
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】リン酸化ポリペプチドを認識する抗体を提供する。
【解決手段】 A1が Aspまたは Asnであって、 A2が Metまたは Leuであって、 A3が Valまたは Leu
であって、 A4が Aspまたは Gluであって、および A5が Aspまたは Gluである、 Ser-Ile-A1-A2-
A3-A4-Ser(PO3 H2 )-Pro-Gln-Leu-Ala-Thr-Leu-Ala-A5からなるエピトープを認識するが、 S
er-Ile-A1-A2-A3-A4-Ser-Pro-Gln-Leu-Ala-Thr-Leu-Ala-A5からなるエピトープには結合
しない抗体、抗体を産生するハイブリドーマ、抗体を含むキット。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 A1が Aspま た は Asnで あ っ て 、 A2が Metま た は Leuで あ っ て 、 A3が Valま た は Leuで あ っ て 、
A4が Aspま た は Gluで あ っ て 、 お よ び A5が Aspま た は Gluで あ る 、 Ser-Ile-A1-A2-A3-A4-Ser(
PO 3 H 2 )-Pro-Gln-Leu-Ala-Thr-Leu-Ala-A5か ら な る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る が 、 Ser-Ile-A1-
A2-A3-A4-Ser-Pro-Gln-Leu-Ala-Thr-Leu-Ala-A5か ら な る エ ピ ト ー プ に は 結 合 し な い 、 抗
体 ま た は そ の 断 片 。
【 請 求 項 ２ 】
　 A1が Asp、 A2が Met、 A3が Val、 A4が Asp、 お よ び A5が Aspで あ る 、 請 求 項 1記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 A1が Asn、 A2が Leu、 A3が Leu、 A4が Glu、 お よ び A5が Gluで あ る 、 請 求 項 1記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ホ ス ホ Ser422を 含 む タ ウ に 結 合 す る が 、 非 リ ン 酸 化 Ser422を 含 む タ ウ に は 結 合 し な い 、
請 求 項 1ま た は 2記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ホ ス ホ -Ser1808を 含 む MAP2に 結 合 す る が 、 非 リ ン 酸 化 Ser1808を 含 む MAP2に は 結 合 し な
い 、 請 求 項 1～ 4の い ず れ か 一 項 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
　 Ser-Ile-Asp-Met-Val-Asp-Ser(PO3 H 2 )-Pro-Gln-Leu-Ala-Thr-Leu-Ala-Aspか ら な る ペ プ
チ ド に 対 す る そ の Kdが 100 nMよ り 低 い 、 請 求 項 2記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ７ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 1～ 6の い ず れ か 一 項 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ DSM ACC2762ま た は DSM ACC2763に よ っ て 産 生 さ れ る 、 請 求 項 1～ 7の い ず
れ か 一 項 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ９ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 神 経 障 害 を 診 断 す る た め の 方 法 ：
（ a） 試 料 を 請 求 項 1～ 8の い ず れ か 一 項 記 載 の 抗 体 に 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
（ b） 抗 体 と タ ウ ま た は MAP2と の 間 に 形 成 さ れ た 複 合 体 を 検 出 す る 段 階 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 神 経 障 害 が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 で あ る 、 請 求 項 9記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 ホ ス ホ -Ser422を 含 む タ ウ を 検 出 す る た め の 方 法 ：
（ a） 試 料 を 請 求 項 1～ 8の い ず れ か 一 項 記 載 の 抗 体 に 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
（ b） 抗 体 と タ ウ と の 間 に 形 成 さ れ た 複 合 体 を 検 出 す る 段 階 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 ホ ス ホ -Ser1808を 含 む MAP2を 検 出 す る た め の 方 法 ：
（ a） 試 料 を 請 求 項 1～ 8の い ず れ か 一 項 記 載 の 抗 体 に 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
（ b） 抗 体 と MAP2と の 間 に 形 成 さ れ た 複 合 体 を 検 出 す る 段 階 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 複 合 体 が 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 免 疫 組 織 化 学 、 ま た は ELISAに よ っ て 検 出 さ れ
る 、 請 求 項 11ま た は 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 神 経 障 害 の 診 断 の た め の 、 請 求 項 1～ 8の い ず れ か 一 項 記 載 の 抗 体 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 神 経 障 害 が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 で あ る 、 請 求 項 14記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 ホ ス ホ -Ser422を 含 む タ ウ を 検 出 す る た め の 、 請 求 項 1～ 8の い ず れ か 一 項 記 載 の 抗 体 の
使 用 。
【 請 求 項 １ ７ 】
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　 ホ ス ホ -Ser1808を 含 む MAP2を 検 出 す る た め の 、 請 求 項 1～ 8の い ず れ か 一 項 記 載 の 抗 体 の
使 用 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 請 求 項 1～ 8の い ず れ か 一 項 記 載 の 抗 体 を 含 む 、 神 経 障 害 を 診 断 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 神 経 障 害 が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 で あ る 、 請 求 項 18記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 請 求 項 1～ 8の い ず れ か 一 項 記 載 の 抗 体 を 含 む 、 ホ ス ホ -Ser422を 含 む タ ウ を 検 出 す る た
め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 請 求 項 1～ 8の い ず れ か 一 項 記 載 の 抗 体 を 含 む 、 ホ ス ホ -Ser1808を 含 む MAP2を 検 出 す る た
め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 請 求 項 1～ 8の い ず れ か 一 項 記 載 の 抗 体 を 産 生 す る 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 細 胞 が ハ イ ブ リ ド ー マ で あ る 、 請 求 項 22記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ が DSM ACC2762ま た は DSM ACC2763で あ る 、 請 求 項 23記 載 の 細 胞 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 A1が Aspま た は Asnで あ っ て 、 A2が Metま た は Leuで あ っ て 、 A3が Valま た は Leu
で あ っ て 、 A4が Aspま た は Gluで あ っ て 、 お よ び A5が Aspま た は Gluで あ る 、 Ser-Ile-A1-A2-
A3-A4-Ser(PO3H2)-Pro-Gln-Leu-Ala-Thr-Leu-Ala-A5か ら な る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る が 、 S
er-Ile-A1-A2-A3-A4-Ser-Pro-Gln-Leu-Ala-Thr-Leu-Ala-A5か ら な る エ ピ ト ー プ に は 結 合
し な い 抗 体 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 （ AD） は 、 成 人 発 症 型 の 認 知 症 の 最 も 一 般 的 な 型 で あ る 。 現 在 の と こ
ろ 、 ADの 診 断 の た め に 利 用 可 能 な 信 頼 で き る 生 化 学 試 験 ま た は バ イ オ マ ー カ ー は な く 、 確
定 診 断 は 死 後 に 限 っ て な さ れ う る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 死 後 の 脳 の 神 経 病 理 学 検 査 は 、 脳 の 特 徴 的 な 領 域 に お け る 大 量 の 細 胞 外 ア ミ ロ イ ド 斑 お
よ び 細 胞 内 神 経 原 線 維 変 化 （ NFT） を 示 し て い る 。 NFT沈 着 は 、 斑 の 蓄 積 よ り 疾 患 の 重 症 度
に 良 好 に 相 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 NFTは 、 微 小 管 関 連 タ ン パ ク 質 タ ウ の 対 を 形 成 し た ら せ ん 状 の 線 維 （ PHF） を 含 む （ 非 特
許 文 献 1、 非 特 許 文 献 2、 非 特 許 文 献 3） 。 イ ン ビ ボ で の タ ウ の 機 能 は 、 ニ ュ ー ロ ン の 軸 索
区 画 内 で の 微 小 管 の 集 合 お よ び 安 定 性 を 促 進 す る こ と で あ る （ 非 特 許 文 献 4） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 タ ウ は 、 非 常 に 可 溶 性 の タ ン パ ク 質 で あ り 、 線 維 へ 凝 集 す る 性 向 は な い 。 し か し 、 ADに
お い て 、 タ ウ は 過 剰 リ ン 酸 化 さ れ る よ う に な る 。 こ の 過 剰 リ ン 酸 化 が 凝 集 プ ロ セ ス を 開 始
し 、 つ い に PHFと な り 、 最 終 的 に NFTと な る 。 リ ン 酸 化 は 、 タ ウ の 正 常 な 特 色 で あ り 、 微 小
管 に 対 す る 結 合 を 調 節 す る 制 御 メ カ ニ ズ ム の 一 部 で あ る （ 非 特 許 文 献 5） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 分 子 内 に は 可 能 性 が あ る リ ン 酸 化 部 位 が 多 数 存 在 し 、 こ れ ら は 、 タ ウ の 微 小 管 結 合 ド メ
イ ン に 隣 接 す る 二 つ の 領 域 内 で 起 こ る 。 こ れ ら の 部 位 で の リ ン 酸 化 は 良 性 で あ り 、 タ ウ の
凝 集 に 至 ら な い 。 ADで は 、 さ ら な る ホ ス ホ エ ピ ト ー プ （ 少 な く と も 一 つ の リ ン 酸 化 ア ミ ノ
酸 を 含 む エ ピ ト ー プ ） の 数 が 散 在 的 に 見 い だ さ れ 、 原 線 維 形 成 プ ロ セ ス を 開 始 さ せ る 可 能
性 が 最 も 高 い の は 、 こ の 過 剰 リ ン 酸 化 ま た は 異 常 な リ ン 酸 化 で あ る 。 し た が っ て 、 PHF-タ
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ウ 形 成 に 至 る メ カ ニ ズ ム を 理 解 す る た め に は 、 こ れ ら の リ ン 酸 化 部 位 に 関 す る 知 識 が 必 要
で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 AD脳 か ら PHFが 単 離 お よ び 特 徴 付 け さ れ た こ と に よ り 、 ADに お い て 起 こ る タ ウ の 異 常 な
ホ ス ホ エ ピ ト ー プ が 同 定 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 6、 非 特 許 文 献 7） 。 こ れ ら の ホ ス ホ エ ピ
ト ー プ の 一 つ は 、 タ ウ の C-末 端 に 向 か っ て Ser422で 起 こ る 。 Ser422の リ ン 酸 化 は 、 NFT形
成 に 密 接 に 連 結 し て い る （ 非 特 許 文 献 8） 。 こ の 研 究 グ ル ー プ は 、 細 胞 培 養 実 験 に お い て
、 Ser422で の タ ウ の リ ン 酸 化 が タ ウ の 溶 解 度 の 減 少 を 引 き 起 こ す こ と を 示 し 、 こ れ は 凝 集
プ ロ セ ス の 初 期 段 階 に お け る 役 割 を 暗 示 し て い る 。 Ser422の ア ラ ニ ン へ の 変 異 に よ り 、 こ
の 効 果 は 消 失 し た （ 非 特 許 文 献 9） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 Ser422で の タ ウ の リ ン 酸 化 は 、 こ の ホ ス ホ エ ピ ト ー プ に 対 し て 向 け ら れ る ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 用 い た 初 期 の 研 究 に よ っ て 示 唆 さ れ て い る よ う に 、 ADの 感 度 の よ い マ ー カ ー と な
る 可 能 性 が あ る （ 非 特 許 文 献 10） 。 し か し 、 こ の ホ ス ホ エ ピ ト ー プ に 関 す る 高 親 和 性 の 非
常 に 選 択 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 現 在 ま で 利 用 で き て い な い 。 そ の よ う な 抗 体 は 、 非
リ ン 酸 化 タ ウ 、 な ら び に 他 の 病 原 性 お よ び 非 病 原 性 エ ピ ト ー プ で リ ン 酸 化 さ れ た タ ウ の バ
ッ ク グ ラ ウ ン ド が 高 い 中 で 、 Ser422で リ ン 酸 化 さ れ た タ ウ を 認 識 す る こ と が で き な け れ ば
な ら な い 。 ADに お い て 病 原 性 の 事 象 を 非 病 原 性 の 事 象 と 明 確 に 区 別 す る た め に は 、 高 い 程
度 の 選 択 性 が 非 常 に 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 多 く の 刊 行 物 が 、 タ ウ の 病 理 の 発 達 に お け る 単 一 の ホ ス ホ エ ピ ト ー プ 、 す な わ ち ホ ス ホ
-Ser422の 重 要 性 を 指 摘 し て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 さ ら に 、 NFTま た は 正 常 な 脳 に 由 来 す る タ ウ の 質 量 分 析 か ら 、 こ の ホ ス ホ エ ピ ト ー プ が P
HF-タ ウ に と っ て 固 有 で あ る こ と が 示 さ れ た （ 非 特 許 文 献 6、 非 特 許 文 献 7） 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 PHF-タ ウ （ 対 の ら せ ん 状 線 維 -タ ウ ） に は 多 く の ホ ス ホ エ ピ ト ー プ が 存 在 し 、 こ れ ら の
ホ ス ホ エ ピ ト ー プ の 一 つ ま た は 複 数 を 認 識 す る い く つ か の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 例 え ば TG
3（ pThr231） 、 PHF-1（ pSer396/pSer404） 、 12E8（ pS262/pS356） 、 AT8（ pSer202/pT205
） 、 AT100（ pSer212/pThr214） 、 AT180（ pThr231） 、 お よ び AT270（ p181） が 公 知 で あ る
（ 非 特 許 文 献 11、 非 特 許 文 献 12、 非 特 許 文 献 8、 非 特 許 文 献 13） 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 こ れ ら の 抗 体 の い く つ か 、 例 え ば 12E8、 AT180、 お よ び AT270は ま た 、 健 康 な 脳 由 来 の タ
ウ も 認 識 し 、 真 の 疾 患 状 態 特 異 的 で は な い 。 こ れ ら の 抗 体 は 全 て （ 12E8を 除 く ） 、 免 疫 原
と し て 精 製 PHF-タ ウ を 用 い て 作 製 さ れ 、 そ の 結 果 こ れ ら の 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 抗 原 性
エ ピ ト ー プ は 複 雑 で あ り 、 二 重 /多 重 リ ン 酸 化 、 ま た は 配 座 お よ び ホ ス ホ エ ピ ト ー プ の 組
み 合 わ せ の い ず れ か を 含 む 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 抗 体 は 、 タ ウ の 病 理 の 発 達 に 対 す る 個
々 の ホ ス ホ エ ピ ト ー プ の 寄 与 を 分 析 す る 場 合 、 そ の 有 用 性 は 限 定 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 多 く の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 個 々 の ホ ス ホ エ ピ ト ー プ に 対 し て 作 製 さ れ て い る が 、 こ れ
ら の 多 く は 正 常 な タ ウ と あ る 程 度 の 交 叉 反 応 性 を 示 す 。 ホ ス ホ -Ser422を 含 む タ ウ 由 来 ホ
ス ホ ペ プ チ ド に 対 し て 作 製 さ れ た 一 つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 AP422が 、 こ れ ま で に 記 述
さ れ て い る 。 し か し 、 こ の 抗 体 は 正 常 な タ ウ に 対 し て 弱 い 交 叉 反 応 性 を 示 す （ 非 特 許 文 献
14） 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 こ の ホ ス ホ エ ピ ト ー プ の タ ウ 病 理 に 対 す る 寄 与 を 評 価 す る た め に 、 お よ び AD患 者 に 由 来
す る 脳 組 織 に お け る こ の ホ ス ホ タ ウ 変 種 の レ ベ ル を 測 定 す る た め の イ ム ノ ア ッ セ イ を 開 発
す る た め に 、 正 常 な タ ウ と 交 叉 反 応 性 を 示 さ な い 高 親 和 性 で 、 選 択 性 の 高 い モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
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【 非 特 許 文 献 １ 】 Delacourte, A.J., Neurol. Sci. 76(1986)173-180
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Kosik, K., PNAS 83(1986)4044-4048
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Kondo, J., Neuron 1(1988)82, Wood, J. PNAS 83(1986)4040-4043
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Lewis, S., Nature 342(1989)498-505
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Lovestone, S., Biol. Psychiatry 45(1999)995-1003
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Hasegawa, M., J. Biol. Chem. 267(1992)17047-17054
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Cripps, D., J. Biol. Chem. 281(2006)10825-10838
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Jicha, G., J. Neurochem 69(1997)2087-2095
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Ferrari, A., J. Biol. Chem. 278(2003)40162-40168
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Bussiere, T., Acta. Neuropathol. 97(1999)221-230
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 Seubert, P., J. Biol. Chem. 270(1995)18917-18922
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 Greenberg, S., J. Biol. Chem. 267(1992)564-569
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 Mercken, M., Acta. Neuropathol. 84(1992)265-272
【 非 特 許 文 献 １ ４ 】 Hasegawa, M., FEBS Letters 384(1996)25-30
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は 、 リ ン 酸 化 ポ リ ペ プ チ ド を 認 識 す る 抗 体 を 提 供 す る こ と を 課 題 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 は 、 A1が Aspま た は Asnで あ っ て 、 A2が Metま た は Leuで あ っ て 、 A3が Valま た は Leu
で あ っ て 、 A4が Aspま た は Gluで あ っ て 、 お よ び A5が Aspま た は Gluで あ る 、 Ser-Ile-A1-A2-
A3-A4-Ser(PO 3 H 2 )-Pro-Gln-Leu-Ala-Thr-Leu-Ala-A5か ら な る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る が 、 S
er-Ile-A1-A2-A3-A4-Ser-Pro-Gln-Leu-Ala-Thr-Leu-Ala-A5か ら な る エ ピ ト ー プ に は 結 合
し な い 、 抗 体 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 ホ ス ホ -Ser422を 含 む タ ウ に 結 合 す る が 、
非 リ ン 酸 化 Ser422を 含 む タ ウ に は 結 合 し な い 抗 体 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 ホ ス ホ
-Ser422を 含 む タ ウ を 検 出 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 ホ ス ホ Ser-422
を 含 む タ ウ を 検 出 す る た め に 抗 体 を 用 い る こ と を 提 供 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 ホ ス ホ -S
er422を 含 む タ ウ を 検 出 す る た め の キ ッ ト を 提 供 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 抗 体 を 産 生 す
る 細 胞 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 よ り 具 体 的 に は 、 本 発 明 は 以 下 の （ 1） ～ （ 24） を 提 供 す る 。
　 本 発 明 （ １ ） は 、 A1が Aspま た は Asnで あ っ て 、 A2が Metま た は Leuで あ っ て 、 A3が Valま
た は Leuで あ っ て 、 A4が Aspま た は Gluで あ っ て 、 お よ び A5が Aspま た は Gluで あ る 、 Ser-Ile
-A1-A2-A3-A4-Ser(PO3 H 2 )-Pro-Gln-Leu-Ala-Thr-Leu-Ala-A5か ら な る エ ピ ト ー プ に 結 合 す
る が 、 Ser-Ile-A1-A2-A3-A4-Ser-Pro-Gln-Leu-Ala-Thr-Leu-Ala-A5か ら な る エ ピ ト ー プ に
は 結 合 し な い 、 抗 体 ま た は そ の 断 片 で あ る 。
　 本 発 明 （ ２ ） は 、 A1が Asp、 A2が Met、 A3が Val、 A4が Asp、 お よ び A5が Aspで あ る 、 本 発
明 （ 1） の 抗 体 で あ る 。
　 本 発 明 （ ３ ） は 、 A1が Asn、 A2が Leu、 A3が Leu、 A4が Glu、 お よ び A5が Gluで あ る 、 本 発
明 （ 1） の 抗 体 で あ る 。
　 本 発 明 （ ４ ） は 、 ホ ス ホ Ser442を 含 む タ ウ に 結 合 す る が 、 非 リ ン 酸 化 Ser422を 含 む タ ウ
に は 結 合 し な い 、 本 発 明 （ 1） ま た は （ 2） の 抗 体 で あ る 。
　 本 発 明 （ ５ ） は 、 ホ ス ホ -Ser1808を 含 む MAP2に 結 合 す る が 、 非 リ ン 酸 化 Ser1808を 含 む M
AP2に は 結 合 し な い 、 本 発 明 （ 1） ～ （ 4） の い ず れ か 一 発 明 の 抗 体 で あ る 。
　 本 発 明 （ ６ ） は 、 Ser-Ile-Asp-Met-Val-Asp-Ser(PO3 H 2 )-Pro-Gln-Leu-Ala-Thr-Leu-Ala
-Aspか ら な る ペ プ チ ド に 対 す る そ の Kdが 100 nMよ り 低 い 、 本 発 明 （ 2） の 抗 体 で あ る 。
　 本 発 明 （ ７ ） は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 本 発 明 （ 1） ～ （ 6） の い ず れ か 一 発 明 の
抗 体 で あ る 。
　 本 発 明 （ ８ ） は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ DSM ACC2762ま た は DSM ACC2763に よ っ て 産 生 さ れ る 、
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本 発 明 （ 1） ～ （ 7） の い ず れ か 一 発 明 の 抗 体 で あ る 。
　 本 発 明 （ ９ ） は 、 以 下 の 段 階 を 含 む 、 神 経 障 害 を 診 断 す る た め の 方 法 で あ る ：
　 （ a） 試 料 を 本 発 明 （ 1） ～ （ 8） の い ず れ か 一 発 明 の 抗 体 に 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
　 （ b） 抗 体 と タ ウ ま た は MAP2と の 間 に 形 成 さ れ た 複 合 体 を 検 出 す る 段 階 。
　 本 発 明 （ １ ０ ） は 、 神 経 障 害 が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 で あ る 、 本 発 明 （ 9） の 方 法 で あ る 。
　 本 発 明 （ １ １ ） は 、 以 下 の 段 階 を 含 む 、 ホ ス ホ -Ser422を 含 む タ ウ を 検 出 す る た め の 方
法 で あ る ：
　 （ a） 試 料 を 本 発 明 （ 1） ～ （ 8） の い ず れ か 一 発 明 の 抗 体 に 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
　 （ b） 抗 体 と タ ウ と の 間 に 形 成 さ れ た 複 合 体 を 検 出 す る 段 階 。
　 本 発 明 （ １ ２ ） は 、 以 下 の 段 階 を 含 む 、 ホ ス ホ -Ser1808を 含 む MAP2を 検 出 す る た め の 方
法 で あ る ：
　 （ a） 試 料 を 本 発 明 （ 1） ～ （ 8） の い ず れ か 一 発 明 の 抗 体 に 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
　 （ b） 抗 体 と MAP2と の 間 に 形 成 さ れ た 複 合 体 を 検 出 す る 段 階 。
　 本 発 明 （ １ ３ ） は 、 複 合 体 が 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 免 疫 組 織 化 学 、 ま た は ELIS
Aに よ っ て 検 出 さ れ る 、 本 発 明 （ 11） ま た は （ 12） の 方 法 で あ る 。
　 本 発 明 （ １ ４ ） は 、 神 経 障 害 の 診 断 の た め の 、 本 発 明 （ 1） ～ （ 8） の い ず れ か 一 発 明 の
抗 体 の 使 用 で あ る 。
　 本 発 明 （ １ ５ ） は 、 神 経 障 害 が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 で あ る 、 本 発 明 （ 14） の 使 用 で あ る 。
　 本 発 明 （ １ ６ ） は 、 ホ ス ホ -Ser422を 含 む タ ウ を 検 出 す る た め の 、 本 発 明 （ 1） ～ （ 8）
の い ず れ か 一 発 明 の 抗 体 の 使 用 で あ る 。
　 本 発 明 （ １ ７ ） は 、 ホ ス ホ -Ser1808を 含 む MAP2を 検 出 す る た め の 、 本 発 明 （ 1） ～ （ 8）
の い ず れ か 一 発 明 の 抗 体 の 使 用 で あ る 。
　 本 発 明 （ １ ８ ） は 、 本 発 明 （ 1） ～ （ 8） の い ず れ か 一 発 明 の 抗 体 を 含 む 、 神 経 障 害 を 診
断 す る た め の キ ッ ト で あ る 。
　 本 発 明 （ １ ９ ） は 、 神 経 障 害 が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 で あ る 、 本 発 明 （ 18） の キ ッ ト で あ る
。
　 本 発 明 （ ２ ０ ） は 、 本 発 明 （ 1） ～ （ 8） の い ず れ か 一 発 明 の 抗 体 を 含 む 、 ホ ス ホ -Ser42
2を 含 む タ ウ を 検 出 す る た め の キ ッ ト で あ る 。
　 本 発 明 （ ２ １ ） は 、 本 発 明 （ 1） ～ （ 8） の い ず れ か 一 発 明 の 抗 体 を 含 む 、 ホ ス ホ -Ser18
08を 含 む MAP2を 検 出 す る た め の キ ッ ト で あ る 。
　 本 発 明 （ ２ ２ ） は 、 本 発 明 （ 1） ～ （ 8） の い ず れ か 一 発 明 の 抗 体 を 産 生 す る 細 胞 で あ る
。
　 本 発 明 （ ２ ３ ） は 、 細 胞 が ハ イ ブ リ ド ー マ で あ る 、 本 発 明 （ 22） の 細 胞 で あ る 。
　 本 発 明 （ ２ ４ ） は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ が DSM ACC2762ま た は DSM ACC2763で あ る 、 本 発 明 （
23） の 細 胞 で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 に よ り 、 リ ン 酸 化 ポ リ ペ プ チ ド を 認 識 す る 抗 体 が 提 供 さ れ た 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は 、 A1が Aspま た は Asnで あ っ て 、 A2が Metま た は Leuで あ っ て 、 A3が Valま た は Leu
で あ っ て 、 A4が Aspま た は Gluで あ っ て 、 お よ び A5が Aspま た は Gluで あ る 、 Ser-Ile-A1-A2-
A3-A4-Ser(PO 3 H 2 )-Pro-Gln-Leu-Ala-Thr-Leu-Ala-A5 (SEQ ID NO： 9)か ら な る エ ピ ト ー プ
に 結 合 す る が 、 Ser-Ile-A1-A2-A3-A4-Ser-Pro-Gln-Leu-Ala-Thr-Leu-Ala-A5 (SEQ ID NO
： 8)か ら な る エ ピ ト ー プ に は 結 合 し な い 、 抗 体 を 提 供 す る 。 本 発 明 に お い て 、 「 Ser(PO 3 H

2 )」 は 、 リ ン 酸 化 セ リ ン を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 Ser-Ile-Asp-Met-Val-Asp-Ser(PO3 H 2 )-Pro-Gln
-Leu-Ala-Thr-Leu-Ala-Asp (SEQ ID NO： 6)か ら な る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る が 、 Ser-Ile-A
sp-Met-Val-Asp-Ser-Pro-Gln-Leu-Ala-Thr-Leu-Ala-Asp (SEQ ID NO：  4)か ら な る エ ピ ト

10

20

30

40

50

(6) JP 2008-13566 A 2008.1.24



ー プ に は 結 合 し な い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ホ ス ホ Ser442を 含 む リ ン 酸 化 タ ウ に 結 合 す る が 、 非
リ ン 酸 化 Ser422を 含 む タ ウ に は 結 合 し な い 、 抗 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 タ ウ に は 、 胎 児 性 -タ ウ 、 タ ウ -A、 タ ウ -B、 タ ウ -C、 タ ウ D、 タ ウ -E、 タ ウ -F（ Swiss-Pr
ot； 登 録 名 ： TAU_HUMAN、 プ ラ イ マ リ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： P10636） の よ う な 、 い く つ か
の ス プ ラ イ シ ン グ イ ソ 型 が 存 在 す る 。 本 発 明 に お い て 、 好 ま し く は タ ウ は 、 SEQ ID NO： 1
の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 「 タ ウ 」 と い う 用 語 は ま た 、 SEQ ID NO： 1の 配 列 を
有 す る ポ リ ペ プ チ ド の ス プ ラ イ シ ン グ イ ソ 型 、 変 種 、 誘 導 体 、 相 同 体 、 ま た は 断 片 を 含 む
。 タ ウ が 、 SEQ ID NO： 1の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の ス プ ラ イ シ ン グ イ ソ 型 、 変 種 、 誘
導 体 、 相 同 体 、 ま た は 断 片 で あ る 場 合 、 タ ウ は Ser-Ile-Asp-Met-Val-Asp-Ser-Pro-Gln-Le
u-Ala-Thr-Leu-Ala-Aspの 配 列 を 含 む こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 「 リ ン 酸 化 タ ウ 」 と い う 用 語 は 、 少 な く と も 一 つ の ア ミ ノ 酸 が リ ン 酸 化 さ れ て い る タ ウ
を 指 す 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 「 ホ ス ホ -Ser422」 と い う 用 語 は 、 SEQ ID NO： 1の ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 位 置 に よ っ て
定 義 さ れ る 422位 で の リ ン 酸 化 セ リ ン を 指 す 。 「 ホ ス ホ -Ser422」 と い う 用 語 は ま た 、 ス プ
ラ イ シ ン グ イ ソ 型 、 誘 導 体 、 変 種 、 相 同 体 、 ま た は 断 片 で の リ ン 酸 化 セ リ ン を 含 み 、 こ れ
は SEQ ID NO： 1の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 422位 で の リ ン 酸 化 セ リ ン に 対 応 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 ホ ス ホ -Ser422を 含 む タ ウ に 対 し て 高 い 結 合 親 和 性 を 有 す る こ と が 好
ま し い 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 高 い 結 合 親 和 性 」 と い う 用 語 は 、 ホ ス ホ
Ser422を 含 む タ ウ に 対 す る 抗 体 の 解 離 定 数 K d が 100 nMよ り 低 い こ と を 意 味 す る 。 抗 体 の K d
は 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 K d は 実 施 例 4に お い て
記 述 さ れ る 条 件 下 で Biacoreに よ る 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 を 用 い て 決 定 さ れ う る 。 K d を 決 定
す る た め に は 、 Ser-Ile-Asp-Met-Val-Asp-Ser(PO3 H 2 )-Pro-Gln-Leu-Ala-Thr-Leu-Ala-Asp
か ら な る ペ プ チ ド を 用 い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 Ser-Ile-Asn-Leu-Leu-Glu-Ser(PO3 H 2 )-Pro-Gln
-Leu-Ala-Thr-Leu-Ala-Glu (SEQ ID NO： 7)か ら な る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る が 、 Ser-Ile-A
sn-Leu-Leu-Glu-Ser-Pro-Gln-Leu-Ala-Thr-Leu-Ala-Glu (SEQ ID NO： 5)か ら な る エ ピ ト
ー プ に は 結 合 し な い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 ホ ス ホ -Ser1808を 含 む MAP2（ 微 小 管 関 連 タ ン
パ ク 質 2） に 結 合 す る が 、 非 リ ン 酸 化 Ser1808を 含 む MAP2に は 結 合 し な い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 MAP2に は 、 イ ソ 型 1、 イ ソ 型 2、 ま た は イ ソ 型 3の よ う な い く つ か の イ ソ 型 が 存 在 す る （ S
wiss-Prot； 登 録 名 ： MAP2_HUMAN、 プ ラ イ マ リ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： P11137） 。 本 発 明 に
お い て 、 好 ま し く は 、 MAP2は 、 SEQ ID NO： 2の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 「 MAP2
」 と い う 用 語 は ま た 、 SEQ ID NO： 2の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の ス プ ラ イ シ ン グ イ ソ 型
、 誘 導 体 、 変 種 、 相 同 体 、 ま た は 断 片 を 含 む 。 MAP2が SEQ ID NO： 2の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ
プ チ ド の ス プ ラ イ シ ン グ イ ソ 型 、 誘 導 体 、 変 種 、 相 同 体 、 ま た は 断 片 で あ る 場 合 、 MAP2は
Ser-Ile-Asn-Leu-Leu-Glu-Ser-Pro-Gln-Leu-Ala-Thr-Leu-Ala-Gluの 配 列 を 有 す る こ と が
好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 「 リ ン 酸 化 MAP2」 と い う 用 語 は 、 少 な く と も 一 つ の ア ミ ノ 酸 が リ ン 酸 化 さ れ て い る MAP2
を 指 す 。
【 ０ ０ ３ １ 】
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　 「 ホ ス ホ -Ser1808」 と い う 用 語 は 、 SEQ ID NO： 2の ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 位 置 に よ っ て
定 義 さ れ る よ う に 、 1808位 で の リ ン 酸 化 セ リ ン を 指 す 。 「 ホ ス ホ -Ser1808」 と い う 用 語 は
ま た 、 SEQ ID NO： 2の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 1808位 で の リ ン 酸 化 セ リ ン に 対 応 す る
、 ス プ ラ イ シ ン グ イ ソ 型 、 誘 導 体 、 変 種 、 相 同 体 、 ま た は 断 片 の リ ン 酸 化 セ リ ン を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 抗 体 が エ ピ ト ー プ に 結 合 す る か 否 か は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 酵 素 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 ま
た は 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 の よ う な 、 周 知 の 方 法 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 エ ピ ト ー
プ の 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 、 エ ピ ト ー プ の 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 全 体 、 ま た は タ ン パ
ク 質 の 断 片 を 、 結 合 を 検 出 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ い 。 好 ま し
い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 実 質 的 に 均 一 な 抗 体 の 群 、 す な わ ち 少 量 存 在 す
る 天 然 の 変 異 体 を 除 き 、 群 を 構 成 す る 抗 体 が 均 一 で あ る 抗 体 群 か ら 得 ら れ た 抗 体 を 指 す 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ MAK<pTAU>M.2.5.2ま た は MAK<
pTAU>M.2.20.4に よ っ て 産 生 さ れ た 抗 体 で あ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ MAK<pTAU>M.2.5.2は 、 200
6年 3月 15日 に DSMZ（ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmBH, M
ascheroderweg 1b, D-38124 Braunschweig, Germany） に 寄 託 番 号 DSM ACC2762と し て 寄 託
さ れ た 。 ハ イ ブ リ ド ー マ MAK<pTAU>M.2.20.4は 、 2006年 3月 15日 に DSMZ（ Deutsche Sammlun
g von Mikroorganismen und Zellkulturen GmBH, Mascheroderweg 1b, D-38124 Braunsch
weig, Germany） に 寄 託 番 号 DSM ACC2763と し て 寄 託 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ DSM ACC2762（ MAK<pTAU>M.2.5.2） ま た は DSM ACC2763（ MAK<pTAU>M.2.2
0.4） に よ っ て 産 生 さ れ た 抗 体 は 、 ホ ス ホ -Ser422を 含 む タ ウ に 対 し て 高 い 親 和 性 お よ び 高
い 選 択 性 を 有 し 、 非 リ ン 酸 化 Ser422を 含 む タ ウ に 対 し て 交 叉 反 応 性 を 有 し な い 。 さ ら に 、
ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生 さ れ た 抗 体 は 、 ホ ス ホ -Ser1808を 含 む MAP2に 結 合 す る が 、 非
リ ン 酸 化 Ser1808を 含 む MAP2に は 結 合 し な い 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 ホ ス ホ -Ser422を 含 む タ ウ
、 ま た は ホ ス ホ -Ser1808を 含 む MAP2を 検 出 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ド ー
マ DSM ACC2762ま た は DSM ACC2763に よ っ て 産 生 さ れ た 抗 体 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の よ う な
神 経 疾 患 の 診 断 に と っ て 適 し て い る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ DSM ACC2762ま た は DSM ACC2763に よ
っ て 産 生 さ れ た 抗 体 は ま た 、 ホ ス ホ -Ser422を 含 む タ ウ 、 ま た は ホ ス ホ Ser1808を 含 む MAP2
の 検 出 に も 適 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 公 知 の 技 術 を 用 い て ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と
し て 得 る こ と が で き る 。 例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ハ イ ブ リ ド ー マ 法 （ Kohler G. an
d Milstein C., Nature 256(1975)495-497） ま た は 組 換 え 法 （ 米 国 特 許 第 4,816,567号 ）
に よ っ て 産 生 さ れ う る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ま た 、 フ ァ ー ジ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ （ Clackson
 T., Nature 352(1991)624-628） か ら も 単 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 本 質 的 に 公 知 の 技 術 を 用 い て 調 製 さ れ う る 。 例 え ば
、 以 下 の 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。 感 作 抗 原 を 用 い て 通 常 の 免 疫 法 に よ っ て 動 物 を 免 疫
し 、 免 疫 細 胞 を 得 て 、 次 い で 通 常 の 細 胞 融 合 法 に よ っ て 免 疫 細 胞 を 公 知 の 親 細 胞 に 融 合 さ
せ る 。 融 合 し た 細 胞 を 通 常 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 に よ っ て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 細 胞 に
関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 よ り 具 体 的 に は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 以 下 の よ う に 得 る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 第 一 に 、 感 作 抗 原 と し て 用 い る た め に 、 Ser-Ile-A1-A2-A3-A4-Ser-Pro-Gln-Leu-Ala-Th
r-Leu-Ala-A5（ A1は Aspま た は Asn、 A2は Metま た は Leu、 A3は Valま た は Leu、 A4は Aspま た
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は Glu、 お よ び A5は Aspま た は Gluで あ る ） の 配 列 を 有 す る 断 片 を 調 製 す る 。 断 片 は 、 化 学
合 成 に よ っ て ま た は 断 片 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む 宿 主 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ っ て 調 製
す る こ と が で き る 。 次 に 、 断 片 を キ ナ ー ゼ 、 例 え ば ERK2キ ナ ー ゼ に よ っ て リ ン 酸 化 す る 。
断 片 を 含 む 全 て の タ ン パ ク 質 を ま た 感 作 抗 原 と し て 用 い て も よ い 。 本 発 明 に お い て 、 好 ま
し い 感 作 抗 原 は 、 Ser-Ile-Asp-Met-Val-Asp-Ser(PO3 H 2 )-Pro-Gln-Leu-Ala-Thr-Leu-Ala-A
spの 配 列 を 有 す る 、 タ ウ の リ ン 酸 化 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 感 作 抗 原 に よ っ て 免 疫 さ れ る 哺 乳 動 物 種 の タ イ プ に 制 限 は な い 。 し か し 、 哺 乳 動 物 は 好
ま し く は 、 細 胞 融 合 に 用 い ら れ た 親 細 胞 と の そ の 適 合 性 に 基 づ い て 選 択 さ れ る 。 一 般 的 に
、 例 え ば マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー の よ う な 齧 歯 類 、 ま た は ウ サ ギ 、 お よ び サ ル を 用 い
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 動 物 を 感 作 抗 原 に よ っ て 免 疫 す る た め に 、 公 知 の 方 法 を 用 い て も よ い 。 哺 乳 動 物 に 感 作
抗 原 を 腹 腔 内 ま た は 皮 下 に 注 射 す る 日 常 的 な 方 法 の よ う な 、 周 知 の 方 法 に よ っ て 、 動 物 を
感 作 抗 原 に よ っ て 免 疫 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 感 作 抗 原 を リ ン 酸 緩 衝 食 塩 液 （ PB
S） 、 生 理 食 塩 液 等 に よ っ て 適 切 に 希 釈 し た 後 、 懸 濁 さ せ る 。 通 常 の ア ジ ュ バ ン ト 、 例 え
ば フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト の 適 当 量 を 必 要 に 応 じ て 懸 濁 液 と 混 合 す る 。 次 に 、 乳 剤 を
4～ 21日 間 隔 で 哺 乳 動 物 に 数 回 投 与 す る た め に 調 製 す る 。 免 疫 の 際 に 、 感 作 抗 原 に 関 し て
適 当 な 担 体 を 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 哺 乳 動 物 を 先 に 記 述 し た よ う に 免 疫 す る 。 血 清 中 の 標 的 抗 体 の 力 価 の 増 加 が 確 認 さ れ た
後 、 免 疫 細 胞 を 哺 乳 動 物 か ら 採 取 し 、 細 胞 融 合 に 供 す る 。 脾 細 胞 が 好 ま し い 免 疫 細 胞 で あ
る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 哺 乳 動 物 の 骨 髄 腫 細 胞 を 、 上 記 の 免 疫 細 胞 と 融 合 さ せ る た め の 親 細 胞 と し て 用 い る 。 用
い ら れ る 好 ま し い 骨 髄 腫 細 胞 に は 、 様 々 な 公 知 の 細 胞 株 、 例 え ば P3（ P3x63Ag8.653） （ Ke
arney JF, et al., J. Immunol. 123, 1548-1550(1979)） 、 P3x63Ag8U.1（ Yelton DE., e
t al., Current Topics in Microbiology and Immunology 81, 1-7(1978)） 、 NS-1（ Kohl
er, G. and Milstein, C. Eur. J. Immunol. 6, 511-519(1976)） 、 MPC-11（ Margulies, 
D.H. et al., Cell 8, 405-415(1976)） 、 SP2/0（ Shulman, M. et al., Nature 276, 269
-270(1978)） 、 FO（ deSt. Groth, S.F. et al., J. Immunol. Methods 35, 1-21(1980)）
、 S194（ Trowbridge, I. S., J. Exp. Med 148, 313-323(1978)） 、 お よ び R210（ Galfre,
 G. et al., Nature 277, 131-133(1979)） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 先 に 記 述 し た よ う に 、 免 疫 細 胞 と 骨 髄 腫 細 胞 の 間 の 細 胞 融 合 は 、 本 質 的 に 、 当 業 者 に 公
知 の 方 法 、 例 え ば Kohler and Milsteinの 方 法 （ Kohler, G. and Milstein, C. Methods E
nzymol. 73:3-46(1981)） を 用 い て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 よ り 具 体 的 に は 、 上 記 の 細 胞 融 合 は 、 例 え ば 細 胞 融 合 促 進 剤 の 存 在 下 で 通 常 の 培 養 培 地
に お い て 行 っ て も よ い 。 融 合 促 進 剤 に は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG） お よ び セ ン ダ
イ ウ イ ル ス （ HVJ） が 含 ま れ る が そ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な い 。 必 要 で あ れ ば 、 融 合
効 率 を 改 善 す る た め に 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド の よ う な 補 助 物 質 を 加 え て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 免 疫 細 胞 対 骨 髄 細 胞 の 比 は 、 自 身 の 裁 量 で 決 定 し て も よ く 、 好 ま し く は 骨 髄 腫 細 胞 1個
に 対 し て 免 疫 細 胞 1個 ～ 10個 で あ る 。 上 記 の 細 胞 融 合 の た め に 用 い ら れ る 培 養 培 地 に は 、
例 え ば RPMI 1640培 地 お よ び MEM培 地 の よ う な 上 記 の 骨 髄 腫 細 胞 株 の 増 殖 に と っ て 適 し た 培
地 、 な ら び に こ の タ イ プ の 細 胞 培 養 の た め に 用 い ら れ る 他 の 通 常 の 培 養 培 地 が 含 ま れ る 。
さ ら に 、 ウ シ 胎 児 血 清 （ FCS） の よ う な 血 清 添 加 剤 も ま た 組 み 合 わ せ て 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 細 胞 融 合 は 以 下 の よ う に 行 わ れ る 。 先 に 記 述 し た よ う に 、 既 定 量 の 免 疫 細 胞 お よ び 骨 髄
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腫 細 胞 を 培 養 培 地 に お い て 十 分 に 混 合 す る 。 予 め 37℃ に 加 熱 し た PEG溶 液 （ 例 え ば 、 平 均
分 子 量 約 1,000～ 6,000） を 、 典 型 的 に 30％ ～ 60％ （ w/v） の 濃 度 で 細 胞 懸 濁 液 に 加 え て 混
合 し 、 融 合 細 胞 （ ハ イ ブ リ ド ー マ ） を 産 生 す る 。 次 に 、 適 当 な 培 養 培 地 を 混 合 物 に 連 続 的
に 加 え 、 試 料 を 遠 心 し て 上 清 を 除 去 す る 。 こ の 処 理 を 数 回 繰 り 返 し て 、 望 ま し く な い 細 胞
融 合 促 進 剤 お よ び ハ イ ブ リ ド ー マ の 増 殖 に と っ て 好 ま し く な い 他 の 物 質 を 除 去 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ の ス ク リ ー ニ ン グ を 、 通 常 の 選 択 培 地 、 例 え ば 、 ヒ ポ キ サ ン チ
ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 、 お よ び チ ミ ジ ン （ HAT） 培 地 に お い て そ れ ら を 培 養 す る こ と に よ っ
て 行 う こ と が で き る 。 上 記 の HAT培 地 に お け る 培 養 は 、 望 ま し い ハ イ ブ リ ド ー マ 以 外 の 細
胞 （ 非 融 合 細 胞 ） を 殺 す た め に 十 分 に 長 い 期 間 （ 典 型 的 に 、 数 日 か ら 数 週 間 ） 継 続 さ れ る
。 次 に 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 通 常 の 限 界 希 釈 法 に よ っ て 、 標 的 抗 体 を 産 生 す る こ と が で き
る 単 細 胞 ク ロ ー ン に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 非 ヒ ト 動 物 を 抗 原 に よ っ て 免 疫 す る こ と に よ っ て 上 記 の ハ イ ブ リ ド ー マ を 調 製 す る た め
の 方 法 の 他 に 、 ヒ ト 抗 体 は ま た 、 ヒ ト リ ン パ 球 を 感 作 抗 原 に よ っ て イ ン ビ ト ロ で 感 作 す る
こ と ； お よ び 永 続 的 に 分 裂 す る こ と が で き る ヒ ト 骨 髄 腫 細 胞 に 感 作 さ れ た リ ン パ 球 を 融 合
さ せ る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る （ 例 え ば 、 日 本 国 特 許 出 願 番 号 （ JP-B） Hei 1-5987
8を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ま た は 、 抗 体 を 産 生 す る 不 死 化 細 胞 か ら 、 ヒ ト 抗 体 を 得 る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の 方 法
で は 、 ヒ ト 抗 体 遺 伝 子 全 体 の レ パ ー ト リ ー を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に 、 感 作 さ れ た
抗 原 を 投 与 す る こ と に よ っ て 、 抗 体 を 産 生 す る 細 胞 を 調 製 す る （ 例 え ば 、 WO 94/25585、 W
O 93/12227、 WO 92/03918、 お よ び WO 94/02602を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 こ の よ う に 調 製 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ を 通 常 の 培 養 培 地 に お い
て 継 代 し 、 液 体 窒 素 中 で 長 期 間 保 存 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 培 養 し て 培 養 上 清 か ら 抗 体 を 得 る 、 と い う 日 常 的 な 技 法 に よ
っ て 、 上 記 の ハ イ ブ リ ド ー マ か ら モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 得 ら れ た 後 、 組 換 え 型 抗 体 も ま た 、 通 常 の 方
法 に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 標 識 さ れ た 抗 体 で あ っ て も よ い 。 抗 体 の 標 識 に 関 し て 、 放 射 活 性 物 質
（ 例 え ば 、 3 2 P、 1 2 5 I、 3 H、 1 3 1 I、 1 4 C） 、 蛍 光 体 （ 例 え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 ロ ー ダ ミ ン
、 ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン ） 、 酵 素 （ 例 え ば ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ
タ ー ゼ 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 β -グ ル コ シ ダ ー ゼ 、 ラ イ ソ ザ イ ム 、 グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ ）
、 補 酵 素 （ 例 え ば ビ オ チ ン ） 、 ま た は 化 学 発 光 基 質 の よ う な 公 知 の 標 識 を 用 い る こ と が で
き る 。 抗 体 の 標 識 は 、 例 え ば グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 法 、 マ レ イ ミ ド 法 、 ピ リ ジ ル ジ ス ル フ ィ
ド 法 ま た は 過 ヨ ウ 素 酸 法 の よ う な 周 知 の 方 法 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は ま た 、 断 片 が 、 Ser-Ile-A1-A2-A3-A4-Ser(PO3 H 2 )-Pro-Gln-Leu-Ala-Thr
-Leu-Ala-A5か ら な る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る こ と が で き る が 、 Ser-Ile-A1-A2-A3-A4-Ser-P
ro-Gln-Leu-Ala-Thr-Leu-Ala-A5か ら な る エ ピ ト ー プ に は 結 合 し な い 限 り 、 抗 体 の 断 片 で
あ っ て も よ い （ A1は Aspま た は Asn、 A2は Metま た は Leu、 A3は Valま た は Leu、 A4は Aspま た
は Glu、 お よ び A5は Aspま た は Gluで あ る ） 。 抗 体 の 断 片 は 、 Fab、 Fab'、 Fv、 F(ab')2、 scF
v、 sc(Fv)2、 ま た は 二 重 特 異 性 抗 体 で あ っ て も よ い が こ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 SEQ ID NO： 1に お け る ア ミ ノ 酸 の 位 置 に よ っ て 定 義 さ れ
る 422位 で リ ン 酸 化 セ リ ン を 含 む タ ウ ま た は そ の 断 片 と 免 疫 複 合 体 を 形 成 す る 。 よ り 好 ま
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し く は 、 タ ウ ま た は そ の 断 片 は 、 AD患 者 、 ま た は NFTが 存 在 す る 任 意 の 他 の 神 経 障 害 を 有
す る 患 者 の 剖 検 に 由 来 す る 脳 組 織 か ら 単 離 さ れ る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 脳 に NF
Tが 発 生 し て い な い 他 の 疾 患 に よ り 死 亡 し た 、 ま た は そ の よ う な 疾 患 に 苦 し む 患 者 か ら の
剖 検 由 来 脳 材 料 と は 、 そ の よ う な 免 疫 複 合 体 を 形 成 し な い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 リ ン 酸 化 ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る こ と に よ っ て 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の
よ う な 神 経 障 害 を 診 断 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の 抗 体 は ま た 、 ホ ス ホ -Ser
422を 含 む リ ン 酸 化 タ ウ 、 ま た は ホ ス ホ -Ser1808を 含 む リ ン 酸 化 MAP2の よ う な 、 A1が Aspま
た は Asnで あ っ て 、 A2が Metま た は Leuで あ っ て 、 A3が Valま た は Leuで あ っ て 、 A4が Aspま た
は Gluで あ っ て 、 お よ び A5が Aspま た は Gluで あ る 、 Ser-Ile-A1-A2-A3-A4-Ser(PO3 H 2 )-Pro-
Gln-Leu-Ala-Thr-Leu-Ala-A5の 配 列 を 含 む リ ン 酸 化 ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る た め に 用 い る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 そ の 上 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 抗 体 を 産 生 す る 細 胞 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 細 胞 は ハ イ ブ リ
ド ー マ ま た は 組 換 え 型 細 胞 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 先 に 記 述 し た 通 常 の 方 法 に よ っ て 得 る こ と
が で き る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ DSM ACC2
762ま た は DSM ACC2763で あ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ DSM ACC2762は 、 2006年 3月 15日 に DSMZ（ De
utsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmBH, Mascheroderweg 1b, D-
38124 Braunschweig, Germany） に 寄 託 番 号 DSM ACC2762と し て 寄 託 さ れ た 。 ハ イ ブ リ ド ー
マ DSM ACC2763は 、 2006年 3月 15日 に DSMZ（ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmBH, Mascheroderweg 1b, D-38124 Braunschweig, Germany） に 寄 託 番 号 D
SM ACC2763と し て 寄 託 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の 組 換 え 型 細 胞 は 、 周 知 の 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 そ の よ
う な 組 換 え 型 細 胞 は 以 下 の よ う に 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 A1が Aspま た は Asnで あ っ て 、 A2が Metま た は Leuで あ っ て 、 A3が Valま た は Leuで あ っ て 、
A4が Aspま た は Gluで あ っ て 、 お よ び A5が Aspま た は Gluで あ る 、 Ser-Ile-A1-A2-A3-A4-Ser(
PO 3 H 2 )-Pro-Gln-Leu-Ala-Thr-Leu-Ala-A5か ら な る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る が 、 Ser-Ile-A1-
A2-A3-A4-Ser-Pro-Gln-Leu-Ala-Thr-Leu-Ala-A5か ら な る エ ピ ト ー プ に は 結 合 し な い 抗 体
の 可 変 （ V） 領 域 を コ ー ド す る mRNAを 、 そ の よ う な 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 単
離 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 mRNAを 単 離 す る た め に 、 グ ア ニ ジ ン 超 遠 心 法 （ Chirgwin, J. M. et al., Biochemistry
 18, 5294-5299(1979)） ま た は 酸 グ ア ニ ジ ニ ウ ム チ オ シ ア ネ ー ト -フ ェ ノ ー ル -ク ロ ロ ホ ル
ム （ AGPC） 法 （ Chomczynski, P. et al., Anal. Biochem. 162, 156-159(1987)） の よ う
な 通 常 の 方 法 に よ っ て 、 総 RNAを 最 初 に 調 製 し た 後 、 mRNA精 製 キ ッ ト （ Pharmacia） 等 を 用
い て 標 的 mRNAを 調 製 す る 。 ま た は 、 mRNAは QuickPrep mRNA精 製 キ ッ ト （ Pharmacia） を 用
い て 直 接 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 得 ら れ た mRNAか ら 、 逆 転 写 酵 素 を 用 い て 抗 体 V領 域 の cDNAを 合 成 す る 。 cDNA合 成 は 、 AMV
 Reverse Transcriptase First-strand cDNA Synthesisキ ッ ト （ Seikagaku Co.） 等 を 用
い て 行 う 。 ま た は 、 cDNAは 、 5'-Ampli FINDER RACEキ ッ ト （ Clontech） お よ び PCRを 用 い
る 5'-RACE法 （ Frohman, M. A. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 8998-9002(198
8);Belyavsky, A. et al., Nucleic Acids Res. 17, 2919-2932(1989)） に よ っ て 合 成 お
よ び 増 幅 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 得 ら れ た PCR産 物 か ら 標 的 DNA断 片 を 精 製 し た 後 、 ベ ク タ ー DNAに ラ イ ゲ ー シ ョ ン し て 組
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換 え 型 ベ ク タ ー を 調 製 す る 。 ベ ク タ ー を 大 腸 菌 （ E. coli） 等 に 導 入 し 、 関 心 対 象 と な る
組 換 え 型 ベ ク タ ー を 調 製 す る た め に コ ロ ニ ー を 選 択 す る 。 次 に 、 標 的 DNAヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 、 ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド チ ェ ー ン タ ー ミ ネ ー シ ョ ン 法 の よ う な 通 常 の 方 法 に よ っ て
確 認 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 標 的 抗 体 の V領 域 を コ ー ド す る DNAが 得 ら れ た 後 、 DNAを 、 所 望 の 抗 体 の 定 常 領 域 （ C領 域
） を コ ー ド す る DNAを 含 む 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 抗 体 を 産 生 す る 細 胞 を 得 る た め の 方 法 は 典 型 的 に 、 遺 伝 子 が エ ン ハ ン サ ー お よ び プ ロ モ
ー タ ー の よ う な 発 現 調 節 領 域 の 調 節 下 で 発 現 さ れ る よ う に 、 抗 体 遺 伝 子 を 発 現 ベ ク タ ー に
挿 入 す る 段 階 、 お よ び 得 ら れ た ベ ク タ ー に よ っ て 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 す る こ と に よ っ て 抗
体 を 発 現 さ せ る 段 階 を 含 む 。 H鎖 お よ び L鎖 を そ れ ぞ れ コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 異
な る 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 宿 主 細 胞 に 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と が で き る 。 ま た は
、 H鎖 お よ び L鎖 の 双 方 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 単 一 の 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 宿
主 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 WO 94/11523を 参 照 さ れ た い ） 。
宿 主 細 胞 は 、 そ れ ら が 抗 体 を 産 生 す る こ と が で き る 限 り 、 限 定 さ れ な い 。 例 え ば 、 細 胞 は
CHO、 COS、 NIH3T3、 骨 髄 腫 、 BHK、 HeLa、 Vero、 両 生 類 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 植 物 細 胞 、 ま た
は 大 腸 菌 の よ う な 細 菌 細 胞 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 神 経 障 害 を 診 断 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 神 経 障 害 を 診 断 す る た
め の 方 法 は 、 以 下 の 段 階 を 含 む ： （ a） 試 料 を 本 発 明 の 抗 体 に 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び （ b
） 抗 体 と タ ウ ま た は Map2と の 間 に 形 成 さ れ た 複 合 体 を 検 出 す る 段 階 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 ホ ス ホ -Ser422を 含 む タ ウ を 検 出 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 ホ ス ホ -
Ser422を 含 む タ ウ を 検 出 す る た め の 方 法 は 、 （ a） 試 料 を 本 発 明 の 抗 体 に 接 触 さ せ る 段 階
、 お よ び （ b） 抗 体 と タ ウ と の 間 に 形 成 さ れ た 複 合 体 を 検 出 す る 段 階 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 ホ ス ホ -Ser1808を 含 む MAP2を 検 出 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 ホ ス ホ
-Ser1808を 含 む MAP2を 検 出 す る た め の 方 法 は 、 （ a） 試 料 を 本 発 明 の 抗 体 に 接 触 さ せ る 段
階 、 お よ び （ b） 抗 体 と MAP2と の 間 に 形 成 さ れ た 複 合 体 を 検 出 す る 段 階 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 神 経 障 害 」 と い う 用 語 は 、 ホ ス ホ -Ser422を 含
む タ ウ も し く は ホ ス ホ -Ser1808を 含 む MAP2に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 、 ま た は ホ ス ホ -S
er422を 含 む タ ウ も し く は ホ ス ホ -Ser1808を 含 む MAP2が 患 者 か ら 検 出 さ れ る 疾 患 の よ う な
、 ホ ス ホ -Ser422を 含 む タ ウ も し く は ホ ス ホ -Ser1808を 含 む MAP2に 関 連 す る 疾 患 を 指 す 。
「 神 経 障 害 」 と い う 用 語 に は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 ダ ウ ン 症 候 群 、 ピ ッ ク 病 、 進 行 性 核 上
麻 痺 、 お よ び 皮 質 基 底 核 変 性 症 が 含 ま れ る が そ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な い 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 用 い ら れ る 試 料 は 、 試 料 が タ ウ ま た は MAP2を 含 む 可 能 性 が 存 在 す
る 限 り 、 限 定 さ れ な い が 、 ヒ ト か ら 得 ら れ た 生 物 試 料 が 好 ま し い 。 生 物 試 料 に は 、 脳 脊 髄
液 、 血 清 、 血 液 、 組 織 、 （ 例 え ば 、 脳 組 織 ） お よ び 細 胞 （ 例 え ば 、 脳 細 胞 ） が 含 ま れ る が
そ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な い 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 試 料 と 本 発 明 の 抗 体 と の 接 触 は 、 抗 体 と タ ウ の 間 に 複 合 体 を 形 成 さ せ る 、 ま た は 抗 体 と
MAP2と の 間 に 複 合 体 を 形 成 さ せ る 条 件 下 で 達 成 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 条 件 は 当 業
者 に 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 抗 体 と タ ウ の 間 に 形 成 さ れ た 複 合 体 、 ま た は 抗 体 と MAP2と の 間 に 形 成 さ れ た 複 合 体 の 検
出 は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 酵 素 免 疫 測 定 法 （ ELISA） 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 蛍 光 イ
ム ノ ア ッ セ イ 、 発 光 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 免 疫 沈 降 、 免 疫 染 色 、 免 疫 拡 散 、 お よ び 表 面 プ ラ ズ
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モ ン 共 鳴 バ イ オ セ ン サ ー （ BIAコ ア の よ う な ） な ど の 酵 素 イ ム ノ ア ッ セ イ の よ う な 、 通 常
の 方 法 で 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で 行 っ て も よ い が 、 イ ン ビ ト ロ 法 が 好 ま し
い 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の よ う な 神 経 障 害 を 診 断 す る た め に 本 発 明 の 抗 体 を 用
い る こ と を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 ホ ス ホ -Ser422を 含 む タ ウ 、 ま た は ホ ス ホ -Ser1808
を 含 む MAP2の よ う な リ ン 酸 化 ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る た め に 本 発 明 の 抗 体 を 用 い る こ と を
提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 イ ン ビ ボ ま た は イ ン ビ ト ロ で 用 い て も よ い 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、
本 発 明 の 抗 体 は イ ン ビ ト ロ で 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 は 、 A1が Aspま た は Asnで あ っ て 、 A2が Metま た は Leuで あ っ て 、 A3が Valま た は Leu
で あ っ て 、 A4が Aspま た は Gluで あ っ て 、 お よ び A5が Aspま た は Gluで あ る 、 Ser-Ile-A1-A2-
A3-A4-Ser(PO 3 H 2 )-Pro-Gln-Leu-Ala-Thr-Leu-Ala-A5か ら な る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る が 、 S
er-Ile-A1-A2-A3-A4-Ser-Pro-Gln-Leu-Ala-Thr-Leu-Ala-A5か ら な る エ ピ ト ー プ に は 結 合
し な い 抗 体 を 含 む キ ッ ト を 提 供 す る 。 キ ッ ト は 、 例 え ば 、 神 経 障 害 を 診 断 す る た め 、 ホ ス
ホ -Ser422を 含 む タ ウ を 検 出 す る た め 、 ま た は ホ ス ホ -Ser1808を 含 む MAP2を 検 出 す る た め
に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 キ ッ ト は 、 不 溶 性 の 多 糖 類 （ 例 え ば ア ガ ロ ー ス ま た は セ ル ロ ー ス ） 、 合 成 樹 脂 （ 例 え ば
、 ポ リ ス チ レ ン 樹 脂 、 シ リ コ ン 樹 脂 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 樹 脂 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 樹 脂 、
ま た は ナ イ ロ ン 樹 脂 ） 、 ま た は 不 溶 性 の 支 持 体 （ 例 え ば 、 ガ ラ ス ） の よ う な 担 体 を 含 ん で
も よ い 。 抗 体 は 担 体 に 固 定 し て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 キ ッ ト は 、 反 応 液 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 、 ま た は イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て 用 い ら れ る 他 の
試 薬 の よ う な 試 薬 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 を 一 般 的 に 記 述 し た が 、 特 定 の 実 施 例 を 以 下 の 図 面 と 結 び つ け て 参 照 す る こ と に
よ っ て 、 本 発 明 は よ り 良 好 に 理 解 さ れ る よ う に な る で あ ろ う が 、 こ れ ら の 実 施 例 は 説 明 す
る 目 的 の み の た め に 本 発 明 に 含 ま れ 、 特 に 明 記 し て い な け れ ば 制 限 を 意 図 し な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ８ １ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 本 発 明 の 特 定 の 局 面 を 単 に 説 明 す る た め に 役 立 つ の で あ っ て 、 本 発 明
の 範 囲 を 制 限 す る と 見 な す べ き で は な い 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
実 施 例 1： モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 成

　 マ ウ ス を 、 ヒ ト タ ウ の 最 も 長 い イ ソ 型 の ア ミ ノ 酸 415～ 430位 に 対 応 す る 以 下 の ア ミ ノ 酸
配 列 、 Cys-Ser-Ile-Asp-Met-Val-Asp-Ser(PO3 H 2 )-Pro-Gln-Leu-Ala-Thr-Leu-Ala-Aspを 含
む ホ ス ホ ペ プ チ ド に よ っ て 免 疫 し た （ ペ プ チ ド は NeoMPS、 Strasbourgに よ っ て 合 成 し た ）
。 天 然 の Asp415を Cysに 置 換 し 、 チ オ ー ル に よ っ て KLHに 定 方 向 に 共 役 さ せ た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 10～ 12週 齢 の 雌 性 Balb/c（ Jackson Laboratory, stock#001026） お よ び NMRIマ ウ ス （ Ja
ckson Laboratory, stock#003076） に 、 フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト に お い て ホ ス ホ ペ プ
チ ド 100μ gを 腹 腔 内 注 射 し た 。 マ ウ ス に は 、 1ヶ 月 間 隔 で フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト
に お い て ペ プ チ ド 100μ gの 腹 腔 内 注 射 を さ ら に 3回 行 っ た 。 PBSに お け る ペ プ チ ド 50μ gの
静 脈 内 注 射 に よ る 最 後 の 免 疫 を 行 っ て 、 3、 2お よ び 1日 後 に 脾 臓 を 採 取 し た 。
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【 ０ ０ ８ ４ 】

　 免 疫 し た マ ウ ス 由 来 の 脾 細 胞 の 融 合 は 、 Galfre and Milstein, Methods in Enzymology
, 73(1981)3-46に 従 っ て 実 施 し た 。 こ の よ う に 、 各 免 疫 マ ウ ス 由 来 の 脾 細 胞 1× 10 8 個 を 骨
髄 腫 細 胞 （ P3X63-Ag8-653、 ATCC CRL 1580） 2× 10 7 個 と 混 合 し 、 300× gで 室 温 で 10分 間 遠
心 し た 。 次 に 、 細 胞 を RPMI-1640培 地 （ FCSを 含 ま な い ） に よ っ て 1回 洗 浄 し 、 遠 心 管 に お
い て 300× gで 10分 間 も う 1回 遠 心 し た 。 遠 心 管 を 軽 く た た い で 、 細 胞 を ほ ぐ し 、 予 め 加 熱
し た 水 浴 中 で 37℃ に 加 温 し た 。 1分 間 放 置 し た 後 、 PEG（ 分 子 量 1500の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ
ー ル 、 Roche Diagnostics） 1 mlを 加 え た 。 次 に 、 RPMI-1640培 地 （ FCSを 含 ま な い ） 5 ml
を 、 軽 く 攪 拌 し な が ら 滴 下 し て 加 え て 、 10％ FCSを 含 む RPMI-1640培 地 を 加 え る こ と に よ っ
て 最 終 的 に 容 量 を 50 mlに 調 節 し た 。 次 に 、 細 胞 懸 濁 液 を 300× gで 10分 間 遠 心 し た 。 細 胞
沈 降 物 を 、 10％ FCSを 含 む RPMI-1640培 地 に 再 懸 濁 し 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン -ア ザ セ リ ン 選 択 培
地 （ RPMI-1640＋ 10％ FCSに お い て 、 100 mMヒ ポ キ サ ン チ ン [Sigma]、 1μ g/mlア ザ セ リ ン [S
igma]） に 播 種 し た 。 培 地 に は 、 50 U/mlイ ン タ ー ロ イ キ ン -6（ Roche Applied Science）
を 添 加 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 10日 後 、 初 代 培 養 物 を 特 異 的 抗 体 産 生 に 関 し て 試 験 し た （ 実 施 例 2を 参 照 さ れ た い ） 。
ホ ス ホ ペ プ チ ド と 正 の 反 応 を 示 し 、 非 リ ン 酸 化 ペ プ チ ド と 反 応 を 示 さ な い 初 代 培 養 物 を 、
96ウ ェ ル 細 胞 培 養 プ レ ー ト に お い て 蛍 光 活 性 化 細 胞 ソ ー テ ィ ン グ に よ っ て ク ロ ー ニ ン グ し
た 。 こ こ で 使 用 し た 培 地 は 、 10％ FCSお よ び 25 U/mlイ ン タ ー ロ イ キ ン -6を 添 加 し た RPMI-1
640培 地 で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 /ク ロ ー ン 2種 を 、 DSMZ（ Deutsche Samml
ung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmBH, Mascheroder Weg 1b, D-38124 Braun
schweig） に 寄 託 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 表 1は ハ イ ブ リ ド ー マ の 詳 細 を 示 す
【 ０ ０ ８ ８ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ９ 】

　 こ の よ う に し て 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 、 10％ FCSお よ び 25 U/mlイ ン タ ー ロ イ キ
ン -6を 添 加 し た RPMI-1640培 地 に お い て 密 度 1× 10 5 個 /mlで 播 種 し 、 細 胞 密 度 約 3× 10 5 個 /m
lま で 増 殖 さ せ た 。 細 胞 を 最 終 容 積 250 mlで 1× 10 6 個 /mlに 希 釈 し 、 最 大 細 胞 密 度 ま で 増 殖
さ せ た 。 次 に 、 細 胞 を 遠 心 に よ っ て 除 去 し た 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 は 典 型 的 に 、 約 40
～ 50μ g/ml抗 体 を 含 ん だ 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 そ れ ぞ れ の 抗 体 を 以 下 の よ う に 精 製 し た 。 無 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 （ 250～ 300 m
l） を 、 50 mM TrisCl pH 8.0に よ っ て 平 衡 化 し た MEP HyperCelカ ラ ム （ Pall Biosciences
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） 25 mlに ロ ー デ ィ ン グ し た 。 平 衡 緩 衝 液 に よ る 洗 浄 後 、 抗 体 を 30 mMク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム
/100 mM NaCl pH 4.1に よ っ て 溶 出 し た 。 抗 体 を 含 む 分 画 を プ ー ル し た 後 、 4℃ で SourceQ
緩 衝 液 A 5 Lに 対 し て 終 夜 透 析 し た （ Spectra/Por 6-8000） 。 透 析 し た MEPプ ー ル を 、 10 m
M TrisCl pH 8.0（ 緩 衝 液 A） に よ っ て 平 衡 化 し た 10 mlの Source 15Qカ ラ ム （ GEヘ ル ス ケ
ア ） に ロ ー デ ィ ン グ し た 。 緩 衝 液 Aに よ っ て 洗 浄 し た 後 、 抗 体 を カ ラ ム 容 積 の 10倍 量 の 0～
25％ の 緩 衝 液 Bの 勾 配 に よ っ て 溶 出 し た 。 緩 衝 液 Bは 10 mM TrisCl/1 M NaCl pH 8.0を 含 ん
だ 。 抗 体 は 約 200 mM NaClで 溶 出 し た 。 個 々 の 分 画 の 純 度 を SDS-PAGEに よ っ て チ ェ ッ ク し
、 最 も 純 粋 な 分 画 を プ ー ル し た 。 こ の よ う に し て 精 製 さ れ た 抗 体 の 収 量 は 約 10 mg/ハ イ ブ
リ ド ー マ 培 養 上 清 250 mlで あ っ た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
実 施 例 2： 抗 -タ ウ /pSer-422特 異 的 抗 体 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ

　 細 胞 培 養 上 清 に お け る 抗 体 の 特 異 性 を 測 定 す る た め に 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン コ ー テ ィ ン
グ マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （ MicroCoat, Bernried, DE） を 、 PBS、 0.5％ Byco C（ 100μ
g/ウ ェ ル 、 振 と う さ せ な が ら 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ） 中 で 、 0.1μ g/mlビ オ チ ン
化 ホ ス ホ ペ プ チ ド （ タ ウ 416-430/pSer-422） で コ ー テ ィ ン グ し た 。 次 に 、 プ レ ー ト を 洗 浄
緩 衝 液 （ 0.9％ NaCl/0.05％ Tween 20） に よ っ て 3回 洗 浄 し た 。 次 に 、 抗 体 含 有 培 養 上 清 100
μ lを 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 プ レ ー ト を 振 と う さ せ な が ら 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
次 に 、 プ レ ー ト を 洗 浄 緩 衝 液 に よ っ て 3回 洗 浄 し た 。 結 合 抗 体 を 検 出 す る た め に 、 ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 マ ウ ス 抗 体 /ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 共 役 体 （ Dianova） 100μ l/ウ ェ ル を 室 温 で 1時 間
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト を そ の 後 再 度 洗 浄 し た 。 最 後 に 、 ABTS溶 液 （ Roche Diagno
stics） 100μ l/ウ ェ ル を 添 加 し 、 プ レ ー ト を 室 温 で 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト
を X Read Plusマ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー （ Tecan） で 405 nmで 読 み 取 っ た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】

　 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 非 リ ン 酸 化 ペ プ チ ド （ タ ウ 416-430） に よ っ て コ ー テ ィ ン
グ し た こ と を 除 き 、 上 記 と 同 じ 技 法 を 用 い た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】

　 各 細 胞 培 養 上 清 100μ l/ウ ェ ル を 、 抗 マ ウ ス Fcγ 抗 体 （ MicroCoat, Bernried, DE） に よ
っ て 予 め コ ー テ ィ ン グ し て お い た マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に ピ ペ ッ ト で 分 注 し た 。 プ レ
ー ト を 、 振 と う さ せ な が ら 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 洗 浄 緩 衝 液 に よ っ て 3回
洗 浄 し た 。 次 に 、 50 nMビ オ チ ン 化 ホ ス ホ ペ プ チ ド （ タ ウ 416-430/pSer-422） を 100μ l/ウ
ェ ル で 添 加 し 、 プ レ ー ト を 振 と う さ せ な が ら 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト
を 3回 洗 浄 し た 後 、 50 U/mlス ト レ プ ト ア ビ ジ ン /ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 共 役 体 （ Dianova） 100
μ l/ウ ェ ル と 共 に 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト を も う 一 度 洗 浄 し た 後 、 100
μ l/ウ ェ ル ABTS溶 液 （ Roche Applied Science） に よ っ て 室 温 で 20分 間 顕 色 さ せ た 。 次 に
プ レ ー ト を 、 X Read Plusマ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー で 405 nmで 読 み 取 っ た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】

　 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 、 非 リ ン 酸 化 ペ プ チ ド （ タ ウ 416-430） に よ っ て コ ー テ ィ
ン グ し た こ と を 除 き 、 上 記 と 同 じ 手 順 を 用 い た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 上 記 の 方 法 を 用 い て 、 寄 託 さ れ た 抗 体 は い ず れ も 、 固 定 お よ び 遊 離 の ホ ス ホ ペ プ チ ド （
タ ウ 416-430/pSer-422） に 対 し て 良 好 な 結 合 を 示 し た 。 非 リ ン 酸 化 ペ プ チ ド （ タ ウ 416-43
0） と の 交 叉 反 応 性 は 観 察 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
実 施 例 3： ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ る 、 完 全 長 の リ ン 酸 化 タ ウ タ ン パ ク 質 お よ び リ ン 酸 化
変 異 体 タ ウ タ ン パ ク 質 （ S422A） に 対 す る 抗 体 特 異 性 の 決 定
　 異 な る 4つ の タ ウ 種 、 す な わ ち タ ウ 、 タ ウ S422A（ 422位 で の Ser→ Ala変 異 ） 、 p-タ ウ （
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A． ホ ス ホ ペ プ チ ド （ タ ウ 416-430/pSer-422） に 対 す る 抗 体 の 特 異 性 の 決 定

B． 非 リ ン 酸 化 ペ プ チ ド （ タ ウ 416-430） と の 抗 体 交 叉 反 応 性 の 測 定

C． 遊 離 の ホ ス ホ ペ プ チ ド （ タ ウ 416-430/pSer-422） に 対 す る 結 合 の 測 定

D． 遊 離 の 非 リ ン 酸 化 ペ プ チ ド （ タ ウ 416-430） に 対 す る 抗 体 結 合 の 測 定



リ ン 酸 化 タ ウ ） 、 お よ び p-タ ウ S422A（ 422位 で の Ser→ Ala変 異 を 含 む リ ン 酸 化 タ ウ ） の そ
れ ぞ れ の 認 識 能 に 関 し て 、 抗 体 を 試 験 し た 。 タ ウ お よ び タ ウ S422Aを 大 腸 菌 に お い て 発 現
さ せ 、 標 準 的 な 方 法 に 従 っ て 精 製 し た 。 次 に 、 双 方 の タ ン パ ク 質 を 、 タ ウ に お け る 他 の 多
数 の 部 位 と 同 様 に S422に お い て リ ン 酸 基 を 導 入 す る こ と が 示 さ れ た ERK2キ ナ ー ゼ に よ っ て
リ ン 酸 化 し た 。 SDS-PAGEゲ ル に 4つ の タ ウ 種 各 150 ngを ロ ー デ ィ ン グ し た ； 電 気 泳 動 後 、
タ ン パ ク 質 を 標 準 的 な ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ プ ロ ト コ ー ル に よ っ て ニ ト ロ セ ル ロ ー ス
に 転 写 し た 。 ブ ロ ッ ト を 、 StartingBlock（ Perbio） に よ っ て 2倍 希 釈 し て お い た 個 々 の ハ
イ ブ リ ド ー マ 細 胞 培 養 上 清 と 共 に 4℃ で 終 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 標 準 的 な 洗 浄 技 法 の 後
、 ブ ロ ッ ト を 2 ng/ml抗 マ ウ ス 抗 体 /西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 共 役 体 （ Perbio） と 共 に
室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 ブ ロ ッ ト を 洗 浄 し 、 LumiLight ECL基 質 （ Roche 
Applied Science） に よ っ て 顕 色 し た 。 図 1Aに お い て 示 さ れ る よ う に 、 抗 体 2.5.2お よ び 2.
20.4（ 表 1） は 、 非 リ ン 酸 化 タ ウ と も 、 Ser422以 外 の Ser（ ま た は Thr） 残 基 で リ ン 酸 化 さ
れ た タ ウ と も 交 叉 反 応 性 を 示 さ な か っ た 。 こ の よ う に 、 抗 体 は 、 標 的 ホ ス ホ エ ピ ト ー プ に
関 し て 非 常 に 選 択 的 で あ る 。 図 1Bは モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 AP422の 特 異 性 を 示 す 。 モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 AP422は 、 Prof. M. Hasegawa（ University of Tokyo, Japan） か ら 得 て 、 TBSt
緩 衝 液 に お い て 1％ 乳 汁 と 共 に 1： 2000倍 希 釈 し た 。 ブ ロ ッ ト を 4℃ で 終 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 翌 日 、 ブ ロ ッ ト を 洗 浄 し 、 TBSt緩 衝 液 に お い て 1％ 乳 汁 で 1： 5000倍 希 釈 し た 抗 マ ウ
ス /西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ Pierce） と 共 に 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 検 出
は Roche ECLシ ス テ ム に よ っ て 行 っ た 。 抗 体 AP422は 非 リ ン 酸 化 タ ウ と 交 叉 反 応 性 を 示 し た
。
【 ０ ０ ９ ７ 】
実 施 例 4： k o n 、 k o f f 、 K A 、 お よ び K d の 決 定
　 速 度 定 数 k o n お よ び k o f f な ら び に 得 ら れ た 解 離 定 数 K d を 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 （ BIAcore
 ABの BIAcore 2000） を 用 い て 決 定 し た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 NHS/EDC活 性 化 セ ン サ ー チ ッ プ （ CM5, BIAcore AB） を 、 10 mM酢 酸 ナ ト リ ウ ム -酢 酸 pH 5
.0中 で 、 15μ g/mlの 濃 度 の ウ サ ギ 抗 マ ウ ス IgGに よ っ て 、 流 速 20μ l/分 で 5分 間 コ ー テ ィ ン
グ し た 。 細 胞 培 養 上 清 を 、 10 mM HEPES pH 7.4、 150 mM NaCl、 3.4 mM EDTA、 0.05％ ポ リ
ソ ル ベ ー ト 中 で 最 終 抗 体 濃 度 50 nMに 希 釈 し 、 2分 間 に わ た っ て 流 速 10μ l/分 で 注 入 し た 。
10 mM HEPES pH 7.4、 150 mM NaCl、 3.4 mM EDTA、 0.05％ ポ リ ソ ル ベ ー ト 中 で 、 ホ ス ホ ペ
プ チ ド ま た は 非 リ ン 酸 化 ペ プ チ ド （ 0～ 1000 nM） を 流 速 100μ l/分 で 2分 間 注 入 し た 。 こ の
後 、 10 mM HEPES pH 7.4、 150 mM NaCl、 3.4 mM EDTA、 0.05％ ポ リ ソ ル ベ ー ト 中 で 5分 間
解 離 さ せ た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 k o n お よ び k o f f は 、 BIAcore評 価 ソ フ ト ウ ェ ア （ バ ー ジ ョ ン 4.1, BIAcore AB） を 用 い て
二 重 参 照 の 後 に セ ン サ ー グ ラ ム （ sensogram） か ら 算 出 し た 。 モ デ ル を 1： 1（ ラ ン グ ミ ュ
ア ） 結 合 相 互 作 用 を 用 い て デ ー タ の 組 に 対 し て 包 括 的 に 適 合 さ せ た 。 結 合 定 数 K a は k o n /k o
f f か ら 算 出 し た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 得 ら れ た 値 を 以 下 に 要 約 す る 。 い ず れ の 抗 体 も 低 い ナ ノ モ ル 範 囲 の K d 値 を 有 し 、 こ の よ
う に 、 高 い 親 和 性 で pSer422に 結 合 す る と 見 な す こ と が で き る 。 い ず れ の 抗 体 も 非 リ ン 酸
化 ペ プ チ ド と い か な る 相 互 作 用 も 示 さ ず 、 そ れ ら が ホ ス ホ エ ピ ト ー プ に 対 し て 非 常 に 選 択
的 で あ る こ と を 示 し 、 実 施 例 3に お け る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 結 果 を 裏 付 け る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 表 2は 、 抗 体 2.5.2お よ び 抗 体 2.20.4の k o n 、 k o f f 、 K a 、 お よ び K d を 示 す 。
【 ０ １ ０ ２ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ３ 】
実 施 例 5： AD脳 抽 出 物 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト
　 Braak病 期 の AD脳 お よ び 対 照 脳 か ら ミ ク ロ ト ー ム 切 片 を 調 製 し た 。 各 脳 の 組 織 約 50 mg湿
重 量 を エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 分 注 し た 。 各 組 織 を 、 手 動 の ガ ラ ス ホ モ ジ ナ イ ザ ー に よ
っ て 、 10倍 量 の 氷 冷 RAB-HS緩 衝 液 中 で ホ モ ジ ナ イ ズ し た 。 次 に 、 ホ モ ジ ネ ー ト を 50000× g
で 4℃ で 40分 間 遠 心 し た 。 得 ら れ た 沈 降 物 を Tris-シ ョ 糖 -SDSに お い て ホ モ ジ ナ イ ゼ ー シ ョ
ン に よ っ て 再 懸 濁 し 、 50000× gで 室 温 で 40分 間 遠 心 し た 。 得 ら れ た 上 清 を 分 析 の た め に 保
持 し た 。 SDS-PAGEゲ ル に 各 上 清 4.5μ lを ロ ー デ ィ ン グ し た 。 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト は 、 第 一
抗 体 （ 2.5.2、 上 記 の よ う に 精 製 ） を StartingBlockに お い て 1μ g/mlに 希 釈 し た こ と を 除
き 、 先 に 記 述 し た と お り に 行 っ た 。 結 果 を 図 2に 示 す 。 抗 体 は 、 RAB-不 溶 性 /SDS-可 溶 性 脳
抽 出 物 中 の Ser422で リ ン 酸 化 さ れ た タ ウ イ ソ 型 を 特 異 的 に 検 出 し た 。 過 剰 リ ン 酸 化 タ ウ は
通 常 、 抽 出 物 の こ の 分 画 内 で 生 じ る こ と か ら 、 こ れ は 予 測 ど お り で あ る 。 正 常 な タ ウ は 、
RAB-可 溶 性 分 画 内 で 生 じ 、 明 ら か に い か な る 試 料 に お い て も こ の 分 画 と 抗 体 と の 交 叉 反 応
は 見 ら れ な い 。 染 色 強 度 は 、 疾 患 の 重 症 度 と 相 関 し 、 対 照 脳 抽 出 物 で は 染 色 は 明 白 で は な
い 。
【 ０ １ ０ ４ 】
実 施 例 6： AD脳 切 片 の 免 疫 組 織 化 学 分 析
　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 Braak病 期 VIで あ る と 陽 性 診 断 を 受 け た 患 者 か ら 死 後 に 得 ら れ た ヒ
ト 脳 の 皮 質 領 域 由 来 の 非 固 定 脳 組 織 の 凍 結 切 片 を 、 抗 -p-タ ウ S422A抗 体 （ Wheatley S. an
d Wang Y., Methods Cell Bio 57(1998)313-332） に よ る 間 接 的 免 疫 蛍 光 に よ っ て 標 識 し
た 。 連 続 的 な 二 段 階 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 用 い て 、 結 合 し た 抗 -p-タ ウ S422A抗 体 を 検 出 し
、 こ れ は Alexa 488（ Molecular Probes） に 共 役 さ せ た ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 ヤ ギ 抗 マ ウ ス (GA
M)IgG(H+L)に よ っ て 明 ら か に さ れ る 。 Aβ ペ プ チ ド に 対 す る 対 比 染 色 を 行 っ て 、 ア ミ ロ イ
ド β 斑 を 明 ら か に し た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 詳 細 に は 、 低 温 層 （ Leica, CM 3050 S） を 用 い て -18℃ で 名 目 上 の 厚 さ 10μ mの 切 片 を 切
断 し た 。 予 め 冷 却 し た ス ラ イ ド ガ ラ ス （ Super Frost Plus, Menzel, Germany） に 接 着 さ
せ た 後 、 切 片 を PBSに よ っ て 水 和 し 、 予 め 冷 却 し た 100％ ア セ ト ン に よ っ て -20℃ で 2分 間 処
理 し た 。 PBSに よ る 洗 浄 を 2分 間 、 2回 行 っ た 。 非 特 異 的 結 合 部 位 の ブ ロ ッ キ ン グ は 、 1％ ウ
シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA） 、 1％ 卵 白 ア ル ブ ミ ン （ OVA） 、 お よ び 1％ 正 常 ヤ ギ 血 清 を 含 む PB
S中 で 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 行 っ た 。 抗 -p-タ ウ S422A抗 体 を 、 1％ BSA、 1
％ OVA、 お よ び 1％ 正 常 ヤ ギ 血 清 を 含 む PBS中 で 10μ g/mlの 濃 度 で 1時 間 用 い た 。 PBSお よ び 1
％ BSAに よ る 洗 浄 後 、 ス ラ イ ド ガ ラ ス を 、 1％ BSAを 含 む PBS中 で 15μ g/mlの Alexa 488と 共
役 す る ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 ヤ ギ 抗 マ ウ ス (GAM)IgG(H+L)（ Molecular Probes） と 共 に 1時 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ス ラ イ ド ガ ラ ス を PBSお よ び 1％ BSAに よ っ て 3× 5分 間 洗 浄 し 、 1％ BSA
を 含 む PBS中 で 5μ g/mlの 、 Aβ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル マ ウ ス 抗 体 （ BAP-2、 Dr. M. Brock
haus, F. Hoffmann La Roche, EP130424） に よ っ て 1時 間 対 比 染 色 し た 。 ス ラ イ ド ガ ラ ス
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を 3× 5分 間 PBSに よ っ て 洗 浄 し 、 水 で す す ぎ 、 リ ポ フ ス チ ン の 自 己 蛍 光 を 低 減 さ せ る た め
に 、 70％ 水 性 エ タ ノ ー ル 中 で 0.3％ ス ダ ン ブ ラ ッ ク に 5分 間 浸 し た 。 70％ エ タ ノ ー ル で 1回
す す ぎ 、 水 で 2回 す す い だ 後 、 ス ラ イ ド ガ ラ ス を PBSに よ っ て 2× 3分 間 洗 浄 し 、 蛍 光 封 入 培
地 （ S3023 Dako） に 包 埋 し た 。 対 照 に は 、 無 関 係 な マ ウ ス IgG1抗 体 （ Sigma） お よ び 二 次
抗 体 単 独 が 含 ま れ 、 全 て 陰 性 の 結 果 を 生 じ た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 10x/0.3対 物 レ ン ズ を 用 い て Zeiss Axioplan 2に よ っ て 画 像 を 記 録 し た 。 双 方 の 記 録 さ
れ た 蛍 光 チ ャ ン ネ ル の 画 像 を 、 Photoshopに よ っ て 融 合 し た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 結 果 を 図 3に 示 す 。 抗 体 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 病 態 に 関 連 す る 典 型 的 な 構 造 を 染 色 し
、 こ れ ら の 最 も 顕 著 な も の は 神 経 原 線 維 変 化 で あ る 。 多 数 の ニ ュ ー ロ パ イ ル 糸 も 同 様 に 、
斑 を 取 り 巻 く 異 栄 養 神 経 炎 と 同 様 に 明 ら か で あ る （ ア ミ ロ イ ド 特 異 的 抗 体 に よ る 対 比 染 色
に よ っ て 可 視 化 さ れ る ） 。
【 ０ １ ０ ８ 】
実 施 例 7： 神 経 芽 腫 細 胞 抽 出 物 中 の タ ウ お よ び MAP2に お け る pSer422を 検 出 す る た め の ウ ェ
ス タ ン ブ ロ ッ ト
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 成 す る た め に 用 い た ペ プ チ ド 免 疫 原 は 、 タ ウ に お け る S422の す
ぐ 周 囲 の ア ミ ノ 酸 配 列 、 す な わ ち S416-IDMVDSPQLATLA-D430に 基 づ く 。 こ の 配 列 は 、 タ ウ
に お い て そ の C-末 端 に 向 か っ て 起 こ る 。 タ ン パ ク 質 配 列 デ ー タ ベ ー ス の 相 同 性 検 索 に よ り
、 高 い 相 同 性 ア ミ ノ 酸 配 列 S1802-INLLESPQLATLA-E816が 微 小 管 関 連 タ ン パ ク 質 MAP2の C-末
端 に 向 か っ て 生 じ る こ と が 明 ら か と な っ た 。 オ カ ダ 酸 に よ っ て 処 理 し 、 上 記 の 抗 体 を 用 い
る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ っ て 分 析 し た LAN-5細 胞 は 、 実 際 に 、 抗 体 2.5.2お よ び 2.20.4と
交 叉 反 応 す る 高 分 子 量 タ ン パ ク 質 を 含 む 。 こ の タ ン パ ク 質 の 分 子 量 は MAP2で あ る こ と と 一
致 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 細 胞 （ 無 血 清 培 地 に お い て 1× 10 7 個 /ウ ェ ル ） を DMSOま た は 10μ M K255a（ Alexis） に よ
っ て 37℃ で 1時 間 処 理 し た 後 、 培 地 に DMSOま た は 2μ Mオ カ ダ 酸 を 37℃ で さ ら に 1時 間 添 加 し
た 。 培 地 を 除 去 し 、 細 胞 を Cytobuster（ Novagen） 100μ l中 に 抽 出 し 、 25μ lを ウ ェ ス タ ン
ブ ロ ッ ト 分 析 に 用 い た 。 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト は 実 施 例 5で 記 述 し た と お り に 行 っ た 。 結 果
を 図 4に 示 す 。 抗 体 2.5.2は 、 リ ン 酸 化 MAP2と 交 叉 反 応 性 を 示 し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
実 施 例 8： オ カ ダ 酸 処 理 神 経 芽 腫 細 胞 に お け る タ ウ /pSer422を 検 出 す る た め の ELISAア ッ セ
イ
　 LAN-5神 経 芽 腫 細 胞 は タ ウ を 内 因 性 に 発 現 す る 。 Ser422で の 内 因 性 タ ウ の リ ン 酸 化 は 、
細 胞 を オ カ ダ 酸 に よ っ て 処 理 し た 場 合 に 起 こ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 LAN-5神 経 芽 腫 細 胞 を 37℃ で 培 地 に お い て 培 養 し 、 96ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト
に 、 無 血 清 培 地 100μ lに お い て 細 胞 密 度 2.5× 10 5 個 /ウ ェ ル で 播 種 す る 。 24時 間 培 養 し た
後 、 細 胞 を 2.5μ Mオ カ ダ 酸 に よ っ て 2時 間 処 理 す る 。 そ の 後 、 1 mg/mlジ ギ ト ニ ン 、 10 mM 
EDTAを 含 む 溶 液 10μ lを 添 加 し 、 細 胞 を 4℃ で 30分 間 振 と う さ せ る 。 こ の 抽 出 物 を 、 以 下 に
記 述 す る よ う に 、 ELISAア ッ セ イ に お い て 直 接 用 い る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 液 、 pH 7.2に お い て ビ オ チ ン -NHSを 20： 1の 比 で 用 い て 、 抗 体 2.5.2
を ビ オ チ ン 化 し た 。 抗 体 5A6（ Developmental Studies Hybridoma Bank, University of I
owa） を 、 BioVeris（ BioVeris Corporation, Gaithersburg, Maryland） に よ っ て 供 給 さ
れ た プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 8： 1の 比 で BV-TAG（ 商 標 ） に よ っ て 標 識 し た 。 典 型 的 な ア ッ セ
イ に お い て 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン コ ー テ ィ ン グ 磁 気 ビ ー ズ （ Dynal/Invitrogen Corporati
on） の 1： 50倍 希 釈 液 25μ lを 、 室 温 で 1μ g/mlビ オ チ ン -抗 体 25μ lと 共 に 30分 間 プ レ イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 混 合 物 に 、 細 胞 抽 出 物 50μ lお よ び BV-タ グ 抗 体 2.5.2（ 上 記 の よ う
に 調 製 ） 25μ lを 加 え た 。 次 に 、 混 合 物 を 振 と う さ せ な が ら 4℃ で 3時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
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た 。 試 料 は 全 て 96ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 中 で 調 製 し た 。 そ の 後 、 緩 衝 液 125μ l
を 各 試 料 に 添 加 し 、 プ レ ー ト を BioVeris M384ア ナ ラ イ ザ ー に お い て 測 定 し た 。 タ ウ /pSer
422標 準 曲 線 は 、 細 胞 抽 出 緩 衝 液 中 で 、 ERK2-ま た は P38-リ ン 酸 化 タ ウ を 希 釈 す る こ と に よ
っ て 調 製 し た ； 細 胞 中 の タ ウ /pSer422レ ベ ル の 計 算 は 、 ホ ス ホ -タ ウ 標 準 物 質 に 関 し て 1モ
ル ホ ス ホ -Ser422ホ ス フ ェ ー ト /モ ル タ ウ を 仮 定 す る 。 図 5は 、 標 準 曲 線 お よ び オ カ ダ 酸 処
理 の 前 後 で 得 ら れ た 典 型 的 な 値 （ 細 胞 1× 10 6 個 に 基 づ く ） を 示 す 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ １ ３ 】
【 図 １ 】 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 特 異 性 を 示 す 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 特 異 性 を 、 441aaに
よ る 様 々 な タ ウ 種 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 試 験 し た 。 A： 汎 α -タ ウ （ 対 照 ） 、
抗 体 2.5.2お よ び 2.20.4； B： モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 AP422。 レ ー ン 1： 422位 で 非 リ ン 酸 化 Ser
を 含 む タ ウ 。 レ ー ン 2： 422位 で リ ン 酸 化 Serを 含 む リ ン 酸 化 タ ウ 。 レ ー ン 3： 422位 で Ser→
Ala変 異 を 含 む タ ウ 。 レ ー ン 4： 422位 で Ser→ Ala変 異 を 含 む リ ン 酸 化 タ ウ 。
【 図 ２ 】 Braak病 期 の AD脳 組 織 由 来 の 可 溶 性 お よ び 不 溶 性 抽 出 物 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分
析 の 結 果 を 示 す 。 い く つ か の タ ウ の バ ン ド は 、 ヒ ト 脳 が タ ウ の 多 数 の ス プ ラ イ シ ン グ イ ソ
型 を 含 む と い う 事 実 に よ り 肉 眼 で 見 え る 。 Braak病 期 II/対 照 脳 も 、 可 溶 性 分 画 も い ず れ も
Ser422で リ ン 酸 化 さ れ た タ ウ を 含 ま な い こ と に 注 意 さ れ た い 。 M＝ マ ー カ ー タ ン パ ク 質 （ N
ovex） を 含 む レ ー ン ； I＝ 不 溶 性 分 画 ； S＝ 可 溶 性 分 画 ； II、 IV、 VI＝ 疾 患 の 重 症 度 （ Braa
k病 期 ） 。
【 図 ３ 】 AD脳 組 織 （ Braak病 期 VI） の 免 疫 組 織 化 学 分 析 の 結 果 を 示 す 。 NFT＝ 神 経 原 線 維 変
化 ； NT＝ ニ ュ ー ロ パ イ ル 糸 ； DN＝ 異 栄 養 性 神 経 炎 （ ア ミ ロ イ ド 斑 を 取 り 囲 む ） 。 用 い た 抗
体 は 2.5.2で あ っ た 。 対 照 脳 は 、 染 色 を 示 さ な か っ た 。
【 図 ４ 】 抗 体 2.5.2を 用 い た オ カ ダ 酸 処 理 LAN-5細 胞 （ OA） の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 結 果
を 示 す 。 抗 体 は 、 溶 媒 /DMSO抽 出 物 と 、 ま た は 汎 キ ナ ー ゼ 阻 害 剤 K252aに よ っ て 処 理 し た 細
胞 由 来 の 抽 出 物 と の 反 応 性 が な い こ と に よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 全 て リ ン タ ン パ ク 質 で あ
る 三 つ の タ ン パ ク 質 と 反 応 し た 。 個 々 の 分 子 量 は 、 最 大 の タ ン パ ク 質 が MAP2 a/b（ S1808
で リ ン 酸 化 ） 、 二 つ の よ り 小 さ い タ ン パ ク 質 が タ ウ （ S422で リ ン 酸 化 ） の 異 な る 二 つ の イ
ソ 型 と 一 致 し た 。 レ ー ン 1＝ 溶 媒 ； レ ー ン 2＝ OA、 レ ー ン 3＝ OA＋ K252a。
【 図 ５ 】 オ カ ダ 酸 処 理 LAN-5細 胞 に お け る タ ウ /pser422レ ベ ル の 定 量 に 関 す る ELISAの 結 果
を 示 す 。 タ ウ /pSer422の 量 を 細 胞 1× 10 6 個 に 基 づ い て 算 出 し た 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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