
(57)【要約】

本発明は、アルツハイマー病患者の特異的な脳領域にお

けるＳＣＮ２Ｂをコードする遺伝子の差次的発現を開示

する。この発見に基づいて、本発明は、被験者における

神経変性疾患、特にアルツハイマー病を診断する、また

はその予後を判定する、または被験者が前記疾患を発症

するリスクが高いかどうかを決定する方法を提供する。

さらに、本発明は、ＳＣＮ２Ｂ遺伝子および相当するそ

の遺伝子産物を使用して、アルツハイマー病および関連

する神経変性疾患を治療または予防するための治療的か

つ予防的方法を提供する。神経変性疾患の調節剤をスク

リーニングする方法も開示されている。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 被 験 者 に お け る 神 経 変 性 疾 患 を 診 断 す る 、 ま た は そ の 予 後 を 判 定 す る 、 ま た は 被 験 者 が
前 記 疾 患 を 発 症 す る リ ス ク が 高 い か ど う か を 決 定 す る 方 法 で あ っ て ：
　 前 記 被 験 者 か ら の 試 料 に お け る 、
　 （ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 転 写 産 物 、 お よ び ／ ま た は
　 （ ｉ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、 お よ び ／ ま た は
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 前 記 転 写 産 物 ま た は 翻 訳 産 物 の 断 片 、 も し く は 誘 導 体 、 も し く は 変 異 体
の レ ベ ル お よ び ／ ま た は 活 性 を 決 定 す る 段 階 と 、 前 記 レ ベ ル お よ び ／ ま た は 前 記 活 性 を 既
知 の 疾 患 ま た は 健 康 状 態 を 表 す 基 準 値 と 比 較 し 、 そ れ に よ っ て 前 記 被 験 者 に お け る 前 記 神
経 変 性 疾 患 を 診 断 す る 、 ま た は そ の 予 後 を 判 定 す る 、 ま た は 前 記 被 験 者 が 前 記 神 経 変 性 疾
患 を 発 症 す る リ ス ク が 高 い か ど う か を 決 定 す る 段 階 と 、 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 神 経 変 性 疾 患 が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 被 験 者 に お け る 神 経 変 性 疾 患 、 特 に ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 診 断 す る た め の 、 ま た は そ の 予
後 を 判 定 す る た め の 、 ま た は か か る 疾 患 を 発 症 す る 、 被 験 者 の 傾 向 ま た は 素 因 を 決 定 す る
た め の キ ッ ト で あ っ て 、
　 （ ａ ） （ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 転 写 産 物 を 選 択 的 に 検 出 す る 試 薬 、 お よ
び （ ｉ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 を 選 択 的 に 検 出 す る 試 薬 か ら な る 群
か ら 選 択 さ れ る 、 少 な く と も １ 種 類 の 試 薬 と 、
　 （ ｂ ） （ ｉ ） 前 記 被 験 者 か ら の 試 料 に お い て 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 前 記 転
写 産 物 お よ び ／ ま た は 前 記 翻 訳 産 物 の レ ベ ル ま た は 活 性 、 ま た は 前 記 レ ベ ル お よ び 前 記 活
性 の 両 方 を 決 定 す る こ と ； （ ｉ ｉ ） 神 経 変 性 疾 患 、 特 に ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 診 断 す る 、 ま
た は そ の 予 後 を 判 定 す る こ と 、 ま た は か か る 疾 患 を 発 症 す る 被 験 者 の 傾 向 ま た は 素 因 を 決
定 す る こ と ； に よ り 、 神 経 変 性 疾 患 、 特 に ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 診 断 す る 、 ま た は そ の 予 後
を 判 定 す る た め の 、 ま た は か か る 疾 患 を 発 症 す る 被 験 者 の 傾 向 ま た は 素 因 を 決 定 す る た め
の 説 明 書 と 、 を 備 え 、 既 知 の 健 康 状 態 を 表 す 基 準 値 と 比 較 さ れ る 前 記 転 写 産 物 お よ び ／ ま
た は 前 記 翻 訳 産 物 の 異 な る レ ベ ル ま た は 活 性 、 ま た は 前 記 レ ベ ル お よ び 前 記 活 性 の 両 方 ；
あ る い は 既 知 の 健 康 状 態 を 表 す 基 準 値 と 同 様 な 、 ま た は 等 し い 前 記 転 写 産 物 お よ び ／ ま た
は 前 記 翻 訳 産 物 の レ ベ ル ま た は 活 性 、 ま た は 前 記 レ ベ ル お よ び 前 記 活 性 の 両 方 に よ っ て 、
神 経 変 性 疾 患 、 特 に ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 診 断 ま た は 予 後 、 あ る い は か か る 疾 患 を 発 症 す る
高 い 傾 向 ま た は 素 因 が 示 さ れ る 、 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ 】
　 （ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 お よ び ／ ま た は
　 （ ｉ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 転 写 産 物 、 お よ び ／ ま た は
　 （ ｉ ｉ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、 お よ び ／ ま た は
　 （ ｉ ｖ ） （ ｉ ） ～ （ ｉ ｉ ｉ ） の 断 片 、 ま た は 誘 導 体 、 ま た は 変 異 体
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 少 な く と も １ 種 類 の 物 質 の 活 性 お よ び ／ ま た は レ ベ ル の 修 飾
因 子 。
【 請 求 項 ５ 】
　 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 非 天 然 遺 伝 子 配 列 、 ま た は そ の 断 片 、 も し く は 誘 導 体 、 も し く
は 変 異 体 を 含 む 、 組 換 え 非 ヒ ト 動 物 で あ っ て 、 前 記 組 換 え 非 ヒ ト 動 物 が ：
　 （ ｉ ） 前 記 遺 伝 子 配 列 お よ び 選 択 マ ー カ ー 配 列 を 含 有 す る 遺 伝 子 タ ー ゲ テ ィ ン グ 構 築 物
を 提 供 す る 段 階 と 、
　 （ ｉ ｉ ） 非 ヒ ト 動 物 の 幹 細 胞 に 前 記 タ ー ゲ テ ィ ン グ 構 築 物 を 導 入 す る 段 階 と 、
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 非 ヒ ト 胚 に 前 記 非 ヒ ト 動 物 幹 細 胞 を 導 入 す る 段 階 と 、
　 （ ｉ ｖ ） 偽 妊 娠 非 ヒ ト 動 物 に 前 記 胚 を 移 植 す る 段 階 と 、
　 （ ｖ ） 前 記 胚 を 臨 月 ま で 発 達 さ せ る 段 階 と 、
　 （ ｖ ｉ ） そ の ゲ ノ ム が 両 方 の 対 立 遺 伝 子 に お い て 前 記 遺 伝 子 配 列 の 修 飾 を 含 む 、 遺 伝 子

10

20

30

40

50

(2) JP 2006-518199 A 2006.8.10



改 変 非 ヒ ト 動 物 を 同 定 す る 段 階 と 、
　 （ ｖ ｉ ｉ ） 段 階 （ ｖ ｉ ） の 遺 伝 子 改 変 非 ヒ ト 動 物 を 繁 殖 さ せ て 、 そ の ゲ ノ ム が 前 記 内 因
性 遺 伝 子 の 修 飾 を 含 む 遺 伝 子 改 変 非 ヒ ト 動 物 を 得 る 段 階 と 、 に よ っ て 得 る こ と が 可 能 で あ
り 、 前 記 破 壊 （ disruption） に よ っ て 、 神 経 変 性 疾 患 ま た は 関 連 す る 疾 患 も し く は 障 害 の
症 状 を 発 症 す る 素 因 を 示 す 前 記 非 ヒ ト 動 物 が 生 じ る 、 組 換 え 非 ヒ ト 動 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 （ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 お よ び ／ ま た は
　 （ ｉ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 転 写 産 物 、 お よ び ／ ま た は
　 （ ｉ ｉ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、 お よ び ／ ま た は
　 （ ｉ ｖ ） （ ｉ ） ～ （ ｉ ｉ ｉ ） の 断 片 、 も し く は 誘 導 体 、 も し く は 変 異 体 か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る １ 種 ま た は 複 数 種 の 物 質 の 、 神 経 変 性 疾 患 、 特 に ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 ま た は 関
連 す る 疾 患 も し く は 障 害 の 修 飾 因 子 を ス ク リ ー ニ ン グ す る ア ッ セ イ で あ っ て 、
　 （ ａ ） 細 胞 を 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ る 段 階 と 、
　 （ ｂ ） （ ｉ ） ～ （ ｉ ｖ ） に 記 載 の １ 種 ま た は 複 数 種 の 物 質 の 活 性 お よ び ／ ま た は レ ベ ル
を 測 定 す る 段 階 と 、
　 （ ｃ ） 前 記 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ て い な い 対 照 細 胞 に お け る （ ｉ ） ～ （ ｉ ｖ ） に 記 載 の
１ 種 ま た は 複 数 種 の 物 質 の 活 性 お よ び ／ ま た は レ ベ ル を 測 定 す る 段 階 と 、
　 （ ｄ ） 段 階 （ ｂ ） お よ び （ ｃ ） の 細 胞 に お け る 物 質 の レ ベ ル お よ び ／ ま た は 活 性 を 比 較
す る 段 階 と 、 を 含 み 、 接 触 さ せ た 細 胞 に お け る 物 質 の 前 記 活 性 お よ び ／ ま た は 前 記 レ ベ ル
の 変 化 に よ っ て 、 試 験 化 合 物 が 前 記 疾 患 お よ び 障 害 の 修 飾 因 子 で あ る こ と が 示 さ れ る 、 ア
ッ セ イ 。
【 請 求 項 ７ 】
　 （ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 お よ び ／ ま た は
　 （ ｉ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 転 写 産 物 、 お よ び ／ ま た は
　 （ ｉ ｉ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、 お よ び ／ ま た は
　 （ ｉ ｖ ） （ ｉ ） ～ （ ｉ ｉ ｉ ） の 断 片 、 も し く は 誘 導 体 、 も し く は 変 異 体 か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る １ 種 ま た は 複 数 種 の 物 質 の 、 神 経 変 性 疾 患 、 特 に ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 ま た は 関
連 す る 疾 患 も し く は 障 害 の 修 飾 因 子 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） （ ｉ ） ～ （ ｉ ｖ ） に 記 載 の 物 質 に 関 し て 、 神 経 変 性 疾 患 ま た は 関 連 す る 疾 患 も し
く は 障 害 を 発 症 す る 素 因 が 与 え ら れ た 、 ま た は 既 に 発 症 し て い る 非 ヒ ト 試 験 動 物 に 試 験 化
合 物 を 投 与 す る 段 階 と 、
　 （ ｂ ） （ ｉ ） ～ （ ｉ ｖ ） に 記 載 の １ 種 ま た は 複 数 種 の 物 質 の 活 性 お よ び ／ ま た は レ ベ ル
を 測 定 す る 段 階 と 、
　 （ ｃ ） （ ｉ ） ～ （ ｉ ｖ ） に 記 載 の 物 質 に 関 し て 、 神 経 変 性 疾 患 ま た は 関 連 す る 疾 患 も し
く は 障 害 を 発 症 す る 素 因 が 与 え ら れ た 、 ま た は 既 に 発 症 し て い る 対 応 す る （ matched） 非
ヒ ト 対 照 動 物 で あ り 、 か か る 試 験 化 合 物 が そ れ に 投 与 さ れ て い な い 非 ヒ ト 動 物 に お け る 、
（ ｉ ） ま た は （ ｉ ｖ ） に 記 載 の １ 種 ま た は 複 数 種 の 物 質 の 活 性 お よ び ／ ま た は レ ベ ル を 測
定 す る 段 階 と 、
　 （ ｄ ） 段 階 （ ｂ ） お よ び （ ｃ ） の 非 ヒ ト 動 物 お け る 物 質 の 活 性 お よ び ／ ま た は レ ベ ル を
比 較 す る 段 階 と 、 を 含 み 、 非 ヒ ト 試 験 動 物 に お け る 物 質 の 活 性 お よ び ／ ま た は レ ベ ル の 変
化 に よ っ て 、 試 験 化 合 物 が 前 記 疾 患 も し く は 障 害 の 修 飾 因 子 で あ る こ と が 示 さ れ る 、 方 法
。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 非 ヒ ト 試 験 動 物 お よ び ／ ま た は 前 記 非 ヒ ト 対 照 動 物 が 、 天 然 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 遺 伝 子 転 写
制 御 因 子 で は な い 転 写 制 御 因 子 の 制 御 下 に て 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 、 ま た は そ の 断 片 、 も し く は そ
の 誘 導 体 、 も し く は 変 異 体 を 発 現 す る 、 組 換 え 非 ヒ ト 動 物 で あ る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ９ 】
　 化 合 物 を 試 験 す る た め の ア ッ セ イ 、 好 ま し く は 複 数 の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 Ｓ
Ｃ Ｎ ２ Ｂ 翻 訳 産 物 、 ま た は そ の 断 片 、 も し く は 誘 導 体 、 も し く は 変 異 体 へ の 、 前 記 化 合 物
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の 結 合 の 程 度 を 決 定 す る ア ッ セ イ で あ っ て ：
　 （ ｉ ） 前 記 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 翻 訳 産 物 、 ま た は そ の 断 片 も し く は 誘 導 体 、 も し く は 変 異 体 の 液
体 懸 濁 液 を 複 数 の 容 器 に 添 加 す る 段 階 と 、
　 （ ｉ ｉ ） 前 記 結 合 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す べ き 、 検 出 可 能 な 、 特 に １ 種 類 の 蛍 光 標 識
化 合 物 ま た は 複 数 種 の 蛍 光 標 識 化 合 物 を 前 記 複 数 の 容 器 に 添 加 す る 段 階 と 、
　 （ ｉ ｉ ｉ ） 前 記 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 翻 訳 産 物 、 ま た は そ の 前 記 断 片 、 も し く は 誘 導 体 、 も し く は
変 異 体 と 、 前 記 の 検 出 可 能 な 、 特 に 蛍 光 標 識 化 合 物 （ １ 種 ま た は 複 数 種 ） と を イ ン キ ュ ベ
ー ト す る 段 階 と 、
　 （ ｉ ｖ ） 前 記 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 翻 訳 産 物 と 、 ま た は そ の 前 記 断 片 、 も し く は 誘 導 体 、 も し く は
変 異 体 と 結 合 し た 、 好 ま し く は 蛍 光 の 量 を 測 定 す る 段 階 と 、
　 （ ｖ ） 前 記 化 合 物 の う ち の １ 種 ま た は 複 数 種 に よ る 、 前 記 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 翻 訳 産 物 、 ま た は
そ の 前 記 断 片 、 も し く は 誘 導 体 、 も し く は 変 異 体 へ の 結 合 の 程 度 を 決 定 す る 段 階 と 、 を 含
む ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 タ ン パ ク 質 分 子 が 、 神 経 変 性 疾 患 、 好 ま し く は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 検 出 す る た め の
診 断 標 的 と し て 使 用 さ れ る 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 、 配 列 番 号 １ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、 ま
た は そ の 断 片 、 も し く は 誘 導 体 、 も し く は 変 異 体 で あ る 、 タ ン パ ク 質 分 子 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 タ ン パ ク 質 分 子 が 、 神 経 変 性 疾 患 、 好 ま し く は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 予 防 ま た は 治 療
ま た は 改 善 す る 試 薬 ま た は 化 合 物 の た め の ス ク リ ー ニ ン グ 標 的 と し て 使 用 さ れ る 、 Ｓ Ｃ Ｎ
２ Ｂ 、 配 列 番 号 １ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、 ま た は そ の 断 片 、 も し く は 誘 導 体 、 も
し く は 変 異 体 で あ る 、 タ ン パ ク 質 分 子 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 被 験 者 か ら の 試 料 に お け る 細 胞 の 病 的 状 態 を 検 出 す る た め の 、 免 疫 原 と 特 異 的 に 免 疫 反
応 性 で あ る 抗 体 の 使 用 で あ っ て 、 前 記 免 疫 原 が 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 、 配 列 番 号 １ を コ ー ド す る 遺
伝 子 の 翻 訳 産 物 、 ま た は そ の 断 片 、 も し く は 誘 導 体 、 も し く は 変 異 体 で あ る 使 用 で あ り 、
前 記 細 胞 を 前 記 抗 体 で 免 疫 細 胞 化 学 的 に 染 色 す る こ と を 含 み 、 既 知 の 健 康 状 態 を 表 す 細 胞
と 比 較 し て 前 記 細 胞 に お け る 染 色 の 程 度 の 変 化 、 ま た は 染 色 パ タ ー ン の 変 化 か ら 、 前 記 細
胞 の 病 的 状 態 が 示 さ れ る 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 被 験 者 に お け る 神 経 変 性 疾 患 の 進 行 を 診 断 し 、 そ の 予 後 を 判 定 し 、 モ ニ タ ー
す る 方 法 に 関 す る 。 さ ら に 、 治 療 コ ン ト ロ ー ル の 方 法 お よ び 神 経 変 性 疾 患 の 調 節 剤 （ modu
lating agent） を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 発 明 は 、 医 薬 組 成 物 、 キ ッ ト
、 お よ び 組 換 え 非 ヒ ト 動 物 モ デ ル も ま た 開 示 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 神 経 変 性 疾 患 、 特 に ア ル ツ ハ イ マ ー 病 （ Ａ Ｄ ） は 、 強 く 衰 弱 さ せ る 影 響 を 患 者 の 生 活 に
及 ぼ す 。 さ ら に 、 こ れ ら の 疾 患 は 、 非 常 に 大 き な 健 康 的 、 社 会 的 、 お よ び 経 済 的 負 担 と な
る 。 Ａ Ｄ は 、 す べ て の 痴 呆 の 症 例 の 約 ７ ０ ％ を 占 め る 、 最 も 一 般 的 な 神 経 変 性 疾 患 で あ り
、 年 齢 ６ ５ 歳 を 超 え る 人 口 の 約 １ ０ ％ 、 ８ ５ 歳 を 超 え る 人 口 の ４ ５ ％ ま で が 冒 さ れ て い る
、 お そ ら く 最 も 破 壊 的 な 加 齢 性 神 経 変 性 症 状 で あ る （ 最 近 の 評 論 と し て 、 Vickersら , Pro
gress in Neurobiology 2000, 60: 139-165を 参 照 の こ と ） 。 現 在 、 米 国 、 ヨ ー ロ ッ パ 、
お よ び 日 本 に お い て 、 推 定 １ ２ ０ ０ 万 症 例 に 達 す る 。 先 進 国 に お い て 高 齢 者 の 数 が 人 口 学
的 に 増 加 す る （ 「 ベ ビ ー ブ ー マ ー 」 の 高 齢 化 ） に 従 っ て 、 こ の 状 況 は 必 然 的 に 悪 く な る だ
ろ う 。 Ａ Ｄ に 罹 患 し て い る 個 人 の 脳 に 生 じ る 神 経 病 理 学 的 な 顕 著 な 特 徴 は 、 ア ミ ロ イ ド －
β タ ン パ ク 質 で 構 成 さ れ る 老 人 斑 、 異 常 な 糸 状 構 造 の 出 現 と 同 時 に 起 こ る 細 胞 骨 格 の 変 化
お よ び 神 経 原 線 維 変 化 の 形 成 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ア ミ ロ イ ド － β （ Ａ β ） ペ プ チ ド は 、 様 々 な 種 類 の プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て ア ミ ロ イ ド 前
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駆 タ ン パ ク 質 （ Ａ Ｐ Ｐ ） の 切 断 に よ っ て 産 生 さ れ る 。 セ ク レ タ ー ゼ β ／ γ に よ る 切 断 に よ
っ て 、 異 な る 長 さ の Ａ β ペ プ チ ド が 形 成 さ れ 、 一 般 に 、 ４ ０ ア ミ ノ 酸 か ら な る 、 短 く 、 よ
り 可 溶 性 で あ り 、 ゆ っ く り と 凝 集 す る ペ プ チ ド 、 お よ び 細 胞 外 で 急 速 に 凝 集 し 、 特 有 の ア
ミ ロ イ ド プ ラ ー ク を 形 成 す る 、 長 い ４ ２ ア ミ ノ 酸 ペ プ チ ド が 形 成 さ れ る （ Selkoe, Physio
logical Rev 2001, 81: 741-66; Greenfieldら , Frontiers Bioscience 2000, 5: D72-83
） 。 ２ 種 類 の 、 び ま ん 性 斑 （ diffuse plaque） お よ び 老 人 斑 （ neuritic plaque） を Ａ Ｄ
患 者 の 脳 に お い て 検 出 す る こ と が で き 、 後 者 は 古 典 的 で あ り 、 最 も 一 般 的 な 種 類 で あ る 。
そ れ ら は 主 に 、 大 脳 皮 質 お よ び 海 馬 に お い て 見 ら れ る 。 老 人 斑 は 、 直 径 ５ ０ μ ｍ ～ ２ ０ ０
μ ｍ を 有 し 、 小 膠 細 胞 お よ び 星 状 膠 細 胞 の 死 ん だ 神 経 細 胞 の 不 溶 性 の 原 線 維 ア ミ ロ イ ド 、
断 片 、 お よ び 他 の 成 分 、 例 え ば 神 経 伝 達 物 質 、 ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 Ｅ 、 グ リ コ サ ミ ノ グ リ
カ ン 、 α １ － 抗 キ モ ト リ プ シ ン な ど で 構 成 さ れ る 。 脳 に お け る 毒 性 Ａ β 沈 着 物 の 形 成 は 、
Ａ Ｄ の 経 過 の 非 常 に 初 期 に 始 ま り 、 Ａ Ｄ 症 状 に つ な が る そ の 後 の 破 壊 的 プ ロ セ ス に 主 要 な
役 割 を 果 た す と 論 じ ら れ て い る 。 Ａ Ｄ の 他 の 病 理 学 的 な 顕 著 な 特 徴 は 、 神 経 網 の 糸 （ neur
opil thread） と し て 記 載 さ れ て い る 神 経 原 線 維 変 化 （ Ｎ Ｆ Ｔ ） お よ び 異 常 神 経 突 起 で あ
る （ Braak and Braak, Acta Neuropathol 1991, 82: 239-259） 。 Ｎ Ｆ Ｔ は 、 神 経 細 胞 の
内 部 で 出 現 し 、 互 い の 周 り で よ り 合 わ さ れ た 対 ら せ ん 状 の フ ィ ラ メ ン ト を 形 成 す る 、 化 学
的 に 変 化 し た タ ウ タ ン パ ク 質 か ら な る 。 Ｎ Ｆ Ｔ が 形 成 す る に つ れ て 、 神 経 細 胞 の 減 少 が 認
め ら れ る 。 前 記 神 経 細 胞 の 減 少 は 、 微 小 管 関 連 輸 送 系 が 原 因 で あ り 得 る と 論 じ ら れ て い る
（ Johnson and Jenkins, J Alzheimers Dis 1996, 1: 38-58; Johnson and Hartigan, J 
Alzheimers Dis 1999, 1: 329-351） 。 神 経 原 線 維 変 化 の 出 現 お よ び そ れ ら の 数 の 増 加 は
、 Ａ Ｄ の 臨 床 的 重 要 度 と か な り 相 関 し て い る （ Schmittら , Neurology 2000, 55: 370-376
） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Ａ Ｄ は 、 記 憶 形 成 に お け る 初 期 の 欠 損 と 関 連 す る 進 行 性 疾 患 で あ り 、 最 終 的 に は 、 よ り
高 い 認 知 機 能 が 完 全 に 侵 さ れ る 。 認 知 障 害 と し て は 、 と り わ け 、 記 憶 障 害 、 失 語 症 、 失 認
お よ び 実 行 機 能 （ executive functioning） の 低 下 が 挙 げ ら れ る 。 Ａ Ｄ の 病 因 の 特 有 の 特
徴 は 、 変 性 プ ロ セ ス に 対 す る 、 特 定 の 脳 の 領 域 お よ び 神 経 細 胞 の 分 集 団 の 選 択 的 な 脆 弱 性
で あ る 。 具 体 的 に は 、 疾 患 の 進 行 中 、 側 頭 葉 領 域 お よ び 海 馬 は 初 期 に 、 か つ よ り 重 度 に 影
響 を 受 け る 。 一 方 、 前 頭 皮 質 、 後 頭 皮 質 、 お よ び 小 脳 内 の 神 経 細 胞 は 大 部 分 が 損 傷 を 受 け
て い な い 状 態 の ま ま で あ り 、 神 経 変 性 か ら 保 護 さ れ て い る （ Terryら , Annals of Neurolo
gy 1981, 10: 184-92） 。 Ａ Ｄ 発 症 の 年 齢 は 、 ５ ０ 年 の 範 囲 内 で 様 々 で あ り 、 早 期 発 症 型
Ａ Ｄ は 、 年 齢 ６ ５ 歳 未 満 の ヒ ト に 起 こ り 、 晩 期 発 症 型 Ａ Ｄ は ６ ５ 歳 を 超 え る ヒ ト に 起 こ る
。 す べ て の Ａ Ｄ 症 例 の う ち 約 １ ０ ％ が 、 早 期 発 症 型 Ａ Ｄ に 罹 患 し て お り 、 わ ず か １ ～ ２ ％
が 家 族 性 、 遺 伝 性 症 例 で あ る 。 現 在 、 Ａ Ｄ の 治 療 法 は な く 、 Ａ Ｄ の 進 行 を 止 め る の に 有 効
な 治 療 、 ま た は 高 い 確 率 で 生 前 に Ａ Ｄ を 診 断 す る 方 法 さ え も な い 。 Ａ Ｄ を 発 症 す る 素 因 を
個 体 に 与 え る い く つ か の 危 険 因 子 、 主 に 最 も 顕 著 に は 、 ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 Ｅ 遺 伝 子 （ Ａ
ｐ ｏ Ｅ ） の ３ つ の 異 な る 既 存 の 対 立 遺 伝 子 （ イ プ シ ロ ン ２ 、 ３ 、 お よ び ４ ） の イ プ シ ロ ン
４ 対 立 遺 伝 子 が 同 定 さ れ て い る （ Strittmatterら , Proc Natl Acad Sci USA 1993, 90: 1
977-81; Roses, Ann NY Acad Sci 1998, 855: 738-43） 。 多 型 の 血 漿 タ ン パ ク Ａ ｐ ｏ Ｅ は
、 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 受 容 体 に 結 合 す る こ と に よ っ て 、 細 胞 間 の コ レ ス テ ロ ー ル お よ び
リ ン 脂 質 の 輸 送 に お い て 役 割 を 果 た し 、 神 経 突 起 成 長 お よ び 再 生 に お い て 役 割 を 果 た す と
思 わ れ る 。 更 な る 感 受 性 遺 伝 子 お よ び 疾 患 関 連 多 型 を 検 出 す る 努 力 に よ っ て 、 ヒ ト の 第 １
０ お よ び 第 １ ２ 染 色 体 上 の 特 定 の 領 域 お よ び 遺 伝 子 が 晩 期 発 症 型 Ａ Ｄ と 関 連 す る と い う 仮
説 が 導 か れ て い る （ Myersら , Science 2000, 290: 2304-5; Bertramら , Science 2000, 2
90: 2303; Scottら , Am J Hum Genet 2000, 66: 922-32） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 第 ２ １ 染 色 体 上 の ア ミ ロ イ ド 前 駆 タ ン パ ク 質 （ Ａ Ｐ Ｐ ） 、 第 １ ４ 染 色 体 上 の プ レ セ ニ リ
ン － １ 、 お よ び 第 １ 染 色 体 上 の プ レ セ ニ リ ン － ２ の 遺 伝 子 に お け る 遺 伝 的 欠 陥 に 起 因 し て
い る 早 期 発 症 型 Ａ Ｄ の 稀 な 例 は あ る が 、 晩 期 発 症 型 散 発 性 Ａ Ｄ の 優 勢 な 形 態 は 、 今 ま で に
不 明 の 病 因 に 由 来 し て い る 。 神 経 変 性 疾 患 の 晩 期 発 症 お よ び 複 合 病 因 は 、 治 療 薬 お よ び 診
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断 剤 の 開 発 に 難 題 を 投 げ か け て い る 。 潜 在 的 な 薬 物 標 的 お よ び 診 断 マ ー カ ー の プ ー ル を 拡
大 す る こ と が 重 要 で あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 目 的 は 、 神 経 疾 患 の 病 因 へ の 洞 察 を 提 供
し 、 か つ こ れ ら の 疾 患 の 診 断 お よ び 治 療 法 の 開 発 に 特 に 適 し て い る 方 法 、 材 料 、 薬 剤 、 組
成 物 、 お よ び 非 ヒ ト 動 物 モ デ ル を 提 供 す る こ と で あ る 。 こ の 目 的 は 、 独 立 し た 請 求 項 の 特
徴 に よ っ て 解 決 さ れ て い る 。 サ ブ ク レ ー ム は 、 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 を 定 義 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の ヒ ト 脳 試 料 に お け る 電 位 作 動 性 ナ ト リ ウ ム チ ャ ネ ル Ｉ Ｉ
型 β サ ブ ユ ニ ッ ト （ ベ ー タ － ２ サ ブ ユ ニ ッ ト 、 β ２ － サ ブ ユ ニ ッ ト 、 β ２ ま た は Ｓ Ｃ Ｎ ２
Ｂ ） を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 差 次 的 発 現 に 基 づ く 。 し た が っ て 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 遺 伝 子 お よ び 相
当 す る そ の 転 写 産 物 お よ び ／ ま た は 翻 訳 産 物 は 、 Ａ Ｄ で 一 般 に 認 め ら れ る 局 所 の 選 択 的 神
経 細 胞 変 性 に お い て 原 因 と な る 役 割 を 有 し 得 る 。 こ れ ら の 開 示 内 容 に 基 づ い て 、 本 発 明 は
、 神 経 変 性 疾 患 、 特 に Ａ Ｄ の 診 断 的 評 価 お よ び 予 後 、 な ら び に そ の 素 因 の 同 定 に 対 し て 有
用 性 を 有 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 か か る 疾 患 の 治 療 を 受 け る 患 者 を 診 断 的 に モ ニ タ ー す
る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 電 位 作 動 性 イ オ ン チ ャ ネ ル は 、 伝 導 （ conducted） 活 動 電 位 を 発 生 さ せ る こ と に よ っ て
重 要 な 役 割 を 果 た す 。 カ チ オ ン （ ナ ト リ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム 、 カ リ ウ ム イ オ ン ） お よ び ア ニ
オ ン （ 塩 素 イ オ ン ） の イ オ ン 伝 導 性 膜 チ ャ ネ ル が 記 述 さ れ て い る （ Lehmann-Hornら , Phys
iological Reviews 1999, 79: 1317-1358） 。 細 胞 膜 を 介 し た イ オ ン の 輸 送 に よ っ て 、 細
胞 網 状 構 造 全 体 に わ た っ て 電 気 イ ン パ ル ス が 高 速 で 伝 達 さ れ る 。 そ れ に よ っ て 、 チ ャ ネ ル
は 、 機 能 上 異 な る ３ つ の 状 態 ： 静 止 状 態 、 活 性 状 態 、 お よ び 不 活 性 状 態 の 間 で 切 り 換 わ る
。 静 止 状 態 と 不 活 性 状 態 の ど ち ら も 非 伝 導 性 で あ り 、 チ ャ ネ ル は 閉 じ て い る 。 膜 電 位 が －
６ ０ ｍ Ｖ 未 満 か ら 増 大 す る に 従 っ て 、 チ ャ ネ ル は そ の 孔 を 開 き 始 め る （ つ ま り 、 活 性 化 ）
。 イ オ ン （ 例 え ば 、 ナ ト リ ウ ム ） の 流 入 に よ っ て 、 活 動 電 位 が 発 生 す る ま で 、 膜 電 位 が さ
ら に 増 大 す る 。 １ ミ リ 秒 以 内 に （ つ ま り 、 急 速 な 不 活 性 化 ） ま た は 数 秒 か ら 数 分 以 内 （ つ
ま り 、 緩 慢 な 不 活 性 化 ） に 孔 を 閉 じ る こ と に よ っ て 、 チ ャ ネ ル は 不 活 性 化 状 態 に 迅 速 に 戻
る 。 イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス は 非 常 に 選 択 的 か つ 効 率 的 で あ り 、 そ の た め 、 記 憶 、 運 動 お よ
び 認 知 な ど の プ ロ セ ス を 微 調 整 す る こ と が で き る （ Lehmann-Hornら ,Physiological Revie
ws 1999, 79: 1317-1358） 。 電 位 作 動 性 イ オ ン チ ャ ネ ル の 分 子 ク ロ ー ニ ン グ か ら 、 サ ブ タ
イ プ の 多 様 性 が 明 ら か に な っ て お り 、 特 に ナ ト リ ウ ム チ ャ ネ ル の 根 底 に あ る 構 造 お よ び 機
能 に つ い て の 理 解 が 高 め ら れ た （ Nodaら , Nature 1986, 322: 826-828; Schallerら , Jou
rnal of Neuroscience 1995, 15: 3231-3242; Isomら , Neuron 1994, 12: 1183-1194; Is
omら ,  Cell 1995, 83: 443-445） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 電 位 作 動 性 ナ ト リ ウ ム チ ャ ネ ル は 、 約 ２ ６ ０ ｋ Ｄ ａ の 孔 形 成 α － サ ブ ユ ニ ッ ト 、 お よ び
ヘ テ ロ メ リ ッ ク （ heteromeric） 複 合 体 を 形 成 す る 、 ２ つ の 小 さ な 補 助 的 β － サ ブ ユ ニ ッ
ト 、 約 ３ ６ ｋ Ｄ ａ の β １ お よ び 約 ３ ３ ｋ Ｄ ａ の β ２ で 構 成 さ れ る 。 α － サ ブ ユ ニ ッ ト お よ
び 両 方 の β － サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 高 度 に グ リ コ シ ル 化 さ れ る （ α 、 β １ お よ び β ２ そ れ ぞ れ
に 対 し て 、 約 ２ ２ ０ ｋ Ｄ ａ 、 約 ２ ３ ｋ Ｄ ａ 、 約 ２ １ ｋ Ｄ ａ を 有 す る 脱 グ リ コ シ ル 化 サ ブ ユ
ニ ッ ト ） 。 現 在 ま で 、 β － サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る ３ つ の 異 な る 遺 伝 子 が 同 定 さ れ て い
る 。 β １ － サ ブ ユ ニ ッ ト は α － サ ブ ユ ニ ッ ト と 非 共 有 結 合 す る の に 対 し て 、 β ２ － サ ブ ユ
ニ ッ ト は ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 に よ り α － サ ブ ユ ニ ッ ト に 共 有 結 合 す る 。 β １ － サ ブ ユ ニ ッ ト
と 同 様 な 第 ３ の β － サ ブ ユ ニ ッ ト ア イ ソ フ ォ ー ム （ β ３ ） が 最 近 発 見 さ れ た （ Morganら , 
Proceedings National Academy of Science USA  2000, 97: 2308-2313） 。 α － サ ブ ユ ニ
ッ ト は 、 ナ ト リ ウ ム チ ャ ネ ル 機 能 性 に 必 要 十 分 で あ る と 思 わ れ る 。 β － サ ブ ユ ニ ッ ト は 、
不 活 性 化 の 速 度 を 加 速 す る こ と に よ っ て 、 Ｎ ａ ＋ 振 幅 ピ ー ク 電 流 を 増 加 す る こ と に よ っ て
、 活 性 化 速 度 を 増 加 す る こ と に よ っ て 、 電 位 依 存 性 を 変 え る こ と に よ っ て 、 ナ ト リ ウ ム チ
ャ ネ ル 機 能 を 調 節 す る （ Pattonら , Journal Biological Chemistry 1994, 269: 17649-17
655） 。 β ２ － サ ブ ユ ニ ッ ト は β １ － サ ブ ユ ニ ッ ト ほ ど 有 効 で は な い と 思 わ れ る 。 こ の よ
う に 、 ど ち ら も 、 α － サ ブ ユ ニ ッ ト の 機 能 の 調 節 に 協 力 し 得 る 。
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【 ０ ０ ０ ９ 】
　 ヒ ト β ２ － サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 タ ン パ ク 質 の 成 熟 中 に 切 断 さ れ る 、 ２ ９ ア ミ ノ 酸 の シ グ ナ
ル ペ プ チ ド 配 列 を 有 す る 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 。 さ ら に 、 こ の タ ン パ ク 質 は 、 短 い 細 胞 内 Ｃ
末 端 セ グ メ ン ト と 、 １ 回 膜 貫 通 領 域 と 、 α － サ ブ ユ ニ ッ ト と の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す
る こ と が で き る 保 存 さ れ た シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む 、 ア ミ ノ 末 端 の 大 き な 細 胞 外 ド メ イ ン と
、 で 構 成 さ れ る 。 β － サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 細 胞 接 着 分 子 （ Ｃ Ａ Ｍ ） 、 例 え ば コ ン タ ク チ ン と
の 構 造 類 似 性 を 有 す る 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 モ チ ー フ 、 つ ま り 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 Ｃ ２ 型 ド メ
イ ン を 示 す 。 し た が っ て 、 β ２ － サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 テ ネ イ シ ン Ｃ お よ び テ ネ イ シ ン Ｒ な ど
の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス と 相 互 作 用 し 得 る （ Isomら , Cell  1995, 83: 443-445） 。 神 経 細
胞 Ｃ Ａ Ｍ （ Ｎ Ｃ Ａ Ｍ ） お よ び ミ エ リ ン 結 合 糖 タ ン パ ク 質 （ Ｍ Ａ Ｇ ） な ど の 細 胞 接 着 分 子 は
、 β ２ － サ ブ ユ ニ ッ ト と 同 じ 種 類 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 折 り た た み を 有 す る 。 β ２ － サ ブ ユ
ニ ッ ト は 、 そ れ ら が Ｃ Ａ Ｍ モ チ ー フ を 特 徴 と す る 点 か ら 、 お よ び 細 胞 表 面 膜 を 局 所 的 に 拡
大 す る 能 力 に お い て 、 他 の β － サ ブ ユ ニ ッ ト と 異 な る 。 こ の よ う に 、 ナ ト リ ウ ム チ ャ ネ ル
の 修 飾 因 子 で あ る こ と に 加 え て 、 そ れ ら は 、 ナ ト リ ウ ム チ ャ ネ ル の 発 現 に 対 し て 制 御 因 子
と し て 細 胞 間 接 着 相 互 作 用 に お い て 機 能 し 、 か つ 原 形 質 膜 の 特 定 の 領 域 に お い て ナ ト リ ウ
ム チ ャ ネ ル の 局 在 化 お よ び 固 定 化 を 調 節 し 得 る 。 ヒ ト β ２ は 、 ミ エ リ ン タ ン パ ク 質 ゼ ロ （
ｐ ０ ） 、 膜 貫 通 型 糖 タ ン パ ク 質 お よ び 末 梢 神 経 ミ エ リ ン の 主 要 な 構 造 成 分 と の 類 似 性 を 有
す る （ Eubanksら , Neuroreport 1997, 8: 2775-2779） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 遺 伝 子 の ゲ ノ ム 構 造 が １ ９ ９ ８ 年 に 報 告 さ れ た （ Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ ア ク セ ッ シ
ョ ン 番 号 Ａ Ｆ ０ ４ ９ ４ ９ ６ ； Ａ Ｆ ０ ４ ９ ４ ９ ７ ； Bolinoら , European Journal of Human 
Genetics 1998, 6: 629-634； お よ び Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 Ａ Ｆ ０ ４ ９ ４ ９
８ ； 完 全 な コ ー ド 配 列 お よ び 相 当 す る タ ン パ ク 質 配 列 ） 。 マ ッ ピ ン グ 研 究 に よ っ て 、 Ｓ Ｃ
Ｎ ２ Ｂ が 染 色 体 １ １ ｑ ２ ３ に 位 置 付 け ら れ た （ Eubanksら , Neuroreport 1997, 8: 2775-2
779） 。 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ は 、 １ ８ ６ ア ミ ノ 酸 の 成 熟 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ タ ン パ ク 質 、 お よ び ２ ９ ア ミ ノ
酸 の 推 定 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 含 む ２ １ ５ ア ミ ノ 酸 の Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 、
４ 個 の エ ク ソ ン お よ び ３ 個 の イ ン ト ロ ン を 有 す る 、 約 １ ４ ｋ ｂ の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に わ た る （
タ ン パ ク 質 配 列 お よ び 推 定 ド メ イ ン ： Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 Ｏ ６ ０ ９ ３ ９ ）
。 ヒ ト お よ び ラ ッ ト Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ タ ン パ ク 質 は 、 等 し い 長 さ で あ り 、 高 度 に 保 存 さ れ て い る
（ 相 同 性 ８ ９ ％ お よ び 類 似 性 ９ ３ ％ ） 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 脳 の ４ つ の ナ ト リ ウ ム チ ャ ネ ル 、 つ ま り Ｓ Ｃ Ｎ １ Ａ 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ａ 、 Ｓ Ｃ Ｎ ３ Ａ 、 お よ び
Ｓ Ｃ Ｎ ８ Ａ は 、 中 枢 神 経 系 に お い て 主 な 発 現 を 示 す 。 β １ お よ び β ２ － サ ブ ユ ニ ッ ト （ そ
れ ぞ れ 約 ２ ｋ ｂ お よ び 約 ４ ｋ ｂ の 転 写 物 ） の ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 広 い が 、 特 異 な 局 所 的 発 現 パ タ
ー ン を 有 す る 。 Ｓ Ｃ Ｎ １ Ｂ 遺 伝 子 を コ ー ド す る β １ － サ ブ ユ ニ ッ ト と は 異 な り 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２
Ｂ 遺 伝 子 は 中 枢 神 経 系 の み に 発 現 す る 。 海 馬 傍 回 、 皮 質 、 顆 粒 層 、 お よ び 小 脳 の プ ル キ ン
エ 細 胞 に お い て 優 勢 な 発 現 レ ベ ル が 認 め ら れ た 。 ラ ッ ト の 脳 に お い て 、 β ２ の 発 現 は 、 神
経 発 生 と 並 行 し て 、 胎 児 齢 ９ 日 で 始 ま り 、 軸 索 伸 長 お よ び シ ナ プ ス 形 成 に 伴 っ て 急 速 に 増
加 す る （ Isomら , Cell  1995, 83: 443-445） 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 神 経 細 胞 ナ ト リ ウ ム チ ャ ネ ル の サ ブ ユ ニ ッ ト 遺 伝 子 、 Ｓ Ｃ Ｎ １ Ａ お よ び Ｓ Ｃ Ｎ １ Ｂ に 関
し て 、 熱 性 痙 攣 プ ラ ス （ Ｇ Ｅ Ｆ Ｓ ＋ ） を 伴 う 全 身 性 て ん か ん を 引 き 起 こ す 、 疾 患 の 原 因 と
な る 突 然 変 異 が 同 定 さ れ て い る 。 し た が っ て 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 遺 伝 子 に お け る 変 異 に よ っ て 、
特 発 性 全 身 性 て ん か ん の 共 通 の サ ブ タ イ プ が も た ら さ れ る 結 果 に も な り 得 る こ と が 推 測 さ
れ る 。 ハ ウ ク （ Haug） お よ び 共 同 研 究 者 は 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 遺 伝 子 に お い て 新 規 な 単 一 ヌ ク レ
オ チ ド 多 型 （ Ｓ Ｎ Ｐ ） お よ び ミ ス セ ン ス 突 然 変 異 （ Ａ ｓ ｎ ２ ０ ９ Ｐ ｒ ｏ ） を 同 定 し た が 、
か ん し ゃ く に お け る 主 要 な 感 受 性 遺 伝 子 と し て Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 遺 伝 子 を 除 外 し た （ Haugら , Ne
uroreport 2000, 11: 2687-2689） 。 国 際 公 開 番 号 Ｗ Ｏ ０ ２ ／ １ ９ ９ ６ ６ 、 Ｗ Ｏ ０ ２ ／ ０
８ ７ ４ １ ９ 、 お よ び Ｗ Ｏ ０ ２ ／ ０ ９ ０ ５ ３ ２ で は 、 ナ ト リ ウ ム チ ャ ネ ル β － サ ブ タ イ プ を
心 血 管 疾 患 、 炎 症 性 疾 患 お よ び 筋 疾 患 、 癌 お よ び か ん し ゃ く と 関 連 付 け て い る 。 タ ン パ ク
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質 の 相 同 性 お よ び 染 色 体 上 の 位 置 決 定 に 基 づ い て 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ は ま た 、 シ ャ ル コ ー ・ マ リ
ー ・ ツ ー ス 病 （ Ｃ Ｍ Ｔ ４ Ｂ ） と 呼 ば れ る 、 脱 髄 性 の 常 染 色 体 劣 性 運 動 お よ び 感 覚 神 経 障 害
に 適 し た 候 補 遺 伝 子 で あ る と み な さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 こ の 見 解 は 、 ボ リ ノ （ Boli
no） お よ び 共 同 研 究 者 に よ っ て 意 義 が 唱 え ら れ た （ Bolinoら , European Journal of Huma
n Genetics 1998, 6: 629-634） 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 国 際 公 開 番 号 Ｗ Ｏ ０ １ ／ ７ ９ ５
４ ７ で は 、 脱 髄 疾 患 と 関 連 す る 可 能 性 が あ る Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 遺 伝 子 に お け る 単 一 ヌ ク レ オ チ ド
多 型 が 述 べ ら れ て い る 。 現 在 の と こ ろ 、 電 位 作 動 性 イ オ ン チ ャ ネ ル Ｉ Ｉ 型 の β ２ － サ ブ ユ
ニ ッ ト と ア ル ツ ハ イ マ ー 病 な ど の 神 経 変 性 疾 患 と の 関 連 性 に つ い て 報 告 は な い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ナ ト リ ウ ム チ ャ ネ ル は 、 神 経 障 害 の 痛 み 、 か ん し ゃ く 、 お よ び 脳 卒 中 を 治 療 す る た め の
、 局 所 麻 酔 薬 、 抗 痙 攣 薬 、 抗 不 整 脈 薬 と し て の 様 々 な 薬 物 の 有 用 な 標 的 で あ る 。 多 く の 毒
素 、 薬 物 、 お よ び 無 機 カ チ オ ン が 、 中 枢 神 経 系 関 連 の 疾 患 に お い て ナ ト リ ウ ム チ ャ ネ ル の
α － サ ブ ユ ニ ッ ト の 遮 断 薬 と し て 医 薬 業 界 で 使 用 さ れ て い る 。 電 位 作 動 性 イ オ ン チ ャ ネ ル
の 阻 害 剤 は 、 効 力 が 弱 く 、 比 較 的 非 特 異 的 で あ り 、 そ れ ら の 治 療 学 的 可 能 性 が 完 全 に 開 拓
さ れ て い な い に も か か わ ら ず 、 既 に 市 販 さ れ て い る 。 注 目 す べ き こ と に は 、 ナ ト リ ウ ム チ
ャ ネ ル の β － サ ブ ユ ニ ッ ト と 相 互 作 用 す る 薬 物 は 現 在 知 ら れ て い な い 。 し た が っ て 、 β ２
－ サ ブ ユ ニ ッ ト な ど の 電 位 作 動 性 ナ ト リ ウ ム チ ャ ネ ル の 選 択 的 サ ブ ユ ニ ッ ト に 特 異 的 な 薬
物 を 見 出 す こ と が 望 ま れ て い る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 患 者 か ら の 脳 試 料 に お け る 電 位 作 動 性 ナ ト リ ウ ム チ ャ ネ ル
β － ２ サ ブ ユ ニ ッ ト （ β ２ － サ ブ ユ ニ ッ ト 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ ） 遺 伝 子 発 現 の 調 節 不 全 （ dysreg
ulation） を 開 示 す る 。 か か る 調 節 不 全 は 、 年 齢 が 一 致 す る 、 健 康 な 対 照 か ら 得 ら れ た 試
料 で は 認 め ら れ な い 。 現 在 ま で 、 β ２ － サ ブ ユ ニ ッ ト 遺 伝 子 発 現 の 調 節 不 全 と 、 ア ル ツ ハ
イ マ ー 病 お よ び 関 連 す る 神 経 変 性 疾 患 と の 関 連 性 を 実 証 す る 実 験 は 記 述 さ れ て い な い 。 同
様 に 、 β ２ － サ ブ ユ ニ ッ ト 遺 伝 子 に お け る 突 然 変 異 が 、 前 記 疾 患 と 関 連 す る こ と は 記 述 さ
れ て い な い 。 本 発 明 で 開 示 さ れ て い る よ う に 、 β ２ － サ ブ ユ ニ ッ ト 遺 伝 子 を ア ル ツ ハ イ マ
ー 病 と 関 連 付 け る こ と に よ っ て 、 特 に 前 記 疾 患 を 診 断 お よ び 治 療 す る 新 規 な 方 法 が 提 供 さ
れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 明 細 書 お よ び 特 許 請 求 の 範 囲 で 使 用 さ れ る 単 数 形 の 「 １ つ の （ a） 」 、 「 １ 個 の （ an
） 」 、 お よ び 「 そ の （ the） 」 は 、 指 定 が な い 限 り 、 複 数 を 含 む 。 例 え ば 、 「 （ １ つ の ）
細 胞 」 と は 、 複 数 の 細 胞 な ど も 含 む 。 本 明 細 書 お よ び 特 許 請 求 の 範 囲 で 使 用 さ れ る 「 お よ
び ／ ま た は 」 と い う 用 語 は 、 こ の 用 語 の 前 お よ び 後 の フ レ ー ズ が 、 代 替 と し て 、 ま た は 組
み 合 わ せ て 考 え ら れ る べ き こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 「 レ ベ ル お よ び ／ ま た は 活 性 の 決 定
」 と い う 言 い 回 し は 、 レ ベ ル の み 、 ま た は 活 性 の み 、 ま た は レ ベ ル と 活 性 の 両 方 が 決 定 さ
れ る こ と を 示 す 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 「 レ ベ ル 」 と い う 用 語 は 、 転 写 産 物 、 例 え ば ｍ Ｒ
Ｎ Ａ 、 ま た は 翻 訳 産 物 、 例 え ば タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の ゲ ー ジ （ gage） 、 尺 度 （
measure） 、 量 、 ま た は 濃 度 を 含 む こ と を 意 味 す る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 「 活 性 」 と い
う 用 語 は 、 転 写 産 物 ま た は 翻 訳 産 物 が 生 物 学 的 効 果 を も た ら す 能 力 の 尺 度 ま た は 生 物 活 性
分 子 の レ ベ ル の 尺 度 と し て 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 「 活 性 」 と い う 用 語 は 、 酵 素 活 性 も 意
味 す る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 「 レ ベ ル 」 お よ び ／ ま た は 「 活 性 」 と い う 用 語 は 、 遺 伝 子
発 現 レ ベ ル ま た は 遺 伝 子 活 性 を さ ら に 意 味 す る 。 遺 伝 子 発 現 は 、 遺 伝 子 産 物 の 産 生 を 引 き
起 こ す 転 写 お よ び 翻 訳 に よ る 、 遺 伝 子 中 に 含 ま れ る 情 報 の 利 用 と し て 定 義 す る こ と が で き
る 。 「 調 節 不 全 」 と は 、 遺 伝 子 発 現 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ
ョ ン を 意 味 す る べ き で あ る 。 遺 伝 子 産 物 は 、 Ｒ Ｎ Ａ ま た は タ ン パ ク 質 の い ず れ か を 含 み 、
遺 伝 子 の 発 現 の 結 果 で あ る 。 遺 伝 子 産 物 の 量 は 、 遺 伝 子 が ど れ ほ ど 活 性 で あ る か を 測 定 す
る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 お よ び 特 許 請 求 の 範 囲 で 使 用 さ れ る 「 遺 伝 子 」
と い う 用 語 は 、 コ ー ド 領 域 （ エ ク ソ ン ） お よ び 非 コ ー ド 領 域 （ 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー ま た
は エ ン ハ ン サ ー 、 イ ン ト ロ ン 、 リ ー ダ ー お よ び ト レ ー ラ ー 配 列 ） の ど ち ら も 含 む 。 「 Ｏ Ｒ
Ｆ 」 と い う 用 語 は 「 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 」 の 頭 字 語 で あ り 、 少 な く と も １ つ の
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読 み 枠 に 終 止 コ ド ン を 保 有 せ ず 、 し た が っ て 潜 在 的 に ア ミ ノ 酸 の 配 列 に 翻 訳 す る こ と が で
き る 、 核 酸 配 列 を 意 味 す る 。 「 調 節 因 子 」 は 、 誘 導 性 お よ び 非 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン
ハ ン サ ー 、 オ ペ レ ー タ ー 、 お よ び 遺 伝 子 発 現 を 操 作 お よ び 調 節 す る 他 の 要 素 を 含 む 。 本 明
細 書 で 使 用 さ れ る 「 断 片 」 と い う 用 語 は 、 例 え ば 、 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た 、 ま た は
切 り 詰 め ら れ た 、 ま た は 切 断 さ れ た 転 写 産 物 ま た は 翻 訳 産 物 を 含 む こ と を 意 味 す る 。 本 明
細 書 で 使 用 さ れ る 「 誘 導 体 」 と い う 用 語 は 、 突 然 変 異 、 Ｒ Ｎ Ａ 編 集 、 ま た は 化 学 修 飾 、 ま
た は 別 の 方 法 で 改 変 さ れ た 転 写 産 物 、 あ る い は 突 然 変 異 、 ま た は 化 学 修 飾 、 ま た は 別 の 方
法 で 改 変 さ れ た 翻 訳 産 物 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 「 誘 導 体 」 は 、 改 変 さ れ た リ ン 酸 化 、 ま た
は グ リ コ シ ル 化 、 ま た は ア セ チ ル 化 、 脂 質 化 な ど の プ ロ セ ス に よ っ て 、 あ る い は 改 変 さ れ
た シ グ ナ ル ペ プ チ ド 切 断 ま た は 他 の 種 類 の 成 熟 切 断 に よ っ て 生 成 さ れ る 。 こ れ ら の プ ロ セ
ス は 、 転 写 後 に 起 こ る 。 本 発 明 お よ び 特 許 請 求 の 範 囲 で 使 用 さ れ る 「 修 飾 因 子 」 と い う 用
語 は 、 遺 伝 子 、 ま た は 遺 伝 子 の 転 写 産 物 、 ま た は 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 の レ ベ ル お よ び ／ ま た
は 活 性 を 変 化 ま た は 改 変 す る こ と が で き る 分 子 を 意 味 す る 。 「 修 飾 因 子 」 は 、 遺 伝 子 の 転
写 産 物 ま た は 翻 訳 産 物 の 生 物 活 性 を 変 化 ま た は 改 変 す る こ と が で き る こ と が 好 ま し い 。 例
え ば 、 前 記 変 調 （ modulation） は 、 酵 素 活 性 の 増 加 ま た は 減 少 、 結 合 特 性 の 変 化 、 ま た は
遺 伝 子 の 前 記 翻 訳 産 物 の 生 物 学 的 、 機 能 的 、 ま た は 免 疫 学 的 特 性 の 他 の 変 化 ま た は 改 変 で
あ り 得 る 。 「 作 用 物 質 （ agent） 」 、 「 試 薬 」 ま た は 「 化 合 物 」 と い う 用 語 は 、 細 胞 、 組
織 、 体 液 に 対 し て 、 ま た は 生 体 系 の 状 況 、 ま た は 調 べ ら れ た ア ッ セ イ 系 内 で 正 ま た は 負 の
生 物 学 的 効 果 を 有 す る 、 物 質 、 化 学 物 質 、 組 成 物 ま た は 抽 出 物 を 意 味 す る 。 そ れ ら は 、 標
的 の ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 部 分 ア ゴ ニ ス ト ま た は 逆 ア ゴ ニ ス ト で あ り 得 る 。 か か
る 作 用 物 質 、 試 薬 、 ま た は 化 合 物 は 、 核 酸 、 天 然 も し く は 合 成 ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質
複 合 体 、 ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 で あ り 得 る 。 そ れ ら は 、 抗 体 、 有 機 も し く は 無 機 分 子 ま た
は 組 成 物 、 小 分 子 、 薬 物 お よ び 前 記 作 用 物 質 の い ず れ か の 組 み 合 わ せ で あ っ て も よ い 。 そ
れ ら は 、 診 断 ま た は 治 療 の 目 的 で 試 験 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 「 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド プ ラ イ マ ー 」 ま た は 「 プ ラ イ マ ー 」 と い う 用 語 は 、 相 補 的 塩 基 対 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン に よ っ て 所 定 の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ア ニ ー ル す る こ と が で き 、 ポ リ メ ラ ー ゼ
に よ っ て 伸 長 す る こ と が で き る 、 短 い 核 酸 配 列 を 意 味 す る 。 そ れ ら は 、 特 定 の 配 列 に 特 異
的 で あ る よ う に 選 択 さ れ て も よ い し 、 ま た は そ れ ら は ラ ン ダ ム に 選 択 さ れ て も よ い 。 例 え
ば 、 そ れ ら は 、 混 合 物 中 の す べ て の 可 能 な 配 列 を プ ラ イ ミ ン グ す る だ ろ う 。 本 明 細 書 で 使
用 さ れ る プ ラ イ マ ー の 長 さ は 、 １ ０ ヌ ク レ オ チ ド ～ ８ ０ ヌ ク レ オ チ ド と 様 々 で あ る 。 「 プ
ロ ー ブ 」 は 、 本 明 細 書 に 記 載 か つ 開 示 さ れ て い る 核 酸 配 列 の 短 い 核 酸 配 列 、 ま た は そ れ と
相 補 的 な 配 列 で あ る 。 そ れ ら は 、 所 定 の 配 列 の 完 全 長 配 列 、 ま た は 断 片 、 誘 導 体 、 ア イ ソ
フ ォ ー ム 、 ま た は 変 異 体 （ variant） を 含 み 得 る 。 「 プ ロ ー ブ 」 と ア ッ セ イ さ れ る 試 料 と
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 同 定 す る こ と に よ っ て 、 そ の 試 料 内 の 他 の 類 似 配 列 の
存 在 を 検 出 す る こ と が 可 能 と な る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 「 ホ モ ロ グ ま た は 相 同 性 」 と は
、 ヌ ク レ オ チ ド ま た は ペ プ チ ド 配 列 と 他 の ヌ ク レ オ チ ド ま た は ペ プ チ ド 配 列 と の 関 連 性 を
説 明 す る た め に 当 技 術 分 野 で 使 用 さ れ て い る 用 語 で あ り 、 比 較 さ れ る 前 記 配 列 間 の 同 一 性
お よ び ／ ま た は 類 似 性 の 程 度 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 当 技 術 分 野 に お い て 、 「 同 一 性 」 お よ
び 「 類 似 性 」 と い う 用 語 は 、 問 い 合 わ せ 配 列 と 、 好 ま し く は 同 一 種 類 の 他 の 配 列 （ 核 酸 ま
た は タ ン パ ク 質 配 列 ） と を 互 い に マ ッ チ ン グ す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ る 、 ポ リ ペ プ チ ド
ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 関 連 性 の 程 度 を 意 味 す る 。 「 同 一 性 」 お よ び 「 類 似 性 」 を
計 算 か つ 決 定 す る た め の 、 好 ま し い コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム 法 と し て は 、 限 定 さ れ な い
が 、 Ｇ Ｃ Ｇ 　 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ （ Basic Local Alignment Search Tool） （ Altschulら , J. Mol.
 Biol. 1990, 215: 403-410; Altschulら , Nucleic Acids Res. 1997, 25: 3389-3402；  
Devereuxら , Nucleic Acids Res. 1984, 12: 387)、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｎ ２ ． ０ （ Gish W., http
://blast.wustl.edu, 1996-2002)、 Ｆ Ａ Ｓ Ｔ Ａ （ Pearson and Lipman, Proc. Natl. Acad
. Sci. USA 1988, 85: 2444-2448） 、 お よ び 最 長 の オ ー バ ー ラ ッ プ を 有 す る １ 組 の コ ン テ
ィ グ を 決 定 か つ ア ラ イ ン す る Ｇ Ｃ Ｇ 　 Ｇ ｅ ｌ Ｍ ｅ ｒ ｇ ｅ （ Wilbur and Lipman, SIAM J. A
ppl. Math. 1984, 44: 557-567; Needleman and Wunsch, J. Mol. Biol. 1970, 48: 443-
453） が 挙 げ ら れ る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 「 変 異 体 （ variant） 」 と い う 用 語 は 、 本 発 明
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に 開 示 さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 に 関 し て 、 そ れ に お い て １ つ ま た は 複 数
の ア ミ ノ 酸 が 、 Ｎ 末 端 お よ び ／ ま た は Ｃ 末 端 で 、 お よ び ／ ま た は 本 発 明 の 天 然 ポ リ ペ プ チ
ド ま た は タ ン パ ク 質 の 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 内 で 付 加 お よ び ／ ま た は 置 換 お よ び ／ ま た は 欠 失
お よ び ／ ま た は 挿 入 さ れ て い る が 、 そ の 本 質 的 な 特 性 を 残 し て い る 、 い ず れ か の ポ リ ペ プ
チ ド ま た は タ ン パ ク 質 を 意 味 す る 。 さ ら に 、 「 変 異 体 」 と い う 用 語 は 、 よ り 短 い ま た は よ
り 長 い タ イ プ の ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 を 含 む 。 「 変 異 体 」 は 、 電 位 作 動 性 ナ ト リ
ウ ム チ ャ ネ ル β サ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 、 特 に Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 と
、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性
、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 配 列 も 含 む 。 配 列 番 号 １ に 示
さ れ る タ ン パ ク 質 分 子 の 「 変 異 体 」 は 、 例 え ば 、 非 常 に 保 存 的 な 領 域 に お い て 保 存 的 ア ミ
ノ 酸 置 換 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 含 む 。 本 発 明 の 「 タ ン パ ク 質 」 お よ び 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 は
、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 、 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 の 変 異 体 、 断 片 お よ び 化 学 的
誘 導 体 を 含 む 。 そ れ ら は 、 天 然 か ら 単 離 す る こ と が で き る 、 ま た は 組 換 え 手 段 お よ び ／ ま
た は 合 成 手 段 に よ っ て 産 生 す る こ と が で き る タ ン パ ク 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド を 含 む こ と が
で き る 。 天 然 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド と は 、 天 然 に 存 在 す る 切 断 型 ま た
は 分 泌 型 、 天 然 に 存 在 す る 変 異 型 （ 例 え ば 、 ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト ） お よ び 天 然 に 存 在 す
る 対 立 遺 伝 子 変 異 体 （ allelic variant） を 意 味 す る 。 「 単 離 」 と い う 用 語 は 、 変 化 し た
、 か つ ／ ま た は そ れ ら の 自 然 環 境 か ら 取 り 除 か れ た 、 つ ま り そ れ ら が 通 常 存 在 す る 細 胞 ま
た は 生 体 か ら 単 離 さ れ た 、 あ る い は そ れ ら が 自 然 界 で そ れ と 関 連 す る と 見 出 さ れ て い る 共
存 す る 構 成 要 素 か ら 分 離 さ れ る か 、 ま た は 本 質 的 に 精 製 さ れ た 、 分 子 ま た は 物 質 を 意 味 す
る と み な さ れ る 。 こ の 概 念 は さ ら に 、 か か る 分 子 を コ ー ド す る 配 列 が 、 そ れ ら が そ の 天 然
状 態 で は 結 合 し な い 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 人 の 手 に よ っ て 結 合 す る こ と が で き る こ と と 、
か か る 分 子 を 組 換 え お よ び ／ ま た は 合 成 手 段 に よ っ て 産 生 す る こ と が で き る こ と を 意 味 す
る 。 前 記 目 的 の た め に 、 こ れ ら の 配 列 が 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に よ っ て 生 体 ま た は 非 生 体 に
導 入 さ れ た と し て も 、 こ れ ら の 配 列 が 前 記 生 物 に ま だ 存 在 す る と し て も 、 そ れ で も な お 、
単 離 さ れ て い る と 見 な さ れ る 。 本 発 明 に お い て 、 「 リ ス ク 」 、 「 感 受 性 」 、 お よ び 「 素 因
」 と い う 用 語 は 、 神 経 変 性 疾 患 、 好 ま し く は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 発 症 す る 確 率 に 関 し て 使
用 さ れ る 。 「 Ａ Ｄ 」 と い う 用 語 は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 示 す 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 「 Ａ Ｄ
型 神 経 病 理 学 」 と は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ 、 か つ 現 況 技 術 文 献 か ら 一 般 的 に 知 ら れ て い る
よ う に 、 神 経 病 理 学 的 、 神 経 生 理 学 的 、 組 織 病 理 学 的 お よ び 臨 床 的 に 顕 著 な 特 徴 を 意 味 す
る （ 以 下 参 照 ：  Iqbal, Swaab, Winblad and Wisniewski, Alzheimer's Disease and Rel
ated Disorders (Etiology, Pathogenesis, and Therapeutics), Wiley & Sons, New Yor
k, Weinheim, Toronto, 1999; Scinto and Daffner, Early Diagnosis of Alzheimer's D
isease, Humana Press, Totowa, New Jersey, 2000; Mayeux and Christen, Epidemiolog
y of Alzheimer's Disease: From gene to Prevention, Springer Press, Berlin, Heide
lberg, New York, 1999; Younkin, Tanzi and Christen, Presenilins and Alzheimer's 
Disease, Springer Press, Berlin, Heidelberg, New York, 1998） 。 本 発 明 に よ る 神 経
変 性 疾 患 ま た は 障 害 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 筋 萎 縮 性
側 索 硬 化 症 、 ピ ッ ク 病 、 前 頭 側 頭 型 痴 呆 、 進 行 性 核 上 性 麻 痺 、 大 脳 皮 質 基 底 核 変 性 症 、 脳
血 管 性 痴 呆 、 多 系 統 萎 縮 症 、 嗜 銀 顆 粒 性 痴 呆 お よ び 他 の タ ウ オ パ シ ー 、 お よ び 軽 い 認 知 障
害 を 含 む 。 神 経 変 性 プ ロ セ ス を 伴 う 他 の 疾 患 は 、 例 え ば 、 虚 血 性 脳 卒 中 、 加 齢 性 黄 斑 変 性
症 、 ナ ル コ レ プ シ ー 、 運 動 ニ ュ ー ロ ン 疾 患 、 プ リ オ ン 病 、 外 傷 性 神 経 損 傷 お よ び 修 復 、 お
よ び 多 発 性 硬 化 症 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 被 験 者 に お け る 神 経 変 性 疾 患 を 診 断 す る 、 ま た は そ の 予 後
を 判 定 す る 、 ま た は 被 験 者 が 前 記 疾 患 を 発 症 す る リ ス ク が 高 い か ど う か を 決 定 す る 方 法 を
特 徴 と す る 。 こ の 方 法 は ： 前 記 被 験 者 か ら の 試 料 に お け る （ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る
遺 伝 子 の 転 写 産 物 、 お よ び ／ ま た は （ ｉ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、
お よ び ／ ま た は （ ｉ ｉ ｉ ） 前 記 転 写 産 物 ま た は 翻 訳 産 物 の 断 片 、 ま た は 誘 導 体 、 ま た は 変
異 体 の レ ベ ル ま た は 活 性 、 ま た は 前 記 レ ベ ル お よ び 前 記 活 性 の 両 方 を 決 定 す る 段 階 と 、 前
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記 レ ベ ル お よ び ／ ま た は 前 記 活 性 を 既 知 の 疾 患 ま た は 健 康 状 態 を 表 す 基 準 値 と 比 較 し 、 そ
れ に よ っ て 前 記 被 験 者 に お け る 前 記 神 経 変 性 疾 患 を 診 断 す る か 、 ま た は そ の 予 後 を 判 定 す
る か 、 ま た は 前 記 被 験 者 が 前 記 神 経 変 性 疾 患 を 発 症 す る リ ス ク が 高 い か ど う か を 決 定 す る
段 階 と 、 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 に 開 示 さ れ る 、 核 酸 配 列 、 ま た は そ の 断 片 も し く は 変 異 体 に 固 有 で あ
る 、 プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ブ の 作 製 お よ び 使 用 に も 関 す る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ
マ ー お よ び ／ ま た は プ ロ ー ブ は 、 蛍 光 、 生 物 発 光 、 磁 気 、 ま た は 放 射 性 物 質 で 特 異 的 に 標
識 す る こ と が で き る 。 本 発 明 は さ ら に 、 適 切 な 組 み 合 わ せ で 前 記 の 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド プ ラ イ マ ー を 使 用 し た 、 前 記 核 酸 配 列 、 ま た は そ の 断 片 も し く は 変 異 体 の 検 出 お よ
び 作 製 に 関 す る 。 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 方 法 で あ る Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 を 前 記 プ ラ イ マ ー の 組
み 合 わ せ を 用 い て 行 い 、 核 酸 を 含 有 す る 試 料 か ら 前 記 の 遺 伝 子 特 異 的 核 酸 配 列 を 増 幅 す る
こ と が で き る 。 か か る 試 料 は 、 健 康 な 被 験 者 ま た は 疾 患 の あ る 被 験 者 か ら 採 取 さ れ る 。 増
幅 し た 結 果 、 特 異 的 核 酸 産 物 が 得 ら れ る か ど う か 、 お よ び 異 な る 長 さ の 断 片 が 得 ら れ る か
ど う か は 、 神 経 変 性 疾 患 、 特 に ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 指 標 と な り 得 る 。 こ の よ う に 、 本 発 明
は 、 神 経 変 性 疾 患 、 特 に ア ル ツ ハ イ マ ー 病 と 関 連 す る 、 検 討 す べ き 核 酸 配 列 を 含 有 す る 所
定 の 試 料 に お け る 遺 伝 子 突 然 変 異 お よ び 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 型 の 検 出 に 有 用 な 、 全 コ ー ド
配 列 お よ び 遺 伝 子 配 列 ま で の 長 さ で 少 な く と も １ ０ 塩 基 の 核 酸 配 列 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
プ ラ イ マ ー 、 お よ び プ ロ ー ブ を 提 供 す る 。 こ の 特 徴 は 、 迅 速 な Ｄ Ｎ Ａ ベ ー ス の 診 断 試 験 の
開 発 に 、 好 ま し く は キ ッ ト の フ ォ ー マ ッ ト に お い て も 有 用 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 被 験 者 に お け る 神 経 変 性 疾 患 の 進 行 を モ ニ タ ー す る 方 法
を 特 徴 と す る 。 前 記 被 験 者 か ら の 試 料 に お け る （ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 転
写 産 物 、 お よ び ／ ま た は （ ｉ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、 お よ び ／ ま
た は （ ｉ ｉ ｉ ） 前 記 転 写 産 物 ま た は 翻 訳 産 物 の 断 片 、 ま た は 誘 導 体 、 ま た は 変 異 体 の レ ベ
ル ま た は 活 性 、 ま た は 前 記 レ ベ ル お よ び 前 記 活 性 の 両 方 が 決 定 さ れ る 。 前 記 レ ベ ル お よ び
／ ま た は 前 記 活 性 は 、 既 知 の 疾 患 ま た は 健 康 状 態 を 表 す 基 準 値 と 比 較 さ れ る 。 そ れ に よ っ
て 前 記 被 験 者 に お け る 前 記 神 経 変 性 疾 患 の 進 行 が モ ニ タ ー さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 さ ら に 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 神 経 変 性 疾 患 の 治 療 を 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、 前
記 疾 患 の 治 療 を 受 け た 前 記 被 験 者 か ら 採 取 し た 試 料 に お け る （ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す
る 遺 伝 子 の 転 写 産 物 、 お よ び ／ ま た は （ ｉ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物
、 お よ び ／ ま た は （ ｉ ｉ ｉ ） 前 記 転 写 産 物 ま た は 翻 訳 産 物 の 断 片 、 ま た は 誘 導 体 、 ま た は
変 異 体 の レ ベ ル ま た は 活 性 、 ま た は 前 記 レ ベ ル お よ び 前 記 活 性 の 両 方 を 決 定 す る 段 階 を 含
む 方 法 を 特 徴 と す る 。 前 記 レ ベ ル 、 ま た は 前 記 活 性 、 ま た は 前 記 レ ベ ル お よ び 前 記 活 性 の
ど ち ら も 、 既 知 の 疾 患 ま た は 健 康 状 態 を 表 す 基 準 値 と 比 較 さ れ 、 そ れ に よ っ て 前 記 神 経 変
性 疾 患 の 治 療 が 評 価 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 特 許 請 求 さ れ る 方 法 、 キ ッ ト 、 組 換 え 非 ヒ ト 動 物 、 分 子 、 ア ッ セ イ 、
本 発 明 の 使 用 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ヒ ト 電 位 作 動 性 ナ ト リ ウ ム チ ャ ネ ル β サ ブ ユ ニ ッ
ト タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 前 記 遺 伝 子 は 、 Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 Ａ Ｆ ０ ４ ９
４ ９ ８ 、 Ａ Ｆ ０ ４ ９ ４ ９ ６ 、 Ａ Ｆ ０ ４ ９ ４ ９ ７ 、 Ａ Ｆ １ ０ ７ ０ ２ ８ 、 Ａ Ｘ ３ ７ ６ ０ ０ ０ 、
お よ び Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ デ ー タ ベ ー ス か ら の Ｅ Ｓ Ｔ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 相 当 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ （ 配
列 番 号 ２ ） か ら 推 論 さ れ た Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 Ｏ ６ ０ ９ ３ ９ （ タ ン パ ク 質
Ｉ Ｄ ） 、 配 列 番 号 １ に よ っ て 表 さ れ る β － ２ サ ブ ユ ニ ッ ト タ ン パ ク 質 ま た は β ２ － タ ン パ
ク 質 と も 呼 ば れ る ヒ ト 電 位 作 動 性 ナ ト リ ウ ム チ ャ ネ ル Ｉ Ｉ 型 β サ ブ ユ ニ ッ ト （ Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ
） を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ る 。 本 発 明 に お い て 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ は 、 配 列 番 号 １ （ Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ
ｎ ｋ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 Ｏ ６ ０ ９ ３ ９ ） の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 番 号 ２ の 核 酸 配 列
も 意 味 す る 。 本 発 明 に お い て 、 そ の 用 語 が 本 明 細 書 で 使 用 さ れ て い る よ う に 、 前 記 配 列 が
「 単 離 」 さ れ る 。 さ ら に 、 本 発 明 に お い て 、 前 記 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝

10

20

30

40

50

(11) JP 2006-518199 A 2006.8.10



子 は 一 般 に 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 遺 伝 子 、 ま た は 単 に Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ と も 呼 ば れ 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ の タ ン パ
ク 質 は 一 般 に 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ タ ン パ ク 質 、 ま た は 単 に Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ と も 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 特 許 請 求 さ れ る 方 法 、 キ ッ ト 、 組 換 え 非 ヒ ト 動 物 、 分 子 、 ア ッ セ イ 、
本 発 明 の 使 用 の 他 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 前 記 神 経 変 性 疾 患 ま た は 障 害 は ア ル ツ ハ
イ マ ー 病 で あ り 、 前 記 被 験 者 は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に 罹 患 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は 、 Ａ Ｄ 患 者 の 特 定 の 脳 領 域 に お い て Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 検 出 お よ
び 差 次 的 発 現 お よ び 調 節 を 開 示 す る 。 結 果 的 に 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 遺 伝 子 お よ び そ の 相 当 す る 転
写 産 物 お よ び ／ ま た は 翻 訳 産 物 は 、 Ａ Ｄ に 通 常 認 め ら れ る 局 所 選 択 的 神 経 細 胞 変 性 に お い
て 原 因 と な る 役 割 を 有 す る 。 そ の 代 わ り と し て 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ は 、 残 存 し て い る 神 経 細 胞 に
神 経 保 護 機 能 を 与 え る 。 こ れ ら の 開 示 内 容 に 基 づ い て 、 本 発 明 は 、 神 経 変 性 疾 患 、 特 に Ａ
Ｄ の 診 断 的 評 価 お よ び 予 後 、 な ら び に そ の 素 因 の 同 定 に 有 用 性 を 有 す る 。 さ ら に 、 本 発 明
は 、 か か る 疾 患 の 治 療 を 受 け る 患 者 を 診 断 的 に モ ニ タ ー す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 分 析 か つ 測 定 す べ き 試 料 は 、 脳 組 織 ま た は 他 の 組 織 、 ま た は 体 細 胞 を 含 む 群 か ら 選 択 さ
れ る こ と が 好 ま し い 。 試 料 は 、 脳 脊 髄 液 ま た は 他 の 体 液 、 例 え ば 唾 液 、 尿 、 血 液 、 血 清 血
漿 、 ま た は 粘 液 を 含 む こ と が で き る 。 本 発 明 に 従 っ て 、 神 経 変 性 疾 患 の 診 断 、 予 後 判 定 、
そ の 疾 患 の 進 行 の モ ニ タ リ ン グ ま た は そ の 疾 患 の 治 療 の 評 価 の 方 法 は 生 体 外 （ ex corpore
） で 行 う こ と が で き る こ と が 好 ま し く 、 か か る 方 法 は 好 ま し く は 、 被 験 者 ま た は 患 者 か ら
除 去 、 採 取 、 ま た は 単 離 さ れ た 試 料 、 例 え ば 体 液 ま た は 細 胞 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 他 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 前 記 基 準 値 は 、 前 記 神 経 変 性 疾 患 に 罹 患 し て い な い 被
験 者 か ら の 試 料 に お け る （ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 転 写 産 物 、 お よ び ／ ま た
は （ ｉ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、 お よ び ／ ま た は （ ｉ ｉ ｉ ） 前 記 転
写 産 物 ま た は 翻 訳 産 物 の 断 片 、 ま た は 誘 導 体 、 ま た は 変 異 体 の レ ベ ル ま た は 活 性 、 ま た は
前 記 レ ベ ル お よ び 前 記 活 性 の 両 方 の 値 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 前 記 被 験 者 か ら 採 取 さ れ た 試 料 細 胞 、 ま た は 組 織 、 ま た は
体 液 に お け る 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 転 写 産 物 、 お よ び ／ ま た は Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を
コ ー ド す る 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、 お よ び ／ ま た は そ の 断 片 、 ま た は そ の 誘 導 体 も し く は 変 異
体 の レ ベ ル ま た は 活 性 に お け る 、 既 知 の 健 康 状 態 を 表 す 基 準 値 に 対 す る 変 化 か ら 、 神 経 変
性 疾 患 、 特 に Ａ Ｄ の 診 断 、 ま た は 予 後 、 ま た は そ れ に 罹 患 す る 高 い リ ス ク が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 被 験 者 の 試 料 か ら 抽 出 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ の 逆 転 写 に よ り 得 ら れ
た ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら の 前 記 遺 伝 子 特 異 的 配 列 を 増 幅 す る た め に 、 プ ラ イ マ ー の 組 み 合 わ せ を 使
用 し た 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 を 用 い て 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 遺 伝 子 の 転 写 産 物 レ ベ ル の 測 定 が 被 験 者 か
ら の 試 料 で 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 前 記 遺 伝 子 に 特 異 的 な プ ロ ー ブ を 用 い た ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 も 適 用 す る こ と が で き る 。
チ ッ プ ベ ー ス の マ イ ク ロ ア レ イ 技 術 に よ っ て 、 転 写 産 物 を 測 定 す る こ と が さ ら に 好 ま し い
。 こ れ ら の 技 術 は 当 業 者 に は 公 知 で あ る （ Sambrook and Russell, Molecular Cloning: A
 Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New
 York, 2001; Schena M., Microarray Biochip Technology, Eaton Publishing, Natick,
 MA, 2000参 照 ） 。 イ ム ノ ア ッ セ イ の 一 例 と し て は 、 国 際 公 開 番 号 Ｗ Ｏ ０ ２ ／ １ ４ ５ ４ ３
に 開 示 か つ 記 載 さ れ て い る 酸 素 活 性 の 検 出 お よ び 測 定 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 さ ら に 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、 お よ び ／ ま た は 前 記 翻 訳 産 物 の 断
片 、 も し く は 誘 導 体 、 も し く は 変 異 体 の レ ベ ル お よ び ／ ま た は 活 性 、 お よ び ／ ま た は 前 記
翻 訳 産 物 お よ び ／ ま た は そ の 断 片 、 も し く は 誘 導 体 、 も し く は 変 異 体 の 活 性 の レ ベ ル を 、
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イ ム ノ ア ッ セ イ 、 活 性 ア ッ セ イ お よ び ／ ま た は 結 合 ア ッ セ イ を 用 い て 検 出 す る こ と が で き
る 。 こ れ ら の ア ッ セ イ で は 、 抗 タ ン パ ク 質 抗 体 ま た は 抗 タ ン パ ク 質 抗 体 に 結 合 す る 二 次 抗
体 の い ず れ か に 結 合 す る 、 酵 素 、 ク ロ モ 力 学 的 （ chromodynamic） 、 放 射 性 、 磁 気 、 ま た
は 発 光 標 識 の 使 用 に よ っ て 、 前 記 タ ン パ ク 質 分 子 と 抗 タ ン パ ク 質 抗 体 と の 結 合 の 量 を 測 定
す る こ と が で き る 。 さ ら に 他 の 高 親 和 性 リ ガ ン ド を 使 用 し て も よ い 。 使 用 す る こ と が で き
る イ ム ノ ア ッ セ イ と し て は 、 例 え ば 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 お よ び 当 業 者 に
公 知 の 他 の 技 術 が 挙 げ ら れ る （ Harlow and Lane, Using Antibodies: A Laboratory Manu
al, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1999 and 
Edwards R, Immunodiagnostics: A Practical Approach, Oxford University Press, Oxf
ord; England, 1999参 照 ） 。 こ れ ら す べ て の 検 出 技 術 は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 、 タ ン パ ク 質 －
ア レ イ 、 抗 体 マ イ ク ロ ア レ イ 、 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ 、 電 子 バ イ オ チ ッ プ ま た は タ ン パ ク 質
－ チ ッ プ ベ ー ス 技 術 の フ ォ ー マ ッ ト に 用 い る こ と も で き る （ Schena M., Microarray Bioc
hip Technology, Eaton Publishing, Natick, MA, 2000参 照 ） 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 前 記 被 験 者 か ら 採 取 し た 一 連 の 試 料 に お け る 、 （ ｉ ） Ｓ Ｃ
Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 転 写 産 物 、 お よ び ／ ま た は （ ｉ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る
遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、 お よ び ／ ま た は （ ｉ ｉ ｉ ） 前 記 転 写 産 物 ま た は 翻 訳 産 物 の 断 片 、 も し
く は 誘 導 体 、 も し く は 変 異 体 の レ ベ ル ま た は 活 性 、 ま た は 前 記 レ ベ ル と 前 記 活 性 の 両 方 を
、 前 記 疾 患 の 進 行 を モ ニ タ ー す る た め に 長 期 間 に わ た っ て 比 較 す る 。 他 の 好 ま し い 実 施 形
態 に お い て 、 前 記 被 験 者 は 、 前 記 試 料 採 取 の １ つ ま た は 複 数 の 前 に 治 療 を 受 け る 。 さ ら に
他 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 前 記 レ ベ ル お よ び ／ ま た は 活 性 は 、 前 記 被 験 者 の 前 記 治
療 前 お よ び 後 に 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 被 験 者 に お け る 神 経 変 性 疾 患 、 特 に Ａ Ｄ を 診 断 す る か 、
ま た は そ の 予 後 を 判 定 す る た め の 、 ま た は 神 経 変 性 疾 患 、 特 に Ａ Ｄ を 発 症 す る 、 被 験 者 の
傾 向 ま た は 素 因 を 決 定 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、
　 （ ａ ） （ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 転 写 産 物 を 選 択 的 に 検 出 す る 試 薬 、 お よ
び （ ｉ ｉ ） ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 を 選 択 的 に 検 出 す る 試 薬 か ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る 、 少 な く と も １ 種 類 の 試 薬 と 、
　 （ ｂ ） － 前 記 被 験 者 か ら の 試 料 に お い て 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 前 記 転 写 産
物 お よ び ／ ま た は 前 記 翻 訳 産 物 の レ ベ ル ま た は 活 性 、 ま た は 前 記 レ ベ ル お よ び 前 記 活 性 の
両 方 を 決 定 す る こ と ；
　 － 神 経 変 性 疾 患 、 特 に Ａ Ｄ を 診 断 す る 、 ま た は そ の 予 後 を 判 定 す る こ と 、 ま た は か か る
疾 患 を 発 症 す る 被 験 者 の 傾 向 ま た は 素 因 を 決 定 す る こ と ； に よ り 、 神 経 変 性 疾 患 、 特 に Ａ
Ｄ を 診 断 す る 、 ま た は そ の 予 後 を 判 定 す る た め の 、 ま た は か か る 疾 患 を 発 症 す る 被 験 者 の
傾 向 ま た は 素 因 を 決 定 す る た め の 説 明 書 と 、 を 備 え 、 既 知 の 健 康 状 態 を 表 す 基 準 値 と 比 較
さ れ る 前 記 転 写 産 物 お よ び ／ ま た は 前 記 翻 訳 産 物 の 異 な る レ ベ ル ま た は 活 性 、 ま た は 前 記
レ ベ ル お よ び 前 記 活 性 の 両 方 ； あ る い は 既 知 の 健 康 状 態 を 表 す 基 準 値 と 同 様 な 、 ま た は 等
し い 前 記 転 写 産 物 お よ び ／ ま た は 前 記 翻 訳 産 物 の レ ベ ル ま た は 活 性 、 ま た は 前 記 レ ベ ル お
よ び 前 記 活 性 の 両 方 に よ っ て 、 神 経 変 性 疾 患 、 特 に Ａ Ｄ の 診 断 ま た は 予 後 、 あ る い は か か
る 疾 患 を 発 症 す る 傾 向 ま た は 素 因 の 増 加 が 示 さ れ る 、 キ ッ ト を 特 徴 と す る 。 本 発 明 に よ る
キ ッ ト は 、 神 経 変 性 疾 患 、 特 に Ａ Ｄ を 発 症 す る リ ス ク の あ る 個 体 を 同 定 す る の に 特 に 有 用
で あ る 。 結 果 と し て 、 本 発 明 に よ る キ ッ ト は 、 疾 患 発 症 前 に 、 そ の 疾 患 の 間 に 不 可 逆 的 損
傷 を 受 け る 前 に 、 早 期 の 予 防 策 ま た は 治 療 的 介 入 の た め に 、 同 定 さ れ た 個 体 を 標 的 と す る
手 段 と し て 役 立 つ 。 さ ら に 、 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 に お い て 特 徴 と さ れ る キ
ッ ト は 、 被 験 者 に お け る 神 経 変 性 疾 患 、 特 に Ａ Ｄ の 進 行 を モ ニ タ ー す る の に 、 か つ 前 記 被
験 者 の か か る 疾 患 の 治 療 的 処 置 の 成 功 ま た は 失 敗 を モ ニ タ ー す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 被 験 者 に お い て 神 経 変 性 疾 患 、 特 に Ａ Ｄ を 治 療 ま た は 予
防 す る 方 法 で あ っ て 、 （ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 お よ び ／ ま た は （ ｉ ｉ ） Ｓ
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Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 転 写 産 物 、 お よ び ／ ま た は （ ｉ ｉ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド
す る 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、 お よ び ／ ま た は （ ｉ ｖ ） （ ｉ ） ～ （ ｉ ｉ ｉ ） の 断 片 、 も し く は 誘
導 体 、 も し く は 変 異 体 の レ ベ ル 、 ま た は 活 性 、 ま た は 前 記 レ ベ ル お よ び 前 記 活 性 の 両 方 に
直 接 的 ま た は 間 接 的 に 影 響 を 及 ぼ す 、 治 療 有 効 量 ま た は 予 防 有 効 量 の 作 用 物 質 （ １ 種 ま た
は 複 数 種 ） を 前 記 被 験 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 を 特 徴 と す る 。 前 記 作 用 物 質 は 小 分 子
を 含 む か 、 あ る い は そ れ は 、 ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド も 含 み 得 る
。 前 記 ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ タ ン パ ク 質 、 を コ
ー ド す る 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、 ま た は そ の 断 片 、 も し く は 誘 導 体 、 も し く は 変 異 体 の ア ミ ノ
酸 配 列 を 含 み 得 る 。 本 発 明 に 従 っ て 、 神 経 変 性 疾 患 、 特 に Ａ Ｄ を 治 療 ま た は 予 防 す る た め
の 作 用 物 質 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら も な り
得 る 。 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 セ ン ス 方 向 ま た は ア ン チ セ ン
ス 方 向 の い ず れ か に 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含
み 得 る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 こ の 方 法 は 、 前 記 作 用 物 質 （ １ 種 ま た は 複 数 種 ） を 投 与 す
る た め の 、 遺 伝 子 治 療 お よ び ／ ま た は ア ン チ セ ン ス 核 酸 技 術 の そ れ 自 体 既 知 の 方 法 の 適 用
を 含 む 。 一 般 に 、 遺 伝 子 治 療 は い く つ か の ア プ ロ ー チ ： 突 然 変 異 し た 遺 伝 子 の 分 子 置 換 、
治 療 用 タ ン パ ク 質 の 合 成 で 得 ら れ た 新 た な 遺 伝 子 の 付 加 、 お よ び 組 換 え 発 現 法 に よ る 、 ま
た は 薬 物 に よ る 内 因 性 細 胞 遺 伝 子 発 現 の 調 節 を 含 む 。 遺 伝 子 導 入 技 術 は 詳 細 に 記 述 さ れ て
お り （ 例 え ば 、 Behr, Acc Chem Res 1993, 26: 274-278 and Mulligan, Science 1993, 2
60: 926-931参 照 ） 、 直 接 的 遺 伝 子 導 入 技 術 、 例 え ば 細 胞 内 へ の Ｄ Ｎ Ａ の 機 械 的 微 量 注 入
な ら び に 生 物 学 的 ベ ク タ ー （ 組 換 え ウ イ ル ス 、 特 に レ ト ロ ウ イ ル ス の よ う な ） ま た は モ デ
ル リ ポ ソ ー ム を 用 い た 間 接 的 技 術 、 ま た は ポ リ カ チ オ ン で の Ｄ Ｎ Ａ 共 沈 、 化 学 的 手 段 （ 溶
媒 、 洗 剤 、 ポ リ マ ー 、 酵 素 ） ま た は 物 理 的 手 段 （ 機 械 的 、 浸 透 性 、 熱 性 、 電 気 シ ョ ッ ク ）
に よ る 細 胞 膜 摂 動 （ cell membrane pertubation） を 用 い た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 基 づ
く 技 術 が 挙 げ ら れ る 。 中 枢 神 経 系 へ の 出 生 後 遺 伝 子 導 入 が 詳 細 に 記 述 さ れ て い る （ 例 え ば
、 Wolff, Curr Opin Neurobiol 1993, 3: 743-748参 照 ） 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 特 に 、 本 発 明 は 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 治 療 に よ り 神 経 変 性 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法
、 つ ま り ア ン チ セ ン ス 核 酸 ま た は そ の 誘 導 体 を 特 定 の 重 要 な 細 胞 に 導 入 す る こ と に よ り 、
不 適 切 に 発 現 し た 、 ま た は 欠 陥 の あ る 遺 伝 子 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る 方 法 を 特 徴 と す る
（ 例 え ば 、 Gillespie, DN&P 1992, 5: 389-395; Agrawal and Akhtar, Trends Biotechno
l 1995, 13: 197-199; Crooke, Biotechnology 1992, 10: 882-6参 照 ） 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 法 を 除 い て 、 リ ボ ザ イ ム 、 つ ま り 疾 患 の メ ッ セ ー ジ を 運 ぶ Ｒ Ｎ Ａ を 破 壊 す る 、 酵
素 と し て 作 用 す る Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 適 用 も 記 述 さ れ て い る （ 例 え ば 、 Barinaga, Science 1993
, 262: 1512-1514参 照 ） 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 治 療 さ れ る べ き 被 験 者 は ヒ ト で あ
り 、 治 療 用 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 ま た は そ の 誘 導 体 は 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 転
写 物 に 対 し て 作 ら れ る 。 中 枢 神 経 系 、 好 ま し く は 被 験 者 の 脳 の 細 胞 を こ の よ う に し て 治 療
す る こ と が 好 ま し い 。 細 胞 侵 入 （ Cell penetration） は 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 お よ び そ の 誘
導 体 の 担 体 粒 子 へ の 結 合 、 ま た は 上 述 の 技 術 な ど 公 知 の 方 法 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。
治 療 用 標 的 オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド を 投 与 す る 方 法 は 当 業 者 に は よ く 知 ら れ て い る （
例 え ば 、 Wickstrom, Trends Biotechnol 1992, 10: 281-287参 照 ） 。 場 合 に よ っ て は 、 単
な る 局 所 適 用 に よ っ て 送 達 を 行 う こ と が で き る 。 そ の 他 の ア プ ロ ー チ は 、 局 所 適 用 の 細 胞
内 発 現 に 向 け ら れ て い る 。 こ の 方 法 で は 、 標 的 核 酸 の 領 域 に 相 補 的 な Ｒ Ｎ Ａ の 合 成 を 指 示
す る 組 換 え 遺 伝 子 で 細 胞 が ｅ ｘ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で 形 質 転 換 さ れ る 。 細 胞 内 に 発 現 し た ア ン チ セ
ン ス Ｒ Ｎ Ａ の 治 療 的 使 用 は 手 順 上 、 遺 伝 子 治 療 と 同 様 で あ る 。 Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 （ Ｒ Ｎ Ａ ｉ ） と
し て 様 々 に 知 ら れ て い る 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ の 使 用 に よ っ て 遺 伝 子 の 細 胞 内 発 現 を 調 節 す る 、 最
近 開 発 さ れ た 方 法 は 、 核 酸 治 療 の も う １ つ の 有 効 な ア プ ロ ー チ で あ り 得 る （ Hannon, Natu
re 2002, 418: 244-251） 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
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　 他 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 適 切 な 細 胞 、 例 え ば Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 ま た は Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細
胞 、 ま た は 他 の 神 経 細 胞 経 に お い て 電 位 作 動 性 ナ ト リ ウ ム チ ャ ネ ル Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ａ ま た は 他 の
電 位 作 動 性 ナ ト リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 と 共 発 現 す る Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ へ の 化 合 物 お よ び ／ ま
た は 作 用 物 質 の 作 用 を 調 査 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 そ れ に よ っ て 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ａ と 、 ま た は
他 の 電 位 作 動 性 ナ ト リ ウ ム チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 と 共 発 現 し た Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ に よ っ て 仲 介 さ れ
る 、 ナ ト リ ウ ム 電 流 へ の 化 合 物 お よ び ／ ま た は 作 用 物 質 の 電 気 生 理 学 的 効 果 が 調 べ ら れ る
。 前 記 試 験 を 行 う た め に 、 ヒ ト 遺 伝 子 産 物 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 適 切 な 発 現
ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ す る 。 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ａ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ ア ク セ
ッ シ ョ ン 番 号 Ａ Ｆ ３ ２ ７ ２ ２ ４ ～ Ａ Ｆ ３ ２ ７ ２ ４ ６ ） ま た は 他 の 電 位 作 動 性 ナ ト リ ウ ム チ
ャ ネ ル を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 他 の 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ す る 。 好 ま し く は
試 薬 の よ う な Ｄ Ｍ Ｒ Ｉ Ｅ － Ｃ （ 陽 イ オ ン 性 脂 質 １ ， ２ － ジ ミ リ ス テ ル オ キ シ プ ロ ピ ル － ３
－ ジ メ チ ル － ヒ ド ロ キ シ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム ブ ロ マ イ ド － コ レ ス テ ロ ー ル の リ ポ ソ ー ム 形
成 ） を 使 用 し て 、 上 記 の よ う な 適 切 な 細 胞 系 に 前 記 プ ラ ス ミ ド を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。
パ ッ チ ク ラ ン プ 実 験 を 電 圧 固 定 モ ー ド で 行 う こ と が で き （ Hamillら , Pflugers Arch. 198
1, 391: 85-100） 、 全 細 胞 電 流 が 記 録 さ れ 、 得 ら れ た シ グ ナ ル は 、 適 切 な ソ フ ト ウ ェ ア 、
例 え ば Ｐ ｕ ｌ ｓ ｅ ／ Ｐ ｕ ｌ ｓ ｅ ｆ ｉ ｔ （ HEKA, Lambrecht,ド イ ツ ） を 使 用 し て 、 増 幅 さ れ
、 デ ジ タ ル 化 さ れ 、 保 存 か つ 解 析 さ れ る 。 電 流 の 「 低 下 （ run-dow） 」 ま た は 「 上 昇 （ run
-u） 」 （ Varnumら , Pro. Natl. Acad. Sci. USA 1993, 90: 11528-11532） が 依 然 と し て
化 合 物 お よ び ／ ま た は 作 用 物 質 効 果 の 評 価 に は 強 す ぎ る 場 合 に は 、 前 記 電 位 作 動 性 ナ ト リ
ウ ム チ ャ ネ ル の 仲 介 電 流 に つ い て の 研 究 は 、 非 特 異 的 な 電 流 振 幅 変 化 を 防 ぐ た め に 、 穿 孔
パ ッ チ ク ラ ン プ 法 で 行 う こ と が で き る （ Dartら , J. Physiol. 1995, 483: 29-39; Dinesh
 & Hablitz, Brain Res. 1990, 535: 318-322） 。 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ａ ま た は 他 の ナ ト リ ウ ム チ ャ
ネ ル タ ン パ ク 質 と 共 発 現 す る Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ に 対 す る 試 験 化 合 物 の 効 果 お よ び 可 逆 性 を 研 究 す
る た め の 刺 激 プ ロ ト コ ル の 一 例 が 以 下 に 示 さ れ る 。 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ａ ま た は 他 の ナ
ト リ ウ ム チ ャ ネ ル と 共 に 共 発 現 す る 細 胞 は 、 例 え ば － ８ ０ ｍ Ｖ の 保 持 電 位 で 固 定 さ れ る だ
ろ う 。 パ ル ス サ イ ク ル 速 度 は １ ０ 秒 で あ る 。 化 合 物 お よ び ／ ま た は 作 用 物 質 の 試 験 で は 、
安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 を 、 例 え ば １ ０ ０ ミ リ 秒 間 、 例 え ば － ８ ０ ｍ Ｖ の 保 持
電 位 か ら 、 例 え ば － １ ０ ０ ｍ Ｖ ま た は － １ ２ ０ ｍ Ｖ に 過 分 極 さ せ 、 続 い て 、 例 え ば － ６ ０
ｍ Ｖ ～ ＋ ６ ０ ｍ Ｖ の 試 験 電 位 に １ 秒 間 脱 分 極 さ せ る こ と が で き る 。 試 験 パ ル ス の ピ ー ク 電
流 振 幅 が 解 析 に 使 用 さ れ る だ ろ う 。 こ の 方 法 は 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ａ ま た は 他 の 電 位 作 動 性 ナ ト リ
ウ ム チ ャ ネ ル と 共 発 現 さ れ る Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ の 生 物 物 理 学 的 特 性 を 開 く 、 閉 じ る 、 活 性 化 す る
、 不 活 性 化 す る 、 ま た は 修 飾 す る こ と が で き る 化 合 物 お よ び ／ ま た は 作 用 物 質 を 同 定 か つ
試 験 す る の に も 適 し て い る 。 こ の よ う に 同 定 か つ 試 験 さ れ た 電 位 作 動 性 ナ ト リ ウ ム チ ャ ネ
ル の 修 飾 因 子 は 学 習 お よ び 記 憶 機 能 に 影 響 す る 可 能 性 が あ り 、 例 え ば 神 経 変 性 疾 患 、 特 に
ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 治 療 的 ア プ ロ ー チ に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 他 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 こ の 方 法 は 、 前 記 被 験 者 の 中 枢 神 経 系 、 好 ま し く は 脳
に 、 ド ナ ー 細 胞 、 ま た は 移 植 片 拒 絶 を 最 小 限 に 抑 え る た め 、 ま た は 低 減 す る た め に 処 理 さ
れ る こ と が 好 ま し い ド ナ ー 細 胞 を 移 植 す る こ と を 含 む 方 法 で あ っ て 、 前 記 ド ナ ー 細 胞 が 、
前 記 作 用 物 質 （ １ 種 ま た は 複 数 種 ） を コ ー ド す る 少 な く と も １ つ の 導 入 遺 伝 子 を 挿 入 す る
こ と に よ っ て 遺 伝 子 改 変 さ れ る 、 方 法 を 含 む 。 前 記 導 入 遺 伝 子 は 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 特
に レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に よ っ て 運 ば れ る 。 導 入 遺 伝 子 は 、 導 入 遺 伝 子 を コ ー ド す る Ｄ
Ｎ Ａ の 非 ウ イ ル ス 性 の 物 理 的 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 特 に 微 量 注 入 に よ っ て ド ナ ー 細 胞 に
挿 入 す る こ と が で き る 。 導 入 遺 伝 子 の 挿 入 は 、 電 気 穿 孔 法 、 化 学 的 に 仲 介 さ れ る ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン 、 特 に リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 ま た は リ ポ ソ ー ム 仲 介 ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 行 う こ と も で き る （ Mc Celland and Pardee, Expression Gene
tics: Accelerated and High-Throughput Methods, Eaton Publishing, Natick, MA, 199
9） 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 神 経 変 性 疾 患 、 特 に Ａ Ｄ を 治 療 お よ び 予 防 す る た め の 前 記
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作 用 物 質 は 、 前 記 被 験 者 に 被 験 者 細 胞 を 導 入 す る こ と を 含 む プ ロ セ ス で あ っ て 、 前 記 被 験
者 細 胞 が 、 前 記 治 療 用 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト を 挿 入 す る た め に ｉ ｎ 　
ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で 処 理 さ れ 、 前 記 被 験 者 細 胞 が 前 記 被 験 者 に お い て 治 療 有 効 量 の 前 記 治 療 用 タ
ン パ ク 質 を ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で 発 現 す る プ ロ セ ス に よ っ て 、 前 記 被 験 者 、 好 ま し く は ヒ ト に
投 与 す る こ と が で き る 治 療 用 タ ン パ ク 質 で あ る 。 前 記 Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト は 、 ウ イ ル ス ベ ク
タ ー 、 特 に レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に よ っ て ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で 前 記 細 胞 に 挿 入 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 に よ る 治 療 法 は 、 既 に 記 載 の 細 胞 お よ び 遺 伝 子 治 療 法 の い ず れ か と 組 み 合 わ せ ら
れ る 、 治 療 的 ク ロ ー ニ ン グ 、 移 植 、 お よ び 胚 幹 細 胞 ま た は 胚 生 殖 細 胞 お よ び 成 体 神 経 幹 細
胞 を 使 用 し た 幹 細 胞 治 療 の 適 用 を 含 む 。 幹 細 胞 は 、 全 能 性 ま た は 多 能 性 で あ る 。 そ れ ら は
臓 器 特 異 的 で も あ り 得 る 。 疾 患 お よ び ／ ま た は 損 傷 の あ る 脳 細 胞 ま た は 組 織 を 修 復 す る 方
法 は 、 （ ｉ ） 成 体 組 織 か ら ド ナ ー 細 胞 を 採 取 す る こ と を 含 む 。 こ れ ら の 細 胞 の 核 は 、 遺 伝
物 質 が そ れ か ら 除 去 さ れ て い る 、 未 受 精 卵 細 胞 に 移 植 さ れ る 。 胚 幹 細 胞 が 、 体 細 胞 核 導 入
を 受 け た 細 胞 の 胚 盤 胞 段 階 か ら 単 離 さ れ る 。 次 い で 、 分 化 因 子 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、
幹 細 胞 の 、 特 殊 （ specialized） 細 胞 型 、 好 ま し く は 神 経 細 胞 へ の 定 方 向 の 発 達 が 生 じ る
か （ Lanzaら , Nature Medicine 1999, 9: 975-977） 、 ま た は （ ｉ ｉ ） ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ
で の 増 殖 の た め に 、 中 枢 神 経 系 ま た は 骨 髄 （ 間 葉 幹 細 胞 ） か ら 単 離 さ れ た 成 体 幹 細 胞 を 精
製 し 、 続 い て グ ラ フ ト お よ び 移 植 す る か 、 ま た は （ ｉ ｉ ｉ ） 内 因 性 神 経 幹 細 胞 を 直 接 誘 導
し て 、 増 殖 さ せ 、 移 行 し 、 機 能 性 神 経 細 胞 に 分 化 さ せ る （ Peterson DA, Curr. Opin. Pha
rmacol. 2002, 2: 34-42） 。 成 体 の 脳 の 胚 中 心 に は 神 経 損 傷 ま た は 機 能 不 全 が な い こ と か
ら 、 成 体 神 経 幹 細 胞 は 、 損 傷 ま た は 疾 患 の あ る 脳 組 織 の 修 復 に 大 き な 可 能 性 を 秘 め て い る
（ Colman A, Drug Discovery World 2001, 7: 66-71） 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 に よ る 治 療 ま た は 予 防 を 受 け る 被 験 者 は 、 ヒ ト 、 実
験 動 物 、 例 え ば マ ウ ス ま た は ラ ッ ト 、 家 畜 、 ま た は 非 ヒ ト の 霊 長 類 で あ る 。 実 験 動 物 は 、
神 経 変 性 疾 患 の た め の 非 ヒ ト 動 物 モ デ ル 、 例 え ば 、 Ａ Ｄ 型 神 経 病 理 学 を 有 す る 遺 伝 子 導 入
マ ウ ス お よ び ／ ま た は ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 （ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 お よ び ／ ま た は
（ ｉ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 転 写 産 物 、 お よ び ／ ま た は （ ｉ ｉ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２
Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、 お よ び ／ ま た は （ ｉ ｖ ） （ ｉ ） ～ （ ｉ ｉ ｉ ） の 断 片 、
も し く は 誘 導 体 、 も し く は 変 異 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 類 の 物 質 の 活
性 ま た は レ ベ ル 、 ま た は 前 記 活 性 お よ び 前 記 レ ベ ル の 両 方 の 修 飾 因 子 を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 そ の 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 前 記 修 飾 因 子 と 、 好 ま し く は 薬 剤 担 体 と を 含 む 医 薬 組 成
物 を 特 徴 と す る 。 前 記 担 体 は 、 希 釈 剤 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 賦 形 剤 、 ま た は ビ ヒ ク ル を 意 味 し
、 そ れ と 共 に 修 飾 因 子 が 投 与 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 医 薬 組 成 物 に お い て 使 用 さ れ る 、 （ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド
す る 遺 伝 子 、 お よ び ／ ま た は （ ｉ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 転 写 産 物 、 お よ び
／ ま た は （ ｉ ｉ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、 お よ び ／ ま た は （ ｉ ｖ ）
（ ｉ ） ～ （ ｉ ｉ ｉ ） の 断 片 、 も し く は 誘 導 体 、 も し く は 変 異 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る
少 な く と も １ 種 類 の 物 質 の 活 性 ま た は レ ベ ル 、 ま た は 前 記 活 性 お よ び 前 記 レ ベ ル の 両 方 の
修 飾 因 子 を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 神 経 変 性 疾 患 、 特 に Ａ Ｄ を 治 療 ま た は 予 防 す る 薬 物 を 製 造 す
る た め の 、 （ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 お よ び ／ ま た は （ ｉ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を
コ ー ド す る 遺 伝 子 の 転 写 産 物 、 お よ び ／ ま た は （ ｉ ｉ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子
の 翻 訳 産 物 、 お よ び ／ ま た は （ ｉ ｖ ） （ ｉ ） ～ （ ｉ ｉ ｉ ） の 断 片 、 も し く は 誘 導 体 、 も し
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く は 変 異 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 種 類 の 物 質 の 活 性 ま た は レ ベ ル 、 ま た
は 前 記 活 性 お よ び 前 記 レ ベ ル の 両 方 の 修 飾 因 子 の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 治 療 有 効 量 ま た は 予 防 有 効 量 の 前 記 医 薬 組 成 物 で 満 た さ れ
た １ つ ま た は 複 数 の 容 器 を 備 え た キ ッ ト も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 非 天 然 遺 伝 子 配 列 、 ま た は そ の
断 片 、 も し く は 誘 導 体 、 も し く は 変 異 体 を 含 む 、 組 換 え 非 ヒ ト 動 物 を 特 徴 と す る 。 前 記 組
換 え 非 ヒ ト 動 物 の 作 製 は 、 （ ｉ ） 前 記 遺 伝 子 配 列 お よ び 選 択 マ ー カ ー 配 列 を 含 有 す る 遺 伝
子 タ ー ゲ テ ィ ン グ 構 築 物 を 提 供 す る 段 階 と 、 （ ｉ ｉ ） 非 ヒ ト 動 物 の 幹 細 胞 に 前 記 タ ー ゲ テ
ィ ン グ 構 築 物 を 導 入 す る 段 階 と 、 非 ヒ ト 胚 に 前 記 非 ヒ ト 動 物 幹 細 胞 を 導 入 す る 段 階 と 、 （
ｉ ｖ ） 偽 妊 娠 非 ヒ ト 動 物 に 前 記 胚 を 移 植 す る 段 階 と 、 （ ｖ ） 前 記 胚 を 臨 月 ま で 発 達 さ せ る
段 階 と 、 （ ｖ ｉ ） そ の ゲ ノ ム が 両 方 の 対 立 遺 伝 子 に お い て 前 記 遺 伝 子 配 列 の 修 飾 を 含 む 、
遺 伝 子 改 変 非 ヒ ト 動 物 を 同 定 す る 段 階 と 、 （ ｖ ｉ ｉ ） 段 階 （ ｖ ｉ ） の 遺 伝 子 改 変 非 ヒ ト 動
物 を 繁 殖 さ せ て 、 そ の ゲ ノ ム が 前 記 内 因 性 遺 伝 子 の 修 飾 を 含 む 遺 伝 子 改 変 非 ヒ ト 動 物 を 得
る 段 階 と 、 を 含 み 、 前 記 遺 伝 子 が 、 誤 発 現 さ れ る か 、 ま た は 過 小 発 現 さ れ る か 、 ま た は 過
剰 発 現 さ れ 、 か つ 前 記 破 壊 ま た は 改 変 に よ っ て 、 神 経 変 性 疾 患 、 特 に Ａ Ｄ と 同 様 な 神 経 病
理 学 の 症 状 を 発 症 す る 素 因 を 示 す 前 記 非 ヒ ト 動 物 が 得 ら れ る 。 か か る 動 物 を 作 製 か つ 構 築
す る 方 法 お よ び 技 術 は 当 業 者 に は 公 知 で あ る （ 例 え ば 、 Capecchi, Science 1989, 244: 1
288-1292; Hoganら , Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual, Cold Spri
ng Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1994 and Jackson and A
bbott, Mouse Genetics and Transgenetics: A Practical Approach, Oxford University
 Press, Oxford, England, 1999参 照 ） 。 神 経 変 性 疾 患 、 特 に Ａ Ｄ を 研 究 す る た め の 動 物
モ デ ル と し て 、 か か る 組 換 え 非 ヒ ト 動 物 を 利 用 す る こ と が 好 ま し い 。 か か る 動 物 は 、 神 経
変 性 疾 患 、 特 に ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 治 療 す る た め の 診 断 学 お よ び 治 療 学 の 開 発 に お い て 、
化 合 物 、 作 用 物 質 お よ び 修 飾 因 子 を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 試 験 し 、 か つ バ リ デ ー ト す る の に
有 用 で あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 前 記 組 換 え 非 ヒ ト 動 物 は 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ タ ン パ ク
質 を コ ー ド す る 非 天 然 遺 伝 子 配 列 、 ま た は そ の 断 片 、 も し く は 誘 導 体 、 ま た は そ の 変 異 体
を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 神 経 変 性 疾 患 、 特 に Ａ Ｄ 、 ま た は 関 連 す る 疾 患 お よ び 障
害 の 修 飾 因 子 で あ っ て 、 （ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 お よ び ／ ま た は （ ｉ ｉ ）
Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 転 写 産 物 、 お よ び ／ ま た は （ ｉ ｉ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー
ド す る 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、 お よ び ／ ま た は （ ｉ ｖ ） （ ｉ ） ～ （ ｉ ｉ ｉ ） の 断 片 、 も し く は
誘 導 体 、 も し く は 変 異 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 種 ま た は 複 数 種 の 物 質 の 修 飾 因 子 を
ス ク リ ー ニ ン グ す る ア ッ セ イ を 特 徴 と す る 。 こ の ス ク リ ー ニ ン グ 法 は 、 （ ａ ） 細 胞 を 試 験
化 合 物 と 接 触 さ せ る 段 階 と 、 （ ｂ ） （ ｉ ） ～ （ ｉ ｖ ） に 記 載 の １ 種 ま た は 複 数 種 の 物 質 の
活 性 ま た は レ ベ ル 、 ま た は そ の 活 性 お よ び レ ベ ル の 両 方 を 測 定 す る 段 階 と 、 （ ｃ ） 前 記 試
験 化 合 物 と 接 触 さ せ て い な い 対 照 細 胞 に お け る 前 記 物 質 の 活 性 ま た は レ ベ ル 、 ま た は そ の
活 性 お よ び レ ベ ル の 両 方 を 測 定 す る 段 階 と 、 （ ｄ ） 段 階 （ ｂ ） お よ び （ ｃ ） の 細 胞 に お け
る 物 質 の レ ベ ル を 比 較 す る 段 階 と 、 を 含 み 、 接 触 さ せ た 細 胞 に お け る 前 記 物 質 の 活 性 お よ
び ／ ま た は レ ベ ル の 変 化 に よ っ て 、 試 験 化 合 物 が 前 記 疾 患 お よ び 障 害 の 修 飾 因 子 で あ る こ
と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 そ の 他 の 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 神 経 変 性 疾 患 、 特 に Ａ Ｄ 、 ま た は 関 連 す る 疾 患 お
よ び 障 害 の 修 飾 因 子 で あ っ て 、 （ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 お よ び ／ ま た は （
ｉ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 転 写 産 物 、 お よ び ／ ま た は （ ｉ ｉ ｉ ） Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ
を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、 お よ び ／ ま た は （ ｉ ｖ ） （ ｉ ） ～ （ ｉ ｉ ｉ ） の 断 片 、 も
し く は 誘 導 体 、 も し く は 変 異 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 種 ま た は 複 数 種 の 物 質 の 修 飾
因 子 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ で あ っ て 、 （ ａ ） 神 経 変 性 疾 患 ま た は 関 連 す る 疾 患 も し く
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は 障 害 を 発 症 す る 素 因 が 与 え ら れ た 、 ま た は 既 に 発 症 し て い る 非 ヒ ト 試 験 動 物 に 試 験 化 合
物 を 投 与 す る 段 階 と 、 （ ｂ ） （ ｉ ） ～ （ ｉ ｖ ） に 記 載 の １ 種 ま た は 複 数 種 の 物 質 の 活 性 お
よ び ／ ま た は レ ベ ル を 測 定 す る 段 階 と 、 （ ｃ ） 前 記 症 状 を 発 症 す る 素 因 が 等 し く 与 え ら れ
た 、 ま た は 前 記 症 状 を 既 に 発 症 し て い る 対 応 す る （ matched） 非 ヒ ト 対 照 動 物 で あ り 、 か
か る 試 験 化 合 物 が そ れ に 投 与 さ れ て い な い 非 ヒ ト 動 物 に お け る 前 記 物 質 の 活 性 お よ び ／ ま
た は レ ベ ル を 測 定 す る 段 階 と 、 （ ｄ ） 段 階 （ ｂ ） お よ び （ ｃ ） の 動 物 お け る 物 質 の 活 性 お
よ び ／ ま た は レ ベ ル を 比 較 す る 段 階 と 、 を 含 み 、 非 ヒ ト 試 験 動 物 に お け る 物 質 の 活 性 お よ
び ／ ま た は レ ベ ル の 変 化 に よ っ て 、 試 験 化 合 物 が 前 記 疾 患 お よ び 障 害 の 修 飾 因 子 で あ る こ
と が 示 さ れ る 、 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 前 記 非 ヒ ト 試 験 動 物 お よ び ／ ま た は 前 記 非 ヒ ト 対 照 動 物 は
、 天 然 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 遺 伝 子 転 写 制 御 因 子 で は な い 転 写 制 御 因 子 の 制 御 下 に て 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を
コ ー ド す る 遺 伝 子 、 ま た は そ の 断 片 、 ま た は そ の 誘 導 体 、 ま た は 変 異 体 を 発 現 す る 、 組 換
え 非 ヒ ト 動 物 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 （ ｉ ） 上 述 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ の 方 法 に よ っ
て 神 経 変 性 疾 患 の 修 飾 因 子 を 同 定 す る 段 階 と 、 （ ｉ ｉ ） 修 飾 因 子 と 薬 剤 担 体 と を 混 合 す る
段 階 と 、 を 含 む 、 薬 物 を 製 造 す る 方 法 を 提 供 す る 。 し か し な が ら 、 前 記 修 飾 因 子 は 、 他 の
種 類 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ っ て も 同 定 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、 ま た は そ の
断 片 、 も し く は 誘 導 体 、 も し く は 変 異 体 と 、 リ ガ ン ド と の 結 合 を 阻 害 す る た め の 、 化 合 物
を 試 験 す る た め の 、 好 ま し く は 複 数 の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の ア ッ セ イ を 提 供
す る 。 前 記 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 （ ｉ ） 前 記 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 翻 訳 産 物 、 ま た は そ の 断 片
も し く は 誘 導 体 の 液 体 懸 濁 液 を 複 数 の 容 器 に 添 加 す る 段 階 と 、 （ ｉ ｉ ） 前 記 阻 害 の た め に
、 ス ク リ ー ニ ン グ す べ き 化 合 物 （ １ 種 ま た は 複 数 種 ） を 前 記 複 数 の 容 器 に 添 加 す る 段 階 と
、 （ ｉ ｉ ｉ ） 検 出 可 能 な リ ガ ン ド 、 好 ま し く は 蛍 光 標 識 リ ガ ン ド を 前 記 容 器 に 添 加 す る 段
階 と 、 （ ｉ ｖ ） 前 記 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 翻 訳 産 物 、 ま た は そ の 前 記 断 片 、 も し く は 誘 導 体 、 も し く
は 変 異 体 と 、 前 記 化 合 物 （ １ 種 ま た は 複 数 種 ） と 、 前 記 検 出 可 能 な リ ガ ン ド 、 好 ま し く は
蛍 光 標 識 リ ガ ン ド を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 と 、 （ ｖ ） 前 記 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 翻 訳 産 物 と 、 ま た
は そ の 前 記 断 片 、 も し く は 誘 導 体 、 も し く は 変 異 体 と 結 合 す る 、 好 ま し く は 蛍 光 の 量 を 測
定 す る 段 階 と 、 （ ｖ ｉ ） 前 記 化 合 物 の う ち の １ 種 ま た は 複 数 種 に よ る 、 前 記 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 翻
訳 産 物 、 ま た は そ の 前 記 断 片 、 も し く は 誘 導 体 、 も し く は 変 異 体 へ の 前 記 リ ガ ン ド の 結 合
の 阻 害 の 程 度 を 決 定 す る 段 階 と 、 を 含 む 。 前 記 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 翻 訳 産 物 、 ま た は そ の 断 片 、 も
し く は 誘 導 体 、 も し く は 変 異 体 を 人 工 リ ポ ソ ー ム に 再 構 成 し て 、 相 当 す る プ ロ テ オ リ ポ ソ
ー ム を 産 生 し 、 リ ガ ン ド と 前 記 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 翻 訳 産 物 と の 結 合 の 阻 害 を 決 定 す る こ と が 好 ま
し い 。 洗 浄 剤 か ら Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 翻 訳 産 物 を リ ポ ソ ー ム に 再 構 成 す る 方 法 が 詳 述 さ れ て い る （
Schwarzら , Biochemistry 1999, 38: 9456-9464; Krivosheev and Usanov, Biochemistry
-Moscow 1997, 62: 1064-1073） 。 蛍 光 標 識 リ ガ ン ド を 利 用 す る 代 わ り に 、 一 部 の 態 様 で
は 、 当 業 者 に 公 知 の 他 の 検 出 可 能 な 標 識 、 例 え ば 放 射 性 標 識 を 使 用 し 、 し か る べ く そ れ を
検 出 す る こ と が 好 ま し い 。 前 記 方 法 は 、 新 規 な 化 合 物 を 同 定 す る の に 、 な ら び に Ｓ Ｃ Ｎ ２
Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 遺 伝 子 産 物 、 ま た は そ の 断 片 、 も し く は 誘 導 体 、 も し く は 変 異 体
へ の リ ガ ン ド の 結 合 を 阻 害 す る そ れ ら の 能 力 に お い て 改 善 さ れ た 、 ま た は 最 適 化 さ れ た 化
合 物 を 評 価 す る の に 、 有 用 で あ り 得 る 。 担 体 粒 子 の 使 用 に 基 づ く こ の 場 合 に お け る 、 蛍 光
結 合 ア ッ セ イ の 一 例 が 、 国 際 公 開 番 号 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ５ ２ ４ ５ １ に 開 示 か つ 記 述 さ れ て い る 。
他 の 例 は 、 国 際 公 開 番 号 Ｗ Ｏ ０ ２ ／ ０ １ ２ ２ ６ に 記 載 の 競 合 ア ッ セ イ 法 で あ る 。 本 発 明 の
ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に 好 ま し い シ グ ナ ル 検 出 法 が 、 以 下 の 国 際 公 開 番 号 Ｗ Ｏ ９ ６ ／ １
３ ７ ４ ４ 、 Ｗ Ｏ ９ ８ ／ １ ６ ８ １ ４ 、 Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ２ ３ ９ ４ ２ 、 Ｗ Ｏ ９ ９ ／ １ ７ ０ ８ ６ 、 Ｗ Ｏ
９ ９ ／ ３ ４ １ ９ ５ 、 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ６ ６ ９ ８ ５ 、 Ｗ Ｏ ０ １ ／ ５ ９ ４ ３ ６ 、 Ｗ Ｏ ０ １ ／ ５ ９ ４ １
６ に 記 載 さ れ て い る 。
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【 ０ ０ ５ ０ 】
　 他 の 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 （ ｉ ） 上 述 の 阻 害 的 結 合 ア ッ セ イ に よ っ て 、 リ ガ ン ド
と 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 遺 伝 子 産 物 と の 結 合 の 阻 害 剤 と し て 化 合 物 を 同 定 す
る 段 階 と 、 （ ｉ ｉ ） そ の 化 合 物 を 薬 剤 担 体 と 混 合 す る 段 階 と 、 を 含 む 、 薬 物 を 製 造 す る 方
法 を 提 供 す る 。 し か し な が ら 、 前 記 化 合 物 は 、 他 の 種 類 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ っ
て も 同 定 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、 ま た は そ の
断 片 、 も し く は 誘 導 体 、 も し く は 変 異 体 に 前 記 化 合 物 が 結 合 す る 程 度 を 決 定 す る た め に 、
化 合 物 を 試 験 す る 、 好 ま し く は 、 複 数 の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る ア ッ セ イ を 特 徴 と す
る 。 前 記 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 （ ｉ ） 前 記 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 翻 訳 産 物 、 ま た は そ の 断 片 、
も し く は 誘 導 体 、 も し く は 変 異 体 の 液 体 懸 濁 液 を 複 数 の 容 器 に 添 加 す る 段 階 と 、 （ ｉ ｉ ）
前 記 結 合 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る べ き 、 １ 種 類 の 検 出 可 能 な 、 好 ま し く は 蛍 光 標 識
さ れ た 化 合 物 、 ま た は 複 数 種 の 検 出 可 能 な 、 好 ま し く は 蛍 光 標 識 さ れ た 化 合 物 を 前 記 複 数
の 容 器 に 添 加 す る 段 階 と 、 （ ｉ ｉ ｉ ） 前 記 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 翻 訳 産 物 、 ま た は 前 記 の そ の 断 片 、
も し く は 誘 導 体 、 も し く は 変 異 体 、 お よ び 前 記 の 検 出 可 能 な 、 好 ま し く は 蛍 光 標 識 さ れ た
化 合 物 （ １ 種 ま た は 複 数 種 ） を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 と 、 （ ｉ ｖ ） 前 記 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 翻 訳
産 物 、 ま た は 前 記 の そ の 断 片 、 も し く は 誘 導 体 、 も し く は 変 異 体 と 結 合 し た 、 好 ま し く は
蛍 光 の 量 を 測 定 す る 段 階 と 、 （ ｖ ） 前 記 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 翻 訳 産 物 、 ま た は 前 記 の そ の 断 片 、 も
し く は 誘 導 体 、 も し く は 変 異 体 へ の 前 記 化 合 物 の １ 種 ま た は 複 数 種 に よ る 結 合 の 程 度 を 決
定 す る 段 階 と 、 を 含 む 。 こ の 種 類 の ア ッ セ イ で は 、 蛍 光 標 識 を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。
し か し な が ら 、 他 の 種 類 の 検 出 可 能 な 標 識 も 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 種 類 の ア ッ セ イ
に お い て も 、 本 発 明 に 記 載 の 人 工 リ ポ ソ ー ム に 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 翻 訳 産 物 ま た は そ の 断 片 、 も
し く は 誘 導 体 、 も し く は 変 異 体 を 再 構 成 す る こ と が 好 ま し い 。 前 記 ア ッ セ イ は 、 新 規 な 化
合 物 の 同 定 、 な ら び に Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 翻 訳 産 物 、 ま た は そ の 断 片 、 も し く は 誘 導 体 、 も し く は
変 異 体 に 結 合 す る そ れ ら の 能 力 に お い て 改 善 さ れ た 、 ま た は 最 適 化 さ れ た 化 合 物 の 評 価 に
有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 他 の 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 （ ｉ ） 上 述 の 結 合 ア ッ セ イ に よ っ て 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ の 遺
伝 子 産 物 に 対 す る 結 合 剤 （ binder） と し て の 化 合 物 を 同 定 す る 段 階 と 、 そ の 化 合 物 を 薬 剤
担 体 と 混 合 す る 段 階 と 、 を 含 む 、 薬 物 を 製 造 す る 方 法 を 提 供 す る 。 し か し な が ら 、 前 記 化
合 物 は 、 他 の 種 類 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ っ て も 同 定 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 特 許 請 求 さ れ る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ
に よ る 方 法 の い ず れ か に よ っ て 得 ら れ る 薬 物 を 提 供 す る 。 他 の 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は
、 本 明 細 書 に 特 許 請 求 さ れ る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ る 方 法 の い ず れ か に よ っ て 得 ら
れ る 薬 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ で 示 さ れ る タ ン パ ク 質 分 子 を 特 徴 と し 、 前 記 タ ン パ ク 質 分 子 は 、
神 経 変 性 疾 患 、 好 ま し く は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 検 出 す る た め の 診 断 標 的 と し て 使 用 さ れ る
、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、 ま た は そ の 断 片 、 も し く は 誘 導 体 、 も し く
は 変 異 体 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る タ ン パ ク 質 分 子 を 特 徴 と し 、 前 記 タ ン パ ク 質 分
子 は 、 神 経 変 性 疾 患 、 好 ま し く は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 予 防 、 ま た は 治 療 、 ま た は 改 善 す る
試 薬 ま た は 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 標 的 と し て 使 用 さ れ る 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝
子 の 翻 訳 産 物 、 ま た は そ の 断 片 、 も し く は 誘 導 体 、 も し く は 変 異 体 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 は 、 免 疫 原 と 特 異 的 に 免 疫 反 応 性 で あ る 抗 体 を 特 徴 と し 、 前 記 免 疫 原 は 、 Ｓ Ｃ Ｎ
２ Ｂ 、 配 列 番 号 １ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、 ま た は そ の 断 片 、 も し く は 誘 導 体 、 も
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し く は 変 異 体 で あ る 。 そ の 免 疫 原 は 、 前 記 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 の 免 疫 原 性 も し く は 抗 原 エ ピ
ト ー プ ま た は 部 分 を 含 み 、 翻 訳 産 物 の 前 記 免 疫 原 性 ま た は 抗 原 性 部 分 は ポ リ ペ プ チ ド で あ
り 、 か つ 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 動 物 に お け る 抗 体 応 答 を 誘 発 し 、 か つ 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 前
記 抗 体 に よ っ て 免 疫 特 異 的 に 結 合 さ れ る 。 抗 体 を 作 製 す る 方 法 は 当 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ
て い る （ Harlowら , Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
 Press, Cold Spring Harbor, New York, 1988参 照 ） 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 「 抗 体 」 と
い う 用 語 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ 抗 体 ル 、 キ メ ラ 抗 体 、 組 換 え 抗 体 、 抗 イ
デ ィ オ タ イ プ 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 ま た は 単 鎖 抗 体 、 な ら び に そ の 断 片 な ど 、 当 技 術 分 野 で
公 知 の す べ て の 形 態 の 抗 体 を 包 含 す る （ Dubel and Breitling, Recombinant Antibodies,
 Wiley-Liss, New York, NY, 1999） 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 例 え ば 、 酵 素 イ ム ノ ア ッ セ イ （
例 え ば 、 酵 素 免 疫 測 定 法 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 化 学 発 光 イ ム ノ ア ッ セ
イ 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 免 疫 沈 降 お よ び 抗 体 マ イ ク ロ ア レ イ な ど の 現 況 技 術 に 基 づ く 様
々 な 診 断 お よ び 治 療 法 に お い て 有 用 で あ る （ Harlow and Lane, Using Antibodies: A Lab
oratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New Yor
k, 1999 and Edwards R., Immunodiagnostics: A Practical Approach, Oxford Universi
ty Press, Oxford, England, 1999参 照 ） 。 こ れ ら の 方 法 は 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 遺 伝 子 の 翻 訳 産
物 、 ま た は そ の 断 片 、 も し く は 誘 導 体 、 も し く は 変 異 体 の 検 出 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 前 記 抗 体 は 、 被 験 者 か ら の 試 料 中 の 細 胞 の 病 的 状
態 を 検 出 す る の に 使 用 す る こ と が で き 、 前 記 細 胞 を 前 記 抗 体 で 免 疫 細 胞 化 学 的 に 染 色 す る
こ と を 含 み 、 既 知 の 健 康 状 態 を 表 す 細 胞 と 比 較 し て 前 記 細 胞 に お け る 染 色 の 程 度 の 変 化 、
ま た は 染 色 パ タ ー ン の 変 化 か ら 、 前 記 細 胞 の 病 的 状 態 が 示 さ れ る 。 好 ま し く は 、 病 的 状 態
は 、 神 経 変 性 疾 患 、 特 に Ａ Ｄ に 関 す る 。 細 胞 の 免 疫 細 胞 化 学 染 色 は 、 当 技 術 分 野 で よ く 知
ら れ て い る 多 く の 様 々 な 実 験 法 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 抗 体 結 合 の 検
出 に 自 動 化 さ れ た 方 法 を 適 用 す る こ と が 好 ま し く 、 そ の 方 法 で は 、 細 胞 の 染 色 程 度 の 決 定
、 ま た は 細 胞 の 細 胞 （ cellular） 染 色 ま た は 細 胞 内 （ subcellular） 染 色 の 決 定 、 ま た は
細 胞 表 面 上 で の 、 ま た は 細 胞 器 官 お よ び 細 胞 の 中 の 他 の 細 胞 内 構 造 の 間 で の 抗 原 の 位 相 分
布 の 決 定 が 、 米 国 特 許 第 ６ １ ５ ０ １ ７ ３ 号 に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 の 他 の 特 徴 お よ び 利 点 は 、 図 面 お よ び 実 施 例 の 以 下 の 説 明 か ら 明 ら か で あ り 、 そ
れ ら は 単 な る 実 例 で あ り 、 そ の 開 示 内 容 の 残 り 部 分 を 決 し て 制 限 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 図 １ は 、 Ａ Ｄ に お け る 神 経 細 胞 減 少 お よ び 変 性 に 対 す る 選 択 的 な 脆 弱 性 を 有 す る 脳 領 域
を 図 示 す る 。 主 に 、 下 側 頭 葉 、 嗅 内 皮 質 、 海 馬 、 お よ び 扁 桃 体 内 の 神 経 細 胞 は 、 Ａ Ｄ に お
け る 変 性 プ ロ セ ス を 受 け や す い （ Terryら , Annals of Neurology 1981, 10: 184-192） 。
こ れ ら の 脳 領 域 は 大 部 分 は 、 学 習 お よ び 記 憶 機 能 の 処 理 に 関 与 す る 。 そ れ と 対 照 的 に 、 前
頭 皮 質 、 後 頭 皮 質 、 お よ び 小 脳 内 の 神 経 細 胞 は 、 大 部 分 が 損 傷 を 受 け て い な い 状 態 の ま ま
で あ り 、 Ａ Ｄ に お け る 神 経 変 性 プ ロ セ ス か ら 守 ら れ て い る 。 Ａ Ｄ 患 者 お よ び 健 康 な 、 年 齢
が 一 致 す る 対 照 個 体 の 前 頭 皮 質 （ Ｆ ） 、 側 頭 皮 質 （ Ｔ ） お よ び 海 馬 （ Ｈ ） か ら の 脳 組 織 を
本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 実 施 例 に 使 用 し た 。 実 例 と し て の 目 的 の た め に 、 正 常 な 健 康 な 脳 の
画 像 を Ｓ ｔ ｒ ａ ｎ ｇ ｅ に よ る 出 版 物 か ら 選 び 取 っ た （ Brain Biochemistry and Brain Dis
orders, Oxford University Press, Oxford, 1992, p.4） 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 図 ２ は 、 蛍 光 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル デ ィ ス プ レ イ ス ク リ ー ン に お け る Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド
す る 遺 伝 子 の 差 次 的 発 現 の 最 初 の 同 定 を 開 示 す る 。 こ の 図 は 、 大 き な 調 製 用 蛍 光 デ ィ フ ァ
レ ン シ ャ ル デ ィ ス プ レ イ ゲ ル の ク リ ッ ピ ン グ を 示 す 。 健 康 な 対 照 被 験 者 ２ 名 お よ び Ａ Ｄ 患
者 ６ 名 の 前 頭 皮 質 （ Ｆ ） お よ び 側 頭 皮 質 （ Ｔ ） か ら の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 変 性 ポ リ ア ク リ ル ア ミ
ド ゲ ル 上 に ２ 通 り で 添 加 し た （ 左 か ら 右 ） 。 相 当 す る 一 塩 基 ア ン カ ー （ one-base-anchor
） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 特 異 的 な Ｃ ｙ ３ 標 識 ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 個 々 の ｃ
Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 す る こ と に よ っ て 、 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 得 た 。 矢 印 は 、 移 動 位 置 を 示 し 、 そ こ に Ａ
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Ｄ 患 者 の 側 頭 皮 質 か ら 誘 導 さ れ る シ グ ナ ル と 比 較 さ れ る 、 前 頭 皮 質 か ら 誘 導 さ れ る Ｓ Ｃ Ｎ
２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 転 写 産 物 の シ グ ナ ル の 強 度 の 有 意 な 差 が 存 在 す る 。 そ の 差 次 的
発 現 は 、 Ａ Ｄ 患 者 の 前 頭 皮 質 と 比 較 さ れ る 、 側 頭 皮 質 に お け る Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 遺 伝 子 転 写 の ダ
ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 反 映 す る 。 健 康 な 非 Ａ Ｄ 対 照 被 験 者 の 側 頭 皮 質 お よ び 前 頭 皮 質 か
ら 得 ら れ る シ グ ナ ル を 互 い に 比 較 し た 場 合 に は 、 シ グ ナ ル 強 度 の 差 、 つ ま り 発 現 レ ベ ル の
変 化 は 検 出 で き な い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 図 ３ お よ び 図 ４ は 、 ２ つ の 異 な る セ ッ ト の プ ラ イ マ ー 対 、 プ ラ イ マ ー セ ッ ト Ａ （ 図 ３ ）
と プ ラ イ マ ー セ ッ ト Ｂ （ 図 ４ ） を 使 用 し て 、 定 量 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 に よ っ て Ａ Ｄ 脳 組 織
に お け る ヒ ト Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 遺 伝 子 の 差 次 的 発 現 の 検 証 を 示 す 。 Ａ Ｄ 患 者 （ 図 ３ ａ ； ４ ａ ） お
よ び 年 齢 が 一 致 す る 健 康 な 対 照 個 体 （ 図 ３ ｂ ； ４ ｂ ） の 前 頭 皮 質 （ Ｆ ） お よ び 側 頭 皮 質 （
Ｔ ） か ら 収 集 し た Ｒ Ｎ Ａ 試 料 か ら の Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 定 量 化 を 、 ラ イ ト サ イ ク ラ ー 迅 速
熱 サ イ ク ル 技 術 （ LightCycler rapid thermal cycling technique） に よ っ て 行 っ た 。 そ
れ ら の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル の 有 意 な 差 を 示 さ な い 、 １ セ ッ ト の 標 準 遺 伝 子 の 合 わ せ た 平 均 値
に デ ー タ を 規 準 化 し た 。 前 記 セ ッ ト の 標 準 遺 伝 子 は 、 リ ボ ソ ー ム タ ン パ ク 質 Ｓ ９ 、 ト ラ ン
ス フ ェ リ ン 受 容 体 、 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 、 サ イ ク ロ フ ィ リ ン Ｂ お よ び β － ア ク チ ン に 対 す る 遺 伝 子
か ら な っ た 。 図 は 、 そ の 蛍 光 に よ っ て 測 定 さ れ る 増 幅 物 質 の 量 に 対 し て サ イ ク ル 数 を プ ロ
ッ ト す る こ と に よ っ て 、 増 幅 の 速 度 論 を 図 示 す る 。 反 応 の 対 数 期 中 、 正 常 な 対 照 個 体 の 前
頭 皮 質 お よ び 側 頭 皮 質 の 両 方 か ら の Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 速 度 論 は 近 接 し て お り （
図 ３ ｂ ； ４ ｂ ： 矢 印 ） 、 そ れ に 対 し て Ａ Ｄ に お い て は （ 図 ３ ａ ； ４ ａ ： 矢 印 ） 、 分 析 さ れ
た ２ つ の 脳 領 域 に お け る Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ の 差 次 的 発 現 を 示 す 、 相 当 す る 曲 線 の 有 意 な 分 離 が あ
る こ と に 留 意 さ れ た い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 図 ５ は 、 プ ラ イ マ ー セ ッ ト Ａ を 用 い た 定 量 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 に よ る 、 Ａ Ｄ 脳 組 織 に お
け る ヒ ト Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 遺 伝 子 の 差 次 的 発 現 を 示 す 。 Ａ Ｄ 患 者 （ 図 ５ ａ ） の 前 頭 皮 質 （ Ｆ ） お
よ び 海 馬 （ Ｈ ） か ら 採 取 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ 試 料 か ら の Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 定 量 化 を 、 ラ イ ト サ
イ ク ラ ー 迅 速 熱 サ イ ク ル 技 術 に よ っ て 行 っ た 。 同 様 に 、 年 齢 が 一 致 す る 健 康 な 対 照 個 体 の
試 料 を 比 較 し た （ 図 ５ ｂ ） 。 そ れ ら の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル の 有 意 な 差 を 示 さ な い １ セ ッ ト の
標 準 遺 伝 子 の 合 わ せ た 平 均 値 に デ ー タ を 正 規 化 し た 。 前 記 セ ッ ト の 標 準 遺 伝 子 は 、 サ イ ク
ロ フ ィ リ ン Ｂ 、 リ ボ ソ ー ム タ ン パ ク 質 Ｓ ９ 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 、 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 、 お よ
び β － ア ク チ ン に 対 す る 遺 伝 子 か ら な っ た 。 図 は 、 そ の 蛍 光 に よ っ て 測 定 さ れ る 増 幅 物 質
の 量 に 対 し て サ イ ク ル 数 を プ ロ ッ ト す る こ と に よ っ て 、 増 幅 の 速 度 論 を 図 示 す る 。 反 応 の
対 数 期 中 、 正 常 な 対 照 個 体 の 前 頭 皮 質 お よ び 海 馬 の 両 方 か ら の Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 増
幅 速 度 論 は 近 接 し て お り （ 図 ５ ｂ ： 矢 印 ） 、 そ れ に 対 し て ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に お い て は （
図 ５ ａ 、 矢 印 ） 、 相 当 す る 曲 線 の 有 意 な 分 離 が あ り 、 分 析 さ れ た そ れ ぞ れ の 脳 領 域 に お け
る Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 差 次 的 発 現 、 好 ま し く は 海 馬 に 対 す る 前 頭 皮 質 に お け
る ヒ ト Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 遺 伝 子 の 転 写 産 物 、 ま た は そ の 断 片 、 も し く は 誘 導 体 、 も し く は 変 異 体
の 調 節 不 全 が 示 さ れ て い る こ と に 留 意 さ れ た い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 図 ６ は 、 配 列 番 号 １ ； Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 開 示 す る 。 完 全 長 ヒ ト Ｓ
Ｃ Ｎ ２ Ｂ タ ン パ ク 質 は ２ １ ５ ア ミ ノ 酸 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 図 ７ は 、 配 列 番 号 ２ 、 Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ ヒ ト ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス に お い て 見 出 さ れ る 重 複
ヒ ト ヌ ク レ オ チ ド 配 列 断 片 の 重 複 す る 大 き な セ ッ ト の ア セ ン ブ リ か ら 得 ら れ る コ ン セ ン サ
ス 配 列 に よ っ て 表 さ れ る ４ ９ ０ ３ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 示 す （ 図 １ ０ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 図 ８ は 、 配 列 番 号 ３ 、 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル デ ィ ス プ レ イ に よ り 同 定 さ れ 、 得 ら れ た 、 ９
９ ｂ ｐ の Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 図 示 す る （ ５ ’ か ら ３ ’ 方 向 の
配 列 ） 。
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【 ０ ０ ６ ６ 】
　 図 ９ は 、 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 ２ へ の 配 列 番 号 ３ の
配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 図 １ ０ は 概 略 的 に 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ コ ン セ ン サ ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ ア ク セ ッ シ
ョ ン 番 号 Ａ Ｆ ０ ４ ９ ４ ９ ８ 、 Ａ Ｆ １ ０ ７ ０ ２ ８ 、 Ａ Ｘ ３ ７ ６ ０ ０ ０ 、 Ｈ Ｓ Ｕ ８ ７ ５ ５ ５ に
基 づ く 、 お よ び そ れ か ら 誘 導 さ れ る 延 長 お よ び 補 正 さ れ た コ ン セ ン サ ス 配 列 、 お よ び 示 さ
れ る 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 断 片 、 お よ び Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 対 す る プ ラ イ マ ー を 用
い た Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 か ら 得 ら れ る 配 列 （ ｅ ｎ ｓ － Ｐ Ｃ Ｒ １ 、 ｅ ｎ ｓ － Ｐ Ｃ Ｒ ２ ） を 構 成 す る 、
ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス 配 列 断 片 か ら の 配 列 番 号 ２ の ア セ ン ブ リ を 図 示 す る 。 プ ラ イ マ ー セ ッ
ト Ｄ （ ｅ ｎ ｓ － Ｐ Ｃ Ｒ １ 、 配 列 番 号 ２ の ヌ ク レ オ チ ド ３ ２ ０ ４ ～ ４ １ ８ ２ 位 の 配 列 ） ： ５
’ － Ｔ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ Ｔ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ － ３ ’ お よ び ５ ’ － Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｃ
Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ － ３ ’ ； プ ラ イ マ ー セ ッ ト Ｃ （ ｅ ｎ ｓ － Ｐ Ｃ Ｒ ２ 、
配 列 番 号 ２ の ヌ ク レ オ チ ド ２ １ ３ ８ ～ ３ ２ ３ ０ 位 の 配 列 ） ： ５ ’ － Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ａ
Ｇ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｃ － ３ ’ お よ び ５ ’ － Ｃ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ
Ａ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ － ３ ’ 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 図 １ １ は 、 配 列 番 号 ３ の Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ と の 模 式 的 ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。 開 い
た 長 方 形 は 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 表 し 、 細 い 棒 は ５ ’ お よ び ３ ’
非 翻 訳 領 域 （ Ｕ Ｔ Ｒ ） を 表 す 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 図 １ ２ は 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ の ア ミ ノ 酸 １ ７ ９ ～ ２ １ ５ 位 に 相 当 す る ペ プ チ ド に 対 し て 産 生 さ
れ る 、 親 和 性 の 精 製 ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 抗 血 清 （ 緑 色 の シ グ ナ ル ） で 標 識
さ れ た ヒ ト 中 心 前 回 か ら の 切 片 を 図 示 す る 。 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ の 免 疫 活 性 が 大 脳 皮 質 （ Ｃ Ｔ ） お
よ び 白 質 （ Ｗ Ｍ ） の ど ち ら に も 認 め ら れ た （ 図 １ ２ ａ 、 低 倍 率 ） 。 神 経 プ ロ セ ス を 飾 る Ｓ
Ｃ Ｎ ２ Ｂ 免 疫 活 性 の 点 状 パ タ ー ン （ 樹 状 突 起 棘 様 ） お よ び 神 経 細 胞 体 の よ り 弱 く 、 か つ 拡
散 し た 免 疫 活 性 が 認 め ら れ た （ 図 １ ２ ｂ 、 高 倍 率 ） 。 図 １ ２ ｃ は 、 グ リ ア 細 胞 体 お よ び 神
経 繊 維 の 点 状 免 疫 活 性 を 示 す 。 青 色 の シ グ ナ ル は 、 Ｄ Ａ Ｐ Ｉ で 染 色 さ れ た 核 を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 図 １ ３ の 表 は 、 内 部 参 照 番 号 Ｐ ０ １ ０ 、 Ｐ ０ １ １ 、 Ｐ ０ １ ２ 、 Ｐ ０ １ ４ 、 Ｐ ０ １ ６ 、 Ｐ
０ １ ７ 、 Ｐ ０ １ ９ 、 Ｐ ０ ２ ６ 、 Ｐ ０ ３ １ 、 Ｐ ０ ３ ８ 、 Ｐ ０ ４ ０ 、 Ｐ ０ ４ １ 、 Ｐ ０ ４ ２ 、 Ｐ
０ ４ ６ 、 Ｐ ０ ４ ７ に よ り 本 明 細 書 で 同 定 さ れ た Ａ Ｄ 患 者 １ ５ 名 （ ０ ． ２ ９ ～ ０ ． ９ ８ 倍 ）
、 お よ び 内 部 参 照 番 号 Ｃ ０ ０ ５ 、 Ｃ ０ ０ ８ 、 Ｃ ０ １ １ 、 Ｃ ０ １ ２ 、 Ｃ ０ １ ４ 、 Ｃ ０ ２ ０ 、
Ｃ ０ ２ ２ 、 Ｃ ０ ２ ４ 、 Ｃ ０ ２ ５ 、 Ｃ ０ ２ ６ 、 Ｃ ０ ２ ７ 、 Ｃ ０ ２ ８ 、 Ｃ ０ ２ ９ 、 Ｃ ０ ３ ０ 、
Ｃ ０ ３ １ 、 Ｃ ０ ３ ２ 、 Ｃ ０ ３ ３ 、 Ｃ ０ ３ ４ 、 Ｃ ０ ３ ５ に よ り 本 明 細 書 で 同 定 さ れ た 、 年 齢
が 一 致 す る 健 康 な 対 照 個 体 １ ９ 名 （ ０ ． ５ ９ ～ ２ ． １ ５ 倍 ） に お け る 前 頭 皮 質 に 対 す る 側
頭 皮 質 で の Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル を 示 す 。 プ ラ イ マ ー 対 セ ッ ト Ａ を 使 用 し て 、 定 量
的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 を 行 っ た 。 示 さ れ る 値 は 本 明 細 書 に 記 載 の 式 に よ っ て 計 算 さ れ る （ 以
下 参 照 ） 。 散 布 図 に よ っ て 、 対 照 試 料 （ 点 ） お よ び Ａ Ｄ 患 者 試 料 （ 三 角 形 ） そ れ ぞ れ に お
け る 、 側 頭 と 前 頭 皮 質 と の レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 比 の 個 々 の 対 数 値 、 ｌ ｏ ｇ （ 比 Ｉ Ｔ ／ Ｉ Ｆ ）
が 視 覚 化 さ れ て い る
【 ０ ０ ７ １ 】
　 図 １ ４ に お け る 表 は 、 内 部 参 照 番 号 Ｐ ０ １ ０ 、 Ｐ ０ １ １ 、 Ｐ ０ １ ２ 、 Ｐ ０ １ ４ 、 Ｐ ０ １
６ 、 Ｐ ０ １ ７ 、 Ｐ ０ １ ９ に よ り 本 明 細 書 で 同 定 さ れ た Ａ Ｄ 患 者 ７ 名 （ ０ ． ２ ０ ～ ０ ． ９ １
倍 ） 、 お よ び 内 部 参 照 番 号 Ｃ ０ ０ ５ 、 Ｃ ０ ０ ８ 、 Ｃ ０ １ １ 、 Ｃ ０ １ ２ 、 Ｃ ０ １ ４ に よ り 本
明 細 書 で 同 定 さ れ た 、 年 齢 が 一 致 す る 健 康 な 対 照 個 体 ５ 名 （ ０ ． ４ ８ ～ １ ． ４ ８ 倍 ） に お
け る 前 頭 皮 質 に 対 す る 側 頭 皮 質 で の Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル を 示 す 。 プ ラ イ マ ー 対 セ
ッ ト Ｂ を 使 用 し て 、 定 量 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 を 行 っ た 。 示 さ れ る 値 は 本 明 細 書 に 記 載 の 式
に よ っ て 計 算 さ れ る （ 以 下 参 照 ） 。 散 布 図 に よ っ て 、 対 照 試 料 （ 点 ） お よ び Ａ Ｄ 患 者 試 料
（ 三 角 形 ） そ れ ぞ れ に お け る 、 側 頭 と 前 頭 皮 質 と の レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 比 の 個 々 の 対 数 値 、
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ｌ ｏ ｇ （ 比 Ｉ Ｔ ／ Ｉ Ｆ ） が 視 覚 化 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 図 １ ５ に お け る 表 は 、 内 部 参 照 番 号 Ｐ ０ １ ０ 、 Ｐ ０ １ １ 、 Ｐ ０ １ ２ 、 Ｐ ０ １ ４ 、 Ｐ ０ １
６ 、 Ｐ ０ １ ９ に よ り 本 明 細 書 で 同 定 さ れ た ア ル ツ ハ イ マ ー 秒 患 者 ６ 名 （ ０ ． ４ ８ ～ １ ０ ．
８ ７ 倍 ） 、 お よ び 内 部 参 照 番 号 Ｃ ０ ０ ４ 、 Ｃ ０ ０ ５ 、 Ｃ ０ ０ ８ に よ り 本 明 細 書 で 同 定 さ れ
た 、 年 齢 が 一 致 す る 健 康 な 対 照 個 体 ３ 名 （ ０ ． ７ ７ ～ １ ． ２ ６ 倍 ） に お け る Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 遺
伝 子 に つ い て の 前 頭 皮 質 に 対 す る 海 馬 で の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル を 示 す 。 プ ラ イ マ ー 対 セ ッ ト
Ａ を 使 用 し て 、 定 量 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 を 行 っ た 。 示 さ れ る 値 は 本 明 細 書 に 記 載 の 式 に よ
っ て 計 算 さ れ る （ 以 下 参 照 ） 。 散 布 図 に よ っ て 、 対 照 試 料 （ 点 ） お よ び Ａ Ｄ 患 者 試 料 （ 三
角 形 ） そ れ ぞ れ に お け る 、 海 馬 と 前 頭 皮 質 と の レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 比 の 個 々 の 対 数 値 、 ｌ ｏ
ｇ （ 比 Ｈ Ｃ ／ Ｉ Ｆ ） が 視 覚 化 さ れ て い る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ７ ３ 】
実 施 例 Ｉ ：
（ ｉ ） Ａ Ｄ の 患 者 か ら の 脳 組 織 の 解 剖
　 Ａ Ｄ 患 者 お よ び 年 齢 が 一 致 す る 対 照 被 験 者 か ら の 脳 組 織 を 死 後 ６ 時 間 以 内 に 採 取 し 、 直
ぐ に ド ラ イ ア イ ス で 凍 結 し た 。 診 断 を 病 理 組 織 学 的 に 確 認 す る た め に 、 各 組 織 か ら の 試 料
切 片 を パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 し た 。 差 次 的 発 現 分 析 の た め の 脳 領 域 を 同 定 し （ 図 １
参 照 ） 、 Ｒ Ｎ Ａ 抽 出 が 行 わ れ る ま で － ８ ０ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
（ ｉ ｉ ） 全 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 単 離 ：
　 製 造 元 の プ ロ ト コ ル に 従 っ て Ｒ Ｎ ｅ ａ ｓ ｙ キ ッ ト （ Ｑ ｉ ａ ｇ ｅ ｎ 社 ） を 使 用 し て 、 全 Ｒ
Ｎ Ａ を 死 後 脳 組 織 か ら 抽 出 し た 。 正 確 な Ｒ Ｎ Ａ 濃 度 お よ び Ｒ Ｎ Ａ 品 質 を Ａ ｇ ｉ ｌ ｅ ｎ ｔ ２
１ ０ ０ バ イ オ ア ナ ラ イ ザ ー （ Ａ ｇ ｉ ｌ ｅ ｎ ｔ 　 Ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｉ ｅ ｓ 社 ） を 使 用 し て
Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｌ ａ ｂ Ｃ ｈ ｉ ｐ シ ス テ ム で 決 定 し た 。 作 製 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ を さ ら に 品 質 試 験 す る た
め に 、 つ ま り 部 分 的 な 分 解 を 排 除 し 、 Ｄ Ｎ Ａ 混 入 に つ い て 試 験 す る た め に 、 特 異 的 に 設 計
さ れ た イ ン ト ロ ン Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 基 準 対 照 と し て 使
用 し て 、 製 造 元 の プ ロ ト コ ル （ Ｒ ｏ ｃ ｈ ｅ 社 ） に 記 載 の ラ イ ト サ イ ク ラ ー 技 術 を 用 い て 融
解 曲 線 を 作 成 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
（ ｉ ｉ ｉ ） 蛍 光 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル デ ィ ス プ レ イ （ Ｆ Ｄ Ｄ ） に よ る 差 次 的 に 発 現 さ れ た 遺
伝 子 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 お よ び 同 定 ：
　 異 な る 組 織 に お け る 遺 伝 子 発 現 の 変 化 を 同 定 す る た め に 、 改 変 か つ 改 善 さ れ た デ ィ フ ァ
レ ン シ ャ ル デ ィ ス プ レ イ （ Ｄ Ｄ ） ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 用 い た 。 本 来 の Ｄ Ｄ ス ク リ ー ニ ン グ
法 は 当 業 者 に は 公 知 で あ る （ Liang and Pardee, Science 1995, 267:1186-7） 。 こ の 技 術
で は 、 Ｒ Ｎ Ａ の ２ つ の Ｒ Ｎ Ａ の 集 団 を 比 較 し 、 １ つ の 集 団 で は 発 現 す る が 、 他 の 集 団 で は
発 現 し な い 遺 伝 子 の ク ロ ー ン を 得 る 。 い く つ か の 試 料 を 同 時 に 分 析 し 、 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー
ト さ れ た 遺 伝 子 と ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 遺 伝 子 の ど ち ら も 同 じ 実 験 に お い て 同 定 す る
こ と が で き る 。 Ｄ Ｄ 法 に お け る い く つ か の 段 階 を 調 整 か つ 洗 練 し 、 か つ 技 術 的 パ ラ メ ー タ
ー を 改 良 す る こ と に よ っ て 、 例 え ば 重 複 性 を 高 め る こ と 、 全 Ｒ Ｎ Ａ の 逆 転 写 の た め の 最 適
化 さ れ た 試 薬 お よ び 条 件 を 評 価 す る こ と 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） お よ び そ の 産
物 の 分 離 を 最 適 化 す る こ と に よ っ て 、 高 い 再 現 性 か つ 高 感 度 な 結 果 を 得 る こ と が で き る 技
術 が 開 発 さ れ た 。 適 用 か つ 改 善 さ れ た 技 術 は ｖ ｏ ｎ 　 ｄ ｅ ｒ 　 Ｋ ａ ｍ ｍ ｅ ｒ ら に よ っ て 詳
細 に 記 述 さ れ て い る （ Nucleic Acids Research 1999, 27: 2211-2218） 。 特 異 的 に 設 計 さ
れ た ６ ４ 個 の プ ラ イ マ ー １ セ ッ ト を 開 発 し （ 標 準 セ ッ ト ） 、 す べ て の 可 能 性 の あ る Ｒ Ｎ Ａ
種 の 統 計 学 的 に 包 括 的 な 分 析 を 達 成 し た 。 さ ら に 、 そ の 方 法 を 改 良 し て 、 蛍 光 標 識 プ ラ イ
マ ー の 使 用 に 基 づ く 、 調 製 用 Ｄ Ｄ ス ラ ブ ゲ ル 技 術 を 生 み 出 し た 。 本 発 明 に お い て 、 ア ル ツ
ハ イ マ ー 病 患 者 お よ び 年 齢 が 一 致 す る 対 照 被 験 者 の 、 注 意 深 く 選 択 さ れ た 死 後 脳 組 織 （ 前
頭 お よ び 側 頭 皮 質 ） か ら の Ｒ Ｎ Ａ 集 団 を 比 較 し た 。 Ｄ Ｄ 分 析 の 出 発 原 料 と し て 、 上 述 の （
ｉ ｉ ） の よ う に 抽 出 さ れ た 全 Ｒ Ｎ Ａ を 使 用 し た 。 各 ０ ． ５ ｍ Ｍ  ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 Ｓ ｅ ｎ ｓ ｉ ｓ
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ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ （ 商 標 ） 逆 転 写 酵 素 １ μ ｌ お よ び １ × Ｒ Ｔ バ ッ フ ァ ー （ Ｑ ｉ ａ ｇ ｅ ｎ 社 ） 、 １
０ Ｕ  Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ 阻 害 剤 （ Ｑ ｉ ａ ｇ ｅ ｎ 社 ） 、 お よ び １ μ Ｍ の １ 塩 基 ア ン カ ー オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド Ｈ Ｔ 1 1 Ａ 、 Ｈ Ｔ 1 1 Ｇ ま た は Ｈ Ｔ 1 1 Ｃ の い ず れ か を 含 有 す る 反 応 ２ ０ μ ｌ 中 で 、 等
量 の Ｒ Ｎ Ａ ０ ． ０ ５ μ ｇ を そ れ ぞ れ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ へ と 転 写 し た （ Liangら , Nucleic Acids R
esearch 1994, 22: 5763-5764; Zhaoら , Biotechniques 1995, 18:842-850） 。 逆 転 写 を
３ ７ ℃ で ６ ０ 分 間 行 い 、 最 後 の 変 性 段 階 は ９ ３ ℃ で ５ 分 間 行 っ た 。 最 終 容 積 ２ ０ μ ｌ で 、
Ｃ ｙ ３ 標 識 ラ ン ダ ム Ｄ Ｄ プ ラ イ マ ー の う ち の い ず れ か １ つ （ １ μ Ｍ ） 、 １ × Ｇ ｅ ｎ ｅ Ａ ｍ
ｐ  Ｐ Ｃ Ｒ バ ッ フ ァ ー （ Ａ ｐ ｐ ｌ ｉ ｅ ｄ 　 Ｂ ｉ ｏ ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ ｓ 社 ） 、 １ ． ５ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ
Ｃ ｌ 2 （ Ａ ｐ ｐ ｌ ｉ ｅ ｄ 　 Ｂ ｉ ｏ ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ ｓ 社 ） 、 ２ μ Ｍ  ｄ Ｎ Ｔ Ｐ － ミ ッ ク ス （ ｄ Ａ
Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｇ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｔ Ｔ Ｐ ， Ａ ｍ ｅ ｒ ｓ ｈ ａ ｍ 　 Ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｉ ａ 　 Ｂ ｉ ｏ
ｔ ｅ ｃ ｈ 社 ） 、 ５ ％ Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ （ Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ 社 ） 、 １ Ｕ 　 Ａ ｍ ｐ ｌ ｉ Ｔ ａ ｑ 　 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ
ラ ー ゼ （ Ａ ｐ ｐ ｌ ｉ ｅ ｄ 　 Ｂ ｉ ｏ ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ ｓ 社 ） と 共 に 、 相 当 す る １ 塩 基 ア ン カ ー オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ １ μ Ｍ ） を 使 用 し て 、 得 ら れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ２ μ ｌ を そ れ ぞ れ 、 ポ リ メ ラ
ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に か け た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 条 件 を 以 下 の よ う に 設 定 し た ： １ ラ ウ ン ド は 、
変 性 の た め に ９ ４ ℃ で ３ ０ 秒 間 行 い 、 １ ℃ ／ 秒 で ４ ０ ℃ に 冷 却 し 、 低 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ
ー で プ ラ イ マ ー を ア ニ ー リ ン グ す る た め に ４ ０ ℃ で ４ 分 間 行 い 、 １ ℃ ／ 秒 で ７ ２ ℃ ま で 加
熱 し 、 伸 長 の た め に ７ ２ ℃ で １ 分 間 行 っ た 。 こ の ラ ウ ン ド に 続 い て 、 ３ ９ 回 の 高 ス ト リ ン
ジ ェ ン シ ー の サ イ ク ル を 行 っ た ： ９ ４ ℃ で ３ ０ 秒 行 い 、 続 い て １ ℃ ／ 秒 で ６ ０ ℃ に 冷 却 し
、 ６ ０ ℃ で ２ 分 間 行 い 、 １ ℃ ／ 秒 で ７ ２ ℃ ま で 加 熱 し 、 ７ ２ ℃ で １ 分 間 行 っ た 。 ７ ２ ℃ で
５ 分 間 の 最 終 段 階 を 最 後 の サ イ ク ル に 加 え た （ Ｐ Ｃ Ｒ サ イ ク ラ ー ： Ｍ ｕ ｌ ｔ ｉ 　 Ｃ ｙ ｃ ｌ
ｅ ｒ 　 Ｐ Ｔ Ｃ 　 ２ ０ ０ ， Ｍ Ｊ 　 Ｒ ｅ ｓ ｅ ａ ｒ ｃ ｈ 社 ） 。 Ｄ Ｎ Ａ ロ ー デ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー ８
μ ｌ を Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 プ レ パ ラ ー ト （ preparation） ２ ０ μ ｌ に 添 加 し 、 ５ 分 間 変 性 さ せ 、 ゲ
ル 上 に 添 加 す る ま で 、 氷 上 に 維 持 し た 。 ３ ． ５ μ ｌ そ れ ぞ れ を ス ラ ブ ゲ ル シ ス テ ム （ Ｈ ｉ
ｔ ａ ｃ ｈ ｉ 　 Ｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ｉ ｃ 　 Ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ ｓ 社 ） に お い て 、 厚 さ ０ ． ４ ｍ ｍ の ６ ％ ポ リ
ア ク リ ル ア ミ ド （ Ｌ ｏ ｎ ｇ 　 Ｒ ａ ｎ ｇ ｅ ｒ ） ／ ７ Ｍ 尿 素 シ ー ケ ン シ ン グ ゲ ル 上 で ２ ０ ０ ０
Ｖ 、 ６ ０ Ｗ 、 ３ ０ ｍ Ａ に て １ 時 間 ４ ０ 分 の 間 分 離 し た 。 電 気 泳 動 が 完 了 し た 後 、 適 切 な Ｆ
Ｍ Ｂ Ｉ Ｏ  Ｉ Ｉ 分 析 ８ ． ０ ソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 し て 、 Ｆ Ｍ Ｂ Ｉ Ｏ  Ｉ Ｉ 蛍 光 ス キ ャ ナ ー （ Ｈ
ｉ ｔ ａ ｃ ｈ ｉ 　 Ｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ｉ ｃ 　 Ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ ｓ 社 ） で ゲ ル を ス キ ャ ン し た 。 実 物 大 の 写
真 を 印 刷 し 、 差 次 的 に 発 現 し た バ ン ド を マ ー ク し 、 ゲ ル か ら 除 去 し 、 １ ． ５ ｍ ｌ 容 器 に 移
し 、 滅 菌 水 ２ ０ ０ μ ｌ で オ ー バ ー レ イ し 、 抽 出 さ れ る ま で － ２ ０ ℃ で 維 持 し た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル デ ィ ス プ レ イ 産 物 の 溶 出 お よ び 再 増 幅 ： Ｈ 2 Ｏ ２ ０ ０ μ ｌ 中 で １ ０
分 間 沸 騰 さ せ 、 氷 上 で 冷 却 し 、 － ２ ０ ℃ で エ タ ノ ー ル （ Ｍ ｅ ｒ ｃ ｋ 社 ） お よ び グ リ コ ー ゲ
ン ／ 酢 酸 ナ ト リ ウ ム （ Ｍ ｅ ｒ ｃ ｋ 社 ） を 使 用 し て 、 上 清 液 か ら 一 晩 沈 殿 さ せ 、 続 い て １ ３
． ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ に て ４ ℃ で ２ ５ 分 間 遠 心 分 離 す る こ と に よ っ て 、 差 次 的 な （ differential
） バ ン ド を ゲ ル か ら 抽 出 し た 。 ペ レ ッ ト を 氷 冷 の エ タ ノ ー ル （ ８ ０ ％ ） で ２ 回 洗 浄 し 、 １
０ ｍ Ｍ ト リ ス （ ｐ Ｈ ８ ． ３ ） （ Ｍ ｅ ｒ ｃ ｋ 社 ） に 再 懸 濁 し 、 ０ ． ０ ２ ５ μ ｍ の Ｖ Ｓ Ｗ Ｐ 膜
（ Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉ ｐ ｏ ｒ ｅ 社 ） 上 に て １ ０ ％ グ リ セ ロ ー ル （ Ｍ ｅ ｒ ｃ ｋ 社 ） に 対 し て 室 温 で １
時 間 透 析 し た 。 最 初 の ラ ウ ン ド が ９ ４ ℃ で ５ 分 行 わ れ 、 続 い て ９ ４ ℃ で ４ ５ 秒 、 ６ ０ ℃ で
４ ５ 秒 、 １ ℃ ／ 秒 で ４ ５ 分 間 ７ ０ ℃ に 上 昇 さ せ る １ ５ サ イ ク ル 、 お よ び ７ ２ ℃ で ５ 分 間 の
最 終 段 階 を 除 い て は 、 同 一 の 条 件 下 に て デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル デ ィ ス プ レ イ Ｐ Ｃ Ｒ （ 上 記 参
照 ） に 使 用 さ れ る 相 当 す る プ ラ イ マ ー 対 を 含 有 す る Ｐ Ｃ Ｒ 混 合 物 ２ ５ μ ｌ 中 で １ ５ 回 の 高
ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の サ イ ク ル に よ っ て 再 増 幅 す る た め に 、 得 ら れ た プ レ パ ラ ー ト （ prep
aration） を 鋳 型 と し て 使 用 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル デ ィ ス プ レ イ 産 物 の ク ロ ー ニ ン グ お よ び シ ー ケ ン シ ン グ ： 再 増 幅 さ
れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｌ ａ ｂ Ｃ ｈ ｉ ｐ シ ス テ ム （ Ａ ｇ ｉ ｌ ｅ ｎ ｔ ２ １ ０ ０ バ イ オ ア ナ ラ
イ ザ ー ， Ａ ｇ ｉ ｌ ｅ ｎ ｔ 　 Ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｉ ｅ ｓ 社 ） を 用 い て 分 析 し 、 ｐ Ｃ Ｒ － Ｂ ｌ
ｕ ｎ ｔ  Ｉ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｐ Ｏ ベ ク タ ー に ラ イ ゲ ー ト し 、 製 造 元 の 説 明 書 （ Ｚ ｅ ｒ ｏ 　 Ｂ ｌ ｕ ｎ
ｔ 　 Ｔ Ｏ Ｐ Ｏ 　 Ｐ Ｃ Ｒ ク ロ ー ニ ン グ キ ッ ト ， Ｉ ｎ ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ ｇ ｅ ｎ 社 ） に 従 っ て Ｔ ｏ ｐ １
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０ Ｆ '大 腸 菌 細 胞 に 形 質 転 換 し た 。 ク ロ ー ン 化 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 市 販 の シ ー ケ ン シ ン グ 設 備
に よ っ て シ ー ケ ン ス し た 。 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 遺 伝 子 に つ い て の か か る 蛍 光 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ
ル デ ィ ス プ レ イ 実 験 の 結 果 を 図 ２ に 示 す 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
（ ｉ ｖ ） 定 量 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ る 差 次 的 発 現 の 確 認 ：
　 ラ イ ト サ イ ク ラ ー 技 術 （ Ｒ ｏ ｃ ｈ ｅ 社 ） を 用 い て 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 差
次 的 発 現 の 決 定 的 な 裏 付 け を 行 っ た 。 こ の 技 術 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に 対 す る 迅 速 な
熱 サ イ ク ル 、 な ら び に 増 幅 中 の 蛍 光 シ グ ナ ル の リ ア ル タ イ ム 測 定 を 特 徴 と し 、 し た が っ て
、 終 点 読 取 り で は な く 速 度 論 的 （ kinetic） 読 取 り を 用 い る こ と に よ っ て 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ
産 物 を 非 常 に 正 確 に 定 量 化 す る こ と が で き る 。 側 頭 皮 質 か ら の Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ ｃ  Ｄ Ｎ Ａ と 前
頭 皮 質 か ら の Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ と の 比 、 お よ び 海 馬 か ら の Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ と 前 頭
皮 質 か ら の Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ と の 比 が そ れ ぞ れ 決 定 さ れ た （ 相 対 的 定 量 化 ） 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 最 初 に 、 標 準 曲 線 を 作 製 し 、 Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー を 用 い
た Ｐ Ｃ Ｒ の 効 率 を 決 定 し た 。
プ ラ イ マ ー セ ッ ト Ａ ：
５ ’ － Ｇ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｔ Ａ Ｔ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ － ３ ’
５ ’ － Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ａ Ｃ － ３ ’ 。
プ ラ イ マ ー セ ッ ト Ｂ ：
５ ’ － Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ｇ Ｇ － ３ ’
５ ’ － Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ － ３ ’ 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ラ イ ト サ イ ク ラ ー ・ フ ァ ス ト ス タ ー ト Ｄ Ｎ Ａ マ ス タ ー Ｓ Ｙ Ｂ Ｒ グ リ ー ン Ｉ ミ ッ ク ス （ Li
ghtCycler-FastStart DNA Master SYBR Green I mix） （ Ｆ ａ ｓ ｔ Ｓ ｔ ａ ｒ ｔ  Ｔ ａ ｑ Ｄ Ｎ
Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 反 応 バ ッ フ ァ ー 、 ｄ Ｔ Ｔ Ｐ の 代 わ り に ｄ Ｕ Ｔ Ｐ と の ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 混 合 物 、 Ｓ
Ｙ Ｂ Ｒ グ リ ー ン Ｉ 染 料 、 １ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 ； Ｒ ｏ ｃ ｈ ｅ 社 を 含 有 す る ） 、 ０ ． ５ μ Ｍ プ ラ
イ マ ー 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 希 釈 液 シ リ ー ズ ２ μ ｌ （ ヒ ト 全 脳 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 最 終 濃 度 ４ ０ 、 ２ ０ 、 １ ０
、 ５ 、 １ お よ び ０ ． ５ ｎ ｇ ； Ｃ ｌ ｏ ｎ ｔ ｅ ｃ ｈ 社 ） を 含 有 し 、 か つ 使 用 す る プ ラ イ マ ー に
応 じ て 、 さ ら に ３ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 を 含 有 す る 容 積 ２ ０ μ ｌ 中 に て 、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 （ ９ ５ ℃ で
１ 秒 、 ５ ６ ℃ で ５ 秒 、 ７ ２ ℃ で ５ 秒 ） を 行 っ た 。 融 解 曲 線 の 分 析 か ら 、 約 ８ ６ ． ５ ℃ で 単
一 ピ ー ク が 示 さ れ 、 可 視 の プ ラ イ マ ー ダ イ マ ー は 認 め ら れ な か っ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 質 お よ
び サ イ ズ を Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｌ ａ ｂ Ｃ ｈ ｉ ｐ シ ス テ ム （ Ａ ｇ ｉ ｌ ｅ ｎ ｔ ２ １ ０ ０ バ イ オ ア ナ ラ イ ザ
ー ， Ａ ｇ ｉ ｌ ｅ ｎ ｔ 　 Ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｉ ｅ ｓ 社 ） で 決 定 し た 。 プ ラ イ マ ー セ ッ ト Ａ で
は 期 待 サ イ ズ （ expected size） ８ ２ ｂ ｐ で の 、 プ ラ イ マ ー セ ッ ト Ｂ で は 期 待 サ イ ズ ８ ４
ｂ ｐ で の 単 一 ピ ー ク が 試 料 の 電 気 泳 動 図 に お い て 認 め ら れ た 。 類 似 の 手 法 に お い て 、 Ｐ Ｃ
Ｒ プ ロ ト コ ル を 適 用 し 、 定 量 化 の た め の 参 照 標 準 と し て 選 択 さ れ た １ セ ッ ト の 参 照 遺 伝 子
の Ｐ Ｃ Ｒ 効 率 を 決 定 し た 。 本 発 明 に お い て 、 か か る 参 照 遺 伝 子 ５ つ の 平 均 値 を 決 定 し た ：
（ １ ） サ イ ク ロ フ ィ リ ン Ｂ ； Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 を 除 い て は （ ３ ｍ Ｍ で は な く 、 さ ら に １ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ
Ｃ ｌ 2 を 添 加 し た ） 、 特 異 的 な プ ラ イ マ ー ５ ’ － Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ
Ｔ Ｇ － ３ ’ お よ び ５ ’ － Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ｃ － ３ ’ を 使 用 し た 。 融
解 曲 線 分 析 か ら 、 約 ８ ７ ℃ で 単 一 ピ ー ク が 示 さ れ 、 可 視 の プ ラ イ マ ー ダ イ マ ー は 認 め ら れ
な か っ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 分 析 か ら 、 期 待 サ イ ズ （ ６ ２ ｂ ｐ ） の 単 一 バ ン ド
が 示 さ れ た 。 （ ２ ） リ ボ ソ ー ム タ ン パ ク 質 Ｓ ９ （ Ｒ Ｐ Ｓ ９ ） ； 特 異 的 な プ ラ イ マ ー ５ ’ －
Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ａ Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ Ａ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ － ３ ’ お よ び ５ ’ － Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｃ
Ｇ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ － ３ ’ を 使 用 し た （ ３ ｍ Ｍ で は な く 、 さ ら に １ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 を
添 加 し た ） 。 融 解 曲 線 分 析 か ら 、 約 ８ ５ ℃ で 単 一 ピ ー ク が 示 さ れ 、 可 視 の プ ラ イ マ ー ダ イ
マ ー は 認 め ら れ な か っ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 分 析 か ら 、 期 待 サ イ ズ （ ６ ２ ｂ ｐ
） の 単 一 バ ン ド が 示 さ れ た 。 （ ３ ） β － ア ク チ ン ； 特 異 的 な プ ラ イ マ ー ５ ’ － Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ａ
Ｃ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ Ａ － ３ ’ お よ び ５ ’ － Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ｔ
Ａ Ａ － ３ ’ を 使 用 し た 。 融 解 曲 線 分 析 か ら 、 約 ８ ７ ℃ で 単 一 ピ ー ク が 示 さ れ 、 可 視 の プ ラ
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イ マ ー ダ イ マ ー は 認 め ら れ な か っ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 分 析 か ら 、 期 待 サ イ ズ
（ １ ４ ２ ｂ ｐ ） の 単 一 バ ン ド が 示 さ れ た 。 （ ４ ） Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ ； 特 異 的 な プ ラ イ マ ー ５ ’ －
Ｃ Ｇ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ － ３ ’ お よ び ５ ’ － Ｇ Ｃ Ｔ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ
Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ － ３ ’ を 使 用 し た 。 融 解 曲 線 分 析 か ら 、 約 ８ ３ ℃ で 単 一 ピ ー ク が 示
さ れ 、 可 視 の プ ラ イ マ ー ダ イ マ ー は 認 め ら れ な か っ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 分 析
か ら 、 期 待 サ イ ズ （ ８ １ ｂ ｐ ） の 単 一 バ ン ド が 示 さ れ た 。 （ ５ ） ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体
Ｔ Ｒ Ｒ ； 特 異 的 な プ ラ イ マ ー ５ ’ － Ｇ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ｔ － ３ ’
お よ び ５ ’ － Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ － ３ ’ を 使 用 し た 。 融 解
曲 線 分 析 か ら 、 約 ８ ３ ℃ で 単 一 ピ ー ク が 示 さ れ 、 可 視 の プ ラ イ マ ー ダ イ マ ー は 認 め ら れ な
か っ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 分 析 か ら 、 期 待 サ イ ズ （ ８ ０ ｂ ｐ ） の 単 一 バ ン ド が
示 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 値 を 計 算 す る た め に 、 最 初 に Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 お よ び ５ つ の 参 照 標 準 遺 伝
子 に つ い て の 閾 値 サ イ ク ル 値 Ｃ ｔ に 対 し て 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 濃 度 の 対 数 を プ ロ ッ ト し た 。 標 準 曲
線 （ つ ま り 、 線 形 回 帰 ） の 傾 き お よ び 切 片 を す べ て の 遺 伝 子 に つ い て 計 算 し た 。 第 ２ 段 階
で は 、 前 頭 皮 質 お よ び 側 頭 皮 質 か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 お よ び 前 頭 皮 質 お よ び 海 馬 か ら の ｃ Ｄ Ｎ
Ａ を そ れ ぞ れ 、 並 行 し て 分 析 し 、 サ イ ク ロ フ ィ リ ン Ｂ に 正 規 化 し た 。 Ｃ ｔ 値 を 測 定 し 、 相
当 す る 標 準 曲 線 を 用 い て 全 脳 ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ ｎ ｇ ） に 変 換 し た ：
　 １ ０ ＾ （ （ Ｃ ｔ 値 － 切 片 ） ／ 傾 き ） ［ 全 脳 ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ ｎ ｇ ） ］
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 前 頭 皮 質 お よ び 側 頭 皮 質 の Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 値 、 お よ び 前 頭 皮 質 お よ び 海 馬 の Ｓ
Ｃ Ｎ ２ Ｂ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 値 を そ れ ぞ れ 、 サ イ ク ロ フ ィ リ ン Ｂ に 正 規 化 し 、 そ の 比 を 次 式 に 従
っ て 計 算 し た ：
【 数 １ 】
　
　
　
　
【 数 ２ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 第 ３ の 段 階 に お い て 、 参 照 標 準 遺 伝 子 の セ ッ ト を 並 行 し て 分 析 し 、 個 々 の 脳 試 料 そ れ ぞ
れ の 参 照 標 準 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の 、 側 頭 皮 質 と 前 頭 皮 質 と の 比 の 平 均 値 、 お よ び 海 馬 と
前 頭 皮 質 と の 比 の 平 均 値 を 決 定 し た 。 サ イ ク ロ フ ィ リ ン を 段 階 ２ お よ び 段 階 ３ に お い て 分
析 し 、 一 方 の 遺 伝 子 と 他 方 の 遺 伝 子 と の 比 が 異 な る 実 施 に お い て 一 定 の ま ま で あ っ た こ と
か ら 、 単 一 の 遺 伝 子 の み に 正 規 化 す る の で は な く 、 参 照 標 準 遺 伝 子 の セ ッ ト の 平 均 値 に Ｓ
Ｃ Ｎ ２ Ｂ の 値 を 正 規 化 す る こ と が 可 能 で あ っ た 。 す べ て の ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 の 平 均
値 か ら の サ イ ク ロ フ ィ リ ン Ｂ の 偏 差 に よ っ て 、 上 記 で 示 さ れ る そ れ ぞ れ の 比 を 割 る こ と に
よ っ て 計 算 を 行 っ た 。 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 遺 伝 子 に つ い て の か か る 定 量 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 の 結 果
を 図 ３ 、 ４ 、 お よ び ５ に 示 す 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
（ ｖ ） 免 疫 組 織 化 学 ：
　 ヒ ト 脳 に お け る Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ の 免 疫 蛍 光 染 色 で は 、 ド ナ ー の 死 後 の 中 心 前 回 か ら 凍 結 切 片
を ク リ オ ス タ ッ ト （ Ｌ ｅ ｉ ｃ ａ 　 Ｃ Ｍ ３ ０ ５ ０ Ｓ ） を 用 い て 作 製 し 、 ア セ ト ン 中 で 室 温 に
て １ ０ 分 間 固 定 し た 。 Ｐ Ｂ Ｓ 中 で 洗 浄 し た 後 、 切 片 を ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー （ Ｐ Ｂ Ｓ 中
の １ ０ ％ 正 常 ヤ ギ 血 清 、 ０ ． ２ ％ Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ  Ｘ － １ ０ ０ ） と 共 に ３ ０ 分 間 プ レ イ ン キ
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ュ ベ ー ト し 、 次 い で 親 和 性 の 精 製 ウ サ ギ 抗 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 抗 血 清 （ ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー 中
で １ ： ２ ０ ～ １ ： ４ ０ に 希 釈 ； Ｓ － ６ ８ １ １ ， Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ 社 ） と 共 に ４ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 ０ ． １ ％ Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ  Ｘ － １ ０ ０ ／ Ｐ Ｂ Ｓ 中 で ３ 回 す す い だ 後 、 切 片 を Ｆ
Ｉ Ｔ Ｃ － 結 合 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ 抗 血 清 （ １ ％ Ｂ Ｓ Ａ ／ Ｐ Ｂ Ｓ 中 で １ ： １ ５ ０ に 希 釈 ） と
共 に 室 温 で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 再 度 、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 で 洗 浄 し た 。 Ｐ Ｂ Ｓ 中 の ５ μ
Ｍ  Ｄ Ａ Ｐ Ｉ と 共 に 切 片 を ３ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 、 核 の 染 色 を 行 っ た （
青 色 の シ グ ナ ル ） 。 ヒ ト 脳 に お け る リ ポ フ ス チ ン の 自 己 蛍 光 を ブ ロ ッ ク す る た め に 、 ７ ０
％ エ タ ノ ー ル 中 の １ ％ ズ ダ ン ブ ラ ッ ク Ｂ で 室 温 に て ２ ～ １ ０ 分 間 処 理 し 、 続 い て ７ ０ ％ エ
タ ノ ー ル 、 蒸 留 水 お よ び Ｐ Ｂ Ｓ 中 に 浸 漬 し た 。 「 Ｖ ｅ ｃ ｔ ｒ ａ ｓ ｈ ｉ ｅ ｌ ｄ 」 封 入 剤 （ Ｖ
ｅ ｃ ｔ ｏ ｒ 　 Ｌ ａ ｂ ｏ ｒ ａ ｔ ｏ ｒ ｉ ｅ ｓ 社 ， カ リ フ ォ ル ニ ア 州 バ ー リ ン ゲ ー ム ） を 用 い て
、 切 片 を カ バ ー ガ ラ ス で 覆 い 、 倒 立 顕 微 鏡 （ Ｉ Ｘ ８ １ ， Ｏ ｌ ｙ ｍ ｐ ｕ ｓ 　 Ｏ ｐ ｔ ｉ ｃ ａ ｌ
社 ） で 観 察 し た 。 適 切 な ソ フ ト ウ ェ ア （ Ａ ｎ ａ ｌ ｙ Ｓ ｉ Ｓ ， Ｏ ｌ ｙ ｍ ｐ ｕ ｓ 　 Ｏ ｐ ｔ ｉ ｃ
ａ ｌ 社 ） で デ ジ タ ル 画 像 を 取 り 込 ん だ 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ ５ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 Ａ Ｄ に お け る 神 経 細 胞 減 少 お よ び 変 性 に 対 す る 選 択 的 な 脆 弱 性 を 有 す る
脳 領 域 を 図 示 す る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 蛍 光 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル デ ィ ス プ レ イ ス ク リ ー ン に お け る Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を
コ ー ド す る 遺 伝 子 の 差 次 的 発 現 の 最 初 の 同 定 を 開 示 す る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 ２ つ の 異 な る セ ッ ト の プ ラ イ マ ー 対 、 プ ラ イ マ ー セ ッ ト Ａ を 使 用 し て 、
定 量 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 に よ っ て Ａ Ｄ 脳 組 織 に お け る ヒ ト Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 遺 伝 子 の 差 次 的 発 現
の 検 証 を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 ２ つ の 異 な る セ ッ ト の プ ラ イ マ ー 対 、 プ ラ イ マ ー セ ッ ト Ｂ を 使 用 し て 、
定 量 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 に よ っ て Ａ Ｄ 脳 組 織 に お け る ヒ ト Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 遺 伝 子 の 差 次 的 発 現
の 検 証 を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 プ ラ イ マ ー セ ッ ト Ａ を 用 い た 定 量 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 に よ る 、 Ａ Ｄ 脳 組
織 に お け る ヒ ト Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 遺 伝 子 の 差 次 的 発 現 を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 配 列 番 号 １ ； Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 開 示 す る 。 完 全 長
ヒ ト Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ タ ン パ ク 質 は ２ １ ５ ア ミ ノ 酸 を 含 む 。
【 図 ７ － １ 】 図 ７ は 、 配 列 番 号 ２ 、 Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ ヒ ト ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス に お い て 見 出
さ れ る 重 複 ヒ ト ヌ ク レ オ チ ド 配 列 断 片 の 重 複 す る 大 き な セ ッ ト の ア セ ン ブ リ か ら 得 ら れ る
コ ン セ ン サ ス 配 列 に よ っ て 表 さ れ る ４ ９ ０ ３ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ  ｃ Ｄ
Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す 。
【 図 ７ － ２ 】 図 ７ は 、 配 列 番 号 ２ 、 Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ ヒ ト ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス に お い て 見 出
さ れ る 重 複 ヒ ト ヌ ク レ オ チ ド 配 列 断 片 の 重 複 す る 大 き な セ ッ ト の ア セ ン ブ リ か ら 得 ら れ る
コ ン セ ン サ ス 配 列 に よ っ て 表 さ れ る ４ ９ ０ ３ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ  ｃ Ｄ
Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 配 列 番 号 ３ 、 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル デ ィ ス プ レ イ に よ り 同 定 さ れ 、 得 ら れ
た 、 ９ ９ ｂ ｐ の Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 図 示 す る （ ５ ’ か ら ３ ’
方 向 の 配 列 ） 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 ヒ ト Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 ２ へ の 配 列 番
号 ３ の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 概 略 的 に 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ コ ン セ ン サ ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ ア
ク セ ッ シ ョ ン 番 号 Ａ Ｆ ０ ４ ９ ４ ９ ８ 、 Ａ Ｆ １ ０ ７ ０ ２ ８ 、 Ａ Ｘ ３ ７ ６ ０ ０ ０ 、 Ｈ Ｓ Ｕ ８ ７
５ ５ ５ に 基 づ く 、 お よ び そ れ か ら 誘 導 さ れ る 延 長 お よ び 補 正 さ れ た コ ン セ ン サ ス 配 列 、 お
よ び 示 さ れ る 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 断 片 、 お よ び Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 対 す る プ ラ イ
マ ー を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 か ら 得 ら れ る 配 列 （ ｅ ｎ ｓ － Ｐ Ｃ Ｒ １ 、 ｅ ｎ ｓ － Ｐ Ｃ Ｒ ２ ） を 構
成 す る 、 ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス 配 列 断 片 か ら の 配 列 番 号 ２ の ア セ ン ブ リ を 図 示 す る 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 配 列 番 号 ３ の Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ と の 模 式 的 ア ラ イ ン メ ン ト を 示
す 。 開 い た 長 方 形 は 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 表 し 、 細 い 棒 は ５ ’ お
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よ び ３ ’ 非 翻 訳 領 域 （ Ｕ Ｔ Ｒ ） を 表 す 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ の ア ミ ノ 酸 １ ７ ９ ～ ２ １ ５ 位 に 相 当 す る ペ プ チ ド に 対 し
て 産 生 さ れ る 、 親 和 性 の 精 製 ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 抗 血 清 （ 緑 色 の シ グ ナ ル
） で 標 識 さ れ た ヒ ト 中 心 前 回 か ら の 切 片 を 図 示 す る 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 年 齢 が 一 致 す る 健 康 な 対 照 個 体 １ ９ 名 （ ０ ． ５ ９ ～ ２ ． １ ５ 倍 ） に
お け る 前 頭 皮 質 に 対 す る 側 頭 皮 質 で の Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ は 、 年 齢 が 一 致 す る 健 康 な 対 照 個 体 ５ 名 （ ０ ． ４ ８ ～ １ ． ４ ８ 倍 ） に お
け る 前 頭 皮 質 に 対 す る 側 頭 皮 質 で の Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 秒 患 者 ６ 名 （ ０ ． ４ ８ ～ １ ０ ． ８ ７ 倍 ） 、 お よ び 年
齢 が 一 致 す る 健 康 な 対 照 個 体 ３ 名 （ ０ ． ７ ７ ～ １ ． ２ ６ 倍 ） に お け る Ｓ Ｃ Ｎ ２ Ｂ 遺 伝 子 に
つ い て の 前 頭 皮 質 に 対 す る 海 馬 で の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル を 示 す 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ － １ 】 【 図 ７ － ２ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】
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【 図 １ ５ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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摘要(译)

本发明公开了SCN2B编码基因在阿尔茨海默病患者的特定脑区中的差异
表达。基于该发现，本发明提供了一种用于诊断或确定受试者中神经变
性疾病，特别是阿尔茨海默病的预后的方法，或用于确定受试者是否具
有发展所述疾病的高风险的方法。 。此外，本发明提供了使用SCN2B基
因及其相应基因产物治疗或预防阿尔茨海默病和相关神经变性疾病的治
疗和预防方法。还公开了筛选神经变性疾病的调节剂的方法。
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