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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　(a)被験者から得た少なくとも１つの血液サンプル中の標識Aβの量、または標識Aβお
よび非標識Aβの両方の量を質量分析により測定すること；そして
　(b)ステップ(a)で測定した標識Aβの量、または標識Aβおよび非標識Aβの両方の量を
用いてAβの代謝回転を計算すること；
　[ここで、
　(i)Aβの代謝回転は、被験者への少なくとも１つの安定な非放射性同位体で標識された
アミノ酸の経口または静脈内投与が開始された後、15分～4時間の間に得られたサンプル
中の標識Aβの量、または標識Aβおよび非標識Aβの両方の量から計算される；または
　(ii)Aβの代謝回転は、被験者への少なくとも１つの安定な非放射性同位体で標識され
たアミノ酸の経口ボーラスまたは静脈内ボーラス投与が開始された後、1～5時間の間、も
しくは被験者への少なくとも１つの安定な非放射性同位体で標識されたアミノ酸の9時間
の点滴による静脈内投与が開始された後、5～10時間の間に起こる、標識Aβ生成のピーク
から決定される]
を含む、被験者の血中Aβのインビボ代謝回転のインビトロ測定方法。
【請求項２】
　安定な非放射性同位体で標識されたアミノ酸が経口投与された、請求項１に記載の方法
。
【請求項３】
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　0.05g～8gの安定な非放射性同位体で標識されたアミノ酸が投与された、請求項２に記
載の方法。
【請求項４】
　安定な非放射性同位体で標識されたアミノ酸が静脈内投与された、請求項１に記載の方
法。
【請求項５】
　安定な非放射性同位体で標識されたアミノ酸が、輸液にて、0.01mg/kg/時～3 mg/kg/時
で投与された、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　ステップ(a)が、最初に血液サンプルからＡβを単離することをさらに含む、請求項１
に記載の方法。
【請求項７】
　少なくとも１つの血液サンプルが、被験者への少なくとも１つの安定な非放射性同位体
で標識されたアミノ酸の投与の30分後に採取された、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　標識Aβまたは非標識Aβの量を、総Aβ、Aβ38、Aβ40およびAβ42から選択する、請求
項１に記載の方法。
【請求項９】
　サンプル中のＡβの絶対量を決定することをさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　標識AβのパーセントおよびＡβの絶対量測定を用いてAβの代謝回転を決定する、請求
項９に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　政府の権利
　本発明は、国立衛生研究所によって授与される政府援助K-23-AG03094601およびR-01-NS
065667下で行われた。政府は、本発明に一定の権利を有する。
　配列表への参照
　紙およびコンピュータで可読形式の配列表が、以下に添付されるが、これは、全体とし
て参照することにより本発明に援用される。コンピュータ可読形式で記録された情報は、
37 C.F.R. 1.821 (f)にしたがって書かれた配列表と同一である。
　技術分野
　本発明は、血中Aβの代謝回転の測定方法を包含する。
【背景技術】
【０００２】
　アルツハイマー病(AD)は、認知症の最も一般的な原因であり、増加する公衆衛生上の問
題である。アメリカ合衆国で、現在およそ500万人の人々が苦しんでいると推定され、205
0年までに1300万人に増加することが予測される。ADは、記憶、認知機能そして最終的に
自立性の喪失につながる。ADは、患者およびその家族に、耐え難い人格的および財政的損
害をもたらす。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００３】
　集団中のこの疾患の重篤度および増加する有病率のせいで、この疾患の最も早いステー
ジにおけるより良い治療の開発および提供が緊急の課題である。
【課題を解決するための手段】
【０００４】
　カラー図面への参照
　本出願書類は、少なくとも１つのカラー写真を含んでいる。カラー写真を含む本願公報
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のコピーは、要求および必要な手数料の支払いのうえ、庁によって提供されるであろう。
　発明の詳細な記載
　本発明は、血液サンプル中のAβの代謝回転を測定することによるAβ代謝の測定方法を
提供する。本明細書で用いる「代謝回転」は、後記するように、１つの実施態様において
、標識Aβ生成速度、標識Aβクリアランス速度またはその両方の組合せを意味する。しか
し、各例において、Aβ代謝の測定は、サンプル中の標識Aβの測定を必要とする。もう１
つの実施態様において、「代謝回転」は、血中Aβの半減期を意味する。本明細書で用い
る「Aβ」は、総アミロイドβ；Aβ38、Aβ40もしくはAβ42またはその組合せなどのアミ
ロイドβイソ体を意味する。有利なことに、本発明方法は、Aβの代謝を測定するために
、得るのがより困難であり、侵襲的な中枢神経系サンプルを必要としない。
【０００５】
　I．血中Aβ代謝の測定方法
　本発明の１つの態様は、血中Aβ代謝の測定方法である。重要なことには、血中Aβの代
謝回転は、中枢神経系のAβの代謝を反映する(このことは、中枢神経系Aβに正常に相関
しない定常状態血中Aβレベルとは対照的である。)。一般的に言えば、血中Aβの代謝回
転の測定は、被験者に標識を投与すること、被験者から血液サンプルを採取すること、お
よびサンプルを分析してサンプル中のAβの代謝回転を測定することを含む。各ステップ
を以下に詳述する。
【０００６】
　(a)標識の投与
　本発明方法は、その一部として、被験者に標識を投与することを含む。適当な標識およ
び適当な投与方法を以下に詳述する。
【０００７】
　i．標識
　適当な標識は、血中Aβの代謝回転の測定を可能にする。適当な標識の非限定的な例と
して、標識アミノ酸または標識アミノ酸前駆体が挙げられる。１つの実施態様において、
標識は、少なくとも１つの標識アミノ酸を含む。アミノ酸は、天然アミノ酸、合成アミノ
酸またはアミノ酸類縁体であってよい。しかしながら、各例において、アミノ酸は、血中
Aβの代謝回転の検出および定量を可能にするために、Aβに組込むことが可能であるべき
である。天然アミノ酸の非限定的な例として、アラニン、アルギニン、アスパラギン、ア
スパラギン酸、システイン、グルタミン酸、グルタミン、グリシン、ヒスチジン、イソロ
イシン、ロイシン、リシン、メチオニン、フェニルアラニン、プロリン、セリン、スレオ
ニン、トリプトファン、チロシンまたはバリンが挙げられる。１つの実施態様において、
アミノ酸は、必須アミノ酸(たとえば、体内で生成されないアミノ酸)であってもよい。も
う１つの実施態様において、アミノ酸は、非必須アミノ酸であってもよい。さらにもう１
つの実施態様において、標識は、少なくとも１つの必須アミノ酸と少なくとも１つの非必
須アミノ酸を含んでもよい。一般的に、アミノ酸の選択は、(1)アミノ酸が、目的のタン
パク質またはペプチドの少なくとも1つの残基に存在するかどうか；(2)アミノ酸が、タン
パク質合成のサイトにすぐに到達できるかどうか；(3)標識アミノ酸が、目的のタンパク
質の代謝に影響を及ぼすかどうか（たとえば、ロイシンの非常に多い用量は、筋肉代謝に
影響を及ぼす場合がある）；および(4)所望のアミノ酸の利用可用性が考慮されるかもし
れない（すなわち、いくつかのアミノ酸は、はるかに高価であるか、または他のものより
も製造が困難である)；などの様々な因子に基づくものであってもよい。
【０００８】
　いくつかの実施態様において、標識は、少なくとも１種、少なくとも２種、少なくとも
３種、少なくとも４種、少なくとも５種、少なくとも６種、少なくとも７種、少なくとも
８種、少なくとも９種、少なくとも１０種、少なくとも１１種、少なくとも１２種、少な
くとも１３種、少なくとも１４種、少なくとも１５種、少なくとも１６種、少なくとも１
７種、少なくとも１８種、少なくとも１９種、少なくとも２０種、あるいは２０種以上の
異なる種類の標識アミノ酸を含んでもよい。
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　アミノ酸は、Aβに組み込まれ、血中Aβの代謝回転を検出することができさえすれば、
当業界で周知のいずれの方法で標識されてもよい。標識は、放射性であっても非放射性で
あってもよい。たとえば、１つの実施態様において、アミノ酸は、安定な非放射性同位体
で標識されてもよい。非限定的例として、2H、13C、15N、17O、18O、33S、34Sまたは36S
が挙げられる。さらに、天然型で多く見られる、中性子の数の増減により原子の質が変わ
る、多くの他の安定な同位体もまた有効である。もう１つの実施態様において、アミノ酸
は、１つ以上の標識で標識されてもよい(たとえば、13Cと15N)。
【００１０】
　１つの実施態様において、６つの13C原子を含む13C6-フェニルアラニンを用いてAβを
標識してもよい。例示的実施態様において、13C6-ロイシンを用いてAβを標識してもよい
。さらにもう１つの実施態様において、表Aに挙げる、安定な非放射性同位体とアミノ酸
の組合せを用いてAβを標識してもよい。
【００１１】
　数多くの標識アミノ酸が市販されている。一般に、標識アミノ酸は、生物学的または合
成的に生成される。生物学的に生成されたアミノ酸は、生物がタンパク質を生成するので
アミノ酸に組み込まれる13C、15Nまたはその他の同位体の富化混合物の混合物中で成長さ
せた生物(たとえば、昆布／海藻)から得ることができる。次いで、アミノ酸は、分離され
、精製される。別法として、アミノ酸は公知の合成的化学プロセスで製造されてもよい。
【００１２】
　表A

【００１３】
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【００１４】

【００１５】
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【００１６】

【００１７】

【００１８】
　ii．投与方法
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　適当な標識の投与方法としては、血中Aβの代謝回転を測定することができるいずれの
方法も包含される。１つの実施態様において、標識は、たとえば、静脈内、動脈内、皮下
、腹腔内または筋肉内などの非経口で投与される。さらにもう１つの実施態様において、
標識は、経口で投与される。
【００１９】
　標識は、標識のタイプに応じて、いくつかの異なる方法で投与される。１つの実施態様
において、標識は、時間をかける点滴として投与される。たとえば、標識は、約1、2、3
、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、23、
25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、
45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、
65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、
85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、103、
104、105、106、107、108、109、110、111、112、113、114、115、116、117、118、119ま
たは120分間の点滴によって投与される。別法として、標識は、約2、2.25、2.5、2.75、3
、3.25、3.5、3.75、4、4.25、4.5、4.75、5、5.25、5.5、5.75、6、6.25、6.5、6.75、7
、7.25、7.5、7.75、8、8.25、8.5、8.75、9、9.25、9.5、9.75、10、10.25、10.5、10.7
5、11、11.25、11.5、11.75、12、12.25、12.5または12.75時間の点滴によって投与され
る。さらに他の実施態様において、標識は、13時間以上の点滴として投与される。例示的
実施態様において、標識は、IV点滴として投与される。
【００２０】
　また、標識は、１回以上のボーラス投与で投与されてもよい。たとえば、標識は、１回
、２回、３回、４回、５回または５回以上のボーラス投与で投与することができる。一般
的に言えば、ボーラス投与は、約１時間を超えない期間の個別の投与である。１つの実施
態様において、ボーラス投与は、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15
、16、17、18、19、20、21、22、23、23、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35
、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55
、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75
、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95
、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、108、109、110、111、11
2、113、114、115、116、117、118、119または120秒で投与される。もう１つの実施態様
において、ボーラス投与は、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16
、17、18、19、20、21、22、23、23、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36
、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56
、57、58、59または60分で投与される。ボーラス投与の間隔は、秒、分、時間または日で
あってもよい。たとえば、ボーラス投与の間隔は、約1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、1
1、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、23、25、26、27、28、29、30、3
1、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、5
1、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、7
1、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、9
1、92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、108、
109、110、111、112、113、114、115、116、117、118、119または120秒であってもよい。
あるいは、ボーラス投与の間隔は、約1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14
、15、16、17、18、19、20、21、22、23、23、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34
、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54
、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74
、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94
、95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、108、109、110、111
、112、113、114、115、116、117、118、119または120分であってもよい。他の例では、
ボーラス投与の間隔は、約1、1.25、1.5、1.75、2、2.25、2.5、2.75、3、3.25、3.5、3.
75、4、4.25、4.5、4.75、5、5.25、5.5、5.75、6、6.25、6.5、6.75、7、7.25、7.5、7.
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75、8、8.25、8.5、8.75、9、9.25、9.5、9.75、10、10.25、10.5、10.75、11、11.25、1
1.5、11.75、12、12.25、12.5、12.75、13、13.25、13.5、13.75、14、14.25、14.5,14.7
5、15、15.25、15.5、15.75、16、16.25、16.5、16.75、17、17.25、17.5、17.75、18、1
8.25、18.5、18.75、19、19.25、19.5、19.75、20、20.25、20.5、20.75、21、21.25、21
.5、21.75、22、22.25、22.5、22.75、23、23.25、23.5、23.75、24、24.25、24.5、24.7
5、25、25.25、25.5、25.75、26、26.25、26.5、26.75、27、27.25、27.5、27.75、28、2
8.25、28.5、28.75、29、29.25、29.5、29.75、30または30時間以上であってもよい。
【００２１】
　１つの実施態様において、標識は、少なくとも１回の経口またはIVボーラス投与で投与
されてもよい。特定の実施態様において、標識は、ボーラス投与と輸液の組合せで投与さ
れてもよい。たとえば、被験者は、標識のボーラス投与、次いで、標識の輸液を受けても
よい。
【００２２】
　当業者は、標識の量(または用量)が、投与経路および用いる標識に応じて変化しうるこ
とを理解するであろう。一般的に言えば、量は、血中Aβの代謝回転の測定を可能にする
のに十分な量であるべきである。いくつかの実施態様において、標識が輸液で投与される
場合、その量は、約0.01 mg/kg/時間～約4.5 mg/kg/時間の間である。たとえば、その量
は、約0.001、0.005、0.01、0.15、0.2、0.25、0.5、0.75、1、1.25、1.5、1.75、2、2.2
5、2.5、2.75、3、3.25、3.5、3.75、4、4.25または4.5 mg/kg/時間であってもよい。他
の実施態様において、標識がボーラス投与で投与される場合、その量は、約0.01 g～約8 
gの間である。たとえば、その量は、0.001、0.005、0.01、0.02、0.03、0.04、0.05、0.0
6、0.07、0.08、0.09、0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6、0.7、0.8、0.9、1、1.1、1.2、1
.3、1.4、1.5、1.6、1.7、1.8、1.9、2、2.1、2.2、2.3、2.4、2.5、2.6、2.7、2.8、2.9
、3、3.1、3.2、3.3、3.4、3.5、3.6、3.7、3.8、3.9、4、4.1、4.2、4.3、4.4、4.5、4.
6、4.7、4.8、4.9、5、5.1、5.2、5.3、5.4、5.5、5.6、5.7、5.8、5.9、6、7または8 g
であってもよい。
【００２３】
　(b)血液サンプルの採取
　本発明方法は、被験者から少なくとも１つの血液サンプルを採取することを含む。血液
サンプルは、典型的に、標識されたAβを含む。サンプルは、また、非標識Aβを含んでも
よい。本明細書で用いる「血液」は、全血、血漿または血清を意味する。血液サンプルを
採取する方法は、当業界で周知である。１つの実施態様において、カテーテルによるか、
またはかてーてるなしでの静脈穿刺を用いて、血液サンプルを採取してもよい。もう１つ
の実施態様において、手掌での採血または等価物を用いて、血液サンプルを採取してもよ
い。
【００２４】
　一般的に言えば、血液サンプルは、上記セクションI(a)で記載したように、標識の投与
後に採取される。当業者は、血液サンプルが採取される時間(標識の投与後)が、標識およ
び標識の投与方法に応じて変化しうることを理解するであろう。１つの実施態様において
、血液サンプルは、標識の投与後、約1分～約48時間の間に採取される。たとえば、血液
サンプルは、約1分～48時間、約1分～10時間または約1分～30時間の間に採取されてもよ
い。もう１つの実施態様において、血液サンプルは、標識の投与後、約10分～約24時間の
間に採取されてもよい。さらにもう１つの実施態様において、血液サンプルは、標識の投
与後、約10分～約10時間の間に採取されてもよい。たとえば、血液サンプルは、約15分～
8時間、約15分～6時間、約15分～4時間、約30分～5時間、約1時間～5時間、約1時間～4時
間、約2時間～4時間または約2時間～6時間の間に採取されてもよい。もう１つの実施態様
において、血液サンプルは、標識の投与後、約10時間～約20時間の間に採取されてもよい
。たとえば、血液サンプルは、約12時間～20時間、約14時間～20時間、約16時間～20時間
または約18時間～20時間の間に採取されてもよい。もう１つの実施態様において、血液サ
ンプルは、標識の投与後、約20時間～約30時間の間に採取されてもよい。たとえば、血液
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サンプルは、約22時間～28時間または約24時間～28時間の間に採取されてもよい。別の実
施態様において、血液サンプルは、標識の投与後、30時間後に投与されてもよい。たとえ
ば、血液サンプルは、標識の投与後、30、32、34、36、38、40、42、44、46、48時間また
は48時間以上後に採取されてもよい。
【００２５】
　いくつかの実施態様において、血液サンプルは、標識の投与後、約1、2、3、4、5、6、
7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、23、25、26、27
、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47
、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67
、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87
、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、
106、107、108、109、110、111、112、113、114、115、116、117、118、119または120秒
後に採取されてもよい。他の実施態様において、血液サンプルは、標識の投与後、約1、2
、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、2
3、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、4
4、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、6
4、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、8
4、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、10
3、104、105、106、107、108、109、110、111、112、113、114、115、116、117、118、11
9または120分後に採取されてもよい。特定の実施態様において、血液サンプルは、標識の
投与後、約1、1.25、1.5、1.75、2、2.25、2.5、2.75、3、3.25、3.5、3.75、4、4.25、4
.5、4.75、5、5.25、5.5、5.75、6、6.25、6.5、6.75、7、7.25、7.5、7.75、8、8.25、8
.5、8.75、9、9.25、9.5、9.75、10、10.25、10.5、10.75、11、11.25、11.5、11.75、12
、12.25、12.5、12.75、13、13.25、13.5、13.75、14、14.25、14.5,14.75、15、15.25、
15.5、15.75、16、16.25、16.5、16.75、17、17.25、17.5、17.75、18、18.25、18.5、18
.75、19、19.25、19.5、19.75、20、20.25、20.5、20.75、21、21.25、21.5、21.75、22
、22.25、22.5、22.75、23、23.25、23.5、23.75、24、24.25、24.5、24.75、25、25.25
、25.5、25.75、26、26.25、26.5、26.75、27、27.25、27.5、27.75、28、28.25、28.5、
28.75、29、29.25、29.5、29.75または30時間後に採取されてもよい。
【００２６】
　例示的実施態様において、標識が約9時間静脈内投与される場合、血液サンプルは、標
識の投与後、約１時間～約15時間、約5時間～約13時間または約8時間～約10時間採取され
てもよい。１つの例示的実施態様において、標識が静脈内投与される場合、血液サンプル
は、標識の投与後、約9時間採取されてもよい。他の例示的実施態様において、標識が経
口投与される場合、血液サンプルは、標識の投与後、約30分～約5時間または約1時間～4
時間の間に採取されてもよい。
【００２７】
　１つ以上の血液サンプルを被験者から採取してもよい。たとえば、1、2、3、4、5、6、
7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、23、25、26、27
、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40または40以上の血液サンプルを
１人の被験者から採取してもよい。サンプリングの間隔は、秒、分、時間または日であっ
てもよい。たとえば、サンプリングの間隔は、約1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、1
2、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、23、25、26、27、28、29、30、31、3
2、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、5
2、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、7
2、73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、9
2、93、94、95、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、108、109
、110、111、112、113、114、115、116、117、118、119または120秒であってもよい。あ
るいは、サンプリングの間隔は、約1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、1
5、16、17、18、19、20、21、22、23、23、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、3



(10) JP 5886837 B2 2016.3.16

10

20

30

40

50

5、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、5
5、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、7
5、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、9
5、96、97、98、99、100、101、102、103、104、105、106、107、108、109、110、111、1
12、113、114、115、116、117、118、119または120分であってもよい。もう１つの別の実
施態様において、サンプリングの間隔は、約1、1.25、1.5、1.75、2、2.25、2.5、2.75、
3、3.25、3.5、3.75、4、4.25、4.5、4.75、5、5.25、5.5、5.75、6、6.25、6.5、6.75、
7、7.25、7.5、7.75、8、8.25、8.5、8.75、9、9.25、9.5、9.75、10、10.25、10.5、10.
75、11、11.25、11.5、11.75、12、12.25、12.5、12.75、13、13.25、13.5、13.75、14、
14.25、14.5,14.75、15、15.25、15.5、15.75、16、16.25、16.5、16.75、17、17.25、17
.5、17.75、18、18.25、18.5、18.75、19、19.25、19.5、19.75、20、20.25、20.5、20.7
5、21、21.25、21.5、21.75、22、22.25、22.5、22.75、23、23.25、23.5、23.75、24、2
4.25、24.5、24.75、25、25.25、25.5、25.75、26、26.25、26.5、26.75、27、27.25、27
.5、27.75、28、28.25、28.5、28.75、29、29.25、29.5、29.75、30時間または30時間以
上であってもよい。
【００２８】
　血液サンプルは、典型的には、Aβ代謝回転の測定を可能にするのに十分な大きさがあ
るべきである。１つ以上のサンプルを特定の時点のためにプールしてもよい。１つの実施
態様において、血液サンプルは、約50μL～約3000μLであってもよい。たとえば、血液サ
ンプルは、約50、100、150、200、250、300、350、400、450、500、550、600、650、700
、750、800、850、900、950、1000、1050、1100、1150、1200、1250、1300、1350、1400
、1450、1500、1550、1600、1650、1700、1750、1800、1850、1900、1950、2000、2050、
2100、2150、2200、2250、2300、2350、2400、2450、2500、2550、2600、2650、2700、27
50、2800、2850、2900、2950または3000 μLであってもよい。他の実施態様において、血
液サンプルは、3000μL以上であってもよい。
【００２９】
　(c)Aβの代謝回転決定するためのサンプルの分析
　本発明方法は、サンプルを分析して血中Aβの代謝回転を決定することを含む。一般的
に言えば、サンプルを分析することは、(a)血液サンプル中の標識および非標識Aβを検出
し、定量すること；および(b)血液サンプル中の標識および非標識Aβの量からAβの代謝
回転を導き出すこと；を含む。各ステップを以下により詳細に議論する。
【００３０】
　i．血液サンプル中の標識および非標識Aβの検出および定量
　血液サンプル中の標識および非標識Aβを検出および定量する方法はさまざまでありう
る。たとえば、検出方法は、使用する標識のタイプ(たとえば、放射性または非放射性な
ど)によって変わる。１つの実施態様において、非放射性標識を用いる場合、検出方法は
、非標識タンパク質に関して標識タンパク質の質量の変化を検出するのに十分感受性があ
る方法であるべきである。たとえば、標識および非標識Aβは、質量分析によって検出さ
れうる。１つの実施態様において、実施例に概略する質量分析プロトコルを用いる。
【００３１】
　追加のテクニックを用いて、血液成分から標識および非標識Aβを分離してもよく、ま
たはサンプル中の標識および非標識Aβを濃縮してもよい。たとえば、標識および非標識A
βを血液サンプルから免疫沈降させてもよい。免疫沈降のためのプロトコルは、当業界で
知られている。１つの実施態様において、ビーズまたは樹脂などの固体支持体に免疫沈降
抗体を結合させてもよい。もう１つの実施態様において、実施例に詳述する免疫沈降プロ
トコルを用いてもよい。Aβを分離または濃縮する他の方法として、クロマトグラフィー
が挙げられる。特に、クロマトグラフィーステップと質量分析ステップを結ぶテクニック
を用いることができる。
【００３２】
　標識および非標識Aβの検出および定量を補助するために、該Aβをより小さいペプチド
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に分割してもよい。たとえば、Aβをプロテアーゼで切断して、小さいペプチドを生成す
ることができる。１つの実施態様において、トリプシンを用いて、Aβを切断する。
【００３３】
　一般的に言えば、標識および非標識Aβを検出する方法はまた、標識および非標識Aβの
定量に用いることもできる。いくつかの実施態様において、定量は、標識および非標識A
βの割合を決定することを含む。
【００３４】
　ii．Aβの代謝回転の導出
　上に概説した検出および定量ステップから、Aβの代謝回転を導き出す。１つの実施態
様において、本明細書で用いる「代謝回転」は、標識Aβ生成の速度、標識Aβクリアラン
スの比速度またはその両方の組合せを意味する。もう１つの実施態様において、「代謝回
転」は、血中Aβの半減期を意味する。さらにもう１つの実施態様において、「代謝回転
」は、Aβ標識パーセントと、Aβの絶対定量値の積を意味する。たとえば、「代謝回転」
は、Aβ42標識パーセントと、Aβ42の絶対定量値の積を意味することもできる。
【００３５】
　代謝回転は、標識、非標識Aβにおける経時変化ま、たは非標識Aβに対する標識Aβの
割合から計算されてもよい。他の実施態様において、代謝回転は、標識Aβのピークから
決定されてもよい。さらに他の実施態様において、分画合成率、分画クリアランス率、絶
対合成率、絶対クリアランス率、半減期、崩壊率またはコンパートメントモデリングを用
いて、代謝回転を決定してもよい。各実施態様において、インビボ標識Aβ、インビボ非
標識Aβ、エクスビボ内部標準(絶対量測定)またはそれらの組合せを用いて代謝回転を計
算してもよい。
【００３６】
　II．キット
　本発明の別の実施態様は、キットを包含する。キットは、典型的に、少なくとも１つの
標識アミノ酸の溶液を含む。１つの実施態様において、溶液は、経口摂取されてもよいシ
ェイクまたはドリンクである。キットは、標識アミノ酸溶液を投与し、次いで少なくとも
１つの血液サンプルを採取するための説明書も含む。キットは、血液サンプルを採取し、
保管するための容器および／または付属品を含んでもよい。さらに、キットは、血液サン
プルがAβの代謝回転ならびに標識および非標識Aβの絶対量測定について分析されるのに
十分な品質であることを確実にするための内部標準を含んでもよい。
【００３７】
　本願のさらにもう１つの態様は、ビジネス方法を包含する。一般的に言えば、該方法は
、本発明のキットを医師または個人のいずれかに配布することを含む。キットに含まれる
用法にしたがって、キットを用いて被験者からサンプルを採取した後、次いで、本発明方
法を用いて処理するために、サンプルを実験室に戻す。
【００３８】
　後記実施例は、本発明の好ましい実施態様を説明するために記載される。ことが当業者
には理解されるべきである。以下の実施例に開示された技術は、本発明の実施において良
好に機能するように、本発明者らによって発見された技術を表す。

しかしながら、当業者であれば、本開示に照らして、多くの変更が、開示された特定の実
施形態で行われ、本発明の精神および範囲から逸脱することなく同様または類似の結果を
得ることができることを理解するべきであり、したがって、すべての記載された事項また
は添付の図面に示された事項は、例示として解釈されるべきであり、限定的な意味ではな
いと解釈されるべきである。
【００３９】
　定義
　本明細書で用いる「ボーラス投与」は、標識の個別の投与を意味する。１回以上のボー
ラス投与を標識の投与に用いることができるが、各ボーラス投与は、個別の用量である。
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これは、時間をかけて継続投与される輸液とは対照的である。
【００４０】
　本明細書で用いる「中枢神経系」は、Aβが見出されうる、脳、脳脊髄液または中枢神
経系のいずれかの他の組織もしくは液体を意味する
【００４１】
　本明細書で用いる「輸液」は、時間をかけた標識の継続投与を意味する。いくつかの実
施態様において、投与の速度を経時変化させることができる。
【００４２】
　本明細書で用いる「代謝」は、生体分子の合成、輸送、分解、修飾またはクリアランス
速度のいずれかの組合せを意味する。
【００４３】
　本明細書で用いる「被験者」は、中枢神経系を有するいずれかの被験者を意味する。例
示的実施態様において、「被験者」は、アミロイドプラークを特徴とする疾患または障害
の影響を受けやすい、いずれかの被験者を意味する。１つの例示的実施態様において、「
被験者」は、ADを有する個人またはADのリスクがある個人を意味する。もう１つの例示的
実施態様において、「被験者」は、高齢の個人を意味する。
【図面の簡単な説明】
【００４４】
【図１】６人の参加者についての36～48時間にわたる標識血中総Aβのパーセント（青丸
）および１２人の参加者におけるCSF中総Aβのパーセント（赤四角）を示すグラフである
。血中の急速なクリアランス速度による9時間までのプラトーへの急速な上昇に注目すべ
きであり、一方CSFは、18時間経ってもプラトーに到達しない。また、CSFAβと比べて血
中Aβのより急速なクリアランスにも注目すべきである。20～30時間の間に、標識血中Aβ
の第二のピークもある（～26時間ピーク）。
【図２Ａ】静脈標識後40時間にわたる標識血中Aβのパーセントを示す。
【図２Ｂ】口腔標識後40時間にわたる標識血中Aβのパーセントを示す。
【図３】40時間にわたる血中Aβイソ体の絶対量測定を示す。処理する前に、標識N15アミ
ロイドベータ内部標準(ISTD)をサンプルに加えた。実施例において記載したようにサンプ
ルを処理し、アミロイドベータイソ体の絶対量をプロットする。
【発明を実施するための形態】
【００４５】
　以下の実施例は、本発明の様々な繰り返しを示す。
【実施例】
【００４６】
　生きているヒトの中枢神経系におけるAβ代謝を直接測定するために、近年、先駆的な
アプローチが開発された(Batemanら、2006)。この方法は、参加者が研究病室に入院して
いることを必要とし、血液および脳脊髄液の時間毎のサンプルが得られるように設置され
た２つのIVカテーテルと腰椎カテーテルを有する。この方法を用いて、近年の研究は、A
βが、ヒトの脳および脳脊髄液(CSF)中で迅速に代謝されること(半減期8-10時間)を実証
している。
【００４７】
　しかしながら、これまでは血中の標識Aβを測定する方法がなかったので、血中Aβ動力
学は、十分に理解されていない。もしそのような方法が利用可能であったならば、Aβの
生理学(および病態生理学)は、血中Aβ生成、血液および濃脊髄液への輸送ならびに血液
からのクリアランスの定量的尺度としてより良く理解されることが可能であったであろう
。血中標識Aβアッセイは、侵襲脊髄カテーテルなしで測定されるAβの生理学および病態
生理学を可能にするであろう。
【００４８】
　標識血中Ａβを測定するために安定同位体標識動態免疫沈降－質量分析アプローチが開
発された。これは、ヒトにおける血中Ａβ生成、コンパートメント間の輸送およびクリア
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ランス速度を測定するのを可能にする。
【００４９】
　血中／血漿Ａβの半減期は、CNS／CSF中のものとは明確に異なり、生成においてt1/2は
1～3時間である(図１)。これは、CSF中で測定される8～10時間の半減期と対照的である(B
atemanら、2006)。図１のために、被験者らに、標識アミノ酸を投与し(13C6 ロイシン；9
時間かけて注入＋10分間のプライムド注入(primed infusion) 2 mg/kg、次いで、2 mg/kg
/時間で8時間～50分)、次いで、0～15時間の間は毎時、35時間までは奇数時間に、そして
36および48時間の時点で、血液サンプルを採取した。合計28個のサンプルを採取した。サ
ンプルを凍結保存した。次いで、サンプルを解凍し、プロテアーゼインヒビターカクテル
を加えた。サンプルを遠心分離し、次いで、すべての時点において、2つの血漿サンプル
からプールした(合計2 ml)。次に、以下のように、サンプルからAβを免疫沈降させた：
【００５０】
　第1日：
1.　サンプルを氷上で解凍した。
2.　20 μlのコンプリートプロテアーゼインヒビター(Roche、1 mlの水に1錠を溶解した
もの)を添加した。
3.　14,000 RPM、4℃にて15分間遠心分離して、粒子を除去した。
4.　上清をプールした。
5.　標準培地をPBSで希釈した。
6.　HJ5.1 (Aβ特異的抗体)ビーズを、1x PBS＋0.02% アジドで2回洗浄した。最後に、50
%ビーズスラリーを調製した。
7.　220 μlの5M グアニジン塩酸塩溶液を加えた。
8.　20 μlのTween-20 (5% PBS溶液、最終0.05%)を加えた
9.　5 μlのISTD (N15-Aβ)を加えた。
10.　30 μlの抗体ビーズ(～20ng Aβに十分な50%スラリー)を加えた。
11.　4℃にて一夜インキュベートした。
【００５１】
　第2日：
12.　ビーズを4500 RPMにて5分間遠心分離した。
13.　新しいチューブに上清を移し、保存した(血漿のみ)。
14.　1 ml 0.5M グアニジン塩酸塩溶液を加えた。
15.　最終0.05% Tween-20となるように10μlの5% Tween-20を加えた。
16.　一度再懸濁したビーズを1.5 mlチューブに移した。
17.　ビーズを4500 RPMにて5分間遠心分離した。
18.　上清を捨てた。
19.　ビーズを1x AmBiCリンスで2回洗浄した。上清を捨て、ビーズを乾燥した。
20.　50 μl(ビーズ体積)の98%ギ酸(溶出液)を加え、ビーズを遠心分離した。上清を除去
し、1.5 mlチューブに入れた。
21.　溶出液をspeedvacで1時間乾燥して、ギ酸を除去した(37℃)。
23.　20 μgのトリプシンを解凍した。トリプシンを再懸濁させるために、1 mlの25mM Am
BiC溶液を加え、最終濃度を20 ng/μlにした。
24.　25 mM AmBiCの10 μl溶液に。タンパク質を再懸濁させた。
25.　消化用ビーズに、10 μlの20 ng/μlトリプシン溶液を加えた。
26.　インキュベーター内で37℃にてO/N(オーバーナイト)消化した(16時間)。
【００５２】
　第3日：
27.　サンプルのショートスピンを行って、凝縮液をチューブの底に沈殿させた。
28.　消化物に、2 μlのギ酸を加えた(タンパク質を沈殿させるため)
29.　サンプルを混合した。
30.　トリプシン消化物を14,000 RPM、4℃にて15分間遠心分離した。
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31.　オートサンプラーバイアルに移し、次いで、speedvacを用いてサンプルをスピンダ
ウンし、冷蔵庫内で4℃にて保管した。
【００５３】
　次いで、質量分析によってサンプルを分析した：
　Aβ 1-42のアミノ酸配列は、DAEFRHDSGYEVHH QKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA (配列番
号：1)であり、Aβ 1-40は、DAEFRHDSGYEVH HQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV (配列番号：2
)である。トリプシンなどのプロテアーゼで消化される場合、4つの小さいペプチドが、A
β 1-5 DAEFR (配列番号：3)、Aβ 6-16 HDSGYEVHHQK (配列番号：4)、Aβ 17-28 LVFFAE
DVGSNK (配列番号：5)、およびAβ 29-42 GAIIGLMVGGVVIA (配列番号：6)として生成され
る。ので、これらのペプチドのうち２つの配列がロイシン残基を包含するので、それらだ
けがインビボで標識できるロイシン標識でのSILK技術(Stable Isotope Labeling Kinetic
s - Batemanら、2009)を用いる定量に関連する。これらのペプチドは、Aβ17-28 LVFFAED
VGSNK (配列番号：5)とAβ29-42 GAIIGLMVGGVVIA (配列番号：6)であるが、Aβ17-28 LVF
FAEDVGSNK (配列番号：5)ペプチドが、血中Aβの総量を表し、より高いシグナルを生成す
るので、我々は、それのみを用いる。もちろん、血中c-末端(Aβ 29-42 GAIIGLMVGGVVIA 
(配列番号：6)もしくはAβ 29-40 GAIIGLMVGGVV (配列番号：7))またはn-末端フラグメン
トも同様に定量するために有用である。一般に、任意のアミノ酸標識を用いることができ
、Aβを標識し、血中標識を定量するのに任意のエンドペプチダーゼを用いることができ
る。
【００５４】
　ナノフローESI源およびナノ-20液体クロマトグラフィー(NanoLC-2D)に結合したTSQ Van
tage質量分析計で実験を行った。オートサンプラートレイにて、サンプルを4℃に維持し
た。Ace 5 C18 ARカラム充填材(MAC-MOD Analytical、Chadds Ford、PA)を15cmまでを充
填したプロドラッグルドチップ(pulled tip)を供えた自家製ナノカラム(直径150-mm)にサ
ンプルを注入した。Nano2D-LC(Eksigent、Inc. Ultra NanoLC-2D)によって、流速1 mL/分
でペプチドを分離した。溶媒Aは、0.1%ギ酸水溶液であり、溶媒Bは、で0.1%ギ酸アセトニ
トリル溶液である。勾配は、15% B～25% Bで10分間、次いで、25% B～95% Bで5分間であ
り、次いで、勾配を2分間で15% Bに下降させ、オートサンプラーが注入のためにもう１つ
のサンプルを掴み上げながら、カラムを3分間再平衡化させた。
【００５５】
　ペプチドを用いたチューニングから最適化されたパラメータと1.2 kVのスプレー電圧を
用い、TSQ Vantage質量分析計(MS)を正イオンモードで運転した。データは、マルチプル
リアクションモニタリング(MRM)モードにおいて得た。このMRM実験中、ペプチドの質量は
、まず、第一次元で、またはMS1として検出した。MS1を用いて定量を行う間、技術は、血
液などの非常に複雑なマトリックスにおいて、そして多くのペプチドが同じ完全な質量を
有するという事実により、特に特異性の欠如に苦しむ。ペプチドイオンは、フラグメント
化され、質量分析計で検出され、この第二次元のMSフラグメント化(MS2)が、独特のフラ
グメントを提供した。特異的前駆体質量と独特のフラグメントイオンの組合せを用いて、
定量されるペプチドを選択的にモニターした。この場合、複数のフラグメントイオン(反
応としても知られる)を選択的にモニターして、Aβ 17-28を定量し、独特のMRM実験を得
た。Aβ 17-28は、内因性ペプチドの質量電荷比663.340および標識組込みペプチドの質量
電荷比666.340である前駆体質量(MS1)を有する。MS2フラグメント化後に、３つの各フラ
グメントイオンをモニターした。モニターされる遷移イオンとしても知られるフラグメン
トイオンは、質量電荷比19.38、966.45および1113.52を有する。MRM実験を検出し、計測
器制御ソフトウェアであるXcaliburによって処理された単一のクロマトグラフィーピーク
としてプロットする。
【００５６】
　図２は、経口標識投与(B)と静脈内標識投与(A)の間の差異を示す。試験したイソ体のそ
れぞれについて、標識ピークは、経口投与では約1～5時間、静脈内投与では約5～10時間
の間で起こった。標識およびサンプルは、上述のように、それぞれ投与され、採取された
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【００５７】
　図３は、上記プロトコルを用いて再度測定された、血漿Aβイソ体の絶対量測定を示す
。処理前に、標識N15アミロイド-ベータ内部標準(ISTD)をサンプルに加えた。上記の通り
サンプルを処理した。

【図１】 【図２Ａ】



(16) JP 5886837 B2 2016.3.16

【図２Ｂ】 【図３】

【配列表】
0005886837000001.app



(17) JP 5886837 B2 2016.3.16

10

20

30

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                                        
   Ｃ０７Ｋ  14/47     (2006.01)           Ｃ０７Ｋ   14/47     　　　　        　　　　　

(74)代理人  100176474
            弁理士　秋山　信彦
(72)発明者  ランドール・ジェイ・ベイトマン
            アメリカ合衆国６３１３０ミズーリ州セントルイス、ワン・ブルッキングズ・ドライブ
(72)発明者  デイビッド・エム・ホルツマン
            アメリカ合衆国６３１３０ミズーリ州セントルイス、ワン・ブルッキングズ・ドライブ
(72)発明者  カワシ・ジー・マウエンイェガ
            アメリカ合衆国６３１３０ミズーリ州セントルイス、ワン・ブルッキングズ・ドライブ

    審査官  大瀧　真理

(56)参考文献  特表２００８－５０９４２１（ＪＰ，Ａ）　　　
              国際公開第２００６／０１７８１２（ＷＯ，Ａ１）　　
              国際公開第０３／０６８９１９（ＷＯ，Ａ２）　　
              特表２００８－５３８８１１（ＪＰ，Ａ）　　　
              特表２００５－５１７９０４（ＪＰ，Ａ）　　　
              Randall J Bateman et al.，Human amyloid-β synthesis and clearance rates as measured i
              n cerebrospinal fluid in vivo，nature medicine，２００６年　６月２５日，Vol.12, No.7，
              P.856-861

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ｇ０１Ｎ　　３３／４８　－　３３／９８　　　　
              ＪＳＴＰｌｕｓ／ＪＭＥＤＰｌｕｓ／ＪＳＴ７５８０（ＪＤｒｅａｍＩＩＩ）
              ＣＡｐｌｕｓ／ＭＥＤＬＩＮＥ／ＢＩＯＳＩＳ（ＳＴＮ）
              　


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	overflow

