
(57)【要約】
【課題】　本発明は、タンパク質分子レベルにおけるアルツハイマー病の新規検出方法に
関する。
【解決手段】　本発明は、アルツハイマー病患者由来の神経組織のプロテオーム解析によ
り、中枢神経組織、体液における特定のタンパク質、例えば、イソクエン酸デヒドロゲナ
ーゼ 3(NAD+)アルファプレカーサ、グアニン脱アミノ酵素、 SH3BGRLなどの、アルツハイマ
ー病に特異的な増減を指標として、これらのタンパク質のうちの 1以上を定量することに
より、アルツハイマー病を検出する方法を提供する。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 疑 い が あ る ヒ ト 患 者 か ら 採 取 し た 中 枢 神 経 系 組 織 ま た は 体 液 に つ い
て 、
(a)　 該 組 織 ま た は 体 液 中 の イ ソ ク エ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 3(NAD+)ア ル フ ァ プ レ カ ー サ 、
グ ア ニ ン 脱 ア ミ ノ 酵 素 、 70kDa熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 2(HSP70-2)、 ミ ュ ー -ク リ ス タ リ ン か
ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1種 の タ ン パ ク 質 を 定 量 し 、 そ の 量 を ア ル ツ ハ イ マ ー
病 の 疑 い の な い ヒ ト か ら 採 取 し た 同 じ 中 枢 神 経 組 織 中 ま た は 体 液 中 に 含 ま れ る 該 量 と 比 較
す る 工 程 、
(b)　 そ の 量 が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 疑 い の な い ヒ ト か ら 採 取 し た 該 中 枢 神 経 組 織 中 ま た は
体 液 中 に 含 ま れ る 量 に 比 べ て 少 な い 場 合 は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 で あ る と 判 断 す る こ と 、
を 特 徴 と す る 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 疑 い が あ る ヒ ト 患 者 か ら 採 取 し た 中 枢 神 経 系 組 織 ま た は 体 液 に つ い
て 、
(c)　 SH3ド メ イ ン 結 合 性 グ ル タ ミ ン 酸 リ ッ チ タ ン パ ク 質 様 タ ン パ ク 質 （ SH3BGRL） を 定 量
し 、 そ の 量 を ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 疑 い の な い ヒ ト か ら 採 取 し た 同 じ 中 枢 神 経 組 織 ま た は 体
液 中 に 含 ま れ る 量 と 比 較 す る 工 程 、
(d)　 そ の 量 が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 疑 い の な い ヒ ト か ら 採 取 し た 該 中 枢 神 経 組 織 中 ま た は
体 液 中 に 含 ま れ る 量 に 比 べ て 多 い 場 合 は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 で あ る と 判 断 す る こ と 、
を 特 徴 と す る 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 疑 い が あ る ヒ ト 患 者 か ら 採 取 し た 中 枢 神 経 系 組 織 ま た は 体 液 に つ い
て 、
(e)　 該 組 織 ま た は 体 液 を 、 可 溶 性 画 分 と 難 溶 性 画 分 と に 分 画 し 、 難 溶 性 画 分 中 の 難 溶 性
グ リ ア 繊 維 酸 性 タ ン パ ク 質 （ GFAP） を 定 量 し 、 そ の 量 を ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 疑 い の な い ヒ
ト か ら 採 取 し た 同 じ 中 枢 神 経 組 織 ま た は 体 液 中 に 含 ま れ る 量 と 比 較 す る 工 程 、
(f)　 そ の 量 が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 疑 い の な い ヒ ト か ら 採 取 し た 該 中 枢 神 経 組 織 中 ま た は
体 液 中 に 含 ま れ る 量 に 比 べ て 多 い 場 合 は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 で あ る と 判 断 す る こ と 、
を 特 徴 と す る 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 疑 い が あ る ヒ ト 患 者 か ら 採 取 し た 中 枢 神 経 系 組 織 ま た は 体 液 に つ い
て 、 請 求 項 １ 記 載 の (a)と (b)、 請 求 項 ２ 記 載 の (c)と (d)お よ び 請 求 項 ３ 記 載 の (e)と (f)か
ら な る 3組 の 工 程 の 組 み 合 わ せ か ら 2組 以 上 の 組 み 合 わ せ を 含 み 、 そ の い ず れ に お い て も ア
ル ツ ハ イ マ ー 病 で あ る と 判 断 さ れ た 場 合 に 、 該 患 者 は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 で あ る と 判 断 す る
こ と を 特 徴 と す る 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か 1項 に 記 載 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 検 出 方 法 で あ っ て 、
(g)　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 疑 い が あ る ヒ ト 患 者 か ら 採 取 し た 中 枢 神 経 系 組 織 中 ま た は 体 液
中 の 、 NADHデ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (ユ ビ キ ノ ン )Fe-S 75kDaタ ン パ ク 質 、 75kDaグ ル コ ー ス 制 御
タ ン パ ク 質 、 T－ コ ン プ レ ッ ク ス タ ン パ ク 質 １ 類 似 タ ン パ ク 質 、 チ ュ ー ブ リ ン α 6、 チ ュ ー
ブ リ ン β 5、 お よ び シ ナ プ ト タ グ ミ ン １ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る １ 以 上 の タ ン パ ク 質 を
定 量 し 、 そ の 量 を ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 疑 い の な い ヒ ト か ら 採 取 し た 同 じ 中 枢 神 経 組 織 中 ま
た は 体 液 中 に 含 ま れ る 量 と 比 較 す る 工 程 、
(h)　 そ の 量 が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 疑 い の な い ヒ ト か ら 採 取 し た 該 中 枢 神 経 組 織 中 ま た は
体 液 中 に 含 ま れ る 量 に 比 べ て 少 な い こ と を 確 認 す る 工 程 、
を さ ら に 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か 1項 に 記 載 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 検 出 方 法 で あ っ て 、
(i)　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 疑 い が あ る ヒ ト 患 者 か ら 採 取 し た 中 枢 神 経 系 組 織 中 ま た は 体 液
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中 の 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド ３ リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ フ ラ グ メ ン ト 、 ト リ オ ー ス ホ ス フ ェ
ー ト イ ソ メ ラ ー ゼ １ 、 脳 ク レ ア チ ン キ ナ ー ゼ 、 グ リ ア 繊 維 酸 性 タ ン パ ク 質 か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る １ 以 上 の タ ン パ ク 質 を 定 量 し 、 そ の 量 を ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 疑 い の な い ヒ ト か
ら 採 取 し た 同 じ 中 枢 神 経 組 織 中 ま た は 体 液 中 に 含 ま れ る 量 と 比 較 す る 工 程 、
(j)　 そ の 量 が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 疑 い の な い ヒ ト か ら 採 取 し た 該 中 枢 神 経 組 織 中 ま た は
体 液 中 に 含 ま れ る 量 に 比 べ て 多 い こ と を 確 認 す る 工 程 、
を さ ら に 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 上 記 体 液 が 髄 液 、 血 液 ま た は 尿 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か 1項
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 定 量 を 免 疫 化 学 的 手 法 に よ り 実 施 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か 1項
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 SSSGSTAIKKKQQDV（ 配 列 番 号 １ ） を 免 疫 原 と し て 作 製 さ れ た 、 ヒ ト SH3ド メ イ ン 結 合 性 グ
ル タ ミ ン 酸 リ ッ チ タ ン パ ク 質 様 タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 RPATGYPLPPQIFNESQ（ 配 列 番 号 ２ ） を 免 疫 原 と し て 作 製 さ れ た 、 ヒ ト SH3ド メ イ ン 結 合 性
グ ル タ ミ ン 酸 リ ッ チ タ ン パ ク 質 様 タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 GLTAPPGSKEAEVQA（ 配 列 番 号 ３ ） を 免 疫 原 と し て 作 製 さ れ た 、 ヒ ト SH3ド メ イ ン 結 合 性 グ
ル タ ミ ン 酸 リ ッ チ タ ン パ ク 質 様 タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ９ ～ １ １ の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 ９ ～ １ ２ の い ず れ か 1項 に 記 載 の 抗 体 を 用 い て ヒ ト SH3ド メ イ ン 結 合 性 グ ル タ ミ ン
酸 リ ッ チ タ ン パ ク 質 様 タ ン パ ク 質 を 定 量 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 定 量 を 二 次 元 電 気 泳 動 解 析 に よ り 実 施 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か
1項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 組 織 サ ン プ ル を 、 可 溶 性 タ ン パ ク 質 画 分 と 難 溶 性 タ ン パ ク 質 画 分 と に 分 画 し て 、 そ れ ぞ
れ の 画 分 に つ い て 二 次 元 電 気 泳 動 を 行 い 、 組 織 サ ン プ ル 中 の 可 溶 性 タ ン パ ク 質 及 び 難 溶 性
タ ン パ ク 質 の 両 方 に つ い て 解 析 す る 方 法 で あ っ て 、
(1)　 尿 素 及 び 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を 含 有 す る サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー を 用 い て 、 可 溶 性 タ
ン パ ク 質 画 分 を 抽 出 し て 遠 心 分 離 に よ り 可 溶 性 タ ン パ ク 質 画 分 を 上 清 に 回 収 す る 工 程 、
(2)　 続 い て 上 記 遠 心 分 離 に よ り ペ レ ッ ト 中 に 存 在 す る 難 溶 性 タ ン パ ク 質 を 、 SDS、 尿 素 、
チ オ 尿 素 、 N-デ シ ル -N,N-ジ メ チ ル -3-ア ン モ ニ ア -1-プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 (SB3-10)及 び 3-[
(3-ク ロ ラ ミ ド プ ロ ピ ル )ジ メ チ ル ア ン モ ニ オ ]-1-プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 (CHAPS)を 含 有 す る
サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー を 用 い て 可 溶 化 し て 抽 出 し 、 遠 心 分 離 に よ り 難 溶 性 タ ン パ ク 質 画 分 を
上 清 に 回 収 す る 工 程 、
を 実 施 す る こ と を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 定 量 を 請 求 項 １ ５ 記 載 の 方 法 を 用 い る 二 次 元 電 気 泳 動 解 析 に よ り 実 施 す る こ と を 特 徴 と
す る 、 請 求 項 １ ４ 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 タ ン パ ク 質 分 子 レ ベ ル に お け る ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 新 規 検 出 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
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【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 (AD)は 進 行 性 の 神 経 変 性 疾 患 で あ り 、 痴 呆 の 最 も 一 般 的 な 原 因 の 一 つ
で あ る 。 近 年 の 分 子 生 物 学 的 技 術 の 進 歩 に よ り 若 年 性 家 族 性 AD(FAD)の 原 因 と 考 え ら れ る
遺 伝 子 、 ア ミ ロ イ ド β 前 駆 タ ン パ ク 質 (amyloid β  precursor protein; Aβ PP)や プ レ セ
ニ リ ン (presenilin; PS) -1及 び -2が 同 定 さ れ た 。 し か し な が ら 、 FADは 全 AD症 例 の 約 5%を
占 め て い る に 過 ぎ ず 、 ADの ほ と ん ど の 症 例 は 孤 発 的 に 起 こ っ て い る 。 孤 発 性 ADは 複 数 遺 伝
子 因 子 及 び 環 境 的 要 素 に よ る も の と 考 え ら れ て い る 。 病 理 学 的 に は AD脳 は 2つ の タ イ プ の
病 変 に 特 徴 付 け さ れ る 。 す な わ ち 、 ア ミ ロ イ ド β (Aβ )の 凝 集 体 か ら 成 る 老 人 斑 お よ び 過
剰 リ ン 酸 化 タ ウ か ら 成 る 神 経 原 線 維 変 化 で あ る 。 AD脳 に お け る 難 溶 性 タ ン パ ク 質 の 研 究 は
こ れ ら の 凝 集 の メ カ ニ ズ ム 解 析 に 有 用 な 情 報 を 与 え る か も し れ な い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 本 研 究 者 ら に よ る 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 患 者 の 脳 組 織 の 解 析 に よ り 、 NADHデ ヒ ド ロ ゲ ナ
ー ゼ (ユ ビ キ ノ ン )Fe-S 75kDaタ ン パ ク 質 、 75ｋ Daグ ル コ ー ス 制 御 タ ン パ ク 質 、 T－ コ ン プ
レ ッ ク ス タ ン パ ク 質 １ 類 似 タ ン パ ク 質 (Similar to T-complex protein 1)、 チ ュ ー ブ リ ン
α 6、 チ ュ ー ブ リ ン β 5、 シ ナ プ ト タ グ ミ ン １ 、 イ ソ ク エ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 3(NAD+)ア
ル フ ァ プ レ カ ー サ 、 グ ア ニ ン 脱 ア ミ ノ 酵 素 、 70kDa熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 2(HSP70-2)お よ
び ミ ュ ー -ク リ ス タ リ ン が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 患 者 の 脳 組 織 で は 、 健 常 者 の 脳 組 織 に 比 べ
て 少 な い こ と 、 お よ び グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド ３ リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ フ ラ グ メ ン ト 、 ト リ
オ ー ス ホ ス フ ェ ー ト イ ソ メ ラ ー ゼ １ 、 脳 ク レ ア チ ン キ ナ ー ゼ 、 グ リ ア 繊 維 酸 性 タ ン パ ク 質
（ GFAP） お よ び SH3ド メ イ ン 結 合 性 グ ル タ ミ ン 酸 リ ッ チ タ ン パ ク 質 様 タ ン パ ク 質 （ SH3BGRL
） が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 患 者 の 脳 組 織 で は 、 健 常 者 の 脳 組 織 に 比 べ て 多 い こ と が 明 ら か に
な っ た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 し か し な が ら 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 患 者 の 診 断 は 、 今 の と こ ろ 、 脳 波 や CTス キ ャ ン に よ り
、 大 脳 萎 縮 お よ び /ま た は 海 馬 萎 縮 等 を 検 出 す る こ と に よ っ て お り 、 分 子 レ ベ ル で の 変 調
を 検 出 す る 方 法 は 少 な い （ 特 許 文 献 １ ～ ３ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
【 特 許 文 献 １ 】 公 表 特 許 公 報 　 号 特 表 ２ ０ ０ ２ － ５ １ ０ ９ ７ ５ （ Ｐ ２ ０ ０ ２ － ５ １ ０ ９ ７
５ Ａ ） 号
【 特 許 文 献 ２ 】 公 表 特 許 公 報 　 第 特 表 ２ ０ ０ １ － ５ ２ ３ ０ ０ ２ （ Ｐ ２ ０ ０ １ － ５ ２ ３ ０ ０
２ Ａ ） 号
【 特 許 文 献 ３ 】 公 表 特 許 公 報 　 第 特 表 ２ ０ ０ １ － ５ １ ２ ０ ３ ２ （ Ｐ ２ ０ ０ １ － ５ １ ２ ０ ３
２ Ａ ） 号
【 非 特 許 文 献 １ 】 T. Tsuji, S. Shimohama, S. Kamiya, T. Sazuka and O. Ohara, J Neu
rol Sci 166 (1999), 100-106.
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 は 、 中 枢 神 経 組 織 中 ま た は 体 液 中 の 特 定 の タ ン パ ク 質 を 定 量 す る こ と に よ る ア ル
ツ ハ イ マ ー 病 の 検 出 方 法 を 提 供 し 、 タ ン パ ク 質 分 子 レ ベ ル で の 解 析 に 基 づ く ア ル ツ ハ イ マ
ー 病 の 診 断 を 可 能 と す る も の で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 プ ロ テ オ ー ム 研 究 が 近 年 著 し く 発 展 し 、 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル 、 翻 訳 後 修 飾 、 タ ン パ ク 質
間 相 互 作 用 の よ う な 遺 伝 子 産 物 の 状 態 に 関 す る 情 報 を 得 る こ と が で き る よ う に な っ た 。 二
次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 (2-DE)は 等 電 点 ゲ ル 電 気 泳 動 (IEF)と SDSポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳
動 と に よ り 構 成 さ れ 、 質 量 分 析 (mass spectrometry; MS)に よ る タ ン パ ク 質 同 定 の 前 に タ
ン パ ク 質 を 分 離 検 出 す る の に 効 果 的 な 方 法 で あ る 。 IEFの た め の 固 定 化 pH勾 配 (IPGs)の 開
発 を 含 む 2-DEの 改 良 は 、 優 れ た 解 像 度 で の 再 現 性 の 高 い ゲ ル 画 像 を 可 能 と し た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
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　 そ こ で 、 本 発 明 者 ら は 、 組 織 病 理 学 的 に ア ル ツ ハ イ マ ー 病 (AD)と 診 断 さ れ た 剖 検 脳 組 織
に つ い て プ ロ テ オ ー ム 解 析 す る こ と に よ り 、 イ ソ ク エ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 3(NAD+)ア ル
フ ァ プ レ カ ー サ 、 グ ア ニ ン 脱 ア ミ ノ 酵 素 、 70kDa熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 2(HSP70-2)お よ び
ミ ュ ー -ク リ ス タ リ ン が 、 ADで は な い ヒ ト の 脳 組 織 に 比 べ て 減 少 し て お り 、 か つ ド メ イ ン
結 合 性 グ ル タ ミ ン 酸 リ ッ チ タ ン パ ク 質 様 タ ン パ ク 質 が 増 加 し て い る こ と を 新 た に 見 出 し た
。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 さ ら に は 、 脳 タ ン パ ク 質 の 連 続 抽 出 法 と い う 方 法 を 採 用 し 、 難 溶 性 タ ン パ ク 質 に つ い て
も 解 析 を 行 っ た 。 該 方 法 に お い て は 、 第 一 段 階 で 、 脳 サ ン プ ル を SDSを 含 有 す る 溶 解 バ ッ
フ ァ ー に よ り ホ モ ジ ナ イ ズ し た 。 SDSは タ ン パ ク 質 を 可 溶 化 す る 強 力 な 界 面 活 性 剤 で あ り
、 2-DEゲ ル の 高 解 像 度 に と っ て 効 果 的 な 試 薬 で も あ る が 、 SDSの 大 量 使 用 と 定 常 の IEFと は
、 SDSが 陰 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 で あ る た め 、 併 用 で き な い の で 、 最 初 の 抽 出 (可 溶 性 タ ン パ
ク 質 の 抽 出 )は 尿 素 及 び 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 、 Nonidet P-40(NP-40)を 含 有 す る サ ン プ ル
バ ッ フ ァ ー に よ っ て 希 釈 し た 後 に 行 う 。 第 二 段 階 と し て 最 初 の 抽 出 で は 溶 解 さ れ な か っ た
タ ン パ ク 質 (難 溶 性 タ ン パ ク 質 )を SDS溶 解 用 バ ッ フ ァ ー で 可 溶 化 し 、 次 い で 尿 素 、 チ オ 尿
素 、 N-デ シ ル -N,N-ジ メ チ ル -3-ア ン モ ニ ア -1-プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 (SB3-10)及 び 3-[(3-ク
ロ ラ ミ ド プ ロ ピ ル )ジ メ チ ル ア ン モ ニ オ ]-1-プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 (CHAPS)を 含 有 す る サ ン プ
ル バ ッ フ ァ ー で 希 釈 し て 、 サ ン プ ル と す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 こ の 方 法 に よ り 、 従 来 の 方 法 （ 非 特 許 文 献 １ 参 照 の こ と ） で は 不 可 能 で あ っ た 、 疎 水 性
膜 タ ン パ ク 質 や 老 化 あ る い は 病 理 的 過 程 に お い て 凝 集 を 起 こ し た あ る 種 の 脳 タ ン パ ク 質 を
含 ん だ 難 溶 性 タ ン パ ク 質 を 別 個 に 分 析 す る こ と を 可 能 に し た 。 本 研 究 者 ら は 、 同 じ 脳 検 体
に つ い て 可 溶 性 タ ン パ ク 質 の ADに お け る プ ロ テ オ ミ ッ ク 変 化 に つ い て も 同 様 に 分 析 し た 。
こ の 方 法 に よ り 、 大 量 の タ ン パ ク 質 を 単 離 し 、 AD患 者 と コ ン ト ロ ー ル 群 と の 間 で 可 溶 性 及
び 難 溶 性 両 画 分 の タ ン パ ク 質 発 現 を 比 較 し た 。 そ の 結 果 、 難 溶 性 タ ン パ ク 質 画 分 の プ ロ テ
オ ー ム 解 析 に よ り 、 AD患 者 の 脳 組 織 に お い て 、 正 常 な ヒ ト の 脳 組 織 に 比 し て 有 意 に 増 加 し
て い る ２ つ の タ ン パ ク 質 を 見 出 し た 。 MSに よ り こ れ ら を 解 析 し た と こ ろ 、 GFAPで あ る と い
う 結 果 が 得 ら れ た 。 本 発 明 者 ら の 実 験 に お い て も 、 可 溶 性 画 分 の 解 析 で 同 定 さ れ て い る 。
し た が っ て 、 上 記 難 溶 性 画 分 で 検 出 さ れ た GFAPは 、 GFAPの 修 飾 型 で あ る か 、 ま た は 新 規 ア
イ ソ フ ォ ー ム の GFAPで あ る 可 能 性 が あ る 。 本 明 細 書 お よ び 本 願 特 許 請 求 の 範 囲 に つ い て は
、 該 難 溶 性 画 分 中 に 同 定 さ れ た GFAPも GFAPと 称 す る こ と と す る が 、 文 脈 か ら 明 ら か な 場 合
を 除 い て 、 単 に GFAPと し た 場 合 可 溶 性 画 分 に 同 定 さ れ た GFAPを 指 し 、 難 溶 性 画 分 中 に 検 出
さ れ た GFAPに つ い て は 、 「 難 溶 性 画 分 に 検 出 さ れ た GFAP」 ま た は 「 難 溶 性 GFAP」 と 記 載 す
る こ と に よ り 区 別 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 さ ら に 本 発 明 者 ら は 、 AD患 者 の 脳 で 変 動 を 示 し た 上 記 タ ン パ ク 質 が 髄 液 中 、 血 中 お よ び
尿 中 で も 検 出 さ れ る と の 知 見 を 得 て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 以 上 の 知 見 に 基 づ き 、 本 発 明 は 以 下 の ：
１ ． 　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 疑 い が あ る ヒ ト 患 者 か ら 採 取 し た 中 枢 神 経 系 組 織 ま た は 体 液 に
つ い て 、
(a)　 該 組 織 ま た は 体 液 中 の イ ソ ク エ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 3(NAD+)ア ル フ ァ プ レ カ ー サ 、
グ ア ニ ン 脱 ア ミ ノ 酵 素 、 70kDa熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 2(HSP70-2)、 ミ ュ ー -ク リ ス タ リ ン か
ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1種 の タ ン パ ク 質 を 定 量 し 、 そ の 量 を ア ル ツ ハ イ マ ー
病 の 疑 い の な い ヒ ト か ら 採 取 し た 同 じ 中 枢 神 経 組 織 中 ま た は 体 液 中 に 含 ま れ る 該 量 と 比 較
す る 工 程 、
(b)　 そ の 量 が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 疑 い の な い ヒ ト か ら 採 取 し た 該 中 枢 神 経 組 織 中 ま た は
体 液 中 に 含 ま れ る 量 に 比 べ て 少 な い 場 合 は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 で あ る と 判 断 す る こ と 、
を 特 徴 と す る 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 検 出 方 法 ；
２ ． 　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 疑 い が あ る ヒ ト 患 者 か ら 採 取 し た 中 枢 神 経 系 組 織 ま た は 体 液 に
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つ い て 、
(c)　 SH3ド メ イ ン 結 合 性 グ ル タ ミ ン 酸 リ ッ チ タ ン パ ク 質 様 タ ン パ ク 質 （ SH3BGRL） を 定 量
し 、 そ の 量 を ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 疑 い の な い ヒ ト か ら 採 取 し た 同 じ 中 枢 神 経 組 織 ま た は 体
液 中 に 含 ま れ る 量 と 比 較 す る 工 程 、
(d)　 そ の 量 が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 疑 い の な い ヒ ト か ら 採 取 し た 該 中 枢 神 経 組 織 中 ま た は
体 液 中 に 含 ま れ る 量 に 比 べ て 多 い 場 合 は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 で あ る と 判 断 す る こ と 、
を 特 徴 と す る 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 検 出 方 法 ；
３ ． 　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 疑 い が あ る ヒ ト 患 者 か ら 採 取 し た 中 枢 神 経 系 組 織 ま た は 体 液 に
つ い て 、
(e)　 該 組 織 ま た は 体 液 を 、 可 溶 性 画 分 と 難 溶 性 画 分 と に 分 画 し 、 難 溶 性 画 分 中 の 難 溶 性
グ リ ア 繊 維 酸 性 タ ン パ ク 質 （ GFAP） を 定 量 し 、 そ の 量 を ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 疑 い の な い ヒ
ト か ら 採 取 し た 同 じ 中 枢 神 経 組 織 ま た は 体 液 中 に 含 ま れ る 量 と 比 較 す る 工 程 、
(f)　 そ の 量 が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 疑 い の な い ヒ ト か ら 採 取 し た 該 中 枢 神 経 組 織 中 ま た は
体 液 中 に 含 ま れ る 量 に 比 べ て 多 い 場 合 は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 で あ る と 判 断 す る こ と 、
を 特 徴 と す る 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 検 出 方 法 ；
４ ． 　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 疑 い が あ る ヒ ト 患 者 か ら 採 取 し た 中 枢 神 経 系 組 織 ま た は 体 液 に
つ い て 、 上 記 １ 記 載 の (a)と (b)、 上 記 ２ 記 載 の (c)と (d)お よ び 上 記 ３ 記 載 の (e)と (f)か ら
な る 3組 の 工 程 の 組 み 合 わ せ か ら 2組 以 上 の 組 み 合 わ せ を 含 み 、 そ の い ず れ に お い て も ア ル
ツ ハ イ マ ー 病 で あ る と 判 断 さ れ た 場 合 に 、 該 患 者 は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 で あ る と 判 断 す る こ
と を 特 徴 と す る 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 検 出 方 法 ；
５ ． 　 上 記 １ ～ ４ の い ず れ か に 記 載 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 検 出 方 法 で あ っ て 、
(g)　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 疑 い が あ る ヒ ト 患 者 か ら 採 取 し た 中 枢 神 経 系 組 織 中 ま た は 体 液
中 の 、 NADHデ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (ユ ビ キ ノ ン )Fe-S 75kDaタ ン パ ク 質 、 75ｋ Daグ ル コ ー ス 制 御
タ ン パ ク 質 、 T－ コ ン プ レ ッ ク ス タ ン パ ク 質 １ 類 似 タ ン パ ク 質 、 チ ュ ー ブ リ ン α 6、 チ ュ ー
ブ リ ン β 5、 お よ び シ ナ プ ト タ グ ミ ン １ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る １ 以 上 の タ ン パ ク 質 を
定 量 し 、 そ の 量 を ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 疑 い の な い ヒ ト か ら 採 取 し た 同 じ 中 枢 神 経 組 織 中 ま
た は 体 液 中 に 含 ま れ る 量 と 比 較 す る 工 程 、
(h)　 そ の 量 が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 疑 い の な い ヒ ト か ら 採 取 し た 該 中 枢 神 経 組 織 中 ま た は
体 液 中 に 含 ま れ る 量 に 比 べ て 少 な い こ と を 確 認 す る 工 程 、
を さ ら に 含 む 、 上 記 方 法 ；
６ ． 　 上 記 １ ～ ５ の い ず れ か に 記 載 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 検 出 方 法 で あ っ て 、
(i)　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 疑 い が あ る ヒ ト 患 者 か ら 採 取 し た 中 枢 神 経 系 組 織 中 ま た は 体 液
中 の 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド ３ リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ フ ラ グ メ ン ト 、 ト リ オ セ ホ ス フ ェ ー
ト イ ソ メ ラ ー ゼ １ 、 脳 ク レ ア チ ン キ ナ ー ゼ 、 グ リ ア 繊 維 酸 性 タ ン パ ク 質 か ら な る 群 よ り 選
択 さ れ る １ 以 上 の タ ン パ ク 質 を 定 量 し 、 そ の 量 を ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 疑 い の な い ヒ ト か ら
採 取 し た 同 じ 中 枢 神 経 組 織 中 ま た は 体 液 中 に 含 ま れ る 量 と 比 較 す る 工 程 、
(j)　 そ の 量 が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 疑 い の な い ヒ ト か ら 採 取 し た 該 中 枢 神 経 組 織 中 ま た は
体 液 中 に 含 ま れ る 量 に 比 べ て 多 い こ と を 確 認 す る 工 程 、
を さ ら に 含 む 、 上 記 方 法 ；
７ ． 　 上 記 体 液 が 髄 液 、 血 液 ま た は 尿 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 上 記 １ ～ ６ の い ず れ か に
記 載 の 方 法 ；
８ ． 　 定 量 を 免 疫 化 学 的 手 法 に よ り 実 施 す る こ と を 特 徴 と す る 、 上 記 １ ～ ７ の い ず れ か に
記 載 の 方 法 ；
９ ． 　 SSSGSTAIKKKQQDV（ 配 列 番 号 １ ） を 免 疫 原 と し て 作 製 さ れ た 、 ヒ ト SH3ド メ イ ン 結 合
性 グ ル タ ミ ン 酸 リ ッ チ タ ン パ ク 質 様 タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 ；
１ ０ ． 　 RPATGYPLPPQIFNESQ（ 配 列 番 号 ２ ） を 免 疫 原 と し て 作 製 さ れ た 、 ヒ ト SH3ド メ イ ン
結 合 性 グ ル タ ミ ン 酸 リ ッ チ タ ン パ ク 質 様 タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 ；
１ １ ． 　 GLTAPPGSKEAEVQA（ 配 列 番 号 ３ ） を 免 疫 原 と し て 作 製 さ れ た 、 ヒ ト SH3ド メ イ ン 結
合 性 グ ル タ ミ ン 酸 リ ッ チ タ ン パ ク 質 様 タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 ；
１ ２ ． 　 ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 上 記 ９ ～ １ １ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 ；
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１ ３ ． 　 上 記 ９ ～ １ ２ の い ず れ か に 記 載 の 抗 体 を 用 い て ヒ ト SH3ド メ イ ン 結 合 性 グ ル タ ミ
ン 酸 リ ッ チ タ ン パ ク 質 様 タ ン パ ク 質 を 定 量 す る こ と を 含 む 、 上 記 ８ 記 載 の 方 法 ；
１ ４ ． 　 定 量 を 二 次 元 電 気 泳 動 解 析 に よ り 実 施 す る こ と を 特 徴 と す る 、 上 記 １ ～ ７ の い ず
れ か に 記 載 の 方 法 ；
１ ５ ． 　 組 織 サ ン プ ル を 、 可 溶 性 タ ン パ ク 質 画 分 と 難 溶 性 タ ン パ ク 質 画 分 と に 分 画 し て 、
そ れ ぞ れ の 画 分 に つ い て 二 次 元 電 気 泳 動 を 行 い 、 組 織 サ ン プ ル 中 の 可 溶 性 タ ン パ ク 質 及 び
難 溶 性 タ ン パ ク 質 の 両 方 に つ い て 解 析 す る 方 法 で あ っ て 、
(1)　 尿 素 及 び 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を 含 有 す る サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー を 用 い て 、 可 溶 性 タ
ン パ ク 質 画 分 を 抽 出 し て 遠 心 分 離 に よ り 可 溶 性 タ ン パ ク 質 画 分 を 上 清 に 回 収 す る 工 程 、
(2)　 続 い て 上 記 遠 心 分 離 に よ り ペ レ ッ ト 中 に 存 在 す る 難 溶 性 タ ン パ ク 質 を 、 SDS、 尿 素 、
チ オ 尿 素 、 N-デ シ ル -N,N-ジ メ チ ル -3-ア ン モ ニ ア -1-プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 (SB3-10)及 び 3-[
(3-ク ロ ラ ミ ド プ ロ ピ ル )ジ メ チ ル ア ン モ ニ オ ]-1-プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 (CHAPS)を 含 有 す る
サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー を 用 い て 可 溶 化 し て 抽 出 し 、 遠 心 分 離 に よ り 難 溶 性 タ ン パ ク 質 画 分 を
上 清 に 回 収 す る 工 程 、
を 実 施 す る こ と を 含 む 、 上 記 方 法 ； な ら び に 、
１ ６ ． 　 定 量 を 上 記 １ ５ 記 載 の 方 法 を 用 い る 二 次 元 電 気 泳 動 解 析 に よ り 実 施 す る こ と を 特
徴 と す る 、 上 記 １ ４ 記 載 の 方 法 ；
に 関 す る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 に よ り 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 分 子 レ ベ ル で の 解 析 が 可 能 と な り 、 確 実 な 診 断 が 可
能 と な っ た 。 し た が っ て 、 患 者 の 髄 液 、 血 液 ま た は 尿 を サ ン プ ル と し て 採 取 す る こ と が で
き れ ば 、 患 者 の 身 体 的 自 由 を 拘 束 し て CTス キ ャ ン 、 MRI、 SPECTや 脳 波 測 定 を 行 う こ と な く
、 ま た そ の よ う な 高 価 な 機 器 を 必 要 と す る こ と な く 正 確 か つ 早 期 に ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 診
断 が 行 え 、 サ ン プ ル 採 取 後 は 医 師 に よ ら な く て も 、 専 門 的 技 術 者 に よ る 生 化 学 的 手 法 を 用
い て 該 サ ン プ ル を 解 析 す る こ と に よ り ADで あ る か 否 か の 判 定 お よ び 経 過 の 観 察 が 可 能 と な
る た め 、 患 者 の ク オ リ テ ィ ー オ ブ ラ イ フ (QOL)の 向 上 に つ な が る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 に 用 い る 中 枢 神 経 組 織 は 、 中 枢 神 経 組 織 中 の 神 経 細 胞 を 含 む も の で あ れ ば よ く 、
ま た 体 液 は 、 尿 、 血 液 等 で あ っ て よ い 。 特 に 髄 液 を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 髄 液 は 髄 液 穿
刺 に よ り 得 る こ と が 可 能 で あ る 。 得 ら れ た 中 枢 神 経 組 織 を 、 常 法 に し た が っ て ホ モ ジ ナ イ
ズ し て 組 織 溶 解 液 を 得 る 。 例 え ば 、 10mMト リ ス 塩 酸 (pH7.5)、 2%SDS、 20%グ リ セ ロ ー ル 及
び 2%メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル か ら な る 溶 解 バ ッ フ ァ ー を 、 適 切 な 量 、 例 え ば 1v/wの 割 合 で 該
組 織 片 に 添 加 し 、 ハ ン ド ソ ニ ケ ー タ ー を 使 っ て ホ モ ジ ナ イ ズ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 続 く 解 析 方 法 と し て は 、 免 疫 化 学 的 手 法 ま た は 二 次 元 電 気 泳 動 法 を 用 い る と よ い 。
　 免 疫 化 学 的 手 法 に は 、 特 異 的 抗 体 分 子 (完 全 な 抗 体 分 子 に 限 ら ず 、 Fab等 の 抗 体 断 片 お よ
び キ メ ラ 抗 体 等 、 目 的 と す る タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識 し 得 る 可 変 領 域 を 有 す る 分 子 を い
う )を 用 い る 方 法 全 て が 含 ま れ 、 定 量 解 析 に 適 し て い る も の と し て は ELISA法 が 挙 げ ら れ る
が 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 等 で 得 ら れ る 画 像 な ど を 画 像 解 析 ソ フ ト ウ ェ ア 等 を 用 い て 定 量
解 析 を 行 う 方 法 も 当 技 術 分 野 に お け る 慣 用 技 術 と な っ て お り 、 本 発 明 の 解 析 に も 用 い る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 定 量 に お い て 、 免 疫 化 学 的 手 法 を 用 い る 場 合 、 上 記 組 織 溶 解 液 ま た は 体 液 サ ン
プ ル に 抗 体 分 子 を 接 触 さ せ 、 そ の 結 合 を 検 出 す れ ば よ い 。 検 出 の た め に 、 抗 体 分 子 は 酵 素
、 色 素 、 発 光 物 質 、 放 射 性 同 位 元 素 等 で 修 飾 し て お く と 便 利 で あ る 。 ま た 、 イ ソ ク エ ン 酸
デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 3(NAD+)ア ル フ ァ プ レ カ ー サ 、 グ ア ニ ン 脱 ア ミ ノ 酵 素 、 SH3結 合 性 グ ル タ
ミ ン 酸 リ ッ チ タ ン パ ク 質 様 タ ン パ ク 質 (SH3 domain binding glutamic acid-rich protein
 like; SH3BGRL)、 NADHデ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (ユ ビ キ ノ ン )Fe-S 75kDaタ ン パ ク 質 、 70kDa熱 シ
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ョ ッ ク タ ン パ ク 質 ２ 、 75ｋ Daグ ル コ ー ス 制 御 タ ン パ ク 質 、 T－ コ ン プ レ ッ ク ス タ ン パ ク 質
１ 類 似 タ ン パ ク 質 、 チ ュ ー ブ リ ン α 6、 チ ュ ー ブ リ ン β 5、 ミ ュ ー -ク リ ス タ リ ン 、 シ ナ プ
ト タ グ ミ ン １ 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド ３ リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ フ ラ グ メ ン ト 、 ト リ オ ー ス
ホ ス フ ェ ー ト イ ソ メ ラ ー ゼ １ 、 脳 ク レ ア チ ン キ ナ ー ゼ お よ び GFAPか ら な る 群 に 属 す る い ず
れ か の タ ン パ ク 質 を 定 量 し よ う と す る 場 合 に は 、 上 記 組 織 溶 解 液 か ら 、 可 溶 性 画 分 を 分 画
す る と よ い 。 上 記 溶 解 液 を 例 え ば 、 9M尿 素 、 2% NP-40、 2%フ ァ ー マ ラ イ ト 及 び 8mM PMSFを
含 有 す る サ ン プ ル 溶 液 で 希 釈 し 、 遠 心 分 離 (例 え ば 100,000× gで 1時 間 )に よ り 上 清 を 回 収
す る こ と に よ り 、 可 溶 性 画 分 を 得 る こ と が で き る 。 可 溶 性 画 分 に 分 画 後 、 定 量 す る 方 が 、
バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 抑 え る こ と が で き 、 定 量 の 精 度 、 感 度 が 向 上 す る 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 者 ら に よ っ て 初 め て そ の 存 在 が 確 認 さ れ た 難 溶 性 画 分 に 分 画 さ れ る GFAPの
定 量 を 行 う 場 合 に は 、 上 記 分 画 後 の 遠 心 ペ レ ッ ト を 、 SDS含 有 バ ッ フ ァ ー 等 可 溶 化 能 の 高
い バ ッ フ ァ ー に よ り 可 溶 化 し 、 遠 心 分 離 に よ り 不 溶 性 画 分 を 除 去 す る こ と に よ り 得 る こ と
が で き る 。 例 え ば 、 可 溶 性 画 分 で あ る 上 清 を 除 去 し た ペ レ ッ ト に 、 上 記 と 同 じ SDS溶 解 バ
ッ フ ァ ー 中 で 充 分 に 超 音 波 処 理 し 、 煮 沸 後 、 7M尿 素 、 2Mチ オ 尿 素 、 2% SB3-10、 2% CHAPS
、 2mMト リ ブ チ ル ホ ス フ ィ ン 及 び 2%フ ァ ー マ ラ イ ト を 含 有 す る サ ン プ ル 溶 液 で 希 釈 し た 後
、 サ ン プ ル を 100,000× gで 1時 間 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 回 収 す る こ と に よ り 難 溶 性 画 分 が 得
ら れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 得 ら れ た 組 織 溶 解 液 (こ の 場 合 は 、 細 胞 破 片 を 除 去 す る た め に 遠 心 分 離 に よ り 上 清 を 回
収 す る 必 要 が あ る )、 可 溶 性 画 分 ま た は 難 溶 性 画 分 溶 液 を 、 そ れ ぞ れ 定 量 し よ う と す る タ
ン パ ク 質 に 特 異 的 な 抗 体 と 接 触 さ せ て 免 疫 化 学 的 定 量 を 行 う 。 こ の 工 程 は 、 種 々 の 方 法 で
行 う こ と が で き 、 調 製 し た 分 画 サ ン プ ル お よ び 定 量 し よ う と す る タ ン パ ク 質 、 用 い る 抗 体
等 に 応 じ て 、 適 切 な 方 法 を 当 業 者 は 適 宜 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ヒ ト SH3BGRLを 免 疫 化 学 的 手 法 に よ り 定 量 す る た め に 、 抗 体 と し て は 、 SSSGSTAIKKKQQDV
（ 配 列 番 号 １ ） 、 RPATGYPLPPQIFNESQ（ 配 列 番 号 ２ ） ま た は GLTAPPGSKEAEVQA（ 配 列 番 号 ３
） か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し て ウ サ ギ な ど に 免 疫 し 、 得 ら れ た
ヒ ト SH3BGRLに 対 す る 抗 体 を 用 い る と よ い 。 こ の 際 、 上 記 ペ プ チ ド を キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ
ト ヘ モ シ ア ニ ン 等 の キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 に 結 合 さ せ た ペ プ チ ド 複 合 体 を 免 疫 原 と し て 免 疫
し て も よ い 。 キ ャ リ ア タ ン パ ク 等 に 結 合 さ せ る た め に は 、 免 疫 原 と す る ペ プ チ ド の N末 端
側 に 例 え ば シ ス テ イ ン 残 基 等 を 付 加 し た も の を 用 い る と よ い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 二 次 元 電 気 泳 動 に よ り 定 量 す る 場 合 は 以 下 の 要 領 で 行 う と よ い 。
　 上 記 サ ン プ ル 溶 液 (100μ gタ ン パ ク 質 /40μ L)を pH勾 配 ゲ ル の 陽 極 側 に 滴 下 し 、 IEFを 適
切 な 条 件 下 (例 え ば 、 5分 間 で 0-200V、 5時 間 で 200-300V、 8時 間 で 300-3500V、 そ の 後 可 溶
性 画 分 に つ い て は 3500Vを 8時 間 、 難 溶 性 画 分 に つ い て は 59時 間 な ど )で 泳 動 す る 。 続 く 二
次 元 目 の 電 気 泳 動 は 、 基 本 的 に は Laemmliの 方 法 の 基 づ い て SDSポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上
で 行 う 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 得 ら れ た 二 次 元 ゲ ル を 銀 染 色 し 、 画 像 解 析 に 供 し て ス ポ ッ ト を 定 量 解 析 す る 。 画 像 解 析
ソ フ ト は 種 々 の も の が 市 販 さ れ て お り 、 い ず れ の も の を 使 用 し て も よ い 。 検 出 す る タ ン パ
ク 質 の ス ポ ッ ト の 位 置 は 、 そ の 等 電 点 と 分 子 量 か ら 割 り 出 す こ と が で き る 。 ま た 、 ス ポ ッ
ト 同 定 用 に 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 患 者 の 中 枢 神 経 組 織 を 、 被 験 者 の サ ン プ ル と 同 様 に 処 理 し
て 、 同 一 条 件 下 で 二 次 元 電 気 泳 動 に 供 す る こ と に よ り 、 ス ポ ッ ト 同 定 用 の ゲ ル に お け る ス
ポ ッ ト の 位 置 を 確 認 し 、 被 験 者 の サ ン プ ル を 泳 動 し た ゲ ル の 中 で そ れ に 対 応 す る 位 置 の ス
ポ ッ ト を 特 定 す れ ば よ い 。 常 に 同 様 の 条 件 下 で サ ン プ ル 調 製 お よ び 電 気 泳 動 を 行 う 場 合 は
、 １ つ の ス ポ ッ ト 同 定 用 の ゲ ル の 画 像 を 保 存 し て お き 、 そ れ と 対 比 さ せ る こ と で 容 易 に 目
的 と す る タ ン パ ク 質 の ス ポ ッ ト の 位 置 を 特 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】

10

20

30

40

50

(8) JP 2005-132738 A 2005.5.26



　 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 被 験 者 の サ ン プ ル と 同 様 に 処 理 し た ADを 発 症 し て い な い ヒ ト の サ
ン プ ル を 用 意 し 、 同 様 の 条 件 に て 定 量 解 析 す る 。 こ の コ ン ト ロ ー ル に お け る 定 量 値 と 、 上
記 被 験 者 サ ン プ ル に お け る 定 量 値 と を 比 較 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 定 量 し た タ ン パ ク 質 が 、 イ ソ ク エ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 3(NAD+)ア ル フ ァ プ レ カ ー サ 、
グ ア ニ ン 脱 ア ミ ノ 酵 素 、 70kDa熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 2(HSP70-2)、 ミ ュ ー -ク リ ス タ リ ン 、
NADHデ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (ユ ビ キ ノ ン )Fe-S 75kDaタ ン パ ク 質 、 75ｋ Daグ ル コ ー ス 制 御 タ ン パ
ク 質 、 T－ コ ン プ レ ッ ク ス タ ン パ ク 質 １ 類 似 タ ン パ ク 質 、 チ ュ ー ブ リ ン α 6、 チ ュ ー ブ リ ン
β 5、 お よ び シ ナ プ ト タ グ ミ ン １ か ら な る 群 に 属 し て い る 場 合 、 被 験 者 サ ン プ ル に お け る
該 タ ン パ ク 質 の 量 が コ ン ト ロ ー ル に 比 べ て 少 な い 場 合 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 で あ る と 診 断 で
き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 「 コ ン ト ロ ー ル の 値 に 比 べ て 少 な い 」 と は 、 コ ン ト ロ ー ル の 値 に 対 し て 被 験 者 サ ン プ ル
の 定 量 値 が 80％ 以 下 、 好 ま し く は 75％ 以 下 で あ る こ と と 定 義 し て も よ い 。 さ ら に 、 上 記 タ
ン パ ク 質 群 の う ち の T－ コ ン プ レ ッ ク ス タ ン パ ク 質 １ 類 似 タ ン パ ク 質 以 外 の タ ン パ ク 質 に
つ い て は 、 70％ 以 下 、 さ ら に 、 70kDa熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 ２ 、 チ ュ ー ブ リ ン α 6、 シ ナ プ
ト タ グ ミ ン １ の 場 合 は 、 55％ 以 下 も し く は 50％ 以 下 で あ る こ と と 定 義 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 定 量 し た タ ン パ ク 質 が 、 SH3BGRL、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド ３ リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ フ ラ
グ メ ン ト 、 ト リ オ セ ホ ス フ ェ ー ト イ ソ メ ラ ー ゼ １ （ triosephosphate isomerase 1） 、 脳
ク レ ア チ ン キ ナ ー ゼ 、 GFAP、 お よ び 難 溶 性 画 分 に 検 出 さ れ る GFAPか ら な る 群 に 属 し て い る
場 合 、 被 験 者 サ ン プ ル に お け る 該 タ ン パ ク 質 の 量 が コ ン ト ロ ー ル に 比 べ て 多 い 場 合 、 ア ル
ツ ハ イ マ ー 病 で あ る と 診 断 で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 「 コ ン ト ロ ー ル の 値 に 比 べ て 多 い 」 と は 、 コ ン ト ロ ー ル の 値 に 対 し て 被 験 者 サ ン プ ル の
定 量 値 が 125％ 以 上 、 好 ま し く は 130％ 以 上 で あ る こ と と 定 義 し て も よ い 。 さ ら に 、 上 記 タ
ン パ ク 質 群 の う ち の SH3BGRL以 外 の タ ン パ ク 質 に つ い て は 、 160％ 以 上 、 ま た は 180％ 以 上
と 定 義 す る こ が で き る 。 さ ら に 、 SH3BGRLお よ び ト リ オ セ ホ ス フ ェ ー ト イ ソ メ ラ ー ゼ １ 以
外 の 場 合 は 、 200％ 以 上 で あ る こ と と 定 義 し て も よ い 。 さ ら に 、 GFAPお よ び 難 溶 性 画 分 に
検 出 さ れ る GFAPに つ い て は 、 「 コ ン ト ロ ー ル の 値 に 比 べ て 多 い 」 と は 、 250％ 以 上 と 定 義
す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 以 上 に 述 べ た 通 り 、 コ ン ト ロ ー ル と 対 比 し て 、 上 記 タ ン パ ク 質 の 定 量 値 に 基 づ い て ア ル
ツ ハ イ マ ー 病 を 診 断 し 得 る が 、 個 々 の タ ン パ ク 質 の 定 量 は そ の 誤 差 等 を 考 慮 す る 必 要 が あ
る た め 、 １ つ の タ ン パ ク 質 に つ い て の 定 量 値 の み に 基 づ い て 診 断 す る よ り も 、 2以 上 の タ
ン パ ク 質 に つ い て の 定 量 値 に 基 づ い て 診 断 す る 方 が 、 よ り 確 実 で あ る 。 上 記 タ ン パ ク 質 群
の う ち 、 よ り 多 種 の タ ン パ ク 質 に つ い て の 定 量 値 に 基 づ い て 診 断 す る 方 が 、 よ り 確 実 で あ
り 、 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 、 難 溶 性 タ ン パ ク 質 に つ い て も 二 次 元 電 気 泳 動 を 行 う こ と が で き る が 、
そ の 方 法 は 、 本 発 明 者 ら に よ っ て 新 規 に 開 発 さ れ た も の で あ る 。 以 下 に 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 従 来 の 2-DEで は あ る 種 の タ ン パ ク 質 の 選 択 的 損 失 が な お 問 題 で あ り 、 一 般 的 に は 膜 タ ン
パ ク 質 は 損 失 さ れ る 。 膜 タ ン パ ク 質 等 の 疎 水 性 タ ン パ ク 質 、 と り わ け 高 分 子 の タ ン パ ク 質
は 、 疎 水 性 で あ る と タ ン パ ク 質 の 凝 集 を 起 こ し 易 く 、 サ ン プ ル の ア プ ラ イ や IEFの 際 に 大
き な 障 害 と な る 。 膜 タ ン パ ク 質 は 細 胞 中 の タ ン パ ク 質 の 大 き な 部 分 を 占 め て お り 、 細 胞 外
環 境 か ら の シ グ ナ ル 伝 達 等 の 重 要 な 細 胞 機 能 は 、 レ セ プ タ ー や イ オ ン チ ャ ネ ル な ど の 膜 タ
ン パ ク 質 に 大 き く 依 存 し て い る 。 し た が っ て 、 膜 タ ン パ ク 質 は 薬 剤 標 的 と し て の 意 義 が 大
き い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
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　 本 発 明 に お い て 、 可 溶 性 と 難 溶 性 の 脳 タ ン パ ク 質 を 別 々 に 観 察 で き る よ う な プ ロ ト コ ー
ル を 開 発 し 、 ADに お け る タ ン パ ク 質 発 現 の 変 化 の 検 出 を 可 能 に す る よ う な 脳 タ ン パ ク 質 に
関 す る デ ー タ ベ ー ス を 構 築 し た 。 AD脳 に つ い て の い く つ か の 2-DEデ ー タ ベ ー ス が 公 開 さ れ
て い る が 、 こ れ ら は い ず れ も AD脳 の 難 溶 性 タ ン パ ク 質 に 関 す る も の で は な か っ た 。 本 研 究
者 ら は 、 難 溶 性 脳 タ ン パ ク 質 に 関 し て 解 析 す る た め に 、 疎 水 性 タ ン パ ク 質 の 同 定 能 を 改 良
し た 新 た な 方 法 を 開 発 し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 該 方 法 は 、 脳 タ ン パ ク 質 の 連 続 抽 出 法 と い う 新 規 方 法 で あ る 。 第 一 段 階 で 、 組 織 サ ン プ
ル を SDSを 含 有 す る 溶 解 バ ッ フ ァ ー に よ り ホ モ ジ ナ イ ズ し た 。 SDSは タ ン パ ク 質 を 可 溶 化 す
る 強 力 な 界 面 活 性 剤 で あ り 、 2-DEゲ ル の 高 解 像 度 に と っ て 効 果 的 な 試 薬 で も あ る 。 SDSの
大 量 使 用 と 定 常 の IEFと は 、 SDSが 陰 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 で あ る た め 、 併 用 で き な い の で 、
最 初 の 抽 出 (可 溶 性 タ ン パ ク 質 の 抽 出 )は 尿 素 及 び 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 Nonidet P-40(NP-
40)を 含 有 す る サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー に よ っ て 希 釈 し た 後 に 行 っ た 。 第 二 段 階 と し て 最 初 の
抽 出 で は 溶 解 さ れ な か っ た タ ン パ ク 質 (難 溶 性 タ ン パ ク 質 )を SDS溶 解 用 バ ッ フ ァ ー で 可 溶
化 し 、 次 い で 尿 素 、 チ オ 尿 素 、 N-デ シ ル -N,N-ジ メ チ ル -3-ア ン モ ニ ア -1-プ ロ パ ン ス ル ホ
ン 酸 (SB3-10)及 び 3-[(3-ク ロ ラ ミ ド プ ロ ピ ル )ジ メ チ ル ア ン モ ニ オ ]-1-プ ロ パ ン ス ル ホ ン
酸 (CHAPS)を 含 有 す る サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー で 希 釈 し た 。 こ の 方 法 に よ り 疎 水 性 膜 タ ン パ ク
質 や 老 化 あ る い は 病 理 的 過 程 に お い て 凝 集 を 起 こ し た あ る 種 の 脳 タ ン パ ク 質 を 含 ん だ 難 溶
性 タ ン パ ク 質 を 別 個 に 分 析 す る こ と が 可 能 と な っ た 。 こ の 方 法 に よ り 、 大 量 の タ ン パ ク 質
を 単 離 し 、 AD患 者 と コ ン ト ロ ー ル 群 と の 間 で 可 溶 性 及 び 難 溶 性 両 画 分 の タ ン パ ク 質 発 現 を
比 較 し た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 か か る 連 続 抽 出 法 を 用 い る こ と に よ り 、 １ つ の サ ン プ ル か ら 分 画 さ れ る ２ つ の 画 分 を 別
々 に 二 次 元 電 気 泳 動 解 析 に 供 す る こ と が で き 、 ゲ ル 画 像 を 鮮 明 に 得 る こ と が で き 、 解 析 が
容 易 と な る 。 ま た 、 鮮 明 な ゲ ル 画 像 が 得 ら れ る た め 、 泳 動 ゲ ル の サ イ ズ を 縮 小 す る こ と も
で き 、 経 済 的 時 間 的 に 有 利 で あ る 。
　 ま た 、 当 該 方 法 に よ り 、 難 溶 性 タ ン パ ク 質 の プ ロ テ オ ー ム 解 析 が 容 易 と な っ た 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ ３ 】

　 脳 組 織 は 臨 床 的 及 び 組 織 病 理 学 的 に ADと 診 断 さ れ た 患 者 10人 (年 齢 ； 79.1± 5.0歳 、 死 後
経 過 時 間 ； 5.2± 5.8時 間 )、 及 び 臨 床 的 、 形 態 学 的 に 脳 の 病 変 が 認 め ら れ な か っ た 年 齢 層
の 一 致 し た 対 象 群 10人 (年 齢 ； 72.2± 9.5歳 、 死 後 経 過 時 間 ； 6.2± 4.6時 間 )か ら オ ー ト プ
シ ー に よ り 採 取 し た 。 両 群 に お け る 代 表 的 な 死 因 は 心 疾 患 ま た は 呼 吸 不 全 で あ っ た 。 オ ー
ト プ シ ー 後 直 ち に 脳 を 矢 状 方 向 に 二 分 し 、 一 方 を 生 化 学 的 研 究 に 、 他 の 半 分 を 組 織 学 的 試
験 に 使 用 し た 。 ADの 脳 病 理 学 的 評 価 は AD登 録 事 項 設 置 コ ン ソ ー シ ア ム (the Consortium to
 Establish a Registry for AD: CERAD)の 基 準 に 従 っ た 。 本 研 究 で は 側 頭 及 び 前 頭 皮 質 を
分 析 用 及 び 予 備 的 使 用 の た め に 準 備 し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】

　 IPG勾 配 ゲ ル ス ト リ ッ プ 及 び フ ァ ー マ ラ イ ト (Pharmalyte)は ア マ シ ャ ム バ イ オ サ イ エ ン
ス (Amersham Biosicences; Uppsala, Sweden)か ら 購 入 し た 。 SDS-PAGEマ ー カ ー は バ イ オ
ラ ド (Bio-Rad; Hercules, CA)の 製 品 を 使 用 し た 。 フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル フ ォ ニ ル フ ル オ ラ
イ ド (PMSF)、 SB3-10及 び CHAPSは シ グ マ ケ ミ カ ル (Sigma Chemicals; St Louis, MO, USA)
か ら 購 入 し た 。 チ オ 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 及 び 硝 酸 銀 は 和 光 純 薬 (大 阪 、 日 本 )か ら 購 入 し た 。 炭
酸 ナ ト リ ウ ム は 高 杉 製 薬 (福 岡 、 日 本 )か ら 購 入 し た 。 他 の 化 学 薬 品 は 全 て ナ カ ラ イ テ ス ク
(京 都 、 日 本 )か ら 購 入 し た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
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１ ． 材 料 及 び 方 法
　 剖 検 脳 検 体

　 試 薬

　 サ ン プ ル の 調 製



　 可 溶 性 タ ン パ ク 質 ： 可 溶 性 タ ン パ ク 質 は 既 報 の 方 法 に よ り 調 製 し た 。 脳 組 織 は 10mMト リ
ス 塩 酸 (pH7.5)、 2% SDS、 20%グ リ セ ロ ー ル 及 び 2%メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル か ら 成 る 溶 解 バ ッ
フ ァ ー の 1v/w中 で ハ ン ド ソ ニ ケ ー タ ー を 使 っ て 超 音 波 分 解 を 充 分 に 行 っ た 。 9M尿 素 、 2% N
P-40、 2%フ ァ ー マ ラ イ ト 及 び 8 mM PMSFを 含 有 す る サ ン プ ル 溶 液 で 5倍 に 希 釈 後 、 100,000
× gで 1時 間 遠 心 分 離 し 上 清 を 集 め た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 難 溶 性 タ ン パ ク 質 ： 最 初 の 抽 出 に よ っ て 得 ら れ た ペ レ ッ ト を 同 じ SDS溶 解 バ ッ フ ァ ー 中
で 充 分 に 超 音 波 分 解 し 、 煮 沸 し た 。 7M尿 素 、 2Mチ オ 尿 素 、 2%SB3-10、 2%CHAPS、 2mMト リ ブ
チ ル ホ ス フ ィ ン 及 び 2%フ ァ ー マ ラ イ ト を 含 有 す る サ ン プ ル 溶 液 で 5倍 に 希 釈 し た 後 、 サ ン
プ ル を 100,000× gで 1時 間 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 収 集 し た (図 1)。
【 ０ ０ ３ ７ 】

　 ゲ ル 電 気 泳 動 の 一 次 元 は 固 定 化 pH勾 配 ゲ ル (固 定 化 乾 燥 ス ト リ ッ プ ゲ ル 、 pH4-7、 180× 3
× 0.5mm)に よ り 水 平 電 気 泳 動 機 器 (Multiphor II, Pharmacia)を 使 っ て 行 っ た 。 サ ン プ ル
溶 液 (100mg/40μ L)を ゲ ル の 陽 極 側 に 滴 下 し 、 IEFは 、 5分 間 で 0-200V、 5時 間 で 200-300V、
8時 間 で 300-3500V、 そ の 後 3500Vを 可 溶 性 画 分 に つ い て は 8時 間 、 難 溶 性 画 分 に つ い て は 59
時 間 、 そ れ ぞ れ 泳 動 し た 。 ゲ ル 電 気 泳 動 の 二 次 元 は 基 本 的 に は Laemmliの 方 法 の 基 づ い て S
DSの 存 在 下 に 12-14％ グ ラ ジ エ ン ト ゲ ル (24.5× 18× 0.05cm)を 使 っ て 行 っ た 。 必 要 な 場 合
に は 、 分 子 量 の 指 標 と し て マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を 同 じ 方 法 で 分 離 し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】

　 銀 染 色 し た 2-DEゲ ル 上 の タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト は フ ラ ッ ト ベ ッ ド ・ ス キ ャ ナ (Agfa-Gevaer
t, Mortsel, Belgium)を 使 っ て 300dpiで デ ジ タ ル 化 処 理 し た 。 画 像 デ ー タ を マ ッ キ ン ト ッ
シ ュ コ ン ピ ュ ー タ (Power Macintosh G4)上 で メ ラ ニ ー IIソ フ ト ウ ェ ア (Melanie II softwa
re: Bio-Rad)を 使 っ て 分 析 し た 。 コ ン ト ロ ー ル 群 で 2つ 以 上 の ゲ ル に 認 め ら れ た ス ポ ッ ト
を 拾 い 上 げ 、 こ れ ら の ス ポ ッ ト を 融 合 し て 参 照 ゲ ル を 作 成 し 、 こ の 参 照 ゲ ル の 各 ス ポ ッ ト
に 番 号 付 け を し た 。 各 ゲ ル の ス ポ ッ ト を 参 照 ゲ ル と 同 様 の 番 号 付 け ス キ ー ム に 従 っ て 番 号
付 け を 行 っ た 。 ス ポ ッ ト の 体 積 (VOL)は ス ポ ッ ト 部 分 の 光 学 密 度 (OD)の 積 分 に よ り 定 義 し
、 相 対 体 積 (%VOL)は 全 画 像 の 合 計 VOLに 対 す る そ の ス ポ ッ ト の VOLの 割 合 と し た 。 ス ポ ッ ト
の %VOLを 求 め 、 AD群 と コ ン ト ロ ー ル 群 と の 間 で 有 意 差 を 示 し た ス ポ ッ ト を 検 出 し た 。 デ ー
タ を マ ッ キ ン ト ッ シ ュ  マ イ ク ロ ソ フ ト  エ ク セ ル (Microsoft Excel on Macintosh)を 使 っ
て 統 計 学 的 に 解 析 し 、 p<0.05の 危 険 率 で ス チ ュ ー デ ン ト t検 定 に よ り %VOLが コ ン ト ロ ー ル
群 か ら 有 意 に 変 化 し た AD群 の ス ポ ッ ト を 同 定 し た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】

　 電 気 泳 動 後 、 ゲ ル ・ ス ラ ブ を 50%メ タ ノ ー ル 、 5%酢 酸 水 中 で 20分 間 固 定 化 し た 。 50%メ タ
ノ ー ル 水 で 10分 間 洗 浄 後 、 0.02%チ オ 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 中 で 1分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 増 感 し
た 。 ゲ ル を 洗 浄 後 、 0.1%硝 酸 銀 溶 液 中 に 浸 し 4℃ で 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ゲ ル ・ ス
ラ ブ を 2%炭 酸 ナ ト リ ウ ム の 0.04%フ ォ ル マ リ ン 中 で 発 色 さ せ た 。 ス ポ ッ ト が 見 え て き た ら 5
%酢 酸 水 を 加 え 反 応 を 止 め た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】

　 銀 染 色 し た タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト を ゲ ル か ら 切 り 出 し 、 目 的 の ゲ ル を チ ュ ー ブ Aに 入 れ 、 1
00μ Mの NH 4 HCO 3 　 100μ Lを 加 え て 15分 間 放 置 後 、 遠 心 分 離 し 上 清 を 捨 て る 。 ア セ ト ニ ト リ
ル 100μ Lを 加 え て 15分 間 放 置 後 、 遠 心 分 離 し 上 清 を 捨 て る 。 こ の 操 作 を ２ 回 繰 り 返 し た 後
、 減 圧 乾 燥 す る 。 ト リ プ シ ン 緩 衝 液 a（ 50ｍ M NH 4 CO 3 , 5mM CaCl 2 , 25ng/μ l ト リ プ シ ン
） を 10μ L加 え て 、 10分 間 室 温 静 置 し た 後 、 ト リ プ シ ン 緩 衝 液 aを 除 去 し 、 緩 衝 液 ｂ （ 50mM
 NH 4 HCO 3 , 5mM CaCl 2 ） を 10μ L加 え て 、 37℃ で 一 晩 静 置 し た 。 上 清 を チ ュ ー ブ Bに 移 し 、 5
％ ト リ フ ル オ ロ 酢 酸  20μ Lを 加 え 、 20分 間 振 蕩 後 、 別 の チ ュ ー ブ Bに 移 し た 。 チ ュ ー ブ Aに
50％ ア セ ト ニ ト リ ル 及 び 5％ ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 溶 液 20μ Lを 入 れ 、 20分 間 振 蕩 後 、 上 清 を チ
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ュ ー ブ Bに 移 す 。 こ の 操 作 を 3回 繰 り 返 し た 後 、 チ ュ ー ブ Bの サ ン プ ル を 減 圧 乾 燥 し 、 ZipTi
p（ Millipore Corp.） で 脱 塩 す る 。 マ ト リ ッ ク ス と し て 1/8希 釈 ジ ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 飽
和 溶 液 を 使 用 し 、 プ レ ー ト 上 で 結 晶 化 さ せ 、 質 量 分 析 用 の 検 体 と し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】

　 銀 染 色 し た タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト を ゲ ル か ら 切 り 出 し 、 ゲ ル 切 片 を ト リ プ シ ン 分 解 し た 。
得 ら れ た ペ プ チ ド 画 分 を 2つ の 異 な る 系 、 す な わ ち 、 マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー イ オ ン 化 (
MALDI)飛 行 時 間 型 質 量 分 析 (TOF/MS)及 び 融 合 型 MS/MS TOFシ ス テ ム (QSSTAR Pulser 1： ア
プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ ム ズ (株 )製 )を 利 用 し た タ ン デ ム 質 量 分 析 (MS/MS)に よ り 分 析 し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】

　 ペ プ チ ド -マ ッ ピ ン グ デ ー タ を pI及 び MW値 (2-DEゲ ル か ら の 推 定 値 )と 共 に AnalystQSに よ
り NCBInrデ ー タ ベ ー ス の 検 索 に 使 用 し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】

　 ヒ ト SH3BGRLの 9番 目 の セ リ ン か ら 23番 目 の バ リ ン ま で ： SSSGSTAIKKKQQDV（ 配 列 番 号 １
） の N末 端 に シ ス テ イ ン 残 基 を 付 加 し た ペ プ チ ド を 合 成 し 、 こ の ペ プ チ ド を キ ー ホ ー ル リ
ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン （ Ｋ Ｌ Ｈ ） に 結 合 さ せ た Ｋ Ｌ Ｈ -ペ プ チ ド 複 合 体 （ 1.6mg/ｍ L） を 免
疫 原 と し て 作 製 し 、 雌 ウ サ ギ （ 日 本 白 色 種 ） に 初 回 は 0.4mgを 完 全 フ ロ イ ン ド ア ジ ュ バ ン
ト と 共 に 背 皮 内 投 与 し た 。 初 回 免 疫 後 、 2週 間 の 間 隔 で 免 疫 原 0.2mgを 不 完 全 フ ロ イ ン ド ア
ジ ュ バ ン ト と 共 に 3回 背 皮 内 投 与 し 、 最 終 免 疫 の 2週 間 後 に 全 採 血 し 抗 血 清 を 得 た 。 得 ら れ
た 抗 血 清 は 免 疫 原 に 使 用 し た ペ プ チ ド を セ フ ァ ロ ー ス 樹 脂 に 結 合 さ せ た ア フ ィ ニ テ ィ ー カ
ラ ム を 用 い て 精 製 し 、 特 異 抗 体 を 得 た 。 同 様 の 方 法 で 、 ヒ ト SH3BGRLの 58番 目 の ア ル ギ ニ
ン か ら 74番 目 の グ ル タ ミ ン ま で の 17ア ミ ノ 酸 ： RPATGYPLPPQIFNESQ（ 配 列 番 号 ２ ） 、 96番
目 の グ リ シ ン か ら 110番 目 の ア ラ ニ ン ま で の 15ア ミ ノ 酸 ： GLTAPPGSKEAEVQA（ 配 列 番 号 ３ ）
に 対 す る 特 異 抗 体 を 作 製 し た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】

　 2-DEを 用 い る プ ロ テ オ ミ ッ ク 解 析 は 一 度 に 多 数 の タ ン パ ク 質 を 調 査 す る こ と が 可 能 で あ
り 、 "多 因 子 "ADに お け る 疾 病 経 過 の 研 究 に 有 用 な 手 段 で あ る 。 AD脳 の プ ロ テ オ ミ ッ ク 解 析
は 既 に 報 告 さ れ て い る 。 IPGは IEFを 大 幅 に 改 良 し た が 、 疎 水 性 タ ン パ ク 質 は そ の 解 像 度 が
悪 く 、 IPGに よ る 分 離 の 際 に 失 わ れ る と い う こ と が か な り 早 い 段 階 で 指 摘 さ れ て い た 。 こ
れ は タ ン パ ク 質 と IPGマ ト リ ッ ク ス の 塩 基 性 ア ク リ ル ア ミ ド 誘 導 体 と の 間 の 疎 水 性 相 互 作
用 に よ る も の で あ る と 考 え ら れ る 。 最 初 の サ ン プ ル 溶 解 が 疎 水 性 タ ン パ ク 質 喪 失 の 主 な 要
因 で あ っ た 。 近 年 、 細 胞 膜 の 生 物 学 的 、 薬 理 学 的 重 要 性 に つ い て の 理 解 が 深 ま り 、 こ れ ら
難 溶 性 タ ン パ ク 質 の IPGに よ る 2-DEの 高 度 解 像 法 を 用 い る 分 離 方 法 の 改 良 に 多 く の 努 力 が
な さ れ た 。 難 溶 性 タ ン パ ク 質 を 含 む AD脳 タ ン パ ク 質 の デ ー タ ベ ー ス を 作 成 す る た め に 、 サ
ン プ ル 調 製 に 連 続 抽 出 法 を 採 用 し た 。 可 溶 性 タ ン パ ク 質 は SDS溶 解 バ ッ フ ァ ー に よ り 可 溶
化 し て 調 製 し た 後 、 NP-40と 尿 素 を 含 有 す る サ ン プ ル 溶 液 で 希 釈 し た 。 最 初 の 抽 出 段 階 で
可 溶 化 さ れ な か っ た 難 溶 性 タ ン パ ク 質 は SDS溶 解 バ ッ フ ァ ー で ホ モ ジ ナ イ ズ し 、 煮 沸 処 理
し た 後 、 CHAPS、 SB3-10、 尿 素 及 び チ オ 尿 素 を 含 有 す る サ ン プ ル 溶 液 で 希 釈 し た 。 可 溶 性
、 難 溶 性 両 タ ン パ ク 質 に つ い て 別 々 に 2-DEを 行 い 、 2-Dゲ ル 上 の ス ポ ッ ト を 銀 染 色 に よ り
検 出 し た 。 AD群 と 健 常 コ ン ト ロ ー ル 群 と の 間 の タ ン パ ク 質 発 現 の 差 を 調 べ た 。 結 果 と し て
、 高 解 像 度 の 2-DEデ ー タ を 得 、 難 溶 性 画 分 に つ い て は 531の ス ポ ッ ト を 、 可 溶 性 画 分 に つ
い て は 1283の ス ポ ッ ト が そ れ ぞ れ の 参 照 ゲ ル 上 に 示 さ れ た 。 AD群 と コ ン ト ロ ー ル 群 で の タ
ン パ ク 質 発 現 の 差 異 を 比 較 し 、 18の ス ポ ッ ト の %VOLが AD脳 で は コ ン ト ロ ー ル 脳 に 比 較 し て
有 意 に 変 動 し て い た こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 2-Dゲ ル の 写 真 は フ ィ ル タ ー 処 理 さ れ て い な い そ の ま ま の 画 像 で あ り 、 可 溶 性 、 難 溶 性
両 タ ン パ ク 質 の 分 析 に 対 し 高 解 像 度 で の 分 離 及 び 低 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 像 を 提 供 し た (図 2
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,3)。 難 溶 性 画 分 で は 、 コ ン ト ロ ー ル 群 で 2つ 以 上 の ゲ ル に 現 れ た ス ポ ッ ト を 回 収 し 、 こ れ
ら の ス ポ ッ ト を 融 合 さ せ て 参 照 ゲ ル を 作 成 し た 。 531の ス ポ ッ ト を 参 照 ゲ ル に 付 し 、 番 号
付 け し た 。 参 照 ゲ ル の 番 号 付 け ス キ ー ム に 従 っ て 各 ゲ ル の ス ポ ッ ト を 解 析 し 、 そ れ ら の %V
OLを 計 算 し た 。 そ の 結 果 、 3つ の タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト の %VOLが AD脳 で 有 意 に 上 昇 し て い た (
図 2)。 こ れ ら 3つ の ス ポ ッ ト の 2つ は GFAPで あ る こ と が MSに よ り 同 定 さ れ た 。 他 の 1つ は ス
ポ ッ ト が 弱 く 同 定 は で き な か っ た が 、 ス ポ ッ ト 当 た り の タ ン パ ク 質 量 が 少 な い こ と 及 び 質
量 ス ペ ク ト ル が 不 適 当 で あ っ た こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 GFAPは 中 間 フ ィ ラ メ ン ト タ ン パ ク 質 の ク ラ ス IIIに 属 し 、 成 熟 星 状 細 胞 に 最 も 豊 富 に 存
在 す る 。 AD脳 に お け る 星 状 細 胞 は ア ミ ロ イ ド 沈 着 や 神 経 細 胞 変 性 に 反 応 性 で あ る こ と が 知
ら れ て い る だ け で な く 、 星 状 細 胞 の 退 行 性 応 答 、 す な わ ち 、 細 胞 内 対 ペ ア ー ド ヘ リ カ ル フ
ィ ラ メ ン ト (paired helical filament)、 ア ミ ロ イ ド 小 体 の 数 の 増 加 、 及 び ア ポ ト ー シ ス
も ま た 示 さ れ て い る 。 酵 素 免 疫 測 定 法 を 用 い た 定 量 に よ り GFAPレ ベ ル の 上 昇 が CSFや AD患
者 の 脳 サ ン プ ル に お い て 報 告 さ れ て い る 。 更 に 、 5つ の GFAPα 、 -β 、 -γ 、 -δ 及 び -ε と
し て 表 さ れ る ア イ ソ フ ォ ー ム に つ い て の 記 載 が あ り 、 GFAPε は プ レ セ ニ リ ン タ ン パ ク 質 と
相 互 作 用 す る こ と が 最 近 報 告 さ れ た 。 GFAPは 重 合 し た フ ィ ラ メ ン ト 及 び 未 重 合 サ ブ ユ ニ ッ
ト の 間 で 動 的 平 衡 を 保 っ て い る 。 GFAPフ ィ ラ メ ン ト の 会 合 は 主 要 ド メ イ ン の リ ン 酸 化 と 脱
リ ン 酸 化 に よ り 制 御 さ れ て お り 、 主 要 領 域 の あ る ア ミ ノ 酸 が リ ン 酸 化 さ れ る と フ ィ ラ メ ン
ト の 分 解 が 起 こ る と い う こ と が 提 示 さ れ て い る 。 2ー Dゲ ル で は GFAPは 異 な る 分 解 物 、 ア イ
ソ フ ォ ー ム 及 び 翻 訳 後 修 飾 に よ り 複 数 の ス ポ ッ ト と し て 分 離 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る 。
可 溶 性 画 分 の 解 析 に よ り AD群 で %VOLが 上 昇 し た GFAPの ス ポ ッ ト が 認 め ら れ た 。 こ の ス ポ ッ
ト の pIと MWは 難 溶 性 画 分 に 認 め ら れ た 2つ の GFAPス ポ ッ ト の pI及 び MWと は 異 な っ て い た 。
異 な る 発 現 を 示 し た こ れ ら の 修 飾 、 ア イ ソ フ ォ ー ム 、 分 解 に 関 し て 更 に 検 討 し て 得 ら れ た
GFAPス ポ ッ ト の 特 徴 は ADの 病 因 に お け る GFAPの 関 連 性 に つ い て 重 要 な 情 報 を 与 え る で あ ろ
う 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 可 溶 性 画 分 に つ い て も 、 参 照 ゲ ル を 上 記 の 方 法 で 作 成 し 、 1283の ス ポ ッ ト を 参 照 ゲ ル と
し て 割 り 当 て た 。 定 量 分 析 に よ り 10の ス ポ ッ ト の %VOLが ADで 有 意 に 減 少 し て い た 。 逆 に 5
つ の ス ポ ッ ト で AD脳 の %VOLが 上 昇 し て い る こ と が 検 出 さ れ た (図 3)。 こ れ ら の タ ン パ ク 質
全 て を MSに よ り 同 定 し 、 表 1に そ の NCBInr登 録 番 号 、 正 式 名 称 及 び 同 定 さ れ た タ ン パ ク 質
の コ ン ト ロ ー ル に 対 す る ADの %VOL比 を 示 し た 。 同 定 さ れ た タ ン パ ク 質 は 酵 素 、 分 子 シ ャ ペ
ロ ン 、 細 胞 骨 格 タ ン パ ク 質 及 び そ の 他 タ ン パ ク 質 な ど の い く つ か の グ ル ー プ に 分 類 さ れ る
(表 1)。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 中 で 次 の も の 、 す な わ ち 、 イ ソ ク エ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 3
(NAD+)、 グ ア ニ ン 脱 ア ミ ノ 酵 素 、 70kDa熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 2(HSP70-2)、 ミ ュ ー -ク リ ス
タ リ ン 及 び SH3BGRLは AD脳 と の 関 連 に つ い て 未 だ 報 告 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 以 下 、 表 1の タ ン パ ク 質 の 分 類 に し た が っ て 、 説 明 す る 。

　 上 記 実 験 に よ り 、 ミ ト コ ン ド リ ア 酵 素 で あ る NADHデ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (ユ ビ キ ノ ン ; ubiqu
inone)Fe-Sタ ン パ ク 質 1(75kDa)及 び イ ソ ク エ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 3(NAD+)ア ル フ ァ プ レ
カ ー サ 、 及 び グ ア ニ ン 脱 ア ミ ノ 酵 素 は AD脳 に お い て 減 少 し て い た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
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　 酵 素 ：



　 NADHデ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ は ミ ト コ ン ド リ ア 電 子 伝 達 系 の 酵 素 複 合 体 の 一 つ で あ り 、 少 な く
と も 41の サ ブ ユ ニ ッ ト か ら 成 り 、 NADHか ら ユ ビ キ ノ ン ヘ の 電 子 の 輸 送 を 触 媒 す る 。 NADHデ
ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド し て い る い く つ か の 遺 伝 子 に お い て AD脳 で の 発 現
が 低 下 し て い る と い う い く つ か の 報 告 が 成 さ れ て い る 。 Kimら （ S.H. Kim, R. Vlkolinsky
, N. Cairns, M. Fountoulakis and G. Lubec, Life Sciences 68 (2001), 2741-2750）
は NADHデ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ の 2つ の サ ブ ユ ニ ッ ト の タ ン パ ク 質 発 現 レ ベ ル が 低 下 し て い る と
い う 報 告 を し て い る 。 イ ソ ク エ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (NAD+)は ミ ト コ ン ド リ ア マ ト リ ッ ク
ス 中 に 2α 、 1β 及 び 1γ サ ブ ユ ニ ッ ト か ら 成 る ヘ テ ロ 四 量 体 と し て 存 在 し て い る 。 ト リ カ
ル ボ ン 酸 サ イ ク ル の 主 要 な 制 御 酵 素 で あ り 、 イ ソ ク エ ン 酸 の α -ケ ト グ ル タ ー ル 酸 へ の 酸
化 的 脱 炭 酸 、 電 子 伝 達 系 に お け る 還 元 物 質 を 産 生 す る 、 反 応 を 触 媒 す る 。 こ れ ら の 結 果 は
ミ ト コ ン ド リ ア に お け る エ ネ ル ギ ー 代 謝 の 欠 陥 は AD病 変 に 影 響 を 与 え る と い う こ と を 示 し
て い る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 グ ア ニ ン 脱 ア ミ ノ 酵 素 は グ ア ニ ン と ア ン モ ニ ア の 加 水 的 脱 ア ミ ノ 反 応 を 触 媒 す る 。 こ の
反 応 は 更 な る 利 用 か ら グ ア ニ ン 塩 基 を グ ア ニ ル 酸 ヌ ク レ オ チ ド と し て 非 可 逆 的 に 脱 ア ミ ノ
す る 。 グ ア ニ ン ・ ヌ ク レ オ チ ド は 神 経 の シ グ ナ ル 経 路 に お い て 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る 。
GDPと DTPは G-タ ン パ ク 質 結 合 レ セ プ タ ー 及 び 低 分 子 量 G-タ ン パ ク 質 を 経 由 す る シ グ ナ ル の
レ ギ ュ レ ー タ ー で あ る 。 サ イ ク リ ッ ク GMP(cGMP)は シ グ ナ ル 伝 達 に お け る 細 胞 内 セ カ ン ド
メ ッ セ ン ジ ャ ー と し て 作 用 し 、 cGMP依 存 性 プ ロ テ イ ン ・ キ ナ ー ゼ の 活 性 化 に 誘 導 す る 。 こ
の よ う に こ れ ら ヌ ク レ オ チ ド の レ ベ ル は グ ア ニ ン 脱 ア ミ ノ 酵 素 に よ っ て 制 御 さ れ て い る か
ら 、 こ の 酵 素 タ ン パ ク 質 の 発 現 変 動 は 細 胞 性 シ グ ナ ル を 変 化 さ せ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 こ れ と は 逆 に 、 解 糖 酵 素 で あ る ト リ オ ー ス リ ン 酸 イ ソ メ ラ ー ゼ や グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド 三
リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ (G3PD)、 及 び 脳 ク レ ア チ ン キ ナ ー ゼ の %VOLが ADに お い て 上 昇 し て
い た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 脳 ク レ ア チ ン キ ナ ー ゼ (BCK)は ATPと ク レ ア チ ン と の 間 の ホ ス ホ リ ル 基 の 可 逆 的 転 移 を 触
媒 す る 。 そ の 活 性 は ADを 含 む 加 齢 に 伴 う 神 経 変 性 疾 患 に お い て 低 下 す る こ と が 知 ら れ て い
る 。 Aksenovら は ADに お け る BCKレ ベ ル の 低 下 は BCK遺 伝 子 発 現 の 低 下 に よ る も の で は な い
と 報 告 し て お り (M. Aksenov, M. Aksenova. D.A. Butterfield, and W.R. Markesbey, J 
Neurochem 74 (2000), 2520-2527.)、 BCKの 損 失 は 少 な く と も 一 部 に は 酸 化 に よ り 損 傷 を
う け た BCK分 子 の 分 解 に よ る も の で あ ろ う と 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】

　 本 研 究 で は 、 シ ャ ぺ ロ ン タ ン パ ク 質 で あ る グ ル コ ー ス 制 御 タ ン パ ク 質 (GRP)75及 び HSP70
-2の %VOLが 低 下 し て い た 。 ADは タ ン パ ク 質 の 立 体 構 造 変 化 に 起 因 す る 疾 病 の 一 つ で あ る か
ら 、 ADに お け る 他 の ポ リ ペ プ チ ド の 折 り た た み (フ ォ ー ル デ ィ ン グ )を 仲 介 す る と い う 役 割
を 有 す る 分 子 シ ャ ペ ロ ン に つ い て は 多 く の 研 究 が な さ れ て い る 。 ADに お け る 低 分 子 量 熱 シ
ョ ッ ク タ ン パ ク 質 HSP27や α B-ク リ ス タ リ ン の 発 現 は ア ミ ロ イ ド 繊 維 形 成 や そ の 結 果 現 れ
る 毒 性 を 低 減 す る た め の 防 御 反 応 で あ る と 言 わ れ て い る （ H. Shinohara, Y. Inaguma, S.
 Goto, T. Inagaki and K. Kato, J Neurol Sci 119 (1993), 203-208.、 K. Renkawek, C
.E. Voorter, G.J. Bosman, F.P. van Workum and W.W. de Jong, Acta Neuropatol (Ber
l) 87 (1994), 155-160.） 。 GRP78は APPに 結 合 し 、 Aβ 1 - 4 0 や Aβ 1 - 4 2 の 分 泌 を 下 げ る こ と
が 報 告 さ れ て い る （ Y. Yang, R.S. Turner and J.R. Gaut, J Biol Chem 273 (1998), 25
552-25555.） 。 GRP75及 び HSP70-2は 共 に 重 要 な シ ャ ペ ロ ン の 一 つ で あ る HSP70フ ァ ミ リ ー
の メ ン バ ー で あ る 。 GRP75は ミ ト コ ン ド リ ア に 存 在 し 、 ミ ト コ ン ド リ ア に 入 っ て く る タ ン
パ ク 質 の フ ォ ー ル デ ィ ン グ と 組 み 立 て を 促 進 し て い る 。 Yooら は AD脳 に お い て GRP75の 発 現
が 下 方 制 御 さ れ て い る こ と を 報 告 し て い る （ B.C. Yoo, S.H. Kim, N. Cairns, M. Founto
ulakis and G. Lubec, Biochem Biophys Res Commun 280 (2001), 249-258.） 。 HSP70-2
は 精 子 形 成 細 胞 に 特 異 的 に 発 現 す る こ と が 知 ら れ て お り 、 男 性 不 妊 症 の 病 因 と の 関 連 が 指
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　 分 子 シ ャ ペ ロ ン ：



摘 さ れ て い る 。 HSP70-2遺 伝 子 は 脳 に お い て も 発 現 す る こ と が 報 告 さ れ て い る が 、 脳 に お
け る HSP70-2機 能 は ま だ わ か っ て い な い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】

　 既 に 述 べ た よ う に 、 一 つ の GFAPス ポ ッ ト は AD群 に お い て そ の %VOLが 上 昇 し て い た 。 更 に
チ ュ ー ブ リ ン の 二 つ の ア イ ソ フ ォ ー ム 、 α 6と β 5が AD群 で 変 化 し て い た 。 チ ュ ー ブ リ ン α
-β 異 種 二 量 体 は 微 小 管 の サ ブ ユ ニ ッ ト で あ り 、 細 胞 分 裂 、 細 胞 内 輸 送 や 分 泌 、 軸 索 輸 送
や 細 胞 形 態 の 維 持 を 含 む 多 く の 細 胞 内 事 象 に 関 与 し て い る （ S. Khatoon, I. Grundke-Iqb
al and K. Iqbal, J Neurochem 64 (1995), 777-787な ど 参 照 ） 。 タ ウ は 微 小 管 結 合 タ ン
パ ク 質 フ ァ ミ リ ー に 属 し 、 AD脳 に お け る ペ ア ー ド ヘ リ カ ル フ ィ ラ メ ン ト が 異 常 に リ ン 酸 化
さ れ た タ ン パ ク 質 構 成 要 素 で あ る こ と が 知 ら れ て い る （ I. Grunoke-Iqbal, K. Iqbal, Y-
C. Tung, M. Quinlan, H.M. Wisniewski and L.I. Binder, Proc Natl Acad Sci USA 83 
(1986), 4913-4917） 。 チ ュ ー ブ リ ン は 多 数 の ア イ ソ フ ォ ー ム と し て 存 在 し 、 哺 乳 類 に お
い て は 少 な く と も 7つ の α -と 8つ の β -チ ュ ー ブ リ ン ・ ア イ ソ フ ォ ー ム が 存 在 す る 。 in vit
roの 研 究 に よ り 異 な る β -チ ュ ー ブ リ ン を 有 す る チ ュ ー ブ リ ン 異 種 二 量 体 は そ の 組 み 立 て
と 形 成 さ れ る 微 小 管 の 動 態 に 大 き な 相 違 が 存 在 す る こ と が 証 明 さ れ て い る （ A. Banerjee,
 M.C. Roach, P. Trcka and R.F. Luduena, J Brol Chem 267 (1992), 5625-5630.、 Pand
a, H.P. Miller, A Banerjee R.F. Luduena and L. Wilson, Proc Natl Acad Sci USA 91
 (1994), 11358-11362.） 。 本 研 究 は AD脳 で %VOLが 変 動 し た チ ュ ー ブ リ ン の ア イ ソ フ ォ ー
ム を 明 ら か に し 、 こ の 結 果 に 基 づ く 更 な る 研 究 は AD脳 で の タ ン パ ク 質 凝 集 機 構 の 解 明 に 有
用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】

　 皮 質 及 び 海 馬 に お け る シ ナ プ ス の 消 失 は ADに お け る 認 知 能 力 低 下 の 主 た る 原 因 で あ る と
認 識 さ れ て い る 。 シ ナ プ ト タ グ ミ ン Iは シ ナ プ ス 小 胞 膜 の カ ル シ ウ ム セ ン サ ー タ ン パ ク 質
で あ り 、 こ の 研 究 で は そ の %VOLは 減 少 し て い た 。 こ の タ ン パ ク 質 は 脱 分 極 誘 導 、 カ ル シ ウ
ム -仲 介 エ ク ソ サ イ ト ー シ ス 及 び 神 経 伝 達 物 質 放 出 に お い て 役 割 を 担 っ て い る と 考 え ら 得
て い る 。 Davidssonら は ADの CSF、 新 皮 質 及 び 海 馬 に お け る シ ナ プ ト タ グ ミ ン Iの 減 少 を 示
し た (P.Davidsson, R.Jahn, J.Berguist, R. Ekman and K. Blennow, Mol. Chem. Neurph
athol 27 (1996) 195-210)。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 ミ ュ ー -ク リ ス タ リ ン は 有 袋 類 の レ ン ズ の 主 要 な 構 成 タ ン パ ク 質 と し て 最 初 同 定 さ れ た
も の で あ り 、 本 発 明 者 ら の 研 究 で は そ の %VOLが 減 少 し て い た 。 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 細 菌 性
オ ル ニ チ ン シ ク ロ デ ア ミ ナ ー ゼ と の 類 似 性 は ミ ュ ー -ク リ ス タ リ ン が レ ン ズ 組 織 の 構 築 と
い う よ り は む し ろ 酵 素 的 役 割 を 果 た し て い る と い う こ と を 示 唆 し て い た 。 し か し な が ら 、
現 在 は 細 胞 内 サ イ ロ イ ド ホ ル モ ン の 隔 離 及 び 放 出 に 関 与 し て い る 細 胞 質 型 NADP制 御 サ イ ロ
イ ド ホ ル モ ン 結 合 タ ン パ ク 質 で あ る と 考 え ら れ て い る (M-P. Vie, C. Evrard, J. Osty, A
. Breton-Gilet, P. Blanchet, M. Pomerance, P. Rouget, J. Francon, and J-P. Blond
eau, Mol. Endocrinol. 11 (1997), 1728-1736)。 ミ ュ ー -ク リ ス タ リ ン は ヒ ト 脳 で も 検 出
さ れ る が 、 そ の 機 能 は 明 ら か に さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 更 に 、 SH3BGRLの %VOLは 上 昇 し て い た 。 SH3BGR遺 伝 子 は 染 色 体 21に 存 在 す る 新 し い 遺 伝
子 を 同 定 す る 過 程 に お い て ク ロ ー ン 化 さ れ 、 ダ ウ ン 症 候 群 の 先 天 性 心 不 全 の 病 因 に 関 連 が
あ る と さ れ て い る 。 Egeoら は ESTデ ー タ ベ ー ス を ス ク リ ー ニ ン グ し た 結 果 、 SH3BGRと 高 い
相 同 性 を 示 す 新 規 ヒ ト 遺 伝 子 を 同 定 し 、 SH3BGRL(SH3BGR-like)と 名 付 け た (A. Egeo, M. M
azzocco, P. Arrigo, J.M. Vidal-Taboada R. Oliva, B. Pirola, S. Giglio, A. Rasore
-Quartino and P. Scartezzini, Biochem Biophys Res Commun 247 (1998), 302-306.)。
低 分 子 量 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る こ の 遺 伝 子 は 、 チ オ レ ド キ シ ン 様 タ ン パ ク 質 ス ー パ ー フ
ァ ミ リ ー に 属 し 、 レ ド ッ ク ス 恒 常 性 の コ ン ト ロ ー ル に 関 与 し て い る と 予 想 さ れ て い る (A. 
Egeo, M. Mazzocco, P. Arrigo, J.M. Vidal-Taboada R. Oliva, B. Pirola, S. Giglio,
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　 細 胞 骨 格 タ ン パ ク 質 及 び 関 連 タ ン パ ク 質 ：

　 そ の 他 の タ ン パ ク 質 ：



 A. Rasore-Quartino and P. Scartezzini, Biochem Biophys Res Commun 247 (1998), 3
02-306.)。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 を 完 成 さ せ る に あ た り 、 タ ン パ ク 質 可 溶 化 に 連 続 す る 独 自 の 抽 出 方 法 を 用 い て AD
脳 の プ ロ テ オ ー ム 解 析 を 行 い 、 疎 水 性 タ ン パ ク 質 に 関 す る デ ー タ を 含 む 高 解 像 度 2-DEゲ ル
を 取 得 し た 。 コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し た 結 果 、 難 溶 性 画 分 の 分 析 に よ り 3つ の ス ポ ッ ト の %
VOLが AD脳 で 増 加 し て お り 、 こ れ ら の ス ポ ッ ト の 2つ は GFAPで あ る こ と が 同 定 さ れ た 。 そ の
翻 訳 後 修 飾 や イ ソ フ オ ー ム に 関 す る 更 な る 研 究 に よ り ADに お け る 凝 集 タ ン パ ク 質 の メ カ ニ
ズ ム に つ い て の 有 用 な 情 報 を 得 る こ と が で き る で あ ろ う 。 可 溶 性 画 分 の 解 析 に よ り %VOLが
上 昇 す る 5つ の ス ポ ッ ト と %VOLが 減 少 す る 10の ス ポ ッ ト が AD群 に 見 ら れ た 。 同 定 さ れ た タ
ン パ ク 質 に は 酵 素 、 分 子 シ ャ ペ ロ ン 、 細 胞 骨 格 タ ン パ ク 質 が 含 ま れ て い た 。 こ れ ら の タ ン
パ ク 質 の い く つ か は ADと の 関 連 性 に つ い て の 報 告 は な く 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 と ADと の 関
係 に つ い て の 研 究 は ADの 病 因 解 明 と 疾 病 マ ー カ ー の 探 索 に 役 立 つ と 考 え ら れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ ０ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 脳 タ ン パ ク 質 の 連 続 抽 出 手 順 の フ ロ ー チ ャ ー ト で あ る 。 第 一 抽 出 (可 溶
性 画 分 )は SDS溶 解 バ ッ フ ァ ー で ホ モ ジ ナ イ ズ し た 後 、 尿 素 /NP40を 含 有 す る サ ン プ ル 溶 液
で 希 釈 し 遠 心 分 離 し て 取 得 し た 。 ペ レ ッ ト を SDS溶 解 バ ッ フ ァ ー ホ モ ジ ナ イ ズ し 煮 沸 処 理
し た 後 、 尿 素 /チ オ 尿 素 /SB3-10/CHAPSを 含 有 す る サ ン プ ル 溶 液 で 希 釈 し て 遠 心 分 離 さ れ た
上 清 (難 溶 性 画 分 )を 回 収 し た 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 難 溶 性 画 分 の 2-DEゲ ル の 代 表 的 銀 染 色 画 像 で あ る 。 難 溶 性 画 分 コ ン ト ロ
ー ル 脳 と 比 較 し て AD脳 で 3つ の ス ポ ッ ト の %VOLが 有 意 に 増 加 し て い た 。 こ れ ら の ス ポ ッ ト
の 2つ は MSに よ り GFAPで あ る と 同 定 さ れ た 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 可 溶 性 画 分 の 2-DEゲ ル の 代 表 的 銀 染 色 画 像 で あ る 。 可 溶 性 画 分 コ ン ト ロ
ー ル 脳 と 比 較 し て AD脳 で 10ス ポ ッ ト の %VOLが 有 意 に 減 少 し て お り 、 5つ の ス ポ ッ ト の %VOL
が 有 意 に 増 加 し て い た 。
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