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(57)【要約】
　本発明は、生物学的流動体における結合又は総及び非
結合ＮＲ２ペプチドの検出及び数量化に基づき、脳血管
イベントを診断及び治療するための、並びにイベントの
時間と解剖学的部位を定義するための方法、及びキット
に関する。当該方法は、場合により、神経学的スコアリ
ング及び神経画像検査と連動して実施され、リスク評価
、予後診断、ＴＩＡの診断及び治療、並びに緊急治療室
における緊急時の発作に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　神経学的欠損の病的源を測定するための方法であって、以下のステップ：
　　ａ）神経学的欠損に苦しむ患者を提供し；
　　ｂ）多量の結合又は総ＮＲ２ペプチドに達するように前記患者由来の体液中の結合又
は総ＮＲ２ペプチドを検出及び定量し；そして
　　ｃ）前記結合又は総ＮＲ２ペプチドの量と、明らかに健康なヒトの前記体液中の結合
又は総ＮＲ２ペプチドの母集団標準とを比較する、
を含む、上記方法。
【請求項２】
　血液中の前記総ＮＲ２ペプチドについての母集団標準が約２．０ｎｇ／ｍｌ又はそれ未
満である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　以下のステップ：
　　ａ）多量の非結合ＮＲ２ペプチドに達するように前記患者由来の体液中の非結合ＮＲ
２ペプチドを検出及び定量し；そして
　　ｂ）前記非結合ＮＲ２ペプチドの量と、明らかに健康なヒトの前記体液中の非結合Ｎ
Ｒ２ペプチドの母集団標準とを比較する、
をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　血液中の前記非結合ＮＲ２ペプチドについての母集団標準が約１．０ｎｇ／ｍｌ又はそ
れ未満である、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　以下のステップ：
　　ａ）前記総ＮＲ２ペプチドの量を前記非結合ＮＲ２ペプチドの量により割ることによ
り総ＮＲ２ペプチド：非結合ＮＲ２ペプチドの比を計算し；
　　ｂ）２：１未満の総ＮＲ２ペプチド：非結合ＮＲ２ペプチドの比、及び１．０ｎｇ／
ｍｌ超の非結合ＮＲ２ペプチドの量を、初期神経血管イベントと関連させ；そして
　　ｃ）２：１超の総ＮＲ２ペプチド：非結合ＮＲ２ペプチドの比、及び２．０ｎｇ／ｍ
ｌ超の総結合ＮＲ２ペプチドの量を、再発性神経血管イベントと関連させる、
をさらに含む、請求項３に記載の方法。
【請求項６】
　２．０ｎｇ／ｍｌ未満の総ＮＲ２ペプチドの量、及び１．０ｎｇ／ｍｌ未満の非結合Ｎ
Ｒ２ペプチドの量を脳血管系における虚血性イベントと関連させる、
をさらに含む、請求項３に記載の方法。
【請求項７】
　前記ステップ（ｂ）、及び（ｃ）の１又は複数の追加回数をさらに含み、前記非結合Ｎ
Ｒ２ペプチドの量における変化を神経学的イベントと関連付け、そして前記母集団標準未
満の値の非結合ＮＲ２ペプチドの一定量を神経学的イベントの欠如と関連付ける、請求項
３に記載の方法。
【請求項８】
　コンピューター断層撮影法又は磁気共鳴／拡散強調映像法により、前記患者の脳を神経
画像検査することをさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記体液が、血液、尿、血しょう、血清、脳脊髄液、唾液、汗又は脳組織、あるいはそ
れらの派生物である、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　脳血管イベントの可能性を予測する方法であって、以下のステップ：
　　ａ）脳血管イベントに苦しむ危険性のある患者を提供し；
　　ｂ）結合又は総ＮＲ２ペプチドの量に達するように前記患者由来の体液中の結合又は
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総ＮＲ２ペプチドを検出、及び定量し；そして
　　ｃ）前記結合又は総ＮＲ２ペプチドの量を、明らかに健康なヒト被験者における前記
体液中の結合又は総ＮＲ２ペプチドの母集団標準と比較する、
を含む、上記方法。
【請求項１１】
　血液中の前記総ＮＲ２ペプチドの母集団標準が、約２．０ｎｇ／ｍｌ又はそれ未満であ
る、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　以下のステップ：
　　ａ）非結合ＮＲ２ペプチドの量に達するように前記患者由来の体液中の非結合ＮＲ２
ペプチドを検出、及び定量し；そして
　　ｂ）前記非結合ＮＲ２ペプチドの量を、明らかに健康なヒト被験者における前記体液
中の非結合ＮＲ２ペプチドの母集団標準と比較する、
をさらに含む、請求項１０に記載の方法。
【請求項１３】
　血液中の前記非結合ＮＲ２ペプチドの母集団標準が、約１．０ｎｇ／ｍｌ未満である、
請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記患者が、手術を受ける予定である、請求項１０に記載の方法。
【請求項１５】
　生体サンプル中の結合又は総ＮＲ２ペプチドを検出、及び定量するための検査キットで
あって、以下の：
　　ａ）検査サンプル中のＮＲ２ペプチドに特異的に結合可能な抗体を含む抗体試薬；
　　ｂ）タンパク質洗剤；及び
　　ｃ）指示試薬、
を含む、上記キット。
【請求項１６】
　対照又は標準物質として、合成ＮＲ２ペプチドをさらに含む、請求項１５に記載の検査
キット。
【請求項１７】
　生体サンプル中の結合又は総ＮＲ２ペプチドを検出、及び定量するための方法であって
、以下のステップ：
　　ａ）生体サンプルをタンパク質洗剤と接触させ、変性された生体サンプルを産生し；
　　ｂ）検査サンプル中のＮＲ２ペプチドと抗体との結合複合体の形成を可能とするため
に充分な時間、前記変性された生体サンプルを、前記ＮＲ２ペプチドに特異的に結合可能
な前記抗体を含む抗体試薬と接触させ；そして
　　ｃ）前記結合複合体を検出、及び定量する、
を含む、上記方法。
【請求項１８】
　前記生体サンプルが、約１：５０の比に希釈された血しょうである、請求項１７に記載
の方法。
【請求項１９】
　前記洗剤が、０．１～０．５％のドデシル硫酸ナトリウム又はＫＣｌである、請求項１
７に記載の方法。
【請求項２０】
　以下のステップ：
　　ａ）前記抗体試薬が、凝集担体に結合する抗体を含み；そして
　　ｂ）前記凝集の程度に基づき、前記複合体が検出され測定される、
を含む、請求項１７に記載の方法。
【請求項２１】



(4) JP 2008-547002 A 2008.12.25

10

20

30

40

50

　前記充分な時間が、５分間又はそれ未満である、請求項１７に記載の方法。
【請求項２２】
　直接ＥＬＩＳＡ、ＲＩＡ、免疫ブロット法、ラテックス凝集法、側方流動、蛍光偏光ア
ッセイ又はマイクロアレイにより実施される、請求項１７に記載の方法。
【請求項２３】
　前記検出及び定量が、以下の：
　　ａ）ｉ）前記複合体を、二次複合体を形成するために、前記シグナル産生試薬と連結
されるＩｇＧを含む二次抗体試薬と接触させ；又は
　　　　ｉｉ）前記複合体を、二次複合体を形成するために、ＩｇＧを含む二次抗体試薬
と接触させ、続いて前記シグナル産生試薬を前記ＩｇＧに連結する、
のステップにより、シグナル産生化合物からシグナルを産生し；そして
　　ｂ）産生されたシグナルを測定する、ここで、測定されたシグナルの量は、前記サン
プル中に存在するＮＲ２の量と相関する、
を含む、請求項１７に記載の方法。
【請求項２４】
　前記ＩｇＧが、チキン抗ヒト又は抗ヒトＩｇＧを含み、かつ前記指示試薬がホースラデ
ィッシュ・ペルオキシダーゼを含む、請求項１７に記載の方法。
【請求項２５】
　脳虚血を診断、及び治療する方法であって、以下のステップ：
　　ａ）神経学的欠損に苦しむ患者を提供し；
　　ｂ）ＮＲ２ペプチドの一次量を得るために、前記患者由来の体液中のＮＲ２ペプチド
を検出、及び定量し；
　　ｃ）前記ＮＲ２ペプチドの一次量を明らかに健康なヒト被験者の前記体液中のＮＲ２
ペプチドの母集団標準と比較し；
　　ｄ）もし前記ＮＲ２ペプチドの一次量が、明らかに健康なヒト被験者の前記体液中の
ＮＲ２ペプチドの母集団標準より上ならば、ｔＰＡを前記患者に投与する；及び、
　　ｅ）もし前記ＮＲ２ペプチドの一次量が、明らかに健康なヒト被験者の前記体液中の
ＮＲ２ペプチドの母集団標準より下ならば、ｔＰＡを前記患者に投与しない、
を含む、上記方法。
【請求項２６】
　結合及び非結合ＮＲ２ペプチドが、結合又は総及び非結合ＮＲ２ペプチドの量に達する
ように別々に検出及び測定され、そして、前記結合又は総及び非結合ＮＲ２ペプチドの量
が、明らかに健康なヒト被験者の体液中の結合又は総及び非結合ＮＲ２ペプチド母集団標
準と比較される、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　血液中の前記結合ＮＲ２ペプチドの母集団標準が、約２．０ｎｇ／ｍｌ未満である、請
求項２５に記載の方法。
【請求項２８】
　血液中の前記非結合ＮＲ２ペプチドの母集団標準が、約１．０ｎｇ／ｍｌ未満である、
請求項２５に記載の方法。
【請求項２９】
　以下のステップ：
　　ａ）急性顔面不全麻痺、腕ドリフト又は異常発語について前記患者を評価し；
　　ｂ）もし前記急性顔面不全麻痺、腕ドリフト又は異常発語が観察され、かつ前記ＮＲ
２ペプチドの量が明らかに健康なヒト被験者における前記体液中のＮＲ２ペプチドの母集
団標準より上であれば、前記患者にｔＰＡを投与し；そして
　　ｃ）もし前記急性顔面不全麻痺、腕ドリフト又は異常発語が観察されず、かつ前記Ｎ
Ｒ２ペプチドの量が明らかに健康なヒト被験者における前記体液中のＮＲ２ペプチドの母
集団標準より下であれば、前記患者にｔＰＡを投与しない、
をさらに含む、請求項２５に記載の方法。
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【請求項３０】
　以下のステップ：
　　ａ）ＮＲ２ペプチドの二次量を得るために、２回目の前記患者由来の体液中のＮＲ２
ペプチドを検出及び定量し；
　　ｂ）前記ＮＲ２ペプチドの二次量を前記一次量と比較し；そして、
　　ｃ）もし前記二次量が前記一次量超であれば、前記患者にｔＰＡを２回目投与し；及
び
　　ｄ）もし前記二次量が前記一次量超でなければ、前記患者にｔＰＡを２回目投与しな
い、
をさらに含む、請求項２５に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
先行出願との関連
　本願は２００５年６月１３日に出願された米国仮出願第６０／６８９，８０６号に基づ
く優先権３５　Ｕ．Ｓ．Ｃ．１１９（ｅ）の利益を主張する。
【０００２】
本発明の技術分野
　本発明は、生物学的流動体における結合又は総及び非結合ＮＲ２ペプチドの検出及び数
量化に基づき、脳血管イベントを診断及び治療するための、並びにイベントの時間と解剖
学的部位を定義するための方法、及びキットに関する。当該方法は、場合により、神経学
的スコアリング及び神経画像検査と連動して実施され、リスク評価、予後診断、ＴＩＡの
診断及び治療、並びに緊急治療室及びプライマリーケア環境における緊急時の脳卒中に関
する。
【背景技術】
【０００３】
脳血管障害、及び一過性脳虚血脳卒中
　一過性脳虚血脳卒中は、脳卒中、及びその関連する死亡症例の重要な将来の危険性の前
兆となる。一過性脳虚血脳卒中の患者は、いずれかの潜在的に可逆性である疾患過程を確
かめるさらなる評価を必要とする。この疾患過程の重大な影響にもかかわらず、救急科に
いるかかる患者の早期評価、及び傾向に関する明確な指導がいまだにない。米国心臓協会
の脳卒中委員会は、ＴＩＡの患者の入院患者評価のための正当性に関する予測データがな
いと述べる。彼らは、「患者を入院させるかどうかの決断は、その患者個人の状況に依存
する」と結論付ける。入院患者対外来患者ベースに関して、かなりの地域的習慣の違いは
かかる患者の初期評価にある。入院患者ケアの論理的根拠は、診断検査を迅速に得ること
、将来のイベントのためのリスクを評価すること、再発又は症状の悪化について患者を観
察すること、及び外科的治療を含むいずれかの必要な診療を制定することである。ＴＩＡ
の患者の評価及び治療の現在の提案がさらに記載される。ガイドラインは、薬物療法及び
外科的療法に関する提案に沿って、一連の研究室検査、及び放射線学的研究を提示する。
【０００４】
　ＴＩＡの症状示唆を有する救急科にいる患者の一部は、完全脳卒中に直面する短期間に
おける相当なリスクがあることは、明らかである。ＴＩＡの症状示唆を有している１７０
７人の患者を含む最近の救急科に基づく観察的コホート研究において、患者の１０．５％
は、９０日以内に脳卒中に発展した。重大なことに、当該患者の内の半分は、最初の２日
間以内に脳卒中に発展した。Ｊｏｈｎｓｔｏｎ他は、９０日以内の脳卒中の５つの独立リ
スク因子を回顧的に同定した（年齢＞６０、糖尿病、症状の持続時間＞１０分間、衰弱、
発語障害）。当該独立リスク要因を混合することにより、サブグループが、脳卒中の最小
期間リスク（０％）から長い短期間リスク（３４％）に特定された。
【０００５】
　かかる高リスク患者は、４８時間未満に外来患者として、完全な診断評価、及び適切な
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治療計画（内科又は外科的）の実行を受けそうにない。決定過程をさらに複雑にすること
は、ＴＩＡの疑いのある患者における診断確実性の程度である。一過性脳虚血脳卒中は臨
床診断であり、そして当該診断に関する観測者間の信頼性はしばしば劣る。それ故、多く
の施設における一連の現在の実行パターンにおいて、本当の神経系疾患ではない患者が認
められることもあるし、外来評価で適当にやられ得る者もいる。前哨（ｓｅｎｔｉｎｅｌ
）ＴＩＡの数日間内に完全に脳卒中を生ずる患者を同定する一連のリスク因子の予測的検
証は、臨床的予測尺度の誘導を可能にさせるだろう。このことは、今後短期間に高いリス
クで入院が必要である患者、並びに外来患者評価について安全に放免され得る者の同定を
可能とするだろう。かかる「脳卒中リスクの層別化」は、最も短期間のリスクでいる者に
対する挑戦的な診療の標的を可能とするだろう。
【０００６】
脳卒中診断に対する現在の選択肢
　医学会は、脳卒中を診断するためにいくつかの技術を有している。多数あるけれどもこ
れらの技術の内、脳卒中を予測できるもの又は脳血管異常性又はＴＩＡ／脳卒中を直接的
に診断できるものはない。脳卒中治療分野において、全ての医師が従う格言は「時は脳な
り（Ｔｉｍｅ　ｉｓ　Ｂｒａｉｎ）」である。
【０００７】
　神経疾患及び脳卒中研究学会（Ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ
　Ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ　ａｎｄ　Ｓｔｒｏｋｅ）(ＮＩＮＤ
Ｓ）は、虚血性脳卒中を処理するための以下の時間ガイドラインを推奨する。
　　ドアから医師まで　　　　　　　　１０分間
　　ドアから神経学的診察まで　　　　１５分間
　　ドアからＣＴ完了／解釈まで　　　４５分間
　　ドアから血栓崩壊性治療まで　　　６０分間
　　ドアから神経外科的診察まで　　　２時間
【０００８】
　主な病院での救急科は、脳卒中を診断するための広範囲の選択肢を有する。２００超の
ベッドを有する病院の９０％超は、ＣＴスキャナーを利用する方法を有し、出血性脳卒中
、及び脳卒中擬態を除外して潜在的脳卒中患者を素早く（＜１５分間）評価することを可
能としている。ＣＴが、実質性出血の１００％と、くも膜下出血の８５～９７％を確実に
識別することは、理論上可能である。しかしながら、虚血性対出血性の認識の全体的な正
確性は、６７～８３％の解釈に落ちる。
【０００９】
　大部分の病院は、今や磁気共鳴映像法（ＭＲＩ）機能を有している。しかしながら、Ｒ
Ｉスキャンは、画像化のためにより長期間を必要とする。現在のところ、ＭＲＩは、６時
間より前に出血性脳卒中を容易には識別せず、それ故、主な診断法とは考えられない。比
較的新しい技術である拡散強調磁気共鳴映像法（ＤＷＩ）は、ＴＩＡの高いリスクを有す
る患者におけるかん流疾患を容易に検出できる。初期データは、虚血性変化の１０分以内
におけるＤＷＩ予測を見出だした。スキャニング順序は、スキャナー時間の３０～６０秒
間内に得られ得る。効果的であるけれども、これらの画像化技術の各々は、資本コスト及
びサービス要件により限定される。さらに、それらは、操作し結果を解釈するための特に
熟練した技術者を必要とする。
【００１０】
　ドップラー超音波,単光子放射型コンピューター断層撮影法、キセノン－コンピュータ
ー断層撮影法、ＣＴ血管造影法、及びＭＲかん流画像法を含む他の技術は、包括的な診断
アプローチが不十分であること又は現在の技術の初期段階であるため各々除かれる。
【００１１】
　救急科において現在のところ有用な血液検査であって、急性脳血管障害、ＴＩＡ、及び
虚血性脳卒中を診断すること、並びに脳卒中擬態を除外することによるこれらの満たされ
ていない診断ニーズに答えるものはない。
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【００１２】
ＴＩＡ／脳卒中のバイオマーカーとしての脳ＮＲ２ペプチド、及び抗体
　中枢神経系のマーカーを含む研究の大半は、脳損傷又は心臓の文献に由来する。しかし
ながら、脳虚血の最も重要なマーカーは、脳虚血の基礎にある神経毒性カスケードに関す
るＮＭＤＡ受容体である。
【００１３】
　興奮性アミノ酸（ＥＡＡ）は、脳卒中において重要な役割を果たす。脳虚血は、グルタ
ミン酸放出を誘導し、そしてＥＡＡ受容体を活性化する。グルタミン酸放出又はＥＡＡ受
容体との相互作用を阻害することは、脳損傷を低減すると報告されている。リガンド依存
性イオンＥＡＡチャネル複合体のメンバーであるＮ－メチル－Ｄ－アスパラギン酸塩受容
体（ＮＭＤＡＲ）は、ＮＲ１、ＮＲ２、及びＮＲ３サブユニットを含む。これらのサブユ
ニットにおいて、ＮＲ２は、虚血及び低酸素症を含むいくつかの神経疾患に含まれると報
告されている。ＮＲ２サブユニットは、４つの異なるサブタイプ、ＮＲ２Ａ－２Ｄからな
り、異なる遺伝子によりコードされる。ＮＲ２Ａ及びＮＲ２Ｂの両方は、大脳皮質及び海
馬に見られ、一方、ＮＲ１は、脳及び末梢器官に局在する全ＮＭＤＡＲ複合体に遍在的に
見られる。
【００１４】
　虚血の間のグルタミン酸受容体の刺激過度は、過剰なＣａ２＋流入、及びトロンビン活
性化セリンプロテアーゼの活性化を導き、細胞膜上のＮＭＤＡＲの外側Ｎ末端ドメインの
開裂を促進する。損傷血液脳関門を通過する血流に転流される、ＮＭＤＡＲのＮ末端ペプ
チド断片は、場合により、「異種」抗原として作用でき、血液中に抗体を産生する免疫応
答を開始し得る。しかしながら、血液中のＮＲ２ペプチド／抗体の経時変化と脳内のＮＲ
２のｍＲＮＡ発現との相互作用は、不明のままである。
【００１５】
　最近、ＮＭＤＡＲペプチド及びそれらの抗体は、脳卒中及びてんかんの治療のために（
Ｄｕｒｉｎｇ他，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０００，２８７：１４５３－６０）提案され、並び
に脳虚血及び脳卒中に関する神経毒性のバイマ－カーとして提案されている（Ｄａｍｂｉ
ｎｏｖａ　ＳＡ他，Ｓｔｒｏｋｅ　２００２；３３：１１８１－１１８２；Ｄａｍｂｉｎ
ｏｖａ　ＳＡ他，Ｃｌｉｎ　Ｃｈｅｍ２００３；４９：１７５２－１７６２）。神経細胞
の死又は虚血を伴って、ＮＭＤＡ受容体のＮＲ２ペプチド断片は離脱し、そして血流中に
見られ、そして抗体応答を産生する。Ｄａｍｂｉｎｏｖａ他は、当該ペプチド断片と抗体
が両方とも血液サンプル中に検出され得ることを報告する（Ｄａｍｂｉｎｏｖａ　ＳＡ他
，Ｓｔｒｏｋｅ　２００２）。彼らは、急性虚血性脳卒中に苦しむ成人患者が、脳スキャ
ン（ＭＲＩ）及び神経認知検査を通して明らかとなった脳損傷の量と関連するＮＲ２ペプ
チド／Ａｂの上昇した血中濃度を有することをさらに報告する（Ｄａｍｂｉｎｏｖａ Ｓ
Ａ他，Ｃｌｉｎ　Ｃｈｅｍ　２００３；４９：１７５２－１７６２）。
【００１６】
　ＮＲ２ペプチド及び抗体は、脳血管障害、ＴＩＡ、及び脳卒中の患者の急性期管理にお
ける診断的並びに予測的有用性を有し得る。急性環境におけるかかるマーカーの有無の評
価は、診断的／予測的正確性を改善し、並びにその後の脳卒中の増大されたリスクのある
患者を明示する。
【発明の開示】
【００１７】
発明の目的
　医学会は、出血由来の脳虚血性発作と脳卒中様疾患を識別すること、及び脳卒中又は他
の複雑な要因のリスクを評価することを含む、総体的な脳卒中管理におけるいくつかの主
な診断上の課題に直面する。本発明において、結合又は総及び非結合ＮＲ２ペプチドを検
出するための血液アッセイを開発し、そしてＴＩＡの如き脳血管障害と脳内出血由来の脳
卒中と脳卒中擬態を識別するために使用する。
【００１８】
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　それ故、より良い診断、管理、及び治療のためにＤＷＩ／ＷＲＩにより明示されるよう
な急性脳血管障害、及びＴＩＡ／脳卒中を評価することは、非結合ＮＲ２ペプチド検査に
ついての本発明の目的である。
【００１９】
　ＮＩＨＳＳ評価及び神経画像検査に連動して、脳卒中様障害を除外し慢性ＴＩＡ及び脳
卒中を正確に診断するために結合又は総ＮＲ２ペプチドを検出することが本発明の別の目
的である。
【００２０】
　本発明のさらなる他の目的は、母集団標準より上の結合又は総及び非結合ＮＲ２ペプチ
ドの増大した濃度を測定することにより、ＤＷＩにより明示される脳障害領域及びラクナ
脳卒中の新しいものと古いものを識別することである。
【００２１】
　本発明のさらなる他の目的は、非結合及び結合又は総ＮＲ２ペプチドの濃度に基づいて
、完全な脳卒中への進行を導くその後に脳血管障害の起こりそうな発生予測を助けること
である。
【００２２】
　本発明の他の目的は、非結合及び結合又は総ＮＲ２ペプチドの濃度に依存して、潜在的
ＴＩＡを思わせる症状の重症度の評価を助けることである。
【００２３】
　本発明の他の目的は、ＤＷＩ／ＭＲＩ、並びに非結合及び結合又は総ＮＲ２ペプチドの
濃度／比に基づいて、梗塞のサイズを評価することである。
【００２４】
　本発明の他の目的は、ＮＲ２ペプチド及び抗体及び比率のリアルタイム評価のための方
法、並びに適時な神経保護療法のための脳血管障害又はＴＩＡ／脳卒中を有する患者の治
療濃度域を測定するための方法を提供することである。
【００２５】
　本発明の他の目的は、神経学的観察及び神経画像検査の追加道具として非結合及び結合
又は総ＮＲ２ペプチドを検出し、後に完全な脳卒中が近い高リスクである患者を同定する
ための診断検査を提供することである。
【００２６】
本発明の概要
　予想外に発見されたことは、血中においてイムノグロブリン、アルブミン、及び他のペ
プチド担体に結合する循環ＮＲ２ペプチド（以下、「結合ＮＲ２ペプチド」という）であ
って、慣習的なＮＲ２検査キット又は検査計画において検出されないものが、ＴＩＡ及び
脳卒中、及び脳卒中様障害、及びこれらの脳血管イベントに根底にある脳損傷を評価する
有用な診断的情報を臨床医に提供することである。これらの結合ＮＲ２ペプチドの検出及
び定量は、不十分な血液循環又は微小塞栓イベントから生ずる脳障害の存在を診断するた
めに使用され得、そして、特に非結合ＮＲ２ペプチドの検査、ＮＩＨＳＳスコアリング、
及び神経画像検査の如き他の診断検査と組み合わせて使用するとき、診断の正確性及びそ
の後の治療効果を著しく増大し得る。
【００２７】
　緊急治療室環境におけるこれらの脳マーカーの素早い評価は、ＴＩＡ又は脳卒中の如き
急性脳血管イベントに苦しむ患者を識別する医師の能力を非常に促進し、そして医師が、
脳血管イベントが虚血性イベントか出血性脳卒中か又は脳卒中様障害かどうか決定する助
けとなるだろう。緊急治療室及び医師のオフィスにおいて、脳マーカーの使用は、虚血性
脳卒中を有するリスクのある患者を識別し、神経保護方法の開発において評価する助けと
なるだろう。
【００２８】
　実験的に決定されたことは、約２．０ｎｇ／ｍｌ超の総ＮＲ２ペプチド濃度（すなわち
、結合及び非結合ペプチド）が健康な個人の基準を超えているとき、特に健康な個人の基
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準を超える非結合ＮＲ２ペプチド値のとき（すなわち、０．５～０．６ｎｇ／ｍｌ超）、
健康でない脳血管状態の前兆となることである。
【００２９】
　神経学的欠損に苦しむ患者を評価するとき、総ペプチド濃度と非結合ペプチド濃度との
比較は、虚血性の根底にあるものが再発性発現か慢性症状の激発かどうか、あるいは当該
患者が初期脳血管障害を起こしているかどうかを決定するための顕著な診断的能力を有す
る。
【００３０】
　具体的に、（１）約２．０ｎｇ／ｍｌ超の総ペプチド濃度、及び（２）約２：１超の総
ペプチド：非結合ペプチドの比の組み合わせは、再発性イベントとよく関連し、特に約２
．０、１．０、０．８、０．６又は０．５ｎｇ／ｍｌ未満の非結合ペプチド濃度との組み
合わせのとき、再発性イベントとよく関連する。対照的に、（１）約１．０ｎｇ／ｍｌ超
の非結合ペプチド濃度、及び約２：１未満の総ペプチド：非結合ペプチドの比の組み合わ
せは、初期イベントとよく関連し、特に約３．０又は２．０ｎｇ／ｍｌ未満の総ペプチド
濃度との組み合わせのとき、初期イベントとよく関連する。
【００３１】
　また、これらの相関は、短期間における抗血小板治療又は神経保護療法の如き緊急治療
の選択のために広範囲に渡り使用され得る。バイオマーカープロフィールは、脳血管障害
のリアルタイム証拠を提供し、そして循環する総ＮＲ２ペプチドの濃度における低減は、
選択された治療の陽性効果とよく一致する。本発明の方法は、脳血管障害又はＴＩＡを評
価する際の初期医療環境、及びＴＩＡ又は完全な脳卒中間近である高リスクの患者を同定
する際にも使用され得る。さらに、ＴＩＡ又は脳卒中に苦しむ増大されたリスクを示す結
果に基づいて、予防治療が実施され得、そして当該治療の効果が、本発明の方法を使用し
て測定される。
【００３２】
　本発明のさらなる有利な点は、以下の記載中において一部説明され、一部は当該記載か
ら明らかであり、又は本発明の実施により学び得るだろう。本発明の有利な点は、添付の
特許請求の範囲に特に指摘された要素及びその組み合わせにより理解され実施されるだろ
う。前述の一般的な記載、及び以下の詳細な記載の両方は例示的なものであり説明のため
に記載したものであり、本発明を限定するものではないことが理解されるだろう。
【００３３】
　本明細書中に援用され本明細書の一部を構築する添付の図面は、本発明のいくつかの態
様を例示し、その記載ともに、厳格に本発明の本質を説明する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３４】
本発明の詳細記載
　本発明は、実施例を含む本発明の好ましい態様の以下の詳細記載を参照することにより
容易に理解されるだろう。
【００３５】
用語の定義及び使用
　本明細書及び特許請求の範囲について、単数形「ａ」、「ａｎ」、及び「ｔｈｅ」は、
明らかな指示がない限り、複数形も含む。それ故、例えば、用語「断片（ａ　ｆｒａｇｍ
ｅｎｔ）」は、複数の断片の混合物を含み、用語「ｃＤＮＡオリゴヌクレオチド（ａｎ　
ｃＤＮＡ　ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）」は複数のオリゴヌクレオチドなどを含む
。
【００３６】
　「ポリペプチド」、「タンパク質」、及び「ペプチド」は、本願明細書中に相互交換可
能に使用され、ペプチド結合を介して連結されるアミノ酸の分子鎖を含む。当該用語は、
当該生成物の特定の長さを言及しない。それ故、「ペプチド」、「オリゴペプチド」、及
び「タンパク質」は、ポリペプチドの定義内に含まれる。当該用語は、当該ポリペプチド
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の翻訳後修飾型（イソ型）、例えばグリコシル化型、アセチル化型、リン酸化型、キレー
ト型などを含む。さらに、タンパク質断片、類似体、突然変異型又は変異体タンパク質、
キメラタンパク質などは、ポリペプチドの意味に含まれる。当該ポリペプチド、タンパク
質、及びペプチドは、環状型となり得、あるいは直鎖型になり得る。
【００３７】
　ＮＭＤＡ受容体又はＮＭＤＡＲは、Ｎ－メチル－Ｄ－アスパラギン酸塩に選択的に結合
し、及び脳内の興奮性神経伝達の大部分を媒介するリガンド依存性イオンチャネルのファ
ミリーの内の１つである（Ｄｉｎｇｌｅｄｉｎｅ　Ｒ．他,Ｐｈａｒｍａｃｏｌ　Ｒｅｖ
．１９９９　Ｍａｒ；５１(１)：７－６Ｌ）。当該受容体は、ＮＲ１、ＮＲ２Ａ、ＮＲ２
Ｂ、ＮＲ２Ｃ、ＮＲ２Ｄ、ＮＲ３Ａ、及びＮＲ３Ｂのような文献中に報告されたサブユニ
ットであって、明確な薬剤機能を有するものを含む。ＧｅｎＥＭＢＬ信託番号は、ＮＲ１
（Ｘ５８６３３）、ＮＲ２Ａ（Ｕ０９００２）、及びＮＲ２Ｂ（Ｕ２８８６１）と報告さ
れており、そしてＤａｍｂｉｎｏｖａの国際特許公開第０２／１２８９２号に記載される
。
【００３８】
　ＮＭＤＡ受容体ペプチドは、全長ＮＭＤＡ受容体タンパク質、天然に又は合成して生じ
た全長ＮＭＤＡ受容体のペプチド断片、あるいはそれらの類似体又はイソ型をいう。それ
故、ＮＲ２ペプチドは、全長ＮＲ２Ａ、ＮＲ２Ｂ、ＮＲ２Ｃ、及びＮＲ２Ｄサブユニット
、さらにそれらの断片、類似体、及び誘導体を含む。同様に、ＮＲ２Ａ、ＮＲ２Ｂ、ＮＲ
２Ｃ又はＮＲ２Ｄペプチドは、全長の天然に生ずるＮＲ２Ａ、ＮＲ２Ｂ、ＮＲ２Ｃ又はＮ
Ｒ２Ｄペプチドサブユニット、あるいはそれらの断片又は誘導体を意味する。ＮＭＤＡペ
プチドのＮ末端ドメインは、全長ペプチド、あるいはそれらの断片、類似体又は誘導体の
アミノ酸Ｎ－末端ドメイン断片をいい、通常、約４０又は５０アミノ酸長であるが、Ｄａ
ｍｂｉｎｏｖａの国際特許公開第０２／１２８９２号に記載されるように、１５０、２０
０又は３００アミノ酸長もある。
【００３９】
　ペプチドの「類似体」は、１又は複数のアミノ酸置換、欠失、追加又は転位を含むペプ
チドを意味する。例えば、タンパク質生化学の分野においてよく知られることには、特定
の大きさ又は特性（例えば、荷電、疎水性、及び親水性）を有するアミノ酸グループに属
するアミノ酸は、しばしばタンパク質の活性を変えないアミノ酸に、特に生物活性と直接
関連しないタンパク質の領域で置換される。それ故、もし当該類似体に対する抗体が、Ｎ
ＭＤＡＲペプチドに対してさらに特異的であるような部位でのアミノ酸置換、欠失、追加
又は転位を含むならば、ＮＭＤＡペプチドの類似体は本発明に有用である。
【００４０】
　特に反対に述べられない限り、本明細書中に使用されるＮＭＤＡＲ類似体又は変異体は
、天然に生じたＮＭＤＡと少なくとも８０％アミノ酸一致を有する配列をいい、それは少
なくとも８５％、９０％又は９５％の一致も含み得る。アミノ酸一致は、類似体又は変異
体と天然に生じたＮＭＤＡとのアミノ酸比較により定義される。当該２つのアミノ酸配列
は、それらの配列長に沿って共通のアミノ酸の数を最大化するように整列させられる。片
方の又両方の配列におけるギャップは、共通アミノ酸の数を最大化するためにその配列を
整列する際に許される。アミノ酸一致パーセンテージは、以下の２つの数のより大きい方
である：（１）ＮＭＤＡ類似体のアミノ酸の数により除した、２つのペプチドが共通の整
列を有するアミノ酸の数に１００を乗じる、あるいは（２）天然に生じたＮＭＤＡペプチ
ド中のアミノ酸の数により除した、２つのペプチドが共通の整列を有するアミノ酸の数に
１００を乗じる。分析において断片の末端に付加されたアミノ酸は考慮しない。
【００４１】
　ＮＭＤＡ誘導体は、天然に生じたＮＭＤＡ、及びＮＭＤＡ類似体、並びにそれらの断片
であって、側鎖修飾、骨格修飾、及びＮ－やＣ－末端修飾を含む１又は複数の構成アミノ
酸で、例えばアセチル化、ヒドロキシル化、メチル化、アミド化、リン酸化又はグリコシ
ル化により化学的、酵素的に派生したものを含む。当該用語は、亜鉛ＮＭＤＡ、及びアン
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モニウムＮＭＤＡの如きＮＭＤＡ塩も含む。
【００４２】
　用語「抗体」は、免疫グロブリンと同じ意味を有する。本明細書中に使用される用語「
抗体」は、天然抗体、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、組換えＤＮＡ抗体、及
びＦａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２又はＦｖ、並びに単一ドメイン及び一本鎖抗体の如き抗体の
生物学的活性誘導体を含む。抗体の生物活性誘導体は、特定の抗原に結合する能力を保持
する限り、この定義内に含まれる。それ故、ＮＲ２ペプチドに特異的に結合するＮＲ２抗
体は、少なくとも１つのＮＲ２ペプチドに結合する能力を有する。
【００４３】
　用語「ＮＲ２」ペプチドは、全長ＮＲ２Ａ、ＮＲ２Ｂ、ＮＲ２Ｃ、及びＮＲ２Ｄサブユ
ニット、それらの断片、及びそれらの組換え断片を含み、ＮＭＤＡ受容体のＮＲ２サブフ
ァミリーに発現されるいずれかのペプチドをいう。本発明の実施するために好ましいＮＲ
２ペプチドは、ＮＲ２Ａ、及びＮＲ２Ｂサブユニット、あるいはそれらの類似体における
配列から組換えられる。当該配列は、好ましくは、自己抗原であり、好ましくは、列挙さ
れるＮＭＤＡ受容体サブタイプのＮ末端ドメイン由来である。当該ペプチドは、好ましく
は、約４０アミノ酸長未満であり、約１５アミノ酸長より長い。かかる配列の類似体は、
組換えペプチドにも存在し得ることが、当然理解されるだろう。
【００４４】
　好ましいＮＲ２ペプチドは、組換えＮＲ２Ａ／ＮＲ２Ｂペプチドであり、以下のヌクレ
オチド配列を有する。
　　ＮＧＭＩＧＥＶＶＹＱＲＡＶＭＡＶＧＳＬＴＩＫＲＩＶＴＥＫＴＤ　３１
【００４５】
　用語「タンパク質洗剤」は、ヒト血流中の循環複合体からＮＲ２ペプチドを除去できる
、いずれかの化合物をいい、本分野において一般的に知られる様々なイオン性界面活性剤
、及び両親媒性分子を含む。例えば、ドデシル硫酸ナトリウム（ａ／ｋ／ａ　ラウリル硫
酸ナトリウム）、タウロコール酸ナトリウム、コール酸ナトリウム、ＣＴＡＢ、ＬＤＡＯ
、ＣＨＡＰＳ、Ｔｗｅｅｎ２０、Ｔｈｅｓｉｔ、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、ＮＰ４０、
ｎ－オクチルスクロース、ｎ－ドデシルスクロース、ｎ－ドデシルマルトシド、オクチル
グルコシド、オクチルチオグルコシド、ｎ－ヘキシルグルコシド、及びｎ－ドデシルグル
コシドを含む。
【００４６】
一般的議論
　本発明の開示は、脳内のＮＭＤＡ受容体合成の遺伝的又は偶発的増大が、神経学的虚血
性欠損を反映し、脳卒中又はＴＩＡの素早い診断のため及び他の脳卒中様障害から識別す
るために使用され得るといった認識に起因する診断及び治療への適用を記載する。脳内に
異常に発現したＮＭＤＡ受容体は、血液関門の侵入の後に素早く代謝され、これらの代謝
性破壊産物は循環系に入る。免疫系は、これらのペプチド及びタンパク質断片を外来抗原
として認識し、抗体及び免疫複合体を産生することにより応答する。これらの免疫複合体
及び血流中のアルブミン複合体の如き他の凝集体にいったん結合されたら、これらのペプ
チドは、慣習的な検査計画における検出を主に利用できない。本発明において、結合ＮＲ
２ペプチド（結合抗原）又は総ＮＲ２ペプチド、及び場合により非結合ＮＲ２ペプチド（
遊離抗原）の内容は、脳血管障害、ＴＩＡ及び脳卒中、及び将来の脳血管障害、ＴＩＡ及
び脳卒中のリスクを評価する際の予後値／診断値の脳バイオマーカーとして評価される。
【００４７】
　それ故、ある態様において、本発明は、生体サンプル中の結合又は総ＮＲ２ペプチド又
はＮＭＤＡ受容体断片の量を測定すること、及び場合により非結合ＮＲ２ペプチドを測定
することを含む、中枢神経系障害を診断する方法を提供する。他の態様において、本発明
は、神経学的欠損の病的源を測定するための方法であって、以下のステップ：（ａ）神経
学的欠損に苦しむ患者を提供し；（ｂ）多量の結合又は総ＮＲ２ペプチドに達するように
前記患者由来の体液中の結合又は総ＮＲ２ペプチドを検出及び定量し；そして（ｃ）前記
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結合又は総ＮＲ２ペプチドの量と、明らかに健康なヒトの前記体液中の結合又は総ＮＲ２
ペプチドの母集団標準とを比較する、を含む上記方法を提供する。特に好ましい態様にお
いて、当該方法は、以下のステップ：（ａ）多量の非結合ＮＲ２ペプチドに達するように
前記患者由来の体液中の非結合ＮＲ２ペプチドを検出及び定量し；そして（ｂ）前記非結
合ＮＲ２ペプチドの量と、明らかに健康なヒトの前記体液中の非結合ＮＲ２ペプチドの母
集団標準とを比較する、をさらに含む。
【００４８】
　ＮＲ２ペプチドの上昇値は、脳損傷に特異的であり、他のＮＭＤＡ受容体より高い比率
で虚血性脳組織内に発現される。それ故、脳内虚血性エピソード、ＴＩＡ、及び脳卒中を
評価するのに唯一適している。非結合及び結合又は総ＮＲ２ペプチドの測定された濃度が
上昇しそれ故中枢神経系障害の示唆となるかどうかを決定するためのベースライン値は、
母集団標準から、又は好ましくは患者自身の検査履歴から入手され得る。
【００４９】
　免疫測定法は、本発明のタンパク質又はペプチドを測定するために一般的に好まれる。
しかしながら、ＨＰＬＣの如き他の分析技術も当業者に知られるように有用である。しか
しながら、免疫アッセイを使用するとき、抗原決定基がＮＭＤＡ受容体のＮＲ２型のＮ末
端ドメインに集中していること、そして当該Ｎ－末端ドメイン及びそれらの断片に対する
抗体増加は最適な検査結果のために使用すべきであることが見出されている。
【００５０】
　本発明の方法は、直接ＥＬＩＳＡによりバイオマーカーに対して増大された抗体を使用
する免疫測定法を使用して、又はＨＰＬＣの如き定量技術を通じて、選択された生体サン
プル中の非結合及び結合又は総ＮＲ２ペプチドの濃度を直接測定することにより好ましく
は実施される。もし非結合及び結合又は総ＮＲ２ペプチドを測定するならば、それらは、
ＮＭＤＡ受容体の全ＮＲ２型とは対照的に、抗体の標的としてＮＲ２ペプチドの１又は複
数の抗原断片を使用して好ましくは測定される。健康なヒトは、約２．０、１．０、０．
８、０．６又は０．５ｎｇ／ｍｌ未満の非結合ＮＲ２ペプチド血中濃度、及び約３．０、
２．０又は１．５ｎｇ／ｍｌ未満の総ＮＲ２ペプチド血中濃度を通常、有する。
【００５１】
　本発明の方法は、実際には、循環脳内ＮＭＤＡ受容体又はかかる受容体のマーカーが発
現し又は見られるいずれかの体液を使用して実施され得、ここで当該体液は血液、尿、血
しょう、血清、脳脊髄液、唾液、汗又は脳組織を含む。好ましい態様において、当該体液
は、血しょう又は血清である。さらに好ましい態様において、当該血しょう又は血清は、
約１：５０の比に希釈される。
【００５２】
緊急治療室の診断、及びリハビリテーション予後診断
　上述のように、本発明の方法は、緊急治療室環境における使用に特に適している、なぜ
ならば、ＮＲ２ペプチド又はＮＭＤＡ受容体断片値は、虚血性イベントの非常に早い、か
つ初期段階で上昇され、そしてそれ故、特にＮＩＨＳＳ及びＣＴ又はＤＷＩ／ＭＲＩに連
動して測定されるとき、脳損傷のリアルタイム表示を提供するからである。好ましい態様
において、患者は、虚血性イベントが継続している間、好ましくは神経保護療法との介在
に合わせて、評価される。それ故、例えば、当該患者は、神経学的欠損を経験しながら、
評価され得る。あるいは、当該患者は、脳卒中様症状の最初の発現の後、約６時間、５時
間、４時間、３時間、２時間又はそれ未満の時間内に評価され得る。それ故、ある態様に
おいて、本発明は、血液検査により脳状態を、あるいは脳卒中様症状の発現の３時間以内
にヒトから生体サンプルを回収することにより脳血管障害、ＴＩＡ又は脳卒中の如き中枢
神経系障害の存在を評価するための方法を提供する。
【００５３】
　本発明の方法は、特に、ラテックス凝集アッセイを採用した際の救急治療室環境にも有
用である、なぜならば、ラテックス凝集手順が素早く容易に使用され得るからである。ベ
ッドサイドでラテックス凝集法過程を使用するとき、介護担当者は、しばしば、１０分未
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満に血液検査結果を入手する。それ故、本発明の方法を使用するとき、リアルタイムデー
タは、患者の移動の間に「その場」においてさえ入手され得、そのことは神経保護治療の
ためのより長い時間窓を提供するだろう。それ故、本発明の他の態様において、患者から
の生体サンプルの回収と、非結合及び結合、若しくは総ＮＲ２ペプチド又はＮＭＤＡ受容
体断片の存在、あるいはその分量の検出又は測定との間の経過時間は、３０分未満である
。
【００５４】
　本発明の最も顕著な利点の１つは、脳腫瘍、外傷性脳損傷、膿瘍、空気塞栓症、巨細胞
性動脈炎、膠原血管病、代謝系異常、ベル麻痺、内耳炎又は脱髄疾患の如き他の脳卒中様
障害から、脳卒中の如き虚血性エピソードを識別する能力である。この利点は、検出され
たペプチドが結合又は非結合であるかどうかにかかわらず有用であり、本発明のこの態様
は、検出されたペプチドが結合又は非結合かどうか、あるいは両方のペプチドが検出され
たかどうかにかかわらず適用する。特に、もし脳卒中が疑われたならば、当該方法は、脳
卒中が虚血性か出血性の発作かどうかの診断を助け、そして診断された脳卒中の型に適し
た神経保護療法に開業医を誘導するだろう。それ故、他の態様において、本発明は、脳血
管障害、ＴＩＡ又は脳卒中の存在の診断方法であって、診断が脳卒中を確認したとき、非
結合及び／又は結合、あるいは総ＮＲ２ペプチド又はＮＭＤＡ受容体断片の濃度から、そ
の脳卒中が虚血性又は出血性かどうか評価すること、並びに好適に虚血性又は出血性脳卒
中治療を実施することをさらに含む、上記方法を提供する。
【００５５】
　ある態様において、検討中の治療は組織プラスノミノーゲンアクチベーター（ｔＰＡ）
であり、本発明は、脳虚血を診断、及び治療する方法であって、以下のステップ：（ａ）
神経学的欠損に苦しむ患者を提供し；（ｂ）ＮＲ２ペプチドの一次量を得るために、前記
患者由来の体液中のＮＲ２ペプチド（結合、及び／又は非結合）を検出、及び定量し；（
ｃ）前記ＮＲ２ペプチドの一次量を明らかに健康なヒト被験者の前記体液中のＮＲ２ペプ
チドの母集団標準と比較し；（ｄ）もし前記ＮＲ２ペプチドの前記一次量が、明らかに健
康なヒト被験者の前記体液中のＮＲ２ペプチドの母集団標準より上ならば、ｔＰＡを前記
患者に投与する；そして（ｅ）もし前記ＮＲ２ペプチドの前記一次量が、明らかに健康な
ヒト被験者の前記体液中のＮＲ２ペプチドの母集団標準より下ならば、ｔＰＡを前記患者
に投与しない、を含む上記方法を提供する。
【００５６】
　好ましい態様において、結合又は総及び非結合ＮＲ２ペプチドは、別々に検出及び定量
され、結合又は総及び非結合ＮＲ２ペプチドの量に達し、そして、前記結合又は総及び非
結合ＮＲ２ペプチドの量を、明らかに健康なヒト被験者の前記体液中の結合又は総及び非
結合ＮＲ２ペプチド母集団標準と比較する。
【００５７】
　他の態様において、本発明は、以下のステップ：（ａ）急性顔面不全麻痺、腕ドリフト
、異常発語又は他の神経学的欠損について前記患者を評価し；（ｂ）もし前記急性顔面不
全麻痺、腕ドリフト又は異常発語が観察され、かつ前記ＮＲ２ペプチドの前記量が明らか
に健康なヒト被験者における前記体液中のＮＲ２ペプチドの母集団標準より上であれば、
前記患者にｔＰＡを投与し；そして（ｃ）もし前記急性顔面不全麻痺、腕ドリフト又は異
常発語が観察されず、かつ前記ＮＲ２ペプチドの前記量が明らかに健康なヒト被験者にお
ける前記体液中のＮＲ２ペプチドの母集団標準より下であれば、前記患者にｔＰＡを投与
しない、により実施される。
【００５８】
　さらに、治療するため又は特定の治療計画の有効性を測定するためのフォローアップと
して、患者の状態の継続的測定を提供するために前記手順を定期的に繰り返し得る。この
態様において、前記疾患のための治療を同時に受けることが、哺乳類にとって好ましい。
さらに好ましくは、約２０分～約１ヶ月の間隔でサンプルを回収する。さらにより好まし
くは、前記間隔は、約２０分～約２時間である。最も好ましくは、サンプルを約３０分間
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隔で回収する。それ故、他の態様において、本発明は、脳血管障害、ＴＩＡ又は脳卒中の
進行を診断するための方法であって、約６時間未満の頻度で、１又は複数の追加回数、生
体サンプル中の非結合及び結合又は総ＮＲ２ペプチド、及び／又はＮＭＤＡ受容体断片の
存在又は量を測定することをさらに含む上記方法を提供する。
【００５９】
　また、この検査は、好ましくは、ＮＩＨＳＳ評価、及び神経画像検査と連動して実施さ
れる。換言すると、他の態様において、ＮＲ２ペプチドは、ＮＲ２ペプチドの二次量を得
るために、２回目の患者由来の体液中のＮＲ２ペプチドを検出及び定量し；ＮＲ２ペプチ
ドの前記二次量を前記一次量と比較し；もし前記二次量が前記一次量超であれば、患者に
ｔＰＡを２回目投与し；及びもし前記二次量が前記一次量超でなければ、患者にｔＰＡを
２回目投与しない。
【００６０】
一次治療の医師環境
　他の適用において、本発明の方法は、臨床環境において、近い将来脳卒中に苦しむリス
クの高い個人を識別するため、あるいはリスク低減治療の効果を測定するために使用され
る。多くの治療が、個人の脳卒中のリスクを低減するために使用され得る。抗血小板薬、
特にアスピリンの使用は、脳卒中のリスクのある患者への標準的治療である。心房細動（
心臓の不規則な心拍）を有するヒトは、抗凝結剤を処方され得る。治療が指示されるとき
、本発明の方法は、その治療の効果を測定するための新規方法を提供する。
【００６１】
　それ故、ある態様において、本発明は、ＴＩＡ又は脳卒中の個体のリスクを評価するた
めの方法であって、以下のステップ：当該個体由来の生体サンプル中の結合又は総（場合
により非結合）ＮＲ２ペプチド、及び／又はそれらのＮＭＤＡ受容体断片の値を測定し；
そして検出された濃度をベースライン値と比較する、を含む上記方法を提供する。ある態
様において、当該ベースライン値は、母集団平均から得られる。他の態様において、当該
ベースライン値は、ＮＩＨＳＳ及びＤＷＩ／ＭＲＩデータと連動して、個体自身の病歴か
ら得られる。
【００６２】
　他の態様において、本発明の方法は、リスク低減治療（神経保護戦略）の実施と場合に
より連動して、脳卒中又はＴＩＡにおける低減又は増大を測定するために複数回実施され
る。他の態様において、本発明の方法は、約１週間に１度～約６ヶ月間に１度の頻度で実
施される。他の態様において、本発明の方法は、約１ヶ月間に１度～約３ヶ月間に１度の
頻度で実施される。
【００６３】
手術前のリスク評価
　他の態様において、本発明は、手術前に、明らかに健康なヒト被験者における脳卒中の
リスクの評価を助ける方法を提供する。被験者を検査し、当該被験者が本人の血流中の結
合又は総ＮＲ２ペプチドの危険値を有するとき、手術前、及び手術中に数回超、当該被験
者を検査することが好ましい。さらに、手術直後まで、被験者がしばしば有害神経学的イ
ベントに直面しないので、１時間、３時間、６時間、１２時間、２４時間、３日間、７日
間又は１３日間の１又は複数のとき以内に、これらの被験者を手術後１又は複数の追加回
数、検査することが好ましい。
【００６４】
　本発明の方法は、手術の予定が組まれた成人又は子供に実施され得、糖尿病、アテロー
ム性動脈硬化症、高血圧、あるいは疑わしい又は確認されたＴＩＡ又は脳卒中病歴を有す
る患者の如き神経学的イベントに既に苦しみやすい患者を評価するときに特に有用である
。当該方法は、有害な神経学的イベントのリスクを予測するために、手術前、ＭＭＳＡ検
査に連動しても使用され得る。位置確認、注意、及び想起の術前の低減されたＭＭＳＡ成
分スコアは、手術直後の混乱及び脳血管イベントに関連する。
【００６５】
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　最新の発明により予測され得る神経学的イベントの型は、通常、脳への酸素の供給不足
により引き起こされる（対照的に、出血性イベントは脳内の血管が破裂するときに生じる
）脳虚血、及び特に虚血性イベントにより導かれるものである。これらのイベントは、脳
卒中又はＴＩＡにおいて生じるように、あるいは全体的に、幻覚症状を引き起こすように
、脳の特定の領域内に局在し得る。それ故、当該有害な神経学的イベントは、精神錯乱に
より特徴付けられ、あるいはＴＩＡ又は虚血性脳卒中として診断され得る。酸素の供給は
、患者の健康状態（貧血症の如き特定の血液障害のような状態）により危うくなり得るが
、より一般的には、外科手術的イベントにより引き起こされるだろう。有害な神経学的イ
ベントは、もし当該イベントが外科手術間、又は外科手術の終了後３０日間以内に生じた
ならば、外科手術によるものといわれるが、生じた有害イベントは、もし所望するならば
、７日間、３日間、２日間又は１日間の時間枠中にも特定され得る。
【００６６】
　本発明の予測方法は、いずれの型の外科手術による有害な神経学的イベントのリスクを
も予測できる、しかしながら、脳への酸素の流れを一時的に緩やかにする又は中断する外
傷性外科手術には最も有益だろう。例えば、当該方法は、正常な血液循環を閉塞する又は
阻害する、手術中のミクロ又はマクロ栓、異常な脳内かん流、再かん流傷害、あるいは炎
症性又は神経体液性応答をもたらす心臓血管手術前に、実施しなければならない。本発明
は、心肺バイパスが実施されるとき、有害な神経学的イベントの発生を予測する際に特に
有用である。
【００６７】
診断プラットフォーム
　結合又は総ＮＲ２ペプチドを測定するための診断的方法は、通常、かかるペプチドの存
在する血流中の複合体（例えば、免疫グロブリン、及びアルブミン複合体）から剥離され
た結合ペプチドを必要とする。この剥離は、通常、タンパク質洗剤の使用により達成され
る。それ故、ある態様において、本発明は、生体サンプル中の結合又は総ＮＲ２ペプチド
を検出、及び定量するための検査キットであって、以下の：（ａ）検査サンプル中のＮＲ
２ペプチドに特異的に結合可能な抗体を含む抗体試薬；（ｂ）タンパク質洗剤；及び（ｃ
）指示試薬を含む、上記キットを提供する。他の態様において、本発明は、生体サンプル
中の結合又は総ＮＲ２ペプチドを検出、及び定量するための方法であって、以下のステッ
プ：（ａ）生体サンプルをタンパク質洗剤と接触させ、変性された生体サンプルを産生し
；（ｂ）検査サンプル中のＮＲ２ペプチドと抗体との結合複合体の形成を可能とするため
に充分な時間、前記変性された生体サンプルを、前記ＮＲ２ペプチドに特異的に結合可能
な前記抗体を含む抗体試薬と接触させ；そして（ｃ）前記結合複合体を検出及び定量する
、を含む上記方法を提供する。
【００６８】
　本発明の診断方法は、直接ＥＬＩＳＡ、ＲＩＡ、免疫ブロット法、ラテックス凝集法、
側方流動、蛍光偏光アッセイ、及びマイクロアレイを含む、いずれかの既知の診断方法を
使用して実施され得る。他の態様において、本発明は、ＮＭＤＡＲペプチドマーカーを捕
捉及び測定するための固定化された固相を使用して実施される。それ故、ある態様におい
て、本発明の方法は、以下のステップ：（ａ）患者由来の生体サンプルを、当該サンプル
中のＮＭＤＡＲペプチド又は抗体とＮＭＤＡＲ抗体又はペプチドとの複合体を形成するの
に充分な時間、ＮＭＤＡＲペプチド又は抗体を含む固定化固相に接触させ；（ｂ）前記複
合体を、シグナル産生化合物に結合する指示試薬と接触させ、シグナルを産生させ；（ｃ
）前記産生したシグナルを測定する、を含む。好ましい態様において、当該指示試薬は、
ホースラディッシュ・ペルオキシダーゼに結合するチキン抗ヒト又は抗ヒトＩｇＧを含む
。
【００６９】
　好ましい態様において、前記固相は、ポリマーマトリクスである。さらに好ましくは、
当該ポリマーマトリクスは、ポリアクリレート、ポリスチレン又はポリプロピレンである
。好ましい態様において、当該固相はマイクロプレートである。他の好ましい態様におい
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て、当該固相はニトロセルロース膜又は荷電ナイロン膜である。
【００７０】
　他の態様において、前記方法は、凝集を使用して実施される。それ故、さらに他の態様
において、本発明は、以下のステップ：（ａ）患者由来のサンプルを、ＮＭＤＡＲペプチ
ド又は抗体とＮＭＤＡＲ抗体又はペプチドとの凝集複合体を形成するのに充分な時間、Ｎ
ＭＤＡＲペプチド又は抗体を含む凝集担体と接触させ；（ｂ）前記凝集塊からシグナルを
産生させ；（ｃ）前記シグナルをＮＭＤＡＲペプチド又は抗体の１又は複数のマーカーの
ちと関連付ける、を含む。好ましい態様において、前記「充分な時間」は、３０分間、２
０分間、１５分間又は１０分間未満である。
【００７１】
　ラテックス凝集アッセイは、Ｂｅｌｔｚ，Ｇ．Ａ．他，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂ
ｅｓ：Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ａｎｄ　ｍｅｄｉｃａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ａ
．Ａｌｂｅｒｔｉｎｉ他　ｅｄｓ．，Ｒａｖｅｎ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９
８９に記載され、その全内容を本願明細書中に援用する。ラテックス凝集アッセイにおい
て、特定のバイオマーカーに対する抗体が、ラテックス粒子上に固定化される。当該ラテ
ックス粒子の一滴を、検査するための血清の適度な希釈液に添加し、そしてカードを穏や
かに揺り動かすことにより混合する。サンプルが当該バイオマーカーの充分な値を欠いて
いる際、懸濁液中にラテックス粒子が残り、そして滑らかで、ミルクのような外観のまま
となる。しかしながら、もし抗体に反応するバイオマーカーが存在すると、ラテックス粒
子は、視覚的に検出可能な会合体となる。
【００７２】
　凝集アッセイは、バイオマーカーを検出するためにも使用され得る、ここで、対応する
抗体は、ゼラチン、赤血球、ナイロン、リポソーム、金粒子などの如き、ラテックスビー
ズ以外の好適な粒子上に固定化される。当該アッセイにおける抗体の存在は、沈殿反応の
ものに似た凝集を引き起こし、次いで、比濁法、濁度、赤外分光光度法、目視検査、比色
分析などの如き技術により検出され得る。
【００７３】
　用語「ラテックス凝集法」は、検出可能な凝集体の形成に基づくいずれかの方法を言及
するように、本明細書中において一般的に使用され、免疫吸着基質としてのラテックスに
限定されない。凝集のために好ましい基質は、ポリスチレン、ポリプロピレンの如きラテ
ックスビーズであるが、他のよく知られた基質は、ガラス、紙、デキストラン、及びナイ
ロンから形成されたビーズを含む。固定された抗体は、アミド又はエステル結合を介する
共有結合、イオン引力の如き技術又は吸着作用により、固相免疫吸着剤に共有結合、イオ
ン結合又は物理的結合され得る。当業者は、抗体に結合するための多くの他の好適な担体
を知っているだろうし、慣習的な方法を用いて、そのようなものを確定し得るだろう。
【００７４】
　慣習的な方法は、本発明中の使用のための抗体を提供するために使用される。例えば、
ＮＭＤＡタンパク質のペプチドを使用することにより、ポリクローナル抗血清又は抗モノ
クローナル抗体は、標準的方法を使用して作成され得る。哺乳類（例えば、マウス、ハム
スター又はウサギ）は、哺乳類において抗体反応を誘引するペプチドの免疫原性型で免疫
され得る。ペプチドに関する免疫原性を与える技術は、担体との連結又は本分野において
よく知られた他の技術を含む。例えば、当該ペプチドは、アジュバントの存在下で投与さ
れ得る。免疫付与の向上は、血しょう又は血清中の抗体力価の検出により測定され得る。
標準ＥＬＩＳＡ又は他の免疫アッセイ手順は、抗体値を評価するために抗原としての免疫
原と共に使用され得る。免疫後、抗血清を投与し、そしてもし所望するならば、ポリクロ
ーナル抗体を当該血清から単離し得る。
【００７５】
　モノクローナル抗体を製造するために、抗体製造細胞（リンパ球）を免疫した動物から
収穫し、そして標準的体細胞融合手段により骨髄腫細胞と融合し、これらの細胞を免疫化
しそしてハイブリドーマ細胞を産生する。かかる技術は、本分野においてよく知られ、例
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えば、Ｋｏｈｌｅｒ　ａｎｄ　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ｛Ｎａｔｕｒｅ　２５６，４９５－４９
７（１９７５）｝により初めに開発されたハイブリドーマ技術、並びに、ヒトＢ細胞ハイ
ブリドーマ技術｛Ｋｏｚｂｏｒ他，Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｔｏｄａｙ　４，７２（１９８３）
｝、ヒトモノクローナル抗体を製造するためのＥＢＶハイブリドーマ技術｛Ｃｏｌｅ他　
Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ（
１９８５）Ａｌｌｅｎ　Ｒ．Ｂｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．７７－９６頁｝、及び組み合わせ抗体
ライブラリーのスクリーニング｛Ｈｕｓｅ他，Ｓｃｉｅｎｃｅ ２４６，１２７５　（１
９８９）｝の如き他の技術である。ハイブリドーマ細胞は、前記ペプチドに特異的に反応
する抗体の製造のために免疫化学的にスクリーンされ得、そしてモノクローナル抗体が単
離され得る。それ故、本発明は、本明細書中に記載されるＮＭＤＡＲタンパク質又は断片
に特異的である、ハイブリドーマ細胞分泌モノクローナル抗体も企図する。
【００７６】
　ある態様において、本発明の方法は、ヒト血液から精製された抗体に基づいて工場で測
定されているキットを使用して実施される。それ故、他の態様において、本発明は、以下
の条件：（ａ）前記体液中のＮＭＤＡＲ抗体の値を、診断キットを使用して測定する；（
ｂ）前記診断キットが結合ＮＭＤＡＲペプチドを含む；（ｃ）前記キットが、ヒト血液か
ら精製された免疫グロブリンＧの画分を含む抗体標準に対して製造される、の下で、実施
される。
【００７７】
　さらに、本発明の方法は、商業的に入手可能な化学発光技術を使用して実施され得る。
例えば、本発明の方法は、モノクローナル抗体の一定量を使用して、直接化学発光技術を
使用する、２部位サンドイッチ免疫測定法を使用し得る。前記ペプチドの流動性試薬中の
一次抗体は、ペプチドの始部に特異的な、アクリジニウムエステル標識モノクローナル・
マウス抗ヒトＮＭＤＡ受容体ペプチドＢＮＰ｛Ｆ（ａｂ’）２断片｝となり得る。前記固
相中の二次抗体は、前記ペプチドの他の部分に特異的なビオチニル化モノクローナル・マ
ウス抗ヒト抗体となり得、そしてそれはストレプトアビジン磁気粒子に結合され得る。免
疫複合体は、患者のサンプルと前記２つの抗体とを混合することにより形成されるだろう
。非結合抗体複合体を洗浄し除去した後、次いで、免疫複合体シグナルの化学発光を、照
度計を使用して測定し得る。
【００７８】
　ＮＭＤＡ受容体のｃＤＮＡ発現を測定することによりＮＭＤＡ受容体を間接的に検出す
るとき、本発明における測定ステップは、ノザンブロット又はサザンブロットの如き伝統
的ＰＣＲアッセイにより実施され得る。これらの方法は、本発明のポリペプチド抗原をコ
ードするオリゴヌクレオチドを使用して実施され得る。それ故、本発明のある態様におい
て、十分な時間、生体サンプルから単離された総ＤＮＡと固相に結合されたオリゴヌクレ
オチドプライマーとを接触させることにより、ＮＭＤＡＲｃＤＮＡ発現の増大を測定する
ことを含む。
【００７９】
　他の態様において、ＮＭＤＡＲｃＤＮＡ発現は、固体マトリクスに結合する総ＤＮＡの
アレイと、オリゴヌクレオチドプライマーを含む既製の試薬混合物を、充分な時間、接触
させることにより測定される。発現したＮＭＤＡＲｃＤＮＡを、シグナル産生化合物に結
合するｃＤＮＡの対応オリゴヌクレオチドを含む指示試薬とｃＤＮＡとの錯体形成により
明らかにされる。当該シグナル産生化合物は、好ましくは、ホースラディッシュ・ペルオ
キシダーゼ、アルカリホスファターゼ、ウリナーゼ、及び非酵素試薬からなる群より選択
される。前記シグナル産生化合物は、最も好ましくは、非酵素試薬である。
【００８０】
　自己抗体の値を測定するための本発明の免疫吸着剤は、以下のように製造され得る。受
容体タンパク質の断片を、好ましくは共有結合又はイオン結合により、ポリスチレン又は
ニトロセルロースの如き好適な担体上に固定する。もし免疫学的調査のために標準ポリス
チレンプレートを使用するならば、最初にニトロ化手順に供され、それにより、遊離のニ
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トロ基を当該プレート表面上に形成し、そしてアミノ基に還元し、リンカーとしてグルタ
ルジアルデヒドで活性化する。次に、そのように活性化されたプレートを、当分の間及び
固定を確固たるものとするのに充分な温度で（すなわち、４℃で約１６時間）、受容体タ
ンパク質の各免疫原性断片を化学的に固定するため、約２～５０ｎＭの標的ペプチドとイ
ンキュベートする。
【００８１】
　イオン相互作用により、ニトロセルロース・ストリップ上に前記受容体の各断片を固定
することにより免疫吸着剤を製造することも実施可能である。哺乳類の脳から単離された
受容体タンパク質の各断片を、ニトロセルロースに供し、そして３７℃で１５分間インキ
ュベートする。次いで、ニトロセルロースをＴｗｅｅｎ－２０の０．５％溶液で洗浄し、
そして結果物たる免疫吸着剤を、室温で乾燥し、そして乾燥した場所で１年間保管する。
【００８２】
　以下の実施例は、当業者にどのように本発明の化合物を製造し評価するのかの完全な開
示及び記載を提供するように記載され、本発明の単なる例証を意図し、本発明の範囲を限
定するものではない。数字（量、温度など）に関して正確性を確保するために努力したが
、いくらかのエラーや狂いが計上されるべきである。特段の指示がなければ、一部は重量
による一部であり、温度は℃又は室温であり、圧力が大気温度又はその付近である。
【実施例】
【００８３】
実施例１　検査された患者群
　可能性のある一過性脳虚血発作を思わせる症状があり、高いリスクで完全な脳卒中間近
である４１人の成人患者を評価した。除外排除基準は、その症状がグルコースによる治療
後解消された患者、及び低血糖症に苦しみそうだった患者を含んだ。
【００８４】
　患者の所定の評価の間、評価する医師は、年齢＞６０、真性糖尿病、ＴＩＡ症状＞１０
分間、虚弱、発語障害を含む５つの因子の有無を確認した。インフォームドコンセントの
後、血液サンプルを、入院した日に、全患者から回収した。次いで、再発性ＴＩＡ又は脳
卒中の評価のための電話を通してのプレゼンテーション、個人面接、病歴の再調査後、患
者を約９０日間フォローした。脳卒中を、もし患者が発病したならば、最初の評価後９０
日間に、永続的な神経学的欠損又は患者の症状の発病に対応する中枢神経系梗塞の証拠と
なる新たなＸ線像（ＣＴ又はＭＲＩ）を生じたこととして定義した。ＤＷＩ、Ｔ２ＷＩ、
及びＭＲＡを含む多配列ＭＲ画像化プロトコルを、症状の開始後２４時間内に、単一セッ
ションとして実施した。以下のＣＴ画像化データを記録した：出血の位置、出血量、及び
心室内血の存在又は質的効果。非結合ＮＲ２ペプチドの量を、上記患者、及び健康なボラ
ンティア（ｎ＝１０）の対応年齢グループの血しょう中で、測定した。
【００８５】
　脳幹神経節成長を示し脳腫瘍と診断された後で、ある患者を除外した（表１）。患者の
４２％を、症状の始まりから３時間内にＭＲＩ検査に供し、患者の７９％を、症状の始ま
りから３時間内にＣＴスキャンに供した。
【００８６】
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【表１】

【００８７】
実施例２　新たな脳障害のマーカーとしての非結合ＮＲ２ペプチド
　表２に示されるように、血中の非結合ＮＲ２ペプチドの濃度を、直接ＥＬＩＳＡにより
得た。図１に示された非結合ＮＲ２ペプチドの分布において、１．０ｎｇ／ｍｌ未満の非
結合ＮＲ２ペプチドの値を有する患者（ｎ＝１６）はＣＴ／ＭＲＩにより定義される損傷
領域を有さなかったことを示した（表１）。健康なヒトの血しょうは、０．３～０．５ｎ
ｇ／ｍｌの範囲の非結合ＮＲ２ペプチドの濃度を有した。
【００８８】
【表２】

【００８９】
　１．０ｎｇ／ｍｌ超の非結合ＮＲ２ペプチドの濃度を、ＤＷＩ／ＭＲＩにより定義され
る皮質、脳幹神経節、小脳、及び視床に位置する新規虚血性病巣を有する患者（ｎ＝１４
）の血しょう中に検出した（表２）。虚血性脳卒中（ＩＳ）を有する３人の患者において
、非結合ＮＲ２ペプチドの異常に上昇した濃度は、次いでＤＷＩにより定義したラクナ梗
塞の診断を可能にした。
【００９０】
実施例３　旧脳障害のマーカーとしての総ＮＲ２ペプチド
　示唆的なＴＩＡを有する４０人の患者からの血清サンプルを、総ＮＲ２ペプチド量につ
いて分析した（表３）。
【００９１】
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【表３】

【００９２】
　データの統計的分析は、大抵の患者が２．０ｎｇ／ｍｌ未満の総ＮＲ２ペプチド濃度を
有していることを示した（図２）。健康なヒトは、１．０～１．５ｎｇ／ｍｌの総ＮＲ２
ペプチド濃度を有した。患者の神経画像検査は、ＩＣＨを有するものを除いて、異常性を
示さなかった。総ＮＲ２ペプチドの濃度は、ＭＲＩにより定義された脳虚血及び旧梗塞領
域の病歴を有する患者において、＞２．４ｎｇ／ｍｌだった（表３）。４０人中９人の患
者を、再発性ＴＩＡ又は脳卒中を有しているとして、臨床的に診断した。
【００９３】
実施例４　ＴＩＡ／脳卒中を有する患者における非結合及び総ＮＲ２ペプチド（一次症状
及び再発性症状）
　非結合及び総ＮＲ２ペプチドの同時検出は、梗塞の新たな領域を有する患者と再発性Ｔ
ＩＡ／脳卒中を有する患者との区別を可能とする。表３は、患者の総及び非結合ＮＲ２ペ
プチド値と比較される、ＣＴ／ＭＲＩ／ＤＷＩベースの患者における臨床診断を示す。Ｍ
ＲＩ／ＤＷＩに関する梗塞領域を有する患者（ｎ＝１４）は、病巣の「旧」領域、及び１
：２未満の非結合：総ペプチドの比を有する（表３、ケース３、１３、１６、２１）。
【００９４】

【表４】

【００９５】
　血しょう中において劇的に増大した非結合ＮＲ２ペプチドを有する患者は、全員、２．
０ｍｇ／ｍｌ未満の総ペプチド濃度を有し、全員がＭＲＩ／ＤＷＩにより定義される病巣
（表３のケース３２、３５）の新たな領域を有する急性脳卒中に苦しんだ。２人の患者に
おける非結合：総ＮＲ２ペプチドの比は、両方とも、２：１超だった。
【００９６】
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実施例５　ＮＩＨＳＳによる非結合／総ＮＲ２ペプチドの相関
　入院時、ＮＩＨＳＳスコアを４０人の患者に関して評価し、その後、２つのグループに
分割した。３以下のＮＩＨＳＳスコアを有する者と３超のＮＩＨＳＳスコアを有する者で
ある（表４）。ＭＲＡを全患者において完了し、４０人中２４人の患者が血流異常の証拠
を有した。症状の発現の３時間内のＣＴ又はＭＲＩを有する患者の比において、あるいは
ＮＩＨＳＳ≦３とＮＩＨＳＳ＞３のグループの間の脳卒中領域において、統計的差異はな
かった。
【００９７】
【表５】

【００９８】
　２４人の患者の内たった５人が、３以下のＮＩＨＳＳスコアを有した。これらの５人の
内、ラクナ症候群の疑いのある症状を有している者はいなかった。５人の患者の内、４人
は、ＤＷＩ変化の証拠を有した。１．０ｎｇ／ｍｌカットオフ超の非結合ＮＲ２ペプチド
を３人の患者の血しょう中に検出し、一方、総ＮＲ２ペプチドは、ＴＩＡと診断された全
患者について２．０ｎｇ／ｍｌカットオフ未満のままだった。
【００９９】
【表６】

【０１００】
　２４人の患者の内残りの１９人は、３超のＮＩＨＳＳを有し、基準でＤＷＩ病巣の証拠
を有した。このグループの５人の患者を慢性ＴＩＡと診断し、そして残りの１４人につい
て急性ＩＳを有しているとして診断した。ＮＩＨＳＳスコアと非結合／総ＮＲ２ペプチド
の値との間には著しい相関（ｒｓ＝０．９２）があった。急性ＩＳ（ｎ＝９）及び１１～
２０のＮＩＨＳＳスコアを有するとして診断された後の患者は、対照被験者において観察
された値よりも約３～４４倍高い非結合ＮＲ２ペプチド値を有した。総ＮＲ２ペプチドの
値、及び平均ＮＩＨＳＳスコアは、慢性ＴＩＡと再発性ＩＳ（ｎ＝１４）を有する患者に
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【０１０１】
実施例６　脳卒中様障害を有する患者における非結合／総ＮＲ２ペプチド
　ＴＩＡ様症状を示したと評価された患者のグループ（ｎ＝１６）において、２人の患者
を、ベル麻痺及びとう骨神経麻痺と診断し、そして３人の患者を脳内出血（ＩＣＨ）と診
断した。それらの患者において、非結合ＮＲ２ペプチドは、１．０ｎｇ／ｍｌ（カットオ
フ）未満であり、総ＮＲ２ペプチドは、２．０ｎｇ／ｍｌ（カットオフ）未満であった（
表６）。ケース３４の予備診断は脳血管障害だったが、ＮＲ２ペプチド検査及びさらなる
ＣＴ検査後、この診断を脳内出血に変えた。
【０１０２】
【表７】

【０１０３】
　ケース２７は、前記一致するカットオフ条件下で、非結合／総ＮＲ２ペプチドを示した
が、ＤＷＩが視床におけるラクナ梗塞領域を明らかにした後、前記予備診断「ベル麻痺」
を「ＴＩＡ」に変えた。ケース８を、重篤な片頭痛として最初に特徴付けたが、総及び非
結合ＮＲ２ペプチド検査の結果に基づいて、虚血性脳卒中に変えた。ＤＷＩ画像化は、脳
内にラクナ病巣を検出し、急性ＩＳの診断を確証した。
【０１０４】
実施例７　プラスノミノーゲンアクチベーター処置
　初期／慢性ＴＩＡ、及び新／再発性脳卒中を有する総人数１３人の患者を、入院２４時
間以内に、プラスノミノーゲンアクチベーター（ｔＰＡ）で処置した（表７）。２人の患
者は、３未満のＮＩＨＳＳスコアを有し、初期ＴＩＡを有するとして診断され、血栓崩壊
治療を受けずに、入院２４時間内に回復した。３人の患者は、ＮＩＨＳＳスコアが最初の
２４時間において１～２ポイント悪化した後、６６ｍｇの用量でｔＰＡを受けた（ケース
１９、３６、３８）。
【０１０５】
　非結合ＮＲ２ペプチド値が、ｔＰＡ治療の後、大幅に低減した（表８）。以下の評価は
、３ヶ月での改善ランキンスケール（Ｒａｎｋｉｎ　Ｓｃａｌｅ）に関して、それらの独
立性を例証した（表７）。
【０１０６】
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【０１０７】
　ＤＷＩにより定義された病巣領域を有し、入院３時間内に症状の改善を示さない、慢性
ＴＩＡの患者は、静脈内ｔＰＡ（６６ｍｇ）を受け、そしてこの投与は、ＮＩＨＳＳスコ
アにおいて改善を引き起こした（表７）。当該臨床的改善は、総及び非結合ＮＲ２ペプチ
ド濃度の低減により達成された（表８）。ＮＩＨＳＳスコアにおける最も著しい改善は、
非結合ＮＲ２ペプチド濃度と比較して、総ＮＲ２ペプチド濃度におけるより大きい低減と
関連した。ケース１１において、症状は３ヶ月以内に再発した。
【０１０８】
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【表９】

【０１０９】
　新たな脳卒中を有する患者（ケース３２、３５）における適時ｔＰＡ投与（症状の３時
間以内）は、非結合ＮＲ２ペプチドを著しく低減し（３８～４７％）、そして患者は、３
ヶ月での改善ランキンスケールと独立していた（表７）。ケース１０について、ｔＰＡ（
６９ｍｇ）を入院後６時間以内に投与した後、ＮＩＨＳＳスコアの最初の改善、及び非結
合／総ＮＲ２ペプチド濃度のわずかな低減にもかかわらず、患者は、その後、２ヶ月間に
渡り悪化した（表７、８）。血栓崩壊治療は、ケース２５において、９０％まで非結合Ｎ
Ｒ２ペプチドの濃度を低減した。
【０１１０】
実施例８　総及び非結合ＮＲ２ペプチド検出アッセイ及びパフォーマンス特徴
ＥＬＩＳＡプレートのコーティング
　Ｎｕｎｃ　ＭａｘｉＳｏｒｐプレート（Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉ）を、ｐＨ９．６、１５
ｍＭの炭酸ナトリウム、３５ｍＭの重炭酸ナトリウムの１００μＬ中のチキン抗ＮＲ２　
ＩｇＹの０．２μｇによりコートした。プレートを一晩インキュベートし、次いで、１時
間、ｐＨ８～９、１Ｍのエタノールアミンの２００μＬにより処理した。ＰＢＳバッファ
ーでリンスした後、当該プレートを、その後、＋４℃で保存した。
【０１１１】
血液サンプル製造
　血液（１ｍｌ）を、個人から、滅菌ディスポ管に静脈穿刺により回収する。各１ｍｌの
血液サンプルは、ＥＤＴＡ管（血しょう）と凝血塊アクチベーター管（血清）とに、均一
に分けられるべきである。血しょうについて、その管を、４℃で５分間、４０００ｇで遠
心する。血清について、その血液を、その管において２０分間、凝固を可能にさせ、次い
で、１０分間、１０００ｒｐｍで遠心する。回収された血しょう及び血清は、－７０℃で
保存されるべきである。
【０１１２】
サンプルの前希釈
　各血清サンプルを正確に２０μＬ、２～３ｍＬ量の管の中にピペットでとり、そして、
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ｐＨ７．４の０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０（ＰＢＳ－Ｔ）（非結合ペプチドアッセイのため
）又はＰＢＳ－Ｔ上に製造される０．１～０．５％のドデシル硫酸ナトリウム溶液（又は
ＫＣｌ）（総ペプチドアッセイのため）を含む、９８０μＬの５０ｍＭリン酸緩衝液を添
加し、１０～３０分間、しっかりと混合する。
【０１１３】
ペプチド検出のための直接ＥＬＩＳＡ
　各々のアッセイについて、前記プレートを、ＰＢＳ－Ｔで５分間洗浄すべきである。次
いで、標準物質、対照又はサンプル（１００μＬ）を２通りに添加し、そして室温（ＲＴ
）で６０分間、インキュベートすべきである。当該プレートを１５分間、３回洗浄した後
、ヒトＩｇＧの１００μＬ（６μｇ／ウェル）を添加し、そして、室温で、さらに６０分
間、インキュベートすべきである。緩衝液で洗浄後、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａ－ＨＲＰを、１
時間、添加する（１００μＬ；１：１，０００希釈）。
【０１１４】
　さらなる洗浄後、反応がテトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）基質溶液により明らかにさ
れる。呈色反応を、５分間実施し、酸性溶液（５０μｌ）で中止し、そしてマイクロプレ
ートリーダー４５０ｎｍ／６３０ｎｍの２つの波長で測定する。サンプルバッファーも、
各アッセイにおいて、ブランクとしてインキュベートし、ゼロ単位を計算する。血清中の
ＮＲ２ペプチドの濃度は、ＮＲ２ペプチドの吸光度単位対マイクロプレート中の濃度の較
正曲線を使用して決定される。
【０１１５】
実施例９　非結合／総ＮＲ２ペプチドアッセイのためのパフォーマンス特徴
非結合ＮＲ２ペプチド
　非結合ＮＲ２ペプチドの動作特徴を、表９における２×２の形式において示す。１．０
ｎｇ／ｍｌ（カットオフ）で９０％及び９５％の感度、及び特異性を計算した。特異的な
カットオフ点での予測値、及び尤度比を、約９０％の感度に選択した。ＴＩＡ／脳卒中診
断のための１．０ｎｇ／ｍｌカットオフ値で、９５％の陽性予測値を得て、ＮＲ２ペプチ
ドの高い値を有する患者についてのＴＬＡ後の神経学的合併症において１８倍の低減結果
（９５％ＣＩ、１０．８～２５．４）をもたらした。９０％の陰性予測値、及び０．０５
の陰性尤度比は、脳卒中様症状のケースのたった５％のみにＴＩＡ／脳卒中の誤診を許す
。ＤＷＩ／ＭＲＩデータと合わせた非結合ＮＲ２ペプチド値は、脳虚血の１００％同定を
可能とするだろう。
【０１１６】
【表１０】

【０１１７】
総ＮＲ２ペプチド
　総ＮＲ２ペプチドの動作特徴を、表１０における２×２の形式において示す。非結合ペ
プチド検査と比較した総ＮＲ２アッセイについて、２．０ｎｇ／ｍｌ（カットオフ）で８
２％の感度、及び９６％の特異性を計算した。ＴＩＡ／脳卒中診断のための２．０ｎｇ／
ｍｌ（カットオフ）値で、９３％の陽性予測値を得て、総ＮＲ２ペプチドの高い値を有す
る患者についての神経学的合併症において２０．５倍の低減結果をもたらした。８８％の
陰性予測値、及び０．１８の陰性尤度比は、脳卒中様症状のケースの１８％にＴＩＡ／脳
卒中の誤診を許す。ＤＷＩ／ＭＲＩデータと合わせた非結合及び総ＮＲ２ペプチドの同時
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検出は、脳虚血の１００％同定、及び新たな虚血性イベントと再発性虚血性イベントとの
ケースの区別を可能とするだろう。
【０１１８】
【表１１】

【０１１９】
　本出願を通して様々な刊行物を参照している。これらの刊行物の全開示内容を参照する
ことにより本願明細書中に援用し、本願発明の分野における状態をさらに全て記載する。
本発明の範囲又は本質から逸脱せずに本発明における改良及び変化を実施し得ることは、
当業者には明らかだろう。本願明細書中に開示された記載内容、及び本願発明の実施を考
慮して、本発明の他の態様が当業者にとって明らかだろう。本願明細書及び実施例は例示
のためにのみ記載されていることが意図され、本発明の範囲は添付の特許請求の範囲によ
り示される。
【図面の簡単な説明】
【０１２０】
【図１】図１は、本発明の実施例において検査された患者（ｎ＝４０）の血しょう中の非
結合ＮＲ２ペプチドの分布のグラフである。
【図２】図２は、本発明の実施例において検査された患者（ｎ＝４０）の血清中の総ＮＲ
２ペプチドの分布のグラフである。
【図３】図３は、緊急治療室環境におけるＴＩＡ、及び／又は脳卒中の症状のある患者の
ために提案されたケア標準を図式化したフローチャートである。
【図４】図４は、国立衛生研究所脳卒中スケール（ＮＩＨＳＳ）を使用して脳卒中の発生
及び重度を診断する際に注意を向ける様々な因子と神経学的欠損の図である。
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