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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　中枢神経系画像診断を必要とする対象を鑑別するための方法、又は、外傷性脳損傷（Ｔ
ＢＩ）若しくは頭蓋内出血（ＩＣＨ）を有する対象を鑑別するための方法に使用する組成
物であって、
　前記組成物は、
固形基材および前記固形基材上に固定された複数の結合物質を含み、前記結合物質のそれ
ぞれが前記固形基材上の相異なる、指標となることのできる位置に固定され、かつ前記結
合物質のそれぞれが複数のバイオマーカーに於ける一つのバイオマーカーと特異的に結合
し、
　前記複数のバイオマーカーが、脳由来神経栄養因子（ＢＤＮＦ）、並びに、メタロチオ
ネイン３（ＭＴ３）及び神経特異エノラーゼ（ＮＳＥ）からの少なくとも一つを含み、
　前記方法が、
前記組成物を対象から得られた生体試料と接触させ、対照に対する、前記組成物の前記結
合物質に結合する前記試料中のバイオマーカーのレベルを測定すること、
　事前に定める閾値に対する、前記対象からの生体試料に於けるＢＤＮＦバイオマーカー
の測定レベルの減少、及び、前記対象からの生体試料に於けるＭＴ３又はＮＳＥバイオマ
ーカーの少なくとも一つの測定レベルの増加又は減少により、中枢神経系画像診断を必要
とする対象を鑑別するか、又は、ＴＢＩ又はＩＣＨを有する対象を鑑別すること、を含み
、
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　前記生体試料が血液、血漿、または血清試料から選択される、
前記組成物。
【請求項２】
　請求項１に記載の組成物であって、前記結合物質が検出可能な構成部分で標識される、
前記組成物。
【請求項３】
　請求項２に記載の組成物であって、前記検出可能な構成部分が発光物質、蛍光物質、化
学発光物質、放射性同位元素、比色物質、および酵素－基質物質からなる群から選択され
る、前記組成物。
【請求項４】
　請求項１～３のいずれか一項に記載の組成物であって、前記結合物質が前記バイオマー
カーに特異的な抗体またはその抗原結合フラグメントを含む、前記組成物。
【請求項５】
　請求項１～４のいずれか一項に記載の組成物であって、前記方法に於いて酵素結合免疫
吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）又は質量分析法によって前記バイオマーカーのレベルを測定す
る、前記組成物。
【請求項６】
　中枢神経系画像診断を必要とする対象を鑑別するための方法、又は、外傷性脳損傷（Ｔ
ＢＩ）若しくは頭蓋内出血（ＩＣＨ）を有する対象を鑑別するための方法に使用するキッ
トであって、
　ａ．複数のバイオマーカー結合物質であって、前記複数のバイオマーカー結合物質のそ
れぞれが、中枢神経系画像診断を必要とするか、又は、ＴＢＩ若しくはＩＣＨを有するこ
とが疑われるヒト患者に由来する生体試料内の複数のバイオマーカーに於ける一つのバイ
オマーカーと特異的に結合することができ、
前記複数のバイオマーカーが、脳由来神経栄養因子（ＢＤＮＦ）、並びに、メタロチオネ
イン３（ＭＴ３）及び神経特異エノラーゼ（ＮＳＥ）からの少なくとも一つを含む、前記
複数のバイオマーカー結合物質；および
　ｂ．前記バイオマーカー結合物質の前記バイオマーカーとの結合を示すことのできる検
出試薬または検出装置、を含み、
　前記方法が、
前記複数のバイオマーカー結合物質を対象から得られた生体試料と接触させ、対照に対す
る、前記バイオマーカー結合物質に結合する前記試料中のバイオマーカーのレベルを測定
すること、
　事前に定める閾値に対する、前記対象からの生体試料に於けるＢＤＮＦバイオマーカー
の測定レベルの減少、及び、前記対象からの生体試料に於けるＭＴ３又はＮＳＥバイオマ
ーカーの少なくとも一つの測定レベルの増加又は減少により、中枢神経系画像診断を必要
とする対象を鑑別するか、又は、ＴＢＩ又はＩＣＨを有する対象を鑑別すること、を含み
、
　前記生体試料が血液、血漿、または血清試料から選択される、
前記キット。
【請求項７】
　請求項６に記載のキットであって、前記バイオマーカー結合物質が前記バイオマーカー
に特異的な抗体またはその抗原結合フラグメントを含む、前記キット。
【請求項８】
　請求項６又は７に記載のキットであって、前記バイオマーカー結合物質が検出可能な構
成部分で標識される、前記キット。
【請求項９】
　請求項８に記載のキットであって、前記検出可能な構成部分が発光物質、蛍光物質、化
学発光物質、放射性同位元素、比色物質、および酵素－基質物質からなる群から選択され
る、前記キット。
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【請求項１０】
　請求項６～９のいずれか一項に記載のキットであって、前記方法に於いて酵素結合免疫
吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）又は質量分析法によって前記バイオマーカーのレベルを測定す
る、前記キット。
【請求項１１】
請求項１～５のいずれか一項に記載の組成物であって、
前記複数のバイオマーカーが更に、グリア線維性酸性タンパク質（ＧＦＡＰ）、細胞内接
着分子５（ＩＣＡＭ５）、ニューログラニン（ＮＲＧＮ）、ミエリン塩基性タンパク質（
ＭＢＰ）、チューブリンβ－４Ｂ鎖、チューブリンα－１Ｂ鎖、ＣＮＰアーゼ、ＰＰＩＡ
、セプチン－７、伸長因子１－α２、ＴＰＰＰ、ＴＰＰＰ３、エルミンアイソフォーム２
、ＮＤＲＧ２アイソフォーム２、アストロタクチン１（ＡＳＴＮ１）、脳血管新生阻害物
質３（ＢＡＩ３）；カルノシンジペプチダーゼ１（ＣＮＤＰ１）；ＥＲＭＩＮ；代謝型グ
ルタミン酸受容体３（ＧＲＭ３）；ケルヒ様タンパク質３２（ＫＬＨ３２）；メラノーマ
抗原ファミリーＥ，２（ＭＡＧＥ２）；ニューレグリン３（ＮＲＧ３）；オリゴデンドロ
サイトミエリン糖タンパク質（ＯＭＧ）；溶質輸送体ファミリー３９（亜鉛輸送体）；レ
ティキュロン１（ＲＴＮ１）；およびペプチジルアルギニンデイミナーゼ（１～４および
６型）（ＰＡＤ）のうち一つまたはそれ以上を含む、前記組成物。
【請求項１２】
請求項６～１０のいずれか一項に記載のキットであって、
前記複数のバイオマーカーが更に、グリア線維性酸性タンパク質（ＧＦＡＰ）、細胞内接
着分子５（ＩＣＡＭ５）、ニューログラニン（ＮＲＧＮ）、ミエリン塩基性タンパク質（
ＭＢＰ）、チューブリンβ－４Ｂ鎖、チューブリンα－１Ｂ鎖、ＣＮＰアーゼ、ＰＰＩＡ
、セプチン－７、伸長因子１－α２、ＴＰＰＰ、ＴＰＰＰ３、エルミンアイソフォーム２
、ＮＤＲＧ２アイソフォーム２、アストロタクチン１（ＡＳＴＮ１）、脳血管新生阻害物
質３（ＢＡＩ３）；カルノシンジペプチダーゼ１（ＣＮＤＰ１）；ＥＲＭＩＮ；代謝型グ
ルタミン酸受容体３（ＧＲＭ３）；ケルヒ様タンパク質３２（ＫＬＨ３２）；メラノーマ
抗原ファミリーＥ，２（ＭＡＧＥ２）；ニューレグリン３（ＮＲＧ３）；オリゴデンドロ
サイトミエリン糖タンパク質（ＯＭＧ）；溶質輸送体ファミリー３９（亜鉛輸送体）；レ
ティキュロン１（ＲＴＮ１）；およびペプチジルアルギニンデイミナーゼ（１～４および
６型）（ＰＡＤ）のうち一つまたはそれ以上を含む、前記キット。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（関連出願の相互参照）
　本願は、その全文を参照文献として本願に援用する、２０１３年７月１７日に出願され
た米国特許仮出願第６１／８４７，２１３号の利益を主張する。
【０００２】
　本発明は脳損傷の分野に関する。より具体的には、本発明は脳損傷の診断／予後判定／
評価において有用な方法および組成物を提供する。
【背景技術】
【０００３】
　理学的検査および中枢神経系（ＣＮＳ）画像診断（コンピューター断層撮影（ＣＴ）ス
キャンまたは磁気共鳴映像（ＭＲＩ））といった臨床的手段は、主観的で、広範に利用す
ることができず、感度または特異性が不十分で、かつすべてＣＮＳ損傷患者を鑑別するに
は費用が高すぎるので、偽陰性率が高い。これは、初期損傷または疾患に関わらず、生命
維持または心肺バイパス、外傷、酸素喪失の状態にある者を含むことがある。ＣＮＳまた
は脳の損傷を有する患者は、顕性脳卒中への進行、認知および運動欠損、認知症、および
精神機能低下を発症するリスクが顕著であるので、そのような者を鑑別する大きな臨床的
ニーズがある。さらに、循環バイオ－マーカーによる正確かつ感度の高いＣＮＳ損傷の鑑
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別は、新たな治療様式の有効性を試験および比較するための客観的な基準を提供するであ
ろう。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　本発明は、少なくとも部分的に、バイオマーカーであるＧＦＡＰ（グリア線維酸性タン
パク質）、Ｓ１００Ｂ、ＭＴ３（メタロチオネイン３）、ＮＳＥ（ニューロン特異性エノ
ラーゼ）、およびＩＣＡＭ５（細胞内接着分子５）（および／またはその翻訳後修飾型ま
たはそのアイソフォームのいずれか）の組み合わせによって、単なる脳振盪に対して頭蓋
内出血を除外するために頭部ＣＴスキャンを必要とするのはどの外傷性脳損傷（ＴＢＩ）
患者か識別することができるという発見に基づく。初期対応として（例：救急科（ＥＤ）
環境において）またはそれ以降（例：神経内科）に実施すれば、本発明は頭部ＣＴスキャ
ンの利用を減少させ、医療費および放射線被曝を低下させるであろう。
【０００５】
　したがって、一定の実施形態においては、救急科（ＥＤ）到着時のＧＦＡＰ、Ｓ１００
Ｂ、ＭＴ３、ＩＣＡＭ５、ＢＤＮＦおよび／またはＮＳＥの血中レベルの組み合わせによ
って、ＴＢＩより２４時間以内に受診した患者の頭部ＣＴスキャンの必要性を予測するこ
とができる。マーカーの組み合わせによって、そのいずれかのみよりも感度が高まる。さ
らに、これらのマーカーの組み合わせは、損傷が発生した際に随時使用できる可能性があ
る（例：受傷時、救急車内、救急科、または病室）。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　具体的な実施形態においては、どの外傷性脳損傷（ＴＢＩ）患者が、急性頭蓋内病態を
診断するために頭部コンピューター断層撮影（ＣＴ）スキャンを必要とするか鑑別するた
めの方法は、（ａ）患者から入手した生体試料を、複数のバイオマーカーと選択的に結合
する複数の結合物質と、結合物質－バイオマーカー複合体を形成するのに十分な時間接触
させる段階であって、複数のバイオマーカーがグリア線維酸性タンパク質（ＧＦＡＰ）、
Ｓ１００Ｂ、メタロチオネイン３（ＭＴ３）、ニューロン特異性エノラーゼ（ＮＳＥ）お
よび細胞内接着分子５（ＩＣＡＭ５）のうち１つまたはそれ以上を含む段階；（ｂ）結合
剤－バイオマーカー複合体を検出することにより、生体試料中のバイオマーカーの発現レ
ベルを判定する段階；および（ｃ）生体試料中の複数のバイオマーカーの発現レベルを事
前に定める閾値と比較する段階であって、複数のバイオマーカーのうち少なくとも１つの
事前に定める閾値を上回るかまたは下回る発現レベルが、頭部ＣＴスキャンの必要性を示
す段階を含む。
【０００７】
　他の実施形態においては、どの外傷性脳損傷（ＴＢＩ）患者が急性頭蓋内病態を診断す
るために頭部ＣＴを必要とするか鑑別するための方法は、（ａ）患者から入手した生体試
料を、固形基材および基材上に固定された複数の結合物質を含む組成物と接触させる段階
であって、結合物質のそれぞれが基材上の相異なる、指標となりうる位置に固定され、か
つ結合物質が複数のバイオマーカーと特異的に結合する段階であって、複数のポリペプチ
ドバイオマーカーがＧＦＡＰ、Ｓ１００Ｂ、ＭＴ３、ＮＳＥおよびＩＣＡＭ５のうち１つ
またはそれ以上を含む段階；（ｂ）複数の結合物質と複数のバイオマーカーの結合を検出
することにより、生体試料中の複数のバイオマーカーの発現レベルを判定する段階；およ
び（ｃ）生体試料中の複数のバイオマーカーの発現レベルを事前に定める閾値と比較する
段階であって、複数のバイオマーカーのうち少なくとも１つの事前に定める閾値を上回る
かまたは下回る発現レベルが、頭部ＣＴスキャンの必要性を示す段階を含む。
【０００８】
　本発明は、ＴＢＩ患者が頭蓋内出血（ＩＣＨ）を有する可能性があると診断するための
方法であって、（ａ）患者から入手した生体試料を複数のバイオマーカーと選択的に結合
する複数の結合物質と、結合物質－バイオマーカー複合体を形成するのに十分な時間接触
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させる段階であって、複数のバイオマーカーがＧＦＡＰ、Ｓ１００Ｂ、ＭＴ３、ＮＳＥお
よびＩＣＡＭ５のうち１つまたはそれ以上を含む段階；（ｂ）結合物質－バイオマーカー
複合体を検出することにより、生体試料中のバイオマーカーの発現レベルを判定する段階
；および（ｃ）生体試料中の複数のバイオマーカーの発現レベルを事前に定める閾値と比
較する段階であって、複数のバイオマーカーのうち少なくとも１つの事前に定める閾値を
上回るかまたは下回る発現レベルによって、患者がＩＣＨを有する可能性が示される段階
を含む方法も提供する。
【０００９】
　さらに他の実施形態においては、ＴＢＩ患者がＩＣＨを有する可能性があると診断する
ための方法は、（ａ）患者から入手した生体試料を固形基材および基材上に固定された複
数の結合物質を含む組成物と接触させる段階であって、結合物質のそれぞれが基材上の相
異なる、指標となりうる位置に固定されかつ結合物質が複数のバイオマーカーと特異的に
結合する段階であって、複数のポリペプチドバイオマーカーがＧＦＡＰ、Ｓ１００Ｂ、Ｍ
Ｔ３、ＮＳＥおよびＩＣＡＭ５のうち１つまたはそれ以上を含む段階；（ｂ）複数の結合
剤と複数のバイオマーカーの結合を検出することにより、生体試料中の複数のバイオマー
カーの発現レベルを判定する段階；および（ｃ）生体試料中の複数のバイオマーカーの発
現レベルを事前に定める閾値と比較する段階であって、複数のバイオマーカーのうち少な
くとも１つの事前に定める閾値を上回るかまたは下回る発現レベルによって、患者がＩＣ
Ｈを有する可能性が示される段階を含む。
【００１０】
　一定の実施形態においては、複数のバイオマーカーはＧＦＡＰおよびＳ１００Ｂ；ＧＦ
ＡＰおよびＭＴ３；ＧＦＡＰおよびＮＳＥ；ＧＦＡＰ、ＩＣＡＭ、およびＳ１００Ｂ；Ｇ
ＦＡＰ、ＩＣＡＭ５およびＭＴ３；ＧＦＡＰ、ＭＴ３およびＳ１００Ｂ；ＧＦＡＰ、ＮＳ
ＥおよびＳ１００Ｂ；またはＧＦＡＰ、ＩＣＡＭ５、ＭＴ３およびＳ１００Ｂを含む。よ
り具体的な実施形態においては、事前に定めるバイオマーカーの閾値はＧＦＡＰ＞０．０
４ｎｇ／ｍＬ、ＩＣＡＭ＞１７ｎｇ／ｍＬ、Ｓ１００Ｂ＞２ｎｇ／ｍＬ、ＭＴ３＞０．９
５ｎｇ／ｍＬ、およびＮＳＥ＜７１ｎｇ／ｍＬを含む。具体的な実施形態においては、生
体試料は血液、血漿、血清または脳脊髄液（ＣＳＦ）を含む群から選択される。他の実施
形態においては、結合物質は抗体またはその抗原結合フラグメントを含む。
【００１１】
　本発明は、固形基材および複数の結合物質を含む組成物も提供する。１つの実施形態に
おいては、組成物は固形基材、および基材上に固定された複数の結合物質であって、結合
物質のそれぞれが基材上の相異なる、指標となることのできる位置に固定されかつ結合物
質が複数のバイオマーカーと特異的に結合する結合物質であって、複数のバイオマーカー
がＧＦＡＰ、Ｓ１００Ｂ、ＭＴ３、ＮＳＥ、およびＩＣＡＭ５である結合物質を含む。さ
らなる実施形態においては、複数のバイオマーカーはさらに脳由来神経栄養因子（ＢＤＮ
Ｆ）を含む。具体的な実施形態においては、結合物質は検出可能な構成部分で標識される
。検出可能な構成部分は発光物質、化学発光物質、放射性同位元素、比色物質；および酵
素－基質物質からなる群から選択することができる。一定の実施形態においては、結合物
質は抗体またはその抗原結合フラグメントを含む。
【００１２】
　さらに他の実施形態においては、どの外傷性脳損傷（ＴＢＩ）患者が急性頭蓋内病態を
診断するために頭部コンピューター断層撮影（ＣＴ）スキャンを必要とするか鑑別するた
めの方法は、（ａ）患者から試料を入手または採取する段階、（ｂ）患者から入手した血
液試料中の１つまたはそれ以上のバイオマーカーのレベルを測定する段階であって、バイ
オマーカーがグリア線維酸性タンパク質（ＧＦＡＰ）、Ｓ１００Ｂ、メタロチオネイン３
（ＭＴ３）、ニューロン特異性エノラーゼ（ＮＳＥ）および細胞内接着分子５（ＩＣＡＭ
５）を含む段階；および（ｃ）ＧＦＡＰ、Ｓ１００Ｂ、ＭＴ３、ＮＳＥおよびＩＣＡＭ５
を含む１つまたはそれ以上のバイオマーカーの測定されたレベルに基づき、患者が頭部Ｃ
Ｔスキャンを必要とするかまたは必要としないか鑑別する段階を含む。バイオマーカーは
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さらにＢＤＮＦを含むことができる。試料は血液、および末梢血、血清、血漿、脳脊髄液
、尿、唾液、糞便および関節液を含むがこれに限定されない他の生体由来液状試料を含む
任意の適切な生体試料とすることができる。具体的な実施形態においては、試料は血液で
ある。代替的な実施形態においては、試料は血清である。他の具体的な実施形態において
は、試料はＣＳＦである。
【００１３】
　具体的な実施形態においては、タンパク質スプライシング変異体（アイソフォーム）、
多形、分解およびシトルリン化、グリコシル化、アセチル化、リン酸化などを含む他の翻
訳後修飾型を含むバイオマーカーの変異体を用いることができる。一定の実施形態におい
ては、測定する段階はバイオマーカーの修飾型および非修飾型を測定することを含むこと
ができる。鑑別段階において量または量の比率の分析を用いることができる。より具体的
には、一定の実施形態において、測定段階は酵素結合免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）を用
いて実施することができる。他の実施形態においては、質量分析法を使用する。一定の実
施形態においては、鑑別段階においてロジスティック回帰モデルを用いる。
【００１４】
　他の実施形態においては、１つまたはそれ以上のバイオマーカーはＧＦＡＰおよびＳ１
００Ｂ、ＧＦＡＰおよびＭＴ３、ＧＦＡＰおよびＮＳＥ、ＧＦＡＰおよびＩＣＡＭおよび
Ｓ１００Ｂ、ＧＦＡＰおよびＩＣＡＭ５およびＭＴ３、ＧＦＡＰおよびＭＴ３およびＳ１
００Ｂ、ＧＦＡＰおよびＮＳＥおよびＳ１００Ｂ、およびＧＦＡＰおよびＩＣＡＭ５およ
びＭＴ３およびＳ１００Ｂを含む。より具体的な実施形態においては、バイオマーカーの
カットオフ値はＧＦＡＰ＞０．０４ｎｇ／ｍＬ、ＩＣＡＭ＞１７ｎｇ／ｍＬ、Ｓ１００Ｂ
＞２ｎｇ／ｍＬ、ＭＴ３＞０．９５ｎｇ／ｍＬ、およびＮＳＥ＜７１ｎｇ／ｍＬを含む。
【００１５】
　本発明の他の具体的な実施形態においては、ＴＢＩ患者が頭蓋内出血（ＩＣＨ）を有す
る可能性があると診断するための方法は、（ａ）患者から血液試料を入手する段階；（ｂ
）ＥＬＩＳＡを用いて患者から入手した血液中の１つまたはそれ以上のバイオマーカーの
レベルを測定する段階であって、バイオマーカーがＧＦＡＰ、Ｓ１００Ｂ、ＭＴ３、ＮＳ
ＥおよびＩＣＡＭ５を含む段階；および（ｃ）ＧＦＡＰ、Ｓ１００Ｂ、ＭＴ３、ＮＳＥお
よびＩＣＡＭ５を含む１つまたはそれ以上のバイオマーカーの測定レベルに基づいて、患
者がＩＣＨを有する可能性があると鑑別する段階を含む。方法は、ＩＣＨの診断を確認す
るために頭部ＣＴスキャンを実施する段階をさらに含むことができる。具体的な実施形態
においては、１つまたはそれ以上のバイオマーカーはＧＦＡＰおよびＳ１００Ｂ、ＧＦＡ
ＰおよびＭＴ３、ＧＦＡＰおよびＮＳＥ、ＧＦＡＰおよびＩＣＡＭおよびＳ１００Ｂ、Ｇ
ＦＡＰおよびＩＣＡＭ５およびＭＴ３、ＧＦＡＰおよびＭＴ３およびＳ１００Ｂ、ＧＦＡ
ＰおよびＮＳＥおよびＳ１００Ｂ、およびＧＦＡＰおよびＩＣＡＭ５およびＭＴ３および
Ｓ１００Ｂを含む。一定の実施形態においては、バイオマーカーのカットオフ値はＧＦＡ
Ｐ＞０．０４ｎｇ／ｍＬ、ＩＣＡＭ＞１７ｎｇ／ｍＬ、Ｓ１００Ｂ＞２ｎｇ／ｍＬ、ＭＴ
３＞０．９５ｎｇ／ｍＬ、およびＮＳＥ＜７１ｎｇ／ｍＬを含む。具体的な実施形態にお
いては、鑑別段階においてロジスティック回帰モデルを用いる。
【００１６】
　また本発明は、血液（血清／血漿および他の体液の可能性もある）中の循環脳由来神経
栄養因子（ＢＮＤＦ、およびまたはそのプロセシングまたは翻訳後修飾型または変異体）
濃度単独で、またＧＦＡＰ（および／または修飾変異体）と組み合わせるとさらにより顕
著に、外傷性脳損傷を有する患者とそうでない患者を識別することができ、短期的な（数
週間）神経学的転帰、職務復帰を、また介入の成功の指標として予測することができると
いう発見にも基づく。
【００１７】
　他の実施形態においては、ＢＤＮＦの血中レベルはＴＢＩを有するＥＤ患者において低
下し、脳振盪性脳損傷のバイオマーカーとなっている。このマーカーは、損傷が発生した
際に随時使用することができる（例：受傷時、救急車内、救急科、または病室）。さらな
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る実施形態においては、ＧＦＡＰと組み合わせたＢＤＮＦの血中レベルは脳振盪後の症状
および障害を予測する。
【００１８】
　他の態様においては、本発明は患者がＴＢＩを有すると鑑別するための方法を提供する
。具体的な実施形態においては、方法は（ａ）患者から入手した生体試料を、ＢＤＮＦと
選択的に結合する結合物質と、結合物質－ＢＤＮＦ複合体を形成するのに十分な時間接触
させる段階；（ｂ）結合物質－ＢＤＮＦ複合体を検出することにより、生体試料中のＢＤ
ＮＦ発現レベルを測定する段階；および（ｃ）対照と比較したＢＤＮＦ測定レベルに基づ
いて患者がＴＢＩを有すると鑑別することを含む。より具体的な実施形態においては、受
信者動作特性曲線下面積分析を用いて患者がＴＢＩを有すると鑑別する。他の実施形態に
おいては、ロジスティック回帰モデルを用いて患者がＴＢＩを有すると鑑別する。
【００１９】
　他の実施形態においては、患者がＴＢＩを有すると診断するための方法は、（ａ）患者
から入手した生体試料を、固形基材および基材上に固定された複数の結合物質を含む組成
物と接触させる段階であって、結合物質のそれぞれが相異なる、指標となりうる基材上の
位置に固定されかつ結合物質が複数のバイオマーカーと特異的に結合する段階であって、
複数のポリペプチドバイオマーカーがＢＤＮＦとニューログラニン（ＮＲＧＮ）、ミエリ
ン塩基性タンパク質（ＭＢＰ）、ＰＡＤ－２、チューブリンβ－４Ｂ鎖、チューブリンα
－１ＩＢ鎖、ＣＮＰアーゼ、ＰＰＩＡ、セプチン－７、伸長因子１－α２、ＴＰＰＰ、Ｔ
ＰＰＰ３、エルミンアイソフォーム２、ＮＤＲＧ２アイソフォーム２、アストロタクチン
１（ＡＳＴＮ１）、脳血管新生阻害物質３（ＢＡＩ３）；カルノシンジペプチダーゼ１（
ＣＮＤＰ１）；ＥＲＭＩＮ；代謝型グルタミン酸受容体３（ＧＲＭ３）；ケルヒ様タンパ
ク質３２（ＫＬＨ３２）；メラノーマ抗原ファミリーＥ，２（ＭＡＧＥ２）；ニューレグ
リン３（ＮＲＧ３）；オリゴデンドロサイトミエリン糖タンパク質（ＯＭＧ）；溶質輸送
体ファミリー３９（亜鉛輸送体）；レティキュロン１（ＲＴＮ１）；およびペプチジルア
ルギニンデイミナーゼ（１～４および６型）（ＰＡＤ）のうち１つまたはそれ以上を含む
段階；（ｂ）複数の結合物質と複数のバイオマーカーとの結合を検出することにより、生
体試料中の複数のバイオマーカーの発現レベルを判定する段階；および（ｃ）生体試料中
の複数のバイオマーカーの発現レベルを事前に定める閾値と比較する段階であって、複数
のバイオマーカーのうち少なくとも１つの事前に定める閾値を上回るかまたは下回る発現
レベルによって患者がＴＢＩを有することが示される段階を含む。
【００２０】
　さらに他の実施形態においては、患者のＴＢＩを診断するための方法は、（ａ）患者か
ら試料を採取すること；（ｂ）質量分析法またはＥＬＩＳＡを用いて患者から採取した試
料中のパネルバイオマーカーのレベルを測定する段階であって、バイオマーカーのパネル
がＢＮＤＦ、そのアイソフォーム、その翻訳後修飾型、または前述のいずれかの組み合わ
せを含む段階；および（ｃ）バイオマーカーのパネルのレベルを、ＴＢＩを有する患者と
相関する同じバイオマーカーのパネルの事前に定義するレベル、およびＴＢＩのない患者
と相関する同じバイオマーカーのパネルの事前に定義するレベルと比較する段階であって
、事前に定義するレベルの１つとの相関が診断を提供する段階を含む。本発明は、患者の
短期的および長期的脳振盪後症状およびＴＢＩ後障害を予測するための方法であって、（
ａ）患者から試料を採取すること；（ｂ）質量分析法またはＥＬＩＳＡを用いて患者から
採取した試料中のパネルバイオマーカーのレベルを測定する段階であって、バイオマーカ
ーのパネルがまたＢＮＤＦ、そのアイソフォーム、その翻訳後修飾型、または前述のいず
れかの組み合わせを含む段階；および（ｃ）バイオマーカーのパネルのレベルを持続性の
脳振盪後症状を有する患者と相関する同じバイオマーカーの事前に定義するレベル、障害
を有する患者と相関する同じバイオマーカーの事前に定義するレベル、脳振盪後症状のな
い患者と相関する同じバイオマーカーのパネルの事前に定義するレベル、および障害のな
い患者と相関する同じバイオマーカーのパネルの事前に定義するレベルと比較する段階で
あって、事前に定義するレベルの１つとの相関が診断を提供する段階を含む方法も提供す
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る。
【００２１】
　具体的な実施形態においては、患者のＴＢＩを診断するための方法は、（ａ）患者から
試料を採取すること；（ｂ）質量分析法またはＥＬＩＳＡを用いて患者から採取した試料
中のパネルバイオマーカーのレベルを測定する段階であって、バイオマーカーのパネルが
脳由来神経栄養因子（ＢＮＤＦ）、そのアイソフォーム、その翻訳後修飾型、または前述
のいずれかの組み合わせを含む段階；および（ｃ）バイオマーカーのパネルのレベルを、
ＴＢＩを有する患者と相関する同じバイオマーカーのパネルの事前に定義するレベルおよ
びＴＢＩのない患者と相関する同じバイオマーカーのパネルの事前に定義するレベルと比
較する段階であって、事前に定義するレベルの１つとの相関が診断を提供する段階を含む
。
【００２２】
　本発明は、患者の短期的および長期的脳振盪後症状およびＴＢＩ後障害を予測するため
の方法であって、（ａ）患者から試料を採取すること；（ｂ）質量分析法またはＥＬＩＳ
Ａを用いて患者から採取した試料中のパネルバイオマーカーのレベルを測定する段階であ
って、バイオマーカーのパネルがＧＦＡＰおよびＢＮＤＦ、そのアイソフォーム、その翻
訳後修飾型、または前述のいずれかの組み合わせを含む段階；および（ｃ）バイオマーカ
ーのパネルのレベルを、持続性の脳振盪後症状を有する患者と相関する同じバイオマーカ
ーのパネルの事前に定義するレベル、障害を有する患者と相関する同じバイオマーカーの
パネルの事前に定義するレベル、脳振盪後症状のない患者と相関する同じバイオマーカー
のパネルの事前に定義するレベル、および障害のない患者と相関する同じバイオマーカー
のパネルの事前に定義するレベルと比較する段階であって、事前に定義するレベルの１つ
との相関が診断を提供する段階を含む方法も提供する。
【００２３】
　他の態様においては、本発明はキットも提供する。１つの実施形態においては、キット
はＧＦＡＰ、Ｓ１００Ｂ、ＭＴ３、ＮＳＥ、ＩＣＡＭ５およびＢＤＮＦ、そのアイソフォ
ーム、その翻訳後修飾型、または前述のいずれかの組み合わせを含む１つまたはそれ以上
のヒトバイオマーカーのレベルを測定するための手段を含む。一定の実施形態においては
、キットはバイオマーカーレベルを測定するイムノアッセイを実施するための抗体を含む
。他の実施形態においては、アプタマーを使用する。さらなる実施形態においては、キッ
トは患者から試料を採取するための基材を含む。
【００２４】
　さらに他の実施形態においては、本発明は（ａ）外傷性脳障害を有すると疑われるヒト
患者に由来する生体試料内の複数のバイオマーカーと特異的に結合することのできる複数
のバイオマーカー結合物質であって、バイオマーカーがＧＦＡＰ、Ｓ１００Ｂ、ＭＴ３、
ＮＳＥ、ＩＣＡＭ５およびＢＤＮＦを含む複数のバイオマーカー結合物質；および（ｂ）
１つまたはそれ以上のバイオマーカーに対する結合物質の結合を示すことのできる検出試
薬または検出装置を含むキットを提供する。
【図面の簡単な説明】
【００２５】
【図１】図１：ＴＢＩ症例および対照におけるＧＦＡＰレベル。図２：ＴＢＩ症例および
対照におけるＢＮＤＦレベル。図３：ＴＢＩ症例および対照におけるＩＣＡＭ５レベル。
図４：ＴＢＩ症例および対照におけるＳ１００Ｂレベル。図５：ＴＢＩ症例および対照に
おけるＮＳＥレベル。図６：ＴＢＩ症例および対照におけるＭＴ３レベル。
【図２】図７：ＧＦＡＰ、Ｓ１００ＢおよびＮＳＥを含むロジスティック回帰モデルの受
信者動作特性曲線。このタンパク質の組み合わせについてのＲＯＣ曲線下面積は０．９５
である。
【図３】図８：ＢＤＮＦの受信者動作曲線。ＢＤＮＦについてのＲＯＣ曲線下面積は０．
９２９２である。
【図４】図９：ＴＢＩ症例および対照におけるＢＮＤＦレベル。
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【図５】図１０：ＴＢＩ／ＩＣＨ症例および対照におけるＢＮＤＦレベル。
【図６】図１１：ＴＢＩ症例および非ＴＢＩ対照におけるＢＮＤＦの分布。
【図７】図１２：ＴＢＩ症例と非ＴＢＩ対照を識別するためのＢＤＮＦの識別能力。
【図８】図１３：ＢＤＮＦ五分位点別のＴＢＩ症例および非ＴＢＩ対照の分布。
【図９】図１４：ＴＢＩ症例の臨床的特性別のＢＤＦＮ値の分布。
【図１０】１５：受診より４８時間以内に反復測定したＴＢＩ患者１８例の連続ＢＤＮＦ
値。
【図１１】図１６：被験集団の誘導。
【図１２】図１７：ＴＢＩカテゴリー別の４℃で試料を保存した時間とＢＤＮＦ濃度の関
係。
【図１３】図１８：全ＴＢＩ症例についての試料を４℃で保存した時間とＢＤＮＦ濃度の
関係。
【発明を実施するための形態】
【００２６】
　本願に記載された具体的な方法および構成要素等は変更しうるので、本発明はこれらに
限定されないことが理解される。本願で用いる用語は具体的な実施形態を記載することの
みを目的として使用され、本発明の範囲を限定することを意図していないことも理解すべ
きである。本願および付属の請求項に用いられる単数形「１つの」、「１つの」および「
その」は、文脈がそうでないことを明確に指示しない限り、複数形の内容を含むことに留
意しなければならない。したがって、たとえば１つの「タンパク質」への言及は１つまた
はそれ以上のタンパク質への言及であり、かつ当業者に既知の同等物その他を含む。
【００２７】
　本願で用いられるすべての技術用語および学術用語は、特に定義しない限り、本発明が
属する技術に精通する当業者に共通して理解されるものと同じ意味を有する。具体的な方
法、機器、および材料が記載されるが、本願に記載されたものと同様または同等の任意の
方法および材料を本発明の実践または試験に用いることができる。
【００２８】
　本願に引用されたすべての公表文献は、すべての雑誌記事、書籍、マニュアル、公開特
許明細書、および発行された特許を含めて、その全文を本願に参照文献として援用する。
さらに、明細書、実施例および付属の請求項に使用される一定の語句の意味が提供される
。定義は限定性格であることを意図せず、かつ本発明の一定の態様のより明確な理解を提
供する役割を果たす。
【００２９】
　（Ｉ．定義）
　本願で用いる用語「抗体」は、特定の抗原と反応する任意の免疫グロブリン分子に関し
て用いられる。当該用語は、任意の発生源（例：ヒト、げっ歯類、ヒト以外の霊長類、ヤ
ギ、ウシ、ウマ、ヒツジなど）から入手した任意の免疫グロブリン（例：ＩｇＧ、ＩｇＭ
、ＩｇＡ、ＩｇＥ、ＩｇＤなど）を包含することが意図されている。抗体の具体的な種類
／例はポリクローナル、モノクローナル、ヒト化、キメラ、ヒト、またはそれ以外の様式
でヒトに適した抗体を含む。「抗体」は、本願に記載する任意の抗体の任意のフラグメン
トまたは誘導体も含む。
【００３０】
　本願で用いる用語「抗原」は、全般的に抗体と反応することのできる任意の物質に関し
て用いられる。より具体的には、本願で用いる用語「抗原」は合成ペプチド、ポリペプチ
ド、タンパク質、またはポリペプチドまたはタンパク質のフラグメント、または対象にお
いて抗体応答を誘発するか、または抗体によって認識されかつこれと結合する他の分子を
指す。
【００３１】
　本願で用いる用語「バイオマーカー」は、生体変化と定量的または定性的に関連する分
子を指す。バイオマーカーの例はポリペプチド、タンパク質、またはポリペプチドまたは
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タンパク質のフラグメント；および遺伝子産物、ＲＮＡまたはＲＮＡフラグメントなどの
ポリヌクレオチド；または他の身体代謝物を含む。一定の実施形態においては、「バイオ
マーカー」は、第１の表現型を有する（例：疾患または状態を有する）対象または対象群
に由来する生体試料中に、第２の表現型を有する（例：疾患または病状がないかまたは疾
患または状態の重症度が低い）対象または対照群に由来する生体試料と比較して識別的に
存在する（すなわち上昇または低下している）化合物を意味する。バイオマーカーは任意
のレベルで識別的に存在しうるが、一般的に少なくとも５％、少なくとも１０％、少なく
とも１５％、少なくとも２０％、少なくとも２５％、少なくとも３０％、少なくとも３５
％、少なくとも４０％、少なくとも４５％、少なくとも５０％、少なくとも５５％、少な
くとも６０％、少なくとも６５％、少なくとも７０％、少なくとも７５％、少なくとも８
０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも１００％、
少なくとも１１０％、少なくとも１２０％、少なくとも１３０％、少なくとも１４０％、
少なくとも１５０％またはそれ以上上昇したレベルで存在するか；または一般的に少なく
とも５％、少なくとも１０％、少なくとも１５％、少なくとも２０％、少なくとも２５％
、少なくとも３０％、少なくとも３５％、少なくとも４０％、少なくとも４５％、少なく
とも５０％、少なくとも５５％、少なくとも６０％、少なくとも６５％、少なくとも７０
％、少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少な
くとも９５％または１００％（すなわち存在しない）低下したレベルで存在する。バイオ
マーカーは、好ましくは統計的に有意なレベルで識別的に存在する（例：ウェルチのｔ検
定またはウィルコクソンの順位和検定を用いてｐ値０．０５未満および／またはｑ値０．
１０未満と判定される）。
【００３２】
　用語「脳損傷」は、ある事象によって引き起こされた損傷によって脳が障害される状態
を意味する。本願で用いる「損傷」は、細胞的または分子的完全性、活性、レベル、堅牢
性、状態の変質、またはある事象に起因するその他の変質である。たとえば、損傷は物理
的性質、機械的性質、化学的性質、生物学的性質、機能的性質、感染的性質、または他の
細胞または分子モジュレーターの性質を含む。１つの事象が、単回または反復衝突（衝撃
による）などの物理的な外傷、または血管の遮断または漏出のいずれかによる脳卒中など
の生物学的異常を含むことがある。事象は感染因子による感染であってもよい。当業者は
、用語損傷または事象によって包含される数多くの同等の事象を認識する。
【００３３】
　より具体的には、用語「脳損傷」は、その病態生理学的基盤とは無関係に、中枢神経系
障害をもたらす状態を意味する。「脳損傷」の最も頻度の高い原因には脳卒中および外傷
性脳損傷（ＴＢＩ）がある。「脳卒中」は出血性および非出血性に分類される。出血性脳
卒中の例は脳出血、くも膜下出血および大脳動脈奇形に続発する頭蓋内出血である一方、
非出血性脳卒中の例は脳梗塞を含む。
【００３４】
　用語「外傷性脳損傷」または「ＴＢＩ」は、物理的な外傷が脳障害を引き起こす際に発
生する脳に対する外傷性の損傷を指す。ＴＢＩは、たとえば非開放性頭部損傷または穿通
性頭部損傷によって発生する。「非外傷性脳損傷」は、虚血または機械的外力の関与しな
い脳損傷を指す（例：とりわけ脳卒中、アルツハイマー病、パーキンソン病、ハンチント
ン病、多発性硬化症、筋萎縮性側索硬化症、脳出血、脳感染症、脳腫瘍）。
【００３５】
　用語「脳損傷」は無症候性脳損傷、脊髄損傷および無酸素性虚血性脳損傷も意味する。
用語「無症候性脳損傷」（ＳＣＩ）は脳損傷の顕在的臨床的エビデンスを伴わない脳損傷
を指す。実際に脳損傷が存在する時に脳損傷の臨床的エビデンスがない理由は、損傷の程
度、損傷の種類、意識レベル、薬物、特に鎮静剤および麻酔剤などである可能性もある。
【００３６】
　「脊髄損傷」は、脊髄が脊椎骨折または脱臼による圧迫／挫滅を受けて機能障害を引き
起こす状態を指す。本願で用いる用語「無酸素性虚血性脳損傷」は、脳機能の損傷を引き
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起こす脳組織への酸素供給の遮断を意味し、脳低酸素症を含む。たとえば、無酸素性虚血
性脳損傷は巣状脳虚血、全脳虚血、低酸素性低酸素症（すなわち、いずれもこの種の脳低
酸素症のリスクが高いダイバー、パイロット、登山家および消防士の場合のように、環境
中の酸素が限られているために脳の機能が低下する）、肺の閉塞（例：窒息、絞扼、気管
の圧挫による低酸素など）を含む。
【００３７】
　用語「脳損傷バイオマーカー」（ＢＩＢ）、「脳損傷バイオマーカータンパク質」、「
脳損傷バイオマーカーペプチド」、脳損傷バイオマーカーポリペプチド」などは、本願に
記載のものを含む、たとえば患者の脳損傷を診断するなどの、本発明の方法において用い
ることができるタンパク質を指す。脳損傷バイオマーカータンパク質はＧＦＡＰ、Ｓ１０
０Ｂ、ＭＴ３、ＩＣＡＭ５、ＢＤＮＦおよび／またはＮＳＥを含むが、これに限定されな
い。該用語は、ニューログラニン（ＮＲＧＮ）、ミエリン塩基性タンパク質（ＭＢＰ）、
ＰＡＤ－２、チューブリンβ－４Ｂ鎖、チューブリンα－１Ｂ鎖、ＣＮＰアーゼ、ＰＰＩ
Ａ、セプチン－７、伸長因子１－α２、ＴＰＰＰ、ＴＰＰＰ３、エルミンアイソフォーム
２、ＮＤＲＧ２アイソフォーム２、アストロタクチン１（ＡＳＴＮ１）、脳血管新生阻害
物質（ＢＡＩ３）；カルノシンジペプチダーゼ１（ＣＮＤＰ１）；ＥＲＭＩＮ；代謝型グ
ルタミン酸受容体３（ＧＲＭ３）；ケルヒ様タンパク質３２（ＫＬＨ３２）；メラノーマ
抗原ファミリーＥ，２（ＭＡＧＥ２）；ニューレグリン３（ＮＲＧ３）；オリゴデンドロ
サイトミエリン糖タンパク質（ＯＭＧ）；溶質輸送体ファミリー３９（亜鉛輸送体）；レ
ティキュロン１（ＲＴＮ１）；およびペプチジルアルギニンデイミナーゼ（１～４および
６型）（ＰＡＤ）を含む当技術分野で既知である他の脳損傷バイオマーカーも含む。
【００３８】
　さらに、用語「脳損傷バイオマーカー」は前述のいずれかのアイソフォームおよび／ま
たはその翻訳後修飾型も含む。本発明は、非修飾および修飾（例：シトルリン化または他
の翻訳後修飾）タンパク質／ポリペプチド／ペプチドの両者、さらには前述のいずれかに
対する自己抗体の検出、測定、定量、判定などを意図する。一定の実施形態においては、
バイオマーカーの検出、測定、判定などについての言及は、タンパク質／ポリペプチド／
ペプチド（修飾および／または非修飾）の検出を指すことが理解される。他の実施形態に
おいては、バイオマーカーの検出、測定、判定などについての言及は、タンパク質／ポリ
ペプチド／ペプチドの自己抗体の検出を指すことが理解される。
【００３９】
　本願で用いる用語「比較する」または「比較」は、患者に由来する試料中の１つまたは
それ以上のバイオマーカーの割合、レベルまたは細胞内局在が、標準または対照試料中の
対応する１つまたはそれ以上のバイオマーカーの割合、レベルまたは細胞内局在とどのよ
うに関係するか評価することを指す。たとえば、「比較する」は、患者に由来する試料中
の１つまたはそれ以上のバイオマーカーの割合、レベルまたは細胞内局在が、標準または
対照試料中の対応する１つまたはそれ以上のバイオマーカーの割合、レベルまたは細胞内
局在と同じであるか、またはこれより多いかまたは少ないか、または異なるか評価するこ
とを指すことがある。より具体的には、該用語は、患者に由来する試料中の１つまたはそ
れ以上のバイオマーカーの割合、レベルまたは細胞内局在が、たとえば脳損傷を有する患
者、脳損傷のない患者と対応する事前に定義するバイオマーカーレベル／比率の割合、レ
ベルまたは細胞内局在と同じであるか、またはこれより多いかまたは少ないか、これと異
なるか、またはそれ以外の様式でこれと対応するか（否か）、脳損傷に対する治療に反応
しているか、脳損傷に対する治療に反応していないか、特定の脳損傷治療に反応する可能
性がある／ないか、または他の疾患または状態を有しているか／いないか評価することを
指すこともある。具体的な実施形態においては、用語「比較する」は、患者に由来する試
料中の本発明の１つまたはそれ以上のバイオマーカーのレベルが、対照試料中の同じバイ
オマーカーのレベル／比率（例：未感染者、標準脳損傷レベル／比率などと相関する事前
に定義するレベル／比率）と同じであるか、これより多いかまたは少ないか、他と異なる
か他の様式でこれと対応するか（否か）評価することを意味する。
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【００４０】
　他の実施形態においては、用語「比較する」または「比較」は、患者に由来する試料中
の１つまたはそれ以上のバイオマーカーの割合、レベルまたは細胞内局在が、同じ試料中
の他のバイオマーカーの割合、レベルまたは細胞内局在とどのように関係するか評価を行
うことを指す。たとえば、同じ患者試料に由来する１つのバイオマーカーの、他のバイオ
マーカーに対する比率を比較することができる。他の実施形態においては、試料中の１つ
のバイオマーカー（例：翻訳後修飾されたバイオマーカータンパク質）のレベルを、該試
料中の同じバイオマーカーのレベル（例：非修飾バイオマーカータンパク質）と比較する
ことができる。修飾：非修飾バイオマーカータンパク質の比率を、同じ試料中の他のタン
パク質の比率、または事前に定義する参照または対照比率と比較することができる。
【００４１】
　本願で用いる、たとえば患者に由来する試料中のモジュレートされた割合、レベル、ま
たは細胞内局在などのパラメーターについての用語「示す」または「相関する」（または
文脈によっては「示すこと」または「相関すること」または「指示」または「相関」）は
、患者が脳損傷を有するかまたは他の形態の神経変性を患っていることを意味することも
ある。具体的な実施形態においては、パラメーターは本発明の１つまたはそれ以上のバイ
オマーカーのレベルを含むことがある。具体的な１つまたはそれ以上のバイオマーカーの
量の群またはパターンは、患者が脳損傷を有することを示すことがある（すなわち脳損傷
を有する患者と相関する）。他の実施形態においては、相関は翻訳後修飾タンパク質の非
修飾タンパク質に対する比率の指示である可能性のある（または比率の経時変化または参
照／対照比率と比較された）患者が脳損傷を有することを意味する可能性もある）。
【００４２】
　他の実施形態においては、特定の１つまたはそれ以上のバイオマーカーの量の群または
パターンは、非罹患患者と相関しうる（すなわち患者が脳損傷を有していないことを示す
）。一定の実施形態においては、本発明にしたがって用いる「示すこと」または「相関す
ること」は、診断の評価、脳損傷または脳損傷の進行の予測、臨床治療の効果の評価、特
定の投与法または薬剤に反応しうる患者の特定、治療の経過のモニタリング、およびスク
リーニング測定の状況においては抗脳損傷治療の特定を目的とした標準、対照または比較
対象数値に対するバイオマーカーのレベル／比率間の関係を定量する、任意の線形的また
は非線形的方法によることもある。
【００４３】
　用語「患者」、「個人」または「対象（被験者）」は、本願では互換的に用いられ、か
つ哺乳類、具体的にはヒトを意味する。患者は軽度か、中等度か、または重度の疾患また
は状態を有する可能性がある。患者は治療を必要とする個人か、または具体的な症状また
は家族歴による診断を必要とする個人の可能性もある。一部の症例においては、該用語は
、実験動物、獣医学的用途、およびマウス、ラットおよびハムスターを含むげっ歯類およ
び霊長類を含むがこれに限定されない疾患についての動物モデルの開発における治療を指
すこともある。
【００４４】
　用語「測定すること」および「判定すること」は全体を通して互換的に用いられ、かつ
患者試料を入手または提供することおよび／または試料中のバイオマーカーのレベルを検
出することを含む方法を指す。１つの実施形態においては、該用語は患者試料を入手また
は提供することおよび試料中の１つまたはそれ以上のバイオマーカーのレベルを検出する
ことを指す。他の実施形態においては、用語「測定すること」および「判定すること」は
患者試料中の１つまたはそれ以上のバイオマーカーのレベルを検出することを意味する。
用語「測定すること」は、全体を通じて「検出すること」とも互換的に用いられる。一定
の実施形態においては、該用語は「定量する」とも互換的に用いられる。
【００４５】
　用語「試料」、「患者試料」、「生体試料」などは、患者、個人または対象から入手さ
れる多様な試料の種類を包含し、かつ診断またはモニタリング測定法において用いること
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ができる。患者試料は健康対象から入手されることもあれば、脳損傷罹患患者またはその
随伴症状を有する患者から入手されることもある。さらに、患者から入手した試料は分割
することが可能であり、また一部のみを診断に用いてもよい。さらに、試料またはその一
部は、後で分析するために試料を維持する条件下で保存することができる。該定義は、具
体的には、血液および他の生物学的由来の液状試料（末梢血、血清、血漿、臍帯血、羊水
、脳脊髄液、尿、唾液、糞便および滑液を含むがこれに限定されない）、生検検体または
組織培養、またはこれに由来する細胞およびその子孫などの固形組織試料を包含する。一
定の実施形態においては、試料は脳脊髄液を含む。具体的な実施形態においては、試料は
血液試料を含む。他の実施形態においては、試料は血漿試料を含む。さらに他の実施形態
においては、血清試料を使用する。
【００４６】
　「試料」の定義は、その取得後に、遠心分離、濾過、沈殿、透析、クロマトグラフィー
、試薬による処理、洗浄または一定の細胞集団の濃縮といった任意の様態で操作された試
料も含む。当該用語はさらに臨床試料を包含し、かつ培養細胞、細胞上清、組織試料、器
官なども含む。試料は、臨床または病理生検より調製した、病理分析または免疫組織化学
による試験のために調製したブロックなどの新鮮凍結および／またはホルマリン固定パラ
フィン包埋組織ブロックも含みうる。
【００４７】
　本発明の多様な方法論は、数値、レベル、性質、特徴、特性等を、本願において「適切
な対照」、「対照試料」、「参照品」、または単純に「対照」と互換的に呼ばれる「適当
な対照」と比較することを包含する段階を含む。「適当な対照」、「適切な対照」、「対
照試料」、「参照品」または「対照」は、比較の目的にとって有用な、当業者に周知の任
意の対照または標品である。バイオマーカーの「参照レベル」は、特定の疾患状態、表現
型、またはその欠如、さらには疾患状態、表現型またはその欠如の組み合わせを示すバイ
オマーカーのレベルを意味する。バイオマーカーの「陽性」参照レベルは、特定の疾患状
態または表現型を示すレベルを意味する。バイオマーカーの「陰性」参照レベルは、特定
の疾患状態または表現型の欠如を示すレベルを意味する。たとえば、バイオマーカーの「
脳損傷陽性参照レベル」は、対象における脳損傷の診断陽性を示すバイオマーカーのレベ
ルを意味し、バイオマーカーの「脳損傷陰性参照レベル」は、対象における脳損傷の診断
陰性を示すバイオマーカーのレベルを意味する。バイオマーカーの「参照レベル」は、バ
イオマーカーの絶対的または相対的な量または濃度、バイオマーカーの存在または欠如、
バイオマーカーの量または濃度の範囲、バイオマーカーの量または濃度の最小値および／
または最大値、バイオマーカーの量または濃度の平均、および／またはバイオマーカーの
量または濃度の中央値であってもよく；またさらに、バイオマーカーの組み合わせの「参
照レベル」は、２つまたはそれ以上のバイオマーカーの絶対的または相対的な量または濃
度の相互比率であってもよい。特定の疾患状態、表現型、またはその欠如についての、バ
イオマーカーの適切な陽性および陰性参照レベルは、１例またはそれ以上の該当する対象
において、所望のバイオマーカーのレベルを測定することによって判定してもよく、また
そのような参照レベルは、特定の対象集団に対して個別に調整してもよい（例：参照レベ
ルは、ある年齢の対象に由来する試料中のバイオマーカーレベルと、ある年齢集団におけ
る特定の疾患状態、表現型、またはその欠如についての参照レベルの間で比較できるよう
、年齢マッチングすることができる）。そのような参照レベルは、使用する特定の技術（
例：ＬＣ－ＭＳ、ＧＣ－ＭＳ、ＥＬＩＳＡ、ＰＣＲ）によってバイオマーカーのレベルが
異なることがある場合、生体試料中のバイオマーカーのレベルを測定するために用いる特
定の方法に個別に調節することもある。
【００４８】
　１つの実施形態においては、「適当な対照」または「適切な対照」は、たとえば、正常
な形質などを示す対照または正常細胞、器官または患者などの、細胞、器官、または患者
において判定される数値、レベル、性質、特徴、特性などである。たとえば、本発明のバ
イオマーカーは非罹患者（ＵＩ）または正常対象者（ＮＣ）（本願では両用語を互換的に
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用いる）に由来する試料中のレベル／比率について測定しうる。たとえば、「適当な対照
」または「適切な対照」は、患者に対して治療法（例：脳損傷治療）を実施する前に判定
される数値、レベル、性質、特徴、特性、比率など、または損傷の前に判定される（例：
ベースライン検査）数値、レベル、性質、特徴、特性、比率などである。さらに他の実施
形態においては、転写速度、ｍＲＮＡレベル、翻訳速度、タンパク質レベル／比率、生物
学的活性、細胞の特徴または特性、遺伝型、表現型などを、細胞、器官または患者に治療
法を施行する前、施行中、または施行後に判定することができる。さらなる実施形態にお
いては、「適当な対照」または「適切な対照」は、事前に定義する数値、レベル、性質、
特徴、特性、比率などである。「適当な対照」は、患者試料をこれと比較することのでき
る脳損傷と相関する本発明の１つまたはそれ以上のバイオマーカーのレベル／比率のプロ
フィールまたはパターンとすることができる。患者試料は陰性対照、すなわち脳損傷がな
いことと相関するプロフィールと比較することもできる。
【００４９】
　本願で用いる用語であるバイオマーカーの「事前に定める発現の閾値」は、正常、また
は健康な対象、すなわち脳損傷のない対象から入手した対応する対照／正常試料または対
照／正常試料群における、概バイオマーカーの発現レベル（たとえばｎｇ／ｍＬで表示）
を指す。さらに、試料におけるバイオマーカーの「発現レベルの変化」という用語は、概
バイオマーカーについて事前に定める発現閾値を下回るかまたは上回るレベルを意味し、
したがって高（上昇）または低（下降）発現レベルを包含する。
【００５０】
　用語「と特異的に結合する」、「に特異的である」および関連する文法的な変化型は、
共有結合的または非共有結合的相互作用、または共有結合的および非共有結合的相互作用
の組み合わせによって媒介されうる、酵素／基質、受容体／作動物質、抗体／抗原および
レクチン／炭水化物といった対となる分子種間に発生するその結合を意味する。２つの分
子種間の相互作用が非共有結合複合体を生成するとき、発生する結合は典型的には静電、
水素結合、または親油性相互作用の結果である。したがって、「特異的結合」は、抗体／
抗原または酵素／基質相互作用の特徴を有する結合複合体を生成する、２つの間に相互作
用のある対となる分子種の間に発生する。具体的には、特異的な結合は、対の一方の構成
物が特定の分子種と結合し、かつ結合する構成物と対応する構成物が属する化合物ファミ
リー内の他の分子種とは結合しないことによって、特徴付けられる。したがって、たとえ
ばある抗体は、典型的には単一のエピトープと結合し、かつ該タンパク質ファミリーの他
のエピトープとは結合しない。一部の実施形態においては、抗原と抗体の間の特異的な結
合は少なくとも１０－６Ｍの結合親和性を有するであろう。他の実施形態においては、抗
原と抗体は少なくとも１０－７Ｍ、１０－８Ｍから１０－９Ｍ、１０－１０Ｍ、１０－１

１Ｍ、または１０－１２Ｍの親和性で結合するであろう。本願で用いる用語「特異的結合
」または「特異的に結合する」は、抗体とタンパク質またはペプチドの相互作用に関して
用いる場合、概相互作用がタンパク質上の特定の構造（すなわちエピトープ）の存在に依
存することを意味する。
【００５１】
　本願で用いる用語「に特異的な結合物質」または「と特異的に結合する結合物質」は、
バイオマーカーと結合し、無関係な化合物と有意に結合しない物質を指す。開示された方
法において有効に使用することのできる結合物質の例は、タンパク質とモノクローナル抗
体またはポリクローナル抗体などの抗体、またはその抗原結合フラグメントを含むが、こ
れに限定されない。一定の実施形態においては、結合物質は、たとえば１×１０－６Ｍま
たはそれ以上の親和性定数でバイオマーカー（例：ポリペプチドバイオマーカー）と結合
する。
【００５２】
　（ＩＩ．脳損傷バイオマーカーの検出）
　（Ａ．イムノアッセイによる検出）
　他の実施形態においては、本発明のバイオマーカーは、イムノアッセイによって検出お
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よび／または測定することができる。イムノアッセイは、バイオマーカーを捕捉するため
に、抗体などの生体特異的捕捉試薬／結合物質を必要とする。多くの抗体が市販されてい
る。抗体は、たとえば動物をバイオマーカーによって免疫することなどの、技術上周知の
方法によっても生成することができる。バイオマーカーは、その結合特性に基づいて試料
より分離することができる。代替的に、ポリペプチドバイオマーカーのアミノ酸配列が既
知である場合は、ポリペプチドを合成し、さらに技術上周知の方法によって抗体を生成す
るために用いることができる。
【００５３】
　本発明は、たとえばＥＬＩＳＡを含むサンドイッチイムノアッセイまたは蛍光イムノア
ッセイ、イムノブロット、ウェスタンブロット（ＷＢ）、さらには他の酵素免疫測定法な
どを含む、従来のイムノアッセイを意図している。比濁法は、抗体が溶液となっている液
相において実施する測定法である。抗原の抗体との結合によって吸光度が変化し、これを
測定する。ＳＥＬＤＩイムノアッセイでは、バイオマーカーの生体特異的捕捉試薬を、事
前に活性化させたプロテインチップアレイなどのＭＳプローブの表面に結合させる。その
後、この試薬によってバイオマーカーをバイオチップ上に特異的に捕捉し、さらに捕捉し
たバイオマーカーを質量分析法で検出する。
【００５４】
　一定の実施形態においては、本願で使用するバイオマーカーの発現レベルは、酵素結合
免疫吸着測定法（ＥＬＩＳＡ）などのイムノアッセイで定量される。具体的な実施形態に
おいては、バイオマーカーの発現レベルは、バイオマーカーと選択的に結合する抗体また
はその抗原結合フラグメントと生体試料を接触させ；抗体またはその抗原結合フラグメン
トとバイオマーカーの結合を検出することによって判定される。一定の実施形態において
は、開示された方法および組成物において使用される結合物質は、検出可能な構成部分で
標識される。
【００５５】
　たとえば、試料中のバイオマーカーレベルは、標的バイオマーカーと選択的に結合する
抗体またはその抗原結合フラグメント（捕捉分子または抗体または結合物質と呼ばれる）
に生体試料を接触させ、抗体またはその抗原結合フラグメントとバイオマーカーの結合を
検出することによって、測定することができる。検出は、その標的バイオマーカーと複合
体化した捕捉抗体と結合する二次抗体を用いて、実施することができる。標的バイオマー
カーはタンパク質の全長、または変異体またはその修飾型とすることができる。本願に記
載するバイオマーカーの検出のためのキットは、プレコーティングストリッププレート、
ビオチン化二次抗体、標準液、対照、バッファー、ストレプトアビジン－セイヨウワサビ
ペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）、テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）、反応停止試薬、およ
び標準物質の試験を含めた試験を遂行するための詳細な指示書を含めることができる。
【００５６】
　本開示は、対象における脳損傷を診断するなどして、どの脳損傷患者が頭部ＣＴを必要
とするのか特定するための方法であって、生体試料中のバイオマーカーの発現レベルを同
時に判定する方法も提供する。たとえば、１つの実施形態において、提供される方法は（
ａ）対象から入手した生体試料を、本願に開示する複数のバイオマーカーと選択的に結合
する複数の結合物質と、結合物質－バイオマーカー複合体を形成するのに十分な時間接触
させること；（ｂ）結合物質と複数のバイオマーカーの結合を検出することにより、生体
試料中のバイオマーカーの発現レベルを判定すること；および（ｃ）生体試料中の複数の
バイオマーカーの発現レベルを事前に定める閾値と比較することであって、複数のポリペ
プチドバイオマーカーのうち少なくとも１つの事前に定める閾値を上回る発現レベルによ
って、たとえば、対象における脳損傷が示されるか、頭部ＣＴの必要性が示されるか、患
者がＩＣＨを有する可能性があると示されるか、または短期的および長期的脳振盪後症状
およびＴＢＩ後の障害の可能性が示されることを含む。そのような方法において有効に使
用することのできる結合物質の例は、抗体またはその抗原結合フラグメント、アプタマー
、レクチンなどを含むが、これに限定されない。
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【００５７】
　さらなる実施形態においては、本開示は開示された方法において使用できる組成物を提
供する。一定の実施形態においては、そのような組成物は固形基材および基材上に固定さ
れた複数の結合物質を含み、結合物質のそれぞれが基材上の相異なる、指標となることの
できる位置に固定されかつ結合物質が本願に開示された複数のバイオマーカーと選択的に
結合する。具体的な実施形態においては、位置は事前に定められている。１つの実施形態
においては、結合物質はＧＦＡＰ、Ｓ１００Ｂ、ＭＴ３、ＩＣＡＭ５、ＢＤＮＦおよび／
またはＮＳＥを含む複数のバイオマーカーと選択的に結合する。他の実施形態においては
、そのような組成物は他の脳損傷バイオマーカーと選択的に結合する結合物質を追加的に
含む。そのような組成物において使用することのできる結合物質は、抗体またはその抗原
結合フラグメント、アプタマー、レクチンなどを含むが、これに限定されない。
【００５８】
　関連する態様においては、対象における脳損傷の存在を診断するための方法であって、
そのような方法が：（ａ）対象から入手した生体試料を、本願に開示する組成物と、結合
物質－ポリペプチドバイオマーカー複合体を形成するのに十分な時間接触させること；（
ｂ）複数の結合物質と複数のポリペプチドバイオマーカーの結合を検出することにより、
生体試料における複数のポリペプチドバイオマーカーの発現レベルを判定すること；およ
び（ｃ）生体試料中の複数のポリペプチドバイオマーカーの発現レベルを、事前に定める
閾値と比較することであって、複数のポリペプチドバイオマーカーのうち少なくとも２つ
の事前に定める閾値を上回る発現レベルによって、対象における脳損傷の存在が示される
ことを含む方法が提供される。
【００５９】
　さらに他の実施形態においては、本開示は固形基材および基材上に固定された、本願に
開示の複数のポリペプチドバイオマーカーを含む組成物であって、ポリペプチドバイオマ
ーカーのそれぞれが基材上の相異なる、指標となることのできる位置に固定される組成物
を提供する。一定の実施形態においては、複数のポリペプチドバイオマーカーはＧＦＡＰ
、Ｓ１００Ｂ、ＭＴ３、ＩＣＡＭ５、ＢＤＮＦおよび／またはＮＳＥを含む。他の実施形
態においては、複数のポリペプチドバイオマーカーは、ＮＲＧＮ、ＭＢＰ、ＰＡＤ－２、
チューブリンβ－４Ｂ鎖、チューブリンα－１Ｂ鎖、ＣＮＰアーゼ、ＰＰＩＡ、セプチン
－７、伸長因子１－α２、ＴＰＰＰ、ＴＰＰＰ３、エルミンアイソフォーム２、ＮＤＲＧ
２アイソフォーム２、ＡＳＴＮ１、ＢＡＩ３；ＣＮＤＰ１；ＥＲＭＩＮ；ＧＲＭ３；ＫＬ
Ｈ３２；ＭＡＧＥ２；ＮＲＧ３；ＯＭＧ；溶質輸送体ファミリー３９（亜鉛輸送体）；Ｒ
ＴＮ１；およびＰＡＤからなる群から選択される少なくとも１つのポリペプチドバイオマ
ーカーをさらに含む。
【００６０】
　抗体はその広汎な特性付けにより有用であるものの、上記のイムノアッセイにおける抗
体の代わりに、本発明のバイオマーカーと特異的に結合する他の任意の適当な試薬（例：
ペプチド、アプタマー、または低分子量有機分子など）が任意に用いられる。たとえば、
バイオマーカーおよび／または１つまたはそれ以上の、その分解生成物と特異的に結合す
るアプタマーを用いることもあるかもしれない。アプタマーは特定のリガンドと結合する
核酸ベースの分子である。特定の結合特異性を有するアプタマーを作成する方法は、米国
特許第５，４７５，０９６号；第５，６７０，６３７号；第５，６９６，２４９号；第５
，２７０，１６３号；第５，７０７，７９６号；第５，５９５，８７７号；第５，６６０
，９８５号；第５，５６７，５８８号；第５，６８３，８６７号；第５，６３７，４５９
号；第６，０１１，０２０号に詳述されるように既知である。
【００６１】
　具体的な実施形態においては、生体試料に対して実施する測定法は、生体試料を１つま
たはそれ以上の捕捉物質（例：抗体、ペプチド、アプタマーなど、その組み合わせ）と接
触させてバイオマーカー：捕捉物質複合体を形成させることを含むことができる。複合体
は、その後検出および／または定量される。その後、本願の記載に従い、検出／定量／測
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定されたバイオマーカーのレベルと、１つまたはそれ以上の参照対象の比較に基づき、対
象が脳損傷を有すると鑑別することができる。
【００６２】
　１つの実施形態においては、目的のバイオマーカーと特異的に結合する抗体などの第１
の、または捕捉結合物質は、適当な固相基材または担体上に固定される。次に、被験生体
試料を捕捉抗体と接触させ、所望の時間インキュベートする。次に、洗浄して遊離物質を
除去した後、バイオマーカー上の異なる重複しないエピトープと結合する第２の検出抗体
を用いて、ポリペプチドバイオマーカーと捕捉抗体の結合を検出する。検出抗体は、好ま
しくは、検出可能な構成部分と直接的または間接的にコンジュゲート化される。そのよう
な方法において使用することのできる検出可能な構成部分の例は、化学発光および発光物
質；フルオレセイン、ローダミンおよびエオシンなどの蛍光体；放射性同位元素；比色物
質；およびビオチンなどの酵素基質標識を含むが、これに限定されない。
【００６３】
　他の実施形態においては、測定法は競合的結合測定法であって、標識バイオマーカーを
標識検出抗体の代わりに使用し、かつ標識バイオマーカーと被験試料に存在する任意の非
標識バイオマーカーが捕捉抗体との結合について競合する測定法である。捕捉抗体と結合
するバイオマーカーの量は、検出された標識バイオマーカーの割合に基づいて判定される
。
【００６４】
　そのような測定法において有効に使用することのできる固相基材または担体は、当業者
に周知であり、またたとえば９６ウェルマイクロプレート、ガラス、紙、およびたとえば
ニトロセルロース、ナイロン、ポリフッ化ビニリデン、ポリエステル、酢酸セルロース、
混合セルロースエステルおよびポリカーボネートなどから構成される微孔質膜等を含む。
適切な微孔質膜は、たとえば米国特許出願第２０１０／００９３５５７Ａ１号に記載のも
のを含む。イムノアッセイの自動化のための方法は、当技術分野において周知であり、た
とえば米国特許第５，８８５，５３０号、第４，９８１，７８５号、第６，１５９，７５
０号および第５，３５８，６９１号に記載のものを含む。
【００６５】
　被験試料中の数種類の異なるポリペプチドバイオマーカーの存在は、マルチプレックス
ＥＬＩＳＡ等のマルチプレックスアッセイを用いて同時に検出することができる。マルチ
プレックスアッセイは高いスループット、試料の必要量が少ない、および幅広い濃度ダイ
ナミックレンジにわたって異なるタンパク質を検出する能力という利点を提供する。
【００６６】
　一定の実施形態においては、そのような方法はアレイであって、多数のバイオマーカー
に対して特異的な多数の結合物質（たとえば捕捉抗体）を膜などの基材に固定し、捕捉物
質のそれぞれが特定の事前に定める基材上の場所に位置するアレイを使用する。そのよう
なアレイを使用する測定法を実施するための方法は、たとえばその開示を本願に参照文献
として特に援用する、米国特許出願第２０１０／００９３５５７Ａ１号および第２０１０
／０１９０６５６Ａ１号に記載されたものなどを含む。
【００６７】
　たとえばフローサイトメトリー、化学発光、または電子化学発光技術などの利用に基づ
く、数種類の異なるフォーマットのマルチプレックアレイは、当技術分野において周知で
ある。フローサイトメトリーマルチプレックスアレイは、ビーズマルチプレックスアレイ
とも呼ばれ、いずれもフローサイトメトリーで識別可能なビーズセットを使用する、ＢＤ
バイオサイエンス（マサチューセッツ州ベッドフォード）のサイトメトリックビーズアレ
イ（ＣＢＡ）システム、およびルミネックス社（テキサス州オースチン）の多分析物プロ
ファイリング（ｘＭＡＰ．ＲＴＭ．）技術を含む。各ビーズセットは特異的捕捉抗体でコ
ーティングされる。蛍光またはストレプトアビジン標識検出抗体が、ビーズセット上に形
成された特異的捕捉抗体－バイオマーカー複合体と結合する。ビーズセットの差によって
多数のバイオマーカーを認識しかつ測定することが可能であり、フローサイトメトリー分
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析を用いて色素生成または蛍光発光が検出される。
【００６８】
　代替的なフォーマットにおいては、Ｑｕａｎｓｙｓ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ（ユタ州
ローガン）のマルチプレックスＥＬＩＳＡが、９６ウェルマイクロプレート上の同一ウェ
ル内の多数のスポットに、多数の特異的捕捉抗体をコーティングする（１抗体１スポット
）。次に、化学発光技術を用いて、プレート上の対応するスポットにおいて多数のバイオ
マーカーを検出する。
【００６９】
　（Ｂ．ポリメラーゼ連鎖反応による検出）
　一定の実施形態においては、本発明のバイオマーカーはポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ
）によって検出／測定／定量することができる。一定の実施形態においては、本発明は、
ＧＦＡＰ、Ｓ１００Ｂ、ＭＴ３、ＩＣＡＭ５、ＢＤＮＦおよび／またはＮＳＥを含む、本
願に記載の１つまたはそれ以上のバイオマーカーの定量を意図する。１つまたはそれ以上
のバイオマーカーは定量することが可能であり、また発現を参照レベルと比較することが
できる。バイオマーカーに応じて、参照と比較した過剰発現または発現低下が損傷を示す
。ＰＣＲは、定量型リアルタイムＰＣＲ（シングルプレックスとマルチプレックスの両者
）などの定量型ＰＣＲを含むことができる。具体的な実施形態において、定量段階は、定
量型リアルタイムＰＣＲを用いて進められる。当業者は、本願に記載の１つまたはそれ以
上のバイオマーカーと特異的に結合し、これを増幅するプライマーを、その公表された配
列を用いて設計することができる。
【００７０】
　より具体的な実施形態においては、対象から入手した生体試料に対して実施される測定
法は、生体試料から核酸を抽出することを含みうる。測定法は、本願に記載の１つまたそ
れ以上のバイオマーカーと特異的に結合する、１つまたはそれ以上のプライマーに核酸を
接触させ、プライマー：バイオマーカー複合体を形成することを、さらに含むことができ
る。測定法は、プライマー：バイオマーカー複合体を増幅する段階を、さらに含むことが
できる。その後増幅された複合体を検出／定量し、１つまたはそれ以上のバイオマーカー
の発現レベルを判定することができる。その後、本願の記載に従い、検出／定量／測定し
た本願に記載の１つまたはそれ以上のバイオマーカーのレベルと、１つまたはそれ以上の
参照対象との比較に基づき、対象が脳損傷を有すると鑑別することができる。対象は、そ
の後損傷の等級／程度に基づいて適切に治療することができる。測定法は、生体試料から
抽出されたｍＲＮＡに対して実施することができる。
【００７１】
　（Ｃ．質量分析法による検出）
　１つの実施形態においては、本発明のバイオマーカーは、気相イオンを検出する質量分
析器を使用する方法である質量分析法によって検出しうる。質量分析法の例は、飛行時間
型、磁気セクター、四極子フィルター、イオントラップ、イオンサイクロトロン共鳴、オ
ービトラップ、前述の混成または複合等である。
【００７２】
　具体的な実施形態においては、本発明のバイオマーカーは選択反応モニタリング（ＳＲ
Ｍ）質量分析技術を用いて検出される。選択反応モニタリング（ＳＲＭ）は、三重四極子
様機器上で実施され、かつ選択性を高める手段として衝突誘発解離を用いる、非スキャニ
ング質量分析技術である。ＳＲＭ実験においては、選択された前駆体イオンの特定のフラ
グメントイオンをモニタリングするために、静的質量フィルターとして、２台の質量分析
装置を用いる。選択した前駆体およびフラグメントイオンに関連付けた質量電荷比（ｍ／
ｚ）の数値の特定の対を「転移」と呼び、親ｍ／ｚ→フラグメントｍ／ｚ（例：６７３．
５→５３４．３）と記述することができる。一般的なＭＳベースプロテオミクスと異なり
、ＳＲＭ分析では質量スペクトルを記録しない。その代わり、検出器が、選択した転移と
適合するイオンの計数装置として働き、これにより経時的強度分布を返す。異なる前駆体
／フラグメント対間で迅速に切り替えることにより、クロマトグラフィーの時間スケール
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上の同じ実験内で、多重ＳＲＭ転移を測定することができる（時に多重反応モニタリング
、ＭＲＭと呼ばれる）。典型的には、三重四極子機器は一連の転移の周期を実施し、各転
移のシグナルを溶出時間の関数として記録する。方法は、所与の分析物について、多重転
移のクロマトグラフィーにおける共溶出をモニタリングすることにより、さらなる選択性
を考慮する。用語ＳＲＭ／ＭＲＭは、特定の前駆体イオンがフラグメント化した後に、当
該前駆体に特異的なフラグメントイオンに集中して、または全般的に衝突セル内でのフラ
グメント化が選択性を高めるための手段として用いられる実験において、ＭＳ２モードで
狭い質量範囲をスキャンする、三重四極子以外の質量分析計（例：捕捉装置）を用いた実
験を記載するためにも、時として用いられる。用語ＳＲＭおよびＭＲＭまたはＳＲＭ／Ｍ
ＲＭは、いずれも同じ質量分析計操作原理を意味するので、本願においては互換的に用い
ることができる。明確さを期すため、本文を通して用語ＭＲＭを用いるが、該用語はＳＲ
ＭおよびＭＲＭの両者、さらには任意の種類の質量分析計上で実施され、かつ／または、
たとえばＣＡＤ（衝突活性化解離（ＣＩＤまたは衝突誘導性解離とも呼ばれる）、ＨＣＤ
（高エネルギーＣＩＤ）、ＥＣＤ（電子捕獲解離）、ＰＤ（光解離）、またはＥＴＤ（電
子伝達解離）などの他の任意のフラグメント化法を用いてペプチドをフラグメント化する
、たとえば高選択性反応モニタリング、ｈＳＲＭ、ＬＣ－ＳＲＭまたは任意の他のＳＲＭ
／ＭＲＭ様またはＳＲＭ／ＭＲＭを模倣した手法などの、任意の類似した技術を含む。
【００７３】
　他の具体的な実施形態においては、質量分析法はマトリクス支援レーザー脱離／イオン
化飛行時間型（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳまたはＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ）を含む。他の実施
形態においては、方法はＭＡＬＤＩ－ＴＯＦタンデム質量分析法（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　
ＭＳ／ＭＳ）を含む。さらに他の実施形態において、質量分析法は、当業者が意図するこ
とのできる他の適切な方法と組み合わせることができる。たとえば、本願に記載するよう
に、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦは、トリプシン消化およびタンデム質量分析法と共に利用するこ
とができる。
【００７４】
　代替的実施形態においては、質量分析法は、たとえば米国特許６，２２５，０４７号お
よび第５，７１９，０６０に記載された表面増強レーザー脱離イオン化すなわち「ＳＥＬ
ＤＩ」を含む。簡単に説明すると、ＳＥＬＤＩは、分析物（本願においては１つまたはそ
れ以上のバイオマーカー）が、ＳＥＬＤＩ質量分析計プローブの表面に捕捉される脱離／
イオン化気相イオンスペクトル分析（例：質量分析）の方法を意味する。親和性捕捉質量
分析法（表面増強親和性捕捉（ＳＥＡＣ）とも呼ばれる）、およびプローブの表面に化学
結合したエネルギー吸収分子を含むプローブ（ＳＥＮＤプローブ）の使用を包含する表面
増強ニート脱離（ＳＥＮＤ）を含むが、これに限定されない、ＳＥＬＤＩのいくつかのバ
ージョンを利用することができる。他のＳＥＬＤＩ法は、表面増強感光性付着および放出
（ＳＥＰＡＲ）と呼ばれ、これは分析物と共有結合することのできる表面と結合する構成
部分であって、その後たとえばレーザー光などに露光した後に、該構成部分の感光性結合
の回裂によって分析物を放出することのできる表面と結合する構成部分を有するプローブ
の使用を包含する（米国特許第５，７１９，０６０号を参照）。ＳＥＰＡＲおよび他の形
態のＳＥＬＤＩは、本発明に準拠して、バイオマーカーまたはバイオマーカーパネルを検
出するよう、容易に適合化することができる。
【００７５】
　他の質量分析法においては、バイオマーカーは、バイオマーカーと結合するクロマトグ
ラフィー的特性を有するクロマトグラフィー樹脂上に、まず捕捉することができる。たと
えば、ＣＭ　Ｃｅｒａｍｉｃ　ＨｙｐｅｒＤ　Ｆ樹脂などの陽イオン交換樹脂上にバイオ
マーカーを捕捉し、樹脂を洗浄し、バイオマーカーを溶出し、ＭＡＬＤＩによって検出す
ることも可能である。代替的に、この方法に先立ち、陽イオン交換樹脂への適用前に陰イ
オン交換樹脂上で試料を分画化することも可能である。他の代替法においては、陰イオン
交換樹脂上で分画化してＭＡＬＤＩで直接検出することも可能である。さらに他の方法に
おいては、バイオマーカーを、バイオマーカーと結合する抗体を含む免疫クロマトグラフ
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ィー樹脂上で捕捉し、樹脂を洗浄して未結合の物質を除去し、樹脂よりバイオマーカーを
溶出し、さらに溶出したバイオマーカーをＭＡＬＤＩまたはＳＥＬＤＩで検出することも
可能である。
【００７６】
　（Ｄ．電気化学発光分析による検出）
　いくつかの実施形態においては、本発明のバイオマーカーはメソスケールディスカバリ
ー（メリーランド州ゲッサーズバーグ）によって開発されたエレクトロケミカルミネッセ
ント（電気化学発光）測定法によって検出しうる。電気化学発光検出は、電気化学的に刺
激されたときに発光する標識を用いる。刺激メカニズム（電気）はシグナル（光）からデ
カプリングするため、バックグラウンドシグナルは最小である。標識は安定で、非放射性
でありかつ簡便な結合化学特性の選択を提供する。約６２０ｎｍの光を発し、カラークエ
ンチングの問題を解消する。米国特許第７，４９７，９９７号；第７，４９１，５４０号
；第７，２８８，４１０号；第７，０３６，９４６号；第７，０５２，８６１号；第６，
９７７，７２２号；第６，９１９，１７３号；第６，６７３，５３３号；第６，４１３，
７８３号；第６，３６２，０１１号；第６，３１９，６７０号；第６，２０７，３６９号
；第６，１４０，０４５号；第６，０９０，５４５号；および第５，８６６，４３４号を
参照されたい。米国特許出願公開第２００９／０１７０１２１号；第２００９／００６３
３９号；第２００９／００６５３５７号；第２００６／０１７２３４０号；第２００６／
００１９３１９号；第２００５／０１４２０３３号；第２００５／００５２６４６号；第
２００４／００２２６７７号；第２００３／０１２４５７２号；第２００３／０１１３７
１３号；第２００３／０００３４６０号；第２００２／０１３７２３４号；第２００２／
００８６３３５号；および第２００１／００２１５３４号も参照されたい。
【００７７】
　（Ｅ．バイオマーカーを検出するその他の方法）
　本発明のバイオマーカーは、他の適当な方法で検出することができる。この目的のため
に用いることのできる検出パラダイムは、光学的方法、電気化学的方法（ボルタメトリー
法および電流滴定法）、原子間力顕微鏡、およびたとえば多極共鳴分光法などの高周波法
を含む。光学的方法の例示は、共焦点および非共焦点顕微鏡に加えて、蛍光、発光、化学
発光、吸光度、反射率、透過率、および複屈折または屈折率（例：表面プラスモン共鳴法
、偏光解析法、共振ミラー法、回折格子結合器導波管法または干渉法）である。
【００７８】
　さらに、試料はバイオチップによって分析してもよい。バイオチップは一般に固形基材
を含みかつ一般に平面状の表面を有し、そこに捕捉試薬（吸着剤またはアフィニティ試薬
とも呼ばれる）が結合する。バイオチップの表面は、それぞれがそこに結合する捕捉試薬
を有する、複数のアドレスを指定できる位置を含むことが多い。プロテインバイオチップ
は、ポリペプチドの捕捉に適合化されたバイオチップである。当技術分野では多くのプロ
テインバイオチップが記載されている。これらは、たとえばサイファージェンバイオシス
テムズ社（カリフォルニア州フリーモント）、インビトロジェン社（カリフォルニア州カ
ールズバッド）、アフィメトリクス社（カリフォルニア州フレモング）、Ｚｙｏｍｙｘ（
カリフォルニア州ヘイワード）、Ｒ＆Ｄシステムズ社（ミネソタ州ミネアポリス）、Ｂｉ
ａｃｏｒｅ（スウェーデン、ウプサラ）およびＰｒｏｃｏｇｎｉａ（英国、バークシャー
）によって製造されるプロテインバイオチップを含む。このようなプロテインバイオチッ
プの例は、以下の特許または公開特許明細書に記載されている：米国特許第６，５３７，
７４９号、米国特許第６，３２９，２０９号、米国特許第６，２２５，０４７号、米国特
許第５，２４２，８２８号、ＰＣＴ国際公開第００／５６９３４号、およびＰＣＴ国際公
開第０３／０４８７６８号。
【００７９】
　（ＩＩＩ．患者の脳損傷状態の判定）
　本発明は、脳損傷を診断し、患者が頭部ＣＴを必要としているか判定し、ＴＢＩ患者が
ＩＣＨを有する可能性があると鑑別し、かつ／または短期的および長期的な脳振盪後症状
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およびＴＢＩ後の障害を予測するためのバイオマーカーの使用に関する。簡潔さを期すた
めに、用語「脳損傷」は、本願を通して用いられることが理解されるが、本願に記載の方
法およびバイオマーカーは、神経変性を診断する状況において適用されることが理解され
る。より具体的には、本発明のバイオマーカーは、個人、対象または患者において、たと
えば脳損傷などを診断するためなどに、脳損傷または状態を判定、認定、および／または
評価するための診断検査において用いることができる。具体的な実施形態においては、脳
損傷状態は患者の脳損傷状態を判定すること、またはたとえば個人、対象または患者の脳
損傷を診断するためなどに、脳損傷状態を判定することを含むことができる。より具体的
には、脳損傷（例：無症候性または外傷性脳損傷）を診断する際に検出しようとするバイ
オマーカーはＧＦＡＰ、Ｓ１００Ｂ、ＭＴ３、ＩＣＡＭ５、ＢＤＮＦ、および／またはＮ
ＳＥを含むが、これに限定されない。関連技術分野において既知である他のバイオマーカ
ーを、本願に記載のバイオマーカーと組み合わせて用いうる。本発明は、非修飾および修
飾（例：シトルリン化または他の翻訳後修飾）タンパク質／ポリペプチド／ペプチドの両
者、さらには前述のいずれかに対する自己抗体の検出、測定、定量、判定などをさらに意
図し、患者の脳損傷を判定する。本願に記載の方法および組成物は、脳損傷を診断するた
めだけでなく、患者が頭部ＣＴを必要としているか判定し、ＴＢＩ患者がＩＣＨを有する
可能性があると鑑別し、かつ／または短期的および長期的な脳振盪後症状およびＴＢＩ後
の障害を予測することを含めて、損傷状態／病状にある他の脳を診断するために用いるこ
とができることが理解される。
【００８０】
　（Ｂ．バイオマーカーパネル）
　本発明のバイオマーカーは、患者の脳損傷状態を評価、判定、および／または認定（本
願では互換的に使用される）するための診断検査において用いることができる。語句「脳
損傷状態」は、脳損傷を有していないことを含めた、状態の任意の判別可能な発現を含む
。たとえば、脳損傷状態は、患者の脳損傷の有無、脳損傷を発症するリスク、脳損傷の病
期または重症度、脳損傷の進行（例：経時的な脳損傷の進行）、脳損傷の治療の有効性ま
たはこれに対する反応（例：治療後の脳損傷の臨床的経過観察および監視など）、患者が
頭部ＣＴを必要とするか、ＴＢＩ患者がＩＣＨを有する可能性があるか、および／または
短期的および長期的な脳振盪後症状およびＴＢＩ後障害を予測することを制限なく含む。
この状態に基づき、追加的な診断検査または治療手技またはレジメンを含むさらなる手順
を指示しうる。
【００８１】
　状態を正しく予測する診断検査の検出力は、一般に測定法の感度、測定法の特異度また
は受信者動作特性（「ＲＯＣ」）曲線下面積として測定される。感度は、検査によって陽
性であると予測された真陽性の百分率である一方、特異性は検査によって陰性であると予
測された真陰性の百分率である。ＲＯＣ曲線は、検査の感度を関数１－特異度として提供
する。ＲＯＣ曲線下面積が大きければ、検査の的中度がより強力になる。検査の有用性の
その他の有用な指標は陽性的中度および陰性的中度である。陽性的中度は、検査が陽性で
実際に陽性である者の百分率である。陰性的中度は、検査が陰性で実際に陰性である者の
百分率である。
【００８２】
　具体的な実施形態においては、本発明のバイオマーカーパネルは異なる脳損傷状態にお
いて少なくともｐ＜０．０５、ｐ＜１０－２、ｐ＜１０－３、ｐ＜１０－４またはｐ＜１
０－５の統計的差を示しうる。これらのバイオマーカーを用いる診断検査は、少なくとも
０．６、少なくとも０．７、少なくとも０．８または少なくとも０．９のＲＯＣを示しう
る。
【００８３】
　バイオマーカーは、ＵＩ（ＮＣまたは非脳損傷）と脳損傷において識別的に存在するこ
とができるので、脳損傷状態の判定を支援する際に有用である。一定の実施形態において
は、本願に記載の方法を用いて患者試料中のバイオマーカーを測定し、かつたとえば事前
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に定義するバイオマーカーレベル／比率などと比較し、かつ脳損傷状態と相関させる。具
体的な実施形態においては、測定値は、次に、脳損傷陽性状態を脳損傷陰性状態と識別す
る、関連する診断的量、カットオフ値、または多変量モデルスコアと比較することができ
る。診断的量は、その値を上回るかまたは下回るときに患者が特定の脳損傷状態を有する
と分類される、バイオマーカーの測定量を表す。たとえば、バイオマーカーが脳損傷時に
正常値と比較してアップレギュレートされる場合、診断的カットオフ値を上回る測定量が
脳損傷の診断を提供する。あるいは、バイオマーカーが脳損傷時にダウンレギュレートさ
れるとき、診断的カットオフ値にあるかまたはこれ以下の測定量が非脳損傷の診断を提供
する。当技術分野において十分に理解されているように、測定法で用いられる特定の診断
カットオフ値を調節することにより、診断医の選好に応じて診断測定法の感度または特異
度を高めることができる。具体的な実施形態においては、具体的な診断カットオフ値は、
たとえば種々の脳損傷状態を有する患者に由来する統計的に有意な数の試料でバイオマー
カーの量を測定し、所望の感度および特異度レベルに適合するようカットオフ値を選択す
ることなどによって決定することができる。
【００８４】
　他の実施形態においては、翻訳後修飾されたバイオマーカーの、対応する非修飾バイオ
マーカーに対する比率は、脳損傷状態の判定を支援する上で有用である。一定の実施形態
においては、バイオマーカーの比率は診断を示す。他の実施形態においては、バイオマー
カーの比率は、同じ試料中の他のバイオマーカーの比率、または対照または参照試料から
のバイオマーカーの比率の群と比較することができる。
【００８５】
　実際に、当業者が認識するように、検討中の診断的な問題を改善するために、２つまた
はそれ以上のバイオマーカーの測定値を用いる多くの方法がある。きわめて単純であるも
ののしばしば有効な手法においては、検討したマーカーのうち少なくとも１つについて試
料が陽性である場合、結果は陽性であると推測される。
【００８６】
　さらに、一定の実施形態においては、バイオマーカーパネルのマーカーについて測定し
た数値を数学的に組み合わせ、さらに組み合わせた数値を背景にある診断的問題と相関さ
せる。バイオマーカーの数値は、任意の適切な最新の数学的方法によって組み合わせるこ
とができる。マーカーの複合値を疾患状態と相関させる周知の数学的方法は、判別分析（
ＤＡ）（例：線形、二次、正則化ＤＡ）、判別関数分析（ＤＦＡ）、カーネル法（例：Ｓ
ＶＭ）、多次元尺度構成法（ＭＤＳ）、ノンパラメトリック法（例：ｋ－ニアレストネイ
バー分類法）、ＰＬＳ（部分最小二乗法）、決定木法（例：論理回帰、ＣＡＲＴ、ランダ
ムフォレスト法、ブースティング／バッギング法）、一般化線型モデル（例：ロジスティ
ック回帰）、主成分法（例：ＳＩＭＣＡ）、一般化加法モデル、ファジー論理法、ニュー
ラルネットワークおよび遺伝的アルゴリズム法のような方法を使用する。当業者は、本発
明のバイオマーカー複合値を評価する適切な方法を問題なく選択するであろう。１つの実
施形態においては、たとえば脳損傷を診断するためなどに本発明のバイオマーカー複合値
を相関させる際に用いられる方法は、ＤＡ（例：線形、二次、正則化判別分析）、ＤＦＡ
、カーネル法（例：ＳＶＭ）、ＭＤＳ、ノンパラメトリック法（例：ｋ－ニアレストネイ
バー分類法）、ＰＬＳ（部分最小二乗法）、決定木法（例：論理回帰、ＣＡＲＴ、ランダ
ムフォレスト法、ブースティング法）、または一般化線型モデル（例：ロジスティック回
帰）、および主成分分析から選択される。これらの統計学的方法に関する詳細は以下の参
照文献で確認される：Ruczinski他、12 J. OF COMPUTATIONAL AND GRAPHICAL STATISTICS
 475-511 (2003)；Friedman, J. H., 84 J. OF THE AMERICAN STATISTICAL ASSOCIATION 
165-75 (1989) ；Hastie, Trevor, Tibshirani, Robert, Friedman, Jerome『統計的学習
の要素―Springer統計学シリーズ』 (2001) ；Breiman, L., Friedman, J. H., Olshen, 
R. A., Stone, C. J. 『分類および回帰木』California: Wadsworth (1984)；Breiman, L
., 45 MACHINE LEARNING 5-32 (2001); Pepe, M. S.,『分類および予測のための医学的検
査の統計学的評価、オックスフォード統計科学シリーズ28』 (2003) ；およびDuda, R. O
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., Hart, P. E., Stork, D. G.,『パターン分類』（第2版）Wiley Interscience (2001) 
。
【００８７】
　（Ｃ．脳損傷発症リスクの判定）
　具体的な実施形態においては、本発明は患者が脳損傷を発症するリスクを判定するため
の方法を提供する。バイオマーカーの百分率、比率、量またはパターンは、たとえば高、
中、または低などの多様なリスク状態の特徴である。脳損傷を発症するリスクは、関連バ
イオマーカーを測定し、その後それらを分類アルゴリズムに投入するか、または参照値、
すなわち特定のリスクレベルと関連する事前に定義するバイオマーカーのレベルまたはパ
ターンと比較することによって判定する。
【００８８】
　（Ｄ．脳損傷の重症度の判定）
　他の実施形態においては、本発明は患者の脳損傷の重症度を判定するための方法を提供
する。脳損傷の各等級または病期は、特徴的なバイオマーカーのレベルまたはバイオマー
カー群の相対的レベル／比率（パターンまたは比率）を有する可能性がある。脳損傷の重
症度は、関連バイオマーカーを測定し、その後それらを分類アルゴリズムに投入するか、
または参照値、すなわち特定の病期と関連する事前に定義するバイオマーカーのレベルま
たはパターンと比較することによって判定する。
【００８９】
　（Ｅ．脳損傷の予後の判定）
　１つの実施形態においては、本発明は患者の脳損傷の経過を判定するための方法を提供
する。脳損傷の経過は、脳損傷の進行（悪化）および脳損傷の後退（改善）を含む、脳損
傷状態の経時的変化を指す。時間と共に、バイオマーカーの量または相対的な量（例：パ
ターンまたは比率）は変化する。たとえば、バイオマーカー「Ｘ」が脳損傷に伴って増加
することがある一方で、バイオマーカー「Ｙ」が脳損傷に伴って減少することもある。し
たがって、脳損傷または非脳損傷に向かうこれらのバイオマーカーの経時的な増加または
減少の傾向は、状態の経過を示す。このため、本方法は、患者の１つまたはそれ以上のバ
イオマーカーのレベルを、たとえば１回目および２回目などの少なくとも２つの測定時に
測定し、かつ変化があれば比較することを包含する。脳損傷の経過はこれらの比較に基づ
いて判定する。
【００９０】
　（Ｆ．患者の管理）
　脳損傷状態を認定する方法の一定の実施形態においては、方法は状態に基づいて患者の
治療を管理することをさらに含む。そのような管理は、脳損傷状態を判定することに続く
医師または臨床医の措置を含む。たとえば、医師が脳損傷の診断を下す場合、その後に一
定のモニタリング法を実施するであろう。本発明の方法を用いた脳損傷の経過の評価は、
その後一定の脳損傷治療レジメンを必要とすることもある。あるいは、非脳損傷の診断の
後で、患者が罹患しているおそれのある具体的な疾患を判定するために、さらなる検査を
行うこともある。また、診断検査の結果が脳損傷状態に関する結論に至らない場合は、さ
らなる検査を要請することもある。
【００９１】
　（Ｇ．医薬品の治療効果の判定）
　他の実施形態においては、本発明は医薬品の治療効果を判定するための方法を提供する
。これらの方法は、薬剤の臨床試験を実施する際、および薬剤を使用している患者の進行
をモニタリングする際に有用である。治療法または臨床試験は、薬剤を特定のレジメンで
投与することを包含する。レジメンは、薬剤の１回投与または薬剤の経時的複数回投与を
包含しうる。医師または臨床研究者は、患者または被験者に対する薬剤の効果を、投与の
過程に渡ってモニタリングする。薬剤が病状に対して薬理学的影響を有する場合、本発明
の１つまたはそれ以上のバイオマーカーの量または相対量（例：パターン、プロフィール
または比率）は、非脳損傷プロフィールに向かって変化しうる。したがって、投与クール



(24) JP 6980291 B2 2021.12.15

10

20

30

40

50

中、患者における１つまたはそれ以上のバイオマーカーの経過を追跡することができる。
これにより、本方法は薬物療法を受ける患者の１つまたはそれ以上のバイオマーカーを測
定すること、およびバイオマーカーレベル／比率を患者の脳損傷状態と（例：種々の脳損
傷状態に対応する事前に定義するバイオマーカーのレベル／比率との比較により）相関さ
せることを包含する。本方法の１つの実施形態は、たとえば１回目および２回目など、薬
物療法クール中の少なくとも２つの異なる測定時について、１つまたはそれ以上のバイオ
マーカーのレベル／比率を判定し、かつバイオマーカーのレベル／比率に変化があれば、
これを比較することを包含する。たとえば、１つまたはそれ以上のバイオマーカーのレベ
ル／比率は薬剤の投与の前後、または薬剤投与中の異なる２つの測定時に測定することが
できる。治療法の効果はこれらの比較に基づいて判定する。治療が有効である場合には、
１つまたはそれ以上のバイオマーカーのレベル／比率は正常に向かう傾向を示す一方、治
療が無効である場合には、１つまたはそれ以上のバイオマーカーレベル／比率は脳損傷に
向かう傾向を示すであろう。
【００９２】
　（Ｈ．脳損傷状態を認定するための分類アルゴリズムの生成）
　一部の実施形態においては、「既知の試料」などの試料を用いて生成したデータを、そ
の後で分類モデルを「トレーニング」するために用いることができる。「既知の試料」と
は事前に分類された試料である。分類モデルを形成するために用いるデータは「トレーニ
ングデータセット」と呼ぶことができる。分類モデルを形成するために用いるトレーニン
グデータセットは、生データを含むこともあれば、または事前に処理したデータを含むこ
ともある。分類モデルは、一旦トレーニングすれば未知の試料を用いて生成したデータに
おけるパターンを認識することができる。分類モデルは、その後未知の試料を階級に分類
するために用いることができる。これは、たとえば特定の生体試料が一定の生物学的状態
（例：疾患対非疾患）と関連するか否か予測する際などに有用となることがある。
【００９３】
　分類モデルは、データ中に存在する客観的パラメーターに基づいてデータの本体を階級
に区分することを試みる、任意の適当な統計学的分類または学習法を用いて形成すること
ができる。分類法は教師付きであることも、または教師なしであることもある。教師付き
分類および教師なし分類のプロセスの例は、その教示を参照文献として本願に援用するJa
in, “Statistical Pattern Recognition: A Review”, IEEE Transactions on Pattern 
Analysis and Machine Intelligence, Vol. 22, No. 1, January 2000に記載されている
。
【００９４】
　教師付き分類においては、既知のカテゴリーの例を含むトレーニングデータが学習メカ
ニズムに提示され、この学習メカニズムが既知の階級をそれぞれ定義する１つまたはそれ
以上の関係群を学習する。その後新規データを学習メカニズムに適用すると、学習メカニ
ズムは学習した関係を用いて新規データを分類する。教師付き分類プロセスの例は、線形
回帰プロセス（例：多重線形回帰（ＭＬＲ）、部分最小二乗（ＰＳＬ）回帰および主成分
回帰（ＰＣＲ））、二分決定木（例：ＣＡＲＴなどの帰納的分配プロセス）、バックプロ
パゲーションネットワークなどのアーティフィシャルニューラルネットワーク、判別分析
（例：ベイズ分類またはフィッシャー分析）、ロジスティック分類、およびサポートベク
ター分類（サポートベクターマシン）を含む。
【００９５】
　他の教師付き分類法は帰納的分配プロセスである。機能的分配プロセスは、未知の試料
から派生したデータを分類するために帰納的分配木を用いる。帰納的分配プロセスについ
てのさらなる詳細はPaulse他の米国特許出願第２００２／０１３８２０８（Ａ１）号「質
量スペクトルを分析するための方法」に提供される。
【００９６】
　他の実施形態においては、作製される分類モデルは教師なし学習法によって形成するこ
とができる。教師なし分類では、そこからトレーニングデータセットが派生したスペクト
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ルを事前に分類することなく、トレーニングデータセット中の類似性に基づいて分類の学
習を試みる。教師なし学習モデルはクラスター分析を含む。クラスター分析は、そのメン
バーが理想的には互いに非常に類似し、かつ他のクラスターのメンバーとは非常に異なっ
ていなければならない「クラスター」または群へのデータの分割を試みる。次に、データ
項目間の距離を測定し、かつ互いにより近いデータ項目を合わせてクラスター化する、何
らかの距離測定法を用いて類似性を測定する。クラスター化法はMacQueenのＫ－平均アル
ゴリズムおよびKohonenの自己組織化マップアルゴリズムを含む。
【００９７】
　生物学的情報を分類する際の使用を目的として主張された学習アルゴリズムは、たとえ
ばＰＣＴ国際出願公開第０１／３１５８０号（Barnhill他、「生物学的システムにおける
パターンを特定するための方法および装置およびその使用方法」）、米国特許出願公開第
２００２／０１９３９５０号（Gavin他、「方法または質量スペクトルを分析すること」
）、米国特許出願公開第２００３／０００４４０２号（Hitt他、「生物学的データからの
隠れたパターンに基づく生物学的状態間を識別するためのプロセス」）、および米国特許
出願公開第２００３／００５５６１５号（ZhangおよびZhang、「生物学的発現データを処
理するためのシステムおよび方法」）などに記載されている。
【００９８】
　分類モデルは、任意の適当なデジタルコンピューター上で形成し、かつ使用することが
できる。適当なデジタルコンピューターは、Ｕｎｉｘ、Ｗｉｎｄｏｗｓ（登録商標）また
はＬｉｎｕｘ（登録商標）ベースのオペレーティングシステムなどの任意の標準的なまた
は専用のオペレーティングシステムを用いたマイクロ、ミニまたは大型コンピューターを
含む。質量分析計を利用する実施形態においては、使用するデジタルコンピューターは、
目的のスペクトルを生成するために用いる質量分析計と物理的に分離していることもあれ
ば、または質量分析計と接続していることもある。
【００９９】
　本発明の実施形態に従ったトレーニングデータセットおよび分類モデルは、デジタルコ
ンピューターによって実行または使用されるコンピューターコードによって具現すること
ができる。コンピューターコードは、光学または磁気ディスク、スティック、テープなど
の任意の適当なコンピューター読み取り可能メディアに保存することができ、かつＲ、Ｃ
、Ｃ＋＋、ｖｉｓｕａｌ　ｂａｓｉｃなどを含む、任意の適当なコンピュータープログラ
ミング言語で記述することができる。
【０１００】
　上記の学習アルゴリズムは、すでに発見されたバイオマーカーのための分類アルゴリズ
ムを開発するため、および新規バイオマーカーバイオマーカーを確認するためのいずれに
も有用である。一方、分類アルゴリズムの方は、単独でまたは組み合わせて用いられるバ
イオマーカーのための診断値（例：カットオフポイント）を提供することにより、診断検
査のための基盤を形成する。
【０１０１】
　（ＩＶ．脳損傷バイオマーカーの検出のためのキット）
　他の態様においては、本発明は脳損傷状態を認定するためのキットであって、該キット
が本願に記載するバイオマーカーを検出するために用いられるキットを提供する。具体的
な実施形態においては、キットはＧＦＡＰ、Ｓ１００Ｂ、ＭＴ３、ＩＣＡＭ５、ＢＤＮＦ
および／またはＮＳＥを含むがこれに限定されない、本発明のバイオマーカーに対する抗
体を含む、ＥＬＩＳＡキットとして提供される。
【０１０２】
　ＥＬＩＳＡキットは、その上にバイオマーカー捕捉試薬が結合しているチップ、マイク
ロプレート（例：９６ウェルプレート）、ビーズ、または樹脂などの固形支持体を含みう
る。キットは、抗体などのバイオマーカーを検出するための手段、およびセイヨウワサビ
ペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）コンジュゲート抗ウサギＩｇＧヤギ抗体などの二次抗体－シ
グナル複合体およびＨＲＰの基質としてテトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）をさらに含み



(26) JP 6980291 B2 2021.12.15

10

20

30

40

50

うる。
【０１０３】
　脳損傷状態を認定するためのキットは、その上に抗体が固定されている膜、およびたと
えば金粒子結合抗体などのような検出するための手段を含む、免疫クロマトグラフィスト
リップであって、膜がＮＣ膜およびＰＶＤＦ膜を含む免疫クロマトグラフィストリップと
して、提供することができる。キットは、試料アプリケーションパッド、グラスファイバ
ーフィルター上に一時的に固定された金粒子結合抗体、その上に抗体バンドおよび二次抗
体バンドが固定されたニトロセルロース膜、および吸着剤パッドが、血清の連続的毛管流
を維持するよう、その上に連続的な様式で配置されたプラスチックプレートを含むことが
できる。
【０１０４】
　一定の実施形態においては、患者由来の血液または血清をキットに加えること、および
抗体とコンジュゲート化した関連バイオマーカーを検出することによって、具体的には（
ｉ）患者から血液または血清を採取する段階；（ｉｉ）患者の血液から血清を分離する段
階；（ｉｉｉ）患者由来の血清を診断キットに添加する段階；および、（ｉｖ）抗体とコ
ンジュゲート化したバイオマーカーを検出する段階を含む方法によって、患者を診断する
ことができる。この方法においては、抗体は患者の血液と接触させられる。試料中にバイ
オマーカーが存在すれば、抗体は試料、またはその一部分と結合するであろう。他のキッ
トまたは診断の実施形態においては、患者より血液または血清を採取する必要はない（す
なわち、それはすでに採取されている）。さらに他の実施形態においては、試料は組織試
料または臨床試料を含んでもよい。
【０１０５】
　キットは、捕捉試薬と洗浄液の組み合わせにより、固形支持体上にバイオマーカーを捕
捉し、続いてたとえば抗体または質量分析などにより検出することが可能となる、洗浄液
または洗浄液を作製するための指示も含むことができる。さらなる実施形態においては、
キットは適切な操作パラメーターについての指示を、ラベルまたは別添の説明書の形態で
含むことができる。指示は、たとえば試料の採取方法、プローブの洗浄方法または具体的
な検出すべきバイオマーカーなどについての情報を、消費者に与えることもある。さらに
他の実施形態においては、キットは、較正用標準物質として使用するために、バイオマー
カー試料の入った１つまたはそれ以上の容器を含むことができる。
【０１０６】
　他の具体的な実施形態においては、キットは、本願に記載の１つまたはそれ以上の核酸
バイオマーカーと特異的に結合するプライマーを含む、ＰＣＲキットとして提供される。
当業者は、ＧＦＡＰ、Ｓ１００Ｂ、ＭＴ３、ＩＣＡＭ５、ＢＤＮＦおよび／またはＮＳＥ
を含む、本願に記載の標的バイオマーカーと特異的に結合し、これを増幅するプライマー
を設計することができる。キットは、基材およびＰＣＲ（例：定量的リアルタイムＰＣＲ
）を実施するために必要な他の試薬をさらに含むことができる。キットは、シングルプレ
ックスまたはマルチプレックスＰＣＲを実施するよう構成することができる。キットは、
ＰＣＲ反応を遂行するための指示を、さらに含むことができる。具体的な実施形態におい
ては、対象から入手した生体試料を操作して核酸を抽出することもある。さらなる実施形
態においては、核酸を標的バイオマーカーと特異的に結合するプライマーと接触させてプ
ライマー：バイオマーカー複合体を形成させることができる。複合体は、その後増幅およ
び検出／定量／測定され、１つまたはそれ以上のバイオマーカーのレベルを判定すること
ができる。その後、測定した１つまたはそれ以上のバイオマーカーのレベルと１つまたは
それ以上の参照対象との比較に基づき、対象が脳損傷を有すると鑑別することができる。
【０１０７】
　当業者は、さらに手を加えることなく、前述の記載を用いて本発明を最も完全な程度ま
で利用できると考えられる。以下の実施例は例示的であるに過ぎず、いかなる様式であっ
ても残る開示を制限していない。
【０１０８】
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　（実施例）
　以下の実施例は、当業者に対し、本願に記載および主張される化合物、組成物、物品、
機器、および／または方法をどのように作製および評価するかについて、完全な開示およ
び記載を提供するために提示され、かつ純粋に例示的であることを意図し、かつ発明者が
その発明と見なすものの範囲を限定することを意図していない。数値（例：量、温度など
）については正確さを確保するよう努力しているが、本願では一部の誤りまたは逸脱を説
明すべきである。特に指示しない場合、部は重量部であり、温度はセルシウス温度または
環境温度であり、かつ圧力は大気圧またはその付近である。所望のプロセスより得られる
生成物の純度および収率を最適化するために用いることのできる、たとえば成分濃度、所
望の溶媒、溶媒混合物、温度、圧力およびその他の反応範囲および条件などのような、数
多くの変法および反応条件の組み合わせがある。このようなプロセス条件を最適化するた
めには、合理的かつ常用的な実験法のみが必要であろう。
【０１０９】
　マルチバイオマーカー法を用いて、我々は脳損傷バイオマーカーおよび／またはその変
異体の特定の組み合わせが、脳内出血を予測する上で単独のバイオマーカーよりも優れて
いることを確認した。さらに、ＢＤＮＦは持続性の脳振盪症状を優れた診断精度で予測す
る。同様に、ＧＦＡＰは、標準的な検査である頭部ＣＴと同等か、またはより優れた精度
で短期的障害を予測する。脳振盪に伴って血流中ＢＤＮＦのレベルが低下するので、ＢＤ
ＮＦは脳振盪、または競技または職務への復帰のバイオマーカーの役割を果たすことも可
能である。ＢＤＮＦは必須神経栄養因子であるので、ＢＤＮＦまたはＢＤＮＦ受容体アナ
ログは、ＴＢＩおよび他の脳損傷または疾患（細胞死または外傷がある場合）における治
療の可能性を有する。
【実施例１】
【０１１０】
　（急性外傷性脳損傷（ＴＢＤ）に対する受診時のタンパク質バイオマーカーパネルの使
用）
　急性頭蓋内病態を診断するための頭部コンピューター断層撮影（ＣＴ）スキャンを撮影
する前の、スクリーニング検査として用いられる、タンパク質バイオマーカーおよびその
変異体（タンパク質スプライシング変異体（アイソフォーム）、多形、および分解、およ
びシトルリン化、リン酸化、アセチル化、メチル化などを含むがこれに限定されないその
他の翻訳後修飾）の組み合わせは、回避可能な頭部ＣＴスキャンを安全に減少させること
ができるであろう。
【０１１１】
　（材料と方法）
　（試験デザイン）
　症例対照。
【０１１２】
　（被験集団）
　ＴＢＩ症例：症例は、来院より２４時間以内に発生した頭部の鈍的外傷を呈し、ジョン
ズホプキンス病院救急科（ＥＤ）を受診した連続成人患者（１８歳またはそれ以上）で、
頭部ＣＴスキャンを撮影したところ急性外傷性頭蓋内出血が証明され、さらに臨床生化学
検査室で余剰の血清検体が入手できた患者であった。過去に脳手術または脳腫瘍のあった
患者は除外した。
【０１１３】
　ＴＢＩ対照：ＴＢＩ対照は、ＥＤ評価の一環として頭部ＣＴスキャンを実施する必要が
あるとするのに十分な重大な頭部鈍的外傷を受け、受傷より５日以内にジョンズホプキン
ス病院ＥＤを受診したものの、頭蓋内出血のなかった（すなわち脳振盪のみの）連続成人
患者（１８歳またはそれ以上）であった。さらに、臨床生化学試験室で余剰の血清検体が
入手できた場合に、患者を対照として含めた。
【０１１４】
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　非ＴＢＩ対照：ジョンズホプキンス救急科を受診した成人患者（１８歳またはそれ以上
）で、急性冠動脈症候群について評価を受け、最終的に心疾患がないと診断されて退院、
帰宅した患者。これらの患者には、急性外傷または巣状神経欠損がなかった。この集団に
対してはＣＴスキャンを実施しなかった。さらに対照患者は、研究を目的とした血液検体
の採取について、書面によるインフォームド・コンセントを提供した。
【０１１５】
　（採血のタイミング）
　血清試料は救急科来院時に採取した。
【０１１６】
　（バイオマーカー分析）
　Ｅｖｅｒｅｔｔ博士の研究室で開発したＧＦＡＰ（グリア線維性酸性タンパク質）、Ｉ
ＣＡＭ５（細胞内接着分子５）、Ｓ１００Ｂ、ＭＴ３（メタロチオネイン３）、神経特異
性エノラーゼ（ＮＳＥ）およびＢＤＮＦ（脳由来神経栄養因子）に対する高感度ＥＬＩＳ
Ａ測定法を用いた。ＧＦＡＰ、ＩＣＡＭ５、Ｓ１００Ｂ、ＮＳＥおよびＢＤＮＦに対する
タンパク質標品は市販のものを用い、ＭＴ３についてはジョンズホプキンス大学のＥｖｅ
ｒｅｔｔ博士の研究室で開発されたものを用いた。
【０１１７】
　（結果）
　ＴＢＩ症例１３例、ＴＢＩ参照３１例、および非ＴＢＩ対照１９６例について、入院時
に採取した初回血液をＥＬＩＳＡにより分析した。結果より、ＴＢＩ群（ＩＣＨおよび非
ＩＣＨ）において、ＧＦＡＰ（図１）およびＩＣＡＭ５（図３）のいずれも、Ｓ１００Ｂ
（図４）、ＭＴ３（図６）およびＢＤＮＦ（図２）と比較して、有意に上昇することが証
明された。ＧＦＡＰ単独は非ＩＣＨからＩＣＨを予測する能力が最も高かった（図１）。
我々は、以下のバイオマーカーの組み合わせによって、頭蓋内出血（ＩＣＨ）を有するＴ
ＢＩおよびＴＢＩ対照で撮影したＣＴスキャンの結果に基づき、すべてのＩＣＨを有する
ＴＢＩ症例を鑑別できること、すなわちＩＣＨに対する１００％の感度を確認した（表１
）：
●　ＧＦＡＰおよびＳ１００Ｂ
●　ＧＦＡＰおよびＮＳＥ
●　ＧＦＡＰ、ＩＣＡＭ５およびＳ１００Ｂ
●　ＧＦＡＰ、ＩＣＡＭ５およびＭＴ３
●　ＧＦＡＰ、ＭＴ３およびＩＣＡＭ５
●　ＧＦＡＰ、ＮＳＥおよびＳ１００Ｂ
●　ＧＦＡＰ、ＩＣＡＭ５、ＭＴ３およびＳ１００Ｂ
【０１１８】
　さらに、これらのバイオマーカーの組み合わせを頭部ＣＴ撮影前にＩＣＨのスクリーニ
ング試験として用いることにより、急性頭蓋内所見のない頭部ＣＴスキャンの３０～５０
％が回避されるであろう（表１）。
【０１１９】
　（表１：軽度外傷性脳損傷患者において頭蓋内出血と非頭蓋内出血を識別するための相
異なるバイオマーカーパネルの診断精度）
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【表１】

【０１２０】
　定義：カットオフは、ＧＦＡＰ：ＧＦＡＰ＞０．０４ｎｇ／ｍＬ；ＩＣＡＭ５：ＩＣＡ
Ｍ５＞１７ｎｇ／ｍＬ；Ｓ１００Ｂ：Ｓ１００Ｂ＞２ｎｇ／ｍＬ、ＭＴ３：ＭＴ３＞０．
９５ｎｇ／ｍＬ；ＢＤＮＦ：ＢＤＮＦ＜３０ｎｇ／ｍＬ；ＮＳＥ：ＮＳＥ＜７１ｎｇ／ｍ
Ｌについてであった。
【０１２１】
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　ロジスティック回帰モデル（表２）：モデルにおいてカットオフは用いなかった。厳密
なバイオマーカーレベルをモデルに入力して頭蓋内出血を有する確率を生成する。頭蓋内
出血の確率が高いとみなされる場合、確率≧０．２１５。
【０１２２】
　（表２：頭蓋内出血の確率についてのバイオマーカーロジスティック回帰モデル）
【表２】

【０１２３】
　（結論）
　ＴＢＩにおける頭蓋内出血を評価するために、頭部ＣＴを撮影する前にスクリーニング
検査として用いるとき、以下のタンパク質およびその変異体の組み合わせ（タンパク質ス
プライシング変異体［アイソフォーム］、多形、および分解およびシトルリン化、リン酸
化、アセチル化、メチル化などを含むがこれに限定されないその他の翻訳後修飾型を含む
バイオマーカーの変異体を含む：ＧＦＡＰおよび／またはＳ１００Ｂ；ＧＦＡＰおよび／
またはＮＳＥ；ＧＦＡＰおよび／またはＩＣＡＭ５および／またはＳ１００Ｂ；ＧＦＡＰ
および／またはＩＣＡＭ５および／またはＭＴ３；ＧＦＡＰおよび／またはＭＴ３および
／またはＩＣＡＭ５；ＧＦＡＰおよび／またはＮＳＥおよび／またはＳ１００Ｂ；ＧＦＡ
Ｐおよび／またはＩＣＡＭ５および／またはＭＴ３および／またはＳ１００Ｂは、いかな
る頭蓋内出血患者も見過ごすことなく、回避可能な頭部ＣＴスキャンを安全に減少させる
であろう。
【実施例２】
【０１２４】
　（受診時の脳由来神経栄養因子（ＢＤＮＦ）およびその変異体は外傷性脳損傷（ＴＢＩ
）患者と非ＴＢＩ患者を識別する）
　受診時の脳由来神経栄養因子（ＢＤＮＦ）およびその変異体（そのスプライシング変異
体（アイソフォーム）、多形、プロホルモン、活性型、プロホルモン不活性型開裂フラグ
メント、および分解およびシトルリン化、リン酸化、アセチル化、メチル化などを含むが
これに限定されないその他の翻訳後修飾、さらにはＢＤＮＦ受容体）は、外傷性脳損傷患
者（ＴＢＩ）と非ＴＢＩ患者を識別する。さらに、ＢＤＮＦ、その変異体または受容体は
ＴＢＩの治療において治療的に用いることも可能である。
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【０１２５】
　（材料と方法）
　（試験デザイン）
　症例対象研究。
【０１２６】
　（被験集団）
　ＴＢＩ症例：来院より２４時間前以内に発生した頭部の鈍的外傷により、ジョンズホプ
キンス病院救急科（ＥＤ）を受診した成人患者（１８歳またはそれ以上）であって、ＥＤ
医師によって、頭部コンピューター断層撮影（ＣＴ）スキャンを撮影して頭蓋内出血を評
価するのに十分なほど重大な外傷をするとみなされた患者。そしてさらに臨床的目的で採
血を受け、かつ臨床生化学検査室で余剰の血清検体が入手できた症例を含めた。
【０１２７】
　非外傷対照：ジョンズホプキンス大学ＥＤを受診した成人患者（１８歳またはそれ以上
）で、急性冠動脈症候群の評価を受け、最終的に心疾患がないと診断されて退院、帰宅し
た患者。これらの患者には、急性外傷または巣状神経欠損がなかった。頭部ＣＴスキャン
は実施しなかった。さらに、対照患者は、研究を目的とした血液検体の採取について、書
面によるインフォームド・コンセントを提供した。
【０１２８】
　（採血のタイミング）
　血清試料はＥＤ来院時に採取した。
【０１２９】
　（バイオマーカー分析）
　Ｅｖｅｒｅｔｔ博士の研究室でＢＤＮＦ（脳由来神経栄養因子）のために開発された高
感度ＥＬＩＳＡ分析法を用いた。ＢＤＮＦ用タンパク質標品は市販品を入手した。
【０１３０】
　（結果）
　症例は計４４例（ＣＴスキャンに基づく頭蓋内出血１３例および非頭蓋内出血３１例）
、対照は１９６例であった。症例におけるＢＤＮＦ中央値は２４．１（ＩＱＲ：１５．６
～２９．６）ｎｇ／ｍＬであり、対照におけるＢＤＮＦ中央値は５５．９（ＩＱＲ：３９
．３～７６．８）であった。ＢＤＮＦが１ｎｇ／ｍＬ変化する毎に、ＴＢＩを有するオッ
ズ比は１３％低下する（ＯＲ：０．８７［９５％ＣＩ：０．８３～０．９１］）。ＢＤＮ
ＦはＡＵＣ　０．９３でＴＢＩ症例と非外傷対照を識別することができた。ＢＤＮＦはＩ
ＣＨと非ＩＣＨを識別しなかった。
【０１３１】
　（要約）
　ＢＤＮＦレベルはＴＢＩを有する者とＴＢＩのない者を識別することができる。ＴＢＩ
を有しかつ頭蓋内出血のない患者は脳振盪を有するので、ＢＤＮＦレベルの低下を用いて
重大な脳振盪を有する者を鑑別することも可能である。これは、スポーツにおいて、選手
が重大な脳振盪を有するか（すぐに競技に復帰してはならない）否か（すぐに競技に復帰
してよい）判定するために、ＢＤＮＦを用いうるような診断においてだけでなく、職務復
帰についても幅広い適用可能性を有する。さらに、ＢＤＮＦ、その変異体または受容体は
ＴＢＩの治療において治療的に用いることも可能である。
【実施例３】
【０１３２】
　（受診時に測定された血清中のグリア線維性酸性タンパク質（ＧＦＡＰ）濃度と脳由来
神経栄養因子（ＢＤＮＦ）濃度の組み合わせは、短期的および長期的脳振盪後症状および
障害の予測の改善をもたらす）
　（材料と方法）
　（試験デザイン）
　予測的コホート研究。
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　（被験集団）
　ＴＢＩ症例：症例は、来院より２４時間以内に発生した頭部の鈍的外傷により、ジョン
ズホプキンス病院救急科（ＥＤ）を受診した連続成人患者（１８歳またはそれ以上）で、
頭部コンピューター断層撮影ＣＴスキャンを撮影したところ急性外傷性頭蓋内出血が証明
され、さらに臨床生化学検査室で余剰の血清検体が入手できた患者であった。患者が過去
に脳に対する外科的処置または脳腫瘍を有していた場合は除外した。
【０１３４】
　ＴＢＩ対照：ＴＢＩ対照は、ＥＤ評価の一環として、頭部ＣＴスキャンを実施する必要
があるとするのに十分な重大な頭部鈍的外傷を受け、受傷より５日以内にＥＤを受診し、
頭蓋内出血について陰性と解釈された連続成人患者（１８歳またはそれ以上）であった。
さらに、臨床生化学試験室で余剰の血清検体が入手できた場合に、患者を対照として含め
た。
【０１３５】
　（採血のタイミング）
　血清試料は救急科来院時に採取した。
【０１３６】
　（バイオマーカー分析）
　Ｅｖｅｒｅｔｔ博士の研究室でＧＦＡＰ（グリア線維性酸性タンパク質）およびＢＤＮ
Ｆ（脳由来神経栄養因子）のために開発された、高感度ＥＬＩＳＡ分析法を用いた。ＧＦ
ＡＰおよびＢＤＮＦ用タンパク質標品は市販品を入手した。
【０１３７】
　（３０日後転帰）
　３０日後転帰は、ジョンズホプキンス大学病院電子カルテの検討により確認した。臨床
記録の検討に基づき、脳振盪後症状が存在したか否か判定した。さらに、拡張グラスゴー
転帰尺度（ＧＯＳＥ）に基づいて障害を評価した（１＝障害なし、４またはそれ以上＝職
務復帰不可能、８＝死亡）。
【０１３８】
　（結果）
　現行の頭部ＣＴスキャンのみによる診断パラダイムでは、脳振盪後症状が予測できる患
者は４７．６％のみであるのに対し（下記の表を参照）、ＧＦＡＰおよび／またはＢＤＮ
Ｆ陽性の患者のみに頭部ＣＴという方針では、脳振盪後症状を有する患者の８８．２％で
この症状を予測し、８／３９例の被験者でＣＴスキャンが回避される。障害予測について
の診断精度は表４に示し、これは頭部ＣＴと同等であった。
【０１３９】
　（表３：持続性脳振盪後症状の予測）
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【表３】

【０１４０】
　（表４：障害の予測（ＧＯＳＥが４またはそれ以上））

【表４】

【０１４１】
　（要約）
　ＧＦＡＰおよびＢＤＮＦ単独またはその併用およびその変異体（タンパク質スプライシ
ング変異体［アイソフォーム］、多形、および分解およびシトルリン化、リン酸化、アセ
チル化、メチル化などを含むが、これに限定されないその他の翻訳後修飾、さらにはＢＤ
ＮＦ受容体、ＢＤＮＦプロホルモンおよび活性型）は、短期的および長期的脳振盪後症状
およびＴＢＩ後障害を予測する。
【実施例４】
【０１４２】
　（血清中脳由来神経栄養因子（ＢＤＮＦ）は外傷性脳障害を有する患者とそうでない患
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者を識別する）
　外傷性脳損傷（ＴＢＩ）の客観的診断は依然として困難である。現在、ＴＢＩを有する
者とそうでない者を高い信頼性で識別する診断的検査はない。この実施例４は上記の実施
例２の追跡であり、脳由来神経栄養因子（ＢＤＦＮ）値が、ＴＢＩ症例と非外傷対象を識
別できるか判定することを目的としている。以下に記載するように、我々は鈍的頭部外傷
受傷から２４時間以内に救急科（ＥＤ）を受診し、米国救急医学会の頭部損傷における頭
部ＣＴ撮影基準を満たす患者（ＴＢＩ症例）、および急性冠動脈症候群の疑いについて評
価され、最終的に心疾患がないとして退院した、最近外傷を受傷していないＥＤ患者（非
ＴＢＩ対照）から来院時に採取した血清試料中のＢＤＮＦを測定した。ＢＤＮＦはＥＬＩ
ＳＡ測定法を用いて測定した。
【０１４３】
　７６例のＴＢＩ症例および１４０例の非ＴＢＩ対照を検討した。ＴＢＩ症例は転倒（３
４．２％）、運転・乗車中の衝突（２７．６％）、襲撃（２５．０％）、歩行中の交通事
故（５．３％）、物との衝突（４％）またはその他の外傷（４％）後に受診した。ＢＤＮ
Ｆレベルは非ＴＢＩ対照の方がＴＢＩ症例よりも有意に高かった（それぞれ中央値６０．
３［ＩＱＲ：４１．１～７８．２］および１７．５［ＩＱＲ：１１．３～２９．６］ｎｇ
／ｍＬ、ｐ＜０．０１）。ＢＤＮＦはＡＵＣ　０．９４でＴＢＩ症例と非ＴＢＩ対照を識
別する（９５％ＣＩ：０．８９～０．９６）。ＢＤＮＦはＴＢＩの重症度によって有意に
変化しなかった。したがって、血清ＢＤＮＦはＴＢＩ症例と非外傷対象を優れた診断精度
で識別し、またＴＢＩの客観的診断のためのバイオマーカーの候補となりうる。
【０１４４】
　（序論）
　軽度外傷性脳損傷（ｍＴＢＩ）の検出は、大きな公衆衛生的意味を伴う特有の臨床的困
難さを示す。外傷性脳損傷（ＴＢＩ）は、毎年１７０万例が罹患する「沈黙の流行病」で
あり、また医学的注目を求めない多数の未知の症例である。ＴＢＩ症例の約７５％は軽度
外傷性脳損傷（ｍＴＢＩ）に分類されるものの、それらの症例は重大な神経学的不全およ
び障害を患う可能性がある。ＴＢＩおよび特にｍＴＢＩの客観的診断は依然として困難で
ある。現在、ＴＢＩ患者とＴＢＩのない患者を識別する信頼性のある診断的検査はない。
持続的ｍＴＢＩが疑われるスポーツ選手、軍人、および他の者に対する現在の診断パラダ
イムは、主観的な患者の症状の報告および理学的検査所見に基づいている。結果として、
識別されない鈍的頭部損傷患者において、ＴＢＩを客観的に識別することのできる新規診
断的検査に対する、満たされない臨床的ニーズがある。ＴＢＩの客観的検出は、どのＴＢ
Ｉ疑い患者がさらなる診断的検査および画像検査を必要とするか判定し；スポーツ関連Ｔ
ＢＩの正確な急性期トリアージおよび「競技復帰」ガイドラインの策定；およびＴＢＩ後
遺症のリスクのある軍人を鑑別する上で有用となる可能性がある。
【０１４５】
　脳由来神経栄養因子（ＢＤＮＦ）は、ニューロンの発達、維持、シナプス可塑性、生存
および再生を促進するニュートロフィンタンパク質ファミリーの１種である。成熟中枢神
経系において最も豊富に発現されるニュートロフィンである。ＢＤＮＦは、ＴＢＩにおけ
る二次的損傷を低減し、神経保護をもたらし、さらに接続性を修復することに関係してい
る。ラットモデルにおける実験的ＴＢＩの先行研究より、ＢＤＮＦの発現の低下は、外傷
後ニューロンに易損性をもたらす。我々が知る限り、ヒトにおけるＴＢＩの急性期におけ
るＢＤＮＦ値を検討した研究はない。我々は、ＴＢＩ症例を非外傷対照と識別する上での
ＢＤＮＦの診断精度を推定する試験を実施した。
【０１４６】
　（材料と方法）
　施設内倫理委員会の承認後に、ＴＢＩ症例と非外傷対照の症例対象研究を実施した。試
験は、年間６５，０００例の患者を診察し、１０００床の三次診療大学病院に属する都市
部のＥＤにおいて実施した。
【０１４７】
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　（対象の選択）
　鈍的外傷を受傷した後に都市部の救急科（ＥＤ）を受診した患者が以下の条件を満たす
場合、症例としての組入れの対象となるとみなした：受傷より２４時間以内に受診し；米
国救急医学会（ＡＣＥＰ）のＴＢＩにおける頭部ＣＴスキャン撮影基準を満たし；その臨
床評価の一環として非造影頭部ＣＴスキャンを受け；かつ臨床生化学検査室で余剰の血清
試料が入手できる。組入れ対象症例が以下の過去の医学的状態のうち１つを有する場合は
除外した：脱髄性疾患；神経変性性疾患；認知症；脳卒中；脳腫瘍；頭蓋内手術；または
活動性癌。対照被験者は、急性冠動脈症候群の疑いについて評価された、現在進行中の予
測的コホート研究のＥＤ患者から選択した。患者が以下の基準をすべて満たす場合に対照
として含めた：最近鈍的頭部外傷を受傷していない；心臓疾患がないとみなされ、ＥＤを
退院して帰宅；ＧＣＳが１５である。条件を満たす対照被験者が症例の除外基準のいずれ
かを満たす場合は、除外した（上記を参照）。我々は、外傷性脳損傷における転換研究お
よび臨床所見（ＴＲＡＣＫ－ＴＢＩ）試験から入手した血液試料中のＢＤＦＮ値も測定し
た。
【０１４８】
　（データ収集および血液試料採取）
　ＴＢＩ症例の人口統計学および臨床データは、ＢＤＮＦ値について盲検化された臨床医
によってその電子カルテより要約された。ＥＤ受診時にＴＢＩ症例から採取し、４°の冷
凍庫で保存した余剰の血清サンプルを、受診から１週間以内に臨床生化学検査室より入手
し、－８０°Ｆの冷凍庫で保存した。対照被験者の人口統計学および臨床データは、訓練
を受けた研究助手が被験者と面接して収集した。非ＴＢＩ対照被験者の血清試料は、ＥＤ
来院中に採取し、処理し、－８０°Ｆの冷凍庫で保存した。頭部ＣＴスキャン画像は、委
員会が認定した神経科医が読影し、マーシャル頭部ＣＴスキャン分類スキームにしたがっ
て分類した。
【０１４９】
　（ＢＤＮＦの測定）
　ＢＤＮＦはバッチで測定した。ＢＤＮＦを測定する技師は、試料の症例または対照の分
類に対して盲検化された。
【０１５０】
　（統計分析）
　記述統計を用いてデータを要約した。カテゴリー変数（臨床および人口統計学データ）
は割合として要約した。割合の差はχ２検定で評価した。連続変数（年齢およびＢＤＮＦ
）は中央値および四分位数間範囲（ＩＱＲ）を用いて要約した。我々は、症例と対照の間
のＢＤＮＦ値分布が同じであるという帰無仮説を、クラスカル・ワリス検定を用いて検証
した。我々は、ＢＤＮＦが症例と対照を識別するための識別能力を、受信者動作特定曲線
下面積（ＡＵＣ）を用いて測定し、定量した。対照集団におけるＢＤＮＦの決定因子を理
解するために、我々は単変量および多変量線形回帰モデルを構築した。モデルに含まれる
変数（年齢、性別、人種、血圧、高血圧の既往、うつ病または統合失調症の既往）は、事
前の文献検討に基づいて選択した。Fidalgo他30(1) J. ECT 47-61 (2014)；Nieto et al,
 4 FRONT. PSYCHIATRY Article 45 (2013)；Golden他5 PLoS ONE e10099 (2010)；および
Lommatzsch他26 NEUROBIOL. AGING 115-23 (2005)を参照されたい。両側ｐ値＜０．０５
を統計的に有意とみなした。統計分析はＳＴＡＴＡ／ＭＰ統計ソフトウェアバージョン１
１．２（Ｓｔａｔａ社、テキサス州カレッジステーション）、およびＲＳｔｕｄｉｏ統計
ソフトウェアバージョン０．９７．３１２を用いて実施した。
【０１５１】
　（感度分析）
　我々の結果が我々の症例の定義によって影響されているか判定するために、我々は数多
くの分析を実施した。我々の当初の症例の定義は、鈍的頭部外傷を有し、頭部ＣＴを受け
るためのＡＣＥＰ基準を満たす被験者を含んだ。これらの感度分析においては、症例を、
外傷性脳損傷および心理学的健康の研究のための共通データ要素についての国際的および
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組織間イニシアティブの人口統計学および臨床評価作業部会によるＴＢＩの定義を満たす
被験者と再定義した。この定義を用いたところ、頭部ＣＴを受けるためのＡＣＥＰ基準を
満たすがＴＢＩ基準を満たさない多くの患者がいた。
【０１５２】
　（結果）
　（ＴＢＩ症例と非ＴＢＩ対照の識別）
　我々は、２０１２年１１月から２０１３年９月の間に受診した、頭部ＣＴを受けるため
のＡＣＥＰ基準を満たすＴＢＩ症例７６例を検討した。さらに、我々は２０１２年１月か
ら２０１３年２月に受診した非ＴＢＩ対照被験者１５０例も検討した（追加図１）。非Ｔ
ＢＩ対照被験者の方が症例よりも年齢が高く、女性およびアフリカ系アメリカ人が多かっ
た（表５）。ＴＢＩ症例の大半は転倒（３４．２％）、運転・乗車中の衝突（２７．６％
）、または襲撃（２５．０％）の後のいずれかに来院した（表５）。ＴＢＩ症例のＥＤ受
診から血清試料採取までの時間の中央値は１．８時間（ＩＱＲ：０．９～２．９時間）で
あった。ＢＤＮＦレベルは非ＴＢＩ対照（中央値６０．３［ＩＱＲ：４１．１～７８．２
］ｎｇ／ｍＬ）の方がＴＢＩ症例（１７．５［ＩＱＲ：１１．３～２９．６］ｎｇ／ｍＬ
）よりも有意に高かった（ｐ＜０．０１）。ＢＤＮＦ値はＴＢＩの重症度によって有意に
変化しなかった（図１１）。ＢＤＮＦはＡＵＣ　０．９４でＴＢＩ症例と非ＴＢＩ対照を
識別する（９５％ＣＩ：０．８９～０．９６）（図１２）。ＢＤＮＦの最小の四分位の被
験者はほぼ全例（９１．３％）がＴＢＩ症例であった。同様に、ＢＤＮＦの最大の四分位
の被験者はすべて非ＴＢＩ対照であった（図１３）。第２の四分位数（３５．９ｎｇ／ｍ
Ｌ）のカットオフ上限値を用いると、ＴＢＩを検出するための感度、特異性、陽性予測値
および陰性予測値はそれぞれ：８５．５％、８２．７％、７１．４％、９１．９％であっ
た。
【０１５３】
　（表５：被験集団の人口統計学および臨床特性）
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【表５】

【０１５４】
　６１例のＴＢＩ症例がＴＢＩの共通データ要素定義を満たした２２。ＢＤＮＦ値は、こ
れらのＴＢＩ症例の方が非ＴＢＩ対照よりも低かった（それぞれ中央値１７．８［９５％
ＣＩ：１０．２～３１．８］対６０．３［９５％ＣＩ：４１．１～７８．２］ｎｇ／ｍＬ
）。ＢＤＮＦは、ＡＵＣ　０．９３でこれらのＴＢＩ症例を非ＴＢＩ対照と識別した（９
５％ＣＩ：０．８８～０．９６）。
【０１５５】
　（非ＴＩＢ対照被験者におけるＢＤＮＦ値の予測因子）
　非ＴＢＩ対照においては、ＢＤＮＦレベルの中央値は女性の方が男性よりも高かった（
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それぞれ中央値６９．１［ＩＱＲ：４１．４～８２．４］対５２．７［ＩＱＲ：３８．７
～７１．８］ｎｇ／ｍＬ）。同様に、非ＴＢＩ対象において、ＢＤＮＦ値は平均動脈圧の
上昇と共に上昇した（平均動脈圧が１０ｍｍＨｇ上昇する毎に２．８ｎｇ／ｍＬ上昇）。
年齢、性別、人種、高血圧、糖尿病、精神病の既往および平均動脈圧で調節すると、性別
および平均動脈圧のみが、非ＴＢＩ対照におけるＢＤＮＦの独立予測因子として残った（
表６）。
【０１５６】
　（表６：対照集団におけるＢＤＮＦの決定因子（ｎ＝１５０））
【表６】

【０１５７】
　（ＢＤＮＦの安定性）
　ＴＢＩ症例の試料と非ＴＢＩ対照の試料は採取条件が異なっているので、我々は室温（
ＲＴ）および４℃におけるＢＤＮＦの安定性を４８時間判定した。保存条件はＢＤＮＦの
安定性にほとんど影響しなかった。したがって、ＢＤＮＦを凍結する前に１２～４８時間
保存したとき、検出の損失は最小限であり、血漿中で非常に安定であった。
【０１５８】
　ＴＢＩ試料においては、試料を４℃で保存した時間とＢＤＮＦレベルの間に統計的に有
意な関連がなかった（図１７～１８）。４℃で４８時間超保存したＴＢＩ症例を除外した
後のＢＤＦＮの中央値は、ＴＢＩ症例の方が対照よりも有意に低いままであった（１６．
６［ＩＱＲ：７．３～２６．１］対６０．３［ＩＱＲ：４１．１～７８．２］、ｐ＜０．
０１）。
【０１５９】
　（考察）
　我々が知る限り、これはヒトＴＢＩ症例と非ＴＢＩ対照を識別するための、循環ＢＤＮ
Ｆの診断精度の初めての報告である。数多くの理由により、ＢＤＮＦはＴＢＩを検出する
ためのバイオマーカーとして好ましい候補である。第１に、我々の研究結果よりＢＤＮＦ
とＴＢＩの間で非常に強い関連が立証され、０．９４と優れた識別能力が得られた（Ｃ統
計量として測定）。第２に、ＢＤＮＦは最も豊富に発現されるニュートロフィンであり、
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血清中で容易かつ高い信頼度で測定することができる。さらに、我々のデータより、ＢＤ
ＮＦは安定でありかつ低い分析変動性を有し、臨床的かつ厳しい条件において信頼度の高
い結果が得られる可能性が高まる。第３に、ＢＤＮＦ発現は主として脳および脊髄組織に
あり、多身体系外傷症例における擬陽性の可能性が限定される。
【０１６０】
　我々の研究において、精神障害の既往を有する対照被験者は、精神障害の既往の無い対
照被験者よりもＢＤＮＦの中央値が低かったものの、この差は統計的に有意でなかった。
さらに、年齢、性別、人種、高血圧、糖尿病、および平均動脈圧で調節すると、精神障害
の既往はＢＤＮＦの独立予測因子ではなくなった。しかし、平均動脈圧および性別は、対
照被験者においてＢＤＮＦの独立予測因子であると確認された。これらの関連がＴＢＩ患
者においても当てはまるかは不明である。しかし、性別に関する我々の所見は、性別毎の
カットオフがＢＤＮＦの参照値を決定する上で重要であることを示唆する。
【０１６１】
　（結論）
　血清ＢＤＮＦは、ＴＢＩ症例と非外傷対照を優れた診断精度で識別し、またＴＢＩの客
観的診断のためのバイオマーカーの候補となりうる。

【図１】 【図２】



(40) JP 6980291 B2 2021.12.15

【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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【図９】 【図１０】
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【図１３】
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