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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　自閉症についての代謝シグネチャであって、以下の表：
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における、精密中性質量と、Ｃ１８またはＨＩＬＩＣクロマトグラフィーにおける保持時
間によって同定される少なくとも１つの細胞代謝産物を含む、代謝シグネチャ。
【請求項２】
　Ｎ－アセチルアスパルチルグルタミン酸、Ｌ－シスタチオニン、２－アミノオクタン酸
、５－ヒドロキシリジン、ビニルアセチルグリシン、プロリンベタイン、カフェイン、３
－カルボキシ－１－ヒドロキシプロピルチアミンジホスフェート、３’－シアリルラクト
サミン、３，４－ジヒドロキシベンジルアミン、ジパルミトイル－ホスファチジルコリン
、またはＳＡＩＣＡＲ（（Ｓ）－２－［５－アミノ－１－（５－ホスホ－Ｄ－リボシル）
イミダゾール－４－カルボキサミド］サクシネート）をさらに含む、請求項１に記載の代
謝シグネチャ。
【請求項３】
　請求項１に記載の自閉症についての代謝シグネチャを、ヒト試験対象における自閉症の
指標とする方法であって、
ａ．請求項１に記載の１つまたは複数の細胞代謝産物についてその個体由来の患者試料を
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アッセイするステップと、
ｂ．該患者試料において対照と比べて識別的に産生される、該１つまたは複数の細胞代謝
産物を検出するステップと
を含む方法。
【請求項４】
　前記細胞代謝産物が物理的分離法を使用してアッセイされる、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記物理的分離法が液体クロマトグラフィーエレクトロスプレー－イオン化飛行時間型
質量分析である、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記患者試料が脳脊髄液、脳組織、または血漿である、請求項３に記載の方法。
【請求項７】
　前記細胞代謝産物が、セロトニン、システイン、メチオニン、ホモシステイン、トリプ
トファン、グルタメート、またはＧＡＢＡについての細胞代謝経路由来の化合物を含む、
請求項３に記載の方法。
【請求項８】
　自閉症についての代謝シグネチャであって、該自閉症についての代謝シグネチャが、自
閉症において識別的に産生される、約１０から約１５００ダルトンまでの分子量を有する
複数の細胞代謝産物を含み、該細胞代謝産物が、Ｎ－アセチルアスパルチルグルタミン酸
、２－アミノオクタン酸、５－ヒドロキシリジン、ビニルアセチルグリシン、プロリンベ
タイン、３－カルボキシ－１－ヒドロキシプロピルチアミンジホスフェート、３’－シア
リルラクトサミン、３，４－ジヒドロキシベンジルアミン、ジパルミトイル－ホスファチ
ジルコリン、またはＳＡＩＣＡＲ（（Ｓ）－２－［５－アミノ－１－（５－ホスホ－Ｄ－
リボシル）イミダゾール－４－カルボキサミド］サクシネート）のうちの１つまたは複数
を含む、代謝シグネチャ。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　発明の分野
　本発明は、自閉症ならびに自閉症および自閉症圏障害の診断に関する。具体的には、本
発明は自閉症および自閉症圏障害を有する個体、特に小児を同定するための方法およびバ
イオマーカーを提供する。さらに具体的には、本発明は、自閉症に罹った個体の脳組織に
より分泌されて生体液に入る代謝産物を同定するための方法であって、そのような代謝産
物が約１０ダルトンから約１５００ダルトンまでの分子量を有する方法を提供する。本発
明は、自閉症の個体に存在し、非自閉症の個体に見出されるレベルとは診断的に著しく異
なる１つまたは複数のそのような代謝産物を含む複数の収集物またはスペクトルを提供す
る。本明細書に提供される１つまたは複数の識別的に（differentially）分泌される代謝
産物の収集物は、自閉症について診断する代謝シグネチャを含む。さらに、自閉症に特異
的なバイオマーカーが本明細書において同定される。
【背景技術】
【０００２】
　発明の背景
　自閉症は、社会的相互行為、言語発達、反復運動および行動様式の変化に特徴付けられ
る神経障害である。その有病率は、１９８０年代より前の２，３２５出生中１から現在で
は驚くべき１０１出生中１にまで増加している（非特許文献１）。自閉症は、厳密な遺伝
的または決定論的病因に従わない極めて複雑な神経障害である（非特許文献２；非特許文
献３；非特許文献４）。したがって、自閉症の発病における代謝の役割を定義することは
前記障害の理解を発展させ前記疾患の正確な診断および患者管理を提供するのに重要であ
るが、これは、厳密に遺伝的原因は自閉症患者のほぼ１０％しか占めていないからである
。セロトニントランスポーター遺伝子（５ＨＴＴ）、ＧＡＢＡ受容体βサブユニット（Ｇ
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ＡＢＲＢ３）、ユビキチンリガーゼ３（ＵＢＥ３Ａ）、ウィングレス型ＭＭＴＶ組込み部
位ファミリーメンバー２（ＷＮＴ２）、およびリーリン（ＲＥＬＮ）などの複数の候補感
受性遺伝子が同定されている（非特許文献５；非特許文献６；非特許文献７）。変異およ
び患者症状の根底にある遺伝的多様性にもかかわらず（非特許文献８；非特許文献９；非
特許文献１０）、症例全体で集束性代謝性機能障害があるように思われる（非特許文献１
１；非特許文献１２；非特許文献９）。代謝および代謝性変化は、神経発生および自閉症
発病中に重大な役割を果たすことがある（非特許文献１３）。したがって、自閉症脳と非
自閉症脳間の網羅的な生化学的差異を調べる比較研究により、自閉症発病および進行の一
因となる特定の代謝経路を同定することが可能である（非特許文献９；非特許文献１４）
。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００３】
【非特許文献１】Blaylockら、２００９年、Curr.　Med.　Chem.１６巻：１５７～１７０
頁
【非特許文献２】Landerら、１９９４年、Science、２６５巻：２０３７～４８頁
【非特許文献３】Baron-Cohenら、２００５年、Science、３１０巻：８１９～２３頁
【非特許文献４】Santangeloら、２００５年、Am.　J.　Pharmacogenomic.５巻：７１～
９２頁
【非特許文献５】Folsteinら、２００１年、Nat.　Rev.　Genet.　２巻：９４３～９５５
頁
【非特許文献６】Buxbaumら、２００４年、Mol.　Psychiatry、９巻：１４４～１５０頁
【非特許文献７】Devlinら、２００５年、Mol.　Psych.１０巻：１１１０～１１１６頁
【非特許文献８】McCrackenら、２００２年、N.　Engl.　J.　Med.３４７巻：３１４～３
２１頁
【非特許文献９】Mooreら、２００４年、Ann.　Pharmacother.３８巻：１５１５～１５１
９頁
【非特許文献１０】Zhaoら、２００５年、Intern.　J.　Neuroscience、１１５巻：１１
８３～１１９１頁
【非特許文献１１】Brysonら、１９９８年、Mental　Retard.　Dev.　Disabil.　Res.　R
ev.４巻：９７～１０３頁
【非特許文献１２】Betancurら、２００２年、Mol.　Psychiatry、７巻：６７～７１頁
【非特許文献１３】Pardoら、２００７年、Brain　Pathol.１７巻：４３４～４４７頁
【非特許文献１４】Rasalamら、２００５年、Dev.　Med.　Child　Neurol.４７巻（８号
）：５５１～５５５頁
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００４】
　発明の概要
　本発明は、自閉症患者において識別的に産生される複数の代謝化合物を同定するための
試薬および方法、ならびに自閉症または自閉症圏障害の診断を提供するための１つまたは
複数のそのような同定された代謝化合物を使用するための方法を提供する。患者の組織ま
たは生体液、特に脳脊髄液などの脳関連生体液において識別的に分泌される前記代謝産物
は、本明細書に記載される方法を使用して見出される。これらの代謝産物は、非自閉症個
体と比べた場合自閉症個体のほうが多い量でまたは少ない量で見出される。さらに、本発
明は、自閉症個体、特に小児から生体液において識別的に検出される代謝産物を含むバイ
オマーカーを、個別にまたは複数の前記バイオマーカーのスペクトルの収集物で提供する
。前記収集物またはスペクトルは、自閉症を診断するための本発明の方法の実行に有用で
ある。
【０００５】
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　本明細書に記載されるように、自閉症を含む複数の神経発生障害は、一般の代謝経路に
おける変化を生じることがある。対照に対して自閉症試料に存在する代謝産物（たとえば
、約１０ダルトンから約１５００ダルトンまでの小分子）は変動する相対レベルで検出す
ることが可能であり、これにより患部組織にも健康な組織にも存在する化合物の生化学的
スペクトルに関する情報が提供されることは当業者により理解されるであろう。そのよう
なスペクトルは、合わせると自閉症の特異的な指標として働くことができる変化を有する
代謝産物の組合せを含む「生化学的指紋」を提供する。本明細書に示されるように、グル
タメート、システイン、メチオニン、およびγアミノ酪酸（ＧＡＢＡ）代謝に関与する代
謝産物を含むある種の代謝産物は、自閉症の小脳発病に相乗的役割を果たすことができる
。さらに、注釈なしのまたは未報告の代謝産物が、自閉症脳において統計的に有意な形態
で存在することが見出され、自閉症および自閉症圏障害の有用な候補バイオマーカーも提
供する。本明細書において同定される代謝産物は、前記障害の診断バイオマーカーとして
有用である、自閉症の感度が良く特有の生化学的シグネチャを提供する。
【０００６】
　自閉症および自閉症圏障害のこれらの代謝シグネチャについての本明細書での本開示は
、死後自閉症脳に対しメタボロミクスを初めて適用し、自閉症個体と非自閉症個体間の代
謝産物の指紋およびその変化を提供するものである。本明細書に提供される研究により、
非自閉症対照と比べた場合、自閉症対象の脳において著しく変化する代謝産物が同定され
た。さらに、自閉症組織において一般的に変化する代謝産物のサブセットが同定された。
下にさらに詳細に説明されているように、約１０ダルトンから約１５００ダルトンまでの
分子量を有する識別的に分泌される代謝産物が、液体クロマトグラフィーエレクトロスプ
レー－イオン化飛行時間型質量分析（ＬＣ－ＥＳＩ－ＴＯＦ－ＭＳ）および／または親水
性相互作用クロマトグラフィー（ＨＩＬＩＣ）により同定されたが、熟練した研究者であ
れば、これらの方法が非限定的であり、自閉症患者由来の生体液において代謝産物を検出
するための他の方法を本発明の方法の実行において利用することが可能であることを認識
するであろう。しかし、熟練した研究者であれば、新鮮な凍結脳組織のメタボロミクス解
析に適用される質量分析のこの様式は、高度に感度が良く（たとえば、３ｐｐｍの分解能
）代謝産物を極めて低量で（たとえば、マイクロモルからピコモル濃度まで）検出するこ
とができることも認識するであろう。さらに、核磁気共鳴（ＮＭＲ）などの、メタボロミ
クス方法を実行するための当技術分野で公知の他の分析化学プラットフォームは、質量分
析ほど感度が良くなく、著しく高い濃度で代謝産物を検出するにはさらに大量の生体試料
が必要となる（Glishら、２００３年、Nat.　Rev.　Drug　Discov.２巻：１４０～１５０
頁に概説されている）が、にもかかわらず、本発明は、適切な状況下でそのような方法お
よび当技術分野で公知の他の方法を使用することをはっきりと描いている。
【０００７】
　本発明の特定の実施形態は、以下のある種の好ましい実施形態のより詳細な説明および
特許請求の範囲から明らかになる。
　特定の実施形態では、例えば以下が提供される：
（項目１）
　ヒトにおける自閉症に特徴的なメタボロミクスシグネチャを同定するための方法であっ
て、
　ａ．約１０ダルトンから約１５００ダルトンまでの分子量を有する１つまたは複数の細
胞代謝産物について自閉症患者から単離された生体試料をアッセイするステップと、
　ｂ．約１０ダルトンから約１５００ダルトンまでの分子量を有する１つまたは複数の細
胞代謝産物について非自閉症患者から単離された生体試料をアッセイするステップであっ
て、ステップａおよびｂが、該生体試料中に存在する細胞代謝産物の集団のメンバーを分
離すること、および約１０から約１５００ダルトンまでの分子量を有する１つまたは複数
の識別的に産生された細胞代謝産物を検出することをさらに含む、ステップと、
　ｃ．自閉症患者において識別的に産生される、約１０ダルトンから約１５００ダルトン
までの分子量を有する１つまたは複数の代謝産物を選択するステップであって、該１つま
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たは複数の識別的に産生された代謝産物が自閉症についてのメタボロミクスシグネチャを
含む、ステップと
を含む方法。
（項目２）
　前記細胞代謝産物が物理的分離法を使用してアッセイされる、項目１に記載の方法。
（項目３）
　前記物理的分離法が液体クロマトグラフィーエレクトロスプレー－イオン化飛行時間型
質量分析法である、項目２に記載の方法。
（項目４）
　１つまたは複数の前記細胞代謝産物について化学的特定名を決定するステップをさらに
含む、項目１に記載の方法。
（項目５）
　１つまたは複数の前記細胞代謝産物の前記化学的特定名が、前記代謝産物の分子精密質
量または前記代謝産物の質量分析断片化パターンを使用して決定される、項目４に記載の
方法。
（項目６）
　前記生体試料が脳脊髄液、脳組織、羊水、または血漿である、項目１に記載の方法。
（項目７）
　前記細胞代謝産物が、セロトニン、システイン、メチオニン、グルタメート、ホモシス
テイン、トリプトファン、またはγアミノ酪酸（ＧＡＢＡ）についての細胞代謝経路由来
の化合物を含む、項目１に記載の方法。
（項目８）
　前記細胞代謝産物が、Ｎ－アセチルアスパルチルグルタミン酸、Ｌ－シスタチオニン、
２－アミノオクタン酸、５－ヒドロキシリジン、ビニルアセチルグリシン、プロリンベタ
イン、カフェイン、３－カルボキシ－１－ヒドロキシプロピルチアミンジホスフェート、
３’－シアリルラクトサミン、３，４－ジヒドロキシベンジルアミン、ジパルミトイル－
ホスファチジルコリン、またはＳＡＩＣＡＲ（（Ｓ）－２－［５－アミノ－１－（５－ホ
スホ－Ｄ－リボシル）イミダゾール－４－カルボキサミド］サクシネート）である、項目
１に記載の方法。
（項目９）
　項目１に記載の方法に従って作製される自閉症についてのメタボロミクスシグネチャ。
（項目１０）
　前記細胞代謝産物が、Ｎ－アセチルアスパルチルグルタミン酸、Ｌ－シスタチオニン、
２－アミノオクタン酸、５－ヒドロキシリジン、ビニルアセチルグリシン、プロリンベタ
イン、カフェイン、３－カルボキシ－１－ヒドロキシプロピルチアミンジホスフェート、
３’－シアリルラクトサミン、３，４－ジヒドロキシベンジルアミン、ジパルミトイル－
ホスファチジルコリン、またはＳＡＩＣＡＲ（（Ｓ）－２－［５－アミノ－１－（５－ホ
スホ－Ｄ－リボシル）イミダゾール－４－カルボキサミド］サクシネート）である、項目
９に記載のメタボロミクスシグネチャ。
（項目１１）
　ヒト試験対象における自閉症を診断するための方法であって、
ａ．約１０ダルトンから約１５００ダルトンまでの分子量を有する１つまたは複数の細胞
代謝産物についてその個体由来の患者試料をアッセイするステップと、
ｂ．患者試料において対照と比べて識別的に産生される、自閉症についてのメタボロミク
スシグネチャを含む１つまたは複数の細胞代謝産物を検出するステップと
を含む方法。
（項目１２）
　前記細胞代謝産物が物理的分離法を使用してアッセイされる、項目１１に記載の方法。
（項目１３）
　前記物理的分離法が液体クロマトグラフィーエレクトロスプレー－イオン化飛行時間型
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質量分析である、項目１２に記載の方法。
（項目１４）
　前記患者試料が脳脊髄液、脳組織、または血漿である、項目１１に記載の方法。
（項目１５）
　前記細胞代謝産物が、セロトニン、システイン、メチオニン、ホモシステイン、トリプ
トファン、グルタメート、またはＧＡＢＡについての細胞代謝経路由来の化合物を含む、
項目１１に記載の方法。
（項目１６）
　前記細胞代謝産物が、Ｎ－アセチルアスパルチルグルタミン酸、Ｌ－シスタチオニン、
２－アミノオクタン酸、５－ヒドロキシリジン、ビニルアセチルグリシン、プロリンベタ
イン、カフェイン、３－カルボキシ－１－ヒドロキシプロピルチアミンジホスフェート、
３’－シアリルラクトサミン、３，４－ジヒドロキシベンジルアミン、ジパルミトイル－
ホスファチジルコリン、またはＳＡＩＣＡＲ（（Ｓ）－２－［５－アミノ－１－（５－ホ
スホ－Ｄ－リボシル）イミダゾール－４－カルボキサミド］サクシネート）である、項目
１１に記載の方法。
（項目１７）
　子宮内のヒト胎児における自閉症を診断するための方法であって、
ａ．メタボロミクスシグネチャを含む１つまたは複数の細胞代謝産物について胎児試料を
アッセイするステップと、
ｂ．自閉症に罹った胎児を診断するステップであって、該試料が、自閉症メタボロミクス
シグネチャを含む１つまたは複数の該細胞代謝産物を識別的に産生するステップと
を含む、方法。
（項目１８）
　前記メタボロミクスシグネチャが、セロトニン、システイン、メチオニン、ホモシステ
イン、トリプトファン、グルタメート、またはＧＡＢＡの代謝経路由来の１つまたは複数
の細胞代謝産物を含む、項目１７に記載の方法。
（項目１９）
　前記代謝シグネチャが、Ｎ－アセチルアスパルチルグルタミン酸、Ｌ－シスタチオニン
、２－アミノオクタン酸、５－ヒドロキシリジン、ビニルアセチルグリシン、プロリンベ
タイン、カフェイン、３－カルボキシ－１－ヒドロキシプロピルチアミンジホスフェート
、３’－シアリルラクトサミン、３，４－ジヒドロキシベンジルアミン、ジパルミトイル
－ホスファチジルコリン、またはＳＡＩＣＡＲ（（Ｓ）－２－［５－アミノ－１－（５－
ホスホ－Ｄ－リボシル）イミダゾール－４－カルボキサミド］サクシネート）のうちの１
つまたは複数を含む、項目１７に記載の方法。
（項目２０）
　自閉症についての代謝シグネチャであって、該自閉症代謝シグネチャが、自閉症におい
て識別的に産生される、約１０から約１５００ダルトンまでの分子量を有する１つまたは
複数の細胞代謝産物を含み、該複数の細胞代謝産物が、セロトニン、システイン、メチオ
ニン、ホモシステイン、トリプトファン、グルタメート、またはＧＡＢＡの代謝経路由来
の代謝産物を含む、代謝シグネチャ。
（項目２１）
　Ｎ－アセチルアスパルチルグルタミン酸、Ｌ－シスタチオニン、２－アミノオクタン酸
、５－ヒドロキシリジン、ビニルアセチルグリシン、プロリンベタイン、カフェイン、３
－カルボキシ－１－ヒドロキシプロピルチアミンジホスフェート、３’－シアリルラクト
サミン、３，４－ジヒドロキシベンジルアミン、ジパルミトイル－ホスファチジルコリン
、またはＳＡＩＣＡＲ（（Ｓ）－２－［５－アミノ－１－（５－ホスホ－Ｄ－リボシル）
イミダゾール－４－カルボキサミド］サクシネート）のうちの１つまたは複数を含む、項
目２０に記載の代謝シグネチャ。
（項目２２）
　自閉症に罹っているヒトを同定するための方法であって、
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　ヒト患者から単離された生体試料を、該生体試料から細胞代謝産物の集団のメンバーを
分離することにより、約１０ダルトンから約１５００ダルトンまでの分子量を有する１つ
または複数の細胞代謝産物についてアッセイするステップ
を含み、自閉症患者において識別的に産生される、約１０ダルトンから約１５００ダルト
ンまでの分子量を有する該１つまたは複数の代謝産物の検出により、該ヒトが自閉症に罹
っていると同定される、方法。
【０００８】
　本発明のこれらのおよび他の目的および特長は、図面と併せて採用される以下の詳細な
説明からさらによく理解されるであろう。
【図面の簡単な説明】
【０００９】
【図１Ａ】図１（Ａ）および（Ｂ）は、死後脳試料すべての全イオンクロマトグラムであ
る。図１（Ａ）はＨＩＬＩＣクロマトグラフィーを表し、図１（Ｂ）はＣ１８クロマトグ
ラフィーを表している。自閉症試料は灰色の線で示され、非自閉症対照は黒い線で示され
ている。
【図１Ｂ】図１（Ａ）および（Ｂ）は、死後脳試料すべての全イオンクロマトグラムであ
る。図１（Ａ）はＨＩＬＩＣクロマトグラフィーを表し、図１（Ｂ）はＣ１８クロマトグ
ラフィーを表している。自閉症試料は灰色の線で示され、非自閉症対照は黒い線で示され
ている。
【図２Ａ】図２（Ａ）および図２（Ｂ）は、標準化学物質対照の存在下での比較イオン断
片化パターン（図２（Ａ））および保持時間（図２（Ｂ））により試験試料代謝産物の化
学的特定名（chemical　identity）を検証したイオンクロマトグラム対照である。
【図２Ｂ】図２（Ａ）および図２（Ｂ）は、標準化学物質対照の存在下での比較イオン断
片化パターン（図２（Ａ））および保持時間（図２（Ｂ））により試験試料代謝産物の化
学的特定名を検証したイオンクロマトグラム対照である。
【図３Ａ】図３（Ａ）～図３（Ｃ）はＬ－シスタチオニンの抽出されたイオンクロマトグ
ラム（ＥＩＣ）であり、図３（Ｄ）は、自閉症および対照脳試料におけるＬ－シスタチオ
ニンの相対的存在量のプロットである。図３（Ａ）は、自閉症の新鮮な凍結死後脳試料（
灰色の線）および非自閉症対照（黒い線）のメタボロミクス解析の結果を示しており、自
閉症脳の後小脳虫部および外側半球におけるＬ－シスタチオニン（精密質量２２２．０６
２８）の存在量の著しい増加を示している。図３（Ｂ）は化学標準物質の保持時間を有す
るＥＩＣを示している。図３（Ｃ）は化学標準物質として同時に流された脳試料のＥＩＣ
を示しており、前記試料は図３（Ｂ）に示される化学標準物質の保持時間と適合していた
。図３（Ｄ）は自閉症および対照脳試料におけるＬ－シスタチオニンの存在量の平均プロ
ットである。平均の差に関するＡＮＯＶＡは統計的に有意であった（ｐ＝０．０１９）。
エラーバーは平均値の標準誤差である。
【図３Ｂ】図３（Ａ）～図３（Ｃ）はＬ－シスタチオニンの抽出されたイオンクロマトグ
ラム（ＥＩＣ）であり、図３（Ｄ）は、自閉症および対照脳試料におけるＬ－シスタチオ
ニンの相対的存在量のプロットである。図３（Ａ）は、自閉症の新鮮な凍結死後脳試料（
灰色の線）および非自閉症対照（黒い線）のメタボロミクス解析の結果を示しており、自
閉症脳の後小脳虫部および外側半球におけるＬ－シスタチオニン（精密質量２２２．０６
２８）の存在量の著しい増加を示している。図３（Ｂ）は化学標準物質の保持時間を有す
るＥＩＣを示している。図３（Ｃ）は化学標準物質として同時に流された脳試料のＥＩＣ
を示しており、前記試料は図３（Ｂ）に示される化学標準物質の保持時間と適合していた
。図３（Ｄ）は自閉症および対照脳試料におけるＬ－シスタチオニンの存在量の平均プロ
ットである。平均の差に関するＡＮＯＶＡは統計的に有意であった（ｐ＝０．０１９）。
エラーバーは平均値の標準誤差である。
【図３Ｃ】図３（Ａ）～図３（Ｃ）はＬ－シスタチオニンの抽出されたイオンクロマトグ
ラム（ＥＩＣ）であり、図３（Ｄ）は、自閉症および対照脳試料におけるＬ－シスタチオ
ニンの相対的存在量のプロットである。図３（Ａ）は、自閉症の新鮮な凍結死後脳試料（
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灰色の線）および非自閉症対照（黒い線）のメタボロミクス解析の結果を示しており、自
閉症脳の後小脳虫部および外側半球におけるＬ－シスタチオニン（精密質量２２２．０６
２８）の存在量の著しい増加を示している。図３（Ｂ）は化学標準物質の保持時間を有す
るＥＩＣを示している。図３（Ｃ）は化学標準物質として同時に流された脳試料のＥＩＣ
を示しており、前記試料は図３（Ｂ）に示される化学標準物質の保持時間と適合していた
。図３（Ｄ）は自閉症および対照脳試料におけるＬ－シスタチオニンの存在量の平均プロ
ットである。平均の差に関するＡＮＯＶＡは統計的に有意であった（ｐ＝０．０１９）。
エラーバーは平均値の標準誤差である。
【図３Ｄ】図３（Ａ）～図３（Ｃ）はＬ－シスタチオニンの抽出されたイオンクロマトグ
ラム（ＥＩＣ）であり、図３（Ｄ）は、自閉症および対照脳試料におけるＬ－シスタチオ
ニンの相対的存在量のプロットである。図３（Ａ）は、自閉症の新鮮な凍結死後脳試料（
灰色の線）および非自閉症対照（黒い線）のメタボロミクス解析の結果を示しており、自
閉症脳の後小脳虫部および外側半球におけるＬ－シスタチオニン（精密質量２２２．０６
２８）の存在量の著しい増加を示している。図３（Ｂ）は化学標準物質の保持時間を有す
るＥＩＣを示している。図３（Ｃ）は化学標準物質として同時に流された脳試料のＥＩＣ
を示しており、前記試料は図３（Ｂ）に示される化学標準物質の保持時間と適合していた
。図３（Ｄ）は自閉症および対照脳試料におけるＬ－シスタチオニンの存在量の平均プロ
ットである。平均の差に関するＡＮＯＶＡは統計的に有意であった（ｐ＝０．０１９）。
エラーバーは平均値の標準誤差である。
【図４Ａ】図４（Ａ）～図４（Ｄ）はＬ－シスタチオニンおよびＮ－アセチルアスパルチ
ルグルタミン酸の抽出されたイオンクロマトグラムである。脳試料（図４（Ａ））および
化学標準物質（図４（Ｂ））におけるＬ－シスタチオニンの液体クロマトグラフィーエレ
クトロスプレー－イオン化飛行時間型質量分析（ＬＣ－ＥＳＩ－ＴＯＦ－ＭＳ）／ＭＳ断
片化は適合する断片化パターンを有しており、Ｌ－シスタチオニンの同一性を確証してい
る。Ｎ－アセチルアスパルチルグルタミン酸の同一性は、脳（図４（Ｃ））および化学標
準物質（図４（Ｄ））の適合するＭＳ／ＭＳ断片化パターンにより確証された。
【図４Ｂ】図４（Ａ）～図４（Ｄ）はＬ－シスタチオニンおよびＮ－アセチルアスパルチ
ルグルタミン酸の抽出されたイオンクロマトグラムである。脳試料（図４（Ａ））および
化学標準物質（図４（Ｂ））におけるＬ－シスタチオニンの液体クロマトグラフィーエレ
クトロスプレー－イオン化飛行時間型質量分析（ＬＣ－ＥＳＩ－ＴＯＦ－ＭＳ）／ＭＳ断
片化は適合する断片化パターンを有しており、Ｌ－シスタチオニンの同一性を確証してい
る。Ｎ－アセチルアスパルチルグルタミン酸の同一性は、脳（図４（Ｃ））および化学標
準物質（図４（Ｄ））の適合するＭＳ／ＭＳ断片化パターンにより確証された。
【図５Ａ】図５（Ａ）～図５（Ｃ）は２－アミノオクタン酸の抽出されたイオンクロマト
グラム（ＥＩＣ）であり、図５（Ｄ）は自閉症および対照脳試料における２－アミノオク
タン酸の相対的存在量のプロットである。図５（Ａ）は自閉症の新鮮な凍結死後脳試料（
灰色の線）および非自閉症対照（黒い線）のメタボロミクス解析の結果を示しており、抽
出されたイオンクロマトグラム（ＥＩＣ）により示されるように、自閉症脳の後小脳虫部
および外側半球における２－アミノオクタン酸（精密質量１５９．１２５３）の存在量の
著しい減少を明らかにしている。図５（Ｂ）は化学標準物質の保持時間を示すＥＩＣであ
る。図５（Ｃ）は化学標準物質と同時に流された脳試料のＥＩＣであり、前記試料は図５
（Ｂ）に示される対照の保持時間と適合している。図５（Ｄ）は自閉症および対照脳試料
における２－アミノオクタン酸の存在量の平均プロットである。平均の差に関するＡＮＯ
ＶＡは統計的に有意であった（ｐ＝０．０２７）。エラーバーは平均値の標準誤差である
。
【図５Ｂ】図５（Ａ）～図５（Ｃ）は２－アミノオクタン酸の抽出されたイオンクロマト
グラム（ＥＩＣ）であり、図５（Ｄ）は自閉症および対照脳試料における２－アミノオク
タン酸の相対的存在量のプロットである。図５（Ａ）は自閉症の新鮮な凍結死後脳試料（
灰色の線）および非自閉症対照（黒い線）のメタボロミクス解析の結果を示しており、抽
出されたイオンクロマトグラム（ＥＩＣ）により示されるように、自閉症脳の後小脳虫部
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および外側半球における２－アミノオクタン酸（精密質量１５９．１２５３）の存在量の
著しい減少を明らかにしている。図５（Ｂ）は化学標準物質の保持時間を示すＥＩＣであ
る。図５（Ｃ）は化学標準物質と同時に流された脳試料のＥＩＣであり、前記試料は図５
（Ｂ）に示される対照の保持時間と適合している。図５（Ｄ）は自閉症および対照脳試料
における２－アミノオクタン酸の存在量の平均プロットである。平均の差に関するＡＮＯ
ＶＡは統計的に有意であった（ｐ＝０．０２７）。エラーバーは平均値の標準誤差である
。
【図５Ｃ】図５（Ａ）～図５（Ｃ）は２－アミノオクタン酸の抽出されたイオンクロマト
グラム（ＥＩＣ）であり、図５（Ｄ）は自閉症および対照脳試料における２－アミノオク
タン酸の相対的存在量のプロットである。図５（Ａ）は自閉症の新鮮な凍結死後脳試料（
灰色の線）および非自閉症対照（黒い線）のメタボロミクス解析の結果を示しており、抽
出されたイオンクロマトグラム（ＥＩＣ）により示されるように、自閉症脳の後小脳虫部
および外側半球における２－アミノオクタン酸（精密質量１５９．１２５３）の存在量の
著しい減少を明らかにしている。図５（Ｂ）は化学標準物質の保持時間を示すＥＩＣであ
る。図５（Ｃ）は化学標準物質と同時に流された脳試料のＥＩＣであり、前記試料は図５
（Ｂ）に示される対照の保持時間と適合している。図５（Ｄ）は自閉症および対照脳試料
における２－アミノオクタン酸の存在量の平均プロットである。平均の差に関するＡＮＯ
ＶＡは統計的に有意であった（ｐ＝０．０２７）。エラーバーは平均値の標準誤差である
。
【図５Ｄ】図５（Ａ）～図５（Ｃ）は２－アミノオクタン酸の抽出されたイオンクロマト
グラム（ＥＩＣ）であり、図５（Ｄ）は自閉症および対照脳試料における２－アミノオク
タン酸の相対的存在量のプロットである。図５（Ａ）は自閉症の新鮮な凍結死後脳試料（
灰色の線）および非自閉症対照（黒い線）のメタボロミクス解析の結果を示しており、抽
出されたイオンクロマトグラム（ＥＩＣ）により示されるように、自閉症脳の後小脳虫部
および外側半球における２－アミノオクタン酸（精密質量１５９．１２５３）の存在量の
著しい減少を明らかにしている。図５（Ｂ）は化学標準物質の保持時間を示すＥＩＣであ
る。図５（Ｃ）は化学標準物質と同時に流された脳試料のＥＩＣであり、前記試料は図５
（Ｂ）に示される対照の保持時間と適合している。図５（Ｄ）は自閉症および対照脳試料
における２－アミノオクタン酸の存在量の平均プロットである。平均の差に関するＡＮＯ
ＶＡは統計的に有意であった（ｐ＝０．０２７）。エラーバーは平均値の標準誤差である
。
【図６Ａ】図６（Ａ）～図６（Ｃ）はＮ－アセチルアスパルチルグルタミン酸（ＮＡＡＧ
）の抽出されたイオンクロマトグラム（ＥＩＣ）であり、図６（Ｄ）は自閉症および対照
脳試料におけるＮ－アセチルアスパルチルグルタミン酸の相対的存在量のプロットである
。図６（Ａ）は、後小脳虫部および外側半球におけるＮ－アセチルアスパルチルグルタミ
ン酸（精密質量３０４．０９０９）の自閉症の新鮮な凍結死後脳試料（灰色の線）および
非自閉症対照（黒い線）のメタボロミクス解析の結果を示している。図６（Ｂ）は化学標
準物質の保持時間を示すＥＩＣである。図６（Ｃ）は化学標準物質と同時に流された脳試
料のＥＩＣであり、前記試料は図６（Ｂ）に示される保持時間と適合していた。図６（Ｄ
）は自閉症および対照脳試料におけるＮ－アセチルアスパルチルグルタミン酸の存在量の
平均プロットである。平均の差に関するＡＮＯＶＡは０．０５未満のｐでは統計的に有意
ではなかった（ｐ＝０．０５４）が、０．１未満のｐ値では統計的に有意であった。エラ
ーバーは平均値の標準誤差である。
【図６Ｂ】図６（Ａ）～図６（Ｃ）はＮ－アセチルアスパルチルグルタミン酸（ＮＡＡＧ
）の抽出されたイオンクロマトグラム（ＥＩＣ）であり、図６（Ｄ）は自閉症および対照
脳試料におけるＮ－アセチルアスパルチルグルタミン酸の相対的存在量のプロットである
。図６（Ａ）は、後小脳虫部および外側半球におけるＮ－アセチルアスパルチルグルタミ
ン酸（精密質量３０４．０９０９）の自閉症の新鮮な凍結死後脳試料（灰色の線）および
非自閉症対照（黒い線）のメタボロミクス解析の結果を示している。図６（Ｂ）は化学標
準物質の保持時間を示すＥＩＣである。図６（Ｃ）は化学標準物質と同時に流された脳試
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料のＥＩＣであり、前記試料は図６（Ｂ）に示される保持時間と適合していた。図６（Ｄ
）は自閉症および対照脳試料におけるＮ－アセチルアスパルチルグルタミン酸の存在量の
平均プロットである。平均の差に関するＡＮＯＶＡは０．０５未満のｐでは統計的に有意
ではなかった（ｐ＝０．０５４）が、０．１未満のｐ値では統計的に有意であった。エラ
ーバーは平均値の標準誤差である。
【図６Ｃ】図６（Ａ）～図６（Ｃ）はＮ－アセチルアスパルチルグルタミン酸（ＮＡＡＧ
）の抽出されたイオンクロマトグラム（ＥＩＣ）であり、図６（Ｄ）は自閉症および対照
脳試料におけるＮ－アセチルアスパルチルグルタミン酸の相対的存在量のプロットである
。図６（Ａ）は、後小脳虫部および外側半球におけるＮ－アセチルアスパルチルグルタミ
ン酸（精密質量３０４．０９０９）の自閉症の新鮮な凍結死後脳試料（灰色の線）および
非自閉症対照（黒い線）のメタボロミクス解析の結果を示している。図６（Ｂ）は化学標
準物質の保持時間を示すＥＩＣである。図６（Ｃ）は化学標準物質と同時に流された脳試
料のＥＩＣであり、前記試料は図６（Ｂ）に示される保持時間と適合していた。図６（Ｄ
）は自閉症および対照脳試料におけるＮ－アセチルアスパルチルグルタミン酸の存在量の
平均プロットである。平均の差に関するＡＮＯＶＡは０．０５未満のｐでは統計的に有意
ではなかった（ｐ＝０．０５４）が、０．１未満のｐ値では統計的に有意であった。エラ
ーバーは平均値の標準誤差である。
【図６Ｄ】図６（Ａ）～図６（Ｃ）はＮ－アセチルアスパルチルグルタミン酸（ＮＡＡＧ
）の抽出されたイオンクロマトグラム（ＥＩＣ）であり、図６（Ｄ）は自閉症および対照
脳試料におけるＮ－アセチルアスパルチルグルタミン酸の相対的存在量のプロットである
。図６（Ａ）は、後小脳虫部および外側半球におけるＮ－アセチルアスパルチルグルタミ
ン酸（精密質量３０４．０９０９）の自閉症の新鮮な凍結死後脳試料（灰色の線）および
非自閉症対照（黒い線）のメタボロミクス解析の結果を示している。図６（Ｂ）は化学標
準物質の保持時間を示すＥＩＣである。図６（Ｃ）は化学標準物質と同時に流された脳試
料のＥＩＣであり、前記試料は図６（Ｂ）に示される保持時間と適合していた。図６（Ｄ
）は自閉症および対照脳試料におけるＮ－アセチルアスパルチルグルタミン酸の存在量の
平均プロットである。平均の差に関するＡＮＯＶＡは０．０５未満のｐでは統計的に有意
ではなかった（ｐ＝０．０５４）が、０．１未満のｐ値では統計的に有意であった。エラ
ーバーは平均値の標準誤差である。
【図７Ａ】図７（Ａ）および図７（Ｂ）はまだ同定されていない代謝産物の抽出されたイ
オンクロマトグラム（ＥＩＣ）である。複数の未知の化合物が自閉症と対照脳試料間で有
意に異なることが観察された。精密質量３６６．１４２６（図７（Ａ））および４２２．
２４８２（図７（Ｂ））を有する分子について２つのそのような代謝産物のＥＩＣが示さ
れている。
【図７Ｂ】図７（Ａ）および図７（Ｂ）はまだ同定されていない代謝産物の抽出されたイ
オンクロマトグラム（ＥＩＣ）である。複数の未知の化合物が自閉症と対照脳試料間で有
意に異なることが観察された。精密質量３６６．１４２６（図７（Ａ））および４２２．
２４８２（図７（Ｂ））を有する分子について２つのそのような代謝産物のＥＩＣが示さ
れている。
【発明を実施するための形態】
【００１０】
　好ましい実施形態の詳細な説明
　本発明は下にさらに具体的に説明されており、その数多くの改変および変化が当業者に
は明らかになるので、本明細書に記載される実施例は説明的なものとしてのみ意図されて
いる。本明細書の記載においておよびそれに続く特許請求の範囲全体において使用されて
いるように、「１つ（「ａ」および「ａｎ」）」ならびに「その（「ｔｈｅ」）」の意味
は、文脈が他の方法で明確に指示していなければ、複数の参照物を含む。明細書において
使用される用語は一般に、本発明の文脈内において、および各用語が使用される特定の文
脈において、当技術分野でのその通常の意味を有する。一部の用語は、本発明の記載に関
して実行者に追加の指示を与えるために下においてより具体的に定義されている。
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【００１１】
　自閉症は、特にその病因およびその病因にとっての脳化学の任意の検出可能な変化の意
味に関して、依然として十分に理解されていない疾患である。脳化学の多数の変化が自閉
症脳（すべて死後脳）において検出されてきたが、そのような変化が前記疾患の発生もし
くは進行と基本的に関連しているのかどうかまたはその結果として生じるのかどうかにつ
いて一貫して理解されてはいない。一方、本明細書に提供されるメタボロミクスシグネチ
ャ（metabolomic　signature）は、調査された自閉症脳における一貫した違いを反映して
おり、前記疾患に一貫して関連している特定の代謝経路を同定している。
【００１２】
　メタボロームは、細胞またはその周囲のマトリックスに存在する細胞代謝産物の全動的
セットとして定義されるが、健康または疾患／傷害状態の産物である。メタボロミクスは
、ゲノミクスおよびプロテオミクスなどの他の「オミック（ｏｍｉｃ）」研究領域と比べ
て特に環境効果に影響されやすい。細胞代謝産物には、糖、有機酸、アミノ酸および脂肪
酸、特に、細胞から分泌される、排泄されるまたは他の方法で放出され（たとえば、とり
わけ化学的もしくは物理的外傷の結果として）、病理学的または化学的傷害に対する細胞
応答の機能的機序に関与する化学種が含まれるが、これらに限定されない。そのような細
胞代謝産物は、正しく評価されたら、疾病または毒性応答のバイオマーカーとしての働き
をすることが可能であり、生物体液中で検出することができる（Sogaら、２００６年、J
　Biol　Chem　２８１巻：１６７６８～７８頁；Zhaoら、２００６年、Birth　Defects　
Res　A　Clin　Mol　Teratol　７６巻：２３０～６頁）。「オミクス（ｏｍｉｃｓ）」科
学内では、メタボロミクスは、代謝の最終産物を測定するために、他の「オミクス（ｏｍ
ｉｃｓ）」と比べて表現型にもっとも近いプラットフォームであると想定されている（De
ttmerら、２００７年、Mass　Spectrom.　Rev.２６巻：５１～７８頁）。
【００１３】
　自閉症患者生体液により識別的に産生されるメタボロミクスシグネチャ（すなわち、細
胞代謝産物の集団）は、自閉症を検出するための信頼できる診断マーカーを提供する。本
発明のある種の態様は、たとえば、液体クロマトグラフィーエレクトロスプレー－イオン
化飛行時間型質量分析（ＥＳＩ－ＴＯＦ）を含むがこれに限定されない、物理的分離法を
使用する細胞代謝産物のアッセイを提供する。代謝産物は、その精密な分子質量、ならび
に代謝産物の質量分析断片化パターンを使用して同定することが可能である。自閉症患者
により産生される細胞代謝産物を検出することにそのような方法を適用する感度により、
代謝生化学よりはむしろ生理学的、発生的および行動的評価に焦点を合わせてきた当技術
分野のそれほど頑強ではない方法と比べて自閉症障害の改良された同定が提供される。遺
伝子転写の変化すべてが表現型と相関しているわけではないという事実を考慮すると、メ
タボロミクス診断アプローチを使用することは、遺伝子特異的診断に対する自閉症表現型
のより信頼できる指標となる。
【００１４】
　本発明の追加の実施形態には、自閉症に特有のメタボロミクスシグネチャが含まれる。
一実施形態では、１つまたは複数の細胞代謝産物を含む代謝シグネチャが、および特定の
実施形態では、セロトニン、システイン、トリプトファン、メチオニン、グルタメートま
たはＧＡＢＡ代謝経路の１つまたは複数の細胞代謝産物が本明細書において提供される。
ある種の実施形態では、本明細書に記載されるメタボロミクスシグネチャを含む代謝産物
は、Ｎ－アセチルアスパルチルグルタミン酸、Ｌ－シスタチオニン、２－アミノオクタン
酸、５－ヒドロキシリジン、ビニルアセチルグリシン、プロリンベタイン、カフェイン、
３－カルボキシ－１－ヒドロキシプロピルチアミン二リン酸、３’－シアリルラクトサミ
ン、３，４－ジヒドロキシベンジルアミン、ジパルミトイル－ホスファチジルコリン、Ｓ
ＡＩＣＡＲ（（Ｓ）－２－［５－アミノ－１－（５－ホスホ－Ｄ－リボシル）イミダゾー
ル－４－カルボキサミド］サクシネート）、グルタメート、またはＧＡＢＡ中間体（たと
えば、Ｌ－グルタミン、Ｌ－グルタメート、αケトグルタレート（ketogluratate）、コ
ハク酸セミアルデヒド、４－アミノブチルアルデヒド、４－グアニジノブタノエート、も
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しくはＬ－オルニチンなど、ＧＡＢＡの同化または異化に関与する代謝産物）のうちの１
つまたは複数を含む。
【００１５】
　自閉症を診断するための方法を含む、自閉症の細胞効果および特に生化学的効果を同定
し測定するための方法および試薬が提供される。本明細書で使用される用語「代謝産物」
、「細胞代謝産物」または複数形の「細胞代謝産物」とは、細胞により分泌され、組織試
料または生体液中に存在する約１０ダルトンから約１５００ダルトンまでの範囲の任意の
分子または質量フィーチャーのことである。細胞代謝産物は、以下の種類の分子：酸、塩
基、脂質、糖、グリコシド、アミン、有機酸、脂質、アミノ酸、オキシム、エステル、ジ
ペプチド、トリペプチド、脂肪酸、コレステロール、オキシステロール、グリセロール、
ステロイド、および／またはホルモンを含むことができるが、これらに限定されない。一
実施形態では、細胞代謝産物は、Ｎ－アセチルアスパルチルグルタミン酸、Ｌ－シスタチ
オニン、２－アミノオクタン酸、５－ヒドロキシリジン、ビニルアセチルグリシン、プロ
リンベタイン、カフェイン、３－カルボキシ－１－ヒドロキシプロピルチアミン二リン酸
、３’－シアリルラクトサミン、３，４－ジヒドロキシベンジルアミン、ジパルミトイル
－ホスファチジルコリン、ＳＡＩＣＡＲ（（Ｓ）－２－［５－アミノ－１－（５－ホスホ
－Ｄ－リボシル）イミダゾール－４－カルボキサミド］サクシネート）、グルタメート、
またはＧＡＢＡ中間体を含むことができるが、これらに限定されない。
【００１６】
　本明細書で使用される語句「識別的に産生される．．．１つまたは複数の細胞代謝産物
を同定する」および「識別的に産生する」は、自閉症ヒト由来の細胞または組織と非自閉
症ヒト由来の細胞または組織との比較を含むが、これに限定されない。自閉症と非自閉症
対照試料間の代謝産物集団または質量フィーチャーの変動の検出または測定は、この定義
に含まれる。好ましい実施形態では、様々な代謝産物の産生の変化は、対照試料に対する
自閉症試料における代謝産物分子の変化のプロファイルを決定することにより測定される
。
【００１７】
　本明細書で使用される用語「物理的分離法」とは、本発明の方法に従って自閉症ヒトの
組織または生体液（たとえば、外側半球、および後小脳虫部脳、脳脊髄液、血液、または
血漿）において産生される代謝産物の変化および差異のプロファイルを検出するのに十分
な、当業者に公知の任意の方法のことである。好ましい実施形態では、物理的分離法は、
糖、有機酸、アミノ酸、脂肪酸、ホルモン、ビタミン、およびペプチド、ならびにそのイ
オン断片および他の細胞代謝産物（好ましくは、３０００ダルトン未満、さらに具体的に
は１０から１５００ダルトンまで、さらに具体的には１００から１０００ダルトンまでの
分子量を有する）を含むが、これらに限定されない細胞代謝産物の検出を可能にする。あ
る種の実施形態では、物理的分離法は、液体クロマトグラフィー／エレクトロスプレー－
イオン化飛行時間型質量分析（ＬＣ／ＥＳＩ－ＴＯＦ－ＭＳ）および／または親水性相互
作用クロマトグラフィー（ＨＩＬＩＣ）であるが、本明細書に記載される細胞代謝産物は
、代替の分光測定法またはこのサイズ範囲のこれらの種類の細胞化合物を分析するための
当技術分野で公知の他の方法を使用して検出することが可能であることは理解されるであ
ろう。
【００１８】
　統計解析のためのデータは、Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｍａｓｓ　Ｈｕｎｔｅｒソフトウェア（
製品番号Ｇ３２９７ＡＡ、Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．Ｓａｎ
ｔａ　Ｃｌａｒａ、ＣＡ）などの統計解析パッケージを使用してクロマトグラム（すなわ
ち、質量シグナルのスペクトル）から抽出することができるが、代わりに代替の統計解析
法を使用することができることは理解されるであろう。質量は、それが１０ｐｐｍ内であ
り２分の保持時間枠内で溶出されたら、一緒にビニングするのが都合がよい。ビニングさ
れた質量（本明細書では「精密質量」と呼ばれる）は、検出された質量が±１０ｐｐｍ内
であれば、異なるＬＣ／ＥＳＩ－ＴＯＦ－ＭＳ解析にわたり同一分子と見なすことが可能
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である。データのビニングは、統計解析および実験全体の質量比較のために必要である。
たとえば、Ｍａｓｓ　Ｈｕｎｔｅｒにより１個の試料内の同一保持時間で同一質量を有す
る複数のピークが検出された場合は、そのピークを平均化してデータ解析を支援すること
が可能である。天然の同位体分布を欠くまたは３未満のシグナル－ノイズ比を有する質量
は、解析に先立ってデータから除かれる。これらのアッセイから得られる結果は、２０ｐ
ｐｍ以内の注釈付きの値に従って評価される相対値を提供し、化学データベースに従って
検出される分子量には推定同一性を与えた。したがって、２０ｐｐｍ内の質量変化は、イ
オン源および計測手段の差異（たとえば、異なる実験間または異なる計測手段を使用する
）による当技術分野で公知の特定の注釈付き細胞代謝産物の同一性を決定することと一致
すると見なされた。
【００１９】
　本明細書で使用されるように、質量は、先ずデータを質量および保持時間により分類す
るアルゴリズムを使用して別々のＬＣ／ＥＳＩ－ＴＯＦ－ＭＳ注入物にわたって同一であ
ると見なすことができる。分類後、化合物は、それが３分未満または３分に等しい保持時
間差および加重式（０．００００２×質量）未満または加重式に等しい質量差を有する場
合には唯一であると見なすことができる。異なる分離物由来の一連の測定値がこの定義に
一致する場合には、前記測定値は同一化合物の分離から生じると見なされる。質量または
保持時間のどちらかが上に挙げられる限度以上に変動することが見出される場合には、そ
の質量は異なる化合物であると見なされ、それ独自の命名が与えられる。
【００２０】
　対数底２に基づくＡＮＯＶＡなどの有意性検定を使用して、各時点での非自閉症試料に
対する自閉症試料に存在する特有の化合物の存在量値を変換することができる。診断、実
験、および余剰項を含むＡＮＯＶＡモデルを使用する無作為完備型ブロック計画は、以下
の式：
　Ｌｏｇ２（存在量ｔｂ）＝診断ｔ＋セクションｂ＋エラーｔｂ

を使用して表現することができる。
【００２１】
　欠陥データは試験から除かれ、自由度を変える（欠陥データは非存在であったと仮定す
るのではない）。Ｍａｓｓ　Ｈｕｎｔｅｒソフトウェアにより実施される広範なフィルタ
リングは、ある種のピークをそれが一定存在量閾値より下でありゼロではないという理由
で見逃すまたは濾過することがあるために、この仮定が設けられた。ＡＮＯＶＡ　Ｆ検定
は、そのｐ値が０．０５未満である場合には、有意であると見なされた。倍変化は、所与
の時間および処置についての最小二乗平均を使用して計算された。
【００２２】
　本明細書で使用される用語「代謝シグネチャ」および「バイオマーカープロファイル」
とは、本発明の方法により同定される１つまたは複数の代謝産物のことである。本発明に
従った代謝シグネチャおよびバイオマーカープロファイルは、自閉症圏障害の分子「指紋
」を提供し、自閉症圏障害に罹っている個体において著しく変化した細胞代謝産物の１つ
または好ましくは集団を同定することができる。好ましい実施形態では、代謝シグネチャ
またはバイオマーカープロファイルを使用して、個体における自閉症を診断することがで
きる。
【００２３】
　本明細書で使用される用語「バイオマーカー」とは、患部と対照の間で著しい変化を示
す細胞代謝産物のことである。好ましい実施形態では、バイオマーカーは、ＬＣ／ＥＳＩ
－ＴＯＦ－ＭＳを含む方法により、上に記載される通りに同定される。メタボロミクスバ
イオマーカーは、その特有の分子質量および一貫性により同定され、したがって、バイオ
マーカーに一致する根底にある化合物の実際の同一性は本発明の実行のためには必要では
ない。代わりに、ある種のバイオマーカーは、たとえば、リアルタイムＰＣＲ、ＲＴ－Ｐ
ＣＲ、ノーザン解析、およびインサイツハイブリダイゼーションを含む遺伝子発現解析に
より同定することができるが、これらは、一般には本明細書に記載される用語「細胞代謝
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産物」の定義内には含まれない。
【００２４】
　本明細書に記載される代謝産物プロファイリングは、生きた患者から収集される試料と
は対照的に死後組織で行われた。最終的に、インビボで発見されたバイオマーカーは、た
とえば、脳脊髄液、血液、血漿、羊水および尿、すなわち細胞外生体分子の複雑な混合物
を含む生体液などの試料を分析するのに有用であると予想される。本発明の方法は、生体
液中の代謝産物は（細胞内化合物と対照的に）非侵襲的に検出することができるために、
組織生検などの侵襲的手技よりも有利である。さらに、質量分析のために細胞上清を処理
することは細胞抽出物よりも頑強であり面倒が少ない。しかし、たとえば、組織生検また
は溶解された細胞由来の細胞抽出物は本発明の方法に包含される。用語「試料」または「
生体試料」または「患者試料」は、脳脊髄液、脳組織、羊水、血液、または血漿を含むが
、これらに限定されない。
【００２５】
　生体液解析に先立つ、自閉症（脳）において主に冒される器官中の差次的代謝産物の同
定は、新規の診断学の発展に向けての目標を定めたアプローチを提供する。限定された組
の候補なしで、脳脊髄液、尿または血漿などの生体液中の自閉症に特異的なバイオマーカ
ーを同定するのは特に困難であると考えられる。生体液は、内在性と外来性要因の両方（
遺伝学、食餌、環境）により影響を受ける全身的副産物の複雑な混合物である。本発明の
方法を使用すれば、特定の分析化学プロトコールを、特定の候補バイオマーカーの限定さ
れた精密質量および保持時間について生体液を評価するために使用することが可能である
。
【００２６】
　下の実施例においてより詳細に記載されるように、本明細書に記載される方法を使用す
る自閉症組織プログラム（Ａｕｔｉｓｍ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｐｒｏｇｒａｍ（ＡＴＰ））か
らの１５件の新鮮な凍結試料（６件の自閉症および９件の対照）の解析により、死後自閉
症と非自閉症脳試料間の複数の代謝産物の存在量に統計的有意差が検出された。親水性相
互作用クロマトグラフィー（ＨＩＬＩＣ）とそれに続いてポジティブモードＥＳＩ－ＴＯ
Ｆイオン化を使用する予備実験では、自閉症と非自閉症脳間で識別的に産生された合計で
９８の代謝産物が同定された。たとえば、５－ヒドロキシリジン（精密質量１６２．０９
８１）は有意な変化を示した（ｐ＜０．０５）。Ｃ１８クロマトグラフィーとそれに続い
てポジティブモードＥＳＩ－ＴＯＦイオン化を使用する並列予備実験では、４７の統計的
に有意な代謝産物を生じた（ｐ＜０．０５）。これらの代謝産物の化学的特定名は、タン
デム質量分析（ＭＳ－ＭＳ）により決定的に確証することが可能である。
【００２７】
　新鮮な凍結死後脳由来の代謝産物は、最初、液体クロマトグラフィー（ＬＣ）により分
離され、その後イオン化されて、エレクトロスプレー－イオン化飛行時間型質量分析（Ｅ
ＳＩ－ＴＯＦ－ＭＳ）により検出された。この質量分析の様式は、新鮮な凍結脳組織のメ
タボロミクスに特に適しているために選択された。すなわち、この様式は高度に感度が良
く、小分子代謝産物を極めて低い存在量で検出し（たとえば、マイクロモルからピコモル
濃度まで）、代謝産物の精密質量の高度に正確な測定値を３ｐｐｍの分解能で提供する。
ＮＭＲ（核磁気共鳴）などの、メタボロミクスに用いられる他の分析化学プラットフォー
ムは、質量分析ほど感度が良くなく、代謝産物を著しくより高い濃度で検出するためには
さらに大量の生体試料を必要とする（Glishら、２００３年、Nat.　Rev.　Drug　Discov.
２巻：１４０～１５０頁に概説されている）。本明細書に記載されるように、死後脳試料
のメタボロミクス解析により、自閉症と非自閉症脳間に複数の生化学的差異が明らかにさ
れた。自閉症脳により識別的に分泌される細胞代謝産物の同定により、本明細書に特に記
載されているように、自閉症を診断するためのバイオマーカーが提供される。
【００２８】
　ある種の実施形態では、本発明は、自閉症のバイオマーカーとして単独で、集団として
、または任意の情報価値のある組合せで採られる、以下の代謝産物：Ｎ－アセチルアスパ
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ルチルグルタミン酸、Ｌ－シスタチオニン、２－アミノオクタン酸、５－ヒドロキシリジ
ン、ビニルアセチルグリシン、プロリンベタイン、カフェイン、３－カルボキシ－１－ヒ
ドロキシプロピルチアミン二リン酸、３’－シアリルラクトサミン、３，４－ジヒドロキ
シベンジルアミン、ジパルミトイル－ホスファチジルコリン、ＳＡＩＣＡＲ（（Ｓ）－２
－［５－アミノ－１－（５－ホスホ－Ｄ－リボシル）イミダゾール－４－カルボキサミド
］サクシネート）、グルタメート、またはＧＡＢＡ中間体を提供する。
【００２９】
　神経化学経路の異常は、自閉症の発病および／または臨床症状の潜在的基盤と仮定され
てきた。セロトニン、キヌレニン、グルタメート、システイン、およびメチオニン代謝に
対する攪乱が自閉症においてある役割を果たしている可能性があることが、様々な量の支
持的な一般的事例証拠をもって推測されてきた。これとは対照的に、本明細書で提供され
る方法およびこれらの方法の実行に従って提供されるバイオマーカーは、１つまたは複数
の前記バイオマーカーの検出を個体における自閉症または自閉症圏障害の存在と結び付け
ることに実験的な証拠に基づく基礎を提供する。
【実施例】
【００３０】
　以下に続く実施例は本発明の特定の実施形態およびその様々な使用を説明するものであ
る。これらの実施例は説明目的のためだけに記載されており、本発明を限定するものと解
釈されるべきではない。
【００３１】
　（実施例１）
　死後脳組織の調製
　自閉症患者および同年齢の対照由来の死後脳組織は自閉症組織プログラム（ＡＴＰ）か
ら入手した。全部で、メリーランド大学の発達障害のための脳および組織バンク（ｔｈｅ
　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｍａｒｙｌａｎｄ　Ｂｒａｉｎ　ａｎｄ　Ｔｉｓｓｕｅ
　Ｂａｎｋ　ｆｏｒ　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ　Ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ）からの６件の
自閉症および９件の非自閉症死後脳試料が調査された（表１参照）。上記試料由来の外側
半球および後小脳虫部の新鮮な凍結切片を用いてメタボロミクスは実施された。小脳は、
それが自閉症患者においてもっとも一貫性のある異常な神経解剖学的所見が局在している
領域であるために選択された（Kemperら、１９９８年、J.　Neuropathol.　Exp.　Neurol
.５７巻：６４５～６５２頁）。年齢、ＰＭＩ（死後の間隔）および臨床症状の程度の違
いは、メタボロミクスにより測定される代謝産物の存在量および性質の変動原因であると
認められた。
【００３２】
　メタボロミクスに先立って、凍結脳検体は、３０％ショ糖を使用するＬｅｉｃａ　ＳＭ
２００Ｒミクロトームの前冷却されたステージ上に載せられ、薄片にされて重量約５０ｍ
ｇの均一な試料を作製した。代謝産物は、円錐形グラスホモジナイザーにおいて試料をホ
モジナイズすることにより湿組織重量比あたりの容積に基づいて８０％メタノール／２０
％　０．５％ギ酸に抽出された。次に、試料は－２０℃で３０分間保管されて、タンパク
質および不溶性物質を沈殿させた。その後、冷却インキュベーション試料は、１６，００
０×ｇ、４℃で２５分間遠心分離され、細胞片、タンパク質、および他の不溶性物質をペ
レット状にした。次に、上清は新しいチューブに移され、３００μｌの抽出バッファーを
用いて再抽出された。試料は、乾燥して抽出バッファーを取り除くまで６～７時間回転式
エバポレーターにおいて乾燥された。次に、抽出物は５００μｌの２０％アセトニトリル
／８０％　０．１％ギ酸に溶解され、１３，０００×ｇで３時間Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　３
ｋＤａ　Ｍｉｃｒｏｃｏｎカラム（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）中で遠心分離されて、大きな分
子量（＞３ｋＤａ）の生体分子を取り除いた。フロースルーは回転式エバポレーターにお
いて乾燥され、２μｌ／ｍｇの９５％　０．１％ギ酸／５％アセトニトリルに溶解され、
ＬＣ－ＭＳによる分析に先立って－８０℃で保管された。
【００３３】
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　液体クロマトグラフィーエレクトロスプレー－イオン化飛行時間型質量分析（ＬＣ－Ｅ
ＳＩ－ＴＯＦ－ＭＳ）は、精密質量ＭＳおよびＭＳ／ＭＳイオン断片化が可能なＧ６５２
０ＡＡ　ＱＴＯＦ高分解能質量分析計からなるＡｇｉｌｅｎｔ　ＱＴＯＦ　ＬＣ／ＭＳシ
ステムを使用して、これらの抽出物で実施された。各試料の極性代謝産物画分は、最大分
離および小分子分解能のために２つの異なるクロマトグラフィー法、すなわちａ）３×１
００ｍｍ　Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ　３μｍ　Ｌｕｎａ親水性相互作用クロマトグラフィー
（ＨＩＬＩＣ）およびｂ）２．１×５０ｍｍ　Ｚｏｒｂａｘ　１．８μｍ　Ｃ１８－ＳＢ
カラム（Ｃ１８）を使用して解析された。このアプローチは、分離されそれに続いてイオ
ン化され測定される代謝産物の数を最大にした。超高圧液体クロマトグラフィー（ＵＰＬ
Ｃ）解析は、５％アセトニトリル／９５％水／０．１％ギ酸から１００％アセトニトリル
／０．１％ギ酸までの１５分勾配を流速４００μｌ／分で使用してＺｏｒｂａｘ　Ｃ１８
カラムを用いて実施された。ＨＩＬＩＣ　ＨＰＬＣ法は、９５％アセトニトリル／５％水
／０．１％ギ酸から６０％アセトニトリル／４０％水／０．１％ギ酸までの１６分勾配を
５００μｌ／分の流速で使用して実施された。エレクトロスプレー－イオン化は、Ａｇｉ
ｌｅｎｔ均一濃度ポンプが内部質量基準溶液をほぼ０．０１ｍｌ／分でソース内に絶えず
送る二重ＥＳＩソースを使用して用いられた。機器の質量範囲は７５～１５００Ｄａに設
定され、データはダイナミックレンジを最大にするために２ＧＨｚモードで得られた。デ
ータ取得は、高分解能精密質量条件を使用するＡｇｉｌｅｎｔ　ＭａｓｓＨｕｎｔｅｒ　
Ｂ．０２．００バージョンを用いて実施された。
【００３４】
　（実施例２）
　自閉症脳において識別的に産生される代謝産物の同定
　データ解析に先立って、各試料の全イオンクロマトグラム（ＴＩＣ）は、ＭＳシグナル
の質および再現性について慎重に検査された。ＴＩＣ存在量がＬＣ－ＭＳ勾配全体の中央
値から２５％を超えて逸脱した試料では、ＬＣ－ＭＳ解析が繰り返された（図１）。デー
タは、脱同位体化（ｄｅｉｓｏｔｏｐｅｄ）され、次にオープンソースｍｚＤａｔａフォ
ーマットに変換された。
【００３５】
　データ解析は、オープンソース統計プログラミングおよび解析ソフトウェアＲを使用し
て実施された。ＸＣＭＳパッケージ（Smithら、２００６年、Anal.,　Chem.７８巻：７７
９～７８７頁）を使用し、ピークピッキングのＣｅｎｔｗａｖｅアルゴリズムを使用して
ＬＣ－ＥＳＩ－ＴＯＦ－ＭＳから得られるファイルを解析した（Tautenhahnら、２００８
年、BMC　Bioinf.９巻：５０４頁）。ＬＣ－ＭＳ試料全体の保持時間偏差は、すべてのＬ
Ｃ－ＭＳ試料に共通のフィーチャーのレクター（保持時間補正）ロエス（ｌｏｅｓｓ）回
帰を使用して補正され、そのフィーチャーはＸＣＭＳにおける密度ベースの関数を使用し
てグループ化された。ＨＩＬＩＣクロマトグラフィーの最大観察偏差は１５秒であり、Ｃ
１８クロマトグラフィーでは４秒であった。グルーピング関数を実施した後、ＬＣ－ＭＳ
試料において失われたフィーチャーは、フィーチャーグループの範囲に基づくｍ／ｚおよ
び保持時間枠を使用して反復的に積分された。ピーク強度表は、単変量と多変量統計解析
の両方を使用して評価された。汚染物イオンは、脳組織抽出物と偽抽出ブランクを比較す
ることにより取り除かれた。脳組織抽出物と偽抽出ブランクの両方に存在するフィーチャ
ーは、その存在量が抽出ブランクの５倍未満の場合にはデータセットから取り除かれた。
個々の質量フィーチャーの統計的有意性は、対照脳と自閉症死後脳との間にはその存在量
の差はないという帰無仮説の下で実施された。差次的代謝産物、またはフィーチャーは、
複合脳領域に関するモデルｌｏｇ２（存在量）からセクション＋診断を用いる不完備型ブ
ロック計画ＡＮＯＶＡを使用して決定された。フィーチャーは、それがＡＮＯＶＡモデル
の診断要因において２５％を超える倍変化および０．０５未満のｐ値を示す場合は統計的
に有意と見なされた。各統計的に有意なフィーチャーの抽出されたイオンクロマトグラム
はさらに評価されて、偽の結果の包含を減らすために自閉症と正常な抽出物間の観察可能
な差を確認した。
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【００３６】
　直接注入物は、ＸＣＭＳにおける連続ウェーブレット変換（Ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ　Ｗ
ａｖｅｌｅｔ　Ｔｒａｎｓｆｏｒｍ）（Duら、２００６年、Bioinformatics、２２巻：２
０５９～２０６５頁）ピークピッキングアルゴリズムを使用して解析された。Ａｇｉｌｅ
ｎｔ質量定性分析（Ｍａｓｓ　Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ）ソフトウェ
アバージョン２．００Ｂを使用して、ベンダー特有の生データファイルをオープンソース
ｍｚＤａｔａファイルに変換した。１０００に等しいまたはそれより大きい高さを有する
フィーチャーは解析に含まれ、次に、質量フィーチャーを同定することに先立って脱同位
体化された。質量フィーチャー（推定代謝産物）の作製は、Ｒ／Ｂｉｏｃｏｎｄｕｃｔｏ
ｒ由来のＸＣＭＳ（Smithら、２００６年、Anal.,　Chem.７８巻：７７９～７８７頁）ラ
イブラリー中に存在する方法を使用して実行された。各ＥＳＩ極性は個別に処理された。
高分解能高質量精度データにおけるピークの検出を目的とするｃｅｎｔｗａｖｅアルゴリ
ズム（Tautenhahnら、２００８年、BMC　Bioinf.９巻：５０４頁）はピークピッキングの
ために利用された。ｃｅｎｔｗａｖｅアルゴリズムのための入力変数は、ＱＴＯＦ設定お
よびクロマトグラフィー法に基づいていた。ピークピッキングに続いて、保持時間におけ
る偏差はロエス回帰を使用して補正された。質量フィーチャービンまたはグループは、Ｌ
Ｃ－ＭＳ勾配に最適化されたパラメータを使用する密度ベースのグループ化アルゴリズム
を使用して作製された。データを質量フィーチャーにグループ化した後、失われたフィー
チャーは、ＸＣＭＳにおける反復ピークフィリング法を使用して、フィーチャーの保持時
間および質量範囲に基づいて積分された。
【００３７】
　個々のＬＣ－ＭＳにおいて検出される質量フィーチャーのビニングを使用して、注入物
にわたって同一保持時間に存在しているフィーチャーを同定した。精密質量と保持時間の
両方に基づくビニングアルゴリズムを使用して、質量フィーチャーは異なるＬＣ／ＥＳＩ
－ＭＳ－ＱＴＯＦ実験を通じて同一であると見なした。ビニング基準は、より低い分子量
でより大きな質量差を可能にするスライディング質量差スケールとクロマトグラフィーの
再現性に基づく一定の保持時間枠の両方に基づいていた。
【００３８】
　個々の質量フィーチャーの統計的有意性試験は、順列ベースの検定統計量を使用して、
対照と自閉症小脳虫部試料間にはその存在量の差はないという帰無仮説の下で実施された
。この解析は、ＲにおけるｐｃａＭｅｔｈｏｄｓライブラリーを使用するローディングお
よびスコアプロットにおけるメタデータの異なる組合せを探索することにより実施された
（Stackliesら、２００７年、PcaMethods:　A　collection　of　PCA　methods.　R　pac
kage　version　1.12.0.、CRAN.R-project.org/から利用可能）。対照と自閉症死後脳試
料間の一般差はウェルチｔ検定を使用して評価された。ベイジアン主成分分析は、代謝の
全体的変化が対照と自閉症脳組織間に存在するかどうかを決定する場合にこの方法が失わ
れたデータを許容することができるために（Obaら、２００３年、Bioinformatics、１９
巻：２０８８～２０９６頁）、実施された。この解析は、ＲにおけるｐｃａＭｅｔｈｏｄ
ｓライブラリーを使用するローディングおよびスコアプロットにおけるメタデータの異な
る組合せを探索することにより実施された（Stackliesら、２００７年、Pca　Methods:　
A　collection　of　PCA　methods.　R　package　version　1.12.0.、CRAN.R-project.o
rg/から利用可能）。
【００３９】
　統計的に有意なフィーチャーは、試料を教師なしの形態で分類するその能力を調べるた
めに、主要クラスター分析（Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ　Ｃｌｕｓｔｅｒ　Ａｎａｌｙｓｉｓ（
ＰＣＡ））ベースの方法および階層的クラスタリングを使用してモデル化もされた。その
結果、死後自閉症脳と非自閉症対照間の統計的に有意差のある低代謝産物の包括的リスト
が、実験あたり平均で６，０００フィーチャーの統計的解析に続いて同定された。質量分
析ベースのメタボロミクスプロファイリングまたはメタボロミクスにより、ＨＩＬＩＣを
使用して９８件の代謝産物およびＣ１８クロマトグラフィーを使用して４７件の代謝産物
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において自閉症脳に有意な変化（ｐ値＜０．０５）が明らかにされた。
【００４０】
【表１】

【００４１】
　（実施例３）
　自閉症特異的代謝産物の化学的アノテーション
　実施例２に記載される自閉症小脳において識別的に分泌される代謝産物の同定に続いて
、これらの分子の化学的アノテーションは、イオン断片化パターン解析（ＭＳ－ＭＳ）に
よりさらに精密にされた。具体的には、上で同定された各小分子の断片化パターンおよび
保持時間は、分析用化学標準物質と比較された。各小分子の化学的特定名の確認は自閉症
バイオマーカー決定には必要ではないが、注釈付きの同一性は、それが小分子バイオマー
カーごとにより均一な命名法を与えるという点で都合がよい。識別的に産生される代謝産
物のそれに続く化学的同定により、バイオインフォマティクス（ＧｅｎｅＧｏソフトウェ
ア）による特定の経路上への代謝産物のインシリコマッピングも可能になる。したがって
、この情報により、自閉症の死後脳と非自閉症年齢適合対照間の生化学的差異の根底にあ
る全身的代謝経路および／またはネットワークが明らかにされた。
【００４２】
　各化合物のニュートラル精密質量は、候補同一性については、公開の検索可能なデータ
ベースＭＥＴＬＩＮ（metlin.scripps.edu）、ヒトメタボロームデータベース（www.hmdb
.ca）、および遺伝子とゲノムの京都エンサイクロペディア（www.genome.jp/kegg/）、ま
たは生物学磁気共鳴バンク（www.bmrb.wisc.edu/metabolomics/）に対して照合された。
測定された質量フィーチャーは、その精密質量が注釈付きのデータベース分子の百万分の
２０（０．００００２×質量）以内である場合は、データベースに存在する代謝産物と適
合すると見なされる。バイオマーカー候補の化学的特定名は、以下の３種類の基準：（１
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）分子精密質量、（２）ＭＳ／ＭＳ断片化パターンおよび（３）クロマトグラフィー保持
時間のうちの１つまたはそれよりも多くを使用して確認された。エレクトロスプレー－イ
オン化飛行時間型質量分析（ＬＣ－ＥＳＩ－ＴＯＦ－ＭＳ／ＭＳ）（すなわち、タンデム
質量分析）データの解釈により決定される、各候補バイオマーカーの精密質量（すなわち
、質量フィーチャー）は、推定分子同一性について上に記載される様々な公開の検索可能
なデータベースに対して照合された。次に、注釈付きの候補は、候補分子イオンについて
のＭＳ／ＭＳプロダクトイオンスペクトルを獲得し、次に公知の分析用標準的基準化合物
について得られるプロダクトイオンスペクトルに対してＭＳ／ＭＳ断片化パターンを適合
させることにより検証された（Cummingsら、２００９年、J　Chromatogr　B　Analyt　Te
chnol　Biomed　Life　Sci.、８７７巻：１２２１頁）。
【００４３】
　Ｌ－シスタチオニン、２－アミノオクタン酸およびＮ－アセチルアスパルチルグルタミ
ン酸の分析用化学標準物質は、比較質量分析のためにＳｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃ
ｏ．、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯから購入された。化学基準物質は、原試料のメタボロミク
ス解析において使用される同一クロマトグラフィー法を使用して評価された。さらに、７
つの原試料（４つの自閉症および３つの対照）は、保持時間およびイオン断片化適合を保
証するために、化学標準物質との比較のため再解析された。化学基準物質は適切なバッフ
ァーに溶解され、１００μＭ標準物質は、９５％　０．１％ギ酸／５％アセトニトリルに
希釈することにより調製された。実験試料および化学標準物質は、衝突エネルギーを決定
するための以下の式：衝突エネルギー＝（前駆体のｍ／ｚ－１００）／１００＊３Ｖ＋１
０Ｖを使用して断片化された。推定アノテーションは、原試料における保持時間および断
片化パターンが化学基準と適合する場合は、正しいと見なされた。推定代謝産物が、断片
化される試料抽出物において存在量が不十分である場合には、保持時間だけがアノテーシ
ョンを確認するために使用された。
【００４４】
　第三の確認基準は、化学標準物質のクロマトグラフィー保持時間およびイオン化断片化
パターン（図２）がバイオマーカー候補の保持時間と適合するかどうかを決定するために
、内在性代謝産物を公知の基準化合物と一緒に同時注入する（すなわち、スパイクする）
ことにより確立された。タンデム質量分析、またはＭＳ－ＭＳを使用して、これらの実験
における内在性代謝産物の同一性を確認した。データ解析が完了した後、統計的に有意な
代謝産物のサブセットを公知の化学標準物質に対して確認するために選択した。
【００４５】
　これらのアッセイでは、上記の質量フィーチャーを同定するために使用される新鮮な凍
結脳抽出物は１ｍＭの化学標準物質でスパイクされ、次にＭＳ－ＭＳにより解析された。
残りの未使用の試料またはスパイクされた試料はＬＣ－ＥＳＩ－ＭＳ／ＭＳにより処理さ
れて、推定的に同定された化合物のイオンの構造および存在量を確認した。これらの実験
で対照として使用された標準物質は公知の保持時間を有していた。スパイクされた試料に
おいて観察された並行保持時間により、代謝産物同一性がさらに確認された。候補バイオ
マーカーの化学的特定名の最終確認は、断片イオンの検出（図２、Ａ）と保持時間（図２
、Ｂ）の両方に基づいて行われた。ヒットの分類は、分析（新鮮な凍結脳抽出物）と化学
基準ＭＳ／ＭＳスペクトル間で共有される断片イオンの質量を同定する「共有ピークカウ
ント」法に基づいていた。
【００４６】
　統計的な有意差は、死後自閉症と非自閉症脳試料間の複数の代謝産物の存在量において
検出された（表２）。有意である高い可能性のある代謝産物に焦点を合わせ、潜在的な誤
った人為的結果を排除するために、各データセット（ＨＩＬＩＣおよびＣ１８クロマトグ
ラフィー）は、対照と自閉症脳試料間の存在量の２５％倍変化の中等度フィルターを使用
してフィルターされた。ＨＩＬＩＣクロマトグラフィーとそれに続くポジティブモードＥ
ＳＩ－ＱＴＯＦイオン化により２５％を超える倍変化を示す９８８件の質量フィーチャー
が同定され、そのうちの９８件の代謝産物が自閉症と非自閉症脳間で統計的に有意差があ
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ドＥＳＩ－ＱＴＯＦイオン化により、少なくとも２５％の倍変化を有する９３８件の質量
フィーチャーが測定され、４７件の統計的に有意な代謝産物が生じた（ｐ＜０．０５）。
表２は、自閉症と対照死後脳試料間で存在量に少なくとも２５％の変化を有する測定され
た有意な代謝産物のサブセットを示しており、対応する抽出されたイオンクロマトグラム
（ＥＩＣ）は自閉症と対照脳試料間で際立った差を示している。メタボロミクス研究のも
っとも厄介な面の１つは測定された小分子の多くが公開されたデータベースではまだ注釈
が付いていないことである。現在の方法は、特有の質量による小分子代謝産物の同定を可
能にしているが、化合物名による同定はさらに厄介である。同定された代謝産物は新規の
バイオマーカーを表しており、重要なことに、自閉症の病因の一因となる追加の経路を指
摘している。
【００４７】
【表２－１】

【００４８】
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【００４９】
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【表２－３】

【００５０】
　識別的に分泌された代謝産物の化学的アノテーション
　化学的アノテーションは、識別的に分泌された代謝産物の以下のサブセットについて確
認された。
【００５１】
　Ｌ－シスタチオニン
　システインおよびメチオニン代謝経路におけるいくつかの代謝産物は、対照と比べて自
閉症脳において著しく増加していた。ＨＩＬＩＣクロマトグラフィーを使用して、自閉症
脳試料の後小脳虫部でも外側半球でもＬ－シスタチオニン（精密質量２２２．０６７）で
は統計的有意差が検出された（ｐ＝０．０１９、図３（Ａ）および３（Ｄ））。Ｌ－シス
タチオニンの化学的特定名は、死後脳試料（図４（Ａ））と化学標準物質（図４（Ｂ））
間の保持時間（図３（Ｂ）および３（Ｃ））ならびにイオン断片化パターンの比較により
二次的に確認された。
【００５２】
　２－アミノオクタン酸
　Ｌ－シスタチオニンとは対照的に、代謝産物２－アミノオクタン酸（精密質量１５９．
１２５）の存在量は、自閉症患者の後小脳虫部でも外側半球でも著しく減少していた（ｐ
＝０．０２７、図５（Ａ）および５（Ｄ））。２－アミノオクタン酸の全体脳減少は、自
閉症と対照試料間で１４４％であった。２－アミノオクタン酸はこれまで脳試料において
調べられたことがなく、したがって、２－アミノオクタン酸濃度の変化が自閉症と関係し
ている初めての証拠が本明細書で提供される。以前の研究では尿中でのこの化合物が報告
され測定されているだけである（Parryら、１９５７年、Clinica　Chimica　Acta、２巻
：１１５～１２５頁）。化学標準物質（図５（Ｂ））と死後脳試料（図５（Ｃ））間の比
較質量分析により、代謝産物保持時間の適合が実証された。死後脳試料における２－アミ
ノオクタン酸の低い存在量範囲は、本研究における他の代謝産物について用いられた標準
ＭＳ－ＭＳ法に従ってそのイオン断片化を得る障害となっていた。
【００５３】
　Ｎ－アセチルアスパルチルグルタミン酸（ＮＡＡＧ）
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　Ｎ－アセチルアスパルチルグルタミン酸（精密質量３０４．０９１）の存在量は、正常
な対照と比べて死後自閉症脳において増加していた。これらの結果は、自閉症のヒトイン
ビトロモデルについて以前報告されたグルタメート経路の攪乱（Cezarら、２００７年、S
tem　Cells　Dev.１６巻：８６９～８８２頁）、ならびに他の臨床研究（Blaylockら、２
００９年、Curr.　Med.　Chem.１６巻：１５７～１７０頁；Friedmanら、２００６年、Ar
ch.　Gen.　Psychiatry、６３巻：７８６～７９４頁；Kleinhansら、２００７年、Brain
　Res.１１６２巻、８５～９７頁；Pardoら、２００７年、Brain　Pathol.１７巻：４３
４～４４７頁；Shinoheら、２００６年、Prog.　Neuro-Psychopharmacol.　Biol.　Psych
iatry、３０巻：１４７２～１４７７頁）と一致している。しかし、以前の報告と違って
、本明細書に記載される結果は、グルタメート代謝中間体であるＮ－アセチルアスパルチ
ルグルタミン酸に対する以前は認識されていなかった直接的攪乱を示している。統計的有
意性を示して（ｐ＝０．０５４、図６（Ａ）および６（Ｄ））、Ｎ－アセチルアスパルチ
ルグルタミン酸の化学的特定名は、死後脳試料（図４（Ｃ））と化学標準物質（図４（Ｄ
））間の保持時間（図６（Ｂ）および６（Ｃ））とイオン断片化パターンの両方を明らか
にしている比較質量分析により確かめられた。
【００５４】
　不特定化合物
　上に記載される代謝産物に加えて、本明細書に記載されるメタボロミクス解析により、
複数の注釈なしの代謝産物（すなわち、公開されたデータベースでは注釈が付いていない
）の変化が同定された。これらの代謝産物の存在量は、対照と比べた場合、自閉症脳試料
において有意に増加しているまたは減少していた（ｐ＜０．０５）。２つのそのような不
特定小分子代謝産物の抽出されたイオンクロマトグラムは図７（Ａ）および７（Ｂ）に示
されている（それぞれ、精密質量３６６．１４２６および４２２．２４８２）。これらの
注釈なしの内在性代謝産物の両方とも自閉症脳領域において著しく増加していた。フィー
チャーＡ（精密質量３６６．１４２６）は自閉症と対照脳試料間で存在量が４２％増加し
ていた。フィーチャーＢ（精密質量４２２．２４８２）の存在量は自閉症脳試料において
１８１％増加していた。公開されているデータベースにこれらの代謝産物のアノテーショ
ンが現在ないからといって、自閉症についての候補診断バイオマーカーとしてこれらの代
謝産物が排除されることはない。本明細書で用いられる分析化学検出システムの高度に感
度が良く定量的性質は、測定可能なエンドポイント（すなわち、精密質量）を提供し、こ
のエンドポイントは自閉症患者由来の患者試料（たとえば、組織または生体液）において
測定することが可能である。さらに、ＮＭＲなどの他の分析プラットフォームを使用して
、これらの化合物の化学式を確認することができる。化学的アノテーションがないと特定
の生化学経路上へのその分子のマッピングが妨げられるだけである。
【００５５】
　要約すると、死後自閉症と非自閉症脳試料間で約１０から約１５００ダルトンまでサイ
ズに幅がある複数の代謝産物の存在量において統計的有意差が検出された（表２）。ＨＩ
ＬＩＣクロマトグラフィーとそれに続くポジティブモードＥＳＩ－ＱＴＯＦイオン化によ
り、自閉症脳と非自閉症対照間で統計的な有意差（ｐ＜０．０５）のある合計で９８件の
代謝産物が同定された。さらに、Ｃ１８クロマトグラフィーとそれに続くポジティブモー
ドＥＳＩ－ＱＴＯＦイオン化により、４７件の統計的に有意な代謝産物（ｐ＜０．０５）
が生じた。この包括的シグネチャは、これらの内在性化学物質に対する攪乱を生体液にお
いても定量的な形態で測定されるかどうかを調べるトランスレーショナルアプローチに即
時的手段を提供する。
【００５６】
　（実施例４）
　患者生体液において分泌される代謝産物の同定および評価
　自閉症により主に冒される器官である脳組織を評価すれば本明細書に記載される自閉症
バイオマーカーの同定が可能であるが、本発明の方法は脳組織の検査に限定されない。た
とえば、脳脊髄液、血液、血漿、羊水および尿を含む生体液、すなわち、細胞外生体分子
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の複雑な混合物などの患者試料を分析すれば、識別的に分泌される代謝産物の同定および
評価も可能になる。この方法は、生体液中に存在する小分子を非侵襲的に（細胞内化合物
とは対照的に）検出することができるために、組織生検などの侵襲的手法よりも都合がよ
い。さらに、質量分析のために細胞上清を処理するのは細胞抽出物よりも頑強であり手間
がかからない。たとえば、組織生検または溶解された細胞由来の細胞抽出物は本発明の方
法に包含されている。
【００５７】
　さらに、当業者であれば、脳代謝産物の周囲の脳脊髄液への分泌を認識しているであろ
う。今度は、記載された方法（すなわち、メタボロミクス解析）による脳脊髄液の収集お
よび評価により、識別的に発現される代謝産物の解析および同定が可能になる。本発明の
方法を使用すれば、特定の候補バイオマーカーの定義された精密質量および保持時間につ
いて脳脊髄液および他の生体液を評価するために特定の分析化学プロトコールを使用する
ことが可能である。
【００５８】
　したがって、本発明の方法のこれらの態様では、従来の技法（たとえば、腰椎穿刺）を
使用して脳脊髄液などの生体液が得られ、その生体液は本明細書に記載される通りに処理
されて、タンパク質および約３０００ダルトンを超える分子量を有する他の生体物質を取
り除く。分離法、たとえば、ＬＣ－ＴＯＦ質量分析は、処理された生体液およびそこで検
出された代謝産物に適用される。自閉症に特徴的な１つまたは複数の識別的に産生される
代謝産物の検出を使用して、自閉症に罹っているまたは自閉症になるリスクのある対象を
同定し、追加の行動学的方法および他の診断法が指示される必要を示す。
【００５９】
　同様に、当業者であれば、脳小代謝産物の血液脳関門を越える分泌を認識しているであ
ろう。血漿のメタボロミクス解析は、記載されている通りに哺乳動物から得られる血液試
料で実施されてきた。すなわち、血漿を解凍し、４５０μｌの氷冷ＭｅＯＨ対Ｈ２Ｏ（８
対１　ｖ／ｖ）を添加し、２～８℃で１０分間攪拌する。次に、試料を１８，４００×ｇ
、４℃で２０分間遠心分離し、上清をチューブに移し、ペレットが観察されなくなるまで
ステップ３および４を繰り返す。試料を乾燥させ、次に５０μｌの５０対５０のＡＣＮ対
０．１％ギ酸に再溶解し、続いて代謝解析をする。要約すると、本発明の方法は、２つの
例として脳脊髄液および血漿を含む生体液に適用される。
【００６０】
　（実施例５）
　自閉症脳において変化した生化学および代謝経路の同定
　その化学的特定名が上記の通りに確認された統計的に有意な代謝産物は、遺伝子とゲノ
ムの京都エンサイクロペディア（ＫＥＧＧ）経路データベースと比較されインシリコでマ
ッピングされた。フィッシャー直接検定を使用して、統計的に大きな比率を占める生化学
経路を見つけた。試料全体で共通の傾向を示すフィーチャーのグループ化も、カノニカル
ＫＥＧＧ経路上に表されていない分子間に何か生化学的相互作用が存在するかどうかを決
定するためにＫＥＧＧデータベースを使用して評価された。このアプローチにより、イン
ビボで観察される代謝変化の根底にある機構的経路を同定することができた。差次的メタ
ボロミクスプロファイルを、遺伝子とゲノムの京都エンサイクロペディア（ＫＥＧＧ、re
lease　41.1,　www.genome.jp/kegg）に概要が述べられているそのそれぞれの生化学経路
にマッピングすることにより、非自閉症対照と比べて自閉症対象の小脳において上方調節
されているまたは下方調節されている特定の代謝経路が明らかになった。非自閉症対照と
比べて自閉症脳において、グルタメート、システイン、メチオニン、トリプトファンおよ
びＧＡＢＡ代謝経路への著しい変化が検出された。
【００６１】
　本明細書に記載されるメタボロミクス法の結果は、複数の生化学経路およびネットワー
クにおける同時変化を測定しており、特定の自閉症脳領域の定量的事実上の生化学シグネ
チャを提供している。自閉症患者の死後脳と非自閉症対照間の比較メタボロミクスにより
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、頑強なバイオマーカー、ならびに自閉症の初期診断のための手段を提供する生化学変化
が明らかにされた。本明細書に提供される識別的に分泌される代謝産物は、自閉症につい
てのいくつかの候補診断バイオマーカーを含む。
【００６２】
　本発明は、本発明の開示された実施形態に限定されることを意図していない。前述の開
示は本発明のある種の特定の実施形態を強調しており、あらゆる改変またはそれと同等の
代替手段は、添付される特許請求の範囲に記載されている本発明の精神および範囲内であ
ることは理解されるべきである。
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