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(57)【要約】
　本発明はバイオマーカーの分野に関する。より具体的には、本発明は脳損傷または神経
変性を診断する際に有用なバイオマーカーに関する。１つの実施形態においては、患者の
脳損傷を診断するための方法は、（ａ）患者からサンプルを入手すること；（ｂ）１つま
たはそれ以上の脳損傷バイオマーカータンパク質の１つまたはそれ以上のアルギニン残基
におけるシトルリン化アルギニン残基の非修飾アルギニン残基に対する比率を判定するこ
と；および（ｃ）比率を脳損傷を有する患者または脳損傷のない患者と相関させることに
よって診断を提供することという段階を含む。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　患者の脳損傷を診断するための方法であって：
ａ．前記患者からサンプルを入手すること；
ｂ．１つまたはそれ以上の脳損傷バイオマーカータンパク質の１つまたはそれ以上のアル
ギニン残基におけるシトルリン化アルギニン残基の非シトルリン化アルギニン残基に対す
る比率を判定すること；および
ｃ．前記比率を脳損傷を有する患者または脳損傷のない患者と相関させ、これにより前記
診断を提供することという段階を含む前記方法。
【請求項２】
　請求項１に記載の前記方法であって、前記サンプルが血液、末梢血、血清、血漿、脳脊
髄液、尿、唾液、糞便および滑液からなる群から選択されることを特徴とする前記方法。
【請求項３】
　請求項１に記載の前記方法であって、前記サンプルが血液、血漿血清、脳脊髄液（ＣＳ
Ｆ）または尿であることを特徴とする前記方法。
【請求項４】
　請求項３に記載の前記方法であって、前記サンプルがＣＳＦであることを特徴とする前
記方法。
【請求項５】
　請求項３に記載の前記方法であって、前記サンプルが血液であることを特徴とする前記
方法。
【請求項６】
　請求項３に記載の前記方法であって、前記サンプルが血清であることを特徴とする前記
方法。
【請求項７】
　請求項１に記載の前記方法であって、前記の判定する段階が多重反応モニタリング質量
分析法（ＭＲＭ－ＭＳ）を用いて遂行されることを特徴とする前記方法。
【請求項８】
　請求項１に記載の前記方法であって、前記の判定する段階がイムノアッセイを用いて遂
行されることを特徴とする前記方法。
【請求項９】
　請求項１に記載の前記方法であって、前記の１つまたはそれ以上の脳損傷バイオマーカ
ータンパク質がニューログラニン（ＮＲＧＮ）、ミエリン塩基性タンパク質、（ＭＢＰ）
、グリア細胞線維性酸性タンパク質（ＧＦＡＰ）、ペプチジルアルギニンデイミナーゼ（
ＰＡＤ）、そのアイソフォーム、その翻訳後修飾型、または前述のいずれかの組み合わせ
であることを特徴とする前記方法。
【請求項１０】
　請求項１に記載の前記方法であって、前記脳損傷バイオマーカータンパク質がＮＲＧＮ
、そのアイソフォーム、またはその翻訳後修飾型であることを特徴とする前記方法。
【請求項１１】
　請求項１に記載の前記方法であって、前記脳損傷バイオマーカータンパク質がＭＢＰ、
そのアイソフォーム、またはその翻訳後修飾型であることを特徴とする前記方法。
【請求項１２】
　請求項１に記載の前記方法であって、前記脳損傷バイオマーカータンパク質がＧＦＡＰ
、そのアイソフォーム、またはその翻訳後修飾型であることを特徴とする前記方法。
【請求項１３】
　請求項１に記載の前記方法であって、前記脳損傷バイオマーカータンパク質がＰＡＤ、
そのアイソフォーム、またはその翻訳後修飾型であることを特徴とする前記方法。
【請求項１４】
　請求項１に記載の前記方法であって、前記脳損傷バイオマーカータンパク質がチューブ
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リンβ－４Ｂ鎖、チューブリンα－１Ｂ鎖、ＣＮＰアーゼ、ＰＰＩＡ、セプチン－７、伸
長因子１－α２、ＴＰＰＰ、ＴＰＰＰ３、エルミンアイソフォーム２；ＮＤＲＧ２アイソ
フォーム２、アストロタクチン１（ＡＳＴＮ１）、脳血管新生阻害物質３（ＢＡＩ３）、
カルノシンジペプチダーゼ１（ＣＮＤＰ１）、ＥＲＭＩＮ、グリア細胞線維性酸性タンパ
ク質（ＧＦＡＰ）、代謝型グルタミン酸受容体３型（ＧＲＭ３）、ケルヒ様タンパク質３
２（ＫＬＨ３２）、メラノーマ抗原ファミリーＥ，２（ＭＡＧＥ２）、ミエリン塩基性タ
ンパク質（ＭＢＰ）、ニューレグリン３（ＮＲＧ３）、ニューログラニン（ＮＲＧＮ）、
オリゴデンドロサイトミエリン糖タンパク質（ＯＭＧ）、溶質輸送体ファミリー３９（亜
鉛輸送体）、レティキュロン（ＲＴＮ１）、およびペプチジルアルギニンデイミナーゼ（
１～４および６型）（ＰＡＤ）、そのアイソフォーム、その翻訳後修飾型、または前述の
いずれかの組み合わせからなる群から選択される１つまたはそれ以上のタンパク質である
ことを特徴とする前記方法。
【請求項１５】
　患者の脳損傷を診断するための方法であって：
ａ．前記患者より採取したサンプル中の１つまたはそれ以上のシトルリン化ペプチドの対
応する非修飾ペプチドに対する比率を質量分析法を用いて判定すること；および
ｂ．前記比率を脳損傷を有する患者または脳損傷のない患者と相関させ、これにより前記
診断を提供することという段階を含む前記方法。
【請求項１６】
　患者の脳損傷を診断するための方法であって：
ａ．前記患者より採取したサンプル中の１つまたはそれ以上のシトルリン化ペプチドの対
応する非修飾ペプチドに対する比率を質量分析法を用いて判定すること；および
ｂ．事前に定義する比率の１つとの相関が前記診断をもたらすことを特徴とする、前記比
率を脳損傷を有する患者と相関する同じペプチドの前記事前に定義する比率および脳損傷
のない患者と相関する同じペプチドの前記事前に定義する比率と比較することという段階
を含む前記方法。
【請求項１７】
　請求項１５または１６に記載の前記方法であって、前記の１つまたはそれ以上のペプチ
ドがチューブリンβ－４Ｂ鎖、チューブリンα－１Ｂ鎖、ＣＮＰアーゼ、ＰＰＩＡ、セプ
チン－７、伸長因子１－α２、ＴＰＰＰ、ＴＰＰＰ３、エルミンアイソフォーム２、ＮＤ
ＲＧ２アイソフォーム２、ＡＳＴＮ１、ＢＡＩ３、ＣＮＤＰ１、ＥＲＭＩＮ、ＧＦＡＰ、
ＧＲＭ３、ＫＬＨ３２、ＭＡＧＥ２、ＭＢＰ、ＮＲＧ３、ＮＲＧＮ、ＯＭＧ、ＳＬＣ３９
Ａ１２、ＲＴＮ１、ＭＴ３、ＰＡＤ、そのアイソフォーム、その翻訳後修飾型、または前
述のいずれかの組み合わせからなる群から選択されることを特徴とする前記方法。
【請求項１８】
　請求項１５または１６に記載の前記方法であって、前記の１つまたはそれ以上のペプチ
ドがＮＲＧＮ、ＭＢＰ、ＧＦＡＰ、ＰＡＤまたはその組み合わせであることを特徴とする
前記方法。
【請求項１９】
　請求項１５または１６に記載の前記方法であって、前記の１つまたはそれ以上のペプチ
ドがＮＲＧＮ、ＭＢＰ、ＧＦＡＰ、そのアイソフォーム、その翻訳後修飾型、または前述
のいずれかの組み合わせであることを特徴とする前記方法。
【請求項２０】
　患者の脳損傷を診断するための方法であって：
ａ．前記患者より採取したサンプル中の１つまたはそれ以上の翻訳後修飾ペプチドの対応
する非修飾ペプチドに対する比率をＭＲＭ－ＭＳを用いて判定すること；および
ｂ．前記比率を脳損傷を有する患者または脳損傷のない患者と相関させ、これにより前記
診断を提供することという段階を含む前記方法。
【請求項２１】
　患者の脳損傷を診断するための方法であって：
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ａ．前記患者より採取したサンプル中の１つまたはそれ以上の翻訳後修飾ペプチドの対応
する非修飾ペプチドに対する比率をＭＲＭ－ＭＳを用いて判定すること；および
ｂ．事前に定義する比率の１つとの相関が前記診断をもたらすことを特徴とする、前記１
つまたはそれ以上の比率を脳損傷を有する患者と相関する同じ翻訳後修飾／非修飾ペプチ
ドの前記事前に定義する比率および脳損傷のない患者と相関する同じ翻訳後修飾／非修飾
ペプチドの前記事前に定義する比率と比較することという段階を含む前記方法。
【請求項２２】
　請求項２０または２１に記載の前記方法であって、前記翻訳後修飾がシトルリン化、酸
化、メチル化、リン酸化、システイン化ｓ－ニトロソ化、ｓ－グルタチオレーションまた
はその組み合わせであることを特徴とする前記方法。
【請求項２３】
　請求項２０または２１に記載の前記方法であって、前記の１つまたはそれ以上のペプチ
ドがチューブリンβ－４Ｂ鎖、チューブリンα－１Ｂ鎖、ＣＮＰアーゼ、ＰＰＩＡ、セプ
チン－７、伸長因子１－α２、ＴＰＰＰ、ＴＰＰＰ３、エルミンアイソフォーム２、ＮＤ
ＲＧ２アイソフォーム２、チューブリンβ－４Ｂ鎖、チューブリンα－１Ｂ鎖、ＣＮＰア
ーゼ、ＰＰＩＡ、セプチン－７、伸長因子１－α２、ＴＰＰＰ、ＴＰＰＰ３、エルミンア
イソフォーム２、ＮＤＲＧ２アイソフォーム２、ＡＳＴＮ１、ＢＡＩ３、ＣＮＤＰ１、Ｅ
ＲＭＩＮ、ＧＦＡＰ、ＧＲＭ３、ＫＬＨ３２、ＭＡＧＥ２、ＭＢＰ、ＮＲＧ３、ＮＲＧＮ
、ＯＭＧ、ＳＬＣ３９Ａ１２、ＲＴＮ１、ＰＡＤ、そのアイソフォーム、その翻訳後修飾
型、または前述のいずれかの組み合わせからなる群から選択されることを特徴とする前記
方法。
【請求項２４】
　請求項２０または２１に記載の前記方法であって、前記の１つまたはそれ以上のペプチ
ドがＮＲＧＮ、ＭＢＰ、ＧＦＡＰ、ＰＡＤ、そのアイソフォーム、その翻訳後修飾型、ま
たは前述のいずれかの組み合わせであることを特徴とする前記方法。
【請求項２５】
　患者の脳損傷を診断するための方法であって：
ａ．前記患者より採取したサンプル中の１つまたはそれ以上のシトルリン化ペプチドの対
応する非修飾ペプチドに対する比率を質量分析法を用いて判定すること；
ｂ．前記患者より採取した同じサンプル中の１つまたはそれ以上の翻訳後修飾ペプチドの
対応する非修飾ペプチドに対する比率をＭＲＭ－ＭＳを用いて判定すること；
ｃ．前記１つまたはそれ以上のシトルリン化：非修飾ペプチド比率を１つまたはそれ以上
の翻訳後修飾：非修飾ペプチド比率と比較すること；および
ｄ．前記の比較された比率を脳損傷を有する患者または脳損傷のない患者と相関させ、こ
れにより前記診断を提供することという段階を含む前記方法。
【請求項２６】
　患者の脳損傷を診断するための方法であって：
ａ．ＮＲＧＮ、ＰＡＤ、ＭＢＰ　ＧＦＡＰ、そのアイソフォーム、その翻訳後修飾型、ま
たは前述のいずれかの組み合わせのうち１つまたはそれ以上のアルギニン部位のうち１つ
またはそれ以上のシトルリン化の度合いを判定すること；および
ｂ．前記シトルリン化の度合いを脳損傷を有する患者または脳損傷のない患者と相関させ
、これにより前記診断を提供することという段階を含む前記方法。
【請求項２７】
　請求項１～８、１５～１６、２０～２２、および２５のうちいずれか１つに記載の前記
方法であって、前記ペプチドが表５～９、１１～１２、および１４～１７に示す１つまた
はそれ以上のペプチドであることを特徴とする前記方法。
【請求項２８】
　請求項１～８、１５～１６、２０～２２、および２５のうちいずれか１つに記載の前記
方法であって、前記ペプチドがＮＲＧＮ、ＭＢＰ、ＧＦＡＰ、およびＰＡＤ、そのアイソ
フォーム、その翻訳後修飾型、または前述のいずれかの組み合わせの約８から約４５アミ
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ノ酸残基のアミノ酸配列を含むことを特徴とする前記方法。
【請求項２９】
　請求項１～８、１５～１６、２０～２２、および２５のうちいずれか１つに記載の前記
方法であって、前記ペプチドがチューブリンβ－４Ｂ鎖、チューブリンα－１Ｂ鎖、ＣＮ
Ｐアーゼ、ＰＰＩＡ、セプチン－７、伸長因子１－α２、ＴＰＰＰ、ＴＰＰＰ３、エルミ
ンアイソフォーム２、ＮＤＲＧ２アイソフォーム２、ＡＳＴＮ１、ＢＡＩ３、ＣＮＤＰ１
、ＥＲＭＩＮ、ＧＦＡＰ、ＧＲＭ３、ＫＬＨ３２、ＭＡＧＥ２、ＭＢＰ、ＮＲＧ３、ＮＲ
ＧＮ、ＯＭＧ、ＳＬＣ３９Ａ１２、ＲＴＮ１、ＰＡＤ、そのアイソフォーム、その翻訳後
修飾型、または前述のいずれかの組み合わせの約８から約４５アミノ酸残基のアミノ酸配
列を含むことを特徴とする前記方法。
【請求項３０】
　患者の脳損傷を診断するための方法であって：
ａ．前記患者から採取したサンプル中の１つまたはそれ以上のシトルリン化脳損傷バイオ
マーカータンパク質のレベルを測定すること；および
ｂ．事前に定義するレベルの１つとの相関が前記診断をもたらすことを特徴とする、前記
１つまたはそれ以上のバイオマーカーの前記レベルを脳損傷を有する患者と相関する同じ
バイオマーカーの前記事前に定義するレベルおよび脳損傷のない患者と相関する同じバイ
オマーカーの前記事前に定義するレベルと比較することという段階を含む前記方法。
【請求項３１】
　請求項３０に記載の前記方法であって、前記１つまたはそれ以上の脳損傷バイオマーカ
ータンパク質がチューブリンβ－４Ｂ鎖、チューブリンα－１Ｂ鎖、ＣＮＰアーゼ、ＰＰ
ＩＡ、セプチン－７、伸長因子１－α２、ＴＰＰＰ、ＴＰＰＰ３、エルミンアイソフォー
ム２、ＮＤＲＧ２アイソフォーム２、ＡＳＴＮ１、ＢＡＩ３、ＣＮＤＰ１、ＥＲＭＩＮ、
ＧＦＡＰ、ＧＲＭ３、ＫＬＨ３２、ＭＡＧＥ２、ＭＢＰ、ＮＲＧ３、ＮＲＧＮ、ＯＭＧ、
ＳＬＣ３９Ａ１２、ＲＴＮ１、ＭＴ３、ＰＡＤ、そのアイソフォーム、その翻訳後修飾型
、または前述のいずれかの組み合わせであることを特徴とする前記方法。
【請求項３２】
　請求項３０に記載の前記方法であって、前記１つまたはそれ以上の脳損傷バイオマーカ
ータンパク質がＮＲＧＮ、ＭＢＰ、ＧＦＡＰ、ＰＡＤ、そのアイソフォーム、その翻訳後
修飾型、または前述のいずれかの組み合わせであることを特徴とする前記方法。
【請求項３３】
　請求項３０に記載の前記方法であって、前記脳損傷バイオマーカータンパク質がＮＲＧ
Ｎ、そのアイソフォーム、またはその翻訳後修飾型であることを特徴とする前記方法。
【請求項３４】
　請求項３０に記載の前記方法であって、前記脳損傷バイオマーカータンパク質がＭＢＰ
、そのアイソフォーム、またはその翻訳後修飾型であることを特徴とする前記方法。
【請求項３５】
　請求項３０に記載の前記方法であって、前記脳損傷バイオマーカータンパク質がＧＦＡ
Ｐ、そのアイソフォーム、またはその翻訳後修飾型であることを特徴とする前記方法。
【請求項３６】
　請求項３０に記載の前記方法であって、前記脳損傷バイオマーカータンパク質がＰＡＤ
、そのアイソフォーム、またはその翻訳後修飾型であることを特徴とする前記方法。
【請求項３７】
　請求項３０に記載の前記方法であって、前記サンプルが血液、末梢血、血清、血漿、脳
脊髄液、尿、唾液、糞便および滑液からなる群から選択されることを特徴とする前記方法
。
【請求項３８】
　請求項３０に記載の前記方法であって、前記サンプルが血液、血漿血清、脳脊髄液（Ｃ
ＳＦ）または尿であることを特徴とする前記方法。
【請求項３９】
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　請求項３８に記載の前記方法であって、前記サンプルがＣＳＦであることを特徴とする
前記方法。
【請求項４０】
　請求項３８に記載の前記方法であって、前記サンプルが血液であることを特徴とする前
記方法。
【請求項４１】
　請求項３８に記載の前記方法であって、前記サンプルが血清であることを特徴とする前
記方法。
【請求項４２】
　請求項３０に記載の前記方法であって、前記の判定する段階が質量分析法を用いて遂行
されることを特徴とする前記方法。
【請求項４３】
　請求項３０に記載の前記方法であって、前記の判定する段階が質量分析法．多重反応モ
ニタリング質量分析法（ＭＲＭ－ＭＳ）を用いて遂行されることを特徴とする前記方法。
【請求項４４】
　請求項３０に記載の前記方法であって、前記の判定する段階がイムノアッセイを用いて
遂行されることを特徴とする前記方法。
【請求項４５】
　患者の脳損傷を診断するための方法であって：
ａ．前記患者からサンプルを採取すること；
ｂ．シトルリン化脳損傷バイオマーカータンパク質のパネルがＮＲＧＮ、ＭＢＰ、ＧＦＡ
Ｐ、ＰＡＤ、そのアイソフォーム、その翻訳後修飾型、または前述のいずれかの組み合わ
せを含むことを特徴とする、前記患者から採取した前記サンプル中の前記バイオマーカー
のパネルのレベルを質量分析法を用いて測定すること；
ｃ．事前に定義するレベルの１つとの相関が前記診断をもたらすことを特徴とする、前記
のバイオマーカーのパネルの前記レベルを脳損傷を有する患者と相関する同じバイオマー
カーのパネルの前記事前に定義するレベルおよび脳損傷のない患者と相関する同じバイオ
マーカーのパネルの前記事前に定義するレベルと比較することという段階を含む前記方法
。
【請求項４６】
　請求項４５に記載の前記方法であって、前記バイオマーカーのパネルがチューブリンβ
－４Ｂ鎖、チューブリンα－１Ｂ鎖、ＣＮＰアーゼ、ＰＰＩＡ、セプチン－７、伸長因子
１－α２、ＴＰＰＰ、ＴＰＰＰ３、エルミンアイソフォーム２、ＮＤＲＧ２アイソフォー
ム２、ＡＳＴＮ１、ＢＡＩ３、ＣＮＤＰ１、ＥＲＭＩＮ、ＧＲＭ３、ＫＬＨ３２、ＭＡＧ
Ｅ２、ＮＲＧ３、ＯＭＧ、ＳＬＣ３９Ａ１２、ＲＴＮ１、ＭＴ３、そのアイソフォーム、
その翻訳後修飾型、または前述のいずれかの組み合わせからなる群から選択される１つま
たはそれ以上のシトルリン化脳損傷バイオマーカータンパク質をさらに含むことを特徴と
する前記方法。
【請求項４７】
　患者の脳損傷状態を判定するための方法であって：
ａ．前記患者からサンプルを採取すること；
ｂ．シトルリン化脳損傷バイオマーカータンパク質のパネルがＮＲＧＮ、ＭＢＰ、ＧＦＡ
Ｐ、ＰＡＤ、そのアイソフォーム、その翻訳後修飾型、または前述のいずれかの組み合わ
せを含むことを特徴とする、前記患者から採取した前記サンプル中の前記バイオマーカー
のパネルのレベルをＳＲＭ－ＭＳを用いて測定すること；および
ｃ．事前に定義するレベルのうちの１つとの相関が前記患者の前記脳損傷状態を判定する
ことを特徴とする、前記バイオマーカーのパネルの前記レベルを脳損傷を有すること、脳
損傷がないこと、脳損傷が進行すること、および脳損傷が後退することからなる群から選
択される１つまたはそれ以上の脳損傷状態と相関する同じバイオマーカーのパネルの前記
の事前に定義するレベルと比較することという段階を含む前記方法。
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【請求項４８】
　請求項４７に記載の前記方法であって、前記バイオマーカーのパネルがチューブリンβ
－４Ｂ鎖、チューブリンα－１Ｂ鎖、ＣＮＰアーゼ、ＰＰＩＡ、セプチン－７、伸長因子
１－α２、ＴＰＰＰ、ＴＰＰＰ３、エルミンアイソフォーム２、ＮＤＲＧ２アイソフォー
ム２、ＡＳＴＮ１、ＢＡＩ３、ＣＮＤＰ１、ＥＲＭＩＮ、ＧＲＭ３、ＫＬＨ３２、ＭＡＧ
Ｅ２、ＮＲＧ３、ＯＭＧ、ＳＬＣ３９Ａ１２、ＲＴＮ１、ＭＴ３、そのアイソフォーム、
その翻訳後修飾型、または前述のいずれかの組み合わせからなる群から選択される１つま
たはそれ以上のシトルリン化脳損傷バイオマーカータンパク質をさらに含むことを特徴と
する前記方法。
【請求項４９】
　患者の脳損傷を診断するための診断キットであって：
ａ．前記患者から生体サンプルを採取するための基材；および
ｂ．ＮＲＧＮ、ＭＢＰ、ＧＦＡＰ、ＰＡＤ、そのアイソフォーム、その翻訳後修飾型、ま
たは前述のいずれかの組み合わせからなる群から選択される１つまたはそれ以上のヒトシ
トルリン化脳損傷バイオマーカータンパク質のレベルを測定するための手段を含む前記キ
ット。
【請求項５０】
　請求項４９に記載のキットであって、前記１つまたはそれ以上のヒトシトルリン化脳損
傷バイオマーカータンパク質がチューブリンβ－４Ｂ鎖、チューブリンα－１Ｂ鎖、ＣＮ
Ｐアーゼ、ＰＰＩＡ、セプチン－７、伸長因子１－α２、ＴＰＰＰ、ＴＰＰＰ３、エルミ
ンアイソフォーム２、ＮＤＲＧ２アイソフォーム２、ＡＳＴＮ１、ＢＡＩ３、ＣＮＤＰ１
、ＥＲＭＩＮ、ＧＲＭ３、ＫＬＨ３２、ＭＡＧＥ２、ＮＲＧ３、ＯＭＧ、ＳＬＣ３９Ａ１
２、ＲＴＮ１、ＭＴ３、そのアイソフォーム、その翻訳後修飾型、または前述のいずれか
の組み合わせをさらに含むことを特徴とする前記キット。
【請求項５１】
　対象の脳損傷を診断するための方法であって：
ａ．前記対象からサンプルを採取すること；
ｂ．前記対象から採取した前記サンプル中のシトルリン化脳損傷バイオマーカーペプチド
に対する自己抗体の存在を検出すること；および
ｃ．シトルリン化脳損傷バイオマーカーペプチドに対する自己抗体の量を脳損傷を有する
患者または脳損傷のない患者と相関させ、これにより前記診断を提供することという段階
を含む前記方法。
【請求項５２】
　請求項５１に記載の前記方法であって、前記の検出する段階が：
ａ．対象から採取した生体サンプルをシトルリン化脳損傷バイオマーカーペプチドと接触
させること；および
ｂ．結合の検出が前記対象における前記のシトルリン化脳損傷バイオマーカーペプチド自
己抗体の存在を示すことを特徴とする、前記ペプチドの前記ペプチドに対して特異的な自
己抗体との結合を検出することを含むことを特徴とする前記方法。
【請求項５３】
　請求項５２に記載の前記方法であって、前記結合が固相酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）
、免疫沈降測定法または免疫ブロット法によって検出されることを特徴とする前記方法。
【請求項５４】
　請求項５１に記載の前記方法であって、前記シトルリン化脳損傷バイオマーカーペプチ
ドがＮＲＧＮ、ＭＢＰ、ＧＦＡＰ、ＰＡＤ－２、チューブリンβ－４Ｂ鎖、チューブリン
α－１Ｂ鎖、ＣＮＰアーゼ、ＰＰＩＡ、セプチン－７、伸長因子１－α２、ＴＰＰＰ、Ｔ
ＰＰＰ３、エルミンアイソフォーム２、およびＮＤＲＧ２アイソフォーム２のうち１つま
たはそれ以上であることを特徴とする前記方法。
【請求項５５】
　請求項５１に記載の前記方法であって、前記シトルリン化脳損傷バイオマーカーペプチ
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ドがＡＳＴＮ１、ＢＡＩ３、ＣＮＤＰ１、ＥＲＭＩＮ、ＧＦＡＰ、ＧＲＭ３、ＫＬＨ３２
、ＭＡＧＥ２、ＭＢＰ、ＮＲＧ３、ＮＲＧＮ、ＯＭＧ、ＳＬＣ３９Ａ１２、ＲＴＮ１、Ｍ
Ｔ３、ＰＡＤのうち１つまたはそれ以上であることを特徴とする前記方法。
【請求項５６】
　対象における脳損傷治療法の有効性を評価するための方法であって：
ａ．脳損傷治療法に先立ち対象におけるｃｉｔ－ＮＲＧＮ、ｃｉｔ－ＭＢＰ、およびｃｉ
ｔ－ＧＦＡＰに対する自己抗体の初期レベルを確立すること；
ｂ．前記脳損傷治療法の開始後の少なくとも１つの時点においてｃｉｔ－ＮＲＧＮ、ｃｉ
ｔ－ＭＢＰ、およびｃｉｔ－ＧＦＡＰペプチドを用いてｃｉｔ－ＮＲＧＮ、ｃｉｔ－ＭＢ
Ｐ、およびｃｉｔ－ＧＦＡＰに対する自己抗体のレベルをモニタリングすること；および
ｃ．前記自己抗体のレベルの減少が前記脳損傷治療法の前記有効性を示すことを特徴とす
る、前記のｃｉｔ－ＮＲＧＮ、ｃｉｔ－ＭＢＰ、およびｃｉｔ－ＧＦＡＰに対する自己抗
体の実測レベルを前記のｃｉｔ－ＮＲＧＮ、ｃｉｔ－ＭＢＰ、およびｃｉｔ－ＧＦＡＰに
対する自己抗体の初期レベルと比較することという段階を含む前記方法。
【請求項５７】
　請求項５６に記載の前記方法であって、前記のｃｉｔ－ＮＲＧＮ、ｃｉｔ－ＭＢＰ、お
よびＧＦＡＰに対する自己抗体のレベルがＥＬＩＳＡ、免疫沈降測定法、または免疫ブロ
ット法によって測定されることを特徴とする前記方法。
【請求項５８】
　対象の脳損傷状態を認定するための方法であって：
ａ．前記対象に由来する生体サンプル中のｃｉｔ－ＮＲＧＮ、ｃｉｔ－ＭＢＰ、およびＧ
ＦＡＰに対する自己抗体のレベルを測定すること；および
ｂ．前記測定値を脳損傷状態と相関させることという段階を含む前記方法。
【請求項５９】
　請求項５８に記載の前記方法であって、前記のｃｉｔ－ＮＲＧＮ、ｃｉｔ－ＭＢＰ、お
よびＧＦＡＰに対する自己抗体のレベルがＥＬＩＳＡ、免疫沈降測定法、または免疫ブロ
ット法によって測定されることを特徴とする前記方法。
【請求項６０】
　請求項５８に記載の前記方法であって、脳損傷状態が脳損傷のリスク、脳損傷の発症、
脳損傷の有無、脳損傷の病期、脳損傷のサブタイプ、前記対象の予後、および脳損傷の治
療の有効性からなる群から選択されることを特徴とする前記方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願の相互参照）
　本願は、その全文を参照文献として本願に援用する、２０１２年３月１３日に出願され
た米国特許仮出願第６１／６１０，０３４号の利益を主張する。
【０００２】
　（政府の利害関係の陳述）
　本発明は、第１Ｒ０１ＨＬ０９１７５９－０２号、第５Ｕ５４ＨＬ０９０５１５－０２
号、および第ＮＨＬＢＩ－ＨＶ－１０－０５（２）号助成金の下で米国政府の援助により
なされた。米国政府は本発明に一定の権利を有する。
【０００３】
　本発明はバイオマーカーの分野に関する。より具体的には、本発明は脳損傷または神経
変性を診断する際に有用なバイオマーカーに関する。
【０００４】
　（電子的に提出された資材の参照文献としての援用）
　本願は配列表を含む。それは「P11929-02_Sequence_Listing.txt.」という標題のＡＳ
ＣＩＩテキストファイルとしてＥＦＳ－Ｗｅｂを通じて電子的に提出されている。配列表
はサイズが７５，４１０バイトであり、２０１３年３月１２日に作成された。その全体を
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本願に参照文献として援用する。
【背景技術】
【０００５】
　理学的検査およびＣＮＳ画像診断（ＣＴスキャンまたはＭＲＩ）といった臨床的手段は
、ＣＮＳ損傷を有する乳児、小児または成人を鑑別するには主観的で、広範に利用するこ
とができず、敏感度または特異性が不十分で、かつ費用が高すぎる。これは、初期損傷ま
たは疾患にかかわらず、生命維持または心肺バイパス、外傷、酸素喪失の状態にある個人
を含むことがある。ＣＮＳまたは脳の損傷、および特に無症候性脳損傷を有する乳児、小
児および成人は顕性脳卒中への進行、および認知および運動障害、認知症、および精神機
能低下の発症の重大リスクが顕著であるので、これらの患者を鑑別する大きな臨床的ニー
ズがある。さらに、循環バイオマーカーによる正確かつ感度の高いＣＮＳ損傷の鑑別は、
新たな治療様式の有効性を試験および比較するための客観的な至適基準を提供するであろ
う。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明は、少なくとも部分的に、ＣＮＳタンパク質ニューログラニン（ＮＲＧＮ）、ミ
エリン塩基性タンパク質（ＭＢＰ）、グリア細胞線維性酸性タンパク質（ＧＦＡＰ）、チ
ューブリンβ－４Ｂ鎖、チューブリンα－１Ｂ鎖、ＣＮＰアーゼ、ＰＰＩＡ、セプチン－
７、伸長因子１－α２、ＴＰＰＰ、ＴＰＰＰ３、エルミンアイソフォーム２、およびＮＤ
ＲＧ２アイソフォーム２の特異な翻訳後修飾（例：シトルリン化）の発見に基づいている
。その他のタンパク質はアストロタクチン１（ＡＳＴＮ１）、脳血管新生阻害物質３（Ｂ
ＡＩ３）；カルノシンジペプチダーゼ（ＣＮＤＰ１）；ＥＲＭＩＮ；代謝型グルタミン酸
受容体３型（ＧＲＭ３）；ケルヒ様タンパク質３２（ＫＬＨ３２）；メラノーマ抗原ファ
ミリーＥ，２（ＭＡＧＥ２）；ミエリン塩基性タンパク質（ＭＢＰ）；ニューレグリン３
（ＮＲＧ３）；オリゴデンドロサイトミエリン糖タンパク質（ＯＭＧ）；溶質輸送体ファ
ミリー３９（亜鉛輸送体）；レティキュロン１（ＲＴＮ１）；およびペプチジルアルギニ
ンデイミナーゼ（１～４および６型）（ＰＡＤ）（ＰＡＤ－２を含む）を含み、脳損傷を
有する患者において循環することが確認されている。したがって、本発明は１つまたはそ
れ以上の修飾タンパク質または１つまたはそれ以上の脳損傷バイオマーカータンパク質上
の特異的残基の検出または定量のための方法を提供する。本願にさらに記載されるように
、本発明は上に列挙した非修飾および／または修飾脳損傷バイオマーカータンパク質に対
する自己抗体の検出および定量のための方法も提供する。
【０００７】
　したがって、ＮＲＧＮ、ＭＢＰおよびＧＦＡＰなどの脳特異的循環タンパク質の翻訳後
修飾および非修飾型の同定およびその測定法の開発は、正確かつ迅速な診断のための鋭敏
な脳特異性を提供する脳損傷の新たな特異的診断法を提供する。さらに、ＮＲＧＮ、ＭＢ
ＰおよびＧＦＡＰの修飾型は、個別化しかつ転帰を改善するための特異的治療法の標的化
のために用いることのできる損傷相または回復相を定義するのに有用となりえる損傷の生
物学についての情報を提供する。シトルリン化タンパク質の非シトルリン化タンパク質に
対する比率は、ＣＮＳ損傷、脳卒中、精神能力の低下、および神経変性疾患のリスクまた
は進行の判定を目的として用いることも可能であろう。
【０００８】
　一部の実施形態に記載するように、非修飾およびシトルリン化ＮＲＧＮ、ＭＢＰおよび
／またはＧＦＡＰは脳損傷の新たな診断方法を表す。本発明は、抗体、アプタマー、およ
びシトルリン化タンパク質およびまたは修飾アミノ酸残基の検出のための質量分析法に基
づく方法を用いたキットを提供する。本発明は、種々の体液（血漿、血清、脳脊髄液を含
む）および組織および細胞中の脳損傷バイオマーカーを検出および／または定量するため
に用いることができる。
【０００９】
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　具体的な実施形態においては、ＮＲＧＮ：Ｒ３８、Ｒ４３、Ｒ５１、Ｒ５３、Ｒ６８；
ＭＢＰ：Ｒ３１、Ｒ４３、Ｒ４９、Ｒ６５、Ｒ１０７、Ｒ１１３、Ｒ１６２、Ｒ１６９；
およびＧＦＡＰ：Ｒ８８、Ｒ１０５、Ｒ１２４、Ｒ１２６、Ｒ１３６、Ｒ１７３、Ｒ２１
７、Ｒ２５８、Ｒ２７０、Ｒ２８６、Ｒ２８７、Ｒ３６７、Ｒ４０６および前述のいずれ
かの組み合わせにおける残基におけるシトルリン化を患者における脳損傷診断に用いるこ
とができる。より具体的な実施形態においては、検出および定量はタンパク質または特異
的アミノ酸残基の非修飾型に対する修飾型の比率に向けることができる。
【００１０】
　本発明は、無症候性および顕性脳損傷の両方の易罹患性または存在の予測に適用可能で
ある。本発明は、顕性脳卒中への進行を予防するために、常用的臨床評価が正常である無
症候性脳損傷を有する乳児、小児および成人を特定するのに有用なタンパク質診断／予後
判定をさらに提供する。より具体的には、本発明のタンパク質診断／予後判定は乳児、小
児および成人における治療法の有効性を評価およびモニタリングするために用いることが
できる。実際、本願に記載されたタンパク質診断／予後判定は、脳損傷のリスクの高い疾
患乳児、小児、および成人において脳損傷を鑑別し、かつ転帰を予測するために用いるこ
とができる。
【００１１】
　その他の実施形態においては、タンパク質診断／予後判定は（１）手術時を含めた生命
維持かまたは心肺バイパスの状態にある小児または成人の脳損傷を（初期損傷または疾患
に関わりなく）鑑別して潜在的な神経損傷を評価し；（２）血液脳関門の浸透性を鑑別し
；かつ／または（３）変性脳疾患を鑑別するために用いることができる。
【００１２】
　さらに、タンパク質のシトルリン化は一部のタンパク質の免疫原性を高めると提唱され
ているため、シトルリン化脳タンパク質の同定は慢性外傷性脳症、アルツハイマー病、多
発性硬化症およびパーキンソン病などの慢性神経変性疾患の診断にとって非常に重要とな
りうる。これらのタンパク質の種々のシトルリン化型に対する自己抗体が脳損傷後に自己
抗原として作用し、脳損傷を悪化させる可能性もある。したがって、これらの自己抗体の
検出（または遮断）は予後の改善、リスクの層化、または治療を目的として使用できる可
能性もある。
【００１３】
　したがって、本発明は患者の脳損傷を診断するための方法を提供する。１つの実施形態
においては、患者の脳損傷を診断するための方法は、（ａ）患者からサンプルを入手する
こと；（ｂ）１つまたはそれ以上の脳損傷バイオマーカータンパク質の１つまたはそれ以
上のアルギニン残基における非修飾アルギニン残基に対するシトルリン化アルギニン残基
の比率を判定すること；および（ｃ）当該比率を脳損傷を有する患者または脳損傷のない
患者と相関させ、これにより診断を提供することという段階を含む。
【００１４】
　サンプルは、血液、末梢血、血清、血漿、脳脊髄液、尿、唾液、糞便および滑液からな
る群から選択することができる。具体的な実施形態においては、サンプルは血液、血漿血
清、脳脊髄液（ＣＳＦ）または尿である。より具体的な実施形態においては、サンプルは
ＣＳＦである。他の具体的な実施形態においては、サンプルは血液である。代替的な実施
形態においては、サンプルは血清である。
【００１５】
　一定の実施形態においては、判定する段階は質量分析法を用いて遂行される。特定の実
施形態においては、判定する段階は多重反応モニタリング質量分析法（ＭＲＭ－ＭＳ）を
用いて遂行される。他の実施形態においては、判定する段階はイムノアッセイを用いて遂
行される。さらなる実施形態においては、アプタマー、ペプチドまたは他の捕捉／検出系
が用いられる。
【００１６】
　具体的な実施形態においては、１つまたはそれ以上の脳損傷バイオマーカータンパク質
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はニューログラニン（ＮＲＧＮ）、ミエリン塩基性タンパク質、（ＭＢＰ）、グリア細胞
線維性酸性タンパク質（ＧＦＡＰ）、ペプチジルアルギニンデイミナーゼ（ＰＡＤ）、そ
のアイソフォーム、その翻訳後修飾型、または前述のいずれかの組み合わせである。より
具体的な実施形態においては、脳損傷バイオマーカータンパク質はＮＲＧＮ、そのアイソ
フォーム、またはその翻訳後修飾型である。他の具体的な実施形態においては、脳損傷バ
イオマーカータンパク質はＭＢＰ、そのアイソフォーム、またはその翻訳後修飾型である
。さらなる他の実施形態においては、脳損傷バイオマーカータンパク質はＧＦＡＰ、その
アイソフォーム、またはその翻訳後修飾型である。さらなる実施形態においては、脳損傷
バイオマーカータンパク質にはＰＡＤ－２、そのアイソフォーム、またはその翻訳後修飾
型がある。
【００１７】
　さらなる他の実施形態においては、脳損傷バイオマーカータンパク質はチューブリンβ
－４Ｂ鎖；チューブリンα－１Ｂ鎖；ＣＮＰアーゼ；ＰＰＩＡ；セプチン－７；伸長因子
１－α２；ＴＰＰＰ；ＴＰＰＰ３；エルミンアイソフォーム２；ＮＤＲＧ２アイソフォー
ム２、アストロタクチン１（ＡＳＴＮ１）、脳血管新生阻害物質３（ＢＡＩ３）；カルノ
シンジペプチダーゼ１（ＣＮＤＰ１）；ＥＲＭＩＮ；グリア細胞線維性酸性タンパク質（
ＧＦＡＰ）；代謝型グルタミン酸受容体３型（ＧＲＭ３）；ケルヒ様タンパク質３２（Ｋ
ＬＨ３２）；メラノーマ抗原ファミリーＥ，２（ＭＡＧＥ２）；ミエリン塩基性タンパク
質（ＭＢＰ）；ニューレグリン３（ＮＲＧ３）；ニューログラニン（ＮＲＧＮ）；オリゴ
デンドロサイトミエリン糖タンパク質（ＯＭＧ）；溶質輸送体ファミリー３９（亜鉛輸送
体）；レティキュロン（ＲＴＮ１）；およびペプチジルアルギニンデイミナーゼ（１～４
および６型）（ＰＡＤ）；そのアイソフォーム；その翻訳後修飾型；または前述のいずれ
かの組み合わせからなる群から選択される１つまたはそれ以上のタンパク質である。
【００１８】
　本発明は、（ａ）患者から採取したサンプルにおける１つまたはそれ以上のシトルリン
化ペプチドの対応する非修飾ペプチドに対する比率を質量分析法を用いて判定すること；
および（ｂ）当該比率を脳損傷を有する患者または脳損傷のない患者と相関させ、それに
より診断を提供することという段階を含む、患者における脳損傷を診断するための方法も
提供する。代替的な実施形態においては、患者の脳損傷を診断するための方法は（ａ）患
者から採取したサンプルにおける１つまたはそれ以上のシトルリン化ペプチドの対応する
非修飾ペプチドに対する比率を質量分析法を用いて判定すること；および（ｂ）事前に定
義する比率の１つとの相関が診断を提供することを特徴とする、当該比率を脳損傷を有す
る患者と相関する同じペプチドの事前に定義する比率および脳損傷のない患者と相関する
同じペプチドの事前に定義する比率と比較することという段階を含む。
【００１９】
　そのような実施形態においては、１つまたはそれ以上のペプチドはチューブリンβ－４
Ｂ鎖、チューブリンα－１Ｂ鎖、ＣＮＰアーゼ、ＰＰＩＡ、セプチン－７、伸長因子１－
α２、ＴＰＰＰ、ＴＰＰＰ３、エルミンアイソフォーム２、ＮＤＲＧ２アイソフォーム２
、ＡＳＴＮ１、ＢＡＩ３、ＣＮＤＰ１、ＥＲＭＩＮ、ＧＦＡＰ、ＧＲＭ３、ＫＬＨ３２、
ＭＡＧＥ２、ＭＢＰ、ＮＲＧ３、ＮＲＧＮ、ＯＭＧ、ＳＬＣ３９Ａ１２、ＲＴＮ１、ＭＴ
３、ＰＡＤ（ＰＡＤ－２を含む）、そのアイソフォーム、その翻訳後修飾型、または前述
のいずれかの組み合わせからなる群から選択される。代替的には、１つまたはそれ以上の
ペプチドはＮＲＧＮ、ＭＢＰ、ＧＦＡＰ、ＰＡＤまたはその組み合わせである。他の実施
形態においては、１つまたはそれ以上のペプチドはＮＲＧＮ、ＭＢＰ、ＧＦＡＰ、そのア
イソフォーム、その翻訳後修飾型、または前述のいずれかの組み合わせである。
【００２０】
　具体的な実施形態においては、本発明は（ａ）患者から採取したサンプルにおける１つ
またはそれ以上の翻訳後修飾ペプチドの対応する非修飾ペプチドに対する比率をＭＲＭ－
ＭＳを用いて判定すること；および（ｂ）当該比率を脳損傷を有する患者または脳損傷の
ない患者と相関させ、それにより診断を提供することという段階を含む、患者における脳
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損傷を診断するための方法も提供する。他の具体的な実施形態においては、患者における
脳損傷を診断するための方法は（ａ）患者から採取したサンプルにおける１つまたはそれ
以上の翻訳後修飾ペプチドの対応する非修飾ペプチドに対する比率をＭＲＭ－ＭＳを用い
て判定すること；および（ｂ）事前に定義する比率の１つとの相関が診断を提供すること
を特徴とする、１つまたはそれ以上の比率を脳損傷を有する患者と相関する同じ翻訳後修
飾／非修飾ペプチドの事前に定義する比率および脳損傷のない患者と相関する同じ翻訳後
修飾／非修飾ペプチドの事前に定義する比率と比較することという段階を含む。
【００２１】
　そのような実施形態においては、翻訳後修飾はシトルリン化、酸化、メチル化、リン酸
化、システイン化ｓ－ニトロソ化、ｓ－グルタチオレーションまたはその組み合わせであ
る。さらに、１つまたはそれ以上のペプチドはチューブリンβ－４Ｂ鎖、チューブリンα
－１Ｂ鎖、ＣＮＰアーゼ、ＰＰＩＡ、セプチン－７、伸長因子１－α２、ＴＰＰＰ、ＴＰ
ＰＰ３、エルミンアイソフォーム２、ＮＤＲＧ２アイソフォーム２、ＡＳＴＮ１、ＢＡＩ
３、ＣＮＤＰ１、ＥＲＭＩＮ、ＧＦＡＰ、ＧＲＭ３、ＫＬＨ３２、ＭＡＧＥ２、ＭＢＰ、
ＮＲＧ３、ＮＲＧＮ、ＯＭＧ、ＳＬＣ３９Ａ１２、ＲＴＮ１、ＰＡＤ、そのアイソフォー
ム、その翻訳後修飾型、または前述のいずれかの組み合わせからなる群から選択すること
ができる。具体的な実施形態においては、１つまたはそれ以上のペプチドはＮＲＧＮ、Ｍ
ＢＰ、ＧＦＡＰ、ＰＡＤ、そのアイソフォーム、その翻訳後修飾型、または前述のいずれ
かの組み合わせである。
【００２２】
　他の実施形態においては、患者における脳損傷を診断するための方法は（ａ）患者から
採取したサンプルにおける１つまたはそれ以上のシトルリン化ペプチドの対応する非修飾
ペプチドに対する比率を質量分析法を用いて判定すること；（ｂ）患者から採取した同じ
サンプルにおける１つまたはそれ以上の翻訳後修飾ペプチドの対応する非修飾ペプチドに
対する比率をＭＲＭ－ＭＳを用いて判定すること；（ｃ）１つまたはそれ以上のシトルリ
ン化：非修飾ペプチドの比率を１つまたはそれ以上の翻訳後修飾：非修飾ペプチド比率と
比較すること；および（ｄ）比較した比率を脳損傷を有する患者または脳損傷のない患者
と相関させ、これにより診断を提供することという段階を含む。
【００２３】
　他の実施形態においては、患者における脳損傷を診断するための方法は（ａ）ＮＲＧＮ
、ＰＡＤ、ＭＢＰ、ＧＦＡＰ、そのアイソフォーム、その翻訳後修飾型、または前述のい
ずれかの組み合わせのうち１つまたはそれ以上の１つまたはそれ以上のアルギニン部位の
シトルリン化の程度を判定すること；および（ｂ）シトルリン化の程度を脳損傷を有する
患者または脳損傷のない患者と相関させ、それにより診断を提供することという段階を含
む。
【００２４】
　具体的な実施形態においては、ペプチドは表５～９、１１～１２、および１４～１７に
示す１つまたはそれ以上のペプチドである。他の実施形態においては、ペプチドはＮＲＧ
Ｎ、ＭＢＰ、ＧＦＡＰ、およびＰＤＡ、そのアイソフォーム、その翻訳後修飾型、または
前述のいずれかの組み合わせの約８から約４５アミノ酸残基のアミノ酸配列を含む。さら
なる実施形態においては、ペプチドはチューブリンβ－４Ｂ鎖、チューブリンα－１Ｂ鎖
、ＣＮＰアーゼ、ＰＰＩＡ、セプチン－７、伸長因子１－α２、ＴＰＰＰ、ＴＰＰＰ３、
エルミンアイソフォーム２、ＮＤＲＧ２アイソフォーム２、ＡＳＴＮ１、ＢＡＩ３、ＣＮ
ＤＰ１、ＥＲＭＩＮ、ＧＦＡＰ、ＧＲＭ３、ＫＬＨ３２、ＭＡＧＥ２、ＭＢＰ、ＮＲＧ３
、ＮＲＧＮ、ＯＭＧ、ＳＬＣ３９Ａ１２、ＲＴＮ１、ＰＡＤ、そのアイソフォーム、その
翻訳後修飾型、または前述のいずれかの組み合わせの約８から約４５アミノ酸残基のアミ
ノ酸配列を含む。
【００２５】
　他の実施形態においては、本発明はシトルリン化脳損傷バイオマーカータンパク質／ペ
プチドの濃度またはレベルを判定するための方法を提供する。１つの実施形態においては
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、患者における脳損傷を診断するための方法は（ａ）患者から採取したサンプルにおける
１つまたはそれ以上のシトルリン化脳損傷バイオマーカータンパク質のレベルを測定する
こと；および（ｂ）事前に定義するレベルの１つとの相関が診断を提供することを特徴と
する、１つまたはそれ以上のバイオマーカーのレベルを、脳損傷を有する患者と相関する
同じバイオマーカーの事前に定義するレベルおよび脳損傷のない患者と相関する同じバイ
オマーカーの事前に定義するレベルと比較することという段階を含む。
【００２６】
　具体的な実施形態においては、１つまたはそれ以上の脳損傷バイオマーカータンパク質
はチューブリンβ－４Ｂ鎖、チューブリンα－１Ｂ鎖、ＣＮＰアーゼ、ＰＰＩＡ、セプチ
ン－７、伸長因子１－α２、ＴＰＰＰ、ＴＰＰＰ３、エルミンアイソフォーム２、ＮＤＲ
Ｇ２アイソフォーム２、ＡＳＴＮ１、ＢＡＩ３、ＣＮＤＰ１、ＥＲＭＩＮ、ＧＦＡＰ、Ｇ
ＲＭ３、ＫＬＨ３２、ＭＡＧＥ２、ＭＢＰ、ＮＲＧ３、ＮＲＧＮ、ＯＭＧ、ＳＬＣ３９Ａ
１２、ＲＴＮ１、ＭＴ３、ＰＡＤ、そのアイソフォーム、その翻訳後修飾型、または前述
のいずれかの組み合わせである。代替的には、１つまたはそれ以上の脳損傷バイオマーカ
ータンパク質はＮＲＧＮ、ＭＢＰ、ＧＦＡＰ、ＰＡＤ、そのアイソフォーム、その翻訳後
修飾型、または前述のいずれかの組み合わせである。具体的な実施形態においては、脳損
傷バイオマーカータンパク質はＮＲＧＮ、そのアイソフォーム、またはその翻訳後修飾型
である。他の実施形態においては、脳損傷バイオマーカータンパク質はＭＢＰ、そのアイ
ソフォーム、またはその翻訳後修飾型である。さらなる他の実施形態においては、脳損傷
バイオマーカータンパク質はＧＦＡＰ、そのアイソフォーム、またはその翻訳後修飾型で
ある。さらなる実施形態においては、脳損傷バイオマーカータンパク質はＰＡＤ、そのア
イソフォーム、またはその翻訳後修飾型である。
【００２７】
　そのような実施形態においては、サンプルは血液、末梢血、血清、血漿、脳脊髄液、尿
、唾液、糞便および滑液からなる群から選択することができる。具体的な実施形態におい
ては、サンプルは血液、血漿血清、脳脊髄液（ＣＳＦ）または尿である。より具体的な実
施形態においては、サンプルはＣＳＦである。他の具体的な実施形態においては、サンプ
ルは血液である。さらなる他の実施形態においては、サンプルは血清である。
【００２８】
　一定の実施形態においては、判定する段階は質量分析法を用いて遂行される。特定の実
施形態においては、判定する段階は多重反応モニタリング質量分析法（ＭＲＭ－ＭＳ）を
用いて遂行される。他の実施形態においては、判定する段階はイムノアッセイを用いて遂
行される。さらなる実施形態においては、アプタマー、ペプチドまたは他の捕捉／検出系
が用いられる。
【００２９】
　本発明は、（ａ）患者からサンプルを採取すること；（ｂ）シトルリン化脳損傷バイオ
マーカータンパク質のパネルがＮＲＧＮ、ＭＢＰ、ＧＦＡＰ、ＰＡＤ、そのアイソフォー
ム、その翻訳後修飾型、または前述のいずれかの組み合わせを含むことを特徴とする、質
量分析法を用いて患者から採取したサンプル中のバイオマーカーのパネルのレベルを測定
すること；および（ｃ）事前に定義するレベルの１つとの相関が診断を提供することを特
徴とする、バイオマーカーのパネルのレベルを脳損傷を有する患者と相関する同じバイオ
マーカーのパネルの事前に定義するレベルおよび脳損傷のない患者と相関する同じバイオ
マーカーのパネルの事前に定義するレベルと比較することという段階を含む、患者の脳損
傷を診断するための方法も提供する。
【００３０】
　バイオマーカーのパネルは、チューブリンβ－４Ｂ鎖、チューブリンα－１Ｂ鎖、ＣＮ
Ｐアーゼ、ＰＰＩＡ、セプチン－７、伸長因子１－α２、ＴＰＰＰ、ＴＰＰＰ３、エルミ
ンアイソフォーム２、ＮＤＲＧ２アイソフォーム２、ＡＳＴＮ１、ＢＡＩ３、ＣＮＤＰ１
、ＥＲＭＩＮ、ＧＲＭ３、ＫＬＨ３２、ＭＡＧＥ２、ＮＲＧ３、ＯＭＧ、ＳＬＣ３９Ａ１
２、ＲＴＮ１、ＭＴ３、そのアイソフォーム、その翻訳後修飾型、または前述のいずれか
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の組み合わせからなる群から選択される１つまたはそれ以上のシトルリン化脳損傷バイオ
マーカータンパク質をさらに含むことができる。
【００３１】
　他の実施形態においては、患者の脳損傷の状態を判定する方法は（ａ）患者からサンプ
ルを採取すること；（ｂ）シトルリン化脳損傷バイオマーカータンパク質のパネルがＮＲ
ＧＮ、ＭＢＰ、ＧＦＡＰ、ＰＡＤ、そのアイソフォーム、その翻訳後修飾型、または前述
のいずれかの組み合わせを含むことを特徴とする、患者から採取したサンプルにおけるバ
イオマーカーのパネルのレベルをＳＲＭ－ＭＳを用いて測定すること；および（ｃ）事前
に定義するレベルの１つとの相関が患者の脳損傷状態を判定することを特徴とする、バイ
オマーカーパネルのレベルを、脳損傷を有すること、脳損傷がないこと、脳損傷が進行す
ること、および脳損傷が後退することからなる群から選択される１つまたはそれ以上の脳
損傷状態と相関する同じバイオマーカーのパネルの事前に定義するレベルと比較すること
という段階を含む。他の実施形態においては、バイオマーカーのパネルは、チューブリン
β－４Ｂ鎖、チューブリンα－１Ｂ鎖、ＣＮＰアーゼ、ＰＰＩＡ、セプチン－７、伸長因
子１－α２、ＴＰＰＰ、ＴＰＰＰ３、エルミンアイソフォーム２、ＮＤＲＧ２アイソフォ
ーム２、ＡＳＴＮ１、ＢＡＩ３、ＣＮＤＰ１、ＥＲＭＩＮ、ＧＲＭ３、ＫＬＨ３２、ＭＡ
ＧＥ２、ＮＲＧ３、ＯＭＧ、ＳＬＣ３９Ａ１２、ＲＴＮ１、ＭＴ３、そのアイソフォーム
、その翻訳後修飾型、または前述のいずれかの組み合わせからなる群から選択される１つ
またはそれ以上のシトルリン化脳損傷バイオマーカータンパク質をさらに含む。
【００３２】
　本発明は患者の脳損傷を診断する際の使用のための診断キットも提供する。１つの実施
形態においては、患者の脳損傷を診断するためのキットは（ａ）患者から生体サンプルを
採取するための基材；および（ｂ）ＮＲＧＮ、ＭＢＰ、ＧＦＡＰ、ＰＡＤ、そのアイソフ
ォーム、その翻訳後修飾型、またな前述のいずれかの組み合わせからなる群から選択され
る１つまたはそれ以上のヒトシトルリン化脳損傷バイオマーカータンパク質のレベルを測
定するための手段を含む。他の実施形態においては、１つまたはそれ以上のヒトシトルリ
ン化脳損傷バイオマーカータンパク質はさらにチューブリンβ－４Ｂ鎖、チューブリンα
－１Ｂ鎖、ＣＮＰアーゼ、ＰＰＩＡ、セプチン－７、伸長因子１－α２、ＴＰＰＰ、ＴＰ
ＰＰ３、エルミンアイソフォーム２、ＮＤＲＧ２アイソフォーム２、ＡＳＴＮ１、ＢＡＩ
３、ＣＮＤＰ１、ＥＲＭＩＮ、ＧＲＭ３、ＫＬＨ３２、ＭＡＧＥ２、ＮＲＧ３、ＯＭＧ、
ＳＬＣ３９Ａ１２、ＲＴＮ１、ＭＴ３、そのアイソフォーム、その翻訳後修飾型、または
前述のいずれかの組み合わせをさらに含む。
【００３３】
　一定の実施形態においては、ＧＦＡＰにおける１つまたはそれ以上のシトルリン化ペプ
チドの対応する非修飾ペプチドに対する比率はSEQ ID（配列番号）NO:28:SEQ ID NO:27; 
SEQ ID NO:30:SEQ ID NO:29; SEQ ID NO:40:SEQ ID NO:41; SEQ ID NO:42:SEQ ID NO:43;
 SEQ ID NO:44: SEQ ID NO:45; SEQ ID NO:46: SEQ ID NO:47; SEQ ID NO:48: SEQ ID NO
:49; SEQ ID NO:50: SEQ ID NO:51; SEQ ID NO:52: SEQ ID NO:53; SEQ ID NO:54: SEQ I
D NO:55; SEQ ID NO:56: SEQ ID NO:57; SEQ ID NO:91: SEQ ID NO:92; SEQ ID NO:93: S
EQ ID NO:94; SEQ ID NO:95: SEQ ID NO:96; SEQ ID NO:97: SEQ ID NO:27; SEQ ID NO:9
8: SEQ ID NO:160; SEQ ID NO:118: SEQ ID NO:119; SEQ ID NO:120: SEQ ID NO:121; SE
Q ID NO:122: SEQ ID NO:123; and SEQ ID NO:124: SEQ ID NO:125のうち１つまたはそれ
以上である。
【００３４】
　他の実施形態においては、ＭＢＰにおける１つまたはそれ以上のシトルリン化ペプチド
の対応する非修飾ペプチドに対する比率はSEQ ID NO:32: SEQ ID NO:31; SEQ ID NO:34: 
SEQ ID NO:33; SEQ ID NO:75: SEQ ID NO:74; SEQ ID NO:77: SEQ ID NO:76; SEQ ID NO:
68: SEQ ID NO:69; SEQ ID NO:79: SEQ ID NO:78; SEQ ID NO:80: SEQ ID NO:78; SEQ ID
 NO:104: SEQ ID NO:105; SEQ ID NO:106: SEQ ID NO:107; SEQ ID NO:108: SEQ ID NO:1
09; SEQ ID NO:110: SEQ ID NO:111; SEQ ID NO:112: SEQ ID NO:113; SEQ ID NO:114: S
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EQ ID NO:115; and SEQ ID NO:116: SEQ ID NO:117のうち1つまたはそれ以上である。
【００３５】
　さらなる実施形態においては、ＮＲＧＮ中の１つまたはそれ以上のシトルリン化ペプチ
ドの対応する非修飾ペプチドに対する比率は、SEQ ID NO:35: SEQ ID NO:36; SEQ ID NO:
37: SEQ ID NO:157; SEQ ID NO:71: SEQ ID NO:73; SEQ ID NO:77: SEQ ID NO:159; and 
SEQ ID NO:99: SEQ ID NO:100のうち１つまたはそれ以上である。
【００３６】
　追加的実施形態においては、表１７に列挙されたタンパク質中の１つまたはそれ以上の
シトルリン化ペプチドの対応する非修飾ペプチドに対する比率は、SEQ ID NO:128: SEQ I
D NO:129; SEQ ID NO:130: SEQ ID NO:131; SEQ ID NO:132: SEQ ID NO:133; SEQ ID NO:
134: SEQ ID NO:135; SEQ ID NO:136: SEQ ID NO:137; SEQ ID NO:138: SEQ ID NO:139; 
SEQ ID NO:140: SEQ ID NO:141; SEQ ID NO:142: SEQ ID NO:143; SEQ ID NO:144: SEQ I
D NO:145; SEQ ID NO:146: SEQ ID NO:147; SEQ ID NO:148: SEQ ID NO:149; SEQ ID NO:
150: SEQ ID NO:151; SEQ ID NO:152: SEQ ID NO:153; and SEQ ID NO:154: SEQ ID NO:1
55のうち１つまたはそれ以上である。
【００３７】
　さらに、本発明はSEQ ID NO:28:SEQ ID NO:27; SEQ ID NO:30:SEQ ID NO:29; SEQ ID N
O:40:SEQ ID NO:41; SEQ ID NO:42:SEQ ID NO:43; SEQ ID NO:44: SEQ ID NO:45; SEQ ID
 NO:46: SEQ ID NO:47; SEQ ID NO:48: SEQ ID NO:49; SEQ ID NO:50: SEQ ID NO:51; SE
Q ID NO:52: SEQ ID NO:53; SEQ ID NO:54: SEQ ID NO:55; SEQ ID NO:56: SEQ ID NO:57
; SEQ ID NO:91: SEQ ID NO:92; SEQ ID NO:93: SEQ ID NO:94; SEQ ID NO:95: SEQ ID N
O:96; SEQ ID NO:97: SEQ ID NO:27; SEQ ID NO:98: SEQ ID NO:160; SEQ ID NO:118: SE
Q ID NO:119; SEQ ID NO:120: SEQ ID NO:121; SEQ ID NO:122: SEQ ID NO:123; SEQ ID 
NO:124: SEQ ID NO:125; SEQ ID NO:32: SEQ ID NO:31; SEQ ID NO:34: SEQ ID NO:33; S
EQ ID NO:75: SEQ ID NO:74; SEQ ID NO:77: SEQ ID NO:76; SEQ ID NO:68: SEQ ID NO:6
9; SEQ ID NO:79: SEQ ID NO:78; SEQ ID NO:80: SEQ ID NO:78; SEQ ID NO:104: SEQ ID
 NO:105; SEQ ID NO:106: SEQ ID NO:107; SEQ ID NO:108: SEQ ID NO:109; SEQ ID NO:1
10: SEQ ID NO:111; SEQ ID NO:112: SEQ ID NO:113; SEQ ID NO:114: SEQ ID NO:115; S
EQ ID NO:116: SEQ ID NO:117; SEQ ID NO:35: SEQ ID NO:36; SEQ ID NO:37: SEQ ID NO
:157; SEQ ID NO:71: SEQ ID NO:73; SEQ ID NO:77: SEQ ID NO:159; SEQ ID NO:99: SEQ
 ID NO:100; SEQ ID NO:128: SEQ ID NO:129; SEQ ID NO:130: SEQ ID NO:131; SEQ ID N
O:132: SEQ ID NO:133; SEQ ID NO:134: SEQ ID NO:135; SEQ ID NO:136: SEQ ID NO:137
; SEQ ID NO:138: SEQ ID NO:139; SEQ ID NO:140: SEQ ID NO:141; SEQ ID NO:142: SEQ
 ID NO:143; SEQ ID NO:144: SEQ ID NO:145; SEQ ID NO:146: SEQ ID NO:147; SEQ ID N
O:148: SEQ ID NO:149; SEQ ID NO:150: SEQ ID NO:151; SEQ ID NO:152: SEQ ID NO:153
; and SEQ ID NO:154: SEQ ID NO:155を含むがこれに限定されない本願に提供される前述
のシトルリン化または他の翻訳後修飾ペプチドの対応する非修飾ペプチドに対する比率の
うちいずれかの組み合わせにも備える。
【００３８】
　他の態様においては、本発明は本願に記載される１つまたはそれ以上のシトルリン化バ
イオマーカーペプチドに対する自己抗体を検出することにより脳損傷を診断するための方
法を提供する。１つの実施形態においては、対象の脳損傷を診断するための方法は、（ａ
）患者からサンプルを採取すること；（ｂ）対象から採取したサンプルにおけるシトルリ
ン化脳損傷バイオマーカーペプチドに対する自己抗体の存在を検出すること；および（ｃ
）シトルリン化脳損傷バイオマーカーペプチドに対する自己抗体の量を脳損傷を有する患
者または脳損傷のない患者と相関させ、これにより診断を提供することという段階を含む
。他の実施形態においては、検出する段階は（ａ）対象から採取した生体サンプルをシト
ルリン化脳損傷バイオマーカーペプチドと接触させること；および（ｂ）結合の検出が対
象におけるシトルリン化脳損傷バイオマーカーペプチド自己抗体の存在を示すことを特徴
とする、ペプチドとペプチドに特異的な自己抗体の結合を検出するこという段階を含む。
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具体的な実施形態においては、結合は固相酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）、免疫沈降測定
法または免疫ブロット法によって検出される。一定の実施形態においては、シトルリン化
脳損傷バイオマーカーペプチドはＮＲＧＮ、ＭＢＰ、ＧＦＡＰ、ＰＡＤ－２、チューブリ
ンβ－４Ｂ鎖、チューブリンα－１Ｂ鎖、ＣＮＰアーゼ、ＰＰＩＡ、セプチン－７、伸長
因子１－α２、ＴＰＰＰ、ＴＰＰＰ３、エルミンアイソフォーム２、およびＮＤＲＧ２ア
イソフォーム２のうち１つまたはそれ以上である。他の実施形態においては、シトルリン
化脳損傷バイオマーカーペプチドはＡＳＴＮ１、ＢＡＩ３、ＣＮＤＰ１、ＥＲＭＩＮ、Ｇ
ＦＡＰ、ＧＲＭ３、ＫＬＨ３２、ＭＡＧＥ２、ＭＢＰ、ＮＲＧ３、ＮＲＧＮ、ＯＭＧ、Ｓ
ＬＣ３９Ａ１２、ＲＴＮ１、ＭＴ３、ＰＡＤのうち１つまたはそれ以上をさらに含む。
【００３９】
　他の実施形態においては、対象における脳損傷治療法の有効性を評価するための方法は
、（ａ）脳損傷治療法に先立ち対象におけるｃｉｔ－ＮＲＧＮ、ｃｉｔ－ＭＢＰ、および
ｃｉｔ－ＧＦＡＰに対する自己抗体のベースラインレベルを確立すること；（ｂ）脳損傷
治療法の開始後少なくとも１つの時点でｃｉｔ－ＮＲＧＮ、ｃｉｔ－ＭＢＰ、およびｃｉ
ｔ－ＧＦＡＰペプチドを用いてｃｉｔ－ＮＲＧＮ、ｃｉｔ－ＭＢＰ、およびｃｉｔ－ＧＦ
ＡＰに対する自己抗体のレベルをモニタリングすること；および（ｃ）自己抗体のレベル
の低下が脳損傷治療法の有効性を示すことを特徴とする、ｃｉｔ－ＮＲＧＮ、ｃｉｔ－Ｍ
ＢＰ、およびｃｉｔ－ＧＦＡＰに対する自己抗体の実測レベルをｃｉｔ－ＮＲＧＮ、ｃｉ
ｔ－ＭＢＰ、およびｃｉｔ－ＧＦＡＰに対する自己抗体のベースラインレベルと比較する
ことという段階を含む。具体的な実施形態においては、ｃｉｔ－ＮＲＧＮ、ｃｉｔ－ＭＢ
Ｐ、およびｃｉｔ－ＧＦＡＰに対する自己抗体のレベルはＥＬＩＳＡ、免疫沈降測定法、
または免疫ブロット法によって測定される。他の実施形態においては、自己抗体のベース
ラインはシトルリン化チューブリンβ－４Ｂ鎖、チューブリンα－１Ｂ鎖、ＣＮＰアーゼ
、ＰＰＩＡ、セプチン－７、伸長因子１－α２、ＴＰＰＰ、ＴＰＰＰ３、エルミンアイソ
フォーム２、およびＮＤＲＧ２アイソフォーム２のうち１つまたはそれ以上についても確
立される。他の実施形態においては、自己抗体のベースラインレベルはＡＳＴＮ１、ＢＡ
Ｉ３、ＣＮＤＰ１、ＥＲＭＩＮ、ＧＦＡＰ、ＧＲＭ３、ＫＬＨ３２、ＭＡＧＥ２、ＭＢＰ
、ＮＲＧ３、ＮＲＧＮ、ＯＭＧ、ＳＬＣ３９Ａ１２、ＲＴＮ１、ＭＴ３、ＰＡＤのうち１
つまたはそれ以上についても確立される。
【００４０】
　さらなる実施形態においては、対象における脳損傷状態を認定するための方法は（ａ）
対象に由来する生体サンプル中のｃｉｔ－ＮＲＧＮ、ｃｉｔ－ＭＢＰ、およびｃｉｔ－Ｇ
ＦＡＰに対する自己抗体のレベルを測定すること；および（ｂ）測定値を脳損傷状態と相
関させることという段階を含む。具体的な実施形態においては、ｃｉｔ－ＮＲＧＮ、ｃｉ
ｔ－ＭＢＰ、およびＧＦＡＰに対する自己抗体のレベルはＥＬＩＳＡ、免疫沈降測定法、
または免疫ブロット法によって測定される。具体的な実施形態においては、脳損傷状態は
、脳損傷のリスク、脳損傷の発症、脳損傷の有無、脳損傷の病期、脳損傷のサブタイプ、
対象の予後、および脳損傷の治療の有効性からなる群から選択される。
【００４１】
　他の態様においては、本発明は対象におけるシトルリン化ペプチドに対する自己抗体（
ｃｉｔ－ペプチド自己抗体）の存在を検出するための方法に関する。一定の実施形態にお
いては、シトルリン化ペプチドはＭＢＰ、ＧＦＡＰ、チューブリンβ－４Ｂ鎖、チューブ
リンα－１Ｂ鎖、ＣＮＰアーゼ、ＰＰＩＡ、セプチン－７、伸長因子１－α２、ＴＰＰＰ
、ＴＰＰＰ３、エルミンアイソフォーム２、ＮＤＲＧ２アイソフォーム２、ＡＳＴＮ１、
ＢＡＩ３、ＣＮＤＰ１、ＥＲＭＩＮ、ＧＦＡＰ、ＧＲＭ３、ＫＬＨ３２、ＭＡＧＥ２、Ｎ
ＲＧ３、ＮＲＧＮ、ＯＭＧ、ＳＬＣ３９Ａ１２、ＲＴＮ１、ＭＴ３、およびＰＡＤ２、さ
らには表１～１１および１３～１７に列記されたペプチドである。本発明は、非修飾ペプ
チドに対する自己抗体の存在を検出するための方法にも関する。
【００４２】
　具体的な実施形態においては、方法は対象から採取した生体サンプルを本発明のポリペ
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プチドと接触させること、およびポリペプチドとポリペプチドに特異的な自己抗体の結合
を検出することを含み、結合の検出が対象におけるｃｉｔ－ポリペプチド自己抗体の存在
を示すことを特徴とする。そのような方法においては、結合は固相酵素免疫測定法（ＥＬ
ＩＳＡ）、免疫沈降測定法または免疫ブロット法によって検出することができる。
【００４３】
　さらに他の態様においては、本発明は対象における脳損傷治療法の有効性を評価するた
めの方法に関する。具体的な実施形態においては、方法は脳損傷治療法に先立ち対象にお
けるｃｉｔ－ペプチド自己抗体のベースラインレベルを確立すること；脳損傷治療法の開
始後少なくとも１つの時点において本発明のポリペプチドを用いてｃｉｔ－ペプチド自己
抗体のレベルをモニタリングすること；およびｃｉｔ－ペプチド自己抗体の実測レベルを
ｃｉｔ－ペプチド自己抗体のベースラインレベルと比較することを含み、ペプチド自己抗
体のレベルの低下が脳損傷治療法の有効性を示すことを特徴とする。ペプチドは、１つま
たはそれ以上のペプチドであることができ、ＭＢＰ、ＧＦＡＰ、ＰＡＤ－２，チューブリ
ンβ－４Ｂ鎖、チューブリンα－１Ｂ鎖、ＣＮＰアーゼ、ＰＰＩＡ、セプチン－７、伸長
因子１－α２、ＴＰＰＰ、ＴＰＰＰ３、エルミンアイソフォーム２、ＮＤＲＧ２アイソフ
ォーム２、ＡＳＴＮ１、ＢＡＩ３、ＣＮＤＰ１、ＥＲＭＩＮ、ＧＦＡＰ、ＧＲＭ３、ＫＬ
Ｈ３２、ＭＡＧＥ２、ＮＲＧ３、ＮＲＧＮ、ＯＭＧ、ＳＬＣ３９Ａ１２、ＲＴＮ１、ＭＴ
３、およびＰＡＤ２である。そのような方法においては、結合は固相酵素免疫測定法（Ｅ
ＬＩＳＡ）、免疫沈降測定法または免疫ブロット法によって検出することができる。
【００４４】
　さらなる態様においては、本発明は対象の脳損傷状態を認定するための方法に関する。
脳損傷状態を認定することは、脳損傷のリスク、脳損傷の発症、脳損傷の有無、脳損傷の
病期、脳損傷のサブタイプ、対象の予後、および脳損傷の治療の有効性を認定することで
あることができる。一定の実施形態においては、方法は対象に由来する生体サンプル中の
ｃｉｔ－ペプチド自己抗体のレベルを測定すること；および測定値を脳損傷状態と相関さ
せることを含む。１つの実施形態においては、ｃｉｔ－ペプチド自己抗体のレベルは本願
に記載のポリペプチドを用いて測定される。他の実施形態においては、ｃｉｔ－ペプチド
自己抗体のレベルはＥＬＩＳＡ、免疫沈降測定法、または免疫ブロット法によって測定さ
れる。ペプチドは、１つまたはそれ以上のペプチドであることができＭＢＰ、ＧＦＡＰ、
ＰＡＤ－２，チューブリンβ－４Ｂ鎖、チューブリンα－１Ｂ鎖、ＣＮＰアーゼ、ＰＰＩ
Ａ、セプチン－７、伸長因子１－α２、ＴＰＰＰ、ＴＰＰＰ３、エルミンアイソフォーム
２、ＮＤＲＧ２アイソフォーム２、ＡＳＴＮ１、ＢＡＩ３、ＣＮＤＰ１、ＥＲＭＩＮ、Ｇ
ＦＡＰ、ＧＲＭ３、ＫＬＨ３２、ＭＡＧＥ２、ＮＲＧ３、ＮＲＧＮ、ＯＭＧ、ＳＬＣ３９
Ａ１２、ＲＴＮ１、ＭＴ３、およびＰＡＤ２である。
【００４５】
　最終的に、本発明は本願に記載のバイオマーカーを、非修飾型および修飾型の両者、さ
らにはそれに対する自己抗体、すなわち両タンパク質型およびそれに対する自己抗体につ
いて、検出、測定、判定する方法などを提供する。
【図面の簡単な説明】
【００４６】
【図１Ａ】Ｌｙｓ－Ｃで消化したウシ内因性ＭＢＰのシトルリン化ペプチドのＭＳ／ＭＳ
スペクトルおよび抽出イオンクロマトグラムを提示する。図１Ａ：NIVTPR*TPPPSQGK（残
基９１－１０４）の二重荷電イオン種のｍ／ｚ７４６．９１におけるＬＴＱ　ＭＳ／ＭＳ
スペクトル。
【図１Ｂ】図１Ｂ：NIVTPR*TPPPSQGKおよびNIVTPRTPPPSQGKの二重荷電イオン種の抽出イ
オンクロマトグラム。＊：ペプチドNIVTPRTPPPSQGKについてＱ脱アミノ化が発生した可能
性。
【図１Ｃ】図１Ｃ：NIVTPRTPPPSQGKの二重荷電イオン種の高分解度ＭＳスペクトル。
【図１Ｄ】図１Ｄ：NIVTPR*TPPPSQGKの二重荷電イオン種の高分解度ＭＳスペクトル。
【図２Ａ】Ｌｙｓ－Ｃで消化したウシ内因性ＭＢＰのシトルリン化ペプチドのＭＳ／ＭＳ
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スペクトルおよび抽出イオンクロマトグラムを示す。図２Ａ：PGFGYGGR*ASDYK（残基１２
２～１３４）の二重荷電イオン種のｍ／ｚ６８８．３２におけるＬＴＱ　ＭＳ／ＭＳスペ
クトル。
【図２Ｂ】図２Ｂ：PGFGYGGR*ASDYK（残基１２２～１３４）およびPGFGYGGRASDYKの二重
荷電イオン種の抽出イオンクロマトグラム。
【図３Ａ】Ｌｙｓ－Ｃで消化したウシ内因性ＭＢＰのシトルリン化ペプチドのＭＳ／ＭＳ
スペクトルおよび抽出イオンクロマトグラムである。パネルＡ：DGHHAAR*TTHYGSLPQK（残
基５７～７３）の三重荷電イオン種のｍ／ｚ６２６．３１におけるＬＴＱ　ＭＳ／ＭＳス
ペクトル。
【図３Ｂ】パネルＢ：DGHHAARTTHYGSLPQK（残基１２２～１３４）およびDGHHAAR*TTHYGSL
PQKの三重荷電イオン種の抽出イオンクロマトグラム。
【図４】ウシＮＲＧＮおよびヒトＮＲＧＮについてのアミノ酸配列比較を示す。下線はト
リプシン消化物において認められたペプチドを示す。開始Ｍｅｔ（１）はタンパク質が翻
訳される際に除去されるが、ペプチドのナンバリングには含まれる。網掛け領域はウシと
ヒトのＮＲＧＮの配列の差を示した。Ｒ６８（太字、大きいフォント）は内因性ＮＲＧＮ
のシトルリン化部位である。
【図５Ａ】トリプシン消化したウシニューログラニンのシトルリン化ペプチドのＭＳ／Ｍ
Ｓスペクトルおよび抽出イオンクロマトグラムを提示する。図５Ａ：KGPGPGGPGGAGGAR*GG
AGGGPSGD（残基５４～７８）の二重荷電イオン種のｍ／ｚ９５３．４４におけるＭＳ／Ｍ
Ｓスペクトル。
【図５Ｂ】図５Ｂ：イオンｍ／ｚ９５３．４４の抽出イオンクロマトグラム。
【図６Ａ】Ｇｌｕ－Ｃで消化したウシ内因性ＧＦＡＰのシトルリン化ペプチドのＭＳ／Ｍ
Ｓスペクトルおよび抽出イオンクロマトグラムを示す。図６Ａ：GHLKR*NIVVKTVE（残基３
９８～４１０）の二重荷電イオン種のｍ／ｚ７４７．４４におけるＬＴＱ　ＭＳ／ＭＳス
ペクトル。
【図６Ｂ】図６Ｂ：GHLKR*NIVVKTVEおよびGHLKRNIVVKTVEの二重荷電イオン種の抽出イオ
ンクロマトグラム。
【図７Ａ】ヒト内因性ＧＦＡＰサンプル中のシトルリン化ペプチドの抽出イオンクロマト
グラムである。図７Ａ：ヒトＧＦＡＰのGHLKR*NIVVKTVE（残基４０２－４１４）およびGH
LKRNIVVKTVEの二重荷電イオン種の抽出イオンクロマトグラム。
【図７Ｂ】図７Ｂ：ヒトＭＢＰアイソフォーム５のNIVTPR*TPPPSQGK（残基９２～１０５
）およびNIVTPRTPPPSQGKの二重荷電イオン種の抽出イオンクロマトグラム。
【図８】組換えヒトタンパク質ＮＲＧＮのアミノ酸配列を示す。開始Ｍｅｔ（１）はタン
パク質が翻訳される際に除去されるが、このタンパク質のナンバリングには含まれる。Ｎ
－末端、Ｔ７９、およびＲ８０における網掛けされたアミノ酸はサブクローニング時に導
入された。Ｎ－末端における網掛けされたアミノ酸はこのタンパク質のナンバリングに含
めなかった。下線は、Ｌｙｓ－Ｃ消化物中で同定されたペプチドを示し、また点線はＧｌ
ｕ－Ｃ消化物において認められたペプチドを示す。内因性シトルリン化部位は斜体字で示
した。ＰＡＤ２処理後に認められた新たなシトルリン化部位は太字、大きいフォントであ
る。
【図９Ａ】ＰＡＤ２処理およびＬｙｓ－Ｃ消化後の組換えヒトタンパク質ＮＲＧＮのシト
ルリン化ペプチドIQASFR*GHMAR*K（配列番号３５）のＭＳ／ＭＳスペクトルおよび抽出イ
オンクロマトグラムを提示する。図９Ａ：IQASFR*GHMAR*K（残基３３～４４）（配列番号
３５）の二重荷電イオン種のｍ／ｚ７０２．３６におけるＬＴＱ　ＭＳ／ＭＳスペクトル
。
【図９Ｂ】図９Ｂ：IQASFR*GHMAR*K（配列番号３５）の二重荷電イオン種の抽出イオンク
ロマトグラム。
【図１０】ヒトＧＦＡＰおよびシトルリン化部位を有する同定されたペプチドのアミノ酸
配列を示す。下線はＬｙｓ－Ｃ消化物中の修飾ペプチドを示す。点線はＧｌｕ－Ｃ消化物
中の修飾ペプチドを示す。開始Ｍｅｔ（１）はタンパク質が翻訳される際に除去されるが
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、当該タンパク質のナンバリングには含まれる。内因性シトルリン化部位は矢印で、また
ＰＡＤ２処理後に認められたシトルリン化部位は斜体、太字、大きいフォントで示された
。
【図１１】ヒトＭＢＰ（配列番号１６２）のアイソフォーム５（１８．５ｋＤａ、１７０
残基）とウシＭＢＰ（１６９アミノ酸）（配列番号５）の比較アミノ酸配列を提示する。
開始Ｍｅｔ（１）は両タンパク質のナンバリングから除かれる。下線は、Ｌｙｓ－Ｃ消化
物中で認められたペプチドを示し、また点線はトリプシン消化物中で認められたペプチド
を示した。黒い双方向矢印はウシＭＢＰにおいて過去に報告されたシトルリン化部位を示
す。黒い矢印はヒトＭＰＢにおいて過去に報告されたシトルリン化部位を示す。点線の矢
印は、過去にヒトＭＢＰにおいてＰＡＤ４処理後に同定されたシトルリン化部位である。
本試験において同定されたすべてのシトルリン化残基について、内因性シトルリン化部位
は灰色の網掛けで、またＰＡＤ２処理後に認められたシトルリン化部位は斜体字、太字、
大きいフォントで示された。
【図１２】Ｇｌｕ－Ｃ消化物中のヒトＧＦＡＰのシトルリン化ペプチドのＣＩＤおよびＨ
ＣＤスペクトルの比較。Ａ：ヒトＧＦＡＰのシトルリン化ペプチドGHLKR*NIVVKTVEのｍ／
ｚ７４７．４４、ｚ：＋２におけるＣＩＤスペクトル；Ｂ：このシトルリン化ペプチドの
ｍ／ｚ７４７．４４におけるＨＣＤスペクトル。
【図１３】ＡＤ３脳サンプルのＬｙｓ－Ｃ消化物中のＮＲＧＮのインビボシトルリン化ペ
プチドおよび未変化ペプチドの抽出イオンクロマトグラム。Ａ：非修飾ペプチドのｍ／ｚ
９０９．９２７５における質量許容差１０ｐｐｍのＨＰＬＣピーク。右：＋２イオンの同
位体クラスター。Ｂ：シトルリン化ペプチドのｍ／ｚ９１０．４１９５における質量許容
差１０ｐｐｍのＨＰＬＣピーク。右：＋２イオンの同位体クラスター。Ｃ：ＡおよびＢの
ＨＰＬＣピークの重ね合わせ。積分ピーク面積より、ＡＤ３サンプルについてのＲ６８残
基におけるシトルリン化ペプチドの占有率は８．６％であった。
【図１４】ＮＲＧＮのＲ６８、ＭＢＰのＲ９２およびＲ１２４についてのシトルリン化占
有率。占有率は、シトルリン化ペプチド積分ピーク面積対シトルリン化および未変化ペプ
チドの合計の積分ピーク面積に基づいて算出した。
【発明を実施するための形態】
【００４７】
　本願に記載された具体的な方法および成分等は変更しうるので、本発明はこれらに限定
されないことが理解される。本願で用いる用語は具体的な実施形態を記載することのみを
目的として使用され、本発明の範囲を限定することを意図していないことも理解すべきで
ある。本願および付属の請求項に用いられる単数形「１つの」、「１つの」および「その
」は、文脈がそうでないことを明確に指示しない限り、複数形の内容を含むことに留意し
なければならない。したがって、たとえば１つの「タンパク質」への言及は１つまたはそ
れ以上のタンパク質への言及であり、かつ当業者に既知の同等物その他を含む。
【００４８】
　本願で用いられるすべての技術用語および学術用語は、特に定義しない限り、本発明が
属する技術に精通する者に共通して理解されるものと同じ意味を有する。具体的な方法、
機器、および材料が記載されるが、本願に記載されたものと同様または同等の任意の方法
および材料を本発明の実践または試験に用いることができる。
【００４９】
　本願に引用されたすべての公表文献は、すべての雑誌記事、書籍、マニュアル、公開特
許明細書、および発行された特許を含めて、その全文を本願に参照文献として援用する。
さらに、明細書、実施例および付属の請求項に使用される一定の語句の意味が提供される
。定義は性質上限定的であることを意図せず、かつ本発明の一定の態様のより明確な理解
を提供するのに役立つ。
【００５０】
　脳および脊髄（中枢神経系、ＣＮＳ）損傷は、出血性または虚血性脳卒中、低酸素性虚
血性脳障害、外傷性、腫瘍からの腫瘤効果圧迫、または変性脳疾患によるものなどの無痛
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性を含む多くの形態をとる。損傷されたＣＮＳの細胞からのタンパク質の放出または分泌
は、小児および成人において、患者の生存、回復および新規または再発性ＣＮＳ損傷を安
定化または予防するための治療法の効果に対する診断的評価／予後評価に役立てることが
できる。また血液脳関門の脆弱化も反映することがある。したがって、末梢血、唾液、尿
およびＣＮＦを含む体液中の循環ＣＮＳタンパク質の検出は、無症候性および顕性ＣＮＳ
損傷を有する小児および成人を特定することにより、ＣＮＳ損傷の診断精度を改善する可
能性がある。これは、脳卒中、手術後または生命維持状態、外傷後の脳損傷に対する洞察
を提供し、さらには転帰を改善する有効性について新規または既存のＣＮＳ損傷治療を判
定または検証する手段を提供することができる。脳損傷を鑑別するための循環タンパク質
に対する脳の特異性に加えて、急性脳損傷の診断特異性を高める脳タンパク質の特定タン
パク質翻訳後修飾がある。本発明者らはいくつかの脳タンパク質が翻訳後修飾されること
を発見している。そのようなタンパク質は、ニューログラニン（遺伝子記号：ＮＲＧＮ；
Ｕｎｉｐｒｏｔ受入番号：Ｑ９２６８６）、ミエリン塩基性タンパク質（遺伝子記号：Ｍ
ＢＰ、Ｕｎｉｐｒｏｔ受入番号：Ｐ０２６８６）およびグリア細胞線維性酸性タンパク質
（遺伝子記号ＧＦＡＰ、Ｕｎｉｐｒｏｔ受入番号：Ｐ１４１３６）、チューブリンβ－４
鎖、チューブリンα－１鎖、ＣＮＰアーゼ、ＰＰＩＡ、セプチン－７、伸長因子１－α２
、ＴＰＰＰ、ＴＰＰＰ３、エルミンアイソフォーム２、およびＮＤＲＧ２アイソフォーム
２を含む。彼らは、ＮＲＧＮおよびＧＦＡＰは特定のアルギニンにおいて内因的にシトル
リン化され、かつインビトロで酵素ペプチジルアルギニンデイミナーゼ、ＰＡＤによって
処理されたタンパク質中に同定された追加的アルギニンにおいてシトルリン化されること
を発見した。ＰＡＤは、アルギニン残基がタンパク質の一部であるときこれを脱イミン化
し、特定のアルギニン残基の代わりにシトルリン部分を生成するカルシウム活性化酵素で
ある。ＮＲＧＮ、ＭＢＰおよびＧＦＡＰ（またはフラグメント）のシトルリン化型と非修
飾型の比率は、抗体およびアプタマーによる手法を含む多数の方法で定量することができ
る。また、質量分析法による方法も用いることができ、かつ本発明者らは総（非修飾）タ
ンパク質濃度および各潜在的シトルリン化残基を表す、修飾および非修飾ペプチドに対す
る特異的定量的多重反応モニタリング測定法を開発している。シトルリン修飾の定量が脳
特異性タンパク質の検出に加える価値は、それが損傷された脳の生物学に対する窓を提供
することである。ＰＡＤ活性を高めるために必要なカルシウムバーストは、ＣＮＳ細胞損
傷の結果である。シトルリン化の程度の量を定量することは、損傷相／回復相にとって適
切な新たな治療法を個別化しかつ開発するために非常に重要な、損傷の尺度、時期および
回復に対する洞察を提供する。さらに、一部のタンパク質のシトルリン化はその免疫原性
を高めることが知られているので、シトルリン化脳タンパク質の同定はアルツハイマー病
、多発性硬化症およびパーキンソン病などの慢性神経変性疾患の診断にとって非常に重要
となりうる。これらの修飾タンパク質に対する自己抗体の検出および定量は、長期的脳損
傷の評価に用いることも可能であろう。総合すると、循環脳タンパク質の１つまたはそれ
以上の特異的アルギニン残基における翻訳後修飾または非修飾型に対する修飾型の比率の
測定法は、脳損傷を診断するためのより正確かつ特異的な診断情報を提供するであろう。
【００５１】
　（Ｉ．定義）
　本願で用いる用語「抗体」は、特定の抗原と反応する任意の免疫グロブリン分子に関し
て用いられる。当該用語は、任意の発生源（例：ヒト、げっ歯類、ヒト以外の霊長類、ヤ
ギ、ウシ、ウマ、ヒツジなど）から入手した任意の免疫グロブリン（例：ＩｇＧ、ＩｇＭ
、ＩｇＡ、ＩｇＥ、ＩｇＤなど）を包含することが意図されている。抗体の具体的な種類
／例はポリクローナル、モノクローナル、ヒト化、キメラ、ヒト、またはそれ以外の様式
でヒトに適した抗体を包む。「抗体」は、本願に記載する任意の抗体の任意のフラグメン
トまたは誘導体も含む。
【００５２】
　本願で用いる用語「抗原」は、一般的に抗体と反応することのできる任意の物質につい
て用いられる。この用語は任意の抗原および「免疫原」（すなわち抗体の形成を誘導する



(21) JP 2015-513370 A 2015.5.11

10

20

30

40

50

物質）を包含することが意図されている。したがって、免疫原性反応においては、抗原（
免疫原）または抗原の一部の存在に応答して抗体が産生される。より具体的には、当該用
語は、動物に対する免疫原の投与（例：ワクチンを経た）が動物の組織内で遭遇する同一
または類似の抗原に対する抗原特異的免疫応答を開始するような、体液性および／または
細胞性免疫応答を惹起する抗原（すなわち免疫原）を記載するために本願において用いら
れる。他の実施形態においては、所与の抗原に対する免疫応答を抑制することが望ましい
場合、抗原はトレラゲンを含むことがある。
【００５３】
　本願で用いる用語「自己抗体」は、個体自身の組織または細胞の抗原性成分に対して反
応することのできる抗体（例：「自己」抗原を認識して結合する抗体）を意味する。一定
の実施形態においては、用語「ニューログラニン自己抗体」は個体自身のニューログラニ
ンタンパク質に対して免疫特異性である、個体によって産生される抗体を意味する。他の
実施形態においては、用語「シトルリン化ニューログラニン自己抗体」または「ｃｉｔ－
ニューログラニン自己抗体」は、個体自身のシトルリン化ニューログラニンタンパク質に
対して免疫特異性である、個体によって産生される抗体を意味する。
【００５４】
　用語「脳損傷」は、ある事象によって引き起こされた損傷によって脳が障害される状態
を意味する。本願で用いる「損傷」は、細胞的または分子的完全性、活性、レベル、堅牢
性、状態の変質、またはある事象に起因するその他の変質である。たとえば、損傷は物理
的性質、機械的性質、化学的性質、生物学的性質、機能的性質、感染的性質、または他の
細胞または分子モジュレーターの性質を含む。１つの事象が、単回または反復衝突（衝撃
による）などの物理的な外傷、または血管の遮断または漏出のいずれかによる脳卒中など
の生物学的異常を含むことがある。事象は感染因子による感染であってもよい。当業者は
、用語損傷または事象によって包含される数多くの同等の事象を認識する。
【００５５】
　より具体的には、用語「脳損傷」は、その病態生理学的基盤とは無関係に、中枢神経系
障害を引き起こす状態を意味する。「脳損傷」の最も頻度の高い原因には脳卒中および外
傷性脳損傷（ＴＢＩ）がある。「脳卒中」は出血性および非出血性に分類される。出血性
脳卒中の例は脳出血、くも膜下出血および大脳動脈奇形に続発する頭蓋内出血である一方
、非出血性脳卒中の例は脳梗塞を含む。
【００５６】
　用語「外傷性脳損傷」または「ＴＢＩ」は、物理的な外傷が脳障害を引き起こす際に発
生する脳に対する外傷性の損傷を意味する。ＴＢＩは、たとえば非開放性頭部損傷または
穿通性頭部損傷によって発生する。「非外傷性脳損傷」は、虚血または機械的外力の関与
しない脳損傷を指す（例：特に脳卒中、アルツハイマー病、パーキンソン病、ハンチント
ン病、多発性硬化症、筋萎縮性側索硬化症、脳出血、脳感染症、脳腫瘍）。
【００５７】
　用語「脳損傷」は無症候性脳損傷、脊髄損傷および無酸素性虚血性脳損傷も意味する。
用語「無症候性脳損傷」（ＳＣＩ）は脳損傷の顕在的臨床的エビデンスを伴わない脳損傷
を意味する。実際に脳損傷が存在する時に臨床的エビデンスがない理由は、損傷の程度、
損傷の種類、意識レベル、薬物、特に鎮静剤および麻酔剤などである可能性もある。
【００５８】
　「脊髄損傷」は、脊髄が脊椎骨折または脱臼による圧迫／挫滅を受けて機能障害を引き
起こす状態である。本願で用いる用語「無酸素性虚血性脳損傷」は、脳機能の損傷を引き
起こす脳組織への酸素供給の遮断を意味し、脳低酸素症を含む。たとえば、無酸素性虚血
性脳損傷は巣状脳虚血、全脳虚血、低酸素性低酸素症（すなわち、いずれもこの種の脳低
酸素症のリスクが高いダイバー、パイロット、登山家および消防士の場合のように、環境
中の酸素が限られているために脳の機能が低下する）、肺の閉塞（例：窒息、絞扼、気管
の圧挫による低酸素など）を含む。
【００５９】
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　用語「脳損傷バイオマーカー」（ＢＩＢ）、「脳損傷バイオマーカータンパク質」、「
脳損傷バイオマーカーペプチド」、脳損傷バイオマーカーポリペプチド」などは、本願に
記載のものを含めて、本発明の方法において、たとえば患者の脳損傷を診断するためなど
に用いることができるタンパク質を意味する。脳損傷バイオマーカータンパク質はニュー
ログラニン（ＮＲＧＮ）、グリア細胞線維性酸性タンパク質（ＧＦＡＰ）およびミエリン
塩基性タンパク質（ＭＢＰ）を含むが、これに限定されない。当該用語はＰＡＤ－２、チ
ューブリンβ－４Ｂ鎖、チューブリンα－１Ｂ鎖、ＣＮＰアーゼ、ＰＰＩＡ、セプチン－
７、伸長因子１－α２、ＴＰＰＰ、ＴＰＰＰ３、エルミンアイソフォーム２、ＮＤＲＧ２
アイソフォーム２アストロタクチン１（ＡＳＴＮ１）、脳血管新生阻害物質（ＢＡＩ３）
；カルノシンジペプチダーゼ１（ＣＮＤＰ１）；ＥＲＭＩＮ；代謝型グルタミン酸受容体
３型（ＧＲＭ３）；ケルヒ様タンパク質３２（ＫＬＨ３２）；メラノーマ抗原ファミリー
Ｅ，２（ＭＡＧＥ２）；ニューレグリン３（ＮＲＧ３）；オリゴデンドロサイトミエリン
糖タンパク質（ＯＭＧ）；溶質輸送体ファミリー３９（亜鉛輸送体）；レティキュロン１
（ＲＴＮ１）；およびペプチジルアルギニンデイミナーゼ（１～４および６型）（ＰＡＤ
）をさらに含むが、これに限定されない。用語は、その他の技術上既知の脳損傷バイオマ
ーカータンパク質も含む。さらに、用語「脳損傷バイオマーカー」は前述のいずれかのア
イソフォームおよび／または翻訳後修飾型も含む。さらなる実施形態においては、当該用
語は前述のものに対する自己抗体を含む。本発明は、非修飾および修飾（例：シトルリン
化または他の翻訳後修飾）タンパク質／ポリペプチド／ペプチドの両者、さらには前述の
いずれかに対する自己抗体の検出、測定、定量、判定などを意図する。一定の実施形態に
おいては、バイオマーカーの検出、測定、判定などについての言及はタンパク質／ポリペ
プチド／ペプチド（修飾および／または非修飾）の検出に向けられることが理解される。
他の実施形態においては、バイオマーカーの検出、測定、判定などについての言及はタン
パク質／ポリペプチド／ペプチドの自己抗体の検出に向けられることが理解される。
【００６０】
　本願で用いる用語「比較する」は、患者に由来するサンプル中の１つまたはそれ以上の
バイオマーカーの割合、レベルまたは細胞内局在が、標準または対照サンプル中の対応す
る１つまたはそれ以上のバイオマーカーの割合、レベルまたは細胞内局在とどのように関
係するか評価することを意味する。たとえば、「比較する」は、患者に由来するサンプル
中の１つまたはそれ以上のバイオマーカーの割合、レベルまたは細胞内局在が、標準また
は対照サンプル中の対応する１つまたはそれ以上のバイオマーカーの割合、レベルまたは
細胞内局在と同じであるか、またはこれより多いかまたは少ないか、または異なるか評価
することを意味しうる。より具体的には、当該用語は、患者に由来するサンプル中の１つ
またはそれ以上のバイオマーカーの割合、レベルまたは細胞内局在が、たとえば脳損傷を
有する患者、脳損傷のない患者と対応する事前に定義するバイオマーカーレベル／比率の
割合、レベルまたは細胞内局在と同じであるか、またはこれより多いかまたは少ないか、
これと異なるか、またはそれ以外の様式でこれと対応するか（否か）、脳損傷に対する治
療に反応しているか、脳損傷に対する治療に反応していないか、特定の脳損傷治療に反応
する可能性があるか／ないか、または他の疾患または状態を有しているか／いないか評価
することを意味しうる。具体的な実施形態においては、用語「比較する」は、患者に由来
するサンプル中の本発明の１つまたはそれ以上のバイオマーカーのレベルが、対照サンプ
ル中の同じバイオマーカーのレベル／比率（例：未感染者、標準脳損傷レベル／比率など
と相関する事前に定義するレベル／比率）と同じであるか、これより多いかまたは少ない
か、他と異なるか他の様式でこれと対応するか（否か）評価することを意味する。
【００６１】
　他の実施形態においては、用語「比較する」は、患者に由来するサンプル中の１つまた
はそれ以上のバイオマーカーの割合、レベルまたは細胞内局在が、同じサンプル中の他の
バイオマーカーの割合、レベルまたは細胞内局在とどのように関係するか評価を行うこと
を意味する。たとえば、１つのバイオマーカーの同じ患者サンプルに由来する他のバイオ
マーカーに対する比率を比較することができる。他の実施形態においては、サンプル中の
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１つのバイオマーカー（例：翻訳後修飾されたバイオマーカータンパク質）のレベルを、
当該サンプル中の同じバイオマーカーのレベル（例：非修飾バイオマーカータンパク質）
と比較することができる。具体的な実施形態においては、シトルリン化バイオマーカータ
ンパク質の割合を非修飾タンパク質と比較することができ、その両者は同じ患者サンプル
中で測定される。修飾：非修飾バイオマーカータンパク質の比率は、同じサンプル中の他
のタンパク質の比率、または事前に定義する参照または対照比率と比較することができる
。
【００６２】
　本願で用いる、患者に由来するサンプル中のたとえばモジュレートされたパラメーター
の割合、レベル、または細胞内局在などについての用語「示す」または「相関する」（ま
たは文脈によっては「示すこと」または「相関すること」または「指示」または「相関」
）は、患者が脳損傷を有するかまたは神経変性を患っていることを意味しうる。具体的な
実施形態においては、パラメーターは本発明の１つまたはそれ以上のバイオマーカーのレ
ベルを含みうる。具体的な１つまたはそれ以上のバイオマーカーの量の群またはパターン
は、患者が脳損傷を有することを示しうる（すなわち脳損傷を有する患者と相関する）。
他の実施形態においては、相関は翻訳後修飾タンパク質の非修飾タンパク質に対する比率
の指示である可能性もある（または比率の経時変化または参照／対照比率と比較された）
患者が脳損傷を有することを意味する可能性もある）。具体的な実施形態においては、相
関はシトルリン化ペプチドの非シトルリン化型に対する比率、または一方のペプチドの変
化がもう一方の変化を引き起こすかまたはこれを随伴する任意の他の組み合わせである可
能性もある。
【００６３】
　他の実施形態においては、具体的な１つまたはそれ以上のバイオマーカーの量の群また
はパターンは、罹患していない患者と相関しうる（すなわち患者が脳損傷でないことを示
す）。一定の実施形態においては、本発明にしたがって用いる「示すこと」または「相関
すること」は、診断の評価、脳損傷または脳損傷の進行の予測、臨床治療の効果の評価、
特定の投与法または薬剤に反応しうる患者の特定、治療の経過のモニタリング、およびス
クリーニング測定の状況においては抗脳損傷治療の特定を目的とした標準、対照または比
較対象数値に対するバイオマーカーのレベル／比率間の関係を定量する任意の線形的また
は非線形的方法によることもある。
【００６４】
　用語「患者」、「個人」または「対象」は、本願では互換的に用いられ、かつ哺乳類、
具体的にはヒトを意味する。患者は軽度の疾患を有することも、中等度、または重度の疾
患を有することもある。患者は治療未経験であることも、任意の形態の治療に反応するこ
とも、または難治性であることもある。患者は治療を必要とする個人であることも、また
は具体的な症状または家族歴による診断を必要とする個人であることもある。一部の症例
においては、当該用語は、マウス、ラットおよびハムスターを含むげっ歯類および霊長類
を含むがこれに限定されない実験動物、獣医学的用途、および疾患についての動物モデル
の開発における治療を意味することもある。
【００６５】
　用語「測定すること」および「判定すること」は全体を通して互換的に用いられ、かつ
患者サンプルを採取することおよび／またはサンプル中のバイオマーカーのレベルを検出
することを含む方法を意味する。１つの実施形態においては、当該用語は患者サンプルを
採取することおよびサンプル中の１つまたはそれ以上のバイオマーカーのレベルを検出す
ることを意味する。他の実施形態においては、用語「測定すること」および「判定するこ
と」は患者サンプル中の１つまたはそれ以上のバイオマーカーのレベルを検出することを
意味する。測定することは技術上既知の方法および本願においてさらに記載する方法によ
って遂行することができる。用語「測定すること」は、全体を通じて「検出すること」と
も互換的に用いられる。
【００６６】
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　用語「サンプル」、「患者サンプル」、「生体サンプル」などは、患者、個人または対
象から採取された多様なサンプルの種類を包含し、かつ診断またはモニタリング測定法に
おいて用いることができる。患者サンプルは健康被験者から採取されることもあれば、疾
患患者または脳損傷随伴症状を有する患者から採取されることもある。さらに、患者から
採取されたサンプルは分割することが可能であり、また一部のみを診断に用いてもよい。
さらに、サンプルまたはその一部は、後で分析するためにサンプルを維持する条件下で保
存することができる。当該の定義は、具体的には、血液および他の生体由来の液状サンプ
ル（末梢血、血清、血漿、脳脊髄液、尿、唾液、糞便および滑液を含むがこれに限定され
ない）、生検検体または組織培養などの固形組織サンプル、またはこれに由来する細胞お
よびその子孫を包含する。一定の実施形態においては、サンプルは脳脊髄液を含む。具体
的な実施形態においては、サンプルは血液サンプルを含む。他の実施形態においては、サ
ンプルは血漿サンプルを含む。さらに他の実施形態においては、血清サンプルを使用する
。
【００６７】
　「サンプル」の定義は、その取得後に、遠心分離、濾過、沈殿、透析、クロマトグラフ
ィ、試薬による処理、洗浄または一定の細胞集団の濃縮といった任意の方法で操作された
サンプルも含む。当該用語はさらに臨床サンプルを包含し、かつ培養細胞、細胞上清、組
織サンプル、器官なども含む。サンプルは、臨床または病理生検より調製した、病理分析
または免疫組織化学による試験のために調製したブロックなどの新鮮凍結および／または
ホルマリン固定パラフィン包埋組織ブロックも含みうる。
【００６８】
　用語「と特異的に結合する」、「に特異的である」および関連する文法的な変化型は、
共有結合的または非共有結合的相互作用または共有結合的および非共有結合的相互作用の
組み合わせによって媒介されうる、酵素／基質、受容体／作動物質、抗体／抗原およびレ
クチン／炭水化物といった対となる分子種間に発生するその結合を意味する。２つの分子
種間の相互作用が非共有結合複合体を生成するとき、発生する結合は典型的には静電、水
素結合、または親油性相互作用の結果である。したがって、「特異的結合」は、抗体／抗
原または酵素／基質相互作用の特徴を有する結合複合体を生成する、２つの間に相互作用
のある対となる分子種の間に発生する。具体的には、特異的な結合は、対の一方の構成物
が特定の分子種と結合し、かつ結合する構成物の対応する構成物が属する化合物系統内の
他の分子種とは結合しないことを特徴とする。したがって、たとえば、ある抗体は典型的
には単一のエピトープと結合し、かつ当該のタンパク質系統の他のエピトープとは結合し
ない。一部の実施形態においては、抗原と抗体の間の特異的な結合は少なくとも１０－６

Ｍの結合親和性を有するであろう。他の実施形態においては、抗原と抗体は少なくとも１
０－７Ｍ、１０－８Ｍから１０－９Ｍ、１０－１０Ｍ、１０－１１Ｍ、または１０－１２

Ｍの親和性で結合するであろう。
【００６９】
　本発明の多様な方法論は、数値、レベル、性質、特徴、特性等を、本願において「適切
な対照」または「対照サンプル」と互換的に呼ばれる「適当な対照」と比較することを包
含する段階を含む。「適当な対照」、「適切な対照」または「対照サンプル」は、比較の
目的にとって有用な当業者に周知の任意の対照または標準である。１つの実施形態におい
ては、「適当な対照」または「適切な対照」は、たとえば、正常な形質などを示す対照ま
たは正常細胞、器官または患者などの、細胞、器官、または患者において判定される数値
、レベル、性質、特徴、特性などである。たとえば、本発明のバイオマーカーは非罹患者
（ＵＩ）または正常対照者（ＮＣ）（本願では両用語を互換的に用いる）に由来するサン
プル中のレベル／比率について測定しうる。他の実施形態においては、「適当な対照」ま
たは「適切な対照」は、患者に対して治療法（例：脳損傷治療）を実施する前に判定され
る数値、レベル、性質、特徴、特性、比率などである。さらに他の実施形態においては、
転写速度、ｍＲＮＡレベル、翻訳速度、タンパク質レベル／比率、生物学的活性、細胞の
特徴または特性、遺伝型、表現型などを、治療法を細胞、器官または患者に施行する前、
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施行中、または施行後に判定することができる。さらなる実施形態においては、「適当な
対照」または「適切な対照」は、事前に定義する数値、レベル、性質、特徴、特性、比率
などである。「適当な対照」は、患者サンプルをこれと比較することのできる脳損傷と相
関する本発明の１つまたはそれ以上のバイオマーカーのレベル／比率のプロフィールまた
はパターンとすることができる。患者サンプルは陰性対照、すなわち脳損傷がないことと
相関するプロフィールと比較することもできる。
【００７０】
　（ＩＩ．脳損傷または神経変性バイオマーカーの検出）
　（Ａ．質量分析法による検出）
　１つの実施形態においては、本発明のバイオマーカーは、気相イオンを検出する質量分
析器を用いる方法である質量分析法によって検出しうる。質量分析法の例は、飛行時間型
、磁気セクター、四極子フィルター、イオントラップ、イオンサイクロトロン共鳴、オー
ビトラップ、前述の混成または複合等である。
【００７１】
　具体的な実施形態においては、本発明のバイオマーカーは選択反応モニタリング（ＳＲ
Ｍ）質量分析技術を用いて検出される。選択反応モニタリング（ＳＲＭ）は、三重四極子
様機器上で実施され、かつ選択性を高める手段として衝突誘発解離を用いる非スキャニン
グ質量分析技術である。ＳＲＭ実験においては、選択された前駆体イオンの特定のフラグ
メントイオンをモニタリングするために、静的質量フィルターとして２台の質量分析装置
を用いる。選択した前駆体およびフラグメントイオンに関連付けた質量電荷比（ｍ／ｚ）
の数値の特定の対を「転移」と呼び、親ｍ／ｚ→フラグメントｍ／ｚ（例：６７３．５→
５３４．３）と書くことができる。一般的なＭＳベースプロテオミクスと異なり、ＳＲＭ
分析では質量スペクトルを記録しない。その代わりに検出器が、選択した転移と適合する
イオンの計数装置として働き、これにより経時的強度分布を返す。異なる前駆体／フラグ
メント対間で迅速に切り替えることにより、クロマトグラフィの時間スケール上の同じ実
験内で多重ＳＲＭ転移を測定することができる（時に多重反応モニタリング、ＭＲＭと呼
ばれる）。典型的には、三重四極子機器は一連の転移の周期を実施し、各転移のシグナル
を溶出時間の関数として記録する。方法は、所与の分析物について多重転移のクロマトグ
ラフィにおける共溶出をモニタリングすることによりさらなる選択性を考慮する。用語Ｓ
ＲＭ／ＭＲＭは、特定の前駆体イオンがフラグメント化した後に、当該前駆体に特異的な
フラグメントイオンに集中して、または全般的に衝突セル内でのフラグメント化が選択性
を高めるための手段として用いられる実験において、ＭＳ２モードで狭い質量範囲をスキ
ャンする三重四極子以外の質量分析器（例：捕捉装置）を用いた実験を記載するためにも
時として用いられる。用語ＳＲＭおよびＭＲＭまたはＳＲＭ／ＭＲＭも、両方とも同じ質
量分析器操作原理を意味するので、本願においては互換的に用いることができる。明確性
のために本文を通して用語ＭＲＭを用いるが、当該用語はＳＲＭおよびＭＲＭの両者、さ
らには任意の種類の質量分析器上で実施されかつ／または、たとえばＣＡＤ（衝突活性化
解離（ＣＩＤまたは衝突誘発解離とも呼ばれる）、ＨＣＤ（高エネルギーＣＩＤ）、ＥＣ
Ｄ（電子捕獲解離）、ＰＤ（光解離）、またはＥＴＤ（電子伝達解離）などの他の任意の
フラグメント化法を用いてペプチドをフラグメント化する、たとえば高選択性反応モニタ
リング、ｈＳＲＭ、ＬＣ－ＳＲＭまたは任意の他のＳＲＭ／ＭＲＭ様またはＳＲＭ／ＭＲ
Ｍを模倣した手法などの任意の類似した技術を含む。
【００７２】
　他の具体的な実施形態においては、質量分析法はマトリクス支援レーザー脱離／イオン
化飛行時間型（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳまたはＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ）を含む。他の実施
形態においては、方法はＭＡＬＤＩ－ＴＯＦタンデム質量分析法（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　
ＭＳ／ＭＳ）を含む。さらに他の実施形態においては、質量分析法は当業者が意図するこ
とのできる他の適切な方法と組み合わせることができる。たとえば、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ
は本願に記載するようにトリプシン消化およびタンデム質量分析法と共に利用することが
できる。
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【００７３】
　代替的実施形態においては、質量分析技術はたとえば米国特許６，２２５，０４７号お
よび第５，７１９，０６０に記載された表面増強レーザー脱離イオン化すなわち「ＳＥＬ
ＤＩ」を含む。簡単に説明すると、ＳＥＬＤＩは、分析物（本願においては１つまたはそ
れ以上のバイオマーカー）がＳＥＬＤＩ質量分析器プローブの表面に捕捉される脱離／イ
オン化気相イオンスペクトル分析（例：質量分析法）の方法を意味する。親和性捕捉質量
分析法（表面増強親和性捕捉（ＳＥＡＣ）とも呼ばれる）、およびプローブの表面に化学
結合したエネルギー吸収分子を含むプローブ（ＳＥＮＤプローブ）の使用を包含する表面
増強ニート脱離（ＳＥＮＤ）を含むがこれに限定されない、利用しうるＳＥＬＤＩのいく
つかのバージョンがある。他のＳＥＬＤＩ法は、表面増強感光性付着および放出（ＳＥＰ
ＡＲ）と呼ばれ、これは分析物と共有結合し、その後たとえばレーザー光などに露光した
後にその部分にある感光性結合が回裂して分析物を放出することのできる表面と結合する
部分を有するプローブの使用を包含する（米国特許第５，７１９，０６０号を参照）。Ｓ
ＥＰＡＲおよび他の形態のＳＥＬＤＩは、本発明に準拠して、バイオマーカーおよびバイ
オマーカーパネルを検出するよう容易に適合化することができる。
【００７４】
　他の質量分析法においては、バイオマーカーはバイオマーカーと結合するクロマトグラ
フィ的性質を有するクロマトグラフィ樹脂上にまず捕捉することができる。たとえば、Ｃ
Ｍ　Ｃｅｒａｍｉｃ　ＨｙｐｅｒＤ　Ｆ樹脂などの陽イオン交換樹脂上にバイオマーカー
を捕捉し、樹脂を洗浄し、バイオマーカーを溶出し、ＭＡＬＤＩによって検出することも
可能である。代替的に、この方法に先立ち、陽イオン交換樹脂への適用の前に陰イオン交
換樹脂上でサンプルを分画化することも可能である。他の代替法においては、陰イオン交
換樹脂上で分画化してＭＡＬＤＩで直接検出することも可能である。さらに他の方法にお
いては、バイオマーカーを、バイオマーカーと結合する抗体を含む免疫クロマトグラフィ
樹脂上で捕捉し、樹脂を洗浄して未結合の材料を除去し、樹脂よりバイオマーカーを溶出
し、さらに溶出したバイオマーカーをＭＡＬＤＩまたはＳＥＬＤＩで検出することも可能
である。
【００７５】
　（Ｂ．イムノアッセイによる検出）
　他の実施形態においては、本発明のバイオマーカーはイムノアッセイによって検出およ
び／または測定することができる。イムノアッセイは、バイオマーカーを捕捉するために
抗体などの生体特異的捕捉試薬を必要とする。多くの抗体が市販されている。抗体は、た
とえば動物をバイオマーカーによって免疫することなどの、技術上周知の方法によっても
生成することができる。バイオマーカーは、その結合特性に基づいてサンプルより分離す
ることができる。代替的に、ポリペプチドバイオマーカーのアミノ酸配列が既知である場
合は、ポリペプチドを合成し、さらに技術上周知の方法によって抗体を生成するために用
いることができる。
【００７６】
　本発明は、たとえばＥＬＩＳＡを含むサンドイッチイムノアッセイまたは蛍光イムノア
ッセイ、免疫ブロット、ウェスタンブロット（ＷＢ）、さらには他の酵素免疫測定法など
を含む、従来のイムノアッセイを意図している。比濁法は、抗体が溶液となっている液相
において実施する測定法である。抗原の抗体との結合によって吸光度が変化し、これを測
定する。ＳＥＬＤＩイムノアッセイでは、バイオマーカーの生体特異的捕捉試薬を、事前
に活性化させたプロテインチップアレイなどのＭＳプローブの表面に結合させる。その後
、この試薬によってバイオマーカーをバイオチップ上に特異的に捕捉し、さらに捕捉した
バイオマーカーを質量分析法で検出する。
【００７７】
　抗体はその多彩な特性より有用であるものの、上記のイムノアッセイの抗体の代わりに
、本発明のバイオマーカーと特異的に結合する他の任意の適当な試薬（例：ペプチド、ア
プタマー、または低分子量有機分子など）が用いられる。たとえば、すべてのニューログ
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ラニンおよび／または１つまたはそれ以上のその分解生成物と特異的に結合するアプタマ
ーを用いることもあるかもしれない。アプタマーは特定のリガンドと結合する核酸ベース
の分子である。特定の結合特異性を有するアプタマーを作成する方法は、米国特許第５，
４７５，０９６号、第５，６７０，６３７号、第５，６９６，２４９号、第５，２７０，
１６３号、第５，７０７，７９６号、第５，５９５，８７７号、第５，６６０，９８５号
、第５，５６７，５８８号、第５，６８３，８６７号、第５，６３７，４５９号、および
第６，０１１，０２０号に詳述されたように既知である。
【００７８】
　（Ｃ．電気化学発光分析による検出）
　いくつかの実施形態においては、本発明のバイオマーカーはメソスケールディスカバリ
ー（メリーランド州ゲッサーズバーグ）によって開発されたエレクトロケミカルミネセン
ト（電気化学発光）測定法によって検出しうる。電気化学発光検出は、電気化学的に刺激
されたときに発光する標識を用いる。刺激メカニズム（電気）はシグナル（光）からデカ
プリングするため、バックグラウンドシグナルは最小である。標識は安定で、非放射性で
ありかつ簡便な結合化学特性の選択肢を提供する。約６２０ｎｍの光を発し、カラークエ
ンチングの問題を解消する。米国特許第７，４９７，９９７号；第７，４９１，５４０号
；第７，２８８，４１０号；第７，０３６，９４６号；第７，０５２，８６１号；第６，
９７７，７２２号；第６，９１９，１７３号；第６，６７３，５３３号；第６，４１３，
７８３号；第６，３６２，０１１号；第６，３１９，６７０号；第６，２０７，３６９号
；第６，１４０，０４５号；第６，０９０，５４５号；および第５，８６６，４３４号を
参照されたい。米国特許出願公開第２００９／０１７０１２１号；第２００９／００６３
３９号；第２００９／００６５３５７号；第２００６／０１７２３４０号；第２００６／
００１９３１９号；第２００５／０１４２０３３号；第２００５／００５２６４６号；第
２００４／００２２６７７号；第２００３／０１２４５７２号；第２００３／０１１３７
１３号；第２００３／０００３４６０号；第２００２／０１３７２３４号；第２００２／
００８６３３５号；および第２００１／００２１５３４号を参照されたい。
【００７９】
　（Ｄ．バイオマーカーを検出するその他の方法）
　本発明のバイオマーカーは、他の適当な方法で検出することができる。この目的のため
に用いることのできる検出パラダイムは、光学的方法、電気化学的方法（ボルタメトリー
法および電流滴定法）、原子間力顕微鏡、およびたとえば多極共鳴分光法などの高周波法
を含む。光学的方法の例示は、共焦点および非共焦点顕微鏡に加えて、蛍光、発光、化学
発光、吸光度、反射率、透過率、および複屈折または屈折率（例：表面プラスモン共鳴法
、偏光解析法、共振ミラー法、回折格子結合器導波管法または干渉法）である。
【００８０】
　さらに、サンプルはバイオチップによって分析しうる。バイオチップは一般に固形基材
を含みかつ一般に平面状の表面を有し、そこに捕捉試薬（吸着剤またはアフィニティ試薬
とも呼ばれる）が結合する。バイオチップの表面は、それぞれがそこに結合する捕捉試薬
を有するアドレスを指定できる位置を多数含むことが多い。プロテインバイオチップはポ
リペプチドの捕捉に適合化されたバイオチップである。当技術分野では多くのプロテイン
バイオチップが記載されている。これらは、たとえばサイファージェンバイオシステムズ
社（カリフォルニア州フリーモント）、インビトロジェン社（カリフォルニア州カールズ
バッド）、アフィメトリクス社（カリフォルニア州フレモング）、Zyomyx（カリフォルニ
ア州ヘイワード）、Ｒ＆Ｄシステムズ社（ミネソタ州ミネアポリス）、Biacore（スウェ
ーデン、ウプサラ）およびProcognia（英国、バークシャー）によって製造されるプロテ
インバイオチップを含む。このようなプロテインバイオチップの例は、以下の特許または
公開特許明細書に記載されている：米国特許第６，５３７，７４９号、米国特許第６，３
２９，２０９号、米国特許第６，２２５，０４７号、米国特許第５，２４２，８２８号、
ＰＣＴ国際公開第００／５６９３４号、およびＰＣＴ国際公開第０３／０４８７６８号。
【００８１】
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　（ＩＩＩ．患者の脳損傷状態の判定）
　（Ａ．）
　本発明は、脳損傷または神経変性を診断するためのバイオマーカーの使用に関する。簡
潔さを期するために、用語「脳損傷」は、本願を通して用いられることが理解されるが、
本願に記載の方法およびバイオマーカーは神経変性を診断する状況においても適用される
ことが理解される。より具体的には、本発明のバイオマーカーは、個人、対象または患者
において、たとえば脳損傷を診断するためなどに脳損傷または状態を判定、認定、および
／または評価するための診断検査において使用することができる。具体的な実施形態にお
いては、脳損傷状態は患者の脳損傷状態を判定すること、またはたとえば個人、対象また
は患者の脳損傷を診断するためなどに脳損傷状態を判定することを含むことができる。よ
り具体的には、脳損傷（例：無症候性脳損傷）を診断する際に検出しようとするバイオマ
ーカーはＭＢＰ、ＧＦＡＰ、チューブリンβ－４Ｂ鎖、チューブリンα－１Ｂ鎖、ＣＮＰ
アーゼ、ＰＰＩＡ、セプチン－７、伸長因子１－α２、ＴＰＰＰ、ＴＰＰＰ３、エルミン
アイソフォーム２、ＮＤＲＧ２アイソフォーム２、アストロタクチン１（ＡＳＴＮ１）、
脳血管新生阻害物質３（ＢＡＩ３）；カルノシンジペプチダーゼ１（ＣＮＤＰ１）；ＥＲ
ＭＩＮ；グリア細胞線維性酸性タンパク質（ＧＦＡＰ）；代謝型グルタミン酸受容体３型
（ＧＲＭ３）；ケルヒ様タンパク質３２（ＫＬＨ３２）；メラノーマ抗原ファミリーＥ，
２（ＭＡＧＥ２）；ニューレグリン３（ＮＲＧ３）；ニューログラニン（ＮＲＧＮ）；オ
リゴデンドロサイトミエリン糖タンパク質（ＯＭＧ）；溶質輸送体ファミリー３９（亜鉛
輸送体）、メンバー１２（ＳＬＣ３９Ａ１２）；レティキュロン１（ＲＴＮ１）；メタロ
チオネイン（ＭＴ３）、およびペプチジルアルギニンデイミナーゼ２型（ＰＡＤ－２）を
さらに含むが、これに限定されない。表１～１１および１３～１７も本発明の方法におい
て有用なバイオマーカー（すなわちペプチド）を列挙する。関係技術上既知である他のバ
イオマーカーを本願に記載のバイオマーカーと組み合わせて用いうる。本発明は、非修飾
および修飾（例：シトルリン化または他の翻訳後修飾）タンパク質／ポリペプチド／ペプ
チドの両者、さらには前述のいずれかに対する自己抗体の検出、測定、定量、判定などを
さらに意図し、患者の脳損傷状態を判定する。
【００８２】
　（Ｂ．バイオマーカーパネル）
　本発明のバイオマーカーは、患者の脳損傷状態を評価、判定、および／または認定（本
願では互換的に使用される）するための診断検査において用いることができる。語句「脳
損傷状態」は脳損傷がないことを含めた状態の任意の判別可能な発現を含む。たとえば、
脳損傷状態は、患者における脳損傷の有無、脳損傷を発症するリスク、脳損傷の病期また
は重症度、脳損傷の進行（例：経時的な脳損傷の進行）および脳損傷の治療の有効性また
はこれに対する反応（例：治療後の脳損傷の臨床的経過観察および監視など）を制限なく
含む。この状態に基づき、追加的な診断検査または治療手技または治療法を含めたさらな
る手順を指示しうる。
【００８３】
　状態を正しく予測する診断検査の検出力は、一般に測定法の敏感度、測定法の特異度ま
たは受信者動作特性（「ＲＯＣ」）曲線下面積として測定される。敏感度は、検査によっ
て陽性であると予測された真陽性の百分率である一方、特異性は検査によって陰性である
と予測された真陰性の百分率である。ＲＯＣ曲線は、検査の敏感度を１－特異度の関数と
して表す。ＲＯＣ曲線下面積が大きければ、検査的中度がより強力になる。検査の有用性
のその他の有用な指標は、陽性的中度および陰性的中度である。陽性的中度は、検査が陽
性で実際に陽性である者の百分率である。陰性的中度は、検査が陰性で実際に陰性である
者の百分率である。
【００８４】
　具体的な実施形態においては、本発明のバイオマーカーパネルは異なる脳損傷状態にお
いて少なくともｐ＜０．０５、ｐ＜１０－２、ｐ＜１０－３、ｐ＜１０－４またはｐ＜１
０－５の統計的差を示しうる。これらのバイオマーカーを用いる診断検査は、少なくとも
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０．６、少なくとも０．７、少なくとも０．８または少なくとも０．９のＲＯＣを示しう
る。
【００８５】
　バイオマーカーは、ＵＩ（ＮＣまたは非脳損傷）と脳損傷で鑑別的に存在することがで
きるので、脳損傷状態の判定を支援する際に有用である。一定の実施形態においては、本
願に記載の方法を用いて患者サンプル中のバイオマーカーを測定し、かつたとえば事前に
定義するバイオマーカーレベル／比率などと比較し、かつ脳損傷状態と相関させる。具体
的な実施形態においては、測定値は次に脳損傷陽性状態を脳損傷陰性状態と識別する関連
する診断的量、カットオフ値、または多変量モデルスコアと比較されうる。診断的量は、
その値を上回るかまたは下回るとき患者が特定の脳損傷状態を有すると分類されるバイオ
マーカーの測定量を表す。たとえば、バイオマーカーが脳損傷時に正常値と比較してアッ
プレギュレートされる場合、診断的カットオフ値を上回る測定量が脳損傷の診断を提供す
る。代わりに、バイオマーカーが脳損傷時にダウンレギュレートされる場合、診断的カッ
トオフ値にあるかまたはこれ以下の測定量が非脳損傷の診断を提供する。技術上十分に理
解されているように、測定法で用いられる特定の診断カットオフ値を調節することにより
、診断医の選好に応じて診断測定法の敏感度または特異度を高めることができる。具体的
な実施形態においては、具体的な診断カットオフ値は、たとえば種々の脳損傷状態を有す
る患者に由来する統計的に有意な数のサンプルにおいてバイオマーカーの量を測定し、さ
らに所望のレベルの敏感度および特異度に適合させるためにカットオフ値を選択すること
などによって決定することができる。
【００８６】
　他の実施形態においては、翻訳後修飾されたバイオマーカーの対応する非修飾バイオマ
ーカーに対する比率は、脳損傷状態の判定を支援する上で有用である。一定の実施形態に
おいては、バイオマーカーの比率は診断を示す。他の実施形態においては、バイオマーカ
ーの比率は、同じサンプル中の他のバイオマーカーの比率、または対照または参照サンプ
ルからのバイオマーカーの比率の群と比較することができる。
【００８７】
　実際に、当業者が認識するように、検討中の診断的な問題を改善するために２つまたは
それ以上のバイオマーカーの測定値を用いる多くの方法がある。きわめて単純であるもの
のしばしば有効な手法においては、サンプルが測定したマーカーのうち少なくとも１つに
ついて陽性である場合、結果は陽性であると推測される。
【００８８】
　さらに、一定の実施形態においては、バイオマーカーパネルのマーカーについて測定し
た数値を数学的に複合し、さらに複合した数値を背景にある診断的問題と相関させる。バ
イオマーカーの数値は任意の適切な最新の数学的方法によって複合しうる。マーカーの複
合値を疾患状態と相関させる周知の数学的方法は、判別分析（ＤＡ）（例：線形、二次、
正規化ＤＡ）、判別関数分析（ＤＦＡ）、カーネル法（例：ＳＶＭ）、多次元尺度構成法
（ＭＤＳ）、ノンパラメトリック法（例：ｋ近傍分類法）、ＰＬＳ（部分最小二乗法）、
決定木法（例：論理回帰、ＣＡＲＴ、ランダムフォレスト法、ブースティング／バッギン
グ法）、一般化線型モデル（例：ロジスティック回帰）、主成分法（例：ＳＩＭＣＡ）、
一般化加法モデル、ファジー論理法、ニューラルネットワークおよび遺伝的アルゴリズム
法のような方法を用いる。当業者は、本発明のバイオマーカー複合値を評価する適切な方
法を問題なく選択するであろう。１つの実施形態においては、たとえば脳損傷を診断する
ためなどに本発明のバイオマーカー複合値を相関させる際に用いられる方法は、ＤＡ（例
：線形、二次、正規化判別分析）、ＤＦＡ、カーネル法（例：ＳＶＭ）、ＭＤＳ、ノンパ
ラメトリック法（例：ｋ近傍分類法）、ＰＬＳ（部分最小二乗法）、決定木法（例：論理
回帰、ＣＡＲＴ、ランダムフォレスト法、ブースティング法）、または一般化線型モデル
（例：ロジスティック回帰）、および主成分法から選択される。これらの統計学的方法に
関する詳細は以下の参照文献で確認される：Ruczinski他、12 J. OF COMPUTATIONAL AND 
GRAPHICAL STATISTICS 475-511 (2003)；Friedman, J. H., 84 J. OF THE AMERICAN STAT
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ISTICAL ASSOCIATION 165-75 (1989)；Hastie, Trevor, Tibshirani, Robert, Friedman,
 Jerome『統計的学習の要素―Springer統計学シリーズ』(2001)；Breiman, L., Friedman
, J. H., Olshen, R. A., Stone, C. J. 『分類および回帰木』California: Wadsworth (
1984)；Breiman, L., 45 MACHINE LEARNING 5-32 (2001); Pepe, M. S.,『分類および予
測を目的とした医学的検査の統計学的評価、オックスフォード統計科学シリーズ28』(200
3)；およびDuda, R. O., Hart, P. E., Stork, D. G.,『パターン分類』（第2版）Wiley 
Interscience (2001)。
【００８９】
　（Ｃ．脳損傷発症リスクの判定）
　具体的な実施形態においては、本発明は患者が脳損傷を発症するリスクを判定するため
の方法を提供する。バイオマーカーの百分率、比率、量またはパターンは、たとえば高、
中、または低などの多様なリスク状態の特徴である。脳損傷を発症するリスクは、関連バ
イオマーカーを測定し、その後それらを分類アルゴリズムに投入するか、または参照値、
すなわち特定のリスクレベルと関連する事前に定義するバイオマーカーのレベルまたはパ
ターンと比較することによって判定する。
【００９０】
　（Ｄ．脳損傷の重症度の判定）
　他の実施形態においては、本発明は患者の脳損傷の重症度を判定するための方法を提供
する。脳損傷の各等級または病期は、特徴的なバイオマーカーのレベルまたはバイオマー
カー群の相対的レベル／比率（パターンまたは比率）を有する可能性がある。脳損傷の重
症度は、関連バイオマーカーを測定し、その後それらを分類アルゴリズムに投入するか、
または参照値、すなわち特定の病期と関連する事前に定義するバイオマーカーのレベルま
たはパターンと比較することによって判定する。
【００９１】
　（Ｅ．脳損傷の予後の判定）
　１つの実施形態においては、本発明は患者の脳損傷の経過を判定するための方法を提供
する。脳損傷の経過は、脳損傷の進行（悪化）および脳損傷の後退（改善）を含む、脳損
傷状態の経時的変化を意味する。時間と共に、バイオマーカーの量または相対的な量（例
：パターンまたは比率）は変化する。たとえば、バイオマーカー「Ｘ」が脳損傷に伴って
増加することがある一方で、バイオマーカー「Ｙ」が脳損傷に伴って減少することもある
。したがって、脳損傷または非脳損傷に向かうこれらのバイオマーカーの経時的な増加ま
たは減少の傾向は、状態の経過を示す。このため、本方法は、患者の１つまたはそれ以上
のバイオマーカーのレベルを、たとえば１回目および２回目などの少なくとも２つの測定
時に測定し、かつ変化があればこれを比較することを包含する。脳損傷の経過はこれらの
比較に基づいて判定する。
【００９２】
　（Ｆ．患者の管理）
　脳損傷状態を認定する方法の一定の実施形態においては、方法は状態に基づく患者の治
療を管理することをさらに含む。そのような管理は、脳損傷状態を判定することに続く医
師または臨床家の措置を含む。たとえば、医師が脳損傷の診断を下す場合、その後に一定
のモニタリング法を実施するであろう。本発明の方法を用いた脳損傷の経過の評価は、そ
の後一定の脳損傷治療法を必要とすることもある。代替的に、非脳損傷の診断の後で、患
者が罹患していることもありうる具体的な疾患を判定するためにさらなる検査を行うこと
もありうる。また、診断検査の結果が脳損傷に関する結論に至らない場合はさらなる検査
を要請することもある。
【００９３】
　（Ｇ．医薬品の治療効果の判定）
　他の実施形態においては、本発明は医薬品の治療効果を判定するための方法を提供する
。これらの方法は、医薬品の臨床試験を実施する際、および医薬品を使用している患者の
進行をモニタリングする際に有用である。治療法または臨床試験は、医薬品を特定の投与
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法で投与することを包含する。投与法は、医薬品の１回投与または医薬品の経時的複数回
投与を包含しうる。医師または臨床研究者は、患者または被験者に対する医薬品の効果を
投与の過程に渡ってモニタリングする。薬剤が病状に対して薬理学的影響を有する場合、
本発明の１つまたはそれ以上のバイオマーカーの量または相対量（例：パターン、プロフ
ィールまたは比率）は、非脳損傷プロフィールに向かって変化しうる。したがって、投与
クール中、患者における１つまたはそれ以上のバイオマーカーの経過を追跡することがで
きる。これにより、本方法は薬物療法を受ける患者の１つまたはそれ以上のバイオマーカ
ーを測定すること、およびバイオマーカーレベル／比率を患者の脳損傷状態と（例：種々
の脳損傷状態に対応する事前に定義するバイオマーカーのレベル／比率との比較により）
相関させることを包含する。本方法の１つの実施形態は、たとえば１回目および２回目な
ど、薬物療法クール中の少なくとも２つの測定時について１つまたはそれ以上のバイオマ
ーカーのレベル／比率を判定し、かつバイオマーカーのレベル／比率に変化があればこれ
と比較することを包含する。たとえば、１つまたはそれ以上のバイオマーカーのレベル／
比率は薬剤の投与の前後、または薬剤投与中の異なる２つの測定時に測定することができ
る。治療法の効果はこれらの比較に基づいて判定する。治療が有効である場合は１つまた
はそれ以上のバイオマーカーのレベル／比率は正常となる傾向を示す一方、治療が無効で
ある場合は１つまたはそれ以上のバイオマーカーのレベル／比率は脳損傷を表す傾向を示
すであろう。
【００９４】
　（Ｈ．脳損傷状態を認定するための分類アルゴリズムの生成）
　一部の実施形態においては、「既知のサンプル」などのサンプルを用いて生成したデー
タはその後分類モデルを「トレーニング」するために用いることができる。「既知のサン
プル」とは事前に分類されたサンプルである。分類モデルを形成するために用いるデータ
は「トレーニングデータセット」と呼ぶことができる。分類モデルを形成するために用い
るトレーニングデータセットは生データを含むこともあれば、または事前に処理したデー
タを含むこともある。分類モデルは、一旦トレーニングすれば未知のサンプルを用いて生
成したデータにおけるパターンを認識することができる。分類モデルはその後未知のサン
プルを階級に分類するために用いることができる。これは、たとえば特定の生体サンプル
が一定の生物学的状態と関連するか否か予測する際など（例：疾患対非疾患）に有用とな
ることがある。
【００９５】
　分類モデルは、データ中に存在する客観的パラメーターに基づいてデータの本体を階級
に区分することを試みる任意の適当な統計学的分類または学習法を用いて形成することが
できる。分類法は教師付きであることも、または教師なしであることもある。教師付き分
類および教師なし分類のプロセスの例は、その教示を参照文献として本願に援用するJain
, “Statistical Pattern Recognition: A Review”, IEEE Transactions on Pattern An
alysis and Machine Intelligence, Vol. 22, No. 1, January 2000に記載されている。
【００９６】
　教師付き分類においては、既知のカテゴリーの例を含むトレーニングデータが学習メカ
ニズムに提示され、この学習メカニズムが既知の階級をそれぞれ定義する１つまたはそれ
以上の関係群を学習する。その後新規データを学習メカニズムに適用すると、学習メカニ
ズムは学習した関係を用いて新規データを分類する。教師付き分類プロセスの例は、線形
回帰プロセス（例：多重線形回帰（ＭＬＲ）、部分最小二乗（ＰＳＬ）回帰および主成分
回帰（ＰＣＲ））、二分決定木（例：ＣＡＲＴなどの帰納的分配プロセス）、バックプロ
パゲーションネットワークなどのアーティフィシャルニューラルネットワーク、判別分析
（例：ベイズ分類またはフィッシャー分析）、ロジスティック分類、およびサポートベク
ター分類（サポートベクターマシン）を含む。
【００９７】
　他の教師付き分類法は帰納的分配プロセスである。帰納的分配プロセスは、未知のサン
プルから派生したデータを分類するために帰納的分配木を用いる。帰納的分配プロセスに



(32) JP 2015-513370 A 2015.5.11

10

20

30

40

50

ついてのさらなる詳細はＰａｕｌｓｅ他の米国特許出願公開第２００２／０１３８２０８
（Ａ１）号「質量スペクトルを分析するための方法」に提供される。
【００９８】
　他の実施形態においては、作製される分類モデルは教師なし学習法によって形成するこ
とができる。教師なし分類では、そこからトレーニングデータセットが導き出されたスペ
クトルを事前に分類することなく、トレーニングデータセット中の類似性に基づいて分類
の学習を試みる。教師なし学習モデルはクラスター分析を含む。理想的には、クラスター
分析は構成要素が互いに非常に類似し、かつ他のクラスターの構成要素とは非常に異なっ
ていなければならない「クラスター」または群へのデータの分割を試みる。次に、データ
項目間の距離を測定し、かつ互いにより近いデータ項目と共にクラスター化する何らかの
距離測定法を用いて類似性を測定する。クラスター化法はMacQueenのＫ－平均アルゴリズ
ムおよびKohonenの自己組織化マップアルゴリズムを含む。
【００９９】
　生物学的情報を分類する際の使用を目的として主張された学習アルゴリズムは、たとえ
ばＰＣＴ国際出願公開第０１／３１５８０号（Barnhill他、「生物学的システムにおける
パターンを特定するための方法および装置およびその使用方法」）、米国特許出願公開第
２００２／０１９３９５０号（Gavin他、「方法または質量スペクトルを分析すること」
）、米国特許出願公開第２００３／０００４４０２号（Hitt他、「生物学的データからの
隠れたパターンに基づく生物学的状態間を識別するためのプロセス」）、および米国特許
出願公開第２００３／００５５６１５号（ZhangおよびZhang、「生物学的発現データを処
理するためのシステムおよび方法」）などに記載されている。
【０１００】
　分類モデルは、任意の適当なデジタルコンピュータ上で形成し、かつ使用することがで
きる。適当なデジタルコンピュータは、Ｕｎｉｘ、Ｗｉｎｄｏｗｓ（登録商標）またはＬ
ｉｎｕｘ（登録商標）ベースのオペレーティングシステムなどの任意の標準的なまたは専
用のオペレーティングシステムを用いるマイクロ、ミニまたは大型コンピュータを含む。
質量分析器を利用する実施形態においては、使用するデジタルコンピュータは、目的のス
ペクトルを生成　するために用いる質量分析器と物理的に分離していることもあれば、ま
たは質量分析器と接続していることもある。
【０１０１】
　本発明の実施形態によるトレーニングデータセットおよび分類モデルは、デジタルコン
ピュータによって実行または使用されるコンピュータコードによって具現することができ
る。コンピュータコードは、光学または磁気ディスク、スティック、テープなどの任意の
適当なコンピュータ読み取り可能メディアに保存することができ、かつＲ、Ｃ、Ｃ＋＋、
ｖｉｓｕａｌ　ｂａｓｉｃなどを含む任意の適当なコンピュータプログラミング言語で書
くことができる。
【０１０２】
　上記の学習アルゴリズムは、すでに発見されたバイオマーカーのための分類アルゴリズ
ムを開発するため、および新規バイオマーカーを発見するためのいずれにも有用である。
一方、分類アルゴリズムの方は、単独でまたは組み合わせて用いられるバイオマーカーの
ための診断値（例：カットオフポイント）を提供することにより、診断検査のための基盤
を形成する。
【０１０３】
　（ＩＶ．脳損傷バイオマーカーの検出のためのキット）
　他の態様においては、本発明は脳損傷状態を認定するためのキットであって、当該キッ
トが本願に記載するバイオマーカーを検出するために用いられるキットを提供する。具体
的な実施形態においてキットは、ＭＢＰ、ＧＦＡＰ、ＰＡＤ－２、チューブリンβ－４Ｂ
鎖、チューブリンα－１Ｂ鎖、ＣＮＰアーゼ、ＰＰＩＡ、セプチン－７、伸長因子１－α
２、ＴＰＰＰ、ＴＰＰＰ３、エルミンアイソフォーム２、ＮＤＲＧ２アイソフォーム２、
ＡＳＴＮ１、ＢＡＩ３、ＣＮＤＰ１、ＥＲＭＩＮ、ＧＦＡＰ、ＧＲＭ３、ＫＬＨ３２、Ｍ
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ＡＧＥ２、ＮＲＧ３、ＮＲＧＮ、ＯＭＧ、ＳＬＣ３９Ａ１２、ＲＴＮ１、ＭＴ３、および
ＰＡＤ２、さらには表１～１１、および１３～１７に列記されたペプチドを含むがこれに
限定されない本発明のバイオマーカーに対する抗体を含むＥＬＩＳＡキットとして提供さ
れる。具体的な実施形態においては、抗体はＮＲＧＮまたはそのペプチドの修飾または非
修飾型と特異的に結合する。
【０１０４】
　ＥＬＩＳＡキットは、その上にバイオマーカー捕捉試薬が結合しているチップ、マイク
ロプレート（例：９６ウェルプレート）、ビーズ、または樹脂などの固形支持体を含みう
る。キットは、抗体などのバイオマーカーを検出するための手段、およびセイヨウワサビ
ペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）コンジュゲートヤギ抗ウサギＩｇＧ抗体などの二次抗体－シ
グナル複合体およびＨＲＰの基質としてテトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）をさらに含み
うる。
【０１０５】
　脳損傷状態を認定するためのキットは、膜がＮＣ膜およびＰＶＤＦ膜を含む、その上に
抗体が固定されている膜、およびたとえば金粒子結合抗体などのような検出するための手
段を含む免疫クロマトグラフィストリップとして提供されうる。キットは、サンプルアプ
リケーションパッド、グラスファイバーフィルター上に一時的に固定された金粒子結合抗
体、その上に抗体バンドおよび二次抗体バンドが固定されたニトロセルロース膜および吸
収剤パッドが、血清の連続的毛管流を維持するよう、その上に連続的な様式で配置された
プラスチックプレートを含みうる。
【０１０６】
　一定の実施形態においては、患者は、患者に由来する血液または血清をキットに加える
こと、および抗体とコンジュゲートした関連バイオマーカーを検出すること、具体的には
（ｉ）患者から血液または血清を採取すること；（ｉｉ）患者の血液から血清を分離する
こと；（ｉｉｉ）患者由来の血清を診断キットに加えること；および、（ｉｖ）抗体とコ
ンジュゲートしたバイオマーカーを検出することという段階を含む方法によって診断する
ことができる。この方法においては、抗体は患者の血液と接触させられる。サンプル中に
バイオマーカーがあれば、抗体はサンプル、またはその一部分と結合するであろう。他の
キットまたは診断の実施形態においては、患者より血液または血清を採取する必要はない
（すなわち、それはすでに採取されている）。さらに他の実施形態においては、サンプル
は組織サンプルまたは臨床サンプルを含んでもよい。
【０１０７】
　キットは、捕捉試薬と洗浄液の組み合わせにより固形支持体上にバイオマーカーを捕捉
し、続いてたとえば抗体または質量分析器などにより検出することが可能となる、洗浄液
または洗浄液を作製するための指示を含むことができる。さらなる実施形態においては、
キットは適切な操作パラメーターについての指示をラベルまたは別添の添付文書の形態で
含むことができる。指示は、たとえばサンプルの捕集方法、プローブの洗浄方法または具
体的な検出すべきバイオマーカーなどについての情報を消費者に与えうる。さらに他の実
施形態においては、キットは、較正用標準物質として使用するために、バイオマーカーサ
ンプルの入った１つまたはそれ以上の容器を含むことができる。
【０１０８】
　（ＩＶ．シトルリン化ポリペプチド）
　本発明はシトルリン化ポリペプチドを提供する。本願で用いる用語「ポリペプチド」、
「ペプチド」、および「タンパク質」は、本願において任意の長さのアミノ酸の重合体を
意味するために互換的に用いられる。したがって、ペプチド、オリゴペプチド、およびタ
ンパク質はポリペプチドの定義の中に含まれる。この用語は、たとえばグリコシル化、ア
セチル化、リン酸化などのポリペプチドの発現後修飾も包含する。定義に含まれるものは
、たとえば、１つまたはそれ以上のアミノ酸類似体（たとえば非天然アミノ酸などを含む
）を含有するポリペプチド、置換された結合を有するポリペプチド、さらには天然に生成
および非天然的に生成する技術上既知の他の修飾体を含む。
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【０１０９】
　具体的な態様においては、シトルリン化ポリペプチド配列はヒトアミノ酸配列である。
本発明は、少なくとも１つのアルギニンアミノ酸がシトルリンに変換された全長アミノ酸
配列またはそのフラグメントの両者も包含する。任意の所望の長さの任意のフラグメント
が自己抗体と特異的に結合する少なくとも１つのシトルリンを有するという制限。実際、
具体的な実施例においては、本発明は脳損傷患者においてｃｉｔ－ＮＲＧＮ自己抗体の潜
在的な標的であることが証明される任意のＮＲＧＮペプチドを包含する。ヒトＮＲＧＮに
ついての全長アミノ酸配列は配列番号１に示す。さらなる実施例として、ＭＢＰ、ＧＦＡ
Ｐ、およびＰＡＤ－２についてのアミノ酸配列を配列番号２～４に示す。本願に記載され
た他のバイオマーカータンパク質、すなわちチューブリンβ－４Ｂ鎖、チューブリンα－
１Ｂ鎖、ＣＮＰアーゼ、ＰＰＩＡ、セプチン－７、伸長因子１－α２、ＴＰＰＰ、ＴＰＰ
Ｐ３、エルミンアイソフォーム２、ＮＤＲＧ２アイソフォーム２、ＡＳＴＮ１、ＢＡＩ３
、ＣＮＤＰ１、ＥＲＭＩＮ、ＧＲＭ３、ＫＬＨ３２、ＭＡＧＥ２、ＮＲＧ３、ＯＭＧ、Ｓ
ＬＣ３９Ａ１２、ＲＴＮ１、ＭＴ３のアミノ酸配列は公表されている。
【０１１０】
　具体的な態様においては、本発明のシトルリン化ペプチドはｃｉｔ－ペプチド自己抗体
と高い親和性で結合する（用語「ペプチド」は一般的に用いられかつＮＲＧＮ、ＭＢＰな
どを含む本願に記載のタンパク質バイオマーカーを意味することができる）。「高い親和
性」は、用語「と特異的に結合する」および「に対して特異的」と同じ意味で用いられ、
かつシトルリン化ＮＲＧＮペプチド（たとえば）が、非シトルリン化ＮＲＧＮ抗体と比べ
て高いかまたは上昇した親和性で、ｃｉｔ－ＮＲＧＮ自己抗体と結合する能力を意味する
ことが当業者によって理解される。そのような結合親和性は、たとえば標準ペプチドを置
き換えるためにサンプルペプチドを用いるペプチド結合測定法を用いてインビトロで容易
に確立することができることがさらに理解される。
【０１１１】
　したがって、具体的な実施形態においては、本発明は１つまたはそれ以上のシトルリン
化アルギニン部位を含むＮＲＧＮポリペプチドを提供する。他の実施形態においては、本
発明はＭＢＰ、ＧＦＡＰ、ＰＡＤ－２，チューブリンβ－４Ｂ鎖、チューブリンα－１Ｂ
鎖、ＣＮＰアーゼ、ＰＰＩＡ、セプチン－７、伸長因子１－α２、ＴＰＰＰ、ＴＰＰＰ３
、エルミンアイソフォーム２、ＮＤＲＧ２アイソフォーム２、ＡＳＴＮ１、ＢＡＩ３、Ｃ
ＮＤＰ１、ＥＲＭＩＮ、ＧＲＭ３、ＫＬＨ３２、ＭＡＧＥ２、ＮＲＧ３、ＯＭＧ、ＳＬＣ
３９Ａ１２、ＲＴＮ１、ＭＴ３、そのアイソフォーム、その翻訳後修飾型の１つまたはそ
れ以上のシトルリン化アルギニン部位を含むペプチドを提供する。シトルリン化アルギニ
ン残基については本願に提供される表および配列一覧を参照する。
【０１１２】
　ペプチドを生成するための方法は技術上既知である。したがって、追加的なシトルリン
化ポリペプチドは本発明の範囲内である。多数の（任意の長さの）シトルリン化ポリペプ
チドを生成する１つまたはそれ以上のアルギニン残基のシトルリン残基による置換および
これに続くその分析は、過度の実験作業を行わずに遂行することができる。
【０１１３】
　これらのポリペプチド配列のうちいくつかは、シトルリンに変換されうる追加的なアル
ギニンを含有しうる。一般に、本発明のポリペプチドは、ｃｉｔ－ペプチド自己抗体によ
る特異的認識に適した任意の長さを含みうる。１つの実施形態においては、シトルリン化
ポリペプチドは全長タンパク質である。他の実施形態においては、シトルリン化ポリペプ
チドは少なくとも約２アミノ酸から約数百アミノ酸の長さを含みうる。より具体的には、
シトルリン化ポリペプチドは少なくとも約８または９アミノ酸から約数百アミノ酸の長さ
を含みうる。さらにより具体的には、シトルリン化ポリペプチドは少なくとも約１０～２
０アミノ酸の長さから少なくとも約１００アミノ酸の長さを含みうる。さらに、本発明の
シトルリン化ポリペプチドは約９から約５０アミノ酸の長さを含み、かつ当業者によって
理解されるようにそのうちの任意の範囲のアミノ酸の長さ（すなわち９～５０、９～４５
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、９～４０、９～３５、９～３０、９～２５、９～２０、９～１５など）を含みうる。約
５０アミノ酸の長さを上回るペプチドも本発明に包含される。ｃｉｔ－ポリペプチド自己
抗体と特異的に結合するその結合能力によってのみ制限されるポリペプチドの長さ。
【０１１４】
　本発明のポリペプチドはマルチペプチドも含みうる。本発明の文脈においては、マルチ
ペプチドは少なくとも２つの抗原ペプチド単位、すなわち共有結合によって連結されるこ
ともされないこともあるペプチド単位の組み合わせから構成される分子である。そのよう
なマルチペプチドは線形、分岐、環状ペプチド単位またはこれらの組み合わせより構成さ
れうる。マルチペプチドは、同じアミノ酸配列を有するペプチド単位および異なるアミノ
酸配列を有するペプチド単位のいずれからも構成されうる。本発明によるマルチペプチド
は少なくとも７，好ましくは少なくとも１０アミノ酸を含み、すなわちペプチド単位が重
なり合いうる。具体的な実施例においては、本発明はシトルリン化ポリペプチドの環状変
種を含みうる。
【０１１５】
　さらに、本発明のシトルリン化ペプチドは、ペプチドの二量体または三量体、さらには
当業者によって理解されかつたとえば米国特許第６，１８４，２０４号および米国特許５
，８２４，３１５号に記載されているように、追加的な安定化隣接配列も含みうる。本発
明による多量体は、多数の同じペプチドから構成されるホモマーか、または相異なるペプ
チドから構成されるヘテロマーのいずれかであることができる。言及されるように、本発
明によるポリペプチドのアミノ酸配列は無作為的アミノ酸配列によって隣接されることが
できる。好ましいものは、ポリペプチドに対して安定化作用を有することによってその生
物学的利用能を高める隣接配列である。さらに、他のペプチドミメティクスも本発明のポ
リペプチドにおいて有用である。一般的な総説については、B. Weinstein編『アミノ酸、
ペプチドおよびタンパク質の化学および生化学』Marcel Dekker、ニューヨーク（１９８
３年）の２６７ページA. F. Spatolaを参照されたい。本発明のポリペプチドは、たとえ
ばリン酸化、グリコシル化、または脂質化によって修飾されたポリペプチドも包含する。
【０１１６】
　さらに、本発明のポリペプチドは、ポリペプチドの「機能的に同等な変異体」または「
類似体」も包含しうる。このように、これは部分的配列相同を有するポリペプチド、１つ
またはそれ以上の特異的な保存的および／または非保存的アミノ酸変化を有するポリペプ
チド、およびポリペプチドの生物学的または構造的特性を変化させないポリペプチドコン
ジュゲートを含むが、これに限定されないであろう。
【０１１７】
　用語「機能的類似体」においては、生物学的な機能的ポリペプチド類似体の定義におい
て固有であるのは、分子の限定された一部分の中で行いうる変化の数には制限があり、か
つさらに許容されるレベルの同等の生物学活性をもたらすという概念であることが、当業
者によって十分に理解されるであろう。置換が相異なる複数の異なるポリペプチドは、本
発明にしたがって容易に作製されかつ使用されうる。いくつかの残基はポリペプチドの生
物学的または構造的特性にとって特に重要であり、かつそのような残基は一般に交換する
ことができないことも理解される。
【０１１８】
　機能的類似体は、保存的アミノ酸置換または非保存的アミノ酸置換によって生成するこ
とができる。アミノ酸置換は、一般的にたとえばその疎水性、親水性、電荷、サイズなど
のアミノ酸側鎖置換基の相対的類似性に基づく。したがって、本発明の範囲内において、
保存的なアミノ酸の変化は、特定の位置における当初存在していたものと同じ種類のアミ
ノ酸の変化；すなわち疎水性アミノ酸の疎水性アミノ酸との交換、塩基性アミノ酸の塩基
性アミノ酸との交換を意味する。保存的アミノ酸置換の例は、イソロイシン、バリン、ロ
イシンまたはメチオニンといった非極性（疎水性）残基のもう１つとの置換、アルギニン
とリジンの間、グルタミンとアスパラギンの間、グリシンとセリンの間といった１つの極
性（親水性）残基のもう一方との置換、リジン、アルギニンまたはヒスチジンといった１
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つの塩基性残基のもう１つとの置換、またはアスパラギン酸またはグルタミン酸といった
１つの酸性残基のもう１つとの置換、イソロイシン、ロイシン、またはバリンといった分
岐鎖アミノ酸のもう１つとの置換、フェニルアラニン、チロシンまたはトリプトファンと
いった芳香性アミノ酸のもう１つとの置換を含む。そのようなアミノ酸の変化は、ポリペ
プチドの全体的な電荷および／または立体構造を大きく変化させないので、機能的類似体
をもたらす。そのような保存的変化の例は当業者に周知でありかつ本発明の範囲内である
。保存的置換は、生成するポリペプチドが生物学的機能的に本発明のポリペプチドと同等
であるという条件で、非誘導体化残基に代わる化学的に誘導体化された残基の使用も含む
。したがって、本発明のシトルリン化ポリペプチドは、本願に提供される配列と１つまた
はそれ以上の保存的アミノ酸置換で異なるアミノ酸配列を有するポリペプチドを包含する
。本発明のシトルリン化ポリペプチドは、本願に提供される配列と単一の変異で異なるア
ミノ酸配列であって、単一の変異が単一のアミノ酸欠失、挿入または置換を表すアミノ酸
配列を有するポリペプチドも包含する。
【０１１９】
　本発明はさらにシトルリン化ペプチドを提供する。本発明のシトルリン化ペプチドは当
業者に既知の方法によって、最も著しくかつ好ましくは、合成ペプチドを生成する固相合
成（Merrifield他、65 J. AM. CHEM. ASSOC. 2149（1964）；Merrifield他、85 J. AMER.
 CHEM. SOC. 2149（1963）；およびMerrifield他、35 INT. J. PEPTIDE PROTEIN RES. 16
1-214（1990））、または均一溶液における合成（E. Wansch編『有機化学の方法』Vol. 1
5, pts. I and II, Thieme、シュツットガルト（1987））といったタンパク質の化学にお
いて周知の技術を用いた化学合成によって作製しうる。シトルリンは、アルギニンから正
電荷を除去しかつ生成するシトルリンの性質を極性とする酵素ペプチジルアルギニンデイ
ミナーゼ４（ＰＡＤ－４）によって触媒される脱イミン化の過程を経て作製される翻訳後
修飾アルギニンである。
【０１２０】
　１つの実施形態においては、本発明のシトルリン化ペプチドは既知の市販の生成源から
作製することができる。この態様においては、凍結乾燥タンパク質を適切な緩衝液に溶解
し、酵素ペプチジルアルギニンデイミナーゼ４をこれに添加する。代替的に、Ｃａ２＋を
ＰＡＤ－４溶液に添加する。溶液は、アルギニン残基のシトルリンへの修飾を引き起こす
のに十分な時間適切な温度で静置し、これによりシトルリン化タンパク質を作成する。次
に、酵素を分離する高分子量膜を用いた酵素の除去かまたは他のクロマトグラフィ法によ
り、シトルリン化タンパク質を分離する。当業者は、インキュベーション温度、緩衝液条
件およびインキュベーション時間は脱イミン化されるタンパク質に応じて異なりうること
を理解するであろう（Masson-Bessiere他、166 J. IMMUNOL. 4177-4184 (2001)）。
【０１２１】
　シトルリン化タンパク質は、その配列によって解明された特性に基づいて選択された方
法によりさらに分離および精製される。精製は、クロマトグラフィ法（ゲル濾過、イオン
交換、およびイムノアフィニティ）などのタンパク質精製手順、高速液体クロマトグラフ
ィ（ＨＰＬＣ、ＲＰ－ＨＰＬＣ、イオン交換ＨＰＬＣ、サイズ排除ＨＰＬＣ、高速クロマ
トフォーカシング、および疎水性相互作用クロマトグラフィ）または沈降法（免疫沈降法
）によって達成することができる。ポリアクリルアミドゲル電気泳動も、シトルリン化タ
ンパク質の分子量、荷電特性および疎水性に基づいてタンパク質を分離するために用いる
ことができる。精製されたシトルリン化タンパク質をさらなる生化学分析に用いて、タン
パク質と相互作用し、タンパク質の電荷配置または他のタンパク質との電荷相互作用を変
化させるか、またはその機能を変化させる医薬品の設計に役立ちうる二次構造および三次
構造を確立することができる。
【０１２２】
　（Ｖ．シトルリン化ペプチドに対する自己抗体の測定法）
　本発明は、シトルリン化ペプチドを用いるための組成物および方法を提供する。いくつ
かの実施形態においては、本願に記載のシトルリン化ペプチドは、対応する自己抗体の存
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在について測定するために用いることができる。具体的な実施形態においては、対象にお
けるシトルリン化ＮＲＧＮに対する自己抗体の存在を検出するための方法は、対象から採
取された生体サンプルをシトルリン化ＮＲＧＮポリペプチドと接触させること、およびポ
リペプチドのポリペプチドに特異的な自己抗体との結合を検出することを含み、結合の検
出が対象におけるシトルリン化ＮＲＧＮ自己抗体の存在を示すことを特徴とする。本発明
は、チューブリンβ－４Ｂ鎖、チューブリンα－１Ｂ鎖、ＣＮＰアーゼ、ＰＰＩＡ、セプ
チン－７、伸長因子１－α２、ＴＰＰＰ、ＴＰＰＰ３、エルミンアイソフォーム２、ＮＤ
ＲＧ２アイソフォーム２、ＡＳＴＮ１、ＢＡＩ３、ＣＮＤＰ１、ＥＲＭＩＮ、ＧＲＭ３、
ＫＬＨ３２、ＭＡＧＥ２、ＮＲＧ３、ＯＭＧ、ＳＬＣ３９Ａ１２、ＲＴＮ１、ＭＴ３、そ
のアイソフォーム、その翻訳後修飾型、または前述のいずれかの組み合わせに対する自己
抗体の検出を意図する。より具体的には、本発明は修飾および／または非修飾タンパク質
／ペプチドに対する自己抗体の検出／定量／測定を意図する。
【０１２３】
　そのような自己抗体を測定する方法は本願に記載されかつ当業者に既知である。たとえ
ば、イムノアッセイは生体サンプル中の自己抗体を検出および分析するために用いること
ができる。本願で用いる用語「イムノアッセイ」は、抗体が抗原の検出において用いられ
る任意の方法について用いられる。イムノアッセイ形式の範囲は、直接イムノアッセイ、
間接イムノアッセイおよび「サンドイッチイムノアッセイ」を含めるがこれに限定される
ことなく、この定義によって包含されることが意図される。しかし、本発明が何らかの具
体的なフォーマットに限定されることは意図されていない。ラジオイムノアッセイ（ＲＩ
Ａ）、免疫蛍光測定法（ＩＦＡ）、およびＥＬＩＳＡ、ＲＩＡおよび／またはＩＦＡ法の
変法を含むがこれに限定されない他の測定形式を含む他の形式が、本発明の方法において
有用となることが意図されている。当該用語は免疫沈降法および免疫ブロット法も含む。
【０１２４】
　したがって、１つの態様において、本発明の方法はサンドイッチ測定法を用いてｃｉｔ
－ＮＲＧＮ自己抗体を検出することを含む。本節の文脈において、用語ＮＲＧＮは簡潔を
期するために具体的な例として用いられることが理解される。以下に記載する測定法およ
びペプチドは、チューブリンβ－４Ｂ鎖、チューブリンα－１Ｂ鎖、ＣＮＰアーゼ、ＰＰ
ＩＡ、セプチン－７、伸長因子１－α２、ＴＰＰＰ、ＴＰＰＰ３、エルミンアイソフォー
ム２、ＮＤＲＧ２アイソフォーム２、ＡＳＴＮ１、ＢＡＩ３、ＣＮＤＰ１、ＥＲＭＩＮ、
ＧＲＭ３、ＫＬＨ３２、ＭＡＧＥ２、ＮＲＧ３、ＯＭＧ、ＳＬＣ３９Ａ１２、ＲＴＮ１、
ＭＴ３、そのアイソフォーム、その翻訳後修飾型、または前述のいずれかの組み合わせを
含むがこれに限定されない本願に記載の他のタンパク質／ペプチド／バイオマーカーに適
用可能である。サンドイッチ測定法は、たとえば、それぞれが検出および／または定量し
ようとするタンパク質の相異なる部分またはエピトープと結合することのできる抗体など
の２つの結合物質の使用を全般的に包含する。サンドイッチ測定法においては、分析物は
典型的には固形支持体に固定された第１の結合物質により結合し、その後第２の結合物質
が分析物と結合し、これにより不溶性複合体を形成する。米国特許第４，３７６，１１０
号などを参照されたい。代替的に、サンドイッチ測定法は溶液中で実施することもあり、
均一分析法とも呼ばれる。米国特許第７，４１３，８６２号などを参照されたい。
【０１２５】
　これらの方法の一部の実施形態においては、第１の結合物質を含む捕捉プローブは、た
とえばＮＲＧＮポリペプチドなどの脳損傷関連抗原と特異的に結合することができ、これ
が１つまたはそれ以上の自己抗体と結合する。次に、第２の結合物質を含む検出プローブ
が自己抗体と結合する。したがって、この具体的な実施例においては、４つの部分からな
る複合体が：（１）捕捉プローブ、（２）疾患関連抗原、（３）自己抗体、および（４）
検出プローブの間で形成される。代替的な実施形態においては、固形支持体と結合した捕
捉プローブが自己抗体と特異的に結合できかつ検出プローブが脳損傷関連抗原と特異的に
結合できるよう、第１と第２の結合物質の位置が逆転する。
【０１２６】
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　上述のように、当該方法は免疫化学の技術分野に精通するものにとって既知である任意
の免疫学的技術を用いて実施することができる。例として、ＥＬＩＳＡ、免疫蛍光測定法
、ラジオイムノアッセイまたは同様の技術を用いうる。一般的に、適切な捕捉プローブが
固形物表面上に固定され、かつ試験しようとするサンプル（例：ヒト血清）が捕捉プロー
ブと接触させられる。たとえば、タンパク質と共有結合または非共有結合する修飾ガラス
基板を疾患関連抗原と結合させるために用いることができる。基板は、非特異的結合を最
小化するために適切なブロッキング剤で処理しうる。サンプル中に自己抗体が存在する場
合、自己抗体と捕捉プローブの間で複合体が形成される。次に、ヒト免疫グロブリン（Ｉ
ｇ）が存在する場合にそのエピトープを特異的に認識する検出プローブを添加する。抗ヒ
ト免疫グロブリン検出プローブはヒト抗体のＦｃ領域に向け、捕捉抗体種に対する交叉反
応性の可能性をできるだけ少なくしうる。
【０１２７】
　他の実施形態においては、当該方法は疾患関連抗原と結合することのできる抗体を含む
捕捉プローブにサンプルを接触させることを含む。サンプルは、抗ヒトＩｇ抗体を含む検
出プローブとも接触させる。複合体の存在または不在が自己抗体の存在または不在を示す
ことを特徴とする、複合体の存在、不在および／または量を検出しうる。
【０１２８】
　次に、技術上周知の方法を用いて複合体を検出または定量的に測定することができる。
検出プローブは、たとえばナノ粒子、セイヨウワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）、また
はアルカリホスファターゼ（ＡＰ）などの生化学的マーカーで標識してもよく、かつ複合
体の検出は熱量測定、化学発光または蛍光生成物を生成する酵素基質の添加によって達成
することができる。代替的に、複合体の存在は、たとえば適切な酵素などの検出可能なラ
ベルによって標識されたマーカータンパク質の添加によって判定しうる。この場合、測定
される酵素活性の量は形成される複合体の量と逆比例し、かつサンプル中の抗原の存在を
判定する参照として陰性対照が必要とされる。複合体を検出するためのもう１つの方法は
、放射性同位体で標識されている抗体または抗原を用いた後に放射能を測定しうる。
【０１２９】
　サンプルは捕捉プローブの前、後またはこれと同時に検出プローブと接触させうる。１
つの実施形態においては、始めにサンプルを検出プローブと接触させることにより、サン
プル中に存在する自己抗体が検出プローブと結合して目標の分析物複合体を形成する。次
に、混合物をそこに捕捉プローブが結合された基板と接触させることにより、目標の分析
物複合体が基板上の捕捉プローブと結合する。他の実施形態においては、サンプルを始め
に基板と接触させることによってサンプル中に存在する目的の分析物複合体が捕捉プロー
ブと結合し、さらに捕捉プローブと結合した目的の分析物複合体を検出プローブと接触さ
せることによって自己抗体が検出プローブと結合する。他の実施形態においては、サンプ
ル、検出プローブ、および基板上の捕捉プローブを同時に接触させる。
【０１３０】
　本発明は、市販用のキットをさらに提供する。一定の実施形態においては、キットは少
なくとも１つのｃｉｔ－ＮＲＧＮポリペプチドを含みうる。キットは、ｃｉｔ－ＮＲＧＮ
ポリペプチドを作製し、ｃｉｔ－ＮＲＧＮ自己抗体を検出するなどの過程におけるすべて
の段階にとって必要な装置、溶液、および／または指示を含みうる。さらにキットは、そ
れに対する自己抗体を検出する際の使用を目的とした、ＭＢＰ、ＧＦＡＰ、ＰＡＤ－２，
チューブリンβ－４Ｂ鎖、チューブリンα－１Ｂ鎖、ＣＮＰアーゼ、ＰＰＩＡ、セプチン
－７、伸長因子１－α２、ＴＰＰＰ、ＴＰＰＰ３、エルミンアイソフォーム２、ＮＤＲＧ
２アイソフォーム２、ＡＳＴＮ１、ＢＡＩ３、ＣＮＤＰ１、ＥＲＭＩＮ、ＧＲＭ３、ＫＬ
Ｈ３２、ＭＡＧＥ２、ＮＲＧ３、ＯＭＧ、ＳＬＣ３９Ａ１２、ＲＴＮ１、ＭＴ３、そのア
イソフォーム、その翻訳後修飾型のペプチドをさらに含むことができる。
【０１３１】
　当業者は、さらに手を加えることなく、前述の記載を用いて本発明を最も完全な程度ま
で利用できると考えられる。以下の実施例は例示的であるに過ぎず、いかなる様式であっ
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ても残る開示を制限していない。
【実施例】
【０１３２】
　以下の実施例は、当業者に対し、本願に記載および主張される化合物、組成物、物品、
機器、および／または方法をどのように作製および評価するかについて完全な開示および
記載を提供するために提示され、かつ純粋に例示的であることを意図し、かつ発明者がそ
の発明と見なすものの範囲を限定することを意図していない。数値（例：量、温度など）
については正確さを確保するよう努力しているが、本願では一部の誤りまたは逸脱を説明
すべきである。特に指示しない場合、部は重量部であり、温度はセルシウス温度または環
境温度であり、かつ圧力は大気圧付近である。所望のプロセスより得られる生成物の純度
および収率を最適化するために用いることのできる、たとえば成分濃度、所望の溶媒、溶
媒混合物、温度、圧力およびその他の反応範囲および条件などのような、数多くの変法お
よび反応条件の組み合わせがある。このようなプロセス条件を最適化するためには、合理
的かつ常用的な実験法のみが必要であろう。
【０１３３】
　（材料と方法）
　（試薬と化学物質）
　ウシミエリン塩基性タンパク質（ＭＢＰ）およびペプチジルアルギニンデイミナーゼ２
型（ＰＡＤ２）はシグマ－アルドリッチ（ミズーリ州セントルイス）より入手した。ウシ
ニューログラニン（ＮＲＧＮ）およびウシグリア細胞線維性酸性タンパク質（ＧＦＡＰ）
は、ウシＭＰＢサンプル内で質量分析法（ＭＳ）により同定した。組換えヒトＮＲＧＮは
、細菌（Ｒｏｓｅｔｔａ２　ＤＥ３、ｐＥＸ－Ｎ－Ｈｉｓ－ＮＲＧＮプラスミド）に発現
させＮｉ－ＮＴＡアガロースビーズで精製した。Ｎ末端のＨｉｓ－タグ、Ｃ末端のＴ７９
およびＲ８０を含む追加的なアミノ酸残基を、組換えタンパク質ＮＲＧＮに導入した（図
８）。ヒトの脳に由来する天然ヒトグリア細胞線維性酸性タンパク質（ＧＦＡＰ）は、カ
ルビオケム（ＥＭＤケミカル社、ニュージャージー州ギブズタウン）より購入した。ヒト
ＭＢＰは、ヒトＧＦＡＰサンプル内で質量分析法により同定した。配列決定グレード修飾
トリプシンおよびエンドプロテイナーゼＧｌｕ－Ｃは、プロメガ（ウィスコンシン州マジ
ソン）より購入した。エンドプロテイナーゼＬｙｓ－Ｃは、ロシェ・ダイアグノスティク
ス（インディアナ州インディアナポリス）より入手した。ＲａｐｉＧｅｓｔ界面活性剤は
、ウォーターズ（マサチューセッツ州ミルフォード）より購入した。その他の薬品はシグ
マ－アルドリッチ（ミズーリ州セントルイス）に由来した。
【０１３４】
　（ペプチジルアルギニンデイミナーゼ処理およびタンパク分解）
　ウシＭＢＰ、ヒトＧＦＡＰ、およびヒト組換えタンパク質ＮＲＧＮを未処理とするかま
たはＰＡＤ２で処理してペプチジルアルギニンをペプチジルシトルリンに変換した。ピア
ス　ビシンコニン酸（ＢＣＡ）タンパク質測定キット（ピアス、イリノイ州ロックフォー
ド）を用いてタンパク質濃度を測定した。各タンパク質（２μｇ）を、２０ｍＭ　ＣａＣ
ｌ２、２００ｍＭ　トリスＨＣｌ　ｐＨ７．５、１０ｍＭジチオスレイトールより構成さ
れる総体積４０μＬの緩衝液の中のＰＡＤ２　０．１５μｇ（比活性０．２５４単位／μ
ｇ；１単位は５５℃、ｐＨ７．２でＮ－ベンゾイル－Ｌ－アルギニンエチルエステル（Ｂ
ＡＥＥ）よりＮ－α－ベンゾイルシトルリンエチルエステルを１時間あたり１μモル生成
）により５５℃で２時間処理した。未処理サンプルは同じ緩衝液に溶解した。ＰＡＤ２処
理サンプルおよび未処理サンプルは、０．１％ＲａｐｉＧｅｓｔ界面活性剤で変性させ、
５ｍＭトリス（２－カルボキシエチル）ホスフィンにより５０℃で３０分間還元し、さら
に１０ｍＭヨードアセトアミドにより室温で３０分間（暗所で）アルキル化した。配列決
定グレード修飾トリプシン、Ｌｙｓ－Ｃ、またはＧｌｕ－Ｃをタンパク質サンプルに１：
２０の比率（酵素対基質）で添加した。サンプルを３７℃で１６時間インキュベートした
。サンプルは、Ｏａｓｉｓ逆相ＨＬＢカートリッジ（３０ｍｇ／３０μｍ、ウォーターズ
、マサチューセッツ州ミルフォード）で固相抽出により脱塩した。



(40) JP 2015-513370 A 2015.5.11

10

20

30

40

50

【０１３５】
　（ヒト脳組織サンプルからのタンパク質の抽出）
　ヒト脊髄組織は、ジョンズホプキンス大学医学部病院の２名の患者より承認を得て入手
した。組織サンプル（約６０ｍｇ）は分解緩衝液（８Ｍ尿素、Ａｍｂｅｒｌｉｔｅ　ＩＲ
Ｎ　１５０Ｌ、２Ｍチオ尿素、４％Ｃｈａｐｓ、１％ＤＴＴ）０．５ｍＬ中でホモジナイ
ズし、サンプル粉砕キット（ＧＥヘルスケア、ニュージャージー州ピスカタウェイ）によ
り製品プロトコルにしたがってタンパク質を抽出した。ホモジネートは１２，０００ｒｐ
ｍで１０分間遠心分離し、さらに上清を－８０℃の冷凍庫で保存した。上清（１００μＬ
）は、２－Ｄクリーンアップキット（ＧＥヘルスケア、ニュージャージー州ピスカタウェ
イ）により指示にしたがって清澄化した。沈殿および遠心分離の後、ペレットを６Ｍ尿素
に溶解した。２つの標本中のタンパク質濃度を、ピアスＢＣＡタンパク質測定キット（ピ
アス、イリノイ州ロックフォード）を用いて測定した。タンパク質抽出物を還元し、アル
キル化し、上述の方法でトリプシン、Ｌｙｓ－Ｃ、またはＧｌｕ－Ｃにより消化した。
【０１３６】
　（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳおよびデータ解析）
　消化したタンパク質サンプル（１００ｎｇ）を、ナノフローＨＰＬＣによりＬＴＱ－オ
ービトラップ質量分析器（サーモフィッシャーサイエンティフィック、カリフォルニア州
サンホセ）上で分析した。アジレント１２００シリーズナノフローＬＣシステム（アジレ
ント、カリフォルニア州サンタクララ）を、溶媒Ａ（０．１％ギ酸）および溶媒Ｂ（９０
％アセトニトリル０．１％ギ酸溶液）によるクロマトグラフィ分離に用いた。サンプルは
、Michrom Bioresources社（カリフォルニア州オーバン）のＭａｇｉｃ　Ｃ１８ＡＱ充填
剤（粒子径５μｍ、孔径２００Å）を所内で１０ｃｍ充填した内径７５μｍの逆相キャピ
ラリーカラムＰｉｃｏＦｒｉｔＳｅｌｆ／Ｐカラム（New Objectifve、マサチューセッツ
州ウォバーン）に装填した。流速２μＬ／分の溶媒Ｂ２％で８分間の分離を開始した。流
速３００ｎＬ／分で、溶媒Ｂ１０％から４５％まで３６分間のリニアグラジエントの後、
溶媒Ｂ４５％から９５％まで１０分間のリニアグラジエントを行った。
【０１３７】
　ナノエレクトロスプレーイオン化源を搭載したＬＴＱ－オービトラップは、Ｘｃａｌｉ
ｂｕｒ２．０．７およびＬＴＱ－オービトラップＭＳ　ＳＰ２（サーモフィッシャーサイ
エンティフィック、カリフォルニア州サンホセ）で制御した。ＬＴＱ－オービトラップ質
量分析器は、エレクトロスプレー電位＋１．７ｋＶのポジティブモードで操作した。ＭＳ
サーベイスキャン（ｍ／ｚ２５０から～１８００）は、オービトラップにおいてｍ／ｚ４
００での分解度ｒ＝６０，０００で取得した。５番目までの強度のイオンを分離し、リニ
アイオントラップにおいてＣＩＤ（正規化衝突エネルギー：３５％）でフラグメント化し
た。リニアイオントラップにおいてユニット分解でＭＳ／ＭＳスペクトルを連続的に取得
した。動的除外は３０秒間の除外によって可能となった。
【０１３８】
　ペプチドおよびタンパク質は、はじめにソーサラー２　ＳＥＱＵＥＳＴ（バージョン３
．５，Sage-N Research、カリフォルニア州ミルピータス）検索エンジンを用いて同定し
、Ｓｃａｆｆｏｌｄ　３（Proteome Software社、オレゴン州ポートランド）を用いて検
索後解析した。ＭＳ／ＭＳスペクトルを、国際タンパク質指標ヒト配列データベース（ｖ
３．７９）または国際タンパク質指標ウシ配列データベース（ｖ３．６８）に対して検索
した。検索パラメーターは、システインにおけるカルバミドメチル化、最大３個までの欠
失開裂を有する半酵素的消化、可変修飾としてアスパラギンまたはグルタミン脱アミノ化
を含めた。質量許容差は、前駆体イオンについては５０ｐｐｍ、かつフラグメントイオン
については１．００Ｄａであった。シトルリン化ペプチドおよび当該ペプチドの非修飾体
のＭＳ／ＭＳスペクトルにはマニュアル検証を適用した。始めに、ＭＳ／ＭＳスペクトル
を理論的フラグメントイオンピークと比較した。次に、前駆体イオンのｍ／ｚ値をＭＳ－
Ｐｒｏｄｕｃｔ（http://prospector.ucsf.edu）から得られた理論値と比較した。次に、
シトルリン化ペプチドおよび当該ペプチドの非修飾体のＨＰＬＣピークをすべてのタンパ
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【０１３９】
　（結果）
　（例１：ウシＭＢＰタンパク質のＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析）
　ウシＭＢＰは２つのシトルリン化部位を有することが過去に報告されている。ウシＭＢ
Ｐは容易に購入できるので、複雑な混合物からシトルリン化ペプチドを同定するためのＬ
Ｃ－ＭＳ／ＭＳ法を確立するためのモデルタンパク質としてウシＭＢＰを選択した。Ｌｙ
ｓ－Ｃおよびトリプシンを、ウシＭＢＰサンプルからペプチドフラグメントを生成するた
めのエンドプロテイナーゼとして共に用いた。
【０１４０】
　ウシＭＢＰにおいては、合計５個のアルギニン残基が自然にシトルリン化されると確認
された（表１）。初回のデータベース検索でシトルリン化ペプチドおよび関連する非修飾
ペプチドを同定した。各ＬＴＱ－ＭＳ／ＭＳスペクトル（図１Ａ、２Ａ、および３Ａ）を
理論的フラグメントイオンピークと比較することでマニュアル検証した。ペプチドのシト
ルリン化により質量増加が０．９８４０２ａｍｕ増加する。ペプチド配列は、高分解度オ
ービトラップＭＳ分析によっても確認された（表１および図１Ｃ、１Ｄ）。始めにＭＢＰ
タンパク質のＲ４１、Ｒ４７およびＲ６３残基における自然シトルリン化を同定した。Ｒ
１２９残基におけるシトルリン化（ヒトＭＢＰのＲ１３０）はヒトＭＰＢタンパク質にお
いて過去に報告されており、かつＲ９６残基のシトルリン化はウシＭＢＰにおいて過去に
報告されている。これらのシトルリン化アルギニン残基はヒトにおいて保存されている。
シトルリン化ペプチドNIVTPR*TPPPSQGK（残基９１～１０４）（配列番号ＮＯ：１７）、P
GFGYGGR*ASDYK（配列番号１２２～１３４）（配列番号１０）、およびDGHHAAR*TTHYGSLPQ
K（残基５７～７３）（配列番号１３）は、逆相ＨＰＬＣカラム上でそれらの非修飾ペプ
チドよりも遅く溶出した（図１ｂ、２ｂ、および３ｂ）。これらの結果は、シトルリン化
後のアルギニンの正荷電官能基の喪失によって説明することができる。図２に示すように
、シトルリン化ペプチドのＭＳ／ＭＳスペクトルにおけるイソシアン酸（ＨＮ＝ＣＯ）の
中性損失は、衝突誘発解離（ＣＩＤ）の下での典型的なフラグメント化経路である。この
特異なフラグメントイオンは、シトルリン化ペプチドの同定および検証においてモニタリ
ングされた。
【０１４１】
　（表１：Ｌｙｓ－Ｃまたはトリプシンで消化したウシＭＢＰにおいて同定されたＭＢＰ
のシトルリン化ペプチドおよび関連非修飾ペプチド；新規部位を下線で示す）
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【表１】

ａ：配列番号、ウシMBPについては1位の開始アミノ酸はアラニンである。
ｂ：ペプチドの質量対電荷比率
ｃ：選択した前駆体イオンの荷電状態
ｄ：T97でリン酸化されたペプチドまたはされていないペプチドのいずれも検出された。
ｅ：NA、シトルリン化残基が同定されなかったので該当せず。
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ｆ：ヒトではペプチド配列が保持されている。
ｇ：シトルリン化アルギニン残基はヒトでは保持されているが、ペプチド配列は異なる。
【０１４２】
　これらのシトルリン化アミノ酸残基は、ウシＭＢＰのトリプシン消化物において確認さ
れた。シトルリン化ペプチドNIVTPR*TPPPSQGK（残基９１～１０４）（配列番号９）、PGF
GYGGR*ASDYK（残基１２２～１３４）（配列番号１１）、および当該ペプチドの非修飾体N
IVTPR（残基９１～９６）（配列番号１６）、PGFGYGGR（残基１２２～１２９）（配列番
号１７）の確認は、シトルリン化がトリプシンによるタンパク分解消化を阻害したことを
示した（表１）。これらの結果は、シトルリン化はトリプシン処理による開裂に影響しな
いと思われるという過去の報告と異なっていた。ペプチドNIVTPRTPPPSQGK（配列番号８）
はＱ１０２において脱アミノ化を受けた可能性がある（図１Ｂ）。この脱アミノ化は過去
にニワトリＭＰＢタンパク質においても報告されている。
【０１４３】
　ウシＭＢＰのＲ１０６残基はモノまたはジメチル化されることがあると過去に報告され
ている。修飾されずにＲ１０６がモノまたはジメチル化されたペプチドGRGLSLSRFSWGAEGQ
K（残基１０５～１２１）（配列番号１８）が認められた。ＰＡＤ２処理後、Ｒ１０６が
モノおよびジメチル化されたGR*GLSLSR*FSWGAEGQK（残基１０５～１２１）（配列番号１
９）、ペプチドGRGLSLSR*FSWGAEGQK（配列番号２０）が観察された。これらの結果は、モ
ノまたはジメチル化アルギニンはＰＡＤ２酵素によってシトルリン化されないことを示し
た。
【０１４４】
　（例２：ＭＢＰサンプル中のウシＮＲＧＮおよびＧＦＡＰ）
　ウシＭＢＰサンプル中で新規タンパク質ニューログラニン（ＮＲＧＮ）がシトルリン化
されると確認された。ＧＦＡＰのシトルリン化ペプチドも確認された。ＧＦＡＰのシトル
リン化残基が同定されたのはこれが初めてである。ＮＲＧＮおよびＧＦＡＰのシトルリン
化ペプチドおよび当該ペプチドの非修飾体は、いずれもウシＭＢＰサンプル中で同定され
た（表２）。シトルリン化ペプチドの配列は、ＭＳ／ＭＳスペクトルを理論フラグメント
イオン、シトリン化ペプチドの特異なフラグメント化パターン（図５および６）、および
前駆体イオンの高分解度質量体電荷比と比較して確認した。
【０１４５】
　（表２：Ｌｙｓ－Ｃ、Ｇｌｕ－Ｃまたはトリプシンで消化したウシＭＢＰサンプルにお
いて同定されたＭＢＰのその他のシトルリン化ペプチドおよびタンパク質；新規部位を下
線で示す）
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【表２】

ａ：ウシMBPを除くすべてのタンパク質について、配列番号は1位の開始Metを含む。Metは
、成熟タンパク質から開裂する。
ｂ：ペプチドの質量対電荷比率
ｃ：zは選択された前駆体イオンの荷電状態
ｄ：NA、シトルリン化残基が同定されなかったので該当せず。
ｅ：シトルリン化アルギニン残基はヒトにおいて保持されるが、ペプチド配列は異なる。
ｆ：ヒトにおいてペプチド配列が保持されている。
【０１４６】
　ＮＲＧＮのＲ６８残基は、ウシＮＲＧＮに存在する自然シトルリン化部位として同定さ
れた。ペプチド配列は、Ｌｙｓ－Ｃおよびトリプシンの消化物において確認された。ＮＲ
ＧＮの一次配列は種間で高度に保持されるので（図４）、この特異な翻訳後修飾はヒトＮ
ＲＮＧにおいても存在しうる。
【０１４７】
　ＧＦＡＰのＲ４０２残基におけるシトルリン化は、内因性ＧＦＡＰにおいて同定された
。シトルリン化ペプチドGHLKR*NIVVKTVE（残基３９８～４１０）（配列番号２６）および
当該ペプチドの非修飾体（配列番号２５）はウシＭＢＰのＧｌｕ－Ｃ消化物中で認められ
た（図６）。
【０１４８】
　（例３：ヒトＧＦＡＰサンプルから同定されたシトルリン化タンパク質）
　ヒト自己免疫疾患である多発性硬化症（ＭＳ）では、ＧＦＡＰおよびＭＢＰタンパク質
がシトルリン化されることが過去に報告されている。先行研究では、シトルリン化ＧＦＡ
ＰおよびＭＢＰは化学修飾されたシトルリンに対する抗体を用いて検出された。しかし、
ＧＦＡＰのシトルリン化残基は同定されなかった。
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【０１４９】
　（表３：Ｌｙｓ－Ｃ、Ｇｌｕ－Ｃで消化したヒトＧＦＡＰサンプルにおいて同定された
シトルリン化ペプチドおよび非修飾ペプチド；新規部位を下線で示す）
【表３】

ａ：GFAPについて配列番号は1位の開始Metを含む。Metは、成熟タンパク質では除去され
る。
ｂ：ペプチドの質量対電荷比率
ｃ：zは選択された前駆体イオンの荷電状態である。
ｄ：NA、シトルリン化残基が同定されなかったので該当せず。
【０１５０】
　本検討においては、Ｌｙｓ－ＣまたはＧｌｕ－Ｃで消化された内因性ヒトＧＦＡＰサン
プル中に、２つの自然シトルリン化部位Ｒ２７０およびＲ４０６残基が認められた。シト
ルリン化ペプチドGHLKR*NIVVKTVE（４０２～４１４）（配列番号３０）と当該ペプチドの
非修飾体のＬＣピークを図７Ａに示す。シトルリン化ペプチドGHLKR*NIVVKTVE（４０２～
４１４）（配列番号３０）のＭＳ／ＭＳスペクトルは図６Ａと同じであり、本願には示さ
ない。上述のように、ウシＧＦＡＰにおいてもＲ４０６残基（ウシではＲ４０２）の自然
シトルリン化が認められた。しかし、シトルリン化ペプチドGHLKR*NIVVKTVE（４０２～４
１４）（配列番号３０）の非修飾ペプチド（配列番号２９）に対する相対的な量は、ヒト
ＧＦＡＰサンプルの方がさらに高かった（図６Ｂおよび７Ａ）。この結果は、ヒトサンプ
ルの方がシトルリン化された内因性ＧＦＡＰタンパク質の割合が高いことを示した（両ペ
プチドのイオン化効率は考慮しない）。
【０１５１】
　Ｌｙｓ－Ｃで消化したヒトＧＦＡＰサンプル中でヒトＭＢＰタンパク質が同定された（
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表３）。ＧＦＡＰサンプルはヒト脳組織から抽出されたので、これは予想外ではなかった
。ＧＦＡＰに結合するタンパク質もタンパク質精製中に分離されうる。シトルリン化ペプ
チドNIVTPR*TPPPSQGK（残基２２６～２３９）（配列番号３３）および当該ペプチドの非
修飾体（配列番号３４）がともに同定された。シトルリン化ペプチドNIVTPR*TPPPSQ GK（
残基２２６～２３９）（配列番号３３）のＭＳ／ＭＳスペクトルは図１Ａと同じであり、
本願には示さない。ペプチド配列は、高分解度前駆体イオンＭＳ分析（±５ｐｐｍ未満）
によっても確認された。シトルリン化ペプチドNIVTPR*TPPPSQGK（残基２２６～２３９）
（配列番号３３）および当該ペプチドの非修飾体のＬＣピークを図７Ｂに示す。対応する
非修飾体に対するシトルリン化ペプチドの相対的比率は、ヒトＭＢＰの方がウシＭＰＢタ
ンパク質のそれよりも高かった（図７Ｂおよび図１Ａ）。
【０１５２】
　（例４：ＰＡＤ２処理後のＮＲＧＮ、ＧＦＡＰおよびＭＢＰのＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析）
　ＮＲＧＮ、ＧＦＡＰおよびＭＢＰにおいて考えられるすべてのシトルリン化部位の位置
を確認するため、これら３つのタンパク質をＰＡＤ２酵素で処理した。Ｌｙｓ－Ｃおよび
Ｇｌｕ－Ｃを用いて質量分析法のための適切なペプチドを生成した。組換えヒトＮＲＧＮ
は、サブクローニングの結果ＮおよびＣ末端に追加的アミノ酸を導入された（図８）。
【０１５３】
　ウシＮＲＧＮに認められた自然シトルリン化部位Ｒ６８は、ＰＡＤ２処理後のヒト組換
えＮＲＧＮにおいてもシトルリン化された。組換えタンパク質ＮＲＧＮについては、サブ
クローニング中に導入されたＲ８０アミノ酸を含めて、さらに５つのシトルリン化部位が
認められた（表４および図９）。これらの結果は、ヒトＮＲＧＮの５つのアルギニン残基
はすべてシトルリン化しうることを証明した。Ｌｙｓ－Ｃ消化物中のヒト組換えＲＮＧＮ
のシトルリン化ペプチドIQASFR*GHMAR*K（残基３３～４４）（配列番号３５）のｍ／ｚ７
０２．３６におけるＭＳ／ＭＳスペクトルおよび抽出イオンクロマトグラムを図９に示す
。このシトルリン化ペプチドは、ＰＡＤ２処理後のウシＮＲＧＮのＬｙｓ－Ｃ消化物中に
も認められた。ＰＡＤ２処理後は、ＮＲＧＮの非修飾ペプチドIQASFRGHMARK（残基３３～
４４）（配列番号３６）は認められなかった。この結果は、ＰＡＤ２酵素はペプチジルア
ルギニンからペプチジルシトルリンへの完全な変換を触媒することを示した。
【０１５４】
　ヒトＧＦＡＰタンパク質については、合計１３のシトルリン化アルギニン残基が同定さ
れた（表４）。ヒトＧＦＡＰタンパク質中においては２つのアルギニン残基Ｒ２７０およ
びＲ４０６が自然シトルリン化されると確認された（表３）。Ｌｙｓ－ＣまたはＧｌｕ－
Ｃ消化のいずれかにおいてＰＡＤ２処理したヒトＧＦＡＰ中にさらに１１のシトルリン化
残基が確認された（表４および図１０）。ペプチド配列は、前駆体イオンの高分解度ＭＳ
分析およびそのＣＩＤスペクトルによっても確認された。ＮＲＧＮのすべてのアルギニン
残基がシトルリン化できるという事実を考慮すると、ヒトＧＦＡＰの残り３４のアルギニ
ン残基中にさらなるシトルリン化部位がある可能性がある。
【０１５５】
　（表４：ＰＡＤ２処理後にＬｙｓ－ＣまたはＧｌｕ－Ｃ消化したＧＦＡＰ、ＭＢＰおよ
びＮＲＧＮから同定されたシトルリン化部位；新規部位を下線で示す）
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ａ：ウシMBPを除くすべてのタンパク質について、配列番号は1位の開始Metを含む。
ｂ：二重荷電イオンの質量対電荷比率；前駆体イオンの荷電状態は通常＋２である。
ｃ：T79およびR80はサブクローニング中に組換えタンパク質NRGNに導入される。
ｄ：T97でリン酸化されたペプチドまたはされていないペプチドのいずれも検出された。
e：このペプチドではR106のモノ-およびジメチル化が認められた。
【０１５６】
　ヒトＭＢＰの１１のアルギニン残基はすべてシトルリン化しうることが過去に報告され
た。６つのアルギニン残基は内因性シトルリン化部位（図１１）であり、また５つの部位
はＰＡＤ４処理後にシトルリン化された。ウシＭＢＰは少なくとも２つのシトルリン化部
位を有すると報告された（図１１）９。
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【０１５７】
　本願では、上述のようにヒトＭＢＰにおいて残基Ｒ９７が自然シトルリン化されること
が確認された（アイソフォーム５、１７０残基）。ウシＭＢＰタンパク質においては、過
去に報告されていない新たな３つの自然シトルリン化部位Ｒ４１、Ｒ４７およびＲ６３が
同定された。残基Ｒ９６およびＲ１２９にある２つの自然シトルリン化部位（ヒトＭＢＰ
ではＲ１３０）が確認された。ＰＡＤ２酵素で処理したウシＭＢＰサンプルでは５つの新
たな部位が同定され、また１１のシトルリン化部位が確認された（表４および図１１）。
Ｃ末端ペプチドLGGR*DSR*SGSPMAR*R*は４つのシトルリン化部位を含む。すべてのペプチ
ドの配列は、前駆体イオンの高分解度ＭＳ分析およびそのＣＩＤスペクトルによっても確
認された。これらの結果は、ＭＢＰのすべてのアルギニン残基がＰＡＤ酵素によってシト
ルリン化されうることを示した。上に示すように、ウシＭＰＢにおいては８つの新たなシ
トルリン化部位が同定されている：Ｒ２９、Ｒ４１、Ｒ４７、Ｒ６３、Ｒ１０６、Ｒ１１
２、Ｒ１６１およびＲ１６８。ヒトＭＰＢの対応する残基はＲ３１、Ｒ４３、Ｒ４９、Ｒ
６５、Ｒ１０７、Ｒ１１３、Ｒ１６２、およびＲ１６９である。
【０１５８】
　（例５：ヒト組織サンプル中のシトルリン化タンパク質）
　トリプシンおよびｌｙｓ－Ｃ消化物としたヒト脊髄脳組織サンプルのいずれにおいても
ＭＢＰ、ＧＦＡＰ、およびＮＲＧＮが同定された。タンパク質配列有効範囲はそれぞれ６
４％、５４％および３１％であった。ＭＰＢについては、ヒト組織サンプルにおいて１１
の内因性シトルリン化部位が確認された（図１１）。シトルリン化部位は、本発明におい
て同定された５つの新規アルギニン残基（Ｒ４３、Ｒ４９、Ｒ６５、Ｒ１６２、およびＲ
１６９）を含む。この結果は、ヒトサンプル中に神経タンパク質のシトルリン化型が存在
することを立証する。ペプチドおよびタンパク質の修飾型は、現在の我々の方法を用いて
複雑な混合物中で検出することができる。
【０１５９】
　（例６：ＮＲＧＮ、ＧＦＡＰ、およびＭＢＰについての多重反応モニタリング（ＭＲＭ
）測定法）
　これらの発見に基づき、本発明者らは内因性ヒトタンパク質ＮＲＧＮ、ＧＦＡＰ、ＭＢ
Ｐ、およびＰＡＤ２を定量するためのＭＲＭ測定法を開発している（表５～９、１１～１
２、および１４～１７）。ＭＲＭ測定法は、表１～４に記載されたシトルリン化および非
修飾ペプチドに基づく、考えられる典型的な生物分析法の一部に過ぎない。これらはすべ
ての可能なＭＲＭ測定法の完全な一覧ではない。代替的なＭＲＭ測定法は、異なる荷電状
態のペプチドイオン、他の修飾を伴うペプチド（たとえば酸化、メチル化、およびリン酸
化）、シトルリン化残基および／または修飾の組み合わせを伴うペプチド、および他のエ
ンドプロテイナーゼまたは化学試薬を用いて生成されるペプチドに基づいて開発すること
ができる。さらなるシトルリン化部位は、ヒトＧＦＡＰタンパク質について存在しうる。
これらのヒトＧＦＡＰタンパク質の追加的修飾ペプチドについて同様のＭＲＭ測定法を開
発することができる。ＭＲＭ測定法は、シトルリン化ペプチドまたは化学的に修飾された
タンパク質について開発することも可能である。
【０１６０】
　その他の生物分析測定法は、シトルリン化ペプチドおよび／または当該ペプチドの非修
飾体のいずれかを標的として開発することもできる。たとえば、修飾タンパク質またはペ
プチドに対して抗体を生成しかつ測定試薬として用いることも可能である。さらなる測定
法はＥＬＩＳＡ測定法、多様な検出器を用いるＨＰＬＣ、質量分析器または他の任意の検
出器と連結したキャピラリー電気泳動（ＣＥ）を含むが、これに限定されない。同様の生
物分析測定法を、シトルリン化ペプチドまたは化学的に修飾されたタンパク質について開
発することも可能である。高感度測定法については、修飾タンパク質またはペプチドの回
収率を改善するために濃縮法を開発することも可能である。濃縮法は、シトルリンのウレ
イド基に特異的な化学反応を基にすることも可能である。その他の濃縮法は、たとえばコ
ンジュゲート化シトルリン、修飾ペプチド、または修飾タンパク質に対する抗体などの抗
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【０１６１】
　１つまたはそれ以上のこれらのタンパク質を、ＭＲＭ測定法または他の生物分析測定法
に用いることも可能である。これらの修飾タンパク質のうち１つまたはそれ以上の修飾残
基、ペプチドのいずれかまたはその組み合わせを生物分析測定法において用いることも可
能であろう。
【０１６２】
　（表５：内因性ヒトＮＲＧＮに対して開発されたＭＲＭ測定法）
【表５】
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　（表６：内因性ヒトＧＦＡＰに対して開発されたＭＲＭ測定法）
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　（表７：内因性ヒトＭＢＰに対して開発されたＭＲＭ測定法）
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ａ：Lys-Cを使用する場合、このペプチドは配列が異なるのでヒトMBPタンパク質より長い
。
【０１６５】
　（表８：ヒトＰＡＤ２に対して開発されたＭＲＭ測定法）
【表８】

【０１６６】
　（例６：ＣＩＤ惹起ＨＣＤを用いたヒトＧＦＡＰのインビボ分析）
　ＧＦＡＰのシトルリン化の可能性を評価するため、活性化カルシウムの存在下で精製ヒ
トタンパク質をＰＡＤ２酵素により処理した。質量分析法分析に先立ち、トリプシン、Ｌ
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ｙｓ－ＣおよびＧｌｕ－Ｃを用いて未処理のおよび処理サンプルの適切なペプチドを生成
した。未処理サンプルには、ヒトＧＦＡＰタンパク質について同定された５つの自然シト
ルリン化部位である残基Ｒ３０、Ｒ３６、Ｒ２７０、Ｒ４０６およびＲ４１６があった（
表９；シトルリン化ペプチドのＭＳ／ＭＳスペクトル（データは示さず））。各ＭＳ／Ｍ
Ｓスペクトルを理論的フラグメントイオンと比較することでこれをマニュアル検証した。
ペプチド配列は、高分解度オービトラップＭＳ分析によっても確認された（表１２）。シ
トルリン化ペプチドのＭＳ／ＭＳスペクトルにおけるイソシアン酸（ＨＮＣＯ）の中性損
失は、衝突誘発解離後の典型的なフラグメント化経路である。この特異なフラグメントイ
オンはシトルリン化ペプチドの同定および検証のためにモニタリングされ、また大半のサ
ンプルで観察された。
【０１６７】
　同じ未処理サンプルについてのＨＣＤフラグメント化により、図１２に示すシトルリン
化ＧＦＡＰペプチドの代表的な典型的ＨＣＤスペクトルから例示されるように、ペプチド
アミド骨格の開裂がシトルリン化ペプチドのＭＳ／ＭＳスペクトルの大半を占める。中性
損失フラグメントイオンの相対的な量が著明に減少した。ＨＣＤによる配列情報を有する
ｂおよびｙイオンの形成は、複雑なタンパク質消化物からのシトルリン化ペプチドおよび
タンパク質の同定を大いに促進する。シトルリン化ペプチドの同定については、ＨＣＤス
ペクトルはＣＩＤスペクトルに対して補完的である。
【０１６８】
　ＧＦＡＰのＰＡＤ２処理後、合計１７のシトルリン化アルギニン残基が同定された（表
９）。これはＬｙｓ－ＣまたはＧｌｕ－Ｃ消化によってのみ検出されトリプシンでは検出
されなかった部位を含むことに留意されたい。これらは、未処理サンプル中で認められる
ＧＦＡＰの５つのインビボシトルリン化部位、さらには追加的な１２のシトルリン化残基
を含んだ。ペプチド配列はＣＩＤスペクトル（図１３）および前駆体イオンの高精度ｍ／
ｚ値によって確認された。
【０１６９】
　（例７：ウシＭＢＰタンパク質のＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析）
　トリプシンで消化されたか（表９）またはＬｙｓ－Ｃ消化されたか（表１３）にかかわ
らず、未処理サンプル中では合計５つのウシＭＢＰのアルギニン残基がシトルリン化され
ると確認された。シトルリン化ペプチドNIVTPR*TPPPSQGK（残基９１～１０４）（配列番
号９）、PGFGYGGR*ASDYK（残基１２２～１３４）（配列番号１１）、および当該ペプチド
の非修飾体NIVTPR（残基９１－９６）、PGFGYGGR（残基１２２～１２９）（配列番号１７
）が確認されたことは、シトルリン化によってシトルリン残基のＣ末端におけるトリプシ
ンによるタンパク分解消化が阻害されうることを示した。しかし、ＭＢＰのシトルリン化
ペプチドの１つはＣ末端にシトルリンを含む（表９および付表１３）。ペプチドNIVTPRTP
PPSQGK（配列番号８）は残基Ｑ１０２において脱アミノ化を受けることもある。この脱ア
ミノ化はニワトリＭＰＢタンパク質において過去に報告された。このＮまたはＱ脱アミノ
化されたペプチドを残基Ｒ９６でシトルリン化されるペプチドと識別するための診断フラ
グメントイオンとして、１つの中性損失ピークを用いることができる。しかし、Ｎまたは
Ｑ脱アミノ化されたペプチドのＭＳ／ＭＳスペクトルはイオン強度が低いために捕捉され
ないこともある。この場合、高分解度ＨＣＤスペクトルが、アルギニン残基がシトルリン
化されたペプチドを同定する際に有用である。
【０１７０】
　インビトロでＰＡＤ２酵素処理したウシＭＢＰサンプルにおいて、５つの新規（過去に
検出されていない）シトルリン化部位が同定され、また過去に報告された１１のシトルリ
ン化部位がすべて確認された（表９および図１１）。すべてのペプチドのＣＩＤスペクト
ルを表１２および図１４に示す。Ｃ末端ペプチドLGGR*DSR*SGSPMAR*R*（配列番号８３）
は４つの潜在的シトルリン化部位を含み、かつ切断されたＣ末端ペプチドも認められた（
表９）。
【０１７１】



(58) JP 2015-513370 A 2015.5.11

10

20

30

40

50

　（例８：ＮＲＧＮのシトルリン化ペプチド）
　ウシニューログラニンは、市販のウシＭＢＰサンプル内で、ＭＢＰとともに共精製され
る不純物として同定された。このウシＮＲＧＮタンパク質は、Ｒ６８非修飾型としてもシ
トルリン型としても確認された（表１４）。Ｒ６８を含むシトルリン化ペプチドの配列は
、ＣＩＤ上のＭＳ／ＭＳスペクトル（データは示さず）および前駆体イオンの正確なｍ／
ｚ値によって確認された。ウシにおいて高度に保持されているヒトＮＲＧＮにおけるすべ
てのシトルリン化可能な部位の位置を確認するために、組換えヒトＮＲＧＮをＰＡＤ２酵
素で処理しかつ未処理および処理サンプルをトリプシン、Ｌｙｓ－ＣまたはＧｌｕ－Ｃの
いずれかで処理した。予想通り、ＰＡＤ２処理後のヒトＮＲＧＮにおいてはヒトＮＲＧＮ
の残基Ｒ６８もシトルリン化された。組換えタンパク質ＮＲＧＮについては、処理後に５
つの追加的シトルリン化部位が認められた（表９および表１５）。これには、内因性タン
パク質には認められないがＮＲＧＮのクローニング時に導入されている追加的Ｒ８０アミ
ノ酸が含まれた。これらの結果は、ヒトＮＲＧＮの５つのアルギニン残基はすべてインビ
トロでシトルリン化できることを証明した。ヒトＮＲＧＮのシトルリン化ペプチドのＭＳ
／ＭＳスペクトルのデータは示さず。
【０１７２】
　（例９：ヒト脳サンプル中のシトルリン化タンパク質）
　３つの脳タンパク質ＧＦＡＰ、ＭＢＰおよびＮＲＧＮの内因性シトルリン化部位を、非
アルツハイマー対照（ｎ＝３）およびアルツハイマー病患者（ｎ＝３）から入手した脳組
織サンプル中で同定および定量した（臨床的記述については表２）。ＧＦＡＰ、ＭＢＰ、
およびＮＲＧＮは、すべてのヒト脳組織サンプル中でそれぞれ最大アミノ酸配列有効範囲
６４％、５４％および４４％で同定された。ペプチド配列およびシトルリン化残基は表１
１に列記する。インビボでは、ＧＦＡＰは残基Ｒ３０、Ｒ３６、Ｒ２７０、Ｒ４０６、お
よびＲ４１６に５つのシトルリン化部位を含んだ一方で、ＭＢＰは６つの新規アルギニン
残基（Ｒ３２、Ｒ４４、Ｒ５０、Ｒ９２、Ｒ１８９、およびＲ１９６）を含む１４の残基
がシトルリン化された。シトルリン化アルギニン残基のマッピングより、非ＡＺおよびＡ
ＺサンプルのいずれでもＭＢＰ　Ｒ９２およびＲ１２４、ＧＦＡＰ　Ｒ４０６および４１
６のインビボシトルリン化が保持されることが証明され、またＭＢＰ　Ｒ３２およびＧＦ
ＡＰ　Ｒ２７０はＡＺサンプルのみで検出された。ＮＲＧＮの残基Ｒ６８がシトルリン化
されることが認められた（ヒトＮＲＧＮの残基Ｒ６８を含むシトルリン化および非修飾ペ
プチドの典型的なクロマトグラフィピークは図１３を参照）。質量許容差を１０ｐｐｍと
すると、前駆体イオンのｍ／ｚ値に基づいてシトルリン化ペプチドを非修飾ペプチドのＣ
１３ピークから識別することができる。
【０１７３】
　積分ピーク面積に基づき（図１３Ｃ）、修飾ペプチド対修飾ペプチドと非修飾ペプチド
の和の比率を算出してシトルリン化の占有率を推定することができる。Ｒ６８残基でのシ
トルリン化ペプチドの占有率は、ＡＤ３脳組織サンプルについては２つのペプチドのイオ
ン化効率の差を考慮しなければ８．６％であった。すべての脳組織サンプルにおけるＮＲ
ＧＮ（残基Ｒ６８）およびＭＢＰ（残基Ｒ９２およびＲ１２４）の内因性シトルリン化部
位の占有率を、Ｌｙｓ－Ｃ消化物において同定されたシトルリン化ペプチドについて判定
した。残基Ｒ９２を含むＭＢＰのペプチドDSHHPAR*TAHYGSLPQKについては、電荷＋４およ
び電荷＋３イオンのピーク面積を含めた。３つの部位の占有率はＡＤ３およびControl_1
サンプルについては有意に高かった。残基Ｒ６８におけるＮＲＧＮのシトルリン化はＡＤ
１、ＡＤ３、およびＣ１対照サンプルにおいて検出された。シトルリン化のより高い比率
は年齢と関連しうる。
【０１７４】
　（例１０：脳卒中罹患ヒト脳サンプル中のシトルリン化タンパク質）
　単一患者の正常脳領域および臨床的脳卒中による梗塞域の半影領域に由来する脳組織サ
ンプルにおいて、数多くの追加的脳タンパク質の内因性シトルリン化が同定された。これ
らのシトルリン化体のうちいくつかは脳卒中組織においてのみ同定され（チューブリンβ
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－４Ｂ鎖、チューブリンα－１Ｂ鎖、ＴＰＰＰ３、およびＮＲＧＮ２、アイソフォーム２
）、これらのタンパク質の梗塞特異的な修飾が示唆された。
【０１７５】
　（表９：ＭＢＰ、ＧＦＡＰ、およびＮＲＧＮのシトルリン化部位）
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【表９】
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a：すべてのタンパク質について配列番号は1位の開始Metを含む。
c：T79およびR80はサブクローニング中に組換えタンパク質NRGNに導入される。
c：（-）はこのタンパク質のC末端を示す。
【０１７６】
　（表１０：ヒト脳組織サンプルの概要）

【表１０】

a：CERAD：アルツハイマー病登録を確立するコンソーシアム
b：Occ：占有脳横断面
【０１７７】
　（表１１：ヒトＭＢＰ、ＧＦＡＰ、およびＮＲＧＮのインビボシトルリン化部位）
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【表１１】
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a：脳組織サンプルの詳細については表2を参照されたい。
【０１７８】
　（表１２：ＰＡＤ２処理後にトリプシン、Ｌｙｓ－ＣまたはＧｌｕ－Ｃ消化したヒトＧ
ＦＡＰのシトルリン化ペプチド）
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a：配列番号は1位の開始Metを含む。
b：二重荷電イオンのペプチドの質量体電荷比率
【０１７９】
　（表１３：ＰＡＤ処理後にトリプシンまたはＬｙｓ－Ｃ消化したウシＭＢＰのシトルリ
ン化ペプチド）
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【表１３】
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a：配列番号は1位の開始Metを含まない。
b：前駆体イオンの荷電状態は特に規定しない場合+2である。
d：T97でリン酸化されたペプチドまたはされていないペプチドのいずれも検出された。
d：残基R106においてモノおよびジメチル化されたペプチドが認められた。
e：（-）はこのタンパク質のC末端を示す。
【０１８０】
　（表１４：ニューログラニンのシトルリン化ペプチドおよび関連非修飾ペプチド）
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【表１４】

a：配列番号は1位の開始Metを含む。Metは、成熟タンパク質から開裂する。
b：ペプチドの質量対電荷比率
c： NA、非修飾ペプチドであるので該当しない。
【０１８１】
　（表１５：ヒトＭＢＰのインビボシトルリン化ペプチド）
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【表１５】

a：配列番号は1位の開始Metを含まない。
b：前駆体イオンの荷電状態は特に規定しない場合+2である。
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【０１８２】
　（表１６：脳組織タンパク質におけるヒトＭＢＰおよびＧＦＡＰのインビボシトルリン
化部位）
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【表１６】
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201例の患者からの脳組織サンプル。S、脳卒中領域由来の脳組織；C：正常領域由来の脳組
織。修飾の程度は対照と疾患の間で異なりうる。
【０１８３】
　（表１７：ヒト脳組織におけるその他のタンパク質のインビボシトルリン化部位（未公
開））
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【表１７】

1例の患者からの脳組織サンプル。S、脳卒中領域由来の脳組織；C：正常領域由来の脳組
織。
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