
(57)【要約】
【課題】患者の脳内のＡβのアミロイド沈着物が関連する疾患の処理のための改良された
作用物質および手段を提供する。
【解決手段】アミロイド沈着物に対する有益な免疫原性応答を誘導する有効成分を含んで
なる患者の脳内のＡβのアミロイド沈着物が関連する疾患の処置用の医薬製剤が提供され
る。かような有効成分は、ＡβのＮ -末端フラグメントおよびそれらに結合する抗体を含
む。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 有 効 成 分 と し て 、
（ ｉ ） 　 Ａ β １ － ７ も し く は Ａ β ３ － ７ 、 ま た は そ の マ ル チ マ ー 、 ま た は
（ ｉ ｉ ） Ａ β １ － ７ も し く は Ａ β ３ － ７ に 対 し て 免 疫 応 答 を 特 異 的 に 誘 発 す る Ａ β １ － ７
も し く は Ａ β ３ － ７ の バ リ ア ン ト 、 ア ナ ロ グ も し く は ミ メ テ ィ ッ ク 、 ま た は そ の マ ル チ マ
ー
を 含 ん で な る 患 者 の 脳 内 の Ａ β の ア ミ ロ イ ド 沈 着 物 が 関 係 す る 疾 患 を 予 防 ま た は 処 置 す る
た め の 医 薬 製 剤 。
【 請 求 項 ２ 】
　 有 効 成 分 が Ａ β １ － ７ も し く は Ａ β ３ － ７ で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 医 薬 製 剤 。
【 請 求 項 ３ 】
　 Ａ β １ － ７ も し く は Ａ β ３ － ７ が そ の Ｃ 末 端 で ヘ テ ロ ロ ガ ス な タ ン パ ク 質 に 連 結 し て い
る 、 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の 医 薬 製 剤 。
【 請 求 項 ４ 】
　 Ａ β １ － ７ も し く は Ａ β ３ － ７ が そ の Ｎ 末 端 で ヘ テ ロ ロ ガ ス な タ ン パ ク 質 に 連 結 し て い
る 、 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の 医 薬 製 剤 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ 記 載 の 医 薬 製 剤 で あ っ て 、 （ ｉ ｉ ） に お け る 有 効 成 分 が Ａ β １ － ７ も し く は Ａ
β ３ － ７ と 少 な く と も ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 を 示 す ア ナ ロ グ で あ る 、 上 記 医 薬 製 剤 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 １ 記 載 の 医 薬 製 剤 で あ っ て 、 （ ｉ ｉ ） お け る 有 効 成 分 が Ａ β １ － ７ も し く は Ａ β
３ － ７ つ い て の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 対 す る 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 で あ る 、 上 記 医 薬 製 剤
。
【 請 求 項 ７ 】
　 有 効 成 分 が キ ャ リ ア ー に 連 結 し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ る 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か 一 つ
に 記 載 の 医 薬 製 剤 。
【 請 求 項 ８ 】
　 キ ャ リ ア ー が 組 織 を 横 切 る 輸 送 を 増 強 す る ペ プ チ ド で あ る 請 求 項 ７ 記 載 の 医 薬 製 剤 。
【 請 求 項 ９ 】
　 キ ャ リ ア ー が Ａ β １ － ７ も し く は Ａ β ３ － ７ に 対 す る 免 疫 応 答 を 増 強 す る 請 求 項 ７ 記 載
の 医 薬 製 剤 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 キ ャ リ ア ー が 、 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 キ ー ホ ー ル リ ン 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 、 卵 白 ア ル ブ ミ ン 、 病 原 性 細 菌 に 由 来 す る 毒 素 、 ユ ニ バ ー サ ル Ｔ 細
胞 エ ピ ト ー プ 、 サ イ ト カ イ ン お よ び ケ モ カ イ ン か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 請 求 項 ９ 記 載 の 医
薬 製 剤 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 キ ャ リ ア ー が 、 破 傷 風 毒 素 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 、 大 腸 菌 毒 素 、 コ レ ラ 毒 素 も し く は ピ ロ リ
菌 （ Ｈ ｅ ｌ ｉ ｃ ｏ ｂ ａ ｃ ｔ ｅ ｒ 　 ｐ ｙ ｌ ｏ ｒ ｉ ） 毒 素 ま た は 弱 毒 化 さ れ た 該 毒 素 の 誘 導 体
で あ る 請 求 項 １ ０ 記 載 の 医 薬 製 剤 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 キ ャ リ ア ー が 、 イ ン フ ル エ ン ザ 赤 血 球 凝 集 素 ： Ｈ Ａ ３ ０ ７ － ３ １ ９ （ Ｐ Ｋ Ｙ Ｖ Ｋ Ｑ Ｎ Ｔ
Ｌ Ｋ Ｌ Ａ Ｔ ） 、 Ｐ Ａ Ｄ Ｒ Ｅ （ Ａ Ｋ Ｘ Ｖ Ａ Ａ Ｗ Ｔ Ｌ Ｋ Ａ Ａ Ａ ） 、 マ ラ リ ア 　 Ｃ Ｓ ： Ｔ ３ エ ピ
ト ー プ （ Ｅ Ｋ Ｋ Ｉ Ａ Ｋ Ｍ Ｅ Ｋ Ａ Ｓ Ｓ Ｖ Ｆ Ｎ Ｖ ） 、 Ｂ 型 肝 炎 表 面 抗 原 ： Ｈ Ｂ ｓ Ａ ｇ １ ９ － ２

８ （ Ｆ Ｆ Ｌ Ｌ Ｔ Ｒ Ｉ Ｌ Ｔ Ｉ ） 、 熱 シ ョ ッ ク 　 タ ン パ ク 質 ６ ５ ： ｈ ｓ ｐ ６ ５ １ ５ ３ － １ ７ １

（ Ｄ Ｑ Ｓ Ｉ Ｇ Ｄ Ｌ Ｉ Ａ Ｅ Ａ Ｍ Ｄ Ｋ Ｖ Ｇ Ｎ Ｅ Ｇ ） 、 Ｂ Ｃ Ｇ （ Ｑ Ｖ Ｈ Ｐ Ｑ Ｐ Ｌ Ｐ Ｐ Ａ Ｖ Ｖ Ｋ Ｌ
） 、 破 傷 風 毒 素 Ｔ Ｔ ８ ３ ０ － ８ ４ ４ （ Ｑ Ｙ Ｉ Ｋ Ａ Ｎ Ｓ Ｋ Ｆ Ｉ Ｇ Ｉ Ｔ Ｅ Ｌ ） 、 破 傷 風 毒 素 Ｔ
Ｔ ９ ４ ７ － ９ ６ ７ （ Ｆ Ｎ Ｎ Ｆ Ｔ Ｖ Ｓ Ｆ Ｗ Ｒ Ｌ Ｖ Ｐ Ｋ Ｖ Ｓ Ａ Ｓ Ｈ Ｌ Ｅ ） お よ び Ｈ Ｔ Ｖ ｇ ｐ １
２ ０ Ｔ Ｉ （ Ｋ Ｑ Ｉ Ｉ Ｎ Ｍ Ｗ Ｑ Ｅ Ｖ Ｇ Ｋ Ａ Ｍ Ｙ Ａ ） か ら な る 群 よ り 選 ば れ る ユ ニ バ ー サ ル Ｔ
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細 胞 エ ピ ト ー プ で あ る 請 求 項 １ ０ 記 載 の 医 薬 製 剤 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 有 効 成 分 が キ ャ リ ア ー に 化 学 的 架 橋 に よ り 連 結 さ れ て い る 請 求 項 ７ ～ １ ２ の い ず れ か 一
つ に 記 載 の 医 薬 製 剤 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 有 効 成 分 が キ ャ リ ア ー と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ れ る 請 求 項 ７ ～ １ ２ の い ず れ か
一 つ に 記 載 の 医 薬 製 剤 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 製 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る ア ジ ュ バ ン ト を さ ら に 含 ん で な る 請 求 項 １ ～ １ ４ の い ず れ か 一
つ に 記 載 の 医 薬 製 剤 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 ア ジ ュ バ ン ト が 有 効 成 分 と 同 時 に 投 与 さ れ る 形 態 に あ る 請 求 項 １ ５ 記 載 の 医 薬 製 剤 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 有 効 成 分 が ア ジ ュ バ ン ト に カ ッ プ ル さ れ て い る 、 請 求 項 １ ５ 記 載 の 医 薬 製 剤 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 ア ジ ュ バ ン ト が 有 効 成 分 の 投 与 さ れ る 前 ま た は 後 に 投 与 さ れ る 形 態 に あ る 請 求 項 １ ５ 記
載 の 医 薬 製 剤 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 有 効 成 分 が ウ イ ル ス ま た は 細 菌 に よ り 提 供 さ れ る 請 求 項 １ ５ ～ １ ８ の い ず れ か 一 つ に 記
載 の 医 薬 製 剤 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 （ ｉ ） 　 Ａ β １ － ７ も し く は Ａ β ３ － ７ 、 ま た は そ の マ ル チ マ ー 、 ま た は
（ ｉ ｉ ） Ａ β １ － ７ も し く は Ａ β ３ － ７ に 対 し て 免 疫 応 答 を 特 異 的 に 誘 発 す る Ａ β １ － ７
も し く は Ａ β ３ － ７ の バ リ ア ン ト 、 ア ナ ロ グ も し く は ミ メ テ ィ ッ ク 、 ま た は そ の マ ル チ マ
ー と 、 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 キ ー ホ ー ル リ ン 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 、 卵 白 ア ル ブ ミ ン 、 病 原 性 細 菌 に 由 来 す る 毒 素 、 ユ ニ バ ー サ ル Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー
プ 、 サ イ ト カ イ ン お よ び ケ モ カ イ ン か ら な る 群 よ り 選 ば れ る キ ャ リ ア ー の コ ン ジ ュ ゲ ー ト
。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 キ ャ リ ア ー が イ ン フ ル エ ン ザ 赤 血 球 凝 集 素 ： Ｈ Ａ ３ ０ ７ － ３ １ ９ （ Ｐ Ｋ Ｙ Ｖ Ｋ Ｑ Ｎ Ｔ Ｌ
Ｋ Ｌ Ａ Ｔ ） 、 Ｐ Ａ Ｄ Ｒ Ｅ （ Ａ Ｋ Ｘ Ｖ Ａ Ａ Ｗ Ｔ Ｌ Ｋ Ａ Ａ Ａ ） 、 マ ラ リ ア 　 Ｃ Ｓ ： Ｔ ３ エ ピ ト
ー プ （ Ｅ Ｋ Ｋ Ｉ Ａ Ｋ Ｍ Ｅ Ｋ Ａ Ｓ Ｓ Ｖ Ｆ Ｎ Ｖ ） 、 Ｂ 型 肝 炎 表 面 抗 原 ： Ｈ Ｂ ｓ Ａ ｇ １ ９ － ２ ８

（ Ｆ Ｆ Ｌ Ｌ Ｔ Ｒ Ｉ Ｌ Ｔ Ｉ ） 、 熱 シ ョ ッ ク 　 タ ン パ ク 質 ６ ５ ： ｈ ｓ ｐ ６ ５ １ ５ ３ － １ ７ １ （
Ｄ Ｑ Ｓ Ｉ Ｇ Ｄ Ｌ Ｉ Ａ Ｅ Ａ Ｍ Ｄ Ｋ Ｖ Ｇ Ｎ Ｅ Ｇ ） 、 Ｂ Ｃ Ｇ （ Ｑ Ｖ Ｈ Ｐ Ｑ Ｐ Ｌ Ｐ Ｐ Ａ Ｖ Ｖ Ｋ Ｌ ）
、 破 傷 風 毒 素 Ｔ Ｔ ８ ３ ０ － ８ ４ ４ （ Ｑ Ｙ Ｉ Ｋ Ａ Ｎ Ｓ Ｋ Ｆ Ｉ Ｇ Ｉ Ｔ Ｅ Ｌ ） 、 破 傷 風 毒 素 Ｔ Ｔ

９ ４ ７ － ９ ６ ７ （ Ｆ Ｎ Ｎ Ｆ Ｔ Ｖ Ｓ Ｆ Ｗ Ｒ Ｌ Ｖ Ｐ Ｋ Ｖ Ｓ Ａ Ｓ Ｈ Ｌ Ｅ ） お よ び Ｈ Ｔ Ｖ ｇ ｐ １ ２
０ Ｔ Ｉ （ Ｋ Ｑ Ｉ Ｉ Ｎ Ｍ Ｗ Ｑ Ｅ Ｖ Ｇ Ｋ Ａ Ｍ Ｙ Ａ ） か ら な る 群 よ り 選 ば れ る ユ ニ バ ー サ ル Ｔ 細
胞 エ ピ ト ー プ で あ る 、 請 求 項 ２ ０ 記 載 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 免 疫 学 お よ び 医 学 の 技 術 分 野 に 属 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 （ AD） は 、 老 年 痴 呆 を も た ら す 進 行 性 の 疾 患 で あ る （ 例 え ば 、 非 特 許
文 献 １ ； 特 許 文 献 １ ； 非 特 許 文 献 ２ ； 非 特 許 文 献 ３ ； 非 特 許 文 献 ４ 、 参 照 ） 。 お お ま か に
こ の 疾 患 は ２ つ の カ テ ゴ リ ー に 分 け ら れ る ： 高 齢 （ 65＋ 年 ） に 発 生 す る 後 期 発 生 、 お よ び
老 年 期 か ら か な り 前 、 す な わ ち 35か ら 60歳 の 間 に 発 生 す る 早 期 発 生 。 両 種 類 の 疾 患 に お い
て 、 病 状 は 同 じ で あ る が 、 よ り 若 い 年 代 で 始 ま る 場 合 が 異 常 は よ り 重 篤 で あ り 、 し か も 広
範 に な る 傾 向 が あ る 。 こ の 疾 患 は 脳 内 の 少 な く と も ２ 種 類 の 創 傷 、 老 人 性 斑 お よ び 神 経 細
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線 維 変 化 が 特 徴 で あ る 。 老 人 性 斑 は 、 脳 組 織 の 切 片 の 顕 微 鏡 分 析 に よ り 中 央 で 見 る こ と が
で き る 細 胞 外 の ア ミ ロ イ ド 沈 着 物 を 含 む 最 高 150μ mに わ た る 組 織 崩 壊 し た 神 経 網 の 領 域 で
あ る 。 神 経 細 線 維 変 化 は 、 対 に な っ て 互 い に ね じ れ た ２ つ の フ ィ ラ メ ン ト か ら 成 る τ タ ン
パ ク 質 に 結 合 し た 微 小 管 の 細 胞 内 沈 着 物 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 斑 の 主 要 構 成 成 分 は 、 Ａ β ま た は β -ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド と 呼 ば れ る ペ プ チ ド で あ る 。
Ａ β ペ プ チ ド は 、 ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 （ APP） と 呼 ば れ る 前 駆 体 タ ン パ ク 質 の 39
～ 43ア ミ ノ 酸 の 内 部 フ ラ グ メ ン ト で あ る 。 APPタ ン パ ク 質 内 の 幾 つ か の 突 然 変 異 が ア ル ツ
ハ イ マ ー 病 の 存 在 と 関 連 付 け ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 ５ の （ バ リ ン 7 1 7 か ら イ ソ ロ イ シ ン
） ； 非 特 許 文 献 ６ の （ バ リ ン 7 1 7 か ら グ リ シ ン ） ； 非 特 許 文 献 ７ の （ バ リ ン 7 1 7 か ら フ ェ ニ
ル ア ラ ニ ン ） ； 非 特 許 文 献 ８ の （ リ シ ン 5 9 5 -メ チ オ ニ ン 5 9 6 か ら ア ス パ ラ ギ ン 5 9 5 -ロ イ シ
ン 5 9 6 へ の 二 重 突 然 変 異 変 化 ） 、 参 照 ） 。 か よ う な 突 然 変 異 は 、 APPか ら Ａ β へ の 増 加 ま た
は 改 変 し た プ ロ セ ッ シ ン グ に よ り 、 特 に 、 APPの 増 加 し た 量 の Ａ β の 長 い 形 態 （ す な わ ち
、 Ａ β 1-42お よ び Ａ β 1-43） へ の プ ロ セ ッ シ ン グ に よ り ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 引 き 起 こ す と
考 え ら れ て い る 。 プ レ セ ニ リ ン （ presenilin） 遺 伝 子 、 PS1お よ び PS2の よ う な 他 の 遺 伝 子
の 突 然 変 異 は 、 APPの プ ロ セ ッ シ ン グ に 間 接 的 に 影 響 を 及 ぼ し 、 長 い 形 態 の Ａ β の 量 を 増
加 さ せ る と 考 え ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 ９ 、 参 照 ） 。 こ の よ う な 考 察 は 、 Ａ β そ し て 特 に
そ の 長 い 形 態 が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 原 因 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Ａ β の ホ メ オ パ テ ィ ッ ク な 投 薬 用 量 （ 10 - 2  mg／ 日 以 下 ） を 安 定 化 さ れ る 前 の Ａ Ｄ 患 者
に 投 与 す る こ と が 提 案 さ れ て い る （ 特 許 文 献 ２ 、 参 照 ） 。 約 ５ リ ッ ト ル の 血 漿 を 有 す る 典
型 的 な ヒ ト で は 、 こ の 投 薬 用 量 の 上 限 は 多 く て も ２ pg／ mlの 濃 度 を 生 じ る と 予 想 さ れ る 。
ヒ ト の 血 漿 中 の Ａ β の 正 常 な 濃 度 は 、 典 型 的 に は 50～ 200pg/mlの 範 囲 で あ る （ 非 特 許 文 献
１ ０ 、 参 照 ） 。 特 許 文 献 ２ で 推 奨 さ れ て い る 投 薬 用 量 は 循 環 し て い る 内 因 性 の Ａ β レ ベ ル
を 単 に 上 昇 さ せ る だ け で あ る の で 、 し か も 特 許 文 献 ２ で は 免 疫 刺 激 剤 と し て ア ジ ュ バ ン ト
の 使 用 を す す め て い な い の で 、 治 療 的 利 益 を 生 じ る と は 思 え な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
【 特 許 文 献 １ 】 Hardy et al., 国 際 公 開 第 92/13069号 明 細 書
【 特 許 文 献 ２ 】 McMichael、 欧 州 特 許 第 526,511号 明 細 書
【 非 特 許 文 献 １ 】 Selkoe, TINS,16,403-409 (1993)
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Selkoe, J. Neuropathol. Exp.Neurol. 53, 438-447 (1994)
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Duff et al., Nature 373,476-477 (1995)
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Games et al., Nature 373,523 (1995)
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Goat et al., Nature 349, 704 (1991)
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Chartier Harlran et al., Nature 353, 844 (1991)
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Murrell et al., Science 254, 97 (1991)
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Mullan et al., Nature Genet. 1, 345 (1992)
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Hardy, TINS 20,154 (1997)
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Seubert etal., Nature 359, 325-327 (1992)
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 は 、 患 者 に 有 益 な 免 疫 応 答 を 生 じ る 条 件 下 で 、 Ａ β の フ ラ グ メ ン ト ま た は Ａ β 内
の 特 定 の エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 を 患 者 に 投 与 す る こ と に よ り 、 と り わ け ア ル ツ ハ イ マ ー
病 お よ び 他 の ア ミ ロ イ ド 形 成 疾 患 を 処 置 す る こ と を 対 象 と す る 。 す な わ ち 本 発 明 は 、 神 経
病 理 学 、 そ し て 患 者 の 中 に は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に 付 随 す る 認 知 障 害 を 予 防 ま た は 緩 和 す る
た め の 治 療 的 処 方 に つ い て 、 長 い 間 の 必 要 性 を 満 た す 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 出 願 は 、 1998年 11月 30日 に 出 願 さ れ た 国 際 公 開 第 99/27944号 明 細 書 、 1997年 12月 2日
に 出 願 さ れ た USSN60/067,740号 明 細 書 、 1998年 4月 7日 に 出 願 さ れ た USSN 60/080,970号 明
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細 書 お よ び 1998年 11月 30日 に 出 願 さ れ た USSN09/201,430号 明 細 書 を 引 用 す つ こ と に よ り す
べ て の 目 的 に つ い て 各 々 の 内 容 を 全 部 、 本 明 細 書 の 内 容 と す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 １ つ の 観 点 で は 、 本 発 明 は 患 者 の 脳 内 の Ａ β の ア ミ ロ イ ド の 沈 着 物 が 関 係 す る 疾 患 を 予
防 ま た は 処 置 す る 方 法 を 提 供 す る 。 そ の よ う な 疾 患 に は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 ダ ウ ン 症 候
群 お よ び 認 知 障 害 を 含 む 。 後 者 は ア ミ ロ イ ド 形 成 疾 患 の 他 の 特 徴 を 含 ん で も 、 含 ま な く て
も 生 じ 得 る 。 幾 つ か の 方 法 は 、 ア ミ ロ イ ド 沈 着 物 の 成 分 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の 有 効 用
量 を 患 者 に 投 与 す る こ と を 必 要 と す る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 ヒ ト 患 者 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病
を 予 防 ま た は 処 置 す る た め に 特 に 有 用 で あ る 。 幾 つ か の 方 法 は 、 Ａ β に 結 合 す る 抗 体 の 有
効 用 量 を 投 与 す る こ と を 必 要 と す る 。 幾 つ か の 方 法 は 、 Ａ β の 残 基 1-10内 の エ ピ ト ー プ に
特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の 有 効 用 量 を 投 与 す る こ と を 必 要 と す る 。 幾 つ か の 方 法 で は 、 抗 体
は Ａ β の 残 基 1-6内 の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る 。 幾 つ か の 方 法 で は 、 抗 体 は Ａ β の
残 基 1-5内 の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る 。 幾 つ か の 方 法 で は 、 抗 体 は Ａ β の 残 基 1-7内
の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る 。 幾 つ か の 方 法 で は 、 抗 体 は Ａ β の 残 基 3-7内 の エ ピ ト
ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る 。 幾 つ か の 方 法 で は 、 抗 体 は Ａ β の 残 基 1-3内 の エ ピ ト ー プ に 特
異 的 に 結 合 す る 。 幾 つ か の 方 法 で は 、 抗 体 は Ａ β の 残 基 1-4内 の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結
合 す る 。 幾 つ か の 方 法 で は 、 抗 体 は Ａ β の 遊 離 Ｎ -末 端 残 基 を 含 ん で 成 る エ ピ ト ー プ に 結
合 す る 。 幾 つ か の 方 法 で は 、 抗 体 は Ａ β の 1-10の 残 基 内 の エ ピ ト ー プ に 結 合 し 、 こ こ で Ａ
β の 残 基 １ お よ び ／ ま た は 残 基 ７ は ア ル ハ ラ ギ ン 酸 で あ る 。 幾 つ か の 方 法 で は 、 抗 体 は 完
全 長 の ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 （ APP） に 結 合 す る こ と な く Ａ β ペ プ チ ド に 特 異 的 に
結 合 す る 。 幾 つ か 方 法 で は 、 抗 体 の ア イ ソ タ イ プ は ヒ ト IgG1で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 幾 つ か の 方 法 で は 、 抗 体 は 患 者 の ア ミ ロ イ ド 沈 着 物 に 結 合 し 、 そ し て ア ミ ロ イ ド 沈 着 物
に 対 す る 除 去 （ clearing） 応 答 を 誘 導 す る 。 例 え ば 、 そ の よ う な 除 去 応 答 は Ｆ ｃ レ セ プ タ
ー が 媒 介 す る 食 作 用 に よ り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 こ の 方 法 は 、 無 症 候 性 患 者 お よ び 疾 患 の 症 状 を 現 在 示 し て い る 患 者 の 両 方 に 使 用 す る こ
と が で き る 。 そ の よ う な 方 法 に 使 用 す る 抗 体 は 、 ヒ ト 、 ヒ ト 化 、 キ メ ラ ま た は 非 ヒ ト 抗 体
で あ る こ と が で き 、 そ し て モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル で あ る こ と が で き る 。 幾
つ か の 方 法 で は 、 抗 体 は Ａ β ペ プ チ ド で 免 疫 感 作 し た ヒ ト か ら 調 製 さ れ 、 こ の ヒ ト は 抗 体
で 処 置 さ れ る ヒ ト で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 幾 つ か の 方 法 で は 、 抗 体 は 医 薬 組 成 物 と し て 医 薬 キ ャ リ ア ー と 共 に 投 与 さ れ る 。 幾 つ か
の 方 法 で は 、 抗 体 は 0.0001～ 100mg/kg、 好 ま し く は 少 な く と も １ mg/kg体 重 の 抗 体 の 用 量
で 投 与 さ れ る 。 幾 つ か の 方 法 で は 、 抗 体 は 長 期 間 、 例 え ば 少 な く と も ６ カ 月 間 に わ た り 多
回 の 投 薬 用 量 を 投 与 さ れ る 。 幾 つ か の 方 法 で は 、 抗 体 は 徐 放 性 組 成 物 と し て 投 与 さ れ る 。
抗 体 は 例 え ば 、 腹 腔 内 、 経 口 的 、 皮 下 、 頭 蓋 内 、 筋 肉 内 、 局 所 的 、 鼻 内 ま た は 静 脈 内 に 投
与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 幾 つ か の 方 法 で は 、 抗 体 は 少 な く と も １ つ の 抗 体 鎖 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 患
者 に 投 与 す る こ と に よ り 投 与 さ れ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 患 者 内 で 発 現 し て 抗 体 鎖 を 生
成 す る 。 場 合 に よ り 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 抗 体 の 重 お よ び 軽 鎖 を コ ー ド す る 。 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド は 患 者 内 で 発 現 し て 重 お よ び 軽 鎖 を 生 成 す る 。 幾 つ か の 方 法 で は 、 患 者 は 患 者 の 血
中 の 投 与 さ れ た 抗 体 レ ベ ル を モ ニ タ リ ン グ さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 別 の 観 点 で は 、 本 発 明 は 患 者 の 脳 内 の Ａ β の ア ミ ロ イ ド 沈 着 物 が 関 係 す る 疾 患 を 予 防 ま
た は 処 置 す る 方 法 を 提 供 す る 。 例 え ば こ の 方 法 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 ま た は ダ ウ ン 症 候 群
ま た は 認 知 障 害 を 処 置 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 Ａ β 内 の 特
定 の エ ピ ト ー プ に 対 す る 免 疫 原 性 応 答 を 誘 導 す る Ａ β の フ ラ グ メ ン ト ま た は そ れ ら の 同 族
体 を 投 与 す る こ と を 必 要 と す る 。 幾 つ か の 方 法 は 、 Ａ β の 少 な く と も 残 基 1-5の Ｎ -末 端 セ
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グ メ ン ト を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド の 有 効 用 量 を 患 者 に 投 与 す る こ と を 必 要 と し 、 Ａ β の
第 一 残 基 が ポ リ ペ プ チ ド の Ｎ -末 端 残 基 で あ り 、 こ こ で ポ リ ペ プ チ ド に は Ａ β の Ｃ -末 端 セ
グ メ ン ト が 無 い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 し た が っ て 、 例 え ば 、 本 発 明 に よ れ ば 、
１ の 態 様 と し て 、 有 効 成 分 と し て 、 （ ｉ ） Ａ β １ － ７ も し く は Ａ β ３ － ７ 、 ま た は そ の マ
ル チ マ ー 、 ま た は （ ｉ ｉ ） Ａ β １ － ７ も し く は Ａ β ３ － ７ に 対 し て 免 疫 応 答 を 特 異 的 に 誘
発 す る Ａ β １ － ７ も し く は Ａ β ３ － ７ の バ リ ア ン ト 、 ア ナ ロ グ も し く は ミ メ テ ィ ッ ク 、 ま
た は そ の マ ル チ マ ー を 含 ん で な る 患 者 の 脳 内 の Ａ β の ア ミ ロ イ ド 沈 着 物 が 関 係 す る 疾 患 を
予 防 ま た は 処 置 す る た め の 医 薬 製 剤 が 提 供 さ れ る 。
Ａ β １ － ７ も し く は Ａ β ３ － ７ そ の Ｃ 末 端 で ヘ テ ロ ロ ガ ス な タ ン パ ク 質 に 連 結 さ れ て い て
も よ い し 、 そ の Ｎ 末 端 で ヘ テ ロ ロ ガ ス な タ ン パ ク 質 に 連 結 し て い て も よ い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 さ ら な る 態 様 の 発 明 は 、 上 記 有 効 成 分 が キ ャ リ ア ー に 連 結 し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 形 態 に
あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ま た 、 他 の 態 様 の 方 法 の で は 、 Ａ β の Ｎ -末 端 セ グ メ ン ト を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド の
有 効 用 量 を 患 者 に 投 与 す る こ と を 必 要 と し 、 セ グ メ ン ト は Ａ β の 残 基 1-3で 始 ま り 、 そ し
て Ａ β の 残 基 7-11で 終 わ る 。 幾 つ か の 方 法 は 、 Ａ β 43の 残 基 12-43内 の エ ピ ト ー プ に 対 す
る 免 疫 原 性 応 答 を 誘 導 せ ず に 、 Ａ β の Ｎ -末 端 セ グ メ ン ト に 対 す る 免 疫 原 性 応 答 を 誘 導 す
る 作 用 物 質 の 有 効 用 量 を 患 者 に 投 与 す る こ と を 必 要 と し 、 セ グ メ ン ト は Ａ β の 残 基 1-3で
始 ま り 、 そ し て Ａ β の 残 基 7-11で 終 わ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 上 記 の 幾 つ か の 方 法 で は 、 Ａ β の Ｎ -末 端 セ グ メ ン ト が そ の Ｃ -末 端 で ヘ テ ロ ロ ガ ス な ポ
リ ペ プ チ ド に 連 結 さ れ て い る 。 上 記 の 幾 つ か の 方 法 で は 、 Ａ β の Ｎ -末 端 セ グ メ ン ト が そ
の Ｎ -末 端 で ヘ テ ロ ロ ガ ス な ポ リ ペ プ チ ド に 連 結 さ れ て い る 。 上 記 の 幾 つ か の 方 法 で は 、
Ａ β の Ｎ -末 端 セ グ メ ン ト が そ の Ｎ お よ び Ｃ 末 端 で 第 一 お よ び 第 二 の ヘ テ ロ ロ ガ ス な ポ リ
ペ プ チ ド に 連 結 さ れ て い る 。 上 記 の 幾 つ か の 方 法 で は 、 Ａ β の Ｎ -末 端 セ グ メ ン ト が そ の
Ｎ 末 端 で ヘ テ ロ ロ ガ ス な ポ リ ペ プ チ ド に 連 結 し 、 そ し て そ の Ｃ -末 端 で Ｎ -末 端 セ グ メ ン ト
の 少 な く と も １ つ の さ ら な る コ ピ ー に 連 結 さ れ て い る 。 上 記 の 幾 つ か の 方 法 で は 、 ヘ テ ロ
ロ ガ ス な ポ リ ペ プ チ ド お よ び そ れ に よ る Ｂ 細 胞 応 答 は Ｎ -末 端 セ グ メ ン ト に 対 し て い る 。
上 記 の 幾 つ か の 方 法 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド は さ ら に Ｎ -末 端 セ グ メ ン ト の 少 な く と も １ つ の
さ ら な る コ ピ ー を 含 ん で 成 る 。 上 記 の 幾 つ か の 方 法 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド は Ｎ -末 端 か ら Ｃ -
末 端 、 Ａ β の Ｎ -末 端 セ グ メ ン ト 、 Ｎ -末 端 セ グ メ ン ト の 複 数 の さ ら な る コ ピ ー 、 お よ び ヘ
テ ロ ロ ガ ス な ア ミ ノ 酸 セ グ メ ン ト を 含 ん で 成 る 。 上 記 の 幾 つ か の 方 法 で は 、 Ｎ -末 端 セ グ
メ ン ト は Ａ β 1-7か ら 成 る 。 上 記 の 幾 つ か の 方 法 で は 、 Ｎ -末 端 セ グ メ ン ト は Ａ β 3-7か ら
成 る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 幾 つ か の 方 法 で は 、 フ ラ グ メ ン ト は Ａ β 43内 の 少 な く と も ５ 個 の Ｃ -末 端 ア ミ ノ 酸 を 含
ま な い 。 幾 つ か の 方 法 で は 、 フ ラ グ メ ン ト は Ａ β か ら の 最 高 10個 の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含
ん で 成 る 。 フ ラ グ メ ン ト は 典 型 的 に は 患 者 に １ 用 量 あ た り 10マ イ ク ロ グ ラ ム よ り 多 く 投 与
さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 幾 つ か の 方 法 で は 、 フ ラ グ メ ン ト は Ａ β ペ プ チ ド に 対 す る 免 疫 応 答 を 強 化 す る ア ジ ュ バ
ン ト と 共 に 投 与 さ れ る 。 ア ジ ュ バ ン ト お よ び フ ラ グ メ ン ト は 、 い ず れ か の 順 序 で 、 ま た は
組 成 物 と し て 一 緒 に 投 与 す る こ と が で き る 。 ア ジ ュ バ ン ト は 例 え ば 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム
、 リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 、 MPL(商 標 )、 QS-21（ Stimulon(商 標 ))ま た は 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア
ジ ュ バ ン ト で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 Ａ β の フ ラ グ メ ン ト ま た は 上 記 の よ う な Ａ β の 同 じ エ ピ ト ー プ に 対 す
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る 免 疫 原 性 応 答 を 誘 導 す る 他 の 作 用 物 質 、 お よ び ア ジ ュ バ ン ト を 含 ん で 成 る 医 薬 組 成 物 を
提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 上 記 の 任 意 の 抗 体 お よ び 医 薬 的 に 許 容 さ れ 得 る キ ャ リ ア ー を 含
ん で 成 る 医 薬 組 成 物 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 別 の 観 点 で は 、 本 発 明 は 患 者 の 脳 内 の Ａ β の 沈 着 物 が 関 係 す る 疾 患 （ 例 え ば ア ル ツ ハ イ
マ ー 病 ） の 処 置 に お け る 活 性 に つ い て 、 抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。 そ の
よ う な 方 法 は 、 抗 体 を 、 Ａ β の １ と ３ の 間 の 残 基 で 始 ま る Ａ β の Ｎ -末 端 セ グ メ ン ト の 少
な く と も ５ 個 の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含 ん で 成 る ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る こ と を 必 要 と し
、 ポ リ ペ プ チ ド に は Ａ β の Ｃ -末 端 セ グ メ ン ト が 無 い 。 次 に 抗 体 が ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的
に 結 合 す る か ど う か を 決 定 し 、 特 異 的 結 合 は 抗 体 が 疾 患 の 処 理 に 活 性 を 有 す る こ と の 指 標
を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 別 の 観 点 で は 、 本 発 明 は 抗 原 が 会 合 し た 生 物 学 的 物 体 の 除 去 に お け る 活 性 に つ い て 、 抗
体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 抗 原 に 会 合 し た 生 物 学 的 物
体 お よ び 抗 体 お よ び Ｆ ｃ レ セ プ タ ー を 持 つ 食 作 用 細 胞 を 、 媒 質 中 で 合 わ せ る こ と を 必 要 と
す る 。 媒 質 中 に 残 る 抗 原 が 会 合 し た 生 物 学 的 物 体 の 量 を モ ニ タ リ ン グ す る 。 抗 原 が 会 合 し
た 生 物 学 的 物 体 の 量 の 減 少 は 、 抗 体 が 抗 原 に 会 合 し た 生 物 学 的 物 体 に 対 す る 除 去 活 性 を 有
す る こ と を 示 す 。 抗 原 は 組 織 サ ン プ ル ま た は 単 離 さ れ た 形 態 と し て 提 供 さ れ 得 る 。 例 え ば
抗 原 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 患 者 ま た は ア ル ツ ハ イ マ ー の 病 状 を 有 す る 哺 乳 動 物 の 脳 に 由 来
す る 組 織 サ ン プ ル と し て 提 供 さ れ 得 る 。 抗 体 の 除 去 活 性 が 試 験 さ れ る 他 の 組 織 サ ン プ ル に
は 、 ガ ン 性 組 織 サ ン プ ル 、 ウ イ ル ス に 感 染 し た 組 織 サ ン プ ル 、 炎 症 性 細 胞 、 非 悪 性 の 異 常
な 細 胞 増 殖 を 含 ん で 成 る 組 織 細 胞 、 ま た は 異 常 な 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス を 含 ん で 成 る 組 織 サ
ン プ ル が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 別 の 観 点 で は 、 本 発 明 は 患 者 の ア ミ ロ イ ド 沈 着 物 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 そ の よ う
な 方 法 は 、 Ａ β の ア ミ ノ 酸 1-10内 の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 患 者 に 投 与 し 、
そ し て 患 者 の 脳 内 に 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る こ と を 必 要 と す る 。 幾 つ か の 方 法 で は 、 抗 体 は
Ａ β の 残 基 4-10内 の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る 。 幾 つ か の 方 法 で は 、 抗 体 が 常 磁 性 標
識 で 標 識 さ れ 、 そ し て 核 磁 気 共 鳴 断 層 撮 影 法 に よ り 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 上 記 方 法 に 使 用 す る た め に 適 す る 診 断 キ ッ ト を 提 供 す る 。 そ の よ う な
キ ッ ト は 、 Ａ β の 残 基 1-10内 の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 ん で 成 る 。 幾 つ か
の キ ッ ト は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を イ ン ビ ボ 診 断 ま た は モ ニ タ リ ン グ す る 抗 体 の 使 用 を 記 載
す る ラ ベ ル を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
＜ 発 明 の 詳 細 な 記 述 ＞
＜ 定 義 ＞
　 用 語 「 実 質 的 に 同 一 」 と は 、 ２ つ の ペ プ チ ド 配 列 を プ ロ グ ラ ム GAPま た は BESTFITに よ り
デ フ ォ ル ト ギ ャ ッ プ 加 重 値 を 使 用 し て 最 適 に 並 べ た 時 、 少 な く と も 65パ ー セ ン ト の 配 列 同
一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 80ま た は 90パ ー セ ン ト の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く
と も 95パ ー セ ン ト 以 上 （ 例 え ば 99パ ー セ ン ト 以 上 の 配 列 同 一 性 )の 配 列 同 一 性 を 共 有 す る
こ と を 意 味 す る 。 好 ま し く は 同 一 で は な い 残 基 の 位 置 は 、 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 に よ り 異 な
る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 配 列 比 較 に 関 し て は 、 典 型 的 に は １ つ の 配 列 が 参 照 配 列 と し て 作 用 し 、 そ れ に 対 し て 試
験 配 列 を 比 較 す る 。 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し て 、 試 験 お よ び 参 照 配 列 を コ ン ピ ュ ー
タ ー に 入 力 す る 時 、 必 要 な ら ば 配 列 の 座 標 を 設 計 し 、 そ し て 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム プ ロ グ ラ ム
の パ ラ メ ー タ ー を 設 計 す る 。 次 に 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 設 計 さ れ た プ ロ グ ラ ム の パ ラ
メ ー タ ー に 基 づ き 、 参 照 配 列 に 対 し て 試 験 配 列 （ １ つ ま た は 複 数 ） の パ ー セ ン ト 配 列 同 一
性 を 計 算 す る 。
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【 ０ ０ ２ ７ 】
　 比 較 の た め の 最 適 な 配 列 の 整 列 は 、 例 え ば Smith & Waterman, . 2: 48
2 (1981)の 部 分 的 相 同 性 ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 、 Needleman & Wunsch, 48: 
443 (1970)の 相 同 性 整 列 ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 、 Pearson & Lipman, 

 85 : 2444 (1988)の 類 似 性 方 法 に 関 す る 調 査 に よ り 、 こ れ ら の ア ル ゴ リ ズ ム の コ
ン ピ ュ ー タ 化 さ れ た 実 行 に よ り （ ウ ィ ス コ ン シ ン 州 、 マ ジ ソ ン の 575サ イ エ ン ス ド ク タ ー
、 遺 伝 子 コ ン ピ ュ ー タ グ ル ー プ の ウ ィ ス コ ン シ ン  遺 伝 子 ソ フ ト ウ ェ ア  パ ッ ケ ー ジ 中 の GA
P、 BESTFIT、 FASTAお よ び TFASTA)、 あ る い は 視 覚 的 観 察 に よ り （ 一 般 的 に 、 Ausubel 
., 同 上 を 参 照 に さ れ た い ） 行 う こ と が で き る 。 パ ー セ ン ト 配 列 同 一 性 お よ び 配 列 類 似 性

を 決 定 す る た め に 適 す る ア ル ゴ リ ズ ム の １ 例 は 、 BLASTア ル ゴ リ ズ ム で あ り 、 こ れ は Altsc
hul .,  215 : 403-410 (1990)に 記 載 さ れ て い る 。 BLAST分 析 を 行 う
た め の ソ フ ト ウ ェ ア は 、 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 情 報 に 関 す る 国 立 セ ン タ ー （ National Cente
r for Biotechnology Information） を 通 し て 公 に 入 手 可 能 で あ る （ http://www.ncbi.nlm
.nih.gov/)。 典 型 的 に は デ フ ォ ル ト プ ロ グ ラ ム の パ ラ メ ー タ ー を 使 用 し て 配 列 比 較 を 行 う
こ と が で き る が 、 カ ス タ マ イ ズ さ れ た パ ラ メ ー タ ー も 使 用 す る こ と が で き る 。 ア ミ ノ 酸 配
列 に 関 し て は 、 BLASTPプ ロ グ ラ ム は デ フ ォ ル ト と し て ３ の ワ ー ド 長 （ W） 、 10の 予 想 値 （
Ｅ ） お よ び BLOSUM62ス コ ア リ ン グ マ ト リ ッ ク ス を 使 用 す る （ Henikoff & Henikoff, 

 89, 10915 (1989)を 参 照 に さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 保 存 的 ま た は 非 保 存 的 と ア ミ ノ 酸 置 換 を 分 類 す る 目 的 で 、 ア ミ ノ 酸 を 以 下 の よ う に 分 類
す る ： グ ル ー プ I（ 疎 水 性 側 鎖 ） ： ノ ル ロ イ シ ン 、 met、 ala， leu， ile； グ ル ー プ II（ 中
性 の 親 水 性 側 鎖 ） ： cys、 ser、 thr； グ ル ー プ III（ 酸 性 側 鎖 ） ： asp、 glu； グ ル ー プ IV（
塩 基 性 側 鎖 )： asn、 gln、 his、 lys、 arg； グ ル ー プ V（ 鎖 の 方 向 に 影 響 を 与 え る 残 基 ） ： g
ly、 pro； お よ び グ ル ー プ VI（ 芳 香 族 側 鎖 ） ： trp、 tyr、 phe。 保 存 的 置 換 に は 同 じ 種 類 中
の ア ミ ノ 酸 間 で の 置 換 を 含 む 。 非 保 存 的 置 換 は 、 こ れ ら の １ 種 類 の 員 を 別 の 種 類 の 員 と 交
換 す る こ と か ら 成 る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 治 療 薬 は 、 典 型 的 に は 望 ま し く な い 混 入 物 の 混 じ り が な い 。 こ れ は 薬 剤 が 典 型
的 に は 少 な く と も 約 50重 量 ／ 重 量 ％ の 純 度 で あ り 、 な ら び に 実 質 的 に 妨 害 タ ン パ ク 質 お よ
び 混 入 物 を 含 ま な い こ と を 意 味 す る 。 時 折 、 こ の 薬 剤 は 少 な く と も 80重 量 ／ 重 量 ％ 、 そ し
て よ り 好 ま し く は 少 な く と も 90ま た は 約 95重 量 ／ 重 量 ％ の 純 度 で あ る 。 し か し 通 例 の タ ン
パ ク 質 精 製 法 を 使 用 し て 、 少 な く と も 約 99重 量 ／ 重 量 ％ の 均 一 な ペ プ チ ド を 得 る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ２ つ の 物 体 間 の 特 異 的 結 合 と は 、 少 な く と も 10 6 、 10 7 、 10 8 、 10 9  M - 1 ま た は 10 1 0 M - 1 の
親 和 性 を 意 味 す る 。 10 8  M - 1 よ り 大 き い 親 和 性 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 用 語 「 抗 体 」 ま た は 「 免 疫 グ ロ ブ リ ン 」 と は 、 完 全 な 抗 体 お よ び そ れ ら の 結 合 フ ラ グ メ
ン ト を 含 む よ う に 使 用 す る 。 典 型 的 に は 、 フ ラ グ メ ン ト は そ れ ら が 由 来 し た 完 全 な 抗 体 と
抗 原 フ ラ グ メ ン ト に 対 す る 特 異 的 結 合 を 競 合 し 、 フ ラ グ メ ン ト に は 別 れ た 重 鎖 、 軽 鎖 Fab
、 Fab'F(ab') 2 、 Fabcお よ び Fvを 含 む 。 フ ラ グ メ ン ト は 組 換 え DNA法 に よ り 、 ま た は 完 全 な
免 疫 グ ロ ブ リ ン の 酵 素 的 も し く は 化 学 的 分 離 に よ り 生 成 さ れ る 。 ま た は 用 語 「 抗 体 」 は 他
の タ ン パ ク 質 と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 、 化 学 的 に 結 合 ま た は 発 現 さ れ た １ 以 上 の 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 鎖 を 含 む 。 ま た 用 語 「 抗 体 」 は 、 二 重 特 異 性 抗 体 も 含 む 。 二 重 特 異 性 ま た は 二 官
能 性 抗 体 は 、 ２ 種 類 の 重 ／ 軽 鎖 対 お よ び ２ 種 類 の 結 合 部 位 を 有 す る 人 工 的 ハ イ ブ リ ッ ド 抗
体 で あ る 。 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 融 合 ま た は Fab'フ ラ グ メ ン ト の 連 結 を 含
め 、 種 々 の 方 法 に よ り 生 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Songsivilai & Lachmann, 

79: 315-321 (1990)；  Kostelny et al., 148, 1547-1553 (1
992)を 参 照 に さ れ た い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
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　 APP 6 9 5 、 APP 7 5 1 お よ び APP 7 7 0 と は 、 そ れ ぞ れ ヒ ト APP遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る 695、 75
1お よ び 770ア ミ ノ 酸 残 基 長 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 称 す る 。 Kanget al.,  325, 773 
(1987)；  Ponte et al.,  331, 525 (1988)； お よ び Kitaguchi et al.,  33
1, 530 (1988)を 参 照 に さ れ た い 。 ヒ ト の ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 （ APP） 内 の ア ミ ノ
酸 は 、 APP770ア イ ソ フ ォ ー ム の 配 列 に 従 い 番 号 が 割 り 当 て ら れ て い る 。 Ａ β 39、 Ａ β 40、
Ａ β 41、 Ａ β 42お よ び Ａ β 43の よ う な 用 語 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 １ － 39、 １ － 40、 １ － 41、 １
－ 42お よ び １ － 43を 含 む Ａ β ペ プ チ ド を 言 う 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 「 抗 原 」 と は 、 抗 体 が 特 異 的 に 結 合 す る 物 体 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 用 語 「 エ ピ ト ー プ 」 ま た は 「 抗 原 決 定 基 」 と は 、 Ｂ お よ び ／ ま た は Ｔ 細 胞 が 反 応 す る 抗
原 上 の 部 位 を 称 す る 。 Ｂ -細 胞 エ ピ ト ー プ は 、 隣 接 ア ミ ノ 酸 ま た は タ ン パ ク 質 の ３ 次 元 折
り 畳 み に よ り 並 列 し た 非 隣 接 ア ミ ノ 酸 の 両 方 か ら 形 成 す る こ と が で き る 。 隣 接 ア ミ ノ 酸 か
ら 形 成 さ れ た エ ピ ト ー プ は 、 典 型 的 に は 変 性 溶 媒 に 暴 露 さ れ て も そ の ま ま で あ る が 、 ３ 次
元 的 な 折 り 畳 み に よ り 形 成 さ れ た エ ピ ト ー プ は 、 典 型 的 に は 変 性 溶 媒 を 用 い た 処 理 で 失 わ
れ る 。 エ ピ ト ー プ は 典 型 的 に は 少 な く と も ３ 個 、 そ し て よ り 多 く は 少 な く と も ５ ま た は ８
～ 10個 の ア ミ ノ 酸 を 独 特 な 空 間 的 立 体 配 置 で 含 む 。 エ ピ ト ー プ の 空 間 的 立 体 配 置 を 決 定 す
る 方 法 は 、 例 え ば ｘ － 線 結 晶 回 折 お よ び ２ 次 元 核 磁 気 共 鳴 を 含 む 。 例 え ば 、 エ ピ ト ー プ マ
ッ ピ ン グ  プ ロ ト コ ー ル  イ ン  メ ソ ッ ズ  イ ン  モ レ キ ュ ラ ー  バ イ オ ロ ジ ー （

)、 第 66巻 、 Glenn E. Morris, 編 集  (19
96)を 参 照 に さ れ た い 。 同 じ エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 は 、 標 的 抗 原 に 対 す る 別 の 抗 体 の
結 合 を 遮 断 す る １ 抗 体 の 能 力 を 示 す 単 純 な 免 疫 ア ッ セ イ で 同 定 す る こ と が で き る 。 Ｔ -細
胞 は 、 CD8細 胞 に つ い て 約 ９ 個 の ア ミ ノ 酸 ま た は CD4細 胞 に つ い て 約 13～ 15個 の ア ミ ノ 酸 の
連 続 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 。 エ ピ ト ー プ を 認 識 す る Ｔ 細 胞 は 、 エ ピ ト ー プ に 応 答 し て
、 適 用 し た Ｔ 細 胞 に よ る 3 Ｈ -チ ミ ジ ン の 取 り 込 み に よ り 測 定 さ れ る よ う な 、 抗 原 － 依 存 的
増 殖 を 測 定 す る イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ に よ り （ Burkeet al., 170, 1110-19 (
1994)、 抗 原 － 依 存 的 致 死 作 用 に よ り （ 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 ア ッ セ イ 、 Tiggeset al., 

. 156, 3901-3910)、 ま た は サ イ ト カ イ ン 分 泌 に よ り 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 用 語 「 免 疫 学 的 」 ま た は 「 免 疫 」 応 答 と は 、 受 容 す る 患 者 中 の ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド に 対
す る 有 益 な 体 液 性 （ 抗 体 に よ り 媒 介 さ れ る ） お よ び ／ ま た は 細 胞 性 （ 抗 原 特 異 的 な Ｔ 細 胞
ま た は そ れ ら の 分 泌 産 物 に よ り 媒 介 さ れ る ） 応 答 で あ る 。 そ の よ う な 応 答 は 免 疫 原 の 抗 原
に よ り 誘 導 さ れ る 能 動 的 応 答 、 あ る い は 抗 体 ま た は 適 用 し た Ｔ 細 胞 の 投 与 に よ り 誘 導 さ れ
る 受 動 的 応 答 で あ る こ と が で き る 。 細 胞 性 免 疫 応 答 は 、 抗 原 特 異 的 な CD4 + Ｔ ヘ ル パ ー 細 胞
お よ び ／ ま た は CD8 + 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 を 活 性 化 す る た め に 、 ク ラ ス Iま た は ク ラ ス IIMHC分
子 に 会 合 し た ポ リ ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ の 提 示 に よ り 誘 導 さ れ る 。 応 答 は 単 球 、 マ ク ロ フ ァ
ー ジ 、 NK細 胞 、 好 塩 基 球 、 樹 状 細 胞 、 星 状 細 胞 、 ミ ク ロ グ リ ア 細 胞 、 好 酸 球 ま た は 他 の 先
天 性 免 疫 成 分 の 活 性 化 も 含 む こ と が で き る 。 細 胞 性 免 疫 学 的 応 答 の 存 在 は 、 増 殖 ア ッ セ イ
（ CD4 + Ｔ 細 胞 ） ま た は CTL（ 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 ） ア ッ セ イ に よ り 測 定 す る こ と が で き
る （ Burke、 同 上 ； Tigges、 同 上 を 参 照 に さ れ た い ） 。 免 疫 原 の 防 御 的 ま た は 治 療 的 効 果
に 対 す る 体 液 性 お よ び 細 胞 性 応 答 の 相 対 的 貢 献 度 は 、 抗 体 お よ び Ｔ 細 胞 を 免 疫 感 作 し た 同
系 動 物 か ら 別 個 に 単 離 し 、 そ し て 防 御 的 ま た は 治 療 的 効 果 を 第 二 個 体 で 測 定 す る こ と に よ
り 識 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 「 免 疫 原 性 作 用 物 質 （ immunogenic agent)」 ま た は 「 免 疫 原 」 は 、 場 合 に よ り ア ジ ュ バ
ン ト と 一 緒 に 哺 乳 動 物 に 投 与 す る と 、 そ れ に 自 身 に 対 す る 免 疫 学 的 応 答 を 誘 導 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 用 語 「 裸 （ naked） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と は 、 コ ロ イ ド 状 の 材 料 を 複 合 し て い な い ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 称 す る 。 裸 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 時 折 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー
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ン 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 用 語 「 ア ジ ュ バ ン ト 」 は 、 抗 原 と 一 緒 に 投 与 し た 時 に 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 を 増 強 す る
が 、 単 独 で 投 与 し た 時 に は 抗 原 に 対 す る 応 答 を 生 じ な い 化 合 物 を 称 す る 。 ア ジ ュ バ ン ト は
リ ン パ 球 の 再 集 合 、 Ｂ お よ び ／ ま た は Ｔ 細 胞 の 刺 激 、 お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ の 刺 激 を 含 む
幾 つ か の メ カ ニ ズ ム に よ り 免 疫 応 答 を 強 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 用 語 「 患 者 」 に は 、 予 防 的 ま た は 治 療 的 処 置 の い ず れ か を 受 け る ヒ ト お よ び 他 の 哺 乳 動
物 個 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 分 か れ た ま た は 単 量 体 Ａ β と は 、 Ａ β の 可 溶 性 の 単 量 体 ペ プ チ ド 単 位 を 意 味 す る 。 単 量
体 Ａ β を 調 製 す る た め の 一 方 法 は 、 凍 結 乾 燥 し た ペ プ チ ド を DMSOの み に 超 音 波 処 理 し な が
ら 溶 解 す る 。 生 成 し た 溶 液 を 遠 心 し て 不 溶 性 粒 子 を 除 去 す る 。 凝 集 し た Ａ β は オ リ ゴ マ ー
の 混 合 物 で あ り 、 こ こ で 単 量 体 単 位 は 非 共 有 結 合 に よ り 一 緒 に 保 持 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 抗 体 間 の 競 合 は 任 意 の ア ッ セ イ で 測 定 さ れ 、 こ こ で 試 験 下 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 参 照 抗 体
の 、 Ａ β の よ う な 共 通 抗 原 に 対 す る 特 異 的 結 合 を 阻 害 す る 。 多 種 類 の 競 合 的 結 合 ア ッ セ イ
、 例 え ば ： 固 相 直 接 ま た は 間 接 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ RIA） 、 固 相 直 接 ま た は 間 接 酵 素
イ ム ノ ア ッ セ イ （ EIA） 、 サ ン ド イ ッ チ 競 合 ア ッ セ イ （ Stahli et al., Methods in Enzym
ology 9: 242-253 (1983)を 参 照 に さ れ た い )； 固 相 直 接 ビ オ チ ン － ア ビ ジ ン EIA（ Kirklan
d et al., J. Immunol. 137: 3614-3619 (1986)を 参 照 に さ れ た い ） ； 固 相 直 接 標 識 ア ッ
セ イ 、 固 相 直 接 標 識 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ （ Harlow and Lane， 抗 体 、 ア ラ ボ ラ ト リ ー マ
ニ ュ ア ル （ Antibodies, A Laboratory Manual)、 コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー 出 版 (1988)
を 参 照 に さ れ た い ） ； Ｉ -125標 識 を 使 用 し た 固 相 直 接 標 識 RIA（ Morelet al., Molec. Imm
unol.2 5(1): 7-15 (1988)を 参 照 に さ れ た い ） ； 固 相 直 接 ビ オ チ ン － ア ビ ジ ン EIA（ Cheun
g etal., Virology 176: 546-552 (1990) ） ;お よ び 直 接 標 識 RIA（ Moldenhauer et al., 
Scand. J. Immunol.32: 77-82 (1990) )が 知 ら れ て い る 。 典 型 的 に は 、 そ の よ う な ア ッ セ
イ に は 固 体 表 面 に 結 合 し た 精 製 さ れ た 抗 原 ま た は こ れ ら の い ず れ か を 持 つ 細 胞 、 非 標 識 試
験 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び 標 識 参 照 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 使 用 を 含 む 。 競 合 阻 害 は 、 試 験 免 疫 グ
ロ ブ リ ン の 存 在 下 で 固 体 表 面 ま た は 細 胞 に 結 合 し た 標 識 の 量 を 決 定 す る こ と に よ り 測 定 す
る 。 通 常 、 試 験 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 過 剰 に 存 在 す る 。 競 合 ア ッ セ イ に よ り 同 定 さ れ る 抗 体 は
（ 競 合 抗 体 ） に は 、 参 照 抗 体 と 同 じ エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 抗 体 お よ び 立 体 傷 害 が 起 こ る た
め に 参 照 抗 体 が 結 合 す る エ ピ ト ー プ に 十 分 近 い 隣 接 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 抗 体 を 含 む
。 通 常 、 競 合 抗 体 が 過 剰 に 存 在 す る 時 、 競 合 抗 体 は 共 通 す る 抗 原 に 対 す る 参 照 抗 体 の 特 異
的 結 合 を 少 な く と も 50ま た は 75％ ま で 阻 害 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 １ 以 上 の 述 べ た 要 素 を 「 含 ん で 成 る 」 組 成 物 ま た は 方 法 は 、 具 体 的 に 述 べ て い な い 他 の
要 素 を 含 ん で も よ い 。 例 え ば Ａ β ペ プ チ ド を 含 ん で 成 る 組 成 物 は 、 単 離 し た Ａ β ペ プ チ ド
お よ び よ り 大 き な ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 成 分 と し て の Ａ β ペ プ チ ド の 両 方 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
＜ 概 論 ＞
　 幾 つ か の ア ミ ロ イ ド 形 成 疾 患 お よ び 症 状 は 、 患 者 の 脳 内 で 不 溶 性 塊 に ま で 凝 集 し た Ａ β
ペ プ チ ド の 沈 着 物 の 存 在 を 特 徴 と す る 。 そ の よ う な 疾 患 に は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 ダ ウ ン 症
候 群 お よ び 認 知 障 害 が 含 ま れ る 。 後 者 は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 お よ び ダ ウ ン 症 候 群 の 症 状 で は
あ る が 、 こ の よ う な 両 疾 患 の 他 の 特 徴 を 含 む こ と が な い 。 例 え ば 、 軽 度 な 認 知 障 害 ま た は
加 齢 に 関 係 す る 記 憶 喪 失 は 、 未 だ に 発 症 し て い な い 、 あ る い は 完 全 な ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を
発 症 す る こ と は な い 患 者 に も 起 こ る こ と が あ る 。 軽 度 な 認 知 障 害 は 、 慣 例 に 従 い ミ ニ － 精
神 － 状 態 試 験 （ Mini-Mental-State-Exam） に 基 づ く 採 点 に よ り 定 め る こ と が で き る 。 そ の
よ う な 疾 患 は β － プ リ ー ツ 化 し た シ ー ト 構 造 を 有 し 、 コ ン ゴ ー レ ッ ド 色 素 に よ り 染 色 さ れ
る Ａ β の 凝 集 を 特 徴 と す る 。 患 者 の ア ミ ロ イ ド 沈 着 物 の 成 分 に 対 す る 免 疫 原 性 応 答 を 生 成
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す る こ と に よ り 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 ま た は 他 の ア ミ ロ イ ド 形 成 疾 患 の 予 防 ま た は 処 置 の 基
本 的 取 り 組 み は 、 国 際 公 開 第 99/27944号 明 細 書 （ 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 編 入 す る ） に 記 載
さ れ て い る 。 本 出 願 は 基 本 的 な 取 り 組 み の 効 力 を 反 復 し 、 そ し て 確 認 す る 。 し か し 本 出 願
は 、 主 に 改 良 さ れ た 試 薬 お よ び 方 法 を 対 象 と す る 。 こ の よ う な 改 良 は 、 一 部 は 出 願 人 が 免
疫 原 性 応 答 が 向 け ら れ る べ き Ａ β 内 の 好 適 な エ ピ ト ー プ の 位 置 を 定 め た こ と が 前 提 と な る
。 Ａ β 内 の 好 適 な エ ピ ト ー プ の 同 定 は 、 増 強 し た 効 力 を 有 す る 作 用 物 質 お よ び 方 法 を も た
ら し 、 副 作 用 の 可 能 性 を 減 ら し 、 か つ ／ ま た は 製 造 、 配 合 お よ び 投 与 の 容 易 さ を 増 す 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
＜ 治 療 薬 ＞
　 免 疫 原 性 応 答 は 、 免 疫 原 が 投 与 さ れ て 患 者 の Ａ β に 反 応 性 の 抗 体 を 誘 導 し た 時 に 能 動 的
と な り 得 る か 、 あ る い は 自 身 が 患 者 の Ａ β に 結 合 す る 抗 体 が 投 与 さ れ た 時 に 受 動 的 と な り
得 る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
１ ． 能 動 的 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 薬 剤
　 治 療 薬 は Ａ β ペ プ チ ド 内 の 特 定 の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 向 け ら れ た 免 疫 原 性 応 答 を 誘 導
す る 。 好 適 な 薬 剤 は Ａ β ペ プ チ ド 自 身 お よ び そ れ ら の セ グ メ ン ト で あ る 。 Ａ β ペ プ チ ド の
好 適 な エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 を 誘 導 し 、 か つ ／ ま た は そ れ と 交 差 反 応 す る そ の よ う な 種
々 の セ グ メ ン ト 、 同 族 体 お よ び 自 然 な Ａ β ペ プ チ ド の 模 造 物 も 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 β -ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド と も 知 ら れ て い る Ａ β 、 ま た は Ａ ４ ペ プ チ ド （ 米 国 特 許 第 4,666
,829号 明 細 書 ； Glenner & Wong, Biochem. Biophys. Res. Commun. 120, 1131 (1984)を
参 照 に さ れ た い ） は 39～ 43ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド で あ り 、 こ れ は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 特 徴 的
な 斑 の 主 成 分 で あ る 。 Ａ β は よ り 大 き な タ ン パ ク 質 APPを 、 β お よ び γ セ ク レ タ ー ゼ と 呼
ば れ る ２ 種 類 の 酵 素 に よ り プ ロ セ ッ シ ン グ す る こ と に よ り 生 成 さ れ る （ Hardy, TINS 20, 
154 (1997)を 参 照 に さ れ た い ） 。 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 と 関 係 す る APPの 既 知 の 突 然 変 異 は 、
β ま た は γ -セ ク レ タ ー ゼ の 部 位 の 近 位 、 す な わ ち Ａ β 内 で 起 こ る 。 例 え ば 717位 は APPの
Ａ β へ の プ ロ セ ッ シ ン グ で APPの γ -セ ク レ タ ー ゼ 開 裂 部 位 に 近 く 、 そ し て 670/671位 は 、
β -セ ク レ タ ー ゼ 開 裂 の 部 位 に 近 い 。 突 然 変 異 は 、 Ａ β が 形 成 さ れ る 開 裂 反 応 と 相 互 作 用
す る こ と に よ り 、 生 成 し た Ａ β の 42/43ア ミ ノ 酸 形 の 量 が 増 え た た め に Ａ Ｄ を 引 き 起 こ す
と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 Ａ β は 、 古 典 的 で し か も 代 替 的 な 補 体 カ ス ケ ー ド を 固 定 (fix） し 、 そ し て 活 性 化 す る 異
常 な 特 性 を 有 す る 。 特 に 、 Ａ β は C1qそ し て 最 終 的 に は C3biに 結 合 す る 。 こ の 会 合 は マ ク
ロ フ ァ ー ジ の 結 合 を 容 易 と し 、 Ｂ 細 胞 の 活 性 化 を 導 く 。 加 え て C3biは さ ら に 分 解 し 、 そ し
て 次 に Ｔ 細 胞 依 存 的 様 式 で Ｂ 細 胞 上 の CR2に 結 合 し 、 こ れ ら の 細 胞 の 活 性 化 を 10,000上 昇
さ せ る 。 こ の メ カ ニ ズ ム は Ａ β に 過 剰 な 他 の 抗 原 の 免 疫 応 答 の 中 で 免 疫 応 答 を 生 じ さ せ る
。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 Ａ β は 、 数 種 の 自 然 に 存 在 す る 形 態 を 有 す る 。 ヒ ト の Ａ β 形 は 、 Ａ β 39、 Ａ β 40、 Ａ β
41、 Ａ β 42お よ び Ａ β 43と 呼 ば れ て い る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド の 配 列 お よ び そ れ ら の APP前
駆 体 と の 関 係 は 、 Hardy et al., TINS 20, 155-158(1977)の 図 １ に よ り 具 体 的 に 説 明 さ れ
て い る 。 例 え ば Ａ β 42は 配 列 ：
【 ０ ０ ４ ９ 】
【 表 １ 】
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【 ０ ０ ５ ０ 】
を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 Ａ β 41、 Ａ β 40お よ び Ａ β 39は Ａ β 42と は 、 Ｃ -末 端 か ら そ れ ぞ れ Ala、 Ala-Ileお よ び A
la-Ile-Valの 省 略 に よ り 異 な る 。 Ａ β 43は Ｃ -末 端 の ト レ オ ニ ン 残 基 の
存 在 に よ り Ａ β 42と は 異 な る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 Ａ β の 免 疫 原 性 フ ラ グ メ ン ト は 、 幾 つ か の 理 由 に よ り 本 方 法 で は 完 全 な 分 子 よ り も 有 利
で あ る 。 第 一 に 、 Ａ β 内 の 特 定 の エ ピ ト ー プ の み が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 処 置 に 有 用 な 免 疫
原 性 応 答 を 誘 導 す る の で 、 そ の よ う な エ ピ ト ー プ を 含 む フ ラ グ メ ン ト 塊 の 等 し い 投 薬 用 量
は 、 完 全 な Ａ β の 投 薬 用 量 よ り も 有 用 な 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ を よ り 高 い モ ル 濃 度 で 提 供 す
る 。 第 二 に 、 Ａ β の 特 定 の 免 疫 原 性 フ ラ グ メ ン ト は 、 Ａ β が 由 来 す る APPタ ン パ ク 質 に 対
し て 有 意 な 免 疫 原 性 応 答 を 生 じ る こ と な く ア ミ ロ イ ド 沈 着 物 に 対 す る 免 疫 原 性 応 答 を 生 成
す る 。 第 三 に 、 Ａ β の フ ラ グ メ ン ト は そ れ ら サ イ ズ が 短 い の で 完 全 な Ａ β よ り も 製 造 が 単
純 で あ る 。 第 四 に 、 Ａ β の フ ラ グ メ ン ト は 完 全 な Ａ β と 同 じ 様 式 で 凝 集 せ ず 、 医 薬 的 組 成
物 の 調 製 お よ び そ れ ら の 投 与 を 単 純 化 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 Ａ β の 免 疫 原 性 フ ラ グ メ ン ト の 幾 つ か は 、 自 然 な ペ プ チ ド に 由 来 す る 少 な く と も ２ 、 ３
、 ５ 、 ６ 、 １ ０ ま た は ２ ０ 個 の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 の 配 列 を 有 す る 。 幾 つ か の 免 疫 原 性 フ ラ
グ メ ン ト は 、 Ａ β か ら 多 く て も １ ０ 、 ９ 、 ８ 、 ７ 、 ５ ま た は ３ 個 の 連 続 す る 残 基 を 有 す る
。 Ａ β の Ｎ -末 端 半 分 に 由 来 す る フ ラ グ メ ン ト が 好 適 で あ る 。 好 適 な 免 疫 原 性 フ ラ グ メ ン
ト に は 、 Ａ β 1-5、 1-6、 1-7、 1-10、 3-7、 1-3お よ び 1-4を 含 む 。 Ａ β 1-5の 表 示 は 、 例 え
ば Ａ β の 残 基 1-5を 含 み 、 そ し て Ａ β の 他 の 残 基 を 欠 い て い る フ ラ グ メ ン ト を 示 す 。 Ａ β
の 残 基 1-3で 始 ま り 、 そ し て Ａ β の 残 基 7-11で 終 わ る フ ラ グ メ ン ト が 特 に 好 適 で あ る 。 フ
ラ グ メ ン ト Ａ β 1-12も 使 用 す る こ と が で き る が 、 そ れ ほ ど 好 ま し く は な い 。 幾 つ か の 方 法
で は 、 フ ラ グ メ ン ト は Ａ β 1-10以 外 の Ｎ -末 端 フ ラ グ メ ン ト で あ る 。 そ れ ほ ど 好 ま し く は
な い が 他 の フ ラ グ メ ン ト に は 、 Ａ β 13-28、 17-28、 1-28、 25-35、 35-40お よ び 35-42を 含
む 。 こ れ ら の フ ラ グ メ ン ト は 、 使 用 前 に 実 施 例 に 記 載 す る よ う な ア ミ ロ イ ド 沈 着 物 を 除 去
ま た は 防 止 す る 活 性 に つ い て 、 ス ク リ ー ニ ン グ す る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 Ａ β の 自 然 に 存 在 す る 形 態 中 に 存 在 す る 少 な く と も １ つ 、 そ し て 時 に は 少 な く と も ５ ま
た は １ ０ 個 の Ｃ -末 端 ア ミ ノ 酸 を 欠 く フ ラ グ メ ン ト を 使 用 す る 方 法 も あ る 。 例 え ば 、 Ａ β 4
3の Ｃ -末 端 か ら ５ 個 の ア ミ ノ 酸 を 欠 く フ ラ グ メ ン ト は 、 Ａ β の Ｎ -末 端 か ら 最 初 の 38個 の
ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 ア ミ ロ イ ド 斑 の 他 の 成 分 、 例 え ば シ ヌ ク レ イ ン （ synuclein） お よ び そ
れ ら の エ ピ ト ー プ 性 フ ラ グ メ ン ト も 免 疫 原 性 応 答 を 誘 導 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 特 に 示 さ な い 限 り 、 Ａ β に 関 し て は 上 記 に 示 し た 自 然 な ヒ ト の ア ミ ノ 酸 配 列 な ら び に 対
立 遺 伝 的 、 種 お よ び 誘 導 さ れ た 変 異 体 を 含 む 同 族 体 を 含 む 。 同 族 体 は 典 型 的 に は 、 し ば し
ば 保 存 的 置 換 に よ り １ 、 ２ ま た は 幾 つ か の 位 置 で 自 然 に 存 在 す る ペ プ チ ド と は 異 な る 。 同
族 体 は 典 型 的 に は 少 な く と も 80ま た は 90％ の 自 然 な ペ プ チ ド と の 配 列 同 一 性 を 現 す 。 幾 つ
か の 同 族 体 は 、 １ 、 ２ ま た は 幾 つ か の 位 置 で の 非 天 然 ア ミ ノ 酸 ま た は Ｎ も し く は Ｃ 末 端 ア
ミ ノ 酸 の 修 飾 も 含 む 。 例 え ば 、 Ａ β の 位 置 １ お よ び ／ ま た は ７ で の 自 然 な ア ス パ ラ ギ ン 酸
残 基 は 、 イ ソ ア ス パ ラ ギ ン 酸 に 置 き 換 え る こ と が で き る 。 非 天 然 ア ミ ノ 酸 の 例 は 、 D-ア ミ
ノ 酸 、 α ,α -二 置 換 ア ミ ノ 酸 、 N-ア ル キ ル ア ミ ノ 酸 、 乳 酸 、 4-ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 、 γ -
カ ル ボ キ シ グ ル タ メ ー ト 、 ε -N,N,N-ト リ メ チ ル リ シ ン 、 ε -N-ア セ チ ル リ シ ン 、 O-ホ ス ホ
セ リ ン 、 N-ア セ チ ル セ リ ン 、 N-ホ ル ミ ル メ チ オ ニ ン 、 3-メ チ ル ヒ ス チ ジ ン 、 5-ヒ ド ロ キ シ
リ シ ン 、 ω -N-メ チ ル ア ル ギ ニ ン お よ び イ ソ ア ス パ ラ ギ ン 酸 を 含 む 。 フ ラ グ メ ン ト お よ び
同 族 体 は 、 以 下 に 記 載 す る よ う に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 モ デ ル で 未 処 理 ま た は プ ラ セ
ボ 対 照 と 比 較 し た 予 防 的 ま た は 治 療 的 効 力 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ５ ６ 】
　 Ａ β 、 そ の フ ラ グ メ ン ト お よ び 同 族 体 は 、 固 相 ペ プ チ ド 合 成 ま た は 組 換 え 発 現 に よ り 合
成 す る こ と が で き 、 あ る い は 自 然 な 供 給 源 か ら 得 る こ と が で き る 。 自 動 化 ペ プ チ ド 合 成 器
が 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 ホ ス タ ー 市 の ア プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ ム ズ (Applied Biosysrems
） の よ う な 様 々 な 供 給 元 か ら 市 販 さ れ て い る 。 組 換 え 発 現 は 、 大 腸 菌 （ E. coli） の よ う
な 細 菌 、 酵 母 、 昆 虫 細 胞 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 中 で 行 う こ と が で き る 。 組 換 え 発 現 に 関 す る
手 法 は 、 Sambrook et al., モ レ キ ュ ラ ー  ク ロ ー ニ ン グ ： ア  ラ ボ ラ ト リ ー  マ ニ ュ ア ル （
Molecular Cloning: A Laboratory Manual)（ C.S. H. P. 出 版 、 NY 第 ２ 版 、 1989） に よ
り 記 載 さ れ て い る 。 Ａ β ペ プ チ ド の 幾 つ か の 形 態 も 市 販 さ れ て い る （ 例 え ば 、 ア メ リ カ ン
 ペ プ チ ド  カ ン パ ニ ー 社 (American Peptides Company, Inc.)、 サ ニ ー ヴ ァ レ 、 カ リ フ ォ
ル ニ ア 州 お よ び カ リ フ ォ ル ニ ア  ペ プ チ ド  リ サ ー チ 社 (California Peptide Research Inc
. )、 ナ パ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 治 療 薬 に は 、 よ り 長 い ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 他 の ア ミ ノ 酸 を 一 緒 に 含 む Ａ β ペ プ チ ド の
活 性 フ ラ グ メ ン ト も 含 む 。 例 え ば 好 適 な 薬 剤 は 、 ヘ テ ロ ロ ガ ス な ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て ヘ
ル パ ー Ｔ -細 胞 応 答 を 誘 導 し 、 こ れ に よ り Ａ β セ グ メ ン ト に 対 す る Ｂ -細 胞 応 答 を 誘 導 す る
ヘ テ ロ ロ ガ ス な ア ミ ノ 酸 配 列 に 融 合 し た Ａ β の セ グ メ ン ト を 含 ん で 成 る 融 合 タ ン パ ク 質 を
含 む 。 そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド は 以 下 に 記 載 す る よ う に 、 動 物 モ デ ル で 未 処 理 ま た は プ ラ
セ ボ 対 照 と 比 較 す る 予 防 的 ま た は 治 療 的 効 力 を ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と が で き る 。 Ａ β
ペ プ チ ド 、 同 族 体 、 活 性 フ ラ グ メ ン ト ま た は 他 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 会 合 し て 、 ま た は 多 量
体 形 ま た は 解 離 形 で 投 与 す る こ と が で き る 。 治 療 薬 は 、 単 量 体 の 免 疫 原 性 薬 剤 の 多 量 体 も
含 む 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 さ ら な る 変 更 態 様 で は 、 Ａ β の フ ラ グ メ ン ト の よ う な 免 疫 原 性 ペ プ チ ド は 、 免 疫 原 性 組
成 物 の 一 部 と し て ウ イ ル ス ま た は 細 菌 に よ り 提 示 さ れ 得 る 。 免 疫 原 性 ペ プ チ ド を コ ー ド す
る 核 酸 は 、 ウ イ ル ス ま た は 細 菌 の ゲ ノ ム ま た は エ ピ ソ ー ム に 包 含 さ れ る 。 場 合 に よ り 核 酸
は 免 疫 原 性 ペ プ チ ド が 分 泌 さ れ る タ ン パ ク 質 と し て 、 ま た は ペ プ チ ド が 表 示 さ れ る よ う に
ウ イ ル ス の 外 表 面 タ ン パ ク 質 ま た は 細 菌 の 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発
現 さ れ る 様 式 で 包 含 さ れ る 。 そ の よ う な 方 法 に 使 用 さ れ る ウ イ ル ス ま た は 細 菌 は 、 非 病 原
性 で あ る か 、 ま た は 弱 毒 化 さ れ て い る 。 適 当 な ウ イ ル ス は ア デ ノ ウ イ ル ス 、 HSV、 ベ ネ ゼ
エ ラ の ウ マ の 脳 脊 髄 炎 ウ イ ル ス お よ び 他 の ア ル フ ァ ウ イ ル ス 、 水 痘 性 口 内 炎 ウ イ ル ス お よ
び 他 の ラ ブ ド ウ イ ル ス 、 痘 疹 お よ び 鶏 痘 を 含 む 。 適 当 な 細 菌 に は 、 サ ル モ ネ ラ 属 お よ び 赤
痢 菌 属 を 含 む 。 免 疫 原 性 ペ プ チ ド の HBVの HBsAgへ の 融 合 が 特 に 適 当 で あ る 。 治 療 薬 は Ａ β
と 有 意 な ア ミ ノ 酸 配 列 類 似 性 を 必 ず し も 持 つ 必 要 は な い が 、 そ れ で も Ａ β の 模 造 物 と し て
役 立 ち 、 そ し て 同 様 な 免 疫 応 答 を 誘 導 す る ペ プ チ ド お よ び 他 の 化 合 物 も 含 む 。 例 え ば 、 β
-プ リ ー ツ 化 シ ー ト を 形 成 す る 任 意 の ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 を 適 性 に つ い て ス ク リ ー
ニ ン グ す る こ と が で き る 。 Ａ β ま た は 他 の ア ミ ロ イ ド 形 成 ペ プ チ ド に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 に 対 す る 抗 -イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 も 使 用 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 抗 -Id抗 体 は
抗 原 を 模 し 、 そ し て そ れ に 対 す る 免 疫 応 答 を 生 じ る （ エ ッ セ ン シ ャ ル イ ム ノ ロ ジ ー (

)（ Roit 編 集 、 ブ ラ ッ ク ウ ェ ル  サ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク 出 版 社 （ Blackwel
l Scientific Publications） 、 パ ロ  ア ル ト 、 第 ６ 版 ） 、 181頁 を 参 照 に さ れ た い ） 。 Ａ
β ペ プ チ ド 以 外 の 薬 剤 は 、 上 記 の Ａ β の 好 適 な １ 以 上 の セ グ メ ン ト （ 例 え ば 1-10、 1-7、 1
-3お よ び 3-7） に 対 す る 免 疫 原 性 応 答 を 誘 導 す る べ き で あ る 。 好 ま し く は そ の よ う な 薬 剤
は 、 Ａ β の 他 の セ グ メ ン ト に 対 す る こ と な く こ れ ら の セ グ メ ン ト の １ つ に 特 異 的 に 向 け ら
れ た 免 疫 原 性 応 答 を 誘 導 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ペ プ チ ド お よ び 他 の 化 合 物 の ラ ン ダ ム ラ イ ブ ラ リ ー も 、 適 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す
る こ と が で き る 。 段 階 的 様 式 で 合 成 す る こ と が で き る 多 く の 種 類 の 化 合 物 に つ い て は 、 組
み 合 わ せ ラ イ ブ ラ リ ー を 作 成 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 化 合 物 に は 、 ポ リ ペ プ チ ド 、
ベ ー タ － タ ー ン 模 造 物 、 多 糖 、 リ ン 脂 質 、 ホ ル モ ン 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 、 ス テ ロ イ ド 、
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芳 香 族 化 合 物 、 複 素 環 化 合 物 、 ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン 、 オ リ ゴ マ ー 性 Ｎ -置 換 グ リ シ ン お よ び
オ リ ゴ カ ル バ メ ー ト を 含 む 。 化 合 物 の 大 き な 組 み 合 わ せ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 Affymax、 国 際
公 開 第 95/12608号 明 細 書 、 Affymax、 国 際 公 開 第 93/06121号 明 細 書 、 コ ロ ン ビ ア 大 学 、 国
際 公 開 第 94/08051号 明 細 書 、 薬 局 方 、 国 際 公 開 第 95/35503号 明 細 書 お よ び Scripps、 国 際
公 開 第 95/30642号 明 細 書 （ す べ て の 目 的 の た め に こ れ ら の 各 々 を 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 編
入 す る ） に 記 載 さ れ た 、 コ ー ド さ れ た 合 成 ラ イ ブ ラ リ ー （ ESL） 法 に よ り 構 築 す る こ と が
で き る 。 ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー も 、 フ ァ ー ジ 表 示 法 に よ り 作 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば
Devlin、 国 際 公 開 第 91/18980号 明 細 書 を 参 照 に さ れ た い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 組 み 合 わ せ ラ イ ブ ラ リ ー お よ び 他 の 化 合 物 は 、 Ａ β ま た は 他 の ア ミ ロ イ ド 形 成 ペ プ チ ド
に 対 し て 特 異 的 で あ る こ と が 知 ら れ て い る 抗 体 ま た は リ ン パ 球 （ Ｂ ま た は Ｔ ） に 結 合 す る
そ れ ら の 能 力 を 決 定 す る こ と に よ り 適 性 を 最 初 に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 例 え ば 最 初 の ス
ク リ ー ニ ン グ は 、 Ａ β ま た は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト に 対 す る 任 意 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 ま
た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 化 合 物 を 次 い で 、 Ａ β 内 の 特 異 的 エ
ピ ト ー プ （ 例 え ば 1-10、 1-7、 1-3、 1-4、 1-5お よ び 3-7） へ の 結 合 に つ い て ス ク リ ー ニ ン
グ す る こ と が で き る 。 化 合 物 は 、 抗 体 の エ ピ ト ー プ 特 異 性 を マ ッ ピ ン グ す る た め に 記 載 し
た も の と 同 じ 手 法 に よ り 試 験 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 同 定 さ
れ た 化 合 物 は 、 さ ら に Ａ β ま た は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト に 対 す る 抗 体 ま た は 反 応 性 リ ン パ
球 を 誘 導 す る 能 力 に つ い て 分 析 す る 。 例 え ば 血 清 の 多 回 希 釈 物 は 、 Ａ ま た は そ れ ら の フ ラ
グ メ ン ト を プ レ コ ー ト し た マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 上 で 試 験 す る こ と が で き 、 お よ び 標
準 的 な ELISAを 行 っ て Ａ β ま た は フ ラ グ メ ン ト に 対 す る 反 応 性 抗 体 に つ い て の 試 験 を 行 う
こ と が で き る 。 次 い で 化 合 物 は 、 実 施 例 に 記 載 す る よ う に 、 ア ミ ロ イ ド 形 成 疾 患 に 罹 患 し
易 く し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 で 予 防 的 お よ び 治 療 的 効 力 を 試 験 す る こ と が で き る 。 そ
の よ う な 動 物 に は 、 例 え ば Games et al., 同 上 に よ り 記 載 さ れ た APPの 717突 然 変 異 を 持 つ
マ ウ ス 、 お よ び McConlogue et al., 米 国 特 許 第 5,612,486お よ び Hsiao et al.,  
274, 99 (1996); Staufenbiel et al., , 13287-13292 (1
977); Sturchler-Pierrat et al., , 13287-13292 (1977)
; Borchelt et al.,  , 939-945(1997)に 記 載 さ れ た よ う な APPの 670/671ス ウ ェ
ー デ ン 突 然 変 異 を 持 つ マ ウ ス を 含 む 。 同 じ ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 、 上 記 の よ う に 、 Ａ β の 他
の 有 力 な 薬 剤 の 同 族 体 お よ び Ａ β の フ ラ グ メ ン ト を 含 む よ り 長 い ペ プ チ ド に 使 用 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
２ ． 受 動 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 薬 剤
　 本 発 明 の 治 療 薬 は 、 Ａ β ま た は ア ミ ロ イ ド 斑 の 他 の 成 分 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 も 含 む
。 そ の よ う な 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル で あ る こ と が で き る 。 そ の よ
う な 抗 体 の 中 に は 、 解 離 形 に は 結 合 せ ず に Ａ β の 凝 集 形 に 特 異 的 に 結 合 す る も の も あ る 。
中 に は 凝 集 形 に は 結 合 せ ず に 解 離 形 に 特 異 的 に 結 合 す る も の も あ る 。 凝 集 形 お よ び 解 離 形
の 両 方 に 結 合 す る も の も あ る 。 そ の よ う な 抗 体 の 中 に は 、 自 然 に 存 在 す る Ａ β の 長 い 形 （
す な わ ち Ａ β 42お よ び Ａ β 43） に は 結 合 せ ず に 、 自 然 に 存 在 す る Ａ β の 短 い （ す な わ ち Ａ
β 39、 40ま た は 41） に は 結 合 す る も の も あ る 。 抗 体 の 中 に は 短 い 形 に は 結 合 せ ず に 長 い 形
に 結 合 す る も の も あ る 。 抗 体 の 中 に は 完 全 長 の ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 に は 結 合 せ ず
に 、 Ａ β に 結 合 す る も の も あ る 。 治 療 法 に 使 用 す る 抗 体 は 通 常 、 完 全 な 定 常 領 域 ま た は Fc
レ セ プ タ ー と 相 互 反 応 す る た め に 少 な く と も 十 分 な 定 常 領 域 を 有 す る 。 ヒ ト ア イ ソ タ イ プ
IgG1は 、 食 作 用 細 胞 上 の FcRIレ セ プ タ ー に つ い て 、 最 高 の 親 和 性 を 有 す る ヒ ト ア イ ソ タ イ
プ な の で 好 適 で あ る 。 二 重 特 異 性 Fabフ ラ グ メ ン ト も 使 用 す る こ と が で き 、 こ こ で 抗 体 の
１ つ の 腕 は Ａ β に 対 す る 特 異 性 を 有 し 、 そ し て 他 の 腕 は Fcレ セ プ タ ー に 対 す る 特 異 性 を 有
す る 。 抗 体 の 中 に は 約 10 6 、 10 7 、 10 8 、 10 9 ま た は 10 1 0 M - 1 以 上 の 結 合 親 和 性 で Ａ β に 結 合
す る も の も あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 は 、 典 型 的 に は Ａ β 長 に わ た り 幾 つ か の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 混 合
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し た 抗 体 群 を 含 む 。 し か し ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 は 、 Ａ β 1-10の よ う な Ａ β の 特 定 の セ グ メ
ン ト に 特 異 的 で あ り 得 る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 立 体 配 置 的 ま た は 立 体 配 置 的 で は な い
エ ピ ト ー プ と な り 得 る Ａ β 内 の 特 異 的 エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 。 抗 体 の 予 防 的 お よ び 治 療 的
効 力 は 、 実 施 例 に 記 載 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 モ デ ル 法 を 使 用 し て 試 験 す る こ と が で
き る 。 好 適 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Ａ β の 残 基 1-10内 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る （ 自 然 な
Ａ β の 第 一 Ｎ 末 端 残 基 を １ と 呼 ぶ ） 。 好 適 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 中 に は 、 ア ミ ノ 酸 1-5
内 の エ ピ ト ー プ 、 お よ び 中 に は 5-10内 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る も の も あ る 。 幾 つ か の 好 適
な 抗 体 は 、 ア ミ ノ 酸 1-3、 1-4、 1-5、 1-6、 1-7ま た は 3-7内 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 。 幾 つ
か の 好 適 な 抗 体 は 、 Ａ β の 残 基 １ － ３ で 始 ま り 、 そ し て 残 基 ７ － １ １ で 終 わ る エ ピ ト ー プ
に 結 合 す る 。 そ れ ほ ど 好 ま し く は な い 抗 体 は 、 Ａ β の 残 基 10-15、 15-20、 25-30、 10-20、
20、 30ま た は 10-25を 含 む エ ピ ト ー プ に 結 合 す る も の を 含 む 。 そ の よ う な 抗 体 は 、 使 用 前
に 実 施 例 に 記 載 す る マ ウ ス モ デ ル で 活 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 例 え ば 、 残 基 10
-18、 16-24、 18-21お よ び 33-42内 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 特 定 の 抗 体 に は 活 性 が 無 い こ と
が 分 か っ た 。 幾 つ か の 方 法 で は 、 異 な る エ ピ ト ー プ に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 多 数 の モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る 。 そ の よ う な 抗 体 は 、 連 続 的 に 、 ま た は 同 時 に 投 与 す る こ と
が で き る 。 Ａ β 以 外 の ア ミ ロ イ ド 成 分 に 対 す る 抗 体 も 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 抗 体
を タ ン パ ク 質 で あ る シ ヌ ク レ イ ン に 会 合 し た ア ミ ロ イ ド に 向 け る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 抗 体 が 例 え ば Ａ β 1-5の よ う な 具 体 的 残 基 内 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る と 言 わ れ る 時 、 こ
れ は 具 体 的 な 残 基 （ す な わ ち こ の 例 で は Ａ β 1-5） を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す
る こ と を 意 味 す る 。 そ の よ う な 抗 体 は Ａ β 1-5内 の 各 残 基 と 接 触 す る 必 要 は な い 。 ま た Ａ
β 1-5内 の 各 々 の １ つ の ア ミ ノ 酸 置 換 ま た は 欠 失 が 、 結 合 親 和 性 に 有 意 に 影 響 を 及 ぼ す 必
要 も な い 。 抗 体 の エ ピ ト ー プ 特 異 性 は 、 例 え ば フ ァ ー ジ 表 示 ラ イ ブ ラ リ ー を 形 成 す る こ と
に よ り 決 定 す る こ と が で き 、 こ こ で 種 々 の 員 が Ａ β の 異 な る サ ブ 配 列 を 表 示 す る 。 次 い で
フ ァ ー ジ 表 示 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 試 験 下 で 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 員 を 選 択 さ れ る 。 配 列 の
フ ァ ミ リ ー が 単 離 さ れ る 。 典 型 的 に は 、 そ の よ う な フ ァ ミ リ ー は 共 通 す る コ ア 配 列 を 含 み
、 そ し て 種 々 の 員 で フ ラ ン キ ン グ 配 列 の 長 さ が 異 な る 。 抗 体 に 対 し て 特 異 的 結 合 を 表 す 最
短 の コ ア 配 列 が 、 抗 体 に 結 合 す る エ ピ ト ー プ を 定 め る 。 ま た 抗 体 は 、 す で に エ ピ ト ー プ 特
異 性 が 決 定 さ れ た 抗 体 と の 競 合 ア ッ セ イ で エ ピ ト ー プ 特 異 性 に つ い て 試 験 す る こ と も で き
る 。 例 え ば Ａ β に 対 す る 結 合 に つ い て 3D6抗 体 と 競 合 す る 抗 体 は 、 3D6と 同 じ か ま た は 類 似
す る エ ピ ト ー プ 、 す な わ ち 残 基 Ａ β 1-5内 に 結 合 す る 。 同 様 に 、 10D5抗 体 と 競 合 す る 抗 体
は 、 同 じ か ま た は 類 似 す る エ ピ ト ー プ 、 す な わ ち 残 基 Ａ β 3-6内 に 結 合 す る 。 エ ピ ト ー プ
特 異 性 に 関 し て 抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と は 、 治 療 効 力 の 有 用 な 予 測 で あ る 。 例 え ば
、 Ａ β の 残 基 1-7内 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る と 決 定 さ れ た 抗 体 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 予
防 お よ び 処 置 に 有 効 で あ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 Ａ β の 他 の 領 域 に 結 合 す る こ と な く 、 Ａ β の 好 適 な セ グ メ ン ト に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ
ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 他 の 領 域 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は
完 全 な Ａ β に 結 合 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 に 比 べ て 多 数 の 利 点 を 有 す る 。 第 一 に 、 等 し い
塊 の 投 薬 用 量 に つ い て 、 好 適 な セ グ メ ン ト に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の 投 薬 用 量 は 、 ア ミ ロ
イ ド 斑 の 除 去 に 有 効 な よ り 高 い モ ル 投 薬 用 量 の 抗 体 を 含 む 。 第 二 に 好 適 な セ グ メ ン ト に 特
異 的 に 結 合 す る 抗 体 は 、 完 全 な APPポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 除 去 応 答 を 誘 導 せ ず に 、 ア ミ ロ
イ ド 沈 着 物 に 対 す る 除 去 応 答 を 誘 導 す る こ と が で き 、 こ れ に よ り 副 作 用 の 可 能 性 を 減 ら す
。
【 ０ ０ ６ ５ 】
i． 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 一 般 的 特 性
　 基 本 的 な 抗 体 構 造 単 位 は 、 四 量 体 サ ブ ユ ニ ッ ト か ら 構 成 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る 。 各
四 量 体 は 、 ２ つ の 同 一 な ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 対 か ら 成 り 、 各 対 は １ つ の 「 軽 」 （ 約 25kDa）
お よ び １ つ の 「 重 」 鎖 （ 約 50～ 70kDa） を 有 す る 。 各 鎖 の ア ミ ノ － 末 端 部 分 は 、 抗 原 認 識
の 原 因 で あ る 約 100～ 110以 上 の ア ミ ノ 酸 の 可 変 領 域 を 含 む 。 各 鎖 の カ ル ボ キ シ -末 端 部 分
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は 、 主 に エ フ ェ ク タ ー 機 能 の 原 因 で あ る 定 常 領 域 を 定 め る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 軽 鎖 は κ ま た は λ の い ず れ か に 分 類 さ れ る 。 重 鎖 は γ 、 mu、 α 、 δ ま た は ε に 分 類 さ れ
、 そ し て そ れ ぞ れ IgG、 IgM、 IgA、 IgDお よ び IgEと し て 抗 体 の ア イ ソ タ イ プ を 定 め る 。 軽
お よ び 重 鎖 内 で 、 可 変 お よ び 定 常 領 域 は 約 12以 上 の ア ミ ノ 酸 の “ Ｊ ” 領 域 に よ り 連 結 さ れ
、 重 鎖 は 約 10以 上 の ア ミ ノ 酸 の “ Ｄ ” 領 域 も 含 む 。 （ 一 般 に 、 基 礎 免 疫 学 (  

)(Paul. W. 編 集 、 第 ２ 版 、 ラ ベ ン (Raven)出 版 、 N.Y.、 (1989)、 第 ７ 章 を 参 照
に さ れ た い ） （ こ れ は す べ て の 目 的 の た め に 、 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 編 入 す る ） 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 各 軽 ／ 重 鎖 対 の 可 変 領 域 は 、 抗 体 結 合 部 位 を 形 成 す る 。 す な わ ち 、 完 全 な 抗 体 は ２ つ の
結 合 部 位 を 有 す る 。 二 官 能 性 ま た は 二 重 特 異 性 抗 体 を 除 き 、 ２ つ の 結 合 部 位 は 同 じ で あ る
。 鎖 は す べ て 、 相 補 性 決 定 領 域 ま た は CDRと も 呼 ば れ る ３ つ の 超 可 変 領 域 に よ り 連 結 さ れ
た 比 較 的 保 存 さ れ た 枠 組 み 構 造 領 域 （ framework region： FR） の 同 じ 一 般 構 造 を 表 す 。 各
対 の ２ つ の 鎖 に 由 来 す る CDRは 、 枠 組 み 構 造 領 域 に よ り 整 列 さ れ 、 特 異 的 エ ピ ト ー プ へ の
結 合 を 可 能 と す る 。 Ｎ -末 端 か ら Ｃ -末 端 へ 、 両 重 お よ び 軽 鎖 は 、 ド メ イ ン FR1、 CDR1、 FR2
、 CDR2、 FR3、 CDR3お よ び FR4を 含 ん で 成 る 。 各 ド メ イ ン へ の ア ミ ノ 酸 の 割 り 当 て は 、 Kaba
t,免 疫 学 的 に 興 味 深 い タ ン パ ク 質 の 配 列 （ （ 国 立 衛
生 研 究 所 、 ベ セ ス ダ 、 メ リ ー ラ ン ド 州 、 1987お よ び 1991） 、 ま た は Chothia& Lesk,

196: 901-917 (1987)；  Chothia et al.,  342: 878-883 (1989)の 定 義 に
従 う 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
ii． 非 ヒ ト 抗 体 の 生 産
　 非 ヒ ト 、 す な わ ち マ ウ ス 、 モ ル モ ッ ト 、 霊 長 類 、 ウ サ ギ ま た は ラ ッ ト の モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 の 生 産 は 、 例 え ば 動 物 を Ａ β で 免 疫 感 作 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。 Ａ β ま た
は Ａ β の 免 疫 原 性 フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で 成 る 、 よ り 長 い ポ リ ペ プ チ ド ま た は Ａ β に 対 す る
抗 体 に 対 す る 抗 -イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 も 使 用 す る こ と が で き る 。 Harlow & Lane、 抗 体 ： ア
 ラ ボ ラ ト リ ー マ ニ ュ ア ル （ ） (CSHP NY,1988)(す べ て の
目 的 の た め に 、 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 編 入 す る ） 。 そ の よ う な 免 疫 原 は 、 自 然 な 供 給 源 か
ら 、 ペ プ チ ド 合 成 に よ り 、 ま た は 組 換 え 発 現 に よ り 得 る こ と が で き る 。 場 合 に よ り 、 免 疫
原 を 以 下 に 記 載 す る よ う に キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 質 と 融 合 す る か 、 ま た は そ う で は な く 複 合
化 し て 投 与 す る こ と が で き る 。 場 合 に よ り 、 免 疫 原 は ア ジ ュ バ ン ト と 共 に 投 与 す る こ と が
で き る 。 数 種 類 の ア ジ ュ バ ン ト を 、 以 下 の 記 載 の よ う に 使 用 す る こ と が で き る 。 完 全 フ ロ
イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 、 続 い て 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト は 、 実 験 動 物 の 免 疫 感 作 に 好 適 で あ る 。
ラ ビ ッ ト ま た は モ ル モ ッ ト は 、 典 型 的 に は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 成 す る た め に 使 用 す る
。 マ ウ ス は 典 型 的 に は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 成 す る た め に 使 用 す る 。 抗 体 は Ａ β に 対 す
る 特 異 的 結 合 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 場 合 に よ り 抗 体 は 、 Ａ β の 特 異 的 領 域 に 対
す る 結 合 に つ い て さ ら に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 後 者 の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 抗 体 が Ａ β ペ
プ チ ド の 欠 失 突 然 変 異 体 の 集 合 に 対 す る 結 合 を 測 定 す る こ と に よ り 行 い 、 そ し て ど の 欠 失
突 然 変 異 体 が 抗 体 に 結 合 す る か を 決 定 す る こ と が で き る 。 結 合 は 例 え ば ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ
ト ま た は ELISAに よ り 評 価 す る こ と が で き る 。 抗 体 に 対 す る 特 異 的 結 合 を 示 す 最 小 の フ ラ
グ メ ン ト が 、 抗 体 の エ ピ ト ー プ を 定 め る 。 あ る い は エ ピ ト ー プ の 特 異 性 は 、 競 合 ア ッ セ イ
に よ り 決 定 す る こ と が で き 、 こ こ で 試 験 お よ び 参 照 抗 体 は Ａ β に 対 す る 結 合 を 競 合 す る 。
試 験 お よ び 参 照 抗 体 が 競 合 す る な ら ば 、 そ れ ら は １ つ の 抗 体 の 結 合 が 他 の 結 合 を 妨 害 す る
十 分 に 近 位 の 同 じ エ ピ ト ー プ （ １ つ ま た は 複 数 ） に 結 合 す る 。 そ の よ う な 抗 体 の 好 適 な ア
イ ソ タ イ プ は 、 マ ウ ス の ア イ ソ タ イ プ IgG2aま た は 他 の 種 の 均 等 な ア イ ソ タ イ プ で あ る 。
マ ウ ス の ア イ ソ タ イ プ IgG2aは 、 ヒ ト の ア イ ソ タ イ プ IgG1の 均 等 物 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
iii． キ メ ラ お よ び ヒ ト 化 抗 体
　 キ メ ラ お よ び ヒ ト 化 抗 体 は 、 キ メ ラ お よ び ヒ ト 化 抗 体 の 構 築 の た め の 出 発 材 料 を 提 供 す
る マ ウ ス ま た は 他 の 非 ヒ ト 抗 体 と 同 様 な 結 合 特 異 性 お よ び 親 和 性 を 有 す る 。 キ メ ラ 抗 体 は
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、 そ の 軽 お よ び 重 鎖 遺 伝 子 が 典 型 的 に は 遺 伝 子 工 学 に よ り 、 異 な る 種 に 属 す る 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 遺 伝 子 セ グ メ ン ト か ら 構 築 さ れ た 抗 体 で あ る 。 例 え ば マ ウ ス の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に
由 来 す る 遺 伝 子 の 可 変 （ Ｖ ） セ グ メ ン ト を 、 IgG1お よ び IgG4の よ う な ヒ ト の 定 常 （ Ｃ ） セ
グ メ ン ト に 連 結 す る こ と が で き る 。 ヒ ト の ア イ ソ タ イ プ IgG1が 好 適 で あ る 。 典 型 的 な キ メ
ラ 抗 体 は 、 こ の よ う に マ ウ ス 抗 体 に 由 来 す る Ｖ ま た は 抗 原 － 結 合 ド メ イ ン 、 お よ び ヒ ト 抗
体 に 由 来 す る Ｃ ま た は エ フ ェ ク タ ー ド メ イ ン か ら 成 る ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 ヒ ト 化 抗 体 は 、 実 質 的 に ヒ ト 抗 体 （ 受 容 抗 体 と 呼 ぶ ） に 由 来 す る 可 変 領 域 の 枠 組 み 構 造
残 基 お よ び 実 質 的 に マ ウ ス － 抗 体 （ 供 与 抗 体 免 疫 グ ロ ブ リ ン と 呼 ぶ ） に 由 来 す る 相 補 性 決
定 領 域 を 有 す る 。 Queen et al.,  86: 10029-10033 (1989)
お よ び 国 際 公 開 第 90/07861号 明 細 書 、 米 国 特 許 第 5,693,762号 、 同 第 5,693,761号 、 同 第 5,
585,089号 、 同 第 5,530,101号 明 細 書 お よ び Winter、 米 国 特 許 第 5,225,539号 明 細 書 （ す べ
て の 目 的 の た め に 全 部 、 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 編 入 す る ） を 参 照 に さ れ た い 。 存 在 す る な
ら ば 定 常 領 域 （ 1つ ま た は 複 数 ） も 、 実 質 的 に ま た は 全 部 ヒ ト の 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 由 来 す
る 。 ヒ ト の 可 変 ド メ イ ン は 通 常 、 枠 組 み 構 造 配 列 が CDRが 由 来 し た マ ウ ス 可 変 領 域 ド メ イ
ン と の 高 度 な 配 列 同 一 性 を 表 す ヒ ト の 抗 体 か ら 選 択 さ れ る 。 重 お よ び 軽 鎖 可 変 領 域 の 枠 組
み 構 造 残 基 は 、 同 じ か ま た は 異 な る ヒ ト の 抗 体 配 列 に 由 来 す る こ と が で き る 。 ヒ ト の 抗 体
配 列 は 自 然 に 存 在 す る ヒ ト 抗 体 の 配 列 で あ る か 、 ま た は 幾 つ か の ヒ ト 抗 体 の コ ン セ ン サ ス
配 列 で あ る こ と が で き る 。 Carter et al., 国 際 公 開 第 92/22653号 明 細 書 を 参 照 に さ れ た
い 。 ヒ ト の 可 変 領 域 の 枠 組 み 構 造 残 基 に 由 来 す る 特 定 の ア ミ ノ 酸 が 、 CDRの 立 体 配 置 お よ
び ／ ま た は 抗 原 へ の 結 合 に 及 ぼ す 可 能 な 影 響 に 基 づ き 、 置 換 の た め に 選 択 さ れ る 。 そ の よ
う な 可 能 な 影 響 の 調 査 は 、 特 定 位 置 で ア ミ ノ 酸 の 特 性 を モ デ リ ン グ し 、 調 査 す る こ と に よ
り 、 ま た は 特 定 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 ま た は 突 然 変 異 誘 発 の 効 果 の 経 験 的 観 察 に よ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 が マ ウ ス の 可 変 領 域 の 枠 組 み 構 造 残 基 と 選 択 し た ヒ ト の 可 変 領 域 の 枠
組 み 構 造 残 基 と の 間 で 異 な る 時 、 通 常 ヒ ト の 枠 組 み 構 造 の ア ミ ノ 酸 は 、 マ ウ ス の 抗 体 に 由
来 す る 均 等 な 骨 格 ア ミ ノ 酸 が ：
（ １ ） 非 共 有 的 に 抗 原 に 直 接 結 合 す る 、
（ ２ ） CDR領 域 に 隣 接 す る 、
（ ３ ） あ る い は CDR領 域 と 相 互 作 用 す る (例 え ば 、 CDR領 域 の 約 ６ Ａ 内 で あ る ） 、 あ る い は
（ ４ ） VL-VH界 面 に 参 加 す る
と 論 理 的 に 予 測 さ れ る 時 に 、 そ れ と 置 き 換 え る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 置 換 の た め の 別 の 候 補 は 、 そ の 位 置 で の ヒ ト の 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 通 常 で は な い 受 容 体 の
ヒ ト 枠 組 み 構 造 格 ア ミ ノ 酸 で あ る 。 こ れ ら の ア ミ ノ 酸 は 、 マ ウ ス 供 与 体 抗 体 の 均 等 な 位 置
に 由 来 す る か 、 あ る い は よ り 多 く の ヒ ト の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 均 等 な 位 置 に 由 来 す る ア ミ ノ
酸 と 置 換 す る こ と が で き る 。 置 換 の た め の 他 の 候 補 は 、 そ の 位 置 で ヒ ト の 免 疫 グ ロ ブ リ ン
に は 通 常 で は な い 受 容 体 の ヒ ト 枠 組 み 構 造 ア ミ ノ 酸 で あ る 。 通 常 ヒ ト 化 免 疫 グ ロ ブ リ ン の
可 変 領 域 枠 組 み 構 造 は 、 ヒ ト の 可 変 領 域 枠 組 み 構 造 配 列 ま た は そ の よ う な 配 列 の コ ン セ ン
サ ス と 少 な く と も 85％ の 配 列 同 一 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
iv． ヒ ト 抗 体
　 Ａ β に 対 す る ヒ ト 抗 体 は 、 以 下 に 記 載 す る 種 々 の 技 法 に よ り 提 供 さ れ る 。 ヒ ト 抗 体 の 中
に は 競 合 結 合 実 験 に よ り 、 あ る い は 実 施 例 XIに 記 載 す る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の １ つ
の よ う な 、 特 定 の マ ウ ス 抗 体 と 同 じ エ ピ ト ー プ 特 異 性 を 有 す る よ う に 選 択 さ れ る 。 ヒ ト 抗
体 は 、 免 疫 原 と し て Ａ β の フ ラ グ メ ン ト の み を 使 用 す る こ と に よ り 、 か つ ／ ま た は Ａ β の
欠 失 突 然 変 異 体 の 収 集 物 に 対 す る 抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 特 定 の エ ピ ト ー
プ 特 異 性 に つ い て も ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 ヒ ト 抗 体 は 、 好 ま し く は ア イ ソ タ
イ プ 特 異 性 ヒ ト IgG1を 有 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
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（ １ ） ト リ オ ー マ （ trioma） 法
　 基 本 的 な 取 り 組 み お よ び こ の 取 り 組 み に 使 用 す る 例 示 の 細 胞 融 合 パ ー ト ナ ー 、 SPAZ-4は
、 Oestberg et al.,  2: 361-367 (1983); Oestberg、 米 国 特 許 第 4,634,664号
明 細 書 ； お よ び Engelmanet al.、 米 国 特 許 第 4,634,666号 明 細 書 に 記 載 さ れ た （ そ の 各 々
は 、 す べ て の 目 的 の た め に 全 部 、 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 編 入 す る ） 。 こ の 方 法 に よ り 得 ら
れ る 抗 体 生 産 細 胞 系 は 、 ３ 種 の 細 胞 （ ２ つ の ヒ ト お よ び １ つ の マ ウ ス ） に 由 来 す る の で 、
ト リ オ ー マ と 呼 ば れ る 。 最 初 に マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 系 を ヒ ト Ｂ -リ ン パ 球 と 融 合 し て 、 Oestb
erg、 同 上 に よ り 記 載 さ れ た SPAZ-4細 胞 系 の よ う な 非 － 抗 体 － 生 産 異 種 (xenogenic)ハ イ ブ
リ ッ ド 細 胞 を 得 る 。 こ の 異 種 細 胞 を 次 い で 免 疫 感 作 し た ヒ ト Ｂ － リ ン パ 球 と 融 合 し て 抗 体
－ 生 産 ト リ オ ー マ 細 胞 系 を 得 る 。 ト リ オ ー マ は ヒ ト 細 胞 か ら 作 成 し た 通 例 の ハ イ ブ リ ド ー
マ よ り 安 定 に 抗 体 を 生 産 す る こ と が 分 か っ た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 免 疫 感 作 し た Ｂ － リ ン パ 球 は 、 ヒ ト 供 与 体 の 血 液 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 ま た は 骨 髄 か ら 得 ら
れ る 。 特 異 的 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 を 所 望 す る 場 合 、 免 疫  感 作 に は 抗 原 ま
た は そ れ ら の エ ピ ト ー プ を 使 用 す る こ と が 望 ま し い 。 免 疫 感 作 は イ ン ビ ボ ま た は イ ン ビ ト
ロ の い ず れ か で あ る こ と が で き る 。 イ ン ビ ボ の 免 疫 感 作 に は 、 Ｂ 細 胞 は 典 型 的 に は Ａ β 、
そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト 、 Ａ β ま た は フ ラ グ メ ン ト を 含 む よ り 大 き な ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い
は Ａ β に 対 す る 抗 体 に 対 す る 抗 -イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 で 免 疫 感 作 し た ヒ ト か ら 単 離 さ れ る
。 幾 つ か の 方 法 で は Ｂ 細 胞 は 、 最 終 的 に 抗 体 治 療 を 投 与 さ れ る 同 じ 患 者 か ら 単 離 さ れ る 。
イ ン ビ ト ロ の 免 疫 感 作 に は Ｂ -リ ン パ 球 は 、 典 型 的 に は 10％ ヒ ト 血 漿 を 補 充 し た RPMI-1640
（ Engleman、 同 上 を 参 照 に さ れ た い ） の よ う な 培 地 中 で ７ ～ 14日 間 、 抗 原 に 暴 露 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 免 疫 感 作 し た Ｂ -リ ン パ 球 は 、 周 知 な 方 法 に よ り SPAZ-4の よ う な 異 種 ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞
に 融 合 す る 。 例 え ば 細 胞 を MW1000～ 4000の 40～ 50％ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル で 約 37℃ に て
約 ５ ～ 10分 間 処 理 す る 。 細 胞 を 融 合 混 合 物 か ら 分 離 し 、 そ し て 所 望 の ハ イ ブ リ ッ ド を 選 択
す る た め の 培 地 中 で 増 殖 さ せ る （ 例 え ば HATま た は AH） 。 必 要 な 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体
を 分 泌 す る 細 胞 は 、 Ａ β ま た は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト に 結 合 す る 能 力 に つ い て ト リ オ ー マ
培 養 基 を ア ッ セ イ す る こ と に よ り 同 定 す る 。 所 望 の 特 異 性 を 有 す る ヒ ト 抗 体 を 生 産 す る ト
リ オ ー マ を 、 限 界 希 釈 法 お よ び イ ン ビ ト ロ で 培 養 基 中 で 成 長 さ せ る こ と に よ り サ ブ ク ロ ー
ン 化 す る 。 得 ら れ た ト リ オ ー マ 細 胞 系 は 、 次 い で Ａ β ま た は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト に 結 合
す る 能 力 に つ い て 試 験 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ト リ オ ー マ は 遺 伝 的 に 安 定 で あ る が 、 そ れ ら は 大 変 高 い レ ベ ル で 抗 体 を 生 産 し な い 。 発
現 レ ベ ル は 、 ト リ オ ー マ か ら の 抗 体 遺 伝 子 を １ 以 上 の 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ
し て ベ ク タ ー を 標 準 的 な 哺 乳 動 物 、 細 菌 ま た は 酵 母 細 胞 系 で 形 質 転 換 さ せ る こ と に よ り 上
げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
（ ２ ） ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 哺 乳 動 物
　 Ａ β に 対 す る ヒ ト 抗 体 も 、 ヒ ト の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 座 の 少 な く と も １ セ グ メ ン ト を
コ ー ド す る 導 入 遺 伝 子 を 有 す る 非 -ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 か ら 生 産 す る こ と が
で き る 。 通 常 、 そ の よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 の 内 因 性 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子
座 は 、 機 能 的 に 不 活 性 化 さ れ て い る 。 好 ま し く は ヒ ト の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 座 の セ グ メ
ン ト は 、 重 お よ び 軽 鎖 成 分 の 再 整 列 し て い な い 配 列 を 含 む 。 内 因 性 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝
子 の 不 活 性 化 お よ び 外 因 性 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 の 導 入 の 両 方 は 、 標 的 と す る 相 同 的 組
換 え に よ り 、 あ る い は YAC染 色 体 の 導 入 に よ り 達 成 さ れ 得 る 。 こ の 方 法 か ら も た ら さ れ る
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 成 分 配 列 を 機 能 的 に 再 配 列 す る こ と が で
き 、 そ し て 内 因 性 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 を 発 現 せ ず に ヒ ト の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 に よ
り コ ー ド さ れ る 種 々 の ア イ ソ タ イ プ の 抗 体 の レ パ ー ト リ ー を 発 現 す る こ と が で き る 。 こ の
よ う な 特 性 を 有 す る 哺 乳 動 物 の 作 出 お よ び 特 性 は 、 例 え ば Lonberget al.、 国 際 公 開 第 93/
12227号 明 細 書 （ 1993） ； 米 国 特 許 第 5,877,397号 、 同 第 5,874,299号 、 同 第 5,814,318号 、
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同 第 5,789,650号 、 同 第 5,770,429号 、 同 第 5,661,016号 、 同 第 5,633,425号 、 同 第 5,625,12
6号 、 同 第 5,569,825号 、 同 第 5,545,806号 明 細 書 、 148, 1547-1553 (1994)、

 14, 826 (1996)、 Kucherlapati、 国 際 公 開 第 91/10741(1991)号 明 細 書 に
詳 細 に 記 載 さ れ て い る （ こ れ ら の 各 々 は 、 す べ て の 目 的 の た め に 全 部 、 引 用 に よ り 本 明 細
書 に 編 入 す る ） 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス が 、 特 に 適 し て い る 。 抗 -Ａ β 抗 体 は 、 Lonbe
rgま た は Kucherlapati、 同 上 に よ り 記 載 さ れ た よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を 、
Ａ β ま た は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト で 免 疫 感 作 す る こ と に よ り 得 ら れ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 は 、 通 例 の Kohler-Milstein法 を 使 用 し て 、 例 え ば そ の よ う な 哺 乳 動 物 に 由 来 す る Ｂ -細
胞 を 適 当 な ミ エ ロ ー マ 細 胞 系 に 融 合 す る こ と に よ り 調 製 す る 。 ヒ ト ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も
、 免 疫 原 性 作 用 物 質 で 免 疫 感 作 し た ヒ ト に 由 来 す る 血 清 の 状 態 で 提 供 さ れ 得 る 。 場 合 に よ
り 、 そ の よ う な ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 試 薬 と し て Ａ β ま た は 他 の ア ミ ロ
イ ド ペ プ チ ド を 使 用 し た ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 に よ り 濃 縮 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
（ ３ ） フ ァ ー ジ 表 示 法
　 ヒ ト 抗 -Ａ β 抗 体 を 得 る た め の さ ら な る 取 り 組 み は 、 Huse et al.,  246: 1275-
1281 (1989) に 概 説 さ れ た 一 般 的 プ ロ ト コ ー ル に 従 い 、 ヒ ト Ｂ 細 胞 か ら の DNAラ イ ブ ラ リ
ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と で あ る 。 ト リ オ ー マ 法 に つ い て 記 載 し た よ う に 、 そ の よ う な
Ｂ 細 胞 は 、 Ａ β 、 フ ラ グ メ ン ト 、 Ａ β ま た は フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で 成 る 長 い ポ リ ペ プ チ ド
ま た は 抗 -イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 で 免 疫 感 作 し た ヒ ト か ら 得 る こ と が で き る 。 場 合 に よ り 、
そ の よ う な Ｂ 細 胞 は 、 最 終 的 に 抗 体 処 置 を 受 け る 患 者 か ら 得 る 。 Ａ β ま た は そ れ ら の フ ラ
グ メ ン ト に 結 合 す る 抗 体 を 選 択 す る 。 そ の よ う な 抗 体 （ ま た は 結 合 フ ラ グ メ ン ト ） を コ ー
ド す る 配 列 を 、 次 に ク ロ ー ン 化 し 、 そ し て 増 幅 す る 。 Huseに よ り 記 載 さ れ た プ ロ ト コ ー ル
は 、 フ ァ ー ジ － 表 示 技 術 と 組 み 合 わ せ て よ り 効 率 的 に な る 。 例 え ば 、 Dower et al.、 国 際
公 開 第 91/17271号 明 細 書 お よ び  McCafferty et al.、 国 際 公 開 第 92/01047号 明 細 書 、 米 国
特 許 第 5,877,218号 、 同 第 5,871,907号 、 同 第 5,858,657号 、 同 第 5,837,242号 、 同 第 5,733,
743号 お よ び 同 第 5,565,332号 明 細 書 を 参 照 に さ れ た い （ こ の 各 々 が す べ て の 目 的 の た め に
全 部 、 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 編 入 す る ） 。 こ れ ら の 方 法 で は 、 フ ァ ー ジ の ラ イ ブ ラ リ ー を
作 成 し 、 こ の 中 の 員 は そ れ ら の 外 面 上 の 様 々 な 抗 体 を 表 示 す る 。 抗 体 は 通 常 、 Fvお よ び Fa
bフ ラ グ メ ン ト と し て 表 示 さ れ る 。 所 望 す る 特 異 性 を 有 す る 抗 体 を 表 示 す る フ ァ ー ジ を 、
Ａ β ペ プ チ ド ま た は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト に 対 す る 親 和 性 の 濃 縮 (enrichment)に よ り 選 択
す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 フ ァ ー ジ － 表 示 法 の 変 法 で は 、 選 択 し た マ ウ ス 抗 体 の 結 合 特 異 性 を 有 す る ヒ ト の 抗 体 を
生 成 す る 。 Winter、 国 際 公 開 第 92/20791号 明 細 書 を 参 照 に さ れ た い 。 こ の 方 法 で は 、 選 択
し た マ ウ ス 抗 体 の 重 ま た は 軽 鎖 可 変 領 域 の い ず れ か を 、 出 発 材 料 と し て 使 用 す る 。 例 え ば
、 軽 鎖 可 変 領 域 を 出 発 材 料 と し て 選 択 し た 場 合 、 員 が 同 じ 軽 鎖 可 変 領 域 （ す な わ ち 、 マ ウ
ス の 出 発 材 料 ） お よ び 異 な る 重 鎖 可 変 領 域 を 表 示 す る フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る 。
重 鎖 可 変 領 域 は 、 ヒ ト の 再 配 列 し た 重 鎖 可 変 領 域 の ラ イ ブ ラ リ ー か ら 得 ら れ る 。 Ａ β に 対
す る 強 力 な 特 異 的 結 合 （ 例 え ば 少 な く と も 10 8 、 そ し て 好 ま し く は 少 な く と も 10 9 M - 1 ） を
示 す フ ァ ー ジ を 選 択 す る 。 こ の フ ァ ー ジ に 由 来 す る ヒ ト の 重 鎖 可 変 領 域 は 、 さ ら な る フ ァ
ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る た め の 出 発 材 料 と し て 役 立 つ 。 こ の ラ イ ブ ラ リ ー で は 、 各 フ
ァ ー ジ は 同 じ 重 鎖 可 変 領 域 （ す な わ ち 、 最 初 の 表 示 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 同 定 さ れ た 領 域 ） お
よ び 異 な る 軽 鎖 可 変 領 域 を 表 示 す る 。 軽 鎖 可 変 領 域 は 、 ヒ ト の 再 配 列 し た 軽 鎖 可 変 領 域 の
ラ イ ブ ラ リ ー か ら 得 ら れ る 。 こ こ で も Ａ β に 対 す る 強 力 な 特 異 的 結 合 を 示 す フ ァ ー ジ を 選
択 す る 。 こ れ ら の フ ァ ー ジ は 、 完 全 な ヒ ト 抗 -Ａ β 抗 体 の 可 変 領 域 を 表 示 す る 。 こ れ ら の
抗 体 は 通 常 、 マ ウ ス 出 発 材 料 と し て 同 じ か ま た は 類 似 す る エ ピ ト ー プ 特 異 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
v． 定 常 領 域 の 選 択
　 キ メ ラ 、 ヒ ト 化 ま た は ヒ ト 抗 体 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 可 変 領 域 は 、 ヒ ト 定 常 領 域 の 少 な く と
も 一 部 に 連 結 す る こ と が で き る 。 定 常 領 域 の 選 択 は 、 部 分 的 に は 抗 体 － 依 存 的 補 体 お よ び
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／ ま た は 細 胞 性 の 毒 性 が 所 望 さ れ る か 否 か に 依 存 す る 。 例 え ば 、 ア イ ソ タ イ プ IgG1お よ び
IgG3は 補 体 活 性 を 有 し 、 そ し て ア イ ソ タ イ プ IgG2お よ び IgG4は 持 た な い 。 ア イ ソ タ イ プ の
選 択 は 抗 体 の 脳 へ の 通 過 に も 影 響 を 及 ぼ し 得 る 。 ヒ ト の ア イ ソ タ イ プ IgG1が 好 適 で あ る 。
軽 鎖 定 常 領 域 は 、 λ ま た は κ で あ る こ と が で き る 。 抗 体 は ２ つ の 軽 鎖 お よ び ２ つ の 重 鎖 を
含 む 四 量 体 と し て 、 分 か れ た 重 鎖 、 軽 鎖 と し て 、 Fab、 Fab'(ab')2お よ び Fvと し て 、 あ る
い は 重 鎖 お よ び 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン が ス ペ ー サ ー を 通 し て 連 結 さ れ た 単 鎖 抗 体 と し て 発 現 さ
れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
vi． 組 換 え 抗 体 の 発 現
　 キ メ ラ 、 ヒ ト 化 お よ び ヒ ト 抗 体 は 、 典 型 的 に は 組 換 え 発 現 に よ り 生 産 さ れ る 。 組 換 え ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド は 構 築 物 は 、 典 型 的 に は 自 然 に 会 合 し た ま た は ヘ テ ロ ロ ガ ス な プ ロ モ ー タ
ー 領 域 を 含 め 、 抗 体 鎖 の コ ー ド 配 列 に 操 作 可 能 に 連 結 さ れ た 発 現 制 御 配 列 を 含 む 。 好 ま し
く は 発 現 制 御 配 列 は 、 真 核 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と が で
き る ベ ク タ ー 中 の 真 核 プ ロ モ ー タ ー 系 で あ る 。 い っ た ん ベ ク タ ー が 適 当 な 宿 主 に 導 入 さ れ
れ ば 、 宿 主 は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 高 レ ベ ル な 発 現 、 な ら び に 回 収 お よ び 交 差 反 応 す る 抗 体
の 精 製 に つ い て 適 当 な 条 件 下 で 維 持 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 こ れ ら の 発 現 ベ ク タ ー は 典 型 的 に は 、 エ ピ ソ ー ム と し て 、 ま た は 宿 主 の 染 色 体 DNAに 組
込 ま れ た 部 分 の い ず れ か と し て 宿 主 生 物 中 で 複 製 可 能 で あ る 。 通 常 は 、 発 現 ベ ク タ ー は 選
択 マ ー カ ー 、 例 え ば ア ン ピ シ リ ン － 耐 性 ま た は ヒ グ ロ マ イ シ ン － 耐 性 を 含 み 、 所 望 の DNA
配 列 で 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 の 検 出 を 可 能 と す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 大 腸 菌 （ ） は 、 本 発 明 の DNA配 列 を ク ロ ー ニ ン グ す る た め に 特 に 有 用 な 原 核 宿 主
の １ つ で あ る 。 酵 母 の よ う な 微 生 物 も 発 現 に 有 用 で あ る 。 サ ッ カ ロ ミ セ ス （ Saccharomyce
s） は 好 適 な 酵 母 宿 主 で あ り 、 発 現 制 御 配 列 、 複 製 起 点 、 終 結 配 列 等 を 所 望 す る よ う に 有
す る 適 当 な ベ ク タ ー を 含 む 。 典 型 的 な プ ロ モ ー タ ー に は 、 3-ホ ス ホ グ リ セ リ ン キ ナ ー ゼ お
よ び 他 の 解 糖 解 酵 素 を 含 む 。 誘 導 性 の 酵 母 プ ロ モ ー タ ー に は 、 中 で も ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ
ゲ ナ ー ゼ 、 イ ソ チ ト ク ロ ー ム Ｃ お よ び マ ル ト ー ス お よ び ガ ラ ク ト ー ス 利 用 に 関 与 す る 酵 素
を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 哺 乳 動 物 細 胞 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ
ド セ グ メ ン ト を 発 現 す る た め の 好 適 な 宿 主 で あ る 。 Winnacker、 遺 伝 子 か ら ク ロ ー ン へ （  
From Gene to Clones ） （  VCH出 版 、 NY、 1987 ） を 参 照 に さ れ た い 。 完 全 な ヘ テ ロ ロ ガ
ス タ ン パ ク 質 を 分 泌 す る こ と が で き る 多 数 の 適 当 な 宿 主 細 胞 系 が 当 該 技 術 分 野 で は 開 発 れ
、 そ し て そ れ ら に は CHO 細 胞 系 、 種 々 の  COS 細 胞 系 、 HeLa 細 胞 、 Ｌ 細 胞 お よ び ミ エ ロ ー
マ 細 胞 系 を 含 む 。 好 ま し く は 細 胞 は 非 ヒ ト で あ る 。 こ れ ら の 細 胞 の た め の 発 現 ベ ク タ ー に
は 、 複 製 起 点 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー （ Queen et al., . 89: 49 (19
86) )の よ う な 発 現 制 御 配 列 、 な ら び に リ ボ ゾ ー ム 結 合 部 位 、 RNAス プ ラ イ シ ン グ 部 位 、 ポ
リ ア デ ニ レ ー シ ョ ン 部 位 お よ び 転 写 終 結 点 配 列 の よ う な 必 要 な プ ロ セ ッ シ ン グ 情 報 部 位 を
含 む こ と が で き る 。 好 適 な 発 現 制 御 配 列 は 、 内 因 性 遺 伝 子 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 、 SV40
、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ウ シ パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 等 に 由 来 す る プ ロ モ ー タ ー で あ る 。 Coet al.
, . 148: 1149 (1992)を 参 照 に さ れ た い 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 あ る い は 抗 体 コ ー ド 配 列 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の ゲ ノ ム に 導 入 さ れ 、 そ し て 後 に
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の ミ ル ク 中 で 発 現 さ せ る た め に 、 導 入 遺 伝 子 中 に 組 み 込 ま れ る こ
と が で き る （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,741,957号 、 同 第 5,304,489号 、 同 第 5,849,992号 明 細
書 を 参 照 に さ れ た い ） 。 適 当 な 導 入 遺 伝 子 に は 、 カ ゼ イ ン ま た は ベ ー タ ラ ク ト グ ロ ブ リ ン
の よ う な 乳 腺 特 異 的 遺 伝 子 に 由 来 す る プ ロ モ ー タ ー お よ び エ ン ハ ン サ ー に 操 作 可 能 に 連 結
し た 軽 鎖 お よ び ／ ま た は 重 鎖 の コ ー ド 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
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　 目 的 の DNAセ グ メ ン ト を 含 む ベ ク タ ー は 、 宿 主 細 胞 の 種 類 に 依 存 し て 周 知 の 方 法 に よ り
宿 主 細 胞 に 移 す こ と が で き る 。 例 え ば 塩 化 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 原 核 細 胞 に
通 常 利 用 さ れ て お り 、 一 方 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 処 理 、 電 気 穿 孔 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 バ イ オ
リ ス テ ィ ク ス （ biolistics ） ま た は ウ イ ル ス に 基 づ く ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 他 の 宿
主 細 胞 に 使 用 す る こ と が で き る 。 哺 乳 動 物 細 胞 を 形 質 転 換 す る た め の 他 の 方 法 に は 、 ポ リ
ブ レ ン 、 プ ロ ト プ ラ ス ト 融 合 、 リ ポ ソ ー ム 、 電 気 穿 孔 お よ び マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン の
使 用 を 含 む （ 一 般 に 、 Sambrook et al., 同 上 を 参 照 に さ れ た い ） 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
動 物 の 作 出 に は 、 導 入 遺 伝 子 を 受 精 し た 卵 母 細 胞 に マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン す る こ と が
で き 、 ま た は 胚 性 幹 細 胞 の ゲ ノ ム に 包 含 す る こ と が で き 、 そ し て そ の よ う な 細 胞 の 核 を 除
核 し た 卵 母 細 胞 に 移 す 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 い っ た ん 発 現 す れ ば 、 抗 体 を HPLC精 製 、 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 電 気 泳 動 等 を
含 む 当 該 技 術 分 野 で 標 準 的 な 手 順 に 従 い 精 製 す る こ と が で き る （ 一 般 に 、 Scopes、 タ ン パ
ク 質 精 製 （  )(ス プ リ ン ガ （ Springer） ー 出 版 、 NY、 1982を 参 照 に さ
れ た い ） 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
３ ． キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 質
　 免 疫 応 答 を 誘 導 す る た め の 作 用 物 質 の 中 に は 、 ア ミ ロ イ ド 沈 着 物 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘
導 す る が 、 免 疫 原 と し て は 小 さ す ぎ る 適 当 な エ ピ ト ー プ を 含 む も の も あ る 。 こ の よ う な 状
況 で は 、 ペ プ チ ド 免 疫 原 を 適 当 な キ ャ リ ア ー に 連 結 し て 、 免 疫 応 答 の 誘 導 を 助 け る こ と が
で き る 。 適 当 な キ ャ リ ア ー に は 、 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 キ ー ホ ー ル リ ン 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 、 卵 白 ア ル ブ ミ ン 、 破 傷 風 毒 素 、 ま た は ジ フ テ リ ア
、 大 腸 菌 （ ） 、 コ レ ラ ま た は ピ ロ リ （  ） の よ う な 他 の 病 原 性 細 菌 に 由 来
す る 毒 素 、 あ る い は 弱 毒 化 し た 毒 素 の 誘 導 体 を 含 む 。 他 の キ ャ リ ア ー に は 、 多 数 の MHC対
立 遺 伝 子 、 例 え ば す べ て の ヒ ト の MHC対 立 遺 伝 子 の 少 な く と も 75％ に 結 合 す る Ｔ -細 胞 エ ピ
ト ー プ を 含 む 。 そ の よ う な キ ャ リ ア ー は 、 し ば し ば 当 該 技 術 分 野 で は 「 ユ ニ バ ー サ ル Ｔ -
細 胞 エ ピ ト ー プ 」 と し て 知 ら れ て い る 。 ユ ニ バ ー サ ル Ｔ -細 胞 エ ピ ト ー プ の 例 に は 以 下 を
含 む ：
【 ０ ０ ９ ０ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ １ 】
　 免 疫 応 答 を 刺 激 ま た は 強 化 す る 他 の キ ャ リ ア ー は 、 IL-1、 IL-1α お よ び β ペ プ チ ド 、 IL
-2、 γ INF、 IL-10、 GM-CSFの よ う な サ イ ト カ イ ン 、 お よ び MIPIα お よ び β お よ び RANTESの
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よ う な ケ モ カ イ ン を 含 む 。 免 疫 原 性 作 用 物 質 は 、 O'Mahony、 国 際 公 開 第 97/17613号 お よ び
同 第 97/17614明 細 書 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 組 織 に わ た り 輸 送 を 強 化 す る ペ プ チ ド に 連
結 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 免 疫 原 性 作 用 物 質 は 、 化 学 的 架 橋 に よ り キ ャ リ ア ー に 連 結 す る こ と が で き る 。 免 疫 原 を
キ ャ リ ア ー に 連 結 す る た め の 技 法 に は 、 N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル -3-(2-ピ リ ジ ル -チ オ )プ ロ ピ
オ ネ ー ト （ SPDP） お よ び ス ク シ ン イ ミ ジ ル 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 （ SMCC） （ ペ プ チ ド が ス ル フ ィ ド リ ル 基 を 欠 く 場 合 、 こ れ は さ ら に シ ス テ
イ ン 残 基 の 付 加 に よ り 提 供 す る こ と が で き る ） を 使 用 し た ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 形 成 を 含 む
。 こ れ ら の 試 薬 は 、 そ れ ら 自 身 と １ タ ン パ ク 質 上 の ペ プ チ ド の シ ス テ イ ン 残 基 と の 間 に ジ
ス ル フ ィ ド 結 合 を 、 そ し て リ シ ン 上 の ε -ア ミ ノ 酸 、 あ る い は 他 の ア ミ ノ 酸 中 の 遊 離 ア ミ
ノ 基 を 通 し た ア ミ ド 結 合 を 作 成 す る 。 そ の よ う な 種 々 の ジ ス ル フ ィ ド ／ ア ミ ド -形 成 剤 は
、 62, 185 (1982) に 記 載 さ れ て い る 。 他 の 二 官 能 性 カ ッ プ リ ン グ 剤 は 、 ジ
ス ル フ ィ ド 結 合 で は な く チ オ エ ー テ ル を 形 成 す る 。 多 く の チ オ － エ ー テ ル 形 成 剤 が 市 販 さ
れ て お り 、 そ し て 6-マ レ イ ミ ド カ プ ロ ン 酸 、 2-ブ ロ モ 酢 酸 お よ び 2-ヨ ー ド 酢 酸 、 4-(N-マ
レ イ ミ ド -メ チ ル )シ ク ロ ヘ キ サ ン -1-カ ル ボ ン 酸 の 反 応 性 エ ス テ ル を 含 む 。 カ ル ボ キ シ ル
基 は ス ク シ ン イ ミ ド ま た は 1-ヒ ド ロ キ シ -2-ニ ト ロ -4-ス ル ホ ン 酸 、 ナ ト リ ウ ム 塩 と 混 合 す
る こ と に よ り 活 性 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 免 疫 原 性 ペ プ チ ド は 、 キ ャ リ ア ー と の 融 合 タ ン パ ク 質 （ ヘ テ ロ ロ ガ ス ペ プ チ ド ） と し て
発 現 す る こ と も で き る 。 免 疫 原 性 ペ プ チ ド は そ の ア ミ ノ 末 端 で 、 そ の カ ル ボ キ シ ル 末 端 で
、 ま た は そ の 両 方 で キ ャ リ ア ー に 連 結 す る こ と が で き る 。 場 合 に よ り 、 免 疫 原 性 ペ プ チ ド
の 多 数 の 反 復 が 融 合 タ ン パ ク 質 中 に 存 在 す る こ と が で き る 。 場 合 に よ り 、 免 疫 原 性 ペ プ チ
ド は 例 え ば ペ プ チ ド の 両 Ｎ お よ び Ｃ 末 端 で ヘ テ ロ ロ ガ ス な ペ プ チ ド の 多 数 の コ ピ ー に 連 結
す る こ と が で き る 。 キ ャ リ ア ー ペ プ チ ド の 中 に は 、 キ ャ リ ア ー ペ プ チ ド に 対 す る ヘ ル パ ー
Ｔ -細 胞 応 答 を 誘 導 す る た め に 役 立 つ も の も あ る 。 誘 導 さ れ た ヘ ル パ ー Ｔ -細 胞 は 、 次 に キ
ャ リ ア ー ペ プ チ ド に 連 結 さ れ た 免 疫 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る Ｂ -細 胞 応 答 を 誘 導 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 の 作 用 物 質 の 中 に は 、 Ａ β の Ｎ 末 端 フ ラ グ メ ン ト が そ の Ｃ 末 端 で キ ャ リ ア ー ペ プ
チ ド に 連 結 し て い る 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 ん で 成 る も の も あ る 。 そ の よ う な 作 用 物 質 は 、 Ａ
β の フ ラ グ メ ン ト の Ｎ -末 端 残 基 が 融 合 タ ン パ ク 質 の Ｎ -末 端 残 基 を 構 成 す る 。 し た が っ て
そ の よ う な 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 遊 離 形 態 で あ る Ａ β の Ｎ -末 端 残 基 を 必 要 と す る エ ピ ト ー
プ へ 結 合 す る 抗 体 を 誘 導 す る た め に 有 効 で あ る 。 本 発 明 の 幾 つ か の 作 用 物 質 は 、 Ｃ 末 端 で
キ ャ リ ア ー ペ プ チ ド の １ 以 上 の コ ピ ー に 連 結 す る Ａ β の Ｎ -末 端 セ グ メ ン ト の 複 数 の 反 復
を 含 ん で 成 る 。 そ の よ う な 融 合 タ ン パ ク 質 に 取 り 込 ま れ た Ａ β の Ｎ -末 端 フ ラ グ メ ン ト は
時 々 、 Ａ β 1-3で 始 ま り 、 そ し て Ａ β 7-11で 終 わ る 。 Ａ β 1-7、 Ａ β 1-3、 1-4、 1-5お よ び 3
-7が Ａ β の 好 適 な Ｎ -末 端 フ ラ グ メ ン ト で あ る 。 幾 つ か の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 Ａ β の 異 な
る Ｎ -末 端 セ グ メ ン ト を 直 列 に 含 ん で 成 る 。 例 え ば 融 合 タ ン パ ク 質 は Ａ β 1-7、 続 い て Ａ β
1-3、 続 い て ヘ テ ロ ロ ガ ス ペ プ チ ド を 含 ん で 成 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 幾 つ か の 融 合 タ ン パ ク 質 で は 、 Ａ β の Ｎ -末 端 セ グ メ ン ト が そ の Ｎ -末 端 で ヘ テ ロ ロ ガ ス
が キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 質 に 融 合 さ れ る 。 Ａ β の 同 じ 変 化 の Ｎ -末 端 セ グ メ ン ト を 、 Ｃ -末 端
融 合 で 使 用 す る こ と が で き る 。 幾 つ か の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 Ａ β の Ｎ -末 端 セ グ メ ン ト の
Ｎ -末 端 に 連 結 さ れ た ヘ テ ロ ロ ガ ス な ペ プ チ ド を 含 ん で 成 り 、 こ れ は 次 に １ 以 上 の さ ら な
る Ａ β の Ｎ -末 端 セ グ メ ン ト に 直 列 に 連 結 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 発 明 の 使 用 に 適 す る 融 合 タ ン パ ク 質 の 幾 つ か の 例 を 以 下 に 示 す 。 こ れ ら の 融 合 タ ン パ
ク 質 の 幾 つ か は 、 米 国 特 許 第 5,196,512号 明 細 書 、 欧 州 特 許 第 378,881号 お よ び 同 第 427,34
7明 細 書 に 記 載 さ れ て い る よ う な 破 傷 風 毒 素 エ ピ ト ー プ に 連 結 さ れ た Ａ β の セ グ メ ン ト を
含 ん で 成 る 。 幾 つ か の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 米 国 特 許 第 5,736,142号 明 細 書 に 記 載 さ れ て い

10

20

30

40

50

(22) JP 2007-269804 A 2007.10.18

Immun. Rev. 



る よ う な キ ャ リ ア ー ペ プ チ ド 質 に 連 結 さ れ た Ａ β の セ グ メ ン ト を 含 ん で 成 る 。 幾 つ か の ヘ
テ ロ ロ ガ ス な ペ プ チ ド は 、 ユ ニ バ ー サ ル Ｔ -細 胞 エ ピ ト ー プ で あ る 。 幾 つ か の 方 法 で は 、
投 与 す る た め の 作 用 物 質 は 直 線 的 な 立 体 配 置 で ヘ テ ロ ロ ガ ス な セ グ メ ン ト に 連 結 さ れ た Ａ
β セ グ メ ン ト を 含 む １ つ の 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る 。 幾 つ か の 方 法 で は 、 作 用 物 質 は 式 ２ x

（ 式 中 、 ｘ は １ ～ ５ の 整 数 で あ る ） に よ り 表 さ れ る 融 合 タ ン パ ク 質 の 多 量 体 で あ る 。 好 ま
し く は 、 ｘ は １ 、 ２ ま た は ３ で あ り 、 ２ が 最 も 好 ま し い 。 ｘ が ２ で あ る 時 、 そ の よ う な 多
量 体 は 、 MAP4と 呼 ば れ る 好 適 な 立 体 配 置 で 連 結 さ れ た ４ つ の 融 合 タ ン パ ク 質 を 有 す る （ 米
国 特 許 第 5,229,490号 明 細 書 を 参 照 に さ れ た い ） 。 Ａ β の エ ピ ト ー プ に 下 線 が 引 か れ て い
る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 MAP4の 立 体 配 置 を 以 下 に 示 し 、 こ こ で 分 枝 構 造 は リ シ ン の Ｎ 末 端 お よ び 側 鎖 ア ミ ン の 両
方 で ペ プ チ ド 合 成 が 始 ま る こ と に よ り 生 成 さ れ る 。 リ シ ン が 配 列 に 取 り 込 ま れ 、 そ し て 分
枝 化 さ れ る 回 数 に 依 存 し て 、 生 成 す る 構 造 に は 多 数 の Ｎ 末 端 が 存 在 す る だ ろ う 。 こ の 例 で
は 、 ４ つ の 同 一 な Ｎ 末 端 が コ ア を 含 む 分 枝 化 リ シ ン 上 に 生 成 さ れ た 。 そ の よ う な 多 重 度 は
、 コ グ ネ イ ト Ｂ 細 胞 の 反 応 性 を 大 き く 強 化 す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ０ 】
　 受 動 免 疫 感 作 に 使 用 す る た め の Ａ β に 対 す る 抗 体 の 生 成 に 使 用 さ れ る 免 疫 原 を 作 成 す る
た め に は 、 同 じ ま た は 類 似 の キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 質 お よ び 連 結 法 を 使 用 す る こ と が で き る
。 例 え ば Ａ β に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 産 に お い て 、 キ ャ リ ア ー に 連 結 さ れ た Ａ β
ま た は フ ラ グ メ ン ト を 実 験 動 物 に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
４ ． 治 療 薬 を コ ー ド す る 核 酸
　 ア ミ ロ イ ド 沈 着 物 に 対 す る 免 疫 応 答 も 、 Ａ β ペ プ チ ド の セ グ メ ン ト お よ び そ れ ら の フ ラ
グ メ ン ト 、 他 の ペ プ チ ド 免 疫 原 を コ ー ド す る 核 酸 、 あ る い は 受 動 免 疫 感 作 に 使 用 す る 抗 体
お よ び そ れ ら の 成 分 鎖 の 投 与 に よ り 誘 導 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 核 酸 は 、 DNAま た
は RNAで あ る こ と が で き る 。 免 疫 原 を コ ー ド す る 核 酸 セ グ メ ン ト は 、 典 型 的 に は 、 患 者 の
意 図 す る 標 的 細 胞 中 で DNAセ グ メ ン ト の 発 現 を 可 能 に す る プ ロ モ ー タ ー お よ び エ ン ハ ン サ
ー の よ う な 調 節 要 素 に 連 結 さ れ る 。 免 疫 応 答 を 誘 導 す る た め に 望 ま し い 血 液 細 胞 中 の 発 現
に は 、 軽 ま た は 重 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 に 由 来 す る プ ロ モ ー タ ー お よ び エ ン ハ ン サ ー 要
素 ま た は CMV主 要 中 間 初 期 (makjor intermediate eary)プ ロ モ ー タ ー お よ び エ ン ハ ン サ ー
が 、 発 現 を 支 配 す る た め に 適 当 で あ る 。 連 結 さ れ た 調 節 要 素 お よ び コ ー ド 配 列 は し ば し ば
ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 さ れ る 。 二 重 鎖 抗 体 を 投 与 す る た め に 、 ２ つ の 鎖 を 同 じ か 、 ま た は
別 の ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ン 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 多 数 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー 系 が 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 系 （ 例 え ば 、 Lawrie and Tumin 

. 3, 102-109 (1993)を 参 照 に さ れ た い )； ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー (
例 え ば Bett et al., . 67, 5911 (1993)を 参 照 に さ れ た い )； ア デ ノ － 随 伴 ウ イ
ル ス ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 Zhou et al., . 179, 1867 (1994) を 参 照 に さ た い
） 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス お よ び 鳥 類 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス を 含 む ポ ッ ク ス フ ァ ミ リ ー に 由 来 す
る ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 シ ン ド ビ ス お よ び セ ム リ キ 森 林 ウ イ ル ス に 由 来 す る よ う な ア ル フ ァ
ウ イ ル ス 属 に 由 来 す る ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 Dubensky et al., . 70, 508
-519 (1996)を 参 照 に さ れ た た )、 ベ ネ ゼ エ ラ の ウ マ 脳 脊 髄 炎 ウ イ ル ス （ 米 国 特 許 第 5,643,
576号 明 細 書 を 参 照 に さ れ た い ） お よ び 水 痘 性 口 内 炎 ウ イ ル ス の よ う な ラ ブ ド ウ イ ル ス （
国 際 公 開 第 96/34625号 明 細 書 を 参 照 に さ れ た い ） お よ び パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス （ Ohe et al.

10

20

30

40

50

(25) JP 2007-269804 A 2007.10.18

Cur. Op
in. Genet. Develop

J. Virol
J. Exp. Med

J. Virol



,  6, 325-333 (1995)；  Woo et al.、 国 際 公 開 第 94/12629号 明 細 書
お よ び Xiao & Brandsma, . 24, 2630-2622 (1996))を 含 め 入 手 す る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 免 疫 原 を コ ー ド す る DNAま た は そ れ を 含 む ベ ク タ ー は 、 リ ポ ソ ー ム 中 に パ ッ ケ ー ジ す る
こ と が で き る 。 適 当 な 脂 質 お よ び 関 連 す る 同 族 体 は 、 米 国 特 許 第 5,208,036号 、 同 第 5,264
,618号 、 同 第 5,279,833号 お よ び 同 第 5,283,185号 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 。 免 疫 原 を コ ー
ド す る ベ ク タ ー お よ び DNAは 、 特 定 の キ ャ リ ア ー に 吸 着 ま た は 結 合 さ せ る こ と も で き 、 そ
の キ ャ リ ア ー の 例 に は 、 ポ リ メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト ポ リ マ ー お よ び ポ リ ラ ク チ ド お よ び ポ
リ （ ラ ク チ ド -コ -グ リ コ ラ イ ド ） を 含 み 、 例 え ば McGee et al., . (1996)
を 参 照 に さ れ た い 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 遺 伝 子 療 法 ベ ク タ ー ま た は 裸 （ naked)の DNAは 、 典 型 的 に は 全 身 投 与 に よ り （ 例 え ば 静
脈 内 、 腹 腔 内 、 鼻 内 、 胃 内 、 皮 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 ま た は 頭 蓋 潅 流 ） あ る い は 局 所 的 適 用 （
例 え ば 米 国 特 許 第 5,399,346号 明 細 書 を 参 照 に さ れ た い ） に よ り 、 個 々 の 患 者 に 投 与 す る
こ と に よ り イ ン ビ ボ 送 達 さ れ 得 る 。 そ の よ う な ベ ク タ ー は さ ら に ブ ピ バ カ イ ン （ 米 国 特 許
第 5,593,970号 明 細 書 ） の よ う な 促 進 剤 を 含 む こ と が で き る 。 ま た DNAは 遺 伝 子 銃 を 使 用 し
て 投 与 す る こ と が で き る 。 Xiao & Brandsma、 同 上 を 参 照 に さ れ た い 。 免 疫 原 を コ ー ド す
る DNAを 、 顕 微 鏡 的 な 金 属 ビ ー ズ の 表 面 に 沈 殿 さ せ る 。 こ の マ イ ク ロ プ ロ ジ ェ ク テ ィ ル （ m
icroprojectile） を シ ョ ッ ク 波 ま た は 膨 張 す る ヘ リ ウ ム ガ ス で 加 速 し 、 そ し て 幾 つ か の 細
胞 層 の 深 さ ま で 組 織 を 透 過 さ せ る 。 例 え ば 、 ウ ィ ス コ ン シ ン 州 、 ミ ド ル ト ン の ア ガ セ タ ス
社 （ Agacetus Inc.)に よ り 製 造 さ れ て い る Accel(商 標 )遺 伝 子 送 達 デ バ イ ス が 適 当 で あ る
。 あ る い は 、 化 学 的 ま た は 機 械 的 刺 激 に よ り DNAを 皮 膚 上 に 単 に ス ポ ッ ト 適 用 す る こ と に
よ り 、 裸 の DNAを 皮 膚 を 介 し て 血 流 に 通 す こ と が で き る （ 国 際 公 開 第 95/05853号 明 細 書 を
参 照 に さ れ た い ） 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 さ ら な る 変 法 で は 、 個 々 の 患 者 か ら 外 植 さ れ た 細 胞 （ 例 え ば 、 リ ン パ 球 、 骨 髄 ア ス ピ レ
ー ト 、 組 織 検 体 ） 、 あ る い は 汎 用 的 な 供 与 体 の 造 血 幹 細 胞 、 続 い て 細 胞 の 患 者 へ の 再 移 植
（ 通 常 は 、 組 み 込 ま れ た ベ ク タ ー を 有 す る 細 胞 を 選 択 し た 後 ） の よ う に 、 免 疫 原 を コ ー ド
す る ベ ク タ ー を エ ク ス ビ ボ で 細 胞 に 送 達 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】

　 本 発 明 は 、 ア ミ ロ イ ド 沈 着 物 ま た は 任 意 の 他 の 抗 原 、 あ る い は 付 随 す る 生 物 学 的 物 体 の
除 去 に お け る 活 性 に つ い て 、 除 去 活 性 が 望 ま れ る 抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す
る 。 ア ミ ロ イ ド 沈 着 物 に 対 す る 活 性 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 有
す る 患 者 ま た は 特 徴 的 な ア ル ツ ハ イ マ ー の 病 状 を 有 す る 動 物 モ デ ル の 脳 の 組 織 サ ン プ ル を
、 ミ ク ロ グ リ ア 細 胞 の よ う な Fcレ セ プ タ ー を 持 つ 食 細 胞 お よ び 抗 体 と 、 イ ン ビ ト ロ の 媒 質
中 の 試 験 下 で 接 触 さ せ る 。 食 細 胞 は 、 BV-2、 C8-B4ま た は THP-1の よ う な 初 代 培 養 ま た は 細
胞 系 で あ る こ と が で き る 。 幾 つ か の 方 法 で は 、 成 分 を 顕 微 鏡 ス ラ イ ド 上 で 合 わ せ て 顕 微 鏡
で の モ ニ タ リ ン グ を 行 い 易 く す る 。 幾 つ か の 方 法 で は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー 皿 の ウ ェ ル 中 で
、 平 行 し て 多 数 の 反 応 を 行 う 。 そ の よ う な 形 式 で は 、 分 か れ た 小 型 の 顕 微 鏡 ス ラ イ ド を 分
か れ た ウ ェ ル に 乗 せ る こ と が で き 、 あ る い は Ａ β の ELISA検 出 の よ う な 非 顕 微 鏡 的 検 出 形
式 を 使 用 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 一 連 の 測 定 は 、 反 応 が 進 行 す る 前 の ベ ー ス ラ イ
ン 値 か ら 出 発 し 、 そ し て 反 応 中 の １ 以 上 の 試 験 値 を イ ン ビ ト ロ 反 応 混 合 物 中 の ア ミ ロ イ ド
沈 着 物 の 量 か ら 作 成 す る 。 抗 原 は 、 例 え ば Ａ β ま た は 他 の ア ミ ロ イ ド 斑 の 成 分 に 対 す る 蛍
光 的 に 標 識 し た 抗 体 を 用 い て 染 色 す る こ と に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 染 色 に 使 用 す る
抗 体 は 、 除 去 活 性 を 試 験 す る 抗 体 と 同 じ で も 同 じ で な く て も よ い 。 ア ミ ロ イ ド 沈 着 物 の 反
応 中 、 ベ ー ス ラ イ ン に 対 す る 減 少 は 抗 体 が 試 験 下 で 除 去 活 性 を 有 す る こ と を 示 す 。 そ の よ
う な 抗 体 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー お よ び 他 の ア ミ ロ イ ド 形 成 疾 患 を 予 防 ま た は 処 置 す る た め に
有 用 で あ ろ う 。
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【 ０ １ ０ ７ 】
　 類 似 の 方 法 を 使 用 し て 、 他 の 種 類 の 生 物 学 的 物 体 を 除 去 す る 活 性 に つ い て 抗 体 を ス ク リ
ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 こ の ア ッ セ イ は 、 ほ と ん ど の 種 類 の 生 物 学 的 物 体 に 対 し て 、
除 去 活 性 を 検 出 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 生 物 学 的 物 体 は ヒ ト お よ
び 動 物 疾 患 に 幾 つ か の 役 割 を 有 す る 。 生 物 学 物 体 は 組 織 サ ン プ ル ま た は 単 離 さ れ た 状 態 で
提 供 さ れ 得 る 。 組 織 サ ン プ ル と し て 提 供 さ れ る 場 合 、 組 織 サ ン プ ル は 好 ま し く は 組 織 サ ン
プ ル の 成 分 を 直 ち に 利 用 で き 、 そ し て 固 定 に あ り が ち な 成 分 の 立 体 配 置 の 撹 乱 を 避 け る た
め に 固 定 さ れ て い な い 。 こ の ア ッ セ イ で 試 験 す る こ と が で き る 組 織 サ ン プ ル の 例 に は 、 ガ
ン 組 織 、 前 ガ ン 組 織 、 突 起 ま た は 奇 胎 の よ う な 良 性 の 成 長 を 含 む 組 織 、 病 原 性 微 生 物 に 感
染 し た 組 織 、 炎 症 性 細 胞 が 浸 潤 し た 組 織 、 細 胞 間 に 病 原 性 マ ト リ ッ ク ス を 持 つ 組 織 （ 例 え
ば 、 線 維 性 心 膜 炎 ） 、 異 常 な 抗 原 を 持 つ 組 織 お よ び 瘢 痕 組 織 を 含 む 。 使 用 で き る 単 離 さ れ
た 生 物 学 的 物 体 の 例 に は 、 Ａ β 、 ウ イ ル ス 抗 原 ま た は ウ イ ル ス 、 プ ロ テ オ グ リ カ ン 、 他 の
病 原 性 微 生 物 の 抗 原 、 腫 瘍 抗 原 お よ び 接 着 分 子 を 含 む 。 そ の よ う な 抗 原 は 、 中 で も 天 然 の
起 源 、 組 換 え 発 現 ま た は キ メ ラ 合 成 か ら 得 る こ と が で き る 。 組 織 サ ン プ ル ま た は 単 離 さ れ
た 生 物 学 的 物 体 は 、 単 球 ま た は ミ ク ロ グ リ ア 細 胞 の よ う な Fcレ セ プ タ ー を 持 つ 食 細 胞 お よ
び 試 験 さ れ る 抗 体 と 媒 質 中 で 接 触 さ せ る 。 抗 体 は 試 験 下 で 生 物 学 的 物 体 に 向 け ら れ る か 、
あ る い は 物 体 と 会 合 し た 抗 原 に 向 け ら れ る 。 後 者 の 状 況 で は 、 目 的 は 生 物 学 物 体 が 抗 原 で
代 償 的 に 食 作 用 を 受 け る か ど う か を 試 験 す る 。 通 常 は 必 ず し も 必 要 で は な い が 、 抗 体 お よ
び 生 物 学 的 物 体 （ 時 折 、 抗 原 と 会 合 し て い る ） を 、 互 い に 接 触 さ せ た 後 に 食 細 胞 を 加 え る
。 媒 質 中 に 残 る 生 物 学 的 物 体 お よ び ／ ま た は 会 合 し た 抗 原 が 存 在 す る な ら ば 、 そ の 濃 度 が
モ ニ タ リ ン グ さ れ る 。 媒 質 中 の 抗 原 ま た は 会 合 し た 生 物 学 的 物 体 の 量 ま た は 濃 度 に お け る
減 少 は 、 抗 体 が 抗 原 お よ び ／ ま た は 会 合 し た 生 物 学 的 物 体 に 対 す る 除 去 応 答 を 、 食 細 胞 と
一 緒 に 有 す る こ と を 示 す （ 例 え ば 実 施 例 １ ４ を 参 照 に さ れ た い ） 。
【 ０ １ ０ ８ 】
IV． 処 置 に 反 応 す る 患 者
　 処 置 に 反 応 す る 患 者 は 、 症 状 を 表 さ な い が 疾 患 の 危 険 性 に あ る 個 体 な ら び に 現 在 症 状 を
表 し て い る 患 者 が 含 ま れ る 。 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 場 合 、 彼 ま た は 彼 女 が 十 分 に 長 く 生 き て
い れ ば 、 実 際 、 誰 で も ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に 罹 患 す る 危 険 性 が あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は
主 題 と な る 患 者 の 危 険 性 を 評 価 す る 必 要 が 無 い 一 般 的 集 団 に 予 防 的 に 投 与 す る こ と が で き
る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 既 知 の 遺 伝 的 危 険 性 を 有 す る 個 体 に 特 に 有 用 で
あ る 。 そ の よ う な 個 体 に は 、 こ の 疾 患 を す で に 経 験 し た 親 類 を 有 す る 個 体 、 お よ び 遺 伝 子
ま た は 生 化 学 的 マ ー カ ー の 分 析 に よ り 危 険 が 決 定 さ れ た 個 体 を 含 む 。 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に
対 す る 危 険 性 の 遺 伝 子 マ ー カ ー は 、 APP遺 伝 子 に 突 然 変 異 を 含 み 、 特 に そ れ ぞ れ ハ ー デ ィ (
Hardy)お よ び ス ウ ェ ー デ ン の 突 然 変 異 と 呼 ば れ る 717位 な ら び に 670お よ び 671位 で の 突 然
変 異 を 含 む （ Hardy, TINS,同 上 を 参 照 に さ れ た い ） 。 危 険 性 の 他 の マ ー カ ー は 、 プ レ セ ニ
リ ン 遺 伝 子 、 PS1お よ び PS2中 の 突 然 変 異 、 お よ び ApoE4、 ADの 家 系 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血
症 ま た は ア テ ロ ー ム 硬 化 症 で あ る 。 現 在 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に 罹 患 し て い る 個 体 は 、 特 徴 的
な 痴 呆 な ら び に 上 記 の 危 険 因 子 の 存 在 に よ り 認 識 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 ADを 有 す る 個 体 を 同
定 す る た め に 多 数 の 診 断 試 験 を 利 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ れ ら に は CSFτ お よ び Ａ β 4
2レ べ ル の 測 定 を 含 む 。 上 昇 し た τ お よ び 減 少 し た Ａ β 42レ ベ ル は 、 ADの 存 在 を 意 味 す る
。 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に 罹 患 し て い る 個 体 は 、 実 施 例 の 部 で 検 討 す る よ う な ADRDA基 準 に よ
り 診 断 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 無 症 候 性 患 者 で は 、 処 置 は 任 意 の 年 齢 （ 例 え ば 10、 20、 30） で 始 め る こ と が で き る 。 し
か し 通 常 、 患 者 が 40、 50、 60ま た は 70に 達 す る ま で 処 置 を 始 め る 必 要 は な い 。 処 置 は 典 型
的 に は 一 定 期 間 に わ た り 多 回 の 投 薬 を 必 要 と す る 。 処 置 は 期 間 中 、 抗 体 を ア ッ セ イ す る こ
と に よ り 、 あ る い は 治 療 薬 (例 え ば Ａ β ペ プ チ ド ） に 対 し て 活 性 化 さ れ た Ｔ -細 胞 ま た は Ｂ
-細 胞 応 答 を モ ニ タ リ ン グ す る こ と が で き る 。 応 答 が 落 ち れ ば 、 追 加 免 疫 投 与 が 指 示 さ れ
る 。 ダ ウ ン 症 候 群 の 可 能 性 が あ る 患 者 の 場 合 は 、 処 置 は 母 親 に 投 与 す る こ と に よ り 出 生 前
に 、 ま た は 出 生 直 後 に 始 め る こ と が で き る 。
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【 ０ １ １ ０ 】
V． 処 置 処 方
　 予 防 的 応 用 で は 、 医 薬 組 成 物 ま た は 薬 剤 を ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に 罹 患 し 易 い か 、 ま た は 危
険 性 の あ る 患 者 に 、 疾 患 の 生 化 学 的 、 組 織 学 的 お よ び ／ ま た は 行 動 的 症 状 、 疾 患 の 発 生 中
に 現 れ る そ の 合 併 症 お よ び 中 間 的 な 病 状 の 表 現 型 を 含 め 、 危 険 性 を 排 除 ま た は 下 げ る た め
に 、 重 篤 度 を 下 げ る た め に 、 ま た は 疾 患 の 発 症 を 遅 ら せ る た め に 十 分 な 量 で 投 与 す る 。 治
療 的 応 用 で は 、 組 成 物 ま た は 薬 剤 を そ の よ う な 疾 患 に 罹 患 し た と 疑 わ れ る か 、 ま た は す で
に 罹 患 し た 患 者 に 、 疾 患 の 発 生 に お け る 合 併 症 お よ び 中 間 的 な 病 状 の 表 現 型 を 含 め 、 疾 患
の 症 状 （ 生 物 化 学 的 、 組 織 学 的 お よ び ／ ま た は 行 動 的 症 状 ） を 治 癒 す る か 、 あ る い は 少 な
く と も 部 分 的 に 停 止 す る た め に 十 分 な 量 で 投 与 す る 。 幾 つ か の 方 法 で は 、 薬 剤 の 投 与 が 特
徴 的 な ア ル ツ ハ イ マ ー の 病 状 を 未 だ に 発 症 し て い な い 患 者 に お い て 、 ミ オ コ グ ニ ィ テ ィ ブ
（ mycognitive） 障 害 を 減 ら す か 、 ま た は 排 除 す る 。 治 療 的 ま た は 予 防 的 処 置 を 行 う た め
に 十 分 な 量 は 、 治 療 的 に － ま た は 予 防 的 に － 有 効 な 用 量 で あ る と 定 め る 。 予 防 的 ま た は 治
療 的 処 方 の 両 方 で 、 薬 剤 は 通 常 、 十 分 な 免 疫 応 答 に 達 す る ま で 何 回 か の 投 薬 用 量 を 投 与 さ
れ る 。 典 型 的 に は 免 疫 応 答 を モ ニ タ リ ン グ し 、 そ し て 免 疫 応 答 が 弱 く な り 始 め た ら 繰 り 返
し て 投 薬 が 与 え ら れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 上 記 の 症 状 を 処 置 す る た め に 本 発 明 の 組 成 物 の 有 効 な 投 薬 用 量 は 、 投 与 の 手 段 、 標 的 部
位 、 患 者 の 生 理 学 的 状 態 、 患 者 が ヒ ト ま た は 動 物 で あ る か ど う か 、 投 与 す る 他 の 薬 剤 、 お
よ び 処 置 が 予 防 的 ま た は 治 療 的 で あ る か ど う か を 含 む 多 く の 異 な る 因 子 に 依 存 し て 変 動 す
る 。 通 常 、 患 者 は ヒ ト で あ り 、 し か し ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 を 含 め 非 ヒ ト 哺 乳 動 物
も 処 置 す る こ と が で き る 。 処 置 の 投 薬 用 量 は 、 安 全 性 お よ び 効 力 を 至 適 化 す る た め に 滴 定
す る 必 要 が あ る 。 免 疫 原 の 量 は 、 ア ジ ュ バ ン ト が 投 与 さ れ る か ど う か に も 依 存 し 、 よ り 高
い 投 薬 用 量 が ア ジ ュ バ ン ト の 不 存 在 で は 必 要 で あ る 。 投 与 の た め の 免 疫 原 の 量 は 時 折 、 患
者 あ た り １ ～ 500μ gで 変 動 し 、 そ し て よ り 通 常 は ヒ ト の 投 与 に つ い て １ 回 の 注 射 あ た り ５
～ 500μ gで あ る 。 時 に は １ 回 の 注 射 あ た り よ り 多 い 用 量 の １ ～ ２ mgを 使 用 す る 。 典 型 的 に
は 約 10、 20、 50ま た は 100μ gを 各 ヒ ト の 注 射 に 使 用 す る 。 免 疫 原 の 塊 も 、 免 疫 原 全 体 の 塊
に 対 す る 免 疫 原 内 の 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ の 塊 比 （ mass ratio)に 依 存 す る 。 典 型 的 に は 、 1
0 - 3 ～ 10 - 5 マ イ ク ロ モ ル の 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ が 、 マ イ ク ロ グ ラ ム の 免 疫 原 に つ い て 使 用
さ れ る 。 注 射 の 時 期 は １ 日 １ 回 か ら 、 １ 年 に １ 回 ま で 、 10年 に １ 回 ま で 有 意 に 変 動 し 得 る
。 免 疫 原 の 投 薬 用 量 が 与 え ら れ る 任 意 の 日 に 、 投 薬 用 量 は １ μ g／ 患 者 よ り 多 く 、 そ し て
通 常 は ア ジ ュ バ ン ト も 投 与 さ れ る な ら ば 10μ g／ 患 者 よ り 多 く 、 そ し て 通 常 は ア ジ ュ バ ン
ト が 不 存 在 で あ る 場 合 、 100μ g／ 患 者 よ り 多 い 。 典 型 的 な 処 方 は 、 免 疫 感 作 に 続 い て ６ 週
間 の 間 隔 の よ う な 間 隔 で の 追 加 免 疫 注 射 か ら 成 る 。 別 の 処 方 は 、 免 疫 感 作 に 続 い て １ 、 ２
そ し て 12カ 月 後 の 追 加 免 疫 注 射 か ら 成 る 。 別 の 処 方 は 、 一 生 、 ２ カ 月 毎 の 注 射 を 必 要 と す
る 。 あ る い は 追 加 免 疫 注 射 は 、 免 疫 応 答 を モ ニ タ リ ン グ す る こ と に よ り 示 さ れ る よ う に 、
不 定 期 ベ ー ス で 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 抗 体 を 用 い た 受 動 免 疫 感 作 に つ い て 、 投 薬 用 量 範 囲 は 、 宿 主 の 体 重 に 基 づ き 約 0.0001は
、 １ mg/kg体 重 ま た は 10mg/kg体 重 ま た は 1～ 10mg/kgの 範 囲 内 で あ る 。 例 示 す る 処 置 計 画 は
、 ２ 週 間 毎 に １ 回 、 ま た は １ カ 月 に １ 回 、 ま た は ３ ～ ６ カ 月 に １ 回 の 投 与 を 必 要 と す る 。
幾 つ か の 方 法 で は 、 異 な る 結 合 特 異 性 を 有 す る ２ 以 上 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 同 時 に 投 与
し 、 こ の 場 合 は 投 与 す る 各 抗 体 の 投 薬 用 量 は 、 示 し た 範 囲 に あ る 。 抗 体 は 通 常 、 多 回 投 与
さ れ る 。 １ 回 毎 の 間 隔 は 、 毎 週 、 毎 月 ま た は 毎 年 で あ る こ と が で き る 。 間 隔 は 患 者 中 の Ａ
β に 対 す る 抗 体 の 血 中 レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ り 、 示 し た 不 定 期 で あ る こ と が で き る 。
幾 つ か の 方 法 で は 、 投 薬 用 量 は １ ～ 1000μ g/ml、 そ し て 幾 つ か の 方 法 で は 25～ 300μ g/ml
の 血 漿 抗 体 濃 度 を 達 成 す る よ う に 調 整 す る 。 あ る い は 抗 体 は 徐 放 性 製 剤 と し て 投 与 す る こ
と が で き 、 こ の 場 合 は よ り 低 い 頻 度 の 投 与 が 必 要 で あ る 。 投 薬 用 量 お よ び 頻 度 は 、 患 者 内
の 抗 体 の 半 減 期 に 依 存 し て 変 動 す る 。 一 般 に ヒ ト 抗 体 が 最 長 の 半 減 期 を 示 し 、 ヒ ト 化 抗 体
、 キ メ ラ 抗 体 そ し て 非 ヒ ト 抗 体 が 続 く 。 投 薬 用 量 お よ び 頻 度 は 、 処 置 が 予 防 的 か ま た は 治
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療 的 で あ る か ど う か に 依 存 し て 変 動 す る 。 予 防 的 応 用 で は 、 比 較 的 低 い 投 薬 用 量 が 長 期 間
に わ た り 、 比 較 的 低 い 頻 度 の 間 隔 で 投 与 さ れ る 。 患 者 の 中 に は 生 涯 、 処 置 を 受 け 続 け る 人
も い る 。 治 療 的 応 用 で は 、 時 折 、 比 較 的 短 い 間 隔 で 比 較 的 高 い 投 薬 用 量 が 疾 患 の 進 行 が 低
下 ま た は 停 止 す る ま で 、 そ し て 好 ま し く は 患 者 が 疾 患 の 症 状 の 部 分 的 ま た は 完 全 な 改 善 を
示 す ま で 必 要 と さ れ る 。 そ の 後 に 、 患 者 は 予 防 的 処 方 を 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 免 疫 原 を コ ー ド す る 核 酸 の 用 量 は 、 患 者 あ た り 約 10ng～ １ g、 100ng～ 100mg、 １ μ g～ 10
mg、 ま た は 30～ 300μ g DNAで あ る 。 感 染 性 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 用 量 あ た り 10～ 100以
上 の ビ リ オ ン で 変 動 す る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 作 用 物 質 は 、 予 防 的 お よ び ／ ま た は 治 療 的 処 置 の た め に 経 口 的 、 局
所 的 、 静 脈 内 、 経 口 、 皮 下 、 動 脈 内 、 頭 蓋 内 、 腹 腔 内 、 鼻 内 ま た は 筋 肉 内 手 段 で 投 与 す る
こ と が で き る 。 免 疫 原 性 作 用 物 質 の 最 も 多 い 投 与 経 路 は 皮 下 で あ る が 、 他 の 経 路 も 同 等 に
有 効 で あ る 。 次 に 最 も 多 い 経 路 は 、 筋 肉 内 注 射 で あ る 。 こ の 種 の 注 射 は 、 最 も 典 型 的 に は
腕 ま た は 足 の 筋 肉 に 行 う 。 幾 つ か の 方 法 で は 、 作 用 物 質 を 沈 着 物 が 蓄 積 し て い る 特 定 の 組
織 に 直 接 注 射 、 例 え ば 頭 蓋 内 注 射 す る 。 抗 体 の 投 与 に は 、 静 脈 内 潅 流 の 筋 肉 内 注 射 が 好 適
で あ る 。 幾 つ か の 方 法 で は 、 特 定 の 治 療 用 抗 体 を 、 頭 蓋 に 直 接 注 射 す る 。 幾 つ か の 方 法 で
は 、 抗 体 を 徐 放 性 組 成 物 ま た は Medipad(商 標 )デ バ イ ス の よ う な デ バ イ ス と し て 投 与 す る
。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 発 明 の 作 用 物 質 は 、 ア ミ ロ イ ド 形 成 疾 患 の 処 置 に 少 な く と も 部 分 的 に 有 効 な 他 の 作 用
物 質 と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と が で き る 。 ア ミ ロ イ ド 沈 着 物 が 脳 で 生 じ る ア ル ツ ハ イ マ
ー 病 お よ び ダ ウ ン 症 候 群 の 場 合 、 本 発 明 の 作 用 物 質 は 血 液 － 脳 バ リ ア を わ た っ て 本 発 明 の
作 用 物 質 の 通 過 を 増 加 さ せ る 他 の 作 用 物 質 と 一 緒 に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 ペ プ チ ド の よ う な 本 発 明 の 免 疫 原 性 作 用 物 質 は 、 時 折 ア ジ ュ バ ン ト と 組 み 合 わ せ て 投 与
さ れ る 。 種 々 の ア ジ ュ バ ン ト を Ａ β の よ う な ペ プ チ ド と 組 み 合 わ せ て 使 用 し て 、 免 疫 応 答
を 誘 導 す る こ と が で き る 。 好 適 な ア ジ ュ バ ン ト は 、 応 答 の 質 的 な 形 態 に 影 響 を 及 ぼ す 免 疫
原 に 立 体 配 置 的 変 化 を 生 じ る こ と な く 、 免 疫 原 へ の 固 有 の 応 答 を 増 す 。 好 適 な ア ジ ュ バ ン
ト に は 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム お よ び リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 、 3 De-O-ア シ ル 化 モ ノ ホ ス ホ リ
ル リ ピ ド Ａ （ MPL(商 標 ))(英 国 特 許 第 2220211号 明 細 書 (リ ビ イ ム ノ ケ ム  リ サ ー チ 社 (RIBI 
Immuno Chem Research Inc.） 、 ハ ミ ル ト ン 、 モ ン タ ナ 州 、 コ リ キ サ （ Corixa)の 新 し い 部
門 、 を 参 照 に さ れ た い ） 。 Stimulon(商 標 )QS-21は ト リ テ ル ペ ン グ リ コ シ ド ま た は 南 ア フ
リ カ で 見 ら れ る キ ラ ヤ （ Quillaja Saponaria Molina)の 木 の 樹 皮 か ら 単 離 さ れ る サ ポ ニ ン
で あ る （ Kensil et al.,ワ ク チ ン の 設 計 :サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び ア ジ ュ バ ン ト 法 (  

) (Powell & Newman 編 集 、 プ レ ナ ム 出 版 、
NY、 1995):米 国 特 許 第 5,057,540号 明 細 書 (ア ク イ ラ バ イ オ フ ァ ル マ シ ュ ー テ ィ カ ル ズ (Aqu
ila BioPharmaceuticals)、 フ ラ ミ ン ハ ム 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ） を 参 照 に さ れ た い ） 。
他 の ア ジ ュ バ ン ト は 、 場 合 に よ り モ ノ ホ ス ホ リ ル リ ピ ド Ａ と 組 み 合 わ せ た 水 中 油 型 の エ マ
ル シ ョ ン （ ス ク ア レ ン ま た は ピ ー ナ ッ ツ 油 ） で あ る （ Stouteet al.,  3
6, 86-91 (1997)を 参 照 に さ れ た い )。 別 の ア ジ ュ バ ン ト は CpG（ 国 際 公 開 第 98/40100号 明
細 書 )で あ る 。 あ る い は Ａ β を ア ジ ュ バ ン ト に カ ッ プ リ ン グ す る こ と が で き る 。 し か し そ
の よ う な カ ッ プ リ ン グ は 、 Ａ β に 対 す る 免 疫 応 答 の 性 質 に 影 響 を 及 ぼ さ な い よ う に 、 Ａ β
の 立 体 配 置 を 実 質 的 に 変 え る べ き で は な い 。 ア ジ ュ バ ン ト は 活 性 な 作 用 物 質 を 含 む 治 療 用
組 成 物 の 成 分 と し て 投 与 す る こ と が で き 、 あ る い は 治 療 剤 の 投 与 前 、 同 時 、 ま た は 後 に 別
に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 好 適 な 種 類 の ア ジ ュ バ ン ト は 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 、 硫 酸 ア ル ミ
ニ ウ ム の よ う な ア ル ミ ニ ウ ム 塩 （ alum） で あ る 。 そ の よ う な ア ジ ュ バ ン ト は 、 MPLま た は 3
-DMP、 QS-21、 ポ リ グ ル タ ミ ン 酸 ま た は ポ リ リ シ ン の よ う な ポ リ マ ー 性 ま た は モ ノ マ ー 性
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ア ミ ノ 酸 の よ う な 他 の 特 異 的 免 疫 刺 激 剤 を 用 い て 、 ま た は 用 い ず に 使 用 す る こ と が で き る
。 別 の 種 類 の ア ジ ュ バ ン ト は 、 水 中 油 型 の エ マ ル シ ョ ン 製 剤 で あ る 。 そ の よ う な ア ジ ュ バ
ン ト は 、 ム ラ ミ ル ペ プ チ ド （ 例 え ば N-ア セ チ ル ム ラ ミ ル -L-ト レ オ ニ ル -D-イ ソ グ ル タ ミ ン
(thr-MDP)、 N-ア セ チ ル -ノ ル ム ラ ミ ル -L-ア ラ ニ ル -D-イ ソ グ ル タ ミ ン (nor-MDP)、 N-ア セ
チ ル ム ラ ミ ル -L-ア ラ ニ ル -D-イ ソ グ ル タ ミ ニ ル -L-ア ラ ニ ン -2-(1'-2'ジ パ ル ミ ト イ ル -sn-
グ リ セ ロ -3-ヒ ド ロ キ シ ホ ス ホ リ ル オ キ シ )-エ チ ル ア ミ ン (MTP-PE)、 N-ア セ チ ル グ ル コ サ
ミ ニ ル -N-ア セ チ ル ム ラ ミ ル -L-Al-D-イ ソ グ ル -L-Ala-ジ パ ル ミ ト キ シ プ ロ ピ ル ア ミ ド (DTP
-DPP)テ ラ ミ ド TM)、 ま た は 他 の 細 菌 細 胞 壁 成 分 の よ う な 他 の 特 異 的 免 疫 刺 激 剤 を 用 い て 、
ま た は 用 い ず に 使 用 す る こ と が で き る 。 水 中 油 型 の エ マ ル シ ョ ン に は 、 （ ａ ） モ デ ル 110Y
ミ ク ロ 流 動 装 置 （ ミ ク ロ フ ル イ デ ィ ッ ク ス (Microfluidics)、 ニ ュ ー ト ン 、 マ サ チ ュ ー セ
ッ ツ 州 ） の よ う な ミ ク ロ 流 動 装 置 を 使 用 し て サ ブ ミ ク ロ ン 粒 子 に 配 合 し た 、 ５ ％ ス ク ア レ
ン 、 0.5％ Tween80お よ び 0.5％ Span85（ 場 合 に よ り 種 々 の 量 の MTP-PEを 含 む )MF59（ 国 際 公
開 第 90/14837号 明 細 書 ） 、 （ ｂ ） サ ブ ミ ク ロ ン の エ マ ル シ ョ ン に ミ ク ロ 流 動 化 さ れ た か 、
ま た は ボ ル テ ッ ク ス 混 合 し て よ り 大 き な 粒 子 サ イ ズ の エ マ ル シ ョ ン に 生 成 し た 、 10％ ス ク
ア レ ン 、 0.4％ Tween80、 ５ ％ プ ル ロ ニ ッ ク － ブ ロ ッ ク ポ リ マ ー L121お よ び thr-MDPを 含 む S
AF、 お よ び （ ｃ ） ２ ％ ス ク ア レ ン 、 0.2％ Tween80、 お よ び モ ノ ホ ス ホ リ ル リ ピ ド Ａ (MPL)
、 ト レ ハ ロ ー ス ジ ミ コ レ ー ト (TDM)お よ び 細 胞 壁 骨 格 (CWS)か ら 成 る 群 か ら の １ 以 上 の 細 菌
細 胞 壁 成 分 、 好 ま し く は MPL＋ CWS(Detox(商 標 )を 含 む Ribi(商 標 )ア ジ ュ バ ン ト 系 （ RAS)(
リ ビ イ ム ノ ケ ム 、 ハ ミ ル ト ン 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ） を 含 む 。 別 の 種 類 の 好 適 な ア ジ ュ バ
ン ト は 、 Stimulon(商 標 )(QS-21、 ア ク イ ラ 、 フ ラ ミ ン ハ ム 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ） ま た は
ISCOMs(免 疫 刺 激 複 合 体 )お よ び ISCOMATRIXの よ う な そ れ ら か ら 生 成 し た 粒 子 の よ う な サ ポ
ニ ン ア ジ ュ バ ン ト で あ る 。 他 の ア ジ ュ バ ン ト に は 、 完 全 フ ロ イ ン ド ア ジ ュ バ ン ト （ CFA）
お よ び 不 完 全 フ ロ イ ン ド ア ジ ュ バ ン ト （ IFA） を 含 む 。 他 の ア ジ ュ バ ン ト に は 、 イ ン タ ー
ロ イ キ ン 類 （ IL-1、 IL-2お よ び IL-12） 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ M-CSF） 、 腫
瘍 壊 死 因 子 （ TNF） の よ う な サ イ ト カ イ ン を 含 む 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 ア ジ ュ バ ン ト は １ つ の 組 成 物 と し て 免 疫 原 と 投 与 す る こ と が で き 、 あ る い は 免 疫 原 の 投
与 前 、 投 与 と 同 時 ま た は 投 与 後 に 投 与 す る こ と が で き る 。 免 疫 原 お よ び ア ジ ュ バ ン ト は 包
装 さ れ 、 そ し て 同 じ バ イ ア ル で 供 給 す る こ と が で き 、 あ る い は 別 の バ イ ア ル に 包 装 さ れ 、
そ し て 使 用 前 に 混 合 す る こ と が で き る 。 免 疫 原 お よ び ア ジ ュ バ ン ト は 、 典 型 的 に は 目 的 と
す る 治 療 的 応 用 を 示 す ラ ベ ル と 共 に 包 装 さ れ る 。 免 疫 原 お よ び ア ジ ュ バ ン ト が 別 個 に 包 装
さ れ る 場 合 、 包 装 に は 典 型 的 に は 使 用 前 の 混 合 の た め に 使 用 説 明 書 を 含 む 。 ア ジ ュ バ ン ト
お よ び ／ ま た は キ ャ リ ア ー の 選 択 は 、 ア ジ ュ バ ン ト を 含 有 す る 免 疫 原 製 剤 の 安 定 性 、 投 与
経 路 、 投 薬 計 画 、 予 防 接 種 さ れ る 種 に 関 す る ア ジ ュ バ ン ト の 効 力 、 お よ び ヒ ト で は 、 医 薬
的 に 許 容 さ れ る ア ジ ュ バ ン ト が 適 切 な 調 節 体 （ pertinent regulatory body） に よ る ヒ ト
投 与 に 認 可 さ れ て い る か 、 ま た は 認 可 さ れ 得 る も の で あ る 、 と い う こ と に 依 存 す る 。 例 え
ば 完 全 フ ロ イ ン ド ア ジ ュ バ ン ト は ヒ ト へ の 投 与 に 適 さ な い 。 Alum、 MPLお よ び QS-21が 好 適
で あ る 。 場 合 に よ り 、 ２ 以 上 の 異 な る ア ジ ュ バ ン ト を 同 時 に 使 用 す る こ と が で き る 。 好 適
な 組 み 合 わ せ は 、 alumと MPL、 alumと QS-21、 MPLと QS-21お よ び alum、 QS-21と MPLが 一 緒 の
場 合 を 含 む 。 ま た 不 完 全 フ ロ イ ン ド ア ジ ュ バ ン ト も 、 場 合 に よ っ て は alum、 QS-21、 お よ
び MPLお よ び そ れ ら の す べ て と 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と が で き る （ Chang et al.,進 歩 し
た ド ラ ッ グ デ リ バ リ ー の 総 説 （  32, 173-186 (1998))。
【 ０ １ １ ９ 】
　 本 発 明 の 作 用 物 質 は 、 し ば し ば 活 性 な 治 療 薬 、 す な わ ち 、 お よ び 他 の 様 々 な 医 薬 的 に 許
容 さ れ る 成 分 を 含 ん で 成 る 医 薬 組 成 物 と し て 投 与 さ れ る 。 レ ミ ン グ ト ン の 製 薬 科 学 （ Remi
ngton's　 Pharmaceutical Science)、 第 15版 、 マ ッ ク (Mack)出 版 社 編 集 、 イ ー ス ト ン 、 ペ
ン シ ル バ ニ ア 州 、 1980を 参 照 に さ れ た い ） 。 好 適 な 形 態 は 意 図 す る 投 与 様 式 お よ び 治 療 的
応 用 に 依 存 す る 。 ま た 組 成 物 は 所 望 す る 製 剤 に 依 存 し て 、 医 薬 的 に 許 容 さ れ 得 る 、 非 毒 性
の キ ャ リ ア ー ま た は 希 釈 剤 を 含 む こ と も で き 、 こ れ は 動 物 ま た は ヒ ト へ 投 与 す る 医 薬 組 成
物 を 製 剤 す る た め に 通 例 使 用 す る 賦 形 剤 と 定 め る 。 希 釈 剤 は 組 み 合 わ せ の 生 物 学 的 活 性 に

10

20

30

40

50

(30) JP 2007-269804 A 2007.10.18

Advanced Drug Delivery Reviews



影 響 を 及 ぼ さ な い よ う に 選 択 さ れ る 。 そ の よ う な 希 釈 剤 の 例 は 、 蒸 留 水 、 リ ン 酸 緩 衝 化 生
理 食 塩 水 、 リ ン ゲ ル 溶 液 、 デ キ ス ト ロ ー ス 溶 液 お よ び ハ ン ク ス 溶 液 で あ る 。 さ ら に 医 薬 組
成 物 ま た は 製 剤 は 、 他 の キ ャ リ ア ー 、 ア ジ ュ バ ン ト ま た は 非 毒 性 の 非 治 療 的 、 非 免 疫 原 性
安 定 化 剤 等 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 ま た 医 薬 組 成 物 は 、 タ ン パ ク 質 、 キ ト サ ン の よ う な 多 糖 、 ポ リ 乳 酸 、 ポ リ グ リ コ ー ル 酸
お よ び コ ポ リ マ ー （ ラ テ ッ ク ス 官 能 化 sepharose（ 商 標 )、 ア ガ ロ ー ス 、 セ ル ロ ー ス 等 ） 、
ポ リ マ ー 性 ア ミ ノ 酸 、 ア ミ ノ 酸 コ ポ リ マ ー 、 お よ び 脂 質 凝 集 物 （ 油 滴 ま た は リ ポ ソ ー ム の
よ う な ） の よ う な 大 き く 、 ゆ っ く り と 代 謝 さ れ る 高 分 子 を 含 む こ と が で き る 。 さ ら に こ れ
ら の キ ャ リ ア ー は 、 免 疫 刺 激 剤 （ す な わ ち ア ジ ュ バ ン ト ） と し て も 機 能 す る こ と が で き る
。
【 ０ １ ２ １ 】
　 非 経 口 投 与 に は 、 本 発 明 の 作 用 物 質 は 水 、 油 、 塩 水 、 グ リ セ ロ ー ル ま た は エ タ ノ ー ル の
よ う な 滅 菌 液 体 で あ る こ と が で き る 医 薬 キ ャ リ ア ー を 含 む 生 理 学 的 に 許 容 さ れ う る 希 釈 剤
中 で 、 物 質 の 溶 剤 ま た は 懸 濁 剤 の 注 入 可 能 な 投 薬 用 量 と し て 投 与 す る こ と が で き る 。 さ ら
に 湿 潤 剤 ま た は 乳 化 剤 、 表 面 活 性 剤 、 pH緩 衝 化 物 質 等 の よ う な 補 形 剤 が 組 成 物 中 に 存 在 で
き る 。 医 薬 組 成 物 の 他 の 成 分 は 、 石 油 、 動 物 、 植 物 ま た は 合 成 起 源 の 、 例 え ば ピ ー ナ ッ ツ
油 、 ダ イ ズ 油 お よ び 鉱 物 油 で あ る 。 一 般 に 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル ま た は ポ リ エ チ レ ン グ
リ コ ー ル の よ う な グ リ コ ー ル 類 は 、 特 に 注 入 溶 剤 と し て 好 適 な 液 体 キ ャ リ ア ー で あ る 。 抗
体 は 、 有 効 成 分 の 徐 放 性 放 出 を 可 能 と す る 様 式 に 製 剤 す る こ と が で き る 、 デ ポ ー 注 入 (dep
ot injection)ま た は イ ン プ ラ ン ト 調 製 物 の 状 態 で 投 与 す る こ と が で き る 。 例 示 的 な 組 成
物 に は 、 HClで pH6.0に 合 わ せ た 50mM L-ヒ ス チ ジ ン 、 150mMNaClを 含 む 水 性 バ ッ フ ァ ー 中 に
配 合 さ れ た ５ mg/mLの モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 典 型 的 に は 、 組 成 物 は 液 体 溶 剤 ま た は 懸 濁 剤 の い ず れ か と し て の 注 入 剤 ； 溶 液 中 に 、 ま
た は 懸 濁 液 中 に 適 す る 固 体 形 態 と し て 調 製 さ れ 、 注 入 前 に 液 体 賦 形 剤 を 調 製 す る こ と も で
き る 。 ま た 調 製 物 は 、 上 記 の よ う に ア ジ ュ バ ン ト 効 果 を 強 化 す る た め 、 乳 化 ま た は リ ポ ソ
ー ム ま た は ポ リ ラ ク チ ド 、 ポ リ グ リ コ ラ イ ド の よ う な 微 粒 子 ま た は コ ポ リ マ ー 中 に カ プ セ
ル 化 す る こ と も で き る （ Langer, Science 249, 1527 (1990) お よ び  Hanes、 進 歩 し た ド
ラ ッ グ デ リ バ リ ー の 総 説 （   28, 97-119 (1997)を 参 照 に
さ れ た い )。 本 発 明 の 作 用 物 質 は 、 有 効 成 分 の 徐 放 性 ま た は 拍 動 性 放 出 を 可 能 と す る よ う
な 様 式 で 製 剤 す る こ と が で き る 沈 積 注 入 ま た は イ ン プ ラ ン ト 調 製 物 で 投 与 す る こ と が で き
る 。 例 示 さ れ る 組 成 物 は 、 50mML-ヒ ス チ ジ ン 、 150mM NaClか ら 成 り 、 HClで pH6.0に 調 整 さ
れ た 水 性 バ ッ フ ァ ー 中 に 配 合 さ れ た ５ mg/mLの モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 典 型 的 に は 、 組 成 物 は 液 体 、 溶 剤 ま た は 懸 濁 剤 の い ず れ か と し て 注 入 剤 と し て ； 溶 液 中
ま た は 懸 濁 液 中 に 適 す る 固 体 形 態 と し て 調 製 さ れ 、 注 入 前 に 液 体 賦 形 剤 も 調 製 す る こ と が
で き る 。 調 製 物 は 乳 化 ま た は さ れ る か 、 ま た は ポ リ ラ ク チ ド 、 ポ リ グ リ コ ラ イ ド 、 ま た は
強 化 す る ア ジ ュ バ ン ト 効 果 の た め に コ ポ リ マ ー に カ プ セ ル 化 さ れ 得 る （ Langer, 
　 249, 1527 (1990)お よ び Hans、 進 歩 し た ド ラ ッ グ デ リ バ リ ー の 総 説 （

) 28, 97-119 (1997)を 参 照 に さ れ た い )。 本 発 明 の 作 用 物 質 は 、 有 効 成 分
の 徐 放 性 ま た は 拍 動 性 放 出 を 可 能 と す る 様 式 の よ う に 製 剤 す る こ と が で き る 、 沈 積 注 入 ま
た は イ ン プ ラ ン ト 調 製 物 を 形 態 で 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 他 の 投 与 様 式 に 適 当 な さ ら な る 製 剤 は 、 経 口 、 鼻 内 お よ び 肺 へ の 製 剤 、 坐 薬 お よ び 経 皮
適 用 を 含 む 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 坐 薬 に は 、 結 合 剤 お よ び キ ャ リ ア ー 、 例 え ば ポ リ ア ル キ レ ン グ リ コ ー ル ま た は ト リ グ リ
セ リ ド を 含 み ； そ の よ う な 坐 薬 は 、 0.5％ ～ 10％ 、 好 ま し く は １ ～ ２ ％ の 範 囲 で 有 効 成 分
を 含 有 す る 混 合 物 の 状 態 か ら 形 成 す る こ と が で き る 。 経 口 製 剤 に は 、 医 薬 級 の マ ン ニ ト ー
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ル 、 ラ ク ト ー ス 、 澱 粉 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 サ ッ カ リ ン ナ ト リ ウ ム 、 セ ル ロ ー ス
お よ び 炭 酸 マ グ ネ シ ウ ム の よ う な 賦 形 剤 を 含 む 。 こ れ ら の 組 成 物 は 、 溶 剤 、 懸 濁 剤 、 錠 剤
、 ピ ル 、 カ プ セ ル 、 徐 放 性 製 剤 ま た は 粉 剤 の 形 態 を と り 、 そ し て 10％ ～ 95％ の 有 効 成 分 、
好 ま し く は 25％ ～ 70％ を 含 む 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 局 所 適 用 は 、 経 皮 ま た は 皮 内 送 達 を も た ら す こ と が で き る 。 局 所 投 与 は 、 コ レ ラ ト キ シ
ン ま た は そ れ ら の 解 毒 誘 導 体 ま た は そ れ ら の サ ブ ユ ニ ッ ト あ る い は 他 の 類 似 の 細 菌 毒 素 を
含 む 作 用 物 質 の 同 時 投 与 (co-administration)に よ り 行 う こ と が で き る （ Glenn et al., 

 391, 851 (1988)を 参 照 に さ れ た い ） 。 同 時 投 与 は 、 成 分 を 混 合 物 と し て 、 あ る い
は 化 学 的 架 橋 に よ り 得 ら れ る 連 結 分 子 を 使 用 す る こ と に よ り 、 ま た は 融 合 タ ン パ 質 と し て
発 現 さ せ る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 あ る い は 経 皮 送 達 は 、 皮 膚 パ ッ チ を 使 用 し て 、 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ロ ソ ー ム （ transfer
osome)を 使 用 し て 行 う こ と が で き る （ Paul et al., . 25,3521-24 (1995
)； Cevc et al.,  1368, 201-15 (1998))。
【 ０ １ ２ ８ 】
VI． 診 断 法
　 本 発 明 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に 罹 患 し て い る か 、 ま た は そ の 疑 い が あ る 患 者 中 の Ａ β ペ
プ チ ド に 対 す る 免 疫 応 答 の 検 出 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 患 者 に 投 与 す る 処 置 の 経 過 を モ
ニ タ リ ン グ す る た め に 特 に 有 用 で あ る 。 こ の 方 法 は 、 症 状 を 有 す る 患 者 の 治 療 的 処 置 に 、
お よ び 無 症 候 性 患 者 の 予 防 的 処 置 の 両 方 を モ ニ タ リ ン グ す る た め に 使 用 す る こ と が で き る
。 こ の 方 法 は 、 能 動 免 疫 感 作 （ 例 え ば 、 免 疫 原 の 投 与 に 応 答 す る 抗 体 の 生 産 ） お よ び 受 動
免 疫 感 作 （ 例 え ば 投 与 し た 抗 体 の レ ベ ル の 測 定 ） の 両 方 を モ ニ タ リ ン グ す る た め に に 有 用
で あ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
１ ． 能 動 免 疫 感 作
　 幾 つ か の 方 法 は 、 作 用 物 質 の 用 量 を 投 与 す る 前 に 、 患 者 の 免 疫 応 答 の ベ ー ス ラ イ ン 値 を
決 定 し 、 そ し て こ れ を 処 置 後 の 免 疫 応 答 の 値 と 比 較 す る 必 要 が あ る 。 免 疫 応 答 の 値 に お い
て 、 有 意 な 上 昇 （ す な わ ち 、 同 じ サ ン プ ル の 繰 り 返 し 測 定 で 、 典 型 的 な 許 容 さ れ る 実 験 誤
差 よ り 大 き く 、 そ の よ う な 測 定 の 平 均 か ら の 標 準 偏 差 で 表 さ れ る よ う な ） は 、 陽 性 の 処 置
結 果 を 示 す （ す な わ ち 、 そ の 作 用 物 質 の 投 与 が 免 疫 応 答 を 達 成 し た か 、 ま た は 増 し た ） 。
免 疫 応 答 の 値 が 有 意 に 変 化 し な い か 、 ま た は 減 少 し た な ら ば 、 陰 性 の 処 置 結 果 を 示 す 。 一
般 に 、 免 疫 原 性 作 用 物 質 を 用 い た 最 初 の 処 置 の コ ー ス を 受 け て い る 患 者 は 、 連 続 的 な 投 薬
で 免 疫 応 答 の 上 昇 を 示 す と 予 想 さ れ 、 こ れ は 最 終 的 に は 安 定 水 準 に 達 す る 。 作 用 物 質 の 投
与 は 一 般 に 、 免 疫 応 答 が 上 昇 し て い る 間 、 続 け ら れ る 。 安 定 水 準 へ の 到 達 は 、 処 置 の 投 与
を 中 断 で き る か 、 ま た は 投 薬 用 量 ま た は 頻 度 を 低 下 で き る こ と を 示 す も の で あ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 別 の 方 法 で は 、 免 疫 応 答 の 対 照 値 （ す な わ ち 、 平 均 お よ び 標 準 偏 差 ） が 対 照 群 に つ い て
決 定 さ れ る 。 典 型 的 に は 対 照 群 の 個 体 は 前 処 置 を 受 け な か っ た 。 治 療 薬 を 投 与 さ れ た 後 に
測 定 さ れ た 患 者 の 免 疫 応 答 の 値 は 、 次 に 対 照 値 と 比 較 さ れ る 。 対 照 値 に 対 し て 有 意 な 上 昇
（ 例 え ば 、 平 均 か ら １ 標 準 偏 差 よ り も 大 き い ） は 、 陽 性 の 処 置 結 果 を 示 す 。 有 意 な 上 昇 が
な い か 、 ま た は 減 少 の シ グ ナ ル は 、 陰 性 の 処 置 結 果 を 示 す 。 作 用 物 質 の 投 与 は 一 般 に 、 対
照 値 に 対 し て 免 疫 応 答 が 上 昇 し て い る 間 は 続 行 さ れ る 。 前 記 の よ う に 、 対 照 値 に 比 べ て 安
定 水 準 に 達 す る と 、 処 置 の 投 与 を 中 断 で き る か 、 ま た は 投 薬 用 量 ま た は 頻 度 を 低 下 で き る
こ と の 指 標 で あ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 別 の 方 法 で は 、 免 疫 応 答 の 対 照 値 （ 例 え ば 平 均 お よ び 標 準 偏 差 ） は 、 治 療 薬 で の 処 置 を
受 け 、 そ し て そ の 免 疫 応 答 が 処 置 に 応 答 し て 安 定 水 準 に 達 し た 個 体 の 対 照 群 か ら 決 定 さ れ
る 。 患 者 の 免 疫 応 答 の 測 定 値 は 、 対 照 値 と 比 較 さ れ る 。 患 者 で 測 定 さ れ た レ ベ ル が 対 照 値
と 有 意 に 異 な ら な い な ら ば （ 例 え ば 、 １ 標 準 偏 差 よ り 大 き い ） 、 処 置 を 中 断 す る こ と が で
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き る 。 患 者 の レ ベ ル が 対 照 値 よ り も 有 意 に 下 な ら ば 、 投 与 の 続 行 が 認 め ら れ る 。 そ の 患 者
の レ ベ ル が 対 照 値 よ り も 低 い ま ま な ら ば 、 処 置 計 画 の 変 更 、 例 え ば 異 な る ア ジ ュ バ ン ト の
使 用 を 示 し て い る の か も し れ な い 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 別 の 方 法 で は 、 現 在 処 置 は 受 け て い な い が 、 既 に 処 置 の コ ー ス を 受 け た こ と が あ る 患 者
を 、 処 置 の 再 開 が 必 要 で あ る か ど う か を 決 定 す る た め に 免 疫 応 答 を モ ニ タ リ ン グ す る 。 患
者 の 免 疫 応 答 の 測 定 値 は 、 患 者 が 以 前 に 達 成 し た 免 疫 応 答 の 値 と 、 前 の 処 置 コ ー ス の 後 に
比 較 で き る 。 以 前 の 測 定 に 比 べ て 有 意 な 減 少 （ す な わ ち 、 同 じ サ ン プ ル の 繰 り 返 し 測 定 で
、 典 型 的 な 許 容 誤 差 範 囲 よ り も 大 き い ） は 、 処 置 を 再 開 で き る こ と を 示 し て い る 。 あ る い
は 患 者 の 測 定 値 を 、 処 置 の コ ー ス を 受 け た 後 の 患 者 群 で 決 定 し た 対 照 値 （ 平 均 に 標 準 偏 差
を 加 え た ） と 比 較 す る こ と が で き る 。 あ る い は 患 者 の 測 定 値 を 、 疾 患 の 症 状 が な い ま ま の
予 防 的 に 処 置 し た 患 者 群 ま た は 疾 患 の 特 徴 の 改 善 を 示 す 治 療 的 に 処 置 し た 患 者 の 群 の 対 照
値 と 、 比 較 す る こ と が で き る 。 す べ て の 場 合 で 、 対 照 レ ベ ル に 対 し て 有 意 な 低 下 （ す な わ
ち 、 標 準 偏 差 よ り も 大 き い ） は 、 患 者 の 処 置 を 再 開 す べ き で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 分 析 用 の 組 織 サ ン プ ル は 、 典 型 的 に は 患 者 に 由 来 す る 血 液 、 血 漿 、 血 清 、 粘 膜 も し く は
脳 脊 髄 液 で あ る 。 サ ン プ ル は 任 意 の 形 態 の Ａ β ペ プ チ ド 、 典 型 的 に は Ａ β 42に 対 す る 免 疫
応 答 の 指 標 に つ い て 分 析 す る 。 免 疫 応 答 は 、 例 え ば Ａ β ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体
ま た は Ｔ -細 胞 の 存 在 か ら 決 定 さ れ る 。 Ａ β に 特 異 的 な 抗 体 を 検 出 す る ELISA法 は 、 実 施 例
の 部 に 記 載 す る 。 反 応 性 Ｔ -細 胞 を 検 出 す る 方 法 は 、 す で に 記 載 し た （ 定 義 を 参 照 に さ れ
た い ） 。 幾 つ か の 方 法 で は 、 免 疫 応 答 を 上 記 第 III章 に 記 載 し た よ う な 除 去 ア ッ セ イ を 使
用 し て 決 定 す る 。 そ の よ う な 方 法 で は 、 試 験 す る 患 者 か ら の 組 織 サ ン プ ル を 、 ア ミ ロ イ ド
沈 着 物 （ 例 え ば PDAPPマ ウ ス に 由 来 す る ） 、 お よ び Fcレ セ プ タ ー を 持 つ 食 細 胞 と 接 触 さ せ
る 。 続 い て ア ミ ロ イ ド 沈 着 物 の 除 去 を モ ニ タ リ ン グ す る 。 除 去 応 答 の 存 在 お よ び 程 度 は 、
試 験 下 の 患 者 の 組 織 サ ン プ ル 中 の Ａ β を 除 去 す る た め に 有 効 な 抗 体 の 存 在 お よ び レ ベ ル の
指 標 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
２ ． 受 動 免 疫 感 作
　 一 般 に 、 受 動 免 疫 感 作 を モ ニ タ リ ン グ す る 手 順 は 、 上 記 の 能 動 免 疫 感 作 を モ ニ タ リ ン グ
す る 手 順 と 同 様 で あ る 。 し か し 受 動 免 疫 感 作 後 の 抗 体 プ ロ フ ィ ー ル は 、 典 型 的 に は 抗 体 濃
度 の 即 座 の ピ ー ク 、 続 い て 指 数 的 減 少 を 示 す 。 さ ら な る 投 薬 用 量 な し で 、 こ の 減 少 は 投 与
し た 抗 体 の 半 減 期 に 依 存 し て 、 数 日 か ら 数 カ 月 の 期 間 内 に 前 処 置 レ ベ ル に 達 す る 。 例 え ば
ヒ ト の 抗 体 の 中 に は 半 減 期 が 20日 の 単 位 の も の も あ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 幾 つ か の 方 法 で は 、 患 者 の Ａ β に 対 す る 抗 体 の ベ ー ス ラ イ ン 測 定 は 投 与 前 に 行 い 、 第 二
測 定 は ピ ー ク 抗 体 レ ベ ル を 決 定 す る た め に そ の 後 す ぐ に 行 い 、 そ し て １ 以 上 の さ ら な る 測
定 を 抗 体 レ ベ ル の 減 少 を モ ニ タ リ ン グ す る た め の 間 隔 で 行 う 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 抗 体 の レ ベ ル が ベ ー ス ラ イ ン ま た は 予 め 定 め た 割 合 の ピ ー ク 低 下 ベ ー ス ラ イ ン （ 例 え ば
、 50％ 、 25％ ま た は 10％ ） に 達 し た 時 、 さ ら な る 抗 体 の 投 薬 用 量 の 投 与 を 投 与 す る 。 幾 つ
か の 方 法 で は 、 ピ ー ク ま た は 続 い て 測 定 さ れ る バ ッ ク グ ラ ウ ン ト 未 満 の レ ベ ル を 、 既 に 定
め た 参 照 レ ベ ル と 比 較 し て 、 他 の 患 者 に 有 益 な 予 防 的 ま た は 治 療 的 処 置 計 画 を 構 成 す る 。
測 定 さ れ る 抗 体 レ ベ ル が 参 照 レ ベ ル よ り も 有 意 に 低 い な ら ば （ 例 え ば 、 平 均 か ら 処 置 の 利
益 を 享 受 す る 患 者 群 の 参 照 値 の １ 標 準 偏 差 を 引 い た も の よ り 低 い ） 、 抗 体 の さ ら な る 投 薬
用 量 を 示 し て い る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
３ ． 診 断 キ ッ ト
　 本 発 明 は さ ら に 、 上 記 の 診 断 法 を 行 う た め の 診 断 キ ッ ト を 提 供 す る 。 典 型 的 に は 、 そ の
よ う な キ ッ ト は Ａ β に 対 す る 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 作 用 物 質 を 含 む 。 キ ッ ト は 、 標 識 も
含 む こ と が で き る 。 Ａ β に 対 す る 抗 体 を 検 出 す る た め に 、 標 識 は 典 型 的 に は 標 識 さ れ た 抗
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-イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 の 状 態 で あ る 。 抗 体 の 検 出 に は 、 作 用 物 質 を マ イ ク ロ タ イ タ ー 皿 の
ウ ェ ル の よ う な 固 体 相 に 予 め 結 合 し て 供 給 す る こ と が で き る 。 ま た キ ッ ト は 、 典 型 的 に は
キ ッ ト の 使 用 に つ い て 指 示 す る ラ ベ ル を 含 む 。 こ の ラ ベ ル は Ａ β に 対 す る 抗 体 の レ ベ ル と
測 定 し た ラ ベ ル の レ ベ ル を 相 関 さ せ る チ ャ ー ト ま た は 他 の 対 応 す る 型 （ regime） を 含 ん で
も よ い 。 用 語 ラ ベ ル と は 、 製 造 、 輸 送 、 販 売 ま た は 使 用 の 任 意 の 時 に キ ッ ト に 付 け ら れ た
、 ま た は 関 連 す る 記 載 ま た は 記 録 さ れ た デ ー タ を 称 す る 。 例 え ば 、 用 語 ラ ベ ル に は 広 告 用
リ ー フ レ ッ ト お よ び 小 冊 子 、 包 装 材 料 、 使 用 説 明 書 、 オ ー デ ィ オ ま た は ビ デ オ カ セ ッ ト 、
コ ン ピ ュ ー タ ー デ ィ ス ク 、 な ら び に キ ッ ト に 直 接 印 字 さ れ た 記 載 を 包 含 す る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 イ ン ビ ボ 撮 影 を 行 う た め の 診 断 キ ッ ト を 提 供 す る 。 そ の よ う な キ ッ ト は
典 型 的 に は 、 Ａ β の 、 好 ま し く は 残 基 1-10内 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 抗 体 を 含 む 。 好 ま し
く は 抗 体 は 標 識 さ れ て い る か 、 ま た は ２ 次 標 識 試 薬 が キ ッ ト に 含 ま れ て い る 。 好 ま し く は
キ ッ ト に は イ ン ビ ボ 撮 影 ア ッ セ イ を 行 う た め の 使 用 説 明 書 が 貼 ら れ て い る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
VII． イ ン ビ ボ 撮 影
　 本 発 明 は 、 患 者 内 の ア ミ ロ イ ド 沈 着 物 を イ ン ビ ボ で 撮 影 す る 方 法 を 提 供 す る 。 そ の よ う
な 方 法 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 ま た は そ れ に 対 す る 罹 患 性 を 診 断 ま た は 確 認 す る た め に 有 用
で あ る 。 例 え ば こ の 方 法 は 、 痴 呆 の 症 状 を 表 す 患 者 に つ い て 使 用 す る こ と が で き る 。 患 者
が 異 常 な ア ミ ロ イ ド 沈 着 物 を 有 す る な ら ば 、 患 者 は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に 罹 患 し て い る だ ろ
う 。 こ の 方 法 は 無 症 候 性 の 患 者 に も 使 用 す る こ と が で き る 。 ア ミ ロ イ ド の 異 常 な 沈 着 物 の
存 在 は 将 来 、 症 状 の あ る 疾 患 に 対 す る 罹 患 性 を 示 す 。 ま た こ の 方 法 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病
と 以 前 に 診 断 さ れ た 患 者 に お い て 、 疾 患 の 進 行 お よ び ／ ま た は 処 置 に 対 す る 応 答 を モ ニ タ
リ ン グ す る た め に も 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 こ の 方 法 は 、 患 者 の Ａ β に 結 合 す る 抗 体 の よ う な 試 薬 を 投 与 し 、 そ し て 次 に 作 用 物 質 を
結 合 し た 後 に 検 出 す る こ と に よ り 行 う 。 好 適 な 抗 体 は 、 完 全 長 の APPポ リ ペ プ チ ド に 結 合
せ ず に 患 者 内 の Ａ β 沈 着 物 に 結 合 す る 。 ア ミ ノ 酸 1-10内 の Ａ β の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 抗
体 は 、 特 に 好 適 で あ る 。 幾 つ か の 方 法 で は 、 抗 体 は Ａ β の ア ミ ノ 酸 7-10内 の エ ピ ト ー プ に
結 合 す る 。 そ の よ う な 抗 体 は 、 典 型 的 に は 実 質 的 な 除 去 応 答 を 誘 導 せ ず に 結 合 す る 。 別 の
方 法 で は 、 抗 体 は Ａ β の ア ミ ノ 酸 1-7内 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 。 そ の よ う な 抗 体 は 典 型
的 に は 結 合 し 、 そ し て Ａ β に 対 す る 除 去 応 答 を 誘 導 す る 。 し か し 除 去 応 答 は 、 Fabの よ う
な 完 全 長 の 定 常 領 域 を 欠 く 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 使 用 す る こ と に よ り 回 避 す る こ と が で き る
。 幾 つ か の 方 法 で は 、 同 じ 抗 体 を 処 置 お よ び 診 断 試 薬 と し て 両 方 に 役 立 て る こ と が で き る
。 恐 ら く Ｃ -末 端 エ ピ ト ー プ は ア ミ ロ イ ド 沈 着 物 内 に 接 近 で き な い の で 、 一 般 に Ａ β の 残
基 10内 の エ ピ ト ー プ Ｃ -末 端 に 結 合 す る 抗 体 は 、 Ａ β の 残 基 １ － 10内 の エ ピ ト ー プ に 結 合
す る 抗 体 と し て 強 い シ グ ナ ル を 示 さ な い 。 し た が っ て 、 そ の よ う な 抗 体 は そ れ ほ ど 好 ま し
く な い 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 診 断 試 薬 は 、 患 者 の 体 内 に 静 脈 内 注 入 に よ り 、 あ る い は 頭 蓋 内 注 入 に よ り ま た は 頭 骨 に
穴 を 空 け る こ と に よ り 脳 に 直 接 投 与 す る こ と が で き る 。 試 薬 の 投 薬 用 量 は 、 処 置 法 と 同 じ
範 囲 内 に あ る べ き で あ る 。 典 型 的 に は 試 薬 を 標 識 す る が 、 方 法 に よ っ て は Ａ β に 親 和 性 を
有 す る １ 次 試 薬 を 標 識 せ ず 、 そ し て ２ 次 標 識 試 薬 を 使 用 し て 、 １ 次 試 薬 に 結 合 さ せ る 場 合
も あ る 。 標 識 の 選 択 は 、 検 出 手 段 に 依 存 す る 。 例 え ば 、 蛍 光 標 識 は 光 学 的 検 出 に 適 当 で あ
る 。 常 磁 性 標 識 は 外 科 的 介 入 な し で 断 層 撮 影 的 検 出 に 適 当 で あ る 。 放 射 性 標 識 も 、 PETま
た は SPECTを 使 用 し て 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 診 断 は 、 対 応 す る ベ ー ス ラ イ ン 値 と 、 標 識 し た 位 置 の 数 、 サ イ ズ お よ び ／ ま た は 強 度 を
比 較 し て 行 う 。 ベ ー ス ラ イ ン 値 は 、 罹 患 し て い な い 個 体 群 の 平 均 レ ベ ル を 表 す こ と が で き
る 。 ま た ベ ー ス ラ イ ン 値 は 、 同 じ 患 者 で 測 定 し た 以 前 の 値 を 表 す こ と も で き る 。 例 え ば ベ
ー ス ラ イ ン 値 は 、 処 置 を 始 め る 前 の 患 者 で 決 定 し 、 そ し て 測 定 し た 値 を そ の 後 に ベ ー ス ラ
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イ ン 値 と 比 較 す る こ と が で き る 。 ベ ー ス ラ イ ン に 対 す る 値 の 減 少 は 、 処 置 に 対 す る 陽 性 の
応 答 を 示 す 。
【 ０ １ ４ ３ 】
＜ 実 施 例 ＞
I． Ａ Ｄ に 対 す る Ａ β の 予 防 的 効 力 　 こ れ ら の 実 施 例 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 様 の 神 経 病 状 を
発 症 し 易 い 717位 （ APP 7 1 7 V → F )で の 突 然 変 異 を 有 す る APPを 過 剰 発 現 し て い る ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク マ ウ ス へ の Ａ β 42ペ プ チ ド の 投 与 を 説 明 す る 。 こ れ ら の マ ウ ス (PDAPPマ ウ ス ） の
作 出 お よ び 特 性 は 、 Gemeset al., 、 同 上 に 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら の 動 物 は そ れ ら
の ヘ テ ロ 接 合 体 状 態 で 、 6カ 月 齢 か ら 先 に Ａ β を 沈 着 し 始 め る 。 15月 齢 ま で に 、 そ れ ら は
ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に 見 ら れ る も の に 等 し い Ａ β 沈 着 物 の レ ベ ル を 表 す 。 PDAPPマ ウ ス に は
凝 集 し た Ａ β 4 2 （ 凝 集 Ａ β 4 2 ） ま た は リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 を 注 射 し た 。 凝 集 し た Ａ β

4 2 は 、 Ａ β の 多 く の エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 を 誘 導 で き る 能 力 か ら 選 択 し た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
Ａ ． 方 法
　 １ ． マ ウ ス の 起 源
　 30匹 の PDAPP異 質 メ ス マ ウ ス を 、 無 作 為 に 以 下 の 群 に 分 け た ： 10匹 の マ ウ ス に は 凝 集 Ａ
β 4 2 を 注 射 し （ １ 匹 は 移 動 中 に 死 亡 し た ） 、 ５ 匹 は PBS/ア ジ ュ バ ン ト ま た は PBSを 注 射 し
、 そ し て 10匹 は 未 注 射 対 照 で あ っ た 。 ５ 匹 の マ ウ ス に は 血 清 ア ミ ロ イ ド タ ン パ ク 質 （ SAP
） の 配 列 か ら 誘 導 し た ペ プ チ ド を 注 射 し た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 ２ ． 免 疫 原 の 調 製
　 凝 集 Ａ β 42の 調 製 ： ２ ミ リ グ ラ ム の Ａ β 42（ USペ プ チ ド 社 ： ロ ッ ト K-42-12） を 、 0.9ml
の 水 に 溶 解 し 、 そ し て 0.1mlの 10× PBSを 加 え て １ mlと し た 。 こ れ を ボ ル テ ッ ク ス で 混 合 し
、 そ し て 37℃ で 一 晩 、 イ ン キ ュ ー ベ ー シ ョ ン し 、 こ の 条 件 下 で ペ プ チ ド が 凝 集 し た 。 使 用
し な か っ た Ａ β は 乾 燥 し た 凍 結 乾 燥 粉 末 と し て 次 に 注 射 す る ま で － 20℃ で 保 存 し た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 ３ ． 注 射 の 準 備
　 各 注 射 に は 、 マ ウ ス あ た り PBS中 に 100μ gの 凝 集 Ａ β 42を 、 初 回 の 免 疫 感 作 に は １ ： １
で 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト （ CFA） と 最 終 容 量 400μ lの エ マ ル シ ョ ン に 乳 化 し 、 続 い
て 同 量 の 免 疫 原 の 追 加 免 疫 は 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト （ IFA） 中 で ２ 週 間 目 に 行 っ
た 。 IFA中 さ ら に ２ 回 の 用 量 を １ カ 月 の 間 隔 で 与 え た 。 後 の 免 疫 感 作 は １ カ 月 の 間 隔 で 500
μ lの PBS中 で 行 っ た 。 注 射 は 腹 腔 内 （ i.p.） に 行 っ た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 PBSの 注 射 は 同 じ ス ケ ジ ュ ー ル に 従 い 、 そ し て マ ウ ス に は PBS/ア ジ ュ バ ン ト の １ ： １ の
混 合 物 を マ ウ ス あ た り 400μ lで 、 ま た は マ ウ ス あ た り 500μ lの PBSを 注 射 し た 。 SAP注 射 は
、 注 射 あ た り 100μ gの 用 量 を 使 用 し て 同 様 に 同 じ ス ケ ジ ュ ー ル に 従 っ た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 ４ ． マ ウ ス 採 血 の 滴 定 、 組 織 プ レ パ レ ー シ ョ ン お よ び 免 疫 組 織 化 学
　 上 記 の 方 法 は 、 以 下 の 一 般 的 な 材 料 お よ び 方 法 に 記 載 す る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
Ｂ ． 結 果
　 PDAPPマ ウ ス に 、 凝 集 し た Ａ β 42（ 凝 集 Ａ β 42） 、 SAPペ プ チ ド ま た は リ ン 酸 緩 衝 化 生 理
食 塩 水 の い ず れ か を 注 射 し た 。 PDAPPマ ウ ス の 群 は 、 注 射 し な い 陽 性 対 照 と し て も 残 し た
。 凝 集 Ａ β 42に 対 す る マ ウ ス の 力 値 は 、 ４ 回 目 の 追 加 免 疫 か ら １ カ 月 お き に 、 マ ウ ス が １
年 齢 に な る ま で モ ニ タ リ ン グ し た 。 マ ウ ス を 13カ 月 目 に 屠 殺 し た 。 調 査 し た す べ て の 時 点
で 、 ９ 匹 の う ち の ８ 匹 の 凝 集 Ａ β 42マ ウ ス が 、 高 い 抗 体 力 価 を 生 じ 、 こ れ は 一 連 の 注 射 を
通 し て 高 い ま ま で あ っ た （ 1/10000よ り も 高 い 力 価 ） 。 ９ 匹 目 の マ ウ ス は 低 い が 、 約 1/100
0の 測 定 可 能 な 力 価 で あ っ た （ 図 １ 、 表 １ ） 。 SAPP-注 射 マ ウ ス は 、 こ の 免 疫 原 に つ い て 1:
1,000～ 1:30,000の 力 価 を 有 し 、 １ 匹 の マ ウ ス だ け が 1:10,0000を 越 え た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
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　 PBS-処 置 マ ウ ス は 、 凝 集 Ａ β 42に 対 し て ６ 、 10お よ び 20カ 月 目 に 滴 定 し た 。 1/100希 釈
で 、 PBSマ ウ ス は 凝 集 Ａ β 42に 対 し て 滴 定 し た 時 、 １ つ の デ ー タ 点 で バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の
４ 倍 を 越 え た だ け で 、 そ れ 以 外 は す べ て の 時 点 で バ ッ ク グ ラ ウ ン ド よ り ４ 倍 少 な か っ た （
表 １ ） 。 SAP-特 異 的 応 答 は 、 す べ て の 力 価 が 300未 満 の こ の よ う な 時 点 は す べ て 、 無 視 す
る こ と が で き た 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 凝 集 Ａ β 1-42処 置 群 の ９ 匹 の う ち の ７ 匹 の マ ウ ス が 、 そ れ ら の 脳 内 に 検 出 可 能 な ア ミ ロ
イ ド が 無 か っ た 。 対 照 的 に 、 SAPお よ び PBS群 の マ ウ ス に 由 来 す る 脳 組 織 は 、 海 馬 な ら び に
前 頭 お よ び 帯 状 束 皮 質 に 多 数 の ア ミ ロ イ ド 沈 着 物 を 含 ん だ 。 沈 着 物 の パ タ ー ン は 未 処 置 対
照 の パ タ ー ン に 類 似 し 、 歯 状 回 の 外 側 分 子 層 の よ う な 脆 弱 な サ ブ 領 域 の 特 徴 的 な 関 与 が あ
っ た 。 Ａ β 1-42注 射 群 か ら の １ 匹 の マ ウ ス に は 、 海 馬 に 限 定 さ れ た ア ミ ロ イ ド 負 荷 量 の 大
き な 減 少 が あ っ た 。 単 離 し た 斑 は 別 の Ａ β 1-42処 置 マ ウ ス で 確 認 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 海 馬 中 の ア ミ ロ イ ド 負 荷 量 の 定 量 的 な 画 像 分 析 で は 、 Ａ β ４ ２ (AN1792)-処 置 動 物 で 劇
的 な 減 少 が 達 成 さ れ た こ と が 証 明 さ れ た （ 図 ２ ） 。 PBS群 (2.22％ )お よ び 未 処 置 対 照 群 （ 2
.65％ ） の ア ミ ロ イ ド 負 荷 量 は 、 AN1792で 免 疫 感 作 し た 群 よ り も 有 意 に 大 き か っ た （ 0.00
％ 、 ｐ ＝ 0.0005） 。 対 照 的 に 、 SAPペ プ チ ド (SAPP)で 免 疫 感 作 し た 群 の 中 央 値 は 5.74％ で
あ っ た 。 未 処 置 、 対 照 マ ウ ス に 由 来 す る 脳 組 織 は 、 海 馬 な ら び に 夾 板 骨 後 皮 質 に 、 Ａ β -
特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (mAb)3D6で 視 覚 化 さ れ る 多 数 の Ａ β ア ミ ロ イ ド 沈 着 物 を 含 ん だ
。 同 様 な ア ミ ロ イ ド 沈 着 物 パ タ ー ン が 、 SAPPま た は PBSで 免 疫 感 作 し た マ ウ ス で も 見 ら れ
た （ 図 ２ ） 。 さ ら に こ れ ら の ３ つ の 後 者 の 群 に は 、 す べ て の ３ つ の こ の よ う な 群 で 歯 状 回
の 外 側 分 子 層 の よ う な 、 Ａ Ｄ で 古 典 的 に 見 ら れ る 脳 の 脆 弱 な サ ブ 領 域 の 特 徴 的 な 関 与 が あ
っ た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 Ａ β 沈 着 物 を 含 ま な か っ た 脳 は 、 典 型 的 に は PDAPPマ ウ ス で ヒ ト の APP抗 体 8E5を 用 い て
視 覚 化 さ れ る 神 経 炎 斑 も 無 か っ た 。 残 り の 群 （ SAP-注 射 、 PBSお よ び 非 注 射 マ ウ ス ） の 脳
の す べ て が 、 未 処 置 PDAPPマ ウ ス に 典 型 的 な 多 数 の 神 経 炎 斑 を 有 し た 。 少 数 の 神 経 炎 斑 が
、 AN1792で 処 置 し た １ 匹 の マ ウ ス に 存 在 し 、 そ し て 異 栄 養 性 の 神 経 突 起 の １ ク ラ ス タ ー が
AN1792で 処 置 し た 第 二 マ ウ ス で 見 ら れ た 。 海 馬 の 画 像 分 析 お よ び 図 ３ で は 、 PBS受 容 体 と
比 較 し て (中 央 値 0.28％ 、 ｐ ＝ 0.0005） 、 AN1792-処 置 マ ウ ス に お け る 異 栄 養 性 の 神 経 突 起
の ほ と ん ど の 排 除 が 実 質 的 に 示 さ れ た （ 中 央 値 0.00％ ） 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 斑 が 関 係 す る 炎 症 の 星 状 細 胞 増 加 症 の 兆 候 も 、 Ａ β 1-42注 射 群 の 脳 に は 存 在 し な か っ た
。 他 の 群 の マ ウ ス に 由 来 す る 脳 は 、 豊 富 な 、 し か も ク ラ ス タ ー と な っ た Ａ β 斑 が 関 係 す る
グ リ オ ー シ ス に 典 型 的 な GFAP-陽 性 星 状 細 胞 を 含 ん だ 。 GFAP-反 応 し た ス ラ イ ド の サ ブ セ ッ
ト を 、 Ａ β 沈 着 物 の 位 置 を 定 め る た め に チ オ フ ラ ビ ン Sに よ り カ ウ ン タ ー 染 色 し た 。 GFAP-
陽 性 の 星 状 細 胞 は 、 SAP、 PBSお よ び 未 処 置 対 照 で Ａ β 斑 に 関 連 し た 。 そ の よ う な 関 連 は 、
斑 － 陰 性 の Ａ β 1-42処 置 マ ウ ス で は 見 ら れ ず 、 一 方 、 最 小 の 斑 が 関 係 す る グ リ オ ー シ ス は
AN1792で 処 置 し た １ 匹 の マ ウ ス で 確 認 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 図 ４ に 示 す 夾 板 骨 後 皮 質 に 関 す る 画 像 分 析 は 、 星 状 細 胞 増 加 症 の 減 少 が AN1792で 処 置 し
た 群 に つ い て 1.56％ の 中 央 値 で 有 意 で あ る が 、 SAPペ プ チ ド 、 PBSで 免 疫 感 作 し た 群 ま た は
未 処 置 で は ６ ％ よ り 大 き い 中 央 値 と 確 認 さ れ た （ ｐ ＝ 0.0017） 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 Ａ β 1-42お よ び PBS-注 射 マ ウ ス の サ ブ セ ッ ト か ら の 証 拠 は 、 斑 が 関 係 す る MHCII免 疫 反
応 性 が Ａ β 1-42注 射 マ ウ ス で は 存 在 し な い こ と を 示 し 、 Ａ β -関 連 炎 症 反 応 の 欠 如 と 一 致
し た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 マ ウ ス 脳 の 切 片 も 、 MAC-1、 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 特 異
的 な mAbと 反 応 し た 。 MAC-1（ CD11b)は イ ン テ グ リ ン フ ァ ミ リ ー の 員 で あ り 、 そ し て CD18と
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の ヘ テ ロ 二 量 体 と し て 存 在 す る 。 CD11b/CD18複 合 体 は 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 好 中 球 お よ
び ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 上 に 存 在 す る （ Mak and Simard） 。 脳 内 に 存 在 す る MAC-1-反 応 性
細 胞 型 は 、 MAC-1と 免 疫 反 応 し た 切 片 中 の 類 似 す る 表 現 型 的 形 態 に 基 づ き ミ ク ロ グ リ ア で
あ ろ う 。 斑 が 関 係 す る MAC-1標 識 は 、 PBS対 照 群 と 比 べ て AN1792で 処 置 し た マ ウ ス の 脳 で は
低 く 、 Ａ β が 誘 導 し た 炎 症 応 答 の 欠 如 と 一 致 す る こ と が 分 か っ た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
Ｃ ． 結 論
　 Ａ β 1-42-注 射 マ ウ ス の 脳 に お け る Ａ β 斑 の 欠 如 お よ び 反 応 性 ニ ュ ー ロ ン お よ び 膠 状 の
変 化 は 、 そ れ ら の 脳 内 に 沈 着 物 し た ア ミ ロ イ ド が 無 い か 、 ま た は 極 め て 少 な く 、 そ し て グ
リ オ ー シ ス お よ び 神 経 炎 的 な 病 状 と い っ た 病 理 学 的 な 結 末 は 存 在 し な い こ と を 示 し て い た
。 Ａ β 1-42で 処 置 し た PDAPPマ ウ ス は 、 本 質 的 に 対 照 の 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス と 同
じ 病 状 の 欠 如 を 示 す 。 し た が っ て Ａ β 1-42の 注 射 は 脳 組 織 か ら ヒ ト Ａ β を 沈 着 物 の 予 防 ま
た は 除 去 に 、 そ し て 続 い て ニ ュ ー ロ ン お よ び 炎 症 変 性 的 変 化 の 排 除 に 高 度 に 有 効 で あ る 。
す な わ ち Ａ β ペ プ チ ド の 投 与 は 、 Ａ Ｄ の 防 止 に 予 防 的 お よ び 治 療 的 利 益 の 両 方 を 有 す る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
II． 投 与 量 応 答 実 験
　 ５ 週 齢 の メ ス の ス イ ス  ウ ェ ブ ス タ ー マ ウ ス （ １ 群 あ た り Ｎ ＝ ６ ） を 、 腹 腔 中 に 投 与 し
た CFA/IFA中 に 配 合 し た 300、 100、 33、 11、 3.7、 1.2、 0.4ま た は 0.13μ gの Ａ β で 免 疫 感
作 し た 。 ３ 回 の 用 量 を 隔 週 の 間 隔 で 、 続 い て ４ 回 目 を １ カ 月 後 に 与 え た 。 第 一 用 量 は CFA
で 乳 化 し 、 そ し て 残 り の 用 量 は IFAで 乳 化 し た 。 動 物 は 抗 体 力 価 を 測 定 す る た め に 、 ２ 回
目 の 投 与 量 か ら 始 め て 各 免 疫 感 作 か ら ４ ～ ７ 日 後 に 採 血 し た 。 11、 33ま た は 300μ gの 抗 原
で 免 疫 感 作 し た ３ 群 の サ ブ セ ッ ト の 動 物 は 、 さ ら に 免 疫 原 製 剤 の 投 与 量 範 囲 に わ た り 抗 体
応 答 の 減 少 を モ ニ タ リ ン グ す る た め に 、 ４ 回 目 の 免 疫 感 作 後 か ら ４ カ 月 間 、 お よ そ １ カ 月
の 間 隔 で 採 血 し た 。 こ れ ら の 動 物 は 実 験 開 始 後 ７ カ 月 目 に ５ 回 目 の 最 終 免 疫 感 作 を 受 け た
。 動 物 は AN1792に 対 す る 抗 体 応 答 を 測 定 し 、 そ し て 毒 性 学 的 分 析 を 行 う た め に １ 週 間 後 に
屠 殺 し た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 減 少 す る 用 量 応 答 は 、 300か ら 3.7μ gで 観 察 さ れ 、 ２ つ の 低 い 用 量 で は 応 答 が 無 か っ た
。 平 均 抗 体 力 価 は 、 11～ 300μ gの 抗 原 を ３ 回 の 投 与 後 に 約 １ ： 1000、 ４ 回 投 与 後 に 約 １ :1
0,000で あ る （ 図 ５ を 参 照 に さ れ た い ） 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 抗 体 力 価 は す べ て に つ い て 劇 的 に 上 昇 し た が 、 最 低 の 投 与 量 群 は ３ 回 目 の 免 疫 感 作 後 に
５ -か ら 25-倍 の 範 囲 で GMTが 上 昇 し た 。 低 い 抗 体 応 答 は 、 0.4μ gの 受 容 体 で も 検 出 で き た
。 1.2お よ び 3.7μ gの 群 は 約 1000の GMTに 匹 敵 す る 力 価 を 有 し 、 そ し て 最 高 か ら ４ つ の 用 量
は 約 25,000の GMTに 一 緒 に 集 ま っ た が 、 33μ gの 投 与 量 群 が 3000の 低 い GMTで あ っ た 。 ４ 回
目 の 免 疫 感 作 後 、 力 価 の 上 昇 は ほ と ん ど の 群 で よ り 緩 和 で あ っ た 。 検 出 で き る 抗 体 が 無 い
0.14μ gの 受 容 体 か ら 、 36,000の GMTの 11μ gの 受 容 体 ま で 、 0.14μ gか ら 11μ gの よ り 低 い
抗 原 投 与 量 群 の 範 囲 で 明 ら か な 用 量 応 答 が あ っ た 。 こ こ で も 、 11～ 300μ gの ４ つ の 最 高 の
投 与 量 群 の 力 価 は 、 一 緒 に な っ た 。 こ の よ う に ２ 回 の 免 疫 感 作 後 、 抗 原 用 量 に 依 存 す る 抗
体 力 価 は 、 0.4～ 300μ gの 広 い 範 囲 に わ た っ た 。 第 ３ の 免 疫 感 作 ま で に 、 ４ つ の 最 高 の 投
与 量 の 力 価 は す べ て 同 等 で あ り 、 そ し て そ れ ら は さ ら な る 免 疫 感 作 後 も 安 定 水 準 の ま ま で
あ っ た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 ４ 回 目 の 免 疫 感 作 か ら １ カ 月 後 、 300μ gの 群 で 力 価 は 免 疫 感 作 か ら ５ 日 後 の 血 液 か ら の
測 定 値 よ り も ２ -か ら ３ -倍 高 か っ た （ 図 ６ ） 。 こ の 観 察 は 、 ピ ー ク の 既 住 性 抗 体 応 答 が 免
疫 感 作 か ら ５ 日 後 よ り も 遅 れ て 生 じ る こ と を 示 唆 し て い る 。 よ り 緩 和 な （ 50％ ） 上 昇 が 33
μ gの 群 で 見 ら れ た 。 300μ gの 用 量 群 は 最 後 の 投 与 か ら ２ カ 月 後 に 、 GMTが 約 70％ ま で 鋭 く
減 少 し た 。 さ ら に １ カ 月 後 、 こ の 傾 斜 は 45％ (100μ g)、 お よ び 33お よ び 11μ gで 約 14％ と
弱 く な っ た 。 す な わ ち 、 免 疫 感 作 を 終 了 し た 後 の 循 環 し て い る 抗 体 力 値 傾 斜 の 速 度 は 、 ピ
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ー ク 応 答 の 後 に 最 初 の 月 で 鋭 く 傾 斜 し 、 続 い て そ の 後 に よ り ゆ る や か な 減 少 速 度 の ２ つ の
局 面 で 現 れ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 抗 体 力 価 お よ び こ れ ら の ス イ ス  ウ ェ ブ ス タ ー マ ウ ス の 反 応 の 動 力 学 は 、 平 行 す る 様 式
で 免 疫 感 作 し た 若 い ヘ テ ロ 接 合 性 PDAPPト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の も  の と 類 似 す る 。 ヒ
ト で 免 疫 応 答 を 誘 導 す る た め に 有 効 な 投 薬 用 量 は 、 典 型 的 に は マ ウ ス で 有 効 な 投 薬 用 量 に
類 似 す る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
III． 安 定 し た Ａ Ｄ に 対 す る 治 療 的 効 力 の ス ク リ ー ニ ン グ
　 こ の ア ッ セ イ は 、 加 齢 マ ウ ス に お け る Ａ Ｄ の 神 経 病 理 学 的 特 徴 を 停 止 ま た は 好 転 す る 活
性 に つ い て 、 免 疫 原 性 作 用 物 質 を 試 験 す る た め に 設 計 す る 。 42ア ミ ノ 酸 長 の Ａ β （ AN1792
） を 用 い た 免 疫 感 作 を 、 PDAPPマ ウ ス の 脳 に す で に ア ミ ロ イ ド 斑 が 存 在 す る 時 点 で 開 始 し
た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 こ の 実 験 を 行 っ た 期 間 に 、 未 処 置 PDAPPマ ウ ス は Ａ Ｄ に 見 ら れ る も の に 似 た 多 数 の 神 経
変 性 的 変 化 を 生 じ る （ 、 同 上 お よ び Johnson-Wood et al., 

 94, 1550-1555(1997)） 。 ア ミ ロ イ ド 斑 中 へ の Ａ β の 沈 着 物 は 、 異 栄 養 性 の
神 経 突 起 と 呼 ば れ る 迷 走 性 の 軸 索 お よ び 樹 状 突 起 要 素 か ら 成 る 変 性 的 な ニ ュ ー ロ ン 応 答 が
付 随 す る 。 異 栄 養 性 の 神 経 突 起 に 取 り 囲 ま れ 、 そ し て そ れ を 含 む ア ミ ロ イ ド 沈 着 物 は 、 神
経 炎 症 性 局 面 と 呼 ぶ 。 Ａ Ｄ お よ び PDAPPマ ウ ス の 両 方 に お い て 、 異 栄 養 性 の 神 経 突 起 は 顕
著 な 球 状 構 造 を 有 し 、 APPお よ び 細 胞 骨 格 成 分 を 認 識 す る 抗 体 パ ネ ル と 免 疫 反 応 性 で あ り
、 そ し て 超 微 細 構 造 レ ベ ル で 複 雑 な 細 胞 下 の 変 性 的 変 化 を 表 す 。 こ れ ら の 特 徴 は 、 PDAPP
脳 に お い て 疾 患 に 関 連 す る 選 択 的 か つ 再 現 性 の あ る 神 経 炎 症 性 局 面 形 成 の 測 定 を 可 能 と す
る 。 PDAPP神 経 炎 症 性 局 面 の 異 栄 養 性 の ニ ュ ー ロ ン 成 分 は 、 ヒ ト APPに 特 異 的 な 抗 体 (モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 8E5） を 用 い て 容 易 に 視 覚 化 さ れ 、 そ し て コ ン ピ ュ ー タ ー に よ る 画 像 分 析
で 容 易 に 測 定 可 能 で あ る 。 し た が っ て 、 ア ミ ロ イ ド 斑 形 成 に 及 ぼ す AN1792の 効 果 を 測 定 す
る こ と に 加 え て 、 我 々 は こ の 処 置 が 神 経 炎 症 性 の ジ ス ト ロ フ ィ ー の 発 生 に 及 ぼ す 効 果 を 監
視 し た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 星 状 細 胞 お よ び ミ ク ロ グ リ ア は 、 ニ ュ ー ロ ン 傷 害 の 程 度 に 応 答 し 、 そ し て 影 響 を 与 え る
非 － ニ ュ ー ロ ン 細 胞 で あ る 。 GFAP-陽 性 星 状 細 胞 お よ び MHC II-陽 性 ミ ク ロ グ リ ア は Ａ Ｄ で
通 常 観 察 さ れ 、 そ れ ら の 活 性 化 は 疾 患 の 重 篤 度 を 増 す 。 し た が っ て 我 々 は AN1792-処 置 マ
ウ ス に お け る 反 応 性 星 状 細 胞 増 加 症 お よ び 小 膠 細 胞 症 の 発 生 も 監 視 し た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
Ａ ． 材 料 お よ び 方 法
　 チ ャ ー ル ズ  リ バ ー （ Charles River） か ら 得 た 48匹 の 、 11～ 11.5週 齢 の ヘ テ ロ 接 合 性 の
メ ス PDAPPマ ウ ス を 無 作 為 に ２ 群 に 分 け た ： 24匹 の マ ウ ス は 100μ gの AN1792で 免 疫 感 作 し
、 そ し て 24匹 の マ ウ ス は PBSで 免 疫 感 作 し た （ そ れ ぞ れ フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト と 合 わ せ
た ） 。 AN1792お よ び PBS群 は 再 度 、 そ れ ら が ～ 15月 齢 に 達 し た 解 き に 分 け た 。 15月 齢 で 、
各 AN1792-お よ び PBS-処 置 動 物 の お よ そ 半 分 を 安 楽 死 さ せ （ そ れ ぞ れ ｎ ＝ 10お よ び ９ ） 、
残 り は ～ 18カ 月 で 終 了 す る ま で 免 疫 感 作 を 受 け 続 け た （ そ れ ぞ れ ｎ ＝ ９ お よ び 12） 。 全 部
で ８ 匹 の 動 物 （ ５ 匹 の AN1792お よ び ３ 匹 の PBS） が 、 実 験 中 に 死 亡 し た 。 免 疫 感 作 し た 動
物 に 加 え て 、 １ 年 齢 （ ｎ ＝ 10） 、 15月 齢 （ ｎ ＝ 10） お よ び 18月 齢 （ ｎ ＝ 10） の 未 処 置 PDAP
Pマ ウ ス を 、 脳 内 の Ａ β お よ び APPレ ベ ル を ELISAで 測 定 す る た め に 比 較 に 含 め ； １ 年 齢 の
動 物 も 免 疫 組 織 化 学 的 分 析 に 含 め た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 方 法 は 外 に 示 さ な い 限 り 、 実 施 例 １ の 通 り で あ る 。 AN1792の USペ プ チ ド ロ ッ ト 12お よ び
カ リ フ ォ ル ニ ア ペ プ チ ド ロ ッ ト ME0339を 使 用 し て 、 15カ 月 時 点 以 前 に 投 与 す る ６ 回 の 免 疫
感 作 用 の 抗 原 を 調 製 し た 。 カ リ フ ォ ル ニ ア ペ プ チ ド ロ ッ ト ME0339お よ び ME0439は 、 15か ら
18カ 月 の 間 に ３ 回 の さ ら な る 免 疫 感 作 投 与 に 使 用 し た 。
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【 ０ １ ６ ９ 】
　 免 疫 感 作 に は 、 200μ lPBS中 の 100μ gの AN1792ま た は PBS単 独 を 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ
バ ン ト （ CFA)ま た は 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト （ IFA)ま た は PBSに 、 400μ lの 最 終 用
量 で 1:1（ 容 量 ／ 容 量 ） に 乳 化 し た 。 初 回 免 疫 感 作 は 、 ア ジ ュ バ ン ト と し て CFAを 用 い て 送
達 し 、 次 の ４ 回 の 投 与 量 は IFAを 用 い て 与 え ら れ 、 そ し て 最 後 の ４ 回 の 投 与 量 は ア ジ ュ バ
ン ト 無 し の PBSの み を 用 い て 与 え ら れ た 。 全 部 で ９ 回 の 免 疫 感 作 を 、 ７ カ 月 間 に わ た り ２
週 間 の ス ケ ジ ュ ー ル で 最 初 の ３ 回 の 投 与 量 を 、 続 い て ４ 週 間 の 間 隔 で 残 り の 注 射 を 与 え た
。 15月 齢 で 安 楽 死 さ せ た ４ カ 月 の 処 置 群 は 、 最 初 の ６ 回 の 免 疫 感 作 を 受 け た だ け で あ っ た
。
【 ０ １ ７ ０ 】
Ｂ ． 結 果
　 １ ． ア ミ ロ イ ド 負 荷 量 に 及 ぼ す AN1792処 置 の 効 果
　 定 量 的 な 画 像 分 析 に よ り 決 定 し た 皮 質 の ア ミ ロ イ ド 負 荷 量 に 及 ぼ す AN1792処 置 の 結 果 を
図 ７ に 示 す 。 皮 質 の ア ミ ロ イ ド 負 荷 量 の 中 央 値 は 、 未 処 置 の 12月 齢 PDAPPク ウ ス 群 で は 0.2
8％ で あ り 、 実 験 の 開 始 で マ ウ ス の 斑 の 負 荷 量 を 表 す 値 で あ っ た 。 18カ 月 で 、 ア ミ ロ イ ド
負 荷 量 は PBS-処 置 マ ウ ス で 17-倍 を 超 え て 4.87％ ま で 増 加 し 、 一 方 、 AN1792-処 置 マ ウ ス は
わ ず か 0.01％ の ア ミ ロ イ ド 負 荷 量 に 大 き く 減 少 し 、 12カ 月 の 未 処 置 お よ び 15-お よ び 18-カ
月 の 両 PBS-処 置 群 よ り も 顕 著 に 低 か っ た 。 こ の ア ミ ロ イ ド 負 荷 量 は 、 15-(96％ の 減 少 ； ｐ
＝ 0.003） お よ び 18-カ 月 （ ＞ 99％ 減 少 ； ｐ ＝ 0.0002） の 両 AN1792受 容 体 で 、 有 意 に 減 少 し
た 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 典 型 的 に は 、 PDAPPマ ウ ス の 皮 質 ア ミ ロ イ ド 沈 着 物 は 、 前 頭 お よ び 夾 板 骨 後 皮 質 （ RSC）
か ら 始 ま り 、 そ し て 腹 － 側 方 向 へ 進 行 し て 側 頭 － エ ン ト ル ヒ ナ ル （ entorhinal） 皮 質 （ EC
)を 含 む 。 ほ ぼ AN1792が 最 初 に 投 与 さ れ た 時 期 で あ る 12月 齢 の マ ウ ス の ECに は ア ミ ロ イ ド
は ほ と ん ど 見 い だ さ れ な い か 、 ま た は 見 い だ さ れ な な か っ た 。 AN1792処 置 か ら ４ カ 月 後 、
ア ミ ロ イ ド 沈 着 物 は RSCで は 大 き く 減 少 し 、 そ し て 進 行 的 な ECの 関 与 は AN1792処 置 に よ り
完 全 に 排 除 さ れ た 。 後 者 の 観 察 は AN1792が 、 通 常 は 側 頭 お よ び 側 頭 皮 質 を 襲 う ア ミ ロ イ ド
の 進 行 を 完 全 に 止 め 、 し か も RSC中 の 沈 着 物 を 停 止 さ せ る か 、 あ る い は 好 転 さ せ る こ と を
示 し た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 AN1792処 置 が PDAPPマ ウ ス の 皮 質 ア ミ ロ イ ド 負 荷 量 の 発 生 に 及 ぼ す 甚 大 な 効 果 は 、 さ ら
に 18-カ 月 ま で の ７ カ 月 間 処 置 さ れ た 群 で 示 さ れ た 。 皮 質 ア ミ ロ イ ド の ほ ぼ 完 全 な 不 在 が A
N1792-処 置 マ ウ ス で 見 ら れ 、 拡 散 し た 斑 が 全 体 的 に 欠 如 し 、 し か も 緻 密 な 沈 着 物 に 減 少 し
た 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 ２ ． AN1792-処 置 に 関 連 す る 細 胞 的 お よ び 形 態 学 的 変 化
　 Ａ β -陽 性 細 胞 群 は 、 典 型 的 に は ア ミ ロ イ ド 沈 着 物 を 含 む 脳 の 領 域 で 見 い だ さ れ た 。 注
目 す べ き は 、 AN1792受 容 体 の 幾 つ か の 脳 で 、 皮 質 ア ミ ロ イ ド 斑 が ほ と ん ど 無 い か 、 ま た は
全 く 見 ら れ な か っ た こ と で あ っ た 。 Ａ β 免 疫 反 応 性 の 大 部 分 が 、 大 き な 小 葉 ま た は 凝 集 細
胞 体 を 含 む 細 胞 内 に 含 ま れ る よ う で あ っ た 。 表 現 型 的 に は 、 こ れ ら の 細 胞 は 似 て い る 活 性
化 さ れ た ミ ク ロ グ リ ア ま た は 単 球 で あ る 。 そ れ ら は 活 性 化 さ れ た 単 球 お よ び ミ ク ロ グ リ ア
（ MHCIIお よ び CD11b)に よ り 発 現 さ れ る リ ガ ン ド を 認 識 す る 抗 体 と 免 疫 反 応 性 で あ り 、 そ
し て 場 合 に よ り 血 管 の 壁 お よ び 管 腔 に 付 随 し て い た 。 Ａ β お よ び MHCII-特 異 的 抗 体 で 標 識
し た 近 -隣 切 片 の 比 較 に よ り 、 こ れ ら の 細 胞 の 類 似 パ タ ー ン の 形 成 が 両 ク ラ ス の 抗 体 に よ
り さ れ た こ と が 明 ら か と な っ た 。 AN1792-処 置 脳 の 詳 細 な 調 査 に よ り 、 MHCII-陽 性 細 胞 は
こ の よ う な 動 物 内 に 残 る 限 定 さ れ た ア ミ ロ イ ド 付 近 に 限 ら れ て い る こ と が 明 ら か と な っ た
。 使 用 し た 固 定 条 件 下 で 、 細 胞 は Ｔ 細 胞 （ CD3、 CD3e） ま た は Ｂ 細 胞 （ CD45RA、 CD45RB）
リ ガ ン ド ま た は 白 血 球 共 通 抗 原 （ CD45） を 認 識 す る 抗 体 と 免 疫 反 応 性 で は な か っ た が 、 単
球 と 交 差 反 応 す る ロ イ コ シ ア リ ン （ CD43） を 認 識 す る 抗 体 と 反 応 性 で あ っ た 。 そ の よ う な
細 胞 は PBS-処 置 マ ウ ス で は 見 い だ さ れ な か っ た 。
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【 ０ １ ７ ４ 】
　 PDAPPマ ウ ス は 、 海 馬 歯 状 回 の 外 側 分 子 層 に 重 い ア ミ ロ イ ド 沈 着 物 を 一 定 し て 発 生 す る
。 こ の 沈 着 物 は パ ー ホ ラ ン ト （ perforant)経 路 、 Ａ Ｄ で 古 典 的 に ア ミ ロ イ ド 斑 を 含 む 領 域
下 に 明 ら か な す じ を 形 成 す る 。 PBS-処 置 マ ウ ス に お け る こ れ ら の 沈 着 物 の 特 徴 的 な 出 現 は
、 未 処 置 PDAPPマ ウ ス で す で に 特 徴 つ け ら れ た も の と 似 て い た 。 ア ミ ロ イ ド 沈 着 物 は 連 続
的 バ ン ド 内 に 拡 散 お よ び 緻 密 化 し た 斑 の 両 方 か ら 成 っ た 。 対 照 的 に 、 AN1792-処 置 マ ウ ス
に 由 来 す る 多 数 の 脳 で は 、 こ の パ タ ー ン は 劇 的 に 変 化 し た 。 海 馬 の ア ミ ロ イ ド 沈 着 物 は す
で に 拡 散 し た ア ミ ロ イ ド を 含 ま ず 、 そ し て バ ン ド 化 し た パ タ ー ン は 、 完 全 に 破 壊 さ れ た 。
代 わ り に 抗 -Ａ β 抗 体 と 反 応 性 の 多 数 の 異 常 な 点 状 構 造 が 存 在 し 、 こ れ ら の 幾 つ か は ア ミ
ロ イ ド を 含 有 す る 細 胞 ら し か っ た 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 MHCII-陽 性 細 胞 は 、 AN1792-処 置 動 物 の 細 胞 外 ア ミ ロ イ ド 付 近 に 観 察 さ れ る こ と が 多 か
っ た 。 Ａ β -陽 性 細 胞 と ア ミ ロ イ ド と の 会 合 パ タ ー ン は 、 AN1792-処 置 マ ウ ス に 由 来 す る 幾
つ か の 脳 で 大 変 類 似 し た 。 こ の よ う な 単 球 性 細 胞 の 分 布 は 、 ア ミ ロ イ ド 沈 着 物 の 近 位 に 限
定 さ れ 、 そ し て Ａ β 斑 が 無 い 他 の 脳 の 領 域 に は 全 く 存 在 し な か っ た 。 MHCII-お よ び Ａ β -
標 識 切 片 の 共 焦 点 顕 微 鏡 で は 、 斑 の 成 分 が 多 く の 単 球 性 細 胞 内 に 含 ま れ る こ と が 明 ら か と
な っ た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 MHCII-お よ び MACI-標 識 切 片 の 定 量 的 画 像 分 析 で は 、 海 馬 に お け る MACI反 応 性 の 測 定 を
用 い て 、 有 意 に 達 し た PBS群 に 比 較 し て 、 AN1792-処 置 マ ウ ス の RSCお よ び 海 馬 中 で 免 疫 反
応 性 が 上 昇 す る 傾 向 を 明 ら か と し た 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 斑 を 持 つ 脳 の 領 域 中 の ア ミ ロ イ ド の 活 発 な 細 胞 性 除 去 を 示 し
て い る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 ３ ． Ａ β レ ベ ル に 及 ぼ す AN1792効 果 ： ELISA測 定
（ ａ ） 皮 質 レ ベ ル
　 未 処 置 PDAPPマ ウ ス で は 、 12カ 月 時 点 の 皮 質 中 の 全 Ａ β の 中 央 値 レ ベ ル は 1,600ng/gで あ
り 、 こ れ が 15カ 月 ま で に 8,700ng/gに 増 大 し た （ 表 ２ ） 。 18カ 月 で 値 は 22,000ng/gで あ り
、 実 験 期 間 中 に 10倍 以 上 に 上 昇 し た 。 PBS-処 置 動 物 は 8,600ng/gの 全 Ａ β を 15カ 月 で 有 し
、 こ れ は 18カ 月 で 19,000ng/gに 上 昇 し た 。 対 照 的 に 、 AN1792-処 置 動 物 は 15カ 月 の 時 点 (1,
600ng/g)で 、 PBS-免 疫 感 作 群 よ り も 全 Ａ β が 81％ 少 な か っ た 。 有 意 に 少 な い （ ｐ ＝ 0.0001
） 全 Ａ β （ 5,200ng/g)は 、 18カ 月 で AN1792お よ び PBS群 を 比 較 し た 時 に 見 い だ さ れ （ 表 ２
） 、 存 在 す る 場 合 の Ａ β に 72％ の 減 少 を 表 す 。 同 様 な 結 果 が Ａ β 42の 皮 質 レ ベ ル を 比 較 し
た 時 に 得 ら れ 、 す な わ ち AN1792-処 置 群 は よ り 少 な い Ａ β 42を 含 む が 、 こ の 場 合 、 AN1792
と PBS群 と の 間 の 差 異 は 15カ 月 (ｐ ＝ 0.04） お よ び 18カ 月 （ ｐ ＝ 0.0001、 表 ２ ） で 有 意 で あ
っ た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ０ 】
（ ｂ ） 海 馬 レ ベ ル
　 未 処 置 PDAPPマ ウ ス で は 、 12月 齢 で 全 Ａ β の 海 馬 レ ベ ル の 中 央 値 は 15,000ng/gで あ り 、
こ れ は 15カ 月 で 51,000ng/g、 そ し て さ ら に 18カ 月 で 81,000ng/gに ま で 上 昇 し た （ 表 ３ ） 。
同 様 に 、 PBS免 疫 感 作 マ ウ ス は 、 15カ 月 お よ び 18カ 月 で そ れ ぞ れ 40,000ng/gお よ び 65,000n
g/gの 値 を 示 し た 。 AN1792免 疫 感 作 動 物 は 、 少 な い 全 Ａ β を 表 し 、 特 に 15カ 月 お よ び 18カ
月 の 時 点 で そ れ ぞ れ 25,000ng/gお よ び 51,000ng/gで あ っ た 。 18カ 月 の AN1792-処 置 群 の 値
は 、 PBS処 置 群 よ り も 有 意 に 低 く か っ た （ ｐ ＝ 0.0105； 表 ３ ） 。 Ａ β 42の 測 定 で は 同 じ 結
果 の パ タ ー ン を 与 え 、 す な わ ち AN1792-処 置 群 の レ ベ ル は 、 18カ 月 の 評 価 で PBS群 よ り も 有
意 に 低 か っ た （ そ れ ぞ れ 39,000ng/g対 57,000ng/g； ｐ ＝ 0.002） （ 表 ３ ） 。
【 ０ １ ８ １ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ２ 】
（ ｃ ） 小 脳 レ ベ ル
　 12カ 月 の 未 処 置 PDAPPマ ウ ス で は 、 全 Ａ β の 小 脳 レ ベ ル の 中 央 値 は 15ng/gで あ っ た （ 表
４ ） 。 15カ 月 で 、 こ の 中 央 値 は 28ng/gに 上 昇 し 、 そ し て 18カ 月 ま で に 35ng/gま で 上 昇 し た
。 PBS-処 置 動 物 は 15カ 月 で 21ng/g、 そ し て 18カ 月 で 43ng/gの 全 Ａ β 値 の 中 央 値 を 示 し た 。
AN1792-処 置 マ ウ ス は 15カ 月 で 22ng/gの 全 Ａ β を 有 し 、 そ し て 18カ 月 で 対 応 す る PBS群 よ り
も 有 意 に 低 い （ ｐ ＝ 0.002） 全 Ａ β （ 25ng/g)を 有 す る こ と が 見 い だ さ れ た （ 表 ４ ） 。
【 ０ １ ８ ３ 】
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【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ４ 】
　 ４ ． APPレ ベ ル に 及 ぼ す AN1792処 置 の 効 果
　 APP-α お よ び 完 全 長 の APP分 子 は 、 両 方 と も Ａ β 配 列 の 全 部 ま た は 一 部 を 含 み 、 す な わ
ち AN1792-が 向 け ら れ る 免 疫 応 答 の 生 成 に よ り 影 響 を 受 け 得 る 可 能 性 が あ る 。 今 日 ま で の
研 究 で は 、 PDAPPマ ウ ス に 神 経 病 状 が 増 え る と APPレ ベ ル の わ ず か な 上 昇 が 記 録 さ れ た 。 皮
質 で は 、 APP-α が 18カ 月 の 時 点 で AN1792-処 置 対 PBS-処 置 で 19％ ま で 減 少 し た こ と を 除 き
、 APP-α ／ FL(完 全 長 )ま た は APP-α の い ず れ の レ ベ ル も 本 質 的 に は 変 化 し な か っ た 。 18カ
月 の AN1792-処 置 APP値 は 、 12カ 月 お よ び 15カ 月 の 未 処 置 な ら び に 15カ 月 の PBS群 の 値 と は
有 意 に 異 な ら な か っ た 。 す べ て の 場 合 に 、 APP値 は PDAPPマ ウ ス で 正 常 に 見 ら れ る 範 囲 内 に
留 ま っ た 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 ５ ． 神 経 変 性 的 お よ び グ リ オ テ ィ ッ ク (Gliotic)病 状 に 及 ぼ す AN1792処 置 の 効 果
　 神 経 炎 症 性 局 面 の 負 荷 量 は 、 PBS群 に 比 較 し て AN1792-処 置 マ ウ ス の 前 頭 皮 質 に お い て 15
月 齢 （ 84％ ； ｐ ＝ 0.03） お よ び 18月 齢 （ 55％ ； ｐ ＝ 0.01） の 両 方 で 有 意 に 減 少 し た （ 図 ８
） 。 神 経 炎 症 性 局 面 の 負 荷 量 の 中 央 値 は 、 15月 齢 か ら 18月 齢 の 間 で PBS群 に お い て 0.32％
か ら 0.49％ へ と 増 加 し た 。 こ れ は 15月 齢 お よ び 18月 齢 の 群 で そ れ ぞ れ 0.05％ お よ び 0.22％
の 神 経 炎 症 性 局 面 負 荷 量 の 中 央 値 を 有 す る AN1792群 に お け る 神 経 炎 症 性 局 面 の 発 生 の 大 き
な 減 少 と は 好 対 照 で あ っ た 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 AN1792を 用 い た 免 疫 感 作 は 十 分 に 寛 容 で あ り 、 し か も 反 応 性 の 星 状 細 胞 増 加 症
も 、 両 15月 齢 （ 56％ ； ｐ ＝ 0.011） お よ び 18月 齢 （ 39％ ； ｐ ＝ 0.028） で PBS群 と 比 べ た 時
、 AN1792-処 置 し た マ ウ ス の RSCで 有 意 に 減 少 し た よ う だ （ 図 ９ ） 。 PBS群 の 星 状 細 胞 増 加
症 の パ ー セ ン ト の 中 央 値 は 、 15カ 月 か ら 18カ 月 の 間 で 4.26％ か ら 5.21％ へ と 増 加 し た 。 AN
1792-処 置 は 両 時 点 で の 星 状 細 胞 増 加 症 の 発 生 を 、 そ れ ぞ れ 1.89％ お よ び 3.2％ ま で 抑 制 し
た 。 こ れ は 神 経 網 が 除 去 プ ロ セ ス に よ り 損 傷 さ れ な か っ た こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
６ ． 抗 体 応 答
　 上 記 の よ う に 、 11月 齢 の ヘ テ ロ 接 合 性 PDAPPマ ウ ス （ Ｎ ＝ 24） は 、 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ
ン ト で 乳 化 し た 100μ gの AN1792で 、 ０ 、 ２ 、 ４ 、 ８ 、 お よ び 12週 に 一 連 の ５ 回 の 免 疫 感 作
を 腹 腔 内 に 投 与 さ れ 、 そ し て ６ 回 目 は PBSの み （ フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 無 し ） の 免 疫 感
作 を 16週 に 受 け た 。 陰 性 対 照 と し て 、 平 行 し た 24匹 の 月 齢 を 合 わ せ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
マ ウ ス の 組 が 、 同 じ ア ジ ュ バ ン ト で 乳 化 さ れ 、 そ し て 同 じ ス ケ ジ ュ ー ル で 送 達 さ れ る PBS
で の 免 疫 感 作 を 受 け た 。 動 物 は ２ 回 目 の 投 与 か ら 出 発 し て 各 免 疫 感 作 か ら ３ ～ ７ 日 以 内 に
採 血 し た 。 AN1792に 対 す る 抗 体 応 答 は 、 ELISAに よ り 測 定 し た 。 AN1792で 免 疫 感 作 し た 動
物 に 関 す る 幾 何 平 均 力 価 （ GMT） は 、 ２ 回 目 、 ３ 回 目 お よ び 最 後 （ ６ 回 目 ） の 投 与 後 に そ
れ ぞ れ 約 1,900、 7,600そ し て 45,000で あ っ た 。 ６ 回 目 の 免 疫 感 作 後 に 対 照 動 物 の Ａ β 特 異
的 抗 体 は 測 定 し な か っ た 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 約 １ ／ ２ の 動 物 は さ ら に ３ カ 月 間 、 約 20、 24お よ び 27週 に 免 疫 感 作 を 受 け る 処 置 を 行 っ
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た 。 こ れ ら の 各 投 与 量 は フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト を 含 ま な い PBS賦 形 剤 単 独 で 送 達 さ れ た
。 平 均 抗 体 力 価 は こ の 期 間 中 、 変 化 し な い ま ま だ っ た 。 実 際 に は 、 抗 体 力 価 は ５ 回 目 か ら
９ 回 目 の 注 射 を 網 羅 す る 期 間 に 対 応 す る ４ 回 目 か ら ８ 回 目 の 採 血 に わ た り 、 安 定 で あ る よ
う に 見 え た 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 AN1792処 置 マ ウ ス の 血 清 中 に 検 出 さ れ る Ａ β -特 異 的 抗 体 が 免 疫 感 作 に よ り 誘 導 さ れ た
か ど う か を 決 定 す る こ と は 、 沈 着 物 し た 脳 ア ミ ロ イ ド に も 関 連 し 、 AN1792-お よ び PBS-処
置 マ ウ ス の 切 片 の サ ブ セ ッ ト を 、 マ ウ ス IgGに 特 異 的 な 抗 体 と 反 応 さ せ た 。 PBS群 と は 対 照
的 に 、 AN1792-処 置 脳 内 の Ａ β 斑 は 内 因 性 の IgGに 覆 わ れ て い た 。 こ の ２ 群 の 間 の 差 異 は 、
15-お よ び 18-カ 月 の 両 群 で 見 ら れ た 。 こ れ ら の マ ウ ス に は 重 度 の ア ミ ロ イ ド 負 荷 量 が 存 在
す る に も か か わ ら ず 、 特 に 目 立 っ た の は PBS群 の 標 識 が 無 か っ た こ と で あ っ た 。 こ れ ら の
結 果 は 、 合 成 の Ａ β タ ン パ ク 質 を 用 い た 免 疫 感 作 が 、 ア ミ ロ イ ド 斑 中 の Ａ β を イ ン ビ ボ で
認 識 し 、 そ し て 結 合 す る 抗 体 を 生 成 す る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 ７ ． 細 胞 性 免 疫 応 答
　 脾 臓 を ９ 匹 の AN1792-免 疫 感 作 マ ウ ス お よ び 12匹 の PBS-免 疫 感 作 し た 18月 齢 の PDAPPマ ウ
ス か ら 、 ９ 回 目 の 免 疫 感 作 か ら ７ 日 後 に 摘 出 し た 。 脾 細 胞 を 単 離 し 、 そ し て 72時 間 、 Ａ β
40、 Ａ β 42ま た は Ａ β 40-1（ 逆 順 序 の タ ン パ ク 質 ） の 存 在 下 で 培 養 し た 。 マ イ ト ジ ェ ン Co
Aを 陽 性 対 照 と し て 役 立 て た 。 最 適 な 応 答 は ＞ 1.7μ Mタ ン パ ク 質 で 得 ら れ た 。 す べ て の ９
匹 の AN1792-処 置 動 物 に 由 来 す る 細 胞 は 、 Ａ β 1-40ま た は Ａ β 1-42タ ン パ ク 質 の い ず れ か
に 応 答 し て 増 殖 し 、 両 方 の タ ン パ ク 質 に つ い て 等 レ ベ ル で 取 り 込 ま れ た （ 図 １ ０ 、 上 パ ネ
ル ） 。 Ａ β 40-1逆 タ ン パ ク 質 に は 反 応 し な か っ た 。 対 照 動 物 か ら の 細 胞 は 、 い ず れ の Ａ β
タ ン パ ク 質 に も 応 答 し な か っ た (図 １ ０ 、 下 パ ネ ル ） 。
【 ０ １ ９ １ 】
Ｃ ． 結 論
　 こ の 実 験 の 結 果 は 、 現 存 す る ア ミ ロ イ ド 沈 着 物 を 有 す る PDAPPマ ウ ス の AN1792免 疫 感 作
が 、 進 行 性 の ア ミ ロ イ ド 沈 着 物 を 遅 ら せ 、 そ し て 防 止 し 、 そ し て 結 果 的 に 加 齢 し た PDAPP
マ ウ ス の 脳 内 を 神 経 病 理 学 的 変 化 を 遅 ら せ る こ と を 示 す 。 AN1792を 用 い た 免 疫 感 作 は 、 通
常 は ア ミ ロ イ ド ー シ ス に 圧 倒 さ れ る 構 造 上 の ア ミ ロ イ ド 発 生 を 本 質 的 に 停 止 す る 。 す な わ
ち Ａ β ペ プ チ ド の 投 与 は 、 Ａ Ｄ の 処 置 に 治 療 的 利 益 を 有 す る 。 IV． Ａ β フ ラ グ メ ン ト の ス
ク リ ー ニ ン グ 　 ９ ～ 11月 齢 の 100匹 の PDAPPマ ウ ス を 、 APPお よ び Ａ β の ９ 種 の 異 な る 領 域
で 免 疫 感 作 し 、 ど の エ ピ ト ー プ が 効 力 の あ る 応 答 を も た ら す か を 決 定 し た 。 ９ 種 の 異 な る
免 疫 原 お よ び １ つ の 対 照 を 、 上 記 の よ う に i.p.注 射 し た 。 免 疫 原 は ４ 種 の ヒ ト Ａ β ペ プ チ
ド 結 合 体 1－ 12、 13－ 28、 32－ 42、 1-5を 含 み 、 す べ て ヒ ツ ジ 抗 -マ ウ ス IgGに シ ス テ イ ン 連
結 を 介 し て カ ッ プ リ ン グ し た ； APPポ リ ペ プ チ ド ア ミ ノ 酸 592-695、 凝 集 ヒ ト Ａ β 1-40お よ
び 凝 集 ヒ ト Ａ β 25-35お よ び 凝 集 齧 歯 類 Ａ β 42。 凝 集 Ａ β 42お よ び PBSは 、 そ れ ぞ れ 陽 性 お
よ び 陰 性 対 照 と し て 使 用 し た 。 １ つ の 処 置 群 あ た り 10匹 の マ ウ ス を 使 用 し た 。 力 価 は 上 記
の よ う に モ ニ タ リ ン グ し 、 そ し て マ ウ ス は 注 射 か ら ４ カ 月 の 終 わ り に 安 楽 死 さ せ た 。 組 織
化 学 、 Ａ β レ ベ ル お よ び 毒 性 学 分 析 は 死 後 に 分 析 し た 。
【 ０ １ ９ ２ 】
Ａ ． 材 料 お よ び 方 法
　 １ ． 免 疫 原 の 調 製
　 結 合 し た Ａ β ペ プ チ ド ： ４ 種 の ヒ ト Ａ β ペ プ チ ド 結 合 物 （ そ れ ぞ れ が ヒ ツ ジ 抗 -マ ウ ス I
gGに 結 合 し た ア ミ ノ 酸 残 基 1-5、 1-12、 13-28お よ び 33-42） は 、 架 橋 試 薬 ス ル ホ -EMCSを 使
用 し て Ａ β ペ プ チ ド に 連 結 し た 人 工 的 な シ ス テ イ ン を 通 し て カ ッ プ リ ン グ す る こ と に よ り
調 製 し た 。 Ａ β ペ プ チ ド 誘 導 体 は 、 以 下 の 最 終 ア ミ ノ 酸 配 列 を 用 い て 合 成 し た 。 各 々 の 場
合 で 、 挿 入 し た シ ス テ イ ン 残 基 の 位 置 は 、 下 線 で 示 し た 。 Ａ β 13－ 28ペ プ チ ド 誘 導 体 も 、
示 し た カ ル ボ キ シ ル 末 端 シ ス テ イ ン 前 に ２ つ の グ リ シ ン 残 基 を 有 し た 。 　
【 ０ １ ９ ３ 】

10

20

30

40

(43) JP 2007-269804 A 2007.10.18



【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ４ 】
　 カ ッ プ リ ン グ 反 応 を 調 製 す る た め に 、 10mgの ヒ ツ ジ 抗 -マ ウ ス IgG（ ジ ャ ク ソ ン  イ ム ノ
リ サ ー チ  ラ ボ ラ ト リ ー ズ :Jackson ImmunoResearch Laboratories） を 、 10mM ホ ウ 酸 ナ ト
リ ウ ム バ ッ フ ァ ー 、 pH8.5に 対 し て 一 晩 透 析 し た 。 透 析 し た 抗 体 を 次 い で ア ミ コ ン （ Amico
n） の Centriprepチ ュ ー ブ を 使 用 し て ２ mLの 容 量 に 濃 縮 し た 。 10mgス ル ホ -EMS。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 [N(ε -マ レ イ ミ ド カ プ ロ イ ル オ キ シ )ス ク シ ン イ ミ ド ](モ レ キ ュ ラ ー サ イ エ ン ス 社 :Mole
cular Science Co.)を 、 １ mLの 脱 イ オ ン 水 に 溶 解 し た 。 40-倍 の モ ル 過 剰 の ス ル ホ -EMCSを
撹 拌 し な が ら ヒ ツ ジ 抗 -マ ウ ス IgGに 滴 下 し 、 そ し て 溶 液 を さ ら に 10分 間 撹 拌 し た 。 活 性 化
し た ヒ ツ ジ 抗 -マ ウ ス IgGを 精 製 し 、 そ し て バ ッ フ ァ ー は 0.1MNaPO4、 5mM EDTA、 pH6.5に よ
り 平 衡 化 し た 10mLの ゲ ル 濾 過 カ ラ ム (ピ ア ス  ケ ミ カ ル ズ ((Pierce Chemicals)か ら 得 た ピ
ア ス Presto Column） を 通 す こ と に よ り 交 換 し た 。 280nmの 吸 収 に よ り 同 定 し た 抗 体 含 有 画
分 を プ ー ル し 、 そ し て 吸 光 係 数 と し て ODあ た り 1.4mgを 使 用 し て 約 １ mg/mLの 濃 度 に 希 釈 し
た 。 40-倍 モ ル 過 剰 な Ａ β ペ プ チ ド を 20mLの 10mMNaPO4、 pH8.0に 溶 解 し た が 、 Ａ β 33－ 42
ペ プ チ ド に 関 し て は 10mgを 最 初 に 0.5mLの DMSOに 溶 解 し 、 そ し て 次 い で 10mM NaPO4バ ッ フ
ァ ー で 20mLに 希 釈 し た 。 ペ プ チ ド 溶 液 を そ れ ぞ れ 10mLの 活 性 化 ヒ ツ ジ 抗 -マ ウ ス IgGに 加 え
、 そ し て 室 温 で ４ 時 間 、 振 盪 し た 。 生 成 し た 結 合 物 は 、 ア ミ コ ン の Centriprepチ ュ ー ブ を
使 用 し て 10mL未 満 の 最 終 容 量 に 濃 縮 し 、 そ し て 次 い で PBSに 対 し て 透 析 し て 、 バ ッ フ ァ ー
を 交 換 し 、 そ し て 遊 離 ペ プ チ ド を 除 去 し た 。 結 合 物 は 滅 菌 の た め に 0.22μ m-孔 サ イ ズ の フ
ィ ル タ ー を 通 し 、 そ し て １ mgの 画 分 に 分 け 、 そ し て -20℃ で 凍 結 保 存 し た 。 結 合 物 の 濃 度
は 、 BCAタ ン パ ク 質 ア ッ セ イ （ ピ ア ス ケ ミ カ ル ズ ） を 使 用 し て ウ マ IgGを 標 準 曲 線 と し て 用
い て 決 定 し た 。 結 合 は 、 活 性 化 ヒ ツ ジ 抗 -マ ウ ス IgGに 対 し て 結 合 ペ プ チ ド の 分 子 量 の 増 加
に よ り 証 明 さ れ た 。 Ａ β 1-5ヒ ツ ジ 抗 マ ウ ス 結 合 物 は ２ つ の 結 合 の プ ー ル で あ り 、 残 り は
１ つ の 調 製 物 に 由 来 し た 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 ２ ． 凝 集 Ａ β ペ プ チ ド の 調 製
　 ヒ ト 1-40（ AN1528： カ リ フ ォ ル ニ ア ペ プ チ ド 社 、 ロ ッ ト ME0541） 、 ヒ ト 1-42（ AN1792：
カ リ フ ォ ル ニ ア ペ プ チ ド 社 、 ロ ッ ト  ME0339お よ び ME0439） 、 ヒ ト 25-35お よ び 齧 歯 類 1-42
（ カ リ フ ォ ル ニ ア ペ プ チ ド 社 、 ロ ッ ト ME0218） ペ プ チ ド は 、 -20℃ で 乾 燥 し て 保 存 し て お
い た 凍 結 乾 燥 粉 末 か ら 、 各 組 の 注 射 物 の 調 製 に 新 た に 可 溶 化 し た 。 こ の 目 的 に は 、 ２ mgの
ペ プ チ ド を 0.9mlの 脱 イ オ ン 水 に 加 え 、 そ し て 混 合 物 を ボ ル テ ッ ク ス 混 合 し て 、 比 較 的 均
一 な 溶 液 ま た は 懸 濁 液 を 作 成 し た 。 ４ つ の 中 の AN1528が 、 こ の 段 階 で 可 溶 性 の 唯 一 の ペ プ
チ ド で あ っ た 。 100μ lの 10× PBSの ア リ コ ー ト （ 1× PBS:0.15MNaCl、 0.01M リ ン 酸 ナ ト リ
ウ ム 、 pH7.5） を 次 い で 加 え 、 こ の 時 点 で AN1524が 沈 殿 し 始 め た 。 懸 濁 液 を 再 度 ボ ル テ ッ
ク ス 混 合 し 、 そ し て 翌 日 使 用 す る た め に 37℃ で 一 晩 、 イ ン キ ュ ー ベ ー シ ョ ン し た 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 pB× 6タ ン パ ク 質 の 調 製 ： pB× 6（ 100ア ミ ノ 酸 の バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ MS-2ポ リ メ ラ ー ゼ N
-末 端 リ ー ダ ー 配 列 、 続 い て APP(β APP） の ア ミ ノ 酸 592-695か ら 成 る 融 合 タ ン パ ク 質 ） を
コ ー ド す る 発 現 プ ラ ス ミ ド を 、 Oltersdorf et al., J.Biol. Chem. 265, 4492-4497(1990
)に よ り 記 載 さ れ て い る よ う に 構 築 し た 。 プ ラ ス ミ ド を 大 腸 菌 （ ） に ト ラ ン ス フ ェ
ク ト し 、 そ し て タ ン パ ク 質 を プ ロ モ ー タ ー の 誘 導 に よ り 発 現 さ せ た 。 細 菌 は ８ M尿 素 中 で
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溶 菌 さ せ 、 そ し て pB× 6を 調 製 用 SDS PAGEに よ り 部 分 精 製 し た 。 pB× 6を 含 有 す る 画 分 は 、
ウ サ ギ 抗 -pB× 6ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 し て ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 確 認 し 、 プ ー ル
し 、 ア ミ コ ン Centriprepチ ュ ー ブ を 使 用 し て 濃 縮 し 、 そ し て PBSに 対 し て 透 析 し た 。 ク マ
ー シ ー ブ ル ー 染 色 し た SDSPAGEに よ り 推 定 さ れ る 調 製 物 の 純 度 は 、 約 ５ ～ 10％ で あ っ た 。
【 ０ １ ９ ８ 】
Ｂ ． 結 果 お よ び 考 察
　 １ ． 実 験 計 画
　 ９ -な い し 11月 齢 の 100匹 の オ ス お よ び メ ス の ヘ テ ロ 接 合 性 PDAPPト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ
ウ ス を 、 チ ャ ー ル ズ リ バ ー ラ ボ ラ ト リ ー お よ び タ コ ニ ッ ク ラ ボ ラ ト リ ー （ Taconic Labora
tory） か ら 得 た 。 マ ウ ス は 、 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト と 組 み 合 わ せ た 異 な る 領 域 の Ａ β ま
た は APPで 免 疫 感 作 さ れ る 10群 に 分 け ら れ た 。 動 物 は で き る か ぎ り 群 内 の 性 別 、 月 齢 、 血
統 お よ び 供 給 源 を 合 わ せ る よ う に 分 割 し た 。 免 疫 原 は ヒ ト 起 源 の 配 列 1-5、 1-12、 13-28お
よ び 33-42に 由 来 す る ４ 種 の Ａ β ペ プ チ ド を 含 み 、 各 々 が ヒ ツ ジ 抗 -マ ウ ス IgGに 結 合 し て
い た ； ４ 種 の 凝 集 し た Ａ β ペ プ チ ド 、 ヒ ト 1-40（ AN1528)、 ヒ ト 1-42（ AN1792)、 ヒ ト 25-3
5、 お よ び 齧 歯 類 1-42； な ら び に 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 、 pB× 6と し て 設 計 し 、 APPア ミ ノ 酸 残
基 592-695を 含 む 。 10番 目 の 群 は 対 照 と し て ア ジ ュ バ ン ト と 組 み 合 わ せ た PBSで 免 疫 感 作 し
た 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 各 免 疫 感 作 に は 、 初 回 免 疫 感 作 用 に 、 100μ gの 各 Ａ β ペ プ チ ド （ 200μ lの PBS中 ） 、 ま
た は 200μ gの APP誘 導 体 pB× 6（ 同 じ 容 量 の PBS中 ） ま た は PBS単 独 を 、 1:1(容 量 :容 量 )の 完
全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト (CFA)で 400μ lの 最 終 容 量 に 乳 化 し 、 続 い て 不 完 全 フ ロ イ ン ト
ア ジ ュ バ ン ト （ IFA） 中 に 同 量 の 免 疫 原 の 追 加 免 疫 感 作 を 次 の ４ 回 の 投 与 に 、 そ し て 最 後
の 投 与 は PBSを 用 い た 。 免 疫 感 作 は 、 最 初 の ３ 回 の 投 与 量 は 隔 週 の ス ケ ジ ュ ー ル で 、 次 に
そ の 後 は 毎 月 、 腹 腔 内 に 送 達 さ れ た 。 抗 体 力 価 を 測 定 す る た め に 、 動 物 は ２ 回 目 の 投 与 後
か ら 始 め て 、 各 免 疫 感 作 か ら ４ ～ ７ 日 後 に 採 血 さ れ た 。 動 物 は 最 終 投 与 か ら 約 １ 週 間 後 に
安 楽 死 さ せ た 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
２ ． 脳 内 の Ａ β お よ び APPレ べ ル
　 種 々 の Ａ β ペ プ チ ド ま た は APP誘 導 体 で の 免 疫 感 作 か ら 約 ４ カ 月 後 に 、 塩 類 － 潅 流 動 物
か ら 脳 を 摘 出 し た 。 １ つ の 半 球 は 免 疫 組 織 化 学 分 析 に 調 製 し 、 そ し て ２ つ 目 は Ａ β お よ び
APPレ べ ル の 定 量 に 使 用 し た 。 種 々 の 形 態 の β ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド お よ び ア ミ ロ イ ド 前 駆
体 タ ン パ ク 質 の 濃 度 を 測 定 す る た め に 、 半 球 を 切 開 し 、 そ し て 海 馬 、 皮 質 お よ び 小 脳 領 域
の ホ モ ジ ネ ー ト を ５ Mグ ア ニ ジ ン で 調 製 し た 。 こ れ ら を 希 釈 し 、 そ し て ア ミ ロ イ ド お よ び A
PPの レ ベ ル は 、 ELISA形 式 で 既 知 濃 度 の Ａ β ペ プ チ ド ま た は APPの 一 連 の 標 準 希 釈 物 と 比 較
す る こ と に よ り 定 量 し た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 PBSで 免 疫 感 作 し た 対 照 群 に 関 す る 全 Ａ β の 中 央 値 濃 度 は 、 皮 質 よ り も 海 馬 で 5.8倍 高 か
っ た （ 皮 質 の 4,221ng/gに 対 し て 24,318ng/gの 海 馬 の 中 央 値 ） 。 対 照 群 の 小 脳 中 の 中 央 値
レ ベ ル （ 23.4ng/g） は 、 海 馬 よ り も 約 1,000倍 低 か っ た 。 こ れ ら の レ ベ ル は こ の 月 齢 の ヘ
テ ロ 接 合 性 PDAPPト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に つ い て 以 前 に 報 告 し た レ ベ ル と 同 様 で あ っ
た （ Johnson-Woods et al., 1997, 同 上 ） 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 皮 質 に 関 し て 、 処 置 群 の サ ブ セ ッ ト は 対 照 群 と は 有 意 に 異 な る 全 Ａ β の 中 央 値 お よ び Ａ
β 1-42レ ベ ル を 有 し （ ｐ ＜ 0.05） 、 こ れ ら の 動 物 は 図 １ １ に 示 す よ う に AN1792、 齧 歯 類 Ａ
β 1-42ま た は Ａ β 1-5ペ プ チ ド 結 合 物 を 受 容 し た 。 こ れ ら の 処 置 群 に つ い て 全 Ａ β の 中 央
値 レ ベ ル は 、 対 照 に 比 べ て そ れ ぞ れ 75％ 、 79％ お よ び 61％ ま で 減 少 し た 。 い か な る 群 に も
脳 内 の 皮 質 領 域 に Ａ β -特 異 的 抗 体 力 価 と Ａ β レ ベ ル と の 間 に 識 別 で き る 相 関 は な か っ た
。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 海 馬 で は 、 AN1792処 置 に 関 連 し た 全 Ａ β の 中 央 値 の 減 少 （ 46％ 、 ｐ ＝ 0.0543） は 、 皮 質
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で 観 察 さ れ る よ り も 大 き か っ た （ 75％ 、 ｐ ＝ 0.0021） 。 し か し 減 少 の 規 模 は 皮 質 よ り も 海
馬 で 一 層 大 き く 、 皮 質 で 正 味 3,171ng/g組 織 の 減 少 に 対 し て 海 馬 で は 正 味 11,186ng/g組 織
の 減 少 で あ っ た 。 齧 歯 類 Ａ β 1-42ま た は Ａ β 1-5を 受 け た 動 物 群 に つ い て は 、 全 Ａ β レ ベ
ル の 中 央 値 は 、 そ れ ぞ れ 36％ お よ び 26％ ま で 減 少 し た 。 し か し 群 の サ イ ズ が 小 さ い こ と 、
お よ び 両 群 内 の 動 物 毎 の ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド レ ベ ル の 高 い 変 動 性 を 考 慮 す る と 、 こ の よ う
な 減 少 は 有 意 で は な か っ た 。 Ａ β 1-42レ ベ ル を 海 馬 で 測 定 し た 時 、 処 置 が 誘 導 し た 減 少 が
有 意 し な っ た も の は な か っ た 。 す な わ ち 皮 質 中 の よ り 小 さ い Ａ β 負 荷 量 か ら 、 こ の 領 域 で
の 変 化 は 処 置 効 果 の よ り 敏 感 な 指 標 で あ る 。 皮 質 中 で ELISAに よ り 測 定 さ れ る Ａ β レ ベ ル
の 変 化 は 同 様 で あ る が 、 免 疫 組 織 化 学 的 分 析 か ら の 結 果 と は 同 一 で は な い （ 以 下 を 参 照 の
こ と ） 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 全 Ａ β は 、 Ａ Ｄ 病 に よ り 典 型 的 に は 最 も 影 響 を 受 け る こ と が 小 さ い 小 脳 で も 測 定 し た 。
種 々 の Ａ β ペ プ チ ド ま た は APP誘 導 体 で 免 疫 感 作 し た い ず れ の 群 の Ａ β 濃 度 の 中 央 値 も 、
脳 の こ の 領 域 に お い て 対 照 群 と 異 な ら な か っ た 。 こ の 結 果 は 、 処 置 に よ り Ａ β の 非 病 理 学
的 レ ベ ル は 影 響 を 受 け な い こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 APP濃 度 は 、 処 置 お よ び 対 照 動 物 に 由 来 す る 皮 質 お よ び 小 脳 中 で ELISAで も 決 定 し た 。 ２
種 の 異 な る APPア ッ セ イ を 使 用 し た 。 第 １ は APP-α /FLと 呼 び 、 APP-ア ル フ ァ （ α 、 Ａ β 配
列 内 が 開 裂 さ れ た APPか ら 分 泌 し た ） 、 お よ び APPの 完 全 長 の 形 態 （ FL） を 認 識 し 、 一 方 ２
つ 目 は 、 APP-α の み を 認 識 す る 。 処 置 群 の サ ブ セ ッ ト で は 処 置 が 関 係 す る Ａ α の 減 少 と は
対 照 的 に 、 APPの レ ベ ル が 対 照 動 物 と 比 較 し て す べ て の 処 置 で 変 化 し な か っ た 。 こ れ ら の
結 果 は 、 Ａ β ペ プ チ ド で の 免 疫 感 作 が APPを 減 ら さ ず ； む し ろ 処 置 効 果 ば Ａ β に 特 異 的 で
あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 要 約 す る と 、 全 Ａ β お よ び Ａ β 1-42レ ベ ル は 皮 質 中 で AN1792、 齧 歯 類 Ａ β 1-42ま た は Ａ
β 1-5結 合 物 を 用 い た 処 置 に よ り 有 意 に 減 少 し た 。 海 馬 で は 、 全 Ａ β が AN1792処 置 で の み
有 意 に 減 少 し た 。 海 馬 、 皮 質 ま た は 小 脳 に お け る 他 の 処 置 が 関 与 す る Ａ β ま た は APPレ ベ
ル の 変 化 は 、 有 意 で は な か っ た 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 ２ ． 組 織 化 学 的 分 析
　 組 織 化 学 的 分 析 用 に ６ 群 の サ ブ セ ッ ト に 由 来 す る 脳 を 調 製 し 、 Ａ β ペ プ チ ド 結 合 物 Ａ β
1-5、 Ａ β 1-12お よ び Ａ β 13-28で 免 疫 感 作 し た ３ 群 ； 完 全 長 の Ａ β 凝 集 物 AN1792お よ び AN
1528で 免 疫 感 作 し た ２ 群 、 お よ び PBSで 処 置 し た 対 照 群 。 こ れ ら の 群 か ら の 脳 切 片 中 の ア
ミ ロ イ ド 負 荷 量 を 画 像 分 析 の 結 果 を 、 図 １ ２ に 示 す 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 ３ つ の 処 置 群 対 対 照 動 物 の 皮 質 領 域 中 で 、 ア ミ ロ イ ド 負 荷 量 に は 有 意 な 減 少 が あ っ た 。
ア ミ ロ イ ド 負 荷 量 の 最 大 の 減 少 は AN1792を 受 け た 群 で 観 察 さ れ 、 こ こ で 平 均 値 は 97％ ま で
減 少 し た （ ｐ ＝ 0.01） 。 有 意 な 減 少 は AN1528（ 95％ 、 ｐ ＝ 0.005） お よ び Ａ β 1-5ペ プ チ ド
結 合 物 （ 67％ 、 ｐ ＝ 0.02） で 処 置 し た 動 物 で も 観 察 さ れ た 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 ELISAに よ る 全 Ａ β ま た は Ａ β 1-42の 定 量 お よ び 画 像 分 析 に よ る ア ミ ロ イ ド 負 荷 量 に よ
り 得 ら れ た 結 果 は 、 あ る 程 度 異 な っ た 。 AN1528に よ る 処 置 は 、 定 量 的 な 画 像 分 析 に よ り 測
定 し た 時 に 皮 質 ア ミ ロ イ ド 負 荷 量 の レ ベ ル に 有 意 な 影 響 を 与 え た が 、 ELISAに よ り 測 定 し
た 時 の 同 じ 領 域 の 全 Ａ β 濃 度 に は 影 響 が な か っ た 。 こ の よ う な ２ つ の 結 果 の 差 異 は 、 ア ッ
セ イ の 特 異 性 に よ る も の だ ろ う 。 画 像 分 析 は 斑 へ の 不 溶 性 の Ａ β 凝 集 物 の み を 測 定 す る 。
対 照 的 に 、 ELISAは 可 溶 性 お よ び 不 溶 性 の 両 方 、 単 量 体 お よ び 凝 集 物 の す べ て の Ａ β の 形
態 を 測 定 す る 。 疾 患 の 病 状 は 不 溶 性 の 斑 が 関 連 す る Ａ β の 形 態 で あ る と 考 え ら れ て い る の
で 、 画 像 分 析 法 が 処 置 の 効 果 を 明 ら か に す る た め に よ り 感 度 が あ る 。 し か し ELISAは よ り
迅 速 で 容 易 な ア ッ セ イ で あ り 、 ス ク リ ー ニ ン グ の 目 的 に は 大 変 有 用 で あ る 。 さ ら に ELISA
は Ａ β の 処 置 が 関 連 す る 減 少 を 、 全 Ａ β よ り も 斑 に 関 連 し て よ り 大 き く 明 ら か に す る こ と
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が で き る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 処 置 動 物 の 免 疫 感 作 に よ り 誘 導 さ れ た Ａ β － 特 異 的 抗 体 が 、 脳 に 沈 着 物 し た ア ミ ロ イ ド
と 反 応 し た か ど う か を 決 定 す る た め に 、 処 置 動 物 お よ び 対 照 マ ウ ス に 由 来 す る 切 片 の サ ブ
セ ッ ト を 、 マ ウ ス IgGに 特 異 的 な 抗 体 と 反 応 さ せ た 。 PBS群 と は 対 照 的 に 、 Ａ β ペ プ チ ド 結
合 物 Ａ β 1-5、 Ａ β 1-12お よ び Ａ β 13-28； お よ び 完 全 長 Ａ β 凝 集 物 AN1792お よ び AN1582で
免 疫 感 作 し た 動 物 に つ い て は 、 Ａ β -含 有 斑 は 内 因 性 の IgGに 覆 わ れ た 。 他 の Ａ β ペ プ チ ド
ま た は APPペ プ チ ド pB× 6で 免 疫 感 作 し た 動 物 に 由 来 す る 脳 は こ の ア ッ セ イ で 分 析 し な か っ
た 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 ３ ． 抗 体 力 価 の 測 定
　 マ ウ ス は ２ 回 目 の 免 疫 感 作 か ら 始 め て 全 部 で ５ 回 、 各 免 疫 感 作 か ら ４ ～ ７ 日 後 に 採 血 し
た 。 抗 体 力 価 は Ａ β 1-42で 被 覆 し た プ ラ ス チ ッ ク 製 の マ ル チ -ウ ェ ル プ レ ー ト を 使 用 を 用
い た サ ン ド イ ッ チ ELISAを 使 用 し て Ａ β 1-42結 合 抗 体 と し て 測 定 し た 。 図 １ ３ に 示 す よ う
に 、 ピ ー ク 抗 体 力 価 は ４ 種 の 免 疫 原 製 剤 に つ い て ４ 回 目 の 投 与 後 に 誘 導 さ れ 、 AN1792-特
異 的 抗 体 の 最 大 力 価 が 誘 導 さ れ た ： AN1792（ ピ ー ク GMT:94,647） 、 AN1528（ ピ ー ク GMT:88
,231） 、 Ａ β 1-12結 合 物 （ ピ ー ク GMT:47,216） お よ び 齧 歯 類 Ａ β 1-42（ ピ ー ク GMT:10,766
） 。 こ れ ら の 群 の 力 価 は ５ お よ び ６ 回 目 の 投 与 後 に い く ぶ ん 減 少 し た 。 残 り の ５ 種 の 免 疫
原 に つ い て は 、 ピ ー ク 力 価 に ５ ま た は ６ 回 目 の 投 与 後 に 到 達 し 、 そ し て こ れ ら は ４ 種 の 最
高 の 力 価 群 よ り も 大 変 低 い 規 模 で あ っ た ： Ａ β 1-5結 合 物 （ ピ ー ク GMT:2,356） 、 pB× 6（
ピ ー ク GMT:1,986） 、 Ａ β 13-28結 合 物 （ ピ ー ク GMT:1,183） 、 Ａ β 33-42結 合 物 （ ピ ー ク GM
T:658） 、 Ａ β 25-35結 合 物 （ ピ ー ク GMT:125） 。 ホ モ ロ ガ ス ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 力 価 も
同 じ ELISAサ ン ド イ ッ チ 形 式 を 使 用 し て 、 免 疫 原 の サ ブ セ ッ ト に つ い て 測 定 し 、 こ の よ う
な 群 を Ａ β 1-5、 Ａ β 13-28、 Ａ β 25-35、 Ａ β 33-42お よ び 齧 歯 類 Ａ β 1-42で 免 疫 感 作 し た
。 ホ モ ロ ガ ス な 免 疫 原 に 対 す る 抗 体 力 価 が 約 ２ 倍 高 い 齧 歯 類 Ａ β 1-42免 疫 原 に 関 す る 力 価
を 除 き 、 こ れ ら の 力 価 は Ａ β 1-42に 対 し て 測 定 し た 力 価 と お よ そ 同 じ で あ っ た 。 個 々 の 動
物 の AN1792-特 異 的 抗 体 力 価 の 規 模 、 ま た は 処 置 群 の 平 均 値 は 、 皮 質 内 の Ａ β の 減 少 と し
て 測 定 さ れ た 効 力 と は 相 関 し な か っ た 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 ４ ． リ ン パ 球 増 殖 的 応 答
　 Ａ β -依 存 的 な リ ン パ 球 増 殖 を 、 最 後 の ６ 回 目 の 免 疫 感 作 か ら 約 １ 週 間 後 に 回 収 し た 脾
臓 細 胞 を 使 用 し て 測 定 し た 。 新 し く 回 収 し た 細 胞 （ 105／ ウ ェ ル ） を 、 ５ μ Mの 刺 激 濃 度 の
Ａ β 1-40の 存 在 下 で 、 ５ 日 間 培 養 し た 。 10群 の う ち の ７ 群 か ら の サ ブ セ ッ ト も 、 逆 ペ プ チ
ド Ａ β 40-1の 存 在 下 で 培 養 し た 。 陽 性 対 照 と し て 、 さ ら な る 細 胞 を Ｔ 細 胞 マ イ ト ジ ェ ン （
PHA） と 培 養 し 、 そ し て 陰 性 対 照 と し て 、 細 胞 を ペ プ チ ド を 加 え ず に 培 養 し た 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 大 部 分 の 動 物 に 由 来 す る リ ン パ 球 は 、 PHAに 応 答 し て 増 殖 し た 。 Ａ β 40-1逆 ペ プ チ ド に
対 す る 有 意 な 応 答 は な か っ た 。 よ り 大 き な 凝 集 し た Ａ β ペ プ チ ド 、 AN1792、 齧 歯 類 Ａ β 1-
42お よ び AN1528で 免 疫 感 作 し た 動 物 に 由 来 す る 細 胞 は 、 Ａ β 1-40で 刺 激 し た 時 に し っ か り
と 増 殖 し 、 最 高 の cpmは AN1792の 受 容 体 で あ っ た 。 Ａ β 1-12結 合 物 、 Ａ β 13-28結 合 物 お よ
び Ａ β 25-35で 免 疫 感 作 し た 各 群 か ら の １ 動 物 は 、 Ａ β 1-40に 応 答 し て 増 殖 し た 。 Ａ β 1-5
結 合 物 、 Ａ β 33-42結 合 物 pB× 6ま た は PBSを 受 け た 残 り の 群 は 、 Ａ β が 刺 激 し た 応 答 を 有
す る 動 物 は い な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 を 以 下 の 表 ５ に ま と め る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
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【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ５ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 AN1792お よ び AN1528が 強 力 な Ｔ 細 胞 応 答 、 最 も 多 く は CD4+表 現 型 を 刺
激 す る こ と を 示 す 。 Ａ β 1-5で 免 疫 感 作 し た 動 物 に お い て Ａ β 特 異 的 Ｔ 細 胞 応 答 の 不 存 在
は 、 CD4+Ｔ 細 胞 に よ り 認 識 さ れ る ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ が 通 常 は 約 15ア ミ ノ 酸 長 で あ る が
、 よ り 短 い ペ プ チ ド が 低 い 効 率 で 機 能 で き る の で 、 驚 く こ と で は な い 。 す な わ ち ４ 種 の 結
合 物 ペ プ チ ド に 対 す る ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ の 大 部 分 が 、 Ａ β 領 域 で は な く IgG結 合
物 パ ー ト ナ ー 中 に あ る ら し い 。 こ の 仮 説 は 各 処 置 群 中 の 動 物 に つ い て 、 大 変 低 い 増 殖 応 答
の 発 生 率 に 支 持 さ れ る 。 Ａ β 1-5結 合 物 は 脳 内 で Ａ β レ ベ ル を 有 意 に 下 げ る こ と に 有 効 で
あ る の で 、 Ａ β -特 異 的 Ｔ 細 胞 の 明 ら か な 不 存 在 で 、 こ の ペ プ チ ド に よ る 免 疫 感 作 に よ り
誘 導 さ れ た 鍵 と な る エ フ ェ ク タ ー 免 疫 応 答 は 、 抗 体 と な る だ ろ う 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 す べ て の Ａ β 残 基 を 含 む APPア ミ ノ 酸 592-695を 包 含 す る 融 合 ペ プ チ ド pB× 6か ら の Ｔ -細
胞 の 欠 如 お よ び 低 い 抗 体 応 答 は 、 こ の 特 別 な 調 製 物 の 悪 い 免 疫 原 性 に よ る も の か も し れ な
い 。 Ａ β 25-35凝 集 物 の 悪 い 免 疫 原 性 は 、 ペ プ チ ド が 小 さ す ぎ て 抗 体 応 答 を 誘 導 す る た め
に 役 立 つ 良 い Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 ま な い か ら で あ ろ う 。 こ の ペ プ チ ド が キ ャ リ ア ー タ ン
パ ク 質 と 結 合 す れ ば 、 お そ ら く よ り 免 疫 原 性 と な る だ ろ う 。
【 ０ ２ １ ７ 】
V． 受 動 防 御 用 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 　
　 125匹 の 非 -ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 100μ gの Ａ β 1-42に CFA/IFAア ジ ュ バ ン ト を 加
え て 免 疫 感 作 し 、 そ し て ４ ～ ５ カ 月 で 安 楽 死 さ せ た 。 血 液 を 免 疫 感 作 し た マ ウ ス か ら 集 め
た 。 IgGは 他 の 血 液 成 分 か ら 分 離 し た 。 免 疫 原 に 特 異 的 な 抗 体 は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー に よ り 部 分 精 製 し た 。 マ ウ ス あ た り 約 0.5～ １ mgの 免 疫 原 に 特 異 的 な 抗 体 が 得
ら れ 、 全 部 で 60～ 120mgと な っ た 。
【 ０ ２ １ ８ 】
VI． Ａ β に 対 す る 抗 体 に よ り 受 動 免 疫 感 作
　 ７ ～ ９ 月 齢 の PDAPPマ ウ ス 群 の 各 々 を 、 以 下 に 示 す よ う に PBS中 に 0.5mgの ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 -Ａ β ま た は 特 異 的 抗 -Ａ β モ ノ ク ロ ー ナ ル を 用 い て 注 射 し た 。 す べ て の 抗 体 調 製 物 は
低 い エ ン ド ト キ シ ン レ ベ ル を 有 す る よ う に 精 製 し た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル は マ ウ ス に Ａ β の フ
ラ グ メ ン ト ま た は Ａ β の よ り 長 い 形 態 を 注 射 す る こ と に よ り フ ラ グ メ ン ト に 対 し て 調 製 す
る こ と が で き 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 調 製 し 、 そ し て Ａ β の 他 の 非 重 複 フ ラ グ メ ン ト に 結 合 す
る こ と な く Ａ β の 所 望 の フ ラ グ メ ン ト に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の ハ イ ブ リ ド ー マ を ス ク リ
ー ニ ン グ し た 。
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【 ０ ２ １ ９ 】
【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 マ ウ ス は 、 Ａ β 42ま た は 他 の 免 疫 原 に 対 し て ELISAに よ り 定 め た 1/1000よ り 大 き い ELISA
力 価 に よ り 測 定 さ れ た 循 環 抗 体 濃 度 を 維 持 す る た め に 、 ４ カ 月 の 期 間 中 、 必 要 こ 応 じ て ip
注 射 さ れ た 。 力 価 は 上 記 の よ う に モ ニ タ リ ン グ し 、 そ し て マ ウ ス は 注 射 の ６ カ 月 の 終 わ り
に 安 楽 死 さ せ た 。 組 織 化 学 、 Ａ β レ ベ ル お よ び 毒 性 学 は 、 死 後 に 行 っ た 。 １ 群 あ た り 10匹
の マ ウ ス を 使 用 し た 。 受 動 免 疫 感 作 に 関 す る さ ら な る 実 験 は 、 以 下 の 実 施 例 XIお よ び XII
に 記 載 す る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
VII． 様 々 な ア ジ ュ バ ン ト の 比 較
　 こ の 実 施 例 は 、 CFA、 alumお よ び 水 中 油 型 エ マ ル シ ョ ン お よ び MPLの 免 疫 応 答 を 刺 激 す る
能 力 に つ い て 比 較 す る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
Ａ ． 材 料 お よ び 方 法
　 １ ． 実 験 計 画
　 エ ル ム  ヒ ル (Elm Hill)か ら 得 た 100匹 の ６ 週 齢 の メ ス Hartley種 モ ル モ ッ ト を 、 種 々 の
ア ジ ュ バ ン ト と 組 み 合 わ せ た AN1792ま た は そ れ ら の パ ル ミ ト イ ル 化 誘 導 体 で 免 疫 感 作 す る
た め に 10群 に 分 け た 。 ７ 群 が ａ ） PBS、 ｂ ） フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 、 ｃ ） MPL、 ｄ ） ス ク
ア レ ン 、 ｅ ） MPL／ ス ク ア レ ン 、 ｆ ） 低 用 量 の alumま た は ｇ ） 高 用 量 の alum（ 300μ gAN179
2)と 組 み 合 わ せ た AN1792（ 特 定 し な い 限 り 33μ g） の 注 射 を 受 け た 。 ２ 群 は AN1792の パ ル
ミ ト イ ル 化 誘 導 体 （ 33μ g） の 注 射 を ａ ） PBSま た は ｂ ） ス ク ア レ ン と 組 み 合 わ せ て 受 け た
。 最 後 に 10番 目 の 群 は 、 抗 原 お よ び さ ら な る ア ジ ュ バ ン ト 無 し で PBSの み を 受 け た 。 フ ロ
イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト を 受 け る 群 は 、 最 初 の 投 与 量 を CFAで 乳 化 し 、 そ し て ４ 投 与 量 は IFAで
乳 化 し た 。 抗 原 は 高 投 与 量 の alum群 を 除 き す べ て の 群 で 33μ gの 用 量 で 投 与 さ れ 、 高 用 量
の alum群 は 300μ gの AN1792を 受 け た 。 注 射 は CFA/IFAに は 腹 腔 内 に 、 そ し て す べ て の 他 の
群 に つ い て は 右 お よ び 左 側 の 後 脚 四 頭 筋 に 交 互 に 筋 肉 内 投 与 し た 。 最 初 の ３ 回 の 投 与 は 隔
週 の ス ケ ジ ュ ー ル で 、 続 い て 毎 月 の 間 隔 で 与 え た 。 抗 体 力 価 を 測 定 す る た め に 血 液 は ２ 回
目 の 投 与 後 か ら 開 始 し て 各 免 疫 感 作 か ら ６ ～ ７ 日 後 に 採 血 し た 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 ２ ． 免 疫 原 の 調 製
　 ２ mgの Ａ β 42(カ リ フ ォ ル ニ ア ペ プ チ ド  ロ ッ ト ME0339） を 、 0.9mlの 脱 イ オ ン 水 に 加 え
、 そ し て 混 合 物 を ボ ル テ ッ ク ス 混 合 し て 比 較 的 な 懸 濁 液 を 作 成 し た 。 100μ lの 10× PBSの
ア リ コ ー ト （ 1× PBS、 0.15MNaCl、 0.01M リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH7.5） を 加 え た 。 こ の 懸 濁
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液 を 再 度 ボ ル テ ッ ク ス 混 合 し 、 そ し て 翌 日 使 用 す る た め に 37℃ で 一 晩 、 イ ン キ ュ ー ベ ー シ
ョ ン し た 。 未 使 用 の Ａ β 1-42は -20℃ で 凍 結 乾 燥 し た 粉 末 と し て 乾 燥 剤 と 一 緒 に 保 存 し た
。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 パ ル ミ ト イ ル 化 し た AN1792の 誘 導 体 は 、 ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド に 溶 解 し た 無 水 パ ル ミ チ
ン 酸 を AN1792の ア ミ ノ 末 端 残 基 に カ ッ プ リ ン グ に さ せ た 後 、 樹 脂 か ら 、 付 い て い る ペ プ チ
ド を フ ッ 化 水 素 酸 を 用 い た 処 理 に よ り 取 り 出 し た 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト (CFA)を 用 い て 配 合 用 量 を 調 製 す る た め に （ 群 ２ ） 初 回 免
疫 感 作 に は 33μ gの AN1792（ 200μ lの PBS中 ） を 、 1:1(容 量 :容 量 )の CFAで 400μ lの 最 終 容
量 に 乳 化 し た 。 続 く 免 疫 感 作 に は 、 抗 原 を 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト （ IFA） を 用 い
て 同 様 に 乳 化 し た 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 　 群 ５ お よ び ８ に つ い て は 、 MPLを 用 い て 配 合 用 量 を 調 製 す る た め に 、 凍 結 乾 燥 粉 末 （
リ ビ イ ム ノ ケ ミ リ サ ー チ 社 、 ハ ミ ル ト ン 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ） を 0.2％ の 水 性 ト リ エ チ
ル ア ミ ン に 加 え 、 １ mg/mlの 最 終 濃 度 と し 、 そ し て ボ ル テ ッ ク ス 混 合 し た 。 混 合 物 を 65～ 7
0℃ に 30秒 間 加 熱 し て 、 わ ず か に 不 透 明 で 均 一 な ミ セ ル の 懸 濁 液 を 作 成 し た 。 溶 液 は 各 組
の 注 射 に 新 し く 調 製 し た 。 群 ５ の 各 注 射 に は 、 33μ gの AN1792(16.5μ lの PBS中 ） 、 50μ g
の MPL(50μ l)お よ び 162μ lの PBSを 、 使 用 直 前 に ホ ウ 珪 酸 試 験 管 中 で 混 合 し た 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 低 い 水 中 油 型 の エ マ ル シ ョ ン を 用 い て 配 合 用 量 を 調 製 す る た め に 、 PBS中 の AN1792を ５
％ ス ク ア レ ン 、 0.5％  Tween80、 PBS中 の 0.5％ Span85に 加 え て 、 250μ l中 に 33μ gの 濃 度 の
AN1792の 最 終 単 回 投 与 量 に 達 し た 。 混 合 物 は 、 エ マ ル シ ョ ン の 液 滴 が 顕 微 鏡 下 で 見 た 時 に
1.0μ m直 径 の 標 準 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ の お よ そ 等 し い 直 径 に な る ま で 、 ２ つ の チ ャ ン バ ー を
持 つ 手 で 持 つ デ バ イ ス （ two-chambered hand-held device）  に 15～ 20回 通 す こ と に よ り
乳 化 し た 。 生 成 し た 懸 濁 液 は 不 透 明 な 乳 白 色 で あ っ た 。 エ マ ル シ ョ ン は 各 々 の 一 連 の 注 射
の た め に 新 た に 調 製 し た 。 群 ８ に 関 し て は 、 0.2％ ト リ エ チ ル ア ミ ン 中 の MPLを 投 与 量 あ た
り 50μ gの 濃 度 で ス ク ア レ ン お よ び 上 記 の よ う な 乳 化 の た め の 界 面 活 性 剤 混 合 物 に 加 え た
。 パ ル ミ ト イ ル 化 誘 導 体 （ 群 ７ ） に つ い て は 、 33μ gの パ ル ミ ト イ ル -NH-Ａ β -1-42を ス ク
ア レ ン に 加 え 、 そ し て ボ ル テ ッ ク ス 混 合 し た 。 Tween80お よ び Span85を 次 い で ボ ル テ ッ ク
ス 混 合 し な が ら 加 え た 。 混 合 物 を PBSに 加 え て ５ ％ ス ク ア レ ン 、 0.5％ Tween80、 0.5％ Span
85の 最 終 濃 度 に 到 達 し 、 そ し て 混 合 物 を 上 記 の よ う に 乳 化 し た 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 alumを 用 い て 配 合 用 量 を 調 製 す る た め に （ 群 ９ お よ び １ ０ ） 、 PBS中 の AN1792を Alhydro
gel（ 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ゲ ル 、 ア キ ュ レ ー ト （ Accurate） 、 ウ エ ス ト ベ リ ー 、 ニ ュ ー ヨ
ー ク 州 ） に 加 え て 、 250μ lの 最 終 投 与 量 中 に ５ mgの alumあ た り 、 33μ g(低 投 与 量 、 群 ９ ）
ま た は 300μ g（ 高 投 与 量 、 群 10） の 濃 度 に 到 達 し た 。 懸 濁 液 を RTで ４ 時 間 、 穏 や か に 混 合
し た 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 ３ ． 抗 体 力 価 の 測 定
　 モ ル モ ッ ト は 、 ２ 回 目 の 免 疫 感 作 か ら 始 め て 免 疫 感 作 か ら ６ ～ ７ 日 後 に 全 部 で ４ 回 採 血
し た 。 Ａ β 42に 対 す る 抗 体 力 価 は 、 一 般 材 料 お よ び 方 法 に 記 載 し た よ う に ELISAに よ り 測
定 し た 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 ４ ． 組 織 プ レ パ レ ー シ ョ ン
　 約 14週 後 、 す べ て の モ ル モ ッ ト は CO 2 を 投 与 す る こ と に よ り 安 楽 死 さ せ た 。 脳 脊 髄 液 を
集 め 、 そ し て 脳 を 摘 出 し 、 そ し て ３ つ の 脳 領 域 （ 海 馬 、 皮 質 お よ び 小 脳 ） を 切 開 し 、 そ し
て ELISAを 使 用 し て 全 Ａ β タ ン パ ク 質 濃 度 を 測 定 す る た め に 使 用 し た 。
【 ０ ２ ３ １ 】
Ｂ ． 結 果
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　 １ ． 抗 体 応 答
　 免 疫 感 作 後 に AN1792に 対 す る 抗 体 応 答 と し て 測 定 し た 時 、 種 々 の ア ジ ュ バ ン ト に 広 い 範
囲 の 効 力 が あ っ た 。 図 １ ４ に 示 す よ う に 、 AN1792を PBS中 で 投 与 し た 時 、 ２ ま た は ３ 回 の
免 疫 感 作 後 に 抗 体 は 検 出 さ れ ず 、 そ し て 無 視 で き る 応 答 が ４ お よ び ５ 回 目 の 投 与 後 に た っ
た 約 45の 幾 何 平 均 力 価 (GMT)で 検 出 さ れ た 。 o/wエ マ ル シ ョ ン は ３ 回 の 投 与 後 に 適 度 の 力 価
を 誘 導 し （ GMT255） 、 こ れ は ４ 回 目 の 投 与 後 も 維 持 さ れ （ GMT 301） 、 そ し て 最 終 投 与 で
落 ち た （ GMT 54） 。 alumに 結 合 し た AN1792に 関 し て 明 ら か な 抗 原 投 与 量 応 答 が あ り 、 す べ
て の 時 点 で 300μ gが 33μ gよ り も 免 疫 原 性 で あ っ た 。 抗 体 応 答 の ピ ー ク で 、 ４ 回 目 の 免 疫
感 作 後 に 、 ２ つ の 投 与 量 の 差 異 は GMTで 約 1940（ 33μ g） お よ び 3400（ 300μ g） で あ っ た 。
MPLを 加 え た 33μ gの AN1792に 対 す る 抗 体 応 答 は 、 alumに 結 合 し た ほ ぼ 10倍 高 い 用 量 の 抗 原
(300μ g)用 量 で 生 成 さ れ た 応 答 に 大 変 類 似 し た 。 MPLを o/wエ マ ル シ ョ ン に 加 え る と 、 配 合
物 の 効 力 は MPLを 単 な る ア ジ ュ バ ン ト と し た 場 合 に 比 べ て 最 大 75％ ま で 減 少 し た 。 AN1792
の パ ル ミ ト イ ル 化 誘 導 体 は 、 PBS中 で 投 与 し た 時 に 完 全 に 非 免 疫 原 性 で あ り 、 そ し て o/wエ
マ ル シ ョ ン 中 に 存 在 す る 時 に 、 ３ 回 目 そ し て ４ 回 目 の 採 血 に つ い て 340お よ び 105の GMTの
適 度 な 力 価 を 与 え た 。 最 高 の 抗 体 力 価 は 、 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト で 生 成 さ れ 、 約 87,000
の ピ ー ク GMTで あ り 、 次 に 最 も 効 力 の あ る 配 合 物 MPLお よ び 高 用 量 AN1792/alumの GMTよ り も
ほ ぼ 30倍 大 き い 値 で あ っ た 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 こ の 実 験 で 最 も 有 望 な ア ジ ュ バ ン ト は 、 MPLお よ び alumで あ る 。 こ れ ら ２ つ の 中 で 、 MPL
は alumで 得 ら れ る も の と 同 じ 抗 体 力 価 を 生 成 す る た め に 必 要 な 抗 原 用 量 が 、 10倍 低 い の で
好 ま し い 。 応 答 は 抗 原 か つ ／ ま た は ア ジ ュ バ ン ト の 用 量 を 増 す こ と に よ り 、 な ら び に 免 疫
感 作 ス ケ ジ ュ ー ル を 至 適 化 す る こ と に よ り 上 昇 さ せ る こ と が で き る 。 o/wエ マ ル シ ョ ン は A
N1792に は 大 変 弱 い ア ジ ュ バ ン ト で あ り 、 そ し て MPLア ジ ュ バ ン ト に o/wエ マ ル シ ョ ン を 加
え る こ と に よ り 、 MPL単 独 の 固 有 の ア ジ ュ バ ン ト 活 性 が 減 少 し た 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
２ ． 脳 内 の Ａ β レ ベ ル
　 約 14週 で 、 モ ル モ ッ ト に 深 く 麻 酔 を か け 、 脳 脊 髄 液 (CFS)を 引 き 抜 き 、 そ し て フ ロ イ ン
ト ア ジ ュ バ ン ト （ 群 ２ ） 、 MPL（ 群 ５ ） 、 高 投 与 量 、 300μ gの AN1792を 含 む alum（ 群 １ ０
） 、 お よ び PBSを 免 疫 感 作 し た 対 照 群 （ 群 ３ ） の 動 物 の サ ブ セ ッ ト か ら 脳 を 摘 出 し た 。 Ａ
β ペ プ チ ド の レ ベ ル を 測 定 す る た め に 、 １ つ の 海 馬 を 切 開 し 、 そ し て 海 馬 、 皮 質 お よ び 小
脳 領 域 の ホ モ ジ ネ ー ト を ５ Mグ ア ニ ジ ン で 調 製 し た 。 こ れ ら を 希 釈 し 、 そ し て ELISA形 式 で
一 連 の 既 知 濃 度 の Ａ β 標 準 タ ン パ ク 質 の 希 釈 物 と 比 較 す る こ と に よ り 定 量 し た 。 海 馬 、 皮
質 お よ び 小 脳 中 の Ａ β タ ン パ ク 質 の レ ベ ル は 、 こ れ ら の 配 合 物 に よ リ 誘 導 さ れ る Ａ β に 対
す る 広 い 範 囲 の 抗 体 応 答 に も か か わ ら ず 、 す べ て の ４ 群 で 大 変 類 似 し た 。 約 25ng/g組 織 の
平 均 Ａ β レ ベ ル は 海 馬 で 、 皮 質 で 21ng/g、 そ し て 小 脳 で 12ng/gが 測 定 さ れ た 。 す な わ ち Ａ
β に 対 す る 循 環 抗 体 力 価 の 存 在 は 、 ほ ぼ ３ カ 月 間 、 こ れ ら の 動 物 の 幾 匹 か で 脳 内 の 全 Ａ β
レ ベ ル を 変 化 さ せ な か っ た 。 CFS中 の Ａ β レ ベ ル も 群 間 で ほ ぼ 同 様 で あ っ た 。 内 因 性 Ａ β
に 及 ぼ す AN1792免 疫 感 作 の 大 き な 効 果 の 欠 如 は 、 免 疫 応 答 が Ａ β の 病 理 学 的 状 態 の 形 成 に
集 中 し て い る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
VIII． マ ウ ス に お け る 種 々 の ア ジ ュ バ ン ト に 対 す る 免 疫 応 答 　
　 ６ 週 齢 の メ ス の ス イ ス  ウ ェ ブ ス タ ー マ ウ ス を １ 群 あ た り 10～ 13匹 で こ の 実 験 に 使 用 し
た 。 免 疫 感 作 は 200μ lの 投 与 量 で ０ 、 14、 28、 60、 90お よ び 20日 に 皮 下 に 与 え た 。 PBSは
バ ッ フ ァ ー と し て す べ て の 配 合 に 使 用 し た 。 動 物 は ELISAに よ る 抗 体 力 価 の 分 析 の た め に
、 ２ 回 目 の 投 与 後 か ら 開 始 し て 各 免 疫 感 作 か ら ７ 日 後 に 採 血 し た 。 各 群 の 処 置 計 画 を 表 ７
に ま と め る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
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【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 各 群 の Ａ β 42に 対 す る 抗 体 の ELISA力 価 を 、 以 下 の 表 ８ に 示 す 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
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【 表 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ８ 】
IX． 種 々 の ア ジ ュ バ ン ト の 治 療 的 効 力
　 治 療 的 効 力 の 実 験 は 、 Ａ β に 対 す る 免 疫 応 答 を 強 化 し 、 そ し て 脳 内 の ア ミ ロ イ ド 沈 着 物
の 免 疫 性 除 去 を 誘 導 す る ア ジ ュ バ ン ト の 能 力 を 決 定 す る た め に 、 ヒ ト の 使 用 に お い て 適 す
る ア ジ ュ バ ン ト の 組 を 用 い て 、 PDAPPト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で 行 っ た 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 180匹 の オ ス お よ び メ ス の 7.5～ 8.5月 齢 の ヘ テ ロ 接 合 性 PDAPPト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス
を 、 チ ャ ー ル ズ リ バ ー ラ ボ ラ ト リ ー か ら 得 た 。 マ ウ ス は 種 々 の ア ジ ュ バ ン ト と 組 み 合 わ せ
た AN1792ま た は AN1528で 免 疫 感 作 す る 群 あ た り 15～ 23匹 の 動 物 を 含 む ９ 群 に 分 け た 。 動 物
は 群 内 で で き る だ け 性 別 、 月 齢 お よ び 動 物 の 血 統 を 合 わ せ る よ う に 分 配 し た 。 ア ジ ュ バ ン
ト に は alum， MPLお よ び QS-21を 含 み 、 各 々 を 両 抗 原 と 合 わ せ 、 そ し て AN1792の み と 合 わ せ
た フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト （ FA） を 含 ん だ 。 さ ら な る 群 は 保 存 剤 チ メ ロ サ ー ル を 加 え 、 ア
ジ ュ バ ン ト を 含 ま な い PBSバ ッ フ ァ ー 中 に 配 合 し た AN1792で 免 疫 感 作 し た 。 ９ 群 目 は 陰 性
対 照 と し て PBS単 独 で 免 疫 感 作 し た 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 凝 集 し た Ａ β ペ プ チ ド の 調 製 ： ヒ ト Ａ β 1-40（ AN1528； カ リ フ ォ ル ニ ア  ペ プ チ ド 社 、
ナ パ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ； ロ ッ ト  ME0541） お よ び ヒ ト Ａ β 1-42（ AN1792； カ リ フ ォ ル ニ
ア ペ プ チ ド 社 ； ロ ッ ト  ME0439） ペ プ チ ド は 、 -20℃ で 乾 燥 し て 保 存 し て お い た 凍 結 乾 燥 粉
末 か ら 、 各 組 の 注 射 物 の 調 製 に 新 た に 可 溶 化 し た 。 こ の 目 的 の た め に 、 ２ mgの ペ プ チ ド を
0.9mlの 脱 イ オ ン 水 に 加 え 、 そ し て 混 合 物 を ボ ル テ ッ ク ス 混 合 し て 、 比 較 的 均 一 な 溶 液 ま
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た は 懸 濁 液 を 作 成 し た 。 AN1792と は 対 照 的 に 、 AN1528は こ の 段 階 で 可 溶 性 の ペ プ チ ド で あ
っ た 。 100μ lの 10× PBSの ア リ コ ー ト （ 1× PBS:0.15MNaCl、 0.01M リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH7
.5） を 次 い で 加 え 、 こ の 時 点 で AN1528が 沈 殿 し 始 め た 。 懸 濁 液 を 再 度 ボ ル テ ッ ク ス 混 合 し
、 そ し て 翌 日 使 用 す る た め に 37℃ で 一 晩 、 イ ン キ ュ ー ベ ー シ ョ ン し た 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 alumを 用 い て 配 合 用 量 を 調 製 す る た め に （ 群 １ お よ び ５ ） 、 PBS中 の Ａ β ペ プ チ ド を Alh
ydrogel（ ２ ％ の 水 性 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ゲ ル 、 サ ル ジ ェ ン ト 社 （ SargentInc.） 、 ク リ フ
ト ン 、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ） に 加 え て 、 １ mgの alumあ た り 100μ gの Ａ β ペ プ チ ド 濃 度 に 到
達 し た 。 10× PBSを 加 え て 、 １ × PBS中 に 200μ lの 最 終 投 与 量 と し た 。 次 い で 懸 濁 液 は 注 射
前 に RTで 約 ４ 時 間 、 穏 や か に 混 合 し た 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 MPLを 用 い て 配 合 用 量 を 調 製 す る た め に （ 群 ２ お よ び ６ ） 、 凍 結 乾 燥 粉 末 （ リ ビ イ ム ノ
ケ ミ リ サ ー チ 社 、 ハ ミ ル ト ン 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ： ロ ッ ト 67039-E0896B） を 0.2％ の 水
性 ト リ エ チ ル ア ミ ン に 加 え 、 １ mg/mlの 最 終 濃 度 と し 、 そ し て ボ ル テ ッ ク ス 混 合 し た 。 混
合 物 を 65～ 70℃ に 30秒 間 加 熱 し て 、 わ ず か に 不 透 明 で 均 一 な ミ セ ル の 懸 濁 液 を 作 成 し た 。
溶 液 は ４ ℃ に 保 存 し た 。 各 組 の 注 射 に は 、 投 与 (50μ lの PBS中 ） あ た り 100μ gの ペ プ チ ド
、 投 与 量 (50μ l)あ た り 50μ gの MPLお よ び 投 与 量 あ た り 100μ lの PBSを 、 使 用 直 前 に ホ ウ 珪
酸 試 験 管 中 で 混 合 し た 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 QS-21を 用 い て 配 合 用 量 を 調 製 す る た め に （ 群 ３ お よ び ７ ） 、 凍 結 乾 燥 粉 末 （ ア ク イ ラ :
Aquila、 フ ラ ミ ン ガ ム 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ： ロ ッ ト A7018R） を PBS、 pH6.6～ 6.7に 加 え
て 、 １ mg/mlの 最 終 濃 度 と し 、 そ し て ボ ル テ ッ ク ス 混 合 し た 。 溶 液 を -20℃ で 保 存 し た 。 各
組 の 注 射 に は 、 用 量 あ た り 100μ gの ペ プ チ ド (50μ lの PBS中 ） 、 用 量 あ た り 25μ gの QS-21(
25μ lの PBS中 )お よ び 用 量 あ た り 125μ lの PBSを 、 使 用 直 前 に ホ ウ 珪 酸 試 験 管 中 で 混 合 し た
。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト を 用 い て 配 合 用 量 を 調 製 す る た め に （ 群 ４ ） 、 初 回 免 疫 感 作 に
は 100μ gの AN1792（ 200μ lの PBS中 ） を 、 1:1(容 量 :容 量 )で 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト (
CFA)と 400μ lの 最 終 容 量 に 乳 化 し た 。 続 く 免 疫 感 作 に は 、 抗 原 を 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ
バ ン ト （ IFA） を 用 い て 同 様 に 乳 化 し た 。 ア ジ ュ バ ン ト alum、 MPLま た は QS-21を 含 む 配 合
に は 、 投 与 量 あ た り 100μ gの AN1792ま た は AN1528を 200μ lPBSの 最 終 投 与 量 で alum（ 投 与
量 あ た り １ mg） ま た は MPL（ 投 与 量 あ た り 50μ g） と 合 わ せ 、 そ し て 肩 甲 骨 の 間 に 皮 下 接 種
に よ り 送 達 し た 。 FAを 受 け る 群 に つ い て は 、 100μ gの AN1792を を 、 1:1(容 量 :容 量 )の 完 全
フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト (CFA)で 400μ lの 最 終 容 量 に 乳 化 し 、 そ し て 初 回 の 免 疫 感 作 に は
腹 腔 内 に 送 達 し 、 続 い て ５ 回 の 投 与 に は 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト （ IFA） 中 の 同 量
の 免 疫 原 を 追 加 免 疫 感 作 し た 。 ア ジ ュ バ ン ト を 含 ま な い AN1792を 受 け る 群 に は 、 10μ gの A
N1792を 最 終 容 量 50μ lの PBS中 で ５ μ gの チ メ ロ サ ー ル と 合 わ せ 、 そ し て 皮 下 で 送 達 し た 。
９ 番 目 の 対 照 群 は 皮 下 送 達 さ れ た 200μ lの PBSの み 受 け た 。 免 疫 感 作 は 最 初 の ３ 回 に つ い
て は 隔 週 の ス ケ ジ ュ ー ル で 与 え 、 次 い で そ の 後 は 毎 月 の ス ケ ジ ュ ー ル で 、 ０ 、 16、 28、 56
、 85お よ び 112日 に 与 え た 。 動 物 は 抗 体 力 価 を 測 定 す る た め に 、 ２ 回 目 の 投 与 後 に 初 め て
各 免 疫 感 作 か ら ６ ～ ７ 日 後 に 採 血 し た 。 動 物 は 最 終 投 与 か ら 約 １ 週 間 後 に 安 楽 死 さ せ た 。
結 果 は 脳 内 の Ａ β お よ び APPレ ベ ル の ELISAア ッ セ イ に よ り 、 そ し て 脳 切 片 内 の ア ミ ロ イ ド
斑 の 存 在 の 免 疫 組 織 化 学 的 評 価 に よ り 測 定 し た 。 さ ら に Ａ β -特 異 的 抗 体 力 価 、 お よ び Ａ
β 依 存 的 増 殖 お よ び サ イ ト カ イ ン 応 答 を 決 定 し た 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 表 ９ は 、 Ａ β 1-42に 対 す る 最 高 の 抗 体 が FAお よ び AN1792に よ り 誘 導 さ れ る こ と を 示 し 、
そ の 力 価 は ４ 回 目 の 免 疫 感 作 後 に ピ ー ク と な り （ ピ ー ク GMT： 75,386） 、 そ し て 最 後 の ６
回 目 の 免 疫 感 作 ま で に は 59％ ま で 減 少 し た 。 AN1792を 含 む MPLに よ り 誘 導 さ れ た ピ ー ク 平
均 力 価 は 、 FA（ ピ ー ク GMT： 28,867） で の 生 成 よ り も 62％ 低 く 、 そ し て ま た ３ 回 目 の 投 与
後 の 免 疫 感 作 ス ケ ジ ュ ー ル の 初 期 に 到 達 し 、 続 い て ６ 回 目 の 免 疫 感 作 後 に は ピ ー ク の 28％

10

20

30

40

50

(54) JP 2007-269804 A 2007.10.18



ま で 減 少 し た 。 AN1792と 合 わ せ た QS-21で 生 成 し た ピ ー ク 平 均 力 価 (GMT： 1,511） は 、 MPL
に よ り 得 ら れ た 価 よ り も 約 ５ 倍 低 か っ た 。 さ ら に 応 答 の 動 力 学 は 、 ピ ー ク 応 答 に 達 す る ま
で に さ ら な る 免 疫 感 作 が 必 要 と さ れ た の で 、 ゆ っ く り と し て い た 。 alum-結 合 AN1792に よ
り 生 成 さ れ た 力 価 は 、 QS-21で 得 た 価 よ り も わ ず か に 大 き く 、 そ し て 応 答 の 動 力 学 は よ り
急 速 で あ っ た 。 チ メ ロ サ ー ル を 含 む PBS中 で 送 達 さ れ た AN1792に つ い て は 、 力 価 の 頻 度 お
よ び サ イ ズ が PBS単 独 よ り も か ろ う じ て 大 き か っ た 。 MPLお よ び AN1528で 生 成 し た ピ ー ク 力
価 （ ピ ー ク GMT3099） は 、 AN1792を 用 い た 価 よ り も 約 ９ 倍 低 か っ た 。 alum-結 合 AN1792は 大
変 悪 い 免 疫 原 で あ り 、 低 い 力 価 が 数 匹 の 動 物 に 生 じ た だ け で あ っ た 。 PBS単 独 で 免 疫 感 作
し た 対 照 動 物 に 観 察 さ れ た 抗 体 応 答 は 無 か っ た 。
【 ０ ２ ４ ６ 】 10
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【 表 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 ELISAに よ り 決 定 さ れ る 12月 齢 の マ ウ ス に お け る 皮 質 ア ミ ロ イ ド 負 荷 量 に 及 ぼ す 種 々 の
ア ジ ュ バ ン ト を 用 い た AN1792ま た は AN1528処 置 、 あ る い は チ メ ロ サ ー ル の 結 果 を 図 １ ５ に
示 す 。 PBS対 照 PDAPPマ ウ ス で は 、 12カ 月 で の 皮 質 中 の 全 Ａ β の 中 央 値 レ ベ ル は 1,817ng/g
で あ っ た 。 顕 著 な Ａ β の 減 少 レ ベ ル は 、 CFA/IFAを 加 え た AN1792、 alumを 加 え た AN1792、 M
PLを 加 え た AN1792お よ び AN1792を 加 え た QS-21で 処 置 し た マ ウ ス で 観 察 さ れ た 。 統 計 的 に
有 意 （ ｐ ＜ 0.05） に 達 し た の は 、 CFA/IFAを 加 え た AN1792で あ っ た 。 し か し 実 施 例 Iお よ び
IIIに 示 す よ う に 、 免 疫 感 作 が Ａ β レ ベ ル の 減 少 に 及 ぼ す 効 果 は 、 15カ 月 お よ び 18カ 月 の
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マ ウ ス で 実 質 的 に 大 き く な っ た 。 す な わ ち 少 な く と も alumを 加 え た AN1792、 MPLを 加 え た A
N1792お よ び QS-21を 加 え た AN1792の 組 成 物 は 、 よ り 老 年 の マ ウ ス の 処 置 で 統 計 的 な 有 意 に
到 達 す る だ ろ う 。 対 照 的 に 、 保 存 剤 チ メ ロ サ ー ル を 加 え た AN1792は 、 PBS処 置 マ ウ ス と お
よ そ 同 じ Ａ β の 中 央 値 レ ベ ル を 示 し た 。 同 様 な 結 果 が Ａ β 42の 皮 質 レ ベ ル を 比 較 し た 時 に
得 ら れ た 。 PBS対 照 に お け る Ａ β の 中 央 値 レ ベ ル は 、 1624ng/gで あ っ た 。 403、 1149、 620
お よ び 714の 中 央 値 レ ベ ル が 、 そ れ ぞ れ CFA/IFAを 加 え た AN1792、 alumを 加 え た AN1792、 MP
Lを 加 え た AN1792お よ び QS-21を 加 え た AN1792で 観 察 さ れ 、 減 少 は CFA/IFAを 加 え た AN1792
処 置 群 に つ い て 統 計 的 に 有 意 で あ っ た （ ｐ ＝ 0.05） 。 AN1792チ メ ロ サ ー ル 処 置 マ ウ ス に お
け る 中 央 値 レ ベ ル は 、 1619ng/gＡ β 42で あ っ た 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 さ ら な る 治 療 的 ア ジ ュ バ ン ト ／ 免 疫 原 効 力 実 験 を ９ ～ 10.5月 齢 の オ ス お よ び メ ス の ヘ テ
ロ 接 合 性 PDAPPト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ で 行 っ た 。 実 験 の 期 間 は 処 置 群 あ た り 29～ 40匹 の
動 物 を 用 い て 25週 間 で あ っ た ； し た が っ て 動 物 は 終 了 時 に 15～ 16.5月 齢 で あ っ た 。 処 置 群
を 以 下 の 表 １ ０ に 確 認 す る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
【 表 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 表 １ ０ 略 号 ： MAP－ 多 -抗 原 性 ペ プ チ ド ； TT－ 破 傷 風 毒 素 ｔ -細 胞 エ ピ ト ー プ （ 830-844)
； QS－ 皮 下 ； IP－ 腹 腔 内 ； PBS－ リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 ； ISA-51は 市 販 さ れ て い る IFAに
類 似 す る ア ジ ュ バ ン ト ； GCSは グ リ シ ン ／ ク エ ン 酸 塩 ／ シ ュ ク ロ ー ス 配 合 物 、 MPL-SEは 安
定 化 さ れ た 水 お よ び 油 エ マ ル シ ョ ン で あ る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 免 疫 感 作 の ス ケ ジ ュ ー ル は 、 略 記 し た ス ケ ジ ュ ー ル 群 QS21/AN1792で あ る 群 ３ を 除 き 、
す べ て の 処 置 群 で 同 一 で あ っ た 。 マ ウ ス に ０ 、 ２ 、 ４ 、 ８ 、 12、 16、 20、 24週 に 注 射 し 、
３ 、 ５ 、 ９ 、 13、 17、 21お よ び 25週 に 採 血 し た 。 群 １ 、 ２ は ８ 回 の 注 射 を 受 け 、 そ し て 群
３ は 実 験 の 25週 間 の 実 験 中 に ４ 回 の 注 射 を 受 け た 。 ス ケ ジ ュ ー ル 群 を 略 記 し た QS21/AN179
2の 群 ４ は 、 ０ 、 ２ 、 ４ お よ び ８ 週 の み に 注 射 を 受 け た 。 こ の 群 は 、 残 り の 実 験 で 注 射 を
受 け な か っ た が 、 力 価 の 減 少 を 追 跡 す る た め に 実 験 の 残 り で は 同 じ 採 血 ス ケ ジ ュ ー ル で 採
血 し た 。 そ れ ぞ れ QS-21/AN1792お よ び PBSで あ る 群 ３ お よ び ５ は 、 こ の 実 験 の 陽 性 お よ び
陰 性 対 照 と し て 役 立 て た 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 力 価 は 抗 -Ａ β 抗 体 力 価 ア ッ セ イ に よ り 決 定 し た 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 群 １ 、 MPL-SE/AN1792群 は 、 ９ 週 で 17,100の ピ ー ク 幾 何 平 均 力 価 （ GMT） に 上 昇 し 、 25週
で 10,000の GMTに 落 ち た 。 最 初 に MPL-SE力 価 は QS-21/AN1792対 照 群 （ 群 ４ ） よ り も 幾 分 高
い 速 度 で 上 昇 し た 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 群 ２ 、 ISA 51/AN1792群 は 、 実 験 を 通 じ て 高 い 力 価 を 生 成 し 、 実 験 の 最 後 の ９ 週 で 100,0
00を 越 え る GMTに 達 し た 。
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【 ０ ２ ５ ５ 】
　 群 ３ 、 QS-21/AN1792対 照 群 は 、 17週 に そ の ピ ー ク 力 価 16,000の GMTに 達 し た 。 次 い で 力
価 は 次 の ８ 週 に わ た り 落 ち て 、 8,700の GMTで 終 了 し た 。 こ の 群 で は １ 動 物 が 実 験 の 全 期 間
に わ た り 力 価 を 上 げ る こ と が で き な か っ た 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 群 ４ 、 略 記 し た 注 射 ス ケ ジ ュ ー ル 群 で あ る QS-21/AN1792は 、 最 終 注 射 か ら ５ 週 間 後 の 13
週 で 7,300の ピ ー ク 力 価 に 到 達 し た 。 次 い で 力 価 は 最 終 採 血 で （ 25週 ） 2,100の GMTに 落 ち
た 。 対 照 群 に お け る よ う に 、 １ 匹 の 動 物 が 検 出 で き る 力 価 に 上 げ る こ と が で き ず 、 一 方 別
の 動 物 は 減 少 期 間 の 終 わ り ま で に す べ て の 力 価 を 失 っ た 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 群 ５ 、 PBS単 独 群 は 力 価 が 無 か っ た 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 皮 質 Ａ β レ ベ ル を 評 価 す る た め に 、 全 Ａ β お よ び Ａ β 1 - 4 2 を ELISAに よ り 測 定 し た 。 簡
単 に 説 明 す る と 、 １ つ の 脳 半 球 を 皮 質 、 海 馬 お よ び 小 脳 組 織 に 切 開 し 、 続 い て ５ Mグ ア ニ
ジ ン バ ッ フ ァ ー で 均 質 化 し 、 そ し て 脳 の Ａ β に つ い て ア ッ セ イ し た 。 皮 質 の 全 Ａ β お よ び
Ａ β 4 2 は 同 じ 結 果 を も た ら し た 。 Mann-Whitney統 計 分 析 を 行 っ て 、 群 間 の 有 意 を 決 定 し 、
0.05の 値 が Ａ β に お け る 有 意 な 変 化 を 示 す 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 す べ て の 処 置 群 が PBS対 照 群 と 比 較 し て 、 全 Ａ β レ ベ ル を 有 意 に 下 げ た （ 表 １ １ を 参 照
に さ れ た い ） 。 MPL-SE/AN1792群 は Ａ β に お い て 最 大 の 変 化 を 示 し 、 こ れ は 他 の 処 置 群 よ
り も 有 意 に 良 好 で あ っ た 。 略 記 し た QS-21/AN1792群 は 、 そ の Ａ β の 全 体 的 変 化 に お い て す
べ て の ８ 回 の 注 射 を 受 け た QS-21対 照 群 と 同 様 で あ っ た 。 ISA51/AN1792群 の Ａ β レ ベ ル は
、 CFA/IFA:MAP(Ａ β 1-7)群 に 比 較 し て 同 様 に 下 が っ た 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
【 表 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ １ 】
　 結 論 す る と 、 AN1792と 組 み 合 わ せ た MPL-SE、 ISA51お よ び QS21ア ジ ュ バ ン ト は 、 皮 質 内
の Ａ β 沈 着 物 を 防 止 す る た め に 十 分 な 免 疫 応 答 を 有 意 に 誘 導 す る た め に 有 効 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
X． 毒 性 分 析
　 実 施 例 ２ 、 ３ お よ び ７ に 記 載 の 実 験 の 終 わ り に 、 組 織 病 理 学 的 調 査 の た め に 組 織 を 集 め
た 。 さ ら に 血 液 学 お よ び 臨 床 化 学 を 、 実 施 例 ３ お よ び ７ か ら の 最 終 血 液 サ ン プ ル に つ い て
行 っ た 。 脳 、 肺 、 リ ン パ 、 胃 腸 管 、 肝 臓 、 腎 臓 、 甲 状 腺 お よ び 生 殖 巣 を 含 む 主 な 器 官 の ほ
と ん ど を 評 価 し た 。 散 発 性 の 損 傷 が 実 験 動 物 に 見 ら れ た が 、 AN1792処 置 と 未 処 置 動 物 間 で
影 響 を 受 け た 組 織 ま た は 損 傷 の 重 篤 度 の い ず れ に も 明 ら か な 差 異 は な か っ た 。 PBS-処 置 ま
た は 未 処 置 動 物 に 比 較 し て 、 AN-1528-免 疫 感 作 動 物 に 記 録 さ れ た 独 特 な 組 織 病 理 理 学 的 損
傷 は な か っ た 。 ま た 実 施 例 ７ で ア ジ ュ バ ン ト 群 と PBS処 置 群 と の 間 に 臨 床 的 な 化 学 的 プ ロ
フ ィ ー ル に お い て 差 異 は 無 か っ た 。 実 施 例 ７ で は PBS処 置 動 物 に 比 べ て AN1792と フ ロ イ ン
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ト ア ジ ュ バ ン ト で 処 置 し た 動 物 間 で 、 幾 つ か の 血 液 学 的 パ ラ メ ー タ ー に 有 意 な 上 昇 が あ っ
た が 、 こ れ ら の 効 果 の 型 は 、 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト の 処 置 か ら 予 想 さ れ 、 そ し て 腹 膜 炎
を 伴 い 、 そ し て AN1792処 置 か ら の 悪 い 効 果 は 示 し て い な い 。 毒 性 学 的 評 価 の 一 部 で は な い
が 、 PDAPPマ ウ ス の 脳 の 病 状 を 効 力 の 終 点 の 一 部 と し て 徹 底 的 に 評 価 し た 。 脳 の 形 態 学 に
及 ぼ す 処 置 に 関 連 し た 悪 影 響 の 兆 候 は い ず れ の 実 験 に も 無 か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 AN17
92の 処 置 が 十 分 に 耐 容 さ れ 、 そ し て 少 な く と も 実 質 的 に 副 作 用 が 無 い こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
XI． 抗 -Ａ β 抗 体 を 用 い た 治 療 的 処 置
　 こ の 実 施 例 は 、 ヘ テ ロ 接 合 性 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 脳 内 で 、 Ａ β の 沈 積 を 抑 制 す
る た め の Ａ β 対 す る 種 々 の モ ノ ク ロ ー ナ ル お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 能 力 を 試 験 す る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 １ ． 実 験 計 画
　 8.5～ 10.5月 齢 の ６ 匹 の オ ス お よ び メ ス の ヘ テ ロ 接 合 性 PDAPPト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス
は 、 チ ャ ー ル ズ リ バ ー ラ ボ ラ ト リ ー か ら 得 た 。 マ ウ ス は Ａ β に 対 す る 種 々 の 抗 体 で 処 置 す
る ６ 群 に 分 け た 。 動 物 は で き る 限 り 群 内 の 動 物 の 性 別 、 月 齢 、 血 統 お よ び 供 給 源 を 合 わ せ
る よ う に 分 配 し た 。 図 １ ０ に 示 す よ う に 、 抗 体 に は ４ 種 の マ ウ ス Ａ β -特 異 的 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 、 2H3（ Ａ β 残 基 1-12に 向 け ら れ た ） 、 10D5（ Ａ β 残 基 1-16に 向 け ら れ た ） 、 266
（ Ａ β 残 基 13-28に 向 け ら れ 、 そ し て 単 量 体 に は 結 合 す る が 、 凝 集 し た AN1792に は 結 合 し
な い ） 、 21F12（ Ａ β 残 基 33-42に 向 け ら れ た ） を 含 ん だ 。 ５ 番 目 の 群 は 、 Ａ β -特 異 的 ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 画 分 （ 凝 集 し た AN1792に よ る 免 疫 感 作 に よ り 生 じ た ） で 処 置 し た 。 陰 性
対 照 群 は 抗 体 を 含 ま な い 希 釈 物 PBSを 受 け た 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 約 10mg/kgの 容 量 で 注 射 し た （ マ ウ ス は 50gと 想 定 さ れ た ） 。 注
射 は 平 均 ７ 日 毎 に 1000よ り 高 い 抗 -Ａ β 力 価 を 維 持 す る た め に 投 与 し た 。 mAb266は こ の ア
ッ セ イ で 捕 捉 抗 原 と し て 使 用 し た 凝 集 し た AN1792に は よ く 結 合 し な い の で 低 い 力 価 が 観 察
さ れ た が 、 同 じ 投 与 ス ケ ジ ュ ー ル を こ の 群 で も 維 持 し た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 2H3を 受 け
た 群 は 、 抗 体 が イ ン ビ ボ で 急 速 に 除 去 さ れ す ぎ た の で 、 最 初 の ３ 週 間 内 で 中 止 し た 。 動 物
は 各 抗 体 力 価 を 測 定 す る た め に 、 各 投 与 前 に 採 血 さ れ た 。 処 置 は ６ カ 月 間 、 全 部 で 196日
に わ た り 続 行 し た 。 動 物 は 最 終 投 与 か ら １ 週 間 後 に 安 楽 死 さ せ た 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
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【 表 １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ７ 】
２ ． 材 料 お よ び 方 法  
ａ ． 抗 体 の 調 製
　 抗 -Ａ β ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ２ 群 の 動 物 か ら 集 め た 血 液 か ら 調 製 し た 。 第 １ 群 は 、
６ ～ ８ 週 齢 の 100匹 の メ ス の ス イ ス ウ ェ ブ ス タ ー マ ウ ス か ら 成 っ た 。 そ れ ら は 、 ０ 、 15お
よ び 29日 に CFA/IFAと 合 わ せ た 100μ gの AN1792で 免 疫 感 作 し た 。 ４ 回 目 の 注 射 は 、 1/2の 用
量 の AN1792を 36日 に 与 え た 。 動 物 は 42日 の 屠 殺 時 に 全 採 血 し 、 血 清 を 調 製 し 、 そ し て 血 清
を プ ー ル し て 全 部 で 64mlと し た 。 第 ２ 群 は PDAPPマ ウ ス と 同 系 で あ る が 、 ヒ ト APP遺 伝 子 に
関 し て は 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク な 24匹 の ６ ～ ９ 週 齢 の メ ス か ら 成 っ た 。 そ れ ら は ０ 、 14、
28お よ び 56日 に CFA/IFAと 合 わ せ た 100μ gの AN1792で 免 疫 感 作 し た 。 こ れ ら の 動 物 も 63日
の 屠 殺 時 に 全 採 血 し 、 血 清 を 調 製 し 、 そ し て 全 14ml血 清 を プ ー ル し た 。 血 清 の ２ ロ ッ ト を
プ ー ル し た 。 抗 体 画 分 は 連 続 し て ２ 回 の 50％ 飽 和 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 を 使 用 し て 精 製 し
た 。 最 後 の 沈 殿 物 を PBSに 透 析 し 、 そ し て エ ン ド ト キ シ ン に つ い て 試 験 し た 。 エ ン ド ト キ
シ ン の レ ベ ル は １ EU/mgで 未 満 あ っ た 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 抗 -Ａ β モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 腹 水 か ら 調 製 し た 。 流 体 は 最 初 に 濃 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン ナ
ト リ ウ ム を 氷 冷 腹 水 に 氷 上 で 撹 拌 し な が ら 加 え て 脱 脂 し て 0.238％ の 最 終 濃 度 と し た 。 濃 C
aCl 2 を 次 い で 撹 拌 し な が ら 加 え て 64mMの 最 終 濃 度 と し た 。 こ の 溶 液 を 10,× 000gで 遠 心 し
、 そ し て ペ レ ッ ト を 捨 て た 。 上 清 は 等 容 量 の 飽 和 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 滴 下 し な が ら 氷 上 で
撹 拌 し た 。 溶 液 を 再 度 10,× 000gで 遠 心 し 、 そ し て 上 清 を 捨 て た 。 ペ レ ッ ト を 再 懸 濁 し 、
そ し て 20mMTris-HCl、 0.4M NaCl、 pH7.5に 対 し て 透 析 し た 。 こ の 画 分 を フ ァ ル マ シ ア （ Ph
armacia） FPLC Sepharose Ｑ カ ラ ム に 添 加 し 、 そ し て 0.4Mか ら 0.275MNaCl(20mM Tris-HCl
、 pH7.5中 ） の 逆 勾 配 か ら 溶 出 し た 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 抗 体 ピ ー ク は 280nmの 吸 収 に よ り 同 定 し 、 そ し て 適 切 な 画 分 を プ ー ル し た 。 精 製 し た 抗
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体 調 製 物 は BCA法 を 使 用 し て タ ン パ ク 質 濃 度 を 、 そ し て SDS-PAGEを 使 用 し て 純 度 を 測 定 し
た 。 こ の プ ー ル も エ ン ド ト キ シ ン に つ い て 試 験 し た 。 エ ン ド ト キ シ ン の レ ベ ル は １ EU/mg
で 未 満 あ っ た 。 力 価 は 、 100未 満 の 力 価 を 25の 力 価 と し て 任 意 に 割 り 当 て た 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 ３ ． 脳 内 の Ａ β お よ び APPレ ベ ル
　 種 々 の 抗 -Ａ β 抗 体 調 製 物 を 用 い た 処 置 か ら お よ そ ６ カ 月 後 、 塩 類 の 潅 流 後 に 動 物 か ら
脳 を 摘 出 し た 。 １ つ の 半 球 は 免 疫 組 織 化 学 的 分 析 の た め に 調 製 し 、 そ し て ２ つ 目 は Ａ β お
よ び APPレ ベ ル の 定 量 に 使 用 し た 。 β ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド お よ び ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ
ク 質 （ APP） の 種 々 の 形 態 の 濃 度 を 測 定 す る た め に 、 半 球 を 切 開 し 、 そ し て 海 馬 、 皮 質 お
よ び 小 脳 領 域 の ホ モ ジ ネ ー ト を ５ Mグ ア ニ ジ ン で 調 製 し た 。 こ れ ら は 連 続 的 に 希 釈 し て 、 E
LISA形 式 で 一 連 の 既 知 濃 度 の Ａ β ペ プ チ ド ま た は APPの 希 釈 物 と 比 較 す る こ と に よ り 、 ア
ミ ロ イ ド ペ プ チ ド ま た は APPの レ ベ ル を 定 量 し た 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 ELISAに よ り 測 定 し た 皮 質 お よ び 海 馬 の ホ モ ジ ネ ー ト 中 の 全 Ａ β お よ び Ａ β 1-42の レ ベ
ル 、 な ら び に 小 脳 中 の 全 Ａ β の レ ベ ル を 、 そ れ ぞ れ 表 １ １ 、 １ ２ お よ び １ ３ に 示 す 。 PBS
を 接 種 し た 対 照 群 の 全 Ａ β レ ベ ル の 中 央 濃 度 は 、 皮 質 よ り も 海 馬 で 3.6倍 高 か っ た （ 皮 質
の 17,818ng/gと 比 較 し て 、 海 馬 組 織 は 63,389ng/gの 中 央 値 ） 。 対 照 群 の 小 脳 中 の 中 央 値 レ
ベ ル （ 30.6ng/g組 織 ） は 、 海 馬 中 よ り も 2,000倍 多 か っ た 。 こ れ ら の レ ベ ル は こ の 月 齢 の
ヘ テ ロ 接 合 性 PDAPPト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で 我 々 が 以 前 に 報 告 し た 値 と 同 様 で あ る （ J
ohnson-Woodet al.,1997） 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 皮 質 に つ い て は 、 １ 匹 の 処 置 群 が 対 照 群 と は 有 意 に 異 な る （ ｐ ＜ 0.05） Ａ β 1-42と し て
測 定 さ れ た Ａ β レ ベ ル 中 央 値 を 有 し 、 こ れ ら の 動 物 は 表 １ ３ に 示 す ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 -Ａ
β 抗 体 を 受 容 し た 。 Ａ β 1-42の 中 央 値 レ ベ ル は 、 こ の 処 置 群 に 関 す る 対 照 と 比 べ て 65％ ま
で 減 少 し た 。 Ａ β 1-42の 中 央 値 レ ベ ル は 、 １ つ の さ ら な る 処 置 群 に お い て 対 照 と 比 べ て 55
％ ま で 減 少 し 、 こ れ ら の 動 物 は mAb10D5を 投 与 さ れ た （ ｐ ＝ 0.0433） 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
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【 表 １ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 海 馬 で は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 -Ａ β 抗 体 を 用 い た 処 置 に 関 連 す る 全 Ａ β の 減 少 パ ー セ ン
ト 中 央 値 （ 50％ 、 ｐ ＝ 0.0055） は 、 皮 質 で 観 察 さ れ た 値 よ り も 大 き く な か っ た （ 65％ ） （
表 １ ４ ） 。 し か し 、 減 少 の 絶 対 的 規 模 は 皮 質 の ほ ぼ ３ 倍 大 き く 、 正 味 の 減 少 は 海 馬 の 31,6
83ng/g組 織 対  皮 質 の 11,658ng/g組 織 で あ っ た 。 全 Ａ β で は な く Ａ β の よ り ア ミ ロ イ ド 形
成 性 状 態 の Ａ β 1-42の レ ベ ル と し て 測 定 し た 時 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 達 成 さ れ た
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減 少 が 有 意 で あ っ た （ ｐ ＝ 0.0025） 。 mAb10D5お よ び 266を 用 い て 処 置 し た 群 の 中 央 値 レ ベ
ル は 、 そ れ ぞ れ 33％ お よ び 21％ ま で 減 少 し た 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
【 表 １ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 全 Ａ β は 、 小 脳 で も 測 定 し た （ 表 １ ５ ） 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 -Ａ β お よ び 266抗 体 を 投 与
し た そ れ ら の 群 は 、 有 意 な 全 Ａ β レ ベ ル の 減 少 を 示 し （ そ れ ぞ れ 43％ お よ び 46％ 、 ｐ ＝ 0.
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0033お よ び ｐ ＝ 0.0184） 、 そ し て 10D5で 処 置 し た 群 は ほ ぼ 有 意 な 減 少 を 示 し た （ 29％ 、 ｐ
＝ 0.0675） 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
【 表 １ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ ２ ７ ８ 】
　 APP濃 度 も 、 抗 体 -処 置 お よ び 対 照 、 PBS-処 置 マ ウ ス に 由 来 す る 皮 質 お よ び 小 脳 で ELISA
に よ り 決 定 し た 。 ２ つ の 異 な る APPア ッ セ イ を 使 用 し た 。 第 １ に 、 APP-α /FLと 名 付 け た ア
ッ セ イ は 、 APP-ア ル フ ァ （ α 、 Ａ β 配 列 内 で 開 裂 さ れ た APPか ら 分 泌 )、 お よ び APPの 完 全
長 形 態 （ FL） を 認 識 し 、 一 方 ２ 番 目 の ア ッ セ イ は APP-α の み を 認 識 す る 。 処 置 が 関 係 す る
Ａ β の 減 少 と は 対 照 的 に 、 処 置 群 の サ ブ セ ッ ト で は 、 対 照 動 物 と 比 較 し て す べ て の 処 置 に
お い て APPの レ ベ ル が ほ と ん ど 変 ら な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ａ β 抗 体 を 用 い た 免 疫 感
作 が 、 APPを 減 ら さ ず に Ａ β を 減 ら す こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 ま と め る と 、 Ａ β レ ベ ル は AN1792に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 処 置 し た 動 物 の 皮 質 、
海 馬 お よ び 小 脳 で 有 意 に 減 少 し た 。 程 度 は 低 い が Ａ β 1-42の ア ミ ノ 末 端 領 域 、 特 に ア ミ ノ
酸 1-16お よ び 13-28に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も 有 意 な 処 置 効 果 を 示 し た 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 ４ ． 組 織 化 学 的 分 析 ：
　 PBS、 ポ リ ク ロ ー ナ ル Ａ β 42、 21F12、 266お よ び 10D5処 置 群 の マ ウ ス に 由 来 す る サ ブ セ
ッ ト 中 の Ａ β -免 疫 応 答 性 斑 の 形 態 を 、 Ａ β 42を 用 い た 標 準 的 な 免 疫 感 作 手 順 に 従 っ た 以
前 の 実 験 と 定 量 的 に 比 較 し た 。
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【 ０ ２ ８ １ 】
　 ア ミ ロ イ ド 斑 の 程 度 お よ び 出 現 の 両 方 に お い て 最 大 の 変 化 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル Ａ β 42抗
体 で 免 疫 感 作 し た 動 物 で 生 じ た 。 ア ミ ロ イ ド 負 荷 量 の 減 少 、 衰 退 す る 斑 の 形 態 お よ び 細 胞
性 の Ａ β 免 疫 反 応 性 は 、 標 準 的 な 免 疫 感 作 手 順 に よ り 生 じ た 効 果 に 極 め て 似 て い た 。 こ れ
ら の 観 察 は 、 全 Ａ β お よ び Ａ β 42の 両 方 で 有 意 な 減 少 が ポ リ ク ロ ー ナ ル Ａ β 42抗 体 の 投 与
に よ り 達 成 さ れ た ELISAの 結 果 を 指 示 し て い る 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 同 様 な 定 量 的 評 価 で 、 10D5群 に お け る ア ミ ロ イ ド 斑 も 数 お よ び 外 観 が 減 少 し 、 幾 つ か の
細 胞 性 Ａ β 免 疫 反 応 性 の 証 拠 を 示 す 。 対 照 -処 置 動 物 に 関 し て 、 Ａ β に 対 す る ポ リ ク ロ ー
ナ ル Ig画 分 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の １ つ （ 10D5） が 、 斑 負 荷 量 を そ れ ぞ れ 93％ お よ び
81％ ま で 減 少 さ せ た （ ｐ ＜ 0.05） 。 21F12は 斑 の 負 荷 量 に 対 し て 比 較 的 小 さ な 効 果 を 有 す
る よ う で あ っ た 。 pabＡ β 1 - 4 2 処 置 後 の 脳 の 顕 微 鏡 写 真 は 、 対 照 処 置 動 物 に 対 し て pabＡ β

1 - 4 2 処 置 群 で 、 拡 散 し た 沈 着 物 、 お よ び 多 く の よ り 大 き な 緻 密 な 斑 が 存 在 し な い こ と を 示
し た 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 ５ ． 抗 体 力 価 の 測 定 ：
　 各 群 か ら の ３ つ の 無 作 為 に 選 択 し た マ ウ ス の サ ブ セ ッ ト か ら 、 各 腹 腔 内 接 種 の 直 前 に 全
部 で 30匹 か ら 採 血 し た 。 抗 体 力 価 は 一 般 材 料 お よ び 方 法 で 詳 細 に 記 載 し よ う に 、 Ａ β 1-42
を 被 覆 し た プ ラ ス チ ッ ク 製 の マ ル チ － ウ ェ ル プ レ ー ト を 使 用 し た サ ン ド イ ッ チ ELISAで Ａ
β 1-42結 合 抗 体 と し て 測 定 し た 。 各 採 血 の 平 均 力 価 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 10D5お よ び 21F12に つ い て は 、 図 １ ６ ～ １ ８ に そ れ ぞ れ 示 す 。 ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 調 製 物 に つ い て 、 こ の 期 間 に わ た る 力 価 は 平 均 約 1000を 越 え 、 そ し て 10D5-お よ び 2
1F12-処 置 動 物 よ り も こ の レ ベ ル は わ ず か に 高 か っ た 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 ６ ． リ ン パ 球 増 殖 応 答 ：
　 Ａ β -依 存 的 な リ ン パ 球 増 殖 を 、 最 後 の 抗 体 注 入 か ら ８ 日 後 に 回 収 し た 脾 細 胞 を 使 用 し
て 測 定 し た 。 新 し く 回 収 し た 細 胞 （ 105／ ウ ェ ル ） を 、 ５ μ Mの 刺 激 濃 度 の Ａ β 1-40の 存 在
下 で 、 ５ 日 間 培 養 し た 。 陽 性 対 照 と し て 、 さ ら な る 細 胞 を Ｔ 細 胞 マ イ ト ジ ェ ン （ PHA） と
培 養 し 、 そ し て 陰 性 対 照 と し て 、 細 胞 は ペ プ チ ド を 加 え ず に 培 養 し た 。 種 々 の 抗 -Ａ β 抗
体 で 受 動 免 疫 感 作 し た 老 い た PDAPPマ ウ ス に 由 来 す る 脾 細 胞 は 、 イ ン ビ ト ロ で AN1792を い
て 刺 激 し 、 そ し て 増 殖 お よ び サ イ ト カ イ ン 応 答 を 測 定 し た 。 こ れ ら の ア ッ セ イ の 目 的 は 、
受 動 免 疫 感 作 が 抗 原 提 示 を 可 能 に す る か ど う か 、 す な わ ち AN1792に 特 異 的 な Ｔ 細 胞 応 答 を
プ ラ イ ミ ン グ （ priming） す る か ど う か を 決 定 す る こ と で あ っ た 。 AN1792-特 異 的 増 殖 ま た
は サ イ ト カ イ ン 応 答 が 、 抗 -Ａ β 抗 体 で 受 動 免 疫 感 作 し た マ ウ ス で 観 察 さ れ た 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
XII． 受 動 免 疫 感 作 の さ ら な る 実 験
　 第 ２ 実 験 で は 、 10D5に よ る 処 置 を 繰 り 返 し 、 そ し て ２ つ の さ ら な る 抗 -Ａ β 抗 体 、 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 3D6（ Ａ β 1 - 5 ） お よ び 16C11（ Ａ β 3 3 - 4 2 ） を 試 験 し た 。 対 照 群 は PBSま た
は 無 関 係 な ア イ ソ タ イ プ が 合 っ た 抗 体 （ TM2a） の い ず れ か を 受 け た 。 マ ウ ス は 以 前 の 実 験
よ り も 年 老 い て お り （ 11.5～ 12月 齢 の ヘ テ ロ 接 合 性 ） 、 そ れ 以 外 は 実 験 計 画 は 同 じ で あ っ
た 。 こ こ で も う 一 度 、 ６ カ 月 間 の 処 置 後 に 、 10D5は 斑 の 負 荷 量 を PBSま た は ア イ ソ タ イ プ
が 合 っ た 抗 体 対 照 の い ず れ に 対 し て も 80％ 以 上 減 少 さ せ た （ ｐ ＝ 0.003） 。 Ａ β に 対 す る
他 の 抗 体 、 3D6は 同 等 に 有 効 で あ り 、 86％ の 減 少 を 生 じ た （ ｐ ＝ 0.003） 。 対 照 的 に 、 ペ プ
チ ド に 対 す る 第 ３ 抗 体 、 16C11は 斑 の 負 荷 量 に 効 果 を 及 ぼ す こ と が で き な か っ た 。 同 様 な
知 見 は 、 Ａ β 4 2 ELISA測 定 を 用 い て 得 ら れ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ａ β ペ プ チ ド に 対 す る 抗
体 応 答 が Ｔ 細 胞 免 疫 の 不 存 在 下 で 、 PDAPPマ ウ ス の ア ミ ロ イ ド 沈 着 物 を 減 少 さ せ る た め に
十 分 で あ る が 、 す べ て の 抗 -Ａ β 抗 体 に 効 力 が あ る わ け で は な い こ と を 示 し て い る 。 Ａ β
の ア ミ ノ 酸 1-5ま た は 3-7を 含 ん で 成 る エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 が 特 に 効 力 を 有 す る 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 ま と め る と 、 我 々 は 受 動 的 に 投 与 さ れ た Ａ β に 対 す る 抗 体 が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の マ ウ ス
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モ デ ル に お い て 斑 の 沈 着 物 の 程 度 を 減 少 さ せ る こ と を 示 し た 。 適 度 な 血 清 濃 度 （ 25～ 70μ
g/ml） に 保 持 さ れ る 時 、 抗 体 は β -ア ミ ロ イ ド 斑 を 修 飾 す る (decorate） た め に 十 分 な レ ベ
ル で CNSへ の 接 近 を 獲 得 し た 。 CNSへ 抗 体 が 入 る こ と は 、 PDAPPマ ウ ス で エ バ ン ス ブ ル ー (Ev
ans Blue） に よ り 測 定 さ れ る 脈 管 透 過 性 が 上 昇 し な か っ た の で 、 血 管 － 脳 バ リ ア の 異 常 な
漏 れ に よ る も の で は な か っ た 。 さ ら に 、 年 老 い た PDAPPマ ウ ス の 脳 実 質 中 の 抗 体 濃 度 は 非
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で の 濃 度 と 同 じ で あ り 、 血 清 中 0.1％ の 抗 体 濃 度 を 表 し た （ ア
イ ソ タ イ プ に か か わ ら ず ） 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
XIII． 抗 体 結 合 の モ ニ タ リ ン グ
　 Ａ β に 対 す る 抗 体 が CNS中 で 実 際 に 作 用 で き た の か ど う か を 決 定 す る た め に 、 実 施 例 XII
の 終 わ り に 塩 類 を 潅 流 し た マ ウ ス か ら 摘 出 し た 脳 を 、 末 梢 に 投 与 し た 抗 体 の 存 在 に つ い て
調 査 し た 。 非 固 定 の 凍 結 保 持 脳 切 片 を マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ ヤ ギ 抗 -マ ウ ス IgG-Cy3） に
対 す る 蛍 光 試 薬 に 暴 露 し た 。 10D5お よ び 3D6群 の 脳 内 の 斑 は 、 抗 体 に よ り 強 く 修 飾 さ れ 、
一 方 16C11群 に は 染 色 は な か っ た 。 完 全 な 程 度 の 斑 の 沈 着 物 を 明 ら か に す る た め に 、 各 脳
の 連 続 切 片 を 最 初 に 抗 -Ａ β 抗 体 と 免 疫 反 応 さ せ 、 そ し て 次 に ２ 次 試 薬 と 反 応 さ せ た 。 末
梢 投 与 後 に 10D5お よ び 3D6は 、 CNS内 の ほ と ん ど の 斑 へ の 接 近 を 得 た 。 斑 の 付 加 量 は 16C11
群 に 比 べ て こ の よ う な 処 置 群 で 大 い に 減 少 し た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 末 梢 に 投 与 し た 抗 体
が ア ミ ロ イ ド 除 去 を 直 接 引 き 起 こ す （ trigger） こ と が で き る 場 所 の CNSへ 入 る こ と が で き
る こ と を 示 す 。 16C11も 斑 に 接 近 で き る が 、 結 合 で き な か っ た ら し い 。 XIV． ア ミ ロ イ ド 沈
着 物 に 対 す る 抗 体 の 活 性 に 関 す る エ ク ス ビ ボ ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ
　 抗 体 の 斑 除 去 に 及 ぼ す 効 果 を 調 査 す る た め に 、 我 々 は 初 代 ミ ク ロ グ リ ア 細 胞 を PDAPPマ
ウ ス ま た は ヒ ト Ａ Ｄ 脳 の 非 固 定 の 凍 結 保 持 切 片 と 培 養 す る エ ク ス ビ ボ ア ッ セ イ を 樹 立 し た
。 ミ ク ロ グ リ ア 細 胞 は 、 新 生 児 DBA/2Nマ ウ ス （ １ ～ ３ 日 ） の 大 脳 皮 質 か ら 得 た 。 皮 質 は 50
μ g/mlの DNaseI(シ グ マ (Sigma))を 含 む HBSS - - （ ハ ン ク ス バ ラ ン ス 塩 溶 液 、 シ グ マ )中 で 機
械 的 に 切 開 し た 。 解 離 し た 細 胞 を 100μ m細 胞 ス テ イ ナ ー (フ ァ ル コ ン :Falcon） で 濾 過 し 、
そ し て 1000rpmで ５ 分 間 遠 心 し た 。 ペ レ ッ ト を 成 長 培 地 に 再 懸 濁 し （ 高 グ ル コ ー ス DMEM、 1
0％ FBS、 25ng/mlGM-CSF） 、 そ し て 細 胞 を T-75プ ラ ス チ ッ ク 培 養 フ ラ ス コ あ た り ２ 個 の 脳
密 度 で ま い た 。 ７ ～ ９ 日 後 、 フ ラ ス コ を 軌 道 シ ェ ー カ ー 上 で 200rpmに て 、 37℃ で ２ 時 間 回
転 さ せ た 。 細 胞 懸 濁 液 を 1000rpmで 遠 心 し 、 そ し て ア ッ セ イ 媒 質 中 に 再 懸 濁 し た 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 PDAPPマ ウ ス ま た は ヒ ト AD脳 （ 死 後 間 隔 ＜ ３ 時 間 ） の 10-μ mの 凍 結 保 持 切 片 を 、 ポ リ -リ
シ ン を 被 覆 し た ガ ラ ス カ バ ー ス リ ッ プ 上 で 解 凍 し 、 そ し て 24ウ ェ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト 中 に
置 い た 。 カ バ ー ス リ ッ プ は 、 H-SFM（ ハ イ ブ リ ド ー マ -無 血 清 培 地 、 ギ ブ コ (Gibco)-BRL）
、 １ ％ FBS、 グ ル タ ミ ン 、 ペ ニ シ リ ン ／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン お よ び ５ ng/mlrmGM-CSF（ Ｒ ＆
Ｄ ） か ら 成 る ア ッ セ イ 媒 質 で ２ 回 洗 浄 し た 。 対 照 ま た は 抗 -Ａ β 抗 体 を ２ × 濃 度 （ 最 終 ５
μ g/ml） で １ 時 間 加 え た 。 次 い で ミ ク ロ グ リ ア 細 胞 を 0.8× 10 6 細 胞 ／ mlア ッ セ イ 媒 質 の 密
度 で ま い た 。 培 養 は 加 湿 イ ン キ ュ ベ ー タ ー （ 37℃ 、 ５ ％ CO 2 ） 中 で 24時 間 以 上 維 持 し た 。
イ ン キ ュ ー ベ ー シ ョ ン の 終 わ り に 、 カ ル チ ャ ー を ４ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 し 、 そ
し て 0.1％ Triton-X100で 透 過 し た 。 切 片 を ビ オ チ ン 化 3D6、 続 い て ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン Cy3
結 合 物 （ ジ ャ ク ソ ン イ ム ノ リ サ ー チ ） に よ り 染 色 し た 。 外 因 性 の ミ ク ロ グ リ ア 細 胞 を 核 染
色 に よ り 視 覚 化 し た （ DAPI） 。 カ ル チ ャ ー を 逆 転 蛍 光 顕 微 鏡 （ ニ コ ン （ Nicon） 、 TE300）
で 観 察 し 、 そ し て 顕 微 鏡 写 真 を SPOTソ フ ト ウ ェ ア （ ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ッ ク イ ン ス ツ ル メ ン
ツ (Diagnostic instruments） を 使 用 し て 、 SPOTデ ジ タ ル カ メ ラ で 取 っ た 。 ウ エ ス タ ン ブ
ロ ッ ト 分 析 に 関 し て は 、 カ ル チ ャ ー を ８ M尿 素 で 抽 出 し 、 還 元 ト リ シ ン サ ン プ ル バ ッ フ ァ
ー 中 で 1:1に 希 釈 し 、 そ し て 16％ ト リ シ ン ゲ ル （ ノ ベ ッ ク ス (Novex） ） に 乗 せ た 。 イ モ ビ
ロ ン （ immobilon)上 に 移 し た 後 、 ブ ロ ッ ト を ５ μ g/mlの pabＡ β 42、 続 い て HRP-結 合 化 抗 -
マ ウ ス 抗 体 に 暴 露 し 、 そ し て ECL(ア マ ー シ ャ ム (Amersham)で 現 像 さ せ た 。 ア ッ セ イ を 16C1
1（ イ ン ビ ボ で 効 力 の 無 い 、 Ａ β に 対 す る 抗 体 の １ つ ） の 存 在 下 に て PDAPP脳 切 片 で 行 っ た
時 、 β -ア ミ ロ イ ド 斑 は 完 全 な ま ま 残 り 、 そ し て 食 作 用 は 観 察 さ れ な か っ た 。 対 照 的 に 、
隣 接 す る 切 片 を 10D5の 存 在 下 で 培 養 し た 時 、 ア ミ ロ イ ド 沈 着 物 は 大 部 分 が 無 く な り 、 そ し
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て ミ ク ロ グ リ ア 細 胞 は Ａ β を 含 有 す る 多 数 の 食 作 用 小 胞 を 示 し た 。 同 一 の 結 果 が Ａ Ｄ 脳 切
片 で も 得 ら れ た ； 10D5は Ａ Ｄ 斑 の 食 作 用 を 誘 導 し た が 、 16C11は 有 効 で は な か っ た 。 さ ら
に 、 ア ッ セ イ で は マ ウ ス ま た は ヒ ト の ミ ク ロ グ リ ア に 細 胞 の い ず れ か 、 お よ び Ａ β に 対 す
る マ ウ ス 、 ウ サ ギ ま た は 霊 長 類 の 抗 体 で 行 っ た 時 に 匹 敵 す る 結 果 を 提 供 し た 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
　 表 １ ６ は 結 合 お よ び ／ ま た は 食 作 用 が 数 種 の 異 な る 抗 体 結 合 特 異 性 に つ い て 得 ら れ る か
ど う か を 示 す 。 aa1-7内 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 抗 体 は 両 方 と も 結 合 し 、 そ し て ア ミ ロ イ
ド 沈 着 物 を 除 去 す る こ と が 分 か る が 、 ア ミ ノ 酸 4-10内 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 抗 体 は 、 ア
ミ ロ イ ド 沈 着 物 を 除 去 せ ず に 結 合 し た 。 残 基 10の エ ピ ト ー プ Ｃ -末 端 に 結 合 す る 抗 体 は 、
結 合 も ア ミ ロ イ ド 沈 着 物 の 除 去 も し な か っ た 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
【 表 ２ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ９ １ 】
　 表 １ ７ は 、 Ａ β に 対 す る 幾 つ か の 抗 体 を 用 い て 得 ら れ た 結 果 を 示 し 、 受 動 輸 送 実 験 に お
い て エ ク ス ビ ボ ア ッ セ イ で 食 作 用 を 誘 導 し 、 そ し て イ ン ビ ボ の 斑 の 負 荷 量 を 減 少 さ せ る 抗
体 の 能 力 を 比 較 す る 。 16C11お よ び 21F12は 凝 集 し た 合 成 Ａ β ペ プ チ ド に 高 い 親 和 力 で 結 合
し 、 こ れ ら の 抗 体 は 非 固 定 脳 切 片 中 の β -ア ミ ロ イ ド 斑 と 反 応 す る こ と が で き ず 、 エ ク ス
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ビ ボ ア ッ セ イ で 食 作 用 を 引 き 出 す こ と が で き ず 、 そ し て イ ン ビ ボ で 効 力 的 で は な か っ た 。
Ａ β に 対 す る 10D5、 3D6お よ び ポ リ ク ロ ー ナ る 抗 体 は 、 す べ て の こ れ ら の 測 定 で 活 性 で あ
っ た 。 22C8抗 体 は 、 １ お よ び ７ 位 の ア ス パ ラ ギ ン 酸 が イ ソ -ア ス パ ラ ギ ン 酸 に 置 き 換 え ら
れ た 自 然 な Ａ β の 同 族 形 態 に よ り 強 く 結 合 す る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 イ ン ビ ト ロ の 効 力 が CN
S中 の 斑 の 直 接 的 な 抗 体 が 媒 介 す る 除 去 に よ る こ と を 示 し 、 そ し て エ ク ス ビ ボ の ア ッ セ イ
が イ ン ビ ボ の 効 力 を 予 報 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 同 じ ア ッ セ イ を 使 用 し て 、 NACと 呼 ば れ る シ ヌ ク レ イ ン の フ ラ グ メ ン ト に 対 す る 抗 体 の
除 去 を 試 験 し た 。 NACに 対 す る 抗 体 は ア ミ ロ イ ド 斑 を 含 む 脳 組 織 サ ン プ ル 、 ミ ク ロ グ リ ア
細 胞 と 前 の よ う に 接 触 さ せ る 。 ウ サ ギ の 血 清 を 対 照 と し て 使 用 し た 。 続 く モ ニ タ リ ン グ で
は 、 抗 体 の 除 去 活 性 を 示 す 斑 の 数 お よ び サ イ ズ の 著 し い 減 少 を 示 し た 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
【 表 ２ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ９ ４ 】
　 共 焦 点 顕 微 鏡 を 使 用 し て 、 Ａ β が エ ク ス ビ ボ ア ッ セ イ 中 に 内 面 化 し た こ と を 確 認 し た 。
対 照 抗 体 の 存 在 下 で 、 外 因 性 ミ ク ロ グ リ ア 細 胞 は 、 組 織 上 の 共 焦 点 板 に 残 り 、 Ａ β を 含 む
食 作 用 小 胞 は 無 く 、 そ し て 斑 は 切 片 内 こ 完 全 に 残 っ た 。 10D5の 存 在 下 で 、 ほ と ん ど す べ て
の 斑 材 料 が 外 因 性 ミ ク ロ グ リ ア 細 胞 内 の 小 胞 に 含 ま れ た 。 内 面 化 さ れ た ペ プ チ ド の 運 命 を
決 定 す る た め に 、 10D5処 理 カ ル チ ャ ー を ８ M尿 素 で 様 々 な 時 点 で 抽 出 し 、 そ し て ウ エ ス タ
ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 調 査 し た 。 １ 時 間 の 時 点 で 、 食 作 用 は 未 だ に 起 こ っ て い な い 時 、 Ａ
β に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と の 反 応 で 強 い ４ kDバ ン ド （ Ａ β ペ プ チ ド に 対 応 す る ） が
明 ら か と な っ た 。 Ａ β 免 疫 反 応 性 は 、 １ 日 で 減 少 し 、 そ し て ３ 日 ま で に 無 か っ た 。 す な わ
ち 抗 体 性 の Ａ β の 食 作 用 は そ の 分 解 を 導 く 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
　 エ ク ス ビ ボ ア ッ セ イ に お け る 食 作 用 が Fc-媒 介 で あ る か ど う か を 決 定 す る た め に 、 抗 -Ａ
β 抗 体 3D36の F(ab')2フ ラ グ メ ン ト を 調 製 し た 。 F(ab')2フ ラ グ メ ン ト は そ れ ら が 斑 と 反 応
す る た め の 完 全 な 能 力 を 保 持 す る が 、 ミ ク ロ グ リ ア 細 胞 に よ る 食 作 用 を 引 き 出 す （ trigge
r)こ と が で き な か っ た 。 さ ら に 全 抗 体 で の 食 作 用 は 、 マ ウ ス Fcレ セ プ タ ー に 対 す る 試 薬 (
抗 -CD16/32)に よ り 遮 断 さ れ た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 Ａ β の イ ン ビ ボ 除 去 が Fc-レ セ プ タ ー
が 媒 介 す る 食 作 用 を 通 し て 起 こ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
XV． 抗 体 の 血 管 脳 バ リ ア の 通 過
　 こ の 実 施 例 で は 、 正 常 ま た は PDAPPマ ウ ス の 抹 消 組 織 に 静 脈 注 射 さ れ た 後 に 、 脳 に 送 達
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さ れ た 抗 体 の 濃 度 を 測 定 す る 。 PDAPPま た は 対 照 正 常 マ ウ ス は 、 0.9％ NaClを 潅 流 し た 。 脳
領 域 （ 海 馬 ま た は 皮 質 ） を 切 開 し 、 そ し て 急 速 に 冷 凍 し た 。 脳 は 0.1％ ト ラ イ ト ン ＋ プ ロ
テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー 中 で 均 質 化 し た 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン が 抽 出 物 中 で ELISAに よ り 検 出 さ
れ た 。 捕 捉 試 薬 と し て Fab'2ヤ ギ 抗 -マ ウ ス IgGを 、 RIAプ レ ー ト 上 に 被 覆 し た 。 血 清 ま た は
脳 抽 出 物 を １ 時 間 イ ン キ ュ ー ベ ー シ ョ ン し た 。 ア イ ソ タ イ プ を 抗 -マ ウ ス IgG1-HRPま た は I
gG2a-HRPま た は IgG2b-HRP（ カ ル タ グ :Caltag） で 検 出 し た 。 ア イ ソ タ イ プ に か か わ ら ず 抗
体 は CNSに 、 血 中 に 見 ら れ る 濃 度 の 1:1000で 存 在 し た 。 例 え ば 、 IgG1の 濃 度 が 血 中 の IgG2a
の ３ 倍 で あ る 時 、 脳 に も IgG2aの ３ 倍 で 存 在 し 、 両 方 と も そ れ ぞ れ の 血 中 レ ベ ル の 0.1％ で
存 在 す る 。 こ の 結 果 は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク お よ び 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 両 方 で 観
察 さ れ る の で 、 PDAPPで 独 自 に 血 管 脳 バ リ ア を 漏 れ た の で は な か っ た 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
XVI． MAPの 立 体 配 置 に お け る Ａ β ペ プ チ ド の 治 療 的 効 力
　 治 療 的 ア ジ ュ バ ン ト ／ 免 疫 原 効 力 実 験 を 、 ９ ～ 10.5月 齢 の オ ス お よ び メ ス の ヘ テ ロ 接 合
性 PDAPPト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で 行 い 、 上 記 の よ う な 四 量 体 の MAP立 体 配 置 で Ａ β 1-7
を 含 ん で 成 る 融 合 タ ン パ ク 質 の 効 力 を 試 験 し た 。 試 験 期 間 は 処 置 群 あ た り 20～ 40動 物 を 用
い て 25週 間 で あ り ； し た が っ て 動 物 は 終 了 時 に 15～ 16.5月 齢 で あ っ た 。 こ の 実 験 に 使 用 し
た 方 法 は 、 上 記 実 施 例 VIIIの 種 々 の ア ジ ュ バ ン ト の 治 療 的 実 験 で 使 用 し た 方 法 と 同 じ で あ
る 。 処 置 群 は 以 下 の 表 ８ で 確 認 す る 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
【 表 ２ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ９ ９ 】

MAP－ 多 － 抗 原 性 ペ プ チ ド ； TT－ 破 傷 風 毒 素 ｔ -細 胞 エ ピ ト ー プ （ 830-844） ； S
C－ 皮 下 ； IP－ 腹 腔 内 ； PBS－ リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 ； GCSは グ リ シ ン ／ ク エ ン 酸 塩 ／ シ
ュ ク ロ ー ス 配 合 物 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　 免 疫 感 作 ス ケ ジ ュ ー ル は 、 す べ て の 処 置 群 で 同 一 で あ っ た 。 マ ウ ス は ０ 、 ２ 、 ４ 、 ８ 、
12、 16、 20、 24週 に 注 射 し 、 ３ 、 ５ 、 ９ 、 13、 17、 21お よ び 25週 に 採 血 し た 。 群 １ 、 ２ 、
３ 、 ４ お よ び ６ は ８ 回 の 注 射 を 受 け 、 群 ２ お よ び ３ は そ れ ぞ れ QS21/AN1792お よ び PBSを 受
け 、 こ の 実 験 の 陽 性 お よ び 陰 性 対 照 と し た 。
【 ０ ３ ０ １ 】
 力 価 は 抗 -Ａ β 抗 体 力 価 ア ッ セ イ に よ り 測 定 し た 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
　 群 １ 、 CFA/IFA:MAP(Aβ 1-7:TT)群 は 、 力 価 レ ベ ル が 低 か っ た 。 ピ ー ク GMTは 13週 に 1,200
に 達 し 、 25週 ま で に 600の GMTに 落 ち た 。 力 価 が 上 が ら な か っ た マ ウ ス が 30匹 の 内 ３ 匹 お り
、 そ し て 別 の ７ 匹 の マ ウ ス は 実 験 の 終 わ り ま で に 400の 力 価 を 越 え な か っ た 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 群 ２ 、 QS21/AN1792対 照 群 は 、 17週 で 16,000の GMTの そ の ピ ー ク 力 価 に 達 し た 。 次 い で 力
価 は 次 の ８ 週 に わ た り 落 ち て 、 8,700の CMTで 終 了 し た 。 こ の 群 の １ 匹 の 動 物 は 実 験 の 全 経
過 に わ た り 力 価 が 上 が ら な か っ た 。 群 ３ 、 PBS単 独 群 は 力 価 が 無 か っ た 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
　 両 処 置 群 が 、 PBS対 照 群 と 比 較 し て 皮 質 で Ａ β レ ベ ル の 有 意 な 減 少 を 示 し た （ 表 １ ９ を
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参 照 に さ れ た い ） 。 CFA/IFA:MAP(Aβ 1-7)群 は 、 抗 -Ａ β 抗 体 の 比 較 的 低 い 力 価 に も か か わ
ら ず 、 PBS対 照 群 に 比 べ て 有 意 に Ａ β を 下 げ た 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
【 表 ２ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ０ ６ 】
　 結 論 す る と 、 Ａ β 1-7MAP免 疫 原 は 、 皮 質 の Ａ β 沈 着 物 を 有 意 に 阻 止 す る た め に 十 分 な 免
疫 応 答 を 誘 導 の に 有 効 で あ る 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
XVII． サ ル を 対 象 と し た Ａ β に 対 す る 免 疫 原 性 応 答 の エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ 　
　 こ の 実 施 例 で は 、 AN1792（ す な わ ち Ａ β 1-42） を 用 い た 免 疫 感 作 に 対 す る 霊 長 類 の 応 答
を 分 析 す る 。 11群 の サ ル (４ ／ 性 別 ／ 群 ） を 、 QS-21ア ジ ュ バ ン ト （ 50ま た は 100μ g／ 投 与
量 ） ま た は 水 中 ５ ％ の 滅 菌 デ キ ス ト ロ ー ス （ D5W、 対 照 群 ） と 組 み 合 わ せ た AN1792（ 75ま
た は 300μ g／ 投 与 量 )で 免 疫 感 作 し た 。 す べ て の 動 物 は 、 表 ２ ０ に 示 す ３ つ の 注 射 ス ケ ジ
ュ ー ル の １ つ で 、 １ M注 射 を 全 部 で ４ 、 ５ ま た は ８ 投 与 受 け た 。 実 験 の 175日 目 に 集 め た 血
清 サ ン プ ル （ ４ 匹 の サ ル ／ 性 別 ／ 群 か ら ） 、 お よ び 実 験 の 176日 目 に 集 め た （ ６ カ 月 目 の
検 死 ） CSFサ ン プ ル （ ３ 匹 の サ ル ／ 性 別 ／ 群 か ら ） を 、 そ れ ら が Ａ β 1-40ペ プ チ ド お よ び A
PPに 結 合 す る 能 力 に つ い て 評 価 し た 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
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【 表 ２ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ０ ９ 】
ａ ． ス ケ ジ ュ ー ル １ 、 投 与 日 １ 、 15、 29、 57、 85、 113、 141、 169;ス ケ ジ ュ ー ル ２ 、 投 与
日 １ 、 29、 57、 113、 169;ス ケ ジ ュ ー ル ３ 、 投 与 日 １ 、 43、 85、 169。
ｂ ． Ｄ ５ Ｗ 注 射 対 照 群
ｃ ． AN1792の 補 形 剤 で あ る グ リ シ ン ／ ク エ ン 酸 塩 ／ シ ュ ク ロ ー ス バ ッ フ ァ ー か ら 成 る 賦 形
剤 。
【 ０ ３ １ ０ 】
　 AN1792に よ り 免 疫 感 作 し た 動 物 に 由 来 す る 血 清 サ ン プ ル 中 の 抗 体 に よ り 認 識 さ れ る 直 線
状 ペ プ チ ド の 正 確 な 配 列 は 、 こ の よ う な 抗 体 の 全 Ａ β 1-42配 列 を 網 羅 す る 重 複 ペ プ チ ド へ
の 結 合 を 測 定 す る ELISAに よ り 決 定 し た 。 AN1792の 部 分 配 列 を 有 す る ビ オ チ ン 化 ペ プ チ ド
は 、 ペ プ チ ド あ た り ９ 個 の 残 基 の 重 複 お よ び １ 残 基 の ス テ ッ プ を 含 む 10ア ミ ノ 酸 ペ プ チ ド
と し て 、 キ ロ ン テ ク ノ ロ ジ ー ズ （ Chiron Technologies） か ら 得 た （ 合 成 番 号 5366、 番 号 5
331お よ び 番 号 5814） 。 最 初 の 32ペ プ チ ド （ AN1792の Ｎ -末 端 の 上 流 の ８ ア ミ ノ 酸 位 か ら 、
AN1792の 24番 目 の ア ミ ノ 酸 に 下 が る ） を 、 GGKの リ ン カ ー を 用 い て Ｃ -末 端 で ビ オ チ ン 化 す
る 。 最 後 の 10ペ プ チ ド （ 前 の 連 続 か ら 32番 目 の ペ プ チ ド を 繰 り 返 す ） を 、 EGEG（ 配 列 番 号
： ７ ６ ） か ら 成 る リ ン カ ー を 用 い て Ｎ -末 端 で ビ オ チ ン 化 す る 。 凍 結 乾 燥 し た ビ オ チ ン 化
ペ プ チ ド を 、 ５ mMの 濃 度 で DMSO中 に 溶 解 し た 。 こ れ ら の ペ プ チ ド ス ト ッ ク を TTBS（ 0.05％
Tween20、 25mM Tris HCl、 137mM NaCl、 5.1mM KCl、 pH=7.5） 中 、 ５ μ Mに 希 釈 し た 。 こ の
５ μ M溶 液 の 100μ lの ア リ コ ー ト は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 前 － 被 覆 し た 96-ウ ェ ル プ レ ー
ト （ ピ ア ス ： Pierce） に ２ 連 で 加 え た 。 プ レ ー ト を 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ー ベ ー シ ョ ン し
、 次 い で ４ 回 、 TTBSで 洗 浄 し た 。 血 清 サ ン プ ル は 力 値 を 標 準 化 す る た め に ア ザ イ ド を 含 ま
な い 検 体 希 釈 液 で 希 釈 し 、 そ し て ウ ェ ル あ た り 100μ lを 加 え た 。 こ れ ら の プ レ ー ト を 室 温
で １ 時 間 イ ン キ ュ ー ベ ー シ ョ ン し 、 そ し て 次 い で ４ 回 、 TTBSで 洗 浄 し た 。 HRP-結 合 ヤ ギ 抗
-ヒ ト 抗 体 （ ジ ャ ク ソ ン 　 イ ム ノ リ サ ー チ ： Jackson ImmunoResearch） を 、 1:10,000で ア
ザ イ ド を 含 ま な い 検 体 希 釈 液 で 希 釈 し 、 そ し て ウ ェ ル あ た り 100μ lを 加 え た 。 プ レ ー ト を
再 度 イ ン キ ュ ー ベ ー シ ョ ン し 、 そ し て 洗 浄 し た 。 発 色 反 応 を 行 う た め に 、 TMB(ピ ア ス )を
ウ ェ ル あ た り 100μ lで 加 え 、 そ し て 15分 間 イ ン キ ュ ー ベ ー シ ョ ン し た 後 に 、 30μ lの ２ NH 2
SO 4 を 加 え て 、 反 応 を 止 め た 。 光 学 密 度 は Vmax ま た は Spectramax 比 色 プ レ ー ト リ ー ダ ー
で 450nmに て 測 定 し た 。
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【 ０ ３ １ １ 】
　 AN1792で の 免 疫 感 作 は 、 175日 ま で に す べ て の 投 与 群 で 100％ の 動 物 に 抗 体 の 生 産 を も た
ら し た 。 群 内 の 平 均 力 価 は 14596～ 56084の 範 囲 で あ っ た 。 よ り 高 い 抗 原 お よ び ／ ま た は よ
り 高 い ア ジ ュ バ ン ト 濃 度 の 存 在 下 の 免 疫 感 作 ス ケ ジ ュ ー ル 内 で よ り 高 い 力 価 と な る 傾 向 が
あ っ た が 、 免 疫 感 作 に 対 す る 個 々 の 動 物 応 答 に お け る 高 い 変 動 性 の た め に 有 意 差 は 示 す こ
と が で き な か っ た 。
【 ０ ３ １ ２ 】
　 AN1792に 対 し て 陽 性 の 血 清 は 、 Ａ β 1-40に 対 す る 抗 体 に つ い て も 陽 性 で あ っ た 。 群 内 の
平 均 力 価 は 36867～ 165991の 範 囲 で あ り 、 そ し て 抗 -AN1792力 価 に 関 し て は 、 175日 で 群 間
の 統 計 的 な 有 意 差 は 示 さ れ な か っ た 。 AN1792へ の 結 合 は 、 Ａ β 1-40へ の 結 合 と 高 い 陽 性 の
相 関 （ Spearmanr=0.8671） を 示 し た 。
【 ０ ３ １ ３ 】
　 AN1792に よ り 様 々 な ス ケ ジ ュ ー ル で 免 疫 感 作 し た 48匹 の サ ル の 中 で 、 33匹 が 分 析 に 十 分
な 容 量 お よ び 量 の CSFサ ン プ ル を 生 じ た 。 こ の よ う な 中 の 32匹 （ 97％ ） が 、 AN1792に 対 し
て 陽 性 の 力 価 を 有 し た 。 こ の 力 価 は ２ ～ 246の 範 囲 で あ り 、 49.44± 21.34の 平 均 で あ っ た
。 CSF抗 -AN1792レ ベ ル は 血 清 中 で 測 定 さ れ た も の の 0.18± 0.11％ で あ り 、 そ し て 血 清 力 価
と の 高 い 陽 性 の 相 関 を 示 し た （ Spearmanr=0.7840） 。 CSF中 の 抗 体 の 割 合 に 群 差 ま た は 性
差 は 見 ら れ な か っ た 。 CSF中 の 抗 体 の レ ベ ル は 血 管 脳 － バ リ ア か ら 中 枢 神 経 径 を わ た っ て
、 末 梢 に 生 成 さ れ た 抗 体 の 受 動 輸 送 に 合 致 す る 。
【 ０ ３ １ ４ 】
　 抗 -AN1792陽 性 CSFサ ン プ ル の サ ブ セ ッ ト の 試 験 で は 、 血 清 サ ン プ ル 中 の 抗 体 の よ う に 、
Ａ β 1-40と 交 差 反 応 す る CSF中 の 抗 体 を 示 し た 。 Ａ β 1-40に 対 す る 力 価 は 、 そ れ ら の 各 々
の AN1792力 価 と 高 い 相 関 を 示 し た （ Spearmanr=0.9634） 。 AN1792に 対 し て 最 高 の 力 価 を 持
つ CSFの サ ン プ ル の サ ブ セ ッ ト の 試 験 で は 、 血 清 抗 体 に 関 す る よ う に APPへ の 結 合 は 示 さ な
か っ た 。
【 ０ ３ １ ５ 】
　 175日 か ら の 血 清 を 一 連 の 重 複 10-merペ プ チ ド に 対 し て 試 験 し た 時 、 す べ て の サ ル か ら
の 抗 体 が AN1792ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 1-10を 網 羅 す る 配 列 （ APPの ア ミ ノ 酸 653－ 672） の ペ
プ チ ド に 結 合 し た 。 幾 つ か の 動 物 で は 、 こ れ が 結 合 を 測 定 で き た 唯 一 の ペ プ チ ド で あ っ た
（ 図 １ ９ を 参 照 に さ れ た い ） 。
【 ０ ３ １ ６ 】
　 別 の 動 物 で は 他 の 反 応 性 を 測 定 す る こ と が で き た が 、 す べ て の 場 合 で Ｎ -末 端 ペ プ チ ド
配 列 に 対 す る 反 応 性 が 優 占 す る も の で あ っ た 。 さ ら な る 反 応 性 は ２ 群 に 分 か れ た 。 第 １ の
、 そ し て 多 く の 結 合 は 、 Ｎ -末 端 1-10AN1792ペ プ チ ド の 中 央 を 囲 む ペ プ チ ド へ の 結 合 で あ
っ た （ 図 ２ ０ ） 。 他 の 種 類 の 結 合 は 、 AN1792ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 1-8、 1-9お よ び 2-11を 網
羅 す る ペ プ チ ド に 向 け ら れ た 。 こ れ ら の 反 応 性 は 、 1-10ペ プ チ ド へ の 反 応 性 と 合 わ せ る と
、 す べ て の 動 物 に お い て 圧 倒 的 な 大 部 分 の 反 応 性 を 表 す 。 期 間 中 の 個 々 の 動 物 の エ ピ ト ー
プ マ ッ ピ ン グ は 、 1-10ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 反 応 性 が 隣 接 す る ペ プ チ ド へ の 広 が り を 進 め
る こ と を 示 す 。 こ れ は AN1792ペ プ チ ド の Ｎ -末 端 の そ の 遊 離 末 端 ア ス パ ラ ギ ン 酸 残 基 へ の
免 疫 反 応 性 に 強 力 に 傾 く こ と を 示 す 。 数 匹 の 動 物 中 で わ ず か に 検 出 可 能 な ２ つ 目 の 活 性 は
、 主 領 域 お よ び AN1792ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 7-16、 11-20お よ び 16-25を 覆 う 中 央 部 ペ プ チ ド
へ に 対 し て Ｃ -末 端 に 位 置 す る ペ プ チ ド へ の 結 合 で あ っ た 。 こ れ ら の 反 応 性 は サ ル の わ ず
か 10～ 30％ で 見 ら れ た 。
【 ０ ３ １ ７ 】
　 種 々 の 動 物 間 の 応 答 の 変 動 は （ 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 1-10が 排 除 さ れ て い る か 、 ま た は 優 勢
な 反 応 性 エ ピ ト ー プ で あ る か に か か わ ら ず ） 、 抗 原 ／ ア ジ ュ バ ン ト 用 量 、 投 与 ス ケ ジ ュ ー
ル 、 ま た は 抗 体 力 価 と 相 関 せ ず 、 そ し て お そ ら く 個 々 の 動 物 の 遺 伝 的 構 成 （ make-up） の
影 響 に よ る も の だ ろ う 。
【 ０ ３ １ ８ 】
XVIII． ヒ ト 個 体 の 予 防 お よ び 処 置
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　 ヒ ト で の 安 全 性 を 決 定 す る た め に 、 単 回 投 与 の フ ェ イ ズ I試 験 を 行 う 。 治 療 薬 は 効 力 が
予 想 さ れ る 約 0.01の レ ベ ル か ら 始 め て 、 有 効 な マ ウ ス 投 薬 用 量 の 約 10倍 の レ ベ ル に 達 す る
ま で ３ の 因 子 で 増 加 さ せ て 、 異 な る 患 者 に 対 し て 投 薬 用 量 を 増 し て 投 与 す る 。
【 ０ ３ １ ９ 】
　 フ ェ イ ズ II試 験 は 、 治 療 効 力 を 決 定 す る た め に 行 う 。 ア ル ツ ハ イ マ ー の 可 能 性 に つ い て
ア ル ツ ハ イ マ ー 病 お よ び 関 連 障 害 随 伴 基 準 （ ADRDA） を 使 用 し て 定 め た 初 期 か ら 中 期 ア ル
ツ ハ イ マ ー 病 の 患 者 を 選 択 す る 。 適 当 な 患 者 は ミ ニ -精 神 -状 態 試 験 (MMSE)に お い て 12～ 26
点 の 範 囲 で あ る 。 他 の 選 択 基 準 は 、 患 者 が 試 験 期 間 中 に 生 存 し 、 そ し て 妨 害 す る か も し れ
な い 併 用 薬 剤 の 使 用 と い っ た 複 雑 化 す る 問 題 が 無 い こ と で あ る 。 患 者 の 機 能 の ベ ー ス ラ イ
ン 評 価 は 、 MMSEお よ び ア ル ツ ハ イ マ ー 病 状 態 お よ び 機 能 を 持 つ 患 者 を 評 価 す る た め の 総 合
的 尺 度 で あ る ADASの よ う な 古 典 的 な 精 神 測 定 を 使 用 し て 行 う 。
【 ０ ３ ２ ０ 】
　 こ の よ う な 精 神 的 尺 度 は ア ル ツ ハ イ マ ー 症 状 の 進 行 の 測 定 を 提 供 す る 。 適 当 な 定 性 的 生
活 尺 度 も 処 置 を モ ニ タ リ ン グ す る た め に 使 用 で き る 。 疾 患 の 進 行 は MRIに よ り モ ニ タ リ ン
グ す る こ と も で き る 。 患 者 の 血 液 プ ロ フ ィ ー ル も 、 免 疫 原 -特 異 的 抗 体 お よ び Ｔ -細 胞 応 答
の ア ッ セ イ を 含 め 、 モ ニ タ リ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ２ １ 】
　 ベ ー ス ラ イ ン 測 定 の 後 、 患 者 は 処 置 を 受 け 始 め る 。 彼 ら は 無 作 為 化 さ れ 、 そ し て 治 療 薬
ま た は プ ラ セ ボ を い ず れ か に よ り 盲 検 的 様 式 で 処 置 さ れ る 。 患 者 は 少 な く と も ６ カ 月 間 、
監 視 さ れ る 。 効 力 は プ ラ セ ボ 群 に 対 し て 処 置 群 で 進 行 に お け る 有 意 な 減 少 に よ り 決 定 す る
。
【 ０ ３ ２ ２ 】
　 第 ２ フ ェ イ ズ IIの 試 験 は 、 非 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 初 期 の 記 憶 喪 失 （ 時 折 、 加 齢 に よ る 記
憶 障 害 （ AAMI） と も 呼 ば れ る が ） 、 ま た は 軽 度 の 認 知 障 害 （ MCI） か ら 、 ADRDA基 準 に よ り
定 め ら れ る 恐 ら く は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 へ の 転 換 を 評 価 す る た め に 行 う 。 ア ル ツ ハ イ マ ー 病
へ の 転 換 の 高 い 危 険 性 を 持 つ 患 者 は 、 記 憶 喪 失 の 初 期 の 兆 候 ま た は 前 － ア ル ツ ハ イ マ ー 病
の 総 合 的 症 状 に 付 随 す る 他 の 困 難 に つ い て 参 照 群 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 非 臨 床
的 群 か ら 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 家 系 か ら 、 遺 伝 的 危 険 因 子 、 年 齢 、 性 別 お よ び ア ル ツ ハ イ
マ ー 病 に つ い て 高 い 危 険 性 を 示 す こ と が 分 か っ て い る 他 の 特 徴 か ら 選 択 す る 。 MMSEお よ び
ADASを 含 む 適 当 な 測 定 基 準 の ベ ー ス ラ イ ン 採 点 が 、 よ り 正 常 な 群 を 評 価 す る た め に 設 計 さ
れ た 他 の 測 定 基 準 と 一 緒 に 集 め ら れ る 。 こ れ ら の 患 者 群 は 適 当 な 群 に 分 割 し 、 プ ラ セ ボ を
薬 剤 を 含 む 投 与 選 択 肢 に 対 し て 比 較 す る 。 こ れ ら の 患 者 群 は 約 ６ カ 月 の 間 隔 で 追 跡 さ れ 、
そ し て 各 患 者 の 終 点 は 、 彼 ま た は 彼 女 が 観 察 の 終 了 時 に ADRDA基 準 に よ り 定 め ら れ る ア ル
ツ ハ イ マ ー 病 を 好 転 さ せ て い る か ど う か で あ る 。
【 ０ ３ ２ ３ 】
XIX． 一 般 材 料 お よ び 方 法
　 マ ウ ス は 尾 の 静 脈 に 小 さ い 傷 を 作 る こ と に よ り 採 血 し 、 そ し て 約 200μ lの 血 液 を ミ ク ロ
遠 心 管 に 集 め た 。 モ ル モ ッ ト は 最 初 に 後 膝 領 域 の 毛 を 剃 り 、 18ゲ イ ジ 針 を 使 用 し て 中 足 骨
静 脈 に 傷 を つ け 、 そ し て 血 液 を ミ ク ロ 遠 心 管 に 集 め る こ と に よ り 採 血 し た 。 血 液 は 室 温 （
RT） で １ 時 間 凝 固 さ せ 、 ボ ル テ ッ ク ス 混 合 し 、 次 い で 14,000× gで 10分 間 遠 心 し て 、 血 清
か ら 凝 固 物 を 分 離 し た 。 次 い で 血 清 を 清 浄 な ミ ク ロ 遠 心 管 に 移 し 、 そ し て 滴 定 す る ま で ４
℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ３ ２ ４ 】
　 抗 体 力 価 は 、 ELISAに よ り 測 定 し た 。 96-ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト (コ ス タ ー (Co
star)EIAプ レ ー ト ） は 、 10μ g/mlの Ａ β 42ま た は SAPPあ る い は 他 の 抗 原 の い ず れ か を 含 む
100μ lの 溶 液 （ ウ ェ ル コ ー テ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー :0.1M リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH8.5， 0.1％ ア
ジ 化 ナ ト リ ウ ム )で 個 別 の 報 告 に そ れ ぞ れ 記 載 さ れ て い る よ う に 被 覆 し 、 そ し て RTで 一 晩
保 持 し た 。 ウ ェ ル を 吸 引 し 、 そ し て 血 清 を 検 体 希 釈 液 （ 0.014Mリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH7.4
、 0.15M NaCl、 0.6％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 0.05％ チ メ ロ サ ー ル ） で 1/100希 釈 か ら 始 め て
ウ ェ ル 加 え た 。 サ ン プ ル の ３ 倍 づ つ ７ 回 の 連 続 希 釈 物 を プ レ ー ト に 直 接 作 成 し て 、 最 終 的
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に 1/218,000の 希 釈 物 を 作 成 し た 。 こ の 希 釈 物 を 被 覆 し た プ レ ー ト ウ ェ ル 中 で RTに て １ 時
間 イ ン キ ュ ー ベ ー シ ョ ン し た 。 次 い で プ レ ー ト を ４ 回 、 0.05％ Tween20を 含 む PBSバ ッ フ ァ
ー で 洗 浄 し た 。 ２ 次 抗 体 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ に 結 合 し た ヤ ギ 抗 -マ ウ ス Ig（ ベ
ー リ ン ガ ー マ ン ハ イ ム (Boehringer Mannheim） か ら 得 た ） を ウ ェ ル に 100μ lの 1/3000希 釈
物 （ 検 体 希 釈 液 中 ） と し て 加 え 、 そ し て RTで １ 時 間 イ ン キ ュ ー ベ ー シ ョ ン し た 。 プ レ ー ト
を 再 度 ４ 回 、 PBS、 Tween20で 洗 浄 し た 。 色 原 体 を 発 色 さ せ る た め に 、 100μ lの Slow TMB（
ピ ア ス ケ ミ カ ル ズ か ら 得 た 3,3',5,5'-テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン )を 各 ウ ェ ル に 加 え 、 そ し
て RTで 15分 間 イ ン キ ュ ー ベ ー シ ョ ン し た 。 反 応 は 25μ lの ２ MH 2 SO 4 を 添 加 す る こ と に よ り
停 止 し た 。 次 に 色 の 強 度 を 、 モ レ キ ュ ラ ー  デ バ イ ス イ ズ (Molecular Devices)の Vmaxで 読
ん だ （ 450nm～ 650nm） 。
【 ０ ３ ２ ５ 】
　 力 価 は 血 清 の 相 互 の 希 釈 と し て 定 め 、 最 大 Ｏ Ｄ の 1/2を 与 え た 。 最 大 Ｏ Ｄ は 、 一 般 に 大
変 高 い 力 価 の 場 合 （ こ の 場 合 は 、 最 大 Ｏ Ｄ を 確 立 す る た め に 、 よ り 高 い 初 期 の 希 釈 が 必 要
で あ っ た ） を 除 き 最 初 の 1/100希 釈 か ら 取 ら れ た 。 50％ 点 が ２ つ の 希 釈 の 間 に 落 ち た ら 、
直 線 的 外 挿 入 を 行 っ て 最 終 力 価 を 算 出 し た 。 幾 何 平 均 抗 体 力 価 を 算 出 す る た め に 、 100未
満 の 力 価 は 任 意 に 25の 力 価 に 割 り 当 て た 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
　 ２ ． リ ン パ 球 増 殖 ア ッ セ イ
　 マ ウ ス に イ ソ フ ル ラ ン で 麻 酔 を か け た 。 脾 臓 を 摘 出 し 、 そ し て 10％ 熱 － 不 活 性 化 ウ シ 胎
児 血 清 を 含 む ５ mlの PBS（ PBS-FBS） で ２ 回 洗 浄 し 、 そ し て 50℃ の Centriconユ ニ ッ ト (ダ コ
社 (DacoA/S)、 デ ン マ ー ク ） 中 、 1.5mlの PBS-FBSで 10秒 間 、 100rpmで Medimachine(ダ コ ）
に て 均 質 化 し 、 続 い て 100ミ ク ロ ン 孔 サ イ ズ の ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ を 通 し て 濾 過 し た 。 脾 細
胞 を 15mlの PBS-FBSで １ 回 洗 浄 し 、 次 い で 200× gで ５ 分 間 遠 心 す る こ と に よ り ペ レ ッ ト と
し た 。 赤 血 球 は ペ レ ッ ト を ５ mLの バ ッ フ ァ ー (0.15MNH4Cl、 １ M KHCO3、 0.1M NaEDTA、 pH7
.4を 含 む )中 に RTで ５ 分 間 、 再 懸 濁 す る こ と に よ り 溶 解 し た 。 次 い で 白 血 球 は 上 記 の よ う
に 洗 浄 し た 。 新 し く 単 離 し た 脾 細 胞 （ ウ ェ ル あ た り 10 5 細 胞 )を 、 96-ウ ェ ル の U-底 組 織 培
養 -処 理 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （ コ ー ニ ン グ (Corning)、 ケ ン ブ リ ッ ジ 、 マ サ チ ュ ー セ
ッ ツ 州 ） 中 、 2.05mMグ ル タ ミ ン 、 １ ％ ペ ニ シ リ ン ／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン お よ び 10％ 熱 － 不
活 性 化 FBSを 補 充 し た RPMI1640培 地 （ JHR バ イ オ サ イ エ ン ス （ Bioscience） 、 レ ネ キ サ 、
カ ン ザ ス 州 ） に ３ 連 で 準 備 し て 、 37℃ で 96時 間 培 養 し た 。 種 々 の Ａ β ペ プ チ ド 、 Ａ β 1-16
、 Ａ β 1-40、 Ａ β 1-42ま た は Ａ β 40-1逆 配 列 タ ン パ ク 質 も 、 ４ 段 階 で ５ ～ 0.8マ イ ク ロ モ
ル の 範 囲 の 用 量 で 加 え た 。 対 照 ウ ェ ル 中 の 細 胞 は 、 タ ン パ ク 質 を 加 え ず に コ ン カ ナ バ リ ン
Ａ (ConA)(シ グ マ (Sigma)、 カ タ ロ グ #C-5275、 １ マ イ ク ロ グ ラ ム ／ ml） で 培 養 し た 。 細 胞
は 3H-チ ミ ジ ン （ イ リ ノ イ 州 、 ア ー リ ン ト ン の ア マ ー シ ャ ム 社 （ Amersham Corp.） か ら 得
た １ μ Ci／ ウ ェ ル ） を 最 後 の 24時 間 適 用 し た 。 次 い で 細 胞 を UniFilterプ レ ー ト 上 に 回 収
し 、 そ し て Top Count Microplate シ ン チ レ ー シ ョ ン  カ ウ ン タ ー で カ ウ ン ト し た （ パ ッ カ
ー ド  ル ン ス ツ ル メ ン ツ (Packard Instruments)、 ダ ウ ナ ー ズ  グ ロ ー ブ 、 イ リ ノ イ 州 )。 結
果 は 分 あ た り に 不 溶 性 高 分 子 中 に 取 り 込 ま れ た 放 射 活 性 の カ ウ ン ト と し て 示 す （ cpm） 。
【 ０ ３ ２ ７ 】
　 ４ ． 脳 組 織 プ レ パ レ ー シ ョ ン
　 麻 酔 後 に 脳 を 摘 出 し 、 そ し て １ つ の 半 球 を 免 疫 組 織 化 学 分 析 用 に 調 製 し 、 一 方 ３ つ の 脳
領 域 （ 海 馬 、 皮 質 お よ び 小 脳 ） を 別 の 半 球 か ら 切 開 し 、 そ し て 種 々 の Ａ β タ ン パ ク 質 お よ
び APP形 態 の 濃 度 を 特 異 的 ELISAを 用 い て 測 定 す る た め に 使 用 し た （ Johnson-Wood et al.
、 同 上 ） 。
【 ０ ３ ２ ８ 】
　 ELISA用 の 組 織 を 10容 量 の 氷 -冷 グ ア ニ ジ ン バ ッ フ ァ ー (5.0Mグ ア ニ ジ ン -HCl、 50mM Tris
-HCl、 pH8.0） 中 で 均 質 化 し た 。 ホ モ ジ ネ ー ト は Adams Nutator（ フ ィ ッ シ ャ ー :Fisher）
を 使 用 し て RTに て ３ ～ ４ 時 間 、 ゆ る や か に 撹 拌 し 、 次 い で Ａ β お よ び APPの 定 量 前 に － 20
℃ で 保 存 し た 。 事 前 の 実 験 で は 、 被 検 体 は こ の 保 存 条 件 下 で 安 定 で あ り 、 そ し て 合 成 Ａ β
タ ン パ ク 質 （ バ ッ ケ ム ： Bachem） が マ ウ ス の 同 腹 子 に 由 来 す る 対 照 脳 組 織 の ホ モ ジ ネ ー ト

10

20

30

40

50

(74) JP 2007-269804 A 2007.10.18



に 注 射 し た （ spiked） 時 、 定 量 的 に 回 収 さ れ た （ Johnson-Wood et al.、 同 上 ） 。
【 ０ ３ ２ ９ 】
　 ５ ． Ａ β レ ベ ル の 測 定
　 脳 の ホ モ ジ ネ ー ト を 氷 冷 カ ゼ イ ン 希 釈 液 （ 0.25％ カ ゼ イ ン 、 PBS、 0.05％ ア ジ 化 ナ ト リ
ウ ム 、 20μ g/ml ア プ ロ チ ニ ン 、 ５ mM EDTA pH8.0、 10μ g/ml ロ イ ペ プ チ ン ） で 1:10に 希
釈 し 、 そ し て 16,000× gで ４ ℃ に て 20分 間 遠 心 し た 。 合 成 Ａ β タ ン パ ク 質 標 準 （ 1-42ア ミ
ノ 酸 ） お よ び APP標 準 は 、 最 終 組 成 物 に 0.5Mグ ア ニ ジ ン お よ び 0.1％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （
BSA） を 含 む よ う に 調 製 し た 。 「 全 」 Ａ β サ ン ド イ ッ チ ELISAは 、 捕 捉 抗 体 と し て Ａ β 13-2
8の ア ミ ノ 酸 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 266、 レ ポ ー タ ー 抗 体 と し
て Ａ β の ア ミ ノ 酸 1-5に 特 異 的 な ビ オ チ ン 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 3D6（ Johnson-Wood et al
.） を 利 用 す る 。 3D6モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 分 泌 さ れ た APPま た は 完 全 長 APPを 認 識 せ ず 、 ア
ミ ノ 末 端 ア ス パ ラ ギ ン 酸 を 含 む Ａ β 種 の み を 検 出 す る 。 こ の ア ッ セ イ は ～ 50ng/ml（ 11nM)
の 感 度 の 下 限 を 有 し 、 そ し て １ ng/mlの 濃 度 ま で 内 因 性 の マ ウ ス Ａ β タ ン パ ク 質 と の 交 差
反 応 を 示 さ な い （ Johnson-Wood et al.、 同 上 ） 。
【 ０ ３ ３ ０ 】
　 Ａ β 1-42特 異 的 サ ン ド イ ッ チ ELISAは 、 捕 捉 抗 体 と し て Ａ β の ア ミ ノ 酸 33-42に 特 異 的 な
mＡ β 21F12を 利 用 す る 。 こ の ア ッ セ イ に も 約 125μ g/ml（ 28μ M、 Johnson-Wood et al.)の
感 度 の 下 限 を 有 す る ビ オ チ ン 化 mＡ β D6を レ ポ ー タ ー 抗 体 と し て 使 用 す る 。 Ａ β ELISAに は
、 100μ lの mＡ β 266（ 10μ g/mlで ） ま た は mＡ β 21F12（ ５ μ g/mlで ） の い ず れ か を 、 RTで
一 晩 イ ン キ ュ ー ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 96-ウ ェ ル の イ ム ノ ア ッ セ イ プ レ ー ト （ コ ス タ
ー ） に 被 覆 し た 。 溶 液 を 吸 引 除 去 し 、 そ し て ウ ェ ル は 200μ lの 0.25％ ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン
を PBSバ ッ フ ァ ー に 少 な く と も RTで １ 時 間 、 加 え る こ と に よ り ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 ブ ロ ッ
キ ン グ 溶 液 を 除 去 し 、 そ し て プ レ ー ト を 使 用 す る ま で 4℃ で 乾 燥 保 存 し た 。 プ レ ー ト は 洗
浄 バ ッ フ ァ ー ［ Tris-緩 衝 化 生 理 食 塩 水 (0.15MNaCl、 0.01M Tris-HCl、 pH7.5)に 0.05％ Twe
en20を 加 え た ］ で 使 用 前 に 再 水 和 し た 。 サ ン プ ル お よ び 標 準 を ウ ェ ル あ た り 100μ lの ３ 連
の ア リ コ ー ト で 加 え 、 そ し て 次 い で ４ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ー ベ ー シ ョ ン し た 。 プ レ ー ト を 少
な く と も ３ 回 、 ア ッ セ イ の 各 工 程 間 で 洗 浄 バ ッ フ ァ ー を 用 い て 洗 浄 し た 。 カ ゼ イ ン ア ッ セ
イ バ ッ フ ァ ー （ 0.25％ カ ゼ イ ン 、 PBS、 0.05％ Tween20、 pH7.4） 中 に 0.5μ g/mlに 希 釈 し た
ビ オ チ ン 化 mＡ β  3D6を 加 え 、 そ し て ウ ェ ル 中 で RTに て １ 時 間 、 イ ン キ ュ ー ベ ー シ ョ ン し
た 。 カ ゼ イ ン ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー で 1:4000に 希 釈 し た ア ビ ジ ン － 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 結 合 物 （ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 バ ー リ ン ガ ム の ベ ク タ ー (Vector)か ら 得 た ア ビ ジ ン － HR
P） を ウ ェ ル に RTで １ 時 間 加 え た 。 比 色 基 質 、 SlowTMB-ELISA（ ピ ア ス ） を 加 え 、 そ し て RT
で 15分 間 反 応 さ せ 、 そ の 後 に 酵 素 反 応 を 25μ lの 2N H2SO4を 加 え る こ と に よ り 停 止 し た 。
反 応 生 成 物 は モ レ キ ュ ラ ー デ バ イ ス イ ズ の Ｖ maxを 、 450nmお よ び 650nmの 異 な る 吸 収 で 測
定 す る こ と に よ り 定 量 し た 。
【 ０ ３ ３ １ 】
　 ６ ． APPレ ベ ル の 測 定
　 ２ 種 類 の APPア ッ セ イ を 利 用 し た 。 第 一 は 、 APP-α /FLと 呼 ば れ 、 APP-ア ル フ ァ (α ） お
よ び APPの 完 全 長 (FL)形 態 の 両 方 を 認 識 す る 。 第 二 ア ッ セ イ は 、 APP-α に 特 異 的 で あ る 。 A
PP-α /FLア ッ セ イ は 、 Ａ β の 最 初 の 12ア ミ ノ 酸 を 含 む 分 泌 し た APPを 認 識 す る 。 レ ポ ー タ
ー 抗 体 (2H3)は α -ク リ ッ プ -部 位 に 特 異 的 で は な い の で 、 APP695の ア ミ ノ 酸 612-613間 で 起
こ る （ Esch et al., Science 248, 1122-1124(1990)； こ の ア ッ セ イ は 完 全 長 APP (APP- F
L)も 認 識 す る 。 脳 の APP-FLの ホ モ ジ ネ ー ト を 消 費 さ せ る た め に 、 APP-FLの 細 胞 質 テ イ ル に
固 定 化 し た APP抗 体 を 使 用 し た 予 備 実 験 で は 、 APP-α /FLの 約 30～ 40％ が FLで あ る こ と を 示
唆 し て い る (デ ー タ は 示 さ ず ） 。 APP-α /FLお よ び APP-α ア ッ セ イ の 両 方 の た め の 捕 捉 抗 体
は 、 mAb8E5で あ り 、 APP695形 態 の ア ミ ノ 酸 444～ 592に 対 し て 生 じ た （ Games et al.、 同 上
） 。 APP-α /FLア ッ セ イ 用 の レ ポ ー タ ー mAbは 、 APP695の ア ミ ノ 酸 597～ 608に 特 異 的 な mAb2
H3で あ り （ Johnson-Wood et al.、 同 上 ） 、 そ し て APP-α ア ッ セ イ 用 の レ ポ ー タ ー 抗 体 は
、 APPの ア ミ ノ 酸 605～ 611に 対 し て 生 じ た mAb16H9の ビ オ チ ン 化 誘 導 体 で あ る 。 APP-α /FL
ア ッ セ イ の 感 度 の 下 限 は 約 11ng/ml(150pM)で あ り (Johnson-Wood et al.)、 そ し て APP-α
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特 異 的 ア ッ セ イ の 下 限 は 22ng/ml(0.3nM)で あ る 。 両 APPア ッ セ イ に つ い て 、 mAb8E5を 96-ウ
ェ ル EIAプ レ ー ト の ウ ェ ル に mAb 266に つ い て 記 載 し た よ う に 被 覆 し た 。 精 製 し た 組 換 え 分
泌 APP-α を 、 APP-α ア ッ セ イ お よ び APP-α /FLア ッ セ イ の 参 照 標 準 と し て 使 用 し た （ Esch 
et al.,同 上 ） 。 ５ M グ ア ニ ジ ン 中 の 脳 の ホ モ ジ ネ ー ト サ ン プ ル を 、 ELISA検 体 希 釈 液 （ 0.
014M リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー 、 pH7.4、 0.6％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 0.05％ チ メ ロ サ ー ル 、 0.5MN
aCl、 0.1％ NP40） に 1:10で 希 釈 し た 。 そ れ ら を 次 い で 0.5M グ ア ニ ジ ン を 含 有 す る 検 体 希
釈 液 で 1:4に 希 釈 し た 。 希 釈 し た ホ モ ジ ネ ー ト を 次 い で 16,000× ｇ で RTに て 15秒 間 遠 心 し
た 。 APP標 準 お よ び サ ン プ ル を 、 プ レ ー ト に ２ 連 の ア リ コ ー ト で 加 え 、 そ し て RTで 1.5時 間
イ ン キ ュ ー ベ ー シ ョ ン し た 。 ビ オ チ ン 化 レ ポ ー タ ー 抗 体 2H3ま た は 16H9を サ ン プ ル と RTで
１ 時 間 イ ン キ ュ ー ベ ー シ ョ ン し た 。 検 体 希 釈 液 で １ :1000に 希 釈 し た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン
－ ア リ カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ ベ ー リ ン ガ ー マ ン ハ イ ム : Boehringer Mannheim） を 、 ウ ェ
ル 中 で RTで １ 時 間 イ ン キ ュ ー ベ ー シ ョ ン し た 。 蛍 光 基 質 、 4-メ チ ル -ウ ン ベ リ フ ェ リ ル -ホ
ス フ ェ ー ト を RTで 30分 間 イ ン キ ュ ー ベ ー シ ョ ン に 加 え 、 そ し て プ レ ー ト を Cytofluortm 23
50蛍 光 計 (ミ リ ポ ア :Millipore)で 365nmの 励 起 お よ び 450nmの 発 光 で 読 ん だ 。
【 ０ ３ ３ ２ 】
　 ７ ． 免 疫 組 織 化 学
　 脳 は 40Cで ３ 日 間 、 ４ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド （ PBS中 )で 固 定 し 、 そ し て 次 に １ ～ ７ 日
間 、 ４ ℃ で １ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 PBS中 に 切 開 す る ま で 保 存 し た 。 40ミ ク ロ ン 厚 の
冠 状 面 区 分 を ビ ブ ラ ト ー メ (vibratome)上 で RTに て 切 断 し 、 そ し て 免 疫 組 織 化 学 処 理 前 に
、 低 温 保 護 下 （ リ ン 酸 塩 バ ッ フ ァ ー 中 の 30％ グ リ セ ロ ー ル 、 30％ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） に
－ 20℃ で 保 存 し た 。 各 脳 に つ い て 、 背 側 海 馬 の レ ベ ル で 連 続 す る 240μ mの 間 隔 に よ り 各 々
が 分 け ら れ た ６ つ の 切 片 を 、 以 下 の 1つ の 抗 体 と 一 晩 イ ン キ ュ ー ベ ー シ ョ ン し た ： (1)PBS
お よ び １ ％ ウ マ 血 清 中 に ２ μ g/ml濃 度 に 希 釈 さ れ た ビ オ チ ン 化 抗 -Ａ β （ mAb、 3D6、 ヒ ト
Ａ β に 特 異 的 ） ； ま た は (2)PBSお よ び 1.0％ ウ マ 血 清 中 に ３ μ g/ml濃 度 に 希 釈 さ れ た 、 ヒ
ト APPに 特 異 的 な ビ オ チ ン 化 mAb； ま た は (3） 0.25％ TritonX-100お よ び １ ％ ウ マ 血 清 （ Tri
s-緩 衝 化 生 理 食 塩 水 、 pH7.4（ TBS） 中 ） で 1:500に 希 釈 さ れ た 、 グ リ ア の 原 線 維 性 酸 性 タ
ン パ ク 質 に 特 異 的 な mAb（ GFAP;シ グ マ ケ ミ カ ル 社 ） ； ま た は (4)0.25％ TritonX-100お よ び
１ ％ ウ サ ギ 血 清 （ TBS中 ） で 1:100に 希 釈 さ れ た 、 CD11b、 MAC-1抗 原 に 特 異 的 な mAb； ま た
は (5)0.25％ TritonX-100お よ び １ ％ ウ サ ギ 血 清 （ TBS中 ） で 1:100に 希 釈 さ れ た 、 MHCII抗
原 に 特 異 的 な mAb(フ ァ ミ ン ゲ ン )； ま た は (6)PBS中 の １ ％ ウ サ ギ 血 清 で 1:100に 希 釈 さ れ た
、 CD43に 特 異 的 な mAb(フ ァ ミ ン ゲ ン )ま た は (7)PBS中 の １ ％ ウ サ ギ 血 清 で 1:100に 希 釈 さ れ
た 、 CD45RAに 特 異 的 な ラ ッ ト mAb(フ ァ ミ ン ゲ ン )； ま た は (8)PBS中 の １ ％ ウ サ ギ 血 清 で 1:1
00に 希 釈 さ れ た 、 CD45RBに 特 異 的 な ラ ッ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル Ａ β (フ ァ ミ ン ゲ ン )； ま た は (9
)PBS中 の １ ％ ウ サ ギ 血 清 で 1:100に 希 釈 さ れ た 、 CD45に 特 異 的 な ラ ッ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル Ａ
β ； ま た は (10)PBS中 の １ ％ ウ サ ギ 血 清 で 1:100に 希 釈 さ れ た 、 CD3eに 特 異 的 な ビ オ チ ン 化
ポ リ ク ロ ー ナ ル ハ ム ス タ ー Ａ β (フ ァ ミ ン ゲ ン )ま た は (11)PBS中 の １ ％ ウ サ ギ 血 清 で 1:200
に 希 釈 さ れ た 、 CD3に 特 異 的 な ラ ッ ト mAb（ セ ロ テ ッ ク ； Serotec） ； ま た は (12)１ ％ 正 常
ウ マ 血 清 を 含 有 す る １ 次 抗 体 を 欠 く PBS溶 液 。
【 ０ ３ ３ ３ 】
　 上 記 １ 、 ２ お よ び ６ ～ １ ２ に 掲 げ た 抗 体 溶 液 と 反 応 さ せ た 切 片 は 、 1.0％ TritonX-100、
0.4％ 過 酸 化 水 素 （ PBS中 ） で RTに て 20分 間 前 処 理 し 、 内 因 性 の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を ブ ロ ッ
ク し た 。 そ れ ら を 次 い で １ 次 抗 体 と 4℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ー ベ ー シ ョ ン し た 。 3D6ま た は 8E5
ま た は CD3emAbと 反 応 さ せ た 切 片 は 、 次 い で RTで １ 時 間 、 PBS中 で 1:75に 希 釈 し た キ ッ ト 成
分 “ Ａ ” お よ び “ Ｂ ” を 含 む 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ － ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン － 複 合 体
（ Vector Elite Standard キ ッ ト 、 ベ ク タ ー ラ ボ ズ (Vector Labs） 、 ベ ー リ ン ガ ム 、 カ リ
フ ォ ル ニ ア 州 ） と 反 応 さ せ た 。 CD45RA、 CD45RB、 CD45、 CD3に 特 異 的 な 抗 体 お よ び １ 次 抗
体 を 含 ま な い PBS溶 液 と 反 応 し た 切 片 を 、 RTで １ 時 間 、 PBSで 1:75に 希 釈 し た ビ オ チ ン 化 抗
-ラ ッ ト IgG(ベ ク タ ー )と 、 ま た は PBSで 1:75に 希 釈 し た ビ オ チ ン 化 抗 -マ ウ ス IgG(ベ ク タ ー
)と 、 そ れ ぞ れ イ ン キ ュ ー ベ ー シ ョ ン し た 。 切 片 を 次 い で RTで １ 時 間 、 PBS中 で 1:75に 希 釈
し た キ ッ ト 成 分 “ Ａ ” お よ び “ Ｂ ” を 含 む 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ -ア ビ ジ ン -ビ オ チ
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ン -複 合 体 と 反 応 さ せ た （ Vector Elite Standard キ ッ ト 、 ベ ク タ ー ラ ボ ズ 、 ベ ー リ ン ガ
ム 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） 。
【 ０ ３ ３ ４ 】
　 切 片 は RTで 0.01％ 過 酸 化 水 素 、 0.05％ 3,3'-ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン (DAB)中 に て 発 色 さ せ た
。 GFAP-、 MAC-1-お よ び MHCII-特 異 的 抗 体 と の イ ン キ ュ ー ベ ー シ ョ ン の た め の 切 片 は 、 0.6
％ 過 酸 化 水 素 に よ り RTで 前 処 理 し 、 内 因 性 の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を ブ ロ ッ ク し 、 そ し て １ 次
抗 体 と 共 に ４ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ー ベ ー シ ョ ン し た 。 GFAP抗 体 と 反 応 し た 切 片 を 、 RTで １ 時
間 、 TBSで 1:200に 希 釈 し た ウ マ で 作 成 し た ビ オ チ ン 化 抗 -マ ウ ス IgG（ ベ ク タ ー ラ ボ ズ ； Ve
ctastain Elite ABCキ ッ ト ） と 反 応 さ せ た 。 次 い で 切 片 を １ 時 間 、 TBSで 1:1000に 希 釈 し
た ア ビ ジ ン -ビ オ チ ン -ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合 体 （ ベ ク タ ー ラ ボ ラ ト リ ー ズ ； Vectastain E
lite ABCキ ッ ト ） と 反 応 さ せ た 。 １ 次 抗 体 と し て MAC-1ま た は MHCII-特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 と イ ン キ ュ ー ベ ー シ ョ ン し た 切 片 は 、 続 い て RTで １ 時 間 、 TBSで 1:200に 希 釈 し た ウ
サ ギ で 作 成 し た ビ オ チ ン 化 抗 -ラ ッ ト IgGと 反 応 さ せ 、 続 い て １ 時 間 、 TBSで 1:1000に 希 釈
し た ア ビ ジ ン -ビ オ チ ン -ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合 体 と イ ン キ ュ ー ベ ー シ ョ ン し た 。 GFAP-、 M
AC-1-お よ び MHCII-特 異 的 抗 体 と イ ン キ ュ ー ベ ー シ ョ ン し た 切 片 は 、 次 い で RTで 0.05％ DAB
、 0.01％ 過 酸 化 水 素 、 0.04％ 塩 化 ニ ッ ケ ル 、 TBSを 用 い て 、 そ れ ぞ れ ４ お よ び 11分 間 処 理
す る こ と に よ り 視 覚 化 し た 。
【 ０ ３ ３ ５ 】
　 免 疫 標 識 し た 切 片 を ス ラ イ ド ガ ラ ス に 乗 せ （ VWR、 Superfrostス ラ イ ド ） 、 一 晩 風 乾 し
、 Propar(ア ナ テ ッ ク :Anatech） に 浸 し 、 そ し て マ ウ ン テ ィ ン グ 媒 質 と し て Permount（ フ
ィ ッ シ ャ ー ） を 使 用 し て カ バ ー ス リ ッ プ を か ぶ せ た 。
【 ０ ３ ３ ６ 】
　 Ａ β 斑 を カ ウ ン タ ー 染 色 す る た め に 、 GFAP-陽 性 切 片 の サ ブ セ ッ ト を Superfrostス ラ イ
ド に 乗 せ 、 そ し て 免 疫 組 織 化 学 的 処 理 後 に 水 性 １ ％ Thioflavin S(シ グ マ )中 に ７ 分 間 イ ン
キ ュ ー ベ ー シ ョ ン し た 。 切 片 を 次 い で 脱 水 し 、 そ し て Propar中 で 清 浄 化 し 、 そ し て Permou
ntを 用 い て カ バ ー ス リ ッ プ を か ぶ せ た 。
【 ０ ３ ３ ７ 】
　 ８ ． 画 像 分 析
　 ニ コ ン （ Nikon)Microphot-FX 顕 微 鏡 を CCDビ デ オ カ メ ラ お よ び ソ ニ ー (Sony) Trinitron
モ ニ タ ー に 連 結 し た Videometric 150 ImageSystem（ オ ン コ ー ル 社 （ Oncor, Inc.)、 ゲ チ
ス バ ー グ 、 メ リ ー ラ ン ド 州 ） を 、 免 疫 反 応 ス ラ イ ド の 定 量 に 使 用 し た 。 切 片 の 画 像 は ビ デ
オ 緩 衝 器 に 保 存 し 、 そ し て 免 疫 標 識 さ れ た 構 造 に よ り 占 有 さ れ る 総 ピ ク セ ル 領 域 を 選 択 し
、 そ し て 計 算 す る た め に 色 -お よ び 飽 和 -に 基 づ く 閾 値 を 決 定 し た 。 各 切 片 に つ い て 、 海 馬
は 手 で 外 形 を 書 き 、 そ し て 海 馬 に よ り 占 有 さ れ る 総 ピ ク セ ル 領 域 を 算 出 し た 。 パ ー セ ン ト
ア ミ ロ イ ド 負 荷 量 は 以 下 の よ う に 測 定 し た ： （ mAb3D6と 免 疫 反 応 性 の Ａ β 沈 着 物 を 含 む 海
馬 領 域 の 画 分 )× 100。 同 様 に 、 パ ー セ ン ト 神 経 炎 負 荷 量 は 以 下 の よ う に 測 定 し た ： （ モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体  8E5と 反 応 性 の ジ ス ト ロ フ ィ ー 軸 索 を 含 む 海 馬 領 域 の 画 分 )× 100。 Simple
32 ソ フ ト ウ ェ ア  ア プ リ ケ ー シ ョ ン プ ロ グ ラ ム を 操 作 す る C-Imaging System（ コ ン ピ ッ ク
ス 社 （ Compix,Inc)、 ク ラ ン ベ リ ー タ ウ ン シ ッ プ 、 ペ ン シ ル ベ ニ ア 州 ） を ニ コ ン Microphot
-FX顕 微 鏡 に 光 学 カ メ ラ を 介 し て 連 結 し 、 そ し て GFAP-陽 性 星 状 細 胞 お よ び MAC-1-お よ び MH
CII-陽 性 ミ ク ロ グ リ ア に よ り 占 有 さ れ る 夾 板 骨 後 皮 質 の 割 合 を 定 量 す る た め に 使 用 し た 。
免 疫 反 応 し た 切 片 の 画 像 は 、 ビ デ オ 緩 衝 器 に 保 存 し 、 そ し て 免 疫 標 識 し た 細 胞 に よ り 占 有
さ れ る 総 ピ ク セ ル 領 域 を 選 択 し 、 そ し て 算 出 す る た め に モ ノ ク ロ ム に 基 づ く 閾 値 を 決 定 し
た 。 各 切 片 に つ い て 、 夾 板 骨 後 皮 質 (RSC） を 手 で 外 形 を 描 き 、 そ し て RSCに よ り 占 有 さ れ
る 総 ピ ク セ ル 領 域 を 算 出 し た 。 パ ー セ ン ト 星 状 細 胞 増 加 症 は 、 以 下 の よ う に 定 め た ： （ GF
AP-反 応 性 星 状 細 胞 に よ り 占 有 さ れ る RSCの 画 分 ） × 100。 同 様 に 、 パ ー セ ン ト 小 膠 細 胞 症
は 、 以 下 の よ う に 定 め た ： （ MAC-1-ま た は MHCII-反 応 性 ミ ク ロ グ リ ア に よ り 占 有 さ れ る RS
Cの 画 分 ） × 100。 す べ て の 画 像 分 析 に 関 し て 、 背 側 海 馬 の レ ベ ル で ６ つ の 切 片 （ 各 々 が 連
続 す る 240μ mの 間 隔 で 分 か れ て い る ） を 各 動 物 に つ い て 定 量 し た 。 す べ て の 場 合 で 、 動 物
の 処 置 状 況 は 観 察 者 に は 知 ら さ れ て い な い 。
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【 ０ ３ ３ ８ 】
　 前 述 の 発 明 は 理 解 を 明 確 す る 目 的 で 詳 細 に 記 載 し て き た が 、 特 定 の 修 飾 が 前 記 の 特 許 請
求 の 範 囲 内 で 実 施 で き る こ と は 明 ら か で あ る 。 本 明 細 書 に 引 用 し た す べ て の 公 報 お よ び 特
許 明 細 書 は 、 そ れ ぞ れ が 個 別 に 記 載 し て い る も の と 同 じ 程 度 で 、 す べ て の 目 的 の た め に そ
れ ら の 全 部 を 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 編 入 す る 。
【 ０ ３ ３ ９ 】
　 前 述 の 記 載 か ら 、 本 発 明 が 多 く の 用 途 を 提 供 す る こ と が 明 ら か で あ ろ う 。 例 え ば 本 発 明
は 、 ア ミ ロ イ ド 形 成 性 疾 患 の 処 置 、 予 防 ま た は 診 断 に 、 あ る い は 同 じ 用 途 の 薬 剤 ま た は 診
断 用 組 成 物 の 製 造 に お い て 、 上 記 の Ａ β 沈 着 物 に 対 す る 任 意 の 抗 体 の 使 用 を 提 供 す る 。 同
様 に 本 発 明 は 、 ア ミ ロ イ ド 形 成 性 疾 患 の 処 置 ま た は 予 防 に 、 あ る い は 同 じ 用 途 の 薬 剤 の 製
造 に お い て 、 上 記 の Ａ β の 任 意 の エ ピ ト ー プ フ ラ グ メ ン ト の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ３ ４ ０ 】
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【 表 ２ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ３ ４ １ 】
【 図 １ 】 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に Ａ β 1-42を 注 射 し た 後 の 抗 体 力 価 で あ る 。
【 図 ２ 】 海 馬 の ア ミ ロ イ ド 負 荷 量 。 Ａ β -特 異 的 抗 体  3D6と の 反 応 性 に よ り 定 め た ア ミ ロ
イ ド 斑 に 占 有 さ れ た 海 馬 領 域 の 面 積 の 割 合 は 、 免 疫 反 応 し た 脳 切 片 の コ ン ピ ー タ ー に よ る
定 量 的 画 像 分 析 に よ り 決 定 し た 。 個 々 の マ ウ ス に 関 す る 値 は 、 処 置 群 に よ り 分 け て 示 す 。
各 群 の 水 平 線 は 、 分 布 の 中 央 値 を 示 す 。
【 図 ３ 】 海 馬 内 の 神 経 炎 性 ジ ス ト ロ フ ィ ー 。 ヒ ト APP-特 異 的 抗 体  8E5と の 反 応 性 に よ り 定
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め た ジ ス ト ロ フ ィ ー 軸 索 に よ り 占 有 さ れ る 海 馬 領 域 の 面 積 の 割 合 は 、 免 疫 反 応 し た 脳 切 片
の 定 量 的 な コ ン ピ ー タ ー に よ る 画 像 分 析 に よ り 決 定 し た 。 個 々 の マ ウ ス に 関 す る 値 は 、 AN
01792-処 置 群 お よ び PBS-処 置 対 象 群 に つ い て 示 す 。 各 群 の 水 平 線 は 、 分 布 の 中 央 値 を 示 す
。
【 図 ４ 】 夾 板 骨 後 皮 質 の 星 状 細 胞 増 加 症 。 グ リ ア の 原 線 維 性 酸 性 タ ン パ ク 質 （ GFAP)-陽 性
星 状 細 胞 に よ り 占 有 さ れ る 皮 質 領 域 の 面 積 の 割 合 は 、 免 疫 反 応 し た 脳 切 片 の 定 量 的 な コ ン
ピ ー タ ー に よ る 画 像 分 析 に よ り 決 定 し た 。 個 々 の マ ウ ス に 関 す る 値 は 処 置 群 に 分 け て 示 し
、 そ し て 水 平 線 に よ り 示 す 。
【 図 ５ 】 ０ 、 14、 0.4、 1.2、 3.7、 11、 33、 100ま た は 300μ gAN01792を 含 む ８ 種 の 投 与 量
範 囲 で 免 疫 感 作 し た 後 の Ａ β 1-42に 対 す る 幾 何 平 均 抗 体 力 価 。
【 図 ６ 】 AN01792で の 免 疫 感 作 に 対 す る 抗 体 応 答 の 動 力 学 。 力 価 は 各 群 ６ 匹 の 動 物 に 関 す
る 値 の 幾 何 平 均 と し て 表 す 。
【 図 ７ 】 PBS-お よ び AN01792-処 置 マ ウ ス に お け る 皮 質 の ア ミ ロ イ ド 負 荷 量 の 定 量 的 画 像 分
析 。
【 図 ８ 】 PBS-お よ び AN01792-処 置 マ ウ ス に お け る 神 経 炎 病 状 局 面 の 負 荷 量 の 定 量 的 画 像 分
析 。
【 図 ９ 】 PBS-お よ び AN01792-処 置 マ ウ ス に お け る 、 星 状 細 胞 増 加 症 に よ り 占 有 さ れ る 夾 板
骨 後 皮 質 の 割 合 の 定 量 的 画 像 分 析 。
【 図 １ ０ 】 AN01792-処 置 （ 上 パ ネ ル ） お よ び PBS-処 置 （ 下 パ ネ ル ） に 由 来 す る 脾 細 胞 の リ
ン パ 球 増 殖 ア ッ セ イ 。
【 図 １ １ 】 皮 質 中 の 全 Ａ β レ ベ ル 。 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト と 組 み 合 わ せ た Ａ β ま た は AP
P誘 導 体 で 免 疫 感 作 し た マ ウ ス に お け る 各 Ａ β プ ロ フ ィ ー ル の 散 布 プ ロ ッ ト 。
【 図 １ ２ 】 皮 質 中 の ア ミ ロ イ ド 負 荷 量 を 、 Ａ β ペ プ チ ド 結 合 物 1-5、 Ａ β 1-12お よ び Ａ β 1
3-28； 完 全 長 Ａ β の 凝 集 化 AN01792（ Ａ β 1-42） お よ び AN1528（ Ａ β 1-40)で 免 疫 感 作 し た
マ ウ ス お よ び PBS-処 置 対 照 群 に 関 し て 免 疫 反 応 し た 脳 切 片 の 定 量 的 画 像 分 析 に よ り 決 定 し
た 。
【 図 １ ３ 】 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト と 組 み 合 わ せ た Ａ β ま た は APP誘 導 体 で 免 疫 感 作 し た
マ ウ ス 群 に 関 す る Ａ β -特 異 的 抗 体 の 幾 何 平 均 力 価 。
【 図 １ ４ 】 種 々 の ア ジ ュ バ ン ト と 組 み 合 わ せ た AN1792ま た は そ れ ら の パ ル ミ ト イ ル 化 誘 導
体 で 免 疫 感 作 し た モ ル モ ッ ト 群 に 関 す る Ａ β -特 異 的 抗 体 の 幾 何 平 均 力 価 。
【 図 １ ５ Ａ 】 種 々 の ア ジ ュ バ ン ト を 含 む AN1792ま た は AN1528で 処 置 し た 12月 齢 の PDAPPマ
ウ ス の 皮 質 中 の Ａ β レ ベ ル 。
【 図 １ ５ Ｂ 】 種 々 の ア ジ ュ バ ン ト を 含 む AN1792ま た は AN1528で 処 置 し た 12月 齢 の PDAPPマ
ウ ス の 皮 質 中 の Ａ β レ ベ ル 。
【 図 １ ５ Ｃ 】 種 々 の ア ジ ュ バ ン ト を 含 む AN1792ま た は AN1528で 処 置 し た 12月 齢 の PDAPPマ
ウ ス の 皮 質 中 の Ａ β レ ベ ル 。
【 図 １ ５ Ｄ 】 種 々 の ア ジ ュ バ ン ト を 含 む AN1792ま た は AN1528で 処 置 し た 12月 齢 の PDAPPマ
ウ ス の 皮 質 中 の Ａ β レ ベ ル 。
【 図 １ ５ Ｅ 】 種 々 の ア ジ ュ バ ン ト を 含 む AN1792ま た は AN1528で 処 置 し た 12月 齢 の PDAPPマ
ウ ス の 皮 質 中 の Ａ β レ ベ ル 。
【 図 １ ６ 】 Ａ β に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 処 置 し た マ ウ ス の 平 均 力 価 。
【 図 １ ７ 】 Ａ β に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  10D5で 処 置 し た マ ウ ス の 平 均 力 価 。
【 図 １ ８ 】 Ａ β に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  2F12で 処 置 し た マ ウ ス の 平 均 力 価 。
【 図 １ ９ 】 エ ピ ト ー プ マ ッ プ ： 拘 束 さ れ た Ｎ -末 端 応 答 。 カ ニ ク イ ザ ル に 由 来 す る 175日 の
血 清 は 、 完 全 な AN01792配 列 を 網 羅 す る 一 連 の 10-mer重 複 ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ： １ － ４ １
） に 対 し て 、 ELISAに よ り 試 験 し た 。 動 物 番 号 F10920Mは 、 免 疫 感 作 の 抗 原 と し て 使 用 し た
AN1792ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 1-10を 網 羅 す る ペ プ チ ド DAEFRHDSGY（ 配 列 番 号 ： ９ ） に 対 す る
各 々 の Ｎ -末 端 拘 束 応 答 を 示 す 。
【 図 ２ ０ 】 エ ピ ト ー プ マ ッ プ ： 非 -拘 束 Ｎ -末 端 応 答 。 カ ニ ク イ ザ ル に 由 来 す る 175日 の 血
清 は 、 完 全 な AN01792配 列 を 網 羅 す る 一 連 の 10-mer重 複 ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ： １ － ４ １ ）
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に 対 し て 、 ELISAに よ り 試 験 し た 。 動 物 番 号 F10975Fは 、 そ れ ぞ れ の 非 -拘 束 Ｎ -末 端 応 答 を
表 す 。 反 応 性 は AN1792ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 1-10を 網 羅 す る ペ プ チ ド DAEFRHDSGY（ 配 列 番 号
： ９ ） に 対 す る ２ つ の ペ プ チ ド Ｎ -末 端 お よ び １ つ の ペ プ チ ド Ｃ -末 端 に 対 し て 見 ら れ る 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ Ａ 】 【 図 １ ５ Ｂ 】
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【 図 １ ５ Ｃ 】 【 図 １ ５ Ｄ 】

【 図 １ ５ Ｅ 】 【 図 １ ６ 】
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【 図 １ ７ 】 【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ 】 【 図 ２ ０ 】
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