
(57)【要約】
【課題】神経変性の特異的検出および分別検査のための新たな方法を提供する。
【解決手段】本発明は、個体の１またはそれ以上の体液中の少なくとも３つの神経学的マ
ーカーを検出する組み合わせアッセイを用いる、個体における神経変性の特異的検出、定
量および／または分別診断のための新たな方法であって、神経変性のタイプおよび程度が
対照試料と比較して該神経学的マーカーのすべてのレベルの量的変化により反映されるも
のである方法。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 個 体 に お け る ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に お け る 血 管 の 問 題 の 特 異 的 検 出 ま た は 定 量 の た め 、 異
な る 形 態 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 分 別 検 査 の た め 、 な ら び に ／ あ る い は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 と
他 の 痴 呆 と の 分 別 検 査 の た め の 方 法 で あ っ て 、 下 記 工 程 ：
　 　 神 経 学 的 マ ー カ ー を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 を 用 い る こ と に よ り 、 個 体 か ら 得 た １ ま た
は そ れ 以 上 の 体 液 試 料 中 の 少 な く と も ３ 種 の 神 経 学 的 マ ー カ ー の レ ベ ル を 決 定 す る
を 特 徴 と し 、 さ ら に 以 下 の こ と を 特 徴 と す る 方 法 ：
　 　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に お け る 血 管 の 問 題 の 特 異 的 検 出 ま た は 定 量 の た め 、 異 な る 形 態 の
ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 分 別 検 査 の た め 、 な ら び に ／ あ る い は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 と 他 の 痴 呆 と
の 分 別 検 査 の た め に 、
　 　 　 該 個 体 か ら 得 た 脳 脊 髄 液 試 料 中 の タ ウ お よ び β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） の レ ベ ル
を 定 量 的 に 測 定 し 、 該 個 体 か ら 得 た 血 漿 試 料 中 の β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） の レ ベ ル を
定 量 的 に 測 定 す る ； あ る い は
　 　 　 該 個 体 か ら 得 た 脳 脊 髄 液 試 料 中 の ホ ス ホ － タ ウ お よ び β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ）
の レ ベ ル を 定 量 的 に 測 定 し 、 該 個 体 か ら 得 た 血 漿 試 料 中 の β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） の
レ ベ ル を 定 量 的 に 測 定 す る ； あ る い は
　 　 　 該 個 体 か ら 得 た 脳 脊 髄 液 試 料 中 の タ ウ お よ び ホ ス ホ － タ ウ の レ ベ ル を 定 量 的 に 測 定
し 、 該 個 体 か ら 得 た 血 漿 試 料 中 の β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） の レ ベ ル を 定 量 的 に 測 定 す
る ； あ る い は
　 　 　 該 個 体 か ら 得 た 脳 脊 髄 液 試 料 中 の タ ウ 、 ホ ス ホ － タ ウ お よ び β － ア ミ ロ イ ド （ １ －
４ ２ ） の レ ベ ル を 定 量 的 に 測 定 す る 。
【 請 求 項 ２ 】
　 個 体 に お け る ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に お け る 血 管 の 問 題 の 特 異 的 検 出 ま た は 定 量 の た め 、 異
な る 形 態 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 分 別 検 査 の た め 、 な ら び に ／ あ る い は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 と
他 の 痴 呆 と の 分 別 検 査 の た め の キ ッ ト で あ っ て 、
　 少 な く と も ３ 種 の 抗 体 を 含 み 、 各 抗 体 が 異 な る 神 経 学 的 マ ー カ ー を 認 識 す る も の で あ り
、 か つ 、 各 抗 体 が 下 記 の 神 経 学 的 マ ー カ ー ：
　 　 　 タ ウ 、 ホ ス ホ － タ ウ 、 β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ）
の 組 み 合 わ せ を 認 識 す る も の で あ る か ； あ る い は
　 少 な く と も ２ 種 の 抗 体 を 含 み 、 各 抗 体 が 異 な る 神 経 学 的 マ ー カ ー を 認 識 す る も の で あ り
、 該 抗 体 の う ち １ つ が ２ つ の 異 な る 体 液 中 の 神 経 学 的 マ ー カ ー を 認 識 す る も の で あ り 、 各
抗 体 が 下 記 の 神 経 学 的 マ ー カ ー の 組 み 合 わ せ ：
　 － タ ウ 、 β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） ； ま た は
　 － ホ ス ホ － タ ウ 、 β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ）
の い ず れ か を 認 識 す る も の で あ る 、 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ 】
　 個 体 に お け る ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に お け る 血 管 の 問 題 の 特 異 的 検 出 ま た は 定 量 の た め 、 異
な る 形 態 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 分 別 検 査 の た め 、 な ら び に ／ あ る い は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 と
他 の 痴 呆 と の 分 別 検 査 の た め の キ ッ ト で あ っ て 、 下 記 の も の ：
　 　 異 な る 神 経 学 的 マ ー カ ー を そ れ ぞ れ 認 識 す る 少 な く と も ３ 種 の 抗 体 （ 一 次 抗 体 ま た は
捕 捉 抗 体 ） を 一 緒 に あ る い は 別 個 に 含 む 支 持 体 ；
　 　 神 経 学 的 マ ー カ ー － 一 次 抗 体 複 合 体 の １ つ を そ れ ぞ れ 認 識 す る 二 次 抗 体 （ デ ィ テ ク タ
ー 抗 体 ） ；
　 　 － 可 能 な ら ば 、 該 二 次 抗 体 に 特 異 的 に タ グ を 付 す か あ る い は カ ッ プ リ ン グ す る マ ー カ
ー ；
　 　 － 可 能 な ら ば 、 一 次 抗 体 と 体 液 試 料 間 、 二 次 抗 体 と 神 経 学 的 マ ー カ ー － 一 次 抗 体 複 合
体 と の 間 、 お よ び ／ ま た は 結 合 二 次 抗 体 と マ ー カ ー と の 間 の 免 疫 学 的 反 応 を 行 う た め の 適
当 な 緩 衝 液
　 　 － 可 能 な ら ば 、 標 準 化 を 目 的 と し て 、 神 経 学 的 マ ー カ ー の 検 出 に 使 用 さ れ る キ ッ ト の
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抗 体 に よ り 特 異 的 に 認 識 さ れ る 精 製 蛋 白 ま た は 合 成 ペ プ チ ド
を 含 む 、 請 求 項 ２ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 を 行 う た め に 特 別 に 設 計 さ れ た 請 求 項 ２ ま た は ３ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 神 経 変 性 の 診 断 の 分 野 に 関 す る 。 本 発 明 は 、 体 液 中 の 異 な る 神 経 学 的 マ ー カ
ー を 検 出 す る 組 み 合 わ せ ア ッ セ イ を 使 用 す る 、 神 経 変 性 の 分 別 診 断 の た め の 新 た な 方 法 に
関 す る 。 ま た 本 発 明 は 、 脳 脊 髄 液 中 の Ｒ ａ ｂ ３ ａ 、 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ ま た は α － シ ヌ ク レ イ ン
（ synuclein） を 検 出 す る た め の 新 た な 方 法 な ら び に 神 経 変 性 の 分 別 診 断 の た め の 組 み 合
わ せ ア ッ セ イ に お け る こ れ ら の 方 法 の 使 用 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 神 経 変 性 は い く つ か の 神 経 学 的 疾 患 の 特 徴 と な っ て い る 。 神 経 変 性 は 、 軸 索 損 傷 、 除 々
に 広 が る ニ ュ ー ロ ン の 死 、 神 経 伝 達 物 質 放 出 ま た は 受 容 体 機 能 の 異 常 、 ミ エ リ ン の 破 壊 、
Ｃ Ｎ Ｓ 血 流 の 変 化 、 血 液 ／ 脳 関 門 機 能 不 全 お よ び ／ ま た は 変 化 し た 酸 素 代 謝 、 他 の Ｃ Ｎ Ｓ
代 謝 経 路 に お け る 困 難 性 お よ び ／ ま た は Ｃ Ｎ Ｓ の 機 能 不 全 を 引 き 起 こ す 可 能 性 の あ る 種 々
の 他 の し ば し ば 不 明 な 様 相 を 包 含 し う る 。 今 日 で は 、 異 な る 疾 患 は 異 な る 神 経 機 能 不 全 の
様 相 に 関 連 し て い る （ 概 説 と し て は Wilson et al., 1991参 照 ） 。 例 え ば 、 ア ル ツ ハ イ マ
ー 病 は 、 大 脳 皮 質 中 の 神 経 細 胞 の 死 お よ び 消 失 が 関 与 す る す べ て の 神 経 変 性 疾 患 の う ち 最
も 重 要 な も の で あ る 。 そ れ は 最 も 普 通 に 起 こ る 老 人 の 痴 呆 で あ り 、 患 者 お よ び 家 族 の 苦 難
な ら び に 当 該 疾 病 に よ り 完 全 に 無 能 と な っ た 患 者 の 長 期 の ケ ア に 必 要 な コ ス ト に よ る 経 済
的 損 失 を 引 き 起 こ す 。 前 頭 側 頭 葉 痴 呆 は 初 期 の 変 性 的 痴 呆 の ２ 番 目 に あ り ふ れ た タ イ プ で
あ り 、 全 痴 呆 患 者 の 約 ３ ～ １ ０ ％ を 占 め る （ Brun, 1993; Knopman, 1993） 。 臨 床 的 特 徴
は 優 勢 な 前 頭 葉 症 候 群 の 存 在 に よ り 特 徴 づ け ら れ （ Sjogren, 1997） 、 そ れ は 情 緒 障 害 お
よ び 精 神 分 裂 病 の よ う な 他 の 障 害 に お い て も 観 察 さ れ る （ Abbruzzese et al, 1997） 。 レ
ー ビ ー 小 体 疾 患 は 、 進 行 性 の 痴 呆 ま た は 精 神 病 と と も に 存 在 す る 疾 病 で あ る 。 発 症 時 に は
不 存 在 で あ る か ま た は 穏 や か で あ る が 最 終 的 に は 通 常 の 堅 固 な も の と な る な パ ー キ ン ソ ン
病 の 徴 候 は 、 一 般 的 に は 重 症 で あ る 。 レ ー ビ ー 小 体 は 脳 幹 、 基 底 核 、 視 床 下 部 核 お よ び 新
皮 質 に 多 く 見 ら れ る 。 パ ー キ ン ソ ン 病 は 人 生 の 半 ば 以 降 に 起 こ る レ ー ビ ー 小 体 疾 患 の １ つ
の タ イ プ で あ り 、 非 常 に ゆ っ く り と 進 行 し 、 長 い 経 過 を た ど る 。 そ れ は 、 主 に 黒 質 線 状 体
ド パ ミ ン 作 動 性 系 に 関 連 し た ニ ュ ー ロ ン 系 の 疾 患 の 一 例 と 考 え ら れ る 。 一 方 、 脳 血 管 性 疾
患 は 、 脳 血 管 に 関 連 し た い く つ か の 病 理 学 的 プ ロ セ ス の １ つ に よ り 引 き 起 こ さ れ る 。 そ れ
は 発 展 途 上 国 に お け る 心 臓 疾 患 お よ び 癌 の 後 の ３ 番 目 に 主 要 な 死 亡 原 因 で あ り 、 １ ０ ０ ０
０ ０ 人 に つ き ７ ９ ４ 人 の 割 合 で あ る 。 ６ ５ 歳 以 上 の 人 工 の う ち ５ ％ が 卒 中 、 す な わ ち こ れ
ら の 病 理 学 的 プ ロ セ ス の １ つ の 結 果 と し て 生 じ る 急 性 の 神 経 学 的 傷 害 に か か る 。 神 経 変 性
は あ る 種 の 化 合 物 （ 表 １ ） 、 放 射 線 照 射 、 化 学 療 法 ま た は 低 酸 素 － 虚 血 イ ベ ン ト に 曝 露 さ
れ る こ と に よ っ て も 起 こ る 。 小 児 白 血 病 お よ び 脳 腫 瘍 に 対 す る 長 期 の 治 療 （ ま た は 予 防 ）
に よ り 併 発 さ れ る 病 気 は 、 行 動 の 変 化 、 学 業 不 振 、 記 憶 力 低 下 、 知 能 減 退 、 成 長 遅 延 、 ホ
ル モ ン 混 乱 、 お よ び 異 常 な Ｃ Ｔ ス キ ャ ン （ 脳 萎 縮 、 脳 室 拡 張 、 脳 内 石 灰 化 ） を 包 含 す る 。
白 血 病 生 存 者 に お け る 知 恵 遅 れ （ Ｉ Ｑ 、 記 憶 力 、 注 意 力 、 視 覚 空 間 認 識 能 の 欠 乏 ） （ Flet
cher et al., 1988） ま た は 認 識 機 能 低 下 （ Ochus et al., 1991） は 、 そ れ ぞ れ 、 放 射 線
照 射 後 あ る い は 頭 蓋 照 射 を 行 わ な い 化 学 療 法 の 後 に 観 察 さ れ た 。 さ ら に 、 ４ 歳 未 満 の 小 児
は 、 頭 蓋 放 射 お よ び ／ ま た は 化 学 療 法 の 神 経 毒 性 効 果 に 対 し て 特 に 感 受 性 が あ る （ Moore 
et al., 1986; Jannoun et al., 1983） 。 大 部 分 の 薬 剤 に 関 し て は 、 高 用 量 治 療 、 組 み 合
わ せ 化 学 療 法 、 当 該 照 射 併 用 、 お よ び 頸 動 脈 内 ま た は 鞘 内 注 射 が 、 標 準 的 な 経 口 ま た は 静
脈 内 治 療 よ り も 神 経 学 的 合 併 症 を 引 き 起 こ す 可 能 性 が 高 い 。 神 経 系 の い ず れ か の 部 分 が 損
傷 を 受 け る 可 能 性 が あ る 。 癌 患 者 は よ り 攻 撃 的 に 治 療 を 受 け 、 化 学 療 法 剤 を よ り 多 く 投 与
さ れ 、 長 く 生 き 、 新 し い 化 学 療 法 剤 が 開 発 さ れ 、 現 存 し て い る 薬 剤 が よ り 意 図 的 ま た は 新
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規 な 方 法 で 使 用 さ れ る の で 、 癌 の 化 学 療 法 に よ る 神 経 学 的 合 併 症 は よ り あ り ふ れ た も の と
な り 、 重 症 で 複 雑 な も の と な る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 患 者 が 一 般 的 な 医 学 的 ケ ア を 必 要 と す る 大 部 分 の 神 経 学 的 症 状 は 、 容 易 に 示 さ れ る 疾 病
の プ ロ セ ス に よ る 。 疾 患 部 位 お よ び そ の 原 因 に 関 す る 正 し い 診 断 を 行 う た め の 神 経 学 的 分
析 方 法 を 開 発 す る こ と が 臨 床 研 究 者 の 任 務 で あ る 。 正 確 な 診 断 後 に の み 、 疾 病 の 効 果 的 な
管 理 お よ び 治 療 が 可 能 で あ る 。 能 の 機 能 お よ び 構 造 の 研 究 を 可 能 に す る ポ ジ ト ロ ン 放 出 核
種 ト モ グ ラ フ ィ ー （ Ｐ Ｅ Ｔ ） 、 単 一 フ ォ ト ン 放 出 核 種 コ ン ピ ュ ー タ ー 計 算 ト モ グ ラ フ ィ ー
（ Ｓ Ｐ Ｅ Ｃ Ｔ ） お よ び 核 磁 気 共 鳴 ス ペ ク ト ル 法 （ Ｎ Ｍ Ｒ Ｓ ） の ご と き 患 者 に お け る 神 経 変
性 の い く つ か の 診 断 方 法 が 開 発 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 大 部 分 の 神 経 学 的 疾 患 は 、 疾
患 の 他 の 形 態 の 排 除 に 基 づ い て 臨 床 的 に 診 断 さ れ 、 い く つ か の 場 合 に は 異 な る 神 経 学 的 疾
患 を 区 別 す る こ と さ え 不 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 レ ー ビ ー 小 体 タ イ プ の 痴 呆 あ る い は レ ー ビ
ー 小 体 痴 呆 （ Ｌ Ｂ Ｄ ） は 神 経 弛 緩 剤 に 対 し て 感 受 性 が あ り 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 と 区 別 す る
こ と が 臨 床 的 に 非 常 に 困 難 で あ る （ McKeith et al., 1996; Ballard et al., 1998） 。 大
部 分 の 患 者 （ ７ ５ ％ 以 上 ） は 神 経 病 理 学 的 に ア ル ツ ハ イ マ ー 病 で あ る と 決 定 さ れ る が 、 臨
床 的 に ア ル ツ ハ イ マ ー 病 で あ る と 決 定 さ れ た 患 者 の １ ５ な い し ２ ５ ％ は レ ー ビ ー 小 体 痴 呆
を 有 す る （ Hooten et al., 1998） 。 レ ー ビ ー 小 体 痴 呆 は ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ で
の 治 療 に よ り 感 受 性 が あ る の で 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 か ら の レ ー ビ ー 小 体 痴 呆 の 分 別 は 治 療
最 適 化 に と り 必 須 で あ る （ Levy et al., 1994; Perry et al., 1994; Wilcock et al., 1
994） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 前 頭 側 頭 葉 痴 呆 は 、 そ の 徴 候 が 他 の 疾 患 に お い て も 観 察 さ れ う る の で 、 し ば し ば 他 の タ
イ プ の 痴 呆 ま た は 他 の 精 神 病 と 誤 診 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 血 管 性 疾 患 と ア ル ツ ハ イ マ ー 病 と の 間 に 明 確 な 相 違 は な く 、 誤 診 の 危 険 性 が 明 ら か で あ
る 。 血 管 性 疾 患 の 薬 理 学 的 治 療 は 可 能 な の で 、 早 期 の 正 し い 診 断 が 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 あ る 種 の 化 合 物 、 放 射 線 照 射 、 化 学 療 法 ま た は 低 酸 素 － 虚 血 イ ベ ン ト の ご と き 誘 発 薬 剤
に よ り 引 き 起 こ さ れ る 脳 の 損 傷 に 関 す る 認 識 お よ び 治 療 は 、 大 部 分 の 神 経 学 者 に 対 し て 頻
繁 か つ 重 要 な 臨 床 的 な 問 題 を 残 す 。 臨 床 的 診 断 が 疑 わ し い 場 合 、 神 経 病 理 学 的 試 験 に よ り
最 終 的 な 診 断 を 決 定 的 に 行 う こ と が で き る 。 そ の よ う な も の と し て 、 正 確 か つ 分 別 的 な 神
経 変 性 に 関 す る 診 断 が 死 亡 後 に の み 可 能 と な る 。 そ れ ゆ え 、 患 者 に お け る 神 経 学 的 疾 患 の
早 期 検 出 な ら び に 異 な る 薬 剤 に よ り 誘 導 さ れ た 神 経 学 的 変 化 の モ ニ タ リ ン グ の た め の 方 法
は 、 誘 発 剤 へ の 曝 露 を 継 続 で き る か ど う か 、 適 当 な 用 量 お よ び 薬 剤 が 個 々 の 患 者 に 使 用 さ
れ 、 正 し い 治 療 の 開 始 の た め に 使 用 さ れ る か ど う か を 決 定 す る た め の 助 け と な る で あ ろ う
。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 最 近 に な っ て 、 細 胞 死 、 軸 索 成 長 ／ 再 誘 導 、 炎 症 お よ び ／ ま た は 血 液 脳 関 門 機 能 不 全 に
関 連 し た 中 枢 神 経 系 （ Ｃ Ｎ Ｓ ） の 症 状 を 反 映 す る 多 く の 神 経 学 的 マ ー カ ー が 利 用 で き る よ
う に な っ た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 例 え ば 、 微 小 管 関 連 蛋 白 タ ウ （ tau） は 対 に な っ た 螺 旋 フ ィ ラ メ ン ト （ Ｐ Ｈ Ｆ ） お よ び
神 経 原 線 維 の も つ れ （ Ｎ Ｆ Ｔ ） の 主 要 蛋 白 成 分 で あ る （ Brion et al., 1985; Delacourte
 and Defossez, 1986; Grundke-Iqbal et al., 1986; Kosik et al., 1986; Wood et al.
, 1986; Kondo et al., 1988） 。 タ ウ 蛋 白 は 異 な る イ ソ 形 態 と し て 存 在 し 、 そ れ ら の う ち
４ な い し ６ 種 は 成 人 脳 に 見 ら れ る が 、 １ の イ ソ 形 態 だ け は 胎 児 脳 に お い て 検 出 さ れ る 。 イ
ソ 形 態 の 多 様 性 は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ス プ ラ イ シ ン グ に よ り ヒ ト 染 色 体 １ ７ 上 の 単 一 遺 伝 子 か ら 生
じ る （ Himmler, 1989; Goedert et al., 1989; Andreadis et al., 1992） 。 分 子 ク ロ ー
ニ ン グ か ら 推 定 さ れ る タ ウ 蛋 白 の 最 も 著 し い 特 徴 は 分 子 の カ ル ボ キ シ 末 端 部 分 に 存 在 す る
３ １ ま た は ３ ２ 個 の ア ミ ノ 酸 の 並 び で あ り 、 ３ 回 ま た は ４ 回 繰 り 返 さ れ る こ と が あ る 。 さ
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ら な る 多 様 性 は タ ウ 分 子 の Ｎ Ｈ ２ 末 端 に お け る ２ ９ な い し ５ ８ 個 の ア ミ ノ 酸 の 挿 入 に よ り
生 じ る （ Goedert et al., 1989） 。 イ ン ビ ボ に お い て 、 タ ウ は 、 そ の リ ピ ー ト 領 域 （ ２ ５
５ ～ ３ ８ １ ） 中 に 局 在 化 す る 微 小 管 結 合 ド メ イ ン に 関 連 す る 相 互 作 用 に よ っ て 微 小 管 ア ッ
セ ン ブ リ ー お よ び ニ ュ ー ロ ン の 軸 索 コ ン パ ー ト メ ン ト の 安 定 性 を 促 進 す る （ Lewis et al.
, 1988） 。 正 常 な 環 境 に お い て 、 成 人 脳 は タ ウ １ 分 子 あ た り ２ ～ ３ 分 子 の リ ン 酸 根 を 含 む
（ Selden and Pollard, 1983; Ksiezak-Reding et al., 1992） 。 ラ ッ ト お よ び ヒ ト に お
い て 研 究 さ れ た 正 常 タ ウ に お け る 異 な る 部 位 で の リ ン 酸 化 は 発 達 状 態 に 依 存 し て い る （ Le
e et al., 1991; Bramblett et al., 1993; Goedert et al., 1993） 。 リ ン 酸 化 の 結 果 と
し て 生 じ る ６ ０ 、 ６ ４ お よ び ６ ８ ｋ Ｄ ａ の タ ウ 変 種 が 、 神 経 原 性 線 維 の も つ れ を 示 す 脳 の
領 域 に お い て 検 出 さ れ て い る （ Delacourte et al., 1990; Goedert et al., 1992; Flame
nt et al., 1990; Greenberg and Davies, 1990） 。 こ れ ら の 脳 は タ ウ １ 分 子 あ た り ６ ～
８ 個 の リ ン 酸 根 を 含 む （ Ksiezak-Reding et al., 1992） 。 Ｐ Ｈ Ｆ か ら 単 離 さ れ た タ ウ （
Ｐ Ｈ Ｆ － タ ウ ） に お い て 、 リ ン 酸 化 は 数 個 の 位 置 に お い て 起 こ っ て い る （ Iqbal et al., 
1989; Lee et al., 1991; Hasegawa et al., 1992） 。 い ま ま で の と こ ろ 、 脳 抽 出 物 中 の
ホ ス ホ － タ ウ の 検 出 は 、 抗 体 に よ っ て （ Mab Alz50: Ghanbari et al., 1990; Mab Ab423:
 Harrington et al., 1991; Mab AT120: Vandermeeren et al., 1993; Mab AT180; Mab A
T270: WO95/17429と し て 公 開 さ れ た 国 際 特 許 出 願 な ら び に Mab AT8: WO93/08302と し て 公
開 さ れ た 国 際 特 許 出 願 ） あ る い は 分 子 量 の 変 化 に よ っ て （ Flament et al., 1990） あ る い
は 機 能 の ア ッ セ イ （ Bramblett et al., 1992） に よ る 他 の 方 法 に よ り 行 わ れ て お り 、 そ の
検 出 に よ り 、 変 化 し た 細 胞 骨 格 特 性 に 関 連 し た 痴 呆 対 象 と 正 常 な 老 人 対 象 と を 、 あ る い は
他 の タ イ プ の 痴 呆 患 者 と が 識 別 さ れ て い る 。 リ ン 酸 化 さ れ て い な い タ ウ の エ ピ ト ー プ を 認
識 す る 個 々 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 組 み 合 わ せ を 用 い て 、 脳 脊 髄 液 中 の タ ウ お よ び Ｐ Ｈ Ｆ
－ タ ウ の 存 在 が 検 出 さ れ て い る （ Van de Voorde et al., 1995） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 ニ ュ ー ロ ン 特 異 的 エ ノ ラ ー ゼ （ Ｎ Ｓ Ｅ ） の ガ ン マ サ ブ ユ ニ ッ ト は ニ ュ ー ロ ン 細 胞 質 の 主
要 構 成 成 分 で あ る （ Kato et al., 1981） 。 Ｎ Ｓ Ｅ は 可 溶 性 脳 蛋 白 の ３ ％ を 占 め る 。 成 人
に お い て 、 そ れ は 虚 血 、 感 染 ま た は 腫 瘍 起 源 の 活 性 ニ ュ ー ロ ン の ダ メ ー ジ を 評 価 す る こ と
に お い て 有 用 で あ る と 考 え ら れ て い る （ Garcia et al., 1994） 。 小 児 血 清 中 の Ｎ Ｓ Ｅ に
つ い て は 研 究 さ れ て い な い 。 Neraら （ 1988） は 、 脳 脊 髄 液 中 ま た は 血 清 中 の 高 レ ベ ル の Ｎ
Ｓ Ｅ が 昏 睡 状 態 の 小 児 に お け る 効 果 の 乏 し さ お よ び 死 亡 と 関 連 性 が あ る こ と を 示 し た 。 し
か し な が ら 、 増 加 し た 血 清 Ｎ Ｓ Ｅ は 必 ず し も Ｃ Ｎ Ｓ 起 源 で は な い 。 末 梢 ニ ュ ー ロ ン を 含 む
い く つ か の 組 織 、 内 分 泌 腺 、 リ ン パ 球 、 赤 血 球 、 な ら び に 血 小 板 は Ｎ Ｓ Ｅ を 含 み （ Kaiser
, 1989） 、 こ の マ ー カ ー 単 独 で の 使 用 に 対 す る 妨 げ と な り う る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ４ ０ ～ ４ ３ 個 の ア ミ ノ 酸 の 長 さ の β － ア ミ ロ イ ド は 、 ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 蛋 白 ま た は Ａ Ｐ
Ｐ と 呼 ば れ る 大 き な 前 駆 体 蛋 白 の 蛋 白 分 解 的 開 裂 に よ り 生 じ る 。 ア ミ ロ イ ド は 正 常 細 胞 の
代 謝 の 間 に 生 成 さ れ る 。 ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド は 高 度 な 異 種 性 を 示 す 。 β － ア ミ ロ イ ド の ２
つ の 主 要 な 形 態 が 同 定 さ れ て お り 、 β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ０ ） お よ び β － ア ミ ロ イ ド （

１ － ４ ２ ） で あ る 。 β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 ダ ウ ン 症 候 群 お よ
び 正 常 な 老 人 の 脳 の 神 経 突 起 プ ラ ー ク の 主 要 構 成 成 分 で あ る 。 そ れ は 神 経 毒 性 で あ る か も
し れ ず 、 他 の 損 傷 に 対 す る ニ ュ ー ロ ン の 弱 さ を 増 す こ と が 知 ら れ て い る 。 さ ら に 、 低 濃 度
の 可 溶 性 ア ミ ロ イ ド は 、 同 時 に 生 じ る 神 経 毒 性 に 依 存 し な い コ リ ン 作 動 性 活 性 の 低 下 を 誘
導 し う る 。 ア セ チ ル コ リ ン は 認 識 プ ロ セ ス に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る （ Auld et 
al., 1998） 。 十 分 に 定 義 さ れ た ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ を 特 異 的 に 認 識 す る 高 親 和 性 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 開 発 に よ り 、 未 濃 縮 脳 脊 髄 液 中 の β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） ペ プ チ ド
に 関 す る 簡 単 な 試 験 が 可 能 と な っ た （ Citron et al., 1997; Johnson-Wood et al., 1997
） 。 こ の 試 験 は 薬 剤 、 放 射 線 照 射 、 ま た は Ａ Ｐ Ｐ プ ロ セ ッ シ ン グ を 妨 害 す る 化 学 物 質 の モ
ニ タ リ ン グ に お い て 価 値 を 有 す る こ と も 証 明 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン ま た は Ｂ － ５ ０ と も 呼 ば れ る 成 長 関 連 蛋 白 － ４ ３ （ Ｇ Ａ Ｐ － ４ ３ ）
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は 神 経 組 織 特 異 的 蛋 白 で あ り 、 主 に 軸 索 お よ び 前 シ ナ プ ス 末 端 に 局 在 化 し て い る 。 Ｇ Ａ Ｐ
－ ４ ３ は 、 ニ ュ ー ロ ン 成 長 、 神 経 突 起 形 成 、 な ら び に 再 生 お よ び ニ ュ ー ロ ン 新 芽 形 成 に お
い て 役 割 を 果 た し て い る と 考 え ら れ て い る （ Skene and Woillard, 1981; Basi, 1987; Be
nowitz et al., 1989; Mercken et al., 1992a） 。 シ ナ プ ス 蛋 白 は シ ナ プ ス 機 能 に お い て
異 な っ た 役 割 を 有 し て い る 。 シ ナ プ シ ン の ご と き 蛋 白 は 、 融 合 に 利 用 可 能 な 小 胞 の 量 を 決
定 す る こ と に お い て 重 要 で あ る が 、 Ｒ ａ ｂ ３ お よ び ラ ブ フ ィ リ ン は 膜 に 対 し て 小 胞 を 標 的
化 す る こ と に お い て 重 要 で あ る 。 ド ッ キ ン グ の プ ロ セ ス は シ ナ プ ト ブ レ ビ ン 、 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２
５ 、 Ｓ ｅ ｃ お よ び シ ン タ ク シ ン の 分 子 複 合 体 に よ っ て 決 定 さ れ て い る が 、 Ｃ Ｓ Ｐ お よ び シ
ナ プ ト タ グ ミ ン は 小 胞 内 容 物 の Ｃ ａ ２ ＋ 依 存 性 放 出 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す と 考 え ら
れ て い る 。 ア ル フ ァ － シ ヌ ク レ イ ン （ synuclein） は 黒 質 お よ び 基 底 核 の シ ナ プ ス に お い
て 豊 富 で あ り 、 α － シ ヌ ク レ イ ン お よ び γ － シ ヌ ク レ イ ン を 包 含 す る 蛋 白 の フ ァ ミ リ ー に
属 し て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 体 液 中 に 存 在 し 、 安 定 で あ り 、 中 枢 神 経 系 に お け る ニ ュ ー ロ ン の 代 謝 状 態 を 反 映 す る か
か る 細 胞 内 マ ー カ ー は 、 臨 床 的 徴 候 が 存 在 す る 前 で さ え も 、 神 経 変 性 の 早 期 認 識 に お い て
有 用 で あ る か も し れ な い 。 可 能 な ら ば 他 の 診 断 方 法 と 組 み 合 わ せ て 使 用 で き る ニ ュ ー ロ ン
機 能 に 関 す る 生 化 学 的 指 数 は 、 神 経 変 性 の 臨 床 的 な 診 断 の 正 確 さ お よ び 治 療 的 モ ニ タ リ ン
グ を 改 善 す る こ と を 大 き く 促 進 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 は 豊 富 な 老 人 斑 、 細 胞 内 の も つ れ お よ び シ ナ プ ス の 損 失 に よ り 特 徴 づ
け ら れ る 。 タ ウ お よ び β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） は こ れ ら の も つ れ お よ び プ ラ ー ク の そ
れ ぞ れ の 必 須 成 分 で あ り 、 こ れ ら は Ａ Ｄ の 神 経 病 理 学 的 試 験 に お け る ２ つ の 診 断 構 成 要 素
で あ る 。 タ ウ お よ び β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） は 両 方 と も 脳 脊 髄 液 （ Ｃ Ｓ Ｆ ） 中 に お い
て 検 出 さ れ 、 Ｃ Ｓ Ｆ － タ ウ お よ び Ｃ Ｓ Ｆ － β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） が ア ル ツ ハ イ マ ー
病 の 神 経 学 的 マ ー カ ー と し て 使 用 可 能 で あ る と い う こ と は 現 在 十 分 に 確 認 さ れ て い る が 、
Ｃ Ｓ Ｆ に お け る い か な る 変 化 が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 病 理 生 理 学 に 関 係 し て い る の か は ま だ
知 ら れ て い な い 。 Ｃ Ｓ Ｆ － タ ウ は 、 同 年 齢 の 対 象 と 比 較 す る と ア ル ツ ハ イ マ ー 病 患 者 に お
い て 増 加 し て お り 、 脳 に お け る も つ れ の 数 に 関 連 し て い る が 、 一 方 で は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー
病 に お い て β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） は 減 少 し て い る 。 老 人 性 の 、 散 在 性 の プ ラ ー ク を
伴 わ な い 痴 呆 、 例 え ば 前 頭 葉 痴 呆 に お い て β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） が 減 少 し て い る こ
と が 見 出 さ れ て い る の で 、 お そ ら く β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） は プ ラ ー ク 形 成 に は 関 連
し て い な い で あ ろ う 。 脳 組 織 に 関 す る 研 究 は 、 プ ラ ー ク と も つ れ が 痴 呆 の 程 度 に 関 連 し て
い る こ と を 示 唆 し て い る が 、 Mini-Mental Stateに よ り 決 定 し た と こ ろ Ｃ Ｓ Ｆ － タ ウ お よ
び Ｃ Ｓ Ｆ － β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） の レ ベ ル は 一 貫 し て 痴 呆 の 程 度 に 関 連 し て い る わ
け で は な く 、 同 様 に 存 在 し て い る 他 の タ イ プ の 痴 呆 と 重 複 し て い る 。 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 患
者 に お け る ベ ー タ － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ０ ） の レ ベ ル は 正 常 対 照 と 比 較 し て 変 わ り が な い
の で （ Motter et al., 1995） 、 タ ウ お よ び β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） に 加 え て β － ア
ミ ロ イ ド （ １ － ４ ０ ） を 神 経 学 的 マ ー カ ー と し て 使 用 す る こ と （ Soji et al., 1998； 非
特 許 文 献 １ ） は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 診 断 ア ッ セ イ を 改 善 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 脳 の Ｇ Ａ Ｐ － ４ ３ に 関 す る 研 究 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 前 脳 皮 質 に お い て そ の レ ベ ル が
低 下 す る が 、 他 の 領 域 で は そ の レ ベ ル が 上 昇 す る こ と を 示 唆 し て い る （ Coleman et al., 
1992） 。 痴 呆 性 疾 患 の 患 者 の 体 液 中 の Ｇ Ａ Ｐ － ４ ３ に 関 す る 研 究 は ま だ 行 わ れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 Ａ Ｄ 患 者 の 脳 に お け る も う １ つ の 重 要 な 構 造 上 の 変 化 は シ ナ プ ス の 損 失 で あ る 。 実 際 に
、 も つ れ 、 プ ラ ー ク お よ び シ ナ プ ス 損 失 を 測 定 す る 最 近 の 研 究 は 、 主 に シ ナ プ ス 損 失 が 痴
呆 の 程 度 に 関 連 し て い る こ と を 示 唆 し て い る （ Terry et al., 1991） 。 シ ナ プ ス 損 失 の 研
究 に お い て 、 シ ナ プ ト フ ィ シ ン の 免 疫 反 応 性 の 低 下 が 観 察 さ れ た 。 他 の シ ナ プ ス 蛋 白 ： シ
ナ プ ト タ グ ミ ン 、 Ｒ ａ ｂ ３ ａ 、 シ ナ プ ト ブ レ ビ ン お よ び シ ン タ ク シ ン に つ い て も 同 様 の 減
少 が 報 告 さ れ て い る （ Blennow et al., 1996; Davidsson et al., 1996; Shimohama et a
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l., 1997; Ferrer et al., 1998） 。 ま た 、 い く つ か の 形 態 の パ ー キ ン ソ ン 病 に 関 し て 、
シ ナ プ ス 蛋 白 が 病 理 学 的 役 割 を 果 た し て い る こ と が 強 く 示 さ れ て い る 。 ２ 種 の ま れ な 形 態
の 家 族 性 パ ー キ ン ソ ン 病 の α － シ ヌ ク レ イ ン に お い て ２ つ の 変 異 が 検 出 さ れ 、 α － シ ヌ ク
レ イ ン は レ ー ビ ー 小 体 中 の 主 成 分 と し て 特 徴 づ け ら れ た 。 イ ン ビ ボ に お け る レ ー ビ ー 小 体
の 形 成 は シ ヌ ク レ イ ン の 蓄 積 に よ り 生 じ る 可 能 性 が あ り 、 シ ヌ ク レ イ ン 蓄 積 は 迅 速 な 軸 索
輸 送 の 減 少 ま た は シ ヌ ク レ イ ン の 過 剰 発 現 に 結 果 で あ る 可 能 性 が あ る （ Jensen et al., 1
998） 。 シ ナ プ ス 蛋 白 は 主 に 痴 呆 の 程 度 と 関 連 が あ る よ う に 思 わ れ る （ Terry et al., 199
1） の で 、 体 液 中 の シ ナ プ ス 蛋 白 の 検 出 お よ び 定 量 方 法 を 提 供 す る こ と は 有 用 で あ ろ う 。
Ｃ Ｓ Ｆ 中 の シ ナ プ ス 蛋 白 の 存 在 お よ び 定 量 は ま だ 十 分 に 開 発 さ れ て い な い 。 ク ロ モ グ ラ ニ
ン は Ｃ Ｓ Ｆ 中 の シ ナ プ ス 損 失 の マ ー カ ー と し て す で に 使 用 さ れ て い る が 、 減 少 は 「 純 粋 」
な ま た は タ イ プ Ｉ の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に お い て の み 示 さ れ て い る （ Blennow et al., 1995
） 。 そ の 後 ま も な く シ ナ プ ト タ グ ミ ン Ｉ が Ｃ Ｓ Ｆ 中 に 存 在 す る こ と が 示 さ れ た （ Davidsso
n et al., 1996） 。 こ の 研 究 に お い て 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 患 者 の 左 側 の 海 馬 体 お よ び 前 頭 皮
質 の Brodmann領 域 ９ に お い て シ ナ プ ト タ グ ミ ン が 選 択 的 に 減 少 す る こ と が 示 さ れ た 。 Ｃ Ｓ
Ｆ の 貯 留 物 に 基 づ い て 、 こ の 減 少 が Ｃ Ｓ Ｆ に も 存 在 す る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た が 、 定 量 さ れ
て い な い 。 Davidssonら （ 1996） は Ｃ Ｓ Ｆ 中 の Ｒ ａ ｂ ３ お よ び シ ナ プ ト フ ォ シ ン を 検 出 す
る こ と が で き な か っ た 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ま た 、 あ る 種 の 化 合 物 、 放 射 線 照 射 、 化 学 療 法 ま た は 低 酸 素 － 虚 血 イ ベ ン ト へ の 曝 露 に
よ り 誘 発 さ れ る 神 経 変 性 に 関 し て は 、 正 確 な 診 断 ツ ー ル が 使 用 で き な い 。 周 産 期 仮 死 は 神
経 学 的 後 遺 症 に 関 連 し て い る 可 能 性 が あ る 。 し か し な が ら 、 低 酸 素 － 虚 血 イ ベ ン ト 後 の 早
期 の 正 確 な 評 価 は 新 生 児 ケ ア に お け る 最 も 困 難 な 問 題 の １ つ と な っ て い る 。 現 在 に 至 る ま
で 、 脳 の 血 流 の 研 究 と 組 み 合 わ さ れ た 臨 床 的 な 脳 電 図 に よ る 評 価 、 お よ び 神 経 放 射 線 学 的
評 価 が 最 も 容 易 に 利 用 で き る 方 法 で あ る 。 変 化 し た 脳 の 代 謝 活 性 が Ｃ Ｓ Ｆ 中 の 成 分 の 変 化
に 反 映 さ れ る と い う こ と が 除 々 に 明 ら か に な っ て き た の で 、 Ｃ Ｓ Ｆ の 神 経 学 的 マ ー カ ー の
検 出 は 低 酸 素 － 虚 血 イ ベ ン ト の 評 価 に お け る デ ー タ を 補 う も の と な る 可 能 性 が あ る （ Garc
ia-Alix et al., 1994） 。 化 学 療 法 、 放 射 線 照 射 ま た は 低 酸 素 － 虚 血 イ ベ ン ト 後 の Ｃ Ｓ Ｆ
の 神 経 学 的 マ ー カ ー と 行 動 の 変 化 と の リ ン ク に つ い て は 全 く 調 べ ら れ て い な い 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Soji M, Matsubara E, Kanai M, Watanabe M, Nakamura T, Tomidokoro
 Y, Shizuka M, Wakabayashi K, Igeta Y, Ikeda Y, Mizushima K, Amari M, Ishiguro K
, Kawarabayashi T, Harigaya Y, Okamotot K, Hirai S (1998) J Neurol Sci 158: 134-
140.
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 個 体 に お け る 神 経 変 性 の 特 異 的 検 出 、 定 量 、 お よ び ／ ま た は 分 別 診 断
の た め の 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
　 本 発 明 の も う １ つ の 目 的 は 、 個 体 に お け る ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 、 よ り 特 異 的 な 検 出 、 定
量 お よ び ／ ま た は 分 別 診 断 の た め の 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
　 本 発 明 の も う １ つ の 目 的 は 、 個 体 に お け る レ ー ビ ー 小 体 疾 患 の 、 よ り 特 異 的 な 検 出 、 定
量 お よ び ／ ま た は 分 別 診 断 の た め の 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
　 本 発 明 の も う １ つ の 目 的 は 、 個 体 に お け る パ ー キ ン ソ ン 病 の 、 よ り 特 異 的 な 検 出 、 定 量
お よ び ／ ま た は 分 別 診 断 の た め の 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
　 本 発 明 の も う １ つ の 目 的 は 、 個 体 に お け る 前 頭 側 頭 葉 痴 呆 の 、 よ り 特 異 的 な 検 出 、 定 量
お よ び ／ ま た は 分 別 診 断 の た め の 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
　 本 発 明 の も う １ つ の 目 的 は 、 パ ー キ ン ソ ン 病 と ア ル ツ ハ イ マ ー 病 と の 分 別 方 法 を 提 供 す
る こ と で あ る 。
　 本 発 明 の も う １ つ の 目 的 は 、 レ ー ビ ー 小 体 疾 患 と ア ル ツ ハ イ マ ー 病 と の 分 別 方 法 を 提 供
す る こ と で あ る 。
　 本 発 明 の も う １ つ の 目 的 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に お け る 血 管 の 問 題 の 特 異 的 検 出 ま た は
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定 量 の た め の 方 法 、 な ら び に 異 な る 形 態 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 分 別 診 断 の た め の 方 法 を 提
供 す る こ と で あ る 。
　 本 発 明 の も う １ つ の 目 的 は 、 化 学 療 法 に よ り 、 あ る い は 化 合 物 ま た は 放 射 線 照 射 に 対 す
る 曝 露 に よ り 誘 発 さ れ た 神 経 変 性 の 診 断 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
　 本 発 明 の も う １ つ の 目 的 は 、 白 血 病 ま た は 脳 腫 瘍 の 治 療 を 受 け た 個 体 に お け る 、 化 学 療
法 に よ り 誘 発 さ れ た 神 経 変 性 の 診 断 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
　 本 発 明 の も う １ つ の 目 的 は 、 周 産 期 仮 死 に よ り 生 じ る 神 経 変 性 の 診 断 方 法 を 提 供 す る こ
と で あ る 。
　 本 発 明 の も う １ つ の 目 的 は 、 脳 脊 髄 液 中 の シ ナ プ ス 蛋 白 Ｒ ａ ｂ ３ ａ の 新 た な 検 出 方 法 を
提 供 す る こ と で あ る 。
　 本 発 明 の も う １ つ の 目 的 は 、 個 体 に お け る 神 経 変 性 の 、 よ り 特 異 的 検 出 、 定 量 お よ び ／
ま た は 分 別 診 断 を 可 能 に す る 、 脳 脊 髄 液 中 の Ｒ ａ ｂ ３ ａ の 新 た な 検 出 方 法 を 提 供 す る こ と
で あ る 。
　 本 発 明 の も う １ つ の 目 的 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 、 よ り 特 異 的 検 出 、 定 量 お よ び ／ ま た
は 分 別 診 断 を 可 能 に す る 、 脳 脊 髄 液 中 の Ｒ ａ ｂ ３ ａ の 新 た な 検 出 方 法 を 提 供 す る こ と で あ
る 。
　 本 発 明 の も う １ つ の 目 的 は 、 脳 脊 髄 液 中 の シ ナ プ ス 蛋 白 α － シ ヌ ク レ イ ン の 新 た な 検 出
方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
　 本 発 明 の も う １ つ の 目 的 は 、 個 体 に お け る よ り 特 異 的 な 検 出 、 定 量 、 お よ び ／ ま た は 分
別 診 断 を 可 能 に す る 、 脳 脊 髄 液 中 の α － シ ヌ ク レ イ ン の 新 た な 検 出 方 法 を 提 供 す る こ と で
あ る 。
　 本 発 明 の も う １ つ の 目 的 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 お よ び ／ ま た は レ ー ビ ー 小 体 疾 患 の 、 よ
り 特 異 的 な 検 出 ま た は 定 量 を 可 能 に す る 、 な ら び に ／ あ る い は レ ー ビ ー 小 体 疾 患 と ア ル ツ
ハ イ マ ー 病 と の 分 別 診 断 を 可 能 に す る 、 脳 脊 髄 液 中 の α － シ ヌ ク レ イ ン の 新 た な 検 出 方 法
を 提 供 す る こ と で あ る 。
　 本 発 明 の も う １ つ の 目 的 は 、 上 記 方 法 を 行 う た め の 診 断 キ ッ ト を 提 供 す る こ と で あ る 。
　 本 発 明 の も う １ つ の 目 的 は 、 特 定 の 治 療 の 有 効 性 の 治 療 モ ニ タ リ ン グ お よ び ／ ま た は 決
定 の た め の 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 上 記 課 題 を 解 決 せ ん と 鋭 意 研 究 を 行 い 、 体 液 中 の 特 定 の 異 な る 神 経 学 的
マ ー カ ー を 検 出 す る 組 み 合 わ せ ア ッ セ イ を 用 い る と 、 正 確 か つ 迅 速 な 神 経 変 性 の 特 異 的 検
出 お よ び 分 別 検 査 が で き る こ と を 見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 さ せ る に 至 っ た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 、
　 （ １ ） 個 体 に お け る ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に お け る 血 管 の 問 題 の 特 異 的 検 出 ま た は 定 量 の た
め 、 異 な る 形 態 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 分 別 検 査 の た め 、 な ら び に ／ あ る い は ア ル ツ ハ イ マ
ー 病 と 他 の 痴 呆 と の 分 別 検 査 の た め の 方 法 で あ っ て 、 下 記 工 程 ：
　 　 神 経 学 的 マ ー カ ー を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 を 用 い る こ と に よ り 、 個 体 か ら 得 た １ ま た
は そ れ 以 上 の 体 液 試 料 中 の 少 な く と も ３ 種 の 神 経 学 的 マ ー カ ー の レ ベ ル を 決 定 す る
を 特 徴 と し 、 さ ら に 以 下 の こ と を 特 徴 と す る 方 法 ：
　 　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に お け る 血 管 の 問 題 の 特 異 的 検 出 ま た は 定 量 の た め 、 異 な る 形 態 の
ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 分 別 検 査 の た め 、 な ら び に ／ あ る い は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 と 他 の 痴 呆 と
の 分 別 検 査 の た め に 、
　 　 　 該 個 体 か ら 得 た 脳 脊 髄 液 試 料 中 の タ ウ お よ び β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） の レ ベ ル
を 定 量 的 に 測 定 し 、 該 個 体 か ら 得 た 血 漿 試 料 中 の β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） の レ ベ ル を
定 量 的 に 測 定 す る ； あ る い は
　 　 　 該 個 体 か ら 得 た 脳 脊 髄 液 試 料 中 の ホ ス ホ － タ ウ お よ び β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ）
の レ ベ ル を 定 量 的 に 測 定 し 、 該 個 体 か ら 得 た 血 漿 試 料 中 の β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） の
レ ベ ル を 定 量 的 に 測 定 す る ； あ る い は
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　 　 　 該 個 体 か ら 得 た 脳 脊 髄 液 試 料 中 の タ ウ お よ び ホ ス ホ － タ ウ の レ ベ ル を 定 量 的 に 測 定
し 、 該 個 体 か ら 得 た 血 漿 試 料 中 の β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） の レ ベ ル を 定 量 的 に 測 定 す
る ； あ る い は
　 　 　 該 個 体 か ら 得 た 脳 脊 髄 液 試 料 中 の タ ウ 、 ホ ス ホ － タ ウ お よ び β － ア ミ ロ イ ド （ １ －
４ ２ ） の レ ベ ル を 定 量 的 に 測 定 す る ；
　 （ ２ ） 個 体 に お け る ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に お け る 血 管 の 問 題 の 特 異 的 検 出 ま た は 定 量 の た
め 、 異 な る 形 態 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 分 別 検 査 の た め 、 な ら び に ／ あ る い は ア ル ツ ハ イ マ
ー 病 と 他 の 痴 呆 と の 分 別 検 査 の た め の キ ッ ト で あ っ て 、
　 少 な く と も ３ 種 の 抗 体 を 含 み 、 各 抗 体 が 異 な る 神 経 学 的 マ ー カ ー を 認 識 す る も の で あ り
、 か つ 、 各 抗 体 が 下 記 の 神 経 学 的 マ ー カ ー ：
　 　 　 タ ウ 、 ホ ス ホ － タ ウ 、 β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ）
の 組 み 合 わ せ を 認 識 す る も の で あ る か ； あ る い は
　 少 な く と も ２ 種 の 抗 体 を 含 み 、 各 抗 体 が 異 な る 神 経 学 的 マ ー カ ー を 認 識 す る も の で あ り
、 該 抗 体 の う ち １ つ が ２ つ の 異 な る 体 液 中 の 神 経 学 的 マ ー カ ー を 認 識 す る も の で あ り 、 各
抗 体 が 下 記 の 神 経 学 的 マ ー カ ー の 組 み 合 わ せ ：
　 － タ ウ 、 β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） ； ま た は
　 － ホ ス ホ － タ ウ 、 β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ）
の い ず れ か を 認 識 す る も の で あ る 、 キ ッ ト ；
　 （ ３ ） 個 体 に お け る ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に お け る 血 管 の 問 題 の 特 異 的 検 出 ま た は 定 量 の た
め 、 異 な る 形 態 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 分 別 検 査 の た め 、 な ら び に ／ あ る い は ア ル ツ ハ イ マ
ー 病 と 他 の 痴 呆 と の 分 別 検 査 の た め の キ ッ ト で あ っ て 、 下 記 の も の ：
　 　 異 な る 神 経 学 的 マ ー カ ー を そ れ ぞ れ 認 識 す る 少 な く と も ３ 種 の 抗 体 （ 一 次 抗 体 ま た は
捕 捉 抗 体 ） を 一 緒 に あ る い は 別 個 に 含 む 支 持 体 ；
　 　 神 経 学 的 マ ー カ ー － 一 次 抗 体 複 合 体 の １ つ を そ れ ぞ れ 認 識 す る 二 次 抗 体 （ デ ィ テ ク タ
ー 抗 体 ） ；
　 　 － 可 能 な ら ば 、 該 二 次 抗 体 に 特 異 的 に タ グ を 付 す か あ る い は カ ッ プ リ ン グ す る マ ー カ
ー ；
　 　 － 可 能 な ら ば 、 一 次 抗 体 と 体 液 試 料 間 、 二 次 抗 体 と 神 経 学 的 マ ー カ ー － 一 次 抗 体 複 合
体 と の 間 、 お よ び ／ ま た は 結 合 二 次 抗 体 と マ ー カ ー と の 間 の 免 疫 学 的 反 応 を 行 う た め の 適
当 な 緩 衝 液
　 　 － 可 能 な ら ば 、 標 準 化 を 目 的 と し て 、 神 経 学 的 マ ー カ ー の 検 出 に 使 用 さ れ る キ ッ ト の
抗 体 に よ り 特 異 的 に 認 識 さ れ る 精 製 蛋 白 ま た は 合 成 ペ プ チ ド
を 含 む 、 （ ２ ） に 記 載 の キ ッ ト ；
　 （ ４ ） （ １ ） に 記 載 の 方 法 を 行 う た め に 特 別 に 設 計 さ れ た （ ２ ） ま た は （ ３ ） に 記 載 の
キ ッ ト
を 提 供 す る も の で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 に よ り 、 体 液 中 の 異 な る 神 経 学 的 マ ー カ ー を 検 出 す る 組 み 合 わ せ ア ッ セ イ を 使 用
す る 、 神 経 変 性 の 特 異 的 検 出 お よ び 分 別 検 査 の た め の 新 た な 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 発 明 に
よ り 、 正 確 か つ 迅 速 な 神 経 変 性 の 特 異 的 検 出 お よ び 分 別 検 査 を 行 う こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 は 、 個 体 中 の 神 経 変 性 の 特 異 的 検 出 、 定 量 お よ び ／ ま た は 分 別 診 断 の た め の 方 法
に 関 す る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 該 個 体 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 体 液 試 料 中 の 少 な く と も ３ つ
の 神 経 学 的 マ ー カ ー の レ ベ ル を 決 定 す る こ と を 包 含 す る も の で あ り 、 該 方 法 に よ り 、 神 経
変 性 の タ イ プ お よ び 程 度 が 、 対 照 試 料 と 比 較 し た 場 合 の 該 神 経 学 的 マ ー カ ー す べ て の レ ベ
ル の 量 的 変 化 に よ り 反 映 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 願 の 実 施 例 か ら わ か る よ う に 、 少 な く と も ３ つ の 神 経 学 的 マ ー カ ー の 使 用 に よ り 、 よ
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り 特 異 的 か つ 高 感 度 な 神 経 変 性 的 症 状 の 検 出 が 可 能 と な っ た 。 少 な く と も ３ つ の 神 経 学 的
マ ー カ ー の 使 用 に よ り 、 臨 床 診 断 を 基 礎 と し て は 分 別 で き な か っ た 多 く の 神 経 学 的 症 状 間
の 識 別 が 可 能 と な っ た こ と も 明 ら か で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 明 細 書 の 用 語 「 神 経 変 性 」 お よ び 「 神 経 変 性 的 症 状 」 は 同 じ 意 味 で あ り 、 本 明 細 書 に
お い て 混 用 さ れ る 。 こ れ ら の 用 語 は 、 神 経 の 機 能 不 全 に 関 連 し た 脳 症 状 を 包 含 す る 。 神 経
変 性 に 関 連 し た 種 々 の 疾 病 は Wilson et al. (1991)に お い て 引 用 さ れ て い る 。 そ れ ら は ア
ル ツ ハ イ マ ー 病 、 卒 中 （ 集 中 性 脳 傷 害 ） 、 散 在 性 脳 傷 害 、 血 管 性 疾 患 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、
レ ー ビ ー 小 体 疾 患 、 ク ロ イ ツ フ ェ ル ド ・ ヤ コ ブ （ Creutzfeld Jacob） 病 、 前 頭 側 頭 葉 痴 呆
、 ギ ラ ン ・ バ レ （ Guilain Barre） 症 候 群 、 多 発 性 硬 化 症 、 正 常 圧 水 頭 、 筋 委 縮 性 側 索 硬
化 症 、 分 裂 病 、 鬱 病 、 神 経 ラ チ リ ズ ム 、 転 換 お よ び 仮 死 を 包 含 す る 。 し か し な が ら 、 こ の
リ ス ト は 完 全 な も の で は な い 。 神 経 機 能 不 全 に 関 連 し て い る こ と が 知 ら れ て い る 他 の 疾 患
も 包 含 さ れ る 。 神 経 変 性 は 、 神 経 機 能 不 全 に 関 連 し て お り 、 薬 剤 を 包 含 す る 特 定 の 原 因 に
よ り 引 き 起 こ さ れ る い ず れ か の 種 類 の 脳 の ダ メ ー ジ ま た は 脳 の い ず れ か の 症 状 も 包 含 す る
。 本 発 明 の 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 特 に 検 出 、 定 量 お よ び ／ ま た は 分 別 診 断 さ れ る 神 経
変 性 的 症 状 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 レ ー ビ ー 小 体 疾 患 、 パ ー キ ン ソ ン 病 お よ び 前 頭 側 頭 葉
痴 呆 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。 「 レ ー ビ ー 小 体 疾 患 」 は 、 脳 幹 、 基 底 前 脳 、 視 床 下 部 核
お よ び ／ ま た は 新 皮 質 に お け る レ ー ビ ー 小 体 を 示 す い ず れ か の 疾 患 に つ い て 用 い る 。 レ ー
ビ ー 小 体 疾 患 は パ ー キ ン ソ ン 病 、 多 発 性 全 身 性 萎 縮 症 お よ び レ ー ビ ー 小 体 痴 呆 を 包 含 す る
。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の も う １ つ の 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 特 に 検 出 、 定 量 お よ び ／ ま た は 分 別 診 断
さ れ る 神 経 変 性 的 症 状 は 、 低 酸 素 － 虚 血 イ ベ ン ト 、 化 学 療 法 、 放 射 線 療 法 に よ り 、 あ る い
は 化 合 物 ま た は 放 射 線 に 対 す る 曝 露 に よ り 誘 導 さ れ る も の で あ る 。 よ り 詳 細 に は 、 神 経 変
性 は 、 白 血 病 ま た は 脳 腫 瘍 の 治 療 の 間 に 化 学 療 法 ま た は 放 射 線 療 法 に よ り 誘 導 さ れ う る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 し か し な が ら 、 こ の 神 経 変 性 的 症 状 の リ ス ト は 不 完 全 で あ る 。 脳 の 機 能 不 全 が 起 こ る 他
の 症 状 も 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 明 細 書 の 「 神 経 変 性 の 特 異 的 検 出 」 な る 表 現 は 、 ３ つ 未 満 の 神 経 学 的 マ ー カ ー を 診 断
に 使 用 し た 場 合 に 得 ら れ る よ り も 、 特 定 の 神 経 変 性 的 症 状 に 対 す る 関 連 性 を 有 す る 特 定 の
疾 患 ま た は 特 定 の 神 経 学 的 疾 患 の 原 因 に 関 し て 、 よ り 高 い 感 度 お よ び 特 異 性 が 得 ら れ る こ
と を 意 味 す る 。
　 本 明 細 書 の 表 現 「 神 経 変 性 の 定 量 」 は 、 特 定 の 神 経 変 性 的 症 状 に よ る 神 経 の 機 能 不 全 の
程 度 が 測 定 さ れ る こ と を 意 味 す る 。
　 本 明 細 書 の 表 現 「 神 経 変 性 の 分 別 診 断 」 は 、 神 経 学 的 障 害 の 特 定 の 疾 患 ま た は 特 定 の 原
因 が 特 定 の 神 経 変 性 的 症 状 に 関 連 し て い る 種 々 の 神 経 変 性 的 症 状 を 識 別 す る こ と を い う 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 個 体 に お け る 神 経 変 性 の 特 異 的 検 出 、 定 量 お よ び ／ ま た は 分 別 診 断 は 、 下 記 工 程 を 含 む
イ ム ノ ア ッ セ イ を 用 い て 、 該 個 体 の １ ま た は そ れ 以 上 の 体 液 試 料 中 の 少 な く と も ３ つ の 異
な る 神 経 学 的 マ ー カ ー の 検 出 に よ り 行 わ れ る ：
　 該 個 体 か ら １ ま た は そ れ 以 上 の 体 液 試 料 を 得 る こ と ； お よ び
　 抗 原 － 抗 体 複 合 体 の 生 成 に 適 し た 条 件 下 に お い て 、 体 液 試 料 中 の 異 な る 神 経 学 的 マ ー カ
ー を そ れ ぞ れ 認 識 す る 少 な く と も ３ 種 の 抗 体 （ 一 次 抗 体 ま た は 捕 捉 抗 体 ） に 該 体 液 試 料 を
接 触 さ せ る こ と ； お よ び
　 該 体 液 試 料 に 対 す る 該 抗 体 の 免 疫 学 的 結 合 を 検 出 す る こ と ；
　 対 照 試 料 と 比 較 し て 、 該 神 経 学 的 マ ー カ ー す べ て の レ ベ ル の 量 的 変 化 に 反 映 さ れ る 神 経
変 性 の タ イ プ お よ び 程 度 を 該 体 液 中 の 該 神 経 学 的 マ ー カ ー の レ ベ ル に 基 づ い て 推 断 す る こ
と 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
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　 次 い で 、 免 疫 学 的 結 合 の 検 出 の た め の 方 法 を 行 う こ と が で き 、 該 方 法 は 、 抗 原 お よ び 神
経 学 的 マ ー カ ー の １ つ を 認 識 す る 抗 体 に よ り 形 成 さ れ た 該 抗 原 － 抗 体 複 合 体 を 下 記 の も の
と 混 合 す る こ と に よ り 行 わ れ る ：
　 ａ ） 二 次 抗 体 （ ま た は デ ィ テ ク タ ー 抗 体 ）
　 ＊ 該 二 次 抗 体 は 、 抗 原 － 抗 体 複 合 体 の 特 異 的 エ ピ ト ー プ を 認 識 す る が 、 単 独 の 一 次 抗 体
を 認 識 し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ く 、 あ る い は
　 ＊ 抗 原 － 抗 体 複 合 体 の 特 異 的 エ ピ ト ー プ を 認 識 す る が 、 単 独 の 一 次 抗 体 を 認 識 し な い ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て 、 好 ま し く は 固 定 化 さ れ た 神 経 学 的 マ ー カ ー ま た は 神 経 学 的 マ
ー カ ー － 一 次 抗 体 複 合 体 を 用 い る 免 疫 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 さ れ
た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ い
　 ｂ ） 該 二 次 抗 体 に 特 異 的 に タ グ を 付 す る 、 あ る い は 特 異 的 に カ ッ プ リ ン グ す る マ ー カ ー
で あ っ て 、 当 業 者 に 知 ら れ た い ず れ か の マ ー カ ー
　 ｃ ） 抗 体 と 体 液 試 料 と の 間 、 二 次 抗 体 と 神 経 学 的 マ ー カ ー － 一 次 抗 体 複 合 体 と の 間 お よ
び ／ ま た は 結 合 二 次 抗 体 と マ ー カ ー と の 間 の 免 疫 学 的 反 応 、 を 行 う た め の 適 当 な 緩 衝 液 ；
お よ び
　 ｄ ） ま た 可 能 な ら ば 、 標 準 化 す る 目 的 で 、 神 経 学 的 マ ー カ ー の 検 出 に 使 用 す る 抗 体 と 反
応 す る 精 製 蛋 白 ま た は 合 成 ペ プ チ ド 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 有 利 に は 、 本 発 明 に 使 用 す る 抗 体 は 適 当 な 支 持 体 上 に 固 定 化 さ れ る 。 抗 体 は ３ つ ま で の
（ ３ つ よ り も 多 い 神 経 学 的 マ ー カ ー を 検 出 す る 場 合 に は ３ つ よ り も 多 い ） 異 な っ た 支 持 体
ま た は 同 じ 支 持 体 上 に 存 在 し て い て も よ い 。 抗 体 が 同 じ 支 持 体 上 に （ 例 え ば 、 １ の マ イ ク
ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル ） に 存 在 す る 場 合 、 そ れ ら そ れ ぞ れ の 免 疫 学 的 結 合 を 特 異 的
マ ー カ ー に よ り 検 出 し て も よ い 。 あ る い は ま た 、 抗 体 は 同 じ 支 持 体 の 別 々 の 位 置 に 存 在 し
て も よ い 。 そ の 場 合 、 こ れ ら の 抗 体 の い ず れ か の 免 疫 学 的 結 合 を 検 出 す る 汎 用 マ ー カ ー を
用 い て 検 出 を 行 っ て も よ い 。 有 利 に は 、 ニ 次 抗 体 自 身 が マ ー カ ー と の 直 接 ま た は 間 接 的 カ
ッ プ リ ン グ の た め の マ ー カ ー ま た は 基 を 担 持 し て い る も の で あ る 。 あ る い は ま た 、 当 業 者
に 知 ら れ た 他 の い ず れ か の イ ム ノ ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト を 用 い て 本 発 明 の 方 法 を 実 施 し て
も よ い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 用 語 「 エ ピ ト ー プ 」 は 、 抗 体 結 合 部 位 に よ り 特 異 的 に 結 合 さ れ る 抗 原 － 抗 体 複 合 体 の 部
分 を い う 。 エ ピ ト ー プ は 当 該 分 野 で 知 ら れ た 方 法 に よ り 決 定 で き 、 あ る い は 当 該 分 野 で 知
ら れ た 種 々 の コ ン ピ ュ ー タ ー 推 定 モ デ ル に よ り 推 定 で き る 。
　 本 明 細 書 の 表 現 「 認 識 」 、 「 ～ と 反 応 」 、 「 免 疫 学 的 結 合 」 ま た は 「 抗 原 － 抗 体 複 合 体
」 は 、 抗 体 お よ び 抗 原 の 免 疫 学 的 特 性 を 考 慮 し た す べ て の 条 件 下 で 抗 原 と 抗 体 と の 間 の 結
合 が 起 こ る こ と と 解 釈 す べ き で あ る 。
　 用 語 「 体 液 」 は 、 血 液 、 リ ン パ 液 、 尿 お よ び 脳 脊 髄 液 （ Ｃ Ｓ Ｆ ） （ こ れ ら に 限 ら な い ）
を 包 含 す る 人 体 に 存 在 す る す べ て の 液 体 を い う 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 特 別 な 具 体 例 に お い て 、 本 発 明 は 、 体 液 試 料 が 脳 脊 髄 液 試 料 お よ び 血 液 試 料 か ら な る 群
よ り 選 択 さ れ る も の で あ る 上 記 方 法 に 関 す る 。 血 液 試 料 は 患 者 か ら 採 取 さ れ る 全 血 試 料 を
包 含 す る 。 よ り 好 ま し く は 、 血 液 試 料 は 血 漿 試 料 ま た は 血 清 試 料 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 ２ つ の 異 な る 体 液 中 の 同 じ マ ー カ ー を 検 出 す る こ と （ 少 な く と
も 他 の マ ー カ ー の 検 出 と 組 み 合 わ せ て ） 、 あ る い は ３ つ の 異 な る 体 液 試 料 中 の 同 じ マ ー カ
ー を 検 出 す る こ と も 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 脳 脊 髄 液 中 に お い て ２ つ の 神 経 学 的 マ ー カ ー が
検 出 さ れ 、 こ れ ら の 神 経 学 的 マ ー カ ー の 一 方 が 血 漿 中 に お い て も 検 出 さ れ る 。 実 施 例 に 示
す よ う に 、 ２ つ の 異 な る 体 液 中 の 同 じ マ ー カ ー の 検 出 は 、 １ の 体 液 中 に お い て の み こ の マ
ー カ ー を 検 出 す る 場 合 と 比 較 し て 、 よ り 特 異 的 か つ 高 感 度 な 検 出 な ら び に 神 経 変 性 の よ り
良 い 分 別 診 断 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
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　 本 発 明 の 方 法 に お い て 検 出 さ れ る 神 経 学 的 マ ー カ ー は 、 特 定 の タ イ プ の 神 経 細 胞 ま た は
細 胞 機 能 に 関 連 し た い ず れ の 蛋 白 で あ っ て も よ く 、 神 経 変 性 の 条 件 下 に お い て １ ま た は そ
れ 以 上 の 体 液 中 の そ の レ ベ ル が 疾 病 の プ ロ セ ス ま た は 神 経 学 的 疾 患 の 原 因 を 示 す も の で あ
る 。 特 定 の 神 経 学 的 条 件 下 に お い て 、 １ ま た は そ れ 以 上 の 体 液 中 の あ る 神 経 学 的 マ ー カ ー
は 増 加 し 、 ま た あ る 神 経 学 的 マ ー カ ー は 減 少 す る 。 特 定 の 神 経 学 的 条 件 下 に お け る 特 定 の
体 液 中 に お い て 変 化 し た レ ベ ル を 有 す る ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 個 ま た は そ れ 以 上 の 神 経
学 的 マ ー カ ー の 可 能 な 組 み 合 わ せ を 、 個 体 に お け る 該 神 経 学 的 症 状 の 特 異 的 検 出 、 定 量 お
よ び ／ ま た は 分 別 診 断 に 使 用 す る こ と が で き る 。 神 経 変 性 の 特 異 的 検 出 、 定 量 お よ び ／ ま
た は 分 別 診 断 に 使 用 可 能 な 神 経 学 的 マ ー カ ー は ： タ ウ 、 ニ ュ ー ロ ン 特 異 的 エ ノ ラ ー ゼ （ Ｎ
Ｓ Ｅ ） 、 β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） 、 β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ０ ） 、 ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ
ン 、 シ ナ プ ス 蛋 白 （ Ｒ ａ ｂ ３ ａ 、 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ 、 α － シ ヌ ク レ イ ン 、 シ ナ プ シ ン 、 シ ナ プ
ト タ グ ミ ン 、 シ ナ プ ト ブ レ ビ ン 、 シ ン タ キ シ ン 、 ラ ブ フ ィ リ ン 、 ｎ － ｓ ｅ ｃ 、 シ ス テ イ ン
ス ト リ ン グ 蛋 白 お よ び 他 の 蛋 白 ） 、 グ リ ア 細 線 維 酸 性 蛋 白 （ Ｇ Ｆ Ａ Ｐ ） 、 １ ０ ０ 、 Ｉ Ｌ ６
、 Ｔ Ｎ Ｆ 、 Ｉ Ｌ １ 、 Ｉ Ｌ ２ 、 ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン ト （ Ｎ Ｆ ） 、 ミ エ リ ン 塩 基 性 蛋 白 （ Ｍ Ｂ
Ｐ ） お よ び １ ４ － ３ － ３ を 包 含 す る 。 し か し な が ら 、 こ れ ら に 限 ら な い 。 特 定 の 疾 病 プ ロ
セ ス ま た は 神 経 学 的 疾 患 の 原 因 を 示 す 他 の 神 経 学 的 マ ー カ ー を 使 用 す る こ と も で き る 。 異
な る 神 経 学 的 疾 病 お よ び 脳 損 傷 に か か っ て い る 患 者 体 液 中 の こ れ ら の 神 経 学 的 マ ー カ ー の
う ち い く つ か の 挙 動 を 表 ２ に 示 す 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 調 製 さ れ た 、 あ る い は 当 該 分 野 に お い て 存 在 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て 、 上 記 神
経 学 的 マ ー カ ー の １ つ を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 神 経 学 的 マ ー カ ー の 検 出 に 使 用 す
る こ と が で き る 。 タ ウ を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 は Alz50 (Ghanbari et al., 1990), Ab423
 (Harrington et al., 1991), AT8 (WO 93/08302と し て 公 開 さ れ た 国 際 出 願 ), AT120 (Va
ndermeeren et al., 1993); AT180 お よ び  AT270 (WO 95/17429と し て 公 開 さ れ た 国 際 出
願 ) お よ び  AT100 (WO 96/04309と し て 公 開 さ れ た 国 際 出 願 )を 包 含 す る 。 し か し な が ら 、
タ ウ を 特 異 的 に 認 識 す る 、 当 該 分 野 で 知 ら れ た 他 の 抗 体 を 用 い る こ と も で き る 。 Ｎ Ｓ Ｅ を
特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 は １ ０ Ｃ １ お よ び ２ Ｅ ７ な ら び に Innogenetics (Gent, Belgium) 
か ら 入 手 で き る 他 の も の , Dako (Glostrup, Denmark; Cat No BBS/NC/VI-H14)か ら 入 手 で
き る よ う な 市 販 さ れ て い る 抗 体 ,  Biogenex (San Ramon, CA, USA; Cat Nos MA055-5C an
d AM055-5M)、 RDI (Flanders, NJ, USA; Cat No RDI-TRK4N6)、 Diagnostic Systems (Bas
el, Switzerland; Cat No 07 34373)、 Immunosource (Brussels, Belgium; Cat Nos CLA 
73/5 and CR7041M)お よ び Cortex Biochem (San Leandro, CA, USA; Cat No CR7047)か ら
入 手 で き る も の 等 を 包 含 す る 。 Ｎ Ｓ Ｅ を 認 識 す る 抗 体 の リ ス ト は 完 全 で な く 、 当 該 分 野 に
お い て 利 用 ま た は 記 載 さ れ て い る 抗 体 で あ っ て 、 Ｎ Ｓ Ｅ を 認 識 す る も の を 用 い る こ と も で
き る 。 β － ア ミ ロ イ ド を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 は 2H3, 8E5 (Johnson-Wood et al., 1997)
, 10H3 (Majocha et al., 1992; Friedland et al., 1994), 2G3 (Citron et al., 1996)
, BA-27 and BC-05 (Suzuki et al., 1994), BNT77 (Asami-Odaka et al., 1995), 369.2
B (Koenig et al., 1996), 22C11 (Lannfelt et al., 1995), 6E10 (Kim et al., 1990) 
お よ び  AMY-33 (Stern et al., 1990)を 包 含 す る 。 し か し な が ら 、 当 該 分 野 に お い て 知 ら
れ た 、 β － ア ミ ロ イ ド を 特 異 的 に 認 識 す る 他 の 抗 体 を 用 い て も よ い 。 ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン
を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 は 、 NM2 (Oestreicher et al., 1994), NM4 (Six et al., 1992)
, NM1, NM3, NM6, NM7 お よ び  NM8 (Mercken et al., 1992a)を 包 含 す る 。 し か し な が ら
、 ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン を 特 異 的 に 認 識 す る 、 当 該 分 野 で 知 ら れ た 他 の 抗 体 を 使 用 し て も よ
い 。 Ｒ ａ ｂ ３ ａ を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 は 市 販 さ れ て い る 抗 体 を 包 含 し 、 例 え ば 、 Transd
uction Labs (Lexington, KY, USA; カ タ ロ グ 番 号 R35520)か ら 入 手 可 能 で あ る 。 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ
２ ５ を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 は 市 販 抗 体 を 包 含 し 、 例 え ば 、 Serotec (Oxford, UK; Cat N
o SP12)、 Sternberger Monoclonals Inc. (Distributed by Affinity Research Products
 Lim., Mamhead, Exeter, UK; Cat No SMI-81)、 Chemicon (Temecula, CA, USA; Cat No 
MAB331) お よ び  Transduction Labs (Lexington, KY, USA; Cat No S35020)か ら 入 手 で き
る 。 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ を 認 識 す る 抗 体 の リ ス ト は 完 全 で な く 、 市 販 さ れ て い る 、 あ る い は Ｓ Ｎ
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Ａ Ｐ ２ ５ ２ を 認 識 す る と 当 該 分 野 に お い て 記 載 さ れ て い る 他 の 抗 体 を 用 い て も よ い 。 α －
シ ヌ ク レ イ ン を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 は 市 販 抗 体 を 包 含 し 、 例 え ば 、 Transduction Labs 
(Lexington, KY, USA; カ タ ロ グ 番 号 S63320)か ら 入 手 可 能 で あ る 。 市 販 さ れ て い る 、 あ る
い は α － シ ヌ ク レ イ ン を 認 識 す る と 当 該 分 野 に お い て 記 載 さ れ て い る 他 の 抗 体 を 用 い て も
よ い 。 神 経 学 的 マ ー カ ー と し て 使 用 で き る 他 の シ ナ プ ス 蛋 白 の 特 異 的 検 出 の た め に 、 種 々
の 抗 体 が 市 販 さ れ て お り 、 そ し て ／ あ る い は 当 該 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 。 Ｓ １ ０ ０ を
特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 は 市 販 さ れ て お り 、 例 え ば 、 Biogenex (San Ramon, CA, USA; Cat 
Nos MA058-C お よ び  AM058-5M) お よ び  Innogenetics (Gent, Belgium; Cat No M-011)か
ら 得 ら れ る も の で あ る 。 Ｓ １ ０ ０ を 認 識 す る 抗 体 の こ の リ ス ト は 完 全 で な く 、 市 販 さ れ て
い る 、 あ る い は Ｓ １ ０ ０ を 認 識 す る と 当 該 分 野 に お い て 記 載 さ れ て い る 他 の 抗 体 を 用 い て
も よ い 。 １ ４ － ３ － ３ を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 は 市 販 抗 体 を 包 含 し 、 例 え ば 、 Santa Cruz
 Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA; Cat No sc-1657) お よ び  Transduction Labs (L
exington, KY, USA; Cat No F46820)か ら 得 る こ と が で き る 。 １ ４ － ３ － ３ を 認 識 す る 抗
体 の こ の リ ス ト は 完 全 で な く 、 市 販 さ れ て い る 、 あ る い は １ ４ － ３ － ３ を 認 識 す る と 当 該
分 野 に お い て 記 載 さ れ て い る 他 の 抗 体 を 用 い て も よ い 。 ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン ト を 特 異 的 に
認 識 す る 抗 体 は 市 販 抗 体 を 包 含 し 、 例 え ば 、 Innogenetics (Gent, Belgium; Cat Nos M-0
11 お よ び  M-005) お よ び  Alexis (Laeufelfingen, Switzerland; Cat Nos BC-4000-A-L0
01 お よ び  BC-4010-A-L001)か ら 得 る こ と が で き る 。 ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン ト を 認 識 す る 抗
体 の こ の リ ス ト は 完 全 で な く 、 市 販 さ れ て い る 、 あ る い は ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン ト を 認 識 す
る と 当 該 分 野 に お い て 記 載 さ れ て い る 他 の 抗 体 を 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 Fab、 F(ab)’ 2 、 ssFv（ １ 本 鎖 可 変 フ ラ グ メ ン ト ） の ご と き こ れ ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 に 由 来 す る フ ラ グ メ ン ト 、 な ら び に 抗 体 の 可 変 領 域 を 保 持 し て い る 構 築 物 の よ う な 他 の
抗 体 で あ っ て 、 元 の 結 合 特 性 を 保 持 し て い る も の を 本 発 明 の 方 法 に 使 用 す る こ と も で き る
。 一 般 的 に は 、 か か る フ ラ グ メ ン ト は 、 例 え ば パ パ イ ン 、 ペ プ シ ン ま た は 他 の プ ロ テ ア ー
ゼ の よ う な 酵 素 で の 消 化 に よ り 得 ら れ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト
を 種 々 の 用 途 の た め に 修 飾 で き る こ と が 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 。 ミ ニ 抗 体 お よ び ジ
ア ボ デ ィ ー 、 ト リ ア ボ デ ィ ー 、 ４ 価 抗 体 お よ び ペ プ タ ボ デ ィ ー の ご と き 多 価 抗 体 を 本 発 明
の 方 法 に 使 用 す る こ と も で き る 。 こ れ ら の フ ラ グ メ ン ト お よ び 多 価 抗 体 の 調 製 は 国 際 特 許
出 願 Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ２ ９ ４ ４ ２ に 詳 述 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 使 用 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Ｈ ま た は Ｌ 鎖 を コ ー ド す る マ ウ ス お
よ び ／ ま た は ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 配 列 か ら 、 あ る い は Ｈ ま た は Ｌ 鎖 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク
ロ ー ン か ら 組 み 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 に よ っ て 作 成 さ れ る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ヒ ト 化 バ ー
ジ ョ ン で あ っ て も よ い 。 あ る い は ま た 、 本 発 明 の 方 法 に 使 用 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は
ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ い 。 用 語 「 ヒ ト 化 抗 体 」 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の フ レ
ー ム ワ ー ク の 少 な く と も 一 部 分 が ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 に 由 来 す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 使 用 さ れ る 抗 体 を 、 酵 素 、 蛍 光 ま た は 放 射 活 性 タ イ プ の 適 当 な 標 識 で 標
識 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 特 別 な 具 体 例 に お い て 、 上 記 方 法 に お い て 検 出 さ れ る 神 経 学 的 マ ー カ ー の 少 な
く と も １ つ は 、 タ ウ 、 ホ ス ホ － タ ウ 、 β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） 、 β － ア ミ ロ イ ド （ １

－ ４ ０ ） 、 ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン 、 ニ ュ ー ロ ン 特 異 的 エ ノ ラ ー ゼ お よ び ／ ま た は シ ナ プ ス 蛋
白 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。 上 記 群 か ら １ つ が 選 択 さ れ る ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ つ ま
た は そ れ 以 上 の マ ー カ ー の 可 能 な 組 み 合 わ せ を 、 個 体 に お け る 神 経 変 性 の 特 異 的 検 出 、 定
量 お よ び ／ ま た は 分 別 診 断 に 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 方 法 い お い て 使 用 さ れ る １
つ よ り も 多 い （ す な わ ち 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ つ ま た は そ れ 以 上 ま た は す べ て の 神 経
学 的 マ ー カ ー ） を 上 記 群 か ら 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
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　 本 発 明 の よ り 特 別 な 具 体 例 に お い て 、 上 記 方 法 に お い て 検 出 さ れ る １ つ 、 よ り 好 ま し く
は ２ つ 、 最 も 好 ま し く は ３ つ の 神 経 学 的 マ ー カ ー を 下 記 群 か ら 選 択 す る ：
　 タ ウ 、 β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） 、 お よ び ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン ； あ る い は
　 タ ウ 、 ニ ュ ー ロ ン 特 異 的 エ ノ ラ ー ゼ お よ び ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン ； あ る い は
　 タ ウ 、 ホ ス ホ タ ウ お よ び β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 よ り 特 別 な 具 体 例 に お い て 、 体 液 中 、 好 ま し く は Ｃ Ｓ Ｆ 中 に お い て タ ウ を 検 出 し 、 ２ 種
の 異 な る 体 積 、 好 ま し く は Ｃ Ｓ Ｆ お よ び 血 漿 に お い て β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） を 検 出
す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 も う １ つ の よ り 特 別 な 具 体 例 に お い て 、 上 記 方 法 に お い て 検 出 さ れ る 少 な く と も １ つ の
神 経 学 的 マ ー カ ー は 、 Ｒ ａ ｂ ３ ａ 、 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ お よ び α － シ ヌ ク レ イ ン か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る シ ナ プ ス 蛋 白 で あ る 。 上 記 シ ナ プ ス 蛋 白 の 群 か ら そ の う ち １ つ が 選 択 さ れ て い
る ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ ま た は そ れ 以 上 の マ ー カ ー を 、 個 体 の 神 経 変 性 の 特 異 的 検 出 、
定 量 お よ び ／ ま た は 分 別 診 断 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 脳 脊 髄 液 中 の Ｒ ａ ｂ ３ ａ の 検 出 方 法 に も 関 し 、 該 方 法 は 少 な く
と も 下 記 工 程 を 含 む ：
　 個 体 か ら 脳 脊 髄 液 試 料 を 得 る こ と ； 次 い で 、
　 抗 原 － 抗 体 複 合 体 の 生 成 に 適 し た 条 件 下 で 、 Ｒ ａ ｂ ３ ａ を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
（ 一 次 抗 体 ま た は 捕 捉 抗 体 ） に 該 脳 脊 髄 液 試 料 を 接 触 さ せ る こ と ； 次 い で 、
　 該 脳 脊 髄 液 試 料 へ の 該 抗 体 の 免 疫 学 的 結 合 を 検 出 す る こ と 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 Ｒ ａ ｂ ３ ａ を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 を 脳 組 織 中 の Ｒ ａ ｂ ３ ａ の 検 出 に 利 用 す る こ と が で
き る が 、 脳 脊 髄 液 中 の Ｒ ａ ｂ ３ ａ の 検 出 の 証 拠 は な い 。 Davidssonら （ １ ９ ９ ６ 年 ） は 彼
ら の 方 法 を 用 い る こ と に よ っ て は 脳 脊 髄 液 中 の Ｒ ａ ｂ ３ ａ を 検 出 す る こ と が で き な か っ た
。 脳 脊 髄 液 中 の Ｒ ａ ｂ ３ ａ の 特 異 的 検 出 を 可 能 に す る い ず れ の 抗 体 を こ の 新 し い 方 法 に 使
用 し て も よ い 。 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 す る 好 ま し い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 Transduc
tion Labs (Lexington, KY, USA; カ タ ロ グ 番 号 R35520)か ら 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 有 利 に は 、 本 発 明 で 使 用 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 適 当 な 支 持 体 上 に 固 定 化 さ れ た 状 態
で あ る 。 別 法 と し て 、 当 業 者 に 知 ら れ た 他 の い ず れ か の イ ム ノ ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト を 用
い る こ と に よ り 本 発 明 方 法 を 実 施 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 次 い で 、 抗 原 お よ び Ｒ ａ ｂ ３ ａ 認 識 抗 体 に よ り 形 成 さ れ た 該 抗 原 － 抗 体 複 合 体 を 、 下 記
の も の と 一 緒 に す る こ と に よ り 免 疫 学 的 結 合 の 検 出 方 法 を 実 行 す る こ と が で き る ：
　 ａ ） 二 次 抗 体 （ ま た は デ ィ テ ク タ ー 抗 体 ）
　 ＊ 該 二 次 抗 体 （ ま た は デ ィ テ ク タ ー 抗 体 ） は 、 抗 原 － 抗 体 複 合 体 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す
る が 、 単 独 の 一 次 抗 体 を 認 識 し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ く 、 あ る い は
　 ＊ 該 二 次 抗 体 （ ま た は デ ィ テ ク タ ー 抗 体 ） は 、 抗 原 － 抗 体 複 合 体 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す
る が 、 単 独 の 一 次 抗 体 を 認 識 し な い ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ く 、 該 ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 は 、 好 ま し く は 、 Ｒ ａ ｂ ３ ａ ま た は Ｒ ａ ｂ ３ ａ － 一 次 抗 体 複 合 体 を 用 い る 免 疫 ア フ
ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 さ れ た も の で あ る
　 ｂ ） 該 二 次 抗 体 に 特 異 的 に タ グ を 付 し あ る い は カ ッ プ リ ン グ す る マ ー カ ー で あ っ て 、 当
業 者 に 知 ら れ た い ず れ か の 使 用 可 能 な マ ー カ ー
　 ｃ ） 抗 体 と 脳 脊 髄 液 と の 間 、 二 次 抗 体 と 神 経 学 的 マ ー カ ー － 一 次 抗 体 複 合 体 と の 間 、 お
よ び ／ ま た は 結 合 二 次 抗 体 と マ ー カ ー と の 間 の 免 疫 学 的 反 応 を 行 う た め の 適 当 な 緩 衝 液 ；
お よ び
　 ｄ ） さ ら に 可 能 な ら ば 、 標 準 化 を 目 的 と し て 、 Ｒ ａ ｂ ３ ａ を 認 識 す る 抗 体 と 反 応 す る 精
製 蛋 白 ま た は 合 成 ペ プ チ ド 。
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【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 明 細 書 の 実 施 例 に 示 す よ う に 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル Ｒ ａ ｂ ３ ａ 血 清 を デ ィ テ ク タ ー 抗 体 と
し て 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 有 利 に は 、 二 次 抗 体 自 体 が マ ー カ ー を 担 持 し て い る か 、 あ る い は マ ー カ ー に 直 接 ま た は
間 接 的 に カ ッ プ リ ン グ す る 基 を 担 持 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 は 、 脳 脊 髄 液 中 の Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ を 検 出 す る た め の 新 た な 検 出 方 法 に も 関 し 、 該 方
法 は 少 な く と も 下 記 工 程 を 含 む ：
　 個 体 か ら 脳 脊 髄 液 試 料 を 得 る こ と ； 次 い で 、
　 抗 原 － 抗 体 複 合 体 の 生 成 に 適 し た 条 件 下 で 、 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 （ 一 次 抗 体 ま た は 捕 捉 抗 体 ） に 該 脳 脊 髄 液 試 料 を 接 触 さ せ る こ と ； 次 い で 、
　 該 脳 脊 髄 液 試 料 へ の 該 抗 体 の 免 疫 学 的 結 合 を 検 出 す る こ と 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 を 脳 組 織 中 の Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ の 検 出 に 利 用 す る こ と
が で き る が 、 脳 脊 髄 液 中 の Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ の 検 出 の 証 拠 は な く 、 こ れ ま で 検 出 が 示 さ れ て い
な い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 脳 脊 髄 液 中 の Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ の 特 異 的 検 出 を 可 能 に す る い ず れ の 抗 体 を こ の 新 し い 方 法 に
使 用 し て も よ い 。 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 す る 好 ま し い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 Serote
c (Oxford, UK;カ タ ロ グ 番 号 SP12)、 Sternberger Monoclonals Inc. (Affinity Research
 Products Lim., Mamhead, Exter, UK;カ タ ロ グ 番 号 SMI-81)、 Chemicon (Temecula, CA, 
USA;カ タ ロ グ 番 号 MAB331)ま た は Transduction Labs (Lexington, KY, USA, カ タ ロ グ 番 号
S35020)か ら 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 有 利 に は 、 本 発 明 で 使 用 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 適 当 な 支 持 体 上 に 固 定 化 さ れ た 状 態
で あ る 。 別 法 と し て 、 当 業 者 に 知 ら れ た 他 の い ず れ か の イ ム ノ ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト を 用
い る こ と に よ り 本 発 明 方 法 を 実 施 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 次 い で 、 抗 原 お よ び Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ 認 識 抗 体 に よ り 形 成 さ れ た 該 抗 原 － 抗 体 複 合 体 を 、 下
記 の も の と 一 緒 に す る こ と に よ り 免 疫 学 的 結 合 の 検 出 方 法 を 実 行 す る こ と が で き る ：
　 ａ ） 二 次 抗 体 （ ま た は デ ィ テ ク タ ー 抗 体 ）
　 ＊ 該 二 次 抗 体 （ ま た は デ ィ テ ク タ ー 抗 体 ） は 、 抗 原 － 抗 体 複 合 体 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す
る が 、 単 独 の 一 次 抗 体 を 認 識 し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ く 、 あ る い は
　 ＊ 該 二 次 抗 体 （ ま た は デ ィ テ ク タ ー 抗 体 ） は 、 抗 原 － 抗 体 複 合 体 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す
る が 、 単 独 の 一 次 抗 体 を 認 識 し な い ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ く 、 該 ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 は 、 好 ま し く は 、 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ ま た は Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ － 一 次 抗 体 複 合 体 を 用 い る 免 疫
ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 さ れ た も の で あ る
　 ｂ ） 該 二 次 抗 体 に 特 異 的 に タ グ を 付 し あ る い は カ ッ プ リ ン グ す る マ ー カ ー で あ っ て 、 当
業 者 に 知 ら れ た い ず れ か の 使 用 可 能 な マ ー カ ー
　 ｃ ） 抗 体 と 脳 脊 髄 液 と の 間 、 二 次 抗 体 と 神 経 学 的 マ ー カ ー － 一 次 抗 体 複 合 体 と の 間 、 お
よ び ／ ま た は 結 合 二 次 抗 体 と マ ー カ ー と の 間 の 免 疫 学 的 反 応 を 行 う た め の 適 当 な 緩 衝 液 ；
お よ び
　 ｄ ） さ ら に 可 能 な ら ば 、 標 準 化 を 目 的 と し て 、 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ を 認 識 す る 抗 体 と 反 応 す る
精 製 蛋 白 ま た は 合 成 ペ プ チ ド 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 明 細 書 の 実 施 例 に 示 す よ う に 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ 血 清 を デ ィ テ ク タ ー 抗 体
と し て 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 有 利 に は 、 ニ 次 抗 体 自 体 が マ ー カ ー を 担 持 し て い る か 、 あ る い は マ ー カ ー に 直 接 ま た は
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間 接 的 に カ ッ プ リ ン グ す る 基 を 担 持 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 は 、 脳 脊 髄 液 中 の α － シ ヌ ク レ イ ン を 検 出 す る た め の 新 た な 検 出 方 法 に も 関 し 、
該 方 法 は 少 な く と も 下 記 工 程 を 含 む ：
　 個 体 か ら 脳 脊 髄 液 試 料 を 得 る こ と ； 次 い で 、
　 抗 原 － 抗 体 複 合 体 の 生 成 に 適 し た 条 件 下 で 、 α － シ ヌ ク レ イ ン を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 （ 一 次 抗 体 ま た は 捕 捉 抗 体 ） に 該 脳 脊 髄 液 試 料 を 接 触 さ せ る こ と ； 次 い で 、
　 該 脳 脊 髄 液 試 料 へ の 該 抗 体 の 免 疫 学 的 結 合 を 検 出 す る こ と 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 α － シ ヌ ク レ イ ン を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 を 脳 組 織 中 の α － シ ヌ ク レ イ ン の 検 出 に 利 用
す る こ と が で き る が 、 脳 脊 髄 液 中 の α － シ ヌ ク レ イ ン の 検 出 の 証 拠 は な い 。 脳 脊 髄 液 中 の
α － シ ヌ ク レ イ ン の 存 在 は こ れ ま で 報 告 さ れ て い な い の で 、 α － シ ヌ ク レ イ ン が Ｃ Ｓ Ｆ 中
に 存 在 す る か ど う か は 疑 わ し い も の で あ っ た 。 本 発 明 は 、 は じ め て α － シ ヌ ク レ イ ン が 脳
脊 髄 液 中 に 存 在 す る こ と を 示 す こ と が で き た 。 さ ら に 、 脳 脊 髄 液 中 の α － シ ヌ ク レ イ ン の
定 量 的 検 出 の た め の 正 確 な 方 法 が 開 発 さ れ た 。 ま た 本 発 明 者 は 、 レ ー ビ ー 小 体 疾 患 （ こ れ
に 限 ら な い ） を 包 含 す る あ る 種 の 神 経 変 性 条 件 下 に お い て α － シ ヌ ク レ イ ン が 変 化 す る こ
と も 示 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 脳 脊 髄 液 中 の α － シ ヌ ク レ イ ン の 特 異 的 検 出 を 可 能 に す る い ず れ の 抗 体 を こ の 新 し い 方
法 に 使 用 し て も よ い 。 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 す る 好 ま し い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 Tr
ansduction Labs (Lexington, KY, USΑ , カ タ ロ グ 番 号 R35520)か ら 得 る こ と が で き る 。
　
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 有 利 に は 、 本 発 明 で 使 用 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 適 当 な 支 持 体 上 に 固 定 化 さ れ た 状 態
で あ る 。 可 能 な ら ば 、 こ の 固 定 化 状 態 は 抗 Ｉ ｇ Ｇ で 被 覆 さ れ た あ る い は 被 覆 さ れ て い な い
マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト で あ っ て も よ い 。 別 法 と し て 、 当 業 者 に 知 ら れ た 他 の い ず れ か
の イ ム ノ ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト を 用 い る こ と に よ り 本 発 明 方 法 を 実 施 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 次 い で 、 抗 原 お よ び α － シ ヌ ク レ イ ン 認 識 抗 体 に よ り 形 成 さ れ た 該 抗 原 － 抗 体 複 合 体 を
、 下 記 の も の と 一 緒 に す る こ と に よ り 免 疫 学 的 結 合 の 検 出 方 法 を 実 行 す る こ と が で き る ：
　 ａ ） 二 次 抗 体 （ ま た は デ ィ テ ク タ ー 抗 体 ）
　 ＊ 該 二 次 抗 体 （ ま た は デ ィ テ ク タ ー 抗 体 ） は 、 抗 原 － 抗 体 複 合 体 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す
る が 、 単 独 の 一 次 抗 体 を 認 識 し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ く 、 あ る い は
　 ＊ 該 二 次 抗 体 （ ま た は デ ィ テ ク タ ー 抗 体 ） は 、 抗 原 － 抗 体 複 合 体 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す
る が 、 単 独 の 一 次 抗 体 を 認 識 し な い ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ く 、 該 ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 は 、 好 ま し く は 、 α － シ ヌ ク レ イ ン ま た は α － シ ヌ ク レ イ ン － 一 次 抗 体 複 合 体 を 用
い る 免 疫 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 さ れ た も の で あ る
　 ｂ ） 該 二 次 抗 体 に 特 異 的 に タ グ を 付 し あ る い は カ ッ プ リ ン グ す る マ ー カ ー で あ っ て 、 当
業 者 に 知 ら れ た い ず れ か の 使 用 可 能 な マ ー カ ー
　 ｃ ） 抗 体 と 脳 脊 髄 液 と の 間 、 二 次 抗 体 と 神 経 学 的 マ ー カ ー － 一 次 抗 体 複 合 体 と の 間 、 お
よ び ／ ま た は 結 合 二 次 抗 体 と マ ー カ ー と の 間 の 免 疫 学 的 反 応 を 行 う た め の 適 当 な 緩 衝 液 ；
お よ び
　 ｄ ） さ ら に 可 能 な ら ば 、 標 準 化 を 目 的 と し て 、 α － シ ヌ ク レ イ ン を 認 識 す る 抗 体 と 反 応
す る 精 製 蛋 白 ま た は 合 成 ペ プ チ ド 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 有 利 に は 、 二 次 抗 体 自 体 が マ ー カ ー を 担 持 し て い る か 、 あ る い は マ ー カ ー に 直 接 ま た は
間 接 的 に カ ッ プ リ ン グ す る 基 を 担 持 し て い る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 Ｒ ａ ｂ ３ ａ 、 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ お よ び ／ ま た は α － シ ヌ ク レ イ ン
を 検 出 す る た め の こ れ ら の 方 法 を 、 １ ま た は そ れ 以 上 の 他 の 神 経 学 的 マ ー カ ー の 検 出 方 法
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と 組 み 合 わ せ て 使 用 し て 、 個 体 に お け る 神 経 変 性 を 特 異 的 に 検 出 、 定 量 お よ び ／ ま た は 分
別 診 断 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 さ ら に 好 ま し い 具 体 例 に お い て 、 Ｒ ａ ｂ ３ ａ 、 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ お よ び ／ ま た は α － シ ヌ ク
レ イ ン を 検 出 す る た め の こ れ ら の 方 法 を 、 タ ウ 、 ホ ス ホ タ ウ 、 β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２

） 、 β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ０ ） 、 ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン 、 ニ ュ ー ロ ン 特 異 的 エ ノ ラ ー ゼ （
Ｎ Ｓ Ｅ ） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る １ ま た は そ れ 以 上 の 神 経 学 的 マ ー カ ー の 検 出 方 法 と 組
み 合 わ せ て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 よ り 詳 細 に は 、 神 経 変 性 の 特 異 的 検 出 、 定 量 お よ び ／ ま た は 分 別 診 断 に 使 用 さ れ る マ ー
カ ー を 下 記 の 群 か ら 選 択 す る こ と が で き る ：
　 タ ウ 、 ホ ス ホ タ ウ 、 Ｎ Ｓ Ｅ 、 β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） 、 β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ０

） 、 ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン ま た は Ｒ ａ ｂ ３ ａ ； あ る い は
　 タ ウ 、 ホ ス ホ タ ウ 、 Ｎ Ｓ Ｅ 、 β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） 、 β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ０

） 、 ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン ま た は Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ ； あ る い は
　 タ ウ 、 ホ ス ホ タ ウ 、 Ｎ Ｓ Ｅ 、 β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） 、 β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ０

） 、 ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン ま た は α － シ ヌ ク レ イ ン 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 上 記 群 か ら の ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ ま た は ７ つ の 可 能 な マ ー カ ー を 、 個 体 に お け る 神 経 変 性 の
特 異 的 検 出 、 定 量 お よ び ／ ま た は 分 別 診 断 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 も う １ つ の 具 体 例 に お い て 、 Ｒ ａ ｂ ３ ａ 、 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ お よ び ／ ま た は α － シ ヌ ク レ イ
ン を 検 出 す る 方 法 を 組 み 合 わ せ て 使 用 し て 、 神 経 変 性 の 特 異 的 検 出 、 定 量 お よ び ／ ま た は
分 別 診 断 を 行 う こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 神 経 学 的 マ ー カ ー の ２ つ ま た は ３
つ が Ｒ ａ ｂ ３ ａ 、 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ お よ び α － シ ヌ ク レ イ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 方 法 に
関 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 非 常 に 特 別 な 具 体 例 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 お よ び ／ ま た は レ ー ビ ー 小 体 疾 患 の 特 異 的 検
出 ま た は 定 量 の た め の 、 お よ び ／ ま た は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 と レ ー ビ ー 小 体 疾 患 と の 分 別 診
断 の た め の 上 記 方 法 に 関 し 、 該 方 法 に お い て 、
　 脳 脊 髄 液 試 料 中 の 少 な く と も α － シ ヌ ク レ イ ン の レ ベ ル が 決 定 さ れ ； お よ び ／ ま た は
　 脳 脊 髄 液 試 料 中 の タ ウ 、 β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） お よ び α － シ ヌ ク レ イ ン の レ ベ ル
が 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 も う １ つ の 非 常 に 特 別 な 具 体 例 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 特 異 的 検 出 ま た は 定 量 の た め の
、 お よ び ／ ま た は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 と 他 の 痴 呆 と の 分 別 診 断 の た め の 方 法 に 関 し 、 該 方 法
に お い て 、
　 脳 脊 髄 液 試 料 中 の タ ウ 、 β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） お よ び Ｒ ａ ｂ ３ ａ の レ ベ ル が 決 定
さ れ ； あ る い は
　 脳 脊 髄 液 試 料 中 の タ ウ 、 β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） お よ び Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ の レ ベ ル が 決
定 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 も う １ つ の 非 常 に 特 別 な 具 体 例 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 お よ び ／ ま た は パ ー キ ン ソ ン 病 の
特 異 的 検 出 ま た は 定 量 の た め の 、 お よ び ／ ま た は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 と パ ー キ ン ソ ン 病 と の
分 別 診 断 の た め の 方 法 に 関 し 、 該 方 法 に お い て 、 脳 脊 髄 液 試 料 中 の タ ウ 、 β － ア ミ ロ イ ド

（ １ － ４ ２ ） お よ び ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン の レ ベ ル が 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 も う １ つ の 非 常 に 特 別 な 具 体 例 は 、 化 学 療 法 、 化 合 物 へ の 曝 露 お よ び ／ ま た は 放 射 線 照
射 に よ り 誘 導 さ れ た 神 経 変 性 の 特 異 的 検 出 ま た は 定 量 の た め の 方 法 に 関 し 、 該 方 法 に お い
て 、 脳 脊 髄 液 試 料 中 の タ ウ 、 ニ ュ ー ロ ン 特 異 的 エ ノ ラ ー ゼ お よ び ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン の レ
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ベ ル が 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 も う １ つ の 非 常 に 特 別 な 具 体 例 は 、 脳 腫 瘍 ま た は 白 血 病 の 治 療 を 受 け た 個 体 に お い て 化
学 療 法 、 化 合 物 へ の 曝 露 お よ び ／ ま た は 放 射 線 照 射 に よ り 誘 導 さ れ た 神 経 変 性 の 特 異 的 検
出 ま た は 定 量 の た め の 方 法 に 関 し 、 該 方 法 に お い て 、 脳 脊 髄 液 試 料 中 の タ ウ 、 ニ ュ ー ロ ン
特 異 的 エ ノ ラ ー ゼ お よ び ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン の レ ベ ル が 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 も う １ つ の 非 常 に 特 別 な 具 体 例 は 、 周 産 期 仮 死 に よ り 誘 導 さ れ た 神 経 変 性 の 特 異 的 検 出
ま た は 定 量 の た め の 方 法 に 関 し 、 該 方 法 に お い て 、 少 な く と も ３ つ の 神 経 学 的 マ ー カ ー が
検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 も う １ つ の 非 常 に 特 別 な 具 体 例 は 、 前 頭 側 頭 葉 痴 呆 の 特 異 的 検 出 ま た は 定 量 、 お よ び ／
ま た は 前 頭 側 頭 葉 痴 呆 と 他 の 痴 呆 と の 分 別 診 断 の た め の 方 法 に 関 し 、 該 方 法 に お い て 、 脳
脊 髄 液 試 料 中 の タ ウ 、 ホ ス ホ タ ウ お よ び β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） の レ ベ ル が 決 定 さ れ
る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 も う １ つ の 非 常 に 特 別 な 具 体 例 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に お け る 血 管 の 問 題 の 特 異 的 検 出
ま た は 定 量 の た め の 、 異 な る 形 態 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 分 別 診 断 の た め の 、 お よ び ／ ま た
は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 と 他 の 痴 呆 と の 分 別 診 断 の た め の 方 法 に 関 し 、 該 方 法 に お い て 少 な く
と も ：
　 脳 脊 髄 液 試 料 中 の タ ウ お よ び β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） の レ ベ ル が 定 量 的 に 決 定 さ れ
、 血 漿 試 料 中 の β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） の レ ベ ル が 定 量 的 に 決 定 さ れ ； あ る い は
　 脳 脊 髄 液 試 料 中 の ホ ス ホ タ ウ お よ び β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） の レ ベ ル が 定 量 的 に 決
定 さ れ 、 血 漿 試 料 中 の β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） の レ ベ ル が 定 量 的 に 決 定 さ れ ； あ る い
は
　 脳 脊 髄 液 試 料 中 の タ ウ お よ び ホ ス ホ タ ウ の レ ベ ル が 定 量 的 に 決 定 さ れ 、 血 漿 試 料 中 の β
－ ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） の レ ベ ル が 定 量 的 に 決 定 さ れ ； あ る い は
　 脳 脊 髄 液 中 の タ ウ 、 ホ ス ホ タ ウ お よ び β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） の レ ベ ル が 定 量 的 に
決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 個 体 の 体 液 中 の 少 な く と も ３ つ の 神 経 学 的 マ ー カ ー の レ ベ ル を 決 定 す る こ と に よ る 、 個
体 に お け る 神 経 変 性 の 特 異 的 検 出 、 定 量 お よ び ／ ま た は 分 別 診 断 の た め の 上 記 方 法 を 単 独
で 使 用 す る こ と が で き 、 あ る い は 簡 単 に モ ニ タ ー さ れ る 神 経 学 的 終 点 （ 例 え ば 、 白 血 球 カ
ウ ン ト ） と 組 み 合 わ せ て 、 あ る い は 血 漿 中 の 薬 剤 濃 度 の 測 定 と 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 個 体 に お け る 神 経 変 性 の 特 異 的 検 出 、 定 量 お よ び ／ ま た は 分 別 診 断 の た
め の 診 断 キ ッ ト に も 関 し 、 該 キ ッ ト は 該 個 体 の １ ま た は そ れ 以 上 の 体 液 試 料 中 の 異 な る 神
経 学 的 マ ー カ ー を そ れ ぞ れ 認 識 す る 少 な く と も ３ つ の 抗 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 よ り 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 個 体 に お け る 神 経 変 性 の 特 異 的 検 出 、 定 量 お よ び ／ ま た は 分
別 診 断 の た め の キ ッ ト に 関 し 、 該 キ ッ ト は 少 な く と も マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ご と き
支 持 体 を 含 み 、 該 支 持 体 は 該 個 体 の １ ま た は そ れ 以 上 の 体 液 試 料 中 の 異 な る 神 経 学 的 マ ー
カ ー を そ れ ぞ れ 認 識 す る 、 一 緒 に さ れ た あ る い は 別 個 の ウ ェ ル 中 に あ る 少 な く と も ３ つ の
抗 体 を 有 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 個 体 に お け る 神 経 変 性 の 特 異 的 検 出 、 定 量 お よ び ／ ま た は 分 別 診 断 の た
め の キ ッ ト に も 関 し 、 該 キ ッ ト は 下 記 の も の を 含 む ：
　 異 な る 神 経 学 的 マ ー カ ー を そ れ ぞ れ 認 識 す る 、 一 緒 に さ れ た あ る い は 別 個 の ウ ェ ル 中 に
あ る 少 な く と も ３ つ の 抗 体 （ 一 次 抗 体 ま た は 捕 捉 抗 体 ） を 含 む マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト
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の ご と き 支 持 体 、
　 神 経 学 的 マ ー カ ー － 一 次 抗 体 複 合 体 の １ つ を そ れ ぞ れ 認 識 す る 二 次 抗 体 （ デ ィ テ ク タ ー
抗 体 ）
　 ＊ 該 二 次 抗 体 は 神 経 学 的 マ ー カ ー － 一 次 抗 体 複 合 体 の エ ピ ト ー プ と 免 疫 学 的 複 合 体 を 形
成 で き る が 、 単 独 の 一 次 抗 体 と は 免 疫 学 的 複 合 体 を 形 成 で き な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ
っ て も よ く 、 あ る い は
　 ＊ 該 二 次 抗 体 は 神 経 学 的 マ ー カ ー － 一 次 抗 体 複 合 体 の エ ピ ト ー プ と 免 疫 学 的 複 合 体 を 形
成 で き る が 、 単 独 の 一 次 抗 体 と は 免 疫 学 的 複 合 体 を 形 成 で き な い ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ
っ て も よ く 、 該 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 好 ま し く は 、 固 定 化 さ れ た 神 経 学 的 マ ー カ ー ま た
は 神 経 学 的 マ ー カ ー － 一 次 抗 体 複 合 体 を 用 い る 免 疫 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に
よ り 精 製 さ れ た も の で あ る
　 可 能 な ら ば 、 該 二 次 抗 体 に 特 異 的 に タ グ を 付 す る あ る い は カ ッ プ リ ン グ す る た め の マ ー
カ ー 、
　 可 能 な ら ば 、 一 次 抗 体 と 体 液 試 料 と の 間 、 二 次 抗 体 と 神 経 学 的 マ ー カ ー － 一 次 抗 体 複 合
体 と の 間 、 お よ び ／ ま た は 結 合 二 次 抗 体 と マ ー カ ー と の 間 の 免 疫 学 的 反 応 を 行 う た め の 適
当 な 緩 衝 液 、
　 可 能 な ら ば 、 標 準 化 を 目 的 と し て 、 神 経 学 的 マ ー カ ー の 検 出 に 使 用 さ れ る キ ッ ト の 抗 体
に よ り 特 異 的 に 認 識 さ れ る 精 製 蛋 白 ま た は 合 成 ペ プ チ ド 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 特 別 な 具 体 例 に お い て 、 本 発 明 は 、 上 記 方 法 の １ つ ま た は そ れ 以 上 を 行 う た め に そ れ ぞ
れ 設 計 さ れ た 上 記 診 断 キ ッ ト に 関 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 よ り 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 下 記 の も の を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 を 少 な く と も 含 む 上 記 診
断 キ ッ ト に 関 す る ：
　 α － シ ヌ ク レ イ ン ； あ る い は
　 タ ウ 、 β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） お よ び α － シ ヌ ク レ イ ン ； あ る い は
　 タ ウ 、 β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） お よ び Ｒ ａ ｂ ３ ａ ； あ る い は
　 タ ウ 、 β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） お よ び Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ ； あ る い は
　 タ ウ 、 β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） お よ び ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン ； あ る い は
　 タ ウ 、 ニ ュ ー ロ ン 特 異 的 エ ノ ラ ー ゼ お よ び ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン ； あ る い は
　 タ ウ 、 ホ ス ホ タ ウ お よ び β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） ； あ る い は
　 タ ウ お よ び β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 脳 脊 髄 液 中 の Ｒ ａ ｂ ３ ａ を 検 出 す る た め の キ ッ ト に も 関 し 、 該 キ ッ ト は
Ｒ ａ ｂ ３ ａ を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 少 な く と も 含 む 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 脳 脊 髄 液 中 の Ｒ ａ ｂ ３ ａ を 検 出 す る た め の キ ッ ト に も 関 し 、 該 キ ッ ト は
Ｒ ａ ｂ ３ ａ を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ご と き 支 持
体 を 少 な く と も 含 む 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 よ り 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 脳 脊 髄 液 中 の Ｒ ａ ｂ ３ ａ を 検 出 す る あ め の キ ッ ト に 関 し 、 該
キ ッ ト は 下 記 の も の を 含 む ：
　 少 な く と も 、 Ｒ ａ ｂ ３ ａ を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 一 次 抗 体 ま た は 捕 捉 抗 体 ） を
含 む マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ご と き 支 持 体
　 二 次 抗 体 （ ま た は デ ィ テ ク タ ー 抗 体 ）
　 ＊ 該 二 次 抗 体 は Ｒ ａ ｂ ３ ａ － 一 次 抗 体 複 合 体 の エ ピ ト ー プ と 免 疫 学 的 複 合 体 を 形 成 で き
る が 、 単 独 の 一 次 抗 体 と は 免 疫 学 的 複 合 体 を 形 成 で き な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も
よ く 、 あ る い は
　 ＊ 該 二 次 抗 体 は Ｒ ａ ｂ ３ ａ － 一 次 抗 体 複 合 体 の エ ピ ト ー プ と 免 疫 学 的 複 合 体 を 形 成 で き
る が 、 単 独 の 一 次 抗 体 と は 免 疫 学 的 複 合 体 を 形 成 で き な い ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も
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よ く 、 該 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 好 ま し く は 、 固 定 化 さ れ た Ｒ ａ ｂ ３ ａ ま た は Ｒ ａ ｂ ３ ａ
－ 一 次 抗 体 複 合 体 を 用 い る 免 疫 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 さ れ た も の
で あ る
　 可 能 な ら ば 、 該 二 次 抗 体 に 特 異 的 に タ グ を 付 す る あ る い は カ ッ プ リ ン グ す る た め の マ ー
カ ー 、
　 可 能 な ら ば 、 一 次 抗 体 と 体 液 試 料 と の 間 、 ニ 次 抗 体 と Ｒ ａ ｂ ３ ａ － 一 次 抗 体 複 合 体 と の
間 、 お よ び ／ ま た は 結 合 二 次 抗 体 と マ ー カ ー と の 間 の 免 疫 学 的 反 応 を 行 う た め の 適 当 な 緩
衝 液 、
　 可 能 な ら ば 、 標 準 化 を 目 的 と し て 、 Ｒ ａ ｂ ３ ａ の 検 出 に 使 用 さ れ る キ ッ ト の 抗 体 に よ り
特 異 的 に 認 識 さ れ る 精 製 蛋 白 ま た は 合 成 ペ プ チ ド 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 脳 脊 髄 液 中 の Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ を 検 出 す る た め の キ ッ ト に も 関 し 、 該 キ ッ ト
は Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 少 な く と も 含 む 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 脳 脊 髄 液 中 の Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ を 検 出 す る た め の キ ッ ト に も 関 し 、 該 キ ッ ト
は Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ご と き
支 持 体 を 少 な く と も 含 む 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 よ り 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 脳 脊 髄 液 中 の Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ を 検 出 す る あ め の キ ッ ト に 関 し 、
該 キ ッ ト は 下 記 の も の を 含 む ：
　 少 な く と も 、 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 一 次 抗 体 ま た は 捕 捉 抗 体 ）
を 含 む マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ご と き 支 持 体
　 二 次 抗 体 （ ま た は デ ィ テ ク タ ー 抗 体 ）
　 ＊ 該 二 次 抗 体 は Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ － 一 次 抗 体 複 合 体 の エ ピ ト ー プ と 免 疫 学 的 複 合 体 を 形 成 で
き る が 、 単 独 の 一 次 抗 体 と は 免 疫 学 的 複 合 体 を 形 成 で き な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て
も よ く 、 あ る い は
　 ＊ 該 二 次 抗 体 は Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ － 一 次 抗 体 複 合 体 の エ ピ ト ー プ と 免 疫 学 的 複 合 体 を 形 成 で
き る が 、 単 独 の 一 次 抗 体 と は 免 疫 学 的 複 合 体 を 形 成 で き な い ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て
も よ く 、 該 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 好 ま し く は 、 固 定 化 さ れ た Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ ま た は Ｓ Ｎ Ａ
Ｐ ２ ５ － 一 次 抗 体 複 合 体 を 用 い る 免 疫 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 さ れ
た も の で あ る
　 可 能 な ら ば 、 該 二 次 抗 体 に 特 異 的 に タ グ を 付 す る あ る い は カ ッ プ リ ン グ す る た め の マ ー
カ ー 、
　 可 能 な ら ば 、 一 次 抗 体 と 体 液 試 料 と の 間 、 ニ 次 抗 体 と Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ － 一 次 抗 体 複 合 体 と
の 間 、 お よ び ／ ま た は 結 合 二 次 抗 体 と マ ー カ ー と の 間 の 免 疫 学 的 反 応 を 行 う た め の 適 当 な
緩 衝 液 、
　 可 能 な ら ば 、 標 準 化 を 目 的 と し て 、 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ の 検 出 に 使 用 さ れ る キ ッ ト の 抗 体 に よ
り 特 異 的 に 認 識 さ れ る 精 製 蛋 白 ま た は 合 成 ペ プ チ ド 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 脳 脊 髄 液 中 の α － シ ヌ ク レ イ ン を 検 出 す る た め の キ ッ ト に も 関 し 、 該 キ
ッ ト は α － シ ヌ ク レ イ ン を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 少 な く と も 含 む 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 脳 脊 髄 液 中 の α － シ ヌ ク レ イ ン を 検 出 す る た め の キ ッ ト に も 関 し 、 該 キ
ッ ト は α － シ ヌ ク レ イ ン を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト
の ご と き 支 持 体 を 少 な く と も 含 む 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 よ り 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 脳 脊 髄 液 中 の α － シ ヌ ク レ イ ン を 検 出 す る あ め の キ ッ ト に 関
し 、 該 キ ッ ト は 下 記 の も の を 含 む ：
　 少 な く と も 、 α － シ ヌ ク レ イ ン を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 一 次 抗 体 ま た は 捕 捉 抗
体 ） を 含 む マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ご と き 支 持 体
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　 二 次 抗 体 （ ま た は デ ィ テ ク タ ー 抗 体 ）
　 ＊ 該 二 次 抗 体 は α － シ ヌ ク レ イ ン － 一 次 抗 体 複 合 体 の エ ピ ト ー プ と 免 疫 学 的 複 合 体 を 形
成 で き る が 、 単 独 の 一 次 抗 体 と は 免 疫 学 的 複 合 体 を 形 成 で き な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ
っ て も よ く 、 あ る い は
　 ＊ 該 二 次 抗 体 は α － シ ヌ ク レ イ ン － 一 次 抗 体 複 合 体 の エ ピ ト ー プ と 免 疫 学 的 複 合 体 を 形
成 で き る が 、 単 独 の 一 次 抗 体 と は 免 疫 学 的 複 合 体 を 形 成 で き な い ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ
っ て も よ く 、 該 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 好 ま し く は 、 固 定 化 さ れ た α － シ ヌ ク レ イ ン ま た
は α － シ ヌ ク レ イ ン － 一 次 抗 体 複 合 体 を 用 い る 免 疫 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に
よ り 精 製 さ れ た も の で あ る
　 可 能 な ら ば 、 該 二 次 抗 体 に 特 異 的 に タ グ を 付 す る あ る い は カ ッ プ リ ン グ す る た め の マ ー
カ ー 、
　 可 能 な ら ば 、 一 次 抗 体 と 体 液 試 料 と の 間 、 二 次 抗 体 と α － シ ヌ ク レ イ ン － 一 次 抗 体 複 合
体 と の 間 、 お よ び ／ ま た は 結 合 二 次 抗 体 と マ ー カ ー と の 間 の 免 疫 学 的 反 応 を 行 う た め の 適
当 な 緩 衝 液 、
　 可 能 な ら ば 、 標 準 化 を 目 的 と し て 、 α － シ ヌ ク レ イ ン の 検 出 に 使 用 さ れ る キ ッ ト の 抗 体
に よ り 特 異 的 に 認 識 さ れ る 精 製 蛋 白 ま た は 合 成 ペ プ チ ド 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 特 定 の 治 療 の 治 療 モ ニ タ リ ン グ お よ び ／ ま た は 有 効 性 の 決 定 の た め の 上
記 い ず れ か の 方 法 ま た は キ ッ ト の 使 用 に も 関 す る 。 開 示 し た マ ー カ ー の い ず れ か に 特 異 的
な 抗 体 を 記 載 す る す べ て の 文 献 の 内 容 を 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 一 体 化 さ せ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 本 発 明 を 説 明 す る た め に だ け 役 立 つ 。
【 ０ ０ ９ １ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ２ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ３ 】

10

20

30

40

(22) JP 2006-91025 A 2006.4.6



【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ４ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ５ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ６ 】
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ７ 】
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【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ８ 】
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【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ９ 】
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【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ０ 】
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【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ １ 】
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【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ２ 】
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【 表 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ３ 】
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【 表 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ４ 】
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【 表 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 １ 】
【 ０ １ ０ ５ 】

　 製 造 者 の 増 幅 プ ロ ト コ ル に 従 っ て Quick-Screen T M ヒ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー （ Clontech
, Palo Alto, CA, USA;カ タ ロ グ 番 号 K1003-1） か ら Ｒ ａ ｂ ３ ａ お よ び Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ コ ー デ

10

20

30

40

50

(33) JP 2006-91025 A 2006.4.6

実 施 例 １ ： Ｃ Ｓ Ｆ 中 の Ｒ ａ ｂ ３ ａ お よ び Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ の 検 出
１ ． １ 　 Ｒ ａ ｂ ３ ａ お よ び Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ の ク ロ ー ニ ン グ



ィ ン グ 配 列 を 増 幅 す る た め に 特 別 な プ ラ イ マ ー を 使 用 し た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 ９ ４ ℃ で
４ ５ 秒 、 ６ ０ ℃ で ４ ５ 秒 ア ニ ー リ ン グ 、 次 い で Ｔ ａ ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ （ Stratagene, Amster
dam, The Netherlands;カ タ ロ グ 番 号 600131） を 用 い て ７ ２ ℃ で ２ 分 伸 長 か ら な る サ イ ク
ル を ３ ５ サ イ ク ル 行 っ た 。 ７ ２ ℃ で ７ 分 間 の ポ リ メ ラ ー ゼ 伸 長 反 応 に て プ ロ グ ラ ム を 終 了
し た 。 Perkin-Elmer（ Ueberlingen, Germany） Ｄ Ｎ Ａ サ ー マ ル サ イ ク ラ ー （ ４ ８ ０ 型 ） に
て 反 応 を 行 っ た 。 Ｒ ａ ｂ ３ ａ を 増 幅 す る た め の プ ラ イ マ ー の 配 列 は ヒ ト Ｒ ａ ｂ ３ ａ 配 列 （
Zahraoui et al., 1989） に 基 づ く も の で あ っ た ： Ａ Ｔ Ｇ プ ラ イ マ ー と し て ATG GCA TCG G
CC ACA GAC TCG CGC TAT GGG (Tm=76℃ )お よ び 逆 プ ラ イ マ ー と し て CGCG TCTAG AGG CTC T
CA GCA GGC GCA GTC CTG GTG CGG (Tm=77℃ )。 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ を 増 幅 す る た め の プ ラ イ マ ー
の 配 列 は ヒ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ 配 列 （ Zhao et al., 1994） に 基 づ く も の で あ っ た ： Ａ Ｔ Ｇ プ
ラ イ マ ー と し て ATG GCC GAA GAC GCA GAC ATG CGC AAT GAG (Tm=75℃ )お よ び 逆 プ ラ イ マ
ー と し て CGCG CTAG ACA CTT AAC CAC TTC CCA GCA TCT TTG TTG (Tm=59℃ )。
　 Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 を 再 増 幅 し て 十 分 な 量 の Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 を 得 て 、 Ｔ ４  Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ
で 仕 上 げ を 行 い 、 Ｘ ｂ ａ Ｉ で 切 断 し 、 Ｎ ｃ ｏ Ｉ で 平 滑 末 端 化 さ れ 、 Ｘ ｂ ａ Ｉ で 切 断 さ れ た
ｐ Ｉ Ｇ Ｒ Ｈ Ｉ Ｓ Ａ （ Innogenetics, Gent, Belgium;カ タ ロ グ 番 号 2075） 中 に 連 結 し た 。 こ
れ に よ り 、 Ｒ ａ ｂ ３ ａ に 関 し て ｐ Ｉ Ｇ Ｒ Ｈ Ｉ Ｓ Ａ Ｒ ａ ｂ ３ ａ （ Innogenetics, Gent, Belg
ium;カ タ ロ グ 番 号 3008） を 、 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ に 関 し て ｐ Ｉ Ｇ Ｒ Ｈ ６ Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ ａ （ Innoge
netics, Gent, Belgium;カ タ ロ グ 番 号 2941） を 得 た 。 連 結 生 成 物 を Ｄ Ｈ １ （ λ ） （ Bachma
nn, 1987） 中 に 形 質 転 換 し 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 耐 性 コ ロ ニ ー を イ ン サ ー ト の 存 在 に つ い て
分 析 し た 。 イ ン サ ー ト を 配 列 決 定 し 、 正 し い 配 列 （ Zahraoui et al., 1989; Zhao et al.
, 1994） を 含 む プ ラ ス ミ ド を さ ら に 使 用 し た 。 Ｒ ａ ｂ ３ ａ に 関 し て は 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ る い く
つ か の 人 工 的 要 因 が 存 在 し た 。 ２ つ の ク ロ ー ン か ら 正 し い 配 列 を 組 み 立 て た 。
【 ０ １ ０ ６ 】

　 Ｐ Ｌ に 基 づ く 発 現 系 ｐ Ｉ Ｇ Ｒ Ｈ Ｉ Ｓ Ａ Ｒ ａ ｂ ３ ａ お よ び ｐ Ｉ Ｇ Ｒ Ｈ ６ Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ ａ を
用 い て Ｒ ａ ｂ ３ ａ お よ び Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ を そ れ ぞ れ イ ー ・ コ リ に お い て 発 現 さ せ た 。 温 度 感
受 性 ｃ Ｉ リ プ レ ッ サ ー を 有 す る Ｍ Ｃ １ ０ ６ １  ｐ Ａ Ｃ Ｉ （ Wertman et al., 1986） 中 に 正
し い プ ラ ス ミ ド を 形 質 転 換 し た 。 約 ２ ５ ｋ Ｄ ａ の ク ー マ シ ー 染 色 可 能 な バ ン ド が １ ２ ． ５
％ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 に 可 視 化 さ れ 、 合 理 的 な 発 現 レ ベ ル が 示 さ れ た 。 組 み 換 え 蛋 白 は
、 Ｎ ｉ Ｉ Ｍ Ａ Ｃ カ ラ ム で の 精 製 を 迅 速 な ら し め る ６ 個 の 付 加 ヒ ス チ ジ ン 残 基 を 含 む 融 合 蛋
白 と し て 得 ら れ た 。 ３ リ ッ ト ル の 熱 誘 導 イ ー ・ コ リ （ Houchi, 1988; Van Gelder et al.,
 1993） を 用 い て 、 １ ０ ｍ ｇ よ り も 多 い 組 み 換 え Ｒ ａ ｂ ３ ａ お よ び Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ を 精 製 し
、 少 な く と も ９ ５ ％ の 均 質 性 で あ っ た 。
【 ０ １ ０ ７ 】

　 Ｒ ａ ｂ ３ ａ お よ び Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ に 対 す る 抗 体 を ウ サ ギ に お い て 生 成 さ せ た 。 ５ ０ μ ｇ の
精 製 蛋 白 を ２ 匹 の ウ サ ギ に 腹 腔 内 注 射 し た （ １ ０ ０ μ ｇ ／ ウ サ ギ １ 匹 ） 。 ４ 週 間 ご と に 注
射 を 行 い 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 力 価 を 測 定 し た 。 抗 体 は 脳 抽 出 物 に よ り 特 徴 づ け ら れ た 。 Ｒ ａ ｂ
３ ａ 免 疫 反 応 性 に 関 す る 結 果 を 図 １ に 示 す 。 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 患 者 お よ び 対 照 患 者 か ら の
組 織 試 料 を 、 ５ 倍 体 積 の １ ％  Ｓ Ｄ Ｓ 、 １ ％  バ ナ ジ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 １ ０ ｍ Ｍ  Ｔ ｒ ｉ ｓ  
ｐ Ｈ ７ ． ４ 中 で 迅 速 に ホ モ ジ ナ イ ズ し 、 次 い で 、 水 浴 に て ５ 分 間 煮 沸 す る こ と に よ り 調 製
し た 。 ホ モ ジ ネ ー ト を ５ 分 間 遠 心 分 離 （ １ ２ ０ ０ ０ ｇ 、 室 温 ） し て 不 溶 性 物 質 を 除 去 し た
。 少 量 の 上 清 を 用 い て Ｂ Ｃ Ａ 法 （ Pierce, Rockford, Illinois, USA） に よ り 蛋 白 濃 度 を
測 定 し た 。 上 清 を 水 で 希 釈 し て 蛋 白 濃 度 を ２ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ と し 、 同 体 積 の ２ ｘ 試 料 緩 衝 液 （
２ ５ ０ ｍ Ｍ  Ｔ ｒ ｉ ｓ  ｐ Ｈ ６ ． ８ 、 ３ ％  Ｓ Ｄ Ｓ 、 １ ０ ％ グ リ セ ロ ー ル 、 ０ ． ０ ０ ６ ％ ブ
ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー お よ び ２ ％  β － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ） を 添 加 し た 。 １ ０ ～ １ ２
． ５ ％ ゲ ル の Laemmli系 に よ り ゲ ル 電 気 泳 動 を 行 っ た 。 半 乾 燥 ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ り 蛋
白 を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス （ Schleicher and Schull, Dassel, Germany;カ タ ロ グ 番 号 401196
） に 移 行 さ せ た 。 １ ０ ｍ Ｍ  Ｔ ｒ ｉ ｓ  ｐ Ｈ ７ ． ５ ， １ ５ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ 中 の １ ％  Ｂ Ｓ Ａ
で ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー を ブ ロ ッ ク し た 。 １ ％  Ｂ Ｓ Ａ 中 適 当 濃 度 （ ± １ μ ｇ ／ ｍ
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１ ． ２ 　 Ｒ ａ ｂ ３ ａ お よ び Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ の 発 現 お よ び 精 製

１ ． ３ 　 Ｒ ａ ｂ ３ ａ お よ び Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ に 特 異 的 な 抗 体 の 取 得 お よ び 特 徴 付 け



ｌ ） の 一 次 抗 体 お よ び ニ 次 抗 体 を 添 加 し た 。
【 ０ １ ０ ８ 】

　 ０ ． ３ Ｍ  Ｎ ａ Ｈ Ｃ Ｏ ３ ， ｐ Ｈ ８ ． ６ 中 で 精 製 組 み 換 え 抗 原 を 透 析 し た 。 透 析 前 後 に お
い て Ｏ Ｄ ２ ８ ０ 値 を 測 定 し て 蛋 白 量 を 評 価 し た 。 Mini-Leak-Medium（ KEM-EN-TEC Biozyme
, Vancouver, BC, Canada;カ タ ロ グ 番 号 10127、 ロ ッ ト 番 号 60232-5） を 用 い 、 製 造 者 の 指
示 に 従 っ て 免 疫 精 製 を 行 っ た 。 抗 体 の 一 部 を ビ オ チ ン 化 さ せ た （ Amersham, Place Little
 Chalfont ]Buckinghamshire, UK;カ タ ロ グ 番 号 RPN 2202） 。 銀 染 色 お よ び ウ エ ス タ ン ブ
ロ ッ ト に よ り 精 製 お よ び 標 識 化 を モ ニ タ ー し た （ デ ー タ 示 さ ず ） 。
【 ０ １ ０ ９ 】

　 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Transduction Labs, Lexington, KY, USA; R35520お よ び S
35020） を 捕 捉 抗 体 と し て 用 い 、 免 疫 精 製 さ れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル ウ サ ギ 抗 血 清 を デ ィ テ ク
タ ー 抗 体 と し て 用 い て 、 Ｃ Ｓ Ｆ 中 に 添 加 し た シ ナ プ ス 蛋 白 Ｒ ａ ｂ ３ ａ お よ び Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５
の 安 定 性 を 、 ３ ７ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 に 評 価 し た 。 濃 度 ５ ０ ０ ｐ ｇ ／ ｍ ｌ
に お い て 、 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ お よ び Ｒ ａ ｂ ３ ａ に 対 す る 組 み 換 え 体 の 免 疫 反 応 性 は 試 験 し た Ｃ
Ｓ Ｆ 中 で 一 晩 置 い て も 変 化 し な か っ た （ 図 ２ ） 。
　 ５ ０ ｍ ｌ の Ｃ Ｓ Ｆ か ら の ア ル ブ ミ ン お よ び Ｉ ｇ Ｇ の 抽 出 な ら び に カ ラ ム で の 分 画 に よ り
、 両 蛋 白 が Ｃ Ｓ Ｆ 中 に 存 在 す る と い う 直 接 的 証 拠 を 得 た 。 フ ラ ク シ ョ ン を 乾 燥 さ せ 、 試 料
緩 衝 液 に 溶 解 し 、 １ ２ ％ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 泳 動 し 、 ブ ロ ッ テ イ ン グ し た 。 Ｒ ａ ｂ ３ ａ
お よ び Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 を プ ロ ー ブ し た 。 予 想 分 子 量
お よ び ｐ Ｉ の 免 疫 反 応 性 バ ン ド が 検 出 さ れ た 。
【 ０ １ １ ０ 】

Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 開 発
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル Ｒ ａ ｂ ３ ａ ま た は Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ 抗 体 を 捕 捉 抗 体 と し 、 免 疫 ア フ ィ ニ テ ィ
ー 精 製 さ れ た ビ オ チ ン 化 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を デ ィ テ ク タ ー 抗 体 と す る サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ を 開 発 し た 。 Maxisporpマ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を Affini Pureヤ ギ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ
Ｇ （ Jackson Immuno Research Laboratories, Inc., West Grove, Pennsylvania, USA; 
カ タ ロ グ 番 号 115-035-144） で 被 覆 し た 。 Ｐ Ｂ Ｓ 中 １ ％  Ｂ Ｓ Ａ （ 臨 床 用 グ レ ー ド  98% 脂
肪 酸 不 含 ; ICN, Biomedical Research Products, Costa Mesa, CA, USA; カ タ ロ グ 番 号  1
05033, ロ ッ ト 番 号  6p384） を ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 と し て 使 用 し た 。 ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液
で １ ／ １ ０ ０ ０ に 希 釈 し た マ ウ ス 抗 Ｒ ａ ｂ ３ ａ （ Transduction Labs, Lexington, KY, US
A; カ タ ロ グ 番 号  R35520, IgG2a, ク ロ ー ン  9, ロ ッ ト 番 号  606-259-1550 ロ ッ ト  2） ま
た は 抗 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ （ Transduction Labs, Lexington, KY, USA; カ タ ロ グ 番 号  S35020, 
IgG1, ク ロ ー ン  20） を 添 加 し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 組 み 換 え 抗 原 を 異 な る 濃 度 で
添 加 し た （ 濃 度 範 囲 ４ ０ ０ ０ ０ ～ ２ ． ５ ６ ｐ ｇ ／ ｍ ｌ ） 。 同 時 に 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 さ
れ た ウ サ ギ 抗 Ｒ ａ ｂ ３ ａ ま た は 抗 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ 抗 血 清 を 最 適 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル 比
と な る よ う に 選 択 し た 濃 度 で 添 加 し た 。 次 い で 、 １ ／ ２ ０ ０ ０ に 希 釈 し た セ イ ヨ ウ ワ サ ビ
標 識 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ Immuno Research Laboratories, Inc., West Grove, Pennsylv
ania, USA; カ タ ロ グ 番 号  016-030-084） に よ り ビ オ チ ン 化 ウ サ ギ 抗 体 を 検 出 し た 。 カ ッ
プ リ ン グ し た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 、 Ｔ Ｍ Ｂ  Ｈ ２ Ｏ ２ 基 質 溶 液 に よ り 検 出 し た 。 ３ ０ 分 後
に ２ Ｎ  Ｈ ２ Ｓ Ｏ ４ で 反 応 を 停 止 し 、 吸 光 度 を ４ ５ ０ ｎ ｍ で 測 定 し た 。 こ の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に
基 づ い て １ ０ ｐ ｇ ／ ｍ ｌ 程 度 の Ｒ ａ ｂ ３ ａ を 検 出 す る こ と が で き た 。 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ の ア ッ
セ イ は 同 じ 原 理 に 基 づ く も の で あ っ た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ １ １ １ 】

　 異 な る シ ヌ ク レ イ ン の イ ソ 形 態 （ isoform） に 対 す る 市 販 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Transdu
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１ ． ４ 　 Ｒ ａ ｂ ３ ａ お よ び Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ に 特 異 的 な 抗 体 の 免 疫 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製

１ ． ５ 　 Ｃ Ｓ Ｆ 中 の Ｒ ａ ｂ ３ ａ お よ び Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ の 安 定 性 お よ び 存 在 の 評 価

１ ． ６ 　 Ｒ ａ ｂ ３ ａ お よ び Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ の 検 出 お よ び Ｃ Ｓ Ｆ レ ベ ル の 定 量 的 測 定 の た め の

実 施 例 ２ ： 脳 脊 髄 液 中 の α － シ ヌ ク レ イ ン の 存 在 お よ び 検 出
２ ． １ 　 α － シ ヌ ク レ イ ン に 対 す る 特 異 性 に 関 す る 市 販 抗 体 の 評 価



ction Labs, Lexington, KY, USA; カ タ ロ グ 番 号  S63320, IgG1） の 特 異 性 を 評 価 し た 。
公 表 さ れ た 配 列 の デ ー タ （ α -synuclein: accession number L08850; β -synuclein: acc
ession number S69965; γ -synuclein: accession number AF010126） に 基 づ く プ ラ イ マ
ー を 用 い て 、 α － シ ヌ ク レ イ ン 、 β － シ ヌ ク レ イ ン 、 γ － シ ヌ ク レ イ ン の オ ー プ ン リ ー デ
ィ ン グ フ レ ー ム （ Ａ Ｔ Ｇ か ら 停 止 コ ド ン ま で ） を ヒ ト 脳 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー （ HL5018; 
Clontech, Palo Alto, CA, USA） か ら 増 幅 し た 。 報 告 さ れ た よ う に 、 い く つ か の 重 要 な ア
ミ ノ 酸 変 化 が γ － シ ヌ ク レ イ ン の オ リ ジ ナ ル 配 列 に 存 在 し た ： こ の ク ロ ー ン に は Ｋ １ ２ Ｅ
お よ び Ｋ ６ ８ Ｅ が あ り 、 こ の ク ロ ー ン の ア ミ ノ 酸 １ ０ ９ の 多 型 性 は Ｅ １ ０ ９ Ｖ で あ っ た 。
ア ミ ノ 末 端 に ６ 個 の さ ら な る ヒ ス チ ジ ン を 付 加 す る Ｐ Ｌ ベ ー ス の 発 現 系 （ ICCG 3307; Inn
ogenetics, Gent, Belgium） 中 に イ ン サ ー ト を サ ブ ク ロ ー ン し た 。 Ｈ ｉ ｓ タ グ を 付 し た シ
ヌ ク レ イ ン 融 合 蛋 白 を イ ー ・ コ リ に お い て 発 現 さ せ た 。 次 い で 、 イ ー ・ コ リ 蛋 白 を Ｓ Ｄ Ｓ
－ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で 泳 動 し 、 Transduction Labs (Lexington, KY, USA)か ら 市 販 さ れ て い る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て イ ム ノ ブ ロ ッ テ イ ン グ し た 。 こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は α － シ ヌ
ク レ イ ン に 対 し て 特 異 性 を 示 し 、 シ ヌ ク レ イ ン 蛋 白 の カ ル ボ キ シ 末 端 半 分 を マ ッ ピ ン グ し
て い る （ 図 ３ ） 。
【 ０ １ １ ２ 】

　 数 人 の 患 者 か ら の Ｃ Ｓ Ｆ を プ ー ル し た 。 Rotophorを 用 い て ２ ０ ０ ｍ ｌ の プ ー ル し た Ｃ Ｓ
Ｆ を 等 電 点 に よ り 分 離 し た 。 次 い で 、 得 ら れ た フ ラ ク シ ョ ン を Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で 泳 動 し
、 Transduction Labs (Lexington, KY, USA)か ら 市 販 さ れ て い る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用
い て イ ム ノ ブ ロ ッ テ イ ン グ し た 。 ２ つ の 免 疫 反 応 性 バ ン ド が １ ９ ｋ Ｄ ａ の 範 囲 に 検 出 さ れ
、 ｐ Ｉ は ４ な い し ６ の 範 囲 で あ っ た （ 図 ４ ） 。 い く つ か の 負 に 荷 電 し た ア ミ ノ 酸 （ 最 後 の
２ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 中 に ６ つ の Ｅ ） は ｐ Ｉ を よ り 塩 基 性 の ほ う へ シ フ ト さ せ る の で 、 低 い 方
の バ ン ド は Ｃ 末 端 切 断 形 態 で あ る 可 能 性 が あ っ た 。 こ の 免 疫 反 応 性 に 基 づ い て 、 α － シ ヌ
ク レ イ ン の 濃 度 範 囲 を ｐ ｇ ／ ｍ ｌ の 範 囲 で 評 価 し た 。
【 ０ １ １ ３ 】

　 ３ リ ッ ト ル の 誘 導 イ ー ・ コ リ 培 養 か ら α － シ ヌ ク レ イ ン を 精 製 し た と こ ろ 、 １ ０ ｍ ｇ よ
り も 多 い α － シ ヌ ク レ イ ン が 精 製 さ れ た （ ク ー マ シ ー お よ び 銀 染 色 ゲ ル か ら 評 価 す る と 純
度 は ９ ０ ％ よ り 高 い ） 。 い く つ か の 免 疫 ス キ ー ム （ 表 ３ ） に 従 っ て 蛋 白 を マ ウ ス に 注 射 し
た 。 ４ 回 注 射 後 、 コ ー テ ィ ン グ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に お い て α － シ ヌ ク レ イ ン に 対 す る 力 価 を 評 価
し た 。 ６ 匹 の マ ウ ス は １ ０ ０ ０ ０ ０ 以 上 の 力 価 を 有 し て い た （ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の ２ 倍 の
Ｏ Ｄ が 得 ら れ る 血 清 の 希 釈 率 と し て 力 価 を 定 義 ） 。
　 最 後 の 注 射 か ら ３ 日 後 、 動 物 ３ １ ２ （ ｍ ３ ） か ら 脾 臓 細 胞 を 取 り 、 Koehler and Milste
in (1975)に よ り 記 載 さ れ た 方 法 に 大 ま か に 準 じ て 細 胞 融 合 に 使 用 し た 。 最 初 の ス ク リ ー
ニ ン グ ラ ウ ン ド で は 、 直 接 コ ー テ ィ ン グ ア ッ セ イ に お い て 特 異 的 抗 体 の 存 在 に つ い て ハ イ
ブ リ ド ー マ を 試 験 し た 。 次 い で 、 α － 、 β － 、 γ － シ ヌ ク レ イ ン お よ び α － シ ヌ ク レ イ ン
由 来 の 欠 失 変 異 体 を 含 有 す る イ ー ・ コ リ 溶 解 物 の ド ッ ト ブ ロ ッ ト に よ り そ れ ら を 再 試 験 し
て 、 シ ヌ ク レ イ ン 蛋 白 上 の 異 な る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 を 生 成 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を
選 択 し た 。
【 ０ １ １ ４ 】

　 ド ッ ト ブ ロ ッ ト に お い て α － シ ヌ ク レ イ ン に 特 異 的 で あ っ た ２ つ の ハ イ ブ リ ド ー マ ３ Ｂ
５ （ Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ ） お よ び ９ Ｂ ６ （ Ｉ ｇ Ｇ １ ） を 単 離 し た 。 そ の 正 確 な エ ピ ト ー プ を 決 定 す
る た め に 、 カ ル ボ キ シ 末 端 部 分 （ 位 置 ６ ４ か ら １ ４ ０ ま で ） を 、 １ ０ 個 の 重 複 す る ペ プ チ
ド と し て 合 成 し た （ 図 ５ ） 。 そ れ ら の ペ プ チ ド は ア ミ ノ 酸 １ ４ 個 の 長 さ で 、 ７ 個 の ア ミ ノ
酸 が 重 複 し て い た 。 ビ オ チ ン 化 ペ プ チ ド を 、 １ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 で ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被
覆 プ レ ー ト 上 に 捕 捉 し た 。 こ れ ら の ペ プ チ ド 上 で α － シ ヌ ク レ イ ン 特 異 的 抗 体 を イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン し 、 次 い で 、 抗 マ ウ ス 酵 素 結 合 抗 体 を 用 い て 検 出 し た 。 ト リ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン
を 基 質 と し て 用 い て 酵 素 セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 定 量 し た 。 ３ Ｂ ５ お よ び ９ Ｂ
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２ ． ２ 　 脳 脊 髄 液 中 の α － シ ヌ ク レ イ ン の 存 在 に つ い て の 評 価

２ ． ３ 　 α － シ ヌ ク レ イ ン 特 異 的 抗 体 の 取 得 お よ び 特 徴 づ け

２ ． ４ 　 α － シ ヌ ク レ イ ン 特 異 的 抗 体 の 特 徴 づ け



６ は 両 方 と も 、 配 列 LEDMPVDPDNEAYE（ 位 置 １ １ ３ ～ １ ２ ６ ） を 含 む ペ プ チ ド を 認 識 し 、 こ
の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 対 す る 直 鎖 状 エ ピ ト ー プ が 示 唆 さ れ た （ 図 ６ ） 。 同 じ セ ッ ト の 実
験 に お い て 、 α － シ ヌ ク レ イ ン を 認 識 す る こ と が す で に 示 さ れ て い る 市 販 抗 体 （ Clone 42
, IgG1, Transduction Labs, Lexington, KY, USA; カ タ ロ グ 番 号  S63320） も ま た 、 直 鎖
状 エ ピ ト ー プ （ 配 列 AGSIAAATGFVKKD） （ 図 ６ ） に マ ッ プ で き た 。
【 ０ １ １ ５ 】

　 第 ２ お よ び 第 ３ ラ ウ ン ド の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 後 、 １ ０ ～ ２ ０ ｍ ｇ の 抗 体 を 精 製 す る た め
に 抗 体 の 生 成 を １ ～ ２ リ ッ ト ル ま で ス ケ ー ル ア ッ プ す る 。 Mini-Leak-Medium（ KEM-EN-TEC
 Biozyme, Vancouver, BC, Canada; カ タ ロ グ 番 号  10127, ロ ッ ト 番 号  60232-5） を 用 い
て 、 製 造 者 に よ り 提 供 さ れ る 説 明 に 従 っ て 抗 体 を 免 疫 精 製 す る 。
　 十 分 に 確 立 さ れ た 方 法 （ Bonhard et al., 1984） に 従 っ て 、 Ｄ － ビ オ チ ニ ル － エ タ － ア
ミ ノ カ プ ロ ン 酸 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ サ ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル （ Boehringer-Mannheim, Brussel
s, Belgium; カ タ ロ グ 番 号  1008960） を 用 い て ビ オ チ ン 化 を 行 う 。
【 ０ １ １ ６ 】

　 α － シ ヌ ク レ イ ン 抗 体 を 捕 捉 抗 体 と し 、 ビ オ チ ン 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の １ つ を デ ィ テ
ク タ ー 抗 体 と す る サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 開 発 す る 。 Maxisporpマ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ
ー ト を Affini Pureヤ ギ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ （ Jackson Immuno Research Laboratories, Inc.,
 West Grove, Pennsylvania, USA; カ タ ロ グ 番 号 115-035-144） で 被 覆 す る 。 Ｐ Ｂ Ｓ 中 １
％  Ｂ Ｓ Ａ （ 臨 床 用 グ レ ー ド  98% 脂 肪 酸 不 含 ; ICN, Biomedical Research Products, Cos
ta Mesa, CA, USA; カ タ ロ グ 番 号  105033, ロ ッ ト 番 号  6p384） ＋ １ ％ マ ウ ス 血 清 を ブ ロ
ッ キ ン グ 緩 衝 液 と し て 使 用 す る 。 ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 で １ ／ １ ０ ０ ０ に 希 釈 し た 抗 α － シ
ヌ ク レ イ ン （ Transduction Labs, Lexington, KY, USA） を 添 加 す る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン 後 、 組 み 換 え 抗 原 を 異 な る 濃 度 で 添 加 す る （ 濃 度 範 囲 １ ０ ０ ０ ～ ２ ｐ ｇ ／ ｍ ｌ ） 。 同 時
に 、 １ ％ マ ウ ス 抗 体 の 存 在 下 に お い て ビ オ チ ン 化 抗 α － シ ヌ ク レ イ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 最 適 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル 比 と な る よ う に 選 択 し た 濃 度 で 添 加 す る 。 次 い で 、 １ ／
２ ０ ０ ０ に 希 釈 し た セ イ ヨ ウ ワ サ ビ 標 識 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ Immuno Research Laborato
ries, Inc., West Grove, Pennsylvania, USA; カ タ ロ グ 番 号  016-030-084） に よ り ビ オ
チ ン 化 ウ サ ギ 抗 体 を 検 出 す る 。 カ ッ プ リ ン グ し た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 、 Ｔ Ｍ Ｂ  Ｈ ２ Ｏ ２

基 質 溶 液 に よ り 検 出 す る 。 ３ ０ 分 後 に ２ Ｎ  Ｈ ２ Ｓ Ｏ ４ で 反 応 を 停 止 し 、 吸 光 度 を ４ ５ ０
ｎ ｍ で 測 定 す る 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ １ １ ７ 】

　 Ａ Ｔ １ ２ ０ を 捕 捉 抗 体 と し 、 ビ オ チ ン 化 Ｈ Ｔ ７ － Ｂ Ｔ ２ を デ ィ テ ク タ ー 抗 体 と し て 用 い
て 、 タ ウ 抗 原 試 験 （ INNOTEST hTau antigen, Innogenetics, Gent, Belgium） に よ り 全 タ
ウ を 測 定 し た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ａ Ｔ １ ２ ０ は 、 正 常 ヒ ト タ ウ 蛋 白 お よ び 過 剰 に リ ン 酸
化 さ れ た ヒ ト タ ウ 蛋 白 の 両 方 と 等 し く 十 分 に 反 応 し （ Vandermeeren et al., 1993） 、 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｈ Ｔ ７ も ま た 、 正 常 ヒ ト タ ウ 蛋 白 お よ び 過 剰 に リ ン 酸 化 さ れ た ヒ ト タ ウ
蛋 白 の 両 方 と 等 し く 十 分 に 反 応 す る が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｂ Ｔ ２ は 優 先 的 に 正 常 タ ウ を
認 識 す る （ Goedert et al., 1994） 。 す で に 記 載 さ れ た よ う に し て （ Mercken et al., 19
92b） 調 製 さ れ た 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 さ れ た タ ウ 蛋 白 を 標 準 物 質 と し て 使 用 し た 。
　 Ｈ Ｔ ７ を 捕 捉 抗 体 と し 、 ビ オ チ ン 化 Ａ Ｔ ２ ７ ０ を デ ィ テ ク タ ー 抗 体 と し て 用 い る サ ン ド
イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ （ INNOTEST phospho-tau(181), Innogenetics, Gent, Belgium） を 用 い
て ホ ス ホ タ ウ を 測 定 し た 。 Ａ Ｔ ２ ７ ０ は ホ ス ホ タ ウ を 特 異 的 に 認 識 す る （ 国 際 公 開  WO 95
/17429） 。
【 ０ １ １ ８ 】
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２ ． ５ 　 α － シ ヌ ク レ イ ン 特 異 的 抗 体 の 精 製 お よ び ビ オ チ ン 化

２ ． ６ 　 脳 脊 髄 液 中 の α － シ ヌ ク レ イ ン 検 出 お よ び 定 量 的 測 定 の た め の サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ の 開 発

実 施 例 ３ ： 脳 脊 髄 液 中 の 他 の 神 経 学 的 マ ー カ ー の 検 出
３ ． １ 　 タ ウ お よ び ホ ス ホ タ ウ



　 Innotest β -amyloid ( 1 - 4 2 ) （ Innogenetics, Gent, Belgium） を 用 い て β － ア ミ ロ イ ド

（ １ － ４ ２ ） 濃 度 を 測 定 し た 。 ア ッ セ イ は サ ン ド イ ッ チ 型 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で あ り 、 該 ア ッ セ イ
に お い て 第 １ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ２ １ Ｆ １ ２ （ ア ミ ロ イ ド の カ ル ボ キ シ 末 端 に 特 異 的 ）
を 捕 捉 抗 体 と し て 使 用 し 、 ビ オ チ ン 化 抗 体 ３ Ｄ ６ （ ア ミ ノ 末 端 に 特 異 的 ） を デ ィ テ ク タ ー
抗 体 と し て 使 用 す る 。 ２ １ Ｆ １ ２ ／ ３ Ｄ ６ の 組 み 合 わ せ は ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） ペ プ チ
ド の 特 異 的 検 出 を 可 能 に す る 。 い く ぶ ん か の 交 差 反 応 性 が ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） に 関 し
て 観 察 さ れ る が 、 短 い ペ プ チ ド に 関 し て は 観 察 さ れ な い （ Citron et al., 1997; Johnson
-Wood et al., 1997） 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 ２ １ Ｆ １ ２ 抗 体 を １ ０ ｍ Ｍ  Ｔ ｒ ｉ ｓ － １ ０
ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ に 懸 濁 し 、 ４ ℃ で 一 晩 か け て Nunc Maxisorbsマ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を
被 覆 し た 。 １ 回 洗 浄 工 程 を 行 っ た 後 、 ２ ５ ℃ で ２ 時 間 、 Ｐ Ｂ Ｓ － ０ ． １ ％ カ ゼ イ ン で プ レ
ー ト を ブ ロ ッ ク し た 。 ７ ５ μ ｌ の ビ オ チ ン 化 ３ Ｄ ６ お よ び ２ ５ μ ｌ の Ｃ Ｓ Ｆ ま た は 標 準 物
質 を 同 時 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン （ ２ ５ ℃ で １ 時 間 ） す る こ と に よ り 試 験 を 行 っ た 。 数 回 洗 浄
工 程 を 行 っ た 後 、 １ ０ ０ μ ｌ の Ｈ Ｒ Ｐ － ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ RDI, Flanders, New York,
 NY, USA） を 添 加 す る こ と に よ り 結 合 抗 体 量 を 調 べ た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を ２ ５ ℃ で ３
０ 分 継 続 し た 。 次 い で 、 １ ０ ０ μ ｌ の ０ ． ４ ２ ｍ Ｍ  ３ ， ５ ， ３ ’ ， ５ ’ － テ ト ラ メ チ ル
ベ ン ジ ジ ン を ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 基 質 と し て 添 加 し た 。 ３ ０ 分 後 に ５ ０ μ ｌ の ０ ． ９ Ｎ  Ｈ

２ Ｓ Ｏ ４ で 反 応 を 停 止 し た 。
【 ０ １ １ ９ 】

　 Quality Controlled Biochemicals (QCB, Hopkinton, MA, USA)か ら 得 た 、 Ｃ 末 端 に 特
異 的 な 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 さ れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 捕 捉 抗 体 と し て 用 い 、 ３ Ｄ ６ （
Citron et al., 1997; Johnson-Wood et al., 1997） を デ ィ テ ク タ ー 抗 体 と し て 用 い て 、
β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ０ ） 濃 度 を 測 定 し た 。 １ ０ ｍ Ｍ  Ｔ ｒ ｉ ｓ － １ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ 緩
衝 液 中 で ２ ５ ℃ で ２ 時 間 か け て Nunc Maxisorbsマ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ
の ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 さ れ た ヤ ギ 抗 ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ （ Ｈ ＋ Ｌ ） （ Jackson Immuno Research 
Laboratories, Inc., West Grove, Pennsylvania, USA; カ タ ロ グ 番 号  111-005-144） で
被 覆 し た 。 そ の 後 、 ４ ℃ で 一 晩 、 プ レ ー ト を Ｐ Ｂ Ｓ － ０ ． １ ％ カ ゼ イ ン で ブ ロ ッ ク し た 。
ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ QCB, Hopkinton, MA, USA; カ タ ロ グ 番 号  44-348-20） を ０
． ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 で 添 加 し 、 ２ ５ ℃ で １ 時 間 置 い た 。 数 回 洗 浄 工 程 を 行 っ た 後 、 １ ０
０ μ ｌ の Ｃ Ｓ Ｆ ま た は 標 準 物 質 を ２ ５ ℃ で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 １ ０ ０ μ ｌ の
ビ オ チ ン 化 ３ Ｄ ６ 抗 体 を 添 加 （ 抱 合 体 希 釈 物 中 ０ ． １ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 で 添 加 ） し て ２ ５
℃ で １ 時 間 置 く こ と に よ り 結 合 ア ミ ロ イ ド 量 を 調 べ た 。 プ レ ー ト を さ ら に ５ 回 洗 浄 し た 。
１ ０ ０ μ ｌ の Ｓ Ｖ － Ａ Ｐ （ Gibco, Rockville, MD, USA; カ タ ロ グ 番 号  JK-4410） を 添 加
す る こ と に よ り 結 合 抗 体 量 を 調 べ た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を ２ ５ ℃ で １ 時 間 継 続 し た 。 最
後 の 洗 浄 工 程 （ ５ 回 ） の 後 、 基 質 緩 衝 液 に 溶 解 し た １ ０ ０ μ ｌ の Ｔ Ｍ Ｂ を ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ 基 質 と し て 添 加 し た 。 ３ ０ 分 後 に ５ ０ μ ｌ の ０ ． ９ Ｎ  Ｈ ２ Ｓ Ｏ ４ で 反 応 を 停 止 し た 。
【 ０ １ ２ ０ 】

　 ２ 種 の エ ピ ト ー プ 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｎ Ｍ ２ 、 Ｎ Ｍ ４ ； Oestreicher et al., 
1994） を 用 い て ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン に つ い て も 測 定 し た 。 捕 捉 抗 体 と し て Ｎ Ｍ ２ を 選 択 し
、 デ ィ テ ク タ ー 抗 体 と し て ビ オ チ ン 化 Ｎ Ｍ ４ を 選 択 し た 。 組 み 換 え ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン を
標 準 物 質 と し て 使 用 し た 。
【 ０ １ ２ １ 】

　 Ｎ Ｓ Ｅ の 測 定 は 、 抗 Ｎ Ｓ Ｅ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ２ Ｅ ７ を 捕 捉 抗 体 と し て 用 い 、 ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ 標 識 抗 Ｎ Ｓ Ｅ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 １ ０ Ｃ １ を デ ィ テ ク タ ー 抗 体 と し て 用 い る サ ン
ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 測 定 は 、 抗 Ｎ Ｓ Ｅ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ２ Ｅ ７ を 捕 捉 抗 体 と し て 用 い
、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 Ｎ Ｓ Ｅ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 １ ０ Ｃ １ を デ ィ テ ク タ ー 抗 体 と し て
用 い る サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に 基 づ く も の で あ っ た 。 ヒ ト 脳 か ら 精 製 し た Ｎ Ｓ Ｅ を 標 準
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３ ． ２ 　 β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ）

３ ． ３ 　 β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ０ ）

３ ． ４ 　 ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン

３ ． ５ 　 ニ ュ ー ロ ン 特 異 的 エ ノ ラ ー ゼ



物 質 と し て 使 用 し た （ Vanmechelen et al., 1997） 。
　 Ｂ Ｃ Ａ 蛋 白 試 薬 （ Pierce, Rockford, Illinois, USA） を 用 い て 蛋 白 濃 度 を 決 定 し た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ １ ２ ２ 】

　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 （ Ａ Ｄ ） 群 は ３ ２ 人 の 患 者 か ら な り 、 男 性 １ ５ 人 、 女 性 １ ７ 人 で 、 平
均 年 齢 ± Ｓ Ｄ は ７ ５ ． ０ ± ６ ． ６ 歳 で あ っ た 。 血 管 性 痴 呆 （ Ｖ Ａ Ｄ ） 群 は ２ ０ 人 の 患 者 か
ら な り 、 男 性 １ ０ 人 、 女 性 １ ０ 人 で 、 平 均 年 齢 ± Ｓ Ｄ は ８ １ ． ０ ± ７ ． ０ 歳 で あ っ た 。 対
照 群 は １ ８ 個 体 を 含 み 、 男 性 ７ 人 、 女 性 １ １ 人 で 、 平 均 年 齢 ± Ｓ Ｄ は ６ ７ ． ５ ± ５ ． ５ 歳
で あ っ た 。 Ｎ Ｉ Ｎ Ｃ Ｄ Ｓ － Ａ Ｄ Ｒ Ｄ Ａ 判 断 基 準 （ McKhann et al., 1984） に 従 っ て 排 除 を
行 う こ と に よ り 可 能 性 の あ る Ａ Ｄ の 診 断 を 行 っ た 。 痴 呆 の 進 展 、 お よ び ／ ま た は 大 規 模 な
梗 塞 お よ び ／ ま た は 多 発 性 裂 口 の Ｃ Ｔ 所 見 、 お よ び ／ ま た は 重 症 の 血 管 性 疾 患 の 臨 床 的 所
見 、 例 え ば 、 合 併 症 を 伴 う 動 脈 高 血 圧 ま た は 糖 尿 病 に 関 連 し た 一 時 的 な 虚 血 発 作 お よ び ／
ま た は 卒 中 エ ピ ソ ー ド を 有 す る 患 者 に お い て Ｖ Ａ Ｄ を 診 断 し た 。 対 照 群 は 精 神 病 ま た は 神
経 学 的 疾 患 、 悪 性 疾 患 、 ま た は 全 身 性 疾 患 （ 例 え ば 、 リ ュ ー マ チ 性 関 節 炎 、 感 染 性 疾 患 ）
の 病 歴 、 症 状 ま た は 徴 候 の な い 個 体 か ら な っ て い た 。 ６ ０ 歳 以 上 の 個 体 に お い て 、 Multi-
Mental state examination （ Folstein et al., 1975） を 用 い て 認 識 状 態 を 試 験 し た 。 ２
８ 点 以 下 の ス コ ア を 有 す る 患 者 は 参 加 さ せ な か っ た 。 University of Goeteberg（ Goetebe
rg, Swedec） の Ethic Committeeに よ り 当 該 研 究 は 承 認 さ れ た 。 患 者 （ ま た は 彼 ら に 最 も
近 い 親 類 ） お よ び 対 照 群 の 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 受 け
た 。
【 ０ １ ２ ３ 】

　 手 順 は Davidsson et al., 1996に 詳 述 さ れ て い る 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 ５ ～ １ ０ ｍ ｌ の
Ｃ Ｓ Ｆ を Blue Sepharoseカ ラ ム （ Pharmacia, Uppsala, Sweden） に 供 し て ア ル ブ ミ ン を 選
択 的 に 除 去 し た 。 次 い で 、 ア ル ブ ミ ン 不 含 フ ラ ク シ ョ ン を 、 Sepharose 4B（ Pharmacia, U
ppsala, Sweden） に 共 有 結 合 し た ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス 蛋 白 Ｇ の カ ラ ム に 供 し て Ｉ ｇ Ｇ を 吸
着 さ せ た 。 ｍ Ｒ Ｐ Ｃ  Ｃ ２ ／ Ｃ １ ８ カ ラ ム （ 内 径 ２ ． １ ｘ １ ０ ０ ｍ ｍ 、 ゲ ル 体 積 ０ ． ３ ５
ｍ ｌ 、 粒 子 サ イ ズ ３ ｍ ｍ ） を 装 備 し た Ｓ Ｍ Ａ Ｒ Ｔ シ ス テ ム （ Pharmacia LKB technology）
を 用 い る ｍ Ｒ － Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ り 未 吸 着 蛋 白 を 分 離 し た 。 ２ 回 の ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 の グ ラ ジ
エ ン ト に よ り 蛋 白 を 溶 離 し た 。 全 部 で ４ ０ 個 の フ ラ ク シ ョ ン を Savant Speed Vac Concent
ratorで 乾 燥 さ せ た 。 フ ラ ク シ ョ ン を Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 試 料 緩 衝 液 に 溶 解 し 、 超 音 波 処 理
し 、 １ ５ 分 煮 沸 し て 、 １ ２ ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 分 離 し た 。
【 ０ １ ２ ４ 】

　 サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 用 い る こ と に よ り 、 Ｃ Ｓ Ｆ － Ｒ ａ ｂ ３ ａ 、 Ｃ Ｓ Ｆ － Ｓ Ｎ Ａ Ｐ
２ ５ 、 Ｃ Ｓ Ｆ － タ ウ お よ び Ｃ Ｓ Ｆ － β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） を ３ ２ 人 の Ａ Ｄ 患 者 、 ２
０ 人 の Ｖ Ａ Ｄ 患 者 お よ び １ １ 人 の 対 照 の Ｃ Ｓ Ｆ 試 料 中 で 測 定 し た 。 す べ て の マ ー カ ー の 平
均 レ ベ ル を 表 ４ に ま と め る 。 個 体 の タ ウ お よ び Ｒ ａ ｂ ３ ａ 値 を 図 ７ に 示 す 。
　 Ａ Ｄ 患 者 に 関 す る 最 高 感 度 お よ び 対 照 患 者 に 関 す る 最 高 特 異 性 に よ り 決 定 さ れ た カ ッ ト
オ フ 値 に 基 づ い て 、 確 度 比 を 決 定 し た （ 表 ５ ） 。 Ｒ ａ ｂ ３ ａ レ ベ ル と Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ レ ベ ル
と が 相 関 関 係 を 有 し て い る の で 、 Ｒ ａ ｂ ３ ａ ま た は Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ の い ず れ か を タ ウ お よ び
β － ア ミ ロ イ ド と 組 み 合 わ せ る だ け で よ い （ 図 ８ ） 。 か く し て 、 Ｒ ａ ｂ ３ ａ と Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２
５ の 組 み 合 わ せ に 関 す る 確 度 比 を 調 べ な か っ た 。 個 々 の マ ー カ ー １ つ だ け あ る い は ２ つ だ
け の 組 み 合 わ せ に 関 す る 確 度 比 と 比 較 し た 場 合 の 、 ３ つ の 神 経 学 的 マ ー カ ー の 組 み 合 わ せ
、 タ ウ － β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） － Ｒ ａ ｂ ３ ａ な ら び に タ ウ － β － ア ミ ロ イ ド （ １ －
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実 施 例 ４ ： ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 特 異 的 検 出 お よ び 年 齢 を 合 わ せ た 対 照 に 対 す る ア ル ツ ハ イ
マ ー 病 の 分 別 の た め の 神 経 学 的 マ ー カ ー と し て の Ｃ Ｓ Ｆ － Ｒ ａ ｂ ３ ａ 、 Ｃ Ｓ Ｆ － Ｓ Ｎ Ａ Ｐ
２ ５ 、 Ｃ Ｓ Ｆ － タ ウ お よ び Ｃ Ｓ Ｆ － β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） を 用 い る 組 み 合 わ せ ア ッ
セ イ
４ ． １ 　 患 者 お よ び 対 照 患 者

４ ． ２ 　 脳 に 特 異 的 な 脳 脊 髄 液 の 単 離

４ ． ３ 　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 特 異 的 検 出 の た め の 組 み 合 わ せ ア ッ セ イ の 評 価



４ ２ ） － Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ の 増 加 し た 確 度 比 は 、 こ れ ら の ３ つ の マ ー カ ー の 組 み 合 わ せ に よ り
ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の よ り 特 異 的 か つ 感 度 の 良 い 検 出 が 可 能 に な る こ と を 示 す 。
　 依 存 的 変 数 、 因 子 と し て の 性 別 、 共 分 散 と し て の 年 齢 お よ び 最 小 精 神 的 ス コ ア （ MMSE; 
Folstein et al., 1975） の よ う な す べ て の マ ー カ ー を 有 す る 、 十 分 に 階 乗 的 な 変 数 の 多
数 分 析 （ Ａ Ｎ Ｏ Ｖ Ａ ） は 、 異 な る 群 に お い て 、 こ れ ら の パ ラ メ ー タ ー が 共 分 散 し な い こ と
を 示 し た 。 さ ら に 、 タ ウ 、 β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） お よ び Ｒ ａ ｂ ３ ａ ／ Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５
の 間 の 有 為 な 相 関 関 係 は 、 各 群 に お い て も 、 全 群 を 一 緒 に し て も 検 出 で き な か っ た 。
　 Ｒ ａ ｂ ３ ａ お よ び Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ に 対 す る さ ら な る 抗 体 を 単 離 す る 。 Ｃ Ｓ Ｆ － Ｒ ａ ｂ ３ ａ
、 Ｃ Ｓ Ｆ － Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ 、 Ｃ Ｓ Ｆ － タ ウ お よ び Ｃ Ｓ Ｆ － β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） の レ
ベ ル を 、 許 容 さ れ る 試 料 の サ イ ズ に よ り 統 計 学 的 に 有 意 な 比 較 が 可 能 な 十 分 に 定 義 さ れ た
臨 床 診 断 群 に お い て 研 究 す る 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ １ ２ ５ 】

　 １ ９ ９ ６ 年 ８ 月 か ら １ ９ ９ ８ 年 ９ 月 ま で の 間 、 the Pediatric Hemato-oncology Depart
ment of the Catholic University of Leuven, Belgiumに お い て 癌 の 治 療 を 受 け た ８ ３ 人
の 小 児 か ら ４ ４ ８ の Ｃ Ｓ Ｆ 試 料 を 得 た 。 す べ て の 患 者 は 診 断 時 点 に お い て 完 全 に 臨 床 的 評
価 を 受 け て い た 。 親 の イ ン フ ォ ー ム ド コ ン セ ン ト が 得 ら れ た 。
　 悪 性 疾 患 の 分 類 お よ び 治 療 の た め に 、 計 画 さ れ た 腰 椎 せ ん 刺 （ Ｌ Ｐ ） の コ ー ス に 試 料 を
供 し た 。 血 液 学 的 悪 性 疾 患 を 有 す る 患 者 の 異 な る 群 を 本 研 究 に 参 加 さ せ た （ 表 ６ ） 。 第 １
群 は 、 United Kingdom Children Cancers group (UKCCSG 9602) NHL protocolに 従 っ て 治
療 さ れ た ９ 人 の Ｂ 細 胞 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 患 者 （ Ｂ － Ｎ Ｈ Ｌ ） か ら な っ て い た （ 表 ７ ａ ）
。 こ の 群 に お い て 、 ４ 人 の 患 者 が Ｂ 細 胞 リ ン パ 腫 を 有 し 、 ３ 人 の 患 者 が Burkittリ ン パ 腫
を 、 ２ 人 の 患 者 が 未 分 化 ラ ー ジ 細 胞 リ ン パ 腫 （ Ａ Ｌ Ｃ Ｌ ） を 有 し て い た 。 こ れ ら の 患 者 の
う ち ８ 人 は 長 期 に わ た り 研 究 さ れ た 。 第 ２ お よ び 最 後 の 群 は 、 European Organization fo
r Research and Treatment of Cancer' (EORTC) protocol 58881に 従 っ て 治 療 さ れ た 非 Ｂ
細 胞 急 性 リ ン パ 芽 球 白 血 病 ／ 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 （ Ｎ Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ ／ Ｎ Ｈ Ｌ ） の ４ ２ 人 の 患
者 か ら な っ て い た （ 表 ７ ｂ ） 。 こ の 第 ２ 群 に お い て 、 １ ８ 人 の 小 児 は Ｃ Ｄ １ ０ （ ＋ ） ブ ラ
ス ト ま た は 通 常 の Ｎ Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ を 有 し 、 ２ 人 の 患 者 は ダ ウ ン 症 候 群 （ Ｄ Ｓ ） を 有 し 、 １ 人
の 患 者 は Brachmann-de Lange症 候 群 を 有 し 、 ３ 人 の 患 者 は 通 常 の Ｂ 細 胞 ブ ラ ス ト を 有 し 、
１ 人 の 患 者 は Ｔ 細 胞 ブ ラ ス ト を 有 し 、 ２ 人 の 患 者 は プ ロ Ｂ 細 胞 ブ ラ ス ト を 有 し 、 ９ 人 の 患
者 は プ レ Ｂ 細 胞 ブ ラ ス ト を 有 し 、 ８ 人 の 患 者 は Ｔ 細 胞 ブ ラ ス ト を 有 し て い た 。 ３ ８ 人 の 小
児 が 白 血 病 を 有 し 、 ５ 人 の 患 者 が 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 段 階 Ｉ Ｉ （ １ 人 ） 、 段 階 Ｉ Ｉ Ｉ （ ３
人 ） ま た は 段 階 （ Ｉ Ｖ ） （ １ 人 ） で あ り 、 そ れ ら の う ち １ 人 の 患 者 は 、 Ｃ Ｓ Ｆ 中 の 悪 性 細
胞 に 関 す る 研 究 プ ロ ト コ ル 、 眼 底 検 査 お よ び コ ン ト ラ ス ト カ プ テ ー シ ョ ン （ contrast cap
tation） に よ り 定 義 さ れ た 明 ら か な Ｃ Ｎ Ｓ の 疾 病 （ Ｃ Ｎ Ｓ ＋ ） を 有 し て い た 。 ５ 人 の 患 者
は 、 治 療 プ ロ ト コ ル に お い て 定 義 さ れ た 判 断 基 準 に よ れ ば 非 常 に 危 険 性 の 高 い （ Ｖ Ｈ Ｒ ）
患 者 で あ っ た （ ２ 人 の 患 者 は Ｔ 細 胞 ブ ラ ス ト 、 ３ 人 の 患 者 は コ ル チ コ イ ド 耐 性 ） 。 こ の 群
中 の 患 者 の う ち ２ ７ 人 は 長 期 に わ た り 追 跡 で き た 。 第 ３ の 患 者 群 は 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ Ａ
Ｍ Ｌ ） の ６ 人 の 小 児 か ら な っ て お 、 そ の う ち １ 人 の 患 者 は Ｃ Ｎ Ｓ の 疾 病 を 有 し 、 ２ 人 の 患
者 は ダ ウ ン 症 候 群 で あ っ た 。 Ｍ ０ 表 現 型 を 有 す る ３ 人 の 患 者 、 お よ び Ｍ １ 、 Ｍ ２ ま た は Ｍ
７ 表 現 型 が １ 人 ず つ い た 。 こ れ ら す べ て の 患 者 は EORTC 58921プ ロ ト コ ル に よ り 治 療 さ れ
、 長 期 に わ た り 追 跡 さ れ た 。 他 の 患 者 は 異 種 の 小 児 群 （ ｎ ＝ １ ８ ） か ら な り 、 治 療 前 後 の
感 染 の 診 断 お よ び 段 階 分 け の た め に 臨 床 的 理 由 に よ り 腰 椎 せ ん 刺 を 行 っ た 。 こ の 群 は ５ 人
の 髄 芽 細 胞 腫 の 小 児 （ ３ 人 が 段 階 分 け 中 、 １ 人 が 治 療 中 、 １ 人 が フ ォ ロ ー ア ッ プ 中 ） 、 ３
人 の ホ ジ キ ン 病 の 小 児 （ 段 階 分 け 中 ） 、 ３ 人 の 横 紋 筋 肉 腫 （ ２ 人 が 段 階 分 け 中 、 １ 人 が 治
療 中 ） 、 ２ 人 の 脊 髄 形 成 異 常 （ Ｍ Ｄ Ｓ ） の 小 児 （ 段 階 分 け 中 ） 、 ２ 人 の ラ ン ゲ ル ハ ン ス 細
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実 施 例 ５ ： 白 血 病 の 治 療 を 受 け た 小 児 に お い て 化 学 療 法 に よ り 誘 導 さ れ た 神 経 の ダ メ ー ジ
を 診 断 す る た め の 、 Ｃ Ｓ Ｆ － タ ウ 、 Ｃ Ｓ Ｆ － ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン お よ び Ｃ Ｓ Ｆ － ニ ュ ー ロ
ン 特 異 的 エ ノ ラ ー ゼ を 用 い る 組 み 合 わ せ ア ッ セ イ
５ ． １ 　 患 者 お よ び 対 照 患 者



胞 組 織 球 炎 （ Ｌ Ｃ Ｈ ／ Ｈ Ｌ Ｈ 、 段 階 分 け 中 ） 、 １ 人 の 若 年 性 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 （ Ｃ Ｍ Ｌ ）
の 小 児 （ 治 療 中 ） 、 絨 毛 癌 （ フ ォ ロ ー ア ッ プ 中 ） の 小 児 、 ま た は 胚 細 胞 腫 （ 段 階 分 け 中 ）
の 小 児 で あ っ た 。 健 康 な 新 生 児 の 大 き な 群 は 利 用 で き な か っ た 。 な ぜ な ら 、 こ れ ら の 患 者
か ら 脳 脊 髄 液 を 採 取 す る こ と は 倫 理 に 反 す る か ら で あ る 。 対 照 と し て 、 髄 膜 炎 を 有 す る 疑
い が あ る が 陰 性 で あ る 小 児 （ ｎ ＝ ４ ） 、 局 所 的 網 膜 芽 細 胞 腫 （ ｎ ＝ １ ） の 小 児 お よ び 家 族
性 ヘ モ フ ァ ゴ サ イ テ ィ ッ ク リ ン パ 組 織 炎 球 増 多 症 （ ｎ ＝ １ ） の 小 児 を 参 加 さ せ た 。 親 の イ
ン フ ォ ー ム ド コ ン セ ン サ ス が 得 ら れ た 。
【 ０ １ ２ ６ 】

　 見 込 の あ る 、 か つ 長 期 の 単 一 中 心 研 究 計 画 を 用 い た 。 研 究 に 入 る 前 に 患 者 は 治 療 を 受 け
な か っ た 。 今 回 の 調 査 研 究 に お い て 、 ５ ８ 人 の 小 児 か ら 得 た Ｃ Ｓ Ｆ 試 料 を 治 療 前 に 利 用 し
た （ 診 断 的 腰 椎 せ ん 刺 ま た は Ｌ Ｐ １ ） （ さ ら な る 詳 細 は 表 ７ 参 照 ） 。 大 部 分 の 患 者 に 関 し
て す べ て の 時 点 に お い て 残 り の 試 料 が 利 用 で き な か っ た 。 失 わ れ た 値 は 小 児 の 疾 病 の 状 態
に よ る の で は な く 、 サ ン プ リ ン グ ま た は 試 料 の 保 存 の 間 の 人 為 的 要 因 に よ る も の で あ っ た
。
　 診 断 ワ ー ク ア ッ プ の た め の ベ ー ス ラ イ ン ま た は 化 学 療 法 の Ｉ Ｔ 投 与 直 前 の い ず れ か に お
い て 、 ル ー チ ン な 分 析 の た め に 腰 椎 せ ん 刺 を 行 っ た 。 別 々 の ポ リ プ ロ ピ レ ン チ ュ ー ブ に ５
ｍ ｌ の Ｃ Ｓ Ｆ を 集 め た 。 １ の 試 料 を 即 座 に １ ５ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ２ 分 間 遠 心 分 離 し て 細 胞 お よ
び 他 の 不 溶 性 物 質 を 除 去 し た 。 引 き 続 い て 行 う 分 析 の た め に 上 清 を － ７ ０ ℃ で 保 存 し た 。
凍 結 ／ 融 解 サ イ ク ル の 数 を 最 小 限 と し た 。 ル ー チ ン な Ｃ Ｓ Ｆ 測 定 は 、 細 胞 学 的 項 目 、 蛋 白
濃 度 、 グ ル コ ー ス 等 を 包 含 し た 。
　 診 断 群 に か か わ ら ず す べ て の 神 経 学 的 マ ー カ ー の デ ー タ に 関 す る 正 規 化 が 拒 否 さ れ た の
で 、 非 パ ラ メ ト リ ッ ク 統 計 を 分 析 に 使 用 し た 。 Kruskal-Wallis検 定 を 用 い て 、 エ フ ェ ク ト
変 数 （ タ ウ 、 ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン 、 蛋 白 等 ） に 関 す る 群 の 差 異 を 調 べ た 。 Wilcoxonサ イ ン
ド ラ ン ク ス 検 定 、 マ ッ チ ド － ペ ア ー （ Wilcoxon signed ranks test, matched-pairs） を
用 い て 、 最 初 の 診 断 Ｌ Ｐ と そ の 後 の Ｌ Ｐ と の 間 の 相 違 を チ ェ ッ ク し た 。 Prismソ フ ト ウ ェ
ア ｖ ２ ． ０ １ （ Graphpad Software Inc., San Diego, CA, USA） 、 Systatバ ー ジ ョ ン ７ （
SPSS, Chicago, IL, USA） を 用 い て 分 析 を 行 っ た 。
【 ０ １ ２ ７ 】

　 ま ず 、 感 染 性 疾 患 （ し か し な が ら 、 ウ イ ル ス お よ び 細 菌 培 養 陰 性 ） （ ｎ ＝ ４ ） の 小 児 か
ら 得 た Ｃ Ｓ Ｆ 試 料 に 関 し て タ ウ の 正 常 な 上 限 を 調 べ た 。 １ 人 の 患 者 は 非 常 に 局 部 的 な 網 膜
芽 細 胞 腫 を 有 し 、 １ 人 の 小 児 は 家 族 性 Ｈ Ｌ Ｈ に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ た 者 で あ っ た 。
対 照 小 児 に お け る 平 均 タ ウ 値 は １ ０ ６ ． ２ ｐ ｇ ／ ｍ ｌ （ ９ ５ ％  Ｃ Ｉ ＝ ３ ４ ． ３ ～ １ ７ ８
． ０ ） で あ っ た 。 任 意 の カ ッ ト オ フ 正 常 値 は ３ １ ２ ｐ ｇ ／ ｍ ｌ （ 平 均 ＋ ３ Ｓ Ｄ ） で あ り 、
そ れ は 成 人 に お い て 観 察 さ れ る 値 の 範 囲 内 で あ る 。 正 常 成 人 対 照 の ８ ０ ％ が ３ ５ ２ ｐ ｇ ／
ｍ ｌ 未 満 の タ ウ 値 を 有 す る が 、 ４ ２ ５ ｐ ｇ ／ ｍ ｌ （ ｐ ２ ５ － ｐ ７ ５ ： ２ ７ ４ － ７ １ ３ ， ｎ
＝ １ ５ ０ ） が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 患 者 の メ ジ ア ン タ ウ レ ベ ル で あ る （ Hulstaert et al.,199
9） 。 ま ず 、 患 者 数 に 関 係 な く 試 料 を 分 析 し 、 そ の 後 、 １ の 患 者 か ら 得 た す べ て の 試 料 を
１ の イ ム ノ プ レ ー ト 上 で さ ら に 分 析 し た 。 １ ０ ４ 個 の 試 料 の セ ッ ト に 関 す る 第 １ の ア プ ロ
ー チ と 第 ２ の ア プ ロ ー チ と の 間 の 相 関 係 数 は ０ ． ９ ０ １ （ ９ ５ ％  Ｃ Ｉ ： ０ ． ８ ５ ６ － ０
． ９ ３ ３ ） で あ っ た 。
　 診 断 時 の タ ウ レ ベ ル を 患 者 の 各 サ ブ グ ル ー プ に 関 し て 分 析 し た （ 図 ９ ） 。 診 断 時 の タ ウ
レ ベ ル は ６ ６ か ら １ ５ ０ ０ ｐ ｇ ／ ｍ ｌ の 範 囲 で あ っ た 。 タ ウ 、 ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン 、 β －
ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） 、 β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ０ ） 、 血 清 Ｌ Ｄ Ｈ お よ び Ｃ Ｓ Ｆ 白 血 球
カ ウ ン ト に 関 す る デ ー タ （ 図 １ ０ ） は 、 ダ ウ ン 症 候 群 を 有 す る ま た は 有 し な い 患 者 群 に お
い て 、 あ る い は 診 断 群 間 に お い て 、 明 ら か な 相 違 を 示 さ な い 。 さ ら に 、 タ ウ レ ベ ル と Ｗ Ｂ
Ｃ ま た は Ｌ Ｄ Ｈ レ ベ ル と の 間 に も 相 関 関 係 が 見 出 さ れ な か っ た 。 タ ウ 濃 度 と 小 児 の 年 齢 と
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価
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の 間 に も 有 意 な 相 関 関 係 が 見 出 さ れ な か っ た 。 ２ 人 の Ｍ Ｄ Ｓ 患 者 、 明 ら か な Ｃ Ｎ Ｓ 侵 襲 （
Ｃ Ｎ Ｓ ＋ ） で あ る が Ａ Ｍ Ｌ で な い 小 児 は 、 診 断 時 に お い て タ ウ レ ベ ル が 著 し く 上 昇 し て い
た 。 ま た 、 後 方 窩 に お け る 髄 芽 細 胞 腫 の た め に 頭 蓋 内 圧 が 上 昇 し て 入 院 し た ３ 人 の 患 者 か
ら 、 段 階 分 け の た め に Ｃ Ｓ Ｆ を 取 っ た と こ ろ 、 非 常 に 高 い Ｃ Ｓ Ｆ － タ ウ 濃 度 で あ っ た （ ８
２ ３ 、 １ ３ ９ ７ 、 １ ５ ０ ０ ） 。 し か し な が ら 、 非 Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ ／ Ｎ Ｈ Ｌ を 有 す る ２ １ 人 中 ７
人 の 小 児 、 非 常 に 高 い 危 険 性 を 有 す る 非 Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ ／ Ｎ Ｈ Ｌ 患 者 ４ 人 の う ち １ 人 、 Ａ Ｍ Ｌ
の 患 者 ４ 人 の う ち ２ 人 、 お よ び Ｂ 細 胞 Ｎ Ｈ Ｌ の 患 者 ８ 人 の う ち ２ 人 が ３ １ ２ ｐ ｇ ／ ｍ ｌ 以
上 の タ ウ レ ベ ル を 有 し て い た が 、 古 典 的 な 診 断 手 順 を 用 い る と Ｃ Ｎ Ｓ 侵 襲 は 検 出 さ れ な か
っ た 。
　 非 Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ ／ Ｎ Ｈ Ｌ を 有 す る ２ ７ 人 の 患 者 あ る い は Ｂ 細 胞  Ｎ Ｈ Ｌ を 有 す る ９ 人 の 患 者
に 関 し て は （ デ ー タ 示 さ ず ） 、 白 血 球 カ ウ ン ト （ ｐ ＝ ０ ． ９ ３ ５ ， ｎ ＝ ４ ０ ） ま た は 血 清
Ｌ Ｄ Ｈ （ ｐ ＝ ０ ． ８ ５ ５ ， ｎ ＝ ３ ９ ） に よ っ て 反 映 さ れ る よ う に 、 診 断 時 の タ ウ レ ベ ル は
腫 瘍 負 荷 と 相 関 関 係 が な か っ た 。 Ｌ Ｐ １ に お い て 、 タ ウ と ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン と の 間 の 非
常 に 有 意 な 相 関 関 係 が 存 在 し ［ ｒ ＝ ０ ． ７ ９ ３ ； ９ ５ ％  Ｃ Ｉ ： ０ ． ６ ５ ８ － ０ ． ９ ２ ８
， ｎ ＝ ５ ０ ］ 、 両 方 の 蛋 白 の 分 泌 が あ る 程 度 相 互 関 係 が あ る こ と が 示 さ れ た 。 タ ウ と β －
ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） と の 間 に は 相 関 関 係 が 見 ら れ な か っ た （ ｐ ＝ ０ ． １ ０ ３ ２ ， ｎ ＝
５ ２ ） 。
【 ０ １ ２ ８ 】

　 化 学 療 法 に よ り 誘 導 さ れ た Ｃ Ｓ Ｆ 中 の タ ウ の 増 加 に 関 す る 最 も 明 確 な 相 違 が Ｂ 細 胞 Ｎ Ｈ
Ｌ 患 者 に お い て 検 出 さ れ た 。 ベ ー ス ラ イ ン 試 料 お よ び ９ 日 目 の Ｌ Ｐ （ ＝ Ｌ Ｐ ２ ） に お け る
フ ォ ロ ー ア ッ プ 試 料 の 両 方 が 利 用 可 能 で あ っ た ３ 人 の 患 者 に 関 す る 結 果 を 図 １ １ ａ に 示 す
。 ９ 日 目 、 す な わ ち Ｉ Ｖ  Ｍ Ｔ Ｘ お よ び ビ ン ク リ ス チ ン と と も に Ｍ Ｔ Ｘ お よ び ヒ ド ロ コ ル
チ ゾ ン を Ｉ Ｔ 投 与 し た 後 に は 、 す で に 最 大 タ ウ 増 加 が 測 定 可 能 で あ っ た 。 タ ウ の さ ら な る
増 加 は そ の 後 測 定 さ れ な か っ た 。 ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン （ 図 １ １ ｂ ） お よ び ニ ュ ー ロ ン 特 異
的 エ ノ ラ ー ゼ （ 図 １ １ ｃ ） に 関 す る 同 様 の 知 見 に よ っ て も 、 化 学 療 法 に よ り 誘 導 さ れ た 神
経 代 謝 活 性 に 対 す る 効 果 が 確 認 さ れ た 。 さ ら に 、 タ ウ と ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン と の 間 （ r=0.
722, 95% CI: 0.553-0.834, n=49） あ る い は ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン と ニ ュ ー ロ ン 特 異 的 エ ノ
ラ ー ゼ と の 間 （ r=0.622, 95% CI: 0.247-0.835, n=20） に 明 確 な 相 関 関 係 が あ っ た 。
【 ０ １ ２ ９ 】

　 全 治 療 期 間 に わ た る デ ー タ （ 前 後 試 料 ） が 、 EORTCプ ロ ト コ ル 58881に よ り 治 療 を 受 け た
１ ３ 人 の 非 Ｂ 細 胞 Ａ Ｌ Ｌ 患 者 に 関 し て 利 用 可 能 で あ っ た 。 個 々 の 患 者 に つ い て 、 異 な る フ
ェ ー ズ ま た は 治 療 に 関 す る メ ジ ア ン タ ウ 値 を 図 １ ２ ａ に 示 す 。 治 療 前 （ Ｌ Ｐ １ ） と 比 較 し
て （ ｐ ＝ ０ ． ０ ４ ８ ） 、 あ る い は メ ン テ ナ ン ス 期 間 と 比 較 し て （ ｐ ＝ ０ ． ０ ４ ０ ） 、 誘 導
期 間 中 に タ ウ レ ベ ル が 有 意 に 増 加 し た 。 １ 人 の 患 者 は 治 療 開 始 前 か ら す で に タ ウ レ ベ ル が
上 昇 し て お り （ ８ ９ ３ ｐ ｇ ／ ｍ ｌ ） 、 お そ ら く 神 経 学 的 機 能 不 全 が す で に 開 始 し て い た こ
と を 反 映 す る も の で あ ろ う 。 ま た 、 治 療 前 と 誘 導 期 間 と の 間 の ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン レ ベ ル
の 増 加 傾 向 も あ っ た （ 図 １ ２ ｂ ） 。 治 療 開 始 時 に 高 い タ ウ レ ベ ル が 存 在 し た 患 者 も ま た 、
化 学 療 法 開 始 時 に お い て 高 い ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン レ ベ ル を 示 し た 。 Ｌ Ｐ １ お よ び Ｌ Ｐ ２ に
関 す る Ｎ Ｓ Ｅ の デ ー タ が 利 用 可 能 で あ っ た ２ 人 の 患 者 に お い て ［ LP1 (4.0 ng/ml, 3.4 ng
/ml); LP2 (11.7 ng/ml, 9.6 ng/ml)］ 、 Ｎ Ｓ Ｅ の 明 確 な 増 加 が 観 察 さ れ た 。
　 非 Ｂ 細 胞 Ａ Ｌ Ｌ 患 者 か ら の す べ て の デ ー タ の 分 析 に よ り 、 誘 導 期 間 に お い て 最 高 タ ウ 濃
度 が 見 ら れ る こ と が 明 ら か と な っ た 。 誘 導 期 間 中 、 分 析 し た 試 料 の ４ １ ％ （ ２ ８ ／ ６ ８ ）
が ５ ０ ０ ｐ ｇ ／ ｍ ｌ よ り も 高 か っ た 。 そ の 後 、 イ ン タ ー バ ル 期 間 に お い て こ の パ ー セ ン テ
ー ジ は １ ８ ． ９ ％ （ １ ４ ／ ７ ４ ） ま で 低 下 し 、 再 誘 導 期 間 中 に １ ６ ． ７ ％ （ ３ ／ １ ８ ） と
な り 、 最 後 に 、 メ ン テ ナ ン ス 期 間 中 に ９ ． ７ ％ （ ７ ／ ７ ２ ） と な っ た （ 図 １ ３ ａ ） 。 治 療
開 始 前 に す で に 上 昇 し た タ ウ （ ＞ ５ ０ ０ ｐ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 有 し て い た ３ 人 の 患 者 に お け る タ
ウ 値 は 化 学 療 法 後 に 正 常 化 し た 。 β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） 、 非 Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ 患 者 に お け
る ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン お よ び Ｎ Ｓ Ｅ レ ベ ル に 関 す る デ ー タ を 図 １ ３ ｂ 、 図 １ ３ ｃ お よ び 図
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１ ３ ｄ に そ れ ぞ れ 示 す 。 こ こ で も や は り タ ウ と ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン （ r=0.658, 95% CI = 
0.580-0.725,n=251） ま た は Ｎ Ｓ Ｅ （ r=0.589, 95% CI = 0.363-0.749, n=47） と の 間 に 明
確 な 相 関 関 係 が あ っ た 。
　 非 常 に 高 い 危 険 性 を 有 す る ５ 人 の 非 Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ 小 児 を 、 本 研 究 に お い て 長 期 に わ た り 試
験 し た 。 最 初 の 治 療 フ ェ ー ズ は EORTC 58881と 同 様 で あ っ た 。 同 様 の 化 学 療 法 に よ り 誘 導
さ れ た タ ウ レ ベ ル の 変 化 が ５ 人 中 ４ 人 の 患 者 に お い て 観 察 さ れ 、 タ ウ と ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ
ン と の 間 の 高 く 有 意 な 相 関 関 係 も 観 察 さ れ た （ n=55; r=0.880, 95% CI: 0.802-0.929） 。
　 １ 人 の ダ ウ ン 症 候 群 － 非 Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ 患 者 は 診 断 時 に ７ ０ ｐ ｇ ／ ｍ ｌ の タ ウ 濃 度 を 有 し て
い た 。 す べ て の 非 Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ 患 者 に お け る 平 均 タ ウ 増 加 は 、 長 期 研 究 の ８ 日 目 で ２ ５ ０ ％
（ 95% CI = 130%  370%, n=13） 、 ２ １ 日 目 で ２ ０ ０ ％ （ 95% CI = 150%-260%, n=8） で あ
っ た が 、 ダ ウ ン 症 候 群 患 者 の タ ウ 増 加 パ ー セ ン テ ー ジ は ８ 日 目 お よ び ２ １ 日 目 に お い て そ
れ ぞ れ ８ ２ ０ ％ お よ び １ ２ ０ ０ ％ で あ っ た 。
　 高 い 白 血 球 負 荷 （ ６ １ ０ ０ ０ ０ Ｗ Ｂ Ｃ ／ ｍ ｍ ３ ） の た め 、 １ 人 の 特 別 な 患 者 を 、 １ 日 目
に Ｉ Ｔ  Ｍ Ｔ Ｘ を 使 用 せ ず に プ レ ド ニ ソ ロ ン で ８ 日 間 治 療 し た 。 治 療 ８ 日 後 に タ ウ レ ベ ル
は 低 い ま ま 、 す な わ ち １ ５ ５ ｐ ｇ ／ ｍ ｌ で あ っ た 。 そ の 後 、 こ の 患 者 は 他 の 非 Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ
患 者 と 同 様 に EORTCプ ロ ト コ ル （ 次 の 週 か ら Ｍ Ｔ Ｘ を Ｉ Ｔ 注 射 す る こ と を 含 む ） に 入 っ た
。 タ ウ レ ベ ル は 急 激 に 増 加 し 、 １ ２ 、 １ ５ 、 １ ８ 、 ２ ２ お よ び ４ ４ 日 目 に は そ れ ぞ れ ７ ４
４ 、 ９ ４ ８ 、 １ １ ２ ０ 、 ８ ６ １ お よ び １ ０ ２ ３ ｐ ｇ ／ ｍ ｌ と な っ た 。 別 の セ ン タ ー で 治 療
を 受 け 、 Ｍ Ｔ Ｘ で の 治 療 後 に 明 ら か な 神 経 毒 性 に 苦 し ん で お り 、 し か も 両 側 麻 痺 で あ っ た
小 児 か ら １ の Ｃ Ｓ Ｆ 試 料 が 利 用 可 能 で あ っ た 。 こ の 小 児 の タ ウ お よ び ミ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン
の レ ベ ル は 使 用 し た 最 高 標 準 値 （ タ ウ に つ い て １ ５ ０ ０ ｐ ｇ ／ ｍ ｌ 、 ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン
に つ い て ８ ０ ０ ０ ｐ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 超 え 、 大 規 模 な 神 経 変 性 を 反 映 し て い た 。
【 ０ １ ３ ０ 】

　 図 １ ４ ａ は 、 Ａ Ｍ Ｌ を 有 す る 個 々 の 患 者 に お け る タ ウ の 消 長 を 示 す 。 患 者 １ １ 、 １ ２ お
よ び ２ ３ は 治 療 期 間 中 有 意 な タ ウ の 増 加 を 示 さ な か っ た （ 表 ７ ｃ ） 。 １ 日 目 お よ び ８ 日 目
に Ｌ Ｐ を 取 っ た 患 者 １ ２ は 激 し い 疾 病 を 有 し て お り 、 骨 髄 移 植 後 間 も な く 死 亡 し た 。 ダ ウ
ン 症 候 群 の ２ 人 の 患 者 の う ち １ 人 か ら 、 長 期 に わ た る デ ー タ が 利 用 可 能 で あ り 、 こ の 患 者
は ３ ０ ０ ｐ ｇ ／ ｍ ｌ を わ ず か に 上 回 る タ ウ レ ベ ル を 有 し て お り 、 患 者 １ １ お よ び ２ ３ の Ｃ
Ｓ Ｆ 中 の タ ウ レ ベ ル の 消 長 と は 対 照 的 で あ っ た 。 診 断 時 に Ｃ Ｎ Ｓ 侵 襲 の 証 拠 が あ っ た 患 者
６ ９ は Ｃ Ｓ Ｆ 中 の タ ウ お よ び ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン の 劇 的 な 増 加 を 示 し た （ 図 １ ４ ｂ ） 。 こ
の 小 児 は ま だ 治 療 中 で あ り 、 現 在 完 全 に 軽 快 し て い る 。
【 ０ １ ３ １ 】

　 我 々 は 、 長 期 の 研 究 に お い て 、 体 液 中 の タ ウ 、 ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン お よ び Ｎ Ｓ Ｅ レ ベ ル
の 有 意 な 増 加 を 見 出 し 、 そ れ は 化 学 療 法 に 関 連 し た 神 経 の ダ メ ー ジ を 反 映 し て い る 可 能 性
が 最 も 高 く 、 主 に Ｉ Ｖ  コ ル チ コ ス テ ロ イ ド お よ び 化 学 療 法 剤 と 組 み 合 わ せ て Ｉ Ｔ  Ｍ Ｔ Ｘ
を 投 与 し た 場 合 に 誘 導 さ れ た が 、 イ ン タ ー バ ル 治 療 期 間 中 の 高 用 量 の Ｉ Ｖ お よ び Ｉ Ｔ  Ｍ
Ｔ Ｘ 投 与 期 間 中 に は 誘 導 さ れ な か っ た 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ １ ３ ２ 】

　 周 産 期 仮 死 は 神 経 損 傷 に 関 連 し て い る 可 能 性 が あ る 。 電 脳 図 お よ び 神 経 放 射 線 学 的 デ ー
タ に 加 え て 、 Ｃ Ｓ Ｆ 神 経 学 的 マ ー カ ー は 低 酸 素 － 虚 血 イ ベ ン ト を 評 価 す る 際 の 臨 床 デ ー タ
を 補 完 し う る も の で あ る （ Garcia-Alix, 1994） 。 変 化 し た 脳 の 代 謝 活 性 は Ｃ Ｓ Ｆ 中 の 成
分 の 変 化 を 反 映 す る も の で あ る と い う 証 拠 が 増 え つ つ あ る 。 Ｃ Ｓ Ｆ マ ー カ ー の 周 産 期 レ ベ
ル お よ び 仮 死 に よ る 変 化 の 分 布 を 評 価 す る 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ １ ３ ３ 】
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Ａ Ｍ Ｌ の 治 療 期 間 中 に お け る 神 経 学 的 マ ー カ ー の レ ベ ル

結 論

実 施 例 ６ ： 周 産 期 仮 死 に よ り 生 じ た 脳 損 傷 の 診 断 の た め の 組 み 合 わ せ ア ッ セ イ

実 施 例 ７ ： ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 特 異 的 検 出 お よ び 対 照 患 者 と ア ル ツ ハ イ マ ー 患 者 と の 分 別



　 １ ０ ９ の 個 体 か ら Ｃ Ｓ Ｆ を 得 た 。 個 体 を ４ 群 に 分 け た ： （ ｉ ） 痴 呆 に 関 す る 神 経 学 的 対
照 と 定 義 さ れ る 群 （ ｎ ＝ ７ ０ ） 。 こ の 群 は 、 多 発 性 硬 化 症 、 Guillan-Barre症 候 群 、 多 発
性 ニ ュ ー ロ パ シ ー お よ び て ん か ん の 患 者 を 含 ん で い た 。 他 の 群 は 、 （ ｉ ｉ ） 記 憶 障 害 の 老
人 患 者 （ ｎ ＝ ７ ） 、 （ ｉ ｉ ｉ ） ア ル ツ ハ イ マ ー 病 （ Ａ Ｄ ） 患 者 （ ｎ ＝ ２ ７ ） 、 お よ び （ ｉ
ｖ ） 血 管 性 痴 呆 （ Ｖ Ａ Ｄ ） の 患 者 （ ｎ ＝ ５ ） か ら な っ て い た 。 International Classifica
tion of Diseases, version 9 (Manual of the international statistical classificat
ion of diseases, injuries, and causes of death: based on recommendations of the 
Ninth Revision Conference; 1975, and adopted by the Twenty-Ninth World Health As
sembly. Geneva: World Health Organization, 1977)に よ り 決 定 さ れ た 判 断 基 準 に 従 っ て
す べ て の 患 者 を 診 断 し た 。 Ａ Ｄ 群 に お い て 、 ２ 人 の 患 者 は １ の 家 族 か ら の 者 で あ り 、 プ レ
セ ニ リ ン 変 異 に よ り 疾 病 の 早 期 発 症 が わ か っ て い る 。 こ れ ら の 患 者 の う ち １ 人 は 徴 候 前 で
あ っ た 。
　 神 経 学 的 試 験 の 一 環 と し て Ｃ Ｓ Ｆ を ル ー チ ン に 採 取 し た 。 Ｃ Ｓ Ｆ の 残 り に つ い て す べ て
の 試 験 を 行 っ た 。 ポ リ プ ロ ピ レ ン チ ュ ー ブ 中 に 正 し く 保 存 さ れ 、 １ 回 だ け 凍 結 さ れ た Ｃ Ｓ
Ｆ 試 料 に お い て の み β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） を 測 定 し た 。
【 ０ １ ３ ４ 】

　 こ れ ら の 患 者 の Ｃ Ｓ Ｆ 中 の タ ウ 、 β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） お よ び ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ
ン （ Ｇ Ａ Ｐ － ４ ３ ） を 調 べ た 。 各 群 の 平 均 Ｃ Ｓ Ｆ レ ベ ル を 表 ８ に 示 す 。 β － ア ミ ロ イ ド （

１ － ４ ２ ） 、 タ ウ お よ び ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン の 個 人 レ ベ ル を 図 １ ５ ａ 、 １ ５ ｂ お よ び １ ５
ｃ に そ れ ぞ れ 示 す 。
　 Ａ Ｄ 患 者 に お い て Ｃ Ｓ Ｆ － タ ウ お よ び Ｃ Ｓ Ｆ － β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） が 有 意 に 変
化 し て い た 。 ま た 、 Ａ Ｄ に お い て Ｃ Ｓ Ｆ － ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン が 有 意 に 増 加 し て い た 。 対
照 的 に 、 老 人 性 記 憶 障 害 患 者 に お い て は Ｃ Ｓ Ｆ － ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン に お け る 有 意 な 影 響
は 観 察 さ れ な か っ た が 、 対 照 患 者 と 比 較 し て Ｃ Ｓ Ｆ － タ ウ レ ベ ル が 有 意 に 増 加 し て い た 。
７ 人 の 記 憶 障 害 患 者 の う ち ３ 人 が 対 照 群 に よ り 決 定 さ れ た 最 大 レ ベ ル （ ２ ８ ０ ｐ ｇ ／ ｍ ｌ
） よ り も 高 い Ｃ Ｓ Ｆ － タ ウ レ ベ ル を 有 し て い た 。 正 し く な い 保 存 の た め 、 Ｃ Ｓ Ｆ － β － ア
ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） レ ベ ル は ３ 人 の 記 憶 障 害 の 患 者 に お い て し か 調 べ る こ と が で き な か
っ た 。 ３ 人 の 患 者 の う ち ２ 人 に お い て 、 ３ ０ ０ ｐ ｇ ／ ｍ ｌ 未 満 の レ ベ ル が み ら れ た 。 こ れ
ら の 患 者 の う ち １ 人 は 上 昇 し た Ｃ Ｓ Ｆ － タ ウ レ ベ ル も 有 し て い た 。 他 の 患 者 は ２ ７ ８ ｐ ｇ
／ ｍ ｌ の Ｃ Ｓ Ｆ － タ ウ レ ベ ル を 有 し て お り 、 す な わ ち 、 対 照 群 に よ り 決 定 さ れ た 最 大 レ ベ
ル よ り も わ ず か に 低 か っ た 。 徴 候 前 の 家 族 性 Ａ Ｄ 患 者 に お い て 、 ３ ２ ７ ｐ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｃ Ｓ
Ｆ － タ ウ レ ベ ル に ま で 増 加 し て お り 、 β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） レ ベ ル は ３ ０ ０ ｐ ｇ ／
ｍ ｌ 未 満 で あ っ た 。 少 な い 記 憶 障 害 個 体 の 試 料 に つ い て の こ の 分 析 は 、 タ ウ 、 β － ア ミ ロ
イ ド （ １ － ４ ２ ） お よ び ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン の 組 み 合 わ せ 使 用 は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 存 在
に 関 す る よ り 良 い イ ン ジ ケ ー タ ー で あ る こ と を 示 す 。 統 計 学 的 に 有 意 で あ る よ う に 、 １ 群
あ た り よ り 多 数 の 試 料 を 分 析 中 で あ る （ １ の 診 断 群 あ た り 少 な く と も ５ ０ の 試 料 ） 。
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ １ ３ ５ 】

　 ６ ０ 人 の ア ル ツ ハ ー マ ー 病 患 者 、 ２ ３ 人 の パ ー キ ン ソ ン 病 患 者 お よ び 年 齢 の 合 っ た ３ ２
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の た め の 、 神 経 学 的 マ ー カ ー と し て Ｃ Ｓ Ｆ － ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン 、 Ｃ Ｓ Ｆ － タ ウ お よ び Ｃ
Ｓ Ｆ － β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） を 用 い る 組 み 合 わ せ ア ッ セ イ
７ ． １ 　 患 者 お よ び 対 照 患 者

７ ． ２ 　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 特 異 的 検 出 お よ び 対 照 患 者 と ア ル ツ ハ イ マ ー 患 者 と の 分 別 の
た め の 組 み 合 わ せ ア ッ セ イ の 評 価

実 施 例 ８ ： ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 特 異 的 検 出 、 対 照 患 者 と ア ル ツ ハ イ マ ー 患 者 と の 分 別 、 パ
ー キ ン ソ ン 病 の 特 異 的 検 出 、 対 照 患 者 と パ ー キ ン ソ ン 病 患 者 と の 分 別 の た め の 、 お よ び ア
ル ツ ハ イ マ ー 患 者 と パ ー キ ン ソ ン 病 患 者 の 分 別 の た め に 、 神 経 学 的 マ ー カ ー と し て Ｃ Ｓ Ｆ
－ ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン 、 Ｃ Ｓ Ｆ － タ ウ お よ び Ｃ Ｓ Ｆ － β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） を 用 い
る 組 み 合 わ せ ア ッ セ イ
８ ． １ 　 患 者 お よ び 対 照 患 者



人 の 対 照 患 者 か ら Ｃ Ｓ Ｆ を 得 た 。 こ れ ら の 患 者 の Ｃ Ｓ Ｆ 中 の タ ウ 、 β － ア ミ ロ イ ド （ １ －

４ ２ ） お よ び ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン （ Ｇ Ａ Ｐ － ４ ３ ） を 調 べ た 。 各 群 の 平 均 Ｃ Ｓ Ｆ レ ベ ル を
表 ９ に 示 す 。
【 ０ １ ３ ６ 】

　 対 照 と 比 較 す る と 、 Ａ Ｄ 患 者 に お い て タ ウ が 有 意 に 増 加 し て い た が 、 β － ア ミ ロ イ ド （

１ － ４ ２ ） レ ベ ル が 減 少 し て い た 。 Ｎ Ｍ レ ベ ル は 両 群 間 で 有 意 に は 異 な ら な か っ た 。 し か
し な が ら 、 Ｎ Ｍ と タ ウ の レ ベ ル は 有 意 に 相 関 関 係 が あ っ た （ 図 １ ６ ） 。 図 １ ６ は 、 Ａ Ｄ 患
者 に 関 す る 値 が 対 照 患 者 に 関 す る 値 と は 異 な る 可 能 性 を 示 す 。 後 退 判 別 分 析 （ backward d
iscriminant analysis） （ Marrisonら ,１ ９ ７ ６ 年 ） を 用 い て 、 タ ウ 、 β － ア ミ ロ イ ド （

１ － ４ ２ ） 、 ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン ま た は タ ウ ／ ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン の い す れ の 変 数 が 最 も
良 く ア ル ツ ハ イ マ ー 病 患 者 を 対 照 患 者 か ら 識 別 す る も の で あ る か を 調 べ た 。 変 数 タ ウ ／ ニ
ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン お よ び β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） を 選 択 し 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 患 者 ５ ８
人 中 ５ ５ 人 （ 感 度 ９ ４ ． ８ ％ 、 Ｃ Ｉ  ８ ５ ． ６ ％ ～ ９ ８ ． ９ ％ ） お よ び 対 照 患 者 ３ １ 人 中
３ ０ 人 （ 特 異 性 ９ ６ ． ８ ％ 、 Ｃ Ｉ  ８ ３ ． ３ ％ ～ ９ ９ ． ９ ％ ） を 正 し く 分 類 し た （ 図 １ ７
） 。 よ り 多 く の 試 料 を さ ら に 分 析 す れ ば 、 こ れ ら ３ つ の マ ー カ ー を 用 い る こ と に よ る ア ル
ツ ハ イ マ ー 病 の 診 断 の 統 計 学 的 に 有 意 な 改 善 が 可 能 に な る で あ ろ う 。
【 ０ １ ３ ７ 】

　 後 退 判 別 分 析 （ Morrison, 1976） を 用 い て 、 い ず れ の 変 数 が パ ー キ ン ソ ン 病 患 者 と 対 照
患 者 と を 最 適 に 識 別 す る も の で あ る か を 調 べ た 。 変 数 タ ウ ／ ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン お よ び β
－ ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） を 選 択 し た 。 パ ー キ ン ソ ン 病 患 者 ２ ３ 人 中 １ ４ 人 が 正 し く 分 類
さ れ （ 感 度 ６ ０ ． ９ ％ 、 Ｃ Ｉ  ３ ８ ． ６ ％ ～ ８ ０ ． ３ ％ ） 、 対 照 患 者 ３ １ 人 中 ２ ７ 人 が 正
し く 分 類 さ れ た （ 特 異 性 ８ ７ ． １ ％ 、 Ｃ Ｉ  ７ ０ ． ２ ％ ～ ９ ６ ． ４ ％ ） （ 図 １ ７ ） 。 よ り
多 く の 試 料 を さ ら に 分 析 す れ ば 、 こ れ ら ３ つ の マ ー カ ー を 用 い る こ と に よ る パ ー キ ン ソ ン
病 の 診 断 の 統 計 学 的 に 有 意 な 改 善 が 可 能 に な る で あ ろ う 。
【 ０ １ ３ ８ 】

　 β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） お よ び ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン を 選 択 し て 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病
患 者 を パ ー キ ン ソ ン 病 患 者 か ら 分 別 し 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 患 者 に つ い て 感 度 ９ ４ ． ８ ％ （
Ｃ Ｉ  ８ ５ ． ６ ～ ９ ８ ． ９ ％ ） 、 パ ー キ ン ソ ン 病 患 者 に つ い て 特 異 性 ７ ８ ． ３ ％ （ Ｃ Ｉ  ５
６ ． ３ ％ ～ ９ ２ ． ５ ％ ） で あ っ た 。 よ り 多 く の 試 料 を さ ら に 分 析 す れ ば 、 こ れ ら ３ つ の マ
ー カ ー を 用 い る こ と に よ る ア ル ツ ハ イ マ ー 病 と パ ー キ ン ソ ン 病 の 分 別 の 統 計 学 的 に 有 意 な
改 善 が 可 能 に な る で あ ろ う 。
【 実 施 例 ９ 】
【 ０ １ ３ ９ 】

　 ３ ０ ～ ４ ０ 人 の ア ル ツ ハ イ マ ー 患 者 、 １ ０ ～ ２ ０ 人 の レ ー ビ ー 小 体 痴 呆 患 者 お よ び １ ０
～ ２ ０ 人 の 年 齢 の 合 っ た 対 照 か ら Ｃ Ｓ Ｆ を 得 る 。
【 ０ １ ４ ０ 】

　 患 者 群 お よ び 対 照 群 か ら の Ｃ Ｓ Ｆ 中 の α － シ ヌ ク レ イ ン 濃 度 を 定 量 す る 。 レ ー ビ ー 小 体
痴 呆 群 の α － シ ヌ ク レ イ ン レ ベ ル に 関 す る 値 の 平 均 値 と ア ル ツ ハ イ マ ー 病 群 の α － シ ヌ ク
レ イ ン レ ベ ル に 関 す る 値 の 平 均 値 と の 有 意 な 相 違 に よ り 、 両 方 の タ イ プ の 痴 呆 を 分 別 す る
こ と が 可 能 で あ る 。 α － シ ヌ ク レ イ ン の 定 量 と 少 な く と も ２ 種 の 他 の 神 経 学 的 マ ー カ ー （
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８ ． ２ 　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 特 異 的 検 出 お よ び 対 照 患 者 と ア ル ツ ハ イ マ ー 病 患 者 と の 分 別
の た め の 組 み 合 わ せ ア ッ セ イ の 評 価

８ ． ３ 　 パ ー キ ン ソ ン 病 の 特 異 的 検 出 お よ び 対 照 患 者 と パ ー キ ン ソ ン 病 患 者 と の 分 別 の た
め の 組 み 合 わ せ ア ッ セ イ の 評 価

８ ． ４ 　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 患 者 と パ ー キ ン ソ ン 病 患 者 と を 分 別 す る た め の 組 み 合 わ せ ア ッ
セ イ の 評 価

実 施 例 ９ ： レ ー ビ ー 小 体 痴 呆 と ア ル ツ ハ イ マ ー 病 と の 間 の 分 別 を 行 う た め の 神 経 学 的 マ ー
カ ー と し て の Ｃ Ｓ Ｆ － α － シ ヌ ク レ イ ン の 使 用
９ ． １ 　 患 者 お よ び 対 照 患 者

９ ． ２ 　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 と レ ー ビ ー 小 体 痴 呆 と の 分 別 診 断 の た め の ア ッ セ イ



タ ウ お よ び β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） の ご と き ） の 定 量 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 、 ア
ル ツ ハ イ マ ー 病 と レ ー ビ ー 小 体 痴 呆 と の 分 別 が さ ら に 改 善 さ れ る 。
【 実 施 例 １ ０ 】
【 ０ １ ４ １ 】

　 ３ ０ ～ ４ ０ 人 の 前 頭 側 頭 葉 痴 呆 患 者 お よ び １ ０ ～ ２ ０ 人 の 年 齢 の 合 っ た 対 照 か ら Ｃ Ｓ Ｆ
を 得 る 。
【 ０ １ ４ ２ 】

　 前 頭 側 頭 葉 痴 呆 患 者 お よ び 対 照 患 者 の Ｃ Ｓ Ｆ 中 の β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） 、 タ ウ お
よ び ホ ス ホ － タ ウ の レ ベ ル を 定 量 す る 。 対 照 患 者 の タ ウ お よ び ホ ス ホ － タ ウ の レ ベ ル の 平
均 値 と 比 較 し た 場 合 、 前 頭 側 頭 葉 痴 呆 患 者 の タ ウ お よ び ホ ス ホ － タ ウ の レ ベ ル の 平 均 値 が
有 意 に 増 加 し て い る 。 前 頭 側 頭 葉 痴 呆 患 者 は 、 対 照 患 者 と 比 較 す る と 、 β － ア ミ ロ イ ド （

１ － ４ ２ ） の レ ベ ル 低 下 を 示 す 。
【 実 施 例 １ １ 】
【 ０ １ ４ ３ 】

　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 血 管 性 疾 患 の 患 者 ３ ０ ～ ４ ０ 人 、 他 の 形 態 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 患 者
３ ０ ～ ４ ０ 人 お よ び 年 齢 の 合 っ た 対 照 １ ０ ～ ２ ０ 人 か ら Ｃ Ｓ Ｆ お よ び 血 漿 を 得 る 。
【 ０ １ ４ ４ 】

　 血 管 性 疾 患 の 患 者 、 他 の 形 態 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 患 者 、 な ら び に 対 照 患 者 の Ｃ Ｓ Ｆ 中
の タ ウ お よ び β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） の レ ベ ル な ら び に 血 漿 中 の β － ア ミ ロ イ ド （ １

－ ４ ２ ） の レ ベ ル を 定 量 す る 。 血 漿 － β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） 、 Ｃ Ｓ Ｆ － タ ウ お よ び
Ｃ Ｓ Ｆ － β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） の 定 量 的 に 異 な っ た レ ベ ル は 、 血 管 性 疾 患 の 患 者 と
他 の 形 態 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 患 者 と の 分 別 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
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経 学 的 マ ー カ ー と し て 使 用 す る 組 み 合 わ せ ア ッ セ イ
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【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ １ ４ ６ 】
　 本 発 明 は 、 例 え ば 、 神 経 変 性 疾 患 の 診 断 試 薬 の 製 造 分 野 、 神 経 変 性 の 研 究 用 試 薬 の 製 造
分 野 な ど に お い て 利 よ 可 能 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ４ ７ 】
【 図 １ 】 実 施 例 １ ． ３ に 記 載 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト で あ り 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 お よ び 対 照
の 脳 の 側 頭 皮 質 に お け る Ｒ ａ ｂ ３ ａ 免 疫 反 応 性 を 示 す 。 １ は １ ２ ． ８ μ ｌ の 対 照 患 者 Ｎ ｏ
． ３ ； ２ は ６ ． ４ μ ｌ の 対 照 患 者 Ｎ ｏ ． ３ ； ３ は ３ ． ２ μ ｌ の 対 照 患 者 Ｎ ｏ ． ３ ； ４ は １
． ６ μ ｇ の 対 照 患 者 Ｎ ｏ ． ３ ； ５ は １ ． ０ μ ｌ の 対 照 患 者 Ｎ ｏ ． ３ ； ６ は １ ０ μ ｌ の 対 照
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患 者 Ｎ ｏ ． ３ ； ７ は １ ０ μ ｌ の 患 者 Ｎ ｏ ． １ ； ８ は １ ０ μ ｌ の Ａ Ｄ  Ｎ ｏ ． ２ ； ９ は １ ０
μ ｌ の 対 照 患 者 Ｎ ｏ ． １ ； １ ０ は １ ０ μ ｌ の 対 照 患 者 Ｎ ｏ ． ２ ； １ １ は １ ０ μ ｌ の Ａ Ｄ 患
者 Ｎ ｏ ． ３ ； １ ２ は １ ０ μ ｌ の 対 照 患 者 Ｎ ｏ ． ４ 。
【 図 ２ ａ 】 脳 脊 髄 液 に お け る シ ナ プ ス 蛋 白 Ｒ ａ ｂ ３ ａ （ ａ ） お よ び Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ （ ｂ ） の
安 定 性 。 実 施 例 １ ． ５ に 記 載 の よ う に シ ナ プ ス 蛋 白 に 対 し て 特 異 的 な サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ
Ｓ Ａ に よ り シ ナ プ ス 蛋 白 の 分 解 を 定 量 し た 。 精 製 シ ナ プ ス 蛋 白 を Ｃ Ｓ Ｆ の プ ー ル に 添 加 し
、 ３ ７ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た （ リ ジ ェ ン ド ： Ｃ Ｓ Ｆ 中 の Ｒ ａ ｂ ３ ａ ） 。 対 照 と
し て 、 シ ナ プ ス 蛋 白 を 同 じ Ｃ Ｓ Ｆ の プ ー ル に 添 加 し 、 直 接 定 量 し た （ リ ジ ェ ン ド ： Ｒ ａ ｂ
３ ａ ； Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ ） 。 １ ％  Ｂ Ｓ Ａ 中 で の 安 定 性 も ア ッ セ イ し た （ 結 果 示 さ ず ） 。
【 図 ２ ｂ 】 脳 脊 髄 液 に お け る シ ナ プ ス 蛋 白 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ （ ｂ ） の 安 定 性 。 実 施 例 １ ． ５ に
記 載 の よ う に シ ナ プ ス 蛋 白 に 対 し て 特 異 的 な サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り シ ナ プ ス 蛋 白
の 分 解 を 定 量 し た 。 精 製 シ ナ プ ス 蛋 白 を Ｃ Ｓ Ｆ の プ ー ル に 添 加 し 、 ３ ７ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン し た （ リ ジ ェ ン ド ： Ｃ Ｓ Ｆ 中 の Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ ） 。 対 照 と し て 、 シ ナ プ ス 蛋 白 を
同 じ Ｃ Ｓ Ｆ の プ ー ル に 添 加 し 、 直 接 定 量 し た （ リ ジ ェ ン ド ： Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ ） 。 １ ％  Ｂ Ｓ
Ａ 中 で の 安 定 性 も ア ッ セ イ し た （ 結 果 示 さ ず ） 。
【 図 ３ 】 Transduction Labs(Lexington, KY, USA;カ タ ロ グ 番 号 S63320)か ら 得 た 抗 体 の α
－ シ ヌ ク レ イ ン に 対 す る 特 異 性 を 示 す 。 Ａ ： ク ー マ シ ー 染 色 ゲ ル ； Ｂ ： 抗 Ｈ ｉ ｓ モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 で 発 色 さ せ て す べ て の 生 成 物 の 発 現 が 明 ら か と な っ た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト ； Ｃ
： Transduction Labs(Lexington, KY, USA;カ タ ロ グ 番 号 S63320)か ら 得 た モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 で 発 色 し た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 。 レ ー ン １ ： α － シ ヌ ク レ イ ン を 発 現 す る イ ー ・ コ リ
； レ ー ン ２ ： β － シ ヌ ク レ イ ン を 発 現 す る イ ー ・ コ リ ； レ ー ン ３ ： γ － シ ヌ ク レ イ ン を 発
現 す る イ ー ・ コ リ ； レ ー ン ４ ： ニ ュ ー ロ ン 特 異 的 エ ノ ラ ー ゼ を 発 現 す る イ ー ・ コ リ を 用 い
た 対 照 レ ー ン レ ー ン ５ ： 分 子 量 標 準 ； レ ー ン ６ ： プ ラ ス ミ ド を 有 し な い イ ー ・ コ リ 株 。
【 図 ４ 】 ２ ０ ０ μ ｌ の Ｃ Ｓ Ｆ 中 の α － シ ヌ ク レ イ ン の 検 出 。 実 施 例 ２ ． ２ に 記 載 し た よ う
に 分 子 量 な ら び に Rotophorに よ り 等 電 点 に よ っ て プ ー ル し た Ｃ Ｓ Ｆ を 分 離 し た 。 Ｍ ： 分 子
量 マ ー カ ー ； Ｒ １ ： ｐ Ｉ ３ ； Ｒ ２ ： ｐ Ｉ ４ ； Ｒ ３ ： ｐ Ｉ ４ ． ５ ； Ｒ ４ ： ｐ Ｉ ４ ． ５ ； Ｒ ５
： ｐ Ｉ ５ ； Ｒ ６ ： ｐ Ｉ ５ ； Ｒ ７ ： ｐ Ｉ ５ ． ５ ； Ｒ ８ ： ｐ Ｉ ６ ； Ｒ ９ ： ｐ Ｉ ６ ； Ｒ １ ０ ： ｐ
Ｉ ６ ． ５ ； Ｒ １ １ ： ｐ Ｉ ６ ． ５ ； Ｒ １ ２ ： ｐ Ｉ ７ ； Ｒ １ ３ ： ｐ Ｉ ７ ； Ｒ １ ４ ： ｐ Ｉ ７ ． ５
。
【 図 ５ 】 α － シ ヌ ク レ イ ン な ら び に α － シ ヌ ク レ イ ン の カ ル ボ キ シ 末 端 に 対 す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 ３ Ｂ ５ お よ び ９ Ｂ ６ の マ ッ ピ ン グ に 使 用 し た 重 複 ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 。 ペ
プ チ ド の 合 成 に 使 用 し た カ ル ボ キ シ 末 端 部 分 を 太 字 で 示 す 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 な ら び に
市 販 抗 体 （ ク ロ ー ン 42,IgG1,Transduction Labs, Lexington, KY, USA） に よ り 認 識 さ れ
る ペ プ チ ド を 示 す 。
【 図 ６ 】 異 な る α － シ ヌ ク レ イ ン の カ ル ボ キ シ 末 端 ペ プ チ ド と モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ク ロ ー
ン ４ ２ と の 反 応 後 に 得 ら れ た 光 学 密 度 （ Ｏ Ｄ ） 。 実 施 例 ２ ． ４ に 記 載 し た イ ム ノ ア ッ セ イ
に お い て 光 学 密 度 を 測 定 し た 。 Ｘ 軸 上 の 数 （ １ ～ １ ２ ） は 図 ５ に 示 す ペ プ チ ド の 番 号 に 対
応 す る 。
【 図 ６ － １ 】 異 な る α － シ ヌ ク レ イ ン の カ ル ボ キ シ 末 端 ペ プ チ ド と モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ３
Ｂ ５ と の 反 応 後 に 得 ら れ た 光 学 密 度 （ Ｏ Ｄ ） 。 実 施 例 ２ ． ４ に 記 載 し た イ ム ノ ア ッ セ イ に
お い て 光 学 密 度 を 測 定 し た 。 Ｘ 軸 上 の 数 （ １ ～ １ ２ ） は 図 ５ に 示 す ペ プ チ ド の 番 号 に 対 応
す る 。
【 図 ６ － ２ 】 異 な る α － シ ヌ ク レ イ ン の カ ル ボ キ シ 末 端 ペ プ チ ド と モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ９
Ｂ ６ と の 反 応 後 に 得 ら れ た 光 学 密 度 （ Ｏ Ｄ ） 。 実 施 例 ２ ． ４ に 記 載 し た イ ム ノ ア ッ セ イ に
お い て 光 学 密 度 を 測 定 し た 。 Ｘ 軸 上 の 数 （ １ ～ １ ２ ） は 図 ５ に 示 す ペ プ チ ド の 番 号 に 対 応
す る 。
【 図 ７ 】 実 施 例 １ ． ６ お よ び ３ ． １ に 記 載 の サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 用 い て 測 定 し た 、
３ ２ 人 の Ａ Ｄ 患 者 、 ２ ０ 人 の 血 管 性 痴 呆 （ Ｍ Ｉ Ｄ ） 患 者 、 お よ び １ １ 人 の 対 照 の Ｃ Ｓ Ｆ 中
の Ｒ ａ ｂ ３ ａ お よ び タ ウ の レ ベ ル 。
【 図 ８ － １ 】 実 施 例 ４ ． １ に 記 載 さ れ た Ａ Ｄ 患 者 の Ｃ Ｓ Ｆ に お け る Ｒ ａ ｂ ３ ａ と Ｓ Ｎ Ａ Ｐ
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２ ５ と の 間 、 Ｒ ａ ｂ ３ ａ と β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） と の 間 の 関 係 。 実 施 例 １ ． ６ お よ
び ３ に 記 載 し サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 用 い て Ｒ ａ ｂ ３ ａ 、 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ 、 タ ウ お よ び β
－ ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） の レ ベ ル を 測 定 し た 。
【 図 ８ － ２ 】 実 施 例 ４ ． １ に 記 載 さ れ た Ａ Ｄ 患 者 の Ｃ Ｓ Ｆ に お け る Ｒ ａ ｂ ３ ａ と タ ウ と の
間 の 関 係 。 実 施 例 １ ． ６ お よ び ３ に 記 載 し サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 用 い て Ｒ ａ ｂ ３ ａ 、
Ｓ Ｎ Ａ Ｐ ２ ５ 、 タ ウ お よ び β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） の レ ベ ル を 測 定 し た 。
【 図 ９ 】 治 療 前 の 診 断 に お け る タ ウ 値 。 １ は Ａ Ｍ Ｌ （ ３ ） ； ２ は Ａ Ｍ Ｌ － Ｃ Ｎ Ｓ ＋ （ １ ）
； ３ は ダ ウ ン Ａ Ｍ Ｌ （ ２ ） ； ４ は 脊 髄 形 成 異 常 （ ２ ） ； ５ は そ の 他 ［ 髄 芽 細 胞 腫 （ ２ ） 、
横 紋 筋 肉 腫 （ ２ ） 、 頭 蓋 内 胚 細 胞 腫 （ １ ） ］ ； ６ は Ｂ － Ｎ Ｈ Ｌ （ ８ ） ； ７ は ホ ジ キ ン 病 （
３ ） ； ８ は ダ ウ ン Ｎ Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ （ １ ） ； ９ は Ｎ Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ （ ２ １ ） ； １ ０ は Ｎ Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ － B
rachman症 候 群 （ １ ） １ １ は Ｎ Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ － Ｃ Ｎ Ｓ ＋ （ １ ） ； １ ２ は Ｎ Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ － Ｖ Ｈ Ｒ
（ ４ ） ； １ ３ は 対 照 （ ６ ） （ カ ッ コ 内 は 患 者 数 ） 。
【 図 １ ０ ａ 】 １ 日 目 の Ｃ Ｓ Ｆ 神 経 学 的 マ ー カ ー （ タ ウ ） 濃 度 を 示 す 。 １ は Ａ Ｍ Ｌ ； ２ は Ａ
Ｍ Ｌ － Ｃ Ｎ Ｓ ＋ ； ３ は ダ ウ ン Ａ Ｍ Ｌ ／ Ｍ Ｄ Ｓ ； ４ は 脊 髄 形 成 異 常 ； ５ は 慢 性 骨 髄 性 白 血 病
； ６ は Ｂ － Ｎ Ｈ Ｌ ； ７ は ホ ジ キ ン 病 ； ８ は ダ ウ ン Ｎ Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ ； ９ は Ｎ Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ ； １ ０ は
Ｎ Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ － Brachman症 候 群 ； １ １ は Ｎ Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ － Ｃ Ｎ Ｓ ＋ ； １ ２ は Ｎ Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ － Ｖ
Ｈ Ｒ ； １ ３ は Ｌ Ｃ Ｈ 、 横 紋 筋 肉 腫 、 胚 細 胞 腫 、 髄 芽 細 胞 腫 、 絨 毛 癌 ； １ ４ は 対 照 、 網 膜 芽
細 胞 腫 （ 健 常 者 ） 、 ヘ モ フ ァ ゴ サ イ ト ー ス （ hemofagocytose） （ gezond HLH） 。 マ ー カ ー
の 検 出 方 法 は 実 施 例 ３ に 記 載 さ れ て い る 。
【 図 １ ０ ｂ 】 １ 日 目 の Ｃ Ｓ Ｆ 神 経 学 的 マ ー カ ー （ ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン ） 濃 度 を 示 す 。 １ は
Ａ Ｍ Ｌ ； ２ は Ａ Ｍ Ｌ － Ｃ Ｎ Ｓ ＋ ； ３ は ダ ウ ン Ａ Ｍ Ｌ ／ Ｍ Ｄ Ｓ ； ４ は 脊 髄 形 成 異 常 ； ５ は 慢
性 骨 髄 性 白 血 病 ； ６ は Ｂ － Ｎ Ｈ Ｌ ； ７ は ホ ジ キ ン 病 ； ８ は ダ ウ ン Ｎ Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ ； ９ は Ｎ Ｂ  
Ａ Ｌ Ｌ ； １ ０ は Ｎ Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ － Brachman症 候 群 ； １ １ は Ｎ Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ － Ｃ Ｎ Ｓ ＋ ； １ ２ は Ｎ
Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ － Ｖ Ｈ Ｒ ； １ ３ は Ｌ Ｃ Ｈ 、 横 紋 筋 肉 腫 、 胚 細 胞 腫 、 髄 芽 細 胞 腫 、 絨 毛 癌 ； １ ４
は 対 照 、 網 膜 芽 細 胞 腫 （ 健 常 者 ） 、 ヘ モ フ ァ ゴ サ イ ト ー ス （ hemofagocytose） （ gezond H
LH） 。 マ ー カ ー の 検 出 方 法 は 実 施 例 ３ に 記 載 さ れ て い る 。
【 図 １ ０ ｃ 】 １ 日 目 の Ｃ Ｓ Ｆ 神 経 学 的 マ ー カ ー （ β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） ） 濃 度 を 示
す 。 １ は Ａ Ｍ Ｌ ； ２ は Ａ Ｍ Ｌ － Ｃ Ｎ Ｓ ＋ ； ３ は ダ ウ ン Ａ Ｍ Ｌ ／ Ｍ Ｄ Ｓ ； ４ は 脊 髄 形 成 異 常
； ５ は 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 ； ６ は Ｂ － Ｎ Ｈ Ｌ ； ７ は ホ ジ キ ン 病 ； ８ は ダ ウ ン Ｎ Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ ；
９ は Ｎ Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ ； １ ０ は Ｎ Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ － Brachman症 候 群 ； １ １ は Ｎ Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ － Ｃ Ｎ Ｓ ＋
； １ ２ は Ｎ Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ － Ｖ Ｈ Ｒ ； １ ３ は Ｌ Ｃ Ｈ 、 横 紋 筋 肉 腫 、 胚 細 胞 腫 、 髄 芽 細 胞 腫 、 絨
毛 癌 ； １ ４ は 対 照 、 網 膜 芽 細 胞 腫 （ 健 常 者 ） 、 ヘ モ フ ァ ゴ サ イ ト ー ス （ hemofagocytose）
（ gezond HLH） 。 マ ー カ ー の 検 出 方 法 は 実 施 例 ３ に 記 載 さ れ て い る 。
【 図 １ ０ ｄ 】 １ 日 目 の Ｃ Ｓ Ｆ 神 経 学 的 マ ー カ ー （ Ｎ Ｓ Ｅ ） 濃 度 を 示 す 。 １ は Ａ Ｍ Ｌ ； ２ は
Ａ Ｍ Ｌ － Ｃ Ｎ Ｓ ＋ ； ３ は ダ ウ ン Ａ Ｍ Ｌ ／ Ｍ Ｄ Ｓ ； ４ は 脊 髄 形 成 異 常 ； ５ は 慢 性 骨 髄 性 白 血
病 ； ６ は Ｂ － Ｎ Ｈ Ｌ ； ７ は ホ ジ キ ン 病 ； ８ は ダ ウ ン Ｎ Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ ； ９ は Ｎ Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ ； １ ０
は Ｎ Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ － Brachman症 候 群 ； １ １ は Ｎ Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ － Ｃ Ｎ Ｓ ＋ ； １ ２ は Ｎ Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ －
Ｖ Ｈ Ｒ ； １ ３ は Ｌ Ｃ Ｈ 、 横 紋 筋 肉 腫 、 胚 細 胞 腫 、 髄 芽 細 胞 腫 、 絨 毛 癌 ； １ ４ は 対 照 、 網 膜
芽 細 胞 腫 （ 健 常 者 ） 、 ヘ モ フ ァ ゴ サ イ ト ー ス （ hemofagocytose） （ gezond HLH） 。 マ ー カ
ー の 検 出 方 法 は 実 施 例 ３ に 記 載 さ れ て い る 。
【 図 １ ０ ｅ 】 １ 日 目 の Ｃ Ｓ Ｆ 神 経 学 的 マ ー カ ー （ 血 清 Ｌ Ｄ Ｈ ） 濃 度 を 示 す 。 １ は Ａ Ｍ Ｌ ；
２ は Ａ Ｍ Ｌ － Ｃ Ｎ Ｓ ＋ ； ３ は ダ ウ ン Ａ Ｍ Ｌ ／ Ｍ Ｄ Ｓ ； ４ は 脊 髄 形 成 異 常 ； ５ は 慢 性 骨 髄 性
白 血 病 ； ６ は Ｂ － Ｎ Ｈ Ｌ ； ７ は ホ ジ キ ン 病 ； ８ は ダ ウ ン Ｎ Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ ； ９ は Ｎ Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ ；
１ ０ は Ｎ Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ － Brachman症 候 群 ； １ １ は Ｎ Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ － Ｃ Ｎ Ｓ ＋ ； １ ２ は Ｎ Ｂ  Ａ Ｌ
Ｌ － Ｖ Ｈ Ｒ ； １ ３ は Ｌ Ｃ Ｈ 、 横 紋 筋 肉 腫 、 胚 細 胞 腫 、 髄 芽 細 胞 腫 、 絨 毛 癌 ； １ ４ は 対 照 、
網 膜 芽 細 胞 腫 （ 健 常 者 ） 、 ヘ モ フ ァ ゴ サ イ ト ー ス （ hemofagocytose） （ gezond HLH） 。 マ
ー カ ー の 検 出 方 法 は 実 施 例 ３ に 記 載 さ れ て い る 。
【 図 １ ０ ｆ 】 １ 日 目 の Ｃ Ｓ Ｆ 白 血 球 数 を 示 す 。 １ は Ａ Ｍ Ｌ ； ２ は Ａ Ｍ Ｌ － Ｃ Ｎ Ｓ ＋ ； ３ は
ダ ウ ン Ａ Ｍ Ｌ ／ Ｍ Ｄ Ｓ ； ４ は 脊 髄 形 成 異 常 ； ５ は 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 ； ６ は Ｂ － Ｎ Ｈ Ｌ ； ７
は ホ ジ キ ン 病 ； ８ は ダ ウ ン Ｎ Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ ； ９ は Ｎ Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ ； １ ０ は Ｎ Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ － Brachma

10

20

30

40

50

(51) JP 2006-91025 A 2006.4.6



n症 候 群 ； １ １ は Ｎ Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ － Ｃ Ｎ Ｓ ＋ ； １ ２ は Ｎ Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ － Ｖ Ｈ Ｒ ； １ ３ は Ｌ Ｃ Ｈ 、
横 紋 筋 肉 腫 、 胚 細 胞 腫 、 髄 芽 細 胞 腫 、 絨 毛 癌 ； １ ４ は 対 照 、 網 膜 芽 細 胞 腫 （ 健 常 者 ） 、 ヘ
モ フ ァ ゴ サ イ ト ー ス （ hemofagocytose） （ gezond HLH） 。 測 定 方 法 は 実 施 例 ３ に 記 載 さ れ
て い る 。
【 図 １ １ ａ 】 Ｂ 細 胞 Ｎ Ｈ Ｌ 患 者 の 化 学 療 法 期 間 中 の 腰 椎 せ ん 刺 （ Ｌ Ｐ ） 回 数 の 関 数 と し て
Ｃ Ｓ Ｆ 神 経 学 的 マ ー カ ー （ タ ウ ） の レ ベ ル を 示 す 。 Ｘ 軸 上 の 数 は 表 ７ ａ に 示 す Ｌ Ｐ 回 数 に
対 応 す る 。 マ ー カ ー の 検 出 方 法 は 実 施 例 ３ に 記 載 さ れ て い る 。
【 図 １ １ ｂ 】 Ｂ 細 胞 Ｎ Ｈ Ｌ 患 者 の 化 学 療 法 期 間 中 の 腰 椎 せ ん 刺 （ Ｌ Ｐ ） 回 数 の 関 数 と し て
Ｃ Ｓ Ｆ 神 経 学 的 マ ー カ ー （ ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン ） の レ ベ ル を 示 す 。 Ｘ 軸 上 の 数 は 表 ７ ａ に
示 す Ｌ Ｐ 回 数 に 対 応 す る 。 マ ー カ ー の 検 出 方 法 は 実 施 例 ３ に 記 載 さ れ て い る 。
【 図 １ １ ｃ 】 Ｂ 細 胞 Ｎ Ｈ Ｌ 患 者 の 化 学 療 法 期 間 中 の 腰 椎 せ ん 刺 （ Ｌ Ｐ ） 回 数 の 関 数 と し て
Ｃ Ｓ Ｆ 神 経 学 的 マ ー カ ー （ ニ ュ ー ロ ン 特 異 的 エ ノ ラ ー ゼ ） の レ ベ ル を 示 す 。 Ｘ 軸 上 の 数 は
表 ７ ａ に 示 す Ｌ Ｐ 回 数 に 対 応 す る 。 マ ー カ ー の 検 出 方 法 は 実 施 例 ３ に 記 載 さ れ て い る 。
【 図 １ ２ ａ 】 化 学 療 法 の 異 な る フ ェ ー ズ に お け る １ ３ 人 の 非 Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ 患 者 の Ｃ Ｓ Ｆ 神 経
学 的 マ ー カ ー （ タ ウ ） の レ ベ ル を 示 す 。 マ ー カ ー の 検 出 方 法 は 実 施 例 ３ に 記 載 さ れ て い る
。
【 図 １ ２ ｂ 】 化 学 療 法 の 異 な る フ ェ ー ズ に お け る １ ３ 人 の 非 Ｂ  Ａ Ｌ Ｌ 患 者 の Ｃ Ｓ Ｆ 神 経
学 的 マ ー カ ー （ ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン ） の レ ベ ル を 示 す 。 マ ー カ ー の 検 出 方 法 は 実 施 例 ３ に
記 載 さ れ て い る 。
【 図 １ ３ ａ 】 非 Ｂ 細 胞 Ａ Ｌ Ｌ 患 者 の 化 学 療 法 期 間 中 の 腰 椎 せ ん 刺 （ Ｌ Ｐ ） の 回 数 の 関 数 と
し て Ｃ Ｓ Ｆ 神 経 学 的 マ ー カ ー （ タ ウ ） の レ ベ ル を 示 す 。 Ｘ 軸 上 の 数 は 表 ７ ｂ に 示 す Ｌ Ｐ 回
数 に 対 応 す る 。 マ ー カ ー の 検 出 方 法 は 実 施 例 ３ に 記 載 さ れ て い る 。
【 図 １ ３ ｂ 】 非 Ｂ 細 胞 Ａ Ｌ Ｌ 患 者 の 化 学 療 法 期 間 中 の 腰 椎 せ ん 刺 （ Ｌ Ｐ ） の 回 数 の 関 数 と
し て Ｃ Ｓ Ｆ 神 経 学 的 マ ー カ ー （ β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） ） の レ ベ ル を 示 す 。 Ｘ 軸 上 の
数 は 表 ７ ｂ に 示 す Ｌ Ｐ 回 数 に 対 応 す る 。 マ ー カ ー の 検 出 方 法 は 実 施 例 ３ に 記 載 さ れ て い る
。
【 図 １ ３ ｃ 】 非 Ｂ 細 胞 Ａ Ｌ Ｌ 患 者 の 化 学 療 法 期 間 中 の 腰 椎 せ ん 刺 （ Ｌ Ｐ ） の 回 数 の 関 数 と
し て Ｃ Ｓ Ｆ 神 経 学 的 マ ー カ ー （ ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン ） の レ ベ ル を 示 す 。 Ｘ 軸 上 の 数 は 表 ７
ｂ に 示 す Ｌ Ｐ 回 数 に 対 応 す る 。 マ ー カ ー の 検 出 方 法 は 実 施 例 ３ に 記 載 さ れ て い る 。
【 図 １ ３ ｄ 】 非 Ｂ 細 胞 Ａ Ｌ Ｌ 患 者 の 化 学 療 法 期 間 中 の 腰 椎 せ ん 刺 （ Ｌ Ｐ ） の 回 数 の 関 数 と
し て Ｃ Ｓ Ｆ 神 経 学 的 マ ー カ ー （ ニ ュ ー ロ ン 特 異 的 エ ノ ラ ー ゼ ） の レ ベ ル を 示 す 。 Ｘ 軸 上 の
数 は 表 ７ ｂ に 示 す Ｌ Ｐ 回 数 に 対 応 す る 。 マ ー カ ー の 検 出 方 法 は 実 施 例 ３ に 記 載 さ れ て い る
。
【 図 １ ４ ａ 】 Ａ Ｍ Ｌ 患 者 の 化 学 療 法 期 間 中 の 腰 椎 せ ん 刺 （ Ｌ Ｐ ） 回 数 の 関 数 と し て の タ ウ
の レ ベ ル 。 Ｘ 軸 上 の 数 は 表 ７ ｃ に 示 す Ｌ Ｐ 回 数 に 対 応 す る 。 マ ー カ ー の 検 出 方 法 は 実 施 例
３ に 記 載 さ れ て い る 。
【 図 １ ４ ｂ 】 Ａ Ｍ Ｌ 患 者 の 化 学 療 法 期 間 中 の 腰 椎 せ ん 刺 （ Ｌ Ｐ ） 回 数 の 関 数 と し て の ニ ュ
ー ロ モ ジ ュ リ ン の レ ベ ル 。 Ｘ 軸 上 の 数 は 表 ７ ｃ に 示 す Ｌ Ｐ 回 数 に 対 応 す る 。 マ ー カ ー の 検
出 方 法 は 実 施 例 ３ に 記 載 さ れ て い る 。
【 図 １ ５ ａ 】 実 施 例 ７ に 記 載 さ れ た よ う に 、 神 経 学 的 対 照 （ Guilain-Barre症 候 群 、 多 発
性 硬 化 症 等 ） （ １ Ｃ Ｏ Ｎ Ｔ ） 、 記 憶 障 害 の 人 （ ２ Ｍ Ｅ Ｍ ） 、 症 候 前 家 族 性 ア ル ツ ハ イ マ ー
患 者 （ Ｐ Ｓ １ 変 異 ） （ ３ Ｐ Ｆ Ａ Ｄ ） 、 家 族 性 ア ル ツ ハ イ マ ー 患 者 （ Ｐ Ｓ １ 変 異 ） （ ４ Ｆ Ａ
Ｄ ） 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 患 者 （ ５ Ａ Ｄ ） お よ び 血 管 性 痴 呆 患 者 （ ６ Ｖ Ａ Ｄ ） に 分 類 さ れ る 個
体 に お け る タ ウ の 個 体 レ ベ ル 。 デ ー タ を ｐ ｇ ／ ｍ ｌ で 表 す 。
【 図 １ ５ ｂ 】 実 施 例 ７ に 記 載 さ れ た よ う に 、 神 経 学 的 対 照 （ Guilain-Barre症 候 群 、 多 発
性 硬 化 症 等 ） （ １ Ｃ Ｏ Ｎ Ｔ ） 、 記 憶 障 害 の 人 （ ２ Ｍ Ｅ Ｍ ） 、 症 候 前 家 族 性 ア ル ツ ハ イ マ ー
患 者 （ Ｐ Ｓ １ 変 異 ） （ ３ Ｐ Ｆ Ａ Ｄ ） 、 家 族 性 ア ル ツ ハ イ マ ー 患 者 （ Ｐ Ｓ １ 変 異 ） （ ４ Ｆ Ａ
Ｄ ） 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 患 者 （ ５ Ａ Ｄ ） お よ び 血 管 性 痴 呆 患 者 （ ６ Ｖ Ａ Ｄ ） に 分 類 さ れ る 個
体 に お け る β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） の 個 体 レ ベ ル 。 実 施 例 ３ に 記 載 の ご と く β － ア ミ
ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） の レ ベ ル を 測 定 し た 。 デ ー タ を ｐ ｇ ／ ｍ ｌ で 表 す 。
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【 図 １ ５ ｃ 】 実 施 例 ７ に 記 載 さ れ た よ う に 、 神 経 学 的 対 照 （ Guilain-Barre症 候 群 、 多 発
性 硬 化 症 等 ） （ １ Ｃ Ｏ Ｎ Ｔ ） 、 記 憶 障 害 の 人 （ ２ Ｍ Ｅ Ｍ ） 、 症 候 前 家 族 性 ア ル ツ ハ イ マ ー
患 者 （ Ｐ Ｓ １ 変 異 ） （ ３ Ｐ Ｆ Ａ Ｄ ） 、 家 族 性 ア ル ツ ハ イ マ ー 患 者 （ Ｐ Ｓ １ 変 異 ） （ ４ Ｆ Ａ
Ｄ ） 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 患 者 （ ５ Ａ Ｄ ） お よ び 血 管 性 痴 呆 患 者 （ ６ Ｖ Ａ Ｄ ） に 分 類 さ れ る 個
体 に お け る ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン （ ま た は 成 長 関 連 蛋 白 ４ ３ ） の 個 体 レ ベ ル 。 デ ー タ を ｐ ｇ
／ ｍ ｌ で 表 す 。
【 図 １ ６ 】 ６ ０ 人 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 （ Ａ Ｄ ） 患 者 お よ び ３ ２ 人 の 年 齢 を 合 わ せ た 対 照 に
お け る タ ウ お よ び ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン の 個 体 レ ベ ル の 相 関 関 係 。 実 施 例 ３ に 記 載 の ご と く
タ ウ お よ び ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン の レ ベ ル を 測 定 し た 。
【 図 １ ７ 】 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 （ Ａ Ｄ ） 患 者 、 パ ー キ ン ソ ン 病 （ Ｐ Ａ Ｒ Ｋ ） 患 者 お よ び 対 照
患 者 （ Ｃ Ｏ Ｎ Ｔ ） に お け る タ ウ ／ ｎ ｍ お よ び β － ア ミ ロ イ ド （ １ － ４ ２ ） の 個 体 レ ベ ル の
相 関 関 係 。 実 施 例 ３ に 記 載 の ご と く タ ウ 、 ニ ュ ー ロ モ ジ ュ リ ン お よ び β － ア ミ ロ イ ド （ １

－ ４ ２ ） の レ ベ ル を 測 定 し た 。
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【 図 ２ ｂ 】 【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】 【 図 ６ － １ 】

【 図 ６ － ２ 】 【 図 ７ 】
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【 図 ８ － １ 】 【 図 ８ － ２ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ ａ 】
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【 図 １ ０ ｂ 】 【 図 １ ０ ｃ 】

【 図 １ ０ ｄ 】 【 図 １ ０ ｅ 】
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【 図 １ ０ ｆ 】 【 図 １ １ ａ 】

【 図 １ １ ｂ 】

【 図 １ １ ｃ 】 【 図 １ ２ ａ 】
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【 図 １ ２ ｂ 】 【 図 １ ３ ａ 】

【 図 １ ３ ｂ 】

【 図 １ ３ ｃ 】 【 図 １ ３ ｄ 】

【 図 １ ４ ａ 】
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【 図 １ ４ ｂ 】

【 図 １ ５ ａ 】

【 図 １ ５ ｂ 】

【 図 １ ５ ｃ 】 【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】
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