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(54)【発明の名称】 カスパーゼにより切断されたＡＰＰを認識する抗体及びその使用法

(57)【要約】
アミロイド－βペプチド（Ａβ）形成及びアポトーシス
によるニューロンの喪失は、神経変性疾患、特にアルツ
ハイマー病の病原において密接に関連した過程である。
アミロイド－β前駆体タンパク質（ＡＰＰ）の切断及び
アミロイド生成Ａβペプチド種の生合成におけるアポト
ーシス・プロテアーゼ及びカスパーゼの役割が記載され
る。カスパーゼにより切断されたＡＰＰを認識する抗体
、及びそれらの様々な利用可能性についても記載される
。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  カスパーゼにより媒介されるＡＰＰ及びＡＰＬＰの切断の後

に作出されるか又は露出するネオ－エピトープを認識する抗体。

    【請求項２】  少なくとも４つのアミノ酸からなるカスパーゼ切断部位のコ

ンセンサス配列を有する抗原決定基を用いて作製され、該コンセンサス配列がＶ

／ＤＸＸＤを含む、請求項１に記載の抗体。

    【請求項３】  ＡＰＰが、カスパーゼ－３、カスパーゼ－６及びカスパーゼ

８から選択されるカスパーゼにより切断される、請求項１に記載の抗体。

    【請求項４】  ＡＰＰ及びＡＰＬＰがカスパーゼ－３により切断される、請

求項３に記載の抗体。

    【請求項５】  カスパーゼにより媒介されるＡＰＰの切断の後に作出される

か又は露出するネオ－エピトープが、カスパーゼ－３により切断される、請求項

４に記載の抗体。

    【請求項６】  ＡＰＰが、ＡＰＰ７５１のアミノ酸番号に基づき１９７、２

１９及び７２０と命名された３つのカスパーゼ－３切断部位を含む、請求項５に

記載の抗体。

    【請求項７】  命名された切断部位７２０におけるカスパーゼ－３切断の後

に作出されるか又は露出するネオ－エピトープと結合することができる、請求項

６に記載の抗体。

    【請求項８】  少なくとも４つのアミノ酸残基からなり、かつカスパーゼ・

コンセンサス配列Ｖ／ＤＸＸＤを含有するペプチドを含む抗原決定基を用いて作

製された抗体。

    【請求項９】  ＡＰＰ７１４～ＡＰＰ７２０のアミノ酸配列を有するペプチ

ドを含む抗原決定基を用いて作製された、請求項８に記載の抗体。

    【請求項１０】  抗原決定基が抗原性増強物質とカップリングしている、請

求項９に記載の抗体。

    【請求項１１】  カップリングした抗原決定基が、ＫＬＨ－システイン－Ａ

ＰＰ７１４～ＡＰＰ７２０を含む、請求項１０に記載の抗体。

    【請求項１２】  ポリクローナルである、請求項１に記載の抗体。



(3) 特表２００２－５４２２６１

    【請求項１３】  モノクローナルである、請求項１に記載の抗体。

    【請求項１４】  カスパーゼにより媒介されるＡＰＰ及びＡＰＬＰの切断の

後に露出するネオ－エピトープと結合する能力を有する抗体を含む抗血清。

    【請求項１５】  カスパーゼにより媒介されるＡＰＰ及びＡＰＬＰの切断の

後に作出されるか又は露出するネオ－エピトープと結合する能力を有する抗体を

生成させるための方法であって、

少なくとも４つのアミノ酸残基からなり、かつカスパーゼ・コンセンサス配列Ｖ

／ＤＸＸＤを含有するペプチドで哺乳動物を免疫感作し、前記ペプチドに対する

抗体を含有する抗血清を提供すること、

該抗血清を収集すること、及び

カスパーゼにより生成するネオ－エピトープに対して特異的な抗体を選択するこ

とを含む方法。

    【請求項１６】  哺乳動物患者におけるカスパーゼ媒介アポトーシスのレベ

ルを検出又は特徴づけするための方法であって、

ニューロンのアポトーシスを有すると疑われる患者から組織試料を入手すること

、

  該試料を請求項１に記載の抗体と接触させ、カスパーゼにより切断されたＡＰ

Ｐ及びＡＰＬＰの存在又は量を検出すること、並びに

カスパーゼにより切断されたＡＰＰ及びＡＰＬＰの量を標準と比較することを含

む方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

    （発明の背景）

  本発明は、カスパーゼにより媒介されるアミロイド－β前駆体タンパク質の切

断の後に露出するネオ－エピトープ（ｎｅｏ－ｅｐｉｔｏｐｅ）を認識する能力

を有する新規な抗体、及びそれらの使用に関する。

      【０００２】

  アポトーシス性細胞死による海馬ニューロンの喪失は、アルツハイマー病の顕

著な特徴である（Ｃｏｔｍａｎ  ａｎｄ  Ｓｕ，１９９６；Ｌｉら．，１９９７

；Ｓｍａｌｅら．，１９９５；Ｓｕら．，１９９７）。これらの細胞の未成熟死

に対する感受性に寄与する一つの可能性のある因子は、ニューロン変性部位にお

ける、又はその付近におけるアミロイド－βペプチド沈着の細胞毒性効果によっ

て生じる。ニューロンを含む培養ヒト細胞をアミロイド生成Ａβペプチドで処理

すると、それらはアポトーシス性の細胞自殺を起こす（Ｆｏｒｌｏｎｉら．，１

９９６；ＬａＦｅｒｌａら．，１９９５；Ｌｏｏら．，１９９３）。同時に、ア

ポトーシスを起こしているニューロンは、増加したレベルの細胞毒性Ａβペプチ

ド種を生成させる（ＬｅＢｌａｎｃ，１９９５）。従って、アルツハイマー病の

病理における考え得る筋書は、遺伝的素因又はその他の生理学的因子の結果とし

て起こるＡβペプチド形成の亢進が、感受性ニューロンにおける内因性細胞自殺

経路の部分的活性化を誘発するというものである。次に、感作された細胞が、Ａ

βペプチドのレベルを上昇させ、悪循環の増悪を引き起こし、それが、アルツハ

イマー病の特徴である進行性のニューロン喪失へと導く。これが正しいのであれ

ば、アポトーシス機構の成分が、直接的又は間接的に、アミロイド－β前駆体タ

ンパク質（ＡＰＰ）の複雑なタンパク質分解プロセシングに寄与しているはずで

ある（Ｈａａｓｓ  ａｎｄ  Ｓｅｌｋｏｅ，１９９３；Ｓｅｌｋｏｅら．，１９

９６；Ｓｉｓｏｄｉａ  ａｎｄ  Ｐｒｉｃｅ，１９９５）。ＡＰＰのタンパク質

分解プロセシングにより、Ａβペプチド形成が上昇し、その他のＡＰＰプロテア

ーゼ分解産物がアポトーシス細胞中に観察されるようになる。この研究において

は、ＡＰＰプロセシング及びアミロイド生成Ａβペプチド種の生合成におけるア
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ポトーシス・プロテアーゼ、特にカスパーゼの役割を提供する。

      【０００３】

  現在のところ、ＡＰＰカスパーゼ切断産物の存在を特異的に評価する直接的又

は間接的な方法は存在しない。従って、ＡＰＰカスパーゼ切断産物の存在を特異

的に検出しうる薬剤を開発することは有用であろう。切断産物の存在は、ニュー

ロン・アポトーシスの指標として使用されうる。特に、そのような薬剤は、ニュ

ーロン変性、ニューロン変性疾患の存在を認識し、哺乳動物においてそのような

疾患の進行を評価するために有用であろう。より具体的には、そのような薬剤は

、ニューロン・アポトーシスに対する候補阻害剤の効果を評価するための道具と

して、そして神経変性疾患を診断するための可能性のある道具としても使用され

うる。

      【０００４】

  従って、本発明の一つの目的は、ＡＰＰプロテアーゼ切断産物を特異的に検出

することができる薬剤を開発することであった。

      【０００５】

  もう一つの目的は、本発明の薬剤を使用してニューロン・アポトーシスを同定

することであった。

      【０００６】

  さらなる目的は、ニューロン・アポトーシスを、カスパーゼ非依存性のニュー

ロンの介し壊死性細胞死と区別するため、本発明の薬剤を使用することであった

。

      【０００７】

  さらなる目的は、神経変性状態及び脳損傷の指標としてニューロン・アポトー

シスを検出するために本発明の薬剤を使用することであった。

      【０００８】

  これら及びその他の目的は、本明細書に提供される教示から、当業者には明ら

かとなろう。

      【０００９】

  本願は多数の刊行物を引用しているが、それらの内容は参照として完全に本明
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細書に組み込まれる。

      【００１０】

    （発明の開示）

  本発明は、カスパーゼにより媒介されるＡＰＰ又はＡＰＬＰの切断の後に作出

されるか又は露出するネオ－エピトープを認識する抗体、及びそれらの使用に関

する。

      【００１１】

    （図面の簡単な説明）

  添付の図面と関連して本発明をさらに説明する。

      【００１２】

  図１Ａは、カスパーゼ阻害が、アポトーシスを起こしたニューロン細胞におけ

る亢進したアミロイド－βペプチド産生を排除することを示す図である。レチノ

イン酸により分化したニューロンＮＴ２細胞（ｈＮＴ）を、血清の存在下（○）

又は非存在下（●、■）で４日間、培養した。血清枯渇細胞培養物の半分は、Ｚ

－ＶＡＤ（ＯＭｅ）－ＣＨ２Ｆ（１００μＭ初期用量、２４時間毎に５０μＭを

追加）で処理した（■）。得られた細胞培養上清中のＡβ（１－４０）を、サン

ドイッチＥＬＩＳＡにより、示された間隔で測定した。定常状態に達した後、Ａ

β産生の相対速度を計算した（この場合、２～４日目の値の傾き）。代表的な実

験（ｎ＝２）が示されており、各データ・ポイントは、トリプリケート培養物か

らの平均値である。

      【００１３】

  図１Ｂは、アポトーシス中のカスパーゼ関連ＡＰＰタンパク質切断を示す図で

ある。示されたように、３３μＭ  Ｚ－ＶＡＤ（ＯＭｅ）－ＣＨ２Ｆの非存在下

又は存在下で、１μｇ／ｍｌカンプトテシンにより、６時間、アポトーシスを起

こすようＮＴ２細胞を誘導した。オリゴヌクレオソームＤＮＡ断片化により、ア

ポトーシスを調査した（左パネル）。尿素／ＳＤＳを使用して細胞溶解物を調製

し、ポリアクリルアミドゲルで分離し、次いでカスパーゼ－３（右上パネル）、

ポリ（ＡＤＰ）－リボースポリメラーゼ（右中パネル）又はＡＰＰ（右下パネル

）についてイムノブロットした。代表的な実験（ｎ＝５）が示されている。
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      【００１４】

  図１Ｃは、アポトーシス細胞抽出物におけるＩＩ群カスパーゼによるアミロイ

ド－β前駆体タンパク質のタンパク質分解を示す図である。共役ｉｎ  ｖｉｔｒ

ｏ転写／翻訳により［３５Ｓ］Ｍｅｔ標識ＡＰＰを生成させ、次いで健康なジャ

ーカット細胞からのサイトゾル抽出物（レーン１）又はＣＤ－９５（Ｆａｓ、Ａ

ＰＯ－１）イムノライゲーションによりアポトーシスを起こすよう誘導された細

胞からの抽出物（レーン２）と共にインキュベートした。完全ＡＰＰ（ｐ１２０

ＡＰＰ）は、およそ８５、８８及び９０ｋＤａの３つの異なる中間体（ＡＰＰ）

へと切断された。代表的な実験（ｎ＝４）が示されている。

      【００１５】

  図１Ｄは、アポトーシス細胞抽出物におけるＩＩ群カスパーゼによるアミロイ

ド－β前駆体タンパク質のタンパク質分解を示す図である。アポトーシスを起こ

したジャーカット抽出物中の［３５Ｓ］Ｍｅｔ標識ＡＰＰの切断を、示された濃

度のテトラペプチド－アルデヒド・カスパーゼ阻害剤（Ａｃ－ＹＶＡＤ－ＣＨＯ

、■；Ａｃ－ＤＥＶＤ－ＣＨＯ、○；Ａｃ－ＩＥＴＤ－ＣＨＯ、●）の存在下で

試験し、得られたフルオログラムのレーザー濃度分析により定量した。代表的な

実験（ｎ＝２）が示されている。

      【００１６】

  図１Ｅは、組換えカスパーゼ－３によるアミロイド－β前駆体タンパク質の分

解を示す図である。［３５Ｓ］Ｍｅｔ標識ＡＰＰを、示された濃度の組換えヒト

・カスパーゼ３と共に３７℃で６０分間インキュベートした。ＡＰＰ切断をレー

ザー濃度分析により定量し、関係Ｓｔ／Ｓ０＝ｅ
－ｋｏｂｓ＊ｔ（ここで、Ｓｔ

は、時間ｔにおいて残存している基質（ＡＰＰ）の濃度であり、Ｓ０は初期基質

濃度であり、ｋｏｂｓ＝ｋｃａｔ
＊［カスパーゼ－３］／Ｋｍである）からｋｃ

ａｔ／Ｋｍの値を決定するために使用した。代表的な実験（ｎ＝２）が示されて

いる。

      【００１７】

  図２は、アルツハイマー脳海馬のＣＡ３野の死滅しつつある錘体ニューロンに

おける増加したカスパーゼ－３免疫反応性を示す図である。パラフィン包埋切片
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を、抗原回復及びペルオキシダーゼ中和のため処理し、次いでヒト・カスパーゼ

３の大サブユニット（ＭＦ－Ｒ２８０）に対して作製されたイムノアフィニティ

精製抗体を対合させ、抗ウサギＨＲＰ可視化（Ｖｅｃｔａｌａｂｓ、ＵＫ）及び

ヘマトキシリン対比染色を行った。ａ）抗血清が、他のヒト・カスパーゼと交差

反応できないこと、ｂ）免疫前血清による染色が存在しないこと、ｃ）抗原予備

吸着が免疫染色を消失させうること、及びｄ）他のウサギから得られた抗体を使

用した結果と類似していたこと（示していない）から判断されるように、染色は

特異的であった。各パネルの幅は、１４０μｍに相当する。他のドナー（アルツ

ハイマー３、対照２）からの脳においても同一の結果が見出された。示された例

は、臨床的に、そして死後、アルツハイマー病と診断された８２歳の女性、及び

臨床的な異常がなく、肺塞栓で死亡し、神経学的に正常と判断された脳を有する

８８歳の男性からのものである。

      【００１８】

  図２Ａは、年齢がマッチした神経学的に正常な個体からのパラフィン包埋切片

を示す図である。白矢印は、示したとしても極わずかにしかカスパーゼ－３免疫

反応性を示さない、健康なカスパーゼ－３陰性錘体ニューロンを示す。

      【００１９】

  図２Ｂは、アルツハイマー病患者からのパラフィン包埋切片を示す図である。

黒矢印は、アルツハイマー試料における、変性に対して感受性であり、変性形態

（「ゴースト」を含む）を有する範囲におけるカスパーゼ－３陽性免疫反応性ニ

ューロン（茶色）を示す。

      【００２０】

  図３Ａは、カスパーゼにより媒介されるアミロイド－β前駆体タンパク質のタ

ンパク質切断の部位の同定及び突然変異による除去を示す図である。［３５Ｓ］

Ｃｙｓ対［３５Ｓ］Ｍｅｔによるディファレンシャル・マッピング、及びカスパ

ーゼ分解ΔＮ－ＡＰＰ欠失構築物の質量分析により３つの可能性のあるカスパー

ゼ分解部位が同定された（示していない）。次いで、部位特異的突然変異誘発に

よる予測Ｐ１  Ａｓｐ残基の連続的な除去により、推定部位を確認した（Ｐ１  

Ａｓｐは、カスパーゼ認識にとって必須である）。示された［３５Ｓ］Ｍｅｔ  
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ＡＰＰ突然変異ポリペプチドを、共役ｉｎ  ｖｉｔｒｏ転写／翻訳により生成さ

せ、次いで８ｎＭのカスパーゼ－３の非存在下（レーン１、３、５、７）又は存

在下（レーン２、４、６、８）でインキュベートした。代表的な実験（ｎ＝３）

が示されている。

      【００２１】

  図３Ｂは、他の構造的特徴との関係におけるアミロイド－β前駆体タンパク質

内のカスパーゼ切断部位の位置を示す図である。アミロイド－β前駆体タンパク

質内のドメイン及び相互作用部位が要約されている。３つのカスパーゼによるタ

ンパク質切断部位は、Ｐ１に相当するＡｓｐ残基をさす番号と共に下に示されて

いる。Ａβペプチドを包含する領域は、ＶＫＭＤ６５３～ＶＮＬＤ６５３「スウ

ェーデン型」突然変異（円内）を含む、括弧内に示された既知の突然変異と共に

上に拡大されている。

      【００２２】

  図４は、アポトーシス中のインタクト細胞におけるアミロイド－β前駆体タン

パク質のカスパーゼ依存的な切断、及びカスパーゼにより生成したＣ末端ネオ－

エピトープのｉｎ  ｓｉｔｕ検出を示す図である。

      【００２３】

  図４Ａは、トランスフェクトされたＢ１０３細胞におけるアポトーシス中のＡ

ＰＰのＣ末端切断を示す図である。等量の全長野生型ＡＰＰ（ｗｔ、レーン１＆

２）、Ａｓｐ７２０カスパーゼ切断部位の後のＣ末端残基Ａｌａ７２１～Ａｓｎ

７５１を欠くＡＰＰ（ΔＣ－ＡＰＰ、レーン３＆４）、又はＡｓｐ７２０カスパ

ーゼ切断部位を除去するための点突然変異を含有する全長ＡＰＰ（Ｄ７２０Ａ、

レーン５＆６）を発現する安定Ｂ１０３細胞系を生成させた。アポトーシスを誘

導するため、１μＭスタウロスポリンの非存在下（レーン１、３、５）又は存在

下（レーン２、４、６）で２時間、細胞系を処理した。遠心分離により細胞及び

アポトーシス残骸を収集し、ＰＢＳで洗浄し、ノニデットＰ－４０を含有する緩

衝液で溶解させた。完全ＡＰＰを、α－Ｃ２１抗体（ＡＰＰのＣ末端２１アミノ

酸に対して作製された）及びプロテインＡ－セファロース収集を使用して免疫枯

渇させた。残りのＡＰＰ断片を、プロテインＧ－セファロース収集と共に６Ｅ１
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０抗体（Ａβペプチドの最初の１７残基に対して作製された）を使用して免疫沈

降させた。ＳＤＳ－ＰＡＧＥによる分離の後、Ｃ末端短縮ＡＰＰ断片を、（ＡＰ

Ｐのアミノ末端に対して作製された）２２Ｃ１１抗体を使用したイムノブロッテ

ィングにより可視化した。矢印は、Ａｓｐ７２０の後における切断により生成し

たＡＰＰ産物（ΔＣ－ＡＰＰ）又は等価なトランスフェクション標準（レーン３

＆４）の移動を示す。代表的な実験（ｎ＝４）が示されている。

      【００２４】

  図４Ｂは、カスパーゼにより生成したＡＰＰネオ－エピトープの、αΔＣＣｓ

ｐ－ＡＰＰによる特異的認識を示す図である。共役ｉｎ  ｖｉｔｒｏ転写／翻訳

により［３５Ｓ］Ｍｅｔ標識ＡＰＰ変異型を生成させ（上パネル）、次いで、Ａ

ｓｐ７２０におけるＡＰＰの切断の後に露出する、カスパーゼにより生成するネ

オ－エピトープを認識する特異的抗体（αΔＣＣｓｐ－ＡＰＰ）を使用して免疫

沈降させた（下パネル）。代表的な実験（ｎ＝２）が示されている。

      【００２５】

  図４Ｃは、トランスフェクトされたＢ１０３細胞におけるアポトーシス中のＡ

ＰＰのＣ末端切断を示す図である。全長野生型ＡＰＰを保持するＢ１０３安定細

胞系（図４Ａに記載）を、アポトーシスを誘導するための１μＭスタウロスポリ

ンの非存在下（レーン１）又は存在下（レーン２＆３）で２時間、処理した。レ

ーン３の細胞は、１００μＭのカスパーゼ阻害剤Ｚ－ＶＡＤ（ＯＭｅ）－ＣＨ２

Ｆによっても処理した。前記のようにして、細胞及びアポトーシス残骸を収集し

、溶解させた。次いで、溶解物をαΔＣＣｓｐ－ＡＰＰにより免疫沈降させ、Ｓ

ＤＳ－ＰＡＧＥにより分離し、２２Ｃ１１を使用してΔＣ－ＡＰＰについてイム

ノブロットした。陽性対照として、安定的トランスフェクションによりΔＣ－Ａ

ＰＰを保持する未処理Ｂ１０３細胞を、同様に処理した（レーン４）。代表的な

実験（ｎ＝３）が示されている。

      【００２６】

  図４Ｄ～図４Ｉは、ＮＴ２細胞アポトーシス中のカスパーゼにより生成したΔ

Ｃ－ＡＰＰネオ－エピトープのｉｎ  ｓｉｔｕ検出を示す図である。サブコンフ

ルエントのＮＴ２細胞を、５０μＭのカスパーゼ阻害剤Ｚ－ＶＡＤ（ＯＭｅ）－
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ＣＨ２Ｆの非存在下（Ｅ、Ｈ）又は存在下（Ｆ、Ｉ）で１μｇ／ｍｌのカンプト

テシン（Ｅ～Ｉ）と共に４時間、インキュベートすることにより、アポトーシス

を起こすよう誘導した。対照細胞（Ｄ、Ｇ）は、媒体（ＤＭＳＯ）のみで同様に

処理した。細胞の収集及び固定の後、全ての細胞をＴＵＮＥＬ（緑）で染色し、

活性型カスパーゼ－３（Ｄ、Ｅ、Ｆ；αＣｓｐ－３（ＭＦ３９７）；赤）又はカ

スパーゼにより生成したΔＣ－ＡＰＰネオ－エピトープ（Ｇ、Ｈ、Ｉ；αΔＣＣ

ｓｐ－ＡＰＰ；赤）のいずれかを認識する抗血清を使用して同時染色した。全て

のパネルが、共存する場合には黄色を与える、ＴＵＮＥＬ（緑）と免疫反応性（

赤）との合成像である。代表的な実験（ｎ＝２）が示されている。

      【００２７】

  図５は、急性の興奮毒性又は虚血による損傷の後のニューロン・アポトーシス

中のＣ末端カスパーゼ部位におけるＡＰＰのｉｎ  ｖｉｖｏ短縮を示す図である

。アポトーシスを起こしている海馬ニューロンにおけるΔＣ－ＡＰＰの生成を、

興奮毒性カイニン酸の全身投与（Ａ～Ｆ）又は一過性全体的脳虚血（Ｇ～Ｌ）の

後に、ｉｎ  ｖｉｖｏで調査した。

      【００２８】

  図５Ａ～図５Ｆは、ＳＶ１２９マウスにおける興奮毒性による損傷を示す図で

ある。左パネルＡ、Ｃ、Ｅは対照であり、右パネルＢ、Ｄ、Ｆはカイニン酸で処

理され、安楽死させられたＳＶ１２９マウスの、カスパーゼにより生成したＡＰ

Ｐネオ－エピトープ（Ａ及びＢ；αΔＣＣｓｐ－ＡＰＰ）、活性カスパーゼ－３

（Ｃ及びＤ；αＣｓｐ－３（ＭＦ３９７））又はＴＵＮＥＬ（Ｅ及びＦ）につい

て染色された隣接脳切片である。海馬のＣＡ３野が、同一拡大率で全てのパネル

に示されている（パネルＦのバー＝１００μ）。代表的な実験（ｎ＝４）が示さ

れている。

      【００２９】

  図５Ｇ～図５Ｌは、虚血による損傷の効果を示す図である。１２分間の４血管

閉塞によりラットにおいて一過性の全体的虚血を起こし、示された時間、再灌流

を行った（対照動物（Ｇ）は虚血なしに偽の外科的手法を受けた）。海馬のＣＡ

１野の切片を、カスパーゼにより生成したＡＰＰネオ－エピトープ（Ｇ～Ｊ、Ｌ
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）又はＴＵＮＥＬ（Ｋ）について染色した。パネルＧ～Ｋの拡大率は、同一であ

り（パネルＫのバー＝４００μ）、パネルＬはパネルＩに輪郭が示されている領

域の拡大像（バー＝７５μ）である。代表的な例（ｎ＝４）が示されている。

      【００３０】

  図６は、老人斑内のΔＣ－ＡＰＰとアミロイド－βとの共存を示す図である。

パネル６Ｃのバー＝１００μ。

      【００３１】

  図６Ａは、（Ｂ）に示されたのと同じ海馬の範囲におけるαΔＣＣｓｐ－ＡＰ

Ｐ免疫反応性により可視化されたΔＣ－ＡＰＰを示す図である。

      【００３２】

  図６Ｂは、アルツハイマー病と診断された患者の海馬におけるアミロイド－β

免疫反応性（矢印）により同定された老人斑を示す図である。

      【００３３】

  図６Ｃは、一致する場合には黄色を与える、カスパーゼにより生成したＡＰＰ

ネオ－エピトープ（赤）とＡβ（緑）との合成像であり、ΔＣ－ＡＰＰとアミロ

イド－β免疫反応性との高度の重複を図示している。

      【００３４】

  ｎ＝７の臨床的に診断されたアルツハイマー病患者（５～１４年のＡＤ診断を

有する７７～９１歳の男性及び女性；死後２．３～４．３時間後の収集）におい

ては、同様の結果が観察されたが、７人の年齢がマッチした対照患者（７９～９

１歳の男性及び女性；死後２．０～４．０時間後の収集）には観察されなかった

。

      【００３５】

  図７は、カスパーゼにより媒介されるＡＰＰ生成が、アミロイド－βペプチド

形成を上昇させることを示す図である。比較可能なレベルの全長ＡＰＰ（ｗｔ、

カラム１＆３）又はＡｌａ７２１～Ａｓｎ７５１（Ａｓｐ７２０カスパーゼ切断

部位の後のＣ末端残基（αΔＣ－ＡＰＰ、カラム２＆４））を欠くＡＰＰを発現

する、図４Ａについて記載されたＢ１０３安定細胞系を、新鮮な培地中で２０又

は４８時間培養した後、モノクローナル抗体を用いたイムノアッセイにより、培
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養培地中のＡβペプチド・レベルを定量した。代表的な実験（ｎ＝４）±ＳＤが

示されている。

      【００３６】

  図８は、「スウェーデン型」家族性突然変異が、カスパーゼ－６基質としての

ＡＰＰのβ－セクレターゼ標的領域を改善することを示す図である。

      【００３７】

  図８Ａは、ＡＰＰのβ－セクレターゼ標的領域のＶＫＭＤ６５３／Ａ６５４（

ＶＫＭＤ－ＡＭＣ、○；図３Ｂを参照）、「スウェーデン型」ジペプチド突然変

異（ＶＮＬＤ－ＡＭＣ、●）又はポジショナル・スキャニング・コンビナトリア

ル基質ライブラリーにより予測されたカスパーゼ－６のための最適なテトラペプ

チド（ＶＥＨＤ－ＡＭＣ、□）のいずれかに相当するよう合成された蛍光原性テ

トラペプチド－アミノメチルクマリンを示す図である。カスパーゼ－６基質とし

てのそれらの適当性を、組換えヒト・カスパーゼ６（２ｎＭ）と様々な濃度の蛍

光原性リガンドとを含有する反応混合物中で試験した。代表的な実験（ｎ＝３）

が示されている。

      【００３８】

  図８Ｂは、Ｎ末端カスパーゼ切断部位を除去し（ΔＮ－ＡＰＰ）、次いで野生

型β－セクレターゼ領域（ＶＫＭＤ６５３／Ａ６５４；カラム１＆２）、「スウ

ェーデン型」突然変異（ＶＮＬＤ６５３／Ａ６５４；カラム３＆４）又はカスパ

ーゼ認識にとって必須のＰ１  ＡｓｐがＡｌａに変化している「スウェーデン型

」突然変異（ＶＮＬＡ６５３／Ａ６５４；カラム５＆６）のいずれかを含有する

よう操作されたＡＰＰ構築物の効果を示す図である。共役ｉｎ  ｖｉｔｒｏ転写

／翻訳により、これらの構築物から［３５Ｓ］Ｍｅｔ標識タンパク質を生成させ

、次いでアポトーシス細胞からのサイトゾル抽出物（無地カラム；１、３＆５）

、又は組換えカスパーゼ－６（斜線付きカラム；２、４＆６）と共にインキュベ

ートした。６０分間にβ－セクレターゼ標的領域で切断されたＡＰＰの初期ＡＰ

Ｐに対する割合を、フルオログラフィーにより決定し、±ＳＤで表した。結果は

、「スウェーデン型」家族性突然変異によりカスパーゼ－６に対するＡＰＰ  β

－セクレターゼ部位の感受性が増加すること、及び「スウェーデン型」ＡＰＰを
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保持している細胞における上昇したアミロイド－βペプチド形成が、カスパーゼ

認識に必要なＰ１  Ａｓｐに依存していることを示している。代表的な実験（ｎ

＝５）が示されている。

      【００３９】

  図８Ｃは、切断の測定を示す図である。野生型β－セクレターゼ配列（○）又

は「スウェーデン型」ジペプチド突然変異（●）のいずれかを含有する［３５Ｓ

］Ｍｅｔ標識ΔＮ－ＡＰＰを、示された濃度の組換えヒト・カスパーゼ６と共に

３７℃で６０分間インキュベートした。β切断断片のホスホールイメージング（

ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｍａｇｉｎｇ）により切断を定量し、図１Ｆの説明において

記載したようなｋｃａｔ／Ｋｍの値を決定するために使用した。

      【００４０】

  図８Ｄは、野生型ＶＫＭＤ６５３／Ａ６５４部位、「スウェーデン型」突然変

異（ＶＮＬＤ６５３／Ａ６５４）又はＰ１  ＡｓｐがＡｌａに変化している「ス

ウェーデン型」突然変異（ＶＮＬＡ６５３／Ａ６５４）を有する全長ＡＰＰを保

持するよう生成させた安定Ｋ５６２細胞系における免疫反応性産物を示す図であ

る。等量のＡＰＰ構築物を発現する同量の細胞を、非メチオニン含有培地で１時

間培養し、次いで［３５Ｓ］Ｍｅｔの存在下で５時間培養することにより代謝的

に標識した。細胞及び培地を遠心分離により分離し、次いでそれぞれから［３５

Ｓ］Ａβペプチドを（４Ｇ８抗体を使用して）免疫沈降させ、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ

（１０～２０％ポリアクリルアミド；トリシンゲル）により分離し、フルオログ

ラフィーにより可視化した。代表的な実験（ｎ＝３）が示されている。

      【００４１】

    （発明の詳細な説明）

  定義

  別途定義しない限り、本明細書において使用される科学技術用語及び命名は、

本発明が属する分野の当業者により一般的に理解されるものと同一の意味を有す

る。一般に、細胞培養、感染の手法、分子生物学的方法等は、当分野において使

用される一般的な方法である。そのような標準的な技術は、例えばサンブルック

（Ｓａｍｂｒｏｏｋ）ら（１９８９，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ
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  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏ

ｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）及びアウスベル（Ａｕｓｕｂｅｌ）ら（１９９

４，Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏ

ｌｏｇｙ，Ｗｉｌｅｙ；Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ）のような参照マニュアルに見出され

る。

      【００４２】

  一般に、抗体の生成、動物の免疫感作、ＥＬＩＳＡ及びアフィニティクロマト

グラフィを含む手段による純粋な抗体の単離のような免疫学のための手法は、当

分野において使用されている一般的な方法である。そのような標準的な技術は、

例えばハーロー（Ｈａｒｌｏｗ）ら（１９８８，Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ  Ｌ

ａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  

Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）のような参照マニュアルに見出される。

      【００４３】

  本明細書において、ヌクレオチド配列は、当分野において一般的に使用されて

いるようなＩＵＰＡＣ－ＩＵＢ生化学命名委員会（Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ  Ｎ

ｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ  Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ）（Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ

，１９７２，１１：１７２６－１７３２）の推奨による一文字ヌクレオチド表記

を使用して、一本鎖で、５’から３’方向で、左から右へ表されている。

      【００４４】

  本明細書は、多数の通常使用されている組換えＤＮＡ（ｒＤＮＡ）技術用語に

言及している。にもかかわらず、そのようなｒＤＮＡ用語の選択された例の定義

を、明快及び一貫性のため提供する。

      【００４５】

  当分野において既知の「組換えＤＮＡ」又は「組換えプラスミド」という用語

は、ＤＮＡセグメントの接合により生じたＤＮＡ分子をさす。これは、しばしば

、遺伝子操作とも呼ばれる。

      【００４６】

  「ＤＮＡセグメント又は分子又は配列」という用語は、デオキシリボヌクレオ

チドアデニン（Ａ）、グアニン（Ｇ）、チミン（Ｔ）及び／又はシトシン（Ｃ）
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から構成される分子をさすために、本明細書において使用される。これらのセグ

メント、分子又は配列は、天然に見出されるか、又は合成的に導出されうる。遺

伝暗号に従い読解される場合、これらの配列は、ポリペプチド、タンパク質、タ

ンパク質断片等と呼ばれうるアミノ酸の直鎖状のストレッチ又は配列をコードし

うる。

      【００４７】

  本明細書において使用されるように、「遺伝子」という用語は、当分野におい

て周知であり、単一のタンパク質又はポリペプチドを定義する核酸配列に関する

。ポリペプチドの機能的活性が保持されている限り、核酸は、ポリペプチドをコ

ードする配列の全部であってもよいし、又は一部であってもよい。

      【００４８】

  「構造遺伝子」とは、ＲＮＡへと転写され、特異的なアミノ酸配列を有するタ

ンパク質へと翻訳され、それにより特異的なポリペプチド又はタンパク質を生成

させるＤＮＡ配列と定義される。

      【００４９】

  「制限エンドヌクレアーゼ又は制限酵素」とは、ＤＮＡ分子内の特異的な塩基

配列（通常、４、５又は６塩基対の長さ）を認識し、この配列が出現する全ての

場所でＤＮＡ分子を切断する能力を有する酵素である。そのような酵素の一例は

、ＧＡＡＴＴＣ／ＣＴＴＡＡＧなる塩基配列を認識し、この認識部位でＤＮＡ分

子を切断するＥｃｏＲＩである。

      【００５０】

  「制限断片」とは、制限エンドヌクレアーゼによるＤＮＡの消化により産生さ

れたＤＮＡ分子である。任意の特定の直鎖状ゲノム又はＤＮＡセグメントが、特

定の制限エンドヌクレアーゼにより、少なくとも２つの別々の制限断片分子へと

消化されうる。

      【００５１】

  「アガロースゲル電気泳動」とは、ＤＮＡのサイズに基づき二本鎖ＤＮＡ分子

を分画するための分析法である。その方法は、ＤＮＡ分子が篩としてのゲルの中

を移動し、それにより最も小さいＤＮＡ分子が最も大きい移動度を有し、より遠
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くまでゲルを通過するということに基づいている。ゲルの篩過特徴は、最も大き

いＤＮＡ分子を遅滞させるため、これらは最も小さい移動度を有する。分画され

たＤＮＡは、当分野において周知の方法を使用したゲルの染色、核酸ハイブリダ

イゼーション、又は分画されたＤＮＡ分子への検出可能標識の付加により、可視

化されうる。これらの方法は全て、当分野において周知であり、具体的な方法は

、アウスベルら（前記）に見出される。

      【００５２】

  「オリゴヌクレオチド又はオリゴマー」とは、２つ以上、好ましくは３個超の

デオキシリボヌクレオチド又はリボヌクレオチドからなる分子である。分子の正

確なサイズは、多くの要因に依存し、それら要因は、オリゴヌクレオチドの最終

的な機能又は用途に依存する。オリゴヌクレオチドは、合成、クローニング又は

増幅により導出されうる。

      【００５３】

  「配列増幅」とは、大量の標的配列を生成させるための方法である。一般に、

一つ又は複数の増幅プライマーを核酸配列とアニール化させる。適切な酵素を使

用して、プライマーに隣接して、又はプライマー間に見出される配列が増幅され

る。本明細書において使用される増幅法は、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）で

ある。

      【００５４】

  「増幅プライマー」とは、標的配列に隣接したＤＮＡ領域とアニール化し、当

分野において周知の適当な条件下でＤＮＡ合成の開始プライマーとして作用する

ことができるオリゴヌクレオチドをさす。合成されたプライマー伸長産物は、標

的配列と相補的である。

      【００５５】

  「プラスミド」又は「ベクター」という用語は、当分野において一般的に既知

であり、ヌクレオチド配列又は本発明の配列を取り込み、本発明のＤＮＡをクロ

ーニングすることができるＤＮＡ媒体として作用することができる遺伝子媒体を

さし、これらに限定されないが、プラスミドＤＮＡ、ファージＤＮＡ、ウイルス

ＤＮＡ等が含まれる。多数のベクター型が存在しており、当分野において周知で
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ある。

      【００５６】

  「ＤＮＡ構築物」という用語は、本明細書において使用されるように、クロー

ニングされたヌクレオチド配列を含むベクター又はプラスミドをさす。

      【００５７】

  「発現」という用語は、構造遺伝子がｍＲＮＡへと転写され（転写）、次いで

ｍＲＮＡが一つ又は複数のポリペプチド（又は、タンパク質）へと翻訳される（

翻訳）過程と定義される。

      【００５８】

  「発現ベクター」という用語は、宿主への形質転換後に挿入配列の発現を可能

にするよう設計されている、前記のようなベクター又は媒体と定義される。通常

、プロモーター配列のような調節因子配列の調節下に置かれた、クローニングさ

れた（一つ又は複数の）遺伝子（挿入配列）は、挿入配列の転写を開始する。そ

のような発現調節配列は、ベクターが、動作可能に連結した遺伝子を発現するよ

う設計されている宿主が、原核であるのか、真核であるのか又はその両方（シャ

トルベクター）であるのか、によって様々であり、エンハンサー因子、終結配列

、組織特異性因子、並びに／又は翻訳の開始部位及び終止部位のような転写因子

をさらに含有しうる。

      【００５９】

  「真核発現系」とは、目的のタンパク質を発現させるために使用されうる、適

切な発現ベクターと真核細胞系との組み合わせを意味する。いくつかの系におい

て、タンパク質をコードする遺伝子は、特定の宿主細胞に感染することができる

ウイルスのゲノムに挿入されうる。所望の遺伝子を含有するプラスミドベクター

も、使用されうる。あらゆる場合において、ベクターは、宿主細胞においてタン

パク質を発現させるための適切な調節因子（プロモーター）を含有するであろう

。さらなる成分、例えば、Ｔ７ポリメラーゼをコードするベクター又はウイルス

のゲノムも、ある種の発現系においては必要であるかもしれない。典型的に使用

される真核細胞型は、プラスミドベクターでトランスフェクトされた酵母（例え

ば、サッカロミセス・セレビシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ  ｃｅｒｅｖｉ
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ｓｉａｅ）、ピスチア・パストリス（Ｐｉｓｃｈｉａ  ｐａｓｔｏｒｉｓ））；

バキュロウイルス（オートグラファ・カリフォルニカ（Ａｕｔｏｇｒａｐｈａ  

ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ）又はボンビックス・モリ（Ｂｏｍｂｙｘ  ｍｏｒｉ）

）（Ｌｕｃｋｏｗ，Ｃｕｒｒ．Ｏｐ．Ｂｉｏｔｅｃｈ．，１９９３，４：５６４

－５７２；Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ  ａｎｄ  Ｐａｇｅ，１９９４，Ｍｅｔｈｏｄｓ

  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃ．ｂｉｏｌ．７５：４２７－４４０；及びＭｅｒｒｉｎｇｔ

ｏｎら．，１９９７，Ｍｏｌｅｃ．Ｂｉｏｔｅｃｈ．８（３）：２８３－２９７

）が感染した昆虫細胞（例えば、ＳＦ９、ＳＦ２１）；アデノウイルス、ワクシ

ニアウイルス、シンドビスウイルス又はセムリキ森林ウイルスが感染した哺乳動

物細胞；及び一過性又は構成性（安定的）の発現のためのＤＮＡベクターでトラ

ンスフェクトされた哺乳動物細胞である。

      【００６０】

  外因性又は異種のＤＮＡ（例えば、ＤＮＡ構築物）が細胞へ導入されている場

合に、宿主細胞は、そのようなＤＮＡによって「トランスフェクト」されている

。トランスフェクションＤＮＡは、宿主細胞の染色体ＤＮＡに組み込まれても（

共有結合）、組み込まれなくてもよい。例えば、原核細胞、酵母細胞及び哺乳動

物細胞においては、トランスフェクション／形質転換ＤＮＡは、プラスミドのよ

うなエピソーム因子上に維持されうる。真核細胞に関して、安定的にトランスフ

ェクトされた細胞の例は、トランスフェクションＤＮＡが、宿主細胞染色体に組

み込まれており、染色体の複製を介して娘細胞に遺伝するようなものである。こ

の安定性は、トランスフェクションＤＮＡを含有する娘細胞の集団からなる細胞

系又はクローンを樹立する、真核細胞の能力により証明される。トランスフェク

ション法は、当分野において周知である（サンブルックら、１９８９、前記；ア

ウスベルら、１９９４、前記）。

      【００６１】

  本発明を実施するために有用なヌクレオチド配列及びポリペプチドには、これ

らに限定されないが、突然変異体、ホモログ、サブタイプ、アレル等が含まれる

。一般に、本発明の配列は機能的なタンパク質をコードすることが理解される。

本発明が、機能的タンパク質を発現する、それらの全ての変異型、誘導体又は断
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片を含むことは、当業者には明らかであろう。

      【００６２】

  本明細書において使用されるように、「変異型」という表現は、本発明に関連

して、最初の配列と実質的に類似した（機能的又は構造的な）生物学的活性を保

持している核酸配列又はアミノ酸配列をさす。この変異型又は等価物は、同一種

由来であっても又は異種由来であってもよく、天然の変異型であっても又は合成

により調製されてもよい。そのような変異型には、タンパク質の生物学的活性が

保存されているのであれば、一つ又は複数のアミノ酸の置換、欠失又は付加を有

するアミノ酸配列が含まれる。配列の生物学的活性が一般に維持されているので

あれば、一つ又は複数のヌクレオチドの置換、欠失又は付加を有していてもよい

核酸配列の変異型も同様である。

      【００６３】

  「誘導体」という用語は、通常はこれらの分子の一部でない付加的な化学基を

含んでいる場合、前記の変異型を含むものとする。これらの化学基は、分子の可

溶性、吸収性、生物学的半減期の改善、毒性の減少、及び望ましくない副作用の

除去又は減少を含む様々な目的を有しうる。さらに、これらの基は、標識、結合

の目的のため使用されてもよく、又はそれらは（一つ又は複数の）融合産物に含

まれてもよい。前記の効果を媒介する能力を有する異なる基が、レミントンの薬

学の科学と実際（Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ  Ｔｈｅ  Ｓｃｉｅｎｃｅ  ａｎｄ  

Ｐｒａｃｔｉｃｅ  ｏｆ  Ｐｈａｒｍａｃｙ）（１９９５）に見出される。その

ような基と分子とのカップリングのための方法は、当分野において周知である。

「断片」という用語は、同定されたＤＮＡ、ＲＮＡもしくはアミノ酸配列の任意

のセグメント、及び／又は前記の変異型もしくは誘導体の任意のセグメントをさ

す。

      【００６４】

  本発明の「変異型」、「誘導体」及び「断片」という用語は、本明細書におい

て、単離／精製されたものであってもよいし、化学的に合成されたものであって

もよいし、又は組み換えＤＮＡ技術により作製されたものであってもよいタンパ

ク質又は核酸分子をさす。これらの方法は全て、当分野において周知である。
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      【００６５】

  「ＡＰＰ」という用語は、アミロイド－β前駆体タンパク質の略語である。こ

れらは、交換可能に使用される。異なる型のＡＰＰが当分野において既知であり

、アミノ酸配列の長さに従い命名されている。非限定的な例には、ＡＰＰ６９５

（Ｇｅｎｂａｎｋ登録番号ＣＡＡ３１８３０）、ＡＰＰ７５１（Ｇｅｎｂａｎｋ

登録番号ＣＡＡ３００５０）及びＡＰＰ７７０（Ｇｅｎｂａｎｋ登録番号ＣＡＡ

０２０４９）が含まれる。ＡＰＰ７５１は中間型ＡＰＰとも呼ばれる。本願の目

的のため、中間型ＡＰＰが使用され、アミノ酸残基番号は全てＡＰＰ７５１型に

基づく。

      【００６６】

  「ＡＰＰＬＰ」という用語は、アミロイド－β前駆体様タンパク質の略語であ

る。これらは交換可能に使用される。ＡＰＬＰは、アミロイド前駆体タンパク質

ファミリーのメンバーである。本発明の目的のため、カスパーゼ切断部位を少な

くとも１つ有するＡＰＬＰが、本発明の範囲に含まれる。カスパーゼ切断部位を

少なくとも１つ有するＡＰＬＰは、当分野において既知であり、非限定的な例に

はＡＰＬＰ１（Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔ登録番号Ｐ５１６９３）及びＡＰＬＰ２（Ｓ

ｗｉｓｓｐｒｏｔ登録番号Ａ４９３２１）が含まれる。

      【００６７】

  「エピトープ」及び「抗原決定基」という用語は、従来の意味で同様に使用さ

れ、抗体により認識される抗原上の部位をさす。ネオ－エピトープとは、本明細

書に記載の抗体により認識されるエピトープをさし、この認識は、カスパーゼ酵

素により引き起こされたＡＰＰ上の切断イベントの結果として起こり、該エピト

ープは、そのような切断イベントの非存在下では実質的に認識されない。

      【００６８】

  アミノ酸については一文字記号が使用され、それらの標準的な従来の意味を有

する。

      【００６９】

  特定の実施形態

  従って、本発明は、アミロイド前駆体タンパク質ファミリーに属するメンバー
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の、プロテアーゼによるタンパク質分解により生成した分解産物、特にカスパー

ゼ酵素による分解の結果として生成した分解産物を同定する能力を有する薬剤の

開発に関する。アミロイド前駆体タンパク質ファミリーに属し、かつカスパーゼ

切断部位を少なくとも１つ有するメンバーは、本発明の範囲に含まれ、そのよう

なメンバーの非限定的な例には、ＡＰＬＰ及びＡＰＰが含まれ、より具体的には

、それぞれＡＰＬＰ１及びＡＰＬＰ２、並びにＡＰＰ６９５、ＡＰＰ７５１及び

ＡＰＰ７７０が含まれる。

      【００７０】

  ＡＰＰ及びＡＰＬＰ１のカスパーゼ切断の結果の一つは、切断されたタンパク

質の切断部位における、又はそのような切断の結果としての、ネオ－エピトープ

の作出又は露出である。これらのネオ－エピトープと特異的に結合する能力を有

する抗体の作製及び単離は、これらの切断産物を選択的に同定する薬剤を提供す

る。

      【００７１】

  従って、本発明は、特異的かつ選択的にＡＰＰ及びＡＰＬＰのカスパーゼ切断

産物と結合する能力を有する抗体を提供する。

      【００７２】

  従って、本発明の第一の実施形態は、カスパーゼにより媒介されるＡＰＰ及び

ＡＰＬＰの切断の後に作出されるか又は露出するネオエピトープと結合する能力

を有する抗体に関する。

      【００７３】

  この実施形態の特定の面において、カスパーゼは、カスパーゼ－３、カスパー

ゼ－６及びカスパーゼ８から選択される。

      【００７４】

  本発明のもう一つの面において、カスパーゼ－３は、ＡＰＰ上に１個より多い

切断部位を有し、ＡＰＬＰ上に少なくとも１個を有する。特定の面において、Ａ

ＰＬＰ１及びＡＰＬＰ２上の切断部位は、それぞれ、アミノ酸残基番号６２０及

び７３２に存在する。中間型ＡＰＰの切断部位は、ＡＰＰ７５１のアミノ酸番号

に基づき、アミノ酸残基番号１９７、２１９及び７２０に存在し、これらは、そ



(23) 特表２００２－５４２２６１

れぞれＡＰＰ１９７、ＡＰＰ２１９及びＡＰＰ７２０と命名されている部位であ

る。

      【００７５】

  本発明の一つの面において、ＡＰＰ１９７、ＡＰＰ２１９及びＡＰＰ７２０を

含むＡＰＰ７５１の命名された切断部位におけるカスパーゼ－３切断により作出

されるか又は露出するネオエピトープと結合する能力を有する抗体が提供される

。

      【００７６】

  本発明の好ましい面において、ＡＰＰ７５１の命名された切断部位ＡＰＰ７２

０におけるカスパーゼ－３切断により作出されるか又は露出するネオ－エピトー

プと結合する能力を有する抗体が提供される。

      【００７７】

  もう一つの面において、少なくとも４つのアミノ酸残基からなり、かつカスパ

ーゼ・コンセンサス配列Ｖ／ＤＸＸＤを含有するペプチドを含む抗原決定基を用

いて作製された抗体が提供される。この抗体は、ＡＰＬＰ及びＡＰＰを含むアミ

ロイド前駆体タンパク質ファミリーのメンバーのカスパーゼ媒介切断の後に作出

されるか又は露出するネオ－エピトープを認識することができる。好ましくは、

アミロイド前駆体タンパク質ファミリーのメンバーは、ＡＰＰ６９５、ＡＰＰ７

５１及びＡＰＰ７７０を含むＡＰＰである。より好ましくは、ファミリーのメン

バーは、ＡＰＰ７５１である。

      【００７８】

  好ましい面において、ＡＰＰ７５１に基づき、アミノ酸残基ＡＰＰ７１４～Ａ

ＰＰ７２０に相当するペプチド配列を含む抗原決定基を用いて作製された抗体が

提供される。

      【００７９】

  特定の面において、抗原性を増強する目的のため、抗原決定基は、担体タンパ

ク質ＫＬＨ（キーホールリンペットヘモシアニン）とのカップリングのための付

加的なアミノ酸残基をさらに含む。これは、当分野において周知の方法であり、

抗原性を増強することができる任意のその他の手段が、本発明の範囲に含まれる
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。

      【００８０】

  より具体的な面において、カップリング・アミノ酸は、抗原決定基のアミノ末

端に存在する。

      【００８１】

  最も具体的な面において、カップリング・アミノ酸は、システインであり、抗

原決定基はＫＬＨ－システイン－ＡＰＰ７１４～ＡＰＰ７２０を含む。

      【００８２】

  本発明のもう一つの面において、抗体は、標的、即ち作出された又は露出され

たエピトープと特異的に結合する精製されたポリクローナル抗体である。従来の

方法を使用して、ＡＰＬＰ及びＡＰＰのカスパーゼ切断産物を認識する目的のた

め、本発明の抗原決定基により作製されたモノクローナル抗体も、本発明の範囲

に含まれる。

      【００８３】

  もう一つの面において、カスパーゼにより媒介されるＡＰＬＰ１及びＡＰＰの

切断の後に作出されるか又は露出するネオ－エピトープと結合することができる

抗体を含有する抗血清を供給するため、哺乳動物を免疫感作するための抗原決定

基が提供される。

      【００８４】

  この実施形態のもう一つの面において、抗原決定基は、少なくとも４つのアミ

ノ酸残基を有し、かつカスパーゼ・コンセンサス配列Ｖ／ＤＸＸＤを含有するペ

プチドを含む。

      【００８５】

  本発明のもう一つの面において、

  少なくとも４つのアミノ酸残基を有し、かつカスパーゼ・コンセンサス配列Ｖ

／ＤＸＸＤを含有するペプチドで、哺乳動物を免疫感作し、該ペプチドに対する

抗体を含有する抗血清を提供すること、

該抗血清を収集すること、及び

カスパーゼにより生成するネオ－エピトープに対して特異的な抗体を選択するこ
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とを含む、カスパーゼにより媒介されるＡＰＬＰ及びＡＰＰの切断の後に作出さ

れるか又は露出するネオ－エピトープと特異的に結合する能力を有する抗体を生

成させるための方法が提供される。

      【００８６】

  ＡＰＰ及びアミロイドβ－ペプチドの存在は、キャロル（Ｃａｒｒｏｌｌ）ら

により個体のＣＳＦにおいて、フクチ（Ｆｕｋｕｃｈｉ）らによりトランスジェ

ニックマウスの血漿を含む多数の組織において研究されている。これらの引用文

献は、ＡＰＰ及びＡＰＰの分解種が脳以外の組織に見出されることを示している

。ＡＰＬＰ及びＡＰＬＰカスパーゼ分解産物も、同様に、脳以外の組織に見出さ

れると考えられている。従って、血液、血漿及びＣＳＦのような組織におけるＡ

ＰＬＰ及びＡＰＰのカスパーゼ切断産物の存在は、ニューロン・アポトーシスを

検出及び評価しうる臨床標本の容易な入手を可能にするであろう。従って、本発

明の抗体は、臨床標本中のＡＰＬＰ及びＡＰＰの切断産物を検出することができ

る診断法において有用である。より具体的には、本発明の抗体は、臨床標本中の

カスパーゼ切断ＡＰＰ産物を少なくとも１つ検出するための診断道具を提供する

。

      【００８７】

  ＡＰＰのカスパーゼ媒介切断の後に露出するネオ－エピトープを特異的に認識

する能力を有する本発明の抗体は、ニューロン・アポトーシスが存在する状態を

診断するための方法において有用である。そのような状態の例には、アルツハイ

マー病、ハンチントン病、筋萎縮性側索硬化症、進行性多発性硬化症、頭部外傷

、プリオン関連状態、クロイツフェルト－ヤーコブ（Ｃｒｅｕｔｚｆｅｌｄｔ－

Ｊａｃｏｂ）病、海綿状脳障害、フリートライヒ（Ｆｒｉｅｄｒｅｉｃｈ’ｓ）

運動失調、致命的家族性不眠症、ペリツェーウス－メルツバッヒャー（Ｐｅｌｉ

ｚａｅｕｓ－Ｍｅｒｚｂａｃｈｅｒ）病、精神分裂病、歯状核赤核淡蒼球ルイ体

萎縮症、３型脊髄小脳萎縮症、脊髄延髄筋萎縮症、脊髄損傷、発作及び脳損傷の

ような神経変性疾患が含まれる。ＡＰＰのカスパーゼ切断断片は、脳以外の組織

を使用して哺乳動物において検出され得るため、それらの検出は、疾患検出及び

疾患進行の指標として使用されうる。哺乳動物における診断法において使用する



(26) 特表２００２－５４２２６１

ための容易に入手可能な組織の非限定的な例には、血漿及び脳脊髄液が含まれる

。

      【００８８】

  特定の実施形態において、本発明の抗体は、アポトーシス・ニューロン細胞の

検出において使用されうる。

      【００８９】

  より具体的には、本明細書に記載の抗体を使用することにより、アポトーシス

を起こしているニューロン細胞の進展を追跡することが可能である。

      【００９０】

  本発明の一つの適用において、アポトーシスの調節因子としての試験薬剤の選

択における、これらの抗体の使用が提供される。調節化合物には、アポトーシス

の誘導剤及び阻害剤が含まれる。

      【００９１】

  本願の一つの面において、ニューロン細胞を人工的にアポトーシスへと誘導し

、本発明の抗体を使用してアポトーシス過程の進行を追跡することができる。特

に、抗体は、ニューロン・アポトーシスの進展を研究するために使用されうる。

      【００９２】

  本願のもう一つの面において、試験化合物の存在下又は非存在下においてアポ

トーシスの進行を評価し、その結果を比較することができる。

      【００９３】

  本願の具体的な面において、ニューロン・アポトーシスの調節因子を選択する

ためのアッセイ系が提供される。

      【００９４】

  本願のより具体的な面において、ニューロン・アポトーシスの阻害剤を同定す

るためのアッセイが提供される。そのようなアッセイは、ハイスループット系へ

と拡大されうる。

      【００９５】

  本願の一つの面において、本発明の抗体を使用して同定された候補阻害剤は、

そのような治療が必要なヒトを含む哺乳動物を治療するための薬学的組成物に含
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まれうる。

      【００９６】

  本発明のさらなる面において、カスパーゼにより媒介されるＡＰＰ切断の産物

を検出するために生成させた抗体は、キットに含まれていてもよい。そのような

キットは、カスパーゼにより媒介されるＡＰＰの切断の後に露出するネオ－エピ

トープ少なくとも１つと結合する能力を有する抗体を少なくとも１つ含むであろ

う。これは、研究又は診断の目的のための適用を有する。

      【００９７】

  以下の実施例と関連して本発明をさらに例示する。

      【００９８】

  実施例１

  組換え操作

全てのＡＰＰクローンが、ヒトＡＰＰ７５１由来であった。以下のクローン表記

は、［構築物］：［ベクター］：［挿入部位／挿入放出］：［センス方向］：［

同定者］というフォーマットになっている。クローンは、示されたようにしてＰ

ＣＲ媒介鋳型修飾により生成させ、使用前に完全に配列決定した。ｉｎ  ｖｉｔ

ｒｏ転写／翻訳のためのクローンには、

      【００９９】

    【化１】
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が含まれる。

      【０１００】

  哺乳動物発現クローンには、

      【０１０１】

    【化２】

が含まれる。

      【０１０２】

  実施例２

  安定細胞系

  安定細胞系を生成させるため、Ｂ１０３細胞（ラット・ニューロン細胞系）又
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はＫ５６２細胞（ヒト赤白血病細胞系）を、示されたｐＣＥＰ４プラスミドでト

ランスフェクトし、次いでハイグロマイシンにより連続的に選択した。イムノブ

ロッティングにより各実験コース中の発現レベルを決定し、各細胞系が比較可能

なレベルの各ＡＰＰ構築物を発現していることを確認した。以下の細胞系表記は

、

      【０１０３】

    【化３】

というフォーマットになっている。安定細胞系には、

      【０１０４】

    【化４】

が含まれる。

      【０１０５】

  実施例３

  カスパーゼにより生成するＡＰＰネオ－エピトープを特異的に認識する抗体（

αΔＣＣｓｐ－ＡＰＰ）の生成

  アスパラギン酸７２０におけるカスパーゼ切断部位が続いているＡＰＰの７ア

ミノ酸（Ｎ末端ＡＰＰ７１４～Ｃ末端ＡＰＰ７２０（両端を含む））及びＫＬＨ

とのカップリングを可能にするアミノ末端システイン残基を含むペプチドで、２
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匹のウサギを免疫感作した。１０週間にわたり、免疫感作ペプチドを３回、ウサ

ギに追加接種した。１０週目、免疫感作ペプチドに対する力価（ＥＬＩＳＡによ

り決定し、西洋ワサビペルオキシダーゼに対する色原性基質ＡΒＴＳを使用して

、任意にＯＤ４５０＝０．２と設定された陽性反応を与える最大希釈率として定

義した）は、＞１：２０４，８００及び１：１２，５２０であった。抗血清をプ

ールし、３つの連続的なクロマトグラフィ工程によりアフィニティ精製した。（

１）臭化シアン活性化によりセファロース４Ｂ（ファルマシア（Ｐｈａｒｍａｃ

ｉａ））上に固定化された、カスパーゼ切断部位を含むブリッジング・ペプチド

（Ｎ末端ＡＰＰ７１３～Ｃ末端ＡＰＰ７２６（両端を含む））への吸着により、

完全ＡＰＰを認識する免疫グロブリンを抗血清から枯渇させた。（２）工程（１

）からのフロースルーを、（（１）に記載されたような支持体に固定化された）

免疫感作ペプチドを含有するセファロース４Ｂカラムへアプライし、カラムを洗

浄し、ｐＨ勾配によって特異的抗体を溶出させ、ホウ酸緩衝液（０．１２５Ｍホ

ウ酸塩）中に置いた。（３）第二工程からの溶出液を（１）に記載されたような

固定化ブリッジング・ペプチドに吸着させ、フロースルーを収集した。この抗体

調製物のＥＬＩＳＡ力価は、カスパーゼにより生成するネオ－エピトープに相当

する免疫感作ペプチドに対しては、＜１：１４２，０００（＜５ｎｇ／ｍｌ）で

あり、完全ＡＰＰに相当するブリッジング・ペプチドに対しては＞１：７１（＞

１０μｇ／ｍｌ）であった。

      【０１０６】

  実施例４

  アポトーシスＮＴ２細胞におけるＡＰＰのカスパーゼ切断断片の免疫細胞化学

的分析

  サブコンフルエントのＮＴ２細胞を、５０μＭ  Ｚ－ＶＡＤ（ＯＭｅ）－ＣＨ

２Ｆの存在下又は非存在下で、３７℃、５％ＣＯ２で、４時間、１μｇ／ｍｌカ

ンプトテシン（ｃａｍｐｔｈｏｔｈｅｃｉｎ）と共にインキュベートした。カン

プトテシン及びＺ－ＶＡＤ（ＯＭｅ）－ＣＨ２Ｆを希釈するために使用されたＤ

ＭＳＯの最終濃度は、０．３％（ｖ／ｖ）であった。対照として、０．３％（ｖ

／ｖ）ＤＭＳＯのみと共に細胞をインキュベートした。細胞解離溶液（Ｃｅｌｌ
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  Ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ  Ｓｏｌｕｔｉｏｎ）（シグマ）で細胞をプレート

から分離し、（浮遊アポトーシス細胞を保持する）培養培地と共にプールした。

      【０１０７】

  遠心分離後、１０％中性緩衝ホルマリンで室温で１０分間、細胞を固定し、リ

ン酸緩衝生理食塩水で２回洗浄し、次いでサイトスピン（Ｃｙｔｏｓｐｉｎ）遠

心分離器を使用してポリ－Ｌ－リシンでコートされたガラススライド（シグマ（

Ｓｉｇｍａ））上へ遠心分離し、一夜乾燥させた。次いで、プロテイネースＫ処

理を省略したことを除けば以前の記載（Ｂｌａｃｋら．，１９９８）と本質的に

同様にして、ＴＵＮＥＬと１／４０００希釈のαΔＣＣｓｐ－ＡＰＰ又は１／３

０００希釈のαＣｓｐ－３（ＭＦ３９７）のいずれかとに関して細胞を同時染色

した。

      【０１０８】

  実施例５

急性脳損傷のｉｎ  ｖｉｖｏモデル

  全ての動物操作は、カナダ医学研究評議会（Ｍｅｄｉｃａｌ  Ｒｅｓｅａｒｃ

ｈ  Ｃｏｕｎｃｉｌ  ｏｆ  Ｃａｎａｄａ）により推奨された実験動物の飼育及

び使用のための指針（Ｇｕｉｄｅ  ｆｏｒ  ｔｈｅ  Ｃａｒｅ  ａｎｄ  Ｕｓｅ

  ｏｆ  Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ  Ａｎｉｍａｌｓ）（Ｃａｎａｄｉａｎ  Ｃ

ｏｕｎｃｉｌ  ｏｎ  Ａｎｉｍａｌ  Ｃａｒｅ，１９９３）に従っていた。

      【０１０９】

  カイニン酸処理のため、成体雄マウス（Ｃ５７／Ｂ６×ＸＪＬ；２５～３０ｇ

；チャールズリバー（Ｃｈａｒｌｅｓ  Ｒｉｖｅｒ）、モントリオール（Ｍｏｎ

ｔｒｅａｌ））に、３５ｍｇ／ｋｇカイニン酸を腹腔内にボーラス注射した。４

８時間後、動物を過量のペントバルビタール（１００ｍｇ／ｋｇ、腹腔内）で安

楽死させた。脳を採取し、切開し、下記のようにして分析した。

      【０１１０】

  一過性前脳虚血のため、成体雄ウィスター（Ｗｉｓｔａｒ）ラット（２５０～

２７５ｇ；チャールズリバー、モントリオール）を全実験に使用した。一時的な

前脳虚血は、４血管閉塞（４－ＶＯ）法（Ｐｕｌｓｉｎｅｌｌｉら．，１９８２
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）の発表されている変法（Ｐｕｌｓｉｎｅｌｌｉ  ａｎｄ  Ｂｕｃｈａｎ，１９

８８）を使用して起こした。４－ＶＯ中、又は再灌流の後に痙攣を起こした動物

は、虚血中の立直り反射の欠損を完全には発現しなかった動物と共に、研究から

排除した。偽処理動物の場合には、頸動脈を露出させたが、閉塞は行わなかった

。

      【０１１１】

  実施例６

  齧歯類及びヒトの脳のＴＵＮＥＬ及び蛍光免疫組織化学

  新鮮な凍結脳切片（厚さ１２μｍ）を０．１％（ｖ／ｖ）トリトンＸ－１００

を含有するＰＢＳで前処理した。次いで、活性型カスパーゼ－３を選択的に認識

する一次抗血清（αＣｓｐ－３（ＭＦ３９７））；（ｐ１７／ｐ１２）２カスパ

ーゼ  ３に対して作製されたウサギ・ポリクローナル抗血清；１／２０００希釈

で使用された又はカスパーゼにより生成するΔＣ－ＡＰＰネオ－エピトープを認

識する精製された免疫グロブリン（１／２０００希釈で使用されたαΔＣＣｓｐ

－ＡＰＰ（前記参照））と共に、４℃で、４８時間、切片をインキュベートした

。ＰＢＳで３回洗浄した後（各５分）、切片をＣＹ３標識ロバ抗ウサギＩｇＧ（

１／５００、アマシャム）と共に、室温で、２時間、インキュベートし、活性カ

スパーゼ－３又はΔＣ－ＡＰＰの免疫反応性を可視化した。アポトーシスに特徴

的なＤＮＡ断片化を、以前に記載されたようにしてＴＵＮＥＬにより検出した（

Ｘｕら．，１９９７）。

      【０１１２】

  実施例７

  ＤＮＡラダー形成

  オリゴヌクレオソーム断片化を可視化するためのＤＮＡの抽出は、以下のよう

にして実施した。サブコンフルエントなＮＴ２細胞を、３３．３μＭ  Ｚ－ＶＡ

Ｄ（ＯＭｅ）－ＣＨ２Ｆの存在下又は非存在下で、３７℃、５％ＣＯ２で、６時

間、１μｇ／ｍｌカンプトテシンと共にインキュベートした。対照として、媒体

（０．２％（ｖ／ｖ）ＤＭＳＯ）のみと共に細胞をインキュベートした。細胞を

剥離によりディッシュから除去し、培養培地と共にプールし、１０，０００×ｇ
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で１０分間ペレット化した。細胞ペレット（２×１０５細胞／ペレット）を０．

５ｍｌの０．６％（ｗ／ｖ）ＳＤＳ、１０ｍＭ  ＥＤＴＡ（ｐＨ７．５）に再懸

濁させ、最終濃度１ＭとなるようＮａＣｌを添加した。４℃で一夜のインキュベ

ーションの後、４℃、１４，０００×ｇ、２０分間の遠心分離により細胞を清浄

化し、７μｇ／ｍｌ  非ＤＮａｓｅ含有ＲＮａｓｅで３７℃で４５分間処理した

。ＤＮＡをフェノール／クロロホルム／イソアミルアルコール（２５：２４：１

、ｖ／ｖ／ｖ）で１回抽出し、イソプロパノール沈殿させ、ローディング緩衝液

（３０％（ｖ／ｖ）グリセロール、１０ｍＭ  ＥＤＴＡ  ｐＨ７．５、０．０５

％（ｗ／ｖ）ブロモフェノールブルー）に再懸濁させ、１×ＴＡＥ（４０ｍＭ  

トリス酢酸、１ｍＭ  ＥＤＴＡ  ｐＨ８．３）中で１．２％アガロースゲル上で

の電気泳動により分析した。臭化エチジウム染色の後、バンドを可視化した。

      【０１１３】

  実施例８

  その他の手法

  組換えヒト・カスパーゼは、以前に記載されたようにして生成させ（Ｒｏｔｏ

ｎｄａら．，１９９６；Ｔｈｏｒｎｂｅｒｒｙら．，１９９７）、５０ｍＭヘペ

ス／ＫＯＨ（ｐＨ７．０）、１０％（ｗ／ｖ）ショ糖、２ｍＭ  ＥＤＴＡ、０．

１％（ｗ／ｖ）ＣＨＡＰＳ、５ｍＭジチオトレイトールから構成された緩衝液中

でｉｎ  ｖｉｔｒｏ切断アッセイを実施した。ペプチドアルデヒド及び蛍光原性

アミノメチルクマリンは、本質的に以前の記載（Ｒａｎｏら．，１９９７）のよ

うな固相合成により調製した。Ｚ－ＶＡＤ（ＯＭｅ）－ＣＨ２Ｆ、パン－カスパ

ーゼ阻害剤（Ｇａｒｃｉａ－Ｃａｌｖｏら．，１９９８）は、エンザイム・シス

テムズ・プロダクツ（Ｅｎｚｙｍｅ  Ｓｙｓｔｅｍｓ  Ｐｒｏｄｕｃｔｓ）より

購入した。ＮＴ２細胞（ヒト・ニューロン前駆細胞）及びＢ１０３細胞（ラット

・ニューロン細胞）は、抗生物質及び１０％（ｖ／ｖ）胎児ウシ血清（ＦＢＳ）

を含有するＤＭＥＭ中で維持した。レチノイン酸分化ＮＴ２ニューロン（ｈＮＴ

）は、ＤＭＥＭ（－／＋１０％（ｖ／ｖ）ＦＢＳ）中で培養した血清枯渇実験の

過程を除き、ニューロン調整培地（ストラタジーン）中で維持した。Ｋ５６２細

胞（ヒト赤白血病）及びジャーカット細胞（ヒトＴリンパ球）は、抗生物質及び
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１０％（ｖ／ｖ）ＦＢＳを含有するＲＰＭＩ－１６４０中で維持した。アポトー

シスは、示されたように、１μＭスタウロスポリン（全細胞系）又は１μｇ／ｍ

ｌカンプトテシン（全細胞系）と共に１μｇ／ｍｌ抗Ｆａｓ抗体（ジャーカット

のみ）を使用することによるＣＤ９５（Ｆａｓ／ＡＰＯ－１）ライゲーションに

より誘導した。細胞抽出物は、以前の記載のようにして調製した（Ｎｉｃｈｏｌ

ｓｏｎら．，１９９５）。

      【０１１４】

  結果

  ニューロンＮＴ２細胞は、アポトーシス中、上昇したレベルのアミロイド－β

ペプチドを産生し、それはカスパーゼ阻害により減弱する。

      【０１１５】

  アポトーシスを起こしている一次ヒト・ニューロンは、アミロイド－βペプチ

ド形成の速度を３～４倍増加させることが示されている（ＬｅＢｌａｎｃ，１９

９５）。従って、これが、培養ヒト・ニューロン細胞系で再現されうるか否か、

及びアポトーシス阻害がＡβ産生を防止するか否かを決定した。血清枯渇により

アポトーシスを起こすよう誘導されたレチノイド分化ヒト・ニューロンＮＴ２細

胞（ｈＮＴ）は、Ａβペプチド形成の本質的に上昇した速度を有しており（約４

倍）（図１Ａ）、このアポトーシス関連Ａβ形成増加は、非選択的な不可逆性カ

スパーゼ阻害剤により減弱した。カスパーゼ阻害剤の存在下でのＡβ産生速度は

、非アポトーシスｈＮＴ細胞に見出される定常状態レベルへと回復したが、完全

には消失せず、このことから、アポトーシスはＡβ生成へと至る経路を増強する

が、その発生にとって必須ではないことが示された。カンプトテシンによるニュ

ーロン前駆細胞系ＮＴ２の急性アポトーシス誘導（図１Ｂ）は、オリゴヌクレオ

ソームＤＮＡ断片化をもたらし、同時に、プロカスパーゼ－３の成熟、（ＰＡＲ

Ｐ；ポリ（ＡＤＰ－リボース）ポリメラーゼのような）カスパーゼ－３基質の切

断、及び内因性ＡＰＰの質量の約３．５ｋＤａの減少（レーン２）をもたらした

。３つのポリペプチド全てのタンパク質分解の程度は、ほぼ同一であり（プロカ

スパーゼ－３＝３７±４％；ＰＡＲＰ＝６６±９％；ＡＰＰ＝４４±４％；ｎ＝

５）、いずれの場合においても、カスパーゼ阻害剤との共インキュベーションに
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より消失した（レーン３）。このことは、ＡＰＰがアポトーシス中にカスパーゼ

依存的なイベントによりプロセシングされることを示しており、カスパーゼ切断

が、アポトーシス細胞に観察される比較的高いＡβペプチド形成傾向に直接寄与

している可能性を示している。

      【０１１６】

  カスパーゼ－３はアミロイド－β前駆体タンパク質を直接的かつ効率的に切断

する。

      【０１１７】

  ニューロン・アポトーシスには、ＡＰＰタンパク質切断及びＡβペプチド形成

の増加が伴っているため、細胞死経路の生化学的成分がこの過程に寄与している

か否かを決定することにした。アポトーシス自体は、細胞ポリペプチドの別サブ

セットをＡｓｐ－ｘ結合において切断することによりアポトーシス表現型を呈す

るシステインプロテアーゼのファミリー、カスパーゼに依存している（Ａｌｎｅ

ｍｒｉら．，１９９６；Ｎｉｃｈｏｌｓｏｎ  ａｎｄ  Ｔｈｏｒｎｂｅｒｒｙ，

１９９７；Ｔｈｏｒｎｂｅｒｒｙら．，１９９７）。カスパーゼのためのコア基

質認識モチーフは、切断を受ける結合のＮ末端に存在するテトラペプチド（Ｐ４

～Ｐ１）からなっており、Ｐ１のＡｓｐは切断のための絶対的な要件であり、Ｐ

４残基は主要な特異性決定基である。カスパーゼは、通常、健康な細胞において

は不活型のプロ酵素として存在するが、多様なアポトーシス刺激に反応してタン

パク質分解により活性プロテアーゼへと変換される。まず、［３５Ｓ］標識ＡＰ

Ｐを健康ジャーカット細胞及びアポトーシス・ジャーカット細胞からの抽出物と

合わせることにより、ＡＰＰプロセシングにおけるカスパーゼの可能性のある直

接的な役割を試験した（図１Ｃ）。ジャーカット細胞を最初に選択したのは、ア

ポトーシス中に容易に活性化される複数のカスパーゼファミリーのメンバー（カ

スパーゼ－２、－３、－４、－６、－７、－８及び－９）を含有しているためで

ある（未発表）。１２０ｋＤａのＡＰＰは、およそ８５～９０ｋＤａの比較的小

さいポリペプチドの三つ組へと迅速にプロセシングされた。これらのポリペプチ

ドは、栄養的な支持を枯渇させた一次ヒト・ニューロン（ＬｅＢｌａｎｃ，１９

９５；  ＬｅＢｌａｎｃら，１９９６）、又はＨ２Ｏ２誘導アポトーシス中のヒ
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ト・ニューロン細胞系（Ｚｈａｎｇら．，１９９７）において観察されたＡＰＰ

プロセシング中間体と質量が一致しており、このことは、細胞抽出物によるＡＰ

Ｐのｉｎ  ｖｉｔｒｏタンパク質分解が、ニューロン細胞における現象を表して

いることを示唆している。同様のＡＰＰ切断産物はＮＴ２ヒト・ニューロン前駆

細胞及びＢ１０３神経芽腫細胞を含む、他の細胞型からのアポトーシス抽出物に

よっても生成した（示していない）。アポトーシス中に完全ＮＴ２細胞において

単一のＡＰＰ切断イベントが観察されたことは（図１Ｂ）、ＡＰＰの膜貫通方向

が分解部位のタンパク質分解感受性を制限していること、及び３つの切断部位の

うちの１つが、ｉｎ  ｖｉｖｏで、より脆弱であるのかもしれないことを示唆し

ている。プロテアーゼ阻害剤プロファイルは、３つの切断産物が全て、カスパー

ゼの特徴である非Ｅ６４感受性システインプロテアーゼの結果として生じること

を示した（示していない）。これは、カスパーゼ特異的ペプチド－アルデヒドが

、８５～９０ｋＤａ三つ組へのＡＰＰプロセシングを遮断しうることにより確認

された（図１Ｄ）。カスパーゼ阻害剤Ａｃ－ＤＥＶＤ－ＣＨＯがＡＰＰプロセシ

ングの強力な阻害剤であり（ＩＣ５０＝１ｎＭ）、Ａｃ－ＩＥＴＤ－ＣＨＯ及び

Ａｃ－ＹＶＡＤ－ＣＨＯの効果はいずれも実質的に低かった。ジャーカット細胞

は３つのカスパーゼ・サブグループ全てのメンバーを含有しているため、これら

の結果は、カスパーゼ－３（ニューロン・アポトーシスの重要媒介因子）を含む

ＩＩ群カスパーゼが、アポトーシス細胞において観察されるＡＰＰ切断の主な原

因であることを示している。ＮＴ２ニューロン前駆細胞においても同一の結果が

得られたが、この細胞系においてはカスパーゼ－３が主要なカスパーゼであるた

め（［カスパーゼ－３］約５５ｐＭ；他の全てのカスパーゼ＜１４ｐＭ；未発表

）、それは驚くべきことではない。総合的に、これらの結果は、カスパーゼ－３

がアポトーシス中のＡＰＰタンパク質分解の主な原因であることを示している。

これを支持するように、１２０ｋＤａ  ＡＰＰの８５～９０ｋＤａ三つ組へのタ

ンパク質分解は、組換えカスパーゼ－３によっても再現され（図１Ｅ）、切断動

力学の分析は、カスパーゼ－３によるＡＰＰタンパク質切断が、ポリ（ＡＤＰ－

リボース）ポリメラーゼ（同一実験においてｋｃａｔ／Ｋｍ＝１５．６×１０５

Ｍ－１ｓ－１；示していない）のような確実なカスパーゼ－３基質と類似した適
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切な動力学的特性（ｋｃａｔ／Ｋｍ＝５．１４×１０５Ｍ－１ｓ－１）で起こる

ことを示している。試験されたヒト・カスパーゼ（カスパーゼ－１～１０及びグ

ランザイム（ｇｒａｎｚｙｍｅ）Ｂ；それぞれ同一条件下で等モル濃度で試験さ

れた）のうち、カスパーゼ－３が、ＡＰＰを切断する最も効率的な酵素であった

が、カスパーゼ－６及び－８によっても、わずかに切断が起こった（示していな

い）。

      【０１１８】

  カスパーゼ－３レベルは、ヒト・アルツハイマー脳における瀕死のニューロン

において上昇している。

      【０１１９】

  カスパーゼ－３がＡＰＰプロセシング及びニューロン・アポトーシスに関与し

ているのであれば、それはＡβ産生及び神経変性の部位に存在するはずである。

      【０１２０】

  カスパーゼ－３（ＣＰＰ３２、アポパイン（ａｐｏｐａｉｎ）、Ｙａｍａ）（

Ｆｅｒｎａｎｄｅｓ－Ａｌｎｅｍｒｉら．，１９９４；Ｎｉｃｈｏｌｓｏｎら．

，１９９５；Ｔｅｗａｒｉら．，１９９５）は、哺乳動物細胞自殺における重要

なエフェクター・カスパーゼのうちの一つである。特にニューロン細胞死におい

て重要であるかもしれないことは、脳膨大（２～３倍）、過剰な細胞重量及び二

重脳構造へと至る、発達途中のニューロン・アポトーシスの重度の欠陥を有する

カスパーゼ－３欠損マウスの表現型により強調される（Ｋｕｉｄａら．，１９９

６）。本発明者らは、アルツハイマー病患者において、アルツハイマー病におけ

るニューロン欠損の主要部位の一つであるＣＡ３野を含む海馬の瀕死の錘体ニュ

ーロンにおいて、カスパーゼ－３免疫反応性が上昇していることを見出した（図

２）。この情況証拠は、カスパーゼ－３が、神経変性におけるこれらの細胞死を

媒介しているか、又はそれらに寄与していること、及びカスパーゼ－３により媒

介されるＡＰＰのタンパク質切断が、ヒト・アルツハイマー病の病原の一成分と

してこの過程に伴っていることを示唆している。

      【０１２１】

  カスパーゼにより媒介されるＡＰＰタンパク質切断の３つの主要部位の同定
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  １２０ｋＤａ  ＡＰＰポリペプチド内のカスパーゼによるタンパク質分解の部

位を決定した。まず、ＡＰＰのアミノ末端に通常は存在しないＣｙｓ残基を配置

することにより、これを容易にした。組換えカスパーゼ－３による［３５Ｓ］Ｃ

ｙｓ標識ＡＰＰの処理により、２つの小さい［３５Ｓ］Ｃｙｓ含有断片（２３及

び２５ｋＤａ）及び比較的大きいポリペプチド（８５ｋＤａ）が生成したことか

ら、カスパーゼ切断部位のうちの２つが、ＡＰＰの最初のＮ末端２２０アミノ酸

に存在し、第３の部位が残基７００付近に存在することが示された（示していな

い）。Ｎ末端２２０アミノ酸を欠くＡＰＰ構築物（ΔＮ－ＡＰＰ）を切断するこ

とにより、後者の部位の位置をさらに特定した。［３５Ｓ］Ｃｙｓ  ＡＰＰ及び

［３５Ｓ］Ｍｅｔ  ＡＰＰの断片サイズの分析によりカスパーゼ切断部位を含有

すると予測された３つの各領域には、ＡＰＰ１９４～ＡＰＰ１９７、ＡＰＰ２１

６～ＡＰＰ２１９及びＡＰＰ７１７～ＡＰＰ７２０（両端を含む）に、優れたカ

スパーゼ・コンセンサス部位（Ｔｈｏｒｎｂｅｒｒｙら．，１９９７）が存在し

ていた。これらの部位は、それぞれ、（Ｐ４）ＤＮＶＤ
１９７（Ｐ１）／Ｓ、（

Ｐ４）ＤＹＡＤ
２１９（Ｐ１）／Ｇ及び（Ｐ４）ＶＥＶＤ

７２０（Ｐ１）／Ａと

命名されている（図３Ｂ）。各部位の必須のＰ１  Ａｓｐの部位特異的突然変異

誘発により、これらが実際にカスパーゼによるタンパク質分解部位であることが

確認された（図３Ａ）。例えば、ＡＰＰ三重突然変異体（ＡＰＰ  Ｄ１９７Ａ，

Ｄ２１９Ａ，Ｄ７２０Ａ）は、組換えカスパーゼ（レーン７＆８）によっても、

アポトーシス細胞からの抽出物（示していない）によっても分解され得なかった

。（図３Ａに記載された断片の低分子量カウンターパートについても、等しい結

果が観察された（示していない）。）

      【０１２２】

  カスパーゼにより媒介されるＡＰＰタンパク質分解は、完全細胞においては、

主にＡｓｐ７２０において起こり、そしてアポトーシス中に上昇する。

      【０１２３】

  次に、野生型又はＰ１  ＡｓｐからＡｌａへの突然変異のいずれかを含有する

ＡＰＰによるＢ１０３ニューロン細胞の安定的なトランスフェクションにより、

前記の部位における切断を完全細胞において試験した。（Ｂ１０３細胞は、内因
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性ＡＰＰのレベルが極めて低く、トランスフェクトされた部位特異的突然変異体

の分析が容易であるため選択された。）安定的にトランスフェクトされた野生型

ＡＰＰを保持するＢ１０３細胞を、アポトーシスを起こすよう誘導したところ、

カスパーゼにより媒介されるカルボキシ末端（Ｐ４）ＶＥＶＤ
７２０（Ｐ１）／

Ａにおける切断が観察された（図４Ａ、レーン１＆２）。この切断イベントは、

三重突然変異体（示していない）又はＤ７２０Ａ点突然変異体（レーン５＆６）

によって完全に除去されたことから、完全ニューロン細胞におけるＡＰＰプロセ

シングに、カスパーゼが直接関与していることが実証された。非アポトーシス細

胞も、アポトーシス細胞において起こる速度の約１５％で、カルボキシ末端にお

いてＡＰＰを切断し（レーン１対２）、これも、カスパーゼ認識にとって必要な

Ｐ１  Ａｓｐの突然変異（Ｄ
７２０Ａ）によって除去された（レーン５）。ＶＥ

ＶＤ７２０Ａ部位における切断は、ＮＴ２細胞においてアポトーシス中に観察さ

れたＡＰＰの約３．５ｋＤａの減少と一致しており（図１Ｂ、レーン２参照）、

少なくとも試験した細胞系においては、完全細胞におけるカスパーゼによるタン

パク質分解の主要部位であると考えられる（ただし、２つの上流の部位における

切断に相当するＡＰＰ断片が観察されたこともある（Ｚｈａｎｇら．，１９９７

））。このＣ末端切断イベントの決定的な同定は、カスパーゼにより生成するΔ

Ｃ－ＡＰＰの免疫組織化学的検出のため本発明者らが生成させたネオ－エピトー

プ抗体を使用してｉｎ  ｓｉｔｕで確認された。その抗血清は、ΔＣ－ＡＰＰの

新生Ｃ末端に相当する合成ペプチド［ＫＬＨ－システイン－ＡＰＰ７１４～ＡＰ

Ｐ７２０］に対して作製され、次いで同ペプチドへの免疫吸着（ｉｍｍｕｎｏａ

ｄｓｏｒｐｔｉｏｎ）、及びアミノ酸残基ＡＰＰ７１４～ＡＰＰ７２６（両端を

含む）を含む、切断部位を内含する完全ＡＰＰに相当するブリッジング・ペプチ

ドを用いた２サイクルの免疫枯渇（ｉｍｍｕｎｏｄｅｐｌｅｔｉｏｎ）により精

製された。αΔＣＣｓｐ－ＡＰＰと命名されるこの抗体は、３つの基準により、

ＡＰＰ内のカスパーゼにより生成するネオ－エピトープに対して高度に特異的で

あることが確認された。ａ）ＥＬＩＳＡによる力価が、免疫感作ペプチド（ΔＣ

－ＡＰＰに相当）に対して、同配列を保持するブリッジング・ペプチド（完全Ａ

ＰＰに相当）よりも、＞２０００倍選択的であった（方法を参照）。ｂ）その抗
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体は、Ｄ７２０カスパーゼ部位で短縮された生合成［３５Ｓ］ＡＰＰを免疫沈降

させることができたが、完全ＡＰＰは免疫沈降させることができなかった（図４

Ｂ）。そして、ｃ）その抗体は、健康なＮＴ２細胞からの完全ＡＰＰは免疫沈降

させることができなかったが、その後のアポトーシス誘導はΔＣ－ＡＰＰ切断産

物を免疫沈降させることができた（図４Ｃ）。後者の場合、ＮＴ２細胞内の免疫

沈降可能ΔＣ－ＡＰＰの形成は、カスパーゼ阻害剤の存在により消失した（レー

ン３対２）。ＮＴ２細胞の免疫組織化学的染色によっても、比較可能な結果が得

られた（図４Ｄ～Ｉ）。カンプトテシンによりアポトーシスを起こすよう誘導さ

れたＮＴ２細胞は、ＴＵＮＥＬ陽性となり、同時に、活性カスパーゼ－３（パネ

ルＥ）及びカスパーゼにより生成するＡＰＰネオ－エピトープ（パネルＨ）につ

いての染色も陽性となった。これらの３つのアポトーシス関連イベントは、全て

、カスパーゼ阻害剤の存在により消失した（パネルＦ及びＩ）。集約すると、こ

れらの実験は、カスパーゼにより媒介されるＣ末端ＶＥＶＤ７２０Ａ部位におけ

るＡＰＰのタンパク質分解が、完全細胞においてアポトーシス中に起こることを

証明している。さらに、αΔＣＣｓｐ－ＡＰＰネオ－エピトープ抗体は、ｉｎ  

ｓｉｔｕでカスパーゼによるタンパク質分解により生成した末端を認識する能力

を有するため、この切断イベントをｉｎ  ｖｉｖｏで追跡するための有用な道具

となる。

      【０１２４】

  カスパーゼにより媒介されるＡＰＰタンパク質分解が、急性脳損傷においてｉ

ｎ  ｖｉｖｏで海馬ニューロンにおいて起こる

  海馬ニューロンの初期の欠損は、アルツハイマー病の病原における顕著な特徴

である。従って、本発明者らは、カスパーゼにより媒介されるＡＰＰタンパク質

切断が、海馬細胞死の際にｉｎ  ｖｉｖｏで検出されうるか否かを決定すること

にした。これらのイベントを調査するため、アポトーシスによる海馬ニューロン

の欠損をもたらす、２つの実験的な急性脳損傷モデルを使用した。すなわち、ａ

）ＣＡ３ニューロンが主に死亡する、カイニン酸（興奮毒性）により誘導された

発作、及びｂ）ＣＡ１ニューロンが消滅する、全体的な大脳虚血である。これら

のモデルは、急性脳損傷がアルツハイマー病感受性の確立されたリスクファクタ
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であるという付加的な利点を有し、従って、この脆弱性の増加についての分子的

基礎を解明するかもしれない。ニューロン損傷の興奮毒性モデル（図５Ａ～Ｆ）

において、αΔＣＣｓｐ－ＡＰＰ免疫反応性により測定された、カスパーゼによ

り媒介されるＡＰＰタンパク質切断は、対照マウスの海馬のＣＡ３野には検出不

可であったが（パネルＡ）、カイニン酸投与（２５ｍｇ／ｋｇ、ｓ．ｃ．）の４

８時間後のＳＶ１２９マウスのＣＡ３ニューロンには強いαΔＣＣｓｐ－ＡＰＰ

免疫反応性が観察された（パネルＢ）。カスパーゼ－３依存的な機序によるこの

断片の生成と一致して、カイニン酸を注射された動物からの隣接海馬組織切片の

ＣＡ３野には活性カスパーゼ－３免疫反応性の顕著な上昇が観察されたが（パネ

ルＤ）、媒体を注射された動物には観察されなかった（パネルＣ）。ＴＵＮＥＬ

標識により、αΔＣＣｓｐ－ＡＰＰ及び活性カスパーゼ－３の免疫反応性を示し

たＣＡ３ニューロンが、アポトーシスを起こしていることが確認された（パネル

Ｆ）。カスパーゼにより媒介されるＡＰＰタンパク質切断がｉｎ  ｖｉｖｏで起

こることをさらに確立するため、本発明者らは、短時間の全体的虚血により生じ

たアポトーシス性のＣＡ１ニューロン死にも、ΔＣ－ＡＰＰの産生の増加が伴う

か否かを決定した（図５Ｇ～Ｌ）。偽の外科的手法を受けたラットのＣＡ１野に

は、基底αΔＣＣｓｐ－ＡＰＰ免疫反応性が観察されなかったが（パネルＧ）、

１２分間の４血管閉塞により生じた一時的な全体的虚血の２４時間後には、脆弱

なＣＡ１ニューロンにαΔＣＣｓｐ－ＡＰＰ免疫反応性が明確に可視となった（

パネルＨ）。４８時間目には、αΔＣＣｓｐ－ＡＰＰ免疫標識は、２４時間の時

点と比較して、より強くなり（パネルＩ）、７２時間後には、少数の残存ＣＡ１

ニューロンにのみ免疫反応性が見られた（パネルＪ）。この短時間の全体的虚血

の後のＣＡ１ニューロンにおいて、活性カスパーゼ－３免疫反応性及びαΔＣＣ

ｓｐ－ＡＰＰ免疫反応性の生成のタイムコースは類似していた（データは示して

いない）。ＣＡ１ニューロンが一時的な全体的虚血の後にアポトーシスを起こす

ことを示している以前の所見と一致して、ＣＡ１ニューロンにおいてはＴＵＮＥ

Ｌ標識が上昇していた（パネルＫ）。高倍率においては、瀕死のＣＡ１ニューロ

ンの樹状突起にも細胞体にもαΔＣＣｓｐ－ＡＰＰ免疫反応性が明白であった（

パネルＬ）。総合すると、これらの結果は、興奮毒性又は虚血いずれかによる損
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傷により生じた齧歯類の海馬におけるニューロン・アポトーシスが、ΔＣ－ＡＰ

Ｐ形成の上昇と関連していることを示している。ΔＣ－ＡＰＰ断片がカスパーゼ

により媒介されるＡＰＰタンパク質切断に由来することを示している本発明者ら

のｉｎ  ｖｉｔｒｏの所見と一致して、ｉｎ  ｖｉｖｏにおけるΔＣ－ＡＰＰ産

生の増加は、アポトーシス・ニューロンにおける活性カスパーゼ－３の生成に伴

っていた。急性脳損傷後の、カスパーゼにより媒介されるＡＰＰプロセシングの

改変は、ヒト患者においても、アルツハイマー病感受性の増加の原因の一部であ

るかもしれない。

カスパーゼにより切断されたＡＰＰは、ヒト・アルツハイマー脳における老人斑

と共存している。

      【０１２５】

  カスパーゼにより媒介されるＡＰＰの切断と老人斑形成との関連を、後期アル

ツハイマー病と診断されたヒト患者において調査した（図６）。老人斑及びαΔ

ＣＣｓｐ－ＡＰＰ免疫反応性は、アルツハイマー病を患っていない、年齢がマッ

チした対照患者には稀にしか観察されなかった。対照的に、アルツハイマー病を

患う患者からの海馬切片には、多数のアミロイド－β陽性斑が観察され（パネル

Ｂ）、老人斑にはαΔＣＣｓｐ－ＡＰＰ免疫反応性が高頻度に観察された（＞９

０％）（パネルＡ）。これらの沈積物は、斑点状の様相を有し、老人斑内に局在

していた（パネルＣ）。しかしながら、αΔＣＣｓｐ－ＡＰＰ免疫反応性が局在

している細胞の表現型を、形態学的に定義することは不可能であった。これらの

所見は、カスパーゼにより生成するΔＣ－ＡＰＰが斑形成に寄与するという仮説

と一致している。

      【０１２６】

  カスパーゼにより媒介されるＡＰＰタンパク質切断は、ニューロン細胞におけ

るアミロイド－βペプチド形成の速度を増加させる。

      【０１２７】

  ＡＰＰはｉｎ  ｖｉｖｏでニューロン損傷中にカスパーゼにより切断されるた

め、本発明者らは、次に、これがＡβペプチド形成に至る内因性ＡＰＰプロセシ

ング経路に対する効果を有するか否かを決定した。これは、Ｄ７２０部位におけ
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るカスパーゼによるタンパク質分解の産物に相当するＣ末端短縮ＡＰＰ構築物（

ΔＣ－ＡＰＰ）を保持する、安定的にトランスフェクトされたＢ１０３細胞にお

いて試験された（図７）。これらの細胞からのＡβペプチド産生は、全長ＡＰＰ

で安定的にトランスフェクトされ、同等レベルの全長ＡＰＰを発現する細胞と比

較して５倍上昇した（２０ｈにおけるカラム２対１、４８ｈにおける４対３）。

この効果の一つの可能な説明は、カスパーゼによるタンパク質分解がＡＰＰから

のＡβ切り出しの直接の原因ではないとすると、カスパーゼによるタンパク質分

解は正常な内因性のＡＰＰ代謝への混入物であり、おそらく完全ＡＰＰポリペプ

チドのＣ末端に含まれる重要な相互作用ドメインの分離により、短縮された分子

は、アミロイド生成経路により代謝される傾向が高くなるというものである（図

３Ｂに要約されている）。例えば、Ｘ１１のＳｈｃ様ＰＴＢドメインは、ＡＰＰ

のＣ末端にあるＮＰＴＹモチーフと相互作用し、ＡＰＰと結合しＡＰＰプロセシ

ングを遅延させることによりＡβペプチド形成を減少させることが、最近証明さ

れている（Ｂｏｒｇら．，１９９８）。ＡＰＰのＣ末端のこれ及びその他の重要

成分の除去が、アミロイド生成経路による細胞分解経路にバイアスをかけるとい

う可能性が高い（Ｒｕｓｓｏら．，１９９８）。

      【０１２８】

  ＡＰＰの「スウェーデン型（Ｓｗｅｄｉｓｈ）」家族性突然変異は、β－セク

レターゼ（ｓｅｃｒｅｔａｓｅ）領域内の不十分なカスパーゼ・コンセンサス部

位を改善する

  ＡＰＰポリペプチドに含まれる３つのカスパーゼ切断部位（主なプロセシング

部位はＡｓｐ７２０である）（図３Ｂ）に加え、少なくとも１つの証明された家

族性アルツハイマー病（ＦＡＤ）突然変異が、付加的なカスパーゼ感受性部位を

分子に導入する。ＡＰＰの「スウェーデン型」突然変異は、早期の発症及び４ｋ

Ｄａのアミロイド生成Ａβペプチドの産生の上昇を有する遺伝型アルツハイマー

病と関連している（Ｃａｉら．，１９９３；Ｃｉｔｒｏｎら．，１９９２；Ｈａ

ａｓｓら．，１９９５；Ｈｏｌｃｏｍｂら．，１９９８）。その突然変異は、β

－セクレターゼ部位におけるＶＫＭＤ６５３配列（ＡＰＰ６５０～ＡＰＰ６５３

に相当するアミノ酸残基）を、実質的に改善されたカスパーゼ認識因子を有する
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モチーフであるＶＮＬＤ６５３に変化させる。特に、「スウェーデン型」突然変

異は、本発明者らのポジショナル・スキャニング・コンビナトリアル基質ライブ

ラリー（Ｔｈｏｒｎｂｅｒｒｙら．，１９９７）により予測されたように、ＩＩ

Ｉ群カスパーゼ、特にカスパーゼ－６により優先的に認識されるであろう部位を

生成させる。この可能性を試験するため、野生型配列及び「スウェーデン型」配

列に相当する蛍光原性テトラペプチドを合成し、組換えカスパーゼ－６により切

断される能力について試験した。ＶＮＬＤ－ＡＭＣ（スウェーデン型）のｉｎ  

ｖｉｔｒｏ切断は、コンビナトリアル・ライブラリーにより予測された最適なカ

スパーゼ－６一次認識配列を含有するペプチドＶＥＨＤ－ＡＭＣよりは低かった

が、ＶＫＭＤ－ＡＭＣ（野生型）蛍光原性ペプチドよりも顕著に高かった（図８

Ａ）。アポトーシス細胞からのサイトゾル抽出物及び組換えカスパーゼ－６を用

いた全長ＡＰＰポリペプチドに関しても差違が生じた（図８Ｂ）。いずれの場合

にも、「スウェーデン型」突然変異は、β－セクレターゼ部位におけるタンパク

質分解の速度を加速し（カラム３＆４）、この分解はカスパーゼ認識にとって必

須のＰ１  Ａｓｐの突然変異（Ｄ
６５３Ａ）により完全に消失した（カラム５＆

６）。アポトーシス細胞抽出物において観察されたβ切断活性がカスパーゼ－６

に起因するという可能性は、ＩＩＩ群カスパーゼ（カスパーゼ－６を含む）が原

因であることと一致する、その阻害剤プロファイル（Ａｃ－ＩＥＴＤ－ＣＨＯの

効力＞Ａｃ－ＤＥＶＤ－ＣＨＯ＞Ａｃ－ＹＶＡＤ－ＣＨＯ）により支持された（

示していない）。カスパーゼ－６により媒介されるβ－セクレターゼ部位のタン

パク質分解の速度の測定（図８Ｃ）により、「スウェーデン型」突然変異が、Ａ

ＰＰポリペプチド内のカスパーゼ－６部位として、それを３倍改善することが示

された（野生型ＡＰＰについてはｋｃａｔ／Ｋｍ＝０．８×１０４Ｍ－１ｓ－１

、「スウェーデン型」突然変異を含有するＡＰＰについてはｋｃａｔ／Ｋｍ＝２

．２×１０４Ｍ－１ｓ－１）。野生型ＡＰＰも、「スウェーデン型」突然変異を

含有するＡＰＰも、カスパーゼ－１、－３、－７及び－８、又はグランザイムＢ

のような他のカスパーゼによっては、この部位において切断され得なかったこと

から（示していない）、このイベントがカスパーゼ－６に限定されていることが

示された。
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      【０１２９】

  アミロイド－βペプチド形成の増強が、ＡＰＰの「スウェーデン型」突然変異

を保持する細胞において起こり、それは、β－セクレターゼ部位におけるカスパ

ーゼによるタンパク質切断に依存している。

      【０１３０】

  安定的にトランスフェクトされたＫ５６２細胞における「スウェーデン型」突

然変異の結果は、細胞によるアミロイド－βペプチド産生の実質的な上昇（図８

Ｄ）を含め、以前に報告されたものと一致していた（Ｃｉｔｒｏｎら．，１９９

２；Ｃｉｔｒｏｎら．，１９９５）。アミロイド生成４ｋＤａ  Ａβペプチドの

形成は、カスパーゼによるタンパク質分解にとって必要なＰ１  Ａｓｐがβ－セ

クレターゼ領域から除去された「スウェーデン型」ＡＰＰを含有するＫ５６２細

胞において劇的に減少したが（Ｄ６５３Ａ、レーン３対２、６対５）、３ｋＤａ

  Ａβペプチドの形成は減少しなかった。Ａβ（１－４０）サンドイッチＥＬＩ

ＳＡは、同一の結果（「スウェーデン型」突然変異を保持する細胞における実質

的に上昇したＡβ産生（６５±４任意単位、それに対し野生型ＡＰＰを保持する

細胞におけるレベルは検出不可）及びＰ１  Ｄ
６５３Ａ突然変異による減弱（１

６±４任意単位））を与えた。類似の結果は、同構築物を発現するＢ１０３ニュ

ーロン細胞においても見られた（Ｋ５６２細胞で観察されたのと同様に、Ｄ６５

３Ａ細胞培養上清において、細胞内４ｋＤａ  Ａβペプチド形成は排除されたが

、＜４ｋＤａの細胞外Ａβペプチドを産生する別の切断（おそらく、以前に報告

されたようなＰｈｅ６５６における切断（Ｃｉｔｒｏｎら．，１９９５））が起

こった（示していない））。総合すると、これらの所見は、ＡＰＰの「スウェー

デン型」突然変異を保持する細胞において起こるＡβ産生の増強にカスパーゼが

直接関与していることを示している。その他の証拠も、カスパーゼ（特に、カス

パーゼ－６）が、特に「スウェーデン型」アルツハイマー病突然変異において、

β－セクレターゼ活性に寄与していることを支持している。第一に、Ａβペプチ

ドのアミノ末端には不均一性が存在するが、生成するペプチドのうちの一部は、

Ｖ（Ｋ又はＮ）（Ｍ又はＬ）Ｄ６５３／Ａ６５４カスパーゼ－６部位における切

断に相当している（Ｗａｎｇら．，１９９６）。第二に、β－セクレターゼ活性
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を担う「主要プロテアーゼ」（Ｖａｌ６５０～Ａｌａ６５４と決定された）の最

小認識領域を構成するＡＰＰ内のアミノ酸残基の分析は、Ｐ４－Ｐ１’カスパー

ゼ－６認識部位と正確に一致する（Ｃｉｔｒｏｎら．，１９９５）。最後に、カ

スパーゼ－６は、ヒト・アルツハイマー脳試料（及び年齢がマッチした対照）の

海馬及び前頭皮質に、イムノブロッティングにより容易に検出されうるレベルで

存在している（示していない）。集約すると、これらの所見は、β－セクレター

ゼ領域でのＡＰＰ切断におけるカスパーゼ－６の役割を支持しており、「スウェ

ーデン型」家族性突然変異を有する患者においてＡβペプチド形成が上昇してい

る理由となる、カスパーゼにより補助される機序を示唆している。

      【０１３１】

  カスパーゼは、アミロイド－β前駆体タンパク質の複雑なタンパク質分解プロ

セシングに寄与しており、少なくとも２つの別々の機序によりアミロイド生成Ａ

βペプチド形成に寄与していると考えられる。内因性カスパーゼ・コンセンサス

部位（（Ｐ４）ＤＮＶＤ
１９７（Ｐ１）／Ｓ、（Ｐ４）ＤＹＡＤ

２１９（Ｐ１）

／Ｇ及び主要な（Ｐ４）ＶＥＶＤ
７２０（Ｐ１）／Ａ）におけるＡＰＰの切断は

、おそらく、Ａβペプチドの形成又は蓄積を防止するであろうＡＰＰの正常な細

胞内プロセシングを妨害する。従って、感受性ニューロンにおいては、以下の工

程によって、長期にわたり起こる「悪循環」が進行するのかもしれない。ａ）カ

スパーゼ－３により媒介されるＣ末端におけるＡＰＰの短縮、ｂ）残りのポリペ

プチドのアミロイド生成経路への分流の、正常ＡＰＰプロセシングへの混入、ｃ

）Ａβにより誘導されるニューロン・ストレスをもたらす、上昇したレベルの細

胞毒性Ａβペプチド種の生成、ｄ）進行性の内因性カスパーゼのアップレギュレ

ーション及び／又は活性化、並びにｅ）悪化したＡＰＰタンパク質切断。さらに

、さらなるＡＰＰをサイクルに投入する可能性がある、（カスパーゼ切断に対し

て感受性の）ＡＰＰレベルの上昇が、瀕死の運動ニューロンにおいて報告されて

いる（Ｂａｒｎｅｓら．，１９９８）。カスパーゼ・プロ酵素は、成熟カウンタ

ーパートと比較すると低レベルではあるが、触媒能を有するため、このサイクル

が進行するためにアポトーシス開始イベントは必ずしも必要でない（Ｍｕｚｉｏ

ら．，１９９８；Ｓｒｉｎｉｖａｓｕｌａら．，１９９８；Ｙａｎｇら．，１９
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９８）。第二の機序は、β－セクレターゼ領域におけるカスパーゼ－６により媒

介されるタンパク質分解を含んでいる。その過程は、この酵素に対する感受性を

改善する「スウェーデン型」ジペプチド突然変異のような、この部位における残

基変化により加速される。カスパーゼは、ＡＰＰ切断に加え、別のプレセニリン

（ｐｒｅｓｅｎｉｌｉｎ）タンパク質分解にも関与していることが最近示されて

いる（Ｋｉｍら．，１９９７；Ｖｉｔｏら，１９９７）。従って、カスパーゼは

、アルツハイマー病における神経毒性Ａβペプチドの生成にも、アポトーシスに

よる最終的なニューロン死にも、重要な役割を果たしている可能性がある。

      【０１３２】

    【表１】
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      【０１３３】

  本明細書において引用された全ての参照が、参照として完全に本明細書に組み
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込まれる。

【図面の簡単な説明】

    【図１Ａ】

  カスパーゼ阻害が、アポトーシスを起こしたニューロン細胞における亢進した

アミロイド－βペプチド産生を排除することを示す図である。

    【図１Ｂ】

  アポトーシス中のカスパーゼ関連ＡＰＰタンパク質切断を示す図である。

    【図１Ｃ】

  アポトーシス細胞抽出物におけるＩＩ群カスパーゼによるアミロイド－β前駆

体タンパク質のタンパク質分解を示す図である。

    【図１Ｄ】

  アポトーシス細胞抽出物におけるＩＩ群カスパーゼによるアミロイド－β前駆

体タンパク質のタンパク質分解を示す図である。

    【図１Ｅ】

  組換えカスパーゼ－３によるアミロイド－β前駆体タンパク質の分解を示す図

である。

    【図２Ａ】

  アルツハイマー脳海馬のＣＡ３野の死滅しつつある錘体ニューロンにおける増

加したカスパーゼ－３免疫反応性を示す図である。年齢がマッチした神経学的に

正常な個体からのパラフィン包埋切片を示す図である。

    【図２Ｂ】

  アルツハイマー脳海馬のＣＡ３野の死滅しつつある錘体ニューロンにおける増

加したカスパーゼ－３免疫反応性を示す図である。アルツハイマー病患者からの

パラフィン包埋切片を示す図である。

    【図３Ａ】

  カスパーゼにより媒介されるアミロイド－β前駆体タンパク質のタンパク質切

断の部位の同定及び突然変異による除去を示す図である。

    【図３Ｂ】

  他の構造的特徴との関係におけるアミロイド－β前駆体タンパク質内のカスパ
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ーゼ切断部位の位置を示す図である。

    【図４Ａ】

  アポトーシス中のインタクト細胞におけるアミロイド－β前駆体タンパク質の

カスパーゼ依存的な切断、及びカスパーゼにより生成したＣ末端ネオ－エピトー

プのｉｎ  ｓｉｔｕ検出を示す図である。トランスフェクトされたＢ１０３細胞

におけるアポトーシス中のＡＰＰのＣ末端切断を示す図である。

    【図４Ｂ】

  アポトーシス中のインタクト細胞におけるアミロイド－β前駆体タンパク質の

カスパーゼ依存的な切断、及びカスパーゼにより生成したＣ末端ネオ－エピトー

プのｉｎ  ｓｉｔｕ検出を示す図である。カスパーゼにより生成したＡＰＰネオ

－エピトープの、αΔＣＣｓｐ－ＡＰＰによる特異的認識を示す図である。

    【図４Ｃ】

  アポトーシス中のインタクト細胞におけるアミロイド－β前駆体タンパク質の

カスパーゼ依存的な切断、及びカスパーゼにより生成したＣ末端ネオ－エピトー

プのｉｎ  ｓｉｔｕ検出を示す図である。トランスフェクトされたＢ１０３細胞

におけるアポトーシス中のＡＰＰのＣ末端切断を示す図である。

    【図４Ｄ】

  ＮＴ２細胞アポトーシス中のカスパーゼにより生成したΔＣ－ＡＰＰネオ－エ

ピトープのｉｎ  ｓｉｔｕ検出を示す図である。

    【図４Ｅ】

  ＮＴ２細胞アポトーシス中のカスパーゼにより生成したΔＣ－ＡＰＰネオ－エ

ピトープのｉｎ  ｓｉｔｕ検出を示す図である。

    【図４Ｆ】

  ＮＴ２細胞アポトーシス中のカスパーゼにより生成したΔＣ－ＡＰＰネオ－エ

ピトープのｉｎ  ｓｉｔｕ検出を示す図である。

    【図４Ｇ】

  ＮＴ２細胞アポトーシス中のカスパーゼにより生成したΔＣ－ＡＰＰネオ－エ

ピトープのｉｎ  ｓｉｔｕ検出を示す図である。

    【図４Ｈ】
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  ＮＴ２細胞アポトーシス中のカスパーゼにより生成したΔＣ－ＡＰＰネオ－エ

ピトープのｉｎ  ｓｉｔｕ検出を示す図である。

    【図４Ｉ】

  ＮＴ２細胞アポトーシス中のカスパーゼにより生成したΔＣ－ＡＰＰネオ－エ

ピトープのｉｎ  ｓｉｔｕ検出を示す図である。

    【図５Ａ】

  ＳＶ１２９マウスにおける興奮毒性による損傷を示す図である。

    【図５Ｂ】

  ＳＶ１２９マウスにおける興奮毒性による損傷を示す図である。

    【図５Ｃ】

  ＳＶ１２９マウスにおける興奮毒性による損傷を示す図である。

    【図５Ｄ】

  ＳＶ１２９マウスにおける興奮毒性による損傷を示す図である。

    【図５Ｅ】

  ＳＶ１２９マウスにおける興奮毒性による損傷を示す図である。

    【図５Ｆ】

  ＳＶ１２９マウスにおける興奮毒性による損傷を示す図である。

    【図５Ｇ】

  虚血による損傷の効果を示す図である。

    【図５Ｈ】

  虚血による損傷の効果を示す図である。

    【図５Ｉ】

  虚血による損傷の効果を示す図である。

    【図５Ｊ】

  虚血による損傷の効果を示す図である。

    【図５Ｋ】

  虚血による損傷の効果を示す図である。

    【図５Ｌ】

  虚血による損傷の効果を示す図である。
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    【図６Ａ】

  老人斑内のΔＣ－ＡＰＰとアミロイド－βとの共存を示す図である。（Ｂ）に

示されたのと同じ海馬の範囲におけるαΔＣＣｓｐ－ＡＰＰ免疫反応性により可

視化されたΔＣ－ＡＰＰを示す図である。

    【図６Ｂ】

  老人斑内のΔＣ－ＡＰＰとアミロイド－βとの共存を示す図である。アルツハ

イマー病と診断された患者の海馬におけるアミロイド－β免疫反応性（矢印）に

より同定された老人斑を示す図である。

    【図６Ｃ】

  老人斑内のΔＣ－ＡＰＰとアミロイド－βとの共存を示す図である。一致する

場合には黄色を与える、カスパーゼにより生成したＡＰＰネオ－エピトープ（赤

）とＡβ（緑）との合成像であり、ΔＣ－ＡＰＰとアミロイド－β免疫反応性と

の高度の重複を図示している。

    【図７】

  カスパーゼにより媒介されるＡＰＰ生成が、アミロイド－βペプチド形成を上

昇させることを示す図である。比較可能なレベルの全長ＡＰＰ（ｗｔ、カラム１

＆３）又はＡｌａ７２１～Ａｓｎ７５１（Ａｓｐ７２０カスパーゼ切断部位の後

のＣ末端残基（αΔＣ－ＡＰＰ、カラム２＆４））を欠くＡＰＰを発現する、図

４Ａについて記載されたＢ１０３安定細胞系を、新鮮な培地中で２０又は４８時

間培養した後、モノクローナル抗体を用いたイムノアッセイにより、培養培地中

のＡβペプチド・レベルを定量した。代表的な実験（ｎ＝４）±ＳＤが示されて

いる。

    【図８Ａ】

  「スウェーデン型」家族性突然変異が、カスパーゼ－６基質としてのＡＰＰの

β－セクレターゼ標的領域を改善することを示す図である。ＡＰＰのβ－セクレ

ターゼ標的領域のＶＫＭＤ６５３／Ａ６５４（ＶＫＭＤ－ＡＭＣ、○；図３Ｂを

参照）、「スウェーデン型」ジペプチド突然変異（ＶＮＬＤ－ＡＭＣ、●）又は

ポジショナル・スキャニング・コンビナトリアル基質ライブラリーにより予測さ

れたカスパーゼ－６のための最適なテトラペプチド（ＶＥＨＤ－ＡＭＣ、□）の
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いずれかに相当するよう合成された蛍光原性テトラペプチド－アミノメチルクマ

リンを示す図である。

    【図８Ｂ】

  「スウェーデン型」家族性突然変異が、カスパーゼ－６基質としてのＡＰＰの

β－セクレターゼ標的領域を改善することを示す図である。Ｎ末端カスパーゼ切

断部位を除去し（ΔＮ－ＡＰＰ）、次いで野生型β－セクレターゼ領域（ＶＫＭ

Ｄ６５３／Ａ６５４；カラム１＆２）、「スウェーデン型」突然変異（ＶＮＬＤ

６５３／Ａ６５４；カラム３＆４）又はカスパーゼ認識にとって必須のＰ１  Ａ

ｓｐがＡｌａに変化している「スウェーデン型」突然変異（ＶＮＬＡ６５３／Ａ

６５４；カラム５＆６）のいずれかを含有するよう操作されたＡＰＰ構築物の効

果を示す図である。

    【図８Ｃ】

  「スウェーデン型」家族性突然変異が、カスパーゼ－６基質としてのＡＰＰの

β－セクレターゼ標的領域を改善することを示す図である。切断の測定を示す図

である。

    【図８Ｄ】

  「スウェーデン型」家族性突然変異が、カスパーゼ－６基質としてのＡＰＰの

β－セクレターゼ標的領域を改善することを示す図である。野生型ＶＫＭＤ６５

３／Ａ６５４部位、「スウェーデン型」突然変異（ＶＮＬＤ６５３／Ａ６５４）

又はＰ１  ＡｓｐがＡｌａに変化している「スウェーデン型」突然変異（ＶＮＬ

Ａ６５３／Ａ６５４）を有する全長ＡＰＰを保持するよう生成させた安定Ｋ５６

２細胞系における免疫反応性産物を示す図である。
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【図１Ａ】
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【図１Ｂ】
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【図１Ｃ】
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【図１Ｄ】
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【図２Ａ】
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【図３Ａ】
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【図４Ａ】
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【図４Ｃ】
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【図４Ｅ】
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【図４Ｇ】
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【図５Ｃ】
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