
(57)【要約】
本発明において、タンパク質凝集の疾患に関与するポリペプチドの疾患関連アイソフォー
ムに特異的に結合するハイブリッドポリペプチドが提供される。ハイブリッドポリペプチ
ドはかかる疾患の診断および治療に利用できる。特定の態様において、感染性形態のプリ
オン (PrPS c )に特異的に結合するハイブリッドタンパク質が提供される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 タ ン パ ク 質 凝 集 ま た は コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン の 疾 患 に 関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド か ら の ポ リ ペ
プ チ ド モ チ ー フ で あ っ て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 凝 集 形 態 ま た は 該 ポ リ ペ プ チ ド の 疾 患 関 連 配
座 異 性 体 に 結 合 す る の に 十 分 な 数 の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ ;
お よ び 、
　 該 モ チ ー フ が 由 来 す る ポ リ ペ プ チ ド 以 外 の ポ リ ペ プ チ ド か ら の さ ら な る ア ミ ノ 酸 、
を 含 み 、 結 果 と し て 得 ら れ る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド が 、 ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ の ソ ー
ス で あ る ポ リ ペ プ チ ド の 疾 患 誘 発 性 ま た は 感 染 性 配 座 異 性 体 に 対 し て ポ リ ペ プ チ ド の 良 性
形 態 と 比 較 し て よ り 高 い ア フ ィ ニ テ ィ ー で 結 合 す る 、 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
　 多 量 体 で あ る 請 求 項 1の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
　 さ ら な る ア ミ ノ 酸 が 、 モ チ ー フ 部 分 の N-末 端 に 少 な く と も 約 5ア ミ ノ 酸 お よ び C-末 端 に
少 な く と も 約 5ア ミ ノ 酸 含 む 、 請 求 項 1の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
　 さ ら な る ア ミ ノ 酸 が 、 モ チ ー フ 部 分 の N-末 端 に 少 な く と も 約 15ア ミ ノ 酸 お よ び C-末 端 に
少 な く と も 約 15ア ミ ノ 酸 含 む 、 請 求 項 1の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
　 二 量 体 で あ る 、 請 求 項 1の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
　 三 量 体 で あ る 、 請 求 項 1の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
　 骨 格 ;お よ び
　 タ ン パ ク 質 凝 集 ま た は コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン の 疾 患 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 か ら の ポ リ ペ プ
チ ド モ チ ー フ で あ っ て
　 該 ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ が 標 的 ポ リ ペ プ チ ド の 凝 集 反 応 に 関 与 す る か 、 あ る い は 標 的 ポ
リ ペ プ チ ド の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン 変 化 を 誘 発 ま た は そ れ に 関 与 す る 、 標 的 ポ リ ペ プ チ ド か
ら の 残 基 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ で あ る ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ を 含 み ;
　 骨 格 へ の ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ の 結 合 ま た は 挿 入 に よ っ て 得 ら れ る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ
プ チ ド が 単 量 体 ま た は 多 量 体 単 位 と し て 疾 患 関 連 形 態 の タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 し ;
　 疾 患 が タ ン パ ク 質 凝 集 ま た は コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン の 疾 患 で あ る 、 ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 。
【 請 求 項 ８ 】
　 骨 格 が ア ミ ノ 酸 を 含 む 請 求 項 7の ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 。
【 請 求 項 ９ 】
　 骨 格 ;お よ び 、
　 骨 格 由 来 で は な い ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ を 含 み :
　 該 ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ が 、 タ ン パ ク 質 凝 集 の 疾 患 に 関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド の 凝 集 形 態
に 結 合 す る の に 十 分 な 数 の 、 タ ン パ ク 質 凝 集 の 疾 患 に 関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド か ら の 連 続 す
る ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 み ;
　 ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ が 骨 格 内 に 挿 入 さ れ ;そ し て 、
　 そ の 結 果 得 ら れ る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド が ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ の ソ ー ス で あ る ポ
リ ペ プ チ ド の 疾 患 誘 発 性 ま た は 感 染 性 ア イ ソ フ ォ ー ム に 対 し て ポ リ ペ プ チ ド の 良 性 形 態 と
比 べ て 優 先 的 に 結 合 す る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 7の ハ イ ブ リ ッ ド 分 子
。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 良 性 の ア イ ソ フ ォ ー ム と 比 較 し て 少 な く と も 10倍 高 い ア フ ィ ニ テ ィ ー に て タ ン パ ク 質 の
疾 患 関 連 ア イ ソ フ ォ ー ム に 結 合 す る 、 請 求 項 1ま た は 請 求 項 9の ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド
。
【 請 求 項 １ １ 】
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　 良 性 の ア イ ソ フ ォ ー ム と 比 較 し て 少 な く と も 100倍 高 い ア フ ィ ニ テ ィ ー に て タ ン パ ク 質
の 疾 患 関 連 ア イ ソ フ ォ ー ム に 結 合 す る 、 請 求 項 1ま た は 請 求 項 9の ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ
ド 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 疾 患 が ア ミ ロ イ ド 疾 患 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1ま た は 請 求 項 9の ポ リ ペ プ チ
ド 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 疾 患 が 、 ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ヤ コ ブ 病 、 ス ク レ イ ピ ー お よ び ウ シ 海 綿 状 脳 症 、 ア ル ツ ハ イ
マ ー 病 、 II型 糖 尿 病 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ア ミ ロ イ ド 症 、 慢 性 炎 症 性 疾 患 を
伴 う 反 応 性 ア ミ ロ イ ド 症 、 変 異 体 ト ラ ン ス サ イ レ チ ン 遺 伝 子 の 常 染 色 体 優 性 遺 伝 を 伴 う 遺
伝 性 全 身 性 ア ミ ロ イ ド 症 、 ALS、 ピ ッ ク 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 前 頭 側 頭 骨 痴 呆 、 II型 糖 尿
病 、 多 発 性 骨 髄 腫 、 形 質 細 胞 悪 液 質 、 家 族 性 ア ミ ロ イ ド 神 経 障 害 、 甲 状 腺 髄 様 癌 ;慢 性 腎
不 全 、 う っ 血 性 心 不 全 、 老 人 性 心 臓 お よ び 全 身 性 ア ミ ロ イ ド 症 、 慢 性 炎 症 、 ア テ ロ ー ム 性
動 脈 硬 化 症 お よ び 家 族 性 ア ミ ロ イ ド 症 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 1ま た は 請 求 項 9の
ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 骨 格 が IgG、 IgM、 IgA、 IgDま た は IgE 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら の 定 常 領 域 を 含 む 請 求 項 7の
ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 骨 格 が 、 Fab、 お よ び F(ab) 2 ま た は 一 本 鎖 Fvで あ る 請 求 項 7の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 骨 格 が 免 疫 グ ロ ブ リ ン で あ る 請 求 項 7の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ が 、 APP、 Aβ 、 α 1-抗 キ モ ト リ プ シ ン 、 タ ウ (tau)、 非 -Aβ 成 分
、 プ レ セ ニ リ ン 1、 プ レ セ ニ リ ン 2、 apoE、 ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ (SOD)お よ び 神
経 フ ィ ラ メ ン ト 、 ピ ッ ク 体 、 α -シ ヌ ク レ イ ン 、 原 繊 維 に お け る タ ウ (tau)、 ア ミ リ ン 、 Ig
GL-鎖 、 ト ラ ン ス サ イ レ チ ン 、 プ ロ カ ル シ ト ニ ン 、 β 2 -ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 、 心 房 性 ナ ト リ
ウ ム 利 尿 因 子 、 血 清 ア ミ ロ イ ド A、 ApoAI、 ゲ ル ソ リ ン 、 ハ ン チ ン ト ン タ ン パ ク 質 か ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 全 部 ま た は 一 部 を 含 む 、 請 求 項 1-9、 15お よ び 16の い ず
れ か の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 疾 患 関 連 タ ン パ ク 質 が プ リ オ ン タ ン パ ク 質 で あ る 請 求 項 1-9、 15お よ び 16の い ず れ か の
ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 タ ン パ ク 質 が 、 ヒ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 シ カ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 オ オ ジ カ 、
ク ド ゥ 、 ウ マ 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ラ ク ダ お よ び ブ タ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 動 物 か ら の プ リ
オ ン で あ る 、 請 求 項 18の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 疾 患 が 遺 伝 的 疾 患 で あ り 、 タ ン パ ク 質 が プ リ オ ン を コ ー ド す る ア レ ル の 突 然 変 異 体 形 態
に よ っ て コ ー ド さ れ る プ リ オ ン で あ る 、 請 求 項 19の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 骨 格 が ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ を 提 示 す る の に 十 分 な 、 抗 体 、 酵 素 、 色 素 生 産 性 タ ン パ ク
質 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 お よ び そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る タ ン パ ク 質 の
全 部 ま た は 十 分 な 部 分 で あ っ て 、 そ れ に よ っ て モ チ ー フ の 優 先 的 ま た は 特 異 的 結 合 が 保 持
さ れ る 請 求 項 7ま た は 請 求 項 9の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 骨 格 が 酵 素 、 抗 体 ま た は 蛍 光 ま た は 色 素 生 産 性 ポ リ ペ プ チ ド の 全 部 ま た は 一 部 を 含 む 請
求 項 21の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 骨 格 が 抗 体 の 全 部 ま た は 一 部 を 含 む 請 求 項 21の ポ リ ペ プ チ ド 。
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【 請 求 項 ２ ４ 】
　 PrP c 形 態 の プ リ オ ン か ら の 少 な く と も 1つ の α ヘ リ ッ ク ス を 含 む 残 基 を 含 む 請 求 項 18の
ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 感 染 性 形 態 の プ リ オ ン タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 単 離 さ れ た 実 質 的 に 純 粋 な ポ リ ペ
プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 良 性 の ア イ ソ フ ォ ー ム と 比 べ て 少 な く と も 10-倍 高 い ア フ ィ ニ テ ィ ー に て ポ リ ペ プ チ ド
の 疾 患 関 連 ア イ ソ フ ォ ー ム に 結 合 す る 請 求 項 1、 請 求 項 7ま た は 請 求 項 9の い ず れ か の ポ リ
ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 少 な く と も 10 8  l/molの ア フ ィ ニ テ ィ ー に て 結 合 す る 請 求 項 25の ポ リ ペ
プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ が 、 そ の ネ イ テ ィ ブ な 非 感 染 性 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン に 存 在 す る 、
少 な く と も 5、 10、 15、 20、 25、 30、 35、 40、 45、 50、 55、 60、 65、 70、 75、 80、 85、 90
、 95、 100 残 基 か ら 全 長 の プ リ オ ン ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 請 求 項 1、 請 求 項 7ま た は 請 求 項 9
の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 シ リ ア ン ハ ム ス タ ー プ リ オ ン ポ リ ペ プ チ ド の 残 基 87-169に 対 応 す る PrPの 部 分 か ら の 残
基 を 含 む 請 求 項 25の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 プ リ オ ン ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も 残 基 121-131、 121-141、 121-136、 121-144、 121-15
8、 87-112、 87-118、 87-130、 126-158、 131-158、 136-158ま た は 141-158を 含 む 請 求 項 25
の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の プ リ オ ン 部 分 が 実 質 的 に 残 基  121-131、 121-141、 121-136、 121-144、 1
21-158、 87-112、 87-118、 87-130、 126-158、 131-158、 136-158、 141-158か ら な る 請 求 項
30の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 プ リ オ ン ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も 残 基 136-158、 89-105、 89-112ま た は 95-112を 含 む
請 求 項 25の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の プ リ オ ン 部 分 が 実 質 的 に プ リ オ ン ポ リ ペ プ チ ド の 残 基 136-158、 89-105
、 89-112ま た は 95-112か ら な る 請 求 項 30の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 PrP c 形 態 の プ リ オ ン か ら の 少 な く と も 1つ の α ヘ リ ッ ク ス を 含 む 残 基 を 含 む 請 求 項 25の
ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 抗 体 b12ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 含 み 、 プ リ オ ン の 残 基 121-158ま た は そ の 結 合 部 分 が
配 列 番 号 4の 残 基 119-131の 代 わ り に 挿 入 さ れ て い る 請 求 項 1、 請 求 項 7ま た は 請 求 項 9の ポ
リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 抗 体 b12ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 含 み 、 プ リ オ ン の 残 基 87-112ま た は そ の 結 合 部 分 が
配 列 番 号 4の 残 基 119-131の 代 わ り に 挿 入 さ れ て い る 請 求 項 1、 請 求 項 7ま た は 請 求 項 9の ポ
リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 抗 体 b12の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 を 含 み 、 重 鎖 が 配 列 番 号 4の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 軽 鎖 が 配 列
番 号 2の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 35の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ８ 】

10

20

30

40

50

(4) JP 2005-522197 A 2005.7.28



　 プ リ オ ン ポ リ ペ プ チ ド の 残 基 119-158の 領 域 か ら の 少 な く と も 5、 10、 15、 20、 25、 30、
35の 連 続 す る 残 基 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て :
　 該 領 域 か ら の 残 基 が ポ リ ペ プ チ ド に お け る プ リ オ ン 由 来 の 残 基 の み で あ り 、
　 残 基 が プ リ オ ン 配 列 と シ リ ア ン ハ ム ス タ ー プ リ オ ン 配 列 と の ア ラ イ ン メ ン ト に よ り 、 配
列 番 号 5に 示 す シ リ ア ン ハ ム ス タ ー の 残 基 119-158に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 プ リ オ ン が ヒ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 シ カ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 オ オ ジ カ 、 ク ド
ゥ 、 ウ マ 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ラ ク ダ お よ び ブ タ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 動 物 プ リ オ ン で あ る
請 求 項 1ま た は 請 求 項 38の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 由 来 で は な い ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド 免 疫 グ ロ ブ
リ ン ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て :
　 ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ が 凝 集 形 態 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る の に 十 分 な 数 の タ ン パ ク 質
凝 集 の 疾 患 に 関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド か ら の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 み ;
　 ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ が 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 第 3相 補 性 決 定 領 域 (CDR)内 に 挿 入 さ れ ;
そ し て 、 そ の 結 果 得 ら れ る ハ イ ブ リ ッ ド 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 が ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ の ソ
ー ス で あ る ポ リ ペ プ チ ド の 疾 患 誘 発 性 ま た は 感 染 性 ア イ ソ フ ォ ー ム に 、 ポ リ ペ プ チ ド の 良
性 形 態 よ り も 優 先 的 に 結 合 す る 、 ハ イ ブ リ ッ ド 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 タ ン パ ク 質 凝 集 の 疾 患 に 関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド か ら の 少 な く と も 10、 15、 20、 25、 30、
35、 45、 50、 55、 60、 65、 70、 75、 80、 85、 90、 95、 100ま た は そ れ 以 上 の 連 続 す る ア ミ
ノ 酸 残 基 を 含 む 請 求 項 40の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 疾 患 が ア ミ ロ イ ド 疾 患 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 40の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 タ ン パ ク 質 凝 集 の 疾 患 に 関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド が プ リ オ ン で あ る 請 求 項 40の ポ リ ペ プ チ
ド 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 疾 患 が 、 ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ヤ コ ブ 病 、 ス ク レ イ ピ ー お よ び ウ シ 海 綿 状 脳 症 、 ア ル ツ ハ イ
マ ー 病 、 II型 糖 尿 病 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ア ミ ロ イ ド 症 、 慢 性 炎 症 性 疾 患 を
伴 う 反 応 性 ア ミ ロ イ ド 症 、 変 異 体 ト ラ ン ス サ イ レ チ ン 遺 伝 子 の 常 染 色 体 優 性 遺 伝 を 伴 う 遺
伝 性 全 身 性 ア ミ ロ イ ド 症 、 ALS、 ピ ッ ク 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 前 頭 側 頭 骨 痴 呆 、 II型 糖 尿
病 、 多 発 性 骨 髄 腫 、 形 質 細 胞 悪 液 質 、 家 族 性 ア ミ ロ イ ド 神 経 障 害 、 甲 状 腺 髄 様 癌 ;慢 性 腎
不 全 、 う っ 血 性 心 不 全 、 老 人 性 心 臓 お よ び 全 身 性 ア ミ ロ イ ド 症 、 慢 性 炎 症 、 ア テ ロ ー ム 性
動 脈 硬 化 症 お よ び 家 族 性 ア ミ ロ イ ド 症 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 41の ポ リ ペ プ チ ド
。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ が 、 APP、 Aβ 、 α 1-抗 キ モ ト リ プ シ ン 、 タ ウ （ tau） 、 非 -Aβ 成
分 、 プ レ セ ニ リ ン 1、 プ レ セ ニ リ ン 2、 apoE、 ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ (SOD)お よ び
神 経 フ ィ ラ メ ン ト 、 ピ ッ ク 体 、 α -シ ヌ ク レ イ ン 、 原 繊 維 に お け る タ ウ （ tau） 、 ア ミ リ ン
、 IgGL-鎖 、 ト ラ ン ス サ イ レ チ ン 、 プ ロ カ ル シ ト ニ ン 、 β 2 -ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 、 心 房 性 ナ
ト リ ウ ム 利 尿 因 子 、 血 清 ア ミ ロ イ ド A、 ApoAI、 ゲ ル ソ リ ン 、 ハ ン チ ン ト ン タ ン パ ク 質 か ら
な る 群 か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 全 部 ま た は 一 部 を 含 む 請 求 項 40の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 良 性 の ア イ ソ フ ォ ー ム と 比 較 し て タ ン パ ク 質 の 疾 患 関 連 ア イ ソ フ ォ ー ム に 対 し て 少 な く
と も 10-倍 高 い ア フ ィ ニ テ ィ ー に て 結 合 す る 請 求 項 40の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 良 性 の ア イ ソ フ ォ ー ム と 比 較 し て タ ン パ ク 質 の 疾 患 関 連 ア イ ソ フ ォ ー ム に 対 し て 少 な く
と も 100-倍 高 い ア フ ィ ニ テ ィ ー に て 結 合 す る 請 求 項 40の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
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　 モ チ ー フ が プ リ オ ン ポ リ ペ プ チ ド 由 来 で あ っ て 、 プ リ オ ン が ヒ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 マ ウ ス
、 ラ ッ ト 、 シ カ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 オ オ ジ カ 、 ク ド ゥ 、 ウ マ 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ラ ク ダ お よ び ブ
タ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 動 物 プ リ オ ン で あ る 請 求 項 40の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 請 求 項 1、 請 求 項 7、 請 求 項 9お よ び 請 求 項 40の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核
酸 分 子 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 請 求 項 49の 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 発 現 ベ ク タ ー で あ る 請 求 項 50の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 真 核 ベ ク タ ー で あ る 請 求 項 50の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 作 動 可 能 に リ ン ク し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 分 泌 を 促 す ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 50の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 哺 乳 類 ベ ク タ ー 、 酵 母 ベ ク タ ー ま た は 細 菌 ベ ク タ ー で あ る 請 求 項 50の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ピ チ ア ベ ク タ ー ま た は 大 腸 菌 ベ ク タ ー で あ る 請 求 項 41の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 請 求 項 50の ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 原 核 細 胞 で あ る 請 求 項 56の 細 胞 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 真 核 細 胞 で あ る 請 求 項 56の 細 胞 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 細 菌 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 植 物 細 胞 、 昆 虫 細 胞 お よ び 動 物 細 胞 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 56の 細
胞 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 哺 乳 類 細 胞 で あ る 請 求 項 58の 細 胞 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む タ ン パ ク 質 凝 集 の 疾 患 に 関 連 す る ア イ ソ フ ォ ー ム の ポ リ ペ プ チ ド の 検
出 方 法 :
　 該 ア イ ソ フ ォ ー ム を 含 む と 考 え ら れ る サ ン プ ル と 請 求 項 1、 7、 9お よ び 40の い ず れ か の
ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド と を 接 触 さ せ る 工 程 ;お よ び 、
　 ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を 検 出 し 、 そ れ に よ っ て 疾 患 に 関 連 す る ア イ ソ フ ォ ー ム の ポ リ ペ プ
チ ド を 検 出 す る 工 程 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド が 検 出 可 能 に 標 識 さ れ て い る 請 求 項 61の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む PrP S c 形 態 の プ リ オ ン ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 方 法 :
　 感 染 性 ア イ ソ フ ォ ー ム の プ リ オ ン ポ リ ペ プ チ ド を 含 む と 考 え ら れ る サ ン プ ル と 、 PrP c 形
態 の プ リ オ ン ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 部 分 を 含 み 、 感 染 性 形 態 に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド と
を 接 触 さ せ る 工 程 ;お よ び 、
　 サ ン プ ル 中 の PrP S c に 対 す る 結 合 を 検 出 す る 工 程 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 サ ン プ ル が 体 液 、 組 織 ま た は 器 官 で あ る 請 求 項 63の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 感 染 性 ア イ ソ フ ォ ー ム の プ リ オ ン ポ リ ペ プ チ ド を 含 む と 考 え ら れ る サ ン プ ル と 、 PrP c 形
態 の プ リ オ ン ポ リ ペ プ チ ド の 全 て ま た は 少 な く と も 約 20、 25、 30、 35、 45、 50、 55、 60、
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65、 70、 75、 80、 85、 90、 95、 100ま た は そ れ 以 上 の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 残 基 か ら 実 質 的 に
な る ポ リ ペ プ チ ド と を 接 触 さ せ る 請 求 項 63の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 プ リ オ ン が ヒ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 シ カ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 オ オ ジ カ 、 ク ド
ゥ 、 ウ マ 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ラ ク ダ お よ び ブ タ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 動 物 プ リ オ ン で あ る
請 求 項 63の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む PrP S c 形 態 の プ リ オ ン ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 方 法 :
　 プ リ オ ン ポ リ ペ プ チ ド を 含 む サ ン プ ル を 請 求 項 1、 7、 9お よ び 40の い ず れ か の ポ リ ペ プ
チ ド と 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び 、
　 サ ン プ ル に お け る PrP S c へ の 結 合 を 検 出 し 、 そ れ に よ っ て PrP S c の 存 在 を 検 出 す る 工 程 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 サ ン プ ル が 体 液 、 組 織 ま た は 器 官 で あ る 請 求 項 67の 方 法
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 体 液 が 血 液 、 尿 、 汗 、 唾 液 、 脳 脊 髄 液 、 精 子 サ ン プ ル 、 血 清 、 血 漿 お よ び 滑 液 か ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 69の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 体 液 が 血 液 、 尿 、 汗 、 唾 液 、 脳 脊 髄 液 、 精 子 サ ン プ ル 、 血 清 、 血 漿 お よ び 滑 液 か ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 63の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 サ ン プ ル と 接 触 さ せ る ポ リ ペ プ チ ド が 以 下 を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド で あ る 請 求
項 67の 方 法 :
　 骨 格 ;お よ び 、
　 骨 格 由 来 で は な い ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ :
　 こ こ で 、 ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ は 凝 集 形 態 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る の に 十 分 な 数 の 、
タ ン パ ク 質 凝 集 の 疾 患 に 関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド か ら の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 み ;
　 ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ が 骨 格 に 挿 入 さ れ ;そ し て 、
　 そ の 結 果 得 ら れ る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド が ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ の ソ ー ス で あ る ポ
リ ペ プ チ ド の 疾 患 誘 発 性 ま た は 感 染 性 ア イ ソ フ ォ ー ム に 対 し て 、 良 性 の 形 態 の ポ リ ペ プ チ
ド よ り も 優 先 的 に 結 合 す る 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 サ ン プ ル に 接 触 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 以 下 を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド で あ る 請 求
項 67の 方 法 :
　 骨 格 ;お よ び 、
　 骨 格 由 来 で は な い ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ :
　 こ こ で ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ は 凝 集 形 態 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る の に 十 分 な 数 の 、 タ
ン パ ク 質 凝 集 の 疾 患 に 関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド か ら の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 み ;
　 ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ が 骨 格 に 挿 入 さ れ ;
　 そ の 結 果 得 ら れ る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド が ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ の ソ ー ス で あ る ポ
リ ペ プ チ ド の 疾 患 誘 発 性 ま た は 感 染 性 ア イ ソ フ ォ ー ム に 対 し て 、 良 性 の 形 態 の ポ リ ペ プ チ
ド よ り も 優 先 的 に 結 合 し ； そ し て
　 タ ン パ ク 質 凝 集 の 疾 患 に 関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド が プ リ オ ン で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 骨 格 が 酵 素 、 抗 体 ま た は 蛍 光 ま た は 色 素 生 産 性 分 子 の 全 部 ま た は 一 部 を 含 む 請 求 項 71ま
た は 72の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む サ ン プ ル 中 の 標 的 ポ リ ペ プ チ ド の ア イ ソ フ ォ ー ム の 検 出 方 法 :
　 a)標 的 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む と 考 え ら れ る サ ン プ ル と 、 単 量 体 ま た は 二 量 体 と し て そ れ に
特 異 的 に 結 合 す る 試 薬 を 接 触 さ せ る 工 程 :
　 こ こ で 標 的 ポ リ ペ プ チ ド は そ の 凝 集 体 を 形 成 す る コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン で あ る ;
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　 試 薬 は 骨 格 お よ び そ れ に 挿 入 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ
チ ド で あ る ;
　 ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ は 標 的 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る ;お よ び 、
　 b)そ の 結 果 得 ら れ る 標 的 ポ リ ペ プ チ ド と 試 薬 と の 複 合 体 を 検 出 す る 工 程 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 サ ン プ ル が 生 物 サ ン プ ル で あ る 請 求 項 74の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 サ ン プ ル が 体 液 、 組 織 ま た は 器 官 で あ る 請 求 項 75の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 サ ン プ ル が 血 液 ま た は 血 液 由 来 組 成 物 で あ る 請 求 項 75の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 サ ン プ ル が 組 織 ま た は 器 官 あ る い は そ れ ら 由 来 で あ る 請 求 項 75の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 サ ン プ ル が 薬 物 ま た は そ の 他 の 組 織 ま た は 器 官 か ら 調 製 さ れ た 生 理 活 性 分 子 あ る い は 食
品 で あ る 請 求 項 74の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 薬 物 ま た は 生 理 活 性 分 子 が ホ ル モ ン ま た は 成 長 因 子 で あ る 請 求 項 79の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 標 的 ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 が タ ン パ ク 質 凝 集 を 伴 う 疾 患 を 示 す 請 求 項 74の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 疾 患 が ア ミ ロ イ ド 疾 患 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 81の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 疾 患 が ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ヤ コ ブ 病 、 ス ク レ イ ピ ー お よ び ウ シ 海 綿 状 脳 症 、 ア ル ツ ハ イ マ
ー 病 、 II型 糖 尿 病 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ア ミ ロ イ ド 症 、 慢 性 炎 症 性 疾 患 を 伴
う 反 応 性 ア ミ ロ イ ド 症 、 変 異 体 ト ラ ン ス サ イ レ チ ン 遺 伝 子 の 常 染 色 体 優 性 遺 伝 を 伴 う 遺 伝
性 全 身 性 ア ミ ロ イ ド 症 、 ALS、 ピ ッ ク 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 前 頭 側 頭 骨 痴 呆 、 II型 糖 尿 病
、 多 発 性 骨 髄 腫 、 形 質 細 胞 悪 液 質 、 家 族 性 ア ミ ロ イ ド 神 経 障 害 、 甲 状 腺 髄 様 癌 ;慢 性 腎 不
全 、 う っ 血 性 心 不 全 、 老 人 性 心 臓 お よ び 全 身 性 ア ミ ロ イ ド 症 、 慢 性 炎 症 、 ア テ ロ ー ム 性 動
脈 硬 化 症 お よ び 家 族 性 ア ミ ロ イ ド 症 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 81の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 ア ッ セ イ が 同 種 ア ッ セ イ で あ る 請 求 項 74の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 試 薬 ま た は ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド が さ ら に 第 2の 結 合 部 位 を 含 み 、 方 法 が 固 体 支 持
体 上 で の 試 薬 と 標 的 ポ リ ペ プ チ ド と の 間 に 形 成 さ れ る 複 合 体 を 捕 捉 し て 検 出 を 行 う も の で
あ る 、 請 求 項 84の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 ア ッ セ イ が 異 種 ア ッ セ イ で あ る 請 求 項 84の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 試 薬 ま た は ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド が 固 体 支 持 体 に 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 結 合 し て い
る 請 求 項 86の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む サ ン プ ル 中 の PrP S c を 検 出 す る 方 法 :
　 ネ イ テ ィ ブ な PrP S c を 含 む と 考 え ら れ る サ ン プ ル と 、 単 量 体 ま た は 二 量 体 と し て ネ イ テ
ィ ブ な PrP S c に イ ン サ イ チ ュ で 特 異 的 に 結 合 す る 試 薬 と を 接 触 さ せ る 工 程 ;お よ び 、
　 そ の 結 果 得 ら れ る 複 合 体 を 検 出 す る 工 程 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 試 薬 が PrP S c に 特 異 的 に 結 合 す る の に 十 分 な PrPの 部 分 を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド
で あ る 請 求 項 88の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 試 薬 が 以 下 を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 請 求 項 89の 方 法 :
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　 骨 格 ;お よ び 、
　 単 量 体 ま た は 二 量 体 単 位 と し て 疾 患 関 連 形 態 の タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る ポ リ ペ プ
チ ド モ チ ー フ 、
こ こ で 、 疾 患 が タ ン パ ク 質 凝 集 の 疾 患 で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 骨 格 が 酵 素 、 色 素 生 産 性 タ ン パ ク 質 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 、 抗 体 お よ び 抗 体 フ ラ グ メ ン ト か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 90の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ が 少 な く と も 5、 10、 15、 20、 25、 30、 35、 40、 45ま た は 50ア ミ
ノ 酸 を 含 む 請 求 項 91の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ が 骨 格 の 1以 上 の ア ミ ノ 酸 の 代 わ り に 挿 入 さ れ て い る 請 求 項 91の
方 法 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 請 求 項 1、 7、 9お よ び 40の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド の 複 数 を 含 む 固 体 支 持 体 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む タ ン パ ク 質 凝 集 の 疾 患 に 関 連 す る タ ン パ ク 質 配 座 異 性 体 を 含 む 細 胞 の
検 出 方 法 :
　 動 物 ま た は 組 織 か ら の 細 胞 を 請 求 項 7ま た は 請 求 項 9の ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド と 接 触
さ せ る 工 程 、 こ こ で ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド は 検 出 可 能 に 標 識 さ れ て い る か 、 検 出 可 能
な 骨 格 を 含 む ;お よ び 、
　 標 識 さ れ た 細 胞 を 検 出 す る 工 程 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
　 標 識 が 蛍 光 標 識 で あ る 請 求 項 95の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
　 検 出 を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー ま た は ス キ ャ ニ ン グ サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 行 う 請 求 項 96
の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
　 細 胞 を 複 数 の 異 な る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 請 求 項 95の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド が 標 的 ポ リ ペ プ チ ド 上 の 異 な る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 請 求 項
98の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド が 検 出 可 能 な 骨 格 を 含 む 請 求 項 95の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
　 検 出 可 能 な 骨 格 が 発 光 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 発 光 部 分 を 含 む 請 求 項 100の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
　 発 光 タ ン パ ク 質 が 蛍 光 タ ン パ ク 質 (FP)で あ る 請 求 項 101の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
　 FPが 異 な る 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 、 緑 色 FP、 赤 色 FP、 青 色 FPお よ び そ れ ら の 変 異 体 か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 102の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
　 細 胞 が プ リ オ ン 感 染 細 胞 で あ る 請 求 項 95の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】
　 疾 患 が ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ヤ コ ブ 病 、 ス ク レ イ ピ ー お よ び ウ シ 海 綿 状 脳 症 、 ア ル ツ ハ イ マ
ー 病 、 II型 糖 尿 病 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ア ミ ロ イ ド 症 、 慢 性 炎 症 性 疾 患 を 伴
う 反 応 性 ア ミ ロ イ ド 症 、 変 異 体 ト ラ ン ス サ イ レ チ ン 遺 伝 子 の 常 染 色 体 優 性 遺 伝 を 伴 う 遺 伝
性 全 身 性 ア ミ ロ イ ド 症 、 ALS、 ピ ッ ク 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 前 頭 側 頭 骨 痴 呆 、 II型 糖 尿 病
、 多 発 性 骨 髄 腫 、 形 質 細 胞 悪 液 質 、 家 族 性 ア ミ ロ イ ド 神 経 障 害 、 甲 状 腺 髄 様 癌 ;慢 性 腎 不
全 、 う っ 血 性 心 不 全 、 老 人 性 心 臓 お よ び 全 身 性 ア ミ ロ イ ド 症 、 慢 性 炎 症 、 ア テ ロ ー ム 性 動

10

20

30

40

50

(9) JP 2005-522197 A 2005.7.28



脈 硬 化 症 お よ び 家 族 性 ア ミ ロ イ ド 症 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 95の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む タ ン パ ク 質 凝 集 ま た は コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン の 疾 患 に 関 与 す る タ ン パ ク
質 の 1つ の 配 座 異 性 体 に 特 異 的 に 相 互 作 用 す る ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 の 調 製 方 法 :
　 疾 患 関 連 配 座 異 性 体 と 良 性 形 態 の 配 座 異 性 体 と の 相 互 作 用 ま た は 凝 集 反 応 に 関 与 す る 疾
患 関 連 配 座 異 性 体 の 部 分 を 同 定 す る 工 程 ;お よ び 、
　 同 定 さ れ た 部 分 の 全 部 ま た は 一 部 を 骨 格 に 挿 入 す る 工 程 、 こ こ で 、 そ の 結 果 得 ら れ る ハ
イ ブ リ ッ ド 分 子 は タ ン パ ク 質 凝 集 ま た は コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン の 疾 患 に 関 与 す る タ ン パ ク 質
の 1つ の 配 座 異 性 体 に 対 し て 良 性 の 配 座 異 性 体 に 比 べ て 高 い ア フ ィ ニ テ ィ ー で 相 互 作 用 す
る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ７ 】
　 感 染 性 形 態 の プ リ オ ン タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 -イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ ８ 】
　 Fab D13ま た は Fab D18あ る い は 骨 格 に 挿 入 さ れ た 細 胞 の プ リ オ ン ポ リ ペ プ チ ド の 複 製 イ
ン タ ー フ ェ イ ス か ら の モ チ ー フ を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 免 疫 す る こ と に
よ っ て 得 ら れ る 請 求 項 107の 抗 -イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 助 成 金
　 本 出 願 に お い て 提 供 す る 対 象 は 、 国 立 衛 生 研 究 所 に よ っ て 助 成 金 番 号 HL63817の 下 で 政
府 の 援 助 を 受 け た も の で あ る 。 政 府 は か か る 対 象 に つ い て 一 定 の 権 利 を 有 し う る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 関 連 出 願
　 2002年 4月 19日 出 願 の 、 R. Anthony Williamson、 Dennis R. Burton お よ び  Gianluca M
oronciniの 、 米 国 仮 出 願 第 60/371,610号 「 細 胞 の プ リ オ ン ポ リ ペ プ チ ド の 複 製 イ ン タ ー フ
ェ イ ス を 含 有 し 、 そ の 他 の タ ン パ ク 質 凝 集 疾 患 か ら の モ チ ー フ ・ グ ラ フ ト さ れ た ハ イ ブ リ
ッ ド ポ リ ペ プ チ お よ び そ の 使 用 （ MOTIF-GRANTED HYBRID POLYPEPTIDES CONTAINING THE R
EPLICATIVE INTERFACE OF CELLULAR PRION POLYPEPTIDE AND FROM OTHER DISEASES OF PR
OTEIN AGGREGATION AND USES THEREOF」 か ら の 優 先 権 を 主 張 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 本 出 願 に お け る 主 題 は 、 本 出 願 と 同 日 出 願 の 国 際 PCT出 願 (整 理 番 号 22908-1229PC)、 「
細 胞 の プ リ オ ン ポ リ ペ プ チ ド の 複 製 イ ン タ ー フ ェ イ ス を 含 有 し 、 そ の 他 の タ ン パ ク 質 コ ン
フ ォ メ ー シ ョ ン 疾 患 か ら の モ チ ー フ を 含 む モ チ ー フ ・ グ ラ フ ト さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ
プ チ お よ び そ の 使 用 （ MOTIF-GRANTED HYBRID POLYPEPTIDES CONTAINING THE REPLICATIVE
 INTERFACE OF CELLULAR POLYPEPTIDE AND MOTIFS FROM OTHER DISEASES OF PROTEIN CON
FORMATION AND USES THEREOF） 」 の 主 題 に 関 す る 。 こ れ ら 出 願 の そ れ ぞ れ の 主 題 を 引 用 に
よ り そ の 全 体 を 本 出 願 に 含 め る 。 許 容 さ れ る 場 合 、 こ れ ら 出 願 の そ れ ぞ れ の 主 題 を 引 用 に
よ り そ の 全 体 を 本 出 願 に 含 め る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 感 染 性 海 綿 状 脳 症 、 例 え ば ヒ ト の ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ヤ コ ブ 病 (CJD)お よ び ウ シ 海 綿 状 脳
症 (BSE;狂 牛 病 と し て も 知 ら れ る )お よ び 動 物 の ス ク レ イ ピ ー は 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ヒ ト お よ
び そ の 他 の 動 物 の 密 接 に 関 連 し た 痴 呆 疾 患 で あ る 。 ウ シ 海 綿 状 脳 症  (BSE)、 ヒ ツ ジ の ス ク
レ イ ピ ー 、 ヒ ト の ク ル お よ び ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ヤ コ ブ 病 (CJD)は 、 感 染 性 海 綿 状 脳 症 (TSE)
と 称 さ れ る 神 経 変 性 障 害 の 一 群 の わ ず か な 例 に す ぎ な い ;そ れ ら は 運 動 制 御 の 欠 陥 、 痴 呆
、 麻 痺 、 失 明 、 萎 縮 病 そ し て 最 終 的 に 死 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 。 こ れ ら の 疾 患 は 、 遺 伝
性 の 場 合 も 孤 発 性 の 場 合 も あ る 。 TSEに か か る 危 険 性 は ヒ ト に つ い て は 、 BSEに 感 染 し た ウ
シ 由 来 の 食 品 を 介 す る 。 別 の 感 染 危 険 性 は TSE に 感 染 し た ド ナ ー か ら の ヒ ト 血 液 お よ び 血
液 製 剤 を 介 す る 感 染 で あ る 可 能 性 が あ る 。 シ カ お よ び オ オ ジ カ の こ の フ ァ ミ リ ー の ほ と ん
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ど 致 命 的 な 神 経 変 性 疾 患 お よ び 慢 性 萎 縮 病 疾 患  (CWD) は プ リ オ ン に よ っ て 引 き 起 こ さ れ
る (Prusiner et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 95:13363-13383)。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 は ヒ ト か ら 魚 ま で の す べ て の 脊 椎 動 物 の ゲ ノ ム に 通 常 み ら れ る 遺 伝
子 の 産 物 に 対 応 す る 。 該 遺 伝 子 は 典 型 的 に は 、 257ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 約 771ヌ ク レ オ チ
ド に よ っ て コ ー ド さ れ る 。 そ れ は す べ て で は な い が 、 多 く は 、 動 物 の 組 織 に お い て 、 常 に
細 胞 膜 表 面 の 外 側 に 発 現 す る 。 89種 を 超 え る 種 か ら の 遺 伝 子 が 配 列 決 定 さ れ て い る :挿 入
お よ び 欠 失 お よ び そ の 他 の 変 化 を と も な う も の を 含 む 突 然 変 異 も 同 定 さ れ 、 配 列 決 定 さ れ
て い る 。 PrP関 連 核 酸 は 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 線 虫 で あ る シ ノ ラ ブ デ ィ ス ・ エ レ ガ ン ス お
よ び 酵 母 な ど の 生 物 に お い て 検 出 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 前 駆 体 (PrPま た は PrP c ) は 正 常 な プ リ オ ン タ ン パ ク 質 の 細 胞 の ア イ
ソ フ ォ ー ム で あ る 。 感 染 性 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 は PrP S c と 称 さ れ 、 正 常 プ リ オ ン タ ン パ ク
質 は PrP c で あ る (「 sc」 は ス ク レ イ ピ ー を 示 し 、 「 c」 は 細 胞 性 で あ る こ と を 示 す )。 切 型
お よ び 組 換 え 形 態 も 知 ら れ て い る 。 そ れ ゆ え プ リ オ ン タ ン パ ク 質 に は ２ 種 類 の ア イ ソ フ ォ
ー ム が あ り 、 一 方 は 正 常 に 発 現 し 他 方 は 異 常 に 存 在 す る 。 PrP S c は ア ミ ロ イ ド プ ラ ー ク の
主 要 成 分 で あ り 、 ス ク レ イ ピ ー に 感 染 し た ヒ ツ ジ の 脳 お よ び プ リ オ ン 疾 患 に 感 染 し た ヒ ト
そ の 他 の 動 物 の 脳 に み ら れ る こ と が あ る 。 PrP c か ら PrP S c へ の 変 換 は 、 タ ン パ ク 質 の α ヘ
リ ッ ク ス 領 域 の β シ ー ト へ の 変 換 を 伴 う と 考 え ら れ て い る 。 家 族 性 プ リ オ ン 疾 患 に 関 連 す
る 突 然 変 異 は 、 変 換 の 起 こ り や す さ を 上 昇 さ せ る ;異 な る 突 然 変 異 の 結 果 、 異 な る 疾 患 症
状 が 起 こ る 。 CJDは 痴 呆 、 GSS (Gerstmann-Strassler-Scheinker Disease)は 運 動 失 調 、 FF
I (fatal familial insomnia)は 不 眠 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 遺 伝 形 態 の プ リ オ ン 疾 患 が ヒ ト に お け る す べ て の ケ ー ス の プ リ オ ン 疾 患 、 と り わ け  GSS
、 家 族 性  CJDお よ び  FFI の 約 25%を 構 成 す る 。 そ れ ぞ れ の 遺 伝 形 態 に お い て 、 突 然 変 異 が
PRNP遺 伝 子 の ORF(オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム )に お い て み ら れ て い る 。 PRNP ORFの 最
初 の 半 分 は 、 約  170 bpを 含 み 、 ヌ ク レ オ チ ド と し て グ ア ニ ジ ン  (G)お よ び シ チ ジ ン (C)の
含 量 が 高 く (約  80%)、 こ の 配 列 の ほ と ん ど が 24 bp (ま た は 27 bp)リ ピ ー ト 中 に て 組 み 立
て ら れ て い る 。 こ れ ら 配 列 間 の 差 異 は ほ と ん ど 観 察 さ れ ず 、 そ の 他 の 種 に お い て も 同 様 で
あ り 、 こ の こ と は 、 こ れ ら が 進 化 の 過 程 で 高 度 に 保 存 さ れ て い る こ と を 示 唆 す る 。 該 遺 伝
子 は 、 神 経 細 胞 な ら び に 神 経 節 お よ び 末 梢 神 経 系 の 神 経 に お い て 優 勢 に 発 現 し て い る 。 そ
れ は 中 枢 神 経 系 (CNS)お よ び 神 経 細 胞 に 独 占 的 に 発 現 し て い る の で は な く 、 そ の 他 の 組 織
、 例 え ば 腎 臓 、 心 臓 、 肺 お よ び 脾 臓 に も 発 現 し て い る 。 多 数 の 突 然 変 異 が PRNP ORF中 に 同
定 さ れ て お り 、 し ば し ば 遺 伝 的 に 遺 伝 性 プ リ オ ン 疾 患 と 関 係 し て い る 。 PrP c タ ン パ ク 質 は
グ リ コ シ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル に ア ン カ ー さ れ た 糖 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ れ 、
神 経 細 胞 の 細 胞 膜 の 外 側 に み ら れ 、 程 度 は 低 い が リ ン パ 球 お よ び そ の 他 の 細 胞 に も み ら れ
る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 種 間 で の 伝 染 は 、 伝 染 速 度 が 遅 く 、 潜 伏 時 間 が 長 い こ と に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 。 BSE
は 既 に 、 マ ウ ス 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ お よ び マ ー モ セ ッ ト に 伝 染 し て い る 。 伝 染 は 、 変 化 し た 形
態 の 宿 主 遺 伝 子 産 物 が 誘 導 さ れ る こ と に よ っ て 特 徴 づ け ら れ 、 か か る 誘 導 は そ の 感 染 性 物
質 の 相 同 成 分 と の 相 互 作 用 を 介 す る 。 マ ウ ス は ヒ ト プ リ オ ン に 感 染 せ ず 、 ヒ ト PrPの コ ピ
ー を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス も 同 様 で あ る ;し か し 、 ハ イ ブ リ ッ ド ・ マ ウ ス /ヒ ト
 PrPを 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は ヒ ト プ リ オ ン に 感 染 す る 。 こ れ は 、 宿 主 の 因 子
と PrPと の 間 の 相 互 作 用 が 伝 染 に 必 要 で あ り 、 マ ウ ス 因 子 は ヒ ト PrPと 相 互 作 用 す る た め に
は ヒ ト 因 子 に 十 分 に 類 似 し て い な い こ と を 示 唆 す る 。 マ ウ ス 配 列 を 含 め る こ と に よ り 、 そ
の 他 の 点 で は ヒ ト 由 来 で あ る PrPは 相 互 作 用 を 回 復 し た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 感 染 性 プ リ オ ン の 唯 一 の 既 知 の 成 分 は 異 常 で あ り 、 疾 患 を 引 き 起 こ す ア イ ソ フ ォ ー ム の
プ リ オ ン タ ン パ ク 質 で あ っ て PrP S c と 称 さ れ て い る 。 正 常 の 細 胞 の ア イ ソ フ ォ ー ム (PrP c )
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と 感 染 組 織 に お け る PrP S c と を 区 別 す る た め の 標 準 的 イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 PrP r の タ ン パ ク
分 解 、 次 い で 抗 原 的 に は PrP c と 区 別 で き な い プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 の PrP S c コ ア (PrP 23-30と
称 さ れ る )の 検 出 に 依 存 す る も の で あ る (例 え ば 、 Oesch et al. (1985) Cell 40:735-746;
 Prusiner (1999) in Prion Biology and Diseases (ed. S.B. Prusiner)、 Cold Spring 
harbor Laboratory Pressを 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ヨ ー ロ ッ パ に お け る 新 し い 変 異 体 形 態 の CJD (vCJD)の 出 現 は BSE プ リ オ ン で 傷 ん だ 肉 の
摂 食 に 密 接 に 関 連 し て お り 、 プ リ オ ン が 食 品 お よ び 血 液 製 剤 に も た ら す 脅 威 に 対 す る 関 心
が 高 ま っ て き た (Bruce et al.  (1997) Nature 389:498-501; Hill et al. (1997)  Natu
re 389:448-450)。 ヒ ト お よ び ウ シ の PrPを 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お け る 研 究
は 、 BSEに 感 染 し た ウ シ か ら の プ リ オ ン が vCJDを 引 き 起 こ す と い う 証 拠 を 提 供 す る (Scott 
et al. (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 96:15137-15142; Scott et al. (1997) 
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 94: 14279-14284; お よ び  Hill et al. (1997) Nature 
389:448-450)。 CWDと BSEプ リ オ ン と が 類 似 の 系 統 （ 株 ） 特 性 を 有 す る か 、 ま た 、 CWDが ヒ
ト に 対 す る 種 の 障 壁 を 超 え る こ と が で き る か は 、 主 要 な 公 衆 衛 生 上 の 問 題 で あ る (Horiuch
i et al. (1999) Structure 7:R231-R240; Raymond et al. (1997) Nature 388:285-288)
。 プ リ オ ン 感 染 に つ い て の 感 度 の 高 い 診 断 試 験 が 存 在 し な い た め 、 BSE プ リ オ ン に 曝 さ れ
た 多 く の 個 人 の う ち ど れ ほ ど が 現 在 疾 患 の 潜 伏 期 に あ る の か の 正 確 な 評 価 が 出 来 な い で い
た (Aguzzi et al. (2001) Nat. Med. 7:289-290)。
【 ０ ０ １ １ 】
　 プ リ オ ン 診 断 に お い て 使 用 可 能 性 が あ る プ ロ ト タ イ プ ア ッ セ イ が 開 発 さ れ て い る (例 え
ば 、 Safer et al. (1998) Nat. Med 4:1157-1165を 参 照 さ れ た い )。 例 え ば 、 コ ン フ ォ メ
ー シ ョ ン -依 存 性 イ ム ノ ア ッ セ イ が 開 発 さ れ て お り 、 こ れ は 抗 体 を 変 性 お よ び 未 変 性 形 態
の PrPへ 同 時 に 結 合 さ せ る こ と に よ り を PrP S c を 定 量 す る 。 こ の ア ッ セ イ (Safar et al. (2
002) Nature Biotechnology 2002年 3月 20日 発 行 を 参 照 さ れ た い ;同 時 係 属 米 国 特 許 出 願 第
09/627,218号 も 参 照 さ れ た い )で は 、 検 出 の た め に ウ シ  PrPの 残 基  95-105と 反 応 す る 組 換
え 抗 体 フ ラ グ メ ン ト  (recFab)を 用 い 、 捕 捉 の た め に 残 基  132-156と 反 応 す る 第 二 の recFa
bを 用 い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 PrP c と PrP S c を 識 別 す る 抗 体 は 、 プ リ オ ン 複 製 の 特 異 的 機 構 や プ リ オ ン 感 染 診 断 の 研 究
に 有 用 で あ る 。 PrP c  を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 入 手 可 能 で あ る が  (Williamson et
 al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93:7279-7282; Williamson et al. (1998)
 J. Virol. 72:9413-9418; Zanusso et al.  (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 95
:8812-8816; Demart et al. (1999) Biochem. Biophys. Res. Commun. 265:652-657)、 非
変 性 PrP S c ま た は PrP 27-30を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 は 入 手 可 能 で は な い 。 正 常 ま た は PrP-
ヌ ル 動 物 の 、 広 範 な PrP抗 原 、 例 え ば 、 感 染 性 プ リ オ ン 、 PrP c 、 そ し て α ヘ リ ッ ク ス ま た
は β シ ー ト に 富 む コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン に 再 フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ た 組 換 え お よ び 合 成 PrP
分 子 に よ る 免 疫 化 に よ る 、 PrPの 疾 患 関 連 形 態 の み を 認 識 す る 高 ア フ ィ ニ テ ィ ー の 抗 体 の
誘 発 は 何 度 も 失 敗 し て き た  (Williamson et al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
 93:7279-7282; Williamson et al. (1998) J. Virol. 72:9413-9418;お よ び Peretz et a
l. (1997) J. Mol. Biol. 273:614-622)。 か か る 抗 体 の 報 告 (例 え ば 、 Korth et al. (199
7) Nature 390:74-77を 参 照 さ れ た い )は 発 展 途 上 で あ る (Fischer et al. (2000) Nature 
408:479-483; Heppner et al. (2001) Science 294:178-182も 参 照 さ れ た い ;係 属 中 米 国
特 許 出 願 第 09/627,218号 も 参 照 さ れ た い )。 大 き な ネ イ テ ィ ブ な 一 本 鎖 抗 体 フ ァ ー ジ デ ィ
ス プ レ ー ラ イ ブ ラ リ ー か ら 特 異 的 結 合 体 を 選 択 す る た め に 、 精 製 感 染 性 プ リ オ ン を 用 い て
免 疫 化 を 回 避 す る 試 み も 同 様 に 成 功 し て い な い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 プ リ オ ン の 変 異 体 形 態 の 出 現 、 プ リ オ ン に よ る 疾 患 の 長 い 潜 伏 期 間 お よ び 種 間 伝 染 の 可
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能 性 に よ り 、 汚 染 さ れ た 食 品 お よ び 体 内 組 織 お よ び 体 液 を 検 出 す る た め の ア ッ セ イ の 開 発
の 必 要 性 、 な ら び に 感 染 性 形 態 の プ リ オ ン を 特 異 的 に 標 的 化 す る 治 療 薬 の 開 発 の 必 要 性 が
指 摘 さ れ て い る 。 そ れ ゆ え 、 本 出 願 に お い て は と り わ け 、 感 染 性 プ リ オ ン に 特 異 的 に 反 応
す る 試 薬 、 か か る 試 薬 を 用 い る 診 断 ア ッ セ イ お よ び 、 感 染 性 お よ び 疾 患 誘 発 性 形 態 の そ の
他 の ア ミ ロ イ ド タ ン パ ク 質 な ら び に そ の 他 の 疾 患 関 連 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン 依 存 性 タ ン パ ク
質 を 同 定 す る た め の 試 薬 の 調 製 方 法 を 提 供 す る こ と が 目 的 で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 要 約
　 本 出 願 に お い て 、 標 的 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 反 応 す る 試 薬 を 提 供 し 、 か か る 標 的 ポ リ
ペ プ チ ド は 、 タ ン パ ク 質 凝 集 の 疾 患 (コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン が 変 化 し た タ ン パ ク 質 が 関 与 す
る 疾 患 )、 例 え ば 、 ア ミ ロ イ ド 疾 患 に 関 連 す る 感 染 性 形 態 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 そ の よ
う な 特 異 性 を 有 す る ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 、 例 え ば ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 該
ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド は 、 結 果 と し て 得 ら れ る ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 が あ る コ ン フ ォ メ ー
シ ョ ン の タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 し 、 そ の 他 の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン の タ ン パ ク 質 に は 結
合 し な い よ う に 、 標 的 ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 相 互 作 用 し 、 骨 格 （ 例 え ば 、 抗 体 ま た は 酵
素 ま た は そ の 他 の レ シ ピ エ ン ト の 一 部 な ど ） に 挿 入 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ を 含 む 。
典 型 的 に は 、 標 的 と さ れ る コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン は 、 疾 患 に 関 与 す る コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン で
あ る 。 ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ は 、 骨 格 の あ ら ゆ る 所 望 の 機 能 が 保 持 さ れ 、 挿 入 さ れ る モ チ
ー フ が そ の 標 的 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 能 力 を 保 持 す る よ う に 、 骨 格 に 挿 入 さ れ る 。 選
択 さ れ る 骨 格 は モ チ ー フ と 標 的 ポ リ ペ プ チ ド の 複 合 体 の 検 出 を 助 け 、 あ る い は 可 能 に す る
よ う に そ の 活 性 ま た は 結 合 部 位 を 利 用 さ れ う る 。 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン 特 異 性 を 有 す る ポ リ
ペ プ チ ド の 調 製 方 法 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン が 変 化 し た タ ン パ ク 質 に よ る 疾 患 の 検 出 ま た は 診 断 用 の 試 薬 の 製 造
方 法 お よ び そ の 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る 。 か か る 疾 患 に は 、 限 定 さ れ る も
の で は な い が 、 以 下 が 含 ま れ る ： プ リ オ ン 疾 患 （ 例 え ば こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 ク ロ イ
ツ フ ェ ル ト ヤ コ ブ 病 （ 変 異 体 、 孤 発 性 お よ び 医 原 性 を 含 む ） 、 ス ク レ イ ピ ー お よ び ウ シ 海
綿 状 脳 症 ） ;ア ル ツ ハ イ マ ー 病 ;II型 糖 尿 病 (島 ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド ); ハ ン チ ン ト ン 病 ; 免
疫 グ ロ ブ リ ン ア ミ ロ イ ド 症 ;慢 性 炎 症 性 疾 患 を と も な う 反 応 性 ア ミ ロ イ ド 症 （ 例 え ば 、 炎
症 性 関 節 炎 、 肉 芽 腫 腸 疾 患 、 結 核 お よ び ハ ン セ ン 病 ） ; 変 異 体 ト ラ ン ス サ イ レ チ ン (プ レ
ア ル ブ ミ ン と し て も 知 ら れ て い る )遺 伝 子 の 常 染 色 体 優 性 遺 伝 を 伴 う 遺 伝 性 全 身 性 ア ミ ロ
イ ド 症 ; ALS;ピ ッ ク 病 ;パ ー キ ン ソ ン 病 ;前 頭 側 頭 骨 痴 呆 ;II型 糖 尿 病 ;多 発 性 骨 髄 腫 ;形 質
細 胞 悪 液 質 ;家 族 性 ア ミ ロ イ ド 神 経 障 害 ; 甲 状 腺 髄 様 癌 ;慢 性 腎 不 全 ;う っ 血 性 心 不 全 ;老 人
性 心 臓 お よ び 全 身 性 ア ミ ロ イ ド 症 ;慢 性 炎 症 ;ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 ;家 族 性 ア ミ ロ イ ド
症 お よ び そ の 他 の こ の よ う な 疾 患 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド は 、 サ ン プ ル 、 例 え ば 、 体 液 、 組 織 ま た は 器 官 あ る い は そ れ
ら に 由 来 す る 調 製 物 中 の 標 的 ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 検 出 す る 試 薬 と し て 利 用 で き 、 ま た 、
標 的 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を ア ン タ ゴ ナ イ ズ ま た は ア ゴ ナ イ ズ す る (即 ち 、 変 調 す る )化 合 物
ま た は PrP S c な ど の 感 染 性 ま た は 疾 患 誘 発 性 形 態 の 標 的 ポ リ ペ プ チ ド と の 相 互 作 用 を 競 合
的 に 阻 害 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め の 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て 利 用 で き る 。
ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 は 治 療 薬 と し て 利 用 す る こ と も 出 来 る 。 そ れ ら は 標 的 ポ リ ペ プ チ ド に 特
異 的 に 結 合 す る た め 、 例 え ば 、 感 染 性 の 阻 害 ま た は 減 少 な ど の そ の 活 性 の 阻 害 に 利 用 す る
こ と が 出 来 、 ま た は 有 害 な 効 果 を 導 く タ ン パ ク 質 凝 集 ま た は コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン 変 化 を も
た ら す 活 性 の 阻 害 に 利 用 す る こ と が 出 来 る 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 凝 集 の 疾 患 の 治 療 薬 と し
て 、 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド は 疾 患 の 病 原 の 特 徴 で あ る 重 合 ま た は 凝 集 を 阻 害 す る こ と
が 出 来 る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 例 示 的 な 態 様 に お い て 、 感 染 性 形 態 の プ リ オ ン (PrP S c )に 特 異 的 に 反 応 す る ハ イ ブ リ ッ
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ド ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 疾 患 関 連 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン の PrPに 特 異 的 に 結 合 す る モ チ
ー フ -グ ラ フ ト さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 例 示 的 な 態 様 に お い て 、 PrP配 列 の 残 基 11
9-158 (シ リ ア ン ハ ム ス タ ー 命 名 法 に よ る )を 含 む 一 連 の ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 、 HIV-1の
エ ン ベ ロ ー プ 糖 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な IgG抗 体 Fabの 伸 長 （ extended） 重 鎖 -相 補 性 決 定 領
域 3(HCDR3)を 置 換 し た (か か る 抗 体 を 提 供 す る 米 国 特 許 第 5652138号 を 参 照 さ れ た い )。 そ
の 結 果 得 ら れ た 操 作 さ れ た 、 PrP-Fabフ ラ グ メ ン ト （ ま た は PrP-IgG分 子 )は 、 PrP S c お よ び
そ の プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 コ ア に 特 異 的 に 結 合 す る が PrP c 、 そ の 他 の 細 胞 成 分 ま た は HIV-1エ
ン ベ ロ ー プ に は 結 合 し な い 。 119-158 セ グ メ ン ト 内 の 残 基 、 例 え ば 、 PrP c の 残 基  89-112
お よ び 136-158は PrP c -PrP S c  複 合 体 の 一 方 の 側 面 の 鍵 と な る 成 分 で あ る 。 残 基  136-158の
ス ク ラ ン ブ ル に よ っ て 反 応 性 が 無 く な る こ と が 観 察 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 例 示 す る PrP S c -特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド な ど の グ ラ フ ト さ れ た 分 子 、 お よ
び 本 明 細 書 に お い て 提 供 す る ア プ ロ ー チ に よ っ て 産 生 さ れ る そ の 他 の 分 子 は 、 か か る 分 子
の 生 物 学 の 研 究 に 、 ま た 診 断 お よ び 治 療 薬 の 開 発 の た め に 利 用 で き る 。 例 え ば 、 本 明 細 書
に お い て 記 載 し 提 供 す る 非 変 性  PrP S c -プ リ オ ン に 特 異 的 な ポ リ ペ プ チ ド は 、 生 物 学 お よ
び 複 製 の 研 究 お よ び ヒ ト や 動 物 の 物 質 に お け る 感 染 性 プ リ オ ン の 検 出 に 利 用 で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 疾 患 に 関 連 す る ま た は そ の 原 因 で あ る ポ リ ペ プ チ ド の 同 定 方 法 ま た は か か る 粒 子 ま た は
か か る 粒 子 の 複 合 体 に よ る 感 染 ま た は コ ン タ ミ ネ ー シ ョ ン の 試 験 方 法 を 提 供 す る 。 該 方 法
は 、 本 明 細 書 に お い て 提 供 す る 試 薬 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド と 被 験 サ ン プ ル を 接 触 さ せ
、 感 染 性 試 薬 の 存 在 を 示 す 、 試 薬 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド と サ ン プ ル 中 の 粒 子 ま た は 複
合 体 と の 間 に 形 成 さ れ る 複 合 体 を 検 出 ま た は 同 定 す る こ と に よ っ て 行 わ れ る 。 該 方 法 は 、
同 種 ま た は 異 種 ア ッ セ イ と し て 行 う こ と が 出 来 る 。 異 種 ア ッ セ イ に お い て 、 試 薬 は 固 体 支
持 体 に 直 接 ま た は 間 接 的 に 付 着 ま た は 結 合 さ せ 、 サ ン プ ル と 接 触 さ せ る と よ い 。 あ る い は
、 サ ン プ ル ま た は サ ン プ ル の 成 分 を 支 持 体 に 結 合 さ せ 、 試 薬 と 接 触 さ せ て も よ い 。 試 薬 と
サ ン プ ル 中 の 目 的 分 子 の 間 の 複 合 体 が 同 定 さ れ る 。 試 薬 は 簡 便 な 同 定 を 可 能 に す る よ う に
さ ら に 、 例 え ば 第 ２ の 検 出 可 能 部 分 の 結 合 に よ り 、 第 ２ の 結 合 部 位 を 含 む よ う に 設 計 し て
も よ い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 例 示 的 な 態 様 に お い て 、 サ ン プ ル 、 例 え ば 動 物 の 体 液 、 組 織 ま た は 器 官 に お け る PrP S c

の 検 出 方 法 を 提 供 す る 。 該 方 法 は 、 溶 液 相 中 で 、 あ る い は 、 固 体 支 持 体 に 直 接 ま た は 間 接
的 に 結 合 し た 試 薬 ま た は サ ン プ ル を 提 供 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。 本 明 細 書 に お い て 提 供
す る 試 薬 と サ ン プ ル 中 の 標 的 ポ リ ペ プ チ ド の 複 合 体 が 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 タ ン パ ク 質 凝 集 の 疾 患 に 関 与 す る 疾 患 -誘 発 性 ま た は 感 染 性 配 座 異 性 体 (conformer)の ポ
リ ペ プ チ ド を 含 む か 発 現 す る 個 々 の 細 胞 、 例 え ば 非 感 染 細 胞 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド に お け る
プ リ オ ン -感 染 細 胞 の 同 定 方 法 も 提 供 す る 。 該 方 法 は 、 細 胞 、 例 え ば 血 液 細 胞 と 、 本 明 細
書 に お い て 提 供 す る 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た 疾 患 -誘 発 性 ま た は 感 染 性 配 座 異 性 体 に 特 異 的
に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド と を 接 触 さ せ 、 標 識 さ れ た 細 胞 を 検 出 す る こ と に よ っ て 行 う 。 例
え ば 、 細 胞 が 少 量 し か 存 在 し な い 場 合 (典 型 的 に は 1:10,000未 満 の 頻 度 )プ リ オ ン 感 染 細 胞
の 検 出 方 法 は 、 本 明 細 書 に お い て 提 供 す る 非 変 性 PrP S c に 結 合 し 、 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た
（ 例 え ば 蛍 光 標 識 ） ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 複 数 を 用 い 、 例 え ば 、 珍 し い 事
象 を 検 出 す る た め の ス キ ャ ニ ン グ サ イ ト メ ト リ ー 法 に よ り 標 識 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 含 む
細 胞 を 検 出 す る 。 該 方 法 は 、 既 知 の サ イ ト メ ト リ ー 法  (例 え ば 、 Bajaj et al. (2000) Cy
tometry 39:285-294を 参 照 さ れ た い )お よ び そ の た め の 装 置 (例 え ば 、 米 国 特 許 出 願 第 09/1
23564号 （ US2002018674と し て 発 行 、 Q3DM、 LLC、 San Diegoに よ っ て 市 販 さ れ て い る ） を
参 照 さ れ た い )に よ っ て 行 う こ と が 出 来 る 。 非 常 に 低 濃 度 の 感 染 細 胞 を か か る 方 法 に よ っ
て 検 出 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 提 供 す る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド お よ び 固 体 支 持 体 の 組 み 合 わ せ も
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提 供 す る 。 該 組 み 合 わ せ は 任 意 に 標 的 ポ リ ペ プ チ ド 検 出 の ア ッ セ イ を 行 う た め の 指 示 書 を
含 ん で い て も よ い キ ッ ト と し て 提 供 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 抗 -イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 (モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル )は 、 好 適 な 動 物 を PrPの
約 89-112お よ び ／ ま た は 136-158領 域 を 認 識 す る ポ リ ペ プ チ ド ま た は 抗 体 あ る い は そ の フ
ラ グ メ ン ト 、 例 え ば 、 D13 (例 え ば 、 Matsunaga et al. (2001) Proteins 44:110-118;Wil
liamson et al. (1998) J. Virol. 72:9413-9418; D13 軽 鎖 、 配 列 番 号 29お よ び 30; D13 
重 鎖 、 配 列 番 号 31お よ び 32を 参 照 さ れ た い );ま た は D18 (例 え ば 、 Peretz et al. (2001) 
Nature 412:739-743; Williamson et al. (1998) J. Virol. 72:9413-9418; D18 軽 鎖 、
配 列 番 号 33お よ び 34; D18 重 鎖 、 配 列 番 号 35お よ び 36)を 参 照 さ れ た い ） モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 Fab フ ラ グ メ ン ト ま た は そ の 他 の 阻 害 性 抗 体 に よ っ て 免 疫 す る こ と に よ っ て 産 生 さ れ
る 。 阻 害 性 抗 体 ま た は Fab、 例 え ば D18ま た は D13の 結 合 部 位 （ combining site） に 対 す る
抗 -イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 に よ り 、 ネ イ テ ィ ブ な PrP S c を 認 識 す る 抗 体 を 作 成 す る こ と が 出 来
る 。 か か る 抗 -イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 は 、 本 明 細 書 に お い て 提 供 す る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ
チ ド の 使 用 さ れ る あ ら ゆ る 診 断 、 予 防 、 治 療 及 び ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 用 い る こ と が 出 来
る 。 か か る 抗 -イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 の 調 製 方 法 も 提 供 さ れ 、 そ れ は 、 PrPの 約 89-112お よ び
／ ま た は 136-158領 域 を 認 識 す る ポ リ ペ プ チ ド ま た は 抗 体 あ る い は そ の フ ラ グ メ ン ト 、 例
え ば D13ま た は D18 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Fabフ ラ グ メ ン ト (D13 軽 鎖 に つ い て は 、 配 列 番 号 2
9お よ び 30;D13 重 鎖 に つ い て は 、 配 列 番 号 31お よ び 32を 参 照 ; D18 軽 鎖 に つ い て は 、 配 列
番 号 33お よ び 34、 D18 重 鎖 に つ い て は 、 配 列 番 号 35お よ び 36を 参 照 )に よ っ て 免 疫 す る こ
と に よ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 図 面 の 簡 単 な 説 明
　 図 1Aは 、 マ ウ ス  Prp 89-112、 Prp 136-258お よ び 、 Fab b12 HCDR3 配 列 を 置 換 し 、 PrP-
Fab 121-158を 得 る PrP 121-158 ペ プ チ ド の 模 式 図 を 示 す 。 元 の b12 HCDR3の N-末 端  Val 
残 基 お よ び 4つ の C-末 端 残 基  (Tyr-Met-Asp-Val)は 保 持 さ れ て い る ;2つ の Gly残 基 が グ ラ フ
ト さ れ た  PrP 配 列 の 各 隣 に 付 加 さ れ る ;そ し て 図 1Bは 、 マ ウ ス  PrP 124-158 の NMR構 造  (
Riek et al. (1997) FEBS Lett. 413:282-288)を  IgG1 b12の 結 晶 構 造  (Ollmann Saphire
 et al. (2001) Science 293:1155)に グ ラ フ ト す る こ と に よ っ て 作 成 さ れ る Fab 121-158
の モ デ ル 構 造 で あ る 。 PrP 残 基  121-123お よ び GG リ ン カ ー の 配 置 は TOM/FRODO (Jones (1
982) In Computational Crystallography (Sayre、 D.、 ed.)、 pp. 303 Oxford Universit
y Press))を 用 い て モ デ リ ン グ し 、 よ り 精 巧 に し た 。 可 能 性 の あ る b12 重 鎖 に よ る 立 体 障
害 を 軽 減 す る た め に PrP 残 基  130-134の ね じ れ 角 に お い て わ ず か に 変 動 を 導 入 し た 。 Fab 
D18 (Williamson et al. (1998)  J. Virol. 72:9413-9418に よ り 記 載 さ れ る ;配 列 番 号 33
-36参 照 )と 称 さ れ 、 α ヘ リ ッ ク ス (残 基  145-155)の 存 在 下 に お い て の み PrPの 133-157領 域
を 認 識 す る 抗 体 は 、 PrP-Fab 121-158に 良 好 に 結 合 し 、 示 さ れ た PrP ペ プ チ ド が 、 少 な く
と も 精 製 Fab 121-158 分 子 の フ ラ ク シ ョ ン に お い て PrP c -様 の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン を と る
で あ ろ う こ と が 示 さ れ る 。 上 述 の よ う に 、 残 基 の 番 号 付 け は シ リ ア ン ハ ム ス タ ー  PrP (配
列 番 号 5)に 対 応 す る ; マ ウ ス PrPを 配 列 番 号 9に 示 す ; 89-112は 、 マ ウ ス 配 列 番 号 9の 88-11
1に 対 応 す る ; 136-158は 配 列 番 号 9の 135-157に 対 応 し 、 121-158は 配 列 番 号 9の 120-157に
対 応 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 図 3は イ ム ノ ブ ロ ッ ト に て 同 定 さ れ た 濃 度 の 関 数 と し て し て の PrP S c お よ び PrP 27-30バ
ン ド の 濃 度 測 定 を 示 し 、 本 明 細 書 に お い て 提 供 す る ポ リ ペ プ チ ド の PrP S c お よ び PrP 27-30
に 対 す る 高 い ア フ ィ ニ テ ィ ー を 示 す  (Kd 約  10 - 9  mol/l; Ka 約  10 9  mol/l); 値 は 濃 度 測
定 単 位 (DU)と し て 示 し 、 こ こ で 100%は 抗 体 濃 度 10μ g/mlに て 免 疫 沈 降 さ れ た バ ン ド の 強 度
に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 図 ２ は 、 シ リ ア ン ゴ ー ル デ ン ハ ム ス タ ー  (上 )と 例 示 的 な 配 列 と の ア ラ イ ン メ ン ト で あ
る ;ア ミ ノ 酸 位 置 は シ リ ア ン ハ ム ス タ ー 残 基 番 号 に よ る 。 番 号 は 逐 次 的 な も の で あ る :配 列
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番 号 は 以 下 の 通 り で あ る ：
　 配 列 番 号 5    シ リ ア ン ハ ム ス タ ー  
　 配 列 番 号 6    ア ル メ ニ ア ハ ム ス タ ー  
　 配 列 番 号 7    チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー  
　 配 列 番 号 8    ヒ ト
　 配 列 番 号 9    マ ウ ス A型  
　 配 列 番 号 10   マ ウ ス B型  
　 配 列 番 号 11   ヒ ツ ジ  
　 図 に お い て 示 す 配 列 番 号 12は 、 ヒ ツ ジ  R171Q変 異 体
　 配 列 番 号 13   ウ シ  
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 詳 細 な 説 明
　 A.定 義
　 B.ハ イ ブ リ ッ ド 分 子
　 　 1.疾 患 関 連 ポ リ ペ プ チ ド
　 　 　 　 a.プ リ オ ン
　 　 　 　 　 1)プ リ オ ン お よ び プ リ オ ン 疾 患
　 　 　 　 　 2)プ リ オ ン 含 有 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド
　 　 　 　 　 3)プ リ オ ン の ソ ー ス
　 　 　 　 　 4)突 然 変 異
　 　 　 　 b.そ の 他 の ポ リ ペ プ チ ド
　 　 　 　 c.ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド の 調 製
　 　 2.骨 格
　 　 　 　 a.抗 体
　 　 　 　 b.そ の 他 の 分 子
　 　 3.例 示 的 ハ イ ブ リ ッ ド
　 C.核 酸 分 子 、 ベ ク タ ー 、 プ ラ ス ミ ド 、 細 胞 お よ び ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド 、 プ ラ ス ミ
ド 、 ベ ク タ ー お よ び 細 胞 の 調 製 方 法
　 D.ペ プ チ ド 疑 似 体 （ mimetics）
　 E.診 断 、 治 療 薬 、 ア ッ セ イ お よ び そ の 他 の ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド の 使 用
　 　 1.診 断 お よ び 治 療 薬
　 　 2.薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ
　 　 3.固 定 化 お よ び そ の た め の 支 持 体 ま た は 基 体
　 　 4.標 準 化 プ リ オ ン 調 製
　 F.組 み 合 わ せ お よ び キ ッ ト
　 G.実 施 例
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 A.定 義
　 特 に こ と わ り の な い 限 り 、 本 明 細 書 に お い て 用 い る す べ て の 技 術 用 語 お よ び 科 学 用 語 は
本 発 明 者 が 属 す る 当 業 者 に よ っ て 一 般 に 理 解 さ れ る 意 味 を 有 す る 。 本 明 細 書 の 開 示 に お い
て 参 照 さ れ る す べ て の 特 許 、 特 許 出 願 、 公 開 さ れ た 出 願 お よ び 刊 行 物 、 Genban 配 列 、 ウ
ェ ブ サ イ ト お よ び そ の 他 の 公 知 材 料 は 、 特 に こ と わ り の な い 限 り 、 そ の 内 容 が 引 用 に よ り
本 明 細 書 に 含 ま れ る 。 本 明 細 書 に お け る 用 語 に つ い て 複 数 の 定 義 が あ る 場 合 、 そ れ ら は こ
の 分 野 で 一 般 的 な も の と す る 。 URLそ の 他 の 識 別 語 や ア ド レ ス を 参 照 す る 場 合 、 か か る 識
別 語 は 変 化 す る 可 能 性 が あ り 、 目 的 の 特 定 の 情 報 は 移 り か わ る 可 能 性 が あ る が 、 同 様 の 情
報 が イ ン タ ー ネ ッ ト を 検 索 す る こ と に よ っ て 見 い だ す こ と が 出 来 る 。 そ れ に 対 す る 参 照 は
か か る 情 報 の 入 手 可 能 性 お よ び 公 知 性 の 証 拠 と な る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 場 合 、 PrPに お け る ア ミ ノ 酸 残 基 は シ リ ア ン ハ ム ス タ ー 配 列 (図
2を 参 照 )に よ る 。 そ の 他 の 種 に お け る 目 的 の 配 列 は 配 列 を ア ラ イ ン さ せ て 対 応 す る 残 基 を
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同 定 す る こ と に よ り 決 定 出 来 る (例 え ば 図 2参 照 )。 図 2は 例 示 的 な ア ラ イ ン メ ン ト を 提 供 す
る 。 こ の 命 名 法 は 当 業 者 に 一 般 に 理 解 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 場 合 、 プ リ オ ン 遺 伝 子 は い ず れ の プ リ オ ン タ ン パ ク 質  (PrP c )
の 形 態 を コ ー ド す る い ず れ の 種 の い ず れ の 遺 伝 子 で も よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 場 合 、 PrP 90-231と は 、 PrP S c  (残 基  23-231か ら な る )が 部 分
的 に プ ロ テ イ ナ ー ゼ  Kに よ っ て 消 化 さ れ 、 PrP 27-30 (残 基  90-231に ほ ぼ 対 応 す る )が 生
じ た 後 の 残 り の PrP部 分 を 意 味 す る 。 PrP 27-30調 製 物 は プ リ オ ン 感 染 性 を 保 持 し て い る た
め 、 PrP S c  コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン に お け る 90-231配 列 は PrPの 感 染 性 コ ア と 考 え ら れ る 。 PrP
 27-30と 称 さ れ る 精 製 感 染 性 プ リ オ ン の 主 要 成 分 は 、 よ り 大 き な ネ イ テ ィ ブ な タ ン パ ク 質
 PrP S c の プ ロ テ イ ナ ー ゼ  K耐 性 コ ア で あ り 、 遍 在 的 な 細 胞 の タ ン パ ク 質 PrP c の 疾 患 誘 発 性
形 態 で あ る 。 PrP S c は ス ク レ イ ピ ー 感 染 細 胞 に お い て の み み ら れ る ; 一 方 PrP c は 感 染 お よ
び 非 感 染 細 胞 に 存 在 し 、 こ れ は PrP S c が 感 染 性 プ リ オ ン 粒 子 の 成 分 の 唯 一 で は な い と し て
も 主 要 な 成 分 で あ る こ と を 意 味 す る 。 PrP S c と PrP c と を 識 別 す る 特 性 に は 以 下 の も の が 含
ま れ る ： 低 い 溶 解 性 、 低 い 抗 原 性 、 プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 お よ び PrP 27-30の 超 微 細 構 造 的 お
よ び 組 織 化 学 レ ベ ル で ス ク レ イ ピ ー に 冒 さ れ た 脳 に み ら れ る PrP ア ミ ロ イ ド プ ラ ー ク に 類
似 す る 棹 状 の 凝 集 体 へ の 重 合 。 プ ロ テ イ ナ ー ゼ  Kを 用 い る こ と に よ り 、 PrP c を 変 性 さ せ る
こ と が 出 来 る が  PrP S c を 変 性 さ せ る こ と は 出 来 な い 。 PrP c お よ び PrP S c は 同 じ 分 子 の 立 体
配 座 異 性 体 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 、 プ リ オ ン 複 製 と は 、 PrP c が  PrP S c へ と 変 換 さ れ る 工 程 を 指 す
。 PrP c の PrP S c  へ の 結 合 は 、 PrP c が コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン 的 に PrP S c 分 子 へ と 変 換 さ れ る 経
路 に お い て 必 須 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 、 プ リ オ ン 複 製 イ ン タ ー フ ェ イ ス は 、 プ リ オ ン 複 製 の 過 程 で Pr
P S c に 結 合 す る PrP c の 領 域 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 場 合 、 プ リ オ ン に は あ ら ゆ る 動 物 に お い て プ リ オ ン に よ っ て 引
き 起 こ さ れ る あ ら ゆ る 疾 患 を 引 き 起 こ す す べ て の 形 態 の プ リ オ ン が 含 ま れ る 。 こ こ で 動 物
は 特 に ヒ ト お よ び 家 畜 、 有 蹄 類 、 シ カ お よ び オ オ ジ カ な ど で あ る 。 プ リ オ ン に 感 染 す る ま
た は プ リ オ ン 疾 患 や 類 似 の 疾 患 を 示 す あ ら ゆ る 種 の 動 物 か ら の プ リ オ ン が 試 薬 の 調 製 お よ
び 検 出 お よ び 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ の 標 的 に 使 用 さ れ う る 。 動 物 に は 、 有 蹄 類 、 霊 長 類 、 げ
っ 歯 類 お よ び 有 袋 類 が 含 ま れ る 。 種 に は 以 下 の も の が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い ：
ヒ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 シ カ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 オ オ ジ カ 、 ク ド ゥ 、 ウ マ 、 ラ
ク ダ 、 ラ マ 、 ブ タ 、 有 袋 類 お よ び プ リ オ ン 感 染 が 注 目 さ れ る か 考 え ら れ る そ の 他 の 種 。 ヒ
ト PrP遺 伝 子 に は 多 数 の 公 知 の 変 異 体 が あ る 。 さ ら に 、 か か る 遺 伝 子 に は 公 知 の 多 型 が あ
り 、 ヒ ト 、 ヒ ツ ジ お よ び ウ シ PrP遺 伝 子 に お け る も の が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 、 「 PrP ペ プ チ ド 」 の 語 は 、 天 然 ま た は 組 換 え  PrP S c あ る い は
PrP 変 異 体 に 接 触 さ せ る と 、 β － シ ー ト 形 成 促 進 、 不 溶 性 の 上 昇 お よ び ／ ま た は プ ロ テ ア
ー ゼ 耐 性 の 上 昇 、 即 ち 、 PrP S c の 性 質 の 存 在 に よ っ て 同 定 さ れ る コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン 変 化
を 誘 発 す る あ ら ゆ る ペ プ チ ド の こ と で あ る 。 し た が っ て 、 PrP ペ プ チ ド と は 、 例 え ば 、 90
-145、 121-158ま た は そ の 他 の 部 分 な ど の 90-231 (配 列 番 号 5) ま た は そ の 部 分 に 対 応 す る
残 基 を 含 む 天 然 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 配 列 の 一 部 と 実 質 的 に 類 似 の  (例 え ば 、 70%、 80%、 85
%、 90% ま た は そ れ 以 上 の 相 同 性 ) 配 列 を 有 し 、 PrP S c に 結 合 し て プ リ オ ン タ ン パ ク 質 複 合
体 を 作 り PrP S c の １ 以 上 の 特 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 生 じ さ せ る こ と が 出 来 る 天 然 、 組
換 え 、 ま た は 合 成 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 PrP ペ プ チ ド は 少 な く と も １ つ の α ヘ リ ッ ク ス ド
メ イ ン を 有 し 、 お よ び ／ ま た は 水 溶 液 中 で ラ ン ダ ム コ イ ル コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン を と る 。 さ
ら に 、 PrP ペ プ チ ド は 水 溶 液 中 で 実 質 的 に β － シ ー ト コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン が な い コ ン フ ォ
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メ ー シ ョ ン を と る こ と に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 。 PrP ペ プ チ ド の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン は 円
二 色 性 (CD)を 含 む 当 該 技 術 分 野 で 公 知 の あ ら ゆ る 方 法 に よ っ て 決 定 で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　  PrP ペ プ チ ド は 典 型 的 に は 1-4の α ヘ リ ッ ク ス ド メ イ ン を 有 し 、 PrP S c に 結 合 し て プ リ
オ ン タ ン パ ク 質 複 合 体 を 形 成 す る 。 PrP ペ プ チ ド は 配 列 番 号 5-13の い ず れ か に 示 す も の な
ど の あ ら ゆ る 種 の か か る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 PrP ペ プ チ ド は か か る ア ミ ノ 酸 配 列 の 改
変 を 含 み 得 、 例 え ば 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 そ れ は １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 変 化 、 １ 以 上 の
ア ミ ノ 酸 欠 失 お よ び ／ ま た は １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 挿 入 な ど で あ る が 、 た だ し 、 少 な く と も １
つ の α ヘ リ ッ ク ス ド メ イ ン お よ び ／ ま た は 水 溶 液 中 で の ラ ン ダ ム コ イ ル コ ン フ ォ メ ー シ ョ
ン 、 そ し て よ り 重 要 な こ と に PrP S c に 結 合 し て プ リ オ ン タ ン パ ク 質 複 合 体 を 形 成 す る と い
う 特 徴 を 保 持 す る も の に 限 ら れ る 。 し か し 本 明 細 書 に お い て 示 す よ う に 、 １ つ の α ヘ リ ッ
ク ス ド メ イ ン は 必 要 で は な い 。 変 化 、 欠 失 、 挿 入 お よ び そ の 他 の 改 変 は 一 般 に ア ミ ノ 酸 90
-145の 配 列 に あ る が 89-112も 含 む 。 例 え ば 、 PrP ペ プ チ ド  90-145 (A117V)は 、 ア ミ ノ 酸  
残 基  117に お い て 病 原 性 突 然 変 異 （ ア ラ ニ ン か ら バ リ ン )を 含 み 、 終 脳 お よ び 失 調 性 形 態
の GSS 疾 患 を 引 き 起 こ す 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 、 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン が 変 化 し た タ ン パ ク 質 疾 患 (ま た は 、 タ
ン パ ク 質 凝 集 の 疾 患 ま た は タ ン パ ク 質 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン の 疾 患 )は 、 疾 患 関 連 コ ン フ ォ
メ ー シ ョ ン を 有 す る タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド が 関 与 す る 疾 患 で あ る 。 異 常 な タ ン パ
ク 質 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン 、 例 え ば 、 誤 っ た 折 り 畳 み お よ び 凝 集 は 、 生 物 活 性 の 欠 失 ま た は
変 化 を 導 き う る 。 異 常 な タ ン パ ク 質 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン 、 例 え ば 誤 っ た 折 り 畳 み お よ び 凝
集 は 多 く の 哺 乳 類 の 疾 患 の 原 因 (ま た は 寄 与 因 子 )で あ る 。 か か る 疾 患 に は こ れ ら に 限 定 さ
れ な い が 以 下 の も の が 含 ま れ る ： 嚢 胞 性 線 維 症 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 プ リ オ ン 海 綿 状 脳 症
、 例 え ば 、 ウ シ 海 綿 状 脳 症 、 ヒ ツ ジ の ス ク レ イ ピ ー お よ び ヒ ト の ク ル お よ び ク ロ イ ツ フ ェ
ル ト ヤ コ ブ 病 （ 変 異 体 、 孤 発 性 お よ び 医 原 性 を 含 む ） な ら び に 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 (ALS) 
(下 表 参 照 )。 か か る 疾 患 お よ び 関 連 す る ２ 以 上 の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン を と る こ と が あ り 、
少 な く と も そ の １ つ の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン が コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン が 変 化 し た タ ン パ ク 質 で
あ る も の に は 、 以 下 の 表 １ に 示 す も の が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 例 示 す る 疾 患 関 連 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン の プ リ オ ン ポ リ ペ プ チ ド に 特 異
的 に 結 合 す る ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 の 調 製 方 法 は 、 そ の 他 の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン が 変 化 し た タ
ン パ ク 質 疾 患 、 例 え ば ア ミ ロ イ ド 疾 患 に 関 連 す る 疾 患 関 連 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン の ポ リ ペ プ
チ ド に 特 異 的 な ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 の 調 製 に 用 い る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 良 性 の 配 座 異 性 体 は 、 疾 患 に 関 与 し な い 、 即 ち 疾 患 ま た は そ の
症 状 を ひ き お こ さ な い 、 タ ン パ ク 質 凝 集 ま た は コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン の 疾 患 の タ ン パ ク 質 の
形 態 を い う 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る ア レ イ は 、 要 素 、 例 え ば 抗 体 の 集 合 で あ っ て 、 3以 上 の メ ン バ
ー を 含 む も の を い う 。 ア ド レ ス 可 能 な ア レ イ と は 、 ア レ イ の メ ン バ ー が 典 型 的 に は 固 相 支
持 体 上 の 位 置 に よ っ て 同 定 可 能 な も の を い う 。 し た が っ て 一 般 に ア レ イ の メ ン バ ー は 固 相
表 面 上 の 離 れ た 同 定 可 能 な 位 置 に 固 定 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 、 標 的 タ ン パ ク 質 と は 、 複 数 の 配 座 異 性 体 を 有 し 、 タ ン パ ク 質
凝 集 ま た は コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン の 疾 患 に 関 与 ま た は 関 連 す る タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 場 合 、 支 持 体 (マ ト リ ッ ク ス 支 持 体 、 マ ト リ ッ ク ス 、 不 溶 性 支
持 体 ま た は 固 体 支 持 体 と も 称 さ れ る )は あ ら ゆ る 固 体 ま た は 半 固 体 ま た は 不 溶 性 支 持 体 で
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あ り 、 目 的 の 分 子 、 例 え ば 本 明 細 書 に お い て 提 供 す る ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 が 結 合 ま た は 接 触
す る も の で あ る 。 か か る 材 料 に は 、 化 学 ま た は 生 物 学 的 分 子 合 成 お よ び 分 析 の た め の ア フ
ィ ニ テ ィ ー マ ト リ ッ ク ス ま た は 支 持 体 と し て 使 用 さ れ る あ ら ゆ る 材 料 が 含 ま れ 、 例 え ば こ
れ ら に 限 定 さ れ な い が 以 下 の も の が 含 ま れ る :ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 、 ポ リ プ
ロ ピ レ ン 、 ナ イ ロ ン 、 ガ ラ ス 、 デ キ ス ト ラ ン 、 キ チ ン 、 砂 、 軽 石 、 ア ガ ロ ー ス 、 多 糖 類 、
デ ン ド リ マ ー 、 バ ッ キ ー ボ ー ル 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 シ リ コ ン 、 ゴ ム 、 お よ び そ の 他 の
固 相 合 成 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 分 離 お よ び 精 製 、 ハ イ ブ リ ッ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 、 イ ム ノ ア ッ
セ イ お よ び そ の 他 の か か る 用 途 の た め の 支 持 体 と し て 用 い ら れ る 材 料 。 本 明 細 書 に お い て
マ ト リ ッ ク ス は 粒 状 で も よ い し 連 続 平 面 形 態 で も よ く 、 例 え ば マ イ ク ロ タ イ タ ー デ ィ ッ シ
ュ ま た は ウ ェ ル 、 ガ ラ ス ス ラ イ ド 、 シ リ コ ン チ ッ プ 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス シ ー ト 、 ナ イ ロ ン
メ ッ シ ュ 、 ま た は そ の 他 の そ の よ う な 材 料 で あ っ て よ い 。 粒 状 の 場 合 、 典 型 的 に は 粒 子 は
少 な く と も 5-10mmの 範 囲 ま た は そ れ 以 下 の 大 き さ で あ る 。 「 ビ ー ズ 」 と 総 称 す る か か る 粒
子 は 球 状 で あ る こ と が 多 い が そ の 必 要 は な い 。 し か し マ ト リ ッ ク ス の 形 態 は 制 限 さ れ ず 、
い か な る 形 態 で あ っ て も よ く 、 ラ ン ダ ム 形 状 、 針 状 、 繊 維 状 、 お よ び 伸 長 状 な ど が 含 ま れ
る 。 液 相 で 利 用 で き る ほ ぼ 球 形 の 「 ビ ー ズ 」 、 特 に ミ ク ロ ス フ ィ ア も 考 慮 さ れ る 。 「 ビ ー
ズ 」 は さ ら な る 成 分 、 例 え ば 磁 性 ま た は 常 磁 性 粒 子 を (例 え ば 、 Dyna beads (Dynal、 Oslo
、 Norway)を 参 照 さ れ た い )磁 石 を 用 い た 分 離 の た め に 含 ん で い て も よ い が 、 た だ し 、 さ ら
な る 成 分 は 本 発 明 の 方 法 お よ び 分 析 に 影 響 を 与 え な い も の と す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 、 マ ト リ ッ ク ス ま た は 支 持 体 粒 子 は 離 れ た 粒 子 の 形 態 の マ ト リ
ッ ク ス 材 料 を い う 。 粒 子 は い か な る 形 態 で も 大 き さ で も よ い が 、 典 型 的 に は 少 な く と も 10
0 mm以 下 、 50 mm以 下 、 10 mm以 下 、 1 mm以 下 、 100μ m以 下 、 50μ m以 下 の 寸 法 で あ り 典 型
的 に は 100 mm 3 以 下  50 mm 3 以 下 、 10 mm 3 以 下 、 お よ び 1 mm 3 以 下 、 100 μ m 3 以 下 の 大 き さ
で あ り 、 μ m 3 の オ ー ダ ー で あ っ て よ い 。 か か る 粒 子 を 「 ビ ー ズ 」 と 総 称 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る ア レ イ は 、 要 素 の 集 合 を 意 味 し 、 例 え ば 、 3以 上 の メ ン バ ー を
含 む ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 ア ド レ ス 可 能 な ア レ イ は 、 ア レ イ の メ ン バ ー が 典
型 的 に は 固 相 支 持 体 の 位 置 に よ り 、 あ る い は 同 定 可 能 ま た は 検 出 可 能 な 標 識 に よ り 同 定 可
能 な も の で あ る 。 か か る 標 識 と し て は 、 色 、 蛍 光 、 電 気 信 号 (即 ち 、 RF、 マ イ ク ロ 波 ま た
は そ の 他 の 分 子 ま た は 生 物 学 粒 子 の 相 互 作 用 を 実 質 的 に 変 化 さ せ な い 周 波 数 )、 バ ー コ ー
ド そ の 他 の コ ー ド 、 化 学 物 質 そ の 他 の 標 識 が 挙 げ ら れ る 。 し た が っ て 一 般 に 、 ア レ イ の メ
ン バ ー は 固 相 表 面 の 離 れ た 同 定 可 能 な 位 置 に 固 定 化 さ れ る か 同 定 可 能 な 標 識 に 直 接 ま た は
間 接 的 に 結 合 あ る い は 付 着 さ れ 、 例 え ば 、 ミ ク ロ ス フ ィ ア か そ の 他 の 粒 状 の 支 持 体 に 固 定
さ れ (ビ ー ズ と 称 さ れ る )、 溶 液 中 に 懸 濁 さ れ る か 表 面 に 塗 布 さ れ る 。 し た が っ て 例 え ば 、
位 置 的 に ア ド レ ス 可 能 な ア レ イ は 基 体 、 例 え ば 顕 微 鏡 用 ス ラ イ ド を 含 む ガ ラ ス 、 紙 、 ナ イ
ロ ン ま た は そ の 他 の タ イ プ の 膜 、 フ ィ ル タ ー 、 チ ッ プ 、 ガ ラ ス ス ラ イ ド 、 ま た は そ の 他 の
好 適 な 固 体 支 持 体 上 に 並 べ る と よ い 。 所 望 の 場 合 は 基 体 表 面 を 官 能 化 、 誘 導 体 化 ま た は 結
合 パ ー ト ナ ー へ の 結 合 を 可 能 に す る よ う 変 化 さ せ て も よ い 。 場 合 に よ っ て は 、 当 業 者 は マ
イ ク ロ ア レ イ を 好 適 と す る 。 マ イ ク ロ ア レ イ は 位 置 的 に ア ド レ ス 可 能 な ア レ イ で あ り 、 例
え ば 、 固 体 支 持 体 上 の ア レ イ で あ っ て 、 ア レ イ の 位 置 が 高 密 度 の も の で あ る 。 例 え ば 、 典
型 的 な 表 面 に 形 成 さ れ る ア レ イ で あ っ て 標 準 的 な 96サ イ ズ で プ レ ー ト あ た り 約 1550位 置 以
上 の 密 度 の も の が マ イ ク ロ ア レ イ と 考 え ら れ る 。 本 明 細 書 に お い て 提 供 す る 分 子 が 固 体 支
持 体 に 結 合 さ れ る ア ッ セ イ に お い て 、 そ れ ら は ア ド レ ス 可 能 な ア レ イ を 含 む ア レ イ と し て
、 特 に ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ プ ロ ト コ ー ル 用 に 提 供 さ れ う る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 、 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 分 子 は 、 典 型 的 に は 結 合 ア
フ ィ ニ テ ィ ー  (Ka)が 少 な く と も 約  10 7  l/mol、 10 8  l/mol、 10 9  l/mol、 10 1 0  l/mol あ る
い は そ れ 以 上 で あ っ て 特 定 の 配 座 異 性 体 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 別 の 配 座 異 性 体 と 比 較 し
て 少 な く と も 約 .5、 1、 5、 10-倍 、 一 般 的 に は  100-倍 以 上 の Kaに て 結 合 す る 。 し た が っ て
例 え ば 、 PrP S c に 結 合 す る 例 示 的 な ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 は 、 少 な く と も  約  10 8  l/molの ア フ
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ィ ニ テ ィ ー ま た は ア ッ セ イ に お い て 結 合 し た PrP S c の 検 出 が 可 能 な 十 分 な ア フ ィ ニ テ ィ ー
に て 相 互 作 用 す る ;そ し て 一 般 に PrP S c に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー が PrP c と 比 較 し て 少 な く と
も  10-倍 、 100-倍 ま た は そ れ 以 上 の ア フ ィ ニ テ ィ ー で 相 互 作 用 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 動 物 は あ ら ゆ る 動 物 を 含 み 、 例 え ば こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、
ヤ ギ 、 ウ シ 、 シ カ 、 オ オ ジ カ 、 ク ド ゥ 、 ウ マ 、 ラ ク ダ 、 ラ マ 、 ヒ ツ ジ 、 げ っ 歯 類 、 ブ タ お
よ び ヒ ト が 挙 げ ら れ る 。 非 -ヒ ト 動 物 は 考 え ら れ る 動 物 か ら ヒ ト を 除 い た も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 抗 体 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン で あ り 、 天 然 ま た は 部 分 的 ま た は 完 全
に 合 成 に よ り 産 生 さ れ た も の で も よ く 、 抗 体 の 特 異 的 結 合 能 力 を 保 持 す る そ の あ ら ゆ る 誘
導 体 を 含 む 。 し た が っ て 抗 体 に は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 結 合 ド メ イ ン と 相 同 的 ま た は 実 質 的 に 相
同 的 な 結 合 ド メ イ ン を 有 す る あ ら ゆ る タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。 抗 体 に は あ ら ゆ る 免 疫 グ ロ
ブ リ ン ク ラ ス の メ ン バ ー が 含 ま れ 、 IgG、 IgM、 IgA、 IgDお よ び IgEが 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド は 、 少 な く と も 2つ の ソ ー ス か ら の
領 域 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 例 え ば 、 抗 体 ま た は 酵 素 あ る い は そ の 他 の レ シ ピ エ ン ト
と な り う る 骨 格 か ら の も の と 、 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 か ら の ポ リ ペ プ チ ド な ど の 結 合 モ チ ー
フ を 含 む 。 そ の 結 果 得 ら れ る 本 明 細 書 に お い て 提 供 す る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド は 、 感
染 性 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン ま た は 疾 患 を 示 す コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し 、
該 ポ リ ペ プ チ ド は 2以 上 の ア イ ソ フ ォ ー ム に て 存 在 し う る も の で あ り 、 少 な く と も 1つ の ア
イ ソ フ ォ ー ム が 疾 患 ま た は 疾 患 プ ロ セ ス に 関 与 す る も の で あ る 。 レ シ ピ エ ン ト 骨 格 は モ チ
ー フ ポ リ ペ プ チ ド が 標 的 ポ リ ペ プ チ ド へ の 結 合 能 力 を 保 持 す る こ と を 拘 束 ま た は 可 能 に す
る よ う 選 択 さ れ る 。 レ シ ピ エ ン ト 骨 格 は ま た 、 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド に 、 レ ポ ー タ ー
と し て 作 用 す る 能 力 ま た は レ ポ ー タ ー 部 分 を 捕 捉 す る 能 力 な ど の さ ら な る 特 性 を 与 え 得 る
も の で あ る 。 本 明 細 書 の 態 様 に よ る 感 染 性 プ リ オ ン へ の 結 合 は モ チ ー フ を 含 め る こ と に よ
る も の で あ り 、 か か る モ チ ー フ は プ リ オ ン か ら の 少 な く と も 5 残 基 、 一 般 的 に 10か ら 50ま
た は そ れ 以 上 の 実 質 的 に 全 長 プ リ オ ン ま で の 残 基 を 含 み PrP S c ま た は PrP c と 複 合 体 形 成 し
た PrP S c に 結 合 す る こ と が で き る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ は 、 変 化 し た 、 一 般 的 に 異 常 な (即 ち 疾
患 -誘 発 性 の )コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン を 認 識 し 、 特 異 性 を 保 持 す る が 全 タ ン パ ク 質 の ア フ ィ ニ
テ ィ ー が 減 少 し て も よ い タ ン パ ク 質 由 来 の ア ミ ノ 酸 配 列 を い う 。 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン が 変
化 し た タ ン パ ク 質 は 感 染 性 、 例 え ば プ リ オ ン の PrP S c 形 態 で も よ い 。 ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー
フ は 骨 格 (典 型 的 に は ポ リ ペ プ チ ド )に グ ラ フ ト (即 ち 挿 入 )さ れ る 。 本 明 細 書 に お い て 示 す
よ う に 、 モ チ ー フ は 凝 集 反 応 に 関 与 す る 標 的 ポ リ ペ プ チ ド か ら の 残 基 由 来 で あ っ て も よ い
し 、 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン 変 化 を 誘 導 ま た は そ れ に 関 与 す る も の に 由 来 す る も の で あ っ て も
よ い 。 挿 入 の 際 、 追 加 的 な ア ミ ノ 酸 、 例 え ば Gly お よ び ／ ま た は  Serを 含 む 中 性 ア ミ ノ 酸
を い ず れ か の 端 に 典 型 的 に は 1か ら 数 残 基 含 め て も よ い 。 モ チ ー フ は 別 の ポ リ ペ プ チ ド に
挿 入 し て も よ い し 、 モ チ ー フ よ り 大 き い 、 小 さ い あ る い は ほ ぼ 同 じ サ イ ズ の そ の 部 分 と 置
換 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 骨 格 は 、 グ ラ フ ト さ れ た モ チ ー フ を 受 容 す る レ シ ピ エ ン ト 分 子
を 意 味 す る 。 骨 格 は グ ラ フ ト さ れ る モ チ ー フ が 所 望 の 活 性 を 保 持 す る よ う に 選 択 さ れ る 。
骨 格 は 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー ま た は 酵 素 活 性 な ど の 活 性 を 有 し て い て も よ い し 、 活 性 を 有 さ
な く て も よ い し 、 活 性 を 失 う よ う 改 変 さ れ た の で も よ い 。 骨 格 に は こ れ ら に 限 定 さ れ な い
が 、 酵 素 ま た は 結 合 お よ び ／ ま た は 触 媒 活 性 を 保 持 す る そ の 部 分 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 ま た は
活 性 を 保 持 す る 、 お よ び ／ ま た は グ ラ フ ト さ れ た 部 分 に 活 性 を 保 持 さ せ る 、 お よ び ／ ま た
は グ ラ フ ト さ れ た 部 分 に 活 性 を 保 持 さ せ る 、 そ の 部 分 、 抗 体 ま た は 結 合 活 性 を 保 持 す る 、
お よ び ／ ま た は グ ラ フ ト さ れ た 部 分 に 所 望 の 活 性 を 保 持 さ せ る そ の 部 分 が 含 ま れ る 。 骨 格
に は 、 タ ン パ ク 質 凝 集 の 疾 患 の 感 染 性 ま た は 疾 患 誘 発 性 形 態 の 物 質 上 の エ ピ ト ー プ に 結 合
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す る ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ が グ ラ フ ト さ れ て タ ン パ ク 質 凝 集 の 疾 患 の 感 染 性 ま た は 疾 患 誘
発 性 形 態 の 物 質 に 、 良 性 の 形 態 と 比 べ て よ り 高 い ア フ ィ ニ テ ィ ー で 結 合 す る ハ イ ブ リ ッ ド
分 子 が 生 じ る （ あ る い は 逆 も 同 様 )。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 、 「 レ ポ ー タ ー 」 ま た は 「 レ ポ ー タ ー 部 分 」 は 、 目 的 の 分 子 、
例 え ば タ ン パ ク 質 ま た は 本 明 細 書 に お い て 提 供 す る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 を 可
能 と す る 部 分 を い う 。 レ ポ ー タ ー 分 子 は 、 好 適 な 基 質 ま た は 検 出 手 段 と 好 適 な 条 件 下 で 接
触 し た 際 に 検 出 可 能 な シ グ ナ ル (例 え ば 、 比 色 分 析 、 化 学 発 光 、 生 物 発 光 、 蛍 光 ま た は 電
位 差 測 定 手 段 に よ る )を 生 成 す る こ と が 出 来 る 分 子 、 例 え ば 、 酵 素 ま た は 指 示 薬 で あ る 。
例 示 的 な レ ポ ー タ ー 酵 素 に は こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 以 下 が 含 ま れ る ： ア ル カ リ ホ ス フ ァ
タ ー ゼ 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ お よ び 発 光 タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 エ ク オ ラ （ aequora） お よ び ウ
ミ シ イ タ ケ （ renilla） 種 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ /発 光 タ ン パ ク 質 、 ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ  (de
Wet et al. (1987) Mol. Cell. Biol. 7:725-737);細 菌 ル シ フ ェ ラ ー ゼ  (Engebrecht and
 Silverman (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 81:4154-4158; Baldwin et al. (19
84) Biochemistry 23:3663-3667); そ の 他 の 酵 素 、 例 え ば 、 ベ ー タ － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ;
ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ  (Toh et al. (1989) Eur. J. Biochem. 182:231-238、 Hall et 
al. (1983) J. Mol. Appl. Gen. 2:101); 化 学 発 光 生 成 酵 素 、 例 え ば 、 セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ
ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア リ ー ル エ ス テ ラ ー ゼ 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ お よ び ウ レ ア ー ゼ 。 そ の 他 の レ
ポ ー タ ー 分 子 に は 例 え ば 、 発 光 部 分 、 例 え ば 蛍 光 タ ン パ ク 質 (FP)が 挙 げ ら れ 、 こ れ ら に 限
定 さ れ な い が 、 赤 色 、 青 色 お よ び 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 お よ び そ の 変 異 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 発 光 標 識 は 、 EM照 射 を 放 射 ま た は 吸 収 す る 標 識 で あ る 。 発 光 標
識 の 例 と し て は こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 例 え ば 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 を 含 む フ ル オ ロ フ ォ ア 、
蛍 光 お よ び 生 物 発 光 お よ び そ の 他 の 化 学 発 光 生 成 系 の ク エ ン チ ャ ー が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 、 「 蛍 光 」 は 、 １ つ の 波 長 に お け る 照 射 の 吸 収 (「 励 起 」 )に よ
り 引 き 起 こ さ れ 、 そ の ほ ぼ 直 後 に 通 常 は 異 な る 波 長 で の 再 照 射 (「 発 光 」 )を と も な い 、 入
射 光 が 止 ま る と ほ ぼ 同 時 に 終 止 す る 発 光 (光 の 放 出 )で あ る 。 分 子 レ ベ ル で は 、 蛍 光 は 一 定
の フ ル オ ロ フ ォ ア と し て 知 ら れ る 化 合 物 が 、 光 エ ネ ル ギ ー に よ っ て 基 底 状 態 か ら よ り 高 い
励 起 状 態 と な る こ と に よ り 起 こ る ;分 子 が そ の 基 底 状 態 へ と 戻 る 際 に 、 典 型 的 に は 異 な る
波 長 の 光 が 放 射 さ れ る  (Lakowicz、 J. R.、 Principles of Fluorescence Spectroscopy、
New York:Plenum Press (1983); Herman、 B.、 Resonance energy transfer microscopy、
in: Fluorescence Microscopy of Living Cells in Culture、 Part B、 Methods in Cell 
Biology、 vol. 30、 ed. Taylor、 D. L. & Wang、 Y. -L.、 San Diego: Academic Press (1
989)、 pp. 219-243; Turro、 N.J.、 Modern Molecular Photochemistry、 Menlo Park: Ben
jamin/Cummings Publishing Col、 Inc. (1978)、 pp. 296-361)。 一 方 、 「 リ ン 光 」 は １ つ
の 波 長 で の 照 射 の 吸 収 、 そ し て 異 な る 波 長 で の 遅 れ た 再 照 射 に よ っ て 起 こ り 、 入 射 光 が 停
止 し て か ら も あ る 程 度 の 時 間 持 続 す る 発 光 の こ と を い う 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 化 学 発 光 は 、 化 学 反 応 の 結 果 起 こ る 発 光 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 生 物 発 光 は 、 化 学 発 光 の 一 種 で あ り 、 生 物 分 子 、 特 に タ ン パ ク
質 に よ る 光 の 発 光 を 意 味 す る 。 生 物 発 光 に 必 須 の 条 件 は 、 オ キ シ ゲ ナ ー ゼ で あ っ て 基 質 で
あ る ル シ フ ェ リ ン に 作 用 す る 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 存 在 下 で の 結 合 型 ま た は 遊 離 型 の 分 子 酸
素 の 存 在 で あ る 。 生 物 発 光 は 、 オ キ シ ゲ ナ ー ゼ で あ っ て 基 質 で あ る ル シ フ ェ リ ン (生 物 発
光 基 質 )に 分 子 酸 素 の 存 在 下 で 作 用 し て 基 質 を 励 起 状 態 に 変 換 し 、 そ の 基 質 が 低 エ ネ ル ギ
ー 状 態 に 戻 る 際 に 光 の 形 態 で エ ネ ル ギ ー を 放 出 す る よ う な 、 酵 素 ま た は そ の 他 の タ ン パ ク
質 (ル シ フ ェ ラ ー ゼ )に よ っ て 生 じ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 生 物 発 光 を も た ら す 生 物 分 子 を 、 一 般 に そ れ ぞ れ ル シ フ ェ リ ン
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お よ び ル シ フ ェ ラ ー ゼ と 総 称 す る 。 そ の 特 定 の 種 に 言 及 す る 場 合 、 各 総 称 は そ れ が 由 来 す
る 生 物 の 名 前 と 共 に 用 い る 。 例 え ば 、 細 菌 ル シ フ ェ リ ン ま た は ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ な ど
と い う 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る ル シ フ ェ ラ ー ゼ は 、 光 放 射 反 応 を 触 媒 す る オ キ シ ゲ ナ ー ゼ を い
う 。 例 え ば 、 細 菌 ル シ フ ェ ラ ー ゼ は 、 フ ラ ビ ン モ ノ ヌ ク レ オ チ ド (FMN)お よ び 脂 肪 族 ア ル
デ ヒ ド の 酸 化 を 触 媒 し 、 か か る 反 応 に よ り 光 が 生 じ る 。 別 の ク ラ ス の 海 洋 節 足 動 物 に み ら
れ る ル シ フ ェ ラ ー ゼ は 、 ウ ミ ホ タ ル  (Vargula)ル シ フ ェ リ ン の 酸 化 を 触 媒 し 、 さ ら に 別 の
ク ラ ス の ル シ フ ェ ラ ー ゼ は 、 甲 虫 （ Coleoptera） ル シ フ ェ リ ン の 酸 化 を 触 媒 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 し た が っ て 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ は 生 物 発 光 反 応 (そ の 反 応 が 生 物 発 光 を 生 じ る )を 触 媒 す る
酵 素 ま た は 発 光 タ ン パ ク 質 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 ホ タ ル お よ び ガ ウ シ ア ン （ Gaussia） お
よ び ウ ミ シ イ タ ケ ル シ フ ェ ラ ー ゼ な ど の ル シ フ ェ ラ ー ゼ は 、 触 媒 的 に 作 用 し 、 生 物 発 光 生
成 反 応 の 際 に 変 化 し な い 酵 素 で あ る 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 光 タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 ル シ フ ェ
リ ン が 非 共 有 結 合 に よ り 結 合 し て い る エ ク オ リ ン 発 光 タ ン パ ク 質 は 、 生 物 発 光 生 成 反 応 の
際 に 例 え ば ル シ フ ェ リ ン の 放 出 に よ り 変 化 す る 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ は 、 生 物 ま た は そ の 変 異
体 ま た は 突 然 変 異 体 、 例 え ば 突 然 変 異 に よ り 生 じ 、 １ ま た は 複 数 の 天 然 タ ン パ ク 質 と は 異
な る 特 性 、 例 え ば 熱 安 定 性 、 を 有 す る 変 異 体 な ど に お い て 天 然 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 で あ
る 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ お よ び 改 変 さ れ た そ の 突 然 変 異 体 ま た は 変 異 体 形 態 は 周 知 で あ る 。 本
発 明 の 目 的 の た め に 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ と 言 及 す る 場 合 、 発 光 タ ン パ ク 質 ま た は ル シ フ ェ ラ
ー ゼ の い ず れ も 含 む 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ は 、 感 染 性 ま た は 疾 患 誘 発 性 形 態 の タ ン パ ク 質 凝 集
の 疾 患 の 物 質 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド を グ ラ フ ト す る た め の 骨 格 と し て 機 能
し う る 。 か か る グ ラ フ ト に よ り 良 性 の 形 態 と 比 較 し て 感 染 性 ま た は 疾 患 誘 発 性 形 態 の タ ン
パ ク 質 凝 集 の 疾 患 の 物 質 に よ り 強 い ア フ ィ ニ テ ィ ー で 結 合 す る ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 が 生 じ る
(ま た は 逆 も 同 様 )。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ル シ フ ェ ラ ー ゼ お よ び ル シ フ ェ リ ン な ら び に そ の 活 性 化 物 質 を 、 生 物 発 光 生 成 試 薬 ま た
は 成 分 と 称 す る 。 し た が っ て 、 本 明 細 書 に お い て 用 い る 成 分 で あ る 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ル
シ フ ェ リ ン お よ び そ の 他 の 因 子 、 例 え ば 、 O 2 、 Mg

2 + 、 Ca 2 +  も 生 物 発 光 生 成 試 薬 (ま た は 試
薬 ま た は 成 分 )と 称 さ れ る 。 す べ て の か か る 成 分 の 組 み 合 わ せ は 生 物 発 光 生 成 系 で あ る 。
同 様 に 化 学 発 光 を 生 成 す る 系 の す べ て の 成 分 は 化 学 発 光 生 成 系 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 、 ハ イ ブ リ ッ ド 抗 体 は 、 本 明 細 書 に お い て 提 供 す る ハ イ ブ リ ッ
ド ポ リ ペ プ チ ド な ど の 、 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン -由 来 の １ ま た は 複 数 の 部 分 を 含 み 、 免 疫 グ ロ
ブ リ ン ま た は Fabの 一 部 が 、 タ ン パ ク 質 凝 集 の 疾 患 に 関 与 す る 標 的 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す
る 別 の ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 置 換 さ れ て い る 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を い う 。 本 明 細
書 に お い て 簡 便 化 の た め 、 ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 を Fab'ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 例 え ば IgGと
称 す る が 、 か か る ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 は Fab'ま た は Igそ れ 自 体 で は な く 、 特 異 性 を 付 与 す る
グ ラ フ ト さ れ た 部 分 も 含 む こ と を 理 解 さ れ た い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 全 長 よ り 短 く 、 全 長 の 抗 体 の 特 異 的 結 合
能 力 の 少 な く と も 一 部 を 保 持 し て い る あ ら ゆ る 抗 体 の 誘 導 体 を い う 。 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の
例 と し て は こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 Fab、 Fab'、 F(ab) 2 、 一 本 鎖  Fv (scFV)、 FV、 dsFV
二 重 特 異 性 抗 体 （ diabody） お よ び Fd フ ラ グ メ ン ト が 挙 げ ら れ る 。 フ ラ グ メ ン ト は 例 え ば
ジ ス ル フ ィ ド 結 合 な ど に よ り 互 い に 結 合 し た 複 数 の 鎖 を 含 ん で い て も よ い 。 抗 体 フ ラ グ メ
ン ト は 、 一 般 的 に 少 な く と も 約  50 ア ミ ノ 酸 、 典 型 的 に は 少 な く と も  200 ア ミ ノ 酸 を 含
む 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る Fv 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 非 共 有 結 合 相 互 作 用 に よ り 結 合 し て
い る １ つ の 可 変 重 鎖 ド メ イ ン  (V H )と １ つ の 可 変 軽 鎖 ド メ イ ン か ら 構 成 さ れ る 。
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【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る dsFV は 、 V H -V L  の 対 を 安 定 化 さ せ る 操 作 さ れ た 分 子 間 ジ ス ル
フ ィ ド 結 合 を 有 す る Fvを い う 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る F(ab) 2  フ ラ グ メ ン ト は 、 pH 4.0-4.5で の ペ プ シ ン に よ る 免 疫
グ ロ ブ リ ン の 消 化 に よ っ て 生 ず る 抗 体 フ ラ グ メ ン ト で あ る ;組 換 え 発 現 に よ っ て 等 価 な フ
ラ グ メ ン ト を 産 生 さ せ る こ と も 出 来 る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る Fab フ ラ グ メ ン ト は 、 パ パ リ ン に よ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 消 化 に
よ っ て 生 ず る 抗 体 フ ラ グ メ ン ト で あ る ;組 換 え 発 現 に よ っ て 等 価 な フ ラ グ メ ン ト を 産 生 さ
せ る こ と も 出 来 る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る scFVは 、 任 意 の 順 序 で ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ り 共 有 結 合 に
よ り 結 合 し た 可 変 軽 鎖  (V L )お よ び 可 変 重 鎖  (V H )を 含 む 抗 体 フ ラ グ メ ン ト で あ る 。 リ ン カ
ー の 長 さ は 2つ の 可 変 ド メ イ ン が 実 質 的 に 影 響 を 受 け る こ と な く 架 橋 さ れ る よ う に す る 。
リ ン カ ー の 例 と し て は 、 (Gly-Ser) n  残 基 中 に い く ら か の Gluま た は Lys 残 基 が 可 溶 性 を 上
昇 さ せ る た め に 分 散 さ れ た も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る ヒ ト 化 抗 体 は 、 ヒ ト に 投 与 し て も 免 疫 応 答 を 起 こ さ な い よ う に
、 ヒ ト ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む よ う に 改 変 さ れ た 抗 体 で あ る 。 か か る 抗 体 の 調 製 方 法 は 公 知 で
あ る 。 例 え ば 、 か か る 抗 体 を 産 生 す る に は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 発 現 す る ハ イ ブ リ ド ー
マ ま た は そ の 他 の 真 核 細 胞 ま た は 原 核 細 胞 、 例 え ば 大 腸 菌 や CHO細 胞 を 組 換 え DNA技 術 に よ
っ て 改 変 し て 非 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 組 成 が ヒ ト 抗 体 に 基 づ く よ う な 抗 体 を 発 現 す る よ う に
す る 。 か か る 領 域 を 同 定 す る た め の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム が 設 計 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 二 量 体 の scFVで あ る ;二 重 特 異 性 抗 体 は 典
型 的 に は scFvよ り 短 い ペ プ チ ド リ ン カ ー を 有 し 、 そ れ ら は 一 般 的 に 二 量 体 化 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る hsFv は 、 Fab フ ラ グ メ ン ト に 通 常 存 在 す る 定 常 ド メ イ ン が ヘ
テ ロ ダ イ マ ー コ イ ル ド コ イ ル ド メ イ ン に 置 換 さ れ た 抗 体 フ ラ グ メ ン ト で あ る (例 え ば 、 Arn
dt et al. (2001) J Mol Biol. 7:312:221-228を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る サ ン プ ル は 、 分 析 物 の ア ッ セ イ が 望 ま れ る 分 析 物 を 含 み 得 る あ
ら ゆ る も の を い う 。 サ ン プ ル は 生 物 サ ン プ ル 、 例 え ば 、 生 体 液 ま た は 生 物 組 織 で あ っ て も
よ い 。 生 体 液 の 例 と し て は 、 尿 、 血 液 、 血 漿 、 血 清 、 唾 液 、 精 液 、 便 、 痰 、 脳 脊 髄 液 、 涙
液 、 粘 液 、 精 子 、 羊 水 な ど が 挙 げ ら れ る 。 生 物 組 織 は 通 常 特 定 の 種 類 の 細 胞 の 凝 集 体 で あ
り 細 胞 内 物 質 も 含 み 、 生 物 の 構 造 材 料 を 形 成 す る 。 生 物 の 構 造 に は 、 ヒ ト 、 動 物 、 植 物 、
細 菌 、 真 菌 ま た は ウ イ ル ス の 構 造 が 含 ま れ 、 組 織 と し て は 、 結 合 、 上 皮 、 筋 肉 お よ び 神 経
組 織 が 含 ま れ る 。 生 物 組 織 の 例 と し て は 例 え ば 、 器 官 、 腫 瘍 、 リ ン パ 節 、 動 脈 お よ び 個 々
の 細 胞 も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 生 物 サ ン プ ル は 、 生 物 ま た は ウ イ ル ス 源 か ら 得 ら れ 、 核 酸 ま た
は タ ン パ ク 質 ま た は そ の 他 の 高 分 子 が 得 ら れ る 対 象 の あ ら ゆ る 細 胞 型 ま た は 組 織 を 含 む あ
ら ゆ る サ ン プ ル を い う 。 生 物 サ ン プ ル に は こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 体 液 、 例 え ば 血 液 、
血 漿 、 血 清 、 脳 脊 髄 液 、 滑 液 、 尿 お よ び 汗 、 動 物 お よ び 植 物 由 来 の 組 織 お よ び 器 官 サ ン プ
ル が 含 ま れ る 。 土 壌 お よ び 水 系 サ ン プ ル お よ び そ の 他 の 環 境 サ ン プ ル 、 ウ イ ル ス 、 細 菌 、
真 菌 、 藻 類 、 原 生 動 物 お よ び そ れ ら の 成 分 も 含 ま れ る 。 細 菌 、 ウ イ ル ス そ の 他 の 食 品 お よ
び 環 境 の 汚 染 も 評 価 で き る 。 本 発 明 の 方 法 は 生 物 サ ン プ ル を 用 い て 行 わ れ 、 プ ロ フ ァ イ リ
ン グ な ど の 態 様 に お い て は サ ン プ ル の 試 験 用 に も 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
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　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 、 本 発 明 に お い て 提 供 す る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 同 定 さ
れ る 薬 物 は 、 治 療 用 化 合 物 ま た は 治 療 薬 の 設 計 の た め の リ ー ド 化 合 物 と し て 使 用 す る た め
の 候 補 で あ る あ ら ゆ る 化 合 物 を い う 。 か か る 化 合 物 は 低 分 子 で あ っ て も よ く 、 例 え ば 、 低
有 機 分 子 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 疑 似 体 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 ま た は dsRNA、 例 え ば 、 RNAi、
抗 体 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 組 換 え 抗 体 お よ び そ の 他 の 薬 物 候 補 ま た は リ ー ド 化 合 物 と し て
機 能 し う る 化 合 物 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 、 ペ プ チ ド 疑 似 体 は 、 特 定 の ペ プ チ ド の 生 物 活 性 形 態 の コ ン フ
ォ メ ー シ ョ ン と 一 定 の 立 体 化 学 特 性 を ま ね た 化 合 物 で あ る 。 一 般 に 、 ペ プ チ ド 疑 似 体 は 化
合 物 の 特 定 の 、 生 物 活 性 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン が 失 わ れ た り 結 合 が 崩 壊 し た り す る 望 ま し く
な い 特 性 で は な く 、 望 ま し い 特 性 （ 例 え ば 可 動 性 ） を ま ね る よ う に 設 計 さ れ る 。 ペ プ チ ド
疑 似 体 は 生 物 活 性 化 合 物 か ら 、 バ イ オ イ ソ ス タ ー （ bioisosteres） に よ り 望 ま し く な い 特
性 に 寄 与 し て い る 特 定 の 基 ま た は 結 合 を 置 換 す る こ と に よ り 調 製 で き る 。 バ イ オ イ ソ ス タ
ー は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 メ チ レ ン バ イ オ イ ソ ス タ ー で あ る CH 2 Sは エ ン ケ フ ァ リ
ン ア ナ ロ グ に お け る ア ミ ド 置 換 と し て 使 用 さ れ て い る  (例 え ば 、 Spatola (1983) pp. 267
-357 in Chemistry and Biochemistry of Amino Acids、 Peptides、 and Proteins、 Weist
ein、 Ed. volume 7、 Marcel Dekker、 New Yorkを 参 照 さ れ た い )。 経 口 投 与 で き る モ ル ヒ
ネ は 、 ペ プ チ ド エ ン ド ル フ ィ ン の ペ プ チ ド 疑 似 体 化 合 物 で あ る 。 本 明 細 書 に お い て 、 環 状
ペ プ チ ド も ペ プ チ ド 疑 似 体 に 含 め る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 高 分 子 は 、 分 子 量 数 百 か ら 数 百 万 の あ ら ゆ る 分 子 を い る 。 高 分
子 に は 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 核 酸 、 お よ び そ の 他 の 一 般 的 に 生 物 体 に
よ っ て 合 成 さ れ る 分 子 が 含 ま れ る 。 か か る 分 子 は 、 合 成 に よ っ て も 組 換 え 分 子 生 物 学 手 法
に よ っ て も 調 製 で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 、 「 バ イ オ ポ リ マ ー 」 の 語 に は 、 生 物 分 子 を 意 味 し 、 2以 上 の
単 量 体 サ ブ ユ ニ ッ ト か ら 構 成 さ れ 、 結 合 ま た は 高 分 子 に よ っ て 連 結 し て い る 高 分 子 ま た は
そ の 誘 導 体 が 含 ま れ る 。 バ イ オ ポ リ マ ー は 例 え ば 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 炭
水 化 物 、 ま た は 脂 質 、 あ る い は そ れ ら の 誘 導 体 ま た は 組 み 合 わ せ で あ っ て よ く 、 例 え ば 、
ペ プ チ ド 核 酸 部 分 を 含 む 核 酸 分 子 や 糖 タ ン パ ク 質 で あ っ て も よ い 。 バ イ オ ポ リ マ ー に は こ
れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 核 酸 、 タ ン パ ク 質 、 多 糖 類 、 脂 質 そ の 他 の 高 分 子 が 含 ま れ る 。 核
酸 に は DNA、 RNA、 お よ び そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト が 含 ま れ る 。 核 酸 は ゲ ノ ム DNA、 RNA、 ミ ト
コ ン ド リ ア 核 酸 、 葉 緑 体 核 酸 お よ び そ の 他 の 別 々 の 遺 伝 物 質 を 有 す る オ ル ガ ネ ラ の い ず れ
の 由 来 の も の で も よ い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 生 物 分 子 は 、 あ ら ゆ る 天 然 に み ら れ る 化 合 物 ま た は そ の 誘 導 体
で あ る 。 生 物 分 子 に は こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 以 下 が 含 ま れ る :オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ シ ド 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 ア ミ ノ 酸 、 ペ プ チ ド 核 酸 (PNA)、 オ リ ゴ 糖 お
よ び 単 糖 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 、 「 核 酸 」 の 語 は 、 一 本 鎖 お よ び ／ ま た は 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 、 例 え ば 、 デ オ キ シ リ ボ 核 酸  (DNA)、 お よ び リ ボ 核 酸  (RNA)な ら び に RNAま た は DNAの
ア ナ ロ グ や 誘 導 体 を い う 。 「 核 酸 」 の 語 に は 、 核 酸 ア ナ ロ グ 、 例 え ば 、 ペ プ チ ド 核 酸 (PNA
)、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト DNA、 お よ び そ の 他 の か か る ア ナ ロ グ お よ び 誘 導 体 ま た は そ れ ら の
組 み 合 わ せ も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 か か る 用 語 は ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ か ら 作 ら れ る RNAま た は DNAの 均 等 物 、 誘 導 体 、 変 異
体 お よ び ア ナ ロ グ 、 一 本 鎖 (セ ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス )お よ び 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も
含 む よ う 理 解 す べ き で あ る 。 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド に は デ オ キ シ ア デ ノ シ ン 、 デ オ キ
シ シ チ ジ ン 、 デ オ キ シ グ ア ノ シ ン お よ び デ オ キ シ チ ミ ジ ン が 含 ま れ る 。 RNAに つ い て は 、
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ウ ラ シ ル 塩 基 は ウ リ ジ ン で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 含 ま れ る ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ は 例 え ば 以 下 の も の で あ っ て よ い ：
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 質 量 に よ る 識 別 を 可 能 に す る 質 量 修 飾 し た ヌ ク レ オ チ ド ; ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド の 検 出 を 可 能 に す る 蛍 光 、 放 射 性 、 発 光 ま た は 化 学 発 光 標 識 な ど の 検 出 可 能 な 標 識
を 含 む ヌ ク レ オ チ ド ;ま た は 固 体 支 持 体 へ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 固 定 化 を 容 易 に す る 、 ビ
オ チ ン ま た は チ オ ー ル 基 な ど の 反 応 性 基 を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 例 え ば
、 化 学 的 、 酵 素 的 、 ま た は 光 分 解 的 に 、 選 択 的 に 切 断 可 能 な 1以 上 の 骨 格 結 合 を 含 ん で い
て も よ い 。 例 え ば 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 1以 上 の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 次 い で 1以
上 の リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で い て も よ く 、 さ ら に 1以 上 の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を
含 ん で い て も よ く 、 か か る 配 列 は 塩 基 性 加 水 分 解 に よ っ て リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に お い て
切 断 さ れ 得 る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ま た 、 切 断 に 対 し て 比 較 的 耐 性 の 1以 上 の 結 合 を 含 ん
で い て も よ く 、 例 え ば 、 キ メ ラ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー は 、 ペ プ チ ド 核 酸 結 合 に よ
っ て 結 合 し た ヌ ク レ オ チ ド お よ び 少 な く と も 1つ の 3'末 端 に お け る ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で
い て も よ く 、 そ れ は ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 ま た は そ の 他 の 好 適 な 結 合 に よ っ て 結 合 し て お
り 、 ポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て 伸 長 さ せ る こ と が で き る 。 ペ プ チ ド 核 酸 配 列 は 周 知 方 法 に よ り
調 製 で き る (例 え ば 、 Weiler et al.、 Nuclic Acids Res. 25:2792-2799 (1997)を 参 照 さ
れ た い )。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 DNA、 RNA、 核 酸 ア ナ ロ グ 、 例 え ば PNA
、 お よ び そ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含 む ポ リ マ ー を い う 。 本 明 細 書 に お い て 、 プ ラ イ マ ー お よ
び プ ロ ー ブ は 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る か 部 分 的 に 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ
る 。 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 の 語 は 、 少 な く と も 2つ の 結 合 し た ヌ ク レ オ チ ド ま た は ヌ ク レ
オ チ ド 誘 導 体 を 含 む オ リ ゴ マ ー ま た は ポ リ マ ー を い い 、 デ オ キ シ リ ボ 核 酸 (DNA)、 リ ボ 核
酸 (RNA)、 お よ び 例 え ば 、 ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ ま た は ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 以 外 の 「 骨
格 」 結 合 、 例 え ば 、 ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 結 合 、 ホ ス ホ ラ ミ ダ ー ト 結 合 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー
ト 結 合 、 チ オ エ ス テ ル 結 合 、 ま た は ペ プ チ ド 結 合 (ペ プ チ ド 核 酸 )を 含 む DNAま た は RNA誘 導
体 を い う 。 当 業 者 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 例 え ば 、 PCRプ ラ イ マ ー は 一 般 的 に 約 15-100ヌ
ク レ オ チ ド 長 未 満 で あ る と 認 識 し て い る が 、 本 明 細 書 に お い て 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 の
用 語 は ま た 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と 実 質 的 に 同 意 と し て も 用 い る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 被 験 物 質  (ま た は 被 験 化 合 物 )は 、 化 学 的 に 規 定 さ れ た 化 合 物  
(例 え ば 、 有 機 分 子 、 無 機 分 子 、 有 機 /無 機 分 子 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 核 酸 、 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド 、 脂 質 、 多 糖 類 、 糖 、 ま た は こ れ ら の 分 子 の ハ イ ブ リ ッ ド 、 例 え ば 糖 タ ン パ ク
質 な ど )ま た は 化 合 物 の 混 合 物 (例 え ば 、 被 験 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー 、 天 然 抽 出 物 ま た は 培
養 上 清 な ど )で あ っ て SPに 対 す る 効 果 が 、 特 に プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン ま た は 活 性 を 含 む に
十 分 な そ の 部 分 を 含 む 一 本 鎖 形 態 が イ ン ビ ト ロ 方 法 、 例 え ば 本 明 細 書 に お い て 提 供 す る ア
ッ セ イ で 判 定 し て 試 験 さ れ る も の で あ る 。 被 験 化 合 物 は か か る 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー (集
団 )と し て 提 供 し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ (HTS)は 、 標 的 に 対 し て 多
数 の 様 々 な 化 学 物 質  (化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー )を 「 ヒ ッ ト 」 を 同 定 す る た め に 試 験 す る プ
ロ セ ス を い う (Sittampalam et al.、 Curr. Opin. Chem. Biol.、 1:384-91 (1997))。 HTS 
操 作 は 自 動 化 で き コ ン ピ ュ ー タ 化 し て サ ン プ ル 調 製 物 、 ア ッ セ イ 手 順 お よ び そ れ に 続 く 多
量 の デ ー タ の 加 工 を 行 う こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 、 組 換 え  DNA法 を 用 い る 組 換 え 手 段 に よ る 産 生 は 、 ク ロ ー ニ ン
グ さ れ た DNAに よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 発 現 す る た め の 分 子 生 物 学 の 周 知 方 法 の
使 用 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
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　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 、 産 物 に 実 質 的 に 同 一 と は 、 産 物 の 代 わ り に 実 質 的 に 同 一 な 産
物 を 用 い る こ と が 出 来 る の に 十 分 に 注 目 さ れ る 性 質 が 変 化 し て い な い ほ ど 十 分 に 類 似 で あ
る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 均 等 は 、 2つ の 核 酸 配 列 に 言 及 す る 場 合 、 問 題 の 2つ の 配 列 が 同
一 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は 均 等 な タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る こ と を い う 。 「 均 等 」 を 2つ の タ
ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド に 言 及 し て 用 い る 場 合 、 2つ の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド が 実 質
的 に 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド の 活 性 ま た は 機 能 を 実 質 的 に
変 化 さ せ な い 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 の み を 有 す る こ と を い う (例 え ば 上 記 表 １ 参 照 ） 「 均 等
」 を 性 質 に 関 し て 用 い る 場 合 、 性 質 は 同 程 度 に 存 在 す る 必 要 は な い が 、 そ の 活 性 が 一 般 的
に 実 質 的 に 同 一 で あ る こ と を い う 。 「 相 補 的 」 と は 、 2つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に つ い て 用
い る 場 合 、 2つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き 、 対 応 す る ヌ ク レ オ チ ド の 間 の
ミ ス マ ッ チ が 一 般 的 に 25%未 満 、 15%未 満 、 5%未 満 ま た は 全 く な い こ と を い う 。 一 般 的 に 本
明 細 書 に お い て 相 補 的 と 考 え ら れ る の は 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る 2つ の 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 「 実 質 的 に 」 同 一 ま た は 相 同 的 ま た は 同 種 の 語 は 、 当 業 者 に 理 解 さ れ て い る と お り で あ
り 、 少 な く と も 70%、 典 型 的 に は 少 な く と も  80%、 90%、 も っ と も 一 般 的 に は 少 な く と も 95
%の 同 一 性 を 意 味 す る 。 必 要 な 場 合 同 一 性 の パ ー セ ン テ ー ジ を 特 記 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 相 同 的 と は 、 約 25%を 超 え る 、 例 え ば 、 25% 40%、 60%、 70%、 80
%、 90%ま た は 95%の 核 酸 配 列 の 同 一 性 を 意 味 す る 。 相 同 性 パ ー セ ン テ ー ジ は 必 要 な 場 合 は
特 記 す る 。 「 相 同 性 」 お よ び 「 同 一 性 」 の 語 は 、 し ば し ば 互 換 的 に 用 い ら れ る 。 一 般 に 、
配 列 を 最 高 の オ ー ダ ー マ ッ チ が 得 ら れ る よ う に ア ラ イ ン す る  (例 え ば : Computational Mo
lecular Biology、 Lesk、 A.M.、 ed.、 Oxford University Press、 New York、 1988; Bioco
mputing: Informatics and Genome Projects、 Smith、 D.W.、 ed.、 Academic Press、 New 
York、 1993; Computer Analysis of Sequence Data、 Part I、  Griffin、 A.M.、 and Grif
fin、 H.G.、 eds.、 Humana Press、 New Jersey、 1994; Sequence Analysis in Molecular 
Biology、 von Heinje、 G.、 Academic Press、 1987; お よ び  Sequence Analysis Primer、
Gribskov、 M. and Devereux、 J.、 eds.、 M Stockton Press、 New York、 1991; Carillo e
t al. (1988) SIAM J Applied Math 48:1073を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 配 列 同 一 性 に よ っ て 、 保 存 ア ミ ノ 酸 の 数 が 標 準 的 ア ラ イ ン メ ン ト ア ル ゴ リ ズ ム プ リ グ ラ
ム に よ っ て 決 定 さ れ 、 製 造 者 が 確 立 し た デ フ ォ ー ル ト ・ ギ ャ ッ プ ・ ペ ナ ル テ ィ が 用 い ら れ
る 。 実 質 的 に 相 同 的 な 核 酸 分 子 は 典 型 的 に は 中 程 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ま た は 高 い ス ト
リ ン ジ ェ ン シ ー に て 、 核 酸 全 体 ま た は 少 な く と も 全 長 核 酸 分 子 の 約  70%、 80% ま た は 90% 
が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 分 子 中 の コ ド ン の 代 わ り に 縮 退 コ ド ン を
含 む 核 酸 分 子 も 考 慮 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 2つ の 核 酸 分 子 が 少 な く と も 例 え ば 、 80%、 85%、 90%、 95%、 96%、 97%、 98%ま た は 99% 「
同 一 」 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る か 否 か は 公 知 の コ ン ピ ュ ー タ ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 決
定 で き る 。 か か る ア ル ゴ リ ズ ム は 例 え ば 「 FAST A」 プ ロ グ ラ ム 、 こ れ は 例 え ば 、 Pearson 
et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444に 記 載 の デ フ ォ ー ル ト パ ラ メ ー タ ー
を 用 い る  (そ の 他 の プ ロ グ ラ ム と し て は 、 GCG プ ロ グ ラ ム パ ッ ケ ー ジ  (Devereux、 J.、 et
 al.、 Nucleic Acids Research 12(I):387 (1984))、 BLASTP、 BLASTN、 FASTA (Atschul、
S.F.、 et al.、 J Molec Biol 215:403 (1990); Guide to Huge Computers、 Martin J. Bi
shop、 ed.、 Academic Press、 San Diego、 1994、 お よ び Carillo et al. (1988) SIAM J A
pplied Math 48:1073)が 含 ま れ る ） 。 例 え ば 、  National Center for Biotechnology Inf
ormation デ ー タ ベ ー ス の BLAST の 機 能 を 用 い て 同 一 性 を 決 定 で き る 。 そ の 他 の 市 販 ま た
は 公 共 の プ ロ グ ラ ム と し て は 、 DNAStar 「 MegAlign」 プ ロ グ ラ ム  (Madison、 WI) お よ び U
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niversity of Wisconsin Genetics Computer Group (UWG) 「 Gap」  プ ロ グ ラ ム  (Madison
 WI))が 含 ま れ る 。 タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は 核 酸 分 子 の パ ー セ ン ト 相 同 性 ま た は 同 一 性
は 、 例 え ば 、 GAP コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 配 列 情 報 を 比 較 す る こ と に よ っ て 決 定
で き る (例 え ば 、 Needleman et al. (1970) J. Mol. Biol. 48:443、 Smith and Waterman
に よ り 改 訂  ((1981) Adv. Appl. Math. 2:482)。 簡 単 に 説 明 す る と 、  GAP プ ロ グ ラ ム は
、 類 似 で あ る ア ラ イ ン さ れ た 記 号 (即 ち 、 ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 )の 数 を 、 2つ の 配
列 の 短 い 方 に お け る 記 号 の 総 数 で 割 る こ と に よ り 類 似 性 を 決 定 す る 。 GAP プ ロ グ ラ ム の デ
フ ォ ー ル ト パ ラ メ ー タ ー に は 以 下 が 含 ま れ う る :(1)単 項 比 較 マ ト リ ッ ク ス  (同 一 に 付 き 値
1 お よ び 非 同 一 に 付 き 値 0を 含 む )お よ び Gribskov et al. (1986) Nucl. Acids Res. 14:6
745の 加 重 比 較 マ ト リ ッ ク ス 、 Schwartz and Dayhoff、 eds.、 ATLAS OF PROTEIN SEQUENCE
 AND STRUCTURE、 National  Biomedical Research Foundation、 pp. 353-358 (1979)に 記
載 ; (2)各 ギ ャ ッ プ に 付 き ペ ナ ル テ ィ 3.0 お よ び さ ら に 各 ギ ャ ッ プ に お け る 各 記 号 に 付 き 0
.10 ペ ナ ル テ ィ ;そ し て (3) 末 端 ギ ャ ッ プ に 付 き ペ ナ ル テ ィ 無 し 。 そ れ ゆ え 、 本 明 細 書 に
お い て 用 い る 、 「 同 一 性 」 の 語 は 、 被 験 お よ び 参 照 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
間 の 比 較 を 表 す 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 、 少 な く と も 「 90% 同 一 」 の 語 は 、 参 照 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る
パ ー セ ン ト 同 一 性 が 90か ら 99.99で あ る こ と を い う 。 90%以 上 の レ ベ ル の 同 一 性 は 、 例 証 と
し て 被 験 お よ び 参 照 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 長 と し て 100ア ミ ノ 酸 が 比 較 さ れ る と 仮 定 さ れ る と
い う こ と を 示 す 。 被 験 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 の 10%未 満  (即 ち 、 100の う ち 10未 満 ） が 参
照 ポ リ ペ プ チ ド と 異 な る と い う こ と に な る 。 同 様 の 比 較 を 被 験 お よ び 参 照 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド に つ い て 行 う こ と が 出 来 る 。 か か る 相 違 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の 全 長 に 渡 っ て ラ ン ダ ム に 分
布 す る 点 突 然 変 異 を 表 す か 、 1以 上 の 位 置 で 最 大 許 容 可 能 な 例 え ば 10/100 ア ミ ノ 酸 差 (お
よ そ 90% 同 一 性 )ま で の 様 々 な 長 さ で ク ラ ス タ ー を 形 成 し て い る こ と を 表 す 。 相 違 は 核 酸
ま た は ア ミ ノ 酸 の 置 換 ま た は 欠 失 と 定 義 さ れ る 。 約  85-90%を 超 え る レ ベ ル の 相 同 性 ま た
は 同 一 性 で は 、 結 果 は プ ロ グ ラ ム お よ び ギ ャ ッ プ パ ラ メ ー タ ー セ ッ ト に 依 存 し な い は ず で
あ る ;か か る 高 レ ベ ル の 同 一 性 は ソ フ ト ウ ェ ア に 依 存 せ ず に 容 易 に 評 価 で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 、 特 定 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る と い
う の は 、 2つ の 一 本 鎖 DNAフ ラ グ メ ン ト 間 に 形 成 さ れ る ハ イ ブ リ ッ ド の 安 定 性 を 記 載 す る た
め に 用 い 、 ま た 、 か か る ハ イ ブ リ ッ ド が 洗 浄 さ れ 、 そ の 後 に 洗 浄 工 程 よ り 低 い ま た は 同 程
度 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー で の 条 件 下 で ア ニ ー リ ン グ さ れ る イ オ ン 強 度 お よ び 温 度 条 件 を い
う 。 典 型 的 に は 高 い 、 中 程 度 、 お よ び 低 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー は 以 下 の 条 件 ま た は そ れ と
均 等 な 条 件 を い う :
　 1)高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー :   0.1 x SSPEま た は SSC、 0.1% SDS、 65℃
　 2)中 程 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー : 0.2 x SSPEま た は SSC、 0.1% SDS、 50℃
　 3)低 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー :    1.0 x SSPEま た は SSC、 0.1% SDS、 50℃
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 均 等 な 条 件 と は 、 結 果 と し て 得 ら れ る ハ イ ブ リ ッ ド に お け る ミ ス マ ッ チ の パ ー セ ン テ ー
ジ が 実 質 的 に 同 じ よ う に な る よ う に 選 択 さ れ た 条 件 を い う 。 成 分 、 例 え ば ホ ル ム ア ミ ド 、
フ ィ コ ー ル （ Ficoll） お よ び デ ン ハ ル ト 溶 液 （ Denhardt's solution） の 添 加 は ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 行 わ れ る 温 度 な ど の パ ラ メ ー タ ー 及 び 反 応 速 度 に 影 響 を 与 え る 。 し た が
っ て 、 5 X SSC、 20% ホ ル ム ア ミ ド 中 で の 42℃ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 低 い ス ト リ ン
ジ ェ ン シ ー の 条 件 下 で の 上 記 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 と 実 質 的 に 同 じ で あ る 。 SSPE
、 SSCお よ び デ ン ハ ル ト の レ シ ピ お よ び 脱 イ オ ン 化 し た ホ ル ム ア ミ ド の 調 製 に つ い て は 例
え ば 、 Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning、 A Laboratory Manual、 Cold Spring
 Harbor Laboratory Press、 Chapter 8に 記 載 さ れ て い る ; Sambrook et al.、 vol. 3、 p.
 B.13を 参 照 さ れ た い 。 ま た 、 一 般 の 研 究 用 の 溶 液 に つ い て 記 載 し て い る 数 々 の カ タ ロ グ
も 参 照 さ れ た い 。 均 等 な ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー が 別 の バ ッ フ ァ ー 、 塩 お よ び 温 度 を 用 い る こ
と に よ っ て 達 成 さ れ る こ と を 理 解 さ れ た い 。
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【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 組 成 物 は 、 あ ら ゆ る 混 合 物 を 意 味 す る 。 そ れ は 溶 液 、 懸 濁 液 、
液 体 、 粉 末 、 ペ ー ス ト 、 水 性 、 非 水 性 あ る い は そ れ ら の 組 み 合 わ せ の い ず れ で も よ い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 組 み 合 わ せ は 、 2以 上 の 事 物 の あ ら ゆ る 混 合 を い う 。 組 み 合 わ
せ は 2つ の 組 成 物 ま た は 集 団 な ど の 、 2以 上 の 別 々 の 事 象 で あ っ て も よ い し 、 そ の 混 合 物 、
例 え ば 2以 上 の 事 象 の 1つ の 混 合 物 で あ っ て も よ い し 、 そ れ ら の い か な る 改 変 で あ っ て も よ
い 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る キ ッ ト は 、 パ ッ ケ ー ジ さ れ た 組 み 合 わ せ を い い 、 所 望 に よ り 指
示 書 お よ び ／ ま た は 使 用 の た め の 試 薬 を 含 む も の で も よ い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 、 「 パ ッ ケ ー ジ 」 と は 定 め ら れ た 限 度 に て 試 薬 を 保 持 す る 固 形
材 料 、 例 え ば 、 ガ ラ ス 、 プ ラ ス テ ィ ッ ク (例 え ば 、 ポ リ エ チ レ ン 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン お よ び
ポ リ カ ー ボ ネ ー ト )、 紙 、 ホ イ ル な ど を い う 。 し た が っ て 例 え ば 、 パ ッ ケ ー ジ は ボ ト ル 、
バ イ ア ル 、 プ ラ ス テ ィ ッ ク お よ び プ ラ ス テ ィ ッ ク ホ イ ル を 重 ね た エ ン ベ ロ ー プ で も よ い し
、 目 的 の 診 断 薬 を 含 め る の に 用 い ら れ る 容 器 で も よ い し 、 マ イ ク ロ グ ラ ム 量 の 目 的 の 診 断
薬 が 作 動 で き る よ う に 固 定 さ れ た 、 即 ち 、 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド ま た は 標 的 ポ リ ペ プ
チ ド に よ り 免 疫 学 的 に 結 合 さ れ う る よ う な マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ウ ェ ル で も よ い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 流 体 は 、 流 動 し う る あ ら ゆ る 組 成 物 を い う 。 流 体 に は 半 固 体 、
ペ ー ス ト 、 溶 液 、 水 性 混 合 物 、 ゲ ル 、 ロ ー シ ョ ン 、 ク リ ー ム の 形 態 の 組 成 物 お よ び そ の 他
の か か る 組 成 物 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 、 ア ミ ノ 酸 の 好 適 な 保 存 的 置 換 は 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 そ の 結
果 得 ら れ る 分 子 の 生 物 活 性 を 一 般 的 に 変 化 さ せ る こ と な く 作 る こ と が 出 来 る 。 当 業 者 で あ
れ ば 一 般 に 、 ポ リ ペ プ チ ド の 非 必 須 領 域 内 の 単 一 ア ミ ノ 酸 置 換 に よ っ て は 実 質 的 に 生 物 活
性 は 変 化 し な い こ と を 認 識 し て い る で あ ろ う  (例 え ば 、 Watson et al. Molecular Biolog
y of the Gene、 4th Edition、 1987、 The Benjamin/Cummings Pub. co.、 p.224を 参 照 さ
れ た い )。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 か か る 置 換 は 以 下 の 表 ２ に し た が っ て 行 う こ と が 出 来 る 。
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ １ 】
　 そ の 他 の 置 換 も 許 容 可 能 で あ り 、 経 験 的 に ま た は 公 知 の 保 存 的 置 換 に し た が っ て 決 定 す
る こ と が 出 来 る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 、 本 明 細 書 に お い て 表 れ る 様 々 な ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る ア ミ ノ
酸 は 、 周 知 の 三 文 字 ま た は 一 文 字 表 記 に よ っ て 表 さ れ る 。 様 々 な DNA フ ラ グ メ ン ト に お け
る ヌ ク レ オ チ ド は 、 当 該 技 術 分 野 で 通 常 用 い ら れ て い る 標 準 的 な 一 文 字 表 記 で 表 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 、 保 護 基 、 ア ミ ノ 酸 お よ び そ の 他 の 化 合 物 の 略 号 は 特 に 断 り の
な い 限 り 通 常 の 用 法 に 従 う か ま た は  IUPAC-IUB Commission on Biochemical Nomenclatur
e に 基 づ く ((1972) Biochem.  11:1726を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る そ の 他 の 略 号 は こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 以 下 を 含 む :  CNS＝  
中 枢 神 経 系 ; BSE＝ ウ シ 海 綿 状 脳 症 ;CJD＝ ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ヤ コ ブ 病 ; FFI＝ 致 死 的 家 族 性
不 眠 症 ;GSS ＝ ゲ ル ス ト マ ン -ス ト ラ ウ ス ラ ー （ Straussler） -シ ェ イ ン カ ー （ Scheinker）
疾 患 ;Hu＝  ヒ ト ;HuPrP＝ ヒ ト プ リ オ ン タ ン パ ク 質 (配 列 番 号 8)； Mo＝ マ ウ ス ;MoPrP＝  マ ウ
ス プ リ オ ン タ ン パ ク 質 (配 列 番 号 9お よ び 10); SHa＝  シ リ ア ン ハ ム ス タ ー ; SHaPrP ＝  シ
リ ア ン ハ ム ス タ ー プ リ オ ン タ ン パ ク 質 (配 列 番 号 5); Tg＝ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ;Tg(SHaPrP)
＝ シ リ ア ン ハ ム ス タ ー PrP 遺 伝 子 を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス ;Tg(HuPrP) ＝ ヒ ト  Pr
P 遺 伝 子 を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス ； Tg(ShePrP)＝ 全 長 ヒ ツ ジ PrP遺 伝 子 (配 列 番 号
11)を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス ; Tg(BovPrP)＝ 全 長 ウ シ PrP 遺 伝 子  (配 列 番 号 13)を
含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス ; PrP S c ＝ ス ク レ イ ピ ー ア イ ソ フ ォ ー ム の プ リ オ ン タ ン パ
ク 質 ;PrP c ＝ 細 胞 の 正 常 ア イ ソ フ ォ ー ム の プ リ オ ン タ ン パ ク 質 ;そ し て  MoPrP S c ＝  ス ク レ
イ ピ ー ア イ ソ フ ォ ー ム の マ ウ ス プ リ オ ン タ ン パ ク 質 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 B. ハ イ ブ リ ッ ド 分 子
　 タ ン パ ク 質 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン の 疾 患 に つ い て は 、 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 ま た は ア ミ ロ イ
ド タ ン パ ク 質 な ど の 、 同 一 の タ ン パ ク 質  (ま た は そ の 部 分 )が 2以 上 の ア イ ソ フ ォ ー ム (配
座 異 性 体 )を 示 し 、 少 な く と も 1つ の 形 態 が 疾 患 の 原 因 で あ り 、 あ る い は 疾 患 に 関 与 し て い
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る 。 診 断 、 予 後 、 治 療 お よ び ／ ま た は 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ の 目 的 で 、 疾 患 関 連 配 座 異 性 体
に 対 し て 良 性 の (非 -疾 患 関 連 )配 座 異 性 体 と 比 較 し て よ り 特 異 的 に 相 互 作 用 す る 分 子  (即
ち 典 型 的 に は 少 な く と も 、 2-、 5- 10-倍 、 一 般 的 に 少 な く と も  約  100-倍 の 、 よ り 大 き い
ア フ ィ ニ テ ィ ー に て 反 応 す る 分 子 )を 得 る の が 有 用 で あ る (あ る い は 逆 も ま た 同 様 )。 し た
が っ て 、 本 明 細 書 に お い て 、 複 数 の 配 座 異 性 体 を 有 す る タ ン パ ク 質 の 1つ の 配 座 異 性 体 に
特 異 的 に 反 応 す る 分 子 を 提 供 す る 。 典 型 的 に は か か る 分 子 は 疾 患 関 連 配 座 異 性 体 と 相 互 作
用 す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 特 に 、 本 明 細 書 に お い て 、 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド な ど の ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 を 提 供 し
、 こ れ は 、 結 果 と し て 得 ら れ る ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 が 1つ の 配 座 異 性 体 に 特 異 的 に 相 互 作 用
す る よ う に 、 ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ ま た は か か る モ チ ー フ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド お よ び さ ら
な る ア ミ ノ 酸 残 基 (典 型 的 に は 、 5、 10、 15、 20、 30、 40、 50、 100ま た は そ れ 以 上 )を 含 む
。 か か る ポ リ ペ プ チ ド は 一 般 的 に そ の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン を 示 す タ ン パ ク 質 か ら の 連 続 す
る ア ミ ノ 酸 配 列 (モ チ ー フ )を 含 む 。 モ チ ー フ は 例 え ば 特 定 の ア ミ ノ 酸 を 置 換 す る こ と に よ
り 、 ま た は 、 指 向 性 ま た は ラ ン ダ ム 進 化 法 に よ っ て 改 変 で き 、 よ り ア フ ィ ニ テ ィ ー が 大 き
い モ チ ー フ を 作 る こ と が 出 来 る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 し た が っ て 本 明 細 書 に お い て 提 供 す る ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 の な か で も 1つ の 分 子 か ら の 結
合 モ チ ー フ を 骨 格 （ 例 え ば 、 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ま た は 酵 素 ま た は そ の 他 の レ ポ
ー タ ー 分 子 ） に グ ラ フ ト す る こ と に よ り 得 ら れ る 、 ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 、 特 に ハ イ ブ リ ッ ド
ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 本 明 細 書 に お い て 提 供 す る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド は 、 ハ イ
ブ リ ッ ド 免 疫 グ ロ ブ リ ン で あ っ て 抗 体 そ れ 自 体 で は な い が 、 該 ポ リ ペ プ チ ド は タ ン パ ク 質
凝 集 の 疾 患 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 能 力 を 保 持 ま た は 獲 得 す る よ う に 選 択 さ れ た
モ チ ー フ が 別 の ポ リ ペ プ チ ド に 挿 入 さ れ て い る ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 で あ る 。 ハ イ ブ リ ッ ド ポ
リ ペ プ チ ド は 抗 体 ま た は そ の 他 の 骨 格 部 分 を 含 ん で い て も よ い が 、 グ ラ フ ト さ れ た 非 -免
疫 グ ロ ブ リ ン す な わ ち 非 -骨 格 部 分 を 含 む も の で あ る 。 非 -免 疫 グ ロ ブ リ ン 部 分 は そ の 標 的
ポ リ ペ プ チ ド ア イ ソ フ ォ ー ム に 特 異 的 に 結 合 す る 能 力 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ッ ド
ポ リ ペ プ チ ド は 単 量 体 と し て の 標 的 感 染 性 ま た は 疾 患 関 連 性 ま た は 選 択 さ れ た ア イ ソ フ ォ
ー ム の ポ リ ペ プ チ ド に 十 分 な ア フ ィ ニ テ ィ ー で 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き 、 そ の 結 果 得
ら れ る 複 合 体 を 検 出 し 、 標 的 ポ リ ペ プ チ ド を 沈 降 さ せ う る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 骨 格 は モ チ ー フ の 挿 入 が 実 質 的 に モ チ ー フ の 所 望 の 結 合 特 異 性 を 変 化 さ せ な い よ う に (
即 ち 保 持 さ れ る よ う に )選 択 す る 。 骨 格 は さ ら に そ の 性 質 、 例 え ば そ の レ ポ ー タ ー と し て
の 能 力 に つ い て 選 択 す る こ と も 出 来 る 。 そ れ は 、 そ の 部 分 を 削 除 し て 活 性 ま た は そ の 結 合
特 異 性 を 除 く こ と に よ り 改 変 し て も よ い 。 骨 格 は ま た 、 ポ リ ペ プ チ ド を 標 的 ポ リ ペ プ チ ド
と の 反 応 性 の た め の そ の 正 し い 三 次 元 構 造 を 保 持 さ せ る た め に も 役 立 つ 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 タ ン パ ク 質 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン の 疾 患 に 関 与 す る か タ ン パ ク 質 凝 集 に 関 与 す る タ ン パ ク
質 の 1つ の 形 態 の 配 座 異 性 体 に 特 異 的 に 相 互 作 用 す る ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 の 産 生 方 法 も 提 供
す る 。 か か る 方 法 に お い て 、 当 該 タ ン パ ク 質 か ら の ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ が 、 そ の 結 果 得
ら れ る 分 子 が 1つ の 配 座 異 性 体 に 対 し て 別 の 配 座 異 性 体 と 比 較 し て よ り 特 異 的 に 結 合 す る
よ う に 骨 格 に 挿 入 さ れ る 。 特 に 、 ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 は 良 性 の 配 座 異 性 体 に 対 す る も の と 比
較 し て 疾 患 関 連 配 座 異 性 体 ま た は 凝 集 性 配 座 異 性 体 に 対 し て よ り 特 異 的 な 結 合 性 を 示 す 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 、 例 え ば ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド の 産 生 方 法 お よ び そ の 結 果 得 ら れ
る ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 を 、 感 染 性 形 態 の プ リ オ ン を 標 的 と し て 用 い 、 そ の エ ピ ト ー プ お よ び
領 域 を モ チ ー フ と し て 用 い て 例 証 す る 。 具 多 的 に 例 示 す る い く つ か の ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ
プ チ ド は ネ イ テ ィ ブ な 感 染 性 形 態 (ま た は そ の 感 染 性 コ ア )の プ リ オ ン ポ リ ペ プ チ ド に 対 し
、 非 感 染 性 形 態 と 比 べ て 実 質 的 に よ り 大 き い ア フ ィ ニ テ ィ ー (少 な く と も 10-倍 大 き い )に
て 相 互 作 用 す る 。 本 明 細 書 に お い て 、 少 な く と も 2種 類 の PrPポ リ ペ プ チ ド 上 の エ ピ ト ー プ
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が ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド (本 明 細 書 に お い て 、 グ ラ フ ト さ れ た 抗 体 と も 称 す る )に よ り
認 識 さ れ る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ １ １ 】
　 1.疾 患 -関 連 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド
　 上 述 の よ う に 、 本 発 明 に お け る 方 法 お よ び ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 は 、 タ ン パ ク 質 凝 集 ま た は
コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン の 疾 患 に 関 与 ま た は 関 連 す る タ ン パ ク 質 を 用 い る も の で あ る 。 か か る
疾 患 に お い て は 、 少 な く と も 1つ の 形 態 の タ ン パ ク 質 は 良 性 で あ り 、 別 の 形 態 が 例 え ば 疾
患 感 染 性 試 薬 と し て 、 お よ び ／ ま た は 凝 集 反 応 に お い て 、 疾 患 に 関 与 す る 。 か か る 疾 患 お
よ び 2以 上 の 異 な る コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン に て ア セ ン ブ リ ー す る 関 連 タ ン パ ク 質 （ こ こ で 少
な く と も 1つ の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン が コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン が 変 化 し た タ ン パ ク 質 で あ る ）
は 上 記 の 表 １ に 示 す も の を 含 む 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 a.プ リ オ ン
　 遍 在 性 の 細 胞 の プ リ オ ン タ ン パ ク 質 (PrP c )の 異 常 な 配 座 異 性 体 で あ る PrP S c は 、 感 染 性
プ リ オ ン 粒 子 の 唯 一 の 同 定 さ れ て い る 成 分 で あ る 。 プ リ オ ン 増 殖 の 際 に 、 新 生 の プ リ オ ン
感 染 性 の 形 成 が PrP c  の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン 再 編 成 を 引 き 起 こ す こ と に よ っ て PrP S c が 自 己
複 製 す る テ ン プ レ ー ト 依 存 的 プ ロ セ ス を 介 し て 進 行 す る と 考 え ら れ て い る 。 プ リ オ ン 複 製
複 合 体 に お い て 正 確 に ど の よ う に し て 異 な る PrP c お よ び PrP S c  配 座 異 性 体 が 互 い に 相 互 作
用 し 、 ま た お そ ら く そ の 他 の 補 助 分 子 と 相 互 作 用 す る の か (Kaneko et al.  (1998) Proc.
 Natl. Acad. Sci. U.S.A. 94:10069-10074; Zulianello et al. (2000) J. Virol. 74:4
351-4360)は 知 ら れ て い な い 。 異 な る プ リ オ ン 株 が そ の 特 徴 的 な 性 質 を 複 数 の 継 代 に わ た
っ て 保 持 し て い る と い う 観 察 は 、 プ リ オ ン 増 殖 が 高 度 に 忠 実 な プ ロ セ ス で あ る こ と を 示 し
、 ま た 、 PrP c と  PrP S c と の 分 子 相 互 作 用 が 非 常 に 特 異 的 で あ る こ と を 示 唆 す る  (Prusiner
 et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 95:13363-13383; Caughey  (2001) T.I
.B.S. 26:235-242)。
【 ０ １ １ ３ 】
　 1)プ リ オ ン お よ び プ リ オ ン 疾 患
　 プ リ オ ン 疾 患 、 例 え ば 、 ス ク レ イ ピ ー お よ び ウ シ 海 綿 状 脳 症 は 、 細 胞 の プ リ オ ン タ ン パ
ク 質 (PrP c )の 異 常 な 配 座 異 性 体 で あ る PrP S c と 密 接 に 関 係 し て い る 。 PrP c の 第 1の α ヘ リ ッ
ク ス と 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 D13ま た は D18は 、 PrP c

と PrP S c と の ヘ テ ロ ダ イ マ ー 結 合 を 妨 げ る こ と に よ っ て プ リ オ ン 増 殖 を 阻 害 す る (Williams
on et al. (1998) J. Virol. 72:9413-9418を 参 照 さ れ た い ;同 時 係 属 米 国 特 許 出 願 第 09/6
27,218号 も 参 照 さ れ た い ;こ れ ら Fabの そ れ ぞ れ の 重 鎖 と 軽 鎖 の 核 酸 と コ ー ド さ れ る タ ン パ
ク 質 配 列 を 示 す 配 列 番 号 29-36を 参 照 さ れ た い )。 PrP c と PrP S c と を 識 別 す る 抗 体 ま た は そ
の 他 の 特 異 的 結 合 分 子 は こ の 問 題 を 解 決 す る た め に 有 用 で あ る 。 正 常 ま た は PrP-ヌ ル 動 物
の 広 範 な PrP抗 原 （ 感 染 性 プ リ オ ン 、 PrP c 、 お よ び α ヘ リ ッ ク ス ま た は β － シ ー ト に 富 む
コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン に 再 フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ た 組 換 え お よ び 合 成 PrP分 子 を 含 む ） で の
免 疫 化 は し か し 、 く り か え し 失 敗 し て お り 、 疾 患 関 連 形 態 の PrPを も っ ぱ ら 認 識 す る 高 -ア
フ ィ ニ テ ィ ー 抗 体 を 得 る こ と は で き て い な い (Williamson et al. Proc. Natl. Acad. Sci
. U.S.A. 93:7279; Peretz et al. (1997) J. Mol. Biol. 273:614; Williamson et al. 
(1998) J. Virol. 72:9413)。 か か る 抗 体 に つ い て の よ り 最 近 の 報 告 (Korth  et al. (199
7) Nature 390:74)も 中 途 段 階 で あ る (Fischer (2000) Nature 408:479)。 プ リ オ ン 増 殖 は
テ ン プ レ ー ト 依 存 的 プ ロ セ ス で あ り 、 こ こ で PrP S c が PrP c の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン 再 編 成 を
引 き 起 こ す (Prusiner et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 95:13363-13383)
。  実 際 に ど の よ う に し て こ れ ら の 2つ の PrP配 座 異 性 体 が プ リ オ ン 複 製 複 合 体 中 で 相 互 作
用 し て い る か は 知 ら れ て い な い 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 ス ク レ イ ピ ー プ リ オ ン に 感 染 し た 神 経 芽 細 胞 腫 系 に お い て プ リ オ ン 増 殖 を 十 分 に 阻 害 す
る 様 々 な PrP c  の エ ピ ト ー プ と 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 報 告 さ れ て い る (Peretz et 
al. (2001) Nature 412:739-743)。 観 察 さ れ た 阻 害 作 用 は 、 PrP S c  テ ン プ レ ー ト ま た は Pr
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P c  か ら  PrP S c へ の 変 換 に 必 須 の 補 因 子 の 結 合 を 妨 げ る 細 胞 表 面 PrP c  へ の 抗 体 の 結 合 の 結
果 と 考 え ら れ る 。 こ れ ら 実 験 に お い て 使 用 さ れ た 抗 体 の 1つ で あ る 、 Fab D18は 、 特 に 強 力
な 阻 害 効 果 を 有 す る (Williamson et al. (1998) J. Virol. 72:9413-941’ 8)。 本 発 明 に
お い て 示 す よ う に 、 残 基  133-157に ひ ろ が る そ の 不 連 続 の  PrP c  エ ピ ト ー プ が PrP S c へ の
直 接 の 結 合 に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る 。 D13 Fab も 強 力 な 阻 害 効 果 を 有 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 2)プ リ オ ン ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ れ 由 来 の モ チ ー フ を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド
　 本 発 明 に お い て 、 PrP S c に 特 異 的 に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド お よ び か か る ポ リ ペ プ チ ド な
ら に び そ の 他 の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン が 変 化 し た タ ン パ ク 質 疾 患 (疾 患 は タ ン パ ク 質 凝 集 を
と も な う )の 感 染 性 ま た は 疾 患 誘 発 性 配 座 異 性 体 に 結 合 す る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド の
調 製 方 法 を 提 供 す る 。 し た が っ て 、 優 先 的 に (特 異 的 に )1つ の 配 座 異 性 体 (一 般 的 に 疾 患 関
連 配 座 異 性 体 )に 別 の 配 座 異 性 体 と 比 べ て よ り 強 い ア フ ィ ニ テ ィ ー 、 典 型 的 に は 少 な く と
も  0.5、 1、 2、 3、 5、 10-倍 強 い ア フ ィ ニ テ ィ ー で 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 1以
上 の ア ミ ノ 酸 欠 失 を 含 み 、 そ の 結 果 得 ら れ る 分 子 の 構 造 の 変 化 が 生 じ る が 1つ の 配 座 異 性
体 、 例 え ば PrP S c 、 に 対 す る 結 合 能 力 は 有 意 に 変 化 し て お ら ず 、 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 複 合
体 を 形 成 す る か 、 1つ の 配 座 異 性 体 に お け る コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン 変 化 を 誘 発 す る 、 例 え ば
、 PrP S c に お け る コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン 変 化 を 誘 発 す る ペ プ チ ド も 考 え ら れ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 発 明 に お い て 、 PrP c -PrP S c  複 製 イ ン タ ー フ ェ イ ス の 必 須 成 分 で あ る PrP c の 領 域 を 提
供 す る 。 本 発 明 に お い て 提 供 す る 方 法 に よ る と 、 こ の 領 域 に 対 応 す る PrP ポ リ ペ プ チ ド が
好 適 な キ ャ リ ア 分 子 、 即 ち 骨 格 、 例 え ば 、 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト に グ ラ フ ト さ れ て
、 疾 患 関 連 形 態 の PrPを 特 異 的 に 認 識 す る 分 子 が 生 じ る 。 本 発 明 に お い て 提 供 す る 分 子 は
ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 、 例 え ば 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は Fabま た は そ の 他 の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト で
あ っ て 、 領 域 が プ リ オ ン 配 列 に 置 換 さ れ た も の で あ る 。 そ の 結 果 得 ら れ る 分 子 は 多 価 、 例
え ば 、 二 価 で あ る か 、 あ る い は 一 価 分 子 で あ っ て 、 PrP S c に 特 異 的 に 結 合 す る 。 本 発 明 に
お け る 態 様 に お い て 、 結 合 分 子 は 領 域 、 特 に CD3R 領 域 な ど の 領 域 に グ ラ フ ト さ れ た 非 免
疫 グ ロ ブ リ ン ポ リ ペ プ チ ド を 有 し 、 グ ラ フ ト さ れ た  PrPの 適 切 な  PrPコ ン フ ォ メ ー シ ョ ン
を 保 持 し て い る 。 ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 を 作 る 方 法 お よ び そ の 結 果 得 ら れ る ハ イ ブ リ ッ ド 分 子
は 、 凝 集 の 疾 患 に 寄 与 す る 複 合 体 化 し た ま た は コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン が 変 化 し た 形 態 の ポ リ
ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る た め 有 用 で あ る 。 か か る ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 は 例 え ば 、 診 断 お
よ び ス ク リ ー ニ ン グ に 利 用 で き る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 発 明 に お い て PrP S c と 特 異 的 に 結 合 す る か 相 互 作 用 す る 分 子 を 提 供 す る 。 PrP配 列 モ チ
ー フ が 、 レ シ ピ エ ン ト 抗 体 骨 格 (IgGお よ び Fab)に グ ラ フ ト さ れ 、 非 変 性 PrP S c お よ び PrP27
-30に 結 合 す る こ と が 示 さ れ た (実 施 例 参 照 )。 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド は 正 常 形 態 で は
な く 感 染 性 形 態 に 特 異 的 で あ る 。 分 子 は 二 価 ま た は 単 量 体 分 子 と し て 相 互 作 用 し 、 単 量 体
結 合 部 位 と し て 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 。 こ れ ら は 一 般 的 に プ リ オ ン 由 来 部 分 お よ
び 骨 格 、 例 え ば 、 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 プ リ オ ン ま た は そ の 部 分 は 選 択 さ れ た レ シ ピ エ ン ト 骨 格 に グ ラ フ ト さ れ る 。 選 択 さ れ た
部 分 は 、 分 子 全 体 お よ び そ の 部 分 を 系 統 的 に グ ラ フ ト し 、 PrP S c に 対 す る 特 異 的 な 結 合 能
力 を 試 験 す る こ と に よ っ て 経 験 的 に 決 定 し う る 。 徐 々 に 小 さ い 領 域 が 、 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ
ー が 許 容 不 可 能 な レ ベ ル ま で 減 少 す る ま で 選 択 さ れ う る (典 型 的 に は 10 6  -10 7  l/mol未 満 )
。
【 ０ １ １ ９ 】
　 本 発 明 に お い て 提 供 す る 方 法 を 用 い て 標 的 タ ン パ ク 質 （ 特 に タ ン パ ク 質 凝 集 を 伴 う 疾 患
や 障 害 、 例 え ば ア ミ ロ イ ド 障 害 、 に 関 連 す る も の ） に 特 異 性 を 有 す る 多 様 な ハ イ ブ リ ッ ド
ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る こ と が 出 来 る 。 疾 患 関 連 形 態 の 標 的 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る ポ リ
ペ プ チ ド の 領 域 が 好 適 な 骨 格 に 系 統 的 に グ ラ フ ト さ れ 、 そ の 結 果 得 ら れ る 特 異 的 に 結 合 す
る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド (即 ち 、 そ の ア フ ィ ニ テ ィ ー が 少 な く と も 約  10 7  l/mol お よ
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び ／ ま た は 非 疾 患 関 連 ア イ ソ フ ォ ー ム の タ ン パ ク 質 と 比 べ て 10-倍 、 100-倍 ま た は そ れ 以
上 の も の )が 同 定 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 例 え ば 、 単 一 の 種 に 天 然 に 存 在 す る プ リ オ ン タ ン パ ク 質 に の み 結 合 し 、 そ の 他 の 種 に 天
然 に 存 在 す る プ リ オ ン タ ン パ ク 質 に は 結 合 し な い ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る こ
と が 出 来 る 。 さ ら に 、 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド は 感 染 性 形 態 の プ リ オ ン タ ン パ ク 質 (例
え ば 、 PrP S c )に の み 結 合 し 、  非 感 染 性 形 態 (例 え ば 、 PrP c )に は 結 合 し な い よ う に 設 計 す
る こ と も 出 来 る 。 単 一 ま た は 複 数 を ア ッ セ イ に 用 い て 特 定 の 標 的 タ ン パ ク 質 を 同 定 ま た は
検 出 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド は 公 知 の 技 術 を 用 い て 精 製 お よ び 単 離 す る こ と が 出 来 る し 、
公 知 の 手 法 を 用 い て 支 持 体 に 固 定 化 さ せ る こ と が 出 来 る 。 そ の 結 果 得 ら れ る 表 面 を 用 い て
サ ン プ ル （ 例 え ば 、 血 液 ま た は そ の 他 の 体 液 あ る い は 器 官 や 組 織 か ら の サ ン プ ル ） を イ ン
ビ ト ロ で ア ッ セ イ し て サ ン プ ル が 1以 上 の タ イ プ の 標 的 タ ン パ ク 質 を 含 む か 決 定 す る こ と
が で き る 。 例 え ば 、 ヒ ト PrP S c に の み 特 異 的 に 結 合 す る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド を 支 持
体 表 面 に 結 合 さ せ 、 材 料 表 面 に 結 合 し た ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド と サ ン プ ル と を 接 触 さ
せ る と よ い 。 結 合 が 起 こ ら な け れ ば 、 サ ン プ ル は ヒ ト  PrP S c を 含 ま な い と 推 定 で き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 プ リ オ ン を 無 力 化 す る (即 ち そ の 感 染 性 を 除 く )能 力
を 有 す る 。 し た が っ て 、 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 組 成 物 を 産 物 、 例 え ば 血 液 ま た
は 食 品 、 に 添 加 し て 産 物 中 の 感 染 性 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 を 無 力 化 す る こ と が で き る 。 し た
が っ て 、 産 物 が 感 染 性 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 を 含 ん で い る 可 能 性 が あ る 天 然 源 か ら 得 ら れ た
も の で あ る 場 合 、 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド を 予 防 の た め に 添 加 し 、 そ れ に よ っ て 感 染 性
プ リ オ ン タ ン パ ク 質 に よ る 感 染 可 能 性 を な く す こ と が で き る 。 例 え ば 、 そ れ は プ リ オ ン 複
製 お よ び ／ ま た は 増 殖 を 阻 害 す る た め の 治 療 薬 と し て 利 用 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド は イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 技 術 と 組 み 合 わ
せ て 利 用 す る こ と が 出 来 る 。 よ り 具 体 的 に は 、 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド を ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー カ ラ ム 中 の 材 料 の 表 面 に 配 置 さ せ る と よ い 。 そ の 後 、 精 製 さ せ る べ き 組 成 物 を カ ラ
ム に 通 す 。 精 製 さ せ る べ き サ ン プ ル が ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る タ ン パ ク 質 、
例 え ば 例 示 的 な 態 様 に お い て PrP S c を 含 む 場 合 、 か か る タ ン パ ク 質 は サ ン プ ル か ら 除 去 さ
れ 、 サ ン プ ル か ら 精 製 あ る い は 除 去 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド は 哺 乳 類 の 治 療 に 利 用 す る こ と が 出 来 る 。 そ れ ら は 予 防 的 に
投 与 し て も よ い し 、 す で に 感 染 し た 動 物 に 投 与 し て も よ い 。 投 与 す べ き 抗 体 の 正 確 な 量 は
数 々 の 因 子 、 例 え ば 対 象 動 物 の 年 齢 、 性 別 、 体 重 お よ び 症 状 に 依 存 す る 。 当 業 者 で あ れ ば
経 験 的 に 、 例 え ば 少 量 の ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 し て 効 果 を 決 定 し た 後 、 用 量 を
調 整 す る な ど し て 、 適 切 な 量 を 決 定 で き る 。 用 量 は 1日 1回 以 上 の 投 与 用 量 で 1か ら 数 日 に
お い て 0.01mg/kgか ら  約  300 mg/kg、 好 ま し く は  約  0.1 mg/kgか ら  約  200 mg/kg、 典 型
的 に は  約  0.2 mg/kg か ら 約  20 mg/kgの 範 囲 で 変 動 し う る 。 一 般 的 に 2～ 5～ 10ま た は そ
れ 以 上 の 連 続 す る 日 数 の 抗 体 の 投 与 に よ り 標 的 タ ン パ ク 質 の 「 リ バ ウ ン ド 」 を 避 け る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 3)プ リ オ ン の ソ ー ス
　 多 く の 動 物 か ら の プ リ オ ン が 同 定 さ れ 配 列 決 定 さ れ て い る ;例 示 的 な プ リ オ ン を 配 列 番
号 5-13に 示 す 。 あ ら ゆ る 公 知 の プ リ オ ン タ ン パ ク 質 が 本 発 明 に お い て 考 慮 さ れ る ； か か る
プ リ オ ン の 配 列 は 公 共 の デ ー タ ベ ー ス お よ び 刊 行 物 か ら 入 手 で き る 。 例 え ば 、 ニ ワ ト リ 、
ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ラ ッ ト お よ び マ ウ ス  PrP 遺 伝 子 が  Gabriel et al. (1992) Proc. Natl. 
Acad. Sci. U.S.A. 89:9097-9101に 開 示 さ れ 公 表 さ れ て い る ; シ リ ア ン ハ ム ス タ ー に つ い
て の 配 列 は Basler et al. (1986) Cell 46:41-428lに 公 表 さ れ て い る ; ヒ ツ ジ PrP 遺 伝 子
は Goldmann et al.  (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87:2476-2480に 公 表 さ れ て
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い る ;ウ シ  PrP 遺 伝 子 配 列 は  Goldmann et al.  (1991) J. Gen. Virol. 72:201-204に 公
表 さ れ て い る ;ニ ワ ト リ  PrP 遺 伝 子 は  Harris et al. (1991) Proc. Natl.  Acad. Sci. 
USA 88:7664-7668に 公 表 さ れ て い る ; マ ウ ス PrP 遺 伝 子 配 列 は  Locht et al. (1986) Pro
c. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 83:6372-6376に 公 表 さ れ て い る ; ミ ン ク  PrP 遺 伝 子 配 列 は
Kretzschmar et al. (1992) J. Gen. Virol. 73:2757-2761に 公 表 さ れ て お り 、 ヒ ト  PrP 
遺 伝 子 配 列 は Kretzschmar et al. (1986) DNA 5:315-324に 公 表 さ れ て い る 。 遺 伝 子 な ら
び に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 突 然 変 異 お よ び 変 異 体 形 態 も 公 知 で あ る  (例 え ば 、 5,908,
969を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 4)突 然 変 異
　 動 物 プ リ オ ン に 加 え て 、 そ の 突 然 変 異 形 態 も ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ の ソ ー ス と し て 考 え
ら れ る 。 多 数 の 突 然 変 異 体 形 態 が 公 知 で あ り 、 ヒ ト に お い て 特 徴 付 け さ れ て い る 。 そ れ ら
に は 、 コ ド ン  102に お け る プ ロ リ ン  (P)か ら ロ イ シ ン  (L)へ の 突 然 変 異 （ 遺 伝 子 的 に LOD
ス コ ア が 3を 超 え る GSSの 進 展 と 関 係 し て い る こ と が 示 さ れ た ） が 含 ま れ る 。 こ の 突 然 変 異
は PrPを コ ー ド す る 生 殖 系 列 DNAに お け る ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 を 介 し て デ オ キ シ グ ア ノ シ
ン  (G)に 結 合 し た メ チ ル 化 デ オ キ シ シ ト シ ン  (C) (CpG)の 脱 ア ミ ノ に よ り 、 そ の 結 果 、 デ
オ キ シ シ ト シ ン と デ オ キ シ チ ミ ジ ン  (T)の 置 換 が お こ っ た た め で あ る と 考 え ら れ る 。 コ ド
ン  178に お け る ア ス パ ラ ギ ン 酸  (D)か ら ア ス パ ラ ギ ン  (N)の 置 換 を 伴 う 突 然 変 異 が CJDの
多 く の 家 系 で 同 定 さ れ て い る 。 D178N 突 然 変 異 は そ の 浸 透 率 が 不 完 全 あ る が 、 不 眠 症 の 多
く の イ タ リ ア の 家 系 と 関 連 し て い る 。 同 じ 突 然 変 異 が 、 表 現 型 的 に は FFIと は 異 な り 、 CJD
に 類 似 し て い る が 、 た だ し 多 く の 場 合 、 持 続 時 間 が 長 く 鋭 波 脳 波 活 動 が 欠 如 し て い る 疾 患
を 患 う い く つ か の 家 系 で 報 告 さ れ た 。 同 じ 突 然 変 異 が 2種 類 の 表 現 型 を 与 え る と い う こ の
知 見 は 、 こ の 表 現 型 的 不 均 質 の 分 子 基 礎 を 見 い だ す 一 連 の 研 究 を 促 し た 。 15名 の FFIお よ
び 15名 の CJD患 者 に お け る PRNP 遺 伝 子 型 の 詳 細 な 分 析 に よ り 、 D178N 突 然 変 異 に 加 え て 、
す べ て の FFI患 者 が 突 然 変 異 体 ア レ ル の 位 置 129に メ チ オ ニ ン を 有 し 、 す べ て の CJD患 者 が
こ の 位 置 に お い て バ リ ン を 有 す る こ と が 示 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 は す べ て の FFIお よ び  CJ
D症 例 に つ い て 確 認 さ れ た 。 そ れ ゆ え こ れ に よ っ て 2種 類 の ハ プ ロ タ イ プ 、 FFI に お け る 12
9M、 D178N ハ プ ロ タ イ プ 、 そ し て CJD に お け る 129V、 D178N ハ プ ロ タ イ プ が 見 い だ さ れ た
。 1つ の FFI 家 系 が 突 然 変 異 体 ア レ ル に お い て オ ク タ ペ プ チ ド リ ピ ー ト 欠 失 を 有 し て い る
こ と か ら 、 す べ て の 公 知 の FFI 家 系 が 共 通 の 起 源 を 有 す る よ う で は な い 。 こ の 知 見 は 、 表
典 型 の 差 異 は PRNP コ ド ン  129以 外 の 遺 伝 子 的 影 響 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る と い う 可 能 性
に 強 く 問 題 を 投 げ か け た 。 突 然 変 異 体 ア レ ル に お け る コ ド ン  129 の メ チ オ ニ ン ま た は バ
リ ン は そ れ ぞ れ FFIお よ び CJD178患 者 に 必 須 で あ る が 、 正 常 ア レ ル に お け る コ ド ン 129 が
メ チ オ ニ ン や バ リ ン で あ り 得 る 。 そ れ ゆ え 、 FFIお よ び CJD 表 現 型 は D178N 突 然 変 異 を と
も な う 突 然 変 異 体 ア レ ル の コ ド ン 129に よ り 決 定 さ れ 、 そ の 結 果 、 2種 類 の タ イ プ の PrPが
発 現 す る 。 ま た 、 FFIは 通 常 表 現 型 に お い て CJDよ り 早 く 表 れ る た め 、 コ ド ン  129は 表 現 型
の 持 続 も 調 節 し て い る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 2つ の タ ン パ ク 質 に 関 連 す る PrPフ ラ グ メ ン ト の 研 究 に よ る と こ れ ら は サ イ ズ お よ び 3種
の グ リ コ シ ル 化 さ れ た PrPア イ ソ フ ォ ー ム の 比 に お い て 異 な っ て い る 。 サ イ ズ の 変 動 は プ
ロ テ ア ー ゼ に よ る 異 な る N-末 端 消 化 に 起 因 し 、 こ の 差 は PrPが 異 な る コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン
、 即 ち 、 特 異 的 リ ガ ン ド 相 互 作 用 を 有 す る こ と を 示 す 。 し か し 比 の 差 は 、 2つ の 疾 患 に お
け る PrPの 翻 訳 後 プ ロ セ シ ン グ の 相 違 を 示 し 、 こ れ に よ っ て 2種 類 の 表 現 型 が 生 じ る 。 こ れ
ら の 症 例 に お い て 突 然 変 異 体 ア レ ル の 異 型 接 合 型 お よ び 同 型 接 合 型 に 関 し て 潜 伏 期 間 が 異
な る こ と も 注 目 さ れ る 。 同 型 接 合 体 の 疾 患 持 続 時 間 は 異 型 接 合 型 よ り 有 意 に 短 か っ た 。 同
型 接 合 体 に お け る CJD発 症 の 平 均 年 齢 は 39+/- 8歳 で あ り 、 異 型 接 合 体 で は 49+/-4歳 で あ っ
た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 コ ド ン  210に お け る バ リ ン  (V)か ら イ ソ ロ イ シ ン  (I)の 置 換 に よ り 古 典 的 な 症 状 お よ び
徴 候 の CJDが 生 じ 、 D178N 突 然 変 異 の よ う に 、 不 完 全 な 浸 透 度 を 示 す 。 GSSは コ ド ン 105お
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よ び 114に 突 然 変 異 を 伴 う 。 そ の 他 の 点 突 然 変 異 が コ ド ン 145、 198、 217そ し て お そ ら く 23
2に 示 さ れ 、 遺 伝 性 プ リ オ ン 疾 患 と と も に 分 離 す る 。 興 味 深 い こ と に 、 残 基  109か ら 122に
近 い か そ れ を 含 む 合 成 ペ プ チ ド は そ れ ぞ れ 容 易 に ポ リ マ ー と な り 、 棹 状 構 造 を と る 。 こ の
構 造 は 、 ア ミ ロ イ ド の 染 色 特 性 を 有 す る 。 塩 基 置 換 以 外 に 、 オ ク タ ペ プ チ ド 挿 入 も 突 然 変
異 を 引 き 起 こ す 。 コ ド ン  53に お け る 6つ の オ ク タ リ ピ ー ト を 含 む 144 bpの 挿 入 は す べ て イ
ン グ ラ ン ド 南 部 に 在 住 す る 4家 族 か ら の CJD患 者 に 関 し て 最 初 に 記 載 さ れ た 。 ヒ ト  PrP 遺
伝 子 は 5つ の オ ク タ リ ピ ー ト し か 含 ま な い た め 、 単 一 の 遺 伝 子 組 換 え で は こ の さ ら な る 挿
入 を 生 じ さ せ る こ と は で き な い 。 4家 族 は 関 係 が 遠 い が 、 2世 紀 以 上 前 に 生 ま れ た 1名 が 起
源 で あ ろ う (LODス コ ア が 11を 超 え る )。 い く つ か の 研 究 室 か ら の 研 究 に よ り 正 常 の 5つ に 加
え て 、 2,4,5,6,7,8ま た は 9の オ ク タ リ ピ ー ト が 遺 伝 性 CJD 患 者 に お い て 示 さ れ た 。 1つ の
オ ク タ リ ピ ー ト の 欠 失 も 同 定 さ れ た が 神 経 疾 患 は と も な わ な か っ た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 89-112グ ラ フ ト に 存 在 す る 3つ の K 残 基  (シ リ ア ン ハ ム ス タ ー 命 名 法 に よ る 残 基  101、 1
04 お よ び 106、 配 列 番 号 7の 、 100、 103 お よ び 105に 対 応 ） の 突 然 変 異 が 本 発 明 に お い て
提 供 す る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド の PrP S c -反 応 性 を 失 わ せ る 。 し が た っ て こ れ ら の 残 基
は と り わ け PrP c -PrP S c  相 互 作 用 の 鍵 と な る 残 基 で あ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 b. タ ン パ ク 質 凝 集 ま た は コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン の 疾 患 に 関 与 す る そ の 他 の 例 示 的 な タ ン
パ ク 質  
　 タ ン パ ク 質 凝 集 の 疾 患 、 特 に ア ミ ロ イ ド 疾 患 か ら の 標 的 ポ リ ペ プ チ ド の 疾 患 関 連 ア イ ソ
フ ォ ー ム に 特 異 的 に 相 互 作 用 す る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド の 産 生 方 法 を 本 発 明 に お い て
提 供 す る 。 標 的 ポ リ ペ プ チ ド は 疾 患 関 連 ま た は 疾 患 誘 発 性 ア イ ソ フ ォ ー ム の ポ リ ペ プ チ ド
で あ っ て 、 良 性 形 態 か ら 、 悪 性 の 疾 患 誘 発 性 ま た は 凝 集 性 ア イ ソ フ ォ ー ム に 変 換 し た も の
で あ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 標 的 ポ リ ペ プ チ ド に は こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 以 下 が 含 ま れ る ： APP、 Aβ 、 α 1-抗 キ モ
ト リ プ シ ン 、 タ ウ （ tau） 、 非 -Aβ  成 分 、 プ レ セ ニ リ ン 1、 プ レ セ ニ リ ン 2、 apoE、 ス ー パ
ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ (SOD)お よ び 神 経 フ ィ ラ メ ン ト 、 ピ ッ ク 体 （ Pick body） 、 α -シ
ヌ ク レ イ ン 、 原 繊 維 に お け る タ ウ （ tau)、 ア ミ リ ン 、 IgGL-鎖 、 ト ラ ン ス サ イ レ チ ン 、 プ
ロ カ ル シ ト ニ ン 、 β 2 -ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン 、 心 房 性 ナ ト リ ウ ム 利 尿 因 子 、 血 清 ア ミ ロ イ ド A
、 ApoAI、 ゲ ル ソ リ ン 、 ハ ン チ ン ト ン タ ン パ ク 質 お よ び そ の 他 の か か る 標 的 タ ン パ ク 質 。
良 性 の (ま た は 疾 患 誘 発 性 )形 態 の 標 的 ポ リ ペ プ チ ド の 部 分 、 モ チ ー フ も ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ
ペ プ チ ド に 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 c.ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド の 調 製
　 疾 患 に 特 異 的 な ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 を 調 製 す る た め に 、 疾 患 関 連 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン と 相
互 作 用 す る ポ リ ペ プ チ ド の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン の 部 分 を 同 定 す る 。 例 え ば こ れ は 系 統 的 に
、 ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト を コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン 変 化 に 関 与 す る 能 力 に つ い て 試 験 す
る こ と に よ っ て 行 う 。 例 え ば 、 異 常 (即 ち 疾 患 誘 発 性 )配 座 異 性 体 と 相 互 作 用 す る フ ラ グ メ
ン ト の 能 力 を 試 験 す る 。 所 望 の 能 力 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト は 特 異 的 試 薬 と
し て 用 い る こ と が 出 来 、 疾 患 配 座 異 性 体 に 特 異 的 に 相 互 作 用 す る 能 力 を 保 持 す る よ う に 骨
格 に 挿 入 す る こ と が 出 来 る 。 骨 格 は 例 え ば 、 Fabま た は 酵 素 ま た は そ の 他 の 分 子 で あ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 各 タ ン パ ク 質 の 別 の ア イ ソ フ ォ ー ム と の 相 互 作 用 の た め の 部 分 ま た は 領 域 は 経 験 的 に 同
定 さ れ る 。 こ れ は 、 系 統 的 に 各 タ ン パ ク 質 を 、 ポ リ ペ プ チ ド を 選 択 し て 完 全 な 分 子 か ら 開
始 し て 系 統 的 に 部 分 の 除 去 お よ び ／ ま た は 長 さ に 沿 っ た 走 査 す る こ と で 試 験 す る こ と に よ
っ て 行 う 。 同 定 さ れ た 領 域 を 選 択 さ れ た 骨 格 に 挿 入 し 、 そ の 結 果 得 ら れ る 分 子 を 目 的 の 標
的 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 能 力 に つ い て 試 験 す る 。 そ の 結 果 得 ら れ る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ
チ ド は 診 断 試 薬 、 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 用 試 薬 お よ び 候 補 治 療 薬 と し て 利 用 可 能 で
あ る 。
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【 ０ １ ３ ４ 】
　 2.骨 格
　 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ が 挿 入 さ れ (ま た は 結 合 さ れ )、 そ の 結 果 得 ら れ る ハ イ
ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド が 所 望 の 結 合 特 異 性 を 有 す る よ う な あ ら ゆ る 分 子 、 例 え ば 、 ポ リ ペ
プ チ ド は 、 本 発 明 に お け る ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 の 一 部 と し て 使 用 す る た め に 考 慮 さ れ う る 。
ポ リ ペ プ チ ド は 、 標 的 ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 の た め の モ チ ー フ が 正 確 に 存 在 す る の に 少 な く
と も 十 分 な 数 (10、 20、 30、 50、 100ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 )を 含 む あ ら ゆ る ア ミ ノ 酸
配 列 に 挿 入 さ れ う る 。 骨 格 の 目 的 は 、 そ れ に 結 合 す る 形 態 に お い て 標 的 ポ リ ペ プ チ ド に 対
し て モ チ ー フ を 提 示 す る こ と で あ る 。 骨 格 は さ ら な る 特 性 （ 例 え ば 検 出 可 能 な マ ー カ ー ま
た は 標 識 と し て 役 立 つ 能 力 な ど ） を 有 す る よ う に 、 ま た は さ ら な る 結 合 特 異 性 を 備 え さ せ
る こ と に よ り そ の ア ッ セ イ （ 標 的 タ ン パ ク 質 の 特 定 の ア イ ソ フ ォ ー ム を 検 出 す る ア ッ セ イ
ま た は 治 療 薬 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ ま た は そ の 他 の ア ッ セ イ お よ び 方 法 ） に お け る 使 用
を 可 能 ま た は 容 易 に す る よ う に 、 設 計 ま た は 選 択 し て も よ い 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 骨 格 に は レ ポ ー タ ー 分 子 （ 例 え ば 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 お よ び 酵 素 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト
） お よ び 結 合 分 子 （ 例 え ば 、 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト ） が 含 ま れ る 。 骨 格 は 、 ポ リ ペ
プ チ ド モ チ ー フ 、 例 え ば 、 PrP ポ リ ペ プ チ ド 部 分 を 拘 束 ま た は 束 縛 ま た は 提 示 す る 機 能 を
果 た し 、 そ の 特 異 的 結 合 特 性 を 保 持 ま た は 付 与 す る 。 選 択 さ れ る 骨 格 に は 抗 体 、 酵 素 、 例
え ば 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ お よ び そ の 他 の
シ グ ナ ル 生 成 酵 素 、 化 学 発 光 生 成 因 子 、 例 え ば 、 セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ;周 知
の 赤 色 、 緑 色 お よ び 青 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 な ど の 蛍 光 タ ン パ ク 質 ;お よ び 色 素 生 産 性 タ ン パ
ク 質 の 全 体 ま た は 一 部 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ は 、 所 望 の 活 性 を 阻 害 し な い 領 域 に お い て 骨 格 に 挿 入 さ れ る 。 骨
格 は そ の 他 の 機 能 性 ド メ イ ン 、 例 え ば さ ら な る 結 合 部 位 、 例 え ば 検 出 の た め の 第 二 の 部 分
に 特 異 的 な 部 位 を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 a.抗 体
　 抗 体 は 本 発 明 に お い て 考 え ら れ る 骨 格 ま た は レ シ ピ エ ン ト ポ リ ペ プ チ ド の 一 例 で あ る 。
抗 体 お よ び そ の フ ラ グ メ ン ト は 、 目 的 の ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ
プ チ ド を 作 る た め の 骨 格 と し て 機 能 し う る 。 ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ は 、 ポ リ ペ プ チ ド モ チ
ー フ の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン の 保 持 お よ び そ の 結 果 得 ら れ る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド の 表
面 上 へ の 提 示 を 可 能 と す る い ず れ の 好 適 な 領 域 、 例 え ば CDR3ル ー プ (例 え ば 、 米 国 特 許 第 5
583202号 お よ び 、 米 国 特 許 第 5568762号 を 参 照 さ れ た い )に 挿 入 し て も よ い 。 ポ リ ペ プ チ ド
モ チ ー フ を 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 重 鎖 ま た は 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン に 挿 入 す る と 、 標 的 ポ リ ペ
プ チ ド に 対 し て 特 異 性 を 有 す る ハ イ ブ リ ッ ド 免 疫 グ ロ ブ リ ン が 生 じ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 基 本 的 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は 抗 体 の 構 造 単 位 は よ く 理 解 さ れ て い る 。 分 子 は ジ ス ル フ
ィ ド 結 合 に よ り 共 有 結 合 し た 重 鎖 お よ び 軽 鎖 を 含 む 。 重 鎖 は ま た 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 介
し て 細 胞 表 面 分 子 と の 相 互 認 識 を 可 能 に す る 定 常 領 域 と 称 さ れ る 基 本 部 分 内 に 共 有 結 合 し
て い る 。 定 常 領 域 に は 5つ の 主 な ク ラ ス が 知 ら れ て お り 、 こ れ に よ っ て 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分
子 の ク ラ ス が 決 定 さ れ 、 そ れ ら は IgG、 IgM、 IgA、 IgDお よ び IgEと 称 さ れ る 。 重 鎖 の N末 端
領 域 は 外 向 き に 分 枝 し て お り 、 Y型 構 造 と し て 模 式 的 に 表 さ れ る 。 軽 鎖 は ２ つ の 重 鎖 の Y分
枝 に 共 有 結 合 し て い る 。 重 鎖 Y分 枝 領 域 に 、 特 定 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 に 偶 発 す る 特 定 の
抗 原 性 エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な お よ そ 100 ア ミ ノ 酸 長 の 可 変 な ド メ イ ン が 存 在 す る 。 こ の 領
域 は 、 例 え ば 標 的 ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 凝 集 の 疾 患 、 例 え ば ア ミ ロ イ ド 疾 患
に 関 与 す る ポ リ ペ プ チ ド の 感 染 性 ま た は 疾 患 関 連 ア イ ソ フ ォ ー ム な ど ） に 結 合 す る た め の
ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ と 完 全 に ま た は 部 分 的 に 置 換 さ れ う る 。 別 の 態 様 に お い て 、 ポ リ ペ
プ チ ド モ チ ー フ は 可 変 領 域 の 1ま た は 複 数 の N-末 端 に 挿 入 さ れ る (例 え ば 、 か か る 変 化 を 有
す る 分 子 の 調 製 方 法 に つ い て は 米 国 特 許 第 5583202号 を 参 照 さ れ た い )。 CDR3と 呼 ば れ る 領
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域 は 、 重 鎖 と 抗 原 と の 結 合 性 接 触 を 担 う 部 分 で あ る 。 し た が っ て そ れ は 本 発 明 に お け る 方
法 に 使 用 す る 標 的 ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 の た め の 本 発 明 に お い て 提 供 す る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ
ペ プ チ ド 試 薬 の 産 生 の 際 に 置 換 さ れ る 良 好 な 領 域 で あ る 。 そ の 結 果 得 ら れ る 分 子 は 一 般 的
に 標 的 ポ リ ペ プ チ ド に 関 し て 一 価 ま た は 二 価 で あ る 。 そ れ ら を 操 作 し て 、 例 え ば 、 本 発 明
に お い て 提 供 す る ア ッ セ イ に お け る 検 出 を 補 助 す る よ う に 異 な る 特 異 性 を 付 与 し て も よ い
。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 b.そ の 他 の 分 子
　 上 述 の よ う に 、 そ の 他 の 分 子 、 例 え ば 、 酵 素 お よ び 発 光 分 子 を 骨 格 と し て 用 い る こ と が
出 来 る 。 こ れ ら に は 、 触 媒 お よ び ／ ま た は 結 合 活 性 に 十 分 な 酵 素 の 全 部 ま た は 一 部 あ る い
は 発 光 を 提 供 す る の に 十 分 な 発 光 分 子 の 全 部 ま た は 一 部 が 含 ま れ る 。 骨 格 と し て 使 用 さ れ
る 分 子 に は こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 以 下 が 含 ま れ る ： ル シ フ ェ ラ ー ゼ (発 光 タ ン パ ク 質 を
含 む )、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ お よ び そ の 他 の シ グ ナ ル 生 成 酵 素
、 化 学 発 光 生 成 因 子 、 例 え ば 、 セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ; 蛍 光 タ ン パ ク 質 、 例 え
ば 、 周 知 の 赤 色 、 緑 色 お よ び 青 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 ;お よ び 色 素 生 産 性 分 子 、 例 え ば 、 色 素
生 産 性 タ ン パ ク 質 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 3.例 示 的 ハ イ ブ リ ッ ド
　 上 述 の よ う に 、 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 お よ び そ れ 由 来 の モ チ ー フ を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド 分 子
は 、 本 発 明 に お い て 提 供 す る ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 の 一 例 で あ る 。 ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 上 に 特 異
的 結 合 を 付 与 す る の に 十 分 な 少 な く と も 1つ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む プ リ オ ン タ ン パ ク 質 か
ら の あ ら ゆ る モ チ ー フ が 考 慮 さ れ う る 。 モ チ ー フ に は 少 な く と も 5ア ミ ノ 酸 か ら 全 分 子 が
含 ま れ 、 結 合 特 性 を 保 持 す る そ の 変 異 体 も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 本 発 明 に お い て 示 す よ う に 、 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 は 少 な く と も 2つ の 異 な る モ チ ー フ を
含 み 、 1つ は プ リ オ ン ポ リ ペ プ チ ド か ら の 約 89-112 領 域  (シ リ ア ン ハ ム ス タ ー 命 名 法 に よ
る )か ら の も の で あ り 、 も う 1つ は 約  136-141 領 域 か ら も の も で あ る 。 か か る 領 域 の 一 方
ま た は 両 方 を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド を 例 示 す る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 例 え ば 、 残 基  89-112、 136-158お よ び 121-158 (図 1、 配 列 番 号 5を 参 照 さ れ た い ;そ の 他
の プ リ オ ン ポ リ ペ プ チ ド に お け る 対 応 す る 残 基 は 例 え ば 配 列 番 号 5-13で あ る )が 骨 格 に グ
ラ フ ト さ れ た 。 特 に 、 Fab、 F(ab') 2 お よ び IgG ハ イ ブ リ ッ ド (グ ラ フ ト さ れ た 抗 体 と も 称
さ れ る )を 例 示 す る 。 少 な く と も  残 基  101-106ま た は 残 基  約  136-150を 含 む ハ イ ブ リ ッ
ド ポ リ ペ プ チ ド も 提 供 す る 。 PrP S c と の 高 ア フ ィ ニ テ ィ ー  (Ka 典 型 的 に は 約  10 6 -10 7  mol
/l以 上 、 一 般 的 に 10 7  mol/l以 上 )で の 相 互 作 用 の た め の グ ラ フ ト さ れ た モ チ ー フ を 提 示 す
る あ ら ゆ る 好 適 な 骨 格 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 他 の 分 子 が 利 用 で き る 。 か か る 骨 格
と し て は 、 酵 素 、 レ ポ ー タ ー 分 子 、 抗 体 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト が
含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 例 え ば 、 比 較 的 長 い 認 識 配 列 が 以 前 に 抗 体 分 子 の HCDR3 領 域 に グ ラ フ ト さ れ 、 所 望 の 結
合 特 性 が も た ら さ れ て い る (McLane et al. (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 92:5
214-5218)。 ア ミ ノ 酸 89-112、 119-136、 136-158、 121-144お よ び 121-158に 対 応 す る マ ウ
ス  PrP 配 列 が HIV-1 gp120に 特 異 的 な ヒ ト 組 換 え 抗 体 で あ る IgG Fab b12の HCDR3に オ ー バ
ー ラ ッ プ ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応  (PCR)を 用 い て グ ラ フ ト さ れ た (Burton et al. (1994) Sc
ience 266:1024-1027;米 国 特 許 第 5652138号 参 照 ; b12は A.T.C.C.受 託 番 号  69079の MT12と
称 さ れ る 細 胞 系 か ら 産 生 さ れ た 抗 体 由 来 で あ る )。 寄 託 さ れ た MT12 大 腸 菌 細 胞 と 称 さ れ る
細 胞 は b12 と 称 さ れ る Fabの 発 現 の た め の 発 現 ベ ク タ ー  pComb2-3 を 含 む も の で あ る (ク ロ
ー ン b12) (米 国 特 許 第 5639581号 を 参 照 さ れ た い 、 こ れ は こ の ク ロ ー ン の 完 全 な 重 鎖 お よ
び 軽 鎖 配 列 を 提 供 す る ; 本 発 明 に お け る 配 列 番 号 1-4も 参 照 さ れ た い )。
【 ０ １ ４ ４ 】
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　 Fab b12を グ ラ フ ト さ れ た  PrP 配 列 の た め の 例 示 的 な 骨 格 (レ シ ピ エ ン ト 分 子 )と し て 選
択 し た 。 と い う の は こ の 親 抗 体 は 抗 原 結 合 部 位 の 表 面 か ら 垂 直 に の び た 比 較 的 長 い HCDR3 
(18 ア ミ ノ 酸 )を 有 す る か ら で あ る  (Ollmann Saphire et al. (2001)  Science 293:1155
)。 PrP 配 列 を 抗 体 表 面 か ら で き る だ け 遠 ざ け る た め に 、 各 グ ラ フ ト は 親  HCDR3の 最 初 の N
-末 端 残 基 と 4つ の C-末 端 残 基 の 間 に 配 置 さ せ た (図 1)。 さ ら に 、 2つ の グ リ シ ン 残 基 を PrP 
配 列 の 両 端 に 組 み 込 ん だ 。 そ の 結 果 得 ら れ た PrP-Fab(119-136、 121-144お よ び 121-158)を
大 腸 菌 で 発 現 さ せ 均 質 と な る ま で 精 製 し た (Williamson et al. (1993) Proc. Natl. Acad
. Sci. U.S.A. 90:4141-4145)。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 本 発 明 に お け る 例 示 的 な 態 様 に お い て 、 b12と 称 さ れ る 抗 体 の CDR3 ル ー プ 部 分 を (細 胞
系 MT12、 A.T.C.C.受 託 番 号 69079に よ り 産 生 )、 グ ラ フ ト さ れ る ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ と 置
換 す る 。 そ の 結 果 得 ら れ る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド で あ る ハ イ ブ リ ッ ド 免 疫 グ ロ ブ リ ン
は 、 例 示 的 態 様 に お い て 挿 入 さ れ た PrP ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ で あ る モ チ ー フ の 三 次 元 構
造 を 保 持 し て い る 。 ハ イ ブ リ ッ ド 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 親 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 抗 原 結 合 特 異 性 は
有 さ な い 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 後 述 の 実 施 例 は 、 マ ウ ス ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド の 調 製 方 法 を 記 載 す る (図 1を 参 照 )
。 ウ シ  PrPに つ い て の 例 示 的 な ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド を 調 製 す る た め に 、 ア ミ ノ 酸 11
9-131 (配 列 番 号 4の Gly Pro Tyr Ser Trp Asp Asp Ser Pro Gln Asp Asn Tyr)と し て 示 す
、 b12 抗 体 の CDR3 領 域 (完 全 な ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び そ の 説 明 に つ い て 米 国 特 許 第 5652138
号 を 参 照 さ れ た い ;配 列 番 号 1-4も 参 照 さ れ た い ) を 除 去 し 、 PrP S c に 特 異 的 に 結 合 す る 標
的  PrPの 部 分 、 例 え ば 、 両 端 に Gly Glyを 含 む ア ミ ノ 酸 残 基  121-158、 89-112ま た は 36-15
8を （ シ リ ア ン ハ ム ス タ ー 命 名 法 に よ る ） (例 え ば 、 対 応 す る ウ シ 配 列 に つ い て は 配 列 番 号
13の ア ミ ノ 酸 132-169 を 参 照 さ れ た い ;図 1も 参 照 さ れ た い ) IgG お よ び ／ ま た は  Fabに 挿
入 し た (上 述 の よ う に 、 本 発 明 に お け る す べ て の 命 名 法 は シ リ ア ン ハ ム ス タ ー  PrP 配 列 に
対 応 し 、 こ れ は 参 考 の た め 共 通 に 用 い ら れ る )。 こ れ ら の 配 列 を Gly Pro Tyr Ser Trp Asp
 Asp Ser Pro Gln Asp Asn Tyrの 代 わ り に 挿 入 し た (配 列 番 号 4お よ び 図 1参 照 )。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 PrP一 次 配 列 の 全 長 に 沿 っ て 一 連 の 15-35マ ー の  PrPイ ン サ ー ト も 調 製 し た 。 こ れ は 順 次
N末 端 か ら C末 端 へ 10 ア ミ ノ 酸 ず つ ず ら し て 行 っ た 。 そ し て PrP S c -様 の コ ン フ ォ メ ー シ ョ
ン の タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 に 必 要 な PrP の 部 分 を 同 定 し た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 PrP c -PrP S c  相 互 作 用 に お け る 個 々 の PrP c  残 基 の 相 対 的 重 要 性 を 評 価 し 、 切 型 お よ び 突
然 変 異 PrP 配 列 を 含 む さ ら な る Fabを 産 生 し た 。 骨 格 -グ ラ フ ト さ れ た PrP 配 列 の イ ン サ イ
チ ュ ラ ン ダ ム 化 、 次 い で 感 染 性 プ リ オ ン 粒 子 に 対 す る 選 択 を 利 用 す る こ と に よ り PrP S c に
対 し て 非 常 に 高 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 有 す る 分 子 を 生 じ る 、 Fab 分 子 が 開 発 さ れ た 。 そ の 結 果
得 ら れ る デ ー タ を 実 験 的 に 用 い て 、 新 規 PrP 導 入 遺 伝 子 の 使 用 を 介 し て 直 接 的 に ど の よ う
に PrP c -PrP S c  相 互 作 用 の 動 力 学 的 特 性 が イ ン ビ ボ で プ リ オ ン 病 原 を 調 節 し て い る か を 決
定 し た 。 最 後 に 、 PrP S c に 対 す る 結 合 に つ い て ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 ハ イ
ブ リ ッ ド  IgGま た は Fab 121-158、 136-158 ま た は 89-112） と 競 合 す る 低 分 子 を ス ク リ ー
ニ ン グ す る こ と に よ り 、 プ リ オ ン 複 製 阻 害 お よ び ／ ま た は プ リ オ ン を 含 む プ リ オ ン 接 種 材
料 ま た は 流 体 ま た は 組 織 (肉 を 含 む )の 無 力 化 が 可 能 な 候 補 薬 物 を 見 い だ し た 。 か か る 候 補
薬 物 は 治 療 薬 お よ び ／ ま た は 予 防 薬 の 候 補 で あ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 PrP c 、 PrP S c お よ び PrP27-30に 対 す る PrP-Fab 分 子 の 反 応 性 を 研 究 す る た め に 、 正 常 マ
ウ ス お よ び 79A 株 の ス ク レ イ ピ ー プ リ オ ン に 感 染 し た マ ウ ス か ら 調 製 し た 脳 ホ モ ジ ネ ー ト
を 用 い て 免 疫 沈 降 実 験 を 行 っ た 。 沈 降 し た PrPを ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 検 出 し た 。 陽
性 対 照 と し て 、 6H4 抗 体  (Korth et al. (1997) Nature 390:74-77)お よ び D13 抗 体 を 正
常 マ ウ ス 脳 ホ モ ジ ネ ー ト か ら の PrP c を 沈 降 さ せ る の に 用 い (Fischer et al. (2000) Natur
e 408:479-483))、 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン を プ リ オ ン に 感 染 し た 脳 サ ン プ ル か ら の PrP S c を 沈 降
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さ せ る の に 用 い た 。 PrP Fabと  PrP c と の 正 常 マ ウ ス 脳 に お け る 反 応 は 存 在 し な い か 非 常 に
弱 か っ た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 こ れ ら Fabは そ れ ぞ れ pK-消 化 プ リ オ ン 感 染 脳 ホ モ ジ ネ ー ト か ら 3つ の PrPバ ン ド を 免 疫 沈
降 さ せ た 。 こ れ ら の バ ン ド は サ イ ズ に お い て PrP27-30の ジ － 、 モ ノ － お よ び 非 グ リ コ シ ル
化 形 態 に 対 応 し 、 PrP27-30は PrP S c の プ ロ テ イ ナ ー ゼ 耐 性 コ ア で あ り 、 PrP S c の タ ン パ ク 質
の N-末 端 部 分 の 残 基  23-90が 酵 素 に よ り 分 解 さ れ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 PrP27-30 を 効 率 よ く 沈 降 さ せ た Fab 121-158 (図 1b)を 、 次 い で 、 全 長  PrP S c と の 反 応
性 に つ い て 評 価 し た 。 IgGお よ び  Fab89-112 お よ び 136-158に つ い て も 評 価 し た 。 Fab 121
-158を 用 い る と 、 例 え ば 、 未 消 化 の プ リ オ ン 感 染 脳 組 織 ホ モ ジ ネ ー ト か ら の 全 長  PrP S c に
対 応 す る 分 子 量  33-35 Kの 3つ の バ ン ド が 沈 降 し た 。 同 一 実 験 条 件 下 で 、 親  b12 Fabは PrP
c 、 PrP S c  ま た は PrP27-30の い ず れ と も 反 応 し な か っ た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 IgGお よ び Fab89-112お よ び 136-158を 用 い て も 同 様 の 結 果 が 得 ら れ た 。 さ ら に 、 PrP 配
列 を 含 む Fabは も は や 親  b12 抗 体 の 標 的 抗 原 で あ る gp120を 認 識 せ ず 、 マ ウ ス 脳 ホ モ ジ ネ
ー ト の プ ロ ー ブ ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 用 い た 場 合 い ず れ の そ の 他 の タ ン パ ク 質 と も 結 合 せ
ず 、 SDS 存 在 下 で の 加 熱 に よ る PrP c -様 の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン へ の 変 性 の 後 、 PrP S c と 全 く
反 応 し な か っ た (デ ー タ 示 さ ず )。 し た が っ て 、 残 基  121-158、 136-158ま た は 89-112か ら
構 成 さ れ る グ ラ フ ト さ れ た  PrP 配 列 は PrP S c の 特 異 的 抗 体 認 識 を 付 与 し 、 こ の 疾 患 関 連 エ
ピ ト ー プ は PrP27-30に お い て 保 持 さ れ る 。 グ ラ フ ト さ れ た 残 基  136-158は こ れ ら の 結 合 お
よ び 認 識 特 性 を 保 持 す る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 次 ぎ に Fabま た は IgG 121-158 を ス ク レ イ ピ ー プ リ オ ン 感 染  SMB 細 胞 の 溶 解 液 か ら PrP
を 免 疫 沈 降 す る の に 用 い る 一 連 の 免 疫 沈 降 実 験 を 行 っ た (Chandler (1961) Lancet i:1378
-1379; Clarke et al. (1970) Nature 225:100-101)。 こ の 場 合 も 、 Fab 121-158 は 未 処
理 SMB 溶 解 液 に お け る PrP c に は 結 合 し な か っ た が 、 pK消 化 後 の こ れ ら サ ン プ ル に お い て Pr
P27-30を 認 識 す る こ と が 出 来 た 。 Fab 121-158 が プ リ オ ン 感 染 脳 ホ モ ジ ネ ー ト か ら の PrP S
c を 効 率 よ く 沈 降 さ せ た 以 前 の 実 験 と 異 な り 、 こ の 抗 体 を 用 い る と SMB 細 胞 か ら 全 長  PrP S
c は 免 疫 沈 降 さ れ な か っ た 。 SMB 細 胞 に お け る PrP c :PrP S c 比 は お よ そ  4:1で あ る が 、 疾 患
が 進 行 し た プ リ オ ン 感 染 マ ウ ス の 脳 で は 1未 満 で あ る と 考 え ら れ る た め (Safar et al. (19
98) Nature Med. 4:1157-1165)、 SMB 溶 解 液 に お い て 、 PrP S c  は 抗 体 の 添 加 の 前 に PrP c と
複 合 体 化 し て い る よ う で あ る 。 か か る 状 況 下 で 、 PrP c  に 結 合 さ れ る PrP S c  エ ピ ト ー プ を
認 識 す る よ う に 設 計 さ れ た Fab-IgG 121-158の 結 合 は 除 外 さ れ る 。 逆 に 、 疾 患 脳 組 織 に お
い て  PrP S c  分 子 の 一 部 が 、 こ れ ら の 調 製 物 に お い て は PrP c  に 対 し て PrP S c  が 化 学 量 論 的
に 過 剰 で あ る た め 複 合 体 化 し て い な い よ う で あ る 。 同 様 の 実 験  (実 施 例 参 照 )を IgGま た は
Fab 136-158ま た は 89-112 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 行 っ た 。 こ れ ら の 実 験 に お
い て 、 IgG、 Fab 121-158、 IgGま た は Fab 136-158 ま た は 89-112は 疾 患 関 連 PrP配 座 異 性 体
に 対 し て 高 い ア フ ィ ニ テ ィ ー を 有 す る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　  IgGま た は Fab 121-158 ま た は 136-158 ポ リ ペ プ チ ド は PrP c  の 最 初 の α ヘ リ ッ ク ス (残
基  145-155)を 構 成 す る 配 列 を 含 む  (図 1b)。 Fab119-136 そ し て 程 度 は 低 い が  Fab121-144
も 、 疾 患 関 連 形 態 の PrPに 結 合 し 、 こ れ は α ヘ リ ッ ク ス は PrP S c ま た は PrP27-30の 特 異 的 認
識 に は 必 要 で な い こ と を 示 す 。 さ ら な る 結 果 に よ り 、 89-112が 疾 患 関 連 形 態 の PrPに 結 合
す る こ と が 示 さ れ た 。 別 の 結 果 に よ り 89-112 領 域 の 約  100-106 残 基 部 分 が 重 要 で あ る こ
と が 示 さ れ た 。 同 様 に 、 実 験 に よ り 136-141が 結 合 に 重 要 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 領 域  89
-112 お よ び  136-158 (な ら び に そ の 部 分 )は 異 な る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 上 記 の デ ー タ は 、 PrP 配 列 の 残 基  140か ら 175を 欠 く ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス が ネ イ
テ ィ ブ な マ ウ ス プ リ オ ン に 感 染 し や す い （ た だ し 、 潜 伏 期 間 が 有 意 に 延 長 す る ） と い う 研
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究 と 一 致 す る (Supattapone et al. (1999) Cell 96:869-878)。 イ ン ビ ボ で は 、 内 因 性 の P
rP c 「 基 質 」 に 対 す る PrP S c テ ン プ レ ー ト の 固 有 の ア フ ィ ニ テ ィ ー が プ リ オ ン 疾 患 の 病 的 過
程 で あ る プ リ オ ン 複 製 の 効 率 を 規 定 す る パ ラ メ ー タ ー と な り 得 る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 PrP c -PrP S c  相 互 作 用 に お け る 個 々 の PrP c  残 基 の 相 対 的 重 要 性 を 評 価 す る た め に は 、 切
型 お よ び 突 然 変 異 PrP 配 列 を 含 む さ ら な る Fabま た は Igの 産 生 が 必 要 で あ る 。 さ ら に 、 抗
体 -グ ラ フ ト さ れ た PrP 配 列 の イ ン サ イ チ ュ で の ラ ン ダ ム 化 、 次 い で 感 染 性 プ リ オ ン 粒 子
に つ い て の 選 択 、 を 用 い て よ り 高 い ア フ ィ ニ テ ィ ー (PrP S c に つ い て Ka >10 9  mol/l） を 有
す る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド を 作 る こ と が 出 来 る 。 さ ら に 、 特 定 の 残 基 の 重 要 性 の 研 究
か ら の デ ー タ を 用 い て 、 実 験 的 に PrP 導 入 遺 伝 子 の 使 用 を 介 し て 、 イ ン ビ ボ で ど の よ う に
PrP c -PrP S c  相 互 作 用 の 動 力 学 的 特 性 が プ リ オ ン 病 原 を 調 整 し て い る の か を 直 接 決 定 す る
こ と が 出 来 る 。 ま た 、 IgGま た は  Fab 121-158、 89-112 ま た は 136-158と 、 PrP S c と の 結 合
に つ い て 競 合 す る 低 分 子 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 プ リ オ ン 複 製 の 阻 害 お よ び ／
ま た は プ リ オ ン 接 種 材 料 の 無 力 化 が 可 能 な 候 補 薬 を 得 る こ と が 出 来 る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 同 様 の 結 果 が 、 対 応 す る Ig、 例 え ば IgG(以 下 お よ び 実 施 例 に 記 載 す る )に よ っ て も 得 ら
れ る 。 後 述 の よ う に 、 ハ イ ブ リ ッ ド  PrP IgGも 調 製 し た 。 そ の 中 に は 特 に 、 IgG 121-158
、 IgG 89-112 お よ び  IgG 136-158お よ び そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト が 含 ま れ る 。 IgG 121-158
、 IgG 89-112 お よ び IgG 136-158 お よ び そ れ ら の 特 定 の フ ラ グ メ ン ト は 、 PrP配 座 異 性 体
に 対 し て 高 い ア フ ィ ニ テ ィ ー を 有 す る 。 こ れ ら の 結 果 も 同 様 に 、 α ヘ リ ッ ク ス は PrP S c  ま
た は PrP27-30の 特 異 的 認 識 に 必 須 で は な い こ と を 示 す 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 b12 骨 格 を 用 い て さ ら な る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド を 調 製 し た 。 マ ウ ス プ リ オ ン の ア
ミ ノ 酸 86-111 (シ リ ア ン ハ ム ス タ ー 番 号 付 け に 基 づ く ;配 列 番 号 9を 参 照 ) N-末 端 ..GGWGQG
GGTHNQWNKPSKPKTNLKHV...C-末 端  、 お よ び 位 置 86-117 N-末 端 ...GGWGQGGGTHNQWNKPSKPKTN
LKHVAGAAAA...C-末 端  （ 配 列 番 号 9参 照 )を 挿 入 し 、 感 染 性 形 態 の プ リ オ ン に 特 異 的 に 結 合
す る ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 が 得 ら れ た 。 そ の 他 に は ア ミ ノ 酸 89-112が 含 ま れ る 。 実 施 例 に 示 す
よ う に 、 残 基  133-157、 特 に 136-158お よ び 96-104、 特 に  89-112を 認 識 す る ハ イ ブ リ ッ ド
ポ リ ペ プ チ ド (抗 体 骨 格 に 挿 入 さ れ て い る の で 本 発 明 に お い て 「 抗 体 」 と も 称 す る )が 特 に
強 力 で あ っ た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド  IgG 
　 ア ミ ノ 酸 89-112お よ び 136-158に 対 応 す る マ ウ ス  PrP 配 列 を 、 オ ー バ ー ラ ッ プ ポ リ メ ラ
ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)を 用 い て HIV-1 gp120に 特 異 的 な ヒ ト 組 換 え 抗 体 で あ る IgG1 b12の HCDR
3に グ ラ フ ト し た (Burton et al. (1994) Science 266:1024-1207;配 列 番 号 1-4を 参 照 さ れ
た い )。 抗 体  b12を 移 植 さ れ る PrP 配 列 に 対 す る レ シ ピ エ ン ト 分 子 と し て 選 択 し た 。 と い
う の は 、 こ の 親 抗 体 は 抗 原 結 合 部 位 の 表 面 か ら 垂 直 に 延 び た 比 較 的 長 い HCDR3 (18 ア ミ ノ
酸 )を 有 す る か ら で あ る (Ollmann et al. (2001) Science 293:1155-1159)。 抗 体 表 面 か ら
PrP 配 列 を で き る だ け 遠 ざ け る た め に 、 各 グ ラ フ ト を 親  HCDR3の 最 初 の N-末 端 残 基 と 4つ
の C-末 端 残 基 の 間 に 配 置 し た (図 1参 照 )。 さ ら に 2つ の グ リ シ ン 残 基 を PrP 配 列 の 各 末 端 に
組 み 込 ん だ 。 そ の 結 果 得 ら れ た PrP-IgG(89-112 お よ び  136-158) を CHO細 胞 で 発 現 さ せ 、
均 質 と な る ま で 精 製 し た (Maruyama et al. (1999) J. Virol. 73:6024-6030)。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 PrP c 、 PrP S c お よ び PrP27-30に 対 す る PrP-IgG 分 子 の 反 応 性 を 研 究 す る た め に 、 正 常 マ
ウ ス お よ び RMLま た は 79A 株 の ス ク レ イ ピ ー プ リ オ ン に 感 染 し た マ ウ ス か ら 調 製 し た 脳 ホ
モ ジ ネ ー ト を 用 い て 実 験 を 行 っ た （ 実 施 例 ４ に 記 載 ） 。 沈 降 し た PrPを ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ
ト に よ り 検 出 し た 。 陽 性 対 照 と し て 、 Fab D13お よ び  IgG 6H4 (Korth et al. (1997) Nat
ure 390:74-77)を 正 常 マ ウ ス 脳 ホ モ ジ ネ ー ト か ら の PrP c を 沈 降 さ せ る の に 用 い 、 プ ラ ス ミ
ノ ー ゲ ン を プ リ オ ン に 感 染 し た 脳 サ ン プ ル か ら の PrP S c を 沈 降 さ せ る の に 用 い た 。 PrP-IgG
 89-112 ま た は 136-158と 正 常 マ ウ ス 脳 に お け る PrP c と の 反 応 は 、 抗 体 の 終 濃 度 を 10 μ g/
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mlと し た 場 合 検 出 さ れ な か っ た 。 同 じ ま た は よ り 低 い 濃 度 で は 、 こ れ ら IgGの そ れ ぞ れ は
未 消 化 お よ び pK-消 化 プ リ オ ン 感 染 脳 ホ モ ジ ネ ー ト か ら 3つ の PrPバ ン ド を 免 疫 沈 降 さ せ た
。 こ れ ら の バ ン ド は サ イ ズ に お い て PrP S c お よ び  PrP 27-30の ジ － 、 モ ノ － お よ び 非 グ リ
コ シ ル 化 形 態 に 対 応 し 、 PrP27-30は PrP S c の プ ロ テ イ ナ ー ゼ 耐 性 コ ア で あ り 、 PrP S c の タ ン
パ ク 質 の N-末 端 部 分 の 残 基  23-90が 酵 素 に よ り 分 解 さ れ た も の で あ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 同 一 実 験 条 件 下 で 、 親  b12 IgGは PrP c 、 PrP S c  ま た は PrP27-30の い ず れ と も 反 応 し な か
っ た 。 さ ら に 、 PrP 配 列 を 含 む IgGは も は や 親  b12 抗 体 の 標 的 抗 原 で あ る gp120を 認 識 せ
ず 、 マ ウ ス 脳 ホ モ ジ ネ ー ト の プ ロ ー ブ ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に 用 い た 場 合 い ず れ の そ の 他 の
タ ン パ ク 質 と も 結 合 せ ず 、 SDS 存 在 下 で の 加 熱 に よ る PrP c -様 の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン へ の
変 性 の 後 、 PrP S c と 全 く 反 応 し な か っ た (デ ー タ 示 さ ず )。 し た が っ て 、 残 基  89-112ま た は
136-158か ら 構 成 さ れ る グ ラ フ ト さ れ た  PrP 配 列 は PrP S c の 特 異 的 抗 体 認 識 を 付 与 し 、 こ
の 疾 患 関 連 エ ピ ト ー プ は PrP27-30に お い て 保 持 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 さ ら に PrPグ ラ フ ト が 疾 患 関 連 PrPコ ン フ ォ メ ー シ ョ ン に 対 す る 特 異 性 を 付 与 す る こ と を
確 か め る た め に 、 136-158グ ラ フ ト を 含 む ア ミ ノ 酸 が ス ク ラ ン ブ ル さ れ て い る 分 子 を 構 築
し た 。 そ の 結 果 得 ら れ る PrP 136-158ラ ン ダ ム と 称 さ れ る 抗 体 は 、 終 濃 度 10 μ g/mlに て 免
疫 沈 降 ア ッ セ イ に 用 い た 場 合 、 PrP S c お よ び PrP 27-30と の 反 応 性 は わ ず か で あ り 、 濃 度 3 
μ g/mlの 場 合 は 反 応 性 は 無 か っ た 。 PrP S c お よ び PrP 27-30に 対 す る 特 異 性 は 、 PrP 136-15
8 グ ラ フ ト が N-末 端 切 型 さ れ て 残 基  141-158kと な っ た 時 に 失 わ れ 、 こ れ は PrP 配 の 残 基  
136か ら 140 (す べ て を 含 む )が PrP c -PrP S c  相 互 作 用 に 重 要 で あ る こ と を 示 す 。 実 際 、 マ ウ
ス  PrPの 位 置 138に お け る 単 一 の シ リ ア ン ハ ム ス タ ー 特 異 的 置 換 は 以 前 に 有 意 に プ ロ テ イ
ナ ー ゼ  K 耐 性 PrPの 産 生 を 阻 害 す る こ と が 示 さ れ て い る  (Priola et al. (1995) J. Viro
l. 69:7754-7758)。 さ ら に ヤ ギ  PrPの 均 等 な 位 置 に お け る 天 然 二 形 性 が そ の 宿 主 の ヒ ツ ジ
お よ び ウ シ プ リ オ ン に よ る 感 染 に 対 す る 耐 性 の 上 昇 と 関 連 し て い る (Goldmann et al.  (1
996) J. Gen. Virol. 77:2885-2891)。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン お よ び PrP S c の 特 異 的 相 互 作 用 は 膜 ラ フ ト を 破 壊 す る デ タ ー ジ ェ ン ト
の 存 在 に 依 存 す る (Shaked et al. (2002) J. Neurochem. 82:1-5)。 IgG 89-112 お よ び  1
36-158 と  PrP S c  お よ び  PrP 27-30の 結 合 相 互 作 用 が デ タ ー ジ ェ ン ト 条 件 に よ っ て 影 響 を
受 け る か を 調 べ る た め に 、 同 様 の 免 疫 沈 降 実 験 を 行 っ た 。 こ の 実 験 で は プ リ オ ン -感 染 マ
ウ ス 脳 ホ モ ジ ネ ー ト を NP-40 お よ び  デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム  (DOC) (膜 ラ フ ト を 破
壊 す る 試 薬 )ま た は  Triton X-100 (ラ フ ト 構 造 を 保 存 す る デ タ ー ジ ェ ン ト )の い ず れ か を
用 い て 調 製 し た 。 結 果 は PrP-グ ラ フ ト さ れ た 抗 体 と PrP S c と の 反 応 性 は デ タ ー ジ ェ ン ト 条
件 に よ っ て 影 響 を 受 け ず 、 PrP 27-30に 対 す る 結 合 は  Triton X-100の 存 在 下 で 有 意 に 上 昇
す る こ と を 示 す も の で あ っ た 。 同 じ 条 件 下 で 、 IgG b12 は  PrP S c に も PrP 27-30に も 結 合
し な か っ た 。 同 様 に 、 IgG89-112お よ び 136-158は Triton X-100の 存 在 下 で 抽 出 さ れ た 正 常
マ ウ ス 脳 に お け る PrP c  を 認 識 し な か っ た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 こ れ ら の PrP-グ ラ フ ト さ れ た 抗 体 の な か で 、 IgG 89-112が 疾 患 関 連 PrP配 座 異 性 体 に 対
し て 最 大 の ア フ ィ ニ テ ィ ー を 有 し て い た 。 こ の 分 子 の PrP S c  お よ び PrP 27-30に 対 す る ア
フ ィ ニ テ ィ ー を 評 価 す る た め 、 一 連 の 免 疫 沈 降 実 験 を 様 々 な 濃 度 の 抗 体 を 用 い て 行 っ た 。
各 抗 体 濃 度 で 沈 降 し た PrPの 相 対 量 を イ ム ノ ブ ロ ッ ト で 可 視 化 し 、 濃 度 測 定 分 析 に よ っ て
定 量 し た 。 抗 体 濃 度 に 対 し て 濃 度 測 定 値 を プ ロ ッ ト す る こ と に よ り 、 滴 定 曲 線 が 得 ら れ 、
こ れ か ら PrP S c お よ び PrP 27-30に 対 す る 50% 最 大 結 合 シ グ ナ ル を 生 じ さ せ る 抗 体 濃 度 が 決
定 で き 、 こ れ ら 抗 原 の 結 合 定 数 を 評 価 す る こ と が 出 来 る 。 結 果 は 、 IgG 89-112 が PrP 27-
30に つ い て は お よ そ 2nM、 PrP S c に つ い て は 7 nMの み か け の ア フ ィ ニ テ ィ ー を 有 す る こ と を
示 し た (図 3参 照 )。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 こ れ ら の デ ー タ は 、 モ チ ー フ -グ ラ フ ト ・ ア プ ロ ー チ に よ り PrP S c と PrP 27-30に も っ ぱ
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ら 観 察 さ れ る エ ピ ト ー プ に 対 す る 非 常 に 高 い 固 有 の 特 異 性 と ア フ ィ ニ テ ィ ー を 有 す る 少 な
く と も 2つ の 独 立 の PrP 配 列 領 域 が 同 定 さ れ た こ と を 示 す 。 様 々 な PrP配 列 を 含 む さ ら な る
ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド を 用 い る 同 様 の 実 験 に よ り 、 PrP c -PrP S c  相 互 作 用 に お け る 個
々 の PrP c  残 基 の 相 対 的 重 要 性 を 評 価 す る こ と が 出 来 る 。 イ ン サ イ チ ュ で の 抗 体 -グ ラ フ ト
さ れ た  PrP 配 列 の ラ ン ダ ム 化 (あ る い は そ の 他 の 進 化 プ ロ ト コ ー ル )、 次 い で 感 染 性 プ リ
オ ン 粒 子 に 対 す る 選 抜 に よ り 、 PrP S c に 対 す る 非 常 に 高 い ア フ ィ ニ テ ィ ー を 有 す る 分 子 を
作 る こ と が 出 来 る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 本 発 明 に お い て 提 供 す る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て PrP S c に 対 す る 結 合 に つ い
て IgG (ま た は Fab) 89-112お よ び  136-158と 競 合 す る 低 分 子 を ス ク リ ー ニ ン グ し て プ リ オ
ン 複 製 を 強 力 に 阻 害 す る こ と が 出 来 る 候 補 薬 物 を 得 る こ と が 出 来 る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 C.核 酸 分 子 、 ベ ク タ ー 、 プ ラ ス ミ ド 、 細 胞 お よ び ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド の 調 製 方 法
　 本 発 明 に お い て 提 供 す る あ ら ゆ る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 提
供 す る 。 か か る 分 子 は 好 適 な 宿 主 細 胞 に お け る 発 現 の た め に プ ラ ス ミ ド お よ び ベ ク タ ー に
導 入 す る と よ い 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 プ ラ ス ミ ド 、 ベ ク タ ー お よ び 細 胞
　 核 酸 分 子 を 含 む プ ラ ス ミ ド お よ び ベ ク タ ー も 提 供 す る 。 コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 発 現
す る 細 胞 を 含 む 、 ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 を 提 供 す る 。 細 胞 は 、 細 菌 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 真 菌 細
胞 、 植 物 細 胞 、 昆 虫 細 胞 ま た は 動 物 細 胞 の い ず れ で も よ い 。 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド の
産 生 方 法 、 例 え ば 、 細 胞 が コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 条 件 下 で 細 胞 を 培 養 し 、
発 現 し た タ ン パ ク 質 を 回 収 す る 方 法 を 本 発 明 に お い て 提 供 す る 。 細 胞 は 、 タ ン パ ク 質 の 発
現 に 用 い ら れ 、 タ ン パ ク 質 は 分 泌 さ れ る か 細 胞 質 内 に 発 現 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ
チ ド は 、 タ ン パ ク 質 合 成 の 標 準 方 法 を 用 い て 化 学 的 に 合 成 す る こ と も 出 来 る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 適 切 な 転 写 /翻 訳 制 御 シ グ ナ ル お よ び タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 を 含 む キ メ ラ 遺 伝 子
を 含 む 発 現 ベ ク タ ー の 構 築 に は 当 業 者 に 知 ら れ て い る あ ら ゆ る ベ ク タ ー へ の 核 酸 フ ラ グ メ
ン ト の 挿 入 方 法 を 用 い る こ と が 出 来 る 。 か か る 方 法 に は 、 イ ン ビ ト ロ 組 換 え DNAお よ び 合
成 技 術 お よ び イ ン ビ ボ 組 換 え (遺 伝 子 組 換 え )が 含 ま れ る 。 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド す る 核 酸 の 発 現 は 、 遺 伝 子 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト が 組 換 え DNA分 子 で 形 質 転 換 さ れ
た 宿 主 に て 発 現 す る よ う に 第 2の 核 酸 配 列 に よ っ て 制 御 さ れ う る 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 の
発 現 は 当 該 技 術 分 野 で 公 知 の あ ら ゆ る プ ロ モ ー タ ー /エ ン ハ ン サ ー に よ っ て 制 御 さ れ う る
。 使 用 可 能 な プ ロ モ ー タ ー に は こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 以 下 が 含 ま れ る ： SV40初 期 プ ロ モ
ー タ ー (Bernoist and Chambon、 Nature 290:304-310 (1981))、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス の 3’
長 末 端 リ ピ ー ト に 含 ま れ る プ ロ モ ー タ ー (Yamamoto et al.、 Cell 22:787-797 (1980))、
ヘ ル ペ ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー (Wagner et al.、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 7
8:1441-1445 (1981))、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン 遺 伝 子 の 制 御 配 列  (Brinster et al.、 Nature 2
96:39-42 (1982)); 原 核 発 現 ベ ク タ ー 、 例 え ば 、 β -ラ ク タ マ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー (Villa-Ka
maroff et al.、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75:3727-3731 1978))ま た は tacプ ロ モ ー タ
ー (DeBoer et al.、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:21-25 (1983)); ” Useful Proteins
 from Recombinant Bacteria”  Scientific American 242:79-94 (1980)も 参 照 さ れ た い
） ;ノ パ リ ン シ ン ゼ タ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー (Herrar-Estrella et al.、 Nature 303:209-213 (
1984))ま た は カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス  35S RNA プ ロ モ ー タ ー  (Garder et al.、 Nu
cleic Acids Res. 9:2871 (1981))、 光 合 成 酵 素 リ ブ ロ ー ス 二 リ ン 酸 カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ プ
ロ モ ー タ ー (Herrera-Estrella et al.、 Nature 310:115-120 (1984))を 含 む 植 物 発 現 ベ ク
タ ー 、 お よ び 酵 母 そ の 他 の 真 菌 か ら の プ ロ モ ー タ ー 要 素 、 例 え ば 、 Gal4 プ ロ モ ー タ ー 、
ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 、 ホ ス ホ グ リ セ ロ ー ル キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 、
ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び 以 下 の 組 織 特 異 性 を 示 し 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 動 物 に 用 い ら れ て い る 動 物 転 写 制 御 領 域 : 膵 腺 房 細 胞 で 活 性 な エ ラ ス タ ー ゼ I 遺 伝 子
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制 御 領 域  (Swift et al.、 Cell 38:639-646 (1984); Ornitz et al.、 Cold Spring Harbo
r Symp. Quant. Biol. 50:399-409 (1986); MacDonald、 Hepatology 7:425-515 (1987));
膵 臓 β 細 胞 で 活 性 な イ ン ス リ ン 遺 伝 子 制 御 領 域 (Hanahan et al.、 Nature 315:115-122 (1
985))、 リ ン パ 系 細 胞 で 活 性 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 制 御 領 域 (Grosschedl et al.、 Cell 
38:647-658 (1984); Adams et al.、 Nature 318:533-538 (1985); Alexander et al.、 Mo
l. Cell Biol. 7:1436-1444 (1987))、 精 巣 、 乳 房 、 リ ン パ 系 お よ び 肥 満 細 胞 で 活 性 な マ
ウ ス 乳 癌 ウ イ ル ス 制 御 領 域 (Leder et al.、 Cell 45:485-495 (1986))、 肝 臓 で 活 性 な ア ル
ブ ミ ン 遺 伝 子 制 御 領 域 (Pinckert et al.、 Genes and Devel. 1:268-276 (1987))、 肝 臓 で
活 性 な ア ル フ ァ -胎 児 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 制 御 領 域  (Krumlauf et al.、 Mol. Cell. Biol. 5
:1639-1648 (1985); Hammer et al.、 Science 235:53-58 1987))、 肝 臓 で 活 性 な ア ル フ ァ
-1抗 ト リ プ シ ン 遺 伝 子 制 御 領 域  (Kelsey et al.、 Genes and Devel. 1:161-171 (1987))
、 骨 髄 細 胞 で 活 性 な ベ ー タ グ ロ ビ ン 遺 伝 子 制 御 領 域  (Mogram et al.、 Nature 315:338-34
0 (1985); Kollias et al.、 Cell 46:89-94 (1986))、 脳 の オ リ ゴ デ ン ド ロ サ イ ト 細 胞 で
活 性 な ミ エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 制 御 領 域 (Readhead et al.、 Cell 48:703-712 (1
987))、 骨 格 筋 で 活 性 な ミ オ シ ン 軽 鎖 -2 遺 伝 子 制 御 領 域 (Sani、 Nature 314:283-286 (198
5))、 お よ び 視 床 下 部 の 性 腺 刺 激 ホ ル モ ン 分 泌 細 胞 で 活 性 な 性 腺 刺 激 ホ ル モ ン 遺 伝 子 制 御
領 域 (Mason et al.、 Science 234:1372-1378 (1986))。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の ド メ イ ン 、 フ ラ グ メ ン ト
、 誘 導 体 ま た は ホ モ ロ グ を コ ー ド す る 核 酸 に 作 動 可 能 に リ ン ク し た プ ロ モ ー タ ー 、 1以 上
の 複 製 起 点 、 お よ び 所 望 に よ り 1以 上 の 選 抜 可 能 な マ ー カ ー (例 え ば 、 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子
)を 含 む ベ ク タ ー が 用 い ら れ る 。 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 ま た は そ の
部 分 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー は 例 え ば 、 コ ー ド 部 分 を 3つ の そ れ ぞ れ の pGEXベ ク タ ー (グ ル タ チ
オ ン S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 発 現 ベ ク タ ー (Smith and Johnson、 Gene 7:31-40 (1988))の Ec
oRI 制 限 部 位 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 作 ら れ る 。 こ れ に よ っ て 正 し い 読 み 枠
に て 産 物 の 発 現 が 可 能 と な る 。 例 示 的 な 発 現 ベ ク タ ー お よ び ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド の
発 現 系 に は 特 に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 分 泌 用 に 設 計 さ れ た 周 知 の ピ チ ア （ Pichia） ベ
ク タ ー (例 え ば 、 Invitorogen、 San Diego、 CAか ら 市 販 さ れ て い る )が 含 ま れ る 。 タ ン パ ク
質 は 細 胞 質 に 発 現 さ せ て も よ く 、 例 え ば イ ン ク ル ー ジ ョ ン ボ デ ィ と す る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 大 腸 菌 細 胞 の 形 質 転 換 用 プ ラ ス ミ ド に は 、 例 え ば 、 pET 発 現 ベ ク タ ー (米 国 特 許 第 49524
96号 を 参 照 さ れ た い ; NOVAGEN、 Madison、 WIか ら 市 販 さ れ て い る ;系 に つ い て 説 明 し て い
る Novagenか ら 発 行 さ れ て い る 文 献 も 参 照 さ れ た い )が 含 ま れ る 。 か か る プ ラ ス ミ ド に は 以
下 が 含 ま れ る ： pET 11a、 こ れ は T7lac プ ロ モ ー タ ー 、 T7 タ ー ミ ネ ー タ ー 、 誘 導 可 能 な 大
腸 菌 lac オ ペ レ ー タ ー 、 お よ び lac リ プ レ ッ サ ー 遺 伝 子 を 含 む ;pET 12a-c、 こ れ は T7プ ロ
モ ー タ ー 、 T7タ ー ミ ネ ー タ ー 、 お よ び 大 腸 菌  ompT 分 泌 シ グ ナ ル を 含 む ;そ し て pET 15bお
よ び pET19b (NOVAGEN、 Madison、 WI)、 こ れ ら は His カ ラ ム に よ っ て 精 製 す る た め の His-T
ag（ 商 標 ） リ ー ダ ー 配 列 お よ び カ ラ ム で の 精 製 後 の 切 断 を 可 能 と す る ト ロ ン ビ ン 切 断 部 位
、 T7-lacプ ロ モ ー タ ー  領 域 お よ び T7 タ ー ミ ネ ー タ ー を 含 む 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 ベ ク タ ー は 宿 主 細 胞 、 例 え ば 、 ピ チ ア 細 胞 お よ び 細 菌 細 胞 、 例 え ば 大 腸 菌 に 導 入 さ れ 、
そ こ で タ ン パ ク 質 が 発 現 す る 。 例 示 的 な ピ チ ア 株 に は 例 え ば 、 GS115が 含 ま れ る 。 例 示 的
な 細 菌 宿 主 は 、 誘 導 可 能 な プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば 、 lacUV プ ロ モ ー タ ー (米 国 特 許 第 49524
96号 を 参 照 さ れ た い )に 作 動 可 能 に リ ン ク し た T7 RNA ポ リ メ ラ ー ゼ を コ ー ド す る DNAの 染
色 体 コ ピ ー を 含 む 。 か か る 宿 主 に は こ れ に 限 定 さ れ な い が 溶 原 性 大 腸 菌 株 BL21(DE3)が 含
ま れ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 D.ペ プ チ ド 疑 似 体
　 ペ プ チ ド ア ナ ロ グ は 、 テ ン プ レ ー ト ペ プ チ ド の 性 質 と 類 似 の 性 質 を 有 す る 非 ペ プ チ ド 薬
物 と し て 医 薬 業 界 で 一 般 に 使 用 さ れ て い る 。 か か る タ イ プ の 非 ペ プ チ ド 化 合 物 は 「 ペ プ チ
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ド 疑 似 体 」 （ Peptide mimeticsま た は Peptidominetics） と 呼 ば れ て い る (Luthman et al.
、 A Textbook of Drug Design and Development、 14:386-406、 2nd Ed.、 Harwood Academ
ic Publishers (1996); Joachim Grante (1994) Angew. Chem. Int. Ed. Engl.、 33:1699
-1720; Fauchere (1986) J. Adv. Drug Res.、 15:29; Veber and Freidinger (1985) TIN
S、 p. 392; お よ び Evans et al. (1987) J. Med. Chem. 30:1229)。 治 療 上 有 用 な ペ プ チ
ド と 構 造 的 に 類 似 し た ペ プ チ ド 疑 似 体 は 、 同 等 ま た は よ り 高 い 治 療 ま た は 予 防 効 果 を 得 る
た め に 用 い ら れ る 。 ペ プ チ ド 疑 似 体 の 調 製 お よ び そ の 構 造 は 当 業 者 に 公 知 で あ る 。 ハ イ ブ
リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド の ペ プ チ ド 疑 似 体 を 本 発 明 に お い て 提 供 す る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 同 じ タ イ プ の D-ア ミ ノ 酸 を 有 す る コ ン セ ン サ ス 配 列 の 1以 上 の ア ミ ノ 酸 の 系 統 的 な 置 換 (
例 え ば 、 L-リ ジ ン の 代 わ り に D-リ ジ ン )を 用 い て よ り 好 適 な ペ プ チ ド を 作 る こ と が 出 来 る
。 さ ら に 、 コ ン セ ン サ ス 配 列 ま た は 実 質 的 に 同 一 な コ ン セ ン サ ス 配 列 変 動 を 含 む 束 縛 さ れ
た ペ プ チ ド を 当 該 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ っ て 、 例 え ば 、 ペ プ チ ド を 閉 環 さ せ る 分 子 内
ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る こ と が で き る 内 部 シ ス テ イ ン 残 基 を 追 加 す る こ と に よ っ て 、
作 る こ と が 出 来 る (Rizo et al. (1992) An. Rev. Biochem.、 61:387、 引 用 に よ り そ の 内
容 が 本 出 願 に 含 ま れ る )。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 当 業 者 で あ れ ば 、 ペ プ チ ド お よ び 疑 似 体 に 、 ペ プ チ ド の 生 理 活 性 ま た は 機 能 活 性 に 有 害
な 効 果 を 与 え る こ と な く 修 飾 を 行 う こ と が 出 来 る こ と が 理 解 で き よ う 。 さ ら に 当 業 者 で あ
れ ば ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド を 模 倣 す る 三 次 元 構 造 の 非 -ペ プ チ ド の 設 計 方 法 を 理 解 さ
れ る で あ ろ う (例 え ば 、 Eck and Sprang (1989) J. Biol. Chem.、 26:  17605-18795を 参
照 さ れ た い )。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 診 断 用 途 で 用 い る 場 合 、 ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド 疑 似 体 を 検 出 可 能 な 標 識 で 標 識 す れ ば
よ く 、 し た が っ て か か る 標 識 を 有 さ な い ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド 疑 似 体 は 標 識 さ れ た ペ プ
チ ド お よ び ペ プ チ ド 疑 似 体 の 調 製 の 中 間 体 と し て 役 立 ち う る 。 検 出 可 能 な 標 識 は 、 ペ プ チ
ド お よ び ペ プ チ ド 疑 似 体 に 共 有 結 合 に よ り 結 合 し 、 ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド 疑 似 体 の 、 イ
ン ビ ボ （ 例 え ば 、 ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド 疑 似 体 を 投 与 し た 患 者 に お い て ） ま た は イ ン ビ
ト ロ （ 例 え ば 、 サ ン プ ル ま た は 細 胞 中 ） で の 検 出 を 可 能 と す る い ず れ の 分 子 ま た は 化 合 物
で あ っ て も よ い 。 好 適 な 検 出 可 能 な 標 識 は 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 例 え ば 、 放 射 性 同 位 体 、
蛍 光 標 識 (例 え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン )な ど が 含 ま れ る 。 使 用 す る 検 出 可 能 な 標 識 の 種 類 は 重
要 で は な く 、 非 毒 性 レ ベ ル に て 検 出 可 能 な よ う に 選 択 す る と よ い 。 か か る 標 識 の 選 択 は 当
業 者 に 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 検 出 可 能 な 標 識 の ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド 疑 似 体 へ の 共 有 結 合 は 当 該 技 術 分 野 で 周 知 の
常 套 方 法 に よ っ て 達 成 さ れ る 。 例 え ば 、 1 2 5 I 放 射 性 同 位 体 を 検 出 可 能 な 標 識 と し て 用 い
る 場 合 、 1 2 5 Iの ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド 疑 似 体 へ の 共 有 結 合 は 、 ア ミ ノ 酸 チ ロ シ ン を ペ プ
チ ド ま た は ペ プ チ ド 疑 似 体 に 導 入 し 、 ペ プ チ ド を ヨ ウ 素 化 す る こ と に よ っ て 行 う こ と が で
き る (例 え ば 、 Weaner et al. (1994) Synthesis and Applications of Isotopically Lab
elled Compounds、 pp. 137-140を 参 照 さ れ た い )。 ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド 疑 似 体 中 に チ
ロ シ ン が 存 在 し な い 場 合 、 ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド 疑 似 体 の Nま た は C末 端 へ の チ ロ シ ン の
導 入 は 周 知 の 化 学 的 方 法 に よ っ て 達 成 で き る 。 同 様 に 、 3 2 Pは 、 ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド
疑 似 体 に ホ ス フ ェ ー ト 部 分 と し て 、 例 え ば 、 ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド 疑 似 体 の 水 酸 基 を 介
し て 常 套 の 化 学 的 方 法 に よ っ て 導 入 で き る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 ペ プ チ ド 疑 似 体 の 標 識 に は 通 常 、 定 量 的 構 造 活 性 デ ー タ お よ び ／ ま た は 分 子 モ デ リ ン グ
に よ っ て 予 測 さ れ た 、 ペ プ チ ド 疑 似 体 上 の 非 阻 害 位 置 へ の 、 直 接 ま た は ス ペ ー サ ー (例 え
ば 、 ア ミ ド 基 ） を 介 し た 1以 上 の 標 識 の 共 有 結 合 を 伴 う 。 か か る 非 阻 害 位 置 は 一 般 的 に 、
ペ プ チ ド 疑 似 体 が 結 合 し て 治 療 効 果 を 発 揮 す る 高 分 子 と 直 接 接 触 し な い 位 置 で あ る 。 ペ プ
チ ド 疑 似 体 の 誘 導 体 化 (例 え ば 標 識 )は 、 ペ プ チ ド 疑 似 体 の 所 望 の 生 物 活 性 ま た は 薬 理 活 性
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を 実 質 的 に 阻 害 し な い よ う に 行 う べ き で あ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 E. ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド の 診 断 、 治 療 薬 、 ア ッ セ イ お よ び そ の 他 の 使 用
　 本 発 明 に お い て 提 供 す る ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 は 様 々 な 用 途 を 有 す る 。 そ れ ら は サ ン プ ル 中
の 1つ の 配 座 異 性 体 の 存 在 を 検 出 す る た め の ア ッ セ イ に 用 い る こ と が 出 来 る 。 サ ン プ ル と
し て は 例 え ば 、 体 液 ま た は 組 織 サ ン プ ル あ る い は 食 品 サ ン プ ル ま た は 土 壌 サ ン プ ル そ の 他
の サ ン プ ル が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら は 疾 患 の 治 療 薬 と し て も 利 用 で き る ;そ れ ら は 候 補 薬 物
ス ク リ ー ニ ン グ お よ び ／ ま た は 薬 物 お よ び 治 療 薬 ま た は 診 断 薬 の 設 計 に も 利 用 で き る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 1.診 断 お よ び 治 療 薬
　 本 発 明 に お い て 提 供 す る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド と タ ン パ ク 質 凝 集 の 疾 患 (ま た は コ
ン フ ォ メ ー シ ョ ン の 疾 患 )に 関 与 す る 疾 患 誘 発 性 (ま た は 疾 患 関 連 )ま た は 感 染 性 形 態 の ポ
リ ペ プ チ ド と の 特 異 的 相 互 作 用 に 基 づ い て 、 サ ン プ ル 、 例 え ば 食 品 ま た は 体 液 ま た は 組 織
サ ン プ ル 中 の 疾 患 誘 発 性 ま た は 感 染 性 形 態 の 標 的 ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 検 出 す る た め に か
か る ポ リ ペ プ チ ド を 利 用 す る こ と が 出 来 る 。 例 え ば 、 PrP S c に 特 異 的 に 相 互 作 用 す る ハ イ
ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 血 液 お よ び そ の 他 の 組 織 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が 出 来
る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 本 発 明 に お い て 提 供 す る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド は 、 診 断 お よ び 治 療 目 的 で 利 用 す る
こ と が 出 来 る 。 診 断 薬 は 、 血 液 供 給 お よ び 組 織 お よ び 移 植 レ シ ピ エ ン ト の 試 験 お よ び 保 護
;食 用 動 物 の 試 験 に 利 用 す る こ と が 出 来 る 。 ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 候 補 治 療 薬 を 同 定 す る
た め の ア ッ セ イ に も 利 用 で き る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 特 別 の 態 様 に お い て 、 動 物 の 組 織 、 器 官 お よ び 体 液 サ ン プ ル に お け る 感 染 性 プ リ オ ン の
検 出 の た め の 試 薬 お よ び ア ッ セ イ が 提 供 さ れ る 。 試 薬 は 基 体 上 で あ っ て も 溶 液 中 で あ っ て
も よ く 、 サ ン プ ル は 病 原 性 形 態 の プ リ オ ン タ ン パ ク 質 を 含 む か ど う か ア ッ セ イ さ れ る 。 試
薬 は 、 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 を 処 理 （ 例 え ば 変 性 ） す る こ と な く 、 PrP S c 形 態 の プ リ オ ン ポ
リ ペ プ チ ド に 結 合 す る よ う 調 製 さ れ る 。 種 -特 異 的 試 薬 も 本 発 明 に お け る 方 法 に よ っ て 調
製 さ れ る 。 同 種 お よ び 異 種 相 の ア ッ セ イ が 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 タ ン パ ク 質 凝 集 の 疾 患 に 関 連 す る ア イ ソ フ ォ ー ム の ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る 方 法 が 提 供
さ れ る 。 か か る 方 法 は 、 問 題 の ア イ ソ フ ォ ー ム を 含 む と 予 想 さ れ る サ ン プ ル と そ の ア イ ソ
フ ォ ー ム に 特 異 的 に 結 合 す る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド と を 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び ポ リ
ペ プ チ ド の 結 合 を 検 出 す る 工 程 を 含 む 。 検 出 は 当 業 者 に 公 知 の い か な る 方 法 を 用 い て も よ
く 、 例 え ば 、 放 射 標 識 、 色 ま た は 蛍 光 検 出 、 質 量 分 析 お よ び そ の 他 の 検 出 方 法 が 挙 げ ら れ
る 。 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド に 検 出 可 能 な 標 識 を し て も よ い し 、 1ま た は 複 数
の 蛍 光 ま た は 色 素 生 産 性 部 分 を 含 め て も よ い し 、 蛍 光 ま た は 色 素 生 産 性 ペ プ チ ド ま た は そ
の 他 の レ ポ ー タ ー を 含 め て も よ い 。 レ ポ ー タ ー と し て は 例 え ば 、 酵 素 、 例 え ば ル シ フ ェ ラ
ー ゼ (ウ ミ シ イ タ ケ 、 エ ク オ ラ お よ び そ の 他 の 深 海 生 物 由 来 、 細 菌 ま た は 昆 虫 由 来 )ま た は
そ の 他 の 酵 素 標 識 が 挙 げ ら れ る 。 あ る い は か か る 標 識 、 例 え ば 蛍 光 タ ン パ ク 質 ま た は 酵 素
を 骨 格 と し て 、 酵 素 活 性 ま た は 蛍 光 が 保 持 さ れ る よ う に そ の 骨 格 に モ チ ー フ を 挿 入 し て も
よ い 。 ま た 、 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド は 抗 体 ま た は 核 酸 ま た は そ の 他 の 検 出 可 能 な 部 分
を 捕 捉 す る た め の さ ら な る 結 合 部 位 を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 1つ の 態 様 に お い て 、 細 胞 中 の 感 染 性 ま た は 疾 患 誘 発 性 形 態 の 標 的 ポ リ ペ プ チ ド を 同 定
す る 方 法 を 提 供 す る 。 標 的 に 特 異 的 な ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド は 検 出 可 能 に 標 識 さ れ （
例 え ば 、 蛍 光 標 識 さ れ る か 蛍 光 タ ン パ ク 質 ま た は ル シ フ ェ ラ ー ゼ に 挿 入 さ れ る ） 、 サ ン プ
ル 、 例 え ば 血 液 サ ン プ ル と 接 触 さ れ る 。 標 識 さ れ た 細 胞 は 例 え ば 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー
お よ び ス キ ャ ニ ン グ サ イ ト メ ト リ ー 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 。 標 識 さ れ て い な い 細 胞 の な か
か ら 非 常 に 低 濃 度 の 標 識 さ れ た 細 胞 を 同 定 す る 方 法 お よ び 装 置 が 利 用 可 能 で あ る (例 え ば ,
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Bajaj et al. (2000) Cytometry 39:285-294、 公 開 特 許 出 願 第 09/123564号 、 US200201867
4と し て 公 開 、 お よ び  Q3DM、 LLC、 San Diegoか ら 販 売 さ れ て い る 装 置 の 説 明 を 参 照 )。 別
の 態 様 に お い て は 、 異 な る エ ピ ト ー プ と 相 互 作 用 す る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば
、 残 基 136-158お よ び 89-112を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド ） を 異 な る 色 素 で 標 識 す る
。 そ の 結 果 得 ら れ る 標 識 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 2つ の ポ リ ペ プ チ ド を
被 験 細 胞 と 同 時 ま た は 逐 次 に 混 合 す る 。 1つ の 細 胞 へ の 両 方 の 色 素 の 結 合 に よ り 、 自 己 確
認 ア ッ セ イ が 提 供 さ れ る 。 例 え ば 、 136-158お よ び 89-112 PrP モ チ ー フ (ま た は エ ピ ト ー
プ と 相 互 作 用 す る の に 十 分 な そ の 部 分 、 例 え ば 、 少 な く と も ア ミ ノ 酸 100-106ま た は 136-1
41)を 別 々 の 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 発 光 ス ペ ク ト ル の 異 な る 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 ） に グ
ラ フ ト す る と 、 1つ の 細 胞 の 二 重 標 識 が 達 成 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 ア ッ セ イ は 溶 液 中 で も 固 相 で も 行 う こ と が 出 来 る 。 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド は 固 体 支
持 体 （ 例 え ば 、 チ ッ プ ま た は マ イ ク ロ ウ ェ ル プ レ ー ト ） 上 に 提 供 し 、 サ ン プ ル と 接 触 さ せ
て も よ い 。 別 の 態 様 に お い て 、 そ れ ぞ れ ア ド レ ス 可 能 な 複 数 の 異 な る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ
プ チ ド を 用 い て 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド の 同 定 お よ び ／ ま た は 検 出 を 可 能 と し て も よ く 、 そ れ
に よ っ て タ ン パ ク 質 凝 集 の 疾 患 に 関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 ア ッ セ イ を 利 用 し て 生 物 サ ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 凝 集 の 疾 患 に 関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド の
存 在 を 検 出 す る こ と に よ り か か る 疾 患 を 診 断 す る こ と が で き 、 ま た 、 体 液 供 給 源 、 例 え ば
、 血 液 お よ び 移 植 用 の 器 官 お よ び 組 織 を モ ニ タ ー す る こ と が 出 来 、 あ る い は 食 品 を モ ニ タ
ー し て こ れ ら ポ リ ペ プ チ ド に 汚 染 さ れ て い な い か を 確 認 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 特 別 の 態 様 に お い て 、 PrP S c ま た は PrP 27-30形 態 の プ リ オ ン ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 方 法 が
提 供 さ れ る 。 感 染 性 ア イ ソ フ ォ ー ム の プ リ オ ン ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で い る と 考 え ら れ る サ
ン プ ル を PrP c 形 態 の プ リ オ ン ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 部 分 を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ
ド 、 あ る い は プ リ オ ン ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 部 分 と 接 触 さ せ る ;そ し て サ ン プ ル 中 の ハ
イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド と PrP S c と の 複 合 体 を 検 出 す る 。 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド は PrP
c 形 態 の プ リ オ ン ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も 約  20、 25、 30、 35、 45、 50、 55、 60、 65、 70
、 75、 80、 85、 90、 95、 100ま た は そ れ 以 上 の 連 続 す る 全 長 ま で の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む か
そ れ 自 体 で あ っ て よ い 。 プ リ オ ン は 動 物 プ リ オ ン 、 例 え ば 以 下 に お い て み ら れ る プ リ オ ン
で あ っ て よ い ： ヒ ト そ の 他 の 霊 長 類 、 ハ ム ス タ ー 、 ラ マ 、 有 袋 類 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 シ カ
、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 オ オ ジ カ 、 ク ド ゥ 、 ウ マ 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ラ ク ダ 、 ブ タ  お よ び そ の 他 の
家 畜 、 野 生 ま た は 飼 育 動 物 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 サ ン プ ル は タ ン パ ク 質 凝 集 の 疾 患 に 関 連 す る タ ン パ ク 質 を 含 ん で い る と 考 え ら れ る い ず
れ の 生 物 サ ン プ ル ま た は そ の 他 の サ ン プ ル で あ っ て も よ い 。 サ ン プ ル に は 体 液 、 組 織 お よ
び 器 官 が 含 ま れ る 。 体 液 に は こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 以 下 が 含 ま れ る ： 血 液 、 尿 、 汗 、 唾
液 、 血 漿 、 血 清 、 脳 脊 髄 液 、 精 子 サ ン プ ル お よ び 滑 液 、 食 品 及 び そ の 他 の 動 物 組 織 、 体 液
お よ び 器 官 由 来 の 産 物 、 例 え ば 、 薬 物 お よ び 生 理 活 性 分 子 、 例 え ば 、 ホ ル モ ン 、 サ イ ト カ
イ ン お よ び 成 長 因 子 、 抗 体 お よ び 血 液 フ ラ ク シ ョ ン 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 診 断 ま た は 検 出 さ れ る 疾 患 に は 以 下 が 含 ま れ る ： ア ミ ロ イ ド 疾 患 、 例 え ば 、 変 異 体 、 孤
発 性 お よ び 医 原 性 を 含 む ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ヤ コ ブ 病 、 ス ク レ イ ピ ー お よ び ウ シ 海 綿 状 脳 症
、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 II型 糖 尿 病 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ア ミ ロ イ ド 症 、 慢 性
炎 症 性 疾 患 を 伴 う 反 応 性 ア ミ ロ イ ド 症 、 例 え ば 、 炎 症 性 関 節 炎 、 肉 芽 腫 腸 疾 患 、 結 核 お よ
び ハ ン セ ン 病 、 変 異 体 ト ラ ン ス サ イ レ チ ン 遺 伝 子 の 常 染 色 体 優 性 遺 伝 を 伴 う 遺 伝 性 全 身 性
ア ミ ロ イ ド 症 、 ALS、 ピ ッ ク 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 前 頭 側 頭 骨 痴 呆 、 II型 糖 尿 病 、 多 発 性
骨 髄 腫 、 形 質 細 胞 悪 液 質 、 家 族 性 ア ミ ロ イ ド 神 経 障 害 、 甲 状 腺 髄 様 癌 ;慢 性 腎 不 全 、 う っ
血 性 心 不 全 、 老 人 性 心 臓 お よ び 全 身 性 ア ミ ロ イ ド 症 、 慢 性 炎 症 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症
お よ び 家 族 性 ア ミ ロ イ ド 症 。
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【 ０ １ ９ ０ 】
　 例 示 的 な 態 様 に お い て 、 ア ッ セ イ は 体 液 、 例 え ば 、 血 液 、 ま た は 組 織 サ ン プ ル 、 例 え ば
、 脳 組 織 診 ま た は 筋 肉 サ ン プ ル （ 所 望 に よ り 細 胞 を 取 り 出 し て も よ い ） を 1ま た は 複 数 の
ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 溶 液 に 添 加 す る こ と に よ っ て 行 う 。 所 望 に よ り 複 合
体 形 成 し て い な い 材 料 か ら 複 合 体 を ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド を 捕 捉 す る な ど に よ っ て 分
離 す る 。 こ こ で ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド は 、 抗 体 な ど の 選 択 的 捕 捉 試 薬 に 特 異 的 な 第 2
の 結 合 部 位 を 含 ん で い て も よ い 。 次 い で 複 合 体 を 同 定 す る と よ い 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 固 相 ア ッ セ イ の た め に は 、 表 面 を PrP c ま た は ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド で 被 覆 す る と よ
く 、 次 い で サ ン プ ル と 接 触 さ せ 、 サ ン プ ル 中 の PrP S c が  PrP c に 結 合 す る よ う に す る 。 検 出
は 複 合 体 の 異 な る 部 位 に 結 合 す る 異 な る PrP S c -特 異 的 試 薬 を 用 い て 行 っ て も よ い ;あ る い
は 捕 捉 さ れ た PrP S c を 変 性 さ せ て も よ く 、 そ の 後 PrPに 再 フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ せ 、 検 出 用 の
標 準 的 試 薬 を 用 い る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 2.薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ
　 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド へ の PrP S c の 結 合 を 阻 害 す る か そ の 量 を 減 少 さ せ る こ と が で
き る 被 験 化 合 物 は 、 PrP S c 媒 介 疾 患 の イ ン ビ ボ で の 予 防 ま た は 治 療 の た め の 候 補 と な る 。 P
rP S c 媒 介 疾 患 に は 、 変 異 体 、 孤 発 性 お よ び ／ ま た は 医 原 性 を 含 む ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ヤ コ ブ
病  (CJD)、 ゲ ル ス ト マ ン -ス ト ラ ウ ス ラ ー -シ ェ イ ン カ ー 疾 患  (GSS)、 致 死 性 （ fatal） 家
族 性 不 眠 症  (FFI)、 ク ル 、 ス ク レ イ ピ ー 、 ウ シ 海 綿 状 脳 症 (BSE)、 お よ び そ の 他 の PrP S c の
形 成 を 伴 う 疾 患 が 含 ま れ る 。 か か る 方 法 に よ り ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド と PrP S c と の イ
ン ビ ト ロ 相 互 作 用 を 阻 害 ま た は 減 少 さ せ る こ と が 出 来 る と し て 同 定 さ れ た 被 験 化 合 物 は 、
PrP S c  疾 患 の 進 行 防 止 ま た は 治 療 の 能 力 に つ い て PrP S c 疾 患 の イ ン ビ ボ モ デ ル に お い て 試
験 す る と よ い 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー 、 例 え ば 低 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー に お け る 、 標 的 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る ハ イ ブ
リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 の 阻 害 が 同 定 さ れ る 競 合 的 ス ク リ ー ニ ン グ も 提 供 さ れ る 。 例 え
ば 、 PrP S c -特 異 的 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド の 非 変 性  PrP S c ま た は PrP 27-30へ の 結 合 を
調 節 、 特 に 減 少 あ る い は 競 合 的 に 阻 害 す る 低 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー が 同 定 さ れ る 。
こ の よ う に 同 定 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー は さ ら な る ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 候 補 化
合 物 と な る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 同 様 に 、 タ ン パ ク 質 凝 集 の 疾 患 、 例 え ば ア ミ ロ イ ド 疾 患 に 関 与 す る そ の 他 の 標 的 ポ リ ペ
プ チ ド に 対 し て 特 異 的 な ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド も か か る 疾 患 の 候 補 治 療 薬 を 同 定 す る
た め に 利 用 で き る 。 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 フ ァ ル マ コ フ ォ ア ま た は 特 定 の 疾 患 に 特 異 的 な そ の
他 の 構 造 に 基 づ い て 設 計 す れ ば よ い 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 3.固 定 化 お よ び 支 持 体 ま た は そ の 基 体
　 ア ッ セ イ が 固 体 支 持 体 、 例 え ば 常 磁 性 ビ ー ズ で 行 わ れ る 特 定 の 態 様 に お い て 、 サ ン プ ル
か ら の ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は 、 一 般 的 に は 、 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド は 、 結 合 、 例 え
ば イ オ ン 結 合 ま た は 共 有 、 非 共 有 結 合 ま た は そ の 他 の 化 学 的 相 互 作 用 に よ っ て 、 支 持 体 ま
た は マ ト リ ッ ク ス 材 料 の 表 面 に 結 合 さ れ る 。 固 定 化 は 直 接 行 っ て も リ ン カ ー を 介 し て も よ
い 。 固 定 化 は あ ら ゆ る 好 適 な 支 持 体 上 に 行 う こ と が 出 来 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 シ リ
コ ン チ ッ プ 、 お よ び 本 明 細 書 に 記 載 す る そ の 他 の 支 持 体 お よ び 当 業 者 に 周 知 の 支 持 体 が 含
ま れ る 。 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド を 支 持 体 に 結 合 さ せ て も よ く 、 例 え ば シ リ コ ン チ ッ プ ま た は
そ の 他 の チ ッ プ の 表 面 の ア レ イ  (即 ち 2以 上 の パ タ ー ン )と し て ハ イ ス ル ー プ ッ ト ・ プ ロ ト
コ ー ル お よ び 形 式 を 含 む ア ッ セ イ に 使 用 す れ ば よ い 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 本 発 明 に お い て 考 え ら れ る マ ト リ ッ ク ス 材 料 ま た は 固 体 支 持 体 は 一 般 的 に 、 リ ガ ン ド 及
び そ の 他 の 分 子 を 固 定 化 さ せ る 当 業 者 に 公 知 の あ ら ゆ る 不 溶 性 材 料 の い ず れ で も よ く 、 こ
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れ ら は 多 く の 化 学 合 成 お よ び 分 離 に 用 い ら れ て い る も の で あ る 。 か か る 支 持 体 は 、 例 え ば
、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 生 物 活 性 材 料 の 固 定 化 お よ び 生 物 分 子 、 例 え ば 、
タ ン パ ク 質 、 ア ミ ノ 酸 お よ び そ の 他 の 有 機 分 子 お よ び ポ リ マ ー の 化 学 合 成 に 用 い ら れ て い
る 。 支 持 体 の 調 製 お よ び 使 用 は 当 業 者 に 周 知 で あ る ; 多 く の か か る 材 料 お よ び そ の 調 製 が
知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 天 然 支 持 体 材 料 、 例 え ば 、 ア ガ ロ ー ス お よ び セ ル ロ ー ス は そ れ ぞ
れ の ソ ー ス か ら 単 離 で き 、 公 知 の プ ロ ト コ ー ル に よ っ て 処 理 す れ ば よ く 、 合 成 材 料 も 公 知
の プ ロ ト コ ー ル に よ っ て 調 製 で き る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 支 持 体 は 典 型 的 に は 不 溶 性 材 料 で あ っ て 、 固 体 、 多 孔 性 、 変 形 可 能 、 あ る い は 剛 性 の も
の で あ り 、 あ ら ゆ る 所 望 の 構 造 お よ び 形 状 を 有 し て い て も よ く 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が
以 下 が 含 ま れ る : ビ ー ズ 、 ペ レ ッ ト 、 デ ィ ス ク 、 キ ャ ピ ラ リ ー 、 中 空 糸 、 針 、 常 磁 性 ビ ー
ズ 、 固 体 繊 維 、 ラ ン ダ ム 形 状 、 薄 膜 お よ び 膜 。 し た が っ て 、 こ れ ら は マ ト リ ッ ク ス 材 料 ま
た は そ の 組 み 合 わ せ か ら 作 る こ と が 出 来 、 例 え ば 、 表 面 ま た は 充 填 用 粒 子 の 全 部 ま た は 一
部 を 被 覆 す る こ と に よ っ て 作 る こ と が 出 来 る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 典 型 的 に は 、 マ ト リ ッ ク ス が 粒 状 の 場 合 、 粒 子 は 少 な く と も  約  10-2000 μ mで あ る が
、 選 択 し た 用 途 に 応 じ て こ れ よ り 大 き く て も 小 さ く て も よ い 。 マ ト リ ッ ク ス の 選 択 は 少 な
く と も 部 分 的 に は そ の 物 理 お よ び 化 学 特 性 、 例 え ば 、 溶 解 性 、 官 能 基 、 機 械 的 安 定 性 、 表
面 膨 潤 特 性 、 疎 水 性 ま た は 親 水 性 お よ び そ の 目 的 に 支 配 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 必 要 で あ れ ば 、 支 持 体 マ ト リ ッ ク ス 材 料 を 処 理 し て 適 切 な 反 応 性 部 分 を 含 め て も よ い 。
場 合 に よ っ て は 、 最 初 か ら 反 応 性 部 分 を 含 む 支 持 体 マ ト リ ッ ク ス 材 料 を 購 入 す る こ と も 出
来 る 。 反 応 性 部 分 を 含 む 支 持 体 マ ト リ ッ ク ス 材 料 は そ れ ゆ え そ の 上 に 分 子 が 結 合 す る マ ト
リ ッ ク ス 支 持 体 と し て 機 能 し う る 。 反 応 性 表 面 部 分 、 例 え ば ア ミ ノ シ ラ ン 結 合 、 ヒ ド ロ キ
シ ル 結 合 ま た は カ ル ボ キ シ シ ラ ン 結 合 を 含 む 材 料 は 周 知 の 表 面 化 学 合 成 技 術 に よ っ て 作 る
こ と が 出 来 、 例 え ば 、 シ ラ ン 化 （ silanization） 反 応 な ど が 挙 げ ら れ る 。 例 示 的 な 材 料 は
、 ガ ン マ -ア ミ ノ プ ロ ピ ル シ ラ ン に 共 有 結 合 し た 表 面 シ リ コ ン オ キ シ ド 部 分 を 有 す る 部 分
を 含 む も の 、 以 下 の よ う な そ の 他 の 有 機 分 子 を 含 む も の で あ る ; N-[3-(ト リ エ チ オ キ シ シ
リ ル )プ ロ ピ ル ]フ テ ラ ミ ッ ク 酸 ;お よ び ビ ス -(2-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル )ア ミ ノ プ ロ ピ ル ト リ エ
ト キ シ シ ラ ン 。 ア ミ ノ 基 反 応 性 官 能 基 を 含 む 容 易 に 入 手 で き る 材 料 の 例 は こ れ に 限 定 さ れ
な い が 、 パ ラ -ア ミ ノ フ ェ ニ ル ト リ エ チ オ キ シ シ ラ ン で あ る 。 誘 導 体 化 ポ リ ス チ レ ン お よ
び そ の 他 の ポ リ マ ー も 周 知 で あ り 当 業 者 が 容 易 に 入 手 で き る も の で あ る (例 え ば 、 Tentage
l（ 登 録 商 標 ） 樹 脂 は 多 数 の 官 能 基 を 有 し 、 Rapp Polymere、 Tubingen、 Germanyか ら 市 販
さ れ て い る ;米 国 特 許 第 4908405号 お よ び 米 国 特 許 第 5292814号 を 参 照 さ れ た い ;Butz et al
.、 Peptide Res.、 7:20-23 (1994);お よ び Kleine et al.、 Immunobiol.、 190:53-66 (199
4)も 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 こ れ ら マ ト リ ッ ク ス 材 料 に は 目 的 の 分 子 の 結 合 の た め の 支 持 体 マ ト リ ッ ク ス と し て 作 用
し う る あ ら ゆ る 材 料 が 含 ま れ る 。 か か る 材 料 は 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 支 持 体 マ ト リ ッ ク ス
と し て 使 用 さ れ て い る も の が 含 ま れ る 。 か か る 材 料 に は こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 無 機 分
子 、 天 然 ポ リ マ ー お よ び 合 成 ポ リ マ ー が 含 ま れ 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 以 下 が 含 ま れ る
:セ ル ロ ー ス 、 セ ル ロ ー ス 誘 導 体 、 ア ク リ ル 樹 脂 、 ガ ラ ス 、 シ リ カ ゲ ル 、 ポ リ ス チ レ ン 、
ゼ ラ チ ン 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 ビ ニ ル お よ び ア ク リ ル ア ミ ド の コ ポ リ マ ー 、 ジ ビ ニ ル
ベ ン ゼ ン が 架 橋 し た ポ リ ス チ レ ン な ど (Merrifield、 Biochemistry、 3:1385-1390 (1964)
を 参 照 さ れ た い )、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ラ テ ッ ク ス ゲ ル 、 ポ リ ス チ レ ン 、 デ キ ス ト ラ ン
、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ゴ ム 、 シ リ コ ン 、 プ ラ ス テ ィ ッ ク 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 セ ル ロ ー
ス お よ び 天 然 ス ポ ン ジ 。 本 発 明 に お い て 特 に 注 目 さ れ る の は 、 高 度 に 多 孔 性 の ガ ラ ス (例
え ば 、 米 国 特 許 第 4244721号 を 参 照 さ れ た い )お よ び ホ ウ ケ イ 酸 、 ア ル コ ー ル お よ び 水 を 混
合 し て 調 製 さ れ る そ の 他 の も の で あ る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
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　 合 成 支 持 体 に は こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 以 下 が 含 ま れ る :ア ク リ ル ア ミ ド 、 デ キ ス ト ラ
ン -誘 導 体 お よ び デ キ ス ト ラ ン コ -ポ リ マ ー 、 ア ガ ロ ー ス -ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 混 合 物 、 様
々 な 官 能 基 を 有 す る そ の 他 の ポ リ マ ー お よ び コ -ポ リ マ ー 、 メ タ ク リ レ ー ト 誘 導 体 お よ び
コ -ポ リ マ ー 、 ポ リ ス チ レ ン お よ び ポ リ ス チ レ ン コ ポ リ マ ー (例 え ば 、 Merrifield、 Bioche
mistry、 3:1385-1390 (1964); Berg et al.、 in Innovation Perspect. Solid Phase Syn
th. Collect. Pap.、 Int. Symp.、 1st、 Epton、 Roger (Ed)、 pp. 453-459 (1990); Berg 
et al.、 Pept.、 Proc. Eur. Pept. Symp.、 20th、 Jung、 G. et al. (Eds)、 pp. 196-198 
(1989); Berg et al.、 J. Am. Chem. Soc.、 111:8024-8026 (1989); Kent et al.、 Isr. 
J. Chem.、 17:243-247 (1979); Kent et al.、 J. Org. Chem.、 43:2845-2852 (1978); Mi
tchell et al.、 Tetrahedron Lett.、 42:3795-3798 (1976); 米 国 特 許 第 4507230号 ;米 国
特 許 第 4006117号 ;お よ び 米 国 特 許 第 5389449号 を 参 照 さ れ た い )。 か か る 材 料 に は ポ リ マ ー
お よ び コ -ポ リ マ ー か ら 作 ら れ た も の が 含 ま れ 、 例 え ば 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、 ア ク リ
レ ー ト お よ び ア ク リ ル 酸 、 例 え ば 、 ポ リ エ チ レ ン -コ -ア ク リ ル 酸 、 ポ リ エ チ レ ン -コ -メ タ
ク リ ル 酸 、 ポ リ エ チ レ ン -コ -エ チ ル ア ク リ レ ー ト 、 ポ リ エ チ レ ン -コ -メ チ ル ア ク リ レ ー ト
、 ポ リ プ ロ ピ レ ン -コ -ア ク リ ル 酸 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン -コ -メ チ ル -ア ク リ ル 酸 、 ポ リ プ ロ ピ
レ ン -コ -エ チ ル ア ク リ レ ー ト 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン -コ -メ チ ル ア ク リ レ ー ト 、 ポ リ エ チ レ ン -
コ -酢 酸 ビ ニ ル 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン -コ -酢 酸 ビ ニ ル 、 お よ び 酸 無 水 物 基 を 含 む も の 、 例 え ば
、 ポ リ エ チ レ ン -コ -無 水 マ レ イ ン 酸 お よ び ポ リ プ ロ ピ レ ン -コ -無 水 マ レ イ ン 酸 が 挙 げ ら れ
る 。 リ ポ ソ ー ム も ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 の た め の 固 体 支 持 体 と し て 用 い ら れ て い る (Powell 
et al. Biotechnol. Bioeng.、 33:173 (1989))。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 多 く の 方 法 が タ ン パ ク 質 お よ び そ の 他 の 生 物 分 子 の 固 体 ま た は 液 体 支 持 体 へ の 固 定 化 の
た め に 開 発 さ れ て い る （ 例 え ば 、 Mosbach、 Methods in Enzymology、 44 (1976); Weetall
、 Immobilized Enzymes、 Antigens、 Antibodies、 and Peptides、 (1975); Kennedy et al
.、 Solod Phase Biochemistry、 Analytical and Sunthetic Aspects、 Scouten、 ed.、 pp.
 253-391 (1983)を 参 照 ;一 般 に 、 Affinity Techniques. Enzyme Purification: Part B. 
Methods in Enzymology、 Vol. 34、 ed. W. B. Jakoby、 M. Wilchek、 Acad. Press、 N.Y. 
(1974); お よ び Immobilized Biochemicals and Affnity Chromatography、 Advances in E
xperimental Medicine and Biology、 vol. 42、 ed. R. Dunlap、 Plenum Press、 N.Y. (19
74)を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 も っ と も よ く 用 い ら れ て い る 方 法 は 、 直 接 ま た は リ ン カ ー を 介 し て の 支 持 体 へ の 吸 収 お
よ び 吸 着 ま た は 共 有 結 合 で あ り 、 例 え ば 、 多 数 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 、 チ オ エ ー テ ル 結 合 、
ヒ ン ダ ー ド ジ ス ル フ ィ ド 結 合 、 お よ び 当 業 者 に 公 知 の 遊 離 の 反 応 性 基 、 例 え ば ア ミ ン お よ
び チ オ ー ル 基 間 の 共 有 結 合 が 挙 げ ら れ る (例 え ば 、 PIERCE CATALOG、 ImmunoTechnology Ca
talog & Handbook、 1992-1993を 参 照 さ れ た い 。 こ れ は 、 か か る 試 薬 の 調 製 と 使 用 に つ い
て 記 載 し て お り 、 か か る 試 薬 の 販 売 元 を 提 供 す る ; Wong、 Chemistry of Protein Conjuga
tion and Cross Linking、 CRC Press (1993); DeWitt et al.、 Proc. Natl. Acad. Sci. 
U.S.A.、 90:6909 (1993); Zuckermann et al.、 J. Am. Chem. Soc.、 114:10646 (1992); 
Kurth et al.、 J. Am. Chem. Soc.、 116:2661 (1994); Ellman et al.、 Proc. Natl. Aca
d. Sci. U.S.A.、 91:4708 (1994); Sucholeiki,tetrahedron Lttrs.、 35:7307 (1994); S
u-Sun Wang、 J. Org. Chem.、 41:3258 (1976); Padwa et al.、 J. Org. Chem.、 41:3550 
(1971);お よ び Vedejs et al.、 J. Org. Chem.、 49:575 (1984)も 参 照 さ れ た い 。 こ れ ら は
光 感 受 性 リ ン カ ー に つ い て 記 載 す る )。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 固 定 化 を 行 う た め に 、 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 他 の 生 物 分 子 を 含 む 組 成 物 は 支 持 体 材 料 、
例 え ば 、 ア ル ミ ナ 、 カ ー ボ ン 、 イ オ ン 交 換 樹 脂 、 セ ル ロ ー ス 、 ガ ラ ス ま た は セ ラ ミ ッ ク と
接 触 さ れ る 。 フ ル オ ロ カ ー ボ ン ポ リ マ ー が 生 物 分 子 が 吸 着 に よ り 結 合 す る 支 持 体 と し て 用
い ら れ て い る (米 国 特 許 第 3843443号 ; 国 際 特 許 出 願 WO/8603840号 を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ２ ０ ５ 】
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　 4.標 準 的 プ リ オ ン 調 製 物
　 ア ッ セ イ を 試 験 す る た め に 標 準 的 プ リ オ ン 調 製 物 を 作 り 、 ア ッ セ イ の 信 頼 性 を 高 め る こ
と が で き る 。 標 準 的 プ リ オ ン 調 製 物 の 製 造 の 詳 細 は 公 知 で あ る (例 え ば 、 米 国 特 許 第 56395
81号 、 米 国 特 許 第 5908969号 お よ び 米 国 特 許 第 5792901号 を 参 照 ） 。 調 製 物 は 例 え ば 、 被 験
動 物 の プ リ オ ン を 含 む 脳 材 料 を 有 す る 宿 主 動 物 な ど 、 あ ら ゆ る 動 物 か ら 得 ら れ る 。 例 え ば
、 ヒ ト プ リ オ ン タ ン パ ク 質 遺 伝 子 を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に よ り ヒ ト プ リ オ ン を
作 る こ と が 出 来 、 か か る マ ウ ス の 脳 を 用 い て 標 準 的 ヒ ト プ リ オ ン 調 製 物 を 作 る こ と が 出 来
る 。 さ ら に 調 製 物 は 「 標 準 化 」 さ れ た も の で あ り 、 一 般 的 に 実 質 的 に 同 一 の 動 物 か ら 得 ら
れ る (例 え ば 、 100; 1,000、 ま た は そ れ 以 上 の 動 物 )。 例 え ば 、 非 常 に 高 コ ピ ー 数 の ヒ ト Pr
P遺 伝 子 (す べ て の 多 型 お よ び 突 然 変 異 )を 含 む 100匹 の マ ウ ス は 自 然 に 疾 患 を 発 症 し 、 そ れ
ぞ れ か ら の 脳 組 織 を 組 み 合 わ せ て 標 準 的 プ リ オ ン 調 製 物 が 作 ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 標 準 的 プ リ オ ン 調 製 物 は あ ら ゆ る 改 変 さ れ た 宿 主 哺 乳 類 を 用 い て 作 る こ と が 出 来 る 。 例
え ば 、 標 準 的 プ リ オ ン 調 製 物 は 一 般 的 に ヒ ト 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ ま た は ウ マ な ど 遺 伝 的 に 異 な
る 種 に の み 感 染 す る プ リ オ ン に 感 染 し や す い よ う に 遺 伝 的 に 改 変 さ れ た 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト
、 ハ ム ス タ ー ま た は モ ル モ ッ ト を 用 い て 作 る こ と が 出 来 る 。 か か る 改 変 宿 主 哺 乳 類 は CNS 
機 能 不 全 の 臨 床 徴 候 を プ リ オ ン 接 種 の 350日 以 内 に 発 症 す る 。 例 示 的 な 宿 主 哺 乳 類 は マ ウ
ス で あ る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 適 切 な タ イ プ の 宿 主 、 例 え ば マ ウ ス を 選 択 す る と 、 標 準 的 プ リ オ ン 製 剤 を 作 る た め の 適
切 な タ イ プ の 遺 伝 子 操 作 を 選 択 す る 。 例 え ば 、 マ ウ ス を キ メ ラ 遺 伝 子 の 挿 入 に よ っ て 遺 伝
的 に 改 変 で き る 。 こ の 群 の 中 で マ ウ ス は 高 コ ピ ー 数 の キ メ ラ 遺 伝 子 を 含 め る こ と お よ び ／
ま た は 複 数 の プ ロ モ ー タ ー を 含 め る こ と に よ っ て 改 変 し て キ メ ラ 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 上
昇 さ せ る こ と が 出 来 る 。 あ る い は 、 切 断 さ れ た 内 因 性 の PrP遺 伝 子 を 有 す る ハ イ ブ リ ッ ド
マ ウ ス を そ の ゲ ノ ム に ヒ ト  PrP 遺 伝 子 が 挿 入 さ れ た マ ウ ス と 交 配 す る 。 か か る ハ イ ブ リ
ッ ド マ ウ ス に は 多 く の 亜 分 類 が 存 在 す る 。 例 え ば 、 ヒ ト  PrP 遺 伝 子 を 高 コ ピ ー 数 に て 挿
入 し て も よ く 、 お よ び ／ ま た は 複 数 の プ ロ モ ー タ ー を 用 い て 発 現 を 促 進 し て も よ い 。 あ る
い は 、 複 数 の 異 な る PrP 遺 伝 子 を そ の ゲ ノ ム に 挿 入 し て 様 々 な 種 類 の プ リ オ ン に 感 染 し や
す い マ ウ ス を 作 る こ と が 出 来 る （ 即 ち 、 一 般 的 に 2以 上 の タ イ プ の 被 験 動 物 に 感 染 す る ）
。 例 え ば 、 ヒ ト 配 列 の 一 部 を 含 む キ メ ラ 遺 伝 子 、 別 の ウ シ 配 列 の 一 部 を 含 む キ メ ラ 遺 伝 子
お よ び ヒ ツ ジ 配 列 の 一 部 を 含 む 別 の キ メ ラ 遺 伝 子 を 含 む マ ウ ス を 作 る こ と が 出 来 る 。 か か
る 3種 類 の す べ て の キ メ ラ 遺 伝 子 を マ ウ ス ゲ ノ ム に 挿 入 す る と 、 そ の 結 果 得 ら れ る マ ウ ス
は 、 一 般 的 に ヒ ト 、 ウ シ お よ び ヒ ツ ジ の み に 感 染 す る プ リ オ ン に 感 染 し や す い も の と な る
。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 適 切 な 哺 乳 類 、 例 え ば マ ウ ス 、 お よ び 好 適 な 遺 伝 子 修 飾 の 態 様 、 例 え ば キ メ ラ  PrP 遺
伝 子 の 挿 入 を 選 択 す る と 、 プ リ オ ン に 関 し て は 実 質 的 に 同 一 の 遺 伝 的 材 料 を 有 す る 多 数 の
哺 乳 類 が 得 ら れ る 。 こ う し て 作 ら れ た マ ウ ス に は そ れ ぞ れ ゲ ノ ム に 実 質 的 に 同 コ ピ ー 数 の
同 一 の キ メ ラ 遺 伝 子 が 存 在 す る 。 マ ウ ス は プ リ オ ン に 関 す る 遺 伝 子 材 料 に つ い て は 十 分 に
遺 伝 的 に 同 一 で あ る べ き で あ り 、  95%以 上 の マ ウ ス が 接 種 の 350日 以 内 に CNS 機 能 不 全 の
臨 床 徴 候 を 示 し 、 す べ て の マ ウ ス が ほ ぼ 同 時 に 、 例 え ば 、 30日 前 後 に CNS 機 能 不 全 を 発 症
す る よ う に す る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 多 数 の 、 例 え ば 、 50、 100、 500ま た は そ れ 以 上 の マ ウ ス 群 を 作 る と 、 マ ウ ス に 一 般 的 に
遺 伝 的 に 異 な る 哺 乳 類 の み に 感 染 す る プ リ オ ン （ 例 え ば ヒ ト 、 ヒ ツ ジ 、 ウ シ 、 ウ マ か ら の
プ リ オ ン ） を 接 種 す る 。 こ と な る 群 の 哺 乳 類 に 対 す る 量 は 変 動 し う る 。 哺 乳 類 に プ リ オ ン
を 接 種 し た 後 、 哺 乳 類 を プ リ オ ン 感 染 症 状 、 例 え ば CNS機 能 不 全 の 臨 床 徴 候 が 発 症 す る ま
で 観 察 す る 。 プ リ オ ン 感 染 症 状 が み ら れ た 後 、 哺 乳 類 の 脳 ま た は 脳 組 織 の 少 な く と も 一 部
を 抽 出 す る 。 抽 出 し た 脳 組 織 を ホ モ ジ ナ イ ズ し て 標 準 的 プ リ オ ン 調 製 物 を 得 る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
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　 遺 伝 的 に 異 な る 動 物 か ら プ リ オ ン を ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 群 に 接 種 す る 代 わ り に 、
自 発 的 に プ リ オ ン 関 連 疾 患 を 発 症 す る マ ウ ス を 作 る こ と も 可 能 で あ る 。 こ れ は 、 例 え ば 、
非 常 に 高 コ ピ ー 数 の ヒ ト  PrP 遺 伝 子 を マ ウ ス ゲ ノ ム に 含 め る こ と に よ る 。 コ ピ ー 数 を 、
例 え ば 、 100以 上 に 高 め る と 、 マ ウ ス は 自 発 的 に CNS 機 能 不 全 の 臨 床 徴 候 を 発 症 し 、 脳 組
織 内 に 、 ヒ ト に 感 染 し う る プ リ オ ン が 生 じ る 。 か か る 動 物 の 脳 ま た は 脳 組 織 の 一 部 を 抽 出
し 、 抽 出 し た 脳 組 織 を ホ モ ジ ナ イ ズ し て 標 準 的 プ リ オ ン 調 製 物 を 得 る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 標 準 的 プ リ オ ン 調 製 物 は 直 接 用 い て も よ い し 、 希 釈 し て 様 々 な 陽 性 対 照 が 得 ら れ る よ う
に 力 価 を 測 定 し て か ら 用 い て も よ い 。 標 準 的 プ リ オ ン 調 製 物 を 用 い る こ と に よ り 、 非 常 に
希 薄 な プ リ オ ン 含 有 組 成 物 を 作 る こ と が 出 来 る 。 例 え ば 、 100万 分 の 1ま た は そ れ 未 満 、 あ
る い は 10億 分 の 1ま た は そ れ 未 満 を 含 む 組 成 物 を 作 る こ と が 出 来 る 。 か か る 組 成 物 を 用 い
て 、 本 発 明 に お い て 提 供 す る ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 、 ア ッ セ イ お よ び 方 法 の 感 度 を 試 験
す る こ と が 出 来 る 。 プ リ オ ン 調 製 物 は 一 定 量 の プ リ オ ン を 含 み 、 同 質 遺 伝 子 の バ ッ ク グ ラ
ウ ン ド か ら 抽 出 さ れ て い る た め に 好 ま し い 。 し た が っ て 、 調 製 物 中 の 汚 染 は 一 定 で あ り 制
御 可 能 で あ る 。 標 準 的 プ リ オ ン 調 製 物 は 様 々 な サ ン プ ル 中 の プ リ オ ン の 存 在 を 判 定 す る た
め の バ イ オ ア ッ セ イ を 行 う の に 有 用 で あ る 。 サ ン プ ル と し て は 医 薬 、 全 血 、 血 液 フ ラ ク シ
ョ ン 、 食 品 、 化 粧 品 、 臓 器 お よ び 特 に (生 き て い る か 死 ん で い る か を 問 わ ず )動 物 由 来 の 材
料 、 例 え ば 生 き て い る か 死 ん で い る ヒ ト か ら の 器 官 、 血 液 お よ び そ の 産 物 が 挙 げ ら れ る 。
し た が っ て 、 標 準 的 プ リ オ ン 調 製 物 は 、 調 製 物 が 特 定 の 工 程 に つ い て 測 定 し た 力 価 が 増 減
す る よ う な 精 製 プ ロ ト コ ー ル の 確 認 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 F.組 み 合 わ せ お よ び キ ッ ト
　 ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 、 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び ア ッ セ イ を 行 う た め の
そ の 他 の 試 薬 お よ び 材 料 は 組 み 合 わ せ と し て 提 供 で き 、 所 望 に よ り 標 識 、 ア ッ セ イ を 行 う
た め の 説 明 書 を 含 む キ ッ ト と し て 提 供 し て も よ い 。 例 え ば ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド は 溶
液 中 に 液 体 分 散 物 と し て 提 供 し て も よ い し 、 実 質 的 に 乾 燥 粉 末 、 例 え ば 凍 結 乾 燥 形 態 で 提
供 し て も よ い 。 例 え ば 上 述 の よ う な 支 持 体 プ レ ー ト な ど の 固 体 支 持 体 お よ び 1以 上 の バ ッ
フ ァ ー も 別 々 の 要 素 と し て キ ッ ト に 含 め て も よ い 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 例 示 の 目 的 で あ り 、 本 発 明 の 範 囲 を 制 限 す る も の で は な い 。
　 G.実 施 例
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ２ １ ４ 】
　 材 料 お よ び 方 法
　 免 疫 沈 降
　 正 常 ま た は 79A ス ク レ イ ピ ー プ リ オ ン 感 染 マ ウ ス  (脳 内 接 種 の 130-150日 後 に 屠 殺 )か ら
の 全 脳 を リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水  (PBS)中 で 10% (w/v)に て ホ モ ジ ナ イ ズ し 、 等 量 の 200 mM NaCl
、 50 mM Tris-HCl (pH 8.0)、 1% NP40 (ま た は Triton X-100)お よ び 1% デ オ キ シ コ ー ル 酸
で 希 釈 し 、 再 び ホ モ ジ ナ イ ズ し 、 超 音 波 処 理 に か け た 。 正 常 ま た は プ リ オ ン 感 染 脳 の ホ モ
ジ ネ ー ト を 500 g で 15分 間 遠 心 し 、 上 清 を ア リ コ ッ ト と し -20℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 プ リ オ ン 感 染 ホ モ ジ ネ ー ト の 一 部 を プ ロ テ イ ナ ー ゼ  K (40 μ g/ml)で 1時 間 37℃ で 消 化
し た 。 PMSFを こ れ ら サ ン プ ル に 終 濃 度 1 mMと な る よ う に 添 加 し 、 -20℃ で 保 存 し た 。 各 免
疫 沈 降 に つ い て 、 終 濃 度 01.μ g/ml～ 10μ g/mlの ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド を 総 タ ン パ ク
質 含 量 1 mg未 満 の 一 定 容 積 の 脳 ホ モ ジ ネ ー ト と と も に 2時 間 4℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ポ
リ ク ロ ー ナ ル ヤ ギ 抗 -ヒ ト IgG F(ab’ ) 2  (ヒ ト  Fab検 出 用 )ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル ヤ ギ 抗 -
マ ウ ス IgG F(ab’ ) 2 (抗 体  6H4検 出 用 )に 結 合 さ せ た ト シ ル -活 性 化 常 磁 性 ビ ー ズ  (Dynal)
を 3回 洗 浄 バ ッ フ ァ ー  (2% Nonidet P40 お よ び  2% Tween 20ま た は TritonX-100を 含 有 す
る 0.05 M Tris、 0.2 M NaCl)で 洗 浄 し 、 一 晩 4℃ で ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド -ホ モ ジ ネ ー
ト 混 合 物 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ビ ー ズ を 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で 3回 、 TBSで 1回 洗 浄 し
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、 遠 心 分 離 に よ っ て 沈 降 さ せ た 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 ペ レ ッ ト 化 し た ビ ー ズ を 20μ lの ロ ー デ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー  (150 mM Tris-HCl、 pH 6.8、
6% ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム  (SDS)、 0.3% ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー 、 30% グ リ セ ロ ー ル )
に 再 懸 濁 し 、 100℃ で 5分 加 熱 し た 。 サ ン プ ル を 12% SDS-PAGEゲ ル で 泳 動 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ
ー ス メ ン ブ レ ン に ト ラ ン ス フ ァ ー し た 。 メ ン ブ レ ン を 0.1 % Tween 20を 含 有 す る TBS (TBS
T)中 の 5% (w/v) 脱 脂 粉 乳 に て RTで 10分 間 ブ ロ ッ キ ン グ し 、 ブ ロ ッ ト さ れ た PrPを 正 常 ウ シ
PrP を 認 識 す る 6H4 抗 体 ま た は D13 抗 体 で 検 出 し た (Korth  et al. (1997) Nature 390:7
4-77)。 ブ ロ ッ ト さ れ た PrP タ ン パ ク 質 を 、 ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー 中 で 1:5000に 希 釈 し
た セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 ウ サ ギ 抗 -マ ウ ス  IgG (Dako)と と も に RTで 2時 間
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 検 出 し た 。 メ ン ブ レ ン を TBSTで 5回 洗 浄 し 、 増 強 化 学
発 光 試 薬  (Amersham)を 用 い て フ ィ ル ム に 現 像 し た 。 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 結 合 研 究 に つ い て
は 、 80μ gの ビ オ チ ン 化 ヒ ト プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン (Enzyme Research Laboratories)を 1 mgの
脳 ホ モ ジ ネ ー ト と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で コ ー テ ィ ン グ し た ア ガ
ロ ー ス ビ ー ズ 上 に 捕 捉 し た 。 ビ ー ズ を 簡 単 に 遠 心 し 、 洗 浄 し 、 ロ ー デ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー に
再 懸 濁 し 、 加 熱 し 、 再 び ペ レ ッ ト と し 、 ビ ー ズ 溶 出 液 を 回 収 し 、 沈 降 し た PrPの 存 在 を ウ
ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 調 べ た 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 SMB 細 胞
　 SMB 細 胞 を 162 cm 2  組 織 培 養 フ ラ ス コ に て 集 密 す る ま で 培 養 し 、 PBSで 2回 洗 浄 し 、 フ ラ
ス コ あ た り 1 mlの 細 胞 溶 解 バ ッ フ ァ ー  (10 mM Tris-HCl、 pH 8.0、 100 mM NaCl、 10 mM E
DTA、 0.5% w/v Nonidet P40、 0.5% w/v デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム )を 用 い て 溶 解 し た
。 細 胞 溶 解 液 か ら 1000 g、 5分 、 4℃ で の 遠 心 に よ っ て 破 片 を 除 い た 。 免 疫 沈 降 実 験 を 、 3 
mgの 総 溶 解 液 タ ン パ ク 質 お よ び 10μ g 抗 体 を 終 容 量  1 mlに て 用 い て 上 述 の よ う に し て 行
っ た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ２ １ ８ 】
　 モ チ ー フ -グ ラ フ ト さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド の 調 製
　 2段 階  オ ー バ ー ラ ッ プ 伸 長  PCR (McLane et al. (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.
A. 92:5214-5218; 図 1参 照 )を 用 い て ア ミ ノ 酸 残 基  119-136、 121-144お よ び 121-158 (ま
た は 136-158お よ び  89-112、 実 施 例 4参 照 )に 対 応 す る マ ウ ス  PrP 配 列 を 、 独 立 に Fab b12
ま た は IgG b12 (実 施 例 4参 照 ） の HCDR3 ド メ イ ン を 置 換 す る よ う に グ ラ フ ト し た  (Burton
 et al. (1994) Science 266:1024)。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 2倍 の ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 精 製 (Operon T
echnologies)に か け た 。 以 下 の 配 列 を 含 む も の で あ っ た :
PelSeq (5’ -ACCTATTGCCTACGGCAGCCG-3’ ; 配 列 番 号 14);
CG1d (5’ -GCATGTACTAGTTTTGTCACA-AGATTTGG-3’ ; 配 列 番 号 15);
MoPrP121-144 5’  (5’ -GGTGGCTACATGCTGGGGAGCGCCATGAGCAGGCCC-ATGATCCATTTTGGCAACGAC
GGCGGTTATATGGACGTCT-GGGGCAAAGGGAC-3’ ; 配 列 番 号 16);
MoPrP121-144 3’ (5’ -CCTGCTCATGGCGCTCCCCAGCATGTAGCCACCAA-GGCCCCCCACTACCCCGCCCACT
CTCGCACAATAATAAACAGCCGTGTCTGC-3’ ; 配 列 番 号 17);
MoPrP119-136 5’ (5’ -GTGGGGGGCCTTGGTGGCTACATGCTGGGGAGCGCCATGAGCAGG-GGCGGTTATATGG
ACGTCTGGGGCAAAGGGAC-3’ ; 配 列 番 号 18);
MoPrP119-136 3’  (5’ -CATGGCGCTCCCCAGCATGTAGCCACC-AAGGCCCCCCACTACTGCCCCGCCCACTCT
CGCACAATAATAAACAGC-3’ ; 配 列 番 号 19
MoPrP121-158 5’  (5’ -GACCGCTACTACCGTGAAAAC-ATGTACCGCTACCCTGGCGGTTATATG GACGTCTG
GGGCAAAGGG-3’  配 列 番 号 20);
MoPrP121-158 3’ (5’ -GCGGTACATGTTTTCACGGTAGTAGCGGTCCTCCCAGTCGTTGCCAAAATGGATCATGG
GCCTG-3’ ; 配 列 番 号 21)。
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【 ０ ２ ２ ０ 】
　 す べ て の PCR反 応 は 以 下 の 条 件 に て Pfu DNA ポ リ メ ラ ー ゼ  (Stratagene)を 用 い て 行 っ た
: 工 程  1、  (94℃ 、 30秒 ; 52℃ 、 1分 ; 72℃ 、 1分 30秒 ; 35 サ イ ク ル ); 工 程  2、 (94℃ 、 3
0秒 ; 50℃ 、 1分 ; 72℃ 、 2分 ; 10 サ イ ク ル  、 隣 接 プ ラ イ マ ー  PelSeq お よ び  CG1d の 不
在 下 、 次 い で 隣 接  プ ラ イ マ ー の 添 加 後 さ ら に 30サ イ ク ル )。 そ の 結 果 得 ら れ た Fab b12 Pr
P 重 鎖 フ ラ グ メ ン ト を 親  b12 Fab 軽 鎖  DNAを 含 む pComb3H (Burton et al. (1994) Scien
ce 266:1024)の XhoIお よ び  SpeI部 位 の 間 に 挿 入 し た 。 CHO 細 胞 で の 発 現 お よ び IgG ハ イ
ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド の 調 製 の 説 明 に つ い て は 実 施 例 4を 参 照 さ れ た い 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ２ ２ １ 】
　 疾 患 形 態 の PrPに 対 す る 特 異 的 結 合 の 試 験
　 PrP S c  お よ び  PrP27-30 (こ れ は PrP S c の 感 染 性 プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 コ ア )に 特 異 的 に 結 合
す る が PrP c  に は 結 合 し な い か 実 質 的 に PrP c へ の ア フ ィ ニ テ ィ ー の 方 が 低 い 試 薬 を 同 定 す
る た め に 試 験 を 計 画 し た 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 PrP-Fab 分 子 の 、 PrP c 、 PrP S c お よ び PrP27-30に 対 す る 反 応 性 を 調 べ る た め に 、 正 常 マ
ウ ス お よ び 79A 株 の ス ク レ イ ピ ー プ リ オ ン で 感 染 し た マ ウ ス か ら 調 製 し た 脳 ホ モ ジ ネ ー ト
を 用 い て 免 疫 沈 降 実 験 を 行 っ た 。 免 疫 沈 降 は 実 施 例 1に 記 載 の よ う に 行 っ た 。 Fab b12 お
よ び PrP-Fab 119-136、 121-144お よ び 121-158を 、 正 常 マ ウ ス の 全 脳 か ら 調 製 し た ホ モ ジ
ネ ー ト の 遠 心 か ら 得 ら れ た 上 清 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 抗 体 を 常 磁 性 ビ ー ズ に 結 合
し た ポ リ ク ロ ー ナ ル ヤ ギ  抗 -ヒ ト  IgG F(ab’ ) 2 を 用 い て 沈 降 し た 。 沈 降 物 を ウ ェ ス タ ン
ブ ロ ッ ト に よ っ て PrPの 存 在 に つ い て 分 析 し た 。 二 次 抗 体 と 沈 降 PrP-Fabと の 交 差 反 応 に よ
り お よ そ 50 kDaの バ ン ド が 生 じ た 。 PrP c  が 正 常 脳 ホ モ ジ ネ ー ト の サ ン プ ル に お い て 検 出
さ れ 、 対 照 抗 体  6H4に よ っ て 特 異 的 に 沈 降 さ れ た 。 Fab b12、 ま た は PrP-Fabに よ る 免 疫 沈
降 で は PrP c  は 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 pK 消 化 さ れ た 79A プ リ オ ン 感 染 マ ウ ス 脳 の 遠 心 し た ホ モ ジ ネ ー ト か ら PrP27-30 が 免 疫
沈 降 さ れ た 。 PrP 27-30 は 粗 ホ モ ジ ネ ー ト 中 に 存 在 し て い た 。 同 等 の PrP バ ン ド が PrP-Fa
b 119-136、 121-144お よ び  121-158に よ る 免 疫 沈 降 後 に 存 在 し て い た 。 PrPは Fab b12と イ
ン キ ュ ベ ー ト し た ホ モ ジ ネ ー ト に は 表 れ ず 、 PrP 27-30 特 異 性 は グ ラ フ ト さ れ た  PrP 配
列 に 依 存 す る こ と が 示 さ れ た 。 未 消 化 プ リ オ ン 感 染 マ ウ ス 脳 の 遠 心 し た ホ モ ジ ネ ー ト か ら
免 疫 沈 降 さ れ た 全 長  PrP S c が 検 出 さ れ た 。 PrP S c  は Fab 121-158に よ っ て 効 率 よ く 沈 降 さ
れ た が 、 Fab b12に よ っ て は 沈 降 さ れ な か っ た 。 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン に よ っ て 沈 降 し た PrP S c

も 観 察 さ れ た 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 陽 性 対 照 と し て 、 6H4 抗 体 を 用 い て 正 常 マ ウ ス 脳 ホ モ ジ ネ ー ト か ら PrP c を 沈 降 さ せ 、 プ
ラ ス ミ ノ ー ゲ ン (Fischer (2000) Nature 408:479)を 用 い て プ リ オ ン 感 染 脳 サ ン プ ル か ら P
rP S c を 沈 降 さ せ た 。 正 常 マ ウ ス 脳 に お い て PrP Fabと  PrP c  と の 反 応 は い ず れ も 存 在 し な
い か 非 常 に 弱 か っ た 。 こ れ ら Fabは そ れ ぞ れ pK-消 化 し た プ リ オ ン 感 染 脳 ホ モ ジ ネ ー ト か ら
3つ の PrP バ ン ド を 免 疫 沈 降 さ せ た 。 こ れ ら バ ン ド は サ イ ズ に お い て PrP27-30の ジ -、 モ ノ
-お よ び 非 グ リ コ シ ル 化 形 態 に 対 応 す る 。 PrP27-30は PrP S c の プ ロ テ イ ナ ー ゼ 耐 性 コ ア で あ
り 、 タ ン パ ク 質 の N-末 端 部 分 の 残 基  23-90が 酵 素 に よ り 分 解 し た も の で あ る 。 PrP27-30 
を 最 も 有 効 に 沈 降 さ せ た Fab 121-158 (図 1B)を 次 い で 、 全 長  PrP S c と の 反 応 性 に つ い て 評
価 し た 。 こ の Fabを 用 い る と 、 プ リ オ ン 感 染 脳 組 織 の 未 消 化 ホ モ ジ ネ ー ト か ら 、 全 長  PrP S
c に 対 応 す る 3つ の 分 子 量  33-35 Kの バ ン ド が 沈 降 し た 。 同 一 実 験 条 件 下 で 、 親  b12 Fabは
PrP c 、 PrP S c  ま た は  PrP27-30の い ず れ と も 反 応 し な か っ た 。 さ ら に 、 PrP 配 列 を 含 む Fab
は 、 親  b12 抗 体 の 標 的 抗 原 で あ る gp120を 認 識 せ ず 、 マ ウ ス 脳 ホ モ ジ ネ ー ト の ウ ェ ス タ ン
ブ ロ ッ ト の プ ロ ー ブ に 用 い た 場 合 そ の 他 の い ず れ の タ ン パ ク 質 と も 結 合 せ ず 、 SDSの 存 在
下 で の 加 熱 に よ る PrP c -様 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン へ の 変 性 の 後 、 PrP S c  と は 完 全 に 非 反 応 性
で あ っ た 。 残 基  121-158か ら 構 成 さ れ る グ ラ フ ト さ れ た PrP 配 列 は PrP S c の 特 異 的 抗 体 認
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識 を 付 与 し 、 こ の 疾 患 関 連 エ ピ ト ー プ は PrP27-30に お い て 保 持 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 ス ク レ イ ピ ー プ リ オ ン 感 染 SMB 細 胞 の 溶 解 液 か ら Fab 121-158を 用 い て PrPを 免 疫 沈 降 さ
せ る 免 疫 沈 降 実 験 を 行 っ た 。 Fab b12お よ び Fab 121-158 を 、 チ ャ ン ド ラ ー マ ウ ス プ リ オ
ン 株 を 伝 搬 す る SMB 細 胞 の 溶 解 液 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 pK処 理 を 行 わ な い と 、 Fa
b b12も  Fab 121-158も い ず れ も PrP c  ま た は PrP S c を 認 識 し な か っ た 。 pK 消 化 に よ っ て Pr
P c  を 除 く と 、 Fab 121-158 は 30 kDa未 満 の サ イ ズ の 2つ の 明 ら か な バ ン ド と よ り 拡 散 し た
30 kDa程 度 の バ ン ド を 沈 降 さ せ た 。 こ の バ ン ド パ タ ー ン は SMB 細 胞 由 来 の pK-処 理 し た  Pr
P S c  (PrP27-30)に つ い て 以 前 に 観 察 さ れ た も の で あ る 。 二 次 抗 体 と 沈 降 し た PrP-Fabと の
交 差 反 応 に よ り お よ そ 50 kDaの サ イ ズ の バ ン ド が 生 じ る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 ま た 未 処 理 SMB 溶 解 液 に お い て は Fab 121-158は  PrP c  に 結 合 し な か っ た が 、 pK 消 化 の
後 は こ れ ら サ ン プ ル に お い て PrP27-30を 認 識 す る こ と が 出 来 た 。 プ リ オ ン 感 染 脳 ホ モ ジ ネ
ー ト か ら Fab 121-158が 効 率 よ く PrP S c  を 沈 降 さ せ た 上 記 の 実 験 と 異 な り 、 こ の 抗 体 を 用
い て SMB 細 胞 か ら 全 長  PrP S c  は 免 疫 沈 降 さ れ な か っ た 。 SMB 細 胞 に お け る PrP c :PrP S c  比
は お よ そ 4:1で あ り 、 疾 患 が 進 行 し た プ リ オ ン 感 染 マ ウ ス の 脳 に お い て は 1よ り か な り 小 さ
い こ と か ら 、 こ れ ら の 観 察 は 、 SMB 溶 解 液 に お い て 、 PrP S c  が 抗 体 の 添 加 の 前 に PrP c と 複
合 体 形 成 し て い る と す れ ば う ま く 説 明 で き る 。 か か る 状 況 か ら 、 PrP c に 結 合 さ れ る PrP S c  
エ ピ ト ー プ を 認 識 す る よ う 設 計 さ れ た Fab 121-158の 結 合 は 排 除 さ れ る 。 逆 に 、 疾 患 脳 組
織 に お い て は PrP S c  分 子 の 一 部 が 複 合 体 形 成 せ ず に 残 っ て い る と 考 え ら れ る 。 と い う の は
こ れ ら 調 製 物 に お い て 観 察 さ れ る PrP c に 対 し  PrP S c  が 化 学 量 論 的 に 過 剰 で あ る か ら で あ
る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 こ の 実 施 例 に お い て 試 験 し た 3つ の PrP Fab調 製 物 の な か で 、 Fab121-158が 疾 患 関 連 d Pr
P配 座 異 性 体 に つ い て 最 も 高 い ア フ ィ ニ テ ィ ー を 有 す る 。 こ の ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド  
は PrP c  の 最 初 の α ヘ リ ッ ク ス (残 基  145-155)を 含 む 唯 一 の 配 列 で あ っ た 。 し か し Fab119-
136 そ し て 程 度 は 低 い が Fab121-144も 、 疾 患 関 連 形 態 の  PrPに 結 合 し 、 こ れ は ヘ リ ッ ク ス
 Aが PrP S c  ま た は PrP27-30の 特 異 的 認 識 に 必 須 で は な い こ と を 示 す 。 こ れ ら の デ ー タ は Pr
P 配 列  の 残 基  140か ら 175を 欠 き 、 ネ イ テ ィ ブ な マ ウ ス プ リ オ ン に 感 染 し や す い ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 用 い た 研 究 と 一 致 す る が 、 た だ し 潜 伏 期 間 が 有 意 に 長 く な っ て い る 。
イ ン ビ ボ で は 内 因 性 の PrP c 「 基 質 」 に つ い て の PrP S c テ ン プ レ ー ト の 固 有 の ア フ ィ ニ テ ィ
ー は 、 プ リ オ ン 複 製 の 有 効 性 を 決 定 す る 鍵 と な る パ ラ メ ー タ ー で あ り 、 プ リ オ ン 疾 患 の 経
過 を 表 す 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 重 鎖  CDR3に 以 下 の PrP配 列 を グ ラ フ ト さ れ た 抗 体  b12 分 子 も 調 製 し (実 施 例 に お い て 12
1-158コ ン ス ト ラ ク ト に つ い て 記 載 し た の と 同 一 の 方 法 ) (残 基 番 号 は シ リ ア ン ハ ム ス タ ー
の 番 号 に 対 応 す る )、 PrP S c  を 特 異 的 に 認 識 す る こ と が 示 さ れ た :
マ ウ ス  PrP: 87-112、 87-118、 87-130、 126-158、 131-158、 136-158、 141-158
ヒ ト  PrP: 121-158 (129 M)、 121-158 (129 V)
ウ シ  PrP 121-158 、 配 列 番 号 13の ア ミ ノ 酸 132-169参 照
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 IgGハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド の 調 製 お よ び 試 験
　 モ チ ー フ -グ ラ フ ト さ れ た 抗 体 の 調 製
　 2段 階  オ ー バ ー ラ ッ プ 伸 長  PCR 19を 用 い て 、 ア ミ ノ 酸 残 基  89-112、 136-158お よ び 141
-158に 対 応 す る マ ウ ス  PrP 配 列 を 別 々 に 抗 体 b12に HCDR3ド メ イ ン を 置 換 す る よ う に グ ラ
フ ト し た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 2倍 の ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 精 製 (
Operon Technologies)に か け 、 そ れ ら は 以 下 の 配 列 を 含 む も の で あ っ た : 
PelSeq (5'-ACCTATTGCCTACGGC-AGCCG-3'; 配 列 番 号 14); 
CG1d (5'-GCATGTACTAGTTTTGTCACAAGATTTGG-3'; 配 列 番 号 15);
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MoPrP 89-112 (5'-CATAATCAGTGGAACAAGCCCAGCAAACCAAAAACCAACCTCAAGCATGTGGGCGGTTATATG
GACGTCTGGGGCAAAGG -3' 配 列 番 号 22); 
MoPrP 89-112 3' (5'-GGGCTTGTTCCACTGATTATGGGTACCCCCTCCTTGGCCCCATCCACCCAC TCTCGCAC
AATAATAAACAGC-3'、 配 列 番 号 23);
 MoPrP136-158 5' (5'-GTTTATTATTGTGCGAGAGTGGGCGGGAGGCCCATGATCCATTTTGGCAACGAC-3'、
配 列 番 号 24 ); 
MoPrP136-158 3' (5'-GCGGTACATGTTTTCACGGTAGTAGCGGTCCTCCCAGTCGTTGCCAAAATGGATCATGGG
CCTG-3'、 配 列 番 号 25); 
MoPrP141-158 5' (5'- GTTTATTATTGTGCGAGAGTGGGCGGGTTTGGCAACGACTGGGAGGACCGCTAC-3'、
配 列 番 号 26） 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 ス ク ラ ン ブ ル さ れ た MoPrP 136-158 グ ラ フ ト を 以 下 の プ ラ イ マ ー を 用 い て  b12 抗 体 に
導 入 し た ：
MoPrP 136-158 RAN 5' (5'- ATCTACCAT ATGTTTAACGGCGAAAACCGTGACTACTGGTACGAGCGCGACGG
CGGTTATATGGACGTCTGGGGC-3'、 配 列 番 号 27) お よ び 、
MoPrP 136-158 RAN 3' (5'- TTCGCCGTTAAACATATGGTAGATGCGCATGTAGGGAGGCCT CCCGCCCACTC
TCGCACAATAATAAACAGT-3'、 配 列 番 号 28)。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 す べ て の PCR反 応 は 以 下 の 条 件 を 用 い て  Pfu DNA ポ リ メ ラ ー ゼ  (Stratagene)に よ っ て
行 っ た :工 程  1、  (94℃ 、 30秒 ; 52℃ 、 1分 ; 72℃ 、 1分 30秒 ; 35 サ イ ク ル  ＋  10分 、 72℃
の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ); 工 程  2、 (94℃ 、 30秒 ; 50℃ 、 1分 ; 72℃ 、 2分 ; 10 サ イ ク ル  、
隣 接 プ ラ イ マ ー  PelSeq お よ び  CG1d の 不 在 下 、 次 い で さ ら に 隣 接 プ ラ イ マ ー の 添 加 後 、
30サ イ ク ル ＋  10分 、 72℃ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン )。 そ の 結 果 得 ら れ た b12 PrP 重 鎖 フ ラ グ
メ ン ト を フ ァ ー ジ ミ ド  Fab デ ィ ス プ レ ー ベ ク タ ー  pComb3H (available from New Englan
d Biolabsか ら 入 手 ;Barbas、 III et al. (1995) Methods: Comp. Meth Enzymol 8:94-103
も 参 照 ) の  XhoI お よ び  SpeI 部 位 の 間 に 導 入 し 、 CHO 細 胞 中 で の ヒ ト  IgG1 と し て の 発
現 の た め に 親 b12軽 鎖 遺 伝 子 を 含 む pDR12 ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た  (Maruyama et
 al. (1999) J. Virol. 73:6024-6030)。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 免 疫 沈 降
　 正 常 ま た は  RMLま た は 79A ス ク レ イ ピ ー プ リ オ ン 感 染 マ ウ ス  (脳 内 接 種 130-150日 後 に
屠 殺 )か ら の 全 脳 を Tris緩 衝 食 塩 水 (TBS; 0.05M Tris、 0.2M NaCl、 pH 7.4、 1% NP-40お よ
び 1% DOC含 有 )中 で 10% (w/v)に て ホ モ ジ ナ イ ズ し 、 等 容 量 の TBSに 希 釈 し 、 再 び ホ モ ジ ナ
イ ズ し 、 超 音 波 処 理 に か け た 。 正 常 ま た は プ リ オ ン 感 染 脳 ホ モ ジ ネ ー ト を 500 g 、 15分 、
4℃ で 遠 心 し た 。 遠 心 し た プ リ オ ン 感 染 ホ モ ジ ネ ー ト の 一 部 を プ ロ テ イ ナ ー ゼ  K (50μ g/m
l) で 1時 間  37℃ で 消 化 し た 。 PMSF を す べ て の サ ン プ ル に 終 濃 度 2 mMと な る よ う 添 加 し た
。 そ れ ぞ れ の 免 疫 沈 降 に つ い て 、 終 濃 度  0.3μ g/ml～ 10μ g/mlの 抗 体 を ア ッ セ イ バ ッ フ ァ
ー  (TBS、  3% NP-40 お よ び  3% Tween 20含 有 )で 終 容 量 500μ l に 調 整 し た 反 応 混 合 物 中
の お よ そ 1 mgの 総 タ ン パ ク 質 を 含 む 脳 ホ モ ジ ネ ー ト の ア リ コ ッ ト と 共 に 2時 間 室 温 で イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル ヤ ギ 抗 ヒ ト  IgG F(ab') 2  (ヒ ト  PrP-グ ラ フ ト さ れ た ハ
イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド 検 出 用 )ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル ヤ ギ 抗 マ ウ ス  IgG F(ab') 2  (Fab D
13 お よ び IgG 6H4 検 出 用 )の い ず れ か に 結 合 し た ト シ ル 活 性 化 常 磁 性 ビ ー ズ  (Dynal) を
ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド と ホ モ ジ ネ ー ト の 混 合 物 に 添 加 し 、 一 晩 4℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 ビ ー ズ を 洗 浄 バ ッ フ ァ ー  (TBS 、 2% NP-40お よ び 2% Tween 20含 有 )で 4回 、 TBSで 1
回 洗 浄 し 、 磁 石 で 分 離 し た 。 ペ レ ッ ト 化 し た ビ ー ズ を 20μ lの ロ ー デ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー  (1
50 mM Tris-HCl、 pH 6.8、 6% ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム  (SDS)、 0.3% ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ
ル ー 、 30% グ リ セ ロ ー ル )に 再 懸 濁 し 、 100℃ で 5分 加 熱 し た 。 サ ン プ ル を 12% SDS-PAGEゲ
ル で 泳 動 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン に ト ラ ン ス フ ァ ー し た 。 メ ン ブ レ ン を 、 0.1 % 
Tween 20 を 含 有 す る TBS (TBST)中 の 5% (w/v) 脱 脂 粉 乳 で 1時 間 室 温 で ブ ロ ッ キ ン グ し 、
ブ ロ ッ ト さ れ た PrPを Fab D13 ま た は IgG 6H4 抗 体 1μ g/mlに て 検 出 し た 。 TBST 中 で 5回 洗
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浄 後 、 ブ ロ ッ ト さ れ た PrP タ ン パ ク 質 を 、 ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー に 1:10,000に 希 釈 さ れ
た セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG (Pierce)と の 30分 室 温 で の イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 検 出 し た 。 メ ン ブ レ ン を TBSTで 5回 洗 浄 し 、 増 強 化 学 発 光 試 薬  (Ame
rsham)を 用 い て フ ィ ル ム に 現 像 し た 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　  プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 結 合 研 究 に つ い て は 、 100μ g/mlの ビ オ チ ン 化 ヒ ト プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン
(Enzyme Research Laboratories)を 1 mgの 脳 ホ モ ジ ネ ー ト と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ス ト レ プ
ト ア ビ ジ ン で コ ー テ ィ ン グ し た ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ で 捕 捉 し た 。 ビ ー ズ を 簡 単 に 遠 心 し 、 洗
浄 し 、 ロ ー デ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー に 再 懸 濁 し 、 加 熱 し 、 再 び ペ レ ッ ト と し 、 ビ ー ズ 溶 出 液 を
上 記 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て PrPの 存 在 に つ い て 調 べ た 。 Triton X-100の 存
在 下 で の 免 疫 沈 降 を 上 記 と 全 く 同 様 に 行 っ た が 、 た だ し 、 脳 ホ モ ジ ネ ー シ ョ ン お よ び 反 応
バ ッ フ ァ ー は  NP-40/DOC デ タ ー ジ ェ ン ト で は な く 1% Triton X-100を 含 む も の で あ っ た 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 改 変 は 当 業 者 に 明 ら か で あ り 、 添 付 の 請 求 の 範 囲 に よ っ て の み 本 発 明 は 限 定 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ３ ５ 】
（ 原 文 に 記 載 無 し ）
【 配 列 表 】
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【 図 １ Ａ 】 【 図 １ Ｂ 】

【 図 ２ 】 【 図 ３ 】
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