
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】β－アミロイド前駆体タンパク質（β APP)のプロセッシングをモニターするため
の方法の提供。
【解決手段】β－アミロイド前駆体タンパク質（β APP)のプロセッシングのモニターは、
β－アミロイドペプチドのアミノ末端でのβ APP の切断に起因する可溶性β APP フラグメ
ントの分泌を検出することによってなされる。β APP フラグメントの分泌のインビボモニ
ターリングは、アルツハイマー病及び他のβ－アミロイド関連疾病の診断及び進行につい
てモニターされ、そして培養された細胞からのそのような分泌のインビトロモニターリン
グは、β－アミロイド生成のインヒビターを同定するためにモニターされ得る。
【選択図】なし 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 細 胞 に お け る β － ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 （ β APP)の プ ロ セ ッ シ ン グ を モ ニ タ ー す
る た め の 方 法 で あ っ て 、 前 記 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る 可 溶 性 β APP フ ラ グ メ ン ト を 検 出 す る こ
と を 含 ん で 成 り 、 こ こ で 前 記 β APP フ ラ グ メ ン ト が β － ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド  (β AP)の ア
ミ ノ 末 端 で の β APP の 切 断 に 起 因 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 切 断 が β AP側 の 方 に 向 か っ て 連 続 し た ５ 個 の 残 基 領 域 の ア ミ ノ 末 端 内 で 生 じ る 請 求
の 範 囲 第 １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 切 断 が メ チ オ ニ ン 5 9 6  又 は リ シ ン 5 9 5  で 生 じ る 請 求 の 範 囲 第 ２ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 切 断 が メ チ オ ニ ン 5 9 6  で 生 じ る 請 求 の 範 囲 第 ３ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 切 断 が ロ イ シ ン 5 9 6  で 生 じ る 請 求 の 範 囲 第 ２ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 β APP フ ラ グ メ ン ト が 、 β APP か ら の β － ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド の 切 断 に よ り 暴 露 さ
れ た 、 前 記 フ ラ グ メ ン ト 上 の Ｃ － 末 端 残 基 に 特 異 的 に 結 合 す る 物 質 へ の 暴 露 に よ り 検 出 さ
れ る 請 求 の 範 囲 第 １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 β APP フ ラ グ メ ン ト が 患 者 サ ン プ ル に お い て 検 出 さ れ る 請 求 の 範 囲 第 １ 項 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 患 者 サ ン プ ル が 脳 脊 髄 液 で あ る 請 求 の 範 囲 第 ７ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 β APP フ ラ グ メ ン ト が 細 胞 培 養 物 か ら の な ら し 培 地 に お い て 検 出 さ れ る 請 求 の 範 囲
第 １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る β － ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 （ β APP)の 分 泌 さ れ た フ ラ
グ メ ン ト の 存 在 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 β APP か ら の β － ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド （
β AP） の 切 断 に よ り 暴 露 さ れ て い る 、 分 泌 さ れ た フ ラ グ メ ン ト 上 の Ｃ 末 端 領 域 に 特 異 的 に
結 合 す る 物 質 に 前 記 サ ン プ ル を 暴 露 し ； そ し て
　 前 記 物 質 と 前 記 分 泌 さ れ た フ ラ グ メ ン ト と の 間 の 結 合 を 検 出 す る こ と を 含 ん で 成 る 方 法
。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 Ｃ 末 端 残 基 が β AP側 の 方 に 向 か っ て 連 続 し た ５ 個 の 残 基 領 域 の ア ミ ノ 末 端 内 に 存 在
す る 請 求 の 範 囲 第 10項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 Ｃ 末 端 残 基 が メ チ オ ニ ン 5 9 6  又 は リ シ ン 5 9 5  で あ る 請 求 の 範 囲 第 11項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 Ｃ 末 端 残 基 が メ チ オ ニ ン 5 9 6  で あ る 請 求 の 範 囲 第 11項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 Ｃ 末 端 残 基 が ロ イ シ ン 5 9 6  で あ る 請 求 の 範 囲 第 11項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 サ ン プ ル が 、 β APP か ら の β － ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド の 切 断 に よ り 暴 露 さ れ た Ｃ － 末
端 残 基 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 に 暴 露 さ れ る 請 求 の 範 囲 第 10項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 Ｃ 末 端 残 基 が メ チ オ ニ ン で あ る 請 求 の 範 囲 第 15項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 Ｃ 末 端 残 基 が ロ イ シ ン で あ る 請 求 の 範 囲 第 15項 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 抗 体 が 、 暴 露 さ れ て い る 残 基 5 9 6  を 伴 っ て 、 β APP の 残 基  591～ 596 を 含 ん で 成 る
ペ プ チ ド に 対 し て 生 ぜ し め ら れ て い る 請 求 の 範 囲 第 15項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル が 患 者 サ ン プ ル で あ る 請 求 の 範 囲 第 10項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 患 者 サ ン プ ル が 脳 脊 髄 液 で あ る 請 求 の 範 囲 第 19項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル が 細 胞 系 か ら の な ら し 培 地 で あ る 請 求 の 範 囲 第 10項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 患 者 に お け る β － ア ミ ロ イ ド 関 連 疾 病 を 診 断 又 は モ ニ タ ー す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 β － ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 （ β APP)の 分 泌 さ れ た フ ラ グ メ ン ト の 量 又 は 割 合 を 患
者 サ ン プ ル に お い て 測 定 し 、 こ こ で 前 記 β APPフ ラ グ メ ン ト が β － ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド の
ア ミ ノ 末 端 で の β － APPの 切 断 に 起 因 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 切 断 が β AP側 の 方 に 向 か っ て 連 続 し た ５ 個 の 残 基 領 域 の ア ミ ノ 末 端 内 で 生 じ る 請 求
の 範 囲 第 22項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 切 断 が メ チ オ ニ ン 5 9 6  、 ロ イ シ ン 5 9 6  又 は リ シ ン 5 9 5  で 生 じ る 請 求 の 範 囲 第 23項 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 切 断 が メ チ オ ニ ン 5 9 6  で 生 じ る 請 求 の 範 囲 第 24項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 患 者 サ ン プ ル が 脳 脊 髄 液 で あ る 請 求 の 範 囲 第 22項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 分 泌 さ れ た フ ラ グ メ ン ト の 測 定 さ れ た 量 又 は 割 合 と 正 常 な 患 者 に 特 徴 的 な 量 と を 比 較 す
る こ と を さ ら に 含 ん で 成 り 、 こ こ で 高 め ら れ た β APP の 量 又 は 割 合 が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の
診 断 で あ る 請 求 の 範 囲 第 26項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 β APP フ ラ グ メ ン ト が 、 β － ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 で の  APPの 切 断 に よ
り 暴 露 さ れ た 、 前 記 フ ラ グ メ ン ト 上 の Ｃ － 末 端 残 基 に 特 異 的 に 結 合 す る 物 質 へ の 暴 露 に よ
り 測 定 さ れ る 請 求 の 範 囲 第 22項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 β － ア ミ ロ イ ド 生 成 イ ン ヒ ビ タ ー を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て ：
　 β － ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 （ β APP)の フ ラ グ メ ン ト の 分 泌 を も た ら す 条 件 下 で 細
胞 を 培 養 し 、 こ こ で 前 記 β APP フ ラ グ メ ン ト が β － ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 で の
β APP の 切 断 に 起 因 し ;
　 前 記 培 養 さ れ た 細 胞 を 多 く の 試 験 化 合 物 に 暴 露 し ； そ し て
　 分 泌 さ れ た β APP フ ラ グ メ ン ト の 量 の 変 化 を 引 き 起 こ す 試 験 化 合 物 を 同 定 す る こ と を 含
ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 細 胞 が 培 養 さ れ た ヒ ト 胎 児 脳 細 胞 で あ る 請 求 の 範 囲 第 29項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 試 験 化 合 物 が １ nM～ １ mMの 濃 度 で 暴 露 さ れ る 請 求 の 範 囲 第 29項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 試 験 化 合 物 が 小 分 子 を 含 ん で 成 る 請 求 の 範 囲 第 29項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 試 験 化 合 物 が 生 物 学 的 ポ リ マ ー を 含 ん で 成 る 請 求 の 範 囲 第 29項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 β － ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 で 切 断 さ れ る 、 β － ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質
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（ β APP)の 分 泌 さ れ た フ ラ グ メ ン ト に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 分 子 を 含 ん で 成 る 抗 体 組 成 物
。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 分 泌 さ れ た フ ラ グ メ ン ト が β APP か ら の β APの イ ン ビ ボ 切 断 に 起 因 し 、 Ｃ 末 端 メ チ
オ ニ ン 又 は ロ イ シ ン の 暴 露 を も た ら す 請 求 の 範 囲 第 34項 記 載 の 抗 体 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 抗 体 分 子 が 損 な わ れ て い な い 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 ん で 成 る 請 求 の 範 囲 第 34項 記 載 の
抗 体 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 抗 体 分 子 が 免 疫 グ ロ ブ リ ン フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で 成 る 請 求 の 範 囲 第 34項 記 載 の 抗 体
組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 抗 体 分 子 が β APP の 少 な く と も 残 基  591－ 596 を 含 ん で 成 る ペ プ チ ド に 対 し て 生 ぜ
し め ら れ る 請 求 の 範 囲 第 34項 記 載 の 抗 体 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 ペ プ チ ド に 対 し て 生 ぜ し め ら れ た 抗 血 清 を 含 ん で 成 る 請 求 の 範 囲 第 38項 記 載 の 抗 体
組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 精 製 さ れ 、 そ し て 単 離 さ れ た 形 で の β － ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 （ β APP)の 可 溶 性
フ ラ グ メ ン ト で あ っ て 、 前 記 フ ラ グ メ ン ト が 損 な わ れ て い な い β APP か ら の β － ア ミ ロ イ
ド ペ プ チ ド の 切 断 に 起 因 す る Ｃ 末 端 メ チ オ ニ ン 又 は ロ イ シ ン を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 可
溶 性 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 脳 脊 髄 液 及 び 培 養 さ れ た 細 胞 か ら の な ら し 培 地 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 天 然 源 か ら 単
離 さ れ る 請 求 の 範 囲 第 40項 記 載 の 可 溶 性 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 β APP イ ソ フ ォ ー ム  695の 残 基 18－ 596 、 β APP イ ソ フ ォ ー ム  751の 残 基 18－ 612 、 又
は β APP イ ソ フ ォ ー ム  770の 残 基 18－ 671か ら 実 質 的 に 成 る 請 求 の 範 囲 第 41項 記 載 の 可 溶
性 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 β APP イ ソ フ ォ ー ム  695の 残 基 18－ 595 、 β APP イ ソ フ ォ ー ム  751の 残 基 18－ 611 又 は
β APP イ ソ フ ォ ー ム  770の 残 基 18－ 670か ら 実 質 的 に 成 る 請 求 の 範 囲 第 42項 記 載 の 可 溶 性
フ ラ グ メ ン ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
１ ． 発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 一 般 的 に β － ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 の プ ロ セ ッ シ ン グ を モ ニ タ ー す る
た め の 方 法 及 び 組 成 物 に 関 す る 。 よ り 特 定 に は 、 本 発 明 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 診 断 、 予
測 及 び 治 療 へ の 応 答 の モ ニ タ ー の た め へ の 、 及 び ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 処 理 の た め の 可 能 な
薬 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 及 び 評 価 の た め へ の そ の よ う な 方 法 及 び 組 成 物 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 患 者 の 脳 、 特 に 記 憶 及 び 知 識 に 関 与 す る 領 域 に
存 在 す る 多 く の ア ミ ロ イ ド プ ラ ー ク 及 び 神 経 細 繊 維 網 （ 高 い 不 溶 性 の タ ン パ ク 質 凝 集 体 ）
の 存 在 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 。 過 去 に お い て 、 プ ラ ー ク 及 び 網 が 原 因 で あ る か 又 は 単 に
ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 結 果 で あ る か に つ い て 有 意 な 科 学 的 論 争 が 存 在 す る が 、 最 近 の 発 見 は
、 ア ミ ロ イ ド プ ラ ー ク が 原 因 前 駆 体 又 は 因 子 で あ る こ と を 示 唆 す る 。 特 に 、 β － ア ミ ロ イ
ド ペ プ チ ド 、 す な わ ち ア ミ ロ イ ド プ ラ ー ク の 主 要 構 成 成 分 の 生 成 が ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 に お け る 変 異 に 起 因 す る こ と が 発 見 さ れ て お り 、 こ こ で 前 記 タ
ン パ ク 質 は 通 常 プ ロ セ ッ シ ン グ さ れ る 場 合 、 β － ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド を 生 成 し な い で あ ろ
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う 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 家 族 性 初 期 開 始 を 引 き 起 こ す 、 ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 に お け
る 変 異 の 同 定 は 、 ア ミ ロ イ ド 代 謝 が そ の 病 気 の 根 底 に あ る 病 原 性 工 程 に お け る 中 枢 的 出 来
事 で あ る 最 強 の 証 拠 で あ る 。 ４ つ の 報 告 さ れ る 、 疾 病 を 引 き 起 こ す 変 異 は 、  770の 同 形 (i
soform) に 関 し て 、 パ リ ン 7 1 7  ～ イ ソ ロ イ シ ン (Goateな ど .(1991) Nature 349：  704～ 70
6)、 バ リ ン 7 1 7  ～ グ リ シ ン (Chartier Harlonな ど .(1991) Nature 353：  844～ 846)、 バ リ
ン 7 1 7  ～ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (Murrellな ど .(1991) Science 254： 97～ 99) 及 び  695の 同 形
に 関 し て は 、 二 重 変 異 変 更 リ シ ン 5 9 5 － メ チ オ ニ ン 5 9 6 ～ ア ス パ ラ ジ ン 5 9 5 － ロ イ シ ン 5 9 6 　
(Mullanな ど .(1992) Nature Genet 1：  345～ 347)を 包 含 す る 。 さ ら に 、 β － ア ミ ロ イ ド
ペ プ チ ド は 脳 の ニ ュ ー ロ ン に 対 し て 毒 性 で あ り 、 そ し て ニ ュ ー ロ ン 細 胞 の 死 が こ の 疾 病 に
関 連 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 従 っ て 、 ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 の 細 胞 プ ロ セ ッ シ ン グ を モ ニ タ ー す る 能 力 は 、 ア
ル ツ ハ イ マ ー 病 の 診 断 、 予 測 及 び 治 療 管 理 に お い て 有 意 に 価 値 あ る も の で あ る 。 特 に 、 容
易 に 得 ら れ る 患 者 の サ ン プ ル 、 た と え ば 血 清 、 脳 脊 髄 液 (CSF) 及 び 同 様 の も の に お け る 検
出 で き る 診 断 マ ー カ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 そ し て 評 価 す る た め に 最 小 限 に 侵 略 的 な 方 法
を 同 定 す る こ と が 所 望 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の た め の 多 く の 可 能 性 あ る 診 断 マ ー カ ー が こ れ ま で 示 唆 さ れ て 来 た 。
本 発 明 に お い て 特 に 興 味 あ る も の は 、 カ ル ボ キ シ 末 端 フ ラ グ メ ン ト  (た と え ば β － ア ミ ロ
イ ド ペ プ チ ド 自 体 及 び そ の フ ラ グ メ ン ト ） 及 び ア ミ ノ 末 端 フ ラ グ メ ン ト （ た と え ば 一 定 の
 25KD, 105KD及 び  125KDの フ ラ グ メ ン ト ) を 含 む 、 ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 の 一 定 の
フ ラ グ メ ン ト で あ る 。 今 ま で の と こ ろ で は 、 提 案 さ れ た マ ー カ ー は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の
死 亡 前 診 断 又 は モ ニ タ ー リ ン グ に つ い て は 明 確 で は な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 従 っ て 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の た め の 追 加 及 び 他 の 診 断 マ ー カ ー を 同 定 す る こ と が 所 望 さ
れ る 。 そ の よ う な マ ー カ ー は 、 単 独 で 及 び ／ 又 は 他 の 診 断 マ ー カ ー 及 び 方 法 と 組 合 し て 有
用 で あ る べ き で あ る 。 好 ま し く は 、 診 断 マ ー カ ー は 体 液 、 た と え ば  CSF、 血 液 、 血 漿 、 血
清 、 尿 、 組 織 及 び 同 様 の も の に お い て 検 出 さ れ 、 そ の 結 果 、 侵 略 的 診 断 方 法 が 利 用 さ れ 得
る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 の さ ら に 興 味 あ る も の は 、 β － ア ミ ロ イ ド プ ラ ー ク の 生 成 を 阻 害 し 又 は 妨 げ る 能
力 の た め の 候 補 薬 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る イ ン ビ ト ロ シ ス テ ム 及 び 方 法 で あ る 。 β － ア ミ
ロ イ ド ペ プ チ ド へ の ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 の 転 換 を 阻 害 し 又 は 妨 げ る 能 力 の た め の
試 験 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 及 び シ ス テ ム を 提 供 す る こ と が 所 望 さ れ る 。
特 に 、 試 験 化 合 物 が 転 換 を 導 び く 代 謝 路 を 中 断 し 又 は 妨 害 す る こ と が で き る よ う な 転 換 に
包 含 さ れ る と 思 わ れ て 来 た 代 謝 路 に 基 づ く 方 法 及 び シ ス テ ム を 確 立 す る こ と が 所 望 さ れ る
。 そ の よ う な 方 法 及 び シ ス テ ム は 多 数 の 試 験 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 急 速 で 、
経 済 的 で 且 つ 適 切 で あ る べ き で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
２ ． 背 景 技 術 の 記 載
　 β － ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド （ ま た 、 Ａ ４ ， β AP, Ａ β 又 は  Aβ P と し て も 言 及 さ れ る ： ア
メ リ カ 特 許 第  4,666,829号 及 び Wong (1984)Biochem.Biophys.Res.Commun.120. 1131～ 113
5を 参 照 の こ と ) は 、 β － ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質  (β APP)に 由 来 し 、 こ れ は  695, 7
51及 び  770個 の ア ミ ノ 酸 の 異 な っ て ス プ ラ イ ス さ れ た 形 で 発 現 さ れ る 。 Kangな ど .(1987) 
Nature 325：  773～ 776; Ponteな ど .(1988)Nature 331：  525～ 527 ； 及 び  Kitaguchiな
ど .(1988) Nature 331: 530～ 532 を 参 照 の こ と 。 ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 の 通 常 の
プ ロ セ ッ シ ン グ は 、 ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン ド メ イ ン 近 く の 残 基  Lys 1 6 と Leu 1 7 (Kangな ど .(19
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87) 前 記 に お い て Asp 5 9 7 が 残 基 １ で あ る ν AP領 域 に つ い て 番 号 を 付 与 さ れ て い る ) と の 間
の 部 位 で タ ン パ ク 質 分 解 性 切 断 を 包 含 し 、 β － ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド 配 列 の 残 る 部 分 を 保 持
す る 細 胞 外 ド メ イ ン の 構 成 的 分 泌 を も た ら す  (Eschな ど .(1990) Science 248： 1122～ 112
4) 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 こ の 経 路 は 、 種 間 に 広 く 保 存 さ れ 、 そ し て 多 く の 細 胞 型 に 存 在 し て い る よ う に 思 え る 。
 Weidemannな ど .(1989) Cell 57：  115～ 126 及 び Oltersdorfな ど .(1990) J.Biol.Chem.2
65： 4492～ 4497を 参 照 の こ と 。 こ の 正 常 な 経 路 は 、 β － ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド に 対 応 す る 前
駆 体 タ ン パ ク 質 の 領 域 内 で 分 解 し 、 従 っ て 、 そ の 形 成 を 明 ら か に 妨 げ る 。 β APP の も う １
つ の 構 成 的 に 分 泌 さ れ る 形 が 注 目 さ れ (Robakisな ど ． Soc.Neurosci. October 26,1993, A
bstract No.15.4, Anaheim, CA.) 、 こ れ は Eschな ど . 前 記 に よ り 記 載 さ れ る 形 の も の か
ら β AP配 列 の カ ル ボ キ シ 末 端 の も の を 含 む 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 Goldeな ど .(1992)　 Science 255：  728～ 730 は 、 ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 の 一 連
の 欠 失 変 異 体 を 調 製 し 、 そ し て β － ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド 領 域 内 の １ つ の 切 断 部 位 を 観 察 し
た 。 こ の 観 察 に 基 づ け ば 、 β － ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド 形 成 は 分 泌 路 を 包 含 し な い こ と が 推 定
さ れ た 。  Estusな ど .(1992)　 Science 255：  726～ 728 は 、 脳 細 胞 に 見 出 さ れ る ア ミ ロ イ
ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 の ２ つ の 最 大 カ ル ボ キ シ 末 端 タ ン パ ク 質 分 解 フ ラ グ メ ン ト が 完 全 な β
－ ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド 領 域 を 含 む こ と を 教 授 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 PCT出 願 WO92／ 00521 は 、 患 者 の 脳 脊 髄 液 に お け る ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 の 一 定
の  25KD, 105KD及 び  125KDの 可 溶 性 誘 導 体 の 量 の 測 定 に 基 づ い て ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 評 価
す る た め の 方 法 を 記 載 す る 。 そ の WO92／ 00521 の 第 ３ 図 は 、 ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質
の 切 断 が β － ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 近 く で 生 じ 、 可 溶 性 ア ミ ノ 末 端 フ ラ グ メ ン
ト を 生 成 す る こ と を 示 唆 し て い る が 、 し か し そ の よ う な 切 断 の 証 拠 又 は 論 議 は そ の 出 願 に
は 示 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 Kennedyな ど .(1992) Neurodegeneration １ ： 59～ 64は 、 分 泌 さ れ た β APP の 形 に つ い
て の デ ー タ を 表 わ し 、 こ れ は β APP の 残 基  527－ 540 に 対 す る 抗 体 と の そ の 反 応 性 及 び β
APの 最 初 の 15個 の 残 基 に 対 す る 抗 体 と の 反 応 性 の 欠 乏 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 。 β APP 形 の
カ ル ボ キ シ 末 端 の 切 断 部 位 又 は 同 定 を 示 す 直 接 的 な 証 拠 は 提 供 さ れ て い な い 。  PCT出 願 WO
91／ 16628 号 は 、 プ ロ テ ア ー ゼ  nexin－ ２ 又 は ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体
を 利 用 し て 、 ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 及 び そ の フ ラ グ メ ン ト の 検 出 に 基 づ い て の 疾 病
の 診 断 方 法 を 記 載 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 最 近 の 報 告 は 、 可 溶 性 β － ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド が 培 養 培 地 (Haassな ど .(1992) Nature 3
59：  322～ 325)に 、 及 び ヒ ト 及 び 動 物  CSF(Seubertな ど .(1992) Nature 359：  325～ 327)
に 健 康 細 胞 に よ り 生 成 さ れ る こ と を 示 す 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る β － ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質  (β APP)の 分 泌 さ れ た ア ミ
ノ 末 端 フ ラ グ メ ン ト を 検 出 、 そ し て モ ニ タ ー す る た め の 方 法 及 び 組 成 物 が 提 供 さ れ 、 こ こ
で 前 記 フ ラ グ メ ン ト は 前 記 β － ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド  (β AP) 領 域 の ア ミ ノ 末 端 で 又 は そ の
近 く で の 切 断 に 起 因 す る 。 特 に 、 Kangな ど . 、 前 記 に よ り 記 載 さ れ る β APP に 基 づ く ア ミ
ノ 酸 配 列  (す な わ ち “ 正 常 ” な 配 列 )に 関 し て は 、 β APP の こ の 切 断 さ れ 、 分 泌 さ れ た フ
ラ グ メ ン ト は 、 そ れ ら の カ ル ボ キ シ 末 端 で 暴 露 さ れ る メ チ オ ニ ン を 有 す る 分 泌 さ れ た フ ラ
グ メ ン ト の 一 定 の カ ル ボ キ シ 末 端 残 基 を 含 ん で 成 る ペ プ チ ド に 対 し て 発 生 せ し め ら れ た 抗
体 に よ り 認 識 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 他 方 、 天 然 に 存 在 し 又 は 構 築 さ れ た 、 β APP の 変 異 配 列 、 た と え ば Mullanな ど ． (1992)
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 Nature Genet １ ：  345～ 347 に よ り 報 告 さ れ る 、 リ シ ン 5 9 5  － メ チ オ ニ ン 5 9 6  を ア ス パ
ラ ジ ン 5 9 5  － ロ イ シ ン 5 9 6  に 変 え る 二 重 変 異 誘 発 が こ の 領 域 に お け る 新 規 配 列 を 導 入 す る
こ と が で き る 。 こ の β APP 配 列 の Ｃ 末 端 残 基 に 対 し て 特 異 的 な 結 合 物 質 が そ の よ う な 配 列
の た め の 検 出 の 好 ま し い 手 段 で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 分 泌 さ れ た フ ラ グ メ ン ト は 、 損 な わ れ て い な い β APP に お け る β AP領 域 に 隣 接 し て 存 在
す る カ ル ボ キ シ 末 端 残 基 （ 正 常 な 配 列 の 場 合 は メ チ オ ニ ン ） の ５ 個 の ア ミ ノ 酸 内 で 終 結 す
る β APP の 実 質 的 に 損 な わ れ て い な い ア ミ ノ 末 端 配 列 を 含 ん で 成 る で あ ろ う 。 特 に 、 分 泌
さ れ た フ ラ グ メ ン ト は 、 β APP の  695個 の ア ミ ノ 酸 イ ソ フ ォ ー ム (isoform) の メ チ オ ニ ン
5 9 6  及 び リ シ ン 5 9 5  に お い て 終 結 す る 配 列 、 及 び 他 の イ ソ フ ォ ー ム の た め の 対 応 す る 番 号
並 び に 変 異 体 β APP 形 、 た と え ば LYS 5 9 5 － MET 5 9 6 ～ ASN 5 9 5 － LEU 5 9 6  ("Swedish" 形 ） の た
め の 対 応 す る ア ミ ノ 酸 か ら 成 る 。 本 発 明 の 方 法 及 び 組 成 物 は 、 β APPの 細 胞 内 プ ロ セ ッ シ
ン グ を モ ニ タ ー す る た め に 、 特 に あ る 疾 病 、 特 に ア ル ツ ハ イ マ ー 病 及 び 家 族 性 形 並 び に ダ
ウ ン 症 候 群 に 関 与 さ れ る 損 な わ れ て い な い β APを 放 す β APP の 切 断 を モ ニ タ ー す る た め に
イ ン ビ ボ 及 び イ ン ビ ト ロ の 両 者 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 第 １ の 特 定 の 観 点 に お い て は 、 β APP の 分 泌 さ れ た ア ミ ノ 末 端 フ ラ グ メ ン ト (A
TF－ β APP)が 、 β APP 695 イ ソ フ ォ ー ム の 残 基  596で 終 結 す る β APP 配 列 の Ｃ 末 端 残 基 に
対 し て 発 生 せ し め ら れ た 及 び ／ 又 は そ の 残 基 に 対 し て 特 異 的 な 結 合 物 質 と の 反 応 に よ り 、
典 型 的 に は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル に 存 在 す る β APP の 他 の 切 断 さ れ た 形 と  ATF－ β APP と を
区 別 す る こ と が で き る 抗 体 と の 反 応 に よ り 検 出 さ れ る 。 そ の 必 要 な 特 異 性 を 有 す る 抗 体 は
、  ATF－ β APP の Ｃ 末 端 残 基 を 包 含 す る 合 成 ペ プ チ ド ハ プ テ ン に 対 し て 生 ぜ し め ら れ る 。
　 本 発 明 の 第 ２ の 特 定 の 観 点 に お い て は 、 β AP関 連 の 疾 病 、 た と え ば ア ル ツ ハ イ マ ー 病 及
び ダ ウ ン 症 候 群 は 、 患 者 の サ ン プ ル 、 た と え ば  CSF、 血 清 、 血 液 、 血 漿 、 尿 、 組 織 及 び 同
様 の も の に お け る  ATF－ β APP の 検 出 に 基 づ い て 、 患 者 に お い て 診 断 さ れ 、 そ し て モ ニ タ
ー さ れ 得 る 。 高 め ら れ た  ATF－ β APP レ ベ ル 又 は 割 合 は 、 前 記 疾 病 の 開 始 及 び 進 行 に 関 与
し 、 そ し て 前 記 疾 病 の 処 理 で の 経 過 を 伴 っ て 減 じ ら れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 第 ３ の 特 定 の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、 β AP生 成 イ ン ヒ ビ タ ー を 同 定 す る た め の 方 法
を 提 供 し 、 こ こ で  ATF－ β APP の 分 泌 を も た ら す 条 件 下 で 動 物 が そ の 分 泌 を 高 め ら れ 、 又
は 細 胞 が 培 養 さ れ る 。 動 物 又 は 培 養 さ れ た 細 胞 は 試 験 化 合 物 に 暴 露 さ れ 、 そ し て  ATF－ β
APP の 分 泌 さ れ た 量 又 は 割 合 の 変 化 を 引 き 起 こ す 試 験 化 合 物 が 同 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 第 ４ の 特 定 の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 、  ATF－ β APP の Ｃ 末 端 に 特 異 的 に 結 合 で き る
、 抗 体 分 子 、 た と え ば 損 な わ れ て い な い 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 及 び 免 疫 グ ロ ブ リ ン フ ラ グ メ
ン ト を 含 む 抗 体 組 成 物 を 含 ん で 成 る 。 そ の よ う な 抗 体 分 子 は 、  ATF－ β APP の Ｃ 末 端 残 基
を 含 ん で 成 る 免 疫 原 を 通 常 用 い て 、 い づ れ か の 従 来 の 手 段 で 調 製 さ れ 得 、 そ し て こ こ で Ｃ
末 端 メ チ オ ニ ン が 正 常 な 配 列 に お い て は 暴 露 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 第 ５ の 特 定 の 観 点 に お い て は 、 本 発 明 は 精 製 さ れ 、 そ し て 単 離 さ れ た 形 で  ATF－ β APP 
を 含 ん で 成 る 。 そ の よ う を 組 成 物 は  ATF－ β APP の 検 出 の た め に 種 々 の 従 来 の ア ッ セ イ に
お い て 有 用 で あ ろ う 。 そ の よ う な 組 成 物 は 、 天 然 又 は 組 換 え 源 、 た と え ば  CSF、 適 切 な 細
胞 培 養 物 か ら の な ら し 培 地 又 は 同 様 の も の か ら の  ATF－ β APP の 単 離 及 び 精 製 に よ り 得 ら
れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 は 、 前 駆 体 タ ン パ ク 質 か ら の 損 な わ れ て い な い β － ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド  (β AP) 
領 域 の 切 断 に 起 因 す る β － ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質  (β APP)の 新 規 分 泌 さ れ た フ ラ グ
メ ン ト の 同 定 に 起 因 す る 。 そ の 新 規 の 分 泌 さ れ た フ ラ グ メ ン ト は 、 そ の よ う な 切 断 の 後 に
残 存 す る β APP の ア ミ ノ 末 端 部 分 を 含 ん で 成 り 、 そ し て β APP の ア ミ ノ 末 端 フ ラ グ メ ン ト
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(ATF－ β APP)と し て こ の 後 、 言 及 さ れ る で あ ろ う 。  ATF－ β APP は 、 β APP の た め の 他 の
分 泌 プ ロ セ ッ シ ン グ 路 の 生 成 物 で あ る と 思 わ れ て お り 、 こ こ で 前 記 路 は 正 常 な  (疾 病 を 有
さ な い ) 細 胞 に 存 在 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 し か し な が ら 、 他 の 分 泌 路 は 患 者 に お け る 疾 病 細 胞 に お け る β APの 生 成 に お い て 必 須 の
出 来 事 を 担 当 し 、 そ し て  ATF－ β APP の 異 常 生 成 は β APプ ラ ー ク に 関 連 す る 疾 病 、 特 に ア
ル ツ ハ イ マ ー 病 及 び ダ ウ ン 症 候 群 に 包 含 さ れ 得 る と 思 わ れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 生 物 学
的 サ ン プ ル に お け る  ATF－ β APP の 検 出 及 び 測 定 に 基 づ い て β APP の 細 胞 プ ロ セ ッ シ ン グ
を モ ニ タ ー す る た め の 方 法 及 び 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ATF－ β APP は 、 β AP領 域 に す ぐ 隣 接 し て 存 在 し 、 そ し て 正 常 な β APP の た め に は 、 カ
ル ボ キ シ 末 端 メ チ オ ニ ン  (下 記 に 示 さ れ る よ う に  695イ ソ フ ォ ー ム に お い て メ チ オ ニ ン 5 9

6  と し て 番 号 を 付 与 さ れ て い る ) を 含 む 、 β APP の 一 定 残 基 を 含 ん で 成 る ペ プ チ ド に 対 し
て 発 生 せ し め ら れ た 抗 体 に 対 す る 特 異 的 結 合 に よ り 同 定 さ れ 、 そ し て 認 識 さ れ る 。 そ の ペ
プ チ ド は 通 常 、 少 な く と も ５ 個 ま で の 連 続 残 基 を 含 み 、 そ し て 残 基 5 9 6  を 含 み 、 そ し て そ
の よ う な 抗 体 を 生 成 す る た め の 特 定 方 法 が 下 記 に 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 図 １ の Ａ 及 び Ｂ を 参 照 す れ ば 、 β APP は 、 そ れ ぞ れ 695, 751及 び  770個 の ア ミ ノ 酸 を 含
ん で 成 る ３ 種 の イ ソ フ ォ ー ム で 見 出 さ れ る 。  695の イ ソ フ ォ ー ム は 神 経 細 胞 に お い て 最 と
も 通 常 で あ り 、 そ し て  751及 び  770の イ ソ フ ォ ー ム は  695イ ソ フ ォ ー ム 上 で の 残 基  289で
の 挿 入 に 起 因 す る (695イ ソ フ ォ ー ム の す べ て の 番 号 付 け は 、 Kangな ど .(1987) Nature 325
：  733～ 736 に 従 っ て い る ) 。  ATF－ β APPは 、 明 ら か に 、  695イ ソ フ ォ ー ム の 残 基  596
と  597と の 間 に 位 置 す る 、 β － ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド  (β AP) 領 域 の ア ミ ノ 末 端 の ア ミ ノ 末
端 側 上 の ５ つ の 残 基 で 又 は そ の ５ つ の 残 基 以 内 で の 種 々 の β APP イ ソ フ ォ ー ム の タ ン パ ク
質 分 解 性 切 断 に 起 因 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 そ の よ う な 切 断 は 、 通 常 メ チ オ ニ ン 5 9 6  、 リ シ ン 5 9 5  又 は ロ イ シ ン 5 9 6  で あ り 、 よ り 通
常 に は メ チ オ ニ ン 5 9 6  で あ る 、 第 １ Ｂ 図 に MET 5 9 6 及 び LYS 5 9 5 と し て 示 さ れ る 、 Ｃ 末 端 残 基
の 暴 露 を も た ら す 。 も ち ろ ん 、 Ｃ 末 端 残 基 は 、  ATF－ β APP が 異 な っ た β APP イ ソ フ ォ ー
ム か ら 誘 導 さ れ る 場 合 、 異 な っ た 番 号 付 け を 有 す る こ と が 認 識 さ れ る で あ ろ う 。 特 に 、 Ｃ
末 端 メ チ オ ニ ン は そ れ ぞ れ  751及 び 770 β APP イ ソ フ ォ ー ム に お い て 、 MET 6 5 2 及 び MET 6 7 1

で あ り 、 そ し て Ｃ 末 端 リ シ ン は LYS 6 5 1 及 び LYS 6 7 0 で あ る 。 こ の 後 に 使 用 さ れ る 場 合 、 メ チ
オ ニ ン 5 9 6  、 リ シ ン 5 9 5  及 び ロ イ シ ン 5 9 6  は 一 般 的 に 、 β APP の す べ て の 他 の イ ソ フ ォ ー
ム 又 は 変 異 体 に お け る 対 応 す る 残 基 を 言 及 す る で あ ろ う 。 現 在 、  ATF－ β APP の Ｎ 末 端 残
基 は す べ て の イ ソ フ ォ ー ム に お け る  LEU 1 8 で あ る と 思 わ れ る  (β AP領 域 内 で 切 断 さ れ る 分
泌 さ れ た 形 で の β APP の ア ミ ノ 末 端 の プ ロ セ ッ シ ン グ に 基 づ く ) 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、  ATF－ β APP は 、 種 々 の 生 物 学 的 サ ン プ ル 、 た と え ば イ ン ビ ト ロ サ ン
プ ル 、 た と え ば 培 養 さ れ た 細 胞 か ら の な ら し 培 地 及 び イ ン ビ ボ 患 者 サ ン プ ル 、 典 型 的 に は
 CSF、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 尿 、 組 織 及 び 同 様 の も の に お い て 検 出 さ れ 、 そ し て ／ 又 は 測 定
さ れ 得 る 。 検 出 及 び 測 定 は 、 サ ン プ ル に 見 出 さ れ る 他 の β － APP フ ラ グ メ ン ト と  ATF－ β
APP と を 区 別 で き る い づ れ か の 技 法 に よ り 達 成 さ れ 得 る 。 便 利 に は 、 免 疫 学 的 検 出 技 法 が
、 使 用 さ れ 得 、 こ こ で そ の 技 法 は 、 β AP領 域 の 切 断 に 基 づ い て 暴 露 さ れ る  ATF－ β APP の
Ｃ 末 端 残 基 、 た と え ば メ チ オ ニ ン 5 9 6  、 ロ イ シ ン 5 9 6  又 は リ シ ン 5 9 5  に 結 合 す る 、 抗 体 、
抗 体 フ ラ グ メ ン ト 又 は 他 の 同 等 の 特 異 的 結 合 物 質 を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 そ の よ う な Ｃ 末 端 特 異 的 抗 体 は  ATF－ β APP と 関 連 す る β APP フ ラ グ メ ン ト と の 間 で 区
別 で き る こ と が 見 出 さ れ た 。 他 方 、 免 疫 学 的 検 出 技 法 は 、 従 来 の 技 法 を 用 い て 、 単 離 さ れ
、 そ し て 精 製 さ れ た  ATF－ β APP に 基 づ か れ て い る 。 Ｃ 末 端 残 基 特 異 的 抗 体 及 び 精 製 さ れ
、 そ し て 単 離 さ れ た  ATF－ β APP の 両 者 の 調 製 は こ の 後 に 記 載 さ れ る 。 特 に 適 切 な 検 出 技
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法 は 、  ELISA、 ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 及 び 同 様 の も の を 包 含 す る
。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ATF－ β APP 特 異 的 抗 体 及 び ／ 又 は 競 争 抗 原 の 使 用 を 必 要 と し な い 、  ATF－ β APP を 検
出 す る た め の 他 の 技 法 が ま た 、 使 用 さ れ 得 る 。 た と え ば 、 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 が 、 β APP 
の 密 接 に 関 連 す る 可 溶 性 フ ラ グ メ ン ト を 分 離 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 次 に 、 多 く の 又 は
す べ て の フ ラ グ メ ン ト と 交 叉 反 応 す る 抗 体 が 、 ゲ ル を プ ロ ー ブ す る た め に 使 用 さ れ 得 、 そ
し て  ATF－ β APP の 存 在 は ゲ ル 上 で の そ の 正 確 な 位 置 に 基 づ い て 同 定 さ れ る 。  ATF－ β AP
P の 検 出 の た め の 他 の 技 法 は ま た 、 当 業 者 の 技 術 の 範 囲 内 で あ る 。 た と え ば 、 β APの ア ミ
ノ 末 端 領 域 を 含 む 分 泌 さ れ た β APP 種 は 、 サ ン プ ル か ら 免 疫 学 的 に 除 去 さ れ 、  ATF－ β AP
P が 単 離 さ れ （ 第 ２ Ａ 図 、 レ ー ン ２ 及 び 第 ５ 図 、 レ ー ン 11及 び 12を 参 照 の こ と ） 、 次 に こ
れ は 上 記 に 論 ぜ ら れ た い く つ か の 方 法 の い づ れ か に よ り 検 出 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ATF－ β APP に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 は 、 メ チ オ ニ ン 残 基 を 含 む Ｃ 末 端  ATF－ β APP 配 列
を 含 ん で 成 る 適 切 な 抗 原 又 は ハ プ テ ン に 対 し て 調 製 さ れ 得 る 。 便 利 に は 、 合 成 ペ プ チ ド が
、 従 来 の 固 相 技 法 に よ り 調 製 さ れ 、 適 切 な 免 疫 原 に 結 合 さ れ 、 そ し て 従 来 の 技 法 に よ り 抗
血 清 又 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 １ つ の 適 切 な 合 成 ペ プ チ ド
は 、 β APの す ぐ ア ミ ノ 末 端 部 位 上 に 位 置 し 、 そ し て 免 疫 原 に 結 合 さ れ 、 そ し て 実 験 セ ク シ
ョ ン に 詳 細 に 記 載 さ れ る よ う に 特 定 の 抗 体 を 調 製 す る た め に 使 用 さ れ る  ATF－ β APP(ISEV
KM)の ６ 個 の 残 基 か ら 成 る 。 他 の 適 切 な ペ プ チ ド ハ プ テ ン は 通 常 、 β APの す ぐ ア ミ ノ 末 端
側 上 の β APP 内 の 少 な く と も ５ 個 の 連 続 し た 残 基 を 含 ん で 成 り 、 そ し て ６ 個 以 上 の 残 基 を
含 む こ と も で き る （ 但 し 、 16個 の ア ミ ノ 末 端 残 基 を 含 む ペ プ チ ド は ほ と ん ど 特 異 的 で な い
抗 血 清 を 生 成 す る こ と が 見 出 さ れ て い る ） 。 正 常 な  ATF－ β APPの カ ル ボ キ シ 末 端 の 25個
の 残 基 は 次 の 通 り で あ る （ 単 一 文 字 の ア ミ ノ 酸 名 称 を 用 い る ） 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 　 　 　 　 DRGLT　 　 　  TRPGSGLTNI　 　 　  KTEEISEVKM
　 　 　 　 　 　 576 　 　 　 　 　 　  586　 　 　 　 　 　 　 596
【 ０ ０ ３ １ 】
　 合 成 ポ リ ペ プ チ ド ハ プ テ ン は 、 ア ミ ノ 酸 が 成 長 鎖 に 連 続 的 に 付 加 さ れ る 、 良 く 知 ら れ た
Merrifield固 相 合 成 技 法 に よ り 生 成 さ れ 得 る (Merrifield (1963) J.Am.Chem.Soc. 85： 21
49～ 2156) 。 ア ミ ノ 酸 配 列 は 上 記  ATF－ β APP の 配 列 に 基 づ か れ て お り 、 又 は 天 然 に 存 在
す る 又 は 構 築 さ れ た 変 異 配 列 を 用 い る こ と が で き る 。 た と え ば 、  Swedish変 異 体 は 、 リ シ
ン 5 9 5  － メ チ オ ニ ン 5 9 6  の た め に 置 換 さ れ た ア ス パ ラ ジ ン 5 9 5  － ロ イ シ ン 5 9 6  を 有 し 、 そ
し て 他 の 置 換 は メ チ オ ニ ン 5 9 6  と ロ イ シ ン 5 9 6  と の 置 換 の み を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 十 分 な 量 の ポ リ ペ プ チ ド ハ プ テ ン が 得 ら れ た な ら 、 そ れ は 、 一 般 的 に Hudson and Hay, 
Practical Immunology, Blackwell ScientificPublications, Oxford, Chapter 1.3, 198
0(こ れ は 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 ま れ る ） に 記 載 さ れ る よ う に し て 、 適 切 な 免 疫 原 性 キ
ャ リ ヤ ー 、 た と え ば 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト (keyholelimpet) ヘ モ シ ア ニ
ン 、 他 の 適 切 な タ ン パ ク 質 キ ャ リ ヤ ー に 接 合 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 十 分 な 量 の 免 疫 原 が 得 ら れ た な ら 、  ATF－ β APP か ら β APの 切 断 に 基 づ い て 暴 露 さ れ る
Ｃ 末 端 残 基 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 が イ ン ビ ト ロ 又 は イ ン ビ ボ 技 法 に よ り 生 成 さ れ 得 る 。 イ
ン ビ ト ロ 技 法 は 、 免 疫 原 へ の リ ン パ 球 の 暴 露 を 包 含 し 、 そ し て イ ン ビ ボ 技 法 は 適 切 な 脊 椎
動 物 宿 主 中 へ の 免 疫 原 の 注 射 を 必 要 と す る 。 適 切 な 脊 椎 動 物 宿 主 は 、 ヒ ト で は な く 、 た と
え ば マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 羊 、 ヤ ギ 及 び 同 様 の も の を 包 含 す る 。 免 疫 原 は 予 定 さ れ た
ス ケ ジ ュ ー ル に 従 っ て 動 物 中 に 注 射 さ れ 、 そ し て そ の 動 物 は 改 良 さ れ た 力 価 及 び 特 異 性 を
有 す る 連 続 的 な 採 血 を 伴 っ て 定 期 的 に 採 血 さ れ る 。 注 射 は 、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 、 皮 下 又 は 同
様 の も の に 行 な わ れ 、 そ し て ア ジ ュ バ ン ト 、 た と え ば 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト が 使
用 さ れ る で あ ろ う 。
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【 ０ ０ ３ ４ 】
　 所 望 に は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 所 望 す る 特 異 性 を 有 す る 抗 体 を 生 成 で き る 不 滅 化 さ
れ た 細 胞 系 を 調 製 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 。 そ の よ う な 不 滅 化 さ れ た 細 胞 系 は 種 々 の 手
段 で 生 成 さ れ 得 る 。 便 利 に は 、 小 脊 椎 動 物 、 た と え ば マ ウ ス が 上 記 方 法 に よ り 所 望 す る 免
疫 原 に よ り 高 度 免 疫 化 さ れ る 。 次 に 、 脊 椎 動 物 は 通 常 、 最 終 免 疫 化 の 数 日 後 に 殺 害 さ れ 、
脾 臓 細 胞 が 除 か れ 、 そ し て 脾 臓 細 胞 が 不 滅 化 さ れ る 。 こ の 不 滅 化 の 態 様 は 臨 界 で は な い 。
現 在 、 ほ と ん ど の 共 通 す る 技 法 は 、  Kohler and Milstein (1975) Nature 256：  495～ 49
7に よ り 最 初 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 骨 髄 腫 細 胞 融 合 パ ー ト ナ ー と の 融 合 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 他 の 技 法 は 、  EBV形 質 転 換 、 裸 の  DNA、 た と え ば 癌 遺 伝 子 、 レ ト ロ ウ ィ ル ス 、 等 に よ る
形 質 転 換 、 又 は 細 胞 系 の 適 切 な 維 持 及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 成 を 提 供 す る い づ れ か 他
の 方 法 を 包 含 す る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 す る た め の 特 定 の 技 法 は 、 Antibodies： A 
Laboratory Manual, Harlow and Lane, eds., ColdSpring Harbor Laboratory, 1988に 記
載 さ れ て お り 、 こ れ は 引 例 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 抗 血 清 ） の 他 に 、 本 発 明 の 検 出 技 法 は 、
抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 た と え ば Ｆ (ab), Ｆ V  ， Ｖ L  ， Ｖ H  及 び 他 の フ ラ グ メ ン ト を 用 い る こ
と が で き る で あ ろ う 。 現 在 十 分 に 特 許 及 び 科 学 文 献 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 組 換 え 的 に
生 成 さ れ た 抗 体 （ 免 疫 グ ロ ブ リ ン ） 及 び そ の 変 異 体 を 用 い る こ と も ま た 可 能 で あ る 。 た と
え ば 、  EPO第  8430268.0号 ；  EPO第 85102665.8号 ；  EPO第 85305604.2号 ；  PCT／ GB85／ 00
392 号 ；  EPO第 85115311.4号 ；  PCT／ US86／ 002269号 ； 及 び 日 本 特 許 出 願 第 85239543号 （
こ れ ら は 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 ま れ る ） を 参 照 の こ と 。 上 記 の よ う に し て 調 製 さ れ た
抗 体 の 結 合 特 異 性 を ま ね る 他 の 組 換 え タ ン パ ク 質 を 調 製 す る こ と も ま た 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 通 常 、 実 質 的 に 純 粋 な 形 で 得 ら れ る 、 単 離 さ れ 、 そ し て 精 製 さ れ た  A
TF－ β APP を 含 ん で 成 る 。 “ 実 質 的 に 純 粋 な ” と は 少 な く と も 約 50％ ｗ ／ ｗ （ 重 量 ／ 重 量
） 又 は そ れ 以 上 の 純 度 を 意 味 し 、 そ し て 妨 害 タ ン パ ク 質 及 び 汚 染 物 を 実 質 的 に 有 さ な い 。
好 ま し く は 、  ATF－ β APP は 、 50％ ｗ ／ ｗ 、 好 ま し く は 80％ ｗ ／ ｗ 又 は そ れ 以 上 の 純 度 で
単 離 又 は 合 成 さ れ る で あ ろ う 。  ATF－ β APP は 従 来 の タ ン パ ク 質 精 製 技 法 に よ り 天 然 源 か
ら 精 製 さ れ 、 そ し て 少 な く と も 約 50％ ｗ ／ ｗ の 純 度 の 均 質 組 成 物 が 従 来 の 免 疫 親 和 性 分 離
技 法 を 用 い て 上 記 の よ う に し て 調 製 さ れ た 抗 体 の 使 用 に よ り 精 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 適 切 な 天 然 の 出 発 材 料 は 、  ATF－ β APP 生 成 細 胞 系 、 た と え ば 胎 児 脳 細 胞 培 養 物 及 び 同
様 の も の か ら の な ら し 培 地 を 包 含 す る 。 他 方 、  ATF－ β APP は ヒ ト 宿 主 か ら 得 ら れ た 生 物
学 的 サ ン プ ル 、 た と え ば  CSF、 血 清 及 び 同 様 の も の か ら 単 離 さ れ 得 る 。 適 切 な タ ン パ ク 質
精 製 技 法 は 、 Methods in Enzymology, Vol.182, Deutcher, ed.,Academic Press, Inc., 
San Diego, 1990(引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 ま れ る ) に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 上 記 の よ う に し て 調 製 さ れ た 、 抗 体 及 び 精 製  ATF－ β APP は 、 β － ア ミ ロ イ ド 関 連 疾 病
の モ ニ タ ー の た め に 生 物 学 的 サ ン プ ル 、 特 に イ ン ビ ボ 患 者 サ ン プ ル に お い て 、 及 び β APP 
の 細 胞 内 プ ロ セ ッ シ ン グ を モ ニ タ ー す る た め に 細 胞 培 養 物 か ら の な ら し 培 地 に お い て  ATF
－ β APP を 検 出 す る た め に 種 々 の 従 来 の 免 疫 学 的 技 法 に 使 用 さ れ 得 る 。 適 切 な 免 疫 学 的 技
法 は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 た と え ば  ELISA、 ウ ェ ス タ ー ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 及 び 同 様 の も の を
包 含 す る 。 多 く の 特 定 の 免 疫 学 的 検 出 技 法 が  Harlow and Lane、 前 記 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 患 者 サ ン プ ル に お け る  ATF－ β APP の イ ン ビ ボ 検 出 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 及 び β － ア ミ
ロ イ ド プ ラ ー ク 沈 着 に 関 連 す る 他 の 疾 病 、 た と え ば ダ ウ ン 症 候 群 の 診 断 及 び モ ニ タ ー の た
め に 使 用 さ れ 得 る 。 適 切 な 患 者 の サ ン プ ル は 、  CSF、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 尿 、 組 織 及 び 同
様 の も の を 包 含 す る 。 そ の 疾 病 の 存 在 は 一 般 的 に 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 又 は 他 の β － ア ミ ロ
イ ド 関 連 疾 病 を 有 さ な い 正 常 な 個 人 に 比 較 し て 、 高 レ ベ ル の  ATF－ β APP 、 又 は 他 の 分 泌
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さ れ た β APP フ ラ グ メ ン ト （ す な わ ち 、 β AP領 域 内 で 又 は そ の 領 域 の 方 の カ ル ボ キ シ 末 端
で 切 断 さ れ た β APP フ ラ グ メ ン ト ） の 量 に 対 す る  ATF－ β APP の 量 の 高 い 割 合 に 関 連 し て
い る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ATF－ β APP の 量 は 、 イ ソ フ ォ ー ム （ た と え ば 695, 751又 は 770)及 び ／ 又 は そ の カ ル ボ
キ シ 末 端 に よ り さ ら に 定 義 さ れ た 形 （ た と え ば 、 Eschな ど に よ り 記 載 さ れ た 部 位 で 及 び ／
又 は そ の 部 位 の 方 の カ ル ボ キ シ 末 端 で 切 断 さ れ た 形 ） の い づ れ か で 、  APPの 他 の 種 の 量 に
比 較 さ れ 得 る 。 初 期 診 断 方 法 の 他 に 、  ATF－ β APP の レ ベ ル は 、 疾 病 の 進 行 を 追 跡 す る た
め に 、 及 び 処 理 の 有 効 性 を 実 質 的 に 追 跡 す る た め に モ ニ タ ー さ れ 得 る 。  ATF－ β APP の レ
ベ ル は 効 果 的 な 処 理 法 に よ り 低 下 す る こ と が 予 測 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 適 切 な 細 胞 培 養 物 か ら の 培 養 培 地 に お け る  ATF－ β APP レ ベ ル の イ ン ビ ト ロ モ ニ タ ー は
薬 物 の ス ク リ ー ニ ン グ の た め に 使 用 さ れ 得 る 。 培 養 培 地 中 へ の  ATF－ β APP の 分 泌 を も た
ら す 条 件 下 で 細 胞 を 増 殖 し 、 そ し て そ の 細 胞 を 試 験 化 合 物 に 暴 露 す る こ と に よ っ て 、  ATF
－ β APP 分 泌 に 対 す る そ れ ら の 試 験 化 合 物 の 効 果 が 観 察 さ れ 得 る 。 ATF－ β APP の 量 を 減
じ る こ と が で き る 試 験 化 合 物 は 、 β AP形 成 の イ ン ヒ ビ タ ー と し て 試 験 の た め の 候 補 体 で あ
る こ と が 予 測 さ れ る 。 適 切 な 細 胞 系 は 、 ヒ ト 及 び 動 物 細 胞 系 、 た と え ば  293ヒ ト 腎 細 胞 系
、 ヒ ト 神 経 膠 細 胞 系 、 ヒ ト HeLa細 胞 、 一 次 内 皮 細 胞 （ た と え ば  HUVEC細 胞 ） 、 一 次 ヒ ト 線
維 芽 細 胞 又 は リ ン パ 芽 球 （ β APP 変 異 を 有 す る 患 者 に 由 来 す る 内 因 性 細 胞 を 包 含 す る ） 、
一 次 ヒ ト 混 合 脳 細 胞 （ ニ ュ ー ロ ン 、 星 状 細 胞 及 び 神 経 膠 を 包 含 す る ） 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム
ス タ ー 卵 巣 (CHO) 細 胞 、 及 び 同 様 の も の を 包 含 す る 。  ATF－ β APP の レ ベ ル 又 は 割 合 を 選
択 的 に 高 め る 細 胞 系 は 本 発 明 の 方 法 に お い て 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 同 様 に 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 動 物 モ デ ル 、 た と え ば WO91／ 19810号 に 開 示 さ れ る マ ウ ス
モ デ ル （ こ の 開 示 は 、 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 む ） に お け る  ATF－ β APP の イ ン ビ ト ロ
モ ニ タ ー リ ン グ は ま た 、 治 療 効 果 の た め に （ 通 常 、 イ ン ビ ト ロ ス ク リ ー ン に よ り 前 も っ て
同 定 さ れ て い る 化 合 物 の 試 験 の た め に ） 試 験 化 合 物 を ス ク リ ー ン す る た め に も 使 用 さ れ 得
る 。 試 験 化 合 物 は 動 物 に 投 与 さ れ 、 そ し て  ATF－ β APP の レ ベ ル 又 は 他 の β APP フ ラ グ メ
ン ト に 対 す る  ATF－ β APPの 割 合 が 観 察 さ れ る 。  ATF－ β APP の レ ベ ル を 減 じ 、 又 は 他 の
β APPフ ラ グ メ ン ト に 対 す る  ATF－ β APP の 割 合 を 減 じ る 化 合 物 が 追 加 の 評 価 の た め の 候
補 体 で あ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 試 験 化 合 物 は 、 細 胞 の 生 存 性 を 実 質 的 に 妨 害 し な い で 細 胞 培 養 物 に 添 加 さ れ 得 る い づ れ
か の 分 子 、 化 合 物 又 は 他 の 物 質 で あ り 得 る 。 適 切 な 試 験 化 合 物 は 、 小 さ な 分 子 、 生 物 学 的
ポ リ マ ー 、 た と え ば ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ サ ッ カ リ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 同 様 の も の で
あ り 得 る 。 試 験 化 合 物 は 典 型 的 に は 、 約 １ nM～ １ mM、 通 常 約 10μ Ｍ ～ １ mMの 範 囲 の 濃 度 で
培 養 培 地 に 添 加 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ATF－ β APP の 分 泌 を 阻 害 で き る 試 験 化 合 物 は 、 病 原 性 細 胞 に お け る β － ア ミ ロ イ ド 生
成 を ブ ロ ッ ク す る 能 力 の さ ら な る 決 定 の た め の 候 補 体 と し て 見 な さ れ る 。 分 泌 の 阻 害 は 、
β APの ア ミ ノ 末 端 で の β APP の 切 断 が 少 な く と も 部 分 的 に ブ ロ ッ ク さ れ 、 β － ア ミ ロ イ ド
ペ プ チ ド へ の 転 換 の た め に 利 用 で き る プ ロ セ ッ シ ン グ 中 間 体 の 量 を 減 じ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 は 、 細 胞 に お け る β － ア ミ ロ イ ド 生 成 を 阻 害 す る た め の 方 法 を さ ら に 含 ん で 成 り
、 こ こ で そ の 方 法 は 、 上 記 方 法 に よ り 選 択 さ れ た 化 合 物 を 細 胞 に 投 与 す る こ と を 包 含 す る
。 そ の 化 合 物 は 、 培 養 さ れ た 細 胞 に よ り β AP生 成 を 阻 害 す る た め に 細 胞 培 養 物 に 添 加 さ れ
得 る 。 そ の 化 合 物 は ま た 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 及 び 他 の β AP－ 関 連 疾 病 に 関 連 す る ア ミ ロ イ
ド プ ラ ー ク の 沈 着 を 阻 害 す る た め に 患 者 に 投 与 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 方 法 に よ り 選 択 さ れ た 化 合 物 を 組 込 み 、 そ し て 医 薬 的 に 許 容 で き る キ ャ
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リ ヤ ー を 含 む 医 薬 組 成 物 を さ ら に 含 ん で 成 る 。 そ の よ う な 医 薬 組 成 物 は 、 本 発 明 の 方 法 に
よ り 同 定 さ れ た 少 な く と も １ 種 の 化 合 物 の 治 療 又 は 予 防 量 を 含 む べ き で あ る 。 医 薬 的 に 許
容 で き る キ ャ リ ヤ ー は 、 意 図 さ れ る 宿 主 に 化 合 物 を 供 給 す る の に 適 切 な い づ れ か の 相 溶 性
非 毒 性 物 質 で あ り 得 る 。 滅 菌 水 、 ア ル コ ー ル 、 脂 肪 、 ロ ウ 、 及 び 不 活 性 固 体 が キ ャ リ ヤ ー
と し て 使 用 さ れ 得 る 。 医 薬 的 に 許 容 で き る ア ジ ュ バ ン ト 、 緩 衝 剤 、 分 散 剤 、 及 び 同 様 の も
の が ま た 、 医 薬 組 成 物 中 に 導 入 さ れ 得 る 。 活 性 剤 を 組 込 む 医 薬 条 件 の 調 整 は 、 医 学 及 び 科
学 文 献 に 十 分 に 記 載 さ れ て い る 。 た と え ば 、 Remington's Pharmaceutical Science, Mack
 Publishing Company,Easton, Pennsylvania, 16th Ed., 1982 (こ の 開 示 は 引 用 に よ り 本
明 細 書 に 組 込 ま れ る ） を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 上 記 医 薬 組 成 物 は 、 非 経 口 、 局 部 及 び 経 口 投 与 を 包 含 す る 、 宿 主 へ の 全 身 投 与 の た め に
適 切 で あ る 。 そ の 医 薬 組 成 物 は 非 経 口 的 に 、 す な わ ち 皮 下 、 筋 肉 内 又 は 静 脈 内 投 与 さ れ 得
る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 宿 主 へ の 投 与 の た め の 組 成 物 を 供 給 し 、 こ こ に 前 記 組 成 物 は 上 記 の
よ う に 、 許 容 で き る キ ャ リ ヤ ー に お け る 同 定 さ れ た 化 合 物 の 医 薬 的 に 許 容 で き る 溶 液 を 含
ん で 成 る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 時 々 、 脳 に 直 接 的 又 は 間 接 的 に 前 記 医 薬 組 成 物 を 導 入 す る こ と が 所 望 さ れ 又 は 必 要 で あ
ろ う 。 直 接 的 な 技 法 は 通 常 、 血 液 － 脳 バ リ ヤ ー を バ イ パ ス す る た め に 宿 主 の 心 室 シ ス テ ム
中 に 薬 物 供 給 カ ー テ ー テ ル の 配 置 を 包 含 す る 。 一 般 的 に 好 ま し い 間 接 的 な 技 法 は 、 脂 質 可
溶 性 薬 物 へ の 親 水 性 薬 物 の 転 換 に よ り 薬 物 潜 在 性 を 提 供 す る た め に 組 成 物 を 配 合 す る こ と
を 包 含 す る 。 潜 在 性 は 一 般 的 に 、 薬 物 を よ り 脂 質 可 溶 性 に す る た め に 薬 物 上 に 存 在 し 、 そ
し て 血 液 － 脳 バ リ ヤ ー を 通 し て の 輸 送 を 受 け や す い 、 ヒ ド ロ キ シ ル 、 カ ル ボ キ シ ル 及 び 第
一 ア ミ ン 基 の ブ ロ ッ ク を 通 し て 達 成 さ れ る 。 他 方 、 親 水 性 薬 物 の 供 給 は 、 血 液 － 脳 バ リ ヤ
ー を 一 時 的 に 開 放 で き る 高 張 液 の 動 脈 内 注 入 に よ り 高 め ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 医 薬 キ ャ リ ヤ ー に お け る 化 合 物 の 濃 度 は 広 く 変 化 し 、 す な わ ち 医 薬 組 成 物 の 約  0.1重 量
％ ～ 約 20重 量 ％ 又 は そ れ 以 上 で あ る 。 筋 肉 内 注 射 の た め の 局 部 医 薬 組 成 物 は 、 た と え ば １
～ ４ mlの 滅 菌 し た 緩 衝 水 及 び 本 発 明 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ た 化 合 物 １ μ ｇ ～ １ mgを 含 む よ
う に 製 造 さ れ る 。 静 脈 内 注 入 の た め の 局 部 組 成 物 は 、 滅 菌 リ ン ガ ー 溶 液  100～  500ml及 び
前 記 化 合 物 約 １ ～  100mgを 含 む よ う に 製 造 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 β APの 沈 着 に 関 連 す る 疾 病 、 た と え ば ア ル ツ ハ イ マ ー 病 及 び ダ
ウ ン 症 候 群 の 予 防 的 及 び ／ 又 は 治 療 的 処 置 の た め に 投 与 さ れ 得 る 。 治 療 的 適 用 に お い て 、
医 薬 組 成 物 は 、 疾 病 を す で に 有 す る 宿 主 に 投 与 さ れ る 。 医 薬 組 成 物 は 、 β APプ ラ ー ク の さ
ら な る 沈 着 を 阻 止 す る の に 十 分 な 量 で 投 与 さ れ る で あ ろ う 。 こ れ を 達 成 す る た め に 適 切 な
量 は 、 “ 治 療 的 有 効 量 ” と し て 定 義 さ れ る 。 そ の よ う な 有 効 量 は 疾 病 の 程 度 、 宿 主 の 大 き
さ 及 び 同 様 の も の に 依 存 し 、 そ し て 一 般 的 に は 、 約 0.01μ ｇ ～ 10mgの 化 合 物 ／ 宿 主 の 体 重
１ kgの 範 囲 で あ り 、 そ し て  0.1μ ｇ ～ １ mg／ kgの 用 量 が よ り 通 常 に は 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 予 防 的 適 用 の た め に は 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は β AP疾 病 に 対 し て 敏 感 で は あ る が 、 し か
し そ の よ う な 疾 病 を す で に 有 さ な い 宿 主 に 投 与 さ れ る 。 そ の よ う な 宿 主 は 、 医 学 文 献 に 記
載 さ れ て い る よ う に 、 遺 伝 的 ス ク リ ー ニ ン グ 及 び 臨 床 的 分 析 に よ り 同 定 さ れ 得 る 。 そ の 医
薬 組 成 物 は ひ じ ょ う に 初 期 段 階 で β APプ ラ ー ク の 沈 着 を 阻 害 又 は 妨 げ る こ と が で き 、 好 ま
し く は β － ア ミ ロ イ ド 疾 病 の 初 期 段 階 さ え も 防 止 す る で あ ろ う 。 予 防 的 有 効 量 と し て 言 及
さ れ る 、 そ の よ う な 予 防 的 処 置 の た め に 必 要 と さ れ る 化 合 物 の 量 は 一 般 的 に 、 治 療 的 処 置
の た め に 記 載 さ れ た 量 と 同 じ で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 次 の 例 は 例 示 的 目 的 に よ り 示 さ れ て お り 、 本 発 明 を 制 限 す る も の で は な い 。
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  実 　 験
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材 料 及 び 方 法
１ ． 抗 体 及 び 親 和 性 マ ト リ ッ ク ス の 調 製
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  6C6を 、 免 疫 原 と し て ウ サ ギ 血 清 ア ル ブ ミ ン に 接 合 さ れ た β AP残 基
１ － 28を 含 む 合 成 ペ プ チ ド を 用 い て 、 抗 体 10D5(Hymanな ど .(1992) J.Neuropath.Exp.Neur
ol. 51： 76) と 同 じ 態 様 で 発 生 せ し め 、 そ し て ス ク リ ー ン し た 。 10D5及 び  6C6の 両 者 は 、
β AP配 列 の 初 め の 16個 の ア ミ ノ 酸 内 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 。  6C6は 免 疫 沈 殿 に お け る 10
D5よ り も よ り 効 果 的 で あ り 、 そ し て 捕 獲 抗 体 と し て 使 用 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 6C6樹 脂 を 調 製 す る た め に 、 ４ mlの  Affigel（ 登 録 商 標 ） 10 (Bio-Rad Laboratories, H
ercules, CA) を 冷 水 に よ り 洗 浄 し 、 そ し て ３ mlの 6C6 (PBS(2.7mMの KCl, 1.5mMの KH 2 PO 4 ,
　 8.1mMの Na 2 HPO 4 , 137mMの NaCl, pH 7.5) 及 び  0.5Ｍ の NaClに お い て 12.5mg/mlを 組 合 し
た 。 カ ッ プ リ ン グ は 軽 い 振 盪 を 伴 っ て ４ ℃ で 一 晩 、 進 行 し た 。 次 に 、  400μ ｌ の １ Ｍ の ト
リ ス （ pH 8.0) を 添 加 し 、 そ し て 振 盪 を 40分 間 続 け た 。 次 に 、 樹 脂 を 、 使 用 す る 前 、 TTBS
(137mMの NaCl, ５ mMの KCl, 25mMの ト リ ス 、  0.5％ の  Tween（ 登 録 商 標 ） 20, pH 7.5) に
よ り 徹 底 的 に 洗 浄 し た 。 抗 体  7H5は ま た 、  Hymanな ど .(1992) 前 記 に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 抗 体  (抗 体 92と 称 す る ) を 、 β APP の 残 基  591－ 596 を 含 む 合 成 ペ プ チ ド に 対 し て 発 生
せ し め た  (Kangな ど .(1987) 前 記 に お い て 番 号 を 付 け ら れ て い る ) 。 ペ プ チ ド  (Ｎ － ア セ
チ ル － CISEVKM)を 、 免 疫 原 を 形 成 す る た め に ス ル ホ － マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル － Ｎ － ヒ ド ロ
キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル に よ り 活 性 さ れ た ウ サ ギ 血 清 ア ル ブ ミ ン に 接 合 し た 。 抗 血 清
を 、 標 準 方 法 論 に よ り ウ サ ギ に お い て 免 疫 原 に 対 し て 生 成 せ し め た 。 個 々 の 接 種 の 間 、 ウ
サ ギ は 、 約 10の 部 位 で  0.1mlの 皮 下 注 射 に お い て 免 疫 原 ５ μ ｇ を 受 け た （ 50μ ｇ ／ 追 加 免
疫 ） 。 上 記 と 同 じ ペ プ チ ド を 、  IgG画 分 か ら の 抗 体 の 親 和 性 精 製 の た め に  Sulfo-ling(TM
) ゲ ル (Pierce Chemical Co., Rockford, IL)に 結 合 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 抗 体 92の 調 製 の 詳 細 な 説 明 は 次 の 通 り で あ る 。 ウ サ ギ 血 清 ア ル ブ ミ ン  (12.3mg) を 、 1.
25mlの 0.05Ｍ の KH 2 PO 4  (pH 7.0) 中 、 13mgの ス ル ホ － マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル － Ｎ － ヒ ド ロ
キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル と 共 に ０ ℃ で 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 そ の 混 合 物
を す ぐ に 、 リ ン 酸 緩 衝 液 に よ り 平 衡 化 さ れ た Sephadex G－ 10の １ × 75cmカ ラ ム 上 で ゲ ル 濾
過 に ゆ だ ね た 、 排 除 さ れ た 体 積 の タ ン パ ク 質 溶 離 物 を プ ー ル し 、 そ し て す ぐ に 、 標 準 の 自
動 化 さ れ た 固 相 方 法 論 に よ り 合 成 さ れ た Ｎ － ア セ チ ル － CISEVKM ペ プ チ ド 30mgと 共 に 組 合
し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 カ ッ プ リ ン グ 反 応 （ 20mlの 体 積 ） を 一 晩 進 行 せ し め 、 そ し て 他 に 、 抗 体 発 生 の た め に 商
業 的 施 設 に 送 っ た 。 注 射 方 法 は 、 等 体 積 の 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト に 抗 原 を 乳 化 す る
こ と 及 び 約 10の 部 位 に  0.1mlの ア リ コ ー ト に お い て 合 計 50μ ｇ の 抗 原 を 皮 下 注 射 す る こ と
で あ る 。 そ の 後 、 ３ 週 間 ご と に 、 追 加 免 疫 注 射 を 同 一 の 手 段 に よ り 与 え 、 但 し 、 不 完 全 フ
ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト を 乳 化 剤 と し て 使 用 し た 。 ウ サ ギ を 個 々 の 注 射 の 後 、 １ 週 間 後 、 採
血 し 、 そ し て 血 清 を  ELISAに お け る ペ プ チ ド へ の 反 応 に よ り 力 価 に つ い て 試 験 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 IgGを 、 50％ の (NH 4 ) 2 SO 4 (２ × ） に よ る 沈 殿 化 に よ り 陽 性 反 応 血 清 か ら 精 製 し 、 そ し て  
PBSに 対 し て 透 析 し た 。 Ｎ － ア セ チ ル － CISEVKMペ プ チ ド を 、 そ の ペ プ チ ド に 対 し て 特 異 的
な 抗 体 を 精 製 す る た め に 、 親 和 性 樹 脂 を 生 成 す る た め の 製 造 業 者 の 推 薦 を 用 い て Sulfo-li
nk(TM)ゲ ル (Pierce Chemical Co., Rockford, IL) に 接 合 し た 。  IgG画 分 を 前 記 カ ラ ム に
適 用 し 、 そ し て  PBSに よ り 非 特 異 的 に 結 合 さ れ た 材 料 を 通 し て 洗 浄 し た 後 、 抗 体 を  0.1Ｍ
の グ リ シ ン pH 2.5及 び 0.5Ｍ の NaClに よ り 溶 離 し 、 そ し て 凍 結 の 前 、  PBSを 通 し て 透 析 し
た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
２ ． ヒ ト 胎 児 脳 細 胞 培 養 物
　 胎 児 ニ ュ ー ロ ン 組 織 検 体 を 、 生 後 12～ 14週 目 の 胎 児 死 骸 か ら 得 た 。 脳 皮 質 の サ ン プ ル を
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ハ ン ク ス 液 （ HBSS) に よ り ２ 度 、 す す い だ 。 皮 質 組 織 （ ２ ～ ３ ｇ ） を 、 １ mgの DNase (Sig
ma Chemical Co., St,Louis, MO D3427)が 添 加 さ れ て い る 冷  HBSS 10mlに 置 い た 。 粉 砕 さ
れ た 懸 濁 液 を 、  210μ ｍ 及 び  130μ ｍ の  Nitexナ イ ロ ン ス ク リ ー ン を 通 し て 、  Pulliamな
ど .(1984) J.Virol.Met. 9： 301 に よ り 記 載 さ れ て い る よ う に し て 濾 過 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 細 胞 を 遠 心 分 離 に よ り 収 穫 し 、 そ し て ニ ュ ー ロ ン 媒 体  (10％ ウ シ 胎 児 血 清 、 １ ％ グ ル コ
ー ス 、 １ mMの  Napyruate, １ mMの グ ル タ ミ ン 、 20mMの  KClに よ り 強 化 さ れ た MEM)に 再 懸 濁
し た 。 ポ リ エ チ レ ン イ ミ ン に よ り 被 覆 さ れ た  100mmの 皿 に 、 ニ ュ ー ロ ン 培 地 ８ mlに お け る
1.5× 10 7  個 の 細 胞 を 接 種 し た 。 培 地 は １ 週 当 た り ２ 度 交 換 さ れ た 。 こ の 研 究 に お け る す
べ て の 培 養 物 は 少 な く と も 30日 、 イ ン ビ ト ロ で 増 殖 さ れ た 。 血 清 を 含 ま な い 増 殖 条 件 の た
め に は 、 培 養 物 を 定 義 さ れ た 培 地 （ ５ μ ｇ ／ mlの ウ シ イ ン シ ュ リ ン ；  0.1mg／ mlの ヒ ト ト
ラ ン ス フ ェ リ ン ；  0.1mg／ mlの  BSA画 分 Ｖ ；  0.062μ ｇ ／ mlの プ ロ ゲ ス テ ロ ン ；  1.6μ ｇ
／ mlの プ ト レ ッ シ ン ；  0.039μ ｇ ／ mlの 亜 セ レ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ；  0.042μ ｇ ／ mlの チ ロ キ
シ ン 及 び  0.033μ ｇ ／ mlの ト リ ヨ ー ド － Ｌ － チ ロ ニ ン ） 中 に 移 し 、 そ し て ３ 日 後 、 そ の 上
清 液 を 収 穫 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 前 記 細 胞 か ら の な ら し 培 地 （ 10ml） を 収 穫 し た 。 EDTA（ ５ mM） 、 ロ イ ペ プ チ ド （ 10μ ｇ
／ ml） 及 び ト リ ス － HCl(20mM, pH 8.0) を 、 示 さ れ た 最 終 濃 度 で 個 々 の 10mlの サ ン プ ル に
添 加 し 、 そ し て そ の サ ン プ ル を 30,000× ｇ で ４ ℃ で 20分 間 、 回 転 せ し め た 。 得 ら れ た 上 清
液 を ２ つ の 等 し い ア リ コ ー ト に 分 け 、  6C6樹 脂 を 前 記 ア リ コ ー ト の １ つ に 添 加 し た (200μ
ｌ の 樹 脂 及 び 約 ５ mg／ mlの 結 合 さ れ た 6C6)。 両 ア リ コ ー ト を ４ ℃ で ６ 時 間 、 軽 く 混 合 し 、
樹 脂 を ペ レ ッ ト 化 し 、 そ し て 第 ２ の  200μ ｌ の ア リ コ ー ト に 樹 脂 を 添 加 し た 。 サ ン プ ル を
４ ℃ で 一 晩 、 さ ら に 混 合 し た 。 そ の 組 合 さ れ た 樹 脂 を TTBSに よ り ２ 度 洗 浄 し 、 次 に す ぐ に
、  0.1Ｍ の グ リ シ ン 、  0.1Ｍ の NaClの ア リ コ ー ト  (pH 2.8) １ mlに よ り ２ 度 抽 出 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 樹 脂 か ら 抽 出 さ れ た 材 料 、 樹 脂 に よ り 消 耗 さ れ た 培 地 及 び 出 発 材 料 を 、 10％ TCA(ト リ ク
ロ ロ － 酢 酸 ) に よ り ０ ℃ で １ 時 間 、 そ れ ぞ れ 沈 殿 せ し め 、 ペ レ ッ ト を ア セ ト ン に よ り 洗 浄
し 、 そ し て 次 に 、 減 圧 下 で  SDS－ PAGEサ ン プ ル 緩 衝 液  150μ ｌ に 再 懸 濁 し 、 そ し て 煮 沸 し
た 。 個 々 の サ ン プ ル  (25μ ｌ ) を 、 10～ 20％ の ト リ シ ン ゲ ル (Novex） を 用 い て  SDS－ PAGE
に ゆ だ ね た 。 タ ン パ ク 質 を 40Ｖ で 一 晩 、 ProBlotPVDF膜 に 移 し た 。 免 疫 反 応 性 タ ン パ ク 質
の 可 視 化 は 、  AMPPD基 質 に つ い て 製 造 業 者 の 指 図 に 従 っ て TROPIX化 学 発 光 シ ス テ ム を 用 い
た 。 使 用 さ れ る 一 次 抗 体 濃 度 は 、 抗 － ５ ，  0.1μ ｇ ／ ml； 92, ２ μ ｇ ／ ml； 10D5， ２ μ ｇ
／ ml。
【 ０ ０ ６ ３ 】
３ ． ヒ ト  293細 胞 の 培 養
　 ヒ ト  293細 胞 (ATCC No.CRL－ 1573) を 変 性 し 、  APPを 過 剰 発 現 せ し め た  (Selkoeな ど .(
1988) Proc.Natl.Acad.Sci. USA 85： 7341) 。 細 胞 を 、 使 用 す る 前 、 10cmの 皿 に お い て 半
集 密 性 (subconfluency)に 増 殖 せ し め た 。 代 謝 ラ ベ リ ン グ 及 び 免 疫 沈 殿 を 、 Oltersdorfな
ど .(1989)Nature 341： 144 及 び  (1990) J.Biol.Chem. 265： 4492に 記 載 さ れ て い る よ う
に し て 実 質 的 に 行 な っ た 。 手 短 に 言 及 す れ ば 、 ラ ベ リ ン グ は 10cmの 皿 に お い て 行 な わ れ た
。 細 胞 を メ チ オ ニ ン を 有 さ な い 培 地 で 洗 浄 し 、 0.5mCiの 35 S  － メ チ オ ニ ン に よ り 補 充 さ れ
た メ チ オ ニ ン を 有 さ な い 培 地 ２ mlに お い て 20分 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 完 全 な 培 地 に よ り
洗 浄 し 、 完 全 な 培 地 ３ mlに お い て ２ 時 間 、 追 跡 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 な ら し 培 地 を 集 め 、 そ し て 3000× ｇ で 10分 間 透 明 に し 、 続 い て プ ロ テ イ ン A Sepharose 
(R)(Pharmacia, Piscataway, NJ)に よ り 予 備 吸 収 せ し め た 。 免 疫 沈 殿 は 、 サ ン プ ル 当 た り
 1.5mgの プ ロ テ イ ン A Sepharose (R) に よ り 行 な わ れ た 。 抗 体 抗 － ５ は サ ン プ ル 当 た り ２
μ ｇ で 使 用 さ れ ； 6C6, 7H5及 び 92は サ ン プ ル 当 た り 10μ ｇ で 使 用 さ れ た 。 ５ mgの ウ サ ギ 抗
マ ウ ス  IgGは 、  6C6及 び  7H5と 共 に 並 び に 対 照 サ ン プ ル に お い て 使 用 さ れ た 。 沈 殿 物 を 、
TBS (137mMの NaCl,５ mMの KCl,　 25mMの ト リ ス 、 pH 7.5) 、  0.1％ の NP40, ５ mMの EDTA，
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１ mMの PMSF, 10μ ｇ ／ mlの ロ イ ペ プ チ ン に よ り ４ 度 洗 浄 し た 。  SDS－ PAGEは ５ ％  Laemmli
ゲ ル 上 で 行 な わ れ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
４ ． Swedish変 異 に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た ヒ ト 293細 胞 の 培 養
　 ヒ ト 腎 臓  293細 胞 の ６ つ の ウ ェ ル ト レ ー に お け る 二 重 ウ ェ ル を 、 製 造 業 者 (Boehringer 
Mannheim) に よ り 記 載 さ れ る よ う に し て 、  DOTAP介 在 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 用 い て 正 常
な ヒ ト β APP 又 は  Swedish変 異 体 β APP の い づ れ か を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー に よ り
一 般 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 40時 間 後 、 細 胞 を 、 10％ ウ シ 胎 児 血 清 を 含 む 、 メ チ オ ニ
ン を 含 ま な い  DME中 に 置 き 、 そ し て 20分 後 、 そ れ ら を  200μ Ci／ mlの 3 5 Ｓ － メ チ オ ニ ン に
よ り 35分 間 ラ ベ ル 化 し た 。 次 に 、 細 胞 を 、 10％ ウ シ 胎 児 血 清 を 含 む 正 常 な  DME培 地 中 に 戻
し 、 そ し て さ ら に  2.5時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 培 地 を 細 胞 か ら 集 め 、 そ し て 1000× ｇ で
15分 間 、 回 転 せ し め 、 す べ て の 細 胞 を 除 い た 。 上 清 液 を 半 分 に 分 け 、 そ し て 半 分 を 標 準 方
法 に よ り 抗 － ５ 抗 体 に よ り 免 疫 沈 殿 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 他 の 半 分 を ア ガ ロ ー ス 結 合 さ れ た  6C6抗 体 と 共 に 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て  6C6ア
ガ ロ ー ス に 結 合 さ れ た 材 料 を 遠 心 分 離 に よ り 分 離 し た 。 残 る 材 料 を 抗 － ５ 抗 体 に よ り 免 疫
沈 殿 せ し め た 。 全 体 の 抗 － ５ 免 疫 沈 殿 物  (α ５ ＋ ） 、  6C6結 合 さ れ た 沈 殿 物 (6C6＋ ) 及 び
 6C6非 反 応 性 、 抗 － ５ 反 応 性 免 疫 沈 殿 物 (6C6－ ， α ５ ＋ ） を 、 ５ ％  Laemmliゲ ル に か け 、
そ し て 免 疫 反 応 性 タ ン パ ク 質 を オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ り 可 視 化 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 実 験 的 な 図 面 の 記 載
第 ２ 図 ： ヒ ト 混 合 さ れ た 脳 細 胞 培 養 物 か ら の な ら し 培 地 に お け る 切 断 さ れ た β APP の 表 示
　 サ ン プ ル １ は 、 培 養 物 か ら の な ら し 培 地 で あ り ； サ ン プ ル ２ は  6C6－ 反 応 性 β APP を 消
耗 さ れ た 培 地 で あ り ； そ し て サ ン プ ル ３ は  6C6樹 脂 か ら 抽 出 さ れ た 材 料 で あ る 。 パ ネ ル Ａ
を 、 β APP 配 列  444－ 592(Oltersdorfな ど .(1989) 前 記 及 び  (1990) 前 記 ) に 対 し て 生 ぜ
し め ら れ た 抗 － ５ 抗 体 に よ り プ ロ ー ブ し た 。 パ ネ ル Ｂ を 、 材 料 及 び 方 法 セ ク シ ョ ン に 記 載
さ れ る よ う に 抗 92に よ り プ ロ ー ブ し た 。 パ ネ ル Ｃ を 、 材 料 及 び 方 法 セ ク シ ョ ン に 記 載 さ れ
る よ う に β AP残 基 １ － 16内 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 10D5に よ り プ ロ ー
ブ し た 。 Ｃ ２ 及 び Ｃ ３ に お い て 観 察 さ れ た 低 分 子 量 バ ン ド は 、 Ｃ １ に は 見 出 さ れ ず 、 そ し
て  6C6樹 脂 か ら 誘 導 さ れ 、 そ し て 一 次 抗 体 に は 無 関 係 な ヤ ギ － 抗 － マ ウ ス  IgGア ル カ リ ホ
ス フ ァ タ ー ゼ 接 合 体 に よ り 認 識 さ れ る （ デ ー タ は 示 さ れ て い な い ） 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
第 ３ 図 ： 92抗 体 の 特 異 性
　 75才 の 男 性 か ら 得 ら れ た ヒ ト 腰 動 脈  CSF検 体 １ mlを 、 10％  TCAに よ り 沈 殿 せ し め 、 10倍
の 濃 度 を も た ら し 、 そ し て 第 ２ 図 に 記 載 さ れ る よ う に し て 処 理 し た （ 但 し 、 ゲ ル ウ ェ ル は
４ cmの ス ロ ッ ト で あ っ た ） 。 92抗 体 を 、 軽 く 混 合 し な が ら 、 ４ ℃ で 10時 間 、 そ れ ぞ れ 約 60
μ Ｍ の 濃 度 で 、 種 々 の 可 能 性 あ る 競 争 ペ プ チ ド の 存 在 下 で TTBS 0.5ml中 、  6.7μ ｇ ／ mlに
希 釈 し た 。 次 に 、 抗 体 を １ ％ ゼ ラ チ ン ／ TTBSに お い て ８ 倍 に 希 釈 し 、 そ の 後 、  CSF由 来 の
材 料 の ブ ロ ッ ト の ス ト リ ッ プ と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て 第 ２ 図 に 記 載 さ れ て い る よ
う に し て 処 理 し た 。 競 争 ペ プ チ ド は 次 の 通 り で あ っ た ： レ ー ン １ 、 競 争 ペ プ チ ド は 添 加 さ
れ な か っ た ； レ ー ン ２ 、 GSGLTNIKTEEISEVK； レ ー ン ３ 、  YSGLTNIKTEEISEVKM； レ ー ン ４ 、
ISEVKM； レ ー ン ５ 、 EISEVKMD； レ ー ン ６ 、  CISEVKM； レ ー ン ７ 、  YISEVKM。 MW＝ 分 子 質 量
マ ー カ ー （ キ ロ ド ル ト ン で 示 さ れ る ） 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
第 ４ 図 ： 細 胞 系 及 び 一 次 ヒ ト 胎 児 脳 培 養 物 に お け る 異 な っ た Ｃ － 末 端 に 対 す る 抗 体 に よ り
検 出 さ れ る 免 疫 沈 殿 に お け る  APPの 分 泌 さ れ た 形 の 分 子 質 量 異 種 性
　 抗 体 ： 抗 － ５ ： レ ー ン ３ ， ６ ， ９ ； 6C6(β APペ プ チ ド 残 基 １ － 16に 対 し て 検 出 さ れ た ）
； レ ー ン ４ ， ７ ， 10； 抗 体 92(APPア ミ ノ 酸 591－ 596 に 対 す る ) ； レ ー ン ５ ， ８ ， 11； 7H5
 (APP－ KPI に 対 す る ):レ ー ン 12。 細 胞 ： 左 側 の パ ネ ル  (レ ー ン １ 及 び ３ － ５ ） ： APP695
に よ り 安 定 し て ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た  293細 胞 ； 中 間 の パ ネ ル  (レ ー ン ２ 及 び ６ － ８ ）
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： APP751に よ り 安 定 し て ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た  293細 胞 ； 左 側 の パ ネ ル  (レ ー ン ９ － 13
） ： ヒ ト 胎 児 脳 培 養 物 。 対 照 ： レ ー ン １ ， ２ 及 び 13： ウ サ ギ 抗 マ ウ ス  IgG抗 体 。 矢 印 ： 抗
体  6C6及 び 92に よ り 認 識 さ れ る 分 泌 さ れ る 形 の  APP間 で の 分 子 質 量 差 異 の 例 。  SDS－ PAGE
は ５ ％  Laemmliゲ ル 上 で 行 な わ れ た 。 MW＝ 分 子 質 量 マ ー カ ー （ キ ロ ド ル ト ン に よ り 示 さ れ
る ） 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
第 ５ 図 ：  Swedish変 異 に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た ヒ ト  293細 胞 か ら の な ら し 培 地 に お
け る 切 断 さ れ た β APP の 表 示
　 第 ５ 図 は 正 常 な 形 及 び  Swedish形 の 両 者 の た め に 二 重 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン か ら の 結 果
を 示 す 。 レ ー ン １ － ４ は α ５ ＋ で あ り ； レ ー ン ５ － ８ は  6C6＋ で あ り ； そ し て レ ー ン ９ －
12は  6C6－ ， α ５ ＋ サ ン プ ル で あ る 。 レ ー ン １ ， ２ ， ５ ， ６ ， ９ 及 び 10は 正 常 な β APP か
ら で あ り 、 レ ー ン ３ ， ４ ， ７ ， ８ ， 11及 び 12は Swedish β APP か ら で あ る 。 そ の  Swedish
変 異 は 、 高 め ら れ た  AFT－ α APP の 生 成 を も た ら し 、 そ し て レ ー ン 11及 び 12は レ ー ン ９ 及
び 10よ り も 一 層 の  ATF－ β APP 材 料 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ １ 】

　 残 基 １ － 16内 の β APの エ ピ ト ー プ を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  6C6を 、 種 々 の サ ン プ
ル か ら の 一 定 の β APP フ ラ グ メ ン ト を 免 疫 消 耗 す る た め に 使 用 し た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
 6C6を 樹 脂 （ 上 記 の よ う な ） に 結 合 し 、 そ し て 上 記 の よ う に し て 、 ヒ ト 胎 児 脳 細 胞 培 養 物
か ら の な ら し 培 地 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 第 ２ 図 、 レ ー ン Ｃ ２ に 見 ら れ る よ う に 、 こ
の 樹 脂 は 細 胞 培 養 物 の な ら し 培 地 か ら の β AB１ － ６ を 含 む β APP を 効 果 的 に 除 く 。 し か し
な が ら 、 実 質 的 な β APP 免 疫 反 応 性 は 、 β AP領 域 側 の エ ピ ト ー プ Ｎ 末 端 に 対 し て 向 け ら れ
た 抗 － ５ 抗 体 に よ り 検 出 さ れ る よ う に 樹 脂 に よ り 捕 獲 さ れ な い 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 β APP の こ の 明 ら か に 新 規 の 形 を 特 徴 づ け る た め に 、 本 発 明 者 は 、 β APP 残 基  591－ 59
6 を 含 む 合 成 ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 生 成 し た 。 こ の 抗 体 （ 92と 称 す る ） は 、 樹 脂 に よ り
捕 獲 さ れ な い β APP の 種 を 認 識 す る こ と が 見 出 さ れ た が （ 第 ２ 図 、 レ ー ン Ｂ ２ ） 、 し か し
驚 く べ き 事 に は 、 β AB１ － ６ 配 列 を 含 む β APP の 分 泌 形 と 反 応 し な か っ た （ レ ー ン Ｂ ３ ）
。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 交 叉 反 応 性 の こ の 欠 乏 に つ い て の 説 明 は 、 92抗 体 が 残 基  596に 対 応 す る 、 カ ル ボ キ シ －
末 端 メ チ オ ニ ン を 含 む β APP に お け る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る こ と を 示 す 。 従 っ て 、 本 発 明
者 は 、 92に よ り 生 成 さ れ る 免 疫 反 応 性 を ブ ロ ッ ク す る 種 々 の 合 成 ペ プ チ ド の 能 力 を 試 験 す
る 。 第 ３ 図 に 見 出 さ れ る よ う に 、 メ チ オ ニ ン  596の 同 等 物 で 終 る 、 β APP 配 列 基 材 の ペ プ
チ ド は 92の 反 応 を 実 質 的 に ブ ロ ッ ク し 、 そ し て そ れ ら の カ ル ボ キ シ 末 端 で １ つ の ア ミ ノ 酸
よ り も 長 い か 又 は 短 い ペ プ チ ド は 競 争 に お い て 比 較 的 効 果 的 で は な い 。 ペ プ チ ド 競 争 の 同
じ パ タ ー ン が 細 胞 培 養 物 上 清 液 （ デ ー タ は 示 さ れ て い な い ） 及 び CSFに お い て 観 察 さ れ た
。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 一 連 の パ ル ス － 追 跡 実 験 は 、 検 出 さ れ る 量 の 抗 体 92免 疫 沈 殿 可 能 材 料 が β APP の  695又
は  751イ ソ フ ォ ー ム の い づ れ か を 過 剰 発 現 す る  293細 胞 に よ り 生 成 さ れ る こ と を 示 し た  (
第 ４ 図 、 レ ー ン ５ 及 び ８ ） 。 ヒ ト 胎 児 脳 細 胞 培 養 物 に 対 す る 類 似 す る 実 験 は 、 92免 疫 沈 殿
可 能 性 材 料 が 低 ％ （ ５ ％ ） の  SDS－ PAGEに よ り  6C6反 応 性 β APP か ら 溶 解 さ れ 得 る こ と を
示 す （ 第 ４ 図 、 レ ー ン ９ － 11） 。 胎 児 脳 細 胞 培 養 物 に お い て は 、 Kunitzプ ロ テ ア ー ゼ 阻 害
ド メ イ ン (KPI) － 含 有 β APP 形 の 他 の プ ロ セ ッ シ ン グ は ほ と ん ど 明 白 で は な く 、 但 し 、 薄
い 同 時 移 動 性 バ ン ド が 抗 体 92及 び 抗 － KPI 抗 体  7H5免 疫 沈 殿 に よ り 観 察 さ れ た  (レ ー ン 11
, 12) 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 混 合 さ れ た 脳 培 養 物 に 抗 体 92及 び  6C6沈 殿 性 材 料 の 溶 解 す る 能 力 は 、  293細 胞 に お け る
そ の 位 置 に 比 較 し て 生 成 さ れ る そ れ ぞ れ の 形 の ほ ぼ 等 し い 量 に 少 な く と も 部 分 的 に 依 存 す
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る 。  Estusな ど .(1992)前 記 は 、 他 の 組 織 に 比 較 し て 、 ヒ ト 脳 は 、 サ イ ズ に 基 づ い て 、 β A
Pの ア ミ ノ 末 端 で 又 は そ の 近 く で 開 始 す る と 思 わ れ る 、 比 較 的 多 量 の 実 質 的 に ア ミ ロ イ ド
原 性 カ ル ボ キ シ 末 端 フ ラ グ メ ン ト を 含 む こ と を 観 察 し た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 抗 体 92及 び  6C6沈 殿 可 能 β APP 材 料 の 出 現 の 一 時 的 な 一 致 は 、 特 に 長 い 追 跡 時 間 が 92及
び  6C6反 応 性 種 の 割 合 の 著 し い 変 化 を も た ら さ な い の で  (デ ー タ は 示 さ れ て い な い ) 、 分
泌 後 に 生 じ る 第 ２ の タ ン パ ク 質 分 解 性 出 来 事 の 見 込 み に 反 対 の 議 論 を 示 す 。 そ れ ら の 種 の
免 疫 学 的 交 叉 反 応 性 の 完 全 な 欠 乏 と 組 合 さ れ る 、  SDS－ PAGEに よ る 分 泌 形 の 分 析 は 、 他 の
分 泌 経 路 の 存 在 を さ ら に 示 す 。 他 の 切 断 部 位 は 、 β － セ レ ク タ ー ゼ 部 位 と 称 さ れ 、 そ れ は
切 断 が β AP内 に 生 じ る 、 Eschな ど .(1990) 前 記 に よ り 記 載 さ れ る 切 断 と は 異 な っ た 、 β AP
の ア ミ ノ 末 端 で 生 じ る こ と を 強 調 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 前 述 の 発 明 は よ り 理 解 す る た め に 詳 細 に 記 載 さ れ て 来 た が 、 あ る 一 定 の 変 更 が 本 発 明 の
範 囲 内 で 実 施 さ れ 得 る こ と は 明 ら か で あ ろ う 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ ８ 】
【 図 １ 】 図 １ の Ａ 及 び Ｂ は 、 正 常 な β APP の 種 々 の イ ソ フ ォ ー ム 及 び  ATF－ β APP の そ の
対 応 す る イ ソ フ ォ ー ム を そ れ ぞ れ 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ の Ａ ， Ｂ 及 び Ｃ 図 は 、 ヒ ト 胎 児 の 脳 細 胞 培 養 物 の な ら し 培 地 に 由 来 す る 材 料
の 化 学 発 光 ゲ ル パ タ ー ン で あ る 。 個 々 の ゲ ル の レ ー ン １ ， ２ 、 及 び ３ は 、 未 処 理 の な ら し
培 地 、 β － ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド 残 基 １ ～ 16内 で エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 と の 反 応 に よ り
消 耗 さ れ た な ら し 培 地 、 及 び こ の 抗 体 に よ り 除 去 さ れ る 材 料 を そ れ ぞ れ 表 わ す 。 パ ネ ル Ａ
， Ｂ 及 び Ｃ は 、 次 の プ ロ ー ブ を 示 す ： 抗 － ５ 抗 体 （ β － ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド 領 域 の 方 に 対
し て β APP ア ミ ノ 末 端 上 の 位 置 を 認 識 す る ） 、 抗 体 92（ β APP か ら の β APの 切 断 に よ り 暴
露 さ れ る Ｃ 末 端 メ チ オ ニ ン で 終 結 す る 合 成 ペ プ チ ド に 対 し て 生 ぜ し め ら れ て い る ） 、 及 び
抗 体 10D4（ 残 基 １ ～ 16以 内 の β APの エ ピ ト ー プ を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 ヒ ト 腰 動 脈  CSFを 試 験 す る こ と に よ っ て 得 ら れ た 化 学 発 光 ゲ ル パ タ ー ン
で あ る 。  CSFは 、 単 独 で （ レ ー ン １ ） 又 は  ATF－ β APP の Ｃ 末 端 の 変 動 を 表 わ す 種 々 の ペ
プ チ ド に よ り 予 備 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 92抗 体 に よ り プ ロ ー ブ さ れ た 。 有 意 な 競 争 （ 結 合
の 低 下 ） は 、 Ｃ 末 端 メ チ オ ニ ン で 終 結 す る ペ プ チ ド に よ り 観 察 さ れ た （ レ ー ン ３ ， ４ ， ６
、 及 び ７ ） 。 ペ プ チ ド は 次 の 通 り で あ っ た ： レ ー ン １ 、 競 争 ペ プ チ ド は 添 加 さ れ な か っ た
； レ ー ン ２ 、 GSGLTNIKTEEISEVK； レ ー ン ３ 、  YSGLTNIKTEEISEVKM； レ ー ン ４ 、 ISEVKM； レ
ー ン ５ 、 EISEVKMD； レ ー ン ６ 、  CISEVKM； レ ー ン ７ 、  YISEVKM。 MW＝ 分 子 質 量 マ ー カ ー （
キ ロ ド ル ト ン で 示 さ れ る ） 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 種 々 の 細 胞 系 か ら の な ら し 培 地 の 免 疫 沈 殿 に よ り 得 ら れ た 電 気 泳 動 ゲ ル
パ タ ー ン を 表 わ す オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム で あ る 。 ヒ ト 胎 児 脳 培 養 物 に よ り 分 泌 さ れ 、 そ し て
抗 体 92（ 矢 印 で の レ ー ン 11） に よ り 免 疫 沈 殿 さ れ た 材 料 は 明 ら か に 、 抗 体 6C6(矢 印 で の レ
ー ン 10） に よ り 沈 殿 さ れ た 材 料 よ り も 小 さ い 。 抗 体  6C6は 、 β APの 残 基 １ － 16内 の エ ピ ト
ー プ を 認 識 す る 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 正 常 な 及 び Swedish β APP の 両 者 を コ ー ド す る cDNAに よ り ト ラ ン ス フ ェ ク
ト さ れ た ヒ ト  293細 胞 系 か ら の な ら し 培 地 の 免 疫 沈 殿 に よ り 得 ら れ た 電 気 泳 動 ゲ ル パ タ ー
ン を 表 わ す オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム で あ る 。  Swedishト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞  (レ ー ン 11及 び 12
) に よ り 分 泌 さ れ た  AFT－ β APP 材 料 の 量 は 正 常 な β APP ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト  (レ ー ン ９
及 び 10） に よ り 生 成 さ れ た 量 よ り も 定 性 的 に 高 い 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】
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