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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　タウタンパク質が、病理学的に凝集する病態に伴うタウタンパク質の病理学的状態を誘
導するか、またはモデル化する方法であって、
　（ａ）（ｉ）配列番号２に示す全長のタウタンパク質のアミノ酸２９６～３９０を含む
凝集部分と、（ｉｉ）シグナル配列である異種性膜局在部分とを含む、膜局在可能な融合
タンパク質を提供する工程、
　（ｂ）タウタンパク質の高親和性捕捉部位を別のタウタンパク質の凝集を促進するよう
に暴露させるようにし、タウタンパク質のタンパク質分解性プロセシングをもたらすよう
に融合タンパク質を膜に導入する工程であって、ただし導入はヒト生体に対しては行われ
ない工程
を特徴とする方法。
【請求項２】
　病態におけるタウタンパク質の凝集が、神経変性および／または臨床的痴呆に伴う、請
求項１記載の方法。
【請求項３】
　疾患が、ピック病、進行性核上性麻痺、アルツハイマー病から選択される、請求項２記
載の方法。
【請求項４】
　融合タンパク質の凝集部分が、配列番号２に示す全長のタウタンパク質のアミノ酸残基
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２９６～３９０、１９０～４４１または１９０～３９０からなる、請求項１記載の方法。
【請求項５】
　（ａ）膜局在形態の融合タンパク質を提供すること；
　（ｂ）融合タンパク質を一以上の可能性のある結合パートナーと接触させること、ここ
で、該接触工程は、細胞内であり、結合パートナーは、細胞内に存在する；
　（ｃ）可能性のある結合パートナーが、融合タンパク質に結合するかどうかを決定する
こと；
の工程を含む、タウ高親和性捕捉部位の特異的結合パートナーに関してスクリーニングす
るための、請求項１～請求項４のいずれか一項記載の方法。
【請求項６】
　（ａ）膜局在形態の融合タンパク質を提供することと；
　（ｂ）融合タンパク質および別のタウタンパク質間の相互作用を引き起こすか、または
可能にすることと；
　（ｃ）別のタウタンパク質の凝集の程度をモニターリングすること；
の工程を含む、タウタンパク質の凝集を誘導するための、請求項１～請求項４のいずれか
一項記載の方法。
【請求項７】
　膜が、細胞膜であり、そして凝集が、細胞内で生じる、請求項６記載の方法。
【請求項８】
　工程（ａ）が、
　細胞内に融合タンパク質を導入して、それが細胞内の膜で膜局在化するようにすること
、または
　融合タンパク質をコードする核酸を細胞内に導入して、融合タンパク質を細胞において
発現させ、そして細胞内の膜で膜局在化するようにすること、
のいずれかからなる、請求項７記載の方法。
【請求項９】
　別のタウタンパク質が、細胞に生来のものである、全長の可溶性タウである、請求項８
記載の方法。
【請求項１０】
　別のタウタンパク質をコードする核酸を、細胞内に導入し、別のタウタンパク質が細胞
において発現される工程を含み、別のタウタンパク質が、細胞に対して異種性である、請
求項７または請求項８記載の方法。
【請求項１１】
　融合タンパク質が、構成プロモーターの転写制御下で発現され、そして別のタウタンパ
ク質が、誘導剤の存在下、誘導プロモーターの転写制御下で発現される、請求項１０記載
の方法。
【請求項１２】
　別のタウタンパク質が、（ｉ）タウタンパク質の突然変異体または（ｉｉ）全長の可溶
性タウタンパク質であるタウの誘導体である、請求項１０または請求項１１記載の方法。
【請求項１３】
　別のタウタンパク質が、病態に伴うことが解っているか、または推測されるものに対応
する変異を組み込む、請求項１２記載の方法。
【請求項１４】
　以下の種類：（ｉ）凝集していない融合タンパク質および／または別のタウタンパク質
；（ｉｉ）融合タンパク質および／または別のタウタンパク質の凝集物；（ｉｉｉ）その
凝集の結果である別のタウタンパク質のタンパク質分解性フラグメント；のいずれか一つ
またはそれ以上の濃度またはレベルをモニターリングすることにより凝集をモニターリン
グする、請求項６～請求項１３のいずれか一項記載の方法。
【請求項１５】
　タウの１８または２５ｋＤａのフラグメントのレベルに基づいて凝集をモニターリング
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する、請求項１４記載の方法。
【請求項１６】
　モニターリングの工程が、（ｉ）融合タンパク質；（ｉｉ）別のタウタンパク質；（ｉ
ｉｉ）その凝集の結果である別のタウタンパク質のタンパク質分解性フラグメント、のい
ずれかに特異的な抗体の使用を含む、請求項１４または請求項１５記載の方法。
【請求項１７】
　融合タンパク質が、別のタウタンパク質と免疫学的に区別され、そして（ｉ）タウの配
列番号２の１６位のＧｌｙおよび２６位のＧｌｎの間の領域に位置するヒト特異的エピト
ープに特異的であるか、（ｉｉ）配列番号２の３９１位のＧｌｕでトランケートされたコ
アタウフラグメントに特異的であるか、（ｉｉｉ）反復ドメインにおける一般的なタウエ
ピトープに特異的であるか、または（ｉｖ）配列番号２の２０８位のＳｅｒおよび２３８
位のＳｅｒの間に位置する種特異的でない一般的なタウエピトープに特異的であるモノク
ローナル抗体から抗体が選択される、請求項１６記載の方法。
【請求項１８】
　（ａ）凝集を調整できることが予測される作用物質の存在下で、請求項６～請求項１７
のいずれか一項記載の方法を実施すること；
　（ｂ）凝集の程度をモニターリングすること；
を含む、タウタンパク質の凝集モジュレーターを同定する方法。
【請求項１９】
　（ｃ）凝集の程度を作用物質の調整活性と相関させること；および／または、
　（ｄ）作用物質の存在下で得られた結果を作用物質の不在下で得られた結果と比較する
こと；
をさらに含む、請求項１８記載の方法。
【請求項２０】
　細胞内で実施される、請求項１９記載の方法。
【請求項２１】
　細胞が、ニューロン細胞系または繊維芽細胞系に由来する、請求項２０記載の方法。
【請求項２２】
　細胞が、ヒト以外のトランスジェニック動物内に含まれ、そして作用物質を動物に投与
する、請求項２０記載の方法。
【請求項２３】
　（ｉ）配列番号２に示す全長のタウタンパク質のアミノ酸２９６～３９０を含む凝集部
分と；（ｉｉ）シグナル配列である異種性膜局在部分とを有する膜局在可能な融合タンパ
ク質をコードするキメラヌクレオチド配列を含む、単離された核酸。
【請求項２４】
　凝集部分ヌクレオチド配列が、配列番号２のアミノ酸２９６～３９０、１９０～４４１
または１９０～３９０をコードする、請求項２３記載の核酸。
【請求項２５】
　配列番号２に示す全長のタウタンパク質のアミノ酸２９６～３９０を含む凝集部分をコ
ードする核酸をシグナル配列をコードする核酸にライゲートする工程を含み、
　そしてシグナル配列をコードする核酸が、凝集部分をコードする核酸が挿入される組換
えベクターの一部である、請求項２３または請求項２４記載の核酸を製造する方法。
【請求項２６】
　核酸が、宿主細胞の転写に関するプロモーターに作動可能に連結されており、ここでプ
ロモーターは誘導プロモーターであってもよい、請求項２３または請求項２４記載の核酸
を含む組換えベクター。
【請求項２７】
　プロモーターが、組織特異的プロモーター、プリオン特異的プロモーター、または神経
特異的エノラーゼプロモーターから選択される、請求項２６記載のベクター。
【請求項２８】
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　請求項２６または請求項２７記載のベクターを宿主細胞内に導入する工程であって、た
だし導入はヒト生体に対しては行われない工程を含む方法。
【請求項２９】
　請求項２６または請求項２７記載の異種性ベクターを含有するか、またはこれで形質転
換された宿主細胞。
【請求項３０】
　ヒト以外の動物の受精卵に請求項２６または請求項２７記載のベクターを導入する工程
を含む、タウタンパク質が、病理学的に凝集する病態に関して増強された、または加速さ
れた病理を伴うヒト以外のトランスジェニック動物モデルを調製する方法。
【請求項３１】
　（ｉ）配列番号２に示す全長のタウタンパク質のアミノ酸２９６～３９０を含む凝集部
分と（ｉｉ）シグナル配列である異種性膜局在部分とを含む膜局在可能な融合タンパク質
をコードするヌクレオチド配列に作動可能に連結されたプロモーターをその複数の細胞の
内部に含む、ヒト以外のトランスジェニック動物。
【請求項３２】
　膜局在可能な融合タンパク質をコードするヌクレオチド配列に作動可能に連結されたプ
ロモーターを含む、請求項３１記載の動物の細胞または組織。
【請求項３３】
　動物が、げっ歯類である、請求項３０記載の方法。
【請求項３４】
　げっ歯類である、請求項３１記載の動物。
【請求項３５】
　（ｉ）配列番号２に示す全長のタウタンパク質のアミノ酸２９６～３９０を含む凝集部
分と（ｉｉ）シグナル配列である異種性膜局在部分とを有する単離された膜局在可能な融
合タンパク質。
【請求項３６】
　宿主細胞において、請求項２３または請求項２４の核酸からの発現を引き起こすか、ま
たは可能にする工程を含む、請求項３５記載のタンパク質を作製する方法。
【請求項３７】
　膜局在可能な融合タンパク質をコードするヌクレオチド配列の発現を引き起こすか、ま
たは可能にすることを含む、タウタンパク質が病理学的に凝集する病態を請求項３１記載
のヒト以外のトランスジェニック動物に誘導する方法。
【請求項３８】
　凝集を調整できると推測される作用物質の存在下で請求項３７記載の方法を実施するこ
とを含む、タウタンパク質が、病理学的に凝集する病態において治療、予後または診断用
薬剤として使用するための作用物質をスクリーニングする方法。
【請求項３９】
　作用物質が、血液脳関門を通過することができる、請求項２２または請求項３８記載の
方法。
【請求項４０】
　以下のいずれか：
　（ｉ）タウタンパク質のタンパク質分解性プロセシングの程度；
　（ｉｉ）形成されるタウタンパク質凝集の量を低下させる作用物質の能力；
　（ｉｉｉ）既に形成されているタウタンパク質凝集のレベルを排除または低減させる作
用物質の能力；
を動物の脳内で測定する、請求項２２、３８または３９記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、神経変性疾患に関連するタンパク質の凝集に関連するモデル、
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材料および方法に関する。
【０００２】
　痴呆、例えばアルツハイマー病（ＡＤ）の状態は、しばしば、罹患者の脳におけるタン
パク質様構造、例えばβ－アミロイドプラークおよび神経原繊維濃縮体の細胞内および／
または細胞外沈着の進行性蓄積を特徴とする。これらの病変の様相は、主に病的神経原繊
維変性および脳萎縮症、ならびに認識障害と関連がある（Mukaetova-Ladinska, E. B. ら
、Am. J. Pathol. 157(2): 623～636(2000）。
【０００３】
　神経炎プラークおよび神経原繊維濃縮体の双方は、ペアードヘリカルフィラメント（Ｐ
ＨＦ）を含有し、その主要な構成要素は、微小管関連タンパク質タウである（Wischikら
、PNAS USA85; 4506(1988)）。プラークは、またアミロイド前駆体タンパク質のプロセシ
ング異常から誘導される細胞外β－アミロイド原繊維をも含有する（ＡＰＰ；Kangら、Na
ture 324: 733(1987)）。Wischikらの論文（「Neurobiology of Alzheimer's Disease」
第２版（２０００年）、Dawbarn, D. およびAllen, S. J. 編、分子および細胞神経生物
学シリーズ、バイオス・サイエンティフィック・パブリッシャーズ、オックスフォード）
では、神経変性痴呆の病因におけるタウタンパク質の推定される役割が詳細に論じられて
いる。
【０００４】
　アルツハイマー病の研究によりタウの正常の形態の喪失（Mukaetova-Ladinskaら、Am. 
J. Pathol. 143: 565(1993); Wischikら、Neurobiol. Ageing, 16: 409(1995a)); Laiら
、Neurobiol. Ageing, 16: 433(1995b)）、病的なＰＨＦの蓄積（Mukaetova-Ladinskaら
、前出 (1993); Harringtonら、Dementia 5: 215(1994a); Harringtonら、Am. J. Pathol
. 145: 1472(1994b); Wischikら、前出 (1995a)）および中前頭皮質のシナプス喪失（Ter
ryら、Ann. Neurol. 30: 572(1991)）が随伴認識障害と相関することが示されている。更
に、シナプスの喪失（Terryら、前出）および錐体細胞の喪失（Bondareffら、Arch. Gen.
 Psychiatry 50: 350(1993)）の双方は、タウ反応性神経原繊維病理の形態測定と相関し
、これは、分子レベルではアルツハイマー病におけるタウタンパク質プールの可溶性形態
から重合形態（ＰＨＦ）にほとんどすべてが再配分されることと平行している（Mukaetov
a-Ladinskaら、前出 (1993); Laiら、前出 (1995)）。
【０００５】
　タウは、選択的にスプライシングされたアイソフォームで存在し、これは、微小管結合
ドメインに対応する反復配列の三つまたは四つのコピーを含有する（Gordert, M. ら、EM
BO J. 8: 393～399(1989); Goedert, Mら、Neuron 3: 519～526(1989)）。ＰＨＦ中のタ
ウは、タンパク質分解性プロセシングをされてコアドメインになり（Wischik, C. M. ら
、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 4884～4888(1988); Wischik, ら、PNAS USA 85: 450
6～4510(1988); Novac, M. ら、EMBO J. 12: 365～370(1993)）、これは、反復ドメイン
の位相変化したものから構成され；三つの反復のみが安定したタウ－タウ相互作用に関与
する（Jakes, R. ら、EMBO J. 10: 2725～2729(1991)）。ＰＨＦ様タウ凝集物は、一度形
成されると、さらなる捕捉の種として作用し、全長タウタンパク質のタンパク質分解性プ
ロセシングの鋳型を提供する。（Wischikら、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 11213～1
1218(1996)）。
【０００６】
　ペアードヘリカルフィラメント（ＰＨＦ）は、その形成および蓄積中に最初に細胞質内
で集合し、おそらく、ＰＨＦ集合の前または集合中にトランケートされるようになる初期
のタウオリゴマーから無定形凝集物を形成する（Mena, R. ら、Acta Neuropathol. 89: 5
0～56(1995); (Mena, R. ら、Acta Neuropathol. 91: 633～641(1996)）。次いでこれら
のフィラメントは、古典的な細胞内神経原繊維濃縮体を形成し続ける。この状態では、Ｐ
ＨＦは、トランケートされたタウのコア、および全長タウを含有する微毛性外被から成る
。（Wischik, C. M. ら、Microtubule-associated proteins: modifications in disease
、Avila, J.、Brandt, R. およびKosik, K. S. 編（ハーウッド・アカデミック・パブリ
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ッシャーズ、アムステルダム）１８５～２４１頁）。集合プロセスは指数関数的であり、
正常な機能のタウの細胞性プールを消費し、そして欠損を補うために新規タウの合成を誘
導する。（Lai, R. Y. K. ら、Neurobiology of Ageing 16(3): 433～445(1995)）。最終
的には、ニューロンの機能的障害は、細胞外濃縮体を残して、細胞死の程度まで進行する
。細胞死は、細胞外濃縮体の数と高度に相関する（Wischikら、前出（2000））。濃縮体
は、細胞外空間まで押し出されるので、ＰＨＦコアに関連するタウ免疫反応性の保存では
なくＮ－末端タウ免疫反応性の対応する損失を伴うニューロンの微毛性外被の進行性の損
失であるが、（図４ａ；Bondareff, W. ら、J. Neuropath. Exper. Neurol. 53(2): 158
～164(1994)）。
【０００７】
　ＰＨＦ内に組み込まれたタウの反復ドメインにおける位相変化は、反復ドメインがフィ
ラメントへの組み込みの間に誘導される立体配座変化を被ることを示唆している。アルツ
ハイマー病の発症の間に、この立体配座変化が病的基質、例えば損傷を受けるかまたは変
異した膜タンパク質へのタウの結合により開始され得ることが認識されている。（図１９
ａ－またWischik, C. M. ら、Microtubule-associated proteins: modifications in dis
ease、Avila, J.、Brandt, R. およびKosik, K. S. 編（ハーウッド・アカデミック・パ
ブリッシャーズ、アムステルダム）185～241頁）をも参照）。
【０００８】
　アルツハイマー病の場合、現在の薬学的治療法は、神経変性の結果であるコリン作動性
伝達の喪失の症状の処置に焦点が置かれている（Mayeux, R. ら、New Eng. J. Med. 341:
 1670～1679(1999)）。しかしながら、利用可能な処置は、疾患の進行を６から８カ月遅
らせるが、それを防御することはない。神経変性に至るタウの凝集を防御する薬物の発見
により、凝集を開始する多様な上流の事象の即座な知識を必要としない、予防または疾患
の進行の阻害のための更に効果的な計画が提供されるであろう（図１９ａ）。
【０００９】
　タンパク質凝集アッセイ
　前記した推定モデルに基づいて、ＷＯ９６／３０７６６は、固相基質に吸着されている
コア反復ドメインに対応するタウフラグメントが可溶性全長タウを捕捉し、高親和性でタ
ウと結合できる、タウ凝集に関するインビトロアッセイについて記載している。この結合
は、凝集したタウ分子のタンパク質分解性消化に対する安定性を付与する。プロセスは、
自己伝播性であり、典型的な医薬品により選択的に遮断され得る（Wischik, C. M. ら、
前出 (1996)）。
【００１０】
　ＷＯ９６／３０７６６に記載されたインビトロアッセイによりタウ－タウ結合のインヒ
ビターまたはモジュレーターの同定が可能になるが、本発明はアルツハイマー病様タンパ
ク質凝集の細胞基盤のモデルが有用であるとも認識している。かかる細胞性モデルを、タ
ウ－タウ凝集のモジュレーター候補物質の１次スクリーニング、およびＷＯ９６／３０７
６６のインビトロアッセイにおいて既に同定された化合物の２次スクリーニングの双方に
おいて用いることができる。更に、細胞におけるタウ凝集の実証により、病的なタウ凝集
の開始に関与する正常な細胞基質の同定も助けられ、その基質はそれ自体医薬的介入の標
的になり得る。
【００１１】
　しかしながら、多くの文献により、組織培養モデルにおける種々のタウ構築物の発現は
、凝集の実証に失敗したと報告されている（例えばBaum, L. ら、Mol. Brain Res. 34: 1
～17(1995)）。
　これらの問題は、これまでのところインビトロにおける可溶性タウの凝集は、非生理学
的条件下および高濃度で達成されたもののみであると考えられると理解できる（Wischik
、前出 (2000）に総説される）。
　ＷＯ９６／３０７６６は、また細胞環境におけるタウ凝集を研究するための二つの研究
法をも記載している。第１の研究法では、全長タウまたはタウのフラグメントが細胞にお
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いて安定して発現された。第２の研究法では、リポフェクチンの使用により凝集したタウ
が一過的に細胞にトランスフェクションされた。
【００１２】
　これらの研究法は、共にタウ－タウ凝集の研究に関して有用であるが、これらにはいく
つかの限界がある。リポフェクションを用いる、凝集したタウの細胞へのトランスフェク
ションは、凝集したタウそのものの生成と同様に効率が変化しやすい。更に、タウ凝集の
ための最も有効な種であるコアタウフラグメントは、細胞において安定して発現される場
合、毒性であり低発現レベルとなることが見出されている。このように、真核細胞におけ
るＰＨＦコアのトランケートされたタウフラグメントの構成的発現を達成するのは困難で
ある。一過性発現系によりタウ発現の最適化が可能になるが、フラグメントの固有の毒性
によりこれらの系さえも信頼性のないものになっている。タウのより長いフラグメントは
、毒性が低いが、これらは、細胞において発現される場合に凝集が不確実である。
【００１３】
　したがって、例えばタウ分子等の間の相互作用が安定した、そして制御可能な細胞系に
おいて生理学的条件下で調査され得る、そしてアルツハイマー病のごとき症状の可能性の
ある診断、予後または治療用物質に関するスクリーニングに用いることができる代替のモ
デル系が開発されるのが望ましい。
【００１４】
　動物モデル
　インビトロおよび細胞基盤のアッセイは、有用な手段であり得るが、アルツハイマー病
および関連する症状の動物モデルにより脳における生化学的および病的変化ならびに記憶
および行動の障害間の関係の理解に役立つ。更に、これにより疾患過程の病因がインビボ
で試験できるようになり、治療計画を試験できるモデルを提供することが可能になる。
【００１５】
　具体的には、薬物動態という面では、例えば治療の可能性をタンパク質凝集に対する特
定の生化学的活性に関してのみならず、毒性、作用部位での、例えば血液脳関門を通る分
配および半減期に関しても評価できない細胞基盤の系に動物モデルを置く。
【００１６】
　これにもかかわらず、既存のモデルは、ＡＤに特徴的な濃縮体、プラークおよび認識障
害の組み合わせを表すことができない。高齢のイヌおよびヒト以外の霊長類はβアミロイ
ドーシスを進行させるが、タウ病理は、これらの動物の特徴ではない（Walker、(1997)）
。同様に、アミロイドーシスをモデル化したトランスジェニックマウスが作られたが、こ
れは、タウの異常沈着を示さない（Janus、ChishtiおよびWestaway、(2000)）。逆にタウ
病理の動物モデルは、アミロイド病理を実証できない。アルミニウムで処置されたげっ歯
類の脳に蓄積される濃縮体は、ＡＤにおいて見出されるものとはその超微細構造が異なる
（前記を参照）。リン酸化異常のタウに関連する繊維状細胞骨格変化が、高齢のヒヒ、ク
マ、ヒツジおよびヤギにおいて観察されている（Braak、BraakおよびStrothjohann、(199
4); Corkら、(1988); Nelson、GreenbergおよびSaper, (1994); NelsonおよびSaper、(19
95); Roertgenら、(1996); Schultzら、(2000)）。
【００１７】
　いくつかの実験により動物モデルにおけるタウおよびアミロイド間の連鎖が関係してい
ると見なされた。タンパク質ホスファターゼ２Ａのインヒビターであるオカダ酸の長時間
の心室内注入の後、高リン酸化タウが、ラット脳のニューロンの細胞体樹状突起区分に蓄
積する（Arendt、Holzer、Fruth、BrijcknerおよびGartner、(1995)）。更に、オカダ酸
処置によりまたＡβの細胞外沈着の形成および記憶障害をも導かれる。二つの別の実験に
より動物モデルにおけるタウの蓄積にＡβが関係していると見なされた。高齢のアカゲザ
ルの皮質における繊維性Ａβのマイクロインジェクションにより細胞内リン酸化タウの限
局性の蓄積を引き起こされた（Geulaら、(1998)）。これは、年齢および種に依存し；ラ
ットまたは幼若アカゲザルでは、同一の結果が観察されなかった。第２に、ＡＤ随伴変異
を担持するＡＰＰに関してトランスジェニックであるマウスにおいて、タウの限局性沈着
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が観察された（Sturchler-Pierratら、(1997))。
【００１８】
　タウ欠損マウスの脳は、免疫組織化学的に正常であり、培養されたニューロンでは、軸
索の伸長は、影響を受けなかった（Haradaら、（１９９４））。しかしながら、微小管の
安定性は低下し、その構成は、いくつかの小径軸索で変化した。更に、大径軸索における
タウの機能的喪失を補償する微小管関連タンパク質１Ａ（マップ１Ａ）の増加が認められ
た。このように、タウは、特定の軸索の軸索微小管の安定性および構成において非常に重
要であると思われる。それに続く研究によりタウ欠損マウスが、前頭側頭骨痴呆患者に特
徴的な特定の症状に類似の徴候、すなわち人格変化（脱抑制／攻撃性）ならびに記憶およ
び実行機能を呈することが実証された。マウスは、筋衰弱および平衡制御の障害、新しい
環境での活動過剰、および状況恐怖条件付けにおける障害（Ikegami、HaradaおよびHirok
awa、(2000)）を示した。しかしながら、マウスでは、空間学習作業は、ＦＴＤＰ－１７
患者における記憶機能と同様に影響を受けなかった。
【００１９】
　神経原繊維濃縮体および表現型の変化は、３－または４－反復タウアイソフォームに関
するトランスジェニック動物では報告されなかった（Brion、TrempおよびOctave、(1999)
; Gotzら、(1995)）が、これらの知見は、低レベルのタンパク質発現に反映し得る。
　ヒトタウタンパク質を高レベル発現するマウスにおいて、タウパチーの存在下、または
不在下で、運動機能障害が観察された（Ishiharaら、(1999); Spittaelsら、(1999)）。
これらの動物では、繊維状封入体が、ＡＤ　ＰＨＦの超微細構造の特徴を呈しなかった。
【００２０】
　Ｐ３０１Ｌ変異を有するヒトタウを発現する最近のトランスジェニックマウスモデルは
、神経原繊維濃縮体、ニューロン喪失、運動機能不全を進行させる（Lewisら、(2000)）
。これらのマウスにおけるタウ封入体は、ヒト患者において見出されるものに類似する直
線状のリボンフィラメントおよび捻れたリボンフィラメントの双方を示した。このモデル
をアミロイドーシスと組み合わせる試みは、これらのマウスをＡＰＰに関してトランスジ
ェニックであるマウスと交配させることにより進められる。その他のトランスジェニック
マウスモデルは、米国特許第５，９１２，４１０号および第５，８９８，０９４号におい
て論じられている。
【００２１】
　したがって、既存の動物モデルにより、導入遺伝子が、ＰＨＦドメインを含むトランケ
ートされたタウタンパク質の蓄積を導くといういずれかの病的証拠を実証できないことが
示されている。Ｐ３０１Ｌ変異を担持するタウにおいてフィラメントが観察されるが、こ
れはＦＴＤＰ－１７を引き起こし、ＡＤを引き起こさないタウの形態に対応する。今日で
は、ＡＤを引き起こすタウ遺伝子の変異は同定されておらず、そして、したがって純粋に
変異されたタンパク質に基づく研究法は、効果に関して妥当性が限定され得る。
【００２２】
　より詳しくは、実際のＡＤ　ＰＨＦコアで見出されるものに対応するトランケートされ
たコアフラグメントへのタンパク質分解性プロセシングにより明白であるように、これら
の動物モデルにおいて変異されていないタウ凝集についての明白な開示はない。薬物動態
という面で、かかるタンパク質分解性プロセシングを生じる系は、このように技術分野に
貢献するであろう。
【００２３】
　前記したように、化学的修飾よりもむしろタウの立体配座変化がタウ分子の凝集の進行
およびそれに続く重合化に寄与し、ＰＨＦを形成する。
　驚くべきことに、本発明者らはここで、目的のタンパク質、例えばタウ、またはコア凝
集ドメインを含有するそのフラグメントの膜局在形態の合成を引き起こすことによりモデ
ル系におけるこの立体配座の変化を再現することが可能であることを見出した。
　例えばタウまたはタウフラグメントと細胞のまたはオルガネラの膜、例えば細胞の原形
質膜または小胞体の膜との結合が、タウまたはタウフラグメントのさらなる分子の凝集を
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供給することもでき、したがって、幾分ＷＯ９６／３０７６６の固相アッセイ系で観察さ
れるものに類似の様式で、タウ－タウ凝集物の形成を広めることが、意外にも見い出され
た。この技術は、タンパク質凝集型疾患に関係するタンパク質に広く適用できると思われ
る。
【００２４】
　いかなる特定のメカニズムにも限定したくはないが、その適当な基質への結合時に生じ
るタウの立体配座変化を物理学的に誘導することにより、タンパク質の膜局在化合成は、
このタンパク質の高親和性捕捉部位を暴露させることが本発明者らにより示されている。
この立体配座変化の効果により、タンパク質のさらなる凝集が促進されるその種まき立体
配座で、十分に高い局所濃度のタウを作ることができる。これらの観察をタンパク質凝集
が役割を果たすすべての疾患に関係付けることができる。
【００２５】
　種々の態様において、本発明は、適当なタンパク質またはそのコアフラグメントの疾患
様細胞内凝集をモデル化する方法であって、かかる凝集を開始できるタンパク質の膜局在
形態を合成する工程により特徴づけられている方法を提供する。かかる方法を用いて、例
えば凝集のモジュレーターを同定することができる。
　概して膜標的化タンパク質は実際に凝集を行うものであるが、しかしながら第２のタン
パク質型の凝集を引き起こすものである場合もあり、いずれでもよい。
【００２６】
　したがって、本発明の態様では、（ｉ）タンパク質が凝集するか、または立体配座重合
相互作用の誘導を介してタンパク質凝集を開始する疾患に伴うタンパク質から誘導される
凝集部分と、（ｉｉ）異種性膜局在部分とを含む融合ポリペプチドが提供される。
【００２７】
　このように、タンパク質、例えばタウもしくはタウのコアフラグメント、または以下で
論じるような対応するタンパク質を膜局在タンパク質の形態で合成でき、それは、それが
誘導された実際のタンパク質の凝集をモデル化するのに適当なレベルで細胞内凝集および
融合のタンパク質分解過程の種として作用できる。これはまた別の分子（例えば全長タウ
分子）との、または別の分子間での凝集の種をまくこともでき、したがってタンパク質凝
集物の形成を伝播させることができる。
【００２８】
　かかる膜随伴タンパク質凝集物を発現する細胞を、例えばアルツハイマー様疾患の細胞
にてインビボで観察されるような、疾患関連タンパク質凝集のモデルとして用いることが
できる。このモデル系をさらなる研究、例えば以下に詳細に記載するような、可能性のあ
る治療、予後または診断用物質のスクリーニングアッセイに用いることができる。
【００２９】
　したがって、本発明の一つの態様は、タンパク質で立体配座相互作用が誘導される疾患
に伴うタンパク質の凝集を誘導、モデル化または制御する方法であって、（ａ）（ｉ）タ
ンパク質で立体配座重合相互作用が誘導される疾患に伴う第１のタンパク質から誘導され
る凝集部分と、（ｉｉ）異種性膜局在部分とを含む融合ポリペプチドを膜に導入すること
；（ｂ）融合ポリペプチドおよび別のポリペプチド間の立体配座重合相互作用の誘導を引
き起こすまたは可能にする、例えば該別のポリペプチドの凝集を引き起こす工程をと含む
方法が開示される。場合によっては凝集の程度をモニター観察してもよい。
【００３０】
　このおよび別の態様では、別のポリペプチドは、例えば別の融合タンパク質でよいか、
または例えば上記の第１タンパク質との立体配座重合相互作用が誘導される第２のタンパ
ク質を生じる、融合ポリペプチドのタンパク質分解性分解の結果物でよいか、または全く
異なるポリペプチドでよい。
【００３１】
　したがって、本発明の別の好ましい態様では、タンパク質で立体配座相互作用が誘導さ
れる疾患に伴う（第２の）タンパク質の凝集を誘導、モデル化または制御する方法が開示
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され、方法は：
（ａ）（ｉ）タンパク質で立体配座重合相互作用が誘導されるかまたは開始される疾患に
伴う第１のタンパク質に由来する凝集部分と、（ｉｉ）異種性膜局在部分とを含む融合ポ
リペプチドを膜に導入することと；
（ｂ）融合タンパク質を、上記第１のタンパク質との立体配座重合相互作用が誘導される
第２のタンパク質と接触させ、それにより第２のタンパク質と膜局在融合タンパク質との
相互作用が第２のタンパク質の凝集を引き起こすことと；
の工程を含む。場合によっては凝集の程度をモニター観察してもよい。
【００３２】
　好ましい第１および第２のタンパク質の実例を以下に開示し、これは疾患に伴う同一の
または異なるタンパク質から誘導されてよい。とりわけ、第１のタンパク質は（立体配座
変化の誘導の結果として）同一または異なる別のタンパク質の凝集を開始するおよび／ま
たはそれに関与するものであり、第２のタンパク質は相当する疾患において実際に凝集す
るものである。
【００３３】
　好ましい態様では、タンパク質で立体配座相互作用が誘導される疾患に伴うタンパク質
の細胞内凝集を誘導する細胞基盤の方法であって、例えば（ａ）（ｉ）タンパク質で立体
配座重合相互作用が誘導されるか、または開始される疾患に伴う第１のタンパク質から誘
導される凝集部分と、（ｉｉ）異種性膜局在部分とを含む融合ポリペプチドを細胞の膜で
局在化するように細胞に導入することと、（ｂ）上記第１のタンパク質との立体配座重合
相互作用が誘導される第２のタンパク質を細胞に導入することであって、それにより第２
のタンパク質と局在融合タンパク質との相互作用が細胞内凝集、場合によってはいずれか
のタンパク質分解過程を引き起こすことと；の工程を含む方法が開示される。
【００３４】
　再度、場合によっては凝集の程度および／または第２のタンパク質のタンパク質分解過
程をモニター観察してもよい。これは凝集を調節（例えば阻害または逆行）できると思わ
れる一つまたはそれ以上の作用物質の存在下でよい。
　一般に、融合タンパク質および／または第２のタンパク質をコードする核酸を使用する
ことにより方法は実施される。
　いくつかの好ましい態様および本発明の具体例をここで更に詳細に記載する。
【００３５】
　疾患およびタンパク質
　前記したように、本発明は、立体配座重合相互作用が誘導される疾患に伴ういずれかの
タンパク質、すなわちタンパク質の立体配座変化が自己伝播の様式で別のタンパク質分子
の結合および凝集の種をまくことができるものを用いることができる。一度核形成が開始
されると、立体配座変化が、凝集物に、別のタンパク質分解に対するさらなる抵抗性を与
え得る、別のタンパク質分子の立体配座重合の誘導に関与する凝集カスケードが続いて起
こる。このように形成されたタンパク質凝集物は、神経変性、臨床痴呆およびこの群の疾
患のその他の病的症状の最も近い原因であると考えられる。純粋に簡略化のために、この
群の症状を本明細書では「アルツハイマー病様」状態と称する。
【００３６】
　本発明の好ましい具体例では、本発明はタウタンパク質に基づく。本明細書で用いる「
タウタンパク質」なる用語は、一般にタウタンパク質ファミリーのいずれかのタンパク質
を意味する。タウタンパク質は、集合および分解の反復サイクル中に微小管と同時精製さ
れる多くのタンパク質ファミリーのなかの一つとして特徴付けられ（Shelanskiら、Proc.
 Natl. Acad. Sci. USA 70: 765～768(1973)）、微小管関連タンパク質（ＭＡＰ）として
公知である。タウファミリーのメンバーは、特徴的なＮ－末端セグメント、脳において発
達中に制御されるＮ－末端セグメントに挿入されたおよそ５０個のアミノ酸の配列、３１
から３２個のアミノ酸の３または４タンデム反復から成る特徴的なタンデム反復領域、お
よびＣ－末端テールを共有する。このように用語をアルツハイマー病の脳においてＰＨＦ
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（および最終的には神経原繊維濃縮体）を形成するタウ分子により例示するが、これに限
定するものではない。実際に、ＰＨＦは細胞体樹状突起区分に蓄積し、ここで主要な微小
管関連タンパク質はＭＡＰ２である（Matus, A.、Microtubules(HyamsおよびLloyd編)155
～166頁、ジョン・ウィレイ・アンド・サンズ、ニューヨーク）。ＭＡＰ２アイソフォー
ムはタンデム反復領域ではタウタンパク質とほとんど同一であるが、Ｎ－末端ドメインの
配列および範囲で双方は実質的に異なる（図７および８；KindlerおよびGarner、Mol. Br
ain Res. 26: 218～224(1994)）。それにもかかわらず、タンデム反復領域における凝集
は、特異的なタウコアアミノ酸配列に選択的ではない。したがって本明細書におけるタウ
－タウ凝集に関連するいずれかの論考は、タウ－ＭＡＰ２凝集およびＭＡＰ２－ＭＡＰ２
凝集にも関連すると考えるべきである。
【００３７】
　図２０は、本発明で用いることができる種々のその他の疾患随伴凝集タンパク質を列挙
する表を示す。各々の場合で、（複数の）タンパク質の凝集および／または変異の開始が
役割を果たし得る疾患または複数の疾患もまた列挙される。疾患の活性の原因となるドメ
インまたは変異が列挙され、そして好ましくは、少なくともタンパク質のこの最小部分の
すべてまたは部分が、本発明において膜標的化「捕捉」または「種まき」タンパク質とし
て用いられるタンパク質に含まれる。
【００３８】
　表から見られるように、病的タンパク質凝集により特徴づけられる疾患の実例には、運
動ニューロン疾患およびレビ小体疾患が含まれる。更に、ニューロン変性障害例えばピッ
ク病および進行性核上性麻痺の病因は、各々新皮質の歯状回および星状錐体細胞における
病的にトランケートされたタウ凝集物の蓄積に相関するようである（Wischikら、前出 (2
000)）。
【００３９】
　特定の好ましい具体例では、発明は本明細書で論じられる型の疾患の最初の段階に関係
し得るタンパク質を用いる。例えばWischik, C. M. ら、前出（1997）では、ＡＤにおけ
るタウ捕捉の開始に関係し得る前記種々の膜タンパク質およびアミロイドタンパク質前駆
体について論じられている。これにはプレセニリンおよびミトコンドリアタンパク質、例
えばｂｃ１酵素複合体のコアタンパク質２（ＣＰ２）、ＡＴＰシンターゼサブユニット９
（ＡＴＰ　Ｓ－９）およびポリンなどがある。このように本発明の好ましい具体例は図２
１の表に示されるこれらの分子のこれらの領域を含む膜標的化タンパク質を利用できる。
【００４０】
　したがって、タウタンパク質またはタウ様タンパク質（例えばＭＡＰ２）に関して本発
明の具体例が記載される前記の論考を鑑みて（そしてそれ以外を要求する局面は除く）、
記載は、前記で論じた別のタンパク質（例えばβアミロイド、シヌクレイン、プリオン、
適当なミトコンドリアタンパク質等）または凝集の伝播に必須であるドメインにおける立
体配座変化により類似の病的凝集が開始または行われ得る、またはこの形成された凝集物
にタンパク質分解安定性を与えるその他のタンパク質に同等に適用されると考えるべきで
あると理解されよう（Wischikら、による文献（「Neurobiology of Arzheimer's Disease
」第2版(2000）、Dawbarn, D. およびAllen, S. J. 編、分子および細胞神経生物学シリ
ーズ、バイオス・サイエンティフィック・パブリッシャーズ、オックスフォード））。す
べてのかかるタンパク質を本明細書では「凝集性疾患タンパク質」と称し得る。
【００４１】
　本明細書で「タウ－タウ凝集」等の記載を行ったのと同様に、これはまた別の「凝集タ
ンパク質凝集」、例えばβアミロイド凝集、プリオン凝集およびシヌクレイン等にも適用
できると考えられる。「タウタンパク質分解性分解」等も同様である。
【００４２】
　前記で記載した方法で使用するためのタンパク質は、適当な場合（例えばタウ－タウ結
合の研究において）技術分野の当業者に公知の方法により、例えば各々の参照文献におい
て記載されるように、脳組織から単離することができる。可溶性タウをヒト脳組織または
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動物脳組織のいずれかから死後２４時間以内の遅れで単離することができる（Wischikら
、前出 (1988)、(1995a)）。微小管タンパク質は、Shelanskiら（前出 (1973)）にしたが
って温度依存的な集合・分解の３サイクルにより得ることができる。ＷＯ９６／３０７６
６に記載される方法に類似してタンパク質のリポフェクションを実施することができる。
更に好ましくは、例えばタウタンパク質およびそのフラグメントの生成は、以下に記載さ
れるような慣用される組換えＤＮＡ技術により達成される。
【００４３】
　フラグメント、誘導体および対照
　発明が全長タンパク質を用いるという要件はなく、実際にこれは、特定の局面では望ま
しくない。同様に、用いるタンパク質は、Ｎ－またはＣ－末端伸長を含み得る。
　後記の実施例に示すように、融合体の凝集部分の特性は、別の分子の不在下でさえも適
当なレベルの凝集（および可能なタンパク質分解性プロセシング）が達成されることであ
る。
　または、または加えて、凝集に関与する別の分子（例えば全長疾患タンパク質分子）を
提供できる。
【００４４】
　本発明の好ましい具体例では、細胞基盤の方法かまたは本明細書で記載されるインビト
ロの方法のいずれかで合成されるような融合ポリペプチドは、トランケートされたフラグ
メントを含むかまたは本質的にトランケートされたフラグメントからなる。かかるフラグ
メントは一般に「コアフラグメント」であり、この用語は別のタンパク質（これは同一ま
たは異なっていてよい）に結合して凝集を開始または伝播させることができるタンパク質
のその部分を意味する。凝集する疾患タンパク質の場合、かかるコアフラグメントは、ま
た凝集物のタンパク質分解の安定性に寄与する可能性がある。
【００４５】
　したがって、例えば「タウコアフラグメント」はタンデム反復領域（「コアタンデム反
復領域」）に由来するトランケートされたタウタンパク質配列を含むタウフラグメントで
あり、これは適当な条件下で、別のタウタンパク質またはＭＡＰ２タンパク質のタンデム
反復領域に高い親和性で結合できる。
【００４６】
　融合ポリペプチドが、タウから誘導される場合、好ましくはトランケートされたフラグ
メントが全長タンパク質の約１８６～２９６から約３９０～４４１に伸びるフラグメント
を含み、更に好ましくは以下の部分のいずれかを含む：１８６から３９０または３９１ま
たは４４１；２９６から３９０または３９１または４４１（図５および１０参照）。本明
細書にて後記する実施例では、タウフラグメントのシグナル配列へのライゲーションによ
りアミノ酸１８６～１８９が破壊され、それにより出発アミノ酸が１９０に相当した。
【００４７】
　ＡＰＰ（アミロイド前駆体タンパク質）の場合、例えば融合タンパク質として１～４０
または１～４２アミノ酸のＡβドメインを含むＡＰＰのフラグメントの発現が好ましい。
　その他のコアフラグメントは例えば図２０および２１に関して論じられたドメインに基
づいてよい。
　融合ポリペプチドの全長は、アッセイおよび用いられている凝集性疾患タンパク質コア
フラグメントに適しているいずれの長さでもよいが、一般に３０、４０、５０、６０、７
０、８０、９０、１００、２００または５００個のアミノ酸の長さ以上である。
【００４８】
　指定したタンパク質（例えばコアフラグメント）または列挙した核酸配列について論じ
る本明細書の全例において、対応する参照タンパク質（または核酸）の誘導体またはその
他の変種が参照配列の適当な特性を保持する場合、必要に応じてそれを用いてよい。かか
る誘導体は、また参照配列と配列同一性を共有する。
【００４９】
　原則的に、誘導体は、技術分野で公知の手段により残基またはＮＢもしくはＣ－末端基
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の側鎖として生じる官能基から調製され得る化学的誘導体でよい。これらの誘導体にはカ
ルボキシル基の脂肪族エステル、アンモニアまたは１級もしくは２級アミンとの反応によ
るカルボキシル基のアミド、アシル部分で形成されたアミノ酸残基の遊離アミノ基のＮ－
アシル誘導体（例えばアルカノイルまたは炭素環式アロイル基）またはアシル部分とで形
成された遊離ヒドロキシル基のＯ－アシル誘導体（例えばセリル－またはセロニル残基の
Ｏ－アシル誘導体）などが含まれ得る。
【００５０】
　更に一般的には、誘導体は、参照配列のアミノ酸挿入、欠失または付加の方法によるも
のである。例えば、タウタンパク質またはタウコアフラグメント、誘導体は少なくともタ
ウタンパク質のタンデム反復領域に類似する部分アミノ酸配列を含むが、天然のタウもし
くはそのフラグメントの一つもしくはそれ以上のアミノ酸が置換されているか、もしくは
削除されているか、または別のアミノ酸が挿入されている。
【００５１】
　結合活性を増強するかまたは除去するために、かかる変化を作ることができる（後者の
場合は対照実験に有用である）。対照は、配列またはドメインの欠失を含有し、これらが
有する凝集に及ぼす影響を調べることができる。
　好ましい誘導体は、病態に伴うことが解っているか、または推測されるものに対応する
変異を組み込むものでよい。これらは、タウ配列内にＰ３０１Ｓに対応する変化を含有で
きる（図５参照）。別の変異には、Ｇ２７２Ｖ、Ｇ３８９Ｒ、Ｐ３０１Ｌ、Ｎ２７９Ｋ、
Ｓ３０５Ｎ、Ｖ３３７Ｍ、Ｇ２７２Ｖ、Ｋ２８０Δ、Ｒ４０６Ｗ（Ｗｉｓｃｈｉｋら、前
記（２０００）をも参照）などがある。
【００５２】
　別の好ましい誘導体には、前記で論じたコアフラグメントのタンデム反復、またはこれ
らのフラグメント内の結合ドメインなどがある。
　更に別の誘導体は、配列が混合されているかまたは組み合わされている複数の関連する
疾患タンパク質に基づくキメラ生成物に基づくことができる。例えばタウの制限酵素フラ
グメントは、ＭＡＰ２のフラグメントまたは関連性のない遺伝子のフラグメントとでさえ
ライゲートして組換え誘導体を作製することができる。コアフラグメントを修飾するため
の代替の試験計画は、Hoら、Gene 77: 51～59(1989）に記載されるようなＰＣＲ、または
ＤＮＡシャフリング（Crameriら、Nature 391(1998)）を用いる。
【００５３】
　膜局在配列
　融合の異種性膜局在または標的部分は、いずれかの適当なタンパク質からのいずれかの
適当なシグナル配列、例えばラットアルブミンから誘導されるシグナル配列でよい。また
は、これは元来の局在部分から誘導される修飾された配列でよい。しかしながら、各々の
場合、これは「天然には」凝集部分と共に生じない配列である。タンパク質におけるシグ
ナル配列の存在は、新生ポリペプチド／リボソーム複合体をＥＲ膜に志向させ、そこで複
合体は、膜に挿入され得る。次いでＥＲの膜を通り、そしてＥＲ内腔への移動は、タンパ
ク質の疎水性に依存して生じ得る。
【００５４】
　シグナル配列は、タンパク質の膜局在形態の発現のために選択された宿主細胞に依存し
て、原核細胞シグナル配列、例えばアルカリ性ホスファターゼ、ペニシリナーゼ、ｌｐｐ
、または熱安定性エンテロトキシンＩＩリーダーでよい。酵母発現のためには、シグナル
配列は、例えば酵母インベルターゼリーダー、アルファ因子リーダー（サッカロミセス（
Saccharomyces）およびクルイベロミセス（Kluyveromyces）α－因子リーダーを含み、後
者は、米国特許第５，０１０，１８２号に記載されている）または酸ホスファターゼリー
ダー、Ｃ．アルビカンス（C. albicans）グルコアミラーゼリーダー（ＥＰ３６２，１７
９）、またはＷＯ９０／１３６４６に記載されるシグナルでよい。哺乳動物細胞発現では
、哺乳動物シグナル配列、例えばラットアルブミンに由来するものを用いることができ、
またはウイルスリーダー配列を用いることができる。
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【００５５】
　この膜局在部分は、また膜アンカー配列および／または輸送停止配列をも含むことがで
きる。一般にこれはタンパク質に好ましく、そうでなければ固有の（疎水性）特性により
、シグナルペプチドに融合された場合にタンパク質が分泌または細胞外に配置される。膜
アンカードメインを組み込んで、タンパク質全体がＥＲの内腔に移され、最終的に分泌さ
れるのを防御することができる。概して、タンパク質は、随伴するいずれかのタンパク質
が細胞質で外来性のタンパク質と相互作用できるように、サイトゾル表面に指向されなけ
ればならない。
【００５６】
　その他の結合パートナー
　本発明の一つの態様では、タンパク質、例えばタウまたはタウのコアフラグメントの膜
局在発現を用いてそのタンパク質またはフラグメントの特異的結合パートナー、例えばタ
ウまたはそのフラグメントの膜局在化形態に結合できるタウまたはタウのコアフラグメン
ト以外のタンパク質をスクリーニングできる。
【００５７】
　したがって、本発明は、またタンパク質の膜局在化発現を引き起こすかまたは可能にす
ることと、そのタンパク質を一つまたはそれ以上の可能性のある結合パートナーと接触さ
せることと、および可能性のある結合パートナーが膜局在タンパク質に結合しているかど
うかを決定することとを含む、目的のタンパク質（例えばタウ）の特異的結合パートナー
をスクリーニングする方法にも関する。
【００５８】
　目的のタンパク質および可能性のある結合パートナー間の結合の検出を、前記で詳細に
記載したいずれかの適当な方法を用いて実施できる。
　方法にはこのように同定された特異的結合パートナーを回収するさらなる工程を含める
ことができる。
　このように、本発明によりタンパク質、例えばタウの特異的結合パートナーの同定が可
能になり、これはアルツハイマー病様凝集におけるかかるタンパク質の別の病的結合パー
トナーを表すことができる。
【００５９】
　核酸構築物の使用
　一つの好ましい態様では、前記の（工程（ａ）の）（結合）融合ポリペプチドは、構成
プロモーターの転写制御下で細胞内に発現させることにより細胞に導入されるが、一方（
工程（ｂ）の）第２の（「遊離」）タンパク質は、適当な誘導物質の存在下、誘導プロモ
ーターの転写制御下で細胞内に発現させることにより導入される。または、逆に、（ａ）
および（ｂ）タンパク質を各々誘導的におよび構成的に発現させることができる。
【００６０】
　この系を用いて細胞における凝集のレベルまたは時期を制御することができる。
　とりわけ好ましいのは、細胞基盤のタウ－タウ結合アッセイのための以下の立体配座で
ある：コアＰＨＦのトランケートされたタウユニットに相当するタウフラグメントは、タ
ンデム反復領域内の高親和性タウ－タウ結合部位に暴露されるように、宿主細胞において
、そして細胞を殺さないレベルで、すなわち安定した細胞系にて膜局在形態で構成的に発
現される。好ましくはタウフラグメントは、コア反復ドメインフラグメントよりも長く（
適当には全長タウの１８６～３９０または１８６～４４１のアミノ酸残基）、これは凝集
および毒性の間でバランスをとることができる。
【００６１】
　本発明の核酸、または本発明で使用するための核酸は、実質的に純粋もしくは均質な形
態で、または元来の種の別の核酸を含まずに、もしくは実質的に含まずに、その天然の環
境から単離および／または精製された形態で提供され得る。本明細書で用いる場合、「単
離された」なる用語はこれらの可能性をすべて含む。
　融合ポリペプチドをコードする核酸は、それが天然で一緒に見出されない（隣接して作
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動しない）が、人工的にライゲートされているかそうでなければ組み合わされている核酸
配列を含むという点で、少なくとも部分的に合成性である。
【００６２】
　本発明による核酸は、ｃＤＮＡ、ＲＮＡ、ゲノムＤＮＡおよび修飾された核酸または核
酸アナログの形態であるか、またはそこから誘導され得る。ＤＮＡ配列が、例えば図を参
照して指定されている場合、局面がそれ以外を要求するのでなければ、そこでＴがＵに置
換されているＲＮＡ等価物は含まれる。
【００６３】
　とりわけ、核酸は、本明細書で開示されるいずれかの配列を含む、その配列から成る、
または本質的にその配列から成ってよい（これは遺伝子、ゲノムクローン、またその他の
配列、ｃＤＮＡ、またはこれらのいずれかのＯＲＦもしくはエクソン等でよい）。本明細
書で発明の核酸（ヌクレオチド配列）について言及する場合、その核酸（またはヌクレオ
チド配列）の相補体もまた本発明に包含される。各々の場合、「相補体」は、参照と同一
の長さであるが、参照と１００％相補的であり、それにより各々のヌクレオチドでその相
手と、すなわちＧはＣと、ＡはＴまたはＵと塩基対形成する。
【００６４】
　したがって、本発明は、また別の態様で、シグナル配列、および、必要な場合、膜アン
カードメインまたは輸送停止配列をコードする配列に連結され、それによりコード化され
たポリペプチドがＥＲ膜に挿入されるようになる、前記で論じた融合タンパク質、例えば
凝集性疾患タンパク質をコードするヌクレオチド配列またはそのタンデム反復ドメイン（
すなわち神経変性障害、例えばアルツハイマー病に関係するタンパク質またはそのフラグ
メント）を含む核酸分子にも関する。
【００６５】
　シグナル配列に連結された目的のタンパク質をコードする核酸分子は、場合によって外
来性３′非翻訳領域配列、例えばラットグロビリンから誘導される配列を含んでもよい。
３′非翻訳領域の特性は、細胞のＥＲへのタンパク質の標的化の効率に影響するようであ
り、そして３′非翻訳領域の配列は、そのために選択され得る（Partridge, K. A. ら、C
ytotechnology 30: 37～47(1999)）。
【００６６】
　前記したように、核酸は、問題の参照配列と相同性を共有する誘導体またはその他の変
種をコードできる。好ましくは、問題の核酸および／またはアミノ酸配列は、変種が基づ
く配列の約５０％、または６０％、または７０％、または８０％、最も好ましくは少なく
とも約９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９％の同一性を共有する。類
似性または相同性は、技術分野で標準使用であるAltschulら、J. Mol. Biol. 215: 403～
410(1990）のＴＢＬＡＳＴＮプログラム、または、そしてこれが好ましいのであるが、デ
フォルト・パラメーターを用いる標準的なプログラムBest Fit（ウィスコンシン・パッケ
ージ、バージョン８、１９９４年９月（ジェネティクス・コンピューター・グループ、５
７５　サイエンス・ドライブ、マジソン、ウィスコンシン、米国、ウィスコンシン５３７
１１）の一部である）により定義および決定できる。特定の配列相同性の核酸分子間のハ
イブリダイゼーションを達成するのに必要なストリンジェンシー条件を算出するための一
般式は：Ｔｍ＝８１．５℃＋１６．６Ｌｏｇ［Ｎａ＋］＋０．４１（％　Ｇ＋Ｃ）－０．
６３（％ホルムアミド）－６００／二重鎖の＃ｂｐ。
【００６７】
　本明細書に含まれる情報および参照ならびに技術分野で公知の技術（例えばSambrook、
FritschおよびManiatis、Molecular Cloning、A Laboratory Manual(1989）、コールド・
スプリング・ハーバー・ラボラトリー・プレス、ならびにAusubelら、Short Protocols i
n Molecular Biology(1992）、ジョン・ウェレイ・アンド・サンズ、参照）を用いて技術
者は、本発明にしたがってシグナル配列に連結されたポリペプチドまたはペプチドをコー
ドする核酸配列を容易に調製できる。これらの技術には、（ｉ）適当な核酸、例えばゲノ
ム供給源からのサンプルを増幅するためのポリメラーゼ連鎖反応の使用、（ｉｉ）化学的
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合成、または（ｉｉｉ）ｃＤＮＡ配列の調製などがある。このように調製された核酸を次
いで適当なシグナルペプチドをコードする配列に連結できるか、またはかかるシグナルペ
プチドコード化配列を含むベクター構築物に挿入することができる。組換え脊椎動物細胞
培養における膜局在タンパク質の合成に適用するのに適した別の方法はGethingら、Natur
e 293: 620～695(1981); Manteiら、Nature 281: 40～46(1979）；ＥＰ１１７，０６０；
およびＥＰ１１７，０５８に記載されている。
【００６８】
　例えば、タウコアフラグメントをコードするＤＮＡを作製でき、これを、コード化ＤＮ
Ａを取ること、発現される部分のいずれかの側の適当な制限酵素認識部位を同定すること
、およびＤＮＡから上記部分を切断することによることなどの、技術分野の当業者に公知
のいずれかの適当な方法に用いることができる。タンパク質（例えばタウ）コード化配列
への修飾を、例えば位置指定変異誘発を用いて作製することができる。
【００６９】
　構築物
　本発明の細胞基盤のアッセイの態様では、シグナル配列および、必要とする場合、アン
カーまたは輸送停止配列に連結された規定のタンパク質をコードする核酸を含み、そして
場合によっては外来性３′非翻訳領域の配列を含んでもよい発現構築物またはベクターの
細胞中での発現を誘導または可能にすることにより、目的のタンパク質、例えばタウまた
はタウのフラグメントの膜局在形態の構築を達成できる。
【００７０】
　概して、新生タンパク質分子が連結されるシグナル配列をコードする核酸は、ベクター
そのものの成分でよいか、またはベクターに挿入された外来性タンパク質コード化ＤＮＡ
の一部分でよい。
　構築物は、かかる系に一般に含まれるような、そして以下に記載されるような、いずれ
かその他の制御配列または構造エレメントを含むことができる。シグナル配列と同様に、
ベクター成分には、通常、非限定例としては一つまたはそれ以上の複製起点、一つまたは
それ以上のマーカー遺伝子、一つまたはそれ以上のマーカー遺伝子、エンハンサーエレメ
ント、プロモーター、および転写終止配列などがある。一つまたはそれ以上のこれらの成
分を含有する適当なベクターの構築には、技術者に公知の標準的なライゲーション技術を
用いる。
【００７１】
　ベクターが一つまたはそれ以上の選択された宿主細胞において複製されることを可能に
する核酸配列は、種々の細菌、酵母およびウイルスに関して公知である。例えば、種々の
ウイルス起源（ＳＶ４０、ポリオーマ、アデノウイルス、ＶＳＶまたはＢＰＶ）は、哺乳
動物細胞におけるクローニングベクターとして有用である。
　とりわけ好ましいのは、本明細書で記載する核酸を含む発現ベクターである。ベクター
は、例えば細胞により取り込まれ得るプラスミド、コスミド、ウイルス粒子、ファージ、
またはいずれかその他の適当なベクターもしくは構築物の形態でよく、そしてこれを用い
て凝集性疾患タンパク質、例えばタウまたはタウコアフラグメントの膜局在形態を発現さ
せる。
【００７２】
　発現ベクターは、ｍＲＮＡ合成を志向するように、通常目的のタンパク質コード化核酸
配列に作動可能に連結されるプロモーターを含有する。種々の可能性のある宿主細胞によ
り認識されるプロモーターは、公知である。「作動可能に連結された」とは、同一の核酸
分子の一部として結合され、適当に配置され、そして転写がプロモーターから開始される
ように配向されていることを意味する。プロモーターに作動可能に連結されたＤＮＡは、
プロモーターの「転写制御下」にある。哺乳動物宿主細胞におけるベクターからの転写は
、ウイルス例えばポリオーマウイルス、鶏痘ウイルス、アデノウイルス（例えばアデノウ
イルス２）、ウシ乳頭腫ウイルス、トリ肉腫ウイルス、サイトメガロウイルス、レトロウ
イルス、Ｂ型肝炎ウイルスおよびシミアンウイルス４０（ＳＶ４０）のゲノムから、異種
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性哺乳動物プロモーター、例えばアクチンプロモーターまたは免疫グロブリンプロモータ
ーから、および熱ショックプロモーターから得られるプロモーターにより、かかるプロモ
ーターが宿主細胞系に適合する場合に制御される。
【００７３】
　真核宿主細胞（酵母、菌類、昆虫、植物、動物、ヒト、またはその他の多細胞生物から
の有核細胞）において用いられる発現ベクターは、転写の終止およびｍＲＮＡの安定化に
必要な配列をも含有する。
【００７４】
　プロモーターは、技術分野の当業者によりよく理解されている、いわゆる「誘導可能」
でよく、発現は、適用された刺激に応答して「スイッチ・オン」または増加する。刺激の
特性は、プロモーター間で変化する。ある誘導プロモーターは、適当な刺激の不在下では
わずか、または検出不能なレベルの発現（または発現しない）しか引き起こさない。また
別の誘導プロモーターは、刺激の不在下で検出可能な構成的発現を引き起こす。刺激の不
在下での発現のレベルにかかわらず、いずれかの誘導プロモーターからの発現は、正確な
刺激の存在下で増加する。以下の実験では、Ｌａｃ誘導プロモーターを使用している。
【００７５】
　本発明の発現ベクターは、一つまたはそれ以上の選択遺伝子をも含有できる。典型的な
選択遺伝子は、（ａ）抗生物質またはその他の毒素、例えばアンピシリン、ネオマイシン
、メソトレキセート、またはテトラサイクリンに対する抵抗性を付与する、（ｂ）栄養要
求欠損を補足する、または（ｃ）複合培地から利用できない必須栄養を供給するタンパク
質をコードし、例えば杆菌のＤ－アラニンラセマーゼをコードする遺伝子である。哺乳動
物細胞に適した選択マーカーの実例は、規定の膜標的タンパク質コード化核酸を取り込む
受容能力のある細胞の同定を可能にするもの、例えばＤＨＦＲまたはチミジンキナーゼで
ある。野生型ＤＨＦＲを用いる場合、適当な宿主細胞は、ＤＨＦＲ作用が欠如したＣＨＯ
細胞系であり、Urlaubら、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 4216(1980）に記載されるよ
うに調製および増殖される。酵母での使用に適した選択遺伝子は、酵母プラスミドＲｐ７
に存在するｔｒｐ１遺伝子である［Stinchcombら、Nature 282: 39(1979); Kingsmanら、
Gene 7: 141(1979); Tschemperら、Gene 10: 157(1980)］。ｔｒｐ１遺伝子は、トリプト
ファン中で成長する能力を欠いた酵母の変異株のための選択マーカー、例えばＡＴＣＣ：
４４０７６またはＰＥＰ４－１を提供する［Jones, Genetics 85: 12(1977)］。
【００７６】
　形質転換
　したがって、前記で言及された方法は、更に核酸を宿主細胞に導入することを含む。一
般に「形質転換」として限定されないで言及され得る（とりわけインビトロ導入に関する
）導入は、いずれか利用可能な技術を用いることができる。真核細胞では、適当な技術に
は、リン酸カルシウムトランスフェクション、ＤＥＡＥデキストラン、電気泳動、リポソ
ーム媒介トランスフェクションおよびレトロウイルスもしくはその他のウイルス、例えば
ワクシニアまたは昆虫細胞に関してはバキュロウイルスを用いる形質導入などがある。
【００７７】
　Sambrookら、前記塩化カルシウムを用いるカルシウム処置、またはエレクトロポレーシ
ョンは、一般に原核細胞または実質的な細胞壁を含有するその他の細胞に関して用いられ
る。アグロバクテリウム・ツメファシエンス（Agrobacterium tumefaciens）での感染は
、Shawら、Gene 23: 315(1983）および１９８９年６月２９日発行のＷＯ８９／０５８５
９に記載されるように、特定の植物細胞の形質転換に関して用いられる。
【００７８】
　かかる細胞壁を有さない哺乳動物細胞に関しては、Grahamおよびvan der Eb、Virology
 52: 456～457(1978）のリン酸カルシウム沈殿法を用いることができる。哺乳動物細胞宿
主系形質転換の一般的な態様は、米国特許第４，３９９，２１６号に記載されている。酵
母への形質転換は典型的にはVan Solingenら、J. Bact. 130: 946(1977)およびHsiaoら、
Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 76: 3829(1979）の方法にしたがって実施する。しかしな
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がら、細胞へのＤＮＡの導入のためのその他の方法、例えば核マイクロインジェクション
、エレクトロポレーション、無傷細胞との細菌性プロトプラスト融合、またはポリカチオ
ン、例えばポリブレン、ポリオルニチンによる方法をも用いることができる。哺乳動物細
胞を形質転換するための種々技術に関しては、Keownら、Methods in Enzymology 185: 52
7(1990)およびMansourら、Nature 336: 348～352(1988)を参照されたい。
【００７９】
　宿主細胞
　発明に用いるのに適当な宿主細胞には、細菌、真核細胞、例えば哺乳動物および酵母細
胞、ならびにバキュロウイルス系などがある。
　異種性ポリペプチドの発現のために技術分野で利用可能な哺乳動物細胞系には繊維芽細
胞３Ｔ６細胞、ＨｅＬａ細胞、ベビー・ハムスター腎臓細胞、ＣＯＳ細胞、ＳＶ４０によ
り形質転換されたサル腎臓ＣＶ１系（ＣＯＳ－７、ＡＴＣＣ　ＣＲＬ１６５１）、チャイ
ニーズハムスター卵巣細胞／－ＤＨＦＲ（CHO、UrlaubおよびChasin、Proc. Natl. Acad.
 Sci. USA 77: 4216(1980)）；マウスセルトリ細胞（TM4、Mather、Biol. Reprod. 23: 2
43～251(1980)）；ヒト肺細胞（Ｗ１３８、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　７５）；ヒト肝臓細胞（
Ｈｅｐ　Ｇ２、ＨＢ８０６５）；マウス乳腺癌細胞（ＭＭＴ　０６０５６２、ＡＴＣＣ　
ＣＣＬ５１）；および多くのその他のものなどがある。好ましいものは、いずれかの範囲
の公知の神経芽腫細胞系、例えばＮ２Ａ、Ｎ１Ｅ、ＳＹ５Ｙである。
【００８０】
　適当な原核細胞宿主には、非限定例としては、真性細菌、例えばグラム陰性またはグラ
ム陽性生物、例えばエンテロバクテリアーシー（Enterobacteriaceae）、例えば大腸菌（
Ｅ．ｃｏｌｉ）などがある。種々の大腸菌株は公に入手可能であり、例えば大腸菌Ｋ１２
　ＭＭ２９４株（ＡＴＣＣ　３１４４６）；大腸菌Ｘ１７７６（ＡＴＣＣ　３１５３７）
；大腸菌Ｗ３１１０（ＡＴＣＣ　２７３２５）およびＫ５　７７２（ＡＴＣＣ　５３６３
５）である。真核性微生物、例えば糸状菌または酵母もまたベクターに適したクローニン
グまたは発現宿主である。サッカロミセス・セルビジエ（Saccharomyces cerevisiae）は
一般に用いられる下等真核性宿主微生物である。適当な宿主細胞の選択は、技術分野の技
術範囲内であると考えられる。
【００８１】
　別の態様では、本発明は、前記で記載された本発明の異種性核酸を含有する宿主細胞を
提供する。本発明の核酸を宿主細胞のゲノム（例えば染色体）に組み込むことができる。
標準的な技術にしたがってゲノムとの組換えを促進する配列を封入することにより組み込
みを促進できる。または、核酸を細胞内の染色体外ベクター上にあるか、またはそうでな
ければ細胞に対して認識可能な異種性もしくは外来性であってよい。概して、細胞系は、
タンパク質例えばタウまたはその誘導体の膜局在形態を発現でき、細胞系は、タンパク質
またはその誘導体をコードする核酸で形質転換されている。好ましい細胞系は、繊維芽細
胞系、例えば３Ｔ６に基づくものでよい。
【００８２】
　発現産物
　膜局在タンパク質の生成に関して本明細書で記載された発現またはクローニングベクタ
ーでトランスフェクトまたは形質転換された宿主細胞を、プロモーターを誘導し、形質転
換体を選択し、または望ましい配列をコードする遺伝子を増幅するのに適当なように修飾
された、慣用される栄養培地中で培養することができる。培養条件、例えば培地、温度、
ｐＨ等は、過度な実験を行わないで技術者により選択され得る。概して、細胞培養の生産
性を最大にするための原理、プロトコル、および実施技術を「Mammalian Cell Biotechno
logy: a Practical Approach」M. Butler編、ＪＲＬプレス(1991)およびSambrookら（前
記）に見出すことができる。
【００８３】
　遺伝子発現を、例えばサザン・ブロッティング、ｍＲＮＡの転写を定量化するための慣
用されるノーザン・ブロッティング［Thomas、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 5201～5



(19) JP 4580618 B2 2010.11.17

10

20

30

40

50

205(1980)］、ドットブロッティング（ＤＮＡ分析）、またはインサイチュー・ハイブリ
ダイゼーションにより、凝集性疾患タンパク質の配列に基づいて、適当に標識されたプロ
ーブを用いてサンプル中で直接確認することができる。または、ＤＮＡ二重鎖、ＲＮＡ二
重鎖、およびＤＮＡ－ＲＮＡハイブリッド二重鎖またはＤＮＡ－タンパク質二重鎖などの
特異的二重鎖を認識できる抗体を用いることができる。
【００８４】
　または、遺伝子発現を免疫学的方法、例えば細胞または組織切片の免疫組織学的染色に
より、および細胞培養のアッセイにより測定して、遺伝子生成物の発現を直接定量化する
ことができる。サンプル液の免疫組織学的染色および／またはアッセイに有用な抗体は、
モノクローナルまたはポリクローナルのいずれかでよく、いずれかの哺乳動物において調
製することができる。便利なことには、凝集疾患ポリペプチドの元来の配列に対する抗体
を調製することができる。
【００８５】
　このように本発明の一つの態様は、遺伝子発現のための条件下で、コードされたポリペ
プチド（またはペプチド）が生成されるように、例えば宿主細胞（これは実際に形質転換
された細胞を含むが、より可能性があるのは細胞が形質転換された細胞の子孫である）を
培養することにより、本明細書で論じられた核酸からの発現を引き起こすかまたは可能に
する必要がある。
　本発明は、また前記の態様の膜局在ポリペプチドまたはペプチドを作製する方法をも包
含し、方法は、前記した核酸からの発現を含む。ポリペプチドの発現を引き起こすかまた
は可能にする適当な条件下で、かかるベクターを含有する宿主細胞を培養物中で成長させ
ることの代替として、本明細書で前記したインビトロ系、例えば網状赤血球ライゼート系
でポリペプチドおよびペプチドを発現させることができる。
【００８６】
　概して、発現による産生の後、コードされた融合ポリペプチドをそれが発現される環境
下で、すなわち融合ポリペプチドをそれが局在している膜から単離しないで利用する。こ
のように、前記で論じたように、驚くべきことにタンパク質の膜局在形態を用いてアルツ
ハイマー様タンパク質凝集を擬似する様式で、別のタンパク質分子の凝集の種をまくこと
ができることが本発明者らにより見出された。このように、膜局在アルツハイマー病様タ
ンパク質凝集をその膜（例えばＥＲ膜）において展示する細胞を、別のスクリーニングア
ッセイ（その論考に関しては以下を参照）に用いることができる。
【００８７】
　それにもかかわらず、発明のポリペプチドを、場合に応じて、膜分画の形態、または膜
自体から単離された形態のいずれかで、宿主細胞および／または培養培地から単離および
／または精製することができる。公知の方法、例えば異なる速度での遠心により、硫酸ア
ンモニウムでの沈殿により、透析（正常圧で、または減圧下で）により、分離用等電点電
気泳動により、調製用ゲル電気泳動により、または種々のクロマトグラフィー法、例えば
ゲル濾過、高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）、イオン交換クロマトグラフィー、
逆相クロマトグラフィーおよび親和性クロマトグラフィー（例えばセファロース（商標）
ブルーＣＬ－６Ｂで、またはキャリヤ結合モノクローナル抗体で）によりタンパク質を実
質的に均質になるまで精製できる。
【００８８】
　したがって、本発明は、別の態様では、前記の態様で提供されるような核酸によりコー
ドされるポリペプチド、例えばシグナルペプチドおよび（必要な場合）アンカーおよび／
または輸送停止配列に連結されたポリペプチドまたはそのフラグメントに関する（例えば
、タウまたはタウのコアフラグメントに基づいて）。好ましい具体例では、ポリペプチド
は凝集性疾患タンパク質、例えばタウタンパク質またはその誘導体を含む。更に好ましく
は、タンパク質は前記したタウコアフラグメントを含む。
【００８９】
　インビトロモデル
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　前記した目的のタンパク質の膜局在形態をインビトロモデルで用いることができる。
　例えば、相互参照により本明細書に組み込まれるＷＯ９６／３０７６６のアッセイにお
いて用いられるタウフラグメントに類似してこれを用いることができる。前記したように
、タウ凝集およびそのインヒビターに関するこのアッセイでは、コア反復ドメインに対応
するタウのフラグメントを固相基質に吸収させる。これにより可溶性全長タウを捕捉し、
高い親和性でタウを結合させることが可能になる。これらの二つの方法（膜局在化、イン
ビトロ固相）の組み合わせが特定の局面では有利である。
【００９０】
　前記した細胞基盤の方法の別の代替として、目的のタンパク質の膜局在形態のインビト
ロタンパク質発現系において発現を引き起こすことによる、モデル化法を実施できる。例
えば、ミクロソーム（小胞体のフラグメント化により容易に生成できる）、リボソーム、
ｔＲＮＡ分子、ならびにシグナル配列およびタンパク質合成および転移に必要ないずれか
その他の可溶性因子に連結された目的のタンパク質またはタンパク質フラグメントをコー
ドするｍＲＮＡを含有するインビトロ培地を用いてタンパク質の膜結合形態を合成するこ
とができる。本明細書では、前記した細胞基盤の系に類似した方法で、リボソームはミク
ロソーム膜（これは細胞基盤の系のＥＲ膜に等しい）に付着し、コードされたポリペプチ
ド分子の合成を引き起こすようになる。
【００９１】
　この後者の具体例では、凝集性疾患タンパク質をコードする構築物、シグナル配列なら
びにアンカーおよび／または輸送停止配列（必要な場合）はすべてコードされたタンパク
質分子の大部分が、ミクロソーム膜に挿入された場合に、内腔によりむしろ膜のサイトゾ
ル表面から突き出るように設計されるのが好ましい。このように、タンパク質分子は別の
タンパク質分子（それによりアルツハイマー病様凝集がミクロソームのサイトゾル表面で
生じるのが可能になる）およびかかる凝集の可能性のあるインヒビターまたはモジュレー
ターをスクリーニングするためのスクリーニングアッセイにおける被検物質の双方と接近
できるようになる。
【００９２】
　技術者は望ましいタンパク質トポロジーを達成するために適当な構築物の設計に精通し
ている。更にこの点の論考については、以下で提示する。
　したがって、本明細書で提供される細胞基盤およびインビトロモデル系を関連づける共
通の特徴は、凝集性疾患タンパク質またはタンパク質フラグメントの膜局在形態の合成で
ある。この共通の特徴により、例えば神経原繊維濃縮体の形成中のタウのごとき、タンパ
ク質の病的凝集を擬似する方法で別のタンパク質分子の凝集を伝播させ得る種分子を作製
する方法が生み出される。
【００９３】
　重合化相互作用の誘導の検出
　種々の具体例では、以下の種のいずれか一つまたはそれ以上の濃度またはレベルをモニ
ター観察することにより、凝集の進行（または凝集の変調）を直接または間接的に検出す
ることができる：融合体および／または第２のタンパク質（例えば沈降係数に基づいて）
の凝集、またはこれらのいずれかのタンパク質分解フラグメント（これは概して凝集で増
加する）；非凝集融合ポリペプチドおよび／または第２のタンパク質に対応する種（低下
し得る）。
【００９４】
　したがって、特定のタウ融合体およびタンパク質（４０ｋＤの１９０～４４１フラグメ
ントおよびＴ４０に基づく）で実例を示すように、融合および長いタンパク質の双方から
誘導される２５ｋＤ処理した種のレベル増加に基づいて凝集をモニター観察できる（図１
参照）。
　方法で用いられた第２の（「遊離の」）タンパク質は、タンパク質分子の凝集の程度を
検出するのを補助するために、標識されているか、またはそうでなければ膜結合タンパク
質から区別できる、例えば免疫学的に識別されるのが望ましい。
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【００９５】
　例えば、凝集性疾患タンパク質の遊離形態をレポーター分子に連結できる。本明細書で
用いられる「レポーター分子」なる用語は、その化学的特性により抗原結合抗体の検出を
可能にする、分析的に検出可能なシグナルを提供する分子を意味することを意図する。好
ましくは検出を定量化して、サンプル中の抗原の量を決定することを可能にできるべきで
あり；これは定数項で算出できるか、または正常レベルの公知の抗原を含有する標準（ま
たは一連の標準）と比較して実施することができる。実例は技術分野の当業者に公知であ
り、例えば酵素または蛍光体である。
【００９６】
　したがって、タンパク質の遊離形態は直接修飾される（例えば放射活性または酵素的に
検出可能な標識でマークした）か、または分子のドメイン、例えば高親和性タウ－タウ結
合部位に関与しないことが解っているＮ－末端セグメントで抱合され、それにより、それ
はタウ－タウ結合アッセイにおけるリガンドおよびレポーター分子の双方として機能する
ようになる。
【００９７】
　抗体またはそのフラグメントは、本発明の方法の態様において用いられる場合、慣用さ
れる技術により生成され得る。ポリクローナル抗体は、例えば対応するタウ抗原を動物、
好ましくはウサギに注射し、そしてイムノアフィニティ精製により抗血清を回収すること
により上昇され、ここでポリクローナル抗体は、抗原が結合するカラムに通され、次いで
慣用される様式で溶出される。好ましくは、本発明は、タウエピトープに選択的であり、
KohlerおよびMilsteinの方法により調製できるモノクローナル抗体を使用する。タウエピ
トープに対する適当なモノクローナル抗体を公知の方法により修飾してＦａｂフラグメン
トまたは（Ｆａｂ′）２フラグメント、キメラ、ヒト化または一本鎖抗体具体例を提供す
ることができる。本発明による抗体を多くの方法で修飾することができる。実際に、「抗
体」なる用語は、結合ドメインを有するいずれかの結合物質を必要な特異性で補っている
と解釈すべきである。このように本発明は、抗体フラグメント、誘導体、機能的等価物お
よび、その形状が抗原またはエピトープに結合するのを可能にする抗体の形状を擬似する
合成分子および分子などの抗体の相同体に及ぶ。
【００９８】
　概して、抗体が検出に用いられる場合、抗体は、レポーター分子を担持できる。または
、未標識のタウ特異的１次抗体に結合できる２次抗体の使用により結合の検出を実施でき
る。この場合、２次抗体はレポーター分子に連結されている。
【００９９】
　非限定例としてラジオイムノアッセイ、「サンドウィッチ」アッセイ、酵素結合イムノ
ソルベントアッセイ（ＥＬＩＳＡ）；蛍光イムノアッセイ、プロテインＡイムノアッセイ
等の技術分野で公知のいずれかのイムノアッセイにおいて抗体を用いることができる。典
型的には、免疫ブロット法が使用される。好ましくは、イムノアッセイは、技術者に公知
であるように、固相で実施される。例えば、抗体を例えばアッセイカラムに吸収させ、そ
して、次いで細胞の膜に存在する目的のタンパク質のいずれかの凝集、例えばタウ－タウ
凝集の固相抗体への結合を可能にするのに適した条件下で、細胞サンプルをカラムを通し
て洗浄することができる。過剰の試薬を洗い流し、例えば前記および後記で実例を示すよ
うないずれか適当な手段により、凝集タンパク質のカラムへの結合を検出することができ
る。
【０１００】
　好ましいモノクローナル抗体は、以下のとおりである：
　・トランケートされたタウ種および全長のタウ種間の結合の測定を可能にするタウエピ
トープのＮ－末端またはＣ－末端を認識するもの。とりわけ有用なものは、ヒト特異的エ
ピトープを認識する抗体である。かかるモノクローナル抗体の一つ（２７／４９９と称す
る）は、タウのＧｌｙ－１６およびＧｌｎ－２６間の領域に位置するヒト特異的エピトー
プを認識し、そしてヒト以外の供給源から誘導される場合、それにより全長のタウ種間の
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結合の測定が可能になる（「アルツハイマー病の神経原繊維病理の進行におけるタウタン
パク質のリン酸化異常の役割」PhD Thesis、ケンブリッジ大学）。
【０１０１】
　・Ｇｌｕ－３９１でトランケートされたコアタウフラグメントを認識するもの。実例は
、ｍＡｂ４２３（Novakら、前出(1993)）。この抗体は、ｍＡｂ４２３により認識されな
い、Ｇｌｕ－３９１で終止するトランケートされたコアタウフラグメントの、Ａｌａ－３
９０で終止する類似のフラグメントへの結合の検出を可能にする。このトランケーション
は、アルツハイマー病のＰＨＦ集合の過程で天然に生じる（Menaら、前出(1995)、(1996)
; Novakら、前出(1993); Menaら、前出(1991)）。更に、タウが、インビトロで反復ドメ
インを介して結合する場合、プロテアーゼ（例えばプロナーゼ）での消化によりｍＡｂ４
２３で検出可能なフラグメントを生じる（Wischikら、前出(1996)）。図１７は、本発明
によるアッセイで生じ得る種々のタウ誘導種、および各々のおおよそのトランケーション
点を示す。このようにｍＡｂ４２３を用いて、本明細書で提供される膜局在モデル系で生
じるタウ－タウ結合相互作用の分子立体配座が、脳で病的に生じるものに対応する、そし
て、したがって本発明によるかかるモデル系がアルツハイマー病様タンパク質凝集の実行
可能なモデルを提示することを示すことができる。
【０１０２】
　・反復ドメインにおける一般的なタウエピトープを認識するもの。好ましい具体例は、
抗体（例えばＭＡｂ７．５１）を利用する。タウ－ＭＡＰ２またはＭＡＰ２－ＭＡＰ２凝
集を検出すべき場合、一般的なＭＡＰ－２エピトープを検出する抗体を用いることができ
る。抗体７．５１は終わりから３番目のタウの反復に位置する一般的なタウエピトープを
認識し（Novakら、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 5837～5841(1991)）、これは、タウ
がＰＨＦ様免疫化学的立体配座で結合する場合に塞がれるが、ギ酸処理の後暴露され得る
（Harringtonら、前出(1990)、(1991); Wischikら、前出(1995a)）。正常な可溶性タウま
たは微小管に結合したタウをギ酸処理を行わずにｍＡｂ７．５１を用いて検出することが
できる（Harringtonら、前出(1991); Wischikら、前出(1995a)）。タウ－タウ結合アッセ
イにおける全長タウの結合は、ｍＡｂ７．５１エピトープの部分的閉塞に関連する。
【０１０３】
　抗体２７／３４２は、タウ－タウ相互作用の過程で部分的に塞がれるＳｅｒ－２０８お
よびＳｅｒ－２３８間に位置する種非特異的一般的タウエピトープを認識する（Ｌａｉ、
前出）。
　いくつかのモノクローナル抗体の結合部位を図４に示す。
【０１０４】
　モジュレーターおよびインヒビターに関するスクリーニング
　前記したように、発明は好ましくは、本明細書で提供されるような、アルツハイマー病
様タンパク質凝集のモデル化の方法における核酸分子、ポリペプチドもしくはその誘導体
、宿主細胞、またはインビトロタンパク質発現系に関する。本発明の方法は、細胞基盤ま
たはミクロソーム基盤の発現系において核酸分子の発現を引き起こす工程を含むことがで
き、そのようにしてコードされたポリペプチドが各々細胞の膜（例えばＥＲ膜）またはミ
クロソーム膜で局在化されるようになる。
【０１０５】
　好ましい態様では、本明細書で論じられた疾患の処置のための治療薬を同定する方法が
開示され、その方法は、融合ポリペプチド（および、好ましくは前記で論じられた第２の
タンパク質）を提供する、および膜局在タンパク質を疾患に伴うタンパク質凝集のインヒ
ビターまたはモジュレーターであることが推測される被検物質と接触させる工程を含む。
とりわけ、前記で記載したモデル化法により生成されるような融合ポリペプチドを用いて
アルツハイマー病様タンパク質凝集、例えば病的タウ－タウ会合の可能性のあるインヒビ
ターまたはモジュレーターを研究し、スクリーニングすることができる。
【０１０６】
　したがって、前記した種々の方法は、更に（ｃ）融合ポリペプチドおよび／または第２
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のタンパク質を、凝集を変調または阻害する能力に関して評価するのが望ましい一つまた
はそれ以上の作用物質と接触させることと；（ｄ）凝集の程度をモニター観察し、そして
場合によっては凝集と（複数の）作用物質の変調活性とを相関させてもよいことと；の工
程を含むことができる。
【０１０７】
　したがって、タンパク質で立体配座相互作用が誘導される疾患に伴うタンパク質の（好
ましくは細胞内）凝集のモジュレーターを同定する方法は、凝集を変調（阻害または逆転
）できることが推測される一つまたはそれ以上の作用物質の存在下で前記した凝集を誘導
する方法を実施することを含むことができる。作用物質の存在下または不在下で凝集の程
度（および場合によってはタンパク質分解性プロセシング）を観察でき、相対値はモジュ
レーターとしてのその活性に相関した。
【０１０８】
　好ましくは、スクリーニング法が目的のタンパク質、例えばタウの膜局在形態を発現す
る細胞を用いる場合、これらは例えば神経細胞系、例えば神経芽細胞腫細胞系からの細胞
、または繊維芽細胞系からの細胞を含んでよい。好ましい態様では、細胞は繊維芽細胞３
Ｔ６細胞系に由来する。
【０１０９】
　一つの具体例では、本発明は、アルツハイマー病様タンパク質凝集、例えば病的タウ－
タウ会合を変調または阻害できる作用物質をスクリーニングする方法に関し、方法は：
（１）凝集性疾患タンパク質（例えばタウまたはＭＡＰ２）、またはそのコアフラグメン
ト（例えばタウまたはＭＡＰ２のコアタンデム反復ドメイン）の膜局在形態の合成を引き
起こすかまたは可能にすること；
（２）上記ポリペプチドまたは誘導体を：
（Ａ）凝集性疾患タンパク質分子の凝集を変調または阻害できると推測される一つまたは
それ以上の作用物質；および
（Ｂ）工程（１）の膜随伴タンパク質に結合できる、別の凝集性疾患タンパク質またはそ
のコアフラグメント；
と接触させること；ならびに
（３）存在する場合、工程（２）（ｂ）のタンパク質の工程（１）の融合ポリペプチド結
合との結合を検出すること；
を含む。
【０１１０】
　前記の工程（２Ｂ）で用いられるタウ様タンパク質は、特定の具体例において、タンパ
ク質の「遊離」形態でよく、この用語は本明細書において工程（１）の膜結合凝集性疾患
タンパク質から区別するために用いられる。しかしながら、「遊離」は凝集性疾患タンパ
ク質が別の分子または部分、例えば炭水化物部分またはその他のペプチドと複合体形成し
ているか、そうでなければそれに随伴されている可能性を排除することを意図するもので
はない。
【０１１１】
　例えば被検物質を前記した細胞の系に添加し、そして結合を可能にし、そして結合の阻
害を実証するのに十分な時間、細胞をインキュベートしてよい。次いで例えば適当に標識
した抗体、例えばＭＡｂ７．５１を全細胞抽出物のイムノブロットで用いることにより、
またはいずれかその他の適当な検出方法を用いることにより結合タウ複合体を検出するこ
とができる。所望する場合、例えば膜結合タウタンパク質をアミノ酸３９０で終止させる
ことにより、膜結合タウタンパク質を凝集した遊離のタウタンパク質から区別することが
できる。凝集した遊離のタウはアミノ酸Ｇｌｙ３９１でタンパク質分解的に切断され、こ
れはそのエピトープに特異的な抗体により検出できる（例えばＭＡｂ４２３）。
【０１１２】
　スクリーニング法がこの目的で、すなわち、変調／阻害化合物の同定のために用いられ
る場合、非競合または競合アッセイを用いることができる。例えば、技術分野で公知の型
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の競合アッセイでは、アルツハイマー病様凝集に及ぼす公知のインヒビターまたはモジュ
レーターの影響を、別の被検物質または作用物質の存在下または不在下で比較して、被検
物質が目的のタンパク質に対する結合に関して公知のインヒビター／モジュレーターと競
合する能力を決定することができる。
【０１１３】
　被検化合物の選択
　試験される化合物は、適切な活性に関して評価するのが望ましいいずれかのものでよい
。
　方法を新規インヒビター／モジュレーターを同定するための１次スクリーニングとして
、または公知のインヒビター／モジュレーターを更に詳細に研究するための２次スクリー
ニングとして提供することができる。
　作用物質は、天然または合成化学化合物でよい。アルツハイマー病様タンパク質を認識
する、および／またはアルツハイマー病様タンパク質凝集を変調する抗体は、凝集過程に
関して、推定の阻害または変調化合物の一つのクラスを形成する。より通常的には、相対
的に小型の、好ましくは血液脳関門通過できる化学化合物が試験される。
【０１１４】
　本発明のこの態様によるスクリーニングアッセイにおいて添加される被検物質または化
合物の量が、用いる化合物の型に依存して通常試行錯誤により決定されることは、技術者
には理解されよう。治療の局面において現実的に用いることができる、すなわち患者に対
して非致死的であるレベルを選択できる。
【０１１５】
　阻害の特異性
　本発明のこの態様によるスクリーニング法を用いて、病的なアルツハイマー病様タンパ
ク質凝集（例えばタウ－タウまたはタウ－ＭＡＰ２結合）の選択的競合阻害の特性を示す
化合物に関して、例えば分子の同一の領域を介してタウまたはＭＡＰ２のチューブリンへ
の正常な結合と干渉することなく、スクリーニングすることができる（ＷＯ９６／３０７
６６参照）。
【０１１６】
　アルツハイマー病様タンパク質凝集の可能性のあるインヒビター／モジュレーターによ
り、タウ、ＭＡＰ２またはその誘導体のチューブリンへの結合のいずれか可能な干渉を決
定するための適当な方法は、脱重合化チューブリン／ＭＡＰ２またはタクソール安定化微
小管の調製物を、工程（２）（ｂ）で前記したタンパク質またはその誘導体と一緒に、タ
ウ－タウまたはタウ－ＭＡＰ２会合を変調または阻害できると推測される作用物質と接触
させ、続いてタウ－チューブリンまたはＭＡＰ２－チューブリン結合を検出することを含
む。またタウ－チューブリン結合を、例えばＷＯ９６／３０７６６に記載されるように、
例えば正常な細胞骨格分布により実証することもできる。
【０１１７】
　チューブリンタンパク質またはそのフラグメントの調製方法を、結合パートナーと組み
合わせることが可能であり、これは技術分野で公知であり、そして例えばSlobadaら（Cel
l Mobility(1976)(R. Goldman、T. PollardおよびJ. Rosenbaum編）コールド・スプリン
グ・ラボラトリー、コールド・スプリング・ハーバー、ニューヨーク、1171～1212頁）に
より記載されている。
【０１１８】
　細胞生存性
　方法が細胞基盤の系を利用する場合、これは更に、例えば乳酸塩デヒドロゲナーゼアッ
セイキット（シグマ）を用いることによる、膜局在凝集性疾患タンパク質を発現する細胞
の生存性を試験する工程を含むことができる。
　タウ－タウ、タウ－ＭＡＰ２またはＭＡＰ２－ＭＡＰ２凝集が研究される場合（前記の
「特異性」の項目を参照）、タウ－チューブリンまたはＭＡＰ２－チューブリン結合の阻
害または干渉が、細胞が分割する能力の低下、そしてしたがって細胞生存性の低下とある
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程度相関するので、この工程は、タウまたはＭＡＰ２のチューブリンへの結合の、被検物
質によるいずれかの干渉の指標をも提供できる。
【０１１９】
　治療および投与様式
　前記の種々の態様によるスクリーニングアッセイの実施の後に、疾患関連タンパク質凝
集を干渉するかまたは変調する能力に関して陽性であると試験された化合物、物質または
分子の単離および／または製造および／または使用を続けてよい。
　このように同定された化合物をアルツハイマー病等（実際にはアルツハイマー病様タン
パク質凝集を生じるいずれかの症状）の診断、予後または治療的処置において使用するた
めの組成物に処方できる。したがって、本発明また、別の態様において、本明細書で提供
されるスクリーニング法により入手できる一つまたはそれ以上の阻害または変調化合物を
含む医薬用処方にも及ぶ。
【０１２０】
　かかるタンパク質凝集を変調するかまたはそれに影響する物質の同定の後、物質または
作用物質を更に研究することができる。別の阻害／変調候補化合物は、ポリペプチドまた
はペプチドフラグメントの３次元的構造のモデル化、ならびに特定の分子形状、大きさお
よび電荷特性を有する、可能性のある阻害化合物を提供するための合理的な薬物設計の使
用に基づいてよい。したがって本発明は、本明細書で提供されるスクリーニング法を用い
て同定される、アルツハイマー病様タンパク質凝集を阻害または変調できる作用物質、ま
たはその誘導体、活性部分、アナログ、変種または擬似物質の、アルツハイマー病様凝集
の別のインヒビター／モジュレーターのスクリーニングまたは設計における使用をも提供
する。
【０１２１】
　前記したように同定された化合物を製造でき、そして／または調製物、すなわち、組成
物、例えば医薬品、医薬用組成物または薬物の製造または処方において使用できる。
　一般に、本発明によるインヒビターまたはモジュレーターは、単離および／または精製
された形態、すなわち実質的に純粋な形態で提供される。これは、少なくとも９０％、更
に好ましくは少なくとも約９５％、更に好ましくは少なくとも約９８％の活性成分を示す
組成物中に存在することを含んでよい。しかしながら、かかる組成物は、不活性担体また
はその他の医薬的および生理学的に許容される賦形剤を含むことができる。以下で指摘さ
れるように、本発明による組成物は開示される阻害／変調化合物に加えて、治療用途の一
つまたはそれ以上の別の分子を含むことができる。
【０１２２】
　このように、本発明による物質、例えばタウ－タウ凝集またはアルツハイマー病様タン
パク質凝集のごとき別の凝集のインヒビターを、アルツハイマー病様タンパク質凝集を生
じる症状のヒトまたは動物の肉体の処置の方法において使用するために提供できる。
　したがって、本発明は、種々の態様において、前記した本発明の物質を含む医薬用組成
物、医薬品、薬物またはその他の組成物、かかる組成物を患者に投与することを含む、例
えばアルツハイマー病またはアルツハイマー病様症状の処置または予防のための方法、例
えばアルツハイマー病の処置または類似の処置のために投与するための組成物の製造にお
けるかかる物質の使用、ならびにかかる物質を医薬上許容できる賦形剤等と混合すること
を含む医薬用組成物の作製方法にも及ぶ。
【０１２３】
　とりわけ本発明は、細胞においてアルツハイマー病様タンパク質凝集を変調する方法で
あって、かかる凝集を阻害またはそうでなければ変調する作用物質を投与することを含み
、したがってアルツハイマー病またはアルツハイマー病様タンパク質凝集が関連している
その他の疾患もしくは障害の処置において有用である方法を提供する。本発明は、更にタ
ンパク質のアルツハイマー病様凝集と干渉する、またはそうでなければ変調する作用物質
を患者に投与することを含む、アルツハイマー病様症状を処置する方法を提供する。
【０１２４】



(26) JP 4580618 B2 2010.11.17

10

20

30

40

50

　個体に投与されるのがポリペプチド、抗体、ペプチド、核酸分子、小型分子、擬似物質
または本発明による医薬的に有用なその他の化合物であっても、投与は（場合によっては
、予防は、治療であると考えられ得るが）「予防的に有効な量」または「治療的に有効な
量」であるのが好ましく、これは、個体に利益を示すのに十分である。実際に投与された
量ならびに投与の速度および時間的経過は、処置されるべきものの特性および重篤度に依
存する。処置の処方箋、例えば投与量等の決定は、一般の開業医およびその他の医師の責
任の範囲内である。
【０１２５】
　組成物を単独で、またはその他の処置と組み合わせて、処置すべき症状に応じて同時に
または連続的に投与することができる。
　本発明による、および本発明により使用するための医薬用組成物は、活性成分に加えて
、医薬上許容される賦形剤、担体、バッファー、安定化剤または技術分野の当業者に公知
のその他の材料を含んでよい。かかる材料は、無毒性であり、そして活性成分の効果に干
渉してはいけない。担体およびその他の材料の正確な特性は、投与経路に依存し、投与経
路は、経口、または例えば皮膚、皮下または静脈内注射によるものでよい。
【０１２６】
　経口投与のための医薬用組成物は、錠剤、カプセル、粉末または液体の形態でよい。錠
剤は、個体担体、例えばゼラチンまたはアジュバントを含むことができる。液体医薬用組
成物には、一般に液体担体、例えば水、石油、動物または植物油、鉱油または合成油など
がある。生理学的食塩水、デキストロースまたはその他の糖類溶液またはグリコール、例
えばエチレングリコール、プロピレングリコールまたはポリエチレングリコールなどが含
まれ得る。
【０１２７】
　静脈内、皮膚もしくは皮下注射、または患部の注射用には、活性成分は、非経口的に許
容される、パイロジェン不含で、そして適当なｐＨ、等張性および安定性を有している水
性溶液の形態である。適切な技術分野の当業者は、例えば等張賦形剤、例えば塩化ナトリ
ウム注射液、リンガー注射液、乳酸塩リンガー注射液を用いて適当な溶液を十分調製でき
る。保存剤、安定剤、バッファー、抗酸化剤および／またはその他の添加剤を必要に応じ
て含むことができる。
　前記した技術およびプロトコルの実例は、Remington's Pharmaceutical Sciences 第16
版、Osol, A. (編)(1980)において見出すことができる。
【０１２８】
　脳またはその他の望ましい部位に局在化様式で作用物質を投与することができるか、ま
たはそれが脳またはその他の細胞を標的化するような様式で全身的に分配することができ
る。例えば、標的化治療を用いて、標的化系、例えば抗体または細胞特異的リガンドを使
用することにより、活性物質をより特異的に特定の型の細胞に分配することができる。種
々の理由で、例えば作用物質が許容し難い毒性である場合、またはそうでなければ非常に
高量を必要とする場合、またはそうでなければ標的細胞に入ることができない場合、標的
化が望ましい。
【０１２９】
　これらの作用物質を直接投与する代わりに、処置すべき細胞中で生成されるか、または
その細胞に標的化される活性化物質により活性形態に変換するために、それらを前駆体の
形態で投与することができる。
　アルツハイマー病様タンパク質凝集で干渉できる作用物質を、例えばその内容物を外部
環境から保護する適当な容器中で密封されたキットで提供することができる。かかるキッ
トには、使用のための指示書が含まれてよい。
【０１３０】
　動物
　前記の論考の多くは、細胞系またはインビトロ基盤のアッセイに関連しているが、本明
細書で開示された本発明は、動物基盤のアッセイで特に有用である。
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　したがって、本発明による宿主細胞は、トランスジェニック動物に含まれることができ
、そして本発明は、更に前記の態様による融合ポリペプチド、例えばタウコアフラグメン
トの膜局在形態を発現する細胞を含むトランスジェニック動物を提供する。米国特許第５
，９１２，４１０号および第５，８９８，０９４号（その開示を相互参照により本明細書
に組み込まれる）で論じられるものに類似の様式でかかる動物が準備される、および／ま
たは用いられる。
【０１３１】
　本発明のトランスジェニック生物は、すべて多くのその細胞内に、タンパク質凝集の疾
患の病因に関連すると考えられるクローン化された組換えまたは合成ＤＮＡ配列を含む。
より具体的には、トランスジェニック生物は、外来性遺伝物質、例えば組織特異的プロモ
ーター配列および膜標的化タンパク質の生成をコードする配列を含む、前記で詳細に記載
した配列を含有する。一つまたはそれ以上の前記の配列を利用する本発明のトランスジェ
ニック生物を生成することができるので、一般的に外来性遺伝物質を参照することにより
トラスジェニック生物の生成についての一般的な記載が得られる。当業者はこの一般的な
記載を適用して、前記した特定のＤＮＡ配列を生物に組み込み、以下に記載される方法お
よび材料を利用して、これらの配列の発現を得ることができる。トランスジェニック生物
、とりわけトランスジェニックマウスの生成に関してより詳細には、１９８９年１０月１
０日発行の米国特許第４，８７３，１９１号（トランスジェニックマウスを生成する方法
を開示するために出展明示により本明細書に組み込まれる）およびそこで参照され、そし
て引用されている多くの科学文献を参照されたい。
【０１３２】
　外来性遺伝物質を雄または雌のいずれかの接合子の前核に配置することができる。より
好ましくは、それを精子が卵に侵入した後、できるだけ早くに雄性前核に配置する。換言
すれば、前核の輪郭が明確化され、十分に分離される、雄前核の形成直後に、各々は、接
合子膜の近くに存在している。マウス受精卵の雄前核は、本発明の外来性遺伝物質の添加
に好ましい部位である。
　卵核または接合子の雌前核によりプロセシングされる前に、接合子の雄ＤＮＡ相補体に
外来性遺伝物質を添加するのが最も好ましい。卵核または雌性前核は、おそらく雄ＤＮＡ
のプロタミンをヒストンで置換することにより、雄ＤＮＡ相補体に影響する分子を放出し
、それにより雌および雄ＤＮＡ相補体の組み合わせを促進して二倍体接合子を形成すると
考えられている。
【０１３３】
　したがって、雌性前核により影響される前に、外来性遺伝物質を雄のＤＮＡ相補体また
はＤＮＡのいずれか別の相補体に添加するのが好ましい。例えば、雄性および雌性前核が
、十分に分離されていて、双方が、細胞膜に接近して位置している、雄性前核の形成後、
できるだけ早くに外来性遺伝物質を初期雄性前核に添加する。または、精子の核を非凝集
化されるように誘導した後、それに外来性遺伝物質を添加できる。外来性遺伝物質を含有
する精子を次いで卵に添加できるか、または外来性遺伝物質を添加された卵に、その後で
きるだけ早くに非凝集化精子を添加できる。
【０１３４】
　本発明の目的のために、完全生物に成長することができる二倍体細胞の形成に接合子は
必須である。一般に、接合子は、天然にまたは人工的に、一つまたは複数の配偶子からの
二個の一倍体核の融合により形成された核を含有する卵に含まれる。したがって、配偶子
核は、自然に適合可能なもの、すなわち機能性生物に分化および成長できる生存可能な接
合子に至るものでなければならない。一般に、正倍数体接合子が好ましい。異数性の接合
子が得られた場合には、染色体数は、いずれかの配偶子が起源する生物の正倍数体数につ
いて１以上変化すべきでない。
【０１３５】
　類似の生物学的考察に加えて、物理学的な考察もまた接合子の核に、または接合子核の
一部を形成する遺伝物質に加えることができる外来性遺伝物質の量の決定基準となる。遺



(28) JP 4580618 B2 2010.11.17

10

20

30

40

50

伝物質が除去されない場合、次いで、添加できる外来性遺伝物質の量は、物理学的に分解
されないで吸収される量に限定される。一般に、挿入される外来性遺伝物質の容量は、約
１０ピコリットルを超えない。添加の物理学的影響は余りに大きく、物理学的に接合子の
生存性を破壊してはならない。外来性遺伝物質などの、得られた接合子の遺伝物質は、接
合子の機能的生物への分化および成長を生物学的に開始し、かつ、維持することができな
ければならないので、ＤＮＡ配列の数および種類の生物学的限界は特定の接合子および外
来性遺伝物質の機能に依存して変化し、当業者には容易に明らかになる。
【０１３６】
　接合子に添加されるＤＮＡ配列のコピー数は、添加される外来性遺伝物質の全量に依存
し、形質転換が生じるのを可能にする量である。理論的には、ただ一個のコピーが必要で
あるが；一般に一個のコピーが機能するのを確実にするために、多くのコピー、例えば１
０００～２００００個の遺伝子のコピーを用いる。本発明に関しては、一般に、外来性Ｄ
ＮＡ配列の表現型発現を増強するために、挿入された外来性ＤＮＡ配列の各々の一個以上
の機能的コピーを有しているのが有利である。
【０１３７】
　外来性遺伝物質を核遺伝物質への添加を可能にするいずれかの技術を、それが細胞、核
膜またはその他の存在する細胞性もしくは遺伝的構造に対して破壊的でない限り利用でき
る。外来性遺伝物質は、マイクロインジェクションにより核遺伝物質に優先的に挿入され
る。細胞および細胞性構造のマイクロインジェクションは、公知であり、技術分野で用い
られている。
【０１３８】
　したがって本発明は、適当な膜標的化配列をコードするクローン化された組み換えＤＮ
Ａ配列を、受精した哺乳動物の卵（好ましくはマウスの卵）に注入できる方法を提供する
。注入された卵を偽妊娠した雌に移植し、細胞が関連する疾患の病理学に関連するタンパ
ク質を発現するトランスジェニックマウスを提供する期間まで成長させる。注入された配
列は、トランスジェニック哺乳動物の特定の組織において（最も顕著には神経組織におい
て）望ましいタンパク質を発現するように連結されたプロモーター配列を有して構築され
ている。例えば現在ヒト脳において生じることが解っているアルツハイマー病様凝集を生
成するようにベクターをニューロン特異的発現に適合させるのが適している。実例にはLe
wisら(2000) のプリオン特異的プロモーターまたはThuneckeら(2000) の神経特異的エノ
ラーゼプロモーターなどがある。
【０１３９】
　本発明のヒト以外の動物は融合ポリペプチドのためのホモ接合体またはヘテロ接合体で
よい。哺乳動物には、ヒト以外の霊長類、げっ歯類、ウサギ、ヒツジ、ウシ、ヤギ、ブタ
などが挙げられる。げっ歯類にはマウス、ラットおよびモルモットなどが挙げられる。具
体的には：
　・増強された、または加速された病理を伴う、タンパク質凝集の疾患に関するトランス
ジェニック動物モデルの調製方法、およびかかる方法により作製されたトランスジェニッ
ク動物；
　・いずれかの性別の創始動物（Ｆ０世代）と、本明細書で論じたタンパク質に関してト
ランスジェニックでない動物であって、そして野生型であるのが好ましい動物との交配に
よりＦ１世代を生成する方法。次いで子孫（Ｆ１世代）をスクリーニングし、導入遺伝子
を担持し、疾患の病理が増強されているものを選択する；
　・適当な性別の２匹のＦ１動物を交配させることによりＦ２世代を作製する方法。次い
で子孫（Ｆ２世代）をスクリーニングし、適当な用量で導入遺伝子を担持し（すなわちヘ
テロまたはホモ接合体）、疾患の病理が増強されているものを選択する；
　・トランスジェニック動物モデルの疾患表現型の変調の方法、および前記するように変
調された表現型を有するトランスジェニック生物が提供される。
【０１４０】
　本発明のヒト以外のトランスジェニック哺乳動物を実験用の目的でアルツハイマー病様
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疾患の研究に、およびかかる症状の徴候または進行を緩和するように設計された治療の開
発に用いることができる。「実験用の」とは、かかる実験が行われる研究施設に適用でき
る現行の法律の下で動物実験または試験目的で使用が許可されていることを意味する。
【０１４１】
　アルツハイマー病様タンパク質凝集の可能性のある診断、治療または予後用物質をスク
リーニングまたは試験するために動物を使用できる（さらなる論考のためには以下を参照
）。したがって、本発明の以下の態様は、アルツハイマー病およびアルツハイマー病様症
状の研究の助けとなり得る動物モデルを提供する。インビボモデル系では、細胞で合成さ
れる膜局在アルツハイマー病様タンパク質凝集を引き起こすかまたは可能にすることによ
り、動物においてアルツハイマー病様症状が誘導される。この動物モデル系を用いて、ア
ルツハイマー病またはアルツハイマー病様症状に関連する治療効果を有することが推測さ
れる化合物を動物に投与でき、症状に及ぼすいずれかの効果（例えば徴候またはいずれか
その他の指標の改善）を研究することができる。とりわけ、本発明のトランスジェニック
哺乳動物は、動物の脳内で形成される凝集の量を低下させる能力に関して医薬用薬物の有
効性を決定するのに有用である。ヒトのＡＤの測定において用いられる生化学的および／
または組織学的技術によりこれらの凝集を測定することができる（例えばMukaetova-Ladi
nska, E. B. ら、前出(2000)）。
【０１４２】
　最も好ましくは、凝集（またはその阻害）は、例えば内因性の、全長タウをタンパク質
分解性プロセシングの結果であるタウのトランケートされたフラグメントの生成（または
阻害、または廃止、または生成）により評価される。好ましい態様では、タウの凝集は、
実際のＡＤ　ＰＨＦコアにおいて見出されるものに対応するトランケートされたコアフラ
グメントへのタンパク質分解性プロセシングにより示される。しかしながら、この方法の
診断生成物または副産物である一つまたはそれ以上のその他のフラグメントのいずれかの
生成物をも用いることができる。
　したがって哺乳動物は、薬物動態の局面で、かかる薬物の有効性を試験するのに、形成
を防御するかまたは形成された凝集の量を低減させるのに、および既に形成された凝集を
排除するかまたは低減させるのに有用である
【０１４３】
　概して、試験される薬物を対照動物、または本発明のトランスジェニック動物ではない
動物の群に、および同時に本発明のトランスジェニック動物に投与する。動物の脳におい
て凝集の形成に影響するのに通常十分な時間、薬物を連続的に投与するのが好ましい。十
分な時間薬物を投与した後、（複数の）トランスジェニック動物と共に（複数の）対照動
物を屠殺した。動物の脳の試験は、前記のとおり行った。
【０１４４】
　かかる系では、例えばタウ、またはタウ様凝集、例えばWischikら(前出(1995))Laiら(
前出(1995))またはMukaetova(前出(2000)）の方法によりヒト脳組織で検出されるものの
、形成の阻害を観察するために、例えばイムノアッセイにより、タンパク質凝集の可能性
のあるインヒビターまたはモジュレーターの影響を前記のとおり決定または検出でき、こ
こでタウタンパク質の凝集した形態の測定は、脳組織において行われる。
　例えば細胞内での凝集の生成は、組織学的に、および電子顕微鏡により可視化すること
ができ、そしてこれらの凝集の防御は同様に評価される。
【０１４５】
　（複数の）対照動物内の凝集沈着物の量を本発明の（複数の）トランスジェニック哺乳
動物内に沈着する量と比較することにより、薬物の有効性に関する測定を行うことができ
る。当業者に公知の比較薬物試験プロトコルを、薬物を試験するために本発明のトランス
ジェニック哺乳動物と関連させて用いることができる。薬物の最終的な細胞内濃度を選択
して、正確な疾患タンパク質および問題の薬物に対して適切にすることができるが、究極
的に毒性、摂取等の点で臨床使用に適当である範囲にできる（例えば１μＭ～１ｍＭ、よ
り好ましくは４～６００μＭ）。
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【０１４６】
　本発明のインビボスクリーニングアッセイは、試験される化合物により引き起こされる
アルツハイマー病様タンパク質凝集の阻害または変調の程度を直接測定する必要はない。
病的状態そのものに及ぼす下流の影響の代わりに、例えばアルツハイマー病を測定するこ
とができる。例えば、動物における行動影響、例えば運動、活力または活動状態の欠損、
反射異常、環境の合図に対する記憶または応答の欠損の証拠があることは予測される。
【０１４７】
　本発明のトランスジェニック動物を用いて、疾患随伴タンパク質凝集の防御に関する薬
物の有効性を試験することができるという点で、研究者が、疾患、例えばアルツハイマー
病の処置におけるかかる薬物の有効性を試験することを可能にすることに関して、動物は
貴重な研究手段である。症状自体に及ぼすいずれかの影響は、アルツハイマー病様タンパ
ク質凝集の阻害の結果であり、そして単に一般毒性の影響ではないということを確認する
ために、好ましい場合、全例で、例えば本発明の前記の態様にしたがって、トランスジェ
ニック動物アッセイをインビトロまたは細胞基盤アッセイと平行して、またはそれに続い
て行うことができる。
【０１４８】
　したがって、前記で詳細に記載するように、本発明は、とりわけ、すべて本明細書で提
供される核酸分子、ポリペプチドもしくはその誘導体、宿主細胞、トランスジェニック動
物またはインビトロ膜局在モデル系の、アルツハイマー病様タンパク質凝集に及ぼす阻害
または変調効果を有する被検物質をスクリーニングする方法における使用に関する。別の
態様では、本発明は、前述の態様のスクリーニング法を用いて得られる阻害または変調化
合物に及ぶ。
　本発明の種々の別の態様および具体例は、本開示に鑑みて当業者に明白であろう。本発
明の特定の態様および具体例は以下の図および実施例を参照して実例によってのみここで
説明される。
【実施例１】
【０１４９】
　膜結合タンパク質の生成
　導入
　通常、遊離のリボソームで翻訳されるタンパク質のｍＲＮＡを分泌タンパク質のシグナ
ル配列（ＳＳ）の封入により膜結合リボソームに標的化できる；３′非翻訳領域の特性も
また標的化の効率に影響する（Partridge, K. A. ら、Cytotechnology 30: 37～47(1999)
）。したがって通常可溶性であるタンパク質を小胞体の膜内に挿入できる。本発明者らは
、この研究法を用いて、凝集を促進するのに必要とされるタウの局所濃度を生み出すタウ
の膜随伴形態を構築した。
【０１５０】
　タウのこれらの膜随伴形態を安定して発現する細胞系は、組織学の基準、細胞抽出物か
らのタウタンパク質の不溶性形態の沈殿、およびイムノブロッティングによるタンパク質
分解性生成物の分析により、タウ凝集およびタンパク質分解性プロセシングの証拠を示す
。
【０１５１】
　発現系の概観
　膜随伴タウフラグメントの生成のために用いられる発現系を図９にまとめる。系は、ラ
ットアルブミンのシグナル配列が、ｃＤＮＡの５′末端で挿入されている場合、ウサギグ
ロブリンｍＲＮＡが、膜結合リボソームで翻訳されるという観察に基づいている（Partri
dge, K. A.ら、前出）。グロブリンの発現に関して前記されたベクター（図９ａ）を修飾
して、シグナル配列の下流のタウ配列のフラグメントを組み込んだが、同時にグロブリン
の３′非翻訳領域は維持した（図９ｂ）。
【０１５２】
　タウの三つのトランケーション変異体（アミノ酸２９６～３９０、１９０～４４１およ
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び１９０～３９０）を各々ＳＳタウ２９６～３９０、ＳＳタウ１９０～４４１およびＳＳ
タウ１９０～３９０と称し、この系を用いて発現された。三つの変異体の構造は、全長タ
ウおよび対照として用いた同等の溶解性のタウフラグメントと一緒に図５および１０にま
とめている。ＩＰＴＧ誘導プロモーターの制御下で全長タウ配列をも発現する３Ｔ６細胞
でタンパク質を構成的に発現させた。
【０１５３】
　ＳＳタウ構築物の構築
　図９ａで示され、Partridgeら、前出(1999）により記載されたｐｃＫＳＳＧＧ。
　ＡｇｅＩ部位をグロブリン出発コドンで導入し、ｐｃＫＳＳＧＧＡｇｅＩを作製するた
めのｐｃＫＳＳＧＧでのＰＣＲ基盤の変異誘発。
　正プライマー：５′－ｇｃｃｔｔｔｔｃａｃｃｇｇｔｇｃａｔｃｔｇｔｃｃａ－３′
　逆プライマー：５′－ｔｇｇａｃａｇａｔｇｃａｃｃｇｇｔｇａａａａｇｇｃ－３′
　ｈｔａｕ４０　ｃＤＮＡ（Goedertら、Neurone 3: 519～526(1989) 参照）
【０１５４】
　ｐｃＫＳＳタウ１９０～４４１
　ｈｔａｕ４０のヌクレオチド１１２８（アミノ酸１８６）でＡｇｅＩ部位を導入するた
めのＰＣＲ基盤の変異誘発。ＥｃｏＲＩで切断し（停止コドンを越えてタウ配列を切断す
る）、平滑末端化し、次いでＡｇｅＩを用い、ｐｓＫＳＳＧＧＡｇｅＩにライゲートし、
ＢａｍＨＩで切断し、平滑末端化し、次いでＡｇｅＩでｐｃＫＳＳタウ１９０～４４１を
作製するためのフラグメント。ライゲーションは、アミノ酸１８６～１８９間でタウ配列
を破壊し、それでアミノ酸１９０が、タウ配列の出発点である。
　正プライマー：５′－ｔｃｔｇｇｔｇａａｃｃｇｇｔａａａａｔａｃｇｇｇｇ－３′
　逆プライマー：５′－ｃｃｃｃｇｔａｔｔｔｔａｃｃｇｇａａｃａｃｃａｇａ－３′
【０１５５】
　ｐｃＫＳＳタウ１９０～３９０
　ヌクレオチド１７４０でＢａｍＨＩ部位および停止コドンを導入するためのｐｃＫＳＳ
タウ１９０～４４１におけるＰＣＲ基盤の変異誘発（タウ配列をアミノ酸３９０で終わら
せる）。ＡｇｅＩおよびＢａｍＨＩで切断し、同一部位でｐｃＫＳＳＧＧＡｇｅＩにライ
ゲートし、ｐｃＫＳＳタウ１９０～３９０を作製するためのフラグメント。
　正プライマー：５′－ｃｔｔｇｔａｃｔｃｇａｇｃｔａｃｇｃｃｃｃｇｔｇｇ－３′
　逆プライマー：５′－ｃｇｇｇｇｃｇｔａｇｇａｔａａｇｔａｃａａｇｔｃｇ－３′
【０１５６】
　ｐｃＫＳＳタウ２９６～３９０
　ｐｃＫＳＳタウ１９０～３９０のヌクレオチド１４５０（アミノ酸２９３）でＡｇｅＩ
部位を導入するためのｐｃＫＳＳタウ１９０～３９０におけるＰＣＲ基盤の変異誘発。Ａ
ｇｅＩおよびＢａｍＨＩで切断し、同一部位でｐｃＫＳＳＧＧＡｇｅＩにライゲートし、
ｐｃＫＳＳタウ２９０～３９０を作製するためのフラグメント。
　正プライマー：５′－ｇｇｃｔｃａｃｃｇｇｔｔａａｔａｔｃａａａｃ－３′
　逆プライマー：５′－ｇｔｔｔｇａｔａｔｔａａｃｃｇｇｔｇａｇｃｃ－３′
　これらの構築物は、発現ベクターｐｃＤＮＡ３．１中にあり、これはＧ４１８抵抗性マ
ーカーを含有する。Ｔ４０誘導細胞系にトランスフェクトするために、ゼオシン抵抗性マ
ーカーを含有するｐｃＤＮＡ３．１ｚｅｏベクターにすべてをサブクローン化した。
【０１５７】
　Ｔ４０誘導構築物の構築
　これは、ｐ３′ＳＳベクター（ｌａｃ　Ｉ遺伝子を構成的に発現し、そしてヒグロマイ
シンを用いて選択される）をｐＯＰＲＳＶＩＣＡＴ（これは、Ｌａｃオペロンからのオペ
レーター配列と共に強力なＲＳＶプロモーターを含み、そしてネオマイシンで選択される
）と共に用いるストラッタジーン系を基盤にした。簡単には、二つのベクターを細胞、例
えば３Ｔ３または３Ｔ６繊維芽細胞に組み込む。ｌａｃＩによるオペロンの抑制は、ＩＰ
ＴＧの添加により緩和される。Ｔ４０構築物を調製するために、製造者の指示書にしたが
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って、タウタンパク質フラグメントをｐＯＰＲＳＶＩＣＡＴベクター（これはＮｏｔＩ部
位を含有する）にクローン化した。
【０１５８】
　結果
　コア凝集ドメインに対して指向する抗体、ｍＡｂ７．５１を用いる免疫蛍光標識により
細胞を分析した（Novak, M. ら、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 5837～5841(1991)）
。対照として、可溶性タウフラグメント１８６～４４１を発現する、安定してトランスフ
ェクトされた３Ｔ３細胞を二つの異なる固定条件：（ａ）パラホルムアルデヒドまたは（
ｂ）グルタルアルデヒドおよびトリトンＸ－１００で固定し、タウの反復ドメインに対し
て指向するｍＡｂ７．５１で標識した。パラホルムアルデヒド固定の後、タウに関する標
識は、細胞質中に拡散し（Schliwaら、PNAS USA 78: 1037～1041(1981）により以前に報
告された）、一方、グルタルアルデヒドおよびトリトンＸ－１００で固定された細胞は、
微小管に沿ったタウの標識を示す。この標識パターンは、タウの可溶性フラグメントに典
型的であるが；しかしながらタウ凝集の証拠は観察されていない。
【０１５９】
　安定してトランスフェクトされ、膜標的化最小凝集ドメイン、ＳＳタウ２９６～３９０
を発現する３Ｔ６細胞を酪酸ナトリウム５ｍＭと共に２０時間インキュベートし、タンパ
ク質発現を増加させ、パラホルムアルデヒドで固定した。これらは、細胞質の至る所で小
胞体との会合に合致する網様のパターンでｍＡｂ７．５１により標識される（データは示
していない）。しかしながら、このタンパク質は、細胞の小部分で検出可能なレベルまで
発現されるだけであり、そしてタンパク質の凝集はめったに見られない。
　対照的に、ＳＳタウ１９０～４４１またはＳＳタウ１９０～３９０で安定してトランス
フェクトされ、それを発現する細胞の標識により大きな凝集が示され、そのいくつかは、
直線状の外観を有する。これらの凝集は、しばしば核周囲の部分に密集し、そして時には
繊維状の形態を有する（図１１）。
【０１６０】
　これらの凝集を発現する細胞の比率は、酪酸ナトリウムの添加により増加し、これは、
タンパク質の発現レベルを増加させる（Gorman, C. M. ら、Nuc. Acids Res. 11: 7631～
7648(1993); Kruh, J、Mol. Cell. Biochem. 42: 65～82(1982)）が、凝集は、タンパク
質を構成的に発現する細胞においても見出すことができる。
　またＳＳタウ１９０～３９０で安定してトランスフェクトされ、それを発現する細胞を
トリトンＸ－１００　０．２％の存在下グルタルアルデヒドで固定した後、７．５１で標
識した。この固定プロトコルにより微小管結合タウタンパク質の可視化が可能になるが、
タウの凝集もまた見られ、これは、それらがデタージェント抽出に安定である、すなわち
その安定性自体が膜随伴に依存しないことを実証している（データは示していない）。
【０１６１】
　これらの細胞系で発現されるタンパク質をｍＡｂ７．５１を用いるイムノブロッティン
グにより分析し、そしてタウ誘導およびブチラート処置の影響を試験し、全長タウおよび
タウの可溶性フラグメントを発現する細胞系と比較した。
　ｍＡｂ７．５１を用いるイムノブロッティングにより分析したＳＳタウ１９０～４４１
タンパク質は、～４０Ｋの見かけのＲＭＭを有し、～２５Ｋで特徴的な分解生成物、およ
び～３０Ｋで余り優勢でない生成物を示す。タンパク質の発現レベルを酪酸ナトリウムで
の処理により増加させることができ、これは、三つすべての生成物の量を増加させる（図
１６）。ブチラートは、～１８および～１４Ｋで二つの小さな生成物の出現をも時折誘導
する（図１７参照）。
【０１６２】
　ＳＳタウ１９０～４４１の存在下での全長タウタンパク質の誘導は、３０Ｋ、および２
５Ｋでの生成物の量を増加させるが、小さい生成物は、出現しない。
　したがって、図１６ａを考慮して、ブチラートおよびＩＰＴＧ誘導の影響を比較した場
合、ブチラートは、構成的に発現された組み込まれた遺伝子生成物の生成を非特異的に増
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加させるように作用するようである（そのメカニズムは、十分には理解されていない）。
これは、全長タウのみを特異的に誘導するＩＰＴＧ誘導の対照として提供される。第１の
パネルでは、ブチラートまたはＩＰＴＧでの処理の後の膜非標的化１８６～４４１フラグ
メントの発現に及ぼす影響を比較する。ブチラート（「Ｂ」）はより多くの１８６～４４
１フラグメント、および非常に関連する推定トランケーション生成物を生成するが、ＩＰ
ＴＧ（「Ｉ」）は生成しない。
【０１６３】
　第３のパネルでは、前記したＩＰＴＧ対照下誘導Ｔ４０のみを単純に発現する細胞にお
いて同一条件を試験する。ここで、ＩＰＴＧ（「Ｉ」）のみがＴ４０およびおよそ４５ｋ
Ｄの自然分解生成物のレベルを上昇させる。ブチラートは、効果を有さない。
【０１６４】
　中央のパネルは、ＩＰＴＧ誘導プロモーターの下でＳＳ１９０～４４１を構成的に、お
よびＴ４０の双方を発現する細胞における双方の誘導法の影響を示す。誘導なしでは、低
レベルのＴ４０ならびにＳＳ１９０～４４１に由来する特徴的な４０ｋＤおよび２５ｋＤ
のバンドが存在する。ブチラート（「Ｂ」）は、高レベルの４０、３０ｋＤおよび２５ｋ
Ｄのバンドを誘導する。ＩＰＴＧ（「Ｉ」）によるＴ４０の誘導は、４０ｋＤのバンドの
構成的発現には影響せず、凝集依存性メカニズムにより４０ｋＤおよび２５ｋＤ種双方を
高レベルで生じる（図１参照）。したがって、低レベルのＳＳ１９０～４４１が予め存在
している場合、誘導されたＴ４０は、４０ｋＤ経路を介してプロセシングされ、２５ｋＤ
のトランケーション生成物を生じる。
【０１６５】
　図１６ｂを考慮すると、ｍＡｂ７．５１でのイムノブロッティングにより分析されたＳ
Ｓ１９０～３９０タンパク質は見かけのＲＭＭが３０Ｋであり、そして～１８Ｋで分解生
成物を示し、これは、ＰＨＦの最小凝集ドメインの大きさにほぼ対応する。タンパク質の
発現レベルおよびその特徴的な１８ｋＤの分解生成物は、実質的には酪酸ナトリウムでの
処理により増加する。再度、同等の可溶性のタウフラグメントは、同一の方法で分解され
ず、そして１８ｋＤの分解生成物の生成を引き起こさない、すなわちＳＳ１９０～３９０
の存在下全長タウタンパク質の誘導により３０Ｋタンパク質の量がわずかしか増加しない
が、小さな生成物の出現は、増加しない（図１６ｂ）。
【０１６６】
　双方の場合で、膜標的化タウフラグメントで認められる分解パターンは同等の可溶性タ
ンパク質で認められるものとは異なっている。膜標的化タンパク質をＰＨＦのコアドメイ
ンに等しい～１２／１４Ｋフラグメントに分解できる（図１７（ａ）参照）。したがって
膜随伴により誘導されるタウフラグメントの凝集により、ＰＨＦで見られるようにコアド
メインに対するタンパク質分解安定性が付与される。
　膜局在タウフラグメントの不在下で誘導される全長タウタンパク質は、いくらか～４５
Ｋのフラグメントへの分解を示すが、小さなフラグメントの生成は存在しない。全長タウ
がＳＳ１９０～４４１と共に発現される場合に認められる、小さなタウフラグメントの生
成の増強（図１６ａ）は、ＳＳ１９０～４４１凝集との相互作用により誘導されるタウの
プロセシングを実証する。
【０１６７】
　ＳＳ１９０～４４１を発現する細胞で生成された分解生成物を、凝集ドメインに対して
ＮＢおよびＣ－末端の双方であるエピトープに特異的な抗体を用いて分析した。この分析
により、タンパク質ではＮ－およびＣ－末端の双方のトランケーションが起きることが示
される（図１７）。生成された最小のフラグメントは、ＰＨＦのコアドメインに対する抗
体と反応するだけであり、類似の大きさである（～１２～１４Ｋ）。したがって、これら
の細胞におけるタウタンパク質は、コアフラグメントまでＰＨＦ様プロセシングを行うよ
うである。
【０１６８】
　デタージェントトリトンＸ－１００の存在下でさえ、ＳＳタウタンパク質の双方をその
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分解生成物と共に細胞抽出物から沈殿でき、これは、タンパク質が膜に随伴されていると
いうよりむしろタンパク質が凝集していることを示唆している（図１８）。比較的遅い速
度（１２，０００ｇ）でのタンパク質沈殿の分画、および残留物は、少なくとも５０Ｓの
Ｓ値を有する粒子として挙動するが、３００Ｓでは沈殿せず、ＭＷ～１－２ｘ１０６の複
合体への凝集と合致する。
【０１６９】
　これらの結果は、事象の以下の経路を示している：最初に膜局在タンパク質により種ま
きされ、ＥＲのサイトゾル表面で生じる凝集。タンパク質は、そのＮ－末端で切断され、
シグナル配列が除去され、そして凝集を生じなかった場合、次いでこの形態がサイトゾル
中の凝集物として、または微小管結合タンパク質として自由に現れる。本明細書で教示す
るタウ様タンパク質の膜標的化は、例えば誘導プロモーターの制御下で生成される全長タ
ウの捕捉を促進する。次いで、全長タウの誘導の後の２５ｋＤ単位の生成により示される
ように、更に全長タウを同一のタンパク質分解性プロセシング経路に導く（図１）。
【０１７０】
　結論
　膜局在タンパク質としてタウフラグメントを発現することにより、可溶性タンパク質を
用いることが見出されている細胞における凝集に対するバリヤが打破される。例えばＳＳ
タウ１９０～３９０フラグメントは１２～１４Ｋフラグメントを含む短いフラグメントに
効果的にプロセシングされ、これはＰＨＦのコアで見出されるものに類似している。
【０１７１】
　したがって本発明者らは、シグナル配列を用いてタウの膜局在形態を作製することがで
き、このように膜局在タンパク質として発現されたタウフラグメントが凝集を形成し、そ
してこれらのタウ凝集が、その大きさおよび７．５１エピトープの存在の双方に関してＰ
ＨＦのものに匹敵するタンパク質分解安定性コアを有することを見出した。本発明者らは
、またプロセシングされたフラグメントの出現が全長タウタンパク質の誘導の後に増加す
ることを確認し、可溶性タウが凝集に捕捉されることを解明した。
　したがって、タウ凝集およびプロセシングは、細胞において達成され、そして凝集を阻
害または変調する化合物に関して試験するアッセイにおいて凝集を分析することができる
。
【実施例２】
【０１７２】
　　インヒビターをスクリーニングする
　ＩＰＴＧ制御下、ＳＳタウ１９０～４４１フラグメントおよび誘導Ｔ４０を発現する細
胞を６ウェル皿にプレートした。プレートした１日後、試験薬物を指示された濃度で、そ
して９時間後に添加し、ＩＰＴＧを５ｍＭで添加した。ＩＰＴＧ添加の１５時間後に細胞
をＰＢＳで洗浄し、次いでゲルバッファー中で可溶化した。ＳＤＳ－ＰＡＧＥによりサン
プルを分離し、抗体７．５１を用いてイムノブロッティングを行った。これらの細胞にお
けるＴ４０誘導により分解生成物の増加が導かれる（図１および図１６ｃに示す）。試験
薬物のこの増加に及ぼす影響をイムノブロットの数量化により分析した。
【０１７３】
　図２は、チオニン、クロロプロマジンおよびタクリンの阻害活性が膜標的化細胞モデル
でどのように比較されたかを示している。活性および不活性化合物間には明確な差異があ
る。標準的な阻害モデルを用いてデータをより詳細に数学的に分析した（図３）。
　モデルが生じた値は、タウがリン酸化されたインビボ系で予測されたものに合致し、そ
の結合親和性は、結果的に低下し、そしてタウ凝集インヒビターの見かけの阻害強度は、
同時に増加した。
【０１７４】
　これは、神経病的疾患において誘導された立体配座重合化を行うタンパク質の凝集現象
のインヒビターに関するスクリーニングにおける本発明の有用性を実証している。とりわ
け、凝集インヒビターにより凝集を修飾でき、そしてその活性を特徴的な分解生成物の生
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成によりモニター観察することができる。
【実施例３】
【０１７５】
　　トランスジェニック動物の調製および使用
　トランスジェニック動物を以下のように調製した。
　動物：
　多くの受精卵母細胞を得るために、４週齢のＮＭＲＩマウスをゴナドトロピンで処理し
て過剰排卵を誘導する。妊娠した雌ウマの血清（ＰＭＳ）を卵胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）
を擬似するために用い、ヒト絨毛性性腺刺激ホルモン（ｈＣＧ）を黄体形成ホルモン（Ｌ
Ｈ）を擬似するために用いる。ＰＭＳを交配の２日前に腹腔内投与し、４６時間後にｈＣ
Ｇを投与する。ｈＣＧの投与の後、雌マウスを種付け用雄と交配させる。同じ日に１０週
齢のＮＭＲＩマウスを精管切除した雄と交配させ、注射された卵母細胞の再移植のための
養母を得る。翌朝、膣栓を有するマウスから受精した卵母細胞を収集する。
【０１７６】
　卵母細胞の収集：
　頚部脱臼によりマウスを屠殺し、そして卵管を切開した。新たに排卵された卵母細胞が
卵丘細胞により取り囲まれて、卵管の上部のパン（膨大部）で見出される。同時に一つの
卵管をＭ２培地およびヒアルロニダーゼの入ったペトリ皿に移す。一対の時計修理用ピン
セットを用いて卵母細胞を卵管から取り出す。ヒアルロニダーゼは、卵を卵丘細胞から分
離する。次いで、二つの連続した清浄工程でＭ２培地により、卵母細胞をいずれかその他
の細胞および材料から分離する。必要とされる時まで卵母細胞をＣＯ２５％インキュベー
ター内のＭ１６培地中に３７℃で保存する。
　収集した卵母細胞が初期前核段階にある場合、そこで雄性および雌性前核を分離し、細
胞質から区別できる。
【０１７７】
　マイクロインジェクションのためのＤＮＡ構築物の調製（図６参照）：
　構築物は、導入遺伝子の脳での発現を指示するＴｈｙＩプロモーターの制御下の適当な
ｃＤＮＡを含有する。プラスミドを宿主細菌から抽出し、キアゲン・プラスミド・精製キ
ット（キアゲン（ヒルデン、ドイツ）より販売）により精製した。適当なエンドヌクレア
ーゼ（Ｎｏｔ１）により構築物を直線状にした。キアゲン（商標）ゲル抽出キット（キア
ゲン（ヒルデン、ドイツ）より販売）を用いて望ましいフラグメントをアガロースゲルか
ら単離した。構築物をマイクロインジェクションバッファー中２μ／μｌに希釈した。
【０１７８】
　マイクロインジェクション：
　倒立顕微鏡のステージの各々の側に一つのマイクロマニピュレーターをマウントし；一
つのマイクロマニピュレーターは、ホールディング・ピペットを制御し、他方は、インジ
ェクション・ピペットを制御する。卵をパラフィンオイルで被覆したＭ２培地を伴うデプ
レッション・スライド・インジェクション・チャンバーに配置する。一つの卵をホールデ
ィング・ピペットに置き、雄性前核をＤＮＡ溶液を含有するインジェクション・ピペット
で注入する。注射後、卵母細胞を再度ＣＯ２５％インキュベーター内でＭＩ６培地中３７
℃で再移入するまで培養する。
【０１７９】
　再移入：
　偽妊娠のマウスを麻酔し、無傷の注入された卵母細胞をマウスの卵管に再移入させる（
１０～１５個の卵母細胞を一つの卵管に）。これらの養母は出産まで移植された胚を担持
した。
　トランスジェニックマウスの同定：
　トランスジェニックマウスを同定するために二つの異なる研究法を用いた。
【０１８０】
　ＰＣＲ：
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　導入遺伝子特異的プライマーを用いてＰＣＲでトランスジェニックマウスを検出した。
　Ｔｈｙ　１Ｆ２：ｇＣＡ　ｇｇＡ　ｇｇＴ　ｇＣＴ　ＣＡｇ　ｇｇＡ　ＣＡｇ　ｃ
　ＴａｕｔｘＲ：ＣＡＣ　ＴｇＣ　ＣｇＣ　ＣＴＣ　ＣＣｇ　ｇｇＡ　ＣｇＴ　ｇ
　このプライマーの組み合わせによりＴｈｙＩ－ｓｓｔａｕ２９６～３９０導入遺伝子を
担持するマウスにおいてのみ４１５ｂｐのＰＣＲフラグメント、およびＴｈｙＩ－ｓｓｔ
ａｕ１８６～４４１導入遺伝子を担持するマウスにおいてのみ７１１ｂｐのＰＣＲフラグ
メントを生じる。
　ＤＮｅａｓｙ（商標）組織キット（キアゲン（ヒルデン、ドイツ））を用いて０．５ｃ
ｍのマウスの尾からゲノムＤＮＡを調製した。
【０１８１】
　サザンブロット：
　ＰＣＲ陽性被験動物の１０μｇゲノムＤＮＡをＥｃｏＲＩで消化し、そしてアガロース
ゲル１％上で電気泳動に供した。サザンブロットを準備し、プロモーターからの２つの３

２Ｐ標識フラグメントでハイブリダイズした。これは、ＸｂａＩおよびＮｃｏＩでの消化
により得られた。内因性シグナルを導入遺伝子シグナルと比較してコピー数を推測できる
。
　組み込みの様式を試験するためにゲノムＤＮＡをＸｂａＩで消化した。創始動物１およ
びＦ１動物は、単一の組み込みを示した。創始動物８６およびＦ１動物は二重の組み込み
を示し、そして二つの独立した系統に分けられた。
　ブロットを６５℃で２０時間ハイブリダイズし、６５℃で２回、１時間洗浄した。
【０１８２】
　ＲＮＡ発現：
　ＲＮＡ発現を研究するために、ノーザンブロット分析を行った。Ｔｒｉｚｏｌ（商標）
（ギブコ　ＢＲＬ、ペイズレイ、スコットランド）を用いて脳全体からＲＮＡを調製した
。ＲＮＡ　２０μｇを電気泳動に供し、そしてブロッティングした。２４７ｂｐ　ＰＣＲ
フラグメントに対してハイブリダイゼーションを実施した。プライマーは、導入遺伝子特
異的であった：ｇｌｏｂ５７８～５９７（ＡＡｇ　ＡＡＣ　ＡＡＴ　ＣＡＡ　ｇｇｇ　Ｔ
　ＣＣ　ＣＣ）、ｏｌｉｇｏ２０（ＡＴＴ　Ａｇｇ　ＣＡＡ　ＣＡＴ　ＣＣＡ　ＴＣＡ　
ＴＡＡ　ＡＣＣ）。ブロットを６５℃で２０時間ハイブリダイズし、６５℃で２回、１時
間洗浄した。
【０１８３】
　図１２～１５は、マウスモデルで得られた結果を示し、そして図１（Ｅ）で示すものに
対応すると考えられる経路を介して内因性マウス脳タウの凝集依存的タンパク質分解性プ
ロセシングにより、どのように１８ｋＤ種を生じるかを記載する。
【図面の簡単な説明】
【０１８４】
【図１ａ】図　図１は、実施例１（細胞基盤）および実施例３（動物モデル）に記載の本
発明によるアッセイの概略図を示す。（Ａ）（１：）膜標的化配列、この場合シグナル配
列＋トランケートされたタウ（ＳＳタウ１９０～４４１）単独の構成発現に基づくアッセ
イ。膜随伴分子が組み合わさって２５ｋＤフラグメントの形成に至る。図１７（ａ）で示
すように、２５ｋＤフラグメントが反復ドメインおよびＣ末端に伴う免疫反応性を含有す
るが、２０８～２３８残基間に位置するエピトープは含有しない。フラグメントの長さは
、～１７５残基であり、適当なＮ末端切断部位は、～２６６残基であり、位相変化したＮ
末端の最初の反復は、ＰＨＦコアから単離されたタウタンパク質で見出される。（Ａ）（
２：）第２のタンパク質（Ｔ４０－全長タウ）に基づくアッセイで、そのタンパク質分解
性切断は、シグナル配列により小胞体に標的化されたＳＳタウ１９０～４４１の低いバッ
クグラウンドレベルの存在により「種まき」される。ＩＰＴＧにより誘導されたＴ４０は
、膜でまたはＳＳタウ１９０～４４１誘導凝集のサイトゾルへの放出後のいずれかで、Ｓ
Ｓタウ１９０～４４１種に結合する。この捕捉されたＴ４０は、ここで更に最初にプロセ
シングされ、ＳＳタウ１９０～４４１誘導種と同等のゲル移動度および免疫反応性を有す
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る種のレベルまで上昇する。次いで更に同一経路でプロセシングされ、２５ｋＤの分解生
成物のレベル増加を生じる。タウ凝集インヒビターは、ＩＰＴＧ存在下で２５ｋＤフラグ
メントのＴ４０誘導による生成を遮断する。
【図１ｂ】図１は、実施例１（細胞基盤）および実施例３（動物モデル）に記載の本発明
によるアッセイの概略図を示す。（Ｂ）ＳＳタウ１９０～４４１の第２の切断パターンに
基づくアッセイ。この場合、膜随伴分子はわずかに異なる様式で反復領域を介して組み合
わされ、ゲル移動度３０ｋＤ（～２００残基）、１８ｋＤ（～１２５残基）および１２／
１４ｋＤ（～９５残基）を有する更にトランケートされた三つの生成物を生じる。
【図１ｃ】図１は、実施例１（細胞基盤）および実施例３（動物モデル）に記載の本発明
によるアッセイの概略図を示す。（Ｃ）ＳＳタウ１９０～３９０の構成発現および凝集に
基づくアッセイ。この場合、タンパク質分解性プロセシングにより１８ｋＤ（～１２５残
基）のゲル移動度を有する単一の優勢な種を生じる。これは、反復ドメインを介するＳＳ
タウ１９０～３９０分子の凝集により生じ、反復ドメインからすべて誘導されるタンパク
質分解的に保護されたフラグメントが得られる（すなわち～２６６－～３９０）。図１７
（ｂ）で説明される反復ドメイン結合パターンの変種では、わずかに異なる１８ｋＤ種が
、Ｔ４０の低いバックグラウンドレベルを有するＳＳタウ１９０－３９０の随伴により生
じ、４反復に等しい長さのフラグメントを得ることができるが、分子のＣ末端テール内で
３９０を越える１反復との等価物により伸長する（すなわち～２９５－～４２２）。図１
６ｄで説明される異なるスキームでは、三個の反復のみから成る小量のフラグメント（す
なわち～９５残基）が、～１９／２２ｋＤに対応する非定型のゲル移動度を有する少数の
二量体形態を形成できる。
【図１ｄ】図１は、実施例１（細胞基盤）および実施例３（動物モデル）に記載の本発明
によるアッセイの概略図を示す。（Ｄ）Ｔ４０バックグラウンドの存在下でのＳＳタウ２
９６～３９０の構成的発現に基づくアッセイ。この場合、二つの優勢な種が形成され、一
つは、ＳＳタウ２９６～３９０フラグメントそのものに対応する１２／１４ｋＤであり、
別の種は、１８ｋＤのゲル移動度を有する。後者はＳＳタウ２９６～３９０の分解生成物
ではあり得ない。２４ｋＤに相当する優勢なゲル移動度を有する二量体の主要な形態（図
１６ｄ参照）である可能性もない。したがって、ＳＳタウ２９６～３９０凝集により捕捉
されているＴ４０のトランケーションにより１８ｋＤを生じる可能性が最も高い。この種
は、また４反復の等価物に対応し（すなわち～１２５残基）、示すように、Ｔ４０および
ＳＳタウ２９６～３９０凝集間の可能な二つの結合相互作用により生じ得る。このモデル
では、Ｔ４０からの１８ｋＤ種の形成の律速段階は、系内の凝集する、トランケートされ
たタウの量により決定され得る。
【図１ｅ】図１は、実施例１（細胞基盤）および実施例３（動物モデル）に記載の本発明
によるアッセイの概略図を示す。（Ｅ）トランスジェニックマウスの脳内のＳＳタウ２９
６～３９０の構成発現に基づくアッセイ。（Ｄ）に記載の系でのように、優勢な生成物は
、ＳＳタウ２９６～３９０そのものではなく、より高分子量の１８ｋＤの種である。前記
で論じた理由のために、動物に遺伝子組換えにより導入されたＳＳタウ２９６～３９０の
種の二量体または分解生成物である可能性はない。むしろ、捕捉および内因性のマウスの
タウのタンパク質分解性プロセシングにより生じる可能性が最も高い。この場合、マウス
の脳は、３反復アイソフォームのみを発現することが解っている。この場合に生じた１８
ｋＤフラグメントは、４反復の長さに等しい種が得られるＣ末端伸長を伴う形態である可
能性が最も高い（～１２５残基、または３反復アイソフォームの～２６６および～４２２
残基の間のフラグメント）。しかしながら、わずかに異なる結合パターンもまた可能であ
り、ここで伸長は、Ｎ末端においてである（すなわち３反復アイソフォームの～２３５お
よび～３９０残基の間のフラグメント）。
【図２】図２。チオニン、クロルプロマジンおよびタクリンの阻害活性を膜標的化された
細胞モデルで比較した（２５ｋＤ種の生成）。活性および不活性化合物間に明らかな区別
が存在する（実施例２参照）。
【図３】図３。図２からのデータを標準的な阻害モデルを用いて更に詳細に数学的に分析
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し、そして数量的処理（ガウス－ニュートン法）してＫＩを解いた。細胞内のタウ－タウ
結合のＫｄ値を～５００ｎＭ、および対応するＫＩ値を～３３ｎＭと仮定することにより
、データは、非常に近似する。これらの値の有意性は、インビトロのタウ－タウ結合に及
ぼすリン酸化の影響について公知であることと比較することにより理解できる（Wischik,
 C. M. ら、前出(1997)参照）。
【図４ａ】図４（ａ）は、対化されたらせん状フィラメントの構造（上図）およびアルツ
ハイマー病の進行中の神経原繊維濃縮体の免疫化学（下図）を示す。
【図４ｂ】図４（ｂ）は、種々モノクローナル抗体の結合部位の、異なる形態のＮ－およ
びＣ－トランケートされたタウのへの結合部位の概略図を示す。
【図５ａ】図５（ａ）は、ヌクレオクチドおよびヒトタウタンパク質アイソフォームの予
測されるアミノ酸配列を示す。配列はｃＤＮＡクローンｈｔａｕ４０から誘導された。
【図５ｂ】図５（ｂ）は、本発明のいくつかの構築物の配列を示す。
【図６ａ】図６（ａ）は、トランスジェニックマウスを準備するためのマイクロインジェ
クションで使用した構築物を示す。（ｉ）Ｔｈｙｌ－ｓｓタウ２９６～３９０および（ｉ
ｉ）Ｔｈｙｌ－ｓｓタウ１８６～４４１がある。
【図６ｂ】図６（ｂ）は、より詳細なＴｈｙｌ－ｓｓタウ２９６～３９０構築物を示す。
これは、Ｔｈｙ－１発現ベクターにクローン化され、次いで「マウス胚の操作」、a labo
tayoty manual 第2版、コールド・スプリング・ハーバー・プレス、ＣＳＨ、ニューヨー
ク、Hogan, B.、Beddington, R.、Costantini, F.、Lacy, E. 編(1994)からの方法を用い
て、ＮＭＲＩマウスの受精卵母細胞にマイクロインジェクションを行った。
【図７】図７はタウ、ＭＡＰ２（成熟型）、ＭＡＰ２Ｃ（幼若型）および高分子量タウ（
ＰＮＳおよび神経芽腫細胞系で見出される）の概略図を示す。これらのタンパク質は、類
似の微小管結合ドメインを共有するが、実質的には、配列およびＮ－末端突出ドメインま
での伸びで異なっている。タウおよびＭＡＰ２の幼若型は、タンデム配列を三個だけ有し
ている。４反復型のＭＡＰ２も存在する。
【図８】図８は、ヒトタウ（上列）およびヒトＭＡＰ２（下列）のタンデム反復領域にお
ける配列差異を示す。縦の矢印は、Ｇｌｕ－３９１で終わるトランケートされたＰＨＦコ
アフラグメントの限界を示しており、チューブリン結合セグメントは、下線で示す。
【図９】図９は、本発明の一つの具体例による構築物を示す。（ａ）は、ラットアルブミ
ンのシグナル配列を、ウサギグロブリンをコードするｃＤＮＡの出発コドンの前に挿入し
てグロブリンｍＲＮＡの膜標的化を達成した。図９（ｂ）は、アミノ酸１９０～４４１を
コードするヒトタウｃＤＮＡのフラグメントが挿入されてグロブリン配列の一部を置換し
、Ｎ－末端シグナル配列を有するタウフラグメントを発現したことを示す。グロブリン５
′および３′非翻訳領域は、構築物中で保持された。
【図１０】図１０は、宿主細胞において発現される本発明のタウフラグメントの概要を示
す。タウの三つのフラグメントは、すべてコア凝集ドメインを含有し、Ｎ末端シグナル配
列を伴って発現された。比較のために、全長タウと同様に二つのフラグメントの可溶性形
態をも発現させた。
【図１１】図１１は、３Ｔ６細胞の安定したトランスフェクションの後のＳＳタウ１９０
～３９０の局在化を示す。Ｎ－末端シグナル配列に連結されたヒトタウの最長のアイソフ
ォームのアミノ酸１９０～３９０をコードするｃＤＮＡでトランスフェクトした後に安定
したクローンとして単離された３Ｔ６細胞を、５ｍＭ　酪酸ナトリウムと共に２０時間イ
ンキュベートしてタンパク質発現を増加させ、パラホルムアルデヒドで固定し、タウの反
復ドメインに対しｍＡｂ７．５１で標識した。これらの細胞は、ＳＳタウ１９０～４４１
を発現する細胞に類似の形態学を示すが、ＳＳタウ１９０～３９０での安定したトランス
フェクションの後に単離された細胞は、一貫して、大きなタウ凝集を示す比率がより高い
、タウフラグメントの高レベル発現を示した（実施例１参照）。
【図１２】図１２は、野生型（「Ｗｔ」）およびトランスジェニックマウス１系列（「１
」）ＲＮＡの特異的プローブを用いるノーザンブロット分析を示し、トランスジェニック
マウス１系列でのトランスジェニックＲＮＡの高レベル発現が示された。Ｓ２６対照は、
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同一の負荷量を示す（実施例３参照）。
【図１３】図１３は、ｍＡｂ７．５１を用いる免疫沈降によるＳＳタウ２９０～３９１の
精製を示す。マウス脳０．１ｇを溶解バッファー（１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、０．０１％　
ＳＤＳ、０．１％　ＮＰ４０、５０ｍＭ　トリス、１００μｇ／ｍｌ　ＰＭＳＦ、１ｍＭ
　ＤＴＴ、１μｇ／ｍｌ　ロイペプチン）５００μｌを用いて均質化した。次いで懸濁液
を氷上で１分間超音波処理し、ベンチトップ（エッペンドルフ）遠心で１４０００ｒｐｍ
で４分間遠心した。これにより「Ｓ１」上澄分画が導かれる。第１の免疫沈降をｍＡｂ３
４２を用いて行い、内因性マウスタウの調製物を枯渇させた。Ｓ１分画を抗体３４２の１
／１０容量（１：１０）と共にインキュベートし、振盪しながら４℃で２時間インキュベ
ートし、次いでプロテインＡセファロースビーズ（溶解バッファー中１０容量／容量％）
１００μｌを加え、４℃で１時間インキュベートし、ベンチトップ遠心で、１４０００ｒ
ｐｍで１時間遠心した。ｍＡｂ７．５１を用いる別の免疫沈降のために上澄を採取した。
１／１０容量／容量％　ｍＡｂ７．５１を加え、振盪しながら４℃で２時間インキュベー
トした。プロテインＡセファロースビーズ４０μｌを加え、４℃で１時間インキュベート
し、１４０００ｒｐｍで１５秒間遠心し、前記した溶解バッファーで３回洗浄した。次い
でラエムリサンプルバッファー３０μｌを加え、８５℃で５分間加熱し、３０秒間遠心し
た。次いで上澄を１５％　ＳＤＳ－Ｐａｇｅゲルに負荷した。ＩＰ７５１レーンは、１系
列からのトランスジェニック動物におけるＳＳタウ２９０～３９１タンパク質生成物の存
在に対応する～１２～１４ｋＤでの差異を示している。高分子量での暗い背景は、免疫ブ
ロットの展開の過程で検出された内因性マウス免疫グロブリンの存在による（実施例３参
照）。
【図１４】図１４は、免疫沈降を行わずに、前記で指示した溶解バッファー中に調製した
Ｓ１分画を示す。ｍＡｂ７．５１を用いる免疫ブロッティングにより、導入遺伝子に対応
する～１２～１４ｋＤに加えて、～１８ｋＤのゲル移動度を有する新規なより優勢な種が
示された。これは、１系列の全個体で１５か月までの動物の年齢にしたがって異なった程
度で認められた。各々５か月、４か月および４か月の月齢の三つを示している。エピトー
プマッピング（示していない）は、１８ｋＤの種が、ｍＡｂ７．５１（反復ドメインにお
けるエピトープ）およびポリクローナル抗血清Ｋ９ＪＡ（「ＤＡＫＯ　Ａ／Ｓ」、またタ
ウの反復ドメインに位置するエピトープをも認識する）により認識されることを実証した
。１８ｋＤ種は、２０８～２３８残基間に位置するエピトープを認識するＣ－末端ポリク
ローナル抗血清Ｔ４６．１またはｍＡｂ３４２により認識されなかった。１８ｋＤ種は、
導入遺伝子生成の生成物の分解として生じることができず、ＳＳタウ２９６～３９０の二
量体としても生じることができない。したがって１８ｋＤ種は、図１に示す内因性マウス
脳タウの凝集依存的なタンパク質分解性プロセシングにより生じる可能性がある。
【図１５】図１５は、２次元ゲル電気泳動（２ＤＥ）、銀染色および免疫ブロッティング
を示す。マウス脳５００ｍｇを溶解バッファー（前記参照）２ｍｌ中で均質化し、氷上で
超音波処理し、１４０００ｒｐｍで遠心した。Ｓ１分画を採取し、９５℃で５分間沸騰し
、１４０００ｒｐｍで５分間遠心し、上澄を取り、そしてセントリコン３０００を用いて
１０倍に濃縮した。この２０％　タンパク質懸濁液を２－ＤＥゲルに負荷した。第１の次
元は、等電点電気泳動であり、第２の次元は、１５％　ＳＤＳ－ＰＡＧＥである。ゲルを
銀染色し、平行してゲルを同一条件下で作動させ、そしてブロッティングし、次いで７．
５１抗体（前記参照）と共にインキュベートした。黒色の矢印は、１２～１４ｋＤ遺伝子
生成物を示し、そして二重線は、１８ｋＤの種に相当する。加えて、これもまた野生型か
らトランスジェニック動物を区別するゲル移動度の低い、未だ特性化されていないスメア
が在る。このスメアは、これもまた内因性のマウスタウに由来するいくつかの高分子量タ
ウ生成物を含有する可能性がある。用いた調製用プロトコルに依存して、その他の単離さ
れた高分子量タウ免疫反応性スポットもまた変動的に観察される（実施例３参照）。
【図１６ａ】図１６は、実施例１の種々細胞系で得られた結果を示す。　図１６（ａ）は
、免疫ブロッティングによる、タウフラグメントを発現する細胞の分析を示す。タウフラ
グメントを安定して発現し、そしてＩＰＴＧ誘導プロモーターの制御下全長タウをも発現
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する細胞を、５ｍＭ　ＩＰＴＧまたは５ｍＭ　酪酸ナトリウムと共に２４時間インキュベ
ートした後、１５％　ＳＤＳゲル上で分析し、続いてタウの反復ドメインのエピトープに
結合するｍＡｂ７．５１で免疫ブロッティングした。ＳＳタウ１９０～４４１タンパク質
は、ゲル上で～４０Ｋの見かけのＲＭＭを有し、そしてそれは、～２５Ｋのフラグメント
に分解される。対照的に、可溶性タウ１８６～４４１フラグメントおよび可溶性Ｔ４０は
異なる分解プロファイルを示す。ＳＳタウ１９０～４４１を発現する細胞における全長タ
ウ（Ｉ）の誘導により４０Ｋ、２５Ｋタンパク質、および、ことによると少量の３０Ｋフ
ラグメントの出現の増加が引き起こされる。酪酸ナトリウムの添加によりトランスフェク
トされたタンパク質の発現が、増加し、（Ｂ）は、また双方のフラグメントの量をも増加
させ、そして３０Ｋフラグメントの出現を誘導する。
【図１６ｂ】図１６は、実施例１の種々細胞系で得られた結果を示す。　図１６（ｂ）。
ＳＳタウ１９０～３９０タンパク質は、～３０Ｋの見かけのＲＭＭを有し、これは、～１
８Ｋで少量の分解生成物を伴う。全長タウの誘導により３０Ｋタンパク質の量がわずかに
上昇する。ブチラート処理により３０Ｋフラグメントの量が大きく増加し、そして１８Ｋ
Ｄａのフラグメントの量も増加する。この分解パターンは、可溶性１８６～３９１フラグ
メントまたは全長Ｔ４０では認められない。
【図１６ｃ】図１６は、実施例１の種々細胞系で得られた結果を示す。　図１６（ｃ）は
、イムノブロッティングによるタウフラグメントを発現する細胞の分析を示す。ＩＰＴＧ
誘導プロモーターの制御下で安定してタウフラグメントＳＳタウ２９６～３９０を発現し
、そして全長タウをも発現する細胞を５ｍＭ　ＩＰＴＧ（「Ｉ」）または５ｍＭ　酪酸ナ
トリウム（「Ｂ」）と共に２４時間インキュベートした後、１５％　ＳＤＳゲルで分析し
、続いてタウの反復ドメインのエピトープに結合するｍＡｂ７．５１でイムノブロッティ
ングを行った。未標識レーンは、１８ｋＤに対応するゲル移動度を伴う小さなバンドのみ
を示す。「Ｂ」と称したレーンは、１８ｋＤに対応する移動度を有する優勢なゲルバンド
および１４ｋＤに対応する小さなバンドを示す。「Ｉ」と称したレーンは、１８ｋＤに対
応するゲル移動度を有する小さなバンドを示す。この細胞系における１８ｋＤバンドの誘
導を図１（ｄ）にて説明する。タウフラグメントＳＳタウ２９６～３９０は、～１４ｋＤ
のゲル移動度を有するので、１８ｋＤ種は、導入されたタウフラグメントの分解生成物と
して現れることができず、例えば図１６（ｄ）で認められる２４ｋＤ二量体の形成の証拠
もない。
【図１６ｄ】図１６は、実施例１の種々細胞系で得られた結果を示す。　図１６（ｄ）は
、インビトロ凝集で細菌により発現されたタウｄＧＡＥフラグメント（残基２９７～３９
１）が、その主要な形態が、～２４ｋＤのゲル移動度を有している一連の高いオーダーの
オリゴマーをどのように自発的に形成するのかを示す。～１９／２２ｋＤのゲル移動度を
有する、二量体が部分的に分解されている可能性が最も高い、少量の不定型オリゴマーが
存在する。
【図１６ｅ】図１６は、実施例１の種々細胞系で得られた結果を示す。　図１６（ｅ）の
左側のパネルは、（ａ）で示された効果の複写であり、ここでＩＰＴＧは、比較のために
２５Ｋ、３０Ｋおよび４０Ｋタンパク質のレベル増加を生じている。同一の実験を２５Ｋ
タンパク質のチオニン遮断生成物の存在下で実施し、これもまた３０Ｋタンパク質の生成
を低減した。しかしながらチオニンは、ブチラートで認められる２５Ｋおよび３０Ｋバン
ドの検出レベルを低下させない。したがってチオニンは、２５Ｋバンドを生じる全長タウ
の捕捉およびプロセシングを遮断することが示される。
【図１７ａ】図１７（ａ）は、ＳＳタウ１９０～４４１のタンパク質分解性プロセシング
を示す。ＳＳタウ１９０～４４１を発現し、そしてＩＰＴＧでの処理により全長タウの発
現が誘導される細胞（右側レーン）を、タウの長さに沿って位置するエピトープを認識す
る四つの抗体で分析した。ゲルは、タウの反復ドメインを認識するｍＡｂ７．５１を用い
た分析を示し、これによりコア凝集ドメインを含有するすべてのタウフラグメントが表さ
れる。残りのカラムは、ｍＡｂ７．５１陽性フラグメントとその他の三つの抗体との反応
性の概要を示す。その結果もまた、全長タウおよびＳＳタウ１９０～４４１のプロセシン
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グにより生成されたフラグメントの概略図において示される。全長タウのみが、四つすべ
ての抗体により認識される。ＳＳタウ１９０～４４１よりもわずかに大きいフラグメント
は、全長タウのＮ－末端トランケーションにより生成される。ＳＳタウ１９０～４４１よ
りも小さな二つのフラグメントは、Ｎ－末端またはＣ－末端プロセシングのいずれかによ
り生成される。二つの最も小さなフラグメントは、コアドメインに対する抗体とのみ反応
し、これは、このドメインのタンパク質分解安定性を実証している。
【図１７ｂ】図１７（ｂ）は、ＳＳタウ１９０～３９０のタンパク質分解性プロセシング
を示す。ＳＳタウ１９０～３９０を発現し、そして酪酸ナトリウムで処理された細胞（右
側レーン）は、ＳＳタウ１９０～３９０および～１８ＫＤａの単一のタンパク質分解性生
成物を生成する、表および右側の図で示されるように、１８ｋＤ種は、ｍＡｂ７．５１と
のみ免疫反応性である。図１の記載で示す理由で、考えられるフラグメントの境界を右側
に示す。
【図１８】図１８は、細胞抽出物からのタウ凝集物の沈殿を示す。（ａ）ＳＳタウ１９０
～４４１または（ｂ）ＳＳタウ１９０～３９０を発現し、そして全長タウを発現するよう
に誘導された細胞を均質化し、そして７２０ｇで３分間遠心し、核後上澄（ｐｎｓ）を生
成した。ｐｎｓを１２，０００ｇで２分間遠心し、膜および大きな凝集物を沈殿させ、そ
してこの遠心からの上澄を２００，０００ｇで２２分間遠心した。０．１％　トリトンＸ
－１００で処理し、膜タンパク質を可溶化したｐｎｓで同一の分析を実施した。デタージ
ェントを伴わないまたは伴う１２Ｋ上澄の比較（レーン３、７）は、デタージェント抽出
後の上澄により多くのタンパク質が存在することを示している。双方の場合で、ペレット
に有意な量のタンパク質も現れる（レーン４、８）。１２Ｋ上澄の２００Ｋｇでの遠心に
より残りのタンパク質が沈殿する（レーン６、１０）。
【図１９ａ】図１９（ａ）は、重要な核形成因子がタウ捕捉を開始し、次いで自己触媒性
になる「種」を提供する概念図を示す。
【図１９ｂ】図１９（ｂ）は、アルツハイマー病の推定される病原モデルを示す。タウ凝
集は、軸索輸送の失敗およびその結果であるニューロン死の前に、タウ凝集が最も近い過
程である。タウ凝集カスケードは、タウ遺伝子の上流変化から、または１次変異から生じ
る種まき／核形成事象のいずれかにより誘発される。
【図２０】図２０は、タンパク質凝集の疾患において役割を果たすタンパク質を列挙する
表を示す。疾患それ自体、関与すると考えられる凝集ドメインおよび／または変異、およ
び推定（最大）フィブリルサブユニットの大きさをも列挙している。各タンパク質に関す
る一つまたはそれ以上の文献参照を提示する。
【図２１】図２１。酸可溶性ＰＨＦ－タウの除去後のＰＨＦコア調製物中のタンパク質の
配列分析。Stahlら(Biochemistry 29: 8879～8884(1990)）のスクラピー・フィブリルプ
ロトコールにしたがって残留物を可溶化した。単一のＡＤの脳からの典型的な調製物に関
して収量を示す。見かけのゲル移動度のバンドにおけるＰＨＦコアタウタンパク質と同時
精製されると見なされるタンパク質フラグメントおよび対応する残基をｋＤで示す。ＳＤ
Ｓ－または電気泳動抵抗性複合体の形態で同時精製されるタウ以外のタンパク質は：ユビ
キチン、ポリンおよびミトコンドリア複合体ＩＩＩのコアタンパク質－２（「ｃｏｒｅ－
２」）である。ＡＴＰシンターゼサブユニット９（「ＡＴＰ－９」）はプラークのＡβプ
ロテインと同時精製される形態で見出された。ポリン配列もまた３４ｋＤ種のＡｓｐ－Ｎ
＊およびＣＮＢｒ＊＊消化物から同定された。
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摘要(译)

病理学上的聚集疾病蛋白（ADP，例如tau蛋白）与病理状况（例如，阿尔茨海默病）相关，其中聚集疾病蛋白（ADP，例如，tau
蛋白）通过诱导构象聚合相互作用在病理上聚集。一种诱导或建模病症的方法，其中：（i）衍生自ADP或来自启动ADP病理性聚
集的蛋白质的聚集蛋白质;公开了特征在于提供包含蛋白质的膜定位融合蛋白的步骤的方法。基于ADP的融合蛋白膜定位导致ADP
蛋白的高亲和力捕获位点暴露，以促进可能是系统天然或异源的另一种ADP的聚集。它被认为。该方法可以在体外，或在细胞和动
物模型中进行，并用于监测聚集，例如，通过监测作为聚集结果的ADP相关的修饰产物的形成来监测聚集过程的调节剂。它可以屏
幕。还提供了与该方法相关的方法，材料或过程。
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