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(57)【要約】
【課題】Ａβ（１－４２）の神経変性及び殊にニューロン傷害作用の原因となり、かつ老
人性痴呆症、例えば、アルツハイマー病及びダウン－症候群において増大に出現する分子
形を得る。
【解決手段】アミロイド－β（１－４２）－タンパク質の神経変性オリゴマー、オリゴマ
ーが再現可能な方法及び高収率で得られる特殊製法、及びオリゴマー特異的抗体の製造の
ための及びオリゴマー及びその生成と相互作用をし得る物質の発見のための診断剤及び治
療剤としてのオリゴマーの使用、さらにオリゴマーの誘導体、殊に、架橋結合オリゴマー
及びそのアミロイド－β（１－４２）－タンパク質の切端形をベースとするオリゴマー、
その製造及びその使用を提供することにより解決される。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　SDS－ゲル電気泳動における見かけの分子量約１５kDaを有するアミロイド－β（１－４
２）－タンパク質のオリゴマー又はその誘導体。
【請求項２】
　SDS－ゲル電気泳動における見かけの分子量約２０kDaを有するアミロイド－β（１－４
２）－タンパク質のオリゴマー又はその誘導体。
【請求項３】
　SDS－ゲル電気泳動における見かけの分子量約３８kDaを有するアミロイド－β（１－４
２）－タンパク質のオリゴマー又はその誘導体。
【請求項４】
　SDS－ゲル電気泳動における見かけの分子量約４８kDaを有するアミロイド－β（１－４
２）－タンパク質のオリゴマー又はその誘導体。
【請求項５】
　請求項１に記載のオリゴマー及び請求項２に記載のオリゴマー又はその誘導体を含む混
合物を包含する組成物。
【請求項６】
　請求項３に記載のオリゴマー及び請求項４に記載のオリゴマー又はその誘導体を含む混
合物を包含する組成物。
【請求項７】
　誘導体は検出可能な標識を有する、請求項１から６までのいずれか１項に記載のオリゴ
マー又は組成物
【請求項８】
　標識は、蛍光性、発光性、比色性、放射性又は磁気性標識、又は相補性結合相手への親
和性を有する標識である、請求項７に記載のオリゴマー又は組成物。
【請求項９】
　オリゴマー又は誘導体は架橋結合している、請求項１から８までのいずれか１項に記載
のオリゴマー又は組成物
【請求項１０】
　誘導体はオリゴマーのタンパク質加水分解によって得られる、請求項１から８までのい
ずれか１項に記載のオリゴマー又は組成物。
【請求項１１】
　誘導体はＡβ（ｘ－４２）－断片のオリゴマーであり、この際、ｘは８～２４、有利に
１０～２２、殊に１２～２０である、請求項１０に記載のオリゴマー又は組成物。
【請求項１２】
　誘導体は、Ａβ（１２－４２）－断片又はＡβ（２０－４２）－断片のオリゴマーであ
る、請求項１１に記載のオリゴマー又は組成物。
【請求項１３】
　場合により誘導体化されたアミロイド－β（１－４２）－タンパク質のオリゴマーを製
造する方法において、モノマーアミロイド－β（１－４２）－タンパク質又はその誘導体
へ界面活性剤を作用させ、場合により少なくとも１種のオリゴマー又はその誘導体を自体
公知の方法で取得することを特徴とする方法。
【請求項１４】
　場合により誘導体化されたアミロイド－β（１－４２）－タンパク質のオリゴマーを製
造する方法において、モノマーアミロイド－β（１－４２）－タンパク質又はその誘導体
へ界面活性剤を作用させ、引き続き、界面活性剤作用を減少させかつ更に恒温保持し、場
合により少なくとも１種のオリゴマー又はその誘導体を自体公知の方法で取得することを
特徴とする方法。
【請求項１５】
　界面活性剤はイオン性である、請求項１４に記載の方法。
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【請求項１６】
　界面活性剤は、ドデシル硫酸ナトリウムである、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　界面活性剤の作用時間は、約１～２０時間である、請求項１３から１６までのいずれか
１項に記載の方法。
【請求項１８】
　作用温度は約２０～５０℃である、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　更なる恒温保持時間は約１０～３０時間である、請求項１４から１６までのいずれか１
項に記載の方法。
【請求項２０】
　恒温保持温度は約２０～５０℃である、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　アミロイド－β（１－４２）－タンパク質は前以て少なくとも部分的に変性されている
、請求項１３から２０までのいずれか１項に記載の方法。
【請求項２２】
　そのために、水素橋－切断剤、有利にHFIPをタンパク質に作用させる、請求項２１に記
載の方法。
【請求項２３】
　架橋結合剤をオリゴマーに作用させる、請求項１３から２２までのいずれか１項に記載
の方法。
【請求項２４】
　プロテアーゼをオリゴマーに作用させる、請求項１３から２３までのいずれか１項に記
載の方法。
【請求項２５】
　診断的試験管内検出法における、請求項１から１２までのいずれか１項に記載のオリゴ
マー、その誘導体又は組成物の使用。
【請求項２６】
　診断的生体内検出法における、請求項１から１２までのいずれか１項に記載のオリゴマ
ー、その誘導体又は組成物の使用。
【請求項２７】
　オリゴマー特異的抗体の製造のための、請求項１から１２までのいずれか１項に記載の
オリゴマー、その誘導体又は組成物の使用。
【請求項２８】
　物質又は物質混合物を特徴付けるための方法において、
i）物質又は物質混合物を得て、
ii）物質又は物質混合物を、請求項１から１２までのいずれか１項に記載のオリゴマー、
その誘導体又は組成物に作用させ、かつ
iii）物質又は物質混合物の一定部分が、オリゴマー、その誘導体又は組成物中に含有さ
れる少なくとも１種のオリゴマー又はその誘導体に結合しているかどうかを測定する方法
。
【請求項２９】
　物質又はその一部が、請求項２８に記載の方法で、オリゴマー、その誘導体又は組成物
中に含有される少なくとも１種のオリゴマー又はその誘導体に結合するリガンドとして同
定可能である、物質又は物質混合物の一部。
【請求項３０】
　アミロイド－β関連の病気、殊に、痴呆症の治療薬を製造するための、請求項２９に記
載の物質又は物質混合物の一部の使用。
【請求項３１】
　アミロイド－β関連の病気、殊に、痴呆症の診断用の組成物を製造するための、請求項



(4) JP 2012-250981 A 2012.12.20

10

20

30

40

50

２９に記載の物質又は物質混合物の一部の使用。
【請求項３２】
　抗体を製造するための方法において、
i）宿主を、請求項１から１２までのいずれか１項に記載の少なくとも１種のオリゴマー
、その誘導体又は組成物で免疫化させ、かつ
ii）免疫化への応答として生じる抗体－含有の宿主血清を取得する方法。
【請求項３３】
　免疫原として使用されるオリゴマー、その誘導体又は免疫原として使用される組成物中
に含有される少なくとも１種のオリゴマー又はその誘導体を認識する少なくとも１種の血
清抗体を選別する、請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
　請求項１から１２までのいずれか１項に記載のオリゴマー又はその誘導体への特異性を
有する抗体を製造するための方法において、
i）オリゴマー又はその誘導体を包含する抗原を得て、
ii）その抗原を抗体－レパートリーに作用させ、かつ
iii）オリゴマー又はその誘導体に特異的に結合する抗体をレパートリーから選別する方
法。
【請求項３５】
　動物を抗原で免疫化させることによって、抗原を抗体－レパートリーに生体内で作用さ
せる、請求項３４に記載の方法。
【請求項３６】
　更に、動物のリンパ球から一連のハイブリドーマを確立し、オリゴマー又はその誘導体
に特異的に結合する抗体を分泌するハイブリドーマを選別する、請求項３４に記載の方法
。
【請求項３７】
　動物は、マウス、ラット、ニワトリ、ラクダ、カニクイザル、ウサギ及びヤギから選択
される、請求項３４に記載の方法。
【請求項３８】
　動物は、APP－欠損のノックアウト－マウスである、請求項３７に記載に方法。
【請求項３９】
　動物は、抗原刺激によりヒト抗体を生じさせるヒト免疫グロブリン遺伝子を有する形質
転換マウスである、請求項３７に記載の方法。
【請求項４０】
　動物は、ヒト末梢単核血球又はリンパ様細胞又はその前駆体で再構成されている重症の
併合免疫不全（SCID）のマウスである、請求項３７に記載の方法。
【請求項４１】
　動物は、致死的全身放射線照射で処理され、引き続き、重症併合免疫不全（SCID）のマ
ウスからの骨髄細胞で照射に対して保護され、引き続き、機能的ヒトリンパ球又はその前
駆体を移植されているマウスである、請求項３７に記載の方法。
【請求項４２】
　組換え抗体バンクを抗原でスクリーニングすることによって、抗原を抗体－レパートリ
ーに試験管内で作用させる、請求項３４に記載の方法。
【請求項４３】
　組換え体の抗体バンクをバクテリオファージの表面で発現させる、請求項４２に記載の
方法。
【請求項４４】
　組換え抗体バンクを酵母細胞の表面で発現させる、請求項４２に記載の方法。
【請求項４５】
　組換え抗体バンクを細菌細胞の表面で発現させる、請求項４２に記載の方法。
【請求項４６】
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　組換え抗体バンクをRNA－タンパク質－融合として発現させる、請求項４２に記載に方
法。
【請求項４７】
　組換え抗体バンクはscFv－バンク又はFab－バンクである、請求項４２に記載の方法。
【請求項４８】
　組換え抗体バンクは単一ドメイン－バンクである、請求項４２に記載の方法。
【請求項４９】
　動物を抗原で生体内で免疫化させ、引き続き、動物のリンパ様細胞から製造した組換え
抗体バンクを抗原でスクリーニングすることによって、抗原を抗体－レパートリーへ作用
させる、請求項３４に記載の方法。
【請求項５０】
　動物を抗原で生体内で免疫化させ、引き続き、動物のリンパ様細胞から製造した組換え
抗体バンクを試験管内で親和性成熟させることによって、抗原を抗体－レパートリーへ作
用させる、請求項３４に記載の方法。
【請求項５１】
　動物を抗原で免疫化させ、引き続き、抗原結合抗体を分泌する単細胞を選別し、単細胞
から重鎖及び軽鎖の可変領域のcDNAを取得することによって、抗原を抗体－レパートリー
へ作用させる、請求項３４に記載の方法。
【請求項５２】
　請求項３２から５１までのいずれか１項に記載の方法で得られる抗体。
【請求項５３】
　請求項１から１２までのいずれか１項に記載のオリゴマー又はその誘導体に特異的に結
合するタンパク質。
【請求項５４】
　タンパク質はオリゴマー又はその誘導体をKＤ＝１０－６～１０－１２Mの範囲の親和性
で結合する、請求項５３に記載のタンパク質。
【請求項５５】
　タンパク質はオリゴマー又はその誘導体をKｄ＝１０－８Mよりも高い親和性で結合する
、請求項５４に記載のタンパク質。
【請求項５６】
　タンパク質はオリゴマー又はその誘導体をKｄ＝１０－９Mよりも高い親和性で結合する
、請求項５４に記載のタンパク質。
【請求項５７】
　タンパク質はオリゴマー又はその誘導体をKｄ＝１０－１０Mよりも高い親和性で結合す
る、請求項５４に記載のタンパク質。
【請求項５８】
　タンパク質はオリゴマー又はその誘導体をKｄ＝１０－１１Mよりも高い親和性で結合す
る、請求項５４に記載のタンパク質。
【請求項５９】
　タンパク質はモノマーＡβ（１－４２）－タンパク質及び／又はモノマーＡβ（１－４
０）－タンパク質をKｄ＝１０－８Mよりも低い親和性で結合する、請求項５３から５８ま
でのいずれか１項に記載のタンパク質。
【請求項６０】
　オリゴマー又はその誘導体へのタンパク質の親和性は、モノマーＡβ（１－４２）－タ
ンパク質及び／又はモノマーＡβ（１－４０）－タンパク質への親和性よりも少なくとも
１０倍高い、請求項５３から５９までのいずれか１項に記載のタンパク質。
【請求項６１】
　オリゴマー又はその誘導体へのタンパク質の親和性は、モノマーＡβ（１－４２）－タ
ンパク質及び／又はモノマーＡβ（１－４０）－タンパク質への親和性よりも少なくとも
１００倍高い、請求項５３から５９までのいずれか１項に記載のタンパク質。
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【請求項６２】
　オリゴマー又はその誘導体へのタンパク質の親和性は、モノマーＡβ（１－４２）－タ
ンパク質及び／又はモノマーＡβ（１－４０）－タンパク質への親和性よりも少なくとも
１０００倍高い、請求項５３から５９までのいずれか１項に記載のタンパク質。
【請求項６３】
　タンパク質は、オリゴマー又はその誘導体を、表面プラスモン共鳴により測定したｋｏ

ｆｆ－速度定数０．１ｓ－１以下で結合する、請求項５３から６２までのいずれか１項に
記載のタンパク質。
【請求項６４】
　タンパク質は、オリゴマー又はその誘導体の活性を、１ｘ１０－５以下の阻害定数IC５
０で阻害する、請求項５３から６３までのいずれか１項に記載のタンパク質。
【請求項６５】
　タンパク質は、抗体又はその抗原結合部分である、請求項５３から６４までのいずれか
１項に記載のタンパク質。
【請求項６６】
　抗体は、実際にヒト抗体又はその抗原結合部分である、請求項６５に記載の抗体。
【請求項６７】
　抗体は、キメラ抗体又はその抗原結合部分である、請求項６５に記載の抗体。
【請求項６８】
　抗体は、CDR－グラフト－抗体又はその抗原結合部分である、請求項６５に記載の抗体
。
【請求項６９】
　タンパク質は、Ｔ－細胞受容体から由来する分子又はＴ－細胞受容体から由来する受容
体ドメイン、又は受容体ドメインと免疫グロブリンのFc－部分との融合タンパク質である
、請求項５３から６４までのいずれか１項に記載のタンパク質。
【請求項７０】
　請求項５３から６９までのいずれか１項に記載のタンパク質及び場合により製薬学的に
認容性の賦形剤を含有する製薬学的製剤。
【請求項７１】
　アミロイド－β関連の病気、殊に、痴呆症の治療用薬剤を製造するための、請求項５３
から６９までのいずれか１項に記載のタンパク質の使用。
【請求項７２】
　アミロイド－β関連の病気、殊に、痴呆症の診断用組成物を製造するための、請求項５
３から６９までのいずれか１項に記載のタンパク質の使用。
【請求項７３】
　請求項１から１２までのいずれか１項に記載の、少なくとも１種のオリゴマー又は少な
くとも１種のその誘導体又は組成物を包含するワクチン。
【請求項７４】
　アミロイド－β関連の病気、殊に、痴呆症の治療用ワクチンを製造するための、請求項
１から１２までのいずれか１項に記載のオリゴマー又はその誘導体又は組成物の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、アミロイド－β（１－４２）－タンパク質の神経変性オリゴマー、このオリ
ゴマーが再現可能な方法及び高収率で得られる特殊製法、及びオリゴマー特異的抗体の製
造のための、及びオリゴマー及びその生成と相互作用をし得る物質の発見のための診断剤
及び治療剤としてのオリゴマーの使用に関する。
【０００２】
　本発明は、同様にして、オリゴマーの誘導体、殊に、架橋結合したオリゴマー及びその
アミロイド－β（１－４２）－タンパク質の切端形をベースとするオリゴマー、その製造
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及びその使用にも関する。
【０００３】
　抗体の製造のための、又は物質の発見のための相応する方法は、抗体自体及び診断剤及
び治療剤としての抗体又は物質の使用と全く同様に記載される。
【背景技術】
【０００４】
　アミロイド－β（１－４２）－タンパク質（Ａβ（１－４２）としても略称される）は
、アルツハイマー－及びダウン症候群－患者の脳におけるタンパク質、脂質、炭水化物及
び塩から組成される不溶性の細胞外沈着物（老人性又は神経炎性斑）の中心成分である（
C.L.Masters et al. PNAS 82, 4245-4249,1985）。水性環境中で重合傾向を有するこのタ
ンパク質は極めて様々な分子形で存在し得る。
【０００５】
　不溶性タンパク質沈着物と老人性痴呆症、例えば、アルツハイマーの出現又は進展との
簡単な相関性は、確実には実証されなかった（R.D.Terry et al Ann. Neurol. 30. 572-5
80(1991), D.W. Dickson et al. Nurobiol. Aging 16, 285-298(1995)）。それに反して
、シナップス及び認知感覚の喪失は、より良好にAβ（１－４２）の可溶性形と相関する
と思われる（L.F. Lue et al. Aｍ. J. Pathol. 155, 853-862,(1999), C.A. McLean et 
al. Ann. Neurol. 46, 860-866 (1999)）。
【０００６】
　Aβ（１－４２）の可溶性形には、老人性痴呆症、例えば、アルツハイマーの原因であ
るといわれる分子形に関して、実際に２種の異なる仮説がある。
【０００７】
　１つには、Aβ（１－４２）－プロトフィブリルの細胞毒作用が仮定される。更に、こ
れは、１５０～２５０kDaの範囲の分子量を有する可溶性で原線維性の比較的高度に集合
したAβ（１－４２）－形であり（Arispe et al. PNAS 90. 567(1993), Lashuel et al.,
 Nature 418, 291(2002)) 、これは孔を形成する特性に基づき、カルシウムがニューロン
細胞膜を自由に通過するように作用するといわれる。
【０００８】
　他方では、１５～３０kDaの範囲の分子量を有するオリゴマーAβ（１－４２）－誘導体
（M.P. Lambert et al. PNAS 95, 6448-6453 (1998)) が記載されている。このアミロイ
ドから誘導されるび慢性で老人性痴呆に関与するリガンド(ADDL's Fuer Amyloid Derived
  Dementing Ligands, US-A 6218506 及びWO 01/10900参照又はfuer Amyloid Derived Di
ffusible Ligands参照, Lambert et al. supra）としても特徴付けられる非原線維性オリ
ゴマーは、海馬切片中のニューロンの長時間相乗作用率への阻害的影響を示す。
【０００９】
　勿論、従来のオリゴマー研究の状況は、本来関連のある種についての大きな不透明性を
特徴とする。即ち、ＵＳ－Ａ６２１８５０６に、３～１２個のサブユニットを有するADDL
sが記載され、これに対して、WO０１／１０９００に記載されたADDLsは２４個までのサブ
ユニットを有する。
【００１０】
　殊に、非変性条件下でのゲル電気泳動分析で、２７～２８kDa及び２３～２４kDa（ＵＳ
－Ａ６２１８５０６）又は約２６kDa～２８kDa（ＷＯ０１／１０９００）又は１７kDa及
び２７kDa（M.P. Lambert et al. PNAS 95, 6448-6453(1998））の範囲の分子量、及び非
変性条件下でのSDS－ゲル電気泳動分析で、１７kDa及び２２kDa（M.P. Lambert et al. P
NAS 95, 6448-6453（1998））又は約２２kDa～約２４kDa及び約１８kDa～約１９kDa（Ｗ
Ｏ０１／１０９００）の分子量を有する少なくとも２つの形が論じられる。８kDa及び１
２kDaの範囲の分子量を有するSDS－安定のAβ（１－４２）－オリゴマーも、アルツハイ
マー－患者の脳で、ウエスタン－ブロット（Western Blot）－法によって検証された（C.
A. McLean et al. Ann. Neurol. 46, 860-866 (1999))。
【００１１】
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　記載された製法の欠点は、それが不均一なオリゴマー－標本を生じさせることである。
【００１２】
　即ち、神経変性の原因であるAβ（１－４２）の分子形は、再現可能な方法では未だ得
られず、まして明白な方法で同定もされ得ていない。
【００１３】
　しかし、均一な標本の重要性は、例えば、アルツハイマー－患者の能動免疫化のための
最初の臨床研究経過から判断され得る。Aβ（１－４２）の前集合形のワクチン注射によ
って、患者の一部で著しい副作用（メンゴ脳炎、出血）が生じ、それというのも、生成し
た抗体が、細胞の被覆に必要と思われるAβ（１－４２）－形も認識し、これによって炎
症反応が生じるからである（D. Schenk.; Nat. Rev. Neurosci. 3, 824-828 (2002))。
【００１４】
　従って、本来的に傷害性のタンパク質形の中和を特に目指す適切な治療には、その同定
及び限定の製造が絶対に必要な前提である。
【００１５】
　更に、Aβ（１－４２）－タンパク質のＮ－末端切断形の出現が、アルツハイマー病と
関連して言及されてきた。既に１９８５年に、死亡したアルツハイマー患者の脳の沈着物
中に、Aβ（１－４２）の他に、Ｎ－末端切断形も検出された(C. Masters et al., PNAS 
82, 4245-4249 (1985))。即ち、脳中に存在する一定のプロテアーゼ、例えば、ネプリリ
シン(NEP 24.11)又はIDE（"インシュリン分解酵素（Insulin Degrading Enzyme）"の略語
）がAβ（１－４２）を分解し得ることも知られている（D.J. Selkoe, Neuron 32, 177-1
80, (2001))。
【００１６】
　しかし、アルツハイマー病の病因におけるＮ－末端切断形の重要性は不明である(E.B. 
Lee et al. JBS 278, 4458-4466 (2003))。重要なことに、突発性又は家族性アルツハイ
マー病又はダウン－症候群の若干の患者には、優先的に、この切端形が蓄積されている(J
. Naeslund et al. PNAS 91, 8378-8382, (1994), C. Russo et al., Nature 405, 531-5
32, (2000), T.C. Saido et al., Neuron 14, 457-466, (1995))。新しい研究(N. Sergea
nt et al. J. of Neurochemistry 85, 1581-1591, (2003)) で、死亡したアルツハイマー
－患者の脳中の全不溶性Aβ－ペプチドの６０％が、Ｎ－末端切断形に基づいていること
が示された。
【００１７】
　モノマーAβ（１－４２）－タンパク質及びその一定の断片に照準している抗体は既に
記載されている。
【００１８】
　即ち、ＷＯ０３／０１６４６６及びＷＯ０３／０１６４６７は、CDR２で一定のグリコ
シリル化部位が欠けているモノクローナル抗体２６６及びその類似体に関する。そのヒト
化型（Ｈｕ－２６６）も知られている。この印刷物では、他のモノクローナル抗体も記載
されていて、それは、抗体２２６と同様に、Aβ（１－４２）のアミノ酸１３～２８の範
囲でエピトープを認識する。これには、抗体４Ｇ８（Lue et al. (1999), supra にも記
載されている）及び１Ｃ２が属する。更に、McLean et al. (1999), supra に、モノクロ
ーナル抗体１Ｅ８が記載され、これは、Aβ（１－４２）のアミノ酸１８～２２の範囲で
エピトープを認識すると言われている。
【００１９】
　更に、Aβ（１－４２）のＮ－末端配列のエピトープを認識する、他の一連の抗体が公
知である。それには、市販で得られる、モノクローナル抗体６Ｅ１０（ＷＯ０１／１０９
００；Naeslund et al. (1994), supra; Sergeant et al. (2003), supra にも記載され
ている）及びモノクローナル抗体３Ｄ６及び１０Ｄ５（ＷＯ０３／０１６４６７参照）及
びＢａｎ５０及びＮＡＢ２２８（Lee et al. (2003), supra）が属する。
【００２０】
　更に、モノクローナル抗体ＷＯ２、２１Ｆ１２及び３Ｄ６及びポリクローナル血清ＡＤ
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Ａ４２が挙げられる（Sergeant et al. (2003), supra) 。
【００２１】
　前臨床的検査にある抗－Aβ（１－４２）－抗体に関する概要は、Schenk et al. (2002
), supra にある。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００２２】
【特許文献１】ＵＳ－Ａ６２１８５０６
【特許文献２】ＷＯ０１／１０９００
【特許文献３】ＷＯ０３／０１６４６６
【特許文献４】ＷＯ０３／０１６４６７
【非特許文献】
【００２３】
【非特許文献１】C.L.Masters et al. PNAS 82, 4245-4249(1985)
【非特許文献２】R.D.Terry et al Ann. Neurol. 30. 572-580(1991)
【非特許文献３】D.W. Dickson et al. Nurobiol. Aging 16, 285-298(1995)
【非特許文献４】L.F. Lue et al. Aｍ. J. Pathol. 155, 853-862,(1999)
【非特許文献５】C.A. McLean et al. Ann. Neurol. 46, 860-866 (1999)
【非特許文献６】Arispe et al. PNAS 90. 567(1993)
【非特許文献７】Lashuel et al., Nature 418, 291(2002)
【非特許文献８】M.P. Lambert et al. PNAS 95, 6448-6453 (1998)
【非特許文献９】E.B. Lee et al. JBS 278, 4458-4466 (2003)
【非特許文献１０】C.A. McLean et al. Ann. Neurol. 46, 860-866 (1999)
【非特許文献１１】D. Schenk.; Nat. Rev. Neurosci. 3, 824-828 (2002)
【非特許文献１２】C. Masters et al., PNAS 82, 4245-4249 (1985)
【非特許文献１３】D.J. Selkoe, Neuron 32, 177-180, (2001)
【非特許文献１４】J. Naeslund et al. PNAS 91, 8378-8382, (1994)
【非特許文献１５】C. Russo et al., Nature 405, 531-532, (2000)
【非特許文献１６】T.C. Saido et al., Neuron 14, 457-466, (1995)
【非特許文献１７】N. Sergeant et al. J. of Neurochemistry 85, 1581-1591, (2003)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００２４】
　本発明は、Aβ（１－４２）の神経変性及び殊にニューロン傷害作用の原因となり、か
つ老人性痴呆症、例えば、アルツハイマー病及びダウン－症候群において増大に出現する
分子形を得るという本発明の基礎にある課題を、モノマーAβ（１－４２）－タンパク質
から特異的方法で均一な標本の形で得られる一定のAβ（１－４２）－オリゴマーによっ
て、及びこのオリゴマーの一定の誘導体、殊に、架橋結合したオリゴマー及び切端Aβ（
１－４２）－形をベースとするオリゴマーによって解明する。この製法は、水性媒体中で
難溶性のペプチド合成Aβ（１－４２）－タンパク質を、高収率で、限定された可溶性オ
リゴマーに変換させることを可能にする。
【００２５】
　従って、本発明の目的は、特許請求に定義された目的である。
【課題を解決するための手段】
【００２６】
　即ち、本発明は、アミロイド－β（１－４２）－タンパク質のオリゴマーに関し、この
際、このオリゴマーは、ＳＤＳ－ゲル電気泳動で、約１５kDa、２０kDa、３８kDa又は４
８kDaの見かけの分子量を示し、又は場合により誘導体化に相応して変化した分子量を有
するオリゴマーの誘導体に関する。
【００２７】
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　アミロイド－β（１－４２）－タンパク質は、４２個のアミノ酸を有するポリペプチド
であり、これは、アミロイド－前駆タンパク質（アミロイド前駆タンパク質（Amyloid Pr
ecursor Protein）のＡＰＰ）から、タンパク質加水分解過程によって誘導される。ヒト
変異型のほかに、アミロイド－β（１－４２）－タンパク質のイソ型も属し、これは人間
以外の生物、ことに他の哺乳類、特にラットに存在する。
【００２８】
　本発明は、特別な実施態様により、ヒトアミロイド－β（１－４２）－タンパク質のオ
リゴマーに関する。ヒトアミロイド－β（１－４２）－タンパク質には、殊に、アミノ酸
配列SEQ ID NO：１を有するタンパク質、及び前記の配列から、殊に、アミノ酸交換によ
って誘導される、その突然変異タンパク質及び全変異型が属する。これに関連して、特に
、次のアミノ酸置換が挙げられる：Ａ２１Ｇ、Ｅ２２Ｋ，Ｅ２２Ｑ、Ｅ２２Ｇ及びＤ２３
Ｎ。即ち、アミロイド－β（１－４２）－タンパク質の突然変異タンパク質又は全変異型
には、本発明により、殊に、アミノ酸配列SEQ ID NO：１を有するタンパク質が属し、こ
の中で、アラニン２１、グルタミン酸２２及びアスパラギン酸２３から選択される１種以
上のアミノ酸が、他の、有利にグリシン、リジン、グルタミン及びアスパラギンから選択
されるアミノ酸と置換されている。本発明により、殊に、グルタミン又はグリシンによる
部位２２の置換が特に重要である。
【００２９】
　本発明は、もう１つの特別な実施態様により、ラットアミロイド－β（１－４２）－タ
ンパク質のオリゴマーに関する。ラットアミロイド－β（１－４２）－タンパク質には、
殊に、アミノ酸配列SEQ ID NO：２を有するタンパク質、及び前記の配列から、殊に、ア
ミノ酸交換によって誘導される、その突然変異タンパク質及び全変異型が属する。これに
関連して、特に、ヒトの配列で説明されたアミノ酸置換に相応するアミノ酸配列が挙げら
れる。
【００３０】
　アミロイド－β（１－４２）－タンパク質は、公知のペプチド合成法によって又は組換
えで製造することができる。更に、一連のこのタンパク質は市販で得られる。突然変異タ
ンパク質及び全変異型にも同じことが当てはまる。
【００３１】
　本発明によるオリゴマーは、アミロイド－β（１－４２）－タンパク質のオリゴマー化
によって得られる。オリゴマー化は、モノマーアミロイド－タンパク質の非共有集合を含
み、従って、このことから、本発明によるオリゴマーは、数種のアミロイド－β（１－４
２）－タンパク質モノ標識ら組成されていることが判る。
【００３２】
　オリゴマー化度に応じて、本発明によるオリゴマーは様々な分子量を有する。即ち、オ
リゴマーに、変性ゲル電気泳動法により、見かけの分子量を配属させることができる。こ
れは、変性標準条件下でのゲル電気泳動法（トリス－グリシン－ゲル、４～２０％、Laem
mli UK, Nature 227, 680-685 (1970) 参照）を実施する場合に、オリゴマーＡ１につい
ては約１５kDa、オリゴマーＡ２については約２０kDa、オリゴマーＢ１については約３８
kDa、オリゴマーＢ２については約４８kDaであり、この際、次の標準タンパク質が同じ条
件で次の見かけの分子量を有する：ミオシン２５０kDa、ウシ－血清アルブミン９８kDa、
グルタミンヒドロゲナーゼ６４kDa、炭酸脱水酵素３６kDa、ミオグロビン３０kDa、リゾ
チーム１６kDa、アプロチニン６kDa、インシュリンＢ－鎖４kDa（前－青着色標準（Blue 
Pre-stained Standard ）参照）。もう１つの観点に依り、自然標準条件下でのゲル電気
泳動法（トリス－グリシン－ゲル、４～２０％）を実施する場合に、オリゴマーＢの分子
量は、約６４～９０kDaであり、この際、次の標準タンパク質が同じ条件で次の見かけの
分子量を有する：ミオシン２５０kDa、ウシ－血清アルブミン９８kDa、グルタミンヒドロ
ゲナーゼ６４kDa、カルボアンヒドレーゼ３６kDa、ミオグロビン３０kDa、リゾチーム１
６kDa、アプロチニン６kDa、インシュリンＢ－鎖４kDa（青色前着色標準（Blue Pre-stai
ned Standard ）参照）。
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【００３３】
　もう１つの観点により、本発明によるオリゴマーは、ニューロン細胞への親和性を特徴
とする。そのことから、オリゴマーは一定の細胞表面タンパク質、殊に、受容体に結合す
ることがわかる。
【００３４】
　従って、本発明は、予めの細胞構造への本発明によるオリゴマーの結合の測定法にも関
し、この際、
i）本発明によるオリゴマーを細胞構造に作用させ、かつ
ii）本発明によるオリゴマーが細胞構造に結合するかどうかを測定する。
【００３５】
　もう１つの観点により、本発明によるオリゴマーは、神経変性作用を特徴とする。この
神経変性作用は、少なくとも１種の本発明によるオリゴマーを、殊に、ニューロン細胞、
例えば、神経芽細胞の培養に作用させる場合には、これらの細胞の生存可能性を減少させ
ることで顕示される。この際、細胞の生存可能性は、自体公知の方法で、例えば、本発明
によるオリゴマーの作用で生じるアポトーシスの程度を測定することによって評価され得
る。このために、好適な試験法、例えば、３－［４，５－ジメチルチアゾル－２－イル］
－２，５－ジフェニルテトラゾリウムブロミド（ＭＴＴ）をベースとする比色法が使用さ
れる。生体内では、この神経変性作用は、殊に、ニューロンの発射率（Feuerungsrate）
の変性で顕示される。
【００３６】
　従って、本発明は、本発明によるオリゴマーの活性、殊に、神経毒性の測定法にも関し
、この際、
i）本発明によるオリゴマーを細胞に作用させ、かつ
ii）細胞の状態が変化するかどうかを測定する。
【００３７】
　前記の方法について、本発明によるオリゴマーを前記の方法で、例えば、前記の組成物
の形で製造することができる。細胞又は細胞構造物を、有利に、試験管内で、殊に、細胞
培養物として又は細胞構造物ではホモジネートとしても製造される。この際、ニューロン
細胞及び殊に神経芽細胞を神経毒性の測定に用いる。選択的に細胞を生体内で、殊に、生
体、例えば実験動物の一部として、又は生体外で準備することができる。
【００３８】
　細胞の状態を、通例、オリゴマーの作用前に少なくとも１回及び作用後に少なくとも１
回測定する。作用前の状態と作用後の状態との間の比較で差異が生じる場合には、試験し
たオリゴマーは活性を有する。
【００３９】
　測定すべき状態の種類は、測定すべき活性の種類に依る。例えば、生存可能性を測定す
ることによって、神経毒性が測定される。それには、オリゴマーの作用前及び作用後の全
細胞数に対する生存細胞の数を測定し、相互に比較することができる。
【００４０】
　前記の結合又は活性の測定方法に基づき、一定の実施態様により、物質が本発明による
オリゴマーの結合を阻害する及び／又はその活性を変性させる、要するに、殊に、減少さ
せる、又は実際に完全に阻止する（阻害する）、又は強化させるかどうかを試験すること
ができる。
【００４１】
　原則的に、そのために方法を少なくとも２回、１回は試験物質が存在して、もう１回は
試験物質が不在で実施する。そのために、試験物質をオリゴマーに、通例、その製造後に
添加する。
【００４２】
　勿論、試験すべき物質がオリゴマーの生成に影響するか否かを測定すべき場合には、試
験物質を、有利にオリゴマーの生成前に既に、要するに、その製造前に既に、例えば、オ
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リゴマー生成に使用される１種以上の出発物質に添加する。即ち、本発明による製法を、
試験物質の添加下に実施し、引き続き、オリゴマーが生成するかどうか、及びどの程度生
成するかを測定する。そのために、この方法で得られる方法生成物が本発明によるオリゴ
マーの特性、要するに、例えば、その分子量、結合可能性及び活性を有するかどうかを測
定することができる。
【００４３】
　極めて著しい神経変性作用の意において、本発明によるオリゴマーＢが有利である。こ
のオリゴマーの誘導体も、この見地において有利であり、この際、殊に、Ｎ－末端切断の
Aβ（１－４２）－タンパク質をベースとするオリゴマーが有利である。
【００４４】
　方法技術的理由から、オリゴマーＡ又はオリゴマーＢは、混合物として、オリゴマーの
他に更に少量の他のポリペプチド、殊に、モノマーアミロイド－β（１－４２）－タンパ
ク質及び場合により集合アミロイド－β（１－４２）－タンパク質の高分子形も含有する
組成物の形で生じてもよい。この種類の組成物は、同様に本発明の目的であり、殊に、１
種以上の本発明によるオリゴマーの割合が、アミロイド－β（１－４２）－タンパク質か
ら誘導されるタンパク質の全量に対して、少なくとも７０質量％、有利に少なくとも９０
質量％、殊に少なくとも９５質量％であることを特徴とする。オリゴマーＡの標本では、
オリゴマーＡ２（ＳＤＳ－ゲルで２０kDa－帯）の割合が少なくとも５０質量％、有利に
少なくとも７０質量％、殊に少なくとも８５質量％である。オリゴマーＢの標本では、オ
リゴマーＢ１及びＢ２（ＳＤＳ－ゲルで３８kDa－及び４８kDa－帯）の割合は、少なくと
も６０質量％、有利に少なくとも７５質量％、殊に少なくとも９０質量％である。
【００４５】
　本発明によるオリゴマーは誘導体化されていてもよい。この種類の誘導体化の目的は、
例えば、殊に、生物学的有効性に関するオリゴマーの物理化学的特性を変性させること、
オリゴマーに検出可能な標識を与えること又は不動化させることであってよく、例えば、
担体に結合させることができることである。標識化及び不動化は、殊に、診断的使用に重
要である。
【００４６】
　タンパク質生化学的範囲で慣用の好適な標識化は、当業者に公知である。それには、蛍
光－標識化、例えば、一定のフルオレセイン－及びテトラメチルローダミン－誘導体、発
光標識化、比色標識化、放射性標識化及び磁気標識化及び相補的結合相手、例えば、ビオ
チン－及びストレプタビジン－誘導体への親和性での標識化が属する。
【００４７】
　見かけの分子量に関して、オリゴマー誘導体は、非誘導体化オリゴマーに比べて相応に
高められていてよい分子量を有することに注意すべきであり、しかしこの際、集合数は同
じである。即ち、例えば、ＳＤＳ－ゲルで３８kDaの分子量を有するAβ（１－４２）－オ
リゴマーＢ１をベースとするビオチン－誘導体は、４２kDaの分子量を有する。
【００４８】
　本発明の特別な実施態様により、オリゴマーは架橋結合している。好適な架橋結合剤は
当業者に公知であり、通例、二官能性試剤、例えば、ホルムアルデヒド、グルタルジアル
デヒド、ジスクシンイミジルスベレート、ジチオビス（スクシンイミジルプロピオネート
）、ジスクシンイミジルタルトレート、ジスルホスクシンイミジルタルトレート、ジメチ
ルアジピミデート、ジメチルピメリデート、ジメチルスベリミデート、ジメチル－３，３
’－ジチオビスプロピオニミデート、Ｎ－γ－マレイミニドブチルオキシスクシニミドエ
ステル、スクシニミジル－４（Ｎ－マレイニミドメチル）－シクロヘキサン－１－カルボ
キシレート、Ｎ－スクシニミジル－（４－イオドアセチル）アミノベンゾエート及びN－
スクシンイミジル－３－（２－ピリジルジチオ）プロピオネートである。
【００４９】
　この種類の架橋結合オリゴマーは、それが安定性であり、そのオリゴマー化度は、通例
、もはや不可逆であるという利点を有する。従って、これは特に診断的試験系での使用に
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、又はオリゴマー特異的抗体の製造のための免疫原として好適である。
【００５０】
　本発明によるオリゴマーの誘導体には、アミロイド－β（１－４２）－タンパク質の断
片のオリゴマーも属する。天然に産するプロテアーゼの作用によって得られる断片が有利
である。殊に、タンパク質加水分解によって非変性条件下に生理学的緩衝液中で得られる
断片は、アミロイド－β（１－４２）－タンパク質に比べて、高められたタンパク質加水
分解安定性を有する。エンドペプチダーゼの作用によって得られる断片が有利である。本
発明の特別な実施態様により、断片は、トリプシン、キモトリプシン、サーモリシン、エ
ラスターゼ、パパイン又はエンドプロテイナーゼGluCの作用によって得られる。もう１つ
の観点により、その本発明によるオリゴマーが神経変性作用を特徴とする断片が有利であ
る。この観点を更に説明するために、本発明によるアミロイド－β（１－４２）－タンパ
ク質のオリゴマーの神経変性作用についての相応する実施が参照される。
【００５１】
　有利な断片は、構造的に、殊に、それがアミロイド－β（１－４２）－タンパク質から
Ｎ－末端配列の分離によって誘導されることを特徴とする。１観点により、このＮ－末端
配列とは、アミロイド－β（１－４２）－タンパク質のＮ－末端配列の２３個まで、有利
に２１個まで、殊に１９個までのアミノ酸を有する断片が重要である。従って、その配列
がアミノ酸２４～４２個、有利に２２～４２個、殊に２０～４２個を連続して包含する、
本発明によるAβ（１－４２）－タンパク質の断片が有利である。もう１つの観点により
、分離すべきＮ－末端配列とは、アミロイド－β（１－４２）－タンパク質のＮ－末端配
列の少なくとも７、有利に少なくとも９、殊に少なくとも１１個のアミノ酸を有する配列
が重要である。従って、本発明により殊に、Ｎ－末端で約７～２３、有利に９～２１、殊
に１１～１９のアミノ酸が切断されているアミロイド－β（１－４２）－タンパク質の断
片が有利である。この断片は、式　Ａβ（ｘ－４２）に相応し、ここで、ｘは８～２４、
有利に１０～２２、殊に１２～２０である。従って、本発明により、Ａβ（ｘ－４２）－
断片は、有利に、次の断片から選択される：Ａβ（８－４２）、Ａβ（９－４２）、Ａβ
（１０－４２）、Ａβ（１１－４２）、Ａβ（１２－４２）、Ａβ（１３－４２）、Ａβ
（１４－４２）、Ａβ（１５－４２）、Ａβ（１６－４２）、Ａβ（１７－４２）、Ａβ
（１８－４２）、Ａβ（１９－４２）、Ａβ（２０－４２）、Ａβ（２１－４２）、Ａβ
（２２－４２）、Ａβ（２３－４２）及びＡβ（２４－４２）。特殊な断片は、サーモリ
シンの作用によって得られるアミロイド－β（２０－４２）－断片及びエンドプロテイナ
ーゼGluCの作用によって得られるアミロイド－β（１２－４２）－断片である。
【００５２】
　本発明による誘導体には、Ｃ－末端１又は２で他のアミノ酸を有するアミロイド－β（
１－４２）－タンパク質から誘導される形も属する。即ち、それには、例えば、Aβ（１
－４３）－タンパク質のオリゴマー又は前記の実施に相応するその誘導体が属する。
【００５３】
　本発明によるオリゴマーの製法は、実際には、３段階からなり、その第１段階は任意で
あるが有利であり、第２段階はオリゴマーＡ及びＢの製造のために強制的であり、第３段
階は本発明によるオリゴマーＢの製造に用いられる。
【００５４】
　段階１は、タンパク質の変性に関する。そのために、水素橋切断剤、例えば、ヘキサフ
ルオルイソプロパノール（HFIP）をタンパク質に作用させることができる。作用温度が約
２０～５０℃、殊に約３５～４０℃である場合には、数分、例えば、約１０～６０分間の
作用時間で十分である。蒸発乾燥させた残渣を、引続いて、有利に濃縮形で、水性緩衝液
と混合可能な好適な有機溶剤、例えば、ジメチルスルホキシド（DMSO）に溶かし、本発明
による方法の第２段階で使用可能な、少なくとも部分的に変性されたタンパク質の懸濁液
を得る。必要に応じて、基本懸濁液を暫時、より低温で、例えば、約－２０℃で保存する
ことができる。
【００５５】
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　前記の段階１について選択的に、タンパク質を弱酸性の、有利に水溶液中に、例えば、
約１０ミリモルのHCl－水溶液中に入れることができる。通例、数分間に渡る恒温保持後
に、不溶成分を遠心分離する。１００００ｇで数分間が有利である。この方法段階は有利
に室温で、即ち、２０～３０℃の範囲の温度で実施される。遠心分離後に得られる上澄液
は、アミロイド－β（１－４２）－タンパク質を含有し、暫時、より低温で、例えば、約
－２０℃で保存することができる。
【００５６】
　段階２は、タンパク質からオリゴマーＡへのオリゴマー化に関する。そのために、界面
活性剤を場合により少なくとも部分的に変性されたタンパク質に、十分なオリゴマーＡが
生じるまで作用させる。
【００５７】
　イオン性界面活性剤、殊に、陰イオン性界面活性剤が有利に使用される。
【００５８】
　有利な実施態様により、式（Ｉ）の界面活性剤を使用する：
　　　　　　　　　Ｒ－Ｘ
［式中、
基Ｒは、６～２０、有利に１０～１４個の炭素原子を有する場合により分枝鎖のアルキル
又は６～２０、有利に１０～１４個の炭素原子を有する場合により分枝鎖のアルケニルを
表わし、
基Ｘは、酸性基又はその塩を表わし、この際、Ｘは、有利に、－ＣＯＯ－Ｍ＋、－ＳＯ３
－Ｍ＋及び特に－ＯＳＯ３

－Ｍ＋から選択され、Ｍ＋は、水素陽イオン又は有利にアルカ
リ金属－及びアルカリ土類金属陽イオン及びアンモニウム陽イオンから選択される無機又
は有機陽イオンを表わす］。
【００５９】
　式中のＲが非分枝鎖のアルキル基を表わし、この際、この内で殊にアルク－１－イル－
基が挙げられる式（Ｉ）の界面活性剤が有利である。ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）が
特に有利である。ラウリル酸及び油酸も有利に使用することができる。界面活性剤ラウロ
イルサルコシン（Sarkosyl NL-30 又はGardol （登録商標）としても公知である）のNa－
塩も特に有利である。
【００６０】
　界面活性剤の作用時間は、殊に、オリゴマー化されるタンパク質が変性されているかど
うか（変性されていれば、どの程度）に依存する。タンパク質が段階１により前以て水素
架橋切断剤、要するに、殊に、ヘキサフルオルイソプロパノールで処理されている場合に
は、作用温度が約２０～５０℃、殊に約３５～４０℃である場合には、作用時間は数時間
の範囲、有利に約１～２０時間、殊に約２～１０時間で十分である。少し変性されたタン
パク質又は実際に変性されないタンパク質が生じる場合には、相応により長い作用時間が
有利である。アミロイド－β（１－４２）－タンパク質が、例えば、段階１について選択
的に前記された方法によって予備処理される又は段階２に直接装入される場合には、作用
温度が約２０～５０℃、殊に約３５～４０℃である場合には、作用時間は約５～３０時間
、殊に約１０～２０時間の範囲で十分である。恒温保持後に、有利に不溶成分を遠心分離
する。１００００ｇで数分が有利である。
【００６１】
　選択すべき界面活性剤－濃度は、使用される界面活性剤に依る。SDSを使用する場合に
は、０．０１～１質量％、有利に０．０５～０．５質量％の範囲、例えば、約０．２質量
％の濃度が有利である。ラウリル酸又は油酸を使用する場合には、少し高い濃度、約０．
０５～２質量％、有利に０．１～０．５質量％の範囲、例えば、約０．５質量％が有利で
ある。
【００６２】
　界面活性剤の作用は、塩濃度では、ほぼ生理学的範囲の行なわれるべきである。即ち、
殊に、NaCl－濃度は、５０～５００ミリモル、有利に１００～２００ミロモル、特に約１
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４０ミリモルの範囲で有利である。
【００６３】
　得られるオリゴマーＡ、即ち、殊にオリゴマーＡ１及び／又はＡ２を含有する溶液は、
暫時、より低い温度、例えば、約－２０℃で保存され得る。これをそのものとして本発明
による使用に、又はオリゴマーＢへの更なる変換に添加することができ、又は先ず更なる
処理－又は精製段階に接続させ、それによって殊に、少なくとも１種の本発明によるオリ
ゴマーＡを更に富化させることができる。殊に、クロマトグラフィー法により、本発明に
よるオリゴ標識ら、溶液中に含有される他のタンパク質成分及び殊にアミロイド－β（１
－４２）－タンパク質から誘導されるものを分離させることができる。殊に、この目的の
ために、親和クロマトグラフィー法が用いられ、この場合には、例えば、特異的抗体、要
するに、殊に本発明によるオリゴマー特異的抗体を使用することができる。
【００６４】
　段階３は、オリゴマーＢへのオリゴマー化に関する。オリゴマーＡを含有する組成物が
この段階の出発物質として有利に選択される。その点では、オリゴマーＡは、本発明によ
り、オリゴマーＢの製造のための中間生成物として重要である。この組成物が段階２から
由来する場合には、これは規則的に界面活性剤及び生理学的範囲の塩濃度を含有する。次
いで、界面活性剤作用又は塩濃度を減少させることが有利である。これは、界面活性剤－
又は塩濃度の減少によって、例えば、有利に水に又は低塩濃度の緩衝液、例えば、トリス
（Tris）－HCl、pH７．３での希釈によって行なうことができる。約２～１０の範囲、有
利に約３～８の範囲、殊に約４の希釈ファクターが好適であると判明した。界面活性剤作
用の減少は、界面活性剤作用を中和させ得る物質の添加によって達成することもできる。
それには、例えば、界面活性剤を複合化させ得る物質、例えば、清浄－及び抽出手段の実
施で細胞を安定化させ得る物質、例えば、一定のEO／PO－ブロックコポリマー、殊に、商
品名Pluronic（登録商標）F 68 で販売されるブロックコポリマーが属する。アルコキシ
ル化、殊にエトキシル化アルキルフェノール、例えば、Triton（登録商標）X- 系のエト
キシル化ｔ－オクチルフェノール、殊にTriton（登録商標）X100、３－（３－コルアミド
プロピル－ジメチルアンモニオ）－１－プロパンスルホネート（CHAPS（登録商標））又
はアルコキシル化、殊にエトキシル化ソルビタン脂肪酸エステル、例えば、Tween（登録
商標）－系、殊にTween（登録商標）20 が、各々臨界ミセル濃度の範囲又はそれ以上の濃
度範囲で好適である。
【００６５】
　引き続き、十分にオリゴマーＢが生じるまで溶液を恒温保持する。作用温度が約２０～
５０℃、殊に約３５～４０℃である場合には、作用時間は数時間の範囲、有利に約１０～
３０時間の範囲、殊に約１５～２５時間の範囲で十分である。引き続き、溶液を濃縮させ
、場合により生じる残渣を遠心分離する。この場合にも、１００００ｇで数分間が有利で
あることが判る。遠心分離後に得られる上澄液はオリゴマーＢを含有する。
【００６６】
　得られるオリゴマーＢ、即ち、殊にオリゴマーＢ１及び／又はＢ２を含有する溶液は、
暫時、より低い温度で、例えば、約－８０℃で保存され得る。これをそのものとして本発
明による使用に添加され、又は先ず、更なる処理又は精製段階に接続させることができる
。これに関して、オリゴマーＡに関する相応の手段についての前記の説明が参照される。
【００６７】
　更なる処理－又は精製段階は、オリゴマーの製造のために使用される界面活性剤を実際
に完全に除去する目的のためにも実施され得る。例えば、オリゴマーＢを先ず界面活性剤
含有溶液から沈殿させ、取得し、新たに界面活性剤を含まない媒体中に溶かす。タンパク
質の沈殿法は当業者によく知られている。本発明により、水性－メタノール性酢酸の添加
が有利であると判明した。一定の機械装置に結合することなく、界面活性剤又は界面活性
剤－及び塩濃度の変化がタンパク質を限定された溶解形にさせると思われ、このタンパク
質は、水性の生理学的緩衝液中に溶解されたタンパク質の出発形とは明らかに異なってお
り、このことは、例えば、変性又は自然ゲル電気泳動法又はゲル透過クロマトグラフィー
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により確認することができる。このことは驚くべきことであり、それというのも、界面活
性剤は、通例、タンパク質集合体を解離させる、即ち、下位単位に分解させることができ
るが、本発明により、集合傾向を有するモノ標識ら出発して限定されたオリゴマーを得る
ことができるからである。
【００６８】
　本発明によるオリゴマーの誘導体を製造するために、有利に、前記の本発明による方法
を、既に相応に誘導体化されたアミロイド－β（１－４２）－タンパク質で実施するよう
にして行なう。選択的に、オリゴマーの誘導体化を行なうこともでき、それによって、オ
リゴマーの構造は当然変化されるべきではない。好適なタンパク質化学的手段は、当業者
に公知である。
【００６９】
　本発明によるオリゴマー又はその誘導体の架橋結合は、自体公知の方法で行なうことが
できる。架橋結合剤として、例えば、グルタルジアルデヒドを使用する場合には、本発明
による方法段階２又は３から得られる溶液を、グルタルジアルデヒド－溶液で処理するこ
とができる。オリゴマーはグルタルジアルデヒドと室温で数時間後に反応した。次いで、
反応は、自体公知の方法で、過剰量のグルタルジアルデヒドと、この目的のために一般に
公知の試剤、例えば、エタノールアミンとの反応によって止められ得る。本発明によるオ
リゴマーＡを架橋結合させるか又はＢを架橋結合させるかにより、Ａ－ＣＬ又はＢ－ＣＬ
で表示される本発明による架橋結合オリゴマーの溶液が得られる。
【００７０】
　殊に、場合により架橋結合したオリゴマーＢ又はその誘導体について、その合成に続け
て、オリゴマーの安定性に影響することなく塩濃度を再び高めることが可能である。この
ことは、オリゴマーの使用に関して、例えば、使用の際に生理学的条件が有利である場合
に重要である（細胞の使用、生体内使用）。
【００７１】
　アミロイド－β（１－４２）－タンパク質の断片のオリゴマーは、原則的に、相応する
モノマー断片から出発してオリゴマー化によって、又はアミロイド－β（１－４２）－タ
ンパク質のオリゴ標識ら出発してタンパク質加水分解によって製造され得る。即ち、第２
変法に従って、次に、本発明による方法段階２又は３から得られる溶液をプロテアーゼで
処理することができる。所望のタンパク質加水分解度が達成されたら、プロテアーゼを一
般に公知の方法で不活化させる。ここで、生成したオリゴマーを既に前記した方法により
取得し、必要に応じて更なる処理－又は精製段階によって更に処理することができる。
【００７２】
　本発明によるオリゴマー及びこれを含有する組成物は、その均質性及び安定性を特徴と
する。これらは、生理学的媒体、例えば、生理学的食塩溶液中に可溶性であり、むしろ球
状のその外観によって、原線維形とは異なっている。これらは、他のAβ（１－４２）－
形、殊に、モノマー、非毒性オリゴマー、Aβ（１－４２）を包含する前駆分子APP、プロ
トフィブリル及び原線維とは明らかに異なっている空間構造を有するという利点を有する
。従って、これらは、生体内でも試験管内でも、特異的抗体の生成に特に好適であり、例
えば、特異的な能動免疫化を可能にする。この際、免疫化には、病気を起こすオリゴマー
だけを使用することが決定的であり得る。他のAβ（１－４２）形、例えば、モノマー分
子又は低分子量のオリゴマーは、生体中の重要なシグナル機能には不可欠であり得る。同
様に、細胞の被覆に重要であると思われる原線維様沈着物の除去は生体を損傷させ得る。
【００７３】
　同様の方法で、本発明による均質のオリゴマー及びこれを含有する組成物を用いて、治
療的可能性、例えば、受動免疫、オリゴマー形の不安定化剤の使用及び受容体（部分）作
働剤又は－拮抗剤の使用を実現することができる。即ち、均質オリゴマー標本は、受動免
疫化のためのポリクローナル又はモノクローナル抗体の合目的製造も可能にする。このオ
リゴマー形によって影響される、病気関連の受容体分子又はシグナル分子の発見も、本発
明によるオリゴマー及びこれを含有する組成物で可能である。
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【００７４】
　本発明によるオリゴマーは、アミロイド－β－タンパク質関連の生理学的過程へのその
関与に基づき、診断的及び治療的価値を有する。即ち、診断的試験管内及び生体内検出法
における、本発明によるオリゴマー及びその誘導体の、場合により相応する組成物の形で
の使用は、本発明の目的である。
【００７５】
　アミロイド－β－タンパク質関連の生理学的過程には、アミロイドタンパク質（アミロ
イドーゼ（Amyloidosen））の沈着と関係の過程それが属する。それには、神経組織の構
造的変化を生じさせ、例えば、アルツハイマー病及びダウン症候群において重大である過
程も、他の組織を襲う過程、例えば、アミロイド－細管異常、例えば、コンゴフィルアミ
ロイド血管病（Congophile Amyloidangiopathie）（CAA）も挙げられる。
【００７６】
　本発明のもう１つの目的は、オリゴマー特異的抗体の生成のための本発明によるオリゴ
マー及びその誘導体の、場合により相応する組成物の形での使用である。
【００７７】
　この際、Aβ（１－４２）－タンパク質の切端形をベースとする本発明によるオリゴマ
ーが特に重要である：欠損したＮ－末端の故に、それを用いて、Aβ（１－４２）－タン
パク質よりも明らかに選択性の高い免疫応答を生成させることができる。典型的なAβ（
１－４２）－タンパク質中の強い免疫原のＮ－末端は、特に、この分子範囲に特異的であ
る抗体、例えば、抗体６Ｅ１０（F. Signet）及びＢＡＭ－１０（Fa. Sigma, St. Louis
）（これらは、製造者の記載に依れば、Ｎ－末端（6E10: Aβ(1-17) 及びBAM-10 Aβ(1-1
2) に照準している）を生じさせるが、切端Aβ（１－４２）－形をベースとする本発明に
よるオリゴマーを用いて得られる抗体は、オリゴマー特異的範囲を認識し、それによって
、他のAβ（１－４２）－形に相対する選別性が達成される。この利点は、殊に、能動的
ワクチン接種に利用され、それというのも、接種後に生じるより選別性の高い免疫応答（
対APP、モノマー形、プロトフィブリル、原線維、斑）が、より少ない副作用（例えば、
脳出血、その場でのモノマー－形の生理学的神経栄養活性の侵害）も招くからである。受
動免疫化、即ち、抗体治療のために、殊に、モノクローナル抗体をより良好に製造し、選
択することができる。
【００７８】
　この使用の１観点は、治療範囲におけるオリゴマー特異的抗体の生成である。
【００７９】
　従って、本発明のもう１つの目的は、治療範囲における本発明によるオリゴマー又はそ
の誘導体の、殊にワクチンとしての使用である。
【００８０】
　そのようなワクチンは、通例、少なくとも１種の本発明によるオリゴマー及び／又は少
なくとも１種の本発明によるその誘導体を含有する製薬学的組成物である。そのために、
殊に、本発明による、２種以上のオリゴマーを含有する１種の組成物、又は様々な組成物
を有する組合せを使用することができる。従って、殊に、オリゴマーＢ、即ち、Ｂ１及び
Ｂ２又はその誘導体を接種することができる。更に、組成物は、生理学的に認容性の賦形
剤及び場合により他の助剤、例えば、免疫刺激剤を含有することができる。
【００８１】
　好適な賦形剤は、原則的に任意に選択され得るが、賦形剤の種類は、通例、投与方法に
依る。即ち、本発明によるワクチンは、殊に、腸管外、例えば、静脈内、筋肉内及び皮下
投与に好適な形で組成され得る。この場合には、賦形剤は、有利に水、食塩溶液、アルコ
ール、脂肪、蝋及び／又は緩衝液を包含する。
【００８２】
　任意の多数の免疫刺激剤が本発明によるワクチン中で使用されてよい。例えば、アジュ
バントが一緒に入れられてよい。殆どのアジュバントは、急速な異化作用の前に抗原を保
護すべき物質、例えば、水酸化アルミニウム又は鉱油、及び脂質Ａ、ボルタデラペルツス
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シス（Bortadella pertussis） 又はマイコバクテリウム結核（Mycobacterium tuberculo
sis）から誘導されるタンパク質を含有する。好適なアジュバント、例えば、完全又は不
完全フロインドアジュバント；ＡＳ－２；アルミニウム塩、例えば、水酸化アルミニウム
（場合により、ゲルとして）又は燐酸アルミニウム；カルシウム－、鉄－又は亜鉛塩；ア
シル化チロシンの不溶性懸濁液；アシル化糖；陽イオン又は陰イオン誘導体化多糖類；ポ
リホスファゼン（Polyphosphazene） ；生物学的に分解可能な微小球；モノホスホリル－
脂質Ａが、通例、市販で得られる。サイトカイン、例えば、GM－CSF又はインターロイキ
ン－２、－７又は－１２が、アジュバントとして同様に使用される。
【００８３】
　更に、本発明は抗体の製法に関し、この際、
i）宿主を少なくとも１種の本発明によるオリゴマー、その誘導体又は組成物で免疫化さ
せ、かつ
ii）免疫化への応答として生成した宿主の抗体－含有血清を取得する。
【００８４】
　抗体の製法の特別な実施態様により、免疫化のために、様々な本発明によるオリゴマー
又はオリゴマー－誘導体の混合物を含有する免疫化カクテルを投与する。殊に、方法の経
過中に、そのオリゴマー－組成が異なっている数種の免疫化カクテルを投与することが有
利である。
【００８５】
　使用すべきオリゴマー又はオリゴマー－誘導体が非免疫原又は弱免疫原である場合には
、それを、担体、有利に担体タンパク質、例えば、ケイホールリンペットヘモシアニン（
Keyhole Limpet Hemocyanin）（KLH）、リムルスポリフェヌスヘモシアニン（Limulus Po
lyphenus Hemocyanin）（LPH）、ウシ血清アルブミン（BSA）又はオバルブミン（OVA）に
結合させることによって、その免疫原性を高めることができる。それについて、当業者は
、一般に公知である一連の結合可能性が得られる。例えば、グルタルジアルデヒドとの反
応が有利であり、例えば、オリゴマー又はオリゴマー－混合物を、好適なペプチド又はペ
プチド－混合物と、水又は水性溶剤中で恒温保持させることによって可能である。この反
応は、有利に環境温度で、要するに、通例、室温で実施され得る。勿論、冷却又はやや加
温することも有利であり得る。反応は、通例、数時間内で所望の結果と成り、例えば、２
時間の反応時間が通例の範囲である。グルタルジアルデヒド－濃度は、通例、ppm－～％
－範囲、好適には１０ppm～１％、有利に１００ppm～０．５％である。反応パラメーター
の最適化は、当業者の知識の範囲にあり、オリゴマーＡ及びＢ又はオリゴマー－誘導体が
選択された反応条件下に安定性であることを考慮すべきである。
【００８６】
　免疫化カクテルの製造のために、使用すべき成分を先ず一緒に装入する。得られる成分
－混合物を先ず恒温保持することが有利である。これは、有利に環境温度で、通例、室温
で行われる。勿論、混合物を冷却又はやや加温することも有利であり得る。恒温保持時間
は、通例、数分間から数時間であり、１時間の恒温保持時間が有利であることが実証され
た。
【００８７】
　免疫化カクテルは、抗原に付加的に、通例、他の助剤、殊に、免疫化に慣用のアジュバ
ント、例えば、フロインド－アジュバントを含有する。殊に、最初の免疫化には、完全フ
ロインド－アジュバントを使用するが、更なる全ての免疫化を不完全フロインド－アジュ
バントで実施する。免疫化カクテルの製造のために、有利に前記の成分－混合物としての
抗原（免疫原）を１種以上の助剤に加える。この際、抗原は、通例、乳化される。
【００８８】
　宿主として、殊に、齧歯動物（Nager）又はウサギが好適である。これら又は他の好適
な宿主に、免疫化カクテルを有利に皮下注射する。抗体力価は、免疫検定、例えば、宿主
－IgGに照準されたヒツジ－抗血清及び標識化オリゴマーで競合的に測定され得る。即ち
、測定される宿主が抗体取得に好適であるかどうかを、免疫化の終り頃に決定することが
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できる。例えば、４回の免疫化を実施する場合には、３番目の免疫化後に抗体力価を測定
し、次いで、十分な抗体力価を有する動物から抗体を取得することができる。
【００８９】
　生成した抗体の取得のために、宿主から数週間又は数ヶ月に渡り血液を採取することが
有利である。継続して宿主から採血することができる。採血から自体公知の方法で、所望
の抗体を含有する血清を取得する。そうして得られる全血清を、必要に応じて、その中に
含まれる抗体画分及び殊にオリゴマー－認識抗体を富化させるために、当業者に公知の方
法で更に精製することができる。
【００９０】
　本方法の特別な実施態様により、免疫原として使用されるオリゴマー、その誘導体又は
免疫原として使用される組成物中に含有される少なくとも１種のオリゴマー又はその誘導
体を特異的に認識する少なくとも１種の血清抗体を選択する。これに関する特異性は、特
に、モノマーアミロイド－β（１－４２）－タンパク質及び本発明によるオリゴマーより
も高い分子量を有するオリゴマー又はマルチマーアミロイド－β（１－４２）－タンパク
質－集合体に比べて、他の、殊に類似タンパク質に対するよりも、免疫原に対する抗体の
より高い結合親和性を意味する。モノクローナルオリゴマー特異的抗体も、この方法で取
得することができる。当然、そのために、宿主から脾臓組織を取り出し、そうして得られ
る脾臓リンパ球から出発して、モノクローナル抗体を生産するハイブリドーマを常法で確
立することが有利である。
【００９１】
　抗体製造の詳細な説明
　哺乳動物の免疫系の一部は、全体として無数の様々な抗体特異性から構成される抗体－
レパートリーを有するＢ－リンパ球である。一定の抗原に対する通常の免疫応答は、この
レパートリーからの抗原を特異的に結合する１種以上の抗体の選別を意味し、免疫応答の
結果は、刺激抗原を特異的に認識し（かつ最終的には排除する）かつ、この際、抗体の周
囲から他の分子を無視するというこの抗体の能力に、少なくとも部分的に基づいている。
【００９２】
　一定の目的抗原を特異的に認識する抗体の有用性は、モノクローナル抗体技術の発展を
導いた。今や、標準されたハイブリドーマ技術は、関与する抗原のための単一の特異性を
有する抗体の製造を可能にする。最近では、組換え抗体技術、例えば、抗体バンクの試験
管内－スクリーニングが開発されている。この技術を用いて、関与する抗原のための単一
の特異性を有する抗体を同様に製造することができる。
【００９３】
　本発明による方法で、関与する抗原を生体内又は試験管内で抗体－レパートリーに作用
させることができる。
【００９４】
　１実施態様により、動物を生体内において抗原で免疫化させることによって、抗原をレ
パートリーに作用させることができる。この生体内－法は、更に、動物のリンパ球から一
連のハイブリドーマを確立し、抗原を特異的に結合する抗体を分泌するハイブリドーマを
選択することを包含する。免疫化すべき動物とは、例えば、マウス、ラット、ウサギ、ニ
ワトリ、ラクダ（Kamelid）又はヒツジ、又は前記した動物の１種の形質転換型、例えば
、抗原刺激によってヒト抗体を生じさせるヒト免疫グロブリン遺伝子を有する形質転換マ
ウスである。免疫化され得る動物のその他の型には、ヒト末梢単核血球で再構成されてい
る重症複合免疫不全（SCID）マウス（キメラhu-PBMC-SCID-マウス）又はリンパ様細胞又
はその前駆体で再構成されている重症複合免疫不全マウス、同様に、致死的全身放射線照
射で処理され、引き続き、重症複合免疫不全（SCID）マウスからの骨髄細胞で放射線照射
に対して保護され、引き続き、機能的ヒトリンパ球を移植されているマウス（いわゆる、
トリメラ－系（Trimera-System））が属する。免疫化すべき動物のもう１種の型は、その
ゲノムにおいて、関与する抗原をコードする内在性遺伝子が、例えば、相同的組換えによ
って遮断された（"ノックアウト（knocked out ）"）動物（例えば、マウス）であり、即
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ち、この動物は、抗原での免疫化後に、抗原を異種として認識する。ELISA－技術がそれ
に属する公知のスクリーニング－法を使用することによって、この方法で製造されたポリ
クローナル又はモノクローナル抗体を特徴づけ、選択することは当業者には明白であるが
、これに限定されるものではない。
【００９５】
　もう１つの実施態様により、組換え抗体バンクを抗原でスクリーニングすることによっ
て、抗原を抗体－レパートリー上へ試験管内で作用させることができる。組換え抗体バン
クは、例えば、バクテリオファージの表面上又は酵母細胞の表面上又は細菌細胞の表面上
で発現されてよい。多様な実施態様において、組換え抗体バンクは、例えば、scFv－バン
ク又はFab－バンクである。もう１つの実施態様により、抗体バンクはRNA－タンパク質－
融合として発現される。
【００９６】
　本発明による抗体の製造のためのもう１つの方法は、生体内－及び試験管内－法からの
組合せを包含する。例えば、動物を抗原で生体内免疫化させ、引き続き、動物のリンパ様
細胞から製造される組換え抗体バンク又は単一ドメイン－抗体バンク（例えば、重鎖及び
／又は軽鎖を有する）を抗原で試験管内スクリーニングすることによって、抗原を抗体－
レパートリー上に作用させることができる。もう１つの方法により、動物を抗原で生体内
免疫化させ、引き続き、動物のリンパ様細胞から製造した組換え抗体バンク又は単一ドメ
イン－バンクを親和性成熟させることによって、抗原を抗体－レパートリー上に作用させ
ることができる。もう１つの方法により、動物を抗原で生体内免疫化させ、引き続き、関
与する抗体を分泌する単一の抗体－生産細胞を選択し、この選択された細胞から重鎖及び
軽鎖の可変領域のcDNAを取得し（例えば、PCRにより）、重鎖及び軽鎖の可変領域を試験
管内で哺乳動物宿主細胞中で発現させる（これは、リンパ球－抗体－選択法、"又は選択
リンパ球抗体法（Selected Lymphocyte Antibody Method）"のSLAMとして表示される）（
それによって選択された抗体－遺伝子配列を更に選択し、操作することができる）ことに
よって、抗原を抗体－レパートリー上に作用させることができる。更に、重鎖及び軽鎖の
抗体遺伝子を哺乳動物細胞中に発現させ、所望の結合親和性を有する抗体を分泌する哺乳
動物細胞を選択することによって、モノクローナル抗体を発現クローニングによって選択
することができる。
【００９７】
　従って、本発明の観点は、限定された抗原をスクリーニング及び逆スクリーニングに使
用することである。即ち、本発明によるオリゴマー又はその誘導体を結合しないが、他の
型のＡ（１－４２）－タンパク質、APP、アミロイド原線維又はアミロイド斑及び一連の
その他の非類似抗原及び組織を結合するポリクローナル及びモノクローナル抗体を本発明
により選別することができる。
【００９８】
　抗体選別は明確な抗原に基づくということは、当業者に十分知られている。これに反し
て、余り明確ではない抗原を使用する場合には、それは十分には選別されない。要するに
、試験管内での作用及び選別は、親和性クロマトグラフィーに似ていて、この際、所望の
抗原の"リガンド"は、抗原を十分な親和性では結合しないそれから分離される。従って、
他の抗体の巨大プールからの所望抗体の富化度は、抗原品質の直接的結果である。意外に
も、本発明によるオリゴマー及びその誘導体は、好適で適切な選別的抗体を富化させ、Ａ
（１－４２）－タンパク質と関連する他の型及び他の非類似抗原を認識する抗体から効果
的に分離させる抗原である。
【００９９】
　本発明による抗体の製法を用いて、様々な型の抗体を製造することができる。それには
、実際に、ヒト抗体、キラル抗体、ヒト化抗体及びCDR－グラフト－抗体及びその抗原－
結合部分が属する。
【０１００】
　次に、本発明による抗体の製法を記載する。この際、生体内－法、試験管内－法、又は
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２法を含む組合せを区別する。
【０１０１】
　生体内－法
　生体内で生じた抗体を生産する細胞から、モノクローナル抗体を、標準された技術、例
えば、Kohler 及びMilstein (1975, Nature 256: 495-497 )（同様に、Brown et al. (19
81) J. Immunol 127: 539-46; Brown et al. (1980) J Biol Chem 255: 4980-83; Yeh et
 al. (1976) PNAS 76: 2927-31; 及びYeh et al. (1982) Int. J. Cancer 29: 269-75 参
照）によって本来記載されたハイブリドーマ技術によって製造することができる。モノク
ローナル抗体ハイブリドーマの生産技術は十分に公知である（一般に、R. H. Kenneth, i
n Monoclonal Antibodies: A New Dimension In Biological Analyses, Plenum Publishi
ng Corp., New York, New York (1980); E. A. Lerner (1981) Yale J. Biol. Med. 54: 
387-402; M. L. Gefter et al. (1977) Somatic Cell Genet., 3: 231-36 参照）。要す
るに、不死化細胞系（典型的には、骨髄腫）を、本発明によるオリゴマー又はその誘導体
で免疫化した哺乳動物のリンパ球（典型的には、脾細胞又はリンパ節細胞又は末梢血液リ
ンパ球）と融合させ、生じるハイブリドーマ細胞の培養上澄液をスクリーニングし、本発
明によるオリゴマー又はその誘導体の特異性を有するモノクローナル抗体を生産するハイ
ブリドーマを同定する。そのために、多数の周知されているプロトコルの任意の１つを、
リンパ球及び不死化細胞系の融合のために使用することができる（同様に、G. Galfre et
 al. (1977) Nature 266: 550-52; Gefter et al. Somatic Cell Genet., cited supra; 
Lerner, Yale J. Biol. Med. , cited supra; Kenneth, Monoclonal Antibodies, cited 
supra参照）。更に、同様に使用可能である方法の様々な変法が当業者に公知である。典
型的には、不死化細胞系（例えば、骨髄腫細胞系）は、同一哺乳動物種、例えば、リンパ
球から由来する。例えば、本発明による免疫原調製物で免疫化されたマウスからのリンパ
球を不死化マウス細胞系と融合させることによって、マウスハイブリドーマを確立するこ
とができる。有利な不死化細胞系は、ハイポキサンチン、アミノプテリン及びチミジンを
含有する培地（HAT－培地）に感受性のあるマウス－骨髄腫細胞系である。多数の骨髄腫
細胞系の任意の１つ、例えば、Ｐ３－ＮＳ１／１－Ａｇ４－１－、Ｐ３－ｘ６３－Ａｇ８
．６５３－又はＳｐ２／Ｏ－Ａｇ１４－骨髄腫系（Myelomlinie)を融合相手として標準的
に使用することができる。この骨髄腫細胞系は、アメリカンタイプカルチャーコレクショ
ン（American Type Culture Collection） (ATCC), ロックビル（Rockville, MD） から
得られる。典型的には、HAT－感受性マウス－骨髄腫細胞を、マウス－脾細胞と、ポリエ
チレングリコール（PEG）の使用下に融合させる。融合から得られるハイブリドーマ細胞
を、次いで、HAT－培地の使用下に選別し、それによって、非融合化及び非生産的融合化
骨髄腫細胞を死滅させる（非融合化脾細胞は、形質転換されないので、数日間後に死滅す
る）。本発明によるオリゴマー又はその誘導体を特異的に認識するモノクローナル抗体－
生産性ハイブリドーマ細胞は、ハイブリドーマ培養上澄液をそのような抗体についてスク
リーニングすることによって、例えば、標準－ELISA－検定を使用することによって同定
され、本発明によるオリゴマー又はその誘導体を特異的に結合することができる抗体が選
別される。
【０１０２】
　所望抗体の種類に応じて、様々な宿主動物を生体内－免疫化に使用することができる。
関与する抗原の内在型自体を発現する宿主を使用することができる。選択的に、関与抗原
の内在Versionのために不全にされた宿主を使用することができる。例えば、相応する内
在遺伝子での相同的組換えを経て一定の内在タンパク質のために不全にされたマウス（即
ち、ノックアウト－マウス）は、マウスがそれで免疫化されるタンパク質に対して体液性
応答を生じさせ、従って、タンパク質に対する高親和性のモノクローナル抗体の製造に使
用され得ることが示された（例えば、Roes, J. et al. (1995) J. Immunol. Methods 183
: 231-237; Lunn, M. P. et al. (2000) J. Neurochem. 75: 404-412 参照）。
【０１０３】
　本発明によるオリゴマー又はその誘導体に対する非ヒト抗体の製造のために、多数の非
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－人間の哺乳動物が抗体製造のための宿主として好適である。それには、マウス、ラット
、ニワトリ、ラクダ、ウサギ及びヤギ（及びそのノックアウト－型）が属するが、ハイブ
リドーマ製造にはマウスが有利である。更に、実際に、二重の特異性を有するヒト抗原に
対するヒト抗体の製造のために、ヒト抗体－レパートリーを発現する非－ヒト宿主動物を
使用することができる。そのような非－ヒト動物には、ヒト－免疫グロブリン－導入遺伝
子を有する導入遺伝子動物（例えば、マウス）（キメラhu-PBMC-SCID-マウス）及びヒト
／マウス－放射線照射キメラが属し、これらは次に詳記されている。
【０１０４】
　１実施態様により、本発明によるオリゴマー又はその誘導体で免疫化される動物は、非
－ヒト哺乳動物、有利に、ヒト免疫グロブリン遺伝子による形質転換のマウスであり、従
って、非－ヒト哺乳動物は抗原刺激によりヒト抗体を作る。典型的には、そのような動物
中に、ヒト生殖系列立体配置を有する重鎖及び軽鎖のための免疫グロブリン－導入遺伝子
が導入され、この際、動物は、重鎖及び軽鎖のためのその内在座が不活性であるように変
えられた。そのような動物を抗原（例えば、ヒト抗原）で刺激する場合には、ヒト免疫グ
ロブリン配列から由来する抗体（即ち、ヒト抗体）が生産される。そのような動物のリン
パ球から、標準ハイブリドーマ技術により、ヒトモノクローナル抗体を作ることができる
。ヒト免疫グロブリンの形質転換マウス及びヒト抗体の製造の際のその使用の更なる説明
について、例えば、ＵＳ－特許第５９３９５９８、ＷＯ９６／３３７３５、ＷＯ９６／３
４０９６、ＷＯ９８／２４８９３及びＷＯ９９／５３０４９（Abgenix Inc.）及びＵＳ－
特許第５５４５８０６、第５５６９８２５、第５６２５１２６、第５６３３４２５、第５
６６１０１６、第５７７０４２９、第５８１４３１８、第５８７７３９７及びＷＯ９９／
４５９６２（Genpharm Inc.)が参照される；同様に、MacQuitty, J. J. 及びKay, R. M. 
(1992) Science 257: 1188; Taylor, L. D. et al. (1992) Nucleic Acids Res. 20: 628
7-6295; Lonberg, N. et al. (1994) Nature 368: 856-859; Lonberg, N. 及びHuszar, D
. (1995) Int. Rev. Immunol. 13: 65-93; Harding, F. A. 及びLonberg, N. (1995) Ann
. N. Y. Acad. Sci. 764: 536-546; Fishwild, D. M. et al. (1996) Nature Biotechnol
ogy 14: 845-851; Mendez, M. J. et al. (1997) Nature Genetics 15: 146-156; Green,
 L. L. 及びJakobovits, A. (1998) J. Exp. Med. 188: 483-495; Green, L. L. (1999) 
J. Immunol. Methods 231: 11-23; Yang, X. D. et al. (1999) J. Leukoc. Biol. 66: 4
01-410; Gallo, M. L. et al. (2000) Eur. J. Immunol. 30: 534-540が参照される。
【０１０５】
　もう１つの実施態様により、本発明によるオリゴマー又はその誘導体で免疫化される動
物は、ヒト末梢単核血球又はリンパ様細胞又はその前駆体で再構成された重症複合免疫不
全（SCID）のマウスであってよい。キラルhu-PBMC-SCID-マウスとして特徴付けられるそ
のようなマウスは、明らかに、抗原刺激によるヒト免疫グロブリン応答を生産する。これ
らのマウス及び抗体の生成のためのその使用の更なる説明について、例えば、Leader, K.
 A. et al. (1992) Immunology 76: 229-234; Bombil, F. et al. (1996) Immunobiol. 1
95: 360-375; Murpy, W. J. et al. (1996) Semin. Immunol. 8: 233-241; Herz, U. et 
al. (1997) Int. Arch. Allergy Immunol. 113: 150-152; Albert, S. E. et al. (1997)
 J. Immunol. 159: 1393-1403; Nguyen, H. et al. (1997) Microbiol. Immunol. 41: 90
1-907; Arai, K. et al. (1998) J. Immunol. Methods 217: 79-85; Yoshinari, K. 及び
Arai, K. (1998) Hybridoma 17: 41-45; Hutchins, W. A. et al. (1999) Hybridoma 18:
 121-129; Murphy, W. J. et al. (1999) Clin. Immunol. 90: 22-27; Smithson, S. L. 
et al. (1999) Mol. Immunol. 36: 113-124; Chamat, S. et al. (1999) J. Infect. Dis
eases 180: 268-277; 及びHeard, C. et al. (1999) Molec. Med. 5: 35-45が参照される
。
【０１０６】
　 もう１つの実施態様により、本発明によるオリゴマー又はその誘導体で免疫化される
動物は、致死的全身放射線照射で処理され、引き続き、重症併合免疫不全（SCID）のマウ
スからの骨髄細胞で照射に対して保護され、かつ引き続き、機能的ヒトリンパ球を移植さ
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れているマウスである。トリメラ－系として特徴付けられるこのキメラ型は、ヒトモノク
ローナル抗体を製造するために、マウスを関与抗原で免疫化させ、引き続き、モノクロー
ナル抗体を標準ハイブリドーマ技術の使用下に製造することによって使用される。これら
のマウス及び抗体の製造のためのその使用の更なる説明について、例えば、Eren, R. et 
al. (1998) Immunology 93: 154-161; Reisner, Y及びDagan, S. (1998) Trends Biotech
nol. 16: 242-246; Ilan, E. et al. (1999) Hepatology 29: 553-562; 及びBocher, W. 
O. et al. (1999) Immunology 96: 634-641が参照される。
【０１０７】
　試験管内－法
　本発明による抗体を免疫化及び選別によって製造するために、選択的に、オリゴマー又
はその誘導体に特異的に結合する免疫グロブリン－バンクの構成員を分離するために、組
換え集合免疫グロブリン－バンク（ライブラリー）を本発明によるオリゴマー又はその誘
導体でスクリーニングすることによって、本発明による抗体を同定及び分離することがで
きる。ディスプレー－バンクの製造及びスクリーニングのためのキットは市販で得られる
（例えば、ファルマシア（Pharmacia）製の組換えファージ抗体システム（Recombinant P
hage Antibody System）カタログ－番号２７－９４００－０１；及びストラタゲン（Stra
tagene）製のSurfZAP（登録商標）Ohage Display Kit、カタログ－番号２４０６１２）。
多数の実施態様で、ディスプレー－バンクは、scFv－バンク又はFab－バンクである。組
換え抗体バンクのスクリーニングのためのファージディスプレー－技術は十分に記載され
ている。抗体－ディスプレー－バンクの製造及びスクリーニングの際に有利に使用され得
る方法及び化合物の例は、例えば、McCafferty et al. ＷＯ９２／０１０４７、ＵＳ－特
許第５９６９１０８及びＥＰ５８９８７７（殊に、scFvのディスプレーを記載）、Ladner
 et al. ＵＳ－特許第５２２３４０９、第５４０３４８４、第５５７１６９８、第５８３
７５００及びＥＰ４３６５９７（例えば、pIII－融合を記載）；Dower et al. ＷＯ９１
／１７２７１、ＵＳ－特許第５４２７９０８、ＵＳ－特許第５５８０７１７及びＥＰ５２
７８３９（殊に、Fabのディスプレーを記載）；Winter et al. International Publicati
on ＷＯ９２／２０７９１及びＥＰ３６８６８４（殊に、可変免疫グロブリンドメインの
配列のクローニングを記載）；Griffiths et al. ＵＳ－特許第５８８５７９３及びＥＰ
５８９８７７（組換えバンクの使用下にヒト抗原に対するヒト抗体の単離を記載）；Garr
ard et al. ＷＯ９２／０９６９０（殊に、ファージ発現技術を記載）；Knappik et al. 
ＷＯ９７／０８３２０（ヒト組換え抗体バンクHuCalを記載）；Salfeld et al. WO９７／
２９１３１（ヒト抗原に対する組換えヒト抗体（ヒト－腫瘍－壊死－因子アルファ）の製
造及び組換え抗体の試験管内－親和性成熟を記載）及びSalfeld et al. U. S. Provision
al Application 第６０／１２６６０３及びこれに基づく特許出願（同様に、ヒト抗原に
対する組換えヒト抗体（ヒトインターロイキン－１２）の製造及び組換え抗体の試験管内
－親和性成熟を記載）にある。
【０１０８】
　組換え抗体バンクのスクリーニングの更なる記載は科学的刊行物、例えば、Fuchs et a
l. (1991) Bio/Technology 9:1370-1372;Hay et al. (1992) Hum Antibod Hybridomas 3:
81-85; Huse et al. (1989) Science 246:1275-1281; Griffiths et al. (1993) EMBO J 
12:725-735; Hawkins et al. (1992) J Mol Biol 226:889-896; Clarkson et al. (1991)
 Nature 352:624-628; Gram et al. (1992) PNAS 89:3576-3580); Garrad et al. (1991)
 Bio/Technology 9:1373-1377; Hoogenboom et al. (1991) Nuc Acid Res 19:4133-4137;
 Barbas et al. (1991) PNAS 88:7978-7982; McCafferty et al. Nature (1990) 348:552
-554; 及びKnappik et al. (2000) J. Mol. Biol. 296:57-86 にある。
【０１０９】
　バクテリオファージ－ディスプレー－系の使用のために、選択的に、組換え抗体バンク
を、酵母細胞又は細菌細胞の表面上に発現させることができる。酵母細胞の表面上に発現
するバンクの製造及びスクリーニングの方法は、ＷＯ９９／３６５６９に記載されている
。細菌細胞の表面上に発現されるバンクの製造及びスクリーニングの方法は、ＷＯ９８／
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４９２８６に比較的正確に記載されている。
【０１１０】
　関与する抗体が組合せバンクから同定されると直ちに、抗体の軽鎖及び重鎖をコードす
るDNAが、標準分子生物学的技術により、例えば、バンクのスクリーニングの間に分離し
たディスプレー－パッケージ（例えば、ファージ）からのDNAのPCR－増幅によって単離さ
れる。PCRを製造し得る抗体軽鎖及び重鎖のための遺伝子のヌクレオチド配列は、当業者
に公知である。多数のそのような配列は、例えば、Kabat, E. A., et al. (1991) Sequen
ces of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, U. S. Department of He
alth und Human Services, NIH Publication Nr. 91-3242 及びヒト生殖系列（Humankeim
bahn） VBASE の配列のためのデータバンク（Datenbank fuer Sequenzen）に記載されて
いる。
【０１１１】
　本発明による抗体又は抗体部分は、宿主細胞中で免疫グロブリン軽鎖及び重鎖のための
遺伝子を組換え発現させることによって製造され得る。抗体を組換え発現させるために、
抗体の免疫グロブリン軽鎖及び重鎖をコードするDNA－断片を有する１つ以上の組換え発
現ベクターで宿主細胞をトランスフェクションさせ、従って、宿主細胞中で軽鎖及び重鎖
が発現し、有利に宿主細胞を培養する培地中に分泌される。この培地から、抗体を取得す
ることができる。抗体重鎖及び軽鎖のための遺伝子を得て、この遺伝子を組換え発現ベク
ターに組込み、ベクターを宿主細胞に導入させるために、標準組換えDNA－法を使用する
。この種類の方法は、例えば、Sambrook, Fritsch 及び Maniatis (Hrsg.), Molecular C
loninng; A Laboratory Manual, Second Edition, Cold Spring Harber, N. Y., (1989),
 Ausubel, F. M. et al. (Hrsg.) Current Protocols in Molecular Biology, Greene Pu
blishing Associates, (1989) 及びBoss et al. のＵＳ－特許第４８１６３９７に記載さ
れている。
【０１１２】
　関与する抗体のＶＨ－及びＶＬ－分節をコードするＤＮＡ－断片が得られると直ちに、
このＤＮＡ－断片は、標準組換えＤＮＡ－技術により、例えば、可変領域の遺伝子を全長
の抗体鎖の遺伝子、Fab－断片の遺伝子又はscFv－遺伝子に変えるために更に操作され得
る。この操作では、ＶＬ－又はＶＨ－コードＤＮＡ－断片は、更にもう１種のタンパク質
、例えば、定常抗体領域又は可変リンカーをコードするＤＮＡ－断片と操作的に結合され
る。ここで、"操作的結合"とは、２つのＤＮＡ－断片によってコードされるアミノ酸配列
が読み枠（フレーム）中に留まるように、２つのＤＮＡ－断片が相互に結合されているこ
とを意味すべきである。
【０１１３】
　ＶＨ－領域をコードする単離ＤＮＡは、ＶＨ－領域をコードするＤＮＡをもう１つの重
鎖の定常領域（ＣＨ１、ＣＨ２及びＣＨ３）をコードするＤＮＡ－配列と操作的に結合さ
せることによって、全長の重鎖の遺伝子に変えられ得る。ヒト重鎖の定常領域の遺伝子の
配列はよく知られていて（例えば、Kabat, E. A., et al. (1991) Sequences of Protein
s of Immunological Interest, Fifth Edition, U. S. Department of Health und Human
 Services, NIH Publication Nr. 91-3242参照）、この領域にかかるＤＮＡ－断片は標準
ＰＣＲ－増幅によって得られ得る。重鎖の定常領域は、IgG１、IgG２、IgG３、IgG４、Ig
GＡ、IgGＥ、IgGＭ又はIgGＤからの定常領域であってよく、この際、IgG１又はIgG４から
の定常領域が有利である。重鎖のFab－断片の遺伝子を得るために、ＶＨ－コードＤＮＡ
を、重鎖の定常領域ＣＨ１だけをコードするもう１つのＤＮＡ－配列と操作的に結合させ
ることができる。
【０１１４】
　ＶＬ－コードＤＮＡを、軽鎖の定常領域ＣＬをコードするもう１つのＤＮＡ－配列と操
作的に結合させることによって、ＶＬ－領域をコードする単離ＤＮＡを、全長の軽鎖の遺
伝子（及びFab－軽鎖の遺伝子）に変換することができる。ヒト軽鎖の定常領域の遺伝子
配列はよく知られていて（例えば、Kabat, E. A., et al. (1991) Sequences of Protein



(25) JP 2012-250981 A 2012.12.20

10

20

30

40

50

s of Immunological Interest, Fifth Edition, U. S. Department of Health und Human
 Services, NIH Publication Nr. 91-3242参照）、この領域にかかるＤＮＡ－断片は標準
ＰＣＲ－増幅によって得られ得る。軽鎖の定常領域は、定常のカッパ－又はラムダ－領域
であってよく、この際、定常のカッパ－領域が有利である。
【０１１５】
　scFv－遺伝子を生産するために、ＶＨ－及びＶＬ－コードＤＮＡ－断片を、可変リンカ
ー、例えば、アミノ酸配列（Gly４－Ser)３をコードするもう１つの断片と操作的に結合
させることができ、従って、ＶＨ－及びＶＬ－配列は連続単鎖タンパク質として発現され
、この際、ＶＬ－及びＶＨ－領域は可変リンカーを経て相互に結合している（Bird et al
. (1988) Science 242:423-426; Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85
:5879-5883; McCafferty et al., Nature (1990) 348:552-554 参照）。
【０１１６】
　本発明によるオリゴマー又はその誘導体の特異性を有するＶＨ－及びＶＬ－単一ドメイ
ンは、前記の方法で、単一ドメイン－バンクから単離され得る。所望の特異性を有する２
本のＶＨ－単一ドメイン－鎖（ＣＨ１有り又は無し）又は２本のＶＬ－鎖又はＶＨ－及び
ＶＬ－鎖からの一組を、本発明によるオリゴマー又はその誘導体を体から除去するために
使用することができる。
【０１１７】
　本発明による組換え抗体又は抗体部分を発現するために、部分的長さ又は全長の軽鎖及
び重鎖をコードするDNAを発現ベクターに挿入させることができ、そうして遺伝子は転写
及び翻訳調節配列と操作的に結合している。この関連において、"操作的結合"とは、転写
及び翻訳調節配列が、ベクター内で、抗体遺伝子の転写及び翻訳の調節のためにその意図
する機能を果たすように、抗体遺伝子がベクター中で連結していることを意味するべきで
ある。
【０１１８】
　発現ベクター及び発現調節配列は、それらが、使用される発現宿主細胞と適合性である
ように選択される。抗体軽鎖の遺伝子及び抗体重鎖の遺伝子は、別々のベクターに挿入さ
れてよく、又は２つの遺伝子は同じ発現ベクターに挿入され、これは常例である。抗体遺
伝子は発現ベクター中で標準法により挿入される（例えば、抗体遺伝子断片及びベクター
での相補的制限切断部位のライゲーション、又は制限切断部位が存在していない場合には
、平滑末端のライゲーション）。軽鎖及び重鎖の配列の挿入前に、既に発現ベクターは定
常抗体領域の配列を有する。例えば、重鎖又は軽鎖のための定常領域を既にコードする発
現ベクターにＶＨ－及びＶＬ－配列を挿入させることによって、ＶＨ－及びＶＬ－配列を
全長の抗体遺伝子に変換させる方法があり、従って、ＶＨ－分節は１つ以上のＣＨ－分節
とベクター内で操作的に結合していて、かつＶＬ－分節もＣＬ－分節とベクター内で操作
的に結合している。付加的に又は選択的に、組換え発現ベクターは、宿主細胞からの抗体
鎖の分泌を容易にするシグナルペプチドをコードすることができる。抗体鎖の遺伝子は、
ベクター中へクローン化されることができ、従って、シグナルペプチドは読み枠で抗体鎖
の遺伝子のＮ－末端と結合している。シグナルペプチドは、免疫グロブリン－シグナルペ
プチド又は異種シグナルペプチドであってよい（即ち、非－免疫グロブリン－タンパク質
からのシグナルペプチド）。抗体鎖の遺伝子に付加的に、本発明による発現ベクターは、
宿主細胞中で抗体鎖の遺伝子の発現を調節する調節配列を有することができる。"調節配
列"とは、抗体鎖の遺伝子の転写又は翻訳を調節するプロモーター、エンハンサー及び他
の発現調節要素（例えば、ポリアデニル化シグナル）を含むべきである。そのような調節
配列は、例えば、Goeddel; Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, 
Academic Press, San Diego, CA (1990)に記載されている。調節配列の選別が属する発現
ベクターの設計は、因子、例えば形質転換宿主細胞の選別、タンパク質の所望される発現
強度等に依存してよい。哺乳動物宿主細胞における発現の有利な調節配列には、哺乳動物
細胞中に強いタンパク質発現を引き起こすウイルス要素、例えば、サイトメガロウイルス
（CMV）（例えば、CMV－プロモーター／エンハンサー）、サル－ウイルス４０（SV４０）
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（例えば、SV４０－プロモーター／エンハンサー）、アデノウイルス（例えば、後期アデ
ノウイルス－主要プロモーター（アデノウイルス主要後期プロモーターのAdMLP)及びポリ
オー標識ら由来するプロモーター及び／又はエンハンサーが属する。ウイルス調節要素及
びその配列の更なる記載について、例えば、StinskiによるＵＳ－特許第５１６８０６２
、Bell et al.によるＵＳ－特許第４５１０２４５及びSchaffner et al.によるＵＳ－特
許第４９６８６１５が参照される。
【０１１９】
　抗体鎖及び調節配列の遺伝子に付加的に、本発明による組換え発現ベクターは、付加的
な配列、例えば、宿主細胞へのベクターの複製を調節する配列（例えば、複製出発点）及
び選別可能な標識遺伝子を有することができる。選別可能な標識遺伝子は、ベクターがそ
の中に導入された宿主細胞の選別を容易にする（例えば、全てAxel et al. によるＵＳ－
特許第４３９９２１６、４６３４６６５及び５１７９０１７参照）。例えば、選別可能な
標識遺伝子は、ベクターが挿入された宿主細胞を、作用物質、例えばＧ４１８、ハイグロ
マイシン又はメトトレキセートに対して耐性にさせることは通常である。有利な選別可能
な標識遺伝子には、ジヒドロ葉酸レダクターゼ（DHFR）の遺伝子（メトトレキセート－選
別／増幅を伴うdhfr－宿主細胞における使用のために）及び新生－遺伝子（G４１８－選
別のための）が属する。
【０１２０】
　軽鎖及び重鎖の発現のために、軽鎖及び重鎖をコードする１種以上の発現ベクターを、
標準技術によって、宿主細胞にトランスフェクションさせる。"トランスフェクション"の
様々な形は、原核又は真核宿主細胞への外来DNAの導入のために通例使用される多数の技
術、例えば、電気穿孔、燐酸カルシウム－沈降、DEAE－デキストラン－トランスフェクシ
ョン等を理解すべきである。本発明による抗体を原核宿主細胞又は真核宿主細胞で発現す
ることは理論的には可能であるが、真核細胞、殊に、哺乳動物宿主細胞での抗体の発現が
有利であり、それというのも、正確に折りたたまれ、免疫学的に能動的な抗体が集合して
分泌される確率が、そのような真核細胞、殊に哺乳動物細胞において、原核細胞における
よりも高いからである。抗体遺伝子の原核発現について、それが能動抗体の高収率の生産
には無効であるということが報告されている（Boss, M. A.及びWood, C. R. (1985) Immu
nology Today 6:12-13）。
【０１２１】
　本発明による組換え抗体の発現に有利である哺乳動物宿主細胞には、CHO－細胞（Urlau
b 及び Chasin, (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-4220 に記載され、例えば
、R. J. Kaufman 及び P. A. Sharp (1982) Mol. Biol. 159:601-621に記載されているDH
FR－選別可能な標識と併用されるdhfr－CHO－細胞を含む）、NSO－骨髄腫細胞、COS－細
胞及びSP2－細胞が属する。抗体遺伝子をコードする組換え発現ベクターが、哺乳動物宿
主細胞に導入される場合には、抗体が宿主細胞中に発現され又は有利に宿主細胞が増殖す
る培地に抗体が分泌されるまでの間、宿主細胞を培養することによって抗体は製造される
。タンパク質の精製のための標準法を使用して、抗体を培地から取得することができる。
【０１２２】
　完全抗体の一部、例えば、Fab－断片又はscFv－分子を製造するために、同様に宿主細
胞を使用することができる。当然、前記の方法の変法は発明に属する。例えば、本発明に
よる抗体の軽鎖又は重鎖（しかし、両方ではない）をコードするDNAで宿主細胞をトラン
スフェクションすることは所望に値し得る。関与抗原の結合のためには必要ではない軽鎖
又は重鎖が存在する場合には、そのような軽鎖又はそのような重鎖又は両方をコードする
DNAを、組換えDNA－技術によって、部分的に又は完全に除去することができる。そのよう
な切端DNA－分子によって発現される配列も、本発明による抗体に属する。更に、１本の
重鎖及び１本の軽鎖が本発明による抗体であり、かつ他の重鎖及び軽鎖が関与抗原以外の
抗原の特異性を有する二官能抗体は、本発明による抗体を第二の抗体と標準化学的方法で
架橋結合させることによって製造され得る。
【０１２３】
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　本発明による抗体又はその抗原－結合部分の組換え発現のための有利な系において、抗
体重鎖も抗体軽鎖もコードする組換え発現ベクターを、燐酸カルシウム－促進トランスフ
ェクションによって、dhfr－CHO－細胞に導入させる。遺伝子の強い転写を引き起こすた
めに、組換え発現ベクター内で、抗体重鎖及び抗体軽鎖の遺伝子を、各々、調節CMV－エ
ンハンサー／AdMLP－プロモーター要素と操作的に結合させる。組換え発現ベクターは、
メトトレキセート－選別／増幅を使用することによって、ベクターとトランスフェクショ
ンするCHO－細胞を選別し得るDHFR－遺伝子も有する。選別された形質転換宿主細胞を培
養し、そうして抗体重鎖及び抗体軽鎖を発現させ、完全抗体を培地から取得する。標準分
子生物学的技術を使用して、組換え発現ベクターを製造し、宿主細胞をトランスフェクシ
ョンし、形質転換体を選別し、宿主細胞を培養しかつ抗体を培地から取得することができ
る。即ち、本発明は、本発明による宿主細胞を本発明による組換え抗体が合成されるまで
好適な培地中で培養することによる、本発明による組換え抗体の合成法に関する。この方
法は、更に、組換え抗体を培地から単離することも包含し得る。
【０１２４】
　ファージ－ディスプレーによる組換え抗体バンクのスクリーニングに選択的に、本発明
による抗体を同定するために、大きな組合せバンクのスクリーニング用の当業者に公知の
他の方法を使用することができる。選択的発現系の１方法では、例えば、Szostak 及びRo
bertsによるＷＯ－９８／３１７００及びRoberts, R. W. 及びSzostak, J. W. (1997) Pr
oc. Ｎatl. Acad. Sci. USA 94:12297-12302に記載されているように、組換え抗体バンク
をＲＮＡ－タンパク質－融合の形で発現させる。この系では、その３’－末端にピューロ
マイシン、ペプチジル受容体－抗生物質を有する合成mRNAの試験管内－翻訳によって、mR
NA及びそれがコードするペプチド又はタンパク質の間に、共有融合を生成させる。即ち、
mRNAの複合混合物（例えば、組合せバンク）をからの特異的mRNAは、コードされるペプチ
ド又はタンパク質（例えば、抗体又はその一部分の）の特性により、例えば、本発明によ
るオリゴマー又はその誘導体への抗体又はその一部分の結合により富化される。そのよう
なバンクのスクリーニングから取得される、抗体又はその一部分をコードする核酸配列を
、組換え手段によって前記の方法で発現させ（例えば、哺乳動物宿主細胞中で）かつ、更
なる経過でmRNA－ペプチド－融合をスクリーニングし、ここで当初の１種以上の選択され
た配列に突然変異を導入させるか、又は前記の方法で組換え抗体の試験管内－親和性成熟
のための他の方法を使用することによって、更に親和性成熟をさせることができる。
【０１２５】
　生体内－及び試験管内－法の組合せ
　生体内－及び試験管内法の組合せ、例えば、オリゴマー－又は誘導体結合抗体の生産を
刺激するために、先ず本発明によるオリゴマー又はその誘導体を宿主動物における生体内
で抗体－レパートリー上に作用させ、引続いて、１種以上の試験管内－技術による更なる
抗体選別及び／又は抗体成熟（即ち、最適化）を実施する方法を使用することによって、
本発明による抗体を同様に製造することができる。１実施態様により、先ず、抗原に対す
る抗体－応答を刺激するために、非－ヒト動物（例えば、マウス、ラット、ウサギ、ニワ
トリ、ラクダ、ヤギ又はその形質転換型又はキメラマウス）を本発明によるオリゴマー又
はその誘導体で免疫化させ、引き続き、オリゴマー又は誘導体の作用によって生体内で刺
激されたリンパ球からの免疫グロブリン配列の使用下にファージ－ディスプレー－抗体バ
ンクを製造し、かつスクリーニングさせる組合せ方法が包含される。この組合せ方法の第
１段階は、生体内－方法に関連する前記の方法で実施され得るが、この方法の第２段階は
、試験管内－方法に関連する前記の方法で実施され得る。刺激されたリンパ球から製造さ
れたファージ－ディスプレー－バンクを、引き続き、試験管内－スクリーニングすること
を伴う、非－ヒト動物の超免疫の有利な方法には、BioSite Inc.,により記載されている
方法（例えば、ＷＯ９８／４７３４３、ＷＯ９１／１７２７１、ＵＳ－特許第５４２７９
０８及びＵＳ－特許第５５８０７１７参照）が属する。
【０１２６】
　もう１つの実施態様により、先ず、オリゴマー又はその誘導体に対する抗体応答を刺激
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するために、非－ヒト動物（例えば、マウス、ラット、ウサギ、ニワトリ、ラクダ、ヤギ
又はノックアウト－及び／又はその形質転換型又はキメラマウス）を本発明によるオリゴ
マー又はその誘導体で免疫化させ、ハイブリドーマ（例えば、免疫化動物から製造される
）をスクリーニングすることによって、所望の特異性を有する抗体を生産するリンパ球を
選別する組合せ法が包含される。抗体又は単一ドメイン抗体の遺伝子を、選別されたクロ
ーンから分離させ（標準法、例えば、逆転写酵素－ポリメラーゼ連鎖反応により）、試験
管内－親和性成熟させ、それによって、１種以上の選別された抗体の結合特性を改善する
ことができる。この方法の第１段階は生体内－法に関連する前記の方法で実施され得るが
、この方法の第２段階は試験管内－法に関連する前記の方法で、殊に、試験管内－親和性
成熟法、例えば、ＷＯ－９７／２９１３１及びＷＯ－００／５６７７２に記載されている
方法によって実施され得る。
【０１２７】
　もう１つの組合せ方法では、リンパ球－抗体－選別法（SLAM）として当業者に公知であ
り、ＵＳ－特許第５６２７０５２、ＷＯ－９２／０２５５１及びBabcock, J. S. et al. 
(1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:7843-7848に記載されている方法を使用すること
によって、単離された単一リンパ球から組換え抗体を生成させる。この方法では、オリゴ
マー又はその誘導体に対する抗体応答を刺激するために、先ず、非－ヒト動物（例えば、
マウス、ラット、ウサギ、ニワトリ、ラクダ、ヤギ又はその形質転換型又はキメラマウス
）を、生体内で、本発明によるオリゴマー又はその誘導体で免疫化させ、次いで、抗原特
異的溶血斑検定を使用して、関与する抗体を分泌する単一細胞を選別する。そのために、
オリゴマー又はその誘導体、又は関与の構造的類似配列をヒツジ－赤血球に結合させるこ
とができ、この際、リンカー、例えば、ビオチンを使用し、それによって好適な特異性を
有する抗体を分泌する単一細胞が、溶血斑検定の使用下に同定され得る。関与抗体を分泌
する細胞の検定に続いて、細胞から軽鎖及び重鎖の可変領域のcDNAを逆転写酵素－PCRに
よって取得し、この可変領域を、好適な定常免疫グロブリン領域（例えば、ヒト定常領域
）と関連して、哺乳動物宿主細胞、例えば、COS－又はCHO－細胞に発現させることができ
る。生体内で選別されたリンパ球から由来する増幅された免疫グロブリン配列でトランス
フェクションされた宿主細胞を、次いで、所望の特異性を有する抗体を発現させる細胞を
分離するために、例えば、トランスフェクションさせた細胞を拡散させることによって、
もう１つの試験管内－分析及び－選別させることができる。増幅された免疫グロブリン配
列を、更に、試験管内で扱うことができる。
【０１２８】
　前記の方法により、本発明によるオリゴマー又はその誘導体のための、及び構造的に類
似の合成配列のための特異性を有する抗体を製造することもできる。そのために、
i）本発明によるオリゴマー又はその誘導体及び構造的に類似の合成配列に共通である構
造的特徴を包含する抗原を製造する；
ii）抗原を抗体－レパートリー上に作用させる；かつ
iii）２種の構造的に類似の配列に結合する抗体をレパートリーから選別し、それによっ
て所望の特異性を有する抗体を得る。
【０１２９】
　前記の方法により得られるオリゴマー特異的抗体は、アミロイド－β関連の痴呆症の治
療剤を製造するための、又はアミロイド－β関連の痴呆症の診断用組成物を製造するため
のその使用と全く同様に本発明の目的である。
【０１３０】
　本発明により得られる抗体には、殊に、前記の方法で得ることができる抗血清が属する
。これは全血清、即ち、宿主から得られる凝固可能な細胞成分の分離後の血液、又は、殊
に免疫グロブリン－画分及び有利にオリゴマー認識免疫グロブリン－画分が富化されてい
るこの血清の画分であってよい。この種類の画分は、抗体－精製と関連して前記された方
法で得られ得る。
【０１３１】
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　本発明による抗血清はポリクローナルであり、即ち、これは様々な特異性の、通例様々
な部類及び下位部類の抗体を含有し、通例、全てのＬ－連鎖－イソ型が存在していて、数
種のタンパク質エピトープが知られている。
【０１３２】
　免疫原として本発明による異なるオリゴマーを使用する場合には、本発明による抗血清
は、通例、架橋結合性である。
【０１３３】
　もう１つの観点により、本発明により得られる抗体には、モノクローナル抗体、殊に、
キラル及びヒト化抗体、及びそのオリゴマー結合断片が属する。
【０１３４】
　本発明の目的は、本発明によるオリゴマー又はその誘導体に特異的に結合するタンパク
質及び殊に抗体、即ち、本発明によるオリゴマー又はその誘導体の特異性を有する抗体で
ある。本発明の目的は、同様に、このタンパク質又は抗体の一部、殊に、その抗原結合部
分、即ち、本発明によるオリゴマー又はその誘導体を結合するタンパク質－又は抗体部分
である。
【０１３５】
　本発明による抗体を有利に選別する場合には、それは本発明によるオリゴマー又はその
誘導体への特異的結合のための一定の結合速度（例えば、高い親和性、低い解離、低いオ
フ－速度、強い中和活性）を有する。
【０１３６】
　即ち、ＫＤ＝１０－６～１０－１２Ｍの範囲の本発明によるオリゴマー又はその誘導体
の親和性を有するタンパク質及び殊に抗体が有利である。Ｋｄ＝１０－８Ｍよりも高い親
和性、Ｋｄ＝１０－９Ｍよりも高い親和性、Ｋｄ＝１０－１０Ｍよりも高い親和性又はＫ

ｄ＝１０－１１Ｍよりも高い親和性で結合する高親和性タンパク質及び殊に抗体が特に有
利である。
【０１３７】
　もう１つの観点により、他のＡβ（１－４２）－形、殊に、モノマーＡβ（１－４２）
－タンパク質及び／又はモノマーＡβ（１－４０）－タンパク質を、比較的低い親和性、
殊にＫｄ＝１０－８Ｍよりも低い親和性で結合するタンパク質及び殊に抗体が有利である
。
【０１３８】
　従って、本発明により特に、モノマーＡβ（１－４２）－タンパク質及び／又はモノマ
ーＡβ（１－４０）－タンパク質よりも高い親和性でオリゴマー又はその誘導体を結合す
るタンパク質及び殊に抗体が有利である。１０、１００又は１０００の親和性比率が特に
有利である。
【０１３９】
　もう１つの観点により、本発明による抗体を、それがオリゴマー又はその誘導体をｋｏ

ｆｆ－速度定数０．１ｓ－１以下で結合するように選択することができる。速度定数ｋｏ

ｆｆ１ｘ１０－２ｓ－１以下、１ｘ１０－３ｓ－１以下、１ｘ１０－４ｓ－１以下、１ｘ
１０－５ｓ－１以下が記載順に有利になる。
【０１４０】
　更に、本発明による抗体を、それが本発明によるオリゴマー又はその誘導体の活性、殊
に神経毒活性を、１ｘ１０－６Ｍ以下のIC５０で阻害するように選択することができる。
１ｘ１０－７Ｍ以下、１ｘ１０－８Ｍ以下、１ｘ１０－９Ｍ以下、１ｘ１０－１０Ｍ以下
、又は１ｘ１０－１１Ｍ以下の阻害定数IC５０が記載順に有利になる。
【０１４１】
　抗体とは、有利に、単離された抗体のことである。もう１つの観点により、抗体は中和
抗体である。本発明による抗体には、モノクローナル抗体及び組換え抗体が属する。多数
の実施態様により、抗体は、完全に単一種から由来するアミノ酸配列、例えば、ヒト抗体
又はマウス抗体を包含することができる。他の実施態様により、抗体は、キラル抗体又は
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CDR－グラフト－抗体又は他の型のヒト化抗体であってよい。
【０１４２】
　"抗体"とは、４本のポリペプチド鎖、２本の重（Ｈ）鎖及び２本の軽（Ｌ）鎖から形成
されている免疫グロブリン分子に関する。この連鎖は、通例、ジスルフィド－結合によっ
て相互に結合されている。各重鎖は、重鎖の可変領域（ここでは、HCVR又はVHとして略さ
れる）及び重鎖の定常領域から組成している。重鎖の定常領域は、３つのドメインCH１、
CH２及びCH３から形成される。各軽鎖は、軽鎖の可変領域（ここでは、LCVR又はVLとして
略される）及び軽鎖の定常領域から組成している。軽鎖の定常領域はドメインCLから形成
される。VH－及びVL－領域は、更に、相補性決定領域（相補性決定領域（Complementarit
y Determining Region）のCDR）として表示される超可変領域に細分され、かつ骨格領域
（骨格領域（Frame Work Region)のFR）として表示される保存領域と混在していてよい。
各VH－及びVL－領域は、N－末端からＣ－末端へ次の順序で配置されている３つのCDRs及
び４つのFRsから形成される：FR１、CDR１、FR２、CDR２、FR３、CDR３、FR４.
　抗体の"抗原結合部分"（又は単に"抗体部分"）とは、本発明によるオリゴマー又はその
誘導体への特異性を有する抗体の１種以上の断片に関し、この際、１種以上の断片は、依
然として、オリゴマー又はその誘導体を特異的に結合する能力を有する。抗体の抗原結合
機能は、完全抗体の断片によって認められ得ることが示されている。結合断片の例には、
抗体の概念"抗原結合部分"の意において、（i）Fab－断片、即ち、VL－、VH－、CL－及び
CH１－ドメインから組成される一価の断片；（ii）F（ab')２－断片、即ち、ジスルフィ
ド－橋を経て蝶番－領域で相互に結合した２つのFab－断片を包含する二価の断片；（iii
）VH－及びCH１－ドメインから組成するFd－断片；（iv）抗体の単一アームのFL－及びVH
－ドメインから組成するFv－断片；（v）VH－ドメイン又はVH、CH１、CH２、DH３又はVH
、CH２、CH３から成るdAb－断片（Ward, et al. (1989) Nature 341:544-546）；及び（v
i）分離された相補性決定領域（CDR）が属する。Fv－断片の２つのドメイン、つまりVL及
びVHが、別々の遺伝子によってコードされるとしても、これらは更に合成リンカーと組換
え法の使用下に相互に結合され、それによって、これらを単一のタンパク質鎖として製造
することができ、その中で、VL－及びVH－領域は一価の分子を形成するために集合するこ
とができる（単鎖－Fv（ScFv）として知られる；例えば、Bird et al. (1988) Science 2
42:423-426; 及びHuston et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883参照
）。この種類の単鎖－抗体は、抗体の概念"抗原結合部分"によっても把握されるべきであ
る。他の型の単鎖－抗体、例えば"ジアボデーズ（Diabodies）"も同様にこれに属する。
ジアボデーズは、VH－及びVL－ドメインが単一のポリペプチド鎖上で発現される二価の二
重特異的抗体であり、その際、２つのドメインが同一鎖上で集合し得るには短すぎる１つ
のリンカーが使用されるが、それによって、そのドメインが強制的に他の鎖の相補性ドメ
インと対にされ、２つの抗原結合部位が形成される（例えば、Holliger, P., et al. (19
93) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448; Poljak, R. J. et al. (1994) Structu
re 2:1121-1123参照）。
【０１４３】
　更に、抗体又はその抗原結合部分は、抗体又は抗体部分と１種以上の他のタンパク質又
はペプチドとの共有又は非共有会合によって形成される、より大きな免疫接着分子の一部
であってよい。そのような免疫接着分子には、テトラマーscFv－分子を製造するためのス
トレプトアビジン－コア領域の使用（Kipriyanov, S. M., et al. (1995) Human Antibod
ies und Hybridomas 6:93-101）及び二価のビオチニル化scFv－分子を作製するためのシ
ステイン基、標識ペプチド及びＣ－末端ポリヒスチジン－タグの使用が属する（（Kipriy
anov, S. M., et al. (1994) Mol. Immunol. 31:1047-1058）。抗体部分、例えば、Fab及
びF（ab')２－断片は、慣用の技術、例えば、パパイン又はペプシンでの消化を使用する
ことによって、全抗体から製造され得る。更に、抗体、抗体部分及び免疫接着分子は、標
準組換えDNA－技術を使用することによって得ることができる。"本発明によるオリゴマー
又はその誘導体への特異性を有する分離抗体"は、様々な抗原特異性を有する他の抗体を
実際に含まない、本発明によるオリゴマー又はその誘導体への特異性を有する抗体、要す
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るに、殊に、前記のようなＡβ（１－４２）－タンパク質の他の型に特異的に結合する抗
体を含まない抗体を意味する。
【０１４４】
　"中和抗体"とは、一定の抗原へのその結合が抗原の生物学的活性の阻害を引き起こす抗
体を意味する。この抗原の生物学活性の阻害は、抗原の生物学的活性のための１種以上の
指標を測定することによって評価することができ、この際、好適な試験管内－又は生体内
－検定を使用する。
【０１４５】
　"モノクローナル抗体"とは、ハイブリドー標識ら由来する抗体を意味する（例えば、ハ
イブリドーマ技術、例えば、Kohler 及び Milsteinによる標準ハイブリドーマ法により製
造されるハイブリドー標識ら分泌される抗体）。従って、ハイブリドー標識ら由来し、本
発明によるオリゴマー又はその誘導体への特異性を有する抗体は、モノクローナル抗体と
して表示される。
【０１４６】
　"組換え抗体"とは、組換え手段で製造され、発現され、生成され又は分離される抗体、
例えば、宿主細胞にトランスフェクションされた組換え発現ベクターの使用下に発現され
る抗体；組換え組合せ抗体バンクから分離される抗体；ヒト免疫グロブリン遺伝子によっ
て形質転換された動物（例えば、マウス）から分離される抗体（例えば、Taylor, L. D.,
 et al. (1992) Nucl. Acids. Res. 20:6287-6295参照）；又は一定の免疫グロブリン－
遺伝子配列（ヒト免疫グロブリン－遺伝子配列）を、他のDNA－配列と集合させる何か別
の方法で、製造され、発現され、生成され又は分離される抗体に関する。組換え抗体には
、例えば、キラル、CDR－グラフト－及びヒト化抗体が属する。
【０１４７】
　"ヒト抗体"とは、その可変及び定常領域が、例えば、Kabat et al. (Kabat, et al. (1
991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth Edition, U. S. Depar
tment of Health und Human Services, NIH Publication Nr. 91-3242参照）により記載
されているヒト生殖系列の免疫グロブリン配列に相応し、又はそれから由来する抗体に関
する。当然、本発明によるヒト抗体は、例えば、CDRs及び殊にCDR３に、ヒト生殖系列－
免疫グロブリン配列によってコードされない（例えば、試験管内でランダム又は部位特異
的な突然変異誘発によって又は生体内で体細胞突然変異によって導入される突然変異）ア
ミノ酸基を包含し得る。本発明による組換えヒト抗体は可変領域を有し、ヒト生殖系列の
免疫グロブリン配列から由来する定常領域も包含する（Kabat, et al. (1991) Sequences
 of Proteins of Immunological Interest, Fifth, Edition, U.S. Department of Healt
h und Human Services, NIH Publication Nr. 91-3242参照）。一定の実施態様により、
この種類の組換えヒト抗体を、当然、試験管内－突然変異誘発（又は、ヒトIg－配列によ
る形質転換性動物を使用する場合には、体細胞生体内突然変異誘発）させ、従って、組換
え抗体のVH－及びVL－領域のアミノ酸配列は、それがヒト生殖系列のVH－及びVL－配列と
関連している又はそれから由来するとはいえ、生体内ヒト抗体－生殖系列レパートリー内
に自然には存在しない配列である。一定の実施態様により、この種類の組換え抗体は、選
別的突然変異誘発又は復帰突然変異、又は両方の結果である。
【０１４８】
　"復帰突然変異"とは、ヒト抗体の体細胞突然変異アミノ酸の若干又は全部を、相同生殖
系列抗体配列の相応する生殖系列基と交代させる方法に関する。本発明によるヒト抗体の
重鎖及び軽鎖の配列を、別々に、最大の相同性を有する配列を同定するために、VBASE－
データバンク中の生殖系列配列と比較する。そのような偏向アミノ酸をコードする限定ヌ
クレオチド位置で突然変異させることによって、本発明によるヒト抗体中の刷込みを生殖
系列配列上に復帰させる。この方法で復帰突然変異の候補として同定される各アミノ酸の
抗原結合に対する直接的又は間接的重要性が調査されるべきであり、突然変異後に所望の
ヒト抗体特性を侵害するアミノ酸は、完成のヒト抗体中に一緒に包含されるべきではない
。復帰突然変異のためのアミノ酸の数をできるだけ少なく保つために、隣接の生殖系列配
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列とは偏向するが、第二の生殖系列配列の相応するアミノ酸配列と同一であるアミノ酸位
置は不変のままであってよいが、第二の生殖系列配列は、本発明によるヒト抗体配列と、
当該アミノ酸の両側上の少なくとも１０個及び有利に１２個のアミノ酸で同一である又は
共－直線性であることが前提である。復帰突然変異は、抗体最適化の任意段階で行なうこ
とができる。
【０１４９】
　"キラル抗体"とは、種からの重鎖及び軽鎖の可変領域の配列を包含するが、その中でVH
及び／又はVLからの１つ以上のCDR－領域の配列が他の種のCDR－配列と交代している抗体
、例えば、マウスからの重鎖及び軽鎖の可変領域を有し、その中で１つ以上のマウス－CD
Rs（例えば、CDR３）がヒトCDR－配列と交代している抗体に関する。
【０１５０】
　"ヒト化抗体"とは、非ヒト種（例えば、マウス、ラット、ウサギ、ニワトリ、ラクダ、
ヤギ）からの重鎖及び軽鎖の可変領域の配列を包含するが、更にもっと"ヒト類似性"にす
るために、即ち、ヒト生殖系列の可変配列を類似性にするために、少なくとも一部のＶＨ
－及び／又はＶＬ－配列が変更されている抗体に関する。ヒト化抗体の種類は、相応する
非ヒトCDR－配列を交代させるために、ヒトCDR－配列が非ヒトVH－及びVL－配列中に導入
されているCDR－グラフト抗体である。
【０１５１】
　抗体の結合反応速度を測定するための方法は、表面プラスモン共鳴による。"表面プラ
スモン共鳴"とは、タンパク質濃度の変化をバイオセンサーマトリックスで検出すること
によって、生体特異的相互作用を分析することができる光学的現象に関し、この際、例え
ば、BlAcore－Systemを使用する（Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Sweden und Pisca
taway, NJ）。他の記載については、Joensson, U., et al. (1993) Ann. Biol. Clin. 51
:19-26; Joensson, U., et al. (1991) Biotechniques 11:620-627; Johnsson, B., et a
l. (1995) J. Mol. Recognit. 8:125-131; 及びJohnnson, B., et al. (1991) Anal. Bio
chem. 198:268-277が参照される。
【０１５２】
　"Ｋｏｆｆ "とは、抗体／抗原－複合体からの抗体の解離についてのオフ－速度定数に
関する。
【０１５３】
　"Ｋｄ"とは、一定の抗体－抗原－相互作用の解離定数に関する。
【０１５４】
　本発明による抗体の結合親和性は、標準試験管内－免疫検定、例えば、ELISA－又はBlA
core－分析を使用することによって評価され得る。
【０１５５】
　抗体の他に、タンパク質は、Ｔ－細胞受容体から由来する分子又はＴ－細胞受容体から
由来する受容体ドメイン、又は受容体ドメインと免疫グロブリンのFc－部分との融合タン
パク質であってよい。
【０１５６】
　本発明の目的は、本発明によるタンパク質及び殊に本発明による抗体及び場合により製
薬学的に認容性の賦形剤を含有する製薬学的製剤（組成物）でもある。本発明による製薬
学的組成物は、更に少なくとも１種の付加的治療剤、例えば、本発明による抗体がその軽
減のために使用可能である病気の治療のための１種以上の付加的治療剤を含有することが
できる。本発明による抗体を、例えば、本発明によるオリゴマーに結合させる場合には、
製薬学的組成物は、更に、オリゴマーの活性が重要である病気の治療のために使用可能で
ある１種以上の付加的な治療剤を含有することができる。
【０１５７】
　製薬学的に認容性の賦形剤には、生理学的に適合性である限り、全ての溶剤、分散媒体
、被覆剤、抗菌剤及び抗菌類剤、等張剤及び吸収遅延剤等が属する。製薬学的に認容性の
賦形剤には、例えば、水、食塩溶液、燐酸塩－緩衝化食塩溶液、デキストロース、グリセ
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リン、エタノール等、及びその組合せが属する。多くの場合には、等張剤、例えば、糖、
ポリアルコール、例えば、マンニトール又はソルビトール、又は塩化ナトリウムを併用す
ることが有利である。製薬学的認容性賦形剤は、更に、抗体の品質保持又は有効性を高め
る少量の補助物質、例えば、湿潤剤又は乳化剤、保存剤又は緩衝液を含有することができ
る。
【０１５８】
　製薬学的組成物は、例えば、腸管外投与に好適であってよい。この際、抗体は抗体含量
０．１～２５０ｍｇ／ｍｌを有する注射可能な溶液として調製されることが有利である。
注射可能な溶液は、投与形として、液体又は凍結乾燥形で、フリントガラス又はバイアル
、アンプル又は充填注射器中に調製されていてよい。緩衝液はＬ－ヒスチジン（１～５０
ミリモル、有利に５～１０ミリモル）を含有し、pH－値５．０～７．０、有利に６．０を
有することができる。他の好適な緩衝液には、コハク酸ナトリウム－、クエン酸ナトリウ
ム－、燐酸ナトリウム－又は燐酸カリウム－緩衝液が属するが、これに限定されるもので
はない。溶液の張度を濃度０～３００ミリモル（液状投与形については、有利に１５０ミ
リモル）に調整するために、塩化ナトリウムを使用することができる。凍結乾燥形のため
に、凍結保護剤、例えば、スクロース（例えば、０～１０％、有利に０．５～１．０％）
を一緒に含有することができる。他の好適な凍結保護剤には、トレハロース及びラクトー
スが属する。凍結乾燥投与形のために、充填剤、例えば、マンニトール（例えば、１～１
０％、有利に２～４％）を一緒に含有することができる。安定剤、例えばＬ－メチオニン
（例えば、５１～５０ミリモル、有利に５～１０ミリモル）を液状でも、凍結乾燥投与形
でも使用することができる。他の好適な充填剤には、グリシン及びアルギニンが属する。
同様に、界面活性剤、例えば、ポリソルベート－８０（例えば、０～０．０５％、有利に
０．００５～０．０１％）を使用することができる。他の界面活性剤には、ポリソルベー
ト－２０及びBRIJ－界面活性剤が属する。
【０１５９】
　本発明による組成物は、多数の形を取ることができる。これには、液状、半固形及び固
形の投与形、例えば、液状溶液（例えば、注射可能な及び注入可能な溶液）、分散液又は
懸濁液、錠剤、丸剤、粉末、リポソーム及び座薬が属する。有利な形は、意図される投与
方法及び治療的使用に依存する。典型的には、注射可能な又は注入可能な溶液の形の組成
物、例えば、ヒトの受動免疫のために他の抗体との類似性を有する組成物が有利である。
有利な投与方法は、腸管外（例えば、静脈内、皮下、腹膜内、筋肉内）である。有利な実
施態様により、抗体は静脈内注入又は注射によって投与される。もう１つの有利な実施態
様により、抗体は、筋肉内又は皮下注射によって投与される。
【０１６０】
　治療的組成物は、典型的には無菌で、製造ー及び貯蔵条件下に安定性でなければならな
い。組成物は溶液、微細エマルジョン、分散液、リポソーム又は作用物質高濃度に好適な
他の次数化構造として組成され得る。注射可能な無菌溶液は、活性化合物（即ち、抗体）
を必要量で好適な溶剤中に、場合により必要に応じて１種以上の前記内容物の組合せと一
緒に装入し、引き続き、無菌濾過することによって製造され得る。分散液は、通例、基礎
分散媒体及び場合により他の必要な内容物を含有する無菌ビヒクル中に活性化合物を入れ
ることによって製造される。注射可能な無菌溶液を製造するための凍結乾燥無菌粉末の場
合には、真空乾燥及び噴霧乾燥が有利な製法であり、その方法で、前以て無菌濾過した溶
液から活性内容物及び場合により他の所望される内容物の粉末が得られる。溶液の適切な
流動性は、例えば、被覆剤、例えば、分散液の場合には、必要な粒度を維持するレシチン
を使用し、又は界面活性剤を使用することによって維持され得る。注射可能な組成物の延
滞吸収は、吸収を遅延させる薬剤、例えば、モノステアレート塩及びゼラチンを組成物中
に一緒に入れることによって達成され得る。
【０１６１】
　本発明による抗体は、当業者に公知である多数の方法で投与され得るが、多数の治療的
使用には、皮下注射、静脈内注射又は注入が有利な投与方法である。当業者は、投与の方
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法及び／又は種類は所望の結果に依ることを周知である。一定の実施態様により、活性化
合物を、化合物を急速な放出に対して保護する賦形剤と一緒に、即ち、例えば、調節放出
の組成物を製造することができ、それには、インプラント、経皮プラスター及び微細カプ
セル投与系が属する。生物学的に分解可能な生物適合性ポリマー、例えば、エチレンビニ
ルアセテート、ポリ酸無水物、ポリグリコール酸、コラーゲン、ポリオルトエステル及び
ポリ乳酸を使用することができる。そのような組成物の製法は、当業者に一般に公知であ
り、例えば、Sustained und Controlled Release Drug Delivery Systems, J.R.Robinson
, ed., Marcel Dekker, Inc., New York, 1978が参照される。
【０１６２】
　一定の実施態様により、例えば、不活性希釈剤又は同化可能な食可能賦形剤中の本発明
による抗体を経口投与することができる。抗体（及び所望の場合には、他の内容物）を硬
質－又は軟質ゼラチンカプセルに包入させ、打錠して錠剤にし又は食物に直接添加するこ
ともできる。治療的経口投与のために、抗体を賦形剤と混合させ、嚥下可能な錠剤、バッ
カル錠剤、カプセル剤、エリキシル、懸濁液、シロップ等の形で使用することができる。
本発明による抗体を、腸管外投与とは別の方法により投与すべき場合には、その不活性化
を阻害する材料から被覆を選択することが必要であり得る。
【０１６３】
　本発明による抗体は、それが結合する本発明によるオリゴマー又はその誘導体の活性を
試験管内でも生体内でも中和することができる。従って、抗体は、本発明によるオリゴマ
ー又はその誘導体の活性を阻害するために、例えば、オリゴマー又はその誘導体を含有す
る細胞培養液中又はオリゴマー又はその誘導体が存在しているヒト個体又は哺乳動物中で
使用される。１実施態様により、本発明の目的は、本発明によるオリゴマー又はその誘導
体の活性の阻害法であり、この際、本発明による抗体をオリゴマー又はその誘導体に、オ
リゴマー又はその誘導体の活性が阻害されるように作用させることができる。この際、活
性は、例えば試験管内で阻害され得る。例えば、本発明による抗体は、本発明によるオリ
ゴマー又はその誘導体を含有する又は含有すると考えられる細胞培養液に添加して、培養
液中のオリゴマー又はその誘導体を阻害することができる。選択的に、オリゴマー又はそ
の誘導体の活性を、１個体において生体内で阻害することができる。
【０１６４】
　即ち、本発明のもう１つの目的は、アミロイド－β－タンパク質が関与していて、殊に
本発明によるオリゴマー又はその誘導体の活性が関与する病気にかかっている個体におけ
る本発明によるオリゴマー又はその誘導体の活性の阻害法に関する。この方法は、抗体が
結合するオリゴマー又はその誘導体の活性を阻害する目的で、少なくとも１種の本発明に
よる抗体を個体に投与することを包含する。個体は有利に人間である。本発明による抗体
はヒト個体に治療目的のために投与することができる。更に、本発明による抗体を非ヒト
哺乳動物に獣医的目的のために、又は一定の病気の動物モデルの範囲で投与することがで
きる。その種類の動物モデルは、本発明による抗体の治療的有効性を評価するために有益
である（例えば、投与量及び投与の時間経過を試験するために）。
【０１６５】
　本発明によるオリゴマー又はその誘導体が関与する病気には、殊に、その発生及び／又
は経過に本発明によるオリゴマー又はその誘導体が関与している病気が属する。従って、
殊に、本発明によるオリゴマー又はその誘導体が、証明的に又は推測的に病気の病態生理
学に起因する、又は病気の発生及び／又は経過に寄与する因子である病気が考えられる。
従って、本発明によるオリゴマー又はその誘導体の活性の阻害が、病気の症状及び／又は
進行を緩和することができる病気がそれに属する。そのような病気は、例えば、一定の病
気にかかっている個体の体液中の本発明によるオリゴマー又はその誘導体の高められた濃
度によって証明される（例えば、血清、血漿、CSF、ウリン等中の高められた濃度）。こ
のことは、例えば、本発明による抗体を使用することによって検証することができる。本
発明によるオリゴマー又はその誘導体は、神経変性要素、認識欠如、神経毒性要素及び炎
症性要素が関与している多数の病気と関連している病変において決定的な役割を果たして
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いる。
【０１６６】
　本発明による抗体は、前記の病気の治療に使用可能である１種以上の付加的な治療剤と
一緒に投与され得る。
【０１６７】
　本発明の製薬学的組成物は、通例、少なくとも１種の本発明による抗体の治療的有効量
又は予防的有効量を含有する。所望の処置によって、例えば、治療的処置が所望されるか
又は予防的処置が所望されるかどうかによって、投与計画を選択し、適合させる。例えば
、単一用量、時間配分で数回の分別用量又は治療状況の要求により増加又は減少用量を投
与することができる。投与を容易にさせ、投与の一様性を保証するために、殊に、腸管外
用組成物を単一用量形で組成させることが有利である。
【０１６８】
　本発明による抗体の治療的又は予防的有効量は、０．１～２０ｍｇ／ｋｇ及び有利に１
～１０ｍｇ／ｋｇの範囲であってよいが、これに限定されるものではない。この量は、当
然、緩和すべき状態の種類及び重大性によって変化され得る。
【０１６９】
　抗体の診断的使用の範囲で、定性又は定量的な特異的オリゴマー－測定が、殊に、病気
に関連するアミロイド－β（１－４２）－型の診断に用いられる。この関係における特異
性は、充分な感受性を有する一定のオリゴマー又はオリゴマー－混合物を検出し得る可能
性を意味する。本発明による抗体は、１０nｇ／試料ｍｌよりも少ない、有利に１nｇ／試
料ｍｌよりも少ない、特に有利に１００ｐｇ／試料ｍｌよりも少ない感受性を有利に有す
る。従って、少なくとも、試料１ｍｌに対する各々前記のオリゴマー濃度を、有利により
少ない濃度も、本発明による抗体で検出できることが考えられる。
【０１７０】
　測定は免疫学的に行なわれる。これは、原則的には、抗体を使用する各分析的又は診断
的試験法で行なわれ得る。この方法には、凝集－及び沈殿－法、免疫検定法、免疫組織化
学法及び免疫ブロット－法、例えば、ウエスタン－ブロット法又はドットブロット－法が
属する。生体内－法には、例えば、画像法も属する。
【０１７１】
　免疫検定法における使用が有利である。競合的免疫検定、即ち、抗体結合について抗原
及び標識化抗原（トレーサー）を競合させることも、サンドイッチ－免疫検定法、即ち、
抗原への特異的抗体の結合を第二の、大抵は標識化された抗体で確認することも好適であ
る。これらの検定法は、均一であっても（即ち、固相及び液相へ分離しない）、不均一で
あってもよい（即ち、例えば、固相結合抗体を介して結合標識体を非結合体から分離する
ことができる）。様々な不均一及び均一免疫検定－形は、標識化及び測定法により決めら
れる部類、例えば、RIAs（放射線免疫検定法）、ELISA（固相酵素免疫検定法）、FIA（蛍
光－免疫検定法）、LIA（発光－免疫検定法）、TEFIA（時間的分解FIA）、IMAC（免疫活
性化）、EMIT（酵素多重化免疫試験法）、TIA（ターボジメトリック免疫検定法）、I－PC
R（免疫－PCR）に配属される。
【０１７２】
　本発明によるオリゴマー－測定には、競合的免疫検定法が有利である。この際、標識化
オリゴマー（トレーサー）は、使用抗体への結合について、試料の測量すべきオリゴマー
と競合する。置換されたトレーサーの量から、標準曲線によって、試料中の抗原量、即ち
、オリゴマー量を測定することができる。
【０１７３】
　この目的に使用される標識は、酵素が有利であることが判明した。例えば、ペルオキシ
ダーゼ、殊に西洋わさび－ペルオキシダーゼ、アルカリ性ホスファターゼ及びβ－Ｄ－ガ
ラクトシダーゼをベースとする系を使用することができる。その変換を、例えば、測光的
に追跡し得る特異的基質がこの酵素のために使用される。好適な基質系は、アルカリ性ホ
スファターゼについては、ｐ－ニトロフェニルホスフェート（ｐ－NPP）、５－ブロム－
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４－クロル－３－インドリルホスフェート／ニトロブルー－テトラゾリウム（BCIP／NPT
）、ファースト－レッド／ネフトール－AS－TS－ホスフェート；ペルオキシダーゼについ
ては、２，２－アジノ－ビス－（３－エチルベンズチアゾリン－６－スルホン酸）（ABTS
）、o－フェニレンジアミン（OPT）、３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン（TM
B）、o－ジアニシジン、５－アミノサリチル酸、３－ジメチルアミノ安息香酸（DMAB）及
び３－メチル－２－ベンゾチアゾリンヒドラゾン（MBTH）；β－Ｄ－ガラクトシダーゼに
ついては、o－ニトロフェニル－β－Ｄ－ガラクトシド（o－NPG）、p－ニトロフェニル－
β－Ｄ－ガラクトシド及び４－メチルウムベリ（umbelli）フェニル－β－Ｄ－ガラクト
シド（MUG）をベースとする。多くの場合において、これらの基質系は既製形で、例えば
、他の試薬、例えば、有利に緩衝液等も含有し得る錠剤の形で、市販で得られる。
【０１７４】
　トレーサーとして、標識化オリゴマーが使用される。この意において、一定のオリゴマ
ーの測定には、測定すべきオリゴマーを標識化し、トレーサーとして使用することができ
る。
【０１７５】
　トレーサーの製造のためのオリゴマーへの標識の結合は、自体公知の方法で行なうこと
ができる。本発明によるオリゴマーの誘導体化のための前記の実施が同様に引用される。
更に、タンパク質の複合のために有利に変性された一連の標識、例えば、ビオチン－、ア
ビジン－、エキストラビジン－又はストレプトアビジン－複合酵素、マレイミド－活性化
酵素等が得られる。これらの標識は、オリゴマー又は、必要に応じて、相応に誘導体化さ
れたオリゴマーと直接反応してトレーサーを得ることができる。例えば、ストレプトアビ
ジン－ペルオキシダーゼ－複合体を使用する場合には、これは先ずオリゴマーのビオチニ
ル化を必要とする。相応することは逆の順序にも当てはまる。この目的についても、好適
な方法は当業者に公知である。
【０１７６】
　不均一免疫検定－型を選択する場合には、抗原－抗体－複合体を、分離のために、例え
ば、担体に結合した抗－イディオタイプ抗体、例えば、ウサギ－IgGに照準した抗体を介
して担体に結合させることができる。相応する抗体を担持している担体、殊に、微小滴定
プレートは公知であり、部分的に市販で得られる。
【０１７７】
　本発明のもう１つの目的は、少なくとも１種の前記の抗体及び他の成分を有する免疫検
定－セットである。この際、本発明によるオリゴマー－測定の実施のための手段の、通例
、包装ユニットとしての集成装置が重要である。できるだけ簡単な取扱いのために、この
手段は、有利に実際に使用完成されている。有利な装置は免疫検定をキット－型で提供す
る。キットは、通例、成分の別々の装置用の数個の容器を包含する。全成分は、使用完成
された希釈液で、希釈用濃縮物として又は溶解又は懸濁用乾燥物質又は凍結乾燥物として
準備されていてよい；単一成分又は全成分は凍結されている又は環境温度で使用するまで
貯蔵されていてよい。血清は、例えば、－２０℃でショック凍結され、従って、この場合
には、免疫検定を使用前に有利に凍結温度で保持しなければならない。
【０１７８】
　免疫検定に添加される他の成分は、免疫検定の種類に依る。通例、抗血清標準タンパク
質、場合により必要なトレーサー及び対照血清と一緒に添加される。更に、有利に抗体を
担持させた微小滴定プレート、例えば、基質の試験、洗浄又は反応のための緩衝液、及び
酵素基質自体を添加することができる。
【０１７９】
　実験室及び臨床における免疫検定の一般的原則及び助剤としての抗体の製造及び使用は
、例えば、Antibodies, A Laboratory Manual (Harlow, E., and Lane, D., Ed., Cold S
pring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 1988）にある。
【０１８０】
　更に、本発明によるオリゴマーの集合を阻害し又はその解離を促進させる物質も重要で
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ある。この種類の物質は、前記のアミロイド－β－関連病、例えば、アルツハイマー病の
治療に殊に可能な治療剤である。
【０１８１】
　従って、本発明の目的は、物質又は物質混合物の特性付けのための方法でもあり、この
際、
i）物質又は物質混合物を好適な方法で準備する；
ii）物質又は物質混合物を、少なくとも１種の本発明によるオリゴマー、その誘導体又は
組成物に作用させる；及び
iii）物質又は物質混合物の一定部分が、オリゴマー、その誘導体又は組成物中に含有さ
れる少なくとも1種のオリゴマー又はその誘導体に結合しているかどうかを測定する。
【０１８２】
　この方法は、本発明によるオリゴマーへの親和性を有する天然の結合相手、例えば、細
胞表面抗原、殊に、受容体及び可溶性リガンド、例えば、一定のタンパク質及びメディエ
ーターを同定するために、生物学的起源の混合物、例えば、細胞標本及び－抽出物に実施
することもできる。
【０１８３】
　物質の単なる結合に加えて、本発明によるオリゴマーとの相互作用及び本発明によるオ
リゴマーへの影響も本方法の目的であってよい。即ち、殊に、
物質が本発明によるオリゴマーに対するアミロイド－β－タンパク質の集合を変性させ、
殊に、阻害させることができるかどうか；
物質が、本発明によるオリゴマーの解離を変性させ、殊に、促進させることができるかど
うか；
本発明によるオリゴマーが、結合相手の機能変化を呼び起こし、例えば、受容体で共働的
、部分的共働的、拮抗的又は反共働的作用を有するかどうかを測定することができる。
【０１８４】
　この方法では、通例、試験管内－スクリーニング－法が重要であり、この方法で、多数
の様々な物質から、将来の使用を展望して最も有望であると思われる物質を選別すること
ができる。例えば、組合せ化学によって、多数のポテンシャル作用物質を包含する広範囲
の物質バンクを設定することができる。所望の活性を有する物質による組合せ物質ライブ
ラリーの精査は自動可能である。スクリーニング－ロボットは、有利に微小滴定プレート
上に配置された単一検定の効率的な評価に用いられる。即ち、本発明は、スクリーニング
－法、即ち、一次スクリーニング－法にも、二次スクリーニング－法にも関し、その際、
有利に、次に記載した方法の少なくとも１法が使用される。数種の方法を使用する場合に
は、方法を時間的にずらして又は同時に、検査すべき物質の１試料及び同一試料又は異な
る試料で行なうことができる。
【０１８５】
　この種類の方法の特に効果的な実施技術は、作用物質スクリーニングの範囲で公知のシ
ンチレーション近接検定（略称SPA）である。この検定法の実施のためのキット及び成分
は、例えば、Amersham Pharmacia Biotech.で市販されて入手することができる。原則的
に、溶解化又は膜結合受容体は、シンチレーション物質を含有する蛍光微小球上で固定化
される。例えば、放射性リガンドが固定化受容体に結合する場合には、シンチレーション
物質と放射性リガンドとの間に空間的近接が生じるので、シンチレーション物質は励起し
て発光する。
【０１８６】
　この種類の方法のもう１つの特に効果的な実施技術は、作用物質スクリーニングの範囲
で公知のフラッシュプレートＲ－技術である。この検定法の実施のためのキット及び成分
は、例えば、NENR Life Science Productsで市販されて得られる。この原則は、同様にシ
ンチレーション物質で被覆される微小滴定プレート（９６又は３８４個の）に基づく。
【０１８７】
　この方法により、オリゴマー、その誘導体又は相応する組成物中に含有される少なくと
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も１種のオリゴマー又はその誘導体に結合するリガンドとして同定可能な物質又は物質混
合物からの一部は、アミロイド－β－関連病、殊に、痴呆症の治療剤を製造するための、
又はアミロイド－β－関連病、殊に、痴呆症の診断用組成物を製造するためのその使用と
全く同様に本発明の目的である。
【０１８８】
　次に実施例につき本発明を詳説するが、この範囲に限定されるものではない。
【０１８９】
　図面において、各図は次のことを示す：
図１　Ａβ（１－４２）－オリゴマーＡ－標本（線Ａ）；Ａβ（１－４２）－オリゴマー
Ｂ－標本（線Ｂ）；標準タンパク質（分子標識タンパク質、線Ｃ）のSDS－PAGE；
図２　Ａβ（１－４２）－オリゴマーＡ－標本（線Ａ）；Ａβ（１－４２）－オリゴマー
Ａ－CL－標本（線Ａ’）；Ａβ（１－４２）－オリゴマーＢ－標本（線Ｂ）；Ａβ（１－
４２）－オリゴマーＢ－ＣＬ－標本（線Ｂ’）；標準タンパク質（分子標識タンパク質、
線Ｃ）のSDS－PAGE；
図３　ビオチン－Ａβ（１－４２）－オリゴマーＢ－標本（線Ａ）；標準タンパク質（分
子標識タンパク質、線Ｂ）のSDS－PAGE；
図４　フルオレスセイン－Ａβ（１－４２）－オリゴマーＢ－標本（線Ａ）；標準タンパ
ク質（分子標識タンパク質、線Ｂ）のSDS－PAGE；
図５　Ａβ（１－４２）－凍結乾燥物を含有する溶液の、Ａβ（１－４２）－オリゴマー
Ｂを含有する標本と比較したゲル透過クロマトグラフィー；
図６　Ａβ（１－４２）－オリゴマーＢ－標本（線Ａ）；標準タンパク質（分子標識タン
パク質、線Ｂ）のNATIVE－PAGE；
図７　（Ａ）モノマーＡβ（１－４２）－タンパク質及び（Ｂ）Ａβ（１－４２）－オリ
ゴマーＡ及び（Ｃ）Ａβ（１－４２）－オリゴマーの、ヒト神経芽細胞腫－細胞系IMR－
３２の表面への結合；
図８　マウスの皮質ニューロンをＡβ（１－４２）－オリゴマーＢで処理した後の神経毒
作用（％）（この際、誤差バーは信頼区間９５％に相応する）；
図９　トリプシン（線２）、キモトリプシン（線３）、サーモリシン（線４）、エラスタ
ーゼ（線５）、パパイン（線６）で処理した又は未処理（線７）であったＡβ（１－４２
）－標本；標準タンパク質（分子標識タンパク質、線１）のSDS－PAGE；
図１０　例６ｂからのＡβ（１－４２）－オリゴマーＢ－標本（欄１）；例１aからのHFI
P－処理したＡβ（１－４２）－モノマー（欄２）；例１５aからのサーモリシンで分解し
たＡβ（１－４２）－オリゴマーＢ－標本（欄３）；例１４aからのグルタルアルデヒド
と架橋結合したＡβ（１－４２）－オリゴマーＢ－標本（欄４）；M. P. Lambert et al.
, J. Neurochem. 79,595-605(2001))による４℃又は室温又は３７℃で製造したADDL（欄
５，６又は７）；０．１％NH４OH中に溶かしたＡβ（１－４２）（欄８）；例２７からの
Ａβ（１－４２）－原線維－標本（欄９）；及びPBS中で希釈したFa. SigmaのAPP（欄１
０）１００ピコモル（pmol）（行Ａ）；１０ピコモル（行Ｂ）；１ピコモル（行Ｃ）；０
．１ピコモル（行Ｄ）又は０．０１ピコモル（行Ｅ）と、a）モノクローナル抗体６Ｅ１
０；ｂ）例２５ｄからのポリクローナル抗血清（ｄ１）；ｃ）例２５ｃからのポリクロー
ナル抗血清（ｃ１）；ｄ）例２５aからのポリクローナル抗血清（a１）；及びe）例２５a
からのポリクローナル抗血清（a２）との反応性のドットブロット；
図１１　例１５aからのＡβ（２０－４２）－オリゴマーＢ－標本（線Ｂ）；例１５ｂか
らのＡβ（１２－４２）－オリゴマーＢ－標本（線Ｃ）；例６ｂからのＡβ（１－４２）
－オリゴマーＢ－標本（線Ａ）；及び標準タンパク質（分子標識タンパク質、線Ｄ）のSD
S－PAGE；
図１２　例６ｂからのＡβ（１－４２）－オリゴマーＢ－標本の、例１４aからのＡβ（
１－４２）－オリゴマーＢ－ＣＬ－標本に比較したゲル透過クロマトグラフィー；
図１３　モノマーＡβ（１－４２）－タンパク質（左側）；Ａβ（１－４２）－オリゴマ
ー（１２－マー、Ａ）；及びタンパク質加水分解によって得られるＡβ（１２－４２）－
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オリゴマー（１２－マー、Ｃ）及びＡβ（２０－４２）－オリゴマー（１２－マー、Ｂ）
の図解表示；
図１４　海馬断片へのＡβ（１－４２）－オリゴマーＢの作用下に、時間に依存する興奮
性シナプス後電位（fEPSP）；
図１５　海馬ラットニューロンへのＡβ（１－４２）－オリゴマーＢ（a）の、非特異的
結合蛍光（ｂ）に比較した結合を示す免疫蛍光画像。
【０１９０】
　他の記載のない限り、本発明によるオリゴマーの濃度を、モノマーのＡβ（１－４２）
－ポリペプチドのモルで表わす。概念β－アミロイド（１－４２）－タンパク質は、概念
アミロイド－β（１－４２）－タンパク質に相応する。他の記載のない限り、使用したタ
ンパク質（ポリペプチド）は、ヒト起源である。
【図面の簡単な説明】
【０１９１】
【図１】図１は、Ａβ（１－４２）－オリゴマーＡ－標本（線Ａ）；Ａβ（１－４２）－
オリゴマーＢ－標本（線Ｂ）；標準タンパク質（分子標識タンパク質、線Ｃ）のSDS－PAG
Eを示す
【図２】図２は、Ａβ（１－４２）－オリゴマーＡ－標本（線Ａ）；Ａβ（１－４２）－
オリゴマーＡ－CL－標本（線Ａ’）；Ａβ（１－４２）－オリゴマーＢ－標本（線Ｂ）；
Ａβ（１－４２）－オリゴマーＢ－ＣＬ－標本（線Ｂ’）；標準タンパク質（分子標識タ
ンパク質、線Ｃ）のSDS－PAGEを示す
【図３】図３は、ビオチン－Ａβ（１－４２）－オリゴマーＢ－標本（線Ａ）；標準タン
パク質（分子標識タンパク質、線Ｂ）のSDS－PAGEを示す
【図４】図４は、フルオレスセイン－Ａβ（１－４２）－オリゴマーＢ－標本（線Ａ）；
標準タンパク質（分子標識タンパク質、線Ｂ）のSDS－PAGEを示す
【図５】図５は、Ａβ（１－４２）－凍結乾燥物を含有する溶液の、Ａβ（１－４２）－
オリゴマーＢを含有する標本と比較したゲル透過クロマトグラフィーを示す
【図６】図６は、Ａβ（１－４２）－オリゴマーＢ－標本（線Ａ）；標準タンパク質（分
子標識タンパク質、線Ｂ）のNATIVE－PAGEを示す
【図７】図７は、（Ａ）モノマーＡβ（１－４２）－タンパク質及び（Ｂ）Ａβ（１－４
２）－オリゴマーＡ及び（Ｃ）Ａβ（１－４２）－オリゴマーの、ヒト神経芽細胞腫－細
胞系IMR－３２の表面への結合を示す
【図８】図８は、マウスの皮質ニューロンをＡβ（１－４２）－オリゴマーＢで処理した
後の神経毒作用（％）（この際、誤差バーは信頼区間９５％に相応する）を示す
【図９】図９は、トリプシン（線２）、キモトリプシン（線３）、サーモリシン（線４）
、エラスターゼ（線５）、パパイン（線６）で処理した又は未処理（線７）であったＡβ
（１－４２）－標本；標準タンパク質（分子標識タンパク質、線１）のSDS－PAGEを示す
【図１０】図１０は、例６ｂからのＡβ（１－４２）－オリゴマーＢ－標本（欄１）；例
１aからのHFIP－処理したＡβ（１－４２）－モノマー（欄２）；例１５aからのサーモリ
シンで分解したＡβ（１－４２）－オリゴマーＢ－標本（欄３）；例１４aからのグルタ
ルアルデヒドと架橋結合したＡβ（１－４２）－オリゴマーＢ－標本（欄４）；M. P. La
mbert et al., J. Neurochem. 79,595-605(2001))による４℃又は室温又は３７℃で製造
したADDL（欄５，６又は７）；０．１％NH４OH中に溶かしたＡβ（１－４２）（欄８）；
例２７からのＡβ（１－４２）－原線維－標本（欄９）；及びPBS中で希釈したFa. Sigma
のAPP（欄１０）１００ピコモル（pmol）（行Ａ）；１０ピコモル（行Ｂ）；１ピコモル
（行Ｃ）；０．１ピコモル（行Ｄ）又は０．０１ピコモル（行Ｅ）と、a）モノクローナ
ル抗体６Ｅ１０；ｂ）例２５ｄからのポリクローナル抗血清（ｄ１）；ｃ）例２５ｃから
のポリクローナル抗血清（ｃ１）；ｄ）例２５aからのポリクローナル抗血清（a１）；及
びe）例２５aからのポリクローナル抗血清（a２）との反応性のドットブロットを示す
【図１１】図１１は、例１５aからのＡβ（２０－４２）－オリゴマーＢ－標本（線Ｂ）
；例１５ｂからのＡβ（１２－４２）－オリゴマーＢ－標本（線Ｃ）；例６ｂからのＡβ
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（１－４２）－オリゴマーＢ－標本（線Ａ）；及び標準タンパク質（分子標識タンパク質
、線Ｄ）のSDS－PAGEを示す
【図１２】図１２は、例６ｂからのＡβ（１－４２）－オリゴマーＢ－標本の、例１４a
からのＡβ（１－４２）－オリゴマーＢ－ＣＬ－標本に比較したゲル透過クロマトグラフ
ィーを示す
【図１３】図１３は、モノマーＡβ（１－４２）－タンパク質（左側）；Ａβ（１－４２
）－オリゴマー（１２－マー、Ａ）；及びタンパク質加水分解によって得られるＡβ（１
２－４２）－オリゴマー（１２－マー、Ｃ）及びＡβ（２０－４２）－オリゴマー（１２
－マー、Ｂ）の図解表示を示す
【図１４】図１４は、海馬断片へのＡβ（１－４２）－オリゴマーＢの作用下に、時間に
依存する興奮性シナプス後電位（fEPSP）を示す
【図１５】図１５は、海馬ラットニューロンへのＡβ（１－４２）－オリゴマーＢ（a）
の、非特異的結合蛍光（ｂ）に比較した結合を示す免疫蛍光画像を示す
【実施例】
【０１９２】
　例１
　a）ヒトＡβ（１－４２）の基本懸濁液の製造
　ヒトβ－アミロイド（１－４２）－タンパク質（略称：Ａβ（１－４２）；ペプチド合
成原料、凍結乾燥物、Fa. Bachem, Deutschland）２ｍｇを、１，１，１，３，３，３－
ヘキサフルオル－２－プロパノール８００μｌ中に溶かし、エッペンドルフ容器中３７℃
で３０分間恒温保持する。その後に、真空濃縮機（Speed Vac）中で蒸発乾固させる。残
渣をDMSO８８μｌに入れ、この際、Ａβ（１－４２）－基本懸濁液５ミリモルが生じる。
これを－２０℃で保存することができる。
【０１９３】
　ｂ）ラット－Ａβ（１－４２）の基本懸濁液の製造
　ラット－β－アミロイド（１－４２）－タンパク質（略称：ラット－Ａβ（１－４２）
；ペプチド合成原料、凍結乾燥物、Fa. Bachem, Deutschland）２ｍｇを、１，１，１，
３，３，３－ヘキサフルオル－２－プロパノール８００μｌ中に溶かし、エッペンドルフ
容器中３７℃で３０分間恒温保持する。その後に、真空濃縮機（Speed Vac）中で蒸発乾
固させる。残渣をDMSO８８μｌに入れ、この際、ラット－Ａβ（１－４２）－基本懸濁液
５ミリモルが生じる。これを－２０℃で保存することができる。
【０１９４】
　例２
　a）分子量１５kDa及び２０kDaを有するＡβ（１－４２）－オリゴマー［Ａβ（１－４
２）－オリゴマーＡ］の製造；ＳＤＳの使用
　例１aからの基本溶液６０μｌにＰＢＳ－緩衝液（燐酸ナトリウム２０ミリモル、NaCl
１４０ミリモル、ｐＨ７．４）６９０μｌを加え、２％のドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤ
Ｓ）－溶液７５μｌで０．２％ＳＤＳの含量に調整する。その後に、３７℃で５時間恒温
保持し、１００００ｇで１０分間遠心分離する。このＡβ（１－４２）－オリゴマーＡ－
標本（Ａβ（１－４２）約４００マイクロモル）を－２０℃で保存することができる。
【０１９５】
　ｂ）分子量１５kDa及び２０kDaを有するラット－Ａβ（１－４２）－オリゴマー［ラッ
ト－Ａβ（１－４２）－オリゴマーＡ］の製造；ＳＤＳの使用
　例１ｂからの基本溶液６０μｌにＰＢＳ－緩衝液（燐酸ナトリウム２０ミリモル、NaCl
１４０ミリモル、ｐＨ７．４）６９０μｌを加え、２％のドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤ
Ｓ）－溶液７５μｌで０．２％ＳＤＳの含量に調整する。その後に、３７℃で５時間恒温
保持し、１００００ｇで１０分間遠心分離する。このラット－Ａβ（１－４２）－オリゴ
マーＡ－標本（ラット－Ａβ（１－４２）約４００マイクロモル）を－２０℃で保存する
ことができる。
【０１９６】
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　ｃ）分子量１５kDa及び２０kDaを有するＡβ（１－４２）－オリゴマー［Ａβ（１－４
２）－オリゴマーＡ］の製造；ラウリル酸の使用
　例１aからの基本溶液６０μｌにＰＢＳ－緩衝液（燐酸ナトリウム２０ミリモル、NaCl
１４０ミリモル、ｐＨ７．４）６９０μｌを加え、５％のラウリル酸－溶液７５μｌで０
．５％ラウリル酸の含量に調整する。その後に、３７℃で５時間恒温保持し、１００００
ｇで１０分間遠心分離する。このＡβ（１－４２）－オリゴマーＡ－標本（Ａβ（１－４
２）約４００マイクロモル）を－２０℃で保存することができる。
【０１９７】
　ｄ）分子量１５kDa及び２０kDaを有するＡβ（１－４２）－オリゴマー［Ａβ（１－４
２）－オリゴマーＡ］の製造；油酸の使用
　例１aからの基本溶液６０μｌにＰＢＳ－緩衝液（燐酸ナトリウム２０ミリモル、NaCl
１４０ミリモル、ｐＨ７．４）６９０μｌを加え、５％の油酸－溶液７５μｌで０．５％
油酸の含量に調整する。その後に、３７℃で５時間恒温保持し、１００００ｇで１０分間
遠心分離する。このＡβ（１－４２）－オリゴマーＡ－標本（Ａβ（１－４２）約４００
マイクロモル）を－２０℃で保存することができる。
【０１９８】
　e）分子量１５kDa及び２０kDaを有するＡβ（１－４２）－オリゴマー［Ａβ（１－４
２）－オリゴマーＡ］の製造；ラウロイルサルコシンの使用
　例１aからの基本溶液６０μｌにＰＢＳ－緩衝液（燐酸ナトリウム２０ミリモル、NaCl
１４０ミリモル、ｐＨ７．４）６９０μｌを加え、５％のラウロイルサルコシン－溶液７
５μｌで０．５％ラウロイルサルコシンの含量に調整する。その後に、３７℃で５時間恒
温保持し、１００００ｇで１０分間遠心分離する。このＡβ（１－４２）－オリゴマーＡ
－標本（Ａβ（１－４２）約４００マイクロモル）を－２０℃で保存することができる。
【０１９９】
　例３
　a）分子量１５kDa及び２０kDaを有するＡβ（１－４２）－オリゴマー［Ａβ（１－４
２）－オリゴマーＡ］の製造のための選択的製法
　ヒトβ－アミロイド（１－４２）－タンパク質（略称：Ａβ（１－４２）；ペプチド合
成原料、凍結乾燥物、Fa. Bachem, Deutschland）１ｍｇを、HCl－水溶液１０ミリモル２
２０μｌ中に入れ、室温で１０分間恒温保持する。不溶成分を１００００ｇで５分間遠心
分離する。上澄液（Ａβ（１－４２）　１ミリモル）は、Ａβ（１－４２）－タンパク質
を含有し、次のように更に処理される：
　上澄液１μｌにPBS－緩衝液９μｌ及び２％のSDS－溶液１μｌを加え、３７℃で１６時
間恒温保持する。そうして得られるｈＡβ（１－４２）－オリゴマーＡ－標本（１００マ
イクロモル）を－２０℃で保存することができる。
【０２００】
　ｂ）分子量１５kDa及び２０kDaを有するラット－Ａβ（１－４２）－オリゴマー［ラッ
ト－Ａβ（１－４２）－オリゴマーＡ］の製造のための選択的製法
　ラット－β－アミロイド（１－４２）－タンパク質（略称：ラット－Ａβ（１－４２）
；ペプチド合成原料、凍結乾燥物、Fa. Bachem, Deutschland）１ｍｇを、HCl－水溶液１
０ミリモル２２０μｌ中に入れ、室温で１０分間恒温保持する。不溶成分を１００００ｇ
で５分間遠心分離する。上澄液（ラット－Ａβ（１－４２）　１ミリモル）は、ラット－
Ａβ（１－４２）－タンパク質を含有し、次のように更に処理される：
　上澄液１μｌにPBS－緩衝液９μｌ及び２％のSDS－溶液１μｌを加え、３７℃で１６時
間恒温保持する。そうして得られるラット－Ａβ（１－４２）－オリゴマーＡ－標本（１
００マイクロモル）を－２０℃で保存することができる。
【０２０１】
　例４
　a）分子量１５kDa及び２０kDaを有するＡβ（１－４２）－オリゴマー［Ａβ（１－４
２）－オリゴマーＡ］の製造のための選択的製法
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　ヒトβ－アミロイド（１－４２）－タンパク質（略称：Ａβ（１－４２）；ペプチド合
成原料、凍結乾燥物、Fa. Bachem, Deutschland）１ｍｇを、１％SDS／H２O４４μｌ中に
溶かす（Ａβ（１－４２）　５ミリモル）。この溶液５μｌにPBS４０μｌ及び２％SDS５
μｌを加え、３７℃で１６時間恒温保持する。不溶成分を１００００ｇで５分間遠心分離
する。そうして得られるＡβ（１－４２）－オリゴマーＡ－標本（Ａβ（１－４２）　５
００マイクロモル）を－２０℃で保存することができる。
【０２０２】
　ｂ）分子量１５kDa及び２０kDaを有するラット－Ａβ（１－４２）－オリゴマー［ラッ
ト－Ａβ（１－４２）－オリゴマーＡ］の製造のための選択的製法
　ラット－β－アミロイド（１－４２）－タンパク質（略称：ラット－Ａβ（１－４２）
；ペプチド合成原料、凍結乾燥物、Fa. Bachem, Deutschland）１ｍｇを、１％SDS／H２O
４４μｌ中に溶かす（ラット－Ａβ（１－４２）　５ミリモル）。この溶液５μｌにPBS
４０μｌ及び２％SDS５μｌを加え、３７℃で１６時間恒温保持する。不溶成分を１００
００ｇで５分間遠心分離する。そうして得られるラット－Ａβ（１－４２）－オリゴマー
Ａ－標本（Ａβ（１－４２）　５００マイクロモル）を－２０℃で保存することができる
。
【０２０３】
　例５
　a）分子量３８kDa及び４８kDaを有するＡβ（１－４２）－オリゴマー［Ａβ（１－４
２）－オリゴマーＢ］の製造
　例２aにより得られるＡβ（１－４２）－オリゴマーＡ－溶液を、水２４７５ｍｌで希
釈し（０．０５％SDS－含量、Ａβ（１－４２）　０．１ミリモル）、３７℃で２０時間
恒温保持する。このＡβ（１－４２）－オリゴマーＢ－標本の部分標本を－８０℃で凍結
させ、更なる研究のために保存する。
　ｂ）分子量３８kDa及び４８kDaを有するラット－Ａβ（１－４２）－オリゴマー［ラッ
ト－Ａβ（１－４２）－オリゴマーＢ］の製造
　例２ｂにより得られるラット－Ａβ（１－４２）－オリゴマーＡ－溶液を、水２４７５
ｍｌで希釈し（０．０５％SDS－含量、ラット－Ａβ（１－４２）　０．１ミリモル）、
３７℃で２０時間恒温保持する。このラット－Ａβ（１－４２）－オリゴマーＢ－標本の
部分標本を－８０℃で凍結させ、更なる研究のために保存する。
【０２０４】
　ｃ）分子量３８kDa及び４８kDaを有するＡβ（１－４２）－オリゴマー［Ａβ（１－４
２）－オリゴマーＢ］の選択的製造
　例２ｃにより得られるＡβ（１－４２）－オリゴマーＡ－溶液を、水２４７５ｍｌで希
釈し（０．１２５％ラウリル酸－含量、Ａβ（１－４２）　０．１ミリモル）、３７℃で
２０時間恒温保持する。このＡβ（１－４２）－オリゴマーＢ－標本の部分標本を－８０
℃で凍結させ、更なる研究のために保存する。
【０２０５】
　ｄ）分子量３８kDa及び４８kDaを有するＡβ（１－４２）－オリゴマー［Ａβ（１－４
２）－オリゴマーＢ］の選択的製造
　例２ｄにより得られるＡβ（１－４２）－オリゴマーＡ－溶液を、水２４７５ｍｌで希
釈し（０．１２５％油酸－含量、Ａβ（１－４２）　０．１ミリモル）、３７℃で２０時
間恒温保持する。このＡβ（１－４２）－オリゴマーＢ－標本の部分標本を－８０℃で凍
結させ、更なる研究のために保存する。
　e）分子量３８kDa及び４８kDaを有するＡβ（１－４２）－オリゴマーＢ［Ａβ（１－
４２）－オリゴマーＢ］の選択的製造
　例２eにより得られるＡβ（１－４２）－オリゴマーＡ－溶液を、水２４７５ｍｌで希
釈し（０．１２５％ラウロイルサルコシン－含量、Ａβ（１－４２）　０．１ミリモル）
、３７℃で２０時間恒温保持する。このＡβ（１－４２）－オリゴマーＢ－標本の部分標
本を－８０℃で凍結させ、更なる研究のために保存する。
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【０２０６】
　ｆ）SDSを含まない、分子量３８kDa及び４８kDaを有するＡβ（１－４２）－オリゴマ
ーＢ［Ａβ（１－４２）－オリゴマーＢ］の製造
　例６ｂにより製造したＡβ（１－４２）－オリゴマーＢ－標本１０μｌに、比率４％／
３３％／６３％の酢酸／メタノール／水－混合物２５０μｌを加え、氷上０℃で３０分間
恒温保持する。遠心分離（１００００ｇで１０分間）後に、上澄液を取り出し、沈殿した
タンパク質残渣を緩衝液（燐酸－Na２０ミリモル、NaCl１４０ミリモル、pH７．４）２０
０μｌ中に入れる。そうして得られる標本は、SDSを含まない形の溶解したＡβ（１－４
２）－オリゴマーＢを含有し、－２０℃で保存され得る。
【０２０７】
　例６
　a）分子量３８kDa及び４８kDaを有するＡβ（１－４２）－オリゴマー［Ａβ（１－４
２）－オリゴマーＢ］の透析及び濃縮
　例５aにより製造したＡβ（１－４２）－オリゴマーＢ－標本に、０．１％プルロニッ
ク（Pluronic）（登録商標）F68（Fa. BASF）を含有するPBS－緩衝液３０ｍｌを加え、Fa
. Amicon のCentriprep YM, 30 KD中で３ｍｌに濃縮させる。場合により存在する残渣を
遠心分離（１００００ｇで５分間）によって除去する。上澄液を取り出す。このＡβ（１
－４２）－オリゴマーＢ－標本の部分標本を－８０℃で凍結させ、更なる研究のために保
存することができる。
【０２０８】
　ｂ）分子量３８kDa及び４８kDaを有するＡβ（１－４２）－オリゴマーＢ［Ａβ（１－
４２）－オリゴマーＢ］の濃縮物の製造
　例５aにより得られるＡβ（１－４２）－オリゴマーＢ－標本７２．６ｍｌを、30 KD－
Centriprep－細管YM（Amicon）上で２ｍｌに濃縮させる。濃縮物を１００００ｇで10分間
遠心分離する。上澄液を取り出し、透析管中で、緩衝液（燐酸ナトリウム５ミリモル、塩
化ナトリウム３５ミリモル、pH７．４）１ｌに対して６℃で１６時間透析する。透析物を
１００００ｇで１０分間遠心分離する。上澄液を取り出し、更なる研究のために－８０℃
で保存することができる。
【０２０９】
　例７
　ビオチン－Ａβ（１－４２）－基本懸濁液の製造
　ビオチン－β－アミロイド（１－４２）－タンパク質（略称：ビオチン－Ａβ（１－４
２）；ペプチド合成原料、凍結乾燥物、AnaSpec）０．５ｍｇを、１，１，１，３，３，
３－ヘキサフルオル－２－プロパノール２００μｌ中に溶かし、エッペンドルフ容器中３
７℃で３０分間恒温保持する。その後に、真空濃縮機（Speed Vac）中で蒸発乾固させる
。残渣をDMSO２０．５μｌに入れ、この際、ビオチン－Ａβ（１－４２）－基本懸濁液５
ミリモルが生じる。これを－２０℃で保存することができる。
【０２１０】
　例８
　分子量１７kDa及び２２kDaを有するビオチン－Ａβ（１－４２）－オリゴマー［ビオチ
ン－Ａβ（１－４２）－オリゴマーＡ］の製造
　例７からの基本懸濁液２μｌに、ＰＢＳ－緩衝液（燐酸ナトリウム２０ミリモル、NaCl
１４０ミリモル、ｐＨ７．４）２３μｌを加え、２％のＳＤＳ－溶液２．４μｌで０．２
％ＳＤＳの含量に調整する。その後に、３７℃で６時間恒温保持し、不溶成分を１０００
０ｇで５分間遠心分離する。そうして得られるビオチン－Ａβ（１－４２）－オリゴマー
Ａ－標本を－２０℃で保存することができる。
【０２１１】
　例９
　分子量４２kDa及び５２kDaを有するビオチン－Ａβ（１－４２）－オリゴマー［ビオチ
ン－Ａβ（１－４２）－オリゴマーＢ］の製造
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　例８により得られるビオチン－Ａβ（１－４２）－オリゴマーＡ－溶液を、水８２μｌ
で希釈し（０．０５％SDS－含量、Ａβ０．１ミリモル）、３７℃で１６時間恒温保持す
る。不溶成分を１００００ｇで５分間遠心分離する。このビオチン－Ａβ（１－４２）－
オリゴマーＢ－標本を－２０℃で凍結させ、更なる研究のために保存することができる（
図３）。
【０２１２】
　例１０
　フルオレスセイン－Ａβ（１－４２）－基本懸濁液の製造
　フルオレスセイン－β－アミロイド（１－４２）－タンパク質（略称：フルオレスセイ
ン－Ａβ（１－４２）；ペプチド合成原料、凍結乾燥物、AnaSpec）０．５ｍｇを、１，
１，１，３，３，３－ヘキサフルオル－２－プロパノール２００μｌ中に溶かし、エッペ
ンドルフ容器中３７℃で３０分間恒温保持する。その後に、真空濃縮機（Speed Vac）中
で蒸発乾固させる。残渣をDMSO２０．５μｌに入れ、この際、フルオレスセイン－Ａβ（
１－４２）－基本懸濁液５ミリモルが生じる。これを－２０℃で保存することができる。
【０２１３】
　例１１
　分子量１７kDa及び２２kDaを有するフルオレスセイン－Ａβ（１－４２）－オリゴマー
［フルオレスセイン－Ａβ（１－４２）－オリゴマーＡ］の製造
　例１０からの基本懸濁液２μｌにＰＢＳ－緩衝液（燐酸ナトリウム２０ミリモル、NaCl
１４０ミリモル、ｐＨ７．４）２３μｌを加え、２％のＳＤＳ－溶液２．４μｌで０．２
％ＳＤＳの含量に調整する。その後に、３７℃で６時間恒温保持する。不溶成分を１００
００ｇで１０分間遠心分離する。そうして得られるフルオレスセイン－Ａβ（１－４２）
－オリゴマーＡ－標本を－２０℃で保存することができる。
【０２１４】
　例１２
　分子量４２kDa及び５２kDaを有するフルオレスセイン－Ａβ（１－４２）－オリゴマー
［フルオレスセイン－Ａβ（１－４２）－オリゴマーＢ］の製造
　例１１により得られるフルオレスセイン－Ａβ（１－４２）－オリゴマーＡ－溶液を、
水８２μｌで希釈し（０．０５％SDS－含量、Ａβ（１－４２）　０．１ミリモル）、３
７℃で１６時間恒温保持する。フルオレスセイン－Ａβ（１－４２）－オリゴマーＢ－標
本を－８０℃で凍結させ、更なる研究のために保存することができる（図４）。
【０２１５】
　例１３
　例２aからのＡβ（１－４２）－オリゴマーＡ［Ａβ（１－４２）－オリゴマーＡ－CL
］の架橋結合
　例２aにより製造したＡβ（１－４２）－オリゴマーＡ－溶液１０μｌをPBS７．５μｌ
、０．２％SDSで、Ａβ（１－４２）－含量１００マイクロモルに希釈する。この溶液に
新規に製造したグルタルジアルデヒド－水溶液１０ミリモル１μｌを加え、これを室温で
３時間攪拌する。過剰のグルタルジアルデヒドを飽和させるために、試料に、エタノール
アミン－水溶液１００ミリモル１μｌ、pH７．４を加え、１時間攪拌する。そうして得ら
れる標本は、架橋結合したＡβ（１－４２）－オリゴマーＡを含有し、Ａβ（１－４２）
－オリゴマーＡ－CL－標本と表示される。
【０２１６】
　例１４
　a）例５aからのＡβ（１－４２）－オリゴマーＢ［Ａβ（１－４２）－オリゴマーＢ－
CL］の架橋結合
　例５aにより製造したＡβ（１－４２）－オリゴマーＢ－溶液１０μｌに、新規に製造
したグルタルジアルデヒド－水溶液１０ミリモル１μｌを加え、室温で３時間攪拌する。
過剰のグルタルジアルデヒドを飽和させるために、試料に、エタノールアミン－水溶液１
００ミリモル１μｌ、pH７．４を加え、１時間攪拌する。そうして得られる標本は、架橋
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結合したＡβ（１－４２）－オリゴマーＢを含有し、Ａβ（１－４２）－オリゴマーＢ－
CL－標本と表示される。
【０２１７】
　ｂ）Ａβ（１－４２）－オリゴマー［Ａβ（１－４２）－オリゴマーＢ－CL］の架橋結
合のための選択的方法
　例５aにより製造したＡβ（１－４２）－オリゴマーＢ－溶液７２．６ｍｌに、新規に
製造したグルタルジアルデヒド－水溶液１０ミリモル７，２６ｍｌを加え、室温で２時間
攪拌する。過剰のグルタルジアルデヒドを飽和させるために、試料に、緩衝液（燐酸－Na
２０ミリモル、NaCl１４０ミリモル、エタノールアミン５００ミリモル、pH７．４）７２
６μｌを加え、室温で３０分間攪拌する。成分を３０kDa－セントリプレプ（Centriprep
）－細管１５ｍｌ上で３ｍｌに濃縮させる。濃縮物を１００００ｇで１０分間遠心分離す
る。上澄液を取り出し、透析管中で、燐酸－Na１１５ミリモル、NaCl３５ミリモル、pH７
．４に対して、６℃で１６時間透析する。その後に、透析物を１００００ｇで１０分間遠
心分離し、上澄液を取り出す。上澄液を更なる研究のために－８０℃で保存することがで
きる。そうして得られる標本は、架橋結合したＡβ（１－４２）－オリゴマーＢを含有し
、Ａβ（１－４２）－オリゴマーＢ－CL－標本と表示される。
【０２１８】
　例１５
　a）サーモリシンでの分解による、Ａβ（１－４２）－オリゴマーＢから出発する切端
されたＡβ（２０－４２）－オリゴマーの製造：
　例６ｂにより製造したＡβ（１－４２）－オリゴマーＢ－標本１．５９ｍｌに、緩衝液
（MES／NaOH５０ミリモル、pH７．４）３８ｍｌ及びサーモリシン－水溶液（Fa. Roche）
１ｍｇ／ｍｌ　２００μｌを加える。成分を室温で２０時間攪拌する。その後に、EDTA－
水溶液１００ミリモル（pH７．４）８０μｌを加え、更に、１％のSDS－溶液４００μｌ
でSDS－含量０．０１％に調整する。成分を、３０kDa－セントリプレプ－細管１５ｍｌを
介して約１ｍｌに濃縮させる。濃縮物に、緩衝液（MES／NaOH５０ミリモル、SDS０．０２
％、pH７．４）９ｍｌを加え、再び１ｍｌに濃縮させる。濃縮物を、透析管中で、緩衝液
（燐酸－Na５ミリモル、NaCl３５ミリモル）１ｌに対して、６℃で１６時間透析する。透
析物を２％のSDS－水溶液で、SDS－含量０．１％に調整する。試料を１００００ｇで１０
分間遠心分離し、上澄液を取り出す。
【０２１９】
　そうして得られる物質を更に分析する（SDS－ポリアクリルアミドゲル－電気泳動；図
１１参照）；生成した切端オリゴマーの質量分析により、オリゴマーは切端Ａβ（２０－
４２）から成ることが明らかである。
【０２２０】
　ｂ）エンドプロテイナーゼGluCでの分解による、Ａβ（１－４２）－オリゴマーＢから
出発する切端Ａβ（１２－４２）－オリゴマーの製造：
　例６ｂにより製造したＡβ（１－４２）－オリゴマーＢ－標本２ｍｌに、緩衝液（燐酸
ナトリウム５ミリモル、塩化ナトリウム３５ミリモル、pH７．４）３８ｍｌ及びエンドプ
ロテイナーゼGluC（Fa. Roche）１ｍｇ／ｍｌ（水中）１５０μｌを加える。成分を室温
で６時間攪拌する。引き続き、もう１度、水中のエンドプロテイナーゼGluC（Fa. Roche
）１ｍｇ／ｍｌ　１５０μｌを加える。成分を室温で更に１６時間攪拌する。その後に、
DIFP－溶液５モル８μｌを加える。成分を、３０kDa－セントリプレプ－細管１５ｍｌ上
で約１ｍｌに濃縮させる。濃縮物に、緩衝液（燐酸ナトリウム５ミリモル、塩化ナトリウ
ム３５ミリモル、pH７．４）９ｍｌを加え、再び１ｍｌに濃縮させる。濃縮物を、透析管
中で、緩衝液（燐酸－Na５ミリモル、NaCl３５ミリモル）１ｌに対して、６℃で１６時間
透析する。透析物を１％のSDS－水溶液で、SDS－含量０．１％に調整する。試料を１００
００ｇで１０分間遠心分離し、上澄液を取り出す。
【０２２１】
　そうして得られる物質を更に分析する（SDS－ポリアクリルアミドゲル－電気泳動；図
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１１参照）；生成した切端オリゴマーの質量分析により、オリゴマーは切端Ａβ（１２－
４２）から成ることが判明する。
【０２２２】
　Ａβ（１－４２）－オリゴマーの特徴付け
　例１６
　SDS－ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS－PAGE）
　変性条件下での分子量の特徴付けのために、例２a、５a、９、１２、１３及び１４aか
らのオリゴマーＡ及びＢを含有する標本を、変性条件下に、標準条件により、４～２０％
のトリス－グリシン－SDS－PAGEで分析する。
【０２２３】
　SDS－PAGEの評価（図１）により、オリゴマーＡ－標本中になお存在する出発タンパク
質Ａβ（１－４２）が約４kDaでの帯として現われるが、約１５kDa（より弱い帯）及び約
２０kDa（主帯）で、例２aからのオリゴマーＡ１又はＡ２（図１において、１又は２で表
示される）が見られることが明らかである。
【０２２４】
　オリゴマーＢ－標本では、比較的に少ない出発タンパク質Ａβ（１－４２）が検出され
る（約４kDaでの比較的弱い帯）。これに対して、約３８kDa及び約４８kDaで、例５aから
のオリゴマーＢ１又はＢ２（図１において、３及び４で表示される（矢印参照））が現わ
れる。例９及び１２からのビオチン及びフルオレスセインで誘導体化されたオリゴマーＢ
について、約４２kDa及び約５２kDaと一致するより高い分子量が明らかである（図３、４
）。
【０２２５】
　各々架橋結合生成物Ａ－CL及びＢ－CLを含有する標本の分析（例１３及び１４a；図２
）は、２つの試料がそのオリゴマー化度（線ＡとＡ’及び線ＢとＢ’を比較）を実際に保
持していることを示す。オリゴマーＡ及びＢについて僅かに異なる泳動は、僅かに変化し
たSDS－結合力によって及びＮ－末端のアミノ基又はリジン基の変性によって説明するこ
とができる。
【０２２６】
　切端Ａβ（２０－４２）－オリゴマー（例１５aから）の分析は、３８／４８kDa二重帯
（図１１、線Ａ）が、サーモリシンでのＮ－末端ペプチドのタンパク質加水分解によって
、２８／３８kDa二重帯（図１１；線Ｂ）に移動することを示す。同様に、切端Ａβ（１
２－４２）－オリゴマー（例１５ｂから）の分析は、３８／４８kDa二重帯（図１１、線
Ａ）が、エンドプロテアーゼGlu-CでのＮ－末端ペプチドのタンパク質加水分解によって
、３３／４０kDa二重帯（図１１；線Ｃ）に移動することを示す。
【０２２７】
　例１７
　ゲル透過クロマトグラフィー
　非変性条件下での分子量特性を詳細に調べるために、ゲル透過クロマトグラフィー（GP
C）を、FPLC－法で、スパロース（Superose） 12 HR 10/30 カラムを用いて実施する。GP
Cは４℃で行なわれる。
【０２２８】
　カラムを５カラム容量のPBS－緩衝液で平衡させ（流量０．５ｍ／分、検出UV、２１４n
m）、先ず、標準タンパク質で検定する。引き続き、例５aからのＡβ（１－４２）－オリ
ゴマーＢ－標本（図５、下方）及び、比較のために同一濃度で、新規に秤量してPBS中に
溶かしたＡβ（１－４２）－凍結乾燥物（図５、上方）を、１００００ｇで５－分間不溶
成分の遠心分離後に分析する。
【０２２９】
　その評価により、Ａβ（１－４２）－オリゴマーＢ－標本は、分子量範囲約５０kDaの
主ピークを特徴とするタンパク質画分を示すことが明らかである。SDS－PAGEにおける変
性条件下と同様に、このタンパク質画分は、分子量範囲約１６kDaの主ピークを特徴とす
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るモノマーＡβ（１－４２）－タンパク質とは著しく異なっている。
【０２３０】
　例６ｂからのＡβ（１－４２）－オリゴマーＢ及び例１４aからのＡβ（１－４２）－
オリゴマーＢ－CLの非変性条件下での分子量特性を調べるために、ゲル透過クロマトグラ
フィー（GPC）をFPLC－法でスパロース12 HR 10/30－カラムを用いて室温で実施する。カ
ラムを５カラム容量のPBS－緩衝液で平衡させ（流量０．５ｍ／分、検出UV、２１４nm）
、先ず、標準タンパク質で検定する。引き続き、例６ｂからのＡβ（１－４２）－オリゴ
マーＢをPBS緩衝液で１ｍｇ／ｍｌに希釈し、かつ例１４aからのＡβ（１－４２）－オリ
ゴマーＢ－CLをPBS－緩衝液で１ｍｇ／ｍｌに希釈し、分析する（図１２）。
【０２３１】
　その評価により、減少されたSDS－含量を有するＡβ（１－４２）－オリゴマーＢ－標
本は、分子量範囲約１００kDaの主ピークを特徴とするタンパク質画分を示すことが明ら
かである。それに比較して、減少されたSDS－含量を有するＡβ（１－４２）－オリゴマ
ーＢ－CL－標本は、分子量範囲約６０kDaの主ピークを特徴とするタンパク質画分を示す
。
【０２３２】
　例１８
　例５aからのＡβ（１－４２）－オリゴマーＢの自然ポリアクリルアミドゲル電気泳動
（NATIVE－PAGE）
　自然条件化での分子量の特徴付けのために、例５aからのオリゴマーＢを含有する標本
を、非変性条件下に、４～２０％トリス－グリシン－ゲル中で分析する。
【０２３３】
　標本中に含有される界面活性剤を、非イオン性界面活性剤トリトン（Triton）X－100で
中和する。そのために、（４％トリトンX－100）１μｌを例５aからの標本１０μｌにピ
ペットで入れ、室温で５分間高温保持する。その後に、１０μｌに、同一容量の自然試料
緩衝液（トリス１モル４ｍｌ、pH６．８、グリシン８ｍｌ、H２O５０ｍｌ中のブロムフェ
ノールブルー１ｍｌ）を加え、電気泳動（流動緩衝液：トリス７．５ｇ、グリシン３６ｇ
、H２O２．５ｌへ）を実施する。
【０２３４】
　NATIVE－PAGEの評価により、オリゴマーＢ－標本中になお存在する出発ペプチドＡβ（
１－４２）が約２８kDaでの帯として（線Ａ、１で表示）現われ、例５aからの標本の主ピ
ークが、見かけの分子量６４～９０kDa（線Ａ、２で表示）で認められることが明らかで
ある（図６）。
【０２３５】
　ゲル透過クロマトグラフィー（例１７参照）又は自然ゲル電気泳動（例１８参照）と同
様に、自然分子量－分析法でも、本発明によるオリゴマー、殊に、オリゴマーＢに分子量
を割り当て得ることは重要である。
【０２３６】
　SDS－PAGEにおいて分子量約３８及び４８kDaを割り当てられ得るオリゴマーＢは、SDS
の複合化後に、自然ゲル電気泳動法で、選別された標準タンパク質に対して、約６４～９
０kDaの分子量範囲の帯として検出される。この方法により、正確な分子量を読み取るこ
とは期待されず、それというのも、オリゴマーの移動特性は分子量の大きさに加えてその
固有荷電によって実際に測定されるからである。当然、この結果から、限定されたオリゴ
マー種が存在することは推論され得る。
【０２３７】
　例１９
　a）生理学的緩衝液中の異なるタンパク質濃度におけるＡβ（１－４２）－オリゴマー
Ｂにおける安定性
　例６ｂにより得られるＡβ（１－４２）－オリゴマーＢを、次の条件下に、PBS－緩衝
液中の安定性について試験する。
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【０２３８】
　５ｍｇ／ｍｌを、PBSを用いて２回の希釈段階で０．０８ｍｇ／ｍｌに希釈する。全て
の得られる溶液を室温で２４時間恒温保持する。続いて、帯パターンを、凍結された対照
標本に比較して、SDS－PAGEで分析する。帯パターンは全試料で同一である。
【０２３９】
　ｂ）生理学的緩衝液における異なる温度で及び異なる時間後のＡβ（１－４２）－オリ
ゴマーＢの安定性
　例６ｂにより得られるＡβ（１－４２）－オリゴマーＢを、PBS－緩衝液で０．５ｍｇ
／ｍｌに希釈し、２４時間又は９６時間室温又は３７０℃で高温保持する。続いて、帯パ
ターンをSDS－PAGEで分析する。帯パターンは全試料で同一である。
【０２４０】
　例２０
　異なるプロテアーゼ（トリプシン、キモトリプシン、サーモリシン、エラスターゼ、パ
パイン）によるＡβ（１－４２）－オリゴマーＢのタンパク質加水分解
　例６により得られるＡβ（１－４２）－オリゴマーＢ－標本の部分標本を、緩衝液（燐
酸－Na２０ミリモル、NaCl１４０ミリモル、pH７．４）で０．５ｍｇ／ｍｌに希釈し、次
の条件下に、各々、図９に挙げたプロテアーゼ溶液の質量の１／５０と共に、２０時間３
７℃及びpH７．４で恒温保持する。その後に、成分の部分標本１μｇをSDS－PAGEで分析
する（図９）。
【０２４１】
　SDS－PAGEは、Ａβ（１－４２）－オリゴマーＢ－標本から出発して、全プロテアーゼ
が、選択された限定のタンパク質加水分解条件下に、３８／４８kDaでの二重帯を約３２
／２８kDaでのkDa二重帯へ戻すことを示す。
【０２４２】
　例２１
　ラット血漿中のＡβ（１－４２）－オリゴマーＢの安定性
　例６ｂにより製造したＡβ（１－４２）－オリゴマーＢ－標本４μｌを、ラット血漿７
６μｌと共に、０時間、１時間、２時間、４時間及び８時間室温で恒温保持する。恒温保
持をドライアイス中での凍結によって止める。
【０２４３】
　引き続き、全試料をSDS－試料緩衝液－添加後に、SDS－PAGEで分析する。その後に、安
定性の評価を、ウエスタンブロット法で、Ａβ（１－４２）－オリゴマーＢの変色を介し
て行なう。検出のために、Ａβ（１－４２）照準の抗体６E10（Fa. Signet）を使用する
。帯は、アルカリ性ホスファターゼに結合される抗－マウス－IgG－抗体及び基質NBT/BCI
Pの添加によって可視される。観察される帯パターンの分子量も強度も、2時間、4時間及
び８時間に渡って殆ど無変化のままである。
【０２４４】
　この結果から、Ａβ（１－４２）－オリゴマーＢが高い血漿安定性を有することが推論
できる。従って、血漿中の生物学的半減期は、８時間以上の範囲である。
【０２４５】
　例２２
　分子量１７kDa及び２２kDaを有するビオチン－Ａβ（１－４２）－オリゴマー［ビオチ
ン－Ａβ（１－４２）－オリゴマーＡ］又は分子量４２kDa及び５２kDaを有するビオチン
－Ａβ（１－４２）－オリゴマー［ビオチン－Ａβ（１－４２）－オリゴマーＢ］のヒト
神経細胞の表面への結合
　ヒトβ－アミロイド（１－４２）－タンパク質及び２つのＡβ（１－４２）－オリゴマ
ーＡ－及びＡβ（１－４２）－オリゴマーＢ－標本の、ヒト神経芽細胞系IMR－32（ATCC
番号：CCL－127）への結合を、FACScan（Beckton Dickinson）によって調べる。IMR－32
細胞の懸濁液（細胞１．５ｘ１０６／PBS０．１ｍｌ）を、ビオチン－標識化ヒトβ－ア
ミロイド（１－４２）－タンパク質（ペプチド合成原料、凍結乾燥物、AnaSpec）及びビ
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オチン－標識化オリゴマーＡ又はＢを含有する標本（例８又は９）と共に、２０分間３７
℃で恒温保持する。引き続き、細胞を緩衝液（PBSプラス１％BSA）で洗浄し、ストレプト
アビジンイソチオシアネート結合のフルオレセイン（Sigma）と共に２０分間室温で恒温
保持する。緩衝液での清浄段階後に、IMR－32細胞の表面への結合をFACScanで分析する。
断続線は、ビオチン－標識化成分の不在で、基底値蛍光を示す。個々の標本の添加は細胞
－会合蛍光の強力な増加を導き、濃い線によって描かれている。細胞表面へのオリゴマー
Ａ（図７Ｂ）及びＢ（図７Ｃ）の結合は、モノマーβ－アミロイド（１－４２）－タンパ
ク質（図７Ａ）の結合とは明らかに異なっている。データは、ヒト細胞表面上のオリゴマ
ーの特異的結合部位を示す。
【０２４６】
　例２３
　icv－投与後のラット脳ホモジネート中のＡβ（１－４２）－オリゴマーＢの検出
　例６ｂより得られるＡβ（１－４２）－オリゴマーＢ－標本１０ナノモルを、ラットに
icv丸剤として投与する。脳を１５分間後又は１２０分間後に解剖する。未処理対照動物
の脳を同様に解剖する。そのために、５０ｍｌ入りファルコン（Falcon）試験管中で、ラ
ット脳各１ｇに、破砕緩衝液Ａ（燐酸ナトリウム５ミリモル２００ｍｌ、NaCl３５ミリモ
ル、蔗糖３００ミリモル、pH７．４に調整、プロテアーゼ阻害剤－カクテルComplete（登
録商標）、Fa. Rocheの４錠を加える）９ｍｌを加え、氷上の超音波（Ultra Turrax）中
で２分間破砕する。溶液を２０分間放置し、素早く振動させ、部分標本８ｘ１ｍｌに分け
る（＝ホモジネート）。
【０２４７】
　検出を定量的に行なうために、先ず、PBS中のＡβ（１－４２）－オリゴマーＢ－標本
の一連の標準を、濃度範囲１．５８nｇ／μｌ～０．００５nｇ／μｌで調製する。
【０２４８】
　更に、正対照として、未処理ラットの対照脳からのホモジネートを一緒に経過させ、同
様の方法で、この脳ホモジネート中のＡβ（１－４２）－オリゴマーＢ－標本の一連の標
準を調製する。その後に、ホモジネートを超遠心分離機において１０００００ｇで１時間
遠心分離させ、上澄液を次の分析に使用する。
【０２４９】
　２つの標準列で測定した値（PBS対対照脳－ホモジネート－上澄液）の比較から、先ず
、正対照中のＡβ（１－４２）－オリゴマーＢの含量を定量的に測定し、次いで、それに
比較して、処理ラットの脳試料においても同様に測定する。
【０２５０】
　１）ドットブロット－検出法
　標準列－試料及び処理動物からの試料抽出物１μｌを、ニトロセルロース－紙上に滴下
し、Ａβ（１－４２）を抗体６Ｅ１０（抗－Ａβ（１－４２）；Fa. Signet）で検出する
。抗－マウスIgGに結合したアルカリ性ホスファターゼを用いて、呈色剤NBT／BCIPの添加
によって呈色させる。
【０２５１】
　未処理ラットの脳抽出物中ではＡβ（１－４２）（０．０１ナノモル／ｇ）は検出不可
能であるが、処理の１５分間後に殺したラットにおいて、正対照の相応する濃度との呈色
強度の比較によって、Ａβ（１－４２）約０．４ナノモル／ｇが検出可能であり、かつ処
理の１２０分間後に殺したラットにおいて、同様の方法により、約０．２ナノモル／ｇが
なお検出可能である。このことから、外部から投与されたＡβ（１－４２）－オリゴマー
Ｂについて、約１０５分間の平均的な生物学的半減期が判明する。
【０２５２】
　２）ウエスタンブロット－検出法
　ドットブロット法で分析した全試料を、同様にウエスタンブロット法で分析する。ウエ
スタンブロット法は、同様に、mMAb６E10（抗－Ａβ（１－４２）；Fa. Signet）及び更
に抗－マウス－IgGに結合したアルカリ性ホスファターゼを用いて、呈色剤NBT／BCIPの添
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加によって展開させる。
【０２５３】
　抗Ａβ（１－４２）－反応帯は３８／４８でのみ出現し、これはＡβ（１－４２）－オ
リゴマーＢの見かけの分子量に相応し、即ち、オリゴマー構造は、生体内適用でも２時間
後もなお保持されたままである。
【０２５４】
　更に、ドットブロット－法の場合と同様に、１５分間－ラット（０．４ナノモル／ｇ）
及び１２０分間－ラット（０．２ナノモル／ｇ）の脳において、正対照におけるＡβ（１
－４２）－オリゴマーＢの相応に強く呈色した帯との呈色強度の比較によって、同じ濃度
が評価され得る。
【０２５５】
　例２４
　分子量３８kDa及び４８kDaを有するＡβ（１－４２）－オリゴマー［Ａβ（１－４２）
－オリゴマーＢ］の、マウスの大脳皮質ニューロンへの神経毒作用
　ネズミの大脳皮質ニューロンの標本及び培養は、文献（Choi et al. (1987) J. Neuros
ci. 7, 357-368）による神経膠細胞との混合培養として行なわれる。胚の場合には、展開
１４～１５日目に、大脳皮膚及び深部脳範囲の皮部を機械的に除去する。０．０５％のト
リプシン溶液中３７℃で５～７分間の恒温保持し、及び引続いて、孔を縮小させたパスツ
ールピペットを数回通過させることよって細胞を細かく分離させる。細胞数の測定後に、
ポリ－Ｌ－オルニチン及びラミニンで被覆された細胞培養原料上で２ｃｍ２当たり、保存
培地（グルタミン０．８ミリモル、ブドウ糖１８ミリモル、NaHCO３ ２３ミリモル及び１
０％馬血清を有する最少必須培地）０．５ｍｌ中で４３００００個の細胞を接種する。細
胞の培養及びその後の恒温保持は、空気湿潤の細胞培養箱中で３７℃、５％CO２で行なわ
れる。培養３～５日間後に、神経膠－細胞の増加を、（＋）－５－フルオル－２’－デス
オキシウリジン／ウリジン－混合物（各１０マイクロモル）との１日間の恒温保持によっ
て止める。培養１４日間後に、Ａβ（１－４２）－オリゴマーＢの毒性作用を調べる。そ
のために、細胞を１５分間脳細胞緩衝液（NaCl１２０ミリモル、KCl５．４ミリモル、CaC
l２１．８ミリモル、ブドウ糖１５ミリモル、HEPES２５ミリモル、pH７．２）中で恒温保
持する。対照細胞１を脳細胞緩衝液中でＬ－グルタメート３００マイクロモルと共に同じ
時間恒温保持する。Ａβ－オリゴマーの基本溶液を、血清を含まない培地（グルタミン０
．８ミリモル、ブドウ糖２０ミリモル、NaHCO３ ２６ミリモルを有する最少必須培地）で
、様々な最終濃度に希釈し、２４時間恒温保持する。Ｌ－グルタメートで処理した対照細
胞１を平行して血清を含まない培地中で恒温保持する。もう１つの群の細胞（対照細胞２
）を、脳細胞緩衝液だけで、血清を含まない培地で処理する。２４時間後に細胞培養上澄
液を除去し、残留細胞を蒸留水中で２０分間の恒温保持によって破砕し、２つの溶液中で
酵素、乳酸デヒドロゲナーゼ（LDH）の活性を酵素的に調べる。評価のために、細胞培養
上澄液のLDH－活性対上澄液及び残留細胞からのLDH－活性の合計の比率を測定し、４回の
測定の平均値を出す。３回の実験を実施し、この際、各実験条件は４重で存在している（
n＝１２）。グルタメートで処理した細胞（対照細胞１）における平均値はニューロン死
１００％とみなし、Ｌ－グルタメートでも、Ａβ－オリゴマーでも処理していない細胞（
対照細胞２）の平均値はニューロン死０％とみなし、Ａβ－オリゴマーで処理した細胞値
は相応に換算される。各使用濃度における全測定の神経毒性の平均値は、分子量３８kDa
及び４８kDaを有するＡβ（１－４２）－オリゴマー［Ａβ（１－４２）－オリゴマーＢ
］の明らかな毒性作用を示す。図８参照。
【０２５６】
　例２５
　抗体の製造
　免疫化に使用されるカクテルは、全例で、実際に次の成分を有するアジュバント（Fa. 
Biogenes）を含有する：
　パラフィン油９５％
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　ツィーン（Tween）４０　２．４％
　コレステリン０．１％
　リポ多糖類０．１％
　アジュバントは、安定したエマルジョンが得られるまで、抗原の溶液と比率２：１で混
合される。エマルジョンを注射し、抗原がそれから連続的に遊離されるデポーを形成する
。
【０２５７】
　a）例１５aからの切端Ａβ（２０－４２）－オリゴマーＢでのウサギの免疫化によるポ
リクローナル抗血清の製造
　２匹のウサギを、標準プロトコルにより、例１５aからの非複合化Ａβ（２０－４２）
－オリゴマーＢ－標本で免疫化させる。
【０２５８】
　１日目　　前免疫血清の第１免疫化及び採取
　７日目　　第１免疫増強
　１４日目　第２免疫増強
　２８日目　第３免疫増強及び出血
　３５日目　採血
　抗血清を、ウサギ血液から、室温での静置及び引き続き室温での遠心分離によって得る
。そうして得られる血清を血清（a１）と表示する。
【０２５９】
　例１５aからのＡβ（２０－４２）－オリゴマーＢ－標本２ｍｇを、LPHにグルタルジア
ルデヒドで標準条件下に結合させ、他の２匹のウサギを、標準プロトコルにより、この複
合Ａβ（２０－４２）－オリゴマーＢで免疫化させる。
【０２６０】
　１日目　　前免疫血清の第１免疫化及び採取
　７日目　　第１免疫増強
　１４日目　第２免疫増強
　２８日目　第３免疫増強及び出血
　３５日目　採血
　抗血清をウサギ血液から、室温での静置及び引き続き室温での遠心分離によって得る。
そうして得られる血清を血清（a２）と表示する。
【０２６１】
　ｂ）例１５ｂからの切端Ａβ（１２－４２）－オリゴマーＢでのウサギの免疫化による
ポリクローナル抗血清の製造
　２匹のウサギを、標準プロトコルにより、例１５ｂからの非複合化Ａβ（１２－４２）
－オリゴマーＢ－標本で免疫化させる。
【０２６２】
　１日目　　前免疫血清の第１免疫化及び採取
　７日目　　第１免疫増強
　１４日目　第２免疫増強
　２８日目　第３免疫増強及び出血
　３５日目　採血
　抗血清を、ウサギ血液から、室温での静置及び引き続き室温での遠心分離によって得る
。そうして得られる血清を血清（ｂ１）と表示する。
【０２６３】
　例１５ｂからのＡβ（１２－４２）－オリゴマーＢ－標本２ｍｇを、LPHにグルタルジ
アルデヒドで標準条件下に結合させ、他の２匹のウサギを、標準プロトコルにより、この
複合Ａβ（１２－４２）－オリゴマーＢで免疫化させる。
【０２６４】
　１日目　　前免疫血清の第１免疫化及び採取
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　７日目　　第１免疫増強
　１４日目　第２免疫増強
　２８日目　第３免疫増強及び出血
　３５日目　採血
　抗血清をウサギ血液から、室温での静置及び引き続き室温での遠心分離によって得る。
そうして得られる血清を血清（ｂ２）と表示する。
【０２６５】
　ｃ）例１４aからのＡβ（１－４２）－オリゴマーＢ－CLでのウサギの免疫化によるポ
リクローナル抗血清の製造
　２匹のウサギを、標準プロトコルにより、例１４aからの非複合化Ａβ（１－４２）－
オリゴマーＢ－CLー標本で免疫化させる。
【０２６６】
　１日目　　前免疫血清の第１免疫化及び採取
　７日目　　第１免疫増強
　１４日目　第２免疫増強
　２８日目　第３免疫増強及び出血
　３５日目　採血
　抗血清を、ウサギ血液から、室温での静置及び引き続き室温での遠心分離によって得る
。そうして得られる血清を血清（ｃ１）と表示する。
【０２６７】
　ｄ）例６ｂからの切端Ａβ（１－４２）－オリゴマーＢー標本でのウサギの免疫化によ
るポリクローナル抗血清の製造
　２匹のウサギを、標準プロトコルにより、例６ｂからの非複合化Ａβ（１－４２）－オ
リゴマーＢ－標本で免疫化させる。
【０２６８】
　１日目　　前免疫血清の第１免疫化及び採取
　７日目　　第１免疫増強
　１４日目　第２免疫増強
　２８日目　第３免疫増強及び出血
　３５日目　採血
　抗血清を、ウサギ血液から、室温での静置及び引き続き室温での遠心分離によって得る
。そうして得られる血清を血清（ｄ１）と表示する。
【０２６９】
　例６ｂからのＡβ（１－４２）－オリゴマーＢ－標本２ｍｇを、LPHにグルタルジアル
デヒドで標準条件下に結合させ、他の２匹のウサギを、標準プロトコルにより、この複合
Ａβ（１－４２）－オリゴマーＢー標本で免疫化させる。
【０２７０】
　１日目　　前免疫血清の第１免疫化及び採取
　７日目　　第１免疫増強
　１４日目　第２免疫増強
　２８日目　第３免疫増強及び出血
　３５日目　採血
　抗血清をウサギ血液から、室温での静置及び引き続き室温での遠心分離によって得る。
そうして得られる血清を血清（ｄ２）と表示する。
【０２７１】
　例２６
　例２５の免疫化からのポリクローナル抗血清の、様々なＡβ（１－４２）－型とのその
架橋結合についての特徴づけ
　ポリクローナル抗血清の特徴付けのために、PBS中１００ピコモル（pmol）／μｌ～０
．０１ピコモル／μｌの範囲の希釈列で様々なＡβ（１－４２）－型を製造した。試料各
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１μｌをニトロセルロース－膜上に載せた：検出は例２５からの相応するウサギ血清で行
なった。比較として、mMAb 6E10（Fa. Signet）での検出を実施した。抗－ウサギ－IgGに
結合したアルカリ性ホスファターゼ（比較用：抗－マウス－IgGに結合したアルカリ性ホ
スファターゼ）及び呈色剤NBT／BCIPの添加で呈色させた。図１０はそうして得られるド
ットブロットを示し、これは数値的に次のように評価される：
【表１】

【０２７２】
　表中の数字は、最低可視量の抗原を［ピコモル；APPの場合を除いて、各々モノマーに
対する］で示す（検出限度）。
【０２７３】
　例１５aからの非複合Ａβ（２０－４２）－オリゴマーでの免疫化によって得られたウ
サギ血清（a１）との免疫学的反応の比較は、このオリゴマーに照準している抗体が、他
の形、例えば、原線維、APP、及びモノマーと僅かしか架橋結合しないことを明らかに示
す。これに対して、Ａβ（１－４２）－オリゴマーＢとの明らかにより強い架橋結合（列
１参照）及び更に安定化CL－抗原との架橋結合が認められる。このデータは、APP、モノ
マー、及び原線維構造に比較して、本オリゴマー形の明らかに異なる構造を示す。抗体は
オリゴマー－特異的構造に結合する。
【０２７４】
　例１５aからの複合Ａβ（２０－４２）－オリゴマーでの免疫化によって得られたウサ
ギ血清（a２）との免疫学的反応の比較は、このオリゴマーに照準している抗体が、他の
形、例えば、原線維及びモノマーと僅かしか架橋結合しないことを明らかに示す。これに
対して、Ａβ（１－４２）－オリゴマーＢとの弱い架橋結合（列１参照）及び更に安定化
CL－抗原との、及びAPPとの架橋結合が認められる。このデータは、モノマー及び原線維
構造に比較して、本オリゴマー形の同様に明らかに異なる構造を示す。
【０２７５】
　これに比較して、例６ｂからの非複合Ａβ（１－４２）－オリゴマーでの免疫化によっ
て得られたウサギ血清（ｄ１）及び例１４aからのＡβ（１－４２）－オリゴマーＢ－CL
での免疫化によって得られたウサギ血清（ｃ１）との免疫学的反応は、このオリゴマーに
照準している抗体が、他の形、例えば、原線維、APP及びモノマーと、Ａβ（１－４２）
－オリゴマーＢと同様に（列１参照）比較可能に強く架橋結合することを示す。この抗体
は、mMab 6E10（Fa. Signet）に比較可能な免疫反応を示し、オリゴマー－特異的構造に
は結合しない。
【０２７６】
　相応する方法で、マウスを例６aからのＡβ（１－４２）－オリゴマーで免疫化させ、
自体公知の方法で、モノクローナル抗体を確立した。この際、１０個のハイブリドーマの
内２個がモノクローナル抗体を分泌し、その結合プロフィールは、殊に、前記で試験した
反応性に関して、抗血清のそれと（a１）類似している。
【０２７７】
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　例２７
　Ａβ（１－４２）－原線維の製造
　０．１％NH４OH中のＡβ（１－４２）－溶液（２ｍｇ／ｍｌ）１００μｌを、緩衝液（
燐酸－Na２０ミリモル、NaCl１４０ミリモル、pH７．４）３００μｌで、０．５ｍｇ／ｍ
ｌに希釈し、HCl０．１モルでpH７．４に調製する（Ａβ（１－４２）　１００マイクロ
モル）。試料を２４時間３７℃で恒温保持し、その後に、１０分間１００００ｇで遠心分
離する。得られるタンパク質残渣を、緩衝液（燐酸－Na２０ミリモル、NaCl１４０ミリモ
ル、pH７．４）４００μｌで再懸濁させる。そうして得られるＡβ（１－４２）－原線維
－標本を－２０℃で保存し、更なる研究に使用することができる。
【０２７８】
　例２８
　Ａβ（１－４２）－オリゴマーＢ－CL（例１４ｂから）の、海馬切片への作用
　厚さ４００μMの海馬横断切片を、切片浸漬室中３４℃で少なくとも１時間、ガス処理
したリンガー液（NaCl１２４ミリモル、KCl４．９ミリモル、MgSO４　１．３ミリモル、C
aCl２　２．５ミリモル、KH２PO４　１．２ミリモル、NaHCO３　２５．６ミリモル、ブド
ウ糖１０ミリモル）の灌流下に適応させた。その後に、単極の刺激電極により、シェ－フ
ァー副軸索を刺激し、放線状層中の興奮性シナプス後電位（（fEPSP）を導出させた。最
高のfEPSPを発生させる刺激強度の３０％で試験パルスを与えた。長時間－相乗作用の誘
発のために、単一パルスを２００μｓの幅で１００パルスを３回、いずれも１０分間施し
た（強い強縮）。得られるfEPSPの相乗作用を少なくとも２４０分間記録した。例１４ｂ
からのオリゴマーＢ－CLの洗浄を、最初の強縮の２０分間前に開始し、最後の強縮の１０
分間後に終了した。fEPSPsの上昇（勾配）を調べ、時間に対して作図した。
【０２７９】
　図１４は、Ａβ（１－４２）－オリゴマーの洗浄が、海馬における長時間相乗作用を、
特に維持相（"維持相（maintenance phase）"）で阻害することを示す。従って、Ａβ（
１－４２）－オリゴマーＢ－CLは、神経細胞の情報蓄積（細胞記憶）への影響を有する。
【０２８０】
　例２９
　Ａβ（１－４２）－オリゴマーＢ（例５ｂから）の、一次海馬ラット－ニューロンへの
結合
　例５ｂからのラット－Ａβ（１－４２）－オリゴマーＢの、一次海馬ラットニューロン
への結合を調べた。海馬－ニューロンを、ポリ－Ｌ－リジン－被覆のデッキガラス上でＢ
２７－サプリメントを有する神経基礎培地中で培養し、培養の１４日目に使用した。ニュ
ーロン細胞膜へのオリゴマーの結合は、新鮮培地中で、オリゴマー２００ナノモル（全モ
ノマーＡβ－濃度）の添加及び３７℃で１５分間の恒温保持によって行なわれた。Ａβ－
含有培地の除去後に、培地で２回洗浄し、細胞を引続いて３．７％ホルムアルデヒド中に
固定させた。細胞を更に洗浄した後に、非特異的結合部位をPBS－緩衝液中１０％標準ロ
バ－血清で室温で９０分間遮断した。第１抗体として、６E10（マウスから）を１：２０
００の希釈で、2時間室温で適用した。細胞を再び洗浄し、マウスに照準していて蛍光色
素Cy３がそれに結合している第２抗体（ロバから）と共に２時間室温で恒温保持した。細
胞を再び洗浄した後に、ニューロンを有するデッキガラスを、封埋培地を有するスライド
上に固定した。結合Ａβ－オリゴマーを有する海馬ニューロンは、蛍光顕微鏡で表示され
た。対照として、第１抗体６Ｅ10が省略されている成分を使用した。従って、この対照は
、Ａβに基づいていない非特異的蛍光を示す。
【０２８１】
　図１５aで見られるように、オリゴマーはニューロンの細胞表面にドット法で結合する
。それに対して、第１抗体6E 10を含まない対照は、ニューロンへの第２抗体の結合によ
る僅かな非特異的蛍光だけを示す（図１５ｂ）。
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【手続補正書】
【提出日】平成24年8月8日(2012.8.8)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Ａβ（Ｘ－４２）断片［式中、Ｘは１０～２４である］を含有し、その際、当該断片は
、Ａβのアミノ酸位置１～（Ｘ－１）のＮ－末端アミノ酸を欠くポリペプチドである、原
線維形ではない可溶性のオリゴマー。
【請求項２】
　Ｘは１２～２０である、請求項１に記載のオリゴマー。
【請求項３】
　Ａβ（１２－４２）、Ａβ（１３－４２）、Ａβ（１４－４２）、Ａβ（１５－４２）
、Ａβ（１６－４２）、Ａβ（１７－４２）、Ａβ（１８－４２）、Ａβ（１９－４２）
、Ａβ（２０－４２）、Ａβ（２１－４２）、Ａβ（２２－４２）、Ａβ（２３－４２）
及びＡβ（２４－４２）から成る群から選択される少なくとも１種の断片を含有する、請
求項１に記載のオリゴマー。
【請求項４】
　オリゴマーがＡβ（２０－４２）断片を含有する、請求項１に記載のオリゴマー。
【請求項５】
　オリゴマーがＡβ（１２－４２）断片を含有する、請求項１に記載のオリゴマー。
【請求項６】
　オリゴマーが、Ａβ（１－４２）オリゴマーＢ、Ａβ（１－４３）オリゴマーＢ又はＡ
β（１－４４）オリゴマーＢのタンパク質加水分解を含む方法によって得ることできる、
請求項１に記載のオリゴマー。
【請求項７】
　方法が、オリゴマーＢのタンパク加水分解前に、更に工程：
（ａ）モノマーＡβ（１－４２）タンパク質に界面活性剤を作用させてオリゴマーＡを形
成し；かつ、
（ｂ）界面活性作用を減少させ、かつオリゴマーＡを恒温保持してオリゴマーＢを形成す
る、を含む、請求項６に記載のオリゴマー。
【請求項８】
　界面活性剤が、ドデシル硫酸ナトリウムである、請求項７に記載のオリゴマー。
【請求項９】
　オリゴマーＢを、サーモリシンを用いて分解する、請求項６に記載のオリゴマー。
【請求項１０】
　オリゴマーが、Ａβ（１２－４２）、Ａβ（１３－４２）、Ａβ（１４－４２）、Ａβ
（１５－４２）、Ａβ（１６－４２）、Ａβ（１７－４２）、Ａβ（１８－４２）、Ａβ
（１９－４２）、Ａβ（２０－４２）、Ａβ（２１－４２）、Ａβ（２２－４２）、Ａβ
（２３－４２）及びＡβ（２４－４２）から成る群から選択される少なくとも１種の断片
を含有する、請求項６に記載のオリゴマー。
【請求項１１】
　オリゴマーが、Ａβ（２０－４２）断片を含有する、請求項６に記載のオリゴマー。
【請求項１２】
　オリゴマーが、工程：
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（ａ）モノマーＡβ（１－４２）タンパク質に界面活性剤を作用させてＡβ（１－４２）
オリゴマーＡを形成させ、
（ｂ）界面活性作用を減少させ、かつＡβ（１－４２）オリゴマーＡを恒温保持して、Ａ
β（１－４２）オリゴマーＢを形成し、かつ、
（ｃ）Ａβ（１－４２）オリゴマーＢをタンパク質加水分解する、を含む方法によって得
ることができる、請求項４に記載のオリゴマー。
【請求項１３】
　界面活性剤が、ドデシル硫酸ナトリウムである、請求項１２に記載のオリゴマー。
【請求項１４】
　オリゴマーＢを、サーモリシンを用いて分解する、請求項１２に記載のオリゴマー。
【請求項１５】
　オリゴマーが標識化、不動化又は架橋結合されている、請求項１に記載のオリゴマー。
【請求項１６】
　オリゴマーが、ホルムアルデヒド、グルタルジアルデヒド、ジスクシンイミジルスベレ
ート、ジチオビス（スクシンイミジルプロピオネート）、ジスクシンイミジルタルトレー
ト、ジスルホスクシンイミジルタルトレート、ジメチルアジピミデート、ジメチルピメリ
デート、ジメチルスベリミデート、ジメチル－３，３’－ジチオビスプロピオンイミデー
ト、Ｎ－γ－マレインイミドブチルオキシスクシンイミドエステル、スクシンイミジル－
４（Ｎ－マレインイミドメチル）－シクロヘキサン－１－カルボキシレート、Ｎ－スクシ
ンイミジル－（４－イオドアセチル）アミノベンゾエート又はＮ－スクシンイミジル－３
－（２－ピリジルジチオ）プロピオネートにより架橋結合されている、請求項１５に記載
のオリゴマー。
【請求項１７】
　オリゴマーが、蛍光－標識化、発光標識化、比色標識化、放射性標識化及び磁気標識化
により標識化されている、請求項１５に記載のオリゴマー。
【請求項１８】
　オリゴマーが、ビオチン又はストレプトアビジンで標識化されている、請求項１５に記
載のオリゴマー。
【請求項１９】
　請求項１から１８までのいずれか１項に記載のオリゴマーを含有する、製薬学的組成物
。
【請求項２０】
　更に製薬学的に許容性の賦形剤を含有する、請求項１９に記載の製薬学的組成物。
【請求項２１】
　ワクチンである、請求項２０に記載の製薬学的組成物。
【請求項２２】
　アルツハイマー病又は痴呆症を治療するための医薬を製造するための、請求項１から１
８までのいずれか１項に記載のオリゴマーの使用。
【請求項２３】
　診断的試験管内検出法における、請求項１から１８までのいずれか１項に記載のオリゴ
マーの使用。
【請求項２４】
　診断的生体内検出法に使用するための組成物を製造するための、請求項１から１８まで
のいずれか１項に記載のオリゴマーの使用。
【請求項２５】
　方法が、工程：
（ａ）モノマーＡβ（１－４２）タンパク質に界面活性剤を作用させ、Ａβ（１－４２）
オリゴマーＡを形成し；
（ｂ）界面活性作用を減少させ、かつＡβ（１－４２）オリゴマーＡを恒温保持し、Ａβ
（１－４２）オリゴマーＢを形成し、かつ、
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（ｃ）Ａβ（１－４２）オリゴマーＢをタンパク質加水分解する、を含む、請求項１に記
載のオリゴマーの製造方法。
【請求項２６】
　方法が、工程：
（ａ）モノマーＡβ（１－４２）タンパク質に界面活性剤を作用させ、
（ｂ）Ａβ（１－４２）オリゴマーＢを形成し；かつ、
（ｃ）Ａβ（１－４２）オリゴマーＢをタンパク質加水分解する、を含む、請求項１に記
載のオリゴマーの製造方法。
【請求項２７】
　界面活性剤が、ドデシル硫酸ナトリウムである、請求項２５に記載の方法。
【請求項２８】
　オリゴマーＢを、トリプシン、キモトリプシン、サーモリシン、エラスターゼ、パパイ
ン及びエンドプロテイナーゼGluCから成る群から選択される酵素を用いて分解する、請求
項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　工程：
（ａ）モノマーＡβ（１－４２）タンパク質を界面活性剤に作用させ、Ａβ（１－４２）
オリゴマーＡを形成し；
（ｂ）界面活性作用を減少させ、かつＡβ（１－４２）オリゴマーＡを恒温保持して、Ａ
β（１－４２）オリゴマーＢを形成し、かつ、
（ｃ）Ａβ（１－４２）オリゴマーＢをタンパク質加水分解する、を含む、請求項４に記
載のオリゴマーを製造する方法。
【請求項３０】
　界面活性剤が、ドデシル硫酸ナトリウムである、請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
　オリゴマーＢを、サーモリシンを用いて分解する、請求項３０に記載の方法。
【請求項３２】
　請求項１から１８までのいずれか１項に記載のオリゴマーと特異的に結合する抗体、又
はその抗原結合部分。
【請求項３３】
　モノマーアミロイドβ（１－４２）タンパク質よりも高い親和性で、請求項１から１８
までのいずれか１項に記載のオリゴマーと結合する抗体またはその抗原結合部分。
【請求項３４】
　ＫＤ＝１０－６～１０－１２Ｍの範囲の親和性でオリゴマーと結合する、請求項３２又
は３３に記載の抗体又はその抗原結合部分。
【請求項３５】
　Ｋｄ＝１０－８Ｍよりも高い親和性、Ｋｄ＝１０－９Ｍよりも高い親和性、Ｋｄ＝１０
－１０Ｍよりも高い親和性又はＫｄ＝１０－１１Ｍよりも高い親和性でオリゴマーと結合
する、請求項３４に記載の抗体又はその抗原結合部分。
【請求項３６】
　Ｋｄ＝１０－８Ｍよりも低い親和性で、モノマーアミロイドβ（１－４２）タンパク質
及び／又はモノマーアミロイドβ（１－４０）タンパク質と結合する、請求項３２から３
５までのいずれか１項に記載の抗体又はその抗原結合部分。
【請求項３７】
　抗体のオリゴマーに対する親和性が、モノマーＡβ（１－４２）－タンパク質及び／又
はモノマーＡβ（１－４０）－タンパク質よりも少なくとも１０倍、モノマーＡβ（１－
４２）－タンパク質及び／又はモノマーＡβ（１－４０）－タンパク質よりも少なくとも
１００倍又はモノマーＡβ（１－４２）－タンパク質及び／又はモノマーＡβ（１－４０
）－タンパク質よりも少なくとも１０００倍高い、請求項３２から３６までのいずれか１
項に記載の抗体又はその抗原結合部分。
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【請求項３８】
　抗体は、オリゴマーと、表面プラスモン共鳴により測定したｋｏｆｆ－速度定数０．１
ｓ－１以下で結合する、請求項３２から３７までのいずれか１項に記載の抗体又はその抗
原結合部分。
【請求項３９】
　抗体がオリゴマーの活性を、１ｘ１０－５Ｍ以下の阻害定数IC５０で阻害する、請求項
３２から３８までのいずれか１項に記載の抗体又はその抗原結合部分。
【請求項４０】
　抗体がポリクローナル抗体又はモノクローナル抗体である、請求項３２から３９までの
いずれか１項に記載の抗体又はその抗原結合部分。
【請求項４１】
　抗体がヒト抗体、キメラ抗体、ＣＤＲグラフト抗体又はヒト化抗体である、請求項３２
から４０までのいずれか１項に記載の抗体又は抗原結合部分。
【請求項４２】
　請求項３２から４１までのいずれか１項に記載の抗体又は抗原結合部分を含有する製薬
学的組成物。
【請求項４３】
　更に製薬学的に許容性の賦形剤を含有する、請求項４２に記載の製薬学的組成物。
【請求項４４】
　アルツハイマー病又は痴呆症を治療するための医薬を製造するための、請求項３２から
４１までのいずれか１項に記載の抗体又はその抗原結合部分の使用。
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