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(57)【要約】
　神経変性疾患又は障害を同定し、診断し、予後予測す
る方法が提供される。また、ニューロンが危険性がある
か又は神経変性を起こしているか決定する方法も提供さ
れる。方法は、遺伝子ｔｂｘ６及びｄｌｅｕ２の少なく
とも一方が過剰発現しているか決定することを含む。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象の神経変性障害を診断する方法であって、対象が遺伝子ｔｂｘ６及びｄｌｅｕ２の
少なくとも一方を参考試料での該遺伝子それぞれの発現レベルよりも高レベルで発現する
細胞を有するか決定することを含み、該細胞の存在が、対象が神経変性障害を有すること
を示す、方法。
【請求項２】
　神経変性障害の治療を受ける対象の疾患をモニタリングする方法であって、対象が遺伝
子ｔｂｘ６及びｄｌｅｕ２の少なくとも一方を参考試料での該遺伝子それぞれの発現レベ
ルよりも高レベルで発現する細胞を有するか決定することを含み、該細胞の存在が、対象
が引き続き該神経変性障害の治療を必要とすることを示す、方法。
【請求項３】
　対象が神経変性障害を発症する素因を評価する方法であって、対象が遺伝子ｔｂｘ６及
びｄｌｅｕ２の少なくとも一方を参考試料での該遺伝子それぞれの発現レベルよりも高レ
ベルで発現する細胞を有するか決定することを含み、該細胞の存在が、対象が神経変性障
害を発症する素因を示す、方法。
【請求項４】
　細胞がニューロンである、請求項１～３のいずれか１つに記載の方法。
【請求項５】
　方法が対象から生体試料を得ることをさらに含む、請求項１～４のいずれか１つに記載
の方法。
【請求項６】
　生体試料が脳脊髄液、脳組織、全血、血漿及び血清からなる群より選ばれる、請求項５
に記載の方法。
【請求項７】
　対象が遺伝子ｔｂｘ６及びｄｌｅｕ２の少なくとも一方を発現する細胞を有するかの決
定がインビボで行われる、請求項１～４のいずれか１つに記載の方法。
【請求項８】
　ニューロンが危険性がある及び／又は神経変性を起こしているか決定する方法であって
、ニューロンが遺伝子ｔｂｘ６およびｄｌｅｕ２の少なくとも一方を、神経変性を起こし
ていないニューロンでの各遺伝子の発現レベルよりも高レベルで発現しているか決定する
ことを含み、遺伝子ｔｂｘ６およびｄｌｅｕ２の少なくとも一方の発現増加が、ニューロ
ンが危険性がある及び／又は神経変性を起こしていることを示す、方法。
【請求項９】
　遺伝子ｔｂｘ６およびｄｌｅｕ２の少なくとも一方の発現レベルがＲＮＡ発現、タンパ
ク質発現又はそれらの組合せに基づき決定される、請求項１～８のいずれか１つに記載の
方法。
【請求項１０】
　遺伝子ｔｂｘ６およびｄｌｅｕ２の少なくとも一方の発現がＰＣＲ法、マイクロアレイ
チップ又はそれらの組合せを用いて決定される、請求項１～９のいずれか１つに記載の方
法。
【請求項１１】
　遺伝子ｔｂｘ６およびｄｌｅｕ２の少なくとも一方の発現が免疫測定法を用いて決定さ
れる、請求項１～９のいずれか１つに記載の方法。
【請求項１２】
　免疫測定法がＥＬＩＳＡである、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　ｄｌｅｕ２の発現がＰＣＲ法、マイクロアレイチップ又はそれらの組合せを用いて決定
されｔｂｘ６の発現が免疫測定法を用いて決定される、請求項１～１２のいずれか１つに
記載の方法。
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【請求項１４】
　遺伝子ｔｂｘ６およびｄｌｅｕ２の少なくとも一方の発現が、磁気共鳴画像法（ＭＲＩ
）、陽電子放出断層撮影（ＰＥＴ）、単一光子放出断層撮影（ＳＰＥＣＴ）、Ｘ線コンピ
ューター断層撮影（ＣＴ）、蛍光媒介分子断層撮影（ＦＭＴ）、蛍光反射率画像法（ＦＲ
Ｉ）、生物発光画像法（ＢＬＩ）、ガンマイメージング及び磁気共鳴分光法からなる群よ
り選ばれる画像処理法を用いて決定される、請求項１～４及び７～９のいずれか１つに記
載の方法。
【請求項１５】
　ｔｂｘ６及びｄｌｅｕ２の両方の発現が決定される、請求項１～１４のいずれか１つに
記載の方法。
【請求項１６】
　神経変性障害が、アルツハイマー病（ＡＤ）、レビー小体認知症、ダウン症、アミロイ
ドーシスを伴う遺伝性脳出血（Ｄｕｔｃｈ型）；グアム島パーキンソン認知症複合；並び
にアミロイド様タンパク質に基づくか又は関連の他の疾患、例えば進行性核上性麻痺、多
発性硬化症、クロイツフェルト・ヤコブ病、パーキンソン病、ＨＩＶ関連認知症、ＡＬＳ
（筋萎縮性側索硬化症）、成人発症糖尿病、老人性心アミロイドーシス、内分泌腫瘍、緑
内障、アレキサンダー病、アルパース病、毛細血管拡張性運動失調症、バッテン病（スピ
ールマイヤー-フォークト-シューグレン-バッテン病としても知られる）、ウシ海綿状脳
症（ＢＳＥ）、カナバン病、コケイン症候群、皮膚基底核変性症、ハンチントン病、ケネ
ディ病、クラッベ病、マシャド・ジョゼフ病（脊髄小脳失調症３型）、多系統萎縮症、神
経ボレリア症、ペリツェウス・メルツバッヘル病、ピック病、原発性側索硬化症、プリオ
ン病、レフサム病、サンドホフ病，シルダー病、悪性貧血後発の亜急性連合脊髄変性症、
統合失調症、脊髄小脳失調症（様々な特徴をもつ複数の型）、脊髄性筋萎縮症、スティー
ル・リチャードソン・オルゼウスキー症候群、脊髄ろう、シャルコー・マリー・トゥース
病、地中海熱、マックル・ウェルズ症候群、突発性骨髄腫、アミロイドポリニューロパチ
ー、アミロイド心筋症、全身性老人性アミロイドーシス、アミロイドポリニューロパチー
、アミロイドーシスを伴う遺伝性脳出血、ダウン症、ゲルストマン・シュトロイスラー・
シャインカー症、甲状腺の髄様癌、孤立性心房アミロイド、透析患者のβ２－ミクログロ
ブリンアミロイド、封入体筋炎、筋消耗性疾患のβ２－アミロイド蓄積、ランゲルハンス
島糖尿病ＩＩ型インスリノーマ及び他のアミロイドーシス関連疾患からなる群より選ばれ
る、請求項１～１５のいずれか１つに記載の方法。
【請求項１７】
　神経変性障害がアルツハイマー病（ＡＤ）である、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　遺伝子ｔｂｘ６およびｄｌｅｕ２の少なくとも一方の発現を検出するプローブ及びプロ
ーブの使用説明書を含み、対象が遺伝子ｔｂｘ６及びｄｌｅｕ２を正常な参考試料での該
遺伝子のそれぞれの発現レベルよりも高レベルで発現する細胞を有するか決定する、キッ
ト。
【請求項１９】
　該細胞の存在が、対象が神経変性障害を有することを示す、請求項１８に記載のキット
。
【請求項２０】
　該細胞の存在が、対象が引き続き該神経変性障害の治療を必要とすることを示す、請求
項１８に記載のキット。
【請求項２１】
　該細胞の存在が、対象が神経変性障害を発症する素因を示す、請求項１８に記載のキッ
ト。
【請求項２２】
　該細胞の存在が、該細胞が神経変性を起こしているか又は素因があるかを示す、請求項
１８に記載のキット。
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【請求項２３】
　細胞がニューロンである、請求項１８～２２のいずれか１つに記載のキット。
【請求項２４】
　プローブが標識されている、請求項１８～２３のいずれか１つに記載のキット。
【請求項２５】
　プローブがポリヌクレオチド、抗体又はそれらの組合せからなる群より選ばれる、請求
項１８～２４のいずれか１つに記載のキット。
【請求項２６】
　抗体がモノクローナル抗体、キメラ抗体、ヒト化抗体、Ｆｖ断片、Ｆａｂ断片、Ｆａｂ
’断片及びＦ(ａｂ’)２断片からなる群より選ばれる、請求項２５に記載のキット。
【請求項２７】
　ポリヌクレオチドがアンチセンスポリヌクレオチドである、請求項２５に記載のキット
。
【請求項２８】
　ポリヌクレオチドがペプチド核酸（ＰＮＡ）である、請求項２５に記載のキット。
【請求項２９】
　プローブが脳標的化ペプチドに結合されている、請求項１８～２８のいずれか１つに記
載のキット。
【請求項３０】
　脳標的化ペプチドがインスリン、トランスフェリン、抗トランスフェリン受容体抗体又
はそれらの断片からなる群より選ばれる、請求項２９に記載のキット。
【請求項３１】
　神経変性障害がアルツハイマー病（ＡＤ）、レビー小体認知症、ダウン症、アミロイド
ーシスを伴う遺伝性脳出血（Ｄｕｔｃｈ型）；グアム島パーキンソン認知症複合；並びに
アミロイド様タンパク質に基づくか又は関連の他の疾患、例えば進行性核上性麻痺、多発
性硬化症、クロイツフェルト・ヤコブ病、パーキンソン病、ＨＩＶ関連認知症、ＡＬＳ（
筋萎縮性側索硬化症）、成人発症糖尿病、老人性心アミロイドーシス、内分泌腫瘍、緑内
障、アレキサンダー病、アルパース病、毛細血管拡張性運動失調症、バッテン病（スピー
ルマイヤー-フォークト-シューグレン-バッテン病としても知られる）、ウシ海綿状脳症
（ＢＳＥ）、カナバン病、コケイン症候群、皮膚基底核変性症、ハンチントン病、ケネデ
ィ病、クラッベ病、マシャド・ジョゼフ病（脊髄小脳失調症３型）、多系統萎縮症、神経
ボレリア症、ペリツェウス・メルツバッヘル病、ピック病、原発性側索硬化症、プリオン
病、レフサム病、サンドホフ病，シルダー病、悪性貧血後発の亜急性連合脊髄変性症、統
合失調症、脊髄小脳失調症（様々な特徴をもつ複数の型）、脊髄性筋萎縮症、スティール
・リチャードソン・オルゼウスキー症候群、脊髄ろう、シャルコー・マリー・トゥース病
、地中海熱、マックル・ウェルズ症候群、突発性骨髄腫、アミロイドポリニューロパチー
、アミロイド心筋症、全身性老人性アミロイドーシス、アミロイドポリニューロパチー、
アミロイドーシスを伴う遺伝性脳出血、ダウン症、ゲルストマン・シュトロイスラー・シ
ャインカー症、甲状腺の髄様癌、孤立性心房アミロイド、透析患者のβ２－ミクログロブ
リンアミロイド、封入体筋炎、筋消耗性疾患のβ２－アミロイド蓄積、ランゲルハンス島
糖尿病ＩＩ型インスリノーマ及び他のアミロイドーシス関連疾患からなる群より選ばれる
、請求項１８～３０のいずれか１つに記載のキット。
【請求項３２】
　神経変性障害がアルツハイマー病である、請求項３１に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（関連出願）
　本出願は、２０１０年１１月２９日に出願された米国特許仮出願第61/417,701号の優先
権の利益を主張するものであり、該仮出願は、参照により本明細書に組み込まれる。
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【０００２】
（発明の分野）
　神経変性疾患又は障害（例えばアルツハイマー病）を同定、診断、モニタリング及び予
後予測する方法が提供される。
【背景技術】
【０００３】
　本発明は、アルツハイマー病などの神経変性疾患又は障害を診断し治療する方法及び組
成物に関する。
【０００４】
　アルツハイマー病（ＡＤ）は、認知機能の消失と認知症をもたらす神経変性障害である
。Rayら, Nat. Med. 13:1359-1362 (2007)。ＡＤの物理的特徴は、異常なタウフィラメン
トとβアミロイド（Ａβ）繊維が蓄積して形成される神経原繊維変化（ＮＦＴ）と老人斑
からなる脳の病変の存在である。Shawら, Nat. Rev. 6:295-303 (2007)。プラーク蓄積の
主因となるタンパク質にはアミロイド前駆体タンパク質（ＡＰＰ）と２種類のプレセニリ
ン（プレセニリンＩとＩＩ）が含まれる。ほとんどの細胞内で構造的に発現され異化され
るアミロイド前駆体タンパク質（ＡＰＰ）が、βおよびγセクレターゼ酵素で順次切断さ
れると、３９から４３アミノ酸Ａβペプチドが放出される。分解されたＡＰＰは凝集して
プラークになりやすい。特にＡβ（１－４２）断片は、そのＣ末端の高疎水性のアミノ酸
残基により凝集物を形成する傾向が強い。したがって、Ａβ（１－４２）断片はＡＤにお
ける老人斑形成開始に主として関与しその原因となっていると考えられており、このため
有力な病理的ポテンシャルと考えられる。プラーク中のＡβタンパク質の産生と蓄積の増
加により神経細胞死がもたらされることが科学的に証明されており、これはＡＤの発症と
進行に寄与している。
【０００５】
　ＡＤの症状は徐々に現れ、最初の兆候は軽微な忘れっぽさに過ぎないこともある。この
段階で、個人は最近の出来事、活動、親しい人や物の名前を忘れることがあり、簡単な数
学の問題が解けないこともある。疾患が進行すると、症状はより容易に認められ、ＡＤ本
人や家族が医療の助けを必要とするほど深刻になる。ＡＤ中期の症状として、身づくろい
などの簡単な作業のやり方を忘れることがあり、話すことや理解すること、読み書きなど
に問題が生じる。ＡＤ後期の患者は不安になったり攻撃的になることがあり、家を出て徘
徊したり、最終的には総合ケアが必要になることもある。
【０００６】
　現在、確実にＡＤを診断する唯一の方法は、個人の死後解剖で脳組織内のプラークや縮
体を同定することである。したがって、患者の生存中は、医師はＡＤの「可能性」または
「高い可能性」いう診断しかできない。現行の方法を使用して、医師は複数のツールを使
ってＡＤ診断を行いＡＤの「高い可能性」の診断ができる。医師は、その人の健康全般、
過去の病歴及び日常の活動を行うのに生じている困難について質問する。記憶、問題解決
、注意、計数、言語などの行動試験により、認知性の変性に関する情報が得られ、血液、
尿又は髄液、及び脳スキャンなどの医療検査によりさらに情報が得られる。
【０００７】
　個人がＡＤと診断されるころには、ＡＤはすでに何年も進行していると考えられている
。実際に、ＡＤなどの神経変性疾患の開始と進行を理解し、根底にあるニューロンを変性
させるメカニズムを解明すれば、神経変性疾患及び障害の発症、進行及び診断を補助する
バイオマーカー同定の一助となろう。従って、神経変性疾患及び障害を正確に診断すると
ともに、疾患の進行をモニタリングし、神経変性疾患及び障害を発症するリスクのある人
を検出するバイオマーカーが依然として必要とされている。
【０００８】
　本明細書に引用の参照文献はすべて、特許出願及び特許公報も含めて、その全体を参照
により組み込まれる。
【発明の概要】
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【０００９】
　本発明は、神経変性及びアルツハイマー病（ＡＤ）などの神経変性疾患又は障害の存在
及び／又は程度に関連して発現する遺伝子の同定に少なくとも部分的に基づいて神経変性
障害及び／又は障害を同定、診断、モニタリング及び予後予測する方法を提供する。
【００１０】
　一態様では、本発明は、対象の神経変性障害を診断する方法であって、対象が遺伝子ｔ
ｂｘ６およびｄｌｅｕ２の少なくとも一方を参考試料での各遺伝子の発現レベルよりも高
レベルで発現する細胞を有するか決定することを含む方法を提供し、ここで該細胞の存在
は、対象が該神経変性障害を有することを意味する。
【００１１】
　一態様では、本発明は、神経変性障害の治療を受ける対象の疾患をモニタリングする方
法を提供し、該方法は、対象が遺伝子ｔｂｘ６およびｄｌｅｕ２の少なくとも一方を参考
試料での各遺伝子の発現レベルよりも高レベルで発現する細胞を有するか決定することを
含み、ここで該細胞の存在は、対象が該神経変性障害の治療継続を必要とすることを意味
する。
【００１２】
　一態様では、本発明は、対象の神経変性障害を発症する素因を評価する方法を提供し、
該方法は、対象が遺伝子ｔｂｘ６およびｄｌｅｕ２の少なくとも一方を参考試料での各遺
伝子の発現レベルよりも高レベルで発現する細胞を有するか決定することを含み、ここで
該細胞の存在は、対象が神経変性障害を発症する素因を有することを意味する。
【００１３】
　一態様では、本発明は、ニューロンが危険性がある及び／又は神経変性を起こしている
か決定する方法であって、ニューロンが遺伝子ｔｂｘ６およびｄｌｅｕ２の少なくとも一
方を神経変性を起こしていないニューロンでの各遺伝子の発現レベルよりも高レベルで発
現しているか決定することを含む方法を提供し、遺伝子ｔｂｘ６およびｄｌｅｕ２の少な
くとも一方の発現増加はニューロンが危険性がある及び／又は神経変性を起こしているこ
とを意味する。
【００１４】
　当業者には自明であろうが、本発明のどの方法においても、遺伝子の発現増加の検出は
神経変性障害の特徴（例えば存在、段階又は程度）を明確に示しうるが、遺伝子の発現増
加の不検出もまたこの疾患の回帰的特徴を示し有用である。
【００１５】
　本発明の一態様では、神経変性疾患又は障害は、アルツハイマー病（ＡＤ）、レビー小
体認知症、ダウン症、アミロイドーシスを伴う遺伝性脳出血（Dutch型）；グアム島パー
キンソン認知症複合；並びにアミロイド様タンパク質に基づくか又は関連の他の疾患、例
えば進行性核上性麻痺、多発性硬化症、クロイツフェルト・ヤコブ病、パーキンソン病、
ＨＩＶ関連認知症、ＡＬＳ（筋萎縮性側索硬化症）、成人発症糖尿病、老人性心アミロイ
ドーシス、内分泌腫瘍、緑内障、アレキサンダー病、アルパース病、毛細血管拡張性運動
失調症、バッテン病（スピールマイヤー-フォークト-シューグレン-バッテン病としても
知られる）、ウシ海綿状脳症（ＢＳＥ）、カナバン病、コケイン症候群、皮膚基底核変性
症、ハンチントン病、ケネディ病、クラッベ病、マシャド・ジョゼフ病（脊髄小脳失調症
３型）、多系統萎縮症、神経ボレリア症、ペリツェウス・メルツバッヘル病、ピック病、
原発性側索硬化症、プリオン病、レフサム病、サンドホフ病，シルダー病、悪性貧血後発
の亜急性連合脊髄変性症、統合失調症、脊髄小脳失調症（特徴が異なる様々な型）、脊髄
性筋萎縮症、スティール・リチャードソン・オルゼウスキー症候群、脊髄ろう、シャルコ
ー・マリー・トゥース病、地中海熱、マックル・ウェルズ症候群、突発性骨髄腫、アミロ
イドポリニューロパチー、アミロイド心筋症、全身性老人性アミロイドーシス、アミロイ
ドポリニューロパチー、アミロイドーシスを伴う遺伝性脳出血、ダウン症、ゲルストマン
・シュトロイスラー・シャインカー症、甲状腺の髄様癌、孤立性心房アミロイド、透析患
者のβ２-ミクログロブリンアミロイド、封入体筋炎、筋消耗性疾患のβ２-アミロイド蓄
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積、ランゲルハンス島糖尿病ＩＩ型インスリノーマ及び他のアミロイドーシス関連疾患で
ある。
【００１６】
　一態様では、本発明は、対象が遺伝子ｔｂｘ６及びｄｌｅｕ２の少なくとも一方を参考
試料での各遺伝子の発現レベルより高レベルで発現する細胞を有するか決定することが、
遺伝子ｔｂｘ６及びｄｌｅｕ２の少なくとも一方のＲＮＡ及び／又はタンパク質発現レベ
ルを決定することを含む方法を提供する。本発明の特定の例では、ｔｂｘ６の発現はタン
パク質の発現またはＲＮＡの発現レベルに基づき、ｄｌｅｕ２の発現はＲＮＡの発現レベ
ルに基づいて決定される。本発明の別の例では、ｔｂｘ６とｄｌｅｕ２両方の発現レベル
が決定される。
【００１７】
　一態様では、本発明は、対象が遺伝子ｔｂｘ６及びｄｌｅｕ２の少なくとも一方を参考
試料での各遺伝子の発現レベルより高レベルで発現する細胞を有するか決定することが、
該対象から生体試料を得ることをさらに含む方法を提供する。本発明の特定の例では、生
体試料は、全血、血漿又は血清を含む血液、尿、脳脊髄液、脳組織（例えば組織診）、涙
及び唾液からなる群より選ばれる。
【００１８】
　別の態様では、本発明は、対象が遺伝子ｔｂｘ６及びｄｌｅｕ２の少なくとも一方を参
考試料での各遺伝子の発現レベルより高レベルで発現する細胞を有するか決定することが
、インビボで行われ、対象から生体試料を採取する必要がない方法を提供する。例えば、
方法は、対象に検出可能な量又は効果的な量の標識プローブを投与し、遺伝子ｔｂｘ６及
びｄｌｅｕ２の少なくとも一方を検出することを含む。
【００１９】
　対象が遺伝子ｔｂｘ６及びｄｌｅｕ２の少なくとも一方を参考試料での各遺伝子の発現
レベルより高レベルで発現する細胞を有するか決定する本発明の方法のステップは、限定
ではないが、ＲＮＡの発現を検出するアッセイや、免疫組織化学アッセイを含む様々なイ
ンビトロアッセイフォーマットで実施できる。本発明の特定の例では、遺伝子ｔｂｘ６及
びｄｌｅｕ２の少なくとも一方の発現は、ＰＣＲ法、マイクロアレイチップ又は免疫測定
法（例えばＥＬＩＳＡ）により、又は複数の方法を組み合わせて決定される。
【００２０】
　対象が遺伝子ｔｂｘ６及びｄｌｅｕ２の少なくとも一方を参考試料での各遺伝子の発現
レベルより高レベルで発現する細胞を有するかをインビボで、生体試料を得ずに決定する
本発明の方法のステップは、限定ではなく、ガンマイメージング、磁気共鳴画像法（ＭＲ
Ｉ）、磁気共鳴分光法、蛍光分光法、陽電子放出断層撮影（ＰＥＴ）、単一光子放出断層
撮影（ＳＰＥＣＴ）、Ｘ線コンピューター断層撮影（ＣＴ）、蛍光媒介分子断層撮影（Ｆ
ＭＴ）、蛍光反射率画像法（ＦＲＩ）、生物発光画像法（ＢＬＩ）を含む様々な画像処理
法を使用して決定されうる。
【００２１】
　対象が遺伝子ｔｂｘ６及びｄｌｅｕ２の少なくとも一方を参考試料での各遺伝子の発現
レベルより高レベルで発現する細胞を有するか決定する本発明の方法のステップは、標識
プローブを使用して決定されうる。本発明の方法で使用するプローブとして、限定ではな
く、ポリヌクレオチド、抗体又はこれらの組合せが挙げられる。本発明の特定の例では、
ポリヌクレオチドプローブは、アンチセンスポリヌクレオチド及び／又はペプチド核酸（
ＰＮＡ）プローブである。本発明の方法で使用する抗体として、限定ではなく、モノクロ
ーナル抗体、キメラ抗体、ヒト化抗体、Ｆｖ断片、Ｆａｂ断片、Ｆａｂ’断片及びＦ(ａ
ｂ’)２断片が挙げられる。
【００２２】
　本発明の方法の他の実施態様では、本発明の方法で使用するプローブは、脳標的化ペプ
チドに結合される。特定の態様では、脳標的化ペプチドは、担体媒介輸送又は受容体媒介
経細胞輸送を介し、血液脳関門（ＢＢＢ）を通過しての輸送を可能にする。このような脳
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標的化ペプチドの例として、限定ではなく、インスリン、トランスフェリン又はインスリ
ン受容体、トランスフェリン受容体、レプチン受容体、ＧＬＵＴ１グルコース輸送体、Ｍ
ＣＴ１乳酸輸送体、ＬＡＴ１大型中性アミノ酸輸送体及びＣＮＴ２アデノシン輸送体など
の血液脳関門（ＢＢＢ）の輸送受容体に結合する受容体特異性ペプチド模倣抗体が挙げら
れる。
【００２３】
　本発明の方法で使用するプローブは、本明細書に記載の、例えば放射性核種、放射性同
位体又は同位体及び蛍光色素などの標識を備えうる。標識をプローブに組み込んでも、付
着させても、結合させてもよい。
【００２４】
　別の実施態様では、本発明は、対象が遺伝子ｔｂｘ６及びｄｌｅｕ２の少なくとも一方
を正常な参考試料での各遺伝子の発現レベルより高レベルで発現する細胞を有するか決定
するための、遺伝子ｔｂｘ６及びｄｌｅｕ２の少なくとも一方の発現を検出する標識プロ
ーブとプローブの使用指示書を含むキットを提供する。特定の実施態様では、キットは、
診断、モニタリング及び／又は患者が神経変性疾患及び／又は障害を発症する素因の評価
に使用される。他の実施態様では、キットは、ニューロンが危険性がある及び／又は神経
変性を起こしているか決定するのに使用される。
【００２５】
　他の実施態様では、キットは、ポリヌクレオチド、抗体又はこれらの組合せからなる群
より選ばれる標識プローブを含む。特定の態様では、抗体プローブは、モノクローナル抗
体、キメラ抗体、ヒト化抗体、Ｆｖ断片、Ｆａｂ断片、Ｆａｂ’断片及びＦ(ａｂ’)２断
片からなる群より選ばれる。別の態様では、プローブは、アンチセンスポリヌクレオチド
又はペプチド核酸（ＰＮＡ）である。他の態様では、本発明に記載のとおり、プローブは
標識されている及び／又は脳標的化ペプチドが結合されている。
【図面の簡単な説明】
【００２６】
【図１】実施例１に記載の実施実験の模式図であり、Ｃａｍｐｅｎｏｔチャンバーを使用
し、ニューロンの体性（細胞体）と軸索の環境が分けられている。
【図２】実施例１に記載の実験の結果を示すグラフである。具体的には、ニューロンをチ
ャンバー内で培養し、細胞体部分は阻害剤の存在又は非存在下でＮＧＦを含み、軸索部分
は阻害剤の存在又は非存在下でＮＧＦ消退に供した。以下の阻害剤を使用した：上皮成長
因子受容体キナーゼ阻害剤ＡＧ５５５（ＥｒｂＢＡＧ５５５）；ｐ３８ＭＡＰキナーゼ阻
害剤ＳＢ２３９（ｐ３８ＭＡＰＫＳＢ２３９）；転写阻害剤アクチノマイシンＤ（転写Ａ

ｃｔＤ）；及びＧＳＫ３阻害剤ＳＢ４１５（ＧＳＫ３ＳＢ４１５）。図２に示すように、
アクチノマイシンＤとＳＢ４１５の両方がニューロンの細胞体部分に投与されたとき軸索
変性を防止した（細胞体阻害）が、軸索に直接投与されたときは同じ保護効果が得られな
かった（細胞体阻害）。加えて、ＡＧ５５５とＳＢ２３９は、軸索に直接投与すると軸索
変性を防止したが、細胞体に直接投与したときは同じ保護効果が得られなかった。
【図３】選択的に軸索が消失しているニューロンの時系列マイクロアッセイ実験の結果で
ある。上段のパネルは、実施例２に記載の実験の模式図である。軸索変性を受け１２時間
でｄｌｅｕ２もｔｂｘ６もニューロン内で上方制御されている。ｄｌｅｕ２とｔｂｘ６の
発現増加はＧＳＫ３阻害剤ＧＳＫ３．ＡＲＡの存在下培養されたニューロンでは観察され
ない。
【図４】実施例３に記載のｄｌｅｕ２及びｔｂｘ６のノックダウン実験の結果を示す。ニ
ューロン内でこれらの遺伝子をノックダウンすると、ＮＧＦ消退後、軸索変性が低減され
た。
【図５】実施例３に記載のｄｌｅｕ２及びｔｂｘ６のノックダウン実験の結果を示す。ニ
ューロン内でこれらの遺伝子をノックダウンすると、構成的活性型のＧＳＫ３変異体、Ｇ
ＳＫ３Ｓ９Ａの存在下、軸索変性が低減された。
【図６】アルツハイマー病（ＡＤ）と診断されたヒト対象の脳の正常なヒト患者と比較し
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た海馬部分のｔｂｘ６及びｄｌｅｕ２の発現プロットである。
【発明を実施するための形態】
【００２７】
　他に断らない限り、本明細書で使用される技術用語及び科学用語は、本発明が属する業
界の当業者が通常理解するのと同じ意味を有する。Singletonら, Dictionary of Microbi
ology and Molecular Biology 2版, J. Wiley & Sons (New York, N.Y. 1994)及びMarch,
 Advanced Organic Chemistry Reactions, Mechanisms and Structure 4版, John Wiley 
& Sons (New York, N.Y. 1992)は、当業者にとって本出願で使用される多くの用語の一般
的な手引きとなる。
【００２８】
　発明者らは、神経変性疾患又は障害の診断、神経変性疾患又は障害の予後予測及び患者
の神経変性疾患又は障害のモニタリング（例えばＡＤ患者の疾患進行の追跡であり、ＡＤ
患者の医学療法の効果を追跡するのに有用でありうる）に有用な生化学マーカーを発見し
た。加えて、生化学マーカーは、神経変性を起こす危険性のあるニューロンの同定にも有
用である。本発明の方法で使用するバイオマーカーは、例えば血液、脳脊髄液及び／又は
脳組織などの患者の生体試料中に存在する。
【００２９】
（定義）
　本明細書で交換可能に使用される「ポリヌクレオチド」又は「核酸」という用語は、任
意長のヌクレオチドポリマーを指し、ＤＮＡ及びＲＮＡを含む。ヌクレオチドは、デオキ
シリボヌクレオチド、リボヌクレオチド、修飾されたヌクレオチド又は塩基、及び／又は
これらのアナログ、又はＤＮＡ又はＲＮＡポリメラーゼによりポリマーに組み込まれうる
任意の基質でありうる。ポリヌクレオチドは、メチル化ヌクレオチドなどの修飾されたヌ
クレオチド及びそのアナログを含みうる。存在するならば、ヌクレオチド構造の修飾は、
ポリマー会合の前又は後に行われうる。ヌクレオチド配列は、非ヌクレオチドコンポーネ
ントに妨げられうる。ポリヌクレオチドは、標識コンポーネントを結合するなど、重合後
もさらに修飾されうる。他の種類の修飾として、例えば、「キャップ」、１または複数の
天然ヌクレオチドをアナログで置換、例えば無電荷結合（例えばメチルホスホン酸、ホス
ホトリエステル、ホスホアミデート（phosphoamidates）、カバメート（cabamates）他）
や電荷結合（例えばホスホロチオエート、ホスホロジチオエート他）などのヌクレオチド
間修飾、例えばタンパク質（例えばヌクレアーゼ、毒素、抗体、シグナルペプチド、ポリ
Ｌリジン他）などのペンダント部分を含むもの、インターカレーターを有するもの（例え
ばアクリジン、ソラレン他）、キレーターを含むもの（例えば金属、放射性金属、ホウ素
、酸化的金属他）、アルキレーターを含むもの、修飾された結合を含むもの（例えばアル
ファアノマー核酸他）、並びに非修飾のポリヌクレオチド（類）が挙げられる。さらに、
通常糖類に存在するヒドロキシル基はどれでも、例えば、ホスホネート基、リン酸基で置
換されてもよく、標準的な保護基で保護されてもよく、又は追加のヌクレオチドとのさら
なる結合に備えて活性化されてもよく、又は個体の基体上に結合させてもよい。５’及び
３’末端のＯＨは、リン酸化されるか又はアミン若しくは１～２０の炭素原子の有機キャ
ップ基部分で置換されてもよい。他のヒドロキシルはまた、誘導体化されて標準的な保護
基になってもよい。ポリヌクレオチドはまた、例えば２’-Ｏ-メチル-２’-Ｏ-アリル、
２’-フルオロ-又は２’-アジド-リボース、炭素環式糖アナログ、アルファ-アノマー糖
、アラビノース、キシロース又はリキソースなどのエピマー糖、フラノース糖、セドヘプ
ツロース、非環式アナログ及びメチルリボシドなどの非塩基性ヌクレオシドアナログなど
を含む、当業界で一般に知られるリボース又はデオキシリボース糖のアナログ形態を含み
うる。１または複数のホスホジエステル結合は、代替の結合基で置換されうる。これらの
代替の結合基として、限定ではなく、リン酸基がＰ(Ｏ)Ｓ(「チオエート」)、Ｐ(Ｓ)Ｓ(
「ジチオエート」)、「(Ｏ)ＮＲ２(「アミデート」)、Ｐ(Ｏ)Ｒ、Ｐ(Ｏ)ＯＲ’、ＣＯま
たはＣＨ２(「ホルムアセタール」)で置換された実施態様が挙げられ、ここで各ＲとＲ’
は独立してＨ、エーテル（-Ｏ-）結合を含みうる置換もしくは未置換のアルキル(１～２
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０Ｃ)、アリール、アルケニル、シクロアルキル、シクロアルケニルまたはアラルジル（a
raldyl）である。ポリヌクレオチド中の全ての結合が同一である必要はない。先の記述は
、本明細書で引用されるＲＮＡおよびＤＮＡを含む全てのポリヌクレオチドに適用される
。
【００３０】
　本明細書で使用される「オリゴヌクレオチド」は、単鎖の合成ポリヌクレオチドを意味
し、一般に、ただし必ずしもそうではないが、その長さは２５０ヌクレオチド長未満であ
る。「オリゴヌクレオチド」と「ポリヌクレオチド」という用語は互いに排他的ではない
。上記のポリヌクレオチドの記述は、オリゴヌクレオチドにも等しく全て適用できる。
【００３１】
　「プライマー」という用語は、通常、核酸にハイブリダイズでき、通常はフリーの３’
-ＯＨ基を供与することにより相補的核酸の重合を可能にする、短い単鎖ポリヌクレオチ
ドを意味する。
【００３２】
　「アレイ」又は「マイクロアレイ」という用語は、ハイブリダイズ可能なアレイ要素、
好ましくはポリヌクレオチドプローブ（例えばオリゴヌクレオチド）を基板上に整列配置
したものを指す。基板は、ガラススライドなどの個体基板、又はニトロセルロース膜など
の半個体基板でよい。
【００３３】
　「増幅」という用語は、参考核酸配列又はその相補鎖の１または複数の複製を産生する
方法を指す。増幅は、線形でも級数的（例えばＰＣＲ）でもよい。「複製」は、必ずしも
鋳型配列に対する完全な配列相補性又は同一性を意味しない。例えば、複製は、デオキシ
イノシン、意図的な配列変更（ハイブリダイズ可能だが完全に鋳型に対し相補的ではない
配列を有するプライマーにより導入された配列変更など）及び／又は増幅の途中に生ずる
配列エラーなどのヌクレオチドアナログを含みうる。
【００３４】
　「検出」という用語は、直接的及び間接的検出を含む、任意の検出手段を包含する。
【００３５】
　「発現上昇」又は「上昇レベル」は、神経変性障害に罹患していない個人（ら）及び／
又は所定の閾値などのコントロールに対する患者のｍＲＮＡ又はタンパク質の発現増加を
意味する。
【００３６】
　対象または第１試料（例えば患者から採取した生体試料）の遺伝子又はバイオマーカー
の発現／量が、第２試料（例えばコントロール試料又は参考試料）のレベル「よりも高」
レベルであるのは、患者又は第１試料の遺伝子又はバイオマーカーの発現レベル／量が、
第２試料の遺伝子又はバイオマーカーの発現レベル／量の少なくとも約１．５倍、１．７
５倍、２倍、３倍、４倍、５倍、６倍、７倍、８倍、９倍又は１０倍の場合である。
【００３７】
　ハイブリダイゼーション反応の「ストリンジェンシー」は、当業者ならば容易に決定で
き、通常は、プローブ長、洗浄温度及び塩濃度などに依存する実験的計算である。一般に
、適切なアニーリングにはプローブ長が長いほど高温が必要とされ、プローブ長が短けれ
ば低温を要する。ハイブリダイゼーションは通常、相補鎖がその融解温度より低温の環境
に存在するとき変性ＤＮＡが再アニールする能力に依存する。プローブとハイブリダイズ
可能な配列の高い相同性を所望するならば、使用されうる相対的温度も高くなる。結果と
して、相対温度が高ければ、反応条件がよりストリンジェントになる可能性があり、温度
が低ければ、さほどストリンジェントではない、ということになる。ハイブリダイゼーシ
ョン反応のストリンジェンシーに関するさらなる詳細と説明は、Ausubelら, Current Pro
tocols in Molecular Biology, Wiley Interscience Publishers, (1995) を参照された
い。
【００３８】
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　本発明で定義される「ストリンジェントな条件」又は「高ストリンジェンシー条件」は
、以下のものにより同定されうる：（１）低いイオン強度と高い洗浄温度を使用するもの
、例えば０．０１５Ｍ塩化ナトリウム／０．００１５Ｍクエン酸ナトリウム／０．１％ド
デシル硫酸ナトリウム、５０°Ｃ；（２）ハイブリダイゼーションの間、ホルムアミドな
どの変性剤、例えば、５０％（ｖ／ｖ）ホルムアミドと０．１％ウシ血清アルブミン／０
．１％フィコール／０．１％ポリビニルピロリドン／５０ｍＭ、ｐＨ６．５のリン酸ナト
リウムバッファーと７５０ｍＭ塩化ナトリウム、７５ｍＭクエン酸ナトリウム、４２℃を
使用するもの；又は（３）５０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ（０．７５ＭのＮａＣｌ、０
．０７５Ｍクエン酸ナトリウム）、５０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨ６．８）、０．１％
ピロリン酸ナトリウム、５×デンハルト液、超音波処理したサケ精子ＤＮＡ（５０μｇ／
ｍｌ）、０．１％ＳＤＳ及び１０％デキストラン硫酸を使用する溶液中一晩４２°Ｃでハ
イブリダイゼーション、０．２×ＳＳＣ（塩化ナトリウム／クエン酸ナトリウム）中４２
°Ｃで１０分洗浄後、ＥＤＴＡ含有０．１×ＳＳＣからなる高ストリンジェンシー洗浄１
０分、５５℃。
【００３９】
　「中程度にストリンジェントな条件」は、Sambrookら, Molecular Cloning: A Laborat
ory Manual, New York: Cold Spring Harbor Press, 1989 の記載により同定することが
でき、上述のものよりもストリンジェント度が低い洗浄液及びハイブリダイゼーション条
件（例えば温度、イオン強度及び％ＳＤＳ）が含まれる。中程度にストリンジェントな条
件の一例は、２０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ（１５０ｍＭのＮａＣｌ、１５ｍＭクエン
酸三ナトリウム）、５０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨ７．６）、５×デンハルト液、１０
％デキストラン硫酸及び２０ｍｇ／ｍｌの変性剪断サケ精子ＤＮＡを含む溶液中３７℃で
一晩インキュベーション後、フィルターを１×ＳＳＣ中約３７～５０℃で洗浄する。当業
者であれば、プローブ長などのファクターに応じて温度、イオン強度などをいかに調節す
るか識別できよう。
【００４０】
　「バイオマーカー」又は「生化学マーカー」という用語は、本明細書では一般に、遺伝
子、タンパク質、炭水化物構造又は糖脂質を包含する分子を意味し、哺乳動物の組織や細
胞内またはその上で発現すると、標準的な方法（又は本明細書に開示の方法）により検出
でき、哺乳動物の組織や細胞の神経変性に対する感受性を予測、診断及び／又は予後予測
する。加えて、本明細書で使用する「バイオマーカー」は、例えば患者の病理状態の指標
を意味し、インビトロ又は患者又は患者から採取した生体試料のインビボで検出されうる
。
【００４１】
　「神経変性疾患」及び「神経変性障害」という用語は、最も広範囲に使用され、神経変
性及び／又は機能障害を伴う全ての疾患、病態を包含し、限定ではなく、末梢神経障害、
筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ、ルーゲーリック病を含む）などの運動神経障害、ベル麻痺
及び脊髄性筋萎縮症又は麻痺を伴う様々な疾患；及び他のヒト神経変性疾患、例えばアル
ツハイマー病（ＡＤ）、レビー小体認知症、ダウン症、アミロイドーシスを伴う遺伝性脳
出血（Dutch型）；グアム島パーキンソン認知症複合、進行性核上性麻痺、多発性硬化症
、てんかん、クロイツフェルト・ヤコブ病、神経性難聴、メニエール病、パーキンソン病
、ＨＩＶ関連認知症、成人発症糖尿病、老人性心アミロイドーシス、内分泌腫瘍、緑内障
、アレキサンダー病、アルパース病、毛細血管拡張性運動失調症、バッテン病（スピール
マイヤー-フォークト-シューグレン-バッテン病としても知られる）、ウシ海綿状脳症（
ＢＳＥ）、カナバン病、コケイン症候群、皮膚基底核変性症、ハンチントン病、ケネディ
病、クラッベ病、マシャド・ジョゼフ病（脊髄小脳失調症３型）、多系統萎縮症、神経ボ
レリア症、ペリツェウス・メルツバッヘル病、ピック病、原発性側索硬化症、プリオン病
、レフサム病、サンドホフ病，シルダー病、悪性貧血後発の亜急性連合脊髄変性症、統合
失調症、脊髄小脳失調症（特徴が異なる様々な型）、脊髄性筋萎縮症、スティール・リチ
ャードソン・オルゼウスキー症候群、脊髄ろう、シャルコー・マリー・トゥース病、地中
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海熱、マックル・ウェルズ症候群、突発性骨髄腫、アミロイドポリニューロパチー、アミ
ロイド心筋症、全身性老人性アミロイドーシス、アミロイドポリニューロパチー、アミロ
イドーシスを伴う遺伝性脳出血、ゲルストマン・シュトロイスラー・シャインカー症、甲
状腺の髄様癌、孤立性心房アミロイド、透析患者のβ２-ミクログロブリンアミロイド、
封入体筋炎、筋消耗性疾患のβ２-アミロイド蓄積、ランゲルハンス島糖尿病ＩＩ型イン
スリノーマ及び他のアミロイドーシス関連疾患を包含する。
【００４２】
　「末梢神経障害」は、末梢神経に影響を及ぼす神経変性障害であり、運動、感覚、感覚
運動又は自律神経の機能障害の１またはそれらの組合せとしてもっとも多く顕現する。末
梢神経障害は、例えば遺伝的に獲得される場合もあれば、全身性疾患の結果生じる場合や
、神経毒性剤（例えば抗悪性腫瘍薬）などの毒性剤や産業や環境汚染物質により誘発され
る場合がある。「末梢感覚神経障害」の特徴は、末梢感覚神経の変性であり、突発性の場
合があり、例えば、以下の結果生じうる：糖尿病（糖尿病性神経障害）、癌の細胞分裂阻
害剤治療（例えばビンクリスチン、シスプラチン、メトトレキサート、３’-アジド-３’
-デオキシミジン又はタキサン、例えばパクリタキセル [タキソール（登録商標）, Brist
ol- Myers Squibb Oncology, ニュージャージー州プリンストン] 及びドセタキセル [TAX
OTERE（登録商標）, Rhone- Poulenc Rorer,フランス アントニー] などの化学療法剤治
療）、アルコール依存、後天性免疫不全症候群（ＡＩＤＳ）又は遺伝的素因。遺伝的に獲
得される末梢神経障害の例として、レフサム病、クラッベ病、異染性白質ジストロフィー
、ファブリー病、デジェリン・ソッタス病、無βリポタンパク白血症及びシャルコー・マ
リー・トゥース病（ＣＭＴ）（腓骨筋萎縮症又は遺伝性運動感覚神経ニューロパチー（Ｈ
ＭＳＮ）としても知られる）が挙げられる。末梢神経障害のほとんどの種類は、ゆっくり
と、数か月又は数年かけて発症する。臨床分野では、このような神経障害を慢性と呼ぶ。
急激に数日間で発症する末梢神経障害もあり、急性と呼ばれている。末梢神経障害は通常
感覚神経と運動神経の両方に影響を及ぼすので、混合型の感覚・運動神経障害をもたらす
が、純粋な感覚神経障害と運動神経障害も知られている。
【００４３】
　本明細書で使用される「診断」という用語は、神経変性障害（例えばＡＤ）の同定など
の、分子若しくは病理状況、疾患又は状態の同定又は分類を指す。
【００４４】
　本明細書で使用される「予後」という用語は、神経変性障害に起因する疾患症状の見込
みを予測することを指す。本明細書で使用される「予測」という用語は、薬物又は一式の
薬物に対する患者の応答が良好か不良かの見込みを指す。一実施態様では、予測はそれら
の応答の範囲に関する。一実施態様では、予測は、患者が例えば特定の治療薬での治療後
、再発せずどのくらいの期間生存するか又は改善するか、及び／又はその可能性に関する
。本発明の予測方法を臨床で使用し、任意特定の患者に最適な治療様式を選択し治療を決
定することができる。本発明の予測方法は、例えば所与の治療薬の投与又は組合せ、外科
的介入、ステロイド治療などを含む所与の治療レジメンなどの治療レジメンに患者が良好
に応答する見込みがあるか、又は治療レジメン後、患者が長期生存する見込みがあるかを
予測する有益なツールである。
【００４５】
　本明細書では、「治療」は、治療対象の個人又は細胞の自然な経過を変更しようとする
臨床的介入を指し、臨床病理の期間の前又はその間実施されうる。治療の望ましい効果と
して、疾患症状の発生又は再発の防止、疾患の任意の直接的又は間接的病理結果の減少、
疾患進行速度の低下、疾患状態の回復又は緩和、及び寛解又は予後の改善が挙げられる。
一部の実施態様では、本発明の方法は、疾患又は障害の発症を遅滞させる試みに有用であ
る。
【００４６】
　「効果的な量」は、所望の治療、診断又は予防結果を得るのに効果的な、必要用量及び
期間での量を意味する。
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【００４７】
　「個人」、「対象」又は「患者」は脊椎動物である。特定の実施態様では、脊椎動物は
哺乳動物である。哺乳動物としては、限定ではなく、霊長類（ヒト及び非ヒト霊長類を含
む）と齧歯類（例えばマウスやラット）が挙げられる。特定の実施態様では、哺乳動物は
ヒトである。
【００４８】
　「コントロール対象」は、神経変性障害（例えばＡＤ）に罹患していないと診断された
健康な対象を指し、神経変性障害（例えばＡＤ）関連のいかなる兆候や症状も有さない。
コントロール対象はまた、ＡＤなどの神経変性障害の家族歴のない健康な対象でありうる
。
【００４９】
　本明細書で使用する「試料」という用語は、例えば物理的、生化学的、化学的及び／又
は生理学的特徴に基づいて特徴づけられる及び／又は同定される細胞の及び／又は分子の
実体を含む、目的の対象から得た又は由来の組成物を指す。例えば、「疾患試料」という
語句とその変化形は、特徴づけられる細胞の及び／又は分子の実体を含むことが予想され
る又はわかっている、目的の対象から得られた任意の試料を意味する。
【００５０】
　「組織」又は「細胞試料」は、対象又は患者から得られた同種の細胞の集合を意味する
。組織源または細胞試料源は、新鮮な、冷凍及び／又は保存された器官の個体の組織、組
織試料、生検又は吸引物；血液又は血液の任意の成分；脳脊髄液、羊水、腹水又は間質液
などの体液；対象の妊娠期間又は発生の任意の時点の細胞でありうる。組織試料はまた、
初代又は培養細胞または細胞株（例えばニューロン）でありうる。組織または細胞試料は
、疾患組織／器官から得られうる。組織試料は、自然な状態で組織に自然に混合されるこ
とはない保存料、抗凝固剤、バッファー、固定剤、栄養剤、抗生物質などの化合物を含み
うる。
【００５１】
　「参考試料」、「参考細胞」、「参考組織」、「コントロール試料」、「コントロール
細胞」又は「コントロール組織」は、本明細書では、本発明の方法を使用して同定しよう
としている疾患又は疾病に罹患していないことがわかっているか又はそう考えられるソー
スから得られた試料、細胞又は組織を指す。参考試料、参考細胞、参考組織、コントロー
ル試料、コントロール細胞又はコントロール組織は、本発明の方法を使用して疾患又は疾
病が同定されている対象又は患者の体の健康な部分から得てもよい。参考試料、参考細胞
、参考組織、コントロール試料、コントロール細胞又はコントロール組織は、あるいは、
本発明の方法を使用して疾患又は疾病が同定されている対象又は患者ではない個人の体の
健康な部分から得てもよい。「参考試料」、「参考細胞」、「参考組織」、「コントロー
ル試料」、「コントロール細胞」又は「コントロール組織」の遺伝子発現レベルはまた、
神経変性疾患又は障害に罹患していない母集団から得られた平均値レベルとして予め決定
してもよいが、場合によっては、参考レベルは神経変性疾患又は障害の患者を含む個人の
集団の平均値又は中央値レベルでありうる。
【００５２】
　本明細書の目的では、組織試料「切片」は、組織試料の一部又は一片、例えば組織試料
から切り取った薄片又は細胞を意味する。本発明に含まれる方法では組織試料の同一切片
が形態レベル・分子レベルで解析されるか又はタンパク質と核酸の両方において解析され
ることが理解されている前提で、本発明に従って複数の組織試料切片が採取され解析に供
されうることを理解されたい。
【００５３】
　「互いに関連させる（する）」又は「相関の」は、なんらかの方法で、第１の解析又は
プロトコールの成果及び／又は結果を第２の解析又はプロトコールの成果及び／又は結果
と比較することを意味する。例えば、第１の解析又はプロトコールの結果を使用して第２
のプロトコールを実施することや、及び／又は第１の解析又はプロトコールの結果を使用
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して第２の解析又はプロトコールを実施すべきか決定することがある。遺伝子発現の解析
又はプロトコールの実施態様に関しては、遺伝子発現の解析又はプロトコールの結果を使
用して特定の治療レジメンを実施すべきか決定することができる。
【００５４】
　特定の治療薬又は治療オプションに対する「耐性増加」という用語は、本発明との関係
で使用される場合は、薬物の標準用量又は標準治療プロトコールに対する応答低下を意味
する。
【００５５】
　特定の治療薬又は治療オプションに対する「感受性低下」という用語は、本発明との関
係で使用される場合は、薬剤の標準用量又は標準治療プロトコールに対する応答低下を意
味し、応答低下は薬剤の用量又は治療の強度を上げることにより（少なくとも部分的に）
補われうる。
【００５６】
　「患者応答」又は「応答」は、患者の利益を指す任意の評価項目を使用して評価するこ
とができ、限定ではなく、以下のものが挙げられる：（１）疾患の進行の遅滞及び完全停
止を含む、ある程度の疾患進行の阻害；（２）疾患のエピソード及び／又は症状の数の減
少；（３）病変サイズの減少；（４）近隣の末梢器官及び／又は組織への疾患細胞の浸潤
の阻害（例えば、低減、遅滞又は完全停止）；（５）疾患拡大の阻害（すなわち、低減、
遅滞又は完全停止）；（６）自己免疫応答の低下、これにより必須ではないが病変の縮退
や消失をもたらしうる；（７）障害関連の１または複数の症状のある程度の軽減；（８）
治療後の無病提示の長期化；及び／又は（９）治療後の所与の時点での死亡率低下。
【００５７】
　「遺伝子サイン」という用語は、「遺伝子発現サイン」と交換可能に使用され、その発
現が、特定の分子的、病理的、組織的及び／又は臨床的特徴により特徴づけられる、例え
ばＡＤなどの神経変性障害を指示する、１つの遺伝子又は遺伝子の組合せを意味する。特
定の実施態様では、遺伝子サインを有する１または複数の遺伝子の発現は、コントロール
対象のものと比べて増加している。
【００５８】
　「タンパク質サイン」という用語は、「タンパク質発現サイン」と交換可能に使用され
、その発現が、特定の分子的、病理的、組織的及び／又は臨床的特徴により特徴づけられ
る、例えばＡＤなどの神経変性障害を指示する、１つのタンパク質又はタンパク質の組合
せを意味する。特定の実施態様では、タンパク質サインを有する１または複数のタンパク
質の発現は、コントロール対象のものと比べて増加している。
【００５９】
　「抗体」（Ａｂ）と「免疫グロブリン」（Ｉｇ）は、類似の構造的特徴を有する糖タン
パク質を意味する。抗体は特定の抗原に結合する特異性を示すが、免疫グロブリンは、抗
体及び他の抗原特異性を一般にもたない抗体様分子の両方を含む。後者のポリペプチドは
、例えば、リンパ系では低濃度で産生され、ミエローマでは高濃度で産生される。
【００６０】
　「抗体」と「免疫グロブリン」という用語は、最も広義に交換可能に使用され、モノク
ローナル抗体（例えば完全長又はインタクトなモノクローナル抗体）、ポリクローナル抗
体、一価抗体、多価抗体、多特異性抗体（例えば、所望の生物学的活性を示すかぎり二特
異性抗体）を包含し、特定の抗体断片も含みうる（後に詳述する）。抗体は、キメラ、ヒ
ト、ヒト化及び／又は親和性成熟抗体でありうる。
【００６１】
　「全長抗体」、「インタクトな抗体」及び「全抗体」は、本明細書では交換可能に使用
され、実質的にインタクトな形状を意味するが、以下に記載の抗体断片は意味しない。該
用語は特に、Ｆｃ領域を含む重鎖を有する抗体を意味する。
【００６２】
　「抗体断片」は、インタクトな抗体の一部分を含み、好ましくは、その抗原結合領域を
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含む。抗原断片の例として、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２及びＦｖ断片；二重特異
性抗体；直鎖抗体；単鎖抗体分子；及び抗体断片から形成された多特異性抗体が挙げられ
る。
【００６３】
　抗体をパパインで消化すると、「Ｆａｂ」断片と呼ばれる、それぞれ１つの抗原結合部
位をもつ２つの同一の抗原結合断片と、残りの「Ｆｃ」断片が得られ、Ｆｃ断片は容易に
結晶化する能力を有することがその名称に反映されている。ペプシン処理により、２つの
抗原結合部位を有し、さらに抗原に架橋結合する能力のあるＦ(ａｂ’)２断片が得られる
。
【００６４】
　「Ｆｖ」は、完全な抗原結合部位を含む最小の抗体断片である。一実施態様では、２本
鎖のＦｖ種は、強固に非共有的に会合する重鎖１本と軽鎖１本の可変ドメインの二量体か
らなる。１つのＦｖの６個のＣＤＲは協働して抗体に抗原結合特異性を与える。しかし、
１つの可変ドメイン（又は抗原に特異的なＣＤＲを３つしかもたないＦｖの半分）であっ
ても、全体的な結合部位よりも低親和性ではあるが、抗原を識別し結合する能力を有する
。
【００６５】
　Ｆａｂ断片は、重鎖と軽鎖の可変ドメインを含み、さらに軽鎖の定常領域と重鎖の第１
の定常ドメイン（ＣＨ１）も含む。Ｆａｂ断片と違い、Ｆａｂ’断片は、抗体ヒンジ領域
由来の１または複数のシステインを含む残基数個が重鎖ＣＨ１領域のカルボキシ末端側に
付加されている。定常ドメインのシステイン残基（単数又は複数）が遊離チオール基を有
するＦａｂ’を、本明細書ではＦａｂ’－ＳＨと称する。Ｆ(ａｂ’)２抗体断片はもとも
と、間にヒンジのシステインを有するＦａｂ’断片の対として産生された。抗体断片の他
の化学的カップリングも知られている。
【００６６】
　本明細書で使用される「モノクローナル抗体」という用語は、実質的に均質な抗体集団
から得られた抗体を指す。すなわち、集団を構成する個々の抗体は、少数で存在しうる起
こりうる変異（例えば自然に生じる変異）を除いて同一である。従って、「モノクローナ
ル」という修飾語は、抗体の特徴として、別々の抗体の混合体ではないことを意味する。
特定の実施態様では、このようなモノクローナル抗体は典型的には標的を結合するポリペ
プチド配列を有する抗体を含み、この標的結合ポリペプチド配列は、複数のポリペプチド
配列から１つの標的結合ポリペプチド配列を選択することを含むプロセスにより得られた
。例えば、選択のプロセスとして、例えばハイブリドーマクローン、ファージクローン又
は組換えＤＮＡクローンのプールなどの複数のクローンからの特定のクローンを選択しう
る。選択された標的結合配列をさらに改変して、例えば、標的との親和性を改善する、標
的結合配列をヒト化する、細胞培養での生産を改善する、インビボでの免疫原性を低減す
る、多特異性抗体を作製するなどが可能であり、改変された標的結合配列を有する抗体も
また本発明のモノクローナル抗体であることを理解されたい。様々な決定基（エピトープ
）に対する様々な抗体を典型的に含むポリクローナル抗体の調製物と違って、モノクロー
ナル抗体調製物のモノクローナル抗体はそれぞれ抗原上の単一の決定基に対する。モノク
ローナル抗体調製物は、その特異性に加えて、典型的には他の免疫グロブリンに汚染され
ないという利点を有する。
【００６７】
　「モノクローナル」という修飾語は、抗体が実質的に均質な抗体集団から得られたこと
を意味するのであって、何らかの特定の方法により抗体が産生されると解釈してはならな
い。例えば、本発明に従って使用されるモノクローナル抗体は、様々な手法で作製でき、
例えば、ハイブリドーマ法（例えばKohlerら, Nature, 256: 495 (1975);　Harlowら, An
tibodies: A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2版. 1988);
 Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas 563-681 (Elsevier, N.Y., 1981)のHam
merlingら)；組換えＤＮＡ法（例えば米国特許第4,816,567号参照）、ファージディスプ
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レイ法（例えばClacksonら, Nature, 352: 624-628 (1991); Marksら, J. Mol. Biol. 22
2: 581-597 (1992); Sidhuら, J. Mol. Biol. 338(2): 299-310 (2004); Leeら, J. Mol.
 Biol. 340(5): 1073-1093 (2004); Fellouse, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101(34): 1
2467-12472 (2004); Leeら, J. Immunol. Methods 284(1-2): 119-132(2004)を参照）及
びヒト抗体又はヒト免疫グロブリン配列をコードするヒト免疫グロブリンの遺伝子座又は
遺伝子を部分的に又は全て有する動物のヒト様抗体を産生する方法（例えば国際公開第98
／24893号; 国際公開第96／34096号; 国際公開第96／33735号; 国際公開第91／10741号; 
Jakobovitsら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 2551 (1993); Jakobovitsら, Nature 3
62: 255-258 (1993); Bruggemannら, Year in Immunol. 7:33 (1993); 米国特許第5,545,
807号; 同第5,545,806号; 同第5,569,825号; 同第5,625,126号; 同第5,633,425号; 同第5
,661,016号; Marksら, Bio.Technology 10: 779-783 (1992); Lonbergら, Nature 368: 8
56-859 (1994); Morrison, Nature 368: 812-813 (1994); Fishwildら, Nature Biotechn
ol. 14: 845-851 (1996); Neuberger, Nature Biotechnol. 14: 826 (1996) および Lonb
erg and Huszar, Intern. Rev. Immunol. 13: 65-93 (1995)を参照）が挙げられる。
【００６８】
　本明細書のモノクローナル抗体は特に、重鎖及び／又は軽鎖の一部分が特定の種由来又
は特定の抗体クラスまたはサブクラスに属する抗体の対応する配列と同一であるか相同性
を有し、その鎖（単数又は複数）の残りの部分は別の種由来又は別の抗体クラスまたはサ
ブクラスに属する抗体の対応する配列と同一であるか相同性を有する「キメラ」抗体を含
み、所望の生物学的活性を呈するかぎりこれらの抗体の断片も含む（米国特許第4,816,56
7号; 及びMorrisonら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6855-9855 (1984)）。
【００６９】
　「ヒト化」された形態の非ヒト（例えばマウス）抗体は、非ヒト免疫グロブリン由来の
最小配列を含むキメラ抗体である。一実施態様では、ヒト化抗体は、ヒト免疫グロブリン
（レシピエント抗体）であり、レシピエントの超可変領域由来の残基が、所望の特異性、
親和性及び／又は能力を有するマウス、ラット、ウサギ又は非ヒト霊長類などの非ヒト種
（ドナー抗体）の超可変領域で置換されている。いくつかの例では、ヒト免疫グロブリン
のフレームワーク領域（ＦＲ）の残基が対応する非ヒト残基で置換されている。さらに、
ヒト化抗体は、レシピエント抗体にもドナー抗体にも見られない残基を含みうる。これら
の改変を行い抗体の能力をさらに洗練してよい。一般に、ヒト化抗体は、実質的に１つ又
は典型的には２つの可変ドメインの全てを有し、ここで全て又は実質的に全ての超可変ル
ープが非ヒト免疫グロブリンのものに対応し、全て又は実質的に全てのＦＲはヒト免疫グ
ロブリン配列のものである。ヒト化抗体はまた、免疫グロブリンの、典型的にはヒト免疫
グロブリンの定常領域（Ｆｃ）の少なくとも一部分を含みうる。さらなる詳細については
、Jonesら, Nature 321:522-525 (1986); Riechmannら, Nature 332:323-329 (1988); 及
びPresta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992) を参照されたい。また、以下の
レビュー文献とその参照文献も参考されたい：Vaswani and Hamilton, Ann. Allergy, As
thma & Immunol. 1:105-115 (1998); Harris, Biochem. Soc. Transactions 23:1035-103
8 (1995); Hurle 及び Gross, Curr. Op. Biotech. 5:428-433 (1994)。
【００７０】
　「ヒト抗体」は、ヒト産生抗体のアミノ酸配列に対応するアミノ酸配列を含み及び／又
は本明細書に開示のヒト抗体を作製する手法のいずれかを使用して作製されている。この
ような手法には、ファージディスプレイライブラリー（例えばMarksら, J. Mol. Biol., 
222: 581-597 (1991) 及び Hoogenboomら, Nucl. Acids Res., 19: 4133-4137 (1991)）
などのヒト由来のコンビナトリアルライブラリーのスクリーニング；ヒトミエローマ及び
マウス－ヒトヘテロミエローマ細胞株を使用してのヒトモノクローナル抗体産生（例えば
Kozbor J. Immunol., 133: 3001 (1984); Brodeurら, Monoclonal Antibody Production 
Techniques and Applications, pp. 55-93 (Marcel Dekker, Inc., New York, 1987); 及
び Boernerら, J. Immunol., 147: 86 (1991)参照）；及び内因性免疫グロブリン産生の
非存在下、ヒト抗体の全種を産生する能力のある遺伝子導入動物（例えばマウス）でのモ
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ノクローナル抗体の産生（例えばJakobovitsら, Proc. Natl. Acad. Sci USA, 90: 2551 
(1993); Jakobovitsら, Nature, 362: 255 (1993); Bruggermannら, Year in Immunol., 
7: 33 (1993)参照）が挙げられる。ヒト抗体のこの定義は、非ヒト動物由来の抗原結合残
基を含むヒト化抗体を特に除く。
【００７１】
　「親和性成熟」抗体とは、１または複数のＣＤＲに１または複数の改変を有する結果、
これらの改変を有さない親抗体と比較して、抗原に対する親和性が改善された抗体を指す
。一実施態様では、親和性成熟抗体は、標的抗原に対し、ナノモル又はさらにピコモルの
親和性を有する。親和性成熟抗体は当業者に公知の方法で産生される。Marksら　Bio/Tec
hnology 10:779-783 (1992) は、ＶＨ及びＶＬドメインシャッフリングによる親和性成熟
を記述している。ランダムな変異原性ＨＶＲ及び／又はフレームワーク残基がBarbasら P
roc Nat. Acad. Sci. USA 91:3809-3813 (1994); Schierら Gene 169:147-155 (1995); Y
eltonら J. Immunol. 155:1994-2004 (1995); Jacksonら, J. Immunol. 154(7):3310-9 (
1995); 及び Hawkinsら, J. Mol. Biol. 226:889-896 (1992) に記載されている。
【００７２】
　抗体の「エフェクター機能」は、抗体のＦｃ領域（天然配列のＦｃ領域又はアミノ酸配
列バリアントＦｃ領域）に起因し、抗体のイソタイプにより異なる生物学的活性を意味す
る。抗体のエフェクター機能の例として、限定ではなく、Ｃ１ｑ結合及び補体依存性細胞
傷害（ＣＤＣ）；Ｆｃ－受容体結合；抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）；食作用；細胞表
面受容体の下方制御（例えばＢ細胞受容体）；及びＢ細胞活性化が挙げられる。
【００７３】
　「Ｆｃ受容体」又は「ＦｃＲ」は、抗体のＦｃ領域に結合する受容体を記述する。いく
つかの実施態様では、ＦｃＲは、天然ヒトＦｃＲである。いくつかの実施態様では、Ｆｃ
Ｒは、ＩｇＧ抗体（ガンマ受容体）を結合し、ＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ及びＦｃγＲＩ
ＩＩサブクラスの受容体を包含し、アレルバリアント及びそれらの受容体のオルタナティ
ブスプライス形も含む。ＦｃγＲＩＩ受容体は、細胞質ドメインにおいて本質的に異なる
が類似のアミノ酸配列を有するＦｃγＲＩＩＡ（「活性化受容体」）とＦｃγＲＩＩＢ（
「抑制受容体」）を包含する。活性化受容体ＦｃγＲＩＩＡは、免疫受容活性化チロシン
モチーフ（ＩＴＡＭ）を細胞質ドメインに含有する。抑制受容体ＦｃγＲＩＩＢは、免疫
受容抑制性チロシンモチーフ（ＩＴＩＭ）を細胞質ドメインに含有する（例えば、Daeron
, Annu. Rev. Immunol. 15:203-234 (1997)参照）。ＦｃＲは、例えば、Ravetch and Kin
etのAnnu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991); Capelら, Immunomethods 4:25-34 (1994);及
びde Haasら, J. Lab. Clin. Med. 126:330-41 (1995)に概説されている。将来同定され
るものも含めて他のＦｃＲも本発明では「ＦｃＲ」という用語に包含される。
【００７４】
　「Ｆｃ受容体」という用語又は「ＦｃＲ」は、母体のＩｇＧの胎児への受け渡し（Guye
rら, J. Immunol. 117:587 (1976) 及びKimら, J. Immunol. 24:249 (1994)）及び免疫グ
ロブリンの恒常性調節を担う新生児の受容体ＦｃＲｎも含む。ＦｃＲｎへの結合を測定す
る方法が知られている（例えばGhetie and Ward., Immunol. Today 18(12):592-598 (199
7); Ghetieら, Nature Biotechnology, 15(7):637-640 (1997); Hintonら, J. Biol. Che
m. 279(8):6213-6216 (2004); 国際公開第2004/92219号 (Hintonら)を参照）。
【００７５】
　インビボでのヒトＦｃＲｎへの結合と、ヒトＦｃＲｎ高親和性結合ポリペプチドの血清
半減期は、例えばトランスジェニックマウスやヒトＦｃＲｎを発現する遺伝子導入された
ヒト細胞株、又はバリアントＦｃ領域を含むポリペプチドが投与された霊長類などで測定
できる。国際公開第2000/42072号（Presta）は、ＦｃＲとの結合が改善又は減少した抗体
バリアントを記述している。Shieldsら J. Biol. Chem. 9(2):6591-6604 (2001)も参照さ
れたい。
【００７６】
　「Ｆｃ領域を有する抗体」という用語は、Ｆｃ領域を有する抗体を指す。Ｆｃ領域のＣ
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末端のリジン（ＥＵ番号付けシステムによれば残基４４７）は、例えば抗体の精製中に又
は抗体をコードする核酸の組換え操作により除去されてもよい。従って、本発明によるＦ
ｃ領域を有する抗体を含む組成物は、Ｋ４４７を有する抗体、全てＫ４４７が除去された
抗体、又はＫ４４７残基を有する抗体と有さない抗体の混合を含みうる。
【００７７】
　「ヒトエフェクター細胞」は、１または複数のＦｃＲを発現し、エフェクター機能を発
揮する白血球である。特定の実施態様では、細胞は、少なくともＦｃγＲＩＩＩを発現し
、ＡＤＣＣエフェクター機能を発揮する。ＡＤＣＣを媒介するヒト白血球の例として、末
梢血単核球（ＰＢＭＣ）、ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞、単球、細胞傷害性Ｔ細胞及び
好中球が挙げられる。エフェクター細胞は、例えば血液などの天然源から単離されうる。
【００７８】
　「結合親和性」は一般に、分子（例えば抗体）の１つの結合部位とその結合相手（例え
ば抗原）の間の非共有結合的相互作用の総合的な強度を指す。他に断りがない限り、本明
細書では、「結合親和性」とは、結合対（例えば抗体と抗原）の間の１：１の相互作用を
反映する内在性の結合親和性を指す。分子Ｘとその相手Ｙの親和性は、一般に、解離定数
（Ｋｄ）で表すことができる。親和性は、本明細書に記載のものも含めて当分野では既知
の一般的な方法で測定できる。低親和性抗体は一般に抗原とゆっくり結合し、容易に解離
する傾向があるが、高親和性は一般に抗原と速やかに結合し、長時間結合を維持する傾向
がある。結合親和性測定の様々な方法が当分野で知られている。
【００７９】
　本明細書で使用される「標識」という用語は、検出可能な化合物又は組成物を指す。標
識は、典型的には、核酸プローブ又は抗体などの試薬に直接又は間接的に結合又は融合さ
れ、それが結合又は融合された試薬の検出を容易にする。標識はそれ自体が検出可能でも
よく（例えば放射性同位体標識又は蛍光標識）、又は酵素標識の場合は、検出産物となる
基質化合物又は組成物の化学的変更を触媒しうる。
【００８０】
　「単離された」核酸、ポリペプチド又は抗体などの生体分子は、その天然環境の少なく
とも１つの構成成分から同定され、分離され及び／又は回収されたものである。
【００８１】
　本明細書における「約」値又はパラメーターの言及は、その値又はパラメーターそのも
のを指す実施態様を包含（及び記述）する。例えば、「約Ｘ」に言及する記述は、「Ｘ」
の記述を包含する。
【００８２】
　「薬学的製剤」という用語は、その医薬の生物学的活性が有効となりうる形態であって
、その製剤を投与される対象にとって忍容不能な毒性のある追加の成分を含まない無菌調
製物を指す。
【００８３】
　「無菌」製剤は、無菌又はあらゆる微生物とその胞子を含まない製剤である。
【００８４】
　「添付文書」は、治療又は診断用の製品又は医薬の市販用パッケージに通例として同封
される使用説明書を指すのに用いられ、適応、用途、用法、用量、禁忌、その製品と併用
される他の治療又は診断用製品に関する情報及び／又はこのような治療又は診断用製品の
使用に関する警告などが記載される。
【００８５】
　「キット」は、少なくとも１つの試薬、例えば本発明のバイオマーカー遺伝子又はタン
パク質を特異的に検出するプローブを含む、任意の製造品（例えばパッケージ又は容器）
を指す。特定の実施態様では、製造品は、本発明の方法を実施するユニットとして販売促
進され、流通し、又は販売される。
【００８６】
　「に対し応答性が悪い」という表現は、対象や患者に以前投与された１または複数の医
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薬に対する反応に関し、このような医薬の投与に際し治療中の疾病のいかなる治療の兆候
も又は適切な治療の兆候を示さなかったか、該医薬に対し臨床的に忍容不能な高度の毒性
を示したか、又はこのような医薬を最初に投与された後治療の兆候が維持されなかった対
象や患者を記述し、治療という語は、本明細書に定義されるこの文脈において使用される
。「応答性が悪い」という語句は、以前投与された医薬に対し耐性及び／又は抵抗性を有
する患者の記述を包含し、対象又は患者が投薬中の医薬を受けている間は改善しており、
対象又は患者が該医薬のレジメンを終了後１２か月以内（例えば６か月以内）に改善して
いるが、もはや応答性が悪い状況を包含する。１または複数の医薬に対し応答性が悪いと
は、このように、その医薬で以前又は現在治療を受けた後も引き続き活動性疾患を有する
対象を包含する。例えば、ある患者は、応答性が悪い医薬での約１か月から３か月の治療
後、活動性疾患を有することがある。このような応答性は、目的とする疾患の治療に熟練
した医師により評価されうる。
【００８７】
　本発明の方法で使用するバイオマーカーの「量」や「レベル」は、生体試料中で検出可
能なレベルである。これらは当業者には周知の方法で測定可能であり、本明細書にも開示
されている。
【００８８】
　「発現のレベル」又は「発現レベル」という用語は、一般に交換可能に使用され、一般
に生体試料中のポリヌクレオチド、アミノ酸産物又はタンパク質の量を意味する。「発現
」とは一般に遺伝子がコードする情報が細胞に存在し機能する構造に変換されるプロセス
を意味する。従って、本明細書では、遺伝子の「発現」は、ポリヌクレオチドに転写、タ
ンパク質に翻訳、又は翻訳後のタンパク質の修飾も意味しうる。転写されたポリヌクレオ
チド、翻訳されたタンパク質又は翻訳後修飾タンパク質の断片も、オルタナティブスプラ
イシングで生じた転写産物又は分解された転写産物から生じた転写産物由来であれ、翻訳
後のタンパク質プロセシング（例えばタンパク質分解）由来であれ、発現されたとみなさ
れるべきである。「発現された遺伝子」は、ｍＲＮＡとしてのポリヌクレオチドに転写さ
れた後タンパク質に翻訳されるもの、転写されてＲＮＡになったがタンパク質には翻訳さ
れないもの（例えば運搬、非翻訳ＲＮＡ（ｎｃＲＮＡ）及びリボソームＲＮＡ（ｒＲＮＡ
））を包含する。
【００８９】
本発明の方法で使用するバイオマーカー
　本発明の方法で使用するバイオマーカーとして、例えば遺伝子ｔｂｘ６及びｄｌｅｕ２
の発現産物（例えばタンパク質、ｍＲＮＡ、ｎｃＲＮＡ又は他のポリヌクレオチド）が挙
げられる。
【００９０】
　Ｔｂｘ６は、Ｔ-ｂｏｘ転写因子６又はＴ-ｂｏｘタンパク質６としても知られる、発生
プロセスに関与する転写調節因子である。その全体を本明細書に組み込まれるUnitProtKB
/Swiss Prot Entry Number 095947を参照されたい。Ｔｂｘ６はＴ-ｂｏｘ遺伝子ファミリ
ーのメンバーであり、ヒトでは１６ｐ１２－ｑ１２の染色体上の位置を有する。その全体
を本明細書に組み込まれるYiら, Genomics 55:10-20 (1999)を参照されたい。
【００９１】
　Ｔ-ｂｏｘ６タンパク質は、４３６アミノ酸長であり、１つのＴ-ｂｏｘＤＮＡ結合ドメ
インを含む。UnitProtKB/Swiss Prot Entry Number 095947を参照されたい。Ｔｂｘ６の
天然バリアントが存在することが知られ、例えばアミノ酸１６２でのＧＬＹからＳＥＲの
置換、アミノ酸１７８でのＳＥＲからＰＨＥへの置換及びアミノ酸１７９でのＰＲＯから
ＳＥＲへの置換がある。同上。ｔｂｘ６のいくつかの配列が、GenBankに寄託され、受託
番号AJ007989 (mRNA)及びCAA07812.1 (翻訳); BC026031 (mRNA) 及び AAH26031.1 (翻訳)
; AJ010279 (ゲノムDNA) 及び CAB37938.1 (翻訳) を有し、これらはすべてその全体を本
明細書に組み込まれる。
【００９２】
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　Ｄｌｅｕ２は、ポリアデニル化されスプライスされた、長さ１．０～１．８ｋｂの長い
非翻訳ＲＮＡ（ｎｃＲＮＡ）をコードする。その全体を本明細書に組み込まれるKleinら,
 Cancer Cell 17: 28-40 (2010年１月)を参照されたい。ｎｃＲＮＡはＬＥＵ２としても
知られる。UnitProtKB/Swiss Prot Entry Number O43262。ｄｌｅｕ２の機能は未解明で
あるが、ｎｃＲＮＡのこのクラスの他のメンバーは、Ｘ染色体の不活性化又は活性化、イ
ンプリンティング及び転写活性化／遺伝子発現の調節などの機能を有する。Kleinら, Can
cer Cell 17: 28-40 (2010年１月)。Ｄｌｅｕ２は、ヒト染色体領域１３ｑ１４の遺伝子
クラスターにｄｌｅｕ１とマイクロＲＮＡのｍｉＲ－１５ａ／１６－１とともに存在する
。同上。ｄｌｅｕ２／ｍｉＲ－１５ａ／１６－１遺伝子座が成熟Ｂ細胞の拡張において役
割を果たしていることが示されている。同上。さらに、この遺伝子座は、Ｂ細胞において
腫瘍抑制因子の働きをし、マウスでこの遺伝子座が欠失するとＢ細胞慢性リンパ性白血病
（ＣＬＬ）関連の表現型につながる。同上。
【００９３】
　５５アミノ酸の仮想タンパク質はｎｃＲＮＡにコードされうる。UnitProtKB/Swiss Pro
t Entry Number O43262参照。ｄｅｌｕ２のいくつかの配列が、GenBankに寄託され、受託
番号Y15228 (mRNA) 及び CAA75516.1 (翻訳); CH471075 (ゲノムDNA) 及び EAX08851.1 (
翻訳); BC017819 (mRNA) 及び AAH17819.1 (翻訳); BC022282 (mRNA) 及び AAH22282.1 (
翻訳); BC030971 (mRNA) 及び AAH30971.1 (翻訳) これらはすべてその全体を本明細書に
組み込まれる。同上。
【００９４】
　当分野で知られる他の神経変性バイオマーカーを、ｔｂｘ６及び／又はｄｌｅｕ２と併
用で本発明の方法に使用してよい。追加の神経変性バイオマーカーとして、例えば以下の
ものが挙げられる：アミロイド-β（Ａβ）、アミロイド前駆体タンパク質（ＡＰＰ）、
タウ、プレセニリン１（ＰＳ１）、プレセニリン２（ＰＳ２）、アポリポタンパク質Ｅ（
アポＥ）、ニューロン糸状タンパク質（ＮＴＰ）、α-抗肝トリプシン、β-セクレターゼ
、ＣＤ５９、Ｃ反応性タンパク質、Ｃｌｑ、８－ヒドロキシ－デオキシグアニン、グルタ
ミン合成酵素、グリア線維酸性タンパク質（ＧＦＡＰ）、ＩＬ－６受容体複合体、カリク
レイン、メラノトランスフェリン、ニューロフィラメントタンパク質、ニトロチロシン、
オキシステロール、スルファチド、シナプシスマーカー、Ｓ１００β及び他の神経変性バ
イオマーカーが米国特許出願公報第2010/0255485号; 同第2010/0167947号; 同第2010/015
9486号; 同第2010/0124756号; 同第2009/0239241号; 同第2008/0261226号; 同第2008/022
0449号; 同第2008/0026405号; 同第2005/0244890号; 同第2005/0221348号; 米国特許第4,
728,605号, 同第5,874,312号, 同第6,027,896号, 同第6,114,133号, 同第6,130,048号, 
同第6,210,895号, 同第6,358,681号, 同第6,451,547号, 同第6,461,831号, 同第6,465,19
5号, 同第6,475,161号, 及び同第6,495,335号に記載されている。追加の神経変性バイオ
マーカーとして、Fahnestockら, J. Neural. Transm. Suppl. 62:241-52 (2002); Maslia
hら, Neurobiol. Aging 16(4):549-56 (1995); Powerら, Dement. Geriatr. Cogn. Disor
d. 12(2):167-70 (2001); 及び Burbachら, J. Neurosci. 24(10):2421-30 (2004)に記載
のものが挙げられる。
【００９５】
　当業者であれば、本発明に提供される情報並びに当分野の情報に基づき、神経変性バイ
オマーカーを標的とする、本発明の方法に使用されるプローブをいかに構築するか理解さ
れよう。
【００９６】
一般的な手法
　本発明の実施には、他に断りがないかぎり、当分野の技術の範囲内である分子生物学（
組換え手法を含む）、微生物学、細胞生物学、生化学及び免疫学の一般的な手法を使用す
る。このような手法は、Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2版(Sambrookら, 19
89); Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait, ed., 1984); Animal Cell Culture (R. 
I. Freshney, ed., 1987); Methods in Enzymology (Academic Press, Inc.); Current P
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rotocols in Molecular Biology (F. M. Ausubelら編, 1987, 及び定期更新); PCR: The 
Polymerase Chain Reaction, (Mullisら編, 1994)などの文献に十分説明されている。
【００９７】
　本発明で使用するプライマー、オリゴヌクレオチド及びポリヌクレオチドは当分野で周
知の標準的な手法により生成されうる。
【００９８】
　試料は、限定ではなく例えば外科的切除、吸引又は生検などを含む当分野で周知の様々
な手順により獲得できる。組織は新鮮な組織又は冷凍組織でよい。一実施態様では、試料
はパラフィンなどの中で固定され包理される。組織試料は一般的な方法で固定（すなわち
保存）されうる。当業者であれば、固定液が、試料の組織染色又はそれ以外の解析の目的
に応じて決定されることを理解されよう。また、当業者であれば、固定時間は組織試料の
サイズと使用する固定液によることを理解されよう。
【００９９】
遺伝子発現レベルの検出
　以下に述べるように、試料中のバイオマーカーの発現は、その多くは当分野で周知であ
り、熟練した当業者には理解される、例えば、限定ではなく、免疫組織化学的及び／又は
ウエスタン解析、ＥＬＩＳＡ、ＥＬＩＦＡ、インサイチュハイブリダイゼーション、免疫
沈降、分子結合アッセイ、マイクロアレイ解析、蛍光活性化細胞分取（ＦＡＣＳ）ノーザ
ン解析及び／又はｍＲＮＡやｎｃＲＮＡなどのＲＮＡのＰＣＲ解析などの定量アッセイ、
並びに遺伝子及び／又は組織アレイ解析により実施されうる様々なアッセイの任意のもの
を含む数々の方法により解析されうる。遺伝子及び遺伝子産物の状態を評価する典型的な
プロトコールが、例えば、Ausubelら編, 1995, Current Protocols in Molecular Biolog
yのユニット２（ノーザンブロット法）、４（サザンブロット法）、１５（免疫ブロット
法）及び１８（ＰＣＲ解析）に記載されている。
【０１００】
　哺乳動物組織又は細胞試料のバイオマーカーの発現を検出する追加の方法として、試料
をバイオマーカーと結合する抗体、反応性の高いその断片又はバイオマーカータンパク質
の抗原結合領域を含む組換えタンパク質と接触させた後、試料中の抗体、その断片又は組
換えタンパク質の結合を検出することが挙げられる。
【０１０１】
　本発明の特定の実施態様では、試料中のバイオマーカーの発現は、免疫組織化学及び染
色プロトコールを使用して検査される。組織切片の免疫組織化学的染色は、試料中のタン
パク質の存在を評価又は検出する信頼できる方法とされている。免疫組織化学（「ＩＨＣ
」）的手法は、通常は発色法又は蛍光法により、抗体を使用して細胞抗原をインサイチュ
で調査し視覚化する。
【０１０２】
　試料調製には、哺乳動物の組織又は細胞試料（例えばヒト脳の組織試料）が使用されう
る。試料の例として、限定ではなく、組織生検、脳組織生検、血液、肺からの吸引液、痰
、リンパ液などが挙げられる。遺伝子又は遺伝子産物は、疾患組織又は他の体試料、例え
ば脳組織（生検）、脳脊髄液、全血、血漿又は血清を含む血液、尿、唾液、涙などから検
出できる。特定の例では、個々の細胞や細胞型は、限定ではないが、単離されたニューロ
ンでありうる。試料は、限定ではなく例えば外科的切除、吸引又は生検などを含む当分野
で周知の様々な手順により獲得できる。組織は新鮮な組織又は冷凍組織でよい。一実施態
様では、試料はパラフィンなどの中で固定され包理される。組織試料は一般的な方法で固
定（すなわち保存）されうる。対象由来の生体試料は当分野で公知の方法で得られうる。
組織生検は、代表的な疾患組織片を得るのにしばしば利用される。あるいは、細胞は目的
の疾患細胞を含むとわかっている又は含むと考えられる組織／体液として間接的にも得ら
れうる。試料調製には、哺乳動物（典型的にはヒト対象）由来の組織または細胞試料が使
用されうる。
【０１０３】
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　組織試料は、一般的な方法により固定（すなわち保存）されうる（例えばManual of Hi
stological Staining Method of the Armed Forces Institute of Pathology, 3版 (1960
) Lee G. Luna, H T (ASCP) 編, The Blakston Division McGraw-Hill Book Company, Ne
w York; The Armed Forces Institute of Pathology Advanced Laboratory Methods in H
istology and Pathology (1994) Ulreka V. Mikel, 編, Armed Forces Institute of Pat
hology, American Registry of Pathology, Washington, D.C.を参照）。当業者であれば
、固定液が、試料の組織染色又はそれ以外の解析の目的に応じて決定されることを理解さ
れよう。また、当業者であれば、固定時間は組織試料のサイズと使用する固定液によるこ
とを理解されよう。例として、中性の緩衝ホルマリン、ブアン又はパラホルムアルデヒド
を試料固定に使用してよい。
【０１０４】
　一般に、試料をまず固定し、その後アルコール濃度を順次上げながら脱水し、パラフィ
ン又は他の薄片作製用媒体で浸潤し包理して組織試料を薄片にする。あるいは、組織から
切片を切り取ったものを固定してよい。例として、組織試料は、一般的な方法によりパラ
フィン中で包理し処理してよい（例えばManual of Histological Staining Method of th
e Armed Forces Institute of Pathology, 前掲, 参照のこと）。使用されうるパラフィ
ンの例として、限定ではなく、パラプラスト（Paraplast）、ブロロイド（Broloid）及び
ティッシューメイ（Tissuemay）が挙げられる。組織試料が包理されると、試料はミクロ
トームなどで切片にされうる（例えばManual of Histological Staining Method of the 
Armed Forces Institute of Pathology, 前掲, 参照のこと）。この手順の例として、切
片の厚みは約３ミクロンから約５ミクロンの範囲でありうる。切片が得られると、複数の
標準的方法でスライドに接着させてよい。スライドの接着剤の例として、限定ではなく、
シラン、ゼラチン、ポリＬリジンなどが挙げられる。例として、パラフィン包理された試
料は、正に帯電したスライド及び／又はポリＬリジンでコートされたスライドに接着させ
てよい。
【０１０５】
　パラフィンを包理材料として使用している場合、通常、組織切片を脱パラフィン化し、
水に再度馴染ませる。組織切片は一般的な標準法により脱パラフィン化しうる。例えば、
キシレンや、順次濃度を上げながらアルコールを使用してよい（例えばManual of Histol
ogical Staining Method of the Armed Forces Institute of Pathology, 前掲, 参照の
こと）。あるいは、Ｈｅｍｏ－Ｄｅ７（CMS, テキサス州ヒューストン）などの市販の脱
パラフィン化非有機剤を使用してよい。
【０１０６】
　試料調製後、組織切片はＩＨＣを利用して解析してよい。ＩＨＣは、形態学的染色法及
び／又はインサイチュの蛍光ハイブリダイゼーションなどの追加の手法と組み合わせて実
施されうる。直接的アッセイ又は間接的アッセイの２つの一般的なＩＨＣ法が利用可能で
ある。第１のアッセイでは、抗体の標的抗原（例えばバイオマーカー）への結合が直接決
定される。この直接的アッセイでは標識した試薬、例えば蛍光標識や酵素で標識された一
次抗体などが使用され、他の抗体の相互作用なしに視覚化されうる。典型的な直接的アッ
セイでは、結合されていない一次抗体が抗原に結合し、次いで標識された二次抗体が一次
抗体に結合する。二次抗体が酵素標識に結合する場所は発色基質又は蛍光発生基質が付加
され、抗体を視覚化する。複数の二次抗体が一次抗体の異なるエピトープと反応しうるの
でシグナル増幅が生じる。
【０１０７】
　免疫組織化学で使用される一次及び／又は二次抗体は、典型的には、検出可能な部分で
標識される。多くの標識が入手可能であり、一般に以下のカテゴリーに分類することがで
きる：
　（ａ）放射性同位体、例えば３５Ｓ、１４Ｃ、１２５Ｉ、３Ｈ及び１３１Ｉ。抗体は、
例えばCurrent Protocols in Immunology, Volumes 1及び2, Coligenら, Ed. Wiley-Inte
rscience, New York, N.Y., Pubs. (1991) に記載の手法を使用して放射性同位体で標識
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することができ、放射活性は蛍光発光を計測して測定できる。
　（ｂ）コロイド金粒子。
　（ｃ）蛍光標識。限定ではなく以下のものが挙げられる：希土類キレート（ユーロピウ
ムキレート）、テキサスレッド、ローダミン、フルオレセイン、ダンシル、リサミン、ウ
ンベリフェロン、フィコクリセリン（phycocrytherin）、フィコシアニン又は市販のSPEC
TRUM ORANGE7やSPECTRUM GREEN7などのフルオロフォア及び／又は上記の任意１又は複数
の誘導体。蛍光標識は、例えばCurrent Protocols in Immunology, 前掲, に記載の手法
を使用して抗体に結合させることができ、蛍光光度計を使用して蛍光を定量化できる。
　（ｄ）様々な酵素－基質標識が入手可能であり、その一部が米国特許第4,275,149号で
概説されている。酵素は一般に発色基質の化学的変更を触媒し、これは様々な手法を使用
して測定される。例えば、酵素は基質の色の変化を触媒しうるが、これは分光光度的に測
定されうる。あるいは、酵素は基質の蛍光や化学発光を変更しうる。化学発光基質は化学
反応により電子的に励起されると、（例えばケミルミノメーターを使用して）測定可能な
光を発するか、又は蛍光アクセプターにエネルギーを与える。酵素標識の例として、ルシ
フェラーゼ（例えばホタルルシフェラーゼや細菌ルシフェラーゼ；米国特許第4,737,456
号）、ルシフェリン、２,３-ジヒドロフタラジンジオン、リンゴ酸脱水素酵素、ウレアー
ゼ、西洋わさびペルオキシダーゼ（ＨＲＰＯ）などのペルオキシダーゼ、アルカリホスフ
ァターゼ、β-ガラクトシダーゼ、グルコアミラーゼ、リゾチーム、サッカライドオキシ
ダーゼ（例えばグルコースオキシダーゼ、ガラクトースオキシダーゼ及びグルコース-６-
リン酸脱水素酵素）、複素環オキシダーゼ（ウリカーゼ及びキサンチンオキシダーゼ）、
ラクトペルオキシダーゼ、ミクロペルオキシダーゼなどが挙げられる。酵素を抗体に結合
させる手法は、Methods in Enzym. (J. Langone & H. Van Vunakis編), Academic press,
 New York, 73:147-166 (1981)中のO'Sullivanら, "Methods for the Preparation of En
zyme-Antibody Conjugates for use in Enzyme Immunoassay" に記載されている。
【０１０８】
　酵素－基質の組合せの例として、例えば、（ｉ）西洋わさびペルオキシダーゼ（ＨＲＰ
Ｏ）と基質の水素ペルオキシダーゼであって、水素ペルオキシダーゼが色素前駆体を酸化
する（例えばオルトフェニレンジアミン（ＯＰＤ）又は３,３’,５,５’-テトラメチルベ
ンジジン塩酸塩（ＴＭＢ））；（ｉｉ）アルカリホスファターゼ（ＡＰ）と発色基質のパ
ラ-ニトロフェニルリン酸；及び（ｉｉｉ）β-Ｄ-ガラクトシダーゼ（β-Ｄ-Ｇａｌ）と
発色基質（例えばｐ-ニトロフェニル-β-Ｄ-ガラクトシダーゼ）又は蛍光発生基質（例え
ば４-メチルウンベリフェリル-β-Ｄ-ガラクトシダーゼ）が挙げられる。
【０１０９】
　当業者には他の多くの酵素－基質の組合せが入手可能である。それらの一般的な概説は
、米国特許第4,275,149号及び同第4,318,980号を参照されたい。標識は抗体と間接的に結
合される場合もある。熟練者はこれを得る様々な手法を知っていよう。例えば、抗体をビ
オチンと結合させ、上述の４カテゴリーのうちいずれか１つをアビジンと結合させるか、
又はその逆もありうる。ビオチンはアビジンを選択的に結合するので、標識は抗体と間接
的に結合しうる。あるいは、標識と抗体の間接的な結合を得るには、抗体を低分子のハプ
テンと結合させ、上述した標識のうち１種類を抗ハプテン抗体と結合させる。こうして標
識を抗体に間接的に結合させることができる。
【０１１０】
　上述した試料の調製手順とは別に、ＩＨＣの前、間又は後に組織薄片をさらに処理する
ことが望ましい場合がある。例えば、組織試料をクエン酸バッファー中で加熱するなどの
エピトープ回収法が実施されうる（例えばLeongら Appl. Immunohistochem. 4(3):201 (1
996) 参照）。
【０１１１】
　随意のブロッキングのステップ後、組織切片を適切な条件下で十分な時間一次抗体に曝
露し、一次抗体を組織試料中の標的タンパク質抗原に結合させる。これを獲得するための
適切な条件は、ルーチンの実験により決定されうる。抗体の試料への結合度は、上述の検
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出可能な標識のいずれかを使用して決定する。好ましくは、標識は、３,３’-ジアミノベ
ンジジン色素原などの発色基質の化学的変更を触媒する酵素標識（例えばＨＲＰＯ）であ
る。好ましくは、酵素標識は、一次抗体に特異的に結合する抗体に結合される（例えば一
次抗体はウサギポリクローナル抗体であり、二次抗体はヤギ抗ウサギ抗体である）。
【０１１２】
　ＩＨＣ解析で使用されるバイオマーカーの発現を検出する抗体は、目的とするバイオマ
ーカーに主として結合するために生成された抗体でよい。抗バイオマーカー抗体は、モノ
クローナル抗体でよい。抗バイオマーカー抗体は、様々な市販品も含め当分野では容易に
入手可能であり、当分野で既知のルーチンな技術を使用して生成することもできる。
【０１１３】
　こうして調製した試料をマウントしカバーガラスで覆ってよい。次いで、例えば当分野
でルーチンに使用される顕微鏡と染色強度基準を使用して、スライド評価を決定する。一
例として、染色強度基準は以下のように評価されうる：
【表１】

【０１１４】
　代替の方法では、試料を、抗体-バイオマーカー複合体を生成するのに十分な条件下で
、そのバイオマーカーに特異的な抗体と接触させてよく、次いで該複合体が検出される。
バイオマーカーの存在は、血漿や血清を含む広範な種類の組織や試料をアッセイするウェ
スターンブロット法やＥＬＩＳＡ法を含む複数の方法で検出できる。このようなアッセイ
フォーマットを使用する広範な免疫測定法が入手可能であり、例えば米国特許法第4,016,
043号、同第4,424,279号及び同第4,018,653号などを参照されたい。これらには、非競合
タイプのシングルサイト及び２サイト又は「サンドイッチ」アッセイと、従来の競合結合
アッセイの両方が包含される。これらのアッセイはまた、標識抗体と標的バイオマーカー
の直接的な結合も含む。
【０１１５】
　サンドイッチアッセイは、最も有用で一般的に使用されるアッセイの１つである。サン
ドイッチアッセイ法にはいくつかのバリエーションがあり、その全てが本発明に包含され
るものとする。簡単に説明すると、典型的なフォワードアッセイでは、標識されていない
抗体が個体基体上に固定化され、試験試料を、結合された分子と接触させる。抗体-抗原
複合体を形成するのに十分な、適切な時間インキュベートした後、検出可能なシグナルを
産生する能力のあるリポーター分子で標識された抗原特異二次抗体を加え、抗体-抗原標
識抗体の別の複合体を形成するのに十分な時間インキュベートする。反応しなかった物質
を全て洗い流し、抗原の存在をリポーター分子が産生したシグナルにより決定する。結果
は、目視でシグナルを観察するだけの質的なものでもよいし、既知量のバイオマーカーを
含むコントロール試料との比較により定量化してもよい。
【０１１６】
　フォワードアッセイのバリエーションには、試料と標識抗体の両方を同時に結合抗体に
加える同時アッセイも含まれる。これらの手法は、後に明らかにする任意の軽微なバリエ
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ーションも含め、当業者には公知である。典型的なフォワードサンドイッチアッセイでは
、バイオマーカーに特異性を有する第１抗体は個体表面に共有結合的に又は受動的に結合
される。個体表面は典型的にはガラス又はポリマーであり、最も一般的に使用されるポリ
マーは、セルロース、ポリアクリルアミド、ナイロン、ポリスチレン、ポリビニルクロリ
ド又はポリプロピレンである。個体支持体は、チューブ、ビーズ、マイクロプレートディ
スクの形態又は免疫測定を実施するのに適切な任意他の表面でありうる。結合の過程は当
分野では公知であり、一般に架橋的な共有結合的結合又は物理的吸着からなり、ポリマー
-抗体複合体は試験試料に備えて洗浄される。次いで試験試料の一定分量が固相複合体に
加えられ、十分な時間（例えば２～４０分又は都合によっては一晩）、適切な条件（例え
ば室温から４０℃、例えば２５℃から３２℃）下でインキュベートして抗体中に存在する
任意のサブユニットの結合を可能にする。インキュベーション後、抗体サブユニット固相
は洗浄され、乾燥され、バイオマーカーの一部に特異的な二次抗体とインキュベートされ
る。二次抗体は、二次抗体と分子マーカーの結合を示すのに用いられるリポーター分子に
連結される。
【０１１７】
　代替の方法は、試料中の標的バイオマーカーを固定化し、次いで固定化した標的をリポ
ーター分子で標識されうる又はされない特異的抗体に曝露することを伴う。標的の量とリ
ポーター分子シグナルの強度にもよるが、結合された標的は抗体の直接的な標識により検
出されうる。あるいは、第１抗体に特異的な第２標識抗体を標的-第１抗体複合体に曝露
し、標的-第１抗体-第２抗体の三次複合体を生成する。この複合体は、リポーター分子が
発するシグナルで検出される。本明細書で使用される「リポーター分子」とは、その化学
的性質により、抗原に結合した抗体の検出を可能にする、解析的に同定可能なシグナルを
提供する分子を意味する。このタイプのアッセイで最も一般的に使用されるリポーター分
子は、酵素、フルオロフォア又は分子（すなわち放射性同位体）と化学発光分子を含む放
射性核種のいずれかである。
【０１１８】
　酵素免疫測定法の場合、酵素は、通常グルタルアルデヒド又は過ヨウ素酸などにより、
第２抗体に結合される。しかし、容易に理解されようが、あらゆる種類の結合法が存在し
、熟練者には容易に入手可能である。一般的に使用される酵素として、特に西洋わさびペ
ルオキシダーゼ、グルコースオキシダーゼ、-ガラクトシダーゼ及びアルカリホスファタ
ーゼが挙げられる。特定の酵素と共に使用される基質は、対応する酵素による加水分解後
、検出可能な色の変化を発生させるために選ばれる。適切な酵素の例として、アルカリホ
スファターゼとペルオキシダーゼが挙げられる。また、上述の発色基質ではなく蛍光産物
を生じる蛍光発生基質を使用してもよい。いずれの場合も、酵素標識抗体を第１抗体-分
子マーカー複合体に加え、結合させ、余分な試薬を洗い流す。次いで、適切な基質を含む
溶液を抗体-抗原-抗体の複合体に加える。基質は第２抗体と連結した酵素と反応し、質的
な目視可能なシグナルを生じるが、これを通常は分光測定で定量化し、試料中に存在して
いたバイオマーカーの量を示してもよい。あるいは、フルオレセインやローダミンなどの
蛍光化合物を抗体の結合能を変更することなく化学的に抗体に連結させてもよい。特定の
波長の光で照射され活性化すると、蛍光色素で標識された抗体は光エネルギーを吸着し、
分子内で興奮性への状態を誘導し、次いで光学顕微鏡で目視検出可能な特徴的な色の発光
が生じる。酵素免疫測定法（ＥＩＡ）と同様に、蛍光標識抗体は、第１抗体-分子マーカ
ー複合体に結合する。結合しなかった試薬を洗い流した後、残った三次複合体を適切な波
長の光に曝露し、観察された蛍光で目的とする分子マーカーの存在が示される。免疫蛍光
法とＥＩＡ法はいずれも当分野で確立されている。しかし、放射性同位体、化学発光又は
生物発光分子などの他のリポーター分子も使用してよい。
【０１１９】
　上述の手法は、ｔｂｘ６やｄｌｅｕ２などのバイオマーカーの発現の検出にも使用され
うると考えられる。
【０１２０】
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　本発明の方法はさらに、組織又は細胞試料中のｔｂｘ６　ｍＲＮＡやｄｌｅｕ２　ｎｃ
ＲＮＡなどのｎｃＲＮＡ及び／又はｍＲＮＡの存在及び／又は発現を検査するプロトコー
ルも含む。細胞中のｎｃＲＮＡ及び／又はｍＲＮＡの評価方法は公知であり、例えば、相
補的ＤＮＡプローブを使用するハイブリダイゼーションアッセイ（標識されたバイオマー
カーリボプローブを使用するインサイチュのハイブリダイゼーション、ノーザンブロット
及び関連の手法など）及び様々な核酸増幅アッセイ（バイオマーカーに特異的な相補的プ
ライマーを用いたＲＴ－ＰＣＲ及び、例えば分岐ＤＮＡ、ＳＩＳＢＡ、ＴＭＡなどの他の
増幅タイプの検出法など）が挙げられる。
【０１２１】
　哺乳動物由来の組織や細胞は、好都合にもノーザンドットブロット又はＰＣＲ解析を使
用して、バイオマーカーｍＲＮＡ及び／又はｎｃＲＮＡがアッセイ可能である。例えば、
定量ＰＣＲアッセイなどのＲＴ－ＰＣＲアッセイが当分野では公知である。本発明を説明
する一実施態様では、生体試料中のバイオマーカーｍＲＮＡ及び／又はｎｃＲＮＡを検出
する方法は、少なくとも１つのプライマーを使用して逆転写により試料由来のｃＤＮＡを
産生し；産生されたｃＤＮＡをバイオマーカーポリヌクレオチドをセンス及びアンチセン
スのプライマーとして用いて増幅してバイオマーカーｃＤＮＡを増幅し；増幅されたバイ
オマーカーｃＤＮＡの存在を検出することを含む。加えて、このような方法は、生体試料
中のバイオマーカーｍＲＮＡ及び／又はｎｃＲＮＡのレベルの決定を可能にする１または
複数のステップを含んでよい（例えば、アクチンファミリーメンバーなどの「ハウスキー
ピング」遺伝子のｍＲＮＡ配列の比較コントロールのレベルを同時に検査する）。増幅さ
れたｃＤＮＡの配列が任意に決定されうる。
【０１２２】
　本発明の方法で使用するポリヌクレオチド又はその任意特定の部分の特異的な増幅を可
能にするバイオマーカープライマー及びプライマー対、並びに本発明の方法で使用する核
酸分子又はその任意の部分に選択的又は特異的にハイブリダイズするプローブ。プローブ
は、例えば放射性同位体、蛍光化合物、生物発光化合物、化学発光化合物、金属キレータ
ー又は酵素などの検出可能なマーカーで標識されうる。このようなプローブとプライマー
は、試料中のバイオマーカーポリヌクレオチドの存在を検出するため、及び細胞を発現す
るバイオマーカータンパク質を検出する方法として使用されうる。熟練者には理解されよ
うが、非常に多くの様々なプライマーとプローブが、本明細書で提供される配列に基づい
て調製可能であり、及び／又はバイオマーカーｍＲＮＡ及び／又はｎｃＲＮＡの存在及び
／又はレベルを効果的に増幅、クローン及び／又は決定するのに使用可能である。
【０１２３】
　本発明の方法は、マイクロアレイ法により、組織又は細胞試料中のｔｂｘ６及びｄｌｅ
ｕ２　ｍＲＮＡ及びｎｃＲＮＡなどのｍＲＮＡ及び／又はｎｃＲＮＡを検査又は検出する
プロトコールを含みうる。核酸マイクロアレイを使用して、試験及びコントロール組織試
料由来の試験及びコントロールｍＲＮＡ及び／又はｎｃＲＮＡ試料が逆転写され、標識さ
れてｃＤＮＡプローブが産生される。次いで、プローブを固体支持体に固定化した核酸の
アレイとハイブリダイズさせる。アレイは、そのアレイの各メンバーの配列と位置がわか
るように配列される。例えば、特定の疾患状態で発現する可能性のある遺伝子の選択物を
個体支持体上に並べてよい。標識プローブと特定のアレイメンバーのハイブリダイゼーシ
ョンは、そのプローブが由来する試料がその遺伝子を発現することを意味する。疾患組織
の遺伝子発現差異解析は、有益な情報を提供しうる。マイクロアレイ技術は、核酸ハイブ
リダイゼーション法と計算技術を利用して、単一の実験内で多数の遺伝子のｍＲＮＡ発現
プロファイルを評価する（例えば2001年10月11日発行の国際公開第01/75166号参照；アレ
イ作製に関する記述については例えば米国特許第5,700,637号, 米国特許第5,445,934号及
び米国特許第5,807,522号, Lockart, Nature Biotechnology, 14:1675-1680 (1996); Che
ung, V. G.ら, Nature Genetics 21(Suppl):15-19 (1999) を参照）。ＤＮＡマイクロア
レイは、ガラス又は他の基板上に直接合成されるか又はスポットされる遺伝子断片を含む
小型アレイである。通常何千という遺伝子が１枚のアレイで表示される。典型的なマイク
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ロアレイ実験は次のステップを伴う：（１）試料から単離されたＲＮＡ由来の蛍光標識標
的を調製、（２）標識標的をマイクロアレイにハイブリダイゼーション、（３）アレイの
洗浄、染色及びスキャニング、（４）スキャン画像の解析、（５）遺伝子発現プロフィー
ルの生成。現在２つの主要なＤＮＡ断片マイクロアレイが使用されている：オリゴヌクレ
オチド（通常２５から７０量体）アレイとｃＤＮＡから調製されたＰＣＲ産物を含む遺伝
子発現アレイ。アレイ形成では、オリゴヌクレオチドは、事前に作製し表面にスポットし
てもよいし、表面に直接合成してもよい（インサイチュ）。アフィメトリクス社Ｇｅｎｅ
ＣｈｉｐＴＭシステムは、ガラス表面に直接オリゴヌクレオチドを合成して作製されたア
レイを備えた市販のマイクロアレイシステムの一例である。
【０１２４】
　選択されたバイオマーカーの発現は、遺伝子欠失又は遺伝子増幅により評価してもよい
。遺伝子欠失又は遺伝子増幅は、当分野で知られる多様なプロトコールのいずれで測定し
てもよく、例えば、適切に標識したプローブを用いての、ｍＲＮＡ及び／又はｎｃＲＮＡ
の転写を定量化する一般的なサザンブロット法、ノーザンブロット法（Thomas, Proc. Na
tl. Acad. Sci. USA, 77:5201-5205 (1980)）、ドットブロット法（ＤＮＡ解析）若しく
はインサイチュのハイブリダイゼーション（例えばＦＩＳＨ）、又は適切に標識したプロ
ーブを用いての細胞遺伝学的方法又は比較ゲノムハイブリダイゼーション（ＣＧＨ）など
がある。例として、これらの方法を用いてバイオマーカー遺伝子の欠失又は増幅を検出し
てよい。
【０１２５】
インビボ検出
　一態様では、本発明の方法で使用するプローブは、インビボ画像処理に適した量又は用
量で患者に投与される。一般に、本発明の方法で使用するのに必要なプローブの量は、患
者留意事項により変化しうる。このような留意事項として、例えば、年齢、プロトコール
、症状、性別、疾患の程度、体重、禁忌、併用療法などが挙げられる。画像処理用のプロ
ーブの例示的な量は、これらの留意事項に基づき、当分野の医師により決定、調節又は変
更されうる。例えば、本発明の方法で使用するプローブを含む患者への単位投与量は、１
×１０－１５ｇ／ｋｇから１０ｇ／ｋｇまで変化してよく、好ましくは１×１０－１５ｇ
／ｋｇから１．０ｇ／ｋｇまで変化してよい。さらに、本発明の方法で使用するプローブ
を含む単位投与量はまた、１μＣｉ／ｋｇから１０ｍＣｉ／ｋｇでよく、好ましくは０．
１ｍＣｉ／ｋｇである。本発明の方法で使用するプローブの用量はまた、０．００１μｇ
／ｋｇから１０μｇ／ｋｇまで変化してよく、好ましくは０．０１μｇ／ｋｇから１．０
１μ／ｋｇまで変化してよい。本発明の方法で使用する、点眼薬として対象に投与される
プローブの効果的な量はまた、当業者により調節又は変更されうる。
【０１２６】
　本発明の方法では、患者へのプローブ投与は、局所的又は全身的に静脈内、動脈内、く
も膜下腔内（髄液を介して）又は眼内などで達成されうる。投与はまた、皮内又は腔内で
もよい。
【０１２７】
　一態様では、本発明の方法で使用するプローブが標的に結合するのに十分な時間の経過
後、対象の検査部位を、磁気共鳴分光法（ＭＲＳ）、磁気共鳴分光画像法（ＭＲＩ）、陽
電子放出断層撮影（ＰＥＴ）、単一光子放出断層撮影（ＳＰＥＣＴ）、平面シンチレーシ
ョン画像処理又はそれらの組合せ並びに本明細書に記載の任意の新たな画像処理モダリテ
ィー又はその他などのルーチンの画像処理法又はモダリティーで診断する。厳密なプロト
コールは、患者固有の因子に応じて、並びに投与法及び使用されるプローブ又は検出可能
マーカーの種類に応じて必然的に変化するが、具体的な手順の決定は熟練者にとってルー
チンであろう。
【０１２８】
　本発明の方法で使用するプローブはまた、注射可能な組成物として投与してよいが、公
知の薬物送達系、例えば、経口、直腸、非経口（静脈内、筋肉内又は皮下）、大槽内、膣
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内、腹腔内、局所（散剤、軟膏又は滴剤）に、又は頬側若しくは鼻腔の噴霧剤として、並
びに点眼薬として処方してもよい。典型的な投与組成物は、本発明の方法で使用するプロ
ーブの薬学的に許容される担体を含みうる。薬学的に許容される担体として、例えば水溶
液や、塩、保存料及びバッファーなどを含む非毒性賦形剤などの担体が挙げられ、これら
はRemington's Pharmaceutical Sciences, 15版 Easton: Mack Publishing Co., pp. 140
5-1412及び1461-1487 (1975)並びにThe National Formulary XIV., 14版 Washington: Am
erican Pharmaceutical Association (1975) に記載されている。
【０１２９】
　一態様では、本発明の方法で使用するプローブは、本明細書に記載のバイオマーカーに
インビボで（例えば好ましくは又は特異的に）結合することに加え、血液脳関門（ＢＢＢ
）を通過することができ、適切な用量レベルで非毒性であり、良好な効果持続期間を有す
るものである。
【０１３０】
　当分野では既知の複数の血液脳関門を越えて分子を輸送するアプローチがあり、これに
は限定ではなく、物理的方法、脂質ベースの方法、幹細胞ベースの方法、及び受容体とチ
ャネルベースの方法が含まれる。 
【０１３１】
　血液脳関門を越えてプローブを輸送する物理的方法として、限定ではなく、血液脳関門
全体を回避する方法又は血液脳関門に開口を作る方法が挙げられる。回避する方法として
、限定ではなく、脳内への直接的な注射（例えばPapanastassiouら, Gene Therapy 9: 39
8-406 (2002)参照）、間質内輸液／対流強化輸送（例えばBoboら, Proc. Natl. Acad. Sc
i. USA 91: 2076-2080 (1994)参照）及び脳内に送達装置を移植する（例えばGillら, Nat
ure Med. 9: 589-595 (2003)参照; 及び Gliadel WafersＴＭ, Guildford Pharmaceutica
l）などが挙げられる。関門に開口を作る方法として、限定ではなく、超音波（例えば米
国特許公報2002/0038086号参照）、浸透圧（例えば高張マンニトールの投与による (Neuw
elt, E. A., Implication of the Blood-Brain Barrier and its Manipulation, Vols 1 
& 2, Plenum Press, N.Y. (1989)）、例えばブラジキニンや透過剤Ａ－７による透過処理
（例えば米国特許番号第5,112,596号, 同第5,268,164号, 同第5,506,206号及び同第5,686
,416号参照）及びプローブをコードする遺伝子を含有するベクターを用いての血液脳関門
にまたがるニューロンの遺伝子導入（例えば米国特許出願公報第2003/0083299号参照）が
挙げられる。
【０１３２】
　血液脳関門を越えてプローブを輸送する脂質ベースの方法として、限定ではなく、血液
脳関門の血管内皮の受容体に結合する抗体結合断片に連結されたリポソームにプローブを
被包する（例えば米国特許出願公報第2002/0025313号参照）及びプローブを低密度の脂質
タンパク粒子（例えば米国特許出願公報第2004/0204354号参照）又はアポリポタンパク質
Ｅ（例えば米国特許出願公報第2004/0131692号参照）が挙げられる。
【０１３３】
　血液脳関門を越えてプローブを輸送する幹細胞ベースの方法は、目的とするプローブを
発現するように神経前駆細胞（ＮＰＣ）を遺伝子操作し、次いで治療を受ける個人の脳に
幹細胞を移植することを伴う。Behrstockら Gene Ther. 15 Dec. 2005 オンライン先行出
版（齧歯類及び霊長類モデルの脳に移植すると神経栄養因子ＧＤＮＦが減少したパーキン
ソン病の症状を発現する遺伝子操作されたＮＰＣを報告）を参照されたい。
【０１３４】
　血液脳関門を越えてプローブを輸送する受容体とチャネルベースの方法として、限定で
はなく、グルココルチコイドブロッカーを使用して血液脳関門の透過性を増大（例えば米
国特許出願公開第2002/0065259号, 同第2003/0162695号及び同第2005/0124533号参照）；
カリウムチャネル活性化（例えば米国特許出願公開第2005/0089473号参照）、ＡＢＣ薬物
輸送体の阻害（例えば米国特許出願公開第2003/0073713号参照）；トランスフェリンで抗
体を被覆及び１または複数のトランスフェリン受容体の活性を調節（例えば米国特許出願
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公開第2003/0129186号参照）、及び抗体のカチオン化（例えば米国特許第5,004,697号参
照）が挙げられる。
【０１３５】
　加えて、本発明の方法で使用するプローブは、脳標的化ペプチドと結合されるか会合さ
れうる。本明細書で使用される「脳標的化ペプチド」は、通常はＢＢＢを通って輸送され
る（例えば担体媒介輸送又は受容体媒介輸送）タンパク質（例えばリガンド又はペプチド
模倣抗体）である。このような脳標的化ペプチドの非限定的な例として、インスリンやト
ランスフェリンが挙げられる。追加の脳標的化ペプチドとして、受容体特異的ペプチド模
倣抗体またはその断片が挙げられ、これらは、インスリン受容体、トランスフェリン受容
体、レプチン受容体、ＧＬＵＴ１グルコース輸送体、ＭＣＴ１乳酸輸送体、ＬＡＴ１大型
中性アミノ酸輸送体及びＣＮＴ２アデノシン輸送体などのＢＢＢを越えての輸送を促進す
る受容体に結合する。
【０１３６】
　特定の態様では、本発明の方法で使用するプローブは、ペプチド核酸（ＰＮＡ）であり
、内部でポリヌクレオチドが脳標的化ポリペプチドと結合または会合されている。 
【０１３７】
　本発明の方法で使用するバイオマーカーの位置は、プローブの調製と投与において考慮
されうる。結合する標的が細胞内分子である場合、本発明の特定の実施態様ではプローブ
を細胞内の結合標的が位置する場所に導入する。一実施態様では、本発明のプローブは細
胞内で発現可能であり、例えば細胞内抗体である。本明細書で使用される「細胞内抗体」
という用語は、抗体又はその抗原結合部分に関し、細胞内で発現され、例えばMarasco, G
ene Therapy 4: 11-15 (1997); Kontermann, Methods 34: 163-170 (2004); 米国特許第6
,004,940号及び同第6,329,173号; 米国特許出願公開第2003/0104402号, 及びＰＣＴ国際
出願公開第2003/077945号に記載されるように標的分子と選択的に結合する能力がある。
細胞内抗体を生成する遺伝子治療の利用については、例えば1996年3月14日に公開された
国際公開第96／07321号も参照されたい。
【０１３８】
　プローブの細胞内発現は、所望のプローブをコードする核酸を標的細胞に導入すること
により達成されうる。プローブの全部又は一部をコードする１または複数の核酸を標的細
胞に送達して、細胞内標的バイオマーカーに結合する能力のある１または複数のプローブ
が発現されるようにしてもよい。核酸を細胞に導入する任意の標準的な方法を使用してよ
く、限定ではなく、微量注入法、バリスティックインジェクション法、電気穿孔法、カル
シウムリン酸沈殿法、リポソーム及び目的とする核酸を輸送するレトロウイルス、アデノ
ウイルス、アデノ関連ウイルス又はワクシニアベクターを用いての遺伝子導入などが挙げ
られる。
【０１３９】
　特定の実施態様では、核酸（ベクターに含まれてもよい）は、インビボの方法で患者の
細胞に導入してよい。インビボ送達の一例では、核酸は、患者に、例えば神経変性疾患又
は障害の場合その部位に直接注入される。インビボ送達の別の例では、核酸はウイルスベ
クター（例えばアデノウイルス、単純ヘルペスウイルスＩ型又はアデノ関連ウイルスなど
）や、脂質ベースシステム（脂質媒介の遺伝子転写に有用な脂質は、例えばＤＯＴＭＡ、
ＤＯＰＥ及びＤＣ－Ｃｈｏｌ）を用いた遺伝子導入を使用して細胞に導入される。特定の
遺伝子マーキング及び遺伝子治療のプロトコールの概説は、Andersonら, Science 256:80
8-813 (1992)及び国際公開第93/25673号及びこれらの引用文献を参照されたい。
【０１４０】
　本発明は、ＭＲＳ、ＭＲＩ、ＰＥＴ又はＳＰＥＣＴなどの非侵襲性神経画像処理法又は
モダリティーとの併用で、インビボの遺伝子発現を定量化するのに使用されるプローブを
利用する。本発明の方法はまた、バイオマーカー遺伝子発現のベースラインを設けるため
に患者の画像診断を行うことを伴う。例示的な本発明の方法は、治療後少なくとも１回の
患者の画像診断セッションを含む。一態様では、本発明の方法は、少なくとも１つの治療
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薬での治療の前と後に患者を画像診断することを含みうる。インビボの画像処理もまた、
治療中任意の時点で行われうる。
【０１４１】
　本発明の方法で使用するプローブは、画像処理又は検出用に標識されうる（すなわち、
マークされうる又はタグを付けられうる）。任意適切な標識（放射標識又はタグ）がバイ
オマーカープローブの検出に使用されうる。
【０１４２】
　バイオマーカープローブ検出の例示的手法として、シンチグラフィー、放射性シンチグ
ラフィー（radioscintigraphy）、磁気共鳴画像法（ＭＲＩ）、化学発光、近赤外線発光
、ＳＰＥＣＴ、コンピューター断層撮影法（ＣＴスキャン）、陽電子放出断層撮影法（Ｐ
ＥＴ）又はこれらの組合せが挙げられる。検出と関連手法は当業者には理解されよう。
【０１４３】
　インビボ画像処理の目的では、検出機器の種類は、所与の検出可能マーカーを選択する
要因である。例えば、放射性同位体及び１８Ｆ又は１２３Ｉは、本発明の方法のインビボ
画像処理に適している。使用される機器の種類はまた、放射性核種又は安定な同位体の選
択を導く。一態様では、選ばれた放射性核種は、所与の種類の機器で検出可能な減衰の種
類を有していなければならない。さらに、放射性核種の半減期などの他の要件も、インビ
ボ画像処理で検出可能なマーカーを選択する際には考慮される。画像処理法は当分野では
知られており、当業者であれば、本発明の方法で使用する適切な検出可能なマーカーを選
択できよう。
【０１４４】
　検出可能なマーカーの半減期は、標的に最大量取り込まれた時点でまだ検出可能である
よう十分に長期でなければならないが、対象が有害な放射線を維持しない程度に短期でな
ければならない。本発明の方法で使用するプローブは、放出された適切な波長のガンマ線
照射が検出される、ガンマイメージングを使用して検出されうる。一般的なガンマイメー
ジングの方法として、限定ではなく、ＳＰＥＣＴ及びＰＥＴが挙げられる。好ましくは、
ＳＰＥＣＴ検出では、選択される検出可能なマーカーは粒子を放出しないが、１４０～３
００ｋｅＶの範囲で多数の光子を産生する。ＰＥＴ検出では、検出可能なマーカーは、ポ
ジトロンを放出する１８Ｆなどの放射性核種であり、消滅して形成される２つの５１１ｋ
ｅＶのガンマ線がＰＥＴカメラで検出されうる。
【０１４５】
　一態様では、インビボ画像処理に有用な本発明の方法で使用するプローブが対象に投与
される。プローブは、ＭＲＳ、ＭＲＩ、ＰＥＴ、ＳＰＥＣＴ及び／又はこれらの組合せな
どの非侵襲性画像処理法に使用される。本発明の方法で使用するプローブは、当分野で知
られる一般的な有機化学の手法を使用するＭＲＳ／ＭＲＩのプローブを得るために１９Ｆ
又は１３Ｃで標識されうる。March, J., Advanced Organic Chemistry: I Reactions, Me
chanisms, and Structure (3版, 1985); Morrison and Boyd, Organic Chemistry (6版, 
1992)。本発明の方法で使用するプローブはまた、当分野で公知の手法によりＰＥＴ用に
１８Ｆ、１１Ｃ、７５Ｂｒ又は７６Ｂｒで放射標識されてもよく、これはFowler, J. and
 Wolf A.によりPositron Emission Tomography and Autoradiography (Phelps, M., Mazz
iota, J., and Schelbert, H.編) pp. 391-450 (Raven Press, NY 1986)に記載されてい
る。本発明の方法で使用するプローブはまた、当分野で知られる複数の手法の任意のもの
により、ＳＰＥＣＴ用に123Iで標識されてもよい。Kulkarni, Int. J. Rad. Appl. & Ins
t., (Part B) 18: 647 (1991)。
【０１４６】
　当業者に通常理解される標識、検出可能な標識、放射標識、タグ、マーカー、検出可能
なマーカー、トレーサー、放射トレーサー又は同等の用語は、画像処理及び／又はアッセ
イ（例えば同定、診断、評価、検出及び／又は定量化）に適した任意の置換成分（基、部
分、位置）を表しうる。例えば、本発明の方法で使用するプローブは、放射性シンチグラ
フィー、磁気共鳴画像法（ＭＲＩ）、アッセイ、化学発光、近赤外線発光、蛍光、分光法
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、ガンマイメージング、磁気共鳴画像法、磁気共鳴分光法、蛍光分光法、ＳＰＥＣＴ、コ
ンピューター断層撮影（ＣＴｓｃａｎ）、陽電子放出断層撮影（ＰＥＴ）を介するインビ
ボ又はインビトロの検出に適した標識、放射標識、タグ、マーカー、検出可能なマーカー
、トレーサー、放射トレーサー又は同等の用語を含みうる。適切な標識、放射標識、タグ
、マーカー、検出可能なマーカー、トレーサー、放射トレーサー又は同等の用語は当業者
には知られており、例えば、放射性同位体、放射性核種、同位体、蛍光の基、ビオチン（
ストレプトアビジン複合体形成と共に）又は光親和性の基が含まれる。本発明の方法で使
用するプローブの標識、検出可能な標識、放射標識、タグ、マーカー、検出可能なマーカ
ー、トレーサー、放射トレーサーは、１３１Ｉ、１２４Ｉ、１２５Ｉ、３Ｈ、１２３Ｉ、
１８Ｆ、１９Ｆ、１１Ｃ、７５Ｂｒ、１３Ｃ、１３Ｎ、１５Ｏ、７６Ｂｒを含みうる。「
光親和性基」又は「光親和性標識された」は、本発明の方法で使用するプローブの置換基
を意味してもよく、適切な波長での光分解により活性化され、そこに会合したマクロ分子
と架橋的光化学反応できる。光親和性基の一例は、ベンゾフェノン置換基である。
【０１４７】
　適切な放射性同位体は当業者には知られており、例えば、（塩素、フッ素、臭素及びヨ
ウ素などの）ハロゲンの同位体及びテクネチウムやインジウムを含む金属が含まれる。例
示的な標識、放射標識、タグ、マーカー、検出可能なマーカー、トレーサー、放射トレー
サーはまた、３Ｈ、１１Ｃ、１４Ｃ、１８Ｆ、３２Ｆ、３５Ｓ、１２３Ｉ、１２５Ｉ、１

３１Ｉ、１２４Ｉ、１９Ｆ、７５Ｂｒ、１３Ｃ、１３Ｎ、１５Ｏ、７６Ｂｒも含みうる。
本発明の方法で使用するプローブは、直接的に（すなわち、標識を本発明の化合物に直接
組み込んで）又は間接的に（すなわち、標識を本発明の化合物にキレート剤を介して組み
込み、ここでキレート剤は該化合物に組み込まれている）標識（放射標識、タグ、マーク
、検出可能なマーク、トレース又は放射トレース）されうる。さらに、プローブの標識は
、追加の置換成分（基、部分、位置）又は存在する任意の置換成分の代替の置換成分とし
て本発明の化合物に含めてよい。標識、検出可能な標識、放射標識、タグ、マーカー、検
出可能なマーカー、トレーサー、放射トレーサーは、本発明の方法で使用するプローブの
いずれの置換成分（基、部分、位置）に出現してもよい。
【０１４８】
　一態様では、標識は同位体でも非同位体でもよい。同位体標識では、本発明の方法で使
用するプローブにすでに存在する置換成分（基、部分、位置）を、放射性同位体又は同位
体で置換（交換）してよい。非同位体標識では、放射性同位体又は同位体を、すでに存在
する基と置換（交換）せずに、本発明の方法で使用するプローブに加えてよい。
【０１４９】
　加えて、本発明の方法で使用するプローブは、ジアゾニウムヨウ素を介する直接的なジ
アゾ化アミノ誘導体のヨウ素化（Greenbaum, F., Am. J. Pharm., 108: 17 (1936)）によ
り、又は、その後当分野で公知の複数の方法によりヨード化合物に変換されうる、不安定
なジアゾ化アミンを安定なトリアゼンに変換することにより、若しくは非放射性ハロゲン
化前駆体を安定なトリ-アルキルすず誘導体に変換することにより、限定ではないが131I
、125I又は123Iなどの任意適当な放射性ヨウ素同位体で標識されうる。Satyamurthy and 
Barrio, J. Org. Chem., 48: 4394 (1983), Goodmanら, J. Org. Chem., 49: 2322 (1984
), Mathisら, J. Labell. Comp. and Radiopharm., 1994: 905; Chumpraditら, J. Med. 
Chem., 34: 877 (1991); Zhuangら, J. Med. Chem., 37: 1406 (1994); Chumpraditら, J
. Med. Chem., 37: 4245 (1994)。例えば、本発明の化合物の安定な形態又は誘導体は、
１３１Ｉ、１２５Ｉ、１２３Ｉ、７５Ｂｒ、７６Ｂｒ又は１８Ｆを含有するハロゲン化剤
と反応されうる。
【０１５０】
　本発明の方法で使用するプローブは、テクネチウム-９９ｍ（９９ｍＴｃ）などの既知
の金属の検出可能なマーカーで放射標識してもよい。このような金属イオンを結合するリ
ガンドを導入するために本発明の方法で使用するプローブの置換基を変更することは、当
業者であれば必要以上に実験を行わずとも可能である。９９ｍＴｃなどの検出可能なマー
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カーを含むプローブの調製は当分野では公知である。Zhuangら, Nuclear Medicine & Bio
logy, 26(2): 217 (1999); Oyaら, Nuclear Medicine & Biology, 25(2): 135 (1998); H
omら, Nuclear Medicine & Biology, 24(6): 485 (1997)。
【０１５１】
　一態様では、本発明の方法は、インビボ画像処理と分光法を目的とする核磁気共鳴（Ｎ
ＭＲ）分光法により検出可能な同位体で標識されたプローブを使用してよい。磁気共鳴分
光法で特に有用な元素として、１Ｈ、１９Ｆ及び１３Ｃが挙げられる。本発明の方法で使
用するプローブを調製するのに適切な検出可能なマーカーには、ベータエミッター、ガン
マエミッター、ポジトロンエミッター及びＸ線エミッターも含まれる。さらに、例示的な
検出可能なマーカーとして、１３１Ｉ、１２３Ｉ、１２４Ｉ、１２５Ｉ、３Ｈ、１２３Ｉ
、１８Ｆ、１９Ｆ、１３Ｃ、１４Ｃ、７５Ｂｒ、１１Ｃ、１３Ｎ、１５Ｏ及び７６Ｂｒが
挙げられる。本発明の方法で使用するプローブを視覚化する任意一般的な方法又は検出可
能なマーカーが当業者に使用され理解されうる。
【０１５２】
参考試料中のバイオマーカーの発現レベル
　遺伝子ｔｂｘ６及びｄｌｅｕ２の少なくとも１の測定レベルとの比較に使用される参考
試料の発現レベルは、実施される本発明の方法に依存する。神経変性疾患又は障害の診断
法では、「参考試料」の発現レベルは、典型的には、神経変性疾患又は障害に罹患してい
ない母集団から得られた平均値レベルなどの所定の参考レベルであるが、場合によっては
、参考レベルは神経変性疾患又は障害患者を含む個人の集団から得られた平均値又は中央
値レベルでありうる。場合によっては、所定の参考レベルは、同年齢の母集団から得られ
た（例えば平均又は中央）レベルに由来する。
【０１５３】
　神経変性疾患又は障害をモニタリングする方法（例えば神経変性疾患又は障害患者の神
経変性疾患又は障害の進行を診断する又は診断を補助する方法）では、参考レベルは、神
経変性疾患又は障害に罹患していない母集団、神経変性疾患又は障害と診断されている母
集団などの所定のレベルであってもよいし、場合によっては、参考レベルは神経変性疾患
又は障害の患者を含む個人の集団の平均値又は中央値レベルでありうる。あるいは、参考
レベルは、特定の患者の病歴参考レベルでありうる（例えば、同じ個人由来の、ただし過
去のある時点でのサンプルから得られたｔｂｘ６レベル）。場合によっては、所定の参考
レベルは、同年齢の母集団から得られた（例えば平均値又は中央値）レベルに由来する。
【０１５４】
　（参考値が得られうる）同年齢の母集団は、試験される個人と同年齢であるのが理想だ
が、およそ同年齢の母集団も許容される。およそ同年齢の母集団は、試験される個人の年
齢の１、２、３、４又は５歳以内か、試験される個人の年齢を包含する異なる年齢群であ
ってよい。およそ同年齢の母集団は、２、３、４、５、６、７、８、９又は年間隔（例え
ば、６２歳の個人の参考値源となる「５年間隔」群は、５８～６２歳の個人、５９～６３
歳の個人、６０～６４歳の個人、６１～６５歳の個人又は６２～６６歳の個人を含みうる
）でありうる。
【０１５５】
　しかし、当業者であれば、参考試料中のバイオマーカーの発現レベルは本明細書に記載
のいかなる方法でも決定されうることが理解されよう。
【０１５６】
ｔｂｘ６及び／又はｄｌｅｕ２のレベル比較
　測定値と参考値を比較するプロセスは、目的のバイオマーカーの測定値及び参考値の種
類に適切な任意一般的方法で実施されうる。ｔｂｘ６及び／又はｄｌｅｕ２の発現レベル
の測定又は決定は、量的又は質的測定法を使用して実施してよく、測定値と参考値の比較
モードは、使用する測定技術により変化しうる。例えば、定量比色分析アッセイを使用し
て遺伝子発現レベルを測定する場合、染色された反応産物の強度を目視で比較してもよい
し、染色された反応産物の濃度測定又は光度測定の測定値のデータを比較して（例えば測
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定装置から得られる棒グラフなどの数値データやグラフデータで比較）、レベルを比較し
てよい。方法で使用される測定値又は決定値は定量値でもよく、使用される検出法に依存
する。
【０１５７】
キット
　本明細書に記載される又は示される用途に使用されるキットや製造品も提供される。こ
のようなキットは、バイアル、チューブなどの１または複数の容器手段を密に閉じこめる
よう区画化された運搬手段を含んでよく、容器手段はそれぞれ方法で使用される別々の要
素の１つを含む。例えば、容器手段の１つは、検出可能に標識されているか、又は標識さ
れうるプローブを含みうる。このようなプローブは、遺伝子発現サインの１または複数の
遺伝子を含むポリヌクレオチドに特異的なポリヌクレオチドでありうる。キットが核酸ハ
イブリダイゼーションを利用して標的核酸を検出する場合、キットは、標的核酸配列を増
幅するヌクレオチド（単数又は複数）の入った容器及び／又はビオチン結合タンパク質な
どの、リポーター分子に結合されたアビジン又はストレプトアビジンなどの、酵素、蛍光
又は放射性同位体の標識などのリポーター手段を有する容器を有しうる。
【０１５８】
　キットは、典型的には上述の容器及びバッファー、希釈剤、フィルター、針、シリンジ
及び使用上の指示を記載した添付文書を含む商業的及びユーザーの視点から望ましい物を
含む１または複数の他の容器を含む。容器には、その内容物が特定の治療又は非治療用途
に使用されることを示すラベルをつけてよく、上述したようなインビボ又はインビトロの
使用上の指示を表示してもよい。キットの他の任意の内容物として、１または複数のバッ
ファー（例えばブロックバッファー、洗浄バッファー、基質バッファーなど）、酵素標識
により化学的に変更される基質（例えば色素原）などの他の試薬、エピトープ回収溶液、
コントロール試料（陽性及び／又は陰性コントロール）、コントロールスライド（単数又
は複数）などが挙げられる。
【実施例】
【０１５９】
　以下は本発明の方法及び組成物の実施例である。上記の一般的な記載を前提として、様
々な他の実施態様が実施されうることが理解される。
【０１６０】
実施例１　局所的変性に関する阻害剤の特徴
　軸索の変性は、神経系の発達中の剪定と神経変性疾患の両方の特徴である。この活動性
の過程を調節する分子機構は解明され始めたばかりである。軸索変性を調節する追加の経
路を同定するために、不偏小分子スクリーンを実施し、神経成長因子（ＮＧＦ）消退後軸
索変性を阻害する様々な経路の調節因子を同定した。
【０１６１】
　スクリーンでいくつかのキナーゼが軸索変性の調節因子として同定され、以下に記載の
さらなる機構的研究により、軸索または細胞体のいずれかの区画に個別のキナーゼの機能
を限局した。
【０１６２】
　Ｃａｍｐｅｎｏｔチャンバーを用いることで体性と軸索性の環境の分離を可能にし、局
所変性の誘導を可能にする以下の実験を実施した（図１及び例えばZweifelら, Nat. Rev.
 Neurosci. 6(8):615-625, 2005参照）。このようなチャンバー内では軸索変性が局所化
されアポトーシスなしで進行する。
【０１６３】
材料と方法
　テフロンデバイダー（Tyler Research）を水で洗浄し、グリースを残さず拭き取った。
次いでデバイダーを一晩Nochromix（Godax Laboratories）／硫酸に浸し、蒸留したオー
トクレーブ水（ＳＱウォーター）で５回すすぎ、３０分煮沸し、空気乾燥してから使用し
た。
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【０１６４】
　マウスラミニン（無菌濾過水中５μｇ／ｍｌ；Invitrogen）をＰＤＬコートした３５ｍ
ｍディッシュ（BD Biosciences）に加え、３７℃で１時間インキュベートした後ＳＱウォ
ーターで２回すすいだ。ディッシュを真空乾燥してからラミナーフローフッド内で１５分
間空気乾燥した。調製したディッシュを次いでピンレーキ（Tyler Research）で傷つけた
。傷つけた跡全体にＮＧＦを含む５０マイクロリットルのＮＢＭ＋ＭＣ溶液を加えた。Ｎ
ＢＭ＋ＭＣ溶液は次のように作製した：１７５０ｍｇのメチルセルロースを４８０ｍｌの
Neurobasal（Invitrogen）と混合し、４．５ｍｌのペニシリン／ストレプトマイシン、７
．５ｍｌのＬ－グルタミン、１０ｍｌのＢ－２７無血清サプリメント（Invitrogen）を加
えた。溶液を室温で１時間、４℃で一晩、さらに室温で１時間混ぜた。次いで溶液を滅菌
濾過し、使用する前に５０ｎｇ／ｍｌのＮＧＦ（Roche）を加えた。高減圧グリース（VWR
）を解剖鏡下で各テフロンデバイダーに加えた。ラミニンコートしたＰＤＬディッシュを
反転させ、跡のついていない領域に小ようじでさらに圧力をかけてテフロンデバイダー上
に落とした。ディッシュを３７℃で１時間インキュベートした。５００マイクロリットル
のＮＢＭ＋ＭＣ（５０ｎｇ／ｍｌ　ＮＧＦ）溶液を両側の区画それぞれに加え、中央セル
スロットの前にグリースバリアを加えた。
【０１６５】
　フリーのＥ１３．５脊髄をマウス胚から切除し、ＮＢＭ＋ＭＣ（２５ｎｇ／ｍｌ　ＮＧ
Ｆ）溶液に入れた。ＤＲＧをタングステン針で脊髄から除去した。ＮＢＭ＋ＭＣで潤滑し
たＰ２００ピペットを用いてＤＲＧを１．５ｍｌ管に入れた。ＤＲＧをテーブルトップ型
遠心分離器に３０秒間供し沈渣させた。上澄みを捨て、０．０５％のトリプシン／ＥＤＴ
Ａ（コールド）を添加した。沈渣をピペットを用いて再度溶解し、常時撹拌しながら（６
５０ＲＰＭ）３７℃で１５分インキュベートした。試料を再度遠心分離し、上澄みを捨て
た。沈渣を温かいＮＢＭ＋ＭＣ（５０ｎｇ／ｍｌ　ＮＧＦ）溶液中再び懸濁し、火炎処理
したガラスピペットで２０回突き砕き、火で穴開けした（fire-bored）ガラスピペットで
さらに２０回突き砕いた。試料をさらに遠心分離し、得られた沈渣を０．５ｍｌのＮＢＭ
＋ＭＣ（５０ｎｇ／ｍｌ　ＮＧＦ）溶液中懸濁した。細胞を希釈し最終濃度２．５×１０
６細胞／ｍｌとした。細胞懸濁液を２２ゲージ針を用いて１ｍｌシリンジにロードした。
Ｃａｍｐｅｎｏｔデバイダーの中央スロットにシリンジを用いて充填した（少なくとも体
積５０μｌまで）。Ｃａｍｐｅｎｏｔチャンバーを一晩３７℃でインキュベートした。中
央区画に２．５ｍｌのＮＧＦ＋ＭＣ（５０ｎｇ／ｍｌ　ＮＧＦ）溶液を加え、グリースゲ
ートを除去した。３日後、外側の培地（細胞体の区画）を２．５ｍｌのＮＢＭ＋ＭＣ培地
（２５ｎｇ／ｍｌ　ＮＧＦ）で入れ替えた。
【０１６６】
　培養５日後、軸索区画を温めたＮＢＭ＋ＭＣ（ＮＧＦなし）溶液中３回洗浄した。３回
目の洗浄後、５００μｌのＮＢＭ＋ＭＣ（ＮＧＦなし）溶液を０．５％ＤＭＳＯ又は１種
類の阻害剤のいずれかと組合せて軸索区画に加えた。細胞体区画を０．５％ＤＭＳＯまた
は阻害剤のいずれかを含む２．５ｍｌのＮＢＭ＋ＭＣ培地（２５ｎｇ／ｍｌ　ＮＧＦ）と
入れ替えた。５０μｇ／ｍｌの抗ＮＧＦ抗体を軸索区画に加えた。別の軸索区画はコント
ロールとしてＮＧＦ中に維持した。
【０１６７】
　軸索では２８時間のＮＧＦ欠乏後、細胞体では２５時間のＮＧＦ欠乏後、８％ＰＦＡ／
３０％スクロース溶液を１：１希釈で培地に直接加え、３０分インキュベートした。テフ
ロンデバイダーを、添加から１５分後に除去した。免疫染色前にシステムを２．５ｍｌの
ＰＢＳで１回洗浄した。ニューロンをＰＢＳ中５％ＢＳＡ／０．２％トリトンで３０分ブ
ロックした。一次抗体Ｔｕｊ１（Covance）を２％ＢＳＡ含有のＰＢＳ中最終希釈１：１
０００に加え、４℃で一晩インキュベートした。ディッシュをＰＢＳで１回洗浄した。二
次抗体（Ａｌｅｘａ４８８ヤギ抗マウス抗体 (Invitrogen)）を最終希釈１：２００で２
％ＢＳＡを含むＰＢＳ中に加え、室温で１時間インキュベートした。ディッシュをＰＢＳ
で２回洗浄し、２２×２２ｍｍのカバーガラス（VWR）を３５０μｌのフルオロマウント
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Ｇ（Electron Microscopy Sciences）と共に加えた。ニューロンを蛍光顕微鏡の使用によ
り視覚化した。
【０１６８】
　軸索を上皮成長因子受容体（ＥＧＦＲ）キナーゼ阻害剤ＡＧ５５５（ＥｒｂＢＡＧ５５

５５）（EMB Biosciences）又はｐ３８ＭＡＰキナーゼ阻害剤ＳＢ２３９（ｐ３８ＭＡＰ
ＫＳＢ２３９）（EMB Biosciences）に曝露すると、ＮＧＦ欠乏軸索の変性は減少した。
一方、細胞体区画のＡＧ５５５とＳＢ２３９処理では変性を回避できなかった。細胞体を
転写阻害剤Ａｃｔ　Ｄ（転写ＡｃｔＤ）（Sigma）又はグリコーゲン合成酵素キナーゼ-３
（ＧＳＫ-３）阻害剤ＳＢ４１５（ＳＫ３ＳＢ４１５）（Sigma）で処理すると、ＮＧＦ欠
乏による軸索変性は軸索で減少した。しかし、同じ阻害剤を軸索に直接投与しても、ＮＧ
Ｆ欠乏による軸索変性は回避されなかった。これらの結果は、局所的な軸索変性のシグナ
リングは欠失した軸索セグメントに限定されず、細胞体に投与した場合最も効果的な阻害
剤もあれば、軸索に投与した場合最も効果的な阻害剤もあることを示唆している。これら
の結果を定量化し図２に示す。
【０１６９】
実施例２　軸索変性に関与するＧＳＫ-３調節遺伝子を同定するマイクロアッセイ
　上記記載の実験に基づき、グリコーゲン合成酵素キナーゼ-３（ＧＳＫ-３）が、細胞体
で特に作用して遠位の軸索変性を調節する遺伝的軸索変性プログラムの調節因子として同
定された。ＧＳＫ３調節軸索変性遺伝子を同定するために、選択的ニューロン欠失が起き
ているニューロンに対し、ＧＳＫ-３阻害のある又はない時系列マイクロアレイ分析を実
施した。
【０１７０】
　簡単に説明すると、ニューロンを単離し、上述のようにＣａｍｐｅｎｏｔチャンバー内
で培養した。Ｃａｍｐｅｎｏｔチャンバーは、非ニューロン細胞による汚染を低減するた
めに５０μＭの５-フルオロ-２’-デオキシウリジン／ウリジン（いずれもSigma）を培地
に加えてセットアップした。５日目に、両軸索区画をＮＧＦフリーの培養液で３回洗浄し
、４回目の洗浄で、ＮＧＦ（コントロール）又はＮＧＦ抗体（５０μｇ／ｍｌ）(911, Ge
netech)を含む培地と入れ替えた。外側の区画を３０μＭのＧＳＫ３阻害剤ＡＲＡ（EMD B
iosciences）又は０．３％ＤＭＳＯを含む培地と入れ替えた。ＮＧＦで培養した又は６時
間若しくは１２時間ＮＧＦが欠乏していた、ＧＳＫ３　ＡＲＡ処理をした又はしていない
ニューロンからＲＮＡを抽出した。ＲＮＡをトリゾール（登録商標）（Invitrogen）で処
理した後、ＲＮｅａｓｙ（登録商標）マイクロキット取扱説明書の付表Ｃに記載のとおり
、ＤＮＡｓｅ　Ｉ処理（Qiagen）を用いてＲＮｅａｓｙ（登録商標）マイクロキットプロ
セシングを行った。各条件で、１回の増幅に５つのAgilent Whole Mouse Genomeマイクロ
アッセイチップを使用した。
【０１７１】
　マイクロアッセイ解析では、２つの遺伝子ｔｂｘ６及びｄｌｅｕ２を、軸索変性が起き
ているニューロンで過剰発現していると同定した。前述したように、Ｔｂｘ６は転写因子
をコードし、ｄｌｅｕ２は長い非翻訳ＲＮＡをコードする。図３に示すように、ｄｌｅｕ
２及びｔｂｘ６はいずれもＮＧＦ欠乏１２時間でニューロンに過剰発現する。しかし、こ
れらの遺伝子の過剰発現は、ＧＳＫ３　ＡＲＡ阻害剤の添加に伴いどの時点でも観察され
なかった。
【０１７２】
実施例３　ｔｂｘ６及びｄｌｅｕ２ノックダウンは軸索変性を減少させる
　軸索変性におけるｄｌｅｕ２及びｔｂｘ６の役割をさらに評価するために、ノックダウ
ン実験を行った。実験では、ｓｉＲＮＡを用いてＮＧＦ欠乏を受けているニューロン中の
ｄｌｅｕ２及びｔｂｘ６の発現を減少させた。
【０１７３】
　簡単に説明すると、Ｅ１３．５マウスのＤＲＧをトリプシン消化後分離した。ｄｌｅｕ
２及びｔｂｘ６のｓｉＲＮＡ３種類をそれぞれ試験した。以下のｓｉＲＮＡを使用した：
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sidleu2.1:センス (5’-GAUAGGCGAUUAAGGUUUATT-3’) (配列番号１)
　　　　アンチセンス (5’-UUCAGCUGUGUGAUCCUAGGG-3’) (配列番号２)
sidleu2.2:センス (5’-CGGGAAUCAAACAAGUCUATT-3’) (配列番号３)
　　　　アンチセンス (5’-UAGACUUGUUUGAUUCCCGTT-3’) (配列番号４)
sidleu2.3:センス (5’-GAAACACGAUACUUCUUGATT-3’) (配列番号５)
　　　　アンチセンス (5’-UCAAGAAGUAUCGUGUUUCTG-3’) (配列番号６)
sitbx6.1:センス (5’-GAAGAAACUACAACAUGUATT-3’) (配列番号７)
　　　　アンチセンス (5’-UACAUGUUGUAGUUUCUUCTG-3’) (配列番号８)
sitbx6.2:センス (5’-CCUGAUUUGGAUACUUCUATT-3’) (配列番号９)
　　　　アンチセンス (5’- UAGAAGUAUCCAAAUCAGGGT-3’) (配列番号１０)
sitbx6.3:センス (5’-CUAGGAUCACACAGCUGAATT-3’) (配列番号１１)
　　　　アンチセンス (5’-UUCAGCUGUGUGAUCCUAGGG-3’) (配列番号１２)
【０１７４】
　ＳｉＲＮＡは、９６ウェルAmaxaヌクレオフェクターシステム（Lonza）を用いて細胞に
送達した。約２０万個の細胞に、マウスベーシックニューロンキット（Lonza）を用いて
６００ｎｇのＲＮＡをヌクレオフェクトした。細胞は、ラミニンでコートされた（５μｇ
／ｍｌ; Invitrogen）９６ウェルＰＤＬプリコートBD Biocoatプレート（BD Biosciences
）にウェル当たり２５，０００細胞の密度で蒔いた。細胞を２５ｎｇ／ｍｌのＮＧＦを加
えたＮ３／Ｆ１２中一晩成長させた後、ＮＧＦ抗体（２５μｇ／ｍｌ）を加えて２０時間
ＮＧＦを欠乏させた。細胞をＰＦＡ／スクロースで固定し、チューブリンを標識した。
【０１７５】
　自動連続軸索長測定は以下のように行った。黒の９６ウェルBD Biocoatプレートを、２
×ビニングでレーザーベースと画像ベースのフォーカス使用、４×対物レンズのImageXpr
ess（登録商標）Micro（Molecular Devices）で画像処理した。露光時間は２００ミリ秒
であった。ウェル１個は、MetaExpressでつなぎ合わせた９枚の画像からなった。各ウェ
ルは「血管新生チューブ長」プラグインで解析した。「セット当たりのチューブ長」又は
「連続軸索長」の等価物を３～２４ウェルで平均した。
【０１７６】
　ＮＧＦ消退後、軸索は通常２０時間以内に変性する。図４に示すように、ｓｉＲＮＡに
伴いｄｌｅｕ２及びｔｂｘ６の発現が減少すると、ＮＧＦ消退後、軸索変性が減少する。
これらのデータは、ＮＧＦ消退においてｄｌｅｕ２及びｔｂｘ６が軸索変性を誘発したこ
とを示している。
【０１７７】
　同様の実験を構造的活性型ＧＳＫ３（ＧＳＫ３Ｓ９Ａ）の存在下で実施した。ＧＳＫ３
Ｓ９Ａの過剰発現により、軸索変性が生じる。ｔｂｘ６及びｄｌｅｕ２の上方制御はＧＳ
Ｋ３に依存するので、ｔｂｘ６及びｄｌｅｕ２のノックダウンを行って、ノックダウンに
よりＧＳＫ３活性の下流で軸索変性をブロック可能か実験した。
【０１７８】
　簡単に説明すると、海馬／皮質組織をE19 Sprague Dawleyラット胚（Charles River）
から除去し、トリプシン消化後分離した。Nbactiv4（登録商標）培地（Brainbits）中２
万個の生の細胞を９６ウェルＰＤＬプリコートBiocoatプレート（BD Biosciences）の各
ウェルに蒔いた。培養５日後、構造的活性型ＧＳＫ３（Ｓ９Ａ）又は空ベクター；プール
したｓｉＲＮＡ（ｔｂｘ６又はｄｌｅｕ２の３種類のｓｉＲＮＡを上述した）；及びマー
カーとしてのＧＦＰで遺伝子導入された。発現１及び３日後（６～８ＤＩＶ）、細胞をＰ
ＦＡ／スクロースで固定し、ＧＦＰ一次抗体（Invitrogen）に続いてAlexaフルオロ-４８
８二次（Invitrogen）で標識した。
【０１７９】
　図５に示すように、ｄｌｅｕ２及びｔｂｘ６のノックダウンにより、ＧＳＫ活性に起因
する軸索変性を防御できる。これらのデータは、ＧＳＫ３が、軸索変性のためにｄｌｅｕ
２及びｔｂｘ６を上方制御することを含む転写プログラムを調節する、という説を支持し
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欠乏すると、ｄｌｅｕ２及びｔｂｘ６の発現はいずれもＮＧＦの存在下で観察されるのと
同レベルに低減する。これらのデータは、ｐ３８ＭＡＰキナーゼが、ｄｅｌｕ２及びｔｂ
ｘ６を含む軸索変性転写プログラムでＧＳＫの上流にありうることを支持している。
【０１８０】
実施例４　ＡＤ及びＰＤ患者におけるｔｂｘ６及びｄｌｅｕ２遺伝子発現解析
　時系列マイクロアッセイ解析で、２つの遺伝子ｔｂｘ６及びｄｌｅｕ２が軸索変性が起
きているニューロンで過剰発現すると同定された。これらの遺伝子産物が神経変性疾患に
おいて役割を果たしているか決定するために、疾患患者の脳試料を検査し、ｔｂｘ６及び
ｄｌｅｕ２の発現を測定した。
【０１８１】
　ヒトｔｂｘ６及びｄｌｅｕ２遺伝子の発現を、遺伝子発現情報を含む商標データベース
（GeneExpress（登録商標）, Gene Logic Inc., メリーランド州ゲイサースバーグ）を用
いて解析した。GeneExpress（登録商標）データベースをマイクロアレイプロフィールレ
ビュアーを用いてグラフ解析した。図６は、ヒトＡＤ患者由来の脳の海馬部分におけるｔ
ｂｘ６及びｄｌｅｕ２遺伝子発現を、正常な非疾患患者と比較したグラフである。グラフ
のＸ軸の目盛りは、ハイブリダイゼーションシグナル強度に基づく遺伝子発現レベルを示
す。図６では、正常なカウンターパートに対し、疾患患者の脳組織ではｔｘｂ６及びｄｌ
ｅｕ２遺伝子発現が増加していることが示されるが、このことは、これらの遺伝子がヒト
ＡＤ及びＰＤ疾患に関与しており、従ってＡＤのバイオマーカーであることを示唆してい
る。

【図１】 【図２】
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