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(57)【要約】
　本発明は、モノクローナル抗体を用いるアルツハイマー病のｉｎ　ｖｉｔｒｏ診断の方
法に関する。前記抗体は、β－アミロイドペプチドのアミノ酸１２～１６に少なくとも結
合することができ、アルツハイマー病に特有な神経炎性プラークを特異的に検出し、該疾
患の特性を定義しないび漫性プラークを検出しない。神経炎性プラーク内で、該モノクロ
ーナル抗体は、疾患の進行の段階に関連するβ－アミロイドペプチドの異なる沈着イソ型
の組成物における異なるサブグループを検出することができる。さらに、該抗体は、尿な
どの生物学的液体中のβ－アミロイドペプチドのイソ型に結合することができる。結果と
して、本発明のモノクローナル抗体、前記抗体を産生する細胞系及び同じものを含む組成
物は、アルツハイマー病のｉｎ　ｖｉｔｒｏ診断及び該疾患の進行の段階を判断するのに
用いることができる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　β－アミロイドペプチドにおいて、少なくとも配列
　Ｖａｌ－Ｈｉｓ－Ｈｉｓ－Ｇｌｎ－Ｌｙｓ（配列番号３）
に対応するエピトープを認識し、前記配列を含有するヒトβ－アミロイドペプチドのイソ
型に結合することができる、モノクローナル抗体。
【請求項２】
　アルツハイマー病に罹患した人の脳組織におけるヒトβ－アミロイドペプチドの沈着物
に結合することができる請求項１記載のモノクローナル抗体。
【請求項３】
　β－アミロイドペプチドにおいて、少なくとも配列
　Ｖａｌ－Ｈｉｓ－Ｈｉｓ－Ｇｌｎ－Ｌｙｓ（配列番号３）
に対応するエピトープを認識し、前記配列を含有するヒトβ－アミロイドペプチドのイソ
型に結合することができる、モノクローナル抗体のフラグメント。
【請求項４】
　アルツハイマー病に罹患した人の脳組織におけるヒトβ－アミロイドペプチドの沈着物
に結合することができる請求項３記載のモノクローナル抗体のフラグメント。
【請求項５】
　請求項１記載のモノクローナル抗体又は請求項３記載のモノクローナル抗体のフラグメ
ントを産生することができるハイブリドーマ細胞系。
【請求項６】
　配列Ｖａｌ－Ｈｉｓ－Ｈｉｓ－Ｇｌｎ－Ｌｙｓ（配列番号３）を含有する少なくとも１
つのペプチドで免疫化したＢＡＬＢ／ｃマウスの脾臓細胞のマウス骨髄腫系Ｐ３／Ｘ６３
－Ａｇ．６５３との融合により得られる、請求項５記載のハイブリドーマ細胞系。
【請求項７】
　ペプチドＡβ１－４０で免疫化したＢＡＬＢ／ｃマウスの脾臓細胞のマウス骨髄腫系Ｐ
３／Ｘ６３－Ａｇ．６５３との融合により得られる、請求項６記載のハイブリドーマ細胞
系。
【請求項８】
　ＫＬＨに結合したペプチドＡβ１－４０で免疫化したＢＡＬＢ／ｃマウスの脾臓細胞の
マウス骨髄腫系Ｐ３／Ｘ６３－Ａｇ．６５３との融合により得られる、請求項７記載のハ
イブリドーマ細胞系。
【請求項９】
　アルツハイマー病に罹患した人から採取した脳組織のサンプルからの前記疾患のイン・
ビトロ（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）診断における、請求項１又は２に記載のモノクローナル抗体
あるいは少なくとも１つの請求項３又は４に記載のモノクローナル抗体のフラグメントの
使用。
【請求項１０】
　アルツハイマー病に罹患した人から採取した脳組織のサンプルからの前記疾患のイン・
ビトロ（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）診断における、β－アミロイドペプチドと異なる少なくとも
１つの配列領域に対して特異的な少なくとも１つの他の抗体と組み合わせた、請求項１又
は２に記載のモノクローナル抗体あるいは少なくとも１つの請求項３又は４に記載のモノ
クローナル抗体のフラグメントの使用。
【請求項１１】
　抗体ＥＭ２と及び／又は抗体ＥＭ３と組み合わせた、請求項１又は２に記載のモノクロ
ーナル抗体あるいは少なくとも１つの請求項３又は４に記載のモノクローナル抗体のフラ
グメントの請求項１０記載の使用。
【請求項１２】
　前記抗体又はそのフラグメントが検出されることを可能にする物質に結合した、請求項
１又は２に記載のモノクローナル抗体あるいは少なくとも１つの請求項３又は４に記載の
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モノクローナル抗体のフラグメントを含む、組成物。
【請求項１３】
　モノクローナル抗体又はそのフラグメントが結合した物質が第１抗体又は抗体のフラグ
メントに結合することができる第２抗体であり、この第２抗体が、特定の物質の、検出す
ることができる他の物質への変換を触媒することができる酵素に結合している、請求項１
２記載の組成物。
【請求項１４】
　変換が酵素により触媒される物質が色素原である請求項１３記載の組成物。
【請求項１５】
　第２抗体がアルカリホスファターゼに結合しており、用いる色素原がニトロブルーテト
ラゾリウムである、請求項１３又は１４に記載の組成物。
【請求項１６】
　第２抗体が西洋ワサビペルオキシダーゼに結合しており、用いる色素原がジアミノベン
ジジンである、請求項１３又は１４に記載の組成物。
【請求項１７】
　β－アミロイドペプチドと異なる少なくとも１つの配列領域に対して特異的な少なくと
も１つの他の抗体を含む、請求項１２～１６のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項１８】
　検出することができる物質に結合している請求項１又は２に記載のモノクローナル抗体
あるいは請求項３又は４に記載のモノクローナル抗体のフラグメント、及び同様に検出す
ることができる種々の物質に結合している、β－アミロイドペプチドと異なる１以上の配
列領域に対して特異的なもう１つの抗体又は他の複数の抗体を含む、請求項１７記載の組
成物。
【請求項１９】
　β－アミロイドペプチドと異なる配列領域を対象とする第２抗体が抗体ＥＭ２である請
求項１８記載の組成物。
【請求項２０】
　請求項１又は２に記載のモノクローナル抗体あるいは請求項３又は４に記載のモノクロ
ーナル抗体のフラグメントが、西洋ワサビペルオキシダーゼに結合している第２抗体に結
合しており、色素原ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）を、検出することができる変換のため
の物質として用い、抗体ＥＭ２が、アルカリホスファターゼに結合している第２抗体に結
合しており、色素原ニトロブルーテトラゾリウムを、検出することができる変換のための
物質として用いる、請求項１９記載の組成物。
【請求項２１】
　β－アミロイドペプチドと異なる配列領域を対象とする第２抗体が抗体ＥＭ３である請
求項１８記載の組成物。
【請求項２２】
　請求項１又は２に記載のモノクローナル抗体あるいは請求項３又は４に記載のモノクロ
ーナル抗体のフラグメントが、西洋ワサビペルオキシダーゼに結合している第２抗体に結
合しており、色素原ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）を、検出することができる変換のため
の物質として用い、抗体ＥＭ３が、アルカリホスファターゼに結合している第２抗体に結
合しており、色素原ニトロブルーテトラゾリウムを、検出することができる変換のための
物質として用いる、請求項２１記載の組成物。
【請求項２３】
　アルツハイマー病に罹患した人から採取した脳組織のサンプルからの前記疾患の診断に
おける、請求項１２～２２のいずれか一項に記載の組成物の使用。
【請求項２４】
　アルツハイマー病に罹患した人から採取した脳組織のサンプルからの前記疾患のイン・
ビトロ（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）診断の方法であって、前記サンプルから、少なくとも配列Ｖ
ａｌ－Ｈｉｓ－Ｈｉｓ－Ｇｌｎ－Ｌｙｓ（配列番号３）を含有するβ－アミロイドペプチ
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ドの少なくとも１つのイソ型を、その請求項１又は２に記載のモノクローナル抗体あるい
は請求項３又は４に記載のモノクローナル抗体のフラグメントへの結合により検出するこ
とを含む、方法。
【請求項２５】
　アルツハイマー病に罹患した人から採取した脳組織のサンプルからの前記疾患のイン・
ビトロ（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）診断の方法であって、前記サンプルから、少なくとも配列Ｖ
ａｌ－Ｈｉｓ－Ｈｉｓ－Ｇｌｎ－Ｌｙｓ（配列番号３）を含有するβ－アミロイドペプチ
ドの少なくとも１つのイソ型を、その請求項１又は２に記載のモノクローナル抗体あるい
は請求項３又は４に記載のモノクローナル抗体のフラグメントへの結合により検出するこ
とを含み、前記抗体又は抗体のフラグメントは請求項１２～２２のいずれか一項に記載の
組成物中に含有される、方法。
【請求項２６】
　アルツハイマー病に罹患した人から採取した脳組織のサンプルからの前記疾患のイン・
ビトロ（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）診断の方法であって、前記サンプルから、少なくとも配列Ｖ
ａｌ－Ｈｉｓ－Ｈｉｓ－Ｇｌｎ－Ｌｙｓ（配列番号３）を含有するβ－アミロイドペプチ
ドの少なくとも１つのイソ型を、その請求項１又は２に記載のモノクローナル抗体あるい
は請求項３又は４に記載のモノクローナル抗体のフラグメントへの結合により検出するこ
と、並びにβ－アミロイドペプチドの少なくとも１つのイソ型を、そのβ－アミロイドペ
プチドと異なる領域を対象とする少なくとも１つの第２抗体への結合により検出すること
を含み、両方の抗体又は請求項１又は２に記載のモノクローナル抗体のフラグメント及び
第２抗体又はアミロイドペプチドと異なる領域を対象とする他の付加的な抗体は請求項１
７～２２のいずれか一項に記載の組成物中に含有される、方法。
【請求項２７】
　発明のモノクローナル抗体が結合することができる、β－アミロイドペプチドの沈着物
の存在が脳組織において検出される、請求項２４～２６のいずれか一項に記載のアルツハ
イマー病のイン・ビトロ（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）診断の方法。
【請求項２８】
　発明のモノクローナル抗体が結合することができる、β－アミロイドペプチドの沈着物
の存在が、請求項１２～２３のいずれか一項に記載の組成物の使用によって脳組織におい
て検出される、請求項２７記載のアルツハイマー病のイン・ビトロ（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）
診断の方法。
【請求項２９】
　発明のモノクローナル抗体が結合することができる、β－アミロイドペプチドの沈着物
の存在、並びに前記ペプチドと異なる領域を対象とする少なくとも１つの第２抗体が結合
することができるβ－アミロイドペプチドの少なくとも１つの付加的なイソ型を含有する
沈着物の存在が、請求項１７～２２のいずれか一項に記載の組成物の使用によって脳組織
において検出される、請求項２８記載のアルツハイマー病のイン・ビトロ（ｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏ）診断の方法。
【請求項３０】
　生物学的液体又はそれから得られる溶液のサンプル中の可溶型のヒトβ－アミロイドペ
プチドに結合することができる、請求項１記載のモノクローナル抗体。
【請求項３１】
　脳脊髄液、血液、血漿又は尿のサンプル中の可溶型のヒトβ－アミロイドペプチドに結
合することができる、請求項３０記載のモノクローナル抗体。
【請求項３２】
　尿のサンプル中の可溶型のヒトβ－アミロイドペプチドに結合することができる請求項
３１記載のモノクローナル抗体。
【請求項３３】
　生物学的液体又はそれから得られる溶液のサンプル中の可溶型のヒトβ－アミロイドペ
プチドに結合することができる、請求項３記載のモノクローナル抗体のフラグメント。
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【請求項３４】
　脳脊髄液、血液、血漿又は尿のサンプル中の可溶型のヒトβ－アミロイドペプチドに結
合することができる、請求項３３記載のモノクローナル抗体のフラグメント。
【請求項３５】
　尿のサンプル中の可溶型のヒトβ－アミロイドペプチドに結合することができる請求項
３４記載のモノクローナル抗体のフラグメント。
【請求項３６】
　請求項３０～３２のいずれか一項に記載のモノクローナル抗体又は請求項３３～３５の
いずれか一項に記載のモノクローナル抗体のフラグメントを含む組成物であって、抗体又
はそのフラグメントが、抗原－抗体又は抗原－抗体フラグメントの複合体が発生する溶液
からの該抗原－抗体又は抗原－抗体フラグメントの複合体の抜き取りを促進する物質又は
粒子に結合している、組成物。
【請求項３７】
　抗原－抗体又は抗原－抗体フラグメントの複合体が発生する溶液からの該抗原－抗体又
は抗原－抗体フラグメントの複合体の抜き取りを促進する物質又は粒子が磁性粒子である
、請求項３６記載の組成物。
【請求項３８】
　抗体又はそのフラグメントと磁性粒子との結合が共有結合である請求項３７記載の組成
物。
【請求項３９】
　生物学的液体又はそれから得られる溶液のサンプルからのアルツハイマー病のイン・ビ
トロ（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）診断における、請求項３０～３２のいずれか一項に記載のモノ
クローナル抗体又は請求項３３～３５のいずれか一項に記載のモノクローナル抗体のフラ
グメントの使用。
【請求項４０】
　モノクローナル抗体又はそのフラグメントが、請求項３６～３８のいずれか一項に記載
の組成物に含有される、請求項３９記載の使用。
【請求項４１】
　モノクローナル抗体又はそのフラグメントが請求項３８記載の組成物に含有される請求
項４０記載の使用。
【請求項４２】
　生物学的液体又はそれから得られる溶液のサンプル中に存在するβ－アミロイドペプチ
ドの型と抗原－抗体又は抗原－抗体フラグメントの複合体を形成するために、請求項３８
記載の組成物を生物学的液体又はそれから得られる溶液のサンプルに加える、請求項４１
記載の使用。
【請求項４３】
　抗原－抗体又は抗原－抗体フラグメントの複合体が発生する生物学的液体又は溶液から
の形成した該抗原－抗体又は抗原－抗体フラグメントの複合体の抜き取りが磁界の使用に
よってもたらされる、請求項４２記載の使用。
【請求項４４】
　抗原－抗体又は抗原－抗体フラグメントの複合体の形で生物学的液体又はそれから得ら
れる溶液から抜き取られるβ－アミロイドペプチドの型を、それらが発生した生物学的液
体又は溶液からのそれらの抜き取りの後、それらの同定及び／又は定量を受ける前に抗体
又は抗体のフラグメントから分離する、請求項４３記載の使用。
【請求項４５】
　β－アミロイドペプチドの型をＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析により同定及び／又は定量
する、請求項４４記載の使用。
【請求項４６】
　生物学的液体のサンプルが尿のサンプルである、請求項３９～４５のいずれか一項に記
載の使用。



(6) JP 2008-532984 A 2008.8.21

10

20

30

40

50

【請求項４７】
　生物学的液体又はそれから得られる溶液のサンプルからのアルツハイマー病のイン・ビ
トロ（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）診断の方法であって、
ａ）生物学的液体又はそれから得られる溶液のサンプルに請求項３７又は３８に記載の組
成物を加える段階と、
ｂ）β－アミロイドペプチドの少なくとも１つのイソ型と組成物に含有される抗体又は抗
体のフラグメントとの間で抗原－抗体又は抗原－抗体フラグメントの複合体が形成するの
に十分な時間待つ段階と、
ｃ）溶液から抗原－抗体又は抗原－抗体フラグメントの複合体を抜き取るための磁界を印
加する段階と、
ｄ）溶液を除去する段階と、
ｅ）β－アミロイドペプチドの分子から抗体又は抗体のフラグメントを分離する段階と、
ｆ）生物学的液体又はそれから得られる溶液のサンプルから抜き取られたβ－アミロイド
ペプチドのイソ型を同定し、定量する段階、
を含む、少なくとも配列Ｖａｌ－Ｈｉｓ－Ｈｉｓ－Ｇｌｎ－Ｌｙｓ（配列番号３）を含有
するβ－アミロイドペプチドの少なくとも１つのイソ型を、その請求項３０～３２のいず
れか一項に記載のモノクローナル抗体又は請求項３３～３５のいずれか一項に記載のモノ
クローナル抗体のフラグメントへの結合により検出することを含む、方法。
【請求項４８】
　生物学的液体のサンプルが尿のサンプルである、請求項４７記載のアルツハイマー病の
イン・ビトロ（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）診断の方法。
【請求項４９】
　段階ａ）で加える組成物が、モノクローナル抗体のＦｃ領域に存在する１以上の残基の
修飾により、対応する磁性粒子に共有結合している請求項３０～３２のいずれか一項に記
載のモノクローナル抗体を含む、請求項４８記載のアルツハイマー病のイン・ビトロ（ｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏ）診断の方法。
【請求項５０】
　尿のサンプルから抜き取られたβ－アミロイドペプチドのイソ型の同定及び定量をＭＡ
ＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析により行う、請求項４９記載のアルツハイマー病のイン・ビトロ
（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）診断の方法。
【請求項５１】
　β－アミロイドペプチドの分子から抗体又は抗体のフラグメントを分離する段階ｅ）を
、トリフルオロ酢酸を含有する水性アセトニトリル中α－シアノ－４－ヒドロキシケイ皮
酸中で行う、請求項５０記載のアルツハイマー病のイン・ビトロ（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）診
断の方法。
【請求項５２】
　ＥＣＡＣＣ０６０３０１０１の実質的に純粋なサンプルを含む、請求項８に記載のハイ
ブリドーマ細胞系。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、該疾患に関連する特定のペプチドと相互作用することができる抗体による神
経疾患の診断、特にアルツハイマー病の診断に関する。
【背景技術】
【０００２】
　アルツハイマー病（ＡＤ）は、脳のニューロンの死を引き起こす神経疾患である。一般
的に、アルツハイマー病は、徐々に進行するものであり、５０歳以後に発症し、その最初
の症状は高齢又は通常の健忘症に帰せられることがある。疾患が進行するにつれて、決定
を下し、毎日の仕事を行う能力を含む認知能力の緩やかな低下があり、人格の変化並びに
行動上の問題がある可能性がある。その進展した段階では、ＡＤは痴呆及び最終的に死亡
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をもたらす。現在のところ、該疾患は、不治であり、主要な死亡原因を構成する。
【０００３】
　現在のところ、確定診断は、脳組織におけるその独特の特徴の存在を明らかにする、脳
サンプル（剖検又は生検）の組織学的検査に基づいて行うことができるにすぎないので、
アルツハイマー病は通常、臨床像から診断されている。生存患者における脳生検に伴うリ
スクを考慮して、この方法は非常にまれにしか用いられておらず、したがって、この疾患
のｉｎ　ｖｉｖｏ診断の過誤率は約２０～３０％であると推定されている。
【０００４】
　アルツハイマー病の人の脳は、プラーク（び漫性プラーク及び神経炎性プラーク、これ
らの最後に言及した形態が該疾患に特有のものであり、それらがニューロンの間及び内部
に出現するので、それとして称される）の形態及び血管沈着物（脳血管の壁に発生する）
の形態の２つの主要な病理学的マーカー、すなわち、神経原線維変性（線維状封入体、異
栄養神経線維及び神経網糸状体の存在により確認される）及びアミロイド物質の沈着物（
すなわち、いわゆるβ－アミロイドペプチド（一般的にＡβと略記される）の沈着物）を
示す。神経原線維変性及びアミロイド沈着は、脳の正常な老化にも関連する変性過程を構
成する。痴呆に罹患していない高齢対象において、Ａβペプチドは主としてび漫性プラー
クの形態で沈着する。この種の沈着は、正常な認知能力を有する一部の対象において特に
顕著であり、一部の著者にとっては、脳の正常な老化とＡＤの中間とみなされる「病的老
化」の過程を構成する［１］。神経炎性プラークの何年もの前のび漫性プラークの特に強
い早期の発生は、アミロイド前駆体タンパク質（β－ＡＰＰ）の過剰発現をもたらす第２
１染色体のトリソミーに起因するダウン症候群（ＤＳ）においても起ると思われる。正常
な認知能力を有する対象の脳に少数の神経炎性プラークが認められることがあるが、高齢
においてＡＤに罹患した脳並びにＤＳに罹患した脳は、大量の成熟神経炎性プラークの発
生を特徴とする［２、３］。非原線維形のＡβ（「プレアミロイド」と称する）［４］を
含むび漫性プラークと対照的に、血管アミロイド沈着物及び神経炎性プラークは、原線維
形のＡβペプチドを含み、コンゴレッド及びチオフラビンＴなどのアミロイド物質の染料
と反応する。
【０００５】
　ＡＤにおける認知低下は、神経原線維変化及び皮質シナプス喪失の進行と直線的に相関
する［５］。び漫性プラークに関連する局所的なシナプス喪失は認められなかった［６］
。これと対照的に、神経炎性プラークは、シナプス密度減少、神経原線維変化及び小神経
膠細胞の活性化に関連している［７］。純粋な神経原線維変化及びＡβの沈着は、ＡＤの
進行の十分に立証されている連続的パターンに従う［８、９］。しかし、認知低下の程度
は神経原線維変化に基づく一連の病期とよく相関する［５］が、ＡＤの神経病理学的確定
診断は、それにもかかわらず、痴呆の臨床像内で患者の年齢群に従って予想されるものと
比較して、新皮質連合領域における神経炎性プラークの有意に高い密度の組織学的実証に
基づいている（ＣＥＲＡＤ：アルツハイマー病の登録を確立するためのコンソーシアム（
Ｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍ　ｔｏ　Ｅｓｔａｂｌｉｓｈ　ａ　Ｒｅｇｉｓｔｒｙ　ｆｏｒ　Ａ
ｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ　Ｄｉｓｅａｓｅ）の合意基準）［１０］。神経炎性プラークの形
成はＡＤにおける中心的な病原性過程であり、したがって、これらのβ－アミロイド沈着
物の分子組成及び前記組成に関するび漫性プラークとの差はＡＤの現在の研究における主
な関心分野の１つである。
【０００６】
　アルツハイマー病患者の脳組織におけるβ－アミロイド沈着物の分子組成に関する知識
は、近年根本的に変化した。異なる形のＡβペプチドを同定することを目的とした生化学
的又は免疫組織化学的方法を用いた種々の試験は、古典的な形態学的所見の分子的解釈を
可能にするかなり一貫性のある全体像を提供した。最近、主要な病原体としての可溶性Ａ
βオリゴマーの新たな役割を含めるために最初の仮説が再び公式化された［１２］が、ア
ミロイド仮説［１１］と呼ばれている該疾患の統一病原理論の基礎を提供したのはこれら
の試験であった。ＡＤにおけるＡβペプチドの中心的かつ主要な病原としての役割の仮説
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は、今や、これらの沈着物の予防又は除去に向けた新たな治療戦略につながっている。
【０００７】
　ＡＤに罹患している脳において知られているＡβペプチドの沈着の局所解剖学的分布及
び時間順序は、Ａβ分子のカルボキシル末端、アミノ末端又は内部セグメントに対する抗
体、並びに生化学的方法によるＡβのイソ型の分離及び精製により解明された。それらの
カルボキシル末端の特徴によって特徴づけられるペプチドの組織分布は、かなり規則的な
よく定義されたパターンを示す。ＡβＸ－４０は血管沈着物における支配的な形であり、
ＣＳＦ（脳脊髄液）中で遭遇する主な形であるが、ＡβＸ－４２は脳組織沈着物（び漫性
プラーク及び神経炎性プラーク）中に検出される主な形である［１３］。ＡＤ、ダウン症
候群（ＤＳ）［１３、１４］及び正常な老化［１］において、ＡβＸ－４２はび漫性プラ
ークの唯一の成分及び神経炎性プラークの主な成分である。後者は、主としてそれらの中
心核の領域にＡβＸ－４０も含むこともある。ＡβＸ－４２は初期に沈着する形であるこ
とも確認された。
【０００８】
　ＡβＸ－４０及びＡβＸ－４２はアミノ酸Ａｓｐ１とともにほぼ完全に始まったと最初
は考えられたが、アミノ末端で修飾され、切り詰められたＡβペプチドの様々な異種のイ
ソ型がび漫性及び神経炎性プラークの構成に関与していることが免疫組織化学的及び生化
学的に十分に立証された［１５］。これらのイソ型はび漫性プラークと神経炎性プラーク
との間の分布の規則的パターンを示す傾向もあり、その結果、様々なＡβペプチドの局所
解剖学的分布の完全な全体像が最終的に明らかになり始めた。それにもかかわらず、び漫
性プラークを構成し、それらの各々のアミロイド沈着物の相対量が表す、ペプチドのアミ
ノ末端の特に特性に関して、試験の間にいくつかの矛盾がある。
【０００９】
　これらの矛盾は、特にｐ３ペプチド（Ａβ１７－４２）を含む。一部の試験でＡβ１７

－４２がび漫性プラークの主成分である可能性があることが示唆されている［１６］が、
他の試験ではこのレベルで比較的より大量のより長い形（Ａｓｐ１で始まる、又はアミノ
末端で切り詰められた、若しくは他の修飾イソ型）が認められた［１５］。Ａβ１７－４

２は、α－セクレターゼによるβ－ＡＰＰの除去により産生され（いわゆる非アミロイド
生産経路）、Ａβのより長いイソ型と全く異なる物理化学的特性を示す（後者はγ－セク
レターゼによるβ－ＡＰＰの除去により産生される）が、び漫性プラークにおけるその選
択的存在は、プラークの発生において非常に重要な病原としての意味があると思われる。
【００１０】
　Ｇｏｗｉｎｇら［１７］は、ＡＤに罹患したび漫性プラークに富む脳から回収された支
配的な形としてのＡβ１７－４２ペプチドを最初に分離した。この沈着物は、血管アミロ
イド沈着物又は神経炎性プラークには認められなかった。Ａβ１－１７を認識する市販の
モノクローナル抗体６Ｅ１０は、ＡＤ及びＤＳに罹患した一連の脳における（新皮質でも
小脳でもない）び漫性プラークの免疫染色をもたらさなかった［１８］。しかし、神経炎
性プラークが欠けた状態で、び漫性プラークが特に豊富である線条体は、６Ｅ１０抗体に
対して陽性であるいくつかのプラークを示した。ＨＰＬＣ及び免疫組織化学的定量法を用
いて、Ｌａｌｏｗｓｋｉら［１９］はＡβ１７－４２は小脳のび漫性プラークにおける総
アミロイド含量の７０％を占めるが、Ａβ１－４２は１２％を占め、ＡβＸ－４２の他の
切り詰められた形は５％以下を占めることを示した。ＤＳに罹患した高齢者の脳において
、Ｓａｉｄｏら［２０］は、抗ＡβＮ（１）抗体によるよりも特異的抗ＡβＮ３（ｐｙｒ
ｏＧｌｕ）抗体によるび漫性プラークの大きい染色を認めた。Ｉｗａｔｓｕｂｏら［１５
］は、アミノ末端において切り詰められ、修飾された形のＡβを認識する抗体のパネルを
用いてＡＤに罹患した、及びＤＳに罹患した高齢者の一連の脳におけるび漫性プラークを
試験した。この試験は、人工産物の出現に対するホルムアルデヒドを用いた常法による固
定の影響を試験できるように、免疫組織化学的検査に用いた脳組織を７０％エタノール又
は４％ホルムアルデヒドで固定した点が独特である。７０％エタノールで固定したすべて
の組織サンプルにおいて、び漫性プラークは、ＡβＮ１（Ｌ－Ａｓｐ）、ＡβＮ１（Ｌ－
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ｉｓｏＡｓｐ）、ＡβＮ１（Ｄ－Ａｓｐ）、ＡβＮ３（ｐｙｒｏＧｌｕ）及びＡβＸ－４
２の存在により強く染色された。弱い染色は、ＡβＮ１１（ｐｙｒｏＧｌｕ）及びＡβＮ
１７により得られた。しかし、ホルムアルデヒドで固定した物質において、一部のび漫性
プラークはＡβＮ１（Ｌ－Ａｓｐ）で染色され、ＡβＮ１（Ｌ－ｉｓｏＡｓｐ）又はＡβ
Ｎ１（Ｄ－Ａｓｐ）については染色は得られなかったが、カルボキシル末端の染色のパタ
ーンは変化しなかった。著者らはアミノ末端の修飾はホルムアルデヒドで固定した組織の
免疫染色の結果を変化させ得ることを示したが、彼らはエタノールで固定した物質におい
てさえＡβＮ１７について弱い反応性を得た。ｐ３（Ａβ１７－４２）に対して特異的な
モノクローナル抗体［１６］を用いて、彼らは、このペプチドの沈着は主として、扁桃、
海馬及び傍海馬の領域におけるび漫性プラーク、異栄養神経線維及び神経炎性プラークの
コロナに限られていたことを見いだした。著者らは、アミロイド物質の初期の沈着及び神
経炎性プラークの起始におけるｐ３の特異的な役割を示唆した。Ｔｅｋｉｒｉａｎら［２
１］は、ＡＤに罹患した一連の脳及び対照において、び漫性プラークにおけるＡβＮ３（
ペプチド）＞ＡβＮ１（Ｄ）＞ＡβＮ１７（Ｌ）＞ＡβＮ１（ｒＤ）の存在を示した。
【００１１】
　カルボキシル末端における変動に関しては、ＡβＸ－４０、ＡβＸ－４２又はＡβＸ－

４３に対する抗体を用いた試験において、Ｐａｒｖａｔｈｙら［２２］は、ＡβＣ４０抗
体に対してのみ反応する神経炎性プラークのサブグループ及びＡβＣ４０とＡβＣ４２の
両方に対して反応するプラークのより大きいサブグループを見いだした。
【００１２】
　初期の試験で、び漫性プラークはカルボキシル末端において高度に特異的なＡβのプロ
ファイル及びアミノ末端においてかなり特異的なプロファイルを示し、後者は患者間及び
脳の異なる領域間のある程度の異質性にさらされることが確認された。それらにおけるよ
り短いＡβ１７－４２ペプチドの相対的含量に関して試験の間にかなりの変動があるが、
Ａβ１７－４２の存在は主としてび漫性プラークに限られているように思われる。Ｋｉｄ
ａら［１８］により実施された試験において、皮質及び皮質下領域のび漫性プラークにお
ける配列１２～１６を含むＡβペプチドについて染色は得られなかった。
【００１３】
　全体として考えると、最先端技術（ＳＡ）の結果は、Ｌａｒｎｅｒ［２３］により提案
されたように、アミノ末端において特異的であるＡβペプチドの形はび漫性プラークの発
生に本質的な役割を果たすことができ、そのためそれらが神経炎性プラークに変換される
ことを示唆している。したがって、切り詰められたアミノ末端を有する形を特異的に検出
し、したがって、び漫性プラークと神経炎性プラークとを明確に区別することができる抗
体は、アルツハイマー病の診断におけるツールとして極めて有用である。とりわけ、カル
ボキシル末端で終わるアミノ酸が異なるアミロイドペプチドの異なる形の割合によって神
経炎性プラークのサブグループを区別することができるものは、特に、それらが特異的な
疾患マーカーを構成するプラークのサブセットの定義に用いることができるならば、特に
有用であると思われる。β－アミロイドペプチドのアミノ酸１２～１６から構成された配
列に対して誘導され、Ａβ４０形よりＡβ４２形に対してより大きい親和力を有する本発
明のモノクローナル抗体は、両特性を満たしている。
【００１４】
　β－アミロイドペプチドの形を検出することができる抗体が特に有用である他の態様は
、生物学的液体中のこのペプチドの異なる形の濃度の分析によるアルツハイマー病の診断
にあると思われ、生化学的パラメーターに基づいて診断を促進し、病状発現前症例又は該
疾患を発現する特別のリスクがある症例を特定するために、また臨床試験に登録された患
者をモニタリングするために検討されている態様である。この目的のために、多くの試験
が脳脊髄液（ＣＳＦ）に焦点を合わせており、患者と健常対照とを区別することを可能に
するこの液体中に存在するβ－アミロイドペプチドの可溶性の形の濃度の変動があるかど
うかを検出することを目標としている。しかし、侵襲的な手技である腰椎穿刺を用いるこ
とを必要とするＣＳＦの分析を臨床診療におけるアルツハイマー病患者の診断及び日常的



(10) JP 2008-532984 A 2008.8.21

10

20

30

40

50

モニタリングに適用することはむしろ考え難い。したがって、現在までにほとんど研究が
公表されていないが、他の系統の研究は、該疾患の出現及び発生と相関すると思われる生
物学的マーカー（β－アミロイドペプチドの可溶性の形を含む）の血液及び尿中の濃度の
変動の検討に焦点を合わせている。これらによれば、ＡβＸ－４２及びＡβＸ－４０の血
漿中濃度は、ダウン症候群が存在する場合には増加するように思われ、また、正常者にお
いて年齢とともに増加する。血漿中のこれらの種の濃度の測定は現在診断に適用すること
ができないが、ＡβＸ－４２の血漿中濃度（ＡβＸ－４０の血漿中濃度はそうではない）
はアルツハイマー病患者において上昇し、疾患が進展するにつれて低下する［２８、２９
］。患者と対照との比較試験は未だ実施されていないが、β－アミロイドペプチドの可溶
性の形の存在が尿中にも検出された［３０］。血漿及び尿中に検出されるβ－アミロイド
ペプチドの濃度の大きさの程度が、健常者及び該疾患の異なる病期にある患者に対応する
プロファイルを定義することを困難にしており、β－アミロイドペプチドの可溶性形と前
記生物学的液体中に存在する他のタンパク質との可能な関連性は克服すべき他の困難であ
るが、これは積極的に追求されているアプローチであり、そのため、β－アミロイドペプ
チドを検出することを可能にするための、生物学的液体中に存在するβ－アミロイドペプ
チドの形と相互作用することができるモノクローナル抗体は、アルツハイマー病の診断に
おける非常に有用なツールであり得る。β－アミロイドペプチドの可溶性形と相互作用し
、尿などの生物学的液体中のそれらの存在を検出することができる本発明の抗体は、これ
らの診断技術を実施するために有用であると思われる抗体の１つである。さらに、それが
β－アミロイドペプチドのアミノ末端に近い領域に対して特異的に誘導されているという
事実は、前記末端が切り詰められている形のアミノ末端を保存するβ－アミロイドペプチ
ドの形の区別における問題に特有なものである。
【００１５】
　β－アミロイドペプチドのアミノ末端に近い領域に対して特異的に誘導された他のモノ
クローナル抗体並びにＡＤに関連する診断法におけるそれらの使用が記載された。例えば
、米国特許第４，６６６，８２９号は、アミノ末端に最も近いアミロイドペプチドの一部
に対して発生するモノクローナル抗体の生産を記載している。具体的には、配列番号１に
よって表される前記ペプチドの最初の１０残基（Ａｓｐ－Ａｌａ－Ｇｌｕ－Ｐｈｅ－Ａｒ
ｇ－Ｈｉｓ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｇｌｙ－Ｔｙｒ）を含む合成ペプチドを調製した。この抗
体によって認識されるエピトープはこれらのアミノ酸１～１０に含まれるが、本発明にお
いて請求する抗体は１２～１６のアミノ酸を含むエピトープを少なくとも認識する。この
モノクローナル抗体を認識する特定の配列と本発明のそれとが異なることと同様に、確定
するものは、異なる長さ及び／又はアミノ及びカルボキシル末端の変化を有するペプチド
の他の形に対する結合を考慮することなく、アミロイドペプチドのアミノ酸１～２８によ
り構成されているアルツハイマー病に特有なペプチドである、この特許で考慮されている
ものに対する用いる抗体の結合のみであるので、提案された診断技術のデザインも異なる
。さらに、生物学的液体中に存在するアミロイドペプチドの形を検出するその能力を実証
する実験的な証明は示されていない。
【００１６】
　さらに、特許出願ＰＣＴ　ＷＯ９０／１２８７１は、ＳＶ１７－６Ｅ１０と称するモノ
クローナル抗体の調製を記載している。この抗体は、アミロイドペプチドのアミノ酸１～
１７の配列と同等であるとみなされる配列番号２により表されるペプチド配列Ａｓｐ－Ａ
ｌａ－Ｇｌｕ－Ｐｈｅ－Ａｒｇ－Ｈｉｓ－Ａｓｐ－Ｓｅｒ－Ｇｌｙ－Ｔｙｒ－Ｇｌｎ－Ｖ
ａｌ－Ｈｉｓ－Ｈｉｓ－Ｇｌｎ－Ｌｙｓ－Ｌｅｕで免疫化することにより発生する。アミ
ノ酸１～１７を含む領域に対する他のモノクローナル抗体は、前述の市販のモノクローナ
ル抗体６Ｅ１０であり、これは、該製品に対応するデータシートの記述ｈｔｔｐ：／／ｗ
ｗｗ．ａｌｅｘｉｓ＿ｃｏｒｐ．ｃｏｍ／ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ：ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ
－ＳＩＧ－９３２０／ｏｐｆａ．１．１．ＳＩＧ－９３２０．３８６．４．１．ｈｔｍｌ
．に指摘されているように、特に、β－アミロイドペプチドのアミノ酸１～１７内でアミ
ノ酸３～８を含むエピトープを認識する。このエピトープは、本発明のＥＭＳモノクロー
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ナル抗体の領域よりアミノ末端に近い異なる領域に対応する。それは、び漫性プラークを
染色せず、神経炎性プラーク及び血管沈着物の異なる染色をもたらすことができるが、こ
の抗体はペプチドＡβ４２とＡβ４０との間の親和力の差を示すと思われない。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１７】
　したがって、ＥＭ５と称される本発明のモノクローナル抗体は、β－アミロイドペプチ
ドの配列における、既知の最先端技術において記述される抗体のいずれによっても認識さ
れない少なくとも１つのエピトープを認識するので、新規のツールである。したがって、
本発明の抗体は、アルツハイマー病の診断における適用に有用である。本発明の抗体は、
該疾患に本質的に関連しないび漫性プラークを検出せずに、神経炎性プラークを本質的に
検出する。神経炎性プラークのうちで、本発明のモノクローナル抗体は、β－アミロイド
ペプチドの沈着物と比較してそれらの分子組成が異なる神経炎性プラークのサブグループ
を検出することを可能にする。さらに、本発明のモノクローナル抗体は、溶液が尿などの
生物学的液体である場合を含んで、溶液中に存在するβ－アミロイドペプチドの形に結合
することが可能であり、前記ペプチドのその後の検出及び定量が可能である。
【００１８】
　本発明は、β－アミロイドペプチドにおける以下の配列に対応するエピトープを認識し
、
　Ｖａｌ－Ｈｉｓ－Ｈｉｓ－Ｇｌｎ－Ｌｙｓ　（配列番号３）
Ａβ４０イソ型に対するよりＡβ４２イソ型に対して大きい親和力を示すが、ペプチドが
可溶形、凝集形又はＳＤＳにより変性されているかどうかにかかわりなく、前記配列を含
むβ－アミロイドペプチドのイソ型に結合することができるモノクローナル抗体に関する
。
【００１９】
　本発明はまた、前記配列番号３を含むβ－アミロイドペプチドのイソ型に結合すること
ができる前記抗体のフラグメントに関する。
【００２０】
　本発明はまた、前記モノクローナル抗体を産生することができるハイブリドーマ細胞系
に関し、また、該モノクローナル抗体の産生を可能にする条件でハイブリドーマ細胞系及
び前記細胞系の培養を得ることによる前記抗体を産生する方法に関する。
【００２１】
　さらに、本発明は、配列番号３に結合することができる本発明の抗体又はその少なくと
も１つのフラグメントを含む組成物に関する。本発明の組成物の可能な実施形態は、抗体
又はそのフラグメントがそれを検出することができる物質に結合し、前記物質が、本発明
の抗体又はそのフラグメントに結合することができ、特定の物質の検出することができる
他の物質、例えば色素原への変換を触媒することができる酵素などのそれを検出すること
ができる物質に結合している第２抗体であることである。本発明の組成物の可能な他の実
施形態は、抗体又はそのフラグメントが、磁界が印加される場合に形成された抗原－抗体
又は抗原－抗体フラグメント複合体の溶液の分離を可能にする磁性粒子などの溶液中に存
在するβ－アミロイドペプチドのイソ型の抜き出しを促進するある種の物質又は粒子に結
合しており、それにより、前記溶液中に存在するβ－アミロイドペプチドのイソ型を濃縮
し、それらのその後の検出、同定及び／又は定量を促進することが可能であることである
。
【００２２】
　本発明はまた、配列番号３を含むβ－アミロイドペプチドのイソ型を検出するための配
列番号３に結合することができる本発明のモノクローナル抗体又はその少なくとも１つの
フラグメントの使用に関する。検出されるβ－アミロイドペプチドのイソ型は、個人から
採取した脳組織のサンプル中に、生物学的液体のサンプルのような溶液又はそれから得ら
れる溶液中に存在し得る、或いはβ－アミロイドペプチドのイソ型の可能な存在を検出す
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ることが同様に望ましいある種の他の非生物学的種類のサンプル中にさえ含まれ得る。
【００２３】
　最後に、本発明は、配列番号３に結合することができる本発明の抗体又はその少なくと
も１つのフラグメントを使用することによるβ－アミロイドペプチドのイソ型の検出に基
づくアルツハイマー病のｉｎ　ｖｉｔｒｏ診断の方法に関する。本発明の好ましい実施形
態において、β－アミロイドペプチドのイソ型は個人から採取した脳組織のサンプル中に
検出される。この場合、抗体又はそのフラグメントがそれらの検出を可能にすることがで
きる物質に結合しており、前記物質が、本発明の抗体又はそのフラグメントに結合するこ
とができるおそらく第２抗体であり、その検出を可能にすることができる他の物質に結合
している、本発明の組成物が特に有用であり得る。
【００２４】
　本発明の診断技術の他の好ましい実施形態において、β－アミロイドペプチドのイソ型
は、溶液中、好ましくは脳脊髄液、尿又は血液などの生物学的液体のサンプルから得られ
る、或いは血漿などの生物学的液体から得られる溶液中に検出される。本発明のこの第２
の実施形態において、抗体又はそのフラグメントが、磁界が印加される場合に、溶液から
形成された抗原－抗体又は抗原－抗体フラグメント複合体の分離を可能にする磁性粒子な
どの溶液中に存在するβ－アミロイドペプチドのイソ型の抜き出しを促進するある種の物
質又は粒子に結合しており、それにより、前記溶液中に存在するβ－アミロイドペプチド
のイソ型を濃縮し、それらのその後の検出、同定及び／又は定量を促進することが可能で
ある、本発明の組成物を使用することが好ましい。したがって、本発明の診断の方法は以
下の段階を含む。
ａ）生物学的液体又はそれから得られる溶液のサンプルに磁性粒子に結合した配列番号３
に結合することができる本発明の抗体又はその少なくとも１つのフラグメントを含む組成
物を加える段階と、
ｂ）β－アミロイドペプチドの少なくとも１つのイソ型と組成物に含まれている抗体又は
抗体のフラグメントとの間で抗原－抗体又は抗原－抗体フラグメント複合体が形成するの
に十分な時間待つ段階と、
ｃ）溶液から抗原－抗体又は抗原－抗体フラグメント複合体を抜き取るための磁界を印加
する段階と、
ｄ）溶液を除去する段階と、
ｅ）β－アミロイドペプチドの分子から抗体又は抗体のフラグメントを分離する段階と、
ｆ）生物学的液体又はそれから得られる溶液のサンプルから抜き取られたβ－アミロイド
ペプチドのイソ型を同定し、定量する段階。
【００２５】
　β－アミロイドペプチドのイソ型を抜き出す溶液は、脳脊髄液のサンプル、或いは血液
サンプルから得られる血漿サンプルの場合よりも得ることが簡単であるので、血液又は尿
のサンプルが好ましい。血液又は血漿及び尿の間では、生物学的液体のサンプルは、侵襲
的方法を使用せずに得ることができる尿サンプルであることが特に好ましい。しかし、Ｍ
ＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析などのβ－アミロイドペプチドのイソ型を同定し、定量する非
常に感度の高い方法を用いることが必須である。
【００２６】
　本発明者らによっても開発されたポリクローナル抗体ＥＭ２及びＥＭ３は、本発明の診
断の方法における付加的ツールとしても用いることができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２７】
　既に述べたように、本発明は、β－アミロイドペプチドにおける以下の配列に対応する
エピトープを認識するモノクローナル抗体ＥＭ５に関する。
　Ｖａｌ－Ｈｉｓ－Ｈｉｓ－Ｇｌｎ－Ｌｙｓ　（配列番号３）
【００２８】
　この配列は、ヒトβ－アミロイドペプチドの残基１２～１６の配列に対応する。したが
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って、前記抗体は、前記配列を含むβ－アミロイドペプチドのイソ型に結合することがで
き、それを欠くもの、例えば、いわゆるｐ３ペプチド（Ａβ１７－４２）及び切り詰めら
れたアミノ末端を有する他の形（Ａβ１７－Ｘ）を認識しないことが望まれる。下に示す
実施例で詳細に述べるモノクローナル抗体の特性評価において、ＥＭ５は、ヒトＡβの配
列の残基１２～１６を含むペプチド（この領域外の修飾を有するにもかかわらず）に結合
し、前記領域を欠くペプチドを認識しないことが示されている。該領域が修飾されている
場合、位置１３並びに位置５及び１０にアミノ酸の変化を有するペプチドＡβ１－２８（
げっ歯類）の場合と同様に、該ペプチドはもはやＥＭ５によって認識されない。
【００２９】
　さらに、試験により、該抗体は、可溶性形、凝集形又は変性された（ＳＤＳで）かどう
かにかかわりなく、残基１２～１６を含むＡβペプチドのイソ型に結合することが示され
ている。特に、下に示す実施例で述べる試験は、本発明の抗体は、脳組織のサンプル中に
存在するプラークの一部を構成する凝集したβ－アミロイドペプチドのイソ型、及び溶液
が尿などの生物学的液体のサンプルである場合を含む、溶液中に存在するβ－アミロイド
ペプチドのイソ型に結合することができることを示している。したがって、本発明の他の
態様は、その検出及び／又はその濃縮を可能にする物質に結合した、配列番号３に結合す
ることができる本発明の抗体又はその少なくとも１つのフラグメントを含む組成物に関し
、また、アルツハイマー病の診断におけるその使用に関する。
【００３０】
　本発明の抗体又はそのフラグメントがそれを検出することを可能にする物質に結合して
いるとき、抗体又はそのフラグメントに結合したβ－アミロイドペプチドのイソ型の存在
の検出及び／又はその定量は、本発明の抗体により認識される特定の配列を含むβ－アミ
ロイドペプチドのイソ型に結合した抗体又はそのフラグメントの検出及び／又は定量によ
って可能である。本発明の好ましい実施形態において、配列番号３に結合することができ
る抗体又はそのフラグメントが結合している物質は、本発明のモノクローナル抗体に結合
することができる第２抗体であり、第２抗体は、特定の物質の、その存在の検出を促進す
る特性を有する他の物質への変換を触媒することができる酵素に結合している。本発明の
最も好ましい実施形態において、酵素に結合した第２抗体がＤａｋｏ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｉｅｓ製のＥｎｖｉｓｉｏｎシステムの一部であり、変換が酵素によって触媒される物
質が色素原であり、反応を触媒する酵素がアルカリホスファターゼ（ニトロブルーテトラ
ゾリウムを色素原として用いる場合）又は西洋ワサビペルオキシダーゼ（ジアミノベンジ
ジンを色素原として用いる場合）のいずれかである。
【００３１】
　他の可能性は、本発明の抗体又はそのフラグメントが、前記抗体又はそのフラグメント
に結合したβ－アミロイドペプチドのイソ型の濃縮を促進する物質又は粒子に結合してい
ることである。この実施形態は、本発明の組成物を、溶液、特に、血液又は血漿、尿又は
脳脊髄液のようにそれらの濃度が低い溶液中に存在するβ－アミロイドペプチドのイソ型
の検出及び／又は定量に用いる場合に好ましい。該物質又は粒子は、例えば、免疫沈降に
よる前記溶液からの抗原－抗体複合体の容易な分離を可能にするようなものである。前記
粒子の好ましい例は、本発明の抗体により認識される特定の配列を含むβ－アミロイドペ
プチドのイソ型に結合することができる本発明の抗体又はそのフラグメントに結合してい
るとき、抗体又はそのフラグメントに結合したβ－アミロイドペプチドのイソ型が、適切
な磁界が印加された場合に溶液から抜き出されることを可能にする磁性粒子である。その
後、β－アミロイドペプチドのイソ型は、抗体又はそのフラグメントから分離することが
でき、次いで、検出、同定及び／又は定量することができる。適切な方法は、特に、ＭＡ
ＬＤＩ－ＴＯＦ（マトリックス支援レーザー脱離イオン化時間飛行）として知られている
質量分析である。
【００３２】
　既に述べたように、本発明の抗体により認識される特定の配列を含むβ－アミロイドペ
プチドのイソ型に結合することができる本発明の抗体又はそのフラグメント、並びにそれ
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らのうちの少なくとも１つを含む組成物は、アルツハイマー病のｉｎ　ｖｉｔｒｏ診断に
用いることができる。本発明の抗体により認識される特定の配列を含むβ－アミロイドペ
プチドのイソ型に結合することができる本発明の抗体又はそのフラグメントを利用する、
並びに前記抗体又は前記フラグメントを含む組成物を利用するアルツハイマー病のｉｎ　
ｖｉｔｒｏ診断の方法は、本発明の範囲内にある。前記診断は、本発明のモノクローナル
抗体により認識される配列を含むアミロイドペプチドのイソ型が支配的である沈着物の存
在（アルツハイマー病の発現に特有な沈着物である神経炎性プラーク及び血管沈着物）が
選択的に明らかにされる脳組織において行うことができ、支配的イソ型が本発明のモノク
ローナル抗体により認識される配列を欠くもの、すなわち、該モノクローナル抗体又はそ
のフラグメントの結合を示さないイソ型Ａβ１７－Ｘである沈着物（び漫性プラーク）で
起ることと対照的に、前記抗体により認識される特定の配列に結合することができる本発
明のモノクローナル抗体又はそのフラグメントの前記沈着物に対する結合の存在を検出す
る。神経炎性プラーク及び血管沈着物に対する抗体の結合は、本発明の抗体又はそのフラ
グメントに加えて、本発明のモノクローナル抗体に結合することができ、定義された物質
の、その存在の検出を促進する特性を有する色素原などの他の物質への変換を触媒するこ
とができる酵素に結合している第２抗体を含むものの１つのような組成物により明らかに
される。脳組織における本発明の診断技術の最も好ましい実施形態において、診断の方法
は、ＡβＸ－４２（ＥＭ３）又はＡβＸ－４０（ＥＭ２）のいずれかを認識するポリクロ
ーナル抗体ＥＭ２及びＥＭ３の付加的使用により補足される。両抗体はまた、本発明の著
者らのグループによって以前に開発された［２４］。
【００３３】
　本発明の診断の方法の他の実施形態は、脳脊髄液、尿又は血液、或いはこの最後に言及
した場合においては、それから得られる血漿などのβ－アミロイドペプチドのイソ型を含
むことが知られている生物学的液体において実施することができる。脳脊髄液を得るため
に穿刺が必要であるので、侵襲的方法を用いずに得ることができる血漿又は尿、特に後者
を使用することが好ましい。本発明の診断の方法は、本発明の抗体又はそのフラグメント
に結合するβ－アミロイドペプチドのイソ型の濃縮を促進するある種の物質又は粒子に結
合した前記抗体又はそのフラグメントを含む組成物を用いることが好ましい。既に述べた
ように、β－アミロイドペプチドのイソ型の濃縮を促進する粒子は、β－アミロイドペプ
チドのイソ型との間で形成する複合体を含む溶液に磁界の作用を受けさせるとき、吸引な
どの方法を用いて容易に廃棄することができる溶液から磁性粒子を抜き出すことができる
ように、抗体又はそのフラグメントに結合している磁性粒子であることが好ましい。完全
な抗体を用いる場合、磁性粒子への抗体の結合がその安定性を増大させるために共有結合
によってもたらされることが特に好ましいが、抗体の結合能力を低下させないように、前
記共有結合の成立はできる限り抗原結合部位を避けるようにし、したがって、結合が抗体
のＦｃフラグメントのヒスチジンに富むゾーン又は前記ゾーンのグリコシド鎖において優
先的に起る方法が好ましい。これに関連して、Ｆｕｅｎｔｅｓら［２６］により記載され
た磁性粒子に抗体を結合させる方法が特に好ましい。
【００３４】
　β－アミロイドペプチドのイソ型の結合複合体が溶液から分離されたならば、アセトニ
トリル及びトリフルオロ酢酸を用いることができる、抜き取られたβ－アミロイドペプチ
ドのイソ型の検出及び／又は定量の前に抗体又はそのフラグメントの前記イソ型の分離が
好ましい。尿中のβ－アミロイドペプチドのイソ型の濃度は通常かなり低いので、検出及
び／又は定量は、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析などの非常に感度の高い方法を用いて行う
ことが好ましい。
【００３５】
　本発明の他の態様は、本発明のモノクローナル抗体を産生することができるハイブリド
ーマ細胞系である。本発明の好ましい実施形態において、前記細胞系は、ＫＬＨ（スカシ
ガイヘモシアニン）に結合したペプチドＡβ１－４０で免疫化したＢＡＬＢ／ｃマウスの
脾細胞のマウスミエローマ系Ｐ３／Ｘ６３－Ａｇ．６５３との融合により得られる。
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【００３６】
　最後に、本発明の他の態様は、ハイブリドーマ細胞から開始する本発明のモノクローナ
ル抗体の産生及び精製の方法である。本発明の好ましい実施形態において、該方法は、前
述のハイブリドーマ細胞系の生成、及び事前にプリスタンを投与したＢＡＬＢ／ｃマウス
の腹水としてそれを増殖させることを含む。モノクローナル抗体は、プロテインＡ－セフ
ァロース（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）のカラム中のアフィニティクロマトグラフィーによりこ
の復水から精製する。本発明の特に好ましい実施形態において、用いるハイブリドーマ細
胞は、Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅｓ（
ＥＣＡＣＣ）（ＣＡＭＲ、Ｐｏｒｔｏｎ　Ｄｏｗｎ、Ｓａｌｉｓｂｕｒｙ、Ｗｉｌｔｓｈ
ｉｒｅ、Ｕｎｉｔｅｄ　Ｋｉｎｇｄｏｍ）において２００６年３月１日に寄託が要求され
、アクセス番号０６０３０１０１が付与された「ＥＭ５クローンＡ」と称される系統から
のものである。
【００３７】
　本発明及びその好ましい実施形態を以下の実施例を用いてより詳細に述べる。
【実施例】
【００３８】
（実施例１）
抗体の産生
　本発明で用いるポリクローナル抗体ＥＭ２及びＥＭ５は、以前に報告した方法［２４］
で生成させた。
【００３９】
　ＥＭ５モノクローナル抗体の産生のために以下の処置を行った。
【００４０】
　ハイブリドーマの生成
　ＢＡＬＢ／ｃマウスに、ＫＬＨ（スカシガイヘモシアニン）に結合させ、リン酸緩衝生
理食塩水（ＰＢＳ）に溶解し、同量のフロイント完全アジュバントで乳化した４０μｇの
ペプチドＡβ１－４０を皮下注射した。マウスにフロイント不完全アジュバントで隔週ご
とに３回注射を繰り返した。融合の３日前に、マウスにＰＢＳ中２５μｇのＡβ１－４０

－ＫＬＨを腹腔内注射した。融合当日に、マウスミエローマ系Ｐ３／Ｘ６３－Ａｇ．６５
３で免疫化した動物の脾細胞を確立された方法［２５］に従ってポリエチレングリコール
１４００（Ｓｉｇｍａ）を用いて融合させた。融合細胞を１ウエル当たり１０５細胞の密
度で無菌の９６ウエルプレートに分配し、ヒポキサンチン、チミジン及びアミノプテリン
を含む培地中で選択した。抗体産生ハイブリドーマは、後に述べるＥＬＩＳＡにより同定
した。
【００４１】
　ハイブリドーマのスクリーニング
　ポリスチレン製マイクロタイタープレート（Ｍａｘｉｓｏｒｂ、Ｎｕｎｃ）を炭酸緩衝
液５０ｍＭ、ｐＨ９．６（被覆緩衝液）中５μｇ／ｍｌのＡβ１－４０で４℃で一夜被覆
した。プレートをＰＢＳ中０．０５％のＴｗｅｅｎ２０（ＰＢＳ－Ｔ）で洗浄し、非特異
的結合部位をＰＢＳ－Ｔ中２％のウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）（ブロッキング溶液）で
３７℃で１時間ブロックした。洗浄後、プレートを、ブロッキング溶液で２倍に希釈した
組織培養上清とともに１時間インキュベートした。プレートを再び洗浄し、西洋ワサビペ
ルオキシダーゼ（Ｓｉｇｍａ）を結合させたヤギ抗マウスＩｇＧとともに３７℃で１時間
インキュベートした。洗浄後、基質（クエン酸緩衝液１００ｍＭ、ｐＨ５．０中０．０５
％ｏ－フェニレンジアミン及び０．０１５％過酸化水素）を溶液に加えた。１０分後に２
．５Ｍ硫酸を用いて反応を停止させ、４９２ｎｍでの吸光度をマイクロプレートリーダー
により測定した。上清が無関係のハイブリドーマ（抗グリアジン抗体）の上清について得
られた値の少なくとも２倍の吸光度値をもたらしたハイブリドーマを選択した。特異抗体
を産生したハイブリドーマを限界希釈法を用いて繰返しクローンし、ゲル免疫沈降により
濃縮した細胞培養上清中のモノクローナル抗体のイソ型を特異抗血清（Ｓｉｇｍａ）を用
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いて定量した。選択したハイブリドーマを事前にプリスタンを投与したＢＡＬＢ／ｃマウ
スの腹水として増殖させた。
【００４２】
　モノクローナル抗体の精製
　腹水からのＥＭ５モノクローナル抗体をプロテインＡ－セファロース（Ｐｈａｒｍａｃ
ｉａ）のカラムを用いたアフィニティクロマトグラフィーにより精製した。精製した抗体
をＰＢＳ中で十分に透析し、使用するまで－８５℃で保存した。
【００４３】
（実施例２）
見かけの解離定数の計算：ペプチドＡβ１－４０及びＡβ１－４２に対する親和力
　Ｎ－ｔ－ブチルオキシカルボニル法を用いてＹａｌｅ大学のＷＭ　Ｋｅｃｋプラントで
合成された最近溶解した固定化ペプチドＡβ１－４０及びＡβ１－４２を用いてＥＭ５及
び６Ｅ１０モノクローナル抗体の親和力を検討するためにＥＬＩＳＡを用いた。
【００４４】
　ポリスチレンマイクロタイタープレート（Ｉｍｍｕｌｏｎ２、Ｄｙｎｅｘ　Ｔｅｃｈｎ
ｏｌｏｇｙ　Ｉｎｃ．、Ｃｈａｎｔｉｌｌｙ、ＶＡ）を炭酸／重炭酸緩衝液、ｐＨ９．６
中で最近溶解又は凝集した０．５μｇのペプチドＡβ１－４０又はＡβ１－４２で４℃で
１６時間被覆した。Ｓｕｐｅｒｂｌｏｃｋ（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．）
でブロックした後、漸増濃度の精製ＥＭ５（ＴＢＳ－Ｔ中０～０．５ｎＭ、１ウエル当た
り１００μｌ）をＡβで被覆したウエルに加え、３７℃で３時間インキュベートした。結
合したＥＭ５を西洋ワサビペルオキシダーゼを結合させたヤギ抗マウスＩｇＧのＦ（ａｂ
’）２フラグメント（１：３０００、Ａｍｅｒｓｈａｍ）により検出した。３，３’，５
，５’－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）（ＢｉｏＲａｄ、Ｈｅｒｃｕｌｅｓ、ＣＡ）
を用いて１５分間反応を起こさせ、反応を２Ｍ硫酸を用いて停止させ、マイクロプレート
リーダー（Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、Ｗａｔｅｒｔｏｗｎ、ＭＡ）で
４５０ｎｍで定量した。市販の抗体６Ｅ１０（Ｓｅｎｅｔｅｋ、ＰＬＣ）の親和力を精製
ＩｇＧ抗体の調製物を用いて同様なプロトコールに従って検討した。非線型回帰分析、見
かけの解離定数の推定及びＦ比を計算することにより統計的有意性を見いだすためのタン
パク質結合データの比較をＧｒａｐｈＰａｄ製のＰｒｉｓｍソフトウェア（ＧｒａｐｈＰ
ａｄ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）を用いて評価した。
【００４５】
　図１に最近溶解し、凝集させたＡβペプチドに対するＥＭ５及び６Ｅ１０モノクローナ
ル抗体のＥＬＩＳＡにおける結合に対応する飽和曲線を示す。すべての場合に高い親和力
が認められ、見かけの解離定数はピコモル範囲にあった。これらの抗体のいずれも最近調
製又は凝集形のＡβに対する特異な親和性を示さなかった。興味深いことに、６Ｅ１０は
Ａβ１－４０及びＡβ１－４２に対して同等の親和力を示したが、ＥＭ５はＡβ４２に対
してＡβ４０に対するよりも大きい親和力を示した（ｐ＜０．０１）（最近調製及び凝集
したＡβ４２に対してそれぞれ１３．７ｐＭ及び１５．５ｐＭ、並びに最近調製及び凝集
したＡβ４０に対してそれぞれ３７．５ｐＭ及び３７．０ｐＭ）。
【００４６】
（実施例３）
免疫転移分析
　ＥＭ５によるＡβ１－４０及びＡβ１－４２の特異的認識を検討し、免疫転移分析によ
りＥＭ２及びＥＭ３ポリクローナル抗体と比較した。このために、Ａβペプチド（０．５
μｇ／レーン）を１６％アクリルアミド、トリス－トリシン－ＳＤＳ中ＰＡＧＥ電気泳動
に供した。１０％メタノールを含む３－シクロヘキシルアミノ－１－プロパンスルホン酸
、ｐＨ１１を用いてペプチドを４００ｍＡで４℃で１時間電気泳動によりポリ（フッ化ビ
ニリデン）膜（Ｉｍｍｏｂｉｌｏｎ－Ｐ、Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）に転移させた。膜を５％
粉末スキムミルクを含むＴＢＳ－Ｔで４℃で１６時間ブロックし、次いで、２μｇ／ｍｌ
のＩｇＧｓ　ＥＭ２、ＥＭ３又はＥＭ５とともに室温で１時間インキュベートした。西洋
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ワサビペルオキシダーゼ（Ａｍｅｒｓｈａｍ）に結合させ、１：２０００に希釈したヤギ
抗ウサギＩｇＧ（ＥＭ２及びＥＭ３）又はヤギ抗マウスＩｇＧ（ＥＭ５）を第２抗体とし
て用いた。製造業者の仕様に従って化学ルミネセンス（Ａｍｅｒｓｈａｍ）により免疫転
移を可視化した。
【００４７】
　結果を図２に示す。これに見られるように免疫転移実験において、ＥＭ５はＡβ１－４

０及びＡβ１－４２ペプチドの両方に対する免疫反応性を示した（ＥＬＩＳＡによって得
られた結果を裏づけている）が、抗体ＥＭ２及びＥＭ３は、以前に記載されたように［２
４］それぞれペプチドＡβ１－４０又はＡβ１－４２を認識することができたにすぎなか
った。これらの結果は、ＥＭ５モノクローナル抗体が、ＳＤＳで処理したサンプル中で保
存されている両ペプチドに共通の特定の直線エピトープに結合するという見解を裏づけて
いる。全体として、本発明者らの結果は、ＥＭ５が可溶形、凝集形及び変性形（ＳＤＳで
）のＡβペプチドを認識することができることを示しており、Ａβ４２に対するわずかな
優先的な結合はおそらく該ペプチドの疎水性の増加の結果であると考えられる。
【００４８】
（実施例４）
エピトープの位置推定
　ＥＭ５抗体により認識された正確なエピトープの正確な位置推定のために、一連の合成
Ａβペプチドに対する抗体の結合を解析した。ペプチドＡβ１－１６、Ａβ１－２８及び
Ａβ２５－３５は、Ｓｉｇｍａ（Ｓａｎ　Ｌｕｉｓ、ＭＯ）から入手し、ペプチドＡβ１

－４２、Ａβ１－４２（Ｅ２２Ｑ）、Ａβ１－４０、Ａβ１－４０（Ｅ２２Ｇ）、Ａβ１

－４０（Ｅ２２Ｑ）、Ａβ１－２８（げっ歯類）、Ａβ１－２８（Ｅ２２Ｑ）、Ａβ１７

－４０、Ａβ１６－４２及びＡβ２５－３５は、Ｎ－ｔ－ブチルオキシカルボニル法を用
いてＹａｌｅ大学のＷＭ　Ｋｅｃｋプラントで合成され、Ａβ２１－２８、Ａβ２１－２

８（Ｅ２２Ｑ）、Ａβ３７－４１及びＡβ３７－４０は、通常のＦｍｏｃ法を用いてＰｅ
ｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　Ｕｎｉｔ（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｙ　Ｃｅｎｔｅｒ、Ｍａｄｒｉｄ）において合成された。ペプチドＡβ３７－４２及
びＡβ３７－４９の設計は、配列ＣＳＧＧＳＧＧＧ（配列番号４）を有していた結合のた
めのシステイン残基を有するアミノ末端におけるテイルを含んでいた。すべてのペプチド
を高速液体クロマトグラフィーにより逆相モードで精製し、それらの純度をＭＡＬＤＩ－
ＴＯＦ質量分析により評価した。
【００４９】
　ａ）抗体捕捉ＥＬＩＳＡ
　試験を行うために、平底ポリスチレン製マイクロタイタープレート（Ｉｍｍｕｌｏｎ２
、Ｄｙｎｅｘ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｃ．、Ｃｈａｎｔｉｌｌｙ、ＶＡ）を炭酸－
重炭酸緩衝液０．１Ｍ、ｐＨ９．６中１μｇ／ウエルの対応するＡβペプチドで４℃で１
６時間被覆した。２％ＢＳＡを含むＮａＣｌ１５０ｍＭ、トリス２０ｍＭ、０．０５％Ｔ
ｗｅｅｎ２０、ｐＨ７．４（ＴＢＳＴ）でブロックした後、ＥＭ５抗体の連続希釈物（２
０～０．０２ｍｇ／ｍｌのＩｇＧフラクション）を３７℃で１時間インキュベートした。
ペルオキシダーゼに結合させた抗マウスＩｇＧ（Ｓｉｇｍａ、Ｓａｎ　Ｌｕｉｓ、ＭＯ）
を１：２０００に希釈し、３７℃で３０分間適用した。反応をＴＭＢ（ＢｉｏＲａｄ、Ｃ
Ａ）で発生させ、２Ｍ硫酸で停止し、４５０ｎｍで定量した。非特異的結合を測定し、第
１抗体を除去した。
【００５０】
　結果を図３に示す。図の上部に各ペプチドと２０μｇ／ｍｌの抗体とのインキュベーシ
ョンに対応して得られた吸光度値に対応する棒グラフを示す。ＥＭ５は、ヒトＡβの配列
の残基１２～１６を含むペプチドに結合することが示され、この領域を欠くペプチドを認
識することができなかった。さらに、この領域外の修飾を有する突然変異体（Ａβ１－４

２（Ｅ２２Ｑ）、Ａβ１－４０（Ａ２１Ｇ）、Ａβ１－４０（Ｅ２２Ｇ）、Ａβ１－４０

（Ｅ２２Ｑ））は野生型ペプチドと比較したとき同様な結合を示したが、位置５、１０及
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び１３にアミノ酸の３つの変化を示すＡβ１－２８（げっ歯類）ペプチドはＥＭ５により
認識されなかった。
【００５１】
　ｂ）消化し、免疫沈降させたβ－アミロイドペプチドの質量分析
　結果を確認するために、トリプシン又はα－キモトリプシンによる消化により得られた
Ａβ１－４２由来の一連のペプチドを、ＥＭ５抗体を被覆した磁性粒子と接触させ、以下
のステップを行う追加の試験を行った。
【００５２】
　ペプチドを消化するために、０．０２５μｇの酵素を含む０．５μｌのトリプシン又は
α－キモトリプシンを、１μｇのペプチドを含む重炭酸アンモニウム５０ｍＭ中β－アミ
ロイドペプチドの１０μｌ分割量に加えた。インキュベーションは、３７℃で２時間行っ
た。行った消化の概略を表１に示す。
【００５３】
　ＥＭ５モノクローナル抗体を磁性粒子上に固定化するために、ＥＭ５の５μｌ分割量（
１．１ｍｇ／ｍｌ）をヤギ抗マウスＩｇＧを被覆した５０μｌのＤｙｎａｂｅａｄｓ　Ｍ
４５０とともに室温で２時間インキュベートした。複合体を二方向撹拌（ローターで）し
ながらＰＢＳで４回洗浄した。
【００５４】
　免疫沈降を行うために、トリプシン（又はα－キモトリプシン）で消化したβ－アミロ
イドペプチドの１０μｌ分割量を磁性粒子上に固定化した５０μｌのＥＭ５とともにロー
ターで３７℃で１時間インキュベートした。磁性－免疫沈降物複合体を同じローターでＰ
ＢＳで４回洗浄し、上清を吸引し、廃棄した。
【００５５】
　消化免疫沈降β－アミロイドペプチドの質量分析のために、磁性複合体に含まれた免疫
沈降ペプチドを２０μｌの５０％アセトニトリル／０．３％トリフルオロ酢酸を用いて遊
離させた。５μｌのこの溶液を５μｌの０．１％トリフルオロ酢酸／アセトニトリル（２
：１）中飽和α－シアノ－４－ヒドロキシケイ皮酸と混合した。次いで、容積０．５μｌ
のこの溶液を先細りステンレススチールプローブにのせ、室温で乾燥させた。可視化光学
器械構成部分及びＮ２レーザー（３３７ｎｍ）を備えたイオン源を装着したＢｒｕｋｅｒ
製ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析計Ｒｅｆｌｅｘ　ＩＩでサンプルを測定した。質量スペク
トルは、リニアディテクタで２８．５ｋＶ及び１．５ｋＶの加速電圧でポジティブリニア
モードで記録し、放射束密度閾値以下の２００レーザー単一ショットスペクトルを累積し
た。３～５選択入射点から放射された高強度の良好な分解能を有する質量シグナルのみを
考慮に入れた。すべてのＭＡＬＤＩスペクトルをペプチドの標準化混合物［アンジオテン
シンＩＩ（１０４７．２）、副腎皮質刺激ホルモンの１８～３９フラグメント（２４６６
．７）及びインスリン（５７３４．６）；Ｓｉｇｍａ］を用いて外部較正した。
【００５６】
　分析したぺプチドの特性並びに得られたデータを以下の表１に要約する。
【００５７】
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【表１】

【００５８】
　これらのペプチドの各々（１～５）及び消化を行わなかったペプチド（６）の配列を図
４に示す。図において免疫沈降物質のＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析の結果により、ＥＭ５
抗体によって認識されたエピトープに対応すると思われるゾーンに陰影を付した。
【００５９】
　前記図４でわかるように、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析による免疫沈降物質の分析は、
ＥＭ５が消化混合物から残基１１～１６（陰影を付した領域）を含むペプチドの各フラグ
メントを抜き出すことができたことを示す。この領域外のペプチドのフラグメントは溶液
から回収されなかった。これらの結果は、ＥＬＩＳＡ及び免疫転移分析によって得られた
データを確認するものである。
【００６０】
　結論すると、一連のＡβペプチドに対する抗体の差別的反応性は、ＥＭ５がＡβペプチ
ドの残基１１～１６を認識することを示している。とりわけ、げっ歯類Ａβ１－２８ペプ
チド（１～２８Ｒ）における残基１２の突然変異は抗体によるその認識を阻害するという
事実によって示されるように、残基１２～１６の関与が基本的である。得られたデータか
らは十分には確認されていないが、その一部として、エピトープのコンフォーメーション
における残基１１（Ｅ）の関与は除外することはできない。
【００６１】
（実施例５）
免疫組織化学：抗体の組織反応性
　び漫性プラークに対立するものとしてのアルツハイマー病に特有の沈着物（神経炎性プ
ラーク及び血管沈着物）を明らかにするためのＥＭ５抗体の妥当性を実証するために、ア
ルツハイマー病に罹患した脳組織の切片の免疫染色を、抗体ＥＭ２（Ａβ４０ペプチドの
カルボキシル末端に対するポリクローナル抗体）、ＥＭ３（Ａβ４２ペプチドのカルボキ
シル末端に対するポリクローナル抗体）及びＥＭ５（Ａβペプチドの残基１２～１６に対
する特異性が実証されたモノクローナル抗体）を用いて行った。ＥＭ２及びＥＭ３は、初
期の試験［２４］で用いた。
【００６２】
　脳組織の処理及び免疫組織化学に選択した部位
　脳組織は、Ｔｉｓｓｕｅ　Ｂａｎｋ　ｆｏｒ　Ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｖｅｓ
ｔｉｇａｔｉｏｎｓ（Ｍａｄｒｉｄ）により供給された。明確なＡＤを有する男性３例、
女性３例の６例の対象を試験に含めた。それらの年齢範囲は、６８～７５歳であった。す
べての場合に、ＡＤの診断はＣＥＲＡＤ（アルツハイマー病の登録を確立するためのコン
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ソーシアム（Ｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍ　ｔｏ　Ｅｓｔａｂｌｉｓｈ　ａ　Ｒｅｇｉｓｔｒｙ
　ｆｏｒ　Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ’ｓ　Ｄｉｓｅａｓｅ））［１０］の臨床病理ガイドライ
ンに基づくものであった。いずれの患者も他の神経学的所見、例えば、パーキンソン病又
は著しい血管変化を有さなかった。すべての脳を脳バンクの切断、固定及び包埋のプロト
コールに従って組織学的検査用に処理した。死後期間は、１０～１８時間であった。剖検
直後に脳の半分（大脳半球、小脳及び脳幹の中央矢状切断により得た）を４％リン酸塩で
緩衝したホルムアルデヒドで固定した。３～４週間の固定後に、ＡＤに有意な関わりのあ
るすべての皮質及び皮質下部位から組織のブロックを得、エタノールで徐々に脱水し、キ
シレンによる組織の清澄化した後、パラフィンに包埋した。すべての場合に、頭頂後頭外
側皮質、側頭側方皮質（これらの２つの部位はＣＥＲＡＤガイドライン［１０］により推
奨されている）、海馬、尾状核－被殻（尾状核の頭部）及び小脳半球の皮質に対応する５
μｍ組織切片を免疫組織化学検査のために最初のパラフィンブロックから得た。非特異的
アミロイド染色の対照として、アミロイド免疫組織化学用に処理したものに連続する切片
について修正メテナミン－銀染色を行った。
【００６３】
　抗体及び免疫染色プロトコール
　用いた一次抗体は、ＥＭ２、ＥＭ３及びＥＭ５であった。ＥＭ２及びＥＭ３は、初期の
試験［２４］で用いた。切片を一次抗体とともに室温で３０分間インキュベートした。ポ
リクローナル抗体は、ニトロブルーテトラゾリウム（ＮＢＴ）を色素原として用いてアル
カリホスファターゼ（ＡＰｈ）を含むＥｎｖｉｓｉｏｎシステム（Ｄａｋｏ　Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｉｅｓ）により検出し、ＥＭ５は、前述のシステム又はジアミノベンジジン（Ｄ
ＡＢ）を色素原として用いて西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）を含むＥｎｖｉｓｉ
ｏｎシステム（Ｄａｋｏ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）のいずれかにより検出した。共局
在法の場合、ポリクローナル抗体は常にＡＰｈを含むＥｎｖｉｓｉｏｎシステム（色素原
としてＮＢＴを用いた）により検出したが、ＥＭ５はＨＲＰを含むＥｎｖｉｓｉｏｎシス
テム（色素原としてＤＡＢを用いた）により検出した。
【００６４】
　二重及び単一免疫染色
　抗体の各対の共局在の程度並びにそれらの各々の最適作業希釈の確立の目的のための予
備的操作として、第１の一次抗体としてＥＭ５を、第２の一次抗体としてＥＭ２又はＥＭ
３を用いた二重免疫染色法を用いた。２症例の頭頂後頭皮質の組織切片に限定した試験の
この段階中、第１の一次抗体としてのＥＭ５の使用は、二重免疫染色法において第１の抗
体として用いたとき、他の２つの抗体のマスキング効果を除外したことが立証された。両
選択パラフィンブロックの連続切片において、ＥＭ５の漸増希釈物（１：５０、１：１０
０、１：５００、１：１０００及び１：２０００）をＥＭ２又はＥＭ３の漸減希釈物（１
：２０００、１：１０００、１：５００、１：１００及び１：５０）で共局在した。ＥＭ
２抗体がＥＭ５により高度に共局在されたことが認められたので、試験の残りは、ＥＭ５
及びＥＭ３により示される反応性の異なるパターンを実証することを目的とした。この目
的のために、すべての選択した部位の切片におけるその後の二重免疫染色をすべての例に
おいて第１の一次抗体としてのＥＭ５（１：１０００希釈）及び第２の一次抗体としての
ＥＭ３（１：１０００希釈）の使用に限定した。さらに、同じ組織における各抗体により
示される反応性のパターンのより正確な可視化のために、ＥＭ５、ＥＭ２又はＥＭ３を一
次抗体として用いて各ブロックの連続切片における単一染色を行った。試験のこの部分の
主目的が抗体の間の定量的な差ではなく、免疫反応性の異なるパターンを定性的に比較す
ることであるので、染色の結果は定量化しなかった。
【００６５】
　結果
　症例のうちの１例の結果は、前述した分布とともに示した図５で確認することができる
、すなわち、
　（Ａ）及び（Ｂ）：色素原としてＮＢＴを用いて一次抗体としてのＥＭ５（Ａ）及びＥ
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Ｍ３（Ｂ）で免疫染色した後頭皮質の同じゾーンの連続切片。プラークの位置の推定を容
易にするために血管（Ｖ）を標識している。ＥＭ３（Ｂ）は、び漫性プラーク（ＤＰ）及
び神経炎性プラーク（ＮＰ）並びに血管（Ｖ）中の沈着物を明らかにしているが、ＥＭ５
（Ａ）は、び漫性プラークに対してはそうではないが、血管及び一部の神経炎性プラーク
のより強い染色をもたらす。
　（Ｃ）：一次抗体としてＥＭ３（色素原としてＮＢＴ（青色）を用いた）及びＥＭ５（
色素原としてＤＡＢ（褐色）を用いた）を用いた二重免疫染色法の高倍率の顕微鏡写真。
神経炎性プラーク及び血管の壁の二重免疫染色が認められる。
　（Ｄ）及び（Ｅ）：ＥＭ５（Ｄ）又はＥＭ２（Ｅ）のいずれかを用いて免疫染色した後
頭皮質の同じ部位の連続切片。再び、プラークの同定を促進するために血管（Ｖ）を標識
した。血管及び神経炎性プラークが両抗体と反応することを確認することができる。より
少数の神経炎性プラークがＥＭ５よりＥＭ２により染色され、び漫性プラークはそれらの
いずれとも反応しない。
　（Ｆ）：後頭皮質の組織の同じ切片における一次抗体としてＥＭ２（色素原としてＮＢ
Ｔ（青色）を用いた）及びＥＭ５（色素原としてＤＡＢ（褐色）を用いた）を用いた二重
免疫染色法による高倍率の顕微鏡写真。血管壁及び神経炎性プラークにおける両抗体の反
応性の正確な共局在が認められる。
【００６６】
　１例を除くすべての症例が、試験したすべての抗体と反応する顕著な軟膜及び皮質内血
管アミロイド沈着物を示している。すべての陽性症例において、血管アミロイド沈着物の
免疫反応性は、ＥＭ３（図５Ｂ）とよりもＥＭ２（図（５Ｅ））及びＥＭ５（図（５Ａ）
及び（５Ｄ））との間で顕著（より広範かつより強い）であった。ＥＭ２及びＥＭ５は、
このレベルで顕著に共局在している（図（５Ｆ））。予想通り、新皮質領域及び海馬はび
漫性及び神経炎性プラークの高い密度を示したが、小脳皮質及び線条体はび漫性アミロイ
ド沈着物のみを示した。ＥＭ３抗体とともにインキュベートした切片は、び漫性及び神経
炎性プラークとの反応性を示した（図（５Ｂ））。それらを修正メテナミン銀法により染
色した連続切片と比較したとき、ＥＭ３は各切片に存在したすべてのプラークを染色した
ことが示された。さらに、ＥＭ３抗体は一部のニューロン体を染色した。ＥＭ２及びＥＭ
５は、未熟神経炎性プラーク（核を含まない）及び成熟経炎性プラーク（核を含む）を染
色し、再び高度の共局在を示した（図（５Ｆ））。ＥＭ２は、皮質領域においても皮質下
領域においてもび漫性プラークと反応しなかった（図（３Ｅ））。ＥＭ５及びＥＭ２によ
る二重免疫染色は、一部の神経炎性プラークにおいて両抗体の共局在を示しているが、Ｅ
Ｍ５を非常に低い希釈度（１：５０）でインキュベートしたとき、このレベルである程度
の共局在が認められたが、び漫性プラークにおいては示していない（図（５Ｃ））。線条
体の切片において豊富なＥＭ３陽性び漫性プラークを示した１症例においてのみ、それら
の一部が作業希釈度（１：５００）でＥＭ５によって非常にわずかに染色された。この同
じ症例は、小脳皮質におけるび漫性プラークのＥＭ５との反応性を示さなかった。線条体
及び小脳の切片が可変量のび漫性プラークを示した他のすべての症例において、それらの
いずれもＥＭ５抗体に対して反応性でなかった。ＥＭ２もＥＭ５も存在するすべての神経
炎性プラークを染色するとは限らないように思われた（図（５Ａ、Ｄ）を参照）。しかし
、血管アミロイド沈着物の免疫反応性の場合に認められたように、ＥＭ２又はＥＭ５に対
して反応性の神経炎性プラークは、ＥＭ３によるより強く染色された。１症例におけるす
べての抗体に対する血管の陰性及びこの同じ脳における線条体の一部のび漫性プラークの
軽度の陽性は別として、すべての症例が試験した各抗体に対して染色の同様なパターンを
示すとみなすことができる。
【００６７】
　したがって、び漫性プラークにおいて認められた染色のより均一なパターンと対照的に
、抗体のパネルは神経炎性プラークにおける不均一性を検出した。これは、び漫性プラー
クの発生及び神経炎性プラークへのそれらの変換の過程における実際の段階を示すことが
妥当であることを実証している。ＥＭ５抗体は、ＥＭ２により染色され、ＥＭ３により様
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々な程度に染色されたすべての構造（神経炎性プラーク及び血管壁）の強い染色をもたら
した。神経炎性プラークのサブセットは、ＥＭ２及びＥＭ５に対する反応性の高い共局在
を有する血管アミロイドと同じ染色のパターンを有することが認められた。本発明は、Ｅ
Ｍ５がＡβ＜１１－４０又はＡβ＜１１－４２を含むすべての構造と反応するはずである
ことを示している。実際、ここに示したＥＬＩＳＡ結果は、最近溶解し、凝集した形のＡ
βペプチドをＥＭ５抗体が認識することを示す。しかし、組織切片において、本発明者ら
は、ＥＭ５に対する強い反応性のＥＭ２との高い共局在に加えて、ポリクローナル抗体に
よるよりもＥＭ５による神経炎性プラーク間の染色の大きい変動を認めた（ＡβＣ４０）
。これらの陽性プラークにおける比較的により強い染色は、長Ａβペプチドの特に高い含
量又はＡβＣ４０の選択的に高い含量を有する神経炎性プラークのサブグループを、或い
はＡβ＜１１－４０及びＡβ＜１１－４２のコード位置を示す構造（血管又はプラーク）
におけるＥＭ５によって認識されるエピトープの特別な接近可能性さえ明らかにすると思
われる。本発明の抗体は、Ｐａｒｖａｔｈｙら［２２］によって以前に検出された神経炎
性プラークＡβＣ４０（＋）の同じサブセットを検出すると思われる。長Ａβペプチドの
特に高い含量を有する神経炎性プラークのこのサブセットは、本発明のモノクローナル抗
体が検出することができるＡＤにおけるアミロイド病変の進行における重要な里程標であ
ると思われる。したがって、ＥＭ５の使用によって、疾患の進行の段階の特異的マーカー
を構成するプラークのサブセットを定義することができる。
【００６８】
（実施例６）
尿中のβ－アミロイドペプチドの形と反応する抗体の能力
　生物学的液体中のβ－アミロイドペプチドの形の存在を検出するＥＭ５抗体の有効性を
実証するために、該尿サンプルを入手した後にβ－アミロイドペプチドの異なる長さの形
に対応した合成ペプチドの混合物を加えた健常患者からの尿サンプル中のそれらを検出す
る試験を行った。このために、磁性粒子に結合させたモノクローナル抗体を尿サンプルに
加え、結合したペプチドをＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析を用いて検出した。用いた方法の
詳細を下に示す。
【００６９】
　磁性粒子への抗体の結合
　免疫グロブリンのグリコシド残基の緩やかな酸化によりアルデヒド基を生成させ、これ
を、エチレンジアミンによる修飾により表面上にアミノ基を生成させた磁性粒子と反応さ
せることに基づく、Ｆｕｅｎｔｅｓら［２６］によって記載された方法に従って、ＥＭ５
抗体に結合した磁性粒子を調製した。簡単に述べると、ＥＭ５抗体の酸化は、過ヨウ素酸
ナトリウム１０ｍＭとともに２時間インキュベートすることにより誘発し、その後、酸化
抗体を４℃の蒸留水中で透析した。表面上にカルボキシル基を有するＥＭ／１００－３０
磁性粒子（Ｍｅｒｃｋ　Ｃｏ、Ｆｒａｎｃｅ）を１０ｍｇ／ｍｌの濃度で１Ｍエチレンジ
アミンｐＨ４．７５とともに９０分間インキュベートして修飾した後、蒸留水で十分に洗
浄する前に、固体ＥＤＣｌ（１－エチル－３－（３’－ジメチルアミノプロピル）カルボ
ジイミドヒドロクロリド）を１０ｍＭの最終濃度で加え、９０分間放置して反応させた。
【００７０】
　ｐＨ７．５のリン酸ナトリウム緩衝液１５０ｍＭに溶解した１０ｍｇの酸化ＥＭ５抗体
を表面上にアミノ基を有する２ｍｌの磁性粒子（１０ｍｇ／ｍｌ）に４℃で加え、一夜イ
ンキュベートした後に抗体を磁性粒子上に固定化した。形成したシッフ塩基及び未反応ア
ルデヒド基を１ｍｇ／ｍｌの濃度に達するまで水素化ホウ素ナトリウムを加えてｐＨ８．
５、４℃で還元した。調製物を十分な量の蒸留水で洗浄した。固定化抗体の量は、Ｂｒａ
ｄｆｏｒｄの方法［２７］を用いて固定化の前後の上清中のタンパク質の濃度の差を定量
することにより測定した。
【００７１】
　溶液中のβ－アミロイドペプチドの検出
　尿などの生物学的液体のサンプル中に存在するβ－アミロイドペプチドのイソ型に対す
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る結合に関するその有効性を確認する前に、本発明者らは、溶液中のβ－アミロイドペプ
チドの形に結合する本発明の抗体の能力、並びにその後の同定及び／又は定量に進むため
に、磁性粒子に結合した抗体が、β－アミロイドペプチドが発生した溶液からβ－アミロ
イドペプチドの形を抜き出すことを可能にするかどうかを試験した。したがって、蒸留水
に溶解したβ－アミロイドペプチドの形Ａβ１２－２９、Ａβ１－４０及びＡβ１－４２

に対応した合成ペプチドをともに蒸留水に混合して、Ａβ１２－２９及びＡβ１－４２の
０．４４μｇ／μｌ並びにＡβ１－４０の０．１１μｇ／μｌの最終濃度を有する混合物
を得た。４μｌのこのペプチドの混合物を９８１μｌの水に加えた。
【００７２】
　次に、水中溶液中に存在するβ－アミロイドペプチドの形を磁性粒子に結合した本発明
の抗体を用いて分離した。溶液から分離されたペプチドの混合物の質量分析を図６に示す
。図中部分Ａは抗体で事前に処理しなかった溶液（Ｃｔｒｌ．）の分析に対応し、部分Ｂ
は磁性粒子に結合した抗体（ＥＭ５＋ＰＭ）の使用に対応する。わかるように、抗体は、
溶液中のβ－アミロイドペプチドの形に結合し、それらと複合体を形成することができ、
そのため、それらを前記溶液から分離することができる。
【００７３】
　尿サンプルの調製
　別の日に、尿の１０ｍｌのサンプルを健常者から採取し、室温で３５００ｒｐｍで５分
間遠心分離した。尿をＰＢＳ緩衝液中１ＭＮａＯＨでｐＨ７．０に中和した。
【００７４】
　β－アミロイドペプチドの形Ａβ１２－２８、Ａβ１－４０及びＡβ１－４２に対応し
た合成ペプチドをともに蒸留水中で混合して、Ａβ１２－２８及びＡβ１－４２の０．４
４μｇ／μｌ並びにＡβ１－４０の０．１１μｇ／μｌの最終濃度を有する混合物を得た
。４μｌのこのペプチドの混合物を９８１μｌの尿に加えた。
【００７５】
　尿中のβ－アミロイドペプチドの形の最終濃度は、Ａβ１２－１８及びＡβ１－４２の
場合は１．７６μｇ／ｍｌであり、Ａβ１－４０の場合は０．４４μｇ／ｍｌであった。
【００７６】
　免疫沈降
　ＥＭ５モノクローナル抗体を被覆した１５μｌの磁性粒子（ＰＢＳ緩衝液で１：４に希
釈した）を、３種のβ－アミロイドペプチド（Ａβ１２－１８、Ａβ１－４０及びＡβ１

－４２）を含んでいた上記の９８１μｌの尿サンプルとともに３７℃で１時間インキュベ
ートした。
【００７７】
　インキュベーションの後に、管を磁性粒子の磁気分離器に入れ、尿をピペットを用いて
注意深く抜き出した。
【００７８】
　分離器の磁界の作用により保持された、ペプチドが結合した磁性粒子をＨ２Ｏで３回洗
浄した。
【００７９】
　磁性粒子に結合したペプチドを、０．１％（ｖ／ｖ）のトリフルオロ酢酸（ＴＦＡ）を
含む３０％（ｖ／ｖ）の水性アセトニトリル中α－シアノ－４－ヒドロキシケイ皮酸のマ
トリックスの１２μｌの溶液を用いて磁性粒子から分離し、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析
により分析した。
【００８０】
　質量分析による免疫沈降ペプチドの検出
　α－シアノ－４－ヒドロキシケイ皮酸のマトリックス中の免疫沈降により得られた１．
５μｌのサンプル混合物を、１００サンプルの容量を有するステンレススチールプローブ
に入れ、室温で５分間乾燥させた。
【００８１】
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　サンプルは、機器のデフォルト構成を用いたＰＥ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ製のＭＡＬＤ
Ｉ－ＴＯＦ質量分析Ｖｏｙａｇｅｒ　ＤＥ－ＰＲＯ用ワークステーションで測定した。質
量スペクトルは、２０ｋＶの加速電圧、７５％のコレクタ電圧、０．００２％のガイドフ
ィラメント、１５０ナノ秒の遅れ時間でポジティブレフラクタモードで記録し、閾照射を
下回る個別レーザー点火の２００スペクトルを累積した。３～５選択入射点から放射され
た高強度の良好な分解能を有する質量シグナルのみを考慮に入れた。装置は、アンジオテ
ンシン（１２９７Ｄａ）、ＡＣＴＨ１～１７（２０９４Ｄａ）、ＡＣＴＨ１８～３９（２
４６６Ｄａ）、ＡＣＴＨ７～３８（３６６０Ｄａ）及びウシインスリン（２８６７Ｄａ）
からなる、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ（Ｔｒｅｓ　Ｃａｎｔｏｓ、Ｍａｄｒ
ｉｄ、Ｓｐａｉｎ）により供給された較正混合物を用いて外部較正した。
【００８２】
　図７に他を代表するサンプルのうちの１つを用いて得られたグラフを示す。尿サンプル
に加えたペプチドに対応するピークを確認することができ、これは、本発明の抗体の尿サ
ンプル中のそれらに結合する能力を実証するものである。生物学的液体のサンプルを用い
て分析を行ったので、サンプル中に自然に存在し、磁性粒子に結合した抗体にも結合した
他の分子に対応する他のピークも確認することができる。
【００８３】
　ハイブリドーマの寄託
　ＥＭ５抗体を産生するハイブリドーマをＥｕｒｏｐｅａｎ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　ｏ
ｆ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅｓ（ＥＣＡＣＣ）（ＣＡＭＲ、Ｓａｌｉｓｂｕｒｙ、Ｗｉ
ｌｔｓｈｉｒｅ、Ｕｎｉｔｅｄ　Ｋｉｎｇｄｏｍ）に寄託した。寄託の日付及びアクセス
番号は以下のとおりである。
ハイブリドーマの名称　　　寄託の日付　　　　　　　アクセス番号
ＥＭ５クローンＡ　　　　　２００６年３月１日　　　０６０３０１０１
【００８４】
　前述したように、これらのハイブリドーマ細胞は、ａ）ＫＬＨ（スカシガイヘモシアニ
ン）に結合した、β－アミロイドペプチドのアミノ酸１～４０を含むＡβ１－４０と称す
るβ－アミロイドペプチドの形を免疫原として用いたマウスの免疫化の後に得られたＢＡ
ＬＢ／ｃマウスの脾臓リンパ球とｂ）融合における不死部分として働いたマウス骨髄腫系
Ｐ３／Ｘ６３－Ａｇ６５３の細胞の２種の細胞の融合によって得た。種々のクローンが得
られ、本発明者らはそれらから「ＥＭ５クローンＡ」と称されるクローンを選択した。こ
れは、ＥＬＩＳＡ型の抗体捕捉試験により確認されるペプチドＡβ１－４０である、免疫
化のために用いる抗原を特異的に認識することができる典型的ＩｇＧ１抗体である「ＥＭ
５」と称するモノクローナル抗体を産生する。このクローンは、１０％ウシ胎児血清、１
０％ＤＭＳＯ、グルタミン２ｍＭ及びピルビン酸ナトリウム１ｍＭを含むＲＰＭＩ１６４
０培地中、５％ＣＯ２を含む雰囲気中３７℃で、細胞の９５％が懸濁液中で生育し、残り
の５％が培養容器に付着する条件で増殖させた。細胞を限界希釈法により２回クローンし
、その後、４×１０６細胞の分割量を取り、バイアルに入れた。細菌の非存在、マイコプ
ラスマの非存在及び真菌の非存在の管理の後、これらのバイアルのいくつかを、それらの
寄託の許可を要求したＥｕｒｏｐｅａｎ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕ
ｌｔｕｒｅｓ（ＥＣＡＣＣ）に送った。
【００８５】
（参考文献）
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【００８７】
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【図面の簡単な説明】
【００９０】
【図１】固定化されたＡβペプチドに対する抗体ＥＭ５（上部）及び６Ｅ１０（下部）の
結合の曲線を示す図である。両方の場合に凝集した（△）又は凝集しない（□）、Ａβ４
０ペプチド（塗りつぶし記号）及びＡβ４２ペプチド（中抜き記号）に対する抗体の異な
る濃度（横軸；濃度ｎＭ単位）に対応する結果を示す。各ポイントは、３回行った実験の
平均値を表す。４５０ｎｍにおける光学濃度（Ｏ．Ｄ．）を縦軸に示す。
【図２】合成ペプチドＡβ１－４０及びＡβ１－４２に対する抗体ＥＭ２、ＥＭ３及びＥ
Ｍ５の免疫転移分析の結果を示す図である。
【図３】上は、２０μｇ／ｍｌの抗体に対応する吸光度（４５０ｎｍにおけるＯ．Ｄ．）
の値を用いたＥＬＩＳＡによる一連の合成Ａβペプチドに対するＥＭ５の反応性の棒グラ
フであり、下は、このＥＬＩＳＡで得られた結果によるＥＭ５により認識されたエピトー
プの局在化を示す図である。１－２８Ｒ＝げっ歯類Ａβ１－２８。カッコ内は種々の変異
体。
【図４】説明における表に示した種々のタンパク質分解酵素で消化した免疫沈降β－アミ
ロイドペプチド（ペプチド１～５）の質量分析の解析により決定されたＥＭ５モノクロー
ナル抗体により認識されたＡβペプチドのエピトープの局在化を示す図である。配列６は
、消化しなかったβ－アミロイドペプチドに対応する。
【図５】ＥＭ２、ＥＭ３、ＥＭ５及び前記の各々とＥＭ５との組合せを用いたアルツハイ
マー病に罹患した脳組織の免疫染色を示す写真である。染色された構造は、Ｖ（血管）、
ＤＰ（び漫性プラーク）及びＮＰ（神経炎性プラーク）として表示する。写真は以下に対
応する。　（Ａ）及び（Ｂ）：色素原としてニトロブルーテトラゾリウム（ＮＢＴ）を用
いて一次抗体としてＥＭ５（Ａ）及びＥＭ３（Ｂ）で免疫染色した後頭皮質の同じゾーン
の連続切片。　（Ｃ）：一次抗体としてＥＭ３（色素原：ＮＢＴ）及びＥＭ５（色素原：
ＤＡＢ）を用いた二重免疫染色法による高倍率の顕微鏡写真。　（Ｄ）及び（Ｅ）：ＥＭ
５（Ｄ）又はＥＭ２（Ｅ）のいずれかを用いて免疫染色した後頭皮質の同じ部位の連続切
片。　（Ｆ）：ＥＭ２（色素原：ニトロブルーテトラゾリウム、ＮＢＴ）及びＥＭ５（色
素原：ジアミノベンジジン、ＤＡＢ）を用いた二重免疫染色法による高倍率の顕微鏡写真
。
【図６】異なる長さのβ－アミロイドペプチドの形のＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析による
分析で得られたグラフである。各場合に、縦軸は質量／電荷比（ｍ／ｚ）から得られた異
なる質量（Ｍａｓ．）のピークの各々に対応する相対強度（％Ｉｎｔ．）を示す。文字Ａ
で示し、右に「Ｃｔｒｌ．」と記した上のグラフは、β－アミロイドペプチドのアミノ酸
１２～２９（Ｐｅｐ．Ａβ．１２～２９）、１～４０（Ｐｅｐ．Ａβ．１～４０）及び１
～４２（Ｐｅｐ．Ａβ．１～４２）を含むペプチドを含む溶液から得られた。文字Ｂで示
し、右に「ＥＭ５＋ＰＭ」と記した下のグラフは、磁性粒子に共有結合したＥＭ５抗体及
び磁界を用いることによる形成した複合体の分離を用いることによりそれらを含む溶液の
ペプチドの濃縮の後に得られた。右下の図は考慮しているぺプチドの各々に対する抗体の
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結合領域を表す。
【図７】β－アミロイドペプチドのアミノ酸１２～２８（ピークはＰｅｐ．１２～２８と
記す）、１～４０（ピークはＰｅｐ．１～４０と記す）及び１～４２（ピークはＰｅｐ．
１～４２と記す）を含む付加的な量のペプチドを加え、その後サンプルを磁性粒子に共有
結合したＥＭ５抗体で処理し、形成した複合体を磁界の印加により分離した健常者の尿サ
ンプルのＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析による分析により得られたグラフである。縦軸は、
質量／電荷比（ｍ／ｚ）から得られた異なる質量（Ｍｓ．）のピークの各々に対応する相
対強度（％Ｉｎｔ．）を示す。尿サンプルに加えたβ－アミロイドペプチドの形の各々に
対応するピークを示す。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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【図７】

【配列表】
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【手続補正書】
【提出日】平成19年1月17日(2007.1.17)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　β－アミロイドペプチド（Ａβ）において、少なくとも配列
　Ｖａｌ－Ｈｉｓ－Ｈｉｓ－Ｇｌｎ－Ｌｙｓ（配列番号３）
に対応するエピトープを認識し、前記配列を含むヒトβ－アミロイドペプチドのイソ型に
結合することができるモノクローナル抗体。
【請求項２】
　両方共ＥＬＩＳＡにより測定されるＡβ１－４２に対する結合親和力がＡβ１－４０に
対する結合親和力より大きい、請求項１記載のモノクローナル抗体。
【請求項３】
　アルツハイマー病に罹患した人の脳組織におけるヒトβ－アミロイドペプチドの沈着物
に結合することができる、請求項１又は２に記載のモノクローナル抗体。
【請求項４】
　神経炎性プラーク及び血管アミロイド沈着物に選択的に結合することができる、請求項
３記載のモノクローナル抗体。
【請求項５】
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　血管アミロイド沈着物のサブセットと同様な組成を有する神経炎性プラークのサブセッ
トに対してより大きい結合親和力を示すことができる、請求項４記載のモノクローナル抗
体。
【請求項６】
　ハイブリドーマ細胞系ＥＣＡＣＣ０６０３０１０１により産生される、請求項１～５の
いずれか一項に記載のモノクローナル抗体。
【請求項７】
　請求項１～５のいずれか一項に記載のモノクローナル抗体を産生することができるハイ
ブリドーマ細胞系。
【請求項８】
　配列Ｖａｌ－Ｈｉｓ－Ｈｉｓ－Ｇｌｎ－Ｌｙｓ（配列番号３）を含む少なくとも１つの
ペプチドで免疫化したＢＡＬＢ／ｃマウスの脾臓細胞のマウス骨髄腫系Ｐ３／Ｘ６３－Ａ
ｇ．６５３との融合により得られる、請求項７記載のハイブリドーマ細胞系。
【請求項９】
　ペプチドＡβ１－４０で免疫化したＢＡＬＢ／ｃマウスの脾臓細胞のマウス骨髄腫系Ｐ
３／Ｘ６３－Ａｇ．６５３との融合により得られる、請求項７記載のハイブリドーマ細胞
系。
【請求項１０】
　ＫＬＨに結合したペプチドＡβ１－４０で免疫化したＢＡＬＢ／ｃマウスの脾臓細胞の
マウス骨髄腫系Ｐ３／Ｘ６３－Ａｇ．６５３との融合により得られる、請求項９記載のハ
イブリドーマ細胞系。
【請求項１１】
　ＥＣＡＣＣ０６０３０１０１の実質的に純粋なサンプルを含む、請求項１０記載のハイ
ブリドーマ細胞系。
【請求項１２】
　アルツハイマー病に罹患した人から採取した脳組織のサンプルからの前記疾患のｉｎ　
ｖｉｔｒｏ診断における、請求項１～６のいずれか一項に記載のモノクローナル抗体の使
用。
【請求項１３】
　前記疾患の進行の段階が、モノクローナル抗体へのその結合により明らかにされる神経
炎性プラークのサブセットのサンプル中の存在と相関関係にある、請求項１２記載の使用
。
【請求項１４】
　前記抗体又はそのフラグメントが検出されることを可能にする物質に結合した請求項１
～６のいずれか一項に記載のモノクローナル抗体を含む組成物。
【請求項１５】
　モノクローナル抗体が結合した物質が第１抗体に結合することができる第２抗体であり
、この第２抗体が、特定の物質の、検出することができる他の物質への変換を触媒するこ
とができる酵素に結合している、請求項１４記載の組成物。
【請求項１６】
　変換が酵素により触媒される物質が色素原である、請求項１５記載の組成物。
【請求項１７】
　第２抗体がアルカリホスファターゼに結合しており、用いる色素原がニトロブルーテト
ラゾリウムである、請求項１５又は１６に記載の組成物。
【請求項１８】
　第２抗体が西洋ワサビペルオキシダーゼに結合しており、用いる色素原がジアミノベン
ジジンである、請求項１５又は１６に記載の組成物。
【請求項１９】
　β－アミロイドペプチドと異なる少なくとも１つの配列領域に対して特異的な少なくと
も１つの他の抗体を含む、請求項１４～１８のいずれか一項に記載の組成物。
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【請求項２０】
　検出することができる物質に結合している請求項１～６のいずれか一項に記載のモノク
ローナル抗体、及び同様に検出することができる種々の物質に結合している、β－アミロ
イドペプチドの１つ又は複数の異なる配列領域に対して特異的な他の抗体又は他の複数の
抗体を含む、請求項１９記載の組成物。
【請求項２１】
　β－アミロイドペプチドの異なる配列領域を対象とする第２抗体が抗体ＥＭ２である、
請求項２０記載の組成物。
【請求項２２】
　請求項１～６のいずれか一項に記載のモノクローナル抗体が西洋ワサビペルオキシダー
ゼに結合している第２抗体に結合しており、色素原ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）を、検
出することができる変換のための物質として用い、抗体ＥＭ２がアルカリホスファターゼ
に結合している第２抗体に結合しており、色素原ニトロブルーテトラゾリウムを、検出す
ることができる変換のための物質として用いる、請求項２１記載の組成物。
【請求項２３】
　β－アミロイドペプチドの異なる配列領域を対象とする第２抗体が抗体ＥＭ３である請
求項２０記載の組成物。
【請求項２４】
　請求項１～６のいずれか一項に記載のモノクローナル抗体が西洋ワサビペルオキシダー
ゼに結合している第２抗体に結合しており、色素原ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）を、検
出することができる変換のための物質として用い、抗体ＥＭ３がアルカリホスファターゼ
に結合している第２抗体に結合しており、色素原ニトロブルーテトラゾリウムを、検出す
ることができる変換のための物質として用いる、請求項２３記載の組成物。
【請求項２５】
　アルツハイマー病に罹患した人から採取した脳組織のサンプルからの前記疾患の診断に
おける、請求項１４～２４のいずれか一項に記載の組成物の使用。
【請求項２６】
　アルツハイマー病に罹患した人から採取した脳組織のサンプルからの前記疾患のイン・
ビトロ（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）診断の方法であって、少なくとも配列Ｖａｌ－Ｈｉｓ－Ｈｉ
ｓ－Ｇｌｎ－Ｌｙｓ（配列番号３）を含み、神経炎性プラーク及び／又は血管アミロイド
沈着物に存在するβ－アミロイドペプチドの少なくとも１つのイソ型への請求項１～６の
いずれか一項に記載のモノクローナル抗体の結合により神経炎性プラーク及び血管アミロ
イド沈着物の前記サンプル中の存在の検出を含む方法。
【請求項２７】
　モノクローナル抗体が請求項１４～１８のいずれか一項に記載の組成物に含まれている
、請求項２６記載の方法。
【請求項２８】
　請求項１～６のいずれか一項に記載のモノクローナル抗体により検出される神経炎性プ
ラークの存在が疾患の進行の段階と相関関係にある、請求項２６記載の方法。
【請求項２９】
　モノクローナル抗体により検出される神経炎性プラークにおけるβ－アミロイドペプチ
ドのＡβ１－４０イソ型の存在がβ－アミロイドペプチドのＡβ１－４０イソ型のカルボ
キシ末端に対して特異的な抗体の結合により確認される、請求項２６～２８のいずれか一
項に記載の方法。
【請求項３０】
　β－アミロイドペプチドのＡβ１－４０イソ型のカルボキシ末端に対して特異的な抗体
がＥＭ２である、請求項２９記載の方法。
【請求項３１】
　さらなる神経炎性プラーク及び／又はび漫性プラークの存在がβ－アミロイドペプチド
のＡβ１－４２イソ型のカルボキシ末端に対して特異的な抗体の結合により検出される、
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請求項２６～３０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３２】
　β－アミロイドペプチドのＡβ１－４２イソ型のカルボキシ末端に対して特異的な抗体
がＥＭ３である、請求項３１記載の方法。
【請求項３３】
　生物学的液体又はそれから得られる溶液のサンプル中の可溶形のヒトβ－アミロイドペ
プチドに結合することができる、請求項１～６のいずれか一項に記載のモノクローナル抗
体。
【請求項３４】
　脳脊髄液、血液、血漿又は尿のサンプル中の可溶形のヒトβ－アミロイドペプチドに結
合することができる、請求項３３記載のモノクローナル抗体。
【請求項３５】
　尿のサンプル中の可溶形のヒトβ－アミロイドペプチドに結合することができる、請求
項３４記載のモノクローナル抗体。
【請求項３６】
　抗体が、抗原－抗体フラグメント複合体が発生する溶液からの該抗原－抗体フラグメン
ト複合体の抜き取りを促進する物質又は粒子に結合している、請求項３３～３５のいずれ
か一項に記載のモノクローナル抗体を含む組成物。
【請求項３７】
　抗原－抗体複合体が発生する溶液からの該抗原－抗体複合体の抜き取りを促進する物質
又は粒子が磁性粒子である、請求項３６記載の組成物。
【請求項３８】
　抗体と磁性粒子との結合が共有結合である、請求項３７記載の組成物。
【請求項３９】
　生物学的液体又はそれから得られる溶液のサンプルからのアルツハイマー病のイン・ビ
トロ（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）診断における、請求項３３～３５のいずれか一項に記載のモノ
クローナル抗体の使用。
【請求項４０】
　モノクローナル抗体が請求項３６～３８のいずれか一項に記載の組成物に含まれている
、請求項３９記載の使用。
【請求項４１】
　モノクローナル抗体が請求項３８記載の組成物に含まれている、請求項４０記載の使用
。
【請求項４２】
　生物学的液体又はそれから得られる溶液のサンプル中に存在するβ－アミロイドペプチ
ドの形を有する抗原－抗体を形成するために、請求項３８記載の組成物を生物学的液体又
はそれから得られる溶液のサンプルに加える、請求項４１記載の使用。
【請求項４３】
　抗原－抗体複合体が発生する生物学的液体又は溶液からの形成した該抗原－抗体複合体
の抜き取りが磁界の使用によってもたらされる、請求項４２記載の使用。
【請求項４４】
　生物学的液体又はそれから得られる溶液から抜き取られる抗原－抗体複合体の形のβ－
アミロイドペプチドの形を、それらが発生した生物学的液体又は溶液からのそれらの抜き
取りの後、それらの同定及び／又は定量を受ける前に抗体から分離する、請求項４３記載
の使用。
【請求項４５】
　β－アミロイドペプチドの形をＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析により同定及び／又は定量
する、請求項４４記載の使用。
【請求項４６】
　生物学的液体のサンプルが尿のサンプルである、請求項３９～４５のいずれか一項に記
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載の使用。
【請求項４７】
　アルツハイマー病の進行の段階がサンプル中のＡβ１－４２イソ型の濃度と相関関係に
ある、請求項３９～４６のいずれか一項に記載の使用。
【請求項４８】
　生物学的液体又はそれから得られる溶液のサンプルからのアルツハイマー病のイン・ビ
トロ（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）診断の方法であって、
ａ）生物学的液体又はそれから得られる溶液のサンプルに請求項３７又は３８に記載の組
成物を加える段階と、
ｂ）β－アミロイドペプチドの少なくとも１つのイソ型と組成物に含まれている抗体との
間で抗原－抗体複合体が形成するのに十分な時間待つ段階と、
ｃ）溶液から抗原－抗体複合体を抜き取るための磁界を印加する段階と、
ｄ）溶液を除去する段階と、
ｅ）β－アミロイドペプチドの分子から抗体を分離する段階と、
ｆ）生物学的液体又はそれから得られる溶液のサンプルから抜き取られたβ－アミロイド
ペプチドのイソ型を同定し、定量する段階と
を含む、請求項３３～３５のいずれか一項に記載のモノクローナル抗体へのその結合によ
り、少なくとも配列Ｖａｌ－Ｈｉｓ－Ｈｉｓ－Ｇｌｎ－Ｌｙｓ（配列番号３）を含むβ－
アミロイドペプチドの少なくとも１つのイソ型の前記サンプルからの検出を含む方法。
【請求項４９】
　生物学的液体のサンプルが尿のサンプルである、請求項４８記載のアルツハイマー病の
イン・ビトロ（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）診断の方法。
【請求項５０】
　段階ａ）で加える組成物が、モノクローナル抗体のＦｃ領域に存在する１つ又は複数の
残基の修飾により対応する磁性粒子に共有結合している請求項３０～３２のいずれか一項
に記載のモノクローナル抗体を含む、請求項４９記載のアルツハイマー病のイン・ビトロ
（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）診断の方法。
【請求項５１】
　尿のサンプルから抜き取られたβ－アミロイドペプチドのイソ型の同定及び定量をＭＡ
ＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析により行う、請求項５０記載のアルツハイマー病のイン・ビトロ
（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）診断の方法。
【請求項５２】
　β－アミロイドペプチドの分子から抗体又は抗体のフラグメントを分離する段階ｅ）を
トリフルオロ酢酸を含む水性アセトニトリル中α－シアノ－４－ヒドロキシケイ皮酸中で
行う、請求項５１記載のアルツハイマー病のイン・ビトロ（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）診断の方
法。
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神经炎斑块，而不检测弥散性斑块，其不是该疾病的指标，在​​神经炎斑
块中。单克隆抗体使得可以检测沉积的β-淀粉样肽的各种同种型的组成
不同的亚组，其与疾病的进展阶段相关。此外，该抗体能够与生物体液
如尿液中的β-淀粉样肽的同种型结合。因此，本发明的单克隆抗体，产
生它的细胞系和含有它的组合物可用于阿尔茨海默病的体外诊断和疾病
进展阶段的确定，
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