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(54)【発明の名称】 ｍＡｂ１Ｅ８で表わされるモノクロナール抗体及びＡβ－ペプチド及び（又は）ｓＡＰＰαの検

出にこの抗体を使用する方法

(57)【要約】
【課題】  mAb 1E8 で表わされるモノクロナール抗体及
びＡβ－ペプチド及び（又は）sAPPαの検出にこの抗体
を使用する方法
【解決手段】本発明は、mAb 1E8 で表わされるモノクロ
ナール抗体（これは２０００年１２月１９日に微生物及
び細胞培養物に関するＤＳＭＺ－ドイツ  ザンメルング
ＧｍｂＨ（ブラウンシュバイク）に寄託され、ＤＳＭＺ
寄託番号ＤＳＭＡＣＣ２４８５が付与されている。）を
Ａβ－ペプチドＡβ１－ｘ及び（又は）Ａβ２－ｘ及び
（又は）sAPPαの検出に使用する方法に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  mAb 1E8 で表わされるモノクロナール抗
体（これは２０００年１２月１９日に微生物及び細胞培
養物に関するＤＳＭＺ－ドイツ  ザンメルングＧｍｂＨ
（ブラウンシュバイク）に寄託され、ＤＳＭＺ寄託番号
ＤＳＭ  ＡＣＣ２４８５が付与されている。）。
【請求項２】  放射能標識されている、請求項１記載の
モノクロナール抗体mAb 1E8 。
【請求項３】  Ａβ－ペプチドＡβ１－ｘ及び（又は）
Ａβ２－ｘ及び（又は）sAPPαの検出に、請求項１又は
２記載のモノクロナール抗体mAb 1E8 を使用する方法。
【請求項４】  ウエスタン－免疫ブロットで請求項３記
載のモノクロナール抗体mAb 1E8 を使用する方法。
【請求項５】  非特異結合部位を予め遮断剤で遮断す
る、請求項４記載のモノクロナール抗体mAb 1E8 の使用
方法。
【請求項６】  Ａβ－ペプチド及び（又は）sAPPαを予
めラウリル硫酸ナトリウム－ポリアクリルアミド－ゲル
電気泳動（SDS-PAGE) によって相互に分離し、その際尿
素の添加によってＡβ－ペプチドのアミノ酸プライマー
配列－特異的コンフォメーション変化を誘発させること
を特徴とする、請求項３～５のいずれかに記載のモノク
ロナール抗体mAb 1E8 の使用方法。
【請求項７】  Ａβ－ペプチドを予め等電点電気泳動に
よって分離する、請求項７記載のモノクロナール抗体mA
b 1E8 の使用方法。
【請求項８】  液体、脳ホモジネート、血漿及びこれら
の混合物を含む群から選ばれたプローブ中でＡβ－ペプ
チドＡβ１－４２の濃度を測定する、請求項６又は７の
いずれかに記載のモノクロナール抗体mAb 1E8 の使用方
法。
【請求項９】  液体、脳ホモジネート、血漿及びこれら
の混合物を含む群から選ばれたプローブで、Ａβ－ペプ
チドＡβ２－４２の検出可能な濃度（１００ｐｇ／ｍｌ
以上である）の存在を調べる、請求項６又は７記載のモ
ノクロナール抗体mAb 1E8 の使用方法。
【請求項１０】  プローブ中でＡβ－ペプチド１－４２
の濃度に対するＡβ－ペプチドＡβ２－４２の濃度の割
合を測定する、請求項８又は９記載のモノクロナール抗
体mAb 1E8 の使用方法。
【請求項１１】  液体、脳ホモジネート、血漿及びこれ
らの混合物を含む群から選ばれたプローブ中でＡβ－ペ
プチドＡβ１－４０の濃度に対するＡβ－ペプチドＡβ
１－４２の濃度の割合、Ａβ－ペプチドＡβ１－３８の
濃度に対するＡβ－ペプチドＡβ１－４２の濃度の割合
及びＡβ－ペプチドＡβ１－４０の濃度に対するＡβ－
ペプチドＡβ１－３８の濃度の割合を含む群から選ばれ
た、少なくとも１つの濃度割合を測定する、請求項６又
は７のいずれかに記載のモノクロナール抗体mAb 1E8 の
使用方法。 *
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*【請求項１２】  液体、脳ホモジネート、血漿及びこれ
らの混合物を含む群から選ばれたプローブ中で、Ａβ－
ペプチドＡβ１－ｘの濃度に対するＡβ－ペプチドＡβ
１－ｎの濃度の比率Ａβ１－ｎ％の少なくとも１つを測
定し、その際比率Ａβ１－ｎ％がＡβ－ペプチドＡβ１
－４２の濃度の比率Ａβ１－４２％、Ａβ－ペプチドＡ
β１－４０の濃度の比率Ａβ１－４０％及びＡβ－ペプ
チドＡβ１－３８の濃度の比率Ａβ１－３８％を含む群
から選ばれ、そしてＡβ－ペプチドＡβ１－ｘの濃度が
Ａβ－ペプチドＡβ１－３７、Ａβ１－３８、Ａβ１－
３９、Ａβ１－４０及びＡβ１－４２からの少なくとも
ペプチドＡβ１－３８、Ａβ１－４０及びＡβ１－４２
の濃度を含む、請求項６又は７のいずれかに記載のモノ
クロナール抗体mAb 1E8 の使用方法。
【請求項１３】  Ａβ－ペプチドを予め界面活性剤の処
理によって分解させる、請求項１～１２のいずれかに記
載のモノクロナール抗体mAb 1E8 の使用方法。
【請求項１４】  Ａβ－ペプチドを予めＳＤＳ熱変性に
よって分解させる、請求項１３記載のモノクロナール抗
体mAb 1E8 の使用方法。
【請求項１５】  プローブを少なくとも２つの部分プロ
ーブに分け、第一部分プローブを沈降処理の前に又はそ
の代わりに界面活性剤でプローブ処理し、この沈降処理
は少なくともＡβ－ペプチドＡβ１－４２の部分量に対
して行われ、そしてこの沈降処理は第二部分プローブに
対して界面活性剤でのプローブ処理の前に又はその代わ
りに行われ、ついで２つのプローブ部分中で測定される
Ａβ－ペプチドＡβ１－４２の濃度間の差異ΔＡβ１－
４２を測定する、請求項８、１３又は１４のいずれかに
記載のモノクロナール抗体mAb 1E8 の使用方法。
【請求項１６】  抗体mAb 1E8 が結合するＡβ－ペプチ
ドが、抗体mAb 1E8に照準された二次抗体で標識され
る、請求項１～１５のいずれかに記載のモノクロナール
抗体mAb 1E8 の使用方法。
【請求項１７】  抗体mAb 1E8 に照準された二次抗体
に、すでに定量的に記録可能なマーカーが付けられてい
るか又は抗体mAb 1E8 とのその免疫反応の後に定量的に
記録可能なマーカーが付けられる、請求項１６記載のモ
ノクロナール抗体mAb 1E8 の使用方法。
【請求項１８】  標識された抗体mAb 1E8 の量を吸光分
光分析でＣＣＤカメラを用いて測定する、請求項１６又
は１７記載のモノクロナール抗体mAb 1E8 の使用方法。
【請求項１９】  Ａβ－ペプチドＡβ１－ｘ及びＡβ２
－ｘを濃縮するために、請求項１又は２記載のモノクロ
ナール抗体mAb 1E8 の使用方法。
【請求項２０】  Ａβ－ペプチドＡβ１－ｘ及びＡβ２
－ｘとＡβ－ペプチドＡβｎ－ｘ（ｎ＞２）とを識別す
るために、請求項１又は２記載のモノクロナール抗体mA
b 1E8 の使用方法。
【発明の詳細な説明】
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【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、モノクロナール抗
体及びＡβ－ペプチド及び（又は）sAPPαの検出にこの
モノクロナール抗体を使用する方法に関する。その際特
にＡβ－ペプチド濃度の分析下で神経精神医学の神経化
学診断、更に特に体液プローブ又は組織プローブによる
痴呆症診断に関する。
【０００２】
【従来の技術】ＤＥ－Ｚ：Ｐｓｙｃｈｏ，２４（１９９
８）、７２６－７３１から、アルツハイマー病を患う患
者において液体中での減少したＡβ１－４２の濃度が検
出されうることが知られている。これらの患者の場合、
Ｎ－末端変性されたＡβ－ペプチドＡβｘ－４２の濃度
は増加する傾向にもある。これに対して、アルツハイマ
ー病に基づく濃度変化はＡβ－ペプチドＡβ１－４０で
生じてはならない。アルツハイマー病を患う患者の液体
中のＡβ１－４２及びＡβ１－４０の濃度は、これが個
体内で極めて一定でなければならないとはいえ、痴呆症
の重さの度合を示す臨床上の又は試験精神学上パラメー
ターと絶対相関(absolute Korrelation)を示してはなら
ない。
【０００３】アルツハイマー－痴呆症の場合体液中のsA
PPαも減少するという知見は周知である。
【０００４】痴呆症及び場合によりその他の神経精神医
学疾患と体液（koerperfluessigkeit)プローブ又は体組
織プローブ中のすべての又は特定のＡβ－ペプチドの濃
度の相関に関するさらに詳しい情報を得るために、つぎ
のような剤を調製しなければならない。すなわちこの剤
を用いてＡβ－ペプチドの濃度が極めて正確にかつ再現
可能で測定され、同時に存在する相関は濃度測定での避
けられないエラーによって消滅しない。
【０００５】
【発明が解決しよとする課題】したがって本発明は体液
プローブ又は体組織プローブ中のＡβ－ペプチド濃度の
正確かつ再現可能な測定用剤を調製することを第一の課
題とする。更にこの課題は、この剤の使用を最適化し、
そしてこれを用いて測定可能な、Ａβ－ペプチド濃度と
神経精神医学疾患の間の相関から神経精神医学疾患の将
来の神経化学診断に利用することができる予測を導くこ
とにある。
【０００６】
【課題を解決するための手段】本発明の課題を解決する
剤は、mAb 1E8 （細胞培養ＵＭ１９９８クローン１Ｅ
８）として表わされるモノクロナール抗体（これは２０
００年１２月１９日に微生物及び細胞培養物に関するＤ
ＳＭＺ－ドイツ  ザンメルングＧｍｂＨ、ブラウンシュ
バイク［DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
 und ZellkulturenGmbH, Braunschweig］に寄託され、
ＤＳＭＺ寄託番号ＤＳＭ  ＡＣＣ２４８５が付与されて
いる。）である。
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【０００７】抗体mAb 1E8 は放射能標識されていてよ
い。しかしこれは二次抗体と一緒にその標識化に使用す
ることもできる。
【０００８】高い選択性及び特異性を伴う抗体mAb 1E8 
は、α－セクレターゼ切断（sAPPα）後にＡβ－ペプチ
ドＡβ１－ｘ及び（又は）Ａβ２－ｘに及び可溶性β－
アミロイド前駆体蛋白質に結合させることで製造され
る。したがってこれらのペプチドの濃度は抗体mAb 1E8 
を用いて測定することができるという前提が生じる。
【０００９】抗体mAb 1E8 の使用はウエスタン－免疫ブ
ロットで行うことができる。その場合、この抗体の使用
前に非特異結合部位を遮断剤で遮断するので、抗体mAb 
1E8の有効な選択性を増加することができる。市販名“R
oti-Block”で入手される合成試剤はこれに関連して遮
断剤としてのミルク粉末の通常の使用に比べて極めて有
利であることが明らかである。というのはこれが十分に
得られる選択性で抗体mAb 1E8 の有効な結合活性───
及び同時に検出感受性────を増加させるからであ
る。このことは一般的とはいえない。というのはたとえ
ばその他の市場で入手できるmAb （６E10)はこの方法に
適合しないからである。
【００１０】抗体mAb 1E8 はＡβ－ペプチドＡβ１－ｘ
も、Ａβ２－ｘも、sAPPαも識別するので、このペプチ
ドを選択的検出のために相互に分離しなければならな
い。これはラウリル硫酸ナトリウム－ポリアクリルアミ
ド－ゲル電気泳動（SDS-PAGE)によって可能である。た
だし慣用のSDS-PAGEの場合、Ａβ－ペプチドＡβ１－ｘ
及び（又は）Ａβ２－ｘ全体しかsAPPαから分離しな
い。というのはＡβ－ペプチドＡβ１－ｘ及び（又は）
Ａβ２－ｘの有効な分子サイズが十分に識別されないか
らである。しかし尿素の添加によって及び界面活性剤濃
度、ゲル小孔サイズ、ｐＨ値及び温度の更なる関与によ
って、Ａβ－ペプチドのアミノ酸プライマー配列－特異
的コンフォメーション変化を誘発させることができる。
この変化によってSDS-PAGEにおいてカルボキシ末端が異
なる長さのＡβ－ペプチドＡβ１－ｘ及び（又は）Ａβ
２－ｘの伸長(Lauflaengen) を識別することができる。
この場合この方法はＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥとしも表わ
される。それぞれの体液プローブ又は体組織プローブ中
に含有されるその他の物質のうち、Ａβ－ペプチドを予
め等電点電気泳動によってＳＤＳ－ＰＡＧＥの方向に対
して垂直の方向で分離することができる。
【００１１】したがって抗体mAb 1E8 の使用下で液体、
脳ホモジネート、血漿及びこれらの混合物を含む群から
選ばれたプローブ中でＡβ－ペプチドＡβ１－４２の濃
度を測定することができる。このことから、脳ホモジネ
ート中での濃度の無制限の増加及び液体中での濃度の減
少はたとえばアルツハイマー病との相関で現れることは
周知である。
【００１２】しかし抗体mAb 1E8 の使用下で液体、脳ホ
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モジナート、血漿及びこれらの混合物を含む群から選ば
れたプローブをＡβ－ペプチドＡβ２－４２の検出可能
な濃度の存在について調べることも可能である。このよ
うな検出限界は１００ｐｇ／ｍｌ以上である。この限界
を越えた場合、これからプローブが採取された患者にお
いて蛋白質ホールディング疾患(Protein folding disea
ses)のグループから痴呆症の存在について推論すること
ができる。蛋白質ホールディング疾患のグループにアル
ツハイマー病の他にレーヴィ小体－痴呆及びクロイツフ
ェルト－ヤコブ－病が属する。これらの疾患を患う多く
の患者の場合、液体プローブ中のＡβ－ペプチドＡβ２
－４２の高濃度を確認することができた。
【００１３】この場合血漿プローブの分析は抗体mAb 1E
8 の前述の使用とは対照的に困難である。というのは液
体中ですでにＡβ－ペプチドＡβ２－４２の濃度が検出
限界にあり、血漿中のＡβ－ペプチドの本来の濃度が液
体中よりも明らかに低いからである。したがってプロー
ブ中で同一の高い濃度を得るために、本来の濃度測定前
に、血漿中で常に濃縮処理をたとえば抗体mAb 1E8 を用
いる免疫沈降によって実施しなければならない。
【００１４】蛋白質ホールディング疾患のグループから
の痴呆の存在に関してそれぞれのプローブ中でＡβ－ペ
プチドＡβ１－４２の濃度に対するＡβ－ペプチドＡβ
２－４２の濃度の割合の増加が特に著しく明らかとな
る。この痴呆症ではＡβ－ペプチドＡβ２－４２の産生
を促進してＡβ－ペプチドＡβ１－４２の産生を圧迫す
るという過程が明らかとなる。
【００１５】抗体mAb 1E8 の使用によって、さらに別の
神経化学診断可能性が開発された。液体、脳ホモジネー
ト、血漿及びこれらの混合物を含む群から選ばれたプロ
ーブ中でＡβ－ペプチドＡβ１－４０の濃度に対するＡ
β－ペプチドＡβ１－４２の濃度の割合、Ａβ－ペプチ
ドＡβ１－３８の濃度に対するＡβ－ペプチドＡβ１－
４２の濃度の割合及びＡβ－ペプチドＡβ１－４０の濃
度に対するＡβ－ペプチドＡβ１－３８の濃度の割合を
含む群から選ばれた、少なくとも１つの濃度割合を測定
することができる。この濃度比率の測定は新しい知見に
基づいている。それは異なる神経精神医学疾患の場合標
準患者集団に比べてこのＡβ－ペプチド相対濃度の著し
い相違が生じることである。
【００１６】濃度商（Konzentrationsquotient) Ａβ１
－３８／Ａβ１－４０と上記境界値を比較すると、境界
値を下回る場合アルツハイマー病が存在すると断定され
る。この境界値は液体中で典型的に０．２８５～０．３
００である。この数値記載は、その他のすべての数値記
載と同様に個々に明記しない限り、液体プローブを収得
した後にそれぞれ１度保存のために凍結された液体プロ
ーブに対するものである。
【００１７】逆に、濃度商Ａβ１－３８／Ａβ１－４０
とその他の境界値を比較すると境界値を上回る場合中枢
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神経系の慢性炎症疾患が存在すると断定される。この境
界値は液体中で典型的に０．２５０～０．２６０であ
る。したがってこの境界値は確かにその境界値を下回る
場合にアルツハイマー病の存在が断定される境界値より
下方にある。しかし重複はほんの僅かである。その際こ
れに関連する診断は識別のつく診断法の範囲内で観察さ
れねばならないことも分かる。したがってアルツハイマ
ー病に対する境界値を上回る場合このような疾患の存在
を比較確実に(relativ sicher)除外することができる。
逆に中枢神経系の慢性炎症疾患に対する境界値を下回る
場合このような疾患の存在がないと断定することができ
る。
【００１８】濃度商Ａβ１－４２／Ａβ１－４０もまた
上記境界値を下回る場合アルツハイマー病の存在を示
す。この際境界値は液体中で典型的に０．１３０～０．
１４５である。
【００１９】濃度商Ａβ１－４２／Ａβ１－３８におい
て、これは濃度商Ａβ１－３８／Ａβ１－４０と一緒に
不等式：
Ａ* Ａβ１－４２／Ａβ１－３８－３８＋Ｂ＞Ａβ１－
３８／Ａβ１－４０
を満たす場合アルツハイマー病の存在を示すことが明ら
かとなる。この際Ａ及びＢは一定であり、これは液体中
で
０．２＜Ａ＜０．８及び
０．５* Ａ＜Ｂ＜２* Ａ及び
Ｂ＜０．９
に相当する。
【００２０】これまで記載した及び以下に記載される神
経化学診断可能性はまさに抗体mAb1E8 の使用下に開発
された。しかしこれは同様に個々のＡβ－ペプチドＡβ
１－ｘ及びＡβ２－ｘの濃度を測定するためのその他の
剤で置き換えることができる。この際記載した境界値の
ずれは、抗体mAb 1E8 の特異性に相対する個々のＡβ－
ペプチドに関する検出剤の異なる特異性によって得るこ
とができる。
【００２１】今まで述べてきた、個々のＡβ－ペプチド
濃度間の濃度商と共に、個々のＡβ－ペプチドと全体に
存在するＡβ－ペプチドの比率(relativ Anteil)は同様
に神経精神医学疾患に関して診断分析することができる
ことが明らかである。したがって液体、脳ホモジネー
ト、血漿及びこれらの混合物を含む群から選ばれたプロ
ーブ中で、Ａβ－ペプチドＡβ１－ｘの濃度に対するＡ
β－ペプチドＡβ１－ｎの濃度の比率Ａβ１－ｎ％の少
なくとも１つを測定することができ、その際比率Ａβ１
－ｎ％はＡβ－ペプチドＡβ１－４２の濃度の比率Ａβ
１－４２％、Ａβ－ペプチドＡβ１－４０の濃度の比率
Ａβ１－４０％及びＡβ－ペプチドＡβ１－３８の濃度
の比率Ａβ１－３８％を含む群から選ばれ、そしてＡβ
－ペプチドＡβ１－ｘの濃度はＡβ－ペプチドＡβ１－
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３７、Ａβ１－３８、Ａβ１－３９、Ａβ１－４０及び
Ａβ１－４２からの少なくともペプチドＡβ１－３８、
Ａβ１－４０及びＡβ１－４２の濃度を含む。
【００２２】抗体mAb 1E8 を用いて適当な処理法で上記
Ａβ－ペプチド全部の濃度をｓＡＰＰαの濃度と共に測
定することができる。最高濃度はＡβ－ペプチドＡβ１
－３８、Ａβ１－４０及びＡβ１－４２で確認される。
これらのＡβ－ペプチドの場合、神経精神医学的疾患の
発生で比率の著しい変化がある。その際Ａβ－ペプチド
Ａβ１－３８、Ａβ１－４０及びＡβ１－４２の優性の
故に、その比率を３つのプライマー産生Ａβ－ペプチド
のこの集団について測定するので十分である。しかしま
た比率の標準の大きさに関して５つすべての上記Ａβ－
ペプチドを考慮にいれることも可能であり、重要であ
る。主として産生する３つのＡβ－ペプチドのみの濃度
は、その他の濃度測定法を用いる上記診断法を実施する
ことを可能にする。したがって３つのＡβ－ペプチドＡ
β１－３８、Ａβ１－４０及びＡβ１－４２の濃度をた
とえばこの３つのＡβ－ペプチドのための特異アッセイ
を用いて調べることができる。
【００２３】比率Ａβ１－３８％の分析において、これ
が上記境界値を上回る場合中枢神経系の慢性炎症疾患の
存在を示し、この際この上記境界値は典型的に及び液体
中のＡβ－ペプチドの濃度測定に抗体mAb 1E8 を使用し
た場合１５．０～１５．７％である。
【００２４】比率Ａβ１－４２％の分析において、上記
境界値を下回ることがアルツハイマー病の存在を示すこ
とが明らかである。
【００２５】この上記境界値は８～９％である。液体中
のＡβ－ペプチドの濃度測定に抗体mAb 1E8 の使用下
で、この境界値を８．３～８．８％の範囲に制限するこ
とができる。
【００２６】同時に比率Ａβ１－４２％で上記境界値を
上回ることは、中枢神経系の慢性炎症疾患の存在を示
す。この境界値は液体中で９．１～９．６％である。
【００２７】比率Ａβ１－４０％は、液体中で典型的に
５９～６１％である上記境界値を上回る時にアルツハイ
マー病の存在を示す。
【００２８】ミニメンタルテスト（Mini-Mental-Test)
[MMSE, ０－３０点；２７－２０：軽度の痴呆；１９－
１１点：中程度の痴呆；１０－０点：重度の痴呆］によ
って表わされるアルツハイマー－痴呆症の重さと比率Ａ
β１－４０％の間に正の相関がある。Ａβ１－４０％≧
６０の痴呆症患者は、平均して、Ａβ１－４０％＜６０
（ＭＭＳＥ１９－２０）に比べて痴呆症患者（ＭＭＳＥ
１５－１６）の明らかに高い重さの度合を伴う。Ａβ１
－３８％＜１７の痴呆症患者は平均して、Ａβ１－３８
％≧１７（ＭＭＳＥ１９－２０）に比べて痴呆症患者
（ＭＭＳＥ１４－１５）の明らかに高い重さの度合を伴
う。

8
【００２９】表示（Ａβ１－３８％↓＆Ａβ１－４０％
↑＝痴呆症の重さの度合↑）によってたとえば商Ａβ１
－３８／Ａβ１－４０が痴呆症の重さの度合と負に相関
することが予期されうる：商Ａβ１－３８／Ａβ１－４
０＜０．２８の痴呆症患者は平均して、Ａβ１－３８／
Ａβ１－４０≧０．２８（ＭＭＳＥ１９－２０）の痴呆
症患者に比べて痴呆症患者（ＭＭＳＥ１４－１５）の明
らかに高い重さの度合を伴う。
【００３０】抗体mAb 1E8 の使用で、この抗体に関して
プローブ前処理に関与するＡβ－ペプチドＡβ１－ｘ及
びＡβ２－ｘの分画が入手可能であることが明らかであ
る。検出可能なＡβ濃度を、プローブ中のＡβ－ペプチ
ドを界面活性剤(Detergenz)での処理によって分解させ
ることによって最大にすることができる。これにはＳＤ
Ｓ熱変性が有効である。
【００３１】これに関連して、更に界面活性剤を用いる
分解の前に行われるプローブの冷却保存は、引き続いて
界面活性剤を用いる分解の後でもＡβ－ペプチドの測定
可能な濃度を減少させることを確認することができた。
これからプローブを冷却保存及びその他の冷却保存のそ
れぞれの前にすでに界面活性剤を用いるプローブ処理を
行うことが要求される。
【００３２】更に、冷却処理の後界面活性剤を用いるプ
ローブ分解によっても、もはや抗体mAb 1E8 による検出
に到達することができないＡβ－ペプチドＡβ１－４２
の部分量は蛋白質ホールディング疾患である患者及びこ
の疾患でない患者において大きい相違があることが明ら
かである。あるプローブ中にＡβ－ペプチドＡβ１－４
２の明らかに異なる分画があり、この際これらの分画は
冷却処理及び界面活性剤を用いる分解で異なって反応
し、同時にその濃度で蛋白質ホールディング疾患の存在
につれて変動する。冷却に対するこれらの分画の異なる
挙動は冷却沈降で示され、したがって２つの分画を識別
するその他の沈降法も可能である。
【００３３】したがってプローブは少なくとも２つの部
分プローブに分けることができる。これらのうち第一部
分プローブを沈降処理の前に又はその代わりに界面活性
剤でプローブ処理し、一方第二部分プローブを界面活性
剤でのプローブ処理の前に又はその代わりに沈降処理を
行う。ついで２つのプローブ部分中で測定されたＡβ－
ペプチドＡβ１－４２の濃度を相互に比較する。上記沈
降処理は冷却処理と共に免疫親和性法（Immunoaffinita
etverfahren)も包むことができる。２つのプローブ部分
中で測定されたＡβ－ペプチドＡβ１－４２の濃度間の
差異ΔＡβ１－４２を測定するのが特に重要である。こ
の値は蛋白質ホールディング疾患の存在について極めて
顕著な指標である。
【００３４】抗体mAb 1E8 の実際の使用において、抗体
mAb 1E8 に結合するＡβ－ペプチドを抗体mAb 1E8 に照
準された二次抗体で標識することができる。抗体mAb 1E
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8 に照準された二次抗体は、すでに定量的に記録可能な
マーカーを付けているか又はこれと抗体mAb 1E8 の免疫
反応の後に定量的に記録可能なマーカーを付けることが
できる。
【００３５】マーカーを定量的に記録する場合、この記
録を吸光分光分析でＣＣＤカメラを用いて行うのが好ま
しい。というのはこの手段がＣＣＤカメラのシグナルと
標識された抗体mAb 1E8 の記録量の間の極めて高い直線
性を保証するからである。
【００３６】新規抗体は従来記載される診断可能性と共
にＡβ－ペプチドＡβ１－ｘ及び（又は）Ａβ１－ｘ及
び（又は）Ａβ２－ｘ及び（又は）ｓＡＰＰαの純粋な
濃縮にも適する。
【００３７】別の使用可能性はＡβ－ペプチドＡβ１－
ｘ及びＡβ２－ｘとＡβ－ペプチドＡβｎ－ｘ（ｎ＞
２）との識別にある。というのは抗体mAb 1E8 は顕著な
Ｎ－末端特異性を示し、そしてＡβ－ペプチドＡβｎ－
ｘ（ｎ＞２）に明らかにより僅かに結合するからである
（＜５％）。その場合この抗体はＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧ
Ｅ／免疫ブロットの特異結合下で使用される。
【００３８】本発明を以下に抗体mAb 1E8 の製造方法の
記載及び説明によって並びに抗体mAb 1E8 の使用の説明
形式で詳述する。
【００３９】添付の図面は以下の通りである：
図１：Ａβ－ペプチドを液体又は血漿中でＡβ－ＳＤＳ
－ＰＡＧＥ／免疫ブロットによって測定された患者集団
のフローシート。単線で囲まれた患者集団はその二重線
で囲まれた上方のグループの部分量である。数人の患者
は同時に多数の集団にいる（表５ａ－ｄ参照）。ＮＤＣ
－３サブグループＩＰ－血漿－３（Ｎ＝５），ＩＰ－Ｃ
ＳＦ－３（ｎ＝５）及びＳＤＳ－ＣＳＦ－３（ｎ＝５）
は記載されない（２．９．１参照）。
【００４０】図１の凡例：
ＡＤ：アルツハイマー－痴呆症
ＮＤＣ：ＡＤのない神経精神医学的疾患
ＮＤＣKP、ＡＤKP：腰椎液中でＡβ－ペプチドの冷却沈
降検査
ＣＩＤ：慢性炎症性ＺＮＳ疾患
ＯＮＤ：非炎症性、非痴呆性神経精神医学的疾患
ＯＮＤε４plus、ＡＤε４minus ：１又は２個の対立因
子ＡｐｏＦε４を伴う患者
ＯＮＤε４minus 、ＡＤε４minus ：ＡｐｏＦε４対立
因子のない患者
* ＡＤ－３KPは２つの入手可能な患者のＡＤ－３部分量
にいたるまでである。
【００４１】図２：合成Ａβ－ペプチド、ヒト液体及び
合成Ａβ－ペプチドが添加された液体のＡβ－ＩＰＧ－
２Ｄ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット－２（パネルＡ、Ｃ）及
びにＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット－２（パネ
ルＢ）。
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【００４２】図３：Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロ
ット－２を用いてＮＤＣ－３での液体中でＡβ－ペプチ
ドの測定及び尿素含有分離ゲル（パネルＡ）と尿素不含
分離ゲル（パネルＢ）の比較。その際１～８欄は、患者
１一人につき１０μＬに相当する。液体を自然に凍結さ
せ、ついでＳＤＳ－熱変性させる。ａ～ｅ欄は合成Ａβ
－ペプチドの混合（一連の希釈）に相当する。
【００４３】図４：Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロ
ット－１及びデンシトメータフィルム判定を用いて測定
された、患者集団ＮＤＣ－１及びＡＤ－１における液体
中のＡβ１－４２を示す。
【００４４】図５：Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロ
ット－１及びデンシトメータフィルム判定を用いて測定
された、患者集団ＮＤＣ－１及びＡＤ－１における液体
中のＡβ１－４２／Ａβ１－４０を示す。
【００４５】図６：Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロ
ット－１及びデンシトメータフィルム判定を用いて測定
された、患者集団ＮＤＣ－１及びＡＤ－１における液体
中のＡβ１－４２／Ａβ１－３８を示す。
【００４６】図７：免疫沈降（界面活性剤不含のＩＰ、
ｍＡｂ  ６Ｅ１０）及びデンシトメータフィルム判定と
共にＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット－１用いて
測定された、患者集団ＮＤＣ－１及びＡＤ－１における
液体中のＡβ１－４２を示す。
【００４７】図８：ＯＮＤ－３、ＣＩＤ－３及びＡＤ－
３における液体中のＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロ
ット－２を用いて測定された、Ａβ－ペプチド濃度を示
す。
【００４８】図９：ＡｐｏＥε４対立因子のないＯＮＤ
－３患者（ＯＮＤε４minus ）に比べて１又は２個の対
立因子ＡｐｏＥε４を伴う患者（ＡＤ－３ε４plus，Ｏ
ＮＤ－３ε４plus）を伴うグループＯＮＤ－３及びＡＤ
－３の患者における液体中のＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／
免疫ブロット－２を用いて測定された、Ａβ－ペプチド
濃度を示す。
【００４９】図１０：ＮＤＣ－３における液体中のＡβ
１－３８及びＡβ１－４０の相関及びＡβ－ペプチドの
相関マトリックス。
【００５０】図１１：ＯＮＤ－３、ＣＩＤ－３及びＡＤ
－３における液体中のＡβ１－４０％対Ａβ１－３８％
を示す。回帰度は集団ＡＤ－３に関係する。矢印の方向
に痴呆症の重さの度合は上昇する。境界値線（Ａβ１－
３８％＝１５．５、Ａβ１－４２％＝９．６）は集団Ｃ
ＩＤ－３に関係する。個々の患者はそのコード番号によ
って識別される。
【００５１】図１２：ＯＮＤ－３、ＣＩＤ－３及びＡＤ
－３における液体中のＡβ１－４２％対Ａβ１－４０％
を示す。回帰度は集団ＡＤ－３に関係する。矢印の方向
に痴呆症の重さの度合は上昇する。境界値線（Ａβ４０
％＝６３．０、Ａβ４２％＝８．５）は集団ＡＤ－３に



(7) 特開２００３－１２７００

10

20

30

40

50

11
関係する。個々の患者はそのコード番号によって識別さ
れる。
【００５２】図１３：ＯＮＤ－３、ＣＩＤ－３及びＡＤ
－３における液体中のＡβ１－３８％対Ａβ１－４０％
を示す。回帰度は集団ＡＤ－３に関係する。矢印の方向
に痴呆症の重さの度合は上昇する。境界値線（Ａβ３８
％＝１５．５、Ａβ４０％＝６０．０）は集団ＣＩＤ－
３に関係する。中断された境界値線（Ａβ３８％＝１
６．０、Ａβ４０％＝６３．０）は集団ＡＤ－３に関係
する。個々の患者はそのコード番号によって識別され
る。
【００５３】図１４：Ａβ－ペプチド全濃度に対するＡ
β－ペプチド百分率割合に基づくＡＤ－３における液体
中のＭＭＳＥテスト結果のボックス－プロット（Ｂｏｘ
－Ｐｌｏｔ）。
【００５４】図１５：ＡＤ－３におけるＡβ－ペプチド
全濃度に対する液体中のＡβ－ペプチド百分率割合に基
づくＭＭＳＥテスト結果。
【００５５】図１６：ＯＮＤ－３、ＣＩＤ－３及びＡＤ
－３における液体中のＡβ１－４２／Ａβ１－３８対Ａ
β１－３８／Ａβ１－４０を示す。回帰度は集団ＡＤ－
３に関係する。破線の境界値線は回帰度に対して平行で
ある。矢印の方向に痴呆症の重さの度合は上昇する。境
界値線（Ａβ１－３８／Ａβ１－４０＝０．２６、Ａβ
１－４２／Ａβ１－３８＝０．５７）は集団ＣＩＤ－３
に関係する。個々の患者はそのコード番号によって識別
される。
【００５６】図１７：ＯＮＤ－３、ＣＩＤ－３及びＡＤ
－３における液体中のＡβ１－４２／Ａβ１－４０対Ａ
β１－３８／Ａβ１－４０を示す。回帰度は集団ＡＤ－
３に関係する。矢印の方向に痴呆症の重さの度合は上昇
する。境界値線（Ａβ１－３８／Ａβ１－４０＝０．２
６、Ａβ１－４２／Ａβ１－４０＝０．１６）は集団Ｃ
ＩＤ－３に関係する。個々の患者はそのコード番号によ
って識別される。
【００５７】図１８：商Ａβ１－３８／Ａβ１－４０に
基づくＡＤ－３における液体中のＭＭＳＥテスト結果の
ボックス－プロット（Ｂｏｘ－Ｐｌｏｔ）。
【００５８】図１９：ΔＡβ１－４２％対ＮＣＤ－３Ｋ
Ｐ及びＡＤ－３ＫＰにおける、すなわち冷却沈降に起因
するＡβ１－４２の低下に基づく液体中の先天因子Ａβ
１－４２(nativ) を示す。境界値線（Ａβ１－４２＝２
１００、ΔＡβ１－４２％＝－１７）は集団ＡＤ－３Ｋ
Ｐに関係する。ゼロ軸（すなわち冷却沈降に起因するＡ
β１－４２の低下のない）は１つの線で表わされる。Ａ
ｐｏＥ－遺伝子型をＮＤＣ－３ＫＰ患者に関して記載す
る。９／１１ＡＤ－３ＫＰ患者は少なくとも１個の対立
因子ＡｐｏＥε４を伴う。２／１１ＡＤ－３ＫＰ患者に
関して、ＡｐｏＥε４遺伝子型は存在しない。
【００５９】図２０：ΔＡβ１－４２％対ＮＣＤ－３Ｋ

12
Ｐ及びＡＤ－３ＫＰにおける、すなわち冷却沈降に起因
するＡβ１－４２の低下に基づく液体中のＡβ１－４２
ＳＤＳを示す。境界値線（Ａβ１－４２＝２１００、Δ
Ａβ１－４２％＝－１７）は集団ＡＤ－３ＫＰに関係す
る。ゼロ軸（すなわち冷却沈降に起因するＡβ１－４２
の低下のない）は１つの線で表わされる。ＡｐｏＥ－遺
伝子型をＮＤＣ－３ＫＰ患者に関して記載する。９／１
１ＡＤ－３ＫＰ患者は少なくとも１個の対立因子Ａｐｏ
Ｅε４を伴う。２／１１ＡＤ－４患者に関して、Ａｐｏ
Ｅε４遺伝子型は存在しない。
【００６０】図２１ａ：Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫
ブロット－２：前頭側頭の痴呆症（ＦＩＤ）に比べてＡ
Ｄの側頭大脳皮質(temporale Kortex)のホモジネートか
らのＲＩＰＡ－可溶性Ａβ－ペプチドの免疫沈降物（Ｒ
ＩＰＡ－ＩＰ、ｍＡｂ  １Ｅ８）。装填容量４μＬ。ａ
～ｂ欄：合成Ａβ－ペプチドの混合（一連の希釈）。１
～４及び５欄：ＡＤの側頭大脳皮質。（＊ＡＤの免疫沈
降物を数人の患者で２０倍に希釈する。）８～１０欄：
ＦＴＤの側頭大脳皮質。
【００６１】図２１ｂ：Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫
ブロット－２：前頭側頭の痴呆症（ＦＩＤ）、レーヴィ
小体痴呆症（ＬＢＤ）及び痴呆でないコントロール患者
（ＮＤＣ）に比べてＡＤの側頭大脳皮質のホモジネート
からのＲＩＰＡ－可溶性Ａβ－ペプチドの免疫沈降物
（ＲＩＰＡ－ＩＰ、ｍＡｂ１Ｅ８）。装填容量４μＬ。
【００６２】ａ～ｂ欄：合成Ａ□－ペプチドの混合（一
連の希釈）。
【００６３】５及び６欄：ＡＤの側頭大脳皮質。
【００６４】１１及び１２欄：ＦＴＤの側頭大脳皮質。
【００６５】１３～１５欄：ＬＢＤの側頭大脳皮質；
（１３）ＬＢＤＣＥＲＡＤＡ、（１４）ＬＢＤＣＥＲＡ
ＤＣ、（１５）ＬＢＤＣＥＲＡＤＣ
１６欄：ＮＤＣの側頭大脳皮質。
【００６６】＊ＡＤの免疫沈降物を数人の患者で２０倍
に希釈する。
【００６７】図２２：合成Ａβ－ペプチドＡβ－ＳＤＳ
－ＰＡＧＥ／免疫ブロット－２：種々の脳領域の脳ホモ
ジネートからのＡＤのＲＩＰＡ－可溶性Ａβ－ペプチド
の免疫沈降物（ｍＡｂ  １Ｅ８）。小脳及び側頭大脳皮
質の個々の内部比較。装填容量４μＬ。
【００６８】ａ～ｃ欄：合成Ａβ－ペプチドの混合（一
連の希釈）。
【００６９】１～７欄：小脳。
【００７０】１* ～７* 欄：側頭大脳皮質、* 免疫沈降
物を２０倍に希釈する。
【００７１】図２３ａ：合成Ａβ－ペプチドの混合
（１）と比較してＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロッ
ト－２を示す：（２）ヒトＡＰＰ７５１Ｓｗ導入遺伝子
Ｈ４神経膠腫細胞のＳＤＳ－／熱変性された細胞上澄み
（装填容量４μＬ）、（３）ＮＤＣ患者の液体１０μＬ



(8) 特開２００３－１２７００

10

20

30

40

50

13
及び（４）ＡＤ患者の液体１０μＬ。
【００７２】図２３ｂ：合成Ａβ－ペプチドの混合
（１）と比較されるＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロ
ット－２を次の脳ホモジネートのＲＩＰＡ－可溶性Ａβ
－ペプチドの免疫沈降物（ｍＡｂ  １Ｅ８）を用いて示
す：
（２）ＡＤの側頭大脳皮質
（３）前頭側頭性痴呆症の側頭大脳皮質
（４）痴呆症ではないコントロール患者の側頭大脳皮
質、
＊ＡＤの免疫沈降物を２０倍に希釈する。
【００７３】図２４：Ａβ－ＩＰＧ－２Ｄ－ＰＡＧＥ／
免疫ブロット－２：
上図：合成Ａβ－ペプチドの二次元分離。アスパルター
トでのＮ－末端短縮によって等電点（Ip) はｐＨ単位で
塩基性になる。
中図：ＡＤの患者の液体の免疫沈降（ｍＡｂ  １Ｅ８）
及び二次元分離。これはＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥでＡβ
２－４２に関するＲｆ－値を伴うバンドを示す。
下図：ＲＩＰＡ－可溶性Ａβ－ペプチドの免疫沈降物
（ｍＡｂ  １Ｅ８）及びＡＤの側頭大脳皮質から二次元
分離。Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥでのＡ□２－４２に関す
るＲｆ－値を伴うバンドをまたＡβ２－４２として二次
元で識別する。
【００７４】図２５ａ：モルモットからの液体中でＡβ
－ペプチドのＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット－
２。この液体を凍結前にＳＤＳ－／熱変性させる。
【００７５】１～３欄：モルモット１，２及び３の液体
１０μＬ。
【００７６】ａ～ｄ欄：合成Ａβ－ペプチドの一連の希
釈。
【００７７】図２５ｂ：家ウサギからの液体中でＡβ－
ペプチドのＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット－
２。この液体を凍結前にＳＤＳ－／熱変性させる。
【００７８】１～３欄：液体１０μＬ。
【００７９】ａ欄：合成Ａβ－ペプチド。
【００８０】図２６：成人モルモットからの短時間培養
（０～８時間）を用いて海馬組織フラグメントのＡβ－
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット－２。２つのフラグメ
ントそれぞれ（厚み５００μｍ）をプールし（gepool
t)、ＲＩＰＡ界面活性剤の存在下に均質化し、ついで免
疫沈降（ｍＡｂ  １Ｅ８）させる。関連する培養上澄み
（２×５００μＬ）を同様にプールし、ＲＩＰＡの存在
下に免疫沈降（ｍＡｂ１Ｅ８）させる。
【００８１】０～８欄、細胞内：採取（０）直後から短
時間培養で８時間（８；二重測定）まで海馬組織フラグ
メント中のＡβ－ペプチドの細胞内濃度の時間経過。
【００８２】１～８欄、上澄み：培養上澄み中で遊離し
たＡβ－ペプチドの時間経過。
【００８３】synth.Ａβ欄：合成Ａβ１－４０及びＡβ
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１－４２。
【００８４】図２７：２つのＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／
免疫ブロット－２。これはヒト７５１ＡＰＰＳｗ導入遺
伝子Ｈ４神経膠腫細胞系の種々のプロテアーゼ阻害剤
（２３ａ）による処理及びカルパイン阻害剤－１（２３
ｂ）の投与量に基づく効果を示す。遊離したＡβ－ペプ
チドをそれぞれＳＤＳ－／熱変性された培養上澄み４μ
Ｌ中で定量化する（図２３ａ，ｂ参照）。比較としてｓ
ＡＰＰα濃度を細胞培養上澄み中で測定する。
【００８５】パネルａ：（１）ＤＭＳＯ－コントロー
ル；（２）５０μＭカルパイン阻害剤－１；（３）１０
０μＭカルパイン阻害剤－３；（４）５μＭＭＧ１２
３；（５）２５μＭカルペチン；（ａ－ｄ）合成Ａ□－
ペプチドの混合。
【００８６】パネルｂ：（１、１* ）ＤＭＳＯ－コント
ロール；（２、２* ）１２．５μＭカルパイン阻害剤－
１；（３、３* ）２５μＭカルパイン阻害剤－１；
（４、４* ）５０μＭカルパイン阻害剤－１；（ａ－
ｄ）合成Ａβ－ペプチドの混合。*二重測定。
【００８７】図２８ａ：Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫
ブロット－２。これはヒト７５１ＡＰＰＳｗ導入遺伝子
Ｈ４神経膠腫細胞系の種々の濃度のカルパイン阻害剤－
１（２３ｂ）による処理を示す（図２３ａ，ｂ参照）。
遊離したＡβ－ペプチドをそれぞれＳＤＳ－／熱変性さ
れた培養上澄み４μＬ中で定量化する。ＤＭＳＯ－コン
トロールと比較として、カルパイン阻害剤－１の投与量
に基づく効果をＡβ－ペプチド濃度について上澄み中で
調べる。
【００８８】図２８ｂ：Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫
ブロット－２。これはヒト７５１ＡＰＰＳｗ導入遺伝子
Ｈ４神経膠腫細胞系の種々の濃度のカルパイン阻害剤－
１（２３ｂ）による処理を示す（図２３ａ，ｂ参照）。
遊離したＡβ－ペプチドをそれぞれＳＤＳ－／熱変性さ
れた培養上澄み４μＬ中で定量化する。ＤＭＳＯ－コン
トロールと比較として、カルパイン阻害剤－１の投与量
に基づく効果を、Ａβ－ペプチド全濃度に対するＡβ－
ペプチド種の百分率割合について調べる。
【００８９】更に２１個の表を添付する。
【００９０】０  モノクロナールantiＡβ－抗体1E8 の
製造
モノクロナール抗体mAb 1E8 の製造は、Denzlingenの委
託会社“nano Tools Antikoerpertechnik ”でその標準
法にしたがってSchering AG の委託によって行われる。
免疫化及びスクリーニング計画の調製はSchering AG と
の協定にしたがって行われる。
【００９１】簡単な説明：Balb/cマウスの免疫化にＡβ
－蛋白質全部（１－４２）を使用する（１０μｇ／免疫
化）。初期免疫化及び３回連続したブースター免疫化を
行う。免疫化はそれぞれ２週間おきに行われる。その後
動物を殺し、脾臓をマウス脊髄細胞系との細胞融合に使



(9) 特開２００３－１２７００

10

20

30

40

50

15
用する。融合された細胞を９６－孔－組織培養プレート
に入れ、フィ－ダーマクロファージの存在下で培養す
る。
【００９２】Ｎ－末端特異抗体の識別に、ペプチド１－
１６を適当な活性化されたＥＬＩＳＡ－プレートと共有
結合させ、ハイブリドーマ細胞上澄みを用いるスクリー
ニングに使用する。Ａβ１１－１６－陽性（positive) 
クローンをその後再クローン化し、繰り返しテストす
る。クローンの発現の後、凍結保存を行う。抗体の精製
（Anreicherung) をイオン交換クロマトグラフィーによ
って非変性条件下で実施する。
【００９３】抗体の特異性を制限するために、エピトー
プマッピング（Epitop-Mapping) をセルロース結合する
線状ペプチドから実施する（スポット合成）。更に連続
して重複するＡβ－ペプチドのプライマー配列を“スポ
ット”の形でセルロース膜上で合成し、そしてこの膜を
ウエスタン－ブロット－法にしたがってモノクロナール
抗体と共にインキュベートする。特異的に結合する抗体
の検出は二次抗体を用いて行われる。
【００９４】分析によって、抗体１Ｅ８（サブクラスＩ
ｇＧ１カッパに属する）が、Ａβ－配列の最初の８つの
Ｎ－末端アミノ酸から生じるＮ－末端線状エピトープを
検出することを明らかにする。これらの抗体は下記実験
でウエスタン－ブロット、免疫沈降、免疫組織化学及び
ＥＬＩＳＡでの先天性Ａβの検出に適当であることが分
かる。
【００９５】１．通覧
１．１  方法論の説明
β－アミロイド前駆体蛋白質（ＡＰＰ）及びその代謝
物、特にβ－アミロイドペプチド（Ａβ－ペプチド）の
分離用ナトリウム－ポリアクリルアミド－ゲル電気泳動
（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）を記載する。特定のＳＤＳ－ＰＡ
ＧＥ（以下Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥと呼称する。）を多
層緩衝系（ビシン（Bicin ）／ビストリス（Bistris ）
／トリス／スルフェート）を使用し、そして分離メカニ
ズムは分離区画の開始時にＡβ－ペプチドの尿素誘発さ
れたコンフォメーション変化にある。コンフォメーショ
ン変化はそれぞれのＡβ－ペプチドのアミノ酸プライマ
ー配列に高度に特異的であり、有効な分子半径の再現性
可能な変化を生じる。したがって多数のＡβ－ペプチド
が分離され、これらはＮ－及びＣ－末端で一部は１個の
アミノ酸しか異ならず、そして僅かな質量相違によって
通常のＳＤＳ－ＰＡＧＥを用いて分離することができな
い。コンフォメーション変化を多層緩衝系の条件下で６
Ｍ濃度以上の尿素の添加によって引き起こす。Ａβ－ペ
プチド特異性コンフォメーション変化は、使用される尿
素のモル濃度と共に限定されたｐＨ－値及びイオン強度
で、使用されるポリアクリルアミドゲルの孔サイズ、界
面活性剤（ＳＤＳ）の濃度及び分離の間の温度によって
決定される。Ｎ－及びＣ－末端（Ｎｔ，Ｃｔ）で変化し
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たＡβ－ペプチドの幅広いスペクトルの分離のための最
適な分離ゲルマトリックスを１２％Ｔ／５％Ｃ／８Ｍ尿
素／０．２５％ＳＤＳを用いて見出した。
【００９６】Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥを第一分析範囲内
で担体両性電解質又は二次元の電気泳動のための固定化
されたｐＨ－勾配（ＩＰＧ）の使用下で等電点分画電気
泳動（ＩＥＦ）と組み合わせる（Ａβ－２Ｄ－ＰＡＧＥ
及びＡβ－ＩＰＧ－２Ｄ－ＰＡＧＥ）。Ａβ－ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ及びＡβ－ＩＰＧ－２Ｄ－ＰＡＧＥを用いて、
合成Ａβ－ペプチドＡβ１－３３、Ａβ１－３４、Ａβ
１－３５、Ａβ１－３７、Ａβ１－３８、Ａβ１－３
９、Ａβ１－４０、Ａβ１－４２、Ａβ２－４０、Ａβ
３－４０、Ａβ３ｐ－４０、Ａβ２－４２、Ａβ３－４
２及びＡβ３ｐ－４２の電気泳動流動割合が特徴づけら
れる。
【００９７】検出はウエスタン－免疫ブロット（ＰＶＤ
Ｆ－膜）及び“エンハスト化学発光”（ＥＣＬ）（Ａβ
－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット，Ａβ－２Ｄ－ＰＡ
ＧＥ／免疫ブロット，Ａβ－ＩＰＧ－２Ｄ－ＰＡＧＥ／
免疫ブロット）を用いて行われる。これに非常に高いＮ
－末端特異性を検出するためのモノクロナール抗体mAb 
1E8 を使用する。使用されるウエスタン－免疫ブロット
の条件下で、mAb 1E8はＮ－末端アスパルタートの欠失
でＡβ－ペプチドＡβ１- ｘ（たとえばＡβ１－４０、
Ａβ１－４２）と同様に良好な検出感受性を伴う対応す
るＡβ－ペプチドＡβ２－ｘ（たとえばＡβ２－４０、
Ａβ２－４２）を識別する。合成Ａβ－ペプチドＡβ３
－４０又はＡβ３－４２はその付加的なＮ－末端でアミ
ノ酸アラニンを欠失し、これに対してそのピログルタマ
ート誘導体を生理学的に適切な濃度でもはや検出しな
い。ウエスタン－免疫ブロットでの検出感受性はｍＡｂ
  １Ｅ８に対して選択的に改良することができる。この
場合その他に主に使用されるミルク粉末（免疫ブロット
－１）の代わりに合成界面活性剤を非特異結合部位の遮
断に使用する（免疫ブロット－２）。市場で入手される
Ｎ－末端特異性モノクロナール抗体（６Ｅ１０）（これ
はその他にしばしばウエスタン－免疫ブロットによるＡ
β－ペプチドの検出に使用される）は免疫ブロット－２
と適合しない。Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット
－２と高感度ＣＣＤカメラによるＡＰＰ－代謝物の検出
の組み合わせによって定量的ウエスタン－免疫ブロット
はＡβ１－４０に関して１ｐｇ及びＡβ１－４２に関し
て２ｐｇで生じることができる。ＣＣＤ検出を伴うＡβ
－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット－２に関しては、２
０ｐｇＡβ－ペプチドに対して１０％より少ないイント
ラ－及びインターアッセイ変動係数を実現することがで
きる。フルム検出を伴うＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫
ブロット－２に関しては、Ａβ１－４０に対して０．３
ｐｇ及びＡβ１－４２に対して０．６ｐｇの検出感受性
である。Ａβ－ペプチド検出に対して同様に良好な検出



(10) 特開２００３－１２７００

10

20

30

40

50

17
感受性及び変動係数を伴うその他のウエスタン－免疫ブ
ロット法は従来知られていない。Ａβ－ペプチドがＳＤ
Ｓ－／熱変性直後にウエスタン－免疫ブロット及びＣＣ
Ｄカメラを用いて、すなわち免疫沈降によって予め選択
的に精製せずに、定量化されねばならない場合、上記検
出感受性は液体中での神経化学痴呆症診断にとって必須
条件である。更にＳＤＳ－／熱変性が液体プローブの凍
結の前に行われる場合、神経化学痴呆症診断に対するＡ
β－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロットの分離精度をこの
プローブ前処理によってすらもう一度著しく上昇させる
ことができる。
【００９８】１．２  Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブ
ロット及び神経化学による痴呆症診断
Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット－２（上記参
照）は、ほんの１０μＬのヒト又は動物（モルモット、
家ウサギ）の液体プローブ中にＣＣＤカメラを用いてｓ
ＡＰＰα及びＡβ－ペプチドの直接定量化を一度で実現
する。この方法によって、Ａβ１－４０及びＡβ１－４
２の他に、３つの別のカルボキシ末端（Ｃ－末端）で短
縮されたＡβ－ペプチド（Ａβ１－３７、Ａβ１－３
８、Ａβ１－３９）がヒト及び動物液体中に高い度合で
一定にあることを初めて検出することができた。この場
合従来のように二次的にしばしば起こるＡβ－ペプチド
はＡβ１－４０からＡβ１－４２に液体中で変わるので
はなく、Ａβ１－３８に変わる。更に、３つの付加的
な、Ｃ－末端で短縮されたＡβ－ペプチドもヒト血漿中
で著しく僅かな濃度及びその他の相対分布でもって検出
されることが分かった。特に比率Ａβ１－４２／Ａβ１
－３８はＺＮＳ－特異的に異なるようである。
【００９９】Ａｄを患う数人の患者の場合、液体中で更
にＡｄを患う患者の脳ホモジネート中に規則的に広範に
増加するＮ－末端で短縮されたＡβ－ペプチド２－４２
を検出することができる。
【０１００】液体中のＡβ－ペプチドの絶対濃度と対照
的に、その全量Ａβ１－ｘに対してＡβ－ペプチドＡβ
１－ｎ（ｎ＝３７，３８，３９，４０又は４２）の百分
率割合Ａβ１－ｎ％がＡＤ及び慢性炎症性ＺＮＳ－疾患
（ＣＩＤ）の患者の高い選択性及び特異性によって識別
されることを始めて証明することができた。絶対濃度と
対照的に、相対Ａβ－ペプチド割合はまた痴呆症の重さ
の度合いと著しく相関を示す。更にＡＤを患う患者にと
って特定のＡβ－ペプチドの百分率割合間の特異的な関
係を示すことができる。これは特定のＡβ－ペプチド商
に対してもあてはまり、対応する相関は改良された痴呆
症診断に利用することができる。特にＡβ１－３８％及
びＡβ１－４２％の関係又はＡβ－ペプチド商Ａβ１－
３８／Ａβ１－４０及びＡβ１－４２／Ａβ１－３８の
相関はＡＤにおいて比較すると高い相関を示し、診断上
期待がもてる。神経化学的痴呆症診断に対するその適性
の点で、Ａβ－ペプチド種の絶対及び部分濃度間の驚異
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的で明白な相違は、γ－セクレターゼ活性の疾患特異的
変化が生じ、これが相対Ａβ－ペプチド割合の変化につ
いてより良好に表わすことによって恐らく制限される。
【０１０１】Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット用
プローブ調製のために、Ａβ－ペプチド及びその他のＡ
ＰＰ－代謝物質をＳＤＳ－／熱変性させる。あるいはＡ
β－ペプチドの選択的濃縮のために予め免疫沈降（Ｉ
Ｐ）を実施することができる。その結果から、プローブ
調製に基づき生体液体中にあるＡβ－ペプチドの種々の
割合を測定できることが分かる。その場合Ａβ－ペプチ
ド分画の界面活性剤（ＳＤＳ）で解離された割合は識別
することができ、免疫沈降又はＥＬＩＳＡ法の範囲内の
抗体は直ちに、すなわち界面活性剤で同時に処理するこ
となく得ることができる。この判別はＡβ－ペプチドの
その他の蛋白質又はＡβ－自動凝集体への高い親和結合
によって恐らく説明される。その際ＳＤＳ－解離可能な
割合は抗体－解離可能な分画に比べて明らかに高い。こ
の現象はＡβ１－４２に対して特異的に特に著しく際立
っている。
【０１０２】Ａβ１－４２に関して、Ａβ１－４０とは
対照的に冷却沈降（ＫＰ）に起因する低下は液体プロー
ブの凍結によって検出可能である。ＫＰに起因する低下
は恐らく主に凝集体に結合するＡβ１－４２分画から示
され、アルツハイマー－痴呆症（ＮＤＣ）ではない患者
のかなりの割合でＡβ１－４２の液体レベルのＡＤ－典
型的低下を生じる。この作用は少なくとも１個の対立因
子ＡｐｏＥε４を伴う患者で特に明らかであり、ＡＤで
なく、しかし対立因子ε４を伴う患者においても予め凍
結された液体中で比較してみるとＡβ１－４２の濃い濃
度がなぜ測定されるかを恐らく説明する。
【０１０３】プローブの凍結前の“保護的”ＳＤＳ－／
熱変性によってＡβ１－４２のＫＰに起因する低下をＡ
Ｄではない患者において効果的に妨害することができ
る。これに対してＡＤを患う患者は凍結前のＳＤＳ－／
熱変性によって液体プローブを前処理した場合でも液体
中でＡβ１－４２の低い濃度を示す。したがって神経化
学痴呆症診断に関するＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブ
ロットの診断分離精度は凍結処理前の液体プローブのＳ
ＤＳ－／熱変性によって極めて著しく改善される。上記
プローブ調製を伴うＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロ
ットは、ＡＤの初期及び前もっての臨床診断にも期待が
もてる。というのは初期のＡＤがＫＰ依存低下によって
説明することができない場合、境界値の低いＡβ１－４
２液体レベルが特に初期のＡＤを示すことが予測される
からである。あるいは軽い認識障害を患う患者において
予想される研究によって、すでにＡβ１－４２それ自体
の顕著なＫＰ依存低下がＡＤのより遅い発現に関する前
兆となる値を有しないかどうかを調べることができる。
【０１０４】ＡＤにおいて液体中のＡβ１－４２のＫＰ
依存低下は次の仮説によって説明することができる：
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１．ＡＤを患う患者の液体は非変化のＡβ－ペプチド全
濃度で選択的によい少ないＡβ１－４２を含有する。
２．Ａβ１－４２のＫＰに起因する低下はＳＤＳ－／熱
変性にもかかわらず妨害されない。
３．Ａβ１－４２はＡＤの液体中で低下せず、担体蛋白
質又はＡβ－ペプチド凝集体へのＳＤＳ安定結合によっ
てのみ計測可能な状態で減少する。
【０１０５】後者（３）の場合、Ａβ１－４２のこの分
画をまた酵素異化物から除き、したがって病態生理学的
に適切でかつ有効に有効物質認知プロジェクトのための
分子“ターゲット”である。その際Ａβ１－４２結合す
る蛋白質の組成又は分子一次構造はその複合体の範囲内
で無制限に変化してはならず、同一の一次構造で結合の
親和性はＡβ１－４２のコンフォメーションに基づいて
おびただしく異なることができる。
【０１０６】ＡＤである又はＡＤではない患者の場合液
体中のＡβ１－４２の界面活性剤解離可能な分画の特異
的相違を検出することができる知見は神経化学痴呆症診
断のその他の方法にも利用することができる（ＥＬＡＳ
Ａ、蛍光相関分光分析）。
【０１０７】ＥＬＩＳＡ－トリプレットＡβ１－３８、
Ａβ１－４０及びＡβ１－４２の使用はＡβ－ペプチド
商（３８／４０，４２／３８，４２／４０）の算定及び
異なるプローブ前処理によるＡβ－ペプチドのＫＰ－依
存低下の測定と共に特に期待がもてる。
【０１０８】１．３Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロ
ット及び神経病理学的診断
Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロットを痴呆症の神経
病理学的死後診断に使用することができる。ＡＤを患う
患者の脳ホモジネート中のＡβ－ペプチドの界面活性剤
（ＲＩＰＡ）－可溶性分画の分析で、その他の痴呆症及
びコントロールはＡβ－ペプチド１－３７、１－３８、
１－４０、１－４２及び２－４２の疾患及び脳領域－特
異的発現パターンを示すことができる。ＡＤ及びレーヴ
ィ小体痴呆症（ＬＢＤ）の患者で脳ホモジネートのＲＩ
ＰＡ－可溶性分画中のＡβ２－４２の多大な増加が特に
注目すべきことである。ＬＢＤにおいて、患者が同時に
際立ったβ－アミロイド病理学を示す場合（ＬＢＤ，Ｃ
ＥＲＡＤＣ）、Ａβ２－４２の高い濃度が観察される。
Ａβ１－４２もＡＤ及びＬＢＤ（ＣＥＲＡＤＣ）で規則
的にかつ明らかに増加する。その際その他のＡβ－ペプ
チドの濃度は高い個体内変化を示す。これは散発型ＡＤ
の表現型サブタイプを示すか又は時の経過に依存して痴
呆症の重さの度合を示すことができる。
【０１０９】ここで使用されるＲＩＰＡ－界面活性剤混
合物は一般に成熟神経炎性β－アミロイドプラークを溶
解することができない。したがってＡβ２－４２の広範
に高められた濃度によって、このβ－アミロイドプラー
ク分画からのＡβ２－４２について説明することができ
ない。対応してＡβ２－４２が非特異性β－アミロイド

20
プラークに関連するポストトランスレーション修飾（po
sttranslationale Modifikation)によって主に生じるこ
ともありえない。Ａβ２－４２の高い脳内濃度は病態生
理学的に当を得たものである。とういのはアスパルター
トの欠失がＡβ１－４２の凝集傾向を高め、このＮ－末
端修飾が成熟β－アミロイドプラークの結合を外見上先
導するからである。
【０１１０】１．４  細胞培養実験及び動物実験でのＡ
β－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロットを用いるＡＰＰ－
代謝物の定量化
カルボキシ末端で短縮されたＡβ－ペプチドＡβ１－３
７、１－３８及び１－３９を規則的にモルモット及び家
ウサギの槽液体(cisternalen Liquor)中で検出すること
もできる。更に、その検出は成熟モルモットの海馬組織
切片のホモジネート及び上澄み（短時間培養）中で行わ
れる。
【０１１１】更に若いニワトリの新しいニューロンの
（終脳の）初代培養を調製し、そしてこの場合もまたヒ
ト液体中におけるとように比較可能な相対分布を伴う５
つのＡβ－ペプチドを上澄み中に遊離することを示すこ
とができる。
【０１１２】５つのＡβ－ペプチド－及び付加的にＡβ
２－４２－によって、神経膠腫症腫瘍細胞系（Ｈ４）の
上澄み中に、ヒトＡＰＰ７５１がスウェーデン人の二重
突然変異（

human 
ＡＰＰ７５１

Sw
）によって過発現する

ことを検出することができる。β－／γ－セクレターゼ
の潜在的な阻害剤であるプロテアーゼ阻害剤で細胞を処
理した後、Ａβ１－４０及びＡβ１－４２の公知の投与
量依存減少と共にＣ－末端で短縮されたＡβ－ペプチド
Ａβ１－３７、１－３８及び１－３９の減少も検出する
ことができる。更にＡβ２－４２の産生は阻害される。
これに関連して、Ｃｔ－短縮されたＡβ－ペプチド（特
に明らかにＡβ１－３７）の産生は別の動力学を伴うＡ
β１－４０及びＡβ１－４２と比べて、そしてより早く
阻害されることが重要である。この効果は、その全濃度
に対する個々のＡβ－ペプチド種の割合を考察すること
で特に明らかとなる。この際液体中でのＡβ－ペプチド
の上記疾患特異的変化に対する重要な類似性が分かる。
この類似性は液体中で百分率のペプチド割合を著しく敏
感に感知することができることである。対応してγ－セ
クレターゼ活性の異質性が変化の間５つのＡβ－ペプチ
ドの相対的構成で表わすことができると推定することが
できる。これはイソホルム(isoform) 特異性γ－セクレ
ターゼ阻害剤を識別する有効物質認知プロジェクトに適
切である。
【０１１３】カルパイン阻害剤－１で導入遺伝子Ｈ４神
経膠原病細胞培養を処理する場合、プロテアーゼ阻害剤
の低い濃度でＡβ１－４２の上記初期（逆説）濃度増加
を証明することができる。この場合Ａβ１－４２の増加
がＡβ２－４２の濃度増加と相関にないことが重要であ
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る。この知見はＡβ１－４２からのＡβ２－４２の二次
的産生に反して、Ａβ２－４２が組み合わせβ－／γ－
セクレターゼによって産生されることを証明する。ＡＤ
において脳ホモジネート中のＡβ２－４２の明らかにか
つ規則的に高められた濃度とＡＤを患う患者の液体プロ
ーブ中のＡβ２－４２の検出との関係で、ＡＤにおいて
β－セクレターゼ（ＢＡＣＥ）の特定のイソホルムを過
発現させるか又はＡＤにおいて生理学的に産生するＡβ
２－４２を減少させて物質分解代謝させるかが問題であ
る。
【０１１４】２．背景
ＡＤの分子原則、痴呆症の新規医薬調合物及び神経化学
の痴呆症診断方法に対するその関連性は、２つのまとま
った操作に要約される（Witfang 等、1998及び2000）。
【０１１５】以前からヒト腰椎液体中でのＡβ１－４０
及びＡβ１－４２／１－４３の分析に関するその他のＳ
ＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット法は記載されている（Id
a 等、１９９６）。しかしこの際Ａβ－ペプチドの識別
は電気泳動分離によって行うことができないが、Ｃ－末
端選択性モノクロナール抗体によってブロット－膜上で
行われる。同時にＡβ１－４２を分離前にプローブの濃
縮によって濃厚にしなければならない。この濃縮は予め
のＳＤＳ－変性せずに行われる。このことはＡβ１－４
２の高い凝集傾向が原因となって方法上問題あると考え
られる。Ａβ１－４０及び１－４２の測定のために、こ
の方法で分離される電気泳動を実施しなければならな
い。
【０１１６】Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロットに
使用される多層緩衝系（Wiltfang等、1991) は、蛋白質
（Laemmli, 1970)及びペプチド（Schagger及びvon Jago
w, 1087)に対する特定の緩衝系の利点を組み合わせる。
対応して、このＳＤＳ－ＰＡＧＥ法を用いて蛋白質もペ
プチドも高い溶解性（Aufloesung) を伴う均質なポリア
クリルアミド分離系中で分離することができる。更に、
上記ＳＤＳ－ＰＡＧＥ法の尿素バージョン（Wiltfang
等、1991) の使用下でのＡβ１－４０及びＡβ１－４２
の電気泳動分離が記載されている（Klafki等、1996) 。
阻害剤を用いてＡＰＰ－分離酵素(spaltender Enzyme)
(γ－セクレターゼ）で前処理された家族性ＡＤの細胞
培養実験でこの方法を使用した場合、生体内放射能標識
されたＡβ－ペプチドＡβ１－４０及び１－４２の検出
によって種々のγ－セクレターゼがＡβ１－４２の酵素
による産生に関与することが示される（Klafki等、199
6) 。この系を変更した場合、Ａβ１－４２及びＡβ１
－４３の分離も実現することができる（Wiltfang等、19
97) 。上記方法の最大免疫学的検出感受性は５０ｐｇＡ
β１－４２である。これはここに示した適用にとってま
だまだ十分ではない。同時にここに提案された方法で分
離ゲルマトリックスは付加的なＮ－末端及びＣ－末端で
修飾されたＡβ－ペプチドを分離するために最適化され
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る。
【０１１７】このＳＤＳ－ＰＡＧＥを第二分析法として
等電点分画電気泳動（ＩＥＦ）と２Ｄ－ＰＡＧＥとして
の第一法において組み合わせることができる(O'Farrel
l, 1975; O'Farrell 等, 1977) 。したがって等電点及
び有効な分子半径にしたがってポリペプチドと蛋白質の
二次元分離は成功する。高い度合で支え固定化されたｐ
Ｈ－勾配（ＩＰＧ）の使用下で（Gorg等、1995; Gorg
等、1997; Righetti及び Bossi, 1997) 等電点分画電気
泳動は最小の負荷相異を明らかにすることができる。し
たがって２つ方法Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロッ
トをＡＰＰ－代謝物のポストトランスレーション修飾に
よって高い分離性分析にも使用することができる。同時
に検出感受性は上記フェムトグラム(femtogramm)範囲内
に示すことができる。ポストトランスレーション修飾は
特異的方法でＡβ－ペプチドの凝集挙動を左右し、それ
によって病態生理学的にかつ診断上適合する(Thome等,1
996; Thome J., 1996; Kuo等, 1997; Russo 等、1997; 
Tamaoka 等、1997) 。神経化学痴呆症診断にとって、選
択的にＮ－末端修飾されたＡβｘ－４２／４３のＡβ１
－４２／４３に対する割合が増加するが、Ｎ－末端修飾
されたＡβｘ－４０のＡβ１－４０に対する割合は増加
しないことが重要である(Tamaoka等、1997) 。Ａβ－ペ
プチド測定に加えて、Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブ
ロットは、ＡＤにおいて液体中で低下するのを測定する
ｓＡＰＰαの定量化も可能にする（Sennvik 等、2000)
 。ｓＡＰＰαの測定に尿素含有分離ゲルコンパートメ
ントを上記（陰極性）分離ゲルと尿素及びより大きな孔
サイズの不在下で組み合わせる。
【０１１８】定量Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロッ
トはＡＰＰ－代謝物スペクトルの同時のかつ超感受性測
定（これはＡＤの神経化学初期診断法及び病因に高い関
連性を伴う）を可能にする。この方法はＡβ－ペプチド
の物質代謝又は物質分解代謝に関与する新規の薬品の動
物実験による及び臨床の判定に基づいて使用することが
できる。
【０１１９】３材料及び方法
３．１Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
３．１．１材料及び試薬
Bio-RAD ( リッチモンド,CA,  米国): Mini Protean II
電気泳動システム、アクリルアミド（Best.-No.161-010
1), Ｎ，Ｎ’－メチレン－ビス－アクリルアミド（Bes
t.-No.161-0201); Merk (ダルムシュタット、ドイ
ツ）：ペルオキソ二硫酸アンモニウム（AMPS,Best.-No.
1201.1000), ブロムフェノールブルー（Best.-No.812
2),0.5M H

2
SO
4 
（Best.-No.1.09072.1000), 水酸化ナト

リウム小片 p.A.(NaOH,Best.-No.6498),活性炭 p.A. 
（Best.-No.1.02186.0250), サッカロース（Best.-No.
1.07654.1000)。
【０１２０】Paesel+Lorei (ハナウ、ドイツ）：トリス
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ウルトラレイン(Tris ultra rein)（Best.-No.10084
0)。
【０１２１】Biomol  （ハンブルグ、ドイツ）：ラウリ
ル硫酸ナトリウム、ウルトラレイン、２×結晶（ＳＤ
Ｓ、Best.-No.51430) 、ビス－（２－ヒドロキシエチ
ル）－イミノ－トリス（ヒドロキシメチル）メタン（ビ
ス－トリス、Best.-No.50003) 、Ｎ，Ｎ’－ビス－（２
－ヒドロキシエチル）グリシンｐ．Ａ．(Bicine,Best.-
No.01848); GibcoBRL/Life Technologies ( カールスル
ーエ, ドイツ）：尿素（Best.-No.15716-012) ；Serva 
( ハイデルベルグ、ドイツ）：Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－テ
トラメチルエチレン－ジ－アミン（ＴＥＭＥＤ、Best.-
No.35925) ；Sigma ( シュタインハイム、ドイツ）：２
－メルカプトエタノール（Best.-No.M-7154)；Bachem 
(ブベンドルフ、スイス）：Ａβ１－３８、Ａβ１－４
０、Ａβ１－４２；Forschungsinstitut fuer Molekula
re Pharmakologie (ベルリン、ドイツ）：Ａβ１－３
３、Ａβ１－３４、Ａβ１－３５、Ａβ１－３７、Ａβ
１－３９、Ａβ２－４０、Ａβ２－４２、Ａβ３－４
０、Ａβ３－４２、Ａβ３ｐ－４０、Ａβ３－４２；Am
ersham Pharmacia Biotech AB ( バッキンガムシェア
ー、英国）及び Serva(ハイデルベルグ、ドイツ）：ト
リプシン阻害剤牛肺（Ｍｒ６５００）、メルリチン（Ｍ
ｒ２８４７）及びＭｅｔ－Ｌｙｓ－ブラディキニン（Ｍ
ｒ１３２０）をＳｅｒｖａから取り寄せ、Amersham Pha
rmaciaの“低分子量（ＬＭＷ）マーカーキット”に加え
る。ＬＭＷキットには下記のものが一緒に並べられる：
ホスホリラーゼｂ（Ｍｒ９４０００）、ウシ血清アルブ
ミン（Ｍｒ６７０００）、オボアルブミン（Ｍｒ４３０
００）、カルボニックアンヒドラーゼ（Ｍｒ３０００
０）、トリプシン阻害剤、大豆（Ｍｒ２０１００）及び
α－ラクトアルブミン（Ｍｒ１４４００）。 *
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*【０１２２】３．１．２ゲル組成及び電気泳動
ＳＤＳ－ＰＡＧＥをＢｉｏ－ＲａｄＭｉｎｉＰｒｏｔｅ
ａｎＩＩ電気泳動システムによって実施する。使用され
るゲルコンパートメントの大きさは次の通りである：分
離ゲルの長さ約５４ｍｍ；収集ゲルの長さ約５ｍｍ（容
量２５０μＬに相当）；カムゲル(Kammgel) の高さ約１
２－１５ｍｍ；ゲルの厚さそれぞれ０．５０ｍｍ、ゲル
幅それぞれ８５ｍｍ。Ａβ－２Ｄ－ＰＡＧＥ内の第二分
析法のための分離及び収集ゲルはゲルの厚み１．０ｍｍ
を伴う。
【０１２３】プローブ装填のために、１５－鋸歯状プロ
ーブ装填カムを使用する（歯幅約３ｍｍ、歯間隔２ｍ
ｍ）。カムゲル中の生じるプローブ装填室は約３×１０
ｍｍをとる。最大プローブ装填量は、プローブ空洞の間
に移動するのを確実に阻止するために１０μＬを超えて
はならない。プローブを陰極緩衝液の充填後に下層とな
す。電気泳動：ａ）２時間以上一定の流速で１２ｍＡ／
０．５ｍｍゲルの厚さ、ｂ）第二分析法のゲル１．０ｍ
ｍ：１０分間６０ボルト／１．０ｍｍゲルの厚さ、１時
間４５分以上１２０ボルト／１．０ｍｍゲルの厚さ。
【０１２４】分離ゲルコンパートメントにＷｉｌｔｆａ
ｎｇ等によるビシン（Ｂｉｃｉｎ）／トリスＳＤＳ－Ｐ
ＡＧＥ法の尿素バージョンを使用し（Wiltfang等、199
1) 、設置されたアプリケーションを実施態様により変
更する。表１に、ゲルコンパートメント用濃縮された緩
衝液、陰極緩衝液、陽極緩衝液及びアクリルアミド基準
溶液をまとめて示す。ヒト又は動物の生物学的プローブ
中でＡＰＰ－代謝物及びＡβ－ペプチドの最適化された
分離のためのＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ用ゲル組成を表２
に示す。
【０１２５】

  表１：Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ用基準溶液及び緩衝液
    溶液                                      組成                    

分離ゲル緩衝液                １．６Ｍトリス、０．４ＭＨ
2 
ＳＯ

4 

収集ゲル緩衝液              ０．８Ｍビストリス、０．２ＭＨ
2 
ＳＯ

4 

カムゲル緩衝液            ０．７２Ｍビストリス、０．３２Ｍ Bicin
陰極緩衝液                  ０．２Ｍ  Ｂｉｃｉｎ、０．１ＭＮａＯＨ
                              ０．２５％ｗ／ｖＳＤＳ
陽極緩衝液                  ０．２Ｍトリス、０．０５ＭＨ

2 
ＳＯ

4 

１％ＳＤＳ                          １％（ｗ／ｖ）ＳＤＳ
１０％ＳＤＳ                          １０％（ｗ／ｖ）ＳＤＳ
アクリルアミド／Ｂｉｓ          ５８．２％（ｗ／ｖ）アクリルアミド、
６０％Ｔ／３％Ｃ1                     １．８％（ｗ／ｖ）Ｂｉｓ
アクリルアミド／Ｂｉｓ          ５７％（ｗ／ｖ）アクリルアミド、
６０％Ｔ／５％Ｃ1                     ３％（ｗ／ｖ）Ｂｉｓ1 アクリルアミド基準溶液を３０分間ＡＧ５０１－Ｘ８

Ｄ混合床イオン交換体マトリックス（Bio-RAD 、リッチ
モＮＤＣ,CA,米国) を用いて攪拌し、濾過し、室温で暗

所に保存する。
【０１２６】

  表２：Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ用ジャムゲル、 収集ゲル及び分離ゲルの組成
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溶液                カムゲル      収集ゲル        分離ゲル
                    9%T/5%C          9%T/5%C       12%
T/5%C/8M尿素
カムゲル緩衝液      2000μｌ
収集ゲル緩衝液                      2000μｌ
分離ゲル緩衝液                                       2500 μｌ
アクリルアミド／Bis       
６０％Ｔ／３％Ｃ      400 μｌ      400μｌ      
アクリルアミド／Bis         
６０％Ｔ／５％Ｃ                                     2000 μｌ
尿素                                                    4.80g 
１% （w/v ）SDS         1000μｌ     1000 μｌ
１０% （w/v ）SDS                                          25
0μｌ
Ｈ
2 
Ｏ                600 μｌ       600μｌ      全量10ml(

 約1.51ml) 
１０％ＡＭＰＳ        24μｌ            24μｌ            40μｌ

ＴＥＭＥＤ             8μｌ             8μｌ             5μｌ
ブロムフェノールブルー
１％（ｗ／ｖ）         15 μｌ

25
３．１．３Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ用プローブ調製
３．１．３．１  液体プローブの採取
２－メルカプトエタノール不含ＳＤＳ－ＳＢ－３のアリ
コート（表３）３００μＬをＳｐｅｅｄ－Ｖａｃを用い
てエッペンドルフプローブ容器１．５ｍｌ（“ｓａｆｅ
ｌｏｃｋ”）中で乾燥物質になるまで蒸発させ、使用す
るまで室温で保存する。液体プローブを分割し、エッペ
ンドルフプローブ容器中に乾燥物質として存在するＳＤ
Ｓ－ＳＢ－３によって別個に後処理する。
【０１２７】（ａ）得られたままの(nativ) 凍結された
液体
遠心分離された液体３３０μＬをそのまま－８０℃で
１．５ｍｌエッペンドルフ容器中で凍結させ、保存す
る。解凍及び渦工程の後、液体３００μＬ及び２．５％
ｖ／ｖ２－メルカプトエタノールで存在するＳＤＳ－Ｓ
Ｂ－３を採取し、渦工程の後５分間９５℃で加熱する。
次いでＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥを行う。
（ｂ）ＳＤＳ－／熱変性による前処理
乾燥物質として存在するＳＤＳ－ＳＢ－３を遠心分離さ
れた液体３００μＬで採取し、渦工程の後５分間９５℃
で加熱する（２－メルカプトエタノールは添加されな
い）。ついでＳＤＳ－／熱変性された液体を－８０℃で
保存する。Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥの前に、プローブを
２．５％ｖ／ｖ２－メルカプトエタノールの添加後に新
たに５分間９５℃で加熱する。 *
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*【０１２８】（ｃ）Ａβ－ペプチドの測定用液体プロー
ブの蒸発
ＳＤＳ－／熱変性後、しかし２－メルカプトエタノール
の添加前に、液体プローブ又はその他の生物学的プロー
ブをＳｐｅｅｄＶａｃを用いて乾燥物質になるまで蒸発
させ、１００μＬＨ

2 
Ｏ
dd
及び２．５％ｖ／ｖ２－メル

カプトエタノールで採取する（３倍濃縮）。Ａβ－ＳＤ
Ｓ－ＰＡＧＥの前に新たに９５℃に５分間加熱する。
【０１２９】プローブ蒸発前にＳＤＳ－／熱変性によっ
て、蛋白質分解、Ａβ－ペプチドの沈降及び自動凝集を
濃縮の間避けなければならない。
【０１３０】ＳＤＳ－ＳＢ－３中の減少されたＳＤＳ－
濃度が必要である。というのはより高いＳＤＳ－濃度は
プローブの３倍濃縮後、約１０μＬの装填容量で、尿素
含有分離ゲルの陽極末端でＡβ－ペプチドの流動速度に
悪影響を与えるからである。しかし同時にＳＤＳ－ＳＢ
－３中で０．５％ｗ／ｖのＳＤＳ－濃度はプローブの完
全なＳＤＳ－／熱変性にとってまだ十分に高い。
【０１３１】３．１．３．２その他の生物学的プローブ
の採取
プローブは液状で存在し（たとえば細胞培養上澄み、細
胞ホモジネート）、Ａβ－ペプチド濃度は十分に高いの
で、容量単位プローブを２倍濃縮されたＳＤＳ－ＳＢ－
２の容量単位で採取する（表３）。
【０１３２】

  表３：プローブ採取用緩衝液の組成（ＳＤＳ－ＳＢ）
試薬                SDS －SB－1 *        SDS－SB－2 *   
    SDS －SB－3 
* 

ビストリス           0.36M                0.72M            0
.120M 
ビシン               0.16M                0.32M            0
.053M 
サッカロース         15.0%(w/v)          30.0%(w/v)
       5.0%(w/v) 
SDS                    1.0%(w/v)          2.0%(w/v
)       0.5%(w/v) 
ブロムフェノール
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ブルー                0.004%(w/v)         0.008%(w/
v)      0.002%(w/v)
プロテイナーゼ阻害剤
カクテル錠剤                                              １錠剤/10
ml 
 *Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥの直前に２．５％ｖ／ｖ２－メルカプトエタノール
を
用いて５分間９５℃で煮る。
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３．１．３．３  免疫沈降（ＩＰ）後のプローブの採取
マグネットダイナビーズ（下記参照）を用いて固定され
たＡＰＰ－代謝物を密閉洗浄工程後に３７℃で１０分間
超音波浴中でＳＤＳ－ＳＢ－１又はＳＤＳ－ＰＢ－３
（それぞれ２－メルカプトエタノール不含）の使用下で
抗原結合から溶離する。２．５％ｗ／ｖ２－メルカプト
エタノールの添加後９５℃に５分間加熱する。ＳＤＳ－
ＰＢ－３を使用する場合、ついでプローブをＳｐｅｅｄ
Ｖａｃによって乾燥物質にまで蒸発させ、Ｈ

2 
Ｏ
dd
を用

いて採取することによってもう一度３倍濃縮することが
できる。
【０１３３】３．２通常のＡβ－２Ｄ－ＰＡＧＥ（担体
両性電解質ＩＥＦ）
第一分析法の球形ゲル(rundgel) 中の担体両性電解質及
び第二分析法の垂直の(vertikale) Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡ
ＧＥをBio-Rad のMini－Protean II２－Ｄ細胞系を用い
て実施する。
【０１３４】３．２．１担体両性電解質ＩＥＦ用材料及
び試薬
Bio-RAD ( リッチモンド,CA,  米国): Mini Protean II
細胞系、ガラス小管（直径（１ｍｍ）アガロース（１６
２－００１７）; Merk (ダルムシュタット、ドイツ）：
ＣＨＡＰＳ（Best.-No.11662.0010), 水酸化ナトリウム
小片 p.A.(NaOH,Best.-No.6498),ブロムフェノールブル
ー（Best.-No.8122), リン酸８５％（H

3
PO
4,
Best.-No. *
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*1.0573.1000); Serva (ハイデルベルグ、ドイツ）： Se
rvakyt(R)

【０１３５】pH 5-6 (Best.-No.42924)pH 4-7 (Best.-N
o.42948)pH 3-10 (Best.-No.42951)；Fluka ( ブーヒ
ス、スイス）： Igepal CA 630 (NP 40, Best.-No.5674
1);GibcoBRL/Life Technologies (カールスルーエ，ド
イツ）：尿素（Best.-No.15716-012);Sigma ( シュタイ
ンハイム、ドイツ）：２－メルカプトエタノール（Bes
t.-No.M-7154)；Biomol  （ハンブルグ、ドイツ）：ラ
ウリル硫酸ナトリウム、ウルトラレイン、２×結晶（Ｓ
ＤＳ、Best.-No.51430) 、ビス－（２－ヒドロキシエチ
ル）－イミノ－トリス（ヒドロキシメチル）メタン（ビ
ス－トリス、Best.-No.50003) 、Ｎ，Ｎ’－ビス－（２
－ヒドロキシエチル）グリシンｐ．Ａ．(Bicine,Best.-
No.01848) 。
【０１３６】３．２．２担体両性電解質ＩＥＦのための
プローブ採取
プローブ採取はＩＥＦ－ＳＢで行われる（表４ａ）。乾
燥物質及びＭＳＰを用いてマグネット固定されたダイナ
ビ－ズ（下記参照）をＩＥＦ直前にＩＥＦ－ＳＢで直接
採取し、１０分間超音波浴中で３７℃でインキュベート
する。プローブの採取のために、容量単位液体を容量単
位ＩＥＦ－ＳＢで採取し、１０分間超音波浴中で３７℃
でインキュベートする。
【０１３７】

  表４ａ：ＩＥＦ－ＳＢの組成
試薬                                  IEF －SB          
尿素                                  ８Ｍ          
ＣＨＡＰＳ                            ０．２７％(w/v) 
ＮＰ－４０                            ０．１３％(v/v) 
Servalty pH3-10(40%)                  １％(v/v)
 
Servalty pH4-7又はpH5-6               １％(v/v)
 
2-メルカプトエタノール                ５％(v/v) ３．２．３第一分析法：球形ゲル中で担体両性電解質Ｉ

ＥＦ
ガラス小管（直径１ｍｍ）をゲル重合のために表４ｂか
らのモノマー溶液で満たす。ＩＥＦ球形ゲルを６０ｍｍ
の長さに重合する。ＩＥＦ－ＳＢ中で直接採取後のプロ
ーブ２０μＬ（１０μＬ液体＋１０μＬＩＥＦ－ＳＢ）

又はＩＥＦ－ＳＢ（表４ａ）中で免疫沈降からの溶離液
１０μＬを装填し、陰極電解質で層状にする。ガラス小
管のこの側を上記陰極電解質室と連結させる。担体両性
電解質ＩＥＦの陽極液及び陰極液の組成を表４ｂに示
す。
【０１３８】

  表４ｂ：担体両性電解質ＩＥＦ－球形ゲルの組成
溶液                              容量                  IEF －球形ゲ
ル  
アクリルアミド／Bis 
(60%T/3%C ）                       89 μｌ                 
 5.4%T/3%C 
H
2
O 
dd
                            280 μｌ
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尿素                              480mg                     8M
2%(w/v)CHAPS                      135 μｌ             
     0.27% 
2%(w/v)NP-40                      65μｌ                
    0.13% 
Servalty pH3-10(40%)              25μｌ         
           1% 
Servalty pH5-6又はpH4-7            25 μｌ        
          1% 
1%(w/v)AMPS                         20μｌ
10%(w/v)TEMED                      10 μｌ
  表４c ：担体両性電解質ＩＥＦ－陽極液及び陰極液の組成
  溶液                  組成              
  陰極液              ２０ｍＭＮａＯＨ
  陽極液              １０ｍＭＨ

3 
ＰＯ

4 
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ついで以下のように室温で泳動する：１００Ｖ×１時
間、２００Ｖ×１１時間、５００Ｖ×２時間、１０００
Ｖ×１時間（Σ４３００Ｖ×時間）。
【０１３９】ＩＥＦ後、球形ゲルを水圧でガラス小管か
ら排除し、５分間ＩＥＦ－平衡緩衝液（表４ｄ）中で室
温でインキュベートする。その後ＩＥＦゲルをＡβ－Ｓ*

30
*ＤＳ－ＰＡＧＥの収集ゲル（上記参照）にのせ、ＩＥＦ
－アガロース溶液（表４ｄ）でその位置に固定する。合
成Ａβ－ペプチド又はＭｒマーカー蛋白質の比較装填用
プローブバッグをテフロン(R)鋸で熱アガロース中で成
形する。
【０１４０】

  表４ｄ：ＩＥＦ－平衡緩衝液及びＩＥＦ－アガロース溶液の組成
試薬            ＩＥＦ－平衡緩衝液        ＩＥＦ－アガロース溶液
ビシン                ０．１６Ｍ            ０．１６Ｍ
ビストリス            ０．３６Ｍ            ０．３６Ｍ
ＳＤＳ                  １％（ｗ／ｖ）      １％（ｗ／ｖ）
ブロムフェノール
ブルー                                      ０．００４％（ｗ／ｖ）

３．２．４第二分析法：Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥを表１及び２に記載したように
行う( 分離ゲル：12%T/5%C/8M 尿素）。カムゲルを重合
しない。使用される分離ゲルのゲルの厚みは１ｍｍであ
る。電気泳動を室温で行う：１０分／６０Ｖ、９０分／
１２０Ｖ。
【０１４１】３．３Ａβ－ＩＰＧ－２Ｄ－ＰＡＧＥ
３．３．１材料及び試薬
GibcoBRL/Life Technologies (カールスルーエ，ドイ
ツ）：尿素（Best.-No.15716-012);Merk (ダルムシュタ
ット、ドイツ）：ＣＨＡＰＳ（AMPS,Best.-No.11662.00
10),ブロムフェノールブルー（Best.-No.8122), グリセ
リン（１００％）（Best.-No.1.04092.1000);Biomol  
（ハンブルグ、ドイツ）：ラウリル硫酸ナトリウム、ウ
ルトラレイン、２×結晶（ＳＤＳ、Best.-No.51430); S
erva (ハイデルベルグ、ドイツ）：ＳｅｒｄｏｌｉｔＭ
Ｂ－１（Best.-No.40701), Dithiotreitol (DTT,Best.-
No.20710);Amersham Pharmacia Biotech AB (AB(バッキ
ンガムシェアー、英国）：Pharmalyte pH3-10 （Best.-
No.17-0456-01),Pharmalyte pH4-6.5 （Best.-No.17-04
52-01),Immobiline DryStrip 70 ×3 ×0.5mm, pH4-7L *

*（Best.-No.17-60001-10);Sigma ( シュタインハイム、
ドイツ）：ヨードアセトアミド（Best.-No.I-6125)；Bi
o-RAD ( リッチモンド,CA,  米国):アガロース（162-00
17) 。
【０１４２】３．３．２プローブ採取
プローブ採取はＩＰＧ－ＳＢで行われる（表５ａ）。乾
燥物質及びＭＳＰを用いてマグネット固定されたダイナ
ビ－ズ（下記参照）をＩＥＦ直前にＩＰＧ－ＳＢで直接
採取し、１０分間超音波浴中で３７℃でインキュベート
する。液状生物学的プローブ：混合床イオン交換体（Se
rdolit MB-1)の除去後、ＩＰＳ－ＳＢをエッペンドルフ
プローブ容器中で分割し（たとえば１００μＬ）、Ｓｐ
ｅｅｄＶａｃによって室温で蒸発させて乾燥物質とす
る。乾燥物質として存在するＩＰＧ－ＳＢをプローブと
の容量割合１：１で採取し（たとえば１００μＬ）、渦
工程（１分）後に１０分間等音波で３７℃でインキュベ
ートする。プローブの採取のために、容量単位液体を容
量単位ＩＥＦ－ＳＢで採取し、１０分間超音波浴中で３
７℃でインキュベートする。
【０１４３】

  表５ａ：ＩＥＦ－ＳＢの組成
試薬                   IPG－SB             IPG- 再水素添加溶液
          
尿素                  ９．０Ｍ                ８．０Ｍ
Serdolit MB-1         １．０％(w/v)           １．０％
(w/v) 
ＣＨＡＰＳ            ２．０％(w/v)           ０．５％(w/v) 
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ＤＴＴ                １．０％(w/v)           １．０％(w/v) 

Pharmalyte pH3-10(40%)０．８％( ｖ/v)        
 ０．８％( ｖ/v) 
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３．３．３ＩＰＧ－ＩＥＦ
市販のＩＰＧ“ＤｒｙＳｔｒｉｐｓ”を用いるＩＥＦ
は、製造者のプロトコルにしたがって行われる（Amersh
am Pharmacia Biotech／Kurzleitung 17-5009-57,Ausga
be AA, 99-04) 。ＩＰＧ“ＤｒｙＳｔｒｉｐｓ”（４－
７、線状ｐＨ勾配、長さ７ｃｍ）を一晩室温で表５ａか
らの再水素添加溶液の使用下でゲルの厚み０．５ｍｍで
再水素添加する。プローブ装填装置（“サンプルカッ
プ”）をＩＰＧ細片の塩基性部位（ほぼｐＨ６．５で）
上にのせ（陰極性装填）、プローブ３０μＬを装填す
る。ＩＰＧ－ＩＥＦを３０分／３００Ｖ、３０分／８０
０Ｖ、３０分／１４００Ｖ及び５時間／２０００Ｖ（Σ
１２５００Ｖ×時間）行う。
【０１４４】３．３．４
ＩＰＧ－ＩＥＦの後、“ＤｒｙＳｔｒｉｐｓ”を２×１
０分間平衡させる（表５ｂ）。第一平衡溶液はＤＴＴ
（５０ｍｇ／５ｍｌ）を含有し、第二溶液はゲルの銀色
呈色(Silberfaerbung)の際にさらに色の人工産物を生じ
る過剰ＤＴＴを中和するためにヨードアセトアミド（２
４０ｍｇ／５ｍｌ）を含有する。ウエスタン－免疫ブロ
ットで、第二平衡工程は除かれる。平衡されたＩＰＧ
“ＤｒｙＳｔｒｉｐｓ”をＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥの収
集ゲル上でアガロース溶液（表５ｃ）を用いて固定す
る。合成Ａβ－ペプチド又はＭｒマーカー蛋白質の比較
装填用プローブバッグをテフロン(R)鋸で熱アガロース
中に置く。電気泳動は３．１．２に対応して行う。
【０１４５】

１．軽い振とう下で室温で１％(w/v) ＤＴＴを用いてＩ
ＰＧ－平衡緩衝液中で１０分間。
【０１４６】２．軽い振とう下で室温で４．８％(w/v) 
ヨードアセトアミドを用いてＩＰＧ－平衡緩衝液中で１
０分間。
【０１４７】
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３．４免疫沈降
３．４．１材料及び試薬、抗体
Biochrom KG ( ベルリン、ドイツ）： HEPES（Best.-N
o.L1603),PBS Dulbecco, Ca++不含、Mg++不含（Best.-N
o.L182-50);  Merk (ダルムシュタット、ドイツ）：水
酸化ナトリウム小片 p.A.(NaOH,Best.-No.6498),塩化ナ
トリウム（NaCl,Best.-No.1.01540.0500);Fluka ( ブー
ヒス、スイス）： Igepal CA 630 (NP 40, Best.-No.56
741); ナトリウムデソキシコラート（Na-DOC,Best.-No.
30968);   Biomol  （ハンブルグ、ドイツ）：ラウリル
硫酸ナトリウム、ウルトラレイン、２×結晶（ＳＤＳ、
Best.-No.51430);Boehringer(マンハイム、ドイツ）：
プロテイナーゼ阻害剤カクテル錠剤、complte TM Mini 
(Best.-No.1836153); Deutsche Dynal GmbH ( ハンブル
グ、ドイツ）：Dynabeads(R)M280 Schaf anti-マウス I
gG (Best.-No.112.02); Biometra(ゲッチンゲン、ドイ
ツ）：Magnetic Separation Stand (MPS);Sigma ( シュ
タインハイム、ドイツ）：ウシアルブミン（BSA,Best.-
No.A-4378),2- メルカプトエタノール(Best.-No.M-714
5),ナトリウムアジド（Na-Azid,Best.-No.A-2002); Pae
sel+Lorei (ハナウ、ドイツ）：トリスウルトラレイン
（Best.-No.100840);Schering AG (ベルリン、ドイ
ツ）：ｍＡｂ  １Ｅ８（マウスＩｇＧ）；Senetek PLC 
Drug Delivery Technologies, Inc.( セントルイス、M
O, 米国）：ｍＡｂ６Ｅ１０、僅かに少ないマウスＩｇ
Ｇ(Best.-No.320-02) 。
【０１４８】３．４．２ダイナビーズＭ－２８０（Ｓｃ
ｈａｆＡｎｔｉ－マウスＩｇＧ）の調製
懸濁液（６．７×１０8 ビーズ／ｍｌ）２５０μＬを泡
形成せずに十分に振とうし、３×５分ＰＢＳ／ＢＳＡ
（０．０１Ｍリン酸ナトリウム中に０．１５ＭＮａＣ
ｌ、０．１％ｗ／ｖＢＳＡ）１ｍｌで洗浄する。Biomet
ra( ゲッチンゲン、ドイツ）社のMagnetic Separation 
Stand (MPS) 中のビーズを固定し、上澄みを除去する。
【０１４９】３．４．３生物学的プローブの前処理
０．７５容量単位のプローブを０．２５容量単位の蛋白
質阻害剤－カクテル基準溶液（ＰＩ－基準溶液）で採取
する。ＰＩ－基準溶液：Ｈ

2 
Ｏ
dd
１．５ｍｌ中で１錠の

 ComplteTM Mini を溶解する。
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【０１５０】３．４．４直接ＩＰ－法を用いる磁性微粒
子（“ビーズ”）のｍＡｂ－活性化
約１．６７５×１０8 “ビーズ”（予め調製されたビー
ズ懸濁液２５０μＬ、上記参照）をＭＳＰ中で１．５ｍ
ｌのエッペンドルフカップで壁在的に磁性固定させ、ｍ
Ａｂ６Ｅ１０７．５μｇ（Senetek PLC Drug Delivery 
Technologies,Inc.、セントルイス、MO, 米国）及びｍ
Ａｂ  １Ｅ８１０μｇ（Schering AG 、ベルリン、ドイ
ツ）と共にＰＢＳ／ＢＳＡ２５０μＬ中で４℃で２０時
間インキュベートする。ついで４×３０分間ＰＢＳ／Ｂ
ＳＡ１ｍｌで洗浄し、最後に２５０μＬのＰＢＳ／ＢＳ
Ａ／０．０１％Ｎａ－アジド中で採取し、４℃で免疫沈
降に使用するまで保存する。このように活性化されたビ
ーズを述べるに値する容積損失なしに３ヶ月まで貯蔵す
ることができる。生物学的プローブの免疫沈降に使用す
る直前、活性化されたビーズを３×３分間、Ｎａ－アジ
ド無添加のＰＢＳ／ＢＳＡ２５０μＬを用いて洗浄す
る。
【０１５１】３．４．５ヒト液体からの免疫沈降
ａ）界面活性剤不含
活性化されたダイナビーズ（約１．６７５×１０8 ）２
５μＬを液体／ＰＩ－基準溶液（液体２００μＬ＋ＰＩ
－基準溶液６８μＬ）２８６μＬと混合し、５０ｍＭＨ
ＥＰＥＳ－緩衝液（ｐＨ７．４）７３２μＬを用いてエ
ッペンドルフカップに１ｍｌを取る。インキュベーショ*
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*ンを２０時間４℃で振とうミキサー上で行う（プローブ
の一定の攪拌）。ついでビーズをＭＳＰ－スタンドで固
定させ、上澄みを除去する。その後ビーズを４×５分
間、室温でＰＢＳ／０．１％ＢＳＡ１ｍｌを用いて洗浄
する。ついでビーズを１×３分間、室温で１０ｍＭトリ
ス／ＨＣｌ（ｐＨ７．５）１ｍｌ中で洗浄する。Ａβ－
ＳＤＳ－ＰＡＧＥのために、磁性固定されたビーズのプ
ローブ採取をＳＤＳ－ＰＢ－１２５μＬを用いて５分間
９５℃で行う。Ａβ－２Ｄ－ＰＡＧＥのために、ＩＥＦ
－ＳＢ又はＩＰＧ－ＳＢ２５μＬを用いて採取し、１０
分間３７℃で超音波浴でインキュベートする。Ａβ－Ｓ
ＤＳ－ＰＡＧＥのために、液体容量３２μＬ中に存在す
るプローブ４μＬ（Ａβ－ペプチド量に相当）を装填す
る。Ａβ－２Ｄ－ＰＡＧＥのために、液体容量８０μＬ
中に存在するプローブ１０μＬ（Ａβ－ペプチド量に相
当）を装填する。
【０１５２】ｂ）界面活性剤（ＲＩＰＡ

0.5x
－ＩＰ）を

用いる
液体２００μＬを５倍濃縮されたＲＩＰＡ

0.5x
緩衝液

（表６）２００μＬと混合し、Ｈ
2 
Ｏ
dd
６００μＬを用

いてエッペンドルフカップに１ｍｌを取る。免疫沈降の
実施は下記Ａに記載する方法に相当する。ＲＩＰＡ

0.5x

緩衝液はプロテアーゼ阻害剤（表６）を含有する。
【０１５３】

  表６：ＲＩＰＡ緩衝液の組成
試薬            

            

* ＲＩＰＡ
1x
              * ＲＩＰＡ

0

.5x

HEPES/NaOH pH 7.4              50mM                
    50mM 
NP40                           1.0%(v/v)               0
.5%(v/v)
Na- デオキシコラート            0.5%(w/v)                0
.25%(w/v) 
SDS                             0.1%(w/v)                0
.05%(w/v) 
NaCl                           150mM(w/v)               
150mM(w/v)
* 添加物：ＲＩＰＡ

0.5x
又はＲＩＰＡ

1x
緩衝液１０ｍｌあたりプロテア

ーゼ阻害
剤混合物１錠。

【０１５４】３．４．６ヒト脳組織からの免疫沈降（Ｒ
ＩＰＡ

1x
－ＩＰ）

脳組織（約５０ｍｇ）をＲＩＰＡ
1x
緩衝液（表６）１ｍ

ｌと共にエッペンドルフ反応容器１．５ｍｌ中で超音波
フィンガーを用いて均質化し、ついで５分間（４℃）２
００００ｇで遠心分離する。上澄みを取り、ホモジネー
ト上澄みの蛋白質含量をＲＩＰＡ

1x
緩衝液を用いて３ｍ

ｇ／ｍｌに調整し、ホモジネート１ｍｌを活性化された
ダイナビーズ（約３．３５×１０7 ビーズ）５０μＬと
一緒に（ａ）に記載したように免疫沈降させる。ＲＩＰ
Ａ

1.0x
緩衝液はプロテアーゼ阻害剤（表６）を含有す

る。
【０１５５】３．４．７細胞培養上澄みの免疫沈降（Ｒ
ＩＰＡ

0.5x
－ＩＰ）

細胞培養液４００μＬを５倍濃縮されたＲＩＰＡ
0.5x
緩

衝液１００μＬ（あるいはＲＩＰＡ
0.5x
緩衝液２００μ

Ｌを伴う細胞培養上澄み８００μＬ）及び活性化された
ダイナビーズ２５μＬと混合し、（ａ）に記載したよう
に免疫沈降させる。Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥのために、
細胞培養上澄み容量９６μＬ中に存在するプローブ６μ
Ｌ（Ａβ－ペプチド量に相当）を装填する。
【０１５６】３．５固定及び銀色呈色
３．５．１試薬
Merk ( ダルムシュタット、ドイツ）：チオ硫酸ナトリ
ウム５水和物ｐＡ（Ｎａ

2 
Ｓ
2 
Ｏ
3 
、Best.-No.1.0651

6.0500)、炭酸ナトリウム pA(Ｎａ
2 
ＣＯ

3
,Best.-No.1.

06392.1000), グリセリン緩衝物質（Best.-No.1.04169.
0250), ホルムアルデヒドｍｉｎ．３７％ｐＡ（Best.-N
o.1.04003.1000), グルタルジアルデヒド２５％（Best.
-No.8.20603.0100), 無水酢酸ナトリウム（Best.-No.1.
06268.1000);Paesel+Lorei (ハナウ、ドイツ）：硝酸銀
ｐ．Ａ．（Best.-No.27-100-601);Zentralapetheke der
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 Universitaet Goettingen: エタノール９９．９％、変
性されいる。
【０１５７】３．５．２実施
Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ又はＡβ－２Ｄ－ＰＡＧＥの
後、ペプチド及び蛋白質を４５分間室温でグルタルジア*

36
*ルデヒドを用いてボラート／ホスフェート緩衝液中でWi
ltfang等（Wiltfang等、１９９７）にしたがって固定す
る。銀色呈色をHeueshoven等（Heueshoven and Dernik,
 1998)にしたがって少し変更して実施する（表７）。
【０１５８】

  表７：グルタルジアルデヒド固定後の銀色呈色
    溶液                                      時間（分）
冷たい（４℃）Ｈ

2 
Ｏ
dd
                        ３×１０  

30%(v/v)EtOH, 10%(v/v)Hac1                   
 １×６０  
30%(v/v)EtOH,0.5M 酢酸ナトリウム, 
0.5%(v/v) グルタルジアルデヒド, 
0.2%(v/v)Na

2
S
2
O
3
                              １×６０

  
冷たい（４℃）Ｈ

2 
Ｏ
dd
                          ３×１５  

0.1%(w/v)AgNO
3
,0.02%ホルムアルデヒド          １×

６０  
2.5%(w/v)Na

2
CO
3
,0.02% ホルムアルデヒド          ５

－１０  
0.05M(w/v)グリシン                                  ３０  

1 グルタルジアルデヒド固定後のゲル（Wiltfang等、１
９９７、電気泳動１８：５２７－３２）はこれらの溶液
中で４℃で保存することができる。その場合銀色呈色は
あとで行われなければならない。ここで調べられるＡβ
－ペプチド及び蛋白質をＥｔＯＨ／Ｈａｃ中で直ちに固
定することもできる。
【０１５９】３．６ウエスタン－免疫ブロット
３．６．１材料及び試薬、抗体
Paesel+Lorei (ハナウ、ドイツ）：トリスウルトラレイ
ン（Best.-No.100840);Sigma (シュタインハイム、ドイ
ツ）：ホウ酸（ホウ酸、Best.-No.B-7901), ナトリウム
アジド（Ｎａ－Ａｚｉｄ，Best.-No.A-2002 ）; J.T. B
aker (Deventer, オランダ）：メタノール（Best.-No.A
-9263 ）;BioRad Labotatories (Hercules,CA,米国）：
フィルターペーパーエクストラディック（Best.-No.170
3960）、無脂肪ドライミルク（Best.-No.170-6404 ）;M
illipore Coporation(ベッドフォード、ＭＡ、米国）；
Immobilon-P トランスファー膜（Best.-No.IPVH0001 *

*0）;Hoefer Pharmacia Biotech Inc.(サンフランシス
コ、ＣＡ、米国）；SemiPhor semi-dry transfer unit 
（Best.-No.80-6211-86 ）;Biochrom KG (ベルリン、ド
イツ）：PBS Dulbecco, Ca++不含、Mg++不含（Best.-N
o.L182-50);Schering AG( ベルリン、ドイツ）：ｍＡｂ
  １Ｅ８（マウスＩｇＧ）；Senetek PLC Drug Deliver
y Technologies, Inc.( セントルイス、MO, 米国）：精
製されたｍＡｂ６Ｅ１０、少ないマウスＩｇＧ(Best.-N
o.320-02) ；Roth（カールスルーエ、ドイツ）：Roti-b
lack (Best.-No.A 151.1) 。
【０１６０】３．６．２ウエスタン－免疫ブロットの実
施
Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ又はＡβ－２Ｄ－ＰＡＧＥの
後、トランスファーはセミドライウエスタンブロット及
びＰＶＤＦ検出膜上での多層緩衝系を用いて行われる。
ブロット緩衝液を表８にまとめて示す。
【０１６１】

  表８：ウエスタン－免疫ブロット用ブロット緩衝液の組成
試薬        ブロット緩衝液Ａ      ブロット緩衝液Ｂ    ブロット緩衝液Ｃ
  
トリス        ０．２１Ｍ          ２５ｍＭ            ２５ｍＭ
メタノール    ３０％（ｖ／ｖ）  ３０％（ｖ／ｖ）
ＳＤＳ                                              0.025 ％（ｖ／
ｖ）
ｐＨ           10.4                 10.4                  9.
0 * 
 *０．５Ｍホウ酸を用いて調整。

陽極から陰極へのブロットサンドウィッチの合成は次の
通りである：緩衝液Ａを伴う濾紙、緩衝液Ｂを伴う濾紙
及びＰＶＤＦ－膜、ゲル及びついで緩衝液Ｃを伴う２つ
の濾紙。ゲルを電気泳動の直後に約１０秒間緩衝液中で
インキュベートする。濾紙として特に強い濾紙（BioRad
社）を使用する。異なる製造元のＰＶＤＦ－膜の検査
後、Immobilon-P 膜（Millipore 社）が生じる。これは
免疫ブロットプロトコル内でＡβ－ペプチド、特にＡβ

１－４２の最も僅かな目立たない着色及び最も有効な固
定が得られる。Immobilon-P 膜をメタノールの使用前に
製造元の指示に対応して湿らし、ついで１分間Ｈ

2 
Ｏ
dd

中でインキュベートし、ついで緩衝液Ｂ中に移す。トラ
ンスファーはＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（直径０．５ｍ
ｍ）に対して３０分間又はＡβ－２Ｄ－ＰＡＧＥゲル
（直径１．０ｍｍ）に対して４５分間室温で１ｎＡ／ｃ
ｍ2 によって行われる。
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【０１６２】ウエスタンブロットの終了後、Immobilon-
P 膜を約３０秒間Ｈ

2 
Ｏ
dd
中で洗浄し、３分間マイクロ

ウエル（Mikrowelle) 中でＰＢＳ（トウィーン不含）で
煮る。この煮る工程は最大の検出感受性を実現させるの
に重要である。
【０１６３】３．６．２．１免疫ブロット－１（混合粉
末－遮断工程）
免疫ブロット－１に使用される緩衝液、溶液及び抗体を
表９ａ及びｂにまとめて示す。
・遮断工程：１時間、室温で４ｍｌのＰＢＳ－Ｔ－Ｍ／
ｃｍ2 膜。
・一次ｍＡｂとのインキュベーション：１５時間、４℃
で、ついで３０分間室温でｍＡｂ  １Ｅ８の１：４００
０希釈(Schering AG, ベルリン、ドイツ）又はｍＡｂ  
６Ｅ１０の１：１０００希釈（精製：Senetek PLC Drug
 Delivery Technologies, Inc.( セントルイス、MO, 米
国）中で０．０７４ｍｌのＰＢＳ－Ｔ－Ｍ／ｃｍ2 膜で
（合成樹脂箔に流出、回転ミキサーで高い頻度の攪
拌）。
・洗浄工程１：３×１０分、室温でＰＢＳ－Ｔ（４ｍｌ
／ｃｍ2 ）を用いて。
・二次ｍＡｂとのインキュベーション：１時間、室温で
二次ｍＡｂの１：３０００希釈（ビオチンanti- マウス
ＩｇＧ、馬、Ｈ＋Ｌ；Vector Laboratories,バーミンガ
ム、ＣＡ、米国）を用いて０．０７４ｍｌのＰＢＳ－Ｔ
－Ｍ／ｃｍ2 膜で（合成樹脂箔に流出、回転ミキサーで
高い頻度の攪拌）中で。
・洗浄工程２：  洗浄工程１と同様。
・Streptavidin-Avidin 強化：１時間、室温で“Strept
avidinビオチン化ホースラディシュ（西洋ワサビ）ペル
オキシダーゼ複合体ＲＰＮ１０５１”（Amersham、バッ
キンガムシェアー、英国）の１：３０００希釈を用いて
０．２６ｍｌ／ｃｍ2 膜を伴うＰＢＳ－Ｔ中で（合成樹
脂箔に流出、回転ミキサーで高い頻度の攪拌）。
・洗浄工程３：  洗浄工程１と同様。
・ＥＣＬ－展開：製造元の指示にしたがって５分間室温
で０．１ｍｌ／ｃｍ2

ＥＣＬＰｌｕｓTM溶液（ＲＰＮ２１３２；Amersham、バ*

38
*ッキンガムシェアー、英国）。ついで過剰の試薬の除去
（２つの箔濾紙間で５秒）及び新鮮に保たれた箔で湿っ
た膜を包む。
【０１６４】３．６．２．２免疫ブロット－２（Ｒｏｔ
ｉ－Ｂｌｏｃｋ）
免疫ブロット－２に使用される緩衝液、溶液及び抗体を
表９ａ及びｂにまとめて示す。
・遮断工程：１時間、室温で２５ｍｌの１：１０Ｒｏｔ
ｉ－Ｂｌｏｃｋ／Ｈ

2 
Ｏ
dd
。

・一次ｍＡｂとのインキュベーション：１５時間、４℃
で、ついで３０分間室温でｍＡｂ  １Ｅ８の１：４００
０希釈(Schering AG, ベルリン、ドイツ）又はｍＡｂ  
６Ｅ１０はＲｏｔｉ－Ｂｌｏｃｋと適合しない、高い目
立たないシグナルによって制限される。
・洗浄工程１：３×１０分、室温でＰＢＳ－Ｔ（４ｍｌ
／ｃｍ2 ）を用いて。
・二次ｍＡｂとのインキュベーション：１時間、室温で
二次ｍＡｂの１：３０００希釈（ビオチンanti- マウス
ＩｇＧ、馬、Ｈ＋Ｌ；Vector Laboratories,バーミンガ
ム、ＣＡ、米国）を用いて０．０７４ｍｌのＰＢＳ－Ｔ
－Ｍ／ｃｍ2 膜で（合成樹脂箔に流出、回転ミキサーで
高い頻度の攪拌）中で。
・洗浄工程２：  洗浄工程１と同様。
・Streptavidin-Avidin 強化：１時間、室温で“Strept
avidinビオチン化ホースラディシュ（西洋ワサビ）ペル
オキシダーゼ複合体ＲＰＮ１０５１”（Amersham、バッ
キンガムシェアー、英国）の１：３０００希釈を用いて
０．２６ｍｌ／ｃｍ2 膜を伴うＰＢＳ－Ｔ中で（合成樹
脂箔に流出、回転ミキサーで高い頻度の攪拌）。
・洗浄工程３：  洗浄工程１と同様。
・ＥＣＬ－展開：製造元の指示にしたがって５分間室温
で０．１ｍｌ／ｃｍ2

ＥＣＬＰｌｕｓTM溶液（ＲＰＮ２１３２；Amersham、バ
ッキンガムシェアー、英国）。ついで過剰の試薬の除去
（２つの箔濾紙間で５秒）及び新鮮に保たれた箔で湿っ
た膜を包む。
【０１６５】

  表９ａ：免疫ブロット用基準溶液
溶液                                    組成                        
PBS

10x
(10x濃度）              Ｈ

2 
Ｏ
dd
1000ｍｌに対して

ホスフェート      
                              緩衝されていないＮａＣｌ９５．５ｇ
PBS-T 
(PBS中にトウィーン-20           トウィーン-20 75ml
 0.075%v/v)                   全量 PBS

1x
1000ml

PBS-T-M                         ミルク粉末 2.5g 
                                全量 PBS-T100ml 
  表９ｂ：免疫ブロット－１及び－２用緩衝液、溶液及び抗体
免疫ブロット工程    時間  ウエスタン－              ウエスタン－
                    (h)     免疫ブロット－１            免疫ブロット
－２
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非特異的結合                PBS-T 中で                Ｈ
2 
Ｏ
dd

中で
部位の遮断           1h   2.5%w/v ミルク粉末          10%v
/vRoti-Block
一晩４℃で                a)mAb 1E8,ミルク粉末-      a)mA
b 1E8,10%v/v 
一次mAb と                 PBS-Tで1:4000;mAb 6E10
,  Roti-Block/H

2
O
dd
で

インキュベーション   15h  ミルク粉末-PBS-Tで1:1000   1
:4000           
洗浄工程            3 ×10分       PBS-T                      
  PBS-T   
  
室温で二次Abと          ビオチン化anti- マウス-     ビオチン化
anti- マ
インキュベーション        抗体、ミルク粉末          ウス- 抗体、ミルク

                          -PBS-Tで1:3000              粉末
-PBS-Tで
                    1h                                1:3000  
        
洗浄工程            3 ×10分       PBS-T                  PB
S-T         
  
室温でStreptavidin        Streptavidin-POD
           Streptavidin-POD 
-PODとインキュベー        - 複合体、PBS-T 中で        - 複合
体、PBS-T 中
で
ション                    1:3000                     1:3000
           
洗浄工程            3 ×10分       PBS-T                  PB
S-T         
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３．６．３デンシトメトリーフィルム判定によるＥＣＬ
－シグナルの定量化
３．６．３．１材料及び試薬
Amersham Pharmacia Biotech AB ( バッキンガムシェア
ー、英国）：ＥＣＬplusウエスタンブロット検出システ
ム（Best.-No.RPN2132),Hyperfilm TMＥＣＬTm（Best.-
No.RPN2103H);Schleicher und Schuell (ダッセル、ド
イツ）：ゲル－ブロッティングペーパー（Best.-No.426
690);Tropix(ベドホード、ＭＡ、米国）：Development 
Folder,１４ｃｍ×１９ｃｍ（Best.-No.XF030) ；Biome
tra( ゲッチンゲン、ドイツ）；BioDoc software ；Eps
on Deutchland GmbH ( デュッセルドルフ、ドイツ）：
レーザースキャナーエプソンＧＴ９０００。
【０１６６】３．６．３．２ＥＣＬ－展開(ECL-Entwick
lung)t
ＰＢＳ－Ｔ中での最後の洗浄工程後、ＰＶＤＦ－膜をテ
フロン(R)土台上に置き、過剰の洗浄緩衝液を一締めの 
KIMWIPES(R) LIte 200 Laborwischtuecher の設置によ
って除去する。５分間、室温で０．１ｍｌ／ｃｍ2 ＥＣ
ＬＰｌｕｓTM溶液を用いてインキュベートする。過剰の
ＥＣＬＰｌｕｓTM溶液を除去するために、２締めのゲル
－ブロッティングペーパー間に膜を置き、シグナル検出
のために“Development Folder”に移す。これは最適な
検出を保証し、膜の乾燥を防ぐ。
【０１６７】３．６．３．３定量化
それぞれ８μＬの液体プローブを装填する。各ゲルは合
成Ａβ－ペプチド１－４０及び１－４２の混合物の一連
の希釈を伴う（Ａβ１－４２：５、１０、１５、２５ｐ
ｇ；Ａβ１－４０：２０、５０、７５、１００ｐｇ）。
測定を３回測定として実施する。Ａβ－ペプチド濃度の
算出は各ゲルに関してその検量系（Eichreihe)を用いて
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行われる。ついで平均値（Ｎ＝３）及び変動係数（Ｖ
Ｋ）を算出する。イントラアッセイ－変動係数を、それ
ぞれの分離ゲルについて同一の実験で同一の基準溶液の
使用下に測定する３つの簡単な測定を用いて算出する。
インターアッセイ－変動係数を、独立した実験（すなわ
ち日ごとの検査(UNtersuchungstagen)）で調べられたＡ
β１－４２平均値を用いて測定する。
【０１６８】３回測定によって調べられた域外値は２つ
の変動係数の算出で除かれない。すなわちすべての技術
上評価できるＡβ－ペプチドバンドは計算に取り込まれ
る。
【０１６９】更に、Ａβ１－４０、Ａβ１－４２及びＡ
β１－３８に関して、痕跡あたり３つのバンドの未修正
値（面積単位）を記入し、商として相互に関連する（Ａ
β１－４２／Ａβ１－４０、Ａβ１－４２／Ａβ１－３
８）。
【０１７０】ウエスタン－免疫ブロット（一次ｍＡｂ：
１Ｅ８）後のＥＣＬ－検出は、５分かけてＨｙｐｅｒｆ
ｉｌｍTMの露光によって行われる。デンシトメトリー判
定はレーザースキャナー（エプソンＧＴ９０００）及び
評価ソフトウエアー（Ｂｉｏｍｅｔｒａ社、ＢｉｏＤｏ
ｃｓｏｆｔｗａｒｅ）を用いて行われる。
【０１７１】３．６．４ＣＣＤカメラを用いてＥＣＬ－
シグナルの定量化
３．６．４．１材料及び装置
Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA,米国）：Flour-S
 MAX MultiImager System (Best.-No.170-7720)；Quant
ity One Software (Best.-No.170-8601) 。
【０１７２】３．６．４．２ＥＣＬ－展開
ＥＣＬ－展開を３．６．３．２に記載したように実施す
る。
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【０１７３】３．６．４．３実施
それぞれ１０μＬの液体プローブを装填する。各ゲルは
合成Ａβ－ペプチド１－３７、１－３８、１－３９、１
－４０及び１－４２の混合物の一連の希釈を伴う（Ａβ
１－３７：５、１０、２０、４０、８０ｐｇ；Ａβ１－
３８：１５、３０、６０、９０、１２ｐｇ；Ａβ１－３
９：５、１０、２０、３０、６０ｐｇ；Ａβ１－４０：
２５、５０、１００、２００、３００ｐｇ；Ａβ１－４
２：５、１０、２０、４０、６０ｐｇ）。ＣＣＤカメラ
を用いるＥＣＬ検出は５、２０、６０及び１２０秒間の
一連の露光時間によって８０×８０μｍの分解（Aufloe
sung) で行われる。各ゲルそれぞれの検量系に相対して
ゲルの定量化のために、評価ソウトウエアー“Quantity
 One”（Bio-Rad Laboratories社、Hercules, CA,米
国）を使用する。
【０１７４】測定を４回測定として実施する。Ａβ－ペ
プチド濃度の算出は各ゲルに関してその検量系を用いて
行われる。ついで平均値（Ｎ＝４）及び変動係数（Ｖ
Ｋ）を算出する。イントラアッセイ－変動係数を、それ
ぞれの分離ゲルについて同一の実験で同一の基準溶液の
使用下に測定する４つの簡単な測定を用いて算出する。
インターアッセイ－変動係数を、独立した実験（すなわ
ち日ごとの検査）で調べられたＡβ１－４２平均値を用
いて測定する。４回測定によって調べられた域外値は２
つの変動係数の算出で除かれない。すなわちすべての技
術上評価できるＡβ－ペプチドバンドは計算に取り込ま
れる。
【０１７５】３．７若いニワトリの終脳初代培養
ニワトリ種 White Leghornの卵を３７℃でふ化棚で１０
間かけてふ化する。１０日目にニワトリ胚を滅菌条件下
で取り出し、脳を遊離させる（freipraepariert)。前部
下垂体を分離し、密着する髄膜を除き、ＨＥＰＥＳ－緩
衝されたＤＭＥＭ中に集める。得られた組織を１５分か
けてトリプシンで消化させ、ＤＭＥＭで３回洗浄した
後、数回カニューレによって吸収する(aufziehen) 。ホ
モジネートを５５０ｇで５分間の遠心分離した後、上澄
みをデカンテーションし、ペレットを培地（ＤＭＥＭ＋
５％Ｆｅｔａｌｅｓウシ血清＋５％ニワトリ血清）中に
取り、新たにカニューレによって吸収する。Neubauer-Z
aehlkammerを用いて細胞数測定の後、懸濁液の細胞密度
を１．５Ｍｉｏ．細胞／ｍｌに調整し、これを培養容器
中に細胞密度３７５．０００細胞／ｃｍ2 が得られるよ
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うに植菌する。細胞付着の改善のために培養容器に予め
２４時間かけてポリ－Ｌ－溶液（０．１Ｍボラート／Ｎ
ａＯＨ－緩衝液中にポリ－Ｌ－リジン０．１ｍｇ／ｍｌ
で滅菌、ｐＨ８．４）を積層させる。培養２日目に、５
０％培地交換を行い、そして培養５日目に、被試験物質
の同時の添加下で１００％培地交換を行う。培養時間は
４８時間までであることができる。
【０１７６】３．８液体の収得
３～１０ｍｌの腰椎液を腰椎液穿刺によって得、ポリプ
ロピレンプローブ容器に入れる。遠心分離（１０００
ｇ、１０分間、４℃）後、プローブを２４時間以内１５
０μＬのアリコートとして測定まで－８０℃でポリプロ
ピレン容器（エッペンドルフ、１．５ｍｌ）中で保存す
る。プローブを何回も凍結し、解凍する必要がない。
【０１７７】３．９患者
全体で患者１３０人の腰椎液を調べる。これらの患者の
うちの５人について、Ａβ－ペプチドをさらに血漿中で
測定する。患者は２つの診断上部グループ(Obergruoppe
n)、すなわち神経精神医学的疾患、専らアルツハイマー
－痴呆症（“神経精神医学的疾患調節”、ＮＤＣ）及び
臨床上恐らく（散発型）アルツハイマー－痴呆症（Ａ
Ｄ）の患者に分ける。それぞれ別々の患者を伴う多数の
ＮＤＣ－及びＡＤ－グループを条件つきの方法で調べ
る。その場合相対する患者集団を連続のアラビア数字に
よるナンバーリングによって表わす（たとえばＮＤＣ－
１，ＡＤ－１）。集団ＮＤＣ－１及びＮＤＣ－２はＡＤ
とは別の遺伝子の痴呆症の患者も含む。集団ＮＤＣ－３
は非痴呆症神経精神医学疾患の患者しか含まない。この
集団はＺＮＳ（“慢性炎症性ＣＮＳ疾患”、ＣＩＤ－
３）の慢性炎症性疾患の患者と別の神経精神医学疾患
（“その他の神経精神医学疾患”、ＯＮＤ－３）の残り
の患者に識別される。ＯＮＤ－３グループとＡＤ－３グ
ループ内で更にＡｐｏＥε４遺伝子型にしたがって識別
する。図１に、患者グループ及びその段階順の一覧を示
す。表１０ａ－ｄは多数の患者グループに同時にいる患
者を挙げる。
【０１７８】表１０ａ－ｄ：共有の患者の振分け数（Sc
hnittmenge) を含む集団の集計。ＮＤＣ－３KPはＮＤＣ
－３の完全な部分集団である。ＡＤ－３KPはＡＤ－３の
主たる部分集団である。
【０１７９】
【表１】
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表１１：フィルム露光によるＳＤＳ－ＰＡＧＥ－プロー
ブ緩衝液及びＥＬＣ－検出でプローブの直接採取の後合
成Ａβ－ペプチドのＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロ
ット－１：インター及びイントラアッセイ変動係数
【０１８０】
【表２】
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* ＶＫ：変動係数（ＭＷ／ＳＤx １００；％）；域外値
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は除かれない。
【０１８１】（１）Ａβ－ペプチド、（２）インターア
ッセイ－ＶＫ* ，（３）イントラアッセイ－ＶＫ* 。
臨床診断はＩＣＤ－１０にしたがって行われる。アルツ
ハイマー痴呆症の診断は“Work Group of the National
 Institute of Neurological and Communicative Disoe
ders and Stroke (NINCDS)”の国際的に主に使用される
基準及び“Alzheimer's Diseases and Related Disoede
rs Association (ARDA) ”指針にしたがって実施される
（McKhann 等、１９８４）。プローブは専ら臨床の通常
決まった診断内で得られる。ここに提示された測定に関
して、更なる液体容量は収得しない。完成した通常の決
まった診断にしたがって分割された液体を今まで通りに
用いる場合、対応して遡及的(retrospective) 検査しか
行うことができない。
【０１８２】３．９．１  ＮＤＣ－１及びＡＤ－１
Ａβ－ペプチドを患者６５人の腰椎液中でＡβ－ＳＤＳ
－ＰＡＧＥ／免疫ブロット－１及びデンシトメトリーフ
ィルム判定によって定量化する。予め液穿刺及び遠心分

46
離した後そのまま凍結されたプローブのプローブ採取は
３．２．２ａにしたがって行われる。患者の診断法及び
測定値を表１２に示し、表１３にまとめる。同時に別の
集団にいる患者は表１０ａ及び１０ｃに見出される。
・ＮＤＣ－１：ｎ＝３０，年齢＝５９．２±１２．６
（ＭＷ±ＳＤ），性別：１９／１１（女／男）。
・ＡＤ－１：ｎ＝３５，年齢＝６９．２±８．８（ＭＷ
±ＳＤ），性別：１８／１７（女／男）。
【０１８３】ＡＤ－１１０人及びＮＤＣ－１２０人の患
者を免疫沈降（ｍＡｂ６Ｅ１０、界面活性剤不含ＩＰ）
及びＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット－１によっ
て比較試験する（表１２及び１３参照）。集団ＡＤ－１
のすべての患者を市販のＥＬＩＳＡＡβ１－４２を用い
て比較試験する（表１３参照）。
【０１８４】表１２：ＮＤＣ－１及びＡＤ－１のヒト液
体中のＡβ－ペプチドのＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫
ブロット－１
【０１８５】
【表３】
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s 免疫沈降後にＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロッ
ト。
【０１８６】* 面積単位の商。
（ａ）Ｄｉａｇｎｏｓｅ＝診断。
（ｂ）Ａｌｔｅｒ＝年齢。
（ｃ）Ｇｅｓｃｈｌ．＝性別。
【０１８７】ｗｅｉｂｌ．＝女。      ｍａｅｎｎｌ．
＝男。
１～３：強直間代性癲癇発作、４：炎症性ＺＮＳ系、不
明瞭な発生、５：ヒスタミン－虚血、６：大脳虚血、
７：神経障害、不明瞭な発生、８：うつ病、９：クラミ
ジアが関連する脈管炎、１０：精神病性徴候のあるうつ
病、１１：炎症性ＺＮＳ系、不明瞭な発生、１２：急性
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気質精神病（akute organische Psycohse)、１３：緊張
性精神分裂症、１４：血管性痴呆症、１５：大脳虚血、
１６：緊張症候群、１７及び１８：パーキンソン－痴呆
症－複合症、１９：うつ病での擬似痴呆症、２０：皮質
下脳症、２１及び２２：パーキンソン－痴呆症－複合
症、２３：うつ病での擬似痴呆症、２４～２６：パーキ
ンソン－痴呆症－複合症、２７及び２８：血管性痴呆
症、２９：ピック病での痴呆症、３０：血管性痴呆症、
３１～６５：アルツハイマー病－痴呆症。
表１３：ＳＤＳ－ＰＡＧＥ－プローブ緩衝液中でプロー
ブの直接採取の後又は予め免疫沈降した後、ＮＤＣ－１
及びＡＤ－１の腰椎液中のＡβ－ペプチドのＡβ－ＳＤ
Ｓ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット－１（部分集団）。更にＡ
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Ｄ－１の液体中のＡβ１－４２濃度を市販のＥＬＩＳＡ
Ａβ１－４２を用いて測定する：
統計学的特有値：（２）有効なＮ、（３）平均値、
（４）－９５％及び（５）＋９５％コンフィデントイン*

50
*ターバル、（６）中間、（７）下位及び（８）上位四分
位点、（９）標準偏差。（１）集団。
【０１８８】
【表４】

s免疫沈降後にＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット
（mAb 6E10) 。
【０１８９】*面積単位、 ** 面積単位の商、 1Hulstae
rt 等、1999,Neurology 52: 1555-62。  表１４：Ｍａ

ｎｎ－ＷｈｉｔｎｅｙＵ－テストによる患者集団ＡＤ－
１及びＮＤＣ－１の比較
【０１９０】
【表５】

s免疫沈降後にＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット
（mAb 6E10) 。
【０１９１】*面積単位の商。
【０１９２】表１５：患者集団ＡＤ－１及びＮＤＣ－１
の識別にＡβ１－４２及び固有のＡβ－ペプチド商に関

する診断特有値（特異性、感受性、最大Ｙｏｕｄｅｎイ
ンデックス、境界値濃度）の一覧
【０１９３】
【表６】
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*面積単位の商。
（１）境界値、（２）特異性、（３）感受性、（４）最
大Ｙｏｕｄｅｎインデックス。
【０１９４】３．９．２ＮＤＣ－２KP

患者１０人において、Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブ
ロット－１及びデンシオメトリーフィルム判定によって
プローブ前処理に従うＡβ１－４０及びＡβ１－４２の
濃度を調べる。その際Ａβ－ペプチドの冷却沈降（Ｋ
Ｐ）による低下の程度を調べる。患者のプローブを液穿
刺及び遠心分離した後分ける。アリコートを凍結前に
３．２．２ａにしたがうＳＤＳ－／熱変性で前処理す
る。以下Ａβ１－４０ＳＤＳ又はＡβ１－４２ＳＤＳと
呼ぶ。別のアリコートを－８０℃で前処理することなく*
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*凍結させる。以下Ａβ１－４０nativ 又はＡβ１－４２
nativ と呼ぶ。患者の診断及び測定値は表１６ａ及び１
６ｂにまとめて示す。同時に別の集団にいる患者は表１
０ａに見出される。
・ＮＤＣ－２KP：ｎ＝１０，年齢＝４５．８±１３．４
（ＭＷ±ＳＤ），性別：６／４（女／男）。
【０１９５】表１６ａ：集団ＮＤＣ－２KPの液体中のＡ
β１－４２及びＡβ１－４０のＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
／免疫ブロット－１：未処理の液体プローブの凍結後に
冷却沈降（nativ * ）対ＳＤＳ－／熱変性による前処理
（ＳＤＳ**）。
【０１９６】
【表７】

（１）：患者、（２）：診断。１：不安病、２：癲癇、
３：ホルナー症候群、４：うつ病、５：ディスク逸脱
（ＢＷＳ）、６：大脳虚血、７：うつ病、８：緊張症候
群、９：不明瞭な発生の一次進行性痴呆症、１０：神経
サルコイドーシス。

表１６ｂ：集団ＮＤＣ－２KPに関するＡβ１－４０、Ａ
β１－４２及びＡβ－ペプチド商の絶対及び百分率の冷
却沈降が原因の低下（表１０ａに対する差異値表）
【０１９７】
【表８】
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* ΔＡβ
peptid

％＝（Ａβ
peptid

Nativ －Ａβ
peptid

Ｓ
ＤＳ）／Ａβ

peptid
ＳＤＳ* １００：負（正）のΔＡβ

１－４２又はＡβ１－４０は、ＳＤＳ－／熱変性でプロ
ーブの前処理に対して、そのまま（nativ)凍結された液
体プローブの低下した（高められた) Ａβ－ペプチドを
意味する。
（１）患者、（２）診断。１：不安病、２：癲癇、３：
ホルナー症候群、４：うつ病、５：ディスク逸脱（ＢＷ
Ｓ）、６：大脳虚血、７：うつ病、８：緊張症候群、 *
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*９：不明瞭な発生の一次進行性痴呆症、１０：神経サル
コイドーシス。
【０１９８】表１７：冷却沈降に起因するＡβ－ペプチ
ドの低下の有意水準を、一対のプローブに対するＷｉｌ
ｃｏｘｏｎＴｅｓｔによる集団ＮＤＣ－２KPに関して測
定する（表１０ａ参照）：ｐ－Ｎｉｖｅａｕ＝ｐ－水
準。
【０１９９】
【表９】

３．９．３サブグループのＮＤＣ－３及びＡＤ－３
集団ＮＤＣ－３の患者４９人及び集団ＡＤ－３の患者１
２人を、Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット－２及
びＣＣＤカメラによって腰椎液中のＡβ－ペプチドの濃
度を調べる。液穿刺及び遠心分離後そのまま凍結された
プローブのプローブ採取は３．２．２ａにしたがって行
われる。患者の診断及び測定値は表１９に示し、表２０
にまとめて示す。同時に別の集団にいる患者は表１０
ｂ、ｃ及びｄに見出される。
・ＮＤＣ－３：ｎ＝４７，年齢＝４５．２±１５．８
（ＭＷ±ＳＤ），性別：１９／２８（女／男）。 *

*・ＡＤ－３：ｎ＝１２，年齢＝７３．０±７．９（ＭＷ
±ＳＤ），性別：９／３（女／男）。
【０２００】表１８ａ：ＣＣＤカメラを用いてＲｏｔｉ
ｂｌｏｃｋ及びＥＬＣ－検出の使用下でＡβ－ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ／免疫ブロット－２のイントラアッセイ－変動
係数。Ａβ－ペプチドをウエスタン－免疫ブロット（Ｍ
１－Ｍ４）１つあたりそれぞれ数回装填する。(mean)In
traassey＝（平均）イントラアッセイ。
【０２０１】
【表１０】

表１８ｂ：ＣＣＤカメラを用いてＲｏｔｉｂｌｏｃｋ及
びＥＬＣ－検出の使用下でＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免
疫ブロット－２のインターアッセイ－変動係数。平均値
はバックグランド補正後バンドの容量データ値を示し、

ウエスタン－免疫ブロット１つあたり数回測定の平均値
（ＭＷ）に相当する（表２０参照）。ウエスタン－免疫
ブロット（Ｍ１－Ｍ４）は独立して実施される電気泳動
に相当する。Intraassey＝インターアッセイ。Total Me



(29) 特開２００３－１２７００
55

an＝全平均。
【０２０２】
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【表１１】

表１９：ＮＤＣ－３及びＡＤ－３のヒト液体中のＡβ－
ペプチドのＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット－２
（１）及び（５）：Ｐ－コード、（２）：年齢、

（３）：性別、（４）：診断。
【０２０３】
【表１２】
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1ミニ－精神状態－テスト(mini-mental-status-test)
 、2Hulstaert等、１９９９Neurology 52:1555-62,3Ａ
β－ペプチドの合計（ng/ml),4全ＡβのそれぞれのＡβ
－ペプチドパーセント、5 Ａβ－ペプチド商（Ａβ－Ｓ
ＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット、6 ＡｐｏＥ－遺伝子型
化。
１：多発性神経障害，２：髄膜脳炎、３：精神病徴候を
伴ううつ障害、４及び５：癲癇、６：塞栓遷移虚血性脳
幹発作、７：精神障害（非特異性）及び軽い認識障害、
８、１５、１９：皮質下性動脈硬化性脳障害，９：うつ
発作、１０：メニエール病、１１：腸様発作体位性めま
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い、１２及び２７：多発性硬化症、１３：全身性不安
病、１４：ベンゾジアゼピン依存症、１６：水頭症及び
外傷後癲癇を伴う重度頭蓋骨－脳－外傷、１７：緊張性
頭痛、１８：慢性炎症性ＺＮＳ－疾患、２０：外傷後癲
癇、２１：うつ障害及び軽い認識障害、２２及び２３：
うつ障害、２４及び４４：双極性情動精神病で精神病徴
候を伴う躁病エピソード、タイプＩ、２５：脳メタスタ
ーセ、２６及び３２：運動ニューロン疾患、２８：再発
性移行虚血発作を伴う静脈洞血栓症、２９：痴呆のない
神経疾患、３０、３８、４１及び４３：慢性炎症性ＺＮ
Ｓ－疾患、３１：頭蓋骨外傷、３３：身体表現性障害
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（転換神経症）発作、３４：広場恐怖を伴う苦痛発作、
３５：脳性移行虚血発作、３６：移行虚血発作を伴う真
性赤血球増加症、３７：癲癇、３９：偏頭痛、４０及び
４７：皮質下性動脈硬化性脳障害でのうつ発作、４２：
一次進行性失語症、４５及び４６：慢性炎症性ＺＮＳ－
プロセス、４８～５９：アルツハイマー－痴呆症。
集団ＮＤＣ－３内で、プローブの種類及びプローブ前処
理にしたがって別の検査を行う：一対の液体－及びＥＤ
ＴＡ血漿プローブをＮＤＣ－３のうちの５人から得る。
このプローブを免疫沈降（ＲＩＰＡ－ＩＰ，１Ｅ８）に
よって調べ、以下のＩＰ－ＣＳＦ－３及びＩＰ－血漿－
３が得られる。比較として、予め免疫沈降せずに測定さ
れたＡβ－ペプチドの濃度を集団ＳＤＳ－ＣＦＳ－３と
して後者の５人の患者に対してまとめて示す（表２０参
照）。
【０２０４】ＮＤＣ－３患者２７人で、液体中のＡβ１
－４２の濃度を市販のＥＬＩＳＡ（Hulstaert 等、199
9）と比較して測定する。集団ＮＤＣ－３内で、慢性炎
症性ＺＮＳ疾患の患者（“chronic inflammatory CNS d
iseases ”,CID) とその他の神経精神医学的疾患（“ot
her neuropsychiatric diseases ”, OND)の患者とを識
別する。
・ＯＮＤ－３：ｎ＝３７，年齢＝４５．３±１６．４
（ＭＷ±ＳＤ），性別：１５／２２（女／男）。
・ＣＩＤ－３：ｎ＝１０，年齢＝４４．９±１４．２
（ＭＷ±ＳＤ），性別：４／６（女／男）。
【０２０５】ＣＩＤ－３集団は多発性硬化症の患者５人

60
及び慢性炎症性ＺＮＳ－プロセスの不明瞭な病因の患者
５人から構成される。
【０２０６】集団ＯＮＤ－３はＡｐｏＥε４遺伝子型に
依存してＯＮＤ－３ε４plus（ｎ＝６）及びＯＮＤ－３
ε４minus （ｎ＝３０）のグループでさらに識別され
る。グループＯＮＤ－３ε４plusの患者は１又は２個の
対立因子ε４を伴い、グループＯＮＤ－３ε４minus の
患者はこれらの対立因子を欠失する。ＡＤ－３患者１１
／１２は１又は２個の対立因子ＡｐｏＥε４を伴うの
で、Ａβ－ペプチドの液体基準への対立因子ε４の影響
は除かれないが、ε４は独立して、そしてしたがって多
数のＡＤ－特異効果を患者グループＡＤ－３ε４
plus（ｎ＝１１）とＯＮＤ－３ε４plus（ｎ＝６）との
比較によって評価する。
【０２０７】患者のＭＭＳＥテスト結果に対する値、対
立因子ＡｐｏＥε４の頻度並びに絶対及び相対Ａβ－ペ
プチド液体濃度を、グループＮＣＤ－３、ＡＤ－３、Ｉ
Ｐ－血漿－３、ＩＰ－ＣＳＦ－３及びＳＤＳ－ＣＳＦ－
３に関して表２０にまとめて示す。
【０２０８】表２０：固有のサブグループを伴う患者集
団ＮＤＣ－３及びＡＤ－３の液体中のＡβ－ペプチド、
ＡｐｏＥ－遺伝子型化及びＭＭＳＥテスト結果
（１）：グループ、（２）：患者数、（３）：スコア中
央値、（５）：ＩＰ－血漿－３c 。
【０２０９】
【表１３】



(32) 特開２００３－１２７００

10

61

ｎ．ａ．：得られない。* ＭＭＳＥテスト結果はＮＤＣ
－３患者４７人のうちの５人にない。1)Ａβ－ペプチド
全濃度。
【０２１０】2全濃度に対するＡβ－ペプチド種それぞ
れの百分率割合。 3Ａβ－ペプチド商。
a)非痴呆の神経精神医学的コントロール患者。  b)アル
ツハイマー－痴呆症。&Hulstaert 等、１９９９Neurolo
gy 52:1555-62。グループＮＤＣ－３の患者５人の一対
の c) 血漿／ d) 液体プローブのc,d)免疫沈降及びＡβ
－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロットー２。
【０２１１】e) 一対の血漿／液体プローブに関してＮ

62

ＤＣ－３の患者５人の液体プローブのＡβ－ＳＤＳ－Ｐ
ＡＧＥ／免疫ブロットを伴うＳＤＳ－／熱変性。３．
４．９  ＮＤＣ－３KP及びＡＤ－３KP

グループＮＤＣ－３の患者１５人及びグループＡＤ－３
の患者１０人において、腰椎液中の冷却沈降に起因する
Ａβ１－４２の低下（ＫＰ）をＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
／免疫ブロット－２及びＣＣＤカメラによって比較して
調べる。これらの集団を以下ＮＤＣ－３KP及びＡＤ－３
KPと呼ぶ。ＮＤＣ－３KPはＮＤＣ－３の完全な部分集団
である。ＡＤ－３KP（ｎ＝１）は集団ＡＤ－３の新規患
者の他に付加的に２つの別の患者（ＮＰ６９、ＮＰ１９



(33) 特開２００３－１２７００

10

50

63
７）を伴う。Ａβ１－４２nativ及びＡβ１－４２ＳＤ
Ｓの測定用プローブ前処理は集団ＮＤＣ－２KPに関して
記載したように行われる。
【０２１２】患者の診断及び測定値は表２１にまとめて
示す。同時に別の集団にいる患者は表１０ｂ、ｃ及びｄ
に見出される。
・ＮＤＣ－３KP：ｎ＝１５，年齢＝４４．６±１５．０
（ＭＷ±ＳＤ），性別：５／１０（女／男）。
・ＡＤ－３KP：ｎ＝１１，年齢＝７０．９±９．０（Ｍ
Ｗ±ＳＤ），性別：９／２（女／男）。 *

64
*【０２１３】表２１：ＣＣＤカメラ及びＡβ－ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ／免疫ブロット－２による液体中のＡβ１－４
２の測定：集団ＮＤＣ－３KP及びＡＤ－３KPに関して未
処理の液体プローブの凍結後に冷却沈降（nativ * ）対
ＳＤＳ－／熱変性による前処理（ＳＤＳ**）。
【０２１４】（１）及び（５）：Ｐ－コード、（２）：
年齢、（３）：性別、（４）：診断。
【０２１５】
【表１４】

* ΔＡβ
peptid

％＝（Ａβ
peptid

Nativ －Ａβ
peptid

Ｓ
ＤＳ）／Ａβ

peptid
ＳＤＳ* １００：

負（正）のΔＡβ１－４２又はＡβ１－４０は、ＳＤＳ
－／熱変性でプローブの前処理に対して、そのまま（na
tiv)凍結された液体プローブの低下した（高められた) 
Ａβ－ペプチドを意味する。s ＡｐｏＥ－遺伝子型化。
  & ミニメンタンルステータス試験。  n.a.＝存在しな

い。１～９、１１及び１２：アルツハイマー痴呆症、１
０：精神病徴候を伴ううつ障害、１３：身体表現性障害
（転換神経症）発作、１４：広場恐怖を伴う苦痛発作、
１５、１９及び２２：慢性炎症性ＺＮＳ－疾患、１６：
脳性移行虚血発作、１７：移行虚血発作を伴う真性赤血
球増加症、１８：癲癇、２０：偏頭痛、２１及び２６：
皮質下性動脈硬化性脳障害でのうつ発作、２３：一次進
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行性失語症、２４：双極性情動精神病で精神病徴候を伴
う躁病エピソード、タイプＩ、２５：慢性炎症性ＺＮＳ
－プロセス。
【０２１６】３．１０統計（Ｓｔａｔｉｓｔｉｋ）
独立した穿刺プローブ（Stichproben)間の有意差に対す
るテストをMann-Whitney- Ｕテストによって及び関連す
る（一対の）穿刺プローブに対してはWilcoxonテストに
よって行う。非パラメーター回帰分析はSpearmanにした
がって行われる（相関係数 rho又はＲ）。統計ソフトウ
エアーとして、Ｓｔａｔｉｓｔｉｋａ（バージョン５．
０）を使用する。種々のＡβ－ペプチド境界値に依存し
て診断見解ＡＤに対する診断特異性及び感受性のインタ
ラクティブ計算を、“receiver operating characteris
tic (ROC) curve ”（Ｍｅｔｚ、１９７８）によって行
う。２方向（zweiseitig) 有意水準はｐ＜０．０５に固
定する。
【０２１７】４．結果
４．１  ｓＡＰＰα及びＡβ－ぺプチドの分離及び検出
４．１．１  Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥを用いて次ぎの合成Ａβ－ぺプ
チドを陰極（上）から陽極（下）への尿素誘発されたコ
ンフォメーション変化によって分離する：
１－３３／１－３４
１－３５
１－３７
１－３８
１－３９
１－４２／２－４０／３－４０
２－４２／３－４２
３ｐ－４２* ／３ｐ－４０*

* ｐ＝ピログルタマート誘導体
欠失又はほんの一部の分離されたＡβ－ぺプチドを一列
に置く。検出を分離ゲルの銀色呈色によって行う。
【０２１８】Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥによって、Ａβ１
－４２からＡβ２－４０／３－４０を分離することがで
きる。というのはアスパルタートの欠失が等電点をｐＨ
単位５．３７から６．３７付近に移動するからである
（図２ａ＆６ｃ及び図２４ａ参照）。
【０２１９】同一ｐＨ－遷移はＡβ１－４２に関連して
Ａβ２－４２／Ａβ３－４２に対して示す。２－４０／
２－４２と３－４０／３－４２の間に、Ｎ－末端で選択
されるｍＡｂｓ１Ｅ８及び６Ｅ１０を識別することがで
きる（３．１．２参照）。注目すべきことはＡβ－ぺプ
チドのＮ－及びＣ－末端変化である。これは高められた
凝集挙動を生じ（Ｎ－末端：アスパルタート及びピログ
ルタマート形成；Ｃ－末端：疎水性アミノ酸の延長）、
また尿素含有分離系での高められた電気泳動運動性を生
じる。したがって試験管内及び生体内で構造活性官能基
の間で相似が生じる。
【０２２０】比較として分離マトリックスの些細な変化
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（ポリアクリルアミド孔サイズ、尿素のモル量、ｐＨ
値、温度及びイオン濃度）及び陰極ＳＤＳ－濃度は、Ａ
β－ぺプチドの絶対及び相対流動挙動を有意に変化させ
る。これに対してその他は一定の条件でほんの１－２％
程度のアクリルアミドモノマーの全濃度（Ｔ％）の変化
又は全濃度に対するビスアクリルアミドの割合（Ｃ％）
の変化で十分である。同様に８から７モル／ｌへの尿素
濃度の選択的低下又は０．２５％（ｗ／ｖ）から０．１
％への陰極ＳＤＳ－濃度の低下は変化された分離を生じ
る。
【０２２１】Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥによって上部（陰
極）コンパートメントで尿素含有分離ゲル中でウエスタ
ン－免疫ブロット－１／２（ｍＡｂ  １Ｅ８）を用いて
検出することができるｓＡＰＰαを分離する（図３参
照）。質量＞１０００００の場合、ｓＡＰＰαイソホル
ムを検出膜上で小孔の尿素含有分離ゲルからＡβ－ぺプ
チドに比べて僅かに有効に、そして著しく大きい変化で
ブロットする（液体中でのイントラアッセイ－変動係数
＞２０％）。
【０２２２】しかし尿素含有分離系がより大きい孔サイ
ズの陰極性非尿素含有分離コンパートメントと、しかし
そしての他は同一の緩衝液組成物と組み合わせされた場
合（１０％Ｔ、５Ｃ％、尿素不含）、ｓＡＰＰαイソホ
ルムのブロット効率及び分離を著しく改善することがで
きる。尿素含有分画の分離ゲルの長さが変わらない場、
Ａβ－ぺプチド分離の特性は妨害されない。というのは
Ａβ－ぺプチドが大きい孔の分画を更に濃縮して“移動
境界線（moving boundary ）”内に通過させるからであ
る。
【０２２３】Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット及
びＣＣＤカメラを用いるｓＡＰＰαの定量化は神経化学
的痴呆症診断に期待をもたせる。というのはｓＡＰＰα
がＡＤの場合液体中で低下するのが分り、α－セクレタ
ーゼ断片を生じるからである。したがってＡβ－ＳＤＳ
－ＰＡＧＥ／免疫ブロットは、ｓＡＰＰα／Ａβ－ぺプ
チド商（α－セクレターゼとβ－／γ－セクレターゼの
比率に対する尺度である）の計算を可能にする。
【０２２４】４．１．２  ウエスタン－免疫ブロット－
１／２
ｍＡｂ  １Ｅ８はウエスタン－免疫ブロット－１／２で
驚くべきＮ－末端特異性を示す。というのは下方のｐｇ
－範囲でＮ－末端がアミノ酸（アスパルタート）付近で
最大に短縮されたＡβ－ぺプチドしか検出できないから
である。対応してＡβ－ぺプチド３－４０、３ｐ－４
０、３－４２及び３ｐ－４２をｍＡｂ  １Ｅ８によって
検出することがでない。この場合検出は市販されている
Ｎ－末端特異化されたｍＡｂ  ６Ｅ１０によって、しか
しブロット条件に依存して、約２０～３０倍少ない感受
性で検出することができる。
【０２２５】ウエスタン－免疫ブロット－１の検出感受
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性（ミルク粉末－遮断、ｍＡｂ  １Ｅ８）はフィルム露
光で１ｐｇ（Ａβ１－４０）～２ｐｇ（Ａβ１－４２）
にあり、ＣＣＤカメラを用いるシグナル吸収で３ｐｇ
（Ａβ１－４０）～６ｐｇ（Ａβ１－４２）にある。ウ
エスタン－免疫ブロット－２の検出感受性（Ｒｏｔｉ－
Ｂｌｏｃｋ、ｍＡｂ  １Ｅ８）はフィルム露光で０．３
ｐｇ（Ａβ１－４０）～０．６ｐｇ（Ａβ１－４２）に
あり、ＣＣＤカメラを用いるシグナル吸収で１ｐｇ（Ａ
β１－４０）～２ｐｇ（Ａβ１－４２）にある。ウエス
タン－免疫ブロット－２の発達によってフィルム露光に
比べて約３倍少ないＣＣＤカメラの感受性を埋め合わせ
ることができた。市販のＮ－末端選択性ｍＡｂ  １Ｅ８
の検出感受性はミルク粉末を用いるウエスタン－免疫ブ
ロットのフィルム露光で１０ｐｇ（Ａβ１－４０）～２
０ｐｇ（Ａβ１－４２）にあり、ＣＣＤカメラを用いる
シグナル吸収で３０ｐｇ（Ａβ１－４０）～６０ｐｇ
（Ａβ１－４２）にある。ｍＡｂ  ６Ｅ１０はＲｏｔｉ
－Ｂｌｏｃｋで使用することができない。したがって検
出感受性はｍＡｂ  ６Ｅ１０に比べて３０倍まで上げる
ことができた。
【０２２６】ほぼすべての患者プローブにおいて最適の
電気泳動分離が実現されねばならない場合、ＳＤＳ－Ｐ
ＡＧＥ分離ゲル系に８Ｍ尿素を使用されるゲルサイズに
関係なくゲル表面１ｍｍ2 あたり最大約５μｌで装填す
ることができる。それはそのままの（nativ)凍結され、
ついでＳＤＳ－／熱変性された液体又は凍結される前に
ＳＤＳ－／熱変性された液体である。１ｍｍ2 あたり５
μｌは使用されるミニゲル系において約１０μｌの液体
容量に相当する。したがって２００ｐｇ／ｍｌの感受性
がＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット－２及びＣＣ
Ｄカメラによるヒト液体中でのＡβ１－４２の検出に対
して生じる。少なくとも２００ｐｇ／ｍｌの検出感受性
は液体でのＡβ－ぺプチド測定によってＡＤの神経化学
痴呆症診断に対する前提条件であり、これはたとえば市
販のｍＡｂ  ６Ｅ１０を用いて実現することができな
い。
【０２２７】免疫沈降（ＲＩＰＡ－界面活性剤、ｍＡｂ
  １Ｅ８）とＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット－
２及びＣＣＤカメラの組み合わせはＡβ１－４２の検出
感受性を＜１０ｐｇ／ｍｌに増加させる。これはＡβ－
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロットによる血漿中でのＡβ
－ぺプチドの定量化に対する前提条件である。デンシト
メトリーフィルム判定を伴うＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／
免疫ブロット－１のイントラ－及びインターアッセイ変
動係数は表１１に示される。ＣＣＤカメラを伴うＡβ－
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット－２の変動係数は表１
８ａ及びｂに示される。Ａβ－ぺプチド２０ｐｇの定量
化に、それぞれ１０％より少ないイントラ－及びインタ
ーアッセイ変動係数が測定された。
【０２２８】ＣＣＤカメラを用いる定量化はフィルム露
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光に比べて著しい利点を有する。光シグナルは３．８の
１０乗（３．８  Ｚｅｈｎｅｒｐｏｔｅｎｚ）以上で線
状で吸収され、さらにシグナル吸収の持続時間は広い範
囲にわたって正確にコントロールすることができる。そ
のシグナル強度の大きい差異を有する対応してＡＰＰ－
代謝物、たとえばｓＡＰＰα及びＡβ１－４２を２つの
測定時間（たとえば１０秒及び３分）にわたって定量化
することができる。
【０２２９】４．２  患者プローブ
Ａβ１－４０及びＡβ１－４２が規則的にかつより高い
濃度でヒト液体中にあることは以前から周知である。こ
れに反してＳＤＳ－／熱変性後の直接装填においても、
Ｎ－末端選択性抗体の使用下で予めの免疫沈降において
も、Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット－１／２に
よってヒト腰椎液中の特有のＡβ－ぺプチド商を規則的
に検出することができる（図３）。Ａβ１－４０の上方
に（陰極側）３つの別のＡβ－ペプチドを示す。これら
は初めＡβ１－ｘa 、Ａβ１－ｘb 及びＡβ１－ｘc と
して表示され、Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット
によって合成Ａβ－ペプチドと組み合わせてＡβ１－３
７／１－３８／１－３９として識別することができた
（図２）。Ａβ１－３７、１－３８及び１－３９は、液
体中での１－４０及び１－４２に対するカルボキシ末端
選択性免疫沈降でＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロッ
トによって検出することがでない。Ａβ－ペプチド１－
３３、１－３４及び１－３５と共に、ヒト液体中のＡβ
－ペプチド１－３７／３８／３９をＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ
によって検出することができた。Ａβ－ペプチド１－３
３、１－３４及び１－３５はＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／
免疫ブロットにおいて１－３７の上方に（陰極側）患者
の液体中に一般に検出限界でのみ検出されえるか又は全
く検出されない。図１０から推論されるように、Ａβ－
ペプチド１－３７、１－３８、１－３９、１－４０及び
１－４２は高い度合で及び有意に相関される。これはこ
れらの発生の狭い酵素調節を証明する。合成Ａβ－ペプ
チド１－３７、１－３８及び１－３９は最初の患者集団
（ＮＣＤ－１、ＡＤ－１、ＮＣＤ－２KP）の検査でまだ
使用されない。したがってここでＡβ１－３８に対する
Ａβ１－４２の比率はデンシトメトリーで測定された、
ゲル痕跡のそれぞれのバンドの面積単位の商によって調
べる。比較として、商Ａβ１－４２／Ａβ１－４０も面
積単位によって表わす。Ａβ１－３８、Ａβ１－４０及
びＡβ１－４２がウエスタン－免疫ブロットにおいて同
一濃度及び同一条件でＥＣＬ－シグナルの異なる強度を
示すので、面積単位の商は標準度合以上で測定されたＡ
β－ペプチド濃度の対応する商と同等であるとみなすこ
とはできない。
【０２３０】ＡＤの患者の一部で、Ａβ１－４２の下方
（陽極）でＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット－２
及びＤＤＣカメラによって付加的なバンドをＡβ１－４
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２の回帰ファクター（Ｒｆ）を用いて検出することがで
きる（図２３ａ）。これらのバンドをＡＤの液体中で予
めの免疫沈降（ＲＩＰＡ－ＩＰ、ｍＡｂ  １Ｅ８）後Ａ
β－ＩＰＧ－２Ｄ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット－２及びＣ
ＣＤカメラを用いてＡβ２－４２として識別することが
できる（図２４ｂ）。非痴呆症のコントロール患者の場
合、Ａβ２－４２は以前から検出されなかった。Ａβ２
－４２は散発性ＡＤの患者において典型的な脳領域分布
でも脳内でかなり増加した（４．２．５参照）。３．９
で述べた患者集団の液体中でＡβ－ペプチドの側定のた
めに、合成Ａβ２－４２はまだ使用されない。対応して
これらの患者に関してＡβ２－４２に対する定量データ
はない。しかしその間に別の患者集団は３．９でまだ述
べられていない患者を評価する。ＡＤ－４の患者の２～
３人において、ＡＤ以外の痴呆症患者（ｎＡＤ－４）の
２～３人において及び非痴呆症患者（ＮＤＣ－４）の２
～３人においてＡβ２－４２は検出することができた。
更に商Ａβ１－４２／Ａβ１－４０はＡβ２－４２陽性
患者において残りの患者に比べて著しく低下する。
【０２３１】４．２．１  ＮＤＣ－１及びＡＤ－１
表１２に患者の臨床データ及び個々の測定値を、そして
表１３に患者集団ＡＤ－１及びＮＤＣ－１の統計学特有
値をまとめて示す。液体プローブの分析はＡβ－ＳＤＳ
－ＰＡＧＥ／免疫ブロット－１及びデンシトメトリーフ
ィルム判定を用いて行われる。
【０２３２】ＮＤＣ－１に比べてＡＤ－１の患者のヒト
腰椎液中のＡβ１－４２の顕著な低下は図４から明らか
である。同様にＡβ１－４０はＡＤ－１の場合著しく低
下するが、これらと同様な程度でＡβ１－４２に関して
は明らかではない（表１４参照）。対応して商Ａβ１－
４２／Ａβ１－４０も非常に著しく低下する（図５、表
１４参照）。商Ａβ１－４２／Ａβ１－３８の同様に非
常に著しい低下は以前示されなかった（図６、表１
４）。グループ比較ＡＤ－３対ＮＤＣ－３の境界値はＡ
β１－４２に関して測定され、そして２つの上記Ａβ－
ペプチド商はそれぞれの“receiver operating charact
eristic (ROC) ”によって測定される（表１５）。Ａβ
１－４２１ｍｌあたり８０２．５ｐｇの境界値での患者
集団ＡＤ－１対ＮＤＣ－１の識別は、特異性７４％及び
感受性７１% で実施することができた。商Ａβ１－４２
／Ａβ１－４０は、集団ＡＤ－１対ＮＤＣ－１の識別に
対して診断特異性７１％及び感受性９３％を有した。商
Ａβ１－４２／Ａβ１－３８の対応する特異性及び感受
性は８４％及び０．８６％であった。
【０２３３】比較としてＡβ１－４２を免疫沈降（界面
活性剤不含ＩＰ、ｍＡｂ  ６Ｅ１０）及びＡβ－ＳＤＳ
－ＰＡＧＥ／免疫ブロット－１の後デンシトメトリーフ
ィルム判定を用いて調べた。図７及び表１４から明らか
ように、予めのＩＰ後のＡβ１－４２は、患者集団ＡＤ
－１及びＮＤＣ－１を僅かに良好に識別した。免疫沈降
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及びＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット－１の後デ
ンシトメトリーフィルム判定を用いて測定された、ＡＤ
－１の患者の部分集団の液体中のＡβ１－４２濃度は、
ＡＤ－１において市販のＥＬＩＳＡＡβ１－４２（Huls
taert 等、１９９９）を用いて測定された濃度と十分に
一致した（表１３）。同時にＡＤ－１のＥＬＩＳＡ平均
値（４１２ｐｇ／ｍｌ）はＡＤのＥＬＩＳＡ中央値（４
２８及び４２７ｐｇ／ｍｌ）に一致した。この中央値は
国際マルチセンター研究所で測定されたものである（Hu
lstaert 等、１９９９）。
【０２３４】測定法に依存して液体中のＡβ１－４２濃
度の比較（Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット－１
を伴うＳＤＳ－／熱変性対Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免
疫ブロット－１又はＥＬＩＳＡＡβ１－４２を伴う免疫
沈降）は、ＳＤＳ－／熱変性によって抗体依存法（免疫
沈降及びＥＬＩＳＡ）に関するよりも著しく多いＡβ１
－４２が液体から抽出されることが明白となる。免疫沈
降（界面活性剤不含ＩＰ、ｍＡｂ  １Ｅ８）に比べて、
ＳＤＳ－／熱変性後、平均２．３倍及びＥＬＩＳＡ（界
面活性剤不含）に比べて１．８倍高い、ＡＤの液体中の
Ａβ１－４２濃度が測定された。更に下記から、ＮＤＣ
－患者においてＥＬＩＳＡとＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／
免疫ブロットの差異はより一層高いことが分かる。
【０２３５】４．２．２ＮＤＣ－３及びＡＤ－３
表１９に患者の臨床データ及び個々の測定値を、そして
表２０に患者集団ＡＤ－１及びＮＤＣ－１の統計学特有
値をまとめて示す。液体プローブの分析はＡβ－ＳＤＳ
－ＰＡＧＥ／免疫ブロット－１及びＣＣＤカメラを用い
て行われる。
【０２３６】４．２．２．１  プローブ予備調製の方法
に液体中のＡβ－ペプチド濃度の依存
ＮＤＣ－３集団の患者５人において、液体のアリコート
を比較として予めの免疫沈降（ＲＩＰＡ－ＩＰ、ｍＡｂ
  １Ｅ８）を用いて又は直接のプローブ採取（ＳＤＳ－
／熱変性）を用いて調べる（表２０参照）。ＳＤＳ－／
熱変性の後、僅かに高いＡβ－ペプチド濃度が生じる。
この作用はＡβ１－３８及びＡβ１－４２で強調される
が、有意水準に達しない。対応してプローブ前処理の２
つの方法で、免疫沈降が界面活性剤を用いて行われた場
合、同等のＡβ－ペプチドレベルが液体中で測定され
る。これとは対照的に、市販のＥＬＩＳＡＡβ１－４２
（界面活性剤不含）によるＮＤＣ－３患者２７人の場
合、ＣＣＤカメラを伴うＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫
ブロット－２と比べて約３倍低いＡβ１－４２レベルが
測定される。
【０２３７】さらに上記したように、ＡＤ－１の患者集
団に関して、免疫沈降を界面活性剤不含で実施した場
合、免疫沈降（ｍＡｂ  １Ｅ８）及びＡβ－ＳＤＳ－Ｐ
ＡＧＥ／免疫ブロット－１を用いて明らかにより低いか
つＥＬＩＳＡＡβ１－４２と同等の濃度が測定されるこ
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とが示される（４．２．１参照）。
【０２３８】したがってヒト液体中のＡβ１－４２は分
画（fraction) として存在し、モノクロナール抗体は界
面活性剤による予めの処理なしに部分的にしか得られな
いという知見が生じる。
【０２３９】使用された界面活性剤は、非共有蛋白質－
ペプチド結合（たとえば疎水性交換作用に起因する）か
らペプチドを遊離することができる。対応して、界面活
性剤の使用（ＳＤＳ－／熱変性、ＲＩＰＡ－ＩＰ）後界
面活性剤の不使用の方法（界面活性剤不含、ＥＬＩＳＡ
Ａβ１－４２）に比べて高められた液体レベルは、別の
蛋白質又はＡβ－ペプチド凝集体へのＡβ１－４２の高
い親和性結合及びエピトープマスキングによって恐らく
左右される。界面活性剤を使用する場合、高められた濃
度（０．５％ｗ．ｖ）及び温度（９５℃）でのイオン型
界面活性剤ＳＤＳの使用は、ＲＩＰＡ－界面活性剤混合
物に比べて一層有効である。
【０２４０】さらに下記に示すように、Ａβ１－４２は
Ａβ１－４０に比べて特に冷却沈降感受性であって、疾
患特異的にＡＤ及びＮＤＣの患者で異なる冷却沈降挙動
を示すことが検出される（４．２．４参照）。これに反
して、同等の濃度で水に溶解された合成Ａβ１－４２は
明らかにより僅かな冷却沈降を示す。したがってヒト液
体中での冷却沈降に起因するＡβ１－４２の低下は、ペ
プチドの凝集体結合割合に主に関係しないらしい。比較
として疎水性凝集体（たとえばリポ蛋白質含有複合体）
の場合、冷却沈降が原因の損失は驚くべきほどではない
であろう。これに関連して、下記に示すように（４．
２．４）、ＮＤＣ－３ＫＰ集団のε４－陽性患者はＡβ
１－４２のＫＰによる低下の格別高い割合を示し、ε４
－陽性ＡＤ－３ＫＰ患者とほぼ同一の低い液体レベルを
有することが分かる。ほぼ同一の低いＡβ１－４２液体
レベルは下記に示すようにグループＯＮＤ－３ε４Ｐｌ
ｕｓ及びＡＤ－３ε４Ｐｌｕｓの患者にも検出される。
【０２４１】４．２．２．２血漿中にＡβ－ペプチド
ＣＣＤカメラを伴う免疫沈降及びＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧ
Ｅ／免疫ブロットによって、Ａβ－ペプチド商を血漿中
でも検出することができる。液体に比べて、血漿中の濃
度は３０～６０倍少なく、２つの分画（Kompartimente)
はＡβ－ペプチド百分率割合のそれぞれ特異的パターン
を示す。とくに比率Ａβ１－４２／Ａβ１－３８はＺＮ
Ｓ－特異的に異なる：液体０．８０（０．７２－０．９
２）、血漿１．７０（１．６９－１．７５）；中央値
（四分の一）。
【０２４２】４．２．２．３  液体中の疾患特異的Ａβ
－ペプチドパターン及びＡｐｏＥ遺伝子型の影響
図８に、Ａ欄に患者グループＯＮＤ－３、ＣＩＤ－３及
びＡＤ－３のヒト液体中のＡβ－ペプチド１－３７／３
８／３９／４０／４２の濃度を示す。Ｂ欄に、すべての
Ａβ－ペプチドの合計に対するそれぞれのＡβ－ペプチ
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ド種の百分率割合を表わす。明らかに異なる液体レベル
を比較として示すことができるように対数表記を選ぶ。
Ａβ－ペプチドの液体濃度において、Ａβ１－４０の次
にヒト液体中に二番目に頻発するＡβ－ペプチドはＡβ
１－４２ではなく、Ａβ１－３８であることが注目され
る。さらにＡＤ－３においてＡβ１－４２は低下する。
調べられたグループのＡβ－ペプチド全体濃度は十分に
同一である。これに反して集団間の実質上明白な相異は
Ａβ－ペプチドの百分率割合を考慮した場合に明らかで
ある：
・ＣＩＤ－３及びＡＤ－３はＯＮＤ－３に比べてＡβ１
－３８％及びＡβ１－３９％の増加した割合を示す。
・Ａβ１－４０％はＡＤ－３で高い有意性で増加し、
・Ａβ１－４２％はＡＤ－３で高い有意性で低下し、Ａ
Ｄの患者を固有のＡβ－ペプチド濃度に比べて明らかに
良好に識別する。
【０２４３】文献から、家族性ＡＤ型の場合β－セクレ
ターゼ切断部位の付近でのＡＰＰ－Ｐ点突然変異で増加
したＡβ１－４０及びＡβ１－４２が過発現し、これに
反してγ－セクレターゼ切断部位の付近での突然変異で
増加したＡβ１－４２が存在し、Ａβ１－４０に対する
Ａβ１－４２の割合は明らかに増加することは公知であ
る。したがってＡβ－ペプチドの百分率割合を考慮した
場合増加したγ－セクレターゼ活性の疾患特異的変化が
表わされると考ることができる。
【０２４４】図９Ａ及びＢに図８の記載されている様に
下位グループＯＮＤ－３ε４ｍｉｎｕｓ、ＯＮＤ－３ε
４ｐｌｕｓ及びＡＤ－３ε４ｐｌｕｓを比較する。液体
中のＡβ－ペプチドパターンへのε４及びＡＤ－依存効
果は識別することができる。ＯＮＤ－３ε４ｍｉｎｕｓ
に比べてＯＮＤ－３ε４ｐｌｕｓの場合、傾向的に液体
中のすべてのＡβ－ペプチドを低下させ、対応してＡβ
－ペプチド全濃度も低下させる（図９Ａ）。５つのＡβ
－ペプチドのうち、Ａβ１－４２の低下が特に明白であ
る。これに反してＡＤ－３ε４ｐｌｕｓの場合選択的に
Ａβ１－４２は当然ＯＮＤ－３ε４ｐｌｕｓにおけると
同一の程度に低下する。Ａβ－ペプチド全量はこの際低
下しない（図９Ａ）。したがってε４陽性ＮＤＣ－３患
者はε４陽性ＡＤ－３患者の液体中のＡβ１－４２単独
測定によって分けることができない。しかしこれはＡβ
－ペプチド百分率割合によって可能である（図９Ｂ）。
ＡＤ－３ε４ｐｌｕｓにおいてＡβ１－４２の選択的低
下が原因でＡβ１－４２％が特に著しく低下し、集団Ａ
Ｄ－３ε４ｐｌｕｓはグループＯＮＤ－３ε４ｐｌｕｓ
及びＯＮＤ－３ε４ｍｉｎｕｓの交わることなくこれら
のパラメーターによって分けることができる。同時にＡ
Ｄ－３ε４ｐｌｕｓでのＡβ１－４０の百分率割合は特
に著しく高い。
【０２４５】図１０の相関マトリックスから明らかなよ
うに、液体中のＡβ－ペプチド商は狭く相互に相関し、
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Ａβ－ペプチド及びその全濃度の百分率割合は生物学的
パラメーターにとって非常に僅かな変動係数を有する。
この知見はβ－及びγ－セクレターゼによって５つのＡ
β－ペプチドの濃度の狭い酵素による調節を示唆する。
これに関連して、更に下記に示しようにＡβ１－４０及
びＡβ１－４２と共にβ－及びγ－セクレターゼの合成
阻害によってカルボキシ末端が短縮さえれたＡβ－ペプ
チドの発生は特に著しく顕著に低下することが示される
（４．５．２）。
【０２４６】４．２．２．４Ａβ－ペプチド百分率割合
の疾患特異的パターン：患者集団の個々のケースについ
て。
【０２４７】図１１～１３からＡβ１－３８％、Ａβ１
－４０％及びＡβ１－４２％によってＡＤ－３及びＣＩ
Ｄ－３の患者とＯＤＮ－３の患者を識別することができ
ることが明らかである。
【０２４８】図１１は、ＡＤ－３患者に関してＡβ１－
３８％とＡβ１－４２％との間の有意な負の相関を示
す。ＡＤ－３患者１４３は回帰度の算出の際に考慮にい
れず、この場合以下に示すように（図１２＆１３参
照）、域外値(Ausreisser)として識別する。臨床上、こ
れらの患者はＡＤの初期段階（ＭＭＳＥ２７／３０）を
示す。鑑別診断上、病歴中でうつ性擬似痴呆症を論じ
る。
【０２４９】回帰度の矢印の方向に痴呆症の重さの度合
は上昇する。Ａβ－ペプチドの百分率割合と痴呆症の重
さの度合の間系について、更に以下に詳述する（図１４
＆１５参照）。Ａβ１－４２％＝８．５の境界濃度で、
交わることなくＡＤ－３集団はグループＣＩＤ－３及び
ＯＮＤ－３から分離される。しかしＡＤにおいて、Ａβ
１－３８％とＡβ１－４２％の間の特異的関係は、ＡＤ
の患者がＡβ１－３８％とＡβ１－４２％の間の回帰度
と同様に関数によってより一層良好に識別されうること
を示唆させる。これは神経化学的ＡＤ－診断に直接関係
する。というのは境界線としての回帰度によってたとえ
ばＡβ１－４２％＝９．５の患者は同時にＡβ１－３８
％の値が１３．５である場合、回帰度から予測されるよ
うにまだＡＤとみなされるからである（図１１参照）。
対応して商Ａβ１－３８／Ａβ１－４０とＡβ１－４２
／Ａβ１－３８との間の下記に示される関係に対しても
いえる（図１６）。ＣＩＤ－３集団の識別のための境界
値濃度は次の通りである：Ａβ１－３８％＝１５．５及
びＡβ１－４２％＝９．６％。この方法で患者６人がＣ
ＩＤ－３として誤って分類される。これらの患者はその
コード番号によって識別される。これらの患者のうちの
幾人（３／６）における臨床知見の正確な分析で遡及的
慢性炎症過程がありうることが注目される。
【０２５０】図１２はＡβ１－４２％に依存するＡβ１
－４０％を示す。これらのパラメーター間のＡＤ－特異
的相関は有意である（患者１４３不含）が、僅かに密接
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したいる。痴呆症の重さの度合は矢印の方向に上昇す
る。
【０２５１】ＡＤ－３に対する境界値濃度は次の通りで
ある：Ａβ１－４０％＝６３及びＡβ１－４２％＝８．
５。
【０２５２】図１３はＡβ１－３８に依存するＡβ１－
４０を示す。
【０２５３】境界値線Ａβ１－３８％＝１５．５及びＡ
β１－４０％＝６０．０は集団ＣＩＤ－３に関係する。
これらのパラメーター間のＡＤ－特異的相関は有意であ
る（患者１４３不含）。痴呆症の重さの度合は矢印の方
向に上昇する。境界値線Ａβ１－３８％＝１６．０及び
Ａβ１－４０％＝６３は重い痴呆症のＡＤ－３患者を限
定する。Ａβ１－４０％＝６３以上のＮＤＣ－３患者は
おらず、この境界値線と回帰直線との交点は同時に境界
値線Ａβ１－３８％＝１６を予測されることが重要であ
る。
【０２５４】図１４からＡβ１－３８％＜１６．０又は
Ａβ１－４０％＞６３のＡＤ－３患者は主に重い痴呆症
状（Demenzausgraegung)を示し（ＭＭＳＥ≦１０）、そ
うでなければ中程度～軽い程度の痴呆症の重さの度合
（ＭＭＳＥ＞１０）を示す。同時に２つの境界値を下回
る又は上回る患者の場合この関係が特に顕著である（図
１４；図１３も参照）。
【０２５５】Ａβ－ペプチド百分率割合と痴呆の重さの
度合の関係に対する相関マトリックスは図１５に示され
る。有意な関係はＡβ１－３７％及びＡβ１－４０％に
見られる。カルボキシ末端が短縮されたＡβ－ペプチド
のグループがＡβ１－４０とは対照的に上記関係に対し
て正の相関係数を示すことは注目すべきである。液体中
のＡβ－ペプチドの絶対濃度と痴呆の重さの度合の間
に、有意な関係はみいだされなかった。すなわちこの際
疾患特異的関係はＡβ－ペプチド百分率割合を顧慮した
場合に初めて明らかとなる。
【０２５６】４．２．２．５  Ａβ－ペプチド商の疾患
特異的パターン：患者集団の個々のケースについて。
【０２５７】Ａβ－ペプチド商Ａβ１－３８／Ａβ１－
４０，Ａβ１－４２／Ａβ１－３８及びＡβ１－４２／
Ａβ１－４０は集団ＡＤ－３、ＣＩＤ－３及びＯＮＤ－
３間の識別を示す。これは３つの患者集団を識別するた
めに３つのＡβ－ペプチドしか定量化する必要がないの
が利点であるが、診断上の分離精度に一定の損失を生じ
る。したがって慢性炎症性ＺＮＳ－疾患の患者の神経化
学的痴呆診断及び識別のためにＥＬＩＳＡ－トリプレッ
トを開発して提供する（Ａβ１－３８、Ａβ１－４０、
Ａβ１－４２）。この方法（Ansatz) は界面活性剤依存
プローブ予備調製と組み合わせねばならない（４．２．
４参照）。
【０２５８】図１６はＡβ１－４２／Ａβ１－３８に依
存するＡβ１－３８／Ａβ１－４０を示す。ＡＤの場



(39) 特開２００３－１２７００

10

20

30

40

50

75
合、これらの２つのパラメーターの間の有意かつ特異的
関係が生じる。回帰直線の矢印の方向に、痴呆症の重さ
は上昇する（図１８参照）。境界値Ａβ１－３８／Ａβ
１－４０＝－０．５（Ａβ１－４２／Ａβ１－３８）＋
０．５２以上で新たに患者１４３を域外値として識別す
る。残りのＡＤ－３患者を正しく分類し、ＮＤＣ－３患
者は集団ＡＤ－３に誤って配属されない。境界値Ａβ１
－３８／Ａβ１－４０＝０．２６及びＡβ１－４２／Ａ
β１－３８＝０．５７はＣＩＤ－３集団に関係する。
【０２５９】図１７はＡβ１－４２／Ａβ１－４０に依
存するＡβ１－３８／Ａβ１－４０を示す。ＡＤにおい
てこれらの２つのパラメーターの間の有意かつ特異的関
係を生じる。回帰直線の矢印の方向に、痴呆症の重さは
上昇する（図１８参照）。境界値Ａβ１－４２／Ａβ１
－４２＝０．１４以上でＡＤ－３患者すべてを正しく分
類し、ＮＤＣ－３患者は集団ＡＤ－３に誤って配属され
ない。境界値Ａβ１－３８／Ａβ１－４０＝０．２６及
びＡβ１－４２／Ａβ１－３８＝０．１６はＣＩＤ－３
集団に関係する。
【０２６０】図１８から、平均０．２６より少ないＡβ
１－３８／Ａβ１－４０の商を有するＡＤ－３患者は重
度のＡＤを示し（ＭＭＳＥ≦１０）、これに対してその
他は痴呆症の中程度～軽い程度の重さの度合を示す（Ｍ
ＭＳＥ＞１０）ことが明らかである。
【０２６１】４．２．３  ＮＤＣ－２KP

ＡＤの患者で液体中のＡβ１－４２の低下された濃度は
以前から予めすでに凍結されたプローブ中に見出され
る。したがってまず集団ＮＣＤ－２KPの患者に関して、
液体中のＡβ１－４２がその他のＡβ－ペプチドに比べ
て冷却沈降に特に敏感であるかどうかを調べる。これに
関連して、新たに得られた液体を分割する。１つのアリ
コートを処理することなく－８０℃で凍結させる。別の
アリコートを用いて乾燥物質としてエッペンドルフ容器
中にあるＳＤＳ－ＳＢを採取する。このアリコートをＳ
ＤＳ－／熱変性後に凍結する。－８０℃で少なくとも２
４時間保存した後、Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロ
ット－１及びデンシトメトリーフィルム判定による比較
分析を行う。アルツハイマー－痴呆症ではない神経精神
医学のコントロール患者１０人を調べる。これらの患者
であらためてＡβ１－４０及びＡβ１－４２を調べるこ
とができる。ある患者でＡβ１－４０のみを判定するこ
とができる。
【０２６２】表１６ａから、高い個体内変化を有するＡ
β１－４２に関して冷却沈降によってペプチドの割合が
選択的に著しく失われることが明らかである。そのまま
凍結された液体中のＡβ１－４２の百分率割合（これは
冷却沈降がＳＤＳ－／熱変性での前処理によって制限さ
れない場合に減少する）は次のように算出される：
% ΔAβ1-42=([Aβ1-42nativ]

conc. 
-[Aβ1-42SDS]

conc. 
)/[Aβ1-42SDS]

conc.
×１００
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“－１０”の% ΔA β1-42の値は、たとえばＡβ１－４
２がそのままの液体の凍結によって生じる冷却沈降の故
にＳＤＳ－／熱変性での“保護的”前処理に比べて１０
％減少することを意味する。プローブを凍結の前に測定
することができないので、プローブ中での冷却沈降の故
にＡβ１－４２の付加的な割合が減少することを排除す
ることができず、これをＳＤＳ－／熱変性での前処理に
よっても阻止することができない。
【０２６３】表１６ｂから、Ａβ１－４２がそのままの
液体の凍結後ＫＰによって平均約３０％減少することが
明らかである（ΔA β４２％：－２９．９±１０．９、
ＭＷ±ＳＤ；ｐ＝０．００５）。Ａβ１－４２の観察さ
れる絶対及び百分率の最大降下は－７９８．３ｐｇ又は
－４４．５％である。これに対してＡβ１－４０の僅か
な降下（ΔA β４０％：－３．５±６．３、ＭＷ±Ｓ
Ｄ；ｐ＝ｎ．ｓ．）は有意ではないが、対応してＡβ１
－４２／Ａβ１－４０の比率（ΔA β４２／４０％：－
２７．０±１０．２、ＭＷ±ＳＤ；ｐ＝０．００８）は
有意である。
【０２６４】４．２．４  ＮＤＣ－３KP及びＡＤ－３KP

ついで患者集団ＮＤＣ－３KP及びＡＤ－３KPを用いて、
液体中の疾患特異的相異がＡβ１－４２の冷却沈降の点
で示されるかを調べる。液体中のＡβ１－４２の定量化
はＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット－２及びＣＣ
Ｄカメラによって行われる。種々のプローブ前処理を集
団ＮＤＣ－２KPに対して示したように行う。
【０２６５】プローブ前処理に依存するＡβ１－４２の
濃度を２つの患者集団に対して表２１にまとめて示す。
【０２６６】図１９に、冷却沈降に依存する（Ａβ１－
４２nativ)そのままの液体の凍結後のＡβ１－４２濃度
を示す。そのままの凍結された液体中のＡβ１－４２の
測定によって患者集団ＮＤＣ－３KP及びＡＤ－３KPは有
意に分けることができる（ｐ＝０．００１３）。それに
もかかわらず図１９よれば２つの患者集団が明らかに交
わっている。それによればＮＤＣ－３KP患者６／１５は
ＡＤ－３KP集団の境界濃度（２１００ｐｇ／ｍｌ）以下
のＡβ１－４２液体レベルを有する。これに反してΔＡ
β１－４２％の境界濃度を更に考慮にいれるならば（－
１７％～－２０％）、やっとＮＤＣ－３KP患者を誤って
ＡＤ－３ＫＰ集団に所属させる。同時にＡＤ－３KP集団
のすべての患者を正しく配属させる。冷却沈降に起因す
るＡβ１－４２の低下はＮＤＣ－３KPで－２４．６％±
１８．８（ＭＷ±ＳＤ）である。これはＮＤＣ－２KP患
者に対する上記データと十分に一致する（－２９．９±
１０．９、ＭＷ±ＳＤ）。その際新たにＮＤＣ－３KP患
者において冷却沈降に起因するＡβ１－４２の低下の程
度に対してかなりの個体内変化が明らかになる。その場
合、ＮＤＣ－３KP患者において冷却沈降に起因するＡβ
１－４２の低下の程度を対立因子ＡｐｏＥε４の存在に
よって十分に実質的に測定する：ＫＰが原因であるＡβ
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１－４２の最高の低下を有する患者４人のうち患者３人
は対立因子ＡｐｏＥε４を保持する（図１９参照）。
【０２６７】これに反してＡＤ患者は冷却沈降に起因す
るＡβ１－４２の低下をさほど示さず、図１９から％Δ
Ａβ１－４２値が０軸付近に広がることが明らかである
（－１．６±１０．２、ＭＷ±ＳＤ）。対応してグルー
プ比較ＮＤＣ－３KP対  ＡＤ－３KPはΔＡβ１－４２％
に関して有意である（ｐ＝０．００２５）。患者の９／
１１がε４陽性であるにも拘わらず、ＡＤ－３KPでのＫ
Ｐに起因するＡβ１－４２の低下はないことは注目され
る。さらに少なくとも１個の対立因子ε４を有するＡＤ
－３KP及びＮＤＣ－３KP患者はほぼ同一の低いＡβ１－
４２液体レベルを有することが目立つ。この関係は更に
集団ＯＮＤ－３ε４ｐｌｕｓ及びＡＤ－３ε４ｐｌｕｓ
のＡβ１－４２液体レベルの比較においても上記したよ
うに明らかである( ４．２．２．３参照) 。
【０２６８】同時にこの２つの患者下位グループはその
ＫＰに起因するＡβ１－４２の低下の点で特に明らかに
相異する。これはε４陽性ＮＤＣ－３ＫＰ患者において
も特に著しく、そしてε４陽性ＡＤ－３ＫＰ患者におい
てほとんど完全にない。したがってＡＤ－３KP集団から
のε４陽性患者はＮＤＣ－３KP集団からのε４陽性患者
と対照的に凍結前の“保護的”ＳＤＳ－／熱変性にもか
かわらずＡβ１－４２の低い液体レベルを有する。対応
して２つのＡＤ－３KP及びＮＤＣ－３KP患者集団はＳＤ
Ｓ－／熱変性による前処理の後液体中のＡβ１－４２の
測定（Ａβ１－４２ＳＤＳ）によって著しく良好に識別
することができる。図２０からこの程度が確認される：
ＫＰに起因するＡβ１－４２の低下を“保護的”ＳＤＳ
－／熱変性によって阻止することができる割合に減少さ
せる。それによってその時ＮＤＣ－３KP患者は平均して
明らかにより高いＡβ１－４２液体レベル（Ａβ１－４
２ＳＤＳ）を有する。これに反してＡＤ－３ＫＰでのＡ
β１－４２液体レベルは広範に変化せずに低く保たれ
る。
【０２６９】対応してグループ比較ＮＤＣ－３KP対  Ａ
Ｄ－３KPの有意水準は、集団の識別においてＡβ１－４
２によって明らかに改善される（ｐ－１．８１×１
０-6）。すべてのＮＤＣ患者（１５／１５）及び僅かに
１人のＡＤ患者（１／１１）はその時Ａβ１－４２ＳＤ
Ｓ＝２１００ｐｇ／ｍｌの境界濃度以上にいる。
【０２７０】上述したように、この作用はＮＤＣ－３KP

集団内の対立因子ε４のキャリャーで特に著しく顕著で
ある。しかし図１９及び２０から、この作用が対立因子
ε４の存在についてのみを測定しないことが明白であ
る。同様にたとえばＡｐｏＥ遺伝子型３／３を有する個
々の患者は、顕著なＫＰに起因するＡβ１－４２の低下
を示す。この低下は凍結前にＳＤＳ－／熱変性によって
減少させることができる。まとめて次のＡβ－ペプチド
境界値を記載する：Ａβ１－４２nativ ＝２１００ｐｇ
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／ｍｌ＆％ΔＡβ１－４２＝－１７％：すべてのＡＤ患
者（１１／１１）を正しく分類し、ＮＤＣ患者１人（１
／１５）を誤って分類する。Ａβ１－４２nativ ＝２３
００ｐｇ／ｍｌ＆％ΔＡβ１－４２＝－２０％：すべて
のＡＤ患者（１１／１１）を正しく分類し、ＮＤＣ患者
２人（２／１５）を誤って分類する。及びＡβ１－４２
ＳＤＳ＝２１００ｐｇ／ｍｌ＆％ΔＡβ１－４２＝－１
７％：ＡＤ－３KP患者（１０／１１）を正しく分類し、
どのＮＤＣ－３KP患者（０／１５）も誤って分類されな
い。Ａβ１－４２ＳＤＳ＝２３００ｐｇ／ｍｌ＆％ΔＡ
β１－４２＝－２０％：すべてのＡＤ－３KP患者（１１
／１１）を正しく分類し、ＮＤＣ－３KP患者２人（２／
１５）を誤って分類する。
【０２７１】Ａβ１－４２ＳＤＳに加えて％ΔＡβ１－
４２の測定は神経化学ＡＤ－診断を恐らくさらに改善す
る：２１００ｐｇ／ｍｌの代わりに２３００ｐｇ／ｍｌ
のＡβ１－４２ＳＤＳ境界値で、ＮＤＣ患者３人（３／
１５）が誤って、すべてのＡＤ患者は正しく分類され
る。付加的に境界値％ΔＡβ１－４２＝２０％を考慮し
た場合、ＮＤＣ患者２人（２／１５）しか誤って分類さ
れず、すべてのＡＤ患者は正しく分類される。したがっ
てＡβ１－４２ＳＤＳ限界濃度を、同時に診断特異性を
低下させることなく、２００ｐｇ／ｍｌ増加させること
ができる。
【０２７２】ＫＰに起因するＡβ－ペプチドの低下に対
する上記知見から以下の仮説を導くことができる：Ａβ
１－４２はヒト液体中でＡβ１－４０に比べて増加され
た分画中に存在し、ＫＰ－依存して低下させることがで
きる。界面活性剤の使用によってＡβ１－４２を少なく
とも一部この分画から遊離することができ、ＫＰに起因
する低下を軽減させることができる。このＡβ１－４２
結合分画はＡβ１－４２及び恐らく他の蛋白質（たとえ
ばリポ蛋白）の関与下で比較的に疎水性のより高分子の
複合体であると思われる。（脚注：Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡ
ＧＥ／免疫ブロットによってヒト液体のゲル濾過（ＳＥ
Ｃ－ＦＰＬＣ）から分画を分析することによって、Ａβ
１－４２に関してかなりの割合が高分子分画に選択的著
しく移行することを示すことができた。）
ＡＤ─────ＮＤＣとは対照的に─────の場合、
Ａβ１－４２は強い界面活性剤によってもほとんどこの
分画から排除されない。このことはこの複合体のＡＤ－
特異的組成を指し示す。この場合ＡＤの液体中のＡβ１
－４２がプローブを界面活性剤処理後ただちに、すなわ
ち予めの凍結なしに測定した時、特異的に低下すること
を予想することができる。したがってプローブはＳＤＳ
及びプロテアーゼの存在下に室温で界面活性剤処理の後
（３．１．３．１ｂ、ＳＤＳ－ＳＢ－３）、測定するま
で保存することができる。というのはこのプローブが自
動凝集、沈降、非特異的プロテアーゼ活性及び微生物の
生息から極めて有効に守もられるからである。
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【０２７３】あるいはＡＤの液体が全体でより僅かのＡ
β１－４２を含有することでＡＤのＡβ１－４２低下が
実質上制限されると推定することができる。
【０２７４】Ａβ１－４２のある複合体への高い親和性
界面活性剤安定結合において、ペプチドはこの結合中で
酵素による物質分解代謝をより一層抑制する。したがっ
てこの複合体もまたアルツハイマー－痴呆症に対する薬
剤の開発の目標である。というのはＡβ－ペプチドとこ
の複合体の結合に競合する物質がＡβ－ペプチドを酵素
による物質分解代謝により一層供給されうるからであ
る。クロイツ－ヤコブ－痴呆症、別のアミロイド症又は
ＺＮＳの蛋白質ホールディング疾患の患者の一部で液体
のＡβ１－４２の低下は、この複合体が２つの疾患で同
等の組成を有することができることを示唆する。
【０２７５】上記の知見はＡＤの初期診断又は症状発現
前の診断にも適切である。この場合“保護的”ＳＤＳ－
／熱変性（Ａβ１－４２ＳＤＳ）にもかかわらず低いＡ
β１－４２液体レベルを示し、同時にＫＰに起因する僅
かなＡβ１－４２の減量によって際立つ患者がＡＤの発
病に格別高いリスクを有するかどうかが問題である。こ
の問題提起は軽い認識障害の患者（ＩＣＤ１０Ｆ０６．
７）の将来性のある検査によって答えることができる。
というのはこれらの患者が事例の３０％まで２年以内に
ＡＤを発病するからである。この場合１回の液穿刺は引
き続く経過判定（Klinik, Neuropschologie, Bildgebun
g)に十分である。というのはパラメーターの予測値が遡
及的に測定できるからである。
【０２７６】したがって原則的に各々の患者において、
液体プローブのＡ－（そのまま凍結された）及びＢ－ア
リコート（凍結前にＳＤＳ－／熱変性）が得られること
を示唆する。場合によりプローブを個々のプローブの温
度の調節下で標準化しながらたとえば０℃に冷却するの
が十分である。一般に上記の異なるプローブ前調製を液
体中のＡβ１－４２の測定のためにＥＬＩＳＡ法又は蛍
光相関分光法（ＦＣＳ）と組み合わせることもできる。
【０２７７】ヒト液体中のＡβ１－４２の測定用BioSou
rce 社のＥＬＩＳＡの検出感受性はたとえば１０ｐｇ／
ｍｌである。この検出感受性はプローブ１００μＬの装
填で測定前にＳＤＳ－／熱変性された液体を少なくとも
５倍希釈することができる。生じる濃度０．１％ＳＤＳ
（ｗ／ｖ）は、本来の結果によればこのＥＬＩＳＡで最
初のフラグメント中に使用されるＮ－末端捕獲抗体(Fan
gantikoerper) を妨害しない。同様にこのことはＲＩＰ
Ａ－ＩＰ内で使用されるＮ－末端選択的抗体ｍＡｂ６Ｅ
１０に関しても裏付けることができる。
【０２７８】蛍光標識されたＮ－及びＣ－末端選択的抗
体の使用下で交差相関(Kreuzkorrelation)するＦＣＳの
場合、このような凝集体内に結合するＡβ－ペプチドシ
グナル強度は比例する。この際方法の感受性はＳＤＳ－
／熱変性後のプローブをたとえば０．１％ｗ／ｖのＳＤ

80
Ｓ濃度に希釈することも可能にする。Ａβ１－４２がＡ
Ｄの場合界面活性剤安定により高分子の凝集体に選択的
に結合して存在すなければならない場合、液体プローブ
の界面活性剤による前処理によって測定の特異性を増加
させる。といのはＮＤＣ患者のＡβ－ペプチドがＡＤ患
者と対照的により高分子の凝集体から遊離されるからで
ある。したがってＮＤＣ患者と比べてＡＤの患者の場合
界面活性剤処理後にＦＣＳ（交差相関）の蛍光シグナル
の縮小された低下は神経化学的ＡＤ診断にとって重要で
ある筈である。
【０２７９】４．２．５  ＡＤの患者の脳ホモジネー
ト、前頭側頭の痴呆症、レーヴィ小体痴呆症及びコント
ロール
ＡＤの患者の脳組織（前頭側頭大脳皮質(frontotempora
le Kortex), 小脳）、前頭側頭の痴呆症（ＦＩＤ）、レ
ーヴィ小体痴呆症（ＬＢＤ）及び非痴呆症コントロール
をＲＩＰＡ界面活性緩衝液の存在下でホモジネートする
（３．４．６）。ついで免疫沈降をＲＩＰＡの存在下に
実施する。ＲＩＰＡ－界面活性剤中で抽出されたＡβ－
ペプチドの分画はＡβ１－３８、Ａβ１－４０、Ａβ１
－４２及びＡβ２－４２を検出することができる（図２
１ａ，ｂ）。Ａβ２－４２をＭＡＬＤＩ－ＹＯＦ分析に
よって直ちにブロット膜（データは示されず）、Ａβ－
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット－２（図２３ｂ）及び
Ａβ－ＩＰＧ－２Ｄ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット－２（図
２４ｃ）から識別する。Ａβ２－４２をＡＤの液体プロ
ーブ中で（図２３ａ）及び細胞培養上澄み中でも検出す
る（図２３ａ，図２８ａ，ｂ）。
【０２８０】ＡＤの患者は非痴呆症コントロール及びＦ
ＴＤの患者に比べてＡβ１－４２及びＡβ２－４２のか
なりの増加が特徴である。この増加は前頭側頭大脳皮質
中で小脳におけるよりもはるかに顕著である（図２
２）。ＬＢＤの患者は付加的に存在するアルツハイマー
型β－アミロイドプラークの数（これはＣＥＲＡＤ分類
によって認識される）に依存してＡβ１－４２及びＡβ
２－４２の増加を示す（図２１ｂ）。ＬＢＤＣＥＲＡＤ
Ａの患者はＬＢＤＣＥＲＡＤＣの患者よりも明らかに少
ないＡβ１－４２及びＡβ２－４２を有する。
【０２８１】アルツハイマー－痴呆症の場合、Ａβ１－
３８の比較的に高い濃度が特徴である（図２１ａ，
ｂ）。同時にＡＤでのＡβ１－３８の組織特異性発現が
注目される。というのは小脳で前頭側頭大脳皮質に相対
してＡβ１－３８が明らかに僅かであるか又は全く検出
されず、そして更に数人の患者において以前は非特徴的
なバンドがＡβ１－３８の下方で測定されるからである
（図２２）。カルボキシ末端切断をγ－セクレターゼで
行うので、γ－セクレターゼの場合により組織特異的に
異なる発現が示唆される。ＡＤでの別の脳領域に比べて
小脳中に明らかに僅かなアルツハイマー型神経精神医学
的変化が示されるので、この知見は精神生理学に重要で
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あることができる。
【０２８２】ＲＩＰＡ－抽出可能な脳調製物中でＡβ２
－４２の極めて高い濃度（一部Ａβ１－４２の高さで）
は以前に記載されていなかった。数人の患者で、付加的
にＡβ１－４０が比較すると著しく高い。
【０２８３】したがってＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫
ブロットを痴呆症の神経精神医学的識別診断に使用する
ことができ、そして場合により散発性ＡＤのサブグルー
プの識別に生化学の発現型化(Phaenotypisierung) に寄
与することができる。
【０２８４】４．３家うさぎ及びモルモットの槽液体
成熟モルモット（図２５ａ）及び家うさぎ（図２５ｂ）
の槽液体(cisternalerLiquor)中でもＡβ－ペプチドＡ
β１－３７／３８／３９をＡβ１－４０及びＡβ１－４
２と共に検出することができる。プローブの凍結前の患
者プローブと同様にＳＤＳ－／熱変性を実施した場合、
測定値の変化は明らかに低下する。このプローブ前処理
は動物モデルとしてのモルモット及び家うさぎの使用下
に有効物質認知プロジェクトに重要である。というのは
特定の物質効果（たとえばセクレターゼ阻害）をこの方
法で１つの処理グループ及びコントロールグループあた
り明らかに少ない動物を用いてさえ検出することができ
るからである。
【０２８５】４．４  短時間培養による成熟モルモット
の海馬組織フラグメント
短時間培養された成熟モルモットの海馬組織フラグメン
トにおいて、上澄み中のＡβ１－３７／３８／３９をＡ
β１－４０及びＡβ１－４２と共に分離させ、細胞内で
検出することができる（図２６）。
【０２８６】４．５細胞培養
４．５．１若いニワトリの終脳初代培養
若いニワトリのＡβ－ペプチドアミノ酸配列及びヒト配
列は一致しているので、ニューロン性初代細胞培養系を
ワトリ胚の前脳のう胞(Vorderhinblaeschen)から作成す
る（３．７参照）。その際Ａβ１－４０及びＡβ１－４
２と共にＣ－末端で短縮されたＡβ－ペプチド１－３７
／３８／３９を細胞培養上澄み中に遊離させ、Ａβ－ペ
プチドの相対分布はヒト液体の分布と十分に一致する。
【０２８７】４．５．２導入遺伝子ＡＰＰ７５１sw神経
膠腫細胞系
比較として

 human
ＡＰＰ７５１swが導入された神経膠腫

細胞（Ｈ４）中でＡβ－ペプチドパターン（Ａβ－pepi
tidmuster)を調べる。図２８ａ＆ｂから、Ａβ１－４０
及びＡβ１－４２と共にＣ－末端が短縮されたＡβ－ペ
プチド１－３７／３８／３９を細胞培養上澄み中に遊離
することが分かる。更にＡβ２－４２を識別することが
できる。β／γ－セクレターゼ（Calpain-Inhibitor I 
& II,Calpeptin, MG 132, Leupeptin)の阻害で処理した
後、Ａβ１－４０及びＡβ１－４２と共にＣ－末端が短
縮されたＡβ－ペプチド１－３７／３８／３９及びＮ－
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末端が短縮されたＡβ２－４２が減少される（図２８ａ
＆ｂ）。図２８ｂはカルパイン阻害剤－１下で投与量依
存性低下を示す。
【０２８８】対応してＡβ－ペプチド１－３７／３８／
３９が１－４０／４２に対するように組み合わされたβ
／γ－セクレターゼ切断によっても生じると考えられ
る。２－４２の低下はβ／γ－セクレターゼ活性の阻害
によってか又は連結されたＮ－末端アミノペプチダーゼ
に対する減少された物質供給（Ａβ１－４２）によって
制限することができる（以下参照）。
【０２８９】図２８ａ＆ｂから、Ｃ－末端が短縮された
Ａβ－ペプチド１－３７／３８／３９はＡβ１－４０及
びＡβ１－４２とは別の動力学（ＫｉｎｅｔｉＫ）によ
って阻害されることが明白である。動力学の点での相異
は特にＡβ１－３７に対して顕著である。この知見は、
Ａβ－ペプチドパターンによってγ－セクレターゼ活性
の異種性が表わされることを示す。このことは選択的γ
－セクレターゼ阻害剤の有効物質発現に重要である。更
に文献から周知のＡβ１－４２の矛盾した増加が低い阻
害濃度でＡβ２－４２の増加と相関しないことが注目に
値する。これはＡβ１－４２からＡβ２－４２の二次発
生が偽りであることを証明する。
【０２９０】Ａβ１－３７の発生に関して、別の代替物
を考慮しなければならない。最近、中性エンドペプチタ
ーゼ（ＮＥＰ）を組み合わされた切断１０／１１及び３
７／３８によってＡβ－ペプチドの物質分解代謝に関与
させることが記載されている（Iwata 等,2000)。したが
ってＡβ１－３７はＢＡＳＥ－切断及びＮＥＰ－切断の
組み合わせによって３７／３８を生じることができる。
【０２９１】略字リスト：
Ａβ：β－ペプチド
ＡＤ：アルツハイマー痴呆症
ＡＰＰ：アミロイド前駆体蛋白質
ＦＡＤ：家族型ＡＤ、すなわち遺伝に起因する。
ＰＳ－１：プレセニリン１
ＰＳ－２：プレセニリン２
Ｂｉｓ：Ｎ，Ｎ’－メチレンビスアクリルアミド
Ｂｉｃｉｎ：Ｎ，Ｎ’－ビス－［２－ヒドロキシエチ
ル］－グリシン
％Ｔ：全アクリルアミドモノマー濃度（ｗ／ｖ）
％Ｃ：アクリルアミドモノマーの全量に対するＢｉｓの
比率（ｗ／ｗ）
Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ：β－アミロイドラウリル硫酸
ナトリウムポリアクリルアミド電気泳動
Ａβ－２Ｄ－ＰＡＧＥ：β－アミロイド－二次元－ポリ
アクリルアミド電気泳動
ＩＰＧ：固定化ｐＨ勾配
Ａβ１－ｎ：Ａβ

1-n

５．文献
【０２９２】
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【図面の簡単な説明】
【図１】図１はＡβ－ペプチドを液体又は血漿中でＡβ
－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロットによって測定された
患者集団のフローシートを示す。
【図２】図２は合成Ａβ－ペプチド、ヒト液体及び合成
Ａβ－ペプチドが添加された液体のＡβ－ＩＰＧ－２Ｄ
－ＰＡＧＥ／免疫ブロット－２（パネルＡ、Ｃ）及びに
Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット－２（パネル
Ｂ）を示す。
【図３】図３はＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット
－２を用いてＮＤＣ－３での液体中でＡβ－ペプチドの
測定及び尿素含有分離ゲル（パネルＡ）と尿素不含分離
ゲル（パネルＢ）の比較を示す。
【図４】図４はＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット
－１及びデンシトメータフィルム判定を用いて測定され
た、患者集団ＮＤＣ－１及びＡＤ－１における液体中の
Ａβ１－４２を示す。
【図５】図５はＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット
－１及びデンシトメータフィルム判定を用いて測定され
た、患者集団ＮＤＣ－１及びＡＤ－１における液体中の
Ａβ１－４２／Ａβ１－４０を示す。
【図６】図６はＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット
－１及びデンシトメータフィルム判定を用いて測定され
た、患者集団ＮＤＣ－１及びＡＤ－１における液体中の
Ａβ１－４２／Ａβ１－３８を示す。
【図７】図７は免疫沈降（界面活性剤不含のＩＰ、ｍＡ
ｂ  ６Ｅ１０）及びデンシトメータフィルム判定と共に
Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット－１用いて測定
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された、患者集団ＮＤＣ－１及びＡＤ－１における液体
中のＡβ１－４２を示す。
【図８】図８はＯＮＤ－３、ＣＩＤ－３及びＡＤ－３に
おける液体中のＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット
－２を用いて測定された、Ａβ－ペプチド濃度を示す。
【図９】図９はＡｐｏＥε４対立因子のないＯＮＤ－３
患者（ＯＮＤε４minus ）に比べて１又は２個の対立因
子ＡｐｏＥε４を伴う患者（ＡＤ－３ε４plus，ＯＮＤ
－３ε４plus）を伴うグループＯＮＤ－３及びＡＤ－３
の患者における液体中のＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫
ブロット－２を用いて測定された、Ａβ－ペプチド濃度
を示す。
【図１０】図１０はＮＤＣ－３における液体中のＡβ１
－３８及びＡβ１－４０の相関及びＡβ－ペプチドの相
関マトリックスを示す。
【図１１】図１１はＯＮＤ－３、ＣＩＤ－３及びＡＤ－
３における液体中のＡβ１－４０％対Ａβ１－３８％を
示す。
【図１２】図１２はＯＮＤ－３、ＣＩＤ－３及びＡＤ－
３における液体中のＡβ１－４２％対Ａβ１－４０％を
示す。
【図１３】図１３はＯＮＤ－３、ＣＩＤ－３及びＡＤ－
３における液体中のＡβ１－３８％対Ａβ１－４０％を
示す。
【図１４】図１４はＡβ－ペプチド全濃度に対するＡβ
－ペプチド百分率割合に基づくＡＤ－３における液体中
のＭＭＳＥテスト結果のボックス－プロット（Ｂｏｘ－
Ｐｌｏｔ）。
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【図１５】図１５はＡＤ－３におけるＡβ－ペプチド全
濃度に対する液体中のＡβ－ペプチド百分率割合に基づ
くＭＭＳＥテスト結果を示す。
【図１６】図１６はＯＮＤ－３、ＣＩＤ－３及びＡＤ－
３における液体中のＡβ１－４２／Ａβ１－３８対Ａβ
１－３８／Ａβ１－４０を示す。
【図１７】図１７はＯＮＤ－３、ＣＩＤ－３及びＡＤ－
３における液体中のＡβ１－４２／Ａβ１－４０対Ａβ
１－３８／Ａβ１－４０を示す。
【図１８】図１８は商Ａβ１－３８／Ａβ１－４０に基
づくＡＤ－３における液体中のＭＭＳＥテスト結果のボ
ックス－プロット（Ｂｏｘ－Ｐｌｏｔ）を示す。
【図１９】図１９はΔＡβ１－４２％対ＮＣＤ－３ＫＰ
及びＡＤ－３ＫＰにおける、すなわち冷却沈降に起因す
るＡβ１－４２の低下に基づく液体中の先天因子Ａβ１
－４２(nativ) を示す。
【図２０】図２０：ΔＡβ１－４２％対ＮＣＤ－３ＫＰ
及びＡＤ－３ＫＰにおける、すなわち冷却沈降に起因す
るＡβ１－４２の低下に基づく液体中のＡβ１－４２Ｓ
ＤＳを示す。
【図２１】図２１のａはＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫
ブロット－２：前頭側頭の痴呆症（ＦＩＤ）に比べてＡ
Ｄの側頭大脳皮質(temporale Kortex)のホモジネートか
らのＲＩＰＡ－可溶性Ａβ－ペプチドの免疫沈降物（Ｒ
ＩＰＡ－ＩＰ、ｍＡｂ  １Ｅ８）を示す。図２１のｂは
Ａβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット－２：前頭側頭
の痴呆症（ＦＩＤ）、レーヴィ小体痴呆症（ＬＢＤ）及
び痴呆でないコントロール患者（ＮＤＣ）に比べてＡＤ
の側頭大脳皮質のホモジネートからのＲＩＰＡ－可溶性
Ａβ－ペプチドの免疫沈降物（ＲＩＰＡ－ＩＰ、ｍＡｂ*
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*１Ｅ８）を示す。
【図２２】図２２は合成Ａβ－ペプチドＡβ－ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ／免疫ブロット－２：種々の脳領域の脳ホモジ
ネートからのＡＤのＲＩＰＡ－可溶性Ａβ－ペプチドの
免疫沈降物（ｍＡｂ  １Ｅ８）を示す。
【図２３】図２３のａは合成Ａβ－ペプチドの混合
（１）と比較してＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロッ
ト－２を示す。図２３のｂは合成Ａβ－ペプチドの混合
（１）と比較されるＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロ
ット－２を次の脳ホモジネートのＲＩＰＡ－可溶性Ａβ
－ペプチドの免疫沈降物（ｍＡｂ  １Ｅ８）を用いて示
す。
【図２４】図２４はＡβ－ＩＰＧ－２Ｄ－ＰＡＧＥ／免
疫ブロット－２を示す。
【図２５】図２５のａはモルモットからの液体中でＡβ
－ペプチドのＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット－
２を示す。図２５のｂは家ウサギからの液体中でＡβ－
ペプチドのＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット－２
を示す。
【図２６】図２６は成人モルモットからの短時間培養
（０～８時間）を用いて海馬組織フラグメントのＡβ－
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫ブロット－２を示す。
【図２７】図２７は２つのＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免
疫ブロット－２。これはヒト７５１ＡＰＰＳｗ導入遺伝
子Ｈ４神経膠腫細胞系の種々のプロテアーゼ阻害剤（２
３ａ）による処理及びカルパイン阻害剤－１（２３ｂ）
の投与量に基づく効果を示す。
【図２８】図２８のａはＡβ－ＳＤＳ－ＰＡＧＥ／免疫
ブロット－２を示す。図２８のｂはＡβ－ＳＤＳ－ＰＡ
ＧＥ／免疫ブロット－２を示す。

【図１】
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