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(57)【要約】
　正常な状態に比較して、アルツハイマー病において差異的に発現するタンパク質を含む
、アルツハイマー病に関する方法及び組成物を提供する。更に、アルツハイマー病を治療
又は予防するための化合物に対する潜在的な分子ターゲットである差異的に発現するタン
パク質の同定のための方法、特に、実験的なパラダイムを提供する。また、アルツハイマ
ー病の予防及び治療のための化合物の同定方法及びその治療上の使用を提供する
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の工程：
(a)少なくとも一つのタンパク質が、アルツハイマー病を有する被検体又はアルツハイマ
ー病になりやすい素因を有する被検体、及び正常な被検体から得た関連組織、又は上記被
検体の代表的な関連組織において差異的に発現するというパラダイムを確立する工程；
(b)スクリーニングされる薬剤で処理された、アルツハイマー病を有する被検体から得た
関連組織、又は上記被検体の代表的な関連組織のサンプルを得る工程；
(c)処理された被検体から得た組織、又は上記被検体の代表的な関連組織において差異的
に発現するタンパク質の存在、不存在、又は発現の度合いを測定する工程；並びに
(d)アルツハイマー病を有する処理された被検体において差異的に発現したタンパク質の
発現、活性又は量を、正常な被検体のものへと変化させる程度に従って、上記薬剤を選択
又は拒絶する工程；
を含む、アルツハイマー病の治療における有用性を決定するための薬剤のスクリーニング
方法。
【請求項２】
　上記薬剤が、タンパク質の発現を、正常な被検体のものに変換するのであれば、上記薬
剤を選択する、請求項1記載の方法。
【請求項３】
　上記パラダイムが、アルツハイマー病の動物モデルである、請求項1又は2記載の方法。
【請求項４】
　上記動物モデルが、アミロイド前駆体タンパク質（APP）及びプレセニリン-1（PS-1）
ダブルトランスジェニックマウス及び野生型マウス、並びに／又はシングルトランスジェ
ニックAPPマウス及び／若しくはシングルトランスジェニックPS-1マウスに基づく、請求
項3記載の方法。
【請求項５】
　上記組織サンプルが、脳組織サンプルである、請求項1から4のいずれか一項記載の方法
。
【請求項６】
　上記組織サンプルが、血液、血清又は脳脊髄液サンプルである、請求項1から4のいずれ
か一項記載の方法。
【請求項７】
　タンパク質発現の差異的なレベルを有する被検体が、
(a)請求項9記載のトランスジェニックマウス及び野生型マウス；並びに
(b)上記薬剤で処理しなかった請求項4記載のトランスジェニックマウス、及び上記薬剤で
処理した請求項4記載のトランスジェニックマウス
を含む、請求項1から6のいずれか一項記載の方法。
【請求項８】
　タンパク質発現の差異的なレベルを有する被検体が、
(a)上記薬剤で処理した野生型マウス、及び上記薬剤で処理しなかった野生型マウス；並
びに
(b)上記薬剤で処理した請求項4記載のトランスジェニックマウス、及び上記薬剤で処理し
なかった請求項4記載のトランスジェニックマウス
を含む、請求項1から6のいずれか一項記載の方法。
【請求項９】
　サンプルに存在するタンパク質が、上記関連組織又はそのタンパク質含有抽出物で実施
される二次元ゲル電気泳動又はSELDI分析を使用して確立される、請求項1から8のいずれ
か一項記載の方法。
【請求項１０】
　上記タンパク質を、上記タンパク質を分析するための質量分析及びデータベース検索を



(3) JP 2008-510481 A 2008.4.10

10

20

30

40

50

使用して、事後的に同定する、請求項9記載の方法。
【請求項１１】
　上記方法で同定した差異的に発現するタンパク質を単離する工程を更に含む、請求項1
から10のいずれか一項記載の方法。
【請求項１２】
　上記単離したタンパク質を特徴付けする工程を更に含む、請求項11記載の方法。
【請求項１３】
　上記差異的に発現するタンパク質が、図3から6又は表7で示すタンパク質の一つ又は複
数を含む、請求項1から12のいずれか一項記載の方法。
【請求項１４】
　上記タンパク質が、グアノシンジホスフェート解離阻害因子1、ジヒドロピリミジニア
ーゼ関連タンパク質2、プロテアソームサブユニットアルファタイプ6、アポリポタンパク
質E、シナプシンII、ユビキチンカルボキシル末端ヒドロラーゼアイソザイムL1、アスパ
ルテートアミノトランスフェラーゼ、グルタチオンS-トランスフェラーゼmu 1、チューブ
リンベータ-4鎖、WWドメイン結合タンパク質2、真核生物翻訳開始因子4H、チューブリン
ベータ-3、神経タンパク質Np25、フルクトース-ビスホスフェートアルドラーゼA、フルク
トース-ビスホスフェートアルドラーゼC、ヌクレオリシンTIA関連タンパク質、ペプチジ
ルプロリルイソメラーゼD、電位依存性アニオン選択的チャンネルタンパク質1及びミトコ
ンドリア アセチル-CoAアセチルトランスフェラーゼ前駆体の一つ又は複数を含む、請求
項13記載の方法。
【請求項１５】
　上記タンパク質の特異的な結合パートナーのためのアッセイにおいて、上記タンパク質
を使用する工程を更に含む、請求項11又は12記載の方法。
【請求項１６】
　上記タンパク質のアゴニスト又はアンタゴニストのためのアッセイにおいて、上記タン
パク質を使用する工程を更に含む、請求項11又は12記載の方法。
【請求項１７】
　上記薬剤又はタンパク質が、ハイスループットスクリーニング方法を使用してスクリー
ニングされる、請求項1から16のいずれか一項記載の方法。
【請求項１８】
　請求項1から17のいずれか一項記載の方法を使用して薬剤を同定する工程、更に、上記
薬剤を製造する工程、上記薬剤を許容可能なキャリアーと調合して医薬組成物を提供する
工程を含む、医薬組成物の製造方法。
【請求項１９】
　アルツハイマー病の治療のための医薬の製造における、図3から6若しくは表7で示すタ
ンパク質から選択されるタンパク質、又は、図9で示す対応するヒトタンパク質の使用。
【請求項２０】
　上記タンパク質が、図3から6で示すスポット1341、1498、1976、1017、884、1023及び1
823で表されるタンパク質、又は図9で示す対応するヒトタンパク質から選択される、請求
項19記載の使用。
【請求項２１】
　アルツハイマー病の治療のための医薬の製造のための、請求項1から17のいずれか一項
記載の方法によって同定された薬剤、結合パートナー、アゴニスト又はアンタゴニストの
使用。
【請求項２２】
　上記アゴニストが活性化抗体である、請求項21記載の使用。
【請求項２３】
　上記アゴニストが、ブロッキング抗体、アンチセンス分子、siRNA、リボザイム又はト
リプルヘリックス分子である、請求項21記載の使用。
【請求項２４】



(4) JP 2008-510481 A 2008.4.10

10

20

30

40

50

　請求項1から17のいずれか一項記載の方法によって同定した薬剤の治療上又は予防上の
有効量を患者に投与する工程を含む、患者においてアルツハイマー病を治療する方法。
【請求項２５】
　患者に由来するサンプル中の、図3から6若しくは表7で示すタンパク質、又は、図9で示
す対応するヒトタンパク質の一つ又は複数の存在又は量を測定する工程を含む、患者にお
けるアルツハイマー病をin vitroで診断する方法。
【請求項２６】
　上記サンプルが、血液、血清又は脳脊髄液サンプルである、請求項25記載の方法。
【請求項２７】
　特異的な抗体を用いて上記タンパク質を検出する工程を含む、請求項25又は26記載の方
法。
【請求項２８】
　上記サンプルについて二次元ゲル電気泳動を実施する工程を含む、請求項25又は26記載
の方法。
【請求項２９】
　一つ又は複数の候補化合物が、図3から6若しくは表7で示すタンパク質、又は、図9で示
す対応するヒトタンパク質の一つ又は複数の発現又はレベルを調節することができるかど
うかを測定する工程
を含む、アルツハイマー病の予防又は治療に潜在的に有用な化合物のためのスクリーニン
グ方法。
【請求項３０】
　in vitro方法である、請求項29記載の方法。
【請求項３１】
　アルツハイマー病の治療又は予防のための薬剤としての適合性について、候補化合物を
スクリーニングするための、図3から6若しくは表7で示すタンパク質、又は、図9で示す対
応するヒトタンパク質の使用。
【請求項３２】
　以下の工程：
(a)少なくとも一つのタンパク質が、アルツハイマー病を有する被検体及び正常な被検体
から得た関連組織、又は上記被検体の代表的な関連組織において差異的に発現するという
パラダイムを確立する工程；
(b)上記被検体から上記組織のサンプルを得る工程；
(c)上記サンプルにおける差異的に発現するタンパク質の存在、不存在又は発現の度合い
を測定する工程；並びに
(d)上記測定値と臨床上の情報の間の従前の相関関係を参考にして、アルツハイマー病の
発症について測定値を関連させる工程；
を含む、ヒト又は動物被検体におけるアルツハイマー病の性質又は度合いを測定する方法
。
【請求項３３】
　上記組織サンプルが、血液、血清又は脳脊髄液である、請求項32記載の方法。
【請求項３４】
　少なくとも4つのタンパク質が、上記パラダイムにおいて、差異的に発現する、請求項3
2又は33記載の方法。
【請求項３５】
　上記差異的に発現するタンパク質が、図3から6又は表7で示すタンパク質の一つ又は複
数を含む、請求項32から34のいずれか一項記載の方法。
【請求項３６】
　上記タンパク質が、グアノシンジホスフェート解離阻害因子1、ジヒドロピリミジニア
ーゼ関連タンパク質2、プロテアソームサブユニットアルファタイプ6、アポリポタンパク
質E、シナプシンII、ユビキチンカルボキシル末端ヒドロラーゼアイソザイムL1、アスパ
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ルテートアミノトランスフェラーゼ、グルタチオンS-トランスフェラーゼmu 1、チューブ
リンベータ-4鎖、WWドメイン結合タンパク質2、真核生物翻訳開始因子4H、チューブリン
ベータ-3、神経タンパク質Np25、フルクトース-ビスホスフェートアルドラーゼA、フルク
トース-ビスホスフェートアルドラーゼC、ヌクレオリシンTIA関連タンパク質、ペプチジ
ルプロリルイソメラーゼD、電位依存性アニオン選択的チャンネルタンパク質1及びミトコ
ンドリア アセチル-CoAアセチルトランスフェラーゼ前駆体の一つ又は複数を含む、請求
項35記載の方法。
【請求項３７】
　アルツハイマー病を治療するための有効な治療法を決定する工程を更に含む、請求項32
から36のいずれか一項記載の方法。
【請求項３８】
　アルツハイマー病を有する被検体及び正常な被検体から得た関連組織、又は上記被検体
の代表的な関連組織において差異的に発現するタンパク質であり、上記の組織又はそのタ
ンパク質含有抽出物で実施した二次元ゲル電気泳動方法によって入手可能であるタンパク
質であって、上記方法が、以下の工程：
(a)3mm×180mmのアクリルアミドポリマーの非直線状固定化pH勾配（IPG)ストリップを準
備する工程；
(b)尿素(8M)、3-[(コラミドプロピル)ジメチルアンモニオ]-1-プロパンスルホナート（CH
APS、2%w/v）、ジチオエリスリトール（DTE、10mM）、pH3.5から10の酸及び塩基の混合物
(2%w/v)、及び微量のBromophenol Blueの水溶液を25ml含むカセット中で、上記IPGストリ
ップを再水和する工程；
(c)上記カセットから液体を除き、湿った電極芯、電極、及びサンプルカップを備えた電
気泳動トレーに上記ストリップを移し、上記ストリップとカップを低粘度のパラフィン油
で覆う工程；
(d)上記IPGストリップの陰極末端で、サンプルカップに、尿素(8M)、CHAPS(4%w/v)、Tris
(40mM)、DTE(65mM)、SDS(0.05%w/v)、及び微量のBromophenol Blue中で、関連生体組織の
乾燥粉末化した材料の水溶液の200マイクログラムを適用する工程；
(e)3時間で300から3500Vまで直線状に増加させ、その後さらに3時間3500Vとし、その後pI
依存性最終地点に、上記ストリップ中で上記タンパク質が移動するのに十分な時間5000V
とした電圧で、ゲル上で等電点電気泳動を実施する工程；
(f)Tris-HCl(50mM)pH6.8、尿素(6M)、グリセロール(30%v/v)、SDS(2%w/v)及びDTE(2%w/v)
を含む100mlの水溶液で12分間、トレー内で上記ストリップを平衡化する工程；
(g)5分間この溶液を、Tris-HCl(50mM)pH6.8、尿素(6M)、グリセロール(30%v/v)、SDS(2%w
/v)、ヨードアセタミド(2.5%w/v)、及び微量のBromophenol Blueを含む100mlの水溶液に
よって置換する工程；
(h)リーディングバッファーとしてのTris-HCl(0.375M)pH8.8中のTEMED(0.5%w/v)、過硫酸
アンモニウム(0.1%w/v)、及びチオ硫酸ナトリウム(5mM)の存在下で重合した、アクリルア
ミド/ピペラジン-ジアクリリル架橋剤(9-16%T/2.6%C)の160×200×1.5mmの縦勾配スラブ
ゲルを準備する工程；
(i)約2時間sec-ブタノールで上記ゲルを浸し、この液を除去し、それを水と置換する工程
；
(j)陽極末端から6mmと陰極末端から14mmを除去して、二次元電気泳動のために適したサイ
ズにIPGゲルストリップを切断する工程；
(k)リーディングバッファーとしてのアガロース(0.5%w/v)及びTris-グリシン-SDS(25mM-1
98mM-0.1%w/v)の水溶液でスラブゲルを浸し、70℃に加熱し、この浸した溶液を通じてス
ラブゲル上に上記IPGゲルストリップを乗せる工程；
(l)8-12℃で5時間40mAの一定電流で、二次元電気泳動を実施する工程；並びに
(m)ゲルを洗浄する工程；
を含む、タンパク質。
【請求項３９】
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　以下の工程：
a)図3から6又は表7で示すタンパク質から少なくとも一つの候補タンパク質を選択する工
程；
b)狭い範囲の固定化pH勾配（IPG）を使用した二次元ゲル電気泳動を介して、組織サンプ
ル中の他のタンパク質から、上記候補タンパク質が分離可能なpH範囲を選択する工程；
c)上記で選択したpH範囲のIPGを使用した二次元ゲル電気泳動によって、生物学的サンプ
ル中の他のタンパク質から、上記候補タンパク質を分離する工程であって、上記サンプル
が、アミロイド前駆体タンパク質(APP)及びプレセニリン-1(PS-1)ダブルトランスジェニ
ックマウス並びに野生型マウスから得られたものである工程；
d)トランスジェニックマウス及び野生型マウスから得られたゲルにおけるスポットの強度
を比較する工程；
e)強度がゲルの間で異なるスポットを選択する工程；並びに
f)上記スポットにおけるタンパク質を同定する工程；
を含む、アルツハイマー病の患者とアルツハイマー病ではない患者との間で発現のレベル
が異なるタンパク質を同定する方法。
【請求項４０】
　シングルトランスジェニックAPPマウス及び／又はシングルトランスジェニックPS-1マ
ウスに由来するサンプルも比較する、請求項39記載の方法。
【請求項４１】
　上記生物学的サンプルが脳組織である、請求項39又は40記載の方法。
【請求項４２】
　上記生物学的サンプルが海馬又は脳半球組織である、請求項41記載の方法。
【請求項４３】
　上記生物学的サンプルが、血液、血清又は脳脊髄液である、請求項39又は40記載の方法
。
【請求項４４】
　上記工程(f)が、質量分析を使用して上記タンパク質を分析する工程、及び、データベ
ースを検索して上記タンパク質を同定する工程を含む、請求項39から43のいずれか一項記
載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、アルツハイマー病に関する方法及び組成物に関する。特に、本発明は、正常
な状態に比較して、アルツハイマー病において差異的に発現するタンパク質を同定し且つ
それを記載する。さらにまた、本発明は、アルツハイマー病を治療又は予防するための化
合物に対する潜在的な分子ターゲットである差異的に発現するタンパク質の同定のための
方法、特に、実験的なパラダイムを提供する。さらに本発明は、アルツハイマー病の予防
及び治療のための化合物の同定方法及びその治療上の使用を提供する。
【背景技術】
【０００２】
　アルツハイマー病（AD）は、高齢者の最も一般的な認知症の原因であり、現在のところ
治療方法が存在しない衰弱性の神経変性疾患である。この病気により、脳の一部分、おも
に記憶をコードすることに関与する海馬における神経を消滅させる。アルツハイマー病は
、機能自律性及び認知機能の不可逆的な進行性消失をもたらす。ADの最も早期の兆候は、
単純な健忘症と間違えられる可能性があるが、アルツハイマー病と結果的に診断されたヒ
ト達においては、これらの初期的兆候は、冷酷なことに、精神機能低下のより重篤な兆候
へと進行する。ADが進行する時間は、ヒトによって変わるが、進行した兆候には、重篤な
記憶障害、混乱、言語障害、人格及び行動の変化、並びに判断力の低下が含まれる。ADを
患ったヒトは、コミュニケーションをしようとせず、敵対心を有するようになる。この病
気は、その進行において、深刻な認知症をもたらすので、患者は、自分自身でケアことが
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できず、たびたび、収容又は家庭の場での専門的なケアが必要である。患者の中には、AD
と診断された後も何年間も生存することができるヒトが存在し、診断後の平均寿命は8年
である。
【０００３】
　過去において、ADは、脳生検、又は患者が死亡した後での病理解剖により、確定をもっ
て診断することができた。これらの方法は、脳における特徴的なプラーク及び絡み合った
病巣の存在を実証し、ADの病理学的診断についての最も標準的な検査であると現在でも考
えられている。しかしながら、臨床状況においては、脳生検はほとんど行われず、診断は
、脳脊髄液及び血液中の生物学的マーカー（例えば、ApoE及びtauタンパク質又はβ-アミ
ロイドペプチド）の測定を含む一連の神経学的試験、心理試験及び生化学的試験に依存す
る。
【０００４】
　多くの薬剤が、ADに関連した行動に現れる症状（攻撃性、偏執章、妄想又は鬱）を治療
するために使用されているが、4つの薬剤（コリンエステラーゼ阻害剤として知られてい
る）のみが、ADと診断されたヒトの認知機能の改善を助けるのに利用することができる。
これらの薬剤Cognex(tacrine)、Aricept(donepezil)、Exelon(rivastigmine)及びReminyl
(galantamine)は、対症的な有益性のみ提供し、病気の経過を変更させることは見いださ
れていない。
【特許文献１】米国特許第4,376,110号
【特許文献２】米国特許第4,946,778号
【特許文献３】米国特許第4,873,191
【特許文献４】米国特許第4,109,496号
【特許文献５】米国特許第5,093,246号
【非特許文献１】J.S.Rossier et al., 1999, Electrophoresis 20: pages 727-731
【非特許文献２】Proteins: Structures and Molecular Principles”, W.H. Freeman & 
Co., N.Y., pp. 34-49
【非特許文献３】Ausubel, supra. And PCR Protocols: A Guide to Methods and Applic
ations (1990) Innis, M. et al., eds. Academic Press Inc., New York
【非特許文献４】Chien et al (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88, 9578-9582
【非特許文献５】Kohler and Milstein, 1975, Nature, 256, 495-497
【非特許文献６】Kosbor, et al., 1983, Immunology Today 4:72
【非特許文献７】Cole et al., 1983, Proc.Natl.Acad.Sci.USA 80;2026-2030
【非特許文献８】Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. L
iss Inc., pp-77-96
【非特許文献９】Morrison et al., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. 81: 6851-6855
【非特許文献１０】Neuberger et al., 1984, Nature 312 :604-608
【非特許文献１１】Takeda et al., 1985, Nature 314: 452-454
【非特許文献１２】Bird, 1988, Science 242: 423-426
【非特許文献１３】Huston et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85 :5879-5883
【非特許文献１４】Ward et al., 1989, Nature 334 :544-546
【非特許文献１５】Huse et al., 1989,　Science 246: 1275-1281
【非特許文献１６】Van der Putten et al., 1985, Proc. Nat. Acad. Sci., USA 82: 61
48-6152
【非特許文献１７】Thompson et al., 1989, Cell 56: 313-321
【非特許文献１８】Lo, 1983, Mol.Cell Biol.3: 1803-1814
【非特許文献１９】Lavitrano et al., 1989, Cell 57: 717-723
【非特許文献２０】Gordon, 1989, Transgenic Animalsm Intl. Rev. Cytol. 115: 171-2
29
【非特許文献２１】Lasko, M. et al., 1992, Proc.Natl.Acad.Sci.USA 89:6232-6236
【非特許文献２２】Holcomb et al., Nat Med. 1998 Jan; 4(1): 97-100
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【非特許文献２３】Small et al., 1985, Mol. Cell Biol. 5: 642-648
【非特許文献２４】Lam, K.S. et al., 1991, Nature 354: 82-84
【非特許文献２５】Houghten, R. et al., 1991, Nature 354: 84-86
【非特許文献２６】Rossi, 1994, Current Biology 4: 469-471
【非特許文献２７】Marasco, W. et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 7889
-7893
【非特許文献２８】Weekes, J. et al. Electrophoresis, 20(4-5): 898-906, 1999
【非特許文献２９】Heinke, M.Y. et al. (Electrophoresis, 20(10):2086-2093、1999
【非特許文献３０】Pennington, K et al., Proteomics, 4(1): 27-30, 2004
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　広い意味で、本発明は、アルツハイマー病と関連するタンパク質マーカーを同定するた
めの操作、及びADの診断又は予後診断のためのこれらのマーカーの使用に関する。本発明
は、さらに、治療の標的としてのこれらのタンパク質の使用、及び、ADの治療において、
又はADの治療のためのリード化合物の開発において有用であるかどうかを求めるための、
候補化合物をスクリーニングする方法に関する。本明細書に開示された実験は、アミロイ
ド前駆体タンパク質（amyloid precursor protein(APP)）及び／又はプレセニリン-1（pr
esenilin-1(PS-1)）を発現するダブルトランスジェニックマウスであるアルツハイマー病
のモデルマウスと比較した、正常なマウスにおけるタンパク質の差異的な発現を示す。
【０００６】
　従って、第一の態様として、本発明は、患者に由来するサンプルにおける、図3から6若
しくは表7に示すタンパク質、又は図9に示すタンパク質の対応するヒトタンパク質の一つ
又は複数の存在又は量を測定することを含む、患者におけるアルツハイマー病を診断する
方法を提供する。
【０００７】
　さらなる態様として、本発明は、患者に由来するサンプルを使用した、アルツハイマー
病の診断のための、図3から6若しくは表7に示すタンパク質、又は図9に示すタンパク質の
対応するヒトタンパク質の一つ又は複数の存在又は量の使用を提供する。
【０００８】
　さらなる態様として、本発明は、アルツハイマー病を治療又は予防するための薬剤とし
ての適合性について候補化合物をスクリーニングするための、図3から6若しくは表7に示
すタンパク質、又は図9に示すタンパク質の対応するヒトタンパク質の使用を提供する。
【０００９】
　さらなる態様として、本発明は、以下の工程：
一つ又は複数の候補化合物が、図3から6若しくは表7に示すタンパク質、又は図9に示すタ
ンパク質の対応するヒトタンパク質の一つ又は複数の発現又はレベルを調節することがで
きるかどうかを測定する工程；
を含む、アルツハイマー病の予防又は治療に潜在的に有用である化合物のスクリーニング
方法を提供する。
【００１０】
　従って第一の態様として、本発明は、以下の工程：
(a)少なくとも一つのタンパク質が、アルツハイマー病を有する被検体又はアルツハイマ
ー病になりやすい素因を有する被検体、及び正常な被検体から得た関連組織、又は上記被
検体の代表的な関連組織において差異的に発現するというパラダイムを確立する工程；
(b)スクリーニングされる薬剤で処理された、アルツハイマー病を有する被検体から得た
関連組織、又は上記被検体の代表的な関連組織のサンプルを得る工程；
(c)処理された被検体から得た組織、又は上記被検体の代表的な関連組織において差異的
に発現するタンパク質の存在、不存在、又は発現の度合いを測定する工程；並びに
(d)アルツハイマー病を有する処理された被検体において差異的に発現したタンパク質の
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発現、活性又は量を、正常な被検体のものへと変化させる程度に従って、上記薬剤を選択
又は拒絶する工程；
を含む、アルツハイマー病の治療における有用性を決定するための薬剤のスクリーニング
方法を提供する。
　パラダイムは、差異的に発現する少なくとも一つのタンパク質を確立する工程を含む。
しかしながら、幾つかの実施態様として、パラダイムは、少なくとも2、3、4、5、6、7、
8、9、10又は20個の差異的に発現したタンパク質を使用することができる。
【００１１】
　好ましくは、この方法においては、上記薬剤が、タンパク質の発現を、正常な被検体の
発現に転換させるならば、この薬剤を選択する。スクリーニング方法で使用することがで
きる差異的に発現するタンパク質の例は、図3から6及び図9並びに表7で提供され、グアノ
シンジホスフェート解離阻害因子1（guanosine diphosphate dissociation inhibitor 1
）、ジヒドロピリミジニアーゼ関連タンパク質2（dihydropyrimidinease related protei
n-2）、プロテアソームサブユニットアルファタイプ6（proteasome subunit alpha type 
6）、アポリポタンパク質E（apolipoprotein E）、シナプシンII（synapsin II）、ユビ
キチンカルボキシル末端ヒドロラーゼアイソザイムL1（ubiquitin carboxyl-terminal hy
drolase isozyme L1）、アスパルテートアミノトランスフェラーゼ（aspartate aminotra
nsferase）、グルタチオンS-トランスフェラーゼmu 1（glutathione S-transferase mu 1
）、チューブリンベータ-4鎖（tubulin beta-4 chain）、WWドメイン結合タンパク質2（W
W domain binding protein 2）、真核生物翻訳開始因子4H（eukaryotic translation ini
tiation factor 4H）、チューブリンベータ-3（tubulin beta-3）、神経タンパク質Np25
（neuronal protein Np25）、フルクトース-ビスホスフェートアルドラーゼA（fructose-
bisphosphate aldolase A）、フルクトース-ビスホスフェートアルドラーゼC（fructose-
bisphospahte aldolase C）、ヌクレオリシンTIA関連タンパク質（nucleolysin TIA rela
ted protein）、ペプチジルプロリルイソメラーゼD（peptidylprolyl isomerase D）、電
位依存性アニオン選択的チャンネルタンパク質1（voltage-dependent anion-selective c
hannel protein 1）及びミトコンドリア アセチル-CoAアセチルトランスフェラーゼ前駆
体（acetyl-COA acetyltransferase mitochondrial precursor）が含まれる。
【００１２】
　本明細書に記載の図及び表で示されるタンパク質について、プロセシングを受けた形態
（例えば、前駆体形態の切断により、例えばシグナルペプチドの除去により生じた成熟タ
ンパク質）が含まれる。プロセシングを受けた形態に対応するアミノ酸残基は、図又は表
で示すSWISS-PROT又は他のデータベースエントリーで定められる。
【００１３】
　例としては、パラダイムは、(a) アミロイド前駆体タンパク質(APP)及びプレセニリン-
1(PS-1)ダブルトランスジェニックマウス、並びに野生型マウスに由来するサンプル、並
びに／又は、(b)APPマウス及び／若しくはシングルトランスジェニックPS-1マウスに由来
するサンプルに基づくことができる。パラダイムは、また、ADの他の動物モデルに由来す
るサンプルを使用することができる。好ましいサンプルは、組織サンプル、例えば血清サ
ンプル、又は最も有用には脳組織サンプル（例えば、海馬、脳半球、前側帯皮質組織）で
ある。
【００１４】
　幾つかの実施態様として、パラダイムにおいては、異なるレベルのタンパク質発現を有
する被検体は：
(a)野生型マウス及び上記したトランスジェニックマウス；並びに
(b)薬剤で処理されなかった上記したトランスジェニックマウス、及び薬剤で処理された
上記したトランスジェニックマウス；
を含む。
【００１５】
　好ましくは、タンパク質発現の差異的なレベルは、薬剤で処理された野生型マウス及び
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薬剤で処理されなかった野生型マウスで見られない。
【００１６】
　付加的に又は代替的に、パラダイムにおいては、異なるレベルのタンパク質発現を有す
る被検体は：
(a)薬剤で処理された野生型マウス及び薬剤で処理されなかった野生型マウス；並びに
(b)薬剤で処理された上記したトランスジェニックマウス及び薬剤で処理されなかった上
記したトランスジェニックマウス；
を含む。
【００１７】
　この場合、タンパク質発現の差異的なレベルは、野生型マウス又は薬剤で処理されなか
ったトランスジェニックマウスで見られない。
【００１８】
　本発明の全ての態様においては、サンプルに存在するタンパク質は、関連組織又はタン
パク質を含む関連組織の抽出物で実施される二次元ゲル電気泳動又はSELDI分析を使用し
て、確立することができる。タンパク質は、以下に概略するように単離することができ、
さらに同定のために分析することができる。タンパク質は、典型的には、上記タンパク質
を分析するための質量分析及びデータベース検索を使用して、同定することができる。
【００１９】
　差異的な発現は、統計的分析、例えば、2Dゲル又はSELDIピークのスポットの強度の統
計的分析を使用して確認することができる。統計的分析には、Mann-Whitney検定などの一
変数方法、並びに主成分分析（Principal Component Analysis：PCA)及び部分的最小二乗
データ分析（Partial Least Squares Data Analysis：PLS-DA)などの多変数方法を含むこ
とができる。
【００２０】
　好ましい実施態様として、病気の状態及びコントロールの間のタンパク質発現の変化の
倍数は、少なくとも1.2、1.4、1.5、1.7、2、2.5又は3である。
【００２１】
　例えば、以下の方法を適用することができる。(a)ロードしたスポット内の対象ピーク
の場所は、データモデリングプロセスにおける群の分離に対する明らかな寄与を示し、交
差検定の実施を可能とする。(b)p値<0.05は、Mann-Whitneyの一変数検定を使用して達成
される。(c)2つの群間の多数のマーカーの変化の程度は、少なくとも1.5倍の上方制御又
は下方制御である。
【００２２】
　質量分析により、多数のペプチド断片がSELDIピーク又は2Dゲルスポットに存在してい
ることが明らかになる場合、SELDIピーク又は2Dゲルスポットの質量とマッチする、試験
により産生したタンパク質の断片の可能性を予測するために、Biolynx（Micromass、UK）
などのペプチド断片予測ソフトウェアを使用することができる。その後、予測された断片
を、質量分析で同定された断片と比較することができる。
【００２３】
　本発明のさらなる好ましい実施態様として、上記方法で同定した差異的に発現するタン
パク質を単離する工程、及び／又は、単離したタンパク質を特徴づけるする工程をさらに
含むことができる。
【００２４】
　差異的に発現するタンパク質は、必要に応じて、2Dゲルスポットからの切除；又はSELD
Iチップからの溶出に続く、溶出タンパク質のゲル電気泳動による分離、及び、対象とす
るSELDIピークの分子量に対応する分子量に移動したタンパク質バンドのゲルからの切除
、そして、上記抽出物中のタンパク質を同定する工程によって、同定することができる。
【００２５】
　本発明により同定されたタンパク質及び本明細書に開示された本発明の全ての態様にお
ける使用のために適用可能なタンパク質の例には、図3から6及び図9並びに表7で示される
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タンパク質、特には、グアノシンジホスフェート解離阻害因子1、ジヒドロピリミジニア
ーゼ関連タンパク質2、プロテアソームサブユニットアルファタイプ6、アポリポタンパク
質E、シナプシンII、ユビキチンカルボキシル末端ヒドロラーゼアイソザイムL1、アスパ
ルテートアミノトランスフェラーゼ、グルタチオンS-トランスフェラーゼmu 1、チューブ
リンベータ-4鎖、WWドメイン結合タンパク質2、真核生物翻訳開始因子4H、チューブリン
ベータ-3、神経タンパク質Np25、フルクトース-ビスホスフェートアルドラーゼA、フルク
トース-ビスホスフェートアルドラーゼC、ヌクレオリシンTIA関連タンパク質、ペプチジ
ルプロリルイソメラーゼD、電位依存性アニオン選択的チャンネルタンパク質1及びミトコ
ンドリア アセチル-CoAアセチルトランスフェラーゼ前駆体が含まれる。
【００２６】
　一つの実施態様として、タンパク質は、タンパク質の特異的な結合パートナーのための
アッセイに使用することができる。タンパク質は、また、タンパク質のアゴニスト又はア
ンタゴニストのスクリーニングのためのアッセイに使用することができる。薬剤又はタン
パク質は、ハイスループットスクリーニング方法を使用して、スクリーニングすることが
できる。
【００２７】
　アゴニスト又はアゴニストは、例えば、小分子、抗体、アンチセンス核酸又はsiRNAと
することができる。
【００２８】
　さらなる態様として、本発明は、上記方法を使用して薬剤を同定する工程、上記薬剤を
製造して、上記薬剤を許容可能なキャリアーと調合して医薬組成物を提供する更なる工程
を含む、医薬組成物の製造方法を提供する。
【００２９】
　さらなる態様として、本発明は、治療方法における使用のための、図3から6若しくは表
7で示すタンパク質、又は図9に示すタンパク質の対応するヒトタンパク質を提供する。
【００３０】
　さらなる態様として、本発明は、アルツハイマー病の治療のための医薬の製造のための
、前記方法によって同定された薬剤の使用を提供する。
【００３１】
　さらなる態様として、本発明は、上記方法によって同定された上記薬剤の治療上又は予
防上の有効量を患者に投与する工程を含む、患者においてアルツハイマー病を治療する方
法を提供する。
【００３２】
　さらなる態様として、本発明は、以下の工程：
(a)少なくとも一つのタンパク質が、アルツハイマー病を有する被検体及び正常な被検体
から得た関連組織、又は上記被検体の代表的な関連組織において差異的に発現するという
パラダイムを確立する工程；
(b)上記被検体から上記組織のサンプルを得る工程；
(c)上記サンプルにおける差異的に発現するタンパク質の存在、不存在又は発現の度合い
を測定する工程；並びに
(d)上記測定値と臨床上の情報の間の従前の相関関係を参考にして、アルツハイマー病の
発症について測定値を関連させる工程；
を含む、ヒト又は動物被検体におけるアルツハイマー病の性質又は度合いを測定する方法
を提供する。
【００３３】
　タンパク質の存在、不存在又は発現の度合いを、患者又は被検体に由来するサンプルに
おいて測定する場合、サンプル中の上記タンパク質の量を、好ましくは、非-アルツハイ
マー病の被検体から得られたコントロールサンプルを参照にして確立する。
【００３４】
　組織サンプルは、例えば、血液、血漿、脳脊髄液又は血清とすることができる。
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【００３５】
　一つの実施態様として、少なくとも4つのタンパク質を、パラダイムにおいて差異的に
発現させて、アルツハイマー病の性質又は度合いの複合的なタンパク質フィンガープリン
トを提供する。
【００３６】
　差異的に発現するタンパク質は、上記タンパク質に特異的な抗体を使用して、例えばEL
ISAアッセイ又はウェスタンブロッティングにより検出することができる。代替的に、差
異的に発現するタンパク質は、とりわけ、2Dゲル電気泳動、又はLC/MS/MS、MALDI-TOF若
しくはSELDI-TOFを含む質量分析手法により検出することができる。サンプルは、分析の
ための固体支持体上に固定化することができる。
【００３７】
　他の実施態様として、方法は、アルツハイマー病を治療するための有効な治療を求める
工程を更に含む。
【００３８】
　さらなる態様として本発明は、対象におけるアルツハイマー病の進行を予防するための
、アルツハイマー病の状態において差異的に発現する一つ又は複数のタンパク質の発現を
、正常な状態において見出されるものに戻すであろう薬剤の使用による治療の方法を提供
する。
【００３９】
　さらなる態様として本発明は、アルツハイマー病を有する個体の組織サンプル又は体液
サンプル又は尿における差異的に発現したタンパク質のパターンを使用して、アルツハイ
マー病を緩和し上記治療の成功をモニターする最も適切で有効な治療方法を予測する方法
を提供する。
【００４０】
　さらなる態様として、本発明は、アルツハイマー病を有する被検体及び正常な被検体か
ら得た関連組織、又は上記被検体の代表的な関連組織において差異的に発現するタンパク
質であり、上記の組織又はそのタンパク質含有抽出物を用いた実施した二次元ゲル電気泳
動方法によって入手可能であるタンパク質であって、上記方法が、以下の工程：
(a)3mm×180mmのアクリルアミドポリマーの非直線状固定化pH勾配（IPG)ストリップを準
備する工程；
(b)尿素(8M)、3-[(コラミドプロピル)ジメチルアンモニオ]-1-プロパンスルホナート（CH
APS、2%w/v）、ジチオエリスリトール（DTE、10mM）、pH3.5から10の酸及び塩基の混合物
(2%w/v)、及び微量のBromophenol Blueの水溶液を25ml含むカセット中で、上記IPGストリ
ップを再水和する工程；
(c)上記カセットから液体を除き、湿った電極芯、電極、及びサンプルカップを備えた電
気泳動トレーに上記ストリップを移し、上記ストリップとカップを低粘度のパラフィン油
で覆う工程；
(d)上記IPGストリップの陰極末端で、サンプルカップに、尿素(8M)、CHAPS(4%w/v)、Tris
(40mM)、DTE(65mM)、SDS(0.05%w/v)、及び微量のBromophenol Blue中で、関連生体組織の
乾燥粉末化した材料の水溶液の200マイクログラムを適用する工程；
(e)3時間で300から3500Vまで直線状に増加させ、その後さらに3時間3500Vとし、その後pI
依存性最終地点に、上記ストリップ中で上記タンパク質が移動するのに十分な時間5000V
とした電圧で、ゲル上で等電点電気泳動を実施する工程；
(f)Tris-HCl(50mM)pH6.8、尿素(6M)、グリセロール(30%v/v)、SDS(2%w/v)及びDTE(2%w/v)
を含む100mlの水溶液で12分間、トレー内で上記ストリップを平衡化する工程；
(g)5分間この溶液を、Tris-HCl(50mM)pH6.8、尿素(6M)、グリセロール(30%v/v)、SDS(2%w
/v)、ヨードアセタミド(2.5%w/v)、及び微量のBromophenol Blueを含む100mlの水溶液に
よって置換する工程；
(h)リーディングバッファーとしてのTris-HCl(0.375M)pH8.8中のTEMED(0.5%w/v)、過硫酸
アンモニウム(0.1%w/v)、及びチオ硫酸ナトリウム(5mM)の存在下で重合した、アクリルア
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ミド/ピペラジン-ジアクリリル架橋剤(9-16%T/2.6%C)の160×200×1.5mmの縦勾配スラブ
ゲルを準備する工程；
(i)約2時間sec-ブタノールで上記ゲルを浸し、この液を除去し、それを水と置換する工程
；
(j)陽極末端から6mmと陰極末端から14mmを除去して、二次元電気泳動のために適したサイ
ズにIPGゲルストリップを切断する工程；
(k)リーディングバッファーとしてのアガロース(0.5%w/v)及びTris-グリシン-SDS(25mM-1
98mM-0.1%w/v)の水溶液でスラブゲルを浸し、70℃に加熱し、この浸した溶液を通じてス
ラブゲル上に上記IPGゲルストリップを乗せる工程；
(l)8-12℃で5時間40mAの一定電流で、二次元電気泳動を実施する工程；並びに
(m)ゲルを洗浄する工程；
を含む、タンパク質を提供する。
【００４１】
　他の態様として、本発明は、以下の工程：
a)図3から6、表7及び図9で示すタンパク質から、少なくとも一つの候補タンパク質を選択
する工程；
b)狭い範囲の固定化pH勾配（IPG）を使用した二次元ゲル電気泳動を介して、他のタンパ
ク質から、上記候補タンパク質が分離可能なpH範囲を選択する工程；
c)上記で選択したpH範囲のIPGを使用した二次元ゲル電気泳動によって、生物学的サンプ
ル中の他のタンパク質から、上記候補タンパク質を分離する工程であって、上記サンプル
が、それぞれ、アミロイド前駆体タンパク質(APP)及びプレセニリン-1(PS-1)ダブルトラ
ンスジェニックマウス並びに野生型マウスから得られる工程；
d)トランスジェニックマウス及び野生型マウスから得られたゲルにおけるスポットの強度
を比較する工程；
e)強度が2つのゲルの間で異なるスポットを選択する工程；並びに
f)上記スポットにおけるタンパク質を同定する工程；
を含む、アルツハイマー病の患者とアルツハイマー病ではない患者との間で発現のレベル
が異なるタンパク質を同定する方法を提供する。
【００４２】
　他の態様として、本発明は、以下の工程：
a)ゲル電気泳動により、生物学的サンプル中のタンパク質を分離する工程；
b)表3、4又は5で示すピークに対応する分子量に移動したタンパク質バンドを、ゲルから
抽出する工程；及び
c)上記抽出物中のタンパク質を同定する工程；
を含む、アルツハイマー病の患者とアルツハイマー病ではない患者との間で発現のレベル
が異なるタンパク質を同定する方法を提供する。
【００４３】
　好ましい実施態様として、抽出物中のタンパク質の同定は、質量分析によって実施する
。抽出物が、複数のタンパク質断片を含む場合は、表3、4又は5で示すピークの更なる分
析を、BioLynx(Micromass、UK)などのペプチド断片の産生を予測するソフトウェアを使用
して実施することができる。その後、予測されたペプチドを、MSで同定されたペプチドと
マッチさせることができる。
【００４４】
　差異的に発現したタンパク質の同定の確認は、質量分析によって同定されたペプチド上
で見いだされるペプチドエピトープに特異的な抗体を用いた細胞サンプルのウェスタンブ
ロッティング及びプロービングによって実施することができる。
【００４５】
　一つの実施態様として、リストしたタンパク質の差異的な発現は、図10で示すペプチド
に特異的な抗体を用いたプロービングによって検出される。
【００４６】
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　幾つかの実施態様として、シングルトランスジェニックAPPマウス及び／又はシングル
トランスジェニックPS-1マウスに由来するサンプルも使用する。生物学的サンプルは、例
えば、海馬組織などの脳組織、又は血清とすることができる。工程(f)は、上記タンパク
質を分析するための質量分析を使用する工程、及び、同定した上記タンパク質についてデ
ータベースを検索する工程を含みうる。
【００４７】
　本発明の実施態様を、添付の図を参照に、例を介して開示するが、制限するものではな
い。
【発明を実施するための最良の形態】
【００４８】
（定義）
　ここで使用される「差異的な発現」は、組織タンパク質発現における少なくとも一つの
認識可能な差異を指す。それは、組織タンパク質発現における量的に測定可能な差異、半
量的に見積もり可能な差異、又は質的に検出可能な差異であっても良い。かくして、差異
的に発現するタンパク質（ここでDEPと称する）は、正常な状態における組織で強力に発
現し、アルツハイマー病の状態の組織においてあまり強力に発現しない若しくは全く発現
しないものでも良い。逆にそれは、疾患状態における組織において強力に発現し、正常な
状態においてあまり強力に発現しない若しくは全く発現しないものでも良い。同様に差異
的な発現は、非治療組織と治療組織との間の比較において各方向で見出される。さらに、
発現は、タンパク質が比較の元で二つの状態の間で認識可能な変化を受けているのであれ
ば、差異的であるとみなすことができる。
【００４９】
　用語、「パラダイム」は、プロトタイプの例、試験モデル、又はスタンダードを意味す
る。
【００５０】
　差異的に発現可能なタンパク質がスクリーニング方法において使用される場合はいつで
も、タンパク質の差異的な発現性が事前に測定されるパラダイムを確立する予備工程を、
過去のある時点でなされている必要がある。一度パラダイムが確立されたならば、スクリ
ーニング方法が実施される全ての場合で再確立される必要はない。従って用語、「パラダ
イムの確立」が、構築されなければならない。
【００５１】
　「関連組織」は、アルツハイマー病に応答して生物学的変化を受ける任意の組織を意味
する。
【００５２】
　「被検体の代表的な組織」は、上記の生物学的変化が、研究室の課題のためにシュミレ
ーションすることができる任意の組織を意味し、例えば一次細胞組織、又は関連組織から
最終的に由来する細胞系を含む。
【００５３】
　用語「被検体」は、ヒト及び動物の被検体を含む。
【００５４】
　上記治療は、一つ若しくは複数の薬剤若しくは食物の投与、及び／又は食餌若しくは運
動のような他の因子を含むことができる。
【００５５】
　マウス又はラットタンパク質に対する用語「ヒトに対応する」は、対象とするマウス又
はラットタンパク質と同じ名前を有するヒトタンパク質を示す。大部分の場合は、これは
、対象とするマウス又はラットタンパク質に対して最も高いアミノ酸配列同一性を有する
ヒトタンパク質であろう。
【００５６】
　差異的に発現するタンパク質(DEP)は、「フィンガープリントタンパク質」、「標的タ
ンパク質」又は「パスウェイタンパク質」を含む。
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【００５７】
　ここで使用される用語「フィンガープリントタンパク質」はDEPを意味し、その発現が
単独で又は他のDEPと組み合わされて、アルツハイマー病に罹患している疑いのある患者
の状態をモニター又は評価するために使用できる。これらのタンパク質は、通常組み合わ
せて、特に4つ以上と組み合わせて使用されるので、これらは、場合により単独で又はこ
の目的のための一つ又は二つの他のタンパク質と共に使用される可能性に対して影響を受
けることなく、好都合なことに、「フィンガープリントタンパク質」と称する。上記フィ
ンガープリントタンパク質は、例えばアルツハイマー病の特定のタイプを診断し、それに
対する特別の治療を示唆するのに使用できる。
【００５８】
　ここで使用される用語「診断」は、患者における上記疾患の存在、不存在又は可能性に
関する任意の情報の提供を含む。それはさらに、それと関係する又は関係すると経験的に
認識される疾患又は症状のタイプ又は分類に関する情報の提供を含む。上記疾患の治療過
程の予後を包含する。
【００５９】
　ここで使用される用語「標的タンパク質」はDEPを意味し、そのレベル又は活性が、ア
ルツハイマー病を緩和するための治療によって調節できる。患者における標的タンパク質
のレベル又は活性の調節は、例えば、それと相互作用する標的タンパク質、別のタンパク
質若しくは遺伝子、又はそれを中和する若しくは減少する薬剤（例えば、上記タンパク質
に対する抗体、上記タンパク質の競合的なインヒビター、又は対応する遺伝子の転写若し
くは翻訳のプロセスにおいて作用する薬剤）を投与することによって達成されても良い。
【００６０】
　ここで使用される用語「緩和する」は、アルツハイマー病に関して、一つ又は複数のア
ルツハイマー病の望ましくない兆候又は効果を減少させる任意の形態を意味する。患者の
アルツハイマー病の任意の改善は、用語「緩和する」に含まれる。
【００６１】
　代替的に又は付加的に、DEPは、アルツハイマー病に関与する少なくとも一つの他のタ
ンパク質又は遺伝子と相互作用できる。上記他のタンパク質は、ここで「パスウェイタン
パク質」（PP)と称される。この用語は、DEPと相互作用するタンパク質に適用され、DEP
自体には適用されないが、パスウェイタンパク質が別のDEPであっても良い。
【００６２】
（アルツハイマー病の治療のための方法及び組成物）
　正常な状態での発現に対してアルツハイマー病の状態で差異的に発現する、及び／又は
、アルツハイマー病に対する処置に応答して差異的に発現する「標的タンパク質」と称す
るタンパク質及び／又はフィンガープリントタンパク質を開示する。付加的に、脳機能に
関与するタンパク質と相互作用する「パスウェイタンパク質」と称するタンパク質を開示
する。上記フィンガープリント標的及びパスウェイタンパク質を同定する方法も開示する
。
【００６３】
　以下に、アルツハイマー病に関与する、タンパク質の発現を調節する化合物の同定方法
を開示する。付加的に、以下に、アルツハイマー病の治療方法も開示する。
【００６４】
　また、以下に、アルツハイマー病の予後的及び診断的評価方法、並びに、この疾患に対
する素因を呈する対象の同定方法を開示する。
【００６５】
（１．差異的に発現タンパク質及びパスウェイタンパク質の同定）
　一つの実施態様として、本発明は、アルツハイマー病に関与するタンパク質の同定のた
めの方法に関する。上記タンパク質は、正常状態における発現に対して、アルツハイマー
病において差異的に発現するタンパク質を表しても良い。さらに上記タンパク質は、アル
ツハイマー病を治療することに対する処置に応答して、差異的に発現する又は調節される
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タンパク質を表しても良い。上記差異的に発現するタンパク質は、「標的」又は「フィン
ガープリント」タンパク質を表しても良い。上記タンパク質の同定のための方法は、セク
ション１．１に記載する。上記差異的に発現するタンパク質のさらなる特徴付けのための
方法、並びに、標的及び／又はフィンガープリントタンパク質としての同定のための方法
を、以下のセクションに示す。
【００６６】
　さらに、アルツハイマー病に関与するパスウェイタンパク質と称されるタンパク質の同
定のための方法は、セクション１．３に記載する。ここで使用するパスウェイタンパク質
は、アルツハイマー病に関連する他のタンパク質と相互作用する能力を示すタンパク質を
指す。パスウェイタンパク質は差異的に発現しても良く、それ故、標的又はフィンガープ
リントタンパク質の特徴を有しても良い。
【００６７】
　ここで使用する「差異的な発現」は、タンパク質発現における質的及び量的な差異の両
者を指す。かくして差異的に発現するタンパク質は、アルツハイマー病状態に対して正常
な状態において、又は実験条件に対してコントロール条件において、活性化された発現又
は完全に不活性化された発現を定性的に有しても良い。上記定性的に調節されたタンパク
質は、所定の組織又は細胞タイプ内で発現のパターンを示し、それはコントロール又はア
ルツハイマー病の被検体のいずれかで検出可能であり、両者では検出可能ではない。代替
的に、上記定性的に調節されるタンパク質は、一つ又は複数の細胞タイプ内で発現パター
ンを示し、それはコントロール又は実験被検体のいずれかにおいて検出可能であり、両者
では検出可能ではない。ここで使用される「検出可能」は、ディファレンシャルディスプ
レイ2D電気泳動のような方法を使用して検出可能であるタンパク質発現パターンを指す。
【００６８】
　代替的に、差異的に発現するタンパク質は、アルツハイマー病の状態に対して正常な状
態において、又は、実験条件に対してコントロール条件の下で、調節された発現を有する
、即ち、質的に増大又は減少しても良い。アルツハイマー病の状態に対して正常な状態に
おける、又は、実験条件に対してコントロール条件の下での、発現の異なる度合いは、2D
電気泳動ゲルの銀染色のような標準的な特徴付け方法を介して視覚化するのに十分大きい
ことのみが必要である。発現差異を視覚化するための他の上記標準的な特徴付け方法は、
当業者に周知である。これらは、クロマトグラフィー分離による連続的な分画を含み、そ
して、ピークの比較、キャピラリー電気泳動と、マイクロチップを含むマイクロチャネル
ネットワークを使用する分離を含む。
【００６９】
　クロマトグラフィーでの分離は、Pharmaciaの文献に記載された高速液体クロマトグラ
フィーによって実施でき、上記クロマトグラムは、分離の時間に対して280nmでの光の吸
収のプロットの形態で得られる。次いで不完全に分解されたピークを与える物質が、再び
クロマトグラフィー等の方法を受ける。
【００７０】
　キャピラリー電気泳動は、多くの文献に記載された方法であり、例えばP/ACE 5000シス
テムを使用してBeckmanによって提供される文献"Total CE Solutions"において記載され
ている。この方法は、小さなキャピラリーチューブに含まれるサンプルを通過する電位を
提供することに依存する。上記チューブは、負に荷電したシリケートガラスのような荷電
した表面を有する。反対に荷電したイオン（この場合正イオン）がその表面に引きつけら
れ、次いで表面と同じ極性（この場合陰極）の適切な電極に移動する。サンプルのこの電
気浸透流(EOF)において、正のイオンが最も早く移動し、次いで非荷電物質、その後負に
荷電したイオンが移動する。かくして、タンパク質は、その荷電に従って必須に分離され
る。
【００７１】
　ミクロチャネルネットワークは、キャピラリーと幾分類似して機能し、ポリマー性材料
のフォトアブレーションによって形成されることができる。この方法において、例えばポ
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リエチレンテレフタレート又はポリカーボネートといった適切なUV吸収特性を有するポリ
マー上へのバーストを放射する高エネルギー光パルスを生産するために、UVレーザーが使
用される。投射フォトンは閉ざされた空間を有する化学結合を切断し、内圧を生じて小さ
な爆発を起こし、溶けた物質の噴出を生じ、マイクロチャネルを形成する空間を背後に残
す。マイクロチャネル物質は、キャピラリー電気泳動と同様に、EOFに基づく分離を達成
する。それはマイクロチップ形態に採用可能であり、各チップは固有のサンプルインジェ
クター、分離カラム及び電気化学的検出器を有する：J.S.Rossier et al., 1999, Electr
ophoresis 20: pages 727-731参照。
【００７２】
　ProteinChip方法と組み合わせた表面増強レーザー脱離イオン化飛行時間質量分析計（S
ELDI-TOF-MS）は、タンパク質を迅速に感度が高くプロファイリングする方法を提供する
ことができ、相補的な2Dゲル電気方法の代替方法として使用される。ProteinChipシステ
ムは、タンパク質サンプルを、チップの表面に選択的に結合することができるアルミニウ
ムチップ（例えば、アニオン性、カチオン性、疎水性、親水性等）からなる。結合したタ
ンパク質は、その後、過剰モルのエネルギー吸収小分子を用いて共結晶化させる。チップ
を、その後、N2 320nm UV短パルスレーザによって分析し、タンパク質分離及び検出は、
飛行時間質量分析計により実施する。実験の各群のスペクトルプロファイルを比較し、任
意の対象のピークを、以下に示す方法を使用して分析し、タンパク質の同定を確立する。
【００７３】
　差異的に発現するタンパク質は、標的タンパク質及び／又はフィンガープリントタンパ
ク質としてさらに記載されても良い。ここで使用される「フィンガープリントタンパク質
」は、アルツハイマー病の予後若しくは診断評価の一部として、その発現パターンが利用
できる差異的に発現するタンパク質、又は、別法として、アルツハイマー病の治療に有用
な化合物を同定するための方法において使用できるタンパク質を指す。フィンガープリン
トタンパク質は、標的タンパク質又はパスウェイタンパク質の特徴を有しても良い。
【００７４】
　ここで使用される「標的タンパク質」は、そのタンパク質のレベル又は活性の調節が、
アルツハイマー病の進行を妨げるように機能するような、アルツハイマー病に関与する差
異的に発現するタンパク質を指す。標的タンパク質は、フィンガープリントタンパク質又
はパスウェイタンパク質の特徴を有しても良い。
【００７５】
（１．１　差異的に発現するタンパク質の同定のための方法）
　アルツハイマー病に関与するタンパク質の同定のために、各種の方法を使用できる。セ
クション１．１．１においては、上記タンパク質の同定のために使用できる被検体及びサ
ンプルの産生に利用できるいくつかの実験的パラダイムを記載する。パラダイムコントロ
ール及び実験被検体から得られた物質は、セクション１．１．２において以下に議論され
るように、差異的に発現するタンパク質配列の存在について特徴付けされても良い。
【００７６】
（１．１．１　差異的に発現するタンパク質の同定のためのパラダイム）
　アルツハイマー病に関与する差異的に発現するタンパク質の同定のために利用可能なパ
ラダイムにおいては、正常な状態とアルツハイマー病の状態との間で、差異的に発現する
タンパク質を分析するように、パラダイムをデザインする。　
【００７７】
　このようなパラダイムの一つの実施態様として、正常な被検体及びアルツハイマー病モ
デルの被検体に由来する脳組織を比較する。適切な組織には、制限されないが、海馬組織
が含まれる。
【００７８】
　アルツハイマー病に関与する差異的に発現するタンパク質の同定のために利用可能な更
なるパラダイムは、アルツハイマー病の遺伝モデルにおいて関与するであろうタンパク質
を分析するようにデザインされたパラダイムである。従って、上記パラ代有無を、「遺伝
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的アルツハイマー病パラダイム」と称する。
【００７９】
　このようなパラダイムの一つの実施態様として、試験被検体には、トランスジェニック
又はミュータントラット又はマウス、及び脳組織サンプルが含みうる。以下に示す例では
、正常な動物に対して、アルツハイマー病のモデル動物において差異的に発現するタンパ
ク質を同定する際における、このような遺伝パラダイムの使用を提供する。
【００８０】
（１．１．２　パラダイム材料の分析）
　差異的に発現するタンパク質を同定するために、１．１．１で上述のようなパラダイム
で利用する被検体から得た脳組織を得る。さらに、脳組織で差異的に発現するタンパク質
は、循環中に放出されるであろうため、血液及び体液を分析しても良い。　
【００８１】
（１．２　パスウェイタンパク質の同定のための方法）
　パスウェイタンパク質の同定のための方法が、ここに記載される。ここで使用される「
パスウェイタンパク質」は、アルツハイマー病に関与する差異的に発現するタンパク質と
相互作用する能力を示すタンパク質を指す。パスウェイタンパク質は差異的に発現しても
良く、それ故、標的タンパク質及び／又はフィンガープリントタンパク質の特徴を有して
も良い。　
【００８２】
　タンパク質-タンパク質相互作用を検出するのに適した任意の方法は、候補のタンパク
質とアルツハイマー病の状態で差異的に発現することが周知であるタンパク質との間の相
互作用を同定することによって、パスウェイタンパク質を同定するために使用されても良
い。上記差異的に発現するタンパク質は、細胞内又は細胞外タンパク質であっても良い。
上記差異的に発現するタンパク質と相互作用するこのタンパク質は、パスウェイ遺伝子産
物に相当する。
【００８３】
　用いることができる伝統的方法の中には、共免疫沈降、架橋、及び勾配又はクロマトグ
ラフカラムを介した共精製がある。
【００８４】
　代替的に、差異的に発現するタンパク質を、固体支持体上に固定化し、細胞抽出物とイ
ンキュベートして、相互作用するタンパク質を結合させる。固体支持体上に固定化される
タンパク質は、固体支持体に結合させるタンパク質に対する抗体を使用して、又は、周知
の他の手法を介して固定化することができる。好ましい方法においては、グルタチオン-S
-トランスフェラーゼ（GST）を含む融合タンパク質を使用する。このタンパク質は、グル
タチオンアガロースビーズ上に固定化することができる。固体化されたタンパク質と細胞
抽出物とのインキュベーション後に、遠心分離によって、ビーズ及び結合タンパク質を細
胞抽出物から分離させることができ、更なる分析のために、例えばSDS-PAGEに供する。
【００８５】
　これらのような方法を使用することにより、パスウェイタンパク質の同定が可能となる
。いったん同定すれば、パスウェイタンパク質を使用して、標準的な手法と組み合わせる
ことにより、対応するパスウェイ遺伝子を同定することができる。例えば、パスウェイ遺
伝子産物のアミノ酸配列の少なくとも一つの部分を、当業者に良く知られた手法（例えば
エドマン分解法）を使用して確認することができる（Proteins: Structures and Molecul
ar Principles”, W.H. Freeman & Co., N.Y., pp. 34-49参照）。得られたアミノ酸配列
は、パスウェイ遺伝子配列のスクリーニングのために使用することができるオリゴヌクレ
オチド混合物の産生のガイドとして使用することができる。例えば、標準的なハイブリダ
イゼーション又はPCR手法によって、スクリーニングを達成することができる。オリゴヌ
クレオチド混合物の産生及びスクリーニングの手法は、周知である（例えば、Ausubel, s
upra. And PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications (1990) Innis, M. et
 al., eds. Academic Press Inc., New York）。
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【００８６】
　in vivoでタンパク質相互作用を検出する一つの方法である酵母のツーハイブリッドシ
ステムは、例示のためだけであって、限定する意図なしに詳細に記載する。このシステム
の一つの種類が開示されており（Chien et al (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88,
 9578-9582）、Clontech（Palo Alto, Calif）から購入できる。
【００８７】
　　ツーハイブリッドシステム又は関連する方法体系は、周知の差異的に発現する「ベイ
ト」タンパク質と相互作用するタンパク質について、活性化ドメインライブラリーをスク
リーニングするために使用されても良い。ゲノム全体又はcDNA配列は、活性化ドメイン（
例えばGAL-4の活性化ドメイン）をコードするDNAに翻訳的に融合される。このライブラリ
ーと、DNA結合ドメインに融合したベイトタンパク質産物のハイブリッドをコードするプ
ラスミドとを、酵母リポーター株内に共トランスフォームし、生成したトランスフォーマ
ントを、レポーター遺伝子を発現するものについてスクリーニングする。制限というより
はむしろ例として、ベイト遺伝子は、GAL4タンパク質のDNA結合ドメインをコードするDNA
に翻訳的に融合されるように、ベクター中にクローン化できる。これらのクローンを精製
し、レポーター遺伝子発現に関与するライブラリープラスミドを単離する。次いでライブ
ラリープラスミドによってコードされるタンパク質を同定するために、DNAシークエンシ
ングを使用する。
【００８８】
　ベイトタンパク質と相互作用するタンパク質を検出することができた細胞系のcDNAライ
ブラリーを、この業界で一般的に実施されている方法を使用して調製することができる。
【００８９】
　タンパク質相互作用は、また、生体分子の結合をモニターするためのBiacore(商標)シ
ステムを使用してモニターして分析することができる。Biacore（商標）により、方法開
発の迅速な評価及びこれらの生体分子の精製のための、生体分子の結合イベントの直接的
な検出及びモニターリングが可能となる。差異的に発現するタンパク質などの標的生体分
子を、センサーの表面に取り付け、この表面上にサンプルを通過させる。さらなるタンパ
ク質が、センサー表面上の第一タンパク質に結合した場合、表面近辺で質量濃度の変化が
見られる。この濃度の変化をリアルタイムで検出し、複合的な混合物からのネイティブな
タンパク質の表面タンパク質への結合を、ラベル又はタグの事前の導入の必要なしにモニ
ターする機会が得られる。結合したタンパク質を、その後、センサーチップの表面から取
り除き、一般的な方法によって精製する（Nordhoff et al, 1999）。Biacore（商標）手
法は、タンパク質相互作用のカイネティクス、親和性及び特異性についての情報を提供す
ることができる。それゆえ、Biacore（商標）手法により、パスウェイタンパク質の検出
が可能となる。
【００９０】
　一度パスウェイタンパク質を同定して単離すると、それはさらに、例えばセクション１
．３で以下に記載されるように特徴付けることができる。
【００９１】
（１．３　差異的に発現するタンパク質及びパスウェイタンパク質の特徴付け）
　セクション１．１における上述の方法により同定されるもののような差異的に発現する
タンパク質、セクション１．２における上述の方法により同定されるもののようなパスウ
ェイタンパク質、並びに代替的手段によって同定される遺伝子は、例えばここに記載され
るものような方法を利用してさらに特徴付けされても良い。上記タンパク質は、「同定さ
れたタンパク質」としてここで称されるであろう。　
【００９２】
　ここに記載されるもののような分析は、同定されたタンパク質の生物学的機能に関する
情報を提供する。差異的に発現するタンパク質の生物学的機能の評価は、さらに、標的タ
ンパク質及び／又はフィンガープリントタンパク質として称されることを可能にするであ
ろう。
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【００９３】
　特に、差異的に発現したタンパク質の調節、又は上記タンパク質の活性の調節が、アル
ツハイマー病を緩和できることを示すさらなる特徴を有する任意の発現タンパク質が、セ
クション１で上述のように「標的タンパク質」と称されるであろう。以下の議論と共に、
上記標的タンパク質は、セクション３で以下に議論される化合物発見ストラテジーの焦点
を構成する。さらに上記標的タンパク質及び／又は調節化合物は、アルツハイマー病の治
療及び／又は予防の一部として使用できる。
【００９４】
　その調節が、アルツハイマー病に正に影響しないことを示す特徴を有するが、その発現
パターンが、例えばアルツハイマー病と相関するタンパク質「フィンガープリント」パタ
ーンに寄与する、差異的に発現する任意のタンパク質が、「フィンガープリントタンパク
質」と称されるであろう。「フィンガープリントタンパク質」は、セクション７．１で以
下に十分に議論されるであろう。標的タンパク質のそれぞれはフィンガープリントタンパ
ク質としても機能し、全て又は一部のパスウェイタンパク質であることができることに注
意すべきである。
【００９５】
　さらに、パスウェイタンパク質は、ここに記載されるもののような方法に従って特徴付
けできることに注意すべきである。差異的に発現すること、及び、タンパク質発現の調節
、又はタンパク質活性の調節が、任意のアルツハイマー病を緩和することを示す情報を提
供するパスウェイタンパク質は、「標的タンパク質」と称されるであろう。上記標的タン
パク質は、上記の議論と共に、セクション３で以下に議論される化合物発見ストラテジー
の焦点を構成し、以下のセクション４に記載される治療方法の一部として使用できる。
【００９６】
　さらに、パスウェイタンパク質の一つ又は複数の特徴が、差異的発現の欠如を明らかに
するが、上記遺伝子の活性又は発現の調節が、言うまでもなくアルツハイマー病の兆候を
緩和する証拠であることに注意すべきである。上記の場合、これらの遺伝子及び遺伝子産
物は、以下のセクション３の化合物発見ストラテジーの焦点と考慮されるであろう。
【００９７】
　遺伝子発現又は遺伝子産物活性の調節が、アルツハイマー病に正に影響しないことをパ
スウェイタンパク質の特徴が示すが、その発現が差異的に発現し、例えばアルツハイマー
病と相関する遺伝子発現フィンガープリントパターンに寄与する場合、上記パスウェイ遺
伝子は、さらにフィンガープリント遺伝子と称されても良い。
【００９８】
　同定されたタンパク質をさらに特徴付けするために、各種の方法が利用できる。第一に
、同定されたタンパク質の対応するヌクレオチド配列が、当業者に周知の標準法を使用す
ることによって得られても良く、例えば、同定されたタンパク質の生物学的機能に関する
情報を提供する一つ又は複数の周知の配列モチーフに対するホモロジーを明らかにするた
めに使用されても良い。
【００９９】
　第二に、同定されたタンパク質の生物学的機能は、関連するin vivo及びin vitroシス
テムを使用することによってより直接的に評価されても良い。in vivoシステムは、制限
するわけではないが、アルツハイマー病様の症状を天然で示す動物システム、又は、上記
症状を示すように遺伝子操作されている動物システムを含んでも良い。さらに上記システ
ムは、アルツハイマー病のさらなる特徴付けのためのシステムを含んでも良く、そして、
これらに制限するわけではないが、上述のセクション１．１．１及び以下のセクション２
．２．１に記載されたもののような天然で存在する及びトランスジェニック動物システム
を含んでも良い。in vitroシステムは、これらに制限するわけではないが、インスリンを
産生し分泌することが周知の細胞タイプを含む細胞ベースのシステムを含む。上記細胞は
野生型細胞でも良く、又はアルツハイマー病に寄与することが周知の、又は寄与する疑い
のある改変を含む非野生型細胞でも良い。上記システムは、以下のセクション２．２．２
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に詳細に記載される。
【０１００】
　同定されたタンパク質の生物学的機能をさらに特徴付けするために、これらのタンパク
質の発現が、in vivo及び／又はin vitroシステムで、即ち例えばトランスジェニック動
物及び／又は細胞系における過剰発現又は過小発現のいずれかで調節されても良く、その
後上記システムに対する効果が評価されても良い。別法として、同定されたタンパク質の
活性は、対象のin vivo及び／又はin vitroシステムにおける活性のレベルを増大又は減
少することのいずれかによって調節されても良く、その後効果が評価されても良い。
【０１０１】
　上記特徴付けを通じて得られた情報は、対象とするタンパク質を含むアルツハイマー病
の治療のための関連する方法を示唆しても良い。さらに、対象とするタンパク質を含むア
ルツハイマー病の制御のための関連する方法が、上記特徴付けから得られた情報によって
示唆されても良い。例えば、治療は、タンパク質発現及び／又はタンパク質活性の調節を
含んでも良い。ここに記載されるような特徴付け方法は、上記調節が対象とするタンパク
質の発現又は活性の増大又は減少を含むことを示しても良い。上記治療方法は、以下のセ
クション４に記載される。
【０１０２】
（２．差異的に発現するタンパク質及びパスウェイタンパク質）
　これらに制限するわけではないが、上述のセクション１．１に同定されたような差異的
に発現するタンパク質、並びに上述のセクション１．２に同定されたもののようなパスウ
ェイタンパク質を含む同定されたタンパク質が、ここに記載される。特に、上記同定され
たタンパク質のアミノ酸配列を記載する。さらに、同定されたタンパク質に対する抗体、
並びに、同定されたタンパク質をさらに特徴付けして利用する細胞及び動物ベースのモデ
ルを、このセクションにおいて記載する。
【０１０３】
（２．１　差異的に発現するタンパク質又はパスウェイタンパク質に特異的な抗体）
　本発明は、一つ又は複数の差異的に発現するタンパク質又はパスウェイタンパク質のエ
ピトープを特異的に認識可能な抗体の生産のための方法にも関する。そのような抗体は、
これらに制限するわけではないが、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体（mAb）、
ヒト化又はキメラ抗体、一本鎖抗体、Fab断片、F(ab')2断片、Fab発現ライブラリーによ
り生産される断片、抗イディオタイプ（抗-Id）抗体、及び上記いずれかのエピトープ結
合断片を含むことができる。そのような抗体は、アルツハイマー病治療法の一部として用
いることができ、及び／又は、フィンガープリント、標的、若しくはパスウェイ遺伝子タ
ンパク質の異常なレベル又は上記タンパク質の異常な形態の存在について被検体を試験す
ることができる診断技術の一部として用いることができる。　
【０１０４】
　差異的に発現するタンパク質又はパスウェイタンパク質に対する抗体の生産のために、
種々の宿主動物を、差異的に発現するタンパク質若しくはパスウェイタンパク質、又はそ
れらの一部の注入によって、免疫化させることができる。そのような宿主動物は、これら
に制限するわけではないが、ウサギ、マウス及びラットを含む。リソレクチニン、Pluron
icポリオール、ポリアニオン、ペプチド、オイルエマルジョン、キーホールリンペットヘ
モシアニン、ジニトロフェノール、及びBCG(bacille Calmette-Fuerin)及びCorynebacter
ium parvumなどの潜在的に有用なヒトアジュバンドを含む、様々なアジュバントを、宿主
の種に依存して免疫応答を増加するために使用することができる。
【０１０５】
　ポリクローナル抗体は、標的タンパク質のような抗原、又はその抗原機能を有する誘導
体で免疫化された動物の血清に由来する抗体分子のヘテロジーニアスな集団である。ポリ
クローナル抗体の生産のために、上述のような宿主動物が、上述のようなアジュバントで
補足した、差異的に発現するタンパク質又はパスウェイタンパク質を用いた注入によって
免疫化されても良い。
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【０１０６】
　特定の抗原に対する抗体のホモジーニアスな集団であるモノクローナル抗体は、培養で
連続的セルラインにより抗体分子の生産を提供する任意の技術によって、得ることができ
る。これらは、制限するわけではないが、Kohler及びMilstein（1975, Nature, 256, 495
-497;及び米国特許第4,376,110号）、ヒトB-細胞ハイブリドーマ技術（Kosbor, et al., 
1983, Immunology Today 4:72；Cole et al., 1983, Proc.Natl.Acad.Sci.USA 80;2026-2
030）及びEBV-ハイブリドーマ技術（Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer T
herapy, Alan R. Liss Inc., pp-77-96）のハイブリドーマ技術を含む。そのような抗体
は、IgG、IgM、IgE、IgA、IgD及びそれらの任意のサブクラスを含む任意の免疫グロブリ
ンクラスでも良い。本発明のmAbを生産するハイブリドーマは、in vitroでもin vivoでも
培養することができる。in vivoでのmAbの高い力価の生産により、この方法は、生産の現
在の好ましい方法となる。
【０１０７】
　さらに、適当な抗原特異性のマウス抗体分子に由来する遺伝子を、適当な生物活性のヒ
ト抗体分子に由来する遺伝子を用いてスプライシングすることにより、キメラ抗体の生産
のために開発された技術（Morrison et al., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. 81: 6851-6
855; Neuberger et al., 1984, Nature 312 :604-608; Takeda et al., 1985, Nature 31
4: 452-454）も用いることができる。キメラ抗体は、異なる部分が異なる動物の種に由来
する分子であり、例えばネズミmAbに由来する可変領域とヒト免疫グロブリン定常領域と
を有する分子である。
【０１０８】
　あるいは、一本鎖抗体の生産のために記載された技術は（米国特許第4,946,778号；Bir
d, 1988, Science 242: 423-426; Huston et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 8
5 :5879-5883；及び、Ward et al., 1989, Nature 334 :544-546）、差異的に発現するタ
ンパク質又はパスウェイタンパク質-一本鎖抗体を生産するために、適合させることがで
きる。一本鎖抗体を、アミノ酸架橋を介してFv領域の重鎖断片と軽鎖断片を連結させるこ
とにより形成し、一本鎖ポリペプチドを得る。
【０１０９】
　特異的エピトープを認識する抗体断片は、既知の技術により生成することができる。例
えば、そのような断片は、これらに制限するわけではないが、抗体分子のペプシン消化に
より生産されるF(ab')2断片、及び、F(ab')2断片のジスルフィド架橋を還元することによ
り生成されるFab断片を含む。あるいは、Fab発現ライブラリーを構築し、所望の特異性を
有するモノクローナルFab断片の迅速で且つ容易な同定を可能とする（Huse et al., 1989
,　Science 246: 1275-1281）。
【０１１０】
（２．２　細胞及び動物ベースのモデルシステム）
　アルツハイマー病のためのモデルとして機能する、細胞及び動物ベースのシステムがこ
こに記載される。これらのシステムは、各種の応用で使用されても良い。例えば、動物ベ
ースのモデルシステムは、上述のセクション１．１．１に記載されたパラダイムの一つを
介して、差異的に発現するタンパク質を同定するのに使用できる。細胞及び動物ベースの
モデルシステムは、上述のセクション１．３に記載されたように、差異的に発現するタン
パク質及びパスウェイタンパク質をさらに特徴付けするのに使用しても良い。上記さらな
る特徴付けは、例えば、差異的に発現するタンパク質が標的タンパク質であることを示し
ても良い。第二に、上記アッセイは、以下に記載されるアルツハイマー病の症状を改善可
能である化合物を同定するようにデザインされたスクリーニングストラテジーの一部とし
て使用されても良い。かくして動物及び細胞ベースのモデルは、アルツハイマー病の治療
において有効である薬剤、医薬、治療薬及び介入を同定するのに使用しても良い。さらに
、以下のセクション６に記載するように、上記動物モデルは、動物被検体におけるLD50及
びED50を測定するのに使用しても良く、上記データは、潜在的なアルツハイマー病治療の
in vivoの効力を測定するのに使用できる。
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【０１１１】
（２．２．１　動物ベースのシステム）
　アルツハイマー病の動物をベースとしたモデルシステムは、これらに限定されないが、
非遺伝子組換え動物及び遺伝子操作されたトランスジェニック動物を含んでも良い。
【０１１２】
　加えて、アルツハイマー病を示す動物モデルは、当業者に周知であるトランスジェニッ
ク動物を産生するための手法を併用して、例えば、上述のセクション２に記載されたよう
な標的タンパク質の遺伝子配列を利用することによって遺伝子組み換えすることができる
。例えば、標的タンパク質の遺伝子配列を、対象とする動物のゲノムへと導入し、過剰発
現させることができる、又は、標的タンパク質の内因性遺伝子配列が存在する場合、それ
らを過剰発現することができ、若しくは、代替的に、標的タンパク質の遺伝子発現を低発
現化させるか不活性化させるために、それらを乱すことができる。
【０１１３】
　標的タンパクの標的遺伝子配列を過剰発現するために、標的遺伝子配列のコード部位を
、制御配列にライゲーションしてもよく、このことにより、対象とする動物及び細胞タイ
プにおいて遺伝子発現を誘導することができる。かかる制御領域は、当業者に周知である
。
【０１１４】
　標的タンパクの内因性遺伝子配列の低発現に関しては、その遺伝子配列を単離し、かつ
、対象とする動物のゲノムに再導入された際に、その標的タンパクの内因性遺伝子アレル
が不活性化されるように遺伝子操作する。好ましくは、動物のゲノムへのその遺伝子操作
された標的遺伝子配列の組み込みの際に、その内因性配列が乱されるような遺伝子ターゲ
ッティングを用いて、標的タンパクの操作された遺伝子配列が導入される。
【０１１５】
　これらに限定されないが、マウス、ラット、ウサギ、モルモット、ブタ、ミニブタ、ヤ
ギ、並びにヒト以外の霊長類（例えば、ヒヒ、リス、サル、アカゲザル及びチンパンジー
）を含むあらゆる種の動物を用いて、アルツハイマー病動物モデルを作製してもよい。
【０１１６】
　当該技術分野で公知のあらゆる技術を用いて、標的タンパクの標的遺伝子トランスジー
ンを動物に導入して、トランスジェニック動物の創始者系統(founder line)を生じること
ができる。かかる技術は、これらに限定されないが、前核マイクロインジェクション(Hop
pe,P.C. and Wagner,T.E., 1989, 米国特許第4,873,191)；生殖細胞系へのレトロウイル
ス介在性遺伝子輸送（Van der Putten et al., 1985, Proc. Nat. Acad. Sci., USA 82: 
6148-6152）；胚幹細胞における遺伝子ターゲッティング（Thompson et al., 1989, Cell
 56: 313-321）；胚のエレクトロポレーション（Lo, 1983, Mol.Cell Biol.3: 1803-1814
）；及び、精子媒介性遺伝子輸送（Lavitrano et al., 1989, Cell 57: 717-723）等を含
む。かかる技術のレビューについては、Gordon, 1989, Transgenic Animalsm Intl. Rev.
 Cytol. 115: 171-229を参照。
【０１１７】
　本発明は、その全ての細胞にトランスジーンを有するトランスジェニック動物、並びに
、その全ての細胞ではないがその一部にトランスジーンを有する動物、すなわちモザイク
動物を提供する（例えば、Jakobovits, 1994, Curr.Biol. 4:761-763に記載された技術を
参照）。トランスジーンは、単一のトランスジーンとして、あるいはコンカテマーとして
、例えば、ヘッド－ヘッドタンデム又はヘッド－テイルタンデムに組み込まれてもよい。
このトランスジーンは、例えば、Lasko et al.(Lasko, M. et al., 1992, Proc.Natl.Aca
d.Sci.USA 89:6232-6236)の教示に従って、特定の細胞タイプに選択的に導入及び活性化
されてもよい。かかる細胞タイプの特異的活性化に必要な制御配列は、対象とする特定の
細胞タイプに依存し、当業者に自明である。
【０１１８】
　標的遺伝子トランスジーンが内因性標的遺伝子の染色体部位に組み込まれることを望む
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のであれば、遺伝子ターゲッティングが好ましい。要約すると、かかる技術を利用する場
合には、対象とする内因性標的タンパクの遺伝子に相同なヌクレオチド配列を含むベクタ
ーを、染色体配列との相同的組換えを介して、内因性標的遺伝子のヌクレオチド配列に組
み込み且つその機能を乱すようにデザインする。トランスジーンは、例えばGu et al. (G
u, H. et al., 1994, Science 265:103-106)の教示に従って、特定の細胞タイプに選択的
に導入されて、その細胞タイプのみにおいて対象とする内因性遺伝子を不活性化すること
もできる。かかる細胞タイプの特異的不活性化に必要な制御配列は、対象とする特定の細
胞タイプに依存し、当業者に自明である。
【０１１９】
　トランスジェニック動物が発生したところで、組換え標的遺伝子及びタンパク質の発現
を、標準的な手法を用いてアッセイする。最初のスクリーニングは、サザンブロット分析
又はPCR技術によって達成してもよく、動物組織を分析してトランスジーンの組み込みが
起こったか否かを評価する。トランスジェニック動物の組織中におけるトランスジーンの
mRNA発現のレベルもまた、これらに限定されるものではないが、動物から得た組織サンプ
ルのノーザンブロット分析、in situハイブリダイゼーション分析、及びRE-PCRを含む技
術を利用して評価してもよい。標的タンパク質発現組織のサンプルもまた、対象とするト
ランスジーンタンパク質に特異的な抗体を使用して免疫細胞学的に評価してもよい。
【０１２０】
　標的遺伝子mRNA又は標的タンパク質トランスジーンペプチド（標的タンパク質エピトー
プに対する抗体を使用して免疫細胞学的に検出）を容易に検出可能なレベルで発現する標
的タンパク質トランスジェニック動物は、特徴的なアルツハイマー病様症状を呈する動物
を識別するために、更に評価すべきである。更にまた、トランスジェニック動物内におけ
る特定の細胞型を分析し、アルツハイマー病に特徴的な細胞の表現型についてアッセイし
てもよい。さらに、こうした細胞表現型は、アルツハイマー病を示す動物における、特定
の細胞タイプのフィンガープリントタンパク質の発現パターンの評価、及び、この発現パ
ターンと、その特定の細胞タイプの周知のフィンガープリント発現プロフィールとの比較
を含んでも良い。こうしたトランスジェニック動物は、アルツハイマー病の適当なモデル
として役立つ。
【０１２１】
　標的タンパク質トランスジェニック始祖動物（すなわち、対象とする細胞又は組織中に
おいて標的タンパク質を発現し、好ましくはアルツハイマー病の症状を呈する動物）が産
生されたところで、これらを交配、同系交配、異系交配、又は異種交配して特定動物のコ
ロニーを産生させる。こうした交配戦略の例には、これらに限定されるものではないが、
一つ以上の組み込み部位を有する始祖動物の異系交配をして別々の系を構築すること；別
々の系を同系交配して、各標的遺伝子トランスジーンの付加的発現の効果によって、対象
とする標的タンパク質をより高レベルでトランスジェニックとして発現する標的タンパク
質トランスジェニック体を産生すること；異型接合の動物を交配して、所定の組み込み部
位について同型接合の動物を産生し、これによって発現を増大させると共にDNA分析によ
る動物のスクリーニングが必要となる可能性を消失させること；別々の同型接合の系を交
配して、異型接合体又は同型接合体の系を産生すること；動物を様々な同系交配遺伝的バ
ックグラウンドに品種改良して、標的タンパク質の発現及びアルツハイマー病-様症状の
進展に対する修飾アレルの効果を試験できるようにすることが含まれる。こうしたアプロ
ーチの一つは、標的タンパク質トランスジェニック始祖動物を野生型株と交配して、アル
ツハイマー病-様症状を呈するF1世代を産生することである。該F1世代は、その後同系交
配させ、同型接合の標的タンパク質トランスジェニック動物が生存可能な場合には、同型
接合の系を発生することができる。
【０１２２】
　アルツハイマー病の好ましいトランスジェニック動物モデルには、APP又はPS1のミュー
タントアレルを過剰に発現するマウス、及び、APPとPS1の両方のミュータントアレルを過
剰に発現するダブル（APP/PS1）トランスジェニックマウスが含まれる。アミロイド前駆
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体タンパク質 (APP)遺伝子における変異、又はAβペプチド断片の処理能力欠如により、
プラークとして知られている不溶性の繊維状凝集体として脳のいたる所に（特に海馬に集
中して）沈殿する[４]ペプチドの毒性の上昇がもたらされる。プレセニリン(PS) 1及びPS
2遺伝子の変異も、Aβペプチドのレベルを変更し、このことは、結果として、このペプチ
ドのADの進展における重要な役割を更に支持するものである。ミュータントAPP(K670N, M
671L)トランスジェニック系、Tg2576は、若年期にアミロイドβ-タンパク質（Aβ）レベ
ルの著しい上昇を示し、9から12月齢までに、皮質及び海馬において細胞外AD-型Aβ沈殿
を進行させる。ミュータントPS1トランスジェニックマウスは、異常な病変を示さないが
、高度にアミロイド生成性の42-又は43-アミノ酸ペプチドAβ42(43)のわずかに上昇した
レベルを示す。ラインTg2576及びミュータントPS1M146Lトランスジェニックラインとの間
の交雑に由来するダブルトランスジェニックの子孫においては、AD-様病変の進行は、実
質的に上昇する（Holcomb et al., Nat Med. 1998 Jan; 4(1): 97-100）。
【０１２３】
（２．２．２　細胞ベースのアッセイ）
　標的タンパクをコードする標的遺伝子配列を含み且つ発現し、そしてさらに、アルツハ
イマー病に関連する細胞表現形を示す細胞を、アルツハイマー病の症状を改善する能力を
示す化合物を同定するために利用することができる。
【０１２４】
　さらに、対象とする細胞のフィンガープリントタンパク質発現のパターンを分析し、正
常なフィンガープリントパターンと比較することができる。アルツハイマー病を示す細胞
に、対象とする細胞の正常なフィンガープリントパターンとより密接に類似するフィンガ
ープリントパターンを生じさせる化合物は、アルツハイマー病の症状を改善する能力に関
する更なる試験のための候補であると考えることができる。
【０１２５】
　さらに、かかるアッセイに用いられる細胞系統は、組み換え、トランスジェニック細胞
系統を含むことができる。例えば、セクション２．２．１で上記の本発明にかかるアルツ
ハイマー病の動物モデルは、脳の機能に関連する一つ又は複数の細胞タイプを含む細胞系
統を生じるために用いられ、これはこの疾患の細胞培養モデルとして使用することができ
る。本発明のアルツハイマー病モデルトランスジェニック動物から誘導された一次培養物
を利用できるが、連続した細胞系統の産生が好ましい。トランスジェニック動物に由来す
る連続した細胞系統を誘導するために使用される技術の例として、Small et al., 1985, 
Mol. Cell Biol. 5: 642-648を参照。
【０１２６】
　あるいは、アルツハイマー病に関与することが知られているタイプの細胞を、細胞内の
標的タンパクの量を増加又は減少させることができる配列を用いてトランスフェクション
してもよい。例えば、標的タンパクの遺伝子配列を、対象とする細胞のゲノムに導入し過
剰発現させるか、あるいは、標的タンパクの内因性遺伝子配列が存在するのであれば、そ
れらを過剰発現するか、又は妨げて、標的タンパク発現を低発現又は不活性化させてもよ
い。
【０１２７】
　標的タンパクの遺伝子配列を過剰発現するために、標的遺伝子配列のコード部位を、制
御配列にライゲーションしてもよく、このことにより、対象とする細胞タイプにおいて遺
伝子発現を誘導することができる。かかる制御領域は、当業者に周知であり、過度の実験
をすることなく利用できる。
【０１２８】
　内因性標的タンパクの低発現に関しては、その遺伝子配列を単離し、且つ、対象とする
細胞タイプのゲノムに再導入された際に、その内因性標的遺伝子アレルが不活性化される
ように遺伝子操作する。好ましくは、遺伝子操作された標的遺伝子配列は、その操作され
た標的遺伝子配列の、細胞のゲノムへの組み込みの際に、その内因性標的配列が乱される
ように、遺伝子ターゲッティングを用いて導入される。遺伝子ターゲッティングは、セク
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ション２．２．１で上述される。
【０１２９】
　標的タンパク遺伝子配列核酸のトランスフェクションを、標準的な技術を用いて行うこ
とができる。例えば、Ausebel, 1989上記を参照。トランスフェクションされた細胞は、
組換え標的遺伝子配列の存在、標的遺伝子mRNAの発現及び蓄積、並びに組換え標的タンパ
ク産生物の存在について調べるべきである。標的タンパク発現の低減が望ましい場合には
、標準的な技術を用いて、内因性標的遺伝子発現及び／又は標的タンパク産生の低減が達
成されたか否かを調べることができる。
【０１３０】
（３．標的タンパク質と相互作用する化合物についてのスクリーニングアッセイ）
　以下のアッセイは、標的タンパク質に結合する化合物、標的タンパク質と相互作用する
他の細胞タンパク質に結合する化合物、及び標的タンパク質と他の細胞タンパク質の相互
作用を妨げる化合物を同定するためにデザインされる。上記化合物は、これらに制限する
わけではないが、他の細胞タンパク質を含んでも良い。上記細胞タンパク質の同定のため
の方法は、セクション３．２で以下に記載する。
【０１３１】
　化合物は、例えば、標的タンパク質膜貫通レセプターの細胞外ドメインを含むIgテール
化融合ペプチド、D及び／又はL型アミノ酸より成るランダムペプチドライブラリーのメン
バー（例えば、Lam, K.S. et al., 1991, Nature 354: 82-84; Houghten, R. et al., 19
91, Nature 354: 84-86参照）、ホスホペプチド（ランダムな又は部分的に縮重した配向
性ホスホペプチドライブラリーのメンバーを制限することなく含む：例えば、Songyang, 
Z. et al., 1993, Cell 72: 767-778参照）、抗体（ポリクローナル、モノクローナル、
ヒト化、抗イディオタイプ、キメラ又は一本鎖抗体、並びにFAb、F(ab')2及びFAb発現ラ
イブラリー断片、並びにそれらのエピトープ結合断片）を制限することなく含む可溶性ペ
プチドといったペプチド、並びに小さな有機又は無機分子を制限することなく含んでも良
い。
【０１３２】
　ここに記載されるようなアッセイを介して同定された化合物は、例えば標的タンパク質
の生物学的機能を調べるため、及びアルツハイマー病を改善するために有用であろう。例
えば、アルツハイマー病状態が、上記アルツハイマー病に関与する細胞又は組織における
、標的タンパク質発現及び／又は標的タンパク質活性の全体のより低いレベルから生じて
いる場合には、標的タンパク質と相互作用する化合物は、結合した標的タンパク質の活性
を促進する又は増幅するものを含んでも良い。上記化合物は、標的タンパク質活性のレベ
ルの有効な増大をもたらし、かくして症状を改善するであろう。標的遺伝子内の変異が、
アルツハイマー病を導く負の効果を有する異常な標的タンパク質の生産を導く場合、標的
タンパク質に結合して結合標的タンパク質の活性を阻害する化合物が同定されても良い。
例えば、セクション３．１から３．３に記載された方法によって同定される化合物の有効
性を試験するためのアッセイは、セクション３．４で以下に記載される。
【０１３３】
（３．１　標的タンパク質に結合する化合物についてのin vitroスクリーニングアッセイ
）
　in vitroシステムは、本発明の標的タンパク質に結合できる化合物を同定するようにデ
ザインすることができる。同定された化合物は、例えば野生型及び／又はミュータント標
的タンパク質の活性を調節することにおいて有用であり得、標的タンパク質の生物学的機
能を作り上げることにおいて有用であり得、正常な標的タンパク質の相互作用を乱す、又
はそれ自身そのような相互作用を乱す可能性のある化合物を同定するためのスクリーニン
グにおいて用いられることができる。
【０１３４】
　標的タンパク質に結合する化合物を同定するために用いられるアッセイの原理は、標的
タンパク質と試験化合物との反応混合物を、2つの成分が相互作用して結合することによ
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って反応混合物中で除去できる及び／又は検出できる複合体を形成することを可能にする
条件下かつ十分な時間で、調製することを含む。これらのアッセイは、種々の方法で行な
うことができる。例えば、そのようなアッセイを行なうための一つの方法は、固相への標
的タンパク質又は試験基質のアンカーリング、及び、反応の最後に固相上にアンカーリン
グされた標的タンパク質／試験化合物複合体の検出を含むであろう。そのような方法の一
つの実施態様として、標的タンパク質を固体表面上にアンカーリングし、アンカーリング
していない試験化合物を直接的又は間接的に標識できる。
【０１３５】
　実際に、好都合なことに、マイクロタイタープレートを固体相として利用することがで
きる。アンカーリングした成分を、非共有又は共有結合によって固定することができる。
非共有結合は、単に固体表面をタンパク溶液で被覆し、且つ乾燥させることによって行っ
てもよい。あるいは、固定化されるべきタンパクに特異的な固定抗体（好ましくはモノク
ローナル抗体）を用いて、タンパクを固体表面にアンカーリングしてもよい。表面は、あ
らかじめ調製され、貯蔵されてもよい。
【０１３６】
　アッセイを行うために、非固定化成分が、アンカーリングされた成分を含む被覆された
表面に添加される。反応が終了した後、未反応成分を、形成されたあらゆる複合体が固体
表面に固定されたまま残るような条件下で除去する（例えば、洗浄により）。固体表面に
アンカーリングされた複合体の検出は、多くの手段により行うことができる。先に非固定
化成分が予めラベルされている場合は、表面に固定されたラベルの検出が複合体の形成を
示す。先に非固定化成分が予めラベルされていない場合は、間接的ラベルが、表面にアン
カーリングされた複合体を検出するために用いられ、例えば、予め非固定化成分に特異的
なラベル化抗体が用いられる（同様に、抗体が、ラベルされた抗Ig抗体で直接的又は間接
的にラベルされてもよい）。
【０１３７】
　あるいは、反応を液相で行ってもよく、反応生成物を未反応成分から分離し、複合体を
（例えば、溶液中に形成されたあらゆる複合体をアンカーリングするための、標的タンパ
ク質又はテスト化合物に特異的な固定化抗体、並びに、アンカーリングされた複合体を検
出するための複合体の別の成分に特異的なラベル抗体を用いて）検出することができる。
【０１３８】
（３．２　標的タンパク質と相互作用する細胞性タンパク質のアッセイ）
　タンパク質-タンパク質相互作用を検出するのに適した任意の方法を、新規の標的タン
パク質-細胞性又は細胞外性タンパク質相互作用を同定するために使用することができる
。これらの方法は、パスウェイタンパク質の同定のためのセクション１．２で上述したと
おりであり、同定された標的タンパク質と相互作用するタンパク質の同定に関して、ここ
で利用できる。
【０１３９】
（３．３　標的タンパク／細胞性高分子相互作用を妨げる化合物のアッセイ）
　本発明の標的タンパクは、in vivoにおいて、一つ又は複数の細胞性又は細胞外性高分
子、例えばタンパク質と相互作用しうる。かかる高分子は、以下に限定されるものではな
いが、セクション３．２で上記のような方法を介して同定されるタンパク質及び核酸分子
を含みうる。この議論のため、かかる細胞性及び細胞外性高分子を、「結合パートナー」
と称する。かかる相互作用を乱す化合物は、標的タンパク質、特にミュータント標的タン
パク質の活性を制御するのに使用できる。かかる化合物は、例えばセクション３．１に記
載されるように、以下に限定されないが、抗体、ペプチド等の分子を含む。
【０１４０】
　標的タンパク質とその細胞性又は細胞外性結合パートナーとの間の相互作用を妨げる化
合物を同定するために使用されるアッセイシステムの基本原理は、標的タンパク質と結合
パートナーとを含む反応混合物を、これら二つが相互作用し結合して複合体を形成するの
に十分な条件下及び時間の下に調製することを含む。阻害活性について化合物を試験する
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ために、反応混合物を、テスト化合物の存在下及び不在下で調製する。このテスト化合物
は、最初から反応混合物に含まれてもよく、また、標的タンパク質及びその細胞性又は細
胞外性結合パートナーの添加後に加えられてもよい。コントロール反応混合物を、テスト
化合物なしに、又はプラセボと共にインキュベートする。その後、標的タンパク質と細胞
性又は細胞外性結合パートナーとの間のあらゆる複合体の形成を検出する。テスト化合物
を含む反応混合物では複合体が形成されないが、コントロール反応において複合体が形成
されることは、標的タンパクと相互作用結合パートナーとの相互作用をその化合物が妨げ
ることを意味する。さらに、反応混合物内の複合体形成は、テスト化合物とミュータント
標的タンパク質とを含む。この比較は、正常な標的タンパク質ではなく、ミュータント標
的タンパク質の相互作用を乱す化合物を同定したい場合に重要となりうる。
【０１４１】
　標的と結合パートナーとの相互作用を妨げる化合物のアッセイは、ヘテロジーニアス又
はホモジーニアスフォーマットにおいて実施することができる。ヘテロジーニアスアッセ
イは、標的タンパク質又は結合パートナーを固体相にアンカーリングさせ、反応の最後に
固体相にアンカーリングした複合体を検出することを含む。ホモジーニアスアッセイでは
、反応全体が液相で実施される。いずれのアプローチにおいても、反応物の添加順序は、
テストされる化合物について異なる情報を得るために変更することができる。例えば、標
的タンパク質と結合パートナーとの相互作用を、例えば競合により妨げるテスト化合物は
、テスト物質の存在下で反応を実施することによって、すなわち、標的タンパク質と相互
作用細胞性又は細胞外性結合パートナーと同時又はそれよりも前にそのテスト物質を反応
混合物に加えることによって、同定することができる。あるいは、予め形成された複合体
を妨げるテスト化合物、例えば複合体から成分の一つを置換するより高い結合定数を備え
た化合物は、複合体が形成された後に反応混合物にそのテスト化合物を添加することによ
って試験することができる。種々のフォーマットを、以下に簡単に記載する。
【０１４２】
　ヘテロジーニアスアッセイシステムでは、標的タンパク質又は相互作用細胞性又は細胞
外性結合パートナーのいずれかを、固体表面にアンカーリングする一方で、アンカーリン
グを行わない種を、直接又は間接的にラベル化する。実際に、好都合なことに、マイクロ
タイタープレートを利用することができる。アンカーリングさせる種は、非共有又は共有
結合によって固定されてもよい。非共有結合は、単に固体表面を標的遺伝子産物又は結合
パートナーの溶液で被覆し、かつ乾燥させることによって行ってもよい。あるいは、アン
カーリングすべき種に特異的な固定抗体を用いて、その種を固体表面にアンカーリングし
てもよい。表面は、あらかじめ調製され、貯蔵されてもよい。
【０１４３】
　アッセイを行うために、固定化種であるパートナーを、テスト化合物を用いて、あるい
は用いずに被覆された表面に曝す。反応が終了した後、未反応成分を除き（例えば、洗浄
により）、形成されたあらゆる複合体が固体表面に固定されたまま残る。固体表面にアン
カーリングした複合体の検出は、多くの手段により行うことができる。非固定化種が予め
ラベルされている場合は、表面に固定されたラベルの検出は複合体が形成されたことを示
す。非固定化種が予めラベルされていない場合は、間接的ラベルが、表面に固定された複
合体を検出するために用いられ、例えば、最初に非固定化種に特異的なラベル化抗体が用
いられる（同様に、抗体が、ラベルされた抗Ig抗体で直接的又は間接的にラベルされても
よい）。反応成分の添加順序に依存して、複合体形成を阻害、又は予め形成された複合体
を妨げるテスト化合物を検出することができる。
【０１４４】
　あるいは、反応を、テスト化合物の存在下又は不在下において液相で行ってもよく、反
応生成物を未反応成分から分離し、複合体を（例えば、溶液中に形成されたあらゆる複合
体をアンカーリングするための、結合成分の一つに特異的な固定化抗体、並びに、アンカ
ーリングされた複合体を検出するための別のパートナーに特異的なラベル抗体を用いて）
検出することができる。再度、液相に対する反応物の添加順序に依存して、複合体形成を
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阻害、又は予め形成された複合体を妨げるテスト化合物を検出することができる。
【０１４５】
　本発明の他の実施態様として、ホモジーニアスアッセイを用いることができる。このア
プローチでは、標的タンパク質と相互作用細胞性又は細胞外性結合パートナーとの予め形
成された複合体を調製し、その際、標的タンパク質又はその結合パートナーのいずれかが
ラベルされるが、ラベルにより生成するシグナルは複合体形成により消失されてしまう（
例えば、イムノアッセイにこのアプローチを用いるRubensteinによる米国特許第4,109,49
6号参照）。予め形成された複合体に由来する種の一つと競合し且つ置換するテスト物質
の添加は、バックグラウンドの上にシグナルの生成をもたらす。このように、標的タンパ
ク質／細胞性又は細胞外性結合パートナー相互作用を乱すテスト物質を同定することがで
きる。
【０１４６】
　特定の実施態様として、標的タンパク質は、セクション２．１に記載された組み換えDN
A技術を用いて、固定化のために調製することができる。例えば、標的タンパク質遺伝子
コード領域を、pGEX-5X-1のような融合ベクターを用いてグルタチオン-S-トランスフェラ
ーゼ（GST）に、得られた融合タンパクにおいてその結合活性が維持されるように、融合
させることができる。当該技術分野においてルーチンで実施されるセクション２．１で上
記の方法を用いて、相互作用細胞性又は細胞外性結合パートナーを精製し、モノクローナ
ル抗体を生成するために使用することができる。この抗体は、例えば、当該技術分野にお
いてルーチンで実施される方法により、放射活性同位体125Iでラベルすることができる。
ヘテロジーニアスアッセイでは、例えば、GST-標的タンパク質遺伝子融合タンパクを、グ
ルタチオン－アガロースビーズにアンカーリングすることができる。次いで、相互作用及
び結合を生じさせるように、相互作用細胞性又は細胞外性結合パートナーを、テスト化合
物の存在下又は不在下で添加することができる。反応の最後に、未結合物質を洗浄し、ラ
ベル化モノクローナル抗体をこのシステムに添加し、複合体形成成分に結合させることが
できる。標的タンパクと相互作用細胞性又は細胞外性結合パートナーとの間の相互作用を
、グルタチオン-アガロースビーズと結合して残る放射活性の量を測定することによって
検出することができる。テスト化合物による成功した相互作用の阻害は、測定された放射
活性に低減をもたらす。
【０１４７】
　あるいは、GST-標的タンパク質遺伝子融合タンパクと、相互作用細胞性又は細胞外性結
合パートナーとを、固体であるグルタチオン-アガロースビーズの存在下で、液中で混合
することができる。このテスト化合物を、種が相互作用する間又はその後に添加すること
ができる。その後、この混合物を、グルタチオン-アガロースビーズに添加し、非結合物
質を洗浄する。標的タンパク質／結合パートナー相互作用の阻害の程度を、ラベル化抗体
を添加し、ビーズに結合した放射活性を測定することによって検出することができる。
【０１４８】
　本発明の他の実施態様として、一方又は両方の全長タンパクの代わりに、標的タンパク
質及び／又は相互作用細胞性若しくは細胞外性結合パートナー（結合パートナーがタンパ
ク質の場合）の結合ドメインに対応するペプチドフラグメントを用いて、これらと同一の
技術を用いることができる。当該技術分野でルーチンで用いられている多数の方法を、結
合部位を同定及び単離するために使用することができる。これらの方法は、以下に限定さ
れないが、タンパク質の一つをコードする遺伝子の変異及び共免疫沈降アッセイにおける
結合の阻害のスクリーニングを含む。次いで、複合体における第二の種をコードする遺伝
子における補償変異を、選択することができる。各タンパク質をコードする遺伝子の配列
分析により、相互作用結合に関与するタンパク質の領域に対応する変異を明らかにするで
あろう。あるいは、あるタンパク質を、このセクションにおいて上述した方法を用いて固
体表面にアンカーリングすることができ、トリプシンのようなタンパク質分解酵素を用い
て処理されたラベル化結合パートナーと相互作用して結合することができる。洗浄後、結
合ドメインを有する、短い、ラベル化されたペプチドが固体物質と結合して残り、これを
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単離し、アミノ酸配列決定によって同定することができる。また、細胞性又は細胞外性結
合パートナーをコードする遺伝子が得られたら、短い遺伝子セグメントを、そのタンパク
質のペプチドフラグメントを発現するように遺伝子操作することができ、これをその後、
結合活性について試験し、精製又は合成することができる。
【０１４９】
　例えば、しかし限定するものではないが、標的タンパク質を、このセクションにおいて
上述したように、GST-標的タンパク質遺伝子融合タンパク質を形成し、且つ、それをグル
タチオン-アガロースビーズに結合させることにより、固体物質に固定することができる
。この相互作用細胞性又は細胞外性結合パートナーを、35Sのような放射活性同位体を用
いてラベル化し、トリプシンのようなタンパク質分解酵素で切断することができる。次い
で、切断生成物を、アンカーリングされたGST-標的タンパク質遺伝子融合タンパク質に添
加し、結合させることができる。非結合ペプチドを洗浄した後、細胞性又は細胞外性結合
パートナー結合ドメインを示すラベル化された結合物質を溶出し、精製し、周知の方法に
よりアミノ酸配列について分析することができる。このように同定したペプチドを、合成
により製造し、あるいは、組み換えDNA技術を用いて適切な容易なタンパクに融合するこ
とができる。
【０１５０】
（３．４　アルツハイマー病の症状の改善のためのアッセイ）
　これらに制限されないが、上述のアッセイシステムにおいて同定されるもののような化
合物を含む任意の結合化合物は、アルツハイマー病の症状を予防又は改善する能力につい
て試験しても良い。アルツハイマー病の症状を改善する上記能力を示す化合物の同定のた
めの細胞ベース及び動物モデルベースのアッセイを、以下に記載する。　
【０１５１】
　第一に、セクション２．２．２で上述のような細胞ベースのシステムを、アルツハイマ
ー病の症状を予防又は改善するように機能する化合物を同定するために使用しても良い。
例えば、上記細胞システムを、アルツハイマー病を改善する能力を示す可能性のある化合
物に曝しても良く、その場合、曝した細胞においてアルツハイマー病の改善を引き出すの
に十分な濃度で且つ十分な時間、上記化合物に曝す。曝した後に、細胞を測定して、一つ
又は複数のアルツハイマー病様の細胞表現型が、より正常な若しくはより野生型の表現型
に、又は疾患の症状のより低い発生若しくはより低い重篤度となるようである表現型に類
似するように改変されるかどうかについて求める。
【０１５２】
　さらに、セクション２．２．１において上述されたもののような動物ベースのアルツハ
イマー病システムが、アルツハイマー病の症状を改善可能とする化合物を同定するために
使用されても良い。上記動物モデルは、上記疾患を治療するのに有効である薬剤、医薬、
治療薬、及び介入の同定のための試験物質として使用されても良い。例えば、動物モデル
を、アルツハイマー病の症状を予防又は改善する能力を示す可能性のある化合物に曝して
も良く、その場合、曝した動物においてアルツハイマー病の予防又は改善を引き出すのに
十分な濃度で且つ十分な時間、上記化合物に曝す。曝したことによる動物の応答が、アル
ツハイマー病と関連する疾患の存在を評価することによってモニターしても良い。
【０１５３】
　介入に関して、アルツハイマー病様の症状の任意の態様を回復する任意の治療が、ヒト
のアルツハイマー病の治療的介入のための候補として考慮されるはずである。試験薬剤の
投与量は、以下のセクション６．１に議論される投与量応答曲線から決定しても良い。
【０１５４】
　同様に、アルツハイマー病の進行を妨げることができる任意の治療が、アルツハイマー
病の予防の治療的介入の候補として考慮されるはずである。
【０１５５】
　タンパク質発現パターンを、アルツハイマー病様の症状を改善する化合物の能力を評価
するための細胞ベース又は動物ベースのシステムのそれぞれと組み合わされて使用しても
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良い。例えば、一つ又は複数のフィンガープリントタンパク質の発現パターンが、フィン
ガープリントプロフィールの一部を形成しても良く、次いでそれが評価などで使用されて
も良い。フィンガープリントプロフィールは、セクション７．１で以下に記載する。フィ
ンガープリントプロフィールは、細胞及び／又は動物ベースのモデルシステム内で、アル
ツハイマー病又は正常な状態のいずれかを、周知の状態について特徴付けしても良い。そ
の後、これらの周知のフィンガープリントプロフィールは、試験化合物が有する効果が上
記のフィンガープリントプロフィールを改変し、上記プロフィールをより所望のフィンガ
ープリントのものにより類似させることを確認するために、比較しても良い。例えば、化
合物の投与は、アルツハイマー病のモデルシステムのフィンガープリントプロフィールを
、コントロールシステムにより類似させることができる。別法として、化合物の投与は、
コントロールシステムのフィンガープリントプロフィールを、アルツハイマー病状態を模
倣し始めさせることができ、それによって、例えば、対象とする化合物をさらに特徴付け
するために使用しても良く、又はさらなる動物モデルの生産において使用しても良い。
【０１５６】
（４．アルツハイマー病の治療のための化合物及び方法）
　アルツハイマー病の症状を改善する方法及び組成物を、以下に記載する。アルツハイマ
ー病は、少なくとも部分的には、標的タンパク質の異常なレベルによって、又は異常な活
性を示す標的タンパク質の存在によって、発症するものである可能性が存する。上述のよ
うに、上記標的タンパク質のレベル及び／又は活性の減少は、アルツハイマー病様の症状
の改善をもたらすであろう。標的遺伝子発現のレベル又は標的タンパク質活性のレベルの
減少のための方法を、下記セクション４．１に記載する。
【０１５７】
　別法として、アルツハイマー病は、少なくとも部分的には、標的タンパク質発現のレベ
ルの不存在又は減少、あるいは標的タンパク質の活性のレベルの減少によって、発症する
ものである可能性が存する。そのような場合、標的タンパク質遺伝子発現及び／又は上記
タンパク質の活性のレベルの増大が、アルツハイマー病様の症状の改善をもたらすであろ
う。標的タンパク質遺伝子発現のレベル又は標的タンパク質活性のレベルを増大するため
の方法を、セクション４．２に記載する。
【０１５８】
（４．１　ミュータント標的タンパク質の発現、合成又は活性を阻害する化合物）
　上述のように、アルツハイマー病に関与する標的タンパク質は、標的タンパク質活性の
増大したレベルによって上記疾患を引き起こすであろう。各種の方法を、上記標的遺伝子
及び／又はタンパク質の発現、合成、又は活性を阻害するために使用しても良い。
【０１５９】
　例えば、阻害活性を示す、セクション３で上述のアッセイを通じて同定されたもののよ
うな化合物を、アルツハイマー病の症状を予防又は改善するために、本発明に従って使用
しても良い。上述のセクション３で記載したように、上記分子は、これらに制限するわけ
ではないが、ペプチド（例えば、標的タンパク質膜貫通レセプターの可溶性細胞外部分を
表すペプチドのような）、ホスホペプチド、有機若しくは無機小分子、又は抗体（例えば
、ポリクローナル、モノクローナル、ヒト化、抗イディオタイプ、キメラ若しくは一本鎖
抗体、並びにFAb、F(ab')2及びFAb発現ライブラリー断片、並びにそのエピトープ結合断
片を含む）を含んでも良い。上記化合物の有効投与量及び投与の決定のための方法を、以
下のセクション６．１に記載する。阻害抗体法を、以下のセクション４．１．２にさらに
記載する。
【０１６０】
　さらに、標的タンパク質遺伝子の発現を阻害するアンチセンス及びリボザイム分子を、
異常な標的タンパク質遺伝子の活性を阻害するために本発明に従って使用しても良い。上
記方法を、以下のセクション４．１．１に記載する；トリプルへリックス分子を、異常な
標的タンパク質遺伝子活性を阻害するために使用しても良い。
【０１６１】
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（４．１．１　阻害性のアンチセンス、リボザイム及びトリプルへリックスアプローチ）
　アルツハイマー病の症状を予防又は改善する能力を示す化合物の中では、アンチセンス
、リボザイム及びトリプルへリックス分子が挙げられる。上記分子は、野生型、又は適切
であればミュータント標的タンパク質遺伝子活性のいずれかを減少又は阻害するようにデ
ザインされても良い。上記分子の生産及び使用のための方法は、当業者に周知である。
【０１６２】
　アンチセンスRNA及びDNA分子は、標的mRNAにハイブリダイズし、タンパク質の翻訳を妨
げることによって、mRNAの翻訳を直接ブロックするように機能する。アンチセンスDNAに
ついては、翻訳開始部位に由来するオリゴデオキシリボヌクレオチド（例えば、対象とす
る標的遺伝子ヌクレオチド配列の-10から+10領域の間である部位）が好ましい。
【０１６３】
　リボザイムは、RNAの特異的切断を触媒することが可能な酵素的RNA分子である（レビュ
ーとして、Rossi, 1994, Current Biology 4: 469-471参照）。リボザイムの作用のメカ
ニズムは、相補的な標的RNAに対するリボザイム分子の配列特異的ハイブリダイゼーショ
ンと、その後のエンドヌクレアーゼ切断を含む。リボザイム分子の組成は、標的タンパク
質mRNAに相補的な一つ又は複数の配列を含み、mRNA切断に関与する周知の触媒配列を含ま
なければならない。この配列については、米国特許第5,093,246号参照。標的タンパク質
をコードするRNA配列のエンドヌクレアーゼ切断を特異的に且つ有効に触媒する、遺伝子
操作されたハンマーヘッドモチーフリボザイム分子が、本発明の範囲内に入る。
【０１６４】
　任意の潜在的なRNA標的内での特異的なリボザイム切断部位は、以下の配列：GUA、GUU
及びGUCを含むリボザイム切断部位のための、対象とする分子をスキャンすることによっ
て初めに同定する。一度同定すると、切断部位を含む、標的タンパク質遺伝子の領域に対
応する15から20のリボヌクレオチドの短いTNA配列を、オリゴヌクレオチド配列を不適切
なものにするであろう二次構造のような予測される構造的特徴について評価する。候補配
列の適切性は、ribonuclease protection assayを使用して、相補的なオリゴヌクレオチ
ドとハイブリダイズし易さを試験することによっても評価される。
【０１６５】
　転写の阻害のためのトリプルへリックス形成において使用される核酸分子は、一本鎖で
あり、デオキシヌクレオチドより成るべきである。これらのオリゴヌクレオチドの塩基組
成は、Hoogsteen塩基ペア規則によるトリプルへリックス形成を促進するようにデザイン
されなけれならず、上記形成は一般的に、二本鎖の中の一方の鎖に存在するプリン又はピ
リミジンのいずれかのかなりのストレッチを必要とする。ヌクレオチド配列はピリミジン
ベースでも良く、それは生じたトリプルへリックスの3つの会合する鎖を通じてTAT及びCG
C+三塩基を生じるであろう。ピリミジンリッチな分子は、二本鎖の中の一方の鎖のプリン
リッチな領域に対して相補的な塩基を、上記鎖と平行な向きに提供する。加えて、例えば
、G残基のストレッチを含むプリンリッチな核酸分子が選択されても良い。これらの分子
は、GCペアリッチなDNA二本鎖を有するトリプルへリックスを形成し、この場合、プリン
残基の多数が、標的である二本鎖の一方の鎖に存在し、三重鎖の三つの鎖を通じてGGC三
塩基を生じる。
【０１６６】
　別法として、トリプルへリックス形成のための標的となり得る可能性のある配列は、「
スイッチバック」核酸分子と称されるものを作製することによって増大しても良い。スイ
ッチバック分子は、二本鎖の第一の一方の鎖と塩基ペアを形成するように、5'-3'の態様
で改変し、次いで他方を3'-5'の態様で改変し、二本鎖の一方の鎖に存在するプリン又は
ピリミジンのいずれかのかなりのストレッチに対する必要性を消失させるように合成され
る。
【０１６７】
　本発明のアンチセンスRNA及びDNA、リボザイム、及びトリプルへリックス分子は、DNA
及びRNA分子の合成について当該技術分野で周知の方法によって調製しても良い。それら
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は、例えば、固相ホスホロアミダイト化学合成のような、当該技術分野で周知のオリゴデ
オキシリボヌクレオチド及びオリゴリボヌクレオチドを化学的に合成するための方法を含
む。別法として、RNA分子は、アンチセンスRNA分子をコードするDNA配列のin vitro及びi
n vivo転写によって生産しても良い。上記DNA分子は、適切なRNAポリメラーゼプロモータ
ー（例えば、T7又はSP6ポリメラーゼプロモーター）を挿入している様々なベクター内に
挿入しても良い。別法として、使用するプロモーターに依存して、構成的に誘導されるア
ンチセンスRNAを合成するアンチセンスcDNA構築物が、細胞系内に安定に取り込まれても
良い。
【０１６８】
　DNA分子に対する各種の周知な修飾を、細胞内安定性及び半減期を増大する手段として
導入しても良い。考え得る修飾は、これらに制限するわけではないが、上記分子の5'及び
／又は3'末端へのフランキング配列、又はリボ若しくはデオキシリボヌクレオチドの添加
、あるいはオリゴデオキシリボヌクレオチド骨格内へのホスホジエステラーゼ結合よりむ
しろホスホロチオエート又は2'-O-メチルの使用を含む。
【０１６９】
（４．１．２　標的タンパク質の阻害のための抗体）
　標的タンパク質に特異的であり、且つ、その活性を妨げる抗体を、標的タンパク質機能
を阻害するために使用しても良い。所望する場合、上記ミュータント標的産物の活性を妨
げるミュータント標的タンパク質に特異的な抗体を使用しても良い。上記抗体は、上記タ
ンパク質自体に対して、又は上記タンパク質の一部に対応するペプチドに対して、上述の
セクション２．３に記載された標準的な方法を使用して生産しても良い。上記抗体は、こ
れらに制限するわけではないが、ポリクローナル、モノクローナル、Fab断片、一本鎖抗
体、キメラ抗体等を含む。
【０１７０】
　標的遺伝子タンパク質が細胞内に存し、抗体全体を使用する場合、内部化抗体が好まし
いであろう。しかしながら、リポフェクチン又はリポソームを、細胞内の標的タンパク質
エピトープに結合する抗体又はFab領域の断片を輸送するために使用しても良い。抗体の
断片を使用する場合、標的タンパク質の結合ドメインに結合する最小の阻害断片が好まし
い。例えば、標的タンパク質に結合する抗体の可変領域のドメインに対応するアミノ酸配
列を有するペプチドを使用しても良い。上記ペプチドは、化学的に合成しても、又は、当
該技術分野で周知の方法を使用して、組み換えDNA法によって生産しても良い（例えば、C
reighton, 1983, 上記参照；及びSambrook et al., 1989, 上記参照を参照）。
【０１７１】
　別法として、細胞内標的タンパク質エピトープに結合する一本鎖中和抗体を投与しても
良い。上記一本鎖抗体は、例えば、Marasco et al(Marasco, W. et al., 1993, Proc. Na
tl. Acad. Sci. USA, 90: 7889-7893)に記載されたもののような方法を使用することによ
って、標的細胞集団内に一本鎖抗体をコードするヌクレオチド配列を発現することによっ
て投与しても良い。
【０１７２】
　標的タンパク質が細胞外に存在する場合、又は膜貫通タンパク質である場合、ペプチド
投与のために適切であるセクション６で以下に記載する任意の投与方法を、作用部位に阻
害性標的タンパク質抗体を効率的に投与するために使用しても良い。
【０１７３】
（４．２ 標的タンパク質の活性を回復するための方法）
　アルツハイマー病を引き起こす標的タンパク質は、過小発現させても良い。別法として
、アルツハイマー病の症状の進行を導く標的タンパク質の活性を減少させても良い。アル
ツハイマー病の症状を予防又は改善するレベルに、標的タンパク質のレベルを増大する方
法を、このセクションに記載する。標的タンパク質の活性のレベルは、例えば、存在する
標的タンパク質のレベルを増大することによって、又は、存在する活性な標的タンパク質
のレベルを増大することのいずれかによって増大しても良い。
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【０１７４】
　例えば、アルツハイマー病の症状を改善するのに十分なレベルの標的タンパク質を、上
記の兆候を示す被検体に投与しても良い。下記セクション６で議論する任意の方法を、上
記投与のために利用しても良い。当業者は、下記セクション４．６．１に記載するものの
ような方法を使用して、正常な標的タンパク質の有効な非毒性の投与量の濃度を決定する
方法を容易に理解するであろう。
【０１７５】
　さらに、患者を、遺伝子置換療法によって治療することもできる。正常な標的タンパク
質遺伝子の一つ若しくは複数のコピー、又は、標的タンパク質遺伝子機能を有する正常な
標的タンパク質の産生をもたらす遺伝子の部分を、細胞に挿入してもよく、その際に、ア
デノウィルス、アデノ関連ウィルス、及びレトロウィルスベクターを含む（これらに制限
するわけではないが）ベクターを、又は、リポソーム等の細胞中にDNAを導入する他の粒
子を使用する。更にまた、上述のような技術を、ヒト細胞への正常な標的タンパク質遺伝
子配列の導入のために利用しても良い。
【０１７６】
　正常な標的タンパク質遺伝子配列を含む細胞、好ましくは自系細胞は、その後、患者に
、アルツハイマー病の症状の予防又は改善が可能な部位に導入又は再導入するこことがで
きる。こうした細胞置換技術は、例えば、標的タンパク質が分泌される、すなわち細胞外
タンパク質である場合に好ましい。
【０１７７】
　更に、標的タンパク質に特異的に結合し、結合によって、直接的又は間接的に標的タン
パク質機能の活性化に役立つ抗体を、投与しても良い。こうした抗体は、これらに制限す
るわけではないが、ポリクローナル、モノクローナル、FAb断片、一本鎖抗体、キメラ抗
体等を含む。上記抗体は、セクション２．３で上述のような標準的な方法を使用して生産
しても良く、タンパク質自体に対して、又は上記タンパク質の一部に対応するタンパク質
に対して生産しても良い。上記抗体は、例えばセクション４．１．２で上述の方法に従っ
て投与しても良い。
【０１７８】
（５．医薬調製物及び投与の方法）
　標的タンパク質の発現、合成、及び／又は活性に影響する同定された化合物、核酸分子
、及び細胞は、アルツハイマー病を予防又は治療又は改善するための治療上の有効量で患
者に投与することができる。治療上の有効量は、アルツハイマー病の症状の改善を導くの
に十分な化合物の量を指し、又は、別法として、上記症状の改善を導くタンパク質の濃度
を発現するのに十分な核酸分子の量を指す。
【０１７９】
（５．１　有効投与量）
　こうした化合物の毒性及び治療有効性は、細胞培養又は実験動物における標準的な製薬
手法、例えばED50（集団の50％において治療上の有効な投与量）による決定について、及
び、任意の副作用のED50（毒性-TD50）の測定により決定可能である。毒性と治療有効性
との投薬量比は、治療係数であり、TD50/ED50なる比として表すことができる。大きな治
療係数を示す化合物が好ましい。毒性の副作用を有する化合物を使用しても良い一方で、
注入していない細胞への損害の可能性を最小限にし、副作用を低減するために、こうした
化合物を患部組織の部位へと向かわせるデリバリーシステムを、注意して設計するべきで
ある。
【０１８０】
　細胞培養アッセイ及び動物実験から得られたデータは、ヒトにおける使用のための範囲
の投薬量の処方に利用可能である。こうした化合物の投薬量は、毒性が僅か又は全くない
ED50を含む循環濃度の範囲内であることが好ましい。該投薬量は、この範囲内で、利用す
る投薬形態及び使用する投与経路によって変化しても良い。
【０１８１】
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（５．２　製剤及び使用）
　本発明に従った使用のための医薬組成物は、一つ又は複数の生理学的に許容可能なキャ
リアー又は賦形剤を使用して従来の方法において製剤化しても良い。
【０１８２】
　かくして、上記化合物及びその生理学的に許容可能な塩及び溶媒は、吸入又は注入（口
又は鼻を通じてのいずれか）又は経口、口内、非経口及び直腸投与によって投与するため
に製剤化しても良い。
【０１８３】
　経口投与のためには、該医薬組成物は、例えば、定法により、結合剤（例えばプレゼラ
チン化トウモロコシデンプン、ポリビニルピロリドン、若しくはヒドロキシプロピルメチ
ルセルロース）；充填剤（例えばラクトース、ミクロクリスタリンセルロース、若しくは
リン酸水素カルシウム）；滑沢剤（例えばマグネシウムステアレート、タルク、若しくは
シリカ）；崩壊剤（ジャガイモデンプン又はナトリウムデンプングリコレート）；又は湿
潤剤（例えばナトリウムラウリルスルフェート）等の製薬的に許容される賦形剤を用いて
調製される錠剤、カプセルの形態をとりうる。錠剤は、当業界において周知の方法により
被覆しても良い。経口投与のための液体調剤は、例えば、溶液、糖液、又は懸濁液の形態
をとってよく、あるいは使用前に水又は他の好適な媒体と併せるための乾燥製品としても
よい。こうした液体調剤は、懸濁剤（例えばソルビトールシロップ、セルロース誘導体、
又は水素化食用脂肪）；乳化剤（例えばレシチン又はアカシア）；及び保存料（例えばメ
チル若しくはプロピル-p-ヒドロキシベンゾエート、又はソルビン酸）等の製薬として許
容される添加剤を用い、定法によって調製することができる。該調剤はまた、バッファー
塩、香料、着色料、及び甘味料を適宜含有しても良い。
【０１８４】
　経口投与のための調剤はまた、活性化合物の制御された放出を与えるために好適に製剤
されうる。
【０１８５】
　頬からの投与のためには、該組成物は定法によって製剤された錠剤又はロゼンジの形態
をとりうる。
【０１８６】
　吸入による投与のためには、本発明に従った使用のための化合物は、簡便のため、加圧
パック又は噴霧器から、適当な噴射剤、例えば、ジクロロジフルオロメタン、トリクロロ
フルオロメタン、ジクロロテトラフルオロエタン、二酸化炭素、又は他の適当な気体を使
用して放出されるエアロゾルスプレーの形態で送達される。加圧エアロゾルの場合には、
投薬単位は、測定量を送達するためのバルブを設けることによって決定することができる
。吸入又は注入において使用するための、例えばゼラチン等のカートリッジ及びカプセル
は、該化合物とラクトース又はデンプンなどの適当な粉末ベースとの粉末混合物を包含し
て製剤してもよい。
【０１８７】
　該化合物は、注射、例えばボーラス注射又は連続注入による非経口投与向けに製剤して
も良い。注射のための製剤は、単位投薬量形態であるとよく、例えば、アンプル又はマル
チ投薬容器中で更に保存料を加えたものであって良い。該組成物は、懸濁液、溶液、又は
油性若しくは水性の媒体中におけるエマルジョン等の形態をとってよく、懸濁化剤、安定
化剤及び／又は分散剤などの製剤化剤を含んでも良い。あるいはまた、該活性成分は、好
適な媒体、例えば滅菌され、発熱物質を含まない水等と使用前に併せるための粉末形態と
しても良い。
【０１８８】
　該化合物はまた、坐剤又は停留浣腸、例えばココアバター又は他のグリセリド等の従来
の坐剤ベースを含有するもの等の結腸組成物中に処方しても良い。
【０１８９】
　前述の製剤に加え、該化合物はまたデポー調製物として製剤されても良い。こうした長
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時間作用型製剤は、移植（例えば皮下又は筋内への）によって、又は筋内注射によって投
与しても良い。したがって、例えば、該化合物は好適なポリマー性若しくは疎水性物質（
例えば許容されるオイル中のエマルジョンとして）又はイオン交換樹脂、又は微溶性（sp
aringly soluble）誘導体として、例えば微溶性塩と共に製剤しても良い。
【０１９０】
　該組成物は、所望により、パック又はディスペンサー装置中に存在しても良く、これは
活性成分を含む一つ又は複数の単位投薬量形態を収容するとよい。パックは、例えば、金
属又はプラスチックのホイル、例えばプラスチック包み（blister pack）を含んでも良い
。パック又はディスペンサー装置には、投与のための指示を添付してあると良い。
【０１９１】
（６．アルツハイマー病の診断）
　アルツハイマー病の診断、アルツハイマー病の素因のために、並びに、例えば、臨床試
験の間に任意のアルツハイマー病化合物の有効性をモニターするために、及び、アルツハ
イマー病の治療のための臨床評価を受ける患者をモニターするために、種々の方法を用い
ることができる。フィンガープリントタンパク質は、また、アルツハイマー病の治療の同
定及び／又は選択において補助するために、アルツハイマー病の性質を定義するのに使用
することができる。
【０１９２】
　上記方法はまた、例えば、セクション１に記載されたフィンガープリントタンパク質の
ような薬剤を利用し、並びに、セクション１．３（ペプチド）及び２．３（抗体）で上述
のような差異的に発現するタンパク質及びパスウェイタンパク質に対する抗体を利用して
も良い。特に上記薬剤は、(1)標的タンパク質の変異の存在の検出、又は(2)正常な状態に
対する標的タンパク質の過剰若しくは過小の存在のいずれかの検出のために使用されても
良い。
【０１９３】
　ここに記載する方法は、例えば、少なくとも一つの特異的なフィンガープリントタンパ
ク質、又はここに記載される抗フィンガープリントタンパク質抗体薬剤を含む、予めパッ
ク包装された診断キットを使用することによって実施されても良く、このキットは、例え
ば、アルツハイマー病の異常性又は症状を示す患者を診断するために臨床において便利に
使用することができる。
【０１９４】
　フィンガープリントタンパク質を発現する任意の細胞タイプ又は組織を、以下に記載す
る診断において利用しても良い。適切なサンプルタイプの例は、細胞サンプル、組織サン
プル、及び血液、尿、又は血漿のような液体サンプルを含む。
【０１９５】
　ここで使用可能な上記方法の中には、アルツハイマー病の治療のための臨床試験におい
て化合物の効力をモニターする方法が挙げられる。上記化合物は、例えば、セクション４
で上述のような化合物とすることができる。上記方法は、正常な状態における発現に対し
て、アルツハイマー病の状態において差異的に発現するタンパク質を、患者サンプル内で
検出することを含む。
【０１９６】
　臨床試験の間で、例えば、単一のフィンガープリントタンパク質の発現、又は、別法と
してアルツハイマー病に関与する細胞のフィンガープリントパターンの発現を、試験する
化合物の存在又は不存在下で測定することができる。化合物の効力を、その後、正常状態
の対応する周知の発現パターンと得られた発現データとを比較することによって、実施す
る。効力を示す化合物は、単一のフィンガープリントタンパク質発現及び／又はフィンガ
ープリントパターンを、正常な状態のものにより類似するように改変するものである。　
【０１９７】
　正常な状態の発現に対して、アルツハイマー病で差異的に発現するタンパク質の検出は
、潜在的なアルツハイマー病化合物、並びにアルツハイマー病の治療のための化合物を、
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臨床試験の間でモニターするために使用できる。臨床試験の間で、例えば、差異的に発現
するタンパク質のレベル及び／又は活性を、試験する化合物の存在下又は不存在下で、関
連細胞及び／又は組織中で測定できる。上記化合物の効力は、その後、正常な状態におけ
る細胞及び／又は組織についての対応する周知のレベル／活性と、得られたタンパク質レ
ベル及び／又は活性データとを比較することによって、実施する。効力を示す化合物は、
アルツハイマー病に関与する細胞及び／又は組織のパターンを、正常な状態のものにより
類似するように改変するものである。
【実施例】
【０１９８】
（実験）
　シングル（ミュータントAPP又はPS-1トランスジェニック）並びにダブル（ミュータン
トAPP及びPS1トランスジェニック）トランスジェニックマウスを、野生型と比較した。
【０１９９】
[2Dゲル電気泳動を使用した差異的に発現するタンパク質の同定]
＜サンプル＞
　凍結したマウスサンプルの一群を、以下の遺伝子型に従ってグループ分けした：[1]PS-
1及びAPP遺伝子についてのダブルトランスジェニック（「TT」とする）、[2]PS-1遺伝子
についてのシングルトランスジェニック（「WT」とする）、[3]APP遺伝子についてのシン
グルトランスジェニック（「TW」とする）、並びに、[4]野生型コントロール（遺伝子の
改変を行わない、「WW」とする）。4から10匹のマウスを、表1に示すように各群から複数
用い、様々な脳領域（海馬、及び、海馬切開後の脳半球の残り）を分析した。
【０２００】
【表１】

【０２０１】
　脳切片を、海馬に由来する物質を重点的に、14週齢で犠牲にした動物により分析した。
2-DEを、Weekes, J. et al. (Electrophoresis, 20(4-5): 898-906, 1999)及びHeinke, M
.Y. et al. (Electrophoresis, 20(10):2086-2093、1999)に従って実施した。この電気泳
動では、海馬及びROH組織の両方について、pH 4-7L及びpH 6-9Lの固定化pH勾配（IPG）を
使用した。全てのpH 6-9の勾配ストリップを、DeStreak rehydration solution (Amersha
m Biosciences)(Pennington, K et al., Proteomics, 4(1): 27-30, 2004)で再水和し、
サンプルを陰極にロードした。二次元目は、12％のSDSポリアクリルアミドゲル電気泳動
を使用して実施した。
【０２０２】
＜二次元ゲル電気泳動＞
＜タンパク質サンプル＞
　100mgの組織当たり1mlのリシスバッファー（9.5M 尿素、1％ DTT、2% CHAPS、0.8％ Ph
armalyte pH3-10、1:10の濃度の「完全な」プロテアーゼ阻害剤混合物[Roche]を含む）の
比率に従って、組織の質量に比例した容量のリシスバッファーで、脳組織を溶解した。40
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0μgの総タンパク質を、micro-preparativeゲルへのローディングのために使用した。こ
のゲルから、対象となる可能性のあるタンパク質スポットを、その後の質量分析のために
カットした。
【０２０３】
＜一次元等電点フォーカシング（IEF）＞
　DeStreak rehydration solution (Amersham Biosciences)を、固定化pH勾配（IPG）ス
トリップを再水和するために使用し、サンプルを陰極にロードした。2つの異なるpH範囲
を使用した。pH範囲4-7及び6-9をカバーする18cmのIPG（リニア）ストリップを使用した
。
【０２０４】
＜二次元SDS-PAGE＞
　フォーカシングしたIPGについて二次元目を行う前に、ストリップを、バッファー（1.5
M、pH8.8、Tris[Genomic Solutions]、6M 尿素[Gibco]、30％グリセロール[BDH]、2% SDS
[Genomic Solutions]、0.01％ブロモフェノールブルー[Sigma]、1% IAA[Sigma]を含む）
内で15分間平衡化し、その後、4.8% IAA[Sigma] を含むバッファーで更に15分間平衡化す
る。DALTシステム[Amersham Biosciences]による12% T/2.6% C分離ゲルを用いて、SDS-PA
GEを一晩（20mA/ゲル、10℃）かけて行った。アクリルゲルはBDHから供給され、SDS-PAGE
ランニングバッファーに用いる試薬（Tris、SDS、グリシン）は、Genomic Solutionsから
供給された。使用した全ての水は、Elga Maxima Life Sciences water purification uni
tから供給された、18.2MΩcm-1であった。
【０２０５】
＜2-DEタンパク質プロファイルの可視化＞
　二次元目の終了後は、ゲルを一晩固定した（50％メタノール、10％酢酸）。分析用ゲル
を、市販の銀染色キット（「OWL」、Insight Biotechnology Ltd.）を用いて染色した。m
icro-preparativeゲルは、改変したプロトコール[1]による、質量分析に適した銀染色（
「Plus-One」、Amersham Biosciences）を使用して染色した。使用した全ての水は、Elga
 Maxima Life Sciences water purification unitから供給された、18.2MΩcm-1であった
。銀染色後、全てのゲルを、Molecular Dynamics Personal Densitometer SIを使用して
、100μmの解像度でスキャンした。その後、染色した分析ゲルを、比較定量分析のために
使用し、分析後に、対象となる可能性のあるタンパク質を、相当するmicro-preparative
ゲルで特定し、このゲルからスポットをカットし、質量分析に供して、存在するタンパク
質の同定を確立した。
【０２０６】
＜ゲルイメージ分析＞
　ゲルイメージの分析を、Progenesis software, version 2003.2(NonLinear Dynamics)
を使用して、幾つかの工程で実施した。自動イメージ調整（ゲルスポット検出、ゲルイメ
ージマッチング並びに補正、バックグラウンド除去及び定量標準化）を、ソフトウェアに
より自動で一晩実施し、その後、ゲルイメージの簡単な手動による編集を行い、マッチン
グ精度を75％まで上げた。その後、マッチング精度を85％より上げるのに必要な細かい手
動によるイメージ編集を行い、比較分析に続き、事前に行った分析により見出した対象と
なる可能性のある全てのタンパク質スポットの視覚による詳細な確認が可能となった。バ
ックグラウンド除去及び総スポット容量への標準化後に、タンパク質スポットデータを、
定量統計分析及び定量的な変化の比較のためにExcelに移行した。
【０２０７】
＜定量統計分析＞
＜Studentのt検定＞
　独立した2つの群の比較を、Studentのt検定を使用して、95％の信頼区間で実施した。
各トランスジェニック群を、野生型に対して比較した。統計分析に含まれるスポットにつ
いては、少なくとも60％のゲルで存在する必要があった。顕著な結果を証明するために、
前記比較に含まれる遺伝子型の混じり合ったものを含む5つの群を、それぞれの比較のた
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めに、ランダムに作製した。2つの群の比較のためのStudentのt検定を、前記と同じ方法
を使用して、これらの混じり合った群で実施した。
【０２０８】
＜主成分分析（PCA）＞
　PCAは、全てのデータセットで行った。最初に、全ての群で分析し、その後に、ww及びt
t群のみで分析した。変数として含まれるスポットは、いずれか一つの群から少なくとも6
0％のゲルに存在するスポットとした。
【０２０９】
＜共通スポット＞
　野生型と比較した場合に、1匹より多いトランスジェニック群において類似の発現の変
化を示すことが見出されたスポットを、銀染色したmicro-preparativeゲルから切り出し
て、LC/MS/MSを使用して同定した。
【０２１０】
＜質的スポット＞
　野生型と比較した場合に、トランスジェニックモデルのいずれか一つに存在又は非存在
のスポット。使用した方法は、各スポットが、少なくとも60％のゲルに存在しなければな
らないというものであった。
【０２１１】
＜酵素を用いた分解＞
　その後の質量分析の前に、in-gel還元、アルキル化及び分解（トリプシンを用いた）を
実施した。システイン残基を、DTTで還元し、ヨードアセトアミドを用いた処理によって
誘導体化して、安定なカルバミドメチル（CAM）誘導体を形成した。トリプシン分解は、
最初の1時間を37℃でインキュベーションしてから、一晩室温で実施した。
【０２１２】
＜MALDI-TOF MS＞
　必要ならば、分解したタンパク質サンプル（4μl）を、ZipTip C18マイクロチップ（Mi
lipore）を使用して脱塩した。ペプチドを、4μlの50％アセトニトリル/0.1％トリフロオ
ロ酢酸で溶出した。0.5μlを、その後、0.5μlのマトリクス（a-シアノ-4-ヒドロキシ-桂
皮酸）とともにターゲットプレートにロードした。Voyager DE-PRO MALDI-TOF mass spec
trometer(Applied Biosystems)を使用して、ペプチド質量フィンガープリントを得た。マ
ススペクトルを、遅延引き出しの反射モードで得た。自己分解ペプチドの質量2163.0569D
aを、その後に、内部基準物質として使用して、50ppmより良好な質量精度を達成した。
【０２１３】
＜LC/MS/MS＞
　ゲル片から、アセトニトリルと水性液との連続した洗浄によって、ペプチドを抽出した
。抽出物を最初の上清とともにプールし、凍結乾燥した。その後、各サンプルを7μlの50
mM重炭酸アンモニウムで再懸濁し、LC/MS/MSによって分析した。クロマトグラフィーによ
る分離は、Ultimate LC system(Dionex, UK)を使用して実施した。75μmのC18 PepMapカ
ラムを用いた逆相クロマトグラフィーにより、ペプチドを分離した。0.05％のギ酸を含む
アセトニトリル勾配を用いて、流速200nl/分で、ペプチドを溶出した。Qtof-micro(Walte
rs Corp, USA)にフィットさせたZ-spray源を使用したエレクトロスプレーイオン化により
、ペプチドをイオン化した。装置をセットし、自動スイッチングモードで作動させ、衝突
誘発断片化によるシークエンシングのために、その強度に基づいて前駆イオンを選択した
。ペプチドのm/z及び電荷状態に基づいて選択した衝突エネルギープロファイルを使用し
て、MS/MS分析を行った。
【０２１４】
＜データベース検索＞
　質量スペクトルデータを、ペプチド質量リスト（MALDIデータ）及びピークリスト（MS/
MSデータ）へと加工し、Swiss Prot Database version 43（2004年3月現在）に対して、M
ascot software(Matrix Science, UK)を使用して検索した。カルバミドメチル（C）及び
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酸化（M）を、検索パラメーターにおけるvariable modificationとしてセットした。高い
レベルの信頼性が、これらのタンパク質の同定にアサインすることができ、これは、その
結果が、各タンパク質に由来する複数のペプチドについてのMS/MSデータの正確なマッチ
ングに基づくからである。
【０２１５】
＜結果＞
＜ゲルイメージ分析＞
　ゲルイメージを、87％の精度を有する複製イメージレベルで、お互いにマッチさせた（
表1参照）。いわゆる平均的なゲルイメージ（複製群のそれぞれに由来）を、その後、90
％の精度でマッチさせた（表2参照）。
【０２１６】
＜定量統計分析＞
＜Studentのt検定＞
　海馬のpH6-9(ww vs tw)及びpH4-7(ww vs tt)のみが、偶然のみによって予期される（表
2、濃い灰色で強調）よりも多くの数の有意な差異が生み出された。薄い灰色で強調した
数（表2）は、明らかに真の有意差があるスポットを示す。
【０２１７】
【表２】

【０２１８】
＜主成分分析＞
　大部分のPCAスコアプロットの分析によっては、集団の帰属関係と相関する明確なクラ
スターが明らかにならなかった。この例外が、海馬4-7ゲルにおけるwwとttの比較であっ
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た（図2）。
【０２１９】
＜共通スポット＞
　野生型と比較して、一つより多いトランスジェニック群において存在する全体で19のス
ポットが、統計的に有意である（p≦0.05）ことが見出され、その発現において類似の倍
数変化を示した（図7）。
【０２２０】
＜質的変化＞
　3個のスポットが、質的変化を示した（すなわち、一つの群しか存在しなかった）。海
馬4-7ゲルについては、2個の質的変化が存在した。これらのスポットのうちの一つは、野
生型のみに存在し、他の3個の遺伝子型には存在しなかった。もう一つは、ダブルトラン
スジェニック群（tt）には存在しなかったが、他の3つの群には存在した。海馬6-9ゲルに
ついては、一つのスポットが、野生型（ww）群のみに存在した。
【０２２１】
＜結論＞
　アルツハイマー病においては、タンパク質発現の主要な変化は、学習及び記憶に関連す
る脳の領域で生じると思われる。この理由のために、タンパク質変化の分析は、海馬組織
に集中している。pH4-7及び6-9のIPGによる一次元目条件を使用した2Dゲル電気泳動によ
るタンパク質分離により、この組織で発現するタンパク質の1000を超えるスポットの提示
が可能となった。野生型とダブルトランスジェニック動物とのタンパク質発現を比較する
ための包括的なイメージ分析により、海馬及びROHについて、全体で47のタンパク質スポ
ットが、2つの異なる勾配（pH4-7及びpH6-9）において、その発現の有意な変化を示すこ
とが判明した：
3個の質的な変化が見出された（図3）。
28個のスポットが、海馬pH4-7で同定された（図4）。
7個のスポットが、海馬pH6-9で同定された（図5）。
5個のスポットが、ROH pH4-7で同定された（図6）。
【０２２２】
　前記タンパク質スポットのうちの19個が、野生型に比較して一つより多いトランスジェ
ニック群で見出され、22個のスポットは、ttに特徴的であり（4-7 IPG海馬）、3個のスポ
ットがtwに特徴的である（6-9 IPG海馬）。
【０２２３】
　質量分析及びデータベース検索による、これらのスポットの更なる分析により、サンプ
ルのそれぞれに存在する複数のタンパク質成分を同定した。図8に、ADの発症に関連して
いるであろう重要なタンパク質の幾つかを明らかにする。
【０２２４】
[SELDI質量分析を使用した差異的に発現したタンパク質の同定]
＜サンプル調製＞
　血液を、14週齢のトランスジェニックマウス及び野生型マウス（n=18）から採血し、血
漿サンプルを、9.5M 尿素、2％ CHAPS、1% DTTで希釈した。
【０２２５】
＜表面増強レーザー脱離イオン化（SELDI）質量分析＞
　血漿サンプルのプロファイリングを、eight spot strong anion exchange (Q10) prote
in chipを使用して実施した。全てのサンプルについて、2サンプルずつ、且つ、無作為の
方法で実験した。Q10 chipを、100mM Tris HCl pH9.0で、4回平衡化した。5μlの希釈し
たサンプルを、各スポットにアプライして、chipを、保湿チャンバー内で45分間インキュ
ベートした。サンプルを注意深く取り出し、100mM Tris HCl pH9.0で、chipを四回洗浄し
、その後、18.2MΩ水で洗浄した。マトリクス溶液（シナピン酸-20mg/ml）を、50%アセト
ニトリルと0.5%トリフルオロ酢酸で調製し、二回、0.6μlで各スポットにアプライした。
PBS-IIc reader(Ciphergen Biosystems)を使用して、データ獲得を行った。レーザー強度
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200、検出器感度8、及び、ファーカスマス(focus mass)25000を有するショットを合計155
回使用して、スペクトルを得た。ベースライン除去及び総イオン数への標準化を、全ての
スペクトルについて実施した。スペクトルの内部キャリブレーションは、各スペクトルに
おける2つのピークの最小値を使用して実施した。
【０２２６】
＜多変数データ分析＞
＜データ移行及び予めの加工＞
　多変数分析については、未加工のスペクトルをコンマで区切った(csv)形式に移行し、
インハウスのプログラム（SMSS_0_3）をそれぞれの未加工のスペクトル上で実施し、各ス
ペクトルにおける対応するマスについて強度値をアライメントした。個々の加工したスペ
クトルデータを、SIMCA-P(Umetrics)へと移行するために、一つのExcel(Microsoft)表計
算シートに編集した。m/z 0からm/z 100,000の質量電荷比に対応する変数を、平均値に集
中させた。
【０２２７】
＜主成分分析（PCA）＞
　PCAモデルを、SIMCA-Pを使用した内部ルールに従ってフィットするできるだけ多数の成
分（A）を有するデータセットにフィットさせて、成分の有意性を求めた（Eriksson et a
l. 2001）。goodness of fit（R2）及びgoodnes of prediction(Q2)パラメーターを使用
して、モデルにフィットさせたその後に続く成分のそれぞれの有用性を評価した。Q2パラ
メーターが増加する間は、自動的にフィットさせた成分を調査して、続けた。最終的に許
容された成分についての累積R2パラメーターによって、モデルによって説明されるデータ
の全体的な分散比率が得られた。主要成分(a)のペアについてobservation score(t)及びv
ariable loading(p)を示すプロットを作成した。スコアプロットを調べて、その後の分類
化の妨げになる恐れのあるシステマチックなバラツキ(systematic variation)及び範囲外
の観察(outlying observation)のパターンを探した。特に、各チップ上で分析した観察の
部位を丹念に調べ、通常ではないチップについてチェックした。二重サンプル分析の再現
性も、スコアプロットを使用してチェックした。スコアプロットの楕円形は、95%でのHot
ellingのT2、信頼区間の多変数適応に対応する。多変数通常分布を有するデータセットに
ついては、観察の95%が、楕円によって含まれる領域に存在すると予期され、それ故、楕
円の外に遠く離れた観察は、調査し評価すべき問題を示しているかもしれない。スコアプ
ロットの調査を介して発見された傾向は、対応するローディングプロットに見出された変
数の調査を介して解釈された。極端なプロットでプロッティングされた個々のm/z値は、
群の分離に最も影響を及ぼすと考えられる。興味深いことに、このようなプロットは、幾
つかの連続したm/zデータポイントを示し、これらは、SELDIプロファイルそれ自身で観察
された元のピークを効率的に表す。
【０２２８】
＜部分的最小二乗判別分析（PLS-DA）及びモデリング＞
　PLS-DAモデルの成分（A）を、SIMCA-Pによって使用したクライテリアを満たす限り、デ
ータセットにフィットさせて、成分の有意性を求めた（Eriksson et al. 2001）。PCAモ
デリングについては、R2及びQ2パラメーターを調査し、どの成分が、モデルに含まれてい
るかを求めた。PCAモデリングと異なり、PLS-DAモデルは、X（測定）変数及びY（クラス
）変数の両方へのモデルのフィットを示すR2値を有する。PLS成分(a)のペアについて、ob
servation score(t)及びvariable weight(w*c)を示すプロットが得られた。X及びYデータ
を両方近似させて、XとYデータとの相関関係を最大になるように、各PLS成分をフィット
させたので、データセットに少しの群が存在する場合には、実際には、最初の1つ又は2つ
の成分が、通常は、観察を分離する。PLS weightは、PCA loadingに相似しているので、P
LSスコア及びweight plotの解釈は、PCAモデルを解釈するのに使用したのと類似している
。HotellingのT2をコンピューターで計算し、全てのPLSスコアプロット上で示して、devi
ating observationの同定の助けとした。
【０２２９】
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＜交差検定＞
　（新規の）サンプルのクラスを正確に予期するために作成したPLS-DAモデルの能力を、
2分割交差検定により求めた。交差分割は、データセットをトレーニングセット及びテス
トセットへと分割することによって実施した（奇数をトレーニングセットのために用い、
偶数をテストセットのために用いた）。PLS-DAモデルを、データセットのトレーニング部
分にフィットさせ、その後、データセットのテスト部分のクラスを予期するのに使用した
。その後、トレーニング及びテストデータセットを、交代させ、この工程を繰り返した。
両方のテストのラウンドに由来する正確な分類及び不正確な分類の数を記録し、予測の感
度及び特異性を計算するのに使用した。
【０２３０】
＜変数選択＞
　variable influence on projection(VIP)及びPLS-coefficient(COEFF)と称する2つのパ
ラメーターを、どのm/z値が、モデルを定義するのに及び群を説明するのに最も重要かを
求めるために使用した。特異的な閾値を実験的に求めて、閾値よりも低いVIP及びCOEFF値
を有する変数を除外するのに使用した。前記交差検定方法を、選択した変数を含むデータ
セットにフィットしたPLS-DAモデルにアプライした。
【０２３１】
＜一変数データ分析＞
　自動ピーク検出及びマッチングを、全てのスペクトルで実施し、その後、このデータを
Mann-Whitney検定を使用した統計的有意差検定のためのBiomarker Wizard moduleに供し
た。p≦0.05のピークを視覚的に調査し、シングルピークに対応するか、ベースラインの
ノイズに対応しないかをチェックした。認められるピークを、手作業で印をつけ、これら
のピークの物質質量及び強度データを、Excelに移し、各ピークについての倍数を計算し
た。マッチさせたピークの各セットの領域又は強度で見られた傾斜分布のために、分布の
平均値及び中央値並びに標準偏差の計算に先立ち、データをlog10変換した。倍数及び効
果量（Cohen’s D）を計算するために、分布のパラメーターを、その後、元のスケール上
に戻した。効果量は、プールした標準偏差によって分割された2つの群の平均値間の差異
として計算した。
【０２３２】
＜第一の潜在的なバイオマーカー＞
　対象とする第一の潜在的なマーカーとして考慮するためには、各バイオマーカー（ピー
ク）が、以下の3つの基準を満たさなければならない。ピークを、PLS-DAによるVIP及びCO
EFFパラメーターに従って選択する。各群の平均ピーク強度間の差異は、Mann-Whitney検
定によって統計的に有意（p≦0.05）である。群の平均及び中央ピーク強度間の差異が、
≧1.5倍増加又は減少する。
【０２３３】
　表3は、各比較で見出された第一の潜在的なバイオマーカーを示す。表は、各比較にお
ける、野生型に対する、平均値及び中央値の倍数、並びに、変化の方向を示す。
【０２３４】
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【表３】

【０２３５】
＜第二の潜在的なバイオマーカー＞
　2つのタイプの第二の潜在的なバイオマーカーのリストを、多変数又は一変数分析のい
ずれかに基づいて作成した。
【０２３６】
　第一のリストは、多変数分析に基づく（表4）。対象とするピークを、各比較の変数選
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択により選択したが、これらのピークは、p値≦0.05を伴っていなかった。
【０２３７】
【表４Ａ】
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【表４Ｂ】

【０２３８】
　第二のリスト（表5）は、潜在的なバイオマーカーが以下の基準を満たす一変数分析に
基づく：
各群の平均ピーク強度間の差異が、Mann-Whitney検定による統計的に有意（p≦0.05）で
ある。
群の平均及び中央ピーク強度間の差異が、≧1.5倍増加又は減少する。
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【０２３９】
【表５Ａ】
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【表５Ｂ】

【０２４０】
　2匹以上のトランスジェニック群で現れるピークは、ピーク6、2、3、4、6、7、12、13
、14、16、18、21、25、26、41、42、45である。
【０２４１】
　第一の潜在的バイオマーカーとして分類された対象とするピークに対応する成分の同定
を以下に記す。
【０２４２】
＜SELDIピークの更なる分析＞
　ダブルトランスジェニックマウスにおける第一の潜在的なバイオマーカーとして同定さ
れたピークを、更なる分析に供して、そこに含まれるタンパク質を同定した。この実験は
、SELDI proteinchipから血漿物質を抽出すること、及び、1-Dゲル上での成分タンパク質
を分離することによって実施した。タンパク質を、MS-適合銀染色を使用して可視化し、
対象とする幾つかのSELDIピークのm/z値と等価な分子量のゲルバンドを切除した。タンパ
ク質を、in-gel分解手法及びLC/MS/MSを使用して同定した。タンパク質の同定後、MassLy
nx software suite内のBioLynx分析ツールを使用して、同定を合理化する試みを行った。
この分析において、対象とするSELDIピーク内に、同定したタンパク質断片の存在を確認
することができた。
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【０２４３】
＜SELDI ProteinChipからの血漿サンプル物質の抽出＞
　血漿物質を、Q10 proteinchip（強アニオン交換クロマトグラフィー）から、5μlの加
温したLaemmliバッファーのアップ/ダウンピペッティングを1分間行うことによって、抽
出した。（サンプルを、対応する遺伝子型集団にプールした。）抽出後のスポットをSELD
I機器で再び読み込んだところ、ピークが観察されなかったことから、この抽出方法が、p
roteinchipに結合した物質を取り出すのに非常に有効であることが判明した。
【０２４４】
＜SDS-PAGE＞
　野生型（ww）及びダブルトランスジェニック（TT）のproteinchip抽出物を、NOVEX電気
泳動装置（Invitrogen）で、1.5mmの厚さの16% tris-グリシン1-Dゲル（Invitrogen）を
使用してSDS-PAGEによって分離した。16%ゲルを使用して、対象とするSELDIピークの大部
分の分子量に対応する27kDa未満の領域におけるバンドの十分な物理的分離及び分解を達
成した。ゲルを、上部のブロモフェノールブルー色素がゲルの底に達成するまで、1時間8
0Vで泳動し、その後、1時間30分120Vで泳動した。電気泳動後、デジタルイメージを得る
ために、ゲルを、銀染色に適合する質量分析（改変したPlus One kit[GE Healthcare]）
を使用して染色し、「Personal Densitometer SI」（Molecular Dynamics）を使用してス
キャンした。
【０２４５】
＜タンパク質の同定＞
＜酵素による分解＞
　対象とするSELDIピークのm/z値に対応する分子量のゲルバンドを、手動により切除した
。質量分析によるその後の分析の前に、In-gel還元、アルキル化及び分解（トリプシンを
用いた）を実施した。システイン残基をDTTで還元し、ヨードアセトアミドを用いた処理
によって誘導体化し、安定なカルバミドメチル（CAM）誘導体を形成した。トリプシン分
解物を、最初の1時間は37℃でインキュベートし、その後、一晩室温でインキュベートし
た。
【０２４６】
＜LC/MS/MS＞
　ゲル片から、アセトニトリルと水性液との連続した洗浄によって、ペプチドを抽出した
。抽出物を最初の上清とともにプールし、凍結乾燥した。その後、各サンプルを23μlの5
0mM重炭酸アンモニウムで再懸濁し、LC/MS/MSによって分析した。クロマトグラフィーに
よる分離は、Ultimate LC system(Dionex, UK)を使用して実施した。75μmのC18 PepMap
カラムを用いた逆相クロマトグラフィーにより、ペプチドを分離した。0.05％のギ酸を含
むアセトニトリル勾配を用いて、流速200nl/分で、ペプチドを溶出した。QTof-micro(Mic
romass, UK)にフィットさせたZ-spray源を使用したエレクトロスプレーイオン化により、
ペプチドをイオン化した。装置をセットし、自動スイッチングモードで作動させ、衝突誘
発断片化によるシークエンシングのために、その強度に基づいて前駆イオンを選択した。
ペプチドのm/z及び電荷状態に基づいて選択した衝突エネルギープロファイルを使用して
、MS/MS分析を行った。
【０２４７】
＜データベース検索＞
　質量スペクトルデータピークリスト（MS/MSデータ）を、Swiss Prot又はnon-redundant
 databaseに対して、Mascot software(Matrix Science, UK)を使用して検索した。特定の
アミノ酸修飾パラメーター、すなわち、可変のシステインカルバミドメチル化修飾（還元
及びアルキル化反応に由来する）及び可変のメチオニン酸化修飾を使用して、データを検
索した。
【０２４８】
＜タンパク質断片の分析（BioLynx）＞
　MassLynx software suiteのBioLynx moduleを使用して、最初の対象であった7つのSELD
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ンパク質の断片の可能性を予測するために、それぞれの同定したタンパク質について、ア
ミノ酸配列を、BioLynxを使用して分析した。更にその上、それぞれの予測した断片につ
いてのアミノ酸は配列を、Mascotで観察されたLC/MS/MS断片を用いてチェックした。原則
的に、この方法でのBioLynxの使用により、対象とするSELDIピークの質量とマッチする質
量のタンパク質の有望な断片の存在の確認が可能となる。断片が複数のピークにおいて表
れるタンパク質は、潜在的に、バイオマーカーとして大いに興味深い。
【０２４９】
＜結果＞
　SDS-PAGE上で、14kDa未満の領域における幾つかの十分に分離した薄い特定のバンドを
可視化した。MS分析のための3-11kDa領域をカバーするTTゲルレーンから、22個のゲルバ
ンドを手動で切除した。各バンドペア、例えばTT11及びTT27を、一つのエッペンドルフチ
ューブに回収し、～1mm立方体にカットした。このようにプールした後、8つのサンプルを
、LC-MS/MSによって分析した。8つのサンプルの分析を包含する完全なデータセットを使
用して、全体で65個のタンパク質を同定することが可能となった；しかしながら、これら
の多くは、複数のゲルバンドに存在し、24個の特徴的なタンパク質のみが存在することが
示された（表7）。これにより、複数のタンパク質断片化形態が存在することが示唆され
た。
【０２５０】
【表６Ａ】
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【表６Ｄ】
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【０２５１】
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【表７】

【０２５２】
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　BioLynx softwareを使用して、SELDIピーク1-6（表3参照）を試験した。BioLynx分析に
おいては、対象とするピークの平均質量（すなわち、ゼロ電荷状態）は、予期される断片
のために検索する時は、±2又は3ダルトンを使用した。
【０２５３】
　図10は、ピーク1-6のSELDI m/z値に対応するゲルバンドにおいて同定されたタンパク質
を示す。表は、（必要であるならば）BioLynxでの相当する残基番号とともに、対象とす
るタンパク質の同一性を求めるために使用したLC/MS/MSで観察されたペプチド(Mascot残
基番号)、及び、そのMascotペプチド残基番号を「カバーする」又はマッチするBioLynxで
予期されたペプチドのペプチド残基番号を示す。
【０２５４】
　観察された各SELDIピークは、分子の混合物を含み、それぞれの分子が、ピークについ
て観察された強度の幾らかの割合をもたらす可能性がある。更にその上、同定したタンパ
ク質の大部分が、11kDaより高い分子量であることが予期されたことから、SELDIピークは
、これらのタンパク質の断片を含む可能性が非常に高い。BioLynx相関関係の実施により
、表7で示された24個のタンパク質のいずれかに由来する、可能性ある断片配列のセット
が産生した。
【０２５５】
　図11は、BioLynxを使用した、観察されたペプチド断片を分析する理論的根拠を示す。
図11aに示すように、例えば、ピーク1（平均　質量3770Da）は、LC/MS/MSサンプルTT43の
ゲルバンドTK及びTVで表される。スペクトル及びゲルイメージの下に、major urinary pr
otein 1（前駆体、すなわち、全長）のアミノ酸配列を示す。その同定がMascotに由来す
るペプチドに下線を引く。強調した表示は、SELDIピークのm/zとマッチする、BioLynxに
よって予測されたペプチドであり、Mascot（実験的に観察された）ペプチドも含む。テキ
ストは、BioLynxで予期されたペプチドの相当するSwiss-Protアミノ酸残基番号を示す。
また、タンパク質のシグナル配列（最初の19個のアミノ酸）を黒線で示し、この領域は、
一般的には、成熟タンパク質を生成するために除去される。
【０２５６】
　LC/MS/MS実験で観察されたペプチドを、その後、タンパク質の予期された断片上にマッ
ピングし、これは、観察されたSELDI値と一致する分子量を有しなければならない。
【０２５７】
　複数のピークで観察されたタンパク質は、潜在的に、より好ましいバイオマーカー候補
である。
【０２５８】
　これらのバイオマーカーを立証する予備的な実験は、断片配列それ自身上の特徴的なエ
ピトープを選択的に認識するが、タンパク質全体を認識しない注意深く選択された（カス
タム-メイド）抗体を使用したウェスタンブロッティングを含むであろう。
【図面の簡単な説明】
【０２５９】
【図１】図1は、海馬及び脳半球の残りの両方について、pH4-7L及びpH6-9Lを使用して得
られた典型的なタンパク質発現プロファイルを示す。
【図２】図2は、ww及びtt群の分析における最初の2つの基本的な成分を示したPCAスコア
プロットを示す（4-7ゲルの海馬組織）。横軸：群内変動。縦軸：群間変動。
【図３】図3は、質的な変化を示す3個のスポットにおいて同定したタンパク質の詳細を示
す。
【図４Ａ】図4A及び図4Bは、海馬のpH4-7で同定した28個のスポットにおいて同定したタ
ンパク質の詳細を示す。
【図４Ｂ】図4Aを参照。
【図５Ａ】図5A及び図5Bは、海馬のpH6-9で同定した7個のスポットにおいて同定したタン
パク質の詳細を示す。
【図５Ｂ】図5Aを参照。
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【図６】図6は、ROHのpH4-7で同定した5個のスポットにおいて同定したタンパク質の詳細
を示す。
【図７】図7は、一つより多い比較において統計的に有意な発現を有する19個のスポット
を示す。矢印は、wwに対する倍数についての発現の「方向」を示す。倍数は、一般的には
≧2倍増加又は減少ではないが、典型的には、1.2から1.7の間である。
【図８Ａ】図8A及び図8Bは、重要なタンパク質の同定及び一般的な機能を示す。
【図８Ｂ】図8Bを参照。
【図９Ａ】図9Aから図9Iは、図3から6で示したマウス/ラットタンパク質に対応するヒト
タンパク質についての、利用可能なaccession numberを示す。
【図９Ｂ】図9A参照。
【図９Ｃ】図9A参照。
【図９Ｄ】図9A参照。
【図９Ｅ】図9A参照。
【図９Ｆ】図9A参照。
【図９Ｇ】図9A参照。
【図９Ｈ】図9A参照。
【図９Ｉ】図9A参照。
【図９Ｊ】図9A参照。
【図１０Ａ】図10Aから図10Jは、対象とする6つのSELDIピークのBioLynx分析の結果を示
す。図10Aは、「図10a：SELDI m/zピーク1（= 3771）に対応する1-Dゲルバンドで同定し
たタンパク質」を示す。
【図１０Ｂ】図10Bは、「図10b：SELDI m/zピーク2（= 3900）に対応する1-Dゲルバンド
で同定したタンパク質」を示す。
【図１０Ｃ】図10Cは、「図10c：SELDI m/zピーク3（= 4013）に対応する1-Dゲルバンド
で同定したタンパク質」を示す。
【図１０Ｄ】図10Dは、「図10d：SELDI m/zピーク4（= 8619）に対応する1-Dゲルバンド
で同定したタンパク質」を示す。
【図１０Ｅ】図10E及び図10Fは、「図10e：SELDI m/zピーク5（= 8834）に対応する1-Dゲ
ルバンドで同定したタンパク質」を示す。
【図１０Ｆ】図10E参照。
【図１０Ｇ】図10G及び図10Hは、「図10f：SELDI m/zピーク6（= 9172）に対応する1-Dゲ
ルバンドで同定したタンパク質」を示す。
【図１０Ｈ】図10G参照。
【図１０Ｉ】図10I及び図10Jは、「図10g：SELDI m/zピーク1（= 3770）及びピーク4（=8
618）に対応する1-Dゲルバンドで同定したタンパク質」を示す。
【図１０Ｊ】図10I参照。
【図１１Ａ】図11は、BioLynxを使用した、観察されたペプチド断片を分析する論理的根
拠を例示し、SELDIピークP1及びP2（図11a）並びにピークP4（図11b）に関するマウスのm
ajor urinary protein 1についての予測されたペプチド断片及び観察されたペプチド断片
を示す。スペクトル及びゲルイメージの下に、major urinary protein 1（前駆体、すな
わち全長）のアミノ酸配列を示す。その同定がMascotに由来するペプチドに下線を引いた
。強調した表示は、SELDIピークのm/zとマッチする、BioLynxによって予測されたペプチ
ドであり、Mascot（実験的に観察された）ペプチドも含む。テキストは、BioLynx予測ペ
プチドの相当するSwiss-Protアミノ酸残基番号を示す。また、タンパク質のシグナル配列
（最初の19個のアミノ酸）を、黒線で示し、この領域は、一般的には、成熟タンパク質を
生成するために除去される。
【図１１Ｂ】図11A参照。
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