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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　外傷性脳損傷(TBI)の疑いを生じた後最高7日以内の時点での被験体由来の脳脊髄液（CS
F）または血液の試料における、ユビキチンC末端加水分解酵素L1(UCH-L1)の量を決定する
段階；および
　該被験体由来のCSFまたは血液の試料におけるUCH-L1の量を、非損傷被験体由来の対応
するCSFまたは血液の試料におけるUCH-L1の量と比較する段階
を含む、被験体におけるTBIの存在を決定するための方法であって、
　非損傷被験体由来の対応するCSFまたは血液の試料におけるUCH-L1の量と比較して、TBI
を有することが疑われる被験体由来の試料におけるUCH-L1の量がより高い場合、損傷被験
体におけるTBIの存在が示される、方法。
【請求項２】
　TBIの疑いを生じた後最高7日以内の時点での被験体由来のCSFの試料における、小胞膜
タンパク質p-24（p-24）、シヌクレイン、シナプトフィシンおよび／またはそれらの組み
合わせの量を決定する段階；および
　該被験体由来のCSFの試料におけるp-24、シヌクレイン、シナプトフィシンおよび／ま
たはそれらの組み合わせの量を、非損傷被験体由来の対応するCSFの試料におけるp-24、
シヌクレイン、シナプトフィシンおよび／またはそれらの組み合わせの量と比較する段階
をさらに含む、被験体におけるTBIの存在を決定するための方法であって、
　非損傷被験体由来の対応するCSFの試料におけるUCH-L1、ならびにp-24、シヌクレイン
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、シナプトフィシンおよび／またはそれらの組み合わせの量と比較して、TBIを有するこ
とが疑われる被験体由来の試料におけるUCH-L1、ならびにp-24、シヌクレイン、シナプト
フィシンおよび／またはそれらの組み合わせの量がより高い場合、損傷被験体におけるTB
Iの存在が示される、請求項1記載の方法。
【請求項３】
　試料がCSFである、請求項1記載の方法。
【請求項４】
　試料が血液である、請求項1記載の方法。
【請求項５】
　血液の試料が分析の前に血清または血漿に分離される、請求項4記載の方法。
【請求項６】
　血液の試料が分析の前に血漿に分離される、請求項5記載の方法。
【請求項７】
　UCH-L1、p-24、シヌクレイン、および／またはシナプトフィシンがイムノアッセイを用
いて検出される、請求項1～6のいずれか一項記載の方法。
【請求項８】
　イムノアッセイがELISAである、請求項7記載の方法。
【請求項９】
　UCH-L1、p-24、シヌクレイン、および／またはシナプトフィシンがバイオチップアレイ
を用いて検出される、請求項1～6のいずれか一項記載の方法。
【請求項１０】
　バイオチップアレイの表面がタンパク質またはペプチドを含む、請求項9記載の方法。
【請求項１１】
　バイオチップアレイの表面がアミノ酸プローブを含む、請求項9記載の方法。
【請求項１２】
　バイオチップアレイの表面がファージディスプレイライブラリーを含む、請求項9記載
の方法。
【請求項１３】
　バイオチップアレイがタンパク質チップである、請求項9記載の方法。
【請求項１４】
　タンパク質チップアレイの表面に含まれるタンパク質またはペプチドが、固定化された
UCH-L1、p-24、シヌクレイン、および／またはシナプトフィシンを含む、請求項13記載の
方法。
【請求項１５】
　タンパク質チップ上のUCH-L1、p-24、シヌクレイン、および／またはシナプトフィシン
が、UCH-L1、p-24、シヌクレイン、および／またはシナプトフィシンの分子量を検出する
ためにレーザーイオン化に供される、請求項14記載の方法。
【請求項１６】
　UCH-L1、p-24、シヌクレイン、および／またはシナプトフィシンの分子量が、総イオン
電流に対して標準化されている閾値ピーク強度に対して分析される、請求項15記載の方法
。
【請求項１７】
　対数変換が、検出されるUCH-L1、p-24、シヌクレイン、および／またはシナプトフィシ
ンの数を制限するためにピーク強度範囲を縮小するために用いられる、請求項16記載の方
法。
【請求項１８】
　タンパク質チップの表面が、1つまたは複数の抗体を含む、請求項13記載の方法。
【請求項１９】
　外傷性脳損傷(TBI)の疑いを生じた後最高7日以内の時点での被験体由来の脳脊髄液（CS
F）または血液の試料における、ユビキチンC末端加水分解酵素L1(UCH-L1)の量を測定する
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段階；および
　該試料におけるUCH-L1の量を、非損傷被験体由来の試料におけるUCH-L1の量と比較する
段階
を含む、被験体におけるTBIの存在を決定するための方法であって、
　非損傷被験体由来のCSFまたは血液の試料における量と比較して、被験体試料におけるU
CH-L1の量がより高い場合、TBIを有することが疑われる被験体におけるTBIが示される、
方法。
【請求項２０】
　TBIの疑いを生じた後最高7日以内の時点での被験体由来のCSFの試料におけるシヌクレ
インの量を測定し、非損傷被験体由来の対応するCSFの試料におけるシヌクレインの量と
比較する段階をさらに含み、
　非損傷被験体由来の対応するCSFの試料における量と比較して、被験体試料におけるUCH
-L1およびシヌクレインの量がより高い場合、TBIを有することが疑われる被験体における
TBIが示される、
請求項19記載の方法。
【請求項２１】
　TBIの疑いを生じた後最高7日以内の時点でのCSFの試料における小胞膜タンパク質p-24
（p-24）の量を測定し、非損傷被験体由来のCSFの試料におけるp-24の量と比較する段階
をさらに含み、
　非損傷被験体由来のCSFにおける量と比較して、被験体試料におけるp-24およびUCH-L1
の量がより高い場合、TBIを有することが疑われる被験体におけるTBIが示される、
請求項19記載の方法。
【請求項２２】
　TBIの疑いを生じた後最高7日以内の時点でのCSFの試料におけるシナプトフィシンの量
を測定し、非損傷被験体由来のCSFの試料における該タンパク質の量と比較する段階をさ
らに含み、
　非損傷被験体由来のCSFにおける量と比較して、被験体CSF試料におけるシナプトフィシ
ンおよびUCH-L1の量がより高い場合、TBIを有することが疑われる被験体におけるTBIが示
される、
請求項19記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の分野
　本発明は、神経系(中枢神経系(CNS)および末梢神経系(PNS))への損傷、脳傷害および神
経系障害の診断ならびに予後にとって重要な、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。神経および脳細胞への損傷を有する患者におけるタンパク質/ペプチドプ
ロファイルは、安価な技術を用いて正常な個体と区別される。これらの技術は、生物体液
を用いて中枢神経系への損傷、脳傷害およびニューロンの障害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】
【０００２】
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、控えめ
に見積もっても、2百万人より多い。これらのうち、約70,000人～90,000人の頭部傷害生
存者は永久的に障害がある。頭部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。
【０００３】
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　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。頭部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 
Outcome Scale)(GOS)、頭蓋内病変を検出し得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。
【０００４】
　哺乳動物の神経系は、末梢神経系(PNS)および中枢神経系(CNS、脳および脊髄を含む)を
含み、細胞の2つの主要なクラス：ニューロンおよびグリア細胞、から構成される。グリ
ア細胞は、ニューロン間の間隙を満たし、それらを養いかつそれらの機能を調節する。PN
Sにおけるシュワン細胞のような特定のグリア細胞、およびCNSにおける乏突起神経膠細胞
のような特定のグリア細胞はまた、ニューロン細胞体から伸長する突起であり、かつそれ
を通してニューロンの電気インパルスが輸送される、ニューロン軸索を囲みかつ保護する
保護性ミエリン鞘を提供する。末梢神経系において、複数ニューロンの長い軸索は、いっ
しょに束にされ、神経または神経線維を形成する。次には、これらは、束へ結合され得、
神経線維は、保護性多重膜鞘により結合された緩い膠原マトリックスにおいて、神経内血
管供給と共に埋め込まれた束を形成する。中枢神経系において、神経細胞体は、それらの
ミエリンを鞘で覆われた突起と視覚的に区別でき、当技術分野において、それぞれ、灰色
質および白質と呼ばれている。
【０００５】
　発生中、中枢神経系および末梢神経系から分化中のニューロンは、成長して、特定の標
的細胞と接触しなければならない軸索を出す。場合によっては、成長中の軸索は、巨大な
距離を網羅しなければならない；末梢へ成長するのもあるし、中枢神経系内に限定されて
留まるのもある。哺乳動物において、この神経発生の段階は、生涯の胚性相中に完了し、
神経細胞は、いったんそれらが完全に分化したならば、増加しない。
【０００６】
　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得る神経障害は、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得る。ある場合
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得、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。
【０００７】
　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得る。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得る。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。
【０００８】
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　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
得る。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得る。
【０００９】
　このように、神経系傷害重症度および治療的処置の効力の適切、特異的、安価かつ単純
な診断臨床評価の当技術分野における必要性がある。従って、神経系(CNS(脳および脊髄)
およびPNS)に、特異的である、または主に見出される神経化学的マーカーの同定は、結果
の予測および標的療法的送達の誘導の両方に非常に有益であると思われる。
【発明の開示】
【００１０】
概要
　本発明は、対照被験体の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
患っている患者の試料に異なって存在するニューロンタンパク質マーカーを提供する。本
発明はまた、これらのマーカーを検出することにより神経系傷害および/またはニューロ
ンの障害の診断のための助けとして用いられ得る感度が高く、迅速な方法およびキットを
提供する。患者試料における単独または組み合わせでのこれらのマーカーの測定は、診断
者が、外傷性脳損傷(TBI)および脳卒中においてのような神経系傷害の程度の推定診断と
相関させることができる情報を提供する。
【００１１】
　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、タンパ
ク質、それらの断片または誘導体であり、神経細胞、脳細胞、または脳および中枢神経系
に存在する任意の細胞と関連している。
【００１２】
　好ましい態様において、生物マーカーは、好ましくは、神経タンパク質、それらのペプ
チド、断片または誘導体である。神経タンパク質の例は、非限定的に、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ク質、および神経核タンパク質を含む。
【００１３】
　もう一つの好ましい態様において、生物マーカーは、下の表1に列挙されたタンパク質
のような、少なくとも1つのタンパク質、そのペプチド、変異体または断片から選択され
る。例えば、軸索タンパク質：αIIスペクトリン(およびSPDB)-1、NF-68(NF-L)-2、タウ-
3、αII、IIIスペクトリン、NF-200(NF-H)、NF-160(NF-M)、アミロイド前駆体タンパク質
、αインターネキシン；樹状突起タンパク質：βIII-チューブリン-1、p24微小管関連タ
ンパク質-2、α-チューブリン(P02551)、β-チューブリン(P04691)、MAP-2A/B-3、MAP-2C
-3、スタスミン-4、ダイナミン-1(P21575)、フォセイン、ダイナクチン(Q13561)、ビメン
チン(P31000)、ダイナミン、プロフィリン、コフィリン1、2；細胞体タンパク質：UCH-L1
(Q00981)-1、グリコーゲンホスホリラーゼ-BB-2、PEBP(P31044)、NSE(P07323)、CK-BB(P0
7335)、Thy 1.1、プリオンタンパク質、ハンチンチン、14-3-3タンパク質(例えば、14-3-
3-ε(P42655))、SM22-α、カルグラヌリンAB、α-シヌクレイン(P37377)、β-シヌクレイ
ン(Q63754)、HNP 22；神経核タンパク質：NeuN-1、S/G(2)核自己抗原(SG2NA)、ハンチン
チン；シナプス前性タンパク質：シナプトフィシン-1、シナプトタグミン(P21707)、シナ
プトジャニン-1(Q62910)、シナプトジャニン-2、シナプシン1(シナプシン-Ia)、シナプシ
ン2(Q63537)、シナプシン3、GAP43、バスーン(Bassoon)(NP_003449)、ピッコロ(Piccolo)
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(アクゾニン)(NP_149015)、シンタキシン、CRMP1、2、アンフィフィシン-1(NP_001626)、
アンフィフィシン-2(NP_647477)；シナプス後性タンパク質：PSD95-1、NMDA受容体(およ
びすべてのサブタイプ)-2、PSD93、AMPA-カイニン酸受容体(すべてのサブタイプ)、mGluR
(すべてのサイブタイプ)、カルモジュリン依存性タンパク質キナーゼII(CAMPK)-α、β、
γ、CaMPK-IV、SNAP-25、a-/b-SNAP；ミエリン乏突起神経膠細胞：ミエリン塩基性タンパ
ク質(MBP)および断片、ミエリンプロテオリピドタンパク質(PLP)、ミエリン乏突起神経膠
細胞特異的タンパク質(MOSP)、ミエリン乏突起神経膠細胞糖タンパク質(MOG)、ミエリン
関連タンパク質(MAG)、乏突起神経膠細胞NS-1タンパク質；グリアタンパク質生物マーカ
ー：GFAP(P47819)、タンパク質ジスルフィドイソメラーゼ(PDI)-P04785、ニューロカルシ
ンδ、S100β；ミクログリアタンパク質生物マーカー：Iba1、OX-42、OX-8、OX-6、ED-1
、PTPアーゼ(CD45)、CD40、CD68、CD11b、フラクタルキン(CX3CL1)およびフラクタルキン
受容体(CX3CR1)、5-d-4抗原；シュワン細胞マーカー：シュワン細胞ミエリンタンパク質
；グリア瘢痕：テネイシン；海馬：スタスミン、ヒポカルシン、SCG10；小脳：プルキン
エ細胞タンパク質-2(Pcp2)、カルビンジンD9K、カルビンジンD28K(NP_114190)、小脳CaBP
、スポット35；脳皮質：コルテキシン-1(P60606)、H-2Z1遺伝子産物；視床：CD15(3-フコ
シル-N-アセチル-ラクトサミン)エピトープ；視床下部：オレキシン受容体(OX-1RおよびO
X-2R)-食欲、オレキシン(視床下部特異的ペプチド)；脳梁：MBP、MOG、PLP、MAG；脊髄：
シュワン細胞ミエリンタンパク質；線条体：ストリアチン、Rhes(線条体に濃縮されたRas
相同体)；末梢性神経節：Gadd45a；末梢神経線維(感覚＋運動)：ペリフェリン、末梢性ミ
エリンタンパク質22(AAH91499)；他のニューロン特異的タンパク質：PH8(S セロトニン作
動性、ドーパミン作動性、PEP-19、ニューロカルシン(NC)、ニューロン特異的EFハンドCa
2+結合タンパク質、エンセファロプシン、ストリアチン、SG2NA、ジネジン、リカバリン
、ビシニン；神経伝達物質受容体：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(AMPA、カイニン酸受容体(例えば、GluR1、GluR4)、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)
、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
ン性Ach受容体(例えば、M1)、ニコチン性アセチルコリン受容体(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(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、小
胞グルタミン酸輸送体1、[VGLUT1；BNPI]およびVGLUT2、コリン輸送体(例えば、CHT1)；
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[ChAT]；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)；アドレナリン作動性生物マーカー：フェニルエタノールアミンN-メチルトランスフ
ェラーゼ(PNMT)；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[GABAT]、GABA-B-R2。
【００１４】
　もう一つの好ましい態様において、生物マーカーは、下の表1に列挙されたタンパク質
のような、少なくとも2つもしくはそれ以上のタンパク質、それらのペプチド、変異体ま
たは断片由来である。例えば、軸索タンパク質：αIIスペクトリン(およびSPDB)-1、NF-6
8(NF-L)-2、タウ-3、αII、IIIスペクトリン、NF-200(NF-H)、NF-160(NF-M)、アミロイド
前駆体タンパク質、αインターネキシン；樹状突起タンパク質：βIII-チューブリン-1、
p24微小管関連タンパク質-2、α-チューブリン(P02551)、β-チューブリン(P04691)、MAP
-2A/B-3、MAP-2C-3、スタスミン-4、ダイナミン-1(P21575)、フォセイン、ダイナクチン(
Q13561)、ビメンチン(P31000)、ダイナミン、プロフィリン、コフィリン1、2；細胞体タ
ンパク質：UCH-L1(Q00981)-1、グリコーゲンホスホリラーゼ-BB-2、PEBP(P31044)、NSE(P
07323)、CK-BB(P07335)、Thy 1.1、プリオンタンパク質、ハンチンチン、14-3-3タンパク
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質(例えば、14-3-3-ε(P42655))、SM22-α、カルグラヌリンAB、α-シヌクレイン(P37377
)、β-シヌクレイン(Q63754)、HNP 22；神経核タンパク質：NeuN-1、S/G(2)核自己抗原(S
G2NA)、ハンチンチン；シナプス前性タンパク質：シナプトフィシン-1、シナプトタグミ
ン(P21707)、シナプトジャニン-1(Q62910)、シナプトジャニン-2、シナプシン1(シナプシ
ン-Ia)、シナプシン2(Q63537)、シナプシン3、GAP43、バスーン(Bassoon)(NP_003449)、
ピッコロ(Piccolo)(アクゾニン)(NP_149015)、シンタキシン、CRMP1、2、アンフィフィシ
ン-1(NP_001626)、アンフィフィシン-2(NP_647477)；シナプス後性タンパク質：PSD95-1
、NMDA受容体(およびすべてのサブタイプ)-2、PSD93、AMPA-カイニン酸受容体(すべての
サブタイプ)、mGluR(すべてのサイブタイプ)、カルモジュリン依存性タンパク質キナーゼ
II(CAMPK)-α、β、γ、CaMPK-IV、SNAP-25、a-/b-SNAP；ミエリン乏突起神経膠細胞：ミ
エリン塩基性タンパク質(MBP)および断片、ミエリンプロテオリピドタンパク質(PLP)、ミ
エリン乏突起神経膠細胞特異的タンパク質(MOSP)、ミエリン乏突起神経膠細胞糖タンパク
質(MOG)、ミエリン関連タンパク質(MAG)、乏突起神経膠細胞NS-1タンパク質；グリアタン
パク質生物マーカー：GFAP(P47819)、タンパク質ジスルフィドイソメラーゼ(PDI)-P04785
、ニューロカルシンδ、S100β；ミクログリアタンパク質生物マーカー：Iba1、OX-42、O
X-8、OX-6、ED-1、PTPアーゼ(CD45)、CD40、CD68、CD11b、フラクタルキン(CX3CL1)およ
びフラクタルキン受容体(CX3CR1)、5-d-4抗原；シュワン細胞マーカー：シュワン細胞ミ
エリンタンパク質；グリア瘢痕：テネイシン；海馬：スタスミン、ヒポカルシン、SCG10
；小脳：プルキンエ細胞タンパク質-2(Pcp2)、カルビンジンD9K、カルビンジンD28K(NP_1
14190)、小脳CaBP、スポット35；脳皮質：コルテキシン-1(P60606)、H-2Z1遺伝子産物；
視床：CD15(3-フコシル-N-アセチル-ラクトサミン)エピトープ；視床下部：オレキシン受
容体(OX-1RおよびOX-2R)-食欲、オレキシン(視床下部特異的ペプチド)；脳梁：MBP、MOG
、PLP、MAG；脊髄：シュワン細胞ミエリンタンパク質；線条体：ストリアチン、Rhes(線
条体に濃縮されたRas相同体)；末梢性神経節：Gadd45a；末梢神経線維(感覚＋運動)：ペ
リフェリン、末梢性ミエリンタンパク質22(AAH91499)；他のニューロン特異的タンパク質
：PH8(S セロトニン作動性、ドーパミン作動性、PEP-19、ニューロカルシン(NC)、ニュー
ロン特異的EFハンドCa2+結合タンパク質、エンセファロプシン、ストリアチン、SG2NA、
ジネジン、リカバリン、ビシニン；神経伝達物質受容体：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(AMPA、カイニン酸受容体(例えば、GluR1
、GluR4)、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)、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)、ムスカリン性Ach受容体(例えば、M1)、ニコチン性アセチルコリン受容体(
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(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、小胞グルタミン酸輸送体1、[VGLUT1；BNPI]およびVGLUT2、コリン
輸送体(例えば、CHT1)；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[ChAT]；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)；アドレナリン作動性生物マーカー：フェニルエタノールア
ミンN-メチルトランスフェラーゼ(PNMT)；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[GABAT]、GABA-B-R2。
【００１５】
　もう一つの好ましい態様において、生物マーカーは、各神経系細胞型由来の少なくとも
1つの生物マーカーを含む。生物マーカーの組成物は、神経系傷害、損傷および/または神
経系障害の診断となる。組成物は、以下を含む：αIIスペクトリン、SPDB-1、NF-68、NF-
L-2、タウ-3、βIII-チューブリン-1、p24微小管関連タンパク質-2、UCH-L1(Q00981)-1、
グリコーゲンホスホリラーゼ-BB-2、NeuN-1、シナプトフィシン-1、シナプトタグミン(P2
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1707)、シナプトジャニン-1(Q62910)、シナプトジャニン-2、PSD95-1、NMDA受容体-2およ
びサブタイプ、ミエリン塩基性タンパク質(MBP)および断片、GFAP(P47819)、Iba1、OX-42
、OX-8、OX-6、ED-1、シュワン細胞ミエリンタンパク質、テネイシン、スタスミン、プル
キンエ細胞タンパク質-2(Pcp2)、コルテキシン-1(P60606)、オレキシン受容体(OX-1R、OX
-2R)、ストリアチン、Gadd45a、ペリフェリン、末梢性ミエリンタンパク質22(AAH91499)
、ならびにニューロカルシン(NC)。
【００１６】
　もう一つの好ましい態様において、生物マーカーの拡張されたパネルは、傷害の機構、
細胞死の様式(壊死対アポトーシス)、傷害の部位、神経系における異なる細胞型の部位お
よび状態、ならびに向上した診断(より良い感度および特異性)の高濃縮された情報を提供
するために用いられる。本発明は、小さなパネル上に集中した既存の技術(例えば、4マー
カーパネル：Syn X Pharma(Mississauga, Canada)からの-MBP-トロンボモジュリン-S100B
-NSEまたは単一マーカー(例えば、DiaSorin(Sweden)からのS100B)に対して重要かつ有意
な進歩である。
【００１７】
　もう一つの好ましい態様において、生物マーカーは、異なる宿主の解剖学的領域間を区
別するために選択される。例えば、少なくとも1つの生物マーカーは、神経系細胞内タン
パク質生物マーカー、海馬タンパク質生物マーカーおよび小脳タンパク質生物マーカーの
ような神経系解剖学的マーカーから選択され得る。神経系細胞内タンパク質生物マーカー
の例は、NF-200、NF-160、NF-68である。海馬タンパク質生物マーカーの例は、SCG10、ス
タスミンである。小脳タンパク質生物マーカーの例は、プルキンエ細胞タンパク質-2(Pcp
2)である。
【００１８】
　もう一つの好ましい態様において、生物マーカーは、細胞レベルにおいて傷害間を区別
し、それにより、どの細胞型が傷害されたかを検出するために選択される。例えば、少な
くとも1つの生物マーカータンパク質は、その細胞型に特異的なタンパク質生物マーカー
の代表的なパネルから選択される。細胞型に特異的な生物マーカーについての例は、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(PLP)、ミエリン乏突起
神経膠細胞特異的タンパク質(MOSP)、乏突起神経膠細胞NS-1タンパク質、ミエリン乏突起
神経膠細胞糖タンパク質(MOG)のようなミエリン乏突起神経膠細胞生物マーカーを含む。
シュワン細胞に特異的な生物マーカーの例は、非限定的に、シュワン細胞ミエリンタンパ
ク質を含む。グリア細胞タンパク質生物マーカーの例は、非限定的に、GFAP(タンパク質
アクセッション番号P47819)、タンパク質ジスルフィドイソメラーゼ(PDI)-P04785を含む
。このように、1つまたは複数の特異的生物マーカーを検出することにより、傷害された
特定の細胞型が決定され得る。
【００１９】
　もう一つの好ましい態様において、細胞の異なる細胞内構造に特異的な生物マーカーは
、傷害の細胞内レベルを決定するために用いられ得る。例は、非限定的に、NF-200、NF-1
60、NF-68のような神経系細胞内タンパク質生物マーカー；例えば、α-チューブリン(P02
551)、β-チューブリン(P04691)、MAP-2A/B、MAP-2C、タウ、ダイナミン-1(P212575)、フ
ォエシン、ダイナクチン(Q13561)、P24微小管関連タンパク質、ビメンチン(P31000)のよ
うな樹状突起生物マーカー；例えば、UCH-L1(Q00981)、PEBP(P31044)、NSE(P07323)、CK-
BB(P07335)、Thy 1.1、プリオンタンパク質、14-3-3タンパク質のような細胞体タンパク
質；例えば、S/G(2)核自己抗原(SG2NA)、NeuNのような神経核タンパク質を含む。このよ
うに、特定の生物マーカーの検出は、傷害の程度および細胞内局在性を決定する。
【００２０】
　もう一つの好ましい態様において、細胞の異なる解剖学的領域、異なる細胞型、および
/または異なる細胞内構造に特異的な生物マーカーは、解剖学的傷害の位置、傷害された
細胞型の位置、および細胞内レベルにおける傷害の位置に関する情報を提供するために選
択される。各セットからの任意の数の生物マーカーは、傷害の機構、様式および細胞内部
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位、傷害の解剖学的位置、ならびに神経系における異なる細胞型(ニューロンのサブタイ
プ、神経幹細胞、星状膠細胞、乏突起神経膠細胞およびミクログリア細胞)の状態の非常
に濃縮されかつ詳細な情報を提供するために用いられ得る。
【００２１】
　好ましい態様において、細胞の解剖学的領域のような異なる位置、異なる細胞型および
/または異なる細胞内構造に特異的な少なくとも1つの生物マーカーは、傷害の機構、様式
、細胞内部位、傷害の解剖学的位置、および神経系における異なる細胞型の状態を決定す
るために用いられ、より好ましくは、少なくとも2つの生物マーカーのパネルは、各所望
の位置から選択される、より好ましくは、少なくとも3個、4個、5個、6個、7個、8個、9
個、10個、約100個までの生物マーカーが各位置から選択される。
【００２２】
　好ましい態様において、脳および/もしくはCNS傷害ならびに/または神経系障害の診断
および検出のための細胞内ニューロンの生物マーカーは、好ましくは、軸索タンパク質、
樹状突起タンパク質、細胞体タンパク質、神経核タンパク質、シナプス前性タンパク質、
シナプス後性タンパク質の少なくとも1つである。
【００２３】
　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
出のための生物マーカーとして同定された軸索タンパク質は、好ましくは以下である：α
IIスペクトリン(およびSPDB)-1、NF-68(NF-L)-2、タウ-3、αII、IIIスペクトリン、NF-2
00(NF-H)、NF-160(NF-M)、アミロイド前駆体タンパク質、αインターネキシン、それらの
ペプチド、断片または誘導体。
【００２４】
　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
出のための生物マーカーとして同定された樹状突起タンパク質は、好ましくは以下である
：βIII-チューブリン-1、p24微小管関連タンパク質-2、α-チューブリン(P02551)、β-
チューブリン(P04691)、MAP-2A/B-3、MAP-2C-3、スタスミン-4、ダイナミン-1(P21575)、
フォセイン、ダイナクチン(Q13561)、ビメンチン(P31000)、ダイナミン、プロフィリン、
コフィリン1、2、それらのペプチド、断片または誘導体。
【００２５】
　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生物マーカーとして同定された神経核タンパク質は、好ましくは以
下である：NeuN-1、S/G(2)核自己抗原(SG2NA)、ハンチンチン、それらのペプチドまたは
断片。
【００２６】
　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生物マーカーとして同定された細胞体タンパク質は、好ましくは以
下である：UCH-L1(Q00981)-1、グリコーゲンホスホリラーゼ-BB-2、PEBP(P31044)、NSE(P
07323)、CK-BB(P07335)、Thy 1.1、プリオンタンパク質、ハンチンチン、14-3-3タンパク
質(例えば、14-3-3-ε(P42655))、SM22-α、カルグラヌリンAB、α-シヌクレイン(P37377
)、β-シヌクレイン(Q63754)、HNP 22、それらのペプチド、断片または誘導体。
【００２７】
　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生物マーカーとして同定されたシナプス前性タンパク質は、好まし
くは以下である：シナプトフィシン-1、シナプトタグミン(P21707)、シナプトジャニン-1
(Q62910)、シナプトジャニン-2、シナプシン1(シナプシン-Ia)、シナプシン2(Q63537)、
シナプシン3、GAP43、バスーン(Bassoon)(NP_003449)、ピッコロ(Piccolo)(アクゾニン)(
NP_149015)、シンタキシン、CRMP1、2、アンフィフィシン-1(NP_001626)、アンフィフィ
シン-2(NP_647477)、それらのペプチド、断片または誘導体。
【００２８】
　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
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ならびに検出のための生物マーカーとして同定されたシナプス後性タンパク質は、好まし
くは以下である：PSD95-1、NMDA受容体(およびすべてのサブタイプ)-2、PSD93、AMPA-カ
イニン酸受容体(すべてのサブタイプ)、mGluR(すべてのサイブタイプ)、カルモジュリン
依存性タンパク質キナーゼII(CAMPK)-α、β、γ、CaMPK-IV、SNAP-25、a-/b-SNAP、それ
らのペプチド、断片または誘導体。
【００２９】
　もう一つの好ましい態様において、同定された生物マーカーは、例えば、ミエリン乏突
起神経膠細胞、グリア細胞、ミクログリア細胞、シュワン細胞、グリア瘢痕のような損傷
した神経系細胞サブタイプを区別する。
【００３０】
　好ましい態様において、ミエリン乏突起神経膠細胞生物マーカーは以下である：ミエリ
ン塩基性タンパク質(MBP)および断片、ミエリンプロテオリピドタンパク質(PLP)、ミエリ
ン乏突起神経膠細胞特異的タンパク質(MOSP)、ミエリン乏突起神経膠細胞糖タンパク質(M
OG)、ミエリン関連タンパク質(MAG)、乏突起神経膠細胞NS-1タンパク質；グリアタンパク
質生物マーカー：GFAP(P47819)、タンパク質ジスルフィドイソメラーゼ(PDI)-P04785、ニ
ューロカルシンδ、S100β；ミクログリアタンパク質生物マーカー：Iba1、OX-42、OX-8
、OX-6、ED-1、PTPアーゼ(CD45)、CD40、CD68、CD11b、フラクタルキン(CX3CL1)およびフ
ラクタルキン受容体(CX3CR1)、5-d-4抗原；シュワン細胞マーカー：シュワン細胞ミエリ
ンタンパク質；グリア瘢痕：テネイシン。
【００３１】
　もう一つの好ましい態様において、神経系傷害および/または神経系損傷の解剖学的位
置を同定する生物マーカーは、非限定的に、以下を含む：海馬：スタスミン、ヒポカルシ
ン、SCG10；小脳：プルキンエ細胞タンパク質-2(Pcp2)、カルビンジンD9K、カルビンジン
D28K(NP_114190)、小脳CaBP、スポット35；脳皮質：コルテキシン-1(P60606)、H-2Z1遺伝
子産物；視床：CD15(3-フコシル-N-アセチル-ラクトサミン)エピトープ；視床下部：オレ
キシン受容体(OX-1RおよびOX-2R)-食欲、オレキシン(視床下部特異的ペプチド)；脳梁：M
BP、MOG、PLP、MAG；脊髄：シュワン細胞ミエリンタンパク質；線条体：ストリアチン、R
hes(線条体に濃縮されたRas相同体)；末梢性神経節：Gadd45a；末梢神経線維(感覚＋運動
)：ペリフェリン、末梢性ミエリンタンパク質22(AAH91499)；PH8(S セロトニン作動性、
ドーパミン作動性、PEP-19、ニューロカルシン(NC)、ニューロン特異的EFハンドCa2+結合
タンパク質、エンセファロプシン、ストリアチン、SG2NA、ジネジン、リカバリン、およ
びビシニン。
【００３２】
　もう一つの好ましい態様において、損傷した神経系サブタイプを同定する生物マーカー
は、非限定的に、以下を含む：神経伝達物質受容体：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(AMPA、カイニン酸受容体(例えば、GluR1、Glu
R4)、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)、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)、ムスカリン性Ach受容体(例えば、M1)、ニコチン性アセチルコリン受容体(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(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、小胞グルタミン酸輸送体1、[VGLUT1；BNPI]およびVGLUT2、コリン輸送体(
例えば、CHT1)；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[ChAT]；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)；アドレナリン作動性生物マーカー：フェニルエタノールアミンN
-メチルトランスフェラーゼ(PNMT)；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
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合成酵素；GABA作動性生物マーカー：GABAトランスアミナーゼ[GABAT]、GABA-B-R2。
【００３３】
　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生物マーカー
として同定された脱髄タンパク質は、好ましくは以下である：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。
【００３４】
　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生物マーカーとして同定されたグリアタンパク質は、好ましくは以
下である：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。
【００３５】
　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生物マーカーとして同定されたコリン作動性タンパク質は、好まし
くは以下である：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。
【００３６】
　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生物マーカーとして同定されたドーパミン作動性タンパク質は、好
ましくは以下である：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。
【００３７】
　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生物マーカーとして同定されたノルアドレナリン作動性タンパク質
は、好ましくは以下である：ドーパミンβ-ヒドロキシラーゼ(DbH)、そのペプチド、断片
または誘導体。
【００３８】
　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生物マーカーとして同定されたセロトニン作動性タンパク質は、好
ましくは以下である：トリプトファンヒドロキシラーゼ(TrH)、そのペプチド、断片また
は誘導体。
【００３９】
　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生物マーカーとして同定されたグルタミン酸作動性タンパク質は、
好ましくは以下である：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。
【００４０】
　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生物マーカーとして同定されたGABA作動性タンパク質は、好ましく
は以下である：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])、グルタミン酸脱炭酸酵素(GAD25、44、65、67)、それらのペプチ
ド、断片または誘導体。
【００４１】
　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生物マーカーとして同定された神経伝達物質受容体は、好ましくは
以下である：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)、ムスカリン性Ach受容体(例えば、M1)、ニコチン性アセチルコリ
ン受容体(例えば、α-7)、それらのペプチド、断片または誘導体。
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【００４２】
　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生物マーカーとして同定された神経伝達物質輸送体は、好ましくは
以下である：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)、それらのペプチド、断片または誘導体。
【００４３】
　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生物マーカーとして同定された他のタンパク質は、非限定的に、ビ
メンチン(P31000)、CK-BB(P07335)、14-3-3-ε(P42655)、MMP2、MMP9、それらのペプチド
、断片または誘導体を含む。
【００４４】
　マーカーは、分子量、酵素消化フィンガープリントにより、およびそれらの既知のタン
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
、質量分析法と連結されたクロマトグラフ分離法、により、または伝統的なイムノアッセ
イ法により、他のタンパク質から分解され得る。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んでいる、表面増強レーザー脱
離/イオン化(「SELDI」)質量分析法を含む。
【００４５】
　他の好ましい態様において、生物マーカーの複数が検出される、好ましくは、生物マー
カーの少なくとも2つが検出される、より好ましくは、生物マーカーの少なくとも3つが検
出される、最も好ましくは、生物マーカーの少なくとも4つが検出される。
【００４６】
　一つの局面において、各生物マーカーの量は、被験体試料において測定され、マーカー
間の量の比が決定される。好ましくは、被験体試料における各生物マーカーの量および生
物マーカー間の量の比は、正常な健康個体と比較される。健康な個体と傷害を患っている
個体の間の生物マーカーの量の比における増加は、臨床的に意義のあるデータと比較した
、傷害の大きさ、障害進行を示す。
【００４７】
　好ましくは、傷害および臨床的疾患の異なる段階で検出される生物マーカーは、解剖学
的傷害、細胞傷害の型、傷害の細胞内局在性を評価するために相関される。疾患における
傷害または肉体的傷害の程度を、どの段階で、どの生物マーカーが検出されるかをモニタ
ーすることは、傷害の機構に関する特定の情報を提供する、傷害の複数の細胞内部位を同
定する、疾患関連傷害に関与した複数の細胞型を同定する、および傷害の解剖学的位置を
同定する、生物マーカーのパネルを提供する。
【００４８】
　もう一つの局面において、好ましくは、単一の生物マーカーが、傷害、傷害の位置、な
らびに疾患および/または神経系傷害の進行を診断するために正常な健康個体からの1つま
たは複数の生物マーカーと組み合わせて用いられる、より好ましくは、マーカーの複数が
、傷害、傷害の位置、ならびに疾患および/または神経系傷害の進行を診断するために、
正常な健康個体からの1つまたは複数の生物マーカーと組み合わせて用いられる。1つまた
は複数のタンパク質生物マーカーが、疾患および/もしくは神経系傷害に罹りやすい、ま
たは罹っている患者からのタンパク質プロファイルを正常な被験体と比較することにおい
て用いられる。
【００４９】
　好ましい検出方法は、バイオチップアレイの使用を含む。本発明に有用なバイオチップ
アレイは、タンパク質および核酸アレイを含む。1つまたは複数のマーカーは、バイオチ
ップアレイ上に固定化され、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供さ
れる。マーカーの分析は、例えば、総イオン電流に対して標準化される閾値強度に対する
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1つまたは複数のマーカーの分子量による。好ましくは、対数変換が、検出されるマーカ
ーの数を制限するためにピーク強度範囲を縮小させるために用いられる。
【００５０】
　もう一つの好ましい方法において、データは、バイオチップアレイ上に固定化された被
験体試料について、バイオチップをレーザーイオン化に供し、質量/電荷比についてのシ
グナルの強度を検出することにより生じる；ならびに、そのデータをコンピュータ読み取
り可能な形式へ変換する；ならびに、傷害されたおよび/または罹患した患者に存在する
マーカーを表し、かつ傷害されていないおよび/または罹患していない被験体対照に欠け
ているシグナルを検出するために、ユーザー入力パラメーターによりデータを分類するア
ルゴリズムを実行する。
【００５１】
　好ましくは、バイオチップ表面は、例えば、イオン性であり、陰イオン性であり、固定
化ニッケルイオンで構成され、陽イオンおよび陰イオンの混合物で構成され、1つまたは
複数の抗体、一本鎖または二本鎖核酸を含み、タンパク質、それらのペプチドまたは断片
、アミノ酸プローブを含み、ファージディスプレイライブラリーを含む。
【００５２】
　他の好ましい方法において、マーカーの1つまたは複数は、付着した吸着剤を含む質量
分析計に用いるのに適応したプローブを供給する段階、および；被験体試料を吸着剤と接
触させる段階、および；プローブからマーカーを脱離して、イオン化し、脱イオン化/イ
オン化マーカーを質量分析計で検出する段階を含む、レーザー脱離/イオン化質量分析法
を用いて検出される。
【００５３】
　好ましくは、レーザー脱離/イオン化質量分析法は、付着した吸着剤を含む基質を供給
する段階；被験体試料を吸着剤と接触させる段階；付着した吸着剤を含む質量分析計に用
いるのに適応したプローブ上に基質を置く段階；および、プローブからマーカーを脱離し
て、イオン化し、脱離/イオン化マーカーを質量分析計で検出する段階を含む。
【００５４】
　吸着剤は、例えば、疎水性、親水性、イオン性、またはニッケルのような金属キレート
吸着剤、または抗体、一本鎖もしくは二本鎖オリゴヌクレオチド、アミノ酸、タンパク質
、それらのペプチドもしくは断片であり得る。
【００５５】
　もう一つの態様において、生物マーカーの精製のための過程は、1つもしくは複数のタ
ンパク質生物マーカーを含む試料をサイズ排除クロマトグラフィーにより分画する段階、
および1つもしくは複数の生物マーカーを含む画分を収集する段階；ならびに/または1つ
もしくは複数の生物マーカーを含む試料を陰イオンクロマトグラフィーにより分画する段
階、および1つまたは複数の生物マーカーを含む画分を収集する段階を含む。分画は、順
相および固定化ニッケルアレイ上で純度についてモニターされる。アレイ上の固定化マー
カー画分に関するデータの発生は、そのアレイをレーザーイオン化にかけ、質量/電荷比
についてのシグナルの強度を検出する段階；ならびに、そのデータをコンピュータ読み取
り可能な形式へ変換する段階；ならびに、傷害されたおよび/または罹患した患者に存在
するマーカーを表し、かつ傷害されていないおよび/または罹患していない被験体対照に
欠いているシグナルを検出するために、ユーザー入力パラメーターによりデータを分類す
るアルゴリズムを実行する段階、により達成される。好ましくは、画分は、ゲル電気泳動
に供され、質量分析法により生じたデータと相関させられる。一つの局面において、可能
性のあるマーカーを示すゲルバンドは、切除され、酵素処理に供され、ペプチドマッピン
グのためにバイオチップアレイに適用される。
【００５６】
　もう一つの好ましい態様において、特定の生物マーカーの存在は、CNS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が、CNS傷害を示し、1つまたは複数の存在が
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、神経傷害の程度を示すものと思われる。
【００５７】
　もう一つの好ましい態様において、特定の生物マーカーの存在は、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。
【００５８】
　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生物マーカーを検出する段階、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
数の生物マーカーの検出を考慮し、1つまたは複数のタンパク質マーカーが、例えば以下
の神経タンパク質から選択される、段階を含む：軸索タンパク質：αIIスペクトリン(お
よびSPDB)-1、NF-68(NF-L)-2、タウ-3、αII、IIIスペクトリン、NF-200(NF-H)、NF-160(
NF-M)、アミロイド前駆体タンパク質、αインターネキシン；樹状突起タンパク質：βIII
-チューブリン-1、p24微小管関連タンパク質-2、α-チューブリン(P02551)、β-チューブ
リン(P04691)、MAP-2A/B-3、MAP-2C-3、スタスミン-4、ダイナミン-1(P21575)、フォセイ
ン、ダイナクチン(Q13561)、ビメンチン(P31000)、ダイナミン、プロフィリン、コフィリ
ン1、2；細胞体タンパク質：UCH-L1(Q00981)-1、グリコーゲンホスホリラーゼ-BB-2、PEB
P(P31044)、NSE(P07323)、CK-BB(P07335)、Thy 1.1、プリオンタンパク質、ハンチンチン
、14-3-3タンパク質(例えば、14-3-3-ε(P42655))、SM22-α、カルグラヌリンAB、α-シ
ヌクレイン(P37377)、β-シヌクレイン(Q63754)、HNP 22；神経核タンパク質：NeuN-1、S
/G(2)核自己抗原(SG2NA)、ハンチンチン；シナプス前性タンパク質：シナプトフィシン-1
、シナプトタグミン(P21707)、シナプトジャニン-1(Q62910)、シナプトジャニン-2、シナ
プシン1(シナプシン-Ia)、シナプシン2(Q63537)、シナプシン3、GAP43、バスーン(Bassoo
n)(NP_003449)、ピッコロ(Piccolo)(アクゾニン)(NP_149015)、シンタキシン、CRMP1、2
、アンフィフィシン-1(NP_001626)、アンフィフィシン-2(NP_647477)；シナプス後性タン
パク質：PSD95-1、NMDA受容体(およびすべてのサブタイプ)-2、PSD93、AMPA-カイニン酸
受容体(すべてのサブタイプ)、mGluR(すべてのサイブタイプ)、カルモジュリン依存性タ
ンパク質キナーゼII(CAMPK)-α、β、γ、CaMPK-IV、SNAP-25、a-/b-SNAP；ミエリン乏突
起神経膠細胞：ミエリン塩基性タンパク質(MBP)および断片、ミエリンプロテオリピドタ
ンパク質(PLP)、ミエリン乏突起神経膠細胞特異的タンパク質(MOSP)、ミエリン乏突起神
経膠細胞糖タンパク質(MOG)、ミエリン関連タンパク質(MAG)、乏突起神経膠細胞NS-1タン
パク質；グリアタンパク質生物マーカー：GFAP(P47819)、タンパク質ジスルフィドイソメ
ラーゼ(PDI)-P04785、ニューロカルシンδ、S100β；ミクログリアタンパク質生物マーカ
ー：Iba1、OX-42、OX-8、OX-6、ED-1、PTPアーゼ(CD45)、CD40、CD68、CD11b、フラクタ
ルキン(CX3CL1)およびフラクタルキン受容体(CX3CR1)、5-d-4抗原；シュワン細胞マーカ
ー：シュワン細胞ミエリンタンパク質；グリア瘢痕：テネイシン；海馬：スタスミン、ヒ
ポカルシン、SCG10；小脳：プルキンエ細胞タンパク質-2(Pcp2)、カルビンジンD9K、カル
ビンジンD28K(NP_114190)、小脳CaBP、スポット35；脳皮質：コルテキシン-1(P60606)、H
-2Z1遺伝子産物；視床：CD15(3-フコシル-N-アセチル-ラクトサミン)エピトープ；視床下
部：オレキシン受容体(OX-1RおよびOX-2R)-食欲、オレキシン(視床下部特異的ペプチド)
；脳梁：MBP、MOG、PLP、MAG；脊髄：シュワン細胞ミエリンタンパク質；線条体：ストリ
アチン、Rhes(線条体に濃縮されたRas相同体)；末梢性神経節：Gadd45a；末梢神経線維(
感覚＋運動)：ペリフェリン、末梢性ミエリンタンパク質22(AAH91499)；他のニューロン
特異的タンパク質：PH8(S セロトニン作動性、ドーパミン作動性、PEP-19、ニューロカル
シン(NC)、ニューロン特異的EFハンドCa2+結合タンパク質、エンセファロプシン、ストリ
アチン、SG2NA、ジネジン、リカバリン、ビシニン；神経伝達物質受容体：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(AMPA、カイニン酸受容
体(例えば、GluR1、GluR4)、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
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節型グルタミン酸受容体(例えば、mGluR3)、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)、ムスカリン性Ach受容体(例えば、M1)、ニコチン性アセ
チルコリン受容体(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(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、小胞グルタミン酸輸送体1、[VGLUT1；BNPI]お
よびVGLUT2、コリン輸送体(例えば、CHT1)；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[ChAT]；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)；アドレナリン作動性生物マーカー：フ
ェニルエタノールアミンN-メチルトランスフェラーゼ(PNMT)；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[G
ABAT]、GABA-B-R2。
【００５９】
　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)1つまたは複数の生物マーカ
ー、(b)損傷した神経細胞を有すると疑われるヒト被験体から単離された生体試料を保持
するための基質、(c)神経タンパク質の少なくとも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ことに関する印刷された使用
説明書。生物マーカーは、非限定的に、以下を含む：軸索タンパク質：αIIスペクトリン
(およびSPDB)-1、NF-68(NF-L)-2、タウ-3、αII、IIIスペクトリン、NF-200(NF-H)、NF-1
60(NF-M)、アミロイド前駆体タンパク質、αインターネキシン；樹状突起タンパク質：β
III-チューブリン-1、p24微小管関連タンパク質-2、α-チューブリン(P02551)、β-チュ
ーブリン(P04691)、MAP-2A/B-3、MAP-2C-3、スタスミン-4、ダイナミン-1(P21575)、フォ
セイン、ダイナクチン(Q13561)、ビメンチン(P31000)、ダイナミン、プロフィリン、コフ
ィリン1、2；細胞体タンパク質：UCH-L1(Q00981)-1、グリコーゲンホスホリラーゼ-BB-2
、PEBP(P31044)、NSE(P07323)、CK-BB(P07335)、Thy 1.1、プリオンタンパク質、ハンチ
ンチン、14-3-3タンパク質(例えば、14-3-3-ε(P42655))、SM22-α、カルグラヌリンAB、
α-シヌクレイン(P37377)、β-シヌクレイン(Q63754)、HNP 22；神経核タンパク質：NeuN
-1、S/G(2)核自己抗原(SG2NA)、ハンチンチン；シナプス前性タンパク質：シナプトフィ
シン-1、シナプトタグミン(P21707)、シナプトジャニン-1(Q62910)、シナプトジャニン-2
、シナプシン1(シナプシン-Ia)、シナプシン2(Q63537)、シナプシン3、GAP43、バスーン(
Bassoon)(NP_003449)、ピッコロ(Piccolo)(アクゾニン)(NP_149015)、シンタキシン、CRM
P1、2、アンフィフィシン-1(NP_001626)、アンフィフィシン-2(NP_647477)；シナプス後
性タンパク質：PSD95-1、NMDA受容体(およびすべてのサブタイプ)-2、PSD93、AMPA-カイ
ニン酸受容体(すべてのサブタイプ)、mGluR(すべてのサイブタイプ)、カルモジュリン依
存性タンパク質キナーゼII(CAMPK)-α、β、γ、CaMPK-IV、SNAP-25、a-/b-SNAP；ミエリ
ン乏突起神経膠細胞：ミエリン塩基性タンパク質(MBP)および断片、ミエリンプロテオリ
ピドタンパク質(PLP)、ミエリン乏突起神経膠細胞特異的タンパク質(MOSP)、ミエリン乏
突起神経膠細胞糖タンパク質(MOG)、ミエリン関連タンパク質(MAG)、乏突起神経膠細胞NS
-1タンパク質；グリアタンパク質生物マーカー：GFAP(P47819)、タンパク質ジスルフィド
イソメラーゼ(PDI)-P04785、ニューロカルシンδ、S100β；ミクログリアタンパク質生物
マーカー：Iba1、OX-42、OX-8、OX-6、ED-1、PTPアーゼ(CD45)、CD40、CD68、CD11b、フ
ラクタルキン(CX3CL1)およびフラクタルキン受容体(CX3CR1)、5-d-4抗原；シュワン細胞
マーカー：シュワン細胞ミエリンタンパク質；グリア瘢痕：テネイシン；海馬：スタスミ
ン、ヒポカルシン、SCG10；小脳：プルキンエ細胞タンパク質-2(Pcp2)、カルビンジンD9K
、カルビンジンD28K(NP_114190)、小脳CaBP、スポット35；脳皮質：コルテキシン-1(P606
06)、H-2Z1遺伝子産物；視床：CD15(3-フコシル-N-アセチル-ラクトサミン)エピトープ；
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視床下部：オレキシン受容体(OX-1RおよびOX-2R)-食欲、オレキシン(視床下部特異的ペプ
チド)；脳梁：MBP、MOG、PLP、MAG；脊髄：シュワン細胞ミエリンタンパク質；線条体：
ストリアチン、Rhes(線条体に濃縮されたRas相同体)；末梢性神経節：Gadd45a；末梢神経
線維(感覚＋運動)：ペリフェリン、末梢性ミエリンタンパク質22(AAH91499)；他のニュー
ロン特異的タンパク質：PH8(S セロトニン作動性、ドーパミン作動性、PEP-19、ニューロ
カルシン(NC)、ニューロン特異的EFハンドCa2+結合タンパク質、エンセファロプシン、ス
トリアチン、SG2NA、ジネジン、リカバリン、ビシニン；神経伝達物質受容体：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(AMPA、カイニン酸
受容体(例えば、GluR1、GluR4)、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)、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)、ムスカリン性Ach受容体(例えば、M1)、ニコチン性ア
セチルコリン受容体(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(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、小胞グルタミン酸輸送体1、[VGLUT1；BNPI]お
よびVGLUT2、コリン輸送体(例えば、CHT1)；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[ChAT]；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)；アドレナリン作動性生物マーカー：フ
ェニルエタノールアミンN-メチルトランスフェラーゼ(PNMT)；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[G
ABAT]、GABA-B-R2。
【００６０】
　もう一つの好ましい態様において、キットは、以下を含む生物マーカーの組成物または
パネルを含む：αIIスペクトリン、SPDB-1、NF-68、NF-L-2、タウ-3、βIII-チューブリ
ン-1、p24微小管関連タンパク質-2、UCH-L1(Q00981)-1、グリコーゲンホスホリラーゼ-BB
-2、NeuN-1、シナプトフィシン-1、シナプトタグミン(P21707)、シナプトジャニン-1(Q62
910)、シナプトジャニン-2、PSD95-1、NMDA受容体-2およびサブタイプ、ミエリン塩基性
タンパク質(MBP)および断片、GFAP(P47819)、Iba1、OX-42、OX-8、OX-6、ED-1、シュワン
細胞ミエリンタンパク質、テネイシン、スタスミン、プルキンエ細胞タンパク質-2(Pcp2)
、コルテキシン-1(P60606)、オレキシン受容体(OX-1R、OX-2R)、ストリアチン、Gadd45a
、ペリフェリン、末梢性ミエリンタンパク質22(AAH91499)、ならびにニューロカルシン(N
C)。
【００６１】
　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、神経タンパク質の少なくとも1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得る。キットはま
た、作用物質に連結したもの、または作用物質に特異的に結合する物質(例えば、二次抗
体)に連結したもののような検出可能な標識を含み得る。
【００６２】
　本発明の他の局面は下に記載されている。
【００６３】
詳細な説明
　本発明は、神経細胞傷害および/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。特に、本発明は、1つまたは複
数の神経タンパク質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
る段階を用いる。神経タンパク質、その断片または誘導体の量は、傷害損傷が重症であれ
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ば重症であるほど今度はより多い量の神経タンパク質を生体試料(例えば、CSF)に蓄積さ
せる神経細胞の数が多くなるというように、神経組織傷害の重症度に直接的に関連する。
【００６４】
　本発明を示す前に、下に用いられる特定の用語の定義を示すことは、その理解の助けに
なり得る。
【００６５】
　本発明の文脈における「マーカー」とは、対照被験体(例えば、陰性診断を有する人、
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有する患者から採取された試料に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。
【００６６】
　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。
【００６７】
　句「異なって存在する」とは、対照被験体と比較した、例えば、神経傷害を有する患者
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、神経傷害を有する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得る。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
たはより低い頻度で検出されるポリペプチドであり得る。マーカーは、量、頻度または両
方に関して異なって存在し得る。
【００６８】
　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。
【００６９】
　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。
【００７０】
　「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引く(minus)
偽陽性率であり、「偽陽性」率は、検査で陽性と出た疾患を有さ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。
【００７１】
　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
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指す。検査量は、絶対量(例えば、μg/ml)か、または相対量(例えば、シグナルの相対的
強度)かのいずれかであり得る。
【００７２】
　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、μg/ml)かま
たは相対量(例えば、シグナルの相対的強度)かのいずれかであり得る。
【００７３】
　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得る。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有さない人におけるマーカーの量であり得る。対照量は、絶対量(例
えば、μg/ml)かまたは相対量(例えば、シグナルの相対的強度)かのいずれかであり得る
。
【００７４】
　「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質を含む。プローブは、単一の基質または複数
の基質を含み得る。
【００７５】
　「基質」または「プローブ基質」は、吸着剤が提供され得る(例えば、付着、沈着など
により)固相を指す。
【００７６】
　「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「吸着剤種」と称される。例え
ば、プローブ基質上のアドレス指定できる位置が、異なる結合特性を有する多くの異なる
吸着剤種(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
着剤を含み得る。基質物質自身はまた、マーカーを吸着することに寄与し得、「吸着剤」
の一部とみなされる場合がある。
【００７７】
　「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。
【００７８】
　「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
れ得る作用物質を指す。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、プローブ基質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得る。
【００７９】
　「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
。
【００８０】
　「気相イオン分光計（gas phase ion spectrometer）」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得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。
【００８１】
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　「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。
【００８２】
　「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。
【００８３】
　「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。
【００８４】
　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、修飾され得る。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。
【００８５】
　「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、32P、35S、
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
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有する核酸分
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得る、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。
【００８６】
　「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、CH1、CH2、およびCH3、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。
【００８７】
　「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。
【００８８】
　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
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へのそれの特異性について選択される抗体を必要とし得る。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に対し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得る。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得る。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得る。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得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。
【００８９】
　「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
得る。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。
【００９０】
　「試料」は、そ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、抗体などを含む試料は、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；
溶液中または基質に結合した、ゲノムDNA、RNAまたはcDNA、溶液中または基質に結合した
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；その他を含み得る。
【００９１】
　「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
。
【００９２】
　「基質」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有する、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。
【００９３】
　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；外傷性脳傷害；脳卒中関連傷害；脳動脈瘤関連傷害；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
疼痛症候群であり得る。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、クロイツフェルト・ヤコブ病、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
される発作に続く脳傷害、CNSマラリアまたは抗マラリア剤での処置による神経毒性、ト
リパノゾーマ、マラリア病原体、ならびに他のCNS外傷を含む。
【００９４】
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　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。
【００９５】
　本明細書において用いられる場合、用語「外傷性脳損傷」は、当技術分野において認識
されており、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
象へと導き得る脳低酸素症を生じ得る。
【００９６】
　本明細書において定義される場合の「神経系細胞」は、非限定的に、神経細胞、グリア
細胞、乏突起膠細胞、ミクロ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。
【００９７】
　「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。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。
【００９８】
　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
、非限定的に、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など；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(CNS)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
ル・ド・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。
【００９９】
　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（axis）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
、RDS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 A
merican Psychiatric Association, Washington, D.C., 1994に見出される。
【０１００】
　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
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概日リズムの崩壊を含む。
【０１０１】
　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有する精神病と同時に起
こり得る。精神病は、二次症状として、気分の変化を有し得、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。
【０１０２】
　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有する。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。
【０１０３】
　本明細書に用いられる場合、用語「統合失調症」とは、以下の少なくとも2つを含む精
神医学的障害を指す：妄想、幻覚、支離滅裂な言語行動、極めて無秩序なまたは緊張病性
行動、または陰性症状。(APA, 1994, Diagnostic and Statistical Manual of Mental Di
sorders (Fourth Edition), Washington, D.C.)。
【０１０４】
　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有する
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
徴付けられ得る。アルツハイマー病の診断の方法は当技術分野で公知である。例えば、Di
agnosing Alzheimer's Disease: the National Institute of Neurological and Communi
cative Disorders and Stroke-Alzheimer's Disease and the Alzheimer'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
めに用いられ得る(McKhann et al., 1984, Neurology 34:939-944)。患者の認知機能は、
Alzheimer's Disease Assessment Scale-cognitive subscaleにより評価され得る(ADAS-c
og; Rosen et al., 1984, Am. J. Psychiatry 141:1356-1364)。
【０１０５】
　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。
【０１０６】
　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。
【０１０７】
　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得る(Russell, 1975, J. Consult Clin
. Psychol. 43:800-809)。
【０１０８】
　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
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されるような、正常に機能しない学習能力を指す。
【０１０９】
　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得る、頭部傷害または外傷後の臨床的状態を指す。そのような状
態は、「一般的な医学的状態による健忘障害」としてDSM-IVに従って診断され得る。
【０１１０】
　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得る障害を指す。
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得る。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。
【０１１１】
　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。図2において例示されるように、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タンパク質
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(muca
rinic))、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(表1)。
【０１１２】
　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。
【０１１３】
　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意味し、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、非限定的に、マウス、ラットおよびハムスターを含
む齧歯類；ならびに霊長類を含む、疾患についての動物モデルの開発に使用を見出す。
【０１１４】
　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、非限定的に、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、軽減され得、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、非限定的に、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。
【０１１５】
タンパク質生物マーカー
　好ましい態様において、1つまたは複数の神経生物マーカーの検出は、神経系損傷およ
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び/またはニューロン疾患の診断となる。神経生物マーカーの例は、非限定的に、以下を
含む：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(P21575)、ダイナクチン(Q1
3561)、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、シナプトフィシン
、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、PSD
93、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(P478
19)、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(Tr
H)；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)、ムスカリン性Ach受容体(例えば、M1)、ニコチン
性アセチルコリン受容体(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(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(V
MAT1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、非限定的に、ビメンチン(P31000)、
CK-BB(P07335)、14-3-3-ε(P42655)、MMP2、MMP9を含む。
【０１１６】
　もう一つの好ましい態様において、生物マーカーの組成物またはパネルは以下を含む：
軸索タンパク質：αIIスペクトリン(およびSPDB)-1、NF-68(NF-L)-2、タウ-3、αII、III
スペクトリン、NF-200(NF-H)、NF-160(NF-M)、アミロイド前駆体タンパク質、αインター
ネキシン；樹状突起タンパク質：βIII-チューブリン-1、p24微小管関連タンパク質-2、
α-チューブリン(P02551)、β-チューブリン(P04691)、MAP-2A/B-3、MAP-2C-3、スタスミ
ン-4、ダイナミン-1(P21575)、フォセイン、ダイナクチン(Q13561)、ビメンチン(P31000)
、ダイナミン、プロフィリン、コフィリン1、2；細胞体タンパク質：UCH-L1(Q00981)-1、
グリコーゲンホスホリラーゼ-BB-2、PEBP(P31044)、NSE(P07323)、CK-BB(P07335)、Thy 1
.1、プリオンタンパク質、ハンチンチン、14-3-3タンパク質(例えば、14-3-3-ε(P42655)
)、SM22-α、カルグラヌリンAB、α-シヌクレイン(P37377)、β-シヌクレイン(Q63754)、
HNP 22；神経核タンパク質：NeuN-1、S/G(2)核自己抗原(SG2NA)、ハンチンチン；シナプ
ス前性タンパク質：シナプトフィシン-1、シナプトタグミン(P21707)、シナプトジャニン
-1(Q62910)、シナプトジャニン-2、シナプシン1(シナプシン-Ia)、シナプシン2(Q63537)
、シナプシン3、GAP43、バスーン(Bassoon)(NP_003449)、ピッコロ(Piccolo)(アクゾニン
)(NP_149015)、シンタキシン、CRMP1、2、アンフィフィシン-1(NP_001626)、アンフィフ
ィシン-2(NP_647477)；シナプス後性タンパク質：PSD95-1、NMDA受容体(およびすべての
サブタイプ)-2、PSD93、AMPA-カイニン酸受容体(すべてのサブタイプ)、mGluR(すべての
サイブタイプ)、カルモジュリン依存性タンパク質キナーゼII(CAMPK)-α、β、γ、CaMPK
-IV、SNAP-25、a-/b-SNAP；ミエリン乏突起神経膠細胞：ミエリン塩基性タンパク質(MBP)
および断片、ミエリンプロテオリピドタンパク質(PLP)、ミエリン乏突起神経膠細胞特異
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的タンパク質(MOSP)、ミエリン乏突起神経膠細胞糖タンパク質(MOG)、ミエリン関連タン
パク質(MAG)、乏突起神経膠細胞NS-1タンパク質；グリアタンパク質生物マーカー：GFAP(
P47819)、タンパク質ジスルフィドイソメラーゼ(PDI)-P04785、ニューロカルシンδ、S10
0β；ミクログリアタンパク質生物マーカー：Iba1、OX-42、OX-8、OX-6、ED-1、PTPアー
ゼ(CD45)、CD40、CD68、CD11b、フラクタルキン(CX3CL1)およびフラクタルキン受容体(CX
3CR1)、5-d-4抗原；シュワン細胞マーカー：シュワン細胞ミエリンタンパク質；グリア瘢
痕：テネイシン；海馬：スタスミン、ヒポカルシン、SCG10；小脳：プルキンエ細胞タン
パク質-2(Pcp2)、カルビンジンD9K、カルビンジンD28K(NP_114190)、小脳CaBP、スポット
35；脳皮質：コルテキシン-1(P60606)、H-2Z1遺伝子産物；視床：CD15(3-フコシル-N-ア
セチル-ラクトサミン)エピトープ；視床下部：オレキシン受容体(OX-1RおよびOX-2R)-食
欲、オレキシン(視床下部特異的ペプチド)；脳梁：MBP、MOG、PLP、MAG；脊髄：シュワン
細胞ミエリンタンパク質；線条体：ストリアチン、Rhes(線条体に濃縮されたRas相同体)
；末梢性神経節：Gadd45a；末梢神経線維(感覚＋運動)：ペリフェリン、末梢性ミエリン
タンパク質22(AAH91499)；他のニューロン特異的タンパク質：PH8(S セロトニン作動性、
ドーパミン作動性、PEP-19、ニューロカルシン(NC)、ニューロン特異的EFハンドCa2+結合
タンパク質、エンセファロプシン、ストリアチン、SG2NA、ジネジン、リカバリン、ビシ
ニン；神経伝達物質受容体：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(AMPA、カイニン酸受容体(例えば、GluR1、GluR4)、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)、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)、ムスカリン性Ach
受容体(例えば、M1)、ニコチン性アセチルコリン受容体(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(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(VIA
AT/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、小胞グルタ
ミン酸輸送体1、[VGLUT1；BNPI]およびVGLUT2、コリン輸送体(例えば、CHT1)；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[C
hAT]；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、DAR
PP32；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)；ア
ドレナリン作動性生物マーカー：フェニルエタノールアミンN-メチルトランスフェラーゼ
(PNMT)；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[GABAT]、GABA-B-R2。
【０１１７】
　もう一つの好ましい態様において、生物マーカーのパネルは、各神経系細胞型からの少
なくとも1つの生物マーカーを含む。生物マーカーの組成物は、神経系傷害、損傷および/
または神経系障害の診断となる。組成物は以下を含む：αIIスペクトリン、SPDB-1、NF-6
8、NF-L-2、タウ-3、βIII-チューブリン-1、p24微小管関連タンパク質-2、UCH-L1(Q0098
1)-1、グリコーゲンホスホリラーゼ-BB-2、NeuN-1、シナプトフィシン-1、シナプトタグ
ミン(P21707)、シナプトジャニン-1(Q62910)、シナプトジャニン-2、PSD95-1、NMDA受容
体-2およびサブタイプ、ミエリン塩基性タンパク質(MBP)および断片、GFAP(P47819)、Iba
1、OX-42、OX-8、OX-6、ED-1、シュワン細胞ミエリンタンパク質、テネイシン、スタスミ
ン、プルキンエ細胞タンパク質-2(Pcp2)、コルテキシン-1(P60606)、オレキシン受容体(O
X-1R、OX-2R)、ストリアチン、Gadd45a、ペリフェリン、末梢性ミエリンタンパク質22(AA
H91499)、ならびにニューロカルシン(NC)。
【０１１８】
　理論に拘束されることを望まないが、傷害に際して、細胞膜および血液脳関門の構造的
ならびに機能的完全性が損なわれる。脳特異的および脳濃縮タンパク質は、細胞外間隙へ
、続いて、CSFおよび血液へ、放出される。これは、図1における概略図に示されている。
【０１１９】
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　好ましい態様において、CSF、血液または他の生物体液における少なくとも1つの神経タ
ンパク質の検出は、脳傷害の重症度および/または治療の進行のモニタリングの診断とな
る。好ましくは、神経タンパク質は、傷害の初期中に検出される。正常な健康個体と比較
した、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神経タンパク質、それら
の断片または誘導体の量の増加は、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。
【０１２０】
　もう一つの好ましい態様において、CSF、血液または他の生物体液における少なくとも1
つの神経タンパク質の検出は、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性の
ような様々なCNS侵襲後の傷害の重症度の診断となる。
【０１２１】
　好ましい態様において、脳傷害、神経系傷害および/または神経系障害の生物マーカー
は、神経系(CNSおよびPNS)由来のタンパク質を含む。CNSは、脳傷害、神経系傷害、神経
系障害などの診断において好ましい生物マーカーである、多くの脳特異的および脳濃縮化
タンパク質を含む。非限定的例は、表1および図2に示されている。例えば、神経特異的生
物マーカーは、軸索タンパク質：αIIスペクトリン(およびSPDB)-1、NF-68(NF-L)-2、タ
ウ-3、αII、IIIスペクトリン、NF-200(NF-H)、NF-160(NF-M)、アミロイド前駆体タンパ
ク質、αインターネキシン；樹状突起タンパク質：βIII-チューブリン-1、p24微小管関
連タンパク質-2、α-チューブリン(P02551)、β-チューブリン(P04691)、MAP-2A/B-3、MA
P-2C-3、スタスミン-4、ダイナミン-1(P21575)、フォセイン、ダイナクチン(Q13561)、ビ
メンチン(P31000)、ダイナミン、プロフィリン、コフィリン1、2；細胞体タンパク質：UC
H-L1(Q00981)-1、グリコーゲンホスホリラーゼ-BB-2、PEBP(P31044)、NSE(P07323)、CK-B
B(P07335)、Thy 1.1、プリオンタンパク質、ハンチンチン、14-3-3タンパク質(例えば、1
4-3-3-ε(P42655))、SM22-α、カルグラヌリンAB、α-シヌクレイン(P37377)、β-シヌク
レイン(Q63754)、HNP 22；神経核タンパク質：NeuN-1、S/G(2)核自己抗原(SG2NA)、ハン
チンチン；シナプス前性タンパク質：シナプトフィシン-1、シナプトタグミン(P21707)、
シナプトジャニン-1(Q62910)、シナプトジャニン-2、シナプシン1(シナプシン-Ia)、シナ
プシン2(Q63537)、シナプシン3、GAP43、バスーン(Bassoon)(NP_003449)、ピッコロ(Picc
olo)(アクゾニン)(NP_149015)、シンタキシン、CRMP1、2、アンフィフィシン-1(NP_00162
6)、アンフィフィシン-2(NP_647477)；シナプス後性タンパク質：PSD95-1、NMDA受容体(
およびすべてのサブタイプ)-2、PSD93、AMPA-カイニン酸受容体(すべてのサブタイプ)、m
GluR(すべてのサイブタイプ)、カルモジュリン依存性タンパク質キナーゼII(CAMPK)-α、
β、γ、CaMPK-IV、SNAP-25、a-/b-SNAP；ミエリン乏突起神経膠細胞：ミエリン塩基性タ
ンパク質(MBP)および断片、ミエリンプロテオリピドタンパク質(PLP)、ミエリン乏突起神
経膠細胞特異的タンパク質(MOSP)、ミエリン乏突起神経膠細胞糖タンパク質(MOG)、ミエ
リン関連タンパク質(MAG)、乏突起神経膠細胞NS-1タンパク質；グリアタンパク質生物マ
ーカー：GFAP(P47819)、タンパク質ジスルフィドイソメラーゼ(PDI)-P04785、ニューロカ
ルシンδ、S100β；ミクログリアタンパク質生物マーカー：Iba1、OX-42、OX-8、OX-6、E
D-1、PTPアーゼ(CD45)、CD40、CD68、CD11b、フラクタルキン(CX3CL1)およびフラクタル
キン受容体(CX3CR1)、5-d-4抗原；シュワン細胞マーカー：シュワン細胞ミエリンタンパ
ク質；グリア瘢痕：テネイシン；海馬：スタスミン、ヒポカルシン、SCG10；小脳：プル
キンエ細胞タンパク質-2(Pcp2)、カルビンジンD9K、カルビンジンD28K(NP_114190)、小脳
CaBP、スポット35；脳皮質：コルテキシン-1(P60606)、H-2Z1遺伝子産物；視床：CD15(3-
フコシル-N-アセチル-ラクトサミン)エピトープ；視床下部：オレキシン受容体(OX-1Rお
よびOX-2R)-食欲、オレキシン(視床下部特異的ペプチド)；脳梁：MBP、MOG、PLP、MAG；
脊髄：シュワン細胞ミエリンタンパク質；線条体：ストリアチン、Rhes(線条体に濃縮さ
れたRas相同体)；末梢性神経節：Gadd45a；末梢神経線維(感覚＋運動)：ペリフェリン、
末梢性ミエリンタンパク質22(AAH91499)；他のニューロン特異的タンパク質：PH8(S セロ
トニン作動性、ドーパミン作動性、PEP-19、ニューロカルシン(NC)、ニューロン特異的EF
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ハンドCa2+結合タンパク質、エンセファロプシン、ストリアチン、SG2NA、ジネジン、リ
カバリン、ビシニン；神経伝達物質受容体：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(AMPA、カイニン酸受容体(例えば、GluR1、GluR4)、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)、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)、
ムスカリン性Ach受容体(例えば、M1)、ニコチン性アセチルコリン受容体(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(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、小胞グルタミン酸輸送体1、[VGLUT1；BNPI]およびVGLUT2、コリン輸送体(例えば、
CHT1)；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[ChAT]；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)；アドレナリン作動性生物マーカー：フェニルエタノールアミンN-メチル
トランスフェラーゼ(PNMT)；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[GABAT]、GABA-B-R2を含み得る。さ
らになお、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は
、CNSのグリア細胞において合成されるのみであり、CNSへの損傷の程度をさらに検出およ
び診断するために用いられる特徴である。
【０１２２】
　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および/
または脳傷害への損傷の量的検出を提供する。傷害の型および重症度に依存して、ニュー
ロンは、特定の細胞領域において損傷を起こし得る。例として、例えば、軸索タンパク質
、それらの断片および誘導体のような特定の生物マーカーの検出は、非限定的に、以下を
含み、軸索の損傷と樹状突起の損傷との間を区別する：NF-200(NF-H)、NF-160(NF-M)、NF
-68(NF-L)など。樹状突起タンパク質、それらのペプチド、断片および誘導体の非限定的
な例は以下を含むが、それらに限定されない：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(神経特異的MAP)。さらになお、異なる生物マーカーの検出は、例えば、軸索または
樹状突起の損傷間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
ス後肥厚の要素への特異的傷害、の評価を可能にする。検出が傷害の位置を検出する、各
細胞、細胞内および解剖学的位置からの生物マーカーの例について、表1を参照されたい
。
【０１２３】
　好ましい態様において、異なる解剖学的インビボの位置における神経系傷害を示す生物
マーカーは、非限定的に、以下を含む：海馬：スタスミン、ヒポカルシン、SCG10；小脳
：プルキンエ細胞タンパク質-2(Pcp2)、カルビンジンD9K、カルビンジンD28K(NP_114190)
、小脳CaBP、スポット35；脳皮質：コルテキシン-1(P60606)、H-2Z1遺伝子産物；視床：C
D15(3-フコシル-N-アセチル-ラクトサミン)エピトープ；視床下部：オレキシン受容体(OX
-1RおよびOX-2R)-食欲、オレキシン(視床下部特異的ペプチド)；脳梁：MBP、MOG、PLP、M
AG；脊髄：シュワン細胞ミエリンタンパク質；線条体：ストリアチン、Rhes(線条体に濃
縮されたRas相同体)；末梢性神経節：Gadd45a；末梢神経線維(感覚＋運動)：ペリフェリ
ン、末梢性ミエリンタンパク質22(AAH91499)；他のニューロン特異的タンパク質：PH8(S 
セロトニン作動性、ドーパミン作動性、PEP-19、ニューロカルシン(NC)、ニューロン特異
的EFハンドCa2+結合タンパク質、エンセファロプシン、ストリアチン、SG2NA、ジネジン
、リカバリン、ビシニン。例えば、特定の解剖学的位置における傷害を測定するために、
スタスミンおよび/またはヒポカルシンおよび/またはSCG10の検出は、海馬における傷害
の診断となる。プルキンエ細胞タンパク質-2(Pcp2)および/またはカルビンジンD9Kおよび
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/またはカルビンジンD28K(NP_114190)および/または小脳CaBP、スポット35の検出は、小
脳における傷害の診断となる。スタスミンおよび/またはヒポカルシンおよび/またはSCG1
0プルキンエ細胞タンパク質-2(Pcp2)および/またはカルビンジンD9Kおよび/またはカルビ
ンジンD28K(NP_114190)および/または小脳CaBP、スポット35のような生物マーカーの組み
合わせの検出は、海馬および小脳における傷害の診断となる。このように、生物マーカー
の1つまたは複数の組み合わせの検出は、神経系傷害の位置の診断となる。
【０１２４】
　もう一つの好ましい態様において、例えばμg/mlで、検出されるマーカーの量は、損傷
または傷害の程度の診断となる。各生物マーカーの定量化は、明細書および後に続く実施
例に記載されている。アッセイ法は、イムノアッセイ法(ELISAのような)、分光測光法、H
PLC、SELDI、バイオチップなどを含む。それゆえに、例えば、10 μg/mlのスタスミンお
よび0.001 μg/mlのCaBPは、主要な傷害が海馬に対してであり、いくらかの傷害が小脳に
対してであることの診断となる。細胞内位置からの生物マーカーの検出は、どの細胞が傷
害されているかの診断となる。例えば、軸索生物マーカーおよび樹状突起生物マーカーお
よびミクログリア生物マーカーの検出は、傷害された細胞の型の診断となる。下記に考察
されているように、正常な個体と比較したそれぞれの定量化は、傷害の程度の診断となる
。
【０１２５】
　もう一つの好ましい態様において、特定の生物マーカーの検出は、ニューロンおよびグ
リアは異なるタンパク質を有するため、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、断片および誘導体の検出は、グリア細胞損
傷の診断となる。グリアタンパク質の例は、非限定的に、以下を含む：GFAP(P47819)、タ
ンパク質ジスルフィドイソメラーゼ(PDI)-P04785、ニューロカルシンδ、S100β。
【０１２６】
　CNS傷害後にこれらのタンパク質のレベルを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ける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得る二次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タンパク質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、診断能力の向上を提供する。代用の生物マーカーについての迅
速な診断が疾患を処置するためにとられる手順にとって貴重であることが立証される、他
の器官に基づいた疾患と違って、傷害の重症度、傷害の解剖学的および細胞性病態、適切
な医学的管理および処置の実施を決定するのを助けるために定量化できる神経化学的マー
カーを医師に提供し得る、そのような迅速で、最も信頼のおける診断検査は、外傷性また
は虚血性脳傷害については存在しない。
【０１２７】
　例証的例において、決して本発明を限定または解釈するつもりはないが、外傷性脳損傷
(TBI)後にCSFにおいてどの脳特異的および脳濃縮化タンパク質が上昇しているかの同定は
、例えば、脳傷害、脳傷害の程度、細胞性損傷の型、および細胞性損傷の程度の診断とな
る。さらになお、特定の脳特異的および脳濃縮化タンパク質、それらの断片および誘導体
の検出は、細胞性損傷の型および程度の診断となる。例えば、傷害後48時間目のCSFにお
ける様々な脳特異的および脳濃縮化タンパク質のレベルの増加が検出された。具体的には
、細胞体タンパク質ユビキチンC末端加水分解酵素L1(UCH-L1)、樹状突起タンパク質p24、
およびα-シヌクレイン、シナプス前性タンパク質のレベルの上昇が傷害後検出された。
【０１２８】
　現在のところ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(C
T)および磁気共鳴映像法(MRI)のような既存の診断装置より、傷害重症度のより迅速およ
びより安価な診断を提供する。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ハイコンテント（high content）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
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可能にする。さらに、これらの脳特異的および脳濃縮化タンパク質のレベルは、市場にお
けるものに比べ、傷害重症度のレベルに関するより正確な情報を提供する。
【０１２９】
　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
細胞を有すると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つまたは複
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。好ましくは、インビトロ培養物にお
ける、またはインサイチューの動物被験体における、神経細胞、グリア細胞、乏突起神経
膠細胞、ミクログリア細胞または神経幹細胞を含む中枢および末梢神経系に存在する細胞
のような神経系細胞は、心筋細胞、骨格筋における筋細胞、肝細胞、腎細胞、および睾丸
における細胞のような非ニューロンの細胞と比較して、より高いレベルの神経タンパク質
(「ニューロン特異的またはニューロンに濃縮された」タンパク質；例は表1に概要を示さ
れている)を発現させる。好ましくは、試料は、神経系細胞を含む、例えば、中枢神経系
または末梢神経系組織の生検は、本発明に用いるのに適した生体試料である。さらに、神
経系への傷害(脳傷害のような)後、神経系細胞膜が損なわれ、これらの神経タンパク質の
流出をまず、細胞外液または間隙へ、ならびに脳脊髄液へ、ならびに最終的には、循環血
液(損なわれた血液脳関門により援助されるような)および他の生物体液(例えば、尿、汗
、唾液など)に、導く。従って、他の適した生体試料は、非限定的に、そのような細胞ま
たはこれらの細胞から分泌された液体を含む。被験体由来の脳脊髄液、血液、血漿、血清
、唾液および尿のような生物体液を得ることは、典型的には、固形組織生検試料を得るこ
とより、ずっと侵襲性および外傷性は少ない。このように、生物体液である試料が本発明
に用いるのに好ましい。特に、CSFは、神経系に直接接触しており、かつ容易に得られる
ため、被験体において神経損傷を検出することにとって好ましい。
【０１３０】
　好ましい態様において、神経細胞損傷の検出は、以下を含む1つまたは複数の生物マー
カーの検出を含む：軸索タンパク質：αIIスペクトリン(およびSPDB)-1、NF-68(NF-L)-2
、タウ-3、αII、IIIスペクトリン、NF-200(NF-H)、NF-160(NF-M)、アミロイド前駆体タ
ンパク質、αインターネキシン；樹状突起タンパク質：βIII-チューブリン-1、p24微小
管関連タンパク質-2、α-チューブリン(P02551)、β-チューブリン(P04691)、MAP-2A/B-3
、MAP-2C-3、スタスミン-4、ダイナミン-1(P21575)、フォセイン、ダイナクチン(Q13561)
、ビメンチン(P31000)、ダイナミン、プロフィリン、コフィリン1、2；細胞体タンパク質
：UCH-L1(Q00981)-1、グリコーゲンホスホリラーゼ-BB-2、PEBP(P31044)、NSE(P07323)、
CK-BB(P07335)、Thy 1.1、プリオンタンパク質、ハンチンチン、14-3-3タンパク質(例え
ば、14-3-3-ε(P42655))、SM22-α、カルグラヌリンAB、α-シヌクレイン(P37377)、β-
シヌクレイン(Q63754)、HNP 22；神経核タンパク質：NeuN-1、S/G(2)核自己抗原(SG2NA)
、ハンチンチン；シナプス前性タンパク質：シナプトフィシン-1、シナプトタグミン(P21
707)、シナプトジャニン-1(Q62910)、シナプトジャニン-2、シナプシン1(シナプシン-Ia)
、シナプシン2(Q63537)、シナプシン3、GAP43、バスーン(Bassoon)(NP_003449)、ピッコ
ロ(Piccolo)(アクゾニン)(NP_149015)、シンタキシン、CRMP1、2、アンフィフィシン-1(N
P_001626)、アンフィフィシン-2(NP_647477)；シナプス後性タンパク質：PSD95-1、NMDA
受容体(およびすべてのサブタイプ)-2、PSD93、AMPA-カイニン酸受容体(すべてのサブタ
イプ)、mGluR(すべてのサイブタイプ)、カルモジュリン依存性タンパク質キナーゼII(CAM
PK)-α、β、γ、CaMPK-IV、SNAP-25、a-/b-SNAP；ミエリン乏突起神経膠細胞：ミエリン
塩基性タンパク質(MBP)および断片、ミエリンプロテオリピドタンパク質(PLP)、ミエリン
乏突起神経膠細胞特異的タンパク質(MOSP)、ミエリン乏突起神経膠細胞糖タンパク質(MOG
)、ミエリン関連タンパク質(MAG)、乏突起神経膠細胞NS-1タンパク質；グリアタンパク質
生物マーカー：GFAP(P47819)、タンパク質ジスルフィドイソメラーゼ(PDI)-P04785、ニュ
ーロカルシンδ、S100β；ミクログリアタンパク質生物マーカー：Iba1、OX-42、OX-8、O
X-6、ED-1、PTPアーゼ(CD45)、CD40、CD68、CD11b、フラクタルキン(CX3CL1)およびフラ
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クタルキン受容体(CX3CR1)、5-d-4抗原；シュワン細胞マーカー：シュワン細胞ミエリン
タンパク質；グリア瘢痕：テネイシン；海馬：スタスミン、ヒポカルシン、SCG10；小脳
：プルキンエ細胞タンパク質-2(Pcp2)、カルビンジンD9K、カルビンジンD28K(NP_114190)
、小脳CaBP、スポット35；脳皮質：コルテキシン-1(P60606)、H-2Z1遺伝子産物；視床：C
D15(3-フコシル-N-アセチル-ラクトサミン)エピトープ；視床下部：オレキシン受容体(OX
-1RおよびOX-2R)-食欲、オレキシン(視床下部特異的ペプチド)；脳梁：MBP、MOG、PLP、M
AG；脊髄：シュワン細胞ミエリンタンパク質；線条体：ストリアチン、Rhes(線条体に濃
縮されたRas相同体)；末梢性神経節：Gadd45a；末梢神経線維(感覚＋運動)：ペリフェリ
ン、末梢性ミエリンタンパク質22(AAH91499)；他のニューロン特異的タンパク質：PH8(S 
セロトニン作動性、ドーパミン作動性、PEP-19、ニューロカルシン(NC)、ニューロン特異
的EFハンドCa2+結合タンパク質、エンセファロプシン、ストリアチン、SG2NA、ジネジン
、リカバリン、ビシニン；神経伝達物質受容体：NMDA受容体サブユニット(例えば、NR1A2
B)、グルタミン酸受容体サブユニット(AMPA、カイニン酸受容体(例えば、GluR1、GluR4)
、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)、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、D
4)、ムスカリン性Ach受容体(例えば、M1)、ニコチン性アセチルコリン受容体(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(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、小胞グルタミン酸輸送体1、[VGLUT1；BNPI]およびVGLUT2、コリン輸送体(例え
ば、CHT1)；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[ChAT]；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)；アドレナリン作動性生物マーカー：フェニルエタノールアミンN-メ
チルトランスフェラーゼ(PNMT)；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[GABAT]、GABA-B-R2。
【０１３１】
　もう一つの好ましい態様において、神経系損傷の検出は、各神経系細胞型からの少なく
とも1つの生物マーカーを含む1つまたは複数の生物マーカーの検出を含む。生物マーカー
の組成物は、神経系傷害、損傷および/または神経系障害の診断となる。生物マーカーの
組成物またはパネルは以下を含む：αIIスペクトリン、SPDB-1、NF-68、NF-L-2、タウ-3
、βIII-チューブリン-1、p24微小管関連タンパク質-2、UCH-L1(Q00981)-1、グリコーゲ
ンホスホリラーゼ-BB-2、NeuN-1、シナプトフィシン-1、シナプトタグミン(P21707)、シ
ナプトジャニン-1(Q62910)、シナプトジャニン-2、PSD95-1、NMDA受容体-2およびサブタ
イプ、ミエリン塩基性タンパク質(MBP)および断片、GFAP(P47819)、Iba1、OX-42、OX-8、
OX-6、ED-1、シュワン細胞ミエリンタンパク質、テネイシン、スタスミン、プルキンエ細
胞タンパク質-2(Pcp2)、コルテキシン-1(P60606)、オレキシン受容体(OX-1R、OX-2R)、ス
トリアチン、Gadd45a、ペリフェリン、末梢性ミエリンタンパク質22(AAH91499)、ならび
にニューロカルシン(NC)。
【０１３２】
　生体試料は、通常の技術により被験体から得られ得る。例えば、CSFは、腰椎穿刺によ
り得られ得る。血液は、静脈穿刺により得られ得るが、血漿および血清は、公知の方法に
より全血を分画することにより得られ得る。固形組織試料を得るための外科的技術は、当
技術分野において周知である。例えば、神経系組織試料を得るための方法は、F. Meyer, 
Churchill Livingstone, 1999によるAtlas of Neurosurgery: Basic Approaches to Cran
ial and Vascular Procedures; David G.T. Thomas, WB Saunders Co., 1993によるStere
otactic and Image Directed Surgery of Brain Tumors, 1st ed.; およびL.N. Sekhar a
nd E. De Oliveira, 1st ed., Thieme Medical Publishing, 1999によるCranial Microsu
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rgery: Approaches and Techniquesのような標準的な神経外科学テキストに記載されてい
る。脳組織を得て、分析するための方法は、Belay et al., Arch. Neurol. 58: 1673-167
8 (2001);およびSeijo et al., J. Clin. Microbiol. 38:3892-3895 (2000)にも記載され
ている。
【０１３３】
　例えば、表1に列挙されているもののような神経タンパク質を発現させる任意の動物は
、生体試料が得られる被験体として用いられ得る。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、マウスのような哺乳
動物、ならびに魚、鳥および爬虫類のような他の脊椎動物である。より好ましくは、被験
体はヒトである。特に好ましいのは、外傷性侵襲(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)、脊髄損傷、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；痴呆の他の型および脊髄変性のような)、癲癇、薬物乱用(
例えば、アンフェタミン、メタンフェタミン/覚醒剤(Speed)、エクスタシー/MDMA、また
はエタノールおよびコカインから)、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、末梢神経損傷または萎縮症(ALS)、多発性硬化症(MS)のような
末梢神経系病態の犠牲者のような、外傷性もしくは非外傷性神経系傷害を有していると疑
われる、または発症するリスクがある被験体である。
【０１３４】
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【０１３５】
　上記のように、本発明は、1つもしくは複数の神経タンパク質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。神経タンパク質、それら
のペプチド、断片、誘導体または改変型の量は、傷害損傷が重症であればあるほど、次に
より多量の神経タンパク質を生体試料(例えば、CSF)に蓄積させる神経細胞の数が多いよ
うに、神経組織傷害の重症度に直接関連する。神経細胞傷害が、アポトーシス性、腫脹性
(壊死性)または2型(自己貧食性)のいずれの細胞死を引き起こすかは、異なる細胞死表現
型に応答して生物体液へ放出される固有のタンパク質を検査することにより決定され得る
。固有のタンパク質は、神経系を含む多くの細胞型から検出される。例えば、アストログ
リア、乏突起神経膠細胞、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である。さらになお、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
のニューロンの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ついての専用の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と適合した細胞内に限定
された構造がある(樹状突起、軸索、髄鞘、シナプス前終末およびシナプス後肥厚)。これ
らの領域のそれぞれに固有のタンパク質の放出をモニターすることにより、細胞内損傷は
、脳傷害後、モニターされ、限定され得る(図2)。
【０１３６】
　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得る。生物マーカー
を検出するための方法は、後に続く材料および方法ならびに実施例において詳細に記載さ
れている。例えば、イムノアッセイは、非限定的に、ウェスタンブロットのような技術を
用いる競合および非競合アッセイ系、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などを含む。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, 1
994, Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 1, John Wiley & Sons, Inc., Ne
w Yorkを参照、これは全体が参照により本明細書に組み入れられる)。例示的なイムノア
ッセイは、以下で簡単に記載されている(しかし、限定することを意図しない)。
【０１３７】
　免疫沈降プロトコールは、一般的に、細胞の集団を、タンパク質ホスファターゼおよび
/またはプロテアーゼインヒビター(例えば、EDTA、PMSF、アプロチニン、バナジウム酸ナ
トリウム)を追加したRIPA緩衝液(1%NP-40またはトリトンX-100、1%デオキシコール酸ナト
リウム、0.1%SDS、0.15 M NaCl、pH 7.2における0.01 M リン酸ナトリウム、1%トラシロ
ール(Trasylol))のような溶解緩衝液に溶解する段階、対象となる抗体を細胞可溶化液へ
添加する段階、4℃で一定時間(例えば、1～4時間)、インキュベートする段階、プロテイ
ンAおよび/またはプロテインGセファロースビーズを細胞可溶化液へ添加する段階、4℃で
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約1時間またはそれ以上、インキュベートする段階、溶解緩衝液においてビースを洗浄す
る段階、ビーズをSDS/試料緩衝液に再懸濁する段階を含む。特定の抗原を免疫沈降する抗
体の能力は、例えば、ウェスタンブロット分析により評価され得る。当業者は、抗体の抗
原への結合を増加させ、かつバックグラウンドを減少させるために改変され得るパラメー
ターに関して精通しているものと思われる(例えば、細胞可溶化液をセファロースビーズ
で事前にクリアランスする)。免疫沈降プロトコールに関するさらなる考察について、例
えば、Ausubel et al., eds, 1994, Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 1,
 John Wiley & Sons, Inc., New York 10.16.1を参照されたい。
【０１３８】
　ウェスタンブロット分析は、一般的に、タンパク質試料を調製する段階、ポリアクリル
アミドゲル(例えば、抗原の分子量に依存して8%～20%SDS-PAGE)におけるタンパク質試料
の電気泳動、タンパク質試料をポリアクリルアミドゲルからニトロセルロース、PVDFまた
はナイロンのような膜へ転写する段階、膜をブロッキング溶液(例えば、3%BSAまたは脱脂
乳を含むPBS)においてブロッキングする段階、膜を洗浄緩衝液(例えば、PBS-Tween20)に
おいて洗浄する段階、ブロッキング緩衝液に希釈された一次抗体(対象となる抗体)で膜を
ブロッキングする段階、膜を洗浄緩衝液において洗浄する段階、ブロッキング緩衝液に希
釈された、酵素基質(例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼまたはアルカリホスファター
ゼ)または放射性分子(例えば、32Pまたは125I)に結合した二次抗体(一次抗体を認識する
、例えば、抗ヒト抗体)で膜をブロッキングする段階、膜を洗浄緩衝液において洗浄する
段階、および抗原の存在を検出する段階を含む。当業者は、検出されるシグナルを増加さ
せるように、およびバックグラウンドノイズを低下させるように、改変され得るパラメー
ターに関して精通しているものと思われる。ウェスタンブロットプロトコールに関するさ
らなる考察について、例えば、Ausubel et al., eds, 1994, Current Protocols in Mole
cular Biology, Vol. 1, John Wiley & Sons, Inc., New York 10.8.1を参照されたい。
【０１３９】
　ELISAは、抗原(すなわち、神経生物マーカー)を調製する段階、96ウェルのマイクロタ
イタープレートのウェルを抗原でコーティングする段階、酵素基質(例えば、西洋ワサビ
ペルオキシダーゼまたはアルカリホスファターゼ)のような検出可能な化合物に結合した
対象となる抗体をウェルに添加し、一定時間インキュベートする段階、および抗原の存在
を検出する段階を含む。ELISAにおいて、対象となる抗体は、検出可能な化合物に結合し
ている必要はない；その代わりとして、検出可能な化合物に結合した二次抗体(対象とな
る抗体を認識する)がウェルに添加され得る。さらに、ウェルを抗原でコーティングする
代わりに、抗体がウェルへコーティングされ得る。この場合、検出可能な化合物に結合し
た二次抗体は、対象となる抗原のコーティングされたウェルへの添加後、加えられ得る。
当業者は、検出されるシグナルを増加させるように改変され得るパラメーター、および当
技術分野において公知のELISAの他のバリエーションに関して精通しているものと思われ
る。ELISAに関するさらなる考察について、例えば、Ausubel et al., eds, 1994, Curren
t Protocols in Molecular Biology, Vol. 1, John Wiley & Sons, Inc., New York 11.2
.1を参照されたい。
【０１４０】
新しいマーカーの同定およびマーカーの定量
　好ましい態様において、生体試料は、神経系傷害を有する患者から得られる。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
され得る。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。
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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
有用であり得る。
【０１４１】
　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得る。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；などである。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
イオン分光測定法などにより分析され得る。
【０１４２】
　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
れ得る。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得(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得
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を有する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を有する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。
【０１４３】
　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
され得る。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。硫酸化ムコ多糖で
あるヘパリンは、正に帯電した部分を有するマーカーを結合し、試料は、異なるpHまたは
塩濃度を有する溶離液で連続的に溶出され得る。低pHを有する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を有する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。
【０１４４】
　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得る。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
画され得る。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。
【０１４５】
　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。
【０１４６】
　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得る
。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
。
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【０１４７】
　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得る。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得る。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得る。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得、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得るなど
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
的に分析され得ることである。
【０１４８】
　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、により分離され得る。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得る。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
成するために用いられ得る。例えば、Jungblut and Thiede, Mass Spectr. Rev. 16:145-
162 (1997)を参照。
【０１４９】
　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得る。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。
【０１５０】
　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
用いて検出され得る。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得る(
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得る。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得る。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得る。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得る。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得
る。
【０１５１】
　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
い可能性がある。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得る、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。
【０１５２】
　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
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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得る。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得る。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得る。
【０１５３】
　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得る。例えば、マーカーは、分析の前にタンパク質分
解消化を受け得る。任意のプロテアーゼが用いられ得る。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有するマーカーがある場合、特に有用である。また、タ
ン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得る。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得る。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得る。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)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得る。
【０１５４】
　調製後、試料における生物マーカーは、典型的には、検出のための基質上に捕獲される
。従来の基質は、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、表面を有する基質を含む。捕獲試薬または
吸着剤は、基質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には、そこに捕獲試薬が結合されている。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得、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得る。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)。
【０１５５】
　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
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、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得る。
【０１５６】
　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得る。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。
【０１５７】
　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、マーカーを含む基質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
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得る。
【０１５８】
　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。
【０１５９】
　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、調査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 Ioni
zation 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., p
p 11915-11918 John Wiley & Sons Chichesher, 2000におけるWeinberger et al.、「Tim
e-of-flight mass spectrometry」。
【０１６０】
　基質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、イオン化され得
る。基質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
が用いられ得る。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。
【０１６１】
　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質またはプローブは、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
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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のものからなる。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、基質に結合
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得
る。
【０１６２】
　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得る。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。
【０１６３】
　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得る。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得る。例えば、各マーカーはいくつかの酵素（例
えばトリプシン、V8プロテアーゼなど）によりペプチドマップされ得る。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得る。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、同定され得る。
【０１６４】
　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
され得る。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供するこ
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
得る。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。
【０１６５】
　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、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によっても決定され得る。例えば、縮重し
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得る。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得る。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得る。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。
【０１６６】
　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得る。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、非限定的に、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
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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 al., Science 24
6:1275-1281 (1989); Ward et al., Nature 341:544-546 (1989)参照)。
【０１６７】
　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/または定量化され得る(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。生物マーカーの検出およ
び定量は、以下の実施例に詳細に記載される。
【０１６８】
　一般的に、被験体から得られた試料は、マーカーと特異的に結合する抗体と接触させら
れ得る。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得る。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質またはProteinChip（登録商標
）アレイに付着し得る。試料は、好ましくは、被験体から採取された生物体液試料である
。生物体液試料の例は、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、生物体液は、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得る。
【０１６９】
　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
合体が検出され得る。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
より達成され得る。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
であり得る。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、検出され得る。
【０１７０】
　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
必要とされ得る。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、変わり得る。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、濃度などに依存する。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得るとはいえ、周囲温度で行われるであろう。
【０１７１】
　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得る。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得る。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
決定され得る。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得る。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得る限り、絶対的単位で測定される必要はない。
【０１７２】
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　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得る。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
ために用いられ得る。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し、および同
定するために用いられ得る。
【０１７３】
　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
得る。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
当てられ得る。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
マーカーの数を示し得る。
【０１７４】
　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得る。観察されたピークは標準化され得、何らかの参照に対す
る各ピークの高さが計算される過程であり得る。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得る。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得る
。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得るように、試料と共に入れられ得る。
【０１７５】
　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得る。「
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
ューが表示され得、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
量を有する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得、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得る。「
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
カーを強調し得る。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
的に比較され得る。さらにもう一つの形式において、Spotfire Scatter Plotが用いられ
得、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得る。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)と比較され得る。
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【０１７６】
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、表1に同定さ
れるタンパク質、それらのペプチド、断片または誘導体。これらのマーカーは、単独で、
または任意のセット、例えば、軸索および樹状突起、における他のマーカーと組み合わせ
て、用いられ得る。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/またはニューロンの障害を有するヒト患者におい
て、上昇したレベルで発現される、および/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、その人が神経系傷害および/
またはニューロンの障害をもち得る可能性に関する有用な情報を提供する。
【０１７７】
　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/または診断され得る、神経系疾患、ニューロ
ンの障害および/または状態は、非限定的に、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/または診断され得る神経系病変は、非限定的に、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)非限定的に、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)非限定的に、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)非限定的に、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)非限定的に、多発性硬化症、ヒト免疫不全ウイルス関連脊髄症、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。
【０１７８】
　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つのマーカーを
検出する段階であって、マーカーが表1に列挙されたマーカー、そのペプチド、断片およ
び誘導体の任意の1つより選択される、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得る。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
に入れ得る。相関は、被験体が神経系傷害を有しているかどうか、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
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入れ得る。
【０１７９】
　好ましい態様において、神経系傷害および/または神経系障害を診断ならびに検出する
方法は、以下の1つまたは複数の生物マーカーを検出する段階を含む：軸索タンパク質：
αIIスペクトリン(およびSPDB)-1、NF-68(NF-L)-2、タウ-3、αII、IIIスペクトリン、NF
-200(NF-H)、NF-160(NF-M)、アミロイド前駆体タンパク質、αインターネキシン；樹状突
起タンパク質：βIII-チューブリン-1、p24微小管関連タンパク質-2、α-チューブリン(P
02551)、β-チューブリン(P04691)、MAP-2A/B-3、MAP-2C-3、スタスミン-4、ダイナミン-
1(P21575)、フォセイン、ダイナクチン(Q13561)、ビメンチン(P31000)、ダイナミン、プ
ロフィリン、コフィリン1、2；細胞体タンパク質：UCH-L1(Q00981)-1、グリコーゲンホス
ホリラーゼ-BB-2、PEBP(P31044)、NSE(P07323)、CK-BB(P07335)、Thy 1.1、プリオンタン
パク質、ハンチンチン、14-3-3タンパク質(例えば、14-3-3-ε(P42655))、SM22-α、カル
グラヌリンAB、α-シヌクレイン(P37377)、β-シヌクレイン(Q63754)、HNP 22；神経核タ
ンパク質：NeuN-1、S/G(2)核自己抗原(SG2NA)、ハンチンチン；シナプス前性タンパク質
：シナプトフィシン-1、シナプトタグミン(P21707)、シナプトジャニン-1(Q62910)、シナ
プトジャニン-2、シナプシン1(シナプシン-Ia)、シナプシン2(Q63537)、シナプシン3、GA
P43、バスーン(Bassoon)(NP_003449)、ピッコロ(Piccolo)(アクゾニン)(NP_149015)、シ
ンタキシン、CRMP1、2、アンフィフィシン-1(NP_001626)、アンフィフィシン-2(NP_64747
7)；シナプス後性タンパク質：PSD95-1、NMDA受容体(およびすべてのサブタイプ)-2、PSD
93、AMPA-カイニン酸受容体(すべてのサブタイプ)、mGluR(すべてのサイブタイプ)、カル
モジュリン依存性タンパク質キナーゼII(CAMPK)-α、β、γ、CaMPK-IV、SNAP-25、a-/b-
SNAP；ミエリン乏突起神経膠細胞：ミエリン塩基性タンパク質(MBP)および断片、ミエリ
ンプロテオリピドタンパク質(PLP)、ミエリン乏突起神経膠細胞特異的タンパク質(MOSP)
、ミエリン乏突起神経膠細胞糖タンパク質(MOG)、ミエリン関連タンパク質(MAG)、乏突起
神経膠細胞NS-1タンパク質；グリアタンパク質生物マーカー：GFAP(P47819)、タンパク質
ジスルフィドイソメラーゼ(PDI)-P04785、ニューロカルシンδ、S100β；ミクログリアタ
ンパク質生物マーカー：Iba1、OX-42、OX-8、OX-6、ED-1、PTPアーゼ(CD45)、CD40、CD68
、CD11b、フラクタルキン(CX3CL1)およびフラクタルキン受容体(CX3CR1)、5-d-4抗原；シ
ュワン細胞マーカー：シュワン細胞ミエリンタンパク質；グリア瘢痕：テネイシン；海馬
：スタスミン、ヒポカルシン、SCG10；小脳：プルキンエ細胞タンパク質-2(Pcp2)、カル
ビンジンD9K、カルビンジンD28K(NP_114190)、小脳CaBP、スポット35；脳皮質：コルテキ
シン-1(P60606)、H-2Z1遺伝子産物；視床：CD15(3-フコシル-N-アセチル-ラクトサミン)
エピトープ；視床下部：オレキシン受容体(OX-1RおよびOX-2R)-食欲、オレキシン(視床下
部特異的ペプチド)；脳梁：MBP、MOG、PLP、MAG；脊髄：シュワン細胞ミエリンタンパク
質；線条体：ストリアチン、Rhes(線条体に濃縮されたRas相同体)；末梢性神経節：Gadd4
5a；末梢神経線維(感覚＋運動)：ペリフェリン、末梢性ミエリンタンパク質22(AAH91499)
；他のニューロン特異的タンパク質：PH8(S セロトニン作動性、ドーパミン作動性、PEP-
19、ニューロカルシン(NC)、ニューロン特異的EFハンドCa2+結合タンパク質、エンセファ
ロプシン、ストリアチン、SG2NA、ジネジン、リカバリン、ビシニン；神経伝達物質受容
体：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(AMPA
、カイニン酸受容体(例えば、GluR1、GluR4)、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、GA
BA(B))、代謝調節型グルタミン酸受容体(例えば、mGluR3)、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)、ムスカリン性Ach受容体(例えば、M1)、
ニコチン性アセチルコリン受容体(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(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、小胞グルタミン酸輸送体1、[VGLU
T1；BNPI]およびVGLUT2、コリン輸送体(例えば、CHT1)；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[ChAT]；ドーパミン作動
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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)；アドレナリン作動性生物
マーカー：フェニルエタノールアミンN-メチルトランスフェラーゼ(PNMT)；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[GABAT]、GABA-B-R2。
【０１８０】
　もう一つの好ましい態様において、神経系傷害および/または神経系障害を診断ならび
に検出する方法は、各神経系細胞型から少なくとも1つの生物マーカーを検出する段階を
含む。生物マーカーの組成物は、神経系傷害、損傷および/または神経系障害の診断とな
る。組成物は以下を含む：αIIスペクトリン、SPDB-1、NF-68、NF-L-2、タウ-3、βIII-
チューブリン-1、p24微小管関連タンパク質-2、UCH-L1(Q00981)-1、グリコーゲンホスホ
リラーゼ-BB-2、NeuN-1、シナプトフィシン-1、シナプトタグミン(P21707)、シナプトジ
ャニン-1(Q62910)、シナプトジャニン-2、PSD95-1、NMDA受容体-2およびサブタイプ、ミ
エリン塩基性タンパク質(MBP)および断片、GFAP(P47819)、Iba1、OX-42、OX-8、OX-6、ED
-1、シュワン細胞ミエリンタンパク質、テネイシン、スタスミン、プルキンエ細胞タンパ
ク質-2(Pcp2)、コルテキシン-1(P60606)、オレキシン受容体(OX-1R、OX-2R)、ストリアチ
ン、Gadd45a、ペリフェリン、末梢性ミエリンタンパク質22(AAH91499)、ならびにニュー
ロカルシン(NC)。
【０１８１】
　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得る。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得る。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などにより、分画され得る。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、不必要であり得る。
【０１８２】
　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得る。例えば、
イムノ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得る。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得る。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、診断医に対し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。
【０１８３】
　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得る。例えば、神経タンパク質、その断片または誘導体、例
えば、軸索タンパク質　－　NF-200(NF-H)、NF-160(NF-M)、NF-68(NF-L)などが、正常な
被験者と比べ神経傷害を有する患者においてより頻繁に検出され得る。
【０１８４】
　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、神経系障害の診断などと相関させるためにマーカーを定量化す
る段階を含み得る。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有する、より高い確率を有する。
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【０１８５】
　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、神経系障害の診断などと相関させるため
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得る。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、神経系傷害および/ま
たは神経系障害を有する、より高い確率を有する。
【０１８６】
　マーカーが定量化される場合、それは対照と比較され得る。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、であり得る。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有さ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。
【０１８７】
　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
得る。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得る。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得る。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得
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得、それによ
り有望な診断を与える。
【０１８８】
神経生物マーカーを検出するための抗体の作製
　様々な神経系傷害、傷害の重症度の程度、ニューロンの障害などを患っている患者にお
ける試料から得られる神経生物マーカーは、上記のように調製され得る。さらになお、神
経生物マーカーは、ペプチド対タンパク質全体に存在し得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消化に曝さ
れ得る。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のに有用である。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得る。(例えば、Wilson et al., Cell 37:767-778 (1984); 
Sutchliffe et al., Science 219:660-666 (1983)参照)。
【０１８９】
　好ましい態様において、抗体は、生物マーカー軸索タンパク質：αIIスペクトリン(お
よびSPDB)-1、NF-68(NF-L)-2、タウ-3、αII、IIIスペクトリン、NF-200(NF-H)、NF-160(
NF-M)、アミロイド前駆体タンパク質、αインターネキシン；樹状突起タンパク質：βIII
-チューブリン-1、p24微小管関連タンパク質-2、α-チューブリン(P02551)、β-チューブ
リン(P04691)、MAP-2A/B-3、MAP-2C-3、スタスミン-4、ダイナミン-1(P21575)、フォセイ
ン、ダイナクチン(Q13561)、ビメンチン(P31000)、ダイナミン、プロフィリン、コフィリ
ン1、2；細胞体タンパク質：UCH-L1(Q00981)-1、グリコーゲンホスホリラーゼ-BB-2、PEB
P(P31044)、NSE(P07323)、CK-BB(P07335)、Thy 1.1、プリオンタンパク質、ハンチンチン
、14-3-3タンパク質(例えば、14-3-3-ε(P42655))、SM22-α、カルグラヌリンAB、α-シ
ヌクレイン(P37377)、β-シヌクレイン(Q63754)、HNP 22；神経核タンパク質：NeuN-1、S
/G(2)核自己抗原(SG2NA)、ハンチンチン；シナプス前性タンパク質：シナプトフィシン-1
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、シナプトタグミン(P21707)、シナプトジャニン-1(Q62910)、シナプトジャニン-2、シナ
プシン1(シナプシン-Ia)、シナプシン2(Q63537)、シナプシン3、GAP43、バスーン(Bassoo
n)(NP_003449)、ピッコロ(Piccolo)(アクゾニン)(NP_149015)、シンタキシン、CRMP1、2
、アンフィフィシン-1(NP_001626)、アンフィフィシン-2(NP_647477)；シナプス後性タン
パク質：PSD95-1、NMDA受容体(およびすべてのサブタイプ)-2、PSD93、AMPA-カイニン酸
受容体(すべてのサブタイプ)、mGluR(すべてのサイブタイプ)、カルモジュリン依存性タ
ンパク質キナーゼII(CAMPK)-α、β、γ、CaMPK-IV、SNAP-25、a-/b-SNAP；ミエリン乏突
起神経膠細胞：ミエリン塩基性タンパク質(MBP)および断片、ミエリンプロテオリピドタ
ンパク質(PLP)、ミエリン乏突起神経膠細胞特異的タンパク質(MOSP)、ミエリン乏突起神
経膠細胞糖タンパク質(MOG)、ミエリン関連タンパク質(MAG)、乏突起神経膠細胞NS-1タン
パク質；グリアタンパク質生物マーカー：GFAP(P47819)、タンパク質ジスルフィドイソメ
ラーゼ(PDI)-P04785、ニューロカルシンδ、S100β；ミクログリアタンパク質生物マーカ
ー：Iba1、OX-42、OX-8、OX-6、ED-1、PTPアーゼ(CD45)、CD40、CD68、CD11b、フラクタ
ルキン(CX3CL1)およびフラクタルキン受容体(CX3CR1)、5-d-4抗原；シュワン細胞マーカ
ー：シュワン細胞ミエリンタンパク質；グリア瘢痕：テネイシン；海馬：スタスミン、ヒ
ポカルシン、SCG10；小脳：プルキンエ細胞タンパク質-2(Pcp2)、カルビンジンD9K、カル
ビンジンD28K(NP_114190)、小脳CaBP、スポット35；脳皮質：コルテキシン-1(P60606)、H
-2Z1遺伝子産物；視床：CD15(3-フコシル-N-アセチル-ラクトサミン)エピトープ；視床下
部：オレキシン受容体(OX-1RおよびOX-2R)-食欲、オレキシン(視床下部特異的ペプチド)
；脳梁：MBP、MOG、PLP、MAG；脊髄：シュワン細胞ミエリンタンパク質；線条体：ストリ
アチン、Rhes(線条体に濃縮されたRas相同体)；末梢性神経節：Gadd45a；末梢神経線維(
感覚＋運動)：ペリフェリン、末梢性ミエリンタンパク質22(AAH91499)；他のニューロン
特異的タンパク質：PH8(S セロトニン作動性、ドーパミン作動性、PEP-19、ニューロカル
シン(NC)、ニューロン特異的EFハンドCa2+結合タンパク質、エンセファロプシン、ストリ
アチン、SG2NA、ジネジン、リカバリン、ビシニン；神経伝達物質受容体：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(AMPA、カイニン酸受容
体(例えば、GluR1、GluR4)、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)、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)、ムスカリン性Ach受容体(例えば、M1)、ニコチン性アセ
チルコリン受容体(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(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、小胞グルタミン酸輸送体1、[VGLUT1；BNPI]お
よびVGLUT2、コリン輸送体(例えば、CHT1)；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[ChAT]；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)；アドレナリン作動性生物マーカー：フ
ェニルエタノールアミンN-メチルトランスフェラーゼ(PNMT)；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[G
ABAT]、GABA-B-R2のエピトープ(特異的に結合する)に対して方向づけられる。
【０１９０】
　もう一つの好ましい態様において、本発明の抗体は、各神経系細胞型からの少なくとも
1つの生物マーカーに結合する。生物マーカーの組成物は、神経系傷害、損傷および/また
は神経系障害の診断となる。組成物は以下を含む：αIIスペクトリン、SPDB-1、NF-68、N
F-L-2、タウ-3、βIII-チューブリン-1、p24微小管関連タンパク質-2、UCH-L1(Q00981)-1
、グリコーゲンホスホリラーゼ-BB-2、NeuN-1、シナプトフィシン-1、シナプトタグミン(
P21707)、シナプトジャニン-1(Q62910)、シナプトジャニン-2、PSD95-1、NMDA受容体-2お
よびサブタイプ、ミエリン塩基性タンパク質(MBP)および断片、GFAP(P47819)、Iba1、OX-
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42、OX-8、OX-6、ED-1、シュワン細胞ミエリンタンパク質、テネイシン、スタスミン、プ
ルキンエ細胞タンパク質-2(Pcp2)、コルテキシン-1(P60606)、オレキシン受容体(OX-1R、
OX-2R)、ストリアチン、Gadd45a、ペリフェリン、末梢性ミエリンタンパク質22(AAH91499
)、ならびにニューロカルシン(NC)。
【０１９１】
　神経生物マーカーエピトープは、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、用いられ得る。(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得る、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
得る。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が、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。
【０１９２】
　本発明のエピトープ所有ポリペプチドは、非限定的に、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得る。例えば、Sutcliffe et al., 前記; Wilson 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得る；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得る。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得、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得る。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 μg
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、検出され得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、必要とされ得る。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
により増加され得る。
【０１９３】
　核酸神経生物マーカーエピトープはまた、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、ヘムアグルチニン(「HA」)タグまたはフラッグ(fl
agタグ)として対象となる遺伝子と再結合され得る。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、Ni2+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得る。
【０１９４】
　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得る。本
発明の抗体は、ポリクローナル抗体を含み得る。ポリクローナル抗体を調製する方法は当
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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、非限定的に、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
るように投与され得る。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得る。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得、非限定的に、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(Corynebacteri
um 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得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
れ得る。
【０１９５】
　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
より哺乳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
えられ得る。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
を含み得る。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
得る。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、非限定的に、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得、
非限定的に、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。用いられ得るアジュバント
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
得る。
【０１９６】
　本発明の抗体はまた、モノクローナル抗体を含み得る。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得る。モノクローナル抗体を作製するため
に用いられ得る方法の他の例は、非限定的に、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, Monoclonal Antibod
ies 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
であり得る。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
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はインビボで培養され得る。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。
【０１９７】
　ハイブリドーマ方法において、マウス、ヒト化マウス、ヒト免疫系を有するマウス、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得る。
【０１９８】
　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、ヒト起源の細胞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得る。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。
【０１９９】
　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から入手され得るマ
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
)。
【０２００】
　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得る。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
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。
【０２０１】
　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)により増殖され得る。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得る。
【０２０２】
　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
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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得る。
【０２０３】
　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得る。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得る。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得、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。
【０２０４】
　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
得る。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
され得る。
【０２０５】
　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。神経生物マーカー、それらのペプチドおよ
び誘導体を検出する抗体は、新しい神経生物マーカー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得る、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得る。
【０２０６】
　他の方法もまた、神経生物マーカー特異的抗体の大量生産に用いられ得る。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
得る。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
利用され得る。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得る。これらの方法に用いられるファージは、典型的に
は、Fab、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抗体ドメインを有するファージから発現されるfd
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およびM13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
いられ得るファージディスプレイ方法の例は、それぞれ全体として参照により本明細書に
組み入れられている、Brinkman et al., J. Immunol. Methods 182:41-50 (1995); Ames 
et al., J. Immunol. Methods 184:177-186 (1995); Kettleborough et al., Eur. J. Im
munol. 24:952-958 (1994); Persic et al., Gene 187 9-18 (1997); Burton et al., Ad
vances 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 95/2
0401; 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5,427,908号; 第5,5
16,637号; 第5,780,225号; 第5,658,727号; 第5,733,743号および第5,969,108号に開示さ
れたものを含む。
【０２０７】
　本発明の抗体は様々な有用性を有する。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得る。
そのような診断アッセイ法は、少なくとも2段階を含み得る。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)、生物体液(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):1
23-131 (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、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
す第二段階を含み得る。
【０２０８】
　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得る。検出可能な部分は、検出可能なシグナルを直接的に、または間
接的に、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、2H、
14C、32Pまたは125I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得る。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得、Hunter et al., Nature, 144:945 (1962); Dav
id et al., Biochem., 13:1014 (1974); Pain et al., J. Immunol. Methods, 40:219 (1
981); およびNygren, J. Histochem. and Cytochem., 30:407 (1982)により記載された方
法を含む。
【０２０９】
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を提供し、ここでキ
ットは本発明のマーカーを検出するために用いられ得る。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得る。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、軸索傷害を有す
るか、または陰性診断を有するかを区別するために用いられ得、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得る。
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【０２１０】
　一つの態様において、キットは、(a)マーカーに特異的に結合する抗体；および(b)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得、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得る
。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得る。
【０２１１】
　もう一つの態様において、キットは、(a)生物マーカーのパネルまたは組成物、(b)検出
剤を含む。キットに含まれる生物マーカーのパネルまたは組成物は、神経系傷害のインビ
ボの位置を診断するために少なくとも1つの生物マーカーおよび/または複数の生物マーカ
ーを含む。これらの生物マーカーは以下を含む：軸索タンパク質：αIIスペクトリン(お
よびSPDB)-1、NF-68(NF-L)-2、タウ-3、αII、IIIスペクトリン、NF-200(NF-H)、NF-160(
NF-M)、アミロイド前駆体タンパク質、αインターネキシン；樹状突起タンパク質：βIII
-チューブリン-1、p24微小管関連タンパク質-2、α-チューブリン(P02551)、β-チューブ
リン(P04691)、MAP-2A/B-3、MAP-2C-3、スタスミン-4、ダイナミン-1(P21575)、フォセイ
ン、ダイナクチン(Q13561)、ビメンチン(P31000)、ダイナミン、プロフィリン、コフィリ
ン1、2；細胞体タンパク質：UCH-L1(Q00981)-1、グリコーゲンホスホリラーゼ-BB-2、PEB
P(P31044)、NSE(P07323)、CK-BB(P07335)、Thy 1.1、プリオンタンパク質、ハンチンチン
、14-3-3タンパク質(例えば、14-3-3-ε(P42655))、SM22-α、カルグラヌリンAB、α-シ
ヌクレイン(P37377)、β-シヌクレイン(Q63754)、HNP 22；神経核タンパク質：NeuN-1、S
/G(2)核自己抗原(SG2NA)、ハンチンチン；シナプス前性タンパク質：シナプトフィシン-1
、シナプトタグミン(P21707)、シナプトジャニン-1(Q62910)、シナプトジャニン-2、シナ
プシン1(シナプシン-Ia)、シナプシン2(Q63537)、シナプシン3、GAP43、バスーン(Bassoo
n)(NP_003449)、ピッコロ(Piccolo)(アクゾニン)(NP_149015)、シンタキシン、CRMP1、2
、アンフィフィシン-1(NP_001626)、アンフィフィシン-2(NP_647477)；シナプス後性タン
パク質：PSD95-1、NMDA受容体(およびすべてのサブタイプ)-2、PSD93、AMPA-カイニン酸
受容体(すべてのサブタイプ)、mGluR(すべてのサイブタイプ)、カルモジュリン依存性タ
ンパク質キナーゼII(CAMPK)-α、β、γ、CaMPK-IV、SNAP-25、a-/b-SNAP；ミエリン乏突
起神経膠細胞：ミエリン塩基性タンパク質(MBP)および断片、ミエリンプロテオリピドタ
ンパク質(PLP)、ミエリン乏突起神経膠細胞特異的タンパク質(MOSP)、ミエリン乏突起神
経膠細胞糖タンパク質(MOG)、ミエリン関連タンパク質(MAG)、乏突起神経膠細胞NS-1タン
パク質；グリアタンパク質生物マーカー：GFAP(P47819)、タンパク質ジスルフィドイソメ
ラーゼ(PDI)-P04785、ニューロカルシンδ、S100β；ミクログリアタンパク質生物マーカ
ー：Iba1、OX-42、OX-8、OX-6、ED-1、PTPアーゼ(CD45)、CD40、CD68、CD11b、フラクタ
ルキン(CX3CL1)およびフラクタルキン受容体(CX3CR1)、5-d-4抗原；シュワン細胞マーカ
ー：シュワン細胞ミエリンタンパク質；グリア瘢痕：テネイシン；海馬：スタスミン、ヒ
ポカルシン、SCG10；小脳：プルキンエ細胞タンパク質-2(Pcp2)、カルビンジンD9K、カル
ビンジンD28K(NP_114190)、小脳CaBP、スポット35；脳皮質：コルテキシン-1(P60606)、H
-2Z1遺伝子産物；視床：CD15(3-フコシル-N-アセチル-ラクトサミン)エピトープ；視床下
部：オレキシン受容体(OX-1RおよびOX-2R)-食欲、オレキシン(視床下部特異的ペプチド)
；脳梁：MBP、MOG、PLP、MAG；脊髄：シュワン細胞ミエリンタンパク質；線条体：ストリ
アチン、Rhes(線条体に濃縮されたRas相同体)；末梢性神経節：Gadd45a；末梢神経線維(
感覚＋運動)：ペリフェリン、末梢性ミエリンタンパク質22(AAH91499)；他のニューロン
特異的タンパク質：PH8(S セロトニン作動性、ドーパミン作動性、PEP-19、ニューロカル
シン(NC)、ニューロン特異的EFハンドCa2+結合タンパク質、エンセファロプシン、ストリ
アチン、SG2NA、ジネジン、リカバリン、ビシニン；神経伝達物質受容体：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(AMPA、カイニン酸受容
体(例えば、GluR1、GluR4)、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
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節型グルタミン酸受容体(例えば、mGluR3)、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)、ムスカリン性Ach受容体(例えば、M1)、ニコチン性アセ
チルコリン受容体(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(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、小胞グルタミン酸輸送体1、[VGLUT1；BNPI]お
よびVGLUT2、コリン輸送体(例えば、CHT1)；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[ChAT]；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)；アドレナリン作動性生物マーカー：フ
ェニルエタノールアミンN-メチルトランスフェラーゼ(PNMT)；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[G
ABAT]、GABA-B-R2。
【０２１２】
　もう一つの好ましい態様において、キットにおける生物マーカーのパネルは、各神経系
細胞型からの少なくとも1つの生物マーカーを含む。生物マーカーの組成物は、神経系傷
害、損傷および/または神経系障害の診断となる。組成物は以下を含む：αIIスペクトリ
ン、SPDB-1、NF-68、NF-L-2、タウ-3、βIII-チューブリン-1、p24微小管関連タンパク質
-2、UCH-L1(Q00981)-1、グリコーゲンホスホリラーゼ-BB-2、NeuN-1、シナプトフィシン-
1、シナプトタグミン(P21707)、シナプトジャニン-1(Q62910)、シナプトジャニン-2、PSD
95-1、NMDA受容体-2およびサブタイプ、ミエリン塩基性タンパク質(MBP)および断片、GFA
P(P47819)、Iba1、OX-42、OX-8、OX-6、ED-1、シュワン細胞ミエリンタンパク質、テネイ
シン、スタスミン、プルキンエ細胞タンパク質-2(Pcp2)、コルテキシン-1(P60606)、オレ
キシン受容体(OX-1R、OX-2R)、ストリアチン、Gadd45a、ペリフェリン、末梢性ミエリン
タンパク質22(AAH91499)、ならびにニューロカルシン(NC)。
【０２１３】
　もう一つの好ましい態様において、キットにおける抗体は、生物マーカーのパネルに特
異的であり、1つまたは複数の抗体が用いられ得る。抗体は以下の生物マーカーに特異的
である：軸索タンパク質：αIIスペクトリン(およびSPDB)-1、NF-68(NF-L)-2、タウ-3、
αII、IIIスペクトリン、NF-200(NF-H)、NF-160(NF-M)、アミロイド前駆体タンパク質、
αインターネキシン；樹状突起タンパク質：βIII-チューブリン-1、p24微小管関連タン
パク質-2、α-チューブリン(P02551)、β-チューブリン(P04691)、MAP-2A/B-3、MAP-2C-3
、スタスミン-4、ダイナミン-1(P21575)、フォセイン、ダイナクチン(Q13561)、ビメンチ
ン(P31000)、ダイナミン、プロフィリン、コフィリン1、2；細胞体タンパク質：UCH-L1(Q
00981)-1、グリコーゲンホスホリラーゼ-BB-2、PEBP(P31044)、NSE(P07323)、CK-BB(P073
35)、Thy 1.1、プリオンタンパク質、ハンチンチン、14-3-3タンパク質(例えば、14-3-3-
ε(P42655))、SM22-α、カルグラヌリンAB、α-シヌクレイン(P37377)、β-シヌクレイン
(Q63754)、HNP 22；神経核タンパク質：NeuN-1、S/G(2)核自己抗原(SG2NA)、ハンチンチ
ン；シナプス前性タンパク質：シナプトフィシン-1、シナプトタグミン(P21707)、シナプ
トジャニン-1(Q62910)、シナプトジャニン-2、シナプシン1(シナプシン-Ia)、シナプシン
2(Q63537)、シナプシン3、GAP43、バスーン(Bassoon)(NP_003449)、ピッコロ(Piccolo)(
アクゾニン)(NP_149015)、シンタキシン、CRMP1、2、アンフィフィシン-1(NP_001626)、
アンフィフィシン-2(NP_647477)；シナプス後性タンパク質：PSD95-1、NMDA受容体(およ
びすべてのサブタイプ)-2、PSD93、AMPA-カイニン酸受容体(すべてのサブタイプ)、mGluR
(すべてのサイブタイプ)、カルモジュリン依存性タンパク質キナーゼII(CAMPK)-α、β、
γ、CaMPK-IV、SNAP-25、a-/b-SNAP；ミエリン乏突起神経膠細胞：ミエリン塩基性タンパ
ク質(MBP)および断片、ミエリンプロテオリピドタンパク質(PLP)、ミエリン乏突起神経膠
細胞特異的タンパク質(MOSP)、ミエリン乏突起神経膠細胞糖タンパク質(MOG)、ミエリン
関連タンパク質(MAG)、乏突起神経膠細胞NS-1タンパク質；グリアタンパク質生物マーカ
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ー：GFAP(P47819)、タンパク質ジスルフィドイソメラーゼ(PDI)-P04785、ニューロカルシ
ンδ、S100β；ミクログリアタンパク質生物マーカー：Iba1、OX-42、OX-8、OX-6、ED-1
、PTPアーゼ(CD45)、CD40、CD68、CD11b、フラクタルキン(CX3CL1)およびフラクタルキン
受容体(CX3CR1)、5-d-4抗原；シュワン細胞マーカー：シュワン細胞ミエリンタンパク質
；グリア瘢痕：テネイシン；海馬：スタスミン、ヒポカルシン、SCG10；小脳：プルキン
エ細胞タンパク質-2(Pcp2)、カルビンジンD9K、カルビンジンD28K(NP_114190)、小脳CaBP
、スポット35；脳皮質：コルテキシン-1(P60606)、H-2Z1遺伝子産物；視床：CD15(3-フコ
シル-N-アセチル-ラクトサミン)エピトープ；視床下部：オレキシン受容体(OX-1RおよびO
X-2R)-食欲、オレキシン(視床下部特異的ペプチド)；脳梁：MBP、MOG、PLP、MAG；脊髄：
シュワン細胞ミエリンタンパク質；線条体：ストリアチン、Rhes(線条体に濃縮されたRas
相同体)；末梢性神経節：Gadd45a；末梢神経線維(感覚＋運動)：ペリフェリン、末梢性ミ
エリンタンパク質22(AAH91499)；他のニューロン特異的タンパク質：PH8(S セロトニン作
動性、ドーパミン作動性、PEP-19、ニューロカルシン(NC)、ニューロン特異的EFハンドCa
2+結合タンパク質、エンセファロプシン、ストリアチン、SG2NA、ジネジン、リカバリン
、ビシニン；神経伝達物質受容体：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(AMPA、カイニン酸受容体(例えば、GluR1、GluR4)、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)
、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
ン性Ach受容体(例えば、M1)、ニコチン性アセチルコリン受容体(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(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、小
胞グルタミン酸輸送体1、[VGLUT1；BNPI]およびVGLUT2、コリン輸送体(例えば、CHT1)；
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[ChAT]；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)；アドレナリン作動性生物マーカー：フェニルエタノールアミンN-メチルトランスフ
ェラーゼ(PNMT)；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[GABAT]、GABA-B-R2。
【０２１４】
　もう一つの好ましい態様において、抗体は、各神経系細胞型からの少なくとも1つの生
物マーカーに特異的である。生物マーカーの組成物は、神経系傷害、損傷および/または
神経系障害の診断となる。抗体は以下に結合する：αIIスペクトリン、SPDB-1、NF-68、N
F-L-2、タウ-3、βIII-チューブリン-1、p24微小管関連タンパク質-2、UCH-L1(Q00981)-1
、グリコーゲンホスホリラーゼ-BB-2、NeuN-1、シナプトフィシン-1、シナプトタグミン(
P21707)、シナプトジャニン-1(Q62910)、シナプトジャニン-2、PSD95-1、NMDA受容体-2お
よびサブタイプ、ミエリン塩基性タンパク質(MBP)および断片、GFAP(P47819)、Iba1、OX-
42、OX-8、OX-6、ED-1、シュワン細胞ミエリンタンパク質、テネイシン、スタスミン、プ
ルキンエ細胞タンパク質-2(Pcp2)、コルテキシン-1(P60606)、オレキシン受容体(OX-1R、
OX-2R)、ストリアチン、Gadd45a、ペリフェリン、末梢性ミエリンタンパク質22(AAH91499
)、ならびにニューロカルシン(NC)。
【０２１５】
　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
り得る。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得る。代替と
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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得る。
【０２１６】
　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.)。
【０２１７】
　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得る。
【０２１８】
　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
得るように、標準または対照情報を含み得る。
【０２１９】
　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質、および(b)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得、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得、これらの材料(例えば、プローブ基質、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。
【０２２０】
　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質(例えば、吸着剤で官
能性をもたせた粒子)、および第一基質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得る、第二基質を含み得る。他の態様において、キッ
トは、基質の上に吸着剤を有する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
質を含み得る。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)を含み得る。
【０２２１】
　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得る。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得る。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得る。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得る。
【０２２２】
　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



(62) JP 4659025 B2 2011.3.30

10

20

30

40

50

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得る。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。
【０２２３】
　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。
【０２２４】
実施例
材料および方法
略語：
AEBSF、4-(2-アミノエチル)-ベンゼンスルホニルフルオライド；EDTA、エチレンジアミン
四酢酸；EGTA、エチレンビス(オキシエチレンニトリロ)四酢酸；DMEM、ダルベッコ改変イ
ーグル培地；BSA、ウシ血清アルブミン；DPBS、ダルベッコリン酸緩衝食塩水；DTT、ジチ
オスレイトール；FDA、フルオレセインジアセテート；GFAP、グリア線維性酸性タンパク
質；HBSS、ハンクス平衡塩類溶液；MAP-2、微小管関連タンパク質-2；PI、ヨウ化プロピ
ジウム；PMSF、フェニルメチルスルホニルフロリド；SDS、ドデシル硫酸ナトリウム；TEM
ED、N,N,N',N'-テトラメチルエチレンジアミン；CalpInh-II、カルパインインヒビターII
(N-アセチル-Leu-Leu-メチオニナール)；Z-D-DCB、パン-カスパーゼインヒビター(カルボ
ベンゾキシ-Asp-CH2-OC(O)-2-6-ジクロロベンゼン)；PBS、リン酸緩衝食塩水；TLCK、Nα
-p-トシル-L-リジンクロロメチル；TPCK、N-トシル-L-フェニルアラニンクロロメチルケ
トン。
【０２２５】
外科的手順
　制御皮質衝撃外傷性脳損傷。皮質衝撃傷害装置が、齧歯類においてTBIを生じるために
用いられた。皮質衝撃TBIは、結果として、打撲傷に関連した衝撃部材チップの周辺内の
皮質変形、ならびに傷害の半球同側において抑圧されるニューロンおよび軸索損傷を生じ
る。成体雄(280～300 g)Sprague-Dawleyラット(Harlan: Indianapolis, IN)を最初に、1:
1 O2/N2Oの同伴ガス中の4%イソフルランで麻酔をかけ(4分)、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した。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℃に維持された。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
により固定された。
【０２２６】
　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との中間で行われた。硬膜は皮質の
上で無傷のままにしておかれた。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、2.0 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た。速度は
、空気圧シリンダーへ供給される圧力(圧縮N2)を調整することにより制御された。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; Detroit, MI)により測定された。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た。適切な傷害前および傷害後管理は、維
持された。
【０２２７】
皮質組織およびCSFの調製
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　CSFおよび脳皮質は、偽性傷害またはTBI後、様々な間隔において動物から収集された。
適切な時点において、TBIまたは偽性傷害動物を、上記のように麻酔し、頭が縦軸に沿っ
て自由に動くことを可能にして、定位固定フレームに固定した。頭は、首における外後頭
隆起が突出するように動かされ、背側正中切開が、頸椎および後頭部の上になされた。環
椎後頭膜は、鈍的切開に曝され、ポリエチレンチュービングに取り付けられた25G注射針
は、大橋へ注意深く降ろされた。CSFの約0.1～0.15 mlが各ラットから収集された。CSF収
集後、動物は、定位固定フレームから取り出され、すぐに断頭により殺された。
【０２２８】
　同側性および対側性(衝撃部位に対して)皮質は、その後、迅速に切開され、氷冷のPBS
でリンスされ、液体窒素中で急速凍結された。開頭の真下の皮質は、白質のレベルまで切
除され、横方向へ～4 mmおよび体軸方向へ～7 mm、拡大された。CSF試料は、いずれの混
入した赤血球もクリアランスするために、4℃で4分、4000 gで遠心分離された。クリアラ
ンスされたCSFおよび凍結組織試料は、使える状態まで-80℃で保存された。皮質は、広範
囲プロテアーゼインヒビターカクテル(Roche Molecular Biochemicals、カタログ番号1-8
36-145)を含む氷冷の3連の界面活性剤溶解緩衝液(20 mM Hepes、1 mM EDTA、2 mM EGTA、
150 mM NaCl、0.1% SDS、1.0% IGEPAL40、0.5% デオキシコール酸、pH 7.5)の15倍容量に
おいてTEFLON加圧型ペッスル（dounce pestle）でガラスチューブ内でホモジナイズされ
た。
【０２２９】
　ヒトCSF試料は、TBIを患っているヒト被験体から、およびTBIをもたず、水頭症を有す
る対照患者から、インフォームドコンセントを以て入手された。
【０２３０】
サンドイッチELISA
　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得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。
【０２３１】
　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。
【０２３２】
　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標識検出抗体に置き換えら
れる。
【０２３３】
　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。
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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。平行する結果は、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。
【０２３４】
　ELISAは、生物マーカーに特異的であり、かつラットおよびヒトのCSFならびに血清にお
いて測定される範囲での感度である、標準96ウェル形式ELISAとして開発および最適化さ
れた。UCH-L1タンパク質を高特異性および感度を以て認識する抗体(図3および図4)が、捕
獲および検出抗体として用いられた。検出抗体は、西洋ワサビペルオキシダーゼ(HRP)で
標識され、比色定量的発色は、Ultra-TMBを用いて達成される。
【０２３５】
TBIについての生物マーカーとしてのUCH-L1の確証
　University of Florida(Gainesville, FL and Banyan Biomarkers, Alachua FL)から入
手されたラットおよびヒト試料を用いることにより、UCH-L1がTBIについての信頼性のあ
る、かつ感度の高い生物マーカーであることが確認された。ラットCSFおよび血清試料は
、制御皮質衝撃を用いて実験的脳傷害を受けた動物から得られた。CSFおよび血清におけ
るUCH-L1レベル(図9)は、傷害されていないまたは偽性傷害された対照においてよりも、
脳傷害された動物において有意に高かった。同様に、高レベルのUCH-L1は、脳傷害を有す
るヒト患者由来の血清において測定され得るが、正常の健康な人々においてはアッセイ検
出のレベルより下である(図9)。
【０２３６】
CSFのゲル電気泳動および免疫ブロット分析
　CSFのタンパク質濃度は、アルブミン標準を用いるビシンコニン酸微小タンパク質アッ
セイ(Pierce Inc., Rockford, IL)により測定された。タンパク質平衡試料は、蒸留H2Oに
おいて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20% グリセロールを含む2倍のローディング緩衝液におけるドデシル硫酸ナトリウム-
ポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)のために調製された。試料は、90℃において
2分間、加熱され、周囲温度で微量遠心分離機において10,000 rpmで1分間、遠心分離され
た。レーンあたり20～40マイクログラムのタンパク質が、200Vで1時間、6.5% トリス/グ
リシンゲル上でのSDS-PAGEにより日常的に分離された。電気泳動後、分離されたタンパク
質は、5% メタノールと共に400 mM グリシンおよび0.025 M トリス(pH 8.9)を含む転写緩
衝液において、125Vの定電圧で4℃で2時間、ポリビニリデンフルオライド(PVDF)膜へ横方
向に転写された。ブロットは、TBST(25 mM トリスHCl pH 7.4、150 mM NaCl、0.05% Twee
n-20、0.02% アジ化ナトリウム)中、5%脱脂乳において周囲温度で1時間、ブロッキングさ
れた。
【０２３７】
　脳またはCSFタンパク質を含む免疫ブロットは、抗神経タンパク質特異的一次抗体(例え
ば、抗UCH-L1、抗α-シヌクレインおよび抗p24)で探索された。TBST中の5%脱脂乳におけ
る一次抗体との一晩のインキュベーション後、ブロットは、アルカリホスファターゼまた
は西洋ワサビペルオキシダーゼ結合型ヤギ抗マウスIgG(1:10,000希釈)またはヤギ抗ウサ
ギIgG(1:3000)を含む5%脱脂乳において周囲温度で1時間、インキュベートされた。アルカ
リホスファターゼに基づいた比色定量的発色(BCIP-NBT基質)または増強化学ルミネセンス
(ECL、Amersham)試薬が、Kodak Biomax ML化学ルミネセンスフィルム上での免疫標識を可
視化するために用いられた。
【０２３８】
神経タンパク質放出の評価
　SDS-ポリアクリルアミド(SDS-PAGE)ゲル電気泳動および免疫ブロッティング。実験の最
後において、細胞は、5つの同一の培養ウェルから採取され、15 ml 遠心管に収集され、3
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000gで5分、遠心分離された。培地は除去され、ペレット細胞は、1x DPBSでリンスされた
。細胞は、氷冷のホモジナイゼーション緩衝液[20 mM PIPES(pH 7.6)、1 mM EDTA、2 mM 
EGTA、1 mM DTT、0.5 mM PMSF、50μg/mL ロイペプチン、ならびに、それぞれ10μg/mLの
AEBSF、アプロチニン、ペプスタチン、TLCKおよびTPCK]に30分間、溶解され、25ゲージ注
射針を有する1.0 mL 注射器を通して15回、剪断された。試料におけるタンパク質含有量
は、Micro BCA法(Pierce, Rockford, IL, USA)によりアッセイされた。
【０２３９】
　タンパク質電気泳動について、等量の総タンパク質(30μg)が、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20% グリセロールを含む2
倍のローディング緩衝液において調製され、95℃で10分、加熱された。試料は、7%アクリ
ルアミド分解ゲルの上に4%スタッキングゲルを用いて、200Vで1時間、垂直電気泳動チャ
ンバーにおいて分解された。免疫ブロッティングについて、分離されたタンパク質は、10
%メタノールと共に0.192 M グリシンおよび0.025 M トリス(pH 8.3)からなる転写緩衝液
を用いて、定電圧(100V)、4℃で1時間、ニトロセルロース膜(0.45 μM)へ横方向に転写さ
れた。ブロットは、20 mM トリス、0.15 M NaCl、および0.005% Tween-20中の5%脱脂乳に
おいて4℃で一晩、ブロッキングされた。クマーシーブルーおよびポンソーレッド(Pancea
u red)(Sigma, St. Louis, MO)が、等量のタンパク質が各レーンに負荷されたことを確認
するためにゲルおよびニトロセルロース膜を(それぞれ)染色するために用いられた。
【０２４０】
　免疫ブロットは、一次抗体(例えば、マウスにおいて産生された抗UCH-L1モノクローナ
ル抗体(Chemicon)、マウスにおいて産生された抗α-シヌクレインモノクローナル抗体(Ch
emicon)、マウスにおいて産生された抗p24モノクローナル抗体(Becton Dickson Bioscien
ce))で下記のようにプローブ探索された。一次抗体(1:2000)での室温で2時間のインキュ
ベーション後、ブロットは、ペルオキシダーゼ結合型ヒツジ抗マウスIgGにおいて1時間、
インキュベートされた(1:10,000)。増強化学ルミネセンス試薬(ECL, Amersham)は、Hyper
film(Hyperfilm ECL, Amersham)上の免疫標識を可視化するために用いられた。
【０２４１】
統計学的解析
　免疫ブロッティングにより検出されたタンパク質レベルの定量的評価は、コンピュータ
を用いた濃度測定スキャニング(ImageJ-NIH)により行われた。データは統合濃度測定値と
して得られ、同じブロット上で可視化された偽性傷害された動物からのスキャン上で得ら
れた濃度測定レベルのパーセンテージへ変換された。データは、最小二乗直線回帰、続い
てANOVAにより評価された。すべての値は、平均±SEMとして与えられた。差は、p<0.05の
場合には有意とみなされた。
【０２４２】
実施例1：TBI後の齧歯類のCSFにおける神経タンパク質UCH-L1、p24、およびα-シヌクレ
インの検出
　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、または未処置ラッ
トにおいて、CSFの試料が収集され、3つの新規な神経タンパク質生物マーカー(例えば、U
CH-L1(図3)、p24(図4)およびα-シヌクレイン(図5))の存在について分析された。図3～5
に示された結果は、TBI後の齧歯類のCSFにおける、UCH-L1(図3参照)、p24(図4参照)およ
びα-シヌクレイン(図5参照)の非依存的または同時的蓄積を実証した。有意に、より少な
いこれらの神経タンパク質が、偽性傷害された、および未処置の対照において観察された
。ブロットにおける各レーンは、異なる動物を表す。このアッセイの感度は、動物間の差
の検出を可能にし、結果の予測にとって価値がある。この研究の結果は、TBI後、神経タ
ンパク質が、ウェスタンブロット上でまたはELISAのような他のイムノアッセイにより容
易に検出できるのに十分なレベルでCSFに蓄積されることを実証した。
【０２４３】
実施例2：ヒトTBIのCSFにおける神経タンパク質UCH-L1およびp24の検出
　新規な神経タンパク質(UCH-L1およびp24)の蓄積は、TBI後24時間目においてヒトCSFの
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試料において分析された。重症のTBIを経験した5人の患者および5人の神経学的対照(正常
圧力水頭)から。TBIの齧歯類モデルにおけるように、検査された神経タンパク質(UCH-L1
およびp24)は、TBIのCSF試料において顕著であった。これらの神経タンパク質のレベルは
、対照患者におけるものに比べ、TBI患者において非常に高かった(例えば、UCH-L1(図6)
、p24(図7))。これらのデータは、TBI後、神経タンパク質が、ウェスタンブロット上でま
たはELISAのような他のイムノアッセイにより容易に検出できるのに十分なレベルでヒトC
SFに蓄積されることを実証した。
【０２４４】
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。
【図面の簡単な説明】
【０２４５】
　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
く理解され得る：
【図１】脳傷害生物マーカーの運命を示す概略図である。生物マーカーの発生の、脳から
例えばCSF、血液、尿、唾液、汗などの生物体液へのそのような生物マーカーの最終的な
放出の経路は、低侵襲性での生物マーカー検出の機会を提供する。
【図２】異なる細胞型(ニューロン、アストログリア細胞、ミクログリア細胞、乏突起神
経膠細胞またはシュワン細胞)由来、およびニューロンの異なる細胞内構造の構造(樹状突
起、軸索、細胞体、シナプス前終末およびシナプス後肥厚)由来の、脳傷害生物マーカー
の起源を示す概略図である。
【図３Ａ】ラットにおける実験的外傷性脳損傷後の齧歯類のCSFにおける新規な脳特異的
マーカー#1：UCH-L1神経タンパク質の検出および蓄積を示すウェスタンブロットである。
【図３Ｂ】未処置の対照ラット由来のCSFと比較した場合の、実験的脳傷害：開頭術およ
び制御皮質衝撃(CCI)により引き起こされた脳傷害後48時間目でのラットCSFにおける新規
な脳特異的マーカー#1：ユビキチンC末端加水分解酵素L1(UCH-L1)の上昇を示すグラフで
ある。
【図４Ａ】ラットにおける実験的外傷性脳損傷後の齧歯類のCSFにおける新規な脳特異的
マーカー#2：ニューロン微小管結合タンパク質(p24)の検出および蓄積を示すウェスタン
ブロットである。
【図４Ｂ】未処置の対照ラット由来のCSFと比較した場合の、実験的脳傷害：開頭術およ
び制御皮質衝撃(CCI)により引き起こされた脳傷害後48時間目でのラットCSFにおける新規
な脳特異的マーカー#2：ニューロン微小管結合タンパク質(p24)の上昇を示すグラフであ
る。
【図５Ａ】ラットにおける実験的外傷性脳損傷後の齧歯類のCSFにおける新規な脳特異的
マーカー#3：ニューロンタンパク質α-シヌクレインの検出および蓄積を示すウェスタン
ブロットである。
【図５Ｂ】未処置の対照ラット由来のCSFと比較した場合の、実験的脳傷害：開頭術およ
び制御皮質衝撃(CCI)により引き起こされた脳傷害後48時間目でのラットCSFにおける新規
な脳特異的マーカー#3：ニューロンタンパク質α-シヌクレインの上昇を示すグラフであ
る。
【図６Ａ】TBI後24時間目にヒトCSFにおけるニューロン生物マーカー#1、UCH-L1レベルの
検出および蓄積を示すウェスタンブロットである。
【図６Ｂ】明らかな脳傷害を有さない神経学的対照由来のCSFと比較した場合の、外傷性
脳損傷後24時間目のヒトCSFにおけるニューロン生物マーカー#1、UCH-L1レベルの上昇を
示すグラフである。
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【図７Ａ】外傷性脳損傷後ヒトCSFにおける新規な脳特異的マーカー#2：ニューロン微小
管結合タンパク質(p24)の検出および蓄積を示すウェスタンブロットである。
【図７Ｂ】明らかな脳傷害を有さない神経学的対照由来のCSFと比較した場合の、外傷性
脳損傷後24時間目のヒトCSFにおけるニューロン生物マーカー新規脳特異的マーカー#2：
ニューロン微小管結合タンパク質(p24)の上昇を示すグラフである。
【図８Ａ】明らかな脳傷害を有さない神経学的対照由来のCSFと比較した場合の、外傷性
脳損傷後のラットCSFにおける新規脳特異的マーカー#4：シナプトフィシンの検出を示す
シナプトフィシンについての定量的SW ELISAからの結果である。
【図８Ｂ】明らかな脳傷害を有さない神経学的対照由来のCSFと比較した場合の、外傷性
脳損傷後24時間目のヒトCSFにおけるニューロン生物マーカー新規脳特異的マーカー#2：
ニューロン微小管結合タンパク質(p24)の上昇を示すグラフである。
【図９Ａ】重症の外傷性脳損傷を有する患者由来のヒトCSFおよび血清由来の試料での定
量的サンドイッチELISAにより測定された場合の新規脳特異的マーカー#1：ユビキチンC末
端加水分解酵素L1(UCH-L1)の上昇を示すグラフである。
【図９Ｂ】重症のTBIを有する患者について血清で測定されたUCH-L1のレベルにおける定
量的サンドイッチELISAにより測定された時間的変化を示すグラフである。血清試料は、
患者が入院した時点(0d)において、ならびに傷害時点後12時間目(1d)、48時間目(2d)、72
時間目(3d)、および120時間目(5d)において、採取された。
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【図３】
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