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(57)【要約】
　本発明者らは、個体の血液試料（例えば、血清または
血漿を含む血液）に存在する１パネルのバイオマーカー
を特定し、その濃度またはレベルは神経障害の個体にお
いて変化する。したがって、任意の１または複数のこれ
らのバイオマーカーのレベル変化を用いて、認知機能を
評価し、神経障害を診断もしくは診断補助し、および／
または患者における神経障害（例えば、患者における疾
患の進行の追跡および／または患者における薬物もしく
は外科的治療の効果の追跡）をモニタリングすることが
できる。また、任意の１または複数のこれらのバイオマ
ーカーのレベルの変化、患者の層別化（即ち、神経障害
である可能性が高いと診断された個体または神経障害で
あると診断された個体を前記障害の異なるクラスに分け
ること）、軽度の認識機能障害（ＭＣＩ）の診断または
診断補助、ならびに認識機能障害の診断または診断補助
のために使用され得る。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　神経障害を診断する、神経障害の診断を補助する、個体を神経障害の１または複数のク
ラスに層別化する、または神経障害の進行をモニタリングするための方法であって、個体
からの生物試料中の少なくとも４つのバイオマーカーの測定レベルを、前記少なくとも４
つのバイオマーカーについての参照レベルと比較することを備え、ここで、前記少なくと
も４つのバイオマーカーは、下記： 
【表ａ１】

および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される方法。
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【請求項２】
　前記少なくとも４つのバイオマーカーのうちの少なくとも２つが、下記：
　コルチゾール
　ＩＧＦ．ＢＰ．２－インスリン様成長因子結合タンパク質２
　ＩＬ．１７－インターロイキン－１７
　膵臓ポリペプチド
　ＡｐｏＥ　ＥＣＵ－アポリポタンパク質Ｅ
　修正されたカルシウム（Ｃａ　ｃｏｒｒ）＝総Ｃａ＋（（４０－ａｌｂ）＊０．０２）
）
　ＡＢｅｔａ　４２
　アポリポタンパク質Ｅ４対立遺伝子
　ＶＣＡＭ－１－血管細胞接着分子１
および天然に存在するその変異体からなる群より選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記個体からの生物試料中の少なくとも１つの他のバイオマーカーの測定レベルを、前
記少なくとも１つの他のバイオマーカーについての参照レベルと比較することをさらに備
え、ここで、前記少なくとも１つの他のバイオマーカーは、下記：
【表ａ２】

および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される、請求項１ま
たは２に記載の方法。
【請求項４】
　前記個体からの生物試料中の少なくとも別のバイオマーカーの測定レベルを、前記少な
くとも別のバイオマーカーについての参照レベルと比較することをさらに備え、ここで、
前記少なくとも別のバイオマーカーは、下記：
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【表ａ３】

および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される、請求項１～
３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　前記参照レベルが、先行する時間点における前記個体からの生物試料から得られた測定
レベルである、請求項１～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　前記個体からの生物試料中の前記少なくとも４つのバイオマーカーの測定レベルを比較
することが、下記：
　コルチゾール
　ＩＧＦ．ＢＰ．２－インスリン様成長因子結合タンパク質２
　ＩＬ．１７－インターロイキン－１７
　膵臓ポリペプチド
　ＡｐｏＥ　ＥＣＵ－アポリポタンパク質Ｅ
　修正されたカルシウム（Ｃａ　ｃｏｒｒ）＝総Ｃａ＋（（４０－ａｌｂ）＊０．０２）
）
　ＡＢｅｔａ　４２
　アポリポタンパク質Ｅ４対立遺伝子
　ＶＣＡＭ－１－血管細胞接着分子１
および天然に存在するその変異体からなる群より選択される少なくとも３つ、４つ、５つ
、６つ、７つ、８つまたは９つのバイオマーカーの測定レベルを比較することを備える、
請求項１～５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
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　前記個体からの生物試料中の前記少なくとも４つのバイオマーカーの測定レベルおよび
前記少なくとも２つの他のバイオマーカーの測定レベルを比較することが、下記：
【表ａ４】

の測定レベルを比較することを備える、請求項１～６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項８】
　前記神経障害がアルツハイマー病である、請求項１～７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項９】
　前記生物試料が血漿である、請求項１～８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１０】
　個体からの生物試料中の少なくとも４つのバイオマーカーの測定レベルを、前記少なく
とも４つのバイオマーカーについての参照レベルと比較することが、ランダムフォレスト
、サポートベクターマシン、マイクロアレイデータのための線形モデル（ＬＩＭＭＡ）お
よび／またはマイクロアレイデータの有意性検定（ＳＡＭ）、最良優先、貪欲ステップワ
イズ、ナイーブベイズ、線形前進選択、分散探索、線形判別分析（ＬＤＡ）、ステップワ
イズロジスティック回帰、レシーバーオペレーティング特性ならびに分類ツリー（ＣＴ）
からなる群より選択される統計法の１つまたは複数によって行われる、請求項１～９のい
ずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　各バイオマーカーについての測定レベルを比較することがブーストツリー（ＢＴ）を用
いて行われ、個体における神経障害の診断又は診断補助における少なくとも８５％の感受
性と少なくとも８５％の特異性を与える、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　各バイオマーカーからの測定レベルを比較することが、ランダムフォレスト（ＲＦ）、
ブーストツリー（ＢＴ）、マイクロアレイデータのための線形モデル（ＬＩＭＭＡ）およ
び分類ツリー（ＣＴ）の組み合わせによって行われる、請求項１０または１１に記載の方
法。
【請求項１３】
　個体における神経障害の診断、診断補助および／またははその進行のモニタリング、お
よび／または個体の層別化において使用するためのキットであって、少なくとも４つのバ
イオマーカーに特異的な少なくとも１つの試薬を備え、ここで、前記少なくとも４つのバ
イオマーカーは、下記：
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【表ａ５】

および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択されるキット。
【請求項１４】
　前記少なくとも４つのバイオマーカーのうちの少なくとも２つが、下記：
　コルチゾール
　ＩＧＦ．ＢＰ．２－インスリン様成長因子結合タンパク質２
　ＩＬ．１７－インターロイキン－１７
　膵臓ポリペプチド
　ＡｐｏＥ　ＥＣＵ－アポリポタンパク質Ｅ
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　修正されたカルシウム（Ｃａ　ｃｏｒｒ）＝総Ｃａ＋（（４０－ａｌｂ）＊０．０２）
）
　ＡＢｅｔａ　４２
　アポリポタンパク質Ｅ４対立遺伝子
　ＶＣＡＭ－１－血管細胞接着分子１
および天然に存在するその変異体からなる群より選択される、請求項１３に記載のキット
。
【請求項１５】
　少なくとも１つの他のバイオマーカーに特異的な少なくとも１つの試薬と比較すること
をさらに備え、ここで、前記少なくとも１つの他のバイオマーカーは、下記：
【表ａ６】

および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される、請求項１３
または１４に記載の方法。
【請求項１６】
　少なくとも別のバイオマーカーに特異的な少なくとも１つの試薬をさらに含み、ここで
、前記少なくとも別のバイオマーカーは、下記：
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【表ａ７】

および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される、請求項１３
または１４のいずれか１項に記載のキット。
【請求項１７】
　下記：
　コルチゾール
　ＩＧＦ．ＢＰ．２－インスリン様成長因子結合タンパク質２
　ＩＬ．１７－インターロイキン－１７
　膵臓ポリペプチド
　ＡｐｏＥ　ＥＣＵ－アポリポタンパク質Ｅ
　修正されたカルシウム（Ｃａ　ｃｏｒｒ）＝総Ｃａ＋（（４０－ａｌｂ）＊０．０２）
）
　ＡＢｅｔａ　４２
　アポリポタンパク質Ｅ４対立遺伝子
　ＶＣＡＭ－１－血管細胞接着分子１
および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される少なくとも３
つ、４つ、５つ、６つ、７つ、８つまたは９つのバイオマーカーに特異的な少なくとも１
つの試薬を備える、請求項１３～１６のいずれか１項に記載のキット。
【請求項１８】
　前記キットが、下記：
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【表ａ８】

からなる群より選択される少なくとも２つの他のバイオマーカーに特異的な少なくとも１
つの試薬を備える、請求項１７に記載のキット。
【請求項１９】
　前記神経障害がアルツハイマー病である、請求項１３～１８のいずれか１項に記載のキ
ット。
【請求項２０】
　前記少なくとも１つの試薬が、抗体、またはその断片を備える、請求項１３～１９のい
ずれか１項に記載のキット。
【請求項２１】
　少なくとも１つの参照バイオマーカーをさらに含み、ここで、前記参照バイオマーカー
は、下記：
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【表ａ９】

および天然に存在するその変異体からなる群より選択される、請求項１３～２０のいずれ
か１項に記載のキット。
【請求項２２】
　神経障害の治療および／または予防における使用のための候補薬物を同定するための方
法であって、前記候補薬物が、インビトロまたはインビボにおける少なくとも１つのバイ
オマーカーのレベル、発現および／または活性を調節するか否かを決定するステップを備
え、ここで、前記少なくとも１つのバイオマーカーは、下記：
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【表ａ１０】

および天然に存在するその変異体からなる群より選択される方法。
【請求項２３】
　前記少なくとも１つのバイオマーカーが、下記：
　コルチゾール
　ＩＧＦ．ＢＰ．２－インスリン様成長因子結合タンパク質２
　ＩＬ．１７－インターロイキン－１７
　膵臓ポリペプチド
　ＡｐｏＥ　ＥＣＵ－アポリポタンパク質Ｅ
　修正されたカルシウム（Ｃａ　ｃｏｒｒ）＝総Ｃａ＋（（４０－ａｌｂ）＊０．０２）
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）
　ＡＢｅｔａ　４２
　アポリポタンパク質Ｅ４対立遺伝子
　ＶＣＡＭ－１－血管細胞接着分子１
および天然に存在するその変異体からなる群より選択される、請求項１２に記載の方法。
【請求項２４】
　前記少なくとも１つのバイオマーカーが、下記：
【表ａ１１】

からなる群より選択される、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　個体における神経障害の診断、診断補助および／または進行のモニタリング、および／
または個体の層別化において使用するための少なくとも１つのバイオマーカーを同定する
ための方法であって、
複数のバイオマーカーについて１セットの生物試料から測定値を得ることと、ここで、前
記セットの生物試料は、神経障害に基づくサブセットに分けられる、
少なくとも１つのバイオマーカーについて各サブセットからの測定値を比較することと、
測定値がサブセット間で相違する少なくとも１つのバイオマーカーを同定することと、
を備える方法。
【請求項２６】
　少なくとも１つのバイオマーカーについての各サブセットからの測定値を比較すること
が、ランダムフォレスト、サポートベクターマシン、マイクロアレイデータのための線形
モデル（ＬＩＭＭＡ）および／またはマイクロアレイデータの有意性検定（ＳＡＭ）、最
良優先、貪欲ステップワイズ、ナイーブベイズ、線形前進選択、分散探索、線形判別分析
（ＬＤＡ）、ステップワイズロジスティック回帰、レシーバーオペレーティング特性およ
び分類ツリー（ＣＴ）からなる群より選択される統計法の１つまたは複数によって行われ
る、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　少なくとも１つのバイオマーカーについての各サブセットからの測定値を比較すること
が、ブーストツリー（ＢＴ）を用いて行われ、前記方法が、個体における神経障害の診断
または診断補助において少なくとも８５％の感受性および少なくとも８５％の特異性を与
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える、請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
　少なくとも１つのバイオマーカーについての各サブセットからの測定値を比較すること
が、ランダムフォレスト（ＲＦ）、ブーストツリー（ＢＴ）、マイクロアレイデータのた
めの線形モデル（ＬＩＭＭＡ）および分類ツリー（ＣＴ）の組み合わせによって行われる
、請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　前記少なくとも１つのバイオマーカーが、下記：
【表ａ１２】

および天然に存在するその変異体からなる群より選択される、請求項２５～２８のいずれ
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か１項の記載の方法。
【請求項３０】
　前記少なくとも１つのバイオマーカーについての各サブセットからの測定値を比較する
ことが、前記セットの生物試料が得られた個体の年齢を比較することをさらに含む、請求
項２５～２９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項３１】
　神経障害の治療または予防のための候補薬物を同定するための方法であって、下記：
【表ａ１３】
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および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される少なくとも４
つのバイオマーカーのレベル、発現および／または活性の調節における活性が見込まれる
候補薬物をアッセイすることを備える方法。
【請求項３２】
　前記少なくとも４つのバイオマーカーのうちの少なくとも２つが、下記：
　コルチゾール
　ＩＧＦ．ＢＰ．２－インスリン様成長因子結合タンパク質２
　ＩＬ．１７－インターロイキン－１７
　膵臓ポリペプチド
　ＡｐｏＥ　ＥＣＵ－アポリポタンパク質Ｅ
　修正されたカルシウム（Ｃａ　ｃｏｒｒ）＝総Ｃａ＋（（４０－ａｌｂ）＊０．０２）
）
　ＡＢｅｔａ　４２
　アポリポタンパク質Ｅ４対立遺伝子
　ＶＣＡＭ－１－血管細胞接着分子１
および天然に存在するその変異体からなる群より選択される、請求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　下記：
【表ａ１４】

および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される少なくとも１
つの他のバイオマーカーのレベル、発現および／または活性の調節における活性が見込ま
れる候補薬物をアッセイすることをさらに備える、請求項３１または３２に記載の方法。
【請求項３４】
　下記：
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【表ａ１５】

および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される少なくとも別
のバイオマーカーのレベル、発現および／または活性の調節における活性が見込まれる候
補薬物をアッセイすることをさらに備える、請求項３１～３３のいずれか１項に記載の方
法。
【請求項３５】
　下記：
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【表ａ１６】

および天然に存在するその変異体からなる群より選択される少なくとも５つ、６つ、７つ
、８つまたは９つのバイオマーカーの調節における活性が見込まれる候補薬物をアッセイ
することを備える、請求項３１または３２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項３６】
　下記：
【表ａ１７】

のレベル、発現および／または活性の調節における活性が見込まれる候補薬物をアッセイ
することを備える、請求項３５に記載の方法。
【請求項３７】
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　個体における神経障害の診断、診断補助および／またはその進行のモニタリング、およ
び／または個体の層別化で用いるための組成物であって、少なくとも４つのバイオマーカ
ーに特異的な少なくとも１つの試薬を備え、ここで、前記少なくとも４つのバイオマーカ
ーは、下記：
【表ａ１８】

および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される組成物。
【請求項３８】
　前記少なくとも４つのバイオマーカーのうちの少なくとも２つは、下記：
　コルチゾール
　ＩＧＦ．ＢＰ．２－インスリン様成長因子結合タンパク質２
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　ＩＬ．１７－インターロイキン－１７
　膵臓ポリペプチド
　ＡｐｏＥ　ＥＣＵ－アポリポタンパク質Ｅ
　修正されたカルシウム（Ｃａ　ｃｏｒｒ）＝総Ｃａ＋（（４０－ａｌｂ）＊０．０２）
）
　ＡＢｅｔａ　４２
　アポリポタンパク質Ｅ４対立遺伝子
　ＶＣＡＭ－１－血管細胞接着分子１
および天然に存在するその変異体からなる群より選択される、請求項３７に記載の組成物
。
【請求項３９】
　少なくとも１つの他のバイオマーカーに特異的な少なくとも１つの試薬をさらに備え、
ここで、前記少なくとも１つの他のバイオマーカーは、下記：
【表ａ１９】

および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される、請求項３７
または３８に記載の組成物。
【請求項４０】
　少なくとも別のバイオマーカーに特異的な少なくとも１つの試薬をさらに備え、ここで
、前記少なくとも別のバイオマーカーは、下記：
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【表ａ２０】

および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される、請求項３７
～３９のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項４１】
　下記：
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【表ａ２１】

および天然に存在するその変異体からなる群より選択されるパネルのマーカーから選択さ
れる少なくとも５つ、６つ、７つ、８つまたは９つのバイオマーカーに特異的な少なくと
も１つの試薬を備える、請求項３７または３８のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項４２】
　下記：
【表ａ２２】

に特異的な少なくとも１つの試薬を備える、請求項３８に記載の組成物。
【請求項４３】
　前記神経障害がアルツハイマー病である、請求項３７～４２のいずれか１項に記載の組
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成物。
【請求項４４】
　前記少なくとも１つの試薬が、抗体、またはその断片を備える、請求項３７～４３のい
ずれか１項に記載の組成物。
【請求項４５】
　神経障害の診断もしくは診断補助および／または神経障害のモニタリングのためのシス
テムであって、個体からの生物試料中の少なくとも４つのバイオマーカーの測定レベルを
、前記少なくとも４つのバイオマーカーについての参照レベルと比較するためのコンピュ
ータ手段を備え、ここで、前記少なくとも４つのバイオマーカーは、下記：
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【表ａ２３】

および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択されるシステム。
【請求項４６】
　前記少なくとも４つのバイオマーカーのうちの少なくとも２つが、下記：
　コルチゾール
　ＩＧＦ．ＢＰ．２－インスリン様成長因子結合タンパク質２
　ＩＬ．１７－インターロイキン－１７
　膵臓ポリペプチド
　ＡｐｏＥ　ＥＣＵ－アポリポタンパク質Ｅ
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　修正されたカルシウム（Ｃａ　ｃｏｒｒ）＝総Ｃａ＋（（４０－ａｌｂ）＊０．０２）
）
　ＡＢｅｔａ　４２
　アポリポタンパク質Ｅ４対立遺伝子
　ＶＣＡＭ－１－血管細胞接着分子１
および天然に存在するその変異体からなる群より選択される、請求項４５に記載のシステ
ム。
【請求項４７】
　神経障害について個体を治療するための方法であって、
個体から生物試料を得ることと、
前記生物試料中の少なくとも４つのバイオマーカーの測定レベルを前記少なくとも４つの
バイオマーカーについての参照レベルと比較することと、ここで、前記少なくとも４つの
バイオマーカーは、下記：
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【表ａ２４】

および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される、および
前記少なくとも４つのバイオマーカーの参照レベルと比較して、前記少なくとも４つのバ
イオマーカーの測定レベルに差があり、神経障害または重度の神経障害を示す場合、前記
神経障害の症状を軽減することができる治療学的に有効な量の薬物を前記個体に投与する
ことと、
を備える方法。
【請求項４８】
　前記少なくとも４つのバイオマーカーのうちの少なくとも２つが、下記：
　コルチゾール
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　ＩＧＦ．ＢＰ．２－インスリン様成長因子結合タンパク質２
　ＩＬ．１７－インターロイキン－１７
　膵臓ポリペプチド
　ＡｐｏＥ　ＥＣＵ－アポリポタンパク質Ｅ
　修正されたカルシウム（Ｃａ　ｃｏｒｒ）＝総Ｃａ＋（（４０－ａｌｂ）＊０．０２）
）
　ＡＢｅｔａ　４２
　アポリポタンパク質Ｅ４対立遺伝子
　ＶＣＡＭ－１－血管細胞接着分子１
および天然に存在するその変異体からなる群より選択される、請求項４７に記載のシステ
ム。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、概して、個体における神経障害、例えば、アルツハイマー病の診断、診断補
助および／またはその進行のモニタリングのための方法、キットおよび試薬に関する。ま
た、個体における神経障害の診断、診断補助および／またはその進行のモニタリングに使
用するためのバイオマーカーを同定する方法、ならびに神経障害、例えば、アルツハイマ
ー病の治療および／または予防用の候補薬物をスクリーニングする方法も包含される。
【背景技術】
【０００２】
　神経障害は、中枢神経系（脳、脳幹および小脳）、末梢神経系（脳神経を含む）、およ
び自律神経系（その一部は中枢神経系と末梢神経系に局在する）に関わる一群の状態であ
る。主な枝分かれは、認知症、頭痛、昏迷および昏睡、発作、睡眠障害、精神的外傷、感
染、腫瘍、神経眼科学的疾患、運動障害、脱髄疾患、脊髄疾患、ならびに末梢神経、筋お
よび神経筋接合部の障害である。神経性疾病は、典型的には、いくつかの他の身体機能の
知能および認識機能障害および/または喪失をもたらす神経系（脳および脊髄を含む）へ
の損傷と関連している。
【０００３】
　神経障害は、治療が常に困難であり、多くの場合、事実上変性性である非常に多様且つ
慢性的な集合的な状態を表す。それらは、限定されないが、アルツハイマー病、多発性硬
化症、脳性麻痺、パーキンソン病およびニューロパシー（末梢神経に影響を与える状態）
を含む。これらのうち、アルツハイマー病（ＡＤ）は、おそらく、特に老齢人口において
、認知症の最も共通した原因の１つである。
【０００４】
　ＡＤは、典型的には、脳細胞（ニューロン）が退化する不可逆的な進行性神経障害とし
て特徴付けられ、結果として、認識機能、一次記憶、判断と推理、運動協調、およびパタ
ーン認識の喪失（Ｍｃｋｈａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ　３４；９３９（
１９８４）を参照されたい）をもたらし、ＡＤは認知症の最も主な原因である。認知症は
、６５歳を超える人口の約９．５パーセントに影響を及ぼす典型な老人性疾患であり、そ
れらの７３パーセントがこの疾患の重傷形態を被り、有害な習慣的行動および他の重篤な
症状を伴う。また、認知症は、心臓病、脳卒中および肺癌に続いて４番目に最も共通した
死因である。人口が急速に老齢化するため、認知症患者の数は増加し続けることが予測さ
れる。認知症のタイプに従って、５１パーセントの認知症患者はアルツハイマー型認知症
を被り、３４パーセントの認知症患者は血管性認知症を被っている。残りの１５パーセン
トの病因因子は、感染症、代謝性疾患などである。したがって、アルツハイマー病および
血管性認知症は、依然として、認知症の最も共通した原因であり、認知症を引き起こす疾
患の大部分を占めている。
【０００５】
　ＡＤの進行した段階において、記憶および精神機能の全てが失われることがある。ＡＤ
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のヒトは、精神機能が徐々に低下し、多くの場合、軽度の記憶障害が始まることもあり、
続いて、雇用を維持する能力、慣れ親しんだ作業を計画し、それを実行する能力、ならび
に結論を下し、判断を行う能力が喪失する。ＡＤの最大要因（単数または複数）は依然と
して判明していないが、この疾患を発症するヒトの可能性を増加させるいくつかの危険因
子がある。
【０００６】
　アルツハイマー病の症状を改善しようとするいくつかの薬剤が存在する一方で、現在、
疾患を改善する治療がない。いくつかの事象で、疾患を改善する治療は、永久的脳障害の
発病前に与えられると場合には最も効果的であり得る。しかしながら、ＡＤであるという
臨床的診断がなされるときには、広範囲の神経喪失がすでに起こっている（Ｐｒｉｃｅ　
ｅｔ　ａｌ．，２００１，Ａｒｃｈ　Ｎｅｕｒｏｌ　５８（９）：１３９５－４０２参照
）。したがって、ＡＤなどの神経障害を有するそれらの患者をより良好に診断することが
必要であり、そのため、疾患を改善する治療薬が、疾患の進行のより早い段階で投与され
得る。
【０００７】
　現在、生存患者における認知症（例えば、ＡＤ）を診断する一次的方法は、詳細な家族
歴を問診し、記憶試験および心理検査を行い、一時的（例えば、意気消沈もしくはビタミ
ンＢ１２欠乏）または永久的（例えば、脳卒中）状態についての他の説明を除くことを伴
う。また、画像試験が信頼され、例えば、磁気共鳴映像法（ＭＲＩ）および陽電子放出断
層撮影法（ＰＥＴ）などがあり、それらは、一般的に、二次的試験として行われる。
【０００８】
　ＡＤの主な臨床的特徴は、記憶喪失、言語機能障害、ならびに他の認知障害、例えば、
失行症、計算不能症および左－右見当識障害をもたらす進行性認識低下である。また、Ａ
Ｄの患者は、判断力の低下および一般的な問題解決能力の低下を発症する。さらに、非認
知的症状または非行動症状はＡＤに共通し、人格が進行性受動性から顕著な興奮へと変動
する。
【０００９】
　このような臨床診断は有用であり得る一方で、このような方法は確実ではなく、ＡＤの
最終診断は、典型的には、病理学的所見によって決定される。剖検でのＡＤの患者におい
て観察される２つの病理学的特徴は、海馬、大脳皮質、および認知機能に本質的な脳の他
の領域における（ｉ）細胞外アミロイドプラーク、および（ｉｉ）細胞内タングルを含む
。
【００１０】
　ＡＤの診断における別の妨害は認知症のタイプを特定している。研究によれば、ＡＤの
臨床診断の精度は、約５０～８２％であり、血管性認知症の臨床診断の精度は約４０～８
０％である。このように大幅な変化は、臨床医および同様に患者に懸念を残す。このため
、ＡＤは、死後まで完全な精度で診断することができず、その際、剖検は、患者脳におい
てこの疾患に特徴的なアミロイドプラークと神経原線維変化を示す。さらに、臨床診断手
法は、患者が、顕著に異常な記憶喪失または人格変化を示し始めた後にだけ役立つ。それ
まで、患者は、何年もＡＤであった可能性がある。
【００１１】
　患者における標的のレベルを測定することによって、ＡＤを診断するかまたは鑑別診断
する試みがなされ、その患者のレベルは、認知症患者の脳脊髄液（「ＣＳＦ」）において
明確に増加または減少する。バイオマーカーに関して、タンパク質であるアミロイドベー
タとタウは、おそらくは、今日までに最もよく特徴付けられている。研究は、ＡＤ患者由
来のＣＳＦ試料は、正常量よりも高いタウと、正常量よりも低いベータアミロイドを含む
ことを示している。これらのバイオマーカーはＣＳＦに放出されるので、腰椎穿刺（また
は「脊椎穿刺」）が試験のための試料を得るために必要とされ、それは、それ自体の危険
性および可能性のある不都合な副作用を示す。また、このような手法は、痛み、不快症状
を伴い、専門の医療機関だけがこのような手法を行うための施設および専門家を有する。
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【００１２】
　上記に照らして、ＡＤなどの神経障害を有するものを、特に疾患の発病時に、同定する
ための改善された方法が必要であり、それは疾患の進行の遅延を補助し得る。結果として
、診断を補助するように、ＡＤなどの神経障害と関連したバイオマーカーを同定すること
が当該技術分野において必要である。
【発明の概要】
【００１３】
　本発明者らは、個体の生物試料（例えば、血清または血漿を含む血液）に存在するバイ
オマーカーの回収を確認していて、バイオマーカーの濃度またはレベルは、神経障害、例
えば、アルツハイマー病（ＡＤ）を有する個体において変化する。
【００１４】
　バイオマーカーは、神経障害、例えばＡＤの診断および／または診断補助のために、個
別にまたは組み合わせて使用されてもよい。このようにして、本発明の一態様では、個体
からの生体液試料などの生物試料中の１または複数のバイオマーカーの量を測定すること
、および測定された量と測定された各バイオマーカーに対する参照値を比較することによ
る、個体における神経障害の診断または診断補助のための方法が提供される。このように
して得られた情報は、個体における神経障害の診断を補助するかまたは診断するために用
いられてもよい。
【００１５】
　したがって、一態様では、本発明は、神経障害の診断、診断補助、個体の１もしくは複
数のクラスへの層別化、またはその進行のモニタリングのための方法を提供し、該方法は
、個体からの生物試料中の少なくとも４つのバイオマーカーの測定レベルを、該少なくと
も４つのバイオマーカーについての参照レベルと比較することを備え、ここで、該少なく
とも４つのバイオマーカーは、下記：
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【表Ａ１】

【００１６】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される。
【００１７】
　別の実施形態では、少なくとも４つのバイオマーカーのうちの少なくとも２つは、下記
：
　コルチゾール
　ＩＧＦ．ＢＰ．２－インスリン様成長因子結合タンパク質２
　ＩＬ．１７－インターロイキン－１７
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　膵臓ポリペプチド
　ＡｐｏＥ　ＥＣＵ－アポリポタンパク質Ｅ
　修正されたカルシウム（Ｃａ　ｃｏｒｒ）＝総Ｃａ＋（（４０－ａｌｂ）＊０．０２）
）
　ＡＢｅｔａ　４２
　アポリポタンパク質Ｅ４対立遺伝子
　ＶＣＡＭ－１－血管細胞接着分子１
および天然に存在するその変異体からなる群より選択される。
【００１８】
　いくつかの実施形態では、本発明の方法が神経障害の進行のモニタリングに関する場合
、参照レベルは、より早い時間点での個体からの生物試料から得られた測定されたレベル
である。
【００１９】
　いくつかの実施形態では、本発明の方法は、少なくとも４つのバイオマーカーの測定レ
ベルを組み合わせて、個体からの生物試料中の少なくとも１つの他のバイオマーカーの測
定レベルを、該少なくとも１つの他のバイオマーカーおよび該少なくとも４つのバイオマ
ーカーについての参照レベルと比較することをさらに備え、ここで、該少なくとも１つの
他のバイオマーカーが、下記：
【表Ａ２】

【００２０】
および天然に存在するその変異体からなるマーカー（複数のマーカー）のパネルから選択
される。
【００２１】
　いくつかの実施形態では、本発明の方法は、少なくとも４つのバイオマーカーの測定レ
ベルと組み合わせて、個体からの生物試料中の少なくとも別のバイオマーカーの測定レベ
ルを、該少なくとも別のバイオマーカーおよび該少なくとも４つのバイオマーカーと比較
することをさらに備え、ここで、該少なくとも別のバイオマーカーは、下記：
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【表Ａ３】

【００２２】
および天然に存在するその変異体からなるマーカー（複数のマーカー）のパネルから選択
される。
【００２３】
　いくつかの実施形態では、個体からの生物試料中の少なくとも４つのバイオマーカーの
測定レベルを比較することが、下記：
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【表Ａ４】

【００２４】
および天然に存在するその変異体からなる群より選択される少なくとも３つ、４つ、５つ
、６つ、７つ、８つまたは９つのバイオマーカーの測定レベルを比較することを備える。
【００２５】
　いくつかの実施形態では、本方法は、下記：
【表Ａ５】

【００２６】
の測定レベルを比較することを含む。
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【００２７】
　個体からの生物試料中のバイオマーカーの測定レベルにおける、同じバイオマーカーの
参照レベルと対比したときの差は、典型的には、神経障害を指示するかまたは重症な神経
障害を指示する。
【００２８】
　いくつかの実施形態では、本発明のバイオマーカーは、個体の年齢と組み合わせて、神
経障害の診断、診断補助、個体の１もしくは複数のクラスへの層別化、またはその進行の
モニタリングに用いることができる。
【００２９】
　本発明のいくつかの実施形態では、測定レベルを、測定された各バイオマーカーについ
ての参照レベルと比較することは、測定レベルと参照レベルとの間の倍数差を計算するこ
とを備える。本発明のいくつかの実施形態では、本方法は、測定された各バイオマーカー
についての倍数差と最小の倍数差レベルを比較することをさらに備える。本発明のいくつ
かの実施形態では、本方法は、測定レベルと参照レベルの比較に対する値を得るためのス
テップをさらに備える。また、本明細書において記載されるように、該方法によって得ら
れた値を備えるコンピュータ読込み可能なフォーマットが本明細書において提供される。
【００３０】
　いくつかの実施形態では、バイオマーカーが、バイオマーカーの参照レベルと比較して
、約２０％～約１００％増加または減少している場合に、神経障害であると診断される。
【００３１】
　いくつかの実施形態では、生物試料は、末梢の生体液試料であり、限定されないが、脳
脊髄液、血液、血清または血漿を含む。いくつかの実施形態では、生物試料は血漿である
。
【００３２】
　いくつかの実施形態では、測定値と参照値の比較は、測定値と参照値との間の倍数差を
計算することを含む。いくつかの実施形態では、測定値は、試料中のバイオマーカー（単
数または複数）のレベルを測定することによって得られ、一方、他の実施形態では、測定
値は第三者から得られる。典型的には、個体からの生物試料中の少なくとも１つのバイオ
マーカーの測定レベルにおける、該少なくとも１つのバイオマーカーの参照レベルと比較
した場合の増加または減少は、神経障害の診断を示唆する。
【００３３】
　本発明の更に別の態様では、個体における神経障害の診断、診断補助および／またはそ
の進行のモニタリング、および/または個体の層別化において使用するための少なくとも
１つのバイオマーカーを同定する方法が提供され、該方法は、複数のバイオマーカーにつ
いての１セットの生物試料から測定値を得ることと、ここで、該１セットの生物試料は神
経障害に基づいてサブセットに分けることができ；少なくとも１つのバイオマーカーにつ
いての各サブセットからの測定値と比較することと；測定値がサブセット間で有意に異な
る少なくとも１つのバイオマーカーを同定することとを備える。
【００３４】
　いくつかの実施形態では、少なくとも１つのバイオマーカーについての各サブセットか
らの測定値を比較することは、ランダムフォレスト（Ｒａｎｄｏｍ　Ｆｏｒｅｓｔ）、サ
ポートベクターマシン（Ｓｕｐｐｏｒｔ　Ｖｅｃｔｏｒ　Ｍａｃｈｉｎｅ）、マイクロア
レイデータのための線形モデル（Ｌｉｎｅａｒ　Ｍｏｄｅｌｓ　ｆｏｒ　ＭｉｃｒｏＡｒ
ｒａｙ　ｄａｔａ）（ＬＩＭＭＡ）および／またはマイクロアレイデータの有意性検定（
Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ　Ａｎａｌｙｓｅｓ　ｏｆ　Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　Ｄａｔａ
）（ＳＡＭ）、最良優先（Ｂｅｓｔ　Ｆｉｒｓｔ）、貪欲ステップワイズ（Ｇｒｅｅｄｙ
　Ｓｔｅｐｗｉｓｅ）、ナイーブベイズ（Ｎａｉｖｅ　Ｂａｙｅｓ）、線形前進選択（Ｌ
ｉｎｅａｒ　Ｆｏｒｗａｒｄ　Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ）、分散探索（Ｓｃａｔｔｅｒ　Ｓｅ
ａｒｃｈ）、線形判別分析（Ｌｉｎｅａｒ　Ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ　Ａｎａｌｙｓｉ
ｓ）（ＬＤＡ）、ステップワイズロジスティック回帰（Ｓｔｅｐｗｉｓｅ　Ｌｏｇｉｓｔ
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ｉｃ　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ）、レシーバーオペレーティング特性（Ｒｅｃｅｉｖｅｒ　
Ｏｐｅｒａｔｉｎｇ　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ）、および分類ツリー（Ｃｌａｓｓ
ｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｔｒｅｅｓ）（ＣＴ）から選択される１または複数の統計法によっ
て行われる。
【００３５】
　本発明の更に別の態様では、神経障害を治療するための候補薬物を同定する方法が提供
され、該方法は、下記：
【表Ａ６】

【００３６】
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および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される少なくとも４
つのバイオマーカーの発現および／または活性の調節における活性について正の候補薬物
をアッセイすることを備える。
【００３７】
　別の実施形態では、少なくとも４つのバイオマーカーのうちの少なくとも２つは、
　コルチゾール
　ＩＧＦ．ＢＰ．２－インスリン様成長因子結合タンパク質２
　ＩＬ．１７－インターロイキン－１７
　膵臓ポリペプチド
　ＡｐｏＥ　ＥＣＵ－アポリポタンパク質Ｅ
　修正されたカルシウム（Ｃａ　ｃｏｒｒ）＝総Ｃａ＋（（４０－ａｌｂ）＊０．０２）
）
　ＡＢｅｔａ　４２
　アポリポタンパク質Ｅ４対立遺伝子
　ＶＣＡＭ－１－血管細胞接着分子１
および天然に存在するその変異体からなる群より選択される。
【００３８】
　いくつかの実施形態では、本方法は、神経障害を治療するための候補薬物をアッセイす
ることをさらに備え、該方法は、少なくとも１つの他のバイオマーカーと少なくとも４つ
のバイオマーカーの発現および／または活性の調節における活性が見込まれる候補薬物を
アッセイすることを備え、ここで、他のバイオマーカーは、下記：

【表Ａ７】

【００３９】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される。
【００４０】
　いくつかの実施形態では、本発明は、神経障害を治療するための候補薬物をアッセイす
ることをさらに備え、該方法は、少なくとも別のバイオマーカーと少なくとも４つのバイ
オマーカーの発現および／または活性の調節における活性が見込まれる候補薬物をアッセ
イすることを備え、ここで、別のバイオマーカーは、下記：
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【表Ａ８】

【００４１】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される
　本発明のいくつかの他の実施形態では、神経障害を治療するための候補薬物を同定する
方法が提供され、該方法は、少なくとも４つのバイオマーカーと少なくとも１つの他のバ
イオマーカーの発現および／または調節をする活性について候補薬物をアッセイすること
を備え、ここで、該バイオマーカーは、本明細書に記載される通りである。
【００４２】
　いくつかの実施形態では、本方法は、下記：
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【表Ａ９】

【００４３】
および天然に存在するその変異体からなる群より選択される少なくとも３つ、４つ、５つ
、６つ、７つ、８つまたは９つのバイオマーカーの発現および／または活性の調節におけ
る活性についての有望な候補薬物をアッセイすることを備える。
【００４４】
　いくつかの実施形態では、本方法は、下記：

【表Ａ１０】

【００４５】
の発現および／または活性の調節における活性が見込まれる候補薬物をアッセイすること
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を備える。
【００４６】
　また、本発明は、個体における神経障害の診断、診断補助および／またはその進行のモ
ニタリング、および/または個体の層別化（即ち、神経障害である可能性が高いと診断さ
れた個体または神経障害であると診断された個体を該障害の異なるクラスに分けること）
において使用するためのキットを提供し、該キットは、少なくとも４つのバイオマーカー
に特異的な少なくとも１つの試薬を備え、該少なくとも４つのバイオマーカーは、下記：
【表Ａ１１】

【００４７】
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および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される。
【００４８】
　別の実施形態では、少なくとも４つのバイオマーカーのうちの少なくとも２つは、下記
：
【表Ａ１２】

【００４９】
および天然に存在するその変異体からなる群より選択される。
【００５０】
　いくつかの実施形態では、本キットは、少なくとも４つのバイオマーカーについて１つ
の試薬を組み合わせた、少なくとも１つの他のバイオマーカーに特異的な少なくとも１つ
の試薬をさらに備え、ここで、該少なくとも１つの他のバイオマーカーは、下記：

【表Ａ１３】
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【００５１】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される。
【００５２】
　いくつかの実施形態では、本キットは、少なくとも４つのバイオマーカーについて１つ
の試薬と組み合わせた、少なくとも別のバイオマーカーに特異的な少なくとも１つの試薬
を備え、ここで、該少なくとも別のバイオマーカーは、下記：
【表Ａ１４】

【００５３】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される。
【００５４】
　いくつかの実施形態では、本発明は、個体における神経障害の診断、診断補助および／
またはその進行のモニタリング、および/または個体の層別化（即ち、神経障害である可
能性が高いと診断された個体または神経障害であると診断された個体を該障害の異なるク
ラスに分けること）において使用するためのキットを提供し、該キットは、少なくとも４
つのバイオマーカーに特異的な少なくとも１つの試薬、少なくとも１つの他のおよび別の
マーカーに特異的な少なくとも１つの試薬を備え、ここで、該マーカーは本明細書に記載
される通りである。
【００５５】
　いくつかの実施形態では、本キットは、下記：
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【表Ａ１５】

【００５６】
および天然に存在するその変異体からなる群からなるマーカーのパネルから選択される少
なくとも３つ、４つ、５つ、６つ、７つ、８つまたは９つのバイオマーカーに特異的な少
なくとも１つの試薬を備える。
【００５７】
　いくつかの実施形態では、本キットは、下記：
【表Ａ１６】

【００５８】
に特異的な少なくとも１つの試薬を備える。
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【００５９】
　いくつかの実施形態では、本キットは、少なくとも１つの参照バイオマーカーを備え、
ここで、該参照バイオマーカーは、下記：
【表Ａ１７】

【００６０】
および天然に存在するその変異体からなる群より選択される。
【００６１】
　いくつかの実施形態では、本キットは、本明細書に記載されているように、個体におけ
る神経障害の診断および／または診断の補助、および／またはその進行のモニタリング、
および/または個体の層別化（即ち、神経障害である可能性が高いと診断された個体また
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するための使用説明書をさらに備える。
【００６２】
　いくつかの実施形態では、バイオマーカーに特異的な試薬は、バイオマーカーを検出す
ることができる抗体、またはその断片である。いくつかの実施形態では、本発明のキット
は、当該バイオマーカーに特異的な少なくとも１つの試薬が結合する表面を含む。いくつ
かの実施形態では、本発明のキットは、バイオマーカーに特異的な少なくとも１つの試薬
をそれに結合させた、本明細書に記載されている表面と、試験試料が比較され得る参照試
料の組み合わせを含む。参照試料は、確認された神経障害を有する個体からの生物試料（
または個体の群から保存された試料）であってもよい。
【００６３】
　また、本発明は、個体における神経障害の診断、診断補助および／またはその進行、お
よび/または個体の層別化において使用するための組成物を提供し、該組成物は、少なく
とも４つのバイオマーカーに特異的な少なくとも１つの試薬を備え、ここで、少なくとも
４つのバイオマーカーは、下記：
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【表Ａ１８】

【００６４】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーの第１のパネルから選択される。
【００６５】
　別の実施形態では、少なくとも４つのバイオマーカーのうちの少なくとも２つは、下記
：
　コルチゾール
　ＩＧＦ．ＢＰ．２－インスリン様成長因子結合タンパク質２
　ＩＬ．１７－インターロイキン－１７
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　膵臓ポリペプチド
　ＡｐｏＥ　ＥＣＵ－アポリポタンパク質Ｅ
　修正されたカルシウム（Ｃａ　ｃｏｒｒ）＝総Ｃａ＋（（４０－ａｌｂ）＊０．０２）
）
　ＡＢｅｔａ　４２
　アポリポタンパク質Ｅ４対立遺伝子
　ＶＣＡＭ－１－血管細胞接着分子１
および天然に存在するその変異体からなる群より選択される
　いくつかの実施形態では、本組成物は、少なくとも４つのバイオマーカーに特異的な少
なくとも１つの試薬と組み合わせた、少なくとも１つの他のバイオマーカーに特異的な少
なくとも１つの試薬をさらに備え、ここで、該少なくとも１つの他のバイオマーカーは、
下記：
【表Ａ１９】

【００６６】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される
　いくつかの実施形態では、本組成物は、少なくとも４つのバイオマーカーについて少な
くとも１つの使用と組み合わせて、少なくとも別のバイオマーカーに特異的な少なくとも
１つの試薬をさらに備え、ここで、該少なくとも別のバイオマーカーは、下記：



(46) JP 2013-511732 A 2013.4.4

10

20

30

40

【表Ａ２０】

【００６７】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される。
【００６８】
　いくつかの実施形態では、本発明は、個体における神経障害の診断、診断補助および／
またはその進行のモニタリング、および/または個体の層別化（即ち、神経障害である可
能性が高いと診断された個体または神経障害であると診断された個体を該障害の異なるク
ラスに分けること）において使用するための組成物を提供し、該キットは、少なくとも４
つのバイオマーカーに特異的な少なくとも１つの試薬、および他のおよび別のマーカーの
少なくとも１つに特異的な少なくとも１つの試薬を備え、該マーカーは、本明細書に記載
される通りである。
【００６９】
　いくつかの実施形態では、本組成物は、下記：
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【表Ａ２１】

【００７０】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される少なくとも３
つ、４つ、５つ、６つ、７つ、８つまたは９つのバイオマーカーに特異的な少なくとも１
つの試薬をさらに備える。
【００７１】
　いくつかの実施形態では、本組成物は、下記：
【表Ａ２２】

【００７２】
に特異的な少なくとも１つの試薬を備える。
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【００７３】
　別の実施形態では、少なくとも４つのバイオマーカーのうち少なくとも２つは、下記：
　コルチゾール
　ＩＧＦ．ＢＰ．２－インスリン様成長因子結合タンパク質２
　ＩＬ．１７－インターロイキン－１７
　膵臓ポリペプチド
　ＡｐｏＥ　ＥＣＵ－アポリポタンパク質Ｅ
　修正されたカルシウム（Ｃａ　ｃｏｒｒ）＝総Ｃａ＋（（４０－ａｌｂ）＊０．０２）
）
　ＡＢｅｔａ　４２
　アポリポタンパク質Ｅ４対立遺伝子
　ＶＣＡＭ－１－血管細胞接着分子１
および天然に存在するその変異体からなる群より選択される。
【００７４】
　また、本発明は、神経障害の診断もしくは診断補助、および／または神経障害のモニタ
リングのためのシステムを提供し、該システムは、個体からの生物試料中の少なくとも４
つのバイオマーカーの測定レベルを、該少なくとも４つのバイオマーカーについての参照
レベルと比較するためのコンピュータ手段を備え、ここで、該少なくとも４つのバイオマ
ーカーは、下記：
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【表Ａ２３】

【００７５】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される。
【００７６】
　また、本発明は、神経障害について個体を治療するための方法を提供し、該方法は、個
体からの生物試料を得ることと；生物試料中の少なくとも４つのバイオマーカーの測定レ
ベルを、該少なくとも４つのバイオマーカーについての参照レベルと比較することと、こ
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こで、該少なくとも４つのバイオマーカーは、下記：
【表Ａ２４】
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【００７７】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択され；該少なくとも
４つのバイオマーカーの参照レベルと比較して、該少なくとも４つのバイオマーカーの測
定レベルにおいて差があり、神経障害または重度の神経障害を示す場合、神経障害の症状
を軽減することができる治療学的に有効な量の薬物を個体に投与することとを備える方法
を提供する。
【図面の簡単な説明】
【００７８】
【図１】ランダムフォレスト、ブーストツリー（Ｂｏｏｓｔｅｄ　ｔｒｅｅｓ）および線
形判別分析を用いて生じさせた予測モデルについてのレシーバーオペレーティング特性曲
線を示す図。
【発明を実施するための形態】
【００７９】
　［神経障害を診断補助または診断する方法］
　本発明者らは、バイオマーカーの濃度またはレベルが神経障害を有する個体において変
化する、個体の生物試料（例えば、血清および血漿を含む血液）に存在する１パネルのバ
イオマーカーを同定している。したがって、任意の１または複数のこれらのバイオマーカ
ーのレベルの変化は、認知機能を評価し、神経障害を診断もしくはその診断を補助し、お
よび/または患者における神経障害をモニタリングする（例えば、患者における疾患の進
行を追跡、および／または患者における医学的または外科的治療の効果を追跡する）ため
に用いることができる。また、任意の１または複数のこれらのバイオマーカーのレベルの
変化は、患者を層別化（即ち、神経障害である可能性が高いと診断された個体または神経
障害であると診断された個体を該障害の異なるクラスに分けること）し、軽度認識障害（
ＭＣＩ）の診断または診断補助、ならびに認識障害の診断または診断補助に用いることが
できる。
【００８０】
　したがって、一態様では、本発明は、神経障害の診断を補助する方法を提供し、該方法
は、個体からの生物試料中の少なくとも４つのバイオマーカーの測定レベルを、該少なく
とも４つのバイオマーカーについての参照レベルと比較することを備え、ここで、該少な
くとも４つのバイオマーカーは、下記：
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【表Ａ２５】

【００８１】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される。
【００８２】
　別の実施形態では、少なくとも４つのバイオマーカーのうち少なくとも２つのバイオマ
ーカーは、下記；
　コルチゾール
　ＩＧＦ．ＢＰ．２－インスリン様成長因子結合タンパク質２
　ＩＬ．１７－インターロイキン－１７
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　膵臓ポリペプチド
　ＡｐｏＥ　ＥＣＵ－アポリポタンパク質Ｅ
　修正されたカルシウム（Ｃａ　ｃｏｒｒ）＝総Ｃａ＋（（４０－ａｌｂ）＊０．０２）
）
　ＡＢｅｔａ　４２
　アポリポタンパク質Ｅ４対立遺伝子
　ＶＣＡＭ－１－血管細胞接着分子１
および天然に存在するその変異体からなる群より選択される。
【００８３】
　本発明の別の態様では、神経障害を診断するための方法が提供され、該方法は、個体か
らの生物試料中の少なくとも４つのバイオマーカーの測定レベルを、該少なくとも４つの
バイオマーカーについての参照レベルと比較することを備え、ここで、該少なくとも４つ
のバイオマーカーは、下記：
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【表Ａ２６】

【００８４】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される。
【００８５】
　簡潔にするために、以下の記載のいくつかは、アルツハイマー病（ＡＤ）との関連でな
される。しかしながら、当業者は、本発明がまた、他の神経障害の診断、診断補助および
／またはその進行のモニタリング、ならびに他の神経障害の重症度に従う患者の層別化に
おいても使用されてもよいことを理解し、他の神経障害は、例えば、神経退化と関連した
疾患を含み、限定されないが、ＰＤ、前頭側頭認知症、脳血管疾患、多発性硬化症、およ
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おける認知機能を評価するために用いることができる。
【００８６】
　本明細書で使用するとき、用語「バイオマーカー」は、限定されないが、生物試料（例
えば、生体液試料）に存在するタンパク質（ポリペプチド）、ポリヌクレオチドおよび／
または代謝物を含み、神経障害を有する対象由来の生物試料中のそのレベル（例えば、濃
度、発現および／または活性）は、正常な対照の対象における同じバイオマーカーのレベ
ルと比較して増加または減少する。また、任意に列挙されたバイオマーカーは、それらの
遺伝子およびタンパク質の同義語を含む。
【００８７】
　いくつかの実施形態では、本発明の方法は、少なくとも４つのバイオマーカーの測定レ
ベルと組み合わせた、個体からの生物試料中の少なくとも１つの他のバイオマーカーの測
定レベルと、該少なくとも１つの他のバイオマーカーおよび少なくとも４つのバイオマー
カーについての参照レベルと比較することをさらに備え、ここで、少なくとも１つの他の
バイオマーカーは、下記：
【表Ａ２７】

【００８８】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される。
【００８９】
　いくつかの実施形態では、本発明の方法は、（ｉ）少なくとも４つのバイオマーカーの
測定レベル、および（ｉｉ）少なくとも１つの他のバイオマーカーの測定レベル、のいず
れかまたはその両方と組み合わせて、個体からの生物試料中の少なくとも別のバイオマー
カーの測定レベルを、該少なくとも４つのバイオマーカーおよび少なくとも別のバイオマ
ーカーおよび/または少なくとも１つの他のバイオマーカーについての参照レベルと比較
することをさらに備え、ここで、少なくとも別のバイオマーカーは、下記：
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【表Ａ２８】

【００９０】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーの第３のパネルから選択される。
【００９１】
　いくつかの他の実施形態では、本発明は、神経障害の診断を補助するための方法を提供
し、該方法は、他のおよび第３のマーカーと組み合わせた、個体からの生物試料中の少な
くとも４つのバイオマーカーの測定レベルを、該少なくとも４つのバイオマーカーおよび
少なくとも１つの他の別のマーカーについての参照レベルと比較することを備え、ここで
、該マーカーは、本明細書に記載される通りである。
【００９２】
　いくつかの実施形態では、個体からの生物試料中の少なくとも４つのバイオマーカーの
測定レベルを比較することが、下記：
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【表Ａ２９】

【００９３】
および天然に存在するその変異体からなる群より選択される少なくとも３つ、４つ、５つ
、６つ、７つ、８つおよび９つのバイオマーカーの測定レベルを比較することを含む。
【００９４】
　当業者は、本明細書に記載されているように、神経障害を有する個体の診断補助、診断
、および／またはモニタリングにおける本発明の方法の感受性および／または選択性の程
度は、一般に大きく、この場合、該方法は、生物試料中の５つ全てのバイオマーカーの測
定レベルを比較することを含むことを理解する。
【００９５】
　当業者は、本明細書に記載されているように、神経障害を有する個体の診断補助、診断
、および／またはモニタリングにおける本発明の方法の感受性および／または選択性の程
度は、一般に大きく、この場合、該方法は、生物試料中の９つ全てのバイオマーカーの測
定レベルを、該少なくとも１つの他のバイオマーカーおよび／または少なくとも別のバイ
オマーカーと共に比較することを備える。
【００９６】
　本発明のいくつかの実施形態では、本発明の方法は、個体の生物試料中の下記：
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【表Ａ３０】

【００９７】
の測定レベルを、該バイオマーカーについての参照レベルと比較することを備える。
【００９８】
　典型的には、個体からの生物試料中のバイオマーカーの測定レベルの、同バイオマーカ
ーについての参照レベルと比較した際の変化は、神経障害であることを示す。
【００９９】
　いくつかの実施形態では、本発明のバイオマーカーは、例えば、本明細書に記載されて
いるように（例えば、本明細書中の実施例部分に記載されているように）、個体における
神経障害の診断を補助および／または診断するために、個体の年齢を組み合わせて用いる
ことができる。
【０１００】
　本発明のいくつかの実施形態では、測定レベルを、測定された各バイオマーカーについ
ての参照レベルと比較することが、測定レベルと参照レベルとの間の倍数差を計算するこ
とを備える。本発明のいくつかの実施形態では、本方法は、測定された各バイオマーカー
についての倍数差と最小倍数差レベルを比較することをさらに備える。本発明のいくつか
の実施形態では、本方法は、測定レベルと参照レベルの比較についての値を得るステップ
をさらに備える。また、本明細書には、本明細書中に記載されるように、該方法によって
得られる値を備えたコンピュータ読み込み可能なフォーマットが提供される。
【０１０１】
　いくつかの実施形態では、神経障害は、バイオマーカーのレベル（例えば、濃度、発現
および／または活性）が、該バイオマーカーの参照レベルと比較して、約２０％～約１０
０％増加または減少するときに診断される。
【０１０２】
　いくつかの実施形態では、生物試料は末梢の生体液試料であり、限定されないが、脳脊
髄液、血液、血清または血漿を含む。いくつかの実施形態では、生物試料は血漿である。
【０１０３】
　いくつかの実施形態では、測定レベルと参照レベルの比較は、測定レベルと参照レベル
との間の倍数差を計算することを含む。いくつかの実施形態では、測定値は試料中のバイ
オマーカー（単数または複数）のレベルを測定することによって得られ、一方、他の実施
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形態では、測定レベルは第三者から得られる。典型的には、少なくとも１つのバイオマー
カーの参照レベルと比較して、個体からの生物試料中の少なくとも１つのバイオマーカー
の測定レベルにおける増加または減少は、神経障害の診断を示唆する。
【０１０４】
　本明細書で使用するとき、用語「アルツハイマー病患者」、「ＡＤ患者」、および「Ａ
Ｄであると診断された個体」などは、ＡＤであると診断されたか、またはＡＤである可能
性が高いと診断された個体を集合的に指す。
【０１０５】
　本明細書で使用するとき、用語「生物試料」は、典型的には、診断またはモニタリング
のアッセイに使用することができる個体から得られた様々な試料タイプを指し、限定され
ないが、血液（全血）、血漿もしくは血清、尿、脳脊髄液、涙または唾液を含む。血液試
料は、例えば、血小板、リンパ球、多形核細胞、マクロファージ、赤血球を含む、血液に
存在する様々な細胞型を含んでもよい。本発明のいくつかの実施形態では、バイオマーカ
ーは、表１に列挙されたものから選択される。また、この用語は、試料の調達後に任意の
方法で、例えば、試薬による処理、可溶化、またはある成分、例えばタンパク質もしくは
ポリヌクレオチドについての富化によって操作された試料を含む。
【０１０６】
　本明細書で使用するとき、用語「末梢の生体液試料」とは、典型的には、中枢神経系に
由来しない生体液試料（即ち、ＣＳＦ試料ではない）を指し、血液試料およびＣＮＳに由
来しない他の生体液（例えば、涙、唾液、尿）を含む。
【０１０７】
　用語「ＡＤバイオマーカー」などは、本明細書で使用するとき、バイオマーカーが、Ａ
Ｄを有する個体を診断補助し、診断し、モニタリングし、または分類するために用いられ
るためだけであることを示すことを意図しない。本開示によって明確になるように、本発
明のバイオマーカーはまた、例えば、認知機能を評価し、ＭＣＩを評価し、ＡＤを分類す
るなど、ならびに認知機能を評価し、他の神経障害、例えば神経変性と関連した疾患を分
類することに有用である。
【０１０８】
　用語「バイオマーカーポリヌクレオチド」とは、本明細書で使用するとき、典型的には
、本発明のバイオマーカーをコードするポリヌクレオチド配列、関連したトランス作用制
御エレメント（例えば、プロモータ、エンハンサ、および他の遺伝子調節配列）、および
／または本発明のバイオマーカーをコードするｍＲＮＡのいずれかを指す。
【０１０９】
　本明細書で使用するとき、「診断を補助する」ための方法とは、典型的には、神経障害
（例えば、ＡＤ）の存在、または性質に関する臨床的決定を補助し、確定診断に関して決
定的であってもよく、またはそうでなくてもよい方法を指す。したがって、例えば、神経
障害の診断を補助するための方法は、本明細書に記載されるように、個体からの生物試料
中の１または複数のバイオマーカーの量を測定することを備えることができる。別の例で
は、本発明に係る神経学的状態の診断を補助するための方法は、神経障害の臨床的評価の
他の方法と組み合わせて用いることができ、その臨床的評価には、限定されないが、記憶
および／または心理テスト、画像試験（例えば、磁気共鳴映像法（ＭＲＩ）および陽電子
放出型断層撮影（ＰＥＴ））、言語機能障害および／または他の焦点認識障害（例えば、
失行、計算不能および左－右失見当）の評価、判断力の低下および一般的な問題解決の困
難性の評価、進行性受動から顕著な興奮までの範囲の個人的な変化の評価、および患者の
脳脊髄液中のアミロイドベータとｔａｕタンパク質レベルの測定を含む。
【０１１０】
　本明細書で使用するとき、用語「層別化すること」とは、典型的には、神経障害に基づ
く異なるクラスまたは階層に個体を層別化することを指す。例えば、神経障害を有する個
体の集団を層別化することは、この疾患の重傷度（例えば、軽度、中程度、進行性など）
に基づいて個体を帰属することを伴う。
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【０１１１】
　本明細書で使用するとき、用語「神経疾患」および「神経障害」とは、典型的には、中
枢神経系の疾患または障害を指す。神経疾患または神経障害は、限定されないが、多発性
硬化症、ニューロパシー、および神経変性障害、例えば、ＡＤ、パーキンソン病、筋萎縮
性側索硬化症（ＡＬＳ）、軽度認識障害（ＭＣＩ）、ダウン症、および前頭側頭型認知症
、レヴィー小体を伴う認知症、血管性認知症、パーキンソン病認知症などを含む認知症の
全ての形態を含む。この用語は、ＡＤ／ＭＣＩに類似し、これに結びつく全ての疾患を含
む。パーキンソン病患者の約３０％はアルツハイマー病を発症する。鉄恒常性および酸化
的ストレスは、両疾患、ならびに炎症経路において役割を果たす。ダウン症候群の人々は
、アミロイド斑病理学を発症し、多くは、続いてアルツハイマー病を発症する。任意に、
神経疾患または神経障害は、特定の炎症、及びアミロイド斑形成病理学を有する疾患また
は障害を含む。
【０１１２】
　本明細書で使用するとき、用語「個体」とは、典型的には、哺乳動物を指し、限定され
ないが、ヒト、霊長類、家畜、げっ歯類および愛玩動物を含む。
【０１１３】
　「正常な」個体、または「正常な」個体からの試料は、定量的および定性的データに関
して本明細書で使用するとき、典型的には、ＡＤおよび他の神経学的状態を有しないもの
として医師によって評価されているかまたは評価された、およびミニメンタルステート試
験（ＭＭＳＥ）スコアを有するか、または２５～３０の範囲のＭＭＳＥスコアに達したで
あろう個体を指す（Ｆｏｌｓｔｅｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｐｓｙｃｈｉａｔｒ．Ｒｅｓ
　１９７５；１２：１２８９－１９８参照）。「正常な」個体は、典型的には、５～１０
年の範囲内で年齢が合致し、限定されないが、評価されるべき個体と年齢が合致している
個体を含む。
【０１１４】
　本明細書で使用するとき、「軽度ＡＤを有する個体」とは、（ｉ）ＡＤであると診断さ
れたか、またはＡＤである可能性が高いと診断され、および（ｉｉ）ミニメンタルステー
ト試験（ＭＭＳＥ）を用いて評価され、スコアが２２～２７であるか、またはＭＭＳＥ試
験によりスコアが２２～２７に達したであろう個体である。したがって、「軽度ＡＤ」は
、本明細書で使用するとき、典型的には、ＭＭＳＥで評価され、スコアが２２～２７であ
るか、またはＭＭＳＥ試験によりスコアが２２～２７に達したであろう個体におけるＡＤ
を指す。
【０１１５】
　本明細書で使用するとき、「中程度ＡＤを有する個体」は、（ｉ）ＡＤであると診断さ
れているか、またはＡＤである可能性が高いと診断され、および（ｉｉ）ＭＭＳＥ）を用
いて評価され、スコアが１６～２１であるか、またはＭＭＳＥ試験によりスコアが１６～
２１に達したであろう個体である。したがって、「中程度ＡＤ」は、ＭＭＳＥで評価され
、スコアが１６～２１であるか、またはＭＭＳＥ試験によりスコアが１６～２１に達した
であろう個体におけるＡＤを指す。
【０１１６】
　本明細書で使用するとき、「重度ＡＤを有する個体」は、（ｉ）ＡＤであると診断され
ているか、またはＡＤである可能性が高いと診断され、および（ｉｉ）ＭＭＳＥ）を用い
て評価され、スコアが１２～１５であるか、またはＭＭＳＥ試験によりスコアが１２～１
５に達したであろう個体である。したがって、「重度ＡＤ」は、ＭＭＳＥで評価され、ス
コアが１２～１５であるか、またはＭＭＳＥ試験によりスコアが１２～１５に達したであ
ろう個体におけるＡＤを指す。
【０１１７】
　本明細書で使用するとき、用語「治療」とは、典型的には、症状の緩和、改善、および
／または安定化、ならびに特定の障害における症状の進行の遅延を指す。例えば、ＡＤの
「治療」は、ＡＤの１または複数の症状の排除、ＡＤの１または複数の症状の減少、ＡＤ
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の症状の安定化（例えば、ＡＤのより進行した段階への進行の停止）、およびＡＤの１ま
たは複数の症状の進行（即ち、悪化）の遅延、の任意の１以上を含む。
【０１１８】
　本明細書で使用するとき、用語「倍数差」とは、典型的には、本発明のバイオマーカー
の測定値と参照値との間の程度差の数値表現を指す。倍数差は、測定された数値を参照の
数値で割ることによって数学的に計算され得る。例えば、バイオマーカーについての測定
値が２０ナノグラム／ミリリットル（ｎｇ／ｍｌ）であり、参照値が１０ｎｇ／ｍｌであ
る場合、倍数差は２である。したがって、バイオマーカーについての測定値が１０ナノグ
ラム／ミリリットル（ｎｇ／ｍｌ）であり、参照値が２０ｎｇ／ｍｌである場合、倍数差
は－０．５０（または－５０％）である
　本明細書で使用するとき、「参照値」は、絶対値、相対値、上限および／または下限を
有する値、値の範囲、平均（ａｖｅｒａｇｅ）値、中央値、平均（ｍｅａｎ）値、または
特定の対照もしくは基準値と比較した場合の値であってもよい。参照値は、個体試料の値
に基づいて、例えば、ＡＤ、ＭＣＩまたは認識障害を有する個体に由来する試料から得ら
れた値であってもよいが、より早い時間点であるものであり、または試験される個体以外
のＡＤ患者、または本明細書に記載されるような「正常な」個体（即ち、ＡＤおよび他の
神経学的状態であると診断されていない個体）に由来する使用から得られた値であり得る
。参照値は、大多数の試料に基づき、例えば、ＡＤ患者もしくは正常な個体由来であって
もよく、または試験されるべき試料を含む試料もしくは除かれている試料のプールに基づ
いてもよい。参照値は、より早い時間点で採取された試料に由来してもよい。
【０１１９】
　本明細書で使用するとき、「１つの（ａ）」、「１つの（ａｎ）」、「その（ｔｈｅ）
」は、他に指示がなければ、単数または複数を意味し得る（即ち、１または複数を意味し
得る）。
【０１２０】
　本明細書で使用するとき、用語「天然に存在する」とは、典型的には、天然に存在する
アミノ酸配列を有するペプチドバイオマーカー（例えば、天然のタンパク質）（またはそ
の変異体）を指す。バイオマーカーがポリヌクレオチドである場合、当業者は、用語「天
然に存在する」とは、典型的には、天然に存在する核酸配列を有するバイオマーカーを指
すことを理解する。
【０１２１】
　本明細書で使用するとき、バイオマーカーの「変異体」は、天然の分子に対して少なく
とも８０％同一であるアミノ酸配列または核酸配列を示してもよい。また、用語「変異体
」によって、天然の分子に対して、少なくとも９０％同一、好ましくは少なくとも９５％
同一、より好ましくは少なくとも９８％同一、さらにより好ましくは９９％同一、または
最も好ましくは９９．９％同一であるアミノ酸配列または核酸配列を有する天然に存在す
る分子が包含される。同一パーセントは、目視検査および数学的計算によって決定されて
もよい。天然に存在する変異体のうち、天然の生物活性を保持した天然のバイオマーカー
または実質的なその同等物が提供される。また、本明細書において、実質的に生物活性が
ない天然に存在する変異体、例えば、生物活性なバイオマーカーの突然変異または前駆体
に由来する変異体も提供される。
【０１２２】
　また、本発明のバイオマーカーの変異体は、バイオマーカーの天然の形態に実質的に相
同であるが、１もしくは複数の欠失、挿入または置換のために、天然のものとは異なる形
態であるアミノ酸配列または核酸配列を有するポリペプチドまたはポリヌクレオチドを含
んでもよい。いくつかの実施形態では、変異体は、天然の形態と比較した場合、アミノ酸
残基または核酸残基の１～１０個の欠失、挿入または置換を含むポリペプチドまたはポリ
ヌクレオチドを含む。所定の配列は、例えば、類似の物理化学的特徴を有する残基によっ
て置換されてもよい。このような保存的置換の例には、Ｉｌｅ、Ｖａｌ、ＬｅｕまたはＡ
ｌａなどの１つの脂肪族残基の別の脂肪族残基への置換；ＬｙｓとＡｒｇ間、ＧｌｕとＡ
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ｓｐ間、またはＧｌｎとＡｓｎ間などの極性残基同士の置換；またはＰｈｅ、Ｔｒｐもし
くはＴｙｒなどの１つの芳香族残基の別の芳香族残基への置換がある。他の保存的置換は
、例えば、類似の疎水的特徴を有する全領域の置換を伴い、当該技術分野において周知で
ある。また、変異体は、天然分子の切断によって生じさせてもよい。「保存的アミノ酸置
換」は、典型的には、アミノ酸が、類似の側鎖を有するアミノ酸で置換されるものである
。類似の側鎖を有するアミノ酸残基のファミリーは当該技術分野において画定されている
。これらのファミリーは、塩基性側鎖（例えば、リジン、アルギニン、ヒスチジン）、酸
性側鎖（例えば、アスパラギン酸、グルタミン酸）、非荷電極性側鎖（例えば、グリシン
、アスパラギン、グルタミン、セリン、スレオニン、チロシン、システイン）、非極性側
鎖（例えば、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニルアラニン
、メチオニン、トリプトファン）、ベータ分岐側鎖（例えば、スレオニン、バリン、イソ
ロイシン）、および芳香族側鎖（例えば、チロシン、フェニルアラニン、トリプトファン
、ヒスチジン）を含む。したがって、バイオマーカーポリペプチドのアミノ酸残基は、同
じ側鎖ファミリー由来の別のアミノ酸残基で置換されてもよい。
【０１２３】
　バイオマーカーの生物活性は、対象とするバイオマーカーの性質に依存して、当該技術
分野において知られている任意の多数の手段によって、当業者により評価され得る。
【０１２４】
　本発明の方法によって導かれる結果の評価は、本明細書に記載されている定性的もしく
は定量的な方法によって、および／または使用される参照点のタイプによってデータが得
られるか否か依存し得る。例えば、本明細書中、実施例に記載されるように、生体液試料
中の定量値または絶対値（例えば、タンパク質濃度レベル）を得ることができる。「定量
的」な結果またはデータは、典型的には、試料中のバイオマーカーの濃度（ｐｇ／ｍｌま
たはｎｇ／ｍｌ）を含むことができる絶対値を指す。定量値の例は、直接的には、例えば
、ＥＬＩＳＡによるタンパク質レベルの濃度の測定である。「定性的」な結果またはデー
タは、典型的には、参照値と比較される参照値を指す。
【０１２５】
　また、結果は、ランダムフォレスト、サポートベクターマシン、マイクロアレイデータ
のための線形モデル（ＬＩＭＭＡ）および／またはマイクロアレイデータの有意性検定（
ＳＡＭ）、最良優先、貪欲ステップワイズ、ナイーブベイズ、線形前進選択、分散探索、
線形判別分析（ＬＤＡ）、ステップワイズロジスティック回帰、レシーバーオペレーティ
ング特性、および分類ツリー（ＣＴ）からなる群より選択される統計法の１つまたは複数
によって評価および比較されてもよい。いくつかの実施形態では、本発明のバイオマーカ
ーに特異的な複数の試薬が、適切な基質（表面）、例えば、スライド、フィルターまたは
ビーズに結合される。結果の定性的評価は、標準化データを含んでもよい。この開示に、
バイオマーカーの種々のセットが記載されている。本発明は、これらのセット、該セット
の任意の１または複数のメンバー、ならびに該セットを含むマーカーの使用を意図するこ
とが理解される。
【０１２６】
　試薬は、抗体またはその抗原結合断片（例えば、ポリクローナル、モノクローナル、ヒ
ト化、抗イディオタイプ、キメラまたは一本鎖抗体、およびＦＡｂ、Ｆ（ａｂ’）２およ
びＦＡｂ発現ライブラリー断片、ｓｃＦＶ分子、ならびにそのエピトープ結合断片を含む
）、オリゴヌクレオチドもしくは断片、または本発明のバイオマーカーに結合し得る他の
低分子を含んでもよい。
【０１２７】
　［認知機能障害の評価、診断または診断補助の方法］
　また、本発明は、認知機能を評価し、認知機能障害を評価し、認知機能障害を診断また
は診断補助する方法を提供し、該方法は、個体からの生物試料中の少なくとも４つのバイ
オマーカーの測定レベルを、該少なくとも４つのバイオマーカーについての参照レベルと
比較することを備え、ここで、該少なくとも４つのバイオマーカーは、下記：
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【表Ａ３１】

【０１２８】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される。
【０１２９】
　別の実施形態では、少なくとも４つのバイオマーカーのうちの少なくとも２つは、下記
：
　コルチゾール
　ＩＧＦ．ＢＰ．２－インスリン様成長因子結合タンパク質２
　ＩＬ．１７－インターロイキン－１７
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　膵臓ポリペプチド
　ＡｐｏＥ　ＥＣＵ－アポリポタンパク質Ｅ
　修正されたカルシウム（Ｃａ　ｃｏｒｒ）＝総Ｃａ＋（（４０－ａｌｂ）＊０．０２）
）
　ＡＢｅｔａ　４２
　アポリポタンパク質Ｅ４対立遺伝子
　ＶＣＡＭ－１－血管細胞接着分子１
および天然に存在するその変異体からなる群より選択される。
【０１３０】
　いくつかの実施形態では、個体からの生物試料中の少なくとも４つのバイオマーカーの
測定レベルを比較することが、下記：
【表Ａ３２】

【０１３１】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される少なくとも３
つ、４つ、５つ、６つ、７つ、８つまたは９つのバイオマーカーの測定レベルを比較する
ことを備える。
【０１３２】
　当業者は、本明細書に記載されるように、神経障害を有する個体の診断補助、診断およ
び／またはモニタリング、および/または個体の層別化における本発明の方法の感受性お
よび／または選択性の程度は、一般により大きく、この場合、本方法は、生物試料中の９
つのバイオマーカーの測定レベルを比較することを備えることを理解する。
【０１３３】
　いくつかの実施形態では、本発明の方法は、少なくとも４つのバイオマーカーの測定レ
ベルと組み合わせた、個体からの生物試料中の少なくとも１つの他のバイオマーカーの測
定レベルを、該少なくとも１つの他のバイオマーカーおよび少なくとも４つのバイオマー
カーについての参照レベルと比較することをさらに備え、ここで、該少なくとも１つの他
のバイオマーカーは、下記：
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【表Ａ３３】

【０１３４】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される。
【０１３５】
　いくつかの実施形態では、個体からの生物試料中の少なくとも１つの他のバイオマーカ
ーの測定レベルを比較することが、下記：

【表Ａ３４】

【０１３６】
および天然に存在するその変異体からなる群より選択される、少なくとも最大全てのバイ
オマーカーの測定レベルを比較することを備える。
【０１３７】
　当業者は、本明細書に記載されるように、神経障害を有する個体の診断補助、診断およ
び／またはモニタリング、および/または個体の層別化における本発明の方法の感受性お
よび／または選択性の程度は、一般により大きく、この場合、該方法は、生物試料中の９
つ全ての他のバイオマーカーの測定レベルを比較することを備えるが、個体からの生物試
料中の１つの他のバイオマーカーの測定レベルを十分に比較し得ることを理解する。
【０１３８】
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　いくつかの実施形態では、本発明の方法は、少なくとも４つのバイオマーカーの測定レ
ベルと組み合わせた、個体からの生物試料中の少なくとも別のバイオマーカーの測定レベ
ルを、該少なくとも別のバイオマーカーおよび少なくとも４つのバイオマーカーについて
の参照レベルと比較することをさらに備え、ここで、該少なくとも別のバイオマーカーは
、下記：
【表Ａ３５】

【０１３９】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーの第３のパネルから選択される。
【０１４０】
　いくつかの実施形態では、個体からの生物試料中の少なくとも別のバイオマーカーの測
定レベルを比較することが、下記：
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【表Ａ３６】

【０１４１】
から選択される少なくとも最大全てのバイオマーカーの測定レベルを比較することを備え
る。
【０１４２】
　当業者は、本明細書の記載されるように、神経障害を有する個体の診断補助、診断およ
び／またはモニタリング、および/または個体の層別化における本発明の方法の感受性お
よび／または選択性の程度は、一般により大きく、この場合、該方法は、生物試料中の１
１個全ての第３のバイオマーカーの測定レベルを比較することを備えるが、個体からの生
物試料中の別のバイオマーカーの測定レベルを十分に比較することができる。
【０１４３】
　いくつかの実施形態では、本発明の方法は、個体からの生物試料中の少なくとも４つの
バイオマーカーの測定レベルを比較し、さらに、個体からの生物試料中の少なくとも１つ
の他のバイオマーカーの測定レベルを比較することを備え、該少なくとも４つのバイオマ
ーカーと少なくとも１つの他のバイオマーカーの測定レベルは、個体からの同じ生物試料
由来であるか、または異なる生物試料由来である。いくつかの実施形態では、本発明の方
法は、個体からの生物試料中の少なくとも４つのバイオマーカーの測定レベルを比較し、
さらに、個体からの生物試料中の少なくとも別のバイオマーカーの測定レベルを比較する
ことを備え、該少なくとも４つのバイオマーカーと少なくとも別のバイオマーカーの測定
レベルは、個体からの同じ生物試料由来であるか、または異なる生物試料由来である。い
くつかの実施形態では、本発明の方法は、個体からの生物試料中の少なくとも４つのバイ
オマーカーの測定レベルを比較し、さらに、個体からの生物試料中の少なくとも１つの他
のバイオマーカーの測定レベルを比較し、さらに、個体からの生物試料中の少なくとも別
のバイオマーカーの測定レベルを比較することを備え、該少なくとも４つのバイオマーカ
ー、少なくとも１つの他のバイオマーカー、および少なくとも別のバイオマーカーの測定
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【０１４４】
　当業者は、本発明のいくつかの実施形態では、本明細書に記載されるように、神経障害
を有する個体の診断補助、診断および／またはモニタリング、および/または個体の層別
化における本発明の方法の感受性および／または選択性の程度は、より大きくてもよく、
この場合、本願明細書に記載されるように、該方法は、生物試料中の全てのバイオマーカ
ーの測定レベルを、該少なくとも１つの他のバイオマーカーおよび／または少なくとも別
のバイオマーカーと比較することを備える。
【０１４５】
　本発明のいくつかの実施形態では、本発明の方法は、個体の生物試料中の、下記：
【表Ａ３７】

【０１４６】
の測定レベルを、該バイオマーカーについての参照レベルと比較することを備える。
【０１４７】
　［個体を層別化するための方法］
　本発明のさらに別の態様では、個体を神経障害の１または複数のクラスに層別化する（
即ち、神経障害である可能性が高いと診断された個体または神経障害であると診断された
個体を該障害の異なるクラスに分ける）ための方法が提供され、該方法は、個体からの生
物試料中の少なくとも４つのバイオマーカーの測定レベルを、該少なくとも４つのバイオ
マーカーについての参照レベルと比較することを備え、ここで、該少なくとも４つのバイ
オマーカーは、下記：



(69) JP 2013-511732 A 2013.4.4

10

20

30

40

50

【表Ａ３８】

【０１４８】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される。
【０１４９】
　別の実施形態では、少なくとも４つのバイオマーカーのうち少なくとも２つは、下記：
　コルチゾール
　ＩＧＦ．ＢＰ．２－インスリン様成長因子結合タンパク質２
　ＩＬ．１７－インターロイキン－１７
　膵臓ポリペプチド
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　ＡｐｏＥ　ＥＣＵ－アポリポタンパク質Ｅ
　修正されたカルシウム（Ｃａ　ｃｏｒｒ）＝総Ｃａ＋（（４０－ａｌｂ）＊０．０２）
）
　ＡＢｅｔａ　４２
　アポリポタンパク質Ｅ４対立遺伝子
　ＶＣＡＭ－１－血管細胞接着分子１
および天然に存在するその変異体からなる群より選択される。
【０１５０】
　いくつかの実施形態では、個体からの生物試料中の少なくとも４つのバイオマーカーの
測定レベルを比較することが、下記：
　コルチゾール
　ＩＧＦ．ＢＰ．２－インスリン様成長因子結合タンパク質２
　ＩＬ．１７－インターロイキン－１７
　膵臓ポリペプチド
　ＡｐｏＥ　ＥＣＵ－アポリポタンパク質Ｅ
　修正されたカルシウム（Ｃａ　ｃｏｒｒ）＝総Ｃａ＋（（４０－ａｌｂ）＊０．０２）
）
　ＡＢｅｔａ　４２
　アポリポタンパク質Ｅ４対立遺伝子
　ＶＣＡＭ－１－血管細胞接着分子１
からなる群より選択される少なくとも３つ、４つ、５つ、６つ、７つ、８つ、または９つ
のバイオマーカーの測定レベルを比較することを備える。
【０１５１】
　当業者は、本明細書に記載されるように、神経障害を有する個体の診断補助、診断およ
び／またはモニタリング、および/または個体の層別化における本発明の方法の感受性お
よび／または選択性の程度が、一般にはより大きく、この場合、該方法は、生物試料中の
最大全てのバイオマーカーの測定レベルを比較することを備えることを理解する。
【０１５２】
　いくつかの実施形態では、本発明の方法は、少なくとも４つのバイオマーカーの測定レ
ベルと組み合わせた、個体からの生物試料中の少なくとも１つの他のバイオマーカーの測
定レベルを、該少なくとも１つの他のバイオマーカーおよび少なくとも４つのバイオマー
カーについての参照レベルと比較することをさらに備え、ここで、該少なくとも１つの他
のバイオマーカーは、
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【表Ａ３９】

【０１５３】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される。
【０１５４】
　いくつかの実施形態では、個体からの生物試料中の少なくとも１つの他のバイオマーカ
ーの測定レベルを比較することが、少なくとも最大１６個の他のバイオマーカーの測定レ
ベルを比較することを備える。当業者は、本明細書に記載されるように、神経障害を有す
る個体の診断補助、診断および／またはモニタリング、および/または個体の層別化にお
ける本発明の方法の感受性および／または選択性の程度が、一般的により大きく、この場
合、該方法は、生物試料中の９つ全ての他のバイオマーカーの測定レベルを比較すること
を備えるが、個体からの生物試料中の１つの他のバイオマーカーの測定レベルを十分に比
較し得ることを理解する。
【０１５５】
　いくつかの実施形態では、本発明の方法は、少なくとも４つのバイオマーカーの測定レ
ベルと組み合わせた、個体からの生物試料中の少なくとも別のバイオマーカーの測定レベ
ルを、該少なくとも別のバイオマーカーおよび少なくとも４つのバイオマーカーについて
の参照レベルと比較することをさらに備え、ここで、該少なくとも別のバイオマーカーは
、下記：
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【表Ａ４０】

【０１５６】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーの第３のパネルから選択される。
【０１５７】
　いくつかの実施形態では、個体からの生物試料中の少なくとも別のバイオマーカーの測
定レベルを比較することが、少なくとも３～２５個の連続した別のバイオマーカーの測定
レベルを比較することを備える。当業者は、本明細書に記載されるように、神経障害を有
する個体の診断補助、診断および／またはモニタリング、および/または個体の層別化に
おける本発明の方法の感受性および／または選択性の程度が、一般的にはより大きく、こ
の場合、該方法は、生物試料中の１１個全ての第３のバイオマーカーの測定レベルを比較
することを含むが、個体からの生物試料中の別のバイオマーカーの測定レベルを十分に比
較し得ることを理解する。
【０１５８】
　いくつかの実施形態では、本発明の方法は、個体からの生物試料中の４つのバイオマー
カーの測定レベルを比較することを備え、さらに、個体からの生物試料中の少なくとも１
つの他のバイオマーカーの測定レベルを比較することを備え、該バイオマーカーの測定レ
ベルは個体からの同じ生物試料由来であるか、または異なる生物試料由来である。いくつ
かの実施形態では、本発明の方法は、個体からの生物試料中の４つのバイオマーカーの測
定レベルを比較することを備え、さらに、個体からの生物試料中の少なくとも別のバイオ
マーカーの測定レベルを比較することを備え、該バイオマーカーの測定レベルは個体から
の同じ生物試料由来であるか、または異なる生物試料由来である。いくつかの実施形態で
は、本発明の方法は、個体からの生物試料中の４つのバイオマーカーの測定レベルを比較
し、さらに、個体からの生物試料中の少なくとも１つの他のバイオマーカーの測定レベル
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を比較し、さらに、個体からの生物試料中の少なくとも別のバイオマーカーの測定レベル
を比較することを備え、該バイオマーカーの測定レベルは個体からの同じ生物試料由来で
あるか、または異なる生物試料由来である。
【０１５９】
　本発明のいくつかの実施形態では、本発明の方法は、個体の生物試料中の、下記：
【表Ａ４１】

【０１６０】
の測定レベルを、該バイオマーカーについての参照レベルと比較することを備える。
【０１６１】
　［神経障害の進行をモニタリングするための方法］
　本発明のさらなる態様では、神経障害の進行をモニタリングするための方法が提供され
、該方法は、個体からの生物試料中の少なくとも４つのバイオマーカーの測定レベルを、
該バイオマーカーについての参照レベルと比較することを備え、ここで、該少なくとも４
つのバイオマーカーは、下記：
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【表Ａ４２】

【０１６２】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される。
【０１６３】
　別の実施形態では、少なくとも４つのバイオマーカーのうちの少なくとも２つは、下記
：
　コルチゾール
　ＩＧＦ．ＢＰ．２－インスリン様成長因子結合タンパク質２
　ＩＬ．１７－インターロイキン－１７
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　膵臓ポリペプチド
　ＡｐｏＥ　ＥＣＵ－アポリポタンパク質Ｅ
　修正されたカルシウム（Ｃａ　ｃｏｒｒ）＝総Ｃａ＋（（４０－ａｌｂ）＊０．０２）
）
　ＡＢｅｔａ　４２
　アポリポタンパク質Ｅ４対立遺伝子
　ＶＣＡＭ－１－血管細胞接着分子１
および天然に存在するその変異体からなる群より選択される。
【０１６４】
　いくつかの実施形態では、個体からの生物試料中の少なくとも４つのバイオマーカーの
測定レベルを比較することが、下記：
【表Ａ４３】

【０１６５】
および天然に存在するその変異体
を備える集団について少なくとも最大９つ（連続した番号付けされる）の測定レベルを比
較することを備える。
【０１６６】
　当業者は、本明細書に記載されるように、神経障害を有する個体の診断補助、診断およ
び／またはモニタリング、および/または個体の層別化における本発明の方法の感受性お
よび／または選択性の程度が、一般的にはより大きく、この場合、該方法は、生物試料中
の全てのバイオマーカーの測定レベルを比較することを備える。
【０１６７】
　いくつかの実施形態では、本発明の方法は、少なくとも４つのバイオマーカーの測定レ
ベルと組み合わせた、個体からの生物試料中の少なくとも１つの他のバイオマーカーの測
定レベルを、該少なくとも１つの他のバイオマーカーと少なくとも４つのバイオマーカー
についての参照レベルと比較することを備え、ここで、該少なくとも１つの他のバイオマ
ーカーは、下記：
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【表Ａ４４】

【０１６８】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される。
【０１６９】
　いくつかの実施形態では、個体からの生物試料中の少なくとも１つの他のバイオマーカ
ーの測定レベルを比較することが、少なくとも最大１６個のバイオマーカーの測定レベル
を比較することを備える。当業者は、本明細書に記載されているように、神経障害を有す
る個体の診断補助、診断および／またはモニタリング、および/または個体の層別化にお
ける本発明の方法の感受性および／または選択性の程度は、一般にはより大きく、この場
合、該方法は、生物試料中の９つ全ての他のバイオマーカーの測定レベルを比較すること
を備えるが、個体からの生物試料中の１つの他のバイオマーカーの測定レベルを十分に比
較し得ることを理解する。
【０１７０】
　いくつかの実施形態では、本発明の方法は、少なくとも４つのバイオマーカーの測定レ
ベルと組み合わせた、個体からの生物試料中の少なくとも別のバイオマーカーの測定レベ
ルを、該少なくとも別のバイオマーカーおよび少なくとも４つのバイオマーカーについて
の参照レベルと比較することをさらに備え、ここで、該少なくとも別のバイオマーカーは
、下記：
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【表Ａ４５】

【０１７１】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される。
【０１７２】
　いくつかの実施形態では、個体からの生物試料中の少なくとも別のバイオマーカーの測
定レベルを比較することが、少なくとも最大全ての別のバイオマーカーの測定レベルを比
較することを備える。当業者は、本明細書に記載されているように、神経障害を有する個
体の診断補助、診断および／またはモニタリング、および/または個体の層別化における
本発明の方法の感受性の程度は、一般により大きく、この場合、該方法は、生物試料中の
１１個全ての第３のバイオマーカーの測定レベルを比較することを備えるが、個体からの
生物試料中の別のバイオマーカーの測定レベルを十分に比較し得ることを理解する。
【０１７３】
　いくつかの実施形態では、本発明の方法は、個体からの生物試料中の４つのバイオマー
カーの測定レベルを備え、さらに、個体からの生物試料中の少なくとも１つの他のバイオ
マーカーの測定レベルを比較することを備え、ここで、該バイオマーカーの測定レベルは
、個体からの同じ生物試料由来であるか、または異なる生物試料由来である。いくつかの
実施形態では、本発明の方法は、個体からの生物試料中の４つのバイオマーカーの測定レ
ベルを備え、さらに、個体からの生物試料中の少なくとも別のバイオマーカーの測定レベ
ルを比較することを備え、ここで、該バイオマーカーの測定レベルは、個体からの同じ生
物試料由来であるか、または異なる生物試料由来である。いくつかの実施形態では、本発
明の方法は、個体からの生物試料中の４つのバイオマーカーの測定レベルを備え、さらに
、個体からの生物試料中の少なくとも１つの他のバイオマーカーの測定レベルを比較する
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ことを備え、さらに、個体からの生物試料中の少なくとも別のバイオマーカーの測定レベ
ルを比較することを備え、ここで、該バイオマーカーの測定レベルは、個体からの同じ生
物試料由来であるか、または異なる生物試料由来である。
【０１７４】
　本発明のいくつかの実施形態では、本発明の方法は、生物試料中の、下記：
【表Ａ４６】

【０１７５】
の測定レベルを、該バイオマーカーについての参照レベルと比較することを備える。
【０１７６】
　本発明のいくつかの実施形態では、バイオマーカーに対する測定レベルは、１回を超え
る時間点で個体から得られる。このような「連続」サンプリングは、例えば、神経障害の
進行のモニタリングに十分に適している。連続サンプリングは、任意の所望のタイムスケ
ジュール、例えば、月１回、年４回（即ち、３カ月ごと）、半年ごと、１年ごと、２年ご
と、またはそれほど頻繁でなく、行うことができる。測定レベルと参照レベルとの間の比
較は、新しい試料が測定される各時間で行われてもよく、またはレベルに関連したデータ
はそれほど頻繁でない分析について保持されてもよい。
【０１７７】
　本発明のいくつかの実施形態では、末梢の生体液試料を含む生物試料は、ＡＤまたはＭ
ＣＩなどの神経障害を有することが疑われるかまたはそれを発症している個体から回収さ
れる。また、本発明は、認知機能評価が望まれる個体からの試料を意図する。あるいは、
個体（または、例えば研究および／または臨床医に関わる他者）は、神経障害であるかま
たは神経障害であることが疑われる任意の指示なしにこのような評価を望んでもよい。例
えば、正常な個体は、このような情報を望んでもよい。いくつかの実施形態では、個体は
６５歳以上であるが、生物試料、例えば末梢の生体液試料が、本発明の方法において使用
するために採取される個体は、早期発症のＡＤまたは家族性ＡＤが疑われる３５～４０歳
程度の若さであってもよい。
【０１７８】
　［バイオマーカーを同定するための方法］
　また、本発明は、神経障害の診断、診断補助および／またはモニタリング、および/ま
たは個体の層別化（即ち、神経障害である可能性が高いと診断された個体または神経障害



(79) JP 2013-511732 A 2013.4.4

10

20

30

であると診断された個体を該障害の異なるクラスに分けること）に有用な１または複数の
バイオマーカーを同定するための方法を提供する。
【０１７９】
　本発明の一態様では、個体における神経障害の診断、診断補助および／またはその進行
のモニタリング、および/または個体の層別化における使用のための少なくとも１つのバ
イオマーカーを同定するための方法が提供され、該方法は、複数のバイオマーカーについ
て１セットの生物試料から測定値を得ることと、ここで、該セットの生物試料は、神経障
害に基づいてサブセットに分けることができ、少なくとも１つのバイオマーカーについて
各サブセットからの測定値を比較することと；該測定値がサブセット間で有意に異なる少
なくとも１つのバイオマーカーを同定することとを備える。
【０１８０】
　いくつかの実施形態では、少なくとも１つのバイオマーカーについて各サブセットから
の測定値を比較することが、ランダムフォレスト、サポートベクターマシン、マイクロア
レイデータのための線形モデル（ＬＩＭＭＡ）および／またはマイクロアレイデータの有
意性検定（ＳＡＭ）、最良優先、貪欲ステップワイズ、ナイーブベイズ、線形前進選択、
分散探索、線形判別分析（ＬＤＡ）、ステップワイズロジスティック回帰、レシーバーオ
ペレーティング特性、および分類ツリー（ＣＴ）からなる群より選択される統計学的方法
の１または複数によって行われる。
【０１８１】
　いくつかの実施形態では、本方法は、ブーストツリー（ＢＴ）を用いることによって、
少なくとも１つのバイオマーカーについての各サブセットからの測定値を比較することを
備える。いくつかの実施形態では、本方法は、個体における神経障害の診断または診断補
助における少なくとも８５％の感受性と少なくとも８５％の特異性を提供する。
【０１８２】
　いくつかの実施形態では、本方法は、少なくとも１つのバイオマーカーについての各サ
ブセットからの測定値を比較することが、ランダムフォレスト、サポートベクターマシン
、マイクロアレイデータのための線形モデル（ＬＩＭＭＡ）および／またはマイクロアレ
イデータの有意性検定（ＳＡＭ）、最良優先、貪欲ステップワイズ、ナイーブベイズ、線
形前進選択、分散探索、線形判別分析（ＬＤＡ）、ステップワイズロジスティック回帰、
レシーバーオペレーティング特性、および分類ツリーの組み合わせによって行われること
を備える。
【０１８３】
　いくつかの実施形態では、少なくとも１つのバイオマーカーは、下記：



(80) JP 2013-511732 A 2013.4.4

10

20

30

40

50

【表Ａ４７】

【０１８４】
および天然に存在するその変異体からなる群より選択される。
【０１８５】
　いくつかの実施形態では、本方法は、少なくとも１つのバイオマーカーについて各サブ
セットからの測定値を比較することを備え、さらに、本明細書（例えば、本明細書中の実
施例）に記載されるように、１セットの生物試料が得られた個体の年齢を比較することを
備えてもよい。
【０１８６】
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　本発明のいくつかの実施形態では、バイオマーカーのパネルのレベルは、１または複数
の個体からの１セットの生物試料について得られる。該試料（例えば、正常な個体および
筋萎縮性側索硬化症であると診断された個体からの試料、または軽度ＡＤを有する個体お
よび重度ＡＤおよび／または他の神経疾患を有する個体、例えば神経変性疾患を有する個
体からの試料）は、神経疾患に基づいて１または複数のサブセットに分離することができ
る。該試料からの測定値は互いに比較され、サブセットのうちで有意に異なるそれらのバ
イオマーカーを同定する。次に、サブセットのうちで有意に変化するそれらのバイオマー
カーは、本明細書に記載されるように、神経障害の診断補助、診断、層別化および／また
はモニタリングのための方法に用いられてもよい。
【０１８７】
　本発明の他の態様では、１または複数の個体からの１セットの生物試料（この場合、試
料は、神経障害に基づいて１または複数のサブセットに分離され得る）における１パネル
のバイオマーカーの測定値が比較され、ここで、有意に変化するバイオマーカーは、本明
細書に記載されるように、神経疾患の診断補助、診断、層別化および／またはモニタリン
グに有用である。本発明のさらなる態様では、１または複数の個体からの１セットの生体
液試料（この場合、該試料は、神経障害に基づいて１または複数のサブセットに分離され
得る）における一群のバイオマーカーのレベル（例えば、濃度、発現および／または活性
）は、測定値を生じさせるために測定され、ここで、ラベルが（例えば、参照レベルから
）有意に変化するバイオマーカーは、本明細書に記載されるように、神経障害の診断補助
、診断、層別化および／またはモニタリングに有用である。
【０１８８】
　本発明のこの態様は、典型的には、１または複数の個体に由来する１セットの生物試料
、例えば血液試料を利用する。このセットの試料は、神経障害または重度の神経障害に基
づいて１または複数のサブセットに分割され得るように選択される。サブセットへの分割
は、疾患の存在／不存在、疾患の層別化（例えば軽度対中程度）、または疾患のサブ層別
化（例えば、再発／寛解対進行性再発）に基づいていてもよい。
【０１８９】
　本発明の実施において測定されるバイオマーカーは、例えば、対象とする生物試料にお
いて見出される任意のタンパク性生物学的マーカーであってもよい。表１は、例示的なバ
イオマーカーの回収または集団を含む。
【０１９０】
　したがって、本発明の一態様では、本明細書に記載されるように、神経障害の診断補助
、診断、検出および／または層別化に用いることができる少なくとも１つのバイオマーカ
ーを同定するための方法が提供される。いくつかの実施形態では、本発明の方法は、１セ
ットの生物試料からの複数のバイオマーカーについての１セットの測定値を得ること、こ
の場合、１セットの生物試料は、神経障害と関連した少なくとも２つのサブセットに分け
ることができ、各バイオマーカーについてのサブセット間の該測定値を比較すること、該
サブセット間で有意に異なるバイオマーカーを同定することによって実行される。
【０１９１】
　測定値を比較するためのプロセスは、当該技術分野において知られている任意の方法に
よって行うことができ、マイクロアレイの有意分析、ツリーハーベスティング（Ｔｒｅｅ
　Ｈａｒｖｅｓｔｉｎｇ）、ＣＡＲＴ、ＭＡＲＳ、自己組織化マップ（Ｓｅｌｆ　Ｏｒｇ
ａｎｉｚｉｎｇ　Ｍａｐｓ）、多頻度アイテム集合（Ｆｒｅｑｕｅｎｔ　Ｉｔｅｍ　Ｓｅ
ｔ）、またはベイジアンネットワークを含む。本発明のいくつかの実施形態では、測定値
を比較するためのプロセスは、ランダムフォレスト（ＲＦ）、ブーストツリー（ＢＴ）、
マイクロアレイデータのための線形モデル（ＬＩＭＭＡ）、分類ツリー（ＣＴ）、線形判
別分析（ＬＤＡ）、ステップワイズロジスティック回帰およびレシーバーオペレーティン
グ特性（ＲＯＣ）からなる群より選択される統計法の１または複数によって行われる。
【０１９２】
　ＲＦ（分類）は、各ケースにクラスメンバーシップを推測ための分類ツリーを用いる変
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数選択法である。ＲＦは多数の分類ツリー（森）を増やし、クラスメンバーシップを予測
するために木から候補数をカウントする（各木は特定クラスについての候補を提供する）
。ＲＦは変数重要度を出力し、それは、各変数がどれほど十分にクラスメンバーシップを
予測するかに関する相対的測定である。変数重要度は、各ＲＦモデルから精度における平
均減少としてプロットされる。有用なバイオマーカーの減少したリストをコンパイルし、
クラス予測の精度を増大させるために、変数減少後の多重ＲＦ相互作用は、変数重要度に
基づいてコンピュータ計算され得る。
【０１９３】
　ＬＩＭＭＡ法は、マイクロアレイデータの分析において幅広く用いられている。その一
般的な目的は、２つのクラス間の遺伝子発現差を同定することであり、この場合、Ｐ＞＞
Ｎである（即ち、観察よりも変数が多い）。本方法は、典型的には、標準線形モデルをデ
ータに適合させることから開始し、次に、変数全体で情報を借りるための経験ベイズアプ
ローチを用い、拡張された自由度とともに中程度のｔ－統計を用いる。ＬＩＭＭＡ法は、
平均試料間の相対差において有用である偽発見率（Ｆａｌｓｅ　Ｄｉｓｃｏｖｒｙ　Ｒａ
ｔｅ）（ＦＤＲ）調整されたｐ値（ｑ値）を出力する。ＬＩＭＭＡ法は、ＨＣとＡＤ参加
者間の平均バイオマーカーレベルの差を決定するために用いることができる。
【０１９４】
　ＣＴ法は、非線形回帰に対する代替のアプローチであり、この場合、多重変数間に多数
の複雑な相互作用があり、それらは、本来、連続的であるかまたは絶対的である。本方法
は、多重変数間の相互作用が同じになるように、データの多重分割または再分割（再帰分
割）を創出する。再帰分割は、多重分類ツリーの創出に類似し、この場合、内部分岐が質
問であり、外葉はこの質問に対する回答である。単一の分割またはツリーが策定されてい
ると、単一の局所モデルは、最終のツリー構造を出力する前にコンピュータ計算され、ど
の分岐（または変数）が分離されるべきかの基準を含む。この方法は、（ｉ）モデルにお
ける最終ツリーのためにどの変数が選択されるかを調べることを可能にし、（ｉｉ）レシ
ーバーオペレーティング特性（ＲＯＣ）分析と組み合わせたさらなるバイオマーカー分析
を可能し；ライフスタイルを遺伝子マーカーおよびバイオマーカーを統合して、比率する
ＡＤ危険性を同定するという利点を有する。
【０１９５】
　ＢＴ（分類）は、初期化の二元分類ツリー（ルートノードおよび２チャイルドノード）
を構築する変数選択およびクラス予測法であり、続いて、従前ツリーからの分割残余に基
づいて別のツリーを適合する。この計算は、何度も繰り返され、クラス予測について投票
前の加重リモデリングプロセスが全てのツリーから合計されるように作動する。ＢＴは、
変数重要度と類似して、各変数がどれくらい十分にクラスメンバーシップを予測するかに
基づいて相対測定を与える相対測定を提供する。またＢＴ法は、クラスメンバーシップの
予測された可能性を生じさせ、それは、予測されたクラスメンバーシップと実際のクラス
メンバーシップの比較に有用である。
【０１９６】
　ＬＤＡは、２以上のクラス群を分離する変数の線形的組み合わせを決定する統計法であ
る。
【０１９７】
　多段階ロジスティック回帰は、多数の予測変数がロジスティック回帰フレームワークに
添加させる統計法であり、多重の「段階」は、統計モデル内のエラーを減少させるために
、変数の添加／除去のために採用される。このようにして、本方法は、モデル内に添加さ
れた変数の各々を正確に評価し、各々はどのくらいこの予測に貢献するかを決定する。よ
って、本明細書に記載されているＲＦ、ＢＴ、ＬＩＭＭＡおよびＣＴ法から選ばれるバイ
オマーカー（年齢を含む）を用いて多段階ロジスティック回帰を行い、標準のロジスティ
ック回帰と比較することができる。
【０１９８】
　ＲＯＣ法は、基準を定義するための診断ツールとして初期に用いられ、それにより、あ
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、多重出力を提供し、それらのうちの１つである、曲線下領域（ＡＵＣ）はモデル性能を
評価するために有用な測定である。ＡＵＣ統計は、異なる数のバイオマーカーを用いて、
ロジスティック回帰と多段階ロジスティック回帰モデル（例えば、トレーニングセットデ
ータ）を比較するために、バイオマーカー分析内で利用することができる。また、テスト
セットデータ上で計算された統計モデルからの感受性と特異性は、モデルの性能の図式的
比較を与えるためにプラットされ得る。
【０１９９】
　一態様では、本発明は、個体における神経障害の診断、診断補助および／または個体に
おける神経障害の進行のモニタリング、および/または患者の層別化（即ち、神経障害で
ある可能性が高いと診断された個体または神経障害であると診断された個体を該障害の異
なるクラスに分けること）に有用な少なくとも１つのバイオマーカーを同定するための方
法を提供し、該方法は、複数のバイオマーカーについて１セットの生物試料からの測定値
を得ること、ここで、１セットの生物試料は、神経障害または重度の神経障害に基づいて
サブセットに分類することができ、少なくとも１つのバイオマーカーについて各サブセッ
トから測定を比較すること；測定値がサブセット間で異なる（例えば、有意に異なる）少
なくとも１つのバイオマーカーを同定することとを備える。いくつかの実施形態では、こ
の比較プロセスは、マイクロアレイの重要分析を用いて行われる。いくつかの実施形態で
は、神経障害はアルツハイマー病である。
【０２００】
　いくつかの実施形態では、少なくとも１つのバイオマーカーは、下記：
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【表Ａ４８】

【０２０１】
および天然に存在するその変異体からなる群より選択される。
【０２０２】
　本明細書に開示される表２および３は、年齢が合致した正常対照、または他の比較ＡＤ
型の神経変性、例えばＰＤおよびＰＮと比較して（即ち、全ての対照と比較して）、ＡＤ
対象において増加または減少されるバイオマーカーの列挙（本明細書に記載される方法に
よって一団にされる）を提供する。表１～３に列挙された任意の１または複数のバイオマ
ーカー、またはバイオマーカーに特異的な試薬は、例えば、ＡＤの診断補助もしくはＡＤ
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区別するようにＡＤを診断するために、本明細書に開示された方法において用いることが
できる。
【０２０３】
　したがって、いくつかの実施形態では、本明細書中に記載されるように、ＡＤを含む神
経障害の診断補助または診断のために、本発明の方法において使用するための正に相関し
たＡＤバイオマーカーは、表２および３に列挙されバイオマーカーからなる群より選択さ
れ得る。
【０２０４】
　いくつかの実施形態では、本発明の方法は、本明細書に記載されているように、１つの
他のスクリーニングとして、個体における神経障害の診断補助、診断および／またはモニ
タリング、および/または個体の層別化のための他の方法前に、その後、および／または
それと同時に用いることができる。
【０２０５】
　また、本発明は、本明細書に記載される方法の結果を評価する方法を提供する。このよ
うな評価は、一般には、結果を概要し、例えば、臨床的および／または診断的フォローア
ップおよび／または治療オプションに関して、医師およびその他の者にアドバイスするこ
とで補助し得る。また、本発明は、本明細書に記載されるＡＤバイオマーカーのレベルを
測定するか、またはその測定レベルを得るか、もしくはその測定レベルを比較することに
よって、以下：認知機能および／または機能不全；ＭＣＩ；ＡＤ；ＡＤの程度（例えば、
軽度、中程度、重度）；およびＡＤの進行の任意の１または複数の指標について生物試料
を評価するための方法を提供する。認知機能不全を評価する方法には、一般には、ＭＭＳ
Ｅスコアリングと同等であると許容されるＡＤＡＳ－ＣＯＧが含まれてもよい。
【０２０６】
　［治療モデル化の効率を評価する方法］
　いくつかの実施形態では、本発明はまた、例えば、１箇所または複数箇所の回収センタ
ー（単数または複数）からの、損傷した認知機能を被り、および／または神経障害と診断
された、個体または個体の集団における治療モデルの効率を評価するための方法を提供し
、該方法は、（ｉ）個体からの生物試料中の少なくとも４つのバイオマーカーの測定レベ
ルを、該少なくとも４つのバイオマーカーについての参照レベルと比較することを備え、
ここで、少なくとも４つのバイオマーカーは、下記：
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【表Ａ４９】

【０２０７】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される。
【０２０８】
　別の実施形態では、少なくとも４つのバイオマーカーのうちの少なくとも２つは、下記
：
　コルチゾール
　ＩＧＦ．ＢＰ．２－インスリン様成長因子結合タンパク質２
　ＩＬ．１７－インターロイキン－１７
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　膵臓ポリペプチド
　ＡｐｏＥ　ＥＣＵ－アポリポタンパク質Ｅ
　修正されたカルシウム（Ｃａ　ｃｏｒｒ）＝総Ｃａ＋（（４０－ａｌｂ）＊０．０２）
）
　ＡＢｅｔａ　４２
　アポリポタンパク質Ｅ４対立遺伝子
　ＶＣＡＭ－１－血管細胞接着分子１
および天然に存在するその変異体からなる群より選択される。
【０２０９】
　いくつかの実施形態では、個体からの生物試料において少なくとも４つのバイオマーカ
ーの測定レベルを比較することが、少なくとも最大全てのバイオマーカーの測定レベルを
比較することを備える。当業者は、本明細書に記載されるように、神経障害を有する個体
の診断補助、診断および／またはモニタリング、および/または個体の層別化における本
発明の方法の感受性および／または選択性の程度が、一般にはより大きく、この場合、該
方法は、生物試料において、本明細書に列挙された全てのバイオマーカーの測定レベルを
比較することを備えることを理解する。
【０２１０】
　典型的には、治療の診断効率は、適切な参照に対する測定レベルに基づくものであり、
ここで、適切な参照は治療の開始前および／または治療中に採取された測定レベルである
。少なくとも４つのバイオマーカーの測定レベルは、治療モデルの評価中に１回または複
数回得られてもよい。
【０２１１】
　いくつかの実施形態では、本発明の方法は、少なくとも４つのバイオマーカーの測定レ
ベルと組み合わせた、個体からの生物試料中の少なくとも１つの他のバイオマーカーの測
定レベルを、該少なくとも１つの他のバイオマーカーおよび少なくとも４つのバイオマー
カーについての参照レベルと比較することをさらに備え、ここで、該少なくとも１つの他
のバイオマーカーは、下記：
【表Ａ５０】

【０２１２】
および天然に存在するその変異体からなる他のマーカーのパネルから選択される。
【０２１３】
　いくつかの実施形態では、個体からの生物試料中の少なくとも１つの他のバイオマーカ
ーの測定レベルを比較することが、少なくとも最大１６個の他のバイオマーカーの測定レ
ベルを比較することを備える。当業者は、本明細書に記載されるように、神経障害を有す
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る個体の診断補助、診断および／またはモニタリング、および/または個体の層別化にお
ける本発明の方法の感受性および／または選択性の程度が、一般にはより大きく、ここで
、該方法は、生物試料中の少なくとも最大１６個の他のバイオマーカーの測定レベルを比
較することを備え、個体からの生物試料中の少なくとも１つの他のバイオマーカーを比較
するには十分であり得ることを理解する。
【０２１４】
　いくつかの実施形態では、本発明の方法は、少なくとも４つのバイオマーカーの測定レ
ベルと組み合わせた、個体からの生物試料中の少なくとも別のバイオマーカーの測定レベ
ルを、該少なくとも別のバイオマーカーおよび少なくとも４つのバイオマーカーの測定レ
ベルについての参照レベルと比較することを備え、ここで、該少なくとも別のバイオマー
カーは、下記：
【表Ａ５１】

【０２１５】
および天然に存在するその変異体からなる第３のパネルのマーカーから選択される。
【０２１６】
　いくつかの実施形態では、個体からの生物試料中の少なくとも１つの他のバイオマーカ
ーの測定レベルを比較することが、少なくとも最大全ての別のバイオマーカーの測定レベ
ルを比較することを備える。当業者は、本明細書に記載されるように、神経障害を有する
個体の診断補助、診断および／またはモニタリング、および/または個体の層別化におけ
る本発明の方法の感受性および／または選択性の程度が、一般にはより大きく、この場合
、該方法は、生物試料中の少なくとも最大全ての別のバイオマーカーの測定レベルを比較
することを備えるが、個体からの生物試料中の少なくとも１つの別のバイオマーカーを比
較するには十分であり得ることを理解する。
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【０２１７】
　いくつかの実施形態では、１箇所または複数箇所の回収センター（単数または複数）か
らの、機能が損なわれた認知機能を被っている、および／または神経障害であると診断さ
れた個体または個体の集団における、本発明の治療手段の効率を評価するための方法は、
個体からの生物試料生物試料中の４つのバイオマーカーの測定レベルを比較することを備
え、さらに、個体からの生物試料中の少なくとも１つの他のバイオマーカーの測定レベル
を比較することをさらに備え、ここで、該バイオマーカーの測定レベルは、個体からの同
じ生物試料由来であるか、または異なる生物試料由来である。いくつかの実施形態では、
本発明の方法は、個体からの生物試料中の４つのバイオマーカーの測定レベルを比較し、
さらに、個体からの生物試料中の少なくとも別のバイオマーカーの測定レベルを比較する
ことを備え、ここで、第１と第３のバイオマーカーの測定レベルは、個体からの同じ生物
試料由来であるか、または異なる生物試料由来である。いくつかの実施形態では、本発明
の方法は、個体からの生物試料中の４つのバイオマーカーの測定レベルを比較することを
備え、さらに、個体からの生物試料中の少なくとも１つの他のバイオマーカーの測定レベ
ルを比較することを備え、さらに、個体からの生物試料中の少なくとも別のバイオマーカ
ーの測定レベルを比較することを備え、ここで、第１の、１つの他の、及び第３のバイオ
マーカーの測定レベルは、個体からの同じ生物試料由来であるか、または異なる生物試料
由来である。
【０２１８】
　本発明のいくつかの実施形態では、本発明の方法は、下記：
【表Ａ５２】

【０２１９】
の測定レベルを比較することを備える。
【０２２０】
　当業者は、本明細書に記載されるように、５つ以上の要素で構成される、複合物（また
は集合体）またはこのような複合物の任意のサブセットとして、血清、ＣＳＦ、または他
の生物試料中の本発明のバイオマーカーの相対的濃度は、ＡＤ、ＰＤ、前頭側頭認知症、
脳血管疾患、多発性硬化症、およびニューロパシーの臨床表現型の予測、疾患検出、分類
、モニタリング、および治療における任意の個々のバイオマーカーの絶対濃度よりも予測
的であることを理解する。
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【０２２１】
　本発明の方法を実施するための本発明のバイオマーカーの任意の１つの使用は、感受性
および特異性の可能なレベルを提供し得るが、当業者は、本発明の方法の有効性（例えば
、感受性および／または特異性）は、典型的には、４を超えるバイオマーカーが利用され
るときに増大することを理解する。本発明のいくつかの実施形態では、本方法は、一般に
、本明細書中の表２に列挙されるように、少なくとも５つのバイオマーカーが利用される
場合に増大される。
【０２２２】
　多重バイオマーカーは、様々な方法によって、本明細書に開示されているバイオマーカ
ーから選択され得て、ランダムフォレスト、サポートベクターマシン、マイクロアレイデ
ータのための線形モデル（ＬＩＭＭＡ）および／またはマイクロアレイデータの有意性検
定（ＳＡＭ）、最良優先、貪欲ステップワイズ、ナイーブベイズ、線形前進選択、分散探
索、線形判別分析（ＬＤＡ）、ステップワイズロジスティック回帰、レシーバーオペレー
ティング特性、および分類ツリーを含む。本発明者らは、臨床表現型の予測のために良好
な感受性および特異性を有する小セットのバイオマーカーを同定するために組み合わせて
これらの方法を用いた。
【０２２３】
　［参照レベル］
　神経障害（例えばＡＤ）を診断する方法について、本明細書に記載されるように、参照
レベルは、典型的には、所定のバイオマーカーについて「正常」であると考えられる予め
決定されたレベル（例えば、神経障害であるとは診断されていない１または複数の年齢が
合致した個体についての平均レベル、または別の神経障害であると診断された１または複
数の年齢が合致した個体および／または健常な年齢が合致した個体についての平均レベル
）であるが、同時に決定される参照レベル（例えば、試験される試料を含む試料のプール
に由来する参照値）もまた本発明によって意図される。本発明のバイオマーカーについて
、参照レベルを下回るかまたは上回るバイオマーカーについての測定レベルは、神経障害
の診断を示唆する（すなわち、その診断を補助する）か、またはその診断を指示する。
【０２２４】
　バイオマーカーの測定レベル（単数または複数）と参照レベル（単数または複数）の間
の比較が、神経障害（例えば、ＡＤまたはＭＣＩ）を示唆／指示する差（即ち、増加また
は減少）を示す場合、適切な診断が補助されるかまたは行われる。反対に、測定レベル（
単数または複数）と参照レベル（単数または複数）の比較が、神経状態の診断を示唆また
は指示する差を示さない場合、適切な診断が補助されず、および行われない。
【０２２５】
　バイオマーカーについての測定レベルとの比較に用いられる参照レベルは、前述の検討
から理解されるように、実施される本発明の態様に依存して変化してもよい。診断方法に
ついて、「参照レベル」は、典型的には、診断法の対象である神経障害に苦しめられてい
ない集団（正常な健常個体を含む）から得られたレベルの平均などの予め定められた参照
レベルであるが、いくつかの例では、参照レベルは、ＡＤなどの神経障害を有するものを
含む個体群からの平均または中央値レベルであり得る。本発明のいくつかの実施形態では
、予め定められた参照レベルは、年齢が合致した集団から得られたレベルに由来する（例
えば、そのレベルの平均または中央値である）。本発明のいくつかの実施形態では、年齢
が合致した集団は、非ＡＤ神経変性障害を有する個体を備える。
【０２２６】
　ＭＣＩ診断法（即ち、ＭＣＩの診断または診断補助の方法）について、参照レベルは、
ＡＤまたはＭＣＩを患っていない集団から得られたレベルの平均などの予め決定された参
照レベルであってもよいが、いくつかの例では、参照レベルは、ＭＣＩおよび／またはＡ
Ｄ患者を含む個体群からの平均または中央値レベルであり得る。本発明のいくつかの実施
形態では、予め決定された参照レベルは、年齢が合致した集団から得られたレベルに由来
する（例えば、そのレベルの平均または中央値である）。
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【０２２７】
　ＡＤモニタリング法（例えば、ＡＤ患者におけるＡＤ進行の診断または診断補助の方法
）について、参照レベルは、ＡＤおよびＭＣＩを患っていない集団、ＭＣＩまたはＡＤで
あると診断された集団から得られたレベルの平均などの予め決定されたレベルであっても
よく、いくつかの場合には、参照レベルは、ＭＣＩおよび／またはＡＤ患者を含む個体群
からの平均または中央値レベルであり得る。あるいは、参照レベルは、特定の患者に対す
る病歴参照レベル（例えば、同じ個体に由来する試料であるが、より早い時間点から得ら
れたバイオマーカーレベル）であってもよい。いくつかの場合、予め決定された参照レベ
ルは、年齢が合致した集団から得られたレベル由来である（例えば、そのレベルの平均ま
たは中央値である）。
【０２２８】
　ＡＤ分類法（即ちＡＤの軽度、中程度および重度状態にＡＤ患者を層別化する方法）に
ついて、参照レベルは、ＡＤまたはＭＣＩと診断された集団（好ましくはＡＤであると診
断された集団）からの平均または中央値レベルである予め決定された参照レベルであって
もよい。本発明のいくつかの実施形態では、予め決定された参照レベルは、年齢が合致し
た集団から得られたレベルに由来する（例えば、そのレベルの平均または中央値である）
。
【０２２９】
　年齢が合致した集団（そこから参照値が得られてもよい）は、理想的には、試験される
個体と同じ年齢であるが、およそ年齢が合致した集団もまた許容される。およそ年齢が合
致した集団は、試験される個体の年齢の１、２、３、４、もしくは５年以内であってもよ
く、または試験される個体の年齢を包含する異なる年齢群であってもよい。およそ年齢が
合致した集団は、２、３、４、５、６、７、８、９年、または年増分であってもよい（例
えば、６２歳の個体についての参照レベルについての供給源として役割を果たす「５年増
分」群は、５８～６２歳の個体、５９～６３歳の個体、６０～６４歳の個体、６１～６５
歳の個体、または６２～６６歳の個体を含んでもよい）。
【０２３０】
　［バイオマーカーのレベルの同定および／または測定］
　いくつかの実施形態では、バイオマーカーは、試験される末梢の生物試料のサブセット
間で有意に異なる場合、本明細書に記載されるように、神経変性の診断補助、診断、分類
および／またはモニタリングに有用であるときに「同定された」と考えられる。バイオマ
ーカーのレベルは、典型的には、特定のバイオマーカーが偶然に同定された可能性が予め
決定された値よりも小さい場合に「有意に異なる」。このような可能性が正確な方法に依
存することを計算する方法は、サブセット間のレベルを比較するために利用する（例えば
、ＳＡＭを用いる場合、ｑ値は誤認の可能性を与え、ｐ値はｔ検定（または類似の統計学
的分析）を用いた場合に可能性を与える）。当業者に理解されるように、予め決定された
値は、試料あたりで測定されるバイオマーカー数、および利用される試料数に依存して変
化する。したがって、予め決定された値は、５０％程度の高さから２０％、１０％、５％
、３％、２％、または１％程度の低さの範囲であってもよい。
【０２３１】
　本明細書において記載されるように、少なくとも４つのバイオマーカーのレベルは、個
体からの１または複数の生物試料において測定される。バイオマーカーレベルは、生物試
料中のバイオマーカーのレベルを測定することができる任意の利用可能な測定技術を用い
て測定されてもよい測定は、末梢の生体液試料中のバイオマーカーのレベルが参照値を上
回るかまたは下回るかどうかを指示し得る限り、この測定は定量的または定性的のいずれ
であってもよい。
【０２３２】
　測定レベルは、特定のバイオマーカーの一次測定、バイオマーカー自体の量（定量デー
タ、試料中のバイオマーカー分子の数を検出することなどによる）の測定であってもよく
、または、バイオマーカーの二次測定であってもよい（バイオマーカーの量は、必ずしも
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そうでなくてもよいが、推定され得て（定量データ）、酵素活性（バイオマーカーが酵素
である場合）の測定、もしくはバイオマーカーをコードするｍＲＮＡの測定などである）
。また、定量データは、一次測定に由来しもてもよく、またはそれから得られてもよい。
【０２３３】
　いくつかのアッセイは、試料の事前処理なしに生物試料の試験を可能にするが、大部分
の生物試料は試験前に処理されることが期待される。処理は、一般に、血液試料中の赤血
球、白血球、血小板などの細胞（有核および無核）を排除する形態をとり、さらに、血液
からある種の凝固カスケードタンパク質を含んでもよい。いくつかの例では、末梢の生体
液はＥＤＴＡを含む容器に回収される。
【０２３４】
　いくつかの実施形態では、バイオマーカーレベルは、アフィニティーに基づく測定技術
を用いて測定される。本明細書で使用するとき、用語「アフィニティー」とは、本明細書
で使用するとき、当該技術分野において理解され、典型的には、本願明細書に記載される
ように、薬剤（例えば、バイオマーカー、またはそのエピトープに対する抗体、またその
断片）の結合の程度、または強度を意味する。アフィニティーは、当該技術分野において
知られている多数の方法で測定され、および／または発現され得て、限定されないが、平
衡解離定数（ＫＤまたはＫｄ）、見掛けの平衡解離定数（ＫＤ’またはＫｄ’）、および
ＩＣ５０（競合アッセイにおいて５０％阻害を達成するのに必要とされる量；本明細書に
おいて「Ｉ５０」と相互交換可能に使用される）。当業者は、本発明の目的のため、アフ
ィニティーはエピトープに結合する抗体の所定の集団に対する平均アフィニティーである
ことを理解する。１ｍｌあたりのＩｇＧのｍｇ（またはｍｇ／ｍｌ）に関して、本明細書
において報告されるＫＤ’の値は、血清、血漿または他の生物試料の１ｍｌあたりの免疫
グロブリンｍｇを示す。
【０２３５】
　アフィニティーに基づく測定技術は、典型的には、測定されるバイオマーカーに特異的
に結合する薬物（即ち、本明細書に記載されるように、抗体、アプタマー、またはその断
片などの「アフィニティー試薬」）を用いるが、他の技術、例えば、分光に基づく技術（
例えば、マトリックス支援レーザー脱離イオン化－飛行時間、またはＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ
、分光計）または生物活性を測定するアッセイ（例えば、成長因子の分裂促進活性を測定
するアッセイ）を用いてもよい。
【０２３６】
　アフィニティーに基づく技術は、抗体に基づくアッセイ（イムノアッセイ）およびアプ
タマーを利用するアッセイ（他の分子に特異的に結合する核酸分子）を含み、例えば、Ｅ
ＬＯＮＡである。さらに、抗体とアプタマーの両方を利用するアッセイはまた意図される
（例えば、捕捉のための抗体と検出のためのアプタマーを利用するサンドイッチフォーマ
ットアッセイ）。
【０２３７】
　イムノアッセイ技術を採用する場合、生物試料中のバイオマーカーのレベルを定量的ま
たは定性的に測定し得る任意のイムノアッセイ技術を用いてもよい。適切なイムノアッセ
イ技術は、限定されないが、ラジオイムノアッシ、免疫蛍光アッセイ、酵素免疫アッセイ
、化学発光アッセイ、酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）、イムノ－ＰＣＲおおびウェスタン
ブロットアッセイ、多重種および試料タイプについて少量の試料（±１００iＬ）で多重
タンパク質を測定するための多重分析物プロフィーリング（ＭＡＰ）を含み、臨床検査室
改善法（ＣＬＩＡ）に従って保証される。
【０２３８】
　同様に、生物試料中のバイオマーカーのレベルを定量的または定性的に測定され得るア
プタマーに基づくアッセイは、本発明の方法ににおいて用いられてもよい。典型的には、
アプタマーは、イムノアッセイのほぼ全てのフォーマットにおいて抗体に置換されてもよ
いが、アプタマーは、追加のアッセイフォーマット（例えば、ＰＣＲなどの核酸増幅技術
を用いて、結合されたアプタマーの増幅など（例えば、米国特許第４，６８３，２０２号
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参照））、または複合プライマー（例えば、米国特許第６，２５１，６３９号および第６
，６９２，９１８号）を可能にする。
【０２３９】
　多種多様のアフィニティーに基づくアッセイが当該技術分野において知られている。ア
フィニティーに基づくアッセイは、典型的には、対象とするバイオマーカーに由来する少
なくとも１つのエピトープを利用し、多くのアフィニティーに基づくアッセイフォーマッ
トは１を超えるエピトープを利用する（例えば、２以上のエピトープは「サンドイッチ」
フォーマットアッセイに関わる；少なくとも１つのエピトープは、マーカーを捕捉するた
めに用いられ、少なくとも１つの異なるエピトープはマーカーを検出するために用いられ
る）。
【０２４０】
　アフィニティーに基づくアッセイは、競合または直接反応フォーマットであってもよく
、サンドイッチ型フォーマットを利用してもよく、さらに、異種（例えば、固体支持体を
利用する）または同種（例えば、単一相で起こる）であってもよく、および／または利用
してもよくもしくは免疫沈降であってもよい。多くのアッセイは、標識されたアフィニテ
ィー試薬（例えば、抗体、ポリペプチド、またはアプタマー）の使用を伴う。標識は、例
えば、酵素、蛍光、化学発光、放射活性、または色素分子であってもよい。プローブから
シグナルを増幅するアッセイもまた知られ、例えば、ビオチンとアビジンを利用するアッ
セイ、酵素標識され、媒介されたイムノアッセイ、例えば、ＥＬＩＳＡおよびＥＬＯＮＡ
アッセイを利用するアッセイである。本明細書おいて、「定量的データ」と呼ばれる例で
は、バイオマーカー濃度はＥＬＩＳＡを用いて得られた。バイオマーカーまたはバイオマ
ーカーに特異的な試薬のいずれかが表面に結合し得て、レベルが直接的または間接的に測
定され得る。
【０２４１】
　異種フォーマットでは、アッセイは２相（典型的には、水溶液および固体）を利用する
。典型的には、バイオマーカー特異的アフィニティー試薬は、生物試料のバルクからのバ
イオマーカーの分離を促進するための固体支持体に結合される。アフィニティー試薬／バ
イオマーカー複合体の形成を可能にするのに十分な時間反応後、抗体（またはその断片）
を含む固体支持体または表面は、典型的には、結合されたポリペプチドの検出前に洗浄さ
れる。バイオマーカーの測定のためのアッセイにおけるアフィニティー試薬は支持体（例
えば、固体または半固体）上に与えられてもよい。あるいは、試料中のポリペプチドは支
持体または表面上に固相化され得る。用いることができる支持体の例は、ニトロセルロー
ス（例えば、メンブレンまたはマイクロタイターウェルフォームにおける）、ポリ塩化ビ
ニル（例えば、シートまたはマイクロタイターウェルにおける）、ポリスチレンラテック
ス（例えば、ビーズまたはマイクロタイタープレートにおける）、ポリフッ化ビニリジン
（ｖｉｎｙｌｉｄｉｎｅ）、ジアゾ化ペーパー、ナイロンメンブレン、活性化ビーズ、ガ
ラスおよびプロテインＡビーズである。これらのアッセイについての標準フォーマットと
競合フォーマットの両方が当該技術分野において知られている。したがって、本明細書に
おいて、バイオマーカーに特異的な試薬に結合される少なくとも１つのバイオマーカーを
含む複合体が提供され、ここで、試薬は表面に結合される。また、本明細書において、バ
イオマーカーに特異的な試薬に結合された少なくとも１つのバイオマーカーを含む複合体
が提供され、ここで、該バイオマーカーは表面に結合される。
【０２４２】
　アレイタイプの異種アッセイは、本発明の方法が多重バイオマーカーを利用して実施さ
れる場合、バイオマーカーレベルの測定に適している。本発明の方法の実施に用いられる
アレイタイプのアッセイは、通常、予め決定されたパターン（例えば、グリッド）で、基
質に結合された異なるバイオマーカーに特異的な２以上の捕捉試薬とともに固体基質を利
用する。末梢生体液試料は基質に適用され、試料中のバイオマーカーは捕捉試薬によって
結合される。試料の除去（および適切な洗浄）後、結合されたバイオマーカーは、種々の
バイオマーカーに特異的に結合する適切な検出試薬の混合物を用いて検出される。検出試
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薬の結合は、視覚システム、例えば、蛍光色素に基づくシステムを用いて達成される。捕
捉試薬は、予め決定されたパターンで基質上に整列されるため、アレイタイプのアッセイ
は、多重検出システムを必要とせずに、多重バイオマーカーの検出という利点を与える。
【０２４３】
　同種フォーマットでは、アッセイは、単一相（例えば、水溶液相）で行われる。典型的
には、生物試料は、溶液中のバイオマーカーに特異的なアフィニティー試薬とともにイン
キュベートされる。例えば、それは、形成される任意のアフィニティー試薬／抗体複合体
を沈殿する条件下であってもよい。これらのアッセイについての標準フォーマットと競合
フォーマットの両方は当該技術分野において知られている。
【０２４４】
　標準（直接反応）フォーマットでは、バイオマーカー／アフィニティー試薬複合体のレ
ベルは直接的にモニタリングされる。これは、例えば、バイオマーカー／アフィニティー
試薬複合体を形成し、結合される標識化された検出試薬の量を決定することによって達成
されてもよい。競合フォーマットでは、試料中のバイオマーカーの量は、複合体中の標識
された既知量のバイオマーカー（または他の競合試薬）の結合に対する競合効果をモニタ
リングすることによって推定される。結合または複合体形成の量は、定性的または定量的
のいずれかで決定され得る。
【０２４５】
　本発明のいくつかの実施形態では、少なくとも１つのバイオマーカーに特異的な試薬は
抗体、またはその断片である。適切な抗体は、ポリクローナル抗体またはモノクローナル
抗体である。ポリクローナル抗体は、当該技術分野において周知である方法によって生産
されてもよく、動物にバイオマーカー抗原を注射し、動物から血液試料を回収し、抗体を
含む血清を回収することを含む。このようなポリクローナル抗体は、任意の動物宿主、例
えばヤギ、ウサギ、ヒツジ、サル、ウマ、ブタ、ウシおよびイヌから調製されてもよい。
【０２４６】
　試薬は、１を超えるバイオマーカーに特異的であってもよい（例えば、それに結合する
ことができる）。例えば、試薬がポリクローナル抗体、またはその混合物である場合、１
つのバイオマーカーに特異的ないくつかの抗体と別のバイオマーカーに特異的な別の抗体
がある。
【０２４７】
　モノクローナル抗体は、当該技術分野において周知である方法、例えば、ハイブリドー
マ法（Ｋｏｈｌｅｒ　ａｎｄ　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ（１９７６）Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｊｏｕ
ｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　６：５１１－５１９参照）、またはファージ抗
体ライブラリー技術（Ｃｌａｃｋｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ，３５２：６２４
－６２８，１９９１；Ｍａｒｋｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２２２（５
８）：１－５９７，１９９１）によって調製されてもよい。ハイブリドーマ法は、１つの
グループとして対象とするバイオマーカー、および別のグループとして癌または骨髄腫細
胞株を用いて注射される、免疫学的に相性の良い宿主動物、例えばマウスから抽出される
細胞を採用してもよい。これらの２つのグループの細胞は、当該技術分野において周知で
ある方法、例えば、ポリエチレングリコールを用いる方法によって互いに融合され、抗体
産生細胞は標準の組織培養法によって増殖される。均一な細胞コロニーが限界希釈を用い
てサブクローニングすることによって得た後、バイオマーカーに特異的な抗体を産生し得
るハイブリドーマは、標準の方法に従ってインビトロまたはインビボにおいて多量に培養
される。ハイブリドーマによって産生されるモノクローナル抗体は、精製せずに使用され
てもよいが、典型的には、最良の結果を得るように、当該技術分野において周知である方
法によって精製された後に用いられる。ファージ抗体ライブラリー法は、ファージ抗体ラ
イブラリーが、様々なバイオマーカーに対する抗体遺伝子（一本鎖断片可変（ｓｃＦｖ）
タイプ）を得ること、ファージ表面上に融合タンパク質の形態でそれらを発現させること
によって、インビトロで構築される方法であり、本発明のバイオマーカーに結合し得るモ
ノクローナル抗体はライブラリーから単離される。
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【０２４８】
　上記方法によって調製される抗体は、ゲル電気泳動、透析、塩析、イオン交換クロマト
グラフィー、アフィニティークロマトグラフィーなどを用いた単離されてもよい。さらに
、本発明の抗体は、抗体分子の機能的断片、ならびに２つの全長軽鎖と２つの全長重鎖を
有する完全形態を含んでもよい。抗体分子の機能的断片は、少なくとも抗体結合を保持し
ている断片を意味し、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖなどを含む。
【０２４９】
　具体的には、血漿ＡｐｏＥ法を測定するための適切な方法は、Ｌｕｉ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ
　Ａｌｚｈｅｉｍｅｒｓ　Ｄｉｓ．２０１０；２０（４）：１２３３－４２．“Ｐｌａｓ
ｍａ　ａｍｙｌｏｉｄ－ｂｅｔａ　ａｓ　ａ　ｂｉｏｍａｒｋｅｒ　ｉｎ　Ａｌｚｈｅｉ
ｍｅｒ’ｓ　ｄｉｓｅａｓｅ：ｔｈｅ　ＡＩＢＬ　ｓｔｕｄｙ　ｏｆ　ａｇｉｎｇ”に報
告され得る。
【０２５０】
　また、本発明の方法は、本明細書に記載されるように、本方法を実施することができる
任意のデバイスを用いて実施されてもよい。使用され得るデバイスの例は、限定されない
が、全てのタイプのコンピュータを含む、電気計算機デバイスを含む。本発明の方法がコ
ンピュータで実施される場合、該方法のステップを実行するためのコンピュータを構成す
るために用いられてもよいコンピュータプログラムは、コンピュータプログラムを含むこ
とができる任意のコンピュータ読み取り可能な媒体に含ませることができる。使用され得
るコンピュータ読み取り可能な媒体の例は、限定されないが、ＣＤ－ＲＯＭ、ＤＶＤ、Ｒ
ＯＭ、ＲＡＭ、ならびに他のメモリーおよびコンピュータ記憶デバイスを含む。また、本
方法のステップを実行するためのコンピュータを構成するために用いられてもよいコンピ
ュータプログラムは、電子ネットワーク上で、例えば、インターネット、ワールドワイド
ウェブ、イントラネット、または他のネットワーク上で提供されてもよい。
【０２５１】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載される方法は、本発明の方法のステップを実
施するようにシステムを実行するためのプログラムコード手段を含むプロセッサおよびコ
ンピュータ読み取り可能な媒体を備えるシステムにおいて実施される。プロセッサは、本
発明の方法の実施に必要とされる操作を実行することができる任意のプロセッサであって
もよい。プログラムコードは、典型的には、システムを実施する場合、本発明の方法のス
テップを実行するようにシステムをもたらすことができる任意のコードを意味する。プロ
グラムコード手段の例は、限定されないが、Ｃ＋＋、Ｊａｖａ、またはＦｏｒｔｒａｎな
どの高レベルのコンピュータ言語で書かれた、本発明の方法を実行するための指令、アセ
ンブリ言語などの低レベルのコンピュータ言語で書かれた、この特許において記載される
方法を実行するための指令、またはコンパイル済み言語およびリンクされた機械言語など
のコンピュータ実行形態で、この特許に記載される方法を実行するための指令を含む。
【０２５２】
　バイオマーカーとアフィニティー試薬を備える形成された複合体は、アッセイのフォー
マットおよびユーザーの選択に依存して、当該技術分野において知られている多数の既知
の技術にいずれかによって検出される。例えば、未標識アフィニティー試薬は、ＤＮＡ増
幅技術（例えば、アプタマーおよびＤＮＡ標識抗体に対する）、またはアフィニティー試
薬に結合する標識「二次」抗体を用いて検出されてもよい。あるいは、アフィニティー試
薬は標識されてもよく、複合体の量は、直接的に（色素（蛍光または視覚可能な）、ビー
ズ、もしくは酵素標識アフィニティー試薬に関する）または間接的に（ビオチンで「タグ
化された」アフィニティー試薬、発現タグなどに関する）決定されてもよい。本明細書に
おいて、提供された例は、ケミルミネッセンスを用いた「定量データ」フィルターに基づ
く抗体アレイと呼ばれ、バイオマーカーについての測定結果を得るために用いられた。
【０２５３】
　当業者に理解されるように、シグナルの検出様式は、アッセイで利用される正確な検出
システムに依存する。例えば、放射線標識された検出試薬を利用する場合、シグナルは、



(96) JP 2013-511732 A 2013.4.4

10

20

30

40

50

生物試料からのシグナルを定量することができる技術、または生物試料からのシグナルと
参照試料からのシグナルを比較することができる技術、例えば、シンチレーションカウン
ト、オートラジオグラフィー（典型的には、走査デンシトメトリーと組み合わせる）など
を用いて測定される。ケミルミネッセンス検出システムを用いる場合、シグナルは、典型
的には、照度計を用いて検出される。検出システムからシグナルを検出するための方法は
、当該技術分野において周知であり、本明細書にさらに記載することを要しない。
【０２５４】
　１を超えるバイオマーカーが測定される場合、生物試料は多数の分割量に分けられても
よく、別々の分割量は、異なるバイオマーカーを測定するために使用される（また、特定
試料中のバイオマーカーのレベルの多重決定を可能にするために生物試料を多重分割量に
分割することも実施される）。あるいは、生物試料（またはそこからの分割量）は、アレ
イタイプのアッセイまたは多重検出技術を利用するアッセイ（例えば、異なる蛍光色素マ
ーカーで標識された検出試薬を利用するアッセイ）などの単一アッセイにおいて異なるバ
イオマーカーの個々のレベルを測定することができるアッセイを用いる１回の反応におい
て多重バイオマーカーのレベルを決定するために試験されてもよい。
【０２５５】
　バイオマーカーを測定する場合、「反復」測定を行うことが当該技術分野において共通
している。反復測定は、通常、試料を多重分割量に分け、同一アッセイシステムの別々の
反応においてバイオマーカー（単数又は複数）を別々に測定することによって得られる。
反復測定は、本発明の方法に必要ではないが、本発明のいくつかの実施形態では、反復試
験、例えば二重および三重試験を利用する。
【０２５６】
　［バイオマーカーのレベル比較］
　本発明に従って、測定値と参照値を比較するプロセスは、バイオマーカーの測定値と参
照値のタイプに適した任意の便利な方法において実行されてもよい。本明細書に記載され
ているように、「測定」は、定量的または定性的測定技術を用いて実行することができ、
測定値と参照値を比較する様式は、採用される測定技術に依存して変更し得る。例えば、
定性的な熱量測定アッセイがバイオマーカーレベルを測定するために用いられる場合、該
レベルは、着色した反応生成物の強度を視覚的に比較することによって、または着色した
反応生成物の密度もしくは分光測定からのデータを比較する（例えば、測定デバイスから
誘導される数値データまたはグラフデータ、例えば、棒グラフを比較する）ことによって
、比較されてもよい。しかしながら、本発明の測定に用いられる測定値は、通常、定量値
（例えば、試料の１ミリリットルあたりのバイオマーカーのナノグラムなどの濃度の定量
測定、または絶対値）である。本発明の他の実施形態では、測定値は定性的である。定量
的測定と同様に、比較は、数値を調べることによって、データの表示を調べる（例えば、
棒グラフまたは折れ線グラフなどのグラフ表示を調べる）ことによって行うことができる
。
【０２５７】
　比較のプロセスは、マニュアル（例えば、当該方法の実施者による目視検査）であって
もよく、または自動的であってもよい。例えば、アッセイデバイス（例えば、ケミルミネ
ッセンスシグナルを測定するための照度計）は、測定値とバイオマーカーに対する参照値
を比較することを可能にする電気回路およびソフトウェアを含んでもよい。あるいは、別
々のデバイス（例えば、デジタルコンピュータ）は、測定値（単数又は複数）と参照値（
単数又は複数）を比較するために用いられてもよい。比較のための自動化デバイスは、バ
イオマーカー（単数又は複数）に対する記憶された参照値を含んでもよく、または測定値
（単数又は複数）と、同時に測定された参照試料に由来する参照値を比較してもよい。
【０２５８】
　いくつかの実施形態では、本発明の方法は、測定レベル（単数又は複数）と参照レベル
（単数又は複数）のシンプルまたはバイナリ比較を利用する（例えば、測定レベルと参照
レベルの比較は、測定レベルが参照レベルよりも高いかまたは低いかどうかを決定する）
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害の診断を指示するかまたは示唆する。
【０２５９】
　本明細書に記載されるように、生物試料中のバイオマーカーは、定量的（絶対値）また
は定性的（相対値）に測定され得る。所定の評価についての各バイオマーカーレベルは重
複してもよく、または重複しなくてもよい。本明細書に記載されているように、本発明の
いくつかの実施形態について、定量的データは、ＭＭＳＥスコアによって測定され得る、
認知機能障害（軽度、中程度または重度）の所定レベルを指示し、本発明の他の実施形態
では、定量的データは認知機能障害の所定レベルを指示する。
【０２６０】
　当業者に明らかなように、試験されるバイオマーカー（単数又は複数）について反復測
定が行われる場合、参照値と比較される測定値は、反復測定を考慮する値である。反復測
定は、「測定値」として、測定値の平均または中央値のいずれかを用いることによて考慮
されてもよい。
【０２６１】
　［バイオマーカー調節活性のための予測薬剤のスクリーニング］
　本発明はまた、本発明のバイオマーカーの調節における活性が見込まれる候補薬物をア
ッセイすることによって、神経障害を治療するための候補薬物をスクリーニングする方法
を提供する。このようなスクリーニングアッセイは、インビトロおよび／またはインビボ
で行うことができる。本明細書に記載されているように、スクリーニング方法において同
定された候補薬物は、例えば、ＡＤ、ＭＣＩおよび／または神経障害の治療のための治療
薬剤として有用であり得る。
【０２６２】
　したがって、神経障害を治療するための候補薬物を同定するための方法を提供すること
が本発明の別の態様であり、該方法は、下記：
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【表Ａ５３】

【０２６３】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーの第１のパネルから選択される少なく
とも４つのバイオマーカーの発現及び／または活性の調節における活性のための予測候補
薬物をアッセイすることを備える。
【０２６４】
　別の実施形態では、少なくとも４つのバイオマーカーのうち少なくとも２つは、下記：
　コルチゾール
　ＩＧＦ．ＢＰ．２－インスリン様成長因子結合タンパク質２
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　ＩＬ．１７－インターロイキン－１７
　膵臓ポリペプチド
　ＡｐｏＥ　ＥＣＵ－アポリポタンパク質Ｅ
　修正されたカルシウム（Ｃａ　ｃｏｒｒ）＝総Ｃａ＋（（４０－ａｌｂ）＊０．０２）
）
　ＡＢｅｔａ　４２
　アポリポタンパク質Ｅ４対立遺伝子
　ＶＣＡＭ－１－血管細胞接着分子１
および天然に存在するその変異体らなる群から選択される。
【０２６５】
　いくつかの実施形態では、少なくとも４つのバイオマーカーの発現および／または活性
の調節における活性についての有望な候補薬物をアッセイすることが、下記：
【表Ａ５４】

【０２６６】
および天然に存在するその変異体からからなる群より選択される少なくとも３つ、４つ、
５つ、６つ、７つ、８つ、または９つのバイオマーカーの発現および／または活性の調節
における活性が見込まれる候補薬物をアッセイすることを備える。
【０２６７】
　当業者は、本明細書に記載されるように、神経障害を治療するための候補薬物を同定す
る感受性および／または選択性の程度が、一般的により大きく、この場合、該方法は、全
てのバイオマーカーの発現および／または活性の調節における活性が見込まれる候補薬物
をアッセイすることを備えることを理解する。
【０２６８】
　いくつかの実施形態では、本発明の方法は、バイオマーカーの少なくとも４つの発現お
よび／または活性の調節における活性が見込まれる候補薬物をアッセイすることを組み合
わせた、少なくとも１つの他のバイオマーカーの発現および／または活性の調節における
活性が見込まれる候補薬物をアッセイすることをさらに備え、ここで、該少なくとも１つ
の他のバイオマーカーは、下記：
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【表Ａ５５】

【０２６９】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される。
【０２７０】
　いくつかの実施形態では、少なくとも１つの他のバイオマーカーの発現および／または
活性の調節における活性が見込まれる候補薬物をアッセイすることが、少なくとも最大１
６個全てのバイオマーカーの発現および／または活性の調節における活性が見込まれる候
補薬物をアッセイすることを備える。当業者は、本明細書に記載されるように、神経障害
を治療するための候補薬物を同定する感受性および／または選択性の程度が、一般には大
きく、この場合、当該方法は、他の全てのバイオマーカーの発現および／または活性の調
節における活性が見込まれる候補薬物をアッセイすることを備えるが、ただ１つの他のバ
イオマーカーの発現および／または活性の調節における活性が見込まれる候補薬物をアッ
セイするために十分であり得る。
【０２７１】
　いくつかの実施形態では、本発明の方法は、少なくとも４つのバイオマーカーの発現お
よび／または活性の調節における活性が見込まれる候補薬物をアッセイすることを組み合
わせた、少なくとも別のバイオマーカーマーカーの発現および／または活性の調節におけ
る活性が見込まれる候補薬物ををアッセイすることをさらに備え、ここで、該少なくとも
別のバイオマーカーは、下記：
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【表Ａ５６】

【０２７２】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーの第３のパネルから選択される。
【０２７３】
　いくつかの実施形態では、少なくとも別のバイオマーカーの発現および／または活性の
調節における活性が見込まれる候補薬物をアッセイすることが、少なくとも最大全ての別
のバイオマーカーの発現および／または活性の調節における活性が見込まれる候補薬物を
アッセイすることを備える。当業者は、本明細書に記載されるように、神経障害を治療す
るための候補薬物を同定する感受性および／または選択性の程度が、一般的により大きく
、この場合、当該方法は、別のバイオマーカーの発現および／または活性の調節における
活性が見込まれる候補薬物をアッセイすることを備えるが、たった別のバイオマーカーの
発現および／または活性の調節における活性が見込まれる候補薬物をアッセイするには十
分であり得ることを理解する。
【０２７４】
　いくつかの実施形態では、本発明の方法は、少なくとも４つのバイオマーカーの発現お
よび／または活性の調節における活性が見込まれる候補薬物をアッセイすることを備え、
さらに、少なくとも１つの他のバイオマーカーの発現および／または活性の調節における
活性が見込まれる候補薬物をアッセイすることを備える。いくつかの実施形態では、本発
明の方法は、少なくとも４つのバイオマーカーの発現および／または活性の調節における
活性が見込まれる候補薬物をアッセイすることを備え、さらに、少なくとも別のバイオマ
ーカーの発現および／または活性の調節における活性が見込まれる候補薬物をアッセイす
ることを備える。いくつかの実施形態では、本発明の方法は、少なくとも４つのバイオマ
ーカーの発現および／または活性の調節における活性が見込まれる候補薬物をアッセイす
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ることを備え、さらに、少なくとも１つの他のバイオマーカーの発現および／または活性
の調節における活性が見込まれる候補薬物をアッセイすることを備え、さらに、少なくと
も別のバイオマーカーの発現および／または活性の調節における活性が見込まれる候補薬
物をアッセイすることをさらに含む。
【０２７５】
　本発明のいくつかの実施形態では、本発明の方法は、下記：
【表Ａ５７】

【０２７６】
の発現および／または活性の調節における活性が見込まれる候補薬物をアッセイすること
を備える。
【０２７７】
　本発明のスクリーニング法は、本明細書に記載されているバイオマーカー、および／ま
たは「薬物標的」としてのバイオマーカーポリヌクレオチドを利用してもよい。予測され
る薬物は、アッセイシステムにおける薬物標的の調節における活性について試験され得る
。当業者に理解されるように、調節活性について試験する様式は、バイオマーカーおよび
用いられる薬物標的（例えば、タンパク質または遺伝子）の形態に依存する。多種多様な
適切なアッセイは当該技術分野において知られている。
【０２７８】
　バイオマーカータンパク質自体が薬物標的である場合、予測される薬物は、タンパク質
自体のレベルまたは活性の調節における活性について試験される。バイオマーカーのレベ
ルの調節は、例えば、バイオマーカータンパク質の半減期を増加または減少させることに
よって達成され得る。バイオマーカーの活性の調節は、その同族受容体（単数もしくは複
数）またはリガンド（単数もしくは複数）に結合するバイオマーカーの利用可能性を増加
または減少させることによって達成され得る。
【０２７９】
　バイオマーカーポリヌクレオチドが薬物標的である場合、予測される薬物は、バイオマ
ーカーの合成の調節における活性について試験される。予測される薬物の調節活性につい
て試験する正確な様式は、試験について選択されるバイオマーカーポリヌクレオチドに依
存してもよい。例えば、薬物標的がバイオマーカーポリヌクレオチドである場合、調節活
性は、典型的には、遺伝子から転写されたｍＲＮＡを測定することによって（転写調節）
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、またはこのような転写の結果として生成されたタンパク質を測定することによって（翻
訳調節）、試験される。当業者に理解されるように、多くのアッセイフォーマットは、バ
イオマーカー遺伝子の修飾形態を利用し、この場合、異種配列（例えば、酵素などの発現
マーカー、またはオリゴ－ヒスチジンなどの発現タグ、またはｍｙｃなどの別のタンパク
質に由来する配列をコードする）は、バイオマーカータンパク質をコードする配列に融合
する（または置換さえする）。このような異種配列（単数または複数）は、薬物標的から
転写されたタンパク質レベルの便利な検出を可能にする。
【０２８０】
　本発明のスクリーニング法において使用するための予測される薬物は、有機分子および
無機分子（およびそれらの複合体）を含む、いずれかの分類の化合物および／または複合
体であってもよい。当業者に理解されるように、有機分子は、最も一般的には、バイオマ
ーカー調節活性についてスクリーニングされる。本発明のいくつかの実施形態では、試験
するための予測される薬物は標的バイオマーカータンパク質を排除する。
【０２８１】
　スクリーニングアッセイは、細胞不含有インビトロアッセイ、細胞培養アッセイ、器官
培養アッセイ、およびインビボアッセイ（例えば、ＡＤまたはＭＣＩなどの神経障害の動
物モデルを利用するアッセイ）を含む、当該技術分野において知られているいずれかのフ
ォーマットにおいてであってもよい。したがって、本発明はまた、神経障害を治療するた
めの候補薬物を同定するための予測される薬物をスクリーニングする様々な実施形態を提
供する。
【０２８２】
　本発明のいくつかの実施形態では、予測される薬物は、細胞不含有アッセイにおける神
経障害を治療するための候補薬物を同定するためにスクリーニングされる。各予測される
薬物は、細胞不含有環境において薬物標的とともにインキュベートされ、バイオマーカー
の調節が測定される。本発明のスクリーニング法に有用な細胞不含有環境は細胞溶解物（
薬物標的がバイオマーカー遺伝子である場合に特に有用である）、ならびに全血などの生
体液または血漿および血清などの全血由来の分画された流体（バイオマーカータンパク質
が薬物標的である場合に特に有用である）を含む。薬物標的がバイオマーカー遺伝子（ま
たはポリヌクレオチド）である場合、測定される調節は、転写または翻訳の調節であって
もよい。薬物標的がバイオマーカータンパク質である場合、調節は、バイオマーカータン
パク質によるその同族受容体またはリガンドに結合する利用可能性のタンパク質の半減期
のものであってもよい。
【０２８３】
　本発明のいくつかの実施形態では、予測される薬物は、細胞に基づくアッセイにおける
神経障害を治療するための候補薬物を同定するためにスクリーニングされる。各予測され
る薬物は、培養細胞とともにインキュベートされ、標的バイオマーカーの調節は測定され
る。ある実施形態では、培養細胞は、星状膠細胞、神経細胞（例えば、海馬ニューロン）
、線維芽細胞、またはグリア細胞である。薬物標的がバイオマーカー遺伝子（ポリヌクレ
オチド）である場合、転写または翻訳調節が測定されてもよい。薬物標的がバイオマーカ
ータンパク質である場合、バイオマーカータンパク質はまた、アッセイ混合物に添加され
、タンパク質の半減期の調節、またはバイオマーカータンパク質のその同族受容体または
リガンドに結合する利用性の調節が測定される。
【０２８４】
　本発明の更なる実施形態は、器官培養に基づくアッセイにおける神経障害を治療するた
めの候補薬物を同定するために予測される薬物のスクリーニングに関する。いくつかの実
施形態では、各予測される薬物は、非ヒト動物由来の器官（例えば、脳スライスなどの脳
組織の一部）の器官全体または器官の一部のいずれかとともにインキュベートされ、標的
バイオマーカーの調節が測定される。薬物標的がバイオマーカー遺伝子（ポリヌクレオチ
ド）である場合、転写または翻訳調節が測定されてもよい。薬物標的がバイオマーカータ
ンパク質である場合、バイオマーカータンパク質はまたアッセイ混合物に添加され、タン
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パク質の半減期の調節、またはバイオマーカータンパク質のその同族受容体またはリガン
ドに結合する利用可能性の調節が測定される。
【０２８５】
　追加の実施形態は、インビボアッセイにおいて利用する神経障害を治療するための候補
薬物を同定するための予測される薬物のスクリーニングに関する。いくつかの実施形態で
は、各予測される薬物は、非ヒト動物に投与され、標的バイオマーカーの調節が測定され
る。特定の薬物標的と、対処されるべき神経障害の治療の側面に依存して、このようなア
ッセイに使用される動物は、「正常」動物（例えば、Ｃ５７マウス）または神経障害のモ
デルである動物のいずれかであってもよい。例えば、ＡＤの多数の動物モデルが、当該技
術分野において知られ、３ｘＴｇ－ＡＤマウス（Ｃａｃｃａｍｏ　ｅｔ　ａｌ．，２００
３，Ｎｅｕｒｏｎ　３９（３）：４０９－２１）、ヒトアミロイドベータ前駆体タンパク
質（ＡＰＰ）とプレセニリン遺伝子を過剰発現しているマウス（Ｗｅｓｔａｗａｙ　ｅｔ
　ａｌ．，１９９７，Ｎａｔ．Ｍｅｄ．３（１）：６７－７２）、および他のもの（Ｈｉ
ｇｇｉｎｓ　ｅｔ　ａｌ．，２００３，Ｂｅｈａｖ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．１４（５－６
）：４１９－３８参照）が挙げられる。薬物標的がバイオマーカー遺伝子（ポリヌクレオ
チド）である場合、転写または翻訳調節が測定されてもよい。薬物標的がバイオマーカー
タンパク質である場合、標的バイオマーカーの半減期の調節、またはバイオマーカータン
パク質のその同族受容体またはリガンドに結合する利用可能性の調節が測定される。標的
ＡＤバイオマーカーの調節を測定するための正確な様式は、バイオマーカーの同一性、ア
ッセイのフォーマット、および実施者の選択に依存してもよい。転写、翻訳、タンパク質
半減期、タンパク質利用可能性、および測定され得る他の側面の調節を測定するための多
種多様な方法は、当該技術分野において知られている。これらの技術の一般知識を考慮し
て、それらは本明細書においてさらに記載する必要はない。
【０２８６】
　［キットおよび試薬］
　本発明はまた、本明細書に記載されるように、本発明の方法において使用するための方
法（例えば、個体における神経障害の診断、診断補助および／またはその進行のモニタリ
ング、および/または個体の層別化（即ち、神経障害であると推定上診断された個体、ま
たは神経障害であると診断された個体をこの障害の異なるクラスに分類すること））にお
いて使用するためのキットを提供し、該キットは、少なくとも４つのバイオマーカーに特
異的な少なくとも１つの試薬を含み、ここで、少なくとも４つのバイオマーカーに得意的
な少なくとも１つの試薬は、下記：
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【表Ａ５８】

【０２８７】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーの第１のパネルから選択される。
【０２８８】
　別の実施形態では、少なくとも４つのバイオマーカーのうち少なくとも２つは、下記：
　コルチゾール
　ＩＧＦ．ＢＰ．２－インスリン様成長因子結合タンパク質２
　ＩＬ．１７－インターロイキン－１７
　膵臓ポリペプチド
　ＡｐｏＥ　ＥＣＵ－アポリポタンパク質Ｅ
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　修正されたカルシウム（Ｃａ　ｃｏｒｒ）＝総Ｃａ＋（（４０－ａｌｂ）＊０．０２）
）
　ＡＢｅｔａ　４２
　アポリポタンパク質Ｅ４対立遺伝子
　ＶＣＡＭ－１－血管細胞接着分子１
および天然に存在するその変異体からなる群より選択される。
【０２８９】
　いくつかの実施形態では、キットは、バイオマーカーの少なくとも４つについて１つの
試薬と組み合わせて、少なくとも１つの他のバイオマーカーに特異的な少なくとも１つの
試薬を含み、ここで、該少なくとも１つの他のバイオマーカーは、下記：
【表Ａ５９】

【０２９０】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーの他の集団から選択される。
【０２９１】
　いくつかの実施形態では、キットは、第１のバイオマーカーのうちの少なくとも２つに
対する１つの試薬と組み合わせた、少なくとも別のバイオマーカーに特異的な少なくとも
１つの試薬をさらに備え、ここで、該少なくとも別のバイオマーカーは、下記：
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【表Ａ６０】

【０２９２】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーの第３のパネルから選択される。
【０２９３】
　いくつかの実施形態では、キットは、少なくとも１つの他のバイオマーカーに特異的な
少なくとも１つの試薬および／または少なくとも別のバイオマーカーに特異的な少なくと
も１つの試薬と組み合わせた、少なくとも４つのバイオマーカーに特異的な少なくとも１
つの試薬をさらに備え、ここで、該バイオマーカーは、本明細書に記載される通りである
。
【０２９４】
　いくつかの実施形態では、本キットは、該マーカーのパネルから選択される少なくとも
全てのバイオマーカーに特異的な少なくとも１つの試薬を備える。
【０２９５】
　いくつかの実施形態では、本キットは、他のバイオマーカーについてのマーカーのパネ
ルから選択される少なくとも最大１６個の他のバイオマーカーに特異的な少なくとも１つ
の試薬をさらに備える。
【０２９６】
　いくつかの実施形態では、別のバイオマーカーに対するマーカーのパネルから選択され
る別のバイオマーカーの少なくとも２５個に特異的な少なくとも１つの試薬をさらに備え
る。
【０２９７】
　いくつかの実施形態では、本キットは、下記：
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【表Ａ６１】

【０２９８】
に特異的な少なくとも１つの試薬を備える。
【０２９９】
　いくつかの実施形態では、本キットは、本明細書に記載されるように、個体における神
経障害の診断および／または診断補助、および/または個体の層別化（即ち、神経障害で
ある可能性が高いと診断された個体または神経障害であると診断された個体を該障害の異
なるクラスに分けること）のための方法を行うための使用説明書をさらに備える。
【０３００】
　いくつかの実施形態では、バイオマーカーに特異的な試薬は、バイオマーカーを検出す
ることができる抗体またはその断片である。いくつかの実施形態では、本発明のキットは
、当該バイオマーカーに特異的な少なくとも１つの試薬が結合される表面を含む。いくつ
かの実施形態では、本発明のキットは、バイオマーカーに特異的な少なくとも１つの試薬
が結合した、本明細書に記載される表面と、試験試料が比較され得る参照試料の組み合わ
せを含む。参照試料は、確認された神経障害を有する個体からの生物試料（または個体群
からの貯蔵された試料）であってもよい。
【０３０１】
　バイオマーカーに特異的な単一試薬を含むキットは、一般に、容器（例えば、バイアル
、アンプル、または他の適した貯蔵容器）内に密封された試薬を有するが、基質（例えば
、アッセイ反応槽の内面）に結合された試薬を含むキットもまた意図される。同様に、１
を超える試薬を含むキットはまた、容器内に試薬を（別々にまたは混合して）有してもよ
く、または基質に結合された試薬を有してもよい。
【０３０２】
　いくつかの実施形態では、バイオマーカー（単数または複数）に特異的な試薬（単数ま
たは複数）は、検出可能なマーカー（例えば、蛍光色素もしくは検出可能な酵素）を用い
て標識され、または検出を促進するために修飾される（例えば、アビジンまたはストレプ
トアビジンに基づく検出系を用いて検出を可能にするためにビオチン化される）。いくつ
かの実施形態では、バイオマーカー（単数または複数）に特異的な試薬（単数または複数
）は、直接的に標識および修飾されない。
【０３０３】



(109) JP 2013-511732 A 2013.4.4

10

20

　また、本発明のあるキットは、結合されたバイオマーカー特異的試薬（即ち、バイオマ
ーカーに特異的な試薬）の検出のための１または複数の試薬を含む。当業者に明らかなよ
うに、検出試薬（単数または複数）の同一性は、キットに含まれるバイオマーカー特異的
な試薬（単数または複数）のタイプ、および意図された検出系に依存する。検出薬物は、
バイオマーカー特異的試薬に特異的な抗体（またはその断片）（例えば、二次抗体）、ヌ
クレオチドに基づくバイオマーカー特異的な試薬を増幅するためのプライマー（アプタマ
ー）、またはバイオマーカー特異的な試薬に結合されたヌクレオチド「タグ」を増幅する
ためのプライマー、ビオチン修飾されたバイオマーカー特異的な試薬（単数または複数）
を検出するためのアビジンもしくはストレプトアビジンコンジュゲートを含む。検出系は
、当該技術分野において周知であり、本明細書においてさらに記載する必要はない。
【０３０４】
　また、バイオマーカーを捕捉するための修飾された基質または他のシステムは、特に、
キットがサンドイッチフォーマットアッセイにおいて使用するために設計されているとき
、本発明のキットに含まれてもよい。捕捉システムは、バイオマーカーアッセイシステム
、例えば、バイオマーカー特異的試薬（単数または複数）を用いて被覆されたマルチウェ
ルプレート、バイオマーカー特異的試薬（単数または複数）を用いて被覆されたビーズな
どにおいて有用な任意の捕捉システムであってもよい。捕捉システムは当該技術分野にお
いて周知であり、本明細書においてさらに記載する必要はない。
【０３０５】
　いくつかの実施形態では、本発明のキットは、アレイの形態でバイオマーカー特異的試
薬（単数または複数）を含む。アレイは、予め決定されたパターン（例えば、グリッド）
における基質に結合されたバイオマーカーに特異的な少なくとも２つの異なる試薬（各々
の試薬は異なるバイオマーカーに特異的である）を含んでもよい。したがって、本発明は
また、下記：
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【表Ａ６２】

【０３０６】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される。
【０３０７】
　別の実施形態は、少なくとも４つのバイオマーカーのうちの少なくとも２つは、下記：
　コルチゾール
　ＩＧＦ．ＢＰ．２－インスリン様成長因子結合タンパク質２
　ＩＬ．１７－インターロイキン－１７
　膵臓ポリペプチド
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　ＡｐｏＥ　ＥＣＵ－アポリポタンパク質Ｅ
　修正されたカルシウム（Ｃａ　ｃｏｒｒ）＝総Ｃａ＋（（４０－ａｌｂ）＊０．０２）
）
　ＡＢｅｔａ　４２
　アポリポタンパク質Ｅ４対立遺伝子
　ＶＣＡＭ－１－血管細胞接着分子１
および天然に存在するその変異体からなる群より選択される。
【０３０８】
　いくつかの実施形態では、アレイは、少なくとも４つのバイオマーカーに特異的な１ま
たは複数の試薬と組み合わせた、少なくとも１つの他のバイオマーカーに特異的な１また
は複数の試薬をさらに備え、ここで、該他のバイオマーカーは、下記：
【表Ａ６３】

【０３０９】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーの他の集団から選択される。
【０３１０】
　いくつかの実施形態では、アレイは、少なくとも４つのバイオマーカーに特異的な１ま
たは複数の試薬と組み合わせた、少なくとも別のバイオマーカーに特異的な１または複数
の試薬をさらに備え、ここで、該少なくとも別のバイオマーカーは、下記：
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【表Ａ６４】

【０３１１】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーのパネルから選択される。
【０３１２】
　いくつかの実施形態では、本発明はまた、少なくとも４つのバイオマーカーに特異的な
１または複数の試薬を単独で、または（ｉ）少なくとも１つの他のバイオマーカーに特異
的な１または複数の試薬、および（ｉｉ）少なくとも別のバイオマーカーに特異的な１ま
たは複数の試薬と、ここで該バイオマーカーは本明細書に記載される通りである、のいず
れかまたはその両方と組み合わせて備えているアレイを提供する。
【０３１３】
　いくつかの実施形態では、本アレイは、下記：
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【表Ａ６５】

【０３１４】
に特異的な１または複数の試薬を備える。
【０３１５】
　いくつかの実施形態では、本アレイは、本明細書に記載されるマーカーのパネルのいず
れかから選択されるバイオマーカーに特異的な１または複数の試薬を備える。
【０３１６】
　いくつかの実施形態では、本アレイは、他の集団から選択される最大１６個の他のバイ
オマーカーの任意数のマーカーに特異的な少なくとも１つの試薬をさらに備える。
【０３１７】
　いくつかの実施形態では、本アレイは、１パネルの別のマーカーから選択される最大２
５個のバイオマーカーの任意数のマーカーに特異的な少なくとも１つの試薬をさらに備え
る。
【０３１８】
　バイオマーカーの他の例とバイオマーカーのセットが本明細書に記載されている。異な
るバイオマーカー特異的試薬（「捕捉試薬」）の局在によって、同じ反応において多数の
異なるバイオマーカーのレベルの測定が可能となる。アレイ形態である試薬を含むキット
は、一般に、サンドイッチ形態であり、そのため、キットはまた検出試薬を備えてもよい
。本発明のいくつかの実施形態では、キットは、異なる検出試薬を含み、各々の検出試薬
は異なるバイオマーカーに特異的である。このような実施形態における検出試薬は、通常
、基質に結合された試薬と同じバイオマーカーに特異的な試薬であり（とはいえ、検出試
薬は、典型的には、基質に結合された試薬よりもバイオマーカー標的上の異なる部分また
は位置に結合する）、一般に、アフィニティー型検出試薬である。任意の他のフォーマッ
トアッセイ用の検出試薬と同様に、検出試薬は、検出可能な部分で修飾され、別々の検出
可能な部分の結合を可能にするように修飾され、または未修飾であってもよい。また、未
修飾であるか、または別々の検出可能な部分の結合を可能にするように修飾されている検
出試薬を含むアレイ型キットは、さらに検出可能な部分（例えば、検出試薬に結合する検
出可能な部分、例えば、未修飾の検出試薬、またはビオチン修飾された検出試薬を検出す
るための検出可能な部分を用いて修飾されたストレプトアビジンを結合する標識された抗
体）を含んでもよい。
【０３１９】
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　本発明のいくつかの実施形態では、本キットはまた、本明細書に記載されるように、個
体における神経障害を診断、診断補助および／または分類し、および/または個体におけ
る神経障害の進行をモニタリングする方法を行うための使用説明書を備える。
【０３２０】
　本発明を行うためのキットの使用に関連した使用説明書は、一般的に、キットの内容物
が、本発明の方法を行うためにどのように用いられるべきかを記載する。使用説明書は、
試料要件（例えば、形態、プレアッセイ手順および大きさ）、バイオマーカー（単数また
は複数）を測定するために必要なステップ、および結果の解釈の仕方を含んでもよい。
【０３２１】
　本発明のキットに提供される使用説明書は、典型的には、ラベルまたはパッケージ挿入
物（例えば、キットに含まれるペーパーシート）上の書かれた指示であるが、機械読み込
み可能な使用説明書（例えば、磁気または光学式記憶ディスクに書き込まれた指示）もま
た想定される。本発明のいくつかの実施形態では、機械読み込み可能な使用説明書は、キ
ットに含まれる試薬を用いて得られる測定値を比較するためのプログラマブルデジタルコ
ンピュータ用のソフトウェアを備える。
【０３２２】
　［組成物］
　本発明はまた、本発明の方法において使用するための（例えば、個体における神経障害
の診断、診断補助および／またはその進行のモニタリング、および/または個体の層別化
のための）組成物を提供し、該組成物は、少なくとも４つのバイオマーカーに特異的な少
なくとも１つの試薬を備え、ここで、該少なくとも４つのバイオマーカーは、下記：
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【表Ａ６６】

【０３２３】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーの第１のパネルから選択される。
【０３２４】
　別の実施形態では、少なくとも４つのバイオマーカーのうちの少なくとも２つは、下記
：
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【表Ａ６７】

【０３２５】
および天然に存在するその変異体からなる群より選択される。
【０３２６】
　いくつかの実施形態では、本組成物は、少なくとも４つのバイオマーカーに特異的な少
なくとも１つの試薬と組み合わせた、少なくとも１つの他のバイオマーカーに特異的な少
なくとも１つの試薬をさらに備え、ここで、該少なくとも１つの他のバイオマーカーは、
下記：
【表Ａ６８】

【０３２７】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーの他の集団から選択される。
【０３２８】
　いくつかの実施形態では、本組成物は、少なくとも４つのバイオマーカーに特異的な少



(117) JP 2013-511732 A 2013.4.4

10

20

30

40

50

なくとも１つの試薬と組み合わせた、少なくとも別のバイオマーカーに特異的な少なくと
も１つの試薬をさらに備え、ここで、該少なくとも別のバイオマーカーは、下記：
【表Ａ６９】

【０３２９】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーの第３のパネルから選択される。
【０３３０】
　いくつかの他の実施形態では、本発明は、個体における神経障害の診断、診断補助およ
び／またはその進行のモニタリング、および/または個体の層別化（即ち、神経障害であ
る可能性が高いと診断された個体または神経障害であると診断された個体を該障害の異な
るクラスに分けること）において使用するための組成物を提供し、該キットは、少なくと
も４つのバイオマーカーに特異的な試薬、ならびに他のおよび／または第３のバイオマー
カーの少なくとも１つに特異的な少なくとも１つの試薬を備え、ここで、該バイオマーカ
ーは本明細書に記載される通りである。
【０３３１】
　いくつかの実施形態では、本組成物は、列挙された少なくとも最大全てのバイオマーカ
ーに特異的な少なくとも１つの試薬をさらに備える。
【０３３２】
　いくつかの実施形態では、本組成物は、マーカーの他の集団から選択される他のバイオ
マーカーのうち少なくとも最大１６個に特異的な少なくとも１つの試薬をさらに備える。
【０３３３】
　いくつかの実施形態では、本組成物は、１パネルの別のマーカーから選択される別のバ
イオマーカーのうち少なくとも最大２５個に特異的な少なくとも１つの試薬をさらに備え
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【０３３４】
　いくつかの実施形態では、本組成物は、下記：
【表Ａ７０】

【０３３５】
に特異的な少なくとも１つの試薬を備える。
【０３３６】
　別の態様では、本発明は、本明細書に記載されているバイオマーカーの１以上を含む組
成物（例えば、参照試料および／または適切な対照として用いるためである）を提供する
。
【０３３７】
　また、本発明は、神経障害の診断もしくは診断補助、および／または神経障害のモニタ
リングのシステムを提供し、該システムは、個体からの生物試料中の少なくとも４つのバ
イオマーカーの測定レベルを、該少なくとも４つのバイオマーカーについての参照レベル
と比較することを備え、ここで、該少なくとも４つのバイオマーカーは、下記：
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【表Ａ７１】

【０３３８】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーの第１のパネルから選択される。
【０３３９】
　別の実施形態では、少なくとも４つのバイオマーカーのうち少なくとも２つは、下記：
　コルチゾール
　ＩＧＦ．ＢＰ．２－インスリン様成長因子結合タンパク質２
　ＩＬ．１７－インターロイキン－１７
　膵臓ポリペプチド
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　ＡｐｏＥ　ＥＣＵ－アポリポタンパク質Ｅ
　修正されたカルシウム（Ｃａ　ｃｏｒｒ）＝総Ｃａ＋（（４０－ａｌｂ）＊０．０２）
）
　ＡＢｅｔａ　４２
　アポリポタンパク質Ｅ４対立遺伝子
　ＶＣＡＭ－１－血管細胞接着分子１
および天然に存在するその変異体からなる群より選択される。
【０３４０】
　また、本発明は、神経障害について個体を治療する方法を提供し、該方法は、個体から
生物試料を得ることと；生物試料中の少なくとも４つのバイオマーカーの測定レベルを、
該少なくとも４つのバイオマーカーについての参照レベルと比較することと、ここで、該
少なくとも４つのバイオマーカーは、下記：
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【表Ａ７２】

【０３４１】
および天然に存在するその変異体からなるマーカーの第１のパネルから選択され；少なく
とも４つのバイオマーカーの参照レベルと比較して、少なくとも４つのバイオマーカーの
測定レベルにおいて差がある場合、これは神経障害または重度の神経障害を示し、神経障
害の症状を軽減することができる治療学的に有効な量の薬物を個体に投与することとを備
える。例示的な薬物は、限定されないが、コリンエステラーゼ阻害剤（例えば、ガランタ
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ミン、リバスチグミン、ドネペジル）およびＮ－メチルＤ－アスパラギン酸（ＮＭＤＡ）
アンタゴニスト（例えば、メマンチン）を含む。
【０３４２】
　別の実施形態では、少なくとも４つのバイオマーカーのうちの少なくとも２つは、下記
：
【表Ａ７３】

【０３４３】
および天然に存在するその変異体からなる群より選択される。
【０３４４】
　以下の実施例は、本発明を例証するために提供されるものであって、いずれの方法でも
本発明の範囲を限定することを意図していない。
【実施例】
【０３４５】
　オーストラリアイメージングバイオマーカーおよびライフスタイル（ＡＩＢＬ）研究か
らのバイオマーカーデータの統計学的分析
　Ａ．導入
　ＡＩＢＬ研究の一部として、１５１個のバイオマーカーの測定は、以下に分類された１
１１３人のボランティア参加者から得られた。
【０３４６】
・アルツハイマー病（ＡＤ）であると診断された（２１１人の参加者）
・軽度の認識機能障害（ＭＣＩ）であると診断された（１３４人の参加者）
・健常対照（ＨＣ）（７６８人の参加者）
　データは統計学的に分析され、ＡＤをＨＣと区別することができたバイオマーカーの小
パネルを同定した。ＨＣＩ群は、本研究において含めなかった。
【０３４７】
　Ｂ．データ削除および異常値チェック
　下記による分析前にデータを削除した：
（ａ）検出限界未満として記録されたバイオマーカー値を小さい正値で置換する；
（ｂ）誤った値を明確に除く。データの主要バルクと明らかに不適合であるものとして、
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統計記述学の検査およびデータの診断的プロットによって同定される値を除き、バイオマ
ーカーについての中央値によって置換された。
【０３４８】
（ｃ）多変量正規帰属（Ｓｃｈａｆｅｒ，Ｊ．Ｌ．（１９９７）Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ
　Ｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅ　Ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅ　Ｄａｔａ．Ｃｈａｐｍａｎ　＆　
Ｈａｌｌ，Ｌｏｎｄｏｎ）を用いた欠測データについての値をインプットし、５回繰り返
し、それにより、５つの類似データセットが生じ、各々は、欠測データについてインプッ
トされた異なる値を有した。
【０３４９】
　別々の分析が５セットの各々について行われ、それにより、決測データに対するロバス
ト性を評価することができた。
【０３５０】
　１５１個のバイオマーカーのうち、１７個は６０％またはそれを超える参加者について
決測値を有することが見出された。これらは更なる分析は除外し、本研究では１３４個を
残した。
【０３５１】
　記述統計学および診断プロットの検査は、バイオマーカー値の分布において実質的な歪
みを示した。これは、全てのバイオマーカー値を対数変換することによって減らされた。
【０３５２】
　Ｃ．統計モデリング
　いくつかの異なる統計アプローチを用いて、ＡＤとＨＣ参加者間を区別する式を特定し
、これは、それらのバイオマーカー値の小さなサブセットに基づいている。複数方法の使
用は、最終セットのバイオマーカーの有用性についての結論のロバスト性を増加させ、こ
れは、各々の方法が異なるバイアスをもたらすためである。複数方法によって選択された
バイオマーカーは、有効な予測を与える可能性がより大きい。
【０３５３】
　トレーニングセット／テストセットアプローチを用い、それにより、このモデルに適合
させるために使用されるデータは、予測因子としてそれらの性能を試験するためい用いら
れたデータから分離された。ＡＤ症例およびＨＣ参加者の群は、各々、この群の７０％か
らなるトレーニングセットと、この群の残りの３０％からなるテストセットとに分けられ
た。モデルをトレーニングセットに適合し、それらの性能をテストセットにおいて評価し
た。適合とテストを５回繰り返し、５つのインプットされたデータセットごとに１回であ
る。
【０３５４】
　４つの方法を用いて、ＡＤとＨＣとの間の良好な区別を与えるバイオマーカーの小さな
サブセットを特定した。これらは、以下の通りである：
1. ランダムフォレスト(RF) (Breiman, Leo (2001). "Random Forests". Machine Learni
ng 45 (1): 5－32; incorporated herein by reference in its entirety);
2. マイクロアレイデータのための線形モデル(LIMMA) (G.K. Smyth. Linear models and 
empirical bayes methods for assessing differential expression in microarray expe
riments. Statistical Applications in Genetics and Molecular Biology, 3, 2004; in
corporated herein by reference in its entirety);
3. 分類ツリー(CT) (Breiman, Leo; Friedman, J. H., Olshen, R. A., & Stone, C. J. 
(1984), Classification and regression trees, Monterey, CA: Wadsworth & Brooks/Co
le Advanced Books & Software; incorporated herein by reference in its entirety);
 and
4. ブーストツリー(BT) ([2] J.H. Friedman (2001). “Greedy Function Approximation
: A Gradient Boosting Machine,” Annals of Statistics 29(5):1189-1232; incorpora
ted herein by reference in its entirety).
　多重方法の使用は、適合されたモデルの詳細に対して、得られる選択をよりロバストに
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する。
【０３５５】
　１．ランダムフォレスト
　ＲＦ（分類）は、各症例に対してクラスメンバーシップを推測するために分類ツリーを
用いる変数選択法である。ＲＦは、クラスメンバーシップを予測するために、多数のクラ
スツリーを増やし、ツリー（各ツリーは特定のクラスについて投票を与える）からの投票
の数をカウントする。ＲＦは、「変数重要度」による各バイオマーカーの影響を測定し、
これは、各変数がどれくらい十分にクラスメンバーシップを予測することができるかに基
づく相対的測定である。Ｒ統計パッケージについてのｒａｎｄｏｍＦｏｒｅｓｔパッケー
ジ（Ａ．Ｌｉａｗ　ａｎｄ　Ｍ．Ｗｉｅｎｅｒ（２００２）．Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉ
ｏｎ　ａｎｄ　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ　ｂｙ　ｒａｎｄｏｍＦｏｒｅｓｔ．Ｒ　Ｎｅｗｓ
　２（３），１８－２２）を用いて、モデルを適合させた。
【０３５６】
　２．マイクロアレイデータ分析のための線形モデル（ＬＩＭＭＡ）
　ＬＩＭＭＡは、マイクロアレイデータの分析に幅広く用いられている。その一般的な目
的は、観察よりも多い多数の変数が存在する２つのクラス間の遺伝子発現差を同定するこ
とである。当該方法は、標準線形モデルをデータに適合することから開始し、次に、変数
全体で情報（資料エラーの減少）を取り入れるＥｍｐｉｒｉｃａｌ　Ｂａｙｅｒｓアプロ
ーチを用い、拡張された自由度を有する中程度ｔ－統計値を用いる。ＬＩＭＭＡ法は、各
バイオマーカーについての偽発見率（ＦＤＲ）調整されたｐ値（「ｑ値」）を出力し、そ
れは、予測因子としてその値を指示する。Ｒ統計パッケージについてのＬＩＭＭＡプログ
ラムは、この研究に使用された（Ｓｍｙｔｈ，Ｇ．Ｋ．（２００５）．Ｌｉｍｍａ：ｌｉ
ｎｅａｒ　ｍｏｄｅｌｓ　ｆｏｒ　ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　ｄａｔａ．Ｉｎ：Ｂｉｏｉｎ
ｆｏｒｍａｔｉｃｓ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　Ｓｏｌｕ
ｔｉｏｎｓ　ｕｓｉｎｇ　Ｒ　ａｎｄ　Ｂｉｏｃｏｎｄｕｃｔｏｒ，Ｒ．Ｇｅｎｔｌｅｍ
ａｎ，Ｖ．Ｃａｒｅｙ，Ｓ．Ｄｕｄｏｉｔ，Ｒ．Ｉｒｉｚａｒｒｙ，Ｗ．Ｈｕｂｅｒ（ｅ
ｄｓ．），Ｓｐｒｉｎｇｅｒ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，ｐａｇｅｓ　３９７－４２０）。
【０３５７】
　３．分類ツリー
　ＣＴ法は、複数変数間に多数の複雑な相互作用が存在する非線形回帰への代替アプロー
チであり、変数が本質的に連続的であるかまたは絶対的であるかに関係がない。当該方法
は、データの複数の分割または細分（再帰的分割）を生じさせ、それにより、複数変数間
の相互作用がより単純になる。再帰的分割は、複数の分類ツリーを生じさせることと類似
し、この場合、内部の分岐は問題であり、外部の葉はその問題に対する回答である。最終
ツリーは、変数のサブセットのみを用いる。Ｒ統計パッケージ内のｒｐａｒｔコマンドは
、本研究のために用いられた（Ｒ　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　Ｃｏｒｅ　Ｔｅａｍ（２０
０９）．Ｒ：Ａ　ｌａｎｇｕａｇｅ　ａｎｄ　ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ　ｆｏｒ　ｓｔａ
ｔｉｓｔｉｃａｌ　ｃｏｍｐｕｔｉｎｇ．Ｒ　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　Ｓｔａｔ
ｉｓｔｉｃａｌ　Ｃｏｍｐｕｔｉｎｇ，Ｖｉｅｎｎａ，Ａｕｓｔｒｉａ．ＩＳＢＮ　３－
９０００５１－０７－０，ＵＲＬ　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．Ｒ－ｐｒｏｊｅｃｔ．ｏｒｇ
．）。
【０３５８】
　４．一般化されたブースト回帰モデリング（ブーストツリー）
　ＢＴは、初期化の二元分類ツリー（ルートノードおよび２チャイルドノード）を構築す
る変数選択およびクラス予測法であり、続いて、従前ツリーからの分割残余に基づいて別
のツリーを適合する。この計算は、何度も繰り返され、クラス予測について投票前の加重
リモデリングプロセスが全てのツリーから合計されるように作用する。ＢＴは、変数重要
度と類似して、各変数がどれくらい十分にクラスメンバーシップを予測するかに基づいて
相対測定を与える相対的な影響測定を出力する。Ｒ統計パッケージ内のｇｍｂコマンドが
この研究に使用された（Ｒ　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　Ｃｏｒｅ　Ｔｅａｍ（２００９）
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．Ｒ：Ａ　ｌａｎｇｕａｇｅ　ａｎｄ　ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ　ｆｏｒ　ｓｔａｔｉｓ
ｔｉｃａｌ　ｃｏｍｐｕｔｉｎｇ．　Ｒ　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　Ｓｔａｔｉｓ
ｔｉｃａｌ　Ｃｏｍｐｕｔｉｎｇ，Ｖｉｅｎｎａ，Ａｕｓｔｒｉａ．ＩＳＢＮ　３－９０
００５１－０７－０，ＵＲＬ　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．Ｒ－ｐｒｏｊｅｃｔ．ｏｒｇ）。
【０３５９】
　各方法は、区別のために各バイオマーカーの値の指標：ＲＦにおける変数重要度、ＬＩ
ＭＭＡのｑ値、ＣＴにおける封入／排除、およびＢＴにおける相対的影響、を与える。こ
れらの指標は、帰属によって生じる５つのデータセット全体で平均化された。ＲＦ、ＬＩ
ＭＭＡおよびＢＴ法の各々について、これらの平均化された指標によって同定された上位
３０のバイオマーカーは、ＣＴモデルに含まれる１５個のバイオマーカーとともに、表１
に与えられ、一方、表２は、該方法のうち２つ以上によって選択された２５個のバイオマ
ーカーを与える。
【表１－１】
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【表１－２】

【０３６０】
　ボールドイタリック体であるバイオマーカーは４つ全ての方法によって選択され、ボー
ルド体のバイオマーカーはそれらの方法のうち３つによって選択され、イタリック体であ
るバイオマーカーはそれらの方法のうち２つによって選択され、通常テキストであるバイ
オマーカーはたった１つの方法によって選択された。
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【表２】

【０３６１】
　表３は、当該方法の４つ全てによって選択された５つのバイオマーカー、ならびにＢＴ
を除く全ての方法についてのリストの上位に近い２つを与える。また、年齢はこのリスト
に含まれ、これは、ＡＤであると診断された個体の可能性に明らかに影響を及ぼすためで
ある。
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【表３】

【０３６２】
　Ｄ．予測モデルおよびモデル検証
　予測のための最大値の８個のバイオマーカーを同定したので、３つの異なる方法を用い
て、ＡＤまたはＨＣとして新たな個体を分類するために用いることができるこれらのバイ
オマーカーの予測機能を決定した。予測機能は、新しい個体からのデータに基づいて計算
することができ、この新しい個体は、予測機能値が所定のカットオフ値を上回るかまたは
下回るかに従ってＡＤまたはＨＣとして評価され得る。カットオフ値は、ＡＤ症例をＡＤ
として評価する感受性および可能性と、ＨＣをＨＣとして評価する特異性および感受性と
の間の均衡を達成するように選択され得る。上記されるＲＦとＢＴ法は、線形判別分析（
ＬＤＡ）とともに適用された。ＬＤＡ法は、予測機能がバイオマーカー値の容易に計算さ
れる機能であるという利点を有し、一方、ＲＦとＢＴは、それらの評価に特定のソフトウ
ェアを要求する。このようにして、ＬＤＡの性能はＲＦとＢＴと同程度である場合、予測
因子の実用化に利点を有することになる。
【０３６３】
　９７９人の参加者のうちたった１５人について、８個のバイオマーカーにおいて欠測デ
ータが存在することが見出された。従って、予測モデリングと検証において、これらの１
５人の参加者に関するデータは、結論における帰属の何らかの影響を避けるために排除さ
れた。
【０３６４】
　３つのモデルは、上記で使用された７０％トレーニングセットに適合され、次に、この
モデルの性能は、モデル適合手法から排除された３０％テストセットを用いて試験された
。この手法は、別々に無作為に選ばれたトレーニングセットおよびテストセットを用いて
５回繰り返された。このようにして、結果は、適合プロセスによって偏らない。
【０３６５】
　性能は、レシーバーオペレーティング特性（ＲＯＣ）曲線を用いて測定され、これは、
全ての可能なカットオフ値についてバイオマーカーの機能に基づく試験の感受性対特異性
のグラフである（Ｐｅｐｅ　ＭＳ．（２００３）Ｔｈｅ　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ　Ｅｖ
ａｌｕａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｔｅｓｔｓ　ｆｏｒ　Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ．Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒ
ｅｓｓ，ｐｐ　６７－６８）。
【０３６６】
　Ｅ．結果
　ＲＦ、ＢＴおよびＬＤＡについてのＲＯＣ曲線を図１にプロットする。図１から見るこ
とができるように、ＬＤＡ曲線は、ＲＦとＢＴ曲線に匹敵する性能を示す。具体的に、Ｌ
ＤＡ曲線は、０．８～０．９の特異性周辺の領域の大部分でＲＦとＢＴ曲線を上回る（１
－特異性＝０．１～０．２）。これは、より単純なＬＤＡモデルがこの領域におけるカッ
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トオフ値を用いた試験について良好な性能を与えることを示し、それは、多くの場合、最
も関心のあるものである。
【０３６７】
　表４は、感受性＝特異性を与えるように選ばれたカットオフポイントに対する３つの方
法についての感受性と特異性を与える。また、ＲＯＣ曲線を比較するために通常用いられ
る曲線下面積（ＡＵＣ）が含まれる。３つ全ての方法は、良好な性能を与え、再度、ＬＤ
Ａ法が他の方法よりも僅かに良好であるようである。
【表４】

【０３６８】
　適合されたＬＤＡモデルの係数は表５に与えられる。この値は、ＩＬ－１７を除く全て
のバイオマーカーについて正であり、ＡＤ危険性がＩＬ－１７濃度の増加とともに減少す
るが、年齢の増加、ＩＬ－１７以外のバイオマーカーの濃度増加とともに増加し、ＡＰＯ
ＥのＥ４対立遺伝子のキャリヤーについてより高いことを示す。

【表５】

【０３６９】
　Ｆ．結果
　１５１個のバイオマーカーのセットから６個のバイオマーカーのセットの選択（Ａｐｏ
Ｅ状態および年齢とともに）は、良好な感受性および特異性を有するＡＤ状態の単純な予
測因子を提供する。ＬＤＡを用いて生じさせたバイオマーカーの加重平均の使用は、この
予測因子を行うために適している。
【０３７０】
　Ｇ．アルツハイマー病の臨床診断
　認識低下の病歴で呼ばれた患者は、典型的には、メモリークリニックに到達する。現在
の研究プロセスは、問診、試験および親族の情報提供による病歴を含む。続く調査は、神
経心理学、画像および血液試験を含んでもよく、病歴および検査所見から必要とされる。
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【０３７１】
　本発明は、ＡＤまたは他の神経障害の診断または診断補助の改善手段を臨床医に与える
。本発明の方法は、単独で、または既存の診断手段と組み合わせて行うことができる。例
えば、臨床医は、患者から生体液試料（例えば、血液）を回収し、診断研究所に試料を送
付し、本発明の方法を行うことになる。結果は、パネルで生化学的マーカーの血清レベル
、認識低下の可能性、ＡＤおよび／または他の神経障害（単数または複数）の発症につい
て与えられる。
【０３７２】
　臨床医は、参考としてこの情報を用い、認識低下、ＡＤおよび／または他の神経障害（
単数または複数）の発症の程度を評価し、したがって、それらの患者の健康の管理に寄与
する。
【０３７３】
　認識低下およぼＡＤおよび/または他の神経障害（単数または複数）の発症の程度を知
ることは、下記を補助することができる：
・治療を検討すること；
・ＡＤおよび／または他の神経障害の開始を遅延させる新しい治療のための試みを含める
こと；
・より多くの侵襲性診断試験（即ち、腰椎穿刺、放射線を用いた画像化）に進めるか否か
を検討すること；
・認識低下を遅延させるためにいくつかの証拠を伴って厳しい身体的活動および抗酸化プ
ログラム介入について検討すること；
・後のために計画すること（例えば、資産管理、医療および法律の代理権に関する計画、
ライフスタイルの修正など）。
【０３７４】
　現在、明確な治療または予防プログラムがない一方で、本発明による神経障害を有する
個体を同定する能力は、新規な介入および予防手段の開発をもたらす可能性がある。
【０３７５】
　Ｈ．血液試料を分析するための材料および方法
　血液試料を採取し、試験するために臨床病理学研究所に転送する。保存された血液試料
は、３本の異なるチューブタイプ：リチウム－ヘパリンチューブ、プロスタグランジンＥ
１（Ｓａｐｐｈｉｒｅ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，３３．３ｎｇ／ｍｌ）が添加されたＥ
ＤＴＡチューブ、および血清チューブから供給された。
【０３７６】
　血液試料は、市販のバイオマーカー検出アッセイ（例えば、ＥＬＩＳＡ）において使用
するための血漿について処理された。血液試料は、１８００ｇで１５分間、室温にて遠心
分離され、血漿は、ポリプロピレンチューブに移され、分析するまで液体窒素中で保存さ
れた。任意の凍結－融解サイクルに供されていない０．５ｍｌの分割量を分析のためにＲ
ｕｌｅｓ　Ｂａｓｅｄ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ（ＲＢＭ，テキサス州オースチン）に輸送され
た。分析時点で１８カ月を超えて経過した患者試料はなかった。
【０３７７】
　Ｉ．Ｌｕｍｉｎｅｘ　ｘＭＡＰパネル
　血漿試料は、Ｒｕｌｅｓ　Ｂａｓｅｄ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ（ＲＢＭ，テキサス州オース
チン）から市販されている多重化されたｌｕｍｉｎｅｘヒトディスカバリーｘＭＡＰパネ
ルを用いて分析された。全てのアッセイは、ＣＬＩＡ標準に従って確認された。要約する
と、ｌｕｍｉｎｅｘ技術は、ポリスチレンマイクロスフィアビーズの表面上でイムノアッ
セイを多重化する。マイクロスフィアビーズを充填し、これは、最大１００個の独自に色
分けされたビーズを生じる２つのスペクトル的に区別できる蛍光色素の比率を有するこれ
らのビーズは、圧死に特異的な捕捉抗体を用いて被覆され、標準のサンドイッチフォーマ
ットまたは競合イムノアッセイフォーマットのいずれかで行われた。捕捉抗体マイクロス
フィアは、ブロッキング溶液および希釈した血漿または較正対照とともに１時間インキュ
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プトアビジン－フィコエリスリンを各ウェルに添加し、６０分間インキュベートした。更
なる洗浄ステップ後、ビーズを読み取り溶液に懸濁し、ｌｕｍｉｎｅｘ装置で読み込んだ
。
【０３７８】
　アッセイのいくつかは定量の下限を画定した。この実験の目的で、検出の下限（ＬＤ）
を用いた。ＬＬＤは、２０個の記載したブランク試料（血漿マトリックスで作られる）を
分析することによって決定され、平均バックグラウンドを計算し、３つの標準偏差を平均
に加えた。ＡＩＢＬデータセットは、１５１個のバイオマーカー多重パネルを用いて分析
された。
【０３７９】
　文献、行為、物質、デバイス、物品などの任意の考察は、単に本発明についての背景を
提供する目的のために本明細書に含められる。任意または全てのこれらの事柄は、従来技
術の基礎の一部を形成するか、またはこれが本願の各請求項の優先日前に存在した場合、
本発明に関連した分野における共通の一般的な知見であったことを示唆および意味するも
のではない。
【０３８０】
　最後に、種々の他の修飾および／または変更は、本明細書に概要される本発明の精神か
ら逸脱することなしに行われてもよいことは理解されるはずである。
【０３８１】
　将来の特許出願は、本出願に基づいてまたはその優先権を主張して出願されてもよい。
以下の仮の請求項は、単に例示として提供され、任意のこのような将来の出願において主
張され得るものの範囲を限定することを意図しないことは理解されるべきである。本発明
または複数の発明をさらに定義するかまたは再定義するために、後日、仮の請求項に特徴
を添加するかまたは削除してもよい。
【図１】



(132) JP 2013-511732 A 2013.4.4

10

20

30

40

【国際調査報告】
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