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(57)【要約】
【課題】さまざまな試料中、例えば、生きた対象から得られた試料、輸血用血液、家畜動
物、およびその他ヒトまたは動物用の食糧において、病原性プリオンタンパク質の存在を
検出するための新規組成物および方法を提供する。
【解決手段】試料中における病原性プリオンの存在を検出する方法であって、
　（ａ）配列番号１２～２６０からなる群から選択される配列を有するペプチドに由来す
るペプチド試薬を含む第一の固体支持体を提供する工程；
　（ｂ）病原性プリオンが試料中に存在すれば、それをペプチド試薬と結合させて第一の
複合体を形成させる条件下で、その第一の固体支持体を試料と接触させる工程；
　（ｃ）結合していない試料物質を除去する工程；
　（ｄ）その第一の複合体からその病原性プリオンタンパク質を解離させる工程；および
　（ｅ）プリオン結合試薬を用いて、その解離させた病原性プリオンを検出する工程、
を含む、方法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
明細書中に記載の発明。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、プリオンタンパク質と相互作用するペプチド試薬、これらのペプチド試薬を
コードするポリヌクレオチド、そのようなペプチド試薬およびポリヌクレオチドを用いる
抗体作製法、およびこれらの方法を用いて作製された抗体に関する。本発明は、さらに、
これらのペプチド試薬を用いて、試料中における病原性プリオンの存在を検出する方法、
およびこれらのペプチド試薬を、治療用または予防用の組成物の成分として用いる方法に
関する。
【背景技術】
【０００２】
　タンパク質コンフォメーション病は、伝染性海綿状脳症など、異常なタンパク質型の自
己会合を順次もたらし、その結果、組織の沈着および損傷に至る、タンパク質の異常な構
造変化（コンフォメーション病タンパク質）によって生じる、さまざまな無関係の病気を
含む。また、これらの病気では、一般的には、さまざまな期間潜伏した後、診断から死亡
までは急速に進行するという臨床症状も著しく共通している。
【０００３】
　コンフォメーション病の一つのグループは「プリオン病」または「伝染性海綿状脳症（
ＴＳＥ）」と名付けられている。ヒトにおいて、これらの病気は、クロイツフェルト－ヤ
コブ病（ＣＪＤ）、ゲルストマン・ストロイスラー・シャインカー症候群（ＧＳＳ）、致
死性家族性不眠症、およびクールー病を含む（例えば、Ｈａｒｒｉｓｏｎ’ｓ　Ｐｒｉｎ
ｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｉｎｔｅｒｎａｌ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｉｓｓｅｌｂａｃｈｅｒ　
ｅｔ　ａｌ．，ｅｄｓ．，ＭｃＧｒａｗ－Ｈｉｌｌ，Ｉｎｃ．Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，（１９
９４）；Ｍｅｄｏｒｉ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．３２６：
４４４－９参照）。動物では、ＴＳＥは、ヒツジのスクレイピー病、ウシ海綿状脳症（Ｂ
ＳＥ）、伝染性ミンク脳症、および捕獲されたミュールジカおよびヘラジカの慢性消耗性
疾患などである（Ｇａｊｄｕｓｅｋ，（１９９０）Ｓｕｂａｃｕｔｅ　Ｓｐｏｎｇｉｆｏ
ｒｍ　Ｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｉｅｓ：Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｂｌｅ　Ｃｅｒｅｂｒ
ａｌ　Ａｍｙｌｏｉｄｏｓｅｓ　Ｃａｕｓｅｄ　ｂｙ　Ｕｎｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ　
Ｖｉｒｕｓｅｓ．Ｐｐ．２２８９－２３２４　Ｉｎ：Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，Ｆｉｅｌｄｓ，
ｅｄ．Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ：Ｒａｖｅｎ　Ｐｒｅｓｓ，Ｌｔｄ）。伝染性海綿状脳症は、同
一の顕著な特徴をもつ。すなわち、霊長類、齧歯類、およびトランスジェニックマウスな
どの実験動物に実験的に接種すると病気を伝染させる異常な（β構造に富み、プロテイナ
ーゼＫ抵抗性の）立体構造のプリオンタンパク質が存在することである。
【０００４】
　最近、ウシ海綿状脳症が急速に拡大し、それが、ヒトにおける海綿状脳症の発症率の上
昇と相関していることから、ヒト以外の哺乳動物において伝染性海綿状脳症を検出するこ
とに対する関心が著しく高まっている。これらの病気に偶然感染したときの悲劇的な結末
（例えば、Ｇａｊｄｕｓｅｋ，Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ　Ａｍｙｌｏｉｄｓ，ａｎｄ　Ｐｒ
ｕｓｉｎｅｒ　Ｐｒｉｏｎｓ　Ｉｎ　Ｆｉｅｌｄｓ　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ．Ｆｉｅｌｄｓ，
ｅｔ　ａｌ．，ｅｄｓ．Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ－Ｒａｖｉｎ，Ｐｕｂ．Ｐｈｉｌａｄｅｌ
ｐｈｉａ（１９９６）；Ｂｒｏｗｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｌａｎｃｅｔ，３４０：
２４－２７参照）、除染の難しさ（Ａｓｈｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９８６）ｐａｇｅｓ　
５９－７１　Ｉｎ：Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｓａｆｅｔｙ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎ
ｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅｓ，　Ｍｉｌｌｅｒ　ｅｄ．　Ａｍ．Ｓｏｃ．Ｍｉｃｒｏｂ．）、
およびウシ海綿状脳症に関する最近の懸念（Ｂｒｉｔｉｓｈ　Ｍｅｄ．Ｊ．（１９９５）
３１１：１４１５－１４２１）があるため、伝染性海綿状脳症に罹ったヒトおよび動物を
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同定できる診断検査法および感染した患者に対する治療法の両方を緊急に必要としている
。
【０００５】
　プリオンは、海綿状脳症（プリオン病）を引き起こす伝染性病原体である。プリオンは
、細菌、ウイルス、およびウイロイドとは顕著に異なる。主な仮説は、他の伝染性病原体
とは異なり、プリオンタンパク質の異常な立体構造が鋳型となって働き、正常なプリオン
の立体構造を異常な立体構造に変えることによって感染が引き起こされるというものであ
る。プリオンタンパク質は、１９８０年代の初期に初めてその特徴が明らかになった（例
えば、Ｂｏｌｔｏｎ，ＭｃＫｉｎｌｅｙ　ｅｔ　ａｌ．（１９８２）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２
１８：１３０９－１３１１；Ｐｒｕｓｉｎｅｒ，Ｂｏｌｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８２
）Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　２１：６９４２－６９５０；ＭｃＫｉｎｌｅｙ，Ｂｏｌｔ
ｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８３）Ｃｅｌｌ　３５：５７－６２参照）。それ以来、完全な
プリオンタンパク質をコードする遺伝子がクローニングされ、配列決定され、トランスジ
ェニック動物で発現されている。例えば、Ｂａｓｌｅｒ，Ｏｅｓｃｈ　ｅｔ　ａｌ．（１
９８６）Ｃｅｌｌ　４６：４１７－４２８参照。
【０００６】
　プリオン病の主要な特徴は、正常な（細胞性または非病原性の）形状（ＰｒＰＣ）から
、スクレイピータンパク質とも呼ばれる異常な形のタンパク質（ＰｒＰＳｃ）を形成する
ことである。例えば、Ｚｈａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）Ｂｉｏｃｈｅｍ．３６（１
２）：３５４３－３５５３；Ｃｏｈｅｎ　＆　Ｐｒｕｓｉｎｅｒ（１９９８）Ａｎｎ　Ｒ
ｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．６７：７９３－８１９；Ｐａｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ｐｒ
ｏｃ　Ｎａｔ’ｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９０：１０９６２－１０９６６；Ｓａｆ
ａｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ　２６８：２０２７６－２０２
８４参照。光学分光学および結晶学による研究で、プリオンの病気関連型は、主にアルフ
ァヘリクス構造に折り畳まれている無病型に較べ、実質的にベータシート構造に富んでい
る。例えば、Ｗｉｌｌｅ　ｅｔ　ａｌ．（２００１）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ　Ａｃａｄ．
Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９９：３５６３－３５６８；Ｐｅｒｅｔｚ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）
Ｊ．ＭｏＩ．Ｂｉｏｌ．２７３：６１４－６２２；Ｃｏｈｅｎ　＆　Ｐｒｕｓｉｎｅｒ，
Ｃｈａｐｔｅｒ　５：Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　Ｓｔｕｄｉｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｉｏｎ　Ｐｒ
ｏｔｅｉｎｓ　ｉｎ　ＰＲＩＯＮ　ＢＩＯＬＯＧＹ　ＡＮＤ　ＤＩＳＥＡＳＥＳ，ｅｄ．
Ｓ．Ｐｒｕｓｉｎｅｒ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
　Ｐｒｅｓｓ，１９９９，ｐｐ：１９１－２２８参照。このような構造変化の後、生化学
的性質に変化が起きると考えられている。すなわち、非変性界面活性剤中でＰｒＰＣは可
溶性であるが、ＰｒＰＳｃは不溶性であり；ＰｒＰＣはプロテアーゼで容易に分解される
が、ＰｒＰＳｃは一部抵抗性であるため、「ＰｒＰｒｅｓ」型（Ｂａｌｄｗｉｎ　ｅｔ　
ａｌ．（１９９５）；Ｃｏｈｅｎ　＆　Ｐｒｕｓｉｎｅｒ（１９９５）；Ｓａｆａｒ　ｅ
ｔ　ａｌ．（１９９８）Ｎａｔ．Ｍｅｄ．４（１０）：１１５７－１１６５）、「ＰｒＰ
２７－３０」型（２７-３０ｋＤＡ）、または「ＰＫ－抵抗性」（プロテイナーゼＫ抵抗
性）型として知られるＮ末端切断型断片の形成をもたらす。また、ＰｒＰＳｃはＰｒＰＣ

を病原性型の立体構造に変換させる。例えば、Ｋａｎｅｋｏ　ｅｔ　ａｌ．（１９９５）
Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９２：１１１６０－１１１６４；Ｃ
ａｕｇｈｅｙ（２００３）Ｂｒ　Ｍｅｄ　Ｂｕｌｌ．６６：１０９－２０参照。
【０００７】
　生きた対象、および生きた対象から採取した試料の中でコンフォメーション病タンパク
質の病原性アイソフォームを検出することは難しいことが明らかになっている。そのため
、これらの伝染性で、患者が死亡する前にアミロイドを含む症状に対する確定診断および
苦痛緩和療法には、依然として実質的に満足の行くものがないままである。脳の生検を組
織病理学的に検査するのは、対象者にとって危険が高く、また、その生検試料がどこから
採取されたかによっては、病変およびアミロイド沈着を見逃す可能性もある。しかし、動
物、患者、および医療施設職員にとっては生検に関連するリスクが依然として存在する。
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さらに、動物に対する脳検査の結果は、通常、その動物が食料として供給されるまでは得
られない。また、プリオンペプチドに対して作製された抗体のほとんどは、変性されたＰ
ｒＰＳｃとＰｒＰＣの両方を認識するが、未変性のＰｒＰＳｃに対して特異的な抗体も報
告されている。（例えば、非特許文献１；特許文献１および特許文献２参照）。
【０００８】
　ＴＳＥについていくつかの検査法を利用することができる（非特許文献２，非特許文献
３；非特許文献４，非特許文献５，非特許文献６参照）。しかし、これらはすべて、脳組
織試料を利用するため、死後検査にしか適さない。また、これらのほとんどは、試料をプ
ロテイナーゼＫで処理することも必要とするが、それは、時間がかかり、ＰｒＰＣを不完
全に分解すると偽陽性の結果をもたらすことがあり、また、プロテアーゼ感受性ＰｒＰＳ

ｃを分解すると偽陰性の結果が生じることがある。
【０００９】
　このように、さまざまな試料中、例えば、生きた対象から得られた試料、輸血用血液、
家畜動物、およびその他ヒトまたは動物用の食糧において、病原性プリオンタンパク質の
存在を検出するための組成物および方法に対する需要が依然として存在する。また、プリ
オン関連疾患を診断および治療するための方法および組成物に対する需要も依然として存
在する。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１０】
【特許文献１】米国特許第５，８４６，５３３号明細書
【特許文献２】米国特許第６，７６５，０８８号明細書
【非特許文献】
【００１１】
【非特許文献１】Ｍａｔｓｕｎａｇａ　ｅｔ　ａｌ．（２００１）ＰＲＯＴＥＩＮＳ：Ｓ
ｔｒｕｃｔｕｒｅ，Ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　４４：１１０－１１
８
【非特許文献２】Ｓｏｔｏ，Ｃ．（２００４）Ｎａｔｕｒｅ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　Ｍｉｃｒ
ｏｂｉｏｌ．２：８０９
【非特許文献３】Ｂｉｆｆｉｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（２００２）Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．Ｍｅｔ
ｈ．１０１：７９
【非特許文献４】Ｓａｆａｒ　ｅｔ　ａｌ．（２００２）　Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃ
ｈ．２０：１１４７
【非特許文献５】Ｓｃｈａｌｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．Ａｃｔａ　Ｎｅｕｒｏｐａｔｈｏｌ．
（１９９９）９８：４３７
【非特許文献６】Ｌａｎｅ　ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．４９：１７
７４
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本発明は、例えば以下の項目を提供する。
（項目１）
試料中における病原性プリオンの存在を検出する方法であって、
　（ａ）配列番号１２～２６０からなる群から選択される配列を有するペプチドに由来す
るペプチド試薬を含む第一の固体支持体を提供する工程；
　（ｂ）病原性プリオンが試料中に存在すれば、それをペプチド試薬と結合させて第一の
複合体を形成させる条件下で、その第一の固体支持体を試料と接触させる工程；
　（ｃ）結合していない試料物質を除去する工程；
　（ｄ）その第一の複合体からその病原性プリオンタンパク質を解離させる工程；および
　（ｅ）プリオン結合試薬を用いて、その解離させた病原性プリオンを検出する工程、
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を含む、方法。
（項目２）
試料中における病原性プリオンの存在を検出する方法であって、
　（ａ）配列番号１２～２６０からなる群から選択される配列を有するペプチドに由来す
るペプチド試薬を含む第一の固体支持体を提供する工程；
　（ｂ）病原性プリオンが試料中に存在すれば、それをそのペプチド試薬と結合させて第
一の複合体を形成させる条件下で、その第一の固体支持体を試料と接触させる工程；
　（ｃ）結合していない試料物質を除去する工程；
　（ｄ）その第一の複合体から病原性プリオンタンパク質を解離させる工程；　
　（ｅ）その解離させた病原性プリオンタンパク質をその第一の固体支持体から分離する
工程；
　（ｆ）その解離させた病原性プリオンタンパク質を、その解離したプリオンタンパク質
が第二の固体支持体に付着させることができる条件下で、その第二の固体支持体に接触さ
せる工程；および
　（ｇ）プリオン結合試薬を用いて、その第二の固体支持体上に付着した病原性プリオン
検出する工程、
を含む、方法。
（項目３）
試料中における病原性プリオンの存在を検出する方法であって、
　（ａ）配列番号１２～２６０からなる群から選択される配列を有するペプチドに由来す
るペプチド試薬を含む第一の固体支持体を提供する工程；
　（ｂ）病原性プリオンが試料中に存在すれば、それをそのペプチド試薬と結合させてそ
の第一の複合体を形成させる条件下で、その第一の固体支持体を試料と接触させる工程；
　（ｃ）結合していない試料物質を除去する工程；
　（ｄ）その第一の複合体から病原性プリオンタンパク質を解離させ、それによってその
病原性プリオンが変性される工程；
　（ｅ）その解離させた変性病原性プリオンタンパク質をその第一の固体支持体から分離
する工程；
　（ｆ）その解離させた変性病原性プリオンタンパク質を、その解離したプリオンタンパ
ク質を第一の抗プリオン抗体に結合させる条件下で、その第一の抗プリオン抗体を含む第
二の固体支持体に接触させる工程；および
　（ｇ）第二の抗プリオン抗体を用いて、その第二の固体支持体上に結合したその病原性
プリオン検出する工程、
を含む、方法。
（項目４）
上記解離工程が、結合した病原性プリオンタンパク質を塩またはカオトロピック剤に接触
させる工程を含む、項目１、２、または３いずれか記載の方法。
（項目５）
上記カオトロピック剤がグアニジンチオシアン酸（ＧｄｎＳＣＮ）またはグアニジン塩酸
（ＧｄｎＨＣｌ）を含む、項目４記載の方法。
（項目６）
上記ＧｄｎＳＣＮまたはＧｄｎＨＣｌの濃度が約３Ｍと約６Ｍとの間である、項目５記載
の方法。
（項目７）
上記解離工程が、結合した病原性プリオンタンパク質を高ｐＨまたは低ｐＨに曝露させて
、それによってその解離された病原性プリオンタンパク質を変性させる工程を含む、項目
１、２、または３いずれか記載の方法。
（項目８）
上記ｐＨが１２よりも高いか、または２よりも低い、項目７記載の方法。
（項目９）



(6) JP 2012-181210 A 2012.9.20

10

20

30

40

上記ｐＨが１２．５と１３．０との間である、項目８記載の方法。
（項目１０）
ＮａＯＨを０．０５Ｎから０．１５Ｎの濃度になるまで加えることによって、上記結合し
た病原性プリオンタンパク質を高いｐＨに曝露する、項目７記載の方法。
（項目１１）
上記曝露する工程が１５分間までで行われる、項目７、８、９、または１０のいずれか一
項記載の方法。
（項目１２）
上記曝露する工程が１０分間までで行われる、項目１１記載の方法。
（項目１３）
上記変性し、解離された病原性プリオンタンパク質のｐＨを、７．０と７．５との間に中
和する工程をさらに含む、項目７、８、９、または１０のいずれか一項記載の方法。
（項目１４）
リン酸またはそのナトリウム塩を加えることによって上記ｐＨが中和される、項目１０記
載の方法。
（項目１５）
上記第一の固体支持体が磁気ビーズを含む、項目１～１４いずれか一項記載の方法。
（項目１６）
上記プリオン結合試薬が抗プリオン抗体である、項目１～１５いずれか一項記載の方法。
（項目１７）
上記第一または第二の固体支持体がマイクロタイタープレートまたは磁気ビーズを含む、
項目１～１６いずれか一項記載の方法。
（項目１８）
上記第一または第二の抗プリオン抗体が上記プリオンタンパク質の変性型に結合する、項
目１～１７いずれか一項記載の方法。
（項目１９）
上記第一または第二の抗プリオン抗体の一つが、上記プリオンタンパク質のアミノ末端に
あるエピトープを認識する、項目１８記載の方法。
（項目２０）
上記第一または第二の抗プリオン抗体のうちの一つが、上記プリオンタンパク質の２３～
９０番目の残基内にあるエピトープを認識する、項目１９記載の方法。
（項目２１）
上記抗プリオン抗体が、Ｆａｂ　Ｄ１８、３Ｆ４、ＳＡＦ－３２、６Ｈ４からなる群から
選択される、項目１８記載の方法。
（項目２２）
上記ペプチド試薬が、配列番号
【数１】

の一つ以上からなる群から選択された配列をもつペプチドに由来する、項目１～２１のい
ずれかに記載の方法。
（項目２３）
上記ペプチド試薬が、配列番号
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【数２】

の一つ以上からなる群から選択された配列をもつペプチドに由来する、項目２２に記載の
方法。
（項目２４）
上記ペプチド試薬が、配列番号

【数３】

の一つ以上からなる群から選択された配列をもつペプチドに由来する、項目２２記載の方
法。
（項目２５）
上記ペプチド試薬が、配列番号５６、５７、６５、８２、８４および１３６の一つ以上か
らなる群から選択された配列をもつペプチドに由来する、項目２２に記載の方法。
（項目２６）
上記ペプチド試薬が、配列番号
【数４】

の一つ以上からなる群から選択された配列をもつペプチドに由来する、項目２２記載の方
法。
（項目２７）
上記ペプチド試薬が配列番号１４を含む、項目２２記載の方法。
（項目２８）
上記ペプチド試薬が配列番号５１を含む、項目２２記載の方法。
（項目２９）
上記ペプチド試薬が配列番号６８を含む、項目２２記載の方法。
（項目３０）
プリオン検出アッセイ法で使用するための代理対照であって、配列番号１２～２６０から
なる群から選択される配列をもつペプチドに由来するペプチド試薬に結合する第一の代理
ドメイン、およびそのプリオンアッセイ法において使用される検出試薬に結合する第二の
代理ドメインを含み、ここでそのプリオン検出アッセイ法は、試料中の病原性プリオンタ
ンパク質の存在を検出するためにペプチド試薬および検出試薬を使用する、代理対照。
（項目３１）
試料中における病原性プリオンの存在を検出する方法であって、
　（ａ）試験用容器内において、第一のペプチド試薬が、病原性プリオンが存在する場合
にはそれと結合して第一の複合体を形成させる条件下で、その病原性プリオンを含む疑い
のある試料を、その病原性プリオンタンパク質と選択的に相互作用するその第一のペプチ
ド試薬に接触させる工程；（ｂ）対照用容器において、その第一のペプチド試薬を、項目
３０記載の代理対照がその第一のペプチド試薬に結合できる条件下で、その代理対照に接
触させる工程；（ｃ）その病原性プリオンが存在する場合には、それをその第一のペプチ
ド試薬に結合させることによってその存在を検出する工程；および（ｄ）その第一のペプ
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チド試薬に結合したその代理対照の存在を検出することによって、検出された病原性プリ
オンの存在を確認する工程、
を含む、方法。
【００１３】
　本発明者らは、病原性プリオンタンパク質を検出するための感度の高い方法を開発した
。この方法は、プリオン関連疾患に苦しむ個体の体液に存在する可能性のある低量の病原
性プリオンを検出するのに十分な感度をもつ。したがって、本方法は、取り分け、生前診
断検査法として、または、献血試料をスクリーニングするのに有用である。
【００１４】
　本発明は、一部分において、プリオンタンパク質と相互作用するペプチド試薬に関連す
る。すなわち、このペプチド試薬は、プリオンタンパク質の病原型アイソフォームと選択
的に相互作用する。このようなペプチド試薬は、共同出願された２００４年８月１３日出
願の米国特許出願第１０／９１７，６４６号；２００５年２月１１日出願の米国特許出願
第１１／０５６，９５０号、および２００４年８月１３日出願のＰＣＴ／ＵＳ出願第２０
０４／０２６３６３号に記載されている。これらの出願はすべて参照されて本明細書に組
み込まれる。本ペプチド試薬は、被検試料中の病原性プリオンタンパク質を濃縮および分
離するために使用される。既述のＰｒＰＳｃのアッセイ法とは異なり、本方法では、Ｐｒ
ＰＣを除去するために試料をプロテアーゼ処理する必要がない。本発明の方法においては
、濃縮および分離したプリオンタンパク質を検出するために、ペプチド試薬を高感度ＥＬ
ＩＳＡと組み合わせて使用する。
【００１５】
　一つの実施態様において、本発明は、以下の工程を含む、病原性プリオンの存在を検出
する方法を提供する：
　（ａ）プリオンの病原型と選択的に相互作用するペプチド試薬を含む第一の固体支持体
を提供する工程；
　（ｂ）病原性プリオンが試料中に存在すれば、それをペプチド試薬と結合させる条件下
で、第一の固体支持体を試料と接触させる工程；
　（ｃ）非結合の試料を除去する工程；
　（ｄ）病原性プリオンタンパク質をペプチド試薬から解離させる工程；および
　（ｅ）解離させた病原性プリオンを、プリオン結合試薬を用いて検出する工程。
【００１６】
　ペプチド試薬は、好ましくは、配列番号１２～２６０からなる群から選択される配列を
有するペプチドに由来し、詳しくは、共同出願された２００４年８月１３日出願の米国特
許出願第１０／９１７，６４６号；２００５年２月１１日出願の米国特許出願第１１／０
５６，９５０号、および２００４年８月１３日出願のＰＣＴ／ＵＳ出願第２００４／０２
６３６３号に記載されている。非結合の試料を除去した後、病原性プリオンタンパク質を
ペプチド試薬から解離させる。一般的には、病原性プリオンタンパク質を解離過程で変性
させる。この解離は、カオトロピック剤（例えば、グアニジンチオシアン酸、またはグア
ニジン塩酸）もしくは高塩濃度を利用することによって、または好ましくは、ｐＨを変え
ることによって行う。低ｐＨ（例えば、ｐＨ２よりも低い）でも高ｐＨ（ｐＨ１２よりも
高い）でも利用することができるが、高ｐＨが好適である。解離および変性されたプリオ
ンタンパク質を、免疫アッセイ法、好ましくはＥＬＩＳＡ法、より好ましくは、サンドイ
ッチ式ＥＬＩＳＡ法を用い、抗プリオン抗体を用いて検出する。
【００１７】
　本発明は、本方法を実施するためのキットも提供するが、このキットは、固体支持体上
で提供することができる１つ以上のペプチド試薬、および任意には、１つ以上の抗プリオ
ン抗体を含む。抗プリオン抗体は、標識することが可能であり、および／または固体支持
体上で提供することができる。バッファー、洗浄溶液、変性剤、および本方法で使用する
その他の成分を、使用説明書と同じように、キットに含ませることができる。
【００１８】
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　これらのペプチド試薬は、病原性プリオンを単離したり、試料中に病原性プリオンが存
在することを検出したりするためのツールとして、治療用または予防用の組成物の成分と
して、および／またはプリオン特異的な抗体を作製するためなど、広範な用途に使用する
ことが可能である。例えば、ＰｒＰＣよりもＰｒＰＳｃと選択的に相互作用するペプチド
試薬は、例えば、病気の診断、または献血試料のスクリーニング、または臓器提供用の器
官のスクリーニングなどのために、生きた対象から得た試料中の病原性型を直接検出する
のに役立つ。
【００１９】
　本明細書記載のペプチド試薬は、一部または全部が合成のものでもよく、例えば、以下
の成分：環状化された残基またはペプチド、ペプチドの多量体、標識、および／またはそ
の他の化学成分を１つ以上含むことができる。適当なペプチド試薬の例は、配列番号１２
～２６０のペプチドに由来するもの、例えば、配列番号６６，６７，６８，７２，８１，
９６，９７，９８，１０７，１０８，１１９，１２０，１２１，１２２，１２３，１２４
，１２５，１２６，１２７，１４，３５，３６，３７，４０，５０，５１，７７，８９，
１００，１０１，１０９，１１０，１１１，１１２，１１３，１１４，１１５，１１６，
１１７，１１８，１２８，１２９，１３０，１３１，１３２，１３３，１３４，１３５，
１３６，５６，５７，６５，８２，または８４に示されているペプチド、ならびにそのア
ナログおよび誘導体などである。本明細書記載のペプチド試薬は、任意のコンフォメーシ
ョン病タンパク質、例えば、プリオンタンパク質（例えば、病原性タンパク質ＰｒＰＳｃ

、および非病原性型ＰｒＰＣ）などと相互作用することができる。一定の実施態様におい
て、このペプチド試薬は、ＰｒＰＣよりもＰｒＰＳｃと選択的に相互作用する。このペプ
チド試薬は、２つ以上の種に由来するＰｒＰＳｃに対して特異的であるが、単一種のＰｒ
ＰＳｃに対して特異的であってもよい。
【００２０】
　別の実施態様において、本明細書記載の配列に示されているペプチドに由来するペプチ
ド試薬が提供される。一定の実施態様において、ペプチド試薬はプリオンタンパク質の領
域に由来し、例えば、２３～４３位または８５～１５６位の残基（例えば、配列番号２に
記載されたマウスプリオンの配列によれば、２３～３０、８６～１１１、８９～１１２、
９７～１０７、１１３～１３５、および１３６～１５６という番号になっている）に相当
する領域が使用される。便宜上、上記に示したアミノ酸残基番号は、配列番号２のマウス
のプリオンタンパク質の配列に対応する番号であるが、当業者は、当技術分野において既
知の配列、および本明細書に記載した開示内容に基づいて、別の種のプリオンタンパク質
における対応する領域を簡単に同定することができよう。ペプチド試薬の例は、配列番号
６６、６７、６８、７２、８１、９６、９７、９８、１０７、１０８、１１９、１２０、
１２１、１２２、１２３、１２４、１２５、１２６、１２７、１３４または１３５を有す
るペプチドに由来するもの、または、配列番号１４、３５、３６、３７、４０、５０、５
１、７７、８９、１００、１０１、１０９、１１０、１１１、１１２、１１３、１１４、
１１５、１１６、１１７、１１８、１２９、１３０、１３１、１３２、１３３または１２
８を有するペプチドに由来するもの、または、配列番号５６、５７、６５、８２、８４、
または１３６有するペプチドに由来するものを含む。
【００２１】
　一つの態様において、プリオンタンパク質の存在を検出する方法が提供される。この検
出方法は、とりわけ、（例えば、ヒト患者およびヒト以外の動物対象における）プリオン
関連病を診断する方法、実質的にＰｒＰＳｃを含まない血液供給、血液製品の供給、また
は食糧供給を確実にする方法、移植のために器官および組織の試料を解析する方法、手術
器具および装置の汚染除去を監視する方法、ならびに病原性プリオンの有無を知ることが
重要なあらゆる場面に関連して用いることができる。
【００２２】
　検出方法は、ペプチド試薬が、病原性プリオンのアイソフォームと選択的に相互作用す
ることを利用している。一定の実施態様においては、生体試料に病原性プリオンが存在す
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ることを検出する方法が提供される。
【００２３】
　一つの実施態様において、この方法は、病原性プリオンが存在するならば、ペプチド試
薬とそれが相互作用できる条件下で、病原性プリオンを含む疑いのある試料を、本明細書
記載のペプチド試薬の一つ以上と接触させる工程、および試料中の病原性プリオンの有無
を、そのペプチド試薬への結合によって検出する工程を含む。ペプチド試薬と病原性プリ
オンの相互作用は、溶液で行わせるか、一つ以上の反応物を固相内または固相上に提供す
ることもできる。ペプチド試薬を捕捉試薬、検出試薬、またはその両方として用いること
ができるサンドイッチ式アッセイ法を行うこともできる。好適な実施態様において、他の
プリオン結合試薬（例えば、変性プリオンタンパク質に結合する抗体およびその他の結合
分子）を、本発明のペプチド試薬と組み合わせて本態様において使用することも可能であ
る。
【００２４】
　本実施態様の一つの態様において、本発明の一つ以上のペプチド試薬を固体支持体上に
提供して、病原性プリオンが存在するならば、病原性プリオンがペプチド試薬に結合でき
る条件下で、病原性プリオンを含む疑いのある試料と接触させる。非病原性プリオンなど
、未結合の試料物質を除去することができ、ペプチド試薬に結合したままで、あるいは、
ペプチド試薬から解離させた後に、病原性プリオンを検出することができる。病原性プリ
オンは、検出できるよう標識したペプチド試薬（病原性プリオンを「捕捉」するために使
用されるペプチド試薬と同じものであるか、本発明の第二のペプチド試薬）、または検出
できるよう標識された抗プリオン抗体、またはその他のプリオン結合試薬を用いて検出す
ることができる。この抗体またはプリオン結合試薬は、プリオンの病原型に特異的である
必要はない。
【００２５】
　本実施態様の別の態様において、病原性プリオンはペプチド試薬から解離させられ、変
性され、抗プリオン抗体によるサンドイッチ式アッセイ法を用いて検出される。
【００２６】
　さらなる実施態様において、本方法は、病原性プリオンを含む疑いのある試料を、配列
番号１２～２６０の配列を有するペプチド、そのアナログおよび誘導体からなるグループ
から選択される一つ以上のペプチド試薬と、病原性プリオンが存在するならば、ペプチド
試薬がそれに結合できる条件下で接触させる工程；および、試料中の病原性プリオンの有
無を、そのペプチド試薬への結合によって検出する工程を含む。好適な実施態様では、試
料を、配列番号６６、６７、６８、７２、８１、９６、９７、９８、１０７、１０８、１
１９、１２０、１２１、１２２、１２３、１２４、１２５、１２６、１２７、１４、３５
、３６、３７、４０、５０、５１、７７、８９、１００、１０１、１０９、１１０、１１
１、１１２、１１３、１１４、１１５、１１６、１１７、１１８、１２８、１２９、１３
０、１３１、１３２、１３３、１３４、１３５、５６、５７、６５、８２、１３６または
８４の配列を有するペプチド、ならびにそのアナログおよび誘導体からなる群から選択さ
れる一つ以上のペプチド試薬と接触させる。
【００２７】
　病原性プリオンを検出する上記方法のいずれかを、プリオン関連病を診断する方法に用
いることができる。
【００２８】
　本発明のペプチド試薬を一つ以上含む固体支持体を提供する上記実施態様のすべてにお
いて、ペプチド試薬を固体支持体に結合させる前に試料と接触させる別の実施態様が考え
られる。このような実施態様では、ペプチド試薬が結合対の一方を含み、固体支持体が、
結合対のもう一方を含む。例えば、本発明のペプチド試薬は、ビオチンを含むか、ビオチ
ンを含むよう修飾することができる。ペプチド試薬が病原性プリオンに結合できる条件下
で、ビオチン化ペプチド試薬を、病原性プリオンを含む疑いのある試料に接触させる。そ
して、アビジンまたはストレプトアビジンを含む固体支持体をビオチン化ペプチド試薬に
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接触させる。その他の適当な結合対は本明細書に記載される。
【００２９】
　本明細書記載の固体支持体を用いる方法において、固体支持体は、例えば、ニトロセル
ロース、ポリスチレン、ポリプロピレン、ラテックス、ポリビニルフルオリド、ジアゾ化
紙、ナイロン膜、活性化ビーズ、および／または磁気反応性ビーズ、ポリ塩化ビニル；ポ
リプロピレン、ポリスチレンラテックス、ポリカーボネート、ナイロン、デキストラン、
キチン、砂、シリカ、軽石、アガロース、セルロース、ガラス、金属、ポリアクリルアミ
ド、シリコン、ゴム、ポリサッカライド、ジアゾ化紙、活性化ビーズ、磁気反応性ビーズ
、ならびに固相合成、アフィニティー分離、精製、ハイブリダイゼーション反応、免疫ア
ッセイ法、およびその他の応用場面で一般的に使用されている材料である。支持体は、微
粒子でもよく、または、連続した表面の形になっていてもよく、膜、メッシュ、プレート
、ペレット、スライド、ディスク、細管、中空糸、針、ピン、チップ、ソリッドファイバ
ー、ゲル（例えば、シリカゲル）、およびビーズまたは粒子、（例えば、多孔質ガラスビ
ーズ、シリカゲル、随意でジビニルベンゼンとクロスリンクしたポリスチレンビーズ、グ
ラフト共重合ビーズ、ポリアクリルアミドビーズ、ラテックスビーズ、随意でＮ－Ｎ‘－
ビス－アクリロイルエチレンジアミンとクロスリンクしたジメチルアクリルアミドビーズ
、酸化鉄磁気ビーズ、および疎水性ポリマーで被覆されたガラス粒子）などがある。「固
体支持体」および「固体表面」という用語は、本明細書では同義的に使用されている。
【００３０】
　また、本明細書記載のいずれの方法でも、試料は生体試料であることが可能である。す
なわち、生きているか、生きていた生物から採取または由来した試料、例えば、器官、全
血、血液分画、血液成分、血漿、血小板、血清、脳脊髄液（ＣＳＦ）、脳組織、神経系組
織、筋肉組織、骨髄、尿、涙、非神経系組織、器官、および／または生検もしくは剖検で
ある。試料は非生体試料であってもよい。
【００３１】
　別の態様において、本発明は、本明細書記載の検出法のいずれかによって、対象から得
た生体試料中に病原性プリオンが存在することを検出して、該対象におけるプリオン関連
病を診断する方法を提供する。
【００３２】
　別の態様において、本発明は、実質的に病原性プリオンを含まない輸血用血液を調製す
る方法であって、集められた血液試料からの血液の等量液（例えば、全血、血漿、血小板
、または血清）を、本明細書記載のいずれかの方法によってスクリーニングする工程；病
原性プリオンが検出された試料を取り除く工程；および病原性プリオンが検出されなかっ
た試料をまとめて、病原性プリオンを実質的に含まない輸血用血液を提供する工程を含む
方法を含む。
【００３３】
　さらに別の態様において、本発明は、病原性プリオンを実質的に含まない食糧供給物、
特に肉供給物（例えば、ヒトや動物が消費する牛肉、ラム肉、マトン、または豚肉）を調
製する方法であって、食糧として供給されるはずの生きた生物または死んだ生物から採集
した試料、または食糧供給されようとしている食品から採集した試料を、本明細書記載の
検出法のいずれかを用いてスクリーニングする工程；病原性プリオンが検出された試料を
同定する工程；およびその試料で病原性プリオンが検出された、食糧供給されようとして
いた生きた生物もしくは死んだ生物または食品を食糧供給から排除する工程を含む方法を
含む。
【００３４】
　別の態様において、本発明は、試料中に病原性プリオンが存在することを検出したり、
試料から病原性プリオンを単離したり、試料から病原性プリオンを除去したりするための
さまざまなキットであって、本明細書記載の一つ以上のペプチド試薬；および／または本
明細書記載の一つ以上のペプチド試薬を含む固体支持体、抗プリオン抗体、およびその他
必要な試薬、ならびに、随意には、陽性および陰性の対照および／または代理（ｓｕｒｒ
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ｏｇａｔｅ）陽性対照を含むキットを含む。また、本発明は、本明細書記載のアッセイ法
の代理陽性対照として役立つ分子も提供する。
【００３５】
　本発明のこれらまたはこの他の実施態様は、本明細書の開示内容から当業者には容易に
想到できよう。
【図面の簡単な説明】
【００３６】
【図１】ヒト（配列番号１）およびマウス（配列番号２）のプリオンタンパク質のアミノ
酸配列を示す。
【図２】ヒト（配列番号３）、ゴールデンハムスター（ハムスター）（配列番号４）、ウ
シ（配列番号５）、ヒツジ（配列番号６）、マウス（配列番号７）、ヘラジカ（配列番号
８）、ダマジカ（ファロー）（配列番号９）、ミュールジカ（ミュール）（配列番号１０
）、およびオジロジカ（ホワイト）（配列番号１１）に由来するプリオンタンパク質のア
ラインメントを示す。ヘラジカ、ダマジカ、ミュールジカ、およびオジロジカは、互いに
２つの残基、Ｓ／Ｎ１２８とＱ／Ｅ２２６（太字で示す）で異なっているだけである。
【図３】分図Ａ～Ｆは、本明細書記載のペプチド試薬のいずれかを調製するために行うこ
とができる置換の例を示す。各分図においてペプトイドを丸く囲んであり、本明細書記載
のペプチド試薬の一例（配列番号１４、ＱＷＮＫＰＳＫＰＫＴＮ）中に示されているが、
その例中では、プロリン残基（配列番号１４の８番目の残基）がＮ－置換グリシン（ペプ
トイド）残基で置換されている。分図Ａは、プロリン残基がペプトイド残基で置換された
ペプチド試薬：Ｎ－（Ｓ）－（１－フェニルエチル）グリシンを表し；分図Ｂは、プロリ
ン残基がペプトイド残基で置換されたペプチド試薬：Ｎ－（４－ヒドロキシフェニル）グ
リシンを表し；分図Ｃは、プロリン残基がペプトイド残基で置換されたペプチド試薬：Ｎ
－（シクロプロピルメチル）グリシンを表し；分図Ｄは、プロリン残基がペプトイド残基
で置換されたペプチド試薬：Ｎ－（イソプロピル）グリシンを表し；分図Ｅは、プロリン
残基がペプトイド残基で置換されたペプチド試薬：Ｎ－（３，５－ジメトキシベンジル）
グリシンを表し；また、分図Ｆは、プロリン残基がペプトイド残基で置換されたペプチド
試薬：Ｎ－アミノブチルグリシンを表す。
【図４】実施例２に記載したウエスタンブロッティング実験の結果を示す。レーン１およ
び２は、正常なマウス脳のホモジネート（レーン１、「Ｃ」と表示）および変性感染マウ
ス脳のホモジネート（レーン２、「Ｓｃ」と表示）中にプリオンタンパク質が存在するこ
とを示している。レーン３、４、および５は、ヒト血漿存在下で、本明細書記載のペプチ
ド試薬（配列番号６８）が病原性プリオン型に特異的に結合することを示している。具体
的には、レーン３はヒト血漿対照であり、レーン４は、正常なマウス脳のホモジネート試
料である。レーン５は、感染マウス脳ホモジネート試料中でペプチド試薬がＰｒＰＳｃに
強力に結合することを示している。
【図５】本明細書記載のＰＥＧ結合ペプチド試薬の例の構造を示す。
【図６】（ＱＷＮＫＰＳＫＰＫＴＮ）２Ｋ（配列番号１３３）の構造を示す。
【図７】分図ＡからＣは、一例となるＰｒＰＳｃ検出アッセイ法を示している。図７Ａは
、本明細書記載のＰｒＰＳｃ特異的ペプチド試薬でコートした磁気ビーズを用いたＰｒＰ
Ｓｃの捕捉法を示している。ビーズと結合ＰｒＰＳｃを磁場にプルダウンして洗浄した。
図７Ｂは、溶出、ＰｒＰＳｃの変性、およびＥＬＩＳＡを行うために変性したＰｒＰＳｃ

でウェルにコートすることを示す。図７Ｃは、ウェルにコートされたＰｒＰＳｃを２抗体
ＥＬＩＳＡで検出することを示す。
【図８】正常なマウス脳ホモジネートの中でさまざまな希釈度のマウスＰｒＰＳｃをＥＬ
ＩＳＡで検出できることを示したグラフである。
【図９】分図ＡおよびＢは、ヒト血漿試料に入れたマウスＰｒＰＳｃのＥＬＩＳＡ検出を
示す。図９Ａは、ＱＷＮＫＰＳＫＰＫＴＮ－ビオチン（配列番号１４）によるＥＬＩＳＡ
検出を示す。図９Ｂは、ビオチン－ＧＧＧＫＲＰＫＰＧＧ（配列番号６８）によるＥＬＩ
ＳＡ検出を示す。



(13) JP 2012-181210 A 2012.9.20

10

20

30

40

50

【図１０】分図ＡおよびＢは、それぞれＥＬＩＳＡ検出とウエスタンブロット検出を示す
。図１０Ａは、正常なゴールデンハムスターおよびスクレイピーに感染したゴールデンハ
ムスター（ＳＨａ）における、ＰｒＰＳｃのＥＬＩＳＡ検出を示す。図１０Ａは、プロテ
イナーゼＫによる分解をせずにプルダウンしたＰｒＰＳｃを、ＱＷＮＫＰＳＫＰＫＴＮ－
ビオチン（配列番号１４）（黒棒）またはビオチン－ＧＧＧＫＲＰＫＰＧＧ（配列番号６
８）（白棒）のＥＬＩＳＡ検出を示す。図１０Ｂは、ＰＫ分解した試料のウエスタンブロ
ット解析を示す。「ＭＷ」は分子量を表す。レーン１および２は、正常なＳＨａ脳ホモジ
ネートの２つの異なる試料の解析結果を示す。レーン３および４は、ＰｒＰＳｃＳＨａ脳
ホモジネートの２つの異なる試料の解析結果を示す。レーン６は、ＰｒＰＳｃマウス脳ホ
モジネートの解析結果を示す。
【図１１】正常なマウス、およびシカＰｒＰ遺伝子を導入している感染マウスから得た試
料についてのＥＬＩＳＡの結果を示すグラフである。ＱＷＮＫＰＳＫＰＫＴＮ－ビオチン
（配列番号１４）（黒色および淡灰色の長方形）、ビオチン－ＫＫＫＡＧＡＡＡＡＧＡＶ
ＶＧＬＧＧ－ＣＯＮＨ２（配列番号１３６）（淡灰色の長方形）、およびビオチン－ＧＧ
ＧＫＲＰＫＰＧＧ（配列番号６８）（濃灰色の長方形）を用いてＰｒＰＳｃをプルダウン
し、ＥＬＩＳＡ法で検出した。
【図１２】分図ＡおよびＢは、それぞれウエスタンブロット検出とＥＬＩＳＡ検出を示す
。図１２Ａは、ＣＪＤのウエスタンブロット解析による検出結果を示す（ｓＣＪＤ、ｖＣ
ＪＤ、感染ＳＨａ）。図１２Ｂは、プロテイナーゼＫ分解を用いてプルダウンしたＣＪＤ
のＥＬＩＳＡによる検出を示す。
【図１３】本明細書記載のさまざまなペプチド試薬を用いて、ヒトｖＣＪＤ脳のホモジネ
ートからＰｒＰＳｃをＥＬＩＳＡ検出した結果を示すグラフである。プリオン特異的試薬
は以下の通りである：ＱＷＮＫＰＳＫＰＫＴＮ－ビオチン（配列番号１４）；ＱＷＮＫＰ
ＳＫＰＴＫＴＮＧＧＧＱＷＮＫＰＳＫＰＫＴＮ－ビオチン（配列番号５１）；ビオチン－
ＱＷＮＫＰＳＫＰＫＴＮ、ただし、Ｐ５がＮ－（３，５－ジメトキシベンジル）グリシン
で置換されているもの（配列番号１１７）；ビオチン－ＱＷＮＫＰＳＫＰＫＴＮ、ただし
、Ｐ５がＮ－アミノブチルグリシンで置換されている（配列番号１１８）；ビオチン－Ｑ
ＷＮＫＰＳＫＰＫＴＮ、ただし、Ｐ８がＮ－（シクロプロピルメチル）グリシンで置換さ
れているもの（配列番号１１１）；ビオチン－ＱＷＮＫＰＳＫＰＫＴＮ、ただし、Ｐ８が
Ｎ－アミノブチルグリシンで置換されている（配列番号１１４）；ビオチン－ＱＷＮＫＰ
ＳＫＰＫＴＮ、ただし、Ｐ５がＮ－（シクロプロピルメチル）グリシンで置換されおり、
Ｐ８がＮ－アミノブチルグリシンで置換されている（配列番号１３１）；ビオチン－ＱＷ
ＮＫＰＳＫＰＫＴＮ、ただし、Ｐ５がＮ－（イソプロピル）グリシンで置換されおり、Ｐ
８がＮ－（シクロプロピルメチル）グリシンで置換されている（配列番号１３２）；ＱＷ
ＮＫＰＳＫＰＫＴＮ２Ｋ－ビオチン（配列番号１３３）；ビオチン－ＧＧＧＫＫＲＰＫＰ
ＧＧ（配列番号６８）；ビオチン－ＫＫＲＰＫＰＧＧ、ただし、Ｐ６がＮ－（シクロプロ
ピルメチル）グリシンで置換されている（配列番号１２２）；ビオチン－ＧＧＧＫＫＲＰ
ＫＰＧＧＧＱＷＮＫＰＳＫＰＫＴＮ（配列番号８１）；４－分枝ＭＡＰＳ－ＧＧＧＫＫＲ
ＰＫＰＧＧＷＮＴＧＧＧ－ビオチン（配列番号１３４）；８－分枝ＭＡＰＳ－ＧＧＧＫＫ
ＲＰＫＰＧＧＷＮＴＧＧＧ－ビオチン（配列番号１３５）；ビオチン－ＫＫＫＡＧＡＡＡ
ＡＧＡＶＶＧＧＬＧＧＹＭＬＧＳＡＭ（配列番号５７）；ビオチン－ＫＫＫＡＧＡＡＡＡ
ＧＡＶＶＧＧＬＧＧ－ＣＯＮＨ２（配列番号１３６）；およびビオチン－ＧＧＧＫＫＫＫ
ＫＫＫＫ（配列番号８５）。
【図１４】病原性プリオンを含むことが疑われる試料とインキュベートする前にビーズ上
にペプチド試薬をコートした場合の検出結果を、試料とインキュベートした後にビーズ上
にペプチド試薬をコートした場合と比較したものを示す。予めコートした場合（黒丸）の
方が、インキュベートした後にコートした場合（白丸）よりも検出の効率が約１００倍高
かった。
【発明を実施するための形態】
【００３７】
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　発明の詳細な説明
　本発明は、（非病原性プリオンタンパク質と比較して）病原性プリオンタンパク質と選
択的に相互作用するペプチド試薬の使用を改良ＥＬＩＳＡ法と併用する、病原性プリオン
タンパク質の検出法を提供する。
【００３８】
　本発明は、比較的低分子のペプチド（長さが５０～１００アミノ酸以下、好ましくは長
さが５０アミノ酸以下、さらに好ましくは、長さが約３０アミノ酸以下）を用いて、非病
原性プリオンタンパク質と病原性プリオンタンパク質とを識別することができるという驚
くべき予想外の発見に関する。したがって、本発明の開示は、これらのペプチドおよびそ
の誘導体（「ペプチド試薬」と総称する）が、異なった特異性および／またはアフィニテ
ィーで病原性タンパク質と非病原性タンパク質に結合することができ、その結果、それら
だけで、診断／検出試薬、または治療組成物の成分として使用することができるという驚
くべき発見に関する。本開示以前は、より大型の分子（例えば、抗体、ＰｒＰＣ、α型ｒ
ＰｒＰおよびプラスミノーゲン）だけが、病原型および非病原型を区別するために使用で
きると考えられていた。そのため、既述の抗原ペプチドは、病原型と非病原型とを識別す
ることができると評価された抗体の作製に使用されていた。しかし、プリオンタンパク質
は比較的非免疫原性であるため、病原型に対して特異的な抗体を産生することは難しいこ
とが判明した。例えば、Ｒ．Ａ．Ｗｉｌｌｉａｍｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．“Ａｎｔｉｂｏｄ
ｉｅｓ　ａｓ　Ｔｏｏｌｓ　ｔｏ　Ｐｒｏｂｅ　Ｐｒｉｏｎ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｂｉｏｌ
ｏｇｙ”ｉｎ　ＰＲＩＯＮ　ＢＩＯＬＯＧＹ　ＡＮＤ　ＤＩＳＥＡＳＥＳ，ｅｄ．Ｓ．Ｐ
ｒｕｓｉｎｅｒ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒ
ｅｓｓ，１９９９，ｐｐ：７１７－７４１参照。
【００３９】
　本明細書記載の一定のペプチドが、病原性（ＰｒＰＳｃ）プリオンタンパク質と選択的
に相互作用するという発見によって、とりわけ、診断学、検出分析、および治療学では新
規の試薬の開発が可能になる。したがって、本発明はペプチド試薬に関しており、さらに
は、これらのペプチド試薬を利用する検出分析および診断アッセイ法、これらのペプチド
試薬を利用する精製法または単離法、ならびにこれらのペプチド試薬を含む治療組成物に
関する。また、これらのペプチド試薬をコードするポリヌクレオチド、およびこれらのペ
プチド試薬を用いて作製される抗体も提供される。本明細書記載のペプチド試薬、ポリヌ
クレオチドおよび／または抗体は、例えば、生体試料の中に病原性プリオンが存在するこ
とを検出するための組成物および方法において有用である。さらに、本発明は、このよう
なペプチド試薬、抗体および／またはポリヌクレオチドを治療用または予防用の組成物の
成分として用いる方法にも関する。
【００４０】
　本発明において用いられるペプチド試薬は、非病原性アイソフォームと比較して、病原
性アイソフォームと選択的に相互作用するペプチドを含む。例えば、一定の実施態様にお
いて、本明細書記載のペプチド試薬は、病原性コンフォメーション病タンパク質型には特
異的に結合するが、非病原型とは結合しない（または、より低い程度で結合する）。本明
細書記載のペプチド試薬を用いて、例えば、抗体を作製することができる。これらの抗体
は病原型、非病原型、または両方を認識する可能性がある。これらの分子は、診断アッセ
イ法および／または予防用もしくは治療用の組成物において、単独で、またはさまざまな
組み合わせでも有用である。
【００４１】
　本発明の実施では、別途記載がない限り、当技術分野の範囲内で、化学、生化学、分子
生物学、免疫学および薬理学の従来の方法が用いられる。このような技術は文献において
十分に説明されている。例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａ
ｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，１８ｔｈ　Ｅｄｉｔｉｏｎ（Ｅａｓｔｏｎ，Ｐｅｎｎｓｙｌｖａ
ｎｉａ；Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ、１９９０）、Ｍｅｔｈｏｄ
ｓ　Ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ（Ｓ．Ｃｏｌｏｗｉｃｋ　ａｎｄ　Ｎ．Ｋａｐｌａｎ，



(15) JP 2012-181210 A 2012.9.20

10

20

30

40

50

ｅｄｓ．，　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｉｎｃ．）、およびＨａｎｄｂｏｏｋ　
ｏｆ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌｓ．Ｉ－ＩＶ（Ｄ．Ｍ
．Ｗｅｉｒ　ａｎｄ　Ｃ．Ｃ．Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ，ｅｄｓ．，１９８６，Ｂｌａｃｋｗ
ｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ）、Ｓａｍｂｒｏｏｋ，ｅｔ
　ａｌ．，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕ
ａｌ（２ｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，１９８９）；Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｓｕｒｆａｃｅ
　ａｎｄ　Ｃｏｌｌｏｉｄａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（Ｂｉｒｄｉ，Ｋ．Ｓ．ｅｄ．，Ｃ
ＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，１９９７）、Ｓｈｏｒｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，４ｔｈ　ｅｄ．（Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．ｅｄｓ．，１
９９９，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ）；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ
　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ：Ａｎ　Ｉｎｔｅｎｓｉｖｅ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｃｏｕｒ
ｓｅ，（Ｒｅａｍ　ｅｔ　ａｌ．，ｅｄｓ．，１９９８，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ
）；ＰＣＲ（Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｏ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　Ｓｅｒｉ
ｅｓ），２ｎｄ　ｅｄ．（Ｎｅｗｔｏｎ　＆　Ｇｒａｈａｍ　ｅｄｓ．，１９９７，Ｓｐ
ｒｉｎｇｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ）、Ｐｅｔｅｒｓ　ａｎｄ　Ｄａｌｒｙｍｐｌｅ，Ｆｉｅｌ
ｄｓ　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ（２ｄ　ｅｄ），Ｆｉｅｌｄｓ　ｅｔ　ａｌ．（ｅｄｓ．），Ｂ
．Ｎ．Ｒａｖｅｎ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，　ＮＹ参照。
【００４２】
　当然のことながら、本発明のペプチド試薬、抗体および方法は、当然に変化する可能性
のある特定の処方または処理パラメーターに限定されない。また、当然のことながら、本
明細書において用いられる用語は、本発明の特定の実施態様を説明するためだけのもので
あって、限定的であることを意図するものではない。
【００４３】
　本明細書中のすべての刊行物、特許および特許出願は、その全体が参照されて本明細書
に組み込まれる。
【００４４】
　Ｉ．定義
　本発明を理解することを容易にするために、本出願の中で使用される、選択された用語
を以下で考察する。
【００４５】
　「プリオン」、「プリオンタンパク質」、「ＰｒＰタンパク質」および「ＰｒＰ」とい
う用語は、本明細書において同義的に用いられ、病原性タンパク質型（スクレイピータン
パク質、病原性タンパク質型、病原性アイソフォーム、病原性プリオンおよびＰｒＰＳｃ

と、さまざまに呼ばれる）、および非病原型タンパク質型（細胞タンパク質型、細胞アイ
ソフォーム、非病原性アイソフォーム、非病原性プリオンタンパク質、およびＰｒＰＣと
さまざまに呼ばれる）ならびに病原性コンフォメーションも正常な細胞コンフォメーショ
ンももたない可能性があるプリオンタンパク質の変性型およびさまざまな組み換え型を意
味する。病原タンパク質型は、ヒトまたは動物における疾患（海綿状脳症）に付随してい
るが、非病原型は動物細胞の中に普通に存在しているので、適当な条件下で、病原性Ｐｒ
ＰＳｃコンフォメーションに変わる可能性がある。プリオンは、ヒト、ヒツジ、ウシ、お
よびマウスなど、多様な哺乳動物種において自然に産生される。ヒトプリオンタンパク質
の代表的なアミノ酸配列を配列番号１として示す。マウスプリオンタンパク質の代表的な
アミノ酸配列を配列番号２として示す。その他の代表的な配列を図２に示す。
【００４６】
　本明細書では、「病原性の」という用語は、タンパク質が実際に病気を引き起こすこと
を意味するか、または、タンパク質が、病気に関連しているために、この病気が現れると
きに、それが存在することを単純に意味する。したがって、本開示内容に関連して用いら
れる病原性タンパク質は、必ずしもある病気の特定の原因因子であるタンパク質というわ
けではない。病原型は感染性があってもなくてもよい。「病原性プリオン型」という用語
は、より具体的には、哺乳類、鳥類または組み換え型のプリオンタンパク質のコンフォメ
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ーションおよび／またはβシートリッチコンフォメーションを意味する。通常、βシート
リッチ構造はプロテイナーゼＫ耐性である。「非病原性」および「細胞性」という用語は
、コンフォメーション病タンパク質型に関して用いられる場合には、同義的に使用され、
その存在が病気とは関連しないタンパク質の正常型アイソフォームを意味する。
【００４７】
　さらに、本明細書では、「プリオンタンパク質」または「コンフォメーション病タンパ
ク質」は、本明細書記載の配列そのものを有するポリヌクレオチドに限定されない。これ
らの用語が、確認済みのまたは未同定の種もしくは病気（例えば、アルツハイマー病、パ
ーキンソン病など）のいずれかに由来するコンフォメーション病タンパク質型を含むこと
は容易に明白である。当業者は、本開示の教示内容および技術分野を考慮して、例えば、
配列比較プログラム（例えば、本明細書記載のＢＬＡＳＴなど）、または構造的特徴また
はモチーフを同定およびアラインメントを用いて、別のプリオンタンパク質で、図に示さ
れている配列に対応する領域を決定することができる。
【００４８】
　本明細書において、「ＰｒＰ遺伝子」という用語は、既知の遺伝子多型および病原性突
然変異を含むプリオンタンパク質を発現する任意の遺伝物質を表すために使用される。「
ＰｒＰ遺伝子」という用語は、任意の型のＰｒＰタンパク質をコードする、任意の種の任
意の遺伝子を一般的に意味する。一般に知られているいくつかのＰｒＰ配列が、Ｇａｂｒ
ｉｅｌ　ｅｔ　ａｌ．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８９：９０９７
－９１０１（１９９２）ならびに米国特許第５，５６５，１８６号、第５，７６３，７４
０号、第５，７９２，９０１号および国際特許公開第９７／０４８１４号に記載されてお
り、それらの配列を開示および説明するために参照されて本明細書に組み込まれる。Ｐｒ
Ｐ遺伝子は、本明細書記載の「宿主」動物および「実験」動物など任意の動物、ならびに
それらのありとあらゆる遺伝子多型および変異型に由来することができるが、これらの用
語は、未だ発見されるに至っていない他のＰｒＰ遺伝子も含むものと理解される。このよ
うな遺伝子によって発現されるタンパク質は、ＰｒＰＣ（無病）型またはＰｒＰＳｃ（有
病）型のいずれかと見なすことができる。
【００４９】
　本明細書において「プリオン関連疾患」は、全体的または部分的に、病原性プリオンタ
ンパク質（ＰｒＰＳｃ）によって引き起こされる病気を意味する。プリオン関連疾患は、
スクレイピー、ウシ海綿状脳症（ＢＳＥ）、狂牛病、ネコ海綿状脳症、クールー病、クロ
イツフェルト・ヤコブ病（ＣＪＤ）、新変異型クロイツフェルト・ヤコブ病（ｎｖＣＪＤ
）、慢性消耗病（ＣＷＤ）、ゲルストマン・ストロイスラー・シャインカー病（ＧＳＳ）
、および致死性家族性不眠症（ＦＦＩ）などであるが、これらに限定されない。
【００５０】
　本明細書において用いられる「ペプチド試薬」という用語は、一般的にアミノ分子およ
び／またはイミノ分子だけを含む化合物など、天然または合成のアミノ酸分子またはアミ
ノ酸様分子のポリマーを意味する。本発明のペプチド試薬は、病原性プリオンタンパク質
と選択的に相互作用し、典型的には、プリオンタンパク質の断片に由来する。「ペプチド
」という用語は、「オリゴペプチド」または「ポリペプチド」と同義的に用いられるが、
これらの用語によって、特定のサイズが示唆されるわけではない。この定義の中には、例
えば、一つのアミノ酸のアナログを一つ以上含むペプチド（例えば、非天然型アミノ酸、
ペプトイドなど）、置換結合を有するペプチド、および天然または非天然（例えば、合成
）の、当技術分野において知られているその他の修飾を有するペプチドが含まれる。した
がって、合成ペプチド、二量体、多量体（例えば、タンデム反復、多重抗原ペプチド（Ｍ
ＡＰ）型、直鎖状に連結したペプチド）、環状化した分岐分子などがこの定義に含まれる
。また、これらの用語は、１つ以上のＮ－置換グリシン残基（「ペプトイド」）およびそ
の他の合成アミノ酸またはペプチドを含む分子を含む（ペプトイドの説明については、例
えば、米国特許第５，８３１，００５号；第５，８７７，２７８号；および第５，９７７
，３０１号；Ｎｇｕｙｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（２０００）Ｃｈｅｍ　Ｂｉｏｌ．７（７）：
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４６３－４７３；およびＳｉｍｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａ
ｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８９（２０）９３６７－９３７１参照）。本発明に用いるのに
適した非限定的なペプチドの長さは、長さ３～５残基、長さ６～１０残基（またはその間
の任意の整数）、長さ１１～２０残基（またはその間の任意の整数）、長さ２１～７５残
基（またはその間の任意の整数）、長さ７５～１００残基（またはその間の任意の整数）
のペプチド、または長さ１００残基よりも長いポリペプチドなどである。典型的には、本
発明において有用なペプチドは、目的の用途に適した最大限の長さを有することが可能で
ある。好ましくは、ペプチドは長さ約３～１００残基の間である。一般的に、当業者は、
本明細書の教示内容を考慮して、最大限の長さを容易に選択することができる。さらに、
本明細書記載のペプチド試薬、例えば、合成ペプチドは、標識、リンカー、またはその他
の化学成分（例えば、ビオチン、コントロールレッドまたはチオフラビンなどのアミロイ
ド特異的色素）などの付加的分子を含むことができる。このような成分は、ペプチドがプ
リオンタンパク質と相互作用すること、および／または、さらにプリオンタンパク質を検
出することを促進することができる。
【００５１】
　また、ペプチド試薬は、１個以上の非天然型アミノ酸など、１つ以上の置換、付加およ
び／または欠失を有する、本発明のアミノ酸配列の誘導体も含む。好ましくは、誘導体は
、任意の野生型配列または参照配列に対して、少なくとも約５０％の同一性を示し、好ま
しくは少なくとも約７０％の同一性、より好ましくは、少なくとも約７５％、８０％、８
５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９
９％、または１００％の配列同一性を、本明細書記載の任意の野生型配列または参照配列
に対して示す。配列（またはパーセント）同一性は下記のように測定することができる。
このような誘導体は、ポリペプチドの発現後修飾、例えば、グリコシル化、アセチル化、
リン酸化などを含んでもよい。
【００５２】
　また、ペプチド誘導体は、ポリペプチドが所望の活性を維持する限り、欠失、付加およ
び置換（本来、一般的に保存的である）など、本来の配列を改変したものを含んでもよい
。これらの改変は、部位特異的変異誘発などによる意図的なものでも、これらのタンパク
質を産生する宿主の突然変異、またはＰＣＲ増幅による誤差などを介した偶然性のもので
あってもよい。さらに、以下の効果の一つ以上を有する改変を行うことができる：毒性の
低下；プリオンタンパク質に対するアフィニティーおよび／または特異性の強化；細胞の
プロセッシング（例えば、分泌、抗原提示など）の促進；およびＢ細胞および／またはＴ
細胞に対する提示の促進。本明細書記載のポリペプチドは、組み換えによって、合成によ
って、天然源から精製によって、または組織培養によって作製することができる。
【００５３】
　本明細書において「断片」は、自然で見られるような無傷で完全長のタンパク質および
構造の一部のみからなるペプチドを意味する。例えば、断片は、タンパク質のＣ末端欠失
および／またはＮ末端欠失を含んでもよい。典型的には、この断片は、それが由来する完
全長ポリペプチド配列の機能の一つ、一部、または全部を保持する。典型的には、断片は
天然型タンパク質の少なくとも５つの連続したアミノ酸残基、好ましくは天然タンパク質
の少なくとも約８個の連続したアミノ酸残基、より好ましくは少なくとも約１０、１１、
１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２
５、２６、２７、２８、２９、または３０個の連続したアミノ酸残基を含む。
【００５４】
　当技術分野において知られているように、「ポリヌクレオチド」という用語は一般的に
核酸分子を意味する。「ポリヌクレオチド」は二本鎖配列および一本鎖配列を含むことが
でき、原核生物の配列、真核生物のｍＲＮＡ、ウイルス由来ｃＤＮＡ、原核生物または真
核生物のｍＲＮＡ、ウイルス（例えば、ＲＮＡおよびＤＮＡウイルスならびにレトロウイ
ルス）由来のゲノムＲＮＡ配列およびゲノムＤＮＡ配列、原核生物のＤＮＡまたは真核生
物（例えば、哺乳動物）のＤＮＡ、ならびに特に合成ＤＮＡ配列を意味するが、これらに
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限定されない。また、この用語は、ＤＮＡおよびＲＮＡの既知の塩基類似体のいずれかを
含む配列も捕捉し、天然型配列に対する欠失、付加および置換（本来は、一般的に保存的
である）などの改変を含む。これらの改変は、部位特異的変異誘発などによる意図的なも
のでも、プリオンタンパク質をコードするポリヌクレオチドを含む宿主の突然変異による
偶然性のものであってもよい。ポリヌクレオチドの改変は、例えば、宿主細胞の中でポリ
ペプチド産物の発現を促進するなど、いくつかの効果を有する。
【００５５】
　ポリヌクレオチドは、生物学的に活性な（例えば、免疫原性のまたは治療効果のある）
タンパク質またはポリペプチドをコードすることができる。ポリヌクレオチドによってコ
ードされるポリペプチドの性質により、ポリヌクレオチドは、例えば、このポリヌクレオ
チドが抗原またはエピトープをコードする場合、わずか１０個のヌクレオチドしか含まな
いこともある。一般的には、ポリヌクレオチドは、少なくとも１８個、１９個、２０個、
２１個、２２個、２３個、２４個、２５個、３０個またはさらに多くのアミノ酸からなる
ペプチドをコードする。
【００５６】
　「ポリヌクレオチドコード配列」、または選択されたポリペプチドを「コードする」配
列は、適当な制御配列（または「調節因子」）の調節下に置かれると、インビボでポリペ
プチドへと転写（ＤＮＡの場合）および翻訳（ＲＮＡの場合）される核酸分子である。コ
ード配列の範囲は、５’（アミノ）末端にある開始コドン、および３’（カルボキシル）
末端にある翻訳終止コドンによって決定される。転写終結配列は、コード配列に対して３
’側に位置していよう。典型的な「調節因子」は、プロモーター、転写エンハンサー因子
、転写終結シグナル、およびポリアデニル化配列などの転写調節因子；および、翻訳開始
を最適化するための配列、例えば、シャイン・ダルガーノ（リボソーム結合部位）配列、
コザック配列（すなわち、例えば、コード配列の５’側に位置する、翻訳を最適化するた
めの配列）、リーダー配列（異種性または天然型）、翻訳開始コドン（例えば、ＡＴＧ）
、および翻訳終結配列などの翻訳調節因子を含む。プロモーターは、誘導プロモーター（
プロモーターに機能できるよう結合しているポリヌクレオチド配列の発現が、分析物、共
同因子、調節タンパク質などによって誘導される場合）、抑制プロモーター（プロモータ
ーに機能できるよう結合しているポリヌクレオチド配列の発現が、分析物、共同因子、調
節タンパク質などによって誘導される場合）、および構成的プロモーターなどを含みうる
。
【００５７】
　「機能できるように結合している」とは、このように表される成分がその通常の機能を
果たすように構成されている、因子の並び方を意味する。したがって、コード配列に機能
できるように結合しているプロモーターは、適当な酵素が存在すると、コード配列の発現
に影響をもたらすことができる。プロモーターは、その発現を指示するように機能する限
り、コード配列に隣接している必要はない。したがって、例えば、翻訳されないが転写は
される介在配列が、プロモーター配列とコード配列の間に存在していてもよく、プロモー
ター配列は依然として、コード配列に「機能できるように結合している」とみなすことが
できる。
【００５８】
　本明細書で核酸分子を表すために使用される「組み換え」核酸分子は、ゲノム、ｃＤＮ
Ａ、半合成、または合成起源のポリヌクレオチドが、その起源または操作によって、（１
）本来は会合しているポリヌクレオチドの全部または部分と会合していないこと、および
／または（２）本来は連結しているポリヌクレオチド以外のポリヌクレオチドに連結して
ることを意味する。タンパク質またはポリペプチドに関して用いられる「組み換え」とい
う用語は、組み換えポリヌクレオチドの発現によって生成されるポリペプチドを意味する
。「組み換え宿主細胞」、「宿主細胞」、「細胞」、「細胞株」、「細胞培養物」、およ
び、単細胞物として培養される原核微生物または真核細胞株を意味するその他同様の用語
は、同義的に用いられて、組み換えベクターまたはその他のトランスファーＤＮＡのレシ
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ピエントとして用いることができるか、用いられてきた細胞を意味し、トランスフェクト
された最初の細胞の子孫を含む。当然のことながら、単一の親細胞の子孫は、偶発的また
は意図的な突然変異によって、最初の親細胞に対して、形態またはゲノムＤＮＡもしくは
全ＤＮＡの相補性において必ずしも完全に同一である必要はない。所望のペプチドをコー
ドするヌクレオチド配列が存在することなど、関連する性質によって、親細胞に十分似て
いると特徴づけられる親細胞の子孫は、この定義が意図する子孫に含まれ、上記の用語に
包含される。
【００５９】
　「単離した」は、ポリヌクレオチドまたはポリペプチドについて言う場合、指示された
分子が、自然では該分子が一緒に存在する全生物体から分離および隔離されていること、
または、このポリヌクレオチドまたはポリペプチドが天然には存在しない場合、他の生体
高分子から十分に遊離されているため、このポリヌクレオチドまたはポリペプチドを本来
の使用目的に用いることができることを意味する。
【００６０】
　当技術分野において知られている「抗体」は、化学的または物理的手段によって、目的
とするポリペプチドのエピトープに結合または会合することができる１つ以上の生物学的
成分などである。例えば、本発明の抗体は、病原性プリオンのコンフォメーションをもつ
ものと選択的に相互作用する（例えば、特異的に結合する）ことができる。「抗体」とい
う用語は、ポリクローナル標本およびモノクローナル標本から得られる抗体、ならびに以
下のものを含む：ハイブリッド（キメラ）抗体分子（例えば、Ｗｉｎｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ
．（１９９１）Ｎａｔｕｒｅ　３４９：２９３－２９９、および米国特許第４，８１６，
５６７号参照）；Ｆ（ａｂ’）２およびＦ（ａｂ）断片；Ｆｖ分子（非共有結合ヘテロ二
量体、例えば、Ｉｎｂａｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９７２）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　
Ｓｃｉ　ＵＳＡ　６９：２６５９－２６６２、およびＥｈｒｌｉｃｈ　ｅｔ　ａｌ．（１
９８０）Ｂｉｏｃｈｅｍ　１９：４０９１－４０９６参照）、一本鎖Ｆｖ分子（ｓＦｖ）
（例えば、Ｈｕｓｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓ
ｃｉ　ＵＳＡ　８５：５８９７－５８８３参照）、二量体および三量体の抗体断片コンス
トラクト、ミニボディー（ｍｉｎｉｂｏｄｉｅｓ）（例えば、Ｐａｃｋ　ｅｔ　ａｌ．（
１９９２）Ｂｉｏｃｈｅｍ　３１：１５７９－１５８４、Ｃｕｍｂｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（
１９９２）Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　１４９Ｂ：１２０－１２６参照）、ヒト化抗体分
子（例えば、Ｒｉｅｃｈｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８）Ｎａｔｕｒｅ　３３２：３
２３－３２７、Ｖｅｒｈｏｅｙａｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３９
：１５３４－１５３６、および１９９４年９月２１日公開の英国特許公開第ＧＢ２，２７
６，１６９号参照）、および、このような分子から得られる任意の機能断片であって、親
抗体分子の免疫学的結合特性を保持する機能断片。「抗体」という用語は、ファージ提示
法など、非従来型処理法によって得られる抗体をさらに含む。
【００６１】
　本明細書では、「モノクローナル抗体」という用語は、均質な抗体集団を含む抗体組成
物を意味する。この用語は、抗体の種または源に関して限定されるものではなく、それが
作製された方法によって限定されるものでもない。したがって、この用語は、マウスハイ
ブリドーマから得られる抗体、およびマウスハイブリドーマではなくヒトハイブリドーマ
を用いて得られるヒトモノクローナル抗体を包含する。例えば、Ｃｏｔｅ，ｅｔ　ａｌ．
Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ
，Ａｌａｎ　Ｒ．Ｌｉｓｓ，１９８５，ｐ７７参照。
【００６２】
　ポリクローナル抗体が所望であれば、通常は、選択された哺乳動物（例えば、マウス、
ウサギ、ヤギ、ウマなど）を免疫原性組成物（例えば、本明細書記載のペプチド試薬）に
よって免疫する。免疫された動物から血清を回収し、周知の手順に従って処理する。選択
されたペプチド試薬に対するポリクローナル抗体を含む血清が、その他の抗原に対する抗
体を含んでいる場合には、ポリクローナル抗体を免疫アフィニティークロマトグラフィー
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によって精製することができる。ポリクローナル抗血清を産生および加工する技術は当技
術分野において知られている。例えば、Ｍａｙｅｒ　ａｎｄ　Ｗａｌｋｅｒ，ｅｄｓ，（
１９８７）ＩＭＭＵＮＯＣＨＥＭＩＣＡＬ　ＭＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　ＣＥＬＬ　ＡＮＤ　
ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＢＩＯＬＯＧＹ（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｌｏｎｄｏｎ）
参照。
【００６３】
　当業者は、本明細書記載のペプチド試薬に対するモノクローナル抗体を容易に生成する
こともできる。ハイブリドーマによってモノクローナル抗体を作製するための一般的な方
法は当技術分野においてよく知られている。細胞融合によって、また、腫瘍ＤＮＡでＢリ
ンパ球を直接形質転換するか、エプスタイン－バーウイルスをトランスフェクトするなど
他の技術によって、不死化抗体産生細胞株を作成することができる。例えば、Ｍ．Ｓｃｈ
ｒｅｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９８０）ＨＹＢＲＩＤＯＭＡ　ＴＥＣＨＮＩＱＵＥＳ、Ｈ
ａｍｍｅｒｌｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．（１９８１）ＭＯＮＯＣＬＯＮＡＬ　ＡＮＴＩＢＯＤ
ＩＥＳ　ＡＮＤ　Ｔ‐ＣＥＬＬ　ＨＹＢＲＩＤＯＭＡＳ、Ｋｅｎｎｅｔｔ　ｅｔ　ａｌ．
（１９８０）ＭＯＮＯＣＬＯＮＡＬ　ＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ参照；また、米国特許第４，
３４１，７６１号、第４，３９９，１２１号、第４，４２７，７８３号、第４，４４４，
８８７号、第４，４６６，９１７号、第４，４７２，５００号、第４，４９１，６３２号
、および第４，４９３，８９０号参照。
【００６４】
　本明細書では、「シングルドメイン抗体」（ｄＡｂ）は、ＶＨドメインからなる抗体で
あり、所定の抗原と特異的に結合する。ｄＡｂはＶＬドメインを含まないが、抗体、例え
ば、κおよびλドメインに対して存在することが知られている、その他の抗原結合ドメイ
ンを含むことができる。ｄＡｂを調製するための方法は当技術分野において知られている
。例えば、Ｗａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．Ｎａｔｕｒｅ　３４１：５４４（１９８９）参照。
【００６５】
　また、抗原はＶＨドメインおよびＶＬドメイン、ならびにその他の既知の抗原結合ドメ
インから構成されうる。このような型の抗体の例、およびそれらを調製するための方法は
当技術分野において知られており（例えば、米国特許第４，８１６，４６７号参照。これ
は参照されて本明細書に組み込まれる）、以下のものを含む。例えば、「脊椎動物の抗体
」は、通常「Ｙ」字構造に凝集していて、鎖同士の間に共有結合があってもなくてもよい
軽鎖および重鎖を含む、四量体またはその凝集体である抗体を意味する。脊椎動物の抗体
では、これらの鎖のアミノ酸配列は、インサイツであろうとインビトロであろうと（例え
ば、ハイブリドーマの中で）、脊椎動物の中で産生された抗体に存在するアミノ酸配列と
相同である。脊椎動物抗体は、例えば、精製されたポリクローナル抗体およびモノクロー
ナル抗体などであり、これらを調製する方法は本明細書に記載されている。
【００６６】
　「ハイブリッド抗体」は、哺乳動物の抗体鎖に関して、鎖が別々に相同な抗体であって
、それらの新規の集合体を表し、その結果、２つの異なる抗原が四量体または凝集体によ
って沈殿されうる抗体である。ハイブリッド抗体では、一組の重鎖と軽鎖が、第一の抗原
に対して作製された抗体の中に存在する重鎖と軽鎖に相同であり、第二の組の鎖が、第二
の抗体に対して産生された抗体の中に存在する鎖と相同である。その結果、「二価」とい
う性質、すなわち２つの抗原に同時に結合する能力がもたらされる。また、下記に記載す
るように、このようなハイブリッドは、キメラ鎖を用いて形成させることもできる。
【００６７】
　「キメラ抗体」は、重鎖および／または軽鎖が融合タンパク質である抗体を意味する。
典型的には、鎖のアミノ酸配列の一部が、特定の種または特定のクラスに由来する抗体の
中にある対応配列に相同であるが、この鎖の残余の部分は、別の種および／またはクラス
に由来する配列と相同である。通常、軽鎖および重鎖の可変領域は、脊椎動物の一つの種
に由来する可変領域または抗体を模倣するが、定常部分は、脊椎動物の別の種に由来する
抗体の中にある配列と相同である。しかし、この定義はこの特別な例に限定されない。ま
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た、起源が異なったクラスに由来しようと、異なった由来源の種に由来しようと、また、
融合点が可変領域／定常領域の境界線にあろうなかろうと、重鎖または軽鎖の一方または
両方が、異なった起源の抗体の中にある配列を模倣した配列の組み合わせからなる抗体も
含まれる。したがって、定常領域および可変領域のどちらも、既知の抗体配列を模倣しな
い抗体を作製することが可能である。そのため、例えば、可変領域が特定の抗体に対して
より強い特異的なアフィニティーを有する抗体や、定常領域が補体結合の促進を誘発する
ことができる抗体を構築することが可能となり、あるいは、特定の定常領域が有する特性
をさらに改良することが可能となる。
【００６８】
　別の例は「改変抗体」であって、脊椎動物抗体の中にある天然のアミノ酸配列が改変さ
れている抗体を意味する。組み換えＤＮＡ技術を利用して、抗体を再設計して、所望の特
性を得ることができる。可能な変更は数多くあり、１つ以上のアミノ酸を変更することか
ら、ある領域、例えば、定常領域を完全に再設計することにまで及ぶが、通常は、所望の
細胞過程特性、例えば、補体結合、膜との相互作用、およびその他のエフェクター機能の
変更を達成するために行われる。可変領域の変更を行って、抗体結合特性を変えることが
できる。また、抗体を改造して、特定の細胞または組織部位への分子または物質の特異的
送達を助けることができる。分子生物学における周知の技術、例えば、組み換え技術、部
位特異的変異誘発などによって所望の改変を行うことができる。
【００６９】
　さらにもう一つの例は「一価抗体」であって、これは、第二の重鎖のＦｃ（すなわち、
ステム）領域に結合している重鎖／軽鎖二量体からなる凝集体である。この型の抗体は抗
原変調（ａｎｔｉｇｅｎｉｃ　ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ）を免れる。例えば、Ｇｌｅｎｎｉ
ｅ　ｅｔ　ａｌ．Ｎａｔｕｒｅ　２９５：７１２（１９８２）参照。また、抗体の定義に
は、抗体の「Ｆａｂ」断片も含まれる。「Ｆａｂ」領域は、重鎖および軽鎖の分岐部を含
む配列とほぼ同一か類似している、重鎖および軽鎖の部位であって、特定の抗原に対する
免疫学的結合を示すことが分かっているが、エフェクターＦｃ部位を欠いた部分を意味す
る。「Ｆａｂ」は、１つの重鎖および１つの軽鎖（Ｆａｂ’として一般に知られている）
の凝集体、ならびに２Ｈ鎖および２Ｌ鎖を含む四量体（Ｆ（ａｂ）２と呼ばれる）であっ
て、所定の抗原または抗原ファミリーと選択的に反応することができる四量体を含む。Ｆ
ａｂ抗体は、上記のものに類似したサブセット、すなわち、「脊椎動物Ｆａｂ」、「ハイ
ブリッドＦａｂ」、「キメラＦａｂ」および「改変型Ｆａｂ」に分けることができる。抗
体のＦａｂ断片を作成する方法は、当技術分野において知られており、例えば、タンパク
質分解、および組み換え技術による合成などがある。
【００７０】
　「抗原抗体複合体」は、抗原の上のエピトープに特異的に結合した抗体によって形成さ
れる複合体を意味する。
【００７１】
　ペプチド（またはペプチド試薬）は、特異的、非特異的、または特異的結合と非特異的
結合の組み合わせで結合すれば、別のペプチドまたはタンパク質と「相互作用する」と言
う。ペプチド（またはペプチド試薬）は、非病原性アイソフォームよりも病原型に対して
より強いアフィニティーまたは特異性で結合するとき、病原性プリオンタンパク質と「選
択的に相互作用する」と言う。また、病原性プリオンタンパク質と選択的に相互作用する
ペプチド試薬は、本明細書において、病原性プリオン特異的ペプチド試薬と呼ぶ。当然の
ことながら、選択的な相互作用は、特定のアミノ酸残基および／または各ペプチドのモチ
ーフとの間で相互作用することを必ずしも必要としない。例えば、ある実施態様において
、本明細書記載のペプチド試薬は、病原性アイソフォームと選択的に相互作用するが、そ
れにもかかわらず、微弱ではある検出可能なレベル（例えば、目的とするポリペプチドに
対して示された結合の１０％以下）で非病原性アイソフォームに結合できるかもしれない
。一般的に、弱い結合、あるいはバックグラウンド結合は、例えば、適当な対照を用いる
ことで、目的とする化合物またはポリペプチドとの選択的な相互作用から簡単に識別でき
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る。通常、本発明のペプチドは、非病原型のほうが１０６倍多く存在していても、病原性
プリオンに結合する。
【００７２】
　「アフィニティー」という用語は結合の強さを意味し、解離定数（Ｋｄ）で定量的に表
すことができる。好ましくは、病原型アイソフォームと選択的に相互作用するペプチド（
またはペプチド試薬）は、非病原型アイソフォームと相互作用するよりも、少なくとも２
倍のアフィニティー、より好ましくは少なくとも１０倍のアフィニティー、さらに好まし
くは少なくとも１００倍のアフィニティーで、病原型アイソフォームと相互作用する。結
合アフィニティー（Ｋｄ）は標準的な技術を用いて決定することができる。
【００７３】
　アミノ酸配列の「類似性」または「同一性の割合」を決定するための技術は、当技術分
野においてよく知られている。一般的に、「類似性」は、適当な位置における２つ以上の
ポリペプチドのアミノ酸対アミノ酸の比較において、アミノ酸が同一か、電荷または疎水
性などの類似した化学的および／または物理的特性を有することを意味する。そして、比
較されるポリペプチド配列の間で、いわゆる「同一性の割合」を決定することができる。
また、核酸配列とアミノ酸配列の同一性を測定する方法も当技術分野においてよく知られ
ており、その遺伝子についてｍＲＮＡの塩基配列を（通常はｃＤＮＡ中間体を介して）決
定すること、およびそれによってコードされるアミノ酸配列を決定すること、およびこれ
を別のアミノ酸配列と比較することを含む。一般的に、「同一性」は、２つのポリヌクレ
オチド配列またはポリペプチド配列のそれぞれヌクレオチド同士またはアミノ酸同士が正
確に一致していることを意味する。
【００７４】
　２つ以上のアミノ酸配列またはポリヌクレオチド配列は、その「同一性の割合」を決定
して比較することができる。同一性の割合は、配列を整列させ、整列させた２つの配列の
一致数を正確に数え、参照配列の長さで除し、その結果を１００倍することによって、２
つの分子（参照配列、および参照配列に対する同一性の割合が分からない配列）の配列情
報を直接比較して決定することができる。簡単に利用できるコンピュータープログラムを
利用して解析に役立てることができる。例えば、ペプチドを解析するためにＳｍｉｔｈ　
ａｎｄ　Ｗａｔｅｒｍａｎ　Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　Ａｐｐｌ．Ｍａｔｈ．２：４８２
－４８９，１９８１の局所的相同性アルゴリズムを採用する、Ａｔｌａｓ　ｏｆ　Ｐｒｏ
ｔｅｉｎ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　Ｍ．Ｏ．Ｄａｙｈｏｆｆ　
ｅｄ．，５　Ｓｕｐｐｌ．３：３５３－３５８，Ｎａｔｉｏｎａｌ　ｂｉｏｍｅｄｉｃａ
ｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ，Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，ＤＣに記載され
ているＡＬＩＧＮ、Ｄａｙｈｏｆｆ、Ｍ．Ｏ．などがある。ヌクレオチド配列の同一性を
決定するためのプログラムは、ｔｈｅ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ａｎａ
ｌｙｓｉｓ　Ｐａｃｋａｇｅ，Ｖｅｒｓｉｏｎ８（Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ
　Ｇｒｏｕｐ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩから入手可能）で利用することができ、例えば、Ｂ
ＥＳＴＦＩＴ、ＦＡＳＴＡおよびＧＡＰプログラムがあるが、これらも、Ｓｍｉｔｈ　ａ
ｎｄ　Ｗａｔｅｒｍａｎのアルゴリズムに依拠している。これらのプログラムは、製造業
者が推奨し、前記のＷｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　Ｐａｃ
ｋａｇｅの中に記載されているデフォルトのパラメーターを用いて容易に利用できる。例
えば、参照配列に対する特定のヌクレオチド配列の同一性の割合は、デフォルトのスコア
テーブル、および６つのヌクレオチド部位のギャップペナルティを用いるＳｍｉｔｈ　ａ
ｎｄ　Ｗａｔｅｒｍａｎのホモロジーアルゴリズムを用いて決定することができる。
【００７５】
　本発明との関連で同一性の割合を確認するための別の方法は、エジンバラ大学が著作権
を有し、Ｊｏｈｎ　Ｆ．　ＣｏｌｌｉｎｓおよびＳｈａｎｅ　Ｓ．　Ｓｔｕｒｒｏｃｋに
よって開発され、多数の情報源、例えば、インターネット上から入手可能な、商標ＭＰＳ
ＲＣＨプログラムパッケージを使用することである。このパッケージ一式から、デフォル
トパラメーター（例えば、ギャップオープンペナルティが１２、ギャップエクステンショ
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ンペナルティが１、およびギャップが６）がスコアテーブルに使用されているＳｍｉｔｈ
‐Ｗａｔｅｒｍａｎのアルゴリズムを使用することができる。作成されたデータから、「
マッチ」値は「配列同一性」を反映している。配列間の同一性または類似性を計算するた
めのその他の適当なプログラムが一般的に当技術分野において知られている。例えば、別
のアラインメントプログラムはＢＬＡＳＴであり、デフォルトパラメーターで使用される
。例えば、ＢＬＡＳＴＮおよびＢＬＡＳＴＰを、以下のデフォルトパラメーターを用いて
使用することができる：遺伝子コード＝標準；フィルター＝なし；鎖＝両鎖；カットオフ
＝６０；期待値＝１０；マトリクス＝ＢＬＯＳＵＭ６２；記載＝５０配列；ソート順＝高
スコア順；データベース＝非重複ＧｅｎＢａｎｋ＋ＥＭＢＬ＋ＤＤＢＪ＋ＰＤＢ＋Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ　ＣＤＳ翻訳配列＋Ｓｗｉｓｓプロテイン＋Ｓｐｕｐｄａｔｅ＋ＰＩＲ。これら
のプログラムの詳細は簡単に入手できる。
【００７６】
　本明細書の中で用いられる「免疫原性組成物」は、この組成物を患者に投与すると、患
者の体内で液性および／または細胞性の免疫反応が生じる組成物（例えば、ペプチド、抗
体および／またはポリペプチド）を意味する。免疫原性組成物は、注射、吸入、経口、鼻
腔、またはその他、非経口もしくは粘膜による投与経路（例えば、直腸内または膣内）な
どによって、投与対象患者に直接導入することができる。
【００７７】
　「エピトープ」は、特定のＢ細胞および／またはＴ細胞が反応して、そのエピトープを
含む分子を、免疫反応を誘発することができるようにするか、生体試料の中に存在する抗
体と反応することができるようにする抗体上の部位を意味する。また、この用語は「抗原
決定基」または「抗原決定部位」と同義的に用いられる。エピトープは、そのエピトープ
に独特な立体配置の中に３つ以上のアミノ酸を含むことができる。一般的に、エピトープ
は少なくとも５個のそのようなアミノ酸からなり、より普通には、少なくとも８～１０個
のそのようなアミノ酸からなる。アミノ酸の立体配置を決定する方法は当技術分野におい
て知られており、例えば、Ｘ線結晶構造解析および２次元核磁気共鳴などがある。さらに
、所定のタンパク質におけるエピトープの同定は、例えば、疎水性についての諸研究およ
び部位特異的な血清学を用いるなど、当技術分野においてよく知られている技術を使って
容易に行われる。また、Ｇｅｙｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ
．Ｓｃｉ．ＵＳＡ（１９８４）８１：３９９８－４００２（ペプチドを迅速に合成して、
所定の抗原の中にある免疫原性エピトープの位置を決定する一般的な方法）、米国特許第
４，７０８，８７１号（抗原のエピトープを同定して、これを化学的に合成するための手
順）、およびＧｅｙｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ
（１９８６）２３：７０９－７１５（所定の抗体に対して高アフィニティーをもつペプチ
ドを同定するための技術）参照。同一のエピトープを認識する抗体は、一つの抗体が、別
の抗体が標的抗原に結合するのを阻害することができることを示す単純な免疫アッセイで
同定することができる。
【００７８】
　本明細書の中で用いられる「免疫学的反応」または「免疫反応」は、ポリペプチドがワ
クチン組成物の中に存在すると、本明細書に記載されているようなペプチドに対する液性
および／または細胞性の免疫反応が患者の体内で生じることを意味する。また、これらの
抗体は、感染力を中和して、および／または、抗体－補体間または抗体依存性細胞傷害を
媒介して、免疫された宿主を防御することができる。免疫学的反応性は、競合アッセイな
ど、当技術分野においてよく知られている標準的な免疫アッセイで測定することができる
。
【００７９】
　「遺伝子移入」または「遺伝子送達」は、目的のＤＮＡを宿主細胞の中に確実に挿入す
る方法またはシステムを意味する。このような方法は、組み込まれていない移入ＤＮＡの
一時的発現、移入されたレプリコン（例えば、エピソーム）の染色体外での複製および発
現、または、宿主細胞のゲノムＤＮＡへの移入された遺伝物質の組み込みをもたらすこと
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がある。遺伝子送達発現ベクターは、アルファウイルス、ポックスウイルス、ワクシニア
ウイルスなどに由来するベクターであるが、これらに限定されない。このような遺伝子送
達発現ベクターを免疫化に用いる場合、それらは、ワクチン、またはワクチンベクターと
呼ぶことができる。
【００８０】
　「試料」という用語は、生体試料および非生体試料を含む。生体試料は、生体または死
体から得られたか、それらに由来するものである。非生体試料は生体に由来するものでも
、死体に由来するものでもない。生体試料は、器官（例えば、脳、肝臓、腎臓など）、全
血、血液分画、血漿、脳脊椎液（ＣＳＦ）、尿、涙、組織、臓器、生検など、動物（生体
または死体）に由来する試料であるが、これらに限定されない。非生体試料の例は、医薬
品、食物、化粧品などである。
【００８１】
　「標識」または「検出可能な標識」という用語は、放射性同位元素、蛍光剤、発光剤、
化学発光剤、酵素、酵素基質、酵素補助因子、酵素阻害剤、発光団、色素、金属イオン、
金属ゾル、リガンド（例えば、ビオチンまたはハプテン）など、検出できる分子を意味す
るが、これらに限定されない。「蛍光剤」という用語は、検出可能な範囲で蛍光を発する
能力をもつ物質またはその一部を意味する。本発明とともに使用することができる標識の
具体的な例は、フルオレセイン、ローダミン、ダンシル、ウンベリフェロン、テキサスレ
ッド、ルミノール、アクリジニウムエステル、ＮＡＤＰＨ、β－ガラクトシダーゼ、ホー
スラディッシュペルオキシダーゼ、グルコース酸化酵素、アルカリンホスファターゼおよ
びウレアーゼなどであるが、これらに限定されない。また、標識は、エピトープ標識（例
えば、Ｈｉｓ－Ｈｉｓタグ）、抗体、または増幅可能であるか、そうでなければ検出可能
なオリゴヌクレオチドであってもよい。
【００８２】
　ＩＩ．概観
　本明細書には、ペプチド試薬を用いて試料の中にある病原性プリオンを検出する方法で
あって、ペプチド試薬が、例えば、一方の型と選択的に相互作用するが、他方とは相互作
用しないことによって、プリオンタンパク質の病原型アイソフォームと非病原型アイソフ
ォームとを区別することができる方法が記載されている。このようなペプチド試薬を使用
して、本発明者らは、試料の中に病原性プリオンが存在することを検出するための高感度
法を開発した。これらのペプチド試薬は本明細書に記載されており、また、２００４年８
月１３日付で共同出願された米国特許出願第１０／９１７，６４６号、２００５年２月１
１日付で共同出願された米国特許出願第１１／０５６，９５０号、および２００４年８月
１３日付で共同出願されたＰＣＴ出願第ＰＣＴ／ＵＳ／２００４／０２６３６３号に記載
されている。これらのペプチド試薬はプリオンの病原型と選択的に相互作用するため、こ
れらを用いて、細胞性（すなわち、非病原型）プリオンタンパク質と病原性プリオンタン
パク質を含む試料から病原性プリオンを効率的に分離して濃縮することができる。ＰｒＰ
ＳＣを検出するための既述の方法とは異なり、プロテイナーゼＫまたはその他のプロテア
ーゼによる分解は不要である。ペプチド試薬に結合している病原性プリオンタンパク質を
、試料中の他の成分、特に非病原性プリオンタンパク質から簡単に分離するために、典型
的には、ペプチド試薬は、固体支持体上、好ましくは電磁ビーズ上で提供される。結合し
た病原性プリオンタンパク質は、随意に洗浄して、微量の非結合物質を除去することがで
きる。次に、カオトロピック剤を添加するか、好ましくはｐＨを変化させて、結合した病
原性プリオンをペプチド試薬から解離させることができる。
ＩＩＩ．Ａ．ペプチド試薬
　本発明は、プリオンタンパク質の比較的小さな断片が、プリオンの病原型と選択的に相
互作用することができるという本発明者らが発見に一部基づいている。病原性プリオンア
イソフォームと選択的な相互作用を示すためには、これらの断片がより大きいタンパク質
構造体またはその他の型の足場（ｓｃａｆｆｏｌｄ）分子の一部である必要はない。特定
の理論に拘泥するわけではないが、ペプチド断片は、恐らくは、非病原性プリオンアイソ
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フォームに存在するコンフォメーションを模倣することによって、非病原性プリオンアイ
ソフォームではなく病原性プリオンアイソフォームに結合できるコンフォメーションを自
発的に採るものと思われる。本明細書ではプリオンについて示されているが、あるコンフ
ォメーション病タンパク質の一定の断片が、そのコンフォメーション病タンパク質の病原
型と選択的に相互作用するという原則を直ちに他のコンフォメーション病タンパク質に適
用して、病原型と選択的に相互作用するペプチド試薬を製造することができる。これらの
断片は（例えば、サイズまたは配列特性に関して）出発点を提供するが、これらの断片に
多くの改変を加えて、より望ましい属性（例えば、より高いアフィニティー、より高い安
定性、より高い溶解性、プロテアーゼに対するより低い感受性、より高い特異性、合成す
るのがより容易であるなど）を有するペプチド試薬が作製できることは、当業者にとって
明白であろう。
【００８３】
　一般的には、本明細書記載のペプチド試薬は、プリオンタンパク質の病原型と選択的に
相互作用することができる。したがって、これらのペプチド試薬によって、病原性プリオ
ンタンパク質の存在を直ちに検出して、生体脳もしくは死体脳、脊椎、またはその他の神
経系組織および血液など、生体、非生体を問わず、実質的にいかなる試料においてもプリ
オン関連疾患を診断することが可能となる。
【００８４】
　さらに、分岐ＤＮＡを用いてシグナル増幅すること（例えば、米国特許第５，６８１，
６９７号；第５，４２４，４１３号；第５，４５１，５０３号；第５、４５４７，０２５
号；および第６，２３５，４８３号参照）；ＰＣＲ、ローリングサークル法、サードウエ
ーブインベーダー（Ｔｈｉｒｄ　Ｗａｖｅ’ｓ　ｉｎｖａｄｅｒ）（Ａｒｒｕｄａ　ｅｔ
　ａｌ．２００２．Ｅｘｐｅｒｔ．Ｒｅｖ．Ｍｏｌ．Ｄｉａｇｎ．２：４８７；米国特許
第６０９０６０６号；第５８４３６６９号；第５９８５５５７号；第６０９０５４３号；
第５８４６７１７号）、ＮＡＳＢＡ、ＴＭＡなどの標的増幅技術を応用すること（米国特
許第６，５１１，８０９号；欧州特許第０５４４２１２Ａ１号）；および／または免疫Ｐ
ＣＲ技術（例えば、米国特許第５，６６５，５３９号；国際特許公開第９８／２３９６２
号；第００／７５６６３号；および第０１／３１０５６号参照）を応用することなど、適
当なシグナル増幅系を用いて、検出をさらに容易にすることができる。
【００８５】
　ここで、コンフォメーション病タンパク質の病原型と相互作用するペプチド試薬につい
て説明する。本明細書には、コンフォメーション病タンパク質はプリオンタンパク質で例
示されている。
【００８６】
　以下は、２つ以上の異なるコンフォメーションが見込まれているタンパク質が関係して
いる病気の非制限的なリストである。
【００８７】
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【表１】

　さらに、上掲のコンフォメーション病タンパク質はそれぞれ、すべて本発明に含まれる
さまざまな系統を生じさせるいくつかの変異型または突然変異型を含む。マウスプリオン
タンパク質のさまざまな領域および配列の機能解析を以下に示す。Ｐｒｉｏｌａ（２００
１）Ａｄｖ．Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｃｈｅｍ．５７：１－２７も参照。マウス（Ｍｏ）、ハム
スター（Ｈａ）、ヒト（Ｈｕ）、トリ（Ａ）およびヒツジ（Ｓｈ）について下記に示す領
域および残基に対応するものを、標準的な手順および本明細書中の教示内容に従って、他
の種についても容易に決定することができる。
【００８８】
【表２－１】

【００８９】
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【表２－２】

【００９０】
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【表２－３】

　プリオンタンパク質（およびその他のコンフォメーション病タンパク質）は、同じアミ
ノ酸配列を有する、２つの異なる三次元構造を有することにも留意すべきである。一方の
コンフォメーションは病気の特徴と関連し、一般的に不溶性であるが、もう一方のコンフ
ォメーションは病気の特徴とは関連せず可溶性である。例えば、Ｗｉｌｌｅ，　ｅｔ　ａ
ｌ．，“Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　Ｓｔｕｄｉｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｓｃｒａｐｉｅ　Ｐｒ
ｉｏｎ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｂｙ　Ｅｌｅｃｔｒｏｎ　Ｃｒｙｓｔａｌｌｏｇｒａｐｈｙ”
，　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　ＵＳＡ，９９（６）：３５６３－３５６８
（２００２）参照。本発明は、プリオンタンパク質に関して例示されているが、列挙され
た病気、タンパク質および系統に限定されない。
【００９１】
　したがって、一定の態様において、本明細書記載のペプチド試薬は、天然タンパク質、
例えば、コンフォメーション病タンパク質（例えば、プリオンタンパク質）、またはプリ
オンタンパク質に相同性を示すモチーフもしくは配列を含むタンパク質に由来するアミノ
酸配列を含む。特に、本発明のペプチド試薬は、一般的には、天然のプリオンタンパク質
に由来する。これらのペプチド試薬は、好ましくは、プリオンタンパク質の一定の領域か
ら得られたアミノ酸配列に由来する。これらの好適な領域は、マウスプリオン配列（配列
番号２）について、２３～４３位および８５～１５６位のアミノ酸残基に由来する領域、
ならびにその部分領域あることが例示されている。本発明は、マウス配列に由来するペプ
チド試薬に限定されず、ヒト、ウシ、ヒツジ、シカ、エルク、ハムスターなど、任意の種
のプリオン配列から、本明細書に記載されているのと同様の方法で得られるペプチド試薬
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を含む。プリオンタンパク質に由来する場合、本明細書記載のペプチド試薬は、ポリプロ
リンＩＩ型へリックスモチーフを含むかもしれない。このモチーフは、一般配列ＰｘｘＰ
（例えば、配列番号１の残基番号１０２～１０５）を典型的に含むが、ただし、他の配列
、特にアラニンテトラペプチドも、ポリプロリンＩＩ型を形成することが示唆されている
（例えば、Ｎｇｕｙｅｎ　ｅｔ　ａｌ．Ｃｈｅｍ　Ｂｉｏｌ．２０００　７：４６３、Ｎ
ｇｕｙｅｎ　ｅｔ　ａｌ．Ｓｃｉｅｎｃｅ　１９９８　２８２：２０８８、Ｓｃｈｗｅｉ
ｔｚｅｒ‐Ｓｔｅｎｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ　Ｓｏｃ．２００４　１２
６：２７６８参照）。ＰｘｘＰ配列において、「ｘ」はどのアミノ酸であってもよく、「
Ｐ」は、天然配列ではプロリンであるが、本発明のペプチド試薬ではプロリン置換体によ
って置換されていてもよい。このようなプロリン置換体は、一般にペプトイドと呼ばれる
Ｎ－置換グリシンなどを含む。したがって、ＰｘｘＰ配列に基づいたポリプロリンＩＩ型
へリックスを含む、本発明のペプチド試薬において、「Ｐ」はプロリンまたはＮ－置換グ
リシン残基を表し、「ｘ」は任煮のアミノ酸またはアミノ酸アナログを表す。特に好適な
Ｎ－置換グリシンは本明細書に記載されている。
【００９２】
　さらに、ヒト、マウス、ヒツジ、ウシなど、多くの異なった種によって産生されるプリ
オンタンパク質のポリヌクレオチド配列およびアミノ酸配列が知られている。これらの配
列に対する変異体も、それぞれの種に存在する。したがって、本発明において用いられる
ペプチド試薬は、任意の種または変異体のアミノ酸配列の断片または誘導体を含むことが
できる。例えば、一定の実施態様において、本明細書記載のペプチド試薬は、図２に記載
されている配列のいずれか（配列番号３～１１）に由来する。本明細書において具体的に
開示されているペプチド試薬の配列は、一般的にマウスプリオンの配列に基づいているが
、適当であるならば、当業者は、別の種に由来する対応配列で簡単に置き換えることがで
きる。例えば、もしヒト診断薬または治療薬が所望であれば、マウス配列を対応するヒト
配列のものとの置換を容易に行うことができる。具体例においては、およそ８５位の残基
からおよそ１１２位の残基までの領域に由来するペプチド試薬（例えば、配列番号３５、
３６、３７、４０）では、１０９位の残基に対応する位置にあるロイシンをメチオニンで
置換することができ、１１２位の残基に対応する位置にあるバリンをメチオニンで置換す
ることができ、かつ９７位の残基に対応する位置にあるアスパラギンをセリンで置換する
ことができる。同様に、ウシの診断薬が所望であれば、開示されたペプチド配列に適当な
置換を行って、ウシのプリオン配列を示すことができる。このようにして、およそ８５位
の残基からおよそ１１２位の残基までの領域に由来するペプチド試薬についての上記例を
続けると、１０９位の残基に対応する位置にあるロイシンをメチオニンで置換することが
でき、また、９７位の残基に対応する位置にあるアスパラギンをグリシンで置換すること
ができる。また、これらの配列にアミノ酸の置換、欠失、付加、およびその他の変異を含
む、プリオンタンパク質の誘導体を用いることもできる。好ましくは、プリオンタンパク
質配列と比較して、どのようなアミノ酸置換、欠失、付加も、ペプチド試薬が病原型と相
互作用する能力に影響を及ぼさない。
【００９３】
　当然のことながら、どのような由来源が本明細書記載のペプチド試薬に用いられようと
、これらのペプチド試薬は、既知のプリオンタンパク質に対して必ずしも配列同一性を示
すとは限らない。したがって、本明細書記載のペプチド試薬は、コンフォメーション病タ
ンパク質の病原型と選択的に相互作用する能力を保持する限り、天然プリオンタンパク質
または本明細書の中で開示されている配列に対して、一つ以上のアミノ酸の置換、欠失、
付加を含んでいてもよい。一定の実施態様では、保存的アミノ酸置換が好ましい。保存的
アミノ酸置換は、側鎖が似ているアミノ酸のファミリー内で起きる置換である。遺伝的に
コードされたアミノ酸は、通常、以下の４つのファミリーに分類される：（１）酸性＝ア
スパラギン酸、グルタミン酸；（２）塩基性＝リジン、アルギニン、ヒスチジン；（３）
非極性＝アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニルアラニン、メ
チオニン、トリプトファン；および（４）非電荷極性＝グリシン、アスパラギン、グルタ
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ミン、システイン、セリン、トレオニン、チロシン。フェニルアラニン、トリプトファン
およびチロシンは、まとめて芳香族アミノ酸に分類されることもある。例えば、ロイシン
をイソロイシンまたはバリンで、アスパラギン酸をグルタミン酸で、トレオニンをセリン
で、または同様に、あるアミノ酸を構造的に類似したアミノ酸で単独に置換しても、生物
活性に大きな影響を及ぼさないことが合理的に予想できる。
【００９４】
　また、天然アミノ酸と非天然アミノ酸アナログとの任意の組み合わせを用いて、本明細
書記載のペプチド試薬を作製できることは明らかであろう。遺伝子によってコードされて
いないが、広く見られるアミノ酸アナログは、オルニチン（Ｏｒｎ）；アミノイソ酪酸（
Ａｉｂ）；ベンゾチオフェニルアラニン（ＢｔＰｈｅ）；アルビジイン（Ａｂｚ）；ｔ－
ブチルグリシン（Ｔｌｅ）；フェニルグリシン（ＰｈＧ）；シクロヘキシルアラニン（Ｃ
ｈａ）；ノルロイシン（Ｎｌｅ）；２－ナフチルアラニン（２－Ｎａｌ）；１－ナフチル
アラニン（１－Ｎａｌ）；２－チエニルアラニン（２－Ｔｈｉ）；１，２，３，４－テト
ラヒドロイソキノリン－３－カルボン酸（Ｔｉｃ）；Ｎ－メチルイソロイシン（Ｎ－Ｍｅ
Ｉｌｅ）；ホモアルギニン（Ｈａｒ）；Ｎα－メチルアルギニン（Ｎ－ＭｅＡｒｇ）；ホ
スホチロシン（ｐＴｙｒまたはｐＹ）；ピペコリン酸（Ｐｉｐ）；４－クロロフェニルア
ラニン（４－ＣｌＰｈｅ）；４－フルオロフェニルアラニン（４－ＦＰｈｅ）；１－アミ
ノシクロプロパンカルボン酸（１－ＮＣＰＣ）；およびサルコシン（Ｓａｒ）などである
が、これらに限定されない。本発明のペプチド試薬において用いられるアミノ酸はいずれ
も、Ｄ型異性体、より典型的にはＬ型異性体であろう。
【００９５】
　その他に、本明細書記載のペプチド試薬を形成させるために用いることができるアミノ
酸の天然アナログはペプトイドなどであり、および／または生物学的な機能的等価物であ
る、アミノ酸のスルホン酸およびボロン酸のアナログなどのペプチド模倣化合物も、本発
明の化合物において有用であり、任意にはアイソスターで置換された一つ以上のアミド結
合を有する化合物を含む。本発明との関連では、例えば、これらのアイソスターによって
連結された遊離基が、－－ＣＯＮＨ－－によって連結された遊離基に対して同じ配向に保
たれるよう、－－ＣＯＮＨ－－を－－ＣＨ２ＮＨ－－、－－ＮＨＣＯ－－、－－ＳＯ２Ｎ
Ｈ－－、－－ＣＨ２Ｏ－－、－－ＣＨ２ＣＨ２－－、－－ＣＨ２Ｓ－－、－－ＣＨ２ＳＯ
－－、－－ＣＨ－－ＣＨ－－（シスまたはトランス）、－－ＣＯＣＨ２－－、－－ＣＨ（
ＯＨ）ＣＨ２－－、および１，５－２置換テトラゾールで置換することができる。本明細
書記載のペプチド試薬の１つ以上の残基はペプトイドを含むことができる。
【００９６】
　このように、ペプチド試薬は、一つ以上のＮ－置換グリシン残基（一つ以上のＮ－置換
グリシン残基を有するペプチドを「ペプトイド」と呼ぶことができる）を含むことができ
る。例えば、一定の実施態様において、本明細書記載のペプチド試薬の一つ以上のプロリ
ン残基が、Ｎ－置換グリシン残基で置換される。これについて適当な具体的なＮ－置換グ
リシンは、Ｎ－（Ｓ）－（１－フェニルエチル）グリシン、Ｎ－（４－ヒドロキシフェニ
ル）グリシン、Ｎ－（シクロプロピルメチル）グリシン、Ｎ－（イソプロピル）グリシン
、Ｎ－（３，５－ジメトキシベンジル）グリシン、およびＮ－アミノブチルグリシンなど
であるが、これらに限定されない。（例えば、図３）。その他のＮ－置換グリシンも、本
明細書記載のペプチド試薬の配列中の１つ以上のアミノ酸残基を置換するのに適している
かもしれない。これら、およびその他のアミノ酸アナログおよびペプチド模倣体の一般的
な概説については、Ｎｇｕｙｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（２０００）Ｃｈｅｍ　Ｂｉｏｌ．７（
７）：４６３－４７３、Ｓｐａｔｏｌａ，Ａ．Ｆ．，ｉｎ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ
　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ｏｆ　Ａｍｉｎｏ　Ａｃｉｄｓ，Ｐｅｐｔｉｄｅｓ　ａｎ
ｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，Ｂ．Ｗｅｉｎｓｔｅｉｎ，ｅｄｓ．，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅ
ｒ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，ｐ．２６７（１９８３）参照。さらに、Ｓｐａｔｏｌａ，Ａ．Ｆ
．，Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｂａｃｋｂｏｎｅ　Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ（ｇｅｎｅｒａｌ
　ｒｅｖｉｅｗ），Ｖｅｇａ　Ｄａｔａ，Ｖｏｌ．１，Ｉｓｓｕｅ　３，（Ｍａｒｃｈ　
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１９８３）、Ｍｏｒｌｅｙ，Ｔｒｅｎｄｓ　Ｐｈａｒｍ　Ｓｃｉ（ｇｅｎｅｒａｌ　ｒｅ
ｖｉｅｗ），ｐｐ．４６３－４６８（１９８０）、Ｈｕｄｓｏｎ，Ｄ．ｅｔ　ａｌ．，Ｉ
ｎｔ　Ｊ　Ｐｅｐｔ　Ｐｒｏｔ　Ｒｅｓ，１４：１７７－１８５（１９７９）（－－ＣＨ

２ＮＨ－－，ＣＨ２ＣＨ２－－）、Ｓｐａｔｏｌａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉ，
３８：１２４３－１２４９（１９８６）（‐ＣＨ２‐Ｓ）、Ｈａｎｎ　Ｊ．Ｃｈｅｍ．Ｓ
ｏｃ．Ｐｅｒｋｉｎ　Ｔｒａｎｓ．１，３０７－３１４（１９８２）（‐‐ＣＨ‐‐ＣＨ
‐‐、シスおよびトランス）、Ａｌｍｑｕｉｓｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｍｅｄ　Ｃｈｅｍ
，２３：１３９２－１３９８（１９８０）（－－ＣＯＣＨ２－－）、Ｊｅｎｎｉｎｇｓ－
Ｗｈｉｔｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　Ｌｅｔｔ，２３：２５３３（１９
８２）（－－ＣＯＣＨ２－－）、Ｓｚｅｌｋｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ａｐ
ｐｌｎ．ＥＰ４５６６５ＣＡ：９７：３９４０５（１９８２）（－－ＣＨ（ＯＨ）ＣＨ２

－－）、Ｈｏｌｌａｄａｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　Ｌｅｔｔ，２４：
４４０１－４４０４（１９８３）（－－Ｃ（ＯＨ）ＣＨ２－－）、およびＨｒｕｂｙ，Ｌ
ｉｆｅ　Ｓｃｉ，３１：１８９－１９９（１９８２）（－－ＣＨ２－－Ｓ－－）参照。以
上のものは、それぞれ参照されて本明細書に組み込まれる。Ｃ末端のカルボン酸は、ボロ
ン酸－－Ｂ（ＯＨ）２、またはボロン酸エステル－－Ｂ（ＯＲ）２、または米国特許第５
，２８８，７０７号に記載されているようなボロン酸誘導体で置換することができる。こ
の特許文献は、参照して本明細書に組み入れられる。
【００９７】
　本明細書記載のペプチド試薬は、単量体、多量体、環状化分子、分岐分子、リンカーな
どを含むことができる。本明細書記載の配列のいずれかの多量体（すなわち、二量体、三
量体など）、またはその生物学的機能等価物も想定される。この多量体はホモ多量体、す
なわち、同一の単量体、例えば、各単量体が同じペプチド配列から構成されるホモ多量体
でもよい。あるいは、この多量体はヘテロ多量体であってもよいが、それは、多量体を構
成する単量体が全て同一であるというわけではないという意味である。
【００９８】
　単量体を互いに直接結合させることによって、または、例えば、多重抗原ペプチド（Ｍ
ＡＰＳ）（例えば、対称型ＭＡＰＳ）、高分子の足場、例えば、ＰＥＧ足場に結合したペ
プチド、および／またはスペーサーユニットの有無にかかわらずタンデムに連結したペプ
チドなどの基質に直接結合させることによって多量体を形成することができる。
【００９９】
　あるいは、連結基（ｌｉｎｋｉｎｇ　ｇｒｏｕｐ）を単量体の配列に付加し、単量体を
まとめて結合して一つの多量体を形成させることができる。連結基を用いた多量体の非限
定的な例は、グリシンリンカーを用いたタンデム反復配列；リンカーを介して基質に結合
しているＭＡＰＳ、および／またはリンカーを介して足場に結合している直鎖状に連結し
たペプチドなどである。連結基は、当業者に周知されているように、二機能性スペーサー
ユニット（ホモ二機能性かヘテロ二機能性）を使用することを含むかもしれない。一例で
あって限定的なものではないが、スクシンイミジル－４－（ｐ－マレイミドメチル）シク
ロヘキサン－１－カルボン酸塩（ＳＭＣＣ）、スクシンイミジル－４－（ｐ－マレイミド
フェニル）酪酸塩などの試薬を用いて、上記スペーサーユニットを連結基に組み込むため
の多数の方法が、ｔｈｅ　Ｐｉｅｒｃｅ　Ｉｍｍｕｎｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｈａｎｄ
ｂｏｏｋ（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．，Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ，Ｉｌｌ．）
に記載されており、さらに、Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ
，Ｍｏ．）およびＡｌｄｒｉｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．（Ｍｉｌｗａｕｋｅｅ，Ｗ
ｉｓ．）から入手可能であり、“Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｔｒａ
ｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｓ”，ＶＣＫ－Ｖｅｒｌａｇｓｇｅｓｅｌｌｓｃｈａｆｔ，Ｗｅ
ｉｎｈｅｉｍ／Ｇｅｒｍａｎｙ（１９８９）に記載されている。単量体配列を連結させる
ために用いることができる連結基の一例は、－Ｙ１－－Ｆ－－Ｙ２であって、式中Ｙ１お
よびＹ２は同一であるか異なっており、０～２０個、好ましくは０～８個、より好ましく
は０～３個の炭素原子からなるアルキレン基であり、かつＦは、－－Ｏ－－、－－Ｓ－－
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、－－Ｓ－－Ｓ－－、－－Ｃ（Ｏ）－－Ｏ－－、－－ＮＲ－－、－－Ｃ（Ｏ）－－ＮＲ－
－、－－ＮＲ－－Ｃ（Ｏ）－－Ｏ－－、－－ＮＲ－－Ｃ（Ｏ）－－ＮＲ－－、－－ＮＲ－
－Ｃ（Ｓ）－－ＮＲ－－、－－ＮＲ－－Ｃ（Ｓ）－－Ｏ－－など、１個以上の官能基であ
る。Ｙ１およびＹ２は、随意で、ヒドロキシ、アルコキシ、ヒドロキシアルキル、アルコ
キシアルキル、アミノ、カルボキシル、カルボキシアルキルなどで置換することができる
。当然のことながら、単量体の任意の適当な原子を連結基に結合させることができる。
【０１００】
　さらに、本発明のペプチド試薬は、直鎖状、分枝状または環状でもよい。単量体ユニッ
トは環状化することができ、または連結させて、直鎖状または分枝状の多量体を提供する
ことができ、環状形（例えば、大環状分子）、星形（例えば、デンドリマー）、または球
形（例えば、フラーレン）にすることができる。当業者は、本明細書に開示された単量体
の配列から形成することができる多数のポリマーを容易に認識できる。一定の実施態様に
おいて、多量体は環状二量体である。上記したと同じ用語を用いれば、この二量体はホモ
二量体またはヘテロ二量体でありうる。
【０１０１】
　環状形は、単量体、多量体を問わず、上記の連結のいずれか、例えば、以下の方法によ
うにして作出することができる：（１）窒素とＣ末端カルボニルの間でアミド結合を直接
形成することを介するか、または、例えば、εアミノカルボン酸との縮合などによる、ス
ペーサー基の仲介によって、Ｎ－末端アミンをＣ末端カルボン酸とともに環状化すること
；（２）例えば、アスパラギン酸またはグルタミン酸の側鎖とリジンの側鎖との間でアミ
ド結合を形成することによって、または２つのシステインの側鎖間で、もしくはペニシラ
ミンの側鎖とシステインの側鎖の間で、もしくは２つのペニシラミンの側鎖間でジスルフ
ィド結合を形成することによって、２つの残基の側鎖の間に結合を形成することを介して
環状化すること；（３）側鎖（例えば、アスパラギン酸またはリジン）と、Ｎ末端アミン
またはＣ末端カルボキシルのいずれかそれぞれとの間にアミド結合を形成して環状化する
こと；および／または（４）短い炭素スペーサー基の仲介によって２つの側鎖を連結させ
ること。
【０１０２】
　好ましくは、本明細書記載のペプチド試薬は病原性および／または感染性がない。
【０１０３】
　本発明のペプチド試薬は、約３～約１００残基長（またはその間の任意の値）のいずれ
か、またはそれよりも長くてもよく、好ましくは約４～約７５残基（またはその間の任意
の値）、好ましくは約５～約６３残基（またはその間の任意の値）、および、さらに好ま
しくは約８～約３０残基（またはその間の任意の値）、そして、最も好ましくは、ペプチ
ド試薬は１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、
２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９または３０残基であろう。
【０１０４】
　本明細書記載の組成物および方法において有用なペプチド試薬の非限定的な例は、表１
および表４に示された配列に由来する。表中のペプチド試薬は、従来の１文字アミノ酸コ
ードで表されており、左側がＮ末端、右側がＣ末端になるよう描かれている。角括弧内の
アミノ酸は、さまざまなペプチド試薬において、その位置で使用することができる代替的
な残基を示している。丸括弧は、その残基がペプチド試薬に存在するかもしれないし、存
在しないかもしれないことを示している。いずれのプロリン残基も、Ｎ－置換グリシン残
基で置換してペプトイドを形成することができる。表中の配列はいずれも、Ｎ末端および
／またはＣ末端にＧｌｙリンカー（Ｇｎ、ただしｎ＝１、２、３または４）を任意で含む
ことができる。
【０１０５】
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【表３－１】

【０１０６】
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【表３－２】

【０１０７】
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【表３－３】

【０１０８】
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【表３－４】

【０１０９】
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【表３－５】

　一つの態様において、本発明の方法で使用されるペプチド試薬は、本明細書に開示され
ている各ペプチド、および（本明細書に開示されている）その誘導体を含む。したがって
、本発明は、以下の配列番号で示された配列のいずれかのペプチド、ならびにそのアナロ
グ（例えば、Ｎ－置換グリシンによる一つ以上のプロリンの置換）および誘導体に由来す
るペプチド試薬を含む：配列番号
【０１１０】
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【数５－１】

【０１１１】
【数５－２】

または２６０。
【０１１２】
　本発明の方法は、好ましくは、以下の配列番号のペプチド、ならびにそのアナログ（例
えば、Ｎ－置換グリシンによる一つ以上のプロリンの置換）および誘導体に由来するペプ
チド試薬を利用する：配列番号
【０１１３】

【数６】

または２６０。
【０１１４】
　一定の好適な実施態様において、本方法で使用されるペプチド試薬は病原性プリオンに
特異的に結合し、例えば、以下の配列番号のペプチド、ならびにそのアナログ（例えば、
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Ｎ－置換グリシンによる一つ以上のプロリンの置換）および誘導体に由来するペプチド試
薬である：配列番号
【０１１５】
【数７－１】

【０１１６】
【数７－２】

または２６０。
【０１１７】
　上記したように、本明細書記載のペプチド試薬は、一つ以上の置換、付加、および／ま
たは変異を含むことが可能である。例えば、ペプチド試薬の中で一つ以上の残基を別の残
基、例えば、アラニン残基、またはアミノ酸アナログ、またはペプトイドを作るためのＮ
－置換グリシン（例えば、Ｎｇｕｙｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（２０００）Ｃｈｅｍ　Ｂｉｏｌ
．７（７）：４６３－４７３参照）で置換することができる。さらに、本明細書記載のペ
プチド試薬は、付加的ペプチド成分または非ペプチド成分を含むこともできる。付加的ペ
プチド成分の非限定的な例は、スペーサー残基、例えば、２つ以上のグリシンの（天然ま
たは誘導体化された）残基、もしくは一方または両方の末端上のアミノヘキサン酸リンカ
ー、または、ペプチド試薬を可溶化するのを助けることができる残基、例えば、配列番号
８３、８６などに記載されているようなアスパラギン酸（ＡｓｐまたはＤ）などの酸性残
基などである。一定の実施態様において、例えば、ペプチド試薬は多重抗原ペプチド（Ｍ
ＡＰＳ）として合成される。典型的には、ペプチド試薬の多重コピー（例えば、２～１０
個のコピー）は、分枝型リジンなどのＭＡＰ担体もしくはその他のＭＡＰ担体コアの上で
直接合成される。例えば、Ｗｕ　ｅｔ　ａｌ．（２００１）Ｊ　Ａｍ　Ｃｈｅｍ　Ｓｏｃ
．２００１　１２３（２８）：６７７８－８４；Ｓｐｅｔｚｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９
９５）Ｉｎｔ　Ｊ　Ｐｅｐｔ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｒｅｓ．４５（ｌ）：７８－８５、およ
び配列番号１３４および１３５参照。
【０１１８】
　本明細書記載のペプチド試薬に含まれうる非ペプチド成分（例えば、化学的成分）の非
限定的な例は、ペプチド試薬のどちらかの末端または内部にある、一つ以上の検出可能な
標識、タグ（例えば、ビオチン、Ｈｉｓ－タグ、オリゴヌクレオチド）、色素、結合対の
メンバーなどを含む。また、非ペプチド成分は、直接、またはスペーサー（例えば、アミ
ド基）を介して、定量的な構造－活性データおよび／または分子モデリングによって非干
渉的であると予測された、化合物上の位置に（例えば、一つ以上の標識の共有結合によっ
て）結合することもできる。本明細書記載のペプチド試薬は、アミロイド特異的色素（例
えば、コンゴレッドなど）のようなプリオン特異的化学成分も含むことが可能である。化
合物の誘導体化（例えば、標識、環状化、化学成分の結合など）は、ペプチド試薬の結合
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特性、生体機能、および／または薬理活性を実質的に妨害するものであってはならない。
【０１１９】
　ペプチド試薬は、典型的には、プリオンタンパク質断片、または本明細書に記載された
ペプチド配列に対して、少なくとも約５０％の配列同一性を有する。ペプチド試薬は、プ
リオンタンパク質断片または本明細書に記載されたペプチド配列に対して、好ましくは、
少なくとも７０％の配列同一性；より好ましくは、少なくとも７５、８０、８５、９０、
９１、９２、９３、９４、９５、９６、９７、９８、９９、または１００％の配列同一性
を有する。
【０１２０】
　本明細書記載のペプチド試薬は、病原型と選択的に相互作用するため、広範囲の単離、
精製、検出、診断、および治療への応用に役立つ。例えば、ペプチド試薬が病原型と選択
的に相互作用する実施態様では、そのペプチド試薬自体を使用して、血液、神経系組織（
脳、脊髄、ＣＳＦなど）、またはその他の組織または器官試料における病原型を検出する
ことができる。また、ペプチド試薬は、病原型に関連する病気の存在を診断し、病原型を
単離し、また、病原型を除去することによって汚染除去するのにも役立つ。
【０１２１】
　既知の結合アッセイ法、例えば、ＥＬＩＳＡ、ウエスタンブロットなどの免疫アッセイ
法を用いてペプチド試薬とプリオンタンパク質との相互作用をテストすることができる（
実施例参照）。
【０１２２】
　本発明のペプチド試薬の特異性をテストする便利な方法は、病原性プリオンおよび非病
原性プリオンの両方を含む試料を選択することである。典型的なそのような試料は、病気
になった動物から採取した脳または脊髄などである。病原型に特異的に結合する本明細書
記載のペプチド試薬を、固体支持体に（当技術分野において周知の方法によって、さらに
下述するようにして）結合させて、病原性プリオンをその他の試料成分から分離（「プル
ダウン」）して、固体支持体上におけるペプチド－プリオン結合相互作用の数に直接関係
する定量的値を得るために使用する。当技術分野において既知の変法および別のアッセイ
法を用いて、本発明のペプチド試薬の特異的を明らかにすることも可能である。例えば、
実施例参照。
【０１２３】
　本明細書記載のペプチド試薬を使用する本発明の方法では必要ではないが、他のプリオ
ンアッセイ法は、病原型コンフォメーションをもつプリオンは、一般的に、プロテイナー
ゼＫなど、一定のプロテアーゼに対して耐性があるという事実を利用することができる。
これらのプロテアーゼは、プリオンを分解して、非病原型のコンフォメーションにするこ
とができる。したがって、プロテアーゼを使用すれば、試料を２つの等量に分けることが
できる。プロテアーゼを第二の試料に加えて、同じテストを行うことができる。第二の試
料中のプロテアーゼは、非病原型プリオンを分解してしまうため、第二の試料においては
、ペプチド－プリオン結合相互作用は、病原性プリオンによって生じさせることができる
。
【０１２４】
　したがって、本明細書記載のペプチド試薬の結合特異性および／または親和性を評価す
る方法の非限定的な例は、標準的なウエスタン法ならびにファーウェスタン法；標識ペプ
チド；ＥＬＩＳＡ類似法；および／または細胞法などである。例えば、ウエスタンブロッ
トは、一般的に、「プルダウン」アッセイ法（本明細書記載のとおり）から得られた試料
について、変性されたプリオンを、ニトロセルロースまたはＰＶＤＦ上に電気ブロットさ
れたＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルから検出するタグ付きの一次抗体を使用する。変性プリオンタ
ンパク質を認識する抗体は記述済みであり（とりわけ、Ｐｅｒｅｔｚ　ｅｔ　ａｌ．１９
９７　Ｊ．ＭｏＩ．Ｂｉｏｌ．２７３：６１４；Ｐｅｒｅｔｚ　ｅｔ　ａｌ．２００１　
Ｎａｔｕｒｅ　４１２：７３９；Ｗｉｌｌｉａｍｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．１９９８　Ｊ．Ｖ
ｉｒｏｌ．７２：９４１３；米国特許第６，７６５，０８８号；米国特許第６，５３７５
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４８号に記載されている）、市販されているものもある。また、例えば、モチーフ移植（
ｍｏｔｉｆ－ｇｒａｆｔｅｄ）ハイブリッドポリペプチド（国際公開公報第０３／０８５
０８６号参照）、一定のカチオン性またはアニオン性のポリマー（国際公開公報第０３／
０７３１０６号参照）、「増殖触媒（ｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ　ｃａｔａｌｙｓｔ）」で
ある一定のペプチド（国際公開公報第０２／０９７４４４４号参照）、およびプラスミノ
ーゲンなど、別のプリオン結合分子も記述ずみである。そして、タグに対するプローブ（
例えば、ストレプトアビジン結合アルカリホスファターゼ、ホースラディッシュペルオキ
シダーゼ、ＥＣＬ試薬、および／または増幅可能なオリゴヌクレオチド）により一次抗体
を検出（および／または増幅）する。タグに対するプローブ（例えば、ストレプトアビジ
ン結合アルカリホスファターゼ、ホースラディッシュペルオキシダーゼ、ＥＣＬ試薬、ま
たは増幅可能なオリゴヌクレオチド）で標識および増幅されるアフィニティータグ（例え
ば、ビオチン）をもつペプチドのような検出試薬を使用して、結合を評価することもでき
る。さらに、サンドイッチ式ＥＬＩＳＡと同じようなマイクロタイタープレート法を用い
ることもできる。例えば、本明細書記載のプリオン特異的ペプチド試薬を用いて、プリオ
ンタンパク質を固体支持体（例えば、マイクロタイタープレートのウェル、ビーズなど）
上に固定し、別の検出用試薬は、結合アルカリホスファターゼ、ホースラディッシュペル
オキシダーゼ、ＥＣＬ試薬、または増幅可能なオリゴヌクレオチドのようなアフィニティ
ーおよび／または検出用の標識をもつ別のプリオン特異的ペプチド試薬などを含みうる。
実施例参照。細胞アッセイ法も、例えば、プリオンタンパク質を各細胞上で（例えば、蛍
光を利用して、特異的に標識された細胞の細胞選別、計数、または検出を可能にする、蛍
光標識されたプリオン特異的ペプチド試薬を用いて）直接検出する場合には利用すること
ができる。
【０１２５】
　ＩＩＩ．Ｂ．ペプチド試薬の製造
　本発明のペプチド試薬は、いくつかの方法で製造することができ、それらはすべて当技
術分野において周知である。
【０１２６】
　ペプチド試薬の全部または一部で遺伝子によってコードされたペプチドである、一つの
実施態様では、ペプチドを、当技術分野において周知である組換え技術を用いて作製する
ことができる。当業者は、標準的な方法および本明細書記載の教示内容を利用して、所望
のペプチドをコードする塩基配列を容易に決定することができる。単離されたところで、
随意には、組換えペプチドを改変して、本明細書に記載されているような、また、当技術
分野において周知されている、遺伝子にコードされていない成分（例えば、検出用標識、
結合対メンバーなど）を含むようにして、ペプチド試薬を製造することができる。
【０１２７】
　オリゴヌクレオチドプローブを既知の配列に基づいて工夫し、ゲノムまたはｃＤＮＡの
ライブラリーをプローブで検索することができる。そして、標準的な技術、および、例え
ば、全長配列の所望の部位で遺伝子を切断するために使用される制限酵素などを用いて、
配列をさらに単離することができる。同様に、目的とする配列は、それを含む細胞および
組織から、既知の技術、例えば、フェノール抽出法、および所望の切断型を作出するよう
さらに操作された配列を用いて直接に単離することができる。ＤＮＡを取得および単離す
るために使用される技術の説明については、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．前
掲参照。
【０１２８】
　ペプチドをコードする配列も、例えば、既知の配列に基づいて、合成により製造するこ
とができる。所望の特定アミノ酸配列に対する適当なコドンをもつ塩基配列を設計するこ
とができる。全長配列は、通常、標準的な方法によって調製された重複オリゴヌクレオチ
ドから組み立てて、完全なコード配列にまとめる。例えば、Ｅｄｇｅ（１９８１）Ｎａｔ
ｕｒｅ　２９２：７５６；Ｎａｍｂａｉｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９８４）Ｓｃｉｅｎｃｅ　
２２３：１２９９；Ｊａｙ　ｅｔ　ａｌ．（１９８４）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２５９
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：６３１１；Ｓｔｅｍｍｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９９５）Ｇｅｎｅ　１６４：４９－５３
参照。
【０１２９】
　組換え技術を容易に利用して、本発明のペプチド試薬において有用なポリペプチドをコ
ードする配列であって、所望のアミノ酸に対するコドンが得られるよう適当な塩基対で置
換することによって、さらにインビトロで変異誘発することができる配列をクローニング
することができる。このような変異は、少なくとも一つの塩基対の変化で、１個のアミノ
酸に変化をもたらすものを含むが、いくつかの塩基対の変異を包含することもできる。あ
るいは、ミスマッチ二重鎖の融解温度よりも低い温度で元の塩基配列（通常は、ＲＮＡ配
列に対応するｃＤＮＡ）にハイブリダイズするミスマッチプライマーを用いて変異をもた
らすこともできる。プライマーは、プライマー長と塩基組成を比較的狭い範囲に維持し、
変異塩基を中央に位置させることによって、特異的なものにすることができる。例えば、
Ｉｎｎｉｓ　ｅｔ　ａｌ，（１９９０）ＰＣＲ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ：Ｐｒｏｔｏ
ｃｏｌｓ　ｆｏｒ　Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　Ｇｅｎｏｍｉｃｓ；Ｚｏｌｌｅｒ　ａｎｄ　
Ｓｍｉｔｈ，Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．（１９８３）１００：４６８参照。プラ
イマー伸長を、ＤＮＡポリメラーゼを用いて生じさせ、産物をクローニングし、プライマ
ー伸長された鎖を分離することによって得られた変異ＤＮＡを含むクローンを選択する。
選択は、変異プライマーをハイブリダイゼーション用プローブとして使用して行うことが
できる。例えば、Ｄａｌｂｉｅ－ＭｃＦａｒｌａｎｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ
ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　ＵＳＡ（１９８２）７９：６４０９参照。
【０１３０】
　コード配列が単離および／または合成されたところで、それらを発現させるのに適した
ベクターまたはレプリコンにクローニングすることができる（実施例も参照）。本明細書
の開示内容から明らかなように、欠失または変異を有するポリペプチドをコードするポリ
ヌクレオチドをさまざまな組み合わせで機能できるように結合している発現コンストラク
トを作出することによって、ポリペプチドをコードする多様なベクターを作製することが
できる。
【０１３１】
　多数のクローニングベクターが当業者に知られており、適当なクローニングベクターを
選ぶことは選択の問題である。クローニング用の組換えＤＮＡベクター、およびそれらが
形質転換できる宿主細胞の例には、バクテリオファージλ（大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ））、
ｐＢＲ３２２（大腸菌）、ｐＡＣＹＣ１７７（大腸菌）、ｐＫＴ２３０（グラム陰性細菌
）、ｐＧＶ１１０６（グラム陰性細菌）、ｐＬＡＦＲｌ（グラム陰性細菌）、ｐＭＥ２９
０（大腸菌以外のグラム陰性細菌）、ｐＨＶ１４（大腸菌および枯草菌（Ｂａｃｉｌｌｕ
ｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ））、ｐＢＤ９（バシラス属）、ｐＩＪ６１（ストレプトマイセス
属）、ｐＵＣ６（ストレプトマイセス属）、ＹＩｐ５（サッカロマイセス属）、ＹＣｐ１
９（サッカロマイセス属）、およびウシパピローマウイルス（哺乳動物細胞）などがある
。一般的には、ＤＮＡ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ｖｏｌｓ．Ｉ　＆　ＩＩ、前掲；Ｓａｍｂｒｏ
ｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，前掲；Ｂ．Ｐｅｒｂａｌ，前掲など参照。
【０１３２】
　バキュロウイルス系などの昆虫細胞発現系も利用することができ、当業者に知られてい
て、例えば、Ｓｕｍｍｅｒｓ　ａｎｄ　Ｓｍｉｔｈ，Ｔｅｘａｓ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒ
ａｌ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ　Ｓｔａｔｉｏｎ　Ｂｕｌｌｅｔｉｎ　Ｎｏ．　１５５５（
１９８７）で説明されている。バキュロウイルス／昆虫細胞発現系のための材料および方
法はキットという形で、なかんずく、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ　ＣＡ
（「ＭａｘＢａｃ」キット）から市販されている。
【０１３３】
　植物発現系を利用して、本明細書記載のペプチド試薬を製造することができる。通常、
このような系は、ウイルスベクターを用いて異種遺伝子を植物細胞にトランスフェクトす
る。このような系の説明については、例えば、Ｐｏｒｔａ　ｅｔ　ａｌ．，ＭｏＩ．Ｂｉ
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ｏｔｅｃｈ．（１９９６）５：２０９－２２１；およびＨａｃｋｌａｎｄ　ｅｔ　ａｌ．
，Ａｒｃｈ．Ｖｉｒｏｌ．（１９９４）１３９：１－２２参照。
【０１３４】
　Ｔｏｍｅｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．（１９９３）６７：４０１７－４０２６
、およびＳｅｌｂｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｇｅｎ．Ｖｉｒｏｌ．（１９９３）７４：　１
１０３－１１１３に記載されているようなワクシニアによる感染／トランスフェクション
系などのウイルス系も、本発明で利用することができる。この系では、まず、バクテリオ
ファージＴ７のＲＮＡポリメラーゼをコードするワクシニアウイルス組換え体により、細
胞をインビトロでトランスフェクトする。このポリメラーゼは、Ｔ７プロモーターをもつ
鋳型のみを転写するという優れた特異的を示す。感染後、Ｔ７プロモーターによって作動
する目的ＤＮＡで細胞をトランスフェクトする。細胞質内でワクシニアウイルス組換え体
から発現したポリメラーゼは、トランスフェクトされたＤＮＡをＲＮＡに転写し、そのＲ
ＮＡは次いで、宿主の翻訳装置によってタンパク質に翻訳される。本方法は、大量のＲＮ
Ａおよびその翻訳産物を高濃度で一過的に細胞質内で産生させるために提供される。
【０１３５】
　遺伝子は、プロモーター、リボソーム結合部位（細菌での発現）、および随意では、オ
ペレーター（本明細書では、「調節」因子と総称する）の調節下に置き、所望のポリペプ
チドをコードするＤＮＡ配列を、この発現構築物を含むベクターによって形質転換された
宿主細胞の中でＲＮＡに転写する。コード配列は、シグナル配列または先導配列を持って
いてもいなくてもよい。本発明とともに、天然のシグナルペプチドまたは異種配列を使用
することができる。先導配列は、翻訳後処理過程で宿主によって取り除かれる。例えば、
米国特許第４，４３１，７３９号；第４，４２５，４３７号；第４，３３８，３９７号な
ど参照。このような配列には、ＴＰＡリーダー、およびミツバチメリチンシグナル配列な
どがある。
【０１３６】
　宿主細胞の成長に合わせてタンパク質配列の発現制御を可能にするその他の制御配列も
望ましいかもしれない。そのような制御配列は当業者に知られており、その例には、制御
用化合物が存在するなど、化学的または物理的な刺激に応答して遺伝子の発現をオンにし
たりオフにしたりする配列が含まれる。別のタイプの制御因子もベクターの中に存在する
ことができ、例えば、エンハンサー配列などがある。
【０１３７】
　調節配列およびその他の制御配列は、ベクターの中に挿入する前にコード配列に連結さ
せることができる。あるいは、コード配列を、すでに調節配列と適当な制限酵素部位を含
んでいる発現ベクターの中に直接クローニングすることもできる。
【０１３８】
　コード配列が、適当な方向性をもって調節配列に結合できるよう、すなわち適正な読み
枠を維持できるよう、コード配列を改変することが必要な場合もある。タンパク質をコー
ドする配列の一部を欠失させて、配列を挿入して、および／または配列の中にある一つ以
上のヌクレオチドを置換することによって、変異体またはアナログを調製することができ
る。部位特異的変異誘発法など、塩基配列を改変する技術は当業者に周知されている。例
えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，前掲；ＤＮＡ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，　Ｖｏｌｓ．
　Ｉ　ａｎｄ　ＩＩ，前掲；Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，
前掲参照。
【０１３９】
　次に、発現ベクターを用いて、適当な宿主細胞を形質転換する。多数の哺乳動物細胞株
が当技術分野において知られており、アメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション（
ＡＴＣＣ）から入手できる不死化細胞株、例えば、チャイニーズハムスター卵巣細胞（Ｃ
ＨＯ）、ＨｅＬａ細胞、ベイビーハムスター腎臓（ＢＨＫ）細胞、サル腎臓細胞（ＣＯＳ
）、ヒト肝細胞癌細胞（例えば、Ｈｅｐ　Ｇ２）、Ｖｅｒｏ２９３細胞、およびその他な
どが含まれる。同様に、大腸菌、枯草菌、およびストレプトコッカス種などの細菌宿主も
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、本発明の発現コンストラクトとともに利用することができる。本発明で有用な酵母宿主
は、中でも、サッカロマイセス・セレビシアエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅ
ｖｉｓｉａｅ）、カンジダ・アルビカンス（Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓ）、カン
ジダ・マルトーサ（Ｃａｎｄｉｄａ　ｍａｌｔｏｓａ）、ハンセヌラ・ポリモルファ（Ｈ
ａｎｓｅｎｕｌａ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈａ）、クリベロマイセス・フラギリス（Ｋｌｕｙ
ｖｅｒｏｍｙｃｅｓ　ｆｒａｇｉｌｉｓ）、クリベロマイセス・ラクチス（Ｋｌｕｙｖｅ
ｒｏｍｙｃｅｓ　ｌａｃｔｉｓ）、ピキア・グレリモンディー（Ｐｉｃｈｉａ　ｇｕｉｌ
ｌｅｒｉｍｏｎｄｉｉ）、ピキア・パストリス（Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ）、シ
ゾサッカロミセス・ポンベ（Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｐｏｍｂｅ）、
およびヤロウイア・リポリティカ（Ｙａｒｒｏｗｉａ　ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ）などであ
る。バキュロウイルス発現ベクターとともに使用するための昆虫細胞は、なかでも、ネッ
タイシマカ（Ａｅｄｅｓ　ａｅｇｙｐｔｉ）、アウトグラファ・カリフォルニカ（Ａｕｔ
ｏｇｒａｐｈａ　ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ）、カイコ（Ｂｏｍｂｙｘ　ｍｏｒｉ）、キイ
ロショウジョウバエ（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ　ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ）、ヨトウガ（
Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ　ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ）、およびイラクサギンウワバ（Ｔｒｉｃ
ｈｏｐｌｕｓｉａ　ｎｉ）などである。
【０１４０】
　選択した発現系および宿主に応じて、目的とするタンパク質が発現される条件下で、上
記の発現ベクターによって形質転換された宿主細胞を増殖させることによって本発明のタ
ンパク質が産生される。当業者は適宜、適当な増殖条件を選択することができる。
【０１４１】
　一つの実施態様において、形質転換された細胞は、ポリペプチド産物を周囲の培地の中
に分泌する。一定の制御配列、例えば、組織プラスミノーゲン活性化因子（ＴＰＡ）の先
導配列、インターフェロン（γまたはα）のシグナル配列、または既知の分泌タンパク質
に由来するその他のシグナル配列などが、タンパク質産物の分泌を促進するためにベクタ
ーの中に含まれることもある。そして、分泌されたポリペプチド産物を、本明細書記載の
さまざまな技術によって、例えば、ハイドロキシアパタイト樹脂、カラムクロマトグラフ
ィー、イオン交換クロマトグラフィー、サイズ排除クロマトグラフィー、電気泳動、ＨＰ
ＬＣ、免疫吸着技術、アフィニティークロマトグラフィー、免疫沈殿など標準的な精製技
術を用いて単離することができる。
【０１４２】
　あるいは、組換えポリペプチドを実質的に無傷な状態で維持したまま細胞を溶解する化
学的、物理的、または機械的な手段を用いて、形質転換された細胞を破砕する。細胞内タ
ンパク質は、ポリペプチドの漏出が起きるよう、細胞壁または細胞膜から成分を除去する
ことによって、例えば、界面活性剤または有機溶媒を使用することによって得ることがで
きる。このような方法は当業者に知られており、例えば、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉ
ｃａｔｉｏｎ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ
，（Ｅ．Ｌ．Ｖ．Ｈａｒｒｉｓ　ａｎｄ　Ｓ．Ａｎｇａｌ，Ｅｄｓ．，１９９０）に記載
されている。
【０１４３】
　例えば、本発明とともに使用するために細胞を破壊する方法は、超音波処理；振とう；
液体または固体による押し出し（ｌｉｑｕｉｄ　ｏｒ　ｓｏｌｉｄ　ｅｘｔｒｕｓｉｏｎ
）；熱処理；凍結融解；分離；瞬間減圧；浸透圧ショック；トリプシン、ノイラミニダー
ゼ、およびリゾチームなどのプロテアーゼを含む分解酵素による処理；アルカリ処理；胆
汁酸塩、ドデシル硫酸ナトリウム、トリトン、ＮＰ４０、およびＣＨＡＰＳなどの界面活
性剤および溶媒の使用を含むが、これらに限定されない。細胞を破壊するために使用され
る具体的な技術は、ほとんど選択の問題であり、ポリペプチドが発現される細胞型、培養
条件、および使用される事前処理によって決まる。
【０１４４】
　細胞を破壊した後、通常は遠心分離によって細胞残渣を除去し、カラムクロマトグラフ
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ィー、イオン交換クロマトグラフィー、サイズ排除クロマトグラフィー、電気泳動、ＨＰ
ＬＣ、免疫吸着技術、アフィニティークロマトグラフィー、免疫沈殿など標準的な精製技
術を用いて、細胞内で産生されたポリペプチドをさらに精製する。
【０１４５】
　例えば、本発明の細胞内ポリペプチドを得る方法は、例えば、抗体（例えば、既に作製
してある抗体）を用いる免疫アフィニティークロマトグラフィー、またはレクチンアフィ
ニティークロマトグラフィーなどによるアフィニティー精製を含む。特に好適なレクチン
樹脂は、マンノース成分を認識するもので、例えば、スノードロップ（Ｇａｌａｎｔｈｕ
ｓ　ｎｉｖａｌｉｓ）アグルチニン（ＧＮＡ）、レンズマメ（Ｌｅｎｓ　ｃｕｌｉｎａｒ
ｉｓ）アグルチニン（ＬＣＡまたはレンチルレクチン）、エンドウ（Ｐｉｓｕｍ　ｓａｔ
ｉｖｕｍ）アグルチニン（ＰＳＡまたはピーレクチン）、ラッパズイセン（Ｎａｒｃｉｓ
ｓｕｓ　ｐｓｅｕｄｏｎａｒｃｉｓｓｕｓ）アグルチニン（ＮＰＡ）、アリウム・ウルシ
ヌム（Ａｌｌｉｕｍ　ｕｒｓｉｎｕｍ）アグルチニン（ＡＵＡ）に由来する樹脂などがあ
るが、これらに限定されない。適当なアフィニティー樹脂の選択は、当業者が適宜なしう
る。アフィニティー精製した後、当技術分野において周知されている常法を用いて、例え
ば、上記されている技術のいずれかによって、ポリペプチドをさらに精製することができ
る。
【０１４６】
　ペプチド試薬は、例えば、ペプチド技術分野の当業者に知られているいくつかの技術の
いずれかによって化学的に簡便に合成することができる。一般的に、これらの方法は、成
長しているペプチド鎖に一つ以上のアミノ酸を連続的に付加する方法を採用している。通
常、第一のアミノ酸のアミノ基かカルボキシル基のいずれかを適当な保護基で保護する。
次に、保護されたか誘導体化されたアミノ酸は、保護されるのに適した相補（アミノまた
はカルボキシル）基を有する、配列中の次のアミノ酸を、アミド結合の形成を可能にする
条件下で不活性な固体支持体に結合させるか、または溶液中で使用することができる。そ
して、新しく付加されたアミノ酸残基から保護基を除去して、次のアミノ酸（適当に保護
されている）を付加し、それを繰り返す。所望のアミノ酸が正しくない配列中に結合され
たら、残りの保護基（および、固相合成技術を使用した場合には固体支持体）を順番また
は同時に除去して、最終ポリペプチドを生じさせる。この一般的な手順を簡単に改変する
ことで、一つよりも多くのアミノ酸を、成長している鎖に同時に付加することが可能にな
り、例えば、保護されたトリペプチドを（キラル中心をラセミ化しない条件下で）適正に
保護されたジペプチドとカップリングすることで、脱保護した後、ペンタペプチドを形成
させることができる。例えば、固相ペプチド合成技術については、Ｊ．Ｍ．Ｓｔｅｗａｒ
ｔ　ａｎｄ　Ｊ．Ｄ．Ｙｏｕｎｇ，Ｓｏｌｉｄ　Ｐｈａｓｅ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔ
ｈｅｓｉｓ（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ　１９
８４）およびＧ．Ｂａｒａｎｙ　ａｎｄ　Ｒ．Ｂ．Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄ，Ｔｈｅ　Ｐｅ
ｐｔｉｄｅｓ：Ａｎａｌｙｓｉｓ，Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，Ｂｉｏｌｏｇｙ，ｅｄｉｔｏｒ
ｓ　Ｅ．Ｇｒｏｓｓ　ａｎｄ　Ｊ．Ｍｅｉｅｎｈｏｆｅｒ，Ｖｏｌ．２，（Ａｃａｄｅｍ
ｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９８０），ｐｐ．３－２５４；および、古典
的な溶液合成については、Ｍ．Ｂｏｄａｎｓｋｙ，Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｐｅｐ
ｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，（Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－　Ｖｅｒｌａｇ，　Ｂｅｒｌｉｎ
　１９８４）、およびＥ．Ｇｒｏｓｓ　ａｎｄ　Ｊ．Ｍｅｉｅｎｈｏｆｅｒ，Ｅｄｓ．，
Ｔｈｅ　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ：Ａｎａｌｙｓｉｓ，Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，Ｂｉｏｌｏｇｙ，
Ｖｏｌ．　１参照。これらの方法は、一般的には、比較的低分子のポリペプチド、すなわ
ち、長さ約５０～１００アミノ酸までに使用されるものであるが、より大きなポリペプチ
ドにも適用可能である。
【０１４７】
　典型的な保護基は、ｔ－ブチルオキシカルボニル（Ｂｏｃ）、９－フルオレニルメトキ
シカルボニル（Ｆｍｏｃ）、ベンジルオキシカルボニル（Ｃｂｚ）；ｐ－トルエンスルホ
ニル（Ｔｘ）；２，４－ジニトロフェニル；ベンジル（Ｂｚｌ）；ビフェニルイソプロピ
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ルオキシカルボキシル－カルボニル、ｔ－アミルオキシカルボニル、イソボルニルオキシ
カルボニル、ｏ－ブロモベンジルオキシカルボニル、シクロへキシル、イソプロピル、ア
セチル、ｏ－ニトロフェニルスルホニルなどである。
【０１４８】
　典型的な固体支持体は、架橋ポリマー支持体である。これらは、ジビニルベンゼン架橋
スチレンポリマー、例えば、ジビニルベンゼン－ヒドロキシメチルスチレンコポリマー、
ジビニルベンゼン－クロロメチルスチレンコポリマー、およびジビニルベンゼン－ベンズ
ヒドリルアミノポリスチレンコポリマーを含むことができる。
【０１４９】
　ペプトイド含有ポリマーの合成は、例えば、米国特許第５，８７７，２７８号；第６，
０３３，６３１号；Ｓｉｍｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ　Ａｃａ
ｄ．　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　８９：９３６７に従って行うことができる。
【０１５０】
　本発明のペプチド試薬は、同時複数ペプチド合成法などの他の方法によって化学的に調
製することもできる。例えば、Ｈｏｕｇｈｔｅｎ　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃ
ｉ．ＵＳＡ（１９８５）８２：５１３１－５１３５；米国特許第４，６３１，２１１号参
照。
【０１５１】
　ＩＶ．アッセイ法
　本発明者らは、試料中の病原性プリオンを検出するための感度の高いアッセイ法を開発
した。このアッセイ法は、プリオンタンパク質の病原型と非病原型を区別するペプチド試
薬の力と、改良ＥＬＩＳＡ技術を組み合わせたものである。ペプチド試薬は、病原性プリ
オンタンパク質と選択的に相互作用するため、これらの試薬を用いて、試料中に存在する
病原性プリオンを分離し濃縮する。一般的には、非病原型アイソフォームでもＮ末端の分
解をもたらす、病原型および非病原型のアイソフォームを区別するためにプロテイナーゼ
Ｋによる分解を利用する方法とは異なり、本発明の方法でペプチド試薬を使用すると、完
全長の病原性プリオンタンパク質を分離することができる。したがって、プリオンタンパ
ク質のＮ末端側にあるエピトープを認識する抗プリオン抗体も、また、プリオンタンパク
質の別の領域に由来するエピトープを認識する抗プリオン抗体も検出に使用することがで
きる。
【０１５２】
　ペプチド試薬を用いて、非病原型アイソフォーム（ほとんどの試料に存在する）から病
原性プリオンタンパク質を分離したら、病原性プリオンタンパク質をペプチド試薬から分
離させて、本明細書に記載したいくつかのＥＬＩＳＡ方式で検出を行うことができる。病
原性プリオンは、一般的には、ペプチド試薬から分離する過程で変性される。変性プリオ
ンタンパク質をＥＬＩＳＡで使用することは、変性ＰｒＰに結合する多くの抗プリオン抗
体が知られており、また市販されているため好ましい。病原性プリオンの分離と変性は、
高濃度のカオトロピック剤、例えば、３Ｍから６Ｍのグアニジウム塩、例えば、グアニジ
ンチオシアン酸またはグアニジン塩酸などを用いて行うことができる。カオトロピック剤
は、ＥＬＩＳＡで使用される抗プリオン抗体の結合を妨害するため、ＥＬＩＳＡを行う前
に除去または希釈しておかなければならない。これは、さらなる洗浄工程または試料容量
が大量になるという結果をもたらすが、それらはどちらも、迅速なハイスループットアッ
セイ法にとっては望ましくない。
【０１５３】
　本発明者らは、ペプチド試薬から病原性プリオンタンパク質を分離／変性するためにカ
オトロピック剤を使用することに代わる好ましい代替法が高ｐＨまたは低ｐＨを利用する
ことであることを発見した。ｐＨを１２よりも高くする成分（例えば、ＮａＯＨ）または
２よりも低くする成分（例えば、Ｈ３ＰＯ４）を加えることで、病原性プリオンタンパク
質はペプチド試薬から簡単に分離し、変性する。さらに、このｐＨは、少量の適当な酸ま
たは塩基を加えることで、簡単に中性に再調整することができ、それにより、さらなる洗
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浄を行うことや、試料容量を顕著に増加させることなく、ＥＬＩＳＡに直接使用すること
が可能になる。
【０１５４】
　このように、本発明は、試料中における病原性プリオンの存在を検出する方法であって
、病原性プリオンを含む疑いのある試料を、病原性プリオンタンパク質と選択的に相互作
用するペプチド試薬に、病原性プリオンが存在する場合には、該ペプチド試薬がそれと結
合して第一の複合体を形成することができる条件下で接触させる工程；未結合の試料物質
を除去する工程、病原性プリオンをペプチド試薬から分離する工程；および分離した病原
性プリオンの存在を、プリオン結合試薬を用いて検出する工程を含む方法を提供する。「
プリオン結合試薬」は、任意のコンフォメーションのプリオンタンパク質に結合する試薬
である。典型的には、プリオン結合試薬は、プリオンタンパク質の変性型に結合する。こ
のような試薬は既に記述されており、例えば、抗プリオン抗体（とりわけ、Ｐｅｒｅｔｚ
　ｅｔ　ａｌ．１９９７　Ｊ．ＭｏＩ．Ｂｉｏｌ．２７３：６１４；Ｐｅｒｅｔｚ　ｅｔ
　ａｌ．２００１　Ｎａｔｕｒｅ　４１２：７３９；Ｗｉｌｌｉａｍｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ
．１９９８　Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．７２：９４１３；米国特許第６，７６５，０８８号；米国
特許第６，５３７５４８号に記載されている）、モチーフ移植（ｍｏｔｉｆ－ｇｒａｆｔ
ｅｄ）ハイブリッドポリペプチド（国際公開公報第０３／０８５０８６号参照）、一定の
カチオン性またはアニオン性のポリマー（国際公開公報第０３／０７３１０６号参照）、
「増殖触媒」である一定のペプチド（国際公開公報第０２／０９７４４４４号参照）、お
よびプラスミノーゲンなどである。使用されている特定のプリオン結合試薬が、プリオン
の変性型に結合する場合、プリオン結合試薬で検出する前に「捕捉された」病原性プリオ
ンを変性しなければならない。好ましくは、プリオン結合試薬は抗プリオン抗体である。
【０１５５】
　一定の実施態様において、抗ＰｒＰを用いてプリオンタンパク質を検出する。プリオン
、特にＰｒＰＣまたは変性ＰｒＰに結合する抗体、改変抗体、およびその他の試薬が既に
記述されており、それらの一部は市販されている（例えば、Ｐｅｒｅｔｚ　ｅｔ　ａｌ．
１９９７　Ｊ．ＭｏＩ．Ｂｉｏｌ．２７３：６１４；Ｐｅｒｅｔｚ　ｅｔ　ａｌ．２００
１　Ｎａｔｕｒｅ　４１２：７３９；Ｗｉｌｌｉａｍｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．１９９８　Ｊ
．Ｖｉｒｏｌ．７２：９４１３；米国特許第６，７６５，０８８号参照。これらの一部、
またはその他は、なかでも、ＩｎＰｒｏ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｓｏｕｔｈ　Ｓ
ａｎ　Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ，ＣＡ，Ｃａｙｍａｎ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ，Ａｎｎ　Ａｒｂ
ｏｒ　ＭＩ；Ｐｒｉｏｎｉｃｓ　ＡＧ，Ｚｕｒｉｃｈから市販されている。また、改変抗
体の説明については国際公開公報第０３／０８５０８６号も参照）。本方法において使用
するのに適した抗体に制限はないが、３Ｆ４、Ｄ１８、Ｄ１３、６Ｈ４、ＭＡＢ５２４２
、７Ｄ９、ＢＤＩ１１５、ＳＡＦ３２、ＳＡＦ５３、ＳＡＦ８３、ＳＡＦ８４、１９Ｂ１
０、７ＶＣ、１２Ｆ１０、ＰＲＩ３Ｏ８、３４Ｃ９、Ｆａｂ　ＨｕＭ－Ｐ、Ｆａｂ　Ｈｕ
Ｍ－Ｒｌ、およびＦａｂ　ＨｕＭ－Ｒ７２などである。
【０１５６】
　好ましくは、分離した病原性プリオンタンパク質を変性する。「変性」または「変性さ
れた」という用語は、タンパク質の構造に使われるときと同じ従来の意味をもち、タンパ
ク質が、本来の二次構造および三次構造を失っていることを意味する。病原性プリオンタ
ンパク質については、「変性された」病原性プリオンタンパク質は、本来の病原型コンフ
ォメーションを保持しておらず、そのため、このタンパク質はもう「病原型」ではない。
変性された病原性プリオンタンパク質は、変性された非病原性プリオンタンパク質と類似
しているか、同一のコンフォメーションを有する。しかし、本明細書では明確にするため
に、「変性型病原性プリオンタンパク質」という用語は、病原型アイソフォームとしてペ
プチド試薬に捕捉され、その後変性された病原性プリオンタンパク質を意味するものとし
て使用する。
【０１５７】
　好適な実施態様において、ペプチド試薬は、固体支持体上に提供される。ペプチド試薬
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は、試料と接触させる前に固体支持体上で提供することができ、または、試料と接触して
、そこに含まれている病原性プリオンと結合した後に（例えば、ビオチン化ペプチド試薬
、およびアビジンまたはストレプトアビジンを含む固体支持体を用いて）固体支持体に結
合するよう、ペプチド試薬を適合させることもできる。
【０１５８】
　したがって、本発明は、さらに、試料中における病原性プリオンの存在を検出する方法
であって、以下の工程を含む方法も提供する：
　（ａ）ペプチド試薬を含む第一の固体支持体を提供する工程；
　（ｂ）病原性プリオンが試料中に存在すれば、それをペプチド試薬に結合させて第一の
複合体を形成させる条件下で、第一の固体支持体を試料と接触させる工程；
　（ｃ）結合していない試料物質を除去する工程；
　（ｄ）第一の複合体から病原性プリオンタンパク質を解離させる工程；および
　（ｅ）プリオン結合試薬を用いて、解離した病原性プリオンを検出する工程。
【０１５９】
　ペプチド試薬は、好ましくは、配列番号１２～２６０からなる群から選択される配列を
有する。
【０１６０】
　ペプチド試薬を含む固体支持体を作製する方法は、当技術分野において通常のものであ
り、本明細書の別の箇所で説明ており、タンパク質およびペプチドをさまざまな固体表面
に結合させる周知の方法を含む。試料中の病原性プリオンタンパク質の結合が、ペプチド
試薬と結合して第一の複合体を形成できるような条件下で、試料を、ペプチド試薬を含む
固体支持体に接触させる。このような結合条件は、当業者によって簡単に決定され、本明
細書でさらに詳しく説明する。一般的には、この方法は、マイクロタイタープレートのウ
ェルの中で、または、小容量のプラスチック製チューブの中で行なわれるが、便利な容器
が適していよう。試料は、通常、液体試料または懸濁液であり、ペプチド試薬の前か後に
反応用容器に加えることができる。第一の複合体が確認されところで、例えば、遠心分離
、沈殿、濾過、磁力などにより固体支持体を反応溶液（未結合の試料物質を含む）から分
離することによって、未結合の試料物質（すなわち、未結合の病原性プリオンタンパク質
など、ペプチド試薬に結合しなかった試料の成分）を取り除くことができる。第一の複合
体をもつ固体支持体に、随意で一回以上の洗浄工程を行って、本方法の次の工程を行う前
に、残留している試料物質を取り除くことができる。
【０１６１】
　未結合の試料物質を取り除いて、随意の洗浄を行った後、結合した病原性プリオンタン
パク質を第一の複合体から解離させる。この解離は、いくつかの方法で行うことができる
。一つの実施態様において、カオトロピック剤、好ましくはグアニジン化合物、例えば、
グアニジンチオシアン酸またはグアニジン塩酸を、３Ｍから６Ｍの間の濃度で加える。カ
オトロピック剤を添加すると、病原性プリオンタンパク質がペプチド試薬から分離するよ
うになり、また、病原性プリオンタンパク質が変性される。
【０１６２】
　別の実施態様において、この分離は、ｐＨを１２以上に上げる（「高ｐＨ」）か、２以
下に下げること（「低ｐＨ」）によって行われる。第一の複合体を高ｐＨまたは低ｐＨに
曝露すると、ペプチド試薬から病原性プリオンタンパク質が解離する結果となり、また、
病原性プリオンタンパク質が変性される。この実施態様では、第一の複合体を高ｐＨに曝
露することが好適である。１２．０から１３．０のｐＨで通常十分であるが、好ましくは
、１２．５から１３．０のｐＨが用いられ、より好ましくは、１２．７から１２．９のｐ
Ｈ、最も好ましくは、ｐＨ１２．９が用いられる。あるいは、第一の複合体を低ｐＨに曝
露することを、ペプチド試薬から病原性プリオンタンパク質を分離し変性するために利用
することができる。この代替態様では、１．０から２．０のｐＨで十分である。第一の複
合体の高ｐＨまたは低ｐＨへの曝露は、短時間、例えば、６０分間、好ましくは、１５分
以下、より好ましくは、１０分以下行われる。これより長い曝露は、病原性プリオンタン
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パク質の構造を顕著に損ない、検出工程で使用される抗プリオン抗体によって認識される
エピトープが破壊されるかもしれない。病原性プリオンタンパク質を解離させるのに十分
な時間曝露した後、ｐＨは、酸性試薬（高ｐＨ分離条件を用いる場合）または塩基性試薬
（低ｐＨ分離条件を用いる場合）のいずれかを加えることによって、簡単に中性（すなわ
ち、約７．０から７．５の間）に再調整することができる。当業者は、適当なプロトコー
ルを容易に決定することができ、また、実施例が本明細書で説明されている。
【０１６３】
　通常、高ｐＨ分離条件を行うには、ＮａＯＨを約０．０５Ｎから０．２Ｎの濃度にすれ
ば十分である。好ましくは、ＮａＯＨを、０．０５Ｎから０．１５Ｎの濃度になるまで加
え、より好ましくは、０．１Ｎ　ＮａＯＨが使用される。ペプチド試薬から病原性プリオ
ンを解離させたら、適当な量の酸性溶液、例えば、リン酸、リン酸一ナトリウムなどを加
えることによって、ｐＨを中性（すなわち、約７．０から７．５の間）に再調整すること
ができる。
【０１６４】
　通常、低ｐＨ分離条件を行うには、Ｈ３ＰＯ４を約０．２Ｍから約０．７Ｍの濃度にす
れば十分である。好ましくは、Ｈ３ＰＯ４を、０．３Ｍから０．６Ｍの濃度になるまで加
え、より好ましくは、０．５Ｍ　Ｈ３ＰＯ４が使用される。ペプチド試薬から病原性プリ
オンを解離させたら、適当な量の塩基性溶液、例えば、ＮａＯＨまたはＫＯＨなどを加え
ることによって、ｐＨを中性（すなわち、約７．０から７．５の間）に再調整することが
できる。
【０１６５】
　そして解離させた病原性プリオンタンパク質を、ペプチド試薬を含む固体支持体から分
離させる。「分離させた」とは、解離したプリオンと固体支持体（ペプチド試薬を結合さ
せている）が同じ容器に共存していないという意味である。この分離は、上記した未結合
試料物質の除去と同様の方法で行うことができる。
【０１６６】
　解離させた病原性プリオンタンパク質は、プリオン結合試薬を用いて検出することがで
きる。そのようなプリオン結合剤がいくつか知られており、本明細書の別の箇所で説明さ
れている。解離させた病原性プリオンタンパク質を検出するのに好適なプリオン結合試薬
は抗プリオン抗体である。多数の抗プリオン抗体が記述されており、多くが市販されてい
る。例えば、Ｆａｂ　Ｄ１８（Ｐｅｒｅｔｚ　ｅｔ　ａｌ．（２００１）Ｎａｔｕｒｅ　
４１２：７３９－７４３）、３Ｆ４（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｓｔ　Ｌｏｕｉｓ
　ＭＯから購入可能；また、米国特許第４，８０６，６２７号参照）、ＳＡＦ－３２（Ｃ
ａｙｍａｎ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ，Ａｎｎ　Ａｒｂｏｒ　ＭＩ）、６Ｈ４（Ｐｒｉｏｎｉｃ
　ＡＧ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ；また、米国特許第６，７６５，０８８号参照）などが
ある。解離させた病原性プリオンタンパク質は、直接的ＥＬＩＳＡまたは抗体サンドイッ
チ式ＥＬＩＳＡ型アッセイ法であるＥＬＩＳＡアッセイ法で検出することができるが、こ
れらは後により詳しく説明する。「ＥＬＩＳＡ」という用語は、抗プリオン抗体による検
出を表現するために使用されるが、抗体が「酵素結合」しているアッセイ法に限定されな
い。検出用抗体は、本明細書に記載され、免疫アッセイ法の技術分野では周知されている
検出用標識のいずれかで標識することができる。
【０１６７】
　本発明の一つの実施態様において、解離させた病原性プリオンタンパク質を、第二の固
体支持体の表面に受動的にコートする。このような受動コーティングの方法は周知されて
おり、一般的には、ｐＨ８の１００ｍＭのＮａＨＣＯ３中で、約３７℃で数時間、または
４℃で一晩行われる。別のコーティングバッファーが周知されている（例えば、５０ｍＭ
炭酸、ｐＨ９．６、１０ｍＭトリス　ｐＨ８、または１０ｍＭ　ＰＢＳ　ｐＨ７．２）。
第二の固体支持体は、本明細書記載または当技術分野において周知の固体支持体のいずれ
かでもよく、好ましくは、第二の固体支持体はマイクロタイタープレート、例えば、９６
穴ポリスチレン製プレートである。高濃度のカオトロピック剤を用いて解離を行った場合



(50) JP 2012-181210 A 2012.9.20

10

20

30

40

50

には、第二の固体支持体上にコーティングを行う前に約２倍に希釈して、カオトロピック
剤の濃度を下げる。高ｐＨまたは低ｐＨを用いて解離が行われ、その後中和されている場
合には、解離された病原性プリオンタンパク質をさらに希釈することなくコーティングに
用いることができる。
【０１６８】
　解離させた病原性プリオンタンパク質を第二の固体支持体上にコートしたら、支持体を
洗浄して、固体支持体に付着していない成分をすべて除去することができる。第二の固体
支持体上にコートされたプリオンタンパク質に抗体を結合させることができる条件下で抗
プリオン抗体を加える。解離させた病原性プリオンタンパク質が、第二の固体支持体上に
コートされる前に変性されていた場合には、用いられる抗体は、プリオンタンパク質の変
性型に結合するものである。このような抗体は、周知の抗体（例えば、上記したもの）、
および周知の方法、例えば、ｒＰｒＰ、ＰｒＰＣ、またはその断片を用いて、マウス、ウ
サギ、ラットなどで免疫反応を誘発するなどによって作製される抗体を含む。（米国特許
第４，８０６，６２７号；第６，１６５，７８４号；第６，５２８，２６９号；第６，３
７９，９０５号；第６，２６１，７９０号；第６，７６５，０８８号；第５，８４６，５
３３号；欧州特許第８９１５５２Ｂ１号および欧州特許第９０９３８８Ｂ１号参照。）プ
リオンタンパク質のＮ末端でエピトープを認識する抗プリオン抗体、例えば、２３～９０
位の残基の領域内にあるエピトープを認識する抗体が特に好ましい。
【０１６９】
　したがって、本発明は、一つの実施態様において、試料中における病原性プリオンの存
在を検出する方法であって、
　（ａ）ペプチド試薬を含む第一の固体支持体を提供する工程；
　（ｂ）病原性プリオンが試料中に存在すれば、それをペプチド試薬と結合させて第一の
複合体を形成させる条件下で、第一の固体支持体を試料と接触させる工程；
　（ｃ）結合していない試料物質を除去する工程；
　（ｄ）第一の複合体から病原性プリオンタンパク質を解離させる工程；　
　（ｅ）解離させた病原性プリオンタンパク質を第一の固体支持体から分離する工程；
　（ｆ）解離させた病原性プリオンタンパク質を、解離したプリオンタンパク質が第二の
固体支持体に付着させることができる条件下で、第二の固体支持体に接触させる工程；お
よび
　（ｇ）プリオン結合試薬を用いて、第二の固体支持体上に付着した病原性プリオン検出
する工程を含む方法を提供する。好適なペプチド試薬は、配列番号１２～２６０からなる
群から選択される配列を有するペプチドに由来するものである。
【０１７０】
　この実施態様では、第一の固体支持体は、好ましくは磁気ビーズであり、第二の固体支
持体は、好ましくはマイクロタイタープレートであり、プリオン結合試薬は、好ましくは
抗プリオン抗体、特に３Ｆ４、６Ｈ４、ＳＡＦ３２である。プリオン結合試薬は、検出で
きるように標識されている。
【０１７１】
　本方法の別の実施態様において、解離させた病原性プリオンタンパク質を、抗体サンド
イッチ式ＥＬＩＳＡを用いて検出する。この実施態様において、解離させた病原性プリオ
ンタンパク質は、第一の抗プリオン抗体を含む第二の固体支持体上に「再捕捉」される。
再捕捉されたプリオンタンパク質をもつ第二の固体支持体は、随意に洗浄して、未結合の
物質を取り除いてから、第二の抗プリオン抗体を再捕捉されたプリオンタンパク質に結合
させる条件下で、第二の抗プリオン抗体に接触させる。第一および第二の抗プリオン抗体
は、一般的には異なる抗体であり、好ましくは、プリオンタンパク質上の異なったエピト
ープを認識する。例えば、第一の抗プリオン抗体は、プリオンタンパク質のＮ末端にある
エピトープを認識し、第二の抗プリオン抗体は、Ｎ末端以外にあるエピトープを認識する
かその逆である。第一の抗体は、例えば、８回反復領域（２３～９０位の残基）内にある
エピトープを認識するＳＡＦ３２であってもよく、第二の抗体は、１０９～１１２位の残
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基にあるエピトープを認識する３Ｆ４であってもよい。あるいは、第一の抗体が３Ｆ４で
、第二の抗体がＳＡＦ３２であってもよい。第一および第二の抗体の他の組み合わせも容
易に選択することができる。この実施態様において、第一の抗プリオン抗体ではなく、第
二の抗プリオン抗体を検出できるよう標識する。ペプチド試薬からの病原性プリオンタン
パク質の解離をカオトロピック剤を用いて行う場合には、検出アッセイ法を行う前に、カ
オトロピック剤を除去するか、少なくとも１５倍に希釈しなければならない。解離が、高
ｐＨまたは低ｐＨと中和を用いてもたらされる場合には、さらに希釈することなく解離さ
れたプリオンタンパク質を使用することができる。検出を行う前に解離させた病原性プリ
オンタンパク質を変性させた場合には、第一および第二の抗体は、どちらも変性したプリ
オンタンパク質に結合する。したがって、本発明は、試料中における病原性プリオンの存
在を検出する方法であって、
　（ａ）ペプチド試薬を含む第一の固体支持体を提供する工程；
　（ｂ）病原性プリオンが試料中に存在すれば、それをペプチド試薬と結合させて第一の
複合体を形成させる条件下で、第一の固体支持体を試料と接触させる工程；
　（ｃ）結合していない試料物質を除去する工程；
　（ｄ）第一の複合体から病原性プリオンタンパク質を解離させ、それによって病原性プ
リオンを変性させる工程；　
　（ｅ）解離させた変性病原性プリオンタンパク質を第一の固体支持体から分離する工程
；
　（ｆ）解離させた変性病原性プリオンタンパク質を、解離したプリオンタンパク質を第
一の抗プリオン抗体に結合させうる条件下で、第一の抗プリオン抗体を含む第二の固体支
持体に接触させる工程；および
　（ｇ）第二の抗プリオン抗体を用いて、第二の固体支持体上に結合した病原性プリオン
検出する工程を含む方法を提供する。好適なペプチド試薬は、配列番号１２～２６０から
なる群から選択される配列を有するペプチドに由来するものである。
【０１７２】
　本実施態様において、第一の固体支持体は、好ましくは磁気ビーズであり、第二の固体
支持体は、好ましくはマイクロタイタープレートまたは磁気ビーズであり、第一および第
二の抗プリオン抗体は、好ましくは異なった抗体であり、第一および第二の抗体は、変性
したプリオンタンパク質に結合し、好ましくは、第一または第二の抗プリオン抗体の少な
くとも一方が、プリオンタンパク質のＮ末端領域にあるエピトープを認識する。
【０１７３】
　本発明の方法で使用するには、試料は、病原性プリオンタンパク質を含んでいることが
分かっているか、その疑いがあるものなら何でもよい。試料は生体試料（すなわち、生き
た生物、またはかつて生きていた生物から調製された試料）でも非生体試料でもよい。適
当な生体試料は、器官、全血、血液分画、血液成分、血漿、血小板、血清、脳脊髄液（Ｃ
ＳＦ）、脳組織、神経系組織、筋肉組織、骨髄、尿、涙、非神経系組織、器官、および／
または生検もしくは剖検などであるが、これらに限定されない。通常、試料は、液体試料
または懸濁液である。好適な生体試料は、全血、血液分画、血液成分、血漿、血小板、お
よび血清などである。
【０１７４】
　病原性プリオンタンパク質が存在している場合には、それにペプチド試薬を結合させる
条件下で、試料を本発明の一つ以上のペプチド試薬に接触させる。当業者は、本明細書の
開示内容に基づいて、適宜、具体的な条件を決定することができる。一般的には、試料と
ペプチド試薬を、適当なバッファーの中、ほぼ中性ｐＨ（例えば、ｐＨ７．５のＴＢＳバ
ッファー）で、適当な温度（例えば、約４℃）にて、適当な時間（例えば、約１時間から
一晩）、一緒にインキュベートして、結合を生じさせる。
【０１７５】
　上記の捕捉工程と検出工程は溶液内で行うか、固体支持体の中またはその上で行うこと
ができ、あるいは、溶液と固相を組み合わせることもできる。適当な固相アッセイ方式が
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本明細書に記載されている。一般的に、固相方式では、捕捉試薬（一つ以上の本発明のペ
プチド試薬であってもよく、あるいは、一つ以上のプリオン結合試薬であってもよい）は
、固体支持体に結合しているか、結合しやすくなっている。捕捉試薬は、当技術分野にお
いて既知の手段によって、固体支持体に結合しやすくすることができる。例えば、捕捉試
薬と固体支持体は、結合対の一方のメンバーを互いに含むことができ、その結果、捕捉試
薬が固体支持体に接触すると、捕捉試薬は、結合対のメンバーの結合を介して固体支持体
に結合する。例えば、捕捉試薬がビオチンを含むことができ、支持体がアビジンまたはス
トレプトアビジンを含むことができる。ビオチン－アビジン、およびビオチン－ストレプ
トアビジン以外の、本実施態様に適した他の結合対は、例えば、抗原－抗体、ハプテン－
抗体、ミメトープ（ｍｉｍｅｔｏｐｅ）－抗体、レセプター－ホルモン、レセプター－リ
ガンド、アゴニスト－アンタゴニスト、レクチン－炭水化物、プロテインＡ－抗体Ｆｃな
どである。このような結合対は周知であり（例えば、米国特許第６，５５１，８４３号お
よび第６，５８６，１９３号参照）、当業者は、適当な結合対を選択して、それらを本発
明で使用するよう適合させることができる。捕捉試薬を、上記したように、支持体に結合
するよう適合させる場合、捕捉試薬を支持体に結合させる前か後に、試料を捕捉試薬に接
触させることができる。あるいは、当技術分野において周知の共役化学法を用いて、ペプ
チド試薬および抗プリオン抗体を固体支持体に共有結合させることができる。チオール基
を含むペプチド試薬を、当技術分野において知られている標準的な方法を用いて、例えば
、磁気ビーズなどの固体支持体に直接結合させる（例えば、Ｃｈｒｉｓｅｙ，Ｌ．Ａ．，
Ｌｅｅ，Ｇ．Ｕ．ａｎｄ　Ｏ’Ｆｅｒｒａｌｌ，Ｃ．Ｅ．（１９９６）．Ｃｏｖａｌｅｎ
ｔ　ａｔｔａｃｈｍｅｎｔ　ｏｆ　ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　ＤＮＡ　ｔｏ　ｓｅｌｆ－ａｓ
ｓｅｍｂｌｅｄ　ｍｏｎｏｌａｙｅｒ　ｆｉｌｍｓ．　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒ
ｅｓｅａｒｃｈ　２４（１５），３０３１－３０３９；Ｋｉｔａｇａｗａ，　Ｔ．，Ｓｈ
ｉｍｏｚｏｎｏ，　Ｔ．，Ａｉｋａｗａ，　Ｔ．，Ｙｏｓｈｉｄａ，Ｔ．　ａｎｄ　Ｎｉ
ｓｈｉｍｕｒａ，Ｈ．（１９８０）．Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｃｈａｒａｃｔ
ｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｈｅｔｅｒｏ－ｂｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　ｃｒｏｓｓ－ｌ
ｉｎｋｉｎｇ　ｒｅａｇｅｎｔｓ　ｆｏｒ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｓ．　Ｃｈｅｍ．　Ｐｈａｒｍ．　Ｂｕｌｌ．２９（４），１１３０－１１３５参照）。
カルボジイミド化学法を用いて、カルボキシル化された磁気ビーズを、まず、マレイミド
官能基を含むヘテロ二機能性架橋剤（ＢＭＰＨ、Ｐｉｅｒｃｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｙ　Ｉｎｃ．より）に結合させる。そして、チオール化したペプチドまたはペプトイド
を、ＢＭＰＨコートされたビーズのマレイミド官能基に共有結合させる。
【０１７６】
　本発明の方法で使用されるペプチド試薬は、本明細書、および２００４年８月１３日付
で共同出願された米国特許出願第１０／９１７，６４６号、２００５年２月１１日付で共
同出願された米国特許出願第１１／０５６，９５０号、および２００４年８月１３日付で
共同出願されたＰＣＴ出願第ＰＣＴ／ＵＳ／２００４／０２６３６３号に記載されている
とおりである。ペプチド試薬は、プリオンタンパク質のペプチド断片から得ることができ
る。好ましくは、ペプチド試薬は、配列番号１２～２６０の配列を有するペプチドから得
ることができる。すなわち、ペプチド試薬は、以下の配列番号の配列をもつペプチドに由
来する：配列番号
【０１７７】
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【数８】

または２６０。より好ましくは、本方法で使用されるペプチド試薬は、
【０１７８】

【数９】

または１３５のうちの一つの配列をもつペプチドに由来するか、または
【０１７９】
【数１０】

または１３３をもつペプチドに由来するか、または
【０１８０】
【数１１】

または１３６に由来し、最も好ましくは、ペプチド試薬は
【０１８１】
【数１２】

または１４の配列をもつペプチドに由来する。ペプチド試薬はビオチン化することができ
る。ペプチド試薬は、固体支持体に結合することができる。いくつかの実施態様において
、ペプチド試薬を検出できるように標識することができる。
【０１８２】
　一般的に、本明細書記載のペプチド試薬は、試料中のプリオンタンパク質に（例えば、
捕捉試薬として）結合するため、および／またはプリオンタンパク質の存在を（例えば、
検出試薬として）検出するために使用される。捕捉試薬と検出試薬は別々の分子であって
もよく、また、あるいは、一つの分子が、捕捉機能と検出機能の両方を果たすことも可能
である。一定の実施態様において、捕捉試薬および／または検出試薬は、病原性プリオン
と選択的に相互作用する（すなわち、病原性プリオン特異的な）本明細書記載のペプチド
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試薬である。別の実施態様では、捕捉試薬が、病原性プリオンに対して特異的で、検出試
薬は病原型にも非病原型にも結合する、例えば、プリオンタンパク質に結合する抗体であ
る。このようなプリオン結合試薬は、本明細書において既に説明されている。あるいは、
別の実施態様において、捕捉試薬は病原性プリオンに特異的ではなく、検出試薬が病原性
プリオンに特異的である。
【０１８３】
　そして、適当な検出方法を用いて、本明細書記載のペプチド試薬とプリオンタンパク質
の結合を同定する。例えば、本明細書に記載したようなアッセイ法は、標識されたペプチ
ド試薬または抗体を使用することを含む。本発明で使用するのに適した検出可能な標識に
は、検出することができる分子が含まれ、放射性同位元素、蛍光剤、化学発光剤、発光団
、蛍光半導体ナノ結晶、酵素、酵素基質、酵素補助因子、酵素阻害剤、発光団、色素、金
属イオン、金属ゾル、リガンド（例えば、ビオチンまたはハプテン）などであるが、これ
らに限定されない。これら以外の標識には、検出可能な範囲で蛍光を発することができる
蛍光基質または蛍光部位など、蛍光を使用するものなどがあるが、それらに限定されない
。本発明で使用することができる標識の具体例には、アルカリホスファターゼ（ＡＰ）、
ホースラディッシュペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）、ＦＩＴＣ、ローダミン、ダンシル、ウ
ンベリフェロン、ジメチルアクリジニウムエステル（ＤＭＡＥ）、テキサスレッド、ルミ
ノール、ＮＡＤＰＨ、およびβ－ガラクトシダーゼなどがあるが、これらに限定されない
。また、検出可能な標識にはオリゴヌクレオチドタグがあるが、このタグは、ＰＣＲ、Ｔ
ＭＡ、ｂ－ＤＮＡ、ＮＡＳＢＡなど、既知の核酸検出法のいずれかによって検出すること
ができる。
【０１８４】
　本明細書記載のアッセイ法の一つ以上の工程は、溶液中（例えば、液体培地）または固
体支持体上で行うことができる。本発明の目的にとって、固体支持体は、不溶性基質であ
って、目的とする分子（例えば、本発明のペプチド試薬、プリオンタンパク質、抗体など
）が連結または結合することができる剛体面または半剛体面をもつことができる任意の物
質であればよい。固体支持体の例には、ニトロセルロース、ポリ塩化ビニル、ポリプロピ
レン、ポリスチレン、ラテックス、ポリカーボネート、ナイロン、デキストラン、キチン
、砂、シリカ、軽石、アガロース、セルロース、ガラス、金属、ポリアクリルアミド、シ
リコン、ゴム、ポリサッカライド、ポリビニルフルオリド、ジアゾ化紙；活性化ビーズ、
磁気反応性ビーズなどの基質、ならびに固相合成、アフィニティー分離、精製、ハイブリ
ダイゼーション反応、免疫アッセイ法、およびその他の用途で一般的に使用されている材
料が含まれるが、これらに限定されない。この支持体は、微粒子でもよく、または、連続
した表面の形になっていてもよく、膜、メッシュ、プレート、ペレット、スライド、ディ
スク、細管、中空糸、針、ピン、チップ、ソリッドファイバー、ゲル（例えば、シリカゲ
ル）、およびビーズ（例えば、多孔質ガラスビーズ、シリカゲル、随意でジビニルベンゼ
ンとクロスリンクしているポリスチレンビーズ、グラフト共重合ビーズ、ポリアクリルア
ミドビーズ、ラテックスビーズ、随意でＮ－Ｎ‘－ビス－アクリロイルエチレンジアミン
とクロスリンクしているジメチルアクリルアミドビーズ、酸化鉄磁気ビーズ、および疎水
性ポリマーで被覆されたガラス粒子）などがある。特に好適な固体支持体は、ポリスチレ
ン製のマイクロタイタープレートおよび／またはポリスチレン製磁気粒子、例えば、Ｄｙ
ｎａｂｅａｄｓ　Ｍ－２７０（Ｄｙｎａｌ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）などである。
【０１８５】
　本明細書に記載したようなペプチド試薬は、標準的な技術を用いて容易に固体支持体に
結合させることができる。支持体への固定は、まずペプチド試薬をタンパク質に結合させ
ることで増強することができる（例えば、タンパク質がより強い固相結合特性を有する場
合）。適当な共役タンパク質は、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）などの血清アルブミン、
キーホールリムペット・ヘモシアニン、免疫グロブリン分子、チログロブリン、オボアル
ブミンなどの高分子、およびその他当技術分野において周知のタンパク質などであるが、
これらに限定されない。この他の試薬で、分子を支持体に結合させるために使用できるも
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のは、ポリサッカライド、ポリ乳酸、ポリグリコール酸、アミノ酸の重合体、アミノ酸コ
ポリマーなどである。このような分子、およびこれらの分子をタンパク質に結合させる方
法は、当業者にとって周知である。例えば、Ｂｒｉｎｋｌｅｙ，　Ｍ．Ａ．，（１９９２
）Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ．，３：２－１３；　Ｈａｓｈｉｄａ　ｅｔ　ａ
ｌ．（１９８４）　Ｊ．Ａｐｐｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，６：５６－６３；およびＡｎｊａ
ｎｅｙｕｌｕ　ａｎｄ　Ｓｔａｒｏｓ（１９８７）　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｊ．
ｏｆ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｒｅｓ．３０：１１７－１２４参照。
【０１８６】
　所望であれば、固体支持体に付加する分子を容易に官能化して、スチレン部分またはア
クリル酸部分として、ポリスチレン、ポリアクリル酸、またはその他のポリマー、例えば
、ポリイミド、ポリアクリルアミド、ポリエチレン、ポリビニル、ポリジアセチレン、ポ
リフェニレン－ビニレン、ポリペプチド、ポリサッカライド、ポリスルホン、ポリピロー
ル、ポリイミダゾール、ポリチオフェン、ポリエステル、エポキシ、シリカガラス、シリ
カゲル、シロキサン、ポリリン酸、ヒドロゲル、アガロース、セルロースなどの中に分子
を取り込むことを可能にすることができる。
【０１８７】
　ペプチド試薬は、分子の結合対の相互作用を介して固体支持体に結合させることができ
る。このような結合対は当技術分野において周知されており、本明細書の他の箇所で例が
示されている。結合対の一方を上記の技術によって固体支持体に結合させ、結合対のもう
一方は、（合成の前、最中、または後に）ペプチド試薬に結合させる。こうして修飾した
ペプチド試薬は、試料に接触させることができ、病原性プリオンが存在するならば、病原
性プリオンとの相互作用を溶液の中で生じさせ、その後、固体支持体をペプチド試薬（す
なわちペプチド－プリオン複合体）に接触させることができる。この実施態様にとって好
適な結合対は、ビオチンとアビジン、ならびにビオチンとストレプトアビジンなどである
。
【０１８８】
　また、本発明のアッセイ法では、適当な対照を使用することも可能である。例えば、Ｐ
ｒＰＣの陰性対照を本アッセイ法において使用することができる。ＰｒＰＳｃ（またはＰ
ｒＰｒｅｓ）の陽性対照も本アッセイ法で使用できるであろう。以下で説明する代理対照
も本発明で使用することができる。
【０１８９】
　上記したような検出アッセイ法を行うために、本明細書記載のペプチド試薬を含む上記
アッセイ試薬を、適当な使用説明書およびその他必要な試薬とともにキットにして提供す
ることもできる。ペプチド試薬を固体支持体上に結合させる場合、キットは、さらに、ま
たは代わりに、一つ以上の固体支持体に結合した該ペプチド試薬を含むことも可能である
。このキットは、さらに、一つ以上の抗プリオン抗体を含むことも可能である。このよう
な抗プリオン抗体は、検出できるように標識されていてもよいし、または、固体支持体上
で提供されてもよい。このキットは、上記したように、適当な陽性および陰性の対照をさ
らに含むこともできる。また、このキットは、使用される具体的な検出アッセイ法に応じ
て、適当な標識およびその他のパッケージされた試薬および材料（すなわち、洗浄バッフ
ァー、インキュベーション用バッファーなど）も含むことができる。
【０１９０】
　Ｖ．代理対照
　本明細書には、プリオン検出アッセイ法において有用な代理対照が記載されている。代
理対照を含む組成物、およびこれらの代理物を使用する方法も提供される。免疫アッセイ
用の人工的な対照については既述されている（例えば、米国特許第５，８４６，７３８号
、第５，４９１，２１８号、第６，０１５，６６２号、第６，２８１，００４号および国
際特許公開第号９９／３３９６５参照）が、これらの分子はプリオンアッセイ法には適用
できないので、対照として役に立たない。
【０１９１】
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　一定の態様において、代理対照は、病原性プリオンタンパク質と選択的に相互作用する
ペプチド試薬に結合する。したがって、これらの態様においては、本発明（代理対照およ
びそれを使用する方法）は、２００４年８月１３日付で出願された米国特許出願第１０／
９１７，６４６号、２００５年２月１１日付で出願された米国特許出願第１１／０５６，
９５０号、および２００４年８月１３日付で出願されたＰＣＴ出願第ＰＣＴ／ＵＳ／２０
０４／０２６３６３号に記載されているように、プリオンタンパク質の比較的小さな断片
が、プリオンの病原型と選択的に相互作用できるという発見に部分的に依存している。こ
れらの断片が、病原性プリオンアイソフォームとの選択的な相互作用を示すためには、よ
り大きなタンパク質構造体の一部であることや、他の型の足場分子である必要はない。特
定の理論に拘泥するわけではないが、ペプチド断片は、恐らくは、非病原性プリオンアイ
ソフォームに存在するコンフォメーションを模倣することによって、非病原性プリオンア
イソフォームではなく病原性プリオンアイソフォームに結合できるコンフォメーションを
自発的に採るものと思われる。本明細書ではプリオンについて示されているが、あるコン
フォメーション病タンパク質の一定の断片が、そのコンフォメーション病タンパク質の病
原型と選択的に相互作用するというこの一般原則を直ちに他のコンフォメーション病タン
パク質に適用して、病原型と選択的に相互作用するペプチド試薬を製造することができる
。これらの断片は（例えば、サイズまたは配列特性に関して）出発点を提供するが、これ
らの断片に多くの改変を加えて、より望ましい属性（例えば、より高いアフィニティー、
より高い安定性、より高い溶解性、プロテアーゼに対するより低い感受性、より高い特異
性、合成するのがより容易であるなど）をもつペプチド試薬を作製できるということは、
当業者にとって明白であろう。
【０１９２】
　このように、本明細書記載の代理対照は、２００４年８月１３日付で出願された国際出
願ＰＣＴ／ＵＳ／２００４／０２６３６３に記載されているペプチド試薬、ならびにこれ
らのペプチド試薬に対する抗体（またはその断片）、および／またはその他のプリオン抗
体などのプリオン結合試薬に結合する。したがって、これらの代理対照は、プリオンアッ
セイを行うための簡単かつ効率的で非感染性の陽性対照および／または精度対照（ｑｕａ
ｌｉｙ　ｃｏｎｔｒｏｌ）を提供し、生体脳もしくは死体脳、脊椎、またはその他の神経
系組織および血液など、生体、非生体を問わず、実質的にいかなる試料においてもプリオ
ン関連疾患の診断を確認するために使用することができる。
【０１９３】
　さらに、シグナルを増幅するために複数の認識部位、分岐ＤＮＡなどを使用すること（
例えば、米国特許第５，６８１，６９７号、第５，４２４，４１３号、第５，４５１，５
０３号、第５、４５４７，０２５号、および第６，２３５，４８３号参照）；ＰＣＲ、ロ
ーリングサークル増幅法、サードウエーブインベーダー（Ａｒｒｕｄａ　ｅｔ　ａｌ．２
００２．Ｅｘｐｅｒｔ．Ｒｅｖ．Ｍｏｌ．Ｄｉａｇｎ．２：４８７、米国特許第６０９０
６０６号、第５８４３６６９号、第５９８５５５７号、第６０９０５４３号、第５８４６
７１７号）、ＮＡＳＢＡ、ＴＭＡなどの標的増幅技術を応用すること（米国特許第６，５
１１，８０９号、欧州特許第０５４４２１２Ａ１号）；および／または免疫ＰＣＲ技術（
例えば、米国特許第5，６６５，５３９号、国際特許公開第９８／２３９６２号、第００
／７５６６３号、および第０１／３１０５６号参照）などがあるが、これらに限定されな
い適当なシグナル増幅系を用いて、アッセイにおける代理対照の検出をさらに容易にする
ことができる。
【０１９４】
　本明細書には、プリオン検出アッセイ法、特に、試料中の病原性プリオンを検出するア
ッセイ法のために代理対照として働く非感染性分子が記載されている。本明細書記載の代
理対照は、プリオン検出／単離法の正確さを確認するための陽性対照として、および／ま
たはアッセイ試薬および方法が、そのアッセイ法を適正なものとする基準に合致している
ことを保証するための精度対照として有用である。
【０１９５】
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　通常、記載された代理対照が最も有用であるアッセイ法は、病原性プリオンタンパク質
と選択的に相互作用して、検出すべきプリオンを「捕捉」するペプチド試薬でありうるプ
リオン結合試薬を利用する。「捕捉」とは、ペプチド試薬によってプリオンを固定または
局在化することを意味するものである。プリオン結合試薬および「捕捉」されたプリオン
タンパク質は、典型的には、本明細書の中でさらに説明されている方法によって検出可能
な複合体を形成する。しばしば、この複合体の検出は検出試薬を用いて行う。この検出試
薬は、典型的にはプリオン結合試薬であって、通常は、検出できるよう標識されている（
または、例えば、検出用一次抗体および標識二次抗体の場合などには、標識可能である）
。
【０１９６】
　本発明の代理対照は、プリオンアッセイ法のプリオン結合試薬に結合する第一のドメイ
ンを含む。例えば、一つの態様において、第一のドメインは、ＰｒＰＳｃと選択的に相互
作用するペプチド試薬に結合する。また、この代理対照は、代理対照のプリオン結合試薬
（例えば、ペプチド試薬）への結合を簡単に検出できるようにする一つ以上の検出可能な
標識も含むことができる。
【０１９７】
　一つの態様において、代理対照は、第一のプリオン結合試薬ドメインおよび第二のドメ
インを含み、第二のドメインがプリオンアッセイ法の検出試薬に結合する分子を含むとい
う点で二機能性（または、場合によっては三機能性）である。例えば、検出試薬が抗体を
含む場合、第二のドメインは、この抗体によって認識されるエピトープ（またはミモトー
プ）を含むことができる。あるいは、第二のドメインおよび検出試薬はそれぞれ、分子の
結合対（例えば、ビオチンおよびストレプトアビジンなど）の一方を含むことができる。
このように、第一および第二のドメインは、一般的には互いに異なる分子であるが、場合
によっては同一の分子であってよい。
【０１９８】
　二機能性代理物の第二のドメインは、検出できるよう標識された検出試薬に直接結合す
ることができる。あるいは、第二のドメインは、検出システムの成分を認識することがで
きる。例えば、一定の免疫アッセイ法（ＥＬＩＳＡなど）において、検体（例えば、プリ
オンまたは代理対照）は、一次抗体に結合し、次に、この一次抗体が検出できるよう標識
された二次抗体に結合することによって検出される。このように、一定の実施態様におい
て、第二のドメインは、二抗体検出試薬システムの一次抗体を認識する。
【０１９９】
　本発明の二機能性（もしくは三機能性）代理対照は、単一分子（例えば、２つのドメイ
ンを含む融合タンパク質またはキメラタンパク質）、または、別々に合成された２つ（以
上）の分子であって、その後互いに共有的または非共有的に連結する分子であろう。これ
らの分子は、ドメインの結合機能が保存される限り、当技術分野において既知のいかなる
方法で結合されてもよい。また、２つのドメインを含む二機能性代理対照は、これら２つ
のドメインの間に一つ以上のリンカーを含むことができる。
【０２００】
　本明細書記載の二機能性代理対照は、ＰｒＰＳｃと選択的に相互作用する一つ以上のペ
プチド試薬をプリオン結合試薬として用いるプリオン測定アッセイ法において都合よく使
用される。例えば、表Ａに示されているように、多くの抗ＰｒＰ抗体、およびそれらが認
識するＰｒＰエピトープが知られている。
【０２０１】
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【表４－１】

【０２０２】
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【表４－２】

上記に一覧した抗体およびエピトープ以外にも、本明細書記載のペプチド試薬に対して作
製された抗体、そのような抗体の断片、またはそのような抗体のエピトープもしくはミモ
トープ（ｍｉｍｏｔｏｐｅ）も、本発明の代理対照に使用することができる。
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　上記したように、代理対照の第一および第二のドメインは、アッセイで使用されるプリ
オン結合試薬および検出試薬に応じて選択される。表Ｂ、ＣおよびＤは、典型的な代理対
照の非限定的な例を示す。特に、表Ｂは、アッセイ法のプリオン結合試薬が本明細書記載
のペプチド試薬であって、第一のドメインがこのペプチド試薬を認識する場合の代理対照
の例を示す。
【０２０４】
【表５】

表Ｃは、アッセイ法のプリオン結合試薬が本明細書記載のペプチド試薬を含み、第一のド
メインがこのペプチド上にある補助的なモチーフを認識する場合の代理対照の例を示す。
補助的なモチーフは、例えば、検出可能な標識、結合対の一方（例えば、ビオチン、Ｈｉ
ｓ－６）など、ＰｒＰプルダウンペプチド配列と無関係に認識されうるペプチドであろう
。代理物の第一のドメインは、ペプチド試薬、例えば、抗体（またはその断片）、アプト
マー、タンパク質などの補助的なモチーフを認識する分子を含む。
【０２０５】



(61) JP 2012-181210 A 2012.9.20

10

20

30

40

【表６】

表Ｄは、第一のドメインがこのアッセイ法においてプリオン結合試薬として用いられる抗
体によって認識されるエピトープを含む代理対照の例を示す。第二の代理ドメインも同様
に、検出試薬（ＰｒＰを認識した抗体）によって認識されるエピトープを含む。
【０２０６】
【表７－１】

【０２０７】
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【表７－２】

　本明細書記載の代理対照のいずれにおいても、一つ以上のドメインが複数の認識部位を
含むことができる。検出法が二抗体サンドイッチ式ＥＬＩＳＡを利用する場合、代理対照
は、「再捕捉」抗体に結合する第三のドメインを含む。例えば、ＳＡＦ３２抗体が、解離
した病原性プリオンタンパク質を再捕捉するために用いられ、３Ｆ４抗体が検出抗体とし
て用いられる場合には、代理対照は、「プルダウン」工程で用いられるペプチド試薬に結
合するドメインに加えて、ＳＡＦ３２抗体および３Ｆ４抗体に対する認識エピトープを含
む。
ＶＩ．更なる応用法
　Ａ．検出
　上記したように、本明細書に記載した病原性プリオンタンパク質検出方法を用いて、対
象者のプリオン病を診断することができる。さらに、上記方法を用いて、輸血用血液およ
び／または食糧供給品における病原性プリオンによる汚染を検出することができる。した
がって、本明細書記載の検出法のいずれかを用いて、採集試料またはプールした試料の各
々の等量液をスクリーニングすることによって、実質的に病原性プリオンを含まない輸血
用血液を調製することができる。病原性プリオンに汚染されたプール試料を、他の試料と
混合する前に除去することができる。このようにして、実質的に病原性プリオン汚染のな
い輸血用血液を提供することができる。「実質的に」とは、本明細書記載のアッセイ法の
いずれを用いても病原性プリオンの存在が検出されないことを意味する。重要なのは、本
明細書記載のペプチド試薬が、正常組織で１０６倍に希釈した脳組織の中でタンパク質の
病原型を検出することが示されていて、血液中の病原性プリオンを検出することができる
可能性があることが示された唯一の試薬であるということである。
【０２０８】
　したがって、本発明は、実質的に病原性プリオンを含まない輸血用血液を調製する方法
であって、該輸血用血液が、全血、赤血球、血漿、血小板、または血清を含み、該方法が
、（ａ）採集した血液試料の全血、赤血球、血漿、血小板、または血清の等量液を、検出
のために本明細書で提供した検出法のいずれかによってスクリーニングする工程；および
（ｂ）病原性プリオンが検出されなかった試料のみを混合して、実質的に病原性プリオン
を含まない輸血用血液を提供する工程を含む方法を提供する。
【０２０９】
　同様に、食糧供給品も、実質的に病原性プリオンを含まない食糧を提供するために、病
原性プリオンの存在をスクリーニングすることができる。すなわち、本明細書記載の方法
のいずれかを用いて、ヒトまたは動物が消費するための食料にするつもりの生物の試料を
、病原性プリオンの存在についてスクリーニングすることができる。食糧供給を始めよう
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とする食料品から採取した試料もスクリーニングすることができる。病原性プリオンが検
出された試料を同定して、病原性プリオンが検出された試料が採取された、食糧供給しよ
うとしていた生物または食料品を、食糧供給から排除する。このようにして、実質的に病
原性プリオンを含まない食糧供給が提供される。
【０２１０】
　このように、本発明は、実質的に病原性プリオンを含まない食糧供給を準備する方法で
あって、（ａ）食糧供給されようとする生物から採集した試料、または食糧供給しようと
する食料から採集した試料を、本明細書に記載された病原性プリオンを検出するための検
出法のいずれかによってスクリーニングする工程；および（ｂ）病原性プリオンが検出さ
れない試料のみを混合して、実質的に病原性プリオンを含まない食糧供給を提供する工程
を含む方法が提供される。
【実施例】
【０２１１】
　以下は、本発明を実施するための具体的な実施態様の例である。実施例は、具体例を説
明するだけの目的で提示されており、いかなる意味でも本発明の範囲を制限することを意
図したものではない。
【０２１２】
　使用する数字（例えば、量や温度など）についてはできるだけ正確を期して努力したが
、いくらかの実験的な誤差および偏差は、当然のことながら考慮に入れられるべきである
。
【０２１３】
　（実施例１：ペプチド試薬の製造）
　標準的なペプチド合成技術を用い、本質的には、Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄ（１９６９）Ａ
ｄｖａｎ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．３２：２２１およびＨｏｌｍ　ａｎｄ　Ｍｅｄａｌ（１９８
９）Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｃｏｌｕｍｎ　ｐｅｐｔｉｄｅ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，ｐ．２０
８Ｅ，Ｂａｙｅｒ　ａｎｄ　Ｇ．Ｊｕｎｇ（ｅｄ．），Ｐｅｐｔｉｄｅｓ　１９８８，Ｗ
ａｌｔｅｒ　ｄｅ　Ｇｒｕｙｔｅｒ　＆　Ｃｏ　Ｂｅｒｌｉｎ－Ｎ．Ｙ．Ｐｅｐｔｉｄｅ
ｓに記載されているとおりに、プリオンタンパク質のペプチド断片を化学的に合成した。
ペプチドをＨＰＬＣによって精製し、配列を質量分析法によって確認した。
【０２１４】
　場合によっては、合成されたペプチドは、Ｎ末端またはＣ末端に付加的な残基、例えば
、ＧＧＧ残基を含んでいるか、および／または、野生型配列と比較すると１個以上のアミ
ノ酸置換を含んでいた。
【０２１５】
　Ａ．ペプトイド置換
　配列番号１４（ＱＷＮＫＰＳＫＰＫＴＮ、配列番号２の９７～１０７位の残基に対応す
る）、配列番号６７（ＫＫＲＰＫＰＧＧＷＮＴＧＧ、配列番号２の２３～３６位の残基に
対応する）、および配列番号６８（ＫＫＲＰＫＰＧＧ、配列番号２の２３～３０位の残基
に対応する）に示されたペプチドにペプトイド置換も行った。具体的には、これらのペプ
チドの一つ以上のプロリン残基を、さまざまなＮ置換型ペプトイドで置換した。任意のプ
ロリンに置換することができるペプトイドについては図３参照。米国特許第５，８７７，
２７８号および第６，０３３，６３１号に記載されているとおりにペプトイドを調製およ
び合成した。これらの文献は、ともにその全体が参照されて本明細書に組み込まれる。Ｓ
ｉｍｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　
８９：９３６７．
　Ｂ．多量体化
　また、一定のペプチド試薬は、例えば、タンデム反復（ＧＧＧなどのリンカーを介して
ペプチドの多数のコピーを結合する）、多重抗原ペプチド（ＭＡＰＳ）、および／または
直鎖状結合ペプチド（ｌｉｎｅａｒｌｙ－ｌｉｎｋｅｄ　ｐｅｐｔｉｄｅｓ）を調製する
ことにより、多量体としても調製した。
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【０２１６】
　特に、標準的な技術を用い、本質的にはＷｕ　ｅｔ　ａｌ．（２００１）Ｊ　Ａｍ　Ｃ
ｈｅｍ　Ｓｏｃ．２００１　１２３（２８）：６７７８－８４；Ｓｐｅｔｚｌｅｒ　ｅｔ
　ａｌ．（１９９５）Ｉｎｔ　Ｊ　Ｐｅｐｔ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｒｅｓ．４５（ｌ）：７
８－８５に記載されているとおりにＭＡＰＳを調製した。
【０２１７】
　また、直鎖状および分枝状のペプチド（例えば、ＰＥＧリンカー多量体化）は、ポリエ
チレングリコール（ＰＥＧ）リンカーを用い、標準的な技術を用いて作成した。具体的に
は、分枝状多重ペプチドＰＥＧの足場（ｂｒａｎｃｈｅｄ　ｍｕｌｔｉｐｅｐｔｉｄｅ　
ＰＥＧ　ｓｃａｆｆｏｌｄｓ）は、以下の構造を持つものを作出した：ビオチン－ＰＥＧ
－Ｌｙｓ－ＰＥＧ－Ｌｙｓ－ＰＥＧ－Ｌｙｓ－ＰＥＧ－Ｌｙｓ－ＰＥＧ－Ｌｙｓ（ペプチ
ド対照なし）およびビオチン－ＰＥＧ－Ｌｙｓ（ペプチド）－ＰＥＧ－Ｌｙｓ（ペプチド
）－ＰＥＧ－Ｌｙｓ（ペプチド）－ＰＥＧ－Ｌｙｓ（ペプチド）－ＰＥＧ－Ｌｙｓ（ペプ
チド）。さらに、ペプチドとＬｙｓの結合部を作成した：Ｌｙｓ－イプシロン－ＮＨ－Ｃ
Ｏ－（ＣＨ２）３－Ｍａｌ－Ｓ－Ｃｙｓ－ペプチド。図５参照。
【０２１８】
　Ｃ．ビオチン化
　合成および精製した後、標準的な技術を用いてペプチドをビオチン化した。ペプチドの
Ｎ末端もしくはＣ末端にビオチンを加えた。
【０２１９】
　（実施例２：結合アッセイ法）
　Ａ．プルダウン法
　磁気ビーズプルダウンアッセイ法を用いて、本明細書記載のペプチド試薬がプリオンタ
ンパク質に特異的に結合できるかをテストした。このアッセイのために、ペプチド試薬を
ビオチンで標識して、ストレプトアビジンでコートされた磁気ビーズへの結合を可能にす
るか、あるいは、磁気ビーズに共有結合させた。
【０２２０】
　脳のホモジネートを、ＲＭＬ　ＰｒＰＳｃ＋およびＰｒＰＣ＋のＢａｌｂ－ｃマウスか
ら調製した。要するに、１％　ＴＷ２０および１％トリトン１００を含む５ｍＬのＴＢＳ
バッファー（５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ７．５および３７．５ｍＭ　ＮａＣｌ）
を重量約０．５ｇの脳に加えて１０％ホモジネートにした。脳のスラリーを加圧型細胞破
砕装置で大きな粒子が見えなくなるまで破砕した。２００μｌの等量液をバッファーで１
：１に希釈し、予め冷やしておいたエッペンドルフチューブに入れて、試料を、各回数秒
ずつ数回繰り返して超音波で破砕した。試料を５００ｘで１０～１５分間遠心分離して、
上清を取り除いた。
【０２２１】
　プロテイナーゼＫ分解の効果を調べるために、一定の上清を２つの試料に分けて、一方
の試料に４μｌのプロテイナーゼＫを加え、３７℃で１時間回転させた。８μｌのＰＭＳ
ＦをプロテイナーゼＫのチューブに加えて分解を停止させ、このチューブを最低でも１時
間４℃に置いた。
【０２２２】
　さらに、ビオチン化ペプチドとストレプトアビジン磁気ビーズによる異なった方式のプ
ルダウン法もテストした。第一の一連の実験では、感染性のある脳ホモジネートをビオチ
ン化ペプチドと混合した後、ストレプトアビジンビーズを加えた。第二の一連の実験では
、磁性ストレプトアビジンビーズをビオチン化ペプチドでコートした後、感染性脳ホモジ
ネートと混合した。どちらの実験セットにおいても、これら３つの成分（ビーズ、ペプチ
ド、および脳ホモジネート）を一緒にインキュベートした後、混合物を洗浄し、室温で１
５分間３ＭＧｄｎＳＣＮによる処理を行い、下記のとおりにＥＬＩＳＡ測定を行った。
【０２２３】
　図１４に示すように、ＰｒＰＳｃの単離（プルダウン）については、第二の方式（脳ホ
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モジネートと混合する前にビーズをビオチン化ペプチドでコートする）の方が、第一の方
式（ビオチン化ペプチドを脳ホモジネートと混合した後にビーズを加える）よりも約１０
０倍効率が良かった。これらの結果に基づいて、第二の方式に従って、さらなる検出実験
を行った。
【０２２４】
　ホモジネートは、次回使用されるまで４℃で保存し、必要があれば、上記したとおりに
、再び超音波破砕処理した。１０％　ｗ／ｖのＰｒＰＣ＋またはＰｒＰＳｃ＋の脳ホモジ
ネート調製物を、ビオチン標識されたペプチド試薬と４℃で一晩、以下のようにしてイン
キュベートした。４００μｌのバッファー、５０μｌの抽出物、および５μｌのビオチン
標識ペプチド試薬（１０ｍＭ保存液）を含むチューブを用意した。このチューブを振とう
台上で、室温にて最低２時間インキュベートするか、４℃で一晩インキュベートした。
【０２２５】
　インキュベートした後、５０μｌのＳＡ－ビーズ（Ｄｙｎａｌ　Ｍ２８０ストレプトア
ビジン１１２．０６）を加え、チューブをボルテックスで撹拌した。このチューブを振と
うさせながら（ＶＷＲ、振とう台、モデル１００）、室温で１時間、または４℃で一晩イ
ンキュベートした。
【０２２６】
　試料を振とう器から取り出し、磁場に置いて、ペプチド試薬とプリオンを付着させた磁
気ビーズを回収し、１ｍｌのアッセイ用バッファーを用いて５～６回洗浄した。試料は、
直ちに使用するか、以下に説明するウエスタンブロッティングまたはＥＬＩＳＡを行うま
で－２０℃で保存した。
【０２２７】
　Ｂ．ウエスタンブロッティング
　ウエスタンブロッティング解析は以下のようにして行った。ビーズ－ペプチド－プリオ
ン複合体を上記したように沈殿させ、最後の洗浄後、２５μｌ～３０μｌＳＤＳバッファ
ー（Ｎｏｖｅｘトリス－グリシンＳＤＳサンプルバッファー２×）を各チューブに加えて
変性させた。このチューブを、すべてのビーズが懸濁されるまで撹拌混合した。そして、
蓋が開き始めるまでチューブを沸騰させ、標準的なＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル泳動を行い、Ｗ
Ｂ解析を行うために固体膜に転写した。
【０２２８】
　この膜を、５％ミルク／ＴＢＳ－Ｔ［５０ｍｌの１Ｍトリス　ｐＨ７．５；３７．５ｍ
ｌの４Ｍ　ＮａＣｌ、１～１０ｍＬのＴｗｅｅｎ、ミルクで１Ｌの容量にする］の中に室
温にて３０分間ブロックした。２００３年９月３０日出願に係る国際出願番号ＰＣＴ／Ｕ
Ｓ０３／３１０５７（発明の名称「プリオンキメラ、およびその用途」）に記載されてい
るように、１０～１５ｍｌの抗プリオンポリクローナル抗体を、１：５０の希釈倍率で上
記膜に加え、室温にて１時間インキュベートした。この膜をＴＢＳ－Ｔで何度も洗浄した
。洗浄後、アルカリホスファターゼ（ＡＰ）に結合させた二次抗体（ヤギ抗ウサギＩｇＧ
（Ｈ＋Ｌ）抗体（Ｐｉｅｒｃｅ）を、１：１０００の希釈倍率（ＴＢＳ－Ｔ中）で加え、
室温にて２０分間インキュベートした。この膜をＴＢＳ－Ｔで何度も洗浄した。アルカリ
ホスファターゼ沈殿試薬（１段階ＮＢＴ／ＢＣＩＰ（Ｐｉｅｒｃｅ））を加えて、バック
グランドがはっきりして来るか、シグナルが明らかになるまで発色させた。
【０２２９】
　Ｃ．ＥＬＩＳＡ
　以下のとおりに間接ＥＬＩＳＡを行った（図７）。（間接ＥＬＩＳＡ法は、抗原被覆プ
レートを使用するが、今回は、プルダウン工程で得られたＰｒＰで、抗原特異的な非標識
一次抗体で、および一次抗体に結合する標識二次抗体でコートしたプレートを用いた）。
さまざまな試料におけるＰｒＰＳｃのプルダウンを上記したように行った。要するに、磁
気ビーズを一種類以上のペプチド試薬で本明細書に記載したようにコートして、９６穴プ
レートに等量液を分注した。マウス脳ホモジネート、ＰｒＰＳｃを加えたヒト血漿、正常
脳およびスクレイピー脳に由来するゴールデンハムスター（ＳＨａ）脳ホモジネート、ヒ
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トｖＣＪＤ脳、およびシカＰｒＰ遺伝子で遺伝子組換えされた正常または病気（ＣＷＤＰ
ｒＰＳｃ）のマウスの脳ホモジネートの試料を、ペプチド試薬でコートされたビーズと室
温にて４時間インキュベートして、試料中にあるＰｒＰＳｃを、ペプチド試薬でコートさ
れたビーズに結合させた。
【０２３０】
　ペプチド試薬ビーズによってＰｒＰＳｃを捕捉した後、ウェルを洗浄して未結合のタン
パク質を除去し、プレートを磁場に曝露して上清を除去した。そして、ペプチドに結合し
たＰｒＰＳｃをペプチドビーズから分離させた。天然型（未変性）のＰｒＰＳｃを認識す
る抗体を未だ使用することができないため、変性条件下、すなわち、３Ｍまたは６Ｍのグ
アニジンチオシアネート（ＧｄｎＳＣＮ）とインキュベートしてＰｒＰＳｃを分離した。
例えば、Ｐｅｒｅｔｚ　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）Ｊ．ＭｏＩ．Ｂｉｏｌ．２７３（３）
：６１４－６２２；Ｒｙｏｕ　ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ｌａｂ　Ｉｎｖｅｓｔ．８３（
６）：８３７－４３参照。分離したＰｒＰＳｃを０．１Ｍ　ＮａＨＣＯ３、ｐＨ８．９（
１１０μｌ／ウェル）とインキュベートしてプレート上にコートし、吸引と洗浄（０．０
５％　ＴＷ２０を含む２００μｌのＴＢＳで３回）によって、ビーズをウェルから除去し
た。
【０２３１】
　洗浄後、ウェル（試料のいずれかのＰｒＰＳｃでコートされている）を、ＴＢＳ中３％
ＢＳＡ、２００μｌで３７℃にて１時間ブロックした。そして、ブロッキング溶液を吸引
によりプレートから除去して、１％ＢＳＡを含むＴＢＳ中０．５μｇ／ｍｌの一次Ｆａｂ
　Ｄ１８溶液（Ｐｅｒｅｔｚ　ｅｔ　ａｌ．（２００１）Ｎａｔｕｒｅ　４１２（６８４
８）：７３９－７４３）１００μｌを各ウェルに加えて、３７℃にて２時間インキュベー
トした。そして、０．０５％ＴＷ２を含むＴＢＣ、３００μｌでウェルを９回洗浄した。
アルカリホスファターゼ（ＡＰ）を結合したヤギ抗ヒト抗体を各ウェルに加え（１００μ
ｌの１：５０００希釈液）、プレートを３７℃にて１時間インキュベートした。洗浄（０
．０５％ＴＷ２を含むＴＢＣ、３００μｌで９回）した後、１００μｌのＡＰ基質を各ウ
ェルに加え、３７℃にて０．５時間インキュベートし、プレートの吸光度（ＯＤ）を読み
取った。
【０２３２】
　間接ＥＬＩＳＡの結果を表２および図７～１２に示す。表２は、さまざまなペプチド試
薬に関するＯ．Ｄ．値を示す。ブランク対照を上回るＯ．Ｄ．値（０．１７２～０．２５
９）を陽性と見なした。
【０２３３】
　図８は、さまざまな希釈率で感染性プリオン粒子を添加したマウス脳ホモジネートから
ＰｒＰＳｃをＥＬＩＳＡで検出したことを示す。ＥＬＩＳＡアッセイは上記したとおりに
行った。ＬＤ５０は、動物の５０％を死に至らせるＰｒＰＳｃの致死量であると定義され
ており、マウスを含む多くの齧歯類モデルで決定されている。例えば、Ｋｌｏｈｎ　ｅｔ
　ａｌ．（２００３）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　１００（２０）
：１１６６６－１１６７１参照。このＥＬＩＳＡアッセイでは、血液試料でプリオンを検
出するために必要とされる感度である１００ＬＤ５０単位よりも低いプリオン感染性が血
漿および軟膜で検出された。
【０２３４】
　図９は、ＱＷＮＫＰＳＫＰＫＴＮ－ビオチン（配列番号１４）（図９Ａ）およびビオチ
ン－ＧＧＧＫＫＲＰＫＰＧＧ（配列番号６８）（図９Ｂ）を捕捉（プルダウン）試薬とし
て用いた、ヒト血漿試料に添加されたマウスＰｒＰＳｃのＥＬＩＳＡの結果を示す。
【０２３５】
　図１０Ａは、プロテイナーゼＫによる分解をせずに、ＱＷＮＫＰＳＫＰＫＴＮ－ビオチ
ン（配列番号１４）およびビオチン－ＧＧＧＫＫＲＰＫＰＧＧ（配列番号６８）を用いて
プルダウンした、正常なゴールデンハムスター（ＳＨａ）およびスクレイピーに感染した
ゴールデンハムスター（ＶＡ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ，　Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ，
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Ｍａｒｙｌａｎｄより購入）の１μｌの１０％脳ホモジネートのＥＬＩＳＡ検出を示す。
図１０Ｂは、ＰＫ分解した試料のウエスタンブロット解析を示す。図１１は、シカＰｒＰ
遺伝子もつトランスジェニックマウス（Ｇｌｅｎｎ　Ｔｅｌｌｉｎｇ，Ｕｎｉｖｅｒｓｉ
ｔｙ　ｏｆ　Ｋｅｎｔｕｃｋｙから入手。Ｂｒｏｗｎｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．（２００４）
Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．７８（２３）：１３３４５－１３３５０参照）においてＰｒＰＳｃを検
出したＥＬＩＳＡを示す。ＰｒＰＳｃは、ＱＷＮＫＰＳＫＰＫＴＮ－ビオチン（配列番号
１４）、ビオチン－ＫＫＫＡＧＡＡＡＡＧＡＶＶＧＬＧＧ－ＣＯＮＨ２（配列番号１３６
）、およびＧＧＧＫＲＰＫＰＧＧ（配列番号６８）を用いてＰｒＰＳｃをプルダウンし、
上記したようにしてＥＬＩＳＡにより検出した。
【０２３６】
　図１２は、ウエスタンブロット（図１２Ａ）およびＥＬＩＳＡ（図１２Ｂ）による、さ
まざまなＣＪＤ試料におけるＰｒＰＳｃの検出結果を示す。
【０２３７】
　図１３は、本明細書に記載された以下の多様なペプチドを用いて、ｖＣＪＤ脳ホモジネ
ートにおいてＰｒＰＳｃを検出したことを示す：ＱＷＮＫＰＳＫＰＫＴＮ－ビオチン（配
列番号１４）；ＱＷＮＫＰＳＫＰＴＫＴＮＧＧＧＱＷＮＫＰＳＫＰＫＴＮ－ビオチン（配
列番号５１）；ビオチン－ＱＷＮＫＰＳＫＰＫＴＮ、ただし、Ｐ５がＮ－（３，５－ジメ
トキシベンジル）グリシンで置換されている（配列番号１１７）；ビオチン－ＱＷＮＫＰ
ＳＫＰＫＴＮ、ただし、Ｐ５がＮ－ブチルグリシンで置換されている（配列番号１１８）
；ビオチン－ＱＷＮＫＰＳＫＰＫＴＮ、ただし、Ｐ８がＮ－（シクロプロピルメチル）グ
リシンで置換されている（配列番号１１１）；ビオチン－ＱＷＮＫＰＳＫＰＫＴＮ、ただ
し、Ｐ８がＮ－ブチルグリシンで置換されている（配列番号１１４）；ビオチン－ＱＷＮ
ＫＰＳＫＰＫＴＮ、ただし、Ｐ５がＮ－（シクロプロピルメチル）グリシンで置換されお
り、Ｐ８がＮ－ブチルグリシンで置換されているもの（配列番号１３１）；ビオチン－Ｑ
ＷＮＫＰＳＫＰＫＴＮ、ただし、Ｐ５がＮ－（イソプロピル）グリシンで置換されおり、
Ｐ８がＮ－（シクロプロピルメチル）グリシンで置換されている（配列番号１３２）；Ｑ
ＷＮＫＰＳＫＰＫＴＮ２Ｋ－ビオチン（配列番号１３３；図６）；ビオチン－ＧＧＧＫＫ
ＲＰＫＰＧＧ（配列番号６８）；ビオチン－ＫＫＲＰＫＰＧＧ、ただし、Ｐ６がＮ－（シ
クロプロピルメチル）グリシンで置換されている（配列番号１２２）；ビオチン－ＧＧＧ
ＫＫＲＰＫＰＧＧＧＱＷＮＫＰＳＫＰＫＴＮ（配列番号８１）；４－分枝ＭＡＰＳ－ＧＧ
ＧＫＫＲＰＫＰＧＧＷＮＴＧＧＧ－ビオチン（配列番号１３４）；８－分枝ＭＡＰＳ－Ｇ
ＧＧＫＫＲＰＫＰＧＧＷＮＴＧＧＧ－ビオチン（配列番号１３５）；ビオチン－ＫＫＫＡ
ＧＡＡＡＡＧＡＶＶＧＧＬＧＧＹＭＬＧＳＡＭ（配列番号５７）；ビオチン－ＫＫＫＡＧ
ＡＡＡＡＧＡＶＶＧＧＬＧＧ－ＣＯＮＨ２（配列番号１３６）；およびビオチン－ＧＧＧ
ＫＫＫＫＫＫＫＫ（配列番号８５）。
【０２３８】
　Ｄ．結果
　ウエスタンブロティングおよび間接ＥＬＩＳＡ結合アッセイ法の結果が表２および図８
～１４に要約されている。要するに、ＰｒＰＳｃに結合する本明細書記載のペプチド試薬
の特異的結合を検出するためには、脳ホモジネートのプロテイナーゼＫ分解は必要ではな
かった。図４に示されているように、野生型の脳ホモジネートに対しては結合が全く見ら
れず、ペプチド試薬がＰｒＰＳｃに特異的に結合していたことを示している。図８～１４
は、さまざまな種を横断して感度と特異性を実証している。さらに、上記のウエスタンブ
ロッティング解析では、４種類の対数希釈（ｌｏｇｓ　ｄｉｌｕｔｉｏｎ）にわたってＰ
ｒＰＳｃが検出されたが、ＥＬＩＳＡは、ウエスタンブロッティングよりも１０倍以上感
度が高かった。
【０２３９】
　このように、本明細書記載のペプチド試薬は、さまざまな種に由来するＰｒＰＳｃが生
体試料中に存在することを、１００ＬＤ５０よりも低い感度で、プロテイナーゼＫによる
分解を必要とせずに効率的に検出する、簡易な１ウェルでできるハイスループットアッセ
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【０２４０】
【表８－１】

【０２４１】
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【表８－２】

【０２４２】
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【表８－３】

１　１：目視によって評価した相対的シグナル強度
　　２：環状化されている
　　３：示された位置にＧＧＧＧ残基が付加／挿入されている
　　４：示された位置にＧＧＧ残基が付加／挿入されている
　　５：示された位置にＧＧ残基が付加／挿入されている
　　６：示された位置にＫＫＫ残基が付加／挿入されている
　　ＮＤ＝未決定

結合に関与する残基を同定するためにアラニンスキャニングも行った。結果を表３に示す
。
【０２４３】
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【表９－１】

【０２４４】
【表９－２】

　さらに、表４に示すように、配列番号１４、配列番号６７および配列番号６８を有する
ペプチド試薬によるＰｒＰＳｃへの結合は、いくつかのＮ－置換グリシン（ペプトイド）
によるプロリン残基の置換によってさらに促進された。図１３も参照。
【０２４５】
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【表１０－１】

【０２４６】
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【表１０－２】

【０２４７】
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【表１０－３】

１本表に示した実験では、ペプチド試薬中に任意のＧＧＧリンカーは存在しなかった。
【０２４８】
　さらに、ＰｒＰＳｃ結合ペプチド試薬の多量体化も、ＰｒＰＳｃへの親和性を向上させ
た。特に、タンデム反復は、単一コピーよりも強いシグナルをもたらした（ウエスタンブ
ロッティングで測定したとき）。ビーズ上で予め誘導体化したＭＡＰ型は、一定の場合に
結合を２倍まで増加させた。しかし、ＭＡＰ型は、ペプチドが溶液中で沈殿する原因とな
った。直鎖状に結合したペプチドも、沈殿をもたらすことなしに結合を強化できるかをテ
ストした。
【０２４９】
　（実施例３：サンドイッチ式ＥＬＩＳＡおよびｐＨ分離）
　グアニジウム塩などのカオトロピック剤が、実施例２に示したようなプルダウン工程で
捕捉されたＰｒＰＳＣを分離および変性するのに有効である。しかし、変性したプリオン
タンパク質を抗プリオン抗体（例えば、ＰｒＰを検出するために使用されるもの）に曝露
するためには、グアニジウムは除去するか、顕著に希釈する必要がある。これは、直接的
または間接的なＥＬＩＳＡ（かなりの量のＰｒＰをマイクロタイタープレートに直接コー
トする）にとっては問題ではないが、サンドイッチ式ＥＬＩＳＡにとっては問題となりう
る。本発明者らは、Ｇｄｎを使用せず、さらなる洗浄も、希釈のために大容量を導入する
ことも必要としない、ペプチド試薬から捕捉したＰｒＰを変性するための別のプロトコー
ルを開発した。この方法は、ＰｒＰＳＣを変性するために高ｐＨまたは低ｐＨでのｐＨ処
理を利用する。変性したＰｒＰは、ペプチド試薬から離れて行く。変性状態は、溶液を中
和することで簡単に解消することができる。
【０２５０】
　ペプチド試薬から分離した後に、ＰｒＰＳＣを検出するために２種類の抗プリオン抗体
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（一つは「再捕捉」のため、もう一つは検出のため）を用いてサンドイッチ式ＥＬＩＳＡ
を行った。これらのアッセイ法は、プリオンタンパク質を分離および変性するために、３
ＭのＧｄｎＳＣＮか、高ｐＨまたは低ｐＨでのｐＨ処理を用いて行った。これらの実験の
ためのプロトコールを以下に概要する。
【０２５１】
　ストレプトアビジン磁気ビーズ（Ｍ－２８０　Ｄｙｎａｂｅａｄｓ）を、配列番号６８
を有するビオチン化ペプチド試薬と混合し、未結合のペプチド試薬を除去するために洗浄
した。ペプチドでコートされたビーズを用いて、７０％ヒト血漿を含む１００μｌ溶液の
中に添加したヒトｖＣＪＤの１０％脳ホモジネート、０．０２５μｌをプルダウンした。
３７℃で１時間混合した後、ビーズを洗浄し、さまざまなｐＨの溶液で処理した。室温で
１０分間インキュベートした後、溶液を約７という中性ｐＨにした。上清は、分離され変
性されたプリオンタンパク質を含んでいたが、これを、予め抗プリオン抗体ＳＡＦ３２で
コートされたマイクロタイタープレートに加え、その後、このプレートを３７℃で２時間
インキュベートした。プレートを洗浄し、ＡＰ標識された３Ｆ４を検出用抗体として加え
た。プレートを３７℃で約２時間インキュベートし、再び洗浄し、化学発光ＡＰ基質（Ｌ
ｕｍｉｐｈｏｓＰｌｕｓ）を加えて、３７℃で３０分間インキュベートしてから、ルミノ
スキャンアセント（Ｌｕｍｉｎｏｓｋａｎ　Ａｓｃｅｎｔ　（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｌａｂｓｙ
ｔｅｍｓ））でＡ４０５を読み取った。結果を表５に示す。この実験でｐＨ分離と変性に
とって最適な条件は、０．１Ｎ　ＮａＯＨ（約ｐＨ１３）またはリン酸０．５Ｍ（約ｐＨ
１）で１０分間というものであった。
【０２５２】
　本発明者らは、Ｇｄｎのときと比べて、ヒト血漿に添加されたＢＨ（すなわち、１００
ｎｌのｖＣＪＤ　ＢＨまたは正常ＢＨ）を４倍量有する試料で、ｐＨ１３またはｐＨ１の
処理を用いて、上記サンドイッチ式ＥＬＩＳＡを繰り返した。これらの結果を表６に示す
が、以前の結果と同様であった。
【０２５３】
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【表１２】

　上記したところと同様であるが、異なった抗プリオン抗体を捕捉抗体として使用して、
サンドイッチ式ＥＬＩＳＡを行った。ＡＰ－３Ｆ４を、上記したように検出用に使用した
。６Ｈ４（Ｐｒｉｏｎｉｃｓ　ＡＧから市販されている）を捕捉用に使用した。別に２つ
の抗プリオン抗体、Ｃ２およびＣ１７も捕捉用抗体として使用した。Ｃ２は、プリオンタ
ンパク質のＮ末端にある８回反復配列中のエピトープを認識する。Ｃ１７は、Ｃ末端側の
１２１～１２３位の残基の間にある領域にあるエピトープを認識する。この実験では、高
ｐＨ処理のみを用い、６０分間実施した後、上記したようにｐＨ７に中和した。３ＭのＧ
ｄｎＳＣＮによる１０分間の処理を比較のために利用した。結果を表７に示す。
【０２５５】
【表１３】

　（実施例４：代理対照の製造）
　Ａ．代理物はペプチド試薬を認識する
　ペプチド試薬ＱＷＮＫＰＳＫＰＫＴＮＭＫＨＭＧＧＧ（配列番号１９８、Ｃ末端にＧＧ
Ｇリンカーを有する）を認識する代理対照を以下のようにして調製する。６Ｈ４のエピト
ープのペプチド配列（ＤＷＥＤＲＹＹＲＥ、配列番号２６４）を、標準的な技術を用いて
、末端にシステインをもつように調製し（ＤＷＥＤＲＹＹＲＥＣ、配列番号２６５、また
はＣＤＷＥＤＲＹＹＲＥ、配列番号２６６）、Ｓｕｌｆｏ－ＳＭＣＣ（スルホサクシンイ
ミダル（Ｓｕｌｆｏｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄａｌ）４－［Ｎ－マレイミドメチル］－シクロ
ヘキサン－１－カルボキシレート）などの架橋試薬を用いて、３Ｆ４抗体に結合させる。
徹底的な透析を行って、未反応の架橋剤と遊離ペプチドとを除去する。このようにして調
製した代理対照は、配列「ＭＫＨＭ」（配列番号２６１）を含むペプチド試薬、例えば、
配列番号１８３、１８８、１９３，１９８、２０６、２１１、２１６、２２４、２２９、
２３４、２４３または２４４のいずれかに示されているもの、またはそれに由来するもの
などを利用するプリオン検出アッセイ法に付随して使用することができる。
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【０２５６】
　Ｂ．ペプチド試薬上の代理認識補助的モチーフ
　ペプチド試薬ＧＧＧＫＫＲＰＫＰＧＧ（Ｎ末端にＧＧＧリンカーを有する配列番号１４
）（さらにビオチンを含んでいる）に結合する代理対照を以下のように調製する。６Ｈ４
のエピトープのペプチド配列（ＤＷＥＤＲＹＹＲＥ、配列番号２６４）を、標準的な技術
を用いて、末端にシステインをもつように調製し（ＤＷＥＤＲＹＹＲＥＣ、配列番号２６
５、またはＣＤＷＥＤＲＹＹＲＥ、配列番号２６６）、Ｓｕｌｆｏ－ＳＭＣＣ（スルホサ
クシンイミダル（Ｓｕｌｆｏｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄａｌ）４－［Ｎ－マレイミドメチル］
－シクロヘキサン－１－カルボキシレート）などの架橋試薬を用いて、ストレプトアビジ
ンに結合させる。徹底的な透析を行って、未反応の架橋剤と遊離ペプチドとを除去する。
【０２５７】
　Ｃ．サンドイッチアッセイ用の２－ペプチドドメイン代理物
　プリオン結合試薬３Ｆ４および一次抗体６Ｈ４を認識する二機能性代理対照を以下のよ
うにして調製する。３Ｆ４エピトープ、６Ｈ４エピトープおよびリンカーを含むペプチド
を、標準的な固相ペプチド合成技術を用いて調製する。具体的には、ＭＫＨＭＧＧＧＧＧ
ＤＷＥＤＲＹＹＲＥ（配列番号２６７）を合成するが、ここで、ＭＫＨＭ（配列番号２６
１）は、３Ｆ４によって認識されるエピトープであり、ＧＧＧＧＧ（配列番号２６８）は
リンカーであり、ＤＷＥＤＲＹＹＲＥ（配列番号２６４）は、６Ｈ４によって認識される
エピトープである。
【０２５８】
　本発明の好適な実施態様をいくらか詳しく説明して来たが、当然ながら、本明細書に記
載されている発明の精神および範囲を逸脱することなく、明らかな改変を行うこともでき
ると考えられる。
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