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(57)【要約】
　本発明は、ＡＴＰ２Ｂ遺伝子によってコードされた蛋
白質を提供し、アルツハイマー病患者の特異的脳領域に
おけるＡＴＰ２Ｂ蛋白質をコードする遺伝子の異なる発
現を開示する。この発見に基づいて、本発明は、対象に
おけるアルツハイマー病を診断又は予測するための、又
は対象がアルツハイマー病を発症する危険性が増加して
いるかどうかを測定するための方法を提供する。さらに
、本発明は、ＡＴＰ２Ｂ遺伝子及びその対応する遺伝子
産物を使用して、アルツハイマー病及び関連神経変性疾
患を治療又は予防するための治療及び予防方法を提供す
る。神経変性疾患の調節剤をスクリーニングする方法も
開示する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象におけるアルツハイマー病を診断又は予測するか、或いは前記対象が前記疾患を発
症する危険性が増大しているかどうかを測定するか、或いは前記疾患を有する対象に施す
治療の効果をモニターする方法であって、
　前記対象から得られた試料中における
　（ｉ）配列番号１を有する形質膜カルシウムＡＴＰアーゼをコードする遺伝子の転写産
物、及び／又は
　（ｉｉ）配列番号１を有する形質膜カルシウムＡＴＰアーゼをコードする遺伝子の翻訳
産物、及び／又は
　（ｉｉｉ）前記転写産物又は翻訳産物の断片、又は誘導体、又は変種
のレベル及び／又は活性を測定すること、及び前記レベル及び／又は前記活性を公知の疾
患状態を表す参照値、及び／又は公知の健康状態を表す参照値と比較すること、及び前記
レベル及び／又は前記活性が公知の健康状態を表す参照値と比較して変化しており、及び
／又は公知の疾患状態を表す参照値と同じか又は等しい場合、それによって前記対象にお
けるアルツハイマー病を診断又は予測すること、又は前記対象が前記疾患を発症する危険
性が増大しているかどうかを決定することを含む、方法。
【請求項２】
　（ｉ）配列番号１を有する形質膜カルシウムＡＴＰアーゼをコードする遺伝子の転写産
物、及び／又はその断片、誘導体、又は変種を検出する試薬、及び／又は（ｉｉ）配列番
号１を有する形質膜カルシウムＡＴＰアーゼをコードする遺伝子の翻訳産物、及び／又は
その断片、誘導体、若しくは変種を検出する試薬からなる群から選択された少なくとも１
種の試薬を含む、アルツハイマー病を診断若しくは予測するため、又は対象がこのような
疾患を発症する素因を決定するため、又はアルツハイマー病を有する対象に施した治療の
効果をモニターするためのキットの請求項１に記載の方法における使用。
【請求項３】
　配列番号１を有する形質膜カルシウムＡＴＰアーゼをコードする非天然遺伝子配列又は
その断片、誘導体、又は変種を含む組換え非ヒト動物であって、前記動物は
　（ｉ）前記遺伝子配列及び選択可能なマーカー配列を含む遺伝子標的構築物を提供する
こと、及び
　（ｉｉ）前記標的構築物を非ヒト動物の幹細胞に導入すること、及び
　（ｉｉｉ）前記非ヒト動物幹細胞を非ヒト胚に導入すること、及び
　（ｉｖ）前記胚を偽妊娠非ヒト動物に移植すること、及び
　（ｖ）前記胚を出産予定日まで成長させること、及び
　（ｖｉ）ゲノムの両対立遺伝子に前記遺伝子配列の変更を含む遺伝子改変非ヒト動物を
同定すること、及び
　（ｖｉｉ）ゲノムが前記内在性遺伝子の変更を含む遺伝子改変非ヒト動物を得るために
段階（ｖｉ）の遺伝子改変非ヒト動物を飼育すること、この場合前記破壊が前記非ヒト動
物に、徴候及び症状がアルツハイマー病に関連している神経変性疾患の徴候及び症状を発
症する素因を示す結果をもたらす、
によって得ることができる組換非ヒト動物。
【請求項４】
　アルツハイマー病の治療に有用な診断薬及び治療薬の開発において、化合物、薬剤及び
調節剤をスクリーニング、試験及び評価するための非ヒト試験動物及び／又は対照動物と
しての請求項３に記載の組換え非ヒト動物の使用。
【請求項５】
　（ｉ）配列番号１を有する形質膜カルシウムＡＴＰアーゼをコードする遺伝子、及び／
又は
　（ｉｉ）配列番号１を有する形質膜カルシウムＡＴＰアーゼをコードする遺伝子の転写
産物、及び／又は
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　（ｉｉｉ）配列番号１を有する形質膜カルシウムＡＴＰアーゼをコードする遺伝子の翻
訳産物、及び／又は
　（ｉｖ）（ｉ）から（ｉｉｉ）の断片、又は誘導体、又は変種
からなる群から選択された１種以上の物質の発現又はレベル又は活性を改変する能力を有
する、アルツハイマー病又は関連疾患の治療に使用するための薬剤、調節剤又は選択的ア
ンタゴニスト又はアゴニストを同定するためのスクリーニング方法であって、
　前記方法が、
　（ａ）試験化合物と細胞を接触させる段階と、
　（ｂ）（ｉ）から（ｉｖ）で列挙した１種以上の物質の活性及び／又はレベル及び／又
は発現を測定する段階と、
　（ｃ）前記試験化合物と接触していない対照細胞において、（ｉ）から（ｉｖ）で列挙
した１種以上の物質の活性及び／又はレベル及び／又は発現を測定する段階と、
を含み、ならびに
　段階（ｂ）及び（ｃ）の細胞における物質のレベル及び／又は活性及び／又は発現を比
較する段階とを含み、この場合接触した細胞における物質の活性及び／又はレベル及び／
又は発現の改変が、試験化合物がアルツハイマー病又は関連疾患の治療で使用するための
薬剤、調節剤又は選択的アンタゴニスト又はアゴニストであることを示唆する、スクリー
ニング方法。
【請求項６】
　（ｉ）配列番号１を有する形質膜カルシウムＡＴＰアーゼをコードする前記遺伝子、及
び／又は
　（ｉｉ）配列番号１を有する形質膜カルシウムＡＴＰアーゼをコードする前記遺伝子の
転写産物、及び／又は
　（ｉｉｉ）配列番号１を有する形質膜カルシウムＡＴＰアーゼをコードする前記遺伝子
の翻訳産物、及び／又は
　（ｉｖ）（ｉ）から（ｉｉｉ）の断片、又は誘導体、又は変種
からなる群から選択された１種以上の物質の発現又はレベル又は活性を改変する能力を有
する、アルツハイマー病又は関連疾患の治療に使用するための薬剤、調節剤又は選択的ア
ンタゴニスト又はアゴニストを同定するためのスクリーニング方法であって、
　前記方法が、
　（ａ）神経変性疾患又は関連疾患若しくは障害の徴候を発症しやすい、又は既に発症し
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）から（ｉｖ）で列挙した１種以上の物質の活性及び／又はレベル及び／又
は発現を測定する段階と、
　（ｃ）神経変性疾患又は関連疾患若しくは障害の徴候を発症しやすい、又は既に発症し
ており、このような試験化合物を投与されていない非ヒト対照動物において、（ｉ）から
（ｉｖ）で列挙した１種以上の物質の活性及び／又はレベル及び／又は発現を測定する段
階と、
　（ｄ）段階（ｂ）及び（ｃ）の動物における物質の活性及び／又はレベル及び／又は発
現を比較する段階とを含み、この場合非ヒト試験動物における物質の活性及び／又はレベ
ル及び／又は発現の改変が、試験化合物がアルツハイマー病又は関連疾患の治療で使用す
るための薬剤、調節剤又は選択的アンタゴニスト又はアゴニストであることを示唆する、
スクリーニング方法。
【請求項７】
　前記非ヒト試験動物及び／又は前記非ヒト対照動物が、天然の形質膜カルシウムＡＴＰ
アーゼ遺伝子転写制御因子ではない転写制御因子の制御下で、配列番号１を有する形質膜
カルシウムＡＴＰアーゼ又はその断片、又は誘導体、又は変種を発現する組換え動物であ
る請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　配列番号１を有する形質膜カルシウムＡＴＰアーゼ、又はその断片、又は誘導体、又は
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変種に対する前記化合物の前記結合を測定するために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方法であって、前記方法が
　（ｉ）前記形質膜カルシウムＡＴＰアーゼ、又はそれらの断片、又は誘導体、又は変種
の液体懸濁液を複数の容器に添加する段階と、
　（ｉｉ）結合についてスクリーニングすべき、検出可能な、特に蛍光標識された化合物
以上の検出可能な、特に蛍光標識された化合物類を前記複数の容器に添加する段階と、
　（ｉｉｉ）前記形質膜カルシウムＡＴＰアーゼ、又はそれらの前記断片、又は誘導体又
は変種を前記検出可能な、特に蛍光標識された化合物又は検出可能な、特に蛍光標識され
た化合物類と共にインキュベートする段階と、
　（ｉｖ）前記形質膜カルシウムＡＴＰアーゼ、又はそれらの前記断片、又は誘導体、又
は変種に関連した好ましくは蛍光の量を測定する段階と、及び
　（ｖ）前記形質膜カルシウムＡＴＰアーゼ、又はそれらの前記断片、又は誘導体、又は
変種に対する１種以上の前記化合物による結合を測定する段階とを含む、方法。
【請求項９】
　アルツハイマー病を検出するための診断標的としての、形質膜カルシウムＡＴＰアーゼ
をコードする遺伝子の翻訳産物、又はその断片、又は誘導体、又は変種である、配列番号
１の蛋白質分子の使用。
【請求項１０】
　アルツハイマー病を予防、又は治療、又は改善するための試薬又は化合物のスクリーニ
ング標的としての、形質膜カルシウムＡＴＰアーゼをコードする遺伝子の翻訳産物、又は
その断片、又は誘導体、又は変種である、配列番号１の蛋白質分子の使用。
【請求項１１】
　対象から得られた試料における細胞の病理学的状態を検出するための、配列番号１を有
する形質膜カルシウムＡＴＰアーゼの蛋白質分子、又はその断片、又は誘導体、又は変種
と特異的に免疫反応する抗体の使用であって、前記抗体による前記細胞の免疫細胞化学的
染色を含み、この場合公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程度
の変化、又は染色パターンの変化がアルツハイマー病に関連した前記細胞の病理学的状態
を示す、使用。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、対象における神経変性疾患の進行を診断、予測及びモニターする方法に関す
る。さらに、治療の管理方法及び神経変性疾患の調節剤のスクリーニング方法を提供する
。本発明はまた、医薬組成物、キットの使用、組換え動物モデル及び前記組換え動物モデ
ルの使用を開示する。
【背景技術】
【０００２】
　神経変性疾患、特にアルツハイマー病（ＡＤ）は、患者の生命を非常に衰弱させる影響
を与える。さらに、これらの疾患は、健康、社会及び経済に多大な負担を与える。ＡＤは
、最も一般的な神経変性疾患で、認知症全症例の約７０％を占め、６５歳以上の人口の約
１０％及び８５歳以上の４５％近くに影響を及ぼす、年齢に関連したおそらく最も重篤な
神経変性疾患である（Ｖｉｃｋｅｒｓ他、Ｐｒｏｇｒｅｓｓ　ｉｎ　Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ
ｏｇｙ　２０００、６０：１３９～１６５；Ｗａｌｓｈ及びＳｅｌｋｏｅ、Ｎｅｕｒｏｎ
　２００４、４４：１８１～１９３）。現在、その症例の総数は、米国、ヨーロッパ及び
日本で１２００万と概算されている。この状況は、先進国における高齢者の人口増加に伴
って益々悪くなるのは避けられないであろう。ＡＤ患者の脳に生じる神経病理学的特徴は
、アミロイド－β蛋白質からなる老人斑、及び異常な繊維構造の出現と共に生じる細胞骨
格の著しい変化及び神経原線維濃縮体の形成である。
【０００３】
　アミロイド－β蛋白質は、様々な種類の蛋白質分解酵素によってアミロイド前駆蛋白質
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（ＡＰＰ）が切断されることによって生じる（Ｓｅｌｋｏｅ及びＫｏｐａｎ、Ａｎｎｕ　
Ｒｅｖ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉ　２００３、２６：５６５～５９７；Ｌｉｎｇ他、Ｉｎｔ　Ｊ
　Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ　２００３、３５：１５０５～１５３５）。ＡＤ
患者の脳では、２種類の斑、びまん性老人斑及び神経突起斑を検出することができる。こ
れらは主に大脳皮質及び海馬に見いだされる。脳内における毒性Ａβ沈着の生成は、ＡＤ
経過の極早期に開始し、ＡＤ病変に至るその後の破壊的過程において重要な役割を担うと
考えられている。ＡＤのその他の病理学的特徴は、神経原線維濃縮体（ＮＦＴ）及び異常
神経突起で、神経網糸と呼ばれる（Ｂｒａａｋ及びＢｒａａｋ、Ｊ　Ｎｅｕｒａｌ　Ｔｒ
ａｎｓｍ　１９９８、５３：１２７～１４０）。ＮＦＴはニューロンの内側に出現し、化
学的に変更したタウから構成され、互いの周りに巻き付いた対らせん線維を形成する。Ｎ
ＦＴの形成と並行して、ニューロンの損失を認めることができる（Ｊｏｈｎｓｏｎ及びＪ
ｅｎｋｉｎｓ，Ｊ　Ａｌｚｈｅｉｍｅｒｓ　Ｄｉｓ　１９９６、１：３８～５８；Ｊｏｈ
ｎｓｏｎ及びＨａｒｔｉｇａｎ、Ｊ　Ａｌｚｈｅｉｍｅｒｓ　Ｄｉｓ　１９９９、１：３
２９～３５１）。神経原線維濃縮体の出現及びその数の増加は、ＡＤの臨床的重症度とよ
く相関する（Ｓｃｈｍｉｔｔ他、Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ　２０００、５５：３７０～３７６
）。ＡＤは、記憶形成の早期欠如に関連し、最終的には高度認知機能を完全に蝕む進行性
の疾患である。認知障害には、とりわけ記憶障害、失語症、失認及び実行機能の欠如が含
まれる。ＡＤの病理発生の特徴は、変性過程に対する特定の脳領域及び神経細胞亜集団の
選択的脆弱性である。具体的に、側頭葉領域及び海馬は、早期から影響を受け、疾患進行
中により激しく影響を受ける。その一方で、前頭皮質、後頭皮質及び小脳内のニューロン
はほとんどが完全なままであり、神経変性から保護される（Ｔｅｒｒｙ他、Ａｎｎａｌｓ
　ｏｆ　Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ　１９８１、１０：１８４～９２）。
【０００４】
　現在、ＡＤの治療法はなく、ＡＤの進行を止める効果的な治療法もなく、生前に高確率
でＡＤと診断する方法さえもない。個体がＡＤを発症しやすくするいくつかの危険因子が
同定されており、その中で最も際だっているのはアポリポ蛋白質Ｅ遺伝子（ＡｐｏＥ）の
既存の３種の異なる対立遺伝子（イプシロン２、３及び４）のうちの対立遺伝子エプシロ
ン４である（Ｓｔｒｉｔｔｍａｔｔｅｒ他、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　ＳｃＩ　Ｕ
ＳＡ　１９９３、９０：１９７７～８１；Ｒｏｓｅｓ、Ａｎｎ　ＮＹ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ
　１９９８、８５５：７３８～４３）。染色体２１上のアミロイド前駆体蛋白質（ＡＰＰ
）、染色体１４上のプレセニリン－１及び染色体１上のプレセニリン－２の遺伝子の遺伝
的欠損が関与する早期発症型ＡＤは希な例であるが、一般的な形態である晩期発症型孤発
性ＡＤの病因は今までのところわかっていない。神経変性疾患の晩期発症の複雑な病理発
生は、治療薬及び診断薬の開発に大変な難題となっている。潜在的な薬剤標的及び診断マ
ーカーの集団を拡張することが重要である。
【発明の開示】
【０００５】
　したがって、本発明の目的は、神経疾患の病理発生の見識を提供し、とりわけこれらの
疾患の診断および治療法の開発に適した方法、材料、薬剤、組成物及び動物モデルを提供
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説明された。下位請求項は
、本発明の好ましい実施形態を限定する。
【０００６】
　本発明は、ヒトアルツハイマー病の脳試料における形質膜のカルシウムポンプ（形質膜
Ｃａ２＋－ＡＴＰアーゼ又はＡＴＰ２Ｂ又はＰＭＣＡ）をコードする遺伝子及びそれらの
蛋白質の無調節な、差異的発現の検出に基づいている。
【０００７】
　ＰＭＣＡは、あらゆる真核細胞の細胞基質からＣａ２＋を排除する原因となる。これら
は、Ｎａ＋／Ｃａ２＋交換体と共に、静止細胞内Ｃａ２＋濃度の長期調節に関与する主要
な形質膜輸送系である。ＰＭＣＡは、反応周期中にアスパルチルリン酸中間体が形成され
ることが特徴のＰ型の主要なイオン輸送性ＡＴＰアーゼファミリーに属する。哺乳類のＰ
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ＭＣＡは、４種類の別々の遺伝子によってコードされ、他のアイソフォーム変種は、主要
な遺伝子転写物の選択的ＲＮＡスプライシングによって生じる。様々なＰＭＣＡアイソフ
ォーム及びスプライシング変種の発現は、発生、組織及び細胞特異的な方法で調節されて
おり、これらのポンプは、特定の細胞及び組織の生理学的必要性に機能的に適合している
ことを示唆している。選択的スプライシングは、形質膜Ｃａ２＋ポンプ蛋白質の２種類の
主要な位置、第１細胞内ループ及びＣＯＯＨ末端に影響を及ぼす。これら２種類の領域は
、ポンプの主要な調節ドメインに対応する。第１細胞基質ループでは、影響を受ける領域
は推定Ｇ蛋白質結合配列とリン脂質感受性部位の間に入り込んでおり、ＣＯＯＨ末端では
、スプライシングは、カルモジュリンによるポンプ調節、リン酸化、及びＰＤＺドメイン
含有アンカー蛋白質及びシグナル伝達蛋白質との差異的相互作用に影響を及ぼす。難聴及
び運動失調などの疾患を引き起こすＰＭＣＡ変異を有するマウス並びに遺伝子操作された
ＰＭＣＡ「ノックアウト」マウスの対応する表現型の確認はさらに、細胞性Ｃａ２＋調節
における各Ｃａ２＋ポンプアイソフォームの特異的且つ必須的な役割の概念を支持する（
Ｓｔｒｅｈｌｅｒ　＆　Ｚａｃｈａｒｉａｓ、Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｒｅｖｉｅ
ｗｓ　２００１、８１：２１～５０）。ヒト形質膜カルシウムＡＴＰアーゼアイソフォー
ム１（ＡＴＰ２Ｂ１又はＰＭＣＡ１）の遺伝子の完全な構造は、１９９３年に解明された
（Ｈｉｌｆｉｋｅｒ他、Ｊｏｕｒｎａｌ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　
１９９３、２６８：１９７１７～１９７２５）。この蛋白質は、ＤＮＡの１００キロベー
ス（ｋｂ）を超える範囲に及ぶ２１個のエキソンによってコードされる。３５ｋｂを超え
るイントロンが翻訳開始コドンを含有するエキソンから５′非翻訳エキソン１を分離する
。推定プロモーター全体及び５′隣接領域は、ＣｐＧアイランド内に入り込んでおり、数
多くのＳｐ１因子結合配列の存在及びＴＡＴＡボックスの欠如が特徴である。そのｍＲＮ
Ａは組織のあらゆるところに分布しているので、これらの結果はｈＰＭＣＡ１遺伝子がハ
ウスキーピング型であることを示唆している。
【０００８】
　Ｓｔａｆｆｕｅｒ他は、選択的スプライシングの選択肢及び７種の組織（大脳皮質、骨
格筋及び心筋、胃、肝臓、肺及び腎臓）における、現在公知の４種のヒト形質膜カルシウ
ムポンプ（ＰＭＣＡ）遺伝子の転写物の定量的組織分布を分析した。遺伝子１及び４のｍ
ＲＮＡは、全組織において同量で存在することが発見されたが、その一方で、遺伝子２及
び３の転写物は、組織特異的に発現しており、すなわち、それらの量は胎児骨格筋及び脳
において最高であった。選択的スプライシングは、ＰＭＣＡ転写物内の２種の主要な調節
部位（部位Ａ及びＣ）、アミノ末端リン脂質応答領域に隣接した領域及びカルボキシル末
端カルモジュリン結合ドメイン内の領域それぞれにおいて生じることが発見された。ヒト
遺伝子では今までに記載されていない新規スプライシング変種が、ｈＰＭＣＡ３及び４の
部位Ａ並びにｈＰＭＣＡ１、２及び３の部位Ｃで検出された。遺伝子全てについて、一般
的なスプライシング変種は両スプライシング部位で発見された。部位Ａで一般的なスプラ
イシング変種の特徴は、小さなエキソン（ｈＰＭＣＡ１、３９塩基対（ｂｐ）；ｈＰＭＣ
Ａ２、４２ｂｐ；ｈＰＭＣＡ３、４２ｂｐ；ｈＰＭＣＡ４、３６ｂｐ）を含むことである
。部位Ｃで一般的なスプライシング変種では、１個のエキソン（ｈＰＭＣＡ１、１５４ｂ
ｐ；ｈＰＭＣＡ２、２２７ｂｐ、ｈＰＭＣＡ、１６４ｂｐ；ｈＰＭＣＡ４、１７８ｂｐ）
がｍＲＮＡでは排除される。全遺伝子は通常、全組織でこれらの主要なスプライシング変
種を発現し、そこでは対応するアイソフォームが存在する。ＰＭＣＡ２及びＰＭＣＡ３の
転写物ではエキソンが追加されて使用されることによって、ＰＭＣＡ１及び３では単一の
選択的スプライシング１６４塩基対エキソンにおいて内部スプライシング部位が追加され
て使用されることによって、部位Ｃでのスプライシングの複雑さが増大することが発見さ
れた（Ｓｔａｕｆｆｅｒ他、Ｊｏｕｒｎａｌ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒ
ｙ　１９９３、２６８：２５９９３～２６００３）。
【０００９】
　Ｓｔａｕｆｆｅｒ他によってＰＭＣＡアイソフォームの発現が調べられた組織の中で、
大脳皮質で転写物の複雑性が最も高いことが発見され、すなわち、大脳皮質は遺伝子全４
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種及び実質的に全ての選択的スプライシングの選択肢の産物を含有していた。遺伝子２の
ｍＲＮＡは、大脳皮質内においてのみかなりの量で検出された（全ｍＲＮＡの２０％）が
、遺伝子３のｍＲＮＡは、胎児骨格筋及び大脳皮質にほとんど例外なく存在した（全転写
物の６％）（Ｓｔａｕｆｆｅｒ他、ＪＢＣ　１９９３、２６８：２５９９３～２６００３
）。一般的に、大脳皮質は、これら遺伝子それぞれの転写物を非常に高い相対量で含有す
ることが発見された。ＰＭＣＡ１は、より豊富なアイソフォームであると考えられ、平均
比率はＰＭＣＡ４に対して１：０．６７である（Ｓｔａｕｆｆｅｒ他、ＪＢＣ　１９９３
、２６８、２５９９３～２６００３）。
【００１０】
　形質膜Ｃａ２＋ＡＴＰアーゼ（ＰＭＣＡ）ポンプアイソフォーム２、３及び１ａは、成
体ラットの小脳において大量に発現するが、新生仔では最小限にとどまる。２５ｍＭ　Ｋ
ＣｌはＬ型Ｃａ２＋チャンネルを活性化し、細胞基質Ｃａ２＋を著しく増加させる。培地
中のＣａ２＋濃度の変化は、ポンプの発現に影響を及ぼした。
【００１１】
　ＰＭＣＡ１は、細胞内カルシウムレベルを活性化閾値未満に減少させる機能とは別に、
ラット褐色細胞腫由来細胞において神経突起伸長の機能を果たすことが示された（Ｂｒａ
ｎｄｔ他、ＰＮＡＳ　１９９６、９３：１３８４３～１３８４８）。アンチセンスＲＮＡ
を使用することによってＰＣ６細胞においてＰＭＣＡ１の産生を阻害すると、神経細胞の
分化を指示する神経成長因子（ＮＧＦ）に応答して神経突起を伸長する能力が損なわれる
。形質膜Ｃａ２＋－ＡＴＰアーゼを欠如した細胞では、神経突起の伸長不能はα１－イン
テグリン発現を下方制御した結果であることが示された。
【００１２】
　Ｂｒｉｎｉ及び共同研究者等は、チャイニーズハムスターの卵巣細胞で形質膜Ｃａ２＋

ポンプの４種の基本的アイソフォーム及び２種のＣ末端切断型スプライシング変種ＰＭＣ
Ａ４ＣＩＩ（４ａ）及び３ＣＩＩ（３ａ）を過剰発現させることによって、ニューロン特
異的アイソフォームＰＭＣＡ２及び３が、遍在性アイソフォームＰＭＣＡ１及び４よりも
Ｃａ２＋のホメオスタシスを調節するのに有効であることを示した（Ｂｒｉｎｉ他、Ｊｏ
ｕｒｎａｌ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　２００１、２７８：２４５０
０～２４５０８）。４種の基本的なポンプ変種は全て、天然の細胞内環境においてＣａ２

＋のホメオスタシスに影響を及ぼした。小胞体における［Ｃａ２＋］レベル並びに、イノ
シトール１，４，５－トリリン酸による小胞体貯蔵の放出によって細胞基質及びミトコン
ドリアにおいて生じる［Ｃａ２＋］過渡応答の高さは、ポンプの過剰発現によっていずれ
も減少した。偏在的に発現するアイソフォーム１及び４よりも、ニューロン特異的ＰＭＣ
Ａ２及びＰＭＣＡ３による影響の方が大きかった。意外なことに、細胞基質及び細胞器官
におけるＣａ２＋のホメオスタシスへの影響では、切断型ＰＭＣＡ３及びＰＭＣＡ４の効
果は、完全長変種と同じであった。特に、ＰＭＣＡ４ＣＩＩ（４ａ）は、カルモジュリン
に対する親和性は非常に低いにもかかわらず、ＰＭＣＡ４ＣＩ（４ｂ）と同じ効果であっ
た。この結果は、カルモジュリンの利用性はインビボにおけるＰＭＣＡポンプの変更に重
要ではない可能性があることを示している（Ｂｒｉｎｉ他、Ｊｏｕｒｎａｌ　Ｂｉｏｌｏ
ｇｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　２００１、２７８：２４５００～２４５０８）。
【００１３】
　本明細書及び特許請求の範囲で使用した単数形「ａ」、「ａｎ」及び「ｔｈｅ」は、特
に指示しなければ複数の内容を含む。たとえば、「細胞（ａ　ｃｅｌｌ）」はまた、複数
の細胞意味する、などである。本明細書及び特許請求の範囲で使用した「及び／又は（ａ
ｎｄ／ｏｒ）」という用語は、この用語の前後の語句を２者択一か、又は組み合わせて考
慮することを意味する。たとえば、「レベル及び／又は活性の測定」という表現は、レベ
ルのみ、又は活性のみ、或いはレベル及び活性の両方を測定することを意味する。本明細
書では「レベル」という用語は、ｍＲＮＡなどの転写物、又は蛋白質若しくはポリペプチ
ドなどの翻訳産物の範囲、又は量の測定値、又は濃度を含むものとする。本明細書では、
「活性」という用語は、転写産物又は翻訳産物が生物学的作用をもたらす能力の測定値、
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或いは生物学的に活性のある分子のレベルの測定値として理解される。「活性」という用
語はまた、酵素活性又は生物学的活性及び／又は薬理活性を意味し、これはイオンチャン
ネル又はイオンチャンネルサブユニットの結合、拮抗、抑制、遮断、中和又は封鎖を意味
し、イオンチャンネル又はイオンチャンネルサブユニットの活性化、作動化（ａｇｏｎｉ
ｚａｔｉｏｎ）、上方制御も意味する。「生物学的活性」は、限定はしないが、イオンの
膜貫通輸送及び／又は膜貫通イオン流及び／又はそれらの調節を含む。「薬理活性」は、
限定はしないが、イオンチャンネル又はイオンチャンネルサブユニットがリガンド、化合
物、薬剤、調節剤及び／又は他のイオンチャンネルサブユニットに結合する能力を含む。
本明細書では、「レベル」及び／又は「活性」という用語はさらに、遺伝子発現レベル又
は遺伝子活性を意味する。遺伝子発現とは、遺伝子に含有される情報を転写及び翻訳によ
って利用し、遺伝子産物を産生することと定義することができる。「調節異常」とは、遺
伝子発現の上方制御又は下方制御を意味する。遺伝子産物は、ＲＮＡ若しくは蛋白質を含
み、遺伝子の発現の結果である。遺伝子産物の量は、遺伝子がどのような活性であるかを
測定するために使用することができる。本明細書及び特許請求の範囲で使用した「遺伝子
」という用語は、コーディング領域（エキソン）及び非コーディング領域（たとえば、プ
ロモーター又はエンハンサー、イントロン、リーダー及びトレーラー配列などの非コーデ
ィング調節因子）の両方を含む。「ＯＲＦ」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、少なくとも１個のリーディングフレーム内に停止コドンを持たず、そ
のため、潜在的にアミノ酸の配列に翻訳されることができる核酸配列のことである。「調
節因子」は、非誘導性プロモーター、エンハンサー、オペレーター及び遺伝子発現を実行
し調節するその他の因子を含む。本明細書では、「断片」という用語は、たとえば、選択
的スプライシングされた、又は切断された、そうでなければ切断された転写産物又は翻訳
産物を含むことを意味する。本明細書では、「誘導体」という用語は、変異した、若しく
はＲＮＡ編集された、若しくは化学的修飾された、そうでなければ改変された転写産物、
又は変異した、若しくは化学的修飾された、そうでなければ改変された翻訳産物を意味す
る。明確にする目的のために、たとえば、誘導体転写物は、核酸配列中に、１個以上のヌ
クレオチド欠失、挿入、又は交換などの改変を有する転写物のことである。誘導体翻訳産
物は、たとえば、改変リン酸化、又はグリコシル化、又はアセチル化、又は脂質化などの
プロセスによって、或いは改変されたシグナルペプチド切断又はその他の種類の成熟切断
によって生成され得る。これらのプロセスは、翻訳後に生じることが可能である。本発明
及び特許請求の範囲で使用した「調節剤」という用語は、遺伝子又は遺伝子の転写産物又
は遺伝子の翻訳産物のレベル及び／又は活性を変更又は改変することができる分子のこと
である。「調節剤」は、遺伝子の転写産物又は翻訳産物の生物学的活性を変更又は改変で
きることが好ましい。たとえば、前記調節は、生物学的活性及び／又は薬理活性における
、酵素活性における増加又は減少、結合特性における変化、或いは遺伝子の前記翻訳産物
の生物学的、機能的、又は免疫学的特性のその他の任意の変更又は改変であってよい。「
調節剤」とは、増強するか、又は阻害して、そうしてイオンチャンネルサブユニット又は
イオンチャンネルの機能特性を「調節」し、イオンチャンネル又はイオンチャンネルサブ
ユニットの結合、拮抗、抑制、遮断、中和又は封鎖を「調節」し、活性化、作動化及び上
方制御を「調節」する能力を有する分子を意味する。「調節」はまた、細胞の生物学的活
性に影響を及ぼす能力を意味するために使用される。「薬剤」、「試薬」又は「化合物」
という用語は、細胞、組織、体液に対して、又は生体系若しくは試験した測定系内におい
て、正若しくは負の生物学的効果を有する物質、化学物質、組成物又は抽出物を意味する
。これらは、標的のアゴニスト、アンタゴニスト、部分的アゴニスト又は逆アゴニストで
あることができる。このような薬剤、試薬又は化合物は核酸、天然若しくは合成のペプチ
ド若しくは蛋白質複合体、又は融合蛋白質であってよい。これらはまた、抗体、有機若し
くは非有機の分子若しくは組成物、小分子、薬物及び前記薬剤のいずれかの組み合わせで
あってよい。これらは、試験、診断又は治療目的で使用することができる。「オリゴヌク
レオチドプライマー」又は「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与の標的ポリヌクレオチドとアニールすることができ、ポリメラーゼ
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によって伸長することができる短い核酸配列のことである。これらは、特定の配列に特異
的であるように選択されてよく、又は無作為に選択されてよく、たとえば、これらは混合
物中に可能な配列全てをもたらす。本明細書で使用したプライマーの長さは、１０ヌクレ
オチドから８０ヌクレオチドで変化することができる。「プローブ」は、本明細書で説明
し、開示した核酸配列又はそれらに相補的な配列の短い核酸配列である。これらは、所与
の配列の完全長配列、又は断片、誘導体、アイソフォーム又は変種を含むことができる。
「プローブ」とアッセイした試料との間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、その試料内のその他の類似配列の存在を検出することが可能である。本明細書
では、「相同体又は相同性」は、ヌクレオチド又はペプチド配列の他のヌクレオチド又は
ペプチド配列に対する関係を説明するために当業界で使用される用語で、比較した前記配
列の間の同一性及び／又は類似性の程度によって決定される。当業界では、「同一性」及
び「類似性」という用語は、問題とする配列と好ましくは同種のその他の配列（核酸又は
蛋白質配列）との互いの一致によって測定されるポリペプチド又はポリヌクレオチド配列
の関係の程度を意味する。「同一性」及び「類似性」を計算して決定する好ましいコンピ
ュータープログラム法には、限定はしないがＧＣＧ　ＢＬＡＳＴ（Ｂａｓｉｃ　Ｌｏｃａ
ｌ　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　Ｓｅａｒｃｈ　Ｔｏｏｌ）（Ａｌｔｓｃｈｕｌ他、Ｊ．Ｍｏｌ
．Ｂｉｏｌ．１９９０、２１５：４０３～４１０；Ａｌｔｓｃｈｕｌ他、Ｎｕｃｌｅｉｃ
　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１９９７、２５：３３８９～３４０２；Ｄｅｖｅｒｅｕｘ他、Ｎ
ｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１９８４、１２：３８７）、ＢＬＡＳＴＮ２．０（
Ｇｉｓｈ　Ｗ．、ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｗｕｓｔｌ．ｅｄｕ、１９９６～２００２
）、ＦＡＳＴＡ（Ｐｅａｒｓｏｎ及びＬｉｐｍａｎｍ、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．
Ｓｃｉ．ＵＳＡ　１９８８、８５：２４４４～２４４８）、及び最長の重複を有する１対
のコンティグを決定し整列させるＧＣＧ　ＧｅｌＭｅｒｇｅ（Ｗｉｌｂｕｒ及びＬｉｐｍ
ａｎ、ＳＩＡＭ　Ｊ．Ａｐｐｌ．Ｍａｔｈ．１９８４、４４：５５７～５６７；Ｎｅｅｄ
ｌｅｍａｎ及びＷｕｎｓｃｈ、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１９７０、４８：４４３～４５３
）が含まれる。本明細書では、「変種」という用語は、本発明で開示したポリペプチド及
び蛋白質に関して、Ｎ末端及び／又はＣ末端で、及び／又は本発明の天然のポリペプチド
又は蛋白質の天然のアミノ酸配列内で、１種以上のアミノ酸が添加及び／又は置換及び／
又は欠失及び／又は挿入されているが、本質的な特性は維持している任意のポリペプチド
又は蛋白質のことである。さらに、「変種」という用語は、ポリペプチド又は蛋白質の任
意の短い又は長い種を含む。「変種」はまた、ＡＴＰ２Ｂ蛋白質のアミノ酸配列、特にＡ
ＴＰ２Ｂ１、配列番号１と少なくとも約８０％の配列同一性、より好ましくは少なくとも
約９０％の配列同一性、最も好ましくは少なくとも約９５％の配列同一性を備えた配列を
含む。「変種」は、たとえば、保存性の高い領域において保存的アミノ酸置換を有する蛋
白質を含む。本発明の「蛋白質及びポリペプチド」は、ＡＴＰ２Ｂ蛋白質のアミノ酸配列
、配列番号１、ＡＴＰ２Ｂ１を含む蛋白質の変種、アイソフォーム、断片及び化学的誘導
体を含む。コドンが選択的塩基配列によって他のコドンに置換されているが、ＤＮＡ配列
によって翻訳されたアミノ酸配列は変化しないままである配列変種も含まれる。当業界で
公知のこの現象は、特異的アミノ酸に翻訳される一連のコドンの重複性と呼ぶ。機能性に
影響を及ぼさないようなアミノ酸の交換、たとえば、リジンに対してアルギニン、ロイシ
ンに対してバリン、グルタミンに対してアスパラギンの交換も含まれる。天然から単離す
ることができる、又は組換え及び／又は合成手段によって生成することができる蛋白質及
びポリペプチドも含むことができる。天然の蛋白質又はポリペプチドとは、天然に生じる
切断型又は分泌型、天然に生じる変種（たとえば、スプライシング変種）及び天然に生じ
る対立形質変種のことである。本明細書では、「単離された」という用語は、変化した、
及び／又は天然の環境から取り出された、すなわち細胞から、又はそれらが通常生じる生
体から単離された、及び天然では関連していることがわかっている共存成分から分離する
か、又は本質的に精製された分子又は物質を意味するものと考えられる。この概念はさら
に、このような分子をコードする配列を自然の状態では結合しないポリヌクレオチドに人
工的に結合させることができたり、このような分子を組換え及び／又は合成手段によって
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生成することができたりすることを意味する。前記の目的のために、このような配列を生
きた、又は生きていない生物に当業界で公知の方法によって導入することができるとして
も、またこのような配列が前記生物にまだ存在するとしても、それらはまだ単離されたと
見なされる。本発明では、「危険性」、「感受性」及び「素因」という用語は同等で、神
経変性疾患、好ましくはアルツハイマー病の発症の可能性に関して使用される。
【００１４】
　「ＡＤ」という用語は、アルツハイマー病を意味する。本明細書では、「ＡＤ型神経病
理学」、「ＡＤ病理学」とは、本発明で説明したような、及び従来技術の文献から通常知
られているような、神経病理学的、神経生理学的、組織病理学的及び臨床的特徴、徴候及
び症状を意味する（Ｉｑｂａｌ、Ｓｗａａｂ、Ｗｉｎｂｌａｄ及びＷｉｓｎｉｅｗｓｋｉ
、Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ　Ｄｉｓｅａｓｅ　ａｎｄ　Ｒｅｌａｔｅｄ　Ｄｉｓｏｒｄｅ
ｒｓ（Ｅｔｉｏｌｏｇｙ，　Ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ　ａｎｄ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉ
ｃｓ）、Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、Ｗｅｉｎｈｅｉｍ、Ｔｏｒｏｎ
ｔｏ、１９９９；Ｓｃｉｎｔｏ及びＤａｆｆｎｅｒ、Ｅａｒｌｙ　Ｄｉａｇｎｏｓｉｓ　
ｏｆ　Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ　Ｄｉｓｅａｓｅ、Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ、Ｔｏｔｏ
ｗａ、Ｎｅｗ　Ｊｅｒｓｅｙ、２０００；Ｍａｙｅｕｘ及びＣｈｒｉｓｔｅｎ、Ｅｐｉｄ
ｅｍｉｏｌｏｇｙ　ｏｆ　Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ　Ｄｉｓｅａｓｅ：Ｆｒｏｍ　Ｇｅｎ
ｅ　ｔｏ　Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ、Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｐｒｅｓｓ、Ｂｅｒｌｉｎ、Ｈｅ
ｉｄｅｌｂｅｒｇ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、１９９９；Ｙｏｕｎｋｉｎ、Ｔａｎｚｉ及びＣｈ
ｒｉｓｔｅｎ、Ｐｒｅｓｅｎｉｌｉｎｓ及びＡｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ　Ｄｉｓｅａｓｅ、
Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｐｒｅｓｓ、Ｂｅｒｌｉｎ、Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒ
ｋ、１９９８参照）。「Ｂｒａａｋ段階」又は「Ｂｒａａｋ段階付け」という用語は、Ｂ
ｒａａｋ及びＢｒａａｋによって提案された基準による脳の分類のことである（Ｂｒａａ
ｋ及びＢｒａａｋ、Ａｃｔａ　Ｎｅｕｒｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ　１９９１、８２：２３９
～２５９、Ｂｒａａｋ及びＢｒａａｋ、Ｊ　Ｎｅｕｒａｌ　Ｔｒａｎｓｍ　１９９８、５
３：１２７～１４０）。神経原線維濃縮体及び神経網糸の分布に基づいて、ＡＤの神経病
理学的進行を６段階（段階０から６）に分ける。本発明では、低いＢｒａａｋ段階（０～
３）は、アルツハイマー病の徴候を患っていないと考えられる人を表すことができ（「対
照」）、Ｂｒａａｋ段階４から６は、既にアルツハイマー病に罹患した人（「ＡＤ患者」
）を表すことができる。「対照」から得られた値は、「公知の健康状態」を表す「参照値
」であり、「ＡＤ患者」から得られた値は、「公知の疾患状態」を表す「参照値」である
。Ｂｒａａｋ段階が高ければ、ＡＤの徴候及び症状を示す可能性又はＡＤの徴候及び症状
を発症する危険性が高くなる。神経病理学的に評価するために、すなわち、ＡＤの病理学
的変化が認知症の裏に潜む原因である可能性を判断するために、Ｂｒａａｋ　Ｈ．によっ
て推奨されている（ｗｗｗ．ａｌｚｆｏｒｕｍ．ｏｒｇ）。
【００１５】
　本発明による神経変性疾患又は障害には、アルツハイマー病、パーキンソン病、ハンチ
ントン病、筋萎縮側索硬化症、ピック病、前頭側頭骨認知症、進行性核性麻痺、皮質基底
核変性症、脳血管性認知症、多系統萎縮症、嗜銀性顆粒認知症及びその他のタウ蛋白症並
びに軽度認知障害が含まれる。神経変性プロセスが関与する他の病状は、たとえば、虚血
発作、加齢黄斑変性、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
傷及び修復、並びに多発性硬化症がある。
【００１６】
　本発明は、アルツハイマー病患者の脳領域において、互いに比較して、及び／又は同じ
年齢の対照の前頭皮質、側頭皮質及び海馬それぞれの組織試料と比較して、ヒト形質膜カ
ルシウムＡＴＰアーゼ（ＡＴＰ２Ｂ又はＰＭＣＡ）遺伝子発現、好ましくはヒト形質膜カ
ルシウムＡＴＰアーゼアイソフォーム１（ＡＴＰ２Ｂ１又はＰＭＣＡ１）の同定、発現差
異、調節異常を開示する。このような調節異常は、同じ年齢の健康な対照から得られた試
料では観察されない。本発明は、ＡＴＰ２Ｂ１の遺伝子発現がＡＤに冒された脳では変化
し、調節が異常になっており、ＡＴＰ２Ｂ１　ｍＲＮＡレベルが減少し、前頭皮質と比較
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して側頭皮質で下方制御されており、或いは側頭皮質又は海馬と比較して前頭皮質では上
昇しているか、又は上方制御されていることを開示する。さらに、本発明は、ＡＴＰ２Ｂ
１発現が、ＡＴＰ２Ｂ１のレベルがＡＤ患者の側頭皮質及び前頭皮質では下方制御されて
いるＡＤ患者の前頭皮質及び側頭皮質と比較して、健康な同じ年齢の対照対象者の前頭皮
質と側頭皮質との間では異なることを開示する。同じ年齢の健康な対照から得られた試料
を互いに比較すると、このような調節異常は認められない。この調節異常は、おそらくＡ
Ｄに冒された脳におけるＡＴＰ２Ｂ１の病理学的変更に関連するのであろう。
【００１７】
　今までのところ、特にＡＤにおけるＡＴＰ２Ｂ１遺伝子発現の調節異常と神経変性疾患
の病理との間の関連を示す実験は記載されていない。同様に、ＡＴＰ２Ｂ１遺伝子又は蛋
白質の変異が前記疾患に関連することは記載されていない。本発明で開示したように、Ａ
ＴＰ２Ｂ１遺伝子及び蛋白質をこのような疾患に結びつけることは、特に前記疾患の診断
及び治療のために新しい方法をもたらす。
【００１８】
　本発明は、ＡＤ患者の特定の脳領域におけるＡＴＰ２Ｂ１をコードする遺伝子の調節異
常を開示する。下側頭葉、嗅内皮質、海馬及び扁桃体内のニューロンは、ＡＤでは変性プ
ロセスを受ける（Ｔｅｒｒｙ他、Ａｎｎａｌｓ　ｏｆ　Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ　１９８１、
１０：１８４～１９２）。これらの脳領域は主に、学習及び記憶機能の処理に関与し、Ａ
Ｄにおいてニューロン損失及び変性に対する選択的脆弱性を示す。対照的に、前頭皮質、
後頭皮質及び小脳内のニューロンは概ね完全なままであり、神経変性プロセスから保護さ
れる。ＡＤ患者及び健康で同じ年齢の対照個人の前頭皮質（Ｆ）、側頭皮質（Ｔ）及び海
馬（Ｈ）の脳組織を本明細書で開示した実施例のために使用した。結果として、ＡＴＰ２
Ｂ１及びその対応する転写物及び／又は翻訳産物は、ＡＤで通常認められる領域選択的神
経変性において原因となる役割を担っている。或いは、ＡＴＰ２Ｂ１は残存する生きた神
経細胞に神経保護機能を与えることができる。これらの開示に基づいて、本発明は、診断
評価及び予後、並びに神経変性疾患、特にＡＤの素因の同定のために有用である。さらに
、本発明は、このような疾患の治療を受ける患者の診断的モニター方法を提供する。
【００１９】
　一態様では、本発明は、対象における神経変性疾患を診断又は予測する方法、又は対象
の前記疾患を発症する危険性が増大しているかどうか測定する方法、或いは神経変性疾患
を有する対象に施された治療の効果をモニターする方法に着目する。この方法は、前記対
象から得られた試料中における（ｉ）形質膜カルシウムＡＴＰアーゼ（ＡＴＰ２Ｂ１）を
コードする遺伝子の転写産物、及び／又は（ｉｉ）形質膜カルシウムＡＴＰアーゼ（ＡＴ
Ｐ２Ｂ１）をコードする遺伝子の翻訳産物、及び／又は（ｉｉｉ）前記転写産物又は翻訳
産物の断片、若しくは誘導体、若しくは変種のレベル、発現若しくは活性、又は前記レベ
ル、発現及び前記活性の全部を測定すること、並びに前記レベル、発現及び／又は前記活
性を公知の疾患状態（患者）を表す参照値、及び／又は公知の健康状態（対照）を表す参
照値、及び／又は公知のＢｒａａｋ段階を表す参照値と比較すること、並びに前記レベル
、発現及び／又は活性が公知の健康状態を表す参照値と比較して変化しているかどうか、
変更しているかどうか、及び／又は公知の疾患状態を表す参照値と類似又は同等かどうか
、及び／又は前記対象が神経変性疾患を有すること、又は前記対象が前記疾患の徴候及び
症状を発症する危険性が増大していることの指標である公知のＢｒａａｋ段階を表す参照
値と比較して類似であるかどうかを分析すること、それによって前記対象における前記神
経変性疾患を診断又は予測すること、或いは前記対象の前記神経変性疾患を発症する危険
性が増大しているかどうかを決定することを含む。「対象における」という表現は、患者
を苦しめる疾患に関係する限りでは、開示した方法の結果を意味し、すなわち、前記疾患
が対象の「中」にあることを意味する。
【００２０】
　本発明はまた、本発明で開示したような、核酸配列、又は断片、又はそれらの変種に特
有のプライマー及びプローブの構築及び使用に関する。オリゴヌクレオチドプライマー及
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び／又はプローブは、蛍光、生物発光、磁気又は放射活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、前記特異的オリゴヌクレオチドプライマーを適切に組み合わせ
て使用した、前記核酸配列、又はそれらの断片及び変種の検出及び産生に関する。当業界
で周知の方法であるＰＣＲ分析は、核酸を含有する試料から前記遺伝子特異的核酸配列を
増幅するために、前記プライマーを組み合わせて実施することができる。このような試料
は、健康な対象又は病気の対象又は限定されたＢｒａａｋ段階の対象のいずれかから得る
ことができる。増幅が特定の核酸産物を生じるか生じないか、及び長さが異なる断片を得
ることができるかできないかは、神経変性疾患、特にアルツハイマー病の指標となり得る
。こうして、本発明は、神経変性疾患、特にアルツハイマー病に関連することができる調
査対象の核酸配列を含む所与の試料における遺伝子変異及び一塩基多形の検出に有用な、
核酸配列、オリゴヌクレオチドプライマー、及び長さが少なくとも１０塩基から全体のコ
ーディング及び遺伝子配列までのプローブを提供する。この特徴は、迅速なＤＮＡをベー
スにした診断試験、好ましくはキットの形式の開発おいてまた利用される。
【００２１】
　他の態様では、本発明は、対象における神経変性疾患の進行をモニターする方法に着目
する。前記対象から得られた試料中における（ｉ）形質膜カルシウムＡＴＰアーゼ（ＡＴ
Ｐ２Ｂ１）をコードする遺伝子の転写産物、及び／又は（ｉｉ）形質膜カルシウムＡＴＰ
アーゼ（ＡＴＰ２Ｂ１）をコードする遺伝子の翻訳産物、及び／又は（ｉｉｉ）前記転写
産物又は翻訳産物の断片、若しくは誘導体、若しくは変種のレベル、発現若しくは活性、
又は前記レベル、発現及び前記活性の全部を測定する。前記レベル、発現及び／又は前記
活性は、公知の疾患又は健康状態又は公知のＢｒａａｋ段階を表す参照値と比較される。
それによって、前記対象における前記神経変性疾患の進行がモニターされる。
【００２２】
　さらに他の態様では、本発明は、前記疾患について治療する対象から得られた試料中に
おける（ｉ）形質膜カルシウムＡＴＰアーゼ（ＡＴＰ２Ｂ１）をコードする遺伝子の転写
産物、及び／又は（ｉｉ）形質膜カルシウムＡＴＰアーゼ（ＡＴＰ２Ｂ１）をコードする
遺伝子の翻訳産物、及び／又は（ｉｉｉ）前記転写産物又は翻訳産物の断片、若しくは誘
導体、若しくは変種のレベル、発現若しくは活性、又は前記レベル、発現及び前記活性の
全部を測定することを含む、神経変性疾患の治療を評価する方法に着目する。前記レベル
、発現若しくは前記活性、又は前記レベル、発現及び前記活性の全部は、公知の疾患又は
健康状態又は公知のＢｒａａｋ段階を表す参照値と比較され、それによって、前記神経変
性疾患の治療を評価する。
【００２３】
　本明細書で特許請求した方法、キット、組換え動物、分子、アッセイ及び本発明の使用
の好ましい実施形態では、形質膜のカルシウムポンプをコードする前記ＡＴＰ２Ｂ遺伝子
は、形質膜カルシウムＡＴＰアーゼ（ＡＴＰ２Ｂ又はＰＭＣＡ）、ＡＴＰ２Ｂ蛋白質をコ
ードする遺伝子である。さらに好ましい実施形態では、前記ＡＴＰ２Ｂ遺伝子は、形質膜
カルシウムＡＴＰアーゼアイソフォーム１若しくは２若しくは３若しくは４をコードし、
変種１若しくは２若しくは３若しくは４とも呼ばれる。前記ＡＴＰ２Ｂ遺伝子は、形質膜
カルシウムＡＴＰアーゼアイソフォーム１（ＡＴＰ２Ｂ１若しくはＰＭＣＡ１）又は変種
１をコードすることが好ましい。このＡＴＰ２Ｂアイソフォーム１は、配列番号１の蛋白
質、ＡＴＰ２Ｂ１をコードするＡＴＰ２Ｂ１遺伝子（遺伝子バンクアクセッション番号Ｌ
１４５６１）によって表される。前記蛋白質のアミノ酸配列は、遺伝子バンクアクセッシ
ョン番号Ｊ０４０２７、Ｍ９５５４１、Ｍ９５５４２、ＡＫ０２４８９５、ＡＫ０２７０
５３、Ｓ４９８５２及びいくつかのＥＳＴから構築されたｃＤＮＡコンセンサス配列に対
応する配列番号２、ＡＴＰ２Ｂ１　ｃＤＮＡに対応するｍＲＮＡ配列から推定される（図
１０参照）。本発明では、ＡＴＰ２Ｂ１はまた、配列番号１の蛋白質をコードする配列番
号２の核酸配列を意味する。本発明では、ＡＴＰ２Ｂ１はまた、ヒトＡＴＰ２Ｂ１のコー
ディング配列（ｃｄｓ）を表す核酸配列の配列番号４を意味する。本発明では、前記配列
は、本明細書で使用された用語のように「単離」されている。さらに、本発明では、前記
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ＡＴＰ２Ｂ又はＡＴＰ２Ｂ１蛋白質をコードする遺伝子はまた、一般的にＡＴＰ２Ｂ１遺
伝子又は簡単にＡＴＰ２Ｂ１と呼ばれる。さらに、ＡＴＰ２Ｂ又はＡＴＰ２Ｂ１の蛋白質
はまた、一般的にＡＴＰ２Ｂ１蛋白質又は簡単にＡＴＰ２Ｂ１と呼ばれる。
【００２４】
　本明細書で特許請求した方法、キット、組換え動物、分子、アッセイ及び本発明の使用
のさらに好ましい実施形態では、前記神経変性疾患又は障害はアルツハイマー病（ＡＤ）
であり、前記対象はアルツハイマー病の徴候及び症状に罹っている。
【００２５】
　分析し、測定する試料は脳組織又はその他の組織を含む群、或いは体細胞を含む群から
選択されることが好ましい。この試料はまた、脳脊髄液又は唾液、尿、糞便、血液、血清
血漿、又は粘液を含むその他の体液を含むことができる。好ましくは、本発明による神経
変性疾患の診断、予後、進行のモニター又は治療の評価方法は、ｅｘ　ｃｏｒｐｒｅ（体
の一部）で実施することができ、「インビトロ」で実行され、このような方法は、試料、
たとえば、対象若しくは患者から除去、収集、又は単離された体液又は細胞に関連するこ
とが好ましい。
【００２６】
　他の好ましい実施形態では、前記参照値は、（ｉ）ＡＴＰ２Ｂ１蛋白質をコードする遺
伝子の転写産物、及び／又は（ｉｉ）ＡＴＰ２Ｂ１蛋白質をコードする遺伝子の翻訳産物
、及び／又は（ｉｉｉ）前記神経変性疾患に罹患していない対象から得られた試料（対照
試料、対照）或いは神経変性疾患、特にアルツハイマー病に罹患した対象から得られた、
又は限定されたＢｒａａｋ段階の人から得られた試料（患者試料、患者）における前記転
写産物又は翻訳産物の断片、又は誘導体、又は変種のレベル、発現又は活性、或いは前記
レベル及び前記活性の両方の値である。
【００２７】
　好ましい実施形態では、公知の健康状態を表す参照値（対照試料）に対して、前記対象
から得られた試料細胞又は組織、又は体液（患者試料）におけるＡＴＰ２Ｂ１蛋白質をコ
ードする遺伝子の転写産物及び／又はＡＴＰ２Ｂ１蛋白質をコードする遺伝子の翻訳産物
及び／又はそれらの断片、又は誘導体、又は変種のレベル、発現及び／又は活性の変更、
変化したレベル、発現及び／又は活性が、神経変性疾患、特にＡＤの診断、又は予後、又
は罹患する危険性の増加を示す。
【００２８】
　さらに好ましい実施形態では、神経変性疾患、特にアルツハイマー病の公知の疾患状態
を表す参照値と比較して、前記対象から得られた試料細胞、又は組織、又は体液（患者試
料）から得られた試料細胞又は組織、又は体液におけるＡＴＰ２Ｂ１蛋白質をコードする
遺伝子の転写産物及び／又はＡＴＰ２Ｂ１蛋白質をコードする遺伝子の翻訳産物及び／又
はそれらの断片、若しくは誘導体、若しくは変種が同等又は類似のレベル、発現及び／又
は活性であることは、前記神経変性疾患の診断、又は予後、又は疾患になる危険性の増加
の指標となる。
【００２９】
　他のさらに好ましい実施形態では、ＡＤの徴候及び症状を発症する高い危険性を反映す
る公知のＢｒａａｋ段階を表す参照値と比較して、対象から得られた試料細胞、又は組織
、又は体液におけるＡＴＰ２Ｂ１蛋白質をコードする遺伝子の転写産物及び／又はＡＴＰ
２Ｂ１蛋白質をコードする遺伝子の翻訳産物及び／又はそれらの断片、若しくは誘導体、
若しくは変種が同等又は類似のレベル及び／又は活性であることは、ＡＤの診断、又は予
後、又は疾患になる危険性の増加の指標となる。
【００３０】
　好ましい実施形態では、ＡＴＰ２Ｂ１蛋白質をコードする遺伝子の転写産物のレベルの
測定は、対象の試料から抽出したＲＮＡの逆転写によって得られたｃＤＮＡから前記遺伝
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用いた定量的ＰＣＲ分析を使用
して、対象から得られた試料で実施した。プライマーの組み合わせ（配列番号５、配列番
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号６）は、本発明の実施例（ｉｖ）に挙げるが、本発明で開示したような配列から生じた
その他のプライマーも使用することができる。前記遺伝子に特異的なプローブを用いてノ
ザンブロット又はリボヌクレアーゼ保護アッセイ（ＲＰＡ）をまた適用することができる
。さらに、チップをベースとした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
好ましいであろう。これらの技術は当業者には公知である（Ｓａｍｂｒｏｏｋ及びＲｕｓ
ｓｅｌｌ、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕ
ａｌ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃ
ｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、２００１；Ｓｃｈｅｎａ　Ｍ
．、Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　Ｂｉｏｃｈｉｐ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、Ｅａｔｏｎ　Ｐｕ
ｂｌｉｓｈｉｎｇ、Ｎａｔｉｃｋ、ＭＡ、２０００）。免疫アッセイの一例は、特許出願
国際公開第０２／１４５４３号で開示し、記載されたような酵素活性の検出及び測定であ
る。
【００３１】
　さらに、ＡＴＰ２Ｂ１蛋白質をコードする遺伝子の翻訳産物、及び／又は前記翻訳産物
の断片、若しくは誘導体、若しくは変種のレベル及び／又は活性、及び／又は前記翻訳産
物、及び／又はそれらの断片、若しくは誘導体、若しくは変種の活性レベルは、免疫アッ
セイ、活性アッセイ、及び／又は結合アッセイを使用して検出できる。これらのアッセイ
は、前記蛋白質分子と抗蛋白質抗体との間の結合量を、抗蛋白質抗体又はこの抗蛋白質抗
体に結合する第２抗体のいずれかに結合させた酵素的、色素原、放射活性、磁気、又は発
光標識を使用することによって測定することができる。さらに、その他の親和性の高いリ
ガンドを使用してよい。使用することができる免疫アッセイには、たとえば、ＥＬＩＳＡ
、ウェスタンブロット及び当業者に公知のその他の技術が含まれる（Ｈａｒｌｏｗ及びＬ
ａｎｅ、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、Ｃｏｌｄ　
Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉ
ｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、１９９９及びＥｄｗａｒｄｓ　Ｒ、Ｉｍｍｕｎ
ｏｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ、Ｏｘｆｏｒｄ
　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｏｘｆｏｒｄ；Ｅｎｇｌａｎｄ、１９９９）。こ
れらの検出技術は全てまた、マイクロアレイ、蛋白質アレイ、抗体マイクロアレイ、組織
マイクロアレイ、電子バイオチップ又は蛋白質チップをベースにした様式で使用すること
ができる（Ｓｃｈｅｎａ　Ｍ．、Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　Ｂｉｏｃｈｉｐ　Ｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｙ、Ｅａｔｏｎ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ、Ｎａｔｉｃｋ、ＭＡ、２０００）。
【００３２】
　好ましい実施形態では、前記疾患の進行をモニターするために、前記対象から期間中採
取した一連の試料における（ｉ）ＡＴＰ２Ｂ１蛋白質をコードする遺伝子の転写産物、及
び／又は（ｉｉ）ＡＴＰ２Ｂ１蛋白質をコードする遺伝子の翻訳産物、及び／又は（ｉｉ
ｉ）前記転写産物又は翻訳産物の断片、若しくは誘導体、若しくは変種のレベル、発現若
しくは活性、又は前記レベル及び前記活性の全てを比較する。さらに好ましい実施形態で
は、前記対象は治療を受けた後で、前記試料の収集を１回以上回行う。さらに他の好まし
い実施形態では、前記レベル及び／又は活性は、前記対象の前記治療の前後に測定する。
【００３３】
　他の態様では、本発明は、対象における神経変性疾患、特にＡＤを診断若しくは予測す
るため、又は対象が神経変性疾患、特にＡＤを発症する傾向若しくは素因を測定するため
、又は神経変性疾患、特にＡＤを有する対象に施した治療の効果をモニターするためのキ
ットの使用に着目し、前記キットは、
　（ａ）（ｉ）ＡＴＰ２Ｂ１蛋白質をコードする遺伝子の転写産物及び／又はそれらの断
片、誘導体、変種を選択的に検出する試薬、（ｉｉ）ＡＴＰ２Ｂ１蛋白質をコードする遺
伝子の翻訳産物及び／又はそれらの断片、誘導体、変種を選択的に検出する試薬からなる
群から選択された少なくとも１種の試薬、及び
　（ｂ）－前記対象から得られた試料におけるＡＴＰ２Ｂ１をコードする遺伝子の前記転
写産物及び／又は前記翻訳産物のレベル、発現又は活性、又は前記レベル、発現及び前記
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活性の全部を測定すること、
　－前記転写産物及び／又は前記翻訳産物の前記レベル及び／又は前記活性及び／又は発
現を、公知の疾患状態（患者）を表す参照値及び／又は公知の健康状態（対照）を表す参
照値及び／又は公知のＢｒａａｋ段階を表す参照値と比較すること、及び
　－前記レベル及び／又は前記活性及び／又は発現が公知の健康状態を表す参照値と比較
して変化しているかどうか、及び／又は公知の疾患状態を表す参照値又は公知のＢｒａａ
ｋ段階を表す参照値と類似しているか、又は同等であるかどうかを分析すること、及び
　－神経変性疾患、特にＡＤを診断するか、又は予測すること、又は前記対象がこのよう
な疾患を発症する傾向又は素因を測定することによって、神経変性疾患、特にＡＤを診断
、又は予測するため、及び／又は対象がこのような疾患を発症する傾向又は素因を測定す
るため、又は治療の効果をモニターするための指示書を含み、公知の健康状態（対照）を
表す参照値と比較して前記転写産物及び／又は前記翻訳産物のレベル、発現若しくは活性
、又は前記レベル及び前記活性の両方が変化又は変更していること、及び／又は前記転写
産物及び／又は前記翻訳産物のレベル、発現若しくは活性、又は前記レベル及び前記活性
の両方が公知の疾患状態（患者試料）、好ましくはＡＤの疾患状態（ＡＤ患者）を表す参
照値、及び／又は公知のＢｒａａｋ段階を表す参照値と類似しているか、又は同等である
ことが、神経変性疾患、特にＡＤの診断若しくは予後、又はこのような疾患を発症する傾
向又は素因の増加、ＡＤの徴候及び症状を発症する危険性の高さを示す。本発明によるこ
のキットは、神経変性疾患、特にＡＤを発症する危険性がある個体対象の同定に特に有用
である。
【００３４】
　ＡＴＰ２Ｂ１蛋白質をコードする遺伝子の転写産物及び／又は翻訳産物を選択的に検出
する試薬は、様々な長さの配列、配列の断片、抗体、アプタマー、ｓｉＲＮＡ、ミクロＲ
ＮＡ、リボザイムであることができる。
【００３５】
　他の態様では、本発明は、対象における神経変性疾患、特にアルツハイマー病を診断又
は予測する方法、及び対象がこのような疾患を発症する傾向又は素因を測定する方法、及
び神経変性疾患、特にＡＤを有する対象に施された治療の効果をモニターする方法におけ
るキットの使用に着目する。
【００３６】
　したがって、本発明によるキットは、疾患の経過において不可逆的な障害を負う前に、
疾患発症前の早期予防措置又は治療行為を行うことを認めた個体対象を標的とするための
手段として役立つことができる。さらに、好ましい実施形態では、本発明で着目したキッ
トは、対象における神経変性疾患、特にＡＤの進行のモニター、並びに前記対象のこのよ
うな疾患の治療的処置の成功又は失敗のモニターに有用である。
【００３７】
　他の態様では、本発明は、（ｉ）ＡＴＰ２Ｂ１蛋白質をコードする遺伝子、及び／又は
（ｉｉ）ＡＴＰ２Ｂ１蛋白質をコードする遺伝子の転写産物、及び／又は（ｉｉｉ）ＡＴ
Ｐ２Ｂ１蛋白質をコードする遺伝子の翻訳産物、及び／又は（ｉｖ）（ｉ）から（ｉｉｉ
）の断片、又は誘導体、又は変種のレベル、又は活性、又は前記レベル及び前記活性の両
方に直接的又は間接的に影響を及ぼす１種以上の薬剤の治療有効量又は予防有効量を対象
に投与することを含む、前記対象における神経変性疾患、特にＡＤの治療又は予防の方法
に着目する。前記薬剤は、小分子を含んでよく、ペプチド、オリゴペプチド、又はポリペ
プチドも含んでよい。前記ペプチド、オリゴペプチド、又はポリペプチドは、ＡＴＰ２Ｂ
１蛋白質、又はそれらの断片、又は誘導体、又は変種をコードする遺伝子の翻訳産物のア
ミノ酸配列を含む。本発明による、神経変性疾患、特にＡＤを治療又は予防するための薬
剤はまた、ヌクレオチド、オリゴヌクレオチド、又はポリヌクレオチドから構成されてよ
い。前記オリゴヌクレオチド又はポリヌクレオチドは、ＡＴＰ２Ｂ１蛋白質をコードする
遺伝子のヌクレオチド配列をセンス方向又はアンチセンス方向のいずれかで含むことがで
きる。
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【００３８】
　好ましい実施形態では、この方法は、前記１種以上の薬剤を投与するために、それ自体
公知の遺伝治療法及び／又はアンチセンス核酸技術を適用することを含む。一般的に、遺
伝子治療はいくつかの取り組み、すなわち、変異遺伝子の分子置換、治療蛋白質の合成を
もたらす新規遺伝子の追加、及び組換え発現法又は薬剤による内在性細胞遺伝子発現の変
更を含む。遺伝子輸送技術は、詳細に記載されており（たとえば、Ｂｅｈｒ、Ａｃｅ　Ｃ
ｈｅｍ　Ｒｅｓ　１９９３、２６：２７４～２７８及びＭｕｌｌｉｇａｎ、Ｓｃｉｅｎｃ
ｅ　１９９３、２６０：９２６～９３１参照）、ＤＮＡの細胞への機械的微量注入などの
直接遺伝子輸送技術並びに生物ベクター（組換えウイルス、特にレトロウイルスなど）又
はリポソームモデルを使用した間接的技術、又はポリカチオンによるＤＮＡ共沈殿による
トランスフェクションに基づいた技術、化学物質（溶媒、界面活性剤、ポリマー、酵素）
又は物理的手段（機械的、浸透圧、熱、電気ショック）による細胞膜貫通が含まれる。生
後の中枢神経系への遺伝子輸送は詳細に述べられている（たとえば、Ｗｏｌｆｆ、Ｃｕｒ
ｒ　Ｏｐｉｎ　Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ　１９９３、３：７４３～７４８参照）。
【００３９】
　特に、本発明は、アンチセンス核酸治療によって、すなわち、アンチセンス核酸又はそ
れらの誘導体をある種の重要な細胞に導入することによって不適切に発現した遺伝子、又
は欠陥のある遺伝子を下方制御することによって、神経変性疾患を治療又は予防する方法
に着目する（たとえば、Ｇｉｌｌｅｓｐｉｅ、ＤＮ＆Ｐ　１９９２、５：３８９～３９５
；Ａｇｒａｗａｌ及びＡｋｈｔａｒ、Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　１９９５、
１３：１９７～１９９；Ｃｒｏｏｋｅ、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１９９２、１０：
８８２～６参照）。ハイブリダイゼーション戦略だけでなく、リボザイム、すなわち酵素
として作用するＲＮＡ分子を適用して、疾患の情報を携えたＲＮＡを破壊することも記載
されている（例えば、Ｂａｒｉｎａｇａ、Ｓｃｉｅｎｃｅ　１９９３、２６２：１５１２
～１５１４参照）。好ましい実施形態では、治療する対象はヒトであり、治療用アンチセ
ンス核酸又はそれらの誘導体は、ＡＴＰ２Ｂ１蛋白質をコードする遺伝子の転写産物を対
象とする。対象の中枢神経系、好ましくは脳の細胞をこのような方法で治療することが好
ましい。細胞貫通は、アンチセンス核酸及びそれらの誘導体の担体粒子への結合などの公
知の戦略、又は前記の技術によって実施することができる。標的治療用オリゴデオキシヌ
クレオチドを投与する戦略は、当業者には公知の戦略である（例えば、Ｗｉｃｋｓｔｒｏ
ｍ、Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　１９９２、１０：２８１～２８７参照）。場
合によっては、送達は局所適用するだけで実施できることがある。他の取り組みは、アン
チセンスＲＮＡの細胞内発現を対象とする。この戦略では、標的核酸の一領域に相補的な
ＲＮＡの合成を対象とする組換え遺伝子を用いて、細胞をｅｘ　ｖｉｖｏで形質転換する
。細胞内で発現したアンチセンスＲＮＡの治療的使用は、操作としては遺伝子治療と同じ
である。別名ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）として知られる、最近開発された２本鎖ＲＮＡの使
用による遺伝子細胞内発現の調節方法は、核酸治療のもう１つの効果的な取り組みとなり
得る（Ｈａｎｎｏｎ、Ｎａｔｕｒｅ　２００２、４１８：２４４～２５１）。
【００４０】
　さらに好ましい実施形態では、この方法は、ドナー細胞、又は移植拒絶を最小限に抑え
るか、又は減少させるために好ましくは処理されたドナー細胞を、前記対象の中枢神経系
、好ましくは脳に移植することを含み、前記ドナー細胞は、１種以上の前記薬剤をコード
する少なくとも１個の導入遺伝子を挿入することによって遺伝的に変更されている。前記
導入遺伝子を、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輸送することが
できる。この導入遺伝子は、導入遺伝子をコードするＤＮＡの非ウイルス性物理的形質移
入によって、特にマイクロインジェクション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また、エレクトロポレーション、化学物質媒介形質移入、特にリン
酸カルシウム形質移入又はリポソーム媒介形質移入によって実施することができる（Ｍｃ
　Ｃｅｌｌａｎｄ及びＰａｒｄｅｅ、Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ：Ａｃｃ
ｅｌｅｒａｔｅｄ　ａｎｄ　Ｈｉｇｈ－Ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ　Ｍｅｔｈｏｄｓ、Ｅａｔ
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ｏｎ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ、Ｎａｔｉｃｋ、ＭＡ、１９９９参照）。
【００４１】
　好ましい実施形態では、神経変性疾患、特にＡＤを治療及び予防する前記薬剤は、前記
対象、好ましくはヒトに、対象細胞を前記対象に導入することを含む方法によって投与す
ることができる治療用蛋白質であり、前記対象細胞は、前記治療用蛋白質をコードするＤ
ＮＡ区域を挿入するためにインビトロで処理されており、前記対象細胞は、前記治療用蛋
白質の治療有効量を前記対象においてインビボで発現する。前記ＤＮＡ区域を、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、インビトロで前記細胞に挿入すること
ができる。
【００４２】
　本発明による治療法には、既に記載した細胞及び遺伝子治療法のいずれかの組み合わせ
た、治療用クローニング、移植及び胚性幹細胞又は胚性生殖細胞及び成人神経幹細胞を使
用した幹細胞治療の適用が含まれる。幹細胞は、全能性又は多分化能性であってよい。こ
れらはまた、器官特異的であってよい。疾患のある、及び／又は障害のある脳細胞又は組
織の修復戦略には、（ｉ）成人組織からドナー細胞を採取することが含まれる。これらの
細胞の核を、遺伝物質を除去した非受精卵細胞に移植する。胚性幹細胞は、体細胞核輸送
を受けた細胞の胚盤胞段階から単離される。次に、分化因子を使用して、この幹細胞を分
化した細胞型、好ましくは神経細胞の制御された発達を導く（Ｌａｎｚａ他、Ｎａｔｕｒ
ｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　１９９９、９：９７５～９７７）か、又は（ｉｉ）中枢神経系若
しくは骨髄（間葉幹細胞）から単離された成人幹細胞をインビトロ増殖及びその後の移植
のために精製するか、又は（ｉｉｉ）内在性神経幹細胞の機能的ニューロンへの増殖、移
動及び分化を直接誘導する（Ｐｅｔｅｒｓｏｎ　ＤＡ、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｐｈａｒｍ
ａｃｏｌ．２００２、２：３４～４２）。成人脳の胚中心は神経障害又は機能不全がない
ので、成人神経幹細胞は、障害を受けた、又は疾患のある脳組織を修復するために非常に
有望である（Ｃｏｌｍａｎ　Ａ、Ｄｒｕｇ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　Ｗｏｒｌｄ　２００１
、７：６６～７１）。
【００４３】
　好ましい実施形態では、本発明による治療又は予防のための対象は、ヒト、非ヒト実験
動物、たとえば、マウス又はラット、家畜、又は非ヒト霊長類であることができる。非ヒ
ト実験動物は、神経変性疾患のための動物モデル、例えば、ＡＤ型神経病理を有するトラ
ンスジェニックマウス及び／又はノックアウトマウスであることができる。
【００４４】
　他の態様では、本発明は、（ｉ）ＡＴＰ２Ｂ１蛋白質をコードする遺伝子、及び／又は
（ｉｉ）ＡＴＰ２Ｂ１蛋白質をコードする遺伝子の転写産物、及び／又は（ｉｉｉ）ＡＴ
Ｐ２Ｂ１蛋白質をコードする遺伝子の翻訳産物、及び／又は（ｉｖ）（ｉ）から（ｉｉｉ
）の断片、又は誘導体、又は変種からなる群から選択された少なくとも１種の物質の薬剤
、選択的アンタゴニスト又はアゴニスト又は活性、若しくは、レベル、又は前記活性及び
前記レベルの両方、及び／又は発現の調節剤に着目し、前記薬剤、選択的アンタゴニスト
又はアゴニスト、又は前記調節剤は、神経変性疾患、特にＡＤの治療において潜在的活性
を有する。
【００４５】
　他の態様では、本発明は、前記調節剤及び好ましくは医薬担体を含む医薬組成物に着目
する。前記担体とは、一緒に調節剤を投与する希釈剤、補助剤、賦形剤又は媒体を意味す
る。
【００４６】
　他の態様では、本発明は、医薬組成物で使用するための（ｉ）ＡＴＰ２Ｂ１蛋白質をコ
ードする遺伝子、及び／又は（ｉｉ）ＡＴＰ２Ｂ１蛋白質をコードする遺伝子の転写産物
、及び／又は（ｉｉｉ）ＡＴＰ２Ｂ１蛋白質をコードする遺伝子の翻訳産物、及び／又は
（ｉｖ）（ｉ）から（ｉｉｉ）の断片、又は誘導体、又は変種からなる群から選択された
少なくとも１種の物質の活性、若しくはレベル、若しくは発現又は前記活性及び前記レベ
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ルの両方の調節剤に着目する。
【００４７】
　他の態様では、本発明は、神経変性疾患、特にＡＤを治療又は予防するための薬剤の製
造における（ｉ）ＡＴＰ２Ｂ１蛋白質をコードする遺伝子、及び／又は（ｉｉ）ＡＴＰ２
Ｂ１蛋白質をコードする遺伝子の転写産物、及び／又は（ｉｉｉ）ＡＴＰ２Ｂ１蛋白質を
コードする遺伝子の翻訳産物、及び／又は（ｉｖ）（ｉ）から（ｉｉｉ）の断片、又は誘
導体、又は変種からなる群から選択された少なくとも１種の物質の薬剤、抗体、選択的ア
ンタゴニスト又はアゴニスト、又は活性、若しくはレベル、又は前記活性及び前記レベル
の両方、及び／又は発現の調節剤の使用を提供する。前記抗体は、配列番号１を有するＡ
ＴＰ２Ｂ１をコードする遺伝子の翻訳産物である免疫源に特異的に免疫反応性であること
できる。一態様では、本発明はまた、前記医薬組成物の治療又は予防有効量が充填された
１個以上の容器を含むキットを提供する。
【００４８】
　他の態様では、本発明は、天然ＡＴＰ２Ｂ１遺伝子転写制御要素ではない転写要素の制
御下に、配列番号１を有するＡＴＰ２Ｂ１蛋白質をコードする非天然ＡＴＰ２Ｂ１遺伝子
配列、又はそれらの断片、又は誘導体、又は変種を含む遺伝子操作された組換え非ヒト動
物に着目する。前記組換え非ヒト動物の作製には、（ｉ）前記遺伝子配列及び選択可能な
マーカー配列を含有する遺伝子標的構築物を提供すること、及び（ｉｉ）前記標的構築物
を非ヒト動物の幹細胞に導入すること、及び（ｉｉｉ）前記非ヒト動物幹細胞を非ヒト胚
に導入すること、及び（ｉｖ）前記胚を偽妊娠非ヒト動物に移植すること、及び（ｖ）前
記胚を出産予定日まで成長させること、及び（ｖｉ）ゲノムが両対立遺伝子中に前記遺伝
子配列の変更を含む遺伝子改変非ヒト動物を同定すること、及び（ｖｉｉ）ゲノムが前記
内在性遺伝子の変更を含む遺伝子改変非ヒト動物を得るために段階（ｖｉ）の遺伝子改変
非ヒト動物を飼育することが含まれ、前記遺伝子は発現が不適切であるか、低いか、又は
過剰であり、前記破壊又は改変によって、ＡＤに関連した徴候及び症状である神経変性疾
患の徴候及び症状を発症する素因を示す、前記非ヒト動物を生じる。このような動物を作
製及び構築するための戦略及び技術は、当業者には公知である（例えば、Ｃａｐｅｃｃｈ
ｉ、Ｓｃｉｅｎｃｅ　１９８９、２４４：１２８８～１２９２及びＨｏｇａｎ他、Ｍａｎ
ｉｐｕｌａｔｉｎｇ　ｔｈｅ　Ｍｏｕｓｅ　Ｅｍｂｒｙｏ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　
Ｍａｎｕａｌ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅ
ｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、１９９４及びＪａｃ
ｋｓｏｎ及びＡｂｂｏｔｔ、Ｍｏｕｓｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　ａｎｄ　Ｔｒａｎｓｇｅｎ
ｉｃｓ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ、Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉ
ｔｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｏｘｆｏｒｄ、Ｅｎｇｌａｎｄ、１９９９参照）。神経変性疾患、特
にアルツハイマー病を研究するための試験動物又は対照動物のような遺伝子操作、組換え
非ヒト動物を使用することは好ましい。このような動物は、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薬及び治療薬の開発における化合物、薬剤及び調節剤のス
クリーニング、試験及び評価に有用であり得る。スクリーニング法におけるこのような遺
伝子改変動物の使用を本発明で開示する。
【００４９】
　他の態様では、本発明は、配列番号１を有するＡＴＰ２Ｂ１蛋白質をコードする遺伝子
配列、又はそれらの断片、又は誘導体、又は変種の発現が不適切であるか、低いか、又は
過剰であるか、又は破壊されているか、又は神経変性疾患、特にアルツハイマー病を治療
するための診断薬及び治療薬の開発において化合物、薬剤及び調節剤をスクリーニング、
試験及び評価するために他の方法で改変されている細胞を使用する。スクリーニング法に
おけるこのような細胞の使用を本発明で開示する。
【００５０】
　他の態様では、本発明は、（ｉ）配列番号１を有するＡＴＰ２Ｂ１蛋白質をコードする
遺伝子、及び／又は（ｉｉ）配列番号１を有するＡＴＰ２Ｂ１蛋白質をコードする遺伝子
の転写産物、及び／又は（ｉｉｉ）配列番号１を有するＡＴＰ２Ｂ１蛋白質をコードする
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遺伝子の翻訳産物、及び／又は（ｉｖ）（ｉ）から（ｉｉｉ）の断片、又は誘導体、又は
変種からなる群から選択された１種以上の物質の発現及び／又はレベル及び／又は活性を
改変する能力を有する、神経変性疾患、特にＡＤ、又は関連疾患及び障害の治療に使用す
るための薬剤、調節剤、選択的アンタゴニスト又はアゴニストをスクリーニングする方法
に着目する。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こと、及び
（ｂ）（ｉ）から（ｉｖ）で列挙した１種以上の物質の活性及び／又はレベル、又は活性
及びレベルの両方、及び／又は発現を測定すること、及び（ｃ）前記試験化合物と接触し
ていない対照細胞において前記物質の活性及び／又はレベル、又は活性及びレベルの両方
、及び／又は発現を測定すること、及び（ｄ）段階（ｂ）及び（ｃ）の細胞における物質
のレベル及び／又は活性及び／又は発現を比較することを含み、接触した細胞における前
記細胞の活性及び／又はレベル及び／又は発現の改変が、前記試験化合物が神経変性疾患
及び障害の治療に使用するための薬剤、調節剤、選択的アンタゴニスト又はアゴニストで
あることを示す。前記細胞は、本発明で開示したような細胞であってよい。
【００５１】
　他の一態様では、本発明は、（ａ）試験化合物を神経変性疾患又は関連疾患若しくは障
害の徴候及び症状を発症しやすい、又は既に発症しており、本発明で開示したような動物
モデルであってよい非ヒト試験動物に投与すること、及び（ｂ）（ｉ）から（ｉｖ）で列
挙した１種以上の物質の活性及び／又はレベル及び／又は発現を測定すること、及び（ｃ
）神経変性疾患又は関連疾患若しくは障害の徴候及び症状を同様に発症しやすい、又は既
に発症しており、このような試験化合物を投与されていない非ヒト対照動物における前記
物質の活性及び／又はレベル及び／又は発現を測定すること、及び（ｄ）段階（ｂ）及び
（ｃ）の動物におけるこの物質の活性及び／又はレベル及び／又は発現を比較し、非ヒト
試験動物における物質の活性及び／又はレベル及び／又は発現の改変が、前記試験化合物
が神経変性疾患及び障害の治療に使用するための薬剤、調節剤、選択的アンタゴニスト又
はアゴニストであることを示すことを含む、薬剤、調節剤又は選択的アンタゴニスト若し
くはアゴニストが（ｉ）配列番号１を有するＡＴＰ２Ｂ１蛋白質をコードする遺伝子、及
び／又は（ｉｉ）配列番号１を有するＡＴＰ２Ｂ１蛋白質をコードする遺伝子の転写産物
、及び／又は（ｉｉｉ）配列番号１を有するＡＴＰ２Ｂ１蛋白質をコードする遺伝子の翻
訳産物、及び／又は（ｉｖ）（ｉ）から（ｉｉｉ）の断片、又は誘導体、又は変種からな
る群から選択された１種以上の物質の発現及び／又はレベル及び／又は活性を改変する能
力を有する、神経変性疾患、特にＡＤ又は関連疾患及び障害の治療で使用するための薬剤
、調節剤、選択的アンタゴニスト又はアゴニストのスクリーニング方法に着目する。
【００５２】
　他の実施形態では、本発明は、（ｉ）前記のスクリーニング法の方法によって神経変性
疾患の調節剤を同定する段階、及び（ｉｉ）調節剤を医薬担体と混合する段階を含む医薬
品の製造方法を提供する。しかし、前記調節剤はまた、その他の種類のスクリーニング法
及び測定法によって同定することができる。
【００５３】
　他の態様では、本発明は、リガンドと配列番号１を有するＡＴＰ２Ｂ１蛋白質、又はそ
れらの断片、又は誘導体、又は変種との間の結合を阻害する化合物を試験する、好ましく
は複数の化合物をスクリーニングする測定法を提供する。前記スクリーニングアッセイは
、（ｉ）配列番号１を有する前記ＡＴＰ２Ｂ１蛋白質、又はそれらの断片、又は誘導体、
又は変種の液体懸濁物を複数の容器に添加する段階、及び（ｉｉ）前記阻害についてスク
リーニングする１種以上の化合物を前記複数の容器に添加する段階、及び（ｉｉｉ）検出
可能な、好ましくは蛍光標識されたリガンドを前記容器に添加する段階、及び（ｉｖ）前
記ＡＴＰ２Ｂ１蛋白質、又はそれらの前記断片、又は誘導体又は変種及び前記化合物以上
の化合物、及び前記検出可能な、好ましくは蛍光標識されたリガンドをインキュベートす
る段階、及び（ｖ）前記ＡＴＰ２Ｂ１蛋白質、又はそれらの前記断片、又は誘導体、又は
変種に関連した好ましくは蛍光の量を測定する段階、及び（ｖｉ）１種または複数の前記
化合物による前記リガンドの前記ＡＴＰ２Ｂ１蛋白質、又はそれらの前記断片、又は誘導
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体、又は変種への結合の阻害の程度を測定する段階を含む。リガンドと前記ＡＴＰ２Ｂ１
翻訳産物との間の結合の阻害を測定するために、対応する蛋白リポソームを作製するよう
に、前記ＡＴＰ２Ｂ１翻訳産物、又はその断片、又は誘導体、又は変種を人工的リポソー
ムに再構成することが好ましい可能性がある。界面活性剤からリポソームへのＡＴＰ２Ｂ
１翻訳産物の再構成方法は、詳細に記載されている（Ｓｃｈｗａｒｚ他、Ｂｉｏｃｈｅｍ
ｉｓｔｒｙ　１９９９、３８：９４５６～９４６４；Ｋｒｉｖｏｓｈｅｅｖ及びＵｓａｎ
ｏｖ、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ－Ｍｏｓｃｏｗ　１９９７、６２：１０６４～１０７３
）。いくつかの態様では、蛍光標識リガンドを使用する代わりに、当業者には公知の任意
のその他の検出可能な標識、例えば、放射活性標識を使用し、それに応じて検出すること
が好ましい。前記方法は、新規化合物を同定するため、並びに、ＡＴＰ２Ｂ１蛋白質をコ
ードする遺伝子の遺伝子産物、又はその断片、又は誘導体、又は変種に対するリガンドの
結合を阻害する能力が改善されたか、又は他の場合では最適化された化合物を評価するた
めに有用であり得る。担体粒子の使用に基づいたこの場合の蛍光結合アッセイの一例は、
特許出願国際公開００／５２４５１号に開示され記載されている。他の例は、特許国際公
開０２／０１２２６号に記載されたような競合アッセイ法である。本発明のスクリーニン
グアッセイのために好ましいシグナル検出法は、以下の特許出願、国際公開９６／１３７
４４号、国際公開９８／１６８１４号、国際公開９８／２３９４２号、国際公開９９／１
７０８６号、国際公開９９／３４１９５号、国際公開００／６６９８５号、国際公開０１
／５９４３６号、国際公開０１／５９４１６号に記載されている。
【００５４】
　他の一実施形態では、本発明は、（ｉ）前記の阻害結合アッセイによってリガンドとＡ
ＴＰ２Ｂ１をコードする遺伝子の遺伝子生成物との間の結合の阻害剤としての化合物を同
定する段階、及び（ｉｉ）この化合物を医薬担体と混合する段階を含む医薬品の製造方法
を提供する。しかし、前記化合物はまた、その他の種類のスクリーニング法によって同定
することができる。
【００５５】
　他の態様では、本発明は、前記化合物の配列番号１を有するＡＴＰ２Ｂ１蛋白質、又は
それらの断片、又は誘導体、又は変種への結合を阻害する程度を測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測定法に着目する。前記スクリ
ーニングアッセイは、（ｉ）前記ＡＴＰ２Ｂ１蛋白質、又はそれらの断片、又は誘導体、
又は変種の液体懸濁液を複数の容器に添加すること、及び（ｉｉ）前記結合についてスク
リーニングする、検出可能な、好ましくは蛍光標識された化合物以上の検出可能な、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こと、及び（ｉｉｉ）前記ＡＴ
Ｐ２Ｂ１蛋白質、又はそれらの前記断片、又は誘導体又は変種及び前記検出可能な、好ま
しくは蛍光標識された化合物又は検出可能な、好ましくは蛍光標識された化合物類をイン
キュベートすること、及び（ｉｖ）前記ＡＴＰ２Ｂ１蛋白質、又はそれらの前記断片、又
は誘導体、又は変種に関連した好ましくは蛍光の量を測定すること、及び（ｖ）前記ＡＴ
Ｐ２Ｂ１蛋白質、又はそれらの前記断片、又は誘導体、又は変種に対する１種以上の前記
化合物による結合の程度を測定することを含む。この種の測定法では、蛍光標識を使用す
ることが好ましい可能性がある。しかし、その他の種類の検出可能な標識も使用すること
ができる。この種の測定法ではまた、本発明で説明したように、ＡＴＰ２Ｂ１翻訳産物又
はその断片、又は誘導体、又は変種を人工リポソームに再構成することが好ましい可能性
がある。前記測定方法は、新規化合物を同定するため、並びに、ＡＴＰ２Ｂ１蛋白質、又
はその断片、又は誘導体、又は変種に結合する能力が改善されたか、又はその他の場合で
は最適化された化合物を評価するために有用であり得る。
【００５６】
　他の一実施形態では、本発明は、（ｉ）前記の阻害結合アッセイによってＡＴＰ２Ｂ１
をコードする遺伝子の遺伝子生成物への結合剤としての化合物を同定する段階、及び（ｉ
ｉ）この化合物を医薬担体と混合する段階を含む医薬品の製造方法を提供する。しかし、
前記化合物はまた、その他の種類のスクリーニング法によって同定することができる。
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【００５７】
　他の実施形態では、本発明は、本明細書で特許請求したスクリーニング方法による方法
のいずれかによって得ることができる薬剤を提供する。他の一実施形態では、本発明は、
本明細書で特許請求したスクリーニング方法による方法のいずれかによって得ることがで
きる医薬品を提供する。
【００５８】
　本発明は、配列番号１の蛋白質分子の使用に着目し、ＡＴＰ２Ｂ１の前記蛋白質分子は
神経変性疾患、特にアルツハイマー病を検出するための診断標的としての、ＡＴＰ２Ｂ１
をコードする遺伝子、又はその断片、又は誘導体、又は変種の翻訳産物である。
【００５９】
　本発明はさらに、配列番号１の蛋白質分子の使用に着目し、ＡＴＰ２Ｂ１の前記蛋白質
分子は、神経変性疾患、特にアルツハイマー病を予防、又は治療、又は改善する試薬又は
化合物のためのスクリーニング標的として、ＡＴＰ２Ｂ１をコードする遺伝子の翻訳産物
又はその断片、又は誘導体、又は変種である。
【００６０】
　本発明は、免疫原に対して特異的に免疫反応性である抗体に着目し、前記免疫原はＡＴ
Ｐ２Ｂ１蛋白質、配列番号１をコードする遺伝子の翻訳産物、又はその断片、又は誘導体
、又は変種である。この免疫原は、前記遺伝子の翻訳産物の免疫原又は抗原エピトープ又
は部分を含むことができ、翻訳産物の前記免疫原又は抗原部分はポリペプチドであり、前
記ポリペプチドは、動物において抗体応答を惹起し、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。抗体の作製方法は当業界では周知である（Ｈａｒｌｏｗ他、
Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ、Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉ
ｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈ
ａｒｂｏｒ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、１９８８参照）。本発明で使用した「抗体」という用語
は、ポリクローナル、モノクローナル、キメラ、リコンビナトリアル、抗イディオタイプ
、ヒト化、又は一本鎖抗体、並びにそれらの断片などの当業界で公知の抗体の全形態を包
含する（Ｄｕｂｅｌ及びＢｒｅｉｔｌｉｎｇ、Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　Ａｎｔｉｂｏｄ
ｉｅｓ、Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、ＮＹ、１９９９参照）。本発明の抗
体は、例えば、酵素免疫測定法（例えば、酵素結合免疫吸着測定法、ＥＬＩＳＡ）、放射
性免疫測定法、化学ルミネセンス免疫測定法、ウェスタンブロット、免疫沈殿及び抗体マ
イクロアレイなどの従来技術をベースにした様々な診断方法及び治療方法において有用で
ある（Ｈａｒｌｏｗ及びＬａｎｅ、Ｕｓｉｎｇ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、１９９
９及びＥｄｗａｒｄｓ　Ｒ．、Ｉｍｍｕｎｏｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉ
ｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ、Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｏｘｆ
ｏｒｄ、Ｅｎｇｌａｎｄ、１９９９参照）。これらの方法は、ＡＴＰ２Ｂ１遺伝子の翻訳
産物、又はそれらの断片、又は誘導体、又は変種の検出を含む。
【００６１】
　本発明の好ましい実施形態では、前記抗体は、前記細胞の前記抗体による免疫細胞化学
的染色を含む、対象から得られた試料における細胞の病理学的状態の検出に使用すること
ができ、公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変化の程度、又
は変化した染色パターンが前記細胞の病理学的状態を示す。この病理学的状態は、神経変
性疾患、特にＡＤに関与することが好ましい。細胞の免疫細胞化学的染色は、当業界で周
知のいくつかの様々な実験方法によって実施することができる。しかし、抗体結合を検出
するための自動化方法を適用することが好ましく、細胞の染色の程度の測定、又は細胞の
細胞又は細胞内染色パターンの測定、又は細胞表面上又は細胞器官及び細胞内のその他の
細胞内構造物中の抗原の形態学的分布は、米国特許第６１５０１７３号に記載された方法
によって実施される。
【００６２】
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　本発明のその他の特徴及び利点は、例示するのみであって、いかなる方法であってもこ
の開示の残部を制限するものではない以下の図面の説明及び実施例から明らかであろう。
【００６３】
　図１は、蛍光ディファレンシャルディスプレイスクリーニングにおいて、ＡＴＰ２Ｂ１
蛋白質をコードする遺伝子、ＡＴＰ２Ｂ１の発現差異の初期の同定を示した図である。こ
の図は、大量調製用蛍光ディファレンシャルディスプレイゲルの切り取ったものを示す。
健康な対照対象者２人及びＡＤ患者６人の前頭皮質（Ｆ）及び側頭皮質（Ｔ）のＰＣＲ産
物を変性ポリアクリルアミドゲルに２連で添加した（左から右へ）。対応する１塩基アン
カーオリゴヌクレオチド及び特異的Ｃｙ３標識ランダムプライマーで個々のｃＤＮＡを増
幅することによって、ＰＣＲ産物が得られた。矢印は、健康な対照と比較して、ＡＤ患者
の前頭皮質及び側頭皮質から得られたＡＴＰ２Ｂ１遺伝子の転写産物のシグナルの強度に
有意な差が存在する移動位置を示す。この発現差異は、ＡＤ患者の前頭皮質と比較して、
及び健康な対照対象者の側頭皮質と比較して、側頭皮質中のヒトＡＴＰ２Ｂ１遺伝子転写
が下方制御されていることを反映している。健康な非ＡＤ対照対象者の側頭皮質及び前頭
皮質から得られたシグナルを互いに比較して、シグナル強度の差、すなわち、発現レベル
の変更は検出できない。
【００６４】
　図２および３は、定量ＲＴ－ＰＣＲ分析を用いたＡＤ脳組織におけるＡＴＰ２Ｂ１をコ
ードするＡＴＰ２Ｂ１遺伝子の発現差異の証拠を示した図である。ＡＤ患者の前頭皮質（
Ｆ）及び側頭皮質（Ｔ）（図２ａ）および前頭皮質（Ｆ）及び海馬（Ｈ）（図３ａ）から
収集したＲＮＡ試料からのＲＴ－ＰＣＲ産物の定量は、ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ高速熱サ
イクリング技術によって実施した。同様に、健康な、同じ年齢の対照個体の試料を比較し
た（前頭皮質及び側頭皮質については図２ｂ、前頭皮質及び海馬については図３ｂ）。デ
ータは、遺伝子発現レベルに有意な差を示さない一連の標準遺伝子の結合平均値に対して
正規化した。前記一連の標準遺伝子は、サイクロフィリンＢ、リボソーム蛋白質Ｓ９、ト
ランスフェリン受容体、ＧＡＰＤＨ及びベータアクチンから構成された。この図は、蛍光
で測定された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動力学
を示す。反応の対数増殖期における正常対照個体の前頭皮質及び側頭皮質の両方、及び正
常対照個体の前頭皮質及び海馬それぞれのＡＴＰ２Ｂ１　ｃＤＮＡの増幅動力学は近接し
ている（図２ｂ及び３ｂ、矢印）が、アルツハイマー病では（図２ａ及び図３ａ、矢印）
対応する曲線に有意な分離があることに注意すると、それぞれ分析した脳領域におけるＡ
ＴＰ２Ｂ１をコードする遺伝子ＡＴＰ２Ｂ１の発現差異が示され、前頭皮質に対して側頭
皮質、及び前頭皮質に対して海馬それぞれにおける、ヒトＡＴＰ２Ｂ１遺伝子、又はその
断片、又は誘導体、又は変種の転写産物の調節異常、好ましくは下方制御が示される。
【００６５】
　図４は、９８％信頼度での中央値の統計学的方法を使用して、対照とＡＤ期を比較する
ことによって、ＡＴＰ２Ｂ１の絶対的ｍＲＮＡ発現の分析を示した図である。このデータ
は、Ｂｒａａｋ段階０から１、Ｂｒａａｋ段階０から２、又はＢｒａａｋ段階０から３の
いずれかの対象を含む限定対照群によって計算され、Ｂｒａａｋ段階２から６、Ｂｒａａ
ｋ段階３から６及びＢｒａａｋ段階４から６それぞれを含む限定されたＡＤ患者群につい
て計算されたデータと比較された。さらに、Ｂｒａａｋ段階０から１、Ｂｒａａｋ段階２
から３、及びＢｒａａｋ段階４から６いずれかの対象を含む３種の群それぞれを互いに比
較した。ＡＤ患者の前頭皮質（Ｆ）及び下前頭皮質（Ｔ）及び対照の前頭皮質（Ｆ）及び
下前頭皮質（Ｔ）を互いに比較すると有意差が検出された。前記の差は、対照者の側頭皮
質及び前頭皮質に対するＡＤ患者の側頭皮質及び前頭皮質におけるＡＴＰ２Ｂ１の下方制
御及びＡＤ患者の前頭皮質と比較した側頭皮質におけるＡＴＰ２Ｂ１の下方制御を反映し
ている。前記有意差は、Ｂｒａａｋ段階３でも観察された。
【００６６】
　図５は、配列番号１、ＡＴＰ２Ｂ蛋白質ＡＴＰ２Ｂ１のアミノ酸配列を示した図である
。完全長ヒトＡＴＰ２Ｂ１蛋白質は、１１７６個のアミノ酸を含む。
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【００６７】
　図６は、配列番号２、ゲノムデータベースｍＲＮＡ及びＥＳＴ（図１０）から構築され
た、５１７８個のヌクレオチドを含むヒトＡＴＰ２Ｂ１　ｃＤＮＡのヌクレオチド配列を
示した図である。
【００６８】
　図７は、配列番号３、ディファレンシャルディスプレイ及びその後のクローニングによ
って同定され、得られたＡＴＰ２Ｂ１　ｃＤＮＡ断片６４４ｂｐのヌクレオチド配列（５
’から３’方向の配列）を示した図である。
【００６９】
　図８は、配列番号４のヌクレオチド配列、３３５１個のヌクレオチドを含み、配列番号
２のヌクレオチド１８２から３７１２を有するヒトＡＴＰ２Ｂ１遺伝子のコーディング配
列（ｃｄｓ）を示した図である。
【００７０】
　図９は、配列番号３の６４０塩基対に対するヒトＡＴＰ２Ｂ１　ｃＤＮＡのヌクレオチ
ド配列、配列番号２の配列整列の概略を示した図である。
【００７１】
　図１０は、配列番号２及びゲノムデータベース配列断片からのＡＴＰ２Ｂ１のコーディ
ング配列（ｃｄｓ）の整列の概略図で、コンセンサスｃＤＮＡ配列、遺伝子バンクｍＲＮ
Ａ及びＥＳＴ配列断片に基づいて得られた、延長修正コンセンサス配列からなる。対応す
るアクセッション番号は、左側に示す。
【００７２】
　図１１は、ＡＴＰ２Ｂ１をコードするｃＤＮＡ配列、配列番号２、同定されたｃＤＮＡ
断片配列、配列番号３、ＡＴＰ２Ｂ１転写レベルプロファイリングに使用した両プライマ
ー配列（プライマーＡ、プライマーＢ）及びＡＴＰ２Ｂ１のコーディング配列（ｃｄｓ）
、配列番号４の整列を示した概略図である。配列位置は、右側に示す。
【００７３】
　図１２に、本明細書で内部参照番号Ｐ０１０、Ｐ０１１、Ｐ０１２、Ｐ０１４、Ｐ０１
６、Ｐ０１７、Ｐ０１９、Ｐ０３８、Ｐ０４０、Ｐ０４１、Ｐ０４２、Ｐ０４６、Ｐ０４
７、Ｐ０４８、Ｐ０４９によって識別したＡＤ患者１５人及び本明細書で内部参照番号Ｃ
００５、Ｃ００８、Ｃ０１１、Ｃ０１２、Ｃ０１４、Ｃ０２５、Ｃ０２６、Ｃ０２７、Ｃ
０２９、Ｃ０３０、Ｃ０３１、Ｃ０３２、Ｃ０３３、Ｃ０３４、Ｃ０３５、Ｃ０３６、Ｃ
０３８、Ｃ０３９、Ｃ０４１、Ｃ０４２、ＤＥ０２、ＤＥ０３、ＤＥ０５、ＤＥ０７で識
別した同じ年齢の対照固体２５人の前頭皮質に対する側頭皮質におけるＡＴＰ２Ｂ１遺伝
子発現レベルを示した。側頭皮質での上方制御については、示した値は本明細書で記載し
た式（以下参照）によって計算され、前頭皮質における上方制御の場合は、計算値は逆方
向にそれぞれ示される。棒グラフは、様々なＢｒａａｋ段階（０から６）における、前頭
皮質に対する側頭皮質の個々の自然体数値、ｌｎ（ＩＴ／ＩＦ）及び側頭皮質に対する前
頭皮質制御因子の自然体数値、ｌｎ（ＩＦ／ＩＴ）を視覚化する。
【００７４】
　図１３に、本明細書では内部参照番号Ｐ０１０、Ｐ０１１、Ｐ０１２、Ｐ０１４、Ｐ０
１６、Ｐ０１９（０．１６から０．７０倍）で識別したＡＤ患者６人及び本明細書では内
部参照番号Ｃ００４、Ｃ００８（０．５８から０．８０倍）で識別した健康な、同じ年齢
の対照固体２人の、ＡＴＰ２Ｂ１をコードするＡＴＰ２Ｂ遺伝子について、前頭皮質に対
する海馬での遺伝子発現レベルを示した。示した値は、本明細書で説明した式によって計
算された（以下参照）。散布図は、対照試料（黒丸）及びＡＤ患者試料（三角）における
前頭皮質に対する海馬の制御比の個々の対数値、ｌｏｇ（ＨＣ／ＩＦ比）を視覚化する。
【００７５】
　図１４は、ヤギポリクローナル抗ＡＴＰ２Ｂ１（抗ＰＭＣＡ１）抗血清（緑色のシグナ
ル）（拡大率１０×）で免疫標識した対照供与者（対照Ｔ）及びアルツハイマー患者（患
者Ｔ）の下側頭回の画分でデジタル撮影した顕微鏡写真を例示した図である（倍率１０×
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）。ＡＴＰ２Ｂ１の全体的免疫反応は、大脳皮質（ＣＴ）及び白質（ＷＭ）において認め
られた。図１４Ａ及び１４Ｅは、ニューロン特異的マーカーＮｅｕＮに対する抗体で染色
したニューロン（ニューロン核及び細胞体）の免疫反応性を示す。図１４Ｂ及び１４Ｆは
、抗ＡＴＰ２Ｂ１ヤギポリクローナル抗血清による免疫染色から得られたシグナルを示す
。図１４Ｃは、写真１４Ａ、１４Ｂの混合及びＤＡＰＩ染色から得られた写真を示し、図
１４Ｇは、写真１４Ｅ、１４Ｆ及びＤＡＰＩ染色から得られた写真を示し、色はＮｅｕＮ
（赤）、ＡＴＰ２Ｂ１（緑）から検出された免疫シグナル及びＤＡＰＩ（青）による核染
色を指定する。ＡＴＰ２Ｂ１の免疫反応は、ほとんどのニューロン（細胞質、形質膜）で
検出され、その上星状膠細胞及びいくつかの乏突起膠細胞で弱く検出されるが、小膠細胞
では検出されなかった。本明細書で例示したデータは、ＡＴＰ２Ｂ１蛋白質の神経免疫反
応の強度及び量のレベルは、正常人の下側頭皮質（図１４Ｃ及び１４Ｂ）と比較して、及
び患者及び対照両方の前頭皮質（図１５Ｇ、１５Ｆ及び図１５Ｃ、１５Ｂ）と比較して、
患者の下側頭皮質（図１４Ｇ及び１４Ｆ）では減少していることを明らかに示す。さらに
、対照の画分と比較して、星状膠細胞ＡＴＰ２Ｂ１免疫反応は患者の前頭及び側頭標本の
両方で減少している。
【００７６】
　図１５は、ヤギポリクローナル抗ＡＴＰ２Ｂ１（抗ＰＭＣＡ１）抗血清（緑色のシグナ
ル）で免疫標識した対照提供者（対照Ｆ）及びアルツハイマー患者（患者Ｆ）の前頭皮質
の画分からデジタル撮影した顕微鏡写真を例示した図である（倍率１０×）。ＡＴＰ２Ｂ
１の全体的免疫反応は、大脳皮質（ＣＴ）及び白質（ＷＭ）において認められた。図１５
Ａ及び１５Ｅは、ニューロン特異的マーカーＮｅｕＮに対する抗体で染色したニューロン
（ニューロン核及び細胞体）の免疫反応性を示す。図１５Ｂ及び１５Ｆは、抗ＡＴＰ２Ｂ
１ヤギポリクローナル抗血清による免疫染色から得られたシグナルを示す。図１５Ｃは、
写真１５Ａ、１５Ｂの混合及びＤＡＰＩ染色から得られた写真を示し、図１５Ｇは、写真
１５Ｅ、１５Ｆ及びＤＡＰＩ染色から得られた写真を示し、色はＮｅｕＮ（赤）、ＡＴＰ
２Ｂ１（緑）から検出された免疫シグナル及びＤＡＰＩ（青）による核染色を指定する。
ＡＴＰ２Ｂ１の免疫反応は、ほとんどのニューロン（細胞質、形質膜）で検出され、その
上星状膠細胞及びいくつかの乏突起膠細胞で弱く検出されるが、小膠細胞では検出されな
かった。本明細書で例示したデータは、患者の前頭皮質（図１５Ｇ及び１５Ｆ）のＡＴＰ
２Ｂ１蛋白質の神経免疫反応の強度及び量のレベルが、正常人の前頭皮質（図１５Ｃ及び
１５Ｂ）と比較して同等か又は類似しているが、対照並びに患者の前頭皮質では、患者の
側頭皮質（図１４Ｇ及び１４Ｆ）と比較して上昇していることを明らかに示す。さらに、
対照の画分と比較して、星状膠細胞ＡＴＰ２Ｂ１免疫反応は患者の前頭及び側頭標本の両
方で減少している。
【実施例１】
【００７７】
　（ｉ）ＡＤ患者の脳組織分析
　ＡＤ患者及び同じ年齢の対照対象者の脳組織を平均して死後６日以内に収集し、すぐに
ドライアイス上で凍結した。組織病理学的に診断を確定するために、各組織の切片試料を
パラホルムアルデヒドで固定した。発現差異分析用の脳領域を確認し、ＲＮＡ抽出を実施
するまで－８０℃で保存した。
【００７８】
　（ｉｉ）全ｍＲＮＡの単離
　ＲＮｅａｓｙキット（Ｑｉａｇｅｎ）を使用し、製造者のプロトコールに従って、全Ｒ
ＮＡを死後脳組織から抽出した。正確なＲＮＡ濃度及びＲＮＡ品質は、Ａｇｉｌｅｎｔ　
２１００　Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ（Ａｇｌｉｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を使
用してＤＮＡ　ＬａｂＣｈｉｐシステムで測定した。調製したＲＮＡをさらに品質検査す
るために、すなわち、部分分解の除去及びＤＮＡ汚染の検査のために、特異的に設計した
イントロンのＧＡＰＤＨオリゴヌクレオチド及び参考対照としてのゲノムＤＮＡを使用し
て、製造者（Ｒｏｃｈｅ）によって供給されたプロトコールに記載されたように、Ｌｉｇ
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ｈｔＣｙｃｌｅｒ技術で融解曲線を作製した。
【００７９】
　（ｉｉｉ）ｃＤＮＡ合成及び蛍光ディファレンシャルディスプレイ（ＦＤＤ）による差
異的に発現した遺伝子の同定：
　様々な組織における遺伝子発現の変化を同定するために、変更し、改善したディファレ
ンシャルディスプレイ（ＤＤ）スクリーニング法を使用した。元のＤＤスクリーニング法
は、当業者には公知である（Ｌｉａｎｇ及びＰａｒｄｅｅ、Ｓｃｉｅｎｃｅ　１９９５、
２６７：１１８６～７）。この技術は、２種のＲＮＡ集団を比較し、１集団では発現する
が、その他の集団では発現しない遺伝子のクローンをもたらす。いくつかの試料を同時に
分析し、上方制御遺伝子及び下方制御遺伝子の両方を同じ実験で同定することができる。
ＤＤ法におけるいくつかの段階の調節及び改良、並びに技術的変数の変更、例えば、重複
性の増加、全ＲＮＡの逆転写用の最適試薬及び条件の評価、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣ
Ｒ）の最適化及びそれらの産物の分離によって、再現性が高く、感受性の高い結果を可能
にする技術が開発された。適用された改変ＤＤ技術は、Ｋａｍｍｅｒ他（Ｎｕｃｌｅｉｃ
　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１９９９、２７：２２１１～２２１８）によって詳細
に記載された。特異的に設計された一連の６４個のランダムプライマーは、可能なＲＮＡ
種全ての統計学的総合分析を実施するために開発された（標準設定）。さらに、この方法
は、蛍光標識プライマーの使用をベースにした調製用ＤＤスラブゲル技術を創出するため
に変更された。本発明では、アルツハイマー病患者及び同じ年齢の対照対象者から注意深
く選択された死後脳組織（前頭皮質及び側頭皮質）のＲＮＡ集団を比較した。ＤＤ分析用
の開始物質として、前記（ｉｉ）で説明したように抽出した全ＲＮＡを使用した。それぞ
れのＲＮＡの同量０．０５μｇを、各ｄＮＴＰ０．５ｍＭ、Ｓｅｎｓｉｓｃｒｉｐｔ逆転
写酵素１μｌ及び１×ＲＴ緩衝液（Ｑｉａｇｅｎ）、ＲＮアーゼ阻害剤（Ｑｉａｇｅｎ）
１０Ｕ及び１塩基アンカーオリゴヌクレオチドＨＩ１１Ａ、ＴＨ１１Ｇ又はＨＴ１１Ｃの
いずれか１μＭを含有する反応液２０μｌ中で、ｃＤＮＡに転写した（Ｌｉａｎｇ他、Ｎ
ｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１９９４、２２：５７６３～５７６４；
Ｚｈａｏ他、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　１９９５、１８：８４２～８５０）。逆転写
は、３７℃６０分、最終変性段階９３℃５分で実施した。Ｃｙ３標識ランダムプライマー
（１μＭ）のいずれか１種、１×ＧｅｎｅＡｍｐ　ＰＣＲ緩衝液（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉ
ｏｓｙｓｔｅｍｓ）、ＭｇＣｌ２（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）１．５ｍＭ
、ｄＮＴＰ－Ｍｉｘ（ｄＡＴＰ、ｄＧＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＴＴＰ　Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐ
ｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）２μＭ、５％ＤＭＳＯ（Ｓｉｇｍａ）、Ａｍｐｌｉ
Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）１Ｕと共に対応
する１塩基アンカーオリゴヌクレオチド（１μＭ）を使用して、最終量２０μｌで、得ら
れた各ｃＤＮＡ　２μｌにポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を行った。ＰＣＲ条件は以下
のように設定した：９４℃３０秒で変性、１℃／秒で４０℃に冷却、４０℃４分でプライ
マーの低厳密性アニーリング、１℃／秒で７２℃まで加熱、７２℃１分で伸長を１回。こ
の手順の後、高厳密性サイクルを３９回行った：９４℃３０秒、１℃／秒で６０℃に冷却
、６０℃２分、１℃／秒で７２℃まで加熱、７２℃で１分。最後のサイクルに７２℃５分
の１段階を付け加えた（ＰＣＲサイクラー：Ｍｕｌｔｉ　Ｃｙｃｌｅｒ　ＰＣＴ　２００
、ＭＪ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ）。ＤＮＡ添加緩衝液８μｌをＰＣＲ産物調製物２０μｌに添
加し、５分間変性し、ゲルに添加するまで氷上で保持した。それぞれ３．５μｌを、厚さ
０．４ｍｍ、６％アクリルアミド（Ｌｏｎｇ　Ｒａｎｇｅｒ）／尿素７Ｍの配列決定ゲル
で、スラブゲルシステム（Ｈｉｔａｃｈ　Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）によって、
２０００Ｖ、６０Ｗ、３０ｍＡで１時間４０分分離した。電気泳動が完了した後、ゲルを
ＦＭＢＩＯ　ＩＩ蛍光スキャナー（Ｈｉｔａｃｈｉ　Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）
で、適切なＦＭＢＩＯ　ＩＩ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　８．０ソフトウェアを使用して調べた
。全範囲写真を印刷し、差異的に発現したバンドに印を付け、ゲルから切り出し、１．５
ｍｌ容器に移し、滅菌水２００μｌを注ぎ、抽出するまで－２０℃で保持した。
【００８０】
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　ＤＤ産物の溶出及び再増幅：Ｈ２Ｏ２００μｌ中で１０分間煮沸し、氷上で冷却し、エ
タノール（Ｍｅｒｃｋ）及びグリコーゲン／酢酸ナトリウム（Ｍｅｒｃｋ）を－２０℃で
一晩使用することによって上清液から沈殿させ、その後４℃で１３０００ｒｐｍで２５分
間遠心することによって、異なるバンドをゲルから抽出した。ペレットを氷冷エタノール
（８０％）で２回洗浄し、１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ　ｐＨ８．３（Ｍｅｒｃｋ）に再懸濁し、
０．０２５μｍ　ＶＳＷＰ膜（Ｍｉｌｉｐｏｒｅ）で１０％グリセロール（Ｍｅｒｃｋ）
に対して室温で１時間透析した。得られた調製物を鋳型として使用して、ＤＤ　ＰＣＲ（
前記参照）で使用したような対応するプライマー対を含有するＰＣＲ混合物２５μｌ中に
おいて、初回の９４℃５分、その後９４℃４５秒、６０℃４５秒、１℃／秒で上昇させて
７０℃で４５秒を１５回、そして７２℃５分１回の最終段階以外は同一条件下で、高厳密
性サイクル１５回によって増幅した。
【００８１】
　ＤＤ産物のクローニング及び配列決定：再増幅したｃＤＮＡをＤＮＡ　ＬａｂＣｈｉｐ
システム（Ａｇｉｌｅｎｔ　２１００　Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ、Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅ
ｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）で分析して、ｐＣＲ－Ｂｌｕｎｔ　ＩＩ－ＴＯＰＯベクターに連
結して、製造者の指示に従ってＥ．ｃｏｌｉ　Ｔｏｐ１０Ｆ’細胞に形質転換した（Ｚｅ
ｒｏ　Ｂｌｕｎｔ　ＴＯＰＯ　ＰＣＲクローニングキット、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）。ク
ローニングされたｃＤＮＡ断片は市販の配列決定施設によって配列決定された。ＡＴＰ２
Ｂ１蛋白質をコードするＡＴＰ２Ｂ遺伝子のこのような１ＦＤＤ実験の結果を図１に示す
。
【００８２】
　（ｉｖ）定量ＲＴ－ＰＣＲによる発現差異の確認。
【００８３】
　側頭皮質対前頭皮質及び海馬対前頭皮質における異なるＡＴＰ２Ｂ１遺伝子発現の肯定
的な裏付けは、ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ技術（Ｒｏｃｈｅ）を使用して実施した。この技
術は、ポリメラーゼ連鎖反応の高速熱サイクリング並びに増幅中の蛍光シグナルのリアル
タイム測定が特徴で、したがって、終点値よりも速度論を使用することによってＲＴ－Ｐ
ＣＲ産物の精度の高い測定が可能である。ＡＤ患者及び健康な同じ年齢の対照個体の側頭
皮質、ＡＤ患者及び健康な同じ年齢の対照個体の前頭皮質、ＡＤ患者及び健康な同じ年齢
の対照個体の海馬のＡＴＰ２Ｂ１　ｃＤＮＡの割合並びにＡＤ患者及び健康な同じ年齢の
対照個体の側頭皮質及び前頭皮質のＡＴＰ２Ｂ１　ｃＤＮＡの割合並びにＡＤ患者及び健
康な同じ年齢の対照個体の海馬及び前頭皮質のＡＴＰ２Ｂ１　ｃＤＮＡの割合それぞれを
測定した（相対的定量）。
【００８４】
　前頭皮質組織（Ｆ）及び下側頭皮質組織（Ｔ）の間のＡＴＰ２Ｂ１のｍＲＮＡ発現プロ
ファイリングは、Ｂｒａａｋ段階当たり４個から９個までの組織で分析した。Ｂｒａａｋ
３の病状を有する提供者１名では品質の高い組織が欠如していたので、さらにＢｒａａｋ
２の病状を有する提供者１名の組織を含め、Ｂｒａａｋ６の病状を有する提供者１名では
品質の高い組織が欠如していたので、さらにＢｒａａｋ５の病状を有する提供者１名の組
織試料を含めた。
【００８５】
　プロファイリング分析のために、２種類の一般的な取り組みを適用した。ＡＤの生理学
的状態におけるＡＴＰ２Ｂ、ＡＴＰ２Ｂ１それぞれの関係の複雑な概観に関与する、下側
頭皮質に対する前頭皮質並びにＡＤ患者に対する対照の両相対的プロファイリング研究を
以下に詳細に示す。
【００８６】
　１）対照及びＡＤ患者それぞれの前頭皮質組織及び下側頭皮質組織の間のｍＲＮＡ発現
の相対比較。この取り組みによって、同定した遺伝子ＡＴＰ２Ｂ１が変性に対して脆弱性
の低い組織（前頭皮質）の保護に関係するのか、又は脆弱性の高い組織（下側頭皮質）に
おける変性過程に関係するか、若しくは増強するのかの確認が可能になった。
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【００８７】
　まず、ＡＴＰ２Ｂ１をコードする遺伝子の特異的プライマーを用いたＰＣＲの効率を測
定するために、標準曲線を作製した。
【００８８】
　プライマーＡ、配列番号５、５’－ＧＡＴＣＡＣＧＣＴＧＡＡＡＧＧＧＡＧＴＴＧ－３
’及びプライマーＢ、配列番号６、５’－ＴＴＡＧＡＧＣＣＣＣＣＴＧＡＡＴＧＧＡＡＣ
－３’。
【００８９】
　ＰＣＲ増幅（９５℃１秒、５６℃５秒、及び７２℃５秒）を、ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ
－ＦａｓｔＳｔａｒｔ　ＤＮＡ　Ｍａｓｔｅｒ　ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　Ｉ　ｍｉｘ（Ｆ
ａｓｔＳｔａｒｔ　Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ、反応緩衝液、ｄＵＴＰの代わりにｄＵ
ＴＰを含むｄＮＴＰｍｉｘ、ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　Ｉ色素及びＭｇＣｌ２　１ｍＭ、Ｒ
ｏｃｈｅを含有する）、プライマー０．５μＭ、ｃＤＮＡ希釈系列（最終濃度、ヒト全脳
ｃＤＮＡ、４０、２０、１０、５、１及び０．５ｎｇ、Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）２μｌ、及び
使用したプライマーに応じて、さらにＭｇＣｌ２　３ｍＭを含有する２０μｌ量中で実施
した。融解曲線分析では、約８４．３℃に単一ピークがあることが明らかで、プライマー
の２量体は認められなかった。ＰＣＲ産物の品質及び大きさは、ＤＮＡ　ＬａｂＣｈｉｐ
システム（Ａｇｉｌｅｎｔ　２１００　Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ、Ａｇｌｉｅｎｔ　Ｔｅ
ｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を使用して測定した。試料の電気泳動図では、ＡＴＰ２Ｂ１蛋白
質をコードする遺伝子の予測された大きさの１２４ｂｐに単一のピークが認められた。
【００９０】
　定量用の参照標準物として選択した一連の参照遺伝子のＰＣＲ効率を測定するために、
類似の方法でＰＣＲプロトコールを適用した。本発明では、このような５種の参照遺伝子
の平均値を測定した。（１）サイクロフィリンＢ、ＭｇＣｌ２（３ｍＭの代わりに１ｍＭ
をさらに添加した）以外は特異的プライマー、配列番号７、５’－ＡＣＴＧＡＡＧＣＡＣ
ＴＡＣＧＧＧＣＣＴＧ－３’及び配列番号８、５’－ＡＧＣＣＧＴＴＧＧＴＧＴＣＩＴＴ
ＧＣＣ－３’を使用。融解曲線分析では、約８７℃に単一ピークがあることが明らかで、
プライマーの２量体は認められなかった。ＰＣＲ産物のアガロースゲル分析は、予測した
大きさ（６２ｂｐ）の１本の単一バンドを示した。（２）リボソーム蛋白質Ｓ９（ＲＰＳ
９）、特異的プライマー、配列番号９、５’－ＧＧＴＣＡＡＡＴＴＴＡＣＣＣＴＧＧＣＣ
Ａ－３’及び配列番号１０、５’－ＴＣＴＣＡＴＣＡＡＧＣＧＴＣＡＧＣＡＧＴＴＣ－３
’を使用（ＭｇＣｌ２　３ｍＭの代わりにさらに１ｍＭを添加した）。融解曲線分析では
、約８５℃に単一ピークがあることが明らかで、プライマーの２量体は認められなかった
。ＰＣＲ産物のアガロースゲル分析は、予測した大きさ（６２ｂｐ）の１本の単一バンド
を示した。（３）ベータアクチン、特異的プライマー、配列番号１１、５’－ＴＧＧＡＡ
ＣＧＧＴＧＡＡＧＧＴＧＡＣＡ－３’及び配列番号１２、５’－ＧＧＣＡＡＧＧＧＡＣＴ
ＴＣＣＴＧＴＡＡ－３’を使用。融解曲線分析では、約８７℃に単一ピークがあることが
明らかで、プライマーの２量体は認められなかった。ＰＣＲ産物のアガロースゲル分析は
、予測した大きさ（１４２ｂｐ）の１本の単一バンドを示した。（４）ＧＡＰＤＨ、特異
的プライマー、配列番号１３、５’－ＣＧＴＣＡＴＧＧＧＴＧＴＧＡＡＣＣＡＴＧ－３’
及び配列番号１４、５’－ＧＣＴＡＡＧＣＡＧπＧＧＴＧＧＴＧＣＡＧ－３’を使用。融
解曲線分析では、約８３℃に単一ピークがあることが明らかで、プライマーの２量体は認
められなかった。ＰＣＲ産物のアガロースゲル分析は、予測した大きさ（８１ｂｐ）の１
本の単一バンドを示した。（５）トランスフェリン受容体ＴＲＲ、特異的プライマー、配
列番号１５、５’－ＧＴＣＧＣＴＧＧＴＣＡＧＴＴＣＧＴＧＡＴＴ－３’及び配列番号１
６、５’－ＡＧＣＡＧＴＴＧＧＣＴＧＴＴＧＴＡＣＣＴＣＴＣ－３’を使用。融解曲線分
析では、約８３℃に単一ピークがあることが明らかで、プライマーの２量体は認められな
かった。ＰＣＲ産物のアガロースゲル分析は、予測した大きさ（８０ｂｐ）の１本の単一
バンドを示した。
【００９１】
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　値を計算するために、最初にｃＤＮＡ濃度の対数をＡＴＰ２Ｂ１蛋白質をコードする遺
伝子及び５種の参照標準遺伝子のサイクル数閾値Ｃｔに対してプロットした。標準曲線の
勾配及び切片（すなわち、直線回帰）を全遺伝子について計算した。第２段階で、ＡＤ患
者及び健康な対照個体の前頭皮質からの、ＡＤ患者及び健康な対照個体の側頭皮質からの
、ＡＤ患者及び健康な対照個体の海馬からのｃＤＮＡ並びにＡＤ患者及び健康な対照個体
の前頭皮質及び側頭皮質からの、及びＡＤ患者及び健康な対照個体の前頭皮質及び海馬の
からのｃＤＮＡそれぞれを並行して分析し、シクロフィリンＢに対して正規化した。Ｃｔ

値を測定して、対応する標準曲線を使用して全脳ｃＤＮＡ　ｎｇに変換した。
【００９２】
　１０∧（（Ｃｔ値－切片）／勾配）　　［全脳ｃＤＮＡ　ｎｇ］
　側頭皮質及び前頭皮質ＡＴＰ２Ｂ１　ｃＤＮＡの値、海馬及び前頭皮質ＡＴＰ２Ｂ１　
ｃＤＮＡの値、及びＡＤ患者（Ｐ）及び対照個体（Ｃ）の前頭皮質ＡＴＰ２Ｂ１　ｃＤＮ
Ａの値、及びＡＤ患者（Ｐ）及び対照個体（Ｃ）の側頭皮質ＡＴＰ２Ｂ１　ｃＤＮＡの値
それぞれは、サイクロフィリンＢに対して正規化し、下式に従ってその比を計算した。
【００９３】
【数１】

【００９４】
　第３段階では、各個体の脳試料について参照標準遺伝子の発現レベルの、対照者に対す
るＡＤ患者の側頭皮質比、対照者に対するＡＤ患者の前頭皮質比、及びＡＤ患者及び対照
者の前頭に対する側頭比及びＡＤ患者及び対照者の前頭に対する海馬比それぞれの平均値
の測定するために、並行して一連の参照標準遺伝子を分析した。サイクロフィリンＢは段
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階２及び段階３で分析され、１遺伝子のもう１つの遺伝子に対する比が別の測定でも一定
のままであったので、単一遺伝子のみを正規化する代わりに、一連の参照標準遺伝子の平
均値に対してＡＴＰ２Ｂ１蛋白質をコードする遺伝子の値を正規化することが可能である
。この計算は、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の偏差で、前
記で示したそれぞれの比を除することによって、実施することができる。ＡＴＰ２Ｂ１蛋
白質をコードする遺伝子のこのような定量的ＲＴ－ＰＣＲ分析の結果を図２、３及び１２
、１３に示す。
【００９５】
　２）対照とＡＤ患者との間のｍＲＮＡ発現の比較。
【００９６】
　この分析のために、異なる時点、異なる実験間のリアルタイム定量的ＰＣＲ（Ｌｉｇｈ
ｔｃｙｃｌｅｒ法）の絶対値は、標準物質を使用しない定量的比較に使用するために十分
一貫性があることがわかった。１００種を上回る組織でのｑＰＣＲ実験のいずれにおいて
も、サイクロフィリンを正規化のための標準物として使用した。その他の中でも、それは
我々の正規化実験では最も一貫して発現したハウスキーピング遺伝子であることが分かっ
た。したがって、サイクロフィリンで得られた値を使用することによって、概念の証明が
実施された。
【００９７】
　第１の分析では、３種の異なる提供者の前頭皮質及び下側頭皮質のｑＰＣＲ実験のサイ
クロフィリン値を使用した。各組織の同一のｃＤＮＡ調製物を分析実験全てにおいて使用
した。この分析内では、データが小数であるので、値の正規分布は実現しなかった。した
がって、中央値及び９８％信頼度の方法を適用した。この分析によって、絶対値比較用の
中央値では８．７％の中程度の偏差があり、相対値比較用の中央値では６．６％の中程度
の偏差があることが明らかになった。
【００９８】
　第２の分析では、２種の異なる提供者それぞれの前頭皮質及び下側頭皮質組織のｑＰＣ
Ｒ実験のサイクロフィリン値を使用したが、様々な時点の様々なｃＤＮＡ調製物を使用し
た。この分析によって、絶対値比較用の中央値では２９．２％の中程度の偏差があり、相
対比較用の中央値では１７．６％の中程度の偏差があることが明らかになった。この分析
から、ｑＰＣＲ実験の絶対値は使用することはできるが、中央値での中程度の偏差はさら
に考慮すべきであると結論づけられた。ＡＴＰ２Ｂ１の絶対値の詳細な分析を実施した。
したがって、ＡＴＰ２Ｂ１の絶対レベルは、サイクロフィリンによる相対的正規化の後に
使用された。中央値並びに９８％信頼度は、対照群（Ｂｒａａｋ０～Ｂｒａａｋ３）及び
患者群（Ｂｒａａｋ４～Ｂｒａａｋ６）それぞれについて計算された。同様の分析を実施
して、対照群（Ｂｒａａｋ０～Ｂｒａａｋ２）及び患者群（Ｂｒａａｋ３～Ｂｒａａｋ６
）を再評価し、対照群（Ｂｒａａｋ０～Ｂｒａａｋ１）及び患者群（Ｂｒａａｋ２～Ｂｒ
ａａｋ６）を再評価した。後者の分析は、対照とＡＤ患者との間のｍＲＮＡ発現差の早期
開始を確認することが目的であった。この分析を他の観点から考える場合、遺伝子発現制
御の傾向並びに差の早期開始を確認するために、Ｂｒａａｋ段階０～１、Ｂｒａａｋ段階
２～３及びＢｒａａｋ段階４～５を含む３種の群それぞれを互いに比較した。前述した前
記分析を図４に示す。
【００９９】
　（ｖ）免疫組織化学
　ヒト脳におけるＡＴＰ２Ｂ１の免疫蛍光染色では、様々なＢｒａａｋ段階のアルツハイ
マー病であることが臨床的に診断され、神経病理学的に裏付けられた患者並びに同じ年齢
のアルツハイマーではない対照個体を含む提供者の死後の新鮮な凍結前頭及び側頭前脳標
本を、クリオスタット（Ｌｅｉｃａ　ＣＭ３０５０Ｓ）を使用して厚さ１４μｍに切断し
た。この組織切片を室温で空気乾燥し、アセトンで１０分間固定した。ＰＢＳで洗浄後、
この切片をブロッキング緩衝液（正常ウマ血清１０％、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００　０．
２％、ＴＢＳ溶液）で３０分間予備インキュベートして、次に抗ＡＴＰ２Ｂ１ヤギポリク
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ローナル抗血清（ブロッキング緩衝液で１：８に希釈、Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ、ｓｃ－１
６４８８）で４℃で一晩インキュベートした。０．１％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００／Ｐ
ＢＳで３回洗浄した後、この切片をＦＩＴＣ結合ロバ抗ヤギＩｇＧ抗血清（Ｄｉａｎｏｖ
ａ、７０５－０９６－１４７、１％ＢＳＡ／ＰＢＳで１：１５０に希釈）で室温で２時間
インキュベートし、次いでＰＢＳで再度洗浄した。ニューロン細胞の染色は、ニューロン
特異的マーカーＮｅｕＮに対するマウスモノクローナル抗体（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ、ＭＡＢ
３７７、１：２００に希釈）及びＣｙ３結合ロバ抗マウス第２抗体（Ｄｉａｎｏｖａ、１
１５－１６６－１５０、１：６００に希釈）を使用して前述のように実施した。核染色は
、この切片をＰＢＳに溶かしたＤＡＰＩ　５μＭで３分間インキュベートすることによっ
て実施した。ヒト脳におけるリポフスチンの自己蛍光を阻止するために、この切片を７０
％エタノールに溶かしたＳｕｄａｎ　Ｂｌａｃｋ　Ｂ　１％で室温で２～１０分間処理し
、次いで７０％エタノール、蒸留水及びＰＢＳに次々と浸漬した。この切片に「Ｖｅｃｔ
ａｓｈｉｅｌｄ」封入剤（Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｂｕｒｌｉｎｇａ
ｍｅ、ＣＡ）によってカバーガラスで覆った。暗視野落射蛍光及び明視野位相差照明条件
を使用して顕微鏡画像を得た（ＩＸ８１、Ｐｌｙｍｐｕｓ　Ｏｐｔｉｃａｌ）。顕微鏡画
像は、ＰＣＯ　ＳｅｎｓｉＣａｍでデジタル撮影して、適切なソフトウェア（Ａｎａｌｙ
ＳｉＳ、Ｏｌｙｍｐｕｓ　Ｏｐｔｉｃａｌ）（図１４及び１５参照）を使用して分析した
。
【図面の簡単な説明】
【０１００】
【図１】蛍光ディファレンシャルディスプレイスクリーニングにおいて、ＡＴＰ２Ｂ１蛋
白質をコードする遺伝子、ＡＴＰ２Ｂ１の発現差異の初期の同定を示した図である。
【図２】定量ＲＴ－ＰＣＲ分析を用いたＡＤ脳組織におけるＡＴＰ２Ｂ１をコードするＡ
ＴＰ２Ｂ１遺伝子の発現差異の証拠を示した図である。
【図３】定量ＲＴ－ＰＣＲ分析を用いたＡＤ脳組織におけるＡＴＰ２Ｂ１をコードするＡ
ＴＰ２Ｂ１遺伝子の発現差異の証拠を示した図である。
【図４】９８％信頼度での中央値の統計学的方法を使用して、対照とＡＤ期を比較するこ
とによって、ＡＴＰ２Ｂ１の絶対的ｍＲＮＡ発現の分析を示した図である。
【図５】配列番号１、ＡＴＰ２Ｂ蛋白質ＡＴＰ２Ｂ１のアミノ酸配列を示した図である。
【図６－１】配列番号２、ゲノムデータベースｍＲＮＡ及びＥＳＴ（図１０）から構築さ
れた、５１７８個のヌクレオチドを含むヒトＡＴＰ２Ｂ１　ｃＤＮＡのヌクレオチド配列
を示した図である。
【図６－２】配列番号２、ゲノムデータベースｍＲＮＡ及びＥＳＴ（図１０）から構築さ
れた、５１７８個のヌクレオチドを含むヒトＡＴＰ２Ｂ１　ｃＤＮＡのヌクレオチド配列
を示した図である。
【図６－３】配列番号２、ゲノムデータベースｍＲＮＡ及びＥＳＴ（図１０）から構築さ
れた、５１７８個のヌクレオチドを含むヒトＡＴＰ２Ｂ１　ｃＤＮＡのヌクレオチド配列
を示した図である。
【図７】配列番号３、ディファレンシャルディスプレイ及びその後のクローニングによっ
て同定され、得られたＡＴＰ２Ｂ１　ｃＤＮＡ断片６４４ｂｐのヌクレオチド配列（５’
から３’方向の配列）を示した図である。
【図８－１】配列番号４のヌクレオチド配列、３３５１個のヌクレオチドを含み、配列番
号２のヌクレオチド１８２から３７１２を有するヒトＡＴＰ２Ｂ１遺伝子のコーディング
配列（ｃｄｓ）を示した図である。
【図８－２】配列番号４のヌクレオチド配列、３３５１個のヌクレオチドを含み、配列番
号２のヌクレオチド１８２から３７１２を有するヒトＡＴＰ２Ｂ１遺伝子のコーディング
配列（ｃｄｓ）を示した図である。
【図９】配列番号３の６４０塩基対に対するヒトＡＴＰ２Ｂ１　ｃＤＮＡのヌクレオチド
配列、配列番号２の配列整列の概略を示した図である。
【図１０】配列番号２及びゲノムデータベース配列断片からのＡＴＰ２Ｂ１のコーディン
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【図１１】ＡＴＰ２Ｂ１をコードするｃＤＮＡ配列、配列番号２、同定されたｃＤＮＡ断
片配列、配列番号３、ＡＴＰ２Ｂ１転写レベルプロファイリングに使用した両プライマー
配列（プライマーＡ、プライマーＢ）及びＡＴＰ２Ｂ１のコーディング配列（ｃｄｓ）、
配列番号４の整列を示した概略図である。配列位置は、右側に示す。
【図１２】本明細書では内部参照番号Ｐ０１０、Ｐ０１１、Ｐ０１２、Ｐ０１４、Ｐ０１
６、Ｐ０１７、Ｐ０１９、Ｐ０３８、Ｐ０４０、Ｐ０４１、Ｐ０４２、Ｐ０４６、Ｐ０４
７、Ｐ０４８、Ｐ０４９によって識別したＡＤ患者１５人及び本明細書では内部参照番号
Ｃ００５、Ｃ００８、Ｃ０１１、Ｃ０１２、Ｃ０１４、Ｃ０２５、Ｃ０２６、Ｃ０２７、
Ｃ０２９、Ｃ０３０、Ｃ０３１、Ｃ０３２、Ｃ０３３、Ｃ０３４、Ｃ０３５、Ｃ０３６、
Ｃ０３８、Ｃ０３９、Ｃ０４１、Ｃ０４２、ＤＥ０２、ＤＥ０３、ＤＥ０５、ＤＥ０７で
識別した同じ年齢の対照固体２５人の前頭皮質に対する側頭皮質におけるＡＴＰ２Ｂ１遺
伝子発現レベルを示した図である。
【図１３】本明細書では内部参照番号Ｐ０１０、Ｐ０１１、Ｐ０１２、Ｐ０１４、Ｐ０１
６、Ｐ０１９（０．１６から０．７０倍）で識別したＡＤ患者６人及び本明細書では内部
参照番号Ｃ００４、Ｃ００８（０．５８から０．８０倍）で識別した健康な、同じ年齢の
対照固体２人の、ＡＴＰ２Ｂ１をコードするＡＴＰ２Ｂ遺伝子について、前頭皮質に対す
る海馬での遺伝子発現レベルを示した図である。
【図１４】ヤギポリクローナル抗ＡＴＰ２Ｂ１（抗ＰＭＣＡ１）抗血清（緑色のシグナル
）（拡大率１０×）で免疫標識した対照供与者（対照Ｔ）及びアルツハイマー患者（患者
Ｔ）の下側頭回の画分でデジタル撮影した顕微鏡写真を例示した図である（倍率１０×）
。
【図１５】ヤギポリクローナル抗ＡＴＰ２Ｂ１（抗ＰＭＣＡ１）抗血清（緑色のシグナル
）で免疫標識した対照提供者（対照Ｆ）及びアルツハイマー患者（患者Ｆ）の前頭皮質の
画分からデジタル撮影した顕微鏡写真を例示した図である（倍率１０×）。
【図１】 【図２】
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摘要(译)

本发明提供了由ATP2B基因编码的蛋白质，并公开了在阿尔茨海默氏病
患者的特定脑区域中编码ATP2B蛋白质的基因的差异表达。 基于该发
现，本发明提供了一种用于诊断或预后受试者中的阿尔茨海默氏病，或
用于确定受试者是否罹患阿尔茨海默氏病的风险增加的方法。 此外，本
发明提供了使用ATP2B基因及其相应的基因产物来治疗或预防阿尔茨海
默氏病和相关的神经退行性疾病的治疗和预防方法。 还公开了筛选神经
退行性疾病的调节剂的方法。
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