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(54)【発明の名称】 プリオンおよびＰｒＰＳｃの単離のために調製された血液血清試料

(57)【要約】
試料は、例えば試料中のプリオンを検出するなどの試料
中のタンパク質をさらに分析することが可能な方法で血
液から調製される。血液は採血され、凝血させられ、血
清を得るために分離過程（例えば遠心分離）にかけられ
る。血清は、試料中でプリオンと結合して薬剤/タンパ
ク質複合体を形成する錯化剤で処理され、それは、複合
体の濃縮を可能にする。複合体の濃縮の結果、例えば、
プリオンを検出するための分析方法において異なるタイ
プの範囲を示して分析されるなどの良好な結果で解析さ
れる試料となる
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  以下の段階を含む、試料を調製する方法：

  血液の量を得る段階；

  血液を凝血させる段階；

  該凝血した血液から血清を分離する段階；

  該血清と、タンパク質の病原性コンフォメーションを有するタンパク質/薬剤

複合体を形成する錯化剤とを接触させる段階；

  試料中で該複合体を濃縮させる段階。

    【請求項２】  タンパク質の病原性の形態が、βA4タンパク質、PrPタンパ

ク質、およびトランスシレチンからなる群より選択されるタンパク質であって、

血清が遠心分離を使用して分離され、および錯化剤がヘテロポリ酸またはその塩

である、請求項１記載の方法。

    【請求項３】  血液が、病気の症状を示していないヒト、ウシ、またはヒツ

ジからなる群より選択される哺乳動物から得られ、且つ錯化剤がホスホタングス

テン酸の塩である、請求項２記載の方法。

    【請求項４】  血液がヒトであり、タンパク質の病原性型がPrPScであり、

かつ錯化剤がホスホタングステン酸ナトリウムである、請求項３記載の方法。

    【請求項５】  以下の段階をさらに含む、請求項１記載の方法：

  可溶性、３次元構造、および感染性からなる群より選択される特徴を決定する

ために複合体のタンパク質を分析する段階。

    【請求項６】  以下の段階をさらに含む、請求項５記載の方法：

  タンパク質の特徴を、血液が抽出された動物と同じ動物の脳組織から抽出され

たタンパク質の病的形態の同じ特徴と比較する段階。

    【請求項７】  以下の段階をさらに含む、請求項１記載の方法：

  第2の病原性コンフォメーションよりも第1のコンフォメーションに対して高い

親和性を有する結合パートナーと、試料の第1の部分とを接触させる段階、およ

び第1の部分における第1の結合パートナー/タンパク質複合体の第1の濃度を決定

する段階；

  結合パートナーに対する第2のコンフォメーションの結合親和性を増加させる
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ために、試料の第2の部分を処理する段階；

  第2の処理された部分における結合パートナー/タンパク質複合体の第2の濃度

を決定するために、試料の第2の部分と結合パートナーとを接触させる段階；

  該処理の結果生じた第1のコンフォメーションにあるタンパク質の、結合パー

トナーに対する親和性の増加を補償する、調整された濃度を提供するために第2

の濃度を調整する段階；

  第2の病原性コンフォメーションにあるタンパク質の存在を決定するために、

第1の濃度を調整された濃度と比較する段階。

    【請求項８】  第1の濃度と第2の濃度が時間分解解離増強蛍光を使用して決

定され、

  タンパク質の第2の病原性コンフォメーションが、試料中に１x103粒子/mlまた

はそれ以下の濃度で存在し、

  該タンパク質がβA4タンパク質、PrPScタンパク質、またはトランスシレチン

からなる群より選択され、ならびに、

  試料の第2の部分が、第2の病原性コンフォメーションにある少なくとも2％の

任意のタンパク質を、結合パートナーに対して増大した結合親和性をもつコンフ

ォメーションに変換するために十分な、熱、圧力、または化学変性からなる群よ

り選択される処置を使用して処理される、

請求項７記載の方法。

    【請求項９】  結合パートナーが、タンパク質の第2の病原性コンフォメー

ションよりもタンパク質の第1のコンフォメーションに対して少なくとも１０倍

高い親和性を有するラベル化された抗体を含み、

  血液がヒト、ウシ、ヒツジ、およびブタからなる群より選択される哺乳動物か

ら抽出される、

請求項７記載の方法。

    【請求項１０】  以下の段階をさらに含む、請求項１記載の方法：

  タンパク質の第2のコンフォメーションを、結合パートナーに対して該第2のコ

ンフォメーションよりも高い親和性を有する結合コンフォメーションに変換する

ために試料を処理する段階；



(4) 特表２００２－５３８４６８

  試料中の結合パートナー/タンパク質複合体の濃度を決定するために、処理さ

れた試料と結合パートナーとを接触させる段階；

  該処理の結果生じた第1のコンフォメーションにあるタンパク質の、結合パー

トナーに対する親和性の増加を補償する、調整された濃度を提供するために濃度

を調整する段階；

  該調整された濃度を、試料中の第2のコンフォメーションにあるタンパク質の

存在を決定するために、対照濃度と予め決定された標準濃度からなる群より選択

される既知の濃度と比較する段階。

    【請求項１１】  結合パートナーが標識化抗体を含み、錯化剤がホスホタン

グステン酸の金属塩を含み、且つ濃度がフローサイトメトリーを使って決定され

る、請求項１０記載の方法。

    【請求項１２】  タンパク質がPrPタンパク質であって、調整された濃度が

処理された非感染性対照試料から決定された既知の濃度と比較される、請求項１

０記載の方法。

    【請求項１３】  調整された濃度が、ヒト、ウシ、ヒツジからなる群より選

択される哺乳動物の非感染の個体群に由来する処理された試料から予め決定され

た既知濃度と比較される、請求項１０記載の方法。

    【請求項１４】  抗体が3F4であって、錯化剤がホスホタングステン酸ナト

リウムである、請求項１１記載の方法。

    【請求項１５】  第2のコンフォメーションにあるタンパク質が1ml当たり1x

103タンパク質分子またはそれ以下の濃度で試料中に存在し、第1のコンフォメー

ションが1ml当たり1x106タンパク質分子またはそれ以上の濃度で試料中に存在す

る、請求項１０記載の方法。

    【請求項１６】  以下の段階を含む、血液中のPrPScの存在を決定するため

の方法：

  ヒト、ウシ、ヒツジからなる群より選択される哺乳動物から抽出された血液か

ら得られた血清と、血液中のPrPScと結合し、PrPScの比重と比較してより大きい

比重を有する複合体を形成する錯化剤とを接触させる段階；

  濃縮された試料中で、複合体を濃縮するために重力を使用する段階；
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  該濃縮された試料のPrPScを分析する段階。

    【請求項１７】  錯化剤がヘテロポリ酸またはその塩であって、複合体を濃

縮するために重力を使用することが遠心分離により増強される、請求項１６記載

の方法。

    【請求項１８】  以下の段階を含む、試料を調製する方法：

  血液の量を得る段階；

  血液を凝血させる段階；

  凝血した血液から血清を分離する段階；

  該血清と、PrPScタンパク質により複合体を形成するホスホタングステン酸お

よびその塩からなる群より選択される錯化剤とを接触させる段階；ならびに、

  PrPScタンパク質により形成された複合体を濃縮する段階。

    【請求項１９】  血清とホスホタングステン酸ナトリウムとを接触させる方

法であって、

  血液がヒト、ウシ、およびヒツジからなる群より選択される哺乳動物から得ら

れる、請求項１８記載の方法。

    【請求項２０】  以下の段階をさらに含む、請求項１８記載の方法：

  溶解度、三次元構造、および感染性からなる群より選択される特徴を決定する

ために複合体のPrPScタンパク質を解析する段階；

  PrPScタンパク質の特徴を、血液が得られた動物と同じタイプの動物の脳組織

由来のタンパク質の疾病コンフォメーションの同じ特徴と比較する段階。

    【請求項２１】  血清を錯化剤と接触させた後、濃縮が遠心分離を使用して

実施される、請求項１８記載の方法。

    【請求項２２】  血清を錯化剤と接触させた後、濃縮がろ過を使用して実施

される、請求項１８記載の方法。

    【請求項２３】  抗凝固剤の非存在下において、滅菌された容器中で室温に

て放置させること以外の手順を使用することなしに、血液を凝血させる、請求項

１８記載の方法。

    【請求項２４】  錯化剤を３０℃から４５℃の範囲において、１～１６時間

の範囲で血清と接触させる、請求項１８記載の方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

政府の権利

  アメリカ合衆国政府は米国国立保健研究所によって授与された助成金番号AG02

132に準じて本出願において一定の権利を有する。

      【０００２】

発明の分野

  本発明は一般に、血液中のプリオンを検出する方法に関する。

      【０００３】

発明の背景

  プリオンは、ヒト及び動物において中枢神経系の海綿状脳症を引き起こす感染

性病原体である。プリオンは、細菌、ウイルスおよびウイロイドとは異なる。現

在の有力な仮説は、プリオンタンパク質の感染性には核酸成分は必要でないとい

うものである。さらに、1つの種の動物（例えばヒト）に感染するプリオンは、

別の種（例えばマウス）に容易に感染しないと考えられる。

      【０００４】

  プリオンおよびこれによって引き起こされる疾患の研究における重要な段階は

、プリオンタンパク質（「PrP」）と命名されたタンパク質の発見および精製で

あった［Boltonら、Science 218:1309～11（1982）；Prusinerら、Biochemistry

 21:6942～50（1982）；McKinleyら、Cell 35:57～62（1983）］。その後、プリ

オンタンパク質をコードする完全な遺伝子のクローニング、塩基配列決定、およ

びトランスジェニック動物における発現がなされた。PrPcは単一コピーの宿主遺

伝子によってコードされ［Baslerら、Cell 46:417～28（1986）］、通常は神経

細胞の外表面に認められる。プリオン病は、PrPcがPrPScと呼ばれる変異型に変

換されることによって起こるという仮説が有力である。

      【０００５】

  動物およびヒトの感染性神経変性疾患の感染および発病にはいずれもプリオン

タンパク質（PrPSc）のスクレイピー型アイソフォームが必要であることが示さ

れた。これについては、プルシナー（Prusiner, S.B）、「プリオン病の分子生
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物学（Molecular biology of Prion Disease）」、Science、252:1515～1522（1

991）を参照されたい。動物で最も頻度の高いプリオン病は、ヒツジおよびヤギ

のスクレイピー、ならびにウシの牛海綿状脳症（BSE）である［Wilesmith, Jお

よびWells, Microbiol. Imunol. 172:21～38（1991）］。ヒトでは以下の4種類

のプリオン病が確認されている：(1)クールー、(2)クロイツフェルト・ヤコブ病

（CJD）、(3)ゲルストマン・ストロイスラー・シャインカー病（GSS）、および(

4)致死性家族性不眠症（FFI）［Gajdusek, D.C., Science 197:943～960（1977

）；Medoriら、N. Eng. J. Med. 326:444～449（1992）］。ヒトのプリオン病が

散発性、遺伝性および感染性の疾患として出現する理由は、当初は謎であったが

、現在ではPrPの細胞遺伝学的な由来によって説明されている。

      【０００６】

  CJD症例のほとんどは散発的であるが、約10％～15％はヒトPrP遺伝子の変異に

よって生じる常染色体優性遺伝疾患として遺伝する（Hsiaoら、Neurology 40：1

820～1827（1990）；Goldfarbら、Science 258：806～808（1992）；Kitamotoら

、Proc. R. Soc. Lond. 343：391～398（1994））。医原性CJDは、死体脳下垂体

由来のヒト成長ホルモン、さらには硬膜移植片により引き起こされる（Brownら

、Lancet 340：24～27）。CJDと、スクレイピーに感染したヒツジ肉の摂取など

の感染原因とを関連づけるための多くの試みにもかかわらず、医原的に誘発され

た疾患の場合を除いて、現在まで同定されたものはない（Harries-Jonesら、J. 

Neurol. Neurosurg. Psychiatry 51：1113～1119（1988））。一方、ニューギニ

ア高地のフォレ（Fore）族および近隣種族を数十年にわたって打ちのめしてきた

クールーは、儀式として行われる食人風習に伴う感染によって蔓延したと考えら

れている（Alpers, M. P.、「神経系の遅発性伝染病（Slow Transmissible Dise

ases of the Nervous System）」、第1巻、S.B. PrusinerおよびW.J. Hadlow編

（New York；Academic Oress）、pp. 66～90（1979））。

      【０００７】

  実験用霊長類へのCJDの初期の伝染には、ウイリアムハドロー（William Hadlo

w）によるクールーとスクレイピーとの間の類似性の認識に始まる多くの歴史が

ある。1959年に、ハドロー（Hadlow）は、クールーで死亡した患者由来の抽出物
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を非ヒトの霊長類へ接種し、長い潜伏期間の後に、該動物に予想された疾患が観

察されることを示した（Hadlow.W.J.（1959）Lancet 2:289～290）7年後、ガイ

ドユセック（Gajdusek）、ギブス（Gibbs）およびアルパース（Alpers）は、18

ヶ月～21ヶ月にわたる潜伏期間の後の、チンパンジーへのクールーの伝染性を示

した（Gajdusekら（1966）Nature 209:794～796）。クールーの神経病理学とCJD

の神経病理学との類似性（Klatzoら（1959）Lab Invest. 8:799～847）により、

チンパンジーにおける同様の実験が促され、疾患の伝染性が1968年に報告された

（Gibbs.Jr.ら（1968）Science 161:388～389）。その後25年間の間、CJD、クー

ルー、およびGSSの約300の症例が、様々な類人猿およびサルに伝染された。

      【０００８】

  このような実験の犠牲、不足、及びしばしば認められる残忍さは、この研究を

制限し、従って知識の蓄積を制限した。信頼のおける伝染データのほとんどが非

ヒト霊長類を用いた研究に派生すると言われる一方で、明らかにより不規則では

あるが、ヒトプリオン病の症例のいくつかは齧歯類にも伝染する（Gibbs, Jr.ら

、「神経系の遅発性伝染性疾患（Slow Transmissible Diseases of the Nervous

 System）」、第2巻、S.B. PrusinerおよびW.J. Hadlow編（New York；Academic

 Press）、pp. 87～110（1979）；Takeishiら、「ヒトおよび動物のプリオン病

（Prion Diseases of Humans and Animals）」、Prusinerら編（London：Ellis 

Horwood）、pp. 129～134（1992））。

      【０００９】

  パッチソン（Pattison）は、ヒツジと齧歯類との間のスクレイピー病原体の移

行に関する研究の中で、ヒトプリオン病の齧歯類への伝染が稀であることを「種

間障壁」の例として挙げている［Pattison, I.H., NINDB Monograph 2, D.C. Ga

jdusek, C.J., Gibbs, Jr.およびM.P. Alpers編（Washington, D.C.: U.S. Gove

rnment Printing）、pp. 249～257（1965）］。以上の調査では、プリオンの1つ

の種から他の種への一次的移行には長期の潜伏期が必要であり、また発症に至る

動物は稀であった。一方、同一種における二次的移行は、すべての動物が発症し

、潜伏期間も著しく短いことが特徴である。

      【００１０】
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  シリアンハムスター（SHa）とマウスとの間にみられる種間障壁の分子的基盤

はPrP遺伝子の配列にあることが、トランスジェニック（Tg）マウスを用いて示

されている［Scottら、Cell 59:847～857（1989）］。SHaPrPとMoPrPとは、254

アミノ酸残基のうち16カ所が異なる［Baslerら、Cell 46:417～428（1986）；Lo

chtら、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:6372～6376（1986）］。SHaPrPを発現

しているTg（SHaPrP）マウスでは、SHaプリオンを接種した際の潜伏期に短縮が

認められる。ヒトまたはヒツジPrPの導入遺伝子を発現したマウスで同じような

試験を行った場合には種間障壁は解消されず、感染した動物の比率は極めて低く

、潜伏期も極めて長い。したがって、例えばヒトプリオンの場合には、何らかの

試料がプリオンに感染しているか否かを判定するために試料を確実に試験するこ

とを目的として、トランスジェニック動物（別の種のPrP遺伝子を含むマウスな

ど）を用いることはできない。このような試験の欠如に起因する、健康への危険

を以下に例示する。

      【００１１】

  ヒト脳下垂体由来のHGHを投与された後にCJDを発症した若年成人は45人を上回

る（Kochら、N.Eng.J.Med. 313：731～733（1985）；Brownら、Lancet 340：24

～27（1992）；Fradkinら、JAMA 265：880～884（1991）；Buchananら、Br.Med.

J. 302：824～828（1991））。幸いなことに今日では組換えHGHが用いられてい

るが、高HGHによって促進された野生型PrPcの発現の増大がプリオン病の発病を

引き起こす可能性がわずかながらあることも指摘されている（Lasmezasら、Bioc

hem.Biophys.Res.Commun. 196：1163～1169（1993））。脳下垂体から調製され

たHGHがプリオンにより汚染されたことは、サルに疑わしいロットのHGHを接種し

てから66カ月後にプリオン病が伝染したことからも裏づけられる（Gibbs, Jr.ら

、N.Eng.J.Med. 328：358～359（1993））。プリオン病の潜伏期が長いため、HG

Hを投与された世界中の数千の人々における医原性CJDの実態は何十年もの間判明

しないと考えられる。医原性CJDはまた、汚染されたヒト脳下垂体由来の性腺刺

激ホルモンを投与された不妊症の4人の女性において（Healyら、Br.J.Med. 307

：517～518（1993）；Cochiusら、Aust.N.Z.J.Med. 20：592～593（1990）；Coc

hiusら、J.Neurosurg.Psychiatry 55：1094～1095（1992））、および、硬膜移
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植を受けた少なくとも11人の患者において発症したと考えられる（Nisbetら、J.

Am.Med.Assoc. 261：1118（1989）；Thadaniら、J.Neurosurg. 69：766～769（1

988）；Willsonら、J.Neurosurg.Psychiatric 54：940（1991）；Brownら、Lanc

et 340：24～27（1992））。これら医原性CJDの症例は、プリオンによって汚染

された可能性のある医薬品のスクリーニングの必要性を強調する。

      【００１２】

  近年、フランスの2人の医師が、死体から抽出した成長ホルモンを投与された

小児に対する過失致死で告訴された。この小児はクロイツフェルト・ヤコブ病を

発症した（New Sciensist, July 31, 1993, 4ページを参照のこと）。パスツー

ル研究所（Pasteur Institute）によると、1983年から1985年中期の間にヒト成

長ホルモンを投与された若年者において、1989年以来、24のCJDの発症例が報告

されている。これらの小児のうち15人は死亡した。しかし現在においても、死体

から抽出された成長ホルモンを投与されたフランスの小児数百人がCJD発病の危

険にさらされていると考えられる（New Sciensist, November 20, 1993, 10ペー

ジ参照）。さらに多くの人々がプリオンの存在について一度も試験されていない

血液を与えられている。このような観点から、CJDを引き起こすプリオンを血液

及び血液製剤から除去するための簡便で経済的な方法に対する需要は明らかに存

在する。本発明はそのような方法を提供する。

      【００１３】

発明の概要

  この発明の核心は試料に存在するタンパク質（例えばPrPSc）の疾病コンフォ

メーションを単離し、特徴づけ、または望ましくは単に検出することを可能にす

る様式における（血液から得られた）試料の調製である。全血は患者から採取さ

れる。血液は室温で凝血し、その後、血清を分離するため遠心分離にかけられる

。分離された血清は、血清中でPrPScと結合するホスホタングステン酸ナトリウ

ム（PTA）のような錯化剤と接触させることによって、存在する任意のPrPSc濃縮

を可能にする。PrPScを含んでいると推定される濃縮された画分はさらに濃縮さ

れ、PrPScは特徴づけられ、または望ましくはPrPScが存在するかどうか決定する

ために単に分析される。PrPScの検出はPrPScで汚染された血液の使用を避けるこ
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とを可能にする。驚いたことに、試料が血漿、血小板、または白血球から調製さ

れて、プリオンの存在を試験する場合には陰性の結果が得られても、現在の発明

に従って同じ血液から試験試料が調製された場合には、陽性の結果さえも得られ

る。このように、本明細書に開示される方法は、血液中に存在するプリオン、ま

たは別のタンパク質の病原性コンフォメーションを単離し、特徴づけ、望ましく

は一つまたはそれ以上の異なった分析手段を使用して、それらを検出することを

可能にする発明の前処理の方法である。

      【００１４】

  本発明は、血液の量を得る段階、血液の量を凝血させる段階、凝血した血液か

ら血清を分離する段階、血清を錯化剤と接触させてタンパク質の病原性コンフォ

メーションを有するタンパク質/薬剤の複合体を形成する段階、試料中に複合体

を濃縮する段階を含む、試料の調製方法を含む。その濃縮された複合体は本発明

で調製された試料である。この方法で試料を調製することによって、他の方法で

は決定され得ない血液の特徴を決定することが可能になり、調製された試料の分

析を実施することができる。例えば、他の方法ではプリオンが検出され得ない調

製された試料においても、プリオンタンパク質のような病原性形態のタンパク質

の存在を決定することが可能である。その血液はいかなる哺乳動物からでも得る

ことが可能で、好ましくはタンパク質のコンフォメーションな変化に関係する疾

病をもつと推測される哺乳動物から得られる。例えば、その血液は、まだ疾病の

症状がでていないが、コンフォメーションが変換したタンパク質の存在に関連し

た疾病、例えばPrPタンパク質のコンフォメーションが変化した形態、すなわち

、プリオンに関連したプリオン関連疾病を有していると疑われている、ヒト、ウ

シ、またはヒツジから得られる可能性がある。

      【００１５】

  試料を濃縮するための多くの異なった錯化剤や方法を使用することができるが

、最も好ましくは、本発明は、ヒトまたは農場の動物に由来する血液のような血

液中のプリオンの存在を決定するために実施される。本発明を実施し、試料を正

しく調製するために、プリオンの存在を決定する場合には、その錯化剤は好まし

くはホスホタングステン酸の塩、または最も好ましくはホスホタングステン酸ナ
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トリウムである。さらに、試料の複合体の濃縮は多くの異なった方法で実施され

るかもしれないが、好ましくは遠心分離を使用して実施される。発明の重要な局

面は凝血を防ぐための抗凝固剤を使用するいかなる手順も使用せずに、血液を凝

血させることである。血液を抗凝固剤の非存在下で滅菌された容器に室温で放置

するような直接的な簡単な方法で、血液は凝血させることができる。その血液が

凝血した後、好ましくは血清は遠心分離のような手順を用いて分離され、その後

、血清はタンパク質の病原性コンフォメーションを有するタンパク質/薬剤の複

合体を形成する錯化剤との接触に至る。このタンパク質/薬剤の複合体が形成さ

れた後、次にコンフォメーション的に変化したタンパク質の存在を分析されるよ

うな本発明における試料を得るために、複合体は遠心分離のような既知の手順に

よって濃縮される。

      【００１６】

  本発明の第一の目的は、疾病コンフォメーションとして血液中に存在するタン

パク質（例えばプリオン）を明らかにする試料調製方法を提供することである。

この方法は、どのようにタンパク質が他の器官の中で特徴づけられるかではなく

、血液の中に存在するようにこれらのタンパク質を単離し、特徴づけることを可

能にする。

      【００１７】

  本発明のもうひとつ別の目的は、プリオン形成を阻害する天然に存在する因子

を明らかにするために必要とされる、最初の段階を含む方法を提供することであ

り、この阻害因子は、あるタンパク質の疾病コンフォメーションに関連する疾病

（例えばプリオン病）の処置のための治療として、自然発生的な、または改良さ

れた形態で使用されうる。

      【００１８】

  本発明のもう一つの目的は、試料が血液中にあるタンパク質の疾病コンフォメ

ーション（例えばPrPSc）を検出するために、種々の技術を使って分析されるこ

とが可能な（本発明の方法によって生成された）試料を提供することである。

      【００１９】

  本発明の目的は感染性のプリオン（PrPSc）が血液中に存在するかどうか決定
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するための方法を提供することである。

      【００２０】

  もうひとつ別の目的は血液試料を使って、プリオン関連の疾病の診断を確認す

る方法を提供することである。

      【００２１】

  本発明の利点は、血液中のプリオンの検出のために分析される試験可能な試料

を供給することである。

      【００２２】

  本発明の特徴は、血液の血清のみがPrPScを検出するための分析を実施するた

めに使用することができることであり、すなわち、血液、血漿、血小板、および

白血球を試験することにより偽の陰性の結果が提供される。

      【００２３】

  もう一つの利点は、血液、血液製品、骨髄、および他の器官と組織（例えば、

ヒトの移植手術に使用される）が試験可能であって、プリオンが存在しないこと

が確かめられる。

      【００２４】

  もう一つの本発明の特徴は、試験に先だって本発明で処理された試料を提供す

るためのさまざまな異なった錯化剤が血清中の任意のPrPScを濃縮するために使

用されることが可能なことである。

      【００２５】

  もう一つの本発明の特徴は、錯化剤がヘテロポリ酸もしくはその金属塩、また

はペプチド、低分子、選択的にPrPScを結合する抗体、およびPrPSc結合抗体のよ

うな生物薬剤でありうることである。

      【００２６】

  もう一つ別の特徴は、好ましい錯化剤がホスホタングステン酸の金属塩であっ

て、特に好ましくは、ホスホタングステン酸ナトリウムであることである。

      【００２７】

  本発明のまた別の特徴は、その方法によって血液中のプリオンの存在が明らか

にされ、それによって血液ならびに他の器官および/または組織からプリオン感
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染性を除去するための精製手順を容易にすることである。

      【００２８】

  本発明の他の目的は、本方法によって調製された試料を使用することであって

、その溶解度、三次元構造、および感染性を含むタンパク質の特異的な特徴を決

定するために形成された複合体において、その後さらに、タンパク質の存在を分

析することである。

      【００２９】

  発明の重要な利点は、タンパク質の病原性コンフォメーションが血液から抽出

され、その後、脳組織のような他の組織から抽出された同様のタンパク質と比較

することによって分析されることが可能であるということである。

      【００３０】

  本発明の、これらおよびその他の目的、局面、利点、および特徴は、以下によ

り詳しく述べる方法論の詳細を読むことにより、当業者には明らかになると考え

られる。

      【００３１】

好ましい態様の詳細な説明

  本試験試料、方法論、および構成要素について開示及び記載する前に、本発明

は特定の試料、段階、錯化剤、タンパク質、標識、またはアッセイ法に限定され

ることなく、同様に、当然ながら変更されうることが理解されねばならない。ま

た、本明細書で用いられた専門用語は特定の態様の説明のみを目的としていて、

限定することを意図したものではなく、本発明の範囲は添付する特許請求の範囲

によってのみ制限されうることが理解されねばならない。

      【００３２】

  別に特記しない限り、本明細書で用いる科学技術用語はすべて、本発明が属す

る技術分野の当業者が一般に理解しているものと同一の意味を有する。本発明の

実施または試験においては、本明細書に記載したものと同様または同等の任意の

材料および方法を利用することができるが、好ましい方法および材料は以下に記

載する。本明細書に記載した刊行物はすべて、その文献に関して引用される方法

および／または材料を説明または開示する目的で、参照として本明細書に組み入
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れられる。

      【００３３】

  本明細書において考察された刊行物は、本出願の提出日の以前の開示のみのた

めに提供される。本明細書中のいかなる記載も、先行発明の価値により、そのよ

うな出願に本発明が先行する権利を持たないことを認めたものと解釈されるべき

ではない。さらに、実際の出願日が本明細書において提供されたものと異なる場

合、提供された出願日が変更されることがある。

      【００３４】

定義

  「血清」という用語は、生体から血液を採血し、その血液をいかなる保存剤も

加えずに容器に放置し、血液を凝血させることによって得られる、血液の一部を

意味する。血漿は、その後、凝血から分離される血液の液体の部分である。凝血

は可溶性タンパク質（フィブリノーゲン）から不溶性タンパク質（フィブリン）

への変換によって形成される。フィブリンは固形物の中に血液の微粒子をもった

繊維状物質の海綿状ネットワークを形成する。凝血は一般的に室温で10～15分か

かるが、採血された血液の特定のタイプおよびその血液が置かれた容器の形状に

よりさまざまである。広義の意味で「血清」という用語は、本明細書において凝

血形成タンパク質も除去された血液中の非固形物質に関して使用される。血清と

血漿の違いは、血清がフィブリンを含む凝血した血液によって形成されるのに対

して、血漿はフィブリノーゲンを含み、抗凝固剤のために凝血しない血液から形

成される。フィブリノーゲン試験は検体が血清かあるいは血漿かどうかを決定す

ために使用されうる。血清には、フィブリノーゲンが反応することなしに添加さ

れうる。抗凝固された血漿の検体は、それらの採集後すぐに遠心分離される。抗

凝固剤を加えない血液からの血清検体は、一般的に室温で少なくとも３０分で凝

血するはずである。凝血時間はガラスあるいはシリコン粒子のような物理的要素

によって影響され、またトロンビンの添加によって短縮され得る。血漿を得るた

めに、EDTA、クエン酸ナトリウム（緩衡されていても、または緩衝されていなく

てもよい）またはヘパリンような抗凝固剤が加えられる。比較例1～3では、緩衡

されたクエン酸ナトリウムが抗凝固剤として使用される。血清を必要とする本発
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明の方法では抗凝固剤は使用されない。

      【００３５】

  本明細書中で用いられる「錯化剤」という用語は、収縮型タンパク質の高次構

造（例えばPrPSc）および/または、開放型タンパク質の高次構造（例えばPrPc）

と、選択的に結合、または複合する任意の材料を指す。この錯化剤は、ペプチド

もしくは抗体、例えばPrPScに選択的な抗体などの任意のコンフォメーションを

有する（天然型または変性された）生物分子、または例えばリンタングステン酸

ナトリウムなど塩の形状でありうる、例えばリンタングステン酸（PTA）などの

化学薬剤であってよい。錯化剤は、単独でも、組み合わせも用いられ得る。例え

ば、生物学的錯化剤を、ペプチドおよび化学薬剤の使用などの化学的錯化剤と連

係して用いてもよい。別の実施例においては、同じ種類の2つの錯化剤、例えば

リンタングステン酸（およびその塩）の混合体ならびにトリクロロ酢酸などを併

せて使用することができる。形成された複合体は、錯化剤を表面に固定化するな

ど、組成物の残余から該複合体を分離するためのいくつかの手段を提供しなけれ

ばならない。例えば錯化剤は、タンパク質または薬剤単独よりも高い比重を有す

る薬剤/タンパク質複合体を形成する所望のタンパク質（PrPSc）と結合する。従

って、薬剤/タンパク質複合体を、好ましくは、遠心分離法を使用することによ

って補足された重力を介して分離することができる。PrPCに結合するより容易に

PrPScに結合する錯化剤が好ましく、特に好ましい薬剤は、高い親和力でPrPScと

結合し、PrPcと有意な濃度では結合しない。客観的には、好ましい結合剤は、Pr

PCに結合する2倍またはそれ以上の結合親和力でPrPScに結合し、好ましくは、Pr

Pcに結合するより5倍またはそれ以上の結合親和力で結合する。

      【００３６】

  本明細書中で用いる「タンパク質」という用語は、任意のアミノ酸配列を含み

、糖タンパク質などの修飾配列を含むことを意図したものである。この用語は、

天然に存在するタンパク質およびペプチドに加えて、組換え的又は化学的に合成

されたものが含まれる。本発明と関連して用いられる場合、「タンパク質」とい

う用語は、両方のコンフォメーションが同じかまたは実質的に同じアミノ酸配列

を有するが、2つ又はそれ以上の異なる三次構造をとるような、少なくとも2種の
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異なるコンフォメーションをとりうる天然に存在するタンパク質を特に意図した

ものである。タンパク質の2つのコンフォメーションは、疾患状態と関連しない

少なくとも一つのコンフォメーションと、疾患状態と関連する（病原性の）少な

くとも一つのコンフォメーションがある。本開示と関連して用いられるタンパク

質の特異的かつ好ましい実施例は、PrPc型と呼ばれる非疾患型と、PrPSc型と呼

ばれる疾患型を含むPrPタンパク質である。プリオンタンパク質またはPrPタンパ

ク質のPrPSc型は感染性かつ病原性であるが、他のタンパク質の疾患構造には病

原性にもかかわらず感染性でない。本明細書で用いられる病原性という用語は、

タンパク質が疾患を実際に引き起こすことを意味しうり、また、タンパク質が疾

患と関連しており、従って疾病が存在する場合に存在することを単に意味しうる

。したがって、本開示と関連して用いられる病原性タンパク質は、必ずしも疾患

の特異的原因薬剤となるタンパク質ではない。

      【００３７】

  「PrPタンパク質」「PrP」などの用語は本明細書内で互換的に用いられ、ヒト

および動物に疾患（海綿状脳症）を引き起こすことが知られている感染性粒子型

PrPSc、及び適切な条件下で感染性PrPSc型に変換される非感染型PrPCの両方を意

味するものとする。

      【００３８】

  本明細書内で本発明者らが互換的に用いる「プリオン（prion）」、「プリオ

ンタンパク質」、及び「PrPScタンパク質」などという用語は、PrPの感染性PrPS

c型を指し、「タンパク質（protein）」および「感染（infection）」の2つの単

語をつなげて短縮したものである。それのみではないにしても、粒子の大部分は

PrP遺伝子によってコードされるPrPSc分子からなる。プリオンは一般的にPrPSc

の二量体である。プリオンは、細菌、ウイルスおよびウイロイドとは異なる。既

知のプリオンは、動物に感染して、ヒツジおよびヤギの神経系の感染性変性疾患

であるプリオン疾患「スクレイピー」のほか、「ウシ海綿状脳症」（BSE）又は

「狂牛病」、およびネコの「ネコ海綿状脳症」を引き起こす。ヒトが罹患するプ

リオン病としては、(1)クールー、(2)クロイツフェルト・ヤコブ病（CJD）、(3)

ゲルストマン・ストロイスラー・シャインカー病（GSS）、および(4)致死性家族
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性不眠症（FFI）の4種類が知られている。本明細書で用いられる「プリオン」と

は、以上の疾患のすべてもしくは任意の1つ、または用いられる任意の動物、特

にヒトおよび家畜動物における他の疾患を引き起こすすべての型のプリオンを含

む。

      【００３９】

  「PrP遺伝子」という用語は、本明細書内で既知の多型性及び病原性変異体を

含むPrPタンパク質を発現する遺伝的材料を説明するために用いられる。「PrP遺

伝子」という用語は一般に、任意の型のPrPタンパク質をコードする、任意の種

における任意の遺伝子を指す。一般的に知られたいくつかのPrP配列は、ガブリ

エル（Gabriel）ら、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:9097～9101（1992）、及

び米国特許第5,565,186号、同第5,763,740号、同第5,762,901号、及び国際公開

公報第97/04814号に記載されており、これはこのような配列を開示および説明す

るために参照として本明細書に組み入れられる。PrP遺伝子は、本明細書中に記

載された「宿主」及び「試験」動物を含む任意の動物ならびにその任意の及び全

ての多型及び変異体に由来することができ、その用語は未だ発見されていない他

のこのようなPrp遺伝子遺伝子を含むと認識される。

      【００４０】

  「抗体」という用語は、抗原と結合する能力を持つ免疫グロブリンタンパク質

を意味する。本明細書中で用いられる抗体とは、抗体全体のほかに、関心対象の

エピトープ、抗原または抗原性断片と結合しうる任意の抗体断片（例えば、F(ab

)'、Fab、Fv）も含むことを意図している。本発明のアッセイ法のために好まし

い抗体は、PrPタンパク質に対する免疫反応性または免疫特異性を有し、したが

って、関心対象のタンパク質、例えばPrPタンパク質と特異的および選択的に結

合し、PrPScタンパク質又はPrPSc二量体と特異的に結合する。天然非疾患型及び

疾患型の両方に対して（例えば天然PrPＣおよび天然PrPScの両方に対して）免疫

反応性または免疫特異性を有する抗体が用いられ得る。PrPに対する抗体は、好

ましくは免疫特異的であり、たとえば関連物質と実質的に交差反応的でない。本

発明に関連して用いられ得る特異的抗体のいくつかは、公布された国際公開公報

第97/10505号において開示され、これは、抗体の開示及び記載のために参照とし
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て本明細書に組み入れられている。公布されたこのPCT出願は1998年12月8日に公

布された米国特許第5,846,533号と対応し、これも又参照として本明細書に組み

入れられる。「抗体」という用語は、すべての種類の抗体、例えばポリクローナ

ル抗体、モノクローナル抗体、ファージディスプレイ法によって作製されるもの

などを含む。本発明の特に好ましい抗体は、天然PrPＣおよびPrPScの両方に対し

て比較的高度の親和性を有する抗体であり、PrPScに対してより高度の親和性を

有する抗体が好ましい。本発明の抗体は、本明細書において定義されたような「

錯化剤」である。

      【００４１】

  PrPcに結合する抗体はモノクローナル抗体263K 3F4であり、1986年10月8日に

アメリカン・タイプカルチャー・コレクション（American Type Culture Collec

tion）、12301 Parklawn Drive, Rockville, MD 20852に寄託され、1989年2月21

日に公布された米国特許第4,806,627号で開示及び記載されたハイブリドーマ細

胞株ATCC HB9222から作製され、これらは、PrPcに選択的に結合するがPrPScには

結合しない抗体を開示するために参照として本明細書に組み入れられる。

      【００４２】

  「精製された抗体」とは、天然の状態では付随しているような、他のタンパク

質、炭水化物および脂質を実質的に含まないものを意味する。このような抗体は

、PrPScタンパク質（またはその抗原性断片）と「優先的に結合」し、他の抗原

的に関連のない分子を実質的に認識せず、結合しない。本発明の精製された抗体

は、好ましくは特定の種に対して免疫反応性および免疫特異性を、より好ましく

は天然PrPScに対して免疫特異性を有する。

      【００４３】

  タンパク質（例えば、PrPタンパク質）の「抗原性断片」とは、抗体と結合で

きるようなタンパク質の部分を意味する。

      【００４４】

  「特異的に結合する」とは、特定のポリペプチド、例えばPrPScなどのタンパ

ク質のエピトープに対する、抗体の高結合活性および／または高親和性の結合を

意味する。この特定のポリペプチド上のエピトープに対する抗体の結合は、好ま
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しくは任意のその他のエピトープ、特に関心対象の特定のポリペプチドに付随す

るか、または同一試料中にある分子中に存在しうるものに対する同じ抗体の結合

よりも強く、例えば、PrPScなどのタンパク質のエピトープ断片に対してより強

く結合するため、結合条件を調整することにより、PrPScのエピトープ断片など

所望のタンパク質のエピトープ部位または断片とほぼ独占的に結合する。

      【００４５】

  「検出可能的に標識された抗体」、「検出可能的に標識された抗PrP」又は「

検出可能的に標識された抗PrP断片」とは、検出可能な標識が結合された抗体（

または結合特異性を保持する抗体断片）を意味する。検出可能な標識は、通常化

学的接合により結合されるが、標識がポリペプチドの場合、代替的に遺伝子工学

的技法により結合されてもよい。検出可能的に標識されたタンパク質の製造法は

、当技術分野において周知である。検出可能な標識は当技術分野において周知で

あるが、通常は放射性同位元素、フルオロフォア、常磁性標識、酵素（例えば西

洋ワサビペルオキシダーゼ）、または、検出可能なシグナル（例えば放射能、蛍

光、色）を放出する、もしくは標識をその基質に曝露した後に検出可能なシグナ

ルを放出するかどちらかの、他の成分もしくは化合物である。多様な検出可能な

標識/基質の対（例えば西洋ワサビペルオキシダーゼ/ジアミノベンジジン、アビ

ジン/ストレプトアビジン、ルシフェラーゼ/ルシフェリン）、抗体標識法、標識

抗体の使用法が、当技術分野において周知である（例えば、Harlow及びLane編「

抗体：実験室マニュアル(Antibodies: A Laboratory Manual)」（1988）Cold Sp

ring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NYを参照のこと）。ユー

ロピウムは、特に好ましい標識である。

      【００４６】

  本明細書で使用される略語は、以下を含む：

  CNSは、中枢神経系を指す；

  BSEは、ウシ海綿状脳症を指す；

  CJDは、クロイツフェルト―ヤコブ病を指す；

  FFIは、致死性家族性不眠症を指す；

  GdnHClは、グアニジン塩酸塩を指す；
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  GSSは、ゲルシュトマン-シュトラスラー-シャインカー病を指す；

  Huは、ヒトを指す；

  HuPrPは、ヒトプリオンタンパク質を指す；

  Moは、マウスを指す；

  MoPrPは、マウスプリオンタンパク質を指す；

  SHaは、シリアンハムスターを指す；

  SHaPrPは、シリアンハムスタープリオンタンパク質を指す；

  PrPScは、プリオンタンパク質のスクレイピーアイソフォームを指す；

  PrPcは、プリオンタンパク質の細胞に一般的に含まれる正常なアイソフォーム

を指す；

  PrPCJDは、PrPタンパク質のCJDアイソフォームを指す。

  FVBは、FVBマウスの卵が比較的大きく外因性DNAの微量注入に比較的許容性が

あるため、トランスジェニックマウス作製にしばしば用いられる、マウスの標準

近交系統を指す；

  [PrPβ]はβシート構造におけるプリオンタンパク質の濃度を指す；

  [DRC]はタンパク質の、疾患関連性のコンフォメーションの濃度を指す；

  PTAはリンタングステン酸を指す；

  NaPTAはリンタングステン酸ナトリウムを指す；

  TCAはトリクロロ酢酸を指す；

  ACはアフィニティクロマトグラフィーを指す。

      【００４７】

本発明の一般的局面

  プリオンを検出するためのアッセイ法は開発中であるが、未だ商品化されてい

ない。また、このようなアッセイ法の費用、利便性または（大規模な）精度は未

だ決定されていない。したがって、ヒト血漿などの材料がプリオンを含むと疑わ

れる場合、それは破棄される。英国内においてヒト血漿の供給経路が断たれたこ

とを示す、1998年11月25日付のウォールストリートジャーナル紙（The Wall Str

eet Journal）の第一面の「狂牛病に対する不安により英国では献血血液のすべ

ての部分を破棄した（Mad Cow'Fears Leads U.K. to Destroy Parts of all Don
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ated Blood）」と題された記事を参照のこと。このような劇的な措置がとられた

理由は、（1）プリオンが、そのヒト血漿内に存在しうること、（2）プリオン病

が致死的かつ現時点で治療不可能であること、（3）現時点で、市販のプリオン

検査法が存在しないこと、及び（4）現時点で、試料からプリオンを除去する市

販の方法が存在しないことである。本発明は、例えばPrPScなどのタンパク質コ

ンフォメーションに関連する疾患の存在を試験するような、さらなる解析を行う

ことが可能な様式で、試料を調製するための方法を含む。

      【００４８】

  PrP遺伝子により発現するタンパク質などいくつかのタンパク質は、複数のコ

ンフォメーションをとる。例えばPrPタンパク質は、その細胞型すなわちPrPc型

又はスクレイピー型すなわちPrPSc型が想定されうる。ある型タンパク質は無害

である（例えばPrPc）が、別の型タンパク質は病原性である（例えばPrPSc）。P

rPScなどの収縮した病原性の型タンパク質が動物内に極めて少量存在する場合、

該動物は疾患の症状を示さない（例えば、ヒト、ウシ、ヒツジ、ブタ、またはニ

ワトリ）。しかし該動物は、病原型の該タンパク質に関連した疾患、すなわちプ

リオン病にかかると考えられる。疾患の感染の恐れを避けるためには、体液中、

及び特に被験者に導入されうる体液（例えば血液製剤）中に存在するすべてのPr

PScを除去することが重要である。本発明は、試料中にタンパク質の病原性コン

フォメーションが存在するかどうか決定するための分析ができるように、特定の

様式に試料を調製する点において有用である。タンパク質の病原性のコンフォメ

ーションが検出される場合には、その血液の残余は破棄される。タンパク質の病

原性コンフォメーションが検出されない場合には、その血液はそのまま使用、貯

蔵、またはそれらから誘導される血液産物の生産に使われる。

      【００４９】

不溶性タンパク質に関する疾病

  本明細書に提供された多くの開示や特定の例は、本発明の血液中における特徴

づけられていないPrPScに対する使用に関連している。しかしながら、先に示し

たように、本発明は2種類の異なったコンフォメーション形態であって、そのう

ちの一つは疾病と関連しているようなコンフォメーション形態をとっている、存
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在する任意のタンパク質を特徴付けるか、またはそれを決定することに適用され

うる。以下は、２種類またはそれ以上の異なったコンフォメーションをとってい

る不溶性タンパク質に関する疾病の非制限リストである。

      【００５０】

  上記のリストに記載されている不溶性タンパク質はそれぞれ、多くの変化や変

異を含んでおり、それは、現在までの異なる種類が全て網羅されるということに

注意すべきである。プリオン病に関連したPrP遺伝子における既知の病原性変異

や多形性は以下に与えられており、ヒト、ヒツジ、ならびにウシの配列は1996年

10月15日発行の米国特許第5,565,186号に与えられている。

      【００５１】

【表】  変異表
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      【００５２】

  このようなタンパク質は同じアミノ酸配列で２種類の異なった３次元構造をと

っていることにも注意すべきである。一つのコンフォメーションは疾病の特徴と

関連し、一般的には不溶性である一方、もう一つのコンフォメーションは疾病の

特徴とは関連せず、可溶性である。本発明の方法論はリストにあげられた疾病、

タンパク質、および種類に制限されることはない。

      【００５３】

一般的な手順

  本発明の核心は、例えば、タンパク質の疾病コンフォメーションの存在を分析

されるか、または例えば、PrPScの存在を分析されるような、調製された試料が

その後さらに解析されるように試料が調製されることを可能にする処理段階を決

定することにある。試料が本発明に基づいて正しく調製されれば、多くの異なっ

た分析方法が興味の対象となっているタンパク質の検出に使用されうる。しかし

ながら、試料が本発明に基づいて調製されれない場合には、既知の分析方法は偽
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の陰性の結果を提供すると思われる。

      【００５４】

  簡潔にいえば、本発明ははじめに、血液試料を得る段階と、その血液を凝血さ

せる段階とを含む。血清を分離し、血清を興味の対象となっているタンパク質と

薬剤/タンパク質複合体を形成する錯化剤とで処理する。複合体の形成は興味の

対象となっているタンパク質の濃縮を、たとえば、その比重を増加させることで

容易にさせ、それによって複合体を遠心分離によって分離することで行うことが

できる。この時点で、試料は適切に調製されており、例えば、興味の対象となっ

ているタンパク質の存在を任意の既知の方法、またはこれから開発される方法に

よって試験するなどして、さらに解析することができる。

      【００５５】

  本発明の試料を調製するために使用される血液は、いかなる血液であってもよ

いが、好ましくは、ヒト、または国内の農場での動物、例えば、ウシ、ヒツジ、

ヤギ、ウマ、またはニワトリである。血液を凝血させることが重要であるが、凝

血を行うにあたり特別な手順は必要としない。血液は単純に室温（好ましくは、

滅菌されたガラス製の容器中で）で放置することで凝血が観察される。もちろん

、いかなる抗凝固剤、抗凝血薬剤など、または凝血を阻害するであろう他の化合

物も添加していないことが重要である。凝血に関与する血液中のタンパク質はそ

れによって取り除かれ、これらのタンパク質の除去は、その凝血形成タンパク質

が興味の対象となっているタンパク質の検出を何かしら阻害するかもしれないと

いう点において、試料調製に対して重要であると思われる。ひとたび凝血が形成

されれば、血清は既知の手順、たとえば、血清が凝血から明瞭に分離され、血清

が試料の上部から流し出せるまで試料を遠心分離することにより分離される。

      【００５６】

  血清が得られた後、血清は、興味の対象となっているタンパク質が濃縮される

ような方法で処理される。これは、好ましくは、錯化剤あるいは興味の対象とな

るタンパク質のいずれかよりも高い比重を有する薬剤/タンパク質複合体を形成

する錯化剤を加えることによって行われる。それ故、その複合体は試料の中で沈

降し、その速度は遠心分離により大きく加速される。
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      【００５７】

末端使用（end use）

  試料が、ひとたび本発明に従って調製されると、試料は多くの可能な末端での

使用法を有する。例えば、試料は単に、興味の対象となっているタンパク質（た

とえばプリオン）を、試料中に存在するかどうかを決定するための、更なる解析

を行うためにだけに使用することができる。しかしながら、本発明は、他の可能

な末端使用法の範囲を提供している。例えば、試料は、錯化剤と複合体を形成す

るタンパク質の特異的な特徴付けを行うために使用することができる。タンパク

質のキャラクタリゼーションは有用な情報を与える。その特徴はタンパク質の溶

解度、３次元構造、および感染性を決定することを含んでいる。これらの特徴は

他と同様、そのタンパク質が脳組織から抽出され単離されたときのように、異な

った器官あるいは組織から抽出されたタンパク質の同様に決定されたキャラクタ

リゼーションと比較することができうる。

      【００５８】

  ここでは、なぜ本発明が機能するかに関して結論的な断定をすることができな

い。従って、本発明の範囲は、基礎をなすメカニズムを説明するいかなる特定の

理論によっても束縛されることはない。にもかかわらず、凝血形成に含まれるタ

ンパク質は、病原性コンフォメーションの形成に対して阻害的な効果を持つよう

に見える。または、凝血を形成しているタンパク質は何か他の阻害剤、またはタ

ンパク質の病原性形態を形成させる因子を除去する。このような場合を仮定すれ

ば、この阻害剤の単離は、疾病に対して貴重な療法を提供する。阻害剤は、病原

性形態のタンパク質に関連した疾病の兆候に初めて気づいた後、ヒトを含むいか

なる哺乳動物に対しても投薬されうるであろう。このような阻害剤の投薬は、更

なる病原性形態のタンパク質の形成を阻害し、それによって、疾病の進行を停止

させることであろう。

      【００５９】

錯化剤

  一つの態様において、ヘテロポリ酸（例えばPTA）などの化学薬剤、又は好ま

しくはその金属性塩（NaPTA）が錯化剤である。試料中の実質的にすべてのPrPSc
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がPTAと複合体を形成するのに十分な時間、試料を錯化剤に曝す。例えば試料は

、約30℃～45℃（好ましくは37℃）で約1時間～16時間インキュベートされうる

。錯化剤は、PrPScと複合体を形成する。重要なことは、形成された複合体が、

例えば、濾過、磁場の利用、沈降などの何らかの方法により試料の残りから分離

されうるということである。

      【００６０】

  本発明の方法は、PrPScまたは他の病原性タンパク質が得られた試料中に実質

的に濃縮されている生物試料を提供する。

      【００６１】

  本発明における錯化剤として有用な化合物には、抗体、酵素、ペプチド、化学

種、結合分子などが含まれる。これらの錯化剤は、

血清中のプリオンの結合および濃縮を可能にし、無傷の血清の必須要素を完全に

維持するような方法、例えば細胞の形態とタンパク質の完全性を保持するような

方法で使用される。

      【００６２】

化学薬剤

  本発明の一つの態様において、生物材料からプリオンを除去するための化合物

は、PrPScを沈殿させる化学薬剤である。本発明における錯化剤として使用する

ために好ましい種類の化学薬剤の一つが、ヘテロポリ酸およびその塩である。ヘ

テロポリ酸は、少なくとも1個の中心成分と少なくとも1個の配位成分をもつオキ

シアニオン（oxyanion）が、完全にまたは部分的にプロトン化されたものである

。ヘテロポリ酸は、ケギン（Keggin）構造またはドーソン（Dawson）構造をとっ

てよい。

      【００６３】

  ヘテロポリ酸の特定の種類は、プロトン化された型のヘテロポリモリブデン酸

塩である。これらの陰イオンは、1個または複数の中心原子の周囲に2個～18個の

六価モリブデン原子を含む。約36個の異なる成分が、これらヘテロポリモリブデ

ン酸塩の中心原子として同定されている。これら陰イオンは、いずれも高度に酸

素化されている。ヘテロポリモリブデン酸塩の例には、[PMo12O40]
3、[As2Mo18O
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62]
6、[TeMo6O24]

6があり、中心原子はそれぞれP5＋、As5+、Te6+である。ヘテ

ロポリモリブデン酸塩に関するより詳細な考察は、「カーク-オズマ化学技術百

科事典（Kirk-Othmer Encyclopedia of Chemical Technology）」、3版 ed., 15

, 688～689（1981）において提供される。

      【００６４】

  プロトン化された型のヘテロポリモリブデン酸塩に類似した、ヘテロポリ酸の

別の種類は、プロトン化型のヘテロポリタングステン酸塩である。ヘテロポリタ

ングステン酸塩では、配位成分がモリブデンではなくタングステンである。その

全ての開示が明確に参照として本明細書に組み入れられている、米国特許第4,37

6,219号では、多様なヘテロポリ酸の調製について検討されている。これらのヘ

テロポリ酸の中心元素は、P、Si、B、Ge、As、Se、Ti、Zr、Mn、F、V、Ce、及び

Thからなる群より選択されうる。このようなヘテロポリ酸の配位元素には、Moお

よび/またはWが含まれる。最適な配位元素には、V、Mn、Co、Ni、Cu、Zn、及びF

eが含まれうる。中心原子数に対する配位元素数の比は2.5～12であってよく、好

ましくは9～12であってよい。米国特許第4,376,219号に例示されている特定のヘ

テロポリ酸は、リンタングステン酸、ケイタングステン酸、10-タングスト-2-バ

ナドリン酸、6-タングスト-6-モリブドリン酸、リンモリブデン酸、ケイモリブ

デン酸、ゲルマノタングステン酸、タングストフッ素酸、18-タングスト-2-リン

酸に加えて、例えばNa塩、K塩、Mg塩、Ca塩などの金属塩といったこれらの酸類

のすべてまたは一部の塩類を含む。本発明に使用する特定のヘテロポリ酸は、リ

ンタングステン酸すなわちH3PW12O40とその金属塩、特にNaとの塩類である。こ

のような錯化剤はPrPScに効果的に結合する。

      【００６５】

  これら化学薬剤を、単独でも、組み合わせても、また緩衝液や不活性な結合化

学物質などの他の非生理活性化学物質と共に使用してもよい。本発明のヘテロポ

リ酸（例えばPTA）は、これに限定されるわけではないが、好ましくは金属塩状

態で使用される。金属塩には、ナトリウム、カリウム、カルシウムなどが含まれ

るが、これらに限定されるものではない。

      【００６６】
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  血清中に添加されたヘテロポリ酸またはその塩の量は、血清中に存在するPrPS

cを実質的に濃縮するのに十分な量、好ましくは除去されるべき試料の一部にお

いて、PrPScを検出不可能な程度まで、または少なくとも非感染性の程度まで除

去するために十分な量でなければならない。血清に対するヘテロポリ酸の重量比

は、例えば約1:20から約1:1までであってよい。ヘテロポリ酸は、ヘテロポリ酸

の適切な分散を提供することによって、ヘテロポリ酸の有効表面積を拡大させ、

且つ複合体形成を増加させる任意の方法で血清と結合してよい。

      【００６７】

生物薬剤

  別の態様においては、錯化剤は、PrPScに選択的に結合するタンパク質、ペプ

チド、又はその他の生体成分である。

      【００６８】

  一つの態様においては、錯化剤は、プリオンに選択的に結合するように設計さ

れたペプチドまたは他の小分子である。ペプチドや小分子は、PrPScに優先的に

結合することが好ましい。「優先的に結合する」とは、ペプチドが、生物学的溶

液中の他のタンパク質と比べて、少なくとも20倍またはそれ以上、より好ましく

は50倍またはそれ以上、より好ましくは100倍またはそれ以上、そしてさらによ

り好ましくは1000倍またはそれ以上PrPScと結合する可能性があるように設計さ

れたことを意味する。体液には一般に天然型のPrPScが含まれるため、本発明の

ペプチドは、好ましくは、変性型PrPScと対照的に、天然型PrPScに結合するよう

に設計される。当業者により予想されうるように、PrPScの領域により結合が生

じやすいようなペプチドを設計することで、ペプチドはPrPScへの結合が最大と

なるように設計されうる。PrPScに結合する有用な抗体は、1998年12月8日に公布

された米国特許第5,846,533号に開示および記載されており、これは、抗体と抗

体作成法を開示および記載するために、本明細書において参照として組み入れら

れている。又は、PrPcまたはPrPSc及びPrPcの両方に選択的に結合するようにペ

プチドを設計してもよい。

      【００６９】

  本発明の錯化剤はまた、プリオンに選択的な抗体であってもよい。この抗体は
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、抗体と対象となるタンパク質とを結合させるような様式で、血清に添加されう

る。このような抗体はPrPScに結合し、例えば米国特許第5,846,533号に開示され

ている抗体である。試料中に存在するPrPcを除去するためには、PrPcに選択的ま

たは独占的に結合する抗体を利用しうる。このような抗体は、1986年10月8日に

寄託されたATCC HB9222細胞系から作製されたモノクローナル抗体263K 3F4を開

示する、1989年2月21日に公布された米国特許第4,806,627号に開示され、これは

参照として本明細書内に組み入れられる。抗体を産生する細胞系を、アメリカン

・タイプカルチャー・コレクション（12301 Parklawn Drive, Rockville, MD 20

852）から入手することができる。

      【００７０】

  一般的に、スクレイピー感染により、同種由来のPrPScに耐性のある宿主生物

に対する免疫応答が起こらない。PrPcまたはPrPScのどちらかに結合する抗体は

、米国特許第5,846,533号に開示されている。PrPcに結合するがPrPScに結合しな

い任意の抗体を使用することができ、例えば米国特許第5,223,409号におけるフ

ァージディスプレイ抗体ライブラリの作製法などの周知の方法を用いて、当業者

は該抗体を作製することができる。しかし、抗PrPポリクローナル抗体は、大量

のギ酸またはSDSで変性したSHaPrP 27-30（Bendheim、Barryら（1984）Nature 3

10:418～421; Bode、Pocchiariら（1985）J Gen Virol 66:2471～2478; Safar、

Ceroniら（1990）Neurology 40:513～517）により免疫化し、ウサギおいて作製

される。同様に、PrP27～30に対する少量の抗PrPモノクローナル抗体が、マウス

内で作製される（Barry、Prusinerら（1986）J Infect Dis 154:518～521; Kasc

sak、Rubensteinら（1987）J Virol 61:3688～3693）。これらの抗体は、ギ酸ま

たはSDSで変性したPrP27-30に対して作製され、SHaおよびヒトの双方に由来する

天然PrPc及び処理されたPrPScまたは変性されたPrPScを同等に認識できるが、Mo

PrPには結合しない。予想通り、これらの抗体のエピトープは、SHaとMoPrPのア

ミノ酸の差を含む配列の領域にマッピングされる（Rogers、Yehielyら（1993）P

roc Nati Acad Sci USA 90:3182～3186）。

      【００７１】

  本発明の目的のために、結合が起こらないということは、平衡定数又はアフィ
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ニティ定数Kaが、106 l/molまたはそれ以下であることを意味する。更に、Kaが1

07 l/molまたはそれ以上、好ましくは108 l/molまたはそれ以上のときは結合が

存在すると認識される。107 l/molまたはそれ以上の結合親和性は、(1)単独のモ

ノクローナル抗体（すなわち多数の1種類の抗体）、又は(2)複数の異なるモノク

ローナル抗体（例えば多数の5種の異なる各モノクローナル抗体）、又は(3)多数

のポリクローナル抗体に起因しうる。また(1)から(3)の組合わせもまた可能であ

る。選択された好ましい抗体であれば、天然型のPrPScに対する結合と比べると

、処理または変性されたPrPSc型タンパク質に対して、少なくとも4倍強く結合す

ると考えられる。結合親和性の4倍の差は、上記(1)～(3)の通り、複数の異なる

種類の抗体の使用によりおこる可能性があり、このために、混合物中の抗体のい

くつかにおいては、差は4倍に満たない。

      【００７２】

タンパク質の検出方法

  試料が本発明に従って調製されると、試料を種々の既知の技術によって分析す

ることができる。本明細書に提出された実施例と比較例は、1998年2月20日に出

版された国際公開公報第98/37411号で開示され、記載されているタイプのコンフ

ォメーション依存免疫分析（CDI）が使用されている。しかしながら、他のタイ

プのタンパク質検出方法も使用することもできると思われる。例えば、バイオア

ッセイ法またはプリオンの検出のために操作された特異的なトランスジェニック

マウスを使うことも可能であろう。このようなマウスは、1996年10月15日発行の

米国特許第5,565,186号、1998年6月9日発行の米国特許第5,763,740号、1998年8

月11日発行の米国特許第5,792,901号で開示されている。または、調製された試

料は、1998年12月8日発行の米国特許第5,846,533号で開示され、記載されている

タイプの抗体を用いて分析することも可能である。これらの出版物は、本発明に

従って調製された試料に使用されうる特定の分析タイプを開示し、記載するため

に、完全に参照として本明細書に組み入れられる。しかしながら、本発明はこの

ようなタンパク質分析方法論の使用に限定されないことを指摘する。他の分析方

法も使用することができ、正確な結果を得るために本発明に従って調製した試料

を使用することができる他の分析方法が、疑いなく開発されるであろう。
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      【００７３】

  コンフォメーション依存性免疫分析が高感度であるため、本明細書で記載され

た実施例は、この分析法を使用し、且つ結果が比較できるように、それによって

試験されたそれぞれの実施例と同様な方法で使用する。その分析法の詳細は出版

された国際公開公報第98/37411号で述べられてはいるが、その基本となる方法論

はいま本明細書に示されている。

      【００７４】

  その方法は、はじめに試料を２つの部分に分ける必要がある。試料の第1の部

分は結合パートナーと接触させる。結合パートナーは、タンパク質の第2の病原

性コンフォメーションよりもタンパク質の第1のコンフォメーションに対してよ

り高い親和性を持っている。結合パートナーは典型的には、標識化された3F4の

ような抗体である。結合パートナーを第1のコンフォメーションにあるタンパク

質と結合させた後、形成された結合パートナー/タンパク質複合体の濃度が決定

される。

      【００７５】

  試料のもう一つの部分は、その後、第2のコンフォメーションにあるタンパク

質の結合親和性をその結合パートナーに関して増強するような方法で、処理され

る。この処理は、種々の異なった方法論を含んでいることがあり、しばしば、そ

の試料を、十分な条件で十分な時間、タンパク質分解酵素にさらして、第2の病

原性コンフォメーションにあるタンパク質をより弛緩させ、それによって結合パ

ートナーに結合し易くさせることが含まれる。

      【００７６】

  処理された第2の部分はその後、結合パートナーとの接触に至る。タンパク質

と結合パートナーとの結合を行わせた後、この第2の処理された部分において形

成された結合パートナー/タンパク質複合体の濃度が決定される。

      【００７７】

  試料が、タンパク質の第2の病原性コンフォメーションにあるタンパク質を含

んでいないのであれば、その処理はほとんど効果を示さないであろう。しかしな

がら、その処理がタンパク質の第1のコンフォメーションにいくらかの効果があ
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り、その結合パートナーに対する結合親和性をわずかに増加させる可能性がある

。従って、調整された濃度を提供するために、調整は第2の濃度においてなされ

なければならない。この調整は、その処理の結果生じる第1のコンフォメーショ

ンのタンパク質の、結合パートナーに対する増加した親和性を補償するものであ

る。

      【００７８】

  第1の濃度と調整された濃度を得た後に、その２つの濃度は互いに比較される

。調整後の濃度が第1の濃度よりも大きければ、これはもともとの試料において

、第2の病原性コンフォメーションにあるタンパク質の存在の徴候を示す。

      【００７９】

  コンフォメーション依存性免疫分析法における種々の別法も行うことができる

。出版された国際公開公報第98/37411号に詳細に述べられている一つの別法は、

もともとの試料を第1と第2の部分に分解することを必要としていない。処理過程

は一つの試料で行われ、その濃度が決定される。その濃度は、試験されている試

料がプリオンを含むかどうか決定するために、既知の標準（あらかじめ統計的に

有意な集団の試料で得られた値）と比較される。

      【００８０】

実施例

  以下の実施例は、当業者に対して、本発明の作製法および使用法の完全な開示

および記述のために示したものであり、発明者らが、その発明と見なす範囲を限

定することを意図したものではなく、以下の実験が、実施されたすべてのまたは

唯一の実験であることを示すことを意図したものでもない。使用された数値（例

えば、量、温度など）に関しては正確を期すよう努力したが、ある程度の実験誤

差および偏差は考慮されねばならない。特に示された部分を除き、割合（part）

は重量の割合、分子量は重量平均分子量、温度は摂氏、圧力はほぼ大気圧である

。

      【００８１】

  比較例１、２および３はプリオンを含む試料がそれぞれ、（１）白血球、（２

）血小板、（３）血漿から調製されたとき、それぞれが偽の陰性の結果を示すこ
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とを示している。しかしながら、試料が、本発明に従って、血清から調製された

とき（実施例４）には、真の陽性の結果が得られる。比較例１、２、３および実

施例４のそれぞれでは、使用された錯化剤はホスホタングステン酸ナトリウムで

あった。さらに、調製されたそれぞれの試料は、コンフォメーション依存免疫分

析（CDI）を用いて試験された。

      【００８２】

比較例

クエン酸ナトリウムで処理されたシリアハムスター血液の画分におけるPrPScの

ためのコンフォメーション依存免疫分析（CDI）

  凝固を阻害するために、シリアハムスターの全血は3.8％(w/v)の緩衝化された

クエン酸ナトリウムpH7.2と１：９で混合し、血漿を得るために、1100rpmで回転

させて遠心分離し、Percoll勾配（Pharmacia）によって異なる画分に分離した。

正常（対照）ならびにスクレイピー感染（スクレイピー）のシリアハムスター血

液から得られた、白血球（WBC）、血小板、血漿は、次に、タンパク質分解酵素

阻害剤の存在下で、PTAで沈殿させた。ペレットは、プリオンタンパク質（PrPSc

）の感染性アイソフォームの存在をCDIによって試験された。クエン酸ナトリウ

ムは凝血を阻害するために添加され、比較例を提供する。

      【００８３】

比較例１

白血球

  PrPScはスクレイピー感染シリアハムスターの白血球（WBC）中では検出できな

い。クエン酸化血液から得られたWBCは2%Sarcosylで透析され、ホスホタングス

テン酸ナトリウムで沈殿させた。それぞれの試料からの天然状態でのアリコート

、および変性させたアリコートは、グルタルアルデヒド-活性化ELISAプレートに

クロスリンクさせ、両者ともユーロピウムで標識化された3F4モノクローナル抗

体とインキュベートさせた。７回の洗浄操作の後、シグナルはDiscovery（Packa

rd Inc.）時間分解蛍光分光光度計で評価された。その結果は、それぞれの試料

の変性状態のアリコートのシグナル（TRFD）と天然状態のアリコートのシグナル

（TRFN）の比で表現される。
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      【００８４】

比較例２

血小板

  PrPScはスクレイピー感染シリアハムスターの血小板中では検出できない。ク

エン酸化血液から得られた血小板は2%Sarkosylで透析され、ホスホタングステン

酸ナトリウムで沈殿された。それぞれの試料からの天然状態でのアリコート、お

よび変性させたアリコートは、グルタルアルデヒド-活性化ELISAプレートにクロ

スリンクさせ、両者ともユーロピウムで標識化された3F4モノクローナル抗体と

インキュベートさせた。７回の洗浄操作の後、シグナルはDiscovery（Packard I

nc.）時間分解蛍光分光光度計で評価された。その結果は、それぞれの試料の変

性状態のアリコートのシグナル（TRFD）と天然状態のアリコートのシグナル（TR

FN）の比で表現される。

      【００８５】

比較例３

血漿

  PrPScはスクレイピー感染シリアハムスターの血漿中では検出できない。クエ

ン酸化血液から得られた血漿は2%Sarkosylと混合され、ホスホタングステン酸ナ

トリウムで沈殿された。それぞれの試料からの天然状態でのアリコート、および

変性させたアリコートは、グルタルアルデヒド-活性化ELISAプレートにクロスリ

ンクさせ、両者ともユーロピウムで標識化された3F4モノクローナル抗体とイン

キュベートさせた。７回の洗浄操作の後、シグナルはDiscovery（Packard Inc.

）時間分解蛍光分光光度計で評価された。その結果は、それぞれの試料の変性状

態のアリコートのシグナル（TRFD）と天然状態のアリコートのシグナル（TRFN）

の比で表現される。

      【００８６】

実施例４

凝血した全血からの血清中におけるPrPScのためのコンフォメーション依存免疫

分析（CDI）

  スクレイピー感染シリアハムスターの血清中におけるPrPScの明確な検出。-2.
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5を超える値が血清中でのPrPSCの存在を示している。正常（対照）またはスクレ

イピー感染（スクレイピー）のシリアハムスター血液は、ガラス管（Becton-Dic

kinson Inc.）で凝血させた。血清は凝血から3,000rpmの遠心分離で分離し、タ

ンパク質分解酵素阻害剤で保護された。２％Sarkosyl、0.8～1.2％（w/v）のホ

スホタングステン酸ナトリウム、および35～50 mMのMgCl2を加えた後、試料は37

℃で一夜インキュベートし、14,000gで回転させて遠心分離した。得られたペレ

ットは、再び懸濁され、天然状態と変性状態のアリコートに分けられた。それぞ

れのアリコートは、グルタルアルデヒド-活性化ELISAプレートにクロスリンクさ

せ、ユーロピウムで標識化された3F4モノクローナル抗体とインキュベートさせ

た。７回の洗浄操作の後、シグナルはDiscovery（Packard Inc.）時間分解蛍光

分光光度計で評価された。その結果は、それぞれの試料の変性状態のアリコート

のシグナル（TRFD）と天然状態のアリコートのシグナル（TRFN）の比で表現され

る。それぞれのデータポイントは１回の実験を表している。

      【００８７】

実施例５

  血清PrPSc試験の高い診断上の感度と特異性は、対照とスクレイピー感染シリ

アハムスターからのデータが全くオーバーラップしていないことから示される。

プロット４からのデータは中央値（中央線）、５０％（点線）、９５％（外側の

箱の線）で表してある。

      【００８８】

  本発明は、本明細書において何がもっとも実用的であり、好ましい様態である

かを示し、記載している。しかしながら、そこから本発明の範囲内である新規の

出発物が作製され、明らかな改良は、この明細書を読むことにより当業者によっ

て考案されうることが認識される。

【図面の簡単な説明】

    【図１】  プリオンを含んでいない対照からの白血球と、「スクレイピー」

とラベルされたプリオンに感染した動物から採取された白血球についてのコンフ

ォメーション依存性免疫分析法を行った結果を示したグラフである。手順と結果

は比較例１に記述してある。
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    【図２】  プリオンを含んでいない対照からの血小板と、「スクレイピー」

とラベルされたプリオンに感染した動物から採取された血小板について行われた

コンフォメーション依存性免疫分析法の結果を示したグラフである。手順と結果

は比較例２に記述してある。

    【図３】  プリオンを含んでいない対照からの血漿と、「スクレイピー」と

ラベルされたプリオンに感染した動物から採取された血漿について行われたコン

フォメーション依存性免疫分析法の結果を示したグラフである。手順と結果は比

較例３にさらに記述してある。

    【図４】  本発明に従って調製された血清の試料について行われたコンフォ

メーション依存性免疫分析法の結果を示したグラフである。分析はプリオンを含

んでいない対照について行われた。同様な分析が、プリオンに感染した動物から

集められた血清について行われ、それは図４の中で「スクレイピー」とラベルさ

れている。手順と結果は、実施例4にさらに記載されている。

    【図５】  実施例４で得られ、図４で示されているデータを組み込んだグラ

フである。このグラフでは、中央値（中央線）、５０％（点線）、および９５％

（外側の箱の線）が示されている。データは試験された対照血清と試験されたプ

リオン感染試料にオーバーラップがないことを明瞭に示している。
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【図１】
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【図２】
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【図３】
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【図４】
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【図５】
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【国際調査報告】
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