
(57)【要約】
本発明は、試験化合物の非特異的毒性による偽陽性結果を排除し、一方で疾病および疾患
に関連した、特にアルツハイマー病に関連した代謝経路における細胞代謝産物を特異的に
調節する化合物を検出することができる、細胞に基づいたスクリーニング法を記載する。
本方法は、細胞に基づいた系において有効な化合物 (薬物 )を同定するための高スループッ
トスクリーニング技術に特に適している。本発明の方法は、細胞系において目的の代謝前
駆体および代謝産物の両方のレベルを決定することを含み、特に、アルツハイマー病など
の疾病および疾患の進行に関連した前駆体および代謝産物分子に対する、高スループット
薬物発見および同定において広範囲に適用される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
疾 病 ま た は 疾 患 と 関 連 し た 1つ ま た は 複 数 の 細 胞 代 謝 産 物 の 生 成 を 、 非 特 異 的 な 細 胞 毒 性
を 引 き 起 こ さ ず に 減 少 ま た は 阻 害 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め の 、 細 胞 に 基 づ い た ス ク リ ー
ニ ン グ 法 で あ っ て ：
(a)試 験 化 合 物 と 細 胞 を 接 触 さ せ る 段 階 ；
(b)(i)細 胞 の 前 駆 体 タ ン パ ク 質 、 ま た は (ii)細 胞 の 前 駆 体 タ ン パ ク 質 の コ ン ホ メ ー シ ョ ン
状 態 の レ ベ ル を 決 定 す る 段 階 ； お よ び
(c)段 階 (b)の (i)ま た は (ii)か ら 生 成 さ れ る 代 謝 産 物 の レ ベ ル を 決 定 す る 段 階 を 含 み ； 細
胞 に お け る 代 謝 産 物 の レ ベ ル を 特 異 的 に 減 少 ま た は 阻 害 す る 化 合 物 は 、 非 処 理 細 胞 に お け
る 場 合 と 比 べ て 代 謝 産 物 の レ ベ ル の み の 減 少 を 示 し 、 か つ 非 特 異 的 な 細 胞 毒 性 が あ る 化 合
物 は 、 (i)の レ ベ ル 、 お よ び 選 択 的 に (i)ま た は (ii)の 関 連 し た 切 断 産 物 の レ ベ ル 、 お よ び
代 謝 産 物 の レ ベ ル の 減 少 を 示 す 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 法 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
代 謝 産 物 の 特 異 的 な エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 、 並 び に 前 駆 体 タ ン パ ク 質 お よ び 選 択 的 に 、
こ れ に 関 連 し た 切 断 産 物 の 特 異 的 な エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 を 使 用 し て 、 マ イ ク ロ タ イ タ
ー プ レ ー ト の 単 一 の ウ ェ ル に お い て 行 わ れ る 、 請 求 項 1ま た は 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
細 胞 の 前 駆 体 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル の 測 定 が 、 細 胞 の 前 駆 体 タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー プ に 特 異
的 な 1つ ま た は 複 数 の 検 出 可 能 な 抗 体 を 含 む 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検 定 法 に よ っ て 行 わ れ る 、
請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
前 駆 体 タ ン パ ク 質 に よ っ て 生 成 さ れ る 代 謝 産 物 の レ ベ ル の 測 定 が 、 代 謝 産 物 の エ ピ ト ー プ
に 特 異 的 な 1つ ま た は 複 数 の 検 出 可 能 な 抗 体 を 含 む 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検 定 法 に よ っ て 行 わ
れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
請 求 項 1記 載 の 方 法 で あ っ て 、 細 胞 の 前 駆 体 タ ン パ ク 質 (i)は 、 ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク
質 (APP)で あ り 、 並 び に 選 択 的 に 、 関 連 し た 切 断 産 物 は 、 α カ ル ボ キ シ 末 端 断 片 (α CTF)、
β カ ル ボ キ シ 末 端 断 片 (β CTF)、 お よ び γ カ ル ボ キ シ 末 端 断 片 (γ CTF)で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
代 謝 産 物 が 、 翻 訳 後 修 飾 さ れ た 細 胞 の 前 駆 体 タ ン パ ク 質 、 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド の オ
リ ゴ マ ー 、 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド の 多 量 体 、 プ ロ ト 原 繊 維 巨 大 分 子 、 原 繊 維 巨 大 分 子
、 お よ び オ リ ゴ マ ー 集 合 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
代 謝 産 物 が 、 ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 APPの タ ン パ ク 質 分 解 性 産 物 で あ る 、 請 求 項 1記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
代 謝 産 物 が 、 β カ ル ボ キ シ 末 端 断 片 (β CTF)ま た は α カ ル ボ キ シ 末 端 断 片 (α CTF)で あ る 、
請 求 項 8記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
試 験 化 合 物 と 接 触 し た 細 胞 が 、 初 代 哺 乳 類 細 胞 、 哺 乳 類 細 胞 株 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 ニ ュ ー ロ
ン 、 単 離 さ れ た 脳 細 胞 、 ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 APPを コ ー ド す る 遺 伝 子 で ト ラ ン ス
フ ェ ク ト さ れ 、 コ ー ド さ れ た APP産 物 を 発 現 す る 細 胞 、 お よ び ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 病 理 生
物 学 を 模 倣 す る よ う に 遺 伝 的 に 修 飾 さ れ た 細 胞 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
細 胞 が ヒ ト 細 胞 ま た は ヒ ト 細 胞 株 で あ る 、 請 求 項 10記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
試 験 化 合 物 が 合 成 有 機 化 合 物 、 化 学 物 質 、 天 然 の 産 物 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は ペ プ チ ド か
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ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
疾 病 ま た は 疾 患 を 発 症 す る 可 能 性 の 減 少 、 ま た は 重 篤 度 の 減 少 と 関 連 し た 1つ ま た は 複 数
の 細 胞 代 謝 産 物 の 生 成 を 、 非 特 異 的 な 細 胞 毒 性 を 引 き 起 こ さ ず に 増 大 ま た は 増 強 す る 化 合
物 を 同 定 す る た め の 、 細 胞 に 基 づ い た ス ク リ ー ニ ン グ 法 で あ っ て ：
(a)試 験 化 合 物 と 細 胞 を 接 触 さ せ る 段 階 ；
(b)(i)細 胞 の 前 駆 体 タ ン パ ク 質 、 ま た は (ii)細 胞 の 前 駆 体 タ ン パ ク 質 の コ ン ホ メ ー シ ョ ン
状 態 の レ ベ ル を 決 定 す る 段 階 ； お よ び 、
(c)段 階 (b)の (i)ま た は (ii)か ら 生 成 さ れ る 代 謝 産 物 の レ ベ ル を 決 定 す る 段 階 を 含 み ； 細
胞 に お け る 代 謝 産 物 の レ ベ ル を 特 異 的 に 増 大 ま た は 増 強 す る 化 合 物 は 、 非 処 理 の 細 胞 に 比
べ て 代 謝 産 物 の レ ベ ル の 増 大 を 示 す が 、 (i)ま た は (ii)の レ ベ ル を 有 意 に 変 化 さ せ な い 、
方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 法 で あ る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
代 謝 産 物 の 特 異 的 な エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 、 並 び に 前 駆 体 タ ン パ ク 質 お よ び 選 択 的 に 、
こ れ に 関 連 し た 切 断 産 物 の 特 異 的 な エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 を 使 用 し て 、 マ イ ク ロ タ イ タ
ー プ レ ー ト の 単 一 の ウ ェ ル に お い て 行 わ れ る 、 請 求 項 13ま た は 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
細 胞 の 前 駆 体 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル の 測 定 が 、 細 胞 の 前 駆 体 タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー プ に 特 異
的 な 1つ ま た は 複 数 の 検 出 可 能 な 抗 体 を 含 む 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検 定 法 に よ っ て 行 わ れ る 、
請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
前 駆 体 タ ン パ ク 質 に よ っ て 生 成 さ れ る 代 謝 産 物 の レ ベ ル の 測 定 が 、 代 謝 産 物 の エ ピ ト ー プ
に 特 異 的 な 1つ ま た は 複 数 の 検 出 可 能 な 抗 体 を 含 む 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検 定 法 に よ っ て 行 わ
れ る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
請 求 項 15記 載 の 方 法 で あ っ て 、 細 胞 の 前 駆 体 タ ン パ ク 質 は 、 ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質
(APP)ま た は APPの そ の 他 の タ ン パ ク 質 分 解 性 断 片 で あ り 、 並 び に 選 択 的 に 、 関 連 し た 切 断
産 物 は 、 α カ ル ボ キ シ 末 端 断 片 (α CTF)、 β カ ル ボ キ シ 末 端 断 片 (β CTF)、 お よ び γ カ ル ボ
キ シ 末 端 断 片 (γ CTF)で あ る 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
代 謝 産 物 が 、 翻 訳 後 修 飾 さ れ た 細 胞 の 前 駆 体 タ ン パ ク 質 、 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド の オ
リ ゴ マ ー 、 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド の 多 量 体 、 プ ロ ト 原 繊 維 巨 大 分 子 、 原 繊 維 巨 大 分 子
、 お よ び オ リ ゴ マ ー 集 合 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
代 謝 産 物 が 、 ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 APPの タ ン パ ク 質 分 解 性 産 物 で あ る 、 請 求 項 13
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
代 謝 産 物 が 、 分 泌 性 APPま た は APPの α カ ル ボ キ シ 末 端 断 片 (α CTF)で あ る 、 請 求 項 20記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
試 験 化 合 物 と 接 触 し た 細 胞 が 、 初 代 哺 乳 類 細 胞 、 哺 乳 類 培 養 細 胞 株 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 ニ ュ
ー ロ ン 、 単 離 さ れ た 脳 細 胞 、 ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 APPを コ ー ド す る 遺 伝 子 で ト ラ
ン ス フ ェ ク ト さ れ 、 コ ー ド さ れ た APP産 物 を 発 現 す る 細 胞 、 お よ び ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 病
理 生 物 学 を 模 倣 す る よ う に 遺 伝 的 に 修 飾 さ れ た 細 胞 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ３ 】
細 胞 が ヒ ト 細 胞 ま た は ヒ ト 細 胞 株 で あ る 、 請 求 項 22記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】

10

20

30

40

50

(3) JP 2004-536600 A 2004.12.9



試 験 化 合 物 が 合 成 有 機 化 合 物 、 化 学 物 質 、 天 然 の 産 物 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は ペ プ チ ド か
ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に 関 連 し た 代 謝 事 象 に 関 与 す る 細 胞 の タ ン パ ク 質 分 解 性 経 路 の 活 性 を 特
異 的 に 減 少 す る 化 合 物 と 、 細 胞 に 対 し て 非 特 異 的 な 毒 性 が あ る 化 合 物 と を 区 別 す る た め の
、 細 胞 に 基 づ い た ス ク リ ー ニ ン グ 法 で あ っ て ：
(a)試 験 化 合 物 で 細 胞 を 処 理 す る 段 階 ；
(b)1つ ま た は 複 数 の ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 (APP)代 謝 産 物 の レ ベ ル を 検 出 す る 段 階
；
(c)ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 (APP)の レ ベ ル を 検 出 す る 段 階 ；
(d)1つ ま た は 複 数 の ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 (APP)代 謝 産 物 の レ ベ ル に 対 す る 化 合 物
の 効 果 と 、 ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 (APP)の レ ベ ル に 対 す る 化 合 物 の 効 果 と を 比 較 す
る 段 階 を 含 み ； ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 (APP)の レ ベ ル の 有 意 な 減 少 を 伴 わ な い 、 1つ
ま た は 複 数 の ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 (APP)代 謝 産 物 の レ ベ ル の 特 異 的 な 減 少 に よ り
、 化 合 物 が 細 胞 の タ ン パ ク 質 分 解 性 経 路 を 特 異 的 に 阻 害 し 、 か つ 非 特 異 的 な 細 胞 毒 性 が な
い こ と が 示 さ れ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 法 で あ る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
段 階 (b)に お い て 、 1つ ま た は 複 数 の ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 (APP)代 謝 産 物 が 、 ア ミ
ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 APPの タ ン パ ク 質 分 解 性 プ ロ セ シ ン グ に よ っ て 生 じ る 、 細 胞 に 結
合 し た β カ ル ボ キ シ 末 端 断 片 (β CTF)で あ る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
段 階 (c)に お い て 、 さ ら に 、 ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 (APP)の α カ ル ボ キ シ 末 端 断 片 (
α CTF)、 β カ ル ボ キ シ 末 端 断 片 (β CTF)、 お よ び γ カ ル ボ キ シ 末 端 断 片 (γ CTF)を 含 む タ ン
パ ク 質 分 解 性 断 片 が 検 出 さ れ る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
1つ ま た は 複 数 の ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 (APP)代 謝 産 物 の 特 異 的 エ ピ ト ー プ に 対 す る
抗 体 、 お よ び ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 (APP)の 特 異 的 エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 を 使 用
し て 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 単 一 の ウ ェ ル に お い て 行 わ れ る 、 請 求 項 25ま た は 26記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
1つ ま た は 複 数 の ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 (APP)代 謝 産 物 の レ ベ ル の 測 定 が 、 1つ ま た
は 複 数 の APP代 謝 産 物 の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な 1つ ま た は 複 数 の 検 出 可 能 な 抗 体 を 含 む 酵 素
結 合 免 疫 吸 着 検 定 法 に よ っ て 行 わ れ る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 (APP)の レ ベ ル の 測 定 が 、 ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 (APP)
の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な 1つ ま た は 複 数 の 検 出 可 能 な 抗 体 特 性 を 含 む 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検
定 法 に よ っ て 行 わ れ る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
試 験 化 合 物 と 接 触 し た 細 胞 が 、 初 代 哺 乳 類 細 胞 、 哺 乳 類 培 養 細 胞 株 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 ニ ュ
ー ロ ン 、 単 離 さ れ た 脳 細 胞 、 ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 APPを コ ー ド す る 遺 伝 子 で ト ラ
ン ス フ ェ ク ト さ れ 、 コ ー ド さ れ た APP産 物 を 発 現 す る 細 胞 、 お よ び ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 病
理 生 物 学 を 模 倣 す る よ う に 遺 伝 的 に 修 飾 さ れ た 細 胞 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ ３ 】
細 胞 が ヒ ト 細 胞 ま た は ヒ ト 細 胞 株 で あ る 、 請 求 項 32記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
試 験 化 合 物 が 合 成 有 機 化 合 物 、 化 学 物 質 、 天 然 の 産 物 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は ペ プ チ ド か
ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ３ ５ 】
ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に 関 連 し た 代 謝 事 象 に 関 与 す る 細 胞 の タ ン パ ク 質 分 解 性 経 路 の 活 性 を 特
異 的 に 減 少 す る 化 合 物 と 、 細 胞 に 対 し て 非 特 異 的 な 毒 性 が あ る 化 合 物 と を 区 別 す る た め の
、 細 胞 に 基 づ い た ス ク リ ー ニ ン グ 法 で あ っ て ：
(a)試 験 化 合 物 で 細 胞 を 処 理 す る 段 階 ；
(b)ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 APPの タ ン パ ク 質 分 解 性 プ ロ セ シ ン グ に よ っ て 生 じ る 、 細
胞 に 結 合 し た β カ ル ボ キ シ 末 端 断 片 (β CTF)の レ ベ ル を 検 出 す る 段 階 ；
(c)ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 (APP)並 び に こ れ に 関 連 し た α カ ル ボ キ シ 末 端 断 片 (α CTF
)、 β カ ル ボ キ シ 末 端 断 片 (β CTF)、 お よ び γ カ ル ボ キ シ 末 端 断 片 (γ CTF)を 含 む 切 断 断 片
の レ ベ ル を 検 出 す る 段 階 ；
(d)APPの 切 断 に よ っ て 生 じ る β CTFの レ ベ ル に 対 す る 化 合 物 の 効 果 と 、 ア ミ ロ イ ド 前 駆 体
タ ン パ ク 質 (APP)お よ び こ れ に 関 連 し た 切 断 断 片 の レ ベ ル に 対 す る 化 合 物 の 効 果 を 比 較 す
る 段 階 を 含 み ； 対 照 と 比 べ て ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 (APP)お よ び こ れ に 関 連 し た 切
断 断 片 の レ ベ ル の 有 意 な 減 少 を 伴 わ な い 、 β CTFの レ ベ ル の 特 異 的 な 減 少 に よ り 、 化 合 物
が 細 胞 の タ ン パ ク 質 分 解 性 経 路 を 特 異 的 に 阻 害 し 、 か つ 非 特 異 的 な 細 胞 毒 性 が な い こ と が
示 さ れ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 法 で あ る 、 請 求 項 35記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
β カ ル ボ キ シ 末 端 断 片 (β CTF)の 特 異 的 エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 、 並 び に ア ミ ロ イ ド 前 駆
体 タ ン パ ク 質 (APP)お よ び こ れ に 関 連 し た 切 断 断 片 の 特 異 的 エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 を 使
用 し て 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 単 一 の ウ ェ ル に お い て 行 わ れ る 、 請 求 項 35ま た は 36
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 APPの タ ン パ ク 質 分 解 性 プ ロ セ シ ン グ に よ っ て 生 じ る 、 細 胞
に 結 合 し た β カ ル ボ キ シ 末 端 断 片 (β CTF)の レ ベ ル の 決 定 が 、 細 胞 に 結 合 し た β カ ル ボ キ
シ 末 端 断 片 (β CTF)の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な 1つ ま た は 複 数 の 検 出 可 能 な 抗 体 を 含 む 酵 素 結
合 免 疫 吸 着 検 定 法 に よ っ て 行 わ れ る 、 請 求 項 35記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 (APP)お よ び こ れ に 関 連 し た 切 断 断 片 の レ ベ ル の 決 定 が 、 ア
ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 (APP)お よ び そ の 関 連 し た 切 断 断 片 の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な 1つ
ま た は 複 数 の 検 出 可 能 な 抗 体 を 含 む 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検 定 法 に よ っ て 行 わ れ る 、 請 求 項 35
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
試 験 化 合 物 と 接 触 し た 細 胞 が 、 初 代 哺 乳 類 細 胞 、 哺 乳 類 培 養 細 胞 株 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 ニ ュ
ー ロ ン 、 単 離 さ れ た 脳 細 胞 、 ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 APPを コ ー ド す る 遺 伝 子 で ト ラ
ン ス フ ェ ク ト さ れ 、 コ ー ド さ れ た APP産 物 を 発 現 す る 細 胞 、 お よ び ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 病
理 生 物 学 を 模 倣 す る よ う に 遺 伝 的 に 修 飾 さ れ た 細 胞 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 35記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ４ １ 】
細 胞 が ヒ ト 細 胞 ま た は ヒ ト 細 胞 株 で あ る 、 請 求 項 40記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
試 験 化 合 物 が 合 成 有 機 化 合 物 、 化 学 物 質 、 天 然 の 産 物 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は ペ プ チ ド か
ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 35記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
ア ル ツ ハ イ マ ー 病 代 謝 経 路 に 関 与 す る 細 胞 の 代 謝 産 物 の 活 性 を 減 少 ま た は 阻 害 す る 化 合 物
を 同 定 す る た め の 、 細 胞 に 基 づ い た ス ク リ ー ニ ン グ 法 で あ っ て ：
(a)ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 (APP)お よ び APPの 細 胞 結 合 代 謝 産 物 に 対 す る 1つ ま た は 複
数 の 捕 獲 抗 体 で 被 覆 さ れ た 基 質 上 に 配 置 さ れ た 細 胞 を 試 験 化 合 物 で 処 理 す る 段 階 ；
(b)細 胞 を 破 壊 す る 段 階 で あ っ て 、 抽 出 さ れ た ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 (APP)お よ び AP
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Pの 細 胞 結 合 代 謝 産 物 を 1つ ま た は 複 数 の 捕 獲 抗 体 に 結 合 さ せ る 、 段 階 ；
(c)捕 獲 抗 体 に 対 す る タ ン パ ク 質 の 結 合 を 検 出 抗 体 で 検 出 す る 段 階 で あ っ て 、 検 出 抗 体 が
、 (i)1つ ま た は 複 数 の APP代 謝 産 物 を 特 異 的 に 認 識 す る 標 識 さ れ た 抗 体 、 並 び に (ii)ア ミ
ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 (APP)お よ び 選 択 的 に 、 そ の カ ル ボ キ シ 末 端 の タ ン パ ク 質 分 解 性
産 物 を 特 異 的 に 認 識 す る 異 な る 標 識 を 施 さ れ た 抗 体 を 含 む 、 段 階 ； 並 び に
(d)(i)1つ ま た は 複 数 の APP代 謝 産 物 、 お よ び (ii)ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 (APP)お よ
び 選 択 的 に 、 そ の カ ル ボ キ シ 末 端 の タ ン パ ク 質 分 解 性 産 物 の レ ベ ル を 検 出 す る 段 階 で あ っ
て 、 非 処 理 細 胞 と 比 べ て APPタ ン パ ク 質 お よ び 選 択 的 に 、 そ の カ ル ボ キ シ 末 端 タ ン パ ク 質
分 解 性 産 物 の レ ベ ル の 有 意 な 減 少 を 伴 わ な い 、 1つ ま た は 複 数 の APP代 謝 産 物 の レ ベ ル に お
け る 減 少 に よ り 、 化 合 物 が 細 胞 の タ ン パ ク 質 分 解 性 経 路 を 特 異 的 に 阻 害 し 、 か つ 非 特 異 的
な 細 胞 毒 性 が な い こ と が 示 さ れ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 法 で あ る 、 請 求 項 43記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
捕 獲 抗 体 が ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 (APP)の カ ル ボ キ シ 末 端 に 対 す る も の で あ る 、 請
求 項 43記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
1つ ま た は 複 数 の APP代 謝 産 物 が 、 β CTF、 α CTF、 お よ び γ CTFか ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 43
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
1つ ま た は 複 数 の APP代 謝 産 物 が β CTFで あ る 、 請 求 項 43記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
試 験 化 合 物 で 処 理 さ れ た 細 胞 が 、 初 代 哺 乳 類 細 胞 、 哺 乳 類 培 養 細 胞 株 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 ニ
ュ ー ロ ン 、 単 離 さ れ た 脳 細 胞 、 ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 APPを コ ー ド す る 遺 伝 子 で ト
ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ 、 コ ー ド さ れ た APP産 物 を 発 現 す る 細 胞 、 お よ び ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の
病 理 生 物 学 を 模 倣 す る よ う に 遺 伝 的 に 修 飾 さ れ た 細 胞 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 43記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
細 胞 が ヒ ト 細 胞 ま た は ヒ ト 細 胞 株 で あ る 、 請 求 項 48記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
試 験 化 合 物 が 、 合 成 有 機 化 合 物 、 化 学 物 質 、 天 然 の 産 物 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は ペ プ チ ド
か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 43記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
検 出 抗 体 が 異 な る フ ル オ ロ フ ォ ア で 標 識 さ れ る 、 請 求 項 43記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
前 駆 体 お よ び 代 謝 産 物 が 、 標 識 さ れ た 抗 体 で 検 出 さ れ る 、 請 求 項 1、 13、 25、 35、 お よ び 4
3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
抗 体 が 、 フ ル オ ロ フ ォ ア 、 酵 素 、 化 学 発 光 分 子 、 ま た は 放 射 性 同 位 元 素 で 標 識 さ れ る 、 請
求 項 52記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
請 求 項 1ま た は 請 求 項 13記 載 の 方 法 に よ っ て 検 出 さ れ る 、 疾 病 の 進 行 に 関 連 し た 代 謝 経 路
に 関 与 す る 代 謝 産 物 の 生 成 を 特 異 的 に 減 少 す る 化 合 物 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
請 求 項 1ま た は 請 求 項 13記 載 の 方 法 に よ っ て 検 出 さ れ る 、 疾 病 の 進 行 に 関 連 し た 代 謝 経 路
に 関 与 す る 代 謝 産 物 の 生 成 を 特 異 的 に 増 大 す る 化 合 物 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
請 求 項 1、 請 求 項 13、 請 求 項 25、 請 求 項 35、 ま た は 請 求 項 43記 載 の 方 法 に よ っ て 検 出 さ れ
る 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に 関 連 し た タ ン パ ク 質 分 解 性 代 謝 経 路 に お け る 代 謝 産 物 の 生 成 を 特
異 的 に 減 少 す る 化 合 物 。
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【 請 求 項 ５ ７ 】
3-メ チ ル ア デ ニ ン ま た は そ の 機 能 的 に 関 連 し た 誘 導 体 も し く は 類 似 体 で あ る 、 請 求 項 56記
載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
請 求 項 1、 請 求 項 13、 請 求 項 25、 請 求 項 35、 ま た は 請 求 項 43記 載 の 方 法 に よ っ て 検 出 さ れ
る 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に 関 連 し た タ ン パ ク 質 分 解 性 代 謝 経 路 に お け る 代 謝 産 物 の 生 成 を 特
異 的 に 増 大 す る 化 合 物 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
α CTFで あ る 、 請 求 項 58記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
疾 病 ま た は 疾 患 に 関 連 し た 経 路 に お け る 細 胞 代 謝 産 物 を 特 異 的 に 減 少 ま た は 増 大 し 、 か つ
一 般 に 細 胞 に 有 毒 で な い 化 合 物 を 検 出 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、 (i)細 胞 の 代 謝 前 駆 体
タ ン パ ク 質 ま た は (ii)細 胞 の 前 駆 体 タ ン パ ク 質 の コ ン ホ メ ー シ ョ ン 状 態 の レ ベ ル を 決 定 す
る た め の 1つ ま た は 複 数 の 検 出 可 能 な 試 薬 を 含 む 容 器 ； な ら び に (iii)1つ も し く は 複 数 の (
i)ま た は (ii)の 前 駆 体 タ ン パ ク 質 の 代 謝 産 物 ； お よ び 使 用 の た め の 説 明 書 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ １ 】
請 求 項 60記 載 の キ ッ ト で あ っ て 、 検 出 可 能 な 試 薬 が 、 代 謝 前 駆 体 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 1
つ ま た は 複 数 の 標 識 さ れ た ま た は 標 識 さ れ て い な い 抗 体 、 お よ び 1つ ま た は 複 数 の 代 謝 産
物 に 特 異 的 な 標 識 さ れ た ま た は 標 識 さ れ て い な い 抗 体 を 含 み ； 並 び に 標 識 さ れ て い な い 特
異 的 な 抗 体 の 示 差 的 検 出 の た め の 1つ ま た は 複 数 の 標 識 さ れ た 二 次 抗 体 を さ ら に 含 む 、 キ
ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 研 究 は 、 国 立 保 健 研 究 所 、 国 立 加 齢 研 究 所 か ら の 助 成 金 番 号 P01AG1
7617に よ っ て 部 分 的 に 支 援 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】

本 発 明 は 、 疾 病 お よ び 疾 患 の 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 に お け る 治 療 剤 と し て 有 用 な 化 合 物
(薬 物 )の 同 定 お よ び 発 見 に 使 用 す る た め の 、 細 胞 に 基 づ い た ス ク リ ー ニ ン グ 法 、 特 に 高 ス
ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 系 に 適 し た も の に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】

ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 一 様 な 特 徴 は 、 小 さ な 、 す な わ ち 、 約 40～ 42残 基 の 、 脳 実 質 に お け る
不 溶 性 の β -ア ミ ロ イ ド プ ラ ー ク と し て の Aβ ペ プ チ ド の 沈 着 で あ る 。 Aβ は 、 主 に ト ラ ン
ス ゴ ル ジ 網 (TGN)に お い て 、 お よ び 細 胞 表 面 に お い て 見 出 さ れ る 、 広 く 発 現 さ れ た タ イ プ 1
膜 貫 通 タ ン パ ク 質 の 約 100kDaの ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 (APP)の タ ン パ ク 質 分 解 に よ
っ て 生 成 さ れ る (B. De Strooper お よ び  W. Annaert, 2000, 「 Proteolytic processing 
and cell biological functions of the amyloid precursor protein.」  J. Cell. Sci.,
 113(Pt 11)(7): 1857-1870)。 β -ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 APPは 、 D.J. Selkoeら 、 1
988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 85 (19): 7341-7345; R.E. Tanziら 、 1988, Nature
, 331 (6156): 528-530； お よ び E. Levyら 、 1990, Science, 248 (4959): 1124-1126に さ
ら に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
APPの β -切 断 は 、 管 腔 ／ 細 胞 外 の ド メ イ ン 内 の APPで 生 じ 、 2種 の APP断 片 ： (i)細 胞 か ら 分
泌 さ れ る 大 き な 、 可 溶 性 の ア ミ ノ 末 端 断 片 (sAPP)、 お よ び (ii)細 胞 と 結 合 し た ま ま で あ る
膜 貫 通 カ ル ボ キ シ 末 端 断 片 (β CTF)を 生 成 す る 。 こ の β CTFは 、 全 Aβ ペ プ チ ド を 含 む 99ア
ミ ノ 酸 を 含 み 、 約 10kDaの 分 子 量 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
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別 の 経 路 は 、 β -切 断 部 位 か ら 16残 基 下 流 の α -切 断 部 位 に お け る APPの 切 断 に 関 係 す る 。
β -切 断 と 同 様 に 、 α -切 断 は 、 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る 分 泌 型 APP(sAPP)断 片 を 生 成 し 、 α CTF
(の 84残 基 お よ び 約 8kDa)は 、 膜 に 結 合 し た ま ま で あ る 。 α -切 断 は 、 Aβ ペ プ チ ド 配 列 内 で
生 じ 、 こ の よ う に 、 所 与 の APP分 子 か ら の Aβ の 生 成 を 防 止 す る 。 Aβ は 、 主 に 40残 基 に お
い て 生 じ る 膜 内 切 断 (γ -切 断 )に よ っ て β CTFか ら よ り 小 さ な 範 囲 に 、 β -切 断 部 位 か ら 42
残 基 下 流 に お い て 生 成 さ れ 、 Aβ 140ま た は Aβ 142を 放 出 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
最 近 、 β -お よ び γ -切 断 の 原 因 で あ る 主 な プ ロ テ ア ー ゼ ／ プ ロ テ ア ー ゼ 複 合 体 (す な わ ち
、 β -お よ び γ -セ ク レ タ ー ゼ )の 同 定 に お い て 多 大 な 進 歩 が あ っ た 。 第 一 に 、 膜 貫 通 ア ス
パ ル チ ル プ ロ テ ア ー ゼ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る BACEプ ロ テ ア ー ゼ が 、 Citronお よ び 同
僚 ら に よ っ て 同 定 さ れ (R. Vassarら 、 1999, Science, 286 (5440): 735-741)、 細 胞 内 に
お け る β -セ ク レ タ ー ゼ 活 性 の 多 く に つ い て 説 明 さ れ た よ う に 思 わ れ る 。 BACEは 、 エ ン ド
ソ ー ム － リ ソ ソ ー ム パ タ ー ン の 分 配 、 並 び に 酸 性 の 至 適 pHを 有 す る (R. Vassarら 、 1999, 
Science, 286 (5440): 735-741; A. Capellら 、 2000, J. Biol. Chem., 275 (40): 30849
-30854； お よ び J. Walterら 、 2001, J. Biol. Chem. , 276 (18): 14634-14641)。 さ ら に
、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス の 系 に お け る BACEを 媒 介 し た APPの 切 断 は 、 初 期 の エ ン ド ソ ー ム が A
β 生 成 に 重 要 な 部 位 で あ る こ と を APPの 種 々 の 輸 送 変 異 体 を 介 し て 同 定 し た 、 従 来 の 研 究
と 一 致 す る (E.H. Koo お よ び  S. L. Squazzo 1994, J. Biol. Chem., 269 (26): 17386-1
7389; R. Perezら 、 1999, J. Biol. Chem., 274 (27): 18851-18856; S. Sorianoら 、 199
9, J. Biol. Chem., 274 (45): 32295-32300； 並 び に A.M. Cataldoら 、 2000, Am. J. Pat
hol 157 (1): 277-286)。
【 ０ ０ ０ ７ 】
プ レ セ リ ニ ン (PS)タ ン パ ク 質 は 、 γ -切 断 に お い て 本 質 的 な 役 割 を 果 た し ： 家 族 性 ADの 発
現 を 引 き 起 こ す 変 異 プ レ セ リ ニ ン は 、 残 基 42で 終 わ る Aβ の 産 生 を 増 大 す る (D.R. Borchel
tら 、 1996, Neuron, 17 (5): 1005-1013; K. Duffら 、 1996, Nature, 383 (6602): 710-7
13)。 PSヌ ル 表 現 型 は 、 Aβ を 生 成 す る 細 胞 の 能 力 が な い こ と 、 お よ び CTF類 の 細 胞 内 蓄 積
を 含 む (J. Shenら 、 1997, Cell, 89 (4): 629-639)。 最 近 の 研 究 で は 、 PS自 体 が γ -セ ク
レ タ ー ゼ と し て 直 接 関 係 し て い た が (M.S. Wolfeら 、 1999, Nature, 398 (6727): 513-517
)、 ニ カ ス ト リ ン な ど の PS複 合 体 内 の そ の 他 の タ ン パ ク 質 は 、 多 分 に γ -切 断 に 直 接 関 与 し
て い る の で あ ろ う (G. Yuら 、 2000, Nature, 407 (6800): 48-54)。
【 ０ ０ ０ ８ 】
BACEお よ び PS複 合 体 は 、 主 要 な β -お よ び γ -セ ク レ タ ー ゼ で あ ろ う が 、 実 質 的 な 実 験 的 研
究 で は 、 そ の 他 の プ ロ テ ア ー ゼ 、 特 に リ ソ ソ ー ム の も の が 関 与 し て い た (R.A. Nixonら 、 2
000, Neurochem. Res., 25 (9-10): 1161-1172； お よ び P.M. Mathewsら 、 2002, J. Biol.
 Chem., 277: 5299-5307)。 こ れ ら の そ の 他 の プ ロ テ ア ー ゼ の 相 対 的 な 寄 与 に よ り 、 こ れ
ら が エ ン ド サ イ ト ー シ ス 区 画 に 誤 っ て 輸 送 さ れ る た め に 、 ADに お い て 増 加 し て い る 可 能 性
が あ る (A.M. Cataldoら 、 1995, Neuron, 14 (3): 671-680; A.M. Cataldoら 、 1996, Adv.
 Exp. Med. Biol., 389: 271-280; A.M. Cataldoら 、 1997, Neuroscience, 17 (16): 614
2-6151.; A.M. Cataldoら 、 2000, Am. J. Pathol., 157 (1) : 277-286; R.A. Nixonら 、
2000, Neurochem. Res., 25 (9-10): 1161-1172; O.M. Grbovicら 、 2001, Society for N
euroscience annual meeting 2001 ； お よ び 2000年 4月 28日 に 出 願 さ れ た R.A. Nixonら に
よ る 米 国 特 許 出 願 第 09/560,124号 "Methods for the identification of compounds for t
he treatment of Alzheimer's disease"; to )。
【 ０ ０ ０ ９ 】
実 質 的 な 努 力 は 、 現 在 、 Aβ を 引 き 起 こ す 種 々 の タ ン パ ク 質 分 解 性 事 象 を 阻 害 す る 薬 物 の
同 定 に 向 け ら れ て い る 。 現 在 の ア プ ロ ー チ は 、 典 型 的 に は 、 精 製 さ れ た 酵 素 を 使 用 す る ス
ク リ ー ニ ン グ に 基 づ く 。 こ れ ら の ア プ ロ ー チ の 限 界 に は 多 種 が あ り 、 (1)単 に イ ン ビ ト ロ
阻 害 剤 を イ ン ビ ボ で の 使 用 に 移 行 す る こ と の 困 難 性 ； (2)本 来 の 仮 定 が プ ロ テ ア ー ゼ 標 的
の 同 定 に つ い て な さ れ る こ と 、 お よ び お そ ら く 最 も 有 意 に は ； (3)こ の よ う な ア プ ロ ー チ
は 、 数 あ る 要 因 の 中 で 、 タ ン パ ク 質 輸 送 、 局 所 的 環 境 (た と え ば pH)、 お よ び 複 雑 な 酵 素 相
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互 作 用 が 関 連 す る 、 細 胞 の 複 雑 な 環 境 に お け る Aβ の 発 生 に 影 響 を 及 ぼ す で あ ろ う 化 合 物
を 検 出 し な い こ と を 含 む 。 こ の 例 に は 、 エ ス ト ロ ゲ ン 置 換 療 法 が ADに 対 し て 保 護 性 で あ ろ
う 機 構 に よ る も の で あ り ： エ ス ト ロ ゲ ン は 、 非 Aβ 生 成 経 路 に 沿 っ て APPの 細 胞 内 輸 送 を 促
進 す る こ と に よ っ て 作 用 す る と 考 え ら れ る (A.B. Jaffeら 、 1994, J. Biol. Chem., 269 (
18): 13065-13068; H. Xuら 、 1998, Nat. Med., 4 (4): 447-451； お よ び S. Gandy and S
. Petanceska, 2000, Biochim. Biophys. Acta, 1502 (1) : 44-52)。
【 ０ ０ １ ０ 】
本 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る ス ク リ ー ニ ン グ 法 は 、 細 胞 に 基 づ い た ス ク リ ー ニ ン グ の 労 働 集
約 的 な お よ び 技 術 的 な 限 界 の 多 く を 克 服 し 、 一 方 で は 同 時 に 、 使 用 者 が 、 細 胞 応 答 の 複 雑
さ を 利 用 す る こ と を 可 能 に し 、 現 在 治 療 す る こ と が 困 難 で あ る 疾 病 お よ び 疾 患 、 た と え ば
AD、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 リ ソ ソ ー ム の 貯 蔵 疾 患 、 プ リ オ ン 疾 患 、 タ ウ に 基
づ く 神 経 変 性 疾 患 (tauopathies)、 お よ び そ の 他 の 非 ADア ミ ロ イ ド ー シ ス の 治 療 に 有 益 で
あ る と 考 え ら れ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ １ 】

本 発 明 は 、 疾 病 お よ び 疾 患 、 好 ま し く は 1つ ま た は 複 数 の 代 謝 産 物 が 代 謝 前 駆 体 ま た は 前
駆 体 類 か ら 生 成 さ れ 、 か つ 経 路 に お け る 1つ ま た は 複 数 の 代 謝 産 物 の 増 加 ま た は 減 少 が 疾
病 に 関 連 し た 、 代 謝 お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 分 解 経 路 に 関 連 し た 疾 病 お よ び 疾 患 を 治 療
す る た め の 新 規 薬 物 の 同 定 お よ び 発 見 の た め の 、 高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 解 析 に 特
に 適 し た 、 新 規 な 細 胞 に 基 づ い た ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
本 発 明 の 細 胞 に 基 づ い た ス ク リ ー ニ ン グ 法 は 、 細 胞 に 基 づ い た 高 ス ル ー プ ッ ト ア ッ セ イ ス
キ ー ム に お い て 典 型 的 に 得 ら れ る 偽 陽 性 結 果 の 数 を 劇 的 に 減 少 す る 効 果 を 提 供 す る 。 本 発
明 の 使 用 に よ り 、 有 利 に は 代 謝 お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 分 解 経 路 を 特 異 的 に 調 整 す る 化
合 物 の 同 定 を 可 能 に す る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 方 法 は 、 高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 解 析
を 受 け て い る 細 胞 に 対 し て 一 般 的 お よ び 非 特 異 的 な 毒 性 が あ り 、 そ の 他 の ア ッ セ イ で は 潜
在 的 な 治 療 剤 と し て 誤 っ て 同 定 さ れ 得 る 化 合 物 を 同 定 す る 能 力 を 提 供 す る 。 し た が っ て 、
本 発 明 は 、 こ の よ う な 化 合 物 が 非 特 異 的 に お よ び ／ ま た は 一 般 的 に 細 胞 に 対 し て 毒 性 が あ
る 場 合 に 、 潜 在 的 な 治 療 剤 と し て の 化 合 物 を 除 去 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
本 発 明 の 1つ の 局 面 は 、 好 ま し く は 、 高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 系 に お い て 、 検 出 さ
れ る 偽 陽 性 の 数 を 減 少 さ せ て 、 効 率 的 か つ 確 実 な ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 を 得 る た め に 、 代 謝
前 駆 体 タ ン パ ク 質 (た と え ば 、 APP)お よ び 対 応 す る 代 謝 産 物 (た と え ば 、 β CTF)の 両 方 、 好
ま し く は 、 生 物 学 上 意 味 が あ る 代 謝 産 物 の レ ベ ル が 決 定 さ れ る 、 多 用 途 の 細 胞 に 基 づ い た
ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。 ま た 、 本 発 明 に よ れ ば 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た
ス ク リ ー ニ ン グ 法 に よ り 、 疾 病 ま た は 疾 患 に 関 連 し た 経 路 に お け る 前 駆 体 タ ン パ ク 質 の 種
々 の コ ン ホ メ ー シ ョ ン 状 態 の レ ベ ル の 検 出 が 提 供 さ れ る 。 こ の よ う な 方 法 に お い て 、 代 謝
前 駆 体 お よ び 代 謝 産 物 は 、 た と え ば 、 プ リ オ ン 病 に お け る も の な ど の 、 そ れ ぞ れ 同 じ タ ン
パ ク 質 の 異 な る コ ン ホ メ ー シ ョ ン 状 態 で あ り 得 る 。 も う 一 つ の 例 と し て 、 前 駆 体 タ ン パ ク
質 は 、 リ ン 酸 化 さ れ て い な い こ と も で き 、 か つ 代 謝 産 物 は 、 前 駆 体 タ ン パ ク 質 の リ ン 酸 化
さ れ た 形 態 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 は 、 代 謝 前 駆 体 タ ン パ ク 質 (た と え ば 、 APP)に よ る 細 胞 の
プ ロ セ シ ン グ 事 象 (た と え ば 、 β -セ ク レ タ ー ゼ 切 断 )を 最 終 的 に 調 整 、 た と え ば 減 少 ま た
は 阻 害 ま た は 増 加 ま た は 増 大 し 、 こ れ に よ り ア ル ツ ハ イ マ ー 病 な ど の 疾 病 の 進 行 に 関 与 す
る 1つ ま た は 複 数 の 代 謝 産 物 の 生 成 に 影 響 を 与 え る 化 合 物 の 同 定 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
本 発 明 の 特 定 の 局 面 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 治 療 、 治 療 法 、 お よ び ／ ま た は 予 防 の た め の
薬 物 お よ び 新 規 薬 物 を 見 出 す ま た は 同 定 す る た め に 、 好 ま し く は 高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー
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ニ ン グ 技 術 と 連 動 し て 、 β -切 断 阻 害 剤 の た め の 特 異 的 か つ 高 感 度 な ア ッ セ イ ／ 検 出 系 を
提 供 す る こ と で あ る 。 本 ス ク リ ー ニ ン グ 法 は 、 本 発 明 に 従 っ て 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 治 療
の た め の お よ び ／ ま た は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に 関 す る 疾 病 お よ び 症 状 の 治 療 、 た と え ば β -
ア ミ ロ イ ド 関 連 疾 患 の た め の 薬 物 開 発 に 使 用 す る こ と が で き る 、 Aβ の 発 症 に 重 要 な タ ン
パ ク 質 分 解 事 象 の 阻 害 剤 の 検 出 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
本 発 明 の さ ら に も う 一 つ の 局 面 は 、 ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 APPの 、 細 胞 に 結 合 し た
タ ン パ ク 質 分 解 ま た は 切 断 代 謝 産 物 を 検 出 す る た め に 、 好 ま し く は 高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ
ー ニ ン グ 技 術 と 連 動 し て 、 非 常 に 感 受 性 が あ り 、 か つ 特 異 的 な 新 規 免 疫 ア ッ セ イ 法 、 す な
わ ち 、 ELISAを 提 供 す る こ と で あ る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 1つ の 新 規 ELISAに よ り 、 経 路 に 沿
っ て 、 APPの タ ン パ ク 質 分 解 性 プ ロ セ シ ン グ か ら 生 じ る 小 ペ プ チ ド の Aβ に 産 生 さ れ 、 お よ
び ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 発 生 の 中 心 で あ る と 考 え ら れ る 、 鍵 と な る ペ プ チ ド 断 片 の β CTFの
特 異 的 な 検 出 が 可 能 と な る 。 本 発 明 に 従 っ た 第 二 の 新 規 ELISAに よ り 、 APPホ ロ タ ン パ ク 質
お よ び 既 知 の 全 て の APP CTF類 (す な わ ち 、 α CTF、 β CTF、 お よ び γ CTF)の 検 出 が 可 能 と な
る 。 こ れ ら の ELISAは 、 APPの β -セ ク レ タ ー ゼ 切 断 を 阻 害 す る で あ ろ う 化 合 物 を 処 理 し た
生 細 胞 の Aβ 産 生 経 路 に 沿 っ た APPの 代 謝 を 決 定 す る た め の 強 力 な 手 段 と し て 、 組 み 合 わ せ
て 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
本 発 明 の さ ら な る 局 面 、 特 徴 、 お よ び 利 点 は 、 添 付 の 図 ／ 図 面 と 共 に 考 慮 し て 発 明 の 詳 細
な 説 明 を 読 む こ と に よ り 、 よ り 良 く 認 識 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】

本 発 明 は 、 好 ま し く は そ の 代 謝 前 駆 体 か ら 生 じ る 代 謝 産 物 も し く は 産 物 の 生 成 を 調 整 す る
、 ま た は 影 響 を 及 ぼ す 薬 物 に 化 合 物 ま た は 薬 物 の た め の 試 験 を 受 け て い る 細 胞 に お け る 、
代 謝 前 駆 体 お よ び そ の 生 物 学 的 に 関 連 し た 代 謝 産 物 ま た は 産 物 の 両 者 の レ ベ ル を 決 定 す る
た め の 、 効 率 的 か つ 経 済 的 で あ る 、 感 受 性 が あ り か つ 特 異 的 な ス ク リ ー ニ ン グ 法 ／ 系 を 記
載 す る 。 調 整 す る と は 、 分 子 の 生 理 活 性 を 変 化 さ せ る こ と 、 す な わ ち 、 減 少 さ せ る (す な
わ ち 、 減 少 し 、 阻 害 し 、 も し く は 遮 断 す る )、 ま た は 増 加 さ せ る (す な わ ち 、 活 性 化 し 、 増
大 し 、 も し く は 増 強 す る )こ と を 意 味 す る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る も の と し て 、 化
合 物 は 、 生 物 学 的 薬 物 も し く は 生 理 活 性 薬 物 、 ま た は 薬 物 、 ま た は 物 質 、 ま た は 成 分 、 ま
た は 生 体 分 子 、 た と え ば 、 さ ら に 本 明 細 書 に 記 載 し た も の を い う 。 実 例 と し て 、 標 的 分 子
の 機 能 も し く は 活 性 ま た は 疾 病 も し く は 疾 患 に 関 連 し た 代 謝 的 な ま た は タ ン パ ク 質 分 解 性
の プ ロ セ ス は 、 た と え ば 、 減 少 さ れ 、 低 下 さ れ 、 も し く は 阻 害 さ れ ； ま た は 、 増 加 さ れ 、
増 強 さ れ 、 も し く は 増 大 さ れ る こ と に よ っ て 調 整 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 標 的 分 子 ま た は 代 謝 的 も し く は タ ン パ ク 質 分 解 性 の プ ロ
セ ス の 機 能 ま た は 活 性 は 、 減 少 さ れ 、 低 下 さ れ 、 ま た は 阻 害 さ れ る 。 好 ま し く は 、 本 発 明
の ス ク リ ー ニ ン グ 法 ／ 系 は 、 高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 使 用 し て 行 わ れ 、 よ り 好
ま し く は 、 細 胞 に 基 づ き 、 し た が っ て 、 検 出 可 能 お よ び ア ッ セ イ 可 能 な 代 謝 前 駆 体 (た と
え ば 、 タ ン パ ク 質 )、 並 び に こ れ に 関 連 し た そ の 代 謝 産 物 (た と え ば 、 タ ン パ ク 質 の タ ン パ
ク 質 分 解 性 断 片 )を 有 す る 種 々 の 疾 病 お よ び 疾 患 の た め の 多 く の 薬 物 発 見 ス キ ー ム に 対 す
る 適 応 性 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
よ り 詳 細 に は 、 特 に ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の た め の 治 療 お よ び 治 療 法 に 関 し て 、 本 発 明 は 、 効
率 的 か つ 経 済 的 な 方 法 で 、 細 胞 に よ っ て 生 成 さ れ る Aβ 産 物 の 量 を 最 終 的 に 減 少 す る 治 療
薬 、 化 合 物 、 ま た は 薬 物 を 同 定 す る 方 法 お よ び 手 順 を 提 供 す る 。 上 述 し た よ う に 、 Aβ ペ
プ チ ド は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 衰 弱 効 果 の 一 部 と し て の 脳 実 質 に お け る 不 溶 性 の β -ア ミ
ロ イ ド プ ラ ー ク を 形 成 す る 。 本 方 法 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 新 た な 治 療 お よ び ／ ま た は 予
防 の 決 定 お よ び 利 用 を 可 能 に す る 。 ま た 、 本 発 明 の 方 法 は 、 た と え ば 、 代 謝 産 物 の 産 生 を
減 少 す る こ と に よ っ て 影 響 を 与 え る 、 タ ン パ ク 質 分 解 性 も し く は 代 謝 的 な 経 路 ま た は そ の
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他 の 細 胞 の 事 象 を 調 整 す る 分 子 の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 決 定 を 可 能 に す る 。 し た が っ て 、
本 発 明 の 細 胞 に 基 づ い た 方 法 は 、 有 利 に は 、 タ ン パ ク 質 、 た と え ば タ ン パ ク 質 分 解 性 酵 素
と 、 そ の 標 的 、 た と え ば 基 質 、 た と え ば β -セ ク レ タ ー ゼ お よ び APPと の 相 互 作 用 を 阻 止 す
る 細 胞 プ ロ セ ス を 調 整 す る 化 合 物 ま た は 生 理 活 性 薬 物 を 同 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
生 細 胞 に お け る 高 ス ル ー プ ッ ト 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ で は 、 特 に 活 性 の 減 少 を ア ッ セ イ す る
と き に 、 圧 倒 的 な 数 の 偽 陽 性 ヒ ッ ト を 生 じ る こ と が 多 い 。 こ れ は 、 試 験 を 行 う 多 く の 化 合
物 お よ び 薬 物 が 単 に 毒 性 が あ り 、 往 々 に し て 非 特 異 的 な 毒 性 が 標 的 の 活 性 を 減 少 さ せ る と
い う 理 由 の た め で あ る 。 こ の 理 由 の た め 、 所 望 の 結 果 が 特 定 の 細 胞 活 性 の 減 少 で あ る と き
は 、 生 細 胞 の 高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ は 、 ま ず 行 わ れ な い 。 特 に 本 明 細 書 に お い て
記 載 し た と お り 、 細 胞 に よ る Aβ 生 成 を 減 少 す る 化 合 物 (D.J. Selkoe, 1999, Nature, 399
 (6738 Suppl): A23-31; D.J. Selkoe, 2001, Physiol. Rev., 81 (2): 741-66)お よ び ／
ま た は 脳 に お け る Aβ 蓄 積 を 減 少 す る 化 合 物 (C. Janusら 、 2000, Nature, 408 (6815): 97
9-82; D. Morganら 、 2000, Nature, 408 (6815): 982-985)は 、 治 療 的 価 値 を 有 し て い そ
う で あ る の で 、 こ れ が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 薬 物 発 見 に 対 す る 難 し い ハ ー ド ル で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 発 明 に 従 っ て 、 新 規 な ス ク リ ー ニ ン グ 法 、 好 ま し く は 細 胞 に 基 づ い た 方 法 で あ っ て 、 非
特 異 的 な 毒 性 に よ る 偽 陽 性 ヒ ッ ト を 排 除 で き 、 一 方 で 種 々 の 疾 病 状 態 に 関 連 ま た は 連 結 し
た 産 物 の 経 路 に お い て 、 た と え ば ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に 関 連 し た Aβ 生 成 の 経 路 に 沿 っ て 生
成 さ れ る 、 特 に 有 益 な 細 胞 の 代 謝 産 物 を 検 出 す る こ と が で き る 方 法 が 開 発 さ れ た 。 疾 病 状
態 に 関 連 し 、 お そ ら く 疾 病 状 態 の 原 因 で あ り 、 お よ び ／ ま た は 疾 病 状 態 を 悪 化 さ せ る 、 代
謝 経 路 に お い て 機 能 的 に 作 用 し て い る 分 子 を 標 的 と す る 化 合 物 を 同 定 す る た め に 、 細 胞 毒
性 に 関 連 し た 偽 陽 性 を 克 服 す る こ と に よ り 、 高 ス ル ー プ ッ ト の 細 胞 に 基 づ い た ス ク リ ー ニ
ン グ を 実 用 的 な 、 経 済 的 な 、 か つ 魅 力 の あ る ア プ ロ ー チ に す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
実 際 に 、 一 旦 化 合 物 が 細 胞 に 基 づ い た 系 に お い て 有 効 で あ る と 同 定 さ れ た な ら ば 、 た と え
ば 精 製 さ れ た 酵 素 、 ま た は 同 様 の 、 よ り 複 雑 で は な い イ ン ビ ト ロ 系 を 使 用 し て 同 定 さ れ た
化 合 物 ま た は そ の 他 の 分 子 の も の よ り も 大 き な 、 イ ン ビ ボ に お け る 有 効 性 お よ び 臨 床 実 務
へ の 移 行 の 確 率 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
本 発 明 の 好 ま し い 態 様 は 、 ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 β -セ ク レ タ ー ゼ 、 た と え ば 膜 貫
通 ア ス パ ラ ギ ン 酸 プ ロ テ ア ー ゼ BACE(R. Vassarら 、 1999, Science, 286 (5440): 735-741
)な ど の 、 標 的 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 の 修 飾 因 子 ま た は エ フ ェ ク タ ー 、 好 ま し く は ア ン タ ゴ
ニ ス ト ま た は 阻 害 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 特 異 的 に デ ザ イ ン さ れ た 、 酵 素 結 合 免 疫
吸 着 検 定 法 (ELISA)に 基 づ い た 方 法 お よ び ア プ ロ ー チ で あ る 。 本 発 明 に 従 っ た 方 法 は 、 ア
ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 APPお よ び そ の 切 断 断 片 (代 謝 産 物 )、 す な わ ち 、 α CTF、 β CTF
、 お よ び γ CTFを 単 独 で 、 ま た は 組 み 合 わ せ て 検 出 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 発 明 に 係 る 方 法 は 、 関 心 対 象 の 代 謝 前 駆 体 の レ ベ ル お よ び 代 謝 産 物 の レ ベ ル の 両 者 を 細
胞 系 内 で 決 定 す る た め に 、 一 般 に 適 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 に よ り 、 タ ン パ ク
質 分 解 性 経 路 を 含 む 代 謝 プ ロ セ ス ま た は 経 路 に 関 与 す る 前 駆 体 お よ び 分 解 分 子 に 影 響 を 及
ぼ す (た と え ば 、 代 謝 前 駆 体 か ら の 代 謝 産 物 の 生 成 を 阻 害 す る 、 ま た は た と え ば 、 前 駆 体
も し く は タ ン パ ク 質 の 産 生 も し く は 分 泌 を 増 大 す る )修 飾 因 子 、 た と え ば 阻 害 剤 、 遮 断 薬
、 も し く は ア ン タ ゴ ニ ス ト ； ま た は ア ゴ ニ ス ト も し く は 活 性 化 因 子 を 同 定 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
ア ル ツ ハ イ マ ー 病 治 療 の た め の ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 提 供 す る こ と に 加 え て 、 特 に 本 明 細 書
に お い て 例 示 し た と お り 、 本 発 明 は 、 そ の 他 の 多 く の 疾 病 お よ び 疾 患 に 関 連 し た 代 謝 産 物
お よ び そ れ ら の 前 駆 体 の 細 胞 環 境 に お い て ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 こ
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の よ う な 疾 病 お よ び 疾 患 の 非 限 定 的 な 例 に は 、 ア ミ ロ イ ド ま た は 異 常 に 蓄 積 さ れ た 産 物 を
生 成 す る 酵 素 の 系 が 標 的 と さ れ る 、 リ ソ ソ ー ム 貯 蔵 疾 患 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 ハ ン チ ン ト ン
病 、 ニ ュ ー ロ ン の セ ロ イ ド ・ リ ポ フ ス チ ノ ー シ ス 、 タ ウ に 基 づ く 神 経 変 性 疾 患 (tauopathi
es)、 お よ び 非 ADア ミ ロ イ ド ー シ ス (た と え ば 、 封 入 体 筋 炎 )、 並 び に ア ッ セ イ 可 能 な 代 謝
分 解 タ ン パ ク 質 も し く は ペ プ チ ド 産 物 、 ま た は 前 駆 体 ポ リ ペ プ チ ド か ら 誘 導 さ れ る 代 謝 産
物 の 生 成 が あ る そ の 他 の 症 状 を 含 む 。 更 な る 例 に は 、 プ リ オ ン 病 な ど の 、 ユ ニ ー ク な コ ン
ホ メ ー シ ョ ン 状 態 の タ ン パ ク 質 が 蓄 積 す る 疾 病 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
こ の よ う な 疾 患 に お い て 、 お よ び 本 発 明 の 目 的 の た め に 、 正 常 な 、 非 病 理 学 的 な コ ン ホ メ
ー シ ョ ン が 前 駆 体 で あ り 、 一 方 、 有 毒 な オ リ ゴ マ ー の ペ プ チ ド を 含 み 得 る 異 常 な コ ン ホ メ
ー シ ョ ン 状 態 が 代 謝 産 物 で あ り 、 特 異 的 か つ 検 出 可 能 な 抗 体 な ど の 適 切 か つ 特 異 的 な プ ロ
ー ブ を 使 用 し て 、 両 者 を ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 代 謝 産 物 と 前 駆 体 の 関 連 性 に は 、 リ
ン 酸 化 な ど の そ の 他 の 翻 訳 後 修 飾 を 含 む こ と が で き る 。 こ こ で 、 前 駆 体 タ ン パ ク 質 基 質 お
よ び 翻 訳 後 修 飾 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 両 方 と も 、 た と え ば タ ウ 症 (tauopathies)に よ さ れ
示 し た よ う に ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 代 謝 産 物 は 、 タ ン パ ク 質 ま た
は ペ プ チ ド 複 合 体 (た と え ば 、 二 量 体 、 三 量 体 、 多 量 体 )、 オ リ ゴ マ ー 、 ポ リ マ ー 、 オ リ ゴ
マ ー 集 団 、 ま た は た と え ば 原 繊 維 (protofibrillar)お よ び 小 繊 維 分 子 も し く は 巨 大 分 子 、
た と え ば Aβ 、 ま た は 巨 大 分 子 複 合 体 な ど の 2つ 以 上 の ペ プ チ ド も し く は タ ン パ ク 質 の 結 合
に よ り 生 じ る 分 子 を 含 む β シ ー ト ま た は そ の 他 の 配 置 の タ ン パ ク 質 も し く は ペ プ チ ド 集 合
を 含 む 。 好 ま し く は 、 代 謝 産 物 ま た は 一 つ も し く は 複 数 の そ の 部 分 は 、 抗 原 性 で あ り 、 抗
体 に よ っ て 検 出 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
好 ま し い 態 様 に お い て 、 細 胞 に 結 合 し た APPの タ ン パ ク 質 分 解 性 ま た は 切 断 代 謝 産 物 を 検
出 す る た め の 非 常 に 感 受 性 が あ り 、 か つ 特 異 的 な 新 規 の ELISA、 た と え ば サ ン ド イ ッ チ ELI
SAが 、 特 に 高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 論 に 関 し て 開 発 さ れ 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ
て い る 。 多 く の 最 近 の 研 究 は 、 ADの 発 病 に お い て 中 心 的 で あ る と 思 わ れ る APPの タ ン パ ク
質 分 解 性 プ ロ セ シ ン グ (こ れ に よ り 、 小 ペ プ チ ド Aβ が 生 じ る )を 修 飾 す る こ と に 向 け ら れ
て い る 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た ELISAの う ち の 1つ は 、 Aβ -β CTF経 路 に 沿 っ て 生 成 さ れ る
重 要 な ペ プ チ ド 断 片 を 特 異 的 に 検 出 す る こ と が で き る 。 第 二 の ELISAで は 、 APPホ ロ タ ン パ
ク 質 、 お よ び 選 択 的 に 、 全 て の 既 知 の APP CTF類 (す な わ ち 、 α CTF、 β CTF、 お よ び γ CTF)
を 検 出 す る こ と が で き る 。 合 わ せ る と 、 こ れ ら の ELISAは 、 APPの β -セ ク レ タ ー ゼ 切 断 を
阻 害 す る 可 能 性 の あ る 化 合 物 で 処 理 し た 生 細 胞 に お い て 、 Aβ 生 成 経 路 に 沿 っ て APPの 代 謝
を 決 定 す る た め の 強 力 な 手 段 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
さ ら に サ ン ド イ ッ チ ELISAを 単 一 の 系 、 好 ま し く は 高 ス ル ー プ ッ ト 系 と 組 み 合 わ せ る こ と
に よ り 、 細 胞 に 対 し て 毒 性 の あ る 化 合 物 を 、 重 要 な APPタ ン パ ク 質 分 解 工 程 を 特 異 的 に 減
少 す る も の か ら 迅 速 に 区 別 す る こ と が で き る 。 毒 性 の 薬 物 お よ び 化 合 物 は 、 細 胞 増 殖 の 減
少 、 細 胞 生 存 率 の 減 少 、 タ ン パ ク 質 生 合 成 毒 と し て の 作 用 、 ま た は 細 胞 の 代 謝 を 全 体 的 に
損 な わ せ る そ の 他 の 方 法 な ど の 機 構 に よ り 、 APPホ ロ タ ン パ ク 質 、 並 び に 細 胞 に 基 づ い た
ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 検 出 さ れ る CTF切 断 産 物 の レ ベ ル を 減 少 す る 可 能 性 が あ る 。 こ の
よ う な 毒 性 作 用 は 、 APP／ 全 CTF ELISAに お い て 、 シ グ ナ ル の 減 少 に よ っ て 検 出 さ れ る で あ
ろ う 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
し か し 、 β CTF生 成 を 特 異 的 に 減 少 す る 化 合 物 お よ び β CTF ELISAシ グ ナ ル の み の 減 少 を 示
す 化 合 物 は 、 APP／ 全 CTF ELISAか ら の シ グ ナ ル を 減 少 さ せ る 可 能 性 は な い 。 し た が っ て 、
高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ で は 、 非 処 理 の 細 胞 か ら の シ グ ナ ル と 比 較 し て 、 化 合 物 で
の 処 理 に よ っ て 生 じ る β CTF ELISAシ グ ナ ル の 減 少 を 容 易 に 基 礎 付 け る こ と が で き る が 、
同 じ 化 合 物 で の 処 理 で は 、 非 処 理 の 細 胞 と 比 較 し て 、 APP／ 全 CTF ELISAシ グ ナ ル に 変 化 を
示 さ な い 。 し た が っ て 、 β CTF生 成 を 特 異 的 に 減 少 さ せ る 化 合 物 は 、 β CTF ELISAに お い て
β CTFレ ベ ル の 減 少 を 示 し 、 APP／ 全 CTF ELISAの レ ベ ル の 有 意 な 減 少 を 示 さ な い と 考 え ら
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れ る 。 対 照 的 に 、 一 般 的 に 毒 性 の 化 合 物 は 、 ELISAに 基 づ い た ア ッ セ イ 法 に お い て シ グ ナ
ル の 減 少 に よ っ て 検 出 さ れ る も の と し て 、 β CTF ELISAレ ベ ル お よ び APP／ 全 CTF ELISAレ
ベ ル の 両 者 を 低 下 さ せ る 可 能 性 が あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 に 従 っ た 方 法 に よ り 、 当 業 者
は 、 非 特 異 的 な 細 胞 毒 性 、 ま た は 一 般 的 な 細 胞 毒 性 の あ る 化 合 物 か ら 、 β -切 断 特 異 的 な
阻 害 剤 化 合 物 を 区 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ に お け る さ ら な る 利 益 は 、 経 時 的 な ア ッ セ イ 法 に お い て 上
記 2つ の ELISAを 重 ね 合 わ せ る こ と で あ り 、 こ れ に よ り 、 並 列 に 96ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー
プ レ ー ト (た と え ば 、 図 9A～ 9Dお よ び そ の 記 載 を 参 照 さ れ た い )を 使 用 す る 必 要 が な く な る
。 こ の よ う な プ ロ ト コ ル に よ り 、 1つ ま た は 複 数 の 標 的 前 駆 体 タ ン パ ク 質 お よ び 1つ ま た は
複 数 の 標 的 代 謝 産 物 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 を 使 用 し て 、 ア ッ セ イ 細 胞 が 培 養 さ れ て い る 同
じ ウ ェ ル に お い て 、 本 方 法 を 実 施 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 特 定 の ELISA
が 、 細 胞 を 培 養 し て い る 単 一 の ウ ェ ル を 使 用 し て う ま く 行 わ れ る の は 、 一 部 は C1/6.1お よ
び C2/7.1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て 検 出 さ れ る ユ ニ ー ク な 細 胞 内 APPエ ピ ト ー プ の た め
で あ る 。 APPお よ び 代 謝 産 物 な ど の 前 駆 体 タ ン パ ク 質 を 含 む 特 定 の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ は 、 当 業 者 に は 周 知 で あ る 。 さ ら に 、 必
要 な プ レ ー ト お よ び 行 わ れ る ア ッ セ イ の 数 を 減 少 さ せ る こ と に よ り 、 明 ら か に 費 用 的 利 益
を 有 し 、 か つ そ れ ぞ れ の 測 定 が 同 じ ウ ェ ル 内 で 行 わ れ る 対 照 測 定 を 有 す る の で 、 ア ッ セ イ
の 信 頼 性 が 高 ま る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
本 発 明 の 細 胞 に 基 づ い た 方 法 を 行 う 際 に 、 修 飾 因 子 、 好 ま し く は ア ン タ ゴ ニ ス ト ま た は 阻
害 剤 化 合 物 を 同 定 す る た め に 、 試 験 化 合 物 に よ る 試 験 お よ び 処 理 を 受 け て い る 細 胞 は 、 ヒ
ト 細 胞 も し く は 細 胞 株 を 含 む 培 養 さ れ た か 、 ま た は 確 立 さ れ た 哺 乳 類 細 胞 も し く は 細 胞 株
、 神 経 細 胞 、 ニ ュ ー ロ ン 、 神 経 芽 腫 細 胞 、 ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 (APP)を コ ー ド す
る 遺 伝 子 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ 、 APPを 発 現 す る 細 胞 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 発 病 に 関 連 し
た タ ン パ ク 質 (た と え ば 、 プ レ セ ニ リ ン (R. Sherringtonら 、 1995, Nature, 375 (6534): 
754-760)を コ ー ド す る 遺 伝 子 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 、 お よ び rab5過 剰 発 現 (O. M. G
rbovicら 、 2001, Society for Neuroscience, annual meeting 2001)な ど の 、 ア ル ツ ハ イ
マ ー 病 発 病 の 側 面 を 模 倣 す る よ う に 遺 伝 的 に 改 変 さ れ た 細 胞 を 含 み う る が 、 こ れ ら に 限 定
さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
ア ル ツ ハ イ マ ー 病 発 病 の 側 面 を 模 倣 す る よ う に 遺 伝 的 に 改 変 さ れ た 細 胞 の さ ら な る 例 は 、
2000年 4月 28日 に 出 願 さ れ た R.A.Nixonら に よ る 特 許 出 願 の 米 国 出 願 番 号 第 09/560124号 「
ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 治 療 の た め の 化 合 物 の 同 定 の た め の 方 法 」 ； Alzheimer's Disease:Ad
vances in Etiology, Pathogenesis and Therapeutics (Iqbal K, Sisodia SS, Winblad 
B, editors), John Wiley & Sons, Ltd. , Chichester, UK, 461-467； お よ び  P.M. Math
ewsら 、 2002, J. Biol. Chem., 277: 5299-5307)に 記 載 さ れ た も の を 含 む が 、 こ れ ら に 限
定 さ れ な い 。 適 切 な 細 胞 は 、 脊 椎 動 物 、 好 ま し く は ヒ ト を 含 む 哺 乳 類 、 脳 組 織 か ら 単 離 さ
れ た 初 代 細 胞 、 た と え ば 、 ま た は ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン (Ameri
can Type Culture Collection： ATCC)、 10801 University Boulevard, Manassas, VA 201
10-2209か ら 入 手 可 能 な も の な ど の 、 確 立 さ れ た 細 胞 株 、 お よ び ／ ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク
ト さ れ た か 、 も し く は 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 培 養 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 に お い て 使 用 さ れ る 試 験 化 合 物 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た も の
で あ り 、 た と え ば 、 合 成 有 機 化 合 物 、 化 学 物 質 、 天 然 物 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び ペ プ チ ド
含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
さ ら に 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 は 、 阻 害 剤 化 合 物 、 特 に 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に 関 連 し
た Aβ の 生 成 に お い て 重 要 な タ ン パ ク 質 分 解 性 事 象 の 阻 害 剤 の 、 効 率 的 な 細 胞 に 基 づ い た
ス ク リ ー ニ ン グ を 可 能 に す る 。 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 お よ び 検 出 法 は 、 APP代 謝 産 物
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の β CTFの レ ベ ル を 特 異 的 に 減 少 し 、 ADの 進 行 に 関 連 し た 代 謝 経 路 に 関 与 す る 、 化 合 物 3-
メ チ ル ア デ ニ ン (3MA)を 使 用 す る 非 限 定 の 方 法 に お い て 示 さ れ て い る (実 施 例 6お よ び 図 10A
～ 10Dを 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ３ ６ 】
さ ら に 、 本 発 明 の 代 謝 前 駆 体 お よ び 生 物 学 上 意 味 が あ る 代 謝 産 物 の 両 方 の レ ベ ル が 両 方 と
も 決 定 さ れ る 方 法 は 、 そ の 他 の 細 胞 に 基 づ い た ア ッ セ イ 法 の た め の 高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ
ー ン に 適 応 性 を 有 す る 。 実 例 と し て 、 本 発 明 は 、 対 と な っ た ら せ ん フ ィ ラ メ ン ト の 異 常 な
蓄 積 に 関 連 す る タ ウ の ホ ス ホ -エ ピ ト ー プ の 特 異 的 な 減 少 ま た は 増 加 を ス ク リ ー ニ ン グ す
る た め の 方 法 を 想 定 す る 。 た と え ば 、 こ の よ う な 条 件 に お い て 、 代 謝 前 駆 体 は 、 タ ウ で あ
り 、 生 物 学 上 意 味 が あ る 代 謝 産 物 は 、 特 異 的 に リ ン 酸 化 さ れ た 形 態 の タ ウ (す な わ ち ホ ス
ホ -タ ウ )で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
さ ら に 、 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド 、 た と え ば APP前 駆 体 ま た は 1つ も し く は 複 数 の 特 定 の
代 謝 産 物 、 た と え ば 分 泌 さ れ た APPの 増 大 を 可 能 に す る 化 合 物 の 検 出 は 、 有 益 で あ ろ う 。
た と え ば 、 分 泌 さ れ た APPは 、 神 経 保 護 効 果 を 有 し て い る か も し れ な い 。 さ ら に 、 α CTFの
生 成 は 、 Aβ 生 成 を 妨 げ 、 し た が っ て 防 護 効 果 を 有 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
し た が っ て 、 そ の 局 面 の 1つ に お い て 、 本 発 明 は 、 疾 病 ま た は 疾 患 に 関 連 し た 1つ ま た は 複
数 の 細 胞 の 代 謝 産 物 の 生 成 を 調 整 す る (す な わ ち 、 (i)減 少 す る 、 阻 害 す る 、 低 下 す る 、 も
し く は 阻 害 す る ； ま た は (ii)増 加 す る 、 増 強 す る 、 ま た は 増 大 さ せ る )化 合 物 を 、 非 特 異
的 細 胞 毒 性 を 引 き 起 こ さ ず に 同 定 す る た め の 、 細 胞 に 基 づ い た ス ク リ ー ニ ン グ ま た は 検 出
方 法 を 包 含 す る 。 本 方 法 は 、 試 験 化 合 物 と 細 胞 を 接 触 さ せ る こ と と ； 細 胞 の 前 駆 体 タ ン パ
ク 質 の レ ベ ル 、 ま た は 細 胞 の タ ン パ ク 質 の 前 駆 体 コ ン ホ メ ー シ ョ ン 状 態 の レ ベ ル を 決 定 す
る こ と と ； 次 い で 細 胞 の 前 駆 体 タ ン パ ク 質 か ら 生 成 さ れ る 代 謝 産 物 の レ ベ ル を 決 定 す る こ
と と を 含 む 。 代 謝 産 物 は 、 前 駆 体 タ ン パ ク 質 の 分 解 産 物 ま た は 切 断 産 物 で あ る こ と も で き
、 ま た は 、 こ れ は 修 飾 さ れ た 形 態 の 前 駆 体 ポ リ ペ プ チ ド の 状 態 、 た と え ば 翻 訳 後 修 飾 さ れ
た ポ リ ペ プ チ ド で あ る こ と も で き る 。 本 方 法 に よ れ ば 、 細 胞 に お け る 代 謝 産 物 の レ ベ ル を
特 異 的 に 減 少 さ せ る ま た は 阻 害 す る 試 験 化 合 物 は 、 非 処 理 の 細 胞 と 比 較 し て 代 謝 産 物 の レ
ベ ル の み の 減 少 を 示 し 、 非 特 異 的 な 細 胞 毒 性 の あ る 試 験 化 合 物 は 、 細 胞 の 前 駆 体 タ ン パ ク
質 、 並 び に 選 択 的 に 、 そ の 関 連 し た 切 断 産 物 お よ び 代 謝 産 物 の レ ベ ル の 両 方 の 減 少 を 示 す
。
【 ０ ０ ３ ９ 】
そ の も う 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 疾 病 も し く は 疾 患 を 発 症 す る 可 能 性 の 減 少 ま た
は 重 篤 度 の 減 少 と 関 連 し た 1つ も し く は 複 数 の 細 胞 の 代 謝 産 物 の 生 成 を 増 大 ま た は 増 強 す
る 化 合 物 を 、 非 特 異 的 な 細 胞 毒 性 を 引 き 起 こ さ ず に 同 定 す る た め の 、 細 胞 に 基 づ い た ス ク
リ ー ニ ン グ 法 お よ び 検 出 法 を 包 含 す る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 試 験 化 合 物 と 細 胞 を 接 触 さ せ る
こ と と ； 細 胞 の 前 駆 体 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル ま た は 細 胞 の タ ン パ ク 質 の 前 駆 体 コ ン ホ メ ー シ
ョ ン 状 態 の レ ベ ル を 決 定 す る こ と と ； 次 い で 、 細 胞 の 前 駆 体 タ ン パ ク 質 か ら 生 成 さ れ る 代
謝 産 物 の レ ベ ル を 決 定 す る こ と と を 含 む 。 代 謝 産 物 は 、 上 記 の 通 り で あ る 。 こ の 方 法 に 従
っ て 、 細 胞 に お け る 代 謝 産 物 の レ ベ ル を 特 異 的 に 増 大 す る ま た は 増 強 す る 化 合 物 は 、 非 処
理 の 細 胞 と 比 較 し て 、 代 謝 産 物 の レ ベ ル の 増 加 を 示 す が 、 有 意 に 前 駆 体 の レ ベ ル を 変 化 さ
せ な い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
し た が っ て 、 本 発 明 は 、 多 く の 薬 物 の 同 定 お よ び 発 見 ス キ ー ム に 、 好 ま し く は 高 ス ル ー プ
ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 型 式 に お け る 用 途 に 適 し て い る 幅 広 い 細 胞 に 基 づ い た ス ク リ ー ニ ン グ
ア プ ロ ー チ を 提 供 す る 。 自 動 化 さ れ た 高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ は 、 た と え ば Burbau
mら 、 1997, Current Opinion in Chemical Biology, 1: 72-78 ； お よ び Schullekら 、 199
7, Analyt. Biochem., 246: 20-29に 記 載 さ れ て い る 。 限 定 さ れ な い 例 と し て 、 本 発 明 に
従 っ た 高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 、 液 体 を 取 り 扱 う 操 作 は 、 Microlab 2000(
商 標 )ピ ペ ッ ト 操 作 台 (た と え ば 、 Hamilton Instruments)に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 ス
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ク リ ー ニ ン グ に 必 要 と さ れ る そ の 他 の 設 備 (た と え ば 、 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 、 プ レ ー ト 洗 浄
器 、 プ レ ー ト リ ー ダ ー )は 、 自 動 化 機 能 に 適 し て い る か 、 ま た は 必 要 に 応 じ て 、 自 動 化 モ
ジ ュ ー ル と し て 商 業 的 に 購 入 す る こ と も で き る 。 ア ッ セ イ を 介 し た 試 料 の 移 動 は 、 ロ ボ ッ
ト 、 た と え ば XP(商 標 )3m長 ト ラ ッ ク を 搭 載 す る ロ ボ ッ ト (Zymark, Hopkinton, MA)に よ っ
て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
本 発 明 に 係 る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 介 し て 、 合 成 有 機 化 合 物 、 天 然 物 、 ペ プ チ ド 、 お よ び
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー を 、 こ れ ら が 疾 患 プ ロ セ ス を 反 映 す る か 、 ま た は 寄 与
す る 特 定 の 標 的 代 謝 タ ン パ ク 質 お よ び こ れ ら の 産 物 (た と え ば 、 切 断 産 物 )を 調 整 す る 能 力
に つ い て 評 価 す こ と が で き る 。 特 に 、 化 合 物 が 、 疾 病 ま た は 疾 患 に 関 連 し た 代 謝 経 路 に お
い て 標 的 と さ れ る 成 分 、 た と え ば 前 駆 体 の プ ロ セ シ ン グ に 関 与 す る 代 謝 前 駆 体 ま た は タ ン
パ ク 質 分 解 性 酵 素 で あ る こ と を 同 定 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 疾 患 を 引 き 起 こ す か 、
も し く は 悪 化 さ せ 得 る 、 生 じ た 細 胞 の 代 謝 産 物 へ の 変 換 ま た は 蓄 積 を 防 止 す る た め に 、 化
合 物 が 、 APPに 対 す る β -セ ク レ タ ー ゼ の タ ン パ ク 質 分 解 活 性 を 特 異 的 に 阻 害 す る こ と を 検
出 ま た は 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
さ ら に も う 一 つ の そ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 活 性 化 合 物 ま た は 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た
方 法 の 実 施 に お い て 試 験 さ れ 、 同 定 さ れ 、 も し く は 検 出 さ れ た 化 合 物 を 包 含 す る 。 非 限 定
的 に 、 本 発 明 の 方 法 (実 施 例 6)に お い て 有 効 性 を 示 す 代 表 的 な 化 合 物 は 、 3-メ チ ル ア デ ニ
ン (3MA)お よ び そ の 関 連 し た 誘 導 体 、 類 似 体 、 ま た は 修 飾 さ れ た 形 態 で あ り 、 好 ま し く は
そ の 機 能 ま た は 活 性 を 変 化 し な い も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
活 性 化 合 物 は 、 必 要 に 応 じ て 医 薬 品 化 学 を 経 て 最 適 化 す る こ と が で き る 。 ま ず 最 初 に 、 た
と え ば フ ァ ル マ コ フ ォ ア (類 )は 、 現 代 の 計 算 機 化 学 的 手 段 を 使 用 し て 定 義 す る こ と が で き
、 こ れ は 、 高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ン に お い て 活 性 が あ る こ と が 見 出 さ れ た 構 造 を 表 す 。
一 旦 コ ン セ ン サ ス フ ァ ル マ コ フ ォ ア が 同 定 さ れ る と 、 構 造 活 性 の 相 関 を 探 索 す る た め に 、
集 中 し た 化 合 物 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ・ ラ イ ブ ラ リ ー を デ ザ イ ン す る こ と が で き る 。 最 後 に
、 効 力 お よ び 効 率 な ど の リ ー ド 構 造 の セ ッ ト の 生 物 薬 物 学 的 性 質 は 、 臨 床 試 験 の た め の 適
切 な 化 合 物 を 同 定 す る た め に 改 善 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
し た が っ て 、 本 発 明 は 、 疾 病 も し く は 疾 病 の 増 強 を 引 き 起 こ す 産 物 の 産 生 ま た は 増 強 の 原
因 と な る 細 胞 内 前 駆 体 産 物 の 活 性 に よ り 生 じ る 疾 病 お よ び 症 状 を 治 療 す る た め の 治 療 的 な
方 法 に 利 用 す る こ と が で き る 化 合 物 を 同 定 す る た め の 新 規 の 細 胞 に 基 づ い た 方 法 を 提 供 す
る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】

抗 体 と い う 用 語 は 、 エ ピ ト ー プ に 結 合 す る こ と ま た は 抗 原 性 を 決 定 す る こ と が で き る 、 無
処 理 の 分 子 並 び に Fab、 F(ab') 2 、 Fvな ど の そ の 断 片 を 指 す 。 代 謝 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ
ド 、 ま た は ペ プ チ ド 、 た と え ば APPに 結 合 す る 抗 体 は 、 無 処 理 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 関 心
対 象 の 小 ペ プ チ ド を 含 む 断 片 も し く は 免 疫 抗 原 と し て 使 用 す る た め に 組 換 え で 調 製 さ れ た
断 片 を 使 用 し て 調 製 す る こ と が で き る 。 (表 1、 実 施 例 1を 参 照 さ れ た い )。 動 物 を 免 疫 す る
た め に 使 用 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド ま た は オ リ ゴ ペ プ チ ド は 、 RNAの 翻 訳 に 由 来 す る か 、 ま た
は 化 学 的 に 合 成 す る こ と が で き 、 必 要 に 応 じ て キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 質 と の 複 合 体 と す る こ
と も で き る 。 化 学 的 に ペ プ チ ド に 連 結 す る 、 共 通 し て 使 用 さ れ る キ ャ リ ア は 、 ウ シ 血 清 ア
ル ブ ミ ン (BSA)、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ニ ア ン (KLH)、 お よ び サ イ ロ グ ロ ブ リ ン を 含
む 。 次 い で 、 結 合 し た ペ プ チ ド を 、 動 物 を 免 疫 に す る た め に 使 用 す る (た と え ば 、 マ ウ ス
、 ラ ッ ト 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 ま た は ウ サ ギ )。
【 ０ ０ ４ ６ 】
「 ヒ ト 化 さ れ た 」 抗 体 と い う 用 語 は 、 た と え ば 、 限 定 さ れ な い 例 で あ る が 、 C. L. Queen
ら に よ り 米 国 特 許 第 5,585,089号 に 記 載 さ れ た よ う な 、 ヒ ト 抗 体 に よ り 近 く 似 せ る た め に
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、 非 抗 原 結 合 領 域 、 た と え ば 相 補 性 決 定 領 域 (CDR)の ア ミ ノ 酸 が 置 換 さ れ て い る が 、 元 の
結 合 能 力 を 保 持 す る 抗 体 分 子 を い う 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク に よ り 、 ま た は 組 換 え に よ り 産
生 さ れ た も の な ど の 完 全 に ヒ ト 化 さ れ た 抗 体 も 、 本 明 細 書 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
「 抗 原 性 決 定 基 」 と い う の 用 語 は 、 特 定 の 抗 体 と 接 触 す る 分 子 の 一 部 分 (す な わ ち エ ピ ト
ー プ )を 指 す 。 宿 主 動 物 を 免 疫 す る た め に タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 の 断 片 を 使 用 す る
と き は 、 タ ン パ ク 質 の 多 く の 領 域 が 、 タ ン パ ク 質 上 の 所 与 の 領 域 ま た は 三 次 元 構 造 に 特 異
的 に 結 合 す る 抗 体 の 産 生 を 誘 導 す る 可 能 性 が あ り ； こ れ ら の 領 域 ま た は 構 造 は 、 抗 原 決 定
基 と 称 す る 。 抗 原 決 定 基 は 、 抗 体 に 対 す る 結 合 に お い て 、 無 処 理 の 抗 原 (す な わ ち 、 免 疫
応 答 を 誘 発 す る た め に 使 用 し た 免 疫 原 )と 競 合 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
「 特 異 的 な 結 合 」 ま た は 「 特 異 的 に 結 合 」 と い う 用 語 は 、 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド と ア
ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 ま た は 抗 体 な ど の 結 合 分 子 と の 間 の 相 互 作 用 を 指 す 。 相 互 作
用 は 、 結 合 分 子 に よ っ て 認 識 さ れ る タ ン パ ク 質 の 特 定 の 構 造 (た と え ば 、 抗 原 決 定 基 も し
く は エ ピ ト ー プ 、 ま た は 構 造 決 定 基 )の 存 在 に 依 存 す る 。 た と え ば 、 抗 体 が エ ピ ト ー プ 「 A
」 に 特 異 的 な 場 合 、 標 識 さ れ た 「 A」 を 含 む 反 応 中 に エ ピ ト ー プ A(ま た は フ リ ー の 、 標 識
さ れ て い な い A)を 含 む タ ン パ ク 質 お よ び 抗 体 が 存 在 す る こ と に よ り 、 抗 体 に 結 合 す る 標 識
さ れ た Aの 量 が 減 少 す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
代 謝 前 駆 体 ポ リ ペ プ チ ド 、 た と え ば APPま た は 代 謝 産 物 、 た と え ば β CTFも し く は Aβ 、 ま
た は そ の 免 疫 原 性 ペ プ チ ド 断 片 に 特 異 的 な 抗 体 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ り 、 従
来 法 で 実 施 さ れ て い る 方 法 を 使 用 し て 生 成 さ せ る こ と が で き る 。 こ の よ う な 抗 体 は 、 ポ リ
ク ロ ー ナ ル 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 キ メ ラ 、 単 鎖 、 Fab断 片 、 お よ び Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ ー に よ
っ て 産 生 さ れ る 断 片 を 含 ん で も よ い が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 中 和 抗 体 、 (す な わ ち 、 2
量 体 形 成 を 阻 害 す る も の )は 、 特 に 治 療 的 な 使 用 の た め に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
抗 体 を 作 成 す る た め に 、 ヤ ギ 、 ウ サ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ヒ ト 、 そ の 他 を 含 む 種
々 の 宿 主 を 、 適 切 な ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 免 疫 原 性 を 有 す る ペ プ チ ド 断 片 も し く は オ リ
ゴ ペ プ チ ド の い ず れ か を 注 射 す る こ と に よ っ て 免 疫 す る こ と が で き る 。 宿 主 種 に 依 存 し て
、 免 疫 応 答 を 増 大 さ せ る た め に 種 々 の ア ジ ュ バ ン ト を 使 用 し て も よ い 。 適 切 な ア ジ ュ バ ン
ト の 非 限 定 の 例 は 、 フ ロ イ ン ト (不 完 全 な )の も の 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ま た は シ リ カ な ど
の ミ ネ ラ ル ゲ ル 、 並 び に リ ゾ レ シ チ ン 、 プ ル ロ ニ ッ ク ・ ポ リ オ ー ル 、 ポ リ ア ニ オ ン 、 ペ プ
チ ド 、 油 乳 剤 、 KLH、 お よ び ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル な ど の 界 面 活 性 物 質 を 含 む 。 ヒ ト に お い
て 典 型 的 に 使 用 さ れ る ア ジ ュ バ ン ト は 、 BCG(Bacille Calmette-Guerin)お よ び コ リ ネ バ ク
テ リ ウ ム ・ パ ル バ ム (Corynebacterium parvumn)を 含 む 。
【 ０ ０ ５ １ 】
好 ま し く は 、 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 誘 導 す る た め に 使 用 さ れ る ペ プ チ ド 、 断 片 、 ま
た は オ リ ゴ ペ プ チ ド (す な わ ち 免 疫 原 )は 、 少 な く と も 5ア ミ ノ 酸 、 お よ び よ り 好 ま し く は
、 少 な く と も 6～ 10ア ミ ノ 酸 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 ま た 、 免 疫 原 は 、 天 然 の タ
ン パ ク 質 の 一 部 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 同 一 で あ る こ と が 好 ま し く ； こ れ ら は 、 小 さ な 天 然 に 存
在 す る 分 子 の 全 て の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で も よ い 。 ペ プ チ ド 、 断 片 、 ま た は オ リ ゴ ペ プ チ
ド は 、 単 一 の エ ピ ト ー プ も し く は 抗 原 決 定 基 ま た は 多 数 の エ ピ ト ー プ を 含 ん で い て も よ い
。 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド を 含 む 短 い ひ と 続 き の ア ミ ノ 酸 は 、 KLHな ど の 別 の タ ン パ ク
質 に 融 合 す る こ と が で き 、 こ の 場 合 に は 、 抗 体 は キ メ ラ 分 子 に 対 し て 産 生 さ れ る 得 る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
代 謝 前 駆 体 タ ン パ ク 質 お よ び 代 謝 産 物 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 免 疫 原 の 断 片
に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 培 養 に お い て 、 継 続 的 な 細 胞 株 に よ る 特 異 的 な 抗 体 分 子
の 産 生 を 提 供 す る ど の よ う な 技 術 を 使 用 し て 調 製 さ れ て も よ い 。 こ れ ら は 、 ハ イ ブ リ ド ー
マ 技 術 、 ヒ ト B細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 、 お よ び EBV-ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 を 含 む が 、 こ れ
ら に 限 定 さ れ な い (G. Kohlerら 、 1975, Nature, 256: 495-497; D. Kozborら 、 1985, J. 
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Immunol.　 Methods, 81: 31-42; R. J. Coteら 、 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80
: 2026-2030； お よ び S. P. Coleら 、 1984, Mol. CellBiol., 62: 109-120)。 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 の 産 生 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で 、 か つ ル ー チ ン で
使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
さ ら に 、 マ ウ ス 抗 体 遺 伝 子 を ヒ ト 抗 体 遺 伝 子 に ス プ ラ イ シ ン グ し て 、 適 切 な 抗 原 特 異 性 お
よ び 生 物 学 的 活 性 を 得 る 、 「 キ メ ラ 抗 体 」 の 産 生 の た め に 開 発 さ れ た 技 術 を 使 用 す る こ と
も で き る (S. L. Morrisonら 、 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 6851-6855 ; M. 
S. Neubergerら 、 1984, Nature, 312: 604-608； お よ び S. Takedaら 、 1985, Nature, 314
: 452-454)。 ま た は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 方 法 を 使 用 す る 、 単 鎖 抗 体 を 産 生 す る
た め に 記 載 さ れ た 技 術 を 、 特 定 の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド に 特 異 的 な 単 鎖 抗 体 を 産 生 す
る た め に 適 応 し て も よ い 。 関 連 し た 特 異 性 を 有 す る が 、 異 な っ た イ デ ィ オ タ イ プ の 組 成 物
の 抗 体 は 、 ラ ン ダ ム ・ コ ン ビ ナ ト リ ア ル ・ 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ ー か ら 鎖 シ ャ ッ フ リ
ン グ に よ っ て 生 成 さ れ て も よ い (D. R. Burton, 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88:
 11120-3)。 ま た 、 抗 体 は 、 リ ン パ 性 の 細 胞 群 に お い て イ ン ビ ボ で の 産 生 を 誘 導 す る こ と
に よ っ て 、 ま た は 非 常 に 特 異 的 な 結 合 試 薬 の 組 換 え 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ ー ま た は パ
ネ ル を 、 文 献 に 開 示 さ れ た よ う に ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 産 生 さ れ て も よ い (R. 
Orlandiら 、 1989, Proc. Natl.　 Acad. Sci. USA, 86: 3833-3837 and G. Winterら 、 199
1, Nature, 349: 293299)。
【 ０ ０ ５ ４ 】
ま た 、 所 与 の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド に 特 異 的 な 結 合 部 位 を 含 む 抗 体 断 片 を 、 作 製 し て
も よ い 。 た と え ば 、 こ の よ う な 断 片 は 、 抗 体 分 子 の ペ プ シ ン 消 化 に よ っ て 生 成 さ せ る こ と
が で き る F(ab') 2 断 片 お よ び F(ab')2断 片 の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 還 元 す る こ と に よ っ て 生 成
さ せ る こ と が で き る Fab断 片 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 ま た は 、 Fab発 現 ラ イ ブ ラ
リ ー を 構 築 し て 、 所 望 の 特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル Fab断 片 (W. D. Huseら 、 1989, Sc
ience, 254.1275-1281)に よ る 迅 速 か つ 容 易 な 同 定 を 可 能 に し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
種 々 の 免 疫 ア ッ セ イ 法 を 、 所 望 の 特 異 性 を 有 す る 抗 体 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ に
使 用 す る こ と が で き る 。 確 立 さ れ た 特 異 性 を 有 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 使 用 す る 競 合 的 結 合 ア ッ セ イ 法 ま た は 免 疫 放 射 定 量 ア ッ セ イ 法 の た め の 多 数 の
プ ロ ト コ ル は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 こ の よ う な 免 疫 ア ッ セ イ 法 は 、 典 型 的
に は 、 特 定 の タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド と そ の 特 異 抗 体 と の 間 の 複 合 体 の 形 成 を 測 定
す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ６ 】

タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド に 特 異 的 な ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の い
ず れ か を 使 用 す る 、 タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド を 検 出 し 、 か つ 測 定 す る た め の 様 々 な プ ロ
ト コ ル は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ り 、 実 施 さ れ て い る 。 例 に は 、 酵 素 結 合 免 疫 吸
着 検 定 法 (ELISA)、 放 射 免 疫 ア ッ セ イ 法 (RIA)、 お よ び 蛍 光 標 示 式 細 胞 分 取 器 (FACS)を 含 む
。 競 合 的 結 合 ア ッ セ イ 法 が で き る の で 、 ポ リ ペ プ チ ド 上 の 2つ の 干 渉 し な い エ ピ ト ー プ と
反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 利 用 す る 、 2つ の 部 位 の モ ノ ク ロ ー ナ ル に 基 づ い た 免 疫 ア
ッ セ イ 法 を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の お よ び ま た 他 の ア ッ セ イ 法 は 、 R. Hamptonら
、 1990; Serological Methods, a Laboratory Manual, APS Press, St Paul, MN and D. 
E. Maddoxら 、 1983 ; J. Exp. Med. , 158: 1211-1216の 刊 行 物 に よ っ て 示 さ れ る よ う に
、 従 来 技 術 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 新 規 の 細 胞 に 基 づ い た ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 法 は 、 代 謝 前 駆 体 の
機 能 ま た は 生 理 活 性 を 調 整 す る 、 好 ま し く は 減 少 す る 、 ま た は 阻 害 す る 候 補 物 質 生 理 活 性
剤 ま た は 薬 物 を 同 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 で は 、 た と え ば 標 的 前 駆
体 タ ン パ ク 質 (た と え ば 、 タ ン パ ク 質 分 解 性 酵 素 )を 収 容 し て い る 細 胞 を 死 滅 さ せ る か 、 ま
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た は 増 殖 を 停 止 す る こ と が で き る よ う に 、 タ ン パ ク 質 分 解 に よ る 分 解 産 物 の 産 生 に よ っ て
特 徴 づ け ら れ る 疾 病 お よ び 疾 患 の 治 療 に 使 用 す る た め に 、 薬 物 を 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
一 般 に 、 ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 行 う 際 に 、 単 離 さ れ た 試 料 を 受 け る 領 域 を 有 す る 不 溶 性 の 支
持 体 (た と え ば マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 、 ア レ イ 、 そ の 他 )に 、 細 胞 ま た は 特 定 の 代 謝 経
路 に 関 与 す る ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド 類 で さ え も 、 拡 散 さ れ な い よ う に 結 合 す る こ と
が で き る 。 適 切 な 不 溶 性 の 支 持 体 の 条 件 は 、 こ れ ら が 、 細 胞 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 結 合 す
る こ と が で き る ど の よ う な 組 成 物 で 作 製 さ れ る こ と も で き ； こ れ ら が 、 容 易 に 可 溶 性 物 質
か ら 分 離 さ れ ； お よ び 、 こ れ ら が 、 他 の 全 て の 点 で ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 全 体 に わ た っ て
適 合 性 を 有 す る こ と で あ る 。 こ の よ う な 支 持 体 の 表 面 は 、 固 体 ま た は 多 孔 質 で あ っ て も よ
く 、 任 意 の 便 利 な 大 き さ ま た は 形 で あ っ て も よ い 。 適 切 な 不 溶 性 の 支 持 体 の 例 は 、 マ イ ク
ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 、 ア レ イ 、 膜 、 お よ び ビ ー ズ を 含 む 。 こ れ ら は 、 典 型 的 に は 、 ガ ラ ス
、 プ ラ ス チ ッ ク (た と え ば ポ リ ス チ レ ン )、 多 糖 、 ナ イ ロ ン 、 ま た は ニ ト ロ セ ル ロ ー ス で で
き て い る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト お よ び ア レ イ は 、 少 量 の 試 薬 お よ び 試 料 を 使 用 し て 多 数 の ア ッ
セ イ を 同 時 に 実 行 す る こ と が で き る の で 、 特 に 便 利 で あ る 。 ポ リ ペ プ チ ド を 結 合 す る 詳 細
な 方 法 は 、 本 発 明 の 試 薬 お よ び 全 体 的 な 方 法 に 適 合 性 を 有 し 、 ペ プ チ ド の 細 胞 生 存 率 を ま
た は 活 性 を 維 持 し 、 か つ 拡 散 さ れ な い 限 り 重 要 で は な い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
好 ま し い 結 合 の 方 法 は 、 抗 体 、 「 粘 着 質 」 に 対 す る 直 接 の 結 合 、 ま た は イ オ ン 支 持 、 化 学
的 架 橋 、 そ の 他 の 使 用 を 含 む 。 細 胞 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 後 、 過 剰 な 未 結 合 物 質 を 洗
浄 す る こ と に よ っ て 除 去 す る 。 次 い で 、 試 料 を 受 け る 領 域 を 、 必 要 に 応 じ て 、 た と え ば ウ
シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)、 カ ゼ イ ン 、 ま た は そ の 他 の 無 害 な ／ 非 反 応 性 の タ ン パ ク 質 と イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 遮 断 し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
候 補 生 物 活 性 剤 ま た は 薬 物 を ア ッ セ イ に 添 加 す る 。 新 規 の 結 合 剤 は 、 特 異 抗 体 、 化 学 物 質
ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ で 同 定 さ れ た 非 天 然 の 結 合 剤 、 ペ プ チ ド 類 似 体 、 そ の 他 を
含 む こ と が で き る 。 ヒ ト 細 胞 に 対 し て 低 い 毒 性 を 有 す る 薬 物 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に
、 特 に 興 味 が 持 た れ る ； し か し 、 本 発 明 に よ れ ば 通 常 は 細 胞 に 対 し て 毒 性 の あ る 薬 物 を 、
本 明 細 書 に 記 載 し た と お り の 細 胞 に 基 づ い た 方 法 に お い て 効 率 よ く ア ッ セ イ す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
ELISA免 疫 ア ッ セ イ 法 は 、 本 発 明 の 適 切 な 薬 物 ま た は 生 理 活 性 薬 物 を 同 定 す る た め に 好 ま
し い 。 さ ら に 、 標 識 さ れ た イ ン ビ ト ロ に お け る タ ン パ ク 質 タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ 法 、 電
気 泳 動 易 動 度 変 化 ア ッ セ イ 法 、 タ ン パ ク 質 結 合 の た め の そ の 他 の 免 役 ア ッ セ イ 法 な ど を 含
む そ の 他 の ア ッ セ イ 法 も 、 こ の 目 的 に 使 用 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ
る も の と し て 、 「 剤 」 の 用 語 は 、 代 謝 前 駆 体 ポ リ ペ プ チ ド な ど の 標 的 分 子 の 活 性 お よ び 機
能 を 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 変 化 さ せ る 能 力 を 有 す る 、 た と え ば タ ン パ ク 質 、 オ リ ゴ ペ プ チ
ド 、 小 有 機 分 子 、 多 糖 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 そ の 他 の あ ら ゆ る 分 子 を い う 。 通 常 、 種 々 の
濃 度 に 対 し て 異 な っ た 反 応 を 得 る た め に 、 複 数 の ア ッ セ イ 混 合 液 を 種 々 の 薬 物 濃 度 で 並 列
し て 実 施 す る 。 典 型 的 に は 、 こ れ ら の 濃 度 の う ち の 1つ は 、 ネ ガ テ ィ ブ 対 照 と し て 、 す な
わ ち ゼ ロ 濃 度 で ま た は 検 出 レ ベ ル 以 下 で 行 う 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
候 補 物 質 、 化 合 物 、 薬 物 な ど は 、 典 型 的 に は 、 こ れ ら が 有 機 分 子 、 好 ま し く は 、 限 定 さ れ
な い 例 と し て 、 100以 上 で 約 10,000ダ ル ト ン 未 満 、 好 ま し く は 約 2000～ 5000ダ ル ト ン 未 満
の 分 子 量 を 有 す る 小 有 機 化 合 物 で あ る に も か か わ ら ず 、 多 く の 化 学 物 の 分 類 を 包 含 す る 。
候 補 薬 物 は 、 タ ン パ ク 質 と 構 造 上 の 相 互 作 用 、 特 に 水 素 結 合 形 成 の た め に 必 要 な 官 能 基 を
含 み 、 典 型 的 に は 、 少 な く と も ア ミ ン 、 カ ル ボ ニ ル 、 ヒ ド ロ キ シ ル 、 ま た は カ ル ボ キ シ ル
基 、 好 ま し く は 機 能 の 化 学 基 の う ち の 少 な く と も 2つ を 含 む 。 候 補 薬 物 は 、 多 く の 場 合 、
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上 記 の 官 能 基 の 一 つ ま た は 複 数 で 置 換 さ れ た 、 環 状 炭 素 も し く は 複 素 環 構 造 お よ び ／ ま た
は 芳 香 族 も し く は ポ リ 芳 香 族 構 造 を 含 む 。 ま た 、 候 補 薬 物 は 、 ペ プ チ ド 、 サ ッ カ ラ イ ド 、
脂 肪 酸 、 ス テ ロ イ ド 、 プ リ ン 、 ピ リ ミ ジ ン 、 誘 導 体 、 構 造 類 似 体 、 ま た は そ の 組 み 合 わ せ
を 含 む 生 体 分 子 の 中 で 見 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
候 補 と な る 生 物 活 性 剤 、 化 合 物 、 薬 物 、 生 体 分 子 な ど は 、 合 成 ま た は 天 然 の 化 合 物 の ラ イ
ブ ラ リ ー を 含 む 多 種 多 様 な 供 与 源 か ら 得 ら れ る 。 た と え ば 、 多 種 多 様 な 有 機 化 合 物 お よ び
生 体 分 子 の ラ ン ダ ム か つ 定 方 向 合 成 の た め に 、 ラ ン ダ ム 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 含
む 多 く の 手 段 を 利 用 で き る 。 ま た は 、 細 菌 の 、 真 菌 の 、 植 物 の 、 お よ び 動 物 の 抽 出 物 の 形
態 の 天 然 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー が 、 利 用 可 能 で あ る 、 ま た は 容 易 に 作 製 さ れ る 。 さ ら に 、
天 然 の ま た は 合 成 的 に 作 製 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー お よ び 化 合 物 は 、 従 来 の 化 学 的 、 物 理 的 、
お よ び 生 化 学 的 手 段 を 介 し て 容 易 に 修 飾 さ れ る 。 既 知 の 薬 理 学 的 薬 物 は 、 ア シ ル 化 、 ア ル
キ ル 化 、 エ ス テ ル 化 、 ア ミ ド 化 (amidification)し て 構 造 類 似 体 を 産 生 す る な ど の 、 定 方
向 の ま た は ラ ン ダ ム な 化 学 的 処 理 を 行 っ て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
様 々 な そ の 他 の 試 薬 を 、 本 発 明 に 従 っ た ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 法 に 含 め て も よ い 。 こ の
よ う な 試 薬 は 、 塩 、 中 性 タ ン パ ク 質 、 た と え ば ア ル ブ ミ ン 、 界 面 活 性 剤 、 そ の 他 を 含 み (
こ れ ら に 限 定 さ れ な い )、 こ れ ら を 最 適 な タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 を 容 易 に す る た め に
、 お よ び ／ ま た は 非 特 異 的 ま た は バ ッ ク グ ラ ン ド の 相 互 作 用 を 減 少 す る た め に 使 用 し て も
よ い 。 さ ら に 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 、 抗 菌 因 子 、 そ の 他 な ど の 別 な 方 法 で ア ッ セ イ 法 の 効
率 を 改 善 す る 試 薬 を 使 用 し て も よ い 。 さ ら に 、 本 方 法 に お け る 成 分 の 混 合 液 は 、 ど の よ う
な 順 序 で 添 加 し て 要 求 さ れ る 結 合 を 提 供 し も よ い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
キ ッ ト は 、 本 発 明 の 一 態 様 と し て 含 ま れ 、 試 験 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 必 要 な
試 薬 を 有 す る 容 器 を 含 む 。 試 験 の デ ザ イ ン お よ び ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 化 合 物 の タ イ プ に
依 存 し て 、 こ の よ う な キ ッ ト は 、 代 謝 前 駆 体 ポ リ ペ プ チ ド も し く は ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体
お よ び ／ ま た は 代 謝 産 物 の 標 識 さ れ ま た は 標 識 さ れ て い な い も の に 対 す る 抗 体 、 お よ び ア
ッ セ イ 法 を 行 う た め の 説 明 書 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ７ 】

以 下 の 実 施 例 は 、 本 発 明 を 例 示 す る 特 定 の 本 発 明 の 態 様 を 記 載 し 、 当 業 者 に 本 方 法 の 記 載
を 提 供 す る 。 本 実 施 例 は 、 本 発 明 お よ び そ の 種 々 の 局 面 の 理 解 お よ び 実 施 に 有 用 な 特 定 の
方 法 論 を 単 に 提 供 す る だ け で あ る の で 、 本 実 施 例 は 、 本 発 明 を 限 定 す る も の と し て 解 釈 さ
れ る べ き で な い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】

細 胞 株 、 cDNA構 築 物 、 お よ び ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 　 Ltk細 胞 (マ ウ ス の 繊 維 芽 細 胞 様 細 胞
株 ； (S. Kitら 、 1967, J. Virol., 1 (1) : 238-240)を 、 10%の ウ シ 胎 児 血 清 (Gemini, Wo
odland, CA)、 2mMの グ ル タ マ ッ ク ス I(glutamaxI)(Gibco/BRL, Gaithersburg, MD)、 お よ
び ペ ニ シ リ ン ／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン (Cellgro)を 含 む よ う に 補 っ た 高 グ ル コ ー ス DMEM(Cell
gro, Herndon, VA)に お い て 、 37℃ お よ び 5%の CO 2 で 維 持 し た 。 ヒ ト APP 6 9 5 を コ ー ド す る cD
NAお よ び ヒ ト rab5を 、 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー pcDNA3(Invitrogen, Carlsbad, CA)に 挿 入 し た
。 リ ポ フ ェ ク チ ン を 使 用 す る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン (製 造 業 者 の プ ロ ト コ ル ； Gibco/BRLL)
に 続 い て 、 APP 6 9 5 を 過 剰 発 現 す る 安 定 L細 胞 株 を 400μ g/mlの G418(Gemini)中 で 選 択 し て 、
発 現 を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 一 過 性 の rab5の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 製 造 者 の プ ロ ト コ
ル に 従 っ て 、 リ ポ フ ェ ク ト ア ミ ン (lipofectAMINE)(Gibco/BRL)ま た は フ ュ ー ジ ー ン (fugen
e)(Boehringer-Mannheim, Indianapolis, IN)を 使 用 し て 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
抗 体 　 表 1は 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に 使 用 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 記 載 す る 。
（ 表 １ ） 　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
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【 ０ ０ ７ ０ 】
表 1は 、 免 疫 化 に 使 用 し た 免 疫 原 ペ プ チ ド に 基 づ く モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び 既 知 の エ ピ
ト ー プ の 特 異 性 、 並 び に さ ら な る 合 成 ペ プ チ ド に 対 す る ELISAに よ る 抗 体 の 結 合 を 示 す 。
さ ら に 、 種 々 の APPタ ン パ ク 質 分 解 種 に 対 す る こ れ ら の 抗 体 の 結 合 を 、 本 明 細 書 に 記 載 し
て あ る 。 Aβ に 対 す る JRF/AN/25お よ び JRF/Aβ tot/17の 特 異 性 お よ び Aβ サ ン ド イ ッ チ ELIS
Aに お け る こ れ ら の 2つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用 は 、 (C. Janusら 、 2000, Nature, 408
 (6815): 979-982; S. D. Schmidtら 、 2001, Society for Neuroscience, annual meetin
g 2001)に 記 載 さ れ た と お り で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
C1/6.1抗 体 は 、 APP(APP 6 9 5 の 残 基 676～ 695)(配 列 番 号 ： 2)の 保 存 さ れ た カ ル ボ キ シ 末 端 の
20残 基 に 対 し て 生 じ さ せ 、 免 疫 ラ ベ リ ン グ 、 免 疫 沈 降 、 お よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に
有 用 で あ る (C. Janusら 、 2000, Nature, 408 (6815): 979-982も 参 照 さ れ た い )。 C2/7.1
抗 体 は 、 APP 6 9 5 の 残 基 644～ 676(配 列 番 号 ： 3)に 対 し て 生 じ さ せ 、 ま た 、 免 疫 ラ ベ リ ン グ
、 免 疫 沈 降 、 お よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に 有 用 で あ る 。 JRF/AN/25は 、 ヒ ト Aβ の 1～ 7
残 基 を 包 含 す る 合 成 ペ プ チ ド に 対 し て 生 じ さ せ た 。 JRF/AN/25は 、 Aβ の 残 基 1に お け る β -
切 断 を 必 要 と す る と い う 多 彩 な 証 拠 を 本 明 細 書 に 示 し て あ る 。 そ の 他 の 抗 体 、 こ れ ら の 特
異 性 、 お よ び サ ン ド イ ッ チ ELISAに お け る こ れ ら の 使 用 は 、 (C. Janusら 、 Id.)に 記 載 さ れ
た と お り で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
サ ン ド イ ッ チ ENLISA　 表 1に 示 し た 抗 体 を 使 用 す る サ ン ド イ ッ チ ELISAは 、 細 胞 に 結 合 し た
APP代 謝 産 物 を 検 出 す る た め に 修 飾 し 、 本 質 的 に 報 告 さ れ た と お り に 行 っ た (C. Janus et 
al. Id. ; R. Rozmahelら 、 Neurobiology of Aging, 23: 187-194； お よ び P. M. Mathews
ら 、 2002, J. Biol. Chem., 277: 5299-5307)。 ヌ ン ク -イ ム ノ プ レ ー ト の (Nunc A/S, Ros
kilde, Denmark)の ウ ェ ル を 20μ g/mlの C1/6.1を 使 用 し て 4℃ で 一 晩 被 覆 し 、 お よ び 残 り の
タ ン パ ク 質 結 合 部 位 を 、 1%の ブ ロ ッ ク エ ー ス (Block Ace)(Yukijirushi Milk, Sapporo Ja
pan)の PBS溶 液 (200μ l/ウ ェ ル )で 4時 間 に お い て 室 温 で イ ン キ ュ ー ベ ー ト す る こ と に よ っ
て ブ ロ ッ ク し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
CTF ELISAの た め に 、 JRF/AN/25の エ ピ ト ー プ (配 列 番 号 ： 4)お よ び C1/6.1の エ ピ ト ー プ (配
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列 番 号 ： 2)の 両 方 を 含 む 合 成 ペ プ チ ド 、 す な わ ち
　
　
を 調 製 し た (表 1を 参 照 さ れ た い )。 APP/全 CTF ELISAの た め に 、 ヒ ト APPの C末 端 の 99残 基 を
含 む グ ル タ チ オ ン Sト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 融 合 タ ン パ ク 質 (GST-PP672～ 770； (K. Islam and 
E. Levy, 1997, Am. J. Pathol. 151 (1) : 265-71)を 調 製 し た 。 こ の 融 合 タ ン パ ク 質 は
、 C1/6.1お よ び C2/7.1エ ピ ト ー プ の 両 方 を 含 む 。 原 液 と し て 調 製 し た こ れ ら の 標 準 は 、 DM
SOに 溶 解 し て -70℃ 貯 蔵 し 、 使 用 直 前 に 20mMの リ ン 酸 Na、 2mMの EDTA、 400mMの NaCl、 0.2%
の BSA、 0.05%の CHAPS、 0.4%の ブ ロ ッ ク エ ー ス 、 お よ び 0.05%の NaN 3 を 含 む 緩 衝 液 pH7.0に
さ ら に 希 釈 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
ELISAプ レ ー ト を 、 試 料 お よ び 標 準 と 共 に 4℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ー ベ ー ト し た 。 試 料 は 、 本 明
細 書 に 記 載 し た と お り 、 1%の ト リ ト ン X-100(登 録 商 標 )、 140mMの NaCl、 25mMの ト リ ス (pH7
.4)、 0.5mMの EDTA、 お よ び プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 中 に 調 製 さ れ た 細 胞 溶 解 物 で あ っ た 。 溶 解
液 を 簡 潔 に ボ ル ッ テ ッ ク ス に か け て 、 氷 上 に 30分 間 お い て エ ッ ペ ン ド ル フ 遠 心 機 に お い て
6,000rpmで 遠 心 し た 。 上 澄 を ELISAの た め に 使 用 し た 。 APPお よ び APP代 謝 産 物 を 捕 獲 抗 体 (
C1/6.1)に 対 し て 一 晩 結 合 さ せ た 後 、 ウ ェ ル を 0.5%の ト リ ト ン X-100(登 録 商 標 )/0.05%の Tw
een-20を 含 む リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 (PBS)で 2回 洗 浄 し 、 続 い て PBSで 2回 洗 浄 し た 。 次 い で
、 20mMの リ ン 酸 Na、 2mMの EDTA、 400mMの NaClお よ び 1%の BSA、 pH7.0を 含 む 溶 液 を 、 室 温 で
1時 間 ウ ェ ル に 添 加 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
APPお よ び 細 胞 に 結 合 し た APP代 謝 産 物 は 、 20mMの リ ン 酸 Na、 2mMの EDTA、 400mMの NaCl、 1%
の BSA、 pH7.0に 希 釈 し た 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (HRP)結 合 C2/7.1ま た は JRF/A N/25
と 共 に 室 温 で 4時 間 イ ン キ ュ ー ベ ー ト す る こ と に よ っ て 検 出 し た 。 そ の 後 、 ウ ェ ル を 再 び 0
.5%の ト リ ト ン X-100(登 録 商 標 )/0.05%の Tween-20を 含 む リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 (PBS)で 2回
洗 浄 し 、 続 い て PBSで 2回 洗 浄 し た 。 ELISAプ レ ー ト を 呈 色 反 応 を 使 用 し て 発 色 さ せ (TMB Mi
crowell Peroxidase Substrate System, Kirkegaard & Perry, Gaithersburg, MD)、 OD 4 5
0 を 読 ん だ 。 ELISAシ グ ナ ル は 、 標 準 と 比 較 し て 、 mlに つ き フ ェ ム ト モ ル の 2つ 以 上 の ウ ェ
ル の 平 均 +SEと し て 記 録 し た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
代 謝 性 標 識 、 免 疫 沈 降 、 お よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 　 APPお よ び CTF類 を 検 出 す る た め
に 、 5× 10 5 の 細 胞 を 35mmの 直 径 の 組 織 培 養 皿 に ま き 、 続 い て 20mMの 酪 酸 塩 で 24時 間 、 ヒ ト
APP695発 現 を 誘 導 し た (P. M. Mathewsら 、 1992, J. Ce//. Biol., 118 (5): 1027-1040; 
P. M. Mathewsら 、 2000, Mol. Med., 6 (10): 878-891)。 培 養 液 は 、 メ チ オ ニ ン ／ シ ス テ
イ ン を 20分 間 枯 渇 さ せ 、 100μ Ci/mlの TRANS35S-LABEL(Dupont-NEN)で 15分 間 パ ル ス 標 識 し
て 洗 浄 し 、 2mMの 標 識 さ れ て い な い メ チ オ ニ ン を 含 む 完 全 培 地 中 で 追 跡 し た (P. M. Mathew
sら 、 1992, J. Cell. Biol., 118 (5): 1027-10400)。 本 明 細 書 に 記 載 し た と お り 、 メ チ
オ ニ ン ／ シ ス テ イ ン 枯 渇 の 前 に 3時 間 、 カ ル パ イ ン 阻 害 剤 を 細 胞 増 殖 培 地 に 添 加 し 、 次 い
で パ ル ス ラ ベ リ ン グ を 介 し て 追 跡 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
細 胞 溶 解 物 (1%の ト リ ト ン X-100、 140mMの NaCl、 25mMの ト リ ス 、 pH7.4、 0.5mMの EDTA、 10m
Mの メ チ オ ニ ン お よ び プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 中 に 調 製 ； (P. M. Mathewsら 、 1992, J. Cell. 
Biol., 118 (5): 1027-1040; A. Beggahら 、 1996, J. Biol. Chem., 271 (34): 20895-20
9022)を 、 実 施 例 2に 記 載 し た と お り 、 種 々 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 に よ る 免 疫 沈 降 に 供 し た
。 免 疫 沈 降 さ れ た タ ン パ ク 質 を SDS-PAGEに よ っ て 大 き さ で 分 け 、 標 識 さ れ た タ ン パ ク 質 を
X線 膜 に 暴 露 す る こ と に よ っ て 視 覚 化 し 、 ス ト ー ム 840ホ ス ホ イ メ ー ジ ャ ー (Storm 840 @jp
s@jpo,ager)(Molecular Dynamics/Amersham Biosciences, Sunnyvale, CA)を 使 用 し 、 お
よ び ／ ま た は ス キ ャ ン 解 析 (NIHImage)に よ っ て 定 量 的 に 解 析 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 の た め に は 、 細 胞 溶 解 物 中 の タ ン パ ク 質 濃 度 を 決 定 し (BioRad DC
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 Protein Assay, BioRad, Rockville Center, NY)、 同 量 の タ ン パ ク 質 を SDS-PAGEに よ っ
て 分 離 し て PVDF膜 へ 転 写 し た 。 膜 を C1/6.1(2μ g/ml)中 で 一 晩 イ ン キ ュ ー ベ ー ト し 、 洗 浄
し 、 HRP結 合 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgGと 共 に 1.5時 間 イ ン キ ュ ー ベ ー ト し た 。 膜 を ECL基 質 (Amersha
m, Arlington Heights, IL)中 で イ ン キ ュ ー ベ ー ト し て X線 膜 に 暴 露 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
ELISAの た め の 細 胞 溶 解 物 の 調 製 　 細 胞 を 6ウ ェ ル の デ ィ ッ シ ュ に ま い て 一 晩 お い た 。 L細
胞 に お け る ヒ ト APP 6 9 5 の 発 現 を 20mMの 酪 酸 塩 で 約 40時 間 誘 導 し (P. M. Mathewsら 、 1992, 
J. Cell. Biol., 118 (5): 1027-1040)、 細 胞 を 0.5mlの 細 胞 溶 解 緩 衝 液 (1%の ト リ ト ン X10
0、 140mMの NaCl、 25mMの ト リ ス 、 pH7.4、 0.5mMの EDTA、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 )に 抽 出 す る
前 に 、 ハ ン ク の BSSで 2回 洗 浄 し た 。 細 胞 溶 解 物 を 簡 潔 に ボ ル ッ テ ッ ク ス に か け て 、 氷 上 に
約 15分 間 お き 、 エ ッ ペ ン ド ル フ 遠 心 機 で 6,000rpmで 穏 や か に 回 転 し た 。 上 澄 を 回 収 し て 、
ELISAの た め に 手 際 よ く ロ ー ド し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】

モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の 特 異 性 　 実 施 例 1の 表 Iは 、 本 発 明 に 従 っ た 方 法 に 使 用 し た モ ノ ク ロ
ナ ー ル 抗 体 、 並 び に そ れ ぞ れ の 抗 体 を 生 成 す る た め に 使 用 し た 合 成 ペ プ チ ド の 配 列 を 示 す
。 APPホ ロ タ ン パ ク 質 お よ び CTF類 を 、 APPの カ ル ボ キ シ 末 端 の 99残 基 内 で 異 な っ た エ ピ ト
ー プ を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ： C1/6.1、 JRF/AN/25お よ び JRF/Aβ tot/17を 使 用 し て
免 疫 沈 降 し た (表 Iお よ び 図 1を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ８ １ 】
特 定 の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 が APPホ ロ タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は α CTFお よ び ／ ま た は β CT
Fま た は 両 方 と も を 検 出 し た か ど う か を 決 定 す る た め に 、 ヒ ト APP 6 9 5 (L/APP細 胞 )を 過 剰 発
現 す る L細 胞 を 15分 間 代 謝 的 に 標 識 し 、 次 い で 1時 間 追 跡 し た (図 1、 レ ー ン 1～ 6)。
【 ０ ０ ８ ２ 】
カ ル パ イ ン 阻 害 剤 は 、 APP CTF類 の レ ベ ル を 細 胞 内 で 増 大 さ せ る こ と が 知 ら れ て い る (H. K
lafkiら 、 1996, J. Biol. Chem. , 271 (45): 28655- 28659; L. Zhangら 、 1999, J. Bio
l. Chem., 274 (13): 8966-9872 ; G. Verdileら 、 2000, J. Biol. Chem., 275 (27): 20
794-20798)。 以 前 の 報 告 と は 逆 に 、 カ ル パ イ ン を 阻 害 す る こ と に よ り 、 α -お よ び β -切 断
さ れ た CTF類 の 両 方 の 生 合 成 を 増 大 す る こ と に よ っ て 、 CTF類 の レ ベ ル を 増 大 さ せ る こ と が
報 告 さ れ た (P. M. Mathewsら 、 2001, Society for Neuroscience, annual meeting 2001)
。
【 ０ ０ ８ ３ 】
し た が っ て 、 対 照 条 件 に 加 え て 、 パ ル ス お よ び 追 跡 の 期 間 の 前 に 、 並 び に そ の 際 に 、 示 し
た カ ル パ イ ン 阻 害 剤 (図 1、 レ ー ン 7～ 18)で 細 胞 を 3時 間 処 理 し て 、 免 疫 沈 降 の 前 に 代 謝 的
に 標 識 さ れ る CTF類 の レ ベ ル を 増 大 さ せ る 。 パ ル ス お よ び 追 跡 の 期 間 か ら 調 製 し た 界 面 活
性 剤 可 溶 化 液 の 同 体 積 を 、 そ れ ぞ れ の モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 に よ る 免 疫 沈 降 に 供 し 、 標 識 さ
れ た APP種 を 4～ 20%勾 配 の SDS-PAGEに お い て 解 析 し た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
非 処 理 の L/APP細 胞 (図 1、 レ ー ン 1～ 6)に お い て 、 C1/6.1は 、 パ ル ス 期 間 に 由 来 す る 標 識 さ
れ た ホ ロ タ ン パ ク 質 を 免 疫 沈 降 し た (図 1、 レ ー ン 1)。 1時 間 の 追 跡 に 続 き 、 C1/6.1の 免 疫
沈 降 で は 、 2つ の 迅 速 に 移 動 す る APP断 片 も 示 し た (図 1レ ー ン 4； 矢 印 は 、 α CTFお よ び β CT
Fを 示 し て い る )。 JRF/Aβ N/25の 免 疫 沈 降 で は 、 APPホ ロ タ ン パ ク 質 (図 1、 レ ー ン 2お よ び 5
)を 沈 降 す る こ と が で き ず 、 し た が っ て 、 JRF/Aβ N/25の た め の エ ピ ト ー プ は 、 APの 残 基 1
で 切 断 さ れ た ア ミ ノ 末 端 を 必 要 と す る こ と が 確 認 さ れ た 。 1時 間 の 追 跡 後 、 こ の JRF/Aβ N/
25を 免 疫 沈 降 し て 、 C1/6.1免 疫 沈 降 に よ っ て CTF類 の う ち の 1つ と 共 に 移 動 し た こ と が 示 さ
れ た タ ン パ ク 質 を (図 1、 レ ー ン 4お よ び 5を 比 較 す る )、 結 論 的 に APPの β -切 断 さ れ た CTFと
し て こ れ を 同 定 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
Aβ の 残 基 1～ 16内 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る JRF/Aβ tot/17に よ り 、 パ ル ス お よ び 追 跡 の 期
間 に お け る APPホ ロ タ ン パ ク 質 、 並 び に 追 跡 後 の β CTFを 免 疫 沈 降 し た (図 1、 レ ー ン 3お よ
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び 6)。 こ れ ら の 3つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 特 異 性 お よ び こ れ ら が 免 疫 沈 降 し た CTF類 の SD
S-PAGEに お け る 移 動 度 を 考 え る と 、 C1/6.1に よ っ て 同 定 さ れ る 最 も 迅 速 に 移 動 す る 種 が 、
α -切 断 CTFで あ っ た と 結 論 付 け ら れ た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
10μ Mの カ ル ペ プ チ ン ま た は 10μ Mの カ ル パ イ ン 阻 害 剤 IIIの い ず れ か で 処 理 し た 細 胞 で は
、 パ ル ス 標 識 し た 可 溶 化 液 か ら の 免 疫 沈 降 パ タ ー ン が 、 非 処 理 の 細 胞 に お い て 見 ら れ る も
の と 同 じ で あ っ た (図 1、 レ ー ン 7～ 9お よ び レ ー ン 13～ 15と レ ー ン 1～ 3を 比 較 )。 し か し 、
カ ル パ イ ン の 阻 害 で は 、 CTF類 の 存 在 量 に お け る 著 し い 相 違 が 、 1時 間 の 追 跡 後 に 見 ら れ た
。 C1/6.1の 免 疫 沈 降 で は 、 い ず れ の カ ル パ イ ン 阻 害 剤 に よ っ て も 、 α CTF類 お よ び β CTF類
の 両 方 の レ ベ ル に 実 質 的 に か つ 明 ら か に 比 例 し て 増 加 す る こ と を 示 し た (図 1、 レ ー ン 10お
よ び 16と レ ー ン 4を 比 較 )。 α CTFに お け る こ の 増 加 は 、 JRF/Aβ N/25お よ び JRF/Aβ tot/17
に よ る 免 疫 沈 降 に よ っ て 確 か め ら れ た (図 1、 レ ー ン 11、 12、 17、 お よ び 18)。
【 ０ ０ ８ ７ 】
C1/6.1の 免 疫 沈 降 に 由 来 す る こ れ ら の バ ン ド の 濃 度 測 定 の 数 量 化 に よ り 、 β CTFに 対 す る
α CTFの 比 (約 2： 1の ま ま )は 、 両 CTF類 の 生 合 成 が 約 4倍 増 加 す る に も か か わ ら ず カ ル パ イ
ン 阻 害 に よ る 影 響 を 受 け な い と 思 わ れ る と い う 本 明 細 書 に 記 載 し た 観 測 を 確 証 さ せ た 。 最
後 に 、 APPホ ロ タ ン パ ク 質 が 、 CTF類 が 含 む よ り も 5倍 以 上 多 く の メ チ オ ニ ン を 含 み 、 し た
が っ て 、 代 謝 ラ ベ リ ン グ で は 、 実 質 的 に CTF類 の 相 対 的 な 存 在 量 が 過 小 評 価 さ れ る こ と は
重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
図 2Aお よ び 2Bに 示 し た パ ル ス チ ェ イ ス 実 験 は 、 C1/6.1が そ の 他 の CTF類 種 (た と え ば γ CTF)
を 検 出 す る こ と が で き る か ど う か を 決 定 す る た め に デ ザ イ ン し た 。 し た が っ て 、 C1/6.1で
可 溶 化 液 を 免 疫 沈 降 す る 前 に 、 L/APP細 胞 を 15分 間 パ ル ス 標 識 し て 6時 間 ま で の 示 さ れ た 時
間 追 跡 し た 。 図 2Aは 、 対 照 (レ ー ン 1～ 6)に お け る APPホ ロ タ ン パ ク 質 の 代 謝 回 転 を 示 し 、 1
0μ Mの カ ル ペ プ チ ン を 処 理 し た 細 胞 (レ ー ン 7～ 12)に お い て も 同 様 で あ る こ と を 示 す 。 こ
れ ら の デ ー タ の 数 量 化 に よ り 、 APPホ ロ タ ン パ ク 質 の 代 謝 回 転 が カ ル ペ プ チ ン 処 理 に よ っ
て 変 化 し な い こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
図 2Bは 、 同 じ 免 疫 沈 降 に お い て よ り 長 時 間 暴 露 し た も の で は 、 CTF類 の 生 成 お よ び 代 謝 回
転 を 示 す こ と を 示 し て い る 。 図 1に お け る デ ー タ と 一 致 し て 、 10μ Mの カ ル ペ プ チ ン 処 理 で
は 、 追 跡 の 最 初 の １ 時 間 の 間 に α お よ び β CTF類 の 両 方 の 生 成 を 実 質 的 に 増 大 し た (図 2B、
レ ー ン 7か ら 9と レ ー ン 1～ 3を 比 較 )。 以 前 の 解 釈 と は 対 照 的 に (L. Zhangら 、 ｌ 1999, J. B
iol. Chem., 274 (13): 8966-8972)、 こ の カ ル ペ プ チ ン 濃 度 は 、 CTF類 の 代 謝 回 転 を 減 少
し な い よ う に 思 わ れ た 。 CTF類 の 生 成 は 、 実 質 的 に 増 加 す る が 、 そ れ ら の 分 解 速 度 は 、 APP
の 代 謝 回 転 と 同 様 に 、 カ ル ペ プ チ ン 処 理 に よ る 影 響 を 受 け な い よ う に 思 わ れ た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
さ ら に 、 図 2Bに 示 し た 長 時 間 の 曝 露 で は 、 絶 え ず 検 出 さ れ る そ の 他 の CTF類 が め だ っ た 。
こ れ に は 、 β CTFよ り 上 に 移 動 す る C1/6.1に よ っ て 認 識 さ れ る 断 片 (図 2B、 レ ー ン 9)、 並 び
に α CTFよ り 迅 速 に 移 動 し 、 か つ 長 期 間 の 追 跡 後 (＞ 2時 間 )に 現 れ る 断 片 を 含 む (図 2B、 レ
ー ン 10～ 12、 標 識 さ れ た γ CTF)。 よ り 大 き な 断 片 は 、 β 切 断 部 位 に 対 す る 不 均 一 な ア ミ ノ
末 端 の 切 断 を 示 唆 す る 。 α CTFよ り 小 さ い 断 片 は 、 外 観 の 大 き さ お よ び 時 間 経 過 に お い て
、 APPの γ CTFと 一 致 し て い る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
し た が っ て 、 実 施 例 2の 結 果 か ら 、 C1/6.1抗 体 が APP(APPホ ロ タ ン パ ク 質 お よ び CTF類 )の 全
て の 既 知 の 細 胞 に 結 合 し た 代 謝 産 物 を 検 出 し 、 JRF/Aβ N/25抗 体 が β -切 断 さ れ た CTFを 特
異 的 に 検 出 し た と 結 論 づ け ら れ る 。 ま た 、 C2/7.1抗 体 は 、 APPの カ ル ボ キ シ 末 端 に 対 し て
生 じ 、 C1/6と 同 じ で あ る の で 、 C2/7.1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 し た 結 果 は 、 C1/6.1を 使
用 し て 得 ら れ た も の と 同 様 で あ り 、 C2/7.1も 、 APPホ ロ タ ン パ ク 質 お よ び 全 て の CTF類 を 検
出 す る と 結 論 づ け ら れ た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】

10

20

30

40

50

(23) JP 2004-536600 A 2004.12.9



β CTF特 異 的 な ELISA　 捕 獲 抗 体 と し て C1/6を 、 お よ び 検 出 抗 体 と し て JRF/Aβ N/25を 使 用
し て 、 細 胞 に 結 合 し た β CTF類 を 特 異 的 に 認 識 す る ELISAを 開 発 し た 。 図 3は 、 そ の ア ミ ノ
末 端 (太 字 の も の )に JRF/Aβ N/25の エ ピ ト ー プ (配 列 番 号 ： 4)お よ び そ の カ ル ボ キ シ 末 端 (
イ タ リ ッ ク の も の )に C1/6.1の エ ピ ト ー プ (配 列 番 号 ： 2)を 含 む 合 成 ペ プ チ ド
　
　
に 対 す る こ の ELISAの 感 受 性 お よ び 直 線 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
こ の 図 3の ELISAは 、 Aβ サ ン ド イ ッ チ ELISAで 得 ら れ た 範 囲 と 同 様 の 、 低 い fmole/ml範 囲 (
示 し た 範 囲 は 、 3～ 100fmole/mlで あ る )に お い て 、 か つ イ ン ビ ボ で 細 胞 に よ っ て 生 成 さ れ
る β CTF類 を 検 出 す る た め に 十 分 に 必 要 な 範 囲 内 で 直 線 状 の 検 出 を 示 す (C. Janusら 、 2000
, Nature, 408 (6815): 979-982; S. D. Schmidtら 、 2001, Society for Neuroscience. 
annual meeting 2001)。
【 ０ ０ ９ ４ 】
こ の よ う な ELISAプ ロ ト コ ル を 、 細 胞 か ら 単 離 し た β CTF類 を 検 出 す る た め に 使 用 す る こ と
が で き る か ど う か を 決 定 す る た め に 、 同 密 度 の L/APP細 胞 お よ び 10μ Mカ ル ペ プ チ ン で 6時
間 処 理 し た L/APP細 胞 か ら 調 製 し た 界 面 活 性 剤 可 溶 化 液 を 検 査 し た 。 非 処 理 の L/APP細 胞 で
は 、 5.8± 0.3fmole/mlの β CTF類 が 検 出 さ れ た (図 4)。 10μ Mの カ ル ペ プ チ ン の 6時 間 の 添 加
で は 、 カ ル ペ プ チ ン 処 理 後 の β CTF類 の 増 大 を 示 す パ ル ス 標 識 法 の デ ー タ と 一 致 し て 、 ELI
SAに よ っ て 検 出 さ れ る β CTF類 の レ ベ ル を ほ ぼ 2倍 に し た (10.0± 0.6fmole/ml)。 こ の 結 果
は 、 β CTF ELISAが 細 胞 内 で 生 成 さ れ る β CTF類 の レ ベ ル の 変 化 を 定 量 的 に 検 出 す る こ と が
で き る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
図 5Aお よ び 5Bに 示 し た さ ら な る 結 果 は 、 細 胞 に よ っ て 生 成 さ れ る β CTF類 の 量 の 変 化 を 検
出 す る た め に 、 こ の β CTF ELISAを 使 用 す る こ と が で き る こ と を 確 信 さ せ る 。 初 期 の 段 階
の 散 発 性 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に お い て 見 ら れ る 、 ニ ュ ー ロ ン の エ ン ド ソ ー ム 系 の 異 常 (た と
え ば 、 A. M. Cataldoら 、 1997, J. Neurosci., 17 (16): 6142-6151. (1998); A. M. Cat
aldoら 、 2000, Am. J. Pathol., 157 (1) : 277-286; R. A. Nixonら 、 2000, Neurochem.
 Res. , 25 (9-10): 1161-1172を 参 照 さ れ た い )は 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス の 重 要 な 調 節 タ
ン パ ク の rab5を 過 剰 発 現 す る こ と に よ っ て モ デ ル さ れ た (P. Chavrierら 、 1990, Cell, 62
 (2): 317329.; J. P. Gorvelら 、 1991, Cell, 64 (5): 915-925; C. Bucciら 、 1992, Ce
ll, 70 (5): 715-728; M. A. Barbieriら 、 1996, Biocell, 20 (3): 331-338； お よ び G. 
Li, 1996, Biocell, 20 (3): 325-330； お よ び 特 許 出 願 で は 、 2000年 ４ 月 28日 に R. A Nix
onら に よ っ て 出 願 さ れ た 、 米 国 特 許 出 願 第 09/560,124号 、 表 題 「 Methods for the identi
fication of compounds for the treatment of Alzheimer's disease」 )。
【 ０ ０ ９ ６ 】
こ の rab5の 過 剰 発 現 実 験 に お い て 、 L/APP細 胞 に は 、 DNAな し で (図 5A、 レ ー ン 1お よ び 2)ま
た は rab5 cDNA(図 5A、 レ ー ン 3～ 5)を 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ せ 、 APPホ ロ タ ン パ
ク 質 お よ び CTF類 の レ ベ ル を C1/6.1を 使 用 す る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ っ て 決 定 し た
。 (図 5A)。 予 想 さ れ る と お り 、 10μ ｍ の カ ル ペ プ チ ン で の 処 理 で は 、 検 出 さ れ る CTF類 レ
ベ ル が 非 常 に 増 大 さ れ (図 5A、 レ ー ン 1お よ び 2を 比 較 す る )、 パ ル ス チ ェ イ ス の デ ー タ で は
、 主 に α CTF類 を 、 お よ び よ り 小 量 の β CTF類 お よ び γ CTF類 を 含 む こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
rab5過 剰 発 現 に よ る エ ン ド サ イ ト ー シ ス 刺 激 で は 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ っ て 検 出
さ れ る CTF類 の レ ベ ル が 増 大 し た が (レ ー ン 5に お い て 最 も 明 ら か で あ る 、 図 5A)、 カ ル ペ プ
チ ン 処 理 の も の と は 同 程 度 で は な か っ た 。 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に 加 え て 、 そ れ ぞ れ の
可 溶 化 液 の 一 定 分 量 を 、 ELISAに よ っ て 検 査 し て 、 細 胞 に お け る β CTF類 の レ ベ ル を 決 定 し
た (図 5B)。 図 4に 見 ら れ る よ う に 、 カ ル ペ プ チ ン 処 理 で は 、 ELISAに よ っ て 検 出 さ れ る β CT
F類 の 量 を 実 質 的 に 増 大 さ せ た (す な わ ち 、 16.1か ら 26.0fmole/mlに )。 さ ら に 、 rab5の 過

10

20

30

40

50

(24) JP 2004-536600 A 2004.12.9

実 施 例 3



剰 発 現 で も 、 ELISAに よ っ て 検 出 さ れ る β CTF類 の 量 を 、 カ ル ペ プ チ ン 処 理 し た も の と ほ と
ん ど 同 程 度 に 増 大 し た こ と か ら 、 rab5過 剰 発 現 に 続 く C1/6.1ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ
っ て 検 出 さ れ る CTF類 は 、 主 に β CTF類 で あ り 、 さ ら に こ の ELISAの β CTFに 対 す る 特 異 性 を
支 持 す る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
こ れ ら の 結 果 は 、 β CTF ELISAが 感 受 性 が あ り 、 特 異 的 で あ り 、 生 細 胞 に よ っ て 生 成 さ れ
る β CTF類 を 検 出 す る こ と が で き 、 薬 理 学 的 並 び に 遺 伝 的 操 作 か ら 生 じ る β CTF類 レ ベ ル の
変 化 を 検 出 す る こ と が で き る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ９ 】

APP／ 全 CTF ELISA　 β CTF ELISAに 加 え て 、 APPホ ロ タ ン パ ク 質 、 並 び に (APP／ 全 CTF ELIS
A)か ら の 全 て の 細 胞 に 結 合 し た CTF類 を 検 出 す る 新 規 の ELISAを 開 発 し た 。 こ の ELISAは 、
β CTF ELISAと 同 様 に 、 捕 獲 抗 体 と し て C1/6.1を 使 用 す る が 、 検 出 抗 体 と し て JRF/Aβ N/25
抗 体 よ り む し ろ C2/7.1抗 体 を 使 用 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
図 6は 、 細 菌 の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ れ た APPの カ ル ボ キ シ 末 端 の 99ア ミ ノ 酸 か ら な
る 標 準 を 検 出 す る た め に こ の ELISAを 使 用 す る 例 を 示 す (GST-β PP672～ 770(K. Islam and 
E. Levy, 1997, Am. J. Pathol., 151 (1) : 265-271)。 こ の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 C1/6.1
お よ び C2/7.1エ ピ ト ー プ の 両 方 を 含 む 。 β CTF ELISAと 同 様 に 、 APP/全 CTF ELISAは 、 (図 6
に 示 し た と お り 、 100～ 800fmole/ml)標 準 の 低 い fmole/ml下 ま で の 幅 広 い 直 線 的 範 囲 を 示
し た 。
【 ０ １ ０ １ 】
APPお よ び 全 CTF類 の レ ベ ル を 、 こ の ELISAを 使 用 し て 細 胞 か ら 調 製 し た 可 溶 化 液 に お い て
検 討 し た 。 図 7Aは 、 C1/6.1ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ る 、 ヒ ト APP 6 9 5 を 過 剰 発 現 す る L
細 胞 株 (L/APP)に 対 す る L細 胞 に お け る APPホ ロ タ ン パ ク 質 発 現 の 相 対 的 レ ベ ル を 示 す 。 図 7
Bで は 、 対 照 条 件 下 で 培 養 さ れ た か 、 ま た は カ ル ペ プ チ ン 処 理 に 供 さ れ た こ れ ら の い ず れ
か の 細 胞 か ら 調 製 し た 可 溶 化 液 を 、 C1/6.1-C2/7.1の サ ン ド イ ッ チ ELISAを 使 用 し て 検 討 し
た 。 予 想 さ れ る と お り 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ っ て 検 出 さ れ る APPの レ ベ ル を 考 え
る と 、 L/APP細 胞 は 、 親 L細 胞 よ り も 有 意 に 高 い ELISAシ グ ナ ル を 示 し た 。 カ ル ペ プ チ ン の
添 加 に よ り 、 L細 胞 に お け る シ グ ナ ル が 増 大 し た が 、 統 計 学 的 に 有 意 な 程 度 で は な か っ た
。 し か し 、 L/APP細 胞 で は 、 カ ル ペ プ チ ン の 添 加 に よ り 、 有 意 に ELISAシ グ ナ ル を 増 大 し 、
こ れ は 、 こ の 系 に お け る CTF類 の 生 成 の た め で あ る こ と が 予 想 さ れ る 。 こ の 結 果 は 、 APP/
全 CTF ELISAを 、 細 胞 に よ っ て 生 成 さ れ る 細 胞 に 結 合 し た APP代 謝 産 物 の レ ベ ル の 飛 跡 変 化
に つ い て 使 用 す る こ と が で き る こ と を 確 信 さ せ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】

毒 性 と β CTFレ ベ ル に 対 す る 特 異 的 な 効 果 と の 識 別 　 β CTF ELISAお よ び APP/全 CTF ELISA
の 組 み 合 わ せ に よ り 、 毒 性 効 果 と β CTFレ ベ ル に 対 す る 特 異 的 な 効 果 の 間 の 区 別 が で き る
か ど う か を 決 定 す る た め に 、 タ ン パ ク 合 成 阻 害 剤 シ ク ロ ヘ キ サ ミ ド を 、 毒 性 化 合 物 を モ デ
ル す る た め に 使 用 し た 。 シ ク ロ ヘ キ サ ミ ド は 、 多 く の 化 合 物 の 特 徴 を 有 し 、 こ れ が 、 細 胞
生 存 率 を 減 少 し 、 し た が っ て 劇 的 に Aβ 生 成 を 減 少 す る こ と に よ り 、 標 準 的 な ス ク リ ー ン
に お い て 偽 陽 性 を 与 え る で あ ろ う 。
【 ０ １ ０ ３ 】
ス ク リ ー ニ ン グ プ ロ ト コ ル は 、 唯 一 の 結 果 測 定 と し て の Aβ の 減 少 に 依 存 す る が 、 シ ク ロ
ヘ キ サ ミ ド 処 理 で は 、 Aβ 産 生 を 減 少 し て 潜 在 的 に 治 療 的 で あ る と み な さ れ る ； し か し 、
シ ク ロ ヘ キ サ ミ ド は 非 常 に 有 毒 で あ る 。 図 8Aお よ び 8Bは 、 対 照 L/APP細 胞 を 、 10μ Mの カ ル
ペ プ チ ン ま た は 75μ g/mlの シ ク ロ ヘ キ サ ミ ド で 6時 間 処 理 し た 同 密 度 の L/APP細 胞 と 比 較 し
た 実 験 の 結 果 を 示 す 。 図 8Aは 、 β CTFレ ベ ル を 示 し 、 図 8Bは 、 ELISAに よ っ て 決 定 し た APP
ホ ロ タ ン パ ク 質 ／ CTFの レ ベ ル を 示 す 。 カ ル ペ プ チ ン 処 理 で は 、 β CTFレ ベ ル の 有 意 な 増 大
が 見 ら れ た が (約 2.7か ら 5.4fmole/ml細 胞 溶 解 物 へ 2倍 に な る )、 APP／ 全 CTF ELISAを 使 用
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し て 、 APP／ 全 CTFレ ベ ル の よ り 少 な い 相 対 的 増 大 を 示 し た 。 シ ク ロ ヘ キ サ ミ ド 処 理 で は 、
β CTFレ ベ ル が 減 少 し た が (78%間 で 、 2.7fmole/mlか ら 0.6fmole/mlま で )、 同 時 に 、 劇 的 に
APP／ 全 CTFレ ベ ル も 減 少 し た (88%ま で 、 対 照 に お け る 608fmole/mlか ら シ ク ロ ヘ キ サ ミ ド
処 理 し た L/APP細 胞 に お け る 74fmole/mlま で )。
【 ０ １ ０ ４ 】
こ れ ら の 結 果 は 、 組 み 合 わ せ る と 、 こ れ ら の 2つ の ELISAが 、 有 利 に は β CTFレ ベ ル の 減 少
を 検 出 す る た め に 使 用 す る こ と が で き 、 一 方 で 、 β -切 断 (望 ま し い 結 果 )を 特 異 的 に 減 少
す る 化 合 物 と 一 般 的 な 細 胞 毒 性 を 経 て β CTFレ ベ ル を 減 少 す る 化 合 物 を 区 別 す る た め に 使
用 す る こ と が で き る (た と え ば 、 シ ク ロ ヘ キ サ ミ ド を 使 用 し て 示 し た よ う に )。
【 ０ １ ０ ５ 】

本 発 明 に し た が っ て 、 β CTFお よ び APP／ 全 CTFを 使 用 す る 、 β CTF生 成 の 選 択 的 阻 害 剤 の 検
出 　 細 胞 の 自 己 貪 食 阻 害 剤 の 3-メ チ ル ア デ ニ ン (3mA)(P. O. Seglen and P. B. Gordon, 1
982, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 79 (6): 1889-1892; P. E. Schwarze and P. O. Seg
len, 1985, Exp. Cell. Res. , 157 (1) : 15-28； お よ び P. O. Seglenら 、 1986, Exp. C
ell. Res. , 162 (1) : 273-277)は 、 ADお よ び ／ ま た は そ の 他 の ニ ュ ー ロ ン の 萎 縮 に 関 連
し た 発 狂 疾 患 に お い て 潜 在 的 な 治 療 的 価 値 を 有 す る こ と が 報 告 さ れ た (特 許 出 願 、 2000年 4
月 28日 に 出 願 さ れ た R. A. Nixonら に よ る 米 国 特 許 出 願 第 09/561582号 「 ニ ュ ー ロ ン の 萎 縮
に 関 連 し た 痴 呆 の 治 療 の た め の 方 法 」 )。
【 ０ １ ０ ６ 】
本 実 施 例 は 、 本 方 法 お よ び そ の 利 点 を 示 す た め に 、 試 験 化 合 物 と し て 3MAを 使 用 し て 行 っ
た 実 験 結 果 を 記 載 す る 。 図 1OA-10Dは 、 こ れ ら の 実 験 の 結 果 を 示 し 、 L/APP細 胞 に お け る β
CTF生 成 お よ び Aβ 産 生 の 3MAに よ る 特 異 的 な 減 少 を 示 す 。 図 10Aは 、 3MA処 理 で は 、 非 処 理
の 対 照 細 胞 に お け る APPレ ベ ル と 比 較 し て 細 胞 の APPレ ベ ル を 減 少 さ せ な い が 、 シ ク ロ ヘ キ
サ ミ ド 処 理 で は 、 減 少 す る こ と を 示 す 。 図 10Bは 、 3MA処 理 で は 、 対 照 と 比 較 し て 50%ま で
β CTFレ ベ ル を 減 少 し た が 、 シ ク ロ ヘ キ サ ミ ド 処 理 で は 、 β CTFレ ベ ル を い く ぶ ん 多 く 減 少
し た こ と を 示 す 。 こ れ ら の 結 果 は 、 シ ク ロ ヘ キ サ ミ ド が 全 細 胞 の APPレ ベ ル を 減 少 す る 非
特 異 的 な 細 胞 毒 が あ る こ と に 対 応 し 、 こ れ に よ り β CTFレ ベ ル を 減 少 さ せ る 。 こ れ ら の 結
果 は 、 β CTFレ ベ ル に 対 す る 3MAの 効 果 が 特 異 的 で あ り 、 一 般 的 な 細 胞 毒 性 の 結 果 で は な い
こ と を さ ら に 示 す 。 本 実 験 は 、 本 発 明 に 従 っ て 、 ELISAを 組 み 合 わ せ て 、 潜 在 的 に 治 療 的
な 化 合 物 (た と え ば 3MA)と 毒 性 化 合 物 (た と え ば 、 シ ク ロ ヘ キ サ ミ ド )を 区 別 す る こ と が で
き る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ０ ７ 】
さ ら に 、 増 殖 培 地 に お け る Aβ レ ベ ル を 、 こ れ ら の 試 験 細 胞 に よ り 検 討 し た 。 図 10Cは 、 対
照 と 比 較 し て 、 3MAお よ び シ ク ロ ヘ キ サ ミ ド 処 理 の 両 者 で 観 察 さ れ る Aβ 1～ 40の レ ベ ル の
減 少 を 示 す 。 図 10Dは 、 対 照 と 比 較 し て 、 両 者 の 処 理 で 顕 著 で あ る Aβ 1～ 42の レ ベ ル に お
け る 同 様 の 減 少 を 示 す 。 ま た 、 シ ク ロ ヘ キ サ ミ ド 処 理 で 得 ら れ る Aβ 生 成 の 減 少 は 、 非 特
異 的 細 胞 毒 性 に よ る が 、 3MA処 理 後 に 得 ら れ る Aβ 生 成 の 減 少 は 、 β CTF生 成 の 特 異 的 な 減
少 に 関 連 す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
こ れ ら の 所 見 は 、 生 細 胞 系 を 使 用 し て 、 前 駆 体 の レ ベ ル お よ び 代 謝 産 物 の レ ベ ル 、 特 に 、
AD経 路 に 関 与 す る β CTF ELISAお よ び APP/全 CTF ELISAの 両 方 を ア ッ セ イ し て 、 一 般 に 有 毒
な 化 合 物 と 潜 在 的 な 治 療 的 価 値 を 有 す る 化 合 物 を 区 別 す る 、 本 発 明 の 細 胞 に 基 づ い た ス ク
リ ー ニ ン グ 方 法 の 有 用 性 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ９ 】
全 て の 特 許 、 特 許 出 願 、 公 開 さ れ た 米 国 お よ び PCT出 願 、 論 文 、 本 、 参 照 、 参 照 マ ニ ュ ア
ル 、 配 列 表 、 お よ び 本 明 細 書 に お い て 引 用 さ れ る 抄 録 の 内 容 は 、 本 発 明 が 属 す る 技 術 水 準
を よ り 完 全 に 記 載 す る た め に 、 参 照 と し て そ の 全 体 を 本 明 細 書 に 引 用 し た も の と す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
本 発 明 の 範 囲 お よ び 趣 旨 か ら 逸 脱 す る こ と な く 、 上 述 し た 主 題 に 種 々 の 変 更 を 行 う こ と が
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で き る た め 、 上 記 の 説 明 に 含 ま れ 、 ま た は 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に お い て 定 義 さ れ る 全 て
の 主 題 は 、 本 発 明 を 記 述 し か つ 図 示 す る も の と し て 解 釈 さ れ る こ と が 企 図 さ れ る 。 上 記 の
開 示 を 考 慮 し て 、 本 発 明 の 多 く の 改 変 お よ び 変 更 が 可 能 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ １ １ 】
（ 図 １ ） APPホ ロ タ ン パ ク 質 お よ び CTF類 に 対 す る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の 特 異 性 　 ヒ ト APP(
L/APP)を 過 剰 発 現 し て い る L細 胞 株 を 15分 間 代 謝 的 に 標 識 し て 、 示 し た と お り に 1時 間 追 跡
し た 。 細 胞 に は 、 代 謝 標 識 す る 前 に 、 並 び に 標 識 お よ び 追 跡 の 際 に 、 示 し た カ ル パ イ ン 阻
害 剤 で 前 も っ て 3時 間 処 理 し た 。 細 胞 溶 解 物 を 調 製 し 、 3つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ： APPの 2
0カ ル ボ キ シ 末 端 の 大 部 分 の 残 基 内 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る C1/6.1； APの 残 基 1～ 7内 の エ
ピ ト ー プ を 認 識 す る JRF/Aβ N/25； お よ び ADの 残 基 1～ 16内 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る JRF/A
β tot/I7の う ち の 1つ で 同 体 積 を 免 疫 沈 降 し た 。 (表 1、 実 施 例 1)。 標 識 さ れ た 免 疫 沈 降 タ
ン パ ク 質 を SDS-PAGEに お い て 大 き さ に よ っ て 分 離 し 、 実 施 例 1の 方 法 に 記 載 し た と お り に
検 出 し た 。 矢 印 は 、 APPホ ロ タ ン パ ク 質 (APPn)並 び に α -お よ び β -切 断 さ れ た CTF類 (そ れ
ぞ れ α CTFお よ び β CTF)を 示 す 。
（ 図 ２ ） C1/6.1に よ る APPホ ロ タ ン パ ク 質 お よ び α CTF類 、 β CTF類 お よ び γ CTF類 の 検 出 　
APPを 過 剰 発 現 し て い る L細 胞 株 を 代 謝 的 に 標 識 し て 、 示 し た 時 間 追 跡 し た 。 カ ル パ イ ン 処
理 は 、 図 1に 記 載 し た と お り に 行 っ た 。 細 胞 溶 解 物 は 、 実 施 例 2に 記 載 と お り に 、 C1/6.1モ
ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 で 免 疫 沈 降 し た 。 図 2Aは 、 APPホ ロ タ ン パ ク 質 (APP f l )の 代 謝 回 転 を 示 す
短 い 暴 露 を 表 す 。 図 2Bは 、 APPホ ロ タ ン パ ク 質 並 び に α -、 β -、 お よ び γ -切 断 さ れ た CTF
類 (α CTF、 β CTF、 γ CTF； 星 印 お よ び 矢 印 に よ っ て 示 し た )を 示 す よ り 長 い 暴 露 を 表 す 。
（ 図 ３ ） β CTFの ELISA　 ELISAプ レ ー ト を C1/6.1モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 で 被 覆 し 、 合 成 ペ プ
チ ド 標 準
　
　
を 結 合 さ せ て 、 実 施 例 1の 方 法 お よ び 実 施 例 3に 記 載 し た と お り に 、 結 合 し た ペ プ チ ド を JR
F/Aβ N/25で 検 出 し た 。 光 学 濃 度 (450nmに お け る も の )は 、 そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に 添 加 し た ペ
プ チ ド の フ ェ ム ト モ ル /mlの 関 数 と し て グ ラ フ に 示 し た 。 値 は 、 2回 の 測 定 の 平 均 で あ る 。
（ 図 ４ ） 細 胞 か ら 単 離 さ れ た β CTF類 の 定 量 的 検 出 　 L細 胞 (L/APP)を 過 剰 発 現 し て い る ヒ
ト APPを 培 養 し 、 実 施 例 1の 方 法 に 記 載 し た と お り に 、 ヒ ト APP 6 9 5 の 発 現 を 誘 導 し た 。 界 面
活 性 剤 可 溶 化 液 を 対 照 ウ ェ ル お よ び 抽 出 前 に 10μ Mカ ル パ イ ン で 6時 間 処 理 し た ウ ェ ル か ら
調 製 し た 。 β CTFレ ベ ル は 、 捕 獲 抗 体 と し て C1/6.1お よ び 検 出 抗 体 と し て JRF/Aβ N/25を 使
用 す る ELISAに よ っ て 決 定 し た 。 値 は 、 2回 の ELISA読 み 込 み の 平 均 ± SDと し て 報 告 す る 。 (
実 施 例 3)。
（ 図 ５ ） 薬 理 学 的 お よ び 遺 伝 的 操 作 後 の β CTFレ ベ ル の 変 化 の 定 量 的 ELISA検 出 　 (実 施 例 3
)。 図 5Aは 、 記 載 さ れ た と お り に 培 養 し た L/APP細 胞 の C1/6.1を 使 用 す る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ
ト 解 析 を 示 す 。 レ ー ン 1は 、 非 処 理 の L/APP細 胞 を ロ ー ド し た ； レ ー ン 2、 抽 出 前 に 10μ Mカ
ル パ イ ン で 6時 間 処 理 し た 細 胞 ； レ ー ン 3、 抽 出 48時 間 前 に 5μ g/ウ ェ ル rab5cDNAを 一 過 性
ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 ； レ ー ン 4、 フ ュ ー ジ ー ン (fugene)を 使 用 し て 1.0μ g/ウ ェ ル ra
b5cDNAを 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 ； レ ー ン 5、 リ ポ フ ェ ク ト ア ミ ン (lipofectAMIN
E)(Gibco/BRL, Gaithersburg, MD)を 使 用 し て 1.0μ g/ウ ェ ル rab5cDNAを 一 過 性 ト ラ ン ス フ
ェ ク ト し た 細 胞 。 APPホ ロ タ ン パ ク 質 (APP f l )お よ び CTF類 を 示 し て あ る 。 図 5Bは 、 こ れ ら
の 可 溶 化 液 か ら ELISAに よ っ て 検 出 さ れ る β CTF類 の レ ベ ル を 示 す 。 カ ル ペ プ チ ン 処 理 と は
異 な り 、 rab5の 過 剰 発 現 に よ り 、 細 胞 に お け る β CTFレ ベ ル を 増 大 し た が 、 α CTFレ ベ ル は
増 大 し な い (O.M.Grbovicら 、 2001, Society for Neuroscience annual meeting 2001)。
（ 図 ６ ） APP／ 全 CTFの ELISA　 ELISAプ レ ー ト を C1/6.1で 被 覆 し た 。 GST-β PP672-770の 融
合 タ ン パ ク 質 標 準 を 結 合 さ せ て 、 実 施 例 1方 法 お よ び 実 施 例 4に 記 載 し た と お り 、 結 合 し た
GST-β PP672-770を C2/7.1で 検 出 し た 。 光 学 濃 度 (450nmに お け る も の )は 、 そ れ ぞ れ の ウ ェ
ル に 添 加 し た ペ プ チ ド の フ ェ ム ト モ ル /mlの 関 数 と し て グ ラ フ に 示 し た 。 値 は 、 2回 の 測 定
の 平 均 で あ る 。
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（ 図 ７ ） 細 胞 に お け る APPホ ロ タ ン パ ク 質 お よ び 全 CTF類 の ELISAに よ る 定 量 　 同 数 の 親 L細
胞 お よ び L/APP細 胞 を ま き 、 APP695発 現 を 誘 導 し た 。 細 胞 溶 解 物 を 調 製 し 、 図 7Aに は 、 C1/
6.1モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 使 用 す る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ っ て 解 析 し た (APPホ ロ タ ン パ
ク 質 を 示 し て あ る )。 図 7Bで は 、 同 様 の 細 胞 溶 解 物 を 捕 獲 抗 体 と し て C1/6.1お よ び 検 出 の
た め に C2/7.1を 使 用 す る ELISAに よ っ て 解 析 し た 。 上 記 の よ う に 、 抽 出 前 に 6時 間 10μ Mカ
ル ペ プ チ ン で 細 胞 を 処 理 し た (実 施 例 4)。
（ 図 ８ ） シ ク ロ ヘ キ サ ミ ド 処 理 に よ り 、 β CTFお よ び APP／ 全 CTFの 両 者 の レ ベ ル を 減 少 す
る 。 L/APP細 胞 を 同 密 度 で ま き 、 APP発 現 を 誘 導 し た 。 誘 導 の 最 後 の 6時 間 の 間 に 、 示 し た
と お り に 、 細 胞 を 10μ Mの カ ル ペ プ チ ン ま た は 75μ g/mlの シ ク ロ ヘ キ サ ミ ド で 処 理 し た 。
可 溶 化 液 を 調 製 し て 、 実 施 例 1の 方 法 お よ び 実 施 例 5に 記 載 し た と お り に 、 β CTFレ ベ ル (図
8A)に つ い て 、 お よ び APP／ 全 CTFレ ベ ル (図 8B)に つ い て 、 ELISAに よ っ て 解 析 し た 。 結 果 は
、 2回 の 測 定 の 平 均 で あ り 、 標 準 と 比 較 し て 細 胞 溶 解 物 の fmole/mlと し て 表 し て あ る 。
（ 図 ９ ） 高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ プ ロ ト コ ル の 図 解 　 (図 9A)： ELISAウ ェ ル を 、 ま
ず 最 初 に APPの 細 胞 内 カ ル ボ キ シ 末 端 特 異 的 に 結 合 す る C1/6.1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (捕 獲 抗
体 )ま た は APPの 細 胞 代 謝 産 物 (APPの カ ル ボ キ シ 末 端 断 片 、 す な わ ち 、 α CTF、 β CTF、 ま た
は γ CTF)に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 で 被 覆 す る 。 (図 9B)： 関 心 対 象 の 細 胞 (す な わ ち 、 ヒ ト
を 含 む 哺 乳 類 、 細 胞 お よ び 細 胞 株 、 神 経 芽 細 胞 腫 な ど の 細 胞 タ イ プ 、 APPも し く は そ の 他
の ADの 発 病 に 関 連 し た タ ン パ ク 質 を 発 現 す る よ う に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 ； ま た は AD
病 理 生 物 学 の 側 面 を 模 倣 す る よ う に 遺 伝 的 に 改 変 さ れ た 細 胞 )を ウ ェ ル に ま い て 、 定 着 さ
せ 、 試 験 化 合 物 を 添 加 し た 。
増 殖 培 養 液 に 分 泌 さ れ た Aβ の 代 謝 回 転 と 比 較 し て 、 β CTFの 迅 速 な 代 謝 回 転 の た め に 、 薬
物 の 処 理 は 、 Aβ を 測 定 す る 場 合 に 必 要 な も の よ り も 、 非 常 に 短 い 期 間 で あ る こ と が で き
る (た と え ば 1～ 2時 間 )。 さ ら に 、 増 殖 培 地 の 交 換 は 不 要 で あ る 。 (図 9C)： 細 胞 を イ ン サ イ
チ ュ ー で 分 離 し (溶 解 さ せ )、 界 面 活 性 剤 で 抽 出 し た APP断 片 を 、 予 め 被 覆 し た 捕 獲 抗 体 (類
)に 結 合 さ せ た 。 ま た は 、 細 胞 を 別 々 の ウ ェ ル で 培 養 し 、 細 胞 溶 解 物 を 捕 獲 抗 体 に 添 加 す
る 。 洗 浄 後 、 異 な っ た 標 識 が さ れ た (た と え ば 、 異 な る フ ル オ ロ フ ォ ア に よ る )2つ の 検 出
抗 体 を 結 合 さ せ る 。 (図 9D)： 検 出 抗 体 の う ち の 一 方 の JRF/Aβ N/25(黒 抗 体 )は 、 β CTFの み
を 認 識 し 、 他 方 の 検 出 抗 体 C2/7.1は 、 APPホ ロ タ ン パ ク 質 お よ び β CTF(灰 色 抗 体 )を 含 む 全
て の APP CTF類 を 認 識 す る 。 次 い で 、 こ れ ら の 抗 体 の 結 合 を 、 た と え ば 、 C. Janusら 、 200
0, Nature, 408(6815): 978-82に よ っ て 記 載 さ れ た 呈 色 反 応 な ど の 標 準 的 な ア ッ セ イ 法 を
使 用 し て 、 ま た は フ ル オ ロ フ ォ ア 結 合 抗 体 お よ び 蛍 光 検 出 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 定 量
的 に 検 出 す る 。
β CTFお よ び APPお よ び そ の 切 断 代 謝 産 物 の レ ベ ル は 、 対 照 と 比 較 し た 呈 色 反 応 ま た は 蛍 光
シ グ ナ ル の 強 度 に 基 づ い て 決 定 さ れ る 。 APPお よ び 全 て の APP切 断 代 謝 産 物 (す な わ ち 、 α C
TF、 β CTF、 お よ び γ CTF)に 結 合 す る 特 異 的 な 抗 体 と 、 β CTFに 結 合 す る 特 異 的 な 抗 体 の 比
を 決 定 す る こ と が で き (灰 色 抗 体 に 対 す る 黒 抗 体 の 比 )、 対 照 に お け る 同 じ 比 と 比 較 す る こ
と が で き る 。 必 要 で あ る か 、 ま た は 技 術 的 理 由 の た め に 望 ま れ る な ら ば 、 こ れ ら の 2つ の
抗 体 を 使 用 す る 検 出 に よ り 、 こ の ス ク リ ー ン が β -切 断 を 特 異 的 に 減 少 す る 化 合 物 と 細 胞
に 対 し て 単 に 毒 性 が あ る 化 合 物 と を 区 別 す る 能 力 に 障 害 を 生 じ さ せ ず に 、 異 な る ウ ェ ル に
お い て 行 う こ と が で き る 。
（ 図 １ ０ ） 3-メ チ ル ア デ ニ ン は 、 全 細 胞 APPの 減 少 を 伴 わ ず に 、 β CTF生 成 お よ び Aβ 産 生
を 選 択 的 に 阻 害 す る 。 L/APP細 胞 を 同 密 度 で ま き 、 APP発 現 を 誘 導 し た 。 次 い で 、 10μ g/ml
の シ ク ロ ヘ キ サ ミ ド ま た は 10μ g/mlの 3-メ チ ル ア デ ニ ン (3MA)の 処 理 を 伴 わ ず に 、 ま た は
添 加 し て 、 細 胞 を 6時 間 イ ン キ ュ ー ベ ー ト し た 。 次 い で 、 細 胞 溶 解 物 に お け る APP／ 全 CTF
レ ベ ル (図 10A)お よ び β CTFレ ベ ル (図 10B)を ELISAに よ っ て 決 定 し た 。 こ の 6時 間 の イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン の 間 に 増 殖 培 地 中 に 分 泌 さ れ る Aβ 1～ 40(図 10C)お よ び Aβ 1～ 42(図 10D)の レ
ベ ル を ELISAに よ っ て 決 定 し た (C. Janusら 、 2000, Nature, 408 (6815): 979-982)。 デ ー
タ は 、 そ れ ぞ れ の ア ッ セ イ に つ い て 非 処 理 の 対 照 細 胞 に お い て 見 ら れ る レ ベ ル の パ ー セ ン
テ ー ジ と し て 表 し て あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ Ａ 】

【 図 ７ Ｂ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ Ａ 】

【 図 １ ０ Ｂ 】

【 図 １ ０ Ｃ 】

【 図 １ ０ Ｄ 】
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摘要(译)

本发明描述了基于细胞的筛选方法，该方法允许消除由于测试化合物的非特异性毒性而导致的假阳性结果，同时检测那些特别调节
与疾病和病症相关的代谢途径中的细胞代谢产物的化合物，特别是针对阿尔茨海默氏病 疾病。 该方法特别适用于高通量筛选技
术，以鉴定在基于细胞的系统中有效的化合物（药物）。 本发明的方法涉及确定细胞系统内代谢前体和目标代谢物的水平，并且在
高通量药物发现和鉴定中具有广泛的应用，特别是与疾病和疾病进展相关的前体和代谢物分子。 ，例如阿尔茨海默氏病。
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