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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　疾病または病状の存在、欠如、または状態を判定または監視するために生体試料を測定
する方法において、
　（ａ）　判定または監視される患者から採取された生体試料中のマーカの量を測定する
ステップと、
　（ｂ）　前記生体試料中の前記マーカの量を、疾病または病状の存在、欠如、または状
態を示す基準量と比較するステップとから成り、
　前記マーカは、前記疾病または病状に罹患した器官または組織に由来するタンパク質で
ある、前記疾病または病状に関連した疾病関連タンパク質に由来する、
　（ｉ）　ヒト血清アルブミン以外の、前記疾病関連タンパク質のＮ末端アミノ酸２つが
欠落した短縮疾病関連タンパク質、
　（ii）　前記疾病関連タンパク質のＣ末端アミノ酸２つが欠落した短縮疾病関連タンパ
ク質、
　（iii ）　前記疾病関連タンパク質のＮ末端アミノ酸２つおよびＣ末端アミノ酸２つが
欠落した短縮疾病関連タンパク質、
　（iv）　前記疾病関連タンパク質のＮ末端アミノ酸２つを含む、Ｈｉｓ－Ｐｒｏ　ジケ
トピペラジン（ＤＫＰ）以外のＤＫＰ、および、
　（ｖ）　前記疾病関連タンパク質のＣ末端アミノ酸２つを含むＤＫＰ、のうちのいずれ
かのマーカ、または、
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　（vi）　上述の（ｉ）乃至（ｖ）から選択される２つ以上のマーカであり、
　前記疾病または病状は、多発性硬化症、リウマチ様関節炎、急性呼吸窮迫症候群、嚢胞
性繊維症、真性糖尿病、アルツハイマー病、パーキンソン病、炎症、虚血、大脳虚血、胎
盤虚血、心筋梗塞、前立腺癌、膵炎、気腫、腎臓病、癌、化学療法、異常ヘモグロビン症
、貧血、または鬱血性心不全である、方法。
【請求項２】
　前記マーカはＤＫＰである、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記マーカはアミノ酸ＸおよびＹから構成されるＸ－Ｙ－ＤＫＰであり、前記Ｘ－Ｙ－
ＤＫＰは、
　（ａ）Ｎ－アセチル－Ａｌａ－Ｓｅｒ－ＤＫＰ，Ｎ－アセチル－Ａｌａ－リン酸化－Ｓ
ｅｒ－ＤＫＰ，Ａｓｐ－Ａｌａ－ＤＫＰ，Ａｒｇ－Ａｒｇ－ＤＫＰ，Ｇｌｎ－Ａｓｎ－Ｄ
ＫＰ，もしくはそれらの組合せ、
　（ｂ）Ａｓｐ－Ａｌａ－ＤＫＰ，Ｍｅｔ－Ａｌａ－ＤＫＰ，Ｇｌｎ－Ａｓｎ－ＤＫＰ，
Ｇｌｙ－Ｌｅｕ－ＤＫＰ，もしくはそれらの組合せ、
　（ｃ）Ｇｌｙ－Ｌｅｕ－ＤＫＰ，Ａｌａ－Ｐｒｏ－ＤＫＰ，Ｇｌｕ－Ａｌａ－ＤＫＰ，
Ｌｅｕ－Ｐｒｏ－ＤＫＰ，Ａｓｐ－Ａｒｇ－ＤＫＰ，Ｈｉｓ－Ｇｌｙ－ＤＫＰ，もしくは
それらの組合せ、または、
　（ｄ）Ｇｌｙ－Ｌｅｕ－ＤＫＰ，Ｐｒｏ－Ｇｌｕ－ＤＫＰ，Ｇｌｎ－Ｇｌｙ－ＤＫＰ，
Ｇｌｕ－Ｓｅｒ－ＤＫＰ，もしくはそれらの組合せ、である請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記疾病または病状は多発性硬化症（ＭＳ）である請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記生体試料中の
　（ｉ）　Ａｓｐ－Ａｌａ－ジケトピペラジン（ＤＡ－ＤＫＰ），
　（ii）　Ｎ－アセチル－アラニン－セリン　ジケトピペラジン（ＮＡＳ－ＤＫＰ），ま
たは
　（iii ）　（ｉ）および（ii）の両方
の量を測定するステップを含み、
　前記生体試料中のＤＡ－ＤＫＰ，ＮＡＳ－ＤＫＰ，またはその両方の量の増大は活動性
ＭＳであることを示す、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記生体試料中の
　（iv）　液体クロマトグラフィーおよび質量分析計によって約１７５と測定される質量
を有する化合物、
　（ｖ）　液体クロマトグラフィーおよび質量分析計によって約１４５と測定される質量
を有する化合物、
または、
　（vi）　（iv）および（ｖ）の両方
の量を測定するステップを含み、
　前記生体試料中の（iv），（ｖ），またはその両方の欠如はＭＳであることを示す、請
求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記疾病または病状はアルツハイマー病である請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記生体試料中のＡｓｐ－Ａｌａ－ＤＫＰの量を測定するステップと、
　前記生体試料中の、液体クロマトグラフィーおよび質量分析計によって約１７５と測定
される質量を有する化合物の量を測定するステップと、を含む請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記疾病または病状は胎盤虚血である請求項１に記載の方法。
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【請求項１０】
　前記生体試料中の
　（ｉ）　Ｇｌｙ－Ｌｅｕ－ＤＫＰ、
　（ii）　Ａｌａ－Ｐｒｏ－ＤＫＰ、または、
　（iii ）　Ｇｌｙ－Ｌｅｕ－ＤＫＰおよびＡｌａ－Ｐｒｏ－ＤＫＰの両方、
の量を測定するステップを含む請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記生体試料は体液である、請求項１乃至１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記体液は、血清、血漿、血液、尿、唾液、髄液、涙、精液、膣分泌液、羊水、または
臍帯血である、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記体液は、血清または血漿である、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記患者は動物である、請求項１乃至１３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　前記患者はヒトである、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　疾病または病状の存在、欠如、または状態を判定または監視するための単離された結合
パートナーであって、
　（ａ）　疾病関連タンパク質のＮ末端アミノ酸２つが欠落した短縮疾病関連タンパク質
、
　（ｂ）　疾病関連タンパク質のＣ末端アミノ酸２つが欠落した短縮疾病関連タンパク質
、
　（ｃ）　疾病関連タンパク質のＮ末端アミノ酸２つおよびＣ末端アミノ酸２つが欠落し
た短縮疾病関連タンパク質、
　（ｄ）　疾病関連タンパク質のＮ末端アミノ酸２つを含むジケトピペラジン（ＤＫＰ）
、および、
　（ｅ）　疾病関連タンパク質のＣ末端アミノ酸２つを含むＤＫＰ、
　からなる群から選択されるマーカに対する特異性を有し、
　前記結合パートナーは抗体またはアプタマーであり、
　前記疾病関連タンパク質は、ミエリン塩基性タンパク質、ベータ－アミロイド、リウマ
トイド因子、肺胞界面活性物質関連タンパク質Ａ、肺胞界面活性物質関連タンパク質Ｂ、
肺胞界面活性物質関連タンパク質Ｄ、インシュリン、タウタンパク質、アルファ－シヌク
レイン、Ｃ反応性タンパク質、インターロイキン８、Ｓ１００タンパク質、ベータ絨毛性
性腺刺激ホルモン、胎児性エリスロポエチン、妊娠関連タンパク質Ａ、ミオグロビン、ト
ロポニンＩ、トロポニンＴ、前立腺特異抗原、アミラーゼ、リパーゼ、アルファ－アンチ
トリプシン、エリスロポエチン、活性化タンパク質Ｃ、シータ鎖、ゼータ鎖、アルファ鎖
、ベータ鎖、デルタ鎖、イプシロン鎖、またはガンマＡＧである、結合パートナー。
【請求項１７】
　ＤＫＰに対する特異性を有する、請求項１６に記載の結合パートナー。
【請求項１８】
　請求項１６または１７に記載の結合パートナーと、マーカを定量するための関連する試
薬とを含むキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、疾病または医学的な病状に関連する１つ以上の生化学的マーカを定量するこ
とによる、疾病および病状の診断および監視に関する。詳細には本発明は、疾病関連タン
パク質のＮ末端アミノ酸２つから構成されるジケトピペラジンと、疾病関連タンパク質の
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Ｃ末端アミノ酸２つから構成されるジケトピペラジンと、Ｎ末端アミノ酸２つおよびＣ末
端アミノ酸２つのうちの少なくとも一方を欠損している短縮疾病関連タンパク質と、その
ような疾病および病状における他の生化学的マーカとを検出および測定することに関する
。
【背景技術】
【０００２】
　疾病および医学的な病状を、さらに容易かつ迅速に診断および監視するための試験は常
に必要とされている。さらに、多くの難病は診断および監視が困難なままであり、それら
の疾病および病状を診断および監視する方法は決定的に必要とされている。
【０００３】
　例えば、多発性硬化症（ＭＳ）は、その進行、重篤性、および特異的症状が実に変動的
かつ予測不能であるため、診断することが困難である。ある人がＭＳであるか否かを単独
で判定することが可能である臨床試験、症状、または身体所見は存在しない。
【０００４】
　長期に渡って確立されている、ＭＳを診断する基準は以下である。
１．２つの発作（すなわち、中枢神経系（ＣＮＳ）における脱髄の２つの症状発現）とい
う他覚的証拠が存在すること。臨床的には、発作（再燃、突発（flare ）、または再発と
しても知られている）は、少なくとも２４時間持続するＭＳ症状の急な発現または悪化と
して定義される。他覚的証拠は、神経学的検査および追加の試験の所見による。
２．２つの発作が時間的（少なくとも１ヶ月）および空間的（ＣＮＳの異なる領域におけ
る炎症および損傷のうちの少なくとも１つの証拠によって示される）に分離していること
。
３．その人が経験している発作または症状に対して、他の説明が存在しないこと。ＭＳに
共通する症状の多くは、他の疾病によっても引き起こされ得る。したがって、全ての可能
性を注意深く除外することによってのみ、ＭＳの診断を下すことが可能である。
【０００５】
　この２０年を通じて、磁気共鳴映像法（ＭＲＩ）、髄液検査、および誘発反応試験など
の試験は、診断プロセスにおいて次第に重要な役割を果たしている。２００１年には、多
発性硬化症の診断に関する国際委員会（International Panel on the Diagnosis of Mult
iple Sclerosis）によって診断基準の改訂版が発行された（非特許文献１）。改訂基準で
は、上述の従来の要件に加え、ＭＲＩ、髄液分析、および視覚誘発電位の所見を用いて第
２の発作の証拠を与えることによって、より迅速に診断を確定させるための詳細な指針が
提供されている。それらの指針によって、明確な発作のないまま着実に障害が進行する患
者における診断プロセスも促進される。しかしながら、この改訂基準を用いた場合にもＭ
Ｓの診断はなお困難であり、典型的には数ヶ月を必要とし、数年を必要とする場合もある
。
【０００６】
　ＭＳには悪化または再発の可能性があるため、確定診断を迅速に下すことは非常に有用
であろう。多くの患者において疾病の進行を遅延させるまたは防止するようなＭＳの治療
薬が現在では利用可能であり、迅速な診断によって早期に介入することで、多くのＭＳ患
者の予後を有意に改善することが可能となる。
【０００７】
　アルツハイマー病の診断は困難であり、他の原因を除外することによる場合が多い。疾
病を識別し得る種々の認知試験が用いられている。しかしながら、確定的な診断は死後の
脳解剖によってのみ可能である。生存するアルツハイマー病患者に対して診断を下すこと
が可能な診断試験が必要なことは、明らかである。
【０００８】
　脳虚血は現在、臨床的に診断されている。エノラーゼ、Ｓ－１００ファミリータンパク
質など、ある種の生化学的マーカが説明されているが、臨床医が利用可能な映像化技術は
、さらに信頼性が高く、かつ特異的である。脳虚血用の高信頼性かつ特異的である生化学
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的マーカは、この疾病の診断および監視において有用であろう。
【０００９】
　初期の心虚血も診断することが困難である。クレアチンキナーゼイソエンザイム（ＣＫ
－ＭＢ）、ミオグロビン、またはトロポニンなど心臓の細胞死のマーカは、一過性の心筋
虚血において、詳細には虚血発生後の最初の２～６時間に測定される時には、信頼性のな
いマーカである（非特許文献２～５）。虚血の症状が始まった直後に検査された患者から
心筋梗塞または心筋虚血を除外するには、典型的には長期の観察が必要とされる（非特許
文献６～９）。
【００１０】
　心筋虚血の患者のヒト血清アルブミンに結合する外因性コバルトの減少を測定する、新
規な血液アッセイ方法が説明されている（非特許文献１０）。アルブミン－コバルト結合
（ＡＣＢ）アッセイでは、ヒトアルブミンのアミノ末端（Ｎ末端）に対する外因性コバル
トの結合能を測定する。通常の条件下では、コバルトを含む遷移金属は、アルブミンの露
出されたＮ末端に強固に結合されている（非特許文献１１）。ＡＣＢアッセイは、虚血症
状ではアルブミンのＮ末端が変更され、遷移金属に対するその結合能が急速に減少する場
合があるという観察に基づいている（非特許文献１２および１３）。異常な濃度のＣＫ－
ＭＢ、ミオグロビン、またはトロポニンが検出され得る前の数分または数時間に、虚血に
よって誘発されたアルブミンに対する変更が発生すると予想されるであろう。しかしなが
ら、ＡＣＢアッセイは心虚血を除外するための試験としてのみ是認されているので、心虚
血の除外に加えて心虚血の診断も可能であるアッセイを得ることが非常に望まれるであろ
う。
【００１１】
　低出生体重（ＬＢＷ）は世界的に、胎児および新生児の罹患率および死亡率の主要原因
である。ＬＢＷは、出産時の体重が２５００グラム未満であることを示すとして一般に認
められており、予定時期（at term ）出産であるが胎齢に対して低体重（small for gest
ational age ）（ＳＧＡ）の新生児、早産で胎齢に対して適切な体重（ＡＧＡ）の新生児
、または早産でＳＧＡの新生児に起こり得る。このように、ＬＢＷの疫学は複雑かつ多因
性である。
【００１２】
　ＳＧＡは統計的な定義であり、胎齢に対して１０パーセンタイル未満の出生体重を示し
ている。よって定義から、新生児の１０％はＳＧＡである。実際には、それらの新生児の
うち幾らかは小柄であるが健康で、遺伝的な成長可能性を実現しており、実質的な危険は
ない。他方、他のＳＧＡの新生児は実際に成長を阻害され、以下に説明する種々の因子の
ために、遺伝的な成長可能性を満たさない。これらの新生児は胎児発育不全（fetal grow
th restriction）（ＦＧＲ）に罹患していると言われる。実際に、幼児の幾らかはＡＧＡ
と推定されるがＦＧＲに罹患している、すなわち、その体重は、遺伝的には８０パーセン
タイルの体重であるようにプログラムされているが、胎齢に対して２０パーセンタイルで
ある場合がある。ある個体がどれくらいの体重であるべきかを知る先験的な手段が存在し
ないため、実際的な意味で、それらの幼児を識別することは困難である。
【００１３】
　ＦＧＲは、胎児の状態の損傷または関連する母体の疾病（例えば、子癇前症）によって
、胎児の発育を直接阻害することと、さらに多くの場合には、療法が必要である早産を余
儀なくさせることとの両方で、ＬＢＷを誘導する。ＬＢＷおよび早産のうちの少なくとも
一方による罹患率は様々であり、いずれかの場所で重大でかつ詳細に報告されている。さ
らに、最近のデータにおいては、子宮内環境の損傷が成体の健康に対して深遠な影響を与
え得ること、いわゆる「疾病の胎児起源（fetal origins of disease）」すなわちバーカ
ー仮説（Barker hypothesis ）が示唆されている。これらの種々の機構によって、ＦＧＲ
に帰する疾病の負荷は甚大である。
【００１４】
　ＦＧＲを伴う妊娠においては、多くの場合、胎児／新生児が関心の重点であるが、その
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ような妊娠には母体の健康を直接脅かす病状を伴う場合も多いことを想起することは重要
である。最も顕著には子癇前症があり、その正確な病態生理学は依然不明であるが、胎盤
虚血に由来すると長期に渡って考えられている。子癇前症およびその合併症は、世界的に
母体の死亡率の主要原因である。
【００１５】
　ＦＧＲの鑑別診断は多様であり、染色体、毒素、ウイルス、および他の病因が含まれる
が、症例の大部分は子宮胎盤機能不全（ＵＰＩ）に由来する。ＵＰＩは、種々の母体の疾
病（高血圧症、腎臓病、全身紅斑性狼蒼、抗リン脂質抗体症候群、血栓形成傾向など）、
妊娠合併症（胎盤剥離、子癇前症）と関連する場合があり、または突発性の場合もある。
病因にかかわらず統一的に潜在すると推定される病態生理学は、母体または胎児循環、ま
たは両方の循環における胎盤血流の減少（虚血）に由来する。
【００１６】
　粗測定として、胎盤の重量と胎児の体重の間には直接的な関係が存在する事が知られて
おり、胎盤の資源によって胎児の成長がある程度まで制御され得ることが示唆されている
。ＦＧＲに関連する胎盤の病変は多数存在する。一般に、それらの病変によって、母体お
よび胎児のうちの少なくとも一方の血流が損なわれていると考えられるであろう。母体お
よび胎児のうちの少なくとも一方の血流の減少（虚血）とＦＧＲとの間の関連も、妊娠障
害における多量のドップラー血流（Doppler flow）データによって補強されている。多く
の症例において、これらの異常なドップラー血流の波形は、異常な胎盤の病理学とよく相
関している。
【００１７】
　ＦＧＲの病態生理学については多くが知られているが、理解されるべき事も多く残され
ている。臨床的な状況においては、ＦＧＲに対する種々の危険因子が認識されているが、
その陽性予測値および感度は限定されたものである。ＦＧＲの胎児を「ＳＧＡだが順調」
である胎児から鑑別することには困難があり得る。この差異を認識することは、順調な妊
娠に対する不必要な介入を回避するために重要である。ＦＧＲに罹患することになる妊娠
を早期に識別することは、養い手（foster）の適切な追跡治療（follow-up ）の援助とな
り得るであろう。出産の時期も重大な関心事であり、妊娠を進行させることと、虚血環境
において継続させることとの利点が考量される。最後に、より基本的な水準では、胎盤虚
血を識別し、その重篤性を定量する臨床的試験を入手することによって、最終的には養い
手の適切な治療または予防さえも援助され得るであろう。
【００１８】
　上述のように、虚血を除外するためのＡＣＢアッセイは、虚血の病状によってヒト血清
アルブミンのＮ末端が変更され、遷移金属に対するその結合能が急速に減少され得るとい
う観察に基づいている。ヒト血清アルブミンのＮ末端の変更による金属結合能の減少を説
明し得る性質は識別されていないが、幾つかの可能性の１つとして、１～４個のアミノ酸
の開裂が提案されている（特許文献１を参照）。詳細には、ヒト血清アルブミンからＮ末
端ジペプチド（Ａｓｐ－ＡｌａすなわちＤＡ）が開裂し、このジペプチドが環化してジケ
トピペラジン（ＤＡ－ＤＫＰ）を形成することによって、虚血にて観察されるヒト血清ア
ルブミンのＮ末端に対する金属結合の減少が部分的に説明され得る、という仮説である（
非特許文献１４）。しかしながらこの論文では、ＤＡ－ＤＫＰが虚血のマーカとして使用
され得ることは、教示または示唆されていない。
【００１９】
　特許文献２では、フリーラジカル損傷のマーカが開示されている。このマーカは、フリ
ーラジカル損傷によってＮ末端の金属結合部位が修飾されているヒト血清アルブミンであ
る。変更されたＮ末端に対する金属結合の減少が、フリーラジカル損傷の検出および測定
に用いられる。金属結合の減少を説明し得るような、ヒト血清アルブミンのＮ末端の修飾
の可能性が幾つか提案されており、それには、Ｎ末端のジペプチド（ＤＡ）がフリーラジ
カルによって開裂し、続いてこのジペプチドが環化してＤＡ－ＤＫＰを形成する可能性も
含まれている。しかしながら、フリーラジカル損傷を検出および測定する方法として、ヒ
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ト血清アルブミンの変更Ｎ末端を直接検出することは示唆されているが、仮説上のＤＡ－
ＤＫＰを測定することは、その目的で教示または示唆されていない。
【００２０】
　投薬されていない精神分裂病患者および筋萎縮性側索硬化症に罹患している患者を含む
神経疾患の患者（非特許文献１５）、および腎機能不全の患者（非特許文献１６）におい
ては、ヒスチジン－プロリン・ジケトピペラジン（ＨＰ－ＤＫＰ）濃度の増大が検出され
る。ＨＰ－ＤＫＰは、未知のメカニズムによる甲状腺刺激ホルモン放出ホルモン（ＴＲＨ
）またはその前駆体（プレプロＴＲＨ）と、他の供給源とのうちの少なくとも一方に由来
し得る（非特許文献１５）。
（発明の概要）
　本発明は、種々の疾病および病状の診断および監視に有用である他覚的な生化学的マー
カの発見に基づいている。このマーカには、疾病関連タンパク質のＮ末端アミノ酸２つま
たはＣ末端アミノ酸２つから構成される、ジケトピペラジンが含まれる。本明細書では「
タンパク質」の語は、タンパク質、ポリペプチド、オリゴペプチド、またはペプチドを意
味して用いられ、「疾病関連タンパク質」の語は、疾病または病状に罹患した器官または
組織由来のタンパク質（「器官特異的」または「組織特異的」タンパク質）を含む、特異
的な疾病または病状に関連するタンパク質を意味して用いられる。マーカには、Ｎ末端ア
ミノ酸２つおよびＣ末端アミノ酸２つのうちの少なくとも一方を欠損している、短縮疾病
関連タンパク質も含まれる。本明細書では、これらのマーカを集合的に「ターゲットマー
カ」と称する。
【００２１】
　したがって本発明は、生体試料中の１つ以上のターゲットマーカの量を測定するステッ
プと、そのターゲットマーカの量が疾病または病状の存在、欠如、または状態を示すか否
かを判定するステップとから成る、疾病または病状を診断または監視する方法を提供する
。このターゲットマーカは迅速かつ簡便に測定可能であり、その測定値によって、例えば
、多発性硬化症、アルツハイマー病、および虚血、詳細には胎盤虚血などの疾病および病
状に対して、容易かつ迅速に高信頼性の診断を下すことが可能となる他覚的証拠が提供さ
れる。この方法は、現在可能であるよりも相当早い時期に、多くの疾病および病状の治療
を開始することを可能とするため、非常に有用であろう。さらに、ターゲットマーカの測
定によって疾病または病状の状態を監視することが可能となり、多くの疾病、病状、およ
び疾患の効果的な治療と、新薬および他の治療の評価とが可能となるであろう。
【００２２】
　さらに本発明は、多発性硬化症（ＭＳ）診断化合物を用いてＭＳを診断または監視する
方法を提供する。この方法は、患者から生体試料を採取するステップと、その生体試料中
の１つ以上のＭＳ診断化合物の量を測定するステップとから成る。ＭＳ診断化合物は以下
を含む。（ｉ）液体クロマトグラフィーおよび質量分析計（ＬＣ－ＭＳ）によって約１７
５と測定される質量を有する化合物、（ii）ＬＣ－ＭＳによって約１４５と測定される質
量を有する化合物、（iii ）Ａｓｐ－Ａｌａ　ジケトピペラジン（ＤＡ－ＤＫＰ）、およ
び（iv）Ｎ－アセチル－アラニン－セリン　ジケトピペラジン（ＮＡＳ－ＤＫＰ）。生体
試料における化合物（ｉ）および（ii）のうちの少なくとも１つの欠如、または、ＤＡ－
ＤＫＰおよびＮＡＳ－ＤＫＰのうちの少なくとも１つの濃度の増大は、ＭＳであることを
示す。同じく、生体試料におけるＤＡ－ＤＫＰおよびＮＡＳ－ＤＫＰのうちの少なくとも
１つの濃度の増大は、活動性のＭＳであることを示す。他のＭＳ診断化合物を以下の表１
および２に記載する。
【００２３】
　さらなる実施態様では、本発明は、種々の疾病マーカを用いてアルツハイマー病を診断
または監視する方法を提供する。詳細には、この方法は、診断または監視される患者から
生体試料を採取するステップと、その生体試料中の１つ以上のアルツハイマー病診断化合
物の量を測定するステップとから成る。アルツハイマー病診断化合物は以下を含む。（ｉ
）液体クロマトグラフィーおよび質量分析計によって約１７５と測定される質量を有する
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化合物、（ii）ＤＡ－ＤＫＰ。アルツハイマー病患者の血漿においては、両方のアルツハ
イマー病診断化合物が増大していることが見出されている。他のアルツハイマー病診断化
合物を表１および２に記載する。
【００２４】
　さらに別の実施態様では、本発明は、妊娠患者の胎盤虚血を診断または監視する方法を
提供する。この方法は、妊娠患者から生体試料を採取するステップと、その生体試料中の
１つ以上の胎盤虚血診断化合物の量を測定するステップとから成る。胎盤虚血診断化合物
は、Ｇｌｙ－Ｌｅｕ　ジケトピペラジン（ＧＬ－ＤＫＰ）およびＡｌａ－Ｐｒｏ　ジケト
ピペラジン（ＡＰ－ＤＫＰ）を含む。他の胎盤虚血診断化合物を以下の表１および２に記
載する。
【００２５】
　また本発明は、ジケトピペラジンに対する特異性を有する新規な結合パートナーを提供
する。結合パートナーは、好適には、本発明のジケトピペラジンを特異的に認識する抗体
およびアプタマーのうちの少なくとも１つである。そのような結合パートナーは、本発明
の方法にて使用されることが可能である。この新規な結合パートナーを含む組成物および
キットも提供される。
【特許文献１】国際公開第００／２０８４０号パンフレット
【特許文献２】国際公開第００／２０４５４号パンフレット
【非特許文献１】アナルズ・オブ・ニューロロジー（Annals of Neurology ）、２００１
年、第５０巻、ｐ．１２１－１２７
【非特許文献２】コントス，エム．シー．（Kontos, M. C. ）およびアール．エル．ジェ
シー（R. L. Jesse ）、アメリカン・ジャーナル・オブ・カーディオロジー（Am J Cardi
ol）、２０００年、第８５巻、５Ａ、ｐ．３２Ｂ－３９Ｂ
【非特許文献３】イシカワ，ワイ．（Ishikawa, Y.）ほか、クリニカル・ケミストリー（
Clin Chem ）、１９９７年、第４３巻、第３号、ｐ．４６７－７５
【非特許文献４】ブローガン，ジー．エクス．，ジュニア（Brogan, G. X. , Jr. ）ほか
、アカデミック・エマージェンシー・メディシン（Acad Emerg Med）、１９９７年、第４
巻、第１号、ｐ．６－１２
【非特許文献５】ヘッジズ，ジェイ．アール．（Hedges, J. R. ）ほか、アカデミック・
エマージェンシー・メディシン（Acad Emerg Med）、１９９６年、第３巻、第１号、ｐ．
２７－３３
【非特許文献６】ゴメス，エム．エイ．（Gomez, M. A.）ほか、ジャーナル・オブ・ジ・
アメリカン・カレッジ・オブ・カーディオロジー（J Am Coll Cardiol ）、１９９６年、
第２８号、第１巻、ｐ．２５－３３
【非特許文献７】ザレンスキー，アール．ジェイ．（Zalenski, R. J. ）ほか、アーカイ
ブズ・オブ・インターナル・メディシン（Arch Intern Med ）、１９９７年、第１５７巻
、第１０号、ｐ．１０８５－９１
【非特許文献８】デ・ウィンター，アール．ジェイ．（de Winter, R. J.）ほか、アナル
ズ・オブ・エマージェンシー・メディシン（Ann Emerg Med ）、２０００年、第３５巻、
第２号、ｐ．１１３－２０
【非特許文献９】ピーコック，ダブリュ．アイ．（Peacock, W. I.）ほか、アナルズ・オ
ブ・エマージェンシー・メディシン（Ann Emerg Med ）、２０００年、第３５巻、第３号
、ｐ．２１３－２０
【非特許文献１０】バー－オー（Bar-Or）ほか、ジャーナル・オブ・エマージェンシー・
メディシン（J. Emerg. Med.）、２０００年、第１９巻、第４号、ｐ．３１１－５
【非特許文献１１】クバル，ジー．（Kubal, G. ）、ピイ．ジェイ．サドラー（P. J. Sa
dler）、およびエイ．タッカー（A. Tucker ）、ヨーロピアン・ジャーナル・オブ・バイ
オケミストリー（Eur J Biochem ）、１９９４年、第２２０巻、第３号、ｐ．７８１－７
【非特許文献１２】ベレンシュタイン（Berenshtein ）ほか、ジャーナル・オブ・モレキ
ュラー・アンド・セルラー・カーディオロジー（J. Mol. Cell. Cardiol.）、１９９７年
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、第２９巻、第１１号、ｐ．３０２５－３４
【非特許文献１３】バー－オー（Bar-Or）ほか、ヨーロピアン・ジャーナル・オブ・バイ
オケミストリー（Eur. J. Biochem.）、２００１年、第２６８巻、第１号、ｐ．４２－４
７
【非特許文献１４】バー－オー（Bar-Or）ほか、バイオケミカル・アンド・バイオフィジ
カル・リサーチ・コミュニケーションズ（Biochem. Biophys. Res. Commun.）、２００１
年、６月１５日、第８４巻、ｐ．８５６－８６２
【非特許文献１５】プラサド（Prasad）、ペプチドズ（Peptides）、１９９５年、第１６
巻、第１号、ｐ．１５１－１６４
【非特許文献１６】タカハラ（Takahara）ほか、ジャーナル・オブ・クリニカル・エンド
クリノロジー・アンド・メタボリズム（J. Clinical Endocrinol. Metab.）、１９８３年
、第５６巻、第２号、ｐ．３１２－３１９
【発明を実施するための最良の形態】
【００２６】
　本発明は一般に、疾病および病状に対するマーカを定量することによって、疾病、病状
、および疾患を診断および監視する方法を提供する。
　一実施態様では、本発明は、疾病関連タンパク質の分解によって特徴付けられる疾病ま
たは病状を診断および監視する方法を提供する。この分解生成物には、Ｎ末端アミノ酸２
つまたはＣ末端アミノ酸２つから構成されるジケトピペラジンおよび、そのような末端ア
ミノ酸を欠落している、対応する短縮疾病関連タンパク質が含まれる。したがって本発明
は、これらの分解生成物が疾病、病状、および疾患を診断および監視するための有用なマ
ーカであるという発見に基づいている。
【００２７】
　上述のように、本明細書では「疾病関連タンパク質」の語は、疾病、病状、または疾患
に罹患した器官または組織由来のタンパク質（「器官特異的」または「組織特異的」タン
パク質）を含む、特異的な疾病、病状、または疾患に関連するタンパク質を意味して用い
られる。疾病関連タンパク質および対応する疾病および病状の例を、表１および２に記載
する。当業者らは、本明細書に与えられている手引きに基づいて、過度な実験を行うこと
なく、他の疾病関連タンパク質、対応する疾病または病状、および有用なマーカを容易に
決定することが可能である。
【００２８】
　この実施態様の方法にて定量されるターゲットマーカは、疾病関連タンパク質の分解に
よって形成される。この分解は、アシドーシスと、活性酸素種（ＲＯＳ）と、炎症と、Ｎ
末端またはＣ末端アミノ酸に対する一定のリガンドの結合など、疾病関連タンパク質のＮ
末端またはＣ末端アミノ酸のプロトン化を引き起こす病状とのうちの、少なくとも１つに
伴うまたは引き起こされる疾病または病状において起こると考えられる。ジケトピペラジ
ンは一定の酵素（例えば、ジペプチジル・ペプチダーゼまたはカルボキシペプチダーゼ）
の作用のため生体内でも形成され得るが、それらの酵素の活性は一定の疾病、病状、およ
び疾患によって変更される場合がある。ジペプチジル・ペプチダーゼは、幾らか特異的に
タンパク質のＮ末端のアミノ酸２つを開裂させるアミノ・ペプチダーゼであり、カルボキ
シペプチダーゼは、タンパク質のＣ末端からアミノ酸を開裂させる。例えば、胎盤は、ジ
ペプチジル・ペプチダーゼIVに富む。開裂後、または特定条件下では、これらの酵素はア
ミノ酸の開裂に加え、環化の原因ともなり得る。この代わりに、第２のステップ（環化）
が非酵素的であり、Ｎ末端またはＣ末端のプロトン化を必要とする場合もある。したがっ
て、本発明で有用なマーカには、疾病関連タンパク質のいずれかの末端から２つのアミノ
酸から構成されるジケトピペラジンと、Ｎ末端アミノ酸２つおよびＣ末端アミノ酸２つと
のうちの少なくとも一方を欠いている短縮疾病関連タンパク質とが含まれる。
【００２９】
　本明細書では、「Ｘ－Ｙ　ＤＫＰ」または「Ｘ－Ｙ－ＤＫＰ」は、２つのアミノ酸Ｘお
よびＹから構成されるジケトピペラジン（環状ジペプチド）を意味して用いられる。ここ
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でＸおよびＹは、疾病関連タンパク質のＮ末端アミノ酸２つまたはＣ末端アミノ酸２つで
ある。ＸおよびＹは同一であっても異なっていてもよく、各々が任意の翻訳後修飾された
アミノ酸を含む任意のアミノ酸であってよい。上述にもかかわらず、単一のジケトピペラ
ジンが測定される唯一のマーカである時は、Ｘ－Ｙ　ＤＫＰはＨｉｓ－Ｐｒｏ　ＤＫＰで
あってはならない。表３に、各アミノ酸に対する慣習的な３文字および１文字略記号を記
載する。アミノ酸の翻訳後修飾は周知であり、リン酸化、アシル化、システイン化、ニト
ロソ化、およびグリコシル化を含む。
【００３０】
　本発明におけるマーカとして有用なＤＫＰの例を、対応する疾病および疾病関連タンパ
ク質にしたがって表１および２に記載する。当業者らは、疾病関連タンパク質のＮ末端ア
ミノ酸２つまたはＣ末端アミノ酸２つに由来し、種々の疾病および病状のターゲットマー
カとして使用可能である他のＤＫＰを、過度な実験を行うことなく、容易に識別すること
が可能である。
【００３１】
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【表１】

【００３２】



(12) JP 4674317 B2 2011.4.20

10

20

30

40

50

【表２】

【００３３】
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＊ＡＲＤＳは、急性呼吸窮迫症候群である。
＊＊循環するタンパク質であるアルブミンに由来する、Ａｓｐ－Ａｌａ　ジケトピペラジ
ン（ＤＡ－ＤＫＰ）およびＧｌｙ－Ｌｅｕ　ジケトピペラジン（ＧＬ－ＤＫＰ）のうちの
少なくとも１つは、炎症の一般的なマーカであろう。疾病関連タンパク質に由来する他の
ジケトピペラジンは、器官または組織に特異的に見出されるものを含めて、それらの器官
および組織における炎症のマーカまたはそれらの疾病および病状に関連するマーカとなる
であろう。
【００３４】
【表３】

【００３５】
　疾病関連タンパク質の分解によって形成される他の有用なターゲットマーカを、「短縮
疾病関連タンパク質」と称する。前述のように、これらの短縮疾病関連タンパク質は、Ｎ
末端アミノ酸２つおよびＣ末端アミノ酸２つのうちの少なくとも一方を欠落しており、し
たがって、本発明の方法におけるターゲットマーカとして利用可能である。しかしながら
、短縮疾病関連タンパク質は、Ｎ末端アミノ酸２つを欠落するヒト血清アルブミンであっ
てはならない。短縮疾病関連タンパク質には、例えば、Ｎ末端からＮ－アセチル－Ａｌａ
およびセリンであるアミノ酸を欠損しているミエリン塩基性タンパク質と、Ｎ末端からＡ
ｓｐおよびＡｌａであるアミノ酸を欠損しているベータ－アミロイドとが含まれ、その両
方が多発性硬化症の有用なターゲットマーカである。ＡｓｐおよびＡｌａであるＮ末端ア
ミノ酸２つを欠損している短縮ベータ－アミロイドと、ＧｌｙおよびＬｅｕであるＣ末端
アミノ酸２つを欠損している短縮タウタンパク質とは、アルツハイマー病のターゲットマ
ーカの例である。当業者らは、種々の疾病および病状のターゲットマーカとして有用な他
の短縮疾病関連タンパク質を容易に識別することが可能である。
【００３６】
　本発明の第１の実施態様では、本発明の方法は、
（ａ）　診断または監視される患者から生体試料を採取するステップと、
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（ｂ）　疾病または病状の１つ以上のターゲットマーカの量を測定するステップと、
（ｃ）　ターゲットマーカの量が、疾病または病状の存在、欠如、または状態を示すか否
かを判定するステップとから成る。
【００３７】
　本発明の方法では、診断または監視される患者に由来する任意の適切な生体試料におい
て、ターゲットマーカを定量することが可能である。生体試料には、血清、血漿、血液、
尿、唾液、髄液、涙、精液、膣分泌液、羊水、および臍帯血など、適切な体液が含まれる
。同じく、洗浄液、組織ホモジネート、および細胞溶解物も利用可能であり、本明細書で
は、生体試料にはそのような調製物も含まれる。
【００３８】
　生体試料を患者から採取することが可能である。「患者」の語には、任意の動物、好適
には哺乳動物、および最も好適にはヒトが含まれる。当業者らは、特定の患者に対する適
切な疾病または病状と、対応するターゲットマーカとを容易に決定することが可能である
。
【００３９】
　ターゲットマーカの量は、例えば、質量分析計、イムノアッセイ、化学的アッセイ、質
量分析計を伴わない高感度液体クロマトグラフィー、および種々の直接および間接測光技
術を含む、当業者に公知である任意の手段によって測定可能である。例えば、種々の分析
方法を用いて、質量分析計によってターゲットマーカを定量することが可能である。一般
に、液体クロマトグラフィーまたは二次元ゲル電気泳動などの適切な技術によって、生体
試料から関心のマーカを単離することが可能である。続いて、エレクトロスプレーイオン
化法質量分析計、液体クロマトグラフィータンデム質量分析計（ＬＣ－ＭＳ）、マトリッ
クス支援レーザー脱離イオン化法質量分析計（ＭＡＬＤＩ－ＭＳ）、ＭＡＬＤＩ－飛行時
間型－ＭＳ（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ）など、任意の質量分析計検出方法によって、タ
ーゲットマーカを定量することが可能である（例えば、「リム（Lim ）ほか、アナリティ
カル・バイオケミストリー（Analytical Biochemistry ）、２００１年、第２９５巻、ｐ
．４５－５６」を参照）。既知量の純粋なマーカ標準物質を用いて、または、通常の対照
に由来する同一種類の生体試料における同一のターゲットマーカと比較することによって
、ターゲットマーカを定量することが可能である。
【００４０】
　好適には、イムノアッセイを用いてターゲットマーカを定量する。イムノアッセイには
、１つ以上の結合パートナーが用いられる。「結合パートナー」は、ターゲットマーカに
特異的に結合することが可能な化合物または分子である。本明細書では「特異的に」の語
は、他の化合物が存在する場合に、結合パートナーがターゲットマーカに選択的に結合す
ることを意味して用いられる。結合パートナーは、好適には、抗体、アプタマー、レクチ
ン、およびターゲットマーカに特異的に結合することが可能な他の分子である。そのよう
な結合パートナーを、単独でまたは組合わせて用いることが可能である（例えば、抗体を
アプタマーと組合わせて用いることが可能である）。適切な結合パートナーを、本発明の
さらなる実施態様として以下に記載する。
【００４１】
　当業者らは、本発明の方法における使用に適切であるイムノアッセイ方式を容易に決定
することが可能である。そのようなイムノアッセイには、均一系アッセイ、不均一系アッ
セイ、酵素イムノアッセイ（例えば、ＥＬＩＳＡ）、競合アッセイ、イムノメトリック（
サンドイッチ）アッセイ、濁度アッセイ、比濁法アッセイなどが含まれる。手動で、また
は自動化された分析装置を用いて、これらのイムノアッセイを行うことが可能である。
【００４２】
　好適な酵素イムノアッセイにおいては、ターゲットマーカに対して特異的な結合パート
ナーが、固体の支持体に固定化されている。適切な固体支持体は公知であり、例えば、ガ
ラス、ポリスチレン、ポリプロピレン、ポリエチレン、ナイロン、ポリアクリルアミド、
およびアガロースを含む。生体試料を固定化された結合パートナーと接触させる。洗浄後
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、結合した結合パートナーによって固体支持体に結合されたターゲットマーカを、ターゲ
ットマーカ上の公知のエピトープに対して特異的な第２の結合パートナー（例えば、第２
の抗体または抗体の混合物）と反応させる。第２の結合パートナーを標識してターゲット
マーカを定量すること、または、標識された第３の結合パートナーまたは他の化合物（例
えば、タンパク質Ａまたはストレプトアビジン）を用いてターゲットマーカを定量するこ
とが可能である。
【００４３】
　代わりに、例えば、アフィニティクロマトグラフィーによって、ターゲットマーカを生
体試料の他の構成要素から最初に分離することも可能である。アフィニティクロマトグラ
フィーにおいては、ターゲットマーカに対して特異的な抗体は固体表面（例えば、カラム
内のビーズ）に付着され、試料中のターゲットマーカを結合するために用いられる。固体
表面の洗浄後、ターゲットマーカを溶出させて測定する（例えば、上述の方法のうちの１
つ、２８０ｎｍでの吸光度測定、または当業者に公知の任意の別の方法によって）。
【００４４】
　任意の結合パートナー（例えば、一次、二次、または三次抗体）に適切な標識は、当業
者には周知である。そのような標識には、以下が含まれる。（ｉ）酵素（例えば、ホース
ラディッシュ・ペルオキシダーゼ、リンゴ酸デヒロゲナーゼ（dehyrogenase）、ブドウ球
菌ヌクレアーゼ、デルタ－５－ステロイド・イソメラーゼ、酵母由来アルコールデヒドロ
ゲナーゼ、アルファグリセロリン酸デヒドロゲナーゼ、トリオースリン酸イソメラーゼ、
アルカリホスファターゼ、アスパラギナーゼ、グルコースオキシダーゼ、ベータ－ガラト
シダーゼ（galatosidase）、リボヌクレアーゼ、ウレアーゼ、カタラーゼ、グルコース－
６－リン酸デヒドロゲナーゼ、グルコアミラーゼ、およびアセチルコリンエステラーゼ）
、（ii）蛍光発色団（fluorophores）（例えば、フルオレセイン・イソチオシアネート、
ローダミン、フィコエリトリン、フィコシアニン、アロフィコシアニン、ｏ－フタルデヒ
ド（o-phtaldehyde ）、およびフルオレスカミン）、（iii ）放射性ヌクレオチド（例え
ば、インジウム－１１１、テクネチウム－９９ｍ、ヨウ素－１２５、ガリウム－６７、お
よびガリウム－６８）、（iv）生物発光標識（例えば、ルシフェリン、ルシフェラーゼ、
およびエクオリン）、（ｖ）化学発光標識（例えば、ルミノール、イソルミノール、芳香
族アクリジニウムエステル、イマダゾール（imadazole ）、アクリジニウム塩、およびシ
ュウ酸エステル）、（vi）比色標識、（vii ）金属コロイド標識、（viii）色素を包括し
たラテックスおよびシリカ粒子、（ix）色素、および（ｘ）アフィニティ標識（例えば、
ビオチン）。これらの標識の結合および検出には、当業者に公知の技術を用いることが可
能である。
【００４５】
　続いて、生体試料中のターゲットマーカの量が、疾病または病状の存在、欠如、または
状態を示すか否かが判定される。これは、統計解析において周知の種々の任意の方法を用
いて行われる。例えば、実施例２に示されているようなクラスタリング手法を用いること
が可能である。代わりに、生体試料中のターゲットマーカの量を正常な患者のターゲット
マーカの量と比較することによって、判定を行うことが可能である。「正常な患者」とは
、診断または監視される特定の疾病または病状に罹患していない患者のことである。例え
ば、ターゲットマーカの量を正常範囲と比較することが可能である。正常範囲は、患者の
生体試料のアッセイに用いるのと同一の方法（例えば、同一種類の生体試料、同一のステ
ップ、同一の試薬、同一の条件）で、正常な個体に由来する多数の試料におけるマーカ量
を測定することによって見出される。ターゲットマーカの量が正常範囲の外にある場合に
、疾病または病状の存在が示される。代わりに、ターゲットマーカの量を、疾病または病
状を示すカットオフ値と比較することも可能である。カットオフ値は、正常な個体と、問
題の特定の疾病または病状に罹患していることが既知である患者とに由来する、多数の試
料を試験することによって、決定可能である。ターゲットマーカの量がカットオフ値を超
える場合に、疾病または病状が示される。さらに、１つのターゲットマーカの量と、２つ
以上のターゲットマーカの存在とのうちの少なくとも一方が、正常範囲の外にあるかまた
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はカットオフ値を超える場合にも、疾病または病状の状態が示され得る。正常範囲または
カットオフ値の決定を含むデータの解析には、当業者に公知である標準的な統計学的方法
を使用することが可能である。最後に、認められ得るように、相関を簡便かつ容易に行う
理由から、正常範囲およびカットオフ値を検出単位（例えば、吸光度または蛍光度）で表
現することが可能である。
【００４６】
　例えば、上述のように、ＤＡ－ＤＫＰの測定をＭＳの診断または監視に用いることが可
能である。正常なヒト患者のＤＡ－ＫＤＰ濃度は、約５０～１００ｎｇ／ｍＬの範囲にあ
る。当業者は、本明細書に開示されている任意の方法または他の公知の統計学的方法を用
いて、ＤＡ－ＤＫＰの濃度が有意に増大して多発性硬化症を示す時を、容易に決定するこ
とが可能であろう。
【００４７】
　本発明における上述の方法を用いて、幾つかの疾病および病状を診断または監視するこ
とが可能である。これらの疾病および病状には表１および２に識別されるものを含むが、
それらに限定されない。
【００４８】
　さらなる実施態様では、本発明は、患者の多発性硬化症（ＭＳ）の診断および監視に有
用である他覚的な生化学的マーカを提供する。詳細には、液体クロマトグラフィーおよび
それに続く質量分析計（ＬＣ－ＭＳ）によって、血漿試料中で以下のマーカが同定されて
いる。
１．最初に、正常なヒト由来の血漿試料と比較して、ＭＳ患者の血漿では質量１７５（実
際の質量は１７６）の化合物が欠損していることが見出されている。
２．また、正常なヒト由来の血漿試料と比較して、ＭＳ患者の血漿では質量１４５（実際
の質量は１４６）の化合物も欠損していることが見出されている。
３．正常なヒトおよび疾病が活動性でないＭＳ患者由来の血漿試料と比較して、活動性疾
病のＭＳ患者の血漿では質量１８５（実際の質量は１８６）の化合物が有意に増加してい
ることが見出されている。この化合物は、環状ジペプチドであるアスパラギン酸－アラニ
ン・ジケトピペラジン（ＤＡ－ＤＫＰ）と同定されている。この化合物が、血小板活性化
因子の阻害と、インターロイキン－８の生産および放出のうちの少なくとも１つの阻害と
を示していることは興味深い（ＰＣＴ出願である国際公開第０２／１１６７６号パンフレ
ットを参照）。
４．正常なヒトおよび疾病が活動性でないＭＳ患者由来の血漿試料と比較して、活動性疾
病のＭＳ患者の血漿では質量１９９（実際の質量は２００）の化合物が有意に増加してい
ることが見出されている。この化合物は、Ｎ－アセチル－アラニン－セリン・ジケトピペ
ラジン（ＮＡＳ－ＤＫＰ）と同定されている。
【００４９】
　このように、血液試料から質量１７５および１４５の化合物の一方または両方が欠如し
ていることは、患者がＭＳであることを示す。質量１８５および１９９のジケトピペラジ
ンの一方または両方の濃度が有意に増大していることは、患者が活動性ＭＳに罹患してい
ることを示す。ＭＳ診断化合物には、これらの化合物全てと、表１および２のジケトピペ
ラジンおよび短縮疾病関連タンパク質とを含むが、それらに限定されない。
【００５０】
　「活動性ＭＳ」は、新たな、追加の、または悪化している臨床的発現が生じる（発作、
再燃、突発、または再発）段階を意味して用いられる。これは通常では、ミエリン／ニュ
ーロン破壊の増大、髄液中の白血球増大（＞４／ｈｐｆ）およびＩｇＧ合成速度増大（＞
９）、ＭＲＩの脱髄班、およびニューロンの欠損を表す「ブラック・ホール（black hole
）」と関連している。
【００５１】
　さらに別の実施態様では、本発明は、アルツハイマー病の診断または監視に有用である
他覚的な生化学的マーカを提供する。本発明は、アルツハイマー病診断化合物を用いてア
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ルツハイマー病を診断または監視する方法を提供する。この方法は、診断または監視され
る患者から生体試料を採取するステップと、その生体試料中のアルツハイマー病診断化合
物の量を測定するステップとによって行われる。アルツハイマー病診断化合物には、例え
ば、（ｉ）液体クロマトグラフィーおよび質量分析計によって約１７５と測定される質量
を有する化合物、および（ii）ベータ－アミロイド由来のＡｓｐ－Ａｌａ－ＤＫＰ（分子
量　１８６．１５）であるジケトピペラジン、が含まれる。両方の診断化合物は、アルツ
ハイマー病患者の血漿中で増大していることが見出されており、この疾病の特徴症状（di
agnostic）であると考えられる。他のアルツハイマー病診断化合物には、表１および２の
ジケトピペラジンおよび短縮疾病関連タンパク質が含まれる。
【００５２】
　さらなる実施態様では、本発明は、妊娠患者の胎盤虚血の診断および監視のための方法
を提供する。この方法は、妊娠患者から生体試料を採取するステップと、妊娠関連タンパ
ク質に由来するものを含む、生体試料中の胎盤虚血診断化合物の量を測定するステップと
から成る。この方法に有用な胎盤虚血診断化合物の例には、例えば、（ｉ）ベータ－ヒト
クロリオニック（chlorionic）性腺刺激ホルモン由来のＧｌｙ－Ｌｅｕ　ジケトピペラジ
ン（ＧＬ－ＤＫＰ）、および（ii）胎児性エリスロポエチン由来のＡｌａ－Ｐｒｏ　ジケ
トピペラジン（ＡＰ－ＤＫＰ）が含まれる。他の胎盤虚血診断化合物には、表１および２
のジケトピペラジンおよび短縮疾病関連タンパク質が含まれる。
【００５３】
　当業者は、上述ではその質量によってのみ同定されている化合物を、容易に単離して化
学組成を決定することが可能であろう。その化学組成が既知となれば、上述の方法を含む
質量分析計以外の方法、好適にはイムノアッセイによって、それらの化合物のアッセイが
可能である。
【００５４】
　さらに別の実施態様では、本発明は、上述のイムノアッセイに有用である結合パートナ
ーを提供する。結合パートナーには、抗体、抗血清またはその精製画分、アプタマー、お
よびターゲットマーカに対して特異的に結合することが可能な他の化合物が含まれる。適
切な抗体には、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、二重特異性抗体、ヒト化抗体
、キメラ抗体、一本鎖抗体、Ｆａｂフラグメント、Ｆ（ａｂ’）２フラグメント、Ｆａｂ
発現ライブラリーによって生産されるフラグメント、エピトープ結合性である上述のもの
の任意のフラグメント、および相補性決定部位（ＣＤＲｓ）が含まれる。本発明における
使用に適切な抗体は、公知の方法によって調製可能である。特に適切な抗体は、本発明の
ジケトピペラジンに対する特異性を有するモノクローナル抗体である。ジケトピペラジン
は小さな化合物なので、それらに対する特異的な抗体を調製するために、好適には、免疫
源として用いられる免疫性の担体分子に付着されるであろう。適切な担体分子（例えば、
ＫＬＨ）およびそれに分子を付着させる方法は、当業者には公知である。コーラー（Kohl
er）およびミルスタイン（Milstein）の融合法（ネイチャー（Nature）、１９７５年、第
２５６巻、ｐ．４９５－４９７）を当業者に公知である改良と共に用いて、免疫源を用い
てモノクローナル抗体を生産することが可能である。本明細書では、結合パートナーに関
連して用いられる「単離された」の語は、天然に見出される結合パートナーの場合、その
結合パートナーがその天然環境における内的環境（milieu）にはないことを意味して用い
られ、結合パートナーの何らかの純度を示すものではない。
【００５５】
　上述の任意のイムノアッセイにおいては、抗体の代わりにまたは抗体と組合わせて、ア
プタマーを用いることが可能である。アプタマーは、タンパク質、ペプチド、タンパク質
およびペプチドの誘導体、無機分子、および他の非ヌクレオチド分子に対して特異的なオ
リゴヌクレオチドである。例えば、ＰＣＴ出願である国際公開第００／７０３２９号パン
フレット、国際公開第０１／７９５６２号パンフレット、国際公開第９９／５４５０６号
パンフレットと、米国特許第５，７５６，２９１号明細書とを参照。これらの全体を引用
によって本明細書に援用する。これらの引用文献に記載されている方法を用いて、本発明
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における使用に適切なアプタマーを調製することが可能である。簡単に述べると、ランダ
ムな配列のオリゴヌクレオチドの不均一集団を合成し、本発明のマーカを、そのオリゴヌ
クレオチドの不均一集団と混合する。オリゴヌクレオチドの集団に存在する配列の、全て
ではないが幾つかを用いて、複合体が形成される。複合体を単離し、オリゴヌクレオチド
は回収して増幅する（例えば、ＰＣＲ法によって）。得られたオリゴヌクレオチドの混合
物を、別の回の複合化、単離、および増幅の出発材料として用いることが可能であり、典
型的にはこのプロセスを、充分な特異性を有するアプタマーが得られるまでおよびコンセ
ンサスなアプタマー配列が識別されるまでのうちの少なくとも一方まで、数回繰り返す。
アプタマーに適切な標識には、色素、酵素、放射性標識などが含まれる。
【００５６】
　さらに本発明は、生理的に許容される担体に上述の結合パートナーを含む組成物を提供
する。そのような生理的に許容される担体は当業者には周知であり、例えば、炭酸緩衝液
、リン酸緩衝液、生理食塩水、リンガー液などの水溶液を含む。
【００５７】
　また本発明は、ターゲットマーカを定量するためのキットを提供する。そのようなキッ
トには、ターゲットマーカに対して特異的な１つ以上の結合パートナー、ターゲットマー
カの検出に有用な標識成分、緩衝液、希釈剤、標準物質、対照物質などを含む、本発明の
方法を実行するために有用な種々の試薬が任意で含まれる。このキットには、ボトル、バ
イアル、チューブ、シリンジ、マイクロタイタープレートまたは他の固体支持体、使用説
明書なども含まれ得る。
【００５８】
　以下の実施例では、本発明の実施態様を示すことを意図しており、本発明を限定するこ
とは意図していない。
【実施例】
【００５９】
実施例１：胎盤虚血の診断
　幾つかのジケトピペラジンの存在が母体の血漿において検出されている。特に関心のあ
るものは、β－ヒト絨毛性性腺刺激ホルモン（βＨＣＧ）および胎児性エリスロポエチン
のＮ末端に由来するものである。これらはそれぞれ、グリシン－ロイシン・ジケトピペラ
ジン（ＧＬ－ＤＫＰ）およびアラニン－プロリン・ジケトピペラジン（ＡＰ－ＤＫＰ）で
ある。特にＡＰ－ＤＫＰは、ＦＧＲにおける胎児性エリスロポエチンの増大（テラモ（Te
ramo）ほか、アクタ・オブステトリシア・エト・ジネコロジア・スカンジナビカ（Acta O
bstet. Gynecol. Scand.）、２００２年、第８３巻、第１号、ｐ．２４５－５１、ジャザ
エリ（Jazayeri）ほか、アメリカン・ジャーナル・オブ・オブステトリクス・ジネコロジ
ー（Am. J. Obstet. Gynecol. ）、２０００年、第１８３巻、第１号、ｐ．１８８－９０
、ジャザエリ（Jazayeri）ほか、ジャーナル・オブ・ペリナトロジー（J. Perinatol. ）
、１９９９年、第１９巻、第４号、ｐ．２５５－９）と、酸性条件での特異的分解（Ｎ末
端アミノ酸のプロトン化（グールチャラン（Goolcharran ）およびボルヒャルト（Borcha
rdt ）、ジャーナル・オブ・ファーマスーティカル・サイエンシス（J. Pharm. Sci.) 、
１９９８年、第８７巻、第３号、ｐ．２８３－８）および第１のアミノ酸配列の２位のプ
ロリンの相対的重要性）とによってＡＰ－ＤＫＰが生成するため、ＦＧＲの妊娠において
増大する。
【００６０】
　本調査の被験者は、マターナル－フィータル・メディシン（Maternal-Fetal Medicine 
）（ＭＦＭ）の合併症を伴う妊娠をしている患者に該当する患者から選択した。本調査の
基準を満たすのは、超音波診断によって胎齢に対して１０パーセンタイル未満の出生体重
と推定されることに加えて、
・羊水指数（ＡＦＩ）＜８、または、
・パルス波ドップラー法を用いて測定された臍動脈における収縮・拡張（Ｓ／Ｄ）間の血
流速度比＞３、または、
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・標準の臨床的な基準によって、子癇前症と確定されること、である。
【００６１】
　本調査群には、単生児妊娠１１例および双生児妊娠１例を含む１２例の患者が存在した
。対照群には、双生児妊娠１例を含む５例の患者が存在した。調査群における出産時の胎
齢は２６．３～３８週の間、平均胎齢は３０．２週であったのに対して、対照群では３８
週であった。調査群における平均出生体重は１０１６グラムであったのに対して、対照群
では３１１４グラムであった。平均すると、調査群における出生体重パーセンテージは１
０％未満であったのに対して、対照群では４３％であった。調査群の患者１２例のうち１
０例で臍動脈のドップラー血流調査が得られたが、その全てが異常であり、２例の患者で
は拡張終期に逆流があり、６例では拡張終期に血流が欠如しており、２例ではＳ／Ｄ比が
３．０より大きかった。調査群の患者１２例のうち９例は子癇前症であった。調査群の患
者１２例のうち２例はＨＥＬＬＰ症候群であった。
【００６２】
　組換えβＨＣＧ（シグマ（Sigma ））は、０．１モル／リットル、ｐＨ７．４のリン酸
緩衝液中で、６０℃、１２時間、インキュベートし、ＧＬ－ＤＫＰ（分子量　１７０．２
１）の存在下で、液体クロマトグラフィー（ＬＣ）およびそれに続くＥＳＩ＋質量分析計
（ＥＳＩ＋／ＭＳ）によって分析した。結果を図１に示す。
【００６３】
　同様に、組換えエリスロポエチン（アムジェン（Amgen ））を、０．１モル／リットル
、ｐＨ７．４のリン酸緩衝液中で、６０℃、１２時間、インキュベートし、ＡＰ－ＤＫＰ
（分子量　１６８．１８）の存在下で、ＬＣおよびＥＳＩ－／ＭＳによって分析した。結
果を図３に示す。
　調査群の患者および対照群の患者から採取した血漿試料は、ＬＣおよびそれに続くＥＳ
Ｉ／ＭＳによって処理した。ある調査群の患者（患者４）における結果を図２および４に
示す。そこに見られるように、ＧＬ－ＤＫＰ（βＨＣＧ由来）およびＡＰ－ＤＫＰ（胎児
性エリスロポエチン由来）が検出されている。
【００６４】
実施例２：液体クロマトグラフィー－質量分析計およびクラスタリングを用いたＭＳ患者
の分類
　多発性硬化症（ＭＳ）および正常な患者の両方における小試験セットの幾つかの結果に
したがって、患者のＭＳの状態を判定する新規な方法をここに示す。本方法では、正常な
患者およびＭＳの患者の両方から血液試料を採集し、液体クロマトグラフィー－質量分析
計（ＬＣ－ＭＳ）法によって分析して、ＭＳのマーカである推定される幾つかの推定マー
カの濃度を測定した。それらの推定マーカの濃度と、ＭＳの存在、欠如、または状態との
間に何らかの単純な関係が存在するか否かを調べるため、得られたデータを、データ内部
の自然な群を発見する数学的なクラスタリング手法によって分析した。
・患者
　ＭＳの患者は、一般に認められている臨床的または研究的基準によって診断した。神経
学的徴候および症状、磁気共鳴映像法による脱髄の証拠、髄液中のオリゴクローナル・バ
ンドの存在、白血球の計数、およびＩｇＧ合成速度を用いて診断を下した。活動性疾病は
、急性または進行性の神経学的発現の存在において上述に基づいて確定した。
・試料調製
　血液試料はヘパリン処理チューブに収集した。遠心分離によって、血液試料を血漿と赤
血球に分離させた。赤血球は廃棄し、血漿は、サイズ排除フィルタ（セントリコン３（Ce
ntricon 3 ））を通過させ、３，０００ダルトンを超える成分を全て除去することによっ
て、さらに精製した。得られた濾液は即座に分析するか、または後の分析のため冷凍した
。
・ＬＣ－ＭＳ法
　試料は、ＨＰＬＣ（ウォーターズ２９７５システム（Waters 2975 system））にて、種
々の成分に分離させた。カラムには、アマシャム・モノ－Ｑ（Amersham mono-Q ）陰イオ
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ン交換カラムを用いた。移動相には、酢酸アンモニウムの５０ミリモル／リットル溶液（
ｐＨ６．７）を１ｍＬ／分で流通させた。この流れを４：１ポスト・カラムで分割し、得
られた２５０μＬ／分の流れを、２０Ｖのコーン電圧を用いた陰イオンへのエレクトロス
プレーイオン化（ＥＳＩ－）モードで運転しているマイクロマスＬＣＴ（Micromass LCT 
）質量分析計へ送った。流速が大きいことおよび溶媒の水分含量が多いことから、脱溶媒
温度は４００℃に設定した。機器の感度の経時差を較正するために、データの各セットと
共にＤＡ－ＤＫＰおよびＥＡ－ＤＫＰの標準物質を流通させた。標準の濃度には、各ＤＫ
Ｐに対して５００，１００，２０，および４ｎｇ／ｍＬを用いた。質量分析計によるＤＫ
Ｐの検出は、この濃度範囲において線形であることが見出された（ｒ２＞０．９９８）。
・データ調整
　以下の説明では、推定マーカのうち幾つかに対しては較正物質が存在しないが、スペク
トルの全域で機器の感度は線形であり、したがって較正物質の存在しない質量は全て、５
００ｎｇ／ｍＬの濃度のＤＡ－ＤＫＰに対して正規化されると仮定した。
・数学的解析
　クラスタリングは、類似した対象の群を識別する分類手法であり、類似性は、データを
記述する変数にのみ基づいて導かれる。この群は、理想的には、１つの群の内部では対象
が互いに類似し、異なる群では対象が可能な限り類似しないように形成される。
【００６５】
　変数が充分に尺度化されていない実験データから、未処理データのクラスタリングを試
みる場合、大きさが大きな成分は如何なる計量距離（distance metric ）をも支配し、そ
れらの変数の重み付けは不均衡になる。各変数の重要度について先験的な知見は得られて
いないので、各々の変数に対して均等な重みを与えて尺度化する。次元尺度法を用いると
、各変数が移動および尺度化される。結果として、平均は０、分散は均等になる。
【００６６】
　多くの場合には、実験によって、強い従属性を有し得る高次元のデータセットが生成さ
れる。自明でない分類の尤度を最大化するため、ノイズを最小化することと同時に、関連
性が最大の情報をデータから抽出することによって、次元数を最小化することが望まれる
。特徴抽出の方法には、ウェーブレット分解法、フーリエ変換、因子分析、および独立成
分分析が含まれる。
【００６７】
　この研究では、主成分分析（ＰＣＡ）と呼ばれる因子分析の一変形を用いて特徴抽出を
行う。ＰＣＡでは、データは、データを記述する共分散行列の固有ベクトルの係数として
表現される。さらに、各々の固有ベクトルの相対力（relative strengths）（主成分とし
ても公知）は固有値によって与えられる。何らかの閾値より低い固有値に対応する固有ベ
クトルは、ノイズとして省略可能である場合が多い。
【００６８】
　分析用に１０の推定質量のセットを選択した後、コロラド州エングルウッド、ＤＭＩバ
イオサイエンシス社（DMI BioSciences, Inc. ）のラファエル（Raphael ）・バー－オー
によって記述されたマトラボ（Matlab（登録商標））のクラスタリング・ツールセットを
用いて、そのデータを解析した。他の適切なクラスタリング・ソフトウェアは商業的に利
用可能である。試行錯誤的な分析によって、流出時間の早期に現れる１８５および１９９
の２つの質量が、データを２つの群に分離する検出力を有することが明らかになった。一
方の群は活動性ＭＳであり、他方の群は非活動性ＭＳおよび正常である。ＭＳ患者および
正常な患者のサブセットにおいて、活動性ＭＳと他の全ての疾病との間で良い分離を達成
するように、クラスタリング・ツールキットの設定を最適化した。この分析の設定は、表
４に与えられる。
【００６９】
　合計で３７例の患者に由来する試料を流通させた。そのうちの２４例は第１のクラスタ
（正常が８例および非活動性ＭＳが１６例）に属し、１３例は第２のクラスタ（活動性Ｍ
Ｓ）に属した。分類の誤りは、あるとしてもほとんど存在しないと考えられ、クラスタリ
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ング樹形図（図５）の検分によって空間が充分に分離可能であることが明らかであるが、
これは、この分離が唯の偶然の産物ではあり得ないために、クラスタ間に充分な空間が存
在することを意味している。小規模のブートストラップ法（bootstrap ）（リーブ・ワン
・アウト（leave-one-out ）分析）によって、この分離が実際に安定であることを確認し
た（ランド統計（Rand's Statistic）で９５％）。
【００７０】
　クラスタリング手法によって見出された群を分類群として用いた。この小データセット
では、活動性ＭＳに対する感度は１００％、および特異性は８４．６％であることが見出
された。
【００７１】
　１８５および１９９の２つの質量は、それぞれ、Ａｓｐ－Ａｌａ－ＤＫＰ（ＤＡ－ＤＫ
Ｐ）およびＮ－アセチル－Ａｌａ－Ｓｅｒ－ＤＫＰ（ＮＡＳ－ＤＫＰ）と同定された。こ
れらの２つのＤＫＰは２つの重要な中枢神経系タンパク質、すなわち、ベータ・アミロイ
ドおよびミエリン塩基性タンパク質の分解生成物である（表１を参照）。
【００７２】
　「１７５@ ８．５分」と標識されたマーカがＭＳと疑われる全ての患者に欠乏しており
、アルツハイマー病患者に非常に多いと思われることが留意された。同様のパターンは「
１４５@ １２．７分」と標識された別の質量でも観察された。この変数をクラスタリング
分析に追加することによって分離は確実に改良されるであろうが、６分を越えるデータは
、患者の小サブセットでのみ利用可能である（６分より長く流通させたのは１４例の試料
のみであり、それより短い時間でも流通させたのは、そのうちの１０例のみであった）。
このより小さな群の分析では、活動性および非活動性の形態を区別しないで正常な患者お
よび非ＭＳの患者からＭＳの患者を充分正確に分離するためには、単に「１７５@ ８．５
分」の濃度の閾値で充分であることが明らかとなった。この１７５のマーカが確定的であ
ると結論付ける充分なデータは存在しないが、証拠から、上述のクラスタリング分析にお
いて２つのマーカ（１８５および１９９）を共に用いると、正常および非ＭＳ患者からＭ
Ｓ患者を正確に分離することと、さらにＭＳ患者を活動性および非活動性ＭＳにカテゴリ
化することとが可能なアルゴリズムに対して、高い尤度が存在することが示唆される。
【００７３】
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【表４】

【００７４】
実施例３：液体クロマトグラフィー－質量分析計を用いたＭＳ患者の分析
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　活動性ＭＳであるＭＳ患者から血液試料を採集し、実施例２で説明したように、ＬＣ－
ＭＳによって処理および分析した。以下のＤＫＰが見出された。ＤＡ－ＤＫＰ（ベータ－
アミロイドのＮ末端由来）、ＮＡＳ－ＤＫＰ（ミエリン塩基性タンパク質のＮ末端由来）
、Ｎ－アセチル－Ａｌａ　リン酸－Ｓｅｒ　ＤＫＰ（ミエリン塩基性タンパク質のＮ末端
由来）、Ｇｌｎ－Ａｓｎ　ＤＫＰ（ベータ－アミロイドのＣ末端由来）、およびＡｒｇ－
Ａｒｇ　ＤＫＰ（ミエリン塩基性タンパク質のＣ末端由来）。
【００７５】
実施例４：アルツハイマー病の診断
　実施例２で言及したように、「１７５@ ８．５分」と標識されたマーカが、アルツハイ
マー病患者の血漿中に非常に多量に存在することが見出された。このことから、このマー
カがアルツハイマー病の診断に有用であることが期待される。
　さらに、質量１８６．１５のマーカは、ＤＡ－ＤＫＰであるが、アルツハイマー病患者
の血漿中で増大していることが見出されている。このことは、この病気の特徴症状である
と思われる。
　最後に、別のマーカとなり得る質量２００（実際の質量　２０１）が見出されている。
これはまだ同定されていないが、候補となり得るのはＮＡＳ－ＤＫＰである。
　実施例を含み、本発明の上述の説明は、単に本発明を例証することを意図しており、本
発明を限定することは意図していない。当業者は、本発明の精神および範囲から逸脱する
ことなく、種々の変更および修正を行い得る。
【図面の簡単な説明】
【００７６】
【図１】質量分析計からのプリントアウト。試料は、液体クロマトグラフィーおよびそれ
に続く質量分析計によって処理した、組換えベータ－ヒト絨毛性性腺刺激ホルモン試料で
ある。
【図２】質量分析計からのプリントアウト。試料は、液体クロマトグラフィーおよびそれ
に続く質量分析計によって処理した、妊娠女性（患者４）由来の血漿試料である。
【図３】質量分析計からのプリントアウト。試料は、液体クロマトグラフィーおよびそれ
に続く質量分析計によって処理した、組換えエリスロポエチンである。
【図４】質量分析計からのプリントアウト。試料は、液体クロマトグラフィーおよびそれ
に続く質量分析計によって処理した、妊娠女性（患者４）由来の血漿試料である。
【図５】クラスタリング樹形図。
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