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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】タウ機能不全を伴う神経障害（アルツハイマー病が含まれる）における神経保護
および修復、タンパク質ＦＫＢＰ５２とタウとの間の直接相互作用の分析に関する。
【解決手段】タウ機能不全を伴う神経障害を有するかまたは有する素因があると考えられ
る対象を試験する方法であって、ｉ）ＦＫＢＰ５２タンパク質とタウタンパク質との間の
複合体のレベルを測定するため、及び/又は、ｉｉ）ＦＫＢＰ５２タンパク質の濃度を測
定するため、及び/又は、ｉｉｉ）ＦＫＢＰ５２タンパク質をコードする遺伝子及び/又は
その関連プロモーターにおける突然変異の存在を検出するため、及び/又は、ｉｖ）ＦＫ
ＢＰ５２タンパク質をコードする遺伝子の発現を解析するため、ｖ）ＦＫＢＰ５２タンパ
ク質の翻訳後修飾を検出するために上記対象から得られた試料を分析する工程を含む。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　タウ機能不全を伴う神経障害の予防および治療のための薬物をスクリーニングするため
の方法であって、以下のステップ：
ａ）候補化合物がタウポリペプチドとＦＫＢＰ５２ポリペプチドとの間の相互作用をモデ
ュレーションする能力を決定すること、および
ｂ）該相互作用をモデュレーションする候補化合物を正に選択すること
を含む方法。
【請求項２】
　ステップａ）が、以下のステップ：
ａ１）被験候補化合物を、第一タウポリペプチドまたはその実質的に相同もしくは実質的
に類似のアミノ酸配列と、第二ＦＫＢＰ５２ポリペプチドまたはその実質的に相同もしく
は実質的に類似のアミノ酸配列との混合物と接触させること、
ａ２）該候補化合物が、該タウポリペプチドと該第二ＦＫＢＰ５２ポリペプチドとの間の
結合をモデュレーションする能力を決定すること
から成る、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　タウポリペプチドまたはＦＫＢＰ５２ポリペプチドが、検出可能な分子でラベルされて
いる、請求項１または２記載の方法。
【請求項４】
　タウポリペプチドが、第一フルオロフォア物質でラベルされており、ＦＫＢＰ５２ポリ
ペプチドが、第二フルオロフォア物質でラベルされている、請求項３記載の方法。
【請求項５】
　タウポリペプチドとＦＫＢＰ５２ポリペプチドとの結合が、第二フルオロフォア物質の
発光波長値で発光された蛍光シグナル強度を測定することによって検出されるように、第
一フルオロフォア物質が、該第二フルオロフォア物質の励起波長値に感知可能に等しい発
光波長値を有する、請求項４記載の方法。
【請求項６】
　候補化合物が、ペプチド、ペプチド模倣体、有機小分子、抗体、アプタマーまたは核酸
から成る群より選択される、請求項１～５のいずれか記載の方法。
【請求項７】
　タウ機能不全を伴う神経障害の予防および治療のための薬物をスクリーニングするため
の方法であって、以下のステップ：
ｉ）請求項１～６のいずれか記載のin vitroスクリーニング法を行うことによって、タウ
とＦＫＢＰ５２タンパク質との間の相互作用をモデュレーションする化合物についてスク
リーニングすること、および
ｉｉ）ステップｉ）の終わりに正に選択された化合物を、該化合物のタウ介在性細胞機能
、タウ蓄積、タウ凝集および全ての翻訳後タウ改変についてスクリーニングすること。
を含む方法。
【請求項８】
　タウ機能不全を伴う神経障害の予防および治療に使用するための、タウとＦＫＢＰ５２
タンパク質との間の相互作用をモデュレーションする化合物。
【請求項９】
　タウ機能不全を伴う神経障害を有するか、または有する素因があると考えられる対象を
試験する方法であって、該対象から得られた関心が持たれる試料を以下：
ｉ）ＦＫＢＰ５２タンパク質とタウタンパク質との間の複合体のレベルを測定すること、
ならびに／または
ｉｉ）ＦＫＢＰ５２タンパク質および／もしくはその関連プロモーターをコードする遺伝
子における突然変異の存在を検出すること、ならびに／または
ｉｉｉ）ＦＫＢＰ５２タンパク質をコードする遺伝子の発現を分析すること、
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ｉｖ）ＦＫＢＰ５２タンパク質の濃度を測定すること、ならびに／または、
ｖ）ＦＫＢＰ５２タンパク質の翻訳後改変を検出すること
について分析するステップを含む方法
【請求項１０】
　関心が持たれる試料が、細胞試料、血液、血清、尿、髄液を含めた生体液または対象の
組織から得られた生検試料から成る群より選択される、請求項９記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の分野：
　本発明は、全般に、タウ機能不全を伴う神経障害（アルツハイマー病が含まれる）にお
ける神経保護および修復に関する。本発明は、タンパク質ＦＫＢＰ５２とタウとの間の直
接相互作用を記載する。本発明は、病原性タウの有害作用をモデュレーションするための
、ＦＫＢＰ５２－タウ相互作用に作用する分子についてのスクリーニング法に関する。本
発明は、最終的には、タウ機能不全を伴う神経障害の治療的診断アッセイ、予後アッセイ
、およびモニタリングアッセイに関する。
【０００２】
発明の背景：
　タウタンパク質は、中枢神経系、主にニューロンに広く発現され、そこで微小管動態、
軸索輸送および神経突起伸長の調節に重要な役割を果たす主要な微小管関連タンパク質（
ＭＡＰ）である。タンパク質タウは、１７番染色体上に局在する独自の遺伝子の一次転写
物のエクソン２、３および１０の選択的スプライシングによって生成する６種の異なるア
イソフォームで成体ヒト脳に存在する。それらの配列長は、３５２から４４１個のアミノ
酸まで変動する。ますます増える証拠から、「凝集した」タウ（ネイティブな未フォール
ディングのタンパク質）の異常集合が、アルツハイマー病、ピック病、脳皮質基底核変性
症、軽度認知機能不全、進行性核上性麻痺、および１７番染色体に連鎖しパーキンソニズ
ムを伴う前頭側頭型認知症が含まれる、タウオパチーまたはタウ機能不全を伴う神経障害
とまとめて呼ばれる一連のヒト認知疾患の特徴であることが示唆される。過剰リン酸化、
突然変異、短縮化および「濃縮体（tangle）」への凝集などのタウの異常が、病原過程の
要因でありうる。今日まで、神経変性疾患の誘導にタウ改変が果たす役割は、完全には理
解されていないことから、タウの構造／機能をコントロールする分子メカニズムを解釈す
ることは、大いなる関心対象であり、これらの疾患のための新規な治療アプローチを見出
すことを助ける可能性がある。
【０００３】
　本発明は、タウタンパク質（全てで６種のアイソフォーム）がイムノフィリンＦＫＢＰ
５２（ＦＫ５０６－結合タンパク質）と特異的および直接的に結合するという発見に基づ
く。ＦＫＢＰは、強力な免疫抑制薬ＦＫ５０６およびラパマイシンに対する、遍在性発現
される細胞内レセプターファミリーであることから、イムノフィリンとして知られている
大きな群のタンパク質の中に位置づけられる。これらのタンパク質は、広い分布を示し、
特に神経系に豊富に存在することから、それらの免疫調節作用とは異なる、新規で予想外
の機能が示唆される。加えて、ＦＫ５０６の神経保護作用が報告されている。これらの後
者の観察は、ＦＫＢＰタンパク質ファミリーについての新しい見通しならびに神経系の病
変および疾患を処置するための新しい治療アッセイを考案するための要因としてのＦＫ５
０６およびその非免疫抑制性誘導体分子についての特別な関心を提供した。
【０００４】
　ステロイドレセプター結合型として最初に同定およびクローニングされたＦＫＢＰ５２
（Lebeau et al., 1992）は、４個の個別で機能的なドメインを含むモジュラー構成を示
す（Callebaut et al., 1992）。タンパク質のＮ末端部分に局在するＦＫＢＰ５２のＦＫ
５０６結合部位（ドメインＩ）（ａａ１～１４９）は、全てのイムノフィリンタンパク質
ファミリーの特徴であるペプチジルプロリル－イソメラーゼ（ＰＰＩａｓｅ）活性を含有
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する（Chambraud et al., 1993）。ドメインＩＩ（ａａ１４９～２６７）は、ドメインＩ
と構造相同性を共有しが、ＰＰＩａｓｅ活性は残余的で、それはＦＫ５０６と結合しない
（１４，１５）；ドメインＩＩの注目すべき局面は、コンセンサスＡＴＰ－ＧＴＰ結合配
列である（１６）。ドメインＩＩＩおよびＩＶにわたるＣ末端ドメインには、推定上のカ
ルモジュリン結合部位が含まれ（Massol et al., 1992）、Ｃ末端ドメインは、その３個
のテトラトリコペプチドリピート（ＴＰＲ）（ａａ２７３～３８９）によってそのタンパ
ク質とＨＳＰ９０との相互作用を仲介する（Radanyi et al., 1994）。ＨＳＰ９０は、ス
テロイドレセプター複合体の構成成分でもある（Catelli et al., 1980, Tai et al., 19
86; Renoir et al., 1990）。加えて、ＨＳＰ９０とのＦＫＢＰ５２の結合活性は、特異
的にＦＫＢＰ５２をリン酸化するカゼインキナーゼＩＩによって調節される（Myata et a
l., 1997）。
【０００５】
　最近、ＦＫＢＰ５２が微小管と相互作用し、チューブリンの重合を防止することが報告
されている（Chambraud et al., 2007）。今までに得られた結果により、ＦＫＢＰ５２に
よるこのチューブリン重合阻害が、ＦＫＢＰ５２によるチューブリンの隔離または曲げな
どのその構造の改変に起因しうるだけでなく、微小管へのチューブリンの集合に必要とさ
れる別の重要な因子が関与しうることが示唆される。
【０００６】
　本発明者らは、今回本明細書において、微小管関連タンパク質（ＭＡＰ）などの一つま
たは複数の微小管安定化因子の介入が、ＦＫＢＰ５２によるチューブリン重合阻害を説明
できると仮定する。古典的な生化学および細胞アプローチを使用して、本発明者らは、Ｆ
ＫＢＰ５２がタウの機能に果たす役割への堅固な根拠を立証し、ＦＫＢＰ５２とタウとの
間の直接の特異的相互作用を発見する。このＦＫＢＰ５２－タウ相互作用は、チューブリ
ン重合（ＦＫＢＰ５２はこの機能を阻害する）、タウ蓄積（ＦＫＢＰ５２はこの蓄積を阻
害する）および神経突起伸長などの公知のタウ介在性細胞機能のモデュレーションを招く
。
【０００７】
発明の概要：
　本発明者らは、イムノフィリンＦＫＢＰ５２と微小管関連タンパク質タウ（過剰リン酸
化されているか、またはされていないその公知の全てのアイソフォームに属する）との間
に直接的で特異的なタンパク質－タンパク質相互作用を発見した。本発明は、ＦＫＢＰ５
２－タウ相互作用が、タウ機能不全を伴う神経障害の新規な治療アプローチのために、特
にアルツハイマー病のために好都合に使用されうる新しいターゲットを提供することを立
証する。
【０００８】
　したがって本発明は、ＦＫＢＰ５２－タウ相互作用をモデュレーションし、したがって
タウ機能不全を伴う神経障害の有害作用に有益に作用する分子を同定するための方法を提
供する。
【０００９】
　タウとＦＫＢＰ５２との間の相互作用をモデュレーションする能力について、本発明の
方法により確認された分子は、タウ機能不全を伴う神経障害の予防および治療のための、
特にアルツハイマー病のための薬物候補である。
【００１０】
　本発明は、また、潜在的に診断、予後、臨床フォローアップに関与する生物学的マーカ
ーをＦＫＢＰ５２－タウ相互作用が提供することを立証する。
【００１１】
発明の詳細な説明：
本発明のスクリーニング法：
　本発明の第一の目的は、タウ機能不全を伴う神経障害の予防および治療のための薬物を
スクリーニングするための方法であって、以下のステップを含む方法から成る：



(5) JP 2015-92186 A 2015.5.14

10

20

30

40

50

ａ）候補化合物がタウポリペプチドとＦＫＢＰ５２ポリペプチドとの間の相互作用をモデ
ュレーションする能力を決定すること、および
ｂ）該相互作用をモデュレーションする候補化合物を正に選択すること。
【００１２】
　本明細書に使用されるような「タウ機能不全を伴う神経障害」という用語には、非限定
的にアルツハイマー病、前頭側頭型認知症、進行性核上性麻痺、皮質基底核変性症および
ピック病としても知られている前頭側頭葉変性症、ならびに将来的にタウを必要とするこ
とが証明されうる、例えばパーキンソン病などの全ての神経障害が含まれる。
【００１３】
　本発明の文脈において、本明細書に使用されるような「処置する」または「処置」とい
う用語は、そのような用語が適用される障害もしくは状態、またはそのような障害もしく
は状態の一つもしくは複数の症状の進行を後退、軽減、または阻害することを意味する。
【００１４】
　本明細書に使用されるような「予防」という用語は、その疾患または状態が発生するこ
とを、それを有するとまだ診断されていない対象において予防することを表す。
【００１５】
　本明細書に使用されるような「ＦＫＢＰ５２とタウとの間の相互作用をモデュレーショ
ンする化合物」という表現は、タンパク質タウとタンパク質ＦＫＢＰ５２との間の相互作
用を阻害、減弱または増強する性能を有する任意の化合物を表す。
【００１６】
　ステップａ）でタンパク質－タンパク質相互作用のスクリーニングに適切な任意の方法
が、適切である。
【００１７】
　スクリーニング法のステップａ）の態様がたとえ何であろうと、完全なタウタンパク質
および完全なＦＫＢＰ５２タンパク質を結合パートナーとして使用することができる。ま
たは、相互作用部位を含むタウタンパク質およびＦＫＢＰ５２タンパク質のフラグメント
を結合パートナーとして使用することができる。
【００１８】
　したがって一態様では、本発明のスクリーニング法のステップａ）は、以下のステップ
から成る：
－　ａ１）被験候補化合物を、第一タウポリペプチドまたはその実質的に相同もしくは実
質的に類似のアミノ酸配列と、（２）第二ＦＫＢＰ５２ポリペプチドまたはその実質的に
相同もしくは実質的に類似のアミノ酸配列との混合物と接触させること、および
－　ａ２）該候補化合物が、該タウポリペプチドと該第二ＦＫＢＰ５２ポリペプチドとの
間の結合をモデュレーションする能力を決定すること。
【００１９】
　「ポリペプチド」という用語は、本明細書において特定の長さを有さないアミノ酸ポリ
マーを意味する。したがって、ペプチド、オリゴペプチドおよびタンパク質は、「ポリペ
プチド」の定義の中に含まれ、これらの用語は、本明細書にわたり、そのうえ特許請求の
範囲において、互換的に使用される。「ポリペプチド」という用語は、非限定的にリン酸
化、アセチル化、グリコシル化などが含まれる翻訳後修飾を除外しない。特にその用語に
は、ポリペプチドの全てのリン酸化型が含まれる（例えばタウまたはＦＫＢＰ５２の全て
のリン酸化型）。同様に、「ポリペプチド」のこの定義に包含されるのは、そのホモログ
である。
【００２０】
　したがって、「タウポリペプチド」という用語は、タウタンパク質、またはＦＫＢＰ５
２タンパク質との相互作用部位を含むそのフラグメントを表す。同じように、「ＦＫＢＰ
５２ポリペプチド」という用語は、ＦＫＢＰ５２タンパク質、またはタウタンパク質との
相互作用部位を含むそのフラグメントを表す。
【００２１】
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　アミノ酸の８０％超、好ましくは８５％超、好ましくは９０％超が同一であるか、また
は約９０％超、好ましくは９５％超が類似（機能的に同一）である場合、二つのアミノ酸
配列は、「実質的に相同」または「実質的に類似」である。「配列同一性」という用語は
、二つのペプチドの間の同一性を表す。配列間の同一性は、比較のためにアライメントさ
れうる各配列中の位置を比較することによって決定することができる。比較される配列中
の位置が同じ塩基またはアミノ酸によって占有される場合、その配列はその位置で同一で
ある。核酸配列の間の配列同一度は、これらの配列によって共有される位置で同一なヌク
レオチドの数の関数である。アミノ酸配列間の同一度は、これらの配列の間で共有される
同一なアミノ酸配列の数の関数である。二つのアミノ酸配列または二つの核酸の同一率を
決定するために、それらの配列は、最適な比較のためにアライメントされる。例えば、第
二アミノ酸配列または第二核酸配列との最適なアライメントのために、第一アミノ酸配列
または第一核酸配列の配列中にギャップを導入することができる。次に、対応するアミノ
酸位置またはヌクレオチド位置でアミノ酸残基またはヌクレオチドが比較される。第一配
列中の位置が、第二配列中の対応する位置と同じアミノ酸残基またはヌクレオチドによっ
て占有される場合、その分子は、その位置で同一である。二つの配列の間の同一率は、そ
れらの配列によって共有される同一な位置の数の関数である。この比較において、それら
配列は、同じ長さでありうるか、または長さが異なることがある。比較ウインドウを決定
するための配列の最適なアライメントは、SmithおよびWaterman（J. Theor. Biol., 91 (
2) pgs. 370-380 (1981)の局所相同性アルゴリズムによって、NeedlemanおよびWunsch（J
. Miol. Biol., 48(3) pgs. 443-453 (1972)）の相同性アライメントアルゴリズムによっ
て、PearsonおよびLipman（PNAS, USA, 85(5) pgs. 2444-2448 (1988)）の方法による類
似性検索によって、これらのアルゴリズムのコンピュータ実装によって（Wisconsin Gene
tics Software Package Release 7.0, Genetic Computer Group, 575, Science Drive, M
adison, Wis.のＧＡＰ、ＢＥＳＴＦＩＴ、ＦＡＳＴＡおよびＴＦＡＳＴＡ）または観察に
よって行うことができる。「配列類似性」という用語は、同じ機能を保持しながらアミノ
酸を改変することができることを意味する。アミノ酸がその側基の性質に応じて分類され
、塩基性アミノ酸などの一部のアミノ酸が基本機能を維持しながら相互に交換できること
は、公知である。
【００２２】
　一態様では、ステップａ２）は、該候補化合物が該第一ポリペプチドと該第二ポリペプ
チドとの間で相互作用をモデュレーションする能力を例示するかまたは例示しない物理値
を生成すること、および該値を、該候補化合物の不在下で行われた同アッセイで得られた
標準物理値と比較することにある。上に言及された「物理値」は、行われた結合アッセイ
に応じて様々な種類でありうるが、顕著には吸光度値、放射性シグナルおよび蛍光シグナ
ル強度値を包含する。その物理値を標準物理値と比較した後に、該候補化合物が該第一ポ
リペプチドと該第二ポリペプチドとの間の結合をモデュレーションすることが決定された
ならば、その候補は、ステップｂ）で正に選択される。
【００２３】
　（ｉ）タウポリペプチドと（ｉｉ）ＦＫＢＰ５２ポリペプチドとの間の相互作用をモデ
ュレーションする化合物は、タウポリペプチドまたはＦＫＢＰ５２ポリペプチドのいずれ
かに結合する化合物を包含するが、但し、関心が持たれる該化合物の結合が、今度はタウ
とＦＫＢＰ５２との間の相互作用をモデュレーションすることを条件とする。
【００２４】
　本発明のポリペプチドは、非限定的に任意の化学的、生物学的、遺伝的または酵素的技
法などの、当技術分野において本質的に公知の任意の技法の単独または組合せによって、
製造することができる。
【００２５】
　所望の配列のアミノ酸配列が分かると、当業者は、ポリペプチドを製造するための標準
的な技法によって該ポリペプチドを容易に製造することができる。例えばそれらは、周知
の固相法を使用して、好ましくは市販のペプチド合成装置（Applied Biosystems, Foster
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 City, California製のものなど）を製造業者の説明書に従って使用して合成することが
できる。
【００２６】
　または本発明のポリペプチドは、当技術分野において今日周知であるようなリコンビナ
ントＤＮＡ技法によって合成することができる。例えば、これらのフラグメントは、所望
の（ポリ）ペプチドをコードするＤＮＡ配列を発現ベクターに組込み、そのようなベクタ
ーを、所望のポリペプチドを発現する適切な真核または原核生物ホストに導入した後にＤ
ＮＡ発現産物として得ることができ、後になってそこから周知の技法を使用してそれらの
フラグメントを単離することができる。
【００２７】
　多様なホスト／発現ベクターの組合せが、本発明のポリペプチドをコードする核酸の発
現に採用される。使用されうる有用な発現ベクターには、例えば染色体性、非染色体性お
よび合成ＤＮＡ配列のセグメントが含まれる。適切なベクターには、非限定的にＳＶ４０
およびｐｃＤＮＡの誘導体ならびにｃｏｌ　ＥＩ、ｐＣＲ１、ｐＢＲ３２２、ｐＭａｌ－
Ｃ２、ｐＥＴ、ｐＧＥＸ、ｐＭＢ９などの公知の細菌プラスミドおよびその誘導体、ＲＰ
４などのプラスミド、ＮＭ９８９などのファージＩの多数の誘導体などのファージＤＮＡ
、加えてＭ１３および糸状１本鎖ファージＤＮＡなどの他のファージＤＮＡ；２ミクロン
プラスミドまたは２ミクロンプラスミドの誘導体などの酵母プラスミド、加えて動原体お
よび組込み型酵母シャトルベクター；昆虫または哺乳動物細胞に有用なベクターなどの、
真核細胞に有用なベクター；ファージＤＮＡまたは発現コントロール配列を採用するよう
に改変されたプラスミドなどのプラスミドとファージＤＮＡとの組合せ由来のベクターな
どが含まれる。
【００２８】
　結果として、哺乳動物細胞、典型的にはヒト細胞、ならびに細菌、酵母、真菌、昆虫、
線虫および植物細胞が本発明に使用され、本明細書において同義の核酸またはリコンビナ
ントベクターによってトランスフェクションされることがある。適切な細胞の例には、非
限定的にＶＥＲＯ細胞、ＡＴＣＣ番号ＣＣＬ２などのＨＥＬＡ細胞、ＡＴＣＣ番号ＣＣＬ
６１などのＣＨＯ細胞系、ＣＯＳ－７細胞およびＡＴＣＣ番号ＣＲＬ１６５０細胞などの
ＣＯＳ細胞、Ｗ１３８、ＢＨＫ、ＨｅｐＧ２、ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ６３６１などの３Ｔ３
、Ａ５４９、ＰＣ１２、Ｋ５６２細胞、２９３Ｔ細胞、ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ１７１１など
のＳｆ９細胞ならびにＡＴＣＣ番号ＣＣＬ７０などのＣｖ１細胞が含まれる。本発明に使
用できる他の適切な細胞には、非限定的にEscherichia coli（例えばＤＨ５－［α］株）
、Bacillus subtilis、Salmonella typhimurium、またはPseudomonas、Streptomycesおよ
びStaphylococcus属の株のような原核ホスト細胞株が含まれる。本発明に使用できるさら
なる適切な細胞には、Saccharomyces cerevisiaeなどのSaccharomyces細胞などの酵母細
胞が含まれる。
【００２９】
　一態様では、本発明の任意のタウ由来ポリペプチドまたはＦＫＢＰ５２ポリペプチドは
、スクリーニング目的のために検出可能な分子でラベルされている。
【００３０】
　本発明によると、該検出可能な分子は、分光学的、光化学的、生化学的、免疫化学的ま
たは化学的手段によって検出可能な任意の化合物または物質から成りうる。例えば、有用
で検出可能な分子には、放射性物質（３２Ｐ、２５Ｓ、３Ｈ、または１２５Ｉを含むもの
が含まれる）、蛍光色素（５－ブロモデソシルジン（bromodesosyrudin）、フルオレセイ
ン、アセチルアミノフルオレンまたはジゴキシゲニンが含まれる）、蛍光タンパク質（Ｇ
ＦＰおよびＹＦＰが含まれる）、または検出可能なタンパク質またはペプチド（ビオチン
、ポリヒスチジン尾部またはＨＡ抗原などの他の抗原タグ、ＦＬＡＧ抗原、ｃ－ｍｙｃ抗
原およびＤＮＰ抗原が含まれる）が含まれる。
【００３１】
　本発明によると、検出可能な分子は、該ポリペプチドの間または候補化合物と任意の該
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ポリペプチドとの間の結合についての任意のアーチファクトを最小化または防止するため
に、関心が持たれる該アミノ酸配列外側に位置するアミノ酸残基に局在するか、または結
合している。
【００３２】
　別の特定の態様では、本発明のポリペプチドは、ＧＳＴタグ（グルタチオンＳ－トラン
スフェラーゼ）と融合される。この態様では、該融合タンパク質のＧＳＴ部分は、検出可
能な分子として使用されることがある。該融合タンパク質において、ＧＳＴは、Ｎ末端ま
たはＣ末端のいずれかに局在しうる。ＧＳＴが検出可能な分子が、続いてラベル化抗ＧＳ
Ｔ抗体を含めた抗ＧＳＴ抗体と接触されると、その分子を検出することができる。様々な
検出可能な分子でラベルされた抗ＧＳＴ抗体は、商品として容易に入手可能である。
【００３３】
　別の特定の態様では、本発明のポリペプチドは、ポリヒスチジンタグと融合される。該
ポリヒスチジンタグは、通常、少なくとも４個の連続するヒスチジン残基を含み、一般に
少なくとも６個の連続するヒスチジン残基を含む。そのようなポリペプチドタグは、また
、最大で２０個の連続するヒスチジン残基を含みうる。該ポリヒスチジンタグは、Ｎ末端
またはＣ末端のいずれかに局在しうる。この態様では、ポリヒスチジンタグを、続いてラ
ベル化抗ポリヒスチジン抗体を含めた抗ポリヒスチジン抗体と接触させると、それを検出
することができる。様々な検出可能な分子でラベルされた抗ポリヒスチジン抗体は、商品
として容易に入手可能である。
【００３４】
　さらなる態様では、本発明のポリペプチドは、転写因子のＤＮＡ結合ドメインまたは活
性化因子ドメインのいずれかから成るタンパク質部分と融合される。転写の該タンパク質
部分ドメインは、Ｎ末端またはＣ末端のいずれかに局在しうる。そのようなＤＮＡ結合ド
メインは、E. Coli由来ＬｅｘＡタンパク質の周知のＤＮＡ結合ドメインから成ることが
ある。さらに、転写因子の該活性化因子ドメインは、酵母由来の周知のＧａｌ４タンパク
質の活性化因子ドメインから成ることがある。
【００３５】
　本発明によるスクリーニング法の一態様では、上記の第一タウポリペプチドおよび第二
ＦＫＢＰ５２ポリペプチドは、転写因子の部分を含む。該アッセイでは、第一部分と第二
部分が一緒になる結合によって、特異的調節性ＤＮＡ配列に結合する機能的転写因子が生
成され、それが今度はレポーターＤＮＡ配列の発現を誘導し、該発現がさらに検出および
／または測定される。該レポーターＤＮＡ配列の発現の陽性検出は、該第一タウポリペプ
チドと第二ＦＫＢＰ５２ポリペプチドポリペプチドが一緒になる結合が原因で活性転写因
子が形成されることを意味する。
【００３６】
　通常ツーハイブリッドアッセイにおいて、転写因子の第一および第二部分は、それぞれ
（ｉ）転写因子のＤＮＡ結合ドメインおよび（ｉｉ）転写因子の活性化因子ドメインから
成る。いくつかの態様では、ＤＮＡ結合ドメインおよび活性化因子ドメインは、共に同じ
天然転写因子に由来する。いくつかの態様では、ＤＮＡ結合ドメインおよび活性化因子ド
メインは、別個の天然因子に由来するが、一緒に結合するとこれら二つの部分は、活性転
写因子を形成する。転写因子について本明細書において使用される場合の「部分」という
用語は、多タンパク質転写因子に関与する完全タンパク質、および完全転写因子タンパク
質の特定の機能的タンパク質ドメインを包含する。
【００３７】
　したがって、本発明の一態様では、本発明のスクリーニング法のステップａ）は、以下
のステップを含む：
（１）
－　（ｉ）上記のタウポリペプチドと（ｉｉ）転写因子の第一タンパク質部分との間の第
一融合ポリペプチド
－　（ｉ）上記のＦＫＢＰ５２ポリペプチドと（ｉｉ）転写因子の第二部分との間の第二
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融合ポリペプチド
を発現しているホスト細胞を提供すること
ここで、第一および第二タンパク質部分が一緒に結合している場合、該転写因子は、ＤＮ
Ａのターゲット調節配列に対して活性であり、
該ホスト細胞は、（ｉ）該活性転写因子によって活性化されうる調節ＤＮＡ配列および（
ｉｉ）該調節配列に作動連結されているＤＮＡレポート配列を含む核酸も含有する、
（２）ステップ１）で提供された該ホスト細胞を被験候補化合物と接触させること、
（３）該ＤＮＡレポーター配列の発現レベルを決定すること。
【００３８】
　上記ステップ（３）で決定された該ＤＮＡレポーター配列の発現レベルが、ステップ（
２）が省略された場合の該ＤＮＡレポーター配列の発現と比較される。候補化合物の存在
下での該ＤＮＡレポーター配列の異なる発現レベルは、該候補化合物がタウポリペプチド
とＦＫＢＰ５２ポリペプチドとの間の結合を効果的にモデュレーションすること、および
該候補化合物がスクリーニング法のステップｂ）で正に選択されうることを意味する。
【００３９】
　適切なホスト細胞には、非限定的に、原核細胞（細菌など）および真核細胞（酵母細胞
、哺乳動物細胞、昆虫細胞、植物細胞など）が含まれる。しかしながら、好ましいホスト
細胞は酵母細胞であって、より好ましくはSaccharomyces cerevisiae細胞またはSchizosa
ccharomyces pombe細胞である。
【００４０】
　類似な系のツーハイブリッドアッセイは、当技術分野において周知であることから、本
発明によるスクリーニング法を行うために使用することができる（Fields et al. 1989 ;
 Vasavada et al. 1991; Fearon et al. 1992; Dang et al., 1991, Chien et al. 1991
、米国特許第５，２８３，１７３号、米国特許第５，６６７，９７３号、米国特許第５，
４６８，６１４号、米国特許第５，５２５，４９０号および米国特許第５，６３７，４６
３号参照）。例えば、これらの文書に記載されているようにＧａｌ４活性化因子ドメイン
は、本発明によるスクリーニング法を行うために使用することができる。Ｇａｌ４は、一
方がＤＮＡ結合ドメインとして作用し、他方が転写活性化ドメインとして機能する二つの
物理的に別個のモジュラードメインから成る。前述の文書に記載された酵母発現系は、こ
の性質を利用する。Ｇａｌ４活性化プロモーターのコントロール下のＧａｌ１－ＬａｃＺ
レポーター遺伝子の発現は、タンパク質－タンパク質相互作用を介したＧａｌ４活性の再
構成に依存する。相互作用性ポリペプチドを含有するコロニーは、β－ガラクトシダーゼ
に対する発色基質を用いて検出される。タンパク質－タンパク質相互作用を確認するため
の競合キット（MATCHMAKER（商標））が、Clontechから市販されている。
【００４１】
　そこで一態様では、上記の第一タウポリペプチドは、Ｇａｌ４のＤＮＡ結合ドメインと
融合され、上記の第二ＦＫＢＰ５２ポリペプチドは、Ｇａｌ４の活性化ドメインと融合さ
れる。
【００４２】
　該検出可能なマーカー遺伝子の発現は、産生された、対応する特異的ｍＲＮＡの量を定
量することによって評価することができる。しかしながら通常は、検出可能なマーカー遺
伝子配列は検出可能なタンパク質をコードするので、結果として該検出可能なマーカー遺
伝子の発現レベルは、産生された対応タンパク質の量を定量することによって評価される
。ｍＲＮＡまたはタンパク質の量を定量するための技法は、当技術分野において周知であ
る。例えば、調節配列のコントロール下に置かれた検出可能なマーカー遺伝子は、上記β
－ガラクトシダーゼから成ることがある。
【００４３】
　別の一態様では、ステップａ）は、上記と同義の第一タウポリペプチドと第二ＦＫＢＰ
５２ポリペプチドとの混合物を被験候補化合物と共に、またはそれなしにゲル泳動アッセ
イに供し、次に該ポリペプチドの間に形成した複合体の検出を行うことによって該ポリペ
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プチド全体の結合を測定するステップを含む。ゲル泳動アッセイは、当業者によって公知
のように実施することができる。
【００４４】
　したがって、本発明の一態様では、本発明のスクリーニング法のステップａ）は、以下
のステップを含む：
（１）上記の第一タウポリペプチドおよび第二ＦＫＢＰ５２ポリペプチドを提供すること
、
（２）被験候補化合物を該ポリペプチドと接触させること、
（３）ステップ（２）で得られたような該ポリペプチドおよび該候補化合物を用いて適切
な泳動基材上でゲル泳動アッセイを行うこと、
（４）ステップ（３）を行われた泳動アッセイで該ポリペプチドの間に形成した複合体を
検出および定量すること。
【００４５】
　次に、ポリペプチドの間に形成した複合体の存在または量は、そのアッセイが被験候補
化合物の不在下で行われた場合に得られた結果と比較される。
【００４６】
　第一ポリペプチドと第二ポロペプチドとの間で形成した複合体が特定の見かけの分子量
を有することから、前記の二つのポリペプチドの間で形成した複合体の検出は、適切な色
素で泳動ゲルを染色すること、および次に分析されたタンパク質に対応するタンパク質バ
ンドを決定することによって容易に行うことができる。ゲル中のタンパク質の染色は、当
技術分野で周知の任意の方法を使用して行うことができる。適切なゲルは、当技術分野に
おいて周知であるが、非変性剤ゲルを使用することが好ましい。一般的な方法では、ウエ
スタンブロットアッセイが、当技術分野において周知であり、広く記載されている（Rybi
cki et al., 1982; Towbin et al. 1979; Kurien et al. 2006）。
【００４７】
　特定の態様では、ゲル泳動アッセイにかけられたポリペプチドに対応するタンパク質の
バンドは、特異的抗体によって検出することができる。タウポリペプチドに対する抗体と
ＦＫＢＰ５２ポリペプチドに特異的に対する抗体との両方を使用することができる。
【００４８】
　別の態様では、該二つのポリペプチドは、上記のような検出可能な抗原でラベルされて
いる。したがって、該検出可能な抗原に対する特異的抗体によってタンパク質のバンドを
検出することができる。好ましくは、タウポリペプチドとの検出可能な抗原のコンジュゲ
ートは、ＦＫＢＰ５２ポリペプチドとコンジュゲーションされた抗原とは異なる。例えば
、第一タウポリペプチドを、ＧＳＴが検出可能な抗原と融合させることができ、第二ＦＫ
ＢＰ５２ポリペプチドを、ＨＡ抗原と融合させることができる。次に、二つのポリペプチ
ドの間に形成したタンパク質複合体は、それぞれＧＳＴおよびＨＡ抗原に対する抗体を用
いて定量および決定することができる。
【００４９】
　別の態様では、ステップａ）には、Edwardsら（1997）または同じくSzaboら（1995）に
よって記載されたような光学バイオセンサーの使用が含まれる。この技法は、ラベルされ
た分子の必要なしに分子間相互作用のリアルタイム検出を可能にする。この技法は、実は
表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）現象に基づく。簡潔には、第一タンパク質パートナーを表
面（カルボキシメチルデキストランマトリックスなど）に結合させる。次に、第二タンパ
ク質パートナーを、予め固定化された第一パートナーと共に被験候補化合物の存在下また
は不在下でインキュベーションする。次に、該タンパク質パートナー間の結合レベルを含
めた結合、または結合の不在を検出する。このために、被験試料を含有しない側の基材の
表面領域に光学ビームを向け、該表面によって反射させる。ＳＰＲ現象は、角度および波
長の組合せを用いて反射光の強度に減少を引き起こす。第一タンパク質パートナーと第二
タンパク質パートナーとの結合は、基材表面上での屈折率の変化を引き起こし、その変化
が、ＳＰＲシグナルの変化として検出される。
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【００５０】
　本発明の別の一態様では、スクリーニング法には、アフィニティークロマトグラフィー
の使用が含まれる。
【００５１】
　上記スクリーニング法に使用するための候補化合物は、また、上記と同義の（ｉ）第一
タウポリペプチドまたは（ｉｉ）第二ＦＫＢＰ５２ポリペプチドが予め固定化されている
任意のクロマトグラフィー基材を当業者に周知の技法により使用して、任意の免疫アフィ
ニティークロマトグラフィー技法によって選択することができる。簡潔には、上記と同義
のタウポリペプチドまたはＦＫＢＰ５２ポリペプチドは、アガロース、Affi Gel（登録商
標）、または当業者に熟知されている他のマトリックスなどの適切なカラムマトリックス
への化学カップリングを含めた従来の技法を使用して、カラムに結合させることができる
。この方法のいくつかの態様では、アフィニティーカラムは、上記と同義のタウポリペプ
チドまたはＦＫＢＰ５２ポリペプチドがグルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ
）と融合されているキメラタンパク質を含有する。次に、該第一ポリペプチドおよび第二
ポリペプチドのうちもう一方のポリペプチドの前に、同時にまたは後に候補化合物をアフ
ィニティーカラムのクロマトグラフィー基材と接触させる。洗浄後に、クロマトグラフィ
ー基材を溶離し、収集された溶離液を、前記のその後に適用された第一または第二ポリペ
プチドを検出および／または定量することによって分析し、候補化合物が（ｉ）第一タウ
ポリペプチドと（ｉｉ）第二ＦＫＢＰ５２ポリペプチドとの間の結合をモデュレーション
したかどうか、および／またはどの程度モデュレーションしたかを決定する。
【００５２】
　本発明によるスクリーニング法の別の一態様では、上記と同義の第一タウポリペプチド
および第二ＦＫＢＰ５２ポリペプチドは、蛍光分子または基質でラベルされている。した
がって、上記と同義の第一タウポリペプチドと第二ＦＫＢＰ５２ポリペプチドとの間の結
合に及ぼす被験候補化合物の潜在的変化作用は、蛍光定量によって決定される。
【００５３】
　例えば、上記と同義の第一タウポリペプチドおよび第二ＦＫＢＰ５２ポリペプチドを、
上記のＧＦＰまたはＹＦＰのような自己蛍光ポリペプチドと融合させることができる。上
記と同義の第一タウポリペプチドおよび第二ＦＫＢＰ５２ポリペプチドは、また、蛍光エ
ネルギー移動（ＦＲＥＴ）アッセイを使用して該ポリペプチドの間の結合について蛍光検
出および／または定量を行うために適した蛍光分子でラベルすることができる。上記と同
義の第一タウポリペプチドおよび第二ＦＫＢＰ５２ポリペプチドを、ＧＦＰまたはＹＦＰ
のような蛍光分子との共有化学結合によってその蛍光分子で直接ラベルすることができる
。上記と同義の第一タウポリペプチドおよび第二ＦＫＢＰ５２ポリペプチドは、例えば、
該ポリペプチドと蛍光分子の間の非共有結合によって該蛍光分子で間接的にラベルするこ
ともできる。実際に、上記と同義の該第一タウポリペプチドおよび第二ＦＫＢＰ５２ポリ
ペプチドをレセプターまたはリガンドと融合させ、該蛍光分子を対応するリガンドまたは
レセプターと融合させることが可能な結果として、その蛍光分子を該第一タウポリペプチ
ドおよび第二ＦＫＢＰ５２ポリペプチドと非共有的に結合させることができる。適切なレ
セプター／リガンド対は、ビオチン／ストレプトアビジンペアを形成したメンバーのこと
があるか、または抗原／抗体ペアを形成したメンバーから選択されることがある。例えば
、本発明によるポリペプチドをポリヒスチジン尾部と融合させることが可能であり、蛍光
分子をポリヒスチジン尾部に対する抗体と融合させることが可能である。
【００５４】
　すでに明記されたように、本発明によるスクリーニング法のステップａ）は、候補化合
物が上記と同義のタウポリペプチドとＦＫＢＰ５２ポリペプチドとの間の相互作用をモデ
ュレーションする能力を、ＦＲＥＴを使用した蛍光アッセイにより決定することを包含す
る。したがって特定の態様では、上記と同義の第一タウポリペプチドは、第一フルオロフ
ォア物質でラベルされており、第二ＦＫＢＰ５２ポリペプチドは、第二フルオロフォア物
質でラベルされている。第一フルオロフォア物質は、第二フルオロフォアの励起波長値に
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実質的に等しい波長値を有することにより、該第一ポリペプチドと第二ポリペプチドとの
間の結合は、第二フルオロフォア物質の発光波長で発光された蛍光シグナル強度を測定す
ることによって検出されることがある。または、第二フルオロフォア物質もまた、第一フ
ルオロフォアの発光波長の値を有することにより、該ポリペプチドと第二ポリペプチドと
の間の結合は、第一フルオロフォア物質の波長で発光された蛍光シグナル強度を測定する
ことによって検出されることがある。
【００５５】
　使用されるフルオロフォアは、周知のランタニドキレートなどの様々な適切な種類であ
りうる。これらのキレートは、化学的安定性、バイオコンジュゲーション後の長寿命蛍光
（寿命が０，１msよりも大きい）および特異的バイオアフィニティーアッセイにおける顕
著なエネルギー移動を有すると記載されている。文書である米国特許第５，１６２，５０
８号は、ビピリジンクリプテートを開示している。ＴＥＫＥＳ型光増感剤（EP0203047A1
）およびテルピリジン型光増感剤（EP0649020A1）を有するポリカルボキシレートキレー
ト剤が公知である。国際公開公報第９６／００９０１号の文書は、増感剤としてカルボス
チリルを使用したジエチレントリアミン五酢酸（ＤＰＴＡ）キレートを開示している。他
の増感剤および他のトレーサー金属との追加的なＤＰＴキレートは、診断応用またはイメ
ージング応用のために公知である（例えばEP0450742A1）。
【００５６】
　好ましい態様では、スクリーニング法のステップａ）で行われる蛍光アッセイは、国際
公開公報第００／０１６６３号または米国特許第６，７４０，７５６号の文書（両文書の
内容全体は、参照により本明細書に組入れられる）に記載されているようなホモジニアス
時間分解蛍光（ＨＴＲＦ）アッセイから成る。ＨＴＲＦは、ＴＲＦ（時間分解蛍光）とＦ
ＲＥＴとの両方の原理を使用するＴＲ－ＦＲＥＴベースの技法である。さらに具体的には
、当業者は、Leblancら（2002）に記載されているような時間分解増幅クリプテート発光
（ＴＲＡＣＥ）技法に基づくＨＴＲＦアッセイを使用することができる。ＨＴＲＦドナー
フルオロフォアは、クリプテート封入の安定性と一緒になったランタニドの長寿命発光を
有するユーロピウムクリプテートである。紅藻類から精製された改変アロフィコシアニン
であるＸＬ６６５は、ＨＴＲＦ一次アクセプターフルオロフォアである。これらの二つの
フルオロフォアが生体分子相互作用によって一緒にされると、励起の間にクリプテートに
よって捕獲されたエネルギーの一部が６２０nmでの蛍光発光によって放出される一方で、
残りのエネルギーはＸＬ６６５に移動する。次にこのエネルギーは、ＸＬ６６５によって
６６５nmで特異的蛍光として放出される。６６５nmの光はユーロピウムを用いたＦＲＥＴ
によってのみ発光される。ユーロピウムクリプテートは、常にアッセイに存在するので、
６２０nmの光は、生体分子相互作用がＸＬ６６５を近接させない場合であっても検出され
る。
【００５７】
　したがって一態様では、スクリーニング法のステップａ）は、したがって以下からなる
ステップを含みうる：
（１）
－　第一抗原と融合された第一タウポリペプチド、
－　第二抗原と融合された第二ＦＫＢＰ５２ポリペプチド、
－　被験候補化合物
を含むアッセイ前試料を接触させること、
（２）ステップ（２）の該アッセイ前試料に：
－　特異的に該第一抗原に対する、ユーロピアン（European）クリプテートでラベルされ
た少なくとも一つの抗体、
－　該第二抗原に対する、ＸＬ６６５でラベルされた少なくとも一つの抗体
を添加すること、
（３）ステップ（２）のアッセイ試料を該ユーロピアンクリプテートの励起波長で照射す
ること、
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（４）ＸＬ６６５の発光波長で発光された蛍光シグナルを検出および／または定量するこ
と、
（５）ステップ（４）で得られた蛍光シグナルを、ステップ（１）のアッセイ前試料が被
験候補化合物の不在下で調製されたときに得られた蛍光と比較すること。
【００５８】
　上記ステップ（５）で蛍光シグナルの強度値が、ステップ（１）のアッセイ前試料が被
験候補化合物の不在下で調製された場合に見出される蛍光シグナルの強度値と異なる（低
いまたは高い）ならば、その候補化合物を、スクリーニング法のステップｂ）で正に選択
することができる。
【００５９】
　ユーロピアンクリプテートまたはＸＬ６６５でラベルされた抗体は、ＧＳＴ、ポリヒス
チジン尾部、ＤＮＰ、ｃ－ｍｙｘ、ＨＡ抗原およびＦＬＡＧを含めた、関心が持たれる、
異なる抗原に対する可能性があり、それらには含まれる。そのような抗体は、CisBio（Be
dfors, MA, USA）から市販されている抗体、顕著にはそれぞれ６１ＧＳＴＫＬＡまたは６
１ＨＩＳＫＬＢと呼ばれる抗体を包含する。
【００６０】
　特定の態様では本発明の方法は、さらに候補化合物がアミロイド前駆タンパク質（ＡＰ
Ｐ）ポリペプチドとＦＫＢＰ５２ポリペプチドとの間の相互作用をモデュレーションする
能力を決定することから成るステップを含みうる。実際に最近の研究は、ＦＫＢＰ５２が
ＡＰＰのＦＫ５０６相互作用ドメインを介してＡＰＰと安定な複合体を形成したことを実
証している。この研究は、Ａβペプチドの毒性のモデュレーションにＦＫＢＰ５２が果た
す新規な役割を確認するものである（Sanokawa-Akakura R, Cao W, Allan K, Patel K, G
anesh A, Heiman G, Burke R, Kemp FW, Bogden JD, Camakaris J, Birge RB, Konsolaki
 M. Control of Alzheimer's amyloid beta toxicity by the high molecular weight im
munophilin FKBP52 and copper homeostasis in Drosophila. PLoS One. 2010 Jan 13;5(
1):e8626）。したがって、タウとＦＫＢＰ５２との相互作用およびＡＰＰとＦＫＢＰ５２
との相互作用の両方をモデュレーションする化合物が、アルツハイマー病の処置に有用で
ありうる。
【００６１】
本発明のin celluloスクリーニング法：
　本明細書前記のin vitroスクリーニングの任意の一態様の終わりに正に選択された候補
化合物は、タウ介在性細胞機能（チューブリン重合など）、タウ蓄積、タウ凝集および全
ての翻訳後タウ改変に関するその性質をさらにアッセイすることを考慮してさらなる選択
ステップに供することができる。このために、上記の全般的in vitroスクリーニング法を
用いて正に選択された候補化合物は、さらに、それらがタウ介在性細胞機能、タウ蓄積、
タウ凝集および全ての翻訳後タウ改変をモデュレーションする能力について選択すること
ができる。
【００６２】
　したがって、本発明の別の局面は、タウ機能不全を伴う神経障害の予防および治療のた
めの薬物をスクリーニングするための方法であって、以下のステップを含む方法に関する
：
ｉ）請求項１～６のいずれか記載のin vitroスクリーニング法を行うことによって、タウ
とＦＫＢＰ５２タンパク質との間の相互作用をモデュレーションする化合物についてスク
リーニングすること、および
ｉｉ）ステップｉ）の終わりに正に選択された化合物を、それらのタウ介在性細胞機能、
タウ蓄積、タウ凝集および全ての翻訳後タウ改変についてスクリーニングすること。
【００６３】
　上記スクリーニング法のある好ましい態様では、該スクリーニング法のステップｉｉ）
は、以下のステップを含む：
（１）細胞を、ステップｉ）の終わりに正に選択された化合物と接触させること、
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（２）化合物がタウ介在性細胞機能、タウ蓄積、タウ凝集および全ての翻訳後タウ改変を
モデュレーションする潜在能力を決定すること、
（３）ステップ（２）で決定されたタウ介在性細胞機能、タウ蓄積、タウ凝集および全て
の翻訳後タウ改変を、ステップ（１）が前記の正に選択された化合物の不在下で行われた
場合に決定されたタウ介在性細胞機能、タウ蓄積、タウ凝集および全ての翻訳後タウ改変
と比較すること。
【００６４】
　ステップ（１）を行うために、任意の細胞が適切でありうるが、ニューロンが好ましい
。
【００６５】
　上記のステップ（１）は、ある量の被験候補化合物を培地に添加することによって行う
ことができる。漸増する量の被験候補化合物を別個の培養試料に添加するために、通常は
複数の培養試料が調製される。一般に、候補化合物を有さない少なくとも一つの培養試料
も、さらなる比較のための陰性対照として調製される。場合により、タウ介在性細胞機能
、タウ蓄積、タウ凝集および翻訳後タウ改変をモデュレーションする既に公知の薬剤を有
する少なくとも一つの培養試料も、方法の標準化のための陽性対照として調製される。
【００６６】
　したがって、ステップ（３）は、被験候補化合物と共にインキュベーションされた細胞
培養物について得られた、タウ介在性細胞機能、タウ蓄積、タウ凝集および全ての翻訳後
タウ改変がモデュレーションされた細胞の率を、該候補化合物なしの陰性対照細胞培養物
について得られた、タウ介在性細胞機能、タウ蓄積、タウ凝集および全ての翻訳後タウ改
変がモデュレーションされた細胞の率と比較することによって行うことができる。例証的
に、候補化合物の効率は、（ｉ）候補化合物と共にインキュベーションされた細胞培養物
から測定された、タウ介在性細胞機能、タウ蓄積、タウ凝集および全ての翻訳後タウ改変
がモデュレーションされた細胞の率を、（ｉｉ）タウ介在性細胞機能、タウ蓄積、タウ凝
集および全ての翻訳後タウ改変をモデュレーションする公知の薬剤と共にインキュベーシ
ョンされた細胞培養物の上清から測定された、タウ介在性細胞機能、タウ蓄積、タウ凝集
および全ての翻訳後タウ改変がモデュレーションされた細胞の率と比較することによって
評価することができる。さらに例証的に、候補化合物の効率は、細胞培養物に添加された
候補化合物の量についてタウ介在性細胞機能、タウ蓄積、タウ凝集および全ての翻訳後タ
ウ改変がモデュレーションされている細胞の率が、タウ介在性細胞機能、タウ蓄積、タウ
凝集および全ての翻訳後タウ改変をモデュレーションする公知の薬剤と共に測定された、
タウ介在性細胞機能、タウ蓄積、タウ凝集および全ての翻訳後タウ改変がモデュレーショ
ンされた細胞の率に近いか、またはそれよりも高いことを決定することによって評価する
ことができる。
【００６７】
本発明の候補化合物：
　本発明の一態様によると、候補化合物は、ペプチド、ペプチド模倣体、有機小分子、抗
体、アプタマーまたは核酸から成る群より選択されることがある。例えば、本発明による
候補化合物は、予め合成された化合物のライブラリー、または構造がデータベースから決
定された化合物のライブラリー、またはde novo合成された化合物のライブラリーから選
択することができる。
【００６８】
　特定の態様では、候補化合物は、有機小分子より選択することができる。
【００６９】
　本明細書に使用されるような「有機小分子」という用語は、一般に医薬品に使用される
有機分子に匹敵するサイズの分子を表す。この用語は、生体巨大分子（例えば；タンパク
質、核酸など）を除外し；好ましい有機小分子は、最大２０００daのサイズの範囲であり
、最も好ましくは最大約１０００Daである。
【００７０】
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　本発明による候補化合物は、その合成、翻訳およびリガンド／基質／産物の結合を妨害
することによってＦＫＢＰ５２のＰＰＩａｓｅ活性を中和する分子より選択することがで
きる。
【００７１】
　好ましい態様では、分子は、タンパク質ＦＫＢＰ５２のドメインＩのＰＰＩａｓｅリガ
ンド、好ましくはタンパク質ＦＫＢＰ５２のドメインＩのＰＰＩａｓｅ活性を防止、遮断
または阻害するＰＰＩａｓｅリガンドより選択される。
【００７２】
　有利には、本発明の分子は、免疫抑制活性を誘導せずにタンパク質ＦＫＢＰ５２のドメ
インＩのＰＰＩａｓｅ活性を防止／阻害／遮断することがある。
【００７３】
　第一シリーズの分子は、免疫抑制活性を欠如するＦＫ５０６誘導体である。ＦＫ５０６
は、下記のように表される：
【００７４】

【化１】

【００７５】
　分子の特に好ましい一ファミリーは、ＶＡ－１０３６７（Vertex, Inc）とも名付けら
れた下記ニューロフィリン化合物の新規アナログから成りうる：
【００７６】
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【００７７】
　他の例には、国際特許出願公開WO2005084673に記載されたようなメリダマイシン（Meri
damycin）などの、免疫抑制活性を欠如するラパマイシン誘導体が含まれる。他のラパマ
イシン誘導体には、ＷＹＥ－５９２またはＩＬＳ－２９０などの、Ruan B.ら（Ruan B, P
ong K, Jow F, Bowlby M, Crozier RA, Liu D, Liang S, Chen Y, Mercado ML, Feng X, 
Bennett F, von Schack D, McDonald L, Zaleska MM, Wood A, Reinhart PH, Magolda RL
, Skotnicki J, Pangalos MN, Koehn FE, Carter GT, Abou-Gharbia M, Graziani EI. Bi
nding of rapamycin analogs to calcium channels and FKBP52 contributes to their n
europrotective activities. Proc Natl Acad Sci U S A. 2008 Jan 8;105(1):33-8. Epu
b 2007 Dec 27）に記載された誘導体が含まれる：
【００７８】
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【化３】

【００７９】
　本発明の分子は、技術者に周知の任意の従来法によって合成されることがある。
【００８０】
　別の特定の態様では、本発明による候補化合物は、特異的にタンパク質タウとタンパク
質ＦＫＢＰ５２との間の相互作用部位に対する抗体、またはＦＫＢＰ５２－タウ相互作用
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および／もしくはその機能的細胞機能に影響する抗体でありうる。
【００８１】
　「抗体」という用語は、特異的にタウとのＦＫＢＰ５２の相互作用部位に対することを
特徴とする抗体またはその機能的誘導体に関し、上記抗体は、好ましくはモノクローナル
抗体；またはそれの、Ｆ（ａｂ’）２の、または１本鎖Ｆｖ型の、またはそれ由来の任意
の種類のリコンビナント抗体の抗原結合性フラグメントに関する。本発明のこれらの抗体
には、タウとのＦＫＢＰ５２の相互作用部位に対して調製された特異的ポリクローナル抗
血清が含まれる。
【００８２】
　例えば、タウとＦＫＢＰ５２との間の相互作用に関与するペプチド配列またはその任意
の機能的誘導体に対して免疫処置された動物、特にマウスまたはラットの脾臓細胞と、ミ
エローマ細胞系の細胞とから古典法にしたがって形成され易い任意のハイブリドーマであ
って、そのハイブリドーマが、動物の免疫処置のために最初に使用された、タウとＦＫＢ
Ｐ５２との間の相互作用に関与するペプチド配列またはその任意の機能的誘導体を認識す
るモノクローナル抗体を産生する能力によって選択され易いハイブリドーマによって、本
発明の抗体を産生させることができる。本発明のこの態様による抗体は、ＨおよびＬ鎖を
コードするマウスおよび／またはヒトゲノムＤＮＡ配列またはＨおよびＬ鎖をコードする
ｃＤＮＡクローンから出発してリコンビナントＤＮＡ技法により製造されたマウス抗体の
ヒト化バージョンでありうる。
【００８３】
　または、本発明のこの態様による抗体は、ヒト抗体でありうる。そのようなヒト抗体は
、例えばPCT/EP99/03605に記載されたような重症複合型免疫不全（ＳＣＩＤ）マウスのヒ
ト末梢血リンパ球（ＰＢＬ）再増殖によって、または米国特許第５，５４５，８０６号に
記載されたようなヒト抗体を産生可能なトランスジェニック非ヒト動物を使用することに
よって調製される。また、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ）’２および（「１本鎖可変部フラグメント
」）などのこれらの抗体由来のフラグメントは、それらが本来の結合性を保持したという
条件で、本発明の一部を形成する。そのようなフラグメントは、例えばパパイン、ペプシ
ン、または他のプロテアーゼで抗体を酵素消化することによって通例生成される。モノク
ローナル抗体またはそのフラグメントを様々な用途のために改変できることは、当業者に
周知である。酵素、蛍光、または放射性型の適切なラベルは、本発明に関与する抗体をラ
ベルすることができる。
【００８４】
　別の特定の態様では、本発明による候補化合物は、アプタマーより選択されることがあ
る。アプタマーは、分子認識に関して抗体の代替となる分子クラスである。アプタマーは
、事実上任意のクラスのターゲット分子を高い親和性および特異性で認識する能力を有す
るオリゴヌクレオチドまたはオリゴペプチド配列である。そのようなリガンドは、Tuerk 
C.およびGold L.（1990）に記載されているようなランダム配列ライブラリーの指数関数
的濃縮によるリガンドの系統的進化（ＳＥＬＥＸ）によって単離されることがある。ラン
ダム配列ライブラリーは、ＤＮＡのコンビナトリアル化学合成によって得ることが可能で
ある。このライブラリーの中で、各メンバーは、場合により化学的に改変された独自配列
の線状オリゴマーである。この分子クラスの可能性のある改変、用途および利点は、Jaya
sena S.D.（1999）に総説されている。ペプチドアプタマーは、ツーハイブリッド法によ
るコンビナトリアルライブラリーより選択される、E. coliチオレドキシンＡなどのプラ
ットフォームタンパク質によって表示される立体構造的に制約された抗体可変領域から成
る（Colas et al., 1996）。
【００８５】
　別の態様では、候補分子は、タンパク質ＦＫＢＰ５２の合成を遮断する分子より選択さ
れることがある。
【００８６】
　合成とは、ＦＫＢＰ５２遺伝子の転写が意味される。小分子は、ＦＫＢＰ５２のプロモ
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ーター領域上に結合して転写因子の結合を阻害することができるか、またはこれらの分子
は、転写因子と結合してＦＫＢＰ５２－プロモーターへの結合を阻害することにより、Ｆ
ＫＢＰ５２の発現がないようにすることができる。
【００８７】
　同様に本発明の範囲内に入るのは、ＦＫＢＰ５２ ｍＲＮＡの翻訳を阻害するように機
能するアンチセンスＲＮＡおよびＤＮＡ分子およびリボザイムが含まれるオリゴリボヌク
レオチド配列の使用である。アンチセンスＲＮＡおよびＤＮＡ分子は、ターゲティングさ
れたｍＲＮＡに結合しタンパク質の翻訳を防止することによってｍＲＮＡの翻訳を直接遮
断するように作用する。アンチセンスＤＮＡに関して、オリゴデオキシリボヌクレオチド
は、翻訳開始部位から得られる。リボザイムは、ＲＮＡの特異的切断を触媒可能な酵素的
ＲＮＡ分子である。リボザイムの作用機序は、相補的ターゲットＲＮＡへのリボザイム分
子の配列特異的ハイブリダイゼーションに続くエンドヌクレアーゼ的切断を伴う。
【００８８】
　ＦＫＢＰ５２の遺伝子または遺伝子産物の活性を阻害するために、三つの異なる種類の
ターゲット、すなわちＤＮＡ、ＲＮＡおよびタンパク質に向けた受注生産技法が利用可能
であり、例えばＦＫＢＰ５２の遺伝子または遺伝子産物は、相同組換えによって変化させ
ることができ、遺伝コードの発現は、アンチセンスオリゴヌクレオチド、干渉性ＲＮＡ（
ＲＮＡｉ）またはリボザイムによってＲＮＡレベルで阻害することができ、タンパク質機
能は抗体または薬物によって変化させることができる。
【００８９】
　本発明の別の態様は、神経原線維変化におけるタウ凝集または沈着の障害の予防または
治療を必要とする対象においてそれを予防または治療する薬物を製造するための、ＦＫＢ
Ｐ５２の発現を阻害する分子、好ましくはアンチセンス分子、ＲＮＡｉおよびリボザイム
から成るリストより選択される、ＦＫＢＰ５２の発現を阻害する分子の使用である。
【００９０】
本発明の処置方法：
　さらなる局面では、本発明は、タウ機能不全を伴う神経障害の予防および治療のための
方法であって、それを必要とする対象にタウとＦＫＢＰ５２タンパク質との間の相互作用
をモデュレーションする化合物の治療有効量を投与することを含む方法を提供する。該化
合物は、本発明のスクリーニング法によって確認されることがある。
【００９１】
　さらに具体的には、本発明は、タウ機能不全を伴う神経障害の予防および治療に使用す
るための、タウとＦＫＢＰ５２タンパク質との間の相互作用をモデュレーションする化合
物に関する。
【００９２】
　本発明の方法は、アルツハイマー病、前頭側頭型認知症、進行性核上性麻痺、皮質基底
核変性症およびピック病としても知られている前頭側頭葉変性症、ならびに将来的にタウ
を必要とすることが証明されうる、例えばパーキンソン病などの全ての神経障害を含めた
、タウ機能不全を伴う神経障害の予防および治療に有用である。
【００９３】
　本発明によると、「患者」または「それを必要とする患者」という用語は、タウ機能不
全を伴う神経障害に冒されているか、または冒される見込みのあるヒトまたは非ヒト哺乳
動物（例えばイヌ、ネコ、ウマなど）が意図される。
【００９４】
　本発明の化合物の「治療有効量」とは、タウ機能不全を伴う神経障害を、任意の医学処
置に適用可能な合理的便益／リスク比で処置するために十分な化合物の量が意味される。
しかしながら、本発明の化合物および本発明の組成物の合計１日使用量が担当の医師によ
って健全な医学的判断の範囲内で決定されることが了解されている。任意の特定患者につ
いての特定治療有効用量レベルは、処置される障害およびその障害の重症度；採用される
特定化合物の活性；採用される特定組成物；患者の年齢、体重、全身の健康状態、性別お
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よび食事；採用される特定化合物の投与時間、投与経路、および排泄速度；処置の持続期
間；採用される特定化合物と組合せてまたは同時に使用される薬物；医学分野において周
知の類似の要因などを含めた多様な要因に依存するであろう。例えば、所望の治療効果を
達成するために必要な用量よりも低いレベルで化合物の用量を始めること、および所望の
効果が達成されるまで薬用量を徐々に増加させることは、十分に当技術分野の技術の範囲
内である。
【００９５】
　本発明のタウとＦＫＢＰ５２タンパク質との間の相互作用をモデュレーションする化合
物は、薬学的に許容されうる賦形剤と組合されることがある。「薬学的に」または「薬学
的に許容されうる」は、必要に応じて哺乳動物、特にヒトに投与される場合に、有害反応
、アレルギー反応または他の不都合な反応を生じない分子実体および組成物を表す。薬学
的に許容されうる担体または賦形剤は、無毒の固形、半固形または液体の増量剤、希釈剤
、封入物質または任意の種類の製剤補助剤を表す。
【００９６】
　さらなる局面では、本発明は、アルツハイマー病の予防および治療のための方法であっ
て、それを必要とする対象にタウとＦＫＢＰ５２タンパク質との間の相互作用およびＦＫ
ＢＰ５２とＡＰＰとの間の相互作用の両方をモデュレーションする化合物の治療有効量を
投与することを含む方法を提供する。
【００９７】
本発明の診断法：
　本発明のさらなる局面は、診断アッセイ、予後アッセイ、およびモニタリングアッセイ
に関係する。
【００９８】
　したがって特定の態様では、本発明は、タウ機能不全を伴う神経障害を有するかまたは
有する素因があると考えられる対象を試験する方法であって、ＦＫＢＰ５２タンパク質と
タウタンパク質との間の複合体のレベルを測定するために該対象から得られた関心が持た
れる試料を分析するステップを含む方法に関する。
【００９９】
　本明細書に使用されるような「関心が持たれる試料」という用語は、対象から得られた
多様な試料の種類を包含し、診断アッセイに使用することができる。本明細書における試
料は、任意の細胞試料、血液、血清、尿、髄液などを含めた生体液、または対象の組織か
ら得られた任意の生検試料などの任意の種類の試料でありうる。好ましい態様では、関心
が持たれる試料は、髄液試料である。
【０１００】
　特定の態様では、本発明の方法は、関心が持たれる試料を、その関心が持たれる試料中
に存在するＦＫＢＰ５２タンパク質とタウタンパク質との間の複合体と選択的に相互作用
可能な結合パートナーと接触させることを含む。別の特定の態様では、本発明の方法は、
関心が持たれる試料を、その関心が持たれる試料中に存在するＦＫＢＰ５２タンパク質と
選択的に相互作用可能な結合パートナーおよびタウタンパク質と選択的に相互作用可能な
別の結合パートナーと接触させることを伴うことがある。
【０１０１】
　本発明による結合パートナーは、ポリクローナルまたはモノクローナル、好ましくはモ
ノクローナルでありうる抗体でありうる。別の態様では、結合パートナーは、アプタマー
でありうる。
【０１０２】
　抗体またはアプタマーなどの本発明の結合パートナーは、蛍光分子、放射性分子または
当技術分野で公知の任意の他のラベルなどの検出可能な分子または物質でラベルされてい
ることがある。一般に（直接または間接的に）シグナルを提供するラベルが、当技術分野
において公知である。
【０１０３】
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　抗体に関して本明細書において使用されるような「ラベルされた」という用語は、放射
性薬剤またはフルオロフォア（例えばフルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）ま
たはフィコエリトリン（ＰＥ）またはインドシアニン（Ｃｙ５））などの検出可能な物質
を抗体またはアプタマーにカップリング（すなわち物理的に連結）することによる、その
抗体またはアプタマーの直接ラベル化、および検出可能な物質との反応性によるプローブ
または抗体の間接ラベル化を包含することが意図される。本発明の抗体またはアプタマー
は、当技術分野において公知の任意の方法によって放射性分子でラベルされていることが
ある。例えば放射性分子には、非限定的にＩ１２３、Ｉ１２４、Ｉｎ１１１、Ｒｅ１８６
、Ｒｅ１８８などのシンチグラフィー研究用放射性原子が含まれる。
【０１０４】
　前記アッセイは、全般に固体基材中での結合パートナー（すなわち抗体またはアプタマ
ー）の結合を伴う。本発明の実施に使用することができる固体基材には、ニトロセルロー
ス（例えば、メンブランまたはマイクロタイターウェルの形態のもの）；ポリビニルクロ
リド（例えば、シートまたはマイクロタイターウェル）；ポリスチレンラテックス（例え
ば、ビーズまたはマイクロタイタープレート）；フッ化ポリビニリジン（polyvinylidine
）；ジアゾ化紙；ナイロンメンブラン；活性化ビーズ、磁気応答性ビーズなどの物質が含
まれる。
【０１０５】
　ＦＫＢＰ５２タンパク質とタウタンパク質との間の複合体のレベルは、競合、直接反応
、またはサンドイッチ型アッセイなどのイムノアッセイを含めた標準的な免疫診断技法を
使用することによって測定されることがある。そのようなアッセイには、非限定的に凝集
検査；ＥＬＩＳＡなどの酵素ラベルおよび酵素介在性イムノアッセイ；ビオチン／アビジ
ン型アッセイ；ラジオイムノアッセイ；免疫電気泳動；免疫沈降が含まれる。
【０１０６】
　さらに具体的には、マイクロタイタープレートのウェルが本発明による１組の結合パー
トナーでコーティングされるＥＬＩＳＡ法を使用することができる。次に、ＦＫＢＰ５２
タンパク質とタウタンパク質との間の複合体を含有するかまたは含有する疑いのある、関
心が持たれる試料を、そのコーティングされたウェルに加える。抗体－抗原複合体を形成
させるために十分なインキュベーション時間の後に、プレートを洗浄して未結合の部分を
除去し、検出可能にラベルされた二次結合分子を加えることができる。二次結合分子を、
任意の捕獲された試料マーカータンパク質と反応させ、プレートを洗浄し、二次結合分子
の存在を、当技術分野において周知の方法を使用して検出する。
【０１０７】
　または、免疫組織化学（ＩＨＣ）法が好ましいことがある。ＩＨＣは、組織検体中のタ
ーゲットをin situで検出する方法を特異的に提供する。したがって、ＩＨＣでは関心が
持たれる試料の全体的な細胞完全性は維持され、よってＦＫＢＰ５２タンパク質とタウタ
ンパク質との間の複合体の存在および局在の両方の検出が可能になる。典型的には、試料
はホルマリンで固定され、パラフィン中に包埋され、切片にされ、染色およびその後の光
学顕微鏡検査に供される。ＩＨＣの現法は、直接ラベル化または二次抗体ベースもしくは
ハプテンベースのラベル化のいずれかを使用する。公知のＩＨＣ系の例には、例えば、En
Vision（商標）(DakoCytomation)、Powervision（登録商標）（Immunovision, Springdal
e, AZ）、NBA（商標）キット（Zymed Laboratories Inc., South San Francisco, CA）、
HistoFine（登録商標）（Nichirei Corp, Tokyo, Japan）が含まれる。
【０１０８】
　特定の態様では、組織切片を本発明の結合パートナーと共にインキュベーション後にス
ライドまたは他の基材上にマウントすることができる。次に、適切な固体基材上にマウン
トされた試料の顕微鏡検査を行うことができる。顕微鏡写真の作製のために、試料を含む
切片をガラススライドまたは他の平面基材上にマウントし、関心が持たれるタンパク質の
存在を選択的に染色することによって強調することができる。
【０１０９】
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　したがって、ＩＨＣ試料には、例えば：（ａ）細胞試料または組織試料を含む調製物、
（ｂ）固定および封入された該細胞ならびに（ｃ）該細胞試料中のＦＫＢＰ５２タンパク
質とタウタンパク質との間の複合体を検出することが含まれうる。いくつかの態様では、
ＩＨＣ染色手順は、組織を切断およびトリミングすること、固定、脱水、パラフィン浸潤
、薄切片に切断すること、ガラススライド上にマウントすること、焼成、脱パラフィン、
再水和、抗原賦活化、ブロッキングステップ、一次抗体を適用すること、洗浄、二次抗体
（場合により適切な検出可能ラベルにカップリングしたもの）を適用すること、洗浄、対
比染色、および顕微鏡観察などのステップを含みうる。
【０１１０】
　一態様では、本発明の方法は、さらにＦＫＢＰ５２タンパク質とタウタンパク質との間
の複合体のレベルを、予め決定されたしきい値と比較するステップを含みうる。該比較は
、対象がタウ機能不全を伴う神経障害を有するか、または有する素因があると考えられる
かどうかを示す。その予め決定された値は、対象の全般集団または選択集団から得られた
、関心が持たれる試料中のＦＫＢＰ５２タンパク質とタウタンパク質との間の複合体の量
を表しうる。例えば、選択集団は、タウ機能不全を伴う神経障害の存在を示す徴候または
症状を以前に全く有したことのない個体などの、見かけ上健康な対象から構成されること
がある。別の例では、予め決定された値は、タウ機能不全を伴う神経障害が立証された対
象から構成されることがある。予め決定された値は、カットオフ値または範囲でありうる
。予め決定された値は、見かけ上健康な対象とタウ機能不全を伴う神経障害が立証された
対象との間の比較測定に基づき確立することができる。
【０１１１】
　さらに、理論に縛られることを望むわけではないが、本発明者らは、ＦＫＢＰ５２の異
常な発現もしくは活性、および／または特にそれがタウと結合する能力がそれにより、個
体がタウ機能不全を伴う神経障害を患うかまたはタウ機能不全を伴う神経障害を発生する
リスクがあるかどうかを決定することを確信する。
【０１１２】
　したがって特定の態様では、本発明は、タウ機能不全を伴う神経障害を有するかまたは
有する素因があると考えられる対象を試験する方法であって、該対象から得られた関心が
持たれる試料を、ＦＫＢＰ５２タンパク質および／またはその関連プロモーターをコード
する遺伝子における突然変異の存在を検出するために分析するステップを含む方法に関す
る。
【０１１３】
　ＦＫＢＰ５２タンパク質をコードする遺伝子における突然変異を検出するための典型的
な技法には、制限フラグメント長多型、ハイブリダイゼーション技法、ＤＮＡシーケンシ
ング、エキソヌクレアーゼ耐性、マイクロシーケンシング、ｄｄＮＴＰを使用した固相伸
長、ｄｄＮＴＰを使用した溶液中伸長、オリゴヌクレオチドアッセイ、動的アレル特異的
ハイブリダイゼーションなどの一塩基多型検出法、ライゲーション連鎖反応、ミニシーケ
ンシング、ＤＮＡ「チップ」、ＰＣＲまたは分子ビーコンとマージされた、単一または二
重ラベル化プローブを用いたアレル特異的オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーション他
が含まれうる。
【０１１４】
　別の特定の態様では、本発明は、タウ機能不全を伴う神経障害を有するかまたは有する
素因があると考えられる対象を試験する方法であって、ＦＫＢＰ５２タンパク質をコード
する遺伝子の発現を分析するために該対象から得られた関心が持たれる試料を分析するス
テップを含む方法に関する。
【０１１５】
　ＦＫＢＰ５２タンパク質をコードする遺伝子の発現を分析することは、転写された核酸
または翻訳されたタンパク質の発現を検出するための多種多様な周知の方法のいずれかに
よって評価されることがある。
【０１１６】
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　好ましい態様では、ＦＫＢＰ５２タンパク質をコードする遺伝子の発現は、該遺伝子の
新生ＲＮＡなどのｍＲＮＡ転写物またはｍＲＮＡ前駆体の発現を分析することによって評
価される。該分析は、対象からの関心が持たれる試料中の細胞からｍＲＮＡ／ｃＤＮＡを
調製すること、およびそのｍＲＮＡ／ｃＤＮＡを参照ポリヌクレオチドとハイブリダイゼ
ーションさせることによって評価することができる。調製されたｍＲＮＡ／ｃＤＮＡは、
非限定的にサザンまたはノーザン分析、定量ＰＣＲ（TaqMan）などのポリメラーゼ連鎖反
応分析、およびGeneChip（商標）ＤＮＡアレイ（AFFYMETRIX）などのプローブアレイが含
まれるハイブリダイゼーションまたは増幅アッセイに使用することができる。
【０１１７】
　好都合には、ＦＫＢＰ５２タンパク質をコードする遺伝子から転写されたｍＲＮＡの発
現レベルの分析は、例えばＲＴ－ＰＣＲ（米国特許第４，６８３，２０２号に示される実
験態様）、リガーゼ連鎖反応（BARANY, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol.88, p: 189-1
93, 1991）、自家持続配列複製（GUATELLI et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol.5
7, p: 1874-1878, 1990）、転写増幅系（KWOH et al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. U
SA, vol.86, p: 1173-1177, 1989）、Ｑ－βレプリカーゼ（LIZARDI et al., Biol. Tech
nology, vol.6, p: 1197, 1988）、ローリングサークル複製（米国特許第５，８５４，０
３３号）または他の任意の核酸増幅法による核酸増幅プロセスに続く、当業者に周知の技
法を使用した増幅分子の検出を伴う。核酸分子が非常に低い数で存在する場合、これらの
検出スキームは、そのような分子の検出に特に有用である。本明細書に使用されるように
、増幅プライマーは、遺伝子の５’または３’領域（それぞれプラスおよびマイナス鎖ま
たはその逆）にアニーリングすることができる核酸分子ペアであって、その間に短鎖の領
域を含有する核酸分子ペアであると定義される。一般に、増幅プライマーは、１０～３０
ヌクレオチド長であり、約５０～２００ヌクレオチド長の領域に隣接する。適切な条件下
で適切な試薬を用いて、そのようなプライマーは、プライマーに隣接するヌクレオチド配
列を含む核酸分子の増幅を許す。
【０１１８】
　別の特定の態様では、本発明は、タウ機能不全を伴う神経障害を有するかまたは有する
素因があると考えられる対象を試験する方法であって、ＦＫＢＰ５２タンパク質の濃度を
測定するために該対象から得られた関心が持たれる試料を分析するステップを含む方法に
関する。
【０１１９】
　ＦＫＢＰ５２タンパク質の濃度の測定は、上記結合パートナー、さらに具体的には抗体
（例えば、放射性ラベルされた、発色団ラベルされた、フルオロフォアラベルされた、ま
たは酵素ラベルされた抗体）、抗体誘導体（例えば、基質との、またはタンパク質／リガ
ンドペア（例えばビオチン－ストレプトアビジン）のタンパク質もしくはタンパク質のリ
ガンドとの抗体コンジュゲート）、またはＦＫＢＰ５２タンパク質に特異的に結合する抗
体フラグメント（例えば、１本鎖抗体、単離された抗体超可変部ドメインなど）を使用す
ることによって評価されることがある。
【０１２０】
　該分析は、非限定的に酵素イムノアッセイ（ＥＩＡ）、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ
）、ウエスタンブロット分析および酵素結合免疫吸着アッセイ（ＲＩＡ）を含めた、当業
者に周知の多様な技法によって評価することができる。
【０１２１】
　本発明の方法は、対象からの関心が持たれる試料中のＦＫＢＰ５２タンパク質をコード
する遺伝子の発現レベルまたはＦＫＢＰ５２タンパク質の濃度を、予め決定されたしきい
値と比較することを含みうる。予め決定された値は、対象の全般集団または選択集団から
得られた、関心が持たれる試料中の発現レベルまたは測定された濃度を表しうる。例えば
選択集団は、タウ機能不全を伴う神経障害の存在を示す任意の徴候または症状を以前に有
したことのない個体などの、見かけ上健康な対象から構成されうる。別の例では、予め決
定された値は、タウ機能不全を伴う神経障害が立証された対象から構成されうる。予め決
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定された値は、カットオフ値または範囲でありうる。予め決定された値は、見かけ上健康
な対象と、タウ機能不全を伴う神経障害が立証された対象との間の比較測定に基づき確立
することができる。
【０１２２】
　別の特定の態様では、本発明は、タウ機能不全を伴う神経障害を有するかまたは有する
素因があると考えられる対象を試験する方法であって、ＦＫＢＰ５２タンパク質の翻訳後
改変を検出するために該対象から得られた関心が持たれる試料を分析するステップを含む
方法に関する。
【０１２３】
　ＦＫＢＰ５２タンパク質の翻訳後改変には、非限定的にリン酸化、アセチル化、グリコ
シル化などが含まれる。ＦＫＢＰ５２タンパク質の翻訳後改変の検出は、翻訳後型ＦＫＢ
Ｐ５２タンパク質に特異的な結合パートナーを使用することによって評価することができ
る。上記のように、結合パートナーは、抗体（例えば、放射性ラベルされた、発色団ラベ
ルされた、フルオロフォアラベルされた、または酵素ラベルされた抗体）、抗体誘導体（
例えば基質と、またはタンパク質／リガンドペア（例えばビオチン－ストレプトアビジン
）のタンパク質もしくはタンパク質のリガンドとの抗体コンジュゲート）、または特定形
態のＦＫＢＰ５２タンパク質に特異的に結合する抗体フラグメント（例えば、１本鎖抗体
、単離された抗体超可変部ドメインなど）でありうる。該分析は、非限定的に酵素イムノ
アッセイ（ＥＩＡ）、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、ウエスタンブロット分析および
酵素結合免疫吸着アッセイ（ＲＩＡ）を含めた、当業者に周知の多様な技法によって評価
することができる。
【０１２４】
　次に上記方法は、タウ機能不全を伴う神経障害によって特徴づけられるまたはそれに関
連する臨床徴候の開始前に対象に予防的処置を施すために、予後または予測目的のために
特に適切でありうる。臨床徴候には、非限定的に任意のＣＮＳ活動性の任意の種類の機能
不全（運動／知覚活動性、睡眠障害、うつ状態、健忘症など）が含まれうる。さらに具体
的には、本発明の方法は、タウ機能不全を伴う神経障害を患う対象の処置をモニタリング
するためにも有用でありうる。
【０１２５】
　本発明は、さらに、以下の図面および実施例によって例示される。しかしながら、これ
らの実施例および図面は、何らかの方法で本発明の範囲を限定するものとして解釈される
べきではない。
【図面の簡単な説明】
【０１２６】
【図１】脳内ＦＫＢＰ５２を示す図である。異なる成体ラット脳領域由来サイトゾルタン
パク質２０μgを、抗ＦＫＢＰ５２抗体７６１を使用したウエスタンブロッティングによ
って分析した。アクチンをローディング対照として役立てた。
【図２】ＦＫＢＰ５２とタウタンパク質との間の結合を示す図である。Ａ）ＧＳＴプルダ
ウンアッセイ：ＧＳＴタグ付けされたＦＫＢＰ５２、または対照としてＧＳＴ単独と共に
インキュベーションされた可溶性微小管抽出物タンパク質の結合を示す、タウについての
イムノブロット（ＩＢ）。Ｂ）免疫共沈アッセイ：可溶性微小管抽出物を、免疫精製され
た抗ＦＫＢＰ５２抗体、または対照として使用された免疫処置前血清を用いた免疫沈降（
ＩＰ）に供した。上清（Ｓ）および沈殿（Ｐ）を抗タウ抗体（クローンＤＣ２５）で免疫
ブロットした。Ｃ）タウタンパク質がＦＫＢＰ５２と直接結合する能力をドットブロット
アッセイによってモニタリングした。異なる量のリコンビナント－タウ（ｈＴ４０）をニ
トロセルロースメンブラン上にスポットし、次に結合しているＦＫＢＰ５２（０．５μg
）について抗ＦＫＢＰ５２抗体を使用してアッセイした。ニトロセルロースメンブラン上
にスポットされたＧＳＴ ５μgを対照として使用した。定量：１００％は、ミルク飽和前
のＦＫＢＰ５２ ０．５μgのロードに対応し、０％は、ミルク飽和後のＦＫＢＰ５２ ０
．５μgのロードに対応する。バックグラウンドは、ｈＴ４０の代わりにＧＳＴがロード
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された場合のシグナルとして定義される。ｈＴ４０によって捕獲されたＦＫＢＰ５２のレ
ベルを、バックグラウンドの減算後に計算した。
【図３】タウとＦＫＢＰ５２との相互作用についてのタウリン酸化の関連性を示す図であ
る。Ａ）リコンビナントタウ（ｈＴ４０）、Ｐ－タウおよびＨＰ－タウをＳＤＳ－Ｐａｇ
ｅによって分析した。ＨＴ４０のリン酸化および過剰リン酸化は、抗タウ抗体（クローン
ＤＣ２５）を用いた免疫ブロット（ＩＢ）で示されたようなリコンビナント－タウのゲル
移動度の顕著な減少を招いた。Ｂ）２．２μgのＨＰ－タウ（１）、Ｐ－タウ（２）、純
粋なリコンビナントｈＴ４０（３）、Ｐ－タウまたはＨＰ－タウを生成させるために使用
されたものと同量のサイトゾルがスポットの直前に添加されたｈＴ４０（それぞれ４また
は５）を用いたドットブロットアッセイ。ドット６は、ＧＳＴ（５μｇ）のロードを表す
。
【図４】初代皮質ニューロンおよびＰＣ１２細胞におけるＦＫＢＰ５２およびタウの共局
在を示す図である。Ａ）５０nM ＮＧＦで５日間処理された初代皮質ニューロンおよびＰ
Ｃ１２細胞の免疫蛍光染色。タウおよびＦＫＢＰ５２についての二重染色は、細胞骨格結
合を証明するためにサイトゾル抽出後に行った。矢印は、神経細胞軸索遠位部分における
、およびＰＣ１２細胞神経突起末端での、両タンパク質の優先的共局在を示す。Ｂ）初代
皮質ニューロンの共焦点像。二重染色は、（Ａ）と同様に行った。０．５μmスライスの
分析は、軸索遠位部分における優先的共局在を確認するものである（矢じり印参照）。
【図５】リコンビナントタウのアイソフォームによって誘導されたチューブリン重合に及
ぼすＦＫＢＰ５２の作用を示す図である。チューブリン重合を、４℃から３７℃に試料を
スイッチすることによって行い、濁度変化を３４５nmで１５分間モニタリングした。ラッ
ト脳から精製されたチューブリン（１mg/ml）を１．７μM（ＨＴ４０に関して２３μg）
の異なるヒト－タウアイソフォームの不在下（◆）または存在下でＦＫＢＰ５２（◇）な
しに、または３．５μM（５５μg）ＦＫＢＰ５２（▲）と共にインキュベーションした。
タウ－アイソフォームは、微小管結合メインにおけるリピート数およびＮ末端における挿
入が相互に異なる。タウアイソフォームの名称付けは、公表された命名法を使用する（２
８）。Ｇ：ＦＫＢＰ５２の代わりに３．５μM ＧＳＴ（▲）が使用されたことを除いて（
Ａ）と同様にこの対照実験を実施した。
【図６】ＦＫＢＰ５２の過剰発現がタウ蓄積および神経突起伸長に及ぼす作用を示す図で
ある。Ａ）１μg/ml Ｄｏｘ（ドキシサイクリン）の不在下または存在下でＮＧＦ（５０n
M）で処理されたかまたは処理されていないＰＣ１２細胞。抗ＦＫＢＰ５２抗体７６１を
使用したウエスタンブロットによって１０μgの総タンパク質抽出物をＦＫＢＰ５２レベ
ルについて分析した。Ｂ）Ｄｏｘで処理されたかまたは処理されていないＨ７Ｃ２細胞か
ら（Ａ）と同様にＦＫＢＰ５２レベルを決定した。外因性タンパク質としてのウサギＦＫ
ＢＰ５２の使用は、内因性ラットタンパク質とのゲル移動度の小さな差を説明する。Ｃ）
Ｈ７Ｃ２およびＰＣ１２細胞を１週間のＤｏｘの存在下または不在下でＮＧＦで５日間処
理したかまたは処理しなかった。抽出物５０μgをＳＤＳ－ＰＡＧＥに供し、抗タウ（抗
体クローンＤＣ２５）で免疫ブロットした。ロード対照としてアクチンを使用した。Ｄ）
Ｄｏｘを有するまたは有さないＮＧＦ（５０nM）存在下の代表的なＨ７Ｃ２細胞。ランダ
ムな写真から神経突起長を定量した（材料および方法を参照のこと）。３回の別々の実験
で類似の結果が得られた。＊＊：Ｐ＜０．０１（Student-Newman-Keuls検定、Ａｎｏｖａ
）。
【図７】タウ重合の遠心沈降およびウエスタンブロット分析を示す図である：（Ａ）酸化
条件：　Ｏｘ、（Ｂ）還元条件：Ｒｅｄ。Ｓ：上清、Ｐ：ペレット。
【図８】酸化条件におけるタウ重合の遠心沈降およびウエスタンブロット分析を示す図で
ある。１：単独、２：ＦＫＢＰ５２と共の、３：ＧＳＴと共の、０，５mg/mlリコンビナ
ントタウ。Ｓ：上清、Ｐ：ペレット。
【図９】酸化条件におけるＦＫＢＰ５２およびタウ重合の遠心沈降およびウエスタンブロ
ット分析を示す図である：１：単独または、２：１mg/ml、３：０，５mg/ml、４：０，２
５mg/ml、５：０，１２５mg/mlのＦＫＢＰ５２存在下の０，５mg/mlリコンビナント－タ
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ウ。Ｓ：上清、Ｐ：ペレット。
【図１０Ａ－１】アルツハイマー病および対照脳内におけるＦＫＢＰ５２の発現レベルを
示す図である。正常およびアルツハイマー病からの可溶性均一画分中のＦＫＢＰ５２のウ
エスタンブロット分析。ＧＡＰＤＨをロード対照として使用した。化学発光強度をImage-
Jソフトウェアで定量した。
【図１０Ａ－２】アルツハイマー病および対照脳内におけるＦＫＢＰ５２の発現レベルを
示す図である。正常およびアルツハイマー病からの可溶性均一画分中のＦＫＢＰ５２のウ
エスタンブロット分析。ＧＡＰＤＨをロード対照として使用した。化学発光強度をImage-
Jソフトウェアで定量した。
【図１０Ｂ－１】アルツハイマー病および対照脳内におけるＦＫＢＰ５２の発現レベルを
示す図である。正常およびアルツハイマー病からの可溶性均一画分中のＦＫＢＰ５２のウ
エスタンブロット分析。ＧＡＰＤＨをロード対照として使用した。化学発光強度をImage-
Jソフトウェアで定量した。
【図１０Ｂ－２】アルツハイマー病および対照脳内におけるＦＫＢＰ５２の発現レベルを
示す図である。正常およびアルツハイマー病からの可溶性均一画分中のＦＫＢＰ５２のウ
エスタンブロット分析。ＧＡＰＤＨをロード対照として使用した。化学発光強度をImage-
Jソフトウェアで定量した。
【図１１】アルツハイマー病および対照におけるｍＲＮＡ ＦＫＢＰ５２の発現レベルを
示す図である。ｍＲＮＡ ＧＡＰＤＨで基準化後にｍＲＮＡ ＦＫＢＰ５２の定量を実施し
た。
【０１２７】
実施例１：タウタンパク質機能に果たすＦＫＢＰ５２の役割
材料および方法
　抗体および試薬：抗タウｍＡＢ（クローンＤＣ２５）および抗タウｍＡＢ（Ｔａｕ５）
は、それぞれSigmaおよびCalbiochem製であった。抗ＦＫＢＰ５２ ｐＡＢ７６１は、記載
の通りであった（９）。ＧＴＰはSigma製であり、ドキシサイクリンはClontech製であっ
た。
【０１２８】
　チューブリンの調製および微小管集合アッセイ：雄性成Sprague-Dawleyラット（体重約
２５０ｇ）を、Janvier（Le Genest-St.-Isle, France）から得た。それらを施設のガイ
ドラインに沿って断頭によって屠殺し、直ちに全脳を使用して記載（９）の通りチューブ
リンを調製した。微小管集合アッセイは、（９）と同様に行った。
【０１２９】
　タンパク質の精製および異なるタウアイソフォームおよびＦＫＢＰ５２タンパク質の過
剰発現：E.coliにおいてヒト脳タウの６種のアイソフォームをクローンｈＴ４０、ｈＴ３
９、ｈＴ３７、ｈＴ３４、ｈＴ２４、ｈＴ２３から発現させ、記載のように精製した（２
８）。完全長ＦＫＢＰ５２を（２３）のようにアフィニティー精製した。チューブリン重
合アッセイのために、グルタチオン－セファロースビーズ（GE Healthcare）に結合した
ＦＫＢＰ５２を、２ユニットのトロンビン（GE Healthcare）を用いて４℃で一晩切断し
、１０％グリセロールを有する緩衝液Ｌ（０．１Ｍ Ｍｅｓ、１mM ＥＧＴＡ、１mM Ｍｇ
ＣＬ２、０．１mM ＥＤＴＡ）で透析し、１mM ＧＴＰおよび１mM ＤＴＴおよび１０μM 
ＰＰＡＣＫ（トロンビンの強力不可逆阻害剤）（Biomol）まで補充してから使用した。
【０１３０】
　リコンビナントタウのリン酸化および過剰リン酸化：記載のように（１８）、ラット脳
抽出物をキナーゼ活性源として使用した。簡潔には、オカダ酸の存在下または不在下でリ
コンビナントｈＴ４０を成体ラット脳のサイトゾルと共にインキュベーションしてそれぞ
れＨＰ－タウ（過剰リン酸化タウ）およびＰ－タウ（リン酸化タウ）を得た。
【０１３１】
　タンパク質結合アッセイ：ＧＳＴ－プルダウンアッセイ：１nmol ＧＳＴ－ＦＫＢＰ５
２または１nmol ＧＳＴを予備ロードされたグルタチオン－セファロースビーズ１００μl
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を緩衝液Ａ ５００μl（１mM ＤＴＴおよび１mM ＧＴＰを補充された緩衝液Ｌ）で４回洗
浄し、次にタンパク質微小管抽出物を含有する同緩衝液中に再懸濁した。１／１０００希
釈した抗体抗タウ（クローンＤＣ２５）を使用したＳＤＳ／ＰＡＧＥウエスタンブロット
分析によって、タンパク質をタウアイソフォームの存在について分析した。
【０１３２】
　免疫共沈アッセイ：記載のように（１２）、１mgのサイトゾル微小管抽出物を用いて実
施した。
【０１３３】
ドットブロットアッセイ：異なる量のｈＴ４０を含有する緩衝液Ａ １００μlをニトロセ
ルロースメンブランに適用し、０．１％ Ｔｗｅｅｎ２０を含有するリン酸緩衝食塩水（
ＰＢＳ）（ＰＢＳ－Ｔ）に溶かした５％脱脂ミルクで室温でブロッキングし、ＰＢＳ－Ｔ
および緩衝液Ａで洗浄し、続いて０．５μｇのリコンビナントＦＫＢＰ５２を含有する緩
衝液Ａ １００μlと共に室温で２時間インキュベーションした。メンブランを緩衝液ＩＰ
（５０mM Ｔｒｉｓ（ｐＨ７．５）／１５０mM ＮａＣｌ／２mM ＭｇＣｌ２／０．１％ Br
ij97（Sigma）／１０％グリセロール／プロテアーゼ阻害剤）およびＰＢＳ－Ｔで洗浄し
た。ＰＢＳ－Ｔに溶かしたミルクでブロッキング後に、メンブランを抗ＦＫＢＰ５２ ７
６１抗体と共にインキュベーションした。ＦＫＢＰ５２の存在をＥＣＬによって明らかに
した。１６ビットＣＣＤカメラを装備するChemidoc XRSを使用したQuantity-oneソフトウ
ェア（Biorad）を用いて定量を行った。
【０１３４】
細胞系および安定ＤＮＡトランスフェクション：
　Ｈ７Ｃ２細胞の生成：ｐＴＲＥ２－ＦＫＢＰ５２を得るために、ウサギＦＫＢＰ５２を
コードするｃＤＮＡをｐＴＲＥ２ベクター（Clontech）のＨｉｎｄＩＩＩおよびＡｃｃＩ
制限部位に挿入した。リバーステトラサイクリン制御性トランス活性化因子を発現する市
販のＰＣ１２ Ｔｅｔ－ｏｎ細胞系（Clontech）においてリポフェクタミン（商標）（Inv
itrogen）を使用して１００μgのｐＴＲ２－ＦＫＢＰ５２および１０μgのｐＴＫ－ヒグ
ロマイシンのトランスフェクションを実施した。安定にトランスフェクションされた細胞
を、１００μg/mlヒグロマイシンを用いて選択し、個別にスクリーニングした。
【０１３５】
　細胞培養：ＰＣ１２細胞およびＨ７Ｃ２細胞を、１０％(v/v)ウマ血清および５％(v/v)
 ＦＢＳ（Invitrogen）を含有するＤＭＥＭに入れて９０％ Ｏ２／１０％ ＣＯ２中で３
７℃で成長させた。神経成長因子（ＮＧＦ）（Invitrogen）を５日間添加することによっ
て、１０μg/mlポリ（Ｌ）－リシン（Sigma）をコーティングされたプラスチック皿上に
成長した、細胞の分化ニューロン表現型を誘導した。ラット胎生１７日胎仔の脳皮質由来
初代培養を実施した。ポリ（Ｌ－オルニチン）がコーティングされたカバーガラス上に解
離された細胞を蒔き（細胞５０，０００個/ml）、合成培地に入れて９５％ Ｏ２／５％ 
ＣＯ２中で３７℃で培養した。
【０１３６】
　免疫組織化学検査：１２ウェル組織培養プレート中で予備コーティングされたカバーガ
ラス上に細胞を成長させた。０．０５％ トリトンを有するＰＥＭ緩衝液（８０mM ＰＩＰ
ＥＳ、１mM ＭｇＣｌ２、２mM ＥＧＴＡ、ｐＨ６．９）中で初代細胞およびＰＣ１２細胞
をそれぞれ２．５分間および３分間インキュベーションし、温トリトン不含ＰＥＭですす
ぎ、メタノールを用いて－２０℃で５分間固定し、アフィニティー精製された抗ＦＫＢＰ
５２ ７６１（１／１０００）、および抗タウ５（１／１００）と共にインキュベーショ
ンした。抗ウサギAlexa Fluor 488－コンジュゲーション型（Invitrogen）、抗マウスＦ
ＩＴＣ－コンジュゲーション型またはCy（商標）3レッド－コンジュゲーション型（GE-He
althcare）抗体をそれぞれ１／５００および１／１０００で使用した。×６３対物レンズ
を備えるZeiss axioplan顕微鏡を使用した落射蛍光または共焦点顕微鏡法（Zeiss, Thorn
wood, NY, USA）のいずれかによってカバーガラスを検査した。
【０１３７】
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　神経突起伸長の定量：３個のウェルのそれぞれの中のＰＣ１２およびＨ７Ｃ２細胞のラ
ンダム場の写真をNeuron Jソフトウェアで分析した。ランダムに選択された少なくとも２
００個の細胞の最長神経突起を測定することによって、平均神経突起長を決定した。
【０１３８】
結果
　タウＦＫＢＰ５２の結合：いくつかの脳領域由来のサイトゾルタンパク質のウエスタン
ブロットによって示されるように、ＦＫＢＰ５２は脳内に広く分布する（図１）。微小管
安定性に及ぼすＦＫＢＰ５２の作用にＭＡＰが関与しうるかどうかを検討するために（９
）、セファロースビーズに結合したＧＳＴ－ＦＫＢＰ５２を、成体ラット脳から調製され
た微小管サイトゾルと共にインキュベーションしてＧＳＴプルダウンアッセイを実施した
。特異的に結合したタンパク質を、ＭＡＰ１ｂ、ＭＡＰ２およびタウに対する抗体を使用
した免疫ブロッティングによって分析した。これらの実験条件において、ＭＡＰ１ｂまた
はＭＡＰ２についての免疫反応性は観察されず、タウの免疫反応性が存在した（図２Ａ）
。ラット脳ホモジェネートにおいて、タウは、様々なリン酸化度を有する、異なるスプラ
イスアイソフォームを表す複数のバンドとして現れる。いくつかのタウ種は、ＧＳＴ－Ｆ
ＫＢＰ５２を使用したラット脳サイトゾル微小管のプルダウン実験でも見出された。タウ
の免疫反応性は、精製ＧＳＴを使用した対照では検出されなかった（図２Ａ）。この結合
の特異性を確認するために、成体ラット脳サイトゾルの微小管を、ＦＫＢＰ５２に対する
ポリクローナル抗体と共に免疫沈降させた。モノクローナルタウ抗体を用いたウエスタン
ブロッティングによって免疫沈降物を分析した。タウは、免疫前血清ではなくＦＫＢＰ５
２と共に免疫共沈した（図２Ｂ）。したがって、タウとＦＫＢＰ５２とは、ラット脳内で
複合体を形成する。これらの実験は、ＦＫＢＰ５２へのタウの結合が直接的であるかどう
かにも、それが追加的な因子を必要とするかどうかにも取組むものではない。これを検討
するために、リコンビナントタウ（ｈＴ４０、E. coliにおいて発現および精製された最
長のアイソフォーム）をニトロセルロース上にスポットし、精製リコンビナントＦＫＢＰ
５２と共にインキュベーションした。次に、タウによって隔離されたタンパク質を、ＦＫ
ＢＰ５２に対するポリクローナル抗体を用いて検出した。図２Ｃに示すように、ＦＫＢＰ
５２は、ＧＳＴによってではなくタウによって用量依存的に保持された。これらの結果か
ら、ＦＫＢＰ５２とタウとの間の直接相互作用が示される。
【０１３９】
　それとＦＫＢＰ５２との相互作用に及ぼすタウリン酸化の作用：タウのリン酸化がそれ
とＦＫＢＰ５２との結合をモデュレーションするかどうかを確定するために、リコンビナ
ントリン酸化タウ（Ｐ－タウ）および過剰リン酸化タウ（ＨＰ－タウ）を使用してドット
ブロット実験を行った（１８）（図３Ａ）。ＦＫＢＰ５２とＰ－タウまたはＨＰ－タウと
の間の相互作用の特異性を、スポットの直前に、これらのリン酸化ｈｔ４０、非リン酸化
ｈＴ４０、またはリン酸化または過剰リン酸化ｈＴ４０を得るために使用されたものと同
量のサイトゾルタンパク質が添加されたｈＴ４０のいずれかをベイトとして使用した実験
によって決定した。図３Ｂに示されるように、タウによって動員されるＦＫＢＰ５２の量
は、そのリン酸化状態に依存する。７３％（±７）のＦＫＢＰ５２が２．２μｇのＨＰ－
タウによって保持され、一方で同量のｈＴ４０および対照として使用されたサイトゾルタ
ンパク質の存在下のｈＴ４０によって、それぞれわずか３．５％および６．６％が保持さ
れた。Ｐ－タウがベイトとして使用された場合、わずか４１％（±１５）のＦＫＢＰ５２
が捕獲された。ＦＫＢＰ５２への結合におけるＨＰ－タウとＰ－タウとの間のこの差は、
特定部位での異なる程度のタウリン酸化または全般量のタウリン酸化または両メカニズム
の組合せによって説明できる（図３Ａ）。どの場合でもこれらの結果は、それがＦＫＢＰ
５２に結合することに関するタウリン酸化の重要性を明確にするものである。
【０１４０】
　初代皮質ニューロンおよびＰＣ１２細胞におけるタウおよびＦＫＢＰ５２の共局在：ラ
ット初代皮質ニューロンを用いた免疫蛍光実験によって、タウおよびＦＫＢＰ５２の細胞
内局在を調べた。６日培養および未結合のサイトゾルタンパク質を選択的に除去する一方
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で細胞骨格に結合したタンパク質を保持する穏やかな抽出の後で、モノクローナル抗体タ
ウ５およびアフィニティー精製されたポリクローナル抗ＦＫＢＰ５２抗体を用いてニュー
ロンに二重染色を行った。以前の報告に一致して（１９）、タウは、軸索遠位部分および
成長円錐ネックに濃縮されており、そこでＦＫＢＰ５２の強い蓄積も観察された（図４）
。ＦＫＢＰ５２およびタウの共局在および蓄積も、ＰＣ１２細胞の成長円錐に見出された
（図４）。ごく最近になって、タウが選択的に軸索先端に豊富に存在すること、およびこ
れがその特異的アンカリングが原因でありうることが報告されている（２０）。本発明者
らの結果により、ＦＫＢＰ５２がタウのトラップに関与しうることによってその細胞内分
布に影響できることが示唆される。
【０１４１】
　ＦＫＢＰ５２は、in vitroでタウによって誘導されるチューブリン重合を阻害する：タ
ウとＦＫＢＰ５２との間の機能的相互作用を実証するために、微小管動態アッセイを設定
した。精製ラット脳チューブリン単独を用いた実験では、微小管は形成せず、一方でリコ
ンビナントヒト－タウアイソフォームを用いた実験では、微小管の集合を反映する吸光度
増加が観察された（図５）。しかし、精製リコンビナントＦＫＢＰ５２の存在下でチュー
ブリンにタウを添加すると、微小管の形成は防止されたが、一方でＧＳＴは無効であった
。ヒトタウの６種のアイソフォームで類似の結果が得られた（図５）。本発明者らは、Ｆ
ＫＢＰ５２がタウによる微小管集合促進を阻害すると結論した。
【０１４２】
　ＦＫＢＰ５２は、ＰＣ１２細胞においてタウ蓄積および神経突起伸長を防止する：安定
的にトランスフォーメーションされたＰＣ１２細胞系の生成を可能にするテトラサイクリ
ン応答エレメントに基づくＦＫＢＰ５２誘導性発現系を使用して（２１）、ＦＫＢＰ５２
についての細胞的役割を決定した。ＰＣ１２細胞に及ぼすＦＫＢＰ５２の過剰発現の作用
を検討するために、そしてさらにＦＫＢＰ５２とタウとの間の可能性のある関係を検討す
るために、試験結果が陽性となったクローンのうち一つのクローン、いわゆるＨ７Ｃ２を
選択して使用した。基本条件下でＨ７Ｃ２細胞は内因性ＦＫＢＰ５２を発現し、Ｄｏｘ（
ドキシサイクリン）処理は、リコンビナントＦＫＢＰ５２タンパク質発現の顕著な増加を
招いた（図６Ａ）。Ｈ７Ｃ２細胞におけるＦＫＢＰ５２誘導は、５日間のＤｏｘ処理後に
約４倍であった。
【０１４３】
　タウの蓄積にＦＫＢＰ５２が及ぼす作用を次に調査した。タウタンパク質の量は、Ｄｏ
ｘ存在下または不在下でＮＧＦ（５０nM）で５日間処理されたか、またはされていないＰ
Ｃ１２細胞またはＨ７Ｃ２細胞いずれかの培養物からの抽出物のウエスタンブロッティン
グによって決定した。ＰＣ１２細胞において、ＮＧＦを用いた処理後にＦＫＢＰ５２の発
現は不変であった（図６Ｂ）。予想通り、ＰＣ１２およびＨ７Ｃ２細胞の両方においてＮ
ＧＦ処理後にタウの増加が観察された。しかしながら、そのようにＦＫＢＰ５２を過剰発
現しているＮＧＦに加えてＤｏｘをＨ７Ｃ２細胞に曝露すると、タウタンパク質の追加的
な蓄積は起こらなかった。タウタンパク質の増加は、ＮＧＦおよびＤｏｘで処理されたＰ
Ｃ１２細胞でもなお観察され、Ｄｏｘがタウ減少の欠如の原因であったことを排除してい
る（図６Ｃ）。結論として、ＦＫＢＰ５２は、ＰＣ１２細胞においてＮＧＦによって誘導
されるタウ蓄積を防止した。
【０１４４】
　タウの一つの役割が神経突起の伸長を刺激することであるので（１２）、本発明者らは
、ＰＣ１２およびＨ７Ｃ２細胞の両方でＦＫＢＰ５２の過剰発現が神経突起成長に及ぼす
結果を検討した。ＮＧＦの不在下で、Ｈ７Ｃ２細胞をＤｏｘで１週間処理してもしなくて
も、Ｈ７Ｃ２細胞において神経突起の伸長は観察されなかった。しかし、５０nM ＮＧＦ
およびＤｏｘで処理されたＨ７Ｃ２細胞では、対照（Ｄｏｘで処理されていないＨ７Ｃ２
）に比べて神経突起長に４０％（±７）の減少が観察された（図６Ｄ）。神経突起長に及
ぼすＤｏｘの同じ作用が、１０または２０nM ＮＧＦで処理されたＨ７Ｃ２細胞で観察さ
れた。Ｄｏｘ処理されたＰ１２細胞と処理されていないＰ１２細胞との間で神経突起長に
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差が観察されなかったことから、Ｄｏｘがそれ自体神経突起伸長過程に関与することは排
除できなかった。ＦＫＢＰ５２の過剰発現に起因する神経突起伸長阻害は、ＰＣ１２細胞
におけるＦＫＢＰ５２欠如が神経突起伸長の形成を招くことを示す以前の報告と一致する
（９）。神経突起長に及ぼすＦＫＢＰ５２の作用は、微小管からタウを除去する、ＦＫＢ
Ｐ５２へのタウの結合によって説明することができた。加えて、ＦＫＢＰ５２の過剰発現
によるタウ蓄積防止は、神経突起長の減少と矛盾せず、タウの機能にこのイムノフィリン
が果たす潜在的役割を誘起する。
【０１４５】
考察
　本発明者らは、この新たに発見されたＦＫＢＰ５２の「抗タウ」活性のおかげで、本来
ホルモンステロイドレセプターのモデュレーターとして確認およびクローニングされた（
８，２２）このタンパク質の機能を再調査することになる。ＦＫＰＢ５２は、ペプチジル
プロリルイソメラーゼ（「ロタマーゼ」）セグメントを包含する多モジュールタンパク質
であって、その機能は、ＦＫ５０６（２３）、ラパマイシンおよびいくつかの関係する非
免疫抑制誘導体によって遮断される。ＦＫＢＰ５２とＰｉｎ１と（両タンパク質は、ペプ
チジル－プロリルイソメラーゼ（ＰＰＩａｓｅ）活性および特異的タンパク質－タンパク
質相互作用ドメイン（７）を有する）の間には、顕著な構造類似性がある。Ｐｉｎ１ Ｐ
ＰＩａｓｅ活性は、アルツハイマー病モデルにおいてリン酸化タウタンパク質の機能を回
復させるので（７）、タウとＦＫＢＰ５２との間に観察された相互作用は、アルツハイマ
ー病を含めたタウオパチーの病原にとって意味をもつ可能性がある。ＦＫＢＰ１２とは異
なり（２４）、ＦＫＢＰ５２はカルシニューリンと結合しないことから（２５）、ＦＫＢ
Ｐ５２がＦＫ５０６の免疫抑制能を仲介しないことも忘れてはならない。したがって、非
免疫抑制性ＦＫ５０６／ラパマイシン誘導体によるＦＫＢＰ５２のロタマーゼ活性の薬理
学的モデュレーションは、ミスフォールディングしたタウの病原作用を防止／軽減するた
めの新規なアプローチを提供する可能性がある。
【０１４６】
　そのペプチジルプロリルイソメラーゼ活性に加えて、ＦＫＢＰ５２は、分子シャペロン
として役立つ。この活性は、分子シャペロンＨＳＰ９０および他のタンパク質が結合する
、そのテトラトリコペプチドリピートドメイン（２６）に依存する。シャペロン－コシャ
ペロンタンパク質複合体が、タウ蓄積を特徴とする神経変性疾患に重大な役割を果たすこ
とが既に述べられている（２７）。本発明者らは、今回、ＦＫＢＰ５２がタウの機能／蓄
積を減少させるおそれがあることを報告し、したがって、これらの記載されたコシャペロ
ン系にそれが関与している可能性が示唆される（２７）。
【０１４７】
　本発明者らの結果は、タウの機能にＦＫＢＰ５２が果たす役割を立証するものである。
ＦＫＢＰ５２の有効な薬理学的ターゲッティングが近い将来現実になりそうであることか
ら、本報告に記載された相互作用は、今すぐさらに研究する価値がある。
【０１４８】
実施例２：in vitroのタウオリゴマー化に及ぼすＦＫＢＰ５２の作用
　タウタンパク質凝集物は、複数の神経変性疾患の特徴である。（Delacourte A and Bue
 L, 2000）。in vitroタウ凝集に関する条件の研究は、酸化条件、ヘパリンなどのポリア
ニオンおよびアラキドン酸などの脂肪酸による誘導を含めた、異なる実験系につながって
いる（Barghorn S and Mandelkow E, 2002）。
【０１４９】
　タウのオリゴマー化にＦＫＢＰ５２が及ぼす作用を検討するために、本発明者らは、リ
コンビナントＦＫＢＰ５２の存在下または不在下でリコンビナントタウタンパク質（本明
細書では最長のアイソフォームを使用）が酸化条件で重合する能力を沈降アッセイによっ
てモニタリングした。タウ（０．５mg/ml）を１０mMトリス（ｐＨ７．４）中で４℃で一
晩透析し、１４０００rpmで遠心分離後に、定量ウエスタンブロッティングを使用してタ
ウタンパク質の重合をモニタリングした。ＤＴＴの存在下で実施された実験（検出可能な
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、ペレット形成可能なタウポリマーが得られなかった）に反して、この条件での沈降分析
は、ペレット画分中のタウの存在を明らかにした（図７）。この実験は、タウが酸化条件
で自己重合することを意味し、既に報告されたように、タウオリゴマー化過程の第一ステ
ップにおけるシステインの重要性を確認するものである（Schweers et al 1995）。
【０１５０】
　酸化的媒質中でタウとＦＫＢＰ５２との同時インキュベーションがタウオリゴマー化過
程に及ぼす作用をモニタリングした。図８に示すように、等モルのＦＫＢＰ５２の存在下
で透析を行ったときに、ペレット画分中に検出可能なタウが存在することを観察すること
はできず、ここで、対照として使用されたＧＳＴの存在下で同時インキュベーションを実
施した場合にペレット形成可能なタウポリマーを観察することができた。
【０１５１】
　しかしながら、タウ濃度を一定（０．５mg/ml）にしてＦＫＢＰ５２の濃度を変動させ
ることで（１～０．１mg/ml）沈降分析実験を実現した場合、０．１または０．２５mg/ml
でＦＫＢＰ５２が存在するとペレット中に漸増するタウポリマーが生じ、タウに対して等
モルまたは２倍量のＦＫＢＰ５２が存在すると、ペレット形成可能なタウポリマーの存在
が防止される（図９）。これらの結果から、ＦＫＢＰ５２にとっての二つの役割が示唆さ
れる。第一に、タウに対するＦＫＢＰ５２の立体構造活性が、おそらくＦＫＢＰ５２のペ
プチジルプロリルイソメラーゼ活性を必要として、有利な凝集促進型のタウにつながるこ
と；第二に、タウがジスルフィド架橋の形成を介してオリゴマー化する能力を、ＦＫＢＰ
５２が可能性のある立体障害によって防ぐことである。
【０１５２】
実施例３：アルツハイマー病患者の脳内ＦＫＢＰ５２タンパク質のダウンレギュレーショ
ン
　National BrainBank（GIE NeuroCEB）の利用により得られたヒト前脳前皮質を、１０mM
トリス、０．３２Ｍサッカロース、１mM ＤＴＴおよびプロテアーゼ阻害剤のカクテルを
含有する５容量の緩衝液中で均一化した。そのホモジェネートを、１４０００RPMで４℃
で５分間遠心分離した。上清を可溶性画分として使用した。同条件で均一化することによ
ってペレットを可溶化し、不溶性画分として使用した。可溶性画分および不溶性画分中の
ＦＫＢＰ５２レベルをウエスタンブロッティングによって分析した。可溶性画分および不
溶性画分中のＦＫＢＰ５２レベルは、総ＦＫＢＰ５２のそれぞれ８０％および２０％に相
当する。
【０１５３】
　ＦＫＢＰ５２タンパク質の発現レベルが患者の脳内で変化しうるかどうかを解明する目
的で、本発明者らは、正常な対照（ｎ＝３）およびアルツハイマー病患者（ｎ＝１２）の
前脳前皮質におけるその発現を比較した。図１０に示すように、アルツハイマー病脳内の
ＦＫＢＰ５２の顕著な減少が可溶性画分から観察される。ＧＡＰＤＨ（グリセルアルデヒ
ド３－リン酸デヒドロゲナーゼ）で正規化後に、アルツハイマー病脳の可溶性画分中に見
出されるＦＫＢＰ５２の発現レベルは、対照の３５％（±２４）に相当する。不溶性画分
からは、ＦＫＢＰ５２のタンパク質発現レベルの改変は検出不可能であった。この最後の
観察から、ＦＫＢＰ５２がタウ凝集物中にトラップされないことが示唆される。
【０１５４】
　続いて、ヒト脳疾患および対照の前脳前皮質におけるＦＫＢＰ５２遺伝子のｍＲＮＡ発
現レベルをリアルタイム定量ＲＴ－ＰＣＲ（ＱＰＣＲ）によって分析した。図１１に示す
ように、対照に比べて脳疾患におけるＦＫＢＰ５２ ｍＲＮＡレベルの改変は、観察され
ない。これらの結果は、患者脳内のＦＫＢＰ５２タンパク質の発現減少が転写後メカニズ
ムに起因することを示す。
【０１５５】
参考文献：
　本出願にわたり、様々な参考文献が、本発明が属する技術の現状を説明している。これ
らの参考文献の開示は、本明細書によって参照により本開示に組入れられる。
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【手続補正書】
【提出日】平成27年1月9日(2015.1.9)
【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】
　タウ機能不全を伴う神経障害を有するかまたは有する素因があると考えられる対象を試
験する方法であって、
ｉ）ＦＫＢＰ５２タンパク質とタウタンパク質との間の複合体のレベルを測定するため、
及び/又は
ｉｉ）ＦＫＢＰ５２タンパク質の濃度を測定するため、及び/又は
ｉｉｉ）ＦＫＢＰ５２タンパク質をコードする遺伝子及び/又はその関連プロモーターに
おける突然変異の存在を検出するため、及び/又は、
ｉｖ）ＦＫＢＰ５２タンパク質をコードする遺伝子の発現を解析するため、
ｖ）ＦＫＢＰ５２タンパク質の翻訳後修飾を検出するために
上記対象から得られた関心が持たれる試料を分析する工程
を含む方法。
【請求項２】
タウ機能不全を伴う神経障害が、アルツハイマー病である、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　関心が持たれる試料が、細胞試料、血液、血清、尿、髄液を含む任意の生体液、または
対象の組織から得られた任意の生検試料などの任意の種類の試料からなる群より選択され
る、請求項１または２記載の方法。
【請求項４】
　関心が持たれる試料を
　－　その関心が持たれる試料中に存在するＦＫＢＰ５２タンパク質とタウタンパク質と
の間の複合体と選択的に相互作用可能な結合パートナー、及び/又は
　－　その関心が持たれる試料中に存在するＦＫＢＰ５２タンパク質と選択的に相互作用
可能な結合パートナー及びタウタンパク質と選択的に相互作用可能な別の結合パートナー
と接触させることを含む、請求項１～３のいずれか記載の方法。
【請求項５】
　結合パートナーが、抗体又はアプタマーである、請求項１～４のいずれか記載の方法。
【請求項６】
　ＦＫＢＰ５２タンパク質とタウタンパク質との間の複合体のレベルを、予め決定された
しきい値と比較する工程を含み、ここで、該比較は、対象がタウ機能不全を伴う神経障害
を有するか、または有する素因があると考えられるかどうかを示す、請求項１～５のいず
れか記載の方法。
【請求項７】
　対象からの関心が持たれる試料中のＦＫＢＰ５２タンパク質の濃度のレベルを、予め決
定されたしきい値と比較することの工程を含み、ここで、該比較は、対象がタウ機能不全
を伴う神経障害を有するか、または有する素因があると考えられるかどうかを示す、請求
項１～６のいずれか記載の方法。
【手続補正書】
【提出日】平成27年2月5日(2015.2.5)
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１２６
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【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１２６】
【図１】脳内ＦＫＢＰ５２を示す図である。異なる成体ラット脳領域由来サイトゾルタン
パク質２０μgを、抗ＦＫＢＰ５２抗体７６１を使用したウエスタンブロッティングによ
って分析した。アクチンをローディング対照として役立てた。
【図２】ＦＫＢＰ５２とタウタンパク質との間の結合を示す図である。Ａ）ＧＳＴプルダ
ウンアッセイ：ＧＳＴタグ付けされたＦＫＢＰ５２、または対照としてＧＳＴ単独と共に
インキュベーションされた可溶性微小管抽出物タンパク質の結合を示す、タウについての
イムノブロット（ＩＢ）。Ｂ）免疫共沈アッセイ：可溶性微小管抽出物を、免疫精製され
た抗ＦＫＢＰ５２抗体、または対照として使用された免疫処置前血清を用いた免疫沈降（
ＩＰ）に供した。上清（Ｓ）および沈殿（Ｐ）を抗タウ抗体（クローンＤＣ２５）で免疫
ブロットした。Ｃ）タウタンパク質がＦＫＢＰ５２と直接結合する能力をドットブロット
アッセイによってモニタリングした。異なる量のリコンビナント－タウ（ｈＴ４０）をニ
トロセルロースメンブラン上にスポットし、次に結合しているＦＫＢＰ５２（０．５μg
）について抗ＦＫＢＰ５２抗体を使用してアッセイした。ニトロセルロースメンブラン上
にスポットされたＧＳＴ ５μgを対照として使用した。定量：１００％は、ミルク飽和前
のＦＫＢＰ５２ ０．５μgのロードに対応し、０％は、ミルク飽和後のＦＫＢＰ５２ ０
．５μgのロードに対応する。バックグラウンドは、ｈＴ４０の代わりにＧＳＴがロード
された場合のシグナルとして定義される。ｈＴ４０によって捕獲されたＦＫＢＰ５２のレ
ベルを、バックグラウンドの減算後に計算した。
【図３】タウとＦＫＢＰ５２との相互作用についてのタウリン酸化の関連性を示す図であ
る。Ａ）リコンビナントタウ（ｈＴ４０）、Ｐ－タウおよびＨＰ－タウをＳＤＳ－Ｐａｇ
ｅによって分析した。ＨＴ４０のリン酸化および過剰リン酸化は、抗タウ抗体（クローン
ＤＣ２５）を用いた免疫ブロット（ＩＢ）で示されたようなリコンビナント－タウのゲル
移動度の顕著な減少を招いた。Ｂ）２．２μgのＨＰ－タウ（１）、Ｐ－タウ（２）、純
粋なリコンビナントｈＴ４０（３）、Ｐ－タウまたはＨＰ－タウを生成させるために使用
されたものと同量のサイトゾルがスポットの直前に添加されたｈＴ４０（それぞれ４また
は５）を用いたドットブロットアッセイ。ドット６は、ＧＳＴ（５μｇ）のロードを表す
。
【図４】初代皮質ニューロンおよびＰＣ１２細胞におけるＦＫＢＰ５２およびタウの共局
在を示す図である。Ａ）５０nM ＮＧＦで５日間処理された初代皮質ニューロンおよびＰ
Ｃ１２細胞の免疫蛍光染色。タウおよびＦＫＢＰ５２についての二重染色は、細胞骨格結
合を証明するためにサイトゾル抽出後に行った。矢印は、神経細胞軸索遠位部分における
、およびＰＣ１２細胞神経突起末端での、両タンパク質の優先的共局在を示す。Ｂ）初代
皮質ニューロンの共焦点像。二重染色は、（Ａ）と同様に行った。０．５μmスライスの
分析は、軸索遠位部分における優先的共局在を確認するものである（矢じり印参照）。
【図５】リコンビナントタウのアイソフォームによって誘導されたチューブリン重合に及
ぼすＦＫＢＰ５２の作用を示す図である。チューブリン重合を、４℃から３７℃に試料を
スイッチすることによって行い、濁度変化を３４５nmで１５分間モニタリングした。ラッ
ト脳から精製されたチューブリン（１mg/ml）を１．７μM（ＨＴ４０に関して２３μg）
の異なるヒト－タウアイソフォームの不在下（◆）または存在下でＦＫＢＰ５２（◇）な
しに、または３．５μM（５５μg）ＦＫＢＰ５２（▲）と共にインキュベーションした。
タウ－アイソフォームは、微小管結合メインにおけるリピート数およびＮ末端における挿
入が相互に異なる。タウアイソフォームの名称付けは、公表された命名法を使用する（２
８）。Ｇ：ＦＫＢＰ５２の代わりに３．５μM ＧＳＴ（▲）が使用されたことを除いて（
Ａ）と同様にこの対照実験を実施した。
【図６】ＦＫＢＰ５２の過剰発現がタウ蓄積および神経突起伸長に及ぼす作用を示す図で
ある。Ａ）１μg/ml Ｄｏｘ（ドキシサイクリン）の不在下または存在下でＮＧＦ（５０n
M）で処理されたかまたは処理されていないＰＣ１２細胞。抗ＦＫＢＰ５２抗体７６１を
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使用したウエスタンブロットによって１０μgの総タンパク質抽出物をＦＫＢＰ５２レベ
ルについて分析した。Ｂ）Ｄｏｘで処理されたかまたは処理されていないＨ７Ｃ２細胞か
ら（Ａ）と同様にＦＫＢＰ５２レベルを決定した。外因性タンパク質としてのウサギＦＫ
ＢＰ５２の使用は、内因性ラットタンパク質とのゲル移動度の小さな差を説明する。Ｃ）
Ｈ７Ｃ２およびＰＣ１２細胞を１週間のＤｏｘの存在下または不在下でＮＧＦで５日間処
理したかまたは処理しなかった。抽出物５０μgをＳＤＳ－ＰＡＧＥに供し、抗タウ（抗
体クローンＤＣ２５）で免疫ブロットした。ロード対照としてアクチンを使用した。Ｄ）
Ｄｏｘを有するまたは有さないＮＧＦ（５０nM）存在下の代表的なＨ７Ｃ２細胞。ランダ
ムな写真から神経突起長を定量した（材料および方法を参照のこと）。３回の別々の実験
で類似の結果が得られた。＊＊：Ｐ＜０．０１（Student-Newman-Keuls検定、Ａｎｏｖａ
）。
【図７】タウ重合の遠心沈降およびウエスタンブロット分析を示す図である：（Ａ）酸化
条件：　Ｏｘ、（Ｂ）還元条件：Ｒｅｄ。Ｓ：上清、Ｐ：ペレット。
【図８】酸化条件におけるタウ重合の遠心沈降およびウエスタンブロット分析を示す図で
ある。１：単独、２：ＦＫＢＰ５２と共の、３：ＧＳＴと共の、０，５mg/mlリコンビナ
ントタウ。Ｓ：上清、Ｐ：ペレット。
【図９Ａ－１】アルツハイマー病および対照脳内におけるＦＫＢＰ５２の発現レベルを示
す図である。正常およびアルツハイマー病からの可溶性均一画分中のＦＫＢＰ５２のウエ
スタンブロット分析。ＧＡＰＤＨをロード対照として使用した。化学発光強度をImage-J
ソフトウェアで定量した。
【図９Ａ－２】アルツハイマー病および対照脳内におけるＦＫＢＰ５２の発現レベルを示
す図である。正常およびアルツハイマー病からの可溶性均一画分中のＦＫＢＰ５２のウエ
スタンブロット分析。ＧＡＰＤＨをロード対照として使用した。化学発光強度をImage-J
ソフトウェアで定量した。
【図９Ｂ－１】アルツハイマー病および対照脳内におけるＦＫＢＰ５２の発現レベルを示
す図である。正常およびアルツハイマー病からの可溶性均一画分中のＦＫＢＰ５２のウエ
スタンブロット分析。ＧＡＰＤＨをロード対照として使用した。化学発光強度をImage-J
ソフトウェアで定量した。
【図９Ｂ－２】アルツハイマー病および対照脳内におけるＦＫＢＰ５２の発現レベルを示
す図である。正常およびアルツハイマー病からの可溶性均一画分中のＦＫＢＰ５２のウエ
スタンブロット分析。ＧＡＰＤＨをロード対照として使用した。化学発光強度をImage-J
ソフトウェアで定量した。
【図１０】アルツハイマー病および対照におけるｍＲＮＡ ＦＫＢＰ５２の発現レベルを
示す図である。ｍＲＮＡ ＧＡＰＤＨで基準化後にｍＲＮＡ ＦＫＢＰ５２の定量を実施し
た。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１５１
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１５１】
　しかしながら、タウ濃度を一定（０．５mg/ml）にしてＦＫＢＰ５２の濃度を変動させ
ることで（１～０．１mg/ml）沈降分析実験を実現した場合、０．１または０．２５mg/ml
でＦＫＢＰ５２が存在するとペレット中に漸増するタウポリマーが生じ、タウに対して等
モルまたは２倍量のＦＫＢＰ５２が存在すると、ペレット形成可能なタウポリマーの存在
が防止される。これらの結果から、ＦＫＢＰ５２にとっての二つの役割が示唆される。第
一に、タウに対するＦＫＢＰ５２の立体構造活性が、おそらくＦＫＢＰ５２のペプチジル
プロリルイソメラーゼ活性を必要として、有利な凝集促進型のタウにつながること；第二
に、タウがジスルフィド架橋の形成を介してオリゴマー化する能力を、ＦＫＢＰ５２が可
能性のある立体障害によって防ぐことである。
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【手続補正３】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１５３
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１５３】
　ＦＫＢＰ５２タンパク質の発現レベルが患者の脳内で変化しうるかどうかを解明する目
的で、本発明者らは、正常な対照（ｎ＝３）およびアルツハイマー病患者（ｎ＝１２）の
前脳前皮質におけるその発現を比較した。図９に示すように、アルツハイマー病脳内のＦ
ＫＢＰ５２の顕著な減少が可溶性画分から観察される。ＧＡＰＤＨ（グリセルアルデヒド
３－リン酸デヒドロゲナーゼ）で正規化後に、アルツハイマー病脳の可溶性画分中に見出
されるＦＫＢＰ５２の発現レベルは、対照の３５％（±２４）に相当する。不溶性画分か
らは、ＦＫＢＰ５２のタンパク質発現レベルの改変は検出不可能であった。この最後の観
察から、ＦＫＢＰ５２がタウ凝集物中にトラップされないことが示唆される。
【手続補正４】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１５４
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１５４】
　続いて、ヒト脳疾患および対照の前脳前皮質におけるＦＫＢＰ５２遺伝子のｍＲＮＡ発
現レベルをリアルタイム定量ＲＴ－ＰＣＲ（ＱＰＣＲ）によって分析した。図１０に示す
ように、対照に比べて脳疾患におけるＦＫＢＰ５２ ｍＲＮＡレベルの改変は、観察され
ない。これらの結果は、患者脳内のＦＫＢＰ５２タンパク質の発現減少が転写後メカニズ
ムに起因することを示す。
【手続補正５】
【補正対象書類名】図面
【補正対象項目名】全図
【補正方法】変更
【補正の内容】
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【図１】 【図２】

【図３】 【図４】
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【図５】 【図６】

【図７】

【図８】

【図９Ａ－１】
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【図９Ａ－２】 【図９Ｂ－１】

【図９Ｂ－２】 【図１０】
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摘要(译)

要解决的问题：分析与tau功能障碍（包括阿尔茨海默氏病）相关的神经
系统疾病和蛋白FKBP52与tau之间的直接相互作用的神经保护和修复。 
一种测试患有或怀疑患有患有tau功能障碍的神经系统疾病的受试者的方
法，其包括：i）确定FKBP52蛋白和tau蛋白之间的复合物水平。 和/或
ii）测量FKBP52蛋白的浓度，和/或iii）检测编码FKBP52蛋白和/或其相
关启动子的基因中是否存在突变，和/或iv） 分析编码FKBP52蛋白的基
因的表达，v）分析获自受试者的样品以检测FKBP52蛋白的翻译后修
饰。 [选择图]无
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