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(57)【要約】
　ここで提供されているのは、ポンペ病患者が特異的薬理シャペロンでの治療に応答する
か否かを測定するための試験管内、生体外および生体内方法である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　タンパク質の活性が欠損している患者が、タンパク質のための特異的薬理シャペロンで
の治療に応答するか否かを判定する方法であって、
　ａ．　患者の体内または患者由来の細胞をタンパク質のための特異的薬理シャペロン（
ＳＰＣ）と接触させるステップと；
　ｂ．　特異的薬理シャペロンと接触させられていない細胞内のタンパク質活性を、特異
的薬理シャペロンと接触させられた細胞内のタンパク質活性と比較するステップと、
を含み、特異的薬理シャペロン（ＳＰＣ）と接触させられていない細胞中の活性に比べ、
特異的薬理シャペロン（ＳＰＣ）と接触させられた細胞内のタンパク質活性が充分に増加
した場合に、その個体が特異的薬理シャペロン（ＳＰＣ）での治療に応答することを表す
、方法。
【請求項２】
　活性の欠損が、タンパク質をコードする遺伝子内のミスセンス変異によってひき起こさ
れる、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　タンパク質が酵素である、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　酵素がリソソーム酵素である、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　患者がリソソーム貯蔵障害の診断を受けている、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　リソソーム酵素がα－グルコシダーゼであり、リソソーム貯蔵障害がポンペ病である、
請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　特異的薬理シャペロンが１－デオキシノジリマイシンであり、前記細胞が白血球、リン
パ芽球および線維芽細胞からなる群から選択される、請求項５に記載の方法。
【請求項８】
　細胞が白血球であり、特異的薬理シャペロンとの接触が生体外で起こる、請求項７に記
載の方法。
【請求項９】
　細胞がＴリンパ球であり、特異的薬理シャペロンとの接触が試験管内で起こる、請求項
７に記載の方法。
【請求項１０】
　Ｔリンパ球が、
　ａ．　患者から得た血液標本から白血球を分離するステップと；
　ｂ．　白血球を洗浄するステップと；
　ｃ．　Ｔリンパ球で富化された細胞培養を確立するステップと、
によって得られる、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　Ｔリンパ球が、約１～３日間特異的薬理シャペロン１－デオキシノジリマイシンの不在
下または存在下で培養される、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　１－デオキシノジリマイシンの不在下または存在下での培養が約３日間である、請求項
１１に記載の方法。
【請求項１３】
　α－グルコシダーゼ活性が、Ｔリンパ球由来の溶解物中の基質の加水分解を定量化する
蛍光分析検定を用いて判定される、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　患者が応答するか否かを表わす１－デオキシノジリマイシンの存在下における溶解物中
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の活性の充分な増加が、
　ｉ）　ベースライン活性が正常値の１％未満である場合には、培養後またはＳＰＣでの
処置後の活性が正常値の少なくとも２％でなくてはならない；
　ｉｉ）　ベースライン活性が正常値の１％～３％未満である場合には、培養またはＳＰ
Ｃでの処置後の活性はベースラインレベルの少なくとも２倍でなくてはならない；
　ｉｉｉ）　ベースライン活性が正常値の３％～１０％未満である場合には、培養または
ＳＰＣでの処置後の活性は正常値のベースラインレベルより正常値の少なくとも３％高い
ものでなくてはならない；
　ｉｖ）　ベースライン活性が正常値の１０％以上である場合には、培養またはＳＰＣで
の処置後の活性はベースラインレベルの少なくとも１．３倍でなくてはならない；
という基準にしたがって測定される、請求項１２に記載の方法。
【請求項１５】
　患者が応答するか否かを表わす１－デオキシノジリマイシンの存在下での活性の充分な
増加が、１－デオキシノジリマイシンの不在下での活性に比べて約２倍～約２５倍の間で
ある、請求項１２に記載の方法。
【請求項１６】
　患者が応答するか否かを表わす１－デオキシノジリマイシンの存在下での活性の充分な
増加が、１－デオキシノジリマイシンと共に培養されていない細胞内の活性に比べ、少な
くとも２０％である、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　患者に対し約２週間毎日１－デオキシノジリマイシンが投与される、請求項８に記載の
方法。
【請求項１８】
　投与が経口投与である、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　１－デオキシノジリマイシンが約５０～４０００ｍｇ／日の用量で投与される、請求項
１７に記載の方法。
【請求項２０】
　用量が約２５０～３０００ｍｇ／日である、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　用量が約２５００ｍｇ／日である、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　１－デオキシノジリマイシンが一日一回投与される、請求項１９に記載の方法。
【請求項２３】
　２週間の終りで血液標本を収集するステップおよび白血球を分離するステップをさらに
含む、請求項１７に記載の方法。
【請求項２４】
　ＧＡＡ活性が、白血球由来の溶解物中の基質の加水分解を定量化する蛍光分析検定を用
いて判定される、請求項１７に記載の方法。
【請求項２５】
　患者が応答するか否かを表わす１－デオキシノジリマイシンの存在下における溶解物中
の活性の充分な増加が、
　ｉ）　ベースライン活性が正常値の１％未満である場合には、培養後またはＳＰＣでの
処置後の活性が正常値の少なくとも２％でなくてはならない；
　ｉｉ）　ベースライン活性が正常値の１％～５％未満である場合には、培養またはＳＰ
Ｃでの処置後の活性はベースラインレベルの少なくとも２倍でなくてはならない；
　ｉｉｉ）　ベースライン活性が正常値の５％～１０％未満である場合には、培養または
ＳＰＣでの処置後の活性は正常値のベースラインレベルより正常値の少なくとも５％高い
ものでなくてはならない；
　ｉｖ）　ベースライン活性が正常値の１０％以上である場合には、培養またはＳＰＣで
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の処置後の活性はベースラインレベルの少なくとも１．５倍でなくてはならない；
という基準にしたがって測定される、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　白血球がＴリンパ球であり、特異的薬理シャペロンとの接触が試験管内で起こる、請求
項７に記載の方法。
【請求項２７】
　細胞がリンパ芽球であり、特異的薬理シャペロンとの接触が試験管内で起こる、請求項
７に記載の方法。
【請求項２８】
　リンパ芽球が、
　ａ．　患者から得た血液標本から白血球を分離するステップと；
　ｂ．　白血球を洗浄するステップと；
　ｃ．　リンパ芽球細胞系を確立するステップと、
によって得られる、請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　リンパ芽球が、約１～５日間特異的薬理シャペロン１－デオキシノジリマイシンの不在
下または存在下で培養される、請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　１－デオキシノジリマイシンの不在下または存在下での培養が約５日間である、請求項
２９に記載の方法。
【請求項３１】
　α－グルコシダーゼ活性が、リンパ芽球由来の溶解物中の基質の加水分解を定量化する
蛍光分析検定を用いて判定される、請求項３０に記載の方法。
【請求項３２】
　患者が応答するか否かを表わす１－デオキシノジリマイシンの存在下における溶解物中
の活性の充分な増加が、
　ｉ）　ベースライン活性が正常値の１％未満である場合には、培養後またはＳＰＣでの
処置後の活性が正常値の少なくとも２％でなくてはならない；
　ｉｉ）　ベースライン活性が正常値の１％～３％未満である場合には、培養またはＳＰ
Ｃでの処置後の活性はベースラインレベルの少なくとも２倍でなくてはならない；
　ｉｉｉ）　ベースライン活性が正常値の３％～１０％未満である場合には、培養または
ＳＰＣでの処置後の活性は正常値のベースラインレベルより正常値の少なくとも３％高い
ものでなくてはならない；
ｉｖ）　ベースライン活性が正常値の１０％以上である場合には、培養またはＳＰＣでの
処置後の活性はベースラインレベルの少なくとも１．３倍でなくてはならない；
という基準にしたがって測定される、請求項３０に記載の方法。
【請求項３３】
　患者が応答するか否かを表わす１－デオキシノジリマイシンの存在下での活性の充分な
増加が、１－デオキシノジリマイシンの不在下での活性に比べて約２倍～約７００倍の間
である、請求項３０に記載の方法。
【請求項３４】
　患者が応答するか否かを表わす１－デオキシノジリマイシンの存在下での活性の充分な
増加が、１－デオキシノジリマイシンと共に培養されていない細胞内の活性に比べ、少な
くとも２０％である、請求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
　ａ．　少なくとも１つのＴ細胞刺激剤と；
　ｂ．　特異的薬理シャペロンと；
　ｃ．　シャペロンのための標識された基質と；
　ｄ．　タンパク質増強検定を実施するための使用説明書と、
を含むキット。
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【請求項３６】
　Ｔ細胞刺激剤がマイトジェンである、請求項２６に記載のキット。
【請求項３７】
　マイトジェンがＰＨＡである、請求項２７に記載のキット。
【請求項３８】
　刺激剤がサイトカインである、請求項２６に記載のキット。
【請求項３９】
　サイトカインがＩＬ－２である、請求項２９に記載のキット。
【請求項４０】
　薬理シャペロンが１－デオキシノジリマイシンである、請求項２６に記載のキット。
【請求項４１】
　血液採取管、遠心分離管およびクライオチューブのうちの１つ以上をさらに含む、請求
項２６に記載のキット。
【請求項４２】
　タンパク質が酵素である、請求項２６に記載のキット。
【請求項４３】
　酵素がα－グルコシダーゼである、請求項３３に記載のキット。
【請求項４４】
　ＤＮＪで治療された患者の組織ホモジネート標本中でＧＡＡ活性測定の感度および精度
を増大させる方法において、レクチン（コンカナバリンＡ）結合マトリクスを用いてＧＡ
Ａおよびその他の糖タンパク質を捕捉するステップと、ＧＡＡ酵素活性を測定する前にＤ
ＮＪを洗浄するステップとを含む方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、内容が参照により本明細書に援用されている２００８年３月１２日出願のU.
S. Provisional Application No. 61/035,866に対する優先権を請求するものである。
【０００２】
　本発明は、ポンペ病患者が特異的薬理シャペロンによる治療の恩恵を受けるか否かを判
定するための方法を提供する。本発明は、１－デオキシノジリマイシン（ＤＮＪ）などの
薬理シャペロンに対する酸性α－グルコシダーゼ（ＧＡＡ）多様体の応答性を判定するた
めの複数の細胞べースの試験管内、生体外および生体内方法を例示する。この方法の原位
置応用は、ポンペ患者を同定しこれらの薬理シャペロンの投薬についての有用な情報を得
る一つの方途をも提供する。組織ホモジネート標本中のＧＡＡ活性を正確に測定する新規
の方法も同様に、本発明の主題である。
【背景技術】
【０００３】
　ポンペ病は、およそ４０種あるリソソーム貯蔵障害（ＬＳＤ）の１つである遺伝性代謝
性疾患である。ＬＳＤは、欠陥加水分解酵素に起因する細胞スフィンゴ糖脂質、グリコー
ゲンまたはムコ多糖体の蓄積によって引き起こされる一群の常染色体劣性疾患である。リ
ソソーム障害の例としては、ゴーシェ病（非特許文献１）、ＧＭ１－ガングリオシドーシ
ス（非特許文献２）、フコシドーシス（非特許文献３）、ムコ多糖症（非特許文献４）、
ポンペ病（非特許文献５）、ハーラー・シャイエ病（非特許文献６）、ニーマン・ピック
病Ａ型およびＢ型（非特許文献７）、およびファブリー病（非特許文献８）がある。
【０００４】
　全体が参照により本明細書に援用されているＦａｎらに対する特許文献１、特許文献２
、特許文献３、特許文献４および特許文献５にあるように、リソソーム貯蔵障害に関与す
る数多くの酵素について、特異的薬理シャペロン（「ＳＰＣ」）戦略が実証されてきた。
例えば変異ファブリー酵素α－ガラクトシダーゼＡ（α－Ｇａｌ　Ａ；ＧＬＡ）の効能あ
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る競合的阻害物質であるガラクトースの小分子誘導体１－デオキシガラクトノジリマイシ
ン（ＤＧＪ）が、試験管内にて中性ｐＨでヒト変性α－Ｇａｌ　Ａ（Ｒ３０１Ｑ）の安定
性を効果的に増大させ、それはＲ３０１ＱまたはＱ２７９Ｅの変異を有するファブリー患
者から確立されたリンパ芽球内の変異酵素活性を増強させた。その上、変異（Ｒ３０１Ｑ
）α－Ｇａｌ　Ａを過剰発現する遺伝子導入マウスに対してＤＧＪを経口投与すると、主
要な臓器内で酵素活性が実質的に上昇した（非特許文献９）。特許文献５に記述されてい
る別のイミノ糖、イソファゴミン（ＩＦＧ）およびその誘導体を用い、かつグルコセレブ
ロシダーゼに特異的なその他の化合物（共に２００４年１１月１２日出願の係属中の特許
文献６および特許文献７の中で記述されている）を用いて、ゴーシェ患者細胞由来のグル
コセレブロシダーゼ（酸性β－グルコシダーゼ、ＧＢＡ）の類似のレスキューが記述され
てきた。前述の特許文献２は、変異ＧＡＡを安定化しポンペ病の治療用の酵素の細胞レベ
ルを増大させることが予想される、１－デオキシノジリマイシン（ＤＮＪ）、α－ホモノ
ジリマイシンおよびカスタノスペルミンを含めた複数の小分子化合物を開示している。
【０００５】
　しかしながら、前述の通り、ＳＰＣ療法の成功が期待される候補は、安定化されＥＲか
ら外への輸送を可能にする立体配座へと折り畳まれる潜在性を有する酵素を産出する結果
となる変異を有していなければならない。ナンセンス変異などの酵素を激しく切断する変
異、またはシャペロンの結合を妨げる触媒ドメイン内の変異は、ＳＰＣ療法を用いて「レ
スキュー可能」または「増強可能」となる確率が低い。しかしながら、触媒部位の外にあ
ったとしても特異的変異の応答性を予測することは困難であることが多く、実証的実験を
必要とする。その上ＷＢＣは培養中（生体外）で短時間しか生存できないことから、ＧＡ
ＡのＳＰＣ増強についてのスクリーニングは困難である。
【０００６】
　ＳＰＣ療法を効果的に適用するためには治療開始に先立ち、ＳＰＣ療法に対する応答性
について患者をスクリーニングするための広く適用可能で高速かつ効率の良い方法を採用
する必要がある。したがって、当該技術分野においては、患者にとってコスト面および情
緒面の両方のメリットをもたらすため、治療の決定を下す前にＳＰＣを介した酵素増強の
ための潜在性を迅速に査定するための相対的に非観血的な方法に対するニーズがなおも存
在している。
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【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明は、一人の患者がＳＰＣ療法の候補であるか否かを判定し、任意には治療の成功
範囲を評価する目的で、ポンペ病患者に由来する単離したばかりのリンパ球およびモデル
哺乳動物の発現系内のＧＡＡ活性をＳＰＣの存在下または不在下で評価するための試験管
内および生体外検定を提供する。本発明は同様に、その他のタンパク質異常および／また
は酵素欠損症（例えば嚢胞性線維症、α－１－抗トリプシン欠損症、家族性高コレステロ
ール血症、ファブリー病およびアルツハイマー病の結果としてもたらされるタンパク質欠
損症）のための治療選択肢としてのＳＰＣの評価用基礎も含んでいる。付加的なタンパク
質欠損症については、全体が参照により本明細書に援用されているU.S. patent applicat
ion publication 20060153829を参照のこと。
【００１０】
　本出願の１つの態様は、ポンペ病を有する疑いのある患者から単離された白血球（例え
ばＴ細胞）内のＧＡＡ活性を判定することによりポンペ病を診断する改良型の方法に関す
る。
【００１１】
　本出願の第２の態様は、ポンペ病を有する疑いのある患者に由来するリンパ芽球および
／または線維芽細胞の細胞系の中のＧＡＡ活性を判定することによりポンペ病を診断する
改良型の方法を提供している。
【００１２】
　本発明は同様に、ＳＰＣ療法に対するＧＡＡの応答を評価するため単離したばかりの白
血球内のＧＡＡ酵素活性を原位置で測定する方法、およびさまざまな投薬計画の有効性に
関する情報をも提供する。例えば、本出願はさらに、治療期間後にＳＰＣ療法に対する生
体内ＧＡＡ応答を評価する方法を提供する。
【００１３】
　本発明は同様に、本出願の検定を実施するのに必要とされる構成要素を含む診断キット
をも提供している。
【００１４】
　本発明はさらに、組織ホモジネート標本中のＧＡＡ活性を正確に測定するための方法も
提供している。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】α－グルコシダーゼ（ＧＡＡ）酵素内に異なる変異を有するポンペ病患者から単
離した患者由来のリンパ芽球に対するＤＮＪの効果を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
　本発明は、ポンペ病患者に由来する細胞からの酵素活性をＳＰＣが増強するか否かの正
確な判定を可能にするためのいくつかの検定を提供する。これらの検定は、患者がＳＰＣ
療法の候補となるか否かの判定を可能にする。
【００１７】
　新しい生体外検定は、充分感度が良く、患者がＳＰＣに適合しているか否かについての
関連情報を得るために単離されたばかりの白血球について実施可能である。この検定は、
さまざまな基質（例えば当該技術分野において公知の蛍光発生基質、天然グリコーゲン基
質または新規蛍光発生基質）を利用し、現行の白血球（ＷＢＣ）検定よりもさらに感度が
良い。
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【００１８】
　単離された白血球、具体的にはＢ－リンパ球は、さらなる特徴づけのための補充可能な
リンパ芽球細胞系を生成するようにエプスタイン・バーウィルス（ＥＢＶ）での感染を介
して不死化され得る。リンパ芽球細胞系は、非観血的な、新しい試験管内検定を提供し、
同様に、疾病を引き起こす公知の変異全てを迅速に評価し、特異的変異を有する患者にお
いてＳＰＣ療法が有効であるか否かを判定するための非常に信頼性の高い方法をも提供す
る。
【００１９】
　遺伝子型特定と併用して、両方の検定共、新たに発見されたＧＡＡ変異（例えば自然突
然変異）がＧＡＡを誤って折り畳ませる原因となっているか、およびＳＰＣを用いて「レ
スキュー可能で」あるか否かを判定するための方法を提供する。
【００２０】
　本発明によると、単離されたばかりの白血球またはリンパ芽球または線維芽細胞系内の
リソソーム内でＧＡＡ酵素活性を原位置で測定して、患者がＳＰＣに対する応答性をもつ
か否かについてのデータを提供することができる。この検定は、また、リソソーム内の変
異ＧＡＡ酵素のレベルおよび活性を増大させるための有効な用量または投薬計画を決定す
ることにより、個々の患者について適切な投薬計画を開発し最適化するためにも使用可能
である。
【００２１】
　本発明の生体内検定は、単離されたばかりの白血球内のＧＡＡ活性を測定して、ＳＰＣ
療法に対し潜在性を有する患者を適格または不適格とするため被験薬を受けている間に患
者がＳＰＣに応答するか否かを判定する、最小限の観血性しか示さない方法である。
【００２２】
　本発明はさらに、組織ホモジネート標本中のＧＡＡ活性を正確に測定する方法を提供す
る。
【００２３】
　１－デオキシノジリマイシン（ＤＮＪ）で処置した標本中のＧＡＡ活性を測定すること
は、この化合物の残留レベルがＧＡＡを阻害し酵素活性測定値の低下を導く可能性がある
ため、困難である。本発明は、この阻害の問題を克服し、組織ホモジネート標本中のＧＡ
Ａ活性の正確な測定を可能にする新しい方法を提供する。この方法では、糖タンパク質を
それらの末端グルコースおよび／またはマンノース炭水化物を介して結合させるタチナタ
マメ由来のレクチンタンパク質であるコンカナバリンＡ（ＣｏｎＡ）が使用される。ＧＡ
Ａは、小胞体（ＥＲ）内で合成されるその他のタンパク質の大部分と同様、コア（Ｎ結合
とも呼ばれる）炭水化物を含有し、したがって同じくこのレクチンに結合する。本発明の
一実施形態は、遠心分離により堆積され得、ＧＡＡ活性の測定に先立ち１－デオキシノジ
リマイシン（ＤＮＪ）の効率の良い洗い出しを可能にする不溶性マトリクス（例えばアガ
ロースまたはセファロース）に共有結合によりカップリングされるＣｏｎＡを用いる方法
である。その上、ＣｏｎＡは炭水化物を介して糖タンパク質と結合することから、Ｃｏｎ
Ａ結合型Ｎ－グリカンと酵素活性部位の間には充分な距離が存在し、したがってなおも基
質結合および触媒作用が可能である。この方法は、数多くの異なる細胞型（野生型および
患者由来の一次末梢白血球、リンパ芽球線維芽細胞、筋芽細胞および過渡的にトランスフ
ェクトされたＣＯＳ－７細胞を含む）ならびに組織ホモジネート（多数の骨格筋および心
筋、脳、皮膚などを含む）内のＧＡＡ活性を測定するために使用可能である。したがって
この方法は、広範囲の細胞および組織内でＧＡＡ活性を測定するために有用である。
【００２４】
　その上、ＣｏｎＡの使用は実際、小さな体積上に糖タンパク質を濃縮させることにより
検定の感度および精度を改善させることができる。より具体的には、従来の検定は比較的
小さい体積（例えば１００マイクロリットル）で実施され、基質およびその他の試薬が検
定内に付加されることから、付加できる標本の量は典型的にはこの合計体積の一部分（例
えば半分未満）でしかない。このことは、検定内に充分な標本（体積）を添加できず、シ
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グナルがバックグラウンドよりわずかに高い（またはそれ以下の）ものであり得、そのた
めデータの精度が低くなるので、残留活性の低い患者由来の標本の場合、問題が多くなる
。ＣｏｎＡを使用することにより、リソソーム酵素などの関心対象の酵素を含め、本質的
に全ての糖タンパク質を小さい体積のビーズ上に捕捉することができる。したがって、従
来の方法を用いた場合は体積が限定されていることによる制約に起因してわずか５０マイ
クロリットル相当の標本しか検定できないのに対して、この新しい方法では、（ビーズの
高い結合能力のため）小さな体積（例えば２５マイクロリットル）のＣｏｎＡビーズ上に
１０００マイクロリッル相当の標本を捕捉し直接これらのビーズを検定することが可能と
なる。さらに優れたシグナルとしての有効な標本「濃度」が、結果としてもたらされ、最
終的に、はるかに正確な酵素活性測定値を与える。この改善された検定は、酵素活性が、
線維芽細胞およびその他の細胞型の１０分の１であることが多い患者のリンパ芽球につい
て作業を行う場合に特に有用である。
【００２５】
定義
　本明細書で使用される用語は、一般に、本発明の文脈内において、かつ各用語が使用さ
れる特定の文脈内で、当該技術分野におけるその通常の意味を有する。一部の用語につい
ては、本発明の組成物および方法そしてそれらの使用方法を記述する上で医師に付加的な
指針を提供するために、以下で、または本明細書の他の場所で論述される。
【００２６】
　酸性マルターゼ欠損症、グリコーゲン貯蔵症ＩＩ型（ＧＳＤＩＩ）および２型糖原病と
も呼ばれる「ポンペ病」という用語は、グリコーゲンを代謝するＧＡＡ遺伝子内の変異を
特徴とする遺伝性リソソーム貯蔵障害である。本明細書で使用される場合、この用語には
、この疾患の小児型、若年性および成人発症型が含まれる。
【００２７】
　「酸性α－グルコシダーゼまたはα－グルコシダーゼまたはＧＡＡ」は、グリコーゲン
、マルトースおよびイソマルトース内に存在するアルファ－１，４－およびアルファ－１
，６－結合－Ｄ－グルコースポリマーを加水分解するリソソーム酵素である。代替的名称
は以下の通りである：グルコアミラーゼ；１，４－α－Ｄ－グルカングルコヒドロラーゼ
；アミログルコシダーゼ；ガンマ－アミラーゼ；およびエキソ－１，４－α－グルコシダ
ーゼ、およびガンマ－アミラーゼ。ヒトＧＡＡ遺伝子は染色体１７ｑ２５．２－２５．３
に位置し、ＧｅｎＢａｎｋ登録番号Ｙ００８３９に示されたヌクレオチドおよびアミノ酸
配列を有する。ＧＡＡ酵素の誤った折り畳みまたは誤ったプロセッシングを結果としても
たらす変異としては、（３５５位のＬｅｕをＰｒｏに変える）Ｔ１０６４Ｃおよび（Ａｒ
ｇ７０２をＣｙｓに置換する）Ｃ２１０４Ｔが含まれる（Montalvo et al., Mol Genet M
etab. 2004; 81(3): 203-8）。さらに、Ｈｅｒｍａｎｓら、 (Human Mutation 2004; 23:
 47-56)は、酵素の成熟およびプロセッシングに影響を及ぼすＧＡＡ変異のリストを記述
している。かかる変異にはＬｅｕ４０５ＰｒｏおよびＭｅｔ５１９Ｔｈｒが含まれる。非
限定的な一実施形態においては、本発明の方法は、ＥＲ内でα－グルコシダーゼの不安定
な折り畳みを引き起こす変異に対して有用であると期待されている。
【００２８】
　「野生型活性」という用語は、１つの細胞内のＧＡＡの正常な生理学的機能を意味する
。例えば、ＧＡＡ活性には、グリコーゲン、マルトースおよびイソマルトースの中に存在
するα－１，４－およびα－１，６－結合－Ｄ－グルコースポリマーを加水分解する付随
する能力と共に、折り畳みとＥＲからリソソームへの輸送が含まれる。
【００２９】
　「野生型ＧＡＡ」という用語は、ＥＲ内で機能的立体配座を達成し、細胞内部で適正な
局在化を達成しかつ野生型活性（例えばグリコーゲンの加水分解）を示す、ＧＡＡをコー
ドするヌクレオチド配列、および前述のヌクレオチド配列によりコードされるポリペプチ
ド配列（ヒトＧＡＡ　ＧｅｎＢａｎｋ登録番号Ｙ００８３９）、およびＧＡＡポリペプチ
ドをコードするその他のあらゆるヌクレオチド配列（前述のポリペプチド配列と同じ機能
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的特性および結合親和力を有する）、例えば正常な個体における対立遺伝子多様体を意味
する。
【００３０】
　「患者」とは、特定の疾病の診断を受けた対象を意味する。患者はヒトまたは動物であ
ってよい。「ポンペ病患者」とは、ポンペ病の診断を受け、そして以下でさらに定義する
通り変異を受けたＧＡＡを有する個体を意味する。
【００３１】
　本明細書で使用される「変異α－グルコシダーゼ」または「変異ＧＡＡ」は、改変され
たα－グルコシダーゼアミノ酸配列を結果としてもたらす遺伝的変異を含む遺伝子から翻
訳されたα－グルコシダーゼポリペプチドを意味する。一実施形態においては、野生型α
－グルコシダーゼと比べた場合、ＥＲ内に通常存在する条件の下で天然の立体配座を達成
しないか、または野生型α－グルコシダーゼと比べて減少した安定性または活性を示すα
－グルコシダーゼタンパク質が変異の結果もたらされる。このタイプの変異は本明細書に
おいて「立体配座変異」と呼ばれ、かかる変異を担持するタンパク質は「立体配座変異体
」と呼ばれる。この立体配座を達成できない場合、結果としてα－グルコシダーゼタンパ
ク質は、タンパク質輸送系内の正常な経路を通して細胞内のその天然の位置までまたは細
胞外環境内に輸送されるのではなく、むしろ分解されるか凝集されることになる。一部の
実施形態においては、タンパク質の発現効率が低くなるという結果をもたらす変異、例え
ば転写効率、スプライシング効率、ｍＲＮＡ安定性などに影響を及ぼす変異が、α－グル
コシダーゼをコードする遺伝子の非コーティング部分の中で発生するかもしれない。α－
グルコシダーゼ薬理シャペロンの投与は、α－グルコシダーゼの野生型ならびに立体配座
変異多様体の発現レベルを増強することにより、このような効率の悪いタンパク質発現に
よってもたらされた欠損を改善することができる。或いは、ＥＲ内に蓄積するかもしれな
いスプライシング変異体またはナンセンス変異については、リソソーム加水分解酵素活性
を回復させることなく、変異体に結合し、変異体がＥＲを退出するのを補助するシャペロ
ンの能力が、ポンペ患者における一部の細胞病理を改善し、これにより症候を改善するの
に充分であるかもしれない。
【００３２】
　ＧＡＡの例示的変異としては、以下のものが含まれる：Ｄ６４５Ｅ (Lin et al., Zhon
ghua Min Guo Xiao Er Ke Yi Xue Hui Za Zhi. 1996;37(2):115-21)；Ｄ６４５Ｈ (Lin e
t al., Biochem Biophys Res Commun. 1995 17;208(2):886-93)；Ｒ２２４Ｗ、Ｓ６１９
ＲおよびＲ６６０Ｈ (New et al. Pediatr Neurol. 2003;29(4):284-7)；Ｔ１０６４Ｃお
よびＣ２１０４Ｔ (Montalvo et al., Mol Genet Metab. 2004;81(3):203-8)；Ｄ６４５
ＮおよびＬ９０１Ｑ (Kroos et al., Neuromuscul Disord. 2004;14(6):371-4)；Ｇ２１
９Ｒ、Ｅ２６２Ｋ、Ｍ４０８Ｖ (Fernandez-Hojas et al., Neuromuscul Disord. 2002;1
2(2):159-66)；Ｇ３０９Ｒ(Kroos et al., Clin Genet. 1998;53(5):379-82)；Ｄ６４５
Ｎ、Ｇ４４８Ｓ、Ｒ６７２ＷおよびＲ６７２Ｑ (Huie et al., Biochem Biophys Res Com
mun. 1998; 27;244(3):921-7)；Ｐ５４５Ｌ(Hermans et al., Hum Mol Genet. 1994;3(12
):2213-8)；Ｃ６４７Ｗ (Huie et al., Huie et al., Hum Mol Genet. 1994;3(7):1081-7
)；Ｇ６４３Ｒ (Hermans et al., Hum Mutat. 1993;2(4):268-73)；Ｍ３１８Ｔ (Zhong e
t al., Am J Hum Genet. 1991;49(3):635-45)；Ｅ５２１Ｋ (Hermans et al., Biochem B
iophys Res Commun. 1991;179(2):919-26)；Ｗ４８１Ｒ (Raben et al., Hum Mutat. 199
9;13(1):83-4)；およびＬ５５２ＰおよびＧ５４９Ｒ（未公開データ）。
【００３３】
　スプライシング変異体には、ＩＶＳ１ＡＳ、Ｔ＞Ｇ、－１３およびＩＶＳ８＋１Ｇ＞Ａ
）が含まれる。
【００３４】
　付加的なＧＡＡ変異体が同定され、当該技術分野において公知である。立体配座変異体
は、当業者であれば容易に同定可能である。
【００３５】
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　ＧＡＡの折り畳みひいては輸送を損なう変異は、タンパク質がゴルジ体に入るか否かを
判定するためのグリコシダーゼ処置または細胞内部のＧＡＡ局在化についての蛍光免疫染
色を伴うおよび伴わないパルスチェイス代謝標識などの当該技術分野において周知の日常
的検定によって判定することができる。野生型ＧＡＡは、１１０ｋＤの前駆体として分泌
され、これは次に９５ｋＤの中間体を介して７６ｋＤの成熟ＧＡＡに変換される。
【００３６】
　このような機能性は、このようなタンパク質の機能性を確立するものとして知られるあ
らゆる手段によって試験することができる。例えば、ＧＡＡ活性を判定するために、４－
メチルウンベリフェリル－α－Ｄ－グルコピラノシドなどの蛍光基質を用いた検定を使用
することができる。このような検定は、当該技術分野において周知である。（例えば前出
のＨｅｒｍａｎｓらを参照のこと）。
【００３７】
　本明細書中で使用される「特異的薬理シャペロン」（「ＳＰＣ」）または「薬理シャペ
ロン」という用語は、１つのタンパク質に対し特異的に結合し、（ｉ）そのタンパク質の
安定した分子立体配座の形成を増強する；（ｉｉ）ＥＲから別の細胞部位、好ましくは未
変性細胞部位へのタンパク質の輸送を誘発する、すなわちタンパク質のＥＲ関連分解を妨
げる；（ｉｉｉ）異常な折り畳み構造のタンパク質の凝集を妨げる；および／または（ｉ
ｖ）タンパク質に対する少なくとも部分的な野生型機能および／または活性を回復または
増強させるといった効果のうちの１つ以上を有する小分子、タンパク質、ペプチド、核酸
、炭水化物などを含むあらゆる分子を意味する。例えばＧＡＡに特異的に結合する化合物
とは、それが、関係するまたは無関係の酵素の包括的一群ではなく、ＧＡＡに結合しＧＡ
Ａに対しシャペロン効果を及ぼすことを意味する。より具体的には、この用語は、ＢｉＰ
などの内因性シャペロン、またはグリセロール、ＤＭＳＯまたは重水など、さまざまなタ
ンパク質に対する非特異的シャペロン活性を示した非特異的作用物質、すなわち化学的シ
ャペロンを意味しない（Welch et al., Cell Stress and Chaperones 1996；1(2):109-11
5；Welch et al., Journal of Bioenergetics and Biomembranes 1997；29(5):491-502；
U.S. Patent No. 5,900,360；U.S. Patent No. 6,270,954；およびU.S. Patent No. 6,54
1,195を参照のこと）。本発明においては、ＳＰＣは可逆的競合的阻害物質であってよい
。
【００３８】
　酵素の「競合的阻害物質」とは、基質とほぼ同じ場所で酵素を結合させるため酵素基質
の化学構造および分子幾何形状と構造的に類似する化合物を意味し得る。したがって、阻
害物質は、基質分子と同じ活性部位を獲得するために競合してＫｍを増大させる。競合阻
害は通常、阻害物質を変位させるために充分な基質分子が利用できる場合、すなわち競合
的阻害物質か可逆的に結合できる場合、可逆的である。したがって酵素阻害の量は、阻害
物質の濃度、基質濃度、および活性部位に対する阻害物質および基質の相対的親和力に左
右される。
【００３９】
　以下に記すのは、本発明により企図されている一部の（ＳＰＣ）特異的薬理シャペロン
についての記述である。
【００４０】
　１－デオキシノジリマイシン（ＤＮＪ）は、以下の構造を有する化合物を意味する。
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【化１】

【００４１】
　この用語は、遊離塩基および任意の塩形態の両方を含む。
【００４２】
　ＧＡＡのためのさらにその他のＳＰＣは、Ｆａｎらに対するU.S. Patent 6,599,919お
よびＭｕｇｒａｇｅらに対するU.S. Patent Application Publication US 20060264467の
中で記述されており、Ｎ－メチル－ＤＮＪ、Ｎ－エチル－ＤＮＪ、Ｎ－プロピル－ＤＮＪ
、Ｎ－ブチル－ＤＮＪ、Ｎ－ペンチル－ＤＮＪ、Ｎ－ヘキシル－ＤＮＪ、Ｎ－ヘプチル－
ＤＮＪ、Ｎ－オクチル－ＤＮＪ、Ｎ－ノニル－ＤＮＪ、Ｎ－メチルシクロプロピル－ＤＮ
Ｊ、Ｎ－メチルシクロペンチル－ＤＮＪ、Ｎ－２－ヒドロキシエチル－ＤＮＪおよび５－
Ｎ－カルボキシペンチル－ＤＮＪを含む。
【００４３】
　一実施形態では、ＳＰＣはＮ－メチルシクロプロピル－ＤＮＪおよびＮ－メチルシクロ
ペンチル－ＤＮＪから選択される。
【００４４】
　本明細書で使用されている通り、「特異的に結合する」という用語は、ＧＡＡなどのタ
ンパク質と薬理シャペロンの相互作用、具体的には、薬理シャペロンに接触するのに直接
参与するタンパク質のアミノ酸残基との相互作用である。薬理シャペロンが具体的に標的
タンパク質例えばＧＡＡを結合させて、関係あるまたは無関係のタンパク質の包括的基で
はなく、ＧＡＡに対してシャペロン効果を及ぼす。任意の所与の薬理シャペロンと相互作
用するタンパク質のアミノ酸残基は、そのタンパク質の「活性部位」の内部にあってもな
くてもよい。特異的結合は、日常的な結合検定を通してかまたは構造研究、例えば共結晶
化、ＮＭＲなどを通して評価され得る。ＧＡＡの活性部位は、基質結合部位である。
【００４５】
　「ＧＡＡ活性欠損」というのは、ポンペ病またはその他のあらゆる疾病（特に血液の病
気）を有していないまたはその疑いのない正常な個体における活性に（同じ方法を用いて
）比較して正常範囲より低い患者由来の細胞内のＧＡＡ活性を意味する。
【００４６】
　本明細書において使用される「ＧＡＡ活性を増強させる」または「ＧＡＡ活性を増大さ
せる」という用語は、ＧＡＡに特異的な薬理シャペロンと接触させられていない細胞（好
ましくは例えば早い時期にある同じ細胞または同じ細胞型のもの）内の量と比べて、ＧＡ
Ａに特異的な薬理シャペロンと接触させられた細胞内での安定した立体配座をとるＧＡＡ
の量を増大させることを意味する。この用語は同様に、タンパク質に特異的な薬理シャペ
ロンと接触させられていないＧＡＡの輸送に比べて、ＧＡＡに特異的な薬理シャペロンと
接触させられた細胞内でのリソソームへ向かうＧＡＡの輸送を増大させることをも意味す
る。これらの用語は野生型および変異ＧＡＡの両方を意味する。一実施形態において、細
胞内のＧＡＡの量の増大は、ＳＰＣで処置された細胞由来の溶解物中での人工的基質の加
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水分解を測定することによって測定される。加水分解の増加が、ＧＡＡ活性の増加を標示
する。
【００４７】
　「ＧＡＡ活性」という用語は、細胞中の野生型ＧＡＡの正常な生理学的機能を意味する
。例えば、ＧＡＡ活性には、グリコーゲン、マルトースおよびイソマルトース内に存在す
るアルファ－１，４－およびアルファ－１，６－結合－Ｄ－グルコースポリマーの加水分
解が含まれる。
【００４８】
　「応答者」とは、ポンペ病の診断を受け、かつ本明細書で請求されている方法にしたが
って治療され、１つ以上の臨床的症候の改善、改良または予防、あるいは疾病病理を標示
する１つ以上の代理臨床マーカーの改善または逆転を示す個体である。ポンペ病の症候ま
たはマーカーとしては、ＧＡＡ組織活性の低下；心筋症；心肥大；特に躯幹または下肢に
おける進行性の筋脱力；超低血圧症；巨大舌（そして一部のケースでは、舌の突出）；嚥
下、吸入および／または摂食困難；呼吸機能障害；肝腫脹（中度）；顔面筋肉弛緩；反射
消失；運動不耐性；労作性呼吸困難；起座呼吸；睡眠時無呼吸；起床時の頭痛；眠気；脊
柱前弯および／または脊柱側弯；深部腱反射の低下；腰痛；および動作発達指標の遵守不
能が含まれるが、これらに限定されない。
【００４９】
　上述の応答の１つ以上を達成する用量は「治療上有効な用量」である。
【００５０】
　「薬学的に許容できる」という語句は、生理学的に許容可能であり、ヒトに投与された
場合に典型的には、望ましくない反応を生成しない分子的実体および組成物を意味する。
好ましくは、本明細書で使用されている薬学的に許容できるという用語は、連邦または州
政府の規制機関により承認されていることまたは、動物、より詳細にはヒトにおける使用
のために米国薬局方またはその他の一般的に認知された薬局方の中に列挙されていること
を意味する。「担体」という用語は、化合物を投与する場合に用いられる希釈剤、アジュ
バント、賦形剤またはビヒクルを意味する。かかる薬学的担体は、水および油などの無菌
の液体であり得る。特に注射用溶液用の担体として、好ましくは、水または水溶液食塩溶
液およびデキストロースおよびグリセロール水溶液が利用される。適切な薬学的担体は、
"Remington's Pharmaceutical Sciences" by E.W. Martin, 18th Editionの中に記載され
ている。
【００５１】
　本明細書で使用される「単離される」という用語は、基準となる材料を、それが通常発
見される環境から取り出すことを意味する。したがって、単離された生物材料は細胞構成
要素、すなわちその材料が中で発見または産生される細胞の構成要素を含まない状態であ
り得る。核酸分子の場合、単離された核酸には、ＰＣＲ産物、ゲル上のｍＲＮＡバンド、
ｃＤＮＡまたは制限フラグメントが含まれる。別の実施形態において、単離された核酸は
好ましくは、それが発見され得る染色体から切除され、非調節、非コーティング領域また
は染色体中に発見された時点で単離核酸分子が含んでいた遺伝子の上流側または下流側に
位置するその他の遺伝子にもはや接合されていないことがより好ましい。さらに別の実施
形態において、単離核酸には１つ以上のイントロンが欠如している。単離核酸は、プラス
ミド、コスミド、人工染色体などに挿入された配列を含む。したがって、具体的実施形態
において、組換え型核酸は単離核酸である。単離タンパク質は、それが細胞内で会合して
いるその他のタンパク質または核酸またはその両方と、あるいはそれが膜結合タンパク質
である場合には細胞膜と会合していてよい。単離された細胞小器官、細胞、または組織は
、生体内でそれが見出される解剖学的部位から取り出される。単離された材料を精製して
もよいが、必ずしも精製する必要はない。
【００５２】
　「約」および「およそ」という用語は、一般に、測定の性質または精度から許容可能な
程度の測定数量についての誤差を意味する。典型的には、例示的な誤差の程度は所与の値
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または値範囲の２０パーセント（％）以内、好ましくは１０％以内、そしてより好ましく
は５％以内である。或いは、特に生体系において、「約」および「およそ」という用語は
、所与の値の好ましくは１０倍または５倍そしてより好ましくは２倍という範囲内にある
平均値であり得る。本明細書中で示されている数値的数量は、特に明記しないかぎり近似
であり、これは、明示的に記載されていない場合に「約」または「およそ」という用語が
暗示され得る、ということを意味している。
【００５３】
方法
　ＳＰＣ療法がポンペ病患者のための実行可能な治療となるか否かを容易に判定するため
、ポンペ病患者由来のリンパ芽球、ＷＢＣまたはＷＢＣサブセット内のＧＡＡ活性の非観
血的ＤＮＪレスキュー検定が開発された。
【００５４】
Ｉ、生体外検定
　一実施形態において、本発明の診断方法には、ポンペ病患者（またはポンペ病の疑いの
ある患者）由来の血液検体から白血球（大部分がＢおよびＴリンパ球）を単離することが
関与する。別の実施形態において、本発明の診断方法には、長期研究のため、単離された
ばかりのＢリンパ球からリンパ芽球細胞培養を確立することが関与する。両方の細胞モデ
ル系共、次に、ＳＰＣ例えばＤＮＪを伴ってまたは伴わずに処置され、溶解され、患者が
ＳＰＣ療法に応答する確率が高いか（すなわち患者が「応答者」であるか）否かを判定す
るため内因性ＧＡＡ活性の増強（すなわち増大）について検定される。
【００５５】
　この実施形態は以下のように実施可能である。
【００５６】
白血球の分離
　ＷＢＣは、例えば収集、遠心分離、分離および洗浄などの標準的技術を用いて調製され
る。より具体的には、ＷＢＣは、以下のステップにより調製可能である。
１．　血液標本をポンペ患者から採取する。具体的実施形態においては、（クエン酸ナト
リウム抗凝固剤および分離培地を含む）Ｂｅｃｔｏｎ－Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ社製のＡＣＤ
管などの適切な容器の中におよそ８～１０ｍＬを引き込む。
２．　抗凝固処理血液標本を次に高密度勾配例えばＦｉｃｏｌｌ－Ｈｙｐａｑｕｅ、Ｐｅ
ｒｃｏｌｌまたはその他の類似の密度勾配の最上部で層状化させ、赤血球、単球、顆粒球
などをペレット化しながら界面でＢおよびＴリンパ球を富化するように遠心分離する。
３．　血漿層の半分を（白血球層を混乱させることなく）廃棄し、白血球を含む残りの流
体を遠心分離管に移す。
４．　ＷＢＣを次にペレット化し、適切な等張性緩衝液例えばＰＢＳ中にペレット化した
細胞を再懸濁させることによって２回以上洗浄し、その後約３２０×ｇで約１５～２０分
間遠心分離する。
５．　その後ペレットを、小体積の適切な等張性緩衝液例えばＰＢＳを用いて再懸濁させ
る。ペレットの半分を凍結のためラベル付きクライオバイアルに移す。残りの半分を用い
て、以下で記述する通りＴ細胞培養を確立する。凍結させるべき標本を遠心分離し、その
後、凍結に先立ち例えばＲＰＭＩ　１６４０にＤＭＳＯを付加したものなどの小体積の適
切な等張性緩衝液中に再懸濁させる。
【００５７】
白血球細胞培養
　一実施形態において、以下のようにリンパ球細胞培養を確立し、分裂促進剤での刺激に
より拡張させる：
１．　上述のＦｉｃｏｌｌ単離に由来する洗浄済み細胞を、刺激性サイトカインおよび／
またはマイトジェンを補足したＲＰＭＩなどの適切な細胞培地中に再懸濁させる。提案さ
れた刺激性サイトカインは、ＩＬ－２、ＩＬ－１２、ＩＬ－１５フィトヘムアグルチニン
（ＰＨＡ）、コンカナバリンＡ（ｃｏｎＡ）およびアメリカヤマゴボウマイトジェンを含
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む。特定の実施形態においては、ＦＢＳ、ＩＬ－２および刺激性濃度のＰＨＡが補足され
た適切な体積のＲＰＭＩ　１６４０培地中に、リンパ球を再懸濁させる。これらのリンパ
球を次に適切な培養容器に移し、拡張に充分な時間、例えば約２～３日間インキュベート
することができる。
２．　リンパ球が拡張した後、低温保存培地用に補足された例えばＦＣＳおよびＤＭＳＯ
を含むＲＰＭＩ　１６４０培地を用いて、これらのリンパ球を低温保存してよい（約３×
１０６細胞／バイアルで）。これは、１ｍＬあたり５×１０５個の生存可能な細胞の割合
で５ｍＬの培養を解凍するのに充分である。
【００５８】
　当業者であれば、Ｔ細胞刺激性サイトカインまたはマイトジェンの適量を確認できるも
のの、典型的にはこのような作用物質は、サイトカインについては約１ｎｇ／ｍｌ～約２
５ｎｇ／ｍｌ（または約１００Ｕ／ｍｌ）の間の量で添加されるということが指摘される
。マイトジェンについては、濃度はマイトジェンについて約１０ｎｇ／ｍｌから約１０μ
ｇ／ｍｌの範囲にあり、大部分が低いμｇ／ｍｌ範囲内で有効である。
【００５９】
リンパ芽球の細胞調製
　リンパ芽球様細胞系（ＬＣＬ）は、増殖性懸濁培養を生成するためにエプスタイン・バ
ーウィルス（ＥＢＶ）で形質転換された白血球培養（主にＢ細胞）である。充分に確立さ
れたＬＣＬは、（遺伝的および代謝性の障害を有するものでさえ）非常に急速に成長して
いく可能性があることから、長期間にわたる超過密を防ぐためにその密度を入念に制御し
なければならない。非限定的な一実施形態おいて、以下のプロトコルが、被験化合物での
酸性α－グルコシド（ＧＡＡ）の測定のためのＬＣＬの細胞播種密度、被験化合物での処
置、処置化合物の洗い出し、溶解、そして検定について詳述している。
【００６０】
酵素活性／増強検定
　一実施形態において、以上で単離されたＴ細胞またはリンパ芽球（例えばおよそ２．５
×１０６）は、ＧＡＡ活性の変化を評価するのに充分な時間、例えばＴ細胞については２
日または３日間そしてリンパ芽球については５日間、例えばＤＮＪなどのＳＰＣの不在下
または存在下で適切な培養容器内で、培地中で成長させられる（凍結されている場合には
これに先立ち解凍される）。Ｔ細胞中でＧＡＡを増大させることが予想されるＤＮＪの用
量は、約２ｎＭ～約１５０μＭ、好ましくは約１μＭ～１００μＭそしてさらに好ましく
は約５μＭ～５０μＭの範囲内にある。具体的な一実施形態において、ＤＮＪは約２０μ
Ｍで添加される。リンパ芽球内でＧＡＡを増強させると予想されるＤＮＪの用量は、約２
ｎＭ～約３００μＭ、好ましくは約１μＭ～１００μＭ、そしてより好ましくは約５μＭ
～５０μＭの範囲内にある。具体的な一実施形態において、ＤＮＪは約３０μＭで添加さ
れる。細胞を遠心分離により収穫し、ＰＢＳで２回洗浄することができる。酵素活性につ
いての検定まで、ペレットを－８０℃に凍結させて貯蔵できる。
【００６１】
　その後、細胞は、１５０ｍＭのＮａＣｌ、２５ｍＭのＢｉｓ－Ｔｒｉｓおよび０．１％
のＴｒｉｔｏｎ－Ｘ１００（または脱イオン水）を含む溶解緩衝液の添加、室温でまたは
氷上での物理的破壊（ピペット操作、ボルテックス処理および／または撹拌、および／ま
たは音波処理）により溶解され、それに続いて溶解物を氷上でプールし、プールされた溶
解物を小さなアリコートに分割し凍結させる。
【００６２】
　溶解物を検定の直前に凍結することができ、ボルテックスミキサーを用いて懸濁させ音
波処理してから、例えばマイクロ平板中の適切なウェルに添加すべきである。その後４－
メチルウンベリフェリル－α－Ｄ－グルコピラノシド（４ＭＵ－ａｌｐｈａＧｌｃ）また
はその他の適切な標識されたＤＮＪ基質を添加し、短時間平板を穏やかに混合し、カバー
し、通常は約１時間である基質加水分解に充分な時間、３７℃でインキュベートする。反
応を停止させるために、各ウェルに対し、ｐＨ１０．７のＮａＯＨ－グリシン緩衝液（代
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替的には炭酸ナトリウム）添加し、平板を蛍光平板読み取り装置（例えば、Ｗａｌｌａｃ
　１４２０　Ｖｉｃｔｏｒ３(商標)または類似の計器）上で読み取る。励起および発光波
長は、習慣的にそれぞれ３５５ｎｍおよび４６０ｎｍに設定した。酵素活性の１単位は、
一時間あたり４－メチルウンベリフェロン１ｎｍｏｌｅの加水分解の触媒として作用する
酵素の量として定義される。各々の患者の標本に対して、少なくとも３つの正常な標本を
同時に試験すべきである。
【００６３】
　当業者であれば、この検定のさまざまな修正を容易に究明することができる。ＧＡＡ活
性を検出するために使用できる人工的基質の例としては、４ＭＵ－ａｌｐｈａＧｌｃが含
まれるが、これらに限定されるわけではない。明らかに、ヒトＧＡＡにより分割可能な基
質のみが使用に適している。蛍光発生基質の使用が好まれる一方で、発色性基質または免
疫定量化技術の使用を含め、ＧＡＡ活性を決定するその他の方法が、この方法での使用に
企図されている。
【００６４】
　一変形実施形態において、リンパ芽球細胞系（ＬＣＬ）内のＧＡＡの活性を増強させる
ＳＰＣの能力は、以下の非限定的実施例の中で記述される通りに判定することができる。
【００６５】
播種
・　全ての細胞培養作業は、無菌技術を用いてＢＬＩＩ　Ｂｉｏ－Ｓａｆｅｔｙキャビネ
ット内で実施することができる。合計７×１０６～１×１０７個の細胞をＴ７５に移すこ
とで、ＬＣＬ培養をＴ７５に拡張させ、４０ｍｌの３７℃完全成長培地を添加する。
・　細胞の密度および生存率に基づいてＴ７５フラスコ内で最適なＬＣＬ培養を選択する
。これらの培養について細胞計数を実施できる。一実施形態においては、１×１０６細胞
／ｍｌの細胞密度がＬＣＬを最高の生存率（例えば９０～９８％の生存率）に維持する。
１×１０６細胞／ｍｌより高い細胞密度は、培養内の全体的生存率を急激に低減させる可
能性がある。
・　少なくとも２０ｍｌの体積で例えば約２．０×１０５細胞／ｍｌの最終細胞密度を得
るのに適量の完全成長培地中で細胞懸濁液を調製するために、無菌の５０ｍｌの円錐形遠
心分離管を使用することができる。非限定的な一実施例において、原初の培養が１×１０
６細胞／ｍｌを含む場合、２０ｍｌの体積中２×１０５細胞／ｍｌの密度を作り上げるた
めにステージング管内の４ｍｌの細胞懸濁液に対し１６ｍｌの培地を添加すべきである。
４本のラベル付きＴ２５フラスコ内に、各５ｍｌの合計体積の割合で分注する。このプロ
セスを、処理すべき各ＬＣＬについて反復する。全てのフラスコを一晩、加湿された５％
ＣＯ２の３７℃インキュベータの中に入れる。必要であれば、原初のＴ７５の培養を拡張
させ、同じインキュベータに戻すことができる。
【００６６】
被験化合物での処置
・　被験化合物、例えばＤＮＪでの細胞の処置は、Ｔ２５フラスコ内へのそれらの播種か
ら２４時間後に実施される。
・　一実施形態では、各処置濃度５ｍｌずつが各細胞系に必要とされる。０、×、３×お
よび１０×被験化合物の濃度範囲にわたり、細胞系を被験化合物で処置する。
・　例えば各条件について無菌の１５ｍｌまたは５０ｍｌの遠心分離管内で、２×の被験
化合物原液を調製でき、５ｍｌの予備インキュベートした培養に５ｍｌの溶液を加える。
非限定的な一実施例においては、ＧＡＡの処置のためにＤＮＪを使用する場合、０、６０
、２００および６００μＭのＤＮＪという原液濃度が作られ、フラスコに加えられるとき
、最終濃度は、０、３０、１００および３００μＭのＤＮＪである。
・　次に各フラスコセットに、該当する処置濃度をマーキングし、例えば対応する懸濁原
液からの５ｍｌを各フラスコに加える。全てのフラスコを５日間インキュベータに戻す。
【００６７】
一晩の化合物洗い出し
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・　５日間（１２０時間）の処置後、細胞懸濁液中の培地の１００％を、化合物を含まな
い完全培地と以下の要領で交換する：
・　各Ｔ２５の中味を、濃度範囲の順序を維持するため予め付番した無菌の１５ｍｌの円
錐形遠心分離管に移す。
・　各セットを移した時点で、５ｍｌのブランクのＲＰＭＩ　１６４０（フェノールレッ
ド無し）で各Ｔ２５を洗浄する。
・　２１℃で１０分間、６００ｇで管を遠心分離する。転回中、吸引によりフラスコから
ブランクのＲＰＭＩを取り出し、無菌性を維持する。
・　遠心分離の後、吸引により管から上清を取り出しペレットを１０ｍｌの完全培地中に
再懸濁させる。細胞懸濁液をそのそれぞれのフラスコに戻す。全てのフラスコを一晩、５
％ＣＯ２の３７℃インキュベータに戻す。
【００６８】
細胞溶解
・　化合物洗い出しから１６～２４時間後、５０ｍｌのＧＡＡ溶解緩衝液に５個の完全－
ミニプロテアーゼ阻害薬錠剤を添加することにより細胞溶解溶液を調製し、穏やかに反転
させることにより室温で溶解させる。
・　各フラスコからＬＣＬを収集し、無菌の１５ｍｌの円錐形遠心分離管に移す。
・　２１℃で１０分間、６００ｇで管を転回させる。
・　遠心分離後、上清を除去し、室温で５ｍｌの１×ＰＢＳでピペットを用いて細胞ペレ
ットを再懸濁させる。室温で１０分間、６００ｇで転回させる。
・　ＰＢＳ洗浄の後、吸引により上清を除去し、（先に調製した）プロテアーゼ阻害薬を
伴うＧＡＡ溶解緩衝液１．５ｍｌを添加する。
・　１ｍｌに設定したｐ１０００マイクロピペットを用いて、気泡（ｂｕｂｂｌｅ）また
は泡（ｆｏａｍ）を生成させずに溶解緩衝液の中に穏やかにかつ完全にペレットを再懸濁
させる。
・　室温で５分間、８００ｇで管を転回させ、室温で保管する。
【００６９】
検定
・　９６ウェルのクラスターチューブラックに溶解物上清を移す。各溶解物をクラスター
ラックの１本のチューブに加えることができる。
・　キャップを備えたクラスターチューブラックの中で４℃で最高２週間、活性に影響を
与えずに溶解物を保管することができる。
【００７０】
タンパク質検定（マイクロ－ＢＣＡ）
・　細胞溶解上清中のタンパク質の判定をＰｉｅｒｃｅマイクロ－ＢＣＡキット（Ｐｉｅ
ｒｃｅ＃２３２３５）を用いて実施する。ＢＣＡ検定のためには、黒色９６ウェル平底平
板を使用すること。
・　９６ウェル平板内に、以下の要領でＢＳＡ連続希釈物を生成する。行ＡおよびＢ（合
計２４ウェル）に１００μｌのｄｉＨ２Ｏを添加する。キットに具備された２ｍｇ／ｍｌ
のＢＳＡ溶液１００μｌをウェルＡ１およびＢ１に加え、ピペット操作によって混合する
。Ａ１からＡ２に１００μｌを移し、ピペット操作により混合し、次にＡ２からＡ３に１
００μｌを移す。行Ａの残りについてこの要領で続行し、行Ｂについてプロセスを反復す
る。
・　別の黒色平板内で、使用すべき全ての標準、ブランクそして標本ウェルに１３０μｌ
のｄｉＨ２Ｏを加える。
・　行ＡおよびＢにＢＳＡ連続希釈物２０μｌを移す。
・　ブランクとして行Ｃに２０μｌのＧＡＡ溶解緩衝液を添加する。
・　各標本からの２０μｌを、平板地図に示されている通りにデュプリケートウェル内に
加える。
・　１５０μｌのＢＣＡ反応試薬（マイクロ－ＢＣＡキット内に含まれているもの：２５
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μｌの試薬Ａ、２４ｍｌの試薬Ｂ、および１ｍｌの試薬Ｃ）を全ての標準、ブランク、お
よび標本ウェルに加える。
・　平板を３７℃で２時間インキュベートする。
・　インキュベーションの後、Ａ５５０ｎｍでマルチウェル平板読取り装置上で平板の吸
光度を測定する。Ｅｘｃｅｌで予め作製したテンプレートを用いてこれらのデータを変換
して、各溶解物中のタンパク質濃度を計算する。これを４－ＭＵ活性計算と共に使用して
、一時間タンパク質１μｇあたりに放出された４－ＭＵを判定する。
【００７１】
ＧＡＡ活性検定
・　室温で２５ｍｇの基質に対し２５０μｌのＤＭＳＯを添加しそれをボルテックス処理
により溶解することによって、１ｍｇ／ｍｌの４－メチルウンベリフェリル－アルファ－
Ｄ－グルコピラノシド溶液を、検定日毎に新鮮な状態で（１時間以内に使用）調製する。
その後、５０ｍｌの円錐遠心分離管中の２５ｍｌのＧＡＡ反応緩衝液（（氷酢酸を伴う）
６７ｍＭの酢酸カリウム、ｐＨ４．０）に対しこの溶液を加え、暗所に保つ。
・　黒色９６ウェル組織培養平板内で、全ての標本およびブランクウェルに対し室温で以
上で調製された基質溶液７５μｌを加える。
・　ブランクとして用いるため、行ＧにＧＡＡ溶解緩衝液を２５μｌ添加する。
・　最終的に、各列内の行Ａ－Ｆに対して、各々の溶解物２５μｌを添加する。各溶解物
を、列１本あたり１種の溶解物の割合で６つの別々のウェル内に入れる。同じ平板内で最
高３つの細胞系を検定することができる。２時間３７℃で平板をインキュベートする。
・　インキュベーションの後、インキュベータから平板を取り出し、全ての標本およびブ
ランクウェルに対し１００μｌの０．５Ｍの炭酸ナトリウムを添加することにより反応を
停止させる。
・　各平板の行Ｈ内で、４－ＭＵ標準曲線を生成する。すなわち、５０μｌの０．５Ｍ炭
酸ナトリウムおよび５０μｌのＧＡＡ反応緩衝液を行Ｈに添加する。次に、１００μｌの
４－メチルウンベリフェロン１５μＭ溶液をウェルＨ１およびＨ７に添加する。これらの
ウェルを各々合計６ヶ所（Ｈ１～Ｈ６；そしてデュプリケートとしてＨ７～Ｈ１２）につ
いて１：２の比率でこれらのウェルを連続希釈する。
・　３５５ｎｍの発光および４６０ｎｍの励起フィルタを用いてマルチウェル平板読取り
装置上で平板を読取る。Ｅｘｃｅｌで予め作製したテンプレートを用いてデータを変換し
て、ＢＣＡタンパク質検定を介して判定したタンパク質濃度を用いて１時間あたりの総タ
ンパク質１ｍｇあたりに放出されたｎｍｏｌの４－ＭＵを計算する。
【００７２】
　診断および予後診断。ポンペ病を診断するための診断検定としての使用のために、増強
検定を実施するのに先立つＤＮＪの存在下でのＴ細胞またはリンパ芽球を培養するステッ
プを単に削除することにより、Ｔ細胞またはリンパ芽球検定を容易に修正することが可能
である。その代りに、ポンペ病の疑いのある個体から確立させたＴ細胞またはリンパ芽球
内のＧＡＡの活性を、対照として正常な個体由来のＴ細胞またはリンパ芽球を用いて定量
することができる。その上、ＧＡＡ活性およびＳＰＣ増強検定の両方を、１名の患者の標
本に由来する同じＴ細胞またはリンパ芽球を用いてほぼ同時に実施することができる。そ
れにより束縛されるわけではないものの、Ｔ細胞はより多くのＧＡＡ（ＷＢＣと比較して
正常なＴ細胞内のＧＡＡははるかに高い）を発現しうることから、誤差範囲が小さくなる
ため、１名の患者が正常範囲より低いＧＡＡを有するか否かをより正確に確認することが
さらに容易になる。したがって、Ｔ細胞検定の使用により、潜在的に誤診を防ぐことがで
きると思われる。
【００７３】
　さらに、ＧＣＣ活性が治療開始前に比べ増大した状態にとどまっていることを確認する
目的で、ＳＰＣ療法が開始された患者の進展を定期的に監視するために修正された検定を
使用することもできる。
【００７４】
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ＩＩ．　生体内検定
　第２の実施形態においては、生体内でのＳＰＣによるＧＡＡ増強についてＷＢＣが評価
される。この実施形態においては、患者に由来するＷＢＣ中のＧＡＡ活性が、ベースライ
ン値を得る目的でＳＰＣ投与に先立ち査定される。次に充分な時間、例えば約１０日～約
２週間、ＤＮＪ（例えば２５００ｍｇ／日）を毎日患者に投与し、その後に血液を抽出し
ベースライン値からのＧＡＡ活性の変化を判定する。投与の前後のいずれかに細胞を培養
する必要はない。
【００７５】
　生体内評価期間中のＤＮＪ投与の用量および投薬計画は、変異間できわめて不均一度が
高いことから患者によっておよび患者の残留ＧＡＡ活性によって変動してよい。非限定的
例としては、大部分の「レスキュー可能な」個体においてＧＡＡを増大させるのに充分で
あると予想される用量および計画は、その全体が参照により本明細書に援用されている２
００８年２月１２日付けのU.S. Provisional Application 61/028,105中で記載されてい
る通りである。
【００７６】
　本発明に係るＤＮＪの投与は、任意の投与経路に適した調合物の形で行われてよいが、
好ましくは、錠剤、カプセルまたは溶液などの経口剤形で経口投与される。この検定につ
いては、経口投与の場合において、食物と共に摂取すると生物学的利用能が低くなり、こ
れにより結果が不正確になる恐れがあるかもしれないため、食物無しでＤＮＪを患者に投
与すること（例えば投薬の前後２時間は絶食）が好ましい。
【００７７】
　ＥＲＴなどのその他の療法を受けている患者は、最も正確な結果を確実にするため、生
体内検定に先立ち少なくとも約２８日間治療を中止することを望むかもしれない。
【００７８】
白血球分離
　試験管内検定について上述した通りにＷＢＣを単離し分離する。ただし、凍結に先立ち
ペレットにはＲＰＭＩ培地もＤＭＳＯも一切添加しない（以上の「白血球の分離」という
題の節内のステップ５の通り）。
【００７９】
酵素活性／増強検定
　氷上でペレットを解凍し、充分な時間、溶解緩衝液の添加および物理的破壊（例えばボ
ルテックスミキサーの使用および撹拌、および／または室内での音波処理など）によって
細胞を溶解させ、その後氷上のポリプロピレン管内で溶解物をプールし、次にプールした
溶解物を凍結のためアリコートに分割する。
【００８０】
　その後、氷上でＷＢＣ溶解物を解凍し、混合する（ここでも音波処理および／またはボ
ルテックス処理による）。各溶解物の標本ならび標準および陰性対照を次に、例えば２４
または９６ウェルのマイクロ平板内の適切なウェルに添加する。その後、全てのウェルに
対し、例えばｐＨ４．６のクエン酸塩／リン酸緩衝液中の４ＭＵ－ａｌｐｈａＧｌｃなど
の標識された基質を添加し、周囲温度で短時間インキュベーションを行なう。その後平板
を素早く混合し、例えば約１時間といった、基質加水分解を可能にするのに充分な時間３
７℃でインキュベートする。充分な時間の後、停止緩衝液を添加することにより反応を停
止させ、蛍光平板読取り装置（例えばＷａｌｌａｃ　１４２０　Ｖｉｃｔｏｒ３(商標)）
上で平板を読取って１ウェルあたりの酵素活性を判定する。
【００８１】
　当業者であれば、この検定のさまざまな修正を容易に究明することができる。ＧＡＡ活
性を検出するために使用できる人工的基質の例としては、４ＭＵ－ａｌｐｈａＧｌｃが含
まれるが、これらに限定されるわけではない。明らかに、ヒトＧＡＡにより分割可能な基
質のみが使用に適している。蛍光発生基質の使用が好まれる一方で、発色性基質または免
疫定量化技術の使用を含め、ＧＡＡ活性を決定するその他の方法が、この方法での使用に
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企図されている。
【００８２】
適格性判定基準
　ＳＰＣ療法に対する適格性を判定するための基準は、ベースラインにおける患者の残留
酵素活性、すなわち試験管内検定において未処置のＴ細胞またはリンパ芽球内で判定され
る活性、または生体内検定におけるＳＰＣ投与に先立つＷＢＣ内の活性によって左右され
る。残留活性が低ければ低いほど、患者が治療に対して応答する確率の高い応答者とみな
されるのに必要な増強度は大きくなる。
【００８３】
　一実施形態において、試験管内検定に対する適格性を判定するための基準は、以下の通
りである：
・　リンパ球またはリンパ芽球中のベースラインＧＡＡ活性が１つの規定値（例えば正常
値の１％）より低い場合には、ＤＮＪでのインキュベーション後のＧＡＡ活性は、その規
定値の活性の少なくとも２倍（例えば正常値の２％）でなくてはならない；
・　リンパ球またはリンパ芽球内のベースラインＧＡＡ活性が複数の規定値の間（例えば
正常値の１％と正常値の３％未満の間）にある場合には、ＤＮＪでのインキュベーション
の後のＧＡＡ活性は、１つの規定値（例えばベースラインレベル）の少なくとも２倍でな
くてはならない。
・　リンパ球またはリンパ芽球内のベースラインＧＡＡ活性が複数の規定値の間（例えば
正常値の３％と正常値１０％未満の間）にある場合には、ＤＮＪでのインキュベーション
の後のＧＡＡ活性は、ベースラインレベルに比べて正常値の少なくとも３％高くなくては
ならない；そして、
・　リンパ球またはリンパ芽球内のベースラインＧＡＡ活性が１つの規定値（例えば正常
値の１０％以上）より高い場合には、ＤＮＪでのインキュベーション後のＧＡＡ活性は、
１つの規定値の少なくとも１．３倍（例えばベースラインレベルの１．３倍）でなくては
ならない。
【００８４】
　一実施形態においては、生体内検定を目的として、適格性基準を判定するのに以下の基
準が使用される：
・　ベースラインＧＡＡが、１つの規定値（例えば正常値の１％）より低い場合には、Ｄ
ＮＪでの処置後１５日目のＧＡＡ活性は、この規定値の活性の少なくとも２倍（例えば正
常値の２％）でなくてはならない；
・　ベースラインＧＡＡが複数の規定値の間（例えば正常値の１％と正常値の５％未満の
間）にある場合には、ＧＡＡ活性は、処置期間の後１つの規定値（例えばベースラインレ
ベル）の少なくとも２倍でなくてはならない；
・　ベースラインＧＡＡが複数の規定値の間（例えば正常値の５％と正常値の１０％未満
の間）にある場合には、ＧＡＡ活性は、処置期間の後ベースラインレベルに比べて正常値
の少なくとも５％高くなくてはならない；そして
・　ベースラインＧＡＡが１つの規定値（例えば正常値の１０％以上）より高い場合には
、ＧＡＡ活性は、処置期間の後１つの規定値の少なくとも１．５倍（例えばベースライン
レベルの１．５倍）でなくてはならない。
【００８５】
　一変形実施形態においては、試験管内または生体内のいずれの検定においてであれ、Ｓ
ＰＣと共に培養されてない細胞内の活性に比べＳＰＣと共に培養された細胞における少な
くとも約２０％の活性の増加が、患者がＳＰＣ療法に対して臨床的に適切な（治療上有効
な）応答性を有することの標示であってよい。
【００８６】
　この発見は、特にポンペ病、そして一般的にはリソソーム貯蔵障害の診断を改善するた
め、およびその臨床的治療決定を容易にするための方法を提供する。その上、この方法は
、該当する細胞型における遺伝的に定義された広範囲の疾病に拡大することができる。こ
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の種の疾病としては、その他のリソソーム貯蔵障害、なかでも嚢胞性線維症（ＣＦＴＲ）
（呼吸器または汗腺上皮細胞）、家族性高コレステロール血症（ＬＤＬ受容体；ＬＰＬ含
脂肪細胞または血管内皮細胞）、癌（ｐ５３；ＰＴＥＮ－腫瘍細胞）、およびアミロイド
ーシス（トランスサイレチン）が含まれる。
【００８７】
キット
　本発明は同様に、療法的治療の決定を行うための市販の診断用テストキットをも提供す
る。このキットは、任意には使用説明書および分析指針を含め、当然のことながら患者の
血液以外の、各検定を準備し実行するための上述の、そして以下の実施例中に論述されて
いる全ての材料を１つの便利なパッケージ内に提供するものである。
【００８８】
　非限定的な一実施例としては、ＧＡＡ活性を評価するためのキットは最低限、次のもの
を含んでいてよい：
ａ．少なくとも一つのＴ細胞刺激剤；
ｂ．特異的薬理シャペロン；および
ｃ．（適切な標準を含む）酵素検定用の発色性または蛍光発生基質
【００８９】
　キットは同様に、タンパク質増強検定を最適な形で実施するための使用説明書をも含ん
でいてよい。別の実施形態において、キットは適切な試験管、緩衝液（例えば溶解緩衝液
）およびマイクロ平板を含んでいる。
【００９０】
　一実施形態において、ＳＰＣは、乾燥形態で供給され、添加の前に再構成される。
【００９１】
　別の実施形態において、本発明は、ポンペ病の診断用キットを提供する。この実施形態
において、ＳＰＣはキット内に含まれず、使用説明書は、特に診断向けに調整される。
【００９２】
　ＳＰＣでの酵素増強について陽性である患者は、このときその作用物質で治療でき、一
方特定の作用物質で酵素増強を示さない患者は治療を回避でき、こうして費用を節減し、
一つの治療法に応答しないという感情的痛手を予防することになる。
【実施例】
【００９３】
　本発明は、以下で提示される実施例を用いてさらに記述される。このような実施例の使
用は単に例示を目的としているにすぎず、本発明およびいずれかの例示された用語の範囲
および意味をいかなる形であれ限定するものではない。同様にして、本発明は、本明細書
中に記載された任意の特定の好ましい実施形態に限定されない。実際、本発明の多くの修
正および変形形態が、本明細書の読了時点で当業者に明らかとなる。したがって、本発明
は、クレームが資格を有する等価物の全範囲と合わせて、添付クレームの文言によっての
み限定されるべきものである。
【００９４】
実施例１：ＧＡＡ活性に対するＳＰＣの効果を評価するための試験管内／生体外方法
　本実施例は、患者由来のリンパ芽球のＤＮＪに対する応答性が生体外で判定された、ポ
ンペ病患者の特異的薬理シャペロンに対する応答性を判定するための試験管内診断検定を
提供する。この検定は同様に、患者由来の線維芽細胞を使用して実施してもよい。
【００９５】
Ａ．患者集団
　生体外研究は、遅発性ＧＳＤ－ＩＩを患う１４名の男性および１２名の女性、ＧＳＤ－
ＩＩを患う３名の未成年男性（５、１１および１２才）、およびＧＳＤ－ＩＩを患う１名
の女児（１才）を含んでいた。患者の年齢範囲は１才～７２才であり、患者３０名中１９
名が酵素補充療法（３名の患者についてのＥＲＴ状態は未知である）を受けており、酵素
注入の直前に採血された。全ての成人および未成年の患者が、共通スプライシング変異（
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ＩＶＳ１　１３Ｔ＞Ｇ）またはミスセンス変異を少なくとも１コピー有していた。成人２
３名中２３名、未成年３名中２名がＩＶＳ１　１３Ｔ＞Ｇ変異を１コピー有していた。成
人２３名中８名および未成年３名中２名が、ミスセンス変異の少なくとも１つのコピーを
有していた。
【００９６】
Ｂ．患者由来のリンパ芽球細胞の調製およびＤＮＪでの処置
　リンパ芽球細胞系は２６名の患者に由来し、５日間これをＤＮＪ（０、３０、１００お
よび３００μＭ）で処置した。リンパ芽球様細胞系（ＬＣＬ）は、増殖性懸濁培養を生産
するためにエプスタイン－バーウィルス（ＥＢＶ）で形質転換された白血球培養（主とし
てＢ細胞）である。白血球培養を実施例２で記述する通りに調製し、ＥＢＶで形質転換さ
せて、リンパ芽球細胞を確立した。確立したＬＣＬは（遺伝的および代謝性障害がある場
合でさえ）非常に急速に成長し得ることから、その密度を入念に制御して、長時間にわた
る超過密を防止しなければならない。以下のプロトコルは、細胞播種密度、被験化合物（
すなわちＤＮＪ）での処置、処置化合物の洗い出し、溶解および、被験化合物での酸性α
－グルコシド（ＧＡＡ）の測定のためのＬＣＬの検定について詳述している。
【００９７】
１．　供給物
　・　Ｔ２５フラスコ－処置すべき各細胞系（ＢＬ＃３５３１３６、３５３１０９）につ
いて４本、
　・　無菌ピペット
　・　マイクロピペット（シングルまたはマルチチャンネル）および無菌チップ
　・　無菌の１５ｍｌおよび５０ｍｌの円錐形遠心分離管（ＢＤ＃３５２０９８、３５２
０９７）
　・　無菌吸引ピペット
　・　マイクロ－ＢＣＡキット（Ｐｉｅｒｃｅ＃２３２３５）
　・　９６ウェルのクラスターチューブラック（Ｃｏｓｔａｒ＃４４１３）
　・　９６ウェルの黒色平底培養平板（Ｃｏｓｔａｒ＃３６０３）
　・　９６ウェルの透明平底培養平板（Ｃｏｓｔａｒ＃３５３０７２）
【００９８】
２．　試薬
　・　ＲＰＭＩ　１６４０（Ｌ－グルタミン入り；Ｍｅｄｉａｔｅｃｈ、Ｈｅｒｎｄｏｎ
、ＶＡ　＃１００４０ＣＶ）
　・　ＲＰＭＩ　１６４０（フェニールレッド含まず、Ｍｅｄｉａｔｅｃｈ＃１７１０５
ＣＶ）
　・　ウシ胎児血清（ＦＢＳ、熱不活性化、無菌ろ過済み；Ｍｅｄｉａｔｅｃｈ＃３５０
１１ＣＶ）
　・　1ＸＰＢＳ（Ｍｅｄｉａｔｅｃｈ＃２１０４０ＣＶ）
　・　被験化合物（Ａｍｉｃｕｓ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　Ｄｅｐｔ．）
　・　４－メチルウンベリフェリル－α－Ｄ－グルコピラノシド（４－ＭＵＧ－α、Ｍｅ
ｌｆｏｒｄ＃Ｍ１０９６）、
　・　４－メチルウンベリフェロン（４－ＭＵ、Ｓｉｇｍａ＃Ｍ１３８１）
　・　ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ、Ｓｉｇｍａ＃Ｄ２６５０）
　・　０．５Ｍ炭酸ナトリウム（Ｓｉｇｍａ＃Ｓ７７９５）
　・　完全ミニプロテアーゼ阻害物質（Ｒｏｃｈｅ＃１１８３６１５３００１）
　・　ＧＡＡ溶解緩衝液は以下のものを含む：
　　・　１５０ｍＭＮａＣｌ（Ｆｉｓｈｅｒ＃Ｓ２７１）
　　・　２５ｍＭ　Ｂｉｓ－Ｔｒｉｓ（Ｓｉｇｍａ＃Ｂ９７５４）
　　・　０．１％のＴｒｉｔｏｎ－Ｘ１００（Ｓｉｇｍａ＃Ｔ９２８４）
　・　ＧＡＡ反応緩衝液
　　・　６７ｍＭの酢酸カリウム（氷酢酸を含む）ｐＨ４．０
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　　　ｏ　Ｆｉｃｈｅｒ＃Ｐ２５０（ＫＯＨ）
　　　ｏ　Ｆｉｓｈｅｒ＃Ａ３８（氷ＨＯＡｃ）
　・　完全成長培地
　　・　１０％のＦＢＳおよび１％のＬ－グルタミンを伴うＲＰＭＩ　１６４０
【００９９】
３．　機器
　・　５％ＣＯ２、３７℃の加湿型インキュベータ（Ｔｈｅｒｍｏ　３１１０　Ｓｅｒｉ
ｅｓ　ＩＩ）
　・　冷凍遠心器（Ｆｉｓｈｅｒ＃１３－１００－５８１　Ａｃｃｕｓｐｉｎ　１Ｒ）
　・　Ｗａｌｌａｃ　Ｖｉｃｔｏｒ３平板読取り装置（Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ＃１４
２０－０１２）
　・　ＢｉｏｈａｚａｒｄレベルＩＩ　Ｂｉｏｓａｆｅｔｙキャビネット。
【０１００】
４．　播種
　　１．　全ての細胞培養作業は、無菌技術を用いてＢＬＩＩ　Ｂｉｏ－Ｓａｆｅｔｙキ
ャビネット内で実施した。合計７ｅ６－１ｅ７個の細胞をＴ７５に移すことでＴ７５まで
ＬＣＬ培養を拡張させ、３７℃の完全成長培地４０ｍＬを加えた。
　　２．　細胞の密度および生存率に基づいて、Ｔ７５フラスコ内で最適なＬＣＬ培養を
選択した。これらの培養について細胞計数を実施した。通常、１ｅ６細胞／ｍｌの細胞密
度が、ＬＣＬを最高の生存率（９０～９８％の生存率）に維持する。１ｅ６細胞／ｍｌよ
り高い細胞密度は、培養内の全体的生存率を急激に低減させる。
　　３．　無菌の５０ｍｌの円錐形遠心分離管を使用して、少なくとも２０ｍｌの体積で
約２．０×１０５細胞／ｍｌの最終細胞密度を得るのに適量の完全成長培地中で細胞懸濁
液を調製した。（例えば、原初の培養が１ｅ６細胞／ｍｌを含む場合、２０ｍｌの体積中
２ｅ５細胞／ｍｌの密度を作り上げるためにステージング管内の４ｍｌの細胞懸濁液に対
し１６ｍｌの培地を添加すべきである。）４本のラベル付きＴ２５フラスコ内に、各５ｍ
ｌの合計体積の割合で細胞懸濁液を分注した。このプロセスを、処理すべき各ＬＣＬにつ
いて反復する。全てのフラスコを一晩、加湿された５％ＣＯ２の３７℃インキュベータの
中に入れた。必要であれば、原初のＴ７５の培養を拡張させ、同じインキュベータに戻す
ことができる。
【０１０１】
５．　被験化合物での処置
　　１．　ＤＮＪ被験化合物での細胞の処置を、Ｔ２５フラスコ内への細胞の播種から２
４時間後に実施した。
　　２．　各々の処置濃度５ｍｌが各細胞系について必要とされる。０、×、３×および
１０×被験化合物の濃度範囲にわたり、細胞系を被験化合物で処置した。
　　３．　各条件について無菌の１５ｍｌまたは５０ｍｌの遠心分離管内で、被験化合物
溶液の２×原液を調製し、５ｍｌの予備インキュベートした培養に５ｍｌの溶液を加えた
。０、６０、２００および６００μＭのＤＮＪという原液濃度を作った。フラスコに加え
られたときの最終濃度は、０、３０、１００および３００μＭのＤＮＪであった。
　　４．　各フラスコセットに、該当する処置濃度をマーキングし、対応する懸濁原液か
らの５ｍｌを各フラスコに加えた。全てのフラスコを５日間インキュベータに戻した。
【０１０２】
６．　一晩の化合物洗い出し
　　１．　５日間（１２０時間）の処置後、細胞懸濁液中で１００％の培地を、化合物を
含まない完全培地と以下の要領で交換した：
　　２．　各Ｔ２５の中味を、濃度範囲の順序を維持するため予め付番した無菌の１５ｍ
ｌの円錐形遠心分離管に移した。
　　３．　各セットを移した後に、５ｍｌのブランクのＲＰＭＩ　１６４０（フェノール
レッド無し）で各Ｔ２５を洗浄した。
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　　４．　２１℃で１０分間、６００ｇで管を遠心分離した。転回中、吸引によりフラス
コからブランクのＲＰＭＩを取り出し、無菌性を維持した。
　　５．　遠心分離の後、吸引により管から上清を取り出しペレットを１０ｍｌの完全培
地中に再懸濁させた。細胞懸濁液をそのそれぞれのフラスコに戻した。全てのフラスコを
一晩、５％ＣＯ２の３７℃インキュベータに戻した。
【０１０３】
７．　細胞溶解
　　１．　化合物洗い出しから１６～２４時間後、５０ｍｌのＧＡＡ溶解緩衝液に５個の
完全－ミニプロテアーゼ阻害薬錠剤を添加することにより細胞溶解溶液を調製し、穏やか
に反転させることにより室温で溶解させた。
　　２．　各フラスコからＬＣＬを収集し、無菌の１５ｍｌの円錐形遠心分離管に移した
。
　　３．　２１℃で１０分間、６００ｇで管を転回させた。
　　４．　遠心分離後、上清を除去し、室温で５ｍｌの１×ＰＢＳでピペットを用いて処
理することにより、細胞ペレットを再懸濁させた。室温で１０分間、６００ｇで転回させ
た。
　　５．　ＰＢＳ洗浄の後、吸引により上清を除去し、（先に調製した）プロテアーゼ阻
害薬を伴うＧＡＡ溶解緩衝液１．５ｍｌを添加した。
　　６．　１ｍｌに設定したｐ１０００マイクロピペットを用いて、気泡または泡を生成
させずに溶解緩衝液の中に穏やかにかつ完全にペレットを再懸濁させた。
　　７．　室温で５分間、８００ｇで管を転回させ、室温に保管した。
【０１０４】
８．　検定
　　１．　９６ウェルのクラスターチューブラックに溶解物上清を移した。各溶解物をク
ラスターラックの１本のチューブに加えた。
　　２．　キャップを備えたクラスターチューブラックの中で４℃で最高２週間、活性に
影響を与えずに溶解物を保管することができる。
【０１０５】
９．　タンパク質（マイクロ－ＢＣＡ）
　　１．　細胞溶解上清中のタンパク質の判定をＰｉｅｒｃｅマイクロ－ＢＣＡキット（
Ｐｉｅｒｃｅ＃２３２３５）を用いて実施した。ＢＣＡ検定のために、黒色９６ウェル平
底平板を使用した。
　　２．　９６ウェル平板内に、以下の要領でＢＳＡ連続希釈物を生成した。行Ａおよび
Ｂ（合計２４ウェル）に１００μｌのｄｉＨ２Ｏを添加した。キットに供給された２ｍｇ
／ｍｌのＢＳＡ溶液１００μｌをウェルＡ１およびＢ１に加え、ピペット操作によって混
合した。Ａ１からＡ２に１００μｌを移し、ピペット操作により混合し、次にＡ２からＡ
３に１００μｌを移した。行Ａの残りについてこの要領で続行し、行Ｂについてプロセス
を反復した。
　　３．　別の黒色平板内で、使用すべき全ての標準、ブランクそして標本ウェルに１３
０μｌのｄｉＨ２Ｏを加えた。
　　４．　行ＡおよびＢにＢＳＡ連続希釈物２０μｌを移した。
　　５．　ブランクとして行Ｃに２０μｌのＧＡＡ溶解緩衝液を添加した。
　　６．　各標本からの２０μｌを、平板地図に示されている通りにデュプリケートウェ
ル内に加えた。
　　７．　１５０μｌのＢＣＡ反応試薬（マイクロ－ＢＣＡキット内に含まれているもの
：２５ｍｌの試薬Ａ、２４ｍｌの試薬Ｂ、および１ｍｌの試薬Ｃ）を全ての標準、ブラン
ク、および標本ウェルに加えた。
　　８．　平板を３７℃で２時間インキュベートした。
　　９．　インキュベーションの後、Ａ５５０ｎｍでマルチウェル平板読取り装置上で平
板の吸光度を測定した。Ｅｘｃｅｌで予め作製したテンプレートを用いてこれらのデータ
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を変換して、各溶解物中のタンパク質濃度を計算した。これを４－ＭＵ活性計算と共に使
用して、一時間タンパク質１μｇあたりに放出された４－ＭＵを判定した。
【０１０６】
１０．　ＧＡＡ活性
　　１．　使用から一時間以内に、室温で２５ｍｇの基質に対し２５０μｌのＤＭＳＯを
添加することによって、１ｍｇ／ｍｌの４－メチルウンベリフェリル－アルファ－Ｄ－グ
ルコピラノシド溶液を調製し、それをボルテックス処理により溶解させた。５０ｍｌの円
錐遠心分離管中の２５ｍｌのＧＡＡ反応緩衝液に対しこの溶液を加え、暗所に保った。
　　２．　黒色９６ウェル組織培養平板内で、全ての標本およびブランクウェルに対し室
温で以上で調製された基質溶液７５μｌを加えた。
　　３．　ブランクとして用いるため、行ＧにＧＡＡ溶解緩衝液を２５μｌ添加した。
　　４．　最終的に、各列内の行Ａ－Ｆに対して、各々の溶解物２５μｌを添加した。各
溶解物を、列１本あたり１種の溶解物の割合で６つの別々のウェル内に入れた。同じ平板
内で最高３つの細胞系を検定することができる。２時間３７℃で平板をインキュベートし
た。
　　５．　インキュベーションの後、インキュベータから平板を取り出し、全ての標本お
よびブランクウェルに対し１００μｌの０．５Ｍの炭酸ナトリウムを添加することにより
反応を停止させた。
　　６．　各平板の行Ｈ内で、４－ＭＵ標準曲線を生成した。すなわち、５０μｌの０．
５Ｍ炭酸ナトリウムおよび５０μｌのＧＡＡ反応緩衝液を行Ｈに添加した。次に、１００
μｌの４－メチルウンベリフェロン１５μＭ溶液をウェルＨ１およびＨ７に添加した。こ
れらのウェルを各々合計６ヶ所（Ｈ１～Ｈ６；そしてデュプリケートとしてＨ７～Ｈ１２
）について１：２の比率でこれらのウェルを連続希釈した。
　　７．　３５５ｎｍの発光および４６０ｎｍの励起フィルタを用いてマルチウェル平板
読取り装置上で平板を読取った。Ｅｘｃｅｌで予め作製したテンプレートを用いてデータ
を変換して、ＢＣＡタンパク質検定を介して判定したタンパク質濃度を用いて１時間あた
りの総タンパク質１ｍｇあたりに放出されたｎｍｏｌの４－ＭＵを計算した。
【０１０７】
１１．　データ分析
　　１．　全ての細胞系について、少なくとも３回の実験（ｎ＝３）の組合せが必要とさ
れた。
　　２．　未処理の標本に対比して被験化合物を伴う標本が示すあらゆる増強の有意性を
測定する９５％の信頼区間を伴うダネット多重比較試験と共に一元配置分散分析（ｏｎｅ
　ｗａｙ　ＡＮＯＶＡ）を用いて、統計的分析を実施した。
【０１０８】
結果
　患者由来のリンパ芽球は、２６名中２４名の患者の細胞系についてＧＡＡレベルの用量
依存性増加を示し（平均＝９３％；範囲＝７－６２０％）、２４名中４名が、一元配置分
散分析およびダネットの多重比較試験により判定される通りの有意性に到達した（Ｐ値＜
０．０５）（図１）。ＤＮＪは、ＩＶＳＩ　１３Ｔ＞Ｇ変異の１コピーおよびＧＡＡにつ
いての非ミスセンスヌル変異の１コピーを伴う患者の細胞系内でＧＡＡレベルを７～５１
％（平均＝２２％）増大させた。少なくとも１つのミスセンス変異を伴う患者由来の細胞
系は、ＧＡＡレベルの７～６２０％（平均＝２１９％）という用量依存性増加を示した。
ＩＶＳＩ　１３Ｔ＞Ｇ変異に対するＤＮＪの効果は、５日間のこの短かい処理研究では小
さいものであったが、より長期間（４～１３週間）にわたり野生型マウスおよびカニクイ
ザルを治療した結果、ＧＡＡレベルは２倍以上増加する。
【０１０９】
論述
　本発明は、正常な対照個体およびポンペ病患者の新鮮な血液からリンパ芽球培養を確立
するための方法を提供する。これらの培養を成長させて、ＧＡＡについての増強検定で使
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用することが可能である。これらのデータは同様に、ＧＡＡ増強の有効性が、リンパ芽球
成長培地内で約５日間の後に明らかであったということも示している。生成されたデータ
は、特定の遺伝型についてのＳＰＣによる酵素活性の増強度の再現可能な尺度である。
【０１１０】
　上述の通り、この検定は同様に、患者由来の線維芽細胞を用いて、実施することもでき
る。具体的一実施形態において、患者由来の線維芽細胞を用いた検定は、６ウェル平板内
に播種され、トリプシンを用いて収穫される。
【０１１１】
　この方法は、スフィンゴ糖脂質代謝異常症およびムコ多糖症を含めたその他の遺伝病の
その他のＳＰＣベースの増強検定のために使用可能であり、なかでも嚢胞性線維症（ＣＦ
ＴＲ）および癌（ｐ５３、ＰＴＥＮ）などの遺伝的に定義された広範囲の疾病における研
究および臨床プロトコルとして拡張可能である。
【０１１２】
予見的実施例２：ＧＡＡ活性に対するＳＰＣの効果を評価するための試験管内方法
　本実施例は、特異的薬理シャペロンに対するポンペ病患者の応答性を判定するための試
験管内診断検定を提供している。
　Ａ．　Ｔリンパ球の成長用のヒトＷＢＣペレットの調製
　１．　材料：
　　・　ＣＰＴ管：Ｂｅｃｔｏｎ－Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ（クエン酸ナトリウムを伴うＢＤ
　Ｖａｃｕｔａｉｎｅｒ(登録商標)ＣＰＴ(商標)細胞調製管、ｃａｔ＃３６２７６１）。
　　・　ヒトＩＬ－２（組換え型）、ＰｒｅＰｒｏＴＥＣＨ、ｃａｔ＃２００－０２
　　・　フィトヘムアグルチニン（Ｍ型）（ＰＨＡ）、液体、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ｃ
ａｔ＃１０５７６－０１５
　　・　ＲＰＭＩ－１６４０培地、Ｍｅｄｉａｔｅｃｈ　Ｉｎｃ．、ｃａｔ＃１０－０４
０－ＣＶ
　　・　ウシ胎児血清、Ｍｅｄｉａｔｅｃｈ　Ｉｎｃ．、ｃａｔ＃３５－０１０－ＣＶ
　　・　クエン酸、一水和物、ＡＣＳ、Ｍａｌｌｉｎｃｋｒｏｄｔ、ｃａｔ＃０６２７
　　・　第２リン酸ナトリウム（Ｎａ２ＨＰＯ４）、ＡＣＳ、Ｍａｌｌｉｎｃｋｒｏｄｔ
　ｃａｔ＃７９１７
　　・　水酸化ナトリウム、１０Ｎ滴定液、Ｍａｌｌｉｃｋｒｏｄｔ　ｃａｔ＃Ｈ３８５
　　・　リン酸、ＡＣＳ、Ｍａｌｌｉｎｃｋｒｏｄｔ　ｃａｔ＃ＰＸ０９９５－３
　　・　４－メチルウンベリフェリル－α－Ｄ－グルコピラノシド（４ＭＵ－ａｌｐｈａ
Ｇｌｃ）Ｍｅｌｆｏｒｄ＃Ｍ１０９６
　　・　４－メチルウンベリフェロン（４－ＭＵ）、Ｓｉｇｍａ　ｃａｔ＃Ｍ－１３８１
　　・　グリシン、組織培養グレード、Ｆｉｓｈｅｒ　ｃａｔ＃ＢＰ３８１
　　・　２重脱イオン水
　　・　ダルベッコのリン酸緩衝生理食塩水、ＰＢＳ、（Ｃａ無し、Ｍｇ無し）、Ｍｅｄ
ｉａｔｅｃｈ　Ｉｎｃ．ｃａｔ＃２１－０３１－ＣＶ
　　・　マイクロＢＣＡタンパク質検定キット、Ｐｉｅｒｃｅ　ｃａｔ＃２３２３５
　　・　９６ウェルのマイクロタイター平板、Ｃｏｓｔａｒ黒色ポリスチレン９６ウェル
丸底、ｃａｔ＃３７９２
　　・　Ｃｏｓｔａｒ２４ウェル組織培養処理済マイクロ平板、Ｃｏｒｎｉｎｇ　Ｌｉｆ
ｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ、ｃａｔ＃３５２６
　　・　１５ｍＬのポリプロピレンファルコン管、Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ、
ｃａｔ＃３５２０９７
　　・　無菌クライオバイアル
　　・　加湿された５％ＣＯ２、３７℃のインキュベータ
　　・　３７度の水浴
　　・　蛍光平板読取り装置
【０１１３】



(27) JP 2011-517556 A 2011.6.16

10

20

30

40

50

２．　ＷＢＣ分離：
　　・　患者の血液を、１８～２５℃で保管しておいた８ｍＬのＣＰＴ管内に引き込む。
　　・　採血の直後に、管を８～１０回反転させて混合する。
　　・　スイングバケットが備わった卓上遠心分離機を用いて、１８００×ｇで３０分間
室温（１８～２５℃）で管を遠心分離に付す。遠心分離用の閉鎖キャニスタ型バケットの
使用を含め、血液検体を取扱うための普遍的な予防措置を講じるものとする。
　　・　遠心分離の後、血漿からの赤血球と白血球との分離を表わしていた血液組成の複
数の層が区別可能となる。これが発生しない場合には、手で５分間暖めて、もう一度遠心
分離する。
【０１１４】
３．　ＷＢＣの洗浄
　　・　血漿層の半分を真空により吸引し、白血球層を乱すことなく廃棄する。細胞層を
含む残りの流体は全て、パスツールピペットで１５ｍＬの円錐形のネジぶた付きファルコ
ン遠心管に移す。
　　・　ＰＢＳを添加して体積を最大１４ｍＬにし、反転により管を混合する。
　　・　室温で２０～３０分間、管を１３００ｒｐｍ（約３２０×ｇ）で遠心分離する。
　　・　遠心分離の直後に、細胞ペレットを乱すことなく真空によりできるかぎり多くの
上清を吸引し、これを廃棄する。
【０１１５】
４．任意の洗浄
　　・　管の底を叩いて残った液体の中に細胞ペレットを再懸濁させる。
　　・　再懸濁させた細胞に１０ｍＬのＰＢＳを添加し、室温で２０分間、１３００ｒｐ
ｍで遠心分離する。
　　・　遠心分離の直後に、細胞ペレットを乱すことなく可能なかぎり多くの上清を真空
で吸引し、これを廃棄する。
【０１１６】
５．　任意：ＷＢＣペレットの凍結
　　・　管の底を指で叩いて、残りの液体中に細胞ペレットを混合させる。
　　・　再懸濁された細胞に０．５～１ｍＬのＰＢＳを添加し、ペレットの半分を（マイ
クロピペット上の無菌チップを用いて）、ラベル付きの１．８ｍＬのクライオバイアルに
移す。
　　・　クライオバイアルを室温で５分間、微小遠心分離機内で５０００ｒｐｍ（約２２
５０ｇ）にて遠心分離する。
　　・　細胞ペレットを乱すことなくパスツールピペットを用いて、上清液体全てを廃棄
する。
　　・　その後、１０％のＦＢＳと５％のＤＭＳＯを含む０．５～１ｍｌのＲＰＭＩ　１
６４０を管に添加し、ピペットで混合し、－８０℃で一晩凍結させた後、液体窒素細胞保
管冷凍庫に移す。
【０１１７】
Ｂ．　血液検体からのＴ細胞培養の確立
　　１．　洗浄した細胞を、１０％のＣｏｓｍｉｃ　Ｃａｌｆ　Ｓｅｒｕｍ（ＣＣＳ、Ｈ
ｙｃｌｏｎｅ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、（Ｌｏｇａｎ，　ＵＴ））、約２５ｎｇ／ｍ
ｌのＩＬ－２（ＰｒｅＰｒｏＴＥＣＨ、（Ｒｏｃｈｙ　Ｈｉｌｌ，　ＮＪ））およびメー
カー推奨濃度のＰＨＡ（Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、（Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ
，　ＭＤ））を伴う３．０ｍｌのＲＰＭＩ　１６４０培地中で再懸濁させる。次に、細胞
を直立した２５ｃｍ３の培養フラスコに移し、３７℃、５％ＣＯ２で３～４日間インキュ
ベートする。
　　２．　細胞培養を成長培地（ＲＰＭＩ－１６４０、１０％ＦＢＳ、２５ｎｇ／ｍｌ　
ＩＬ－２）で５ｍｌまで希釈する。その後、細胞濃度をフラスコ中で約５×１０５細胞／
ｍｌに調整する。
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　　３．　細胞の成長を毎日監視する。細胞を直立フラスコ内で５×１０５～１．５×１
０６細胞の間に維持する。フラスコ内の培地の深さは、１ｃｍを超えない（Ｔ２５中約７
ｍＬそしてＴ７５中２０ｍＬ）。培養を、約２４時間の倍化時間で約２１日間維持できる
。培養の老化は、成長速度の劇的低下により明らかになる。培養時間は、場合によって、
ＰＨＡの再刺激により延長してよい。
　　４．　任意－Ｔリンパ球の凍結；２０％のＦＣＳおよび７．５％のＤＭＳＯを含むＲ
ＰＭＩ　１６４０倍地を用いて３×１０６細胞／バイアルの割合でＴリンパ球を凍結させ
てよい。５日目、６日目または７日目に、３×１０６細胞／バイアルの割合で、できるだ
け多くのバイアルを低温保存する。生存可能な細胞が５×１０５個／ｍｌの割合での５ｍ
Ｌの培養を解凍するのにはこれで充分である。
【０１１８】
Ｔ細胞培養を確立する場合、以下の点に留意すべきである：
　・　新鮮な血液検体を、ヘパリン化された管（または適切な抗凝固剤を含む管）内に収
集し、同日に使用すべきである。２４時間以内に検体を処理できない場合には、ＡＣＤ管
を使用すべきである。（Clin Chem 1988 Jan;34(1):110-3; Clin Diagn Lab Immunol. 19
98 Nov;5(6):804-7）。
　・　５日目までに２０００万個の細胞を確立するためには、通常８×１０ｍＬの血液で
充分である。
　・　Ｔリンパ球は、ＨＩＶウィルスの特異的標的である。患者のＨＩＶ状態が未知であ
る場合、最大限の注意を払うこと。
　・　ＩＬ－２の新しいロットを各々試験して、最適な濃度を決定すべきである。これら
の実験のために使用されるＰｒｅＰｒｏＴＥＣＨからのロットは、２５ｎｇ／ｍｌで最適
であることが判明しており、最高５０ｎｇ／ｍｌの濃度で細胞成長の減少はわずかでしか
ない。
　・　全ての培養は、３７℃、５％ＣＯ２で水飽和雰囲気中に維持される。
　・　単核細胞およびリンパ球は、メーカーの標準手順にしたがって、リンパ球分離培地
（Ｆｉｃｏｌｌ－Ｈｙｐａｑｕｅ）またはＬｙｍｐｈｏｐｒｅｐ管のいずれを用いて収集
されてもよい。
【０１１９】
　蛍光活性化細胞選別により分析する場合、等しい数のＣＤ４－陽性およびＣＤ４陰性細
胞（データ示さず）で、（全てのＴ細胞サブセットを染色する）９９％のＣＤ３陽性細胞
が、ＩＬ－２およびＰＨＡ刺激での処方計画の結果としてもたらされる。
【０１２０】
Ｃ．　シャペロン処置
　Ｔ細胞の密度は、３ｍＬの培地（ＲＰＭＩ－１６４０、１０％のＦＢＳ、２５ｎｇ／ｍ
ｌのＩＬ－２）あたり１×１０６個に調整される。その後、標識された６ウェルの培養平
板の６個のウェル各々の中に３ｍＬ（約１×１０６個の細胞）をピペットで入れ、一晩３
７℃、５％ＣＯ２でインキュベートする。その後、３ｍｌの付加的培地を３つのウェルに
添加し、６ｍｌ／ウェルの最終体積を得る。残った３つのウェルに対し、４～５日間約４
０μＭの濃度で（２×；最終濃度は２０μＭである）ＤＮＪを含む３ｍｌの培地（Ｃａｍ
ｂｒｉｄｇｅ　Ｍａｊｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，　Ｉｎｃ．，（Ｇｅｒｍａｎｔ
ｏｗｎ，　ＷＩ））を添加する。細胞を遠心分離（約１０分間４００×ｇ）により細胞を
収穫し、１０ｍｌのＰＢＳ中で１回洗浄する。結果として得たペレットを１ｍｌのＰＢＳ
中に再懸濁させ、１．７ｍｌの微量遠心管に移し、冷凍微量遠心管内で５分間、３０００
ｒｐｍで遠心分離する。上清を吸引し、酵素活性について検定されるまで－８０℃で凍結
された状態でペレットを保管した。
【０１２１】
　増強検定を行なう前に、２ｎＭ～２００μＭの範囲を用いて、ＤＮＪの最適な濃度が判
定されるという点に留意されたい。例えば、２０μＭが最適であると判定されるかもしれ
ない。
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【０１２２】
Ｄ．　活性検定
　検定に先立ち、Ｔ細胞を氷上で解凍し、２分間音波処理し、その他の検定試薬すべてを
室温で解凍する。ＧＡＡ活性の蛍光検定を以下の通りに実施する。細胞を、活発なピペッ
ト操作とボルテックス処理とを組合せて、０．２ｍｌの脱イオン水中に溶解させる。４℃
で２分間１３０００ｒｐｍでの遠心分離の後得られた上清を、新鮮な管の中に入れて、Ｇ
ＡＡ供給源として使用した。タウロコール酸を含まずＢＳＡ（３ｍｇ／ｍｌ）を含むクエ
ン酸／リン酸緩衝液（２７ｍＭのクエン酸塩／４６ｍＭのリン酸塩緩衝液ｐＨ４．６）中
の３．７５ｍＭの４－メチルウンベリフェリル－α－Ｄ－グルコピラノシド（４ＭＵ－ａ
ｌｐｈａＧｌｃ）（Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
，　（Ｍｏｕｎｔ　Ｐｒｏｓｐｅｃｔ，　ＩＬ））と共に２４ウェルのマイクロ平板中で
３７℃で（標準的タンパク質定量分析内で２０μｌを用いて判定される通りの匹敵する量
でタンパク質を含む）上清の５０μｌのアリコートをインキュベートすることによって、
ＧＡＡ活性を決定する。それぞれ３５５ｎｍおよび４６０ｎｍの励起および発光波長で放
出された４－ＭＵを測定するためには、Ｗａｌｌａｃ　１４２０　Ｖｉｃｔｏｒ３(商標)
蛍光検出読取り装置（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ、ＣＡ）が使用される。蛍光標準および
陰性（基質無しまたは溶解物無し）のための適切なウェルも利用される。各々の患者標本
について、少なくとも３つの正常な標本が同時に試験される。
【０１２３】
　インキュベーションの持続時間は、典型的には３０分であるが、それより長いまたは短
かい時間も利用してよく、結果は類似したものである。
【０１２４】
　酵素活性（タンパク質１ｍｇ、１時間あたりのｎｍｏｌ単位）は、以下の式から求めら
れる：
【数１】

【０１２５】
　酵素活性の１単位は、４－メチルウンベリフェリル－α－Ｄ－グルコピラノシド１ｎｍ
ｏｌｅの加水分解の触媒として１時間あたりに使用される酵素の量として定義される。蛍
光性出力内のベースライン「ノイズ」は、ブランク６回の平均を評価することによって得
られる。ＳＰＣ処置の後の活性がベースラインにより少なくとも２標準偏差分高い場合、
それはノイズではなくて応答性有りとみなされる。
【０１２６】
論述
　ＳＰＣによる酵素の増強についての試薬系におけるＴ細胞の使用は、その他の培養系に
比べて、検定速度および利便性において有意な利点を提供する。どの患者がＳＰＣ療法の
恩恵を受け得るかを判定する上での重要なステップは、ＤＮＪによるＧＡＡ活性の増強に
ついて患者由来の細胞をスクリーニングするための迅速で信頼性の高い方法の開発にある
。結果は、増強の試験を可能にすると同時に作用機序についての将来の研究のためまたは
付加的なシャペロン分子のスクリーニングのために有用な系を提供する寿命の短かい細胞
培養を迅速に生成する方法を示すはずである。罹患状態の診断に従来用いられた白血球は
、必要な場合に検定を反復できるほど充分長い時間存続しない。
【０１２７】
　エプスタイン－バーウィルスで形質転換されたＢリンパ芽球（Fan et al., Nat Med. 1
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999; 5(1), 112-115）および一次線維芽細胞培養（Fan, 上記参照; Mayes et al., Clin 
Chim Acta. 1981; 112(2), 247-251)）が試験されてきた（実施例１参照）が、白血球試
験系は、臨床研究用に患者をスクリーニングするための大規模で容易に使用してよい付加
的な迅速な検定を提供する。
【０１２８】
　本発明は、正常な対照個体およびポンペ病患者の新鮮な血液からＴ細胞培養を確立する
ための方法を提供する。これらの培養は、７日～１０日の間、ＧＡＡについての増強検定
において使用するために成長させることができる。ＤＮＪ増強の有効性は、Ｔ細胞成長培
地内で約３日後に明らかになると予想される。生成されたデータは、特定の遺伝子型につ
いてのＳＰＣによる酵素活性の増強度の再現可能な尺度となる。
【０１２９】
　リンパ芽球試験系の場合にそうであるように、この方法は、スフィンゴ糖脂質代謝異常
症およびムコ多糖症を含めたその他の遺伝病のその他のＳＰＣベースの増強検定のために
使用され、なかでも嚢胞性線維症（ＣＦＴＲ）および癌（ｐ５３、ＰＴＥＮ）などの遺伝
的に定義された広範囲の疾病における研究および臨床プロトコルとして拡張可能である。
【０１３０】
　予見的実施例３：ＧＡＡ活性に対するＳＰＣの効果を評価するための生体内方法
　この実施例は、異なるＧＡＡ変異を有するポンペ病患者におけるＤＮＪの非盲検第２相
研究について記述しており、生体内検定の使用を裏付けるものである。患者は、上述のリ
ンパ芽球またはＴ細胞検定におけるＧＡＡ活性の増加に基づく第２相研究のために選択さ
れる。
【０１３１】
　患者は、その全体が参照により本明細書に援用されている２００８年２月１２日出願の
U.S. Provisional Application 61/028,105の中に記載されている服薬スケジュールにし
たがってＤＮＪの投与を受ける。各投薬期間の終了時に８ｍＬのＶａｃｕｔａｉｎｅｒ　
ＣＰＴ管の中に血液を引込み、以下で記述する通りに処置する
【０１３２】
Ａ．　検定用ヒトＷＢＣペレットの調製
　ＷＢＣは、凍結に先立ちペレットにＦＢＳ／ＤＭＳＯが一切添加されないという点を除
いて、実質的に実施例２で記述される通りに調製される。
【０１３３】
Ｂ．　検定用ヒトＷＢＣ溶解物の調製
　・　ＷＢＣペレットを含む微細管に対し、０．６ｍｌの溶解緩衝液（２６ｍＭのクエン
酸塩／４６ｍＭのリン酸塩、ｐＨ５．５）を添加する。
　・　細胞が再懸濁するまで管をボルテックス処理する。
　・　２～３分毎にボルテックス処理することにより撹拌しながら、約１５分間室温で管
をインキュベートする。
　・　管を２分間音波処理し、その後約１０秒間ボルテックス処理する。
　・　冷却されるまで溶解物を氷上でインキュベートし、その後予冷したポリプロピレン
容器内に（氷上で）プールする。
　・　容器をボルテックス処理し、プールした溶解物を、予冷したラベル付き０．５ｍＬ
のネジぶた付きポリプロピレン微小遠心管内に０．１００ｍＬのアリコートに分割する。
プールした溶解物を、アリコート１０～２０個毎の間隔でボルテックス処理することでア
リコートに分割しながら混合する。
【０１３４】
Ｃ．　ヒトＷＢＣ検定
　・　溶解物を含有する各管を、氷上で解凍し、２分間音波処理し、その後１分間ボルテ
ックス処理する。
　・　黒色ポリスチレンマイクロ平板の適切なウェルに、各々５０μｌの標準、対照また
は臨床標本を加える（標準のためには、ＷＢＣ溶解緩衝液中５０μＭの０．５％ＢＳＡを
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使用）。
　・　全てのウェルに５ｍＭの４ＭＵ－ａｌｐｈａＧｌｃ基質を５０μｌ加え、ウェルを
３０秒間平板振とう機上で混合する。
　・　各ウェルに対してｐＨ１０．７の０．２ＭのＮａＯＨ／グリシン緩衝液１００μｌ
を添加して反応を停止する。
　・　実施例２で記述した通り、蛍光平板読取り装置を用いて、平板を読取る。
【０１３５】
実施例４：筋肉組織ホモジネート内でＧＡＡ酵素を測定するための方法
　この実施例は、筋肉生検内の酸性α－グルコシダーゼ（ＧＡＡ）酵素活性をいかに測定
するかについて記述している。より具体的には、臨床試験の間、この方法を用いて、標的
筋肉組織内のＧＡＡに対する治験化合物１－デオキシノジリマイシン（ＤＮＪ）の薬力学
的効果についての必要な情報を得ることができる。この方法は、残留ＤＮＪに起因する酵
素阻害という潜在的問題を克服する筋肉内のＧＡＡ活性を高い信頼性で測定するために開
発された。この方法は、ＧＡＡおよびその他の糖タンパク質を捕捉するのに、ＧＡＡ酵素
活性を測定する前のＤＮＪ阻害物質の効果的な洗浄を可能にするレクチン（コンカナバリ
ンＡ）結合マトリクスに依存している。この方法は、ポンペ病患者内のＧＡＡレベルをＤ
ＮＪが増大させるのに有効な投薬計画をより良く理解し開発するために使用可能である。
【０１３６】
Ａ．　試薬および供給物
　・　Ｂｉｓ－ＴＲＩＳ、Ｓｉｇｍａ　Ｂ－９７５４
　・　氷酢酸、Ｓｉｇｍａ（９９．７％）
　・　水酸化カリウム
　・　炭酸ナトリウム、Ｓｉｇｍａ　Ｓ－７７９５
　・　塩化ナトリウム（５Ｍ）、Ｐｒｏｍｅｇａ　Ｖ４２２１
　・　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、Ｓｉｇｍａ Ｔ－９２８４
　・　完全；ミニ（ＥＤＴＡ含まず）プロテアーゼ阻害物質カクテル錠剤、Ｒｏｃｈｅカ
タログ＃０４　６９３　１３２　００１
　・４－メチル－ウンべリフェリル－アルファ－Ｄ－グルコピラノシド（４－ＭＵ－α－
Ｄ－ｇｌｕ）Ｓｉｇｍａ　Ｍ－９７６６（ＦＷ３３８．３１）
　・　４－メチルウンべリフェロン（染料無し）、Ｓｉｇｍａ　Ｍ－１３８１
　・　コンカナバリンＡ－セファロース４Ｂ、Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ
ｓカタログ＃１７－０４４０－０１
　・　Ｐｏｗｅｒｍａｘ組織ホモジナイザＡＨＳ２００（Ｐｒｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
，(Ｔｈｏｒｏｆａｒｅ，ＮＪ)）ＶＷＲカタログ＃１４２２７－３１８
　・　２重脱イオン水
　・　９６ウェル平板、透明底面を有する黒色平板、Ｃｏｓｔａｒ３６０３
　・　ＢＣＡタンパク質検定キット、Ｐｉｅｒｃｅカタログ＃２３２２５
　・　ウシ血清アルブミン標準、Ｐｉｅｒｃｅカタログ＃２３２０９
　・　マルチチャンネルピペッター＆チップ
　・　シングルチャンネルピペッター＆チップ
　・　冷蔵微小遠心分離機（例えば、
　・　３７℃インキュベータ
　・　Ｖｉｃｔｏｒ３（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ）またはＳｐｅｃｔｒａＭａｘ　Ｍ２
（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ）などの９６ウェル蛍光平板読取り装置。
【０１３７】
Ｂ．　溶液および試薬
　・　５００ｍＭ　Ｂｉｓ－ＴＲＩＳ緩衝原液、ｐＨ６．５
　　ｏ　清潔な１Ｌのビーカー内に１０４．６２ｇのＢｉｓ－ＴＲＩＳを量り入れ、室温
で撹拌しながら８００ｍｌのｄｄＨ２Ｏ中に溶解させる。
　　ｏ　ＨＣｌを用いてＢｉｓ－ＴＲＩＳのｐＨを６．５に調整し、ｄｄＨ２Ｏを１Ｌに
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なるまで添加する。
　　ｏ　０．２μｍ膜の備わったボトル・キャップろ過装置を通して緩衝液をろ過し、緩
衝液を室温で保管する。
　・　２５×プロテアーゼ阻害薬溶液
　　ｏ　メーカーの使用説明書にしたがって４ｍＬのｄｄＨ２Ｏ中に１錠を溶かし、－８
０℃で２００μＬのアリコートの形で保管する。
　・　Ｂｉｓ－ＴＲＩＳ緩衝液（２５ｍＭのＢｉｓ－ＴＲＩＳ－ＨＣｌ／１５０ｍＭのＮ
ａＣｌ、ｐＨ６．５）
　　ｏ　２５ｍＬの５００ｍＭのＢｉｓ－ＴＲＩＳ緩衝原液と１５ｍＬの５ＭのＮａＣｌ
を添加する。
　　ｏ　合計５００ｍＬとなるようＨ２Ｏを加える。
　　ｏ　０．２μｍ膜の備わったボトル・キャップろ過装置を通して緩衝液をろ過し、室
温で緩衝液を保管する。
　・　溶解緩衝液（Ｂｉｓ－ＴＲＩＳ緩衝液／１％（ｖ／ｖ）Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００
、プロテアーゼ阻害薬カクテル、ｐＨ６．５）
　　ｏ　通常原液として５０ｍＬのＢｉｓ－ＴＲＩＳ緩衝液に０．５ｍＬのＴｒｉｔｏｎ
　Ｘ－１００を添加する。
　　ｏ　注：使用の直前に溶解緩衝液を調製する：５ｍＬのＢｉｓ－ＴＲＩＳ緩衝液／１
％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００に対し２５×プロテアーゼ阻害薬溶液２００ｍＬを加える。
　　ｏ　使用するまで溶解緩衝液を氷上に置く。
　・　予備均衡化されたコンカナバリンＡ－セファロース樹脂
　　ｏ　スラリーが均一な混合物となるまで、コンカナバリンＡ（ＣｏｎＡ）－セファロ
ース樹脂をくり返し反転させる（１０～１５回）
　　ｏ　６ｍＬのＣｏｎＡ－セファローススラリーを、清潔な１５ｍＬの遠心分離管に移
し、１０００×ｇでＣｏｎＡ－セファロース樹脂を遠沈させる。
　　ｏ　樹脂の量を決定し、貯蔵緩衝液を廃棄する。
　　ｏ　２体積のＢｉｓ－ＴＲＩＳ緩衝液を添加することで樹脂を洗浄し、１０００×ｇ
で樹脂を遠沈させる；さらに２回、洗浄手順をくり返す。
　　ｏ　等体積のＢｉｓ－ＴＲＩＳ緩衝液を添加して、５０％のＣｏｎＡ－セファロース
スラリーを生成する。
　　ｏ　酵素活性検定に先立ちＧＡＡを捕捉するために予備均衡化されたＣｏｎＡ樹脂を
使用する
　・　ＫＯＡｃ緩衝原液（５００ｍＭ　ＫＯＡｃ、ｐＨ４．０）
　　ｏ　７５０ｍＬのｄｄＨ２Ｏに対して２８．８ｍＬの氷酢酸（１７．４Ｍの原料）を
加える。
　　ｏ　ＫＯＨでｐＨを４．０に調整し、１ＬになるまでｄｄＨ２Ｏを加える。
　　ｏ　０．２μｍ膜を備えたボトル・キャップろ過装置を通して緩衝液をろ過し、緩衝
液を室温で保管する。
　・　ＧＡＡ活性検定緩衝液
　　ｏ　９００ｍＬのｄｄＨ２Ｏで１００ｍＬの原料ＫＯＡｃ緩衝液を希釈する。
　　ｏ　ｐＨが確実に４．０となるようにｐＨをチェックする。
　　ｏ　０．２μｍ膜を備えたボトル・キャップろ過装置を通して緩衝液をろ過し、緩衝
液を室温で保管する。
　・　ＧＡＡ検定緩衝液中の６ｍＭの４－ＭＵ－α－グルコピラノシド
　　ｏ　バイアルを室温まで暖める。
　　ｏ　清潔な１．５ｍＬの微小遠心管内に１３．４ｍｇの基質を量り入れる。
　　ｏ　短時間ボルテックス処理しながら、１００％のＤＭＳＯ２００μＬ中に基質を溶
解させる。
　　ｏ　１５ｍｌの円錐管の中で９．８ｍＬのＧＡＡ検定緩衝液を用いて基質を希釈する
。使用するまで暗所に保管する。



(33) JP 2011-517556 A 2011.6.16

10

20

30

40

50

　・　遊離した４－ＭＵ標準（５～３０，０００ｎＭの対応する５ｅ－１３～３ｅ－９モ
ル）
　　ｏ　バイアルを室温まで暖め、清潔な１．５ｍＬの微小遠心管内におよそ５ｍｇの遊
離した４－ＭＵ染料を量り入れる。
　　ｏ　２．５ｍＭの原液を得るのに適切な体積の５０％のＤＭＳＯの中に染料を溶解さ
せる。
　　ｏ　４－ＭＵ原料をアリコート（２０μＬ）に等分し、使用するまで－８０℃で暗所
に保管する。
　　*　注：ＧＡＡ酵素活性検定の直前に４－ＭＵ標準を調製する。
　　ｏ　室温で遊離した４－ＭＵ原液を解凍し、短時間ボルテックス処理する。
　　ｏ　３０，０００ｎＭの標準のために、２．５ｍＭの遊離した４－ＭＵ原料９．６μ
Ｌと溶解緩衝液１９０．４μＬを添加する。
　　ｏ　連続希釈を実施して、標準（０、５、５０、５００、５０００、１５０００およ
び３００００ｎＭ）一式を得る。
　・　４００ｍＭの炭酸ナトリウム（ｐＨ約１１．５）
　　ｏ　清潔な５００ｍＬのビーカー内にＮａ２ＣＯ３を２１．２ｇ量り入れる。
　　ｏ　室温で撹拌しながら４００ｍＬのｄｄＨ２Ｏ中に溶解させ、５００ｍＬとなるま
でｄｄＨ２Ｏを添加する。
　　ｏ　０．２μｍ膜の備わったボトル・キャップろ過装置を通して緩衝液をろ過し、緩
衝液を室温で保管する。
【０１３８】
Ｃ．　手順
　Ｉ．　組織均質化
　１．　清潔な１．５ｍＬの微小遠心管内に筋生検標本を秤量する。
　２．　５０ｍｇの筋組織（ヒト生検標本）につき２００μｌのポンペ溶解緩衝液を加え
る。
　　・　*　注：正常な筋組織のためには５００μｌの溶解緩衝液を添加する。
　３．　マイクロホモジナイザー（Ｐｒｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）を用いて反復的パル
ス送り（３～５回、各パルスあたり５秒）により氷上で組織を均質化する。
　　・　*　注：標本が加熱状態とならならないように、パルス送り間隔中氷上でこれを
冷却するべきである；同様に、均質化の間気泡の形成を回避するため、最大限の注意を払
うべきである。
　４．　４℃で１０分間、９，２００×ｇでの遠心分離により残屑を遠沈させ、上清を新
しい１．５ｍｌの微小遠心管に移す。
　５．　全ての下流側検定のために上清を使用する。
【０１３９】
　各々の希釈標本１０μＬを（トリプリケートで）用い、メーカーの使用説明書にしたが
ってＢＣＡ検定または類似の方法を使用して総タンパク質濃度を判定する。
　３．　所望の場合、全ての標本を溶解緩衝液で共通タンパク質濃度（例えば５ｍｇ／ｍ
Ｌ）に調整する。
【０１４０】
ＩＩＩ．　コンカナバリンＡ（ＣｏｎＡ）捕捉およびＧＡＡ酵素活性検定
　１．　５０μＬの予備均衡化されたＣｏｎＡ－セファロース樹脂（５０％スラリー）を
添加することにより１．５ｍＬの微小遠心管中で標本を調製する。
　２．　各組織ホモジネートからの１００μｇの総タンパク質を添加する。
　３．　最終体積が全ての標本について５００μＬとなるように管にＢｉｓ－ＴＲＩＳ緩
衝液を添加する。
　４．　揺動させながら３０分間室温で標本をインキュベートする。
　５．　１０～１５秒間、５０００×ｇでＣｏｎＡ－セファロースを遠沈させ、樹脂を乱
すことなく上清を入念に除去する。
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　６．　５００μＬのＢｉｓ－ＴＲＩＳ緩衝液を添加し、管を５回反転させ、１０～１５
秒間５０００×ｇで遠沈させ、上清を廃棄してＣｏｎＡ樹脂を洗浄する。
　７．　ステップ５および６をさらに２回反復し、最終的洗浄液から上清を除去する。
　８．　１００μＬのＧＡＡ活性検定緩衝液を各々の微小遠心管に加える。
　９．　ラージボアチップを用いてくり返しピペット操作（約１０回）することによりＣ
ｏｎＡ樹脂を混合し、各標本のスラリー２０μＬを黒色９６ウェル検定平板に移す（各標
本についてトリプケートで実施する）。
　１０．　遊離した４－ＭＵ標準のウェルを除いて、全てのウェルに対し６ｍＭの４－Ｍ
Ｕ－α－Ｄ－グルコピラノシド基質溶液５０μＬを添加する。
　１１．　指定のウェル内に４－ＭＵ標準を加える。
　１２．　２時間３７℃で平板をインキュベートする。
　１３．　全てのウェルに４００ｍＭの炭酸ナトリウム緩衝液７０μＬを添加することに
より、反応を停止する。
　１４．　蛍光平板読取り装置（３７０ｎｍの励起／４６０ｎｍの発光）内で読取る。
　１５．　４－ＭＵ標準曲線からＧＡＡ活性を外挿し、１時間あたり１ｍｇの総タンパク
質あたりの放出された４－ＭＵのｎｍｏｌ数として活性を報告する。
【０１４１】
　本発明は、本明細書中に記載された具体的実施形態によってその範囲が限定されるもの
ではない。実際、以上の記述および添付図面から当業者には、本明細書に記載されている
ものに加えて本発明のさまざまな修正が明らかになる。かかる修正は、添付の特許請求の
範囲内に包含されるものである。
【０１４２】
　本出願全体を通して特許、特許出願、公報、製品関連文書、ＧｅｎＢａｎｋ登録番号お
よびプロトコルが引用されているが、その開示は、あらゆる目的のために全体が参照によ
り本明細書に援用されている。
【図１】
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