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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　生物試料中のプリオンタンパク質の異常なイソ型を検出するための方法であって、次の
工程を含む方法：
（a）プリオンタンパク質の異常なイソ型またはその断片に選択的に結合するペプチドで
あって、YYXXYYXYY (配列番号1)、YYRRYYRYY (配列番号2)、YYAAYYAYY (配列番号3)、YSA
ASYASY (配列番号4)、YARYARYAR (配列番号7)、YRAARYRAY (配列番号8)、YARRAYRAY (配
列番号5)、またはこれらの組合せを含む25以下のアミノ酸からなるペプチドを、該ペプチ
ドとプリオンタンパク質の異常なイソ型またはその断片の複合体形成を可能とする条件下
において該生物試料に接触させる工程、および
（b）該プリオンタンパク質の異常なイソ型が該生物試料中に存在することを示す指標と
して該複合体を検出する工程。
【請求項２】
　ペプチドが実質的にPrPCに結合しない、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　ペプチドが9～20アミノ酸の長さである、請求項１記載の方法。
【請求項４】
　生物試料が組織もしくは細胞、組織もしくは細胞抽出物、体液、または生検材料である
、請求項１記載の方法。
【請求項５】
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　生物試料がヒト、家畜またはペットに由来する、請求項１記載の方法。
【請求項６】
　ペプチドが共有結合により検出可能な標識に共役する、請求項１記載の方法。
【請求項７】
　ペプチドが共有結合により固体支持体または担体に共役する、請求項１記載の方法。
【請求項８】
　複合体が、ELISA、RIA、ウェスタンブロッティング、免疫沈降法、蛍光偏光法またはフ
ローサイトメトリーを用いて検出される、請求項１記載の方法。
【請求項９】
　生物試料中のプリオンタンパク質の異常なイソ型が増幅されたプリオンタンパク質の異
常なイソ型である、請求項１記載の方法。
【請求項１０】
　非ヒト哺乳動物におけるプリオン病を診断するための方法であって、次の工程を含む方
法：
（a）プリオンタンパク質の異常なイソ型またはその断片に選択的に結合するペプチドで
あって、YYXXYYXYY (配列番号1)、YYRRYYRYY (配列番号2)、YYAAYYAYY (配列番号3)、YSA
ASYASY (配列番号4)、YARYARYAR (配列番号7)、YRAARYRAY (配列番号8)、YARRAYRAY (配
列番号5)、またはこれらの組合せを含む25以下のアミノ酸からなるペプチドを、該ペプチ
ドとプリオンタンパク質の異常なイソ型またはその断片の複合体形成を可能とする条件下
において該非ヒト哺乳動物の生物試料に接触させる工程、および
（b）存在すれば該非ヒト哺乳動物におけるプリオン病を示す該複合体を検出する工程。
【請求項１１】
　プリオン病がウシ海綿状脳症、スクレイピー、伝染性海綿状脳症および慢性消耗病から
なる群から選択される、請求項１０記載の方法。
【請求項１２】
　ペプチドが実質的にPrPCに結合しない、請求項１０記載の方法。
【請求項１３】
　生物試料が組織もしくは細胞、組織もしくは細胞抽出物、体液、または生検材料である
、請求項１０記載の方法。
【請求項１４】
　生物試料が家畜またはペットに由来する、請求項１０記載の方法。
【請求項１５】
　ペプチドが検出可能な物質と共有結合により共役する、請求項１０記載の方法。
【請求項１６】
　ペプチドが固体支持体と共有結合により共役する、請求項１０記載の方法。
【請求項１７】
　複合体が、ELISA、RIA、ウェスタンブロッティング、免疫沈降法、蛍光偏光法またはフ
ローサイトメトリーを用いて検出される、請求項１０記載の方法。
【請求項１８】
　非ヒト哺乳動物へ、YYXXYYXYY (配列番号1)、YYRRYYRYY (配列番号2)、YYAAYYAYY (配
列番号3)、YSAASYASY (配列番号4)、YARYARYAR (配列番号7)、YRAARYRAY (配列番号8)、Y
ARRAYRAY (配列番号5)、またはこれらの組合せを含む25以下のアミノ酸からなるペプチド
であって、該ペプチドとプリオンタンパク質の異常なイソ型またはその断片の複合体形成
を可能とする条件下において薬学的に許容される担体中でプリオンタンパク質の異常なイ
ソ型またはその断片に選択的に結合するペプチドの有効量を投与する工程を含む、非ヒト
哺乳動物におけるプリオン病を治療または予防するための方法。
【請求項１９】
　プリオン病がウシ海綿状脳症およびスクレイピーからなる群から選択される、請求項１
８記載の方法。
【請求項２０】
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　ペプチドが実質的にPrPCに結合しない、請求項１８記載の方法。
【請求項２１】
　生物試料中のプリオンタンパク質の異常なイソ型を阻害する方法であって、プリオンタ
ンパク質の異常なイソ型またはその断片と選択的に結合するペプチドであって、YYXXYYXY
Y (配列番号1)、YYRRYYRYY (配列番号2)、YYAAYYAYY (配列番号3)、YSAASYASY (配列番号
4)、YARYARYAR (配列番号7)、YRAARYRAY (配列番号8)、YARRAYRAY (配列番号5)、または
これらの組合せを含む25以下のアミノ酸からなるペプチドを用いて、該ペプチドとプリオ
ンタンパク質の異常なイソ型またはその断片の複合体形成を可能とする条件下において該
ペプチドおよびプリオンタンパク質の異常なイソ型を含む複合体形成を可能とする十分な
期間にわたってその生物試料を処理する工程を含む方法。
【請求項２２】
　生物試料が体液、組織または臓器である、請求項２１記載の方法。
【請求項２３】
　生物試料がペプチドで灌流される、請求項２１記載の方法。
【請求項２４】
　ペプチドが実質的にPrPCに結合しない、請求項２２記載の方法。
【請求項２５】
　生物試料からプリオンタンパク質の異常なイソ型を汚染除去するための方法であって、
次の工程を含む方法：
（a）プリオンタンパク質の異常なイソ型またはその断片と選択的に結合するペプチドで
あって、YYXXYYXYY (配列番号1)、YYRRYYRYY (配列番号2)、YYAAYYAYY (配列番号3)、YSA
ASYASY (配列番号4)、YARYARYAR (配列番号7)、YRAARYRAY (配列番号8)、YARRAYRAY (配
列番号5)、またはこれらの組合せを含む25以下のアミノ酸からなるペプチドを用いて、該
ペプチドとプリオンタンパク質の異常なイソ型またはその断片の複合体形成を可能とする
条件下において該ペプチドおよびプリオンタンパク質の異常なイソ型を含む複合体形成を
可能とする十分な期間にわたってその生物試料を処理する工程；および
（b）該生物試料から該複合体を除去する工程。
【請求項２６】
　生物試料が組織、体液または臓器である、請求項２５記載の方法。
【請求項２７】
　生物試料がペプチドで灌流される、請求項２５記載の方法。
【請求項２８】
　ペプチドが実質的にPrPCに結合しない、請求項２５記載の方法。
【請求項２９】
　プリオン病の治療のための物質を同定する方法であって、次の工程を含む方法：
（a）プリオンタンパク質の異常なイソ型またはその断片に選択的に結合するペプチドで
あって、YYXXYYXYY (配列番号1)、YYRRYYRYY (配列番号2)、YYAAYYAYY (配列番号3)、YSA
ASYASY (配列番号4)、YARYARYAR (配列番号7)、YRAARYRAY (配列番号8)、YARRAYRAY (配
列番号5)、またはこれらの組合せを含む25以下のアミノ酸からなるペプチド、プリオンタ
ンパク質の異常なイソ型および物質を、該ペプチドおよび該プリオンタンパク質の異常な
イソ型の複合体形成を可能とする条件下において混合する工程；および
（b）該物質の非存在下における複合体形成に比較して複合体形成が増加または減少する
かどうかを調べて、それによって該プリオン病を治療するための物質を同定する工程。
【請求項３０】
　プリオン病が変異型クロイツフェルト・ヤコブ病、ウシ海綿状脳症およびスクレイピー
からなる群から選択される、請求項２９記載の方法。
【請求項３１】
　ペプチドが実質的にPrPCに結合しない、請求項２９記載の方法。
【請求項３２】
　プリオン病がヒト、家畜またはペットに罹患する、請求項２９記載の方法。
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【請求項３３】
　プリオン病がヒト、ウシ、ヒツジまたはヤギに罹患する、請求項２９記載の方法。
【請求項３４】
　物質が複合体形成を増加させる、請求項２９記載の方法。
【請求項３５】
　物質が複合体形成を減少させる、請求項２９記載の方法。
【請求項３６】
　生物試料中のプリオンタンパク質の異常なイソ型を検出するための装置であって、試料
中の分析物を捕集するためのペプチドが予め定められた量で含まれるペプチド固定部分を
含む装置であって、該ペプチドがYYXXYYXYY (配列番号1)、YYRRYYRYY (配列番号2)、YYAA
YYAYY (配列番号3)、YSAASYASY (配列番号4)、YARYARYAR (配列番号7)、YRAARYRAY (配列
番号8)、YARRAYRAY (配列番号5)、またはこれらの組合せを含む25以下のアミノ酸からな
るペプチドである装置。
【請求項３７】
　ペプチドが18またはそれよりも少ないアミノ酸から構成される、請求項３６記載の装置
。
【請求項３８】
　ペプチドが12またはそれよりも少ないアミノ酸から構成される、請求項３６記載の装置
。
【請求項３９】
　分析物が体液である、請求項３６記載の装置。
【請求項４０】
　生物試料中のプリオンタンパク質の異常なイソ型またはその断片に特異的な抗体を検出
するための方法であって、次の工程を含む方法：
（a）プリオンタンパク質の異常なイソ型またはその断片に特異的な抗体と選択的に結合
するペプチドであって、YYAAYYAYY (配列番号3)、YSAASYASY (配列番号4)、YARYARYAR (
配列番号7)、YRAARYRAY (配列番号8)、YARRAYRAY (配列番号5)、またはこれらの組合せを
含む25以下のアミノ酸からなるペプチドを、該ペプチドとプリオンタンパク質の異常なイ
ソ型に特異的な抗体の複合体形成を可能とする条件下において該生物試料に接触させる工
程、および
（b）プリオンタンパク質の異常なイソ型に特異的な抗体が該生物試料中に存在すること
を示す指標として該複合体を検出する工程。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
発明の背景
　本発明は、本明細書において総称してPrPScと呼ばれるプリオンタンパク質の疾患特異
的な異常なイソ型に選択的に結合してPrPCと呼ばれるこのタンパク質の正常なイソ型には
結合しない分子（例えば、ペプチド）に関する。これらの分子は試料中におけるPrPScの
検出およびPrPScの精製に有用である。さらに、本発明はPrPSc検出のための診断用補助剤
、正常なPrPCの疾患特異的PrPScへの動員を阻害する医薬品、およびプリオン汚染除去の
ための方法に関する。
【０００２】
　プリオン病は進行が早く、致命的で、治療不可能な一連の神経変性症候群である。ヒト
プリオン病には古典的なクロイツフェルト・ヤコブ病（CJD）が含まれて、これには散発
型、医原型および家族型がある。ごく最近、ウシ海綿状脳症（「BSE」; Cashman, Can. M
ed. Assoc. J. 157:1381-5, 1997においてレビュー; Coulthart and Cashman, Can. Med.
 Assoc. J. 165:51-8, 2001）の病原体に汚染されたウシ組織の摂取に由来する可能性が
高い変異型CJD（vCJD）がイギリス、フランス、アイルランド、香港、イタリアおよび米
国で認識されている（Will et al., Lancet 347:921-25, 1996; Collinge, Lancet 354:3
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17-23, 1999）。イギリスを中心として173,000頭を超えるウシが症候性BSEを発症してい
て、おそらくさらに数千頭のウシが検出されずに食料供給に回されているであろう。vCJD
の主な流行は、疾患の潜伏期などのあまり理解されていない様々な仮定に基づいて、感染
患者は数万から数十万人の範囲であると予想されている。さらに、古典的CJDは汚染され
た遺体の下垂体ホルモン、硬膜移植、神経外科的器具使用、および角膜移植によってヒト
からヒトに偶発的に伝達されている（Brown et al., Neurology 55:1075-8, 2000）。現
在、血液および血液製剤、一般外科、歯科、ワクチン、ならびに化粧品を介してのvCJDの
「二次流行」を除外することはできない。マウスおよびヒツジの実験的BSE/vCJD感染では
血中プリオン感染性が検出されるが（Taylor et al., J. Hosp. Infect. 46:78-9, 2000;
 Houston et al., Lancet 356:999-1000, 2000）古典的CJDでは検出されないことは（Ric
kets et al., Emerg. Infect. Dis. 3:155-63, 1997）、vCJDの血液および血液製剤を介
しての伝播に関する特別なリスクを示唆している。米国およびカナダでは、現在、BSEの
流行期間中にイギリスに居住した個人について血液提供据置期間を設けており、カナダで
はフランスからのドナーついても据え置いている。現在、米国およびカナダでは、西ヨー
ロッパに拡大したドナー据置期間が実施されている。
【０００３】
　プリオンは上記の伝染性海綿状脳症に関連する感染性物質である。プリオン病は、海綿
状変化（例えば、通常は主として灰白質における脳の微小腔所形成）、神経細胞の消失、
神経細胞消失とは不均衡な星状細胞増殖、および時に脳の離散性プラークにおける異常な
アミロイド形成性タンパク質の蓄積を特徴とする神経変性症候群である。これらの疾患を
伝播する物質は、核酸成分に関する化学的または物理的証拠が感染性物質中に再現性をも
って検出されていない点でウイルスおよびウイロイドとは大きく異なる（Prusiner, Scie
nce 216: 136-144, 1982）。スクレイピープリオンモデルに関する試験の重要な工程は、
スクレイピー関連プリオンタンパク質（PrPSc）と呼ばれるタンパク質の発見および精製
であった（Bolton et al., Science 218:1309-11, 1982; Prusiner et al., Biochemistr
y 21:6942-50, 1982; McKinley et al., Cell 35:57-62, 1983）。プロテイナーゼK消化
を用いた精製時に、スクレイピーに感染したハムスターの脳において27～30kDのプロテア
ーゼ抵抗性タンパク質が発見されて、PrP27-30と命名され、後にPrPScの断片であること
が明らかとなった（Bolton et al., Science 218:1309-1311, 1982）。
【０００４】
　プリオン仮説によると、プリオン感染性はPrPScまたは関連する配座中間体に存在する
。PrPScはプリオン感染性調製物における最も顕著な（またはおそらく唯一の）高分子で
あり、大半のプリオン感染における少なくとも信頼できる代理物であると思われる。PrPS
cはPrPCと呼ばれる宿主がコードする細胞性タンパク質の配座変異型であり（Oesch et al
., Cell 40:735-746, 1985）、これは分子量33～35kDのグリコシルホスファチジルイノシ
トール（GPI）関連細胞表面タンパク質である。PrPCは正常な脳から単離されていて、プ
ロテアーゼ感受性であり、スクレイピー病誘発活性には関連しないことが明らかとなって
いる（Bolton and Bendheim Ciba Found. Symp. 135:164-177, 1988）。プリオン説によ
ると、PrPCはPrPScとの接触によって開始される鋳型指向性プロセスにおいてPrPScへと変
化する（Prusiner, Proc. Natl. Acad. Sci, USA 95:13363-83, 1998）。
【０００５】
　PrPCは進化的に保存された膜タンパク質であり、その実際の生物学的または生理学的機
能は不明である。PrPCを持たないマウスは生存可能であり、一部のPrPノックアウトマウ
スの系統においてプリオン類似タンパク質のドッペル（doppel）の脳におけるアップレギ
ュレートに起因する運動失調症候群を除いて（Moore et al., J. Mol. Biol. 292:797-81
7, 1999）、神経学的および身体的障害の明らかな徴候を示さない（Bueler et al., Natu
re 356:577-582, 1992）。Prnpノックアウトマウスはプリオン感染に対して非感受性であ
り、感染性の複製におけるPrPCの中心的意義を強調している（Bueler et al., Cell 73:1
339-1347, 1993; Prusiner et al., Proc. Natl. Acad. Sci.; USA 90:10608-10612, 199
3）。Prnpノックアウトマウスに関する標的化した研究の結果、シナプス機能の障害（Col
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linge et al., Nature 370: 295-297, 1994）および睡眠調節の変化（Tobler et al., J.
 Neurosci. 17:1869-79, 1997）が明らかとなった。さらに、細胞表面での抗体介在性のP
rPCのライゲーションがT細胞活性化を抑制することが示されていて（Cashman et al., Ce
ll 61:185-192, 1990; Li et al., Cell. Immunol. 207:49-58 2001）、このタンパク質
の免疫機能における役割が示唆される。
【０００６】
　プリオン病に罹患した動物およびヒトの到達可能な末梢の組織および臓器には、PrPCが
PrPScよりも多量に存在する。従って、PrPScとPrPCを識別する試薬が使用できることは、
試料採取にとって到達可能な血液またはその他の組織におけるプリオン感染に関する試験
の開発において非常に価値がある。さらに、BSEおよびvCJDの流行性の見地から、プリオ
ン病を予防および／または治療する治療用物質には差し迫った必要性がある。従って、当
技術分野ではプリオンの存在についての試料の検査、プリオン病を治療するための方法、
さらに抗プリオン医薬品および汚染除去剤開発の必要性がある。
【発明の開示】
【０００７】
発明の概要
　以下に極めて詳細に述べられる通り、本発明者らは生物学的液体および組織中に、通常
、極めて過剰に存在する正常なイソ型は結合しないでこれらの配座的に異常なイソ型に対
して選択的に結合するPrPSc（およびそのプロテアーゼ抵抗性断片であるPrP27-30）の特
有の物理化学的特性を利用するための方法を開発した。
【０００８】
　従って、本発明は、表面疎水性、電荷相互作用、およびPrPScとの親和性反応において
ペプチドのβシート転換能を利用してPrPScに選択的に結合する分子（例えば、ペプチド
）を同定するための方法に関する。例えば、ペプチドのようなこれらの分子のサブセット
は、プリオンタンパク質配列自体内のアミノ酸配列によって、および／または進化的に保
存されたこれらの配列に対するアミノ酸置換によって定義される。その他のペプチドは、
疎水性相互作用、パイスタッキング、またはβシート相互作用のような物理化学的相互作
用に基づいて（YYXアミノ酸残基を含むタンパク質領域のような）PrPScの領域に選択的に
結合するペプチドである。PrPScに選択的に結合するペプチドは環化によって、また酸化
時にジスルフィド結合を形成するためにシステインを導入してヘアピンまたはループを形
成することによって拘束される可能性がある。プリオン感染の診断試験における用途にお
いて、ペプチドはアガロースビーズ、磁気ビーズ、またはELISAプレートのような固体基
質に共有結合により結合して、PrPScを含む試料と反応し、（プロテイナーゼKを用いたま
たは用いない）洗浄によってPrPCを除去することが可能であり、結合型PrPScの検出はPrP
Sc特異的抗体を用いて、または非特徴的な抗体もしくはPrPScおよびPrPCの双方に結合す
る分子を用いて効率的かつ特異的に実施することができる。このようなペプチドは、生物
試料からのPrPScの濃縮においても有用である。
【０００９】
　本発明のペプチドは、治療、診断または汚染除去の目的に適している。好ましい態様に
おいて、このペプチドの分子量は約40,000ダルトンから約300ダルトンである。その他の
ペプチドは、例えば30,000～約1,000ダルトン、または約20,000～約2,000ダルトンのより
狭い範囲である可能性がある。本発明のペプチドは、当技術分野において既知の標準的方
法に従って合成することができる。
【００１０】
　関連する態様において、本発明は本明細書に述べられるように検出可能に標識されたペ
プチドに方向付けられて、好ましくはそのペプチドは共有結合により連結した検出可能な
標識を持つ。
【００１１】
　さらにその他の態様において、そのペプチドは有効表面機能性を「増幅」するために用
いることのできるポリ（リシン）のような多くの側鎖アミンを持つスペーサーに結合され
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る。多価抗原ペプチド系（「MAPS」）のペプチドは、一般に分枝リシンコアマトリックス
から構成される（Tam, Proc Natl Acad Sci USA 85: 5409-13, 1988; Tam and Zevala, J
. Immunol Methods 124: 53-61, 1989; Tam, J. Immunol Methods 196: 17-32, 1996）。
分枝リシンコアは、本明細書に述べられる任意のペプチドの多くのコピーを支持するため
の足場を提供する。
【００１２】
　従って、第一の局面において、本発明はPrPScまたはその断片に結合するペプチドを同
定するための方法を特徴とする。この方法は、（a）約200またはそれよりも少ないアミノ
酸のペプチドをそのペプチドとPrPScまたはその断片の複合体形成を可能とする条件下に
おいてPrPScポリペプチドまたはその断片と接触させる工程、および（b）複合体の存在に
よってそのペプチドがPrPScまたはその断片に選択的に結合するものとして同定される複
合体を検出する工程を含む。好ましい態様において、その複合体はELISA、RIA、ウェスタ
ンブロッティング、免疫沈降法、蛍光偏光法、またはフローサイトメトリーを用いて検出
される。
【００１３】
　好ましい態様において、そのペプチドはPrPの断片である。さらなる好ましい態様にお
いて、そのペプチドは100～150アミノ酸の鎖長、より好ましくは50～100アミノ酸、また
は25～50アミノ酸、最も好ましくは9～25アミノ酸の範囲であることができる。ペプチド
は、トリペプチド、テトラペプチド、ペンタペプチド、ヘキサペプチド、ヘプタペプチド
、オクタペプチド、ノナペプチド、またはデカペプチドであることもできる。
【００１４】
　第一の局面の好ましい態様において、そのペプチドはYYX（但し、Xは任意のアミノ酸）
またはYSAモチーフを含むことができて、そのモチーフはペプチド内において（例えば、
直列に）繰り返すことができる。YYXモチーフはYYR、YYD、YYAおよびYYQのアミノ酸を含
むことができる。ペプチドは

（ここでXは任意のアミノ酸）モチーフを含む。

モチーフを持つペプチドの例は、

のペプチドである。
【００１５】
　さらなる好ましい態様において、そのペプチドは、例えば4-mapまたは8-mapの足場物質
に結合する。そのペプチドは共有結合により検出可能物質、固形支持体、または担体に結
合することもできる。
【００１６】
　本発明は、生物試料中のPrPScを検出するための方法を特徴とする。この方法は、（a）
ペプチドとPrPScポリペプチドまたはその断片の複合体形成を可能とする条件下において
生物試料をPrPScまたはその断片に選択的に結合する約200またはそれよりも少ないアミノ
酸のペプチドと接触させる工程、および（b）PrPScがその生物試料中に存在することの指
標である複合体を検出する工程を含む。
【００１７】
　好ましい態様において、そのペプチドは実質的にPrPCには結合しない。そのペプチドは
9～20アミノ酸の長さであることが可能であり、YYX、

またはYSAモチーフを含むことができる。YYXモチーフの好ましい配列は、YYR、YYD、YYA



(8) JP 4533750 B2 2010.9.1

10

20

30

40

50

およびYYQである。好ましい態様において、YYX配列を含むペプチドは共有結合により検出
可能な標識に結合される。YYXまたはYSAモチーフを含むペプチドは、共有結合により固体
支持体または担体に結合することもできる。
【００１８】
　生物試料は、任意の組織もしくは細胞、組織もしくは細胞抽出物、体液、または生検材
料を含む。好ましい態様において、PrPScはヒト、家畜、またはペットに由来する。さら
なる好ましい態様において、生物試料に由来するPrPScは増幅されたPrPScである。好まし
い検出方法には、ELISA、RIA、ウェスタンブロッティング、免疫沈降法、蛍光偏光法およ
びフローサイトメトリーが含まれる。
【００１９】
　本発明は、変異型クロイツフェルト・ヤコブ病、ウシ海綿状脳症、スクレイピー、伝染
性海綿状脳症および慢性消耗病のようなプリオン病の診断方法も含む。この方法は、（a
）ペプチドとPrPScポリペプチドまたはその断片の複合体形成を可能とする条件下におい
て哺乳動物に由来する生物試料をPrPScに選択的に結合する約200またはそれよりも少ない
アミノ酸のペプチドと接触させる工程、および（b）存在する場合は哺乳動物におけるプ
リオン病を示す複合体を検出する工程を含む。
【００２０】
　好ましい態様において、そのペプチドは実質的にPrPCに結合しない。さらなる好ましい
態様において、そのペプチドはYYX、YSAまたはYARモチーフを含んで、YYXモチーフはYYR
、YYD、YYAおよびYYQからなる群から選択される。YYXモチーフを含むペプチドは、任意で
共有結合により検出可能物質または固体基質に結合することができる。
【００２１】
　診断方法に関して、生物試料は組織もしくは細胞、組織もしくは細胞抽出物、体液、ま
たは生検材料を含み、PrPScはヒト、家畜またはペットに由来する。複合体の検出は、好
ましくは、ELISA、RIA、ウェスタンブロッティング、免疫沈降法、蛍光偏光法またはフロ
ーサイトメトリーの使用を介して達成される。
【００２２】
　本発明は、哺乳動物におけるプリオン病の治療または予防のための方法も特徴とする。
この方法は、ペプチドとPrPScポリペプチドまたはその断片の複合体形成を可能とする条
件下において薬学的に許容される担体中でPrPScまたはその断片に選択的に結合する約200
またはそれよりも少ないアミノ酸のペプチドの有効量を哺乳動物に投与する工程を含む。
プリオン病は、変異型クロイツフェルト・ヤコブ病、ウシ海綿状脳症、およびスクレイピ
ーからなる群から選択することができる。
【００２３】
　好ましい態様において、そのペプチドは実質的にPrPCに結合しない。好ましくはそのペ
プチドはYYXまたはYSAモチーフを含んで、YYXモチーフは、YYR、YYD、YYAおよびYYQから
なる群から選択される。
【００２４】
　本発明のさらなる特徴は、生物試料中のPrPScを阻害する方法を含む。この方法は、ペ
プチドとPrPScポリペプチドまたはその断片の複合体形成を可能とする条件下において、
そのペプチドおよびPrPScを含む複合体の形成を可能とする十分な期間にわたって、PrPSc

またはその断片と選択的に結合する約200またはそれよりも少ないアミノ酸のペプチドを
用いてその生物試料を処理する工程を含む。
【００２５】
　好ましい態様において、生物試料は体液、組織または臓器である。好ましくはその生物
試料はそのペプチドで灌流されて、好ましい態様においてそのペプチドは実質的にPrPSc

と結合しない。
【００２６】
　本発明は、生物試料由来のPrPScを汚染除去するための方法も特徴とする。この方法は
、（a）ペプチドとPrPScポリペプチドまたはその断片の複合体形成を可能とする条件下に
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おいて、ペプチドおよびPrPScを含む複合体の形成を可能とする十分な期間にわたってPrP
Scまたはその断片に選択的に結合する約200またはそれよりも少ないアミノ酸のペプチド
を用いてその生物試料を処理する工程、および（b）その生物試料から複合体を除去する
工程を含む。その生物試料は、好ましくは、組織、体液または臓器であり、ペプチドで灌
流される。
【００２７】
　好ましい態様において、そのペプチドは実質的にPrPCに結合しない。さらなる好ましい
態様において、そのペプチドはYYXまたはYSAモチーフを含んで、YYXモチーフはYYR、YYD
、YYAおよびYYQからなる群から選択される。
【００２８】
　本発明は、変異型クロイツフェルト・ヤコブ病、ウシ海綿状脳症およびスクレイピーか
らなる群から選択されるプリオン病の治療のために物質を同定する方法も特徴とする。こ
の方法は、（a）PrPScまたはその断片に選択的に結合する約200またはそれよりも少ない
アミノ酸のペプチド、PrPScおよび物質を、そのペプチドおよびPrPScの複合体形成を可能
とする条件下において結合させる工程、ならびに（b）その物質の非存在下における複合
体形成に比較して複合体形成が増加または減少するかどうかを調べて、それによってプリ
オン病を治療するための物質を同定する工程を含む。用いられる物質は複合体形成を減少
または増加させることができる。
【００２９】
　好ましい態様において、プリオン病はヒト、家畜またはペットに罹患する。そのプリオ
ン病に罹患することのできる動物の非限定的な例には、ヒト、ウシ、ヒツジまたはヤギが
含まれる。
【００３０】
　好ましい態様において、そのペプチドは実質的にPrPCに結合しない。さらなる好ましい
態様において、そのペプチドはYYXまたはYSAモチーフを含み、ここでYYXモチーフはYYR、
YYD、YYAおよびYYQからなる群から選択される。
【００３１】
　本発明は、生物試料中のPrPScを検出するための装置も特徴とする。その装置は、試料
中のかなりの量の分析物を捕集するためのペプチドが予め定められた量で含まれるペプチ
ド固定部分を含む。この局面の好ましい態様において、分析物は体液である。
【００３２】
　好ましい態様において、そのペプチドはYYX、YYR、YYDまたはYYQのアミノ酸配列を含み
、かつ、PrPScのように抗原性を持つ。そのペプチドは

またはYYRのアミノ酸配列を持つこともできる。そのペプチドは18またはそれよりも少な
いアミノ酸を含み、好ましくは12またはそれよりも少ないアミノ酸、より好ましくは8ま
たはそれよりも少ないアミノ酸、最も好ましくは5またはそれよりも少ないアミノ酸を含
む。
【００３３】
　本発明は、生物試料中の抗PrPSc抗体を検出するための方法も特徴とする。この方法は
、（a）ペプチドと抗PrPSc抗体の複合体形成を可能とする条件下においてその生物試料を
PrPScまたはその断片に選択的に結合する約200またはそれよりも少ないアミノ酸のペプチ
ドと接触させる工程、および（b）抗PrPSc抗体がその生物試料中に存在することを示す指
標である複合体を検出する工程を含む。
【００３４】
　「ペプチド」は、ペプチド（即ち、アミド）結合によって連結したアミノ酸残基の鎖を
含む分子を意味して、タンパク質およびポリペプチドを含む。ペプチドは、配座嗜好性を
持ち、三次元構造を示すと予想することができる。配座嗜好性および三次元構造はいずれ
も、典型的には、そのポリペプチドの一次（即ち、アミノ酸）配列および／またはジスル
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フィド結合またはその他の共有もしくは非共有結合による鎖内または鎖間相互作用の存在
（または不在）によって定義される。本発明の例示的ペプチドは、200またはそれよりも
少ないアミノ酸の鎖を持つペプチドである。その他のペプチドは3～100アミノ酸または9
～25アミノ酸の範囲である。例示的ペプチドはPrPから得られて、典型的にはYYX、YYR、Y
YQ、YYDまたはYSAのようなコンセンサス配列を含む。そのペプチドは、所望ならば、固定
化したPrPSc（またはPrPSc断片）に対するアフィニティープローブとして用いるために検
出可能な標識に（例えば、共有結合によって）結合させることができる。その他のペプチ
ドは、例えばアミノ酸残基YYXを含むPrPScの領域に対する物理化学的相互作用に基づいて
PrPScに特異的に結合する任意のアミノ酸配列であることができる。以下に詳細に開示さ
れる通り、本発明は、PrPScタンパク質に特異的に結合して、好ましくは固有の非変性PrP
Scタンパク質に対して高親和性に結合するペプチドを提供する。このような親和性の測定
を実施するための標準的手法は当技術分野において既知であり、本発明のペプチドのPrPS
cへの結合における親和性を測定するためにそのまま応用することができる。本発明の好
ましいペプチドは、PrPScには特異的に結合するがPrPに対しては実質的に結合しないペプ
チドである。
【００３５】
　ペプチドとPrPSc（またはその断片）の間の選択的結合親和性は、一般に約1nMから約1m
Mの範囲内である。本発明の好ましい態様において、選択的結合は約10nM～約100μMの程
度であり、より好ましくは約100nM～約10μMの程度であり、最も好ましくは約100nM～約1
μMの程度である。
【００３６】
　より安定なペプチドを作製するために、コンセンサス配列の一つまたはいくつかのアミ
ノ酸の同一タイプのアミノ酸D体（例えば、L-リシンの代わりにD-リシン）による系統的
置換を用いることもできる。さらに、例えば本明細書に述べられるコンセンサス配列また
は実質的に同一のコンセンサス配列変異を含むいわゆる拘束条件付きペプチドは、例えば
、Tam et al.（Eur. J. Biochem. 267:3289-3300, 2000）が述べたようにペプチドを環化
する分子内ジスルフィド架橋を形成することのできる内部システイン残基を加えることに
よって、当技術分野の既知の方法により作製することができる。環化の一般的機序は、Ho
uston et al.（J. Peptide Res. 52:81-88, 1998）に示される通り、側鎖-側鎖の環化ま
たは側鎖-末端基の環化も含む。この目的のため、アミノ酸側鎖は結合して一つとなるか
、またはペプチド骨格に結合される。もう一つの一般的環化は、Kondejewski et al.（J.
 Biol. Chem. 274: 13181-13192, 1999）に示されるような末端基-末端基の環化である。
【００３７】
　「検出可能な標識」は、本発明のペプチドに共有結合によって接続した際にそのペプチ
ドの検出を可能とする物質を意味する。適切な検出可能な標識は当技術分野において周知
であり、例としてラジオアイソトープ、蛍光標識（例えば、フルオレセイン）、酵素、エ
ピトープタグ（例えば、FLAGおよびMyc）などが含まれる。適切な酵素の例には、ホース
ラディッシュペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β-ガラクトシダーゼ、また
はアセチルコリンエステラーゼが含まれる。適切な補欠分子族複合体の例にはストレプト
アビジン／ビオチンおよびアビジン／ビオチンが含まれる。適切な蛍光物質の例にはウン
ベリフェロン、フルオレセイン、イソチオシアン酸フルオレセイン、ローダミン、フルオ
レセインジクロロトリアジニルアミン、塩化ダンシル、またはフィコエリトリンが含まれ
る。発光物質の例にはルミノールが含まれる。生物発光物質の例には、ルシフェラーゼ、
ルシフェリンおよびエクオリンが含まれる。適切な放射性物質の例には125I、131I、111I
nまたは99Tcが含まれる。用いられる特定の検出可能な標識は重要ではない。このような
因子に対する標識の選択は十分に当技術分野の範囲内である。検出可能な標識のペプチド
に対する共有結合による接続は、当技術分野において周知である一般的な方法によって実
施される。例えば、125Iラジオアイソトープを検出可能な標識として用いる場合、125Iの
ペプチドに対する共有結合による接続はそのペプチド内にアミノ酸であるチロシンが取り
込まれて、その結果、そのペプチドがヨウ化されることによって達成することができる。
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ペプチド内にチロシンがない場合は、周知の化学反応によってペプチドのNまたはC末端へ
のチロシンの取り込みを達成することができる。同様に、32Pは、例えば一般的な化学反
応を用いてペプチドのヒドロキシル基を介してリン酸分子としてペプチドに取り込まれる
ことができる。本発明のペプチドを検出可能に標識するためのその他の方法は、当技術分
野において周知である。
【００３８】
　「プリオン病」は、プリオンに介在される、進行の早い、致命的で治療不可能な一群の
脳の変性性疾患を意味して、クロイツフェルト・ヤコブ病（CJD）、変異型CJD、医原性CJ
D、家族性CJD、クールー病、ゲルストマン・シュトロイスラー症候群、およびヒトにおけ
る致命的家族性不眠症（Prusiner, Science 252: 1515-1522, 1991）、ヒツジおよびヤギ
におけるスクレイピー、ならびにウシにおける海綿状脳症、さらに最近報告されたその他
の反芻動物およびネコにおけるプリオン病（例えば、Pattison, Emerg. Infect. Dis. 4:
390-394, 1998を参照されたい）などが含まれる。
【００３９】
　「プリオン病の治療」は、プリオン病、特に海綿状変化、神経細胞消失、星状細胞増殖
、PrPScタンパク質の蓄積、痴呆または死亡に至るプリオン病に伴う症状の発現を抑制、
予防、安定化または遅延する能力を意味する。
【００４０】
　「YYX」は、チロシン-チロシン-Xの配列を持つペプチドを意味して、ここでXは任意の
アミノ酸である。「YYR」はチロシン-チロシン-アルギニンの配列を持つペプチドを意味
する。「YYQ」は「チロシン-チロシン-グルタミン」の配列を持つペプチドを意味する。
「YYD」は「チロシン-チロシン-アスパラギン酸」の配列を持つペプチドを意味する。「Y
SA」はチロシン-セリン-アラニンの配列を持つペプチドを意味する。「YYA」は「チロシ
ン-チロシン-アスパラギン酸」の配列を持つペプチドを意味する。「YYRRYYRYY」は「チ
ロシン-チロシン-アルギニン-アルギニン-チロシン-チロシン-アルギニン-チロシン-チロ
シン」の配列を持つペプチドを意味する。
【００４１】
　ペプチドのアミノ酸残基は次のように略記する：フェニルアラニンはPheまたはFとする
；ロイシンはLeuまたはLとする；イソロイシンはIleまたはIとする；メチオニンはMetま
たはMとする；バリンはValまたはVとする；セリンはSerまたはSとする；プロリンはProま
たはPとする；スレオニンはThrまたはTとする；アラニンはAlaまたはAとする；チロシン
はTyrまたはYとする；ヒスチジンはHisまたはHとする；グルタミンはGlnまたはQとする；
アスパラギンはAsnまたはNとする；リシンはLysまたはKとする；アスパラギン酸はAspま
たはDとする；グルタミン酸はGluまたはEとする；システインはCysまたはCとする；トリ
プトファンはTrpまたはWとする；アルギニンはArgまたはRとする；そして、グリシンはGl
yまたはGとする。
【００４２】
　「治療用組成物」は、例えばヒト、家畜（例えば、ウシ、ヤギ、ブタ、またはヒツジ）
、またはペットなどの哺乳動物などの動物への投与に適した組成物を意味する。
【００４３】
　「小分子」は、分子量が10,000ダルトンよりも小さいまたは等しい、好ましくは1,000
ダルトンよりも小さいまたは等しい、最も好ましくは500ダルトンよりも小さいまたは等
しい化合物を意味する。
【００４４】
　本発明の方法において有用な例示的固体支持体は、磁気ビーズまたはその他のビーズ（
アガロースなど）、膜（ニトロセルロース、ナイロンなど）、またはその他のプレートウ
ェル（ELISA、または誘導体形成された表面など）を含み、担体は一般にタンパク質（ア
ルブミンまたはチログロブリンなど）またはその他の可溶性分子のような可溶性基質であ
る。
【００４５】
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　本明細書に述べられる化合物（例えば、ペプチド）は、例えばPrPScに介在されるプリ
オン病の予防および治療に有用である。
【００４６】
　本発明は、本明細書に述べられる一つまたはいくつかの化合物および生理学的に許容さ
れる担体を含む薬学的組成物も提供する。これらの薬学的組成物は、経口投与剤形、さら
に吸入可能な粉末および溶液、ならびに注射可能および注入可能な溶液を含む様々な剤形
であることができる。
【００４７】
　合成ペプチドはプリオン病を治療するためにそのまま使用することも可能であり、プリ
オン病の予防および治療に有用な医薬品はPrPScとPrPSc結合ペプチドの相互作用を阻害す
ることによってスクリーニングすることができる。PrPScは、ヒトへの使用前に、または
動物飼料におけるプリオン病予防薬として、プリオン感染性を中和するために生物学的な
液体および組織から吸着することができる。例えば、本発明は、潜在的な新薬候補（およ
び潜在的なリード化合物）を同定するための方法およびこれらの化合物の特異性を測定す
るための方法をさらに提供する。例えば、ペプチドがPrPScに対して選択的親和性を示す
ことを把握することは、例えばその相互作用のアゴニストまたはアンタゴニスト（阻害物
質）であるこれらの分子間の結合に影響を及ぼす化合物の同定を可能とする。その結果、
このアッセイを用いると、例えば相互作用の妨害またはPrPScとの結合に関してそのペプ
チドとの競合において最も有効であるなど、最も所望される特徴を示す化合物を同定する
ために一つまたはいくつかの候補化合物のライブラリーをスクリーニングすることができ
る。
【００４８】
　このような合成ペプチドは診断用試薬として、またプリオン病の治療においても有用性
を持つ。
【００４９】
　本発明は、チャンバー、一つまたはいくつかの吸入口、一つまたはいくつかの排出口、
およびペプチドを吸着または化学的に架橋するチャンバー内のマトリックスを含む検出装
置または器具の形で、PrPScを選択的に結合するペプチドを含む固体支持体をさらに含む
。例証的態様において、本発明のペプチドは固体支持体に吸着されて、PrPScを含む溶液
はその支持体を通過させて、溶液の非結合成分は例えば洗浄によって除去される。混入物
質を除去するためにこのようなカラム、器具または装置を洗浄して、続いて撹乱試薬のよ
うな溶離液を用いてペプチドマトリックスから結合したPrPScを溶出するための方法は当
技術分野において周知である。本発明の装置は、特異的結合試薬（例えば、PrPScに特異
的に結合するペプチドなど）を含む検出チャンバー内において、プラットフォームの表面
に特異的に保持されるPrPScを検出、モニター、定量または分析するための検出系を提供
する。本発明のプラットフォームの製造および使用において有用な検出系には、蛍光、化
学発光、または放射能測定が含まれるが、これらに限定されるものではない。
【００５０】
　本発明のその他の特徴および利点は、以下の好ましい態様の説明および特許請求の範囲
から明らかである。
【００５１】
発明の詳細な説明
　本発明者らは、PrPSc相互作用分子（例えば、ペプチド）を認識することができる方法
を以下に説明する。好ましくはPrPScとPrPCを識別するPrPScの一般的な物理化学的特性を
利用する、またはプリオンイソ型相互作用および／もしくは転換の配列特異的および構造
特異的分子メカニズムを利用するPrPSc相互作用分子が同定される。従って、本発明は、P
rPScに結合して不活化する化合物、またはそうでない場合はプリオンアゴニストとして作
用する化合物を同定するための方法を提供する。これらの化合物には、「リード」ペプチ
ド化合物、およびリード化合物と同一またはほぼ等しい分子構造もしくは形状を持つよう
に構築されているが、加水分解またはタンパク質分解に対する感受性の点で、また／また
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はPrPScに対する親和性増大などのその他の生物学的特性の点でリード化合物とは異なる
「誘導」化合物が含まれる。本発明は、プリオンアンタゴニストおよび特にプリオン病の
治療に有用な化合物の有効量を含む組成物も提供する。
【００５２】
PrPScに選択的に結合するペプチドの発見
　本発明は、PrPScまたは断片に結合する一つまたはいくつかのペプチドを同定するため
の方法を提供する。本発明はPrPScとの相互作用能を持つペプチドの迅速な同定について
規定する。PrPScへの結合に関して個々のペプチドまたはその他のペプチド供給源（例え
ば、ペプチドライブラリ）をスクリーニングすることによって、本発明は、例えば（1）
配列もしくは組成物がPrPの配列もしくは組成物によっては調べられないペプチド、また
は（2）配列もしくは組成物がPrPの配列もしくは組成物によって調べられるペプチドを用
いてPrPScを結合するペプチドを同定する能力などの同等の機能的活性を持つ高度に異な
るタンパク質配列の同定を可能とする。PrPScまたはその断片に結合するペプチドを同定
および分離する能力は、新たな化合物のプリオン病薬剤発見プログラムへの投入において
非常に価値があることがわかる。
【００５３】
PrPSc

　PrPScは、タンパク質が誤って折り畳まれたプリオンタンパク質のプリオン病関連性配
座イソ型として定義される。天然および実験的なプリオン感染は、ヒト、ヒツジ、ヤギ、
ヘラジカ、シカ、ウシ、マウスおよびハムスターにおいて認識されている（但し、これら
に限定はされない）。異常配座のセット（起源となる動物およびプリオンの系統に応じて
、例えばPrPSc、PrPBSE、PrPCWD、PrPCJDPrPvCJDと称される；本明細書では一般的にPrPS
cが用いられる）はある程度のプロテアーゼ抵抗性および高いβシート含有率を持つ可能
性がある。PrPSc断片は典型的にはプリオン感染性を保持し得る十分な大きさのPrPScの部
分として定義される。プリオン感染性の「タンパク質唯一」説は、正常な細胞表面膜タン
パク質であるPrPCの分子が異常なイソ型によって触媒される鋳型指向性プロセスによって
PrPScに転換されると仮定する。
【００５４】
ペプチド
　本発明のペプチドは、一般にPrPScまたはその断片に対するイソ型選択的親和性を持ち
、PrPCにはほとんどまたは全く結合しない分子である。以下により詳細に述べられる通り
、本発明のペプチドは典型的には好ましくはPrPの3～75アミノ酸残基を含むPrPの断片、
またはその多量体である。SwissProtに寄託された例示的PrPアミノ酸配列は、P04156（ヒ
ト）、P04925（マウス）、P97895（ゴールデンハムスター）、P23907（ヒツジ）、P52113
（ヤギ）、O02841（オジロジカ）、P79142（ワピチ）、P10279（ウシ）、Q01880（ウシ）
およびO18754（ネコ）を含む。その他の態様において、本発明のペプチドは、報告された
PrP配列から直接誘導される配列、または物理化学的類似性（例えば、Bacon and Anderso
n, J. Mol. Biol. 191: 153-61, 1986）もしくは進化における置換の可能性（例えば、Da
yhoff et al., Atlas Protein Seq. Struc. 5: 345-352, 1978）より示される通り固有配
列と相同のアミノ酸置換を含む配列によって構成されるPrP配列の多量体を含む。これら
の配列には、YYX、YYR、YYQまたはYYDのようなPrP繰り返しモチーフを含む配列が含まれ
るが、これに限定されるものではない。特定の態様において、そのペプチドはMAPSの形で
あり、このMAPSは4-mapおよび8-map形式を含む標準的方法（Tam, Proc Natl Acad Sci US
A 85: 5409-13, 1988; Tam and Zevala, J. Immunol Methods 124: 53-61, 1989; Tam, J
. Immunol Methods 196: 17-32, 1996）に従って作製される。共役分子としての用途のた
めに一つまたはいくつかのN末端システインをペプチド配列に付加することができる。ペ
プチドは遺伝子組み替え法ばかりでなく当技術分野において周知の化学的方法を用いても
作製することができる。固相ペプチド合成は、リンカー基を介して不溶性ポリマー支持体
にα-アミノおよび側鎖保護アミノ酸残基を連続的に付加するバッチ式または連続流プロ
セスとして実施することができる。メチルアミン誘導ポリエチレングリコールのようなリ
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ンカー基はポリ（スチレン-コ-ジビニルベンゼン）に接続して支持体であるレジンを形成
する。アミノ酸残基は酸不安定Boc（t-ブチルオキシカルボニル）または塩基不安定Fmoc
（9-フルオレニルメトキシカルボニル）によってN-α-保護される。保護アミノ酸のカル
ボキシル基はリンカー基のアミンと共役して残基を固相支持体レジンに固着する。Bocま
たはFmocの場合の保護基の除去には、それぞれ、トリフルオロ酢酸またはピペリジンが用
いられる。各々の付加アミノ酸は共役物質または予め活性化されたアミノ酸誘導体を用い
て固着された残基に付加されて、レジンは洗浄される。ペプチド全長は、連続的脱保護、
アミノ酸誘導体の共役、ならびにジクロロメタンおよび／またはN,N-ジメチルホルムアミ
ドを用いた洗浄によって合成される。そのペプチドはペプチドのC末端とリンカー基の間
で開裂してペプチドの酸またはアミドを生じる。これらのプロセスは、例えばMerrifield
, J. Am. Chem. Soc. 85:2149-2154, 1963; Atherton, Solid Phase Peptide Synthesis,
 IRL Press, Oxford (1989);およびErickson and Merrifield, In: The Proteins, (Neur
ath, H. and Hill, R. L., eds.) Academic Press, New York, vol. 2, pp. 255-527, 19
76に述べられている。ABI 431Aペプチド合成器（ABI）のような機械での自動合成を実施
することもできる。タンパク質またはその一部は、調製用高速液体クロマトグラフィーに
より精製することが可能であり、その組成物はアミノ酸分析またはシーケンシングによっ
て確認することができる（Creighton, Proteins, Structures and Molecular Properties
, W H Freeman, New York N.Y., 1984）。
【００５５】
　本発明の方法に従って、PrPScに選択的に結合する一つまたはいくつかのペプチドを同
定するために、一つのペプチド（任意で検出可能な標識に抱合される）または多数のペプ
チドをPrPScに接触させる。所望の、任意の、合成または配座拘束ペプチドライブラリー
をペプチド供給源として用いることが可能であり、例えばPrPScに結合するペプチドを同
定するためにスクリーニングすることができる。当技術分野では、化学的に合成されたラ
イブラリーまたはインビトロにおける翻訳に基づくライブラリーなど、使用することので
きる多くのライブラリーが知られている。使用可能な配座拘束ライブラリーには、酸化環
境においてジスルフィド結合により架橋してシステインを形成する不変システイン残基、
修飾ペプチド（例えば、フッ素、金属、同位体標識の取り込み、リン酸化されるなど）、
天然発生性でない一つまたはいくつかのアミノ酸を含むペプチド、非ペプチド構造物、お
よびγ-カルボキシグルタミン酸の重要な分画を含むペプチドを含むライブラリーが含ま
れるが、これらに限定されるものではない。PrPScまたはその断片には選択的に結合する
がPrPには結合しないペプチドについてのペプチドライブラリーまたは個々のペプチドの
スクリーニングは、広く知られている様々な任意の方法を用いて達成される。
【００５６】
　PrPScまたはその断片をペプチドまたは多くのポリペプチドと接触させる工程は多くの
方法で達成することができる。例えば、PrPScを固体支持体に固定することが可能であり
、複数のポリペプチドの溶液を固定したPrPScと接触させる。この方法はアフィニティー
クロマトグラフィーのプロセスと同等であり、アフィニティーマトリックスは固定化され
たPrPScを含む。続いて、PrPScについて選択的親和性を持つペプチドをアフィニティー選
択によって精製する。固体支持体の性質、PrPScの固体支持体への接着のためのプロセス
、溶媒、およびアフィニティー分離または選択方法の条件は通常の方法に従って実施され
て、当業者に周知である。
【００５７】
　ポリペプチド自身のアミノ酸配列を決定しなければならない場合は、ミクロシーケンシ
ング法を用いることができる。このシーケンシング法は、所望ならば、質量分析を含むこ
とができる。
【００５８】
　一部の状況において、選択的アフィニティー相互作用の存在（即ち、洗浄工程後に結合
状態を維持する認識単位の存在）の検討または検出を試みる前にPrPScと複数のポリペプ
チドの混合物から未結合のペプチドを洗浄除去することが望ましい可能性がある。
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【００５９】
　PrPSc（またはその断片）とその相互作用性ペプチドの間の選択的結合の程度は様々で
ある可能性があり、一般に約1nM～約1mMの範囲である。本発明の好ましい態様において、
選択的結合は約10nM～約100μMの程度であり、より好ましくは約100nM～約10μMの程度で
あり、最も好ましくは約100nM～約1μMの程度である。結合は、同等の実験条件下におい
てペプチドがPrPCよりもPrPScについてより高い親和性を示す場合に選択的であると言わ
れる。結合親和性は、当技術分野において既知の任意の方法によって定量的または定性的
に評価することができる。
【００６０】
PrPScと、配列または組成がPrPの配列または組成によって決定されないペプチドの相互作
用についてのスクリーニング
　PrPScとペプチドの相互作用は、PrP内に含まれる特定の配列とは無関係の分子間におけ
る物理化学的力に起因する可能性がある。このような相互作用の例には次が含まれる。
【００６１】
疎水性相互作用
　PrPScはPrPCに比較して高い疎水性を示し、おそらくこれが異常イソ型の低い溶解度お
よび高い凝集傾向に寄与するのであろう。さらに、低pHおよび変性剤に誘発される組換え
型PrPCでは分子表面の疎水性の増大が観察されて、PrPScを連想させるβシート含有量の
増加を起こす（Swietnicki et al., J. Biol. Chem. 272:27517-27520, 1997）。疎水性
分子は、分子の接近および疎水性分子表面の減少に伴う水のエントロピーの増大によって
引き起こされるファンデルワールス相互作用に起因して（Lodish et al., eds., Molecul
ar Cell Biology, Palgrave Publishers, 2000）、水性環境中の他の疎水性分子と結合す
る。従って、疎水性アミノ酸を含むペプチドは選択的にPrPScに結合する。最も高い疎水
性から最も低い疎水性までにグレード化される疎水性アミノ酸（Kyte and Doolittle, J.
 Mol. Biol. 157:105-32, 1982）はフェニルアラニン、メチオニン、イソロイシン、ロイ
シン、バリン、システインである。その他の疎水性アミノ酸（Engleman et al., Annu. R
ev. Biophys. Biophys. Chem. 15:321-53, 1986）はトリプトファン、アラニン、スレオ
ニン、グリシンおよびセリンである。特定のペプチドの極端な疎水性はそれらをPrPSc選
択的結合において使用に適さないものとする可能性があるが、これは全般的なタンパク質
接着性（PrPCを含む）および試料との相互作用の前に自己接着性のためにPrPSc結合が中
和されるためである。従って、この用途には中間の疎水性のアミノ酸を含むペプチドが優
れていることが証明されて、または水性試料における溶解度を高めるために親水性アミノ
酸を所々に挟み込んだ疎水性アミノ酸が優れていることが証明される可能性がある。
【００６２】
パイスタッキング相互作用
　本発明者らは、変性および低pHの影響を受けた組換え型PrPが分子表面にPrPCよりも多
くのチロシル基を示して、PrP繰り返しモチーフのチロシン-チロシン-アルギニンに対し
て方向付けられたモノおよびポリクローナル抗体は多くの種に由来するPrPScには結合す
るがPrPCには結合しないことを実証した（例えば、WO/0078344を参照されたい）。従って
、疾患特異的な形にリフォールディングされるPrPはPrPCよりも溶媒到達可能なより多く
のチロシン側鎖を持つと考えられる。表面チロシルの到達性の増大は、本発明のペプチド
試薬に含まれる芳香族アミノ酸とのパイスタッキングによるイソ型特異的アフィニティー
相互作用に利用することができる。パイスタッキングは電子豊富な芳香環外周と電子不足
の芳香環中心との相互作用を通じて発生して、置き換え型パラレル相互作用、またはエッ
ジ-ツー-フェース（edge-to-face）もしくは「T」相互作用の配座により介在される可能
性がある（McGaughey et al, J. Biol. Chem. 273:15458-63, 1998）。古典的にパイスタ
ッキングを受けると考えられる芳香族残基には、チロシン、トリプトファンおよびフェニ
ルアラニンが含まれる。芳香族アミノ酸を含むペプチドは、PrPScの分子表面に露出した
チロシンまたはその他の芳香族残基とのパイスタッキングを介してPrPScと特異的に相互
作用する。



(16) JP 4533750 B2 2010.9.1

10

20

30

40

50

【００６３】
電荷相互作用
　PrPScはPrPCよりも強い表面疎水性を示すが、特異的な相互作用には荷電した、つまり
極性のある分子が関与することができる。生理学的な溶液およびpHにおいてPrPSc上で溶
媒に曝露される可能性のあるこのような荷電した極性分子には、グリカン（特に多くのグ
リカンアンテナの末端である負の電荷を持つシアリン酸残基；Endo et al., Biochemistr
y 28:8380-8, 1989）、ならびにアルギニン、リシン、アスパラギン酸、およびグルタミ
ン酸のような荷電したアミノ酸側鎖が含まれる。
【００６４】
ベータシート相互作用
　PrPScはPrPCよりも多くのベータシート配座を含む。ペプチドはβ鎖配座をとることが
できるためにPrPScのベータシート豊富な構造に「取り込まれる」ことが可能である。さ
らに、ベータシート配座に拘束されるペプチドはPrPScと選択的に相互作用する親和性試
薬を構成することができる。平行および逆平行ベータシートは、一方の鎖のC＝O基と隣接
する鎖のNH基の間の水素結合によって安定化する。加えて、タンパク質中のβ鎖のアミノ
酸はしばしばタンパク質内部に埋め込まれる疎水性の側鎖になったり、分子表面の親水性
側鎖になったりする。従って、配列拘束特性は合成ペプチドまたは構造的に拘束されるペ
プチドによって擬似することが可能であり、ひいてはPrPScとの特異的親和性相互作用に
利用されることができる。この方法で、合成ペプチドは関連する内因性PrP鎖とのドメイ
ン交換における外因性β鎖と見なされることができる。3Dドメイン交換については、近年
、単量体タンパク質が多量体組立品を形成することのできるメカニズムとして認識されて
いる（Bennett et al, Protein Science, 4:2455-2468, 1995にてレビュー）。
【００６５】
PrPScと、配列または組成がPrPの配列または組成によって決定されるペプチドとの相互作
用に関するスクリーニング
　もう一つの一連の例において、PrPScとペプチドの相互作用は、PrP内に含まれる特異的
配列に依存してプリオンタンパク質の自己との相互作用によって生じる物理化学的力に起
因する可能性がある。このような自己相互作用によってプリオン感染症伝播の中心である
PrPCのPrPScへの転換が起こる可能性がある。
【００６６】
　本発明の一つの例において、ペプチドはPrPScによるPrPCの認識および動員の分子プロ
セスに関与するPrPのドメインを擬似するように構築される。これらの相互作用は、イオ
ン相互作用、水素結合、疎水性相互作用、および芳香族残基のパイスタッキングのような
多くの分子間力を利用することができる。本発明は特に単一のモチーフを持つペプチドま
たはそのモチーフの直接の繰り返しのいずれかとしてのPrPモチーフを含む診断補助材に
関する。PrP配列において3回繰り返す一つのこのようなモチーフは、二カ所におけるC末
端アルギニンに関連する2つの連続したチロシン（YYR）、および三番目の位置におけるC
末端のグルタミンまたはアスパラギン酸（YYQ/D）を含む。YYXモチーフの配列は、ウシ、
ヒト、ヒツジ、マウスおよびハムスターなどを含む多くの種を通じて保存される。YYRに
方向付けられるポリおよびモノクローナル抗体はPrPScを特異的に免疫沈降することが示
されていて、モチーフ側鎖がプリオンタンパク質の配座転換において異なる溶媒到達可能
性を示すことが証明された。例えば、WO/0078344を参照されたい。従って、溶媒に曝露さ
れたPrPSc中のYYRモチーフと合成ポリアミノ酸鎖の特異的相互作用は、生物試料中のPrPS
cの選択的認識に利用することができる。
【００６７】
　もう一つの局面において、本発明は、PrPCではなくPrPScにおいて示差的に溶媒に曝露
されるアミノ酸側鎖を含む短い合成プリオンペプチド（例えば、3～10アミノ酸、または4
～12アミノ酸を含む）に関する。この相互作用に関与する重要なアミノ酸残基は同定する
ことができて、PrPCではなくPrPScに選択的に結合するための特異的な人工配列（ペプチ
ド）を構築することができる。PrPCのPrPScへの転換（従ってPrPScにおいて潜在的に示差
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的に溶媒到達可能である）に関与するモチーフの例は医学および生物学の文献（例えば、
Horiuchi et al., J. Biol. Chem. 276:15489-97, 2001を参照されたい）に示されている
。
【００６８】
　特筆すべき点として、いくつかの群のアミノ酸は、いくつかの分子間力によってしばし
ばタンパク質と相互作用する可能性を持つ。例えば、トリプトファンは疎水性およびパイ
スタッキング相互作用によって相互作用することが可能であり、チロシンは芳香族パイス
タッキングおよびそのヒドロキシル基を必要とする水素結合によって相互作用する可能性
がある。このように、本発明のもう一つの例は、プリオンタンパク質配列を元とするが進
化的に保存されたアミノ酸置換を持つペプチドを介するPrPScとの相互作用である。
【００６９】
　PrPペプチドとPrPScとの相互作用を実証するために、正常（N）またはスクレイピー（S
c）のハムスター脳溶解物の50μgを、結合緩衝液（PBS、3％ Igepal CA630および3％Twee
n-20）中の、17D10抗体コーティングトシル活性化磁気ビーズ 100μl（17D10；図1、レー
ン2および3）、

ペプチドと共役したスルフォリンクレジン 100μl（10-mer；図1、レーン4および5）、ま
たはFIP対照ペプチドと共役したスルフォリンクレジン 100μl（対照；図1、レーン6およ
び7）と共に室温で2.5時間、インキュベートした。続いて、ビーズ（またはレジン）を洗
浄緩衝液（PBS、2％ Igepal CA630および2％Tween-20）で3回洗浄して、ゲルローディン
グ緩衝液に再懸濁した。この試料を16％トリスグリシンゲルに適用して、ブロットはモノ
クローナル6H4およびヤギ抗マウスIgG-HRP抱合物を加えて発色させた。プリオンタンパク
質アミノ酸配列に由来するこの繰り返しモチーフを用いると、スクレイピーに感染したマ
ウス脳に由来するプリオンタンパク質であるPrPScの沈降は観察されるが、正常マウス脳
に由来する正常イソ型のPrPCは沈降しない（図1）。FIP対照ペプチドはいずれのイソ型も
沈降させなかった。
【００７０】
　さらに、

ペプチドとウシPrPScの相互作用についても検討した（図2）。様々な濃度のBSE陽性（Sc
）または陰性（N）ウシ脳溶解物を、IP結合緩衝液中の

（「YYR」10-mer）または

（「YAR」；SEQ ID NO:5；10-mer）でコーティングしたトシル活性化磁気ビーズ 100μl
と共に室温で2.5時間、インキュベートした。続いてビーズをIP洗浄緩衝液で3回洗って、
ゲルローディング緩衝液に再懸濁した。試料を4～12％ NuPage MESゲルに適用して、ブロ
ットはモノクローナル6H4およびヤギ抗マウスIgG-HRP抱合物を加えて発色させた。レーン
の割り当ては次の通りである：レーン1、YYR 10-merおよび正常溶解物10μg；レーン2、Y
YR 10-merおよびBSE溶解物10μg；レーン3、YAR 10-merおよび正常溶解物10μg；レーン4
、YAR 10-merおよびBSE溶解物10μg；レーン5、YYR 10-merおよびBSE溶解物20μg;レーン
6、YYR 10-merおよびBSE溶解物10μg；レーン7、YYR 10-merおよびBSE溶解物5μg；レー
ン6、YYR 10-merおよびBSE溶解物1μg。これらのデータは、PrPScのYYR関連アフィニティ
ー沈降は種限定的ではないことを示している。トシルビーズに共役したYAR 10-merはBSE
陽性試料からPrPScを捕捉できなかったが、ストレプアビジンでコーティングした磁気ビ
ースに共役したこのペプチドのビオチン化型は有効な捕捉試薬として機能することに留意
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されたい。
【００７１】

（10-mer）ペプチドに関連するペプチドがPrPScの捕捉を促進するかどうかを調べるため
に、スクレイピー（Sc）マウス脳溶解物50μgに、IP結合緩衝液中、

（「（YYA）3」；図3、レーン1および6）、

（「（AYR）3」；SEQ ID NO:6；図3、レーン2）、

（「（YAR）3」；図3、レーン3）、

（「（YYA）3」；図3、レーン4）、または

（「（YSA）3」；図3、レーン5）でコーティングしてIP結合緩衝液に混合したトシル活性
化磁気ビーズ100μlと共に室温で2.5時間、インキュベートした。続いて、ビーズをIP洗
浄緩衝液で3回洗って、ゲルローディング緩衝液に再懸濁した。試料を16％トリス-グリシ
ンゲルに適用して、ブロットをモノクローナル6H4およびヤギ抗マウスIgG-HRP抱合物で発
色させた。図3に示すように、PrPScの沈降はYYR繰り返し配列、YYAおよびYSA置換では認
められたが、YARまたはAYRの繰り返しでは認められなかった。これらのデータは、トシル
活性化ビーズに共役したペプチドを用いたアフィニティー沈降法におけるチロシン対およ
び／または一つのチロシンのヒドロキシル分子の重要な役割を示唆する。但し、（YAR）3

ペプチドのビオチン化型は、ストレプトアビジン磁気ビーズに共役させた際に有効な捕捉
試薬である。この方法で評価されてPrPScを選択的に結合することが示されているその他
のペプチド配列には、

、ウシPrP（158～183）、およびウシPrP（130～147）が含まれる。PrPScの選択的捕捉に
関して陰性のペプチドには、

が含まれる。
【００７２】
　ペプチド：PrPScの特異性は次の競合実験においても調べられた。

のペプチドがマウスPrPScの捕捉に関して

ビーズと競合することを実証するために、
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でコーティングしたトシル活性化磁気ビーズ 100μlに、IP結合緩衝液中500μg/mlフリー
ペプチドを加えて4℃で一晩、インキュベートした。正常（N）またはスクレイピー（Sc）
マウス脳溶解物の50μgを各試料に加えた後、ビーズを室温で2.5時間、インキュベートし
た。その後、試料をIP洗浄液で3回洗って、ゲルローディング緩衝液に再懸濁した。試料
を16％トリスグリシンゲルに適用して、ブロットはモノクローナル6H4およびヤギ抗マウ
スIgG-HRP抱合体で発色させた。データを図4に示す：レーン1、正常マウス溶解物、競合
ペプチドなし；レーン2、スクレイピー溶解物、競合ペプチドなし；レーン3、スクレイピ
ー溶解物および

（「（YAR）3」）；レーン4、スクレイピー溶解物および

（「（YYA）3」）；レーン5、スクレイピー溶解物および

（「（YSA）3」）；レーン6、スクレイピー溶解物および

（「（AYR）3」）。これらのデータは、フリーの

がPrPScの捕捉に関してトシル活性化

ビーズと競合することを示す。驚いたことに、

のフリーペプチドは、そのペプチドのビオチン化型がPrPScの有効なリガンドであるにも
関わらず、結合に関して競合できなかった。いずれの場合も、これらのデータは、YYR関
連ペプチドとPrPScの特異的アフィニティー相互作用におけるチロシン対、特に内部チロ
シンのヒドロキシル分子の関与について図2に示されるデータを拡大する。
【００７３】
用途
　本明細書に述べられるペプチドは、例えば、次の診断、治療、予防接種、および汚染除
去目的のために、またプリオン病を診断もしくはこれと戦う、またはプリオン試料の汚染
除去に利用できる新規化合物のスクリーニングに用いられる可能性がある。
【００７４】
診断
　本明細書に開示されるペプチドは、一般的にプリオン病の検出またはモニタリングにお
ける診断用途に用いられる。例えば、

のペプチドは、標準的および／または増幅検出アッセイを用いて生物試料（例えば、組織
生検材料、細胞、または液体など）におけるPrPScの有無をモニターするために用いるこ
とができる。このようなアッセイおよび方法はPrPScの直接的検出を伴い、多量の試料のP
rPScの存在についてのスクリーニングに特に適している。例えば、本明細書に述べられる
ペプチドはいずれもペプチド：PrPSc複合体形成を測定するために検出可能に標識するこ
とができる。所望ならば、本明細書に述べられるペプチドのPrPScの捕捉に関する特異性
のために、分析前にプロテアーゼを用いて任意で試験試料を前処理する。任意のエピトー
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プタグ、放射能、蛍光、色素産生性（例えば、アルカリホスファターゼまたはホースラデ
ィッシュペルオキシダーゼ）もしくは化学発光標識、または標識されたハプテン特異的抗
体もしくはその他の結合パートナー（アビジンなど）を用いて可視化することのできるハ
プテン（例えば、ジゴキシゲニンまたはビオチン）などを含めて、これらの検出アッセイ
では、直接的または間接的に可視化することのできる適切な標識を使用することができる
。例えば、細胞表面（例えば、白血球）のPrPScは、本明細書に述べられるペプチドを用
いて本明細書に述べられるような標準的フローサイトメトリー法によって容易に検出する
ことができる。適切な対照試料に比較して多量の標識複合体を含むことが明らかとなった
試料はPrPScの存在を示すと見なされて、従って、プリオン関連疾患を示す。
【００７５】
　さらに、本発明のペプチドを用いてプリオン病の診断に有用な新規化合物を同定するこ
とができる。例えば、標準的方法に従って、本明細書に述べられる一つまたはいくつかの
ペプチドの結合相互作用を阻害する能力を持つ化合物を同定するために、合成化合物ライ
ブラリまたは小分子ライブラリがスクリーニングされる。
【００７６】
　このようなライブラリは、当技術分野において既知である方法に従って、天然産物、合
成（もしくは半合成）抽出物、または化合物ライブラリから導かれる可能性がある。薬剤
の発見および開発分野の業者は、化合物の正確な供給源が本発明のスクリーニング手順に
とっては重要でないことを理解する。天然化合物供給源の例には、植物、真菌、原核生物
または動物の供給源、および既存の化合物の修飾が含まれるが、これらに限定されるもの
ではない。糖類、脂質、ペプチドおよび核酸を基剤とする化合物、即ち、アプタマーを含
む任意の数の化学的化合物の任意または方向付けられた合成品（例えば、半合成品または
完全合成品）の作製にも多くの方法が有効である。合成化合物のライブラリは市販のもの
を入手することが可能であり、または当技術分野において既知の方法に従って作製するこ
とが可能である。さらに、所望ならば、標準的な化学的、物理学的または生化学的方法を
用いて任意のライブラリまたは化合物が容易に修飾される。
【００７７】
　極めて低い濃度でペプチドの結合を阻害する化合物は「高親和性競合物」と呼ばれて、
本発明の診断方法において有用である。次に、ペプチドの活性を擬似するこのような高親
和性競合物についてPrPScの効率的な認識および結合を調べる。同定後直ちに、プリオン
感染に関する事実上の診断試験の捕捉相において、またはもう一つの選択肢として遮断様
式アッセイにおいて用いるために、高親和性競合物を固体基質（例えば、ELISAのウェル
またはビーズ）に共役させることができる。
【００７８】
ワクチン
　本発明のペプチドならびにその混合物および組成物は、感染に対して感受性および／ま
たは感染に罹っている宿主におけるプリオン病に対する予防または治療の免疫応答を誘発
することができるワクチンの活性成分としても有用である。投与経路、抗原の用量、注射
の回数および頻度は種によって異なり、その他の感染性疾患または癌に対して免疫または
治療を提供するために現在、医療機関および／または実験的に用いられているものと同様
である可能性がある。例えば、ワクチンは、本発明のペプチド、その類似体、またはその
混合物もしくは配合物を、その組成物を投与されたヒトを含む哺乳動物において、投与さ
れた哺乳動物をある期間にわたってプリオン感染から保護し得る免疫を惹起するために有
効な量で含む薬学的に許容される組成物である。YYXアミノ酸残基（またはYYR、YYDもし
くはYYQアミノ酸残基）を含むペプチドまたは関連する化合物を用いた免疫化によって誘
発されるPrPSc特異的免疫は脳およびその他の組織におけるPrPCの発現または機能に影響
を及ぼすことなくPrPScの分解を促進または疾患の症状を軽減するために有用であり、そ
の結果、臨床的に症候性のプリオン病患者における臨床状態が改善することも可能である
。
【００７９】
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　当技術分野において既知の標準的方法に従って、異なるタイプのワクチンを開発するこ
とができる。例えば、ワクチンはペプチドを基剤とするワクチン、核酸を基剤とするワク
チン、細菌を基剤とするワクチン、またはウイルスを基剤とするワクチンであることがで
きる。より具体的には、ペプチドワクチンに関して、PrPSc特異的エピトープに対応する
ペプチドまたはその機能的誘導体は、1）同一配列の単量体または多量体として、2）ワク
チンの有効性を高める手段としてPrPSc特異的エピトープの免疫原性を高めるために、エ
ピトープ（例えば、クラスI/IIターゲティング配列）および／もしくは追加の抗体、Tヘ
ルパーまたはCTLエピトープの凝集を助長して、提示または加工を促進することができる
追加配列の連続的または不連続の組み合わせ、3）化学的に修飾または抱合してワクチン
の免疫原性または送達を亢進する物質とする（例えば、脂肪酸もしくはアシル鎖、KLH、
破傷風トキソイド、またはコレラ毒素）、4）上記の任意の組み合わせ、5）上記と、アル
ミニウム塩、サポニンまたはトリテルペン、MPL、およびコレラ毒素などのアジュバント
、ならびに／またはリポソーム、VPLもしくはウイルス様粒子、マイクロエマルジョン、
弱毒化もしくは死滅細菌もしくはウイルスベクター、および崩壊性ミクロスフェアなどの
送達賦形剤との併用、6）任意の経路で、またはエクスビボにおいて細胞に抗原を負荷す
る手段としての投与を含む多くの方法で予防用または治療用ワクチンとして利用すること
ができる。
【００８０】
　予防薬または治療薬としての核酸を基剤とするワクチンの用途の例には次が含まれる：
1）PrPSc特異的エピトープの発現（転写および／または翻訳）をコードする核酸、2）翻
訳融合物または独立した転写単位であるPrPSc特異的エピトープの加工および提示、凝集
、分泌、（特定の細胞タイプに対する）ターゲティングを促進する追加の核酸配列、3）
翻訳融合物または独立した転写単位であるアジュバント／免疫調節物質として機能する追
加の核酸配列、4）翻訳融合物または独立物として、PrPSc特異的エピトープの免疫原性ま
たはワクチンの有効性を高める追加の抗体、TヘルパーまたはCTLエピトープ、5）上記の
任意の組み合わせ、6）上記が生理食塩液を用いて（「裸の」DNA）、またはアジュバント
（例えば、アルミニウム塩、QS-21、MPL）、免疫調節物質（例えば、rIL-2、rGM-CSF、rI
L-12）および／または核酸送達物質（例えば、ポリマー、脂質、ペプチドを基剤とする崩
壊性粒子、マイクロエマルジョン、VPL、弱毒化した細菌またはウイルスベクター）と組
み合わせて任意の経路またはエクスビボ負荷によって投与される。
【００８１】
　弱毒化または死滅細菌またはウイルスベクターは、抗原またはその抗原の発現をコード
するDNA／RNAを送達するために用いることができる。これらは、抗原をエクスビボにおい
て細胞に負荷するための手段としても用いることができる。
【００８２】
　ワクチンは当技術分野において既知の標準的方法に従って調製されて、ワクチン産生の
ための新しいまたは改良された方法に容易に応用することができる。
【００８３】
汚染除去
　PrPScは、本明細書に開示されるペプチドを用いてヒトでの使用前にプリオン感染性を
中和するために、または動物飼料におけるプリオン病予防薬として生物学的な液体および
組織から吸着することができる。
【００８４】
　もう一つの局面において、本発明は生物試料からPrPScを汚染除去するための方法を特
徴とする。好ましい態様において、この方法は次の工程を伴う：（a）生物試料をペプチ
ド（またはその断片もしくは同族体）で処理して、そのペプチドとPrPSc複合体形成を可
能とする工程；および（b）生物試料からPrPSc複合体を除去する工程。このような汚染除
去手順は、ストレプトアビジンを介しての除去に備えてビオチン、ハプテン、またはFLAG
もしくはMycのようなエピトープタグに共役したペプチド（またはその断片もしくは同族
体）を用いた生物試料の灌流の利用、または抗体アフィニティーカラムクロマトグラフィ
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ーもしくは結合によるPrPScの直接的不活化を伴うこともできる。
【００８５】
　従って、本明細書に述べられる方法および組成物は、例えば移植を意図するなど、プリ
オンで汚染されていることが明らかであるまたは疑いがある生物試料の汚染除去において
有用である。特に、生物試料は本発明のペプチドと共にインキュベートすることが可能で
あり、複合体は標準的な方法を用いて除去することが可能である。または、本発明のペプ
チドを複合体形成する生物試料と共にインキュベートすることが可能であり、それによっ
てプリオンの感染を阻害することが可能である。
【００８６】
治療薬
　本発明は、動物（例えば、ヒト、ウシ、ヒツジ、ブタ、ヤギ、イヌ、またはネコ）にお
けるプリオン病の治療または予防の方法を特徴とする。一つの好ましい態様において、こ
の方法は、本明細書に開示される方法に従って同定されるPrPCのPrPScへの転換を遮断し
てPrPSc：PrPSc凝集形成を阻害し、またはPrPCのPrPScへの動員を遮断する治療上有効な
量のPrPペプチドを動物に投与する工程を伴う。もう一つの局面において、本発明は本発
明のPrPペプチド、または例えばYYXを含むペプチドと抗YYXペプチドの相互作用を擬似す
る合成ライブラリから合理的にデザインするまたは得ることのできるアミノ酸残基YYX（
またはYYR、YYDもしくはYYQアミノ酸残基）を含むペプチドのPrPSc特異的曝露を利用する
化合物のような構造的に関連する化合物を含むプリオン病の治療および予防のための薬学
的調製物を特徴とする。これらの化合物はプリオン診断において、またはプリオン病の治
療薬として有用である。所望ならば、本発明のペプチドは薬学的に許容される塩の形で提
供されることができる。好ましい塩の例は、例えば、酢酸、乳酸、マレイン酸、クエン酸
、リンゴ酸、アスコルビン酸、コハク酸、安息香酸、サリチル酸、メタンスルホン酸、ト
ルエンスルホン酸、またはパモ酸のような治療上許容される有機酸、およびタンニン酸ま
たはカルボキシメチルセルロースのようなポリマー酸との塩、ならびに例えば塩酸などの
ハロゲン化水素酸、硫酸またはリン酸のような無機酸との塩である。さらに、本発明の任
意のペプチドは、生物分解性生体適合性ポリマーを用いた徐放性調製物として、またはミ
セル、ゲルおよびリポソームを用いることによって、伝統的な方法（例えば、経口、非経
口、経皮、または経粘膜）の一つにおいて哺乳動物、特にヒトに投与することが可能であ
る。
【００８７】
　さらに、チロシン側鎖誘導体などを含むYYRエピトープの構造から派生する小分子が転
換反応を遮断する可能性がある。最後に、チロシン環の酵素溶解またはチロシン環の大き
な置換物との共有結合による誘導体形成のような重要な残基の直接的化学的修飾もPrPCの
PrPScへの転換反応を混乱させることができる。
【００８８】
　例えば、このような化合物は本発明の抗体を用いて同定することができる。従って、標
準的方法に従って本明細書に述べられる一つまたはいくつかのペプチドの結合相互作用を
阻害する能力を持つ化合物を同定するために、合成ライブラリもしくは小分子ライブラリ
、または両者（後記）がスクリーニングされる。このような分子の結合を阻害する化合物
は、本発明の治療方法において有用である。一旦同定されると、このような化合物は何ら
かの適切なモデル系においてプリオン病と戦う能力について調べられる。
【００８９】
　試験アンタゴニスト（例えば、本明細書に述べられるペプチド）がインビボにおいてプ
リオン病の発症に対する保護を付与するかどうかについての評価は、一般に、このような
疾患を発症することが知られている動物を使用する工程を伴う（例えば、Chandler, Lanc
et 6:1378-1379, 1961; Eklund et al., J. Infectious Disease 117:15-22, 1967; Fiel
d, Brit. J. Exp. Path. 8:129-239, 1969）。適切な動物（例えば、マウスまたはハムス
ター）に標準的な方法に従って試験化合物を投与して、無投与対照動物と比較したプリオ
ン関連疾患の発生率の低下または発症もしくは進行の遅延を保護の指標として検出する。
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試験化合物は予めプリオン物質を注射された動物に投与することが可能であり、または、
プリオンおよびその化合物を予めインキュベートしてそのプリオン／化合物混合物を試験
動物に注射することによって試験化合物のプリオン物質中和能について調べることができ
る。プリオン病の治療または予防に用いられる分子（例えば、上記のようなアンタゴニス
ト）は「抗プリオン治療薬」と呼ばれる。
【００９０】
　本明細書に基づく抗プリオン治療薬は、薬学的に許容される希釈剤、担体、または賦形
剤と共に単位投与剤形として投与することができる。例えば、プリオン病もしくはプリオ
ン病前駆症状を患う動物、またはプリオン病を発症する危険のある動物にこのような抗プ
リオン治療薬を投与するための適切な調製物または組成物を提供するには、慣例的な薬学
的手法を採用することが可能である。例えば、非経口、静脈内、皮下、筋肉内、頭蓋内、
眼窩内、眼内、心室内、包内、脊椎内、槽内、腹腔内、鼻内、エーロゾル、または経口投
与などの適切な投与経路を用いることができる。
【００９１】
　調製物を作製するための技術分野において周知の方法は、例えば、「Remington's Phar
maceutical Sciences」に示されている。非経口投与のための調製物は、例えば、賦形剤
、滅菌水、または生理食塩液、ポリエチレングリコールのようなポリアルキレングリコー
ル、植物性の油脂、または水素化ナフタレンを含むことができる。化合物の放出の制御に
は、生体適合性、生物分解性のラクチドポリマー、ラクチド／グリコリド、またはポリオ
キシエチレン-ポリオキシプロピレンコポリマーを用いることができる。抗プリオン治療
用化合物の潜在的に有用なその他の非経口送達系には、エチレン-酢酸ビニルコポリマー
粒子、浸透圧ポンプ、移植可能注入システム、およびリポソームが含まれる。吸入用の調
製物は乳糖のような賦形剤を含むことができて、また例えばポリオキシエチレン-9-ラウ
リルエーテル、グリココール酸およびデオキシコール酸を含む水溶液とすることが可能で
あり、または点鼻薬の形で、もしくはゲルとして投与するための油性溶液とすることが可
能である。
【００９２】
　本発明の方法は、例えば、ヒト、家庭内ペット、動物園の動物（トラ、外来性反芻動物
、およびヒト以外の霊長類など）または家畜のような任意の動物における、本明細書に述
べられる疾患の抑制または治療のために用いることができる。ヒト以外の動物が投与され
る場合、用いられる抗プリオン治療薬は好ましくはその種に特異的である。
【００９３】
　関連する局面において、本発明は上記のいずれかの方法に従って同定される治療用およ
び診断用化合物を特徴とする。
【００９４】
　本明細書では様々な刊行物が引用されていて、それらの開示は参照として全体が組み入
れられる。
【図面の簡単な説明】
【００９５】
（図１）

のペプチドがハムスター脳溶解物中のPrPScを捕捉することを示す。
（図２）

のペプチドがウシ脳溶解物中のPrPScを捕捉することを示す。
（図３）
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のペプチドがマウス脳溶解物中のPrPScを捕捉することを示す。
（図４）

のペプチドがマウスPrPScの捕捉に関して

と競合することを示す。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】
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摘要(译)

公开了特异性结合PrP Sc的肽。还公开了通过序列非依赖性和/或序列依赖性筛选测定法鉴定这些肽的方法。描述了鉴定的肽的方
法和各种应用，包括用于鉴定治疗朊病毒病的药剂的用途。
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