま た は ア ミ ノ 酸 、 よ り 典 型 的 に は 少 な く と も
約 20個 の 連 続 し た 核 酸 塩 基 ま た は ア ミ ノ 酸 、 通 常 に は 少 な く と も 約 30個 の 連 続 し た 核 酸 塩
基 ま た は ア ミ ノ 酸 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 40個 の 連 続 し た 核 酸 塩 基 ま た は ア ミ ノ 酸 、 よ
り 好 ま し く は 少 な く と も 約 50個 の 連 続 し た 核 酸 塩 基 ま た は ア ミ ノ 酸 、 お よ び よ り い っ そ う
好 ま し く は 少 な く と も 約 60個 ～ 80個 ま た は そ れ 以 上 の 連 続 し た 核 酸 塩 基 ま た は ア ミ ノ 酸 で
あ る 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 場 合 、 「 重 複 す る 断 片 」 と は 、 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質
の ア ミ ノ 末 端 か ら 始 ま り 、 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 の カ ル ボ キ シ 末 端 で 終 わ る 連 続 し た 核 酸
ま た は ペ プ チ ド 断 片 を 指 す 。 各 核 酸 ま た は ペ プ チ ド 断 片 は 、 次 の 核 酸 ま た は ペ プ チ ド 断 片
と 共 通 の 少 な く と も 約 1個 の 連 続 し た 核 酸 ま た は ア ミ ノ 酸 位 置 、 よ り 好 ま し く は 共 通 の 少
な く と も 約 3個 の 連 続 し た 核 酸 塩 基 ま た は ア ミ ノ 酸 位 置 、 最 も 好 ま し く は 共 通 の 少 な く と
も 約 10個 の 連 続 し た 核 酸 塩 基 ま た は ア ミ ノ 酸 位 置 を 有 す る 。
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【 ０ ２ ０ ９ 】
　 核 酸 関 連 に お け る 有 意 な 「 断 片 」 と は 、 少 な く と も 17個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 一 般 的 に は 少
な く と も 20個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 一 般 的 に は 少 な く と も 23個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 普 通 に は
少 な く と も 26個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 普 通 に は 少 な く と も 29個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 多 く は 少
な く と も 32個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 多 く は 少 な く と も 35個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 典 型 的 に は 少
な く と も 38個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 典 型 的 に は 少 な く と も 41個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 通 常 に は
少 な く と も 44個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 通 常 に は 少 な く と も 47個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く
は 少 な く と も 50個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 53個 の ヌ ク レ オ チ ド の 連 続
し た セ グ メ ン ト で あ り 、 お よ び 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 少 な く と も 56個 ま た は そ れ 以
上 の ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 追 加 の 好 ま し い 態 様 は 、 そ れ ら の 数 を 超 え た 長 さ 、 例 え ば 、 63
個 、 72個 、 87個 、 96個 、 105個 、 117個 な ど を 含 む 。 そ れ ら の 断 片 は 、 位 置 の い ず れ の 対 に
お い て で も よ い が 、 特 に 構 造 ド メ イ ン 、 例 え ば 膜 全 域 部 分 の 間 の 境 界 に お い て 、 末 端 を 有
し う る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 比 較 さ れ る 場 合 、 相 同 性 核 酸 配 列 は 、 有 意 な 配 列 同 一 性 ま た は 類 似 性 を 示 す 。 核 酸 に お
け る 相 同 性 に つ い て の 標 準 は 、 配 列 比 較 に よ る か 、 ま た は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 に
基 づ く か の い ず れ か で の 、 当 技 術 分 野 に お い て 一 般 的 に 用 い ら れ る 相 同 性 に つ い て の 測 定
で あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 下 に よ り 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 場 合 、 核 酸 配 列 比 較 の 関 連 に お け る 「 実 質 的 相 同 性 」 は 、
比 較 さ れ た 場 合 、 セ グ メ ン ト か ま た は そ れ ら の 相 補 鎖 の い ず れ か が 、 適 切 な ヌ ク レ オ チ ド
挿 入 ま た は 欠 失 を 以 て 最 適 に 整 列 さ れ る 場 合 、 ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 約 50%、 一 般 的
に は 少 な く と も 56%、 よ り 一 般 的 に は 少 な く と も 59%、 普 通 に は 少 な く と も 62%、 よ り 普 通
に は 少 な く と も 65%、 多 く は 少 な く と も 68%、 よ り 多 く は 少 な く と も 71%、 典 型 的 に は 少 な
く と も 74%、 よ り 典 型 的 に は 少 な く と も 77%、 通 常 に は 少 な く と も 80%、 よ り 通 常 に は 少 な
く と も 約 85%、 好 ま し く は 少 な く と も 約 90%、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 95%～ 98%ま た は
そ れ 以 上 に お い て 、 お よ び 特 定 の 態 様 に お い て 、 約 99%ま た は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド が
同 一 で あ る こ と を 意 味 す る 。 ま た は 、 実 質 的 相 同 性 は 、 セ グ メ ン ト が 、 典 型 的 に は 例 え ば
神 経 系 ま た は 脳 細 胞 に 由 来 す る 断 片 を 用 い て 、 鎖 ま た は そ れ の 相 補 体 に 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 場 合 に 存 在 す る 。 典 型 的 に は 、 選 択 的 ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 少 な く と も 約 14個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 65%、 よ
り 好 ま し く は 少 な く と も 約 75%、 お よ び 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 90%の ひ と 続 き の 配 列
に 対 し て 少 な く と も 約 55%相 同 性 が あ る 場 合 に 起 こ る 。 Kanehisa (1984) Nucl. Acids Res
. 12:203-213を 参 照 。 記 載 さ れ て い る よ う に 、 相 補 性 比 較 の 長 さ は 、 よ り 長 い ひ と 続 き の
配 列 に 対 し て で あ り う り 、 特 定 の 態 様 に お い て 、 少 な く と も 約 17個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 通 常
に は 少 な く と も 約 20個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 通 常 に は 少 な く と も 約 24個 の ヌ ク レ オ チ ド 、
典 型 的 に は 少 な く と も 約 28個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 典 型 的 に は 少 な く と も 約 40個 の ヌ ク レ
オ チ ド 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 50個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び よ り 好 ま し く は 少 な く と も
約 75個 ～ 100個 ま た は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド の ひ と 続 き に 対 し て で あ る 。 セ グ メ ン ト の
終 点 は 、 多 く の 異 な る 対 組 み 合 わ せ に お い て で あ り う る 。 染 色 体 シ ン テ ニ ー は 、 例 え ば 、
哺 乳 動 物 種 間 で 、 比 較 さ れ る こ と に な っ て い る ゲ ノ ム 間 に 十 分 な 進 化 的 保 存 性 が あ る 場 合
、 相 同 遺 伝 子 間 を さ ら に 区 別 す る た め に 用 い ら れ う る 。 「 シ ン テ ニ ー の 相 同 体 」 は 、 参 照
遺 伝 子 と の 配 列 同 一 性 を 有 す る 、 お よ び 密 接 に 連 鎖 し た 遺 伝 子 と 関 連 し た 対 応 す る 染 色 体
位 置 を 有 す る こ と の 両 方 で あ る 。 シ ン テ ニ ー の 相 同 体 は 、 遺 伝 子 発 現 の 空 間 的 お よ び 時 間
的 局 在 性 を 共 有 す る こ と 、 な ら び に 等 価 な 生 物 学 的 役 割 を 果 た す タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る
こ と の 高 い 確 率 を も つ 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 関 連 に お け る 相 同 性 の 言 及 に お い て 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条
件 は 、 塩 、 温 度 、 有 機 溶 媒 、 お よ び 他 の パ ラ メ ー タ ー 、 典 型 的 に は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 反 応 に お い て 制 御 さ れ る 条 件 の 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 組 み 合 わ さ れ た 条 件 で あ る 。 ス ト
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リ ン ジ ェ ン ト な 温 度 条 件 は 、 約 30℃ を 超 え る 、 よ り 通 常 に は 約 37℃ を 超 え る 、 典 型 的 に は
約 45℃ を 超 え る 、 よ り 典 型 的 に は 約 55℃ を 超 え る 、 好 ま し く は 約 65℃ を 超 え る 、 お よ び よ
り 好 ま し く は 約 70℃ を 超 え る 温 度 を 含 む 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 塩 条 件 は 、 普 通 に は 約 1000
 mM未 満 、 通 常 に は 約 500 mM未 満 、 よ り 通 常 に は 約 400 mM未 満 、 典 型 的 に は 約 300 mM未 満
、 好 ま し く は 約 200 mM未 満 、 お よ び よ り 好 ま し く は 約 150 mM未 満 で あ る 。 し か し な が ら 、
パ ラ メ ー タ ー の 組 み 合 わ せ は 、 任 意 の 単 一 の パ ラ メ ー タ ー の 測 定 よ り も さ ら に 重 要 で あ る
。 例 え ば 、 Wetmur and Davidson (1968) J. Mol. Biol. 31:349-370を 参 照 。
【 ０ ２ １ ３ 】
神 経 系 傷 害 の 診 断
　 も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 1つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー を 用 い て ヒ ト 神 経 系 傷
害 お よ び /ま た は 神 経 系 障 害 診 断 を 助 け る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 数 分 間 ～ 数 日
間 後 内 に 傷 害 ま た は ス ト レ ス を 受 け た 器 官 に お い て (イ ン ビ ボ )、 タ ン パ ク 質 分 解 さ れ る こ
と に よ る 基 質 タ ン パ ク 質 の 1 mgあ た り 約 1 μ g～ 約 500 μ gの 、 ま た は イ ン ビ ト ロ で 数 分 間
～ 数 時 間 内 の 時 点 に お い て 1/10,000～ 1/20の 精 製 さ れ た プ ロ テ ア ー ゼ -基 質 タ ン パ ク 質 /タ
ン パ ク 質 混 合 物 の 比 率 を 用 い る 、 表 1に 同 定 さ れ た タ ン パ ク 質 、 そ れ ら の ペ プ チ ド 、 断 片
も し く は 誘 導 体 、 お よ び /ま た は SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る も の に 対 す る 比 活 性
を も つ タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー 。 こ れ ら の マ ー カ ー は 、 単 独 で 、 ま た は 他 の タ ン
パ ク 質 分 解 酵 素 マ ー カ ー 、 も し く は タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー お よ び 神 経 ペ プ チ ド
の 組 み 合 わ せ と 共 に 、 用 い ら れ う る 。 マ ー カ ー は 、 ヒ ト 患 者 、 例 え ば TBI患 者 、 お よ び 神
経 系 傷 害 が 検 出 さ れ な い 正 常 な 被 験 体 の 試 料 に 異 な っ て 存 在 す る 。 例 え ば 、 マ ー カ ー の 一
部 は 、 正 常 な 被 験 体 に お い て よ り 神 経 系 傷 害 お よ び /も し く は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 を も つ ヒ
ト 患 者 に お い て 、 上 昇 し た レ ベ ル で 発 現 さ れ る 、 な ら び に /ま た は よ り 高 い 頻 度 で 存 在 す
る 。 そ れ ゆ え に 、 人 に お け る こ れ ら の マ ー カ ー の 1つ ま た は 複 数 の 検 出 は 、 人 が 神 経 系 傷
害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 を も つ と い う 確 率 に 関 す る 有 用 な 情 報 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 (例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び /ま た は ア ゴ ニ ス ト も
し く は ア ン タ ゴ ニ ス ト )で 処 置 、 予 防 お よ び /ま た は 診 断 さ れ う る 、 神 経 系 疾 患 、 ニ ュ ー ロ
ン の 障 害 お よ び /ま た は 状 態 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 神 経 系 傷 害 、 な ら び に 結 果
と し て 、 軸 索 の 断 絶 、 ニ ュ ー ロ ン の 減 少 も し く は 変 性 、 ま た は 脱 髄 の い ず れ か を 生 じ る 疾
患 、 障 害 お よ び /ま た は 状 態 を 含 む 。 本 発 明 に よ り 患 者 (ヒ ト お よ び 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 患 者 を
含 む )に お い て 処 置 、 予 防 お よ び /ま た は 診 断 さ れ う る 神 経 系 病 変 は 、 限 定 さ れ る わ け で は
な い が 、 中 枢 神 経 系 (脊 髄 、 脳 を 含 む )か ま た は 末 梢 神 経 系 の い ず れ か の 以 下 の 病 変 を 含 む
： (1)脳 梗 塞 も し く は 虚 血 、 ま た は 脊 髄 梗 塞 も し く は 虚 血 を 含 む 、 神 経 系 の 一 部 に お け る
酸 素 の 不 足 が 結 果 と し て ニ ュ ー ロ ン の 傷 害 ま た は 死 を 生 じ る 、 虚 血 性 病 変 ； (2)物 理 的 傷
害 に よ り 引 き 起 こ さ れ た ま た は 手 術 に 関 連 し た 病 変 を 含 む 外 傷 性 病 変 、 例 え ば 、 神 経 系 の
一 部 を 切 断 す る 病 変 、 ま た は 圧 縮 性 傷 害 ； (3)神 経 系 関 連 悪 性 腫 瘍 か ま た は 非 神 経 系 組 織
由 来 の 悪 性 腫 瘍 の い ず れ か で あ る 悪 性 組 織 に よ り 神 経 系 の 一 部 が 破 壊 ま た は 傷 害 さ れ て い
る 悪 性 病 変 ； (4)例 え ば 、 膿 瘍 に よ る 、 ま た は 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 、 帯 状 ヘ ル ペ ス も
し く は 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス に よ る 感 染 ま た は ラ イ ム 病 に 関 連 し た 、 感 染 の 結 果 と し て 、
神 経 系 の 一 部 が 破 壊 ま た は 傷 害 さ れ て い る 感 染 性 病 変 ； (5)限 定 さ れ る わ け で は な い が 、
パ ー キ ン ソ ン 病 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 ハ ン チ ン ト ン 舞 踏 病 ま た は 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 (ALS
)に 関 連 し た 変 性 を 含 む 、 変 性 過 程 の 結 果 と し て 、 神 経 系 の 一 部 が 破 壊 ま た は 傷 害 さ れ て
い る 変 性 病 変 ； (6)限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 ビ タ ミ ン B12欠 乏 症 、 葉 酸 欠 乏 症 、 ウ ェ ル
ニ ッ ケ 病 、 タ バ コ -ア ル コ ー ル 性 弱 視 、 マ ル キ ア フ ァ ー ヴ ァ -ビ ニ ャ ー ミ 病 (脳 梁 の 一 次 変
性 )お よ び ア ル コ ー ル 依 存 性 小 脳 変 性 を 含 む 栄 養 障 害 ま た は 代 謝 の 障 害 に よ り 、 神 経 系 の
一 部 が 破 壊 ま た は 傷 害 さ れ て い る 、 栄 養 上 の 疾 患 、 障 害 お よ び /ま た は 状 態 に 関 連 し た 病
変 ； (7)限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 糖 尿 病 (糖 尿 病 性 神 経 障 害 、 ベ ル 麻 痺 )、 全 身 性 エ リ
テ マ ト ー デ ス 、 癌 腫 ま た は サ ル コ イ ド ー シ ス を 含 む 全 身 性 疾 患 に 関 連 し た 神 経 学 的 病 変 ；
(8)ア ル コ ー ル 、 鉛 ま た は 特 定 の 神 経 毒 を 含 む 毒 性 物 質 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 病 変 ； な ら
び に (9)限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 多 発 性 硬 化 症 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 関 連 脊 髄 症 、
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横 断 性 脊 髄 症 ま た は 様 々 な 病 因 、 進 行 性 多 病 巣 性 白 質 脳 症 、 お よ び 橋 中 央 ミ エ リ ン 溶 解 を
含 む 、 脱 髄 性 疾 患 に よ り 、 神 経 系 の 一 部 が 破 壊 ま た は 傷 害 さ れ て い る 脱 髄 化 病 変 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 態 様 は 、 以 下 の 段 階 を 含 む 、 ヒ ト 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ
ン の 障 害 の 診 断 を 助 け る た め の 方 法 を 含 む ： (a)試 料 に お い て 少 な く と も 1つ の タ ン パ ク 質
分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー を 検 出 す る 段 階 、 お よ び (b)マ ー カ ー の 検 出 を 、 ヒ ト 神 経 系 傷 害 お
よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 ま た は 心 臓 の よ う な 器 官 傷 害 の 推 定 診 断 と 相 関 さ せ る 段 階
。 相 関 は 、 マ ー カ ー の 対 照 量 (マ ー カ ー の 上 方 ま た は 下 方 制 御 )(例 え ば 、 ヒ ト 神 経 系 傷 害
が 検 出 さ れ な い 正 常 な 被 験 体 に お け る )と 比 較 し た 試 料 に お け る マ ー カ ー の 量 を 考 慮 に 入
れ う る 。 相 関 は 、 検 査 試 料 に お け る マ ー カ ー の 存 在 ま た は 非 存 在 、 対 照 に お け る 同 じ マ ー
カ ー の 検 出 の 頻 度 を 考 慮 に 入 れ う る 。 相 関 は 、 被 験 体 が 神 経 系 傷 害 を も っ て い る か ど う か
、 神 経 系 傷 害 の 重 症 度 の 程 度 、 お よ び 傷 害 の 細 胞 内 の 位 置 の 測 定 を 促 進 す る た め に そ の よ
う な 因 子 の 両 方 を 考 慮 に 入 れ う る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 任 意 の 適 し た 試 料 は 、 マ ー カ ー を 検 出 さ れ る べ き 被 験 体 か ら 得 ら れ う る 。 好 ま し く は 、
試 料 は 、 被 験 体 由 来 の 脳 脊 髄 液 試 料 で あ る 。 必 要 に 応 じ て 、 試 料 は 、 マ ー カ ー の 検 出 能 を
増 強 す る た め に 上 記 の よ う に 調 製 さ れ う る 。 例 え ば 、 マ ー カ ー の 検 出 能 を 増 加 さ せ る た め
に 、 被 験 体 由 来 の 血 清 は 、 好 ま し く は 、 例 え ば 、 シ バ ク ロ ン ブ ル ー (Cibacron blue)ア ガ
ロ ー ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び 一 本 鎖 DNAア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 陰 イ オ
ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 そ れ ら の 断 片 お よ び 誘 導 体 に よ り 、 分 画 さ れ う る 。 事 前 分 画
プ ロ ト コ ー ル の よ う な 試 料 調 製 は 、 任 意 で あ り 、 用 い ら れ る 検 出 の 方 法 に 依 存 し て マ ー カ
ー の 検 出 能 を 増 強 さ せ る 必 要 は な い 場 合 が あ る 。 例 え ば 、 試 料 調 製 は 、 マ ー カ ー を 特 異 的
に 結 合 す る 抗 体 が 、 試 料 に お い て マ ー カ ー の 存 在 を 検 出 す る た め に 用 い ら れ る 場 合 に は 、
不 必 要 で あ り う る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 任 意 の 適 し た 方 法 が 、 試 料 に お い て マ ー カ ー を 検 出 す る た め に 用 い ら れ う る 。 例 え ば 、
蛍 光 発 生 ア ッ セ イ 法 ま た は 気 相 イ オ ン 分 光 測 定 法 が 、 上 記 の よ う に 用 い ら れ う る 。 こ れ ら
の 方 法 を 用 い て 、 1つ ま た は 複 数 の マ ー カ ー が 検 出 さ れ う る 。 好 ま し く は 、 試 料 は 、 複 数
の マ ー カ ー の 存 在 に つ い て 検 査 さ れ る 。 単 一 の マ ー カ ー 単 独 よ り む し ろ 、 複 数 の マ ー カ ー
の 存 在 を 検 出 す る こ と は 、 診 断 医 に よ り 多 く の 情 報 を 提 供 す る 。 具 体 的 に は 、 試 料 に お け
る 複 数 の マ ー カ ー の 検 出 は 、 真 の 陽 性 お よ び 真 の 陰 性 診 断 の パ ー セ ン テ ー ジ を 増 加 さ せ 、
偽 陽 性 ま た は 偽 陰 性 診 断 の パ ー セ ン テ ー ジ を 減 少 さ せ る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 マ ー カ ー の 検 出 は 、 そ の 後 、 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の 推 定 診 断 と
相 関 さ せ ら れ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 マ ー カ ー の 量 を 定 量 化 す る こ と な く 、 単 な る
マ ー カ ー の 存 在 ま た は 非 存 在 の 検 出 が 有 用 で あ り 、 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン
の 障 害 の 推 定 診 断 と 相 関 さ れ う る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 マ ー カ ー の 検 出 は 、 マ ー カ ー の 検 出 を 、 神 経 系 傷 害 の 推 定 診 断 、 神
経 系 傷 害 の 重 症 度 の 程 度 、 神 経 系 障 害 の 診 断 、 そ れ ら の 断 片 お よ び 誘 導 体 と 相 関 さ せ る た
め に マ ー カ ー を 定 量 化 す る 段 階 を 含 み う る 。 従 っ て 、 検 査 さ れ る こ と に な っ て い る 被 験 体
に お い て 検 出 さ れ る マ ー カ ー の 量 が 対 照 量 と 比 較 し て よ り 高 い 場 合 に は 、 検 査 さ れ る こ と
に な っ て い る 被 験 体 は 、 そ の よ う な 傷 害 お よ び /ま た は 神 経 系 障 害 を も つ 、 よ り 高 い 確 率
を 有 す る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 同 様 に 、 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 マ ー カ ー の 検 出 は さ ら に 、 マ ー カ ー の 検 出 を 、 神 経
系 傷 害 の 推 定 診 断 、 神 経 系 傷 害 の 重 症 度 の 程 度 、 神 経 系 障 害 の 診 断 と 相 関 さ せ る た め に マ
ー カ ー を 定 量 化 す る 段 階 で あ っ て 、 マ ー カ ー が 、 正 常 な 被 験 体 の 血 清 試 料 に お い て よ り 、
患 者 由 来 の CSFま た は 血 清 試 料 に お い て 、 よ り 低 い 量 で 存 在 す る 段 階 を 含 み う る 。 従 っ て
、 検 査 さ れ る こ と に な っ て い る 被 験 体 に お い て 検 出 さ れ る マ ー カ ー の 量 が 対 照 量 と 比 較 し
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て よ り 低 い 場 合 に は 、 検 査 さ れ る こ と に な っ て い る 被 験 体 は 、 神 経 系 傷 害 、 器 官 傷 害 お よ
び /ま た は 神 経 系 障 害 を も つ 、 よ り 高 い 確 率 を 有 す る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 マ ー カ ー が 定 量 化 さ れ る 場 合 、 そ れ は 対 照 と 比 較 さ れ う る 。 対 照 は 、 例 え ば 、 神 経 系 傷
害 お よ び /ま た は 神 経 系 障 害 が 検 出 さ れ な い 正 常 な 被 験 体 の 比 較 で き る 試 料 に 存 在 す る マ
ー カ ー の 平 均 ま た は 中 央 値 量 、 で あ り う る 。 対 照 量 は 、 検 査 量 を 測 定 す る 際 と 同 じ 、 ま た
は 実 質 的 に 類 似 し た 、 実 験 条 件 下 で 測 定 さ れ る 。 例 え ば 、 検 査 試 料 が 、 被 験 体 の 脳 脊 髄 液
お よ び /ま た は 血 清 試 料 か ら 得 ら れ 、 マ ー カ ー が 特 定 の プ ロ ー ブ を 用 い て 検 出 さ れ る 場 合
に は 、 マ ー カ ー の 対 照 量 は 、 好 ま し く は 、 同 じ プ ロ ー ブ を 用 い て 患 者 の 血 清 試 料 か ら 測 定
さ れ る 。 マ ー カ ー の 対 照 量 は 、 そ れ が そ の 集 団 に お け る マ ー カ ー 量 の 変 動 を 反 映 す る よ う
に 、 神 経 系 傷 害 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 を も た な い 正 常 な 被 験 体 由 来 の 試 料 の 有
意 な 数 に 基 づ い て 決 定 さ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 質 量 分 析 法 に よ り 生 じ た デ ー タ は 、 そ の 後 、 コ ン ピ ュ ー タ ソ フ ト ウ ェ ア に よ り 解 析 さ れ
う る 。 ソ フ ト ウ ェ ア は 、 質 量 分 析 計 か ら の シ グ ナ ル を コ ン ピ ュ ー タ 読 み 取 り 可 能 な 形 へ 変
換 す る コ ー ド を 含 み う る 。 ソ フ ト ウ ェ ア は ま た 、 本 発 明 の マ ー カ ー 、 ま た は 他 の 有 用 な マ
ー カ ー に 対 応 す る シ グ ナ ル に お い て シ グ ナ ル が 「 ピ ー ク 」 を 表 す か ど う か を 決 定 す る た め
の シ グ ナ ル の 解 析 に ア ル ゴ リ ズ ム を 適 用 す る コ ー ド を 含 み う る 。 ソ フ ト ウ ェ ア は ま た 、 検
査 試 料 か ら の シ グ ナ ル を 「 正 常 」 お よ び ヒ ト 神 経 系 傷 害 の 典 型 的 シ グ ナ ル 特 性 と 比 較 し 、
そ の 2つ の シ グ ナ ル 間 の 適 合 の 近 似 性 を 決 定 す る ア ル ゴ リ ズ ム を 実 行 す る コ ー ド を 含 み う
る 。 ソ フ ト ウ ェ ア は ま た 、 検 査 試 料 が ど れ に 最 も 近 い か を 示 す コ ー ド を 含 み う り 、 そ れ に
よ り 有 望 な 診 断 を 与 え る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 生 物 マ ー カ ー は 、 例 え ば 、 哺 乳 動 物 、 鳥 、 魚 、 爬 虫 類 の よ う な
幅 広 い 範 囲 の 種 に お い て 検 出 さ れ る 。 例 え ば 、 シ ナ プ ト タ グ ミ ン -1は 、 多 く の 種 に 見 出 さ
れ 、 高 く 保 存 さ れ て い る 。 下 記 は 、 シ ナ プ ト タ グ ミ ン -1分 類 学 的 デ ー タ の 例 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
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【 ０ ２ ２ ５ 】
切 断 生 成 物 を 検 出 す る た め の 抗 体 の 産 生
　 そ れ ら の 基 質 の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 生 物 マ ー カ ー の 酵 素 活 性 に よ る 切 断 生 成 物 も ま た 、
検 出 さ れ う る 。 様 々 な 神 経 系 傷 害 、 傷 害 の 重 症 度 の 程 度 、 ニ ュ ー ロ ン の 障 害 、 そ れ ら の 断
片 お よ び 誘 導 体 を 患 っ て い る 患 者 に お け る 試 料 か ら 得 ら れ る 切 断 生 成 物 は 、 上 記 の よ う に
調 製 さ れ う る 。 さ ら に 、 切 断 生 成 物 は 、 ペ プ チ ド 対 タ ン パ ク 質 全 体 に 存 在 し う る 異 な る 抗
原 性 エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 の 産 生 の た め に 生 物 マ ー カ ー の 断 片 ま た は ペ プ チ ド を 得 る よ
う に 酵 素 的 消 化 に か け ら れ う る 。 抗 原 性 エ ピ ト ー プ は 、 例 え ば 、 エ ピ ト ー プ を 特 異 的 に 結
合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 抗 体 を 産 生 さ せ る た め に 有 用 で あ る 。 抗 原 性 エ ピ ト ー プ
は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る 標 的 分 子 と し て 用 い ら れ う る 。 (例 え ば 、 Wilson et al., Ce
ll 37:767-778 (1984); Sutcliffe et al., Science 219:660-666 (1983)参 照 )。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 抗 体 は 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る 生 物 マ ー カ ー を 特
異 的 に 結 合 す る 。 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る エ ピ ト ー プ は 、 少 な く と も 約 3ア ミ
ノ 酸 長 ほ ど で あ り う る 。 SEQ ID NO:1～ 148に 方 向 づ け ら れ た 抗 体 は ま た 、 SEQ ID NO:1～ 1
48に よ り 同 定 さ れ る 生 物 マ ー カ ー の N末 端 お よ び C末 端 領 域 に 向 け ら れ る エ ピ ト ー プ を 含 み
う る 。 完 全 長 タ ン パ ク 質 お よ び /ま た は SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る も の よ り も 長
い 断 片 は 、 よ り 長 い 断 片 に 対 す る 抗 体 の 産 生 の た め に 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 を 含 め 、 表 1
に 開 示 さ れ て い る 。 抗 体 は 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る よ う な よ り 長 い N末 端 お
よ び /も し く は C末 端 断 片 、 な ら び に /ま た は 同 定 さ れ た 切 断 部 位 (表 2参 照 )に 渡 る エ ピ ト ー
プ に 方 向 づ け ら れ う り 、 わ ず か 3ア ミ ノ 酸 長 ほ ど か ら 500ア ミ ノ 酸 長 ま で で あ り う る 。 完 全
長 タ ン パ ク 質 の ア イ デ ン テ ィ テ ィ に つ い て 、 例 え ば 、 表 1を 参 照 さ れ た い 。 例 は 、 限 定 さ
れ る わ け で は な い が 、 以 下 を 含 む ： ア ク ロ モ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 ア ン ギ
オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 、 ブ ロ メ ラ イ ン 、 カ ル パ イ ン 、 カ ル パ イ ン I、 カ ル パ イ ン II、 カ ル ボ
キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ A、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ B、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ G、 カ ル ボ キ シ
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ペ プ チ ダ ー ゼ P、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ W、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ Y、 カ ス パ ー ゼ 、 カ
ス パ ー ゼ 1、 カ ス パ ー ゼ 2、 カ ス パ ー ゼ 3、 カ ス パ ー ゼ 4、 カ ス パ ー ゼ 5、 カ ス パ ー ゼ 6、 カ ス
パ ー ゼ 7、 カ ス パ ー ゼ 8、 カ ス パ ー ゼ 9、 カ ス パ ー ゼ 10、 カ ス パ ー ゼ 13、 カ テ プ シ ン B、 カ テ
プ シ ン C、 カ テ プ シ ン D、 カ テ プ シ ン G、 カ テ プ シ ン H、 カ テ プ シ ン L、 キ モ パ パ イ ン 、 チ マ
ー ゼ 、 キ モ ト リ プ シ ン 、 α -ク ロ ス ト リ パ イ ン 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 、 補 体 C1r、 補 体 C1s、 補 体
因 子 D、 補 体 因 子 I、 ク ク ミ シ ン 、 ジ ペ プ チ ジ ル ペ プ チ ダ ー ゼ IV、 白 血 球 エ ラ ス タ ー ゼ 、 膵
エ ラ ス タ ー ゼ 、 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ Arg-C、 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ Asp-N、 エ ン ド プ ロ テ ア ー
ゼ Glu-C、 エ ン ド プ ロ テ ア ー ゼ Lys-C、 エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ 、 Xa因 子 、 フ ィ シ ン 、 フ ュ ー リ ン
、 グ ラ ン ザ イ ム A、 グ ラ ン ザ イ ム B、 HIVプ ロ テ ア ー ゼ 、 イ ガ ー ゼ 、 組 織 カ リ ク レ イ ン 、 キ
ナ ー ゼ 、 ロ イ シ ン ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 ミ ク ロ ソ ー ム 、 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ
、 メ チ オ ニ ン ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 ニ ュ ー ト ラ ー ゼ 、 パ パ イ ン 、 ペ プ シ ン 、 プ ラ ス ミ ン 、
プ ロ リ ダ ー ゼ 、 プ ロ ナ ー ゼ E、 前 立 腺 特 異 的 抗 原 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 プ ロ テ ア ー ゼ S、 プ ロ テ
イ ナ ー ゼ 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ 3、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ A、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ K、 プ ロ テ イ ン C、 ピ ロ グ
ル タ ミ ン 酸 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 ト ロ ン ビ ン 、 組 織 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー 、 ト
ロ ポ ニ ン 、 ト リ プ シ ン 、 ト リ プ タ ー ゼ 、 ウ ロ キ ナ ー ゼ ； お よ び SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同
定 さ れ る 少 な く と も 1つ ま た は 複 数 の ペ プ チ ド 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 切 断 生 成 物 は 、 例 え ば 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 に よ り 抗 体 を 誘 導 す る た め に 、
用 い ら れ う る 。 (例 え ば 、 Sutchliffe et al., 前 記 ; Wilson et al., 前 記 ; Chow et al.
, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:910-914; お よ び Bittle et al., J. Gen. Virol. 66:
2347-2354 (1985)を 参 照 )。 1つ ま た は 複 数 の 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ を 含 む 切 断 さ れ た 神 経 ポ
リ ペ プ チ ド は 、 ア ル ブ ミ ン の よ う な 担 体 タ ン パ ク 質 と 共 に 動 物 系 (ウ サ ギ ま た は マ ウ ス の
よ う な )へ 抗 体 応 答 を 誘 発 す る た め に 提 示 さ れ う る 、 ま た は 、 ポ リ ペ プ チ ド が 十 分 な 長 さ (
少 な く と も 約 25ア ミ ノ 酸 )で あ る 場 合 に は 、 ポ リ ペ プ チ ド は 担 体 な し で 提 示 さ れ う る 。 し
か し な が ら 、 わ ず か 8～ 10ア ミ ノ 酸 を 含 む 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ は 、 最 低 限 で も 変 性 ポ リ ペ
プ チ ド に お け る (例 え ば 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に お い て )線 状 エ ピ ト ー プ に 結 合 す る
能 力 が あ る 抗 体 を 産 生 さ せ る の に 十 分 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 本 発 明 の エ ピ ト ー プ 所 有 ポ リ ペ プ チ ド は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 イ ン ビ ボ 免 疫 化
、 イ ン ビ ト ロ 免 疫 化 、 お よ び フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 方 法 を 含 む 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の
方 法 に よ り 抗 体 を 誘 導 す る た め に 用 い ら れ う る 。 例 え ば 、 Sutcliffe et al., 前 記 ; Wils
on et al., 前 記 ; お よ び Bittle et al., J. Gen. Virol., 66:2347-2354 (1985)を 参 照
。 イ ン ビ ボ 免 疫 化 が 用 い ら れ る 場 合 に は 、 動 物 は 遊 離 ペ プ チ ド で 免 疫 さ れ う る ； し か し な
が ら 、 抗 ペ プ チ ド 抗 体 力 価 は 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン (KLH)ま た は 破 傷 風 ト
キ ソ イ ド の よ う な 高 分 子 担 体 へ ペ プ チ ド を 連 結 す る こ と に よ り ブ ー ス ト さ れ う る 。 例 え ば
、 シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む ペ プ チ ド は 、 マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル -N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ
ド エ ス テ ル (MBS)の よ う な リ ン カ ー を 用 い る 担 体 に 連 結 さ れ う り 、 他 の ペ プ チ ド は 、 グ ル
タ ル ア ル デ ヒ ド の よ う な よ り 一 般 的 な 連 結 剤 を 用 い る 担 体 に 連 結 さ れ う る 。 ウ サ ギ 、 ラ ッ
ト お よ び マ ウ ス の よ う な 動 物 は 、 遊 離 ペ プ チ ド か ま た は 担 体 連 結 ペ プ チ ド の い ず れ か で 、
例 え ば 、 約 100 μ gの ペ プ チ ド ま た は 担 体 タ ン パ ク 質 お よ び フ ロ イ ン ト の ア ジ ュ バ ン ト ま
た は 免 疫 応 答 を 刺 激 す る こ と に つ い て 公 知 の 任 意 の 他 の ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 乳 濁 液 の 腹 腔
内 お よ び /ま た は 皮 内 注 射 に よ り 、 免 疫 さ れ る 。 数 回 の ブ ー ス タ ー 注 射 は 、 例 え ば 、 固 体
表 面 に 吸 着 し た 遊 離 ペ プ チ ド を 用 い る ELISAア ッ セ イ 法 に よ り 、 検 出 さ れ う る 抗 ペ プ チ ド
抗 体 の 有 用 な 力 価 を 与 え る た め に 、 例 え ば 、 約 2週 間 の 間 隔 で 、 必 要 と さ れ う る 。 免 疫 さ
れ た 動 物 由 来 の 血 清 に お け る 抗 ペ プ チ ド 抗 体 の 力 価 は 、 例 え ば 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知
の 方 法 に 従 っ た ペ プ チ ド の 固 体 支 持 体 上 へ の 吸 着 お よ び 選 択 さ れ た 抗 体 の 溶 出 に よ る 、 抗
ペ プ チ ド 抗 体 の 選 択 に よ り 増 加 さ れ う る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 核 酸 切 断 生 成 物 エ ピ ト ー プ は ま た 、 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 お よ び 精 製 を 助 け る
た め に エ ピ ト ー プ タ グ (例 え ば 、 ヘ マ グ ル チ ニ ン (「 HA」 )タ グ ま た は フ ラ グ タ グ )と し て 対
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象 と な る 遺 伝 子 と 再 結 合 さ れ う る 。 例 え ば 、 Janknecht et al.に よ り 記 載 さ れ た 系 は 、 ヒ
ト 細 胞 系 に 発 現 さ れ た 非 変 性 融 合 タ ン パ ク 質 の 即 座 の 精 製 を 可 能 に す る (Janknecht et al
., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:8972-897)。 こ の 系 に お い て 、 対 象 と な る 遺 伝
子 は 、 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム が 6個 の ヒ ス チ ジ ン 残 基 か ら な る ア ミ ノ 末
端 タ グ に 翻 訳 で 融 合 さ れ る よ う に 、 ワ ク シ ニ ア 組 換 え プ ラ ス ミ ド へ サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ
る 。 タ グ は 、 融 合 タ ン パ ク 質 に つ い て の マ ト リ ッ ク ス 結 合 ド メ イ ン と し て の 役 割 を 果 た す
。 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス に 感 染 し た 細 胞 か ら の 抽 出 物 は 、 Ni 2 + ニ ト リ ロ 酢 酸 -ア ガ ロ
ー ス カ ラ ム 上 へ 添 加 さ れ 、 ヒ ス チ ジ ン タ グ 付 き タ ン パ ク 質 は 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 含 有 緩 衝 液 で
選 択 的 に 溶 出 さ れ う る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 任 意 の 適 し た 方 法 に よ り 作 製 さ れ う る 。 本
発 明 の 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 み う る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 す る 方 法 は 当
業 者 に 公 知 で あ る (Harlow, et al., Antibodies: A Laboratory Manual, (全 体 と し て 参
照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 、 Cold spring Harbor Laboratory Press, 第 2版
 (1988))。 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 ウ サ ギ 、 マ ウ
ス 、 ラ ッ ト な ど を 含 む 様 々 な 宿 主 動 物 に 、 抗 原 に 特 異 的 な ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 血 清
の 生 成 を 誘 導 す る よ う に 投 与 さ れ う る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 投 与 は 、 免 疫 剤 、 お よ び
必 要 に 応 じ て ア ジ ュ バ ン ト 、 の 1回 ま た は 複 数 回 の 注 入 を 必 要 と し う る 。 様 々 な ア ジ ュ バ
ン ト が 、 宿 主 種 に 依 存 し て 免 疫 学 的 応 答 を 増 加 さ せ る た め に 用 い ら れ う り 、 限 定 さ れ る わ
け で は な い が 、 フ ロ イ ン ト (完 全 お よ び 不 完 全 )、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム の よ う な ミ ネ ラ ル ゲ
ル 、 リ ゾ レ シ チ ン の よ う な 界 面 活 性 物 質 、 プ ル ロ ニ ッ ク (pluronic)ポ リ オ ー ル 、 ポ リ ア ニ
オ ン 、 ペ プ チ ド 、 油 乳 濁 液 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン 、 ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 、
な ら び に BCG(カ ル メ ッ ト ・ ゲ ラ ン 桿 菌 (bacille Calmette-Guerin))お よ び コ リ ネ バ ク テ リ
ウ ム ・ パ ル ブ ム (Corynebacterium parvum)の よ う な 有 用 で あ る 可 能 性 の あ る ヒ ト ア ジ ュ バ
ン ト を 含 む 。 そ の よ う な ア ジ ュ バ ン ト も ま た 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 本 発 明 の
目 的 の た め に 、 「 免 疫 剤 」 は 、 異 種 性 ポ リ ペ プ チ ド と の 融 合 体 お よ び 本 明 細 書 に 記 載 さ れ
う る よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 他 の 型 に 加 え て 、 断 片 、 変 異 体 お よ び /ま た は 誘 導 体 を 含 む 、
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 定 義 さ れ う る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 典 型 的 に は 、 免 疫 剤 お よ び /ま た は ア ジ ュ バ ン ト は 、 複 数 回 の 皮 下 ま た は 腹 腔 内 注 射 に
よ り 動 物 に 注 入 さ れ る が 、 そ れ ら は ま た 、 筋 肉 内 に お よ び /ま た は 静 脈 内 を 通 し て 与 え ら
れ う る 。 免 疫 剤 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 そ れ ら の 融 合 タ ン パ ク 質 も し く は 変 異 体 を 含
み う る 。 ポ リ ペ プ チ ド の 性 質 (す な わ ち 、 パ ー セ ン ト 疎 水 性 、 パ ー セ ン ト 親 水 性 、 安 定 性
、 正 味 荷 電 、 等 電 点 な ど )に 依 存 し て 、 免 疫 さ れ る こ と に な っ て い る 哺 乳 動 物 に お い て 免
疫 原 性 で あ る こ と が 知 ら れ て い る タ ン パ ク 質 に 免 疫 剤 を 結 合 さ せ る こ と が 有 用 で あ り う る
。 そ の よ う な 結 合 は 、 共 有 結 合 が 形 成 さ れ る よ う に 活 性 化 学 官 能 基 を 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド お よ び 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 の 両 方 へ 誘 導 す る こ と に よ る 化 学 的 結 合 か 、 ま た は 融 合 タ ン
パ ク 質 に 基 づ い た 方 法 も し く は 当 業 者 に 公 知 の 他 の 方 法 を 通 し て か の い ず れ か を 含 む 。 そ
の よ う な 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 の 例 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト
ヘ モ シ ア ニ ン 、 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ウ シ チ ロ グ ロ ブ リ ン お よ び ダ イ ズ ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ
ー を 含 む 。 様 々 な ア ジ ュ バ ン ト が 、 宿 主 種 に 依 存 し て 免 疫 学 的 応 答 を 増 加 さ せ る た め に 用
い ら れ う り 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 フ ロ イ ン ト (完 全 お よ び 不 完 全 )、 水 酸 化 ア ル ミ
ニ ウ ム の よ う な ミ ネ ラ ル ゲ ル 、 リ ゾ レ シ チ ン の よ う な 界 面 活 性 物 質 、 プ ル ロ ニ ッ ク ポ リ オ
ー ル 、 ポ リ ア ニ オ ン 、 ペ プ チ ド 、 油 乳 濁 液 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン 、 ジ ニ ト
ロ フ ェ ノ ー ル 、 な ら び に BCG(カ ル メ ッ ト ・ ゲ ラ ン 桿 菌 (bacille Calmette-Guerin))お よ び
コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ パ ル ブ ム の よ う な 有 用 で あ る 可 能 性 の あ る ヒ ト ア ジ ュ バ ン ト を 含 む
。 用 い ら れ う る ア ジ ュ バ ン ト の 追 加 の 例 は 、 MPL-TDMア ジ ュ バ ン ト (モ ノ ホ ス ホ リ ル リ ピ ド
A、 合 成 ト レ ハ ロ ー ス ジ コ リ ノ ミ コ レ ー ト )を 含 む 。 免 疫 化 プ ロ ト コ ー ル は 、 過 度 の 実 験 な
し に 当 業 者 に よ り 選 択 さ れ う る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
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　 本 発 明 の 抗 体 は ま た 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 み う る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Kohler
 and Milstein, Nature, 256:495 (1975)お よ び 米 国 特 許 第 4,376,110号 に よ り 、 Harlow, 
et al., Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold spring Harbor Laboratory Press, 
第 2版 , (1988)に よ り 、 Hammerling, et al., Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybrid
omas (Elsevier, N.Y., (1981))に よ り 記 載 さ れ た も の の よ う な ハ イ ブ リ ド ー マ 方 法 、 ま
た は 当 業 者 に 公 知 の 他 の 方 法 を 用 い て 調 製 さ れ う る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る た め
に 用 い ら れ う る 方 法 の 他 の 例 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 ヒ ト B細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ
技 術 (Kosbor et al., 1983, Immunology Today 4:72; Cole et al., 1983, Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 80:2026-2030) お よ び EBV-ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 (Cole et al., 1985, Mon
oclonal Antibodies And Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96)を 含 む 。 そ
の よ う な 抗 体 は 、 IgG、 IgM、 IgE、 IgA、 IgDお よ び そ れ ら 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 う る 。 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ は
、 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で 培 養 さ れ う る 。 イ ン ビ ボ で の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 高 力 価
の 産 生 は 、 こ れ を 産 生 の 現 在 好 ま し い 方 法 に さ せ て い る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 方 法 に お い て 、 マ ウ ス 、 ヒ ト 化 マ ウ ス 、 ヒ ト 免 疫 系 を も つ マ ウ ス 、 ハ ム
ス タ ー 、 ま た は 他 の 適 切 な 宿 主 動 物 は 、 典 型 的 に は 、 免 疫 剤 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 産
生 す る 、 ま た は 産 生 す る 能 力 が あ る リ ン パ 球 を 誘 発 す る よ う に 免 疫 剤 で 免 疫 さ れ る 。 ま た
は 、 リ ン パ 球 は イ ン ビ ト ロ で 免 疫 さ れ う る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 免 疫 剤 は 、 典 型 的 に は 、 神 経 ポ リ ペ プ チ ド 、 そ れ ら の 断 片 ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む
。 一 般 的 に 、 ヒ ト 起 源 の 死 亡 が 望 ま し い 場 合 に は 末 梢 血 リ ン パ 球 (「 PBL」 )が 用 い ら れ る
か 、 ま た は 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 源 が 望 ま し い 場 合 に は 脾 臓 細 胞 も し く は リ ン パ 節 細 胞 が 用 い ら
れ る か の い ず れ か で あ る 。 リ ン パ 球 は 、 そ の 後 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 形 成 す る た め に 、
ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の よ う な 適 し た 融 合 剤 を 用 い て 不 死 化 細 胞 系 と 融 合 さ れ る (Godin
g, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, Academic Press, (1986), pp. 5
9-103)。 不 死 化 細 胞 系 は 、 通 常 、 形 質 転 換 さ れ た 哺 乳 動 物 細 胞 、 特 に 、 齧 歯 類 、 ウ シ お よ
び ヒ ト 起 源 の 骨 髄 腫 細 胞 、 で あ る 。 通 常 に は 、 ラ ッ ト ま た は マ ウ ス の 骨 髄 腫 細 胞 系 が 用 い
ら れ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 好 ま し く は 、 融 合 さ れ て い な い 不 死 化 細 胞 の 増 殖 ま た は
生 存 を 阻 害 す る 1つ ま た は 複 数 の 物 質 を 含 む 適 し た 培 地 に お い て 培 養 さ れ う る 。 例 え ば 、
親 細 胞 が 酵 素 ヒ ポ キ サ ン チ ン グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (HGPRTま た は HP
RT)を 欠 損 す る 場 合 に は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の た め の 培 地 は 、 典 型 的 に は 、 物 質 が HGPRT欠 損
細 胞 の 増 殖 を 妨 げ る 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン お よ び チ ミ ジ ン (「 HAT培 地 」 )を
含 む 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 好 ま し い 不 死 化 細 胞 系 は 、 効 率 的 に 融 合 し 、 選 択 さ れ た 抗 体 産 生 細 胞 に よ る 抗 体 の 安 定
的 な 高 レ ベ ル 発 現 を 維 持 し 、 か つ HAT培 地 の よ う な 培 地 に 感 受 性 が あ る も の で あ る 。 よ り
好 ま し い 不 死 化 細 胞 系 は 、 例 え ば 、 Salk Institute Cell Distribution Center, San Die
go, Calif.お よ び American Type Culture Collection, Manassas, Vaか ら 入 手 さ れ う る マ
ウ ス 骨 髄 腫 系 で あ る 。 明 細 書 中 を 通 し て 推 論 さ れ る よ う に 、 ヒ ト 骨 髄 腫 お よ び マ ウ ス -ヒ
ト ヘ テ ロ 骨 髄 腫 細 胞 系 も ま た 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 に つ い て 記 載 さ れ て い る (K
ozbor, J. Immunol., 133:3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody Product
ion Techniques and Applications, Marcel Dekker, Inc., New York, (1987) pp. 51-63
)。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 が 培 養 さ れ る 培 地 は 、 そ の 後 、 本 発 明 の 神 経 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て
方 向 づ け ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 存 在 に つ い て ア ッ セ イ さ れ う る 。 好 ま し く は 、 ハ イ
ブ リ ド ー マ 細 胞 に よ り 産 生 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 特 異 性 は 、 免 疫 沈 降 法 に よ り
、 ま た は ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (RIA)も し く は 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検 定 法 (ELISA)の よ う な イ
ン ビ ト ロ 結 合 ア ッ セ イ 法 に よ り 、 測 定 さ れ る 。 そ の よ う な 技 術 は 当 技 術 分 野 に お い て 公 知
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で あ り 、 当 業 者 の 技 術 範 囲 内 で あ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 親 和 性 は 、 例 え ば 、 Muns
on and Pollart, Anal. Biochem., 107:220 (1980)の ス キ ャ ッ チ ャ ー ド (Scatchard)分 析
に よ り 測 定 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 所 望 の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 が 同 定 さ れ た 後 、 ク ロ ー ン は 、 限 界 希 釈 手 順 に よ り サ ブ ク ロ
ー ニ ン グ さ れ 、 標 準 的 方 法 (Goding、 前 記 )に よ り 増 殖 さ れ う る 。 こ の 目 的 の た め の 適 し た
培 地 は 、 例 え ば 、 ダ ル ベ ッ コ の 改 変 イ ー グ ル 培 地 お よ び RPMI-1640を 含 む 。 ま た は 、 ハ イ
ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 哺 乳 動 物 に お け る 腹 水 の よ う な イ ン ビ ボ で 増 殖 さ れ う る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 サ ブ ク ロ ー ン に よ り 分 泌 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば 、 プ ロ テ イ ン A-セ フ ァ ロ
ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 電
気 泳 動 、 透 析 、 ま た は ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の よ う な 通 常 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン
精 製 手 順 に よ り 培 地 ま た は 腹 水 か ら 単 離 ま た は 精 製 さ れ う る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 当 業 者 は 、 様 々 な 方 法 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 に つ い て 当 技 術 分 野 に 存 在 し て お り
、 従 っ て 、 本 発 明 は 、 そ れ ら の た だ 1つ の 、 ハ イ ブ リ ド ー マ に お け る 産 生 に 限 定 さ れ な い
こ と を 認 識 し て い る も の と 思 わ れ る 。 例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 米 国 特 許 第 4,816,
567号 に 記 載 さ れ た も の の よ う な 組 換 え DNA方 法 に よ り 作 製 さ れ う る 。 こ の よ う な 関 係 に お
い て 、 用 語 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 は 、 単 一 の 真 核 生 物 、 フ ァ ー ジ ま た は 原 核 生 物 の ク ロ
ー ン 由 来 の 抗 体 を 指 す 。 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー ド す る DNAは 、 通 常 の 手 順 (例
え ば 、 マ ウ ス 抗 体 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 、 ま た は ヒ ト 、 ヒ ト 化 も し く は 他 の 起 源 由 来 の そ の よ
う な 鎖 を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 特 異 的 に 結 合 す る 能 力 が あ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を
用 い る こ と に よ り )を 用 い て 、 容 易 に 単 離 か つ シ ー ク エ ン シ ン グ さ れ う る 。 本 発 明 の ハ イ
ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 そ の よ う な DNAの 好 ま し い 供 給 源 と し て の 役 割 を 果 た す 。 い っ た ん 単
離 さ れ た な ら ば 、 DNAは 、 発 現 ベ ク タ ー へ 配 置 さ れ う り 、 そ の 後 、 組 換 え 宿 主 細 胞 に お い
て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 合 成 を 得 る よ う に 、 そ う で な け れ ば 免 疫 グ ロ ブ リ ン タ ン パ ク 質 を
産 生 し な い サ ル COS細 胞 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 (CHO)細 胞 、 ま た は 骨 髄 腫 細 胞 の よ
う な 宿 主 細 胞 へ 形 質 転 換 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ テ ク ノ ロ ジ ー を 用 い て 特 定 の 抗 体 に つ い て 産 生 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ す
る た め の 方 法 は 、 日 常 的 で 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 非 限 定 的 例 に お い て 、 マ ウ
ス は 、 生 物 マ ー カ ー ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の よ う な ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る 細 胞 で 免 疫 さ れ
う る 。 い っ た ん 免 疫 応 答 が 検 出 さ れ た な ら ば 、 例 え ば 、 抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 が 、 マ ウ ス 血
清 に 検 出 さ れ 、 マ ウ ス 脾 臓 が 採 取 さ れ て 、 脾 細 胞 が 単 離 さ れ る 。 脾 細 胞 は 、 そ の 後 、 周 知
の 方 法 に よ り 任 意 の 適 し た 骨 髄 腫 細 胞 、 例 え ば ATCCか ら 入 手 で き る 細 胞 系 SP20由 来 の 細 胞
、 に 融 合 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 限 界 希 釈 に よ り 選 択 か つ ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 。 ハ イ
ブ リ ド ー マ ク ロ ー ン は 、 そ の 後 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 結 合 す る 能 力 が あ る 抗 体 を 分 泌
す る 細 胞 に つ い て 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 方 法 に よ り ア ッ セ イ さ れ る 。 一 般 的 に 高 レ ベ
ル の 抗 体 を 含 む 腹 水 が 、 陽 性 ハ イ ブ リ ド ー マ ク ロ ー ン で マ ウ ス を 免 疫 す る こ と に よ り 産 生
さ れ う る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る 方 法 、 加 え て 、 本 発 明 の 抗 体 を 分 泌
す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 培 養 す る 段 階 で あ っ て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ が 、 本 発 明 の 抗 原 で 免
疫 さ れ た マ ウ ス か ら 単 離 さ れ た 脾 細 胞 を 骨 髄 腫 細 胞 と 融 合 す る こ と に よ り 作 製 さ れ て い る
段 階 、 お よ び そ の 後 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 結 合 す る 能 力 が あ る 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ
リ ド ー マ ク ロ ー ン に つ い て 、 融 合 の 結 果 生 じ た ハ イ ブ リ ド ー マ を ス ク リ ー ニ ン グ す る 段 階
を 含 む 方 法 に よ り 産 生 さ れ る 抗 体 を 提 供 す る 。 切 断 生 成 物 、 そ れ ら の ペ プ チ ド お よ び 誘 導
体 を 検 出 す る 抗 体 は 、 新 し い 切 断 生 成 物 を 同 定 す る た め の イ ム ノ ア ッ セ イ 法 お よ び 他 の 方
法 に 用 い ら れ う る 、 な ら び に 、 神 経 系 傷 害 、 傷 害 の 重 症 度 の 程 度 お よ び /ま た は 神 経 学 的
障 害 の 診 断 に 用 い ら れ う る 。
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【 ０ ２ ４ ２ 】
　 他 の 方 法 も ま た 、 切 断 生 成 物 特 異 的 抗 体 の 大 量 生 産 に 用 い ら れ う る 。 例 え ば 、 抗 体 は ま
た 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 様 々 な フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 方 法 を 用 い て 作 製 さ れ う る 。
フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 方 法 に お い て 、 機 能 性 抗 体 ド メ イ ン は 、 そ れ ら を コ ー ド す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る フ ァ ー ジ 粒 子 の 表 面 上 に デ ィ ス プ レ イ さ れ る 。 特 定 の 態 様 に お い
て 、 そ の よ う な フ ァ ー ジ は 、 レ パ ー ト リ ー ま た は 組 み 合 わ せ の 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー (例 え ば
、 ヒ ト ま た は マ ウ ス )か ら 発 現 さ れ る 抗 原 結 合 ド メ イ ン を デ ィ ス プ レ イ す る た め に 利 用 さ
れ う る 。 対 象 と な る 抗 原 を 結 合 す る 抗 原 結 合 ド メ イ ン を 発 現 さ せ る フ ァ ー ジ は 、 抗 原 で 、
例 え ば 、 標 識 さ れ た 抗 原 、 ま た は 固 体 も し く は ビ ー ズ に 結 合 も し く は 捕 獲 さ れ た 抗 原 を 用
い て 、 選 択 ま た は 同 定 さ れ う る 。 こ れ ら の 方 法 に 用 い ら れ る フ ァ ー ジ は 、 典 型 的 に は 、 Fa
b、 Fv、 ま た は フ ァ ー ジ 遺 伝 子 IIIも し く は 遺 伝 子 VIIIタ ン パ ク 質 の い ず れ か に 組 換 え 的 に
融 合 さ れ た ジ ス ル フ ィ ド 安 定 化 Fv抗 体 ド メ イ ン を も つ フ ァ ー ジ か ら 発 現 さ れ る fdお よ び M1
3結 合 ド メ イ ン を 含 む 繊 維 状 フ ァ ー ジ で あ る 。 本 発 明 の 抗 体 を 作 製 す る た め に 用 い ら れ う
る フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 方 法 の 例 は 、 Brinkman et al., J. Immunol. Methods 182:41-50
 (1995); Ames et al., J. Immunol. Methods 184:177-186 (1995); Kettleborough et a
l., Eur. J. Immunol. 24:952-958 (1994); Persic et al., Gene 187 9-18 (1997); Bur
ton et al., Advances in Immunology 57:191-280 (1994); PCT出 願 第 PCT/GB91/01134号 ;
 PCT公 開  WO 90/02809; WO 91/10737; WO 92/01047; WO 92/18619; WO 93/11236; WO 95/
15982; WO 95/20401; お よ び 米 国 特 許 第 5,698,426号 ; 第 5,223,409号 ; 第 5,403,484号 ; 
第 5,580,717号 ; 第 5,427,908号 ; 第 5,750,753号 ; 第 5,821,047号 ; 第 5,571,698号 ; 第 5,4
27,908号 ; 第 5,516,637号 ; 第 5,780,225号 ; 第 5,658,727号 ; 第 5,733,743号 お よ び 第 5,96
9,108号 ； そ れ ぞ れ は 全 体 と し て 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 、 に 開 示 さ れ
た も の を 含 む 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 様 々 な 有 用 性 を も つ 。 例 え ば 、 そ の よ う な 抗 体 は 、 試 料 に お い て 本 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 ま た は 定 量 化 を 検 出 す る た め の 診 断 ア ッ セ イ 法 に 用 い ら れ う る 。 そ
の よ う な 診 断 ア ッ セ イ 法 は 、 少 な く と も 2段 階 を 含 み う る 。 第 一 に 、 試 料 を 抗 体 に さ ら す
段 階 で あ っ て 、 試 料 が 組 織 (例 え ば 、 ヒ ト 、 動 物 な ど )、 生 体 液 (例 え ば 、 血 液 、 尿 、 痰 、
精 液 、 羊 水 、 唾 液 な ど )、 生 物 学 的 抽 出 物 (例 え ば 、 組 織 ま た は 細 胞 の ホ モ ジ ネ ー ト な ど )
、 タ ン パ ク 質 マ イ ク ロ チ ッ プ (例 え ば 、 Arenkov P, et al., Anal Biochem., 278(2):123-
131 (2000)参 照 )、 ま た は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム な ど で あ る 、 段 階 。 お よ び 、 基 質 に
結 合 し た 抗 体 の 定 量 化 を 含 む 第 二 段 階 。 ま た は 、 方 法 は 、 追 加 と し て 、 抗 体 を 固 体 支 持 体
へ 、 共 有 結 合 的 に 、 静 電 気 的 に 、 ま た は 可 逆 的 に か の い ず れ か で 、 付 着 さ せ る 第 一 段 階 、
お よ び 結 合 し た 抗 体 を 、 上 記 お よ び 本 明 細 書 の 他 の 場 所 で 定 義 さ れ て い る よ う な 、 試 料 に
さ ら す 第 二 段 階 を 含 み う る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 競 合 結 合 ア ッ セ イ 法 、 直 接 ま た は 間 接 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 法 、 不 均 一 ま た は 均 一 な 相
の い ず れ か に お い て 行 わ れ る 免 疫 沈 降 ア ッ セ イ 法 の よ う な 様 々 な 診 断 ア ッ セ イ 技 術 は 、 当
技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る (Zola, Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques, 
CRC Press, Inc., (1987), pp. 147-158)。 診 断 ア ッ セ イ 法 に 用 い ら れ る 抗 体 は 、 検 出 可
能 な 部 分 で 標 識 さ れ う る 。 検 出 可 能 な 部 分 は 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 直 接 的 に か ま た は 間
接 的 に か の い ず れ か で 、 発 生 す る 能 力 が あ る べ き で あ る 。 例 え ば 、 検 出 可 能 な 部 分 は 、 2 H
、 1 4 C、 3 2 Pま た は 1 2 5 Iの よ う な 放 射 性 同 位 元 素 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 ロ
ー ダ ミ ン 、 も し く は ル シ フ ェ リ ン の よ う な 蛍 光 ま た は 化 学 ル ミ ネ セ ン ス 化 合 物 、 ア ル カ リ
ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 、 ま た は 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼ の よ う な 酵 素 で あ り う る 。 抗 体 を 検 出 可 能 な 部 分 に 結 合 さ せ る た め の 当 技 術 分
野 に お い て 公 知 の 任 意 の 方 法 が 用 い ら れ う り 、 Hunter et al., Nature, 144:945 (1962);
 David et al., Biochem., 13:1014 (1974); Pain et al., J. Immunol. Methods, 40:21
9 (1981); お よ び Nygren, J. Histochem. and Cytochem., 30:407 (1982)に よ り 記 載 さ れ
た 方 法 を 含 む 。
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【 ０ ２ ４ ５ 】
キ ッ ト
　 さ ら に も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 神 経 系 傷 害 、 傷 害 の 重 症 度 の 程 度 、 細 胞 内
局 在 性 お よ び /ま た は ニ ュ ー ロ ン の 障 害 の 診 断 を 助 け る た め の キ ッ ト で あ っ て 、 キ ッ ト が
本 発 明 の マ ー カ ー を 検 出 す る た め に 用 い ら れ う る 、 キ ッ ト を 提 供 す る 。 例 え ば 、 キ ッ ト は
、 マ ー カ ー が 患 者 お よ び 正 常 な 被 験 体 の 試 料 に お い て 異 な っ て 存 在 す る 、 本 明 細 書 に 記 載
さ れ た マ ー カ ー の 任 意 の 1つ ま た は 複 数 を 検 出 す る た め に 用 い ら れ う る 。 本 発 明 の キ ッ ト
は 多 く の 適 用 を 有 す る 。 例 え ば 、 キ ッ ト は 、 被 験 体 が 、 例 え ば 、 樹 状 突 起 と 対 比 し て 、 軸
索 傷 害 を も つ か 、 ま た は 陰 性 診 断 を も つ か を 区 別 す る た め に 用 い ら れ う り 、 そ れ に 従 っ て
、 ニ ュ ー ロ ン の 傷 害 診 断 を 助 け る 。 も う 一 つ の 例 に お い て 、 キ ッ ト は 、 処 置 の 効 果 を 測 定
す る た め の イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ の 動 物 モ デ ル に お い て 、 マ ー カ ー の 1つ ま た は 複 数
の 発 現 を 調 節 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め に 用 い ら れ う る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 キ ッ ト は 、 (a)組 成 物 ま た は 生 物 マ ー カ ー の 一 団 ； (b)タ ン パ ク 質
基 質 ； お よ び (c)検 出 試 薬 を 含 む 。 そ の よ う な キ ッ ト は 、 上 記 の 材 料 か ら 調 製 さ れ う り 、
材 料 (例 え ば 、 抗 体 、 検 出 試 薬 、 固 定 化 支 持 体 な ど )に 関 す る 前 の 考 察 は 、 こ の 項 へ 完 全 に
適 用 で き 、 繰 り 返 さ れ る こ と は な い と 考 え ら れ る 。 任 意 で 、 キ ッ ト は さ ら に 、 事 前 分 画 ス
ピ ン カ ラ ム を 含 み う る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 キ ッ ト は さ ら に 、 ラ ベ ル ま た は 別 個 の
挿 入 物 の 形 で 、 適 し た 操 作 パ ラ メ ー タ ー に つ い て の 使 用 説 明 書 を 含 み う る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 組 成 物 ま た は 生 物 マ ー カ ー の 一 団 は 、 SEQ ID NO:1～ 148に よ り
同 定 さ れ る 任 意 の ひ と つ の 生 物 マ ー カ ー か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 生 物 マ ー カ ー を
含 む 。 好 ま し く は 、 生 物 マ ー カ ー の 一 団 は 、 SEQ ID NO:1～ 148か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も
2つ の 生 物 マ ー カ ー か ら SEQ ID NO:1～ 148か ら 選 択 さ れ る 145個 の 生 物 マ ー カ ー ま で を 含 む
。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 追 加 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 抗 原 を 含 む 血 清 を ス ク リ ー ニ
ン グ す る の に 用 い る 診 断 キ ッ ト を 含 む 。 診 断 キ ッ ト は 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 抗 原 と 特 異 的 免 疫 反 応 性 の 、 実 質 的 に 単 離 さ れ た 抗 体 、 お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た
は ポ リ ペ プ チ ド 抗 原 の 抗 体 へ の 結 合 を 検 出 す る た め の 手 段 を 含 む 。 一 つ の 態 様 に お い て 、
抗 体 は 固 体 支 持 体 に 付 着 し て い る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ
り う る 。 キ ッ ト の 検 出 手 段 は 、 第 二 の 標 識 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 み う る 。 代 替 と
し て 、 ま た は 追 加 と し て 、 検 出 手 段 は 、 標 識 さ れ た 競 合 抗 原 を 含 み う る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 一 つ の 診 断 構 成 に お い て 、 検 査 血 清 は 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 得 ら れ る 表 面 結 合 し た 抗 原
を 有 す る 固 相 試 薬 と 反 応 さ せ ら れ る 。 特 異 的 な 抗 原 抗 体 で 試 薬 に 結 合 さ せ 、 洗 浄 に よ り 結
合 し て い な い 血 清 成 分 を 除 去 し た 後 、 試 薬 は 、 固 体 支 持 体 上 の 結 合 し た 抗 -抗 原 の 抗 体 の
量 に 比 例 し て レ ポ ー タ ー を 試 薬 に 結 合 さ せ る よ う に 、 レ ポ ー タ ー 標 識 抗 ヒ ト 抗 体 と 反 応 さ
せ ら れ る 。 試 薬 は 、 結 合 し て い な い 標 識 抗 体 を 除 去 す る た め に 再 び 洗 浄 さ れ 、 試 薬 と 会 合
し た レ ポ ー タ ー の 量 が 測 定 さ れ る 。 典 型 的 に は 、 レ ポ ー タ ー は 、 適 し た 蛍 光 定 量 的 、 ル ミ
ネ セ ン ス の 、 ま た は 比 色 定 量 の 基 質 の 存 在 下 で 固 相 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 検 出
さ れ る 酵 素 で あ る (Sigma, St. Louis, Mo.)。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 上 記 ア ッ セ イ 法 に お け る 固 体 表 面 試 薬 は 、 タ ン パ ク 質 材 料 を 、 重 合 ビ ー ズ 、 デ ィ ッ プ ス
テ ィ ッ ク 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト ま た は フ ィ ル タ ー 材 料 の よ う な 固 体 支 持 体 材 料 へ 付 着 さ せ る
た め の 公 知 の 技 術 に よ り 調 製 さ れ る 。 こ れ ら の 付 着 方 法 は 、 一 般 的 に 、 タ ン パ ク 質 の 支 持
体 へ の 非 特 異 的 吸 着 、 ま た は 、 典 型 的 に は 、 遊 離 ア ミ ノ 基 を 通 し て の 、 活 性 化 カ ル ボ キ シ
ル 基 、 ヒ ド ロ キ シ ル 基 も し く は ア ル デ ヒ ド 基 の よ う な 固 体 支 持 体 上 の 化 学 反 応 性 基 へ の タ
ン パ ク 質 の 共 有 結 合 性 付 着 を 含 む 。 ま た は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン コ ー テ ィ ン グ 化 プ レ ー ト
が 、 ビ オ チ ン 化 抗 原 と 共 に 用 い ら れ う る 。
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【 ０ ２ ５ １ 】
　 任 意 で 、 キ ッ ト は さ ら に 、 試 料 で 検 出 さ れ た マ ー カ ー の 検 査 量 が 、 神 経 系 傷 害 、 傷 害 の
重 症 度 の 程 度 、 細 胞 内 局 在 性 、 ニ ュ ー ロ ン の 障 害 お よ び /ま た は 患 者 へ の 処 置 の 効 果 の 診
断 と 一 致 し た 診 断 量 で あ る か ど う か を 決 定 す る た め に 対 照 情 報 標 準 と 検 査 試 料 が 比 較 さ れ
う る よ う に 、 標 準 ま た は 対 照 情 報 を 含 み う る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 キ ッ ト は 以 下 を 含 む ： (a)吸 着 剤 が マ ー カ ー を 結 合 す る の に
適 し て い る 、 上 に 吸 着 剤 を 含 む 基 板 、 (b)SEQ ID NO:1～ 148に よ り 同 定 さ れ る 生 物 マ ー カ
ー か ら 選 択 さ れ る 任 意 の 1個 の 生 物 マ ー カ ー か ら 145個 ま で の 生 物 マ ー カ ー 、 お よ び (c)試
料 を 吸 着 剤 と 接 触 さ せ 、 吸 着 剤 に よ り 保 持 さ れ た マ ー カ ー を 検 出 す る こ と に よ り マ ー カ ー
を 検 出 す る た め の 使 用 説 明 書 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 キ ッ ト は 、 溶 離 液 (選 択 肢 と し
て 、 ま た は 使 用 説 明 書 と 組 み 合 わ せ て )ま た は 溶 離 液 を 作 製 す る た め の 使 用 説 明 書 を 含 み
う り 、 吸 着 剤 お よ び 溶 離 液 の 組 み 合 わ せ が 、 気 相 イ オ ン 分 光 測 定 法 を 用 い る マ ー カ ー の 検
出 を 可 能 に す る 。 そ の よ う な キ ッ ト は 、 上 記 の 材 料 か ら 調 製 さ れ う り 、 こ れ ら の 材 料 (例
え ば 、 プ ロ ー ブ 基 板 、 吸 着 剤 、 洗 浄 溶 液 な ど )の 前 の 考 察 が こ の 項 へ 完 全 に 適 用 で き 、 繰
り 返 さ れ る こ と は な い と 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 キ ッ ト は 、 上 に 吸 着 剤 を 含 む 第 一 基 板 (例 え ば 、 吸 着 剤 で 官
能 性 を も た せ た 粒 子 )、 お よ び 第 一 基 板 が 気 相 イ オ ン 分 光 計 へ 取 り 外 し 可 能 に 挿 入 で き る
プ ロ ー ブ を 形 成 す る よ う に 配 置 さ れ う る 、 第 二 基 板 を 含 み う る 。 他 の 態 様 に お い て 、 キ ッ
ト は 、 基 板 の 上 に 吸 着 剤 を も つ 取 り 外 し 可 能 に 挿 入 で き る プ ロ ー ブ の 形 を と る 単 一 の 基 板
を 含 み う る 。 さ ら に も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 キ ッ ト は さ ら に 、 事 前 分 画 ス ピ ン カ ラ ム (
例 え ば 、 シ バ ク ロ ン ブ ル ー ア ガ ロ ー ス カ ラ ム 、 抗 HSAア ガ ロ ー ス カ ラ ム 、 サ イ ズ 排 除 カ ラ
ム 、 Q-陰 イ オ ン 交 換 ス ピ ン カ ラ ム 、 一 本 鎖 DNAカ ラ ム 、 レ ク チ ン カ ラ ム な ど )を 含 み う る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 任 意 で 、 キ ッ ト は さ ら に 、 ラ ベ ル ま た は 別 個 の 挿 入 物 の 形 で 、 適 し た 操 作 パ ラ メ ー タ ー
に つ い て の 使 用 説 明 書 を 含 み う る 。 例 え ば 、 キ ッ ト は 、 試 料 が プ ロ ー ブ 上 に 接 触 し た 後 に
プ ロ ー ブ を 洗 浄 す る 方 法 を 消 費 者 に 知 ら せ る 標 準 的 な 使 用 説 明 書 を 有 し う る 。 も う 一 つ の
例 に お い て 、 キ ッ ト は 、 試 料 に お い て タ ン パ ク 質 の 複 雑 性 を 低 減 す る た め に 試 料 を 事 前 分
画 す る こ と に つ い て の 使 用 説 明 書 を 有 し う る 。 も う 一 つ の 例 に お い て 、 キ ッ ト は 、 分 画 ま
た は 他 の 過 程 を 自 動 化 す る こ と に つ い て の 使 用 説 明 書 を 有 し う る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 限 定 と し て で は な く 、 例 証 と し て 、 提 供 さ れ る 。 特 定 の 例 が 提 供 さ れ
て い る が 、 上 の 記 載 は 例 証 す る も の で あ り 、 制 限 す る も の で は な い 。 前 に 記 載 さ れ た 態 様
の 特 徴 の 任 意 の 1つ ま た は 複 数 は 、 本 発 明 に お け る 任 意 の 他 の 態 様 の 1つ ま た は 複 数 の 特 徴
と 任 意 の 様 式 で 組 み 合 わ せ ら れ う る 。 さ ら に な お 、 本 発 明 の 多 く の バ リ エ ー シ ョ ン が 、 本
明 細 書 の 検 討 に よ り 当 業 者 に 明 ら か に な る も の と 思 わ れ る 。 本 発 明 の 範 囲 は 、 そ れ ゆ え に
、 上 記 の 記 載 を 参 照 し て で は な く 決 定 さ れ る べ き で 、 そ の 代 わ り と し て 、 添 付 さ れ た 特 許
請 求 の 範 囲 を そ れ ら の 等 価 物 の 全 範 囲 と 共 に 参 照 し て 決 定 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 本 出 願 に 引 用 さ れ た す べ て の 刊 行 物 お よ び 特 許 文 書 は 、 あ た か も 各 個 々 の 刊 行 物 ま た は
特 許 文 書 が そ の よ う に 個 々 に 示 さ れ て い る の と 同 じ 程 度 で 、 す べ て の 目 的 の た め に 全 体 と
し て 参 照 に よ り 組 み 入 れ ら れ て い る 。 本 文 書 に お け る 様 々 な 参 照 文 献 の 引 用 に よ り 、 出 願
人 ら は 、 任 意 の 特 定 の 参 照 文 献 が 彼 ら の 発 明 の 「 先 行 技 術 」 で あ る こ と を 認 め な い 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
実 施 例
材 料 お よ び 方 法
脳 傷 害 モ デ ル の イ ン ビ ボ モ デ ル
　 制 御 皮 質 衝 撃 (controlled cortical impact)(CCI)装 置 が 、 ラ ッ ト に お い て TBIの モ デ ル
を 作 り 、 脳 組 織 お よ び CSF試 料 を 作 製 す る た め に 用 い ら れ る 。 成 体 雄 (280～ 300 g)Sprague
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-Dawleyラ ッ ト (Harlan: Indianapolis, IN)を 1:1 O 2 /N 2 Oの 同 伴 ガ ス 中 の 4%イ ソ フ ル ラ ン
で 麻 酔 を か け (4 min.)、 続 い て 、 同 じ 同 伴 ガ ス 中 の 2.5%イ ソ フ ル ラ ン で 麻 酔 状 態 を 維 持 す
る 。 コ ア 身 体 温 度 は 、 直 腸 サ ー ミ ス タ プ ロ ー ブ に よ り 連 続 的 に モ ニ タ ー さ れ 、 ラ ッ ト の 下
に 調 節 可 能 温 度 制 御 加 温 パ ッ ド を 置 く こ と に よ り 37± 1℃ に 維 持 さ れ る 。 動 物 は 、 腹 臥 位
で 定 位 固 定 フ レ ー ム に 乗 せ ら れ 、 耳 お よ び 切 歯 バ ー に よ り 固 定 さ れ る 。 正 中 頭 蓋 切 開 が な
さ れ 、 軟 組 織 が 映 し 出 さ れ 、 片 側 (衝 撃 の 部 位 と 同 側 の )開 頭 (7 mm直 径 )が 、 中 央 縫 合 線 に
隣 接 し た 、 ブ レ グ マ と 人 字 縫 合 の 中 間 で 行 わ れ る 。 硬 膜 は 皮 質 の 上 で 無 傷 の ま ま に し て お
か れ る 。 脳 外 傷 は 、 5 mm直 径 ア ル ミ ニ ウ ム 衝 撃 部 材 チ ッ プ (空 気 圧 シ リ ン ダ ー に 格 納 さ れ
た )で 、 3.5 m/sの 速 度 で 、 1.6 mm 圧 縮 お よ び 150 ms 滞 留 時 間 (圧 縮 持 続 時 間 )で 、 右 皮 質
(同 側 皮 質 )に 衝 撃 を 与 え る こ と に よ り 生 じ さ せ ら れ る 。 こ れ ら の 傷 害 は 、 局 所 性 皮 質 挫 傷
お よ び よ り 広 汎 性 軸 索 損 傷 の 異 な る 大 き さ に 関 連 し て い る 。 速 度 は 、 空 気 圧 シ リ ン ダ ー へ
供 給 さ れ る 圧 力 (圧 縮 N 2 )を 調 整 す る こ と に よ り 制 御 さ れ る 。 速 度 お よ び 滞 留 時 間 は 、 記 憶
ト レ ー ス オ シ ロ ス コ ー プ (BK Precision, model 2522B; Placentia, CA)に よ り 記 録 さ れ る
ア ナ ロ グ シ グ ナ ル を 発 生 す る 線 速 度 変 位 変 換 器 (Lucas Shaevitz(商 標 )モ デ ル 500 HR; Det
roit, MI)に よ り 測 定 さ れ る 。 偽 性 傷 害 対 照 動 物 は 、 衝 撃 傷 害 を 受 け な い こ と を 除 い て 、
同 一 の 外 科 的 手 順 を 受 け る 。 適 切 な 傷 害 前 お よ び 傷 害 後 管 理 は 、 University of Florida 
Institutinal Animal Care and Use Committeeに よ り 示 さ れ た ガ イ ド ラ イ ン お よ び Guide 
for the Care and Use of Laboratory Animalsに 詳 述 さ れ た National Institutes of Hea
lthガ イ ド ラ イ ン の 遵 守 を 保 証 す る よ う に 維 持 さ れ る 。 異 な る 脳 組 織 領 域 、 CSFお よ び 血 清
試 料 は 、 下 記 の よ う に 、 CCI後 、 7連 携 点 (6、 12お よ び 24時 間 、 な ら び に 2、 3、 7お よ び 14
日 間 )の 最 大 7点 に お い て 収 集 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 同 様 に 、 多 器 官 傷 害 が 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 を 用 い て ラ ッ ト に お け る 敗 血 症
に よ り 引 き 起 こ さ れ う る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
脳 組 織 収 集 お よ び 調 製
　 傷 害 後 の 適 切 な 時 点 (6、 12、 24、 48お よ び 72時 間 目 、 5お よ び 7日 間 目 )に お い て 、 動 物
に 麻 酔 を か け 、 す ぐ に 断 頭 に よ り 屠 殺 す る 。 器 官 組 織 を す ぐ に 取 り 出 し 、 氷 冷 し た PBSで
リ ン ス し 、 二 等 分 す る 。 異 な る 領 域 (必 要 に 応 じ て )を 、 素 速 く 切 開 し 、 氷 冷 し た PBS中 で
リ ン ス し 、 液 体 窒 素 中 で 急 速 凍 結 し 、 用 い る ま で -80℃ で 凍 結 す る 。 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト
分 析 の た め に 、 脳 試 料 を 、 ド ラ イ ア イ ス 上 に 置 か れ た 小 さ な 乳 鉢 -乳 棒 (pastel)で 微 粉 末
へ 粉 砕 す る 。 粉 砕 さ れ た 脳 組 織 粉 末 を 、 そ の 後 、 4℃ で 、 50 mM ト リ ス (pH 7.4)、 5 mM ED
TA、 1%(v/v)ト リ ト ン X-100、 1 mM DTT、 1×  プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー カ ク テ ル (Roche B
iochemicals)で 90 min、 溶 解 さ せ る 。 脳 可 溶 化 液 を 、 そ の 後 、 透 明 に し て か つ 不 溶 性 細 片
を 除 去 す る た め に 4℃ で 8000 g、 5 min遠 心 分 離 し 、 急 速 凍 結 し 、 用 い る ま で -85℃ で 保 存
す る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 お よ び 電 気 転 写
　 組 織 可 溶 化 物 お よ び CSFの タ ン パ ク 質 濃 度 は 、 ア ル ブ ミ ン 標 準 で の ビ シ ン コ ニ ン 酸 微 小
タ ン パ ク 質 ア ッ セ イ 法 (Pierce Inc., Rockford, IL, USA)に よ り 測 定 さ れ る 。 タ ン パ ク 質
平 衡 試 料 は 、 0.25 M ト リ ス (pH 6.8)、 0.2 M DTT、 8% SDS、 0.02% ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル
ー お よ び 蒸 留 H 2 O中 の 20% グ リ セ ロ ー ル を 含 む 2倍 ロ ー デ ィ ン グ 緩 衝 液 に お け る ド デ シ ル 硫
酸 -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 あ た り 20マ
イ ク ロ グ ラ ム (20 μ g)の タ ン パ ク 質 が 、 200 Vで 2 hの 6.5% ト リ ス /グ リ シ ン ゲ ル 上 の SDS-
PAGEに よ り 日 常 的 に 分 解 さ れ る 。 電 気 泳 動 後 、 分 離 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 セ ミ ド ラ イ 転 写
ユ ニ ッ ト (Bio-Rad)に お い て 4℃ で 2 h、 20 Vの 定 電 圧 で 0.500 M グ リ シ ン お よ び 0.025 M 
ト リ ス -HCl(pH 8.3)10%メ タ ノ ー ル を 含 む 転 写 緩 衝 液 中 で ポ リ フ ッ 化 ビ ニ リ デ ン (PVDF)膜
へ 横 方 向 に 転 写 さ れ る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
サ ン ド イ ッ チ ELISA
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　 抗 生 物 マ ー カ ー 特 異 的 ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 実 験 室 に
お い て 作 製 さ れ る 。 抗 体 の 反 応 性 お よ び 特 異 性 を 測 定 す る た め に 、 組 織 パ ネ ル が ウ ェ ス タ
ン ブ ロ ッ ト に よ り 探 索 さ れ る 。 間 接 的 ELISAは 、 ア ッ セ イ に 用 い ら れ る 抗 体 の 最 適 な 濃 度
を 決 定 す る た め に ELISAプ レ ー ト に 付 着 し た 組 換 え 生 物 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 と 共 に 用 い ら
れ る 。 こ の ア ッ セ イ は 、 ア ッ セ イ に 用 い ら れ る 抗 生 物 マ ー カ ー の 堅 調 な 濃 度 を 決 定 す る 。
96ウ ェ ル マ イ ク ロ プ レ ー ト ウ ェ ル は 、 50 ng/ウ ェ ル で コ ー テ ィ ン グ さ れ 、 ウ サ ギ お よ び マ
ウ ス 抗 生 物 マ ー カ ー 抗 体 は 、 ア ッ セ イ に 用 い ら れ う る 最 適 な 濃 度 を 決 定 す る た め に 1:250
希 釈 か ら 始 め 、 1:10,000に 至 る ま で 段 階 的 に 希 釈 さ れ る 。 二 次 抗 ウ サ ギ (ま た は マ ウ ス )西
洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (HRP)標 識 検 出 抗 体 お よ び Ultra-TMBが 、 そ の 結 果 を 評 価 す る た
め の 検 出 基 質 と し て 用 い ら れ る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 い っ た ん 最 大 シ グ ナ ル に つ い て の 抗 体 の 濃 度 が 決 定 さ れ た な ら ば 、 各 抗 体 に つ い て の 間
接 的 ELISAの 最 大 検 出 限 界 が 決 定 さ れ る 。 96ウ ェ ル マ イ ク ロ プ レ ー ト は 、 50 ng/ウ ェ ル か
ら <1 pg/ウ ェ ル ま で 段 階 希 釈 さ れ た 濃 度 で コ ー テ ィ ン グ さ れ る 。 検 出 に つ い て 、 抗 体 は 、
上 で 決 定 さ れ た 濃 度 ま で 希 釈 さ れ る 。 こ れ は 、 生 物 マ ー カ ー ELISAア ッ セ イ に つ い て の 感
度 範 囲 を 提 供 し 、 ど の 抗 体 が 捕 獲 お よ び 検 出 抗 体 と し て 選 択 さ れ る べ き か を 決 定 す る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 サ ン ド イ ッ チ ELISAに お け る シ グ ナ ル の 最 適 化 お よ び 増 強 ： 検 出 抗 体 は 、 い ず れ の 交 差
反 応 性 も 避 け る た め に 、 お よ び 非 常 に 感 度 の 高 い 増 幅 系 で シ グ ナ ル を 増 強 す る こ と が で き
る よ う に 、 HRPで 直 接 的 に 標 識 さ れ る 。 こ の 形 式 は 、 す べ て の 生 物 マ ー カ ー を 検 出 す る 際
に 用 い ら れ る 。 96ウ ェ ル プ レ ー ト の ウ ェ ル は 、 精 製 さ れ た 抗 体 (～ 250 ng/ウ ェ ル )の 飽 和
濃 度 で コ ー テ ィ ン グ さ れ 、 生 物 マ ー カ ー 抗 原 の 濃 度 は 、 50 ng/ウ ェ ル か ら <1 pg/ウ ェ ル の
範 囲 で あ り 、 検 出 抗 体 は 上 記 で 決 定 さ れ た 濃 度 で あ る 。 最 初 に 、 複 合 体 は 、 SW ELISA形 式
を 確 認 す る た め に HRP標 識 二 次 抗 体 で 検 出 さ れ 、 検 出 系 は 、 HRP標 識 検 出 抗 体 に 取 っ て 代 わ
ら れ る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 生 物 マ ー カ ー の 標 準 曲 線 な ら び に 対 照 お よ び 傷 害 さ れ た 動 物 由 来 の 試 料 が 用 い ら れ る 。
こ れ は ま た 、 血 清 試 料 と 標 準 曲 線 の 間 の 平 行 度 を 測 定 す る 。 血 清 試 料 は 、 標 準 曲 線 と 類 似
し た 、 各 生 物 マ ー カ ー の 段 階 希 釈 で ス パ イ ク さ れ る 。 平 行 し た 結 果 は 、 80%～ 100%回 収 に
等 し い 。 任 意 の 高 濃 度 の 血 清 が 妨 害 物 質 を 有 す る 場 合 に は 、 必 要 と さ れ る 最 小 希 釈 は 、 妨
害 を 除 去 す る よ う に 決 定 さ れ る 。 ア ッ セ イ は 、 長 い 期 間 を か け て 経 過 観 察 さ れ る 異 な る 大
き さ の 傷 害 を 有 す る 傷 害 さ れ た 動 物 由 来 の 血 清 に お い て 生 物 マ ー カ ー レ ベ ル を 評 価 す る た
め に 用 い ら れ る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
免 疫 ブ ロ ッ テ ィ ン グ 分 析
　 電 気 転 写 後 、 ブ ロ ッ テ ィ ン グ 膜 を 、 TBSお よ び 0.05% ツ イ ー ン -2(TBST)に お け る 5% 脱 脂
乳 に お い て 周 囲 温 度 で 1 h、 ブ ロ ッ キ ン グ し 、 そ の 後 、 4℃ で 一 晩 、 5%ミ ル ク を 含 む TBST中
の 一 次 モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (下 の リ ス ト 参 照 、 製 造 会 社 に よ り 推 奨
さ れ て い る よ う に 1/1000～ 1/3,000希 釈 で )に お い て イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ 、 続 い て 、 TBSTで
の 4回 の 洗 浄 、 お よ び 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ に 連 結 し た 二 次 抗 体 (増 強 化 学 ル ミ ネ セ
ン ス (ELC)法 )か ま た は ビ オ チ ン 化 二 次 抗 体 (Amersham)の い ず れ か と の 周 囲 温 度 で 2時 間 の
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 続 い て ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 結 合 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ と の 30 min
の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン (比 色 定 量 法 )を 行 う 。 ECL試 薬 (Amersham)は 、 X線 フ ィ ル ム 上 で 免 疫
標 識 を 可 視 化 す る た め に 用 い ら れ る 。 ま た は 、 比 色 定 量 発 色 は 、 1段 階 BCIP試 薬 (Sigma)で
行 わ れ る 。 無 傷 タ ン パ ク 質 お よ び そ れ ら の 可 能 性 の あ る 分 解 生 成 物 (BDP)の 分 子 量 は 、 側
面 の 虹 色 分 子 量 標 準 (Amersham)に 沿 っ て 走 ら せ る こ と に よ り 評 価 さ れ る 。 タ ン パ ク 質 お よ
び BDPの レ ベ ル の 半 定 量 的 評 価 は 、 コ ン ピ ュ ー タ 支 援 濃 度 測 定 ス キ ャ ニ ン グ (Epson XL3500
高 解 像 度 フ ラ ッ ト ベ ッ ド ス キ ャ ナ ー )お よ び Image Jソ フ ト ウ ェ ア (NIH)で の 画 像 解 析 に よ
り 行 わ れ る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
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　 イ ン ビ ボ 切 断 部 位 同 定 ： 各 タ ン パ ク 分 解 を 起 こ し や す い 軸 索 お よ び ミ エ リ ン 構 造 タ ン パ
ク 質 の 主 要 な イ ン ビ ボ 切 断 部 位 を 同 定 す る た め に 、 脳 組 織 を 、 主 要 な BDPを 最 適 に 生 成 す
る 時 点 に お い て 傷 害 さ れ た ラ ッ ト か ら プ ー ル す る 。 最 大 収 量 を 得 る た め に 、 組 織 試 料 採 取
は 、 同 側 皮 質 、 皮 質 下 白 質 、 お よ び 脳 梁 を 組 み 合 わ せ る 。 ト リ ト ン X-100を 用 い て プ ー ル
さ れ た 脳 可 溶 化 液 を 「 Brain tissue collection and preparation(脳 組 織 収 集 お よ び 調 製
)」 に お い て 記 載 さ れ て い る よ う に 調 製 す る (上 記 参 照 )。 可 溶 化 液 (5 mgタ ン パ ク 質 )を 、 B
ioRad Dualflow Biologicalシ ス テ ム を 用 い て 強 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (1.0 mm
直 径 、 10 cm長 )に か け る 。 結 合 し た タ ン パ ク 質 を 、 NaCl勾 配 (20～ 500 mM)で 溶 出 し 、 30～
50個 の 画 分 を 収 集 す る 。 対 象 と な る 特 定 の タ ン パ ク 質 お よ び 断 片 を 含 む 画 分 を 、 各 画 分 の
20マ イ ク ロ リ ッ ト ル を SDS-PAGEウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に か け る こ と に よ り 、 測 定 す る 。
こ の 様 式 に お い て 、 無 傷 タ ン パ ク 質 基 質 お よ び そ れ の 主 要 な BDPの 両 方 が 単 離 さ れ る 。 こ
れ ら の タ ン パ ク 質 を 、 そ の 後 、 さ ら に 、 SDS-PAGEに よ り 分 離 し 、 PVDF膜 へ 電 気 転 写 す る 。
直 ち に 分 離 さ れ た BDPお よ び 無 傷 タ ン パ ク 質 バ ン ド を 、 ク マ ー シ ー ブ ル ー 染 色 (80%メ タ ノ
ー ル 、 5%酢 酸 お よ び 0.05%ク マ ー シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー R250、 1分 間 )で 可 視 化 す る 。 BDP
バ ン ド を 切 り 出 し 、 そ れ を 新 し い N末 端 と 同 定 す る た め に 、 N末 端 マ イ ク ロ シ ー ク エ ン シ ン
グ ま た は ト リ プ シ ン 処 理 、 お よ び 質 量 分 光 測 定 分 析 に か け る 。 MASCOTの よ う な 生 物 情 報 学
的 ツ ー ル で 、 プ ロ テ オ ミ ク ス 分 析 か ら 作 成 さ れ た 配 列 を ラ ッ ト プ ロ テ オ ー ム デ ー タ ベ ー ス
に お け る 完 全 長 タ ン パ ク 質 配 列 と 適 合 さ せ る こ と に よ り 、 タ ン パ ク 質 基 質 の 主 要 な 切 断 部
位 が 同 定 さ れ う る 。 こ の 方 法 を 用 い て 、 対 象 と な る タ ン パ ク 質 か ら の 切 断 部 位 は 、 同 定 さ
れ て い る (表 1お よ び 表 2参 照 )。
【 ０ ２ ６ ７ 】
イ ン ビ ト ロ プ ロ テ ア ー ゼ 消 化 お よ び 切 断 部 位 同 定
　 精 製 さ れ た 組 織 タ ン パ ク 質 (10～ 50 μ g)の 、 精 製 さ れ た プ ロ テ ア ー ゼ (0.1～ 2.5 μ g)(
ヒ ト カ ル パ イ ン -1お よ び ブ タ カ ル パ イ ン -2(Calbiochem)、 組 換 え ヒ ト カ ス パ ー ゼ -3、 カ ス
パ ー ゼ -6お よ び カ ス パ ー ゼ -7(Chemicon)、 ウ シ カ テ プ シ ン B(Sigma)、 な ら び に ヒ ト MMP-2
お よ び MMP-9(Chemicon))で の イ ン ビ ト ロ プ ロ テ ア ー ゼ 消 化 を 、 1/200～ 1/40の 基 質 対 プ ロ
テ ア ー ゼ 比 で 、 2時 間 ～ 一 晩 、 カ テ プ シ ン B(そ れ と 共 に 本 発 明 者 ら は 100 mM MES、 pH 5.5
を 用 い る )を 除 い た 50 mM HEPES(pH 7.4)を 含 む 緩 衝 液 中 で 行 う 。 10 mM ジ チ オ ス レ イ ト ー
ル を ま た 、 MMPの た め で は な く 、 シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ (カ ル パ イ ン 、 カ ス パ ー ゼ お よ び
カ テ プ シ ン B)の た め に 、 添 加 し た 。 さ ら に 、 1 mM EDTAを カ ス パ ー ゼ の た め に 添 加 し 、 2 m
M過 剰 CaCl 2 を 添 加 す る 。 プ ロ テ ア ー ゼ 反 応 を プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー カ ク テ ル (Roche)
の 添 加 に よ り 停 止 さ せ る 。 消 化 さ れ た 脳 可 溶 化 液 を 、 上 記 の よ う に 、 免 疫 沈 降 法 お よ び 切
断 部 位 同 定 に か け る 。 対 象 と な る 特 定 の 軸 索 ま た は ミ エ リ ン タ ン パ ク 質 の イ ン ビ ト ロ 切 断
パ タ ー ン を 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 (10 μ g)に よ る イ ン ビ ボ TBI誘 発 切 断 パ タ ー ン と 並
列 比 較 す る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
新 規 な 断 片 特 異 的 抗 体 の 調 製 な ら び に ELISA発 現 お よ び 利 用
(a)断 片 特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製
　 い っ た ん BDPの 新 し い N末 端 が 同 定 さ れ る こ と が で き た な ら ば 、 本 発 明 者 ら の 確 立 し た 独
特 の 技 術 を 用 い て 断 片 特 異 的 抗 体 を 産 生 さ せ る こ と は 可 能 で あ る 。
　
　
例 と し て タ ウ タ ン パ ク 質 を 用 い る が 、 タ ウ は 、 固 有 の 切 断 部 位 (ARVAGVS 1 2 1

∧ K 1 2 2 DRTGN)(
表 2)を 有 し 、 2つ の タ ウ -BDP-26kDaの 新 し い C末 端 ま た は N末 端 に 基 づ い た 合 成 ペ プ チ ド NH2
-Cys-C 6 - ARVAGVS - C O O H お よ び ( N H 2 - KDRTGNDE-C 6 - Cys-OH)が カ ス タ ム 作 製 さ れ る (Californi
a Peptide, Napa, CA)。 C 6 リ ン カ ー お よ び C末 端 シ ス テ イ ン [C]を 、 そ の 後 の 、 ス ル ホ 連 結
架 橋 試 薬 (Pierce)を 用 い る ペ プ チ ド の キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン (KLH)タ ン パ ク
質 へ の カ ッ プ リ ン グ の た め に 導 入 す る 。 カ ッ プ リ ン グ 効 率 測 定 後 、 ペ プ チ ド を 透 析 し て 、
濃 縮 し 、 複 合 タ ン パ ク 質 の 2 mgを 2羽 の ウ サ ギ へ の 複 数 抗 原 注 入 に 用 い る 。 3ヶ 月 後 、 ウ サ
ギ 由 来 の 血 清 試 料 を 収 集 し 、 ス ル ホ 連 結 樹 脂 (Pierce)に カ ッ プ リ ン グ し た NH 2 -Cys-C 6 - ARV
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AGVS - C O O H ま た は ( N H 2 - KDRTGNDE-C 6 - Cys-OH)を 用 い る ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
に か け る 。 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 さ れ た 抗 体 を TBS(20 mM ト リ ス -HCl、 pH 7.4、 150 mM NaC
l)に 対 し て 透 析 し て 、 濃 縮 し 、 -20℃ で 50%グ リ セ ロ ー ル 中 に 保 存 す る 。 タ ウ -BDP-26kDaに
対 す る 抗 体 の 特 異 性 の 確 認 は 、 軽 度 お よ び 中 程 度 の TBIを も つ ラ ッ ト の 曝 露 後 、 全 α II-ス
ペ ク ト リ ン に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 評 価 さ れ た BDP、 加 え て 異 な る プ ロ テ ア ー ゼ (カ
ル パ イ ン ま た は カ ス パ ー ゼ の よ う な )に よ り 消 化 さ れ た 細 胞 ま た は 脳 可 溶 化 液 と の ウ ェ ス
タ ン ブ ロ ッ ト 比 較 、 本 発 明 者 ら が 前 に 用 い た 技 術 、 を 用 い る 。 同 様 に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 も 作 製 さ れ う る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
(b)断 片 特 異 的 ELISAの 発 現 お よ び 利 用
　 断 片 特 異 的 酵 素 結 合 免 疫 測 定 法 (ELISA)を 作 製 す る 方 法 を 例 証 す る た め に 、 タ ウ -BDP-26
kDaが 例 と し て 用 い ら れ る ： 第 一 に 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ が 、 ラ ッ ト の タ ウ お よ び
そ の BDP(Cedarlane、 ク ロ ー ン タ ウ -1)を 認 識 す る 市 販 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 タ ウ -BDP-26kDa抗 体 の 免 疫 反 応 性 を 確 認 す る た め に 用 い ら れ る 。 ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 タ ウ -BDP-26kDa抗 体 の 10 μ g/mlが 、 0.1 M 炭 酸 塩 -重 炭 酸 塩 緩 衝 液 pH 9.8に お い て 、
一 晩 、 96ウ ェ ル ELISAマ イ ク ロ プ レ ー ト を コ ー テ ィ ン グ す る た め の 捕 獲 抗 体 と し て 用 い ら
れ る 。 各 ウ ェ ル を 0.05%ツ イ ー ン 20を 含 む 200 μ L PBSで 3回 リ ン ス し た 後 、 非 特 異 的 部 位
を 、 ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 (PBS中 0.1%BSA、 0.05%ツ イ ー ン 20)で 、 室 温 で 1時 間 ブ ロ ッ キ ン グ
す る 。 対 照 お よ び TBI動 物 由 来 の 脳 組 織 可 溶 化 液 (1～ 25 μ g)ま た は CSF試 料 (2.5～ 10 μ l)
を 、 ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 で 100 μ lま で 希 釈 し 、 各 ウ ェ ル へ 添 加 す る 。 プ レ ー ト を 150 rmp
、 26℃ で 30分 間 ～ 2時 間 、 振 盪 機 上 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 各 ウ ェ ル を 0.05%ツ イ ー ン 20を
含 む 200 μ L PBSで 3回 、 リ ン ス し た 後 、 ウ ェ ル を 、 ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 (100 μ l)で の 1 
μ g/mlに お け る 、 ラ ッ ト の タ ウ お よ び そ れ の BDP断 片 特 異 的 抗 体 を 認 識 す る 検 出 す る 市 販
の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 探 索 し 、 150 rpm、 26℃ で 30～ 60分 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 洗
浄 段 階 を 繰 り 返 し 、 プ レ ー ト を HRP結 合 二 次 抗 体 (1/20,000)(Pierce)で 探 索 し 、 150 rpm、
26℃ で 5～ 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し て 100 μ lの TMB基 質 溶 液 (Ultra-sensitive ABC pe
roxidase Reagent, Pierce)(Pierce製 品 番 号 34028)で 発 現 さ せ る 前 に 再 び 洗 浄 す る 。 50-
μ lの 停 止 溶 液 (1N H 2 SO 4 )の 各 ウ ェ ル へ の 添 加 後 (5 min)、 プ レ ー ト を 分 光 光 度 計 で OD 4 5 0  
nmに お い て 読 み 取 る 。 こ の サ ン ド イ ッ チ ELISA形 式 は 、 生 体 試 料 に 存 在 す る 、 タ ウ -BDP-26
kDaを 選 択 的 に 検 出 す る が 、 無 傷 タ ウ ま た は 他 の BDPを 検 出 し な い 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
実 施 例 1： ラ ッ ト に お け る 外 傷 性 脳 損 傷 (TBI)後 48時 間 目 の タ ン パ ク 質 分 解 攻 撃 に 曝 さ れ た
神 経 タ ン パ ク 質 の 検 出
　 TBIは 、 上 記 の よ う に 齧 歯 類 に 引 き 起 こ さ れ た 。 TBIも し く は 偽 手 術 後 48時 間 目 ま た は ナ
イ ー ブ の ラ ッ ト に お い て 、 CSFの 試 料 を 収 集 し 、 5つ の 新 規 な 神 経 タ ン パ ク 質 マ ー カ ー の 存
在 に つ い て 分 析 し た 。 NF-H(A)、 NF-L(B)、 タ ウ (C)、 APP(D)お よ び β II-ス ペ ク ト リ ン (E)(
図 2)は 、 内 因 性 タ ン パ ク 質 分 解 攻 撃 に 対 し て 脆 弱 で あ り 、 同 側 海 馬 に お い て 主 要 な 分 解 生
成 物 (BDP)を 生 じ る こ と が 同 定 さ れ た 。 同 側 皮 質 試 料 も ま た 分 析 さ れ 、 そ れ ら は 、 タ ン パ
ク 質 分 解 の 非 常 に 類 似 し た パ タ ー ン を 示 し た 。 CSFお よ び 血 液 の よ う な 生 体 液 に 蓄 積 さ れ
る 場 合 の こ れ ら の 固 有 の BDPは 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト ま た は ELISAの よ う な 免 疫 学 的 技 術 に
よ り 容 易 に 検 出 さ れ う り 、 従 っ て 、 器 官 特 異 的 (脳 ま た は 脊 髄 ま た は 末 梢 神 経 )傷 害 ま た は
ス ト レ ス に つ い て の 優 れ た 診 断 マ ー カ ー で あ る (図 1)。
【 ０ ２ ７ １ 】
実 施 例 2： ラ ッ ト に お け る 外 傷 性 脳 損 傷 (TBI)後 48時 間 目 の タ ン パ ク 質 分 解 攻 撃 に 曝 さ れ た
ミ エ リ ン タ ン パ ク 質 の 検 出
　 TBIは 、 上 記 の よ う に 齧 歯 類 に 引 き 起 こ さ れ た 。 TBIも し く は 偽 手 術 後 48時 間 目 ま た は ナ
イ ー ブ の ラ ッ ト に お い て 、 CSFの 試 料 を 収 集 し 、 2つ の 新 規 な ミ エ リ ン 鞘 タ ン パ ク 質 マ ー カ
ー の 存 在 に つ い て 分 析 し た 。 MBPお よ び MOSP(図 3)は 、 内 因 性 タ ン パ ク 質 分 解 攻 撃 に 対 し て
脆 弱 で あ り 、 同 側 海 馬 に お い て 主 要 な 分 解 生 成 物 (BDP)を 生 じ る こ と が 同 定 さ れ た 。 同 側
皮 質 試 料 も ま た 分 析 さ れ 、 そ れ ら は 、 タ ン パ ク 質 分 解 の 非 常 に 類 似 し た パ タ ー ン を 示 し た
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。 MBPに お け る 固 有 の 切 断 部 位 (DENPVVHFF 1 1 4
∧ K 1 1 5 NIVTPP)に 基 づ い て 、 本 発 明 者 ら は 、 1

2 kDaお よ び 10 kDaの MBP-BDPの 新 し い N末 端 (NH2-KNIVTPP)を 特 異 的 に 検 出 す る ポ リ ク ロ ー
ナ ル お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル を 作 製 し た (図 4)。 CSFお よ び 血 液 の よ う な 生 体 液 に 蓄 積 さ れ る
場 合 の こ れ ら の 固 有 の BDPは 、 器 官 特 異 的 (脳 ま た は 脊 髄 ま た は 末 梢 神 経 )傷 害 ま た は ス ト
レ ス に つ い て の 優 れ た 診 断 マ ー カ ー で あ り 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト ま た は ELISAに よ る 図 4に
記 載 さ れ た も の の よ う な 断 片 特 異 的 抗 体 ツ ー ル を 用 い る 技 術 に よ り 検 出 さ れ う る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
実 施 例 3： ラ ッ ト に お け る TBI後 48時 間 目 の ラ ッ ト 皮 質 お よ び /ま た は 海 馬 に お い て 分 解 さ
れ る こ と に な っ て い る シ ナ プ ス タ ン パ ク 質 (シ ナ プ ト タ グ ミ ン お よ び シ ナ プ ト ジ ャ ニ ン -1)
の 検 出
　 TBIは 、 上 記 の よ う に 齧 歯 類 に 引 き 起 こ さ れ た 。 TBIも し く は 偽 手 術 後 48時 間 目 ま た は ナ
イ ー ブ の ラ ッ ト に お い て 、 CSFの 試 料 を 収 集 し 、 5つ の 新 規 な シ ナ プ ス タ ン パ ク 質 マ ー カ ー
の 存 在 に つ い て 分 析 し た 。 シ ナ プ ト タ グ ミ ン (上 部 )お よ び シ ナ プ ト ジ ャ ニ ン -1(下 部 )(図 5
)は 、 内 因 性 タ ン パ ク 質 分 解 攻 撃 に 対 し て 脆 弱 で あ り 、 同 側 海 馬 に お い て 主 要 な 分 解 生 成
物 (BDP)を 生 じ る こ と が 同 定 さ れ た 。 同 側 皮 質 試 料 も ま た 分 析 さ れ 、 そ れ ら は 、 タ ン パ ク
質 分 解 の 非 常 に 類 似 し た パ タ ー ン を 示 し た 。 CSFお よ び 血 液 の よ う な 生 体 液 に 蓄 積 さ れ る
場 合 の こ れ ら の 固 有 の BDPは 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト ま た は ELISAの よ う な 免 疫 学 的 技 術 に よ
り 検 出 さ れ う り 、 従 っ て 、 器 官 特 異 的 (脳 ま た は 脊 髄 ま た は 末 梢 神 経 )傷 害 ま た は ス ト レ ス
に つ い て の 優 れ た 診 断 マ ー カ ー で あ る (図 1)。
【 ０ ２ ７ ３ 】
実 施 例 4： カ ル パ イ ン -2お よ び カ ス パ ー ゼ -3プ ロ テ ア ー ゼ に よ り 切 断 さ れ 、 固 有 の 分 解 生
成 物 を 生 じ る 主 要 な 心 臓 性 ト ロ ポ ニ ン -T2お よ び ト ロ ポ ニ ン -I32の 検 出
　 心 臓 性 ス ト レ ス 、 心 不 全 ま た は 心 虚 血 は 、 カ ル パ イ ン お よ び カ ス パ ー ゼ -3の よ う な プ ロ
テ ア ー ゼ の 過 剰 活 性 化 を 引 き 起 こ す 。 こ こ で 、 本 発 明 者 ら は 、 精 製 さ れ た ヒ ト 心 臓 性 ト ロ
ポ ニ ン T2お よ び ト ロ ポ ニ ン -I3の ア イ ソ フ ォ ー ム を 用 い 、 そ れ ら を カ ル パ イ ン お よ び /ま た
は カ ス パ ー ゼ -3と の イ ン ビ ト ロ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に 曝 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 両 方 の ト ロ
ポ ニ ン が タ ン パ ク 質 分 解 攻 撃 に 脆 弱 で あ り (図 6)、 そ の 過 程 に お い て 主 要 な 分 解 生 成 物 (BD
P)を 生 じ る こ と を 見 出 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 同 じ BDPが 、 心 臓 性 傷 害 ま た は ス ト レ ス を 受
け た 動 物 お よ び ヒ ト に お い て 生 成 さ れ る だ ろ う こ と を 予 想 す る 。 血 液 の よ う な 生 体 液 に 蓄
積 さ れ る 場 合 の こ れ ら の 固 有 の BDPは 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト ま た は ELISAの よ う な 免 疫 学 的
技 術 に よ り 容 易 に 検 出 さ れ う り 、 従 っ て 、 器 官 特 異 的 (心 臓 )傷 害 ま た は ス ト レ ス に つ い て
の 優 れ た 診 断 マ ー カ ー で あ る (図 1)。
【 ０ ２ ７ ４ 】
実 施 例 5： ス ト レ ス も し く は 傷 害 を 受 け た 動 物 に お け る 、 ま た は イ ン ビ ト ロ の プ ロ テ ア ー
ゼ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 中 に お け る 、 主 要 な 器 官 ま た は 組 織 タ ン パ ク 質 の 自 明 で な い 、 固 有
の 切 断 部 位 の 検 出
　 上 記 で 記 載 さ れ 、 実 施 例 1～ 3で 概 略 が 説 明 さ れ た の と 類 似 し た 方 法 を 用 い て 、 主 要 な 器
官 ま た は 組 織 タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 43個 の 自 明 で な い 、 固 有 の 切 断 部 位 (表 2； SEQ ID N
O:1～ 148)が 同 定 さ れ た 。 正 確 な 切 断 部 位 は 、 新 し い C末 端 ま た は 新 し い N末 端 エ ピ ト ー プ
を 模 倣 す る ペ プ チ ド の 合 成 を 可 能 に し 、 こ れ ら は 、 そ の 後 、 断 片 特 異 的 抗 体 ま た は 他 の 捕
獲 も し く は 検 出 作 用 物 質 を 作 製 す る た め に 用 い ら れ う る 。 血 液 の よ う な 生 体 液 に 蓄 積 さ れ
る 場 合 の こ れ ら の 固 有 の BDPは 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 方 法 、 例 え ば 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ
ト ま た は ELISAの よ う な 免 疫 学 的 技 術 、 に よ り 容 易 に 検 出 さ れ う り 、 従 っ て 、 器 官 特 異 的 (
心 臓 )傷 害 ま た は ス ト レ ス に つ い て の 優 れ た 診 断 マ ー カ ー で あ る (図 1)。
【 ０ ２ ７ ５ 】
他 の 態 様
　 本 発 明 は 、 そ の 詳 細 な 説 明 と 共 に 記 載 さ れ て い る が 、 前 の 説 明 は 、 例 証 す る こ と を 意 図
さ れ 、 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る も の で は な く 、 本 発 明 の 範 囲 は 、 添 付 さ れ た 特 許 請 求 の 範
囲 の 範 囲 に よ り 定 義 さ れ る 。 他 の 局 面 、 利 点 お よ び 改 変 は 、 特 許 請 求 の 範 囲 の 範 囲 内 で あ
る 。
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【 ０ ２ ７ ６ 】
(表 ２ )プ ロ テ ア ー ゼ 攻 撃 に よ り 生 じ る 自 明 で な い 、 固 有 の 組 織 タ ン パ ク 質 切 断 部 位 の 例
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　 本 発 明 の 前 の 説 明 は 、 単 に そ の 例 証 と な る に す ぎ ず 、 バ リ エ ー シ ョ ン お よ び 改 変 が 、 特
許 請 求 の 範 囲 に 示 さ れ て い る よ う な 発 明 の 範 囲 の 真 意 か ら 逸 脱 す る こ と な く も た ら さ れ う
る こ と は 、 理 解 さ れ て い る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 本 発 明 は 、 添 付 さ れ た 特 許 請 求 の 範 囲 に お い て 特 に 指 し 示 さ れ て い る 。 本 発 明 の 上 記 お
よ び さ ら な る 利 点 は 、 添 付 図 面 と 共 に 挙 げ ら れ た 以 下 の 説 明 を 参 照 す る こ と に よ り よ り 良
く 理 解 さ れ う る 。
【 図 １ 】 器 官 ス ト レ ス ま た は 傷 害 後 の 診 断 お よ び 治 療 に 関 連 し た 方 法 の 例 を 示 す 概 略 図 で
あ る 。 器 官 ス ト レ ス ま た は 傷 害 お よ び 腫 瘍 形 成 ま た は 処 置 は 、 結 果 と し て 診 断 価 値 の あ る
固 有 の 組 織 タ ン パ ク 質 断 片 を 生 じ る タ ン パ ク 質 分 解 活 性 の 増 加 を 引 き 起 こ す 。
【 図 ２ 】 図 2A～ 2Eは 、 ラ ッ ト 海 馬 に お け る 外 傷 性 脳 損 傷 後 48時 間 目 の タ ン パ ク 質 分 解 攻 撃
に 曝 さ れ た 神 経 タ ン パ ク 質 の 例 を 示 す ゲ ル で あ る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 NF-H(図 2A)、
NF-L(図 2B)、 タ ウ (図 2C)、 APP(図 2D)お よ び β II-ス ペ ク ト リ ン (図 2E)を 含 む 。 そ れ ら の 相
対 的 分 子 量 を も つ 主 要 な 分 解 生 成 物 (BDP)が 示 さ れ て い る 。 同 側 皮 質 試 料 も ま た 分 析 さ れ
、 そ れ ら は 、 タ ン パ ク 質 分 解 の 非 常 に 類 似 し た パ タ ー ン を 示 し た 。
【 図 ３ 】 図 3A～ 3Bは 、 外 傷 性 脳 損 傷 後 24時 間 目 に お け る 切 断 さ れ る こ と に な っ て い る ミ エ
リ ン タ ン パ ク 質 (MBP、 図 3A； MOSP、 図 3B)の 例 を 示 す ゲ ル で あ る 。
【 図 ４ 】 図 4A～ 4Cは 、 組 織 タ ン パ ク 質 断 片 の 固 有 の 新 し い N末 端 (MBP-BDP)を 特 異 的 に 検 出
す る ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル の 作 製 の 例 を 示 す ゲ ル で あ る 。 ナ イ ー ブ お よ び
TBI同 側 皮 質 試 料 (傷 害 後 48時 間 目 )が 、 抗 全 MBP抗 体 (図 4A)、 抗 MBP断 片 特 異 的 ウ サ ギ ポ リ
ク ロ ー ナ ル (図 4B)： ま た は マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル (図 4C)抗 体 で 探 索 さ れ た 免 疫 ブ ロ ッ ト に
お い て 分 析 さ れ た 。 図 4Aに お い て 、 抗 全 MBP抗 体 は 、 ナ イ ー ブ 脳 に お い て 無 傷 MBP-21 kDa
お よ び MBP-18 kDaを 、 TBI脳 に お い て 12 kDaお よ び 10 kDa断 片 (BDP-12 kDa、 BDP-10 kDa)
を 検 出 す る 。 図 4Bお よ び 4Cに お い て 、 BDP-12 kDaお よ び BDP-10 kDaの み が 検 出 さ れ 、 無 傷
MBP(18 kDaお よ び 21 kDa)は こ れ ら の 抗 体 で 検 出 さ れ な か っ た が 、 イ ン ビ ボ で 生 成 さ れ た M
BP断 片 に 対 す る そ れ ら の 高 選 択 性 を 実 証 し た 。
【 図 ５ 】 TBI後 48時 間 目 の ラ ッ ト 皮 質 お よ び /ま た は 海 馬 に お い て 分 解 さ れ る こ と に な っ て
い る シ ナ プ ス タ ン パ ク 質 (シ ナ プ ト タ グ ミ ン お よ び シ ナ プ ト ジ ャ ニ ン -1)の 例 の ゲ ル を 示 す
。
【 図 ６ 】 ヒ ト 心 臓 性 ト ロ ポ ニ ン -T2お よ び ト ロ ポ ニ ン -I3が カ ル パ イ ン -2お よ び カ ス パ ー ゼ
-3に よ り 切 断 さ れ 、 固 有 の 分 解 生 成 物 を 生 じ た 場 合 に 得 ら れ る 結 果 の ゲ ル を 示 す 。
【 図 ７ 】 ヒ ト 筋 肉 ト ロ ポ ニ ン -T1/3が カ ル パ イ ン -1プ ロ テ ア ー ゼ に よ り 消 化 さ れ 、 固 有 の
分 解 生 成 物 を 生 じ た 場 合 に 得 ら れ る 結 果 の ゲ ル を 示 す 。 ク マ ー シ ー 染 色 PVDF膜 が 、 N末 端
シ ー ク エ ン シ ン グ の た め の バ ン ド を 切 除 す る た め に 用 い ら れ た 。 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト は 、
バ ン ド の 大 部 分 の 特 定 の TnT BDPと し て の 同 定 を 示 し て い る 。 下 の マ ッ プ は 、 新 し く 同 定
さ れ た 切 断 部 位 、 TnT1に 1つ お よ び TnT2に 1つ を 示 す 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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