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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　発作発射を有すると診断された患者における発作の原因を決定するための方法であって
、ＧｌｕＲ１ペプチドの存在及び含量について、前記患者における生体液を直接的にアッ
セイすること、そして集団標準から選択されるベースライン値に対するＧｌｕＲ１の量と
前記患者において測定された事前レベルを比較すること、を含んで成る方法。
【請求項２】
　５０ｐｇ／ｍｌ以上の血液中の遊離ＧｌｕＲ１又はそのフラグメントの濃度が、前記発
作の癲癇原因を示し、そして５０ｐｇ／ｍｌ未満の血液中のＧｌｕＲ１濃度が前記発作の
非癲癇原因を示す、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　ＧｌｕＲ１における変化と、ＥＥＧにより測定される発作性スパイク活動における変化
を関連付けることを更に含んで成る、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　ａ）ＧｌｕＲ１又はそのフラグメントとＧｌｕＲ１抗体間に複合体を形成するために十
分な時間、前記生体試料をＧｌｕＲ１に対する抗体を含んで成る固相と接触させる工程；
　ｂ）前記複合体と、シグナル発生化合物に付着した指示薬を接触させる工程；及び、
　ｃ）発生したシグナルを測定する工程；ここで、検出されるシグナルの量は、前記試料
中に存在する前記ＧｌｕＲ１の量と相関する、
を含んで成る、請求項１に記載の方法。
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【請求項５】
　ａ）ＧｌｕＲ１又はそのフラグメントとＧｌｕＲ１抗体間に複合体を形成するために十
分な時間、前記生体試料を、ＧｌｕＲ１に対する抗体を含んで成る凝集担体と接触させる
工程；及び、
　ｂ）凝集から発生したシグナルを読み取る工程；ここで該シグナルは、異常に多量のＧ
ｌｕＲ１と相関する、
を含んで成る、請求項１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、臨床的な検査管内診断検査、特に神経及び精神疾患に関するリスクを診断の
評価するための免疫及びプロテオミクス検査に関する。当該検査は、神経毒性の特定の脳
マーカーを検出し、毒物学的及び神経学的脳傷害を評価し、そして脳障害の診断、治療、
及び管理を補助する。
【０００２】
関連する先行出願
　本出願は、２００３年１１月６日に出願された米国仮出願第６０／５１７，６７１号の
優先権を主張する。
【背景技術】
【０００３】
　癲癇（てんかん）は、癲癇性発作により特徴づけられる疾患であり、神経細胞中の一時
的な異常な電気活動を含む、脳機能の短い途絶により生じる発作として一般的に定義され
る。脳中の当該途絶の位置は、発作の種類を決定する。癲癇と失神はともに頻繁に意識喪
失となるが、失神は脳血流の一過性の機能障害による意識の喪失を意味し、明確に区別さ
れるべきである。
【０００４】
　２つの主な種類の癲癇性発作は、部分性と全身性である。部分発作は、脳の一部に関し
、一方全身発作は全脳に関する。癲癇活動が全脳に広がる場合には、部分発作は全身発作
となりうる。
【０００５】
　多くの人が癲癇を伴い誕生する。他の場合において、癲癇は、他の障害からの脳傷害の
結果として発生する。例えば、脳腫瘍、頭部外傷、アルコール依存、及びアルツハイマー
病は脳の正常な機能を変化し、たびたび癲癇に誘導する。脳卒中、心発作、及び脳から酸
素が欠乏する他の状態もまた、いつくかの場合においては癲癇の原因となりうる。老人に
おける新たに発生した全ての癲癇の約３２％は、脳血管疾患が原因のようである。脳中に
過剰な液体が溜まる状態である水頭症となる可能性の髄膜炎、ＡＩＤＳ、ウイルス性脳炎
、及び他の感染病は、癲癇に導きうる。
【０００６】
　癲癇活動は、通常、生体内において過剰なＡＭＰＡレセプターの活性化により開始し：
発作活動が増強する場合、増加したＮＭＤＡレセプターの関与が観察される(Dingledine,
 McBain, BasicNeurochenzistry. Philadelphia, PA: Lippincott-Raven; 1998,315- 333
)。ＮＭＤＡ及びＡＭＰＡレセプターの過剰な活性化は、細胞中に過剰なＣａ２+の流入を
許容し、多くの酵素及びプロテアーゼの活性化をもたらし、これは細胞膜の成分の破壊を
開始する。これらは、異なるＣａ++活性化酵素、例えば、カルモジュリン依存性プロテイ
ンキナーゼ、カルシニュリン、カルパイン、ＰＫＳ、ホスホリパーゼ、及び多くのエンド
ヌクレアーゼを含む(Whetsell J. Neuropathol. Exp. Neurol. 1996; 55: 1-13）。
【０００７】
　癲癇由来の発作はいくつかの形態をとりうる。全身発作は、「強直間代性」、「欠神性
」、「無緊張性」、及び「筋緊張性」の発作を含む。強直間代性発作は、癲癇に関する典
型的な、且つ最も見られる種類の発作であり、そして患者が意識を喪失し、身体が硬直し
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、患者が転倒し、そして痙動を起こす発作を意味し、「欠神性」発作は、一般的に、瞬間
的な意識不明により特徴づけられ；「無緊張性」発作は、患者が地面に転倒する原因とな
る筋肉制御の突然の喪失により特徴づけられ；そして「筋緊張性」発作は、全身又は部分
的な短い強力な痙動により特徴づけられる。部分発作は、一般的に「単純部分」（症状は
、単収縮；しびれ；発汗；眩暈；悪心；聴覚、視覚、臭覚又は味覚の障害；既視感の強い
感覚を含む）、又は「複雑部分」（患者は実際にはそうでない場合に認識するようにみえ
る）として分類される。病院において発作がおこることは稀であり、患者は通常発作の記
憶を有さないために、しばしば、診療所においてこれらの種類の発作を区別することは難
しい。
【０００８】
　単純発作、又は複数発作でさえ、患者が癲癇を有することを意味しない。多くの幼児は
、専門的には癲癇により生じない発作、例えば、熱由来の痙攣を有する。他の種類の非癲
癇発作は、体液若しくは化学物質の不均衡、出生前脳機能障害が原因であり、あるいは他
の疾患状態、例えば、心臓状態、及び糖尿病に関係する。これらの非癲癇発作は、しばし
ば「偽性癲癇」と呼ばれる。これらは、発作を起こしうる多数の形態のために、しばしば
癲癇発作と区別することが困難である。また発作は、非癲癇発作疾患（「ＮＥＡＤ」）と
して知られる状態によりしばしば引き起こされうる。当該状態において生じる発作は、本
来的に心因性であり、身体的な原因を有さない。
【０００９】
　患者が癲癇を有するか否か、そうであればどのような種類の発作を有するのかを測定す
るために、脳波（ＥＥＧ）及び脳スキャン（即ち、コンピュータ断層撮影）を含むいくつ
かの異なる方法が存在する。これらの高度な方法でさえ、癲癇と非癲癇を正確に区別する
こと、又は異なる種類の癲癇発作を区別することは困難である。偽性癲癇に苦しむ患者は
、しばしばＥＥＧ検査、及び検査期間中にこれらの患者に観察される発作波に基づき、癲
癇を有するものと診断される。検査中異常な発作波を示す発作患者において、癲癇と非癲
癇を区別するための方法が必要である。
【００１０】
　これまでに、癲癇と偽性癲癇を区別するための検査管内の診断検査のための未だ対処さ
れていない診断の必要性が存在してきた。また、癲癇が進行した人のリスクを評価するた
めの、又は改良された標的化、治療法のモニタリング及び調整、例えば、癲癇に関する抗
痙攣薬及び脳外科手術のための未だ対処されていない診断の必要性が存在してきた。
【発明の開示】
【００１１】
本発明の対象
　このように、本発明の対象は、免疫吸着に基づく血液検査の臨床的な有用性、並びに中
枢神経障害、例えば、発作性脳発射（paroxysmal cerebral discharges)及び癲癇を診断
するための、免疫化学的方法及びキットを供する。
【００１２】
　本発明の他の対象は、発作性脳発射及び癲癇を診断のための現在の利用可能な方法の精
度を改善すること、及び非癲癇発作を除く脳関連発作の診断的確実性を改善させることで
ある。
【００１３】
　更に他の対象は、生体試料中であって免疫グロブリン複合体中で結合されていない、遊
離ＧｌｕＲ１ペプチドフラグメントを検出するためのアッセイを供することである。
【００１４】
　本発明の更に他の対象は、癲癇と偽性癲癇を区別する脳マーカーを使用する発作性脳発
射及び癲癇を診断する方法を供することである。
【００１５】
　本発明の更に他の対象は、発作性脳発射及び癲癇、又は脳傷害からもたらされる発作の
リスク及び進行のイムノアッセイ及び免疫化学的血液分析を供することである。
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【００１６】
　本発明の他の対象は、有効な治療的介入を許容する脳関連発作の実時間の評価を供する
ための、発作性脳発射及び癲癇の診断のための迅速なイムノアッセイ及びキットを供する
ことである。
【００１７】
　本発明の他の対象は、発作性脳発射及び癲癇を診断するための迅速且つ安価なイムノア
ッセイ及びキットであって、脳関連発作の進行、又は抗痙攣治療の有効性をモニターする
ために頻繁に行うことができるもの、を供することである。
【００１８】
発明の概要
　異常な発作発射を示す患者における発作の起源及び原因を評価するための方法は、発作
を起こした患者の生体液中のＧｌｕＲ１ペプチド及びフラグメントの存在及び含量に基づ
き、発見されてきた。これまでに、患者の臨床的評価と組み合わせた、発作発射のＥＥＧ
測定は、患者における発作の起源の評価のための「金本位」を構成してきた。発作発射と
癲癇における確立された関係により、異常な発作性スパイクを伴う発作患者は、通常（そ
して、しばしば誤って）癲癇として診断され、そしてしばしば抗痙攣薬を処方され、又は
実際に発作の原因が発作性でない場合に必要のない手術をされることすらある。
【００１９】
　本発明者は、異常な発作活動が本当に発作の起源であるかを決定するため、及び異常な
発作発射の存在にもかかわらず発作性の起源を有さない発作を起こす、即ち「偽性癲癇」
状態、例えば、失神、偏頭痛、意識又は記憶の喪失、及び熱性又は温度性痙攣（小児にお
ける）の患者のより正確な診断及び治療のための、ＧｌｕＲ１に基づく、方法、組成物、
及びキットを開発した。従って、第一の態様において、本発明は、ＧｌｕＲ１又はその免
疫原生フラグメントの存在及び含量のための、上記患者における生体液を直接的又は間接
的にアッセイすることを含んで成る、発作発射を有すると診断された患者における発作の
起源を決定する方法を供する。
【００２０】
　また、本発明者は、異常な発作性スパイクからもたらされる発作性障害を治療するため
の改良された方法を発見した。特に、本発明者は、医薬の種類、投与量、及び頻度が、与
えられた医薬で処理された患者において観察されるＧｌｕＲ１変化（又はその喪失）に基
づき調整できることを決定した。また、本発明者は、上記医薬を減少又は中止した場合に
観察されるＧｌｕＲ１変化に基づき、抗痙攣薬を減少又は中止することの妥当性を評価す
るための方法を発見した。一方で、医薬投与量は、薬物適用の変化後、患者が発作を受け
るか、又は異常なＥＥＧ活性を示すかに基づき、試行錯誤において伝統的に調整されてき
たが、本発明は、薬物適用調整に対する応答を測定するため、又は薬物適用調整によりも
たらされる発作のリスクを評価するための試験管内検査を供する。このように、他の態様
において、本発明は、（ａ）抗癲癇薬の初回量による、又は抗癲癇薬の用量の休止又は減
少による治療に対する生体液中のＧｌｕＲ１、又はそのフラグメント若しくは類似体の量
の変化のために、上記患者の生体液を直接的又は間接的にアッセイすること；及び（ｂ）
上記変化に基づき上記用量を変更すること、を含んで成る、患者における癲癇の治療方法
を供する。
【００２１】
　本発明者は更に、起源として、発作発射を有する将来の発作のリスクを予測するための
方法を発見した。これらの方法は、特に、このような発作の高いリスクにおける患者、例
えば、新生児、外傷性脳傷害を起こした人、及び側頭葉癲癇に苦しむ患者であって、発作
を起こす場合にひどく苦しみうるが、このような治療に関するリスクにより抗痙攣治療薬
が典型的に慎重に投与される患者、に対して適用することができる。先天性欠損、例えば
、先天性心疾患を伴う新生児は、しばしばＥＥＧを使用して評価することができず、そし
て乳児期における心臓手術は、発作、発育遅延、及び運動異常として顕在化される脳損傷
の原因となることが知られているため(Bellinger et al. , Circulation 1999,100 : 526
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-32)、本発明の方法に従うモニタリングに特に必要である。晩年における脳血管疾患は通
常の癲癇の主な原因となることが知られていることから(Cleary et al. , Lancet 2004,3
63 :1184-6)、脳卒中患者は、特に適当な他のリスクのあるグループである。従って、他
の態様において、本発明は、ＧｌｕＲ１又はそのフラグメントの存在及び含量のために、
上記患者の生体液を直接的又は間接的に評価することを含んで成る、癲癇のリスクのある
患者における癲癇の可能性を診断するための方法を供する。
【００２２】
　これらの方法は、最も特には、特異的ＧｌｕＲ１配列、及びこれらの配列に対して産生
される抗体を使用するイムノアッセイにおいて行われる。従って、他の態様において、本
発明は、配列番号５又は６（以下に記載される）のＧｌｕＲ１若しくはその免疫原生フラ
グメント又はこれらの類似体の存在及び含量のために、上記患者由来の生体液を直接的又
は間接的に評価することを含んで成る、人患者における癲癇又は発作性脳発射を診断及び
／又は治療するための方法を供する。他の態様において、本発明は、上記ペプチド配列及
びこれらに対する抗体に基づく組成物、キット、試薬、標準物質、及び標準を供する。
【００２３】
　本発明の更なる利点は、以下の記載の一部において説明され、そして一部において記載
から明らかであり、本発明の実施により知ることができるだろう。本発明の利点は、付属
の特許請求の範囲において特に指摘される要因及び組み合わせの意味により理解され、達
成されるであろう。先の一般的な記載、及び以下の詳細の説明は共に、単なる代表的な説
明であり、特許請求の範囲として本発明が制限されないように理解すべきである。
【００２４】
考察
　本発明は、本発明書の好ましい態様の以下の詳細な説明に対する参考例、及び本明細に
含まれる実施例により、容易に理解することができる。本方法及び技術が開示され、記載
される前に、本発明は特定の分析的又は合成的方法に制限されず、当然に変更することが
できることが理解される。また、本明細書に使用される用語は、特定の態様を説明するた
めだけのものであり、制限することを意図するものではない。
【００２５】
語句の定義及び使用
　生体試料は、血液、血漿、血清、脊髄液、唾液、汗、又は脳組織である。より好ましく
は、生体試料は、生体液である。当該生体液は、血清及び血漿である。
【００２６】
　タンパク質、ペプチド、又はポリペプチドの類似体は、１又は複数のアミノ酸置換、欠
失、付加、又は転位を含むタンパク質、ペプチド、又はポリペプチドを意味する。例えば
、タンパク質生化学の当業界において、特定の大きさ又は特徴（例えば、電荷、疎水性、
及び親水性）を有するアミノ酸の分類に属するアミノ酸は、タンパク質の活性を変化する
ことなく、特に、直接生物活性に関係しないタンパク質の領域において、しばしば他のア
ミノ酸に置換することができることは周知である。したがって、類似体から産生される抗
体が依然としてＡＭＰＡレセプター又はフラグメントに対して特異的であるような部位に
おけるアミノ酸置換、欠失、付加、又は転位を含む場合、ＧｌｕＲ１レセプター又はその
フラグメントは、本発明において有用である。
【００２７】
　好ましくは、ＧｌｕＲ１組換え類似体は、天然ＡＭＰＡレセプターと少なくとも８０％
、８５％、９０％、又は９５％のアミノ酸同一性を有する。アミノ酸同一性は、組換え類
似体と天然ＡＭＰＡレセプターの類似体比較により定義される。当該２つのアミノ酸配列
は、これらの配列の長さに沿って共通するアミノ酸の数が最大となるように整列させる；
いずれか又は両方の配列中のギャップは、共通のアミノ酸の数を最大にするためのアライ
メントの作成において許容される。アミノ酸同一性のパーセンテージは、以下の２つの数
字のうち大きい方である：（１）２つのポリペプチドがアライメントで共通性を有するア
ミノ酸の数を、ＧｌｕＲ１類似体又はそのフラグメント中のアミノ酸の数で割って、１０
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０を乗じた数、又は（２）２つのポリペプチドがアライメントで共通性を有するアミノ酸
の数を、天然ＡＭＰＡレセプター又はそのフラグメント中のアミノ酸の数で割って、１０
０を乗じた数。
【００２８】
　また、ＧｌｕＲ１誘導体、及びＧｌｕＲ１フラグメントの誘導体は、本発明において有
用であり、そして、例えば、アセチル化、ヒドロキシル化、メチル化、アミド化、リン酸
化、又はグリコシル化により、１又は複数の成分のアミノ酸において化学的又は酵素的に
誘導された、例えば、側鎖修飾、骨格修飾、並びにＮ－及びＣ－末端修飾された、天然Ａ
ＭＰＡ及びＡＭＰＡレセプター類似体及びそのフラグメントを含む。また、当該語は、Ｇ
ｌｕＲ１塩、例えば、亜鉛ＧｌｕＲ１、及びアンモニウムＧｌｕＲ１を含む。
【００２９】
　いくつかの他の間接的なタンパク質又はペプチド、例えば、当該タンパク質又はペプチ
ドの抗原、フラグメント、類似体、又は誘導体、又はタンパク質又はペプチドの抗体の測
定とは対照的に、タンパク質又はペプチドは、タンパク質又はペプチドが生体試料中でそ
れ自体が測定される意味において「直接的に」測定される。
【００３０】
　「抗原」は、免疫応答を惹起するタンパク質又はペプチドである。
【００３１】
　「抗体」の語は、「免疫グロブリン」と同義であり、そして天然ヒト抗体、ポリクロー
ナル抗体、及びモノクローナル抗体を含む。「抗体」の語は、自然抗体、並びに抗体の生
物活性及び合成誘導体、例えば、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）2、又はＦｖ、並びに単一ドメ
イン及び一本鎖抗体を共に含むことを意味する。抗体の生物活性誘導体は、抗原に結合す
る能力を維持する。
【００３２】
　「イムノアッセイ」の語は、抗原と抗体間の免疫応答の使用による、生体液中のタンパ
ク質又はペプチドを直接的又は間接的に検出するための実験室的アプローチである。
【００３３】
　本明細書において使用される「標準物質」の語は、ＧｌｕＲ１に対する抗体を測定する
イムノアッセイに関して、既知量のＧｌｕＲ１抗体を含むＧｌｕＲ１抗体の溶液を意味し
、そして未知の生体液中の抗体の濃度を定量するための検量線に使用される。
【００３４】
　本明細書において使用される「標準」の語は、ＧｌｕＲ１に対する抗体を測定するイム
ノアッセイに関して、本発明のイムノアッセイキットに含まれる試薬の質を調節するため
の適当な定量的形態におけるヒト生体液から単離及び精製したＧｌｕＲ１抗体の溶液を意
味する。
【００３５】
　本明細書において使用される「ネガティブコントロール」は、生体液中のＧｌｕＲ１ペ
プチド又はフラグメントを直接測定するイムノアッセイに関して、健康な個体由来の生体
液中のＧｌｕＲ１濃度の指示薬としての使用のために意図される適当な定量的形態中のＧ
ｌｕＲ１合成ペプチド又はそのフラグメントを意味する。
【００３６】
　本明細書において使用される「ポジティブコントロール」は、生体液中のＧｌｕＲ１ペ
プチド又はフラグメントを直接測定するイムノアッセイに関して、癲癇性脳発射に苦しむ
個体由来の生体液中のＧｌｕＲ１濃度の指示薬としての使用のために意図される適当な定
量的形態中のＧｌｕＲ１合成ペプチド又はそのフラグメントを意味する。
【００３７】
一般的考察
　本発明は、脳関連発作、非脳関連発作、及び心因関連発作を診断するため、且つ発作発
射からもたらされる脳関連発作とそうでないものを区別するために、脳中のＡＭＰＡレセ
プター又はＧｌｕＲ１の発現の遺伝的な又は偶発的な増加が発作性脳発射に相関しうるこ
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との認識に由来する。脳中に異常に発現される組換えＧｌｕＲ１レセプターは素早く代謝
され、そして血液脳関門に浸透し、これらの代謝破壊生成物は循環系に入る。免疫系は外
来抗原としてこれらのペプチド及びタンパク質フラグメントを認識し、そしてこれらに対
する抗体を産生することにより応答する。個体中のこれらの脳生物マーカーの迅速な評価
は、発作性脳発射及び癲癇の診断において医師の信頼を著しく増強し、そして脳関連発作
の診断的確実性を改善し、そして投与することができる抗痙攣治療を補足するであろう。
当該データは、他の診断的戦略に独立して使用できるが、好ましくは慣習的な診断技術を
利用する包括的な診断的戦略に不可欠な部分を形成する。
【００３８】
　特にＥＥＧ又は脳スキャンのデータと組み合わせた場合、ＧｌｕＲ１生物マーカーから
得られたデータは、治療法の有効性をモニターするために使用することもできる。驚くべ
きことに、ＧｌｕＲ１ペプチド及びこれらに対する抗体が、神経毒性の実時間の証拠を供
し、そして循環するＧｌｕＲ１ペプチド又は抗体のレベルの減少は、神経毒性機構におけ
る減少によく一致することが発見された。迅速な実験室的技術、例えば、ラテックス凝集
、又はラテラルフロー（lateral flow)を使用する適当な間隔においてデータを得ること
により、抗痙攣治療法に対する応答における発症の進行をモニターすることが可能である
。
【００３９】
　本明細書により詳細に考察したとおり、イムノアッセイ技術は、一般的に、本発明のタ
ンパク質又はペプチドを測定するために好ましいが、他の分析技術、例えば、ＨＰＬＣも
また当業者に既知なものとして利用することができる。好ましいＧｌｕＲ１サブユニット
、及びその抗原性フラグメントのアミノ酸配列は、配列番号５及び６に列挙されており、
そしてこれらの配列のいずれかのフラグメント、類似体、又は誘導体は、十分な抗原性が
維持されている限り、当該レセプターを直接的に検出するための方法において利用するこ
とができる。しかしながら、イムノアッセイを使用する場合、抗原決定基は、ＧｌｕＲ１
、ＧｌｕＲ２、ＧｌｕＲ３、及びＧｌｕＲ４レセプターサブユニットのＮ末端ドメイン中
に集中され、そしてＮ末端ドメイン及びそのフラグメントに対して産生された抗体は、至
適検査結果のために利用されるべきことが発見された。本発明者は、これらのレセプター
のためのＮ末端ドメインのアミノ酸鎖を配列決定し、そして本明細書中に、配列番号１、
２、３、及び４のそれぞれの配列を説明する。
【００４０】
　慣習的な方法は、上記抗体を調製するために使用することができる。例えば、ＧｌｕＲ
１タンパク質のペプチドを使用することにより、ポリクローナル抗血清又はモノクローナ
ル抗体は、標準的な方法を使用して作成することができる。哺乳類（例えば、マウス、ハ
ムスター、又はウサギ）は、哺乳類の抗体応答を誘発するペプチドの免疫原性形態（好ま
しくはＧｌｕＲ１レセプター、ＧｌｕＲ１レセプターの抗原決定基、又はこれらの類似体
若しくは誘導体）で免疫することができる。ペプチドにおける免疫原生を与えるための技
術は、担体への結合、又は当業界に周知な他の技術を含む。例えば、当該ペプチドは、ア
ジュバントの存在下において投与することができる。免疫化の進行は、血漿又は血清中の
抗体価の検出によりモニターすることができる。標準ＥＬＩＳＡ法、又は他のイムノアッ
セイ方法は、抗体のレベルを評価するために、抗原として免疫原とともに使用することが
できる。免疫化に従い、抗血清を投与することができ、所望する場合には、血清からポリ
クローナル抗体を単離することができる。
【００４１】
　モノクローナル抗体を産生するために、抗体産生細胞（リンパ球）を免疫化動物から回
収し、そして標準的な体細胞融合手順によりミエローマ細胞と融合させ、このようにこれ
らの細胞を不死化させ、そしてハイブリドーマ細胞を産生することができる。このような
技術は当業界に周知であり（例えば、ハイブリドーマ技術は、Kohler とMilstein (Natur
e 256, 595-497(1975)により最初に開発された)、並びに他の技術、例えば、ヒトＢ細胞
ハイブリドーマ技術(Kozbor et al., Immunol. Today 4, 72(1983))、ヒトモノクローナ
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ル抗体を産生するためのＥＢＶハイブリドーマ技術(Cole et al. Monoclonal Antibodies
 in Cancer Therapy (1985) Allen R. Bliss, Inc., pages 77-96)、及びコンビナトリア
ル抗体ライブラリーのスクリーニング(Huse et al., Science 246, 1275(1989)]もまた知
られている。ハイブリドーマ細胞は、当該ペプチドと特異的に反応性の抗体の産生のため
に、免疫化学的に選別することができ、そして当該モノクローナル抗体を単離することが
できる。このように、本発明はまた、本明細書に記載されるとおり、ＧｌｕＲ１タンパク
質又はそのフラグメントに特異性を有するモノクローナル抗体を分泌するハイブリドーマ
細胞も考慮する。
【００４２】
　上記レセプター又はフラグメントのために検査される生体試料は、血液、尿、血漿、血
清、脳脊髄液、唾液、汗、又は脳組織に由来してよい。好ましい態様において、当該生体
試料は血液試料である。更により好ましい態様において、当該生体試料は約１：２～約１
：３２（ｖ：ｖ）の割合に希釈された血液試料である。
【００４３】
　本発明はまた、組換えＧｌｕＲ１（ＧｌｕＲ１）ペプチド又はそのフラグメントのレベ
ルを測定するための間接的な方法に関する。従って、分析技術は、ＧｌｕＲ１ペプチド又
はそのフラグメントの間接的な測定、例えば、組換えペプチドに特異的な抗体、又は当該
ペプチドをコードするｃＤＮＡを評価するために使用することができる。ある態様におい
て、発作の発症の可能性の見解を得るために、ＧｌｕＲ１ペプチドと抗体が、同時に測定
される。ＧｌｕＲ１が５０又は１００ｐｇ／ｍＬ以上（乳児においては５０ｐｇ／ｍＬ）
、特にＧｌｕＲ１抗体と組み合わせた場合、男性で１．５ｎｇ／ｍｌ以上、女性で１．８
ｎｇ／ｍｌ以上、小児で１．０ｎｇ／ｍｌ以上は、発作性脳発射及び癲癇の発症が顕著に
予測され、そして特にＥＥＧにより測定される発作性スパイクを起こす患者において観察
される場合、典型的には抗痙攣治療が判断される。
【００４４】
　ＧｌｕＲ１に対する免疫吸着抗体に基づき提案されている血液検査は、ここ７年間で２
３００人以上の患者の血液血清試料において検査し、診断は以下のとおりである：癲癇（
１６５０人）、急性虚血性脳卒中を含む脳発作活動（１８７人）、パーキンソン症（１４
８人）、統合失調症（躁鬱病、循環気質）（１４７人）、アルツハイマー病（４４人）、
薬物乱用（モルヒネ、コカイン、ハシッシュ）（１１７人）、並びに２１５０人の健康な
患者であり、交差分析を含む。
【００４５】
治療の方法
　本発明の診断方法は、癲癇発作に対する治療との組み合わせにおいて利用される場合に
特に有用である。当該方法は、抗痙攣治療を開始し、当該治療を減少又は中止し、又は脳
外科手術を考慮する場合に有用である。当該方法は、好ましくは追加的な診断方法、例え
ば、ＥＥＧとの組み合わせにおいて行われる。
【００４６】
　従って、例えば、脳外科手術を正当化する難治性癲癇は、ＥＥＧとＧｌｕＲ１モニタリ
ングの組み合わせを使用することにより診断することができる。脳外科手術は、例えば、
発作性スパイクの存在、異常に高い濃度のＧｌｕＲ１又はそのフラグメントに基づき保証
され、１又は複数の抗痙攣薬の投与計画に応答することができない。
【００４７】
　抗痙攣薬の変更、又は上述の医薬の用量の増加の必要性は、ＧｌｕＲ１レベルを減少す
るために、又は個体群標準に基づき指定標準以下のレベルに減少するために、与えられた
投薬計画の能力に基づき同様に評価することができる。好ましい指定標準は、成人で１０
０、７５、又は５０ｐｇ／ｍｌのＧｌｕＲ１フラグメント、及び／又は２．０、１．８、
１．５、又は１．０ｎｇ／ｍｌのＧｌｕＲ１抗体であり、小児では７５、５０、又は３５
ｐｇ／ｍｌのＧｌｕＲ１フラグメント、及び／又は１．５、１．０、又は０．８ｎｇ／ｍ
ｌのＧｌｕＲ１抗体である。



(9) JP 4838140 B2 2011.12.14

10

20

30

40

50

【００４８】
　更に他の態様において、本発明の方法は、抗痙攣治療の中止又は減少との組み合わせに
おいて実施される。ＧｌｕＲ１レベルは、中止又は減少に応じてモニターされ、そしてＧ
ｌｕＲ１レベルが先の指定標準以上に増加する場合、上記治療を復帰させる。
【００４９】
本発明の新規なキット
　他の態様において、本発明は、中枢神経系疾患、例えば、発作性脳発射、及び癲癇を診
断するためのキットを供する。抗体又はＧｌｕＲ１のいずれかが測定されるかによって、
組換えＧｌｕＲ１抗体又は抗原をイムノアッセイ診断キットに組み込むことができる。抗
体及び抗原の調製は、好ましくは、定量的適用における簡単な参照のために与えられた抗
原及び／又は抗体濃度を伴い、適当な定量的な形態において供されるべきである。
【００５０】
　また、上記キットは、供された抗原及び／又は抗体（場合による）と診断試料間の特異
的な免疫反応の検出のための免疫検出試薬、又は標識を含んでよい。適当な検出試薬は、
放射性、酵素性、又は他の色素生産性の薬剤により例示されるとおり、当業界において周
知であり、これらは典型的には、抗原及び／又は抗体に関して、又は一次抗体に特異性を
有する二次抗体に関して利用される。従って、当該反応は、当該標識を検出又は定量する
手段により検出又は定量される。本発明の新規な方法との組み合わせにおける適用に適当
な免疫検出試薬及びプロセスは、一般的に当業界に周知である。
【００５１】
　上記試薬はまた、補助剤、例えば、緩衝剤、及びタンパク質安定化剤、例えば、ポリサ
ッカライド等を含んでよい。上記診断キットは更に、検査におけるバックグランドの干渉
を減少させるための薬剤が必要である場合、シグナルを増大させるための薬剤、検査を行
うための機器、較正曲線及び較正図（calibration curves and charts)、標準曲線及び標
準図（Standardization curves and charts)等を含んでよい。
【００５２】
　より特定の観点において、本発明は、ＥＬＩＳＡ法又はラテックス凝集法フォーマット
中に存在するＧｌｕＲ１又は合成ペプチドＧｌｕＲ１に対する抗体を含む免疫吸着剤に関
する。従って、ある態様において、当該キットは、ＧｌｕＲ１若しくはそのフラグメント
、又はＧｌｕＲ１の抗体、及びヒト又は合成標準物質を含んで成る、マイクロタイタープ
レートを含む。当該試薬はまた、補助剤、例えば、緩衝剤、及びタンパク質安定化剤、例
えば、ポリサッカライド等を含んでよい。当該診断キットは更に、必要である場合、検出
可能なグループがメンバー（例えば、酵素、及び非酵素物質）であるシグナル発生システ
ムの他のメンバー、検査におけるバックグランド干渉を減少させるための試薬、シグナル
増大させるための薬剤、検査を行うための機器、較正及び標準化情報又は説明書等を含ん
でよい。
【００５３】
　較正は、典型的には、既知の値の試料の測定から検量線を作成することにより達成され
る。それから未知のレベルの分析物を伴う検体を測定し、そして数学的に誘導された関係
を使用して標準曲線と比較する。当該標準曲線は、試料検体の分析の前、又はそれと同時
に測定することができ、アッセイの安定性及び再現性に依存する。ある態様において、本
発明は、標準物質又はコントロールとして；配列番号５又は６のＧｌｕＲ１フラグメント
、又はその免疫原生フラグメント、類似体、若しくは誘導体に対して産生された抗体を含
んで成るキットにより実施される。更に他の態様において、上記キットは、ヒト血液から
精製された免疫グロブリンＧの特異的なフラクションを含んで成る抗体標準に対して製造
され、任意的な９５％純度の免疫グロブリンは他のグルタミン酸レセプターフラグメント
又は他のニューロレセプター（例えば、Ｄ１、Ｄ２、Ｄ３、ＮＭＤＡＲ、オピエート等）
と有意な交差反応を伴わずにＧｌｕＲ１ペプチドと特異的に結合する。
【００５４】
ラテックス凝集法
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　本発明の方法により得られる診断のスピードを劇的に改善するラテックス凝集技術又は
ラテラルフローフォーマットが開発されており、これにより診断の確実性が向上する。ラ
テックス凝集アッセイは、Beltz, G. A. et al., in Molecular Probes: Techniques and
 Medical Applications, A. Albertini et al., eds., Raven Press, New York, 1989に
おいて記載されており、参照例として本明細書中に組み入れられている。ラテックス凝集
アッセイにおいて、特定の生物マーカーに対して産生された抗体はラテックス粒子上に固
定される。当該ラテックス粒子は、検査される適当な血清の希釈物中に滴下され、そして
カードを穏やかに揺することにより混合させる。十分なレベルの生物マーカーを欠く試料
により、ラテックス粒子は懸濁液中に残存し、そして滑らかで乳白色の外観を保持する。
しかしながら、当該抗体と反応性の生物マーカーが存在する場合、当該ラテックス粒子は
、視覚的に検出可能な凝集体になる。
【００５５】
　また、凝集アッセイは、対応する抗体が、ラテックスビーズ以外の適当な粒子、例えば
、ゼラチン、赤血球、ナイロン、リポソーム、金粒子等の上に固定化される生物マーカー
を検出するために使用することができる。当該アッセイにおける抗体の存在は、沈降反応
と同様に凝集の原因となり、それから比濁分析、濁度、赤外分光法、外観検査、比色分析
等の技術により検出することができる。
【００５６】
　ラテックス凝集の語は、検出可能な凝集体の形成に基づくいずれかの方法を意味し、そ
して免疫吸着基質としてのラテックスの使用を制限することなく、本明細書において一般
的に用いられる。当該凝集に好ましい基質は、例えば、ポリスチレン及びポリプロピレン
、特にはポリスチレンに基づくラテックスであるが、他の周知な基質は、ガラス、紙、デ
キストラン、及びナイロンから形成されるビーズも含む。固定化された抗体は、例えば、
アミド又はエステル結合を介した共有結合技術、イオン引力、又は吸着により、固相免疫
吸着剤と、共有的に、イオン的に、又は物理的に結合してよい。当業者は、抗体と結合す
るために適当な多くの担体を知っており、あるいは慣習的な実験を使用してこれを確認す
ることが可能であろう。
【００５７】
　上記技術は、ＧｌｕＲ１レセプター、抗体、又は中枢神経系疾患に対するいずれかの他
の適当な生物マーカーの検出における使用に応用することができる。ラテックス凝集技術
を使用して、癲癇を伴う患者の実時間の生物学的診断及びモニタリングを供することが可
能であり（約１０分以内）、そしてこれにより補足的な抗痙攣治療を劇的に改善すること
ができる。これらの生物マーカーは天然であり、そしてラテックス凝集法が最初に開発さ
れた目的のウイルスとは対照的に、これらの対応する抗体と極めて低い結合強度を示すこ
とから、これは驚くべきことである。
【００５８】
　従って、ある態様において、ＧｌｕＲ１レセプター、そのフラグメント、又は他の生物
マーカーを測定する方法は、（ｉ）凝集を促進するために十分な時間及び条件下において
、生体試料を、ＧｌｕＲ１に対する抗体又はＧｌｕＲ１の抗原決定基を含んで成る凝集化
担体と接触させる工程；及び（ii）凝集により生じたシグナルを読みとる工程であって；
ここで検出されたシグナルの量は、試料中に存在する生物マーカーの力価に相関する工程
、を含んで成るラテックス凝集による。
【００５９】
　当該反応は、好ましくは、十分な時間、暗いバックグランドに対して巨視的に読み取ら
れる。当該方法は、好ましくは、約３０分以内に臨床的に有用な測定値を生じる。約０．
２５～約０．４マイクロメートルの平均直径を有するラテックスビーズが本発明の実施に
おいて特に好ましいことが実験的に発見された。当該ラテックスビーズは、標的の生物マ
ーカーに対する抗体を、担体溶液中の抗体の濃度が約２ｍｇ／ｍｌに達するまで、１（重
量）％濃度のラテックスビーズを含む担体溶液に添加し、そして結合剤、例えば、グルタ
ルアルデヒドの存在下において、当該成分を共有結合に十分な時間置くことにより一般的
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【００６０】
　他の態様において、本発明は、（１）ＧｌｕＲ１若しくはそのフラグメント、又はＧｌ
ｕＲ１に対する抗体を含んで成るラテックスビーズ、及び（２）ポジティブ及びネガティ
ブコントロールを含んで成る、ラテックス凝集キットを供する。
【００６１】
本発明の新規な組成物
　本発明の方法は、本発明の一部を形成する一連の新規な組成物に依存する。従って一連
のある態様において、本発明は、ＡＭＰＡレセプターのＧｌｕＲ１、ＧｌｕＲ２、Ｇｌｕ
Ｒ３、及びＧｌｕＲ４サブユニットの組換えポリペプチドフラグメントであって、
　１．ＧｌｕＲ１のＮ末端ドメイン、配列番号１；
　２．ＧｌｕＲ２のＮ末端ドメイン、配列番号２；
　３．ＧｌｕＲ３のＮ末端ドメイン、配列番号３；
　４．ＧｌｕＲ４のＮ末端ドメイン、配列番号４；
　５．組換えＧｌｕＲ１、配列番号５及び６、
又はこれらの抗原性フラグメント、類似体、又は誘導体を含んで成るものを供する。他の
一連の態様において、本発明は、異なる抗原決定基、例えば、ヒト血清アルブミンと共有
結合する先のポリペプチドのいずれかを供する。更に他の一連の態様において、本発明は
、上述のいずれかの免疫吸着物質と結合するいずれかの先のポリペプチドを供する。当該
免疫吸着剤は、上述のサイズ範囲において、ラテックス凝集のためのビーズ形態、又は慣
習的なイムノアッセイ分析のための合成プレート形態であってよい。当該ポリペプチドは
、いずれかの慣習的な結合手段、例えば、共有結合、イオン結合、及び吸着を使用して、
免疫吸着剤と結合することができる。
【００６２】
　他の一連の態様において、本発明は、先のポリペプチドと特異的及び／又は先のポリペ
プチドに対して産生された新規なモノクローナル及びポリクローナル抗体、例えば、異な
る抗原決定基と結合した先のポリペプチドに関する。従って、ある態様において、本発明
は、いずれかの先のペプチド又はポリペプチド、又はこれらの抗原性フラグメント、類似
体、又は誘導体に対して産生された非ヒト抗体を供する。他の態様において、本発明は、
このような抗体が結合する免疫吸着剤を供する。
【００６３】
配列リストの簡単な説明
　本発明の特徴、観点、及び利点は、本明細書を通して使用されるナンバリングされたア
ミノ酸位置を説明する以下の配列リストによって、より明確に理解されるだろう。
【００６４】
　配列番号１は、以下のとおり、ＧｌｕＲ１レセプターサブユニットの成熟したＮ末端ド
メインのアミノ酸配列を示す：
配列リスト
ペプチド　ホモサピエンスグルタミン酸レセプター。イオンチャンネル型、ＧｌｕＲ１
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【化１】

【００６５】
　配列番号２は、以下のとおり、ＧｌｕＲ２サブユニットのＮ末端ドメインのアミノ酸配
列を示す：
配列番号２
ペプチド　ホモサピエンスグルタミン酸レセプター。イオンチャンネル型、ＧｌｕＲ２
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【化２】

【００６６】
　配列番号３は、以下のとおり、ＧｌｕＲ３サブユニットのＮ末端ドメインのアミノ酸配
列を示す：
配列番号３
ペプチド　ホモサピエンスグルタミン酸レセプター。イオンチャンネル型、ＧｌｕＲ３
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【化３】

【００６７】
　配列番号４は、以下のとおり、ＧｌｕＲ４サブユニットのＮ末端ドメインのアミノ酸配
列を示す：
配列番号４
ペプチド　ホモサピエンスグルタミン酸レセプター。イオンチャンネル型、ＧｌｕＲ４
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【００６８】
　配列番号５は、以下のとおり、組換えＧｌｕＲ１のアミノ酸配列を示す：
配列番号５
ペプチド　組換えＧｌｕＲ１
【化５】

【００６９】
　配列番号６は、以下のとおり、他のペプチド（ＧｌｕＲ１配列由来の２７つのアミノ酸
、及び担体タンパク質への付着のためのＮ末端Ｃｙｓ）、組換えＧｌｕＲ１のアミノ酸配
列を示す。
配列番号６
ペプチド　人工配列
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【化６】

【実施例】
【００７０】
実施例１－小児における癲癇の臨床的評価
　当該ランダム化且つ二重盲検化検査は、１９９５　年１月から１９９９年１２月までの
間、モスクワとセント・ピーターズバーグ（ロシア）にある4箇所の小児癲癇センター（C
hildren Epilepsy Center）において行った。我々の研究は、厳密な集団ベースではない
が、我々は、当該国の西部において癲癇を伴う小児の代表的なグループを達成するように
個人を集めた。
【００７１】
　検査に適格な患者は、４ヶ月～１４歳であって、４人の小児癲癇専門家による診断及び
国際癲癇学会（ＩＬＡＥ）のガイドラインにおいて入手できる全ての情報に基づき分類さ
れた、癲癇性症候群、及び発作と診断されている患者である。これらは、局在関連及び全
身突発性症候群（例えば、良性ローランド癲癇、及び小児期欠神癲癇）、並びに突発性及
び症候性の全身性症候群を含む。全身性及び突発性の局在関連癲癇は、これらが知られて
いる範囲に対して、原因及び局在により定義される症候群の広範なスペクトルを示す。当
該グループにおける結果は合わせた。
【００７２】
　病因は、部分的に症候群に依存するが、症候群と別々に分類した。遠隔症候性（remote
 symptomatic）は、根底にある神経状態の存在、又は癲癇の増加したリスクに関する発作
（例えば、細菌性髄膜炎、脳卒中、脳性麻痺）を意味する。突発性症候群は、ほとんどい
つも、原因不明の病因に割り当てられる。時折、神経的異常が、突発性症候群と共存し（
例えば、精神遅滞を伴う小児欠神癲癇）、この場合、突発性症候群であるにも関わらず遠
隔症候性として病因を分類した。原因不明の病因（Cryptogenic etiology）は、突発性症
候群の判定基準に一致しない癲癇を意味し、そして認識された有意な潜在的な神経異常又
は状態は存在しない。このような患者は、その他の点において神経学的に正常であるよう
に見える。
【００７３】
　初期発作の頻度は、癲癇の診断までの非挑発性発作の総数を最初の非挑発性発作から公
式の診断日までの時間で割った割合として定義した。当該発作頻度は、１日あたり１回の
発作から１年あたり１～２回の発作として表した。ＧｌｕＲ１ ａＡｂレベル対発作発生
のためのフォローアップコール及び観察を、７日及び６ヶ月（任意）間行った。
【００７４】
　癲癇の明確な診断は、２つの証明され且つ良く記載されている発作の発症、又は１つの
証明され且つ良く記載されている発作と局所関連癲癇と一致する局所的異常の証拠を伴う
いずれかのＥＥＧ追跡又はＭＲＥ／ＣＴスキャンに基づいた。
【００７５】
　患者は、非癲癇発作（例えば、偽性発作）又は治療可能な発作の原因；進行性又は変性
障害；医薬を必要とする精神障害又は気分障害、自殺企図のための検査から除外した。
【００７６】
　非癲癇性神経障害を伴う小児、及び健康な個体は、コントロールとして使用される場合
、年齢及び性別が一致するグループで表した。
【００７７】
　上記検査は、優良臨床検査基準の国際規定に従い行った。記載されたインフォームドコ
ンセントは、検査関連手順が開始される前に、各患者の親又は法定後見人から得られた。
【００７８】
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　カイ二乗検定及びｔ検定は、二変量比較に使用された。ログ変換は、高傾斜分布を基準
化するために必要な場合に利用した。いくつかの連続的な変数のために、データの提示及
び直線性の仮定の検査を促進するように分類を行った。
【００７９】
　合計６０５人の小児（４ヶ月～１４歳、３０２人の女児、及び３０３人の男児）を実験
に採用した。発症における開始年齢は１～２歳であった。追跡中央値は１．０年であった
。
【００８０】
　当該臨床実験において、健康な小児の血液試料中のＧｌｕＲ１ ａＡｂ濃度、及び非癲
癇神経疾患を伴うこれらのものは年齢に依存し、そして新生児から青年期までの年齢の小
児に従って次第に増加した（図１）。これはおそらく、免疫系が発達し、成熟を通して循
環している天然の自己抗体が増加するためである。ＧｌｕＲ１ ａＡｂの量は、健康なコ
ントロールと非癲癇傷害を伴う小児で僅かに異なった（図８）。ＧｌｕＲ１ ａＡｂの平
均値の比較は独立して、年齢及び性別が同じグループは、健康な小児と他の神経疾患を伴
う患者のａＡｂ値が０．９～１．１ｎｇ／ｍＬの平均値を伴う同じ分布に属することを示
した。
【００８１】
　癲癇及び癲癇性症候群を伴う患者由来の血液検体中のＧｌｕＲ１ ａＡｂ濃度の検出は
、年齢グループと独立して全ての小児が、コントロールと比較して有意に上昇した量のＧ
ｌｕＲ１ ａＡｂを有したことを示した（図９）。ほとんどの患者が非挑発性発作を有し
、そして癲癇又は癲癇性症候群を有すると診断された場合、自己抗体レベルは、４ヶ月～
３歳の小児で高かった。３～１４歳の小児患者は、より幼い年齢における場合と比較して
、低下したレベルのＧｌｕＲ１ ａＡｂを示した（図２）。
【００８２】
　ＧｌｕＲ１ ａＡｂのレベルは、部分性の場合と比較して、全身性の発作を伴う患者で
有意に高かった（図３）。ＥＥＧにおけるスパイク活動とＧｌｕＲ１ ａＡｂ濃度の有意
な相関（スペアマン係数０．８９、ｐ＜０．０１）は、全ての研究センターで示された。
小児におけるＧｌｕＲ１ ａＡｂの測定は、１）癲癇リスク評価；及び２）「癲癇様」症
候群を伴う患者のより優れた臨床的診断評価の２つの使用の可能性を有することを確立し
た。当該仮定は、癲癇及び癲癇性症候群を伴う患者を認識するための検査の高い的中率に
より支持される（１．０ｎｇ／ｍＬのカットオフにおいて８４％）。
【００８３】
　ＧｌｕＲ１ ａＡｂのために臨床的に予定されたカットオフは、発作の頻度に従い患者
を区別することを可能にした。１ヶ月以内に入院した４１人の癲癇を伴う患者中のＧｌｕ
Ｒ１ ａＡｂのモニタリングは、１日又は１週間当たりの頻度におけるＧｌｕＲ１ ａＡｂ
レベル（２．６～２．７ｎｇ／ｍＬ）が、１ヶ月あたりの発作頻度におけるもの（２．２
ｎｇ／ｍＬ）よりも高かったことを示した。当該傾向は、年齢及び発作の種類に関係なく
癲癇及び癲癇性症候群を伴う患者で同じであった。
【００８４】
　ＧｌｕＲ１ ａＡｂと脳外科手術を受けた難治性の発作を伴う小児の検査結果を盲検さ
れた神経放射線科医により解明されたＣＴ及びＭＲＩスキャンから得られたデータとの相
関性が確立された。癲癇の病巣の右脳の局在化を伴う患者において、ＧｌｕＲ１ ａＡｂ
の最大濃度を検出した(Iatsuk et al., Zh. Nevropat. Psikhiat. Im. SS Korsakova. 19
99, 99 : 34-6)。疾患の病因は、増加したＧｌｕＲ１ ａＡｂレベルの出現（１００％の
ケース）、細菌性髄膜炎（８５．８％のケース）及び腫瘍（５５．６％のケース）の病歴
に影響する。
【００８５】
　混合型発作を伴う１９人の小児における抗癲癇治療、発作頻度、ＥＥＧ及びＧｌｕＲ１
 ａＡｂの変化の追跡調査（６ヶ月）は、検出されたパラメータにおいて良好な相関をも
たらした。患者の状態の改善（発作の減退又は欠如）は、８４％のケースにおいて、Ｇｌ
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ｕＲ１のコントロールレベルまでの下方制御を伴った。ＥＥＧデータとＧｌｕＲ１ ａＡ
ｂ値の相関性は、当該実験において約９５％だった。
【００８６】
実施例２－成人の癲癇の臨床的評価
　二重盲検検査を、１９９４年２月から１９９７年１２月までの間、V. M Bechterev's 
研究所の精神科及び神経科における癲癇科、及びセント・ピーターズバーグ（ロシア）の
Russian Military Medical Academy の神経科において行った。増加した発作頻度により
上述の施設に入院した２３７人の１８～４０歳の癲癇を伴う一連の患者（１３０人の女性
、１０７人の男性）の参加を考慮した。癲癇はＩＬＡＥガイドラインに従い分類し、そし
て当該プロトコルにおいて以下の考察基準を考慮した：１年～２０年の障害期間；１日あ
たり１回～１年あたり１回の発作頻度；発作の種類:部分単純、部分複数、欠神を伴う全
身性、異なる病因の全身性強直間代性（例えば、細菌性髄膜炎、脳卒中、脳性麻痺、出生
前外傷等）。癲癇の明らかな診断は、発作の良く記載された病歴と局所関連癲癇と一致す
る局所的異常の証拠を伴うＥＥＧ又はＭＲＩ／ＣＴスキャンのいずれかに基づいた。患者
は、進行性又は変性障害；医薬を必要とする精神障害又は気分障害、自殺企図の検査から
除外した。
【００８７】
　非癲癇神経疾患（発作を伴わない脳外傷、腰痛、くも膜炎）、非癲癇発作（例えば、偽
性発作）を伴う患者（ｎ＝１９３、７９人の女性、１１４人の男性）、及び健康な個体（
ｎ＝９３）は、コントロールとして使用される場合、癲癇患者に対する年齢及び性別が同
じグループで表した。
【００８８】
　ＰＡ－ＥＬＩＳＡ試験の使用により測定した健康な患者におけるＧｌｕＲ１ ａＡｂの
レベルは１．５±０．３ｎｇ／ｍＬであり、非癲癇神経疾患（ＮＥＤ）を伴う患者におい
ては１．７±０．２ｎｇ／ｍＬであった（図４）。ＧｌｕＲ１ ａＡｂの平均値の比較は
、年齢及び性別が同じグループに関係なく、コントロールと非癲癇精神疾患を伴う患者の
ａＡｂ値が同じ分布に属することを示した。癲癇を伴うＧｌｕＲ１ ａＡｂ陽性患者は、
３．０２±０．４ｎｇ／Ｌ（２．１～４．１の範囲）の平均濃度を有した。ＧｌｕＲ１ 
ａＡｂの異なるコントロール値を、全コントロールグループ中の女性（１．８±０．１ｎ
ｇ／ｍＬ）、及び男性（１．５±０．１ｎｇ／ｍＬ）で表した。癲癇を伴う患者も同様で
ある。
【００８９】
　我々の実験は、ＥＥＧにおいて不安定なスパイク活動を有する健康な志願者のグルタミ
ン酸結合タンパク質に対する自己抗体の増加量を示した（検査したケースの２５％）。こ
れらの結果は、いずれかの神経学的な徴候を伴うことなく、ＥＥＧによって記録されたグ
ルタミン酸レセプターの両フラグメントに対する自己抗体の上昇量が、脳血管異常の血液
マーカーとなりうることを示した。更に、ＮＭＤＡ及びＡＭＰＡレセプターに対する両自
己抗体の交差反応が、癲癇と脳卒中を伴う同じケースの患者（３２％）において明らかと
された(Dambinova et al. J. Neurol. Sci. 1997, 152 : 93-7)。
【００９０】
　疾患期間とＧｌｕＲ１ ａＡｂ値におけるネガティブな相関性が示された(Odinak et al
., Zh Nevropatol Psikhiatr Im S S Korsakova. 1996,96 :45-48)。５年以下の癲癇期間
を伴う患者は、より長い疾患の期間を伴うものよりも高レベルのＧｌｕＲ１ ａＡｂを有
した。
【００９１】
　異なる発作種類及び頻度を伴う患者におけるＧｌｕＲ１ ａＡｂ値の調査を図６に示す
。最も高いＧｌｕＲ１濃度は、８６％以上のケースで、毎日の全身性の強直間代性と部分
複雑性の発作を伴う患者において記録された。半年に１回以下の稀な発作を伴う患者にお
いては、８０％以上のケースにおいて、増大した上記カットオフａＡｂ値（全ての成人に
おいて１．５±０．３ｎｇ／ｍＬ）が検出された(Odinak et al. Zh Nevropatol Psikhia
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tr Im S S Korsakova. 1996, 96:45-48; Gromov et al., Zh Nevropatol Psikhiatr Im S
 S Korsakova 1997, 97: 46-9)。発作頻度とＧｌｕＲ１ ａＡｂの濃度だけの相関性は予
想通り高くなかった：スペルマン係数０．３４（ｐ＜０．０１）。
【００９２】
　ＥＥＧにおけるスパイク活動の出現を伴うGRACE-NeuroTest-Epilepsy ELISA試験からの
結果の比較は、８４～９５％のケースにおいて、癲癇の診断、及びスパイク活性の癲癇的
特長を補助することを許容した(Odinak et al., Zh Nevropatol Psikhiatr Im S S Korsa
kova. 1996, 96 :45-48)。
【００９３】
　発作の発生前後の時間経過を、Dr. J. Majkowsky (Clinic of Epilepsy, Warsaw, Pola
nd, 1994-1995) 及び Dr. P. Wolf (Epilepsy Center, Bielefield, Germany, 1995-1996
)と共同で行った。発作の徴候前にＧｌｕＲ１ ａＡｂの急増が示され、そしてａＡｂ値は
、翌日の間、高レベルを維持した。これらの結果は毎日のＥＥＧにより規定された増大し
たスパイク活動により補助された。
【００９４】
実施例３－GRACE-NeuroTest-Epilepsy ELISA試験の実行
　ＧｌｕＲ１抗体を検出するためのGRACE-NeuroTest-Epilepsy ELISAキットは、（ｉ）Ｇ
ｌｕＲ１ペプチド又はＧｌｕＲ１に対する抗体のための免疫吸着剤；及び（ii）シグナル
発生化合物に付着する二次抗体を含んで成る指示薬、を含んで成る。当該試験は、発作性
脳発射及び癲癇を起こす人を評価するために使用することを意図した。
【００９５】
　ＧｌｕＲ１ペプチド又はＧｌｕＲ１に対する抗体で覆われたマイクロプレートの質は、
標準物質と、標準物質の存在及び不存在下の健康な人由来の血清検体を使用して調整した
(Gromova etal., Neirokhimiia. 1997,1 : 23-7)。抗体又はＧｌｕＲ１標準物質のアッセ
イ内の可変性、バッチ間の変化、及びＥＬＩＳＡ反応の安定性の評価は、多様な貯蔵条件
において行った（温度、パッキングの種類、貯蔵期間）。可変性の最適な特性に達成する
ように反応速度を実験した。それから、ＧｌｕＲ１ペプチド又はＧｌｕＲ１に対する抗体
の濃度を、神経疾患（脳卒中、パーキンソン病、及びアルツハイマー病、麻痺、及び多発
性硬化）、感染病（ＴＢ、脳炎、髄膜炎）、非感染障害（フェニルケトン尿症、エリテマ
トーデス、糖尿病、薬物乱用）を伴う患者、及び認可された調査プロトコルに従い集めら
れた健康な志願者由来の血液血清又は血漿試料において評価した。
【００９６】
直線性
　４人の明らかに健康な個体由来の血液検体を、ＧｌｕＲ１抗体で２００ｎｇ／ｍＬ（血
清）の最終濃度に、又はＧｌｕＲペプチドで２．０ｎｇ／ｍＬ（血漿）の最終濃度にスパ
イクした。GRACE-NeuroTest- Epilepsy アッセイの範囲におけるＧｌｕＲ１抗体又はＧｌ
ｕＲ１ペプチド値を得るために、スパイクされた検体をスパイクしていないもので重量測
定的に希釈した。スパイクされていない試料中の少量（＜０．１ｎｇ／ｍＬの抗体、及び
＜１０ｐｇ／ｍＬのペプチド）の内在性ＧｌｕＲ１抗体、又はＧｌｕＲ１ペプチドのため
に補正を行った。当該データの直線回帰分析は、当該アッセイがＧｌｕＲ１抗体検査にお
いて０～２．５ｎｇ／ｍＬ、及び０～２００ｐｇ／ｍＬの範囲で直線性を有することを示
す。
【００９７】
分析感度
　GRACE-NeuroTest-Epilepsy ELISAのために、ゼロと区別可能な当該分析感度又は検出可
能な最低濃度は、５日目に４ロットの試薬を使用して、ゼロ標準物質を各２０回試験する
ことにより測定した。ＧｌｕＲ１抗体試験の分析感度の平均９５％信頼限界は、０．０５
ｎｇ／ｍＬ以下（９５％信頼区間０．０１～０．０６ｎｇ／ｍＬ）であり、そしてＧｌｕ
Ｒ１ペプチド試験は、５ｐｇ／ｍＬ以下（９５％信頼区間０．２～４．９ｐｇ／ｍＬ）で
あった。
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干渉物質
　ヘモグロビン（１０，０００ｍｇ／ｄＬ以下）及び脂質（１０００ｍｇ／ｄＬ以下のコ
レステロール、及び１０００ｍｇ／ｄＬ以下のトリグリセリド）、又はビリルビン（２０
ｍｇ／ｄＬ以下）を、ＧｌｕＲ１抗体又はＧｌｕＲ１ペプチドの回収を干渉しない、Ｇｌ
ｕＲ１抗体又はＧｌｕＲ１ペプチドを含む血清検体に添加した。しかしながら激しく溶血
した検体は、できる限り避けるべきである。試料が激しく溶血しているように見える場合
には、他の検体（血清又は血漿）を得て、検査すべきである。
【００９９】
分析的特異度
抗体
　μ－（ＭＯＲ）又はδ－オピオイドレセプター（ＤＯＲ）のＮ末端フラグメント、グル
タミン酸レセプター（ＮＲ１、ＧｌｕＲ４）、及びドーパミンレセプター（Ｄ２、Ｄ３、
Ｄ４）由来の免疫活性ペプチド又はこれらの特異的抗体（ＩｇＧ）由来の免疫活性ペプチ
ドを以下に示す濃度でGRACE-NeuroTest-Epilepsy ELISAアッセイにおける交差反応性及び
干渉の可能性を評価した。ＧｌｕＲ１抗体の測定と有意な干渉は存在せず、またいかなる
有意なアッセイ交差反応性も有さなかった。
【０１００】
【表１】

【０１０１】
実施例４－GRACE-NeuroTest-Epilepsy 試験結果の偏差
　コントロール、及びアッセイの決定点付近で、且つ標準曲線の範囲中の濃度において添
加される代表的な分析物を有するヒト検体プールを試験することにより、ＡＮＯＶＡモデ
ルを使用して、日数及び全体における不正確性を測定した。当該実験は２０日間にわたり
行い、各コントロールは１日あたり５回試験した。
【０１０２】
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【表２】

【０１０３】
【表３】

【０１０４】
実施例５．癲癇を伴わない個体におけるGRACE-NeuroTest-Epilepsy ELISAの期待値
　癲癇をともなわない２１４人の小児（４ヶ月～１４歳の年齢、１１１人の女児、及び１
０３人の男児）、及び２８６人の患者（１２６人の女性、及び１６０人の男性）由来の血
液検体中の循環ＧｌｕＲ１ペプチド及びＧｌｕＲ１抗体の濃度を測定した。当該集団は、
精神障害（発作を伴わない脳外傷、腰痛、くも膜炎、パーキンソン病、及びアルツハイマ
ー病、偽性癲癇）、感染病（ＴＢ、脳炎、髄膜炎）、非感染障害（フェニルケトン尿症、
エリテマトーデス、糖尿病、薬物乱用）を伴う患者、及び健康な志願者を含んだ。
【０１０５】
　発作を伴わない脳外傷、腰痛、くも膜炎、フェニルケトン尿症、エリテマトーデス、薬
物乱用、ＴＢ、脳炎、及び髄膜炎に関するＧｌｕＲ抗体濃度において、統計的に有意な変
化は存在しない。癲癇を伴わない患者におけるＧｌｕＲ１抗体濃度の記述的な統計値は、
以下の表に示す。当該値は、臨床実験から得られた代表的な値である。識別閾値は、異な
る年齢の非癲癇集団中のＧｌｕＲ１抗体濃度の９５％信頼限界により測定された。これら
の値は、癲癇を伴わない患者において、ＧｌｕＲ１抗体で８９％以上、及びＧｌｕＲ１で
９２％以上の試験の一般的特異度、即ち予測された偽陽性が１０％以下であることが理解
される。
【０１０６】
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【表４】

【０１０７】
【表５】

【０１０８】
　慣習的なＥＥＧ及び臨床的評価に基づき、癲癇の診断及び進行は、一部のみ予測するこ
とができる。現在までに、血液試料での実験室的検査の未だ対処されていない診断の必要
性が存在する。当該GRACE-NeuroTest-Epilepsyはこの必要性に対する回答を与える。癲癇
の異なる診断に関して、全ての神経学的考察のために当該血液検査のサポートを使用する
ことが推奨される。当該GRACE-NeuroTest-Epilepsyアッセイを評価し、そして小児におけ
る以下の臨床的指標に提案される：
・診断の確実性の程度を改善するための脳関連発作及び癲癇における規定。
・偽性癲癇及び癲癇様障害の除外。
【０１０９】
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【０１１０】
　GRACE-NeuroTest-Epilepsyアッセイを評価し、そして成人における以下の臨床的指標が
提案される：
・診断の確実性の程度を改善するための脳関連発作及び癲癇を規定。
・他の障害後の発作性脳発射及び癲癇のための危険因子。
・脳関連発作の予後。
・治療後、及び適切な治療及び用量の調整のためのフォローアップ。
【０１１１】
【表７】

【０１１２】
実施例６．癲癇を伴う患者におけるGRACE-NeuroTest-Epilepsy ELISAの期待値
癲癇
　血液試料は、癲癇及び癲癇性症候群を伴う３９１人の小児（４ヶ月～１４歳の年齢、１
９１人の女児、及び２００人の男児）、及び２３７人の患者（１３０人の女性、及び１０
７人の男性）から得た。癲癇及び癲癇性症候群を伴う患者におけるＧｌｕＲ１ ａＡｂ濃
度の当該記述的統計値を以下の表に示す。これらの値は臨床実験から得られた代表的な値
である。
【０１１３】
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【表８】

【０１１４】
【表９】

【０１１５】
実施例７．GRACE-NeuroTest-Epilepsy ELISAの感度及び特異度
【０１１６】
ＧｌｕＲ抗体を検出するGRACE-NeuroTest-Epilepsyアッセイにより評価された全小児グル
ープの２×２表
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【表１０】

合計
　感度：３３０／３９１＝８４％
特異度：２０４／２１４＝９４％
【０１１７】
ＧｌｕＲペプチドを検出するGRACE-NeuroTest-Epilepsyアッセイにより評価された全小児
グループの２×２表

【表１１】

合計
　感度：３７９／３９１＝９７％
特異度：２０３／２１４＝９５％
【０１１８】
ＧｌｕＲ抗体を検出するGRACE-NeuroTest-Epilepsyアッセイにより評価された全成人グル
ープの２×２表
【表１２】

合計
　感度：２０４／２３７＝８６％
特異度：２６０／２８６＝９１％
【０１１９】
ＧｌｕＲペプチドを検出するGRACE-NeuroTest-Epilepsyアッセイにより評価された全成人
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グループの２×２表
【表１３】

合計
　感度：２２１／２３７＝９３％
特異度：２６５／２８６＝９３％
【０１２０】
実施例８．GRACE-NeuroTest-Epilepsy ELISAの結果の解説
　ＣｌｕＲ１抗体カットオフ対臨床的感度及び特異度の受信者動作特性曲線（ＲＯＣ）は
、曲線下に＞０．９５±０．０１の面積、及び小児（年齢＜１４歳）で１ｎｇ／ｍＬのカ
ットオフ、男性で１．５ｎｇ／ｍＬ、女性で１．８ｎｇ／ｍＬのカットオフを供した。Ｇ
ｌｕＲ１ペプチドカットオフ対臨床感度及び特異度のＲＯＣは、曲線下に＞０．９７±０
．０１の面積、及び小児（年齢＜３歳）で５０ｐｇ／ｍＬ、及び青年期と成人で１００ｐ
ｇ／ｍＬのカットオフを供した。多様な年齢及び性別グループで設定したカットオフを使
用するGRACE-NeuroTest-Epilepsy検査の臨床的感度及び特異度は、以下の表に記載する。
【０１２１】

【表１４】

【０１２２】
臨床的特異度
　ＧｌｕＲ１抗体の存在のために、発作性脳発射及び癲癇を伴わない患者由来の血清試料
をアッセイした。全特異度は、成人で９１％、小児で９５％であることを示した。
【０１２３】
臨床的感度
　ランダムな集団中の癲癇を伴う患者を評価するためのＧｌｕＲ１抗体アッセイの臨床的
感度は、８４～８５％であることを示した。
【０１２４】
　癲癇のためのアッセイの臨床的感度は、明確な及び不明な両癲癇；意識の喪失；失神／
気絶；偏頭痛；脳外傷；及び脳血管疾患：を伴う７組の選択された患者グループからのＧ
ｌｕＲ１検査の結果を比較することにより測定した。
【０１２５】
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【表１５】

【０１２６】
実施例９．GRACE-NeuroTest-Epilepsy LA
　ラテックス凝集技術に基づく癲癇評価のためのＧｌｕＲ１ペプチドの迅速なアッセイは
、診断の確実性の能力の改善につながった。
【０１２７】
　GRACE-NeuroTest-Epilepsy LAアッセイは、反応を視覚的に検出するために、一体型拡
大デバイスを伴う３重の凹面スライドを利用し、即時に応答が「在る」か「無い」かを供
する。当該アッセイにおいて血漿試料は、有色のラテックス粒子と一緒に抗体と混合され
、そして凝集は２～５分間で現れる。当該反応は、均一相で生じ、そして視覚的に検出す
ることができる：
　　　抗原＋ラテックス-抗体→→→｛ラテックス-抗体←抗原｝
【０１２８】
　我々は、ＧｌｕＲ１に対する抗体を含む有色ラテックス粒子を使用するラテラルフロー
技術に基づくGRACE-NeuroTest-Epilepsy Flow マイクロアッセイを開発している。血液又
は血漿は、ラテックス試薬を「再構成」し、そしてそれを検出ラインに輸送する。ほとん
どの場合、サンドイッチアッセイが行われる。当該検査は、不均一なアッセイである；即
ち液相と固相の両方において反応が起こる。当該試験手順は以下のとおりである：
　工程１．ラテラルフローデバイスにおける特異部位に血液を滴下する。
　工程２．血液が有色のラテックス試薬を再構成する。
　工程３．問題の分析物が血液中に存在する場合、最初の反応が起こる：
　抗原はラテックス粒子上の抗体と結合する→→｛抗原→抗体-ラテックス｝-複合体。
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　工程４．工程３における反応と並行して、複合体の検出ラインに輸送する：他の抗体を
伴う｛抗原→抗体-ラテックス｝が生じる。それから以下の反応が起こる：
　　　｛抗原→抗体-ラテックス｝→→二次抗体でアライメント
【０１２９】
　当該複合体の濃度は検出ラインにおいて極めて高くてよく、そして視覚的に検出するこ
と（即ち色により）、あるいはデバイス（蛍光定量的方法）により測定することができる
。有色粒子の濃度－プロセス（「捕捉原理」）のために、当該分析感度は高い。健康な人
は、一般的に５０ｐｇ／ｍＬの濃度のＧｌｕＲ１ペプチド濃度を有する。
【０１３０】
　臨床的な知見及びＥＥＧデータと組み合わせたＥＬＩＳＡ法及びＬＡフォーマットにお
けるGRACE-NeuroTest-Epilepsyの臨床試験は、その価値を示した。観察された患者グルー
プにおける癲癇の事前及び事後確率の比較により、これは極めて見事に示される：
【０１３１】
【表１６】

【０１３２】
　正の尤度比、*ＬＲ＝感度／１－特異度、**事後確率は、ＥＥＧデータ、及びhttp://ww
w. med. nagoya- cu.ac. jp/psych. dir/graphical. htm；ＣＩ－信頼区間に従う、Ｇｌ
ｕＲ１自己抗体陽性試験の尤度比（ＬＲ）と組み合わせた発作の徴候の臨床的観察から規
定された事前確率から達した。
【０１３３】
　ラテックス凝集法は、発作性脳発射の極めて早い段階においてＧｌｕＲ１ペプチドレベ
ルが上昇されるために、ＰＯＣの使用に特に優れており、従って神経毒性事象の実時間の
指標を与える。更に、結果は１０分以内に得ることができ、時間的に許容され、診断に適
当である。
【０１３４】
　当該方法は、理解が簡単なフォーマットにおける信頼できるデータを供する。癲癇の脳
生物マーカーを分析するためのラテックス凝集技術の適用は、分析のコストを減少し、処
理手順の実時間の進行をモニターする機会を供し、そして癲癇の治療において、投与され
る医薬の有効性を測定することを医師に許容するであろう。
【図面の簡単な説明】
【０１３５】
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