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(57)【要約】
本発明は、患者におけるアルツハイマー病の状態の定性
化に有用である、タンパク質系バイオマーカー及びバイ
オマーカーの組み合わせを提供する。特に、本発明のバ
イオマーカーは、被験体の試料をアルツハイマー病又は
非アルツハイマー病として分類するのに有用である。こ
れらのバイオマーカーは、ＳＥＬＤＩ質量分析によって
検出することができる。一実施形態において、このバイ
オマーカーは、サポシンＤ（Ｉ）、サポシンＤ（ＩＩ）
、サポシンＤ（ＩＩＩ）及びＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）から選択
される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
被験体におけるアルツハイマー病の状態を定性化するための方法であって、
（ａ）該被験体由来の生体試料中の少なくとも１つのバイオマーカーを測定する工程であ
って、該少なくとも１つのバイオマーカーは、サポシンＤ（Ｉ）、サポシンＤ（ＩＩ）、
サポシンＤ（ＩＩＩ）及びＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）から選択される、工程；ならびに
（ｂ）該測定結果をアルツハイマー病の状態と関連付ける工程、
を包含する、方法。
【請求項２】
サポシンＤ（Ｉ）を測定する工程を包含し、更にβ－２－ミクログロブリンを測定する工
程、および該測定結果をアルツハイマー病の状態と関連付ける工程を包含する、請求項１
に記載の方法。
【請求項３】
サポシンＤ（Ｉ）及びＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）を測定する工程、ならびに該測定結果をアルツハ
イマー病の状態と関連付ける工程を包含する、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
サポシンＤ（Ｉ）、ＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）、及びβ－２－ミクログロブリンを測定する工程、
該測定結果をアルツハイマー病の状態と関連付ける工程を包含する、請求項１に記載の方
法。
【請求項５】
サポシンＤ（Ｉ）、β－２－ミクログロブリン、ＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）、及び７Ｂ２を測定す
る工程、該測定結果をアルツハイマー病の状態と関連付ける工程を包含する、請求項１に
記載の方法。
【請求項６】
ＳＥＬＤＩプローブの吸着剤表面上の前記バイオマーカーを捕捉し、該捕捉されたバイオ
マーカーをレーザー脱離イオン化質量分析により検出することによって、該少なくとも１
つのバイオマーカーが測定される、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
前記吸着剤が、疎水性吸着剤及びカチオン交換吸着剤からなる群より選択される吸着剤を
含む、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
前記吸着剤が生体特異性吸着剤を含む、請求項６に記載の方法。
【請求項９】
前記少なくとも１つのバイオマーカーが質量分析によって測定される、請求項１に記載の
方法。
【請求項１０】
前記少なくとも１つのバイオマーカーが免疫学的検定によって測定される、請求項１に記
載の方法。
【請求項１１】
更に、（ｃ）前記被験体に前記状態を報告する工程を包含する、請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
更に、（ｃ）前記状態を有形の媒体に記録する工程を包含する、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
前記少なくとも１つのバイオマーカーがＳＥＬＤＩ－ＭＳにより測定される、請求項１に
記載の方法。
【請求項１４】
前記少なくとも１つのバイオマーカーがサポシンＤである、請求項１に記載の方法。
【請求項１５】
サポシンＤが免疫学的検定により測定される、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
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前記試料が脳脊髄液である、請求項１に記載の方法。
【請求項１７】
前記関連付けが、ソフトウェア分類アルゴリズムにより実施される、請求項１に記載の方
法。
【請求項１８】
アルツハイマー病の状態が、アルツハイマー病及び非痴呆から選択される、請求項１に記
載の方法。
【請求項１９】
更に、（ｃ）前記状態に基づき被験体の処置を管理する工程を包含する、請求項１に記載
の方法。
【請求項２０】
前記測定結果がアルツハイマー病と関連付けられる場合に、被験体の処置を管理する工程
が、サポシンＤ遺伝子発現の阻害剤を該被験体に投与する工程を包含する、請求項１８に
記載の方法。
【請求項２１】
更に、（ｄ）被験体の管理後に前記少なくとも１つのバイオマーカーを測定し、該測定結
果を疾患の進行と関連付ける工程を包含する、請求項１９に記載の方法。
【請求項２２】
アルツハイマー病の経過を判定する方法であって、
（ａ）第一の時点で、被験体由来の生体試料中の少なくとも１つのバイオマーカーを測定
する工程であって、該少なくとも１つのバイオマーカーは、サポシンＤ（Ｉ）、サポシン
Ｄ（ＩＩ）、サポシンＤ（ＩＩＩ）、及びＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）からなる群より選択される、
工程；
（ｂ）第二の時点で、該被験体由来の生体試料中の該少なくとも１つのバイオマーカーを
測定する工程；
（ｃ）第一の測定結果と第二の測定結果を比較する工程、
を包含し；
該比較測定によって該アルツハイマー病の経過が判定される、方法。
【請求項２３】
第一及び第二の時点で少なくともサポニンＤ（Ｉ）及びβ－２－ミクログロブリンを測定
する工程、ならびに該第一及び第二の測定結果を比較する工程を包含する、請求項２２に
記載の方法。
【請求項２４】
第一及び第二の時点で７Ｂ２及び／又はＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）の何れか又は両方を測定する工
程、該第一及び第二の測定結果を比較する工程をさらに包含する、請求項２３に記載の方
法。
【請求項２５】
前記第二の時点が被験体の管理の後である、請求項２２に記載の方法。
【請求項２６】
被験体由来の試料中の少なくとも１つのバイオマーカーを測定する工程を包含する方法で
あって、該少なくとも１つのバイオマーカーが、サポシンＤ（Ｉ）、サポシンＤ（ＩＩ）
、サポシンＤ（ＩＩＩ）及びＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）からなる群より選択される、方法。
【請求項２７】
少なくともサポシンＤ（Ｉ）及びβ－２－ミクログロブリンを測定する工程を包含する、
請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
更に、７Ｂ２及び／又はＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）の何れか又は両方を測定する工程を包含する、
請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
サポシンＤ（Ｉ）、サポシンＤ（ＩＩ）、サポシンＤ（ＩＩＩ）、及びＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）
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からなる群より選択される、精製された生体分子。
【請求項３０】
サポシンＤ（Ｉ）、サポシンＤ（ＩＩ）、サポシンＤ（ＩＩＩ）、及びＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）
からなる群より選択されるバイオマーカーに結合する生体特異的捕捉試薬を含む組成物。
【請求項３１】
前記バイオマーカーが、サポシンＤ（Ｉ）及びβ－２－ミクログロブリンからなる群より
選択されるメンバーである、請求項３０に記載の組成物。
【請求項３２】
前記バイオマーカーが、７Ｂ２及びＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）からなる群より選択されるメンバー
である、請求項３１に記載の組成物。
【請求項３３】
（ａ）固相支持体、及びそれに結合した少なくとも１つの捕捉試薬を含む製造品であって
、該捕捉試薬は、サポシンＤ（Ｉ）、サポシンＤ（ＩＩ）、サポシンＤ（ＩＩＩ）、及び
ＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）からなる第一群に由来する少なくとも１つのバイオマーカーを結合する
、製造品；ならびに
（ｂ）該少なくとも１つのバイオマーカーを測定し、該測定結果をアルツハイマー病の状
態と関連付けるために該固相支持体を使用するための説明書、
を含むキット。
【請求項３４】
前記バイオマーカー：サポシンＤ（Ｉ）及びβ－２－ミクログロブリンのそれぞれの測定
に前記固相支持体を使用するための説明書を含む、請求項２９に記載のキット。
【請求項３５】
更に、７Ｂ２及び／又はＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）の何れか又は両方の測定に前記固相支持体を使
用するための説明書を含む、請求項３４に記載のキット。
【請求項３６】
前記捕捉試薬を含む固相支持体が、ＳＥＬＤＩプローブである、請求項３３に記載のキッ
ト。
【請求項３７】
前記少なくとも１つの捕捉試薬が疎水性吸着剤を含む、請求項３３に記載のキット。
【請求項３８】
更に、サポシンＤ（Ｉ）、サポシンＤ（ＩＩ）、サポシンＤ（ＩＩＩ）、及びＦＡＭ３Ｃ
（Ｉ）からなる群より選択されるバイオマーカーの少なくとも１つを含有する容器を含む
、請求項３３に記載のキット。
【請求項３９】
前記少なくとも１つの捕捉試薬が、金属親和性クロマトグラフィー吸着剤、又はカチオン
交換クロマトグラフィー吸着剤を含む、請求項３３に記載のキット。
【請求項４０】
（ａ）固相支持体、及びそれに結合した少なくとも１つの捕捉試薬を含む製造品であって
、該少なくとも１つの捕捉試薬は、サポシンＤ（Ｉ）、サポシンＤ（ＩＩ）、サポシンＤ
（ＩＩＩ）、及びＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）からなる群より選択される少なくとも１つのバイオマ
ーカーに結合する、製造品；ならびに
（ｂ）該バイオマーカーの少なくとも１つを含有する容器、
を含むキット。
【請求項４１】
前記容器が、前記バイオマーカー：サポシンＤ（Ｉ）及びβ－２－ミクログロブリンのそ
れぞれを含有する、請求項４０に記載のキット。
【請求項４２】
前記捕捉試薬を含む固相支持体が、ＳＥＬＤＩプローブである、請求項４０に記載のキッ
ト。
【請求項４３】
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前記少なくとも１つの捕捉試薬が、疎水性吸着剤及びカチオン交換吸着剤からなる群より
選択される吸着剤を含む、請求項４０に記載のキット。
【請求項４４】
ａ．試料中の少なくとも１つのバイオマーカーの測定結果を含む、該試料に帰するデータ
にアクセスするコードであって、ここで、該バイオマーカーは、サポシンＤ（Ｉ）、サポ
シンＤ（ＩＩ）、サポシンＤ（ＩＩＩ）、及びＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）からなる群より選択され
る、コード；ならびに
ｂ．該試料の該アルツハイマー病の状態を該測定結果の関数として分類する分類アルゴリ
ズムを実行するコード、
を含むソフトウェア製品。
【請求項４５】
前記分類アルゴリズムが、サポシンＤ（Ｉ）、β－２－ミクログロブリン、７Ｂ２、及び
ＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）からなる群より選択されるバイオマーカーの測定結果の関数として、前
記試料の前記アルツハイマー病の状態を分類する、請求項４４に記載のソフトウェア製品
。
【請求項４６】
前記分類アルゴリズムが、前記バイオマーカー：サポシンＤ（Ｉ）及びβ－２－ミクログ
ロブリンのそれぞれの測定結果の関数として、前記試料の前記アルツハイマー病の状態を
分類する、請求項４４に記載のソフトウェア製品。
【請求項４７】
前記分類アルゴリズムが、前記バイオマーカー：７Ｂ２及びＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）のそれぞれ
の測定結果の関数として、前記試料の前記アルツハイマー病の状態を分類する、請求項４
６に記載のソフトウェア製品。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、２００５年４月１９日に出願された米国仮出願第６０／６７３，２７７号（
この全体が、参考として本明細書に援用される）の出願日の利益を主張する。
【０００２】
　（発明の分野）
　本発明は一般的に臨床診断に関する。
【背景技術】
【０００３】
　（発明の背景）
　アルツハイマー病（ＡＤ）は、一度死滅すると置換することのできない脳細胞の死をも
たらす進行性の神経変性障害である。神経病理学は、アミロイドプラーク、神経原線維変
化、シナプス喪失及び選択的な神経細胞の死の存在によって特徴付けられる。プラークは
細胞外アミロイドβペプチド（Ａβ）の異常なレベルによりもたらされるのに対し、もつ
れは、細胞内の過リン酸化τタンパク質の存在に関連する。症状は、最初に記憶力の低下
を伴って表れた後、認知機能及び正常行動の衰えが表れる。年齢が唯一の最も顕著な危険
因子であり、６５才から５年毎に発生率が倍加する。有病数の研究によると、２０００年
のＡＤ患者数は米国だけでも４，５００万人に上るとされ、その数は高齢者の急速な増加
により今後５０年の間にほぼ３倍にまで増えると予想されている。先進国における痴呆患
者数の増加に伴い、社会や医療体制には大きな負担が課せられるであろう。
【０００４】
　ＡＤの病因論の解明に著しい進歩が見られるにもかかわらず、完全な疾患修飾効果を示
す薬剤は存在しない。疾患の進行を遅らせる将来の薬剤を開発する多大な努力が行われて
いるものの、アセチルコリンエステラーゼ阻害剤に代表される現在の治療は、主に症状を
軽減することに限られている（非特許文献１）。早期の治療には早期の診断が必要不可欠
であり、神経変性を遅らせることを目的とする薬剤が臨床効果を示すことになれば、早期
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の診断がさらに大きな意味の持つことになるであろう。
【０００５】
　ＡＤの臨床診断のための最新の判定基準は、他の痴呆の除外に大きく依存しており、こ
の判定基準には、可能な場合、神経心理学試験及び神経画像化が含まれる（非特許文献２
）。臨床的基準を使用して８０～９０％というかなり高い精度が報告されているが（非特
許文献３）、これらの研究は、主に疾患の後期段階にある患者を診断する専門研究センタ
ーで実施されたものである。これに対し、日常的な臨床診療における診断の正確性は、特
に疾患の軽度症状又は前駆症状の段階において、これよりもかなり低いと思われる。現在
のところ、この疾患を明確に診断するには、脳組織病理検査を行うしかなく、臨床的に実
現可能な方法ではない。
【０００６】
　しかし、幾つかのバイオマーカーの候補が、脳脊髄液（ＣＳＦ）中で発見されている。
Ａβ１－４２及びτ等がその例であるが、これらはそれぞれ、アミロイドプラーク及び神
経原線維変化の主要成分である。これらの試験は既に実用化されており、ヨーロッパの一
部では研究及び診断の目的で日常的に使用されている。しかし、これらのバイオマーカー
の診断的性能は、特に他の痴呆に対する特異性の点で最適であるとは言えない（非特許文
献４）。その他、血清やＣＳＦ中でも多くのマーカーが提案されており、アミロイド前駆
体タンパク質、アポＥ、イソプロスタン（脂質酸化のマーカー）及びホモシステインがこ
れらに含まれる。これらを診断マーカーとして使用できるかどうかについては、現在検証
中である（非特許文献５）。
【非特許文献１】Ｄａｖｉｓ　ＲＥ，ら、Ａｒｚｎｅｉｍｉｔｔｅｌｆｏｒｓｃｈｕｎｇ
（１９９５）４５：４２５－４３１
【非特許文献２】ＭｃＫｈａｎｎ　Ｇ．ら、Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ（１９８４）３４：９３
９－９４４
【非特許文献３】Ｋｏｓｕｎｅｎ　Ｏ，ら、Ａｃｔａ　Ｎｅｕｒｏｐａｔｈｏｌ（１９９
６）９１：１８５－１９３
【非特許文献４】Ｂｌｅｎｎｏｗ　ＫおよびＨａｍｐｅｌ　Ｈ，Ｌａｎｃｅｔ　Ｎｅｕｒ
ｏｌ．（２００３）２：６０５－６１３
【非特許文献５】Ｆｒａｎｄ　ＲＡ，ら、Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ　ｏｆ　Ａｇｉｎｇ（２０
０３）２４：５２１－５３６
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　従って、初期段階でＡＤを検出し、疾患の進行を監視し、ＡＤ、正常、非ＡＤ痴呆、及
びその他の神経障害を区別することができる、簡単な生化学試験が依然として必要とされ
ている。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　（発明の要旨）
　本発明は、アルツハイマー病の診断に有用な、新規のバイオマーカー及びバイオマーカ
ーの組み合わせ、並びにアルツハイマー病の診断にバイオマーカーを使用する方法及びキ
ットを提供することによって、これらの要求を満たす。
【０００９】
　特に、一実施形態において、本発明は、被験体におけるアルツハイマー病の状態を定性
化する方法であって、被験体由来の生体試料中の少なくとも１つのバイオマーカーを測定
し（少なくとも１つのバイオマーカーは、サポシンＤ（Ｉ）、サポシンＤ（ＩＩ）、サポ
シンＤ（ＩＩＩ）及びＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）から選択される）；（ｂ）測定結果をアルツハイ
マー病の状態と関連付けることからなる、方法を提供する。関連する実施形態において、
この方法は、サポニンＤ（Ｉ）及びβ－２－ミクログロブリンを測定し、測定結果をアル
ツハイマー病の状態と関連付けることからなる。更に別の実施形態において、この方法は
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、サポシンＤ（Ｉ）及びＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）を測定し、測定結果をアルツハイマー病の状態
と関連付けることからなる。尚別の実施形態において、この方法は、サポシンＤ（Ｉ）、
ＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）、及びβ－２－ミクログロブリンを測定し、測定結果をアルツハイマー
病の状態と関連付けることからなる。更に別の実施形態において、アルツハイマー病の状
態を定性化する方法は、サポシンＤ（Ｉ）、β－２－ミクログロブリン、ＦＡＭ３Ｃ（Ｉ
）及び７Ｂ２を測定し、測定結果をアルツハイマー病の状態と関連付けることからなる。
別の関連する実施形態において、少なくとも１つの測定されたバイオマーカーは、タンパ
ク質の修飾形態、例えば、短縮又はグリコシル化形態等の、転写後の修飾形態である。一
実施形態において、少なくとも１つのバイオマーカーはサポシンＤである。別の実施形態
において、サポシンＤは免疫学的検定によって測定される。
【００１０】
　本発明は、アルツハイマー病の状態を定性化するのに有用なバイオマーカーを測定する
幾つかの異なる方法を提供する。例えば、本発明の一実施形態において、少なくとも１つ
のバイオマーカーは、ＳＥＬＤＩプローブの吸収表面上でバイオマーカーを捕捉し、レー
ザー脱離イオン化質量分析によって捕捉されたバイオマーカーを検出することによって測
定される。一実施形態において、吸着剤は疎水性吸着剤を含む。別の実施形態において、
吸着剤は生体特異的吸着剤を含む。尚別の実施形態において、吸着剤はカチオン交換吸着
剤を含む。
【００１１】
　本発明の幾つかの実施形態において、本発明のバイオマーカーは、質量分析又は免疫学
的検定によって測定される場合がある。一実施形態において、本発明は、バイオマーカー
のＮ末端に特異的な抗体を含む免疫学的検定を提供する。例えば、ＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）又は
７Ｂ２等のタンパク質のＮ末端は、特異的に検出される場合がある。バイオマーカーであ
る、完全長の断片化されていないタンパク質は又、免疫学的検定によって検出される場合
がある。一実施形態において、本発明は、サポシンＤ（Ｉ）に特異的な抗体を使用する免
疫学的検定を提供する。関連する実施形態において、抗体は、グリコシル化サポシンＤ（
Ｉ）等のバイオマーカーのグリコシル化形態を認識する。
【００１２】
　別の実施形態において、この方法は更に、（ｃ）被験体に状態を報告する、及び／又は
（ｃ）状態を有形の媒体に記録することからなる。
【００１３】
　好ましい実施形態において、本発明は、脳脊髄液（ＣＳＦ）を含む体液中に存在するバ
イオマーカーを検出する方法を提供する。
【００１４】
　関連する実施形態において、アルツハイマー病の状態とバイオマーカーの発現の関連付
けは、ソフトウェア分類アルゴリズムによって実施される。
【００１５】
　更に別の実施形態において、アルツハイマー病の状態は、アルツハイマー病の状態及び
非痴呆から選択される。本発明は更に、この状態に基づき被験体の処置を管理する方法も
提供する。例えば、測定結果がアルツハイマー病と関連する場合、被験体の処置の管理は
、被験体にサポシンＤ遺伝子発現阻害剤を投与することからなる。更に別の実施形態にお
いて、本発明の診断方法は更に、被験体の管理の後に少なくとも１つのバイオマーカーを
測定し、測定結果を疾患の進行と関連付けることからもなる。
【００１６】
　関連する実施形態において、本発明は、アルツハイマー病の経過を判定する方法であっ
て：第一に、被験体由来の生体試料中の少なくとも１つのバイオマーカーを測定する（少
なくとも１つのバイオマーカーは、サポシンＤ（Ｉ）、サポシンＤ（ＩＩ）、サポシンＤ
（ＩＩＩ）、及びＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）からなる群より選択される）手順；第二に、被験体由
来の生体試料中の１つ以上のバイオマーカーを測定する手順；及び第一の測定結果と第二
の測定結果を比較して、アルツハイマー病の経過を判定する手順からなる、方法を提供す
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る。関連する実施形態において、この方法は、第一及び第二の時点で少なくともサポシン
Ｄ（Ｉ）及びβ－２－ミクログロブリンを測定し、第一及び第二の測定結果を比較するこ
とからなる。別の実施形態において、この方法は、第一及び第二の時点で７Ｂ２及び／又
はＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）の何れか又は両方を測定し、第一及び第二の測定結果を比較すること
からなる。尚別の実施形態において、この方法における第二の測定は、被験体の管理後に
行われる。
【００１７】
　別の実施形態において、本発明は、被験体由来の試料中の少なくとも１つのバイオマー
カーを測定することからなり、少なくとも１つのバイオマーカーが、サポシンＤ（Ｉ）、
サポシンＤ（ＩＩ）、サポシンＤ（ＩＩＩ）及びＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）からなる群より選択さ
れる方法を提供する。関連する実施形態において、この方法は、少なくともサポシンＤ（
Ｉ）及びβ－２－ミクログロブリンを測定することからなる。尚別の実施形態において、
この方法は更に、７Ｂ２及び／又はＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）の何れか又は両方を測定することか
らなる。
【００１８】
　一実施形態において、本発明は更に、サポシンＤ（Ｉ）、サポシンＤ（ＩＩ）、サポシ
ンＤ（ＩＩＩ）及びＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）からなる群より選択される、精製された生体分子を
提供する。別の実施形態において、本発明は、サポシンＤ（Ｉ）、サポシンＤ（ＩＩ）、
サポシンＤ（ＩＩＩ）、及びＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）からなる群より選択されるバイオマーカー
と結合する生体特異的捕捉試薬を含む組成物を提供する。関連する実施形態において、捕
捉試薬と結合するバイオマーカーは、サポシンＤ（Ｉ）及びβ－２－ミクログロブリンか
らなる群より選択される。尚別の実施形態において、捕捉試薬と結合するバイオマーカー
は、７Ｂ２及びＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）からなる群より選択される。
【００１９】
　更に別の実施形態において、本発明は、固相支持体、及びそれに結合する少なくとも１
つの捕捉試薬（捕捉試薬は、サポシンＤ（Ｉ）、サポシンＤ（ＩＩ）、サポシンＤ（ＩＩ
Ｉ）、及びＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）からなる第一群から選択される少なくとも１つのバイオマー
カーを結合する）を含む製造品を含むキットを提供する。これらのキットは又、選択され
たバイオマーカーを測定し、測定結果をアルツハイマー病の状態と関連付けるために固相
支持体を使用するための説明書も含む。一実施形態において、このキットは更に、各バイ
オマーカー、即ちサポシンＤＮＡ（Ｉ）及びβ－２－ミクログロブリンを測定するために
固相支持体を使用するための説明書も含む。関連する実施形態において、このキットは更
に、７Ｂ２及び／又はＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）の何れか又は両方を測定するために固相支持体を
使用するための説明書も含む。更に別の実施形態において、捕捉試薬を含む固相支持体は
、ＳＥＬＤＩプローブである。尚別の実施形態において、捕捉試薬は疎水性吸着剤を含む
。更に別の実施形態において、このキットは、サポシンＤ（Ｉ）、サポシンＤ（ＩＩ）、
サポシンＤ（ＩＩＩ）、及びＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）からなる群より選択される、少なくとも１
つのバイオマーカーを含有する容器を含む。別の関連する実施形態において、このキット
の捕捉剤は、金属親和性クロマトグラフィー吸着剤又はカチオン交換クロマトグラフィー
吸着剤を含む。
【００２０】
　更に別の実施形態において、本発明は、固相支持体、及びそれに結合する少なくとも１
つの捕捉試薬（１つ以上の捕捉試薬は、サポシンＤ（Ｉ）、サポシンＤ（ＩＩ）、サポシ
ンＤ（ＩＩＩ）、及びＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）からなる群より選択される、少なくとも１つのバ
イオマーカーを結合する）を含む製造品を含むキットを提供し、このキットは更に、少な
くとも１つのバイオマーカーを含有する容器を含む。関連する実施形態において、このキ
ットの容器は、サポシンＤ（Ｉ）及びβ－２－ミクログロブリンバイオマーカーの両方を
含む。更に別の実施形態において、結合した捕捉試薬の少なくとも１つを含む固相支持体
は、ＳＥＬＤＩプローブである。関連する実施形態において、結合した捕捉試薬の少なく
とも１つは、疎水性吸着剤を含む。
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【００２１】
　更に別の実施形態において、本発明は、試料中の少なくとも１つのバイオマーカー（サ
ポシンＤ（Ｉ）、サポシンＤ（ＩＩ）、サポシンＤ（ＩＩＩ）、及びＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）か
らなる群より選択される）の測定結果を含む、試料に帰するデータにアクセスするコード
を含むソフトウェア製品を提供し、このソフトウェア製品は更に、試料のアルツハイマー
病の状態を測定を関数として分類する、分類アルゴリズムを実行するコードを含む。関連
する実施形態において、分類アルゴリズムは、試料のアルツハイマー病の状態を、サポシ
ンＤ（Ｉ）、β－２－ミクログロブリン、７Ｂ２及びＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）からなる群より選
択されるバイオマーカーを関数として分類する。更に別の実施形態において、分類アルゴ
リズムは、試料のアルツハイマー病の状態を、サポシンＤ（Ｉ）及びβ－２－ミクログロ
ブリンの測定を関数として分類する。更に別の実施形態において、分類アルゴリズムは更
に、試料のアルツハイマー病の状態を、各バイオマーカー７Ｂ２及びＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）の
測定結果を関数として分類する。
【００２２】
　本発明は更に、サポシンＤ（Ｉ）、サポシンＤ（ＩＩ）、サポシン（ＩＩＩ）、及びＦ
ＡＭＣ３Ｃ（Ｉ）からなる群より選択されるバイオマーカーを、質量分析法又は免疫学的
検定により検出する手順からなる方法を提供する。
【００２３】
　更に別の実施形態において、本発明は、患者由来の試料中のバイオマーカーの関連付け
により判定されるアルツハイマー病の状態に関する診断結果を被験体に伝達する手順から
なる方法であって、前記バイオマーカーが、サポシンＤ（Ｉ）、サポシンＤ（ＩＩ）、サ
ポシンＤ（ＩＩＩ）、及びＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）からなる群より選択される、方法を提供する
。関連する実施形態において、この診断は、コンピュータにより作成される媒体を介して
被験体に伝達される。
【００２４】
　更に別の実施形態において、本発明は、サポシンＤ（Ｉ）、サポシンＤ（ＩＩ）、サポ
シンＤ（ＩＩＩ）、及びＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）からなる群より選択されるバイオマーカーと相
互作用する化合物を同定する方法であって、前記バイオマーカーを試験化合物と接触させ
、試験化合物が前記バイオマーカーと相互作用するかどうかを判定することからなる、方
法を提供する。
【００２５】
　別の実施形態において、本発明は、細胞中のバイオマーカーの濃度を調節する方法であ
って、前記バイオマーカーが、サポシンＤ（Ｉ）、サポシンＤ（ＩＩ）、サポシンＤ（Ｉ
ＩＩ）、及びＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）からなる群より選択され、且つ前記細胞をアンチセンス又
は干渉ＲＮＡ分子（前記アンチセンス又は干渉ＲＮＡ分子は、細胞における前記バイオマ
ーカーの発現を阻害する）と接触させる手順からなる、方法を提供する。
【００２６】
　別の実施形態において、本発明は、細胞におけるバイオマーカーの過剰発現に関連する
患者の病態を処置する方法であって、前記バイオマーカーが、サポシンＤ（Ｉ）、サポシ
ンＤ（ＩＩ）、サポシンＤ（ＩＩＩ）、及びＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）からなる群より選択され、
且つ治療上有効量のアンチセンス又は干渉ＲＮＡ分子（前記アンチセンス又は干渉ＲＮＡ
分子は、細胞における前記バイオマーカーの発現を阻害する）を被験体に投与することか
らなる、方法を提供する。関連する実施形態において、処置する病態はアルツハイマー病
である。
【００２７】
　更に別の実施形態において、本発明は、被験体におけるアルツハイマー病の状態を定性
化する方法であって、患者由来の生体試料中の少なくとも１つのバイオマーカーを測定し
（少なくとも１つのバイオマーカーは、サポシンＤバイオマーカークラスタータンパク質
又はＦＡＭ３Ｃバイオマーカークラスタータンパク質を含む）、測定結果をアルツハイマ
ー病の状態と関連付ける手順からなる、方法を提供する。関連する実施形態において、サ
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ポシンＤバイオマーカークラスタータンパク質又は前記ＦＡＭ３Ｃバイオマーカークラス
タータンパク質は、免疫学的検定により測定される。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２８】
　（発明の詳細な説明）
　１．序論
　バイオマーカーは、１つの表現型状態（例えば、疾患を有する）から得られる試料中に
、他の表現型状態（例えば、疾患を有しない）よりも特異的に存在する有機生体分子であ
る。バイオマーカーは、種々のグループにおけるバイオマーカーの平均又は中間発現レベ
ルが統計的に有意であると計算される場合に、種々の表現型状態の間で特異的に存在する
。統計的有意性の通常の試験には、主にｔ（試験）、ＡＮＯＶＡ、クラスカル－ワリス、
ウィルコクスン、マンホイットニー及びオッズ比が含まれる。バイオマーカーの単独又は
組み合わせは、対象が１つ又は別の表現型状態に属する相対的な危険性の基準を提供する
。従って、これらは、疾患（診断）、薬剤（療法）の治療的有効性、及び薬物毒性のため
のマーカーとして有用である。
【００２９】
　２．アルツハイマー病のバイオマーカー
　本発明は、アルツハイマー病を患う被験体、特にアルツハイマー病被験体と正常（非ア
ルツハイマー病）被験体に特異的に存在する、ポリペプチド系バイオマーカーを提供する
。バイオマーカーは、質量分析によって測定される質量対電荷比、飛行時間形質量分析に
おけるスペクトルのピークの形状、及び吸着剤表面の結合特性によって特徴付けられる。
これらの特性は、特定の検出された生体分子が本発明のバイオマーカーであるかどうかを
判定する１つの方法を提供する。これらの特性は、生体分子の固有の特性を示し、生体分
子の識別に使用されるプロセルを制限するものではない。一態様において、本発明は、単
離された形態におけるこれらのバイオマーカーを提供する。
【００３０】
　バイオマーカーは、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ（米国カリフ
ォルニア州フリーモント）（“Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ”）由来のＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐア
レイを使用して、ＳＥＬＤＩ技術を使用して発見された。即ち、アルツハイマー病と診断
された被験体、及び正常と診断された被験体からＣＳＦ試料を収集した。試料をＳＥＬＤ
Ｉバイオチップに適用し、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　ＰＢＳＩＩ質量分析計による飛行時間形
質量分析によって、試料中のポリペプチドのスペクトルを生成した。このようにして得ら
れたスペクトルを、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．製のＢｉｏｍ
ａｋｅｒ　Ｗｉｚａｒｄ及びＢｉｏｍａｒｋｅｒ　Ｐａｔｔｅｒｎ　Ｓｏｆｔｗａｒｅが
付属するＣｉｐｈｅｒｇｅｎ　ＥｘｐｒｅｓｓＴＭ　Ｄａｔａ　Ｍａｎａｇｅｒソフトウ
ェアにより解析した。各グループの質量スペクトルを散布図解析に付した。そして、マン
ホイットニー試験解析を使用して、散布図における各タンパク質クラスターのアルツハイ
マー病群及びコントロール群を比較し、２つの群間で有意に異なる（ｐ＜０．０００１）
タンパク質を選択した。この方法を実施例の項で詳細に説明する。
【００３１】
　このようにして発見されたバイオマーカーを表１に示す。
【００３２】
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【表１】

　本発明のバイオマーカーは、質量分析によって測定される質量対電荷比によって特徴付
けられる。各バイオマーカーの質量対電荷比は、表１において「Ｍ」の後に記載する。従
って、例えば、バイオマーカーＭ１０，３８０は、１０，３８０の質量対電荷比が測定さ
れている。質量対電荷比は、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．　Ｐ
ＢＳ　ＩＩ質量分析計により生成される質量スペクトルから測定した。この装置の質量精
度は、約＋／－０．１５％である。アミノ酸配列を使用した計算に基づくサポシンＤ（Ｉ
）の理論的質量は、１０，３７３．７１Ｄａであり、測定された質量は、理論的質量の誤
差限界内に十分に含まれる。更に、この装置の質量分解能は、約４００～１０００ｍ／ｄ
ｍ（ｍ：質量、ｄｍ：高さ０．５ピークにおける質量スペクトルピーク）である。バイオ
マーカーの質量対電荷比は、Ｂｉｏｍａｋｅｒ　ＷｉｚａｒｄＴＭソフトウェア（Ｃｉｐ
ｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．）を使用して測定した。Ｂｉｏｍａｒｋ
ｅｒ　Ｗｉｚａｒｄは、ＰＢＳＩＩによって測定されるような、解析した全てのスペクト
ルから同じピークの質量対電荷比のクラスターを形成し、クラスター中の最大及び最小の
質量対電荷比を取得して、２つに分割することによって、質量対電荷比をバイオマーカー
に割り当てる。従って、示した質量はこの仕様を反映する。
【００３３】
　本発明のバイオマーカーは更に、飛行時間形質量分析におけるスペクトルピークの形状
によって特徴付けられる。サポシンＤ及びＦＡＭ３Ｃバイオマーカーを表わすピークを示
す質量分析を図１に示す。
【００３４】
　本発明のバイオマーカーは更に、クロマトグラフィー表面に対する結合特性によって特
徴付けられる。実施例の通り、「ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ試験」のカラムは、バイオマー
カーが結合するバイオチップの種類及び洗浄条件に関連する。例えば、Ｃｉｐｈｅｒｇｅ
ｎ　Ｉｎｃ．のＨ５０　ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ（登録商標）は、逆相吸着剤を使用する
。Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｉｎｃ．のＩＭＡＣ－３０Ｃｕ　ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ（登録
商標）は、銅金属イオン結合吸着剤を使用する。「ＳＰＡ」及び「ＥＡＭ」は、シナピン
酸及び４－ヒドロキシ－α－シアノ桂皮酸、即ち、表１に示し、実施例で詳述するような
、ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐｓと組み合わせてエネルギー吸収マトリクスとして使用される
薬剤が使用される。
【００３５】
　アルツハイマー病患者のＣＳＦでレベルが増加する本発明の特定のバイオマーカーの同
一性を表１に示す。この測定を行った方法については、実施例の項に記載されている。同
一性が測定されたバイオマーカーの場合、バイオマーカーのレベルは、当業者に既知のそ
の他の方法、例えば、バイオマーカーの固有の特性（酵素活性等）に関する免疫学的検定
又は試験によって測定することができる。バイオマーカーをコードするＲＮＡ分子のレベ
ルも、バイオマーカーの発現の程度を測定するために、（例えばアンチセンス技術を使用
して）測定される場合がある。
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【００３６】
　本発明のバイオマーカーは、質量対電荷比、結合特性及びスペクトルの形態によって特
徴付けられるため、それらは特定の同一性を知らなくても質量分析によって検出すること
ができる。しかし、所望の場合、同一性が決定されていないバイオマーカーは、例えば、
ポリペプチドのアミノ酸配列を決定することによって同定することができる。例えば、バ
イオマーカーは、トリプシン又はＶ８プロテアーゼ等の幾つかの酵素を使用してペプチド
マッピングすることができ、消化断片の分子量は、種々の酵素によって生成される消化断
片の分子量に適合する配列のデータベースを検索するために使用することができる。或い
は、タンパク質バイオマーカーは、タンデムＭＳ技術を使用して配列決定することができ
る。この方法で、タンパク質は、例えばゲル電気泳動によって単離される。バイオマーカ
ーを含むバンドを切り出し、タンパク質をプロテアーゼ消化に付す。個々のタンパク質断
片を第一の質量分析計によって分離する。次に、この断片を衝突誘発冷却に付し、これに
よってペプチドを断片化し、ポリペプチドのラダーを生成する。次いで、ポリペプチドの
ラダーをタンデムＭＳの第二の質量分析計によって解析する。ポリペプチドラダーのメン
バーの質量における差によって、配列中のアミノ酸が同定される。この方法で完全なタン
パク質を配列決定してもよければ、同一性候補を見つけるデータベースマイニングに配列
断片を付してもよい。
【００３７】
　表１のバイオマーカーの検出に好ましい生物学的起源はＣＳＦである。しかし、バイオ
マーカーは、その他の体液、例えば、血清、血液又は尿中にも存在する場合がある。
【００３８】
　本発明のバイオマーカーは生体分子である。従って、本発明はこれらの生体分子を単離
された形態で提供する。バイオマーカーは、ＣＳＦ等の体液から単離してもよい。又、そ
れらの質量及び結合特性に基づいて、当業者に既知の何れかの方法によって単離してもよ
い。例えば、生体分子を含む試料は、本明細書に記載の通りクロマトグラフ分別に付して
、更に、例えばアクリルアミドゲル泳動による分離に付してもよい。バイオマーカーの同
定に関する知識を活用することで、免疫親和性クロマトグラフィーによる分離も行うこと
ができる。
【００３９】
　３．バイオマーカー及びタンパク質の種々の形態
　タンパク質は、しばしば複数の異なる形態で試料中に存在する。これらの形態は、転写
前及び転写後の何れか又は両方の修飾によりもたらされる。転写後の修飾形態には、対立
遺伝子変異、スプライシング変異、及びＲＮＡの編集形態が含まれる。転写後の修飾形態
には、タンパク質開裂（例えば、親タンパク質の断片）、グリコシル化、リン酸化、脂質
化、酸化、メチル化、システイン化、スルホン化、及びアセチル化が含まれる。試料中の
タンパク質を検出又は測定する場合、タンパク質の種々の形態を識別する能力は、差の性
質、及び検出又は測定に使用する方法により異なる。例えば、エピトープに対するモノク
ローナル抗体を使用した免疫学的検定は、エピトープを含むタンパク質の全ての形態を検
出するが、それらの形態を識別しない。しかし、タンパク質の異なるエピトープに対する
２種の抗体を使用するサンドイッチ免疫学的検定は、両方のエピトープを含むタンパク質
の全ての形態を検出するが、エピトープの１つのみを含む形態を検出しない。診断試験に
おいては、使用する特定の方法によって検出される形態が、何れかの特定の形態と等しく
良好なバイオマーカーである場合、タンパク質の種々の形態を識別できないことよる影響
は殆どない。しかし、タンパク質の特定の形態（又は特定の形態のサブセット）が、特定
の方法によって一緒に検出される種々の形態を収集するよりも良好なバイオマーカーであ
る場合、試験の能力に影響が及ぶ場合がある。この場合、タンパク質の形態を識別し、タ
ンパク質の所望の形態を特異的に検出及び測定する試験方法を使用することが有用である
。検体の種々の形態を識別する、又は検体の特定の形態を特異的に検出することは、検体
を「区別する」と呼ばれる。
【００４０】
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　通常、形態が異なれば質量も異なり、これは質量分析により区別できることから、質量
分析は、タンパク質の種々の形態を区別するとりわけ強力な方法である。従って、タンパ
ク質の１つの形態が、別の形態のバイオマーカーよりも疾患の優れたバイオマーカーであ
る場合、質量分析は、従来の免疫学的検定では形態を識別できず、有用なバイオマーカー
を特異的に検出できない、有用な形態を特異的に検出し、測定することが可能となる場合
がある。
【００４１】
　一つの有用な方法では、質量分析を免疫学的検定と組み合わせる。第一に、生体特異的
捕捉試薬（例えば、バイオマーカー及びその他の形態を認識する抗体、アプタマー又はＡ
ｆｆｉｂｏｄｙ）が、対象となるバイオマーカーの捕捉に使用される。好ましくは、生体
特異的捕捉試薬は、ビーズ、プレート、膜又はチップ等の固相に結合する。結合していな
い物質を洗浄して取り除いた後、捕捉された検体を質量分析によって検出及び／又は測定
する（この方法も又、タンパク質と結合するか、又はその他の方法で抗体により認識され
、それ自体がバイオマーカーであってもよい、タンパク質相互作用子の捕獲によりもたら
される）。従来のＭＡＬＤＩ又はＳＥＬＤＩ及びエレクトロスプレーイオン化等のレーザ
ー脱離法を含めた、種々の形態の質量分析が、タンパク質の形態の検出に有用である。
【００４２】
　従って、本明細書において、特定のタンパク質を検出するか、又は特定のタンパク質の
量を測定することに言及する場合は、タンパク質の種々の形態を区別するかにかかわらず
タンパク質を検出及び測定することを意味する。例えば、サポシンＤの測定手順には、タ
ンパク質の種々の形態を識別しない方法（例えば、特定の免疫学的検定）によるサポシン
Ｄの測定、並びに種々の形態を識別するか、又はタンパク質の特定の形態（例えば、サポ
シンＤ　Ｉ、サポシンＤ　ＩＩ、サポシンＤ　ＩＩＩのそれぞれ又は組み合わせの何れか
及び／又は全て）を測定する方法によるサポシンＤの測定が含まれる。コントロール的に
、タンパク質の特定の形態、例えば、サポシンＤの特定の形態を測定するのが好ましい場
合は、特定の形態が指定される。例えば、「サポシンＤ　Ｉを測定する」とは、その形態
をサポシンＤの他の形態（例えば、サポシンＤ　ＩＩ及びサポシンＤ　ＩＩＩ）から識別
する方法でサポシンＤ　Ｉを測定することを意味する。
【００４３】
　４．　アルツハイマー病のバイオマーカーの検出
　本発明のバイオマーカーは、任意の適切な方法によって検出することができる。検出法
には、光学的方法、電機化学的方法（電気分析法及び電流測定技術）、原子間顕微鏡、ラ
ジオ周波数法、例えば、多極共鳴分光法が含まれる。共焦点及び非共焦点の両方の顕微鏡
に加え、具体的な光学的方法は、蛍光、発光、化学発光、吸光度、反射率、透過率、複屈
折又は屈折率（例えば、表面プラズモン共鳴、偏光解析法、共振ミラー法、格子結合導波
法又は干渉分光法）である。
【００４４】
　一実施形態において、試料をバイオチップにより解析する。バイオチップは一般的に、
捕捉試薬（吸着剤又は親和性試薬とも呼ぶ）が結合する、実質的に平面な表面を有する固
相支持体を含む。しばしば、バイオチップの表面は、多数のアドレス可能位置を含み、そ
れぞれはそこに結合する捕捉試薬を有する。
【００４５】
　タンパク質バイオチップは、ポリペプチドの捕捉のために適応するバイオチップである
。多くのタンパク質バイオチップは当業界で開示されている。これらには、例えば、Ｃｉ
ｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．（米国カリフォルニア州フリーモント
）、Ｚｙｏｍｙｘ（米国カリフォルニア州ヘイワード）、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（米国カ
リフォルニア州カールズバッド）、Ｂｉａｃｏｒｅ（スウェーデン　ウプサラ）及びＰｒ
ｏｃｏｇｎｉａ（英国バークシャー）によって製造されるタンパク質バイオチップが含ま
れる。このようなタンパク質バイオチップの具体例は、以下の特許又は公開特許出願、即
ち、米国特許第６，２２５，０４７号（Ｈｕｔｃｈｅｎｓ　ａｎｄ　Ｙｉｐ）；米国特許
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第６，５３７，７４９号（Ｋｕｉｍｅｌｉｓ　ａｎｄ　Ｗａｇｎｅｒ）；米国特許第６，
３２９，２０９号（Ｗａｇｎｅｒ，　ｅｔ　ａｌ．）；ＰＣＴ国際出願公開第ＷＯ００／
５６９３４号（Ｅｎｇｌｅｒｔ，　ｅｔ　ａｌ．）；ＰＣＴ国際出願公開第ＷＯ０３／０
４８７６８号（Ｂｏｕｔｅｌｌ，　ｅｔ　ａｌ．）及び米国特許第５，２４２，８２８号
（Ｂｅｒｇｓｔｒｏｍ，　ｅｔ　ａｌ．）に開示されている。
【００４６】
　質量分析による検出
　好ましい実施形態において、本発明のバイオマーカーは、質量分析、気相イオンを検出
するために質量分析を使用する方法によって検出される。質量分析の具体例は、飛行時間
形質量分析、磁場型、四重極フィルター、イオントラップ、イオンサイクロトロン共鳴、
静電セクターアナライザー及びそれらのハイブリッドである。
【００４７】
　更に好ましい実施形態において、質量分析はレーザー蒸着／イオン化質量分析である。
レーザー蒸着／イオン化質量分析においては、検体は、質量分析プローブの表面に配置さ
れ、イオン化のためのイオン化エネルギーを検体に与え、質量分析計に導入するために、
質量分析計のプローブインターフェースを関与させる。レーザー脱離質量分析は、表面か
ら検体を脱着し、それらそ揮発及びイオン化し、質量分析計のイオン光学に利用できるよ
うにするために、通常は紫外線レーザーのみでなく赤外線レーザー由来のレーザーエネル
ギーを使用する。ＬＤＩによるタンパク質の解析は、ＭＡＬＤＩ又はＳＥＬＤＩから取得
することができる。
【００４８】
　単一のＴＯＦ機器におけるレーザー脱離／イオン化は、通常、線状抽出（ｌｉｎｅａｒ
　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ）モードで実施される。タンデム質量分析は、直交抽出モードを
使用することができる。
【００４９】
　ＳＥＬＤＩ
　本発明において使用される、好ましい質量分析技術は、例えば、何れも、Ｈｕｔｃｈｅ
ｎｓ及びＹｉｐに対する、米国特許第５，７１９，０６０号及び米国特許第６，２２５，
０４７号に開示されているような、「表面エンハンス型レーザー脱離及びイオン化」又は
「ＳＥＬＤＩ」である。これは、検体（ここでは、１つ以上のバイオマーカー）がＳＥＬ
ＤＩ質量分析プローブの表面に捕捉される、脱離／イオン化気相イオンスペクトロメトリ
ー（例えば、質量分析）の方法を意味する。
【００５０】
　ＳＥＬＤＩは又、「親和性捕捉質量分析」又は「表面エンハンス型親和性ー捕捉」（「
ＳＥＡＣ」）とも呼ばれている。このバージョンは、物質と検体との間の非共有結合親和
性相互作用（吸着）を通じて検体を捕捉する、プローブ表面上に物質を有するプローブの
使用を必要とする。この物質は、様々に、即ち「吸着剤」、「捕捉試薬」、「親和性試薬
」、又は「結合部分」と呼ばれる。このようなプローブは、「親和性捕捉プローブ」、「
吸着表面」を有するとして言及され得る。捕捉試薬は、検体を結合することができる任意
の材料であってもよい。捕捉試薬は、物理吸着又は化学吸着によってプローブ表面に接着
する。特定の実施形態において、プローブは、既に表面に結合した捕捉試薬を有する。別
の実施形態において、プローブは予め活性化され、例えば、共有結合又は配位共有結合に
よって、捕捉試薬と結合することができる反応性部分を含む。エポキシド及びアクリル－
イミダゾールは、抗体又は細胞受容体等のポリペプチド捕捉試薬と共有的に結合する有用
な反応性部分である。ニトリロ酸酢酸及びイミノ二酢酸は、ヒスチジン含有ペプチドと非
共有的に相互作用する金属イオンと結合するキレート剤として機能する、有用な反応性部
分である。吸着剤は、一般的にクロマトグラフ吸着剤と生体特異的吸着剤とに分類される
。
【００５１】
　「クロマトグラフ吸着剤」は、クロマトグラフィーにおいて通常に使用される吸着剤物
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質を意味する。クロマトグラフ吸着剤には、例えば、イオン交換物質、金属キレート剤（
例えば、ニトリロ酸酢酸又はイミノ二酢酸）、固定化金属キレート、疎水性相互作用吸着
剤、親水性相互作用吸着剤、色素、単純な生体分子（例えば、ヌクレオチド、アミノ酸、
単純な糖及び脂肪酸）、及び混合モード吸着剤（例えば、疎水性引力／静電斥力吸着剤）
が含まれる。
【００５２】
　「生体特異的吸着剤」は、生体分子、例えば、核酸分子（例えば、アプタマー）、ポリ
ペプチド、多糖類、脂質、ステロイド又はこれらの複合体（糖タンパク質、リポタンパク
質、糖脂質、核酸（例えばＤＮＡ）のタンパク質複合体を含む吸着剤を意味する。特定の
具体例においては、生体特異的吸着剤は、多タンパク質複合体、生体膜又はウイルス糖の
高分子構造であってもよい。生体特異的吸着剤の具体例は、抗体、受容体タンパク質及び
核酸である。生体特異的吸着剤は、通常、標的検体に対して、クロマトグラフ吸着剤より
も高い特異性を有する。ＳＥＬＤＩにおいて使用される吸着剤の更なる具体例は、米国特
許第６，２２５，０４７号に記載されている。「生体選択的吸着剤」は、少なくとも１０
－８Ｍの親和性で検体と結合する吸着剤を意味する。
【００５３】
　Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．によって製造されたタンパク質
バイオチップは、クロマトグラフ又は生体特異的吸着剤がアドレス可能な位置で接着した
表面を含む。Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ（登録商標）アレイは、ＮＰ
２０（親水性）；Ｈ４及びＨ５０（疎水性）；ＳＡＸ－２、Ｑ－１０（アニオン交換）；
ＷＣＸ－２及びＣＭ－１０（カチオン交換Ｉ）；ＩＭＡＣ－３、ＩＭＡＣ－３０及びＩＭ
ＡＣ－５０（金属キレート）；及びＰＳ－１０、ＰＳ－２０（アクリル－イミダゾール、
エポキシドを有する反応性表面）及びＰＧ－２０（アクリル－イミダゾールを通じて結合
したプロテインＧ）を含む。疎水性のＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐアレイは、イソプロピル又
はノニルフェノキシ－ポリ（エチレングリコール）メタクリレート官能性を有する、アニ
オン交換ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐアレイは、四級アンモニウム感応性を有する。カチオン
交換ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐアレイは、カルボン酸塩官能性を有する。固定化金属キレー
トＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐアレイは、キレート化によって銅、ニッケル、亜鉛及びガリウ
ムとの遷移金属イオンを吸着する、ニトリロ酸酢酸官能性（ＩＭＡＣ３及びＩＭＡＣ３０
）又はＯ－メタクリロイル－Ｎ，Ｎ－ビス－カルボキシメチルチロシン感応性（ＩＭＡＣ
５０）を有する。予め活性化されたＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐアレイは、共有結合について
タンパク質上の基と反応することができる、アクリル－イミダゾール又はエポキシド官能
性基を有する。
【００５４】
　このようなバイオチップは更に、米国特許第６，５７９，７１９号（Ｈｕｔｃｈｅｎｓ
　ａｎｄ　Ｙｉｐ　“Ｒｅｔｅｎｔａｔｅ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，”　２００
３年６月１７日）；米国特許第６，８９７，０７２号（Ｒｉｃｈ，ら、“Ｐｒｏｂｅｓ　
ｆｏｒ　ａ　Ｇａｓ　Ｐｈａｓｅ　Ｉｏｎ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ，”２００５年５
月２４日）；米国特許第６，５５５，８１３号（Ｂｅｅｃｈｅｒ，ら、“Ｓａｍｐｌｅ　
Ｈｏｌｄｅｒ　ｗｉｔｈ　Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ　Ｃｏａｔｉｎｇ　ｆｏｒ　Ｇａｓ　
Ｐｈａｓｅ　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ，”２００３年４月２９日）；米国特
許出願公開第２００３－００３２０４３Ａ１号（Ｐｏｈｌ　ａｎｄ　Ｐａｐａｎｕ，　“
Ｌａｔｅｘ　Ｂａｓｅｄ　Ａｄｓｏｒｂｅｎｔ　Ｃｈｉｐ，”２００２年７月１６日）；
及びＰＣＴ国際出願公開第ＷＯ０３／０４０７００号（Ｕｍ，ら、“Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂ
ｉｃ　Ｓｕｒｆａｃｅ　Ｃｈｉｐ，”２００３年５月１５日）；米国特許出願公開第２０
０３－０２１８１３０Ａ１号（Ｂｏｓｃｈｅｔｔｉ，ら、“Ｂｉｏｃｈｉｐｓ　Ｗｉｔｈ
　Ｓｕｒｆａｃｅｓ　Ｃｏａｔｅｄ　Ｗｉｔｈ　Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ－Ｂａｓ
ｅｄ　Ｈｙｄｒｏｇｅｌｓ，”２００３年４月１４日）及び米国特許出願公開第２００５
－０５９０８５Ａ１号（Ｈｕａｎｇ，ら、“Ｐｈｏｔｏｃｒｏｓｓｌｉｎｋｅｄ　Ｈｙｄ
ｒｏｇｅｌ　Ｂｌｅｎｄ　Ｓｕｒｆａｃｅ　Ｃｏａｔｉｎｇｓ，”２００５年３月１７日
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）に開示されている。
【００５５】
　一般的に、吸着剤表面を有するプローブは、試料中に存在するバイオマーカーが吸着剤
に結合するのに十分な時間、試料と接触させる。インキュベーション期間の後、基質を洗
浄し、結合していない物質を除去する。任意の適切な洗浄溶液を使用することができ、好
ましくは水性溶液が使用される。結合したままである分子の程度は、洗浄の厳密性を調整
することによって操作することができる。洗浄溶液の溶出特性は、例えば、ｐＨ、イオン
強度、疎水性、カオトロピックの度合い、界面活性剤強度及び温度に依存し得る。プロー
ブが、（本明細書に記載したように）ＳＥＡＣ及びＳＥＮＤ特性の両方を有さなければ、
エネルギー吸収分子が結合バイオマーカーとともに基質に適用される。
【００５６】
　更に別の方法においては、バイオマーカーと結合する抗体を有する固相に結合した免疫
吸着剤と共に、バイオマーカーを捕捉することができる。吸着剤を洗浄して未結合の物質
を除去した後、バイオマーカーを固相から溶出し、バイオマーカーを結合するＳＥＬＤＩ
チップに適合することによって検出し、ＳＥＬＤＩによって解析する。
【００５７】
　基質に結合したバイオマーカーは、飛行時間形質量分析等の気相イオン分光計中で検出
される。バイオマーカーは、レーザー等のイオン化源によってイオン化し、生成したイオ
ンは、イオン光学アセンブリによって収集し、次いで、質量分析器が散乱し、通過したイ
オンを解析する。次いで、検出器は検出したイオンの情報を質量対電荷比に移動する。バ
イオマーカーの検出は、通常、シグナル強度の検出を必要とする。従って、バイオマーカ
ーの含量及び質量を測定することができる。
【００５８】
　ＳＥＮＤ
　レーザー脱離質量分析の他の方法は、表面エンハンス型ニート脱離（ＳＥＮＤ）と呼ば
れる。ＳＥＮＴは、プローブ表面に化学的に結合しているエネルギー吸収分子を含むプロ
ーブ（「ＳＥＮＤプローブ」）の使用を必要とする。「エネルギー吸収分子」（ＥＡＭ）
）なる熟語は、レーザー脱離／イオン化源からのエネルギーを吸収することのでき、その
後、それらと接触して検体の分子の脱離及びイオン化に寄与する分子を意味する。ＥＡＭ
のカテゴリーには、ＭＡＬＤＩで使用される分子が含まれ、しばしばマトリックスと呼ば
れ、ケイ皮酸誘導体、シナピン酸（ＳＰＡ）、シアノ－ヒドロキシケイ皮酸（ＣＨＣＡ）
及びジヒドロキシ安息香酸、フェルラ酸、及びヒドロキシアセトフェノン誘導体によって
例示される。特定の実施形態において、エネルギー吸収分子は、直鎖又は架橋結合ポリマ
ー、例えばポリメタクリレートに導入される。例えば、組成物は、α－シアノ－４－メタ
クリロイルオキシケイ皮酸及びアクリレートのコポリマーであってもよい。別の実施形態
において、組成物は、α－シアノ－４－メタクリロイルオキシケイ皮酸、アクリレート、
及び３－（トリエトキシ）シリルプロピルメタクリレートのコポリマーである。別の実施
形態において、組成物は、α－シアノ－４－メタクリロイルオキシケイ皮酸、及びオクタ
デシルメタクリレートのコポリマー（Ｃ１８ＳＥＮＤ）である。ＳＥＮＤは更に、米国特
許第６，１２４，１３７号及びＰＣＴ国際出願公開第ＷＯ０３／６４５９４号（Ｋｉｔａ
ｇａｗａ，　“Ｍｏｎｏｍｅｒｓ　Ａｎｄ　Ｐｏｌｙｍｅｒｓ　Ｈａｖｉｎｇ　Ｅｎｅｒ
ｇｙ　Ａｂｓｏｒｂｉｎｇ　Ｍｏｉｅｔｉｅｓ　Ｏｆ　Ｕｓｅ　Ｉｎ　Ｄｅｓｏｒｐｔｉ
ｏｎ／Ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ　Ｏｆ　Ａｎａｌｙｔｅｓ，”　２００３年８月７日）に開
示されている。
【００５９】
　ＳＥＡＣ／ＳＥＮＤは、捕捉試薬及びエネルギー吸収分子の両方が表面に存在する試料
に結合する、レーザー質量分析のバージョンである。従って、ＳＥＡＣ／ＳＥＮＤプロー
ブは、外部のマトリックスを利用することなく、親和性捕捉及びイオン化／脱離を通じて
検体の捕捉を可能にする。Ｃ１８　ＳＥＮＤバイオチップは、細気宇試薬として機能する
Ｃ１８部分、及びエネルギー吸収部分として機能するＣＨＣＡ部分を含む、ＳＥＡＣ／Ｓ
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ＥＮＤのバージョンである。
【００６０】
　ＳＥＰＡＲ
　ＬＤＩの他のバージョンは、Ｓｕｒｆａｃｅ－Ｅｎｈａｎｃｅｄ　Ｐｈｏｔｏｌａｂｉ
ｌｅ　Ａｔｔａｃｈｍｅｎｔ　ａｎｄ　Ｒｅｌｅａｓｅ（ＳＥＰＡＲ）と呼ばれる。ＳＥ
ＰＡＲは、表面に結合し、検体と共有結合することのでき、次いで、光、例えばレーザー
光に露出した後に、部分中で感光性結合の破壊によって検体を遊離する部分を有するプロ
ーブの使用を必要とする（米国特許第５，７１９，０６０号を参照）。ＳＥＰＡＲ及びＳ
ＥＬＤＩの他の形態は、本発明に従い、バイオマーカー又はバイオマーカープロフィール
の検出に容易に適用される。
【００６１】
　ＭＡＬＤＩ
　ＭＡＬＤＩは、タンパク質及び核酸等の生体分子を解析するために使用されるレーザー
脱離／イオン化の従来の方法である。ＭＡＬＤＩの一方法においては、試料をマトリック
スと混合し、ＭＡＬＤＩチップに直接蒸着させる。しかし、血清又は尿等の生物学的試料
の複雑さは、試料の事前の分画なしでは、この方法を決して最適でないものにする。従っ
て、特定の実施形態において、バイオマーカーを、好ましくは最初に生体特異的な（例え
ば、抗体）又は樹脂等の固相支持体（例えば、細長いカラム中）と結合したクロマトグラ
フ材料を使用して捕捉する。本発明のバイオマーカーと結合する特定の親和性物質は前述
した。親和性物質による精製後、バイオマーカーを溶出し、次いで、ＭＡＬＤＩにより検
出する。
【００６２】
　質量分析におけるイオン化のその他の形態
　他の方法においては、バイオマーカーは、ＬＣ－ＭＳ又はＬＣ－ＬＣ－ＭＳによって検
出される。これは、液体クロマトグラフィーによる１又は２回に通過、それに続く質量分
析、通常はエレクトロスプレーイオン化によって試料中のタンパク質の解析を行うことか
らなる。
【００６３】
　データ解析
　飛行時間形質量分析による検体の解析は、飛行時間形スペクトルを生成する。最終的に
解析された飛行時間形スペクトルは、通常は、試料に対するイオン化エネルギーの単一パ
ルス由来のシグナルを表さず、どちらかというと、多くのパルス由来のシグナルを表す。
これはノイズを減少し、ダイナミック・レンジを増加する。次いで、この飛行時間形デー
タをデータ処理にかける。Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ’ｓ　ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ（登録商標
）においては、データ処理は、通常、質量スペクトルを生成するためのＴＯＦ－ｔｏ－Ｍ
／Ｚ変換、機器の補正を除去するためのベースラインの差し引き、及び高周波ノイズを減
少するための高周波ノイズフィルターを含む。
【００６４】
　バイオマーカーの脱離及び検出によって生成されたデータは、プログラム可能なデジタ
ルコンピュータを使用して解析することができる。検出されたバイオマーカーの数、及び
任意にシグナル強度及び各検出されたバイオマーカーの測定した分子量を示すために、コ
ンピュータプログラムはデータを解析する。データ解析は、バイオマーカーのシグナル強
度を検出し、予め決められた統計的分布から逸脱するデータを除去する手順からなる。例
えば、観察されたピークは、幾つかの基準と比較して各ピークの高さを計算することによ
って、規格化することができる。
【００６５】
　コンピュータは、得られたデータを、表示のために種々の形式に変換することができる
。標準的なスペクトルを表示することができるが、１つの有用な形式においては、ピーク
高及び質量情報のみがスペクトル図から維持され、よりきれいな画像が得られ、殆ど同じ
分子量を有するバイオマーカーがより容易に見られることを可能にする。他の有用な形式
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においては、複数のスペクトルが比較され、試料間の上方又は下方調節されたバイオマー
カーを都合よく強調する。これらの形式の何れかを使用し、特定のバイオマーカーが試料
中に存在するかどうかを容易に判定することができる。
【００６６】
　解析は一般的に、検体由来のシグナルを表すスペクトル中のピークの特定を必要とする
。ピークの選択は視覚的に実施することができるが、ソフトウェアを利用でき、ピークの
検出を自動化することができるＣｉｐｈａｅｒｇｅｎ‘ｓ　ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ（登
録商標）ソフトウェアパッケージの一部として利用可能である。一般的に、このソフトウ
ェアは、選択された閾値を超えるＳ／Ｎ比を有し、ピークシグナルの重心においてピーク
の質量を標識する信号を特定することによって機能する。１つの有用な用途においては、
多くのスペクトルは、質量スペクトルの幾つかの選択された割合中に存在する同一のピー
クを特定することにより比較される。このソフトウェアの１つのバージョンは、定義され
た大規模な範囲内の種々のスペクトルに表れる全てのピークを発生させ、固まり（Ｍ／Ｚ
）をほぼ大規模（Ｍ／Ｚ）クラスターの中点にある全てのピークに割り当てる。
【００６７】
　データを解析するために使用するソフトウェアは、シグナル中でシグナルがピークを表
すかどうかを判定するためのシグナルの解析のためのアルゴリズムに適用されるコードを
含むことができる。ソフトウェアは、試験の下で特定の臨床パラメータの状態を示すバイ
オマーカーピーク又はバイオマーカーピークの組み合わせが存在するかどうかを判定する
ために、系統又はＡＮＮ解析の分類に対する観察されるバイオマーカーのピークに関する
データにかけることができる。試料の質量スペクトル解析から直接、又は間接的に、種々
のパラメータを得るために、データの解析は鍵である。これらのパラメータには、１つ以
上のピークの存在又は非存在、ピーク、又はピークのグループの形態、１つ以上のピーク
の高さ、１つ以上のピークの高さの対数、及びピーク高さデータの算術的な取り扱いが含
まれるが、これらに限定されない。
【００６８】
　アルツハイマー病のバイオマーカーのＳＥＬＤＩ検出
　表１のバイオマーカーの検出のためのプロトコルは、以下の通りである。ＣＳＦのきれ
いな試料を使用するか、ＳＥＬＤＩ解析の前に、まず、試料を予め分別する。利用できる
場合、予め分別する好ましい方法は、試料を、Ｑ　ＨｙｐｅｒＤ（ＢｉｏＳｅｐｒａ，Ｓ
Ａ）等のアニオン交換クロマトグラフ材料と接触させる。次いで、ｐＨ９、ｐＨ７、ｐＨ
５及びｐＨ４の緩衝液を使用した段階的なｐＨ溶出に、結合物質をさらす。バイオマーカ
ーを含む、種々の画分を収集する。
【００６９】
　次いで、表１に示すように、試験するための試料を、Ｈ５０　ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ
アレイ（Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．）又はＩＭＡＣ３０－Ｃ
ｕ　ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐアレイ（Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎ
ｃ．）を含む親和性捕捉プローブと接触させる。バイオマーカーを保持するが、未結合の
分子を洗い流す緩衝液を使用してプローブを洗浄する。レーザー脱離／イオン化質量分析
によりバイオマーカーを検出する。
【００７０】
　又、バイオマーカーを認識する抗体が利用可能であれば、それらを、予め活性化したＰ
Ｓ１０又はＰＳ２０　ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐアレイ（Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙ
ｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．）等のプローブ表面に結合させる。これらの応対はプローブ表面で
、試料由来のバイオマーカーを捕捉することができる。次いで、例えば、レーザー脱離イ
オン化質量分析により、バイオマーカーを検出することができる。
【００７１】
　免疫学的検定による検出
　本発明の別の実施形態において、本発明のバイオマーカーは、質量分析以外の方法、又
はバイオマーカーの質量測定に依存する方法以外の方法によって測定される。質量に依存
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しないこのような１つの実施形態において、本発明のバイオマーカーは、免疫学的検定に
よって測定される。免疫学的検定には、バイオマーカーを捕捉するために、抗体等の生体
特異的捕捉試薬が必要となる。抗体は、例えば、バイオマーカーを使用して動物を免疫化
する等の、当業界で周知の方法によって生成されてもよい。バイオマーカーは、それらの
結合特性に基づき試料から単離してもよい。或いは、ポリペプチドバイオマーカーのアミ
ノ酸配列が既知である場合には、ポリペプチドを合成及び使用して、当業界で周知の方法
により抗体を生成してもよい。
【００７２】
　本発明は、例えば、ＥＬＩＳＡ又は蛍光免疫学的検定を含めたサンドイッチ免疫学的検
定、並びにその他の酵素免疫学的検定をはじめとする免疫学的検定を意図する。比濁法は
、抗体が溶液である液相中で実施される試験である。抗原と抗体の結合は、測定する吸光
度の変化をもたらす。ＳＥＬＤＩ免疫学的検定においては、バイオマーカーの生体特異的
捕捉試薬が、予め活性化されたＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐアレイ等のＭＳプローブの表面に
結合する。その後、このバイオマーカーが、この試薬を介してバイオチップ上で特異的に
捕捉され、捕捉されたバイオマーカーが質量分析によって検出される。
【００７３】
　５．患者のアルツハイマー病の状態の判定
　単一のマーカー
　本発明のバイオマーカーは、被験体におけるアルツハイマー病の状態を評価する（例え
ば、アルツハイマー病を診断する）診断試験において使用してもよい。「アルツハイマー
病の状態」という語句には、非疾患を含めた、疾患の識別できる任意の徴候が含まれる。
例えば、疾患の状態には、疾患の有無（例えば、アルツハイマー病及び非アルツハイマー
病）、疾患発現の危険性、疾患の段階、疾患の進行（例えば、一定期間における疾患の進
行又は疾患の寛解）、及び疾患の処置に対する効果又は応答が含まれる、これらに限定さ
れない。この状態に基づき、更なる診断試験又は治療手技若しくは計画を含めた、更なる
手技が示される場合がある。
【００７４】
　状態を正確に予想するための診断試験の能力は、通常、試験の感度、試験の特異性、又
は受信者動作特性（ＲＯＣ）曲線下の面積として測定される。感度は、陽性であると試験
によって予測される真陽性の割合であるが、特異性は、陰性であると試験によって予測さ
れる真陰性の割合である。ＲＯＣ曲線は、１－特異性を関数として、試験の感度を提供す
る。ＲＯＣ曲線下の面積が大きくなるほど、試験の予測値が強力となる。試験の有用性の
他の有用な測定は、陽性的中率及び陰性的中率である。陽性的中率は、陽性として試験さ
れた、現実の陽性の割合である。陰性的中率は、陰性として試験された、現実の陰性の割
合である。
【００７５】
　本発明のバイオマーカーは、異なるアルツハイマー病の状態において、少なくともｐ≦
１０－３、ｐ≦１０－４、ｐ≦１０－５の統計的相違を示す。これらのバイオマーカーを
、単独で又は組み合わせて使用する診断試験は、少なくとも７５％、少なくとも８０％、
少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９８％、及び約１
００％の感度及び特異性を示す。
【００７６】
　表１に記載された各バイオマーカーはアルツハイマー病に特異的に存在し、従って、ア
ルツハイマー病の状態の判定における補助において個々に有用である。該方法は、第一に
、本明細書に記載された方法、例えば、ＳＥＬＤＩバイオチップによる捕捉、それに続く
質量分析による検出を使用して被験体試料中の選択されたバイオマーカーを測定し、第二
に、測定結果をアルツハイマー病態態陽性をアルツハイマー病態態陰性から区別する診断
量又はカットオフと比較する。診断量は、前述のバイオマーカーの測定値を表わし、これ
は、被験体が、特定のアルツハイマー病の状態を有するとして分類される。例えば、バイ
オマーカーが、アルツハイマー病の間に正常と比較して上方調節される場合、診断のカッ
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カーは上方調節される。或いは、バイオマーカーが、アルツハイマー病の間に下方調節さ
れる場合、診断のカットオフよりしたの測定量はアルツハイマー病の診断をもたらす。当
業界でよく理解されているように、試験において使用される特定の診断カットオフを調整
することにより、診断医の好みに依存する診断試験の感度又は特異性を増加することがで
きる。特定の診断カットオフは、例えば、本明細書で実施されたように、種々のアルツハ
イマー病の状態を有する被験体由来の、統計的に有意な試料の数におけるバイオマーカー
の量を測定し、診断医の所望のレベルの特異性及び感度に適するカットオフを設定するこ
とにより、測定してもよい。
【００７７】
　マーカーの組み合わせ
　個々のバイオマーカーは有用な診断バイオマーカーであるが、バイオマーカーの組み合
わせが、単独のバイオマーカーのみよりも、特定の状態の優れた予測値をもたらし得るこ
とが見出された。特に、試料中の複数のバイオマーカーの検出は、試験の感度及び／又は
特異性を向上することができる。少なくとも２種のバイオマーカーの組み合わせは、しば
しば、「バイオマーカープロフィール」又は「バイオマーカーフィンガープリント」と呼
ばれる。
【００７８】
　以下の実施例に記載されたプロトコルを、１４６個のＣＳＦ試料から由来する質量スペ
クトルを生成するために使用した（表４を参照）。ピーク質量及び高さは、発見されたデ
ータセットに要約される。このデータセットは、全試料セットの２／３を含み、試料スペ
クトルの残りの１／３を使用して試験した、無作為に選択された試料スペクトルのモデル
セット上の部分最小二乗法（ＰＬＳ）を使用してモデルアルゴリズムを構築するために使
用された。変数は、一変量マーカーとしてのそれらの強度、及びＰＬＳ法の間に計算され
た「変数重要性」パラメータによって格付けされた。ＡＤ及びコントロールの両方の間で
重要と思われるマーカーのみ進展させた。最終的なモデルは、各試料が、モデルを構築す
るのに使用された絶対的な変数（ＡＤについて１、コントロールについて０）に基づいて
、どのグループに属するかを予測する。
【００７９】
　４種のバイオマーカー、即ち、表１由来のサポシンＤ（Ｉ）（１０．３ｋＤａ）及びＦ
ＡＭ３Ｃ（Ｉ）バイオマーカー、及び７Ｂ２及びβ－２－ミクログロブリンを使用した、
具体的な多変数散布図を図２に示す。従って、表１のバイオマーカーは、相互に組み合わ
せて、及び表２に示すような、多のバイオマーカーと組み合わせて使用した場合に、アル
ツハイマー病の強力な分類個として認識される。特に、更に表３のバイオマーカーと一緒
に使用した場合、これらのマーカーは、少なくとも８５％の感度及び特異性で、非アルツ
ハイマー病からアルツハイマー病を識別することができる。表２は、特定のアルゴリズム
の感度及び特異性とともに、ＰＬＳ法により生成された特定の決定木において使用される
マーカーの組み合わせを示す。
【００８０】
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【表２】

　表３は、最も新しい解析を要約し、実施例に開示される２７種のバイオマーカー（表１
の４種のバイオマーカー、及びβ－２－ミクログロブリン及び７Ｂ２フラグメントバイオ
マーカーを含む）を示す。表３に示したバイオマーカーの質量対電荷比は、表１のバイオ
マーカーの質量と僅かに異なっていること示される。この相違の幾つかは、質量を丸める
ことによる。他の明らかな相違は、前述した最小／最大法よりもクラスターにおけるピー
クの平均に基づく質量対電荷比を割り当てるアルゴリズムによる。表３におけるバイオマ
ーカーの幾つかの特定は、参考文献として本明細書に組み入れられる、２００４年１１月
６日に出願された、米国特許出願公開第１０／９８２，５４５号に開示されている。
【００８１】
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【表３】

　アルツハイマー病の状態
　アルツハイマー病の状態の判定は、通常、個体を、診断試験の結果に基づいて、複数の
グループ（状態）の１つに分類することからなる。本明細書に開示する診断試験は、多く
の異なる状態の間を分類するために使用することができる。
【００８２】
　疾患の存在
　一実施形態において、本発明は、被験体におけるアルツハイマー病の有無（状態：アル
ツハイマー病及び非アルツハイマー病）を判定する方法を提供する。アルツハイマー病の
存在又は非存在は、関連するバイオマーカーを測定し、次いで、それらを分類アルゴリズ
ムにかけるか、それらを、特定の危険レベルに関連するバイオマーカーの基準量及び／又
はパターンと比較するかの何れかによって判定される。
【００８３】
　疾患の発現の危険性の判定
　一実施形態において、本発明は、被験体におけるアルツハイマー病の発現の危険性を判
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定する方法を提供する。バイオマーカーの量又はパターンは、種々の危険状態、例えば、
高、中又は低に特徴的である。疾患の発現の危険性は、関連するバイオマーカーを測定し
、次いで、それらを分類アルゴリズムにかけるか、それらを、特定の危険レベルに関連す
るバイオマーカーの基準量及び／又はパターンと比較するかの何れかによって判定される
。
【００８４】
　疾患の段階の判定
　一実施形態において、本発明は、被験体における疾患の段階を判定する方法を提供する
。疾患の各段階は、特徴的なバイオマーカー量、又はバイオマーカー（パターン）のセッ
トの相対量を有する。疾患の段階は、関連するバイオマーカーを測定し、次いで、それら
を分類アルゴリズムにかけるか、それらを、特定の段階に関連するバイオマーカーの基準
量及び／又はパターンと比較するかの何れかによって判定される。例えば、初期段階のア
ルツハイマー病及び非アルツハイマー病、又は、初期、中期及び後期段階のアルツハイマ
ー病を分類することができる。
【００８５】
　疾患の経過（進行／退行）の判定
　一実施形態において、本発明は、被験体における疾患の経過を判定する方法を提供する
。疾患の経過は、疾患の進行（悪化）及び疾患の退行（改善）を含む、長期にわたる疾患
の状態の変化を意味する。時間が経てば、バイオマーカーの量又は相対量（例えば、パタ
ーン）は変化する。例えば、サポシンＤ及びＦａｍ３Ｃは、両方とも疾患により増加する
。従って、疾患にかかるか又は疾患にかかっていないことに関して増加又は減少する、マ
ーカーの傾向は、疾患の経過を示す。従って、この方法は、少なくとも２種の異なる時点
、例えば、第一の時間及び第二の時間における、患者における１つ以上のバイオマーカー
の測定、及びもしあれば、量の変化の比較を必要とする。疾患の経過は、これらの比較に
基づいて判定される。
【００８６】
　状態の報告
　本発明の更なる実施態様は、試験結果又は診断結果又はその両方を、例えば、技術者、
医師又は患者に伝達することに関する。特定の実施形態において、試験結果又は診断結果
又はその両方を、例えば医師及びその患者等の、対象となる関係者に伝達するためにコン
ピュータが使用される。幾つかの実施形態において、結果又は診断結果が伝達される国又
は管轄と異なる国又は管轄で、試験が実施されるか、試験結果が解析されるであろう。
【００８７】
　本発明の好ましい実施形態において、表１の何れかのバイオマーカーの試験対象におけ
る存在又は非存在に基づく診断結果は、診断結果が得られた後、可能な限り早く被検者に
伝達される。診断結果は、被験体を処置する医師によって被験体に伝達される。或いは、
診断結果は、電子メールによって被験体に送付されてもよく、電話によって被験体に伝達
されてもよい。コンピュータは、診断結果を電子メール又は電話によって伝達するために
使用される。特定の実施形態において、診断試験の結果を含むメッセージが生成され、電
気通信における熟練者によく知られているコンピュータハードウェア又はソフトウェアの
組み合わせを使用して、被験体に自動的に配送される。健康管理に向けられる伝達システ
ムの一具体例は、米国特許第６，２８３，７６１号に開示されている。しかし、本発明は
、この特定の伝達システムを利用する方法に限定されない。本発明の方法の特定の実施形
態において、試料の試験、疾患の診断、及び試験結果又は診断結果の伝達を含む、全て又
は幾つかの方法の手順は、様々な（例えば、外国）管轄内で実施される。
【００８８】
　被験体の管理
　アルツハイマー病の状態を定性化する方法の特定の実施形態において、これらの方法は
更に、この状態に基づき被験体の処置を管理することからなる。このような管理には、ア
ルツハイマー病の状態の判定に続く医師又は臨床医の行為が含まれる。例えば、医師がア



(24) JP 2008-537143 A 2008.9.11

10

20

30

40

50

ルツハイマー病と診断した場合、化学療法剤の処方又は投与等の特定の処置療法が行われ
る。或いは、アルツハイマー病又は非アルツハイマー病の診断に続いて、患者が患う可能
性がある特定の疾患を判定するための更なる試験が行われる可能性がある。又、診断試験
でアルツハイマー病の状態に関する不確かな結果が出た場合には、更なる試験が必要とな
る場合がある。
【００８９】
　６．画像化へのバイオマーカーの使用
　陽電子放出型断層撮影法（ＰＥＴ）又は単一光子放出型コンピュータ断層撮影（ＳＰＥ
ＣＴ）等の非観血式医用画像法は、癌、冠状動脈疾患及び脳疾患の検出に特に有用である
。ＰＥＴ及びＳＰＥＣＴ画像は、器官及び組織の化学的機能を示すのに対して、Ｘ線、Ｃ
Ｔ及びＭＲＩ等のその他の画像法は構造を示す。ＰＥＴ及びＳＰＥＣＴ画像化の使用は、
アルツハイマー病等の脳疾患の発現の定性化及び監視に益々有用となってきている。場合
によっては、ＰＥＴ又はＳＰＥＣＴ画像化を使用することによって、症状の発生よりも数
年早く、アルツハイマー病を検出することができる。例えば、Ｖａｓｓａｕｘ　ａｎｄ　
Ｇｒｏｏｔ－ｗａｓｓｉｎｋ，　“Ｉｎ　Ｖｉｖｏ　Ｎｏｎｉｎｖａｓｉｖｅ　Ｉｍａｇ
ｉｎｇ　ｆｏｒ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ，”　Ｊ．　Ｂｉｏｍｅｄｉｃｉｎｅ　ａｎ
ｄ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，　２：９２－１０１　（２００３）を参照されたい。
【００９０】
　ヒトの脳におけるアミロイド沈着のｉｎ　ｖｉｖｏ画像化のために好適な化合物の開発
のために、種々の戦略が使用されている。Ａ－β及びペプチド断片に対するモノクローナ
ル抗体は、ＡＤを患う患者において試験した場合に、脳による取り込みに限界を有する。
アミロイドの画像化のための低分子法は、例えば以下に記載の通り、これまでに最も大き
な成功を収めている：Ｎｏｒｄｂｅｒｇ　Ａ，　Ｌａｎｃｅｔ　Ｎｅｕｒｏｌ．，　３（
９）：５１９－２７　（２００４）；Ｋｕｎｇ　ＭＰ，ら、Ｂｒａｉｎ　Ｒｅｓ．，　１
０２５（１－２）：９８－１０５　（２００４）；Ｈｅｒｈｏｌｚ　Ｋ，ら、Ｍｏｌ　Ｉ
ｍａｇｉｎｇ　Ｂｉｏｌ．，　６（４）：２３９－６９　（２００４）：Ｎｅｕｒｏｐｓ
ｙｃｈｏｌ　Ｒｅｖ．，　Ｚａｋｚａｎｉｓ　ＫＫ，ら、１３（１）：１－１８（２００
３）；Ｈｅｒｈｏｌｚ　Ｋ，　Ａｎｎ　Ｎｕｃｌ　Ｍｅｄ．，　１７（２）：７９－８９
（２００３）。
【００９１】
　本明細書に開示されるペプチドバイオマーカー、又はその断片は、ＰＥＴ及びＳＰＥＣ
Ｔ画像化用途との関連で使用してもよい。ＰＥＴ又はＳＰＥＣＴ用途に適切なトレーサー
残基を使用した修飾の後、アミロイドプラークタンパク質と相互作用するペプチドバイオ
マーカーを、アルツハイマー病患者におけるアミロイドプラークの沈着を画像化するため
に使用してもよい。
【００９２】
　アンチセンス技術は、本明細書で特定するバイオマーカーと転写が関連する転写物の発
現を検出するために使用される場合がある。例えば、１１１Ｉｎ等の適切な放射性核種で
標識され、生体膜バリアにわたる輸送を可能にする脳の薬物標的系とコンジュゲートする
、アンチセンスペプチド核酸（ＰＮＡ）を使用することにより、脳癌における内因性遺伝
子発現の画像化が可能となることが証明されている。Ｓｕｚｕｋｉ，ら、Ｊｏｕｒｎａｌ
　ｏｆ　Ｎｕｃｌｅａｒ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，　１０：１７６６－１７７５（２００４）
を参照されたい。Ｓｕｚｕｋｉ等は、血液脳関門においてトランスフェリンレセプターを
ターゲティングし、血液脳関門にわたるＰＮＡの移動を促進するモノクローナル抗体を含
む送達系を使用している。この技法又はその変形は、表１又は３に示す上方調節された遺
伝子等、アルツハイマー病と関連する上方調節された遺伝子をターゲティングするために
使用される場合がある。
【００９３】
　７．医薬品の治療効果の判定
　別の実施形態において、本発明は、医薬品の治療効果を判定する方法を提供する。これ
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らの方法は、薬物の臨床試験、及び薬物による患者の進行の監視を実施するのに有用であ
る。治療又は臨床試験は、特定のレジュメによって薬物を投与することからなる。該投薬
計画は、単回投与、又は長期にわたる薬物の複数投与を含む。医師又は臨床研究者は、投
与の経過を通じて、患者又は被験体における薬物の効果を監視する。薬物が、条件による
薬理学的効果を有する場合、本発明のバイオマーカーの量又は相対量（例えばパターン又
はプロフィール）は、非疾患プロフィールに関して変化する。例えば、表１のバイオマー
カーは疾患により増加する。従って、処置の過程で被験体におけるこれらのバイオマーカ
ーの量の経過を追随してもよい。従って、この方法は、薬物治療を受けた被験体における
１つ以上のバイオマーカーを測定し、バイオマーカーの量を、被験体の疾患の状態と関連
付けることからなる。この方法の一実施態様では、薬物治療の経過の間の少なくとも２種
の異なる時点、例えば、第一の時間及び第二の時間における、バイオマーカーのレベルの
測定、バイオマーカーの量の変化（存在する場合）の比較が必要となる。例えば、バイオ
マーカーは、薬物投与の前後、又は薬物投与の間、２種の異なる時点で測定することがで
きる。治療効果は、これらの比較に基づいて判定される。処置が効果的である場合、バイ
オマーカーは正常に向かう傾向にあるが、処置が効果的でない場合、バイオマーカーは、
疾患の指標に向かう傾向にある。
【００９４】
　８．アルツハイマー病の状態を定性化するための分類アルゴリズムの作成
　幾つかの実施形態において、「既知の試料」等の試料を使用して生成されるスペクトル
（例えば、質量スペクトル又は飛行時間スペクトル）のデータは、分類モデルを「トレー
ニング」するために使用してもよい。「既知の試料」は、予め分類された試料である。ス
ペクトルから得られ、分類モデルの形成に使用されるデータは、「トレーニングデータセ
ット」と呼ばれる。一度トレーニングを行うと、分類モデルは、未知の試料を使用して生
成されたスペクトルのデータのパターンを認識することができる。次いで、分類モデルは
、未知の試料をクラスに分類するために使用することができる。例えば、このモデルは、
特定の生体試料が特定の生物学的病体と関連するかどうか（例えば、疾患と非疾患）を予
測するのに有用である。
【００９５】
　分類モデルを形成するトレーニングデータセットは、生データ又は前処理されたデータ
を含む。幾つかの実施形態において、生データは、飛行時間形質量分析又は質量分析から
直接得ることができ、前述したように前処理してもよい。
【００９６】
　分類モデルは、データ本体を、データ内に存在する客観的なパラメータに基づくクラス
に分離することを試みる、何れか好適な統計的分類（学習）法を使用して形成することが
できる。分類法は、教師ありの場合もあれば、教師なしの場合もある。教師あり分類法及
び教師なし分類法については、その教示内容が参考として組み入れられている、Ｊａｉｎ
，　“Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ　Ｐａｔｔｅｒｎ　Ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ：　Ａ　Ｒｅ
ｖｉｅｗ”，　ＩＥＥＥ　Ｔｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓ　ｏｎ　Ｐａｔｔｅｒｎ　Ａｎａｌ
ｙｓｉｓ　ａｎｄ　Ｍａｃｈｉｎｅ　Ｉｎｔｅｌｌｉｇｅｎｃｅ，　Ｖｏｌ．２２，　Ｎ
ｏ．１，　Ｊａｎｕａｒｙ　２０００に記載されている。
【００９７】
　教師あり分類において、既知の分類の具体例を含むトレーニングデータは、それぞれの
既知のクラスを定義する１つ以上の関連性を学習する学習メカニズムに送られる。その後
、学習メカニズムには新しいデータが適用される場合があり、このメカニズムは学習した
関連性を基に新しいデータを分類する。教師あり分類法の具体例には、直線回帰法（例え
ば、多重線形回帰（ＭＬＲ）、部分最小二乗法（ＰＬＳ）回帰、及び主成分回帰（ＰＣＲ
））、二分決定木（例えば、ＣＡＲＴ（分類及び回帰木）等の再帰分割法）、バック・プ
ロパゲーションネットワーク等の人工の神経ネットワーク、判別分析（例えば、ベイズ式
分類法又はフィッシャー分析）、ロジスティック分類、及びサポートベクター分類（サポ
ートベクターマシン）が含まれる。本明細書の実施例においては、データの分析にＰＬＳ
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回帰分析を使用した。
【００９８】
　別の実施形態において、生成される分類モデルは、教師なし学習法を使用して形成する
ことができる。教師なし分類は、データセットが派生するスペクトルを予め分類せずに、
トレーニングデータセットにおける類似性分類を学習することを企図する。教師なし学習
法には、クラスター分析が含まれる。クラスター分析は、データを、クラスター、又は理
想的には、相互に非常に類似し、他のクラスターのメンターとは非常に似ていないグルー
プに分けることを企図する。次いで、類似性は、距離メトリックを使用して測定される。
クラスタリング技術には、マックィーンのＫ－平均アルゴリズム、及びコホネンの自己組
織化マップアルゴリズムが含まれる。
【００９９】
　生物情報の分類に使用することが主張される学習アルゴリズムについては、例えば、Ｐ
ＣＴ国際出願第ＷＯ０１／３１５８０号（Ｂａｒｎｉｌｌ，ら、“Ｍｅｈｏｄｓ　ａｎｄ
　ｄｅｖｉｃｅｓ　ｆｏｒ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｎｇ　ｐａｔｔｅｒｎｓ　ｉｎ　ｂｉｏｌ
ｏｇｉｃａｌ　ｓｙｓｔｅｍｓ　ａｎｄ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｏｆ　ｕｓｅ　ｔｈｅｒｅｏ
ｆ”）、米国特許出願第２００２　０１９３９５０Ａ１号（Ｇａｖｉｎ，ら、“Ｍｅｔｈ
ｊｏｄ　ｏｒ　ａｎａｌｙｚｉｎｇ　ｍａｓｓ　ｓｐｅｃｔｒａ”）、米国特許出願第２
００３　０００４４０２Ａ１号（Ｈｉｔｔ，ら、“Ｐｒｏｃｅｓｓ　ｆｏｒ　ｄｉｓｃｒ
ｉｍｉｎａｔｉｎｇ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｓｔａｔｅｓ　ｂａｓｅ
ｄ　ｏｎ　ｈｉｄｄｅｎ　ｐａｔｔｅｒｎｓ　ｆｒｏｍ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｄａｔ
ａ”）、及び米国特許出願第２００３　００５５６１５Ａ１号（Ｚｈａｎｇ　ａｎｄ　Ｚ
ｈａｎｇ，　“Ｓｙｓｔｅｍｓ　ａｎｄ　ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　ｐｒｏｃｅｓｓｉｎ
ｇ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｄａｔａ”）に記載されている。
【０１００】
　分類モデルは、適切なデジタルコンピュータで形成され、使用することができる。適切
なデジタルコンピュータには、Ｕｎｉｘ（登録商標）、Ｗｉｎｄｏｗｓ（登録商標）又は
ＬｉｎｕｘＴＭオペレーティングシステムを使用した、ミクロ、ミニ又は大型コンピュー
タが含まれる。使用されるデジタルコンピュータは、対象となるスペクトルを生成するた
めに使用される質量分析計から物理的に分離されている場合もあれば、質量分析計と連結
されている場合もある。
【０１０１】
　本発明の実施態様によるトレーニングデータセット及び分類モデルは、デジタルコンピ
ュータにより作成されるか使用されるコンピュータコードによって具現化され得る。コン
ピュータコードは、光又は磁気ディスク、スティック、テープ等を含むコンピュータ読み
取り可能な媒体に保存することができ、Ｃ、Ｃ＋＋、ビジュアルベーシック等を含む、任
意の適切なプログラム言語により書き込むことができる。
【０１０２】
　前述した学習アルゴリズムは、既に発見されているバイオマーカーのための分類アルゴ
リズムを開発するため、又はアルツハイマー病のための新規のバイオマーカーを発見する
ための両方に有用である。分類アルゴリズムは、単独で又は組み合わせて使用してバイオ
マーカーのための診断の値（例えば、カットオフ点）を供給することによって診断試験の
ための基礎を順々に形成する。
【０１０３】
　９．アルツハイマー病のバイオマーカーを検出するためのキット
　別の実施形態において、本発明は、本発明のバイオマーカーを検出するために使用され
る、アルツハイマー病の状態を定性化するためのキットを提供する。一実施形態において
、このキットは、固相支持体、例えば、それに結合した捕捉試薬（該捕捉試薬は本発明の
バイオマーカーを結合する）を有するチップ、マイクロタイタープレート又はビーズ又は
樹脂を含む。従って、例えば、本発明のキットは、ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ（登録商標）
アレイ等の、ＳＥＬＤＩの質量分析プローブを含んでもよい。生体特異的捕捉試薬の場合
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、このキットは、反応性表面を有する固相支持体、及び生体特異的捕捉試薬を含有する容
器を含んでもよい。
【０１０４】
　このキットは又、洗浄溶液、又は洗浄溶液を製造するための説明書を含んでもよい。捕
捉試薬とこの洗浄溶液を組み合わせることにより、固相上のバイオマーカーを捕捉した後
、質量分析等により検出することが可能となる。このキットには、それぞれ異なる固相支
持体上に存在する複数種類の吸着剤が含まれる場合がある。
【０１０５】
　更なる実施形態において、このようなキットは、ラベル又は別個の添付文書の形態で好
適な操作パラメータの説明書を含んでもよい。例えば、説明書は、試料の収集方法、検出
するプローブ又は特定のバイオメーカーの洗浄方法に関する情報を消費者に提供する場合
がある。
【０１０６】
　更に別の実施形態において、このキットは、キャリブレーションの基準として使用され
るバイオマーカー試料を含有する１つ以上の容器を含んでもよい。
【０１０７】
　１０．スクリーニング試験及びアルツハイマー病の処置方法におけるアルツハイマー病
のバイオマーカーの使用
　本発明は、又他の用途を有する。例えば、バイオマーカーは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ又はｉ
ｎ　ｖｉｖｏでバイオマーカーの発現を調節する、アルツハイマー病の処置又は予防に有
用な化合物のスクリーニングに使用されてもよい。別の具体例において、バイオマーカー
は、アルツハイマー病の処置に対する応答を監視するために使用してもよい。更に別の具
体例において、バイオマーカーは、被験体がアルツハイマー病を発現する危険性を有する
か否かを判定する遺伝研究に使用してもよい。
【０１０８】
　従って、例えば、本発明のキットは、タンパク質バイオチップ（例えば、Ｃｉｐｈｅｒ
ｇｅｎ　Ｈ５０　ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐアレイ）等の疎水性官能基を有する固相支持体
、基質を洗浄するための酢酸ナトリウム緩衝液、並びにチップ上で本発明のバイオマーカ
ーを測定し、これらの測定結果をアルツハイマー病の診断に使用するためのプロトコルを
提供する説明書を含んでもよい。
【０１０９】
　治療的試験に好適な化合物は最初に、表１に列挙する１つ以上のバイオマーカーと相互
作用する化合物を特定することによってスクリーニングされる場合がある。具体例として
、スクリーニングには、表１に列挙するバイオマーカーを組換えにより発現して、バイオ
マーカーを精製し、そのバイオマーカーを基質に付加することが含まれる場合がある。そ
の後、試験化合物は、通常水性条件下で基質と接触するとされ、試験化合物及びバイオマ
ーカーの相互作用は、例えば、塩濃度を関数として溶出速度を測定することによって測定
される。特定のタンパク質は、表１の１つ以上のバイオマーカーを認識及び開裂する場合
があり、この場合、タンパク質は、タンパク質のゲル電気泳動等による標準試験において
１つ以上のバイオマーカーの消化を監視することにより検出される場合がある。
【０１１０】
　関連する実施形態において、表１の１つ以上のバイオマーカーの活性を阻害する試験化
合物の能力を測定する。当業者は、バイオマーカーの機能及び特性によって変化する、特
定のバイオマーカーの活性を測定するための技術を認識するであろう。例えば、適切な基
質が利用可能であり、基質の濃度又は反応生成物の出現が容易に測定することができれば
、バイオマーカーの酵素活性は試験することができる。所定のバイオマーカーの活性を阻
害又は増強する潜在的な治療的試験化合物の能力は、試験化合物の存在又は非存在下にお
ける触媒速度を測定することによって判定される場合がある。非酵素的（例えば、構造的
）機能、又は表１のバイオマーカーの１つの活性を妨害する試験化合物の能力も測定する
ことができる。例えば、表１のバイオマーカーの１つを含む、多種タンパク質複合体の自
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。或いは、バイオマーカーが転写の非酵素的エンハンサーである場合、転写を増強するバ
イオマーカーの能力を妨害する試験化合物は、試験化合物の存在又は非存在下におけるバ
イオマーカー依存性の転写レベルを測定することによって特定することができる。
【０１１１】
　表１のバイオマーカーの何れかの活性を調節することのできる試験化合物を、アルツハ
イマー病又は他の癌の発現の危険に苦しんでいる患者に投与することができる。例えば、
特定のバイオマーカーの活性を上昇させる試験化合物の投与は、特定のバイオマーカーの
活性が、ｉｎ　ｖｉｖｏでアルツハイマー病についてのタンパク質の蓄積を妨害する場合
、患者におけるアルツハイマー病の危険を減少することができる。逆に、特定のバイオマ
ーカーの活性を低下させる試験化合物の投与は、バイオマーカーの上昇した活性が、少な
くとも部分的にアルツハイマー病の発症の原因である場合、患者におけるアルツハイマー
病の危険を減少することができる。例えば、サポシンＤはセラミドの酵素的加水分解を促
進するため、サポシンＤはターゲティングされる。セラミドは、ＡＤの発生と関連する、
脳内のアポトーシス過程の誘導における第二メッセンジャーとしての役割を果たす（Ａｌ
ｅｓｓｅｎｋｏ　ＡＶ，ら、（２００４）　Ｂｉｏｃｈｅｍ．　Ｓｏｃ．　Ｔｒａｎｓ．
　３２：１４４－１４６；Ｃｉａｆｆｏｎｉ　Ｆ，ら、（２００３）　Ｂｉｏｃｈｅｍ　
Ｊ．　３７３：７８５－９２）。
【０１１２】
　臨床レベルにおいて、試験化合物のスクリーニングには、被験体を試験化合物にさらす
前後に試験対象から試料を得ることが含まれる。表１に列挙する１つ以上のバイオマーカ
ー試料のレベルが測定及び解析されて、試験化合物への露出後にバイオマーカーのレベル
が変化したかどうかを判定する場合がある。試料は、本明細書に記載の通り、質量分析に
よって解析される場合もあれば、試料は当業者に既知の適切な手段によって解析される場
合もある。例えば、表１に記載の１つ以上のバイオマーカーのレベルは、抗体に特異的に
結合する、放射線又は蛍光的に標識した抗体を使用したウェスタンブロットによって直接
測定される場合がある。或いは、１つ以上のバイオマーカーをコードするｍＲＮＡのレベ
ルの変化が測定され、被験体への所定の試験化合物の投与と関連付けられる場合もある。
更なる実施形態において、１つ以上のバイオマーカーの発現レベルの変化は、ｉｎ　ｖｉ
ｔｒｏの方法及び材料を使用して測定される場合がある。例えば、表１の１つ以上のバイ
オマーカーを発現するか、又は発現することのできるヒト組織培養細胞を試験化合物と接
触させる場合がある。試験化合物で処置された被験体は、処置によりもたらされる場合が
ある生理学的効果について定期的に検査される。特に、試験化合物は、被験体における疾
患の可能性を減少させる能力について評価される。或いは、以前にアルツハイマー病と診
断された被験体に試験化合物を投与する場合、試験化合物は、疾患の進行を遅らせるか停
止する能力についてスクリーニングされる。
【実施例】
【０１１３】
　実施例１．アルツハイマー病のバイオマーカーの発見
　材料及び方法
　研究の設計及び臨床試料：認知機能検査（ＭＭＳＥ）が２４を超える、８３人の非常に
軽いケースを含む９７人のアルツハイマー病患者（年齢：平均７４．１１、範囲５０～８
９）、及び４９人の正常な個体（年齢：平均６２．９４，範囲３９～９２）由来のＣＳＦ
試料（１５０μＬ）を本研究において使用した（表４を参照）。
【０１１４】
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【表４】

　全ての患者は、以下、即ち医学的（病歴を含む）；物理的、神経学的、神経学的、及び
精神医学的試験：スクリーニング研究室試験；脳波；及び脳のコンピュータ化された断層
撮影を含む完全な臨床的研究を経験した。痴呆の存在又は非存在を、ＤＭＳ－ＩＶ判定基
準で診断した。有望なＡＤは、ＮＩＮＣＤＳ－ＡＤＲＤＡ判定基準（ＭｃＫｈａｎｎ　Ｇ
．，ら、（１９８４）　Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ　３４：９３９－９４４）に従って診断し、
疾患の重症度は、ＭＭＳＥスコア（Ｆｏｌｓｔｅｉｎ　ＭＦ，ら、（１９７５）　Ｊ　Ｐ
ｓｙｃｈｉａｔｒ　Ｒｅｓ　１２：１８９－１９８）を使用して評価した。
【０１１５】
　ＣＳＦ試料は、Ｌ３／Ｌ４又はＬ４／Ｌ５の空間における腰椎穿刺によって得られ、ポ
リエチレンチューブに収集し、－８０℃に保存した。全ての患者（又はそれらに近い親戚
）及び正常な個体は、研究に参加するためのインフォームドコンセントを与えられ、宣言
に従って研究が行われた。ＣＳＦ試料は、専門の３箇所のメモリークリニック、サーレン
スカ大学病院（ＡＤ部位１、Ｎ－６４）、クオピオ大学（ＡＤ部位２、Ｎ＝３３）及びゴ
テンバーグ大学（正常、Ｎ＝４９）を通じて調達された。試料と一緒にプールされたＣＳ
Ｆの一定量を、組織的な傾向を除去するため、無作為な配置で９６ウェルのマイクロタイ
ターにプレートに入れた。
【０１１６】
　ＳＥＬＤＩ解析：ＣＳＦ試料を溶解し、５μＬの各試料を５０μＬの適切な結合緩衝液
で希釈し、ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ（登録商標）アレイタイプ（Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂ
ｉｏｓｙｓｔｅｍｓ［米国カリフォルニア州フリーモント］）に基づいてプロファイルし
た。全てのアレイの調整は、平等に振盪し、無作為な試料配置で、Ｂｉｏｍｅｋ（登録商
標）２０００ロボット（Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅｒ）を使用して実施された。以下
の結合緩衝液、即ち、Ｈ５０アレイについて、０．１％トリフルオロ酢酸を含む１０％ア
セトニトリル、ＩＭＡＣ３０－Ｃｕ及びＩＭＡＣ３０－Ｎｉアレイについて、１００ｍＭ
リン酸ナトリウム（ｐＨ７．０、０．５Ｍ　ＮａＣｌ）、ＣＭ１０アレイについて１００
ｍＭ酢酸ナトリウム（ｐＨ４．０）、及びＱ１０アレイについて１００ｍＭトリス（ｐＨ
９．０）を、各ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐアレイタイプについて使用した。試料を、室温で
３０分間で結合させた。各アレイを、適切な結合緩衝液で３回洗浄し、水で２回洗浄し、
質量分析リーダーにおいてタンパク質の脱離及びイオン化を促進するために使用されるエ
ネルギー吸収分子（ＥＡＭ）を添加した。シナピン酸（ＳＰＡ）及び４－ヒドロキシ－α
－シアノケイ皮酸（ＣＨＣＡ）をＥＡＭｓ（Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
［米国カリフォルニア州フリーモント］）として使用した。ＳＰＡを有するアレイは、Ｃ
ＨＣＡの読み取りが下側の大規模領域に焦点を合わせていた間、下側の、そして、より高
い量の焦点を合わせるために２つの異なった器具で読まれた。各試料を、異なるアレイで
３連で連日実施した。アレイの解析は、ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ　Ｒｅａｄｅｒ、シリー
ズＰＢＳ（ＩＩｃ）（Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ［米国カリフォルニア
州フリーモント］）中で実施した。タンパク質レテンテートマップを、個々のタンパク質
、そらの質量及び電荷（ｍ／ｚ）に基づいて固有のピークを示すように、生成した。
【０１１７】
　試料調製及びアレイ解析の再現性を保証するため、基準ＣＳＦ標準を、臨床試料中の幾
つかの別々のアリコート中に無作為に配置し、正確に同じ条件で解析した。再現性は、獲
得パラメータの各セットについてのプールされた変異係数（ＣＶ）として測定した。ＣＶ



(30) JP 2008-537143 A 2008.9.11

10

20

30

40

50

値は、２０～２５％（Ｎ＝２８）であると測定され、アレイのロットに依存しなかった。
【０１１８】
　データ解析：ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐプロファイリングスペクトルデータを、Ｐｒｏｔ
ｅｉｎＣｈｉｐソフトウェアバージョン３．１を使用して収集し、ＣｉｐｈｅｒｇｅｎＥ
ｘｐｒｅｓｓＴＭソフトウェアバージョン３．０に直接データ転送し、データ処理及び一
変量解析を実施した。全てのスペクトルを内部で質量測定し、ピーク強度を規格化した。
ピーククラスタリングを、ＥＡＭピークによって特徴付けられる、非常に低い質量領域を
排除する範囲で実施した。各グループを横切った個々のピークについてのＰ値を、マンホ
イットニーを使用して計算した。受信者動作特性曲線（ＲＯＣ　ＡＵＣ）を各ピークにつ
いて計算し、特徴の数は、０．６５を超えた値に従ったピークのみを維持することによっ
て減少させた。初期の一変量解析における有意な相違を示す全てのピークを、手作業でチ
ェックし、偽のピークを排除した。更なるデータの減少のため、ＡＤ試料を部位毎に別々
に、即ち、スウェーデン型（ＡＤ部位１）対正常コントロール、フィンランド型（ＡＤ部
位２）対正常コントロールで比較し、ＲＯＣ　ＡＵＣが両方の比較で０．６５を超え、同
じ方向で変化している候補のバイオマーカーを選択する。
【０１１９】
　マーカーの生成及びＩＤ：一連のＢｉｏｓｅｐｒａ吸着剤を使用した、クロマトグラフ
技術の組み合わせ、通常は、それに続くＳＤＳ－ＰＡＧＥを使用してバイオマーカーを精
製した。精製法は、対象となるバイオマーカーを追跡するＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐＲｅａ
ｄｅｒを使用して監視される。３０ｋＤａより小さいタンパク質については、対象となる
無傷のバンドは、ゲルから抽出され、ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐＲｅａｄｅｒを使用して再
解析され、元のバイオマーカーに適合する正確な質量を確認する。ゲル抽出タンパク質は
、トリプシンを使用して溶液内で消化し、３０ｋＤａを超えるタンパク質はゲル中消化で
ある。トリプシン消化物を、ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ　Ｒｅａｄｅｒ使用したペプチドマ
ッピング、及びＰＣＩ－１０００　ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ　Ｉｎｔｅｒｆａｃｅと適合
するＱ－ＳＴＡＲ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）装置を使用したタンデムＭ
Ｓにより解析した。４ｋＤａより小さいバイオマーカーは、クロマトグラフ技術の組み合
わせによって濃縮され、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ精製及び／又はトリプシン消化なしのタンデム
ＭＳによって直接特定される。
【０１２０】
　前段落に記載した技法により、表１のバイオマーカーの特定が可能となった。アルツハ
イマー病の診断に特に有用である、約２０．８ｋＤａのバイオメーカーは、以下に太字で
強調した予想配列を有する、Ｎ末端が短縮されたＦＡＭ３Ｃタンパク質に相当する。
【０１２１】
【化１】

　太字における配列は配列番号１である。ＦＡＭ３Ｃは最近クローニングされ、殆ど全て
の組織で発現される分泌性サイトカインと特定された（Ｚｈｕ　Ｙ，ら、（２００２）Ｇ
ｅｎｏｍｉｃｓ　８０：１４４－１５０）。或いは、ＦＡＭ３Ｃは、多発性硬化症患者の
ＣＳＦ中に見出される（Ｄｕｍｏｎｔ　Ｄ，ら、（２００４）　Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ　
４：２１１７－２４）。
【０１２２】
　更に、約１０．４ｋＤａ、１０．３ｋＤａ、及び９．９８ｋＤａの質量／電荷比を有す
るバイオマーカーのセットが特定された（表１）。ペプチドの種々の形態に関連する、こ
れらのバイオマーカーはサポシンＤ（Ｓｗｉｓｓ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｄａｔａｂｅｓｅ　
Ｓａｐ＿ＨＵＭＡＮ　Ｐ０７６０２）に由来する。沈着したサポシンＤ前駆体配列の残基
４０５～４８６（配列番号２）を以下に示す。
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【化２】

　Ａｓｎ２２はＮ－グリコシル化されている。ポリペプチドは６個のＣｙｓを含み、図３
に示すように３個のブリッジを形成する。サポシンＤは、アミノ酸配列のレベル、及びグ
リコシドの部分のレベルにおいて微小不均一性を有することが知られている。観察された
１０．４ｋＤａのサポシンＤ（Ｉ）バイオマーカーは、Ｈｅｘ４ＨｅｘＮＡｃ４部分でグ
リコシル化された配列番号２のアミノ酸１～８０に相当する（予想される分子量＝１０．
３７ｋＤａ）。観察された１０．３ｋＤａのサポシンＤ（ＩＩ）バイオマーカーは、Ｈｅ
ｘ４ＨｅｘＮＡｃ４部分をでグリコシル化された配列番号２のアミノ酸２～８０に相当す
る（予想される分子量＝１０．２６ｋＤａ）。観察された９．９ｋＤａのサポシンＤ（Ｉ
ＩＩ）バイオマーカーは、Ｈｅｘ４ＨｅｘＮＡｃ４部分でグリコシル化された配列番号２
のアミノ酸１～８０に相当する（予想される分子量＝９．９７ｋＤａ）。Ｓａｐ　Ｄは、
通常の前駆体タンパク質プロサポシンから後期のエンドソーム／ライソソーム中で精製さ
れる、４種の低分子等タンパク質（Ｓａｐ　Ａ、Ｓａｐ　Ｂ、Ｓａｐ　Ｃ及びＳａｐ　Ｄ
）のメンバーである［Ｋｉｓｈｉｍｏｔｏ　（１９９２）　Ｊ．　Ｌｉｐｉｄ　Ｒｅｓ．
］。Ｓａｐ　Ｄは、セラミドのリソソーム分解を促進する、スフィンゴ脂質活性化タンパ
ク質である［Ｋｌｅｉｎ　（１９９４）　Ｂｉｏｃｈｅｍ．　Ｂｉｏｐｈｙｓ．　Ｒｅｓ
．　Ｃｏｍｍｕｎ．］。スフィンゴミエリンの分解により生産される、脂質第二メッセン
ジャー分子である、セラミドは、プロテアーゼ及びキャスパーゼの活性化により、グリア
細胞及び神経細胞を含む、種々のタイプの細胞においてアポトーシス及び細胞死を誘導す
ることが知られている［Ｈａｎｎｕｍ　（１９９６）　Ｓｃｉｅｎｃｅ］。繊維状Ａβ１
－４２ペプチドは、スフィンゴミエリナーゼの活性化、及びヒト初代神経細胞におけるセ
ラミドの生産を誘導する［Ｊａｎａ　（２００４）　Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ］。或
いは、セラミドのレベルは、アルツハイマー病を患う患者の脳及びＣＳＦ中で有意に上昇
するが、年齢を適合させた筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）及び他の神経制御を患う患者で
は上昇しない［Ｓａｔｏｉ　（２００５）　Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ］。星状膠細胞に
由来する、ＡＤ患者由来のＣＳＦ中の上昇したセラミドのレベルは、ＡＤにおける細胞内
セラミドに対する応答によってニューロンのアポトーシスの可能性を上昇させる。Ｓａｐ
　Ｄのレベルの上昇は、ＡＤ脳内のセラミドのレベルの上昇に対する代償性反応である可
能性がある。
【０１２４】
　最終的な一覧表由来のマーカーは、モデル（７５％）及び試験セット（２５％）に無作
為に分配される。モデルセットのみを用い、部分最小二乗法（ＰＬＳ）回帰（ＸＬＳＴＡ
Ｔ　ＰＬＳ，Ａｄｄｉｎｓｏｆｔ）による性能のランキングは、特徴の数を４種のタンパ
ク質：７Ｂ２のＣ末端断片（３．５ｋＤａ）、サポシンＤ（Ｉ）、β－２－ミクログロブ
リン及びＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）に減少するのに役立つ。予測的なモデルは、これら４種のピー
クのＰＬＳ回帰を使用して構築され、試験セットにおけるデータに適用される。
【０１２５】
　実施例２．カチオン交換ＳＥＬＤＩチップ上でアルツハイマー病のバイオマーカーとし
て確認されるサポシンＤ
　本発明者等は、アニオン交換ＳＥＬＤＩチップ、ＣＭ－１０（Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ）を
使用して、アルツハイマー病のバイオマーカーとしてのサポシンＤを確認した。試料を採
取した集団は、表５に記載する。
【０１２６】
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【表５】

　検出プロトコルには、以下が含まれる。
【０１２７】
　緩衝液一覧：
　１００ｍＭ酢酸ナトリウム　ｐＨ４．０。
【０１２８】
　物質一覧：
　バイオプロセッサーキット
　ＣＭ１０アレイ。
【０１２９】
　Ａ．平衡手順
　各ウェルに適切なチップ結合緩衝液を１００μＬ添加
　室温（ＲＴ）で５分間混合
　緩衝液を除去
　各ウェルに適切な緩衝液を１００μＬ添加
　室温（ＲＴ）で５分間混合
　緩衝液を除去。
【０１３０】
　Ｂ．アレイへの試料の結合
　各ウェルに対応する緩衝液を４５μＬの添加（Ｅ－ビーズの場合、４５μＬ）
　適切なＣＳＦ試料を５μＬ添加
　室温（ＲＴ）で６０分間混合
　試料及び緩衝液を除去。
【０１３１】
　Ｃ．洗浄手順
　各ウェルに対応する緩衝液を１００μＬ添加
　室温で５分間混合
　緩衝液を除去
　各ウェルに対応する緩衝液を１００μＬ添加
　室温で５分間混合
　緩衝液を除去
　水で洗浄。
【０１３２】
　この試験で検出されるサポシンＤ（Ｉ）を示すスペクトルを、図４に示す。
【０１３３】
　本明細書に記載の実施例及び実施態様は、説明のみを目的としたものであり、種々の改
変又はそれらに照らした変更は当業者に示唆され、本出願の趣旨及び適用範囲、並びに添
付の特許請求の範囲内に含まれることが理解される。本明細書に引用される全ての刊行物
、特許及び特許出願は、全ての目的のために全体が参考として組み入れられている。



(33) JP 2008-537143 A 2008.9.11

10

20

【図面の簡単な説明】
【０１３４】
【図１Ａ】図１Ａ及び１Ｂはそれぞれ、サポシンＤ及びＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）バイオマーカー
に対応するピークの代表的な質量スペクトルを示す。実施例に記載の通り、サポシンＤス
ペクトルは、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｈ５０　ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ　を使用して、ＦＡ
Ｍ３Ｃスペクトルは、Ｃｉｐｈａｒｇｅｎ　ＩＭＡＣ３０－Ｃｕ　ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉ
ｐを使用して得た。図１Ａの１０３８４、１０２７０及び９９８５のピークはそれぞれ、
表１のサポシンＤ（Ｉ）、（ＩＩ）及び（ＩＩＩ）に対応する。同様に、図１Ｂの２０８
５１のピークは、表１のＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）バイオマーカーに対応する。測定された質量／
電荷比における極僅かな差は、この測定技法の質量校正及び統計的変動のアーチファクト
によるものである。
【図１Ｂ】図１Ａ及び１Ｂはそれぞれ、サポシンＤ及びＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）バイオマーカー
に対応するピークの代表的な質量スペクトルを示す。実施例に記載の通り、サポシンＤス
ペクトルは、Ｃｉｐｈｅｒｇｅｎ　Ｈ５０　ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ　を使用して、ＦＡ
Ｍ３Ｃスペクトルは、Ｃｉｐｈａｒｇｅｎ　ＩＭＡＣ３０－Ｃｕ　ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉ
ｐを使用して得た。図１Ａの１０３８４、１０２７０及び９９８５のピークはそれぞれ、
表１のサポシンＤ（Ｉ）、（ＩＩ）及び（ＩＩＩ）に対応する。同様に、図１Ｂの２０８
５１のピークは、表１のＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）バイオマーカーに対応する。測定された質量／
電荷比における極僅かな差は、この測定技法の質量校正及び統計的変動のアーチファクト
によるものである。
【図２】図２は、４種類のマーカー（サポシンＤ（Ｉ）、ＦＡＭ３Ｃ（Ｉ）、β－２－ミ
クログロブリン、及び７Ｂ２）モデルの他変数散布図を示す。ＡＤ：アルツハイマー病；
Ｃ：コントロール。
【図３】図３は、サポシンＤ中のシステインブリッジのアミノ酸配列及び配置を示す。
【図４】図４は、１０，３７４ＤにおいてサポシンＤ（Ｉ）がＣｉｐｈｅｒｇｅｎ　ＣＭ
－１０アレイによりアルツハイマー病バイオマーカーとして検出されたスペクトルを示す
。
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