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(54)【発明の名称】 プリオン結合ペプチドリガンドおよび同一物を使用する方法

(57)【要約】
プリオンタンパク質の領域に結合する短いペプチドリガ
ンドおよび同一物をしようする方法が開示される。これ
らは、ペプチドライブラリーのスクリーニングから得ら
れ、そして診断目的のために、もしくは環境サンプルま
たは生物学的流体からプリオンを除去するために使用さ
れ得る。本発明に従うリガンドとしては、低分子（例え
ば、核酸、核酸アナログ、ペプチド、ペプチド模倣物、
炭水化物、脂質、低有機分子および低無機分子）が挙げ
られる。１つ以上の芳香族官能基（例えば、ポルフィリ
ン環、フタロシアニン、ナフトキノン、イミダゾール、
プリン、またはピリミジン）を含む化合物がまた、本発
明に含まれる。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  約６ｋＤａ未満のリガンドであって、該リガンドは、アミノ

酸配列ＧＷＧＱＰＨＧＧ（配列番号１）を含むポリペプチドまたはアミノ酸配列

ＧＷＧＱＰＨＧＧ（配列番号１）の逆転アイソマーであるアミノ酸アナログを含

むポリペプチドに結合する、リガンド。

    【請求項２】  前記リガンドが約４ｋＤａ未満である、請求項１に記載のリ

ガンド。

    【請求項３】  前記リガンドが核酸または核酸アナログである、請求項１に

記載のリガンド。

    【請求項４】  前記リガンドが炭水化物である、請求項１に記載のリガンド

。

    【請求項５】  前記リガンドがペプチドまたはペプチド模倣物である、請求

項１に記載のリガンド。

    【請求項６】  請求項１に記載のリガンドであって、前記リガンドが、ポル

フィリン環、フタロシアニン、ナフトキノン、イミダゾール、プリン、またはピ

リミジンからなる群より選択される部分を含む、リガンド。

    【請求項７】  前記リガンドが、２０アミノ酸長未満のペプチドリガンドで

ある、請求項１に記載のリガンド。

    【請求項８】  前記ポリペプチドが、アミノ酸配列ＧＷＧＱＰＨＧＧＧＷＧ

ＱＰＨＧＧ（配列番号２）を含む、請求項７に記載のリガンド。

    【請求項９】  前記ポリペプチドが、アミノ酸配列Ｄ（ＧＧＨＰＱＧＷＧ）

（配列番号３９）の逆転アイソマーを含む、請求項７に記載のペプチドリガンド

。

    【請求項１０】  前記ペプチドリガンドのアミノ酸配列が、ストレプトアビ

ジンポリペプチドに存在しない、請求項７に記載のペプチドリガンド。

    【請求項１１】  前記ペプチドリガンドが、金属の存在下で前記ポリペプチ

ドに結合する、請求項７に記載のペプチドリガンド。

    【請求項１２】  前記金属が銅である、請求項１１に記載のペプチドリガン

ド。
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    【請求項１３】  前記銅が、約１００ｎＭ～約５００μＭの濃度で存在する

、請求項１２に記載のペプチドリガンド。

    【請求項１４】  前記銅が、約５００ｎＭ～約２００μＭの濃度で存在する

、請求項１２に記載のペプチドリガンド。

    【請求項１５】  請求項７に記載のペプチドリガンドであって、前記ペプチ

ドリガンドが、アミノ酸配列Ｘ１Ｘ２Ｘ３Ｘ４Ｘ５Ｘ６を含み、ただし、

Ｘ１がＬ、Ｗ、またはＩであり；

Ｘ２がＬ、Ｑ、Ｆ、またはＬであり；

Ｘ３がＩ、Ｙ、Ｖ、Ｆ、またはＬであり；

Ｘ４がＷまたはＶであり；

Ｘ５がＩであり；そして

Ｘ６がＰ、Ａ、Ｆ、Ｋ、またはＡである、ペプチドリガンド。

    【請求項１６】  前記ペプチドリガンドが、ＬＬＩＷＩＰ（配列番号３）、

ＷＬＹＷＩＰ（配列番号４）、ＷＬＶＷＩＡ（配列番号２７）、ＩＱＩＷＩＦ（

配列番号２１）、ＩＦＦＷＩＫ（配列番号２３）、およびＬＬＬＶＩＡ（配列番

号１３）からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む、請求項１５に記載のペ

プチドリガンド。

    【請求項１７】  前記ペプチドリガンドが、表Ｉのペプチドのアミノ酸配列

（配列番号３～３０）を含む、請求項７に記載のリガンド。

    【請求項１８】  前記ペプチドが１５アミノ酸長未満である、請求項７に記

載の方法。

    【請求項１９】  請求項７に記載の２つ以上のペプチドリガンドのアミノ酸

配列を含む、ポリペプチド。

    【請求項２０】  請求項７に記載のペプチドを含む、組成物。

    【請求項２１】  前記組成物が固体支持体を含む、請求項２０に記載の組成

物。

    【請求項２２】  前記ペプチドリガンドが、前記固体支持体に結合される、

請求項２１に記載の組成物。

    【請求項２３】  前記支持体が樹脂である、請求項２２に記載の組成物。
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    【請求項２４】  前記固体支持体が膜である、請求項２２に記載の方法。

    【請求項２５】  請求項１９に記載のポリペプチドを含む、組成物。

    【請求項２６】  前記組成物が固体支持体を含む、請求項２５に記載の組成

物。

    【請求項２７】  前記ペプチドが前記固体支持体に結合される、請求項２６

に記載の組成物。

    【請求項２８】  前記固体支持体が樹脂である、請求項２７に記載の組成物

。

    【請求項２９】  前記固体支持体が膜である、請求項２７に記載の組成物。

    【請求項３０】  プリオンタンパク質のリガンドを同定する方法であって、

該方法は、以下の工程：

ａ）配列ＧＷＧＱＰＨＧＧＧＷＧＱＰＨＧＧ（配列番号２）の少なくとも４つの

連続するアミノ酸を含むペプチド、またはアミノ酸配列ＧＷＧＱＰＨＧＧ（配列

番号１）の少なくとも４つの連続するモノマーもしくはアミノ酸配列ＧＷＧＱＰ

ＨＧＧ（配列番号１）の逆転アイソマーであるアミノ酸アナログを含むポリペプ

チドアナログと、試験因子を接触させる工程；および

ｂ）該試験因子および該ポリペプチドを含む複合体を検出する工程、を包含し、

それにより、プリオンタンパク質のリガンドを同定する、方法。

    【請求項３１】  前記ペプチドが、配列ＧＷＧＱＰＨＧＧＧＷＧＱＰＨＧＧ

（配列番号２）の少なくとも５つの連続するアミノ酸を含む、請求項３０に記載

の方法。

    【請求項３２】  プリオンタンパク質のリガンドを同定する方法であって、

該方法は、以下の工程：

ａ）配列Ｄ（ＧＧＨＰＱＧＷＧＧＧＨＰＱＧＷＧ）（配列番号３４）の少なくと

も３つの連続するＤ－アミノ酸を含むペプチドと、試験因子を接触させる工程；

および

ｂ）該試験因子および該ポリペプチドを含む複合体を検出する工程、を包含し、

それにより、プリオンタンパク質のリガンドを同定する、方法。

    【請求項３３】  前記ペプチドが、配列番号Ｄ（ＧＧＨＰＱＧＷＧＧＧＨＰ
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ＱＧＷＧ）（配列番号３４）の少なくとも４つの連続するＤ－アミノ酸を含む、

請求項３２に記載の方法。

    【請求項３４】  前記試験因子が、ポリペプチド、ペプチド、ペプチド模倣

物、低有機分子、低無機分子、核酸、脂質、および炭化水素からなる群より選択

される、請求項３２に記載の方法。

    【請求項３５】  前記試験因子およびポリペプチドが、金属の存在下で接触

される、請求項３２に記載の方法。

    【請求項３６】  前記金属が銅である、請求項３５に記載の方法。

    【請求項３７】  前記銅が、１００ｎＭ～約５００μＭの濃度で存在する、

請求項３６に記載のペプチドリガンド。

    【請求項３８】  前記銅が、５００ｎＭ～約２００μＭの濃度で存在する、

請求項３２に記載のペプチドリガンド。

    【請求項３９】  請求項３２に記載の方法に従って同定されたリガンド。

    【請求項４０】  生物学的流体中のプリオンタンパク質の存在を検出する方

法であって、該方法は、以下の工程：

ａ）存在する場合、該生物学的流体中のプリオンタンパク質と該ペプチドとの間

の複合体の形成を引き起こすのに十分な条件下で、該生物学的流体を請求項１に

記載のリガンドと接触させる工程；および

ｂ）該複合体を検出する工程を包含し、

それにより、該生物学的流体中のプリオンタンパク質の存在を検出する、方法。

    【請求項４１】  前記生物学的流体が、血液、血漿、血清、脳脊髄液、尿、

唾液、乳汁、管液、涙、および精液からなる群より選択される、請求項４０に記

載の方法。

    【請求項４２】  環境サンプル中のプリオンタンパク質の存在を検出する方

法であって、該方法は、以下の方法：

ａ）存在する場合、該サンプル中のプリオンタンパク質と該リガンドとの間の複

合体の形成を引き起こすのに十分な条件下で、該環境サンプルを請求項１に記載

のリガンドと接触させる工程；および

ｂ）該複合体を検出する工程を包含し、
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それにより、該サンプル中のプリオンタンパク質の存在を検出する、方法。

    【請求項４３】  前記環境サンプルが、固体環境サンプルの水溶性抽出物を

含む、請求項４２に記載の方法。

    【請求項４４】  前記環境サンプルが、土壌、草または干し草を含む、請求

項４３に記載の方法。

    【請求項４５】  生物学的流体からプリオンを除去する方法であって、該方

法は、以下の工程：

ａ）存在する場合、該生物学的流体中の該プリオンと該リガンドとの間の複合体

の形成を引き起こすのに十分な条件下で、該生物学的流体を請求項１に記載のリ

ガンドと接触させる工程；および

ｂ）該生物学的流体から該複合体を除去する工程を包含し、

それにより、該生物学的流体から該標的を除去する、方法。

    【請求項４６】  前記生物学的流体が、血液、血漿、血清、脳脊髄液、尿、

唾液、乳汁、管液、涙、および精液からなる群より選択される、請求項４５に記

載の方法。

    【請求項４７】  前記ペプチドリガンドが固体支持体に結合される、請求項

４５に記載の方法。

    【請求項４８】  環境サンプルからプリオンを除去する方法であって、該方

法は、以下の工程：

ａ）存在する場合、該生物学的流体中の該プリオンと該リガンドとの間の複合体

の形成を引き起こすのに十分な条件下で、該サンプルを請求項１に記載のリガン

ドと接触させる工程；および

ｂ）該環境サンプルから該複合体を除去する工程を包含し、

それにより、該環境サンプルから該プリオンを除去する、方法。

    【請求項４９】  前記環境サンプルが、土壌、干し草、土壌の可溶性成分、

および干し草の可溶性成分からなる群より選択される、請求項４８に記載の方法

。

    【請求項５０】  前記ペプチドリガンドが固体支持体に結合される、請求項

４８に記載の方法。
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    【請求項５１】  被検体におけるプリオン関連病態の発症を処置または遅延

させる方法であって、該方法は、該病態の発症を処置または遅延させるのに十分

な量で、該被験体に請求項１に記載のリガンドを投与する工程を包含する、方法

。

    【請求項５２】  前記被験体がヒトである、請求項５１に記載の方法。

    【請求項５３】  前記病態が、クロイツフェルト‐ヤーコプ病、ゲルストマ

ン‐シュトロイスラー疾患、家族性不眠症、スクラピー、ウシの海綿状脳症、ミ

ンクの伝染性脳症、ネコの海綿状脳症、外来性有蹄動物脳症および慢性消耗病で

ある、請求項５１に記載の方法。

    【請求項５４】  前記病態がクロイツフェルト‐ヤーコプ病である、請求項

５３に記載の方法。

    【請求項５５】  前記クロイツフェルト‐ヤーコプ病が、医原性の、新しい

変種の、家族性の、または散発性のクロイツフェルト‐ヤーコプ病である、請求

項５４に記載の方法。

    【請求項５６】  サンプル中のプリオンを検出する方法であって、該方法は

、以下の工程：

ａ）存在する場合、該リガンドとプリオンとの間の第１の複合体の形成を可能に

する条件下で、請求項１に記載のリガンドを含む親和性吸着剤とプリオンタンパ

ク質を含むことが既知であるかまたは疑われているサンプルを接触させる工程；

ｂ）該第１の複合体と抗プリオン抗体との間の第２の複合体の形成を可能にする

条件下で該抗プリオン抗体を添加する工程；および

ｃ）該第２の抗体を検出する工程、を包含し、

それにより、該プリオンを検出する、方法。

    【請求項５７】  前記サンプルが生物学的流体である、請求項５６に記載の

方法。

    【請求項５８】  前記サンプルが環境液体である、請求項５６に記載の方法

。

    【請求項５９】  前記サンプルが土壌である、請求項５６に記載の方法。

    【請求項６０】  前記サンプルを前記吸着剤と接触させる前に、該サンプル
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中の前記プリオンタンパク質を濃縮する工程をさらに包含する、請求項５６に記

載の方法。

    【請求項６１】  前記抗プリオン抗体を添加する前に、前記第１の複合体を

洗浄する工程をさらに包含する、請求項５６に記載の方法。

    【請求項６２】  前記免疫吸着剤がビーズ上に存在する、請求項５６に記載

の方法。

    【請求項６３】  前記第２の複合体が、化学発光によって検出される、請求

項５６に記載の方法。

    【請求項６４】  第２の複合体に関連したシグナルが、化学発光である、請

求項６２に記載の方法。

    【請求項６５】  前記第２の複合体に関連したシグナルが、前記サンプルを

欠くコントロール溶液中で前記抗プリオン抗体をインキュベートすることによっ

て得られる第２の複合体に関連したシグナルのレベルと比較される、請求項５６

に記載の方法。

    【請求項６６】  前記第２の複合体に関連したシグナルが、前記抗プリオン

抗体を欠く溶液中で前記サンプルをインキュベートすることによって得られる第

２の複合体に関連したシグナルのレベルと比較される、請求項５６に記載の方法

。

    【請求項６７】  生物学的流体中のプリオンタンパク質の存在を検出する方

法であって、該方法は、以下の工程：

ａ）存在する場合、該生物学的流体中の該プリオンタンパク質とアミノ樹脂との

間の複合体の形成を引き起こすのに十分な条件下で、生物学的流体と該樹脂とを

接触させる工程；

ｂ）該複合体を検出する工程、を包含し、

それにより、該生物学的流体中のプリオンタンパク質の存在を検出する、方法。

    【請求項６８】  前記生物学的流体が、血液、血漿、血清、脳脊髄液、尿、

唾液、乳汁、管液、涙、および精液からなる群より選択される、請求項６７に記

載の方法。

    【請求項６９】  環境サンプル中のプリオンタンパク質の存在を検出する方
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法であって、該方法は、以下の工程：

ａ）存在する場合、該サンプル中の該プリオンタンパク質と該アミノ樹脂との間

の複合体の形成を引き起こすのに十分な条件下で、環境サンプルとアミノ樹脂と

を接触させる工程；

ｂ）該複合体を検出する工程、を包含し、

それにより、該サンプル中のプリオンタンパク質の存在を検出する、方法。

    【請求項７０】  前記環境サンプルが、土壌環境サンプルの水溶性部分を含

む、請求項６９に記載の方法。

    【請求項７１】  前記環境サンプルが土壌、草または干し草を含む、請求項

７０に記載の方法。

    【請求項７２】  生物学的流体からプリオンを除去する方法であって、該方

法は、以下の工程：

ａ）存在する場合、該生物学的流体中の該プリオンとアミノ樹脂との間の複合体

の形成を引き起こすのに十分な条件下で、該生物学的流体を該アミノ樹脂と接触

させる工程；および

ｂ）該生物学的流体から該複合体を除去する工程、を包含し、

それにより、該生物学的流体からプリオンを除去する、方法。

    【請求項７３】  前記生物学的流体が、血液、血液組成物、血清、脳脊髄液

、尿、唾液、乳汁、管液、涙、および精液からなる群より選択される、請求項７

２に記載の方法。

    【請求項７４】  環境サンプルからプリオンを除去する方法であって、該方

法は、以下の工程：

ａ）存在する場合、該環境サンプル中の該プリオンとアミノ樹脂との間の複合体

の形成を引き起こすのに十分な条件下で、該サンプルを該樹脂と接触させる工程

；および

ｂ）該環境サンプルから該複合体を除去する工程、を包含し、

それにより、該環境サンプルからプリオンを除去する、方法。

    【請求項７５】  前記環境サンプルが、土壌、干し草、土壌の可溶性成分、

および干し草の可溶性成分からなる群より選択される、請求項７４に記載の方法
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  （発明の分野）

  本発明は、一般的に、プリオンタンパク質に結合するリガンド（ペプチドリガ

ンドを含む）に関する。

      【０００２】

  （発明の背景）

  ネイティブなプリオンタンパク質（細胞性プリオンタンパク質については「Ｐ

ｒＰｃ」と称される）は、自然界を通して広範に分布し、特に、哺乳動物内で十

分に保存されている。感染性タンパク質（スクラピーに関して「ＰｒＰｓｃ」と

称されるか、または耐性タンパク質に関して「ＰｒＰｒｅｓ」と称される）への

ネイティブなＰｒＰｃタンパク質の変換は、種々の疾患の伝播を導くと考えられ

る。疾患と関連するプリオンの例としては、例えば、以下が挙げられる：ヒトに

おけるクールーおよびクロイツフェルト－ヤーコプ病；ヒツジにおけるスクラピ

ー；ウシにおけるウシ海綿状脳症（ＢＳＥ）；ならびにシカおよびヘラジカにお

けるミンクの伝染性脳症および消耗病。

      【０００３】

  ＢＳＥは、狂牛病の形態であり、ヒトを含む広範な種々の他の哺乳動物に伝染

性である。ＢＳＥのヒト形態は、新規異型クロイツフェルト－ヤーコプ病、すな

わちｎｖＣＪＤと称される。英国では推定４０００万人の人が、１９８０年代の

中頃から後半の間にＢＳＥに汚染された牛肉を摂取した。この口腔萎縮疾患（ｏ

ｒａｌｌｙ  ｃｏｎｔｒａｃｔｅｄ  ｄｉｓｅａｓｅ）についての潜伏期間が２

０～３０年であり得るので、これらの疾患の真の発病率は、２０１０年過ぎまで

明らかになり得ない。サンプルからプリオンタンパク質を検出および取り除くた

めの能力は、深く重要である。

      【０００４】

  感染された牛肉の摂取に加えて、輸血によってヒトの間でのプリオン関連疾患

の伝播の可能性がある。ｎｖＣＪＤの伝播性は、現在のところ知られていない。

しかし、これはリンパ球に存在することが見出されていて、そしてプリオンは、
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細胞結合されることに加えて血漿中に存在することを示す証拠が存在する。さら

に、動物は、プリオン含有土壌に触れることによってか、または感染した干し草

ダニを含む干草を摂取することによって、プリオン関連疾患で感染されるように

なり得る。

      【０００５】

  （発明の要旨）

  本発明は、プリオンタンパク質中のアミノ酸配列に存在するオクタペプチド反

復に結合するリガンドの発見に一部基づく。従って、１つの局面において、本発

明は、プリオンタンパク質に存在するポリペプチド配列に結合するリガンドを含

む。本発明に従うリガンドとしては、低分子（例えば、核酸、核酸アナログ、ペ

プチド、ペプチド模倣物、炭水化物、脂質、低有機分子および低無機分子）が挙

げられる。１つ以上の芳香族官能基（例えば、ポルフィリン環、フタロシアニン

、ナフトキノン（ｎａｐｔｈｏｑｕｉｎｏｎｅ）、イミダゾール、プリン、また

はピリミジン）を含む化合物がまた、本発明に含まれる。

      【０００６】

  本発明はまた、支持体（例えば、樹脂または膜）上のプリオン結合リガンドを

含む組成物を提供する。

      【０００７】

  さらなる局面において、本発明は、プリオンタンパク質に対するリガンドを同

定する方法を提供する。

      【０００８】

  本発明はまた、サンプル（例えば、生物学的流体サンプルまたは環境的サンプ

ル）からプリオンタンパク質を検出および／または除去するための方法を提供す

る。

      【０００９】

  本発明の別の局面は、被験体におけるプリオン関連病状の発達を処置または妨

害する方法を提供する。例えば、本発明のリガンドは、クロイツフェルト－ヤー

コプ病、ゲルストマン・シュトロイスラー・シャインカ病、致死的家族性不眠症

、スクラピー、ウシ海綿状脳症、ミンクの伝染性脳症、ネコ海綿状脳障害、外来
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性有蹄動物脳障害および慢性消耗病のような病状を処置する場合に有用であり得

る。

      【００１０】

  他に規定されない限り、本明細書中に使用される全ての技術用語および科学用

語は、本発明が属する当業者によって通常理解される意味と同じ意味を有する。

本明細書中に記載される方法および材料に類似または等価な方法および材料が、

本発明の実施または試験に使用され得るが、適切な方法および材料は、以下に記

載される。本明細書中に言及される全ての刊行物、特許出願、特許、および他の

参考文献は、その全体が参考として援用される。争議する場合、定義を含む本明

細書は、調整される。さらに、材料、方法、および実施例は、例示のみであり、

限定されることは意図されない。

      【００１１】

  本発明の他の特徴および利点は、以下の詳細な説明および上記の特許請求の範

囲から明らかである。明細書および添付の特許請求の範囲において、単数形は、

その状況が他の方法で明確に規定されない限り、複数形の指示対象を含む。

      【００１２】

  （発明の詳細な説明）

  本発明は、プリオンタンパク質を検出および単離する方法において有用な新規

プリオン結合リガンド、ならびにプリオン疾患を診断および処置するための方法

を提供する。プリオンに対するリガンドについてのライブラリーをスクリーニン

グするための方法、およびサンプルからのプリオンタンパク質の除去のための方

法がまた、提供される。

      【００１３】

  （リガンド結合プリオンポリペプチド）

  本発明のプリオン結合リガンドは、好ましくは小分子である。「小分子」は、

本明細書中に使用される場合、約５ｋＤａ未満の分子量、および好ましくは約４

ｋＤａ未満の分子量を有する組成物を言及することが意味される。小分子は、核

酸、ペプチド、ポリペプチド、ペプチド模倣物、炭水化物、脂質、または他の有

機（炭素含有）分子もしくは無機分子であり得、そしてこれらは、単量体または
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多量体であり得る。多くの製薬企業は、化学的混合物および／または生物学的混

合物、しばしば、真菌抽出物、細菌抽出物、または藻抽出物の広範囲なライブラ

リー（これらは、本発明のリガンドとして使用され得る）を有する。

      【００１４】

  １つの局面において、本発明は、プリオンタンパク質由来のペプチドまたはポ

リペプチドに結合する小分子リガンドを提供する。本明細書中に使用される場合

、用語「ペプチド」によって、特定の長さは含意されない。いくつかの実施形態

において、ペプチドは、例えば、１００、７５、５０、２５、２０，１７、１５

、１２、１０、９、８、７、６、または５アミノ酸未満の長さである。例えば、

いくつかの実施形態において、本発明に従うリガンドは、アミノ酸配列ＧＷＧＱ

ＰＨＧＧ（配列番号１）を含むポリペプチド（例えば、アミノ酸配列ＧＷＧＱＰ

ＨＧＧＧＷＧＱＰＨＧＧ（配列番号２）を有するポリペプチド）に結合し得る。

      【００１５】

  いくつかの実施形態において、リガンドは、プリオンタンパク質のオクタペプ

チド領域由来のポリペプチドに結合するアミノ酸配列を含むペプチドである。種

々の実施形態において、プリオン結合ペプチドは、表１に列挙される配列番号３

～３０のうちの１つ以上の、アミノ酸配列を含む。

      【００１６】

  表１は、スクリーニングを介してオクタペプチドに結合することが決定された

ペプチド配列を示す。これらの配列は、Ｔｏｙｏｐｅａｒｌ樹脂上で合成され、

そして生理食塩水中で放射能標識したオクタペプチド反復に結合するそれらの能

力について試験された。結合のパーセンテージ（％）は、１５μＭの出発ペプチ

ドを用いてこの樹脂に結合しなかった放射能の量である。配列１１０～１１９を

、さらなる１００μＭのＣｕＣｌ２を含む血漿を用いてスクリーニングし、銅結

合部位の飽和を確実にした。「コンセンサス」の列は、芳香族アミノ酸「Ｏ」お

よび非芳香族アミノ酸「ｘ」の存在を示す。

      【００１７】

【表１】
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１  ペプチド配列ＦＹＶＦＴＡ（配列番号９）は、２つの異なるペプチド数（９

９および９８）を与えた。

２  第６位は、決定できなかった。

      【００１８】

  例えば、いくつかの実施形態において、ペプチドリガンドは、以下のアミノ酸

配列を含む：ＬＬＩＷＩＰ（配列番号３）、ＷＬＹＷＩＰ（配列番号４）、ＷＬ

ＶＷＩＡ（配列番号２７）、ＩＱＩＷＩＦ（配列番号２１）、ＩＦＦＷＩＫ（配

列番号２３）、およびＬＬＬＶＩＡ（配列番号１３）。

      【００１９】

  好ましくは、ペプチドリガンドのアミノ酸配列は、ストレプトアビジンポリペ

プチド（例えば、ＷＯ  ００／０２５７５に開示されるペプチドのアミノ酸配列
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を有するストレプトアビジンポリペプチド）のアミノ酸配列中に存在しない。

      【００２０】

  いくつかの実施形態において、プリオンのペプチド、ペプチドリガンド、およ

び個々の部分またはアナログならびにこれらの誘導体は、化学的に合成され得る

。ペプチド合成装置を用いた合成を含む種々のタンパク質合成方法が、当該分野

で一般的である。例えば、Ｐｅｐｔｉｄｅ  Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，Ａ  Ｐｒａｃ

ｔｉｃａｌ  Ｔｅｘｔｂｏｏｋ，Ｂｏｄａｓｎｓｋｙ編，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖ

ｅｒｌａｇ，１９８８；Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄ，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２３２：２４

１－２４７（１９８６）；Ｂａｒａｎｙら，Ｉｎｔｌ．Ｊ．Ｐｅｐｔｉｄｅ  Ｐ

ｒｏｔｅｉｎ  Ｒｅｓ．３０：７０５－７３９（１９８７）；Ｋｅｎｔ，Ａｎｎ

．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．５７：９５７－９８９（１９８８）；およびＫａｉ

ｓｅｒら，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４３：１８７－１９８（１９８９）を参照のこと

。特定の実施形態において、ペプチドは、合成され、生成され、次いで、スクリ

ーニングのために使用される樹脂に結合され得る。他の実施形態において、ペプ

チドは、樹脂上で直接合成され、次いで、樹脂に結合したペプチドが精製される

。

      【００２１】

  ペプチドは、化学前駆体または他の化学物質を実質的に含まないように、標準

的なペプチド精製技術を用いて精製される。語「化学前駆体または他の化学物質

を実質的に含まない」は、ペプチドの調製を含み、この調製において、ペプチド

は、そのペプチドの合成に関与する化学前駆体または他の化学物質から分離され

ている。１つの実施形態において、語「化学前駆体または他の化学物質を実質的

に含まない」は、約３０％未満（乾燥重量）の化学前駆体もしくは非ペプチド化

学物質を有するペプチドの調製、より好ましくは約２０％未満（乾燥重量）の化

学前駆体もしくは非ペプチド化学物質を有するペプチドの調製、なおより好まし

くは約１０％未満（乾燥重量）の化学前駆体もしくは非ペプチド化学物質を有す

るペプチドの調製、そして最も好ましくは約５％未満（乾燥重量）の化学前駆体

もしくは非ペプチド化学物質を有するペプチドの調製を含む。

      【００２２】
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  ペプチドの化学合成は、改変アミノ酸または非天然のアミノ酸（Ｄ－アミノ酸

および他の小さい有機分子を含む）の取り込みを容易にする。ペプチド中の１つ

以上のＬ－アミノ酸と対応するＤ－アミノ酸異性体との置換が使用されて、酵素

学的加水分解に対するペプチドの耐性を増加し、そして生物学的に活性なペプチ

ドの１つ以上の特性（すなわち、プリオンまたはリガンド結合、レセプター結合

、機能的な潜在能力または作用の持続期間）を増強し得る。例えば、Ｄｏｈｅｒ

ｔｙら、Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ  ３６：２５８５－２５９４（１９９３）；Ｋｉ

ｒｂｙら，Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ  ３６：３８０２－３８０８（１９９３）；Ｍ

ｏｒｉｔａら，ＦＥＢＳ  Ｌｅｔｔ．３５３：８４－８８（１９９４）；Ｗａｎ

ｇら，Ｉｎｔ．Ｊ．Ｐｅｐｔ．Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｒｅｓ．４２：３９２－３９９

（１９９３）；ＦａｕｃｈｅｒｅおよびＴｈｉｕｎｉｅａｕ，Ａｄｖ．Ｄｒｕｇ

  Ｒｅｓ．２３：１２７－１５９（１９９２）を参照のこと。

      【００２３】

  本発明のプリオンペプチドおよびプリオンペプチドリガンドは、Ｌ－アミノ酸

、Ｄ－アミノ酸、または両方の組み合わせのポリマーであり得る。本明細書中に

記載されるペプチドリガンドのアナログが非ペプチジル結合で存在するリガンド

がまた、本発明に含まれる。

      【００２４】

  例えば、種々の実施形態において、ペプチドリガンドは、Ｄ逆転ペプチド（Ｄ

  ｒｅｔｒｏ－ｉｎｖｅｒｓｏ  ｐｒｐｔｉｄｅ）である。用語「逆転異性体」

は、配列の向きが反転され、そして各アミノ酸残基のキラリティが転化した直線

状ペプチドの異性体をいう。例えば、Ｊａｍｅｓｏｎら，Ｎａｔｕｒｅ，３６８

：７４４－７４６（１９９４）；Ｂｒａｄｙら，Ｎａｔｕｒｅ，３６８：６９２

－６９３（１９９４）を参照のこと。Ｄ－鏡像異性体と逆合成との組合わせの最

終結果は、各アミド結合におけるカルボキシル基およびアミノ基の位置が交換さ

れるが、各α炭素における側鎖の基の位置は保存されるという結果である。他に

特に言及しない限り、本発明の任意の所定のＬ－アミノ酸配列は、対応するネイ

ティブなＬ－アミノ酸配列についての配列の逆を合成することによって、Ｄ逆転

ペプチドへと作製され得ることが推定される。例示するために、ペプチドモデル
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がプリオン結合リガンドペプチドの１１０：ＩＱＩＷＩＦ（配列番号２１）（Ｌ

－アミノ酸の形態）である場合、このペプチドの逆転ペプチドアナログ（Ｄ－ア

ミノ酸の形態）は、配列ＦＩＷＩＱＩを有する。

      【００２５】

  ペプチド配列への共有結合的な架橋の導入は、コンフォメーション的および構

造的にペプチド骨格を妨げ得る。このストラテジーは、増加した潜在能力、選択

性および安定性を有するペプチドアナログを開発するために使用され得る。環状

ペプチドのコンフォメーションエントロピーが、その直線状の対応物のコンフォ

メーションエントロピーよりも低いので、非環式アナログについてのエントロピ

ーよりも、環状アナログについてのエントロピーにより少ない減少を伴なって、

特定のコンフォメーションの選択が生じ得、それによって、結合についての自由

エネルギーをより望ましいものにする。大環状化（ｍａｃｒｏｃｙｃｌｉｚａｔ

ｉｏｎ）は、しばしば、ペプチドＮ末端とペプチドＣ末端との間、側鎖とＮ末端

もしくはＣ末端との間［例えば、ｐＨ８．５においてＫ３Ｆｅ（ＣＮ）６を用い

て］（Ｓａｍｓｏｎら，Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，１３７：５１８２－５１

８５（１９９６））、または２つのアミノ酸側鎖間にアミド結合を形成すること

によって、達成される。例えば、ＤｅＧｒａｄｏ，Ａｄｖ．Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｃ

ｈｅｍ．，３９：５１－１２４（１９８８）を参照のこと。ジスルフィド架橋が

また、直線状配列に導入されて、その可撓性を減少する。例えば、Ｒｏｓｅら，

Ａｄｖ．Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｃｈｅｍ．，３７：１－１０９（１９８５）；Ｍｏｓ

ｂｅｒｇら，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．，１０

６：５０５－５１２（１９８２）を参照のこと。

      【００２６】

  多数の他の方法が、好首尾に使用されて、その潜在能力、レセプター選択性お

よび生物学的半減期を改善するためにコンフォメーションの制約をペプチド配列

に導入する。これらとしては、以下の使用が挙げられる：（ｉ）Ｃα－メチルア

ミノ酸（例えば、Ｒｏｓｅら，Ａｄｖ  Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｃｈｅｍ．，３７：１

－１０９（１９８５）；ＰｒａｓａｄおよびＢａｌａｒａｍ，ＣＲＣ  Ｃｒｉｔ

．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，１６：３０７－３４８（１９８４））；（ｉｉ）
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Ｎα－メチルアミノ酸（例えば、Ａｕｂｒｙら，Ｉｎｔ．Ｊ．Ｐｅｐｔ．Ｐｒｏ

ｔｅｉｎ  Ｒｅｓ．，１８：１９５－２０２（１９８１）；Ｍａｎａｖａｌａｎ

およびＭｏｍａｎｙ，Ｂｉｏｐｏｌｙｍｅｒｓ，１９：１９４３－１９７３（１

９８０））；ならびに（ｉｉｉ）α，β－不飽和アミノ酸（例えば、Ｂａｃｈお

よびＧｉｅｒａｓｃｈ，Ｂｉｏｐｏｌｙｍｅｒｓ，２５：５１７５－Ｓ１９２（

１９８６）；Ｓｉｎｇｈら，Ｂｉｏｐｏｌｙｍｅｒｓ，２６：８１９－８２９（

１９８７））。これらおよび多くの他のアミノ酸アナログは、市販されるか、ま

たは容易に調製され得る。

      【００２７】

  あるいは、ペプチドおよびペプチドリガンドが、組み換えペプチドの発現およ

び精製に関する当該分野で周知の方法によって獲得され得る。本発明に従うペプ

チドをコードするＤＮＡ分子が作製され得る。ＤＮＡ配列は、公知のコドン使用

頻度に基づいてタンパク質配列から縮重される。例えば、ＯｌｄおよびＰｒｉｍ

ｒｏｓｅ，Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ  ｏｆ  Ｇｅｎｅ  Ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎ

  第３版，Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ  Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ  Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏ

ｎｓ，１９８５；Ｗａｄａら，Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．２０：２

１１１－２１１８（１９９２）を参照のこと。好ましくは、このＤＮＡ分子は、

さらなる配列（例えば、プラスミドのような適切なクローニングベクターへのそ

のクローニングを容易にする、制限酵素ための認識部位）を含み得る。本発明は

、コード領域、非コード領域、または両方を含む核酸（単独であるかまたは組換

えベクターにクローン化されるかのいずれかである）、ならびに、オリゴヌクレ

オチドならびにこれらに対応するプライマーおよびプライマー対を提供する。核

酸は、ＤＮＡ、ＲＮＡ、またはこれらの組み合わせであり得る。本発明のベクタ

ーは、発現ベクターであり得る。本発明に従うペプチドをコードする核酸は、当

該分野で公知の任意の方法（例えば、この配列の３’末端および５’末端にハイ

ブリダイズ可能な合成プライマーを使用するＰＣＲ増幅ならびに／または所定の

遺伝子配列に特異的なオリゴヌクレオチド配列を用いる、ｃＤＮＡライブラリー

もしくはゲノムライブラリーからのクローニングなど）によって獲得され得る。

核酸はまた、化学合成によって作製され得る。
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      【００２８】

  いくつかの実施形態において、本発明に従うペプチドリガンドは、金属の存在

下でプリオンポリペプチドに結合する。金属の１例は、銅である。理論に束縛さ

れることを望まないが、プリオンタンパク質のオクタペプチド領域が、銅［Ｃｕ

（ＩＩ）］に結合すると考えられ、この銅［Ｃｕ（ＩＩ）］が、規定された構造

を他のランダムなループ構造に誘導し得る。プリオンタンパク質の生理学的役割

は、細胞内への銅輸送であると考えられる。Ｖｉｌｅｓら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ

．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９６：２０４１，１９９９。

      【００２９】

  いくつかの実施形態において、本発明に従うペプチドリガンドは、１ｎＭ～５

００μＭの銅、例えば、１０ｎＭ～４００μＭ、１００ｎＭ～３００μＭ、また

は５００ｎＭ～約１００μＭの銅の存在下でプリオンポリペプチドを結合する。

      【００３０】

  １つの特定の実施形態において、プリオンタンパク質、そのフラグメント、誘

導体またはアナログの配列は、検出可能な（例えば、放射活性または蛍光）標識

を含むように改変される。

      【００３１】

  所望の場合、本発明に従う２以上のペプチドリガンドが、複数のコピーで存在

し得る。１以上のペプチドの同一のコピーが存在し得るか（例えば、ホモダイマ

ー、ホモトリマーなど）、または配列が異なるペプチドの複数のコピーがリガン

ド中に存在し得る（例えば、ヘテロダイマー、ヘテロトリマーなど）。

      【００３２】

  （プリオンを検出および除去するためのリガンドの使用）

  プリオンタンパク質およびフラグメントに結合するリガンドは、種々の分析適

用、調製適用および診断適用に有用である。１つの実施形態において、プリオン

リガンドは、溶液サンプル中のプリオンタンパク質の存在を検出するために使用

され得る。いくつかの実施形態において、リガンドは、固体支持体（例えば、樹

脂または膜）に結合され得、そして溶液（例えば、生物学的流体）中に存在する

標的を結合および検出するために使用され得る。例えば、Ｄｏｙｌｅ，米国特許
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第５，７５０，３４４号を参照のこと。生物学的流体の例としては、例えば、血

液、血液由来組成物または血清が挙げられる。さらなる生物学的流体としては、

脳脊髄液、尿、唾液、乳汁、管液（ｄｕｃｔａｌ  ｆｌｕｉｄ）、涙または精液

が挙げられる。

      【００３３】

  本明細書中で使用される場合、用語「血液由来組成物」および「血液組成物」

は交換可能に使用され、そして全血、血漿、血漿分画、血漿沈降物（例えば、寒

冷沈降物、エタノール沈降物またはポリエチレングリコール沈降物）、血漿上清

（例えば、寒冷上清、エタノール上清またはポリエチレングリコール上清）、溶

媒／界面活性剤（ＳＤ）血漿、血小板、静脈内免疫グロブリン（ＩＶＩＧ）、Ｉ

ｇＭ，精製凝固因子濃縮物、フィブリノーゲン濃縮物、あるいはヒトまたは動物

由来の種々の他の組成物を含むことが意味される。血液由来組成物はまた、当該

分野で一般的な任意の種々の方法（イオン交換クロマトグラフィー、アフィニテ

ィークロマトグラフィー、ゲル濾過クロマトグラフィー、および／または疎水性

クロマトグラフィーを含む）によってかまたは分画沈殿によって調製された精製

凝固因子濃縮物（例えば、第ＶＩＩＩ因子濃縮物、第ＩＸ因子濃縮物、フィブリ

ノーゲン濃縮物など）を含む。

      【００３４】

  別の実施形態において、プリオンタンパク質およびフラグメントに結合するリ

ガンドは、固体サンプルから溶液中に抽出された標的を検出するために使用され

得る。例えば、固体サンプルは、水性溶媒または有機溶媒で抽出され得、そして

得られた上清を、リガンドと接触させ得る。固体サンプルの例としては、植物産

物、特に、プリオンを伝播する因子に曝露された植物産物が挙げられる。例えば

、干し草のダニが、プリオンを伝播すると報告されている。従って、本明細書中

に記載の方法は、固体サンプル（例えば、草および干し草）中のプリオンを検出

するために使用され得る。本発明のリガンドはまた、土壌中のプリオンの存在を

検出するためにいくつかの実施形態において使用され得る。他の固体サンプルと

しては、脳組織、角膜組織、糞便物質、骨粉、牛肉、牛肉副産物、ヒツジ肉、ヒ

ツジ肉副産物、シカ肉、シカ肉副産物、エルク肉（ｅｌｋ）、およびエルク肉副
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産物が挙げられ得る。

      【００３５】

  あるいは、またはさらに、結合は、溶液サンプルまたはサンプル上清から同族

の標的（単数または複数）を選択的に除去するために使用され得る。溶液からの

標的の選択的な検出および除去のために、リガンドは、固体支持体（例えば、樹

脂）に結合され得る。血液または血液組成物のような流体から因子を除去するた

めの樹脂は、当該分野で周知であり、そして例えば、Ｈｏｒｏｗｉｔｚら、米国

特許第５，５４１，２９４号；Ｂｕｅｔｔｎｅｒら、米国特許第５，７２３，５

７９号；Ｂｕｅｔｔｎｅｒ、米国特許第５，８３４，３１８号に記載される。１

つの実施形態において、樹脂は、ポリメタクリレート樹脂である。

      【００３６】

  （プリオンタンパク質に対するリガンドを同定する方法）

  本発明はまた、プリオンタンパク質に対するリガンドを同定する方法を提供す

る。この方法は、試験因子と、配列ＧＷＧＱＰＨＧＧＧＷＧＱＰＨＧＧ（配列番

号２）の少なくとも３個連続するアミノ酸またはその逆方向（ｒｅｔｒｏ－ｉｎ

ｖｅｒｓｏ）配列Ｄ（ＧＧＨＰＱＧＷＧＧＧＨＰＱＧＷＧ）（配列番号３４）の

少なくとも３個連続するアミノ酸を含むペプチドを接触させる工程を包含する。

試験因子と上記ポリペプチドとの間の複合体の形成は、この試験因子がプリオン

タンパク質に対するリガンドであることを示す。

      【００３７】

  「プリオンタンパク質」は、「正常な」プリオンタンパク質であり得、「プロ

テアーゼ感受性」または「感受性」プリオンタンパク質（ＰｒＰｃと示される）

とも呼ばれる。感染性形態にあるプリオンタンパク質は、「耐性」形態またはス

クラピー形態と呼ばれ、それぞれ、「ＰｒＰｒｅｓ」タンパク質または「ＰｒＰ

ｓｃ」タンパク質と示される。検出され得るさらなるリガンドは、感受性形態お

よび耐性形態の両方の改変体に結合するリガンドである。プリオンの単離体また

は株は、構造またはコンフォメーションによって変わり得るか、または特徴的な

疾患の潜伏期、疾患の長さおよび病態によって変わり得る。改変体のアミノ酸配

列は、１以上のアミノ酸で異なり得る。
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      【００３８】

  試験因子（例えば、リガンド）は、例えば、ポリペプチド、ペプチド、ペプチ

ド模倣物、有機低分子、無機低分子、核酸、脂質、または糖質であり得る。試験

因子は、モノマー化合物またはポリマー化合物であり得る。いくつかの実施形態

において、試験因子は、ポルフィリン環、フタロシアニン、ナフトキノン（ｎａ

ｐｔｈｏｑｕｉｎｏｎｅ）、イミダゾール、プリンまたはピリミジンのような芳

香族基を含む。

      【００３９】

  いくつかの実施形態において、ペプチドは、配列ＧＷＧＱＰＨＧＧＧＷＧＱＰ

ＨＧＧ（配列番号２）または配列Ｄ（ＧＧＨＰＱＧＷＧＧＧＨＰＱＧＷＧ）（配

列番号３４）の４、５、６または７個連続するアミノ酸を含む。

      【００４０】

  このスクリーニング方法において使用するために適切なペプチドの例は、オク

タペプチド反復ＧＷＧＱＰＨＧＧＧＷＧＱＰＨＧＧ（配列番号２）を含み、そし

てカルボキシル末端がアミド化され、そしてアミノ末端が［１４Ｃ］無水酢酸で

アセチル化されているペプチドである。このペプチドは、このオクタペプチドの

ダイマーを示し、そして＊アセチルＧＷＧＱＰＨＧＧＧＷＧＱＰＨＧＧアミドと

して示される。

      【００４１】

  プリオンリガンドについてスクリーニングするために有用な他のペプチドとし

ては、＊アセチルＰＨＧＧＧＷＧＱＰＨＧＧＧＷＧＱアミド（配列番号３３）の

ような、その繰り返し配列の順列を含む。配列ＧＷＧＱＰＨＧＧ（配列番号１）

は、ヒトプリオンタンパク質中で少なくとも４回繰り返されるので、複数の反復

を有するペプチドを結合するリガンドが、増加した親和性でプリオンタンパク質

に結合すると考えられる。しかし、単一のオクタペプチド反復ＧＷＧＱＰＨＧＧ

（配列番号１）もまた、リガンドスクリーニングに使用され得、この配列のフラ

グメント（例えば、ＨＧＧＧＷ（配列番号３１）または銅結合モチーフＨＧＧＧ

（配列番号３２））も同様に使用され得る。

      【００４２】
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  理論に束縛されることを望まないが、ペプチドダイマーは、理論的に、２モル

の銅とのキレート化を可能にすると考えられる。Ｖｉｌｅｓら、Ｐｒｏｃ．Ｎａ

ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９６：２０４１，１９９９；Ｍｉｕｒａら、

Ｂｉｏｃｈｅｍ．３８：１１５６０（１９９９）。ペプチドＧ１ＷＧＱＰ５ＨＧ

ＧＧＷ１０ＧＱＰＨＧＧ１６アミド（配列番号２）について、１個の銅は、Ｈ６

ならびにＧ７とＧ８との間のペプチド結合の窒素およびＧ８とＧ９との間のペプ

チド結合の窒素に結合すると考えられる。第２の銅は、Ｈ１４、Ｇ１５とＱ１６

との間のペプチド結合、およびアミド結合の窒素に配位結合し得る。ペプチドＰ

１ＨＧＧＧ５ＷＧＱＰＨ１０ＧＧＧＷＧＱ１６アミド（配列番号３３）について

、１個の銅は、最初のＨ２ならびにＧ３とＧ４との間のペプチド結合の窒素およ

びＧ４とＧ５との間のペプチド結合の窒素に結合すると考えられ、そして第２の

銅は、Ｈ１０ならびにＧ１１とＧ１２との間のペプチド結合およびＧ１２とＧ１

３との間のペプチド結合に配位結合し得る。従って、いくつかの実施形態におい

て、スクリーニングは、銅のような金属の存在下で行われる。代表的な銅濃度は

、１００ｎＭ～約５００μＭ、好ましくは、約５００ｎＭ～約１００μＭの範囲

を含む。

      【００４３】

  １つの実施形態において、放射標識ペプチドが、リガンドスクリーニングにお

いて使用される。例えば、オクタペプチド反復由来の配列のいくつかまたは全て

を含む放射標識ペプチドは、化学合成され得、そして合成コンビナトリアルライ

ブラリー中のリガンドに結合する能力についてスクリーニングされ得る。ペプチ

ドとライブラリーのメンバーとの複合体は、放射標識ペプチドを使用して同定さ

れ得る。

      【００４４】

  所望の場合、リガンドライブラリーが、スクリーニング方法において使用され

得る。本明細書中で使用される場合、リガンドライブラリーは、異なる配列を有

する少なくとも２個（例えば、５個；１０個；５０個；１００個；２００個；５

００個；１，０００個；２，５００個；５，０００個；１０，０００個；２５，

０００個；またはそれ以上）の分子実体を意味する。ライブラリーは、核酸、糖
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質またはペプチドのようなポリマーリガンドを含み得る。ペプチドライブラリー

の場合、アミノ酸基本単位は、２０個の遺伝子コードされるＬ－アミノ酸、Ｄ－

アミノ酸、合成アミノ酸、側鎖改変（例えば、スルフェート基、ホスフェート基

、糖質部分）を有するアミノ酸などであり得る。ランダムペプチドライブラリー

は、２～１００アミノ酸またはそれ以上の長さ（しかし、代表的には、約５～１

５アミノ酸長）の範囲にあるペプチドの混合物を含み得る。用語「ランダム」と

は、単にそのライブラリーの最も代表的な調製物を示し、そしてその組成が未知

であることを必要としない。従って、所望の場合、正確に既知の組成の混合物を

調製し得る。ライブラリーはまた、非オリゴマーリガンド（例えば、小さい非オ

リゴマー有機リガンド（ポルフィリン環、フタロシアニン、ナフトキノンおよび

イミダゾールのような芳香族リガンドを含む））を含み得る。

      【００４５】

  ペプチドリガンドのスクリーニングのために、生物学的に由来（例えば、ファ

ージ）のライブラリーまたは化学合成コンビナトリアルライブラリーが使用され

得る。後者は、一般的に、好ましい。なぜなら、これはより迅速に生成され、そ

して非天然のアミノ酸を使用し得るので、より大きい多様性を有するからである

。コンビナトリアル構造のメンバーは、クロマトグラフィービーズまたはシリコ

ンチップのような不活性支持体の表面上に生成され得る。クロマトグラフィービ

ーズは、例えば、１００μｍ直径であり得る。各ビーズは、その表面上に単一の

構造が合成され、各ビーズは、固有の構造を有し得る。従って、１，０００，０

００個を超えるビーズを含む１ｍｌの樹脂は、匹敵する数の固有の配列を有し得

る。

      【００４６】

  一般に、リガンドライブラリーを構築するための任意の当該分野で認識されて

いる方法を使用し得る。不活性表面上の合成ペプチドコンビナトリアルライブラ

リーの開発は、リガンド－標的相互作用を研究するための利用可能な多くの異な

るペプチドを作製した。ランダムペプチドライブラリーは、マイクロビーズ上に

ポリマー化されたアミノ酸の標準的な有機合成によって生成され得る。代表的に

、ライブラリー中の任意の１個のビーズ上のペプチドは、実質的に同じであるが
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；ペプチド配列は、ビーズ間で異なる。例えば、Ｆｕｒｋａら、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｐ

ｅｐｔ．Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｒｅｓ．３７：４８７－４９３（１９９１）；Ｌａｍ

ら、Ｎａｔｕｒｅ  ３５４：８２－８４（１９９１）に記載のように、混合、分

割および結合合成方法が、ポリスチレンベースの樹脂ビーズ上に固有のペプチド

配列を生成するために使用され得る。表面結合化学合成ライブラリーは、現在、

商業供給源から購入され得る。例えば、ペプチドライブラリーは、Ｐｅｐｔｉｄ

ｅｓ  Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，Ｉｎｃ（Ｌｏｕｉｓｖｉｌｌｅ，ＫＹ）か

ら得られ得る。

      【００４７】

  リガンドのライブラリーは、ライブラリーのメンバーの相対的な空間的位置が

表面上で検出され得るのに十分安定である結合を生じる、任意の結合方法を使用

して、表面（例えば、ビーズ）に結合され得る。

      【００４８】

  いくつかの実施形態において、ペプチドリガンドを含むライブラリーは、ポリ

メタクリレート樹脂上でペプチドを合成することによって構築される。例えば、

樹脂上の反応基は、第１の保護アミノ酸の結合部位であり、このアミノ酸は、そ

のカルボキシル基を介して結合される。結合後、第１のアミノ酸の保護アミノ基

は脱保護されて、新しいアミノ末端を露出する。この新しいアミノ末端は、次の

保護アミノ酸の結合のための部位として機能する。カップリングおよび脱保護の

サイクルを通じて、ライブラリーは、樹脂（例えば、ＴｅｎｔａＧｅｌ樹脂（Ｐ

ｅｐｔｉｄｅｓ  Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，ＩＮＣ．，Ｌｏｕｉｓｖｉｌｌ

ｅ，ＫＹ））の最初の反応基から伸長する。

      【００４９】

  いくつかの実施態様においては、各々固有のリガンドを有する個々のビーズが

、表面上に固定される。他の実施形態において、リガンドライブラリーを含む樹

脂は、カラム中に配置されるか、またはバッチ形式でスクリーニングされる。

      【００５０】

  多くのリガンドがビーズの表面上に合成され得るので、多量のビーズ（そのほ

とんどが、固有のリガンドを有する）を生成することが可能である。しかし、例
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えば、多くのペプチドリガンドを合成し、そして標的に対する結合について全て

のビーズをスクリーニングすることは、技術的に困難である。従って、候補リガ

ンドを選択する１つの方法は、結合活性について、より小さいライブラリーをス

クリーニングすることを含む。一旦、リードが見出されると、さらなるリガンド

（サブライブラリー）が、そのリードリガンドに基づいて合成される。これらの

サブライブラリーのスクリーニングは、さらなる改善されたリードが発見される

ことを導き得る。合成およびスクリーニングの繰り返しのプロセスを通して、好

ましいリガンドを同定することが可能である。

      【００５１】

  非結合リガンドと標的に結合されたリガンドとの間の任意の検出可能な差異が

、利用され得る。例えば、プリオン標的を認識するプローブ分子は、スクリーニ

ングされるリガンドライブラリーに追加され得、そして結合させられ得る。ある

いは（またはさらに）、リガンドに結合した蛍光標識されたプリオン標的は、分

光光度的に測定され得る。特定の実施形態において、標的は、それ自体で標識さ

れないが、結合反応後に、標的が、検出可能なシグナル（すなわち、光放出シグ

ナル）を生じるように反応される。放射性標識分子もまた、リガンド－プリオン

複合体の存在を検出するために使用され得る。例えば、プリオン標識は、放射活

性１４Ｃ、３５Ｓまたは１２５Ｉで標識され得る。他の実施形態において、プリ

オン標的に対する抗体が、検出分子として使用され得る。Ｃａｒｂｏｎｅｌｌら

は、標的を放射標識する工程（米国特許第５，７８３，６６３号；Ｂａｓｔｅｋ

ら、Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ  Ｓｃｉｅｎｃｅ  ａｎｄ  Ｔｅｃｈ（印刷中）２０

００）、標的をコンビナトリアルライブラリーに曝露する工程、多量の緩衝液で

ビーズを洗浄する工程、ビーズを寒天中にプレートする工程、および放射標識し

た標的に結合したビーズをオートラジオグラフィーフィルムによって検出する工

程を包含するスクリーニング方法を開発した。

      【００５２】

  いくつかの実施形態において、リガンドは、血漿の存在下で同定される。これ

は、例えば、ライブラリーのビーズに、次いで、血漿に（所望の場合）ブロッキ

ング溶液を添加し、最後に放射標識したペプチドを血漿に添加することによって
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達成され得る。インキュベーション後、ビーズをカラム中に配置し、そして全て

の結合していない放射活性が除去されるまで洗浄する。次いで、ビーズをソフト

アガー中にプレートし、そして乾燥後、オートラジオグラフィーフィルムを被せ

る。

      【００５３】

  一旦、リガンド－プリオン標的複合体が検出されると、ビーズを単離し、そし

てリガンドを同定しそしてさらに特徴付ける。リガンドの同定は、推定の標的－

結合リガンドを含むリガンドライブラリーの領域から、元々のライブラリー中の

いくつかのメンバーを再スクリーニングすることを含み得る。これは、リガンド

ライブラリーが、比較的高い密度でプレートする場合に代表的に行われる。

      【００５４】

  例えば、リガンドがペプチドである場合、これは、エドマン分解によって微量

配列決定される。次いで、その読み取られた配列を、樹脂上で合成する。放射標

識したペプチドの結合は、この第２の樹脂を放射標識したプリオンペプチドに曝

露し、そして遠心分離および濾過によって分離後の結合していない放射標識を回

収することによって確認される。

      【００５５】

  試験因子がプリオン由来ペプチド（すなわち、オクタペプチド）に対するリガ

ンドであることを確かめるために、リガンドに対するオクタペプチド結合につい

ての二次試験を、当該分野で公知の方法（例えば、平衡結合）を使用して行い得

る。研究が行われるマトリクスは、実験条件下で、リガンドに対するペプチドま

たはタンパク質の結合の相対的親和性に影響し得る。１つの好ましいマトリクス

は、リン酸緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）である。

      【００５６】

  （プリオンタンパク質を検出する方法）

  本発明はまた、生物学的流体中のプリオンタンパク質の存在を検出する方法を

提供する。生物学的流体（例えば、試験サンプル）を、本発明に従うリガンドと

、生物学的流体中のプリオンタンパク質（存在する場合）とリガンドとの間の複

合体の形成を引き起こすのに十分な条件下で接触させる。次いで、複合体を検出
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し、それによって、生物学的流体中のプリオンタンパク質の存在を検出する。

      【００５７】

  プリオンタンパク質の存在は、任意の所望の生物学的流体中で試験され得る。

適切な生物学的流体としては、代表的に、例えば、血液、血液画分および血液組

成物、ならびに脳脊髄液、尿、唾液、乳汁、管液、涙または精液が挙げられる。

      【００５８】

  スクリーニングによって同定された配列がプリオンタンパク質全体を結合する

能力を実証するためのさらなるアプローチは、９６ウェルマイクロタイタープレ

ートの多くのウェルの各々に多くのビーズ（例えば、約２００個）を添加するこ

とである。次いで、プリオンを含む脳抽出物をビーズに添加し、そしてインキュ

ベーション後、結合していないプリオンを、繰り返しの洗浄によって除去する。

次いで、プリオンの存在を、プリオン特異的抗体、ホスファターゼ結合体化二次

抗体およびホスファターゼ基質を添加することによって検出する。さらなるコン

トロールウェルは、非特異的結合、内因性ホスファターゼ、非特異的抗体結合な

どに起因するシグナルの量を規定する。この形式は、プリオンタンパク質を同定

するための高スループットアッセイを形成するよう展開され得る。本発明によっ

て提供されるプリオンタンパク質の検出の方法は、多くの異なる型のサンプルに

おいてプリオンタンパク質を検出するために使用され得る。例えば、プリオン含

有サンプルは、例えば、血液、血液生成物または血液画分（例えば、血漿および

血清）、脳脊髄液、尿、唾液、管液、涙、精液、水または乳汁のような体液流体

であり得る。サンプルはまた、脳組織、角膜組織、糞便物質、骨粉、牛肉、牛肉

副産物、ヒツジ肉副産物、シカ肉、シカ肉副産物、エルク肉、エルク肉副産物、

土壌、干し草または動物飼料のような固体サンプルの抽出物由来の上清であり得

る。ＢＳＥは、牛肉副産物を補充された食糧を介してウシに伝播され、食糧のよ

うな材料中のプリオンタンパク質を検出するための方法が、極めて有用である。

      【００５９】

  （生物学的流体からプリオンを除去する方法）

  生物学的流体からプリオンを除去する方法もまた、本発明に包含される。この

方法は、生物学的流体を、本発明に従うプリオン結合リガンドと、生物学的流体
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中のプリオンタンパク質（存在する場合）とリガンドとの間の複合体の形成を引

き起こすのに十分な条件下で接触させる工程を包含する。この複合体は、生物学

的流体から除去され、それによって、生物学的流体からプリオンを除去する。

      【００６０】

  プリオンタンパク質は、任意の所望の生物学的流体から除去され得る。適切な

生物学的流体としては、代表的に、血液、血液生成物または血液画分（例えば、

血漿および血清）、脳脊髄液、尿、唾液、管液、涙、精液、水または乳汁が挙げ

られる。

      【００６１】

  プリオンタンパク質はまた、アフィニティークロマトグラフィーを使用するこ

とによって、サンプル中の他のタンパク質から分離され得る。この場合、プリオ

ンタンパク質またはペプチドを結合する本発明に従うリガンドまたは因子は、固

体支持体（例えば、不活性支持体（例えば、膜または樹脂））に結合され、そし

てプリオンタンパク質が、その固定された因子に結合する。所望の場合、最初の

スクリーニングで得られた配列のうちの１つを、樹脂（例えば、ポリメタクリレ

ート）上に固定する。使用され得る他の型の樹脂としては、例えば、セファロー

ス、架橋アガロース、複合架橋ポリサッカリド、セライト（ｃｅｌｉｔｅ）、ア

クリレート、ポリスチレンおよびセルロースが挙げられる。膜（例えば、ナイロ

ンおよびセルロースのような）もまた使用され得る。

      【００６２】

  リガンドからのプリオンタンパク質の溶出は、リガンドに対するプリオンの親

和性によって影響される。プリオンは、異なるコンフォメーションン状態および

異なる凝集度で存在する。感染性プリオンは、頻繁に凝集され、そして従って、

非凝集の非感染性プリオンタンパク質よりも、樹脂に対する高い親和性を有する

ことが予測される。これは、この凝集体の異なる分子と樹脂上のリガンドとの間

の複数の相互作用の可能性に起因する。このより高い親和性は、それ自体で、Ｐ

ｒＰｓｃと比べてＰｒＰｃについての異なる溶出プロフィールを表し得る。プリ

オンタンパク質とオクタペプチド反復ペプチドのスクリーニングから決定された

リガンドとの間の相互作用は、実際に結合する配列に隣接するプリオンタンパク
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質の構造によって影響され得る。さらに、リガンドは、プリオンタンパク質自体

の他の部位との複数の相互作用に関与し得る。これらは、ＰｒＰｃとＰｒＰｓｃ

との間で異なることが予測される。従って、オクタペプチド反復を含む全ての哺

乳動物プリオンタンパク質が、オクタペプチド特異的リガンドに結合するが、リ

ガンドに対するそのタンパク質の全体的な結合親和性は、異なるプリオンについ

ておそらく異なる。プリオンタンパク質の溶出プロフィールは、プリオンタンパ

ク質がプリオンタンパク質を結合するという事実によって影響される。従って、

相互作用の強度は、樹脂の表面上の直接的なプリオン間相互作用によっておそら

く増強される。

      【００６３】

  （プリオン関連病態を処置または予防する方法）

  本発明に従うリガンドは、被験体におけるプリオン関連病態を処置するかまた

はその発症を遅延する方法において使用され得る。この方法は、本発明のリガン

ドを、その病態を処置するかまたはその発症を遅延するのに十分な量で被験体に

投与する工程を包含する。いくつかの実施形態において、被験体は、哺乳動物（

例えば、ヒト、ウシ、ウマ、イヌ、ネコ、ラット、マウスまたはシカ）である。

      【００６４】

  処置され得るプリオン関連病態としては、プリオンまたはプリオン関連因子が

、原因因子として関連付けられた病態が挙げられる。これらの状態としては、例

えば、クロイツフェルト－ヤーコプ病（医原性、新規改変体、家族性または散発

性形態を含む）、ゲルストマン－シュトロイスラー症候群、致死性家族性不眠、

スクラピー、ウシの海綿状脳症、ミンクの伝染性脳症、ネコの海綿状脳症、外来

有蹄類（ｅｘｏｔｉｃ  ｕｎｇｕｌａｔｅ）脳症、および慢性消耗病が挙げられ

る。

      【００６５】

  本発明のリガンドは、髄腔内（ＩＴ）、脳室内（ＩＣＶ）または全身的（例え

ば、腹腔内（ＩＰ））に投与され得る。リガンドの可溶性は、可溶化剤（例えば

、シクロデキストラン）との混合によって増強され得る。代替的な実施形態にお

いて、本発明に従うリガンドは、プリオン関連病態を処置または予防するための
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１以上のさらなる因子と共に投与される。

      【００６６】

  （薬学的組成物）

  本発明のリガンドは、投与に適切な薬学的組成物に組み込まれ得る。このよう

な組成物は、代表的に、リガンドおよび薬学的に受容可能なキャリアを含む。本

明細書中で使用される場合、「薬学的に受容可能なキャリア」は、薬剤投与に適

合性の、任意のおよび全ての溶媒、分散媒体、コーティング、抗菌剤および抗真

菌剤、等張剤および吸収遅延剤などを含むことが意図される。薬学的に活性な物

質のためのこのような媒体および因子の使用は、当該分野で周知である。任意の

従来の媒体または因子が活性化合物と不適合である場合を除いて、組成物におけ

るそれらの使用が意図される。補助的な活性化合物もまた、組成物中に含まれ得

る。改変は、本発明のリガンドに対して、そのリガンドの溶解度またはクリアラ

ンスに影響を及ぼすようになされ得る。

      【００６７】

  必要な場合、リガンドは、可溶化剤（例えば、シクロデキストラン）と共に同

時投与され得る。

      【００６８】

  本発明の薬学的組成物は、その意図される投与経路と適合性であるよう処方さ

れる。投与経路の例としては、非経口（例えば、静脈内）、皮内、皮下、経口（

例えば、吸入）、経皮（局所）、経粘膜および直腸投与が挙げられる。非経口適

用、皮内適用、または皮下適用に使用される溶液または懸濁液は、以下の成分を

含み得る：滅菌希釈剤（例えば、注射用水、生理食塩水溶液、不揮発性油、ポリ

エチレングリコール、グリセロール、プロピレングリコールまたは他の合成溶媒

）；抗菌剤（例えば、ベンジルアルコールまたはメチルパラベン）；酸化防止剤

（例えば、アスコルビン酸または重亜硫酸ナトリウム）；キレート剤（例えば、

エチレンジアミン四酢酸）；緩衝液（例えば、アセテート、シトレートおよびホ

スフェート）、および張度を調整するための因子（例えば、塩化ナトリウムまた

はデキストロース）。ｐＨは、酸または塩基（例えば、塩酸または水酸化ナトリ

ウム）で調整され得る。非経口調製物は、ガラスまたはプラスチックで作製され
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た、アンプル、使い捨てシリンジまたは複数回用量のバイアルに封入され得る。

      【００６９】

  注射可能な用途に適切な薬学的組成物としては、無菌の水溶液（水溶性である

場合）または水性分散物および無菌の注射可能な溶液または分散物の即時調製の

ための無菌の粉末が挙げられる。静脈内投与に関して、適切なキャリアとしては

、生理学的食塩水、静菌水、Ｃｒｅｍｏｐｈｏｒ  ＥＬＴＭ（ＢＡＳＦ，Ｐａｒ

ｓｉｐｐａｎｙ，ＮＪ）またはリン酸緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）が挙げられる

。組成物は好ましくは無菌であり、そして容易な注射性（ｓｙｒｉｎｇａｂｉｌ

ｉｔｙ）が存在する程度まで流体であるべきである。組成物は好ましくは、製造

条件下および貯蔵条件下で安定であり、そして細菌および真菌のような微生物の

汚染作用から保護されなければならない。キャリアは、例えば、水、エタノール

、ポリオール（例えば、グリセロール、プロピレングリコールおよび液体ポリエ

チレングリコールなど）およびそれらの適切な混合物を含有する、溶媒または分

散媒であり得る。適切な流動性は、例えば、レシチンのようなコーティングの使

用によって、分散物の場合は必要とされる粒径の維持によって、および界面活性

剤の使用によって、維持され得る。微生物作用の妨害は、種々の抗細菌剤および

抗真菌剤（例えば、パラベン、クロロブタノール、フェノール、アスコルビン酸

、チメロサールなど）によって達成され得る。多くの場合、等張剤（例えば、糖

、ポリアルコール（例えば、マンニトール（ｍａｎｉｔｏｌ）、ソルビトール）

、塩化ナトリウム）を組成物中に含むことが好ましい。注射可能な組成物の長期

吸収は、組成物中に、吸収を遅延させる薬剤（例えば、モノステアリン酸アルミ

ニウムおよびゼラチン）を含ませることによってもたらされ得る。

      【００７０】

  無菌の注射可能溶液は、活性な化合物（例えば、本発明によるリガンド）を、

必要とされる量で、必要な場合は上記に列挙した１つまたは組み合わせた成分を

有する適切な溶媒中に混合し、そして濾過滅菌することによって調製され得る。

一般に、分散物は、活性な化合物を、塩基性分散媒および上記に列挙した成分か

らの必要とされる他の成分を含む無菌ビヒクル中に混合することによって調製さ

れる。無菌の注射可能な溶液の調製のための無菌の粉末の場合には、調製方法は
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、その予め濾過滅菌された溶液から、活性成分および任意のさらなる所望の成分

の粉末を生じる、減圧乾燥および凍結乾燥である。

      【００７１】

  経口組成物は一般に、不活性な希釈剤または可食キャリアを含む。これらは、

ゼラチンカプセル中に封入され得るかまたは錠剤中に圧縮され得る。経口治療投

与の目的のために、活性化合物は、賦形剤と混合され得、そして錠剤、トローチ

剤またはカプセル剤の形態で用いられ得る。経口組成物はまた、うがい薬として

使用するための流体キャリアを用いて調製され得、ここで、流体キャリア中の組

成物は、経口的に適用され、そして漱がれ（ｓｗｉｓｈ）、そして吐出または嚥

下される。薬学的に適合性の結合剤、および／またはアジュバント材料は、組成

物の一部として含まれ得る。錠剤、丸剤、カプセル剤、トローチ剤などは、以下

の成分のうちのいずれか、または類似の性質の化合物を含み得る：結合剤（例え

ば、微結晶性セルロース、トラガカントガムまたはゼラチン）；賦形剤（例えば

、澱粉またはラクトース）、崩壊剤（例えば、アルギン酸、Ｐｒｉｍｏｇｅｌま

たはコーンスターチ）；滑沢剤（例えば、ステアリン酸マグネシウムまたはＳｔ

ｅｒｏｔｅｓ）；グリダント（例えば、コロイド状二酸化ケイ素）；甘味剤（例

えば、スクロースまたはサッカリン）；または矯味矯臭剤（例えば、ペパーミン

ト、サリチル酸メチルまたはオレンジフレバー（ｏｒａｎｇｅ  ｆｌａｖｏｒｉ

ｎｇ））。

      【００７２】

  吸入による投与のためには、化合物は、エアゾールスプレーの形態で、適切な

プロペラント（例えば、二酸化炭素のような気体）を含む加圧容器またはディス

ペンサーまたはネブライザーから送達される。

      【００７３】

  全身投与もまた、経粘膜手段または経皮手段によって行われ得る。経粘膜投与

または経皮投与のために、透過される関門に適切な浸透剤が処方物において用い

られる。このような浸透剤は一般に当該分野で公知であり、そして例えば、経粘

膜投与のためには、界面活性剤、胆汁酸塩およびフシジン酸誘導体が挙げられる

。経粘膜投与は、鼻スプレーまたは坐剤の使用を通して達成され得る。経皮投与
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のためには、活性な化合物は、当該分野で一般に公知であるように、軟膏（ｏｉ

ｎｔｍｅｎｔ）、軟膏（ｓａｌｖｅ）、ゲルまたはクリーム中に処方される。

      【００７４】

  化合物はまた、（例えば、ココアバターおよび他のグリセリドのような従来の

坐剤基剤とともに）坐剤または貯留型浣腸の形態で直腸送達のために調製され得

る。

      【００７５】

  １つの実施形態では、リガンドは、この化合物を身体からの迅速な除去から保

護するキャリア（例えば、インプラントおよびマイクロカプセル化送達系を含む

、制御放出処方物）を用いて調製される。生分解性の生体適合性ポリマー（例え

ば、エチレンビニル酢酸、ポリ無水物、ポリグリコール酸、コラーゲン、ポリオ

ルトエステルおよびポリ乳酸）が使用され得る。このような処方物を調製するた

めの方法は、当業者に明らかである。材料はまた、Ａｌｚａ  Ｃｏｒｐｏｒａｔ

ｉｏｎおよびＮｏｖａ  Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，Ｉｎｃ．から商業的

に入手され得る。リポソーム懸濁物（ウイルス抗原に対するモノクローナル抗体

を用いて感染細胞へと標的化されたリポソームを含む）はまた、薬学的に受容可

能なキャリアとして用いられ得る。これらは、例えば、米国特許第４，５２２，

８１１号に記載のように、当業者に公知の方法に従って調製され得る。

      【００７６】

  所望の場合、経口組成物または非経口組成物は、投与の容易さおよび投薬の均

一性のために、投薬単位形態で調製され得る。本明細書中で使用される場合、投

薬単位形態とは、処置される被験体への単位投薬量として適切な、物理的に別個

の単位をいい、各単位は、必要とされる薬学的キャリアとともに、所望の治療効

果を生じるように計算された所定の量のリガンドを含む。本発明の投薬単位形態

の詳細は、リガンドの独特の特徴および達成される特定の治療効果、ならびにこ

のような活性な化合物を個体の処置のために配合する分野に固有の制限によって

指図され、そして直接依存する。

      【００７７】

  本発明のペプチドリガンドをコードする核酸分子は、ベクター中に挿入され得
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、そして遺伝子治療ベクターとして用いられ得る。遺伝子治療ベクターは、例え

ば、静脈内注射、局所投与（例えば、米国特許第５，３２８，４７０号を参照の

こと）によって、または定位注射（例えば、Ｃｈｅｎら、ＰＮＡＳ  ９１：３０

５４－３０５７（１９９４）を参照のこと）によって、被験体に送達され得る。

遺伝子治療ベクターの薬学的調製物は、遺伝子治療ベクターを受容可能な希釈剤

中に含み得るか、または遺伝子送達ビヒクルが包埋された徐放マトリックスを含

み得る。あるいは、完全な遺伝子送達ベクターが組換え細胞からインタクトに産

生され得る場合（例えば、レトロウイルスベクター）、薬学的調製物は、この遺

伝子送達系を産生する１以上の細胞を含み得る。薬学的組成物は、容器、パック

またはディスペンサー中に、投与説明書とともに含まれ得る。

      【００７８】

  以下の実施例は、本発明の好ましい実施形態をより完全に例示するために提示

される。これらの実施例は、添付の特許請求の範囲によって定義されるように、

本発明の範囲を限定しない。

      【００７９】

  （実施例）

  （実施例１：一般的方法）

  プリオンペプチド。ペプチド＊アセチルＧＷＧＱＰＨＧＧＧＷＧＱＰＨＧＧア

ミド（配列番号２）を、１１．２ｍＣｉ／ｍｍｏｌの比放射能で調製し、そして

Ｃｏｍｍｏｎｗｅａｌｔｈ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ  ｏｆ  Ｒｉｃｈ

ｍｏｎｄ，Ｖｉｒｇｉｎｉａによって合成した。手短に述べると、全長ペプチド

を合成し、脱保護し、そしてカルボキシル末端をアミド化した。このペプチドを

逆相ＨＰＬＣによって精製し、そしてアミノ末端を、放射性無水酢酸でアセチル

化した。このペプチドは、９５％よりも高い純度を有していた。

      【００８０】

  ビーズ上でのペプチド合成。ペプチドリガンドを、ＴｏｓｏＨａａｓからのＴ

ｏｙｏｐｅａｒｌ  ６５０  Ｍアミノ樹脂（Ｂｕｅｔｔｎｅｒら，Ｉｎｔ．Ｊ．

Ｐｅｐｔ．Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｒｅｓ．４７：７０，１９９６）上で、標準的なＦ

ｍｏｃペプチド化学によって直接合成した。単一のεアミノカプロン酸（「ｅａ
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ｃａ」）を、樹脂のアミノ基に最初に結合体化し、樹脂とリガンドとの間のスペ

ーサーとして作用させた。合成の忠実度およびペプチドの密度をアミノ酸分析に

ょって決定した。これらの値は代表的に、３０μｍｏｌ／ｇ乾燥重量～２００μ

ｍｏｌ／ｇ乾燥重量の範囲にわたっていた。側鎖基の脱保護後、いくつかの樹脂

サンプルをアミノ末端でアセチル化した。アセチル化が完了した確認を、ニンヒ

ドリン染色が存在しないこと（Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂ

ｉｏｌｏｇｙ，Ｈｕｍａｎａ  Ｐｒｅｓｓ  １９９４）によって決定した。

      【００８１】

  ペプチドライブラリー。ペプチドライブラリーを、Ｔｏｙｏｐｅａｒｌ樹脂上

で、Ｂｕｅｔｔｎｅｒら、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｐｅｐｔｉｄｅ  Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｒｅ

ｓ．４７：７０－８３（１９９６）に従って合成した。ライブラリーは、約２０

０μｍｏｌ／ｇ乾燥重量～３００μｍｏｌ／ｇ乾燥重量の完全密度で合成したか

、またはペプチドの合成前のｔＢｏｃアミノ酸でのアミノ基の部分的ブロッキン

グによって５０μｍｏｌ／ｇ乾燥重量～１００μｍｏｌ／ｇ乾燥重量の減少した

密度で合成したかのいずれかであった。低密度ライブラリーは、１ビーズあたり

約１０ｐｍｏｌ～２０ｐｍｏｌのリガンド密度を有した。

      【００８２】

  さらなるペプチド。この研究の間に用いた他のペプチドは、ペプチド７６（ア

セチル（ｄＦ）ＬＬＨＰＩ（配列番号３５））、ペプチド５５（銅の非存在下で

のみプリオンに結合するようである、ＨＨＨＰＱＴ（配列番号３６））およびペ

プチド７１（ＲＹＨＶＹＦ（配列番号３７））を含んでいた。

      【００８３】

  ライブラリー結合研究。放射標識オクタペプチドの接触を、以下のストラテジ

ーに従って行った。約３０ｍｇ（２０，０００ビーズ）のライブラリーへのタン

パク質／ペプチドの非特異的結合を、１％カゼイン中での２時間のインキュベー

ションによって最小にした。次いで、カゼインの大部分を除去した。次いで、ビ

ーズを、溶媒界面活性剤処理血漿（ＶＩＴＥＸ  Ｌｉｃｅｎｓｅｄ  Ｆａｃｉｌ

ｉｔｙ，Ｍｅｌｖｉｌｌｅ，ＮＹ  １１７４２）と２時間接触させて、ライブラ

リー上の非特異的結合部位のさらなるブロッキングを可能にした。溶媒界面活性
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剤血漿は、有機溶媒および界面活性剤で処理して血液伝搬性（ｂｌｏｏｄ－ｂｏ

ｒｎｅ）脂質コートウイルスを除去した血漿組成物である。これを達成するため

に用いられる多くの異なる試薬は、当該分野において提案されている。例えば、

米国特許第４，４８１，１８９号；同第４，５４０，５７３号；同第４，７６４

，３６９号；同第４，７８９，５４５号（全て本明細書中に参考として援用され

る）を参照のこと。本発明の最も好ましい試薬は、有効量のアルキルホスフェー

ト試薬（好ましくは、トリ－（ｎ－ブチル）ホスフェート（ＴＮＢＰ））を「溶

媒」として、そしてＴｒｉｔｏｎ  Ｘ－１００を界面活性剤として含む。これら

の試薬を用いたサンプルの処理の後、ダイズ油で抽出し、続いて標準的な疎水性

樹脂でのカラムクロマトグラフィーによってウイルス不活化試薬を除去する。こ

れらの方法は、固有タンパク質を変性させることなく、ウイルス不活化血液由来

組成物を提供する。

      【００８４】

  次いで、ペプチドを、ブロックされたビーズに２０μＭ、４０μＭまたは５０

μＭ（低密度ライブラリーについて）の最終濃度で添加した。１～５時間のイン

キュベーション後、ビーズをカラム（ＢｉｏＲａｄ，ＰｏｌｙＰｒｅｐ）に移し

、Ｔｗｅｅｎ  ２０を０．０５％（Ｗ／Ｖ）で有するＰＢＳ（ｐＨ７．４）で洗

浄した。溶出物のサンプルを採取し、そして放射能について計数した。溶出物の

カウントがバックグラウンドレベル（＜５０ｄｐｍ）まで減少した後、ビーズを

カラムから取り出し、そして約４５℃に温めた９０ｍｌの１％アガロース中に懸

濁した。アガロースを薄いフィルムとしてＦＭＣ  Ｂｉｏｐｒｏｄｕｃｔｓカタ

ログ番号５３７４９からの２枚のＧｅｌ  Ｂｏｎｄフィルム上に重層し、室温で

乾燥させた。乾燥後、オートラジオグラフィーフィルム（Ｋｏｄａｋ，Ｂｉｏｍ

ａｘ  ＭＲ１）をアガロース上に直接置き、そして数日間暴露した。フィルムを

現像し、そしていくつかのスポットが同定された。このフィルムをビーズと並べ

、そしてシグナルを生じたビーズを切り出した。通常、各実験につき２枚のフィ

ルムを現像して、シグナルが本物であることを確認し、そして正確なビーズが同

定されるのを確実にするのを助けた。

      【００８５】
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  プリオン。脳ホモジネートを、スクラピー感染ハムスターから調製した。手短

に述べると、スクラピーに感染したハムスターからの脳を単離し、ＰＢＳ中で（

１０％  Ｗ／Ｖで）均質化した。細胞破片を低速遠心分離によって除去し、そし

て上清を用いた。ハムスターの脳の抽出物は、ＶＡ  Ｍｅｄｉｃａｌ  Ｃｅｎｔ

ｅｒ  Ｍｅｄｉｃａｌ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ  Ｓｅｒｖｉｃｅ（Ｂａｌｔｉｍｏｒ

ｅ、ＭＤ）のＲｏｂｅｒｔ  Ｒｏｈｗｅｒによって提供された。いくつかの実施

形態では、脳のホモジネートを、１０％サルコシル中に可溶化させた。

      【００８６】

  プリオン検出。ＰｒＰを、Ｓｅｎｅｔｅｋ  ＰＬＣ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ  ＭＯ

  ６３１２８）から入手可能な「３Ｆ４」を含む、モノクローナル抗体を用いて

検出した。抗体３Ｆ４は、ＰｒＰｃのネイティブなコンホメーション中のペプチ

ド配列ＭＫＨＭ（アミノ酸１０９～１１２、配列番号３９）およびまた変性して

いるが「原線維」でも凝集形態のＰｒＰｓｃでもないＭＫＨＭ（配列番号３９）

を認識する。その結果、３Ｆ４を用いてＰｒＰｓｃの凝集物の存在を検出するた

めに、ＰｒＰｓｃを最初に変性させなければならない。プリオンの検出のために

用いられる他のモノクローナル抗体としては、このオクタペプチド反復でまたは

その付近でＰｒＰｃおよびＰｒＰｓｃの両方に結合するＦＨ１１が挙げられる。

ストレプトアジビンは、Ｈの側鎖基とＱの側鎖基との相互作用を通して配列ＨＰ

Ｑを結合し、そしてペプチドＧＷＧＱＰＨＧＧ（配列番号１）を含む樹脂に結合

し、そしてこれが、このオクタペプチド反復への結合を通して、プリオンタンパ

ク質の検出に有用であり得ることが提案されている（ＷＯ  ００／０２５７５）

。

      【００８７】

  プリオン結合。正常な脳プリオンを結合するためのスクリーニングを、９６ウ

ェルマイクロタイタープレート（Ｆａｌｃｏｎ，Ｂｅｃｔｏｎ  Ｄｉｃｋｉｎｓ

ｏｎからのカタログ番号３０７５）を用いて行った。プレートを、Ｐｉｅｒｃｅ

からの１００μｌ／ウェルの１％（Ｗ／Ｖ）カゼインを６５℃にて１時間用いて

最初にブロックした。乾燥した樹脂を、ｄｄＨ２Ｏ中で膨潤させた。ウェルを空

にし、そして膨潤した樹脂の懸濁物３０μｌ（合計約２００ビーズ）をこのウェ
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ルに添加した。樹脂を沈澱させ、そして余分な水を除去した。供給源材料および

試薬の種々の添加を評価した。これらの実験条件下で、５０μｌの正常脳ホモジ

ネートを、Ａｌｐｈａ  Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ  Ｃｏｒｐからの５％ヒト血清

アルブミン中に１：３希釈し、そして６５℃で１時間加熱して残りのホスファタ

ーゼを使用前に不活化した。脳／アルブミン調製物を、ビーズとともに室温で１

．５時間インキュベートし、その後、非結合タンパク質溶液を除去し、そして１

．０％カゼイン中に１０００：１に希釈した１００μｌの３Ｆ４モノクローナル

抗体（Ｓｅｎｅｔｅｋ，カタログ番号６２０－０２）を実験ウェル中に添加した

。ビーズを、穏やかに攪拌しながら一次抗体とともに４℃で一晩インキュベート

した。コントロールウェルは、１００μｌの１％カゼインを有し、適切な場合は

抗体を有さなかった。次いで、ビーズを、ｐＨ７．４のＰＢＳ＋１０μＭ  Ｃｕ

Ｃｌ２で１回洗浄した。二次抗体である抗マウスＩｇＧアルカリホスファターゼ

（ＡＫＰ）結合体（Ｓｉｇｍａからの製品番号Ａ－３６８８）を１％カゼイン中

に１：１０００希釈した。インキュベーションを４５分間室温で進行させた。こ

の時点でこれを、ｐＨ７．４でＰＢＳ＋Ｃｕ＋Ｔｗｅｅｎ  ２０（０．０５％）

中で２回、ＰＢＳ＋Ｃｕ中で２回、１Ｍ  ＮａＣｌ中で２回、ｐＨ９．５のＮａ

ＨＣＯ３＋５ｍＭ  ＭｇＣｌ２中で１回洗浄した。次いで、基質（ＮａＨＣＯ３

＋ＭｇＣｌ２中に１００：１希釈した１００μｌのＣＤＰ  Ｓｔａｒ／ウェル）

（ＴｒｏｐｉｘからのＣＤＰ  Ｓｔａｒカタログ番号６２０９）を添加した。

      【００８８】

  濾紙（カタログ番号１７０３９３２  ＢｉｏＲａｄ）を切断して成形し、そし

てＮａＨＣＯ３＋ＭｇＣｌ２で湿らせた。濾紙上の１ドットあたり２５μｌのビ

ーズ懸濁物を添加した。濾紙をシールラップでくるみ、そしてカセット中でオー

トラジオグラフィーフィルムに暴露した。異なるフィルム片を、代表的には１分

～１０分の範囲にわたる異なる時点で現像した。

      【００８９】

  カラム結合。１：１０希釈のＰｒＰｓｃ脳ホモジネートを、脳４ｍｌあたり２

０μｌの濃度のサルコシルで処理し、そして３０分間インキュベートし、そして

遠心分離した。上清を注意深く取り出し、そしてＰＢＳまたは血漿中に適切に希
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釈した。０．５ｍｌの樹脂をクロマトグラフィーカラムに添加した。プリオン溶

液を、室温で２０分間、樹脂と接触させ、その後、２×１ｍｌのアリコートのＰ

ＢＳ＋１０μＭ  ＣｕＣｌ２を添加した。素通りを回収した。いくつかの実験で

は、樹脂を、５カラム容量の１００％血漿と接触させ、次いで結晶中のプリオン

の５０％溶液を添加した。

      【００９０】

  画分は、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ緩衝液中に溶解したか、または５０ｍＭ  Ｔｒｉｓ

、１０ｍＭ  ＮａＣｌ、２ｍＭ  ＣａＣｌ２中の１ｍｇ／ｍｌプロテイナーゼＫ

で３７℃で１時間、最初に処理したかのいずれかであった。最終的なプロテイナ

ーゼＫ活性は１０μｇ／１２０μｌであった。血漿が存在する場合、インキュベ

ーション時間は１．５時間に延長された。この時点で、０．５ｍｌのメタノール

中の２２ｍｇのＰＭＳＦ（Ｓｉｇｍａ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）５μｌを添加

した。このサンプルを約１００℃で１０分間加熱し、その後、ＳＤＳを、最終濃

度２％まで添加し、そして再度１０分間煮沸した。次いで、サンプルを、０．０

５％ジチオトレイトールを含有するサンプル緩衝液中で調製し、そして約１００

℃で３分間、再度加熱した。

      【００９１】

  ウェスタンブロット。タンパク質サンプルを、Ｎｏｖｅｘ（Ｔｒｉｓ－Ｇｌｙ

ｃｉｎｅ  ＳＤＳ  Ｓａｍｐｌｅ緩衝液カタログ番号ＬＣ２６７６）からのＳＤ

Ｓ－ＰＡＧＥ緩衝液中に厳密に溶解し、そして９５℃より高温で３分間加熱した

。１５μｌのサンプルを１４％ゲル（Ｎｏｖｅｘカタログ番号ＥＣ６４８５）に

ローディングし、そして１２５Ｖの電圧で９０分間電気泳動した。この時点で、

タンパク質を、予め１００％メタノール中に浸漬したＰＶＤＦメンブレン（Ｎｏ

ｖｅｘ  ０．２μｍ  Ｐｏｒｅ  Ｓｉｚｅカタログ番号ＬＣ２００２）に転写し

た。タンパク質を２５０ｍＡで１時間転写した。このメンブレンを、ＴＢＳＴ（

５０ｍＭ  Ｔｒｉｓ、０．１５Ｍ  ＮａＣｌ＋０．０５％  Ｔｗｅｅｎ  ２０  

ｐＨ７．４）中の５％脱脂粉乳を用いて室温で１時間ブロッキングした。この時

点で、１：１，０００希釈の３Ｆ４（Ｓｅｎｅｔｅｋから、５％脱脂粉乳中）を

添加した。インキュベーションは、１～１６時間であり、この時点で一次抗体を
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除去した。このメンブレンをＰＢＳＴ中で３回洗浄し、その後、二次抗体を添加

した。二次抗体（Ａｍｅｒｓｈａｍからのヒツジ抗マウス西洋ワサビペルオキシ

ダーゼまたはＳｉｇｍａからのホスファターゼ結合体化抗マウスＩｇＧのいずれ

か）を、１：３０００の希釈でＴＳＢＴ中の５％脱脂粉乳中に添加した。

      【００９２】

  ペルオキシダーゼ検出系およびホスファターゼ検出系を評価した。二次抗体を

室温で６０分間結合させ、次いでＴＢＳＴで３回洗浄した。発色試薬は、Ａｍｅ

ｒｓｈａｍからの「ＥＣＬ＋」またはＰｉｅｒｃｅカタログ番号３４０７５から

のＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌ  Ｗｅｓｔ  Ｄｕｒａ  Ｅｘｔｅｎｄｅｄ  Ｄｕｒａ

ｔｉｏｎ  ＳｕｂｓｔｒａｔｅまたはＴｒｏｐｉｘからの「ＣＰ－Ｓｔａｒ」の

いずれかであった。

      【００９３】

  （実施例２：オクタペプチドスクリーニング）

  オクタペプチドのスクリーニングから得られた配列の結果を、表１の第２欄に

示す。これらの配列は、芳香族アミノ酸の普及を示し、多数の類似性を有する。

例えば、２８のうち１２は、コンセンサス配列ＯｘｘＯを有しており、ここでＯ

は芳香族アミノ酸であり、そしてｘはアミノ酸である。他の類似性（例えば、Ｒ

ＷＩＩＳＬ（配列番号２４）およびＬＲＶＩＩＳ（配列番号１５））もまた見出

される。構造ＷＬＹＷＩＰ（配列番号４）周辺のコンセンサス配列の出現が、多

数のペプチドにおいて見出される（表２を参照のこと）。例えば、ＷＬＶＷＩＡ

（配列番号２７）は、ＬＬＩＷＩＰ（配列番号３）と同様に、ＷＬＹＷＩＰ（配

列番号４）と正確に同じ６のうち４つのアミノ酸を有する。他のペプチドは、非

常に類似の構造を有する。インキュベーション前に血漿およびオクタペプチドへ

と添加されたさらなる１００μＭ  ＣｕＣｌ２の存在下でのスクリーニングおよ

びＰＢＳ（ＧｉｂｃｏＢＲＬ，Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓカタログ番

号１４０８０－０５５）中の１０μＭ銅での洗浄後に、多数のペプチドが得られ

た。これらの構造は、コメントの欄にＣｕを含むことによって示され、そして

芳香族アミノ酸の特徴的な優勢性を示し、このことは、銅の結合が、オクタペプ

チドとリガンドとの相互作用を阻害しないことを示唆する。結合をまた、低ｐＨ
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（４．５）で評価し、次いでｐＨ４．５で洗浄したが、手掛かりは得られなかっ

た。

      【００９４】

  樹脂に対する放射標識オクタペプチドの平衡結合の結果をまた表１に示す。各

サンプルについて、１５ｍｇの乾燥重量の樹脂を計量し、そしてｐＨ７．４のＰ

ＢＳ中で膨潤させた。樹脂を４００μｌのＰＢＳで５回洗浄し、次いで１０μＭ

  ＣｕＣｌ２を含有する緩衝液で２回洗浄した。放射標識オクタペプチドを、１

５μＭの最終濃度になるように添加した。これを室温にて２時間インキュベート

した。最終容量は、４００μｌの溶液＋４５μｌの樹脂であった。この時点で、

非結合ペプチドを、Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅフィルターユニット（Ｕｌｔｒａ  Ｆｒ

ｅｅ－ｍｃ  Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｌ  Ｆｉｌｔｅｒ  Ｄｅｖｉｃｅ  Ｃａｔ．

８ＵＦＣ３０ＨＶＮＢ）遠心分離によって除去した。次いで、素通り溶液を放射

能について計数した。全てのペプチドを、末端の遊離アミノ基を用いて評価した

。

      【００９５】

  実験設定（例えば、フィルター）に対するペプチドの非特異的結合の量は、約

１．５％であると評価された。この実験において用いた１５ｍｇの乾燥樹脂は膨

潤して約４５ｍｇの重量になり、このことは、３０μｌの溶液がゲル中に存在し

たことを実証する。従って、３０μｌ／４３０μｌ、すなわち、７％の遊離オク

タペプチドがゲル中に支持された。反応混合物の総容量は４３０μｌであったの

で、樹脂に対する結合が生じなかったのであれば、約９２％の理論的回収率が予

想される。この数字は、このアミノ樹脂について見られる。しかし、アセチル化

アミノ樹脂は、同じ結合能力を有する。

      【００９６】

  この実験において用いた特定の条件下での最大の親和性結合剤はＧＦＦＦＷＷ

（配列番号８）であった。１つの実験から、リガンドについてのオクタペプチド

の親和性を結論することは可能ではない。なぜなら、結合の化学量論は既知では

なく、遊離のリガンドの実際の濃度も既知でないからである。最大の親和性結合

剤は、５個の芳香族基を有し、そして２番目および３番目に優れた親和性結合剤
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は両方とも４個の芳香族基を有する。両方とも５個の芳香族基を有するが、７６

％の結果を有するＷＥＦＹＷＦ（配列番号５）と、ＧＦＦＦＷＷ（２３％）（配

列番号８）との間には顕著な差が存在する。１０μＭ  Ｃｕ（これは、１５μＭ

の濃度で添加されたオクタペプチドの総銅結合能力の３３％のみに結合するのに

充分である）の存在下で生理食塩水中で結合研究を行った。しかし、この条件は

、高親和性リガンドとより低い親和性のリガンドとの区別を確かめるのを可能に

した。結合に対する銅の効果を、ＧＦＦＦＷＷ（配列番号８）に対する１５μＭ

オクタペプチドの結合について評価した。銅が添加されていないときは、９２％

の放射能がアミノ樹脂を素通りし、一方、２２％のみがＧＦＦＦＷＷ（配列番号

８）樹脂を素通りした。１５μＭ  ＣｕＣｌ２では、これらの数字はそれぞれ９

２％および１９％であり；３０μＭ  Ｃｕでは、これらはそれぞれ９４％および

１８％であり、そして６０μＭでは、数字はそれぞれ９２％および１７％である

。従って、添加した銅は、樹脂単独への、または樹脂－ペプチド複合体への、放

射性プリオンペプチドの結合に対してほとんどまたは全く効果を有さない。銅が

、結合に重要ではないか、あるいは、ペプチド合成または精製の間にペプチドに

既に結合しているかのいずれかであることによって、観察される効果がないこと

が生じ得る。いずれの樹脂でもｐＨ４．５では結合は観察されなかった。

      【００９７】

  表１はまた、放射標識オクタペプチド反復カラムへ結合することが示されたペ

プチド配列を示す。配列を、高密度ライブラリーまたは低密度ライブラリーのい

ずれかから選択した。結合百分率（％）は、１５μＭの出発ペプチドを用いて樹

脂に結合しなかった放射能の量である。配列１１０～１１９を、さらに１００μ

Ｍ  ＣｕＣｌ２の存在下でスクリーニングして、銅結合部位の飽和を確実にした

。コンセンサスカラムは、芳香族「Ｏ」アミノ酸および非芳香族「ｘ」アミノ酸

の存在を示す。

      【００９８】

  （実施例３：樹脂に対するプリオン結合）

  配列９３：ＬＥＩＲＬＡ（配列番号１２）を有するビーズ、９５：ＳＬＥＥＹ

Ｖ（配列番号１４）を有するビーズ、９６：ＬＲＶＩＩＳ（配列番号１５）を有
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するビーズ、９０／９８：ＦＹＶＦＴＡ（配列番号９）を有するビーズおよびコ

ントロールアミノ樹脂を有するについてのオートラジオグラフィーフィルムのシ

グナルを図１に示す。「Ｃ」と記したサンプルは、ペプチドが結合していないコ

ントロール樹脂である。各サンプルは、約２００ビーズの同じペプチド配列を含

んでいた。左側の「Ｎｏ  １°Ａｂ」には、プリオン特異的３Ｆ４抗体を添加せ

ず、一方、他の５つのサンプルを、３Ｆ４プリオン特異抗体でプローブした。一

番上の列の、標記した「なし」は、脳抽出物もアルブミンも含まないコントロー

ルであった。２列目の（「脳」）は、アルブミン中の脳抽出物と接触させたビー

ズを示す。３列目の（「Ａｌｂ」）は、アルブミンのみを添加したサンプルを示

す。全てのサンプルに、ヤギ抗マウスＩｇＧ二次抗体を添加した。プロービング

後、ビーズを濾紙に移し、そして結合したプリオンの量を化学発光強度によって

決定した。

      【００９９】

  ペプチド９６からの結果は、脳＋二次抗体３Ｆ４とのインキュベーションが、

コントロール（正常またはアルブミン）よりもずっと大きなシグナルを生じるこ

とを示した。実験は、正常な脳の抽出物を用いたインキュベーションおよび３Ｆ

４を用いたプロービングにより、多数の樹脂について二連であった。二連のもの

の各々について極めて類似の結果が得られた。このことは、このアッセイが、プ

リオン結合を評価するために再現可能な方法であることを示唆する。図１はまた

、遊離アミノ樹脂（Ｃ）がいくつかのプリオンタンパク質を結合することを示す

。

      【０１００】

  図２。ペプチド８４、８５、９６、９８、１０１、１１１を含有するアセチル

化樹脂、アセチル化コントロール樹脂（上のサンプル）および非アセチル化ペプ

チド１１０、１１２、１１３、１１４、１１５、１１６およびアミノコントロー

ル樹脂（下のサンプル）に対する非感染プリオンからのＰｒＰｃの二次結合研究

を実証する。アルブミン中に懸濁した正常な脳を全てのウェルに添加した。－３

Ｆ４と記された列には、３Ｆ４を添加しておらず、一方、＋３Ｆ４と記された列

は３Ｆ４プローブを含んでいた。＋３Ｆ４と－３Ｆ４との間の強度の差は、ペプ
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チドに結合したＰｒＰｃの量を示す。プリオンに対するアセチル化樹脂８４およ

び８５の結合は、洗浄プロトコルに耐えるに充分には安定ではなかった。このア

ッセイにおいて最も強い結合剤は、ペプチド１１０、１１２、１１３、１１５お

よび１１６であることが見出された。アセチル化ペプチド１１０は一様に、この

アッセイによって決定された最良の結合剤のうちの１つである。

      【０１０１】

  図２に示した二次結合研究は、アミノ樹脂Ｔｏｙｏｐｅａｒｌ  ６５０  Ｍが

プリオンを結合するが、一方、アセチル化樹脂はこれを結合しないことを確認し

た。アミノ樹脂に対するプリオンタンパク質の結合は、アミノ基とのイオン性相

互作用を通して部分的に容易にされ得るが、オクタペプチド自体はアミノ樹脂に

は結合しない。従って、アミノ樹脂自体を用いてプリオンを結合して、例えば、

プリオンをサンプル（例えば、生物学的流体または環境サンプル）から検出およ

び／または除去し得る。

      【０１０２】

  （実施例４：プリオンタンパク質の除去）

  スクラピー感染したハムスターの脳のホモジネートからのプリオンの除去を図

３に示す。図３は、感染した脳からのプリオンの種々のペプチド樹脂への結合の

ウェスタンブロッティングを示す。この実験では、ペプチド樹脂を、アミノ末端

でアセチル化し、そして感染した脳と２０分間接触させた。貫流を収集し、分析

した。カラムに吸着されたプリオンを、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ緩衝液の懸濁によって

除去し、引続いてウェスタンブロッティングによって評価した。レーン１および

５（ＭＷ）は、分子量マーカーを含んだ。希釈していない開始物質をレーン２に

提供する。アセチル化された樹脂（レーン３、ＢＡＣ）は、強いバンド（貫流中

にプリオンタンパク質が存在することを示す）を示し、コントロール樹脂へのプ

リオンの最小の結合を示している。レーン４は、ペプチド１１０の貫流中にプリ

オンシグナルがないことを示し、このタンパク質がカラムに結合することを示し

ている。ペプチド８７（レーン６）およびペプチド８９（レーン７）は、貫流中

のタンパク質シグナルの欠如によって証明されるように、全てのプリオンに結合

した。ペプチド７６（アセチル（ｄＦ）ＬＬＨＰＩ、配列番号３５）は、全ての
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プリオンと結合しなかった。ペプチド７１（ポジティブコントロール：アセチル

（ｄＲ）ＹＨＶＹＦ、配列番号３７）は、全てのプリオンと結合したが、ペプチ

ド５５（アセチルＨＨＨＰＱＴ、配列番号３６）は、プリオンを貫流させた。抽

出物のプロテイナーゼＫ消化物は、同じ結果を示した。

      【０１０３】

  図４は、感染した脳（血漿へスパイクした）からのプリオンの結合を示すウェ

スタンブロッティングを示す。ペプチド樹脂をアミノ末端でアセチル化し、次い

で感染したハムスターの脳を含む血漿と接触させた。樹脂をカラム容量の５倍の

血漿と接触させ、その後プリオン結合を分析した。血漿の洗浄は、任意の非特異

的結合部位を遮断した。次いで、感染した脳のホモジネートを、血漿で５０：５

０に希釈し、そして樹脂に適用した。各樹脂からの貫流を、プリオンタンパク質

の存在について分析した。非結合物質を収集し、そして分析した。レーン１は、

開始物質を含み、レーン２は、アミノ樹脂コントロールであり、レーン３は、ア

ミノ－ペプチド８９であり、レーン４は、アセチル化した塩基性樹脂コントロー

ルであり、レーン５は、ペプチド８２を含む樹脂に対する貫流を含み、レーン６

は、ペプチド（アセチル化（ｄＲ）ＹＨＶＹＦ（８３）（配列番号３７））を含

む樹脂に対する貫流を含み、レーン７は、ペプチド８９を含む樹脂に対する貫流

を含み、レーン８は、ペプチド（アセチル（ｄＦ）ＬＬＨＰＩ（７５）（配列番

号３５））を含む樹脂に対する貫流を含み、そしてレーン９は、ペプチド１１０

を含む樹脂に対する貫流を含む。

      【０１０４】

  図４の結果は、アセチル化樹脂（Ａｃ  Ｂ）およびペプチド７５（アセチル（

ｄＦ）ＬＬＨＰＩ、配列番号３５）を含むコントロール樹脂が、全ての検出可能

なタンパク質を樹脂上に保持するほど十分に強くは、プリオンと結合しなかった

ことを示す。ペプチド８２および８３を含むポジティブコントロールは、ペプチ

ド８９および１１０のように全てのプリオンと結合した。アミノ樹脂８９は、貫

流中に存在する少量のシグナルによって示されるように、１００％のプリオンと

は結合しなかった。この実験において、アミノ樹脂（Ａｍ  Ｂ、レーン２）は、

全ての検出可能なプリオンと結合した。アセチル化したペプチド８９および１１
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０は、荷電したアミノ酸のいずれも含まなかったので、これらは、イオン性相互

作用によってプリオンと相互作用し得ない。ペプチド７５（アセチル（ｄＦ）Ｌ

ＬＨＰＩ（配列番号３５））は、非常に疎水性であるが、プリオンの効率的な結

合物質ではなかった。従って、疎水性ペプチド配列単独では、プリオンタンパク

質の効率的な結合に十分ではない。

      【０１０５】

  図３および４をひとまとめにして考えると、オクタペプチドリピートに作製さ

れたペプチドは、実際にオクタペプチドに結合し、そしてまた、プリオンタンパ

ク質ＰｒＰｃおよびＰｒＰｓｃにも結合する。

      【０１０６】

  オクタペプチドリピート配列は、親和性のリガンドを標的化するための誘因性

の標的を提示する。このことは、オクタペプチドリピート配列が、全ての公知の

哺乳動物プリオンの複数のコピー中に存在し、プリオンタンパク質について選択

性であり、感染性プリオンおよび非感染性プリオンの両方に接近可能であること

に起因する。オクタペプチドは、生理学的な量の銅の存在下で規定された構造を

形成する。重要なことは、オクタペプチドは、感染力に重要であると考えられて

いることである。従って、オクタペプチドリピートを欠如するプリオンは、非感

染性である可能性がないか、または全長ＰｒＰｓｃと比較して減少した病原性を

有し得るかのいずれかである。

      【０１０７】

  オクタペプチドリピートに対する結合物質についてのスクリーニングは、少な

い割合のビーズ（約２０，０００中に１）のみがオクタペプチドと結合したこと

を明らかにした。このことは、高度の選択性を示す。ビーズの配列決定に続いて

、出現した多数の異なるコンセンサス配列は、オクタペプチドが、構造の関連す

るファミリーによって検出され得る多数の構造を形成し得ることを示唆する。例

えば、多くが、２つの他のアミノ酸によって分離される２つ（以上）の芳香族ア

ミノ酸を有した。Ｃｏｎｇｏ  ｒｅｄ、ポルフィリン、またはフタロシアニンの

ような芳香族の構造は、プリオンと相互作用することが公知であるが、それらの

相互作用の様式は未知である。これらもまたオクタペプチドリピートを標的化し
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得る可能性がある。感染したプリオンは、プラークを形成し得、このプラークは

、プラークさえも示唆するＣｏｎｇｏ  ｒｅｄによって染色され得、芳香族のリ

ガンドに対して接近可能である。

      【０１０８】

  プリオンに対する特定のリガンドの親和性は、使用される２つのアッセイ系（

リガンドへのオクタペプチドの結合、およびリガンドへのプリオンタンパク質の

結合）で異なった。隣接するアミノ酸の存在または複数の相互作用（プリオンタ

ンパク質の表面上の異なる構造に対するリガンドの親和性または相反を提供し得

る）の存在によって全てのタンパク質において影響されているオクタペプチドリ

ピート構造によってこの差異を説明することが可能である。

      【０１０９】

  オクタペプチドリピートは、ヒスチジンのような銅のキレート剤に結合するこ

とが予測され得る。しかし、２８の全ての配列中に、全部で４つのヒスチジンの

みが存在した。無作為選択は、約９（２８の総アミノ酸×１つのペプチド当たり

６のアミノ酸／１８の異なるアミノ酸）が存在することを示唆する。フェニルア

ラニン（２１）、トリプトファン（２４）、およびチロシン（１５）ならびにイ

ソロイシン（２５）の数と比較した場合に、ヒスチジンの数は、非常に少ない。

他のアミノ酸の数は、低いレベルで存在した（例えば、アスパラギン酸は、見出

されなかった）。これらの観察は、プリオン結合ペプチドリガンドにおける配列

の選択が無作為でないことを立証する。このことは、さらに、コンセンサス配列

の作製によって確立される。

      【０１１０】

  （表２．ＷＬＹＷＩＰ（配列番号４）の構造に基づくコンセンサス配列）

      【０１１１】

【表２】
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  （実施例４：ヘキサペプチドリガンドに結合していない樹脂およびヘキサペプ

チドリガンドに結合した樹脂からのプリオン除去の比較）

  種々の樹脂からのプリオンの除去を調べた。試験した樹脂には、アセチル化６

５０Ｍ、アミノ６５０Ｍ、ＳＰ  Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ、ＤＥＡＥ  Ｓｅｐｈａｒ

ｏｓｅおよびシリカが含まれた。プリオンの除去もまた、アミノ６５０Ｍ塩基性

樹脂に結合させた樹脂を使用して調べた。ヘキサペプチドリガンドを、ＥＡＣＡ

スペーサーアームを介してアミノ６５０Ｍ塩基性樹脂に結合させた。塩基性樹脂

上の残っているアミノ基もリガンドのＮ末端アミノ酸のいずれもアセチル化され

なかった。

      【０１１２】

  乾燥樹脂を、ｄＨ２Ｏで１時間膨潤させた。各樹脂からの１ｍＬのカラムをポ

リプロピレンチューブにパッケージングした。この樹脂を、１カラム容量の１Ｍ

  ＮａＣｌで再製し、リン酸緩衝化生理食塩液でｐＨ７．４に戻した。樹脂を、

５カラム容量の５％ヒト血清アルブミンで遮断した。

      【０１１３】

  ０．５カラム容量の部分的に精製した可溶性ＰｒＰＣ調製物（２２６ｎｇ／ｍ

Ｌ）（ヒト血小板由来）を各カラムに添加し、室温で２０分間接触させた。非結

合物質を１カラム容量のリン酸緩衝化生理食塩液で溶出し、最小で２倍希釈の開

始物質を溶出液中に得た。開始物質を伴う各カラムからの溶出液を解離増強ラン

タニド蛍光免疫アッセイ（ｄｉｓｓｏｃｉａｔｅｄ  ｅｎｈａｎｃｅｄ  ｌａｎ

ｔｈａｎｉｄｅ  ｆｌｕｏｒｏｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）（ＤＥＬＦＩＡ）によ

って試験した。濃度は、ＰｒＰＣ標準物質との比較によって得た。

      【０１１４】

  結果を表３に示す。ＰｒＰＣの溶出濃度および非結合ＰｒＰＣの割合を示す。



(51) 特表２００３－５３０５５４

      【０１１５】

【表３】

  これらの研究において、アミノ樹脂およびアセチル化樹脂は、ＰｒＰＣに有意

には結合しないようであった。ｐＨ７．４で、ＤＥＡＥ－セファロースもまたＰ

ｒＰＣに結合しないようである。負に荷電した材料（例えば、シリカおよびＳＰ

  Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ）は結合するようである。多数のペプチドリード（ｐｅｐ

ｔｉｄｅ  ｌｅａｄ）を試験し、そして７のうちの６が有意に結合（＞９９％結

合）することを示した。樹脂のうちの１つ（ペプチドＷＬＹＷＩＰを含む）は、

弱い結合を示した。従って、このペプチド樹脂は、非結合ヘキサペプチド樹脂コ

ントロールとして作用し得る。

      【０１１６】

  （他の実施形態）

  本発明は、その詳細な説明と組合せて記載されているが、上記説明は、例示す

ることを意図しており、本発明の範囲を限定せず、本発明は添付の特許請求の範

囲によって規定されることが、理解されるべきである。他の局面、利点、および

改変は、上記特許請求の範囲内である。

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１は、ペプチド配列９３、９５、９６および９８の二次結合研究を実証する

。
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    【図２】

  図２は、アセチル化樹脂（ペプチド８４、８５、９６、９８、１０１、１１１

を含む）、アセチル化コントロール樹脂（上のサンプル）、ならびにアセチル化

していないペプチド（１１０、１１２、１１３、１１４、１１５、１１６）およ

びアミノコントロール樹脂（下のサンプル）に対する非感染プリオンからの、Ｐ

ｒＰｃの二次結合研究を実証する。

    【図３】

  図３は、種々のペプチド樹脂に対する感染脳からのプリオン結合のウエスタン

ブロットを表示する。

    【図４】

  図４は、アセチル化ペプチド樹脂に対する血漿にスパイクされた感染脳からの

プリオン結合を示す、ウエスタンブロットを表示する。
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【図１】
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【図２】



(55) 特表２００３－５３０５５４

【図３】
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【図４】
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【国際調査報告】
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