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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　個体から得られた脳脊髄液試料中のホスホ－タウが神経学的マーカーとして使用される
ことを特徴とする、アルツハイマー病にかかっている個体と、レービー小体を伴う痴呆に
かかっている個体、痴呆を伴わないパーキンソン病にかかっている個体、多系統萎縮にか
かっている個体および／または進行性核上麻痺にかかっている個体とを識別検査するイン
ビトロでの方法。
【請求項２】
　下記工程を含むことをさらに特徴とする請求項１記載の方法：
　個体から得られた脳脊髄液試料中のホスホ－タウのレベルを決定する工程；
　該個体の脳脊髄液試料中のホスホ－タウのレベルとアルツハイマー病にかかっている個
体の脳脊髄液試料中のホスホ－タウのレベルとを比較し、低下したホスホ－タウのレベル
により、該個体がレービー小体を伴う痴呆、痴呆を伴わないパーキンソン病、多系統萎縮
および／または進行性核上麻痺にかかっていることが示される工程。
【請求項３】
　ホスホ－タウを特異的に認識する抗体を用いてホスホ－タウのレベルが免疫学的に決定
されることをさらに特徴とする、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　個体からの脳脊髄液試料中のホスホ－タウを特異的に認識する抗体を含む、請求項１～
３のいずれかの方法による、アルツハイマー病にかかっている個体と、レービー小体を伴
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う痴呆にかかっている個体、痴呆を伴わないパーキンソン病にかかっている個体、多系統
萎縮にかかっている個体および／または進行性核上麻痺にかかっている個体との識別検査
において使用するための診断キットまたは診断組成物。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
発明の分野
本発明は、神経学的疾患の診断の分野に関する。本発明は、アルツハイマー病と他の神経
学的疾患とを分別診断する新規方法を提供する。より詳細には、本発明は、アルツハイマ
ー病と、レービー小体を伴う痴呆、痴呆を伴わないパーキンソン病、多系統萎縮（multi-
system atrophy）および／または進行性核上麻痺（progressive supernuclear palsy）と
を分別診断する方法を提供する。
【０００２】
発明の背景
神経学的疾患の診断において神経学的マーカーとしてのタウ（tau）およびホスホ－タウ
（phospho-tau）の使用が要求されている（Blennow et al., 1995; Vigo-Pelfrey et al.
, 1995; Andreasen et al., 1998; Andreasen et al., 1999a; Ishiguro et al., 1999）
。微小管結合蛋白タウは対になったらせん状フィラメント（ＰＨＦ）および神経原線維の
絡み（ＮＦＴ）の主要蛋白成分であり、アルツハイマー病に関連している（Brion et al.
, 1985; Delacourte and Defossez, 1986; Grundke-Iqbal et al., 1986; Kosik et al.,
 1986; Wood et al., 1986; Kondo et al., 1988）。タウ蛋白は異なるイソフォームとし
て存在し、それらのうち４ないし６種は成人脳に見出されているが、胎児脳にはたった１
種しか見出されていない。イソフォームの多様性はｍＲＮＡの別スプライシングによりヒ
ト染色体１７上の単一遺伝子から生じる（Himmler, 1989; Goedert et al., 1989; Andre
adis et al., 1992）。分子クローニングから推論されるように、タウ蛋白の最も顕著な
特徴は３１または３２個のアミノ酸の伸長部であり、それは当該分子のカルボキシ末端に
生じ、３または４回の繰り返しを生じうる。さらなる多様性はタウ分子のＮＨ２末端部に
おける２９または５８アミノ酸の長さの挿入部により生じる（Goedert et al., 1989）。
インビボにおいて、タウは、そのリピート領域（２５５～３８１）に局在化する微小管結
合ドメインを用いる相互作用により、微小管のアッセンブリーおよびニューロンの軸索コ
ンパートメン中での安定性を促進する（Lewis et al., 1988）。正常な環境下において成
人脳はタウ１モルあたり２～３モルのリン酸根を含む（Selden and Pollard, 1983; Ksie
zak-Reding et al., 1992）。ラットおよびヒトにおいて研究されているように、正常タ
ウ中の異なる部位のリン酸化は発達段階に依存する（Lee et al., 1991; Bramblett et a
l., 1993; Goedert et al., 1993）。神経原線維の絡みを示す脳領域において、リン酸化
の結果として生じる６０、６４および６８ｋＤａのタウ変種が検出された（Delacourte e
t al., 1990; Goedert et al., 1992; Flament et al., 1990, Greenberg and Davies, 1
990）。これらの脳はタウ１モルあたり６～８モルのリン酸根を含む（Ksiezak-Reding et
 al., 1992）。ＰＨＦから単離されたタウ（ＰＨＦ－タウ）において、リン酸化は数個の
位置で起こる（Iqbal et al., 1989; Lee et al., 1991; Hasegawa et al., 1992; Hange
r et al., 1998; Buee et al., 1999）。
【０００３】
アルツハイマー病（ＡＤ）および前頭側頭骨痴呆（ＦＴＤ）はもっともありふれたタイプ
の、タウの異常に関連した初期の変性性痴呆であり、それぞれ４２～７５％および８～１
０％の罹病率である（Brun, 1993; Gustafson, 1993; Ebly et al., 1994）。フィラメン
ト状タウの異常、すなわち神経原線維の絡み（neurofibrillary tangles）（ＮＦＴ）は
一貫してＡＤにおいて見られる（Tomlinson and Corsellis, 1984）が、ＦＴＤにおいて
も見られうる（Spillantini and Goedert, 1998）。異常なタウ蛋白はＡＤおよびＦＴＤ
の両方に見られる（Vermersch et al., 1995; Delacourte et al., 1996）。しかしなが
ら、脳組織に関する研究により、タウの異常はＡＤとＦＴＤとでは異なり、おそらくリン
酸化の程度に関連しているのだろうということが示唆された（Delacourte et al., 1996
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）。タウの異常に関連した他の形態の痴呆は、家族性ＦＴＤ、進行性核上麻痺（ＰＳＰ）
、皮質基底部変性（ＣＢＤ）および亜急性硬化性全脳炎を包含する。これらのタウオパチ
ーの病理におけるリン酸化の役割はいまのところよくわかっていない。
【０００４】
レービー小体を伴う痴呆（ＤＬＢ）は、進行性の痴呆または精神病を示す病気である。発
症期において存在しないかあるいは穏やかなパーキンソン病の徴候は、最終的には普通の
ものとなり、硬直性（rigidity）は重大である。レービー小体は脳幹、基底前脳、視床下
部核および新皮質において豊富に見られる。レービー小体を伴う痴呆は、脳における絡み
および過剰リン酸化タウの相対的不存在により特徴付けられる。パーキンソン病（ＰＤ）
は、人生の中期または後期に起こるレービー小体疾患の１のタイプであり、非常にゆっく
りと進行し、長い経過をたどる。それは神経系疾患の一例と考えられ、主として黒質線状
体のドパミン作動性システムに関連している。最近、レービー小体を伴う痴呆は、異なっ
た患者管理を必要とする特別な形態の痴呆であると定義された（Lebert et al., 1998; M
cKeith et al., 1999）。レービー小体を伴う痴呆は神経遮断薬に対して感受性があり、
アルツハイマー病と区別することは臨床的に非常に困難である（McKeith et al., 1996; 
Ballard et al., 1998）。大部分の患者（７５％よりも多い）は神経病理学的にアルツハ
イマー病患者であると定義されるが、臨床的に診断されたアルツハイマー病患者の１５な
いし２５％はレービー小体を伴う痴呆を有している（Hooten et al., 1998）。レービー
小体を伴う痴呆がアセチルコリンエステラーゼ療法に対してより感受性があるので、レー
ビー小体を伴う痴呆とアルツハイマー病との区別は治療の最適化に必須である（Levy et 
al., 1994; Perry et al., 1994; Wilcock et al., 1994）。
【０００５】
脳脊髄液（ＣＳＦ）－β－アミロイドおよびＣＳＦ－タウはアルツハイマー病と正常な老
化、うつ病およびパーキンソン病との区別に有効であり（Galasko et al., 1998; Kanai 
et al., 1998; Hulstaert et al., 1999）、これらのマーカーはそのような疾病の分別診
断に十分に適したものである（Andreasen et al., 1999b）。しかしながら、アルツハイ
マー病と、レービー小体を伴う痴呆のごとき密接に関連した症状、前頭側頭骨痴呆、多系
統萎縮（ＭＳＡ）および／または進行性核上麻痺のごときタウの異常に関連した他の痴呆
との区別におけるそれらの役割はさらに議論の的である。
【０００６】
発明の目的
本発明の１の目的は、アルツハイマー病にかかっている個体と別の神経学的疾病にかかっ
ている個体を分別診断する方法を提供することである。
本発明の１の目的は、アルツハイマー病にかかっている個体とレービー小体を伴う痴呆に
かかっている個体を分別診断する方法を提供することである。
本発明の１の目的は、アルツハイマー病にかかっている個体と痴呆を伴わないパーキンソ
ン病にかかっている個体を分別診断する方法を提供することである。
本発明の１の目的は、アルツハイマー病にかかっている個体と多系統萎縮にかかっている
個体を分別診断する方法を提供することである。
本発明の１の目的は、アルツハイマー病にかかっている個体と進行性核上麻痺にかかって
いる個体を分別診断する方法を提供することである。
本発明の１の目的は、アルツハイマー病にかかっている個体と別の神経学的疾病にかかっ
ている個体をインビトロで分別診断する方法を提供することである。
本発明の１の目的は、アルツハイマー病にかかっている個体とレービー小体を伴う痴呆に
かかっている個体をインビトロで分別診断する方法を提供することである。
本発明の１の目的は、アルツハイマー病にかかっている個体と痴呆を伴わないパーキンソ
ン病にかかっている個体をインビトロで分別診断する方法を提供することである。
本発明の１の目的は、アルツハイマー病にかかっている個体と多系統萎縮にかかっている
個体をインビトロで分別診断する方法を提供することである。
本発明の１の目的は、アルツハイマー病にかかっている個体と進行性核上麻痺にかかって
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いる個体をインビトロで分別診断する方法を提供することである。
本発明の１の目的は、アルツハイマー病にかかっている個体と別の神経学的疾病にかかっ
ている個体を分別診断するための診断キットを提供することである。
本発明の１の目的は、アルツハイマー病にかかっている個体とレービー小体を伴う痴呆に
かかっている個体を分別診断するための診断キットを提供することである。
本発明の１の目的は、アルツハイマー病にかかっている個体と痴呆を伴わないパーキンソ
ン病にかかっている個体を分別診断するための診断キットを提供することである。
本発明の１の目的は、アルツハイマー病にかかっている個体と多系統萎縮にかかっている
個体を分別診断するためのキットを提供することである。
本発明の１の目的は、アルツハイマー病にかかっている個体と進行性核上麻痺にかかって
いる個体を分別診断するためのキットを提供することである。
本発明の１の目的は、レービー小体を伴う痴呆、痴呆を伴わないパーキンソン病、多系統
萎縮および／または進行性核上麻痺を予防する化合物、あるいはレービー小体を伴う痴呆
にかかっている個体、痴呆を伴わないパーキンソン病にかかっている個体、多系統萎縮に
かかっている個体および／または進行性核上麻痺にかかっている個体を治療する化合物を
スクリーニングし、あるいはそれらの効果をモニターする方法を提供する。
【０００７】
【表１】
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【表２】
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Hanley および McNeilに従って計算された曲線下の面積（ＡＵＣ）および標準偏差（ＳＥ
）を用いるレシーバーオペレイティング曲線（ＲＯＣ）分析。
AD = アルツハイマー病, FTD = 前頭側頭骨痴呆, DLB = レービー小体を伴う痴呆, 痴呆
を伴わないパーキンソン病を包含するパーキンソン病関連症状 (n=15), 多系統萎縮 (n=1
6) および 進行性核上麻痺 (n=15)

【０００９】
発明の詳細な説明
本発明は、ホスホ－タウが神経学的マーカーとして使用されることを特徴とする、アルツ
ハイマー病（ＡＤ）にかかっている個体と別の神経学的疾患疾患にかかっている個体との
分別診断方法に関する。より詳細には、本発明は下記工程：
該個体中のホスホ－タウのレベルを決定し；
該個体中のホスホ－タウのレベルとアルツハイマー病にかかっている個体中のホスホ－タ
ウのレベルとを比較し、低下したホスホ－タウのレベルにより、該個体がアルツハイマー
病以外の神経学的疾患にかかっていることが示されることにより、該個体がアルツハイマ
ー病以外の神経学的疾患にかかっていると推論する
を含む上記方法に関する。
【００１０】
本発明における「神経学的疾患にかかっている個体と別の神経学的疾患にかかっている個
体との分別診断」は、個体におけるある種の神経学的疾患またはある種の神経学的疾患の
原因が該個体のある種の神経変性症状に関連していることを根拠に、第１の神経学的疾患
と第２の神経学的疾患とを識別することをいう。本発明の方法は、アルツハイマー病にか
かっている個体と、アルツハイマー病以外の神経学的疾患にかかっている個体とを分別診
断することを可能にする。特別な具体例において、本発明は、アルツハイマー病（ＡＤ）
にかかっている個体と、レービー小体を伴う痴呆（ＤＬＢ）にかかっている個体との分別
診断を可能にする。別の特別な具体例において、本発明は、アルツハイマー病（ＡＤ）に
かかっている個体と、痴呆を伴わないパーキンソン病（ＰＤ）にかかっている個体との分
別診断を可能にする。もう１つの特別な具体例において、本発明は、アルツハイマー病（
ＡＤ）にかかっている個体と、多系統萎縮（ＭＳＡ）にかかっている個体との分別診断を
可能にする。もう１つの特別な具体例において、本発明は、アルツハイマー病（ＡＤ）に
かかっている個体と、進行性核上麻痺（ＰＳＰ）にかかっている個体との分別診断を可能
にする。アルツハイマー病、レービー小体を伴う痴呆、痴呆を伴わないパーキンソン病、
多系統萎縮および進行性核上麻痺ならびに他の神経学的疾患は、Wilson et al. (1991) a
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nd McKeith et al. (1999)により詳細に説明されている。
【００１１】
本発明は、レービー小体を伴う痴呆、痴呆を伴わないＰＤ、ＭＳＡまたはＰＳＰにかかっ
ている個体からのＣＳＦ中のホスホ－タウのレベルが、アルツハイマー病にかかっている
個体からのＣＳＦ中のホスホ－タウのレベルと比較して低下しているという知見に基づく
。上記神経学的疾患間でホスホ－タウのレベルが異なるという知見は、個体における上記
神経学的疾患の分別診断のための診断試験の開発の根拠を形成する。したがって、本発明
は、アルツハイマー病にかかっている個体と、レービー小体を伴う痴呆にかかっている個
体、痴呆を伴わないＰＤにかかっている個体、多系統萎縮にかかっている個体および／ま
たは進行性核上麻痺にかかっている個体との分別診断方法に関するものであり、該方法は
、ホスホ－タウが神経学的マーカーとして使用されることを特徴とする。
【００１２】
よって、本発明の方法は、ＡＤ、ＤＬＢ、痴呆を伴わないＰＤ、ＭＳＡまたはＰＳＰにか
かっている疑いのある個体中のホスホ－タウのレベルを決定し、次いで、それを、前もっ
て決定されているＡＤ、ＤＬＢ、痴呆を伴わないＰＤ、ＭＳＡまたはＰＳＰに特徴的なホ
スホ－タウのレベル範囲と比較する工程を含む。前もって決定されたアルツハイマー病に
関するホスホ－タウのレベルの範囲内のホスホ－タウのレベルは、該個体がＡＤにかかっ
ていることを示すものである。前もって決定されたＤＬＢに関するホスホ－タウのレベル
の範囲内のホスホ－タウのレベルは、該個体がＤＬＢにかかっていることを示すものであ
る。前もって決定された痴呆を伴わないＰＤに関するホスホ－タウのレベルの範囲内のホ
スホ－タウのレベルは、該個体が痴呆を伴わないＰＤにかかっていることを示すものであ
る。前もって決定されたＭＳＡに関するホスホ－タウのレベルの範囲内のホスホ－タウの
レベルは、該個体がＭＳＡにかかっていることを示すものである。前もって決定されたＰ
ＳＰに関するホスホ－タウのレベルの範囲内のホスホ－タウのレベルは、該個体がＰＳＰ
にかかっていることを示すものである。
【００１３】
したがって、本発明は、ホスホ－タウが神経学的マーカーとして使用されることを特徴と
する、アルツハイマー病にかかっている個体と、レービー小体を伴う痴呆にかかっている
個体、痴呆を伴わないＰＤにかかっている個体、多系統萎縮にかかっている個体および／
または進行性核上麻痺にかかっている個体との分別診断方法に関するものであり、該方法
は下記工程：
該個体中のホスホ－タウのレベルを決定し；
該個体中のホスホ－タウのレベルとＡＤにかかっている個体中のホスホ－タウのレベルと
を比較し、低下したホスホ－タウのレベルにより、該個体がＤＬＢ、痴呆を伴わないＰＤ
、ＭＳＡおよび／またはＰＳＰにかかっていることが示されることにより、該個体がＤＬ
Ｂ、痴呆を伴わないＰＤ、ＭＳＡおよび／またはＰＳＰにかかっていると推論する
を含む。
【００１４】
インビトロならびにインビボにおいてホスホ－タウのレベルを検出することができる。個
体中のホスホ－タウレベルのインビトロでの検出方法は、該個体から試料を得て、該試料
中のホスホ－タウのレベルを決定し、次いで、それを、上記神経学的疾患に関する前もっ
て決定されたホスホ－タウのレベルと比較する工程を含む。
【００１５】
用語「試料」は生物学的材料の源をいい、例えば、体液、脳抽出物、末梢血またはホスホ
－タウ蛋白を含有する他の試料をいう。好ましい具体例において、患者の体液試料中のホ
スホ－タウのレベルの分析によりホスホ－タウのレベルをインビトロで決定する。用語「
体液」は、ホスホ－タウ蛋白を含有する血液、リンパ液、尿および脳脊髄液（ＣＳＦ）（
これらに限らない）を包含するヒト身体中に存在するすべての液体をいう。血液試料は血
漿試料または血清試料を包含しうる。
【００１６】
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本発明の好ましい具体例において、患者から採取された脳脊髄液試料中のホスホ－タウの
レベルを決定する。したがって、本発明は、下記工程：
該個体からの脳脊髄液試料を得て、
該脳脊髄液試料中のホスホ－タウのレベルを決定し；
該脳性髄液試料中のホスホ－タウのレベルとＡＤにかかっている個体からの脳性髄液試料
中のホスホ－タウのレベルとを比較し、低下したホスホ－タウのレベルにより、該個体が
ＤＬＢ、痴呆を伴わないＰＤ、ＭＳＡおよび／またはＰＳＰのごときＡＤ以外の神経学的
疾患にかかっていることが示されることにより、該個体がＤＬＢ、痴呆を伴わないＰＤ、
ＭＳＡおよび／またはＰＳＰのごときＡＤ以外の神経学的疾患にかかっていると推論する
を含む上記方法に関する。
【００１７】
ＤＬＢ、痴呆を伴わないＰＤ、ＭＳＡおよび／またはＰＳＰにかかっている疑いのある個
体のＣＳＦ中のホスホ－タウのレベルを、ＡＤにかかっている個体のＣＳＦ中のホスホ－
タウのレベルと比較する。低下したＣＳＦ－ホスホ－タウのレベルは、ＤＬＢ、痴呆を伴
わないＰＤ、ＭＳＡおよび／またはＰＳＰにかかっている個体であると解釈される。
【００１８】
ホスホ－タウは、タウ蛋白配列のいずれかの位置においてリン酸化を有するすべての形態
のタウを包含し、より詳細には、ホスホ－タウは、いずれの神経学的疾患にもかかってい
ない成人個体から単離されたヒト正常タウにおいてリン酸化されていないアミノ酸位置に
おけるリン酸化を意味する。
【００１９】
「低下したホスホ－タウのレベル」は、患者において測定されたホスホ－タウのレベルが
ＡＤにかかっている患者において測定されたホスホ－タウのレベルよりも低いことを意味
する。抗体の使用（これに限らない）を包含する当該分野で知られたいすれの方法によっ
てもホスホ－タウを定量することができる。好ましい具体例において、少なくとも下記工
程を含むイムノアッセイによりホスホ－タウを定量する：
患者から試料を得て；
抗原－抗体複合体の生成に適した条件下で、ホスホ－タウを特異的に認識するモノクロー
ナル抗体に該試料を接触させ；
該抗体の該試料への免疫学的結合を検出する。
【００２０】
もう１つの具体例において、下記工程を含むサンドイッチＥＬＩＳＡによりホスホ－タウ
を定量することができる：
患者から試料を得て；
抗原－抗体複合体の生成に適した条件下で、ホスホ－タウを認識する抗体（一次抗体また
は捕捉抗体）に該試料を接触させ；
抗原－抗体複合体の生成に適した条件下で、ホスホ－タウを特異的に認識するモノクロー
ナル抗体（二次抗体またはディテクター抗体）に該試料を接触させ；
該二次抗体との特異的タグ付着またはカップリングのいずれかのためのマーカーに抗原－
抗体複合体を接触させ、該マーカーは当業者に知られたいずれかのマーカーであり；
さらに可能ならば、標準化の目的で、両抗体と反応しうる精製ホスホ－タウ蛋白またはホ
スホ－ペプチドに両抗体を接触させる。
【００２１】
有利には、二次抗体自体はマーカーあるいはマーカーとの直接または間接カップリングの
ための基を担持するものである。
【００２２】
「認識」、「反応」、「免疫学的結合」あるいは「抗原－抗体複合体を生成」なる本明細
書の表現は、抗体と抗原の免疫学的特性を考慮したすべての条件下で抗原と抗体との間の
結合が起こることと解釈される。
【００２３】
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本明細書の用語「特異的に認識」は、該抗体がホスホ－タウと免疫学的複合体を形成でき
るが、ヒト正常タウとは形成できないことと解釈される。
【００２４】
ホスホ－タウを特異的に認識するモノクローナル抗体を上記方法に用いてホスホ－タウを
定量することができる。ホスホ－タウの定量に使用されるモノクローナル抗体はＡＴ８（
ＷＯ９３／０８３０２）、ＡＴ１８０およびＡＴ２７０（ＷＯ９５／１７４２９）ならび
にＡＴ１００（ＷＯ９６／０４３０９）を包含する。ホスホ－タウを認識する当該分野で
知られた他の抗体も同様に使用することができる。
【００２５】
これらのモノクローナル抗体に由来するフラグメント、例えば、Fab、F(ab)'2、ssFv (「
１本鎖可変フラグメント」)ならびに抗体の可変領域を保持している他の抗体様構築物も
また、元の結合特性を保持しているかぎり、本発明の方法に使用することができる。かか
るフラグメントは、通常には、例えば、抗体をパパイン、ペプシンまたは他のプロテアー
ゼで消化することにより得られる。モノクローナル抗体またはそのフラグメントは種々の
用途のために修飾することができる。また、ミニ－抗体および２価抗体、３価抗体、４価
抗体および５価抗体のごとき多価抗体を本発明の方法に用いることもできる。これらのフ
ラグメントおよび多価抗体の調製および／または使用は国際特許出願公開ＷＯ９８／２９
４４２に詳細に記載されている。
【００２６】
本発明の方法に使用されるモノクローナル抗体は、ＨおよびＬ鎖をコードするマウスおよ
び／またはヒトゲノムＤＮＡから、あるいはＨおよびＬ鎖をコードするｃＤＮＡクローン
から組換えＤＮＡ法により製造されるマウスモノクローナル抗体のヒト化バージョンであ
ってもよい。あるいは、本発明の方法に使用されるモノクローナル抗体はヒトモノクロー
ナル抗体であってもよい。用語「ヒト化抗体」は、免疫グロブリンのフレームワーク領域
の少なくとも一部がヒト免疫グロブリン配列由来であることを意味する。
【００２７】
本発明の方法に使用される抗体を、酵素、蛍光またはラジオアイソトープ型の適当な標識
で標識してもよい。
【００２８】
個体中のホスホ－タウのレベルのインビボでの検出方法は、該個体中のホスホ－タウのレ
ベルを決定し、次いで、それを、前もって決定されたＡＤ、ＤＬＢ、痴呆を伴わないＰＤ
、ＭＳＡまたはＰＳＰに特徴的なホスホ－タウレベルと比較する工程を含む。本発明の１
の具体例において、インビボにおけるイメージングによりホスホ－タウを定量することが
できる。Arbit et al. (1995), Tamada et al. (1995), Wakabayashi et al. (1995), Hu
ang et al. (1996), Sandrock et al. (1996), Mariani et al. (1997)により記載された
脳イメージング法（これらに限らない）を包含する非侵襲的方法によりホスホ－タウをイ
ンシトゥにて定量することができる。これらのインビボイメージング法は、例えば、ホス
ホ－タウを特異的に認識する標識抗体を用いることにより、ホスホ－タウの局在化を調べ
、定量することを可能にするかもしれない。
【００２９】
よって、本発明は、ＡＤにかかっている個体と別の神経学的疾患にかかっている個体との
分別診断のための神経学的マーカーとしてのヒスホ－タウの使用に関する。詳細には、本
発明は、ＡＤにかかっている個体と、ＤＬＢにかかっている個体、痴呆を伴わないＰＤに
かかっている個体、ＭＳＡにかかっている個体および／またはＰＳＰにかかっている個体
との分別診断のための神経学的マーカーとしてのホスホ－タウの使用に関する。
【００３０】
また本発明は、アルツハイマー病にかかっている個体と、別の神経学的疾患にかかってい
る個体との分別診断のための診断キットの製造のためのマーカーとしてのホスホ－タウの
使用にも関する。詳細には、本発明は、アルツハイマー病にかかっている個体と、ＤＬＢ
にかかっている個体、痴呆を伴わないＰＤにかかっている個体、ＭＳＡにかかっている個
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体および／またはＰＳＰにかかっている個体との分別診断のための診断キットの製造のた
めのマーカーとしてのホスホ－タウの使用にも関する。
【００３１】
また本発明は、アルツハイマー病にかかっている個体と、別の神経学的疾患にかかってい
る個体との分別診断のための診断キットの製造のためのホスホ－タウを特異的に認識する
抗体の使用にも関する。詳細には、本発明は、アルツハイマー病にかかっている個体と、
ＤＬＢにかかっている個体、痴呆を伴わないＰＤにかかっている個体、ＭＳＡにかかって
いる個体および／またはＰＳＰにかかっている個体との分別診断のための診断キットの製
造のためのホスホ－タウを特異的に認識する抗体の使用にも関する。
【００３２】
したがって、本発明は、ホスホ－タウを特異的に認識する抗体を含む、アルツハイマー病
にかかっている個体と別の神経学的疾患にかかっている個体との分別診断のための診断キ
ットにも関する。詳細には、本発明は、ホスホ－タウを特異的に認識する抗体を含む、ア
ルツハイマー病にかかっている個体とＤＬＢにかかっている個体、痴呆を伴わないＰＤに
かかっている個体、ＭＳＡにかかっている個体および／またはＰＳＰにかかっている個体
との分別診断のための診断キットに関する。
【００３３】
本発明の方法を実施するための可能なキットはイムノアッセイに基づくものであり、以下
のものを含む：
ホスホ－タウのエピトープを有する免疫学的複合体を形成する抗体（一次抗体）；
ホスホ－タウを特異的に認識するモノクローナル抗体（二次抗体）；
該二次抗体に特異的にタグを付すあるいはカップリングさせるためのマーカー；
一次抗体と試験試料との間、二次抗体と試験試料との間および／または結合二次抗体とマ
ーカーとの間の免疫学的反応を行うための適当な緩衝液；
可能ならば、標準化目的で精製ホスホ－タウ蛋白またはホスホ－ペプチド。
【００３４】
さらに本発明は、アルツハイマー病にかかっている個体と別の神経学的疾患にかかってい
る個体との分別診断のための上記診断キットの使用に関する。詳細には、本発明は、アル
ツハイマー病にかかっている個体とＤＬＢにかかっている個体、痴呆を伴わないＰＤにか
かっている個体、ＭＳＡにかかっている個体および／またはＰＳＰにかかっている個体と
の分別診断のための上記診断キットの使用に関する。
【００３５】
また本発明は、アルツハイマー病、レービー小体を伴う痴呆、痴呆を伴わないパーキンソ
ン病、多系統萎縮および／または進行性核上麻痺を予防または治療する化合物の、個体に
対する効果をスクリーニングあるいはモニターする方法にも関する。
【００３６】
特別な事情がない限り、本明細書および特許請求の範囲において、「含む」および「特徴
とする」は、記述された数または工程あるいは数または工程の群以外の数または工程ある
いは数または工程の群を包含するものと理解される。
【００３７】
特に有利な具体例を示す下記実施例を参照して本発明を説明する。しかしながら、これら
の実施例は説明であり、本発明を限定するものと解すことはできないといことに留意すべ
きである。
【００３８】
実施例１
対象および方法
ＣＳＦの研究に関与している１４の大学のセンターに、多中心検定（multicenter study
）に参加するようコンタクトした。各センターに、正確に１０人のＡＤ患者からの５００
μｌのＣＳＦ（McKhann et al., 1984）ならびにＤＬＢ（McKeith et al., 1996）または
ＦＴＤ（Anonymous, 1994）患者からの最少でも６つの試料を含めるよう要求した。８つ



(11) JP 4851052 B2 2012.1.11

10

20

30

40

50

のセンターがこれらの条件に従った。ＰＳＰ（Golbe et al, 1993）、ＣＢＤ（(Rinne et
 al., 1994)）および多系統萎縮（ＭＳＡ）（Colosimo et al., 1995）患者からのＣＳＦ
が利用可能な場合には、それらも研究に加えた。センター１箇所あたり１０の試料が利用
可能な場合には、神経学的問題および認識の問題および痴呆を伴わないパーキンソン病（
ＰＤ）（Langston et al., 1992）を有しない年齢を合わせた対照を含めた。
【００３９】
研究目的に利用可能なＣＳＦ試料に関して研究を行ない、必要な場合には、研究の開始に
先立って地方のIndependent Ethics Committee/Institutional Review board (IEC/IRB)
によりプロトコルが検閲され、承認された。
【００４０】
腰椎穿刺を用いて試料をポリプロピレンチューブに集めた。凍結－融解はβ－アミロイド

４２（Ａβ４２）レベルに重大な影響を及ぼすことが示されている（(Andreasen et al.,
 1999; Vanderstichele et al., 1998)）ので、凍結－融解サイクルの回数が付記された
。１マイクロリットルあたり５００個未満の赤血球を含むＣＳＦ試料を除外した。
【００４１】
CSF-Aβ42 (K-1080, Innogenetics)（(Andreasen et al., 1999; Vanderstichele et al.
, 1998)）、hTau (K-1032, Innogenetics)(Vandermeeren et al., 1993; Blennow et al.
, 1995; Van de Voorde et al., 1995)）に関する標準キットならびにthe INNOTEST PHOS
PHO-TAUの研究用バージョンを用いて、Innogenetics (Gent, Belgium)にてすべての決定
を行なった。ホスホ－タウキットは、捕捉用ヒト－特異的抗体ＨＴ７および検出用ホスホ
－スレオニン－１８１－特異的抗体ＡＴ２７０を用いて開発されたものである（(Goedert
 et al., 1994; Vanmechelen et al., 2000)）。標準物質として、対応スレオニン１８１
がリン酸化された合成ペプチド（Ac-P154RGAAPPGQKGQANATRIPAKTPPAPKT(p)PPSSGE187-NH2
）を用いた。アッセイの実行範囲をカバーする５つのプールされたＣＳＦ試料を用いてホ
スホ－タウアッセイの信頼性および品質をモニターした。
【００４２】
統計学的方法
Shapiro-Wilk検定を用いてＣＳＦ－タウ、Ａβ４２およびホスホ－タウの正規分布を試験
し、正規性が拒絶された場合には、非－パラメトリック（Kruskal-Wallis）検定を比較に
使用した。ＡＤまたは対照群との比較のために、Dunnのマルチプルコンパリゾン検定（mu
ltiple comparison test）を用いてｐ－値を調節した。レシーバーオペレイティングカー
ブ（receiver operating curve）（ＲＯＣ）分析を用いて、ＡＤと対照、ＤＬＢ、ＦＴＤ
またはパーキンソン病関連症状との間におけるタウおよびホスホタウの分別力をそれぞれ
試験した（(Hanley and McNeil, 1983)）。Spearman rank cprrelation coefficientを用
いて正の相関を決定した。
【００４３】
異なる神経学的疾患群におけるＣＳＦ－ホスホ－タウレベル
８つのセンターから全部で２９４のＣＳＦ試料を集めた。１のセンターからのＣＳＦ試料
の輸送は５日よりも長くかかり、輸送中に試料が融解した。したがって、１のＣＳＦ試料
（ＦＴＤ）を除いてこれらのＣＳＦ試料の新たな部分試料が再輸送された。センター２か
らの５つの試料（５ＦＴＤ）およびセンター８からの５つの試料（５ＰＤ）もアッセイし
なかった。なぜなら、すべての試験を行なうには輸送されたＣＳＦ量が不十分であったか
らである。要約すると、異なる診断群からの２８３のＣＳＦ試料（40 対照, 80 AD, 43 D
LB, 69 FTD, 15 PD, 15 PSP, 16 MSA および 5 CBD）を、生化学的マーカーの少なくとも
１つについてアッセイした（表１参照）。１９８５年から１９９９年にわたってＣＳＦ試
料を集めた。予想したように、ＤＬＢ患者群中の男性のパーセンテージが高い。
【００４４】
ホスホ－タウ試験の品質をモニターするために使用された５つのＱＣ試料についてホスホ
－タウのレベルおよびそれらの信頼区間を決定した。すべてのＱＣ試料に関する値は確立
された判断基準中におさまった（結果示さず）。
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【００４５】
Ａβ４２およびタウに関してセンターの影響が観察されたが、ＡＤ群中のホスホ－タウに
ついては観察されなかった。Ａβ４２に関して凍結－融解の影響が観察された（ｐ＜０．
０００１）が、タウおよびホスホ－タウに関しては観察されず、このことはＡＤおよびＤ
ＬＢ群において特に顕著であった。センター０３からのＣＳＦの分析において影響がさら
に確認された。これらの試料はタウおよびＡβ４２の両方に関して前もってアッセイされ
、２回の凍結－融解サイクル後にInnogenetics (Gent, Belgium)において再アッセイされ
た。１０の対照試料のうち８つにおいてＣＳＦ－Ａβ４２の正味２０％の減少が観察され
た。
【００４６】
異なるマーカーに対する年齢の影響はいずれの診断群においても観察されなかった。全群
におけるタウおよびＭＭＳＥを除いて、男性または女性のＡＤ群あるいは全ＡＤ群におい
てバイオマーカーとＭＭＳＥとの間に有意な相関は見られなかった（Spearman, r=-0.275
[-0.491, -0.059], p=0.01）。ＡｐｏＥ遺伝子型はＣＳＦ－タウまたはＣＳＦ－ホスホ－
タウレベルとは相関していなかったが、ＣＳＦ－Ａβ４２に関しては有意な相関が観察さ
れた（Spearman, r=-0.263 [-0.434, -0.093], p=0.003）。
【００４７】
すべての群においてＡβ４２、タウおよびホスホ－タウについて正規性が拒絶されたので
、非－パラメトリック検定を用いて分析を行なった（表１）。対照群と比較して有意に上
昇したＣＳＦ－タウレベルがＡＤ群（ｐ＜０．００１）およびＦＴＤ群（ｐ＜０．０５）
に存在した。ＦＴＤにおいてＣＳＦ－タウレベルが上昇したが、ＡＤ群のレベルよりも有
意に高かった（ｐ＜０．０１）。ＡＤおよびＦＴＤのほかにＰＳＰをリファレンス群とし
て用いた場合、ＣＢＤはＣＳＦ－タウレベルよりも有意に高かった（ｐ＜０．０５）。Ａ
Ｄおよび対照を用いて比較した場合、ホスホ－タウに関して類似のパターンが観察された
。対照群と比較した場合、有意に低下したＡβ４２レベルがＡＤ群（ｐ＜０．００１）お
よびＦＴＤ群（ｐ＜０．０５）においてのみ観察され、すべての群のＡβ４２をＡＤ群と
比較すると、ＡＤとＦＴＤとの間の明らかに有意な相違が示される（ｐ＜０．００１）。
ＣＢＤを除くすべてのパーキンソン病関連症状において、バイオマーカーの平均レベルは
正常範囲内であったので、その後の分析においてこれらの群を１つの群として扱った。
【００４８】
診断群とは無関係な、すべての患者に関するタウとホスホ－タウとの間の強い相関（y=0.
75x+4.6, r=0.904, p<0.001）により、タウを用いて得られるＡＤと他の群との間の分別
は、ホスホ－タウを用いて得ることもできることが示唆される。ＲＯＣ分析を用いて、全
タウの分別力とホスホ－タウの分別力を比較した。ＡＤとＦＴＤとの分別およびＡＤとＤ
ＬＢとの分別に関してタウとホスホ－タウとの間の有意な相違が観察されたが、対照また
はパーキンソン病関連症状と比較した場合のＡＤに関して相違は観察されなかった（表２
）。ＤＬＢにおいて男性の例が多すぎるので、男性のＡＤと男性のＤＬＢに関してもＲＯ
Ｃ分析を行ったところＡＵＣは０．８００±０．０５７であり、女性および男性を一緒に
した場合と比肩しうるものであった。
【００４９】
ＣＳＦ－タウとＣＳＦ－β－アミロイド４２を結び合わせる、すでに確立されている分別
基準線（Aβ42 = 240 + 1.18 tau）を用いて、感度（98% (CI 91-99%)）および対照集団
に対する特異性（73% (CI 56-85%)）を、以前の研究と比較した。この分別基準線の特異
性はＦＴＤに対して７７％（CI 66-85%)）、ＤＬＢに対して６７％（CI 52-80%)）、パー
キンソン関連症状に関して６８％（CI 50-81%)）であった。
【００５０】
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