
(57)【要約】
関心対象のタンパク質の 1つの配座異性体に識別的に結合するモノクローナル抗体を製造
する方法を記載する。これらの抗体を使用する受動免疫および疾患の予後 (outcome)、薬
物の有効性または薬物感受性に関する患者集団を層別化する目的のための診断試薬として
の配座異性体特異的抗体の用途並びにタンパク質の配座異性体による能動免疫も開示され
ている。スクリーニング技法において、検出は、例えば、組織免疫染色ウェスタンブロッ
ト法または溶液 IPによってもよい。 pHおよび銅濃度の特定のアッセイ条件下において神経
変性を誘導するプリオンタンパク質配座異性体である、 CtmPrPに立体配座特異性を示す 7V
Cと名づけられる特異的な mabを記載する。 19B10と名づけられる第 2の特異的な抗体は、総
PrP発現をダウンレギュレーションし、細胞分化を実施させるプリオンタンパク質配座異
性体である、 NtMPrPに立体配座特異性を示す。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 試 料 中 の プ リ オ ン 疾 患 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 イ ン サ イ チ ュ ー に お い て PrP C T M に 結 合 す る 能 力 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 診 断 上 有 効 な 量
の 抗 体 を 試 料 に 接 触 さ せ る 段 階 と 、
　 プ リ オ ン 疾 患 に 関 連 す る PrPア イ ソ フ ォ ー ム に 対 す る 抗 体 の 識 別 的 な 結 合 が 生 じ る 条 件
下 に お い て 、 抗 体 が 試 料 中 の 任 意 の 物 質 に 特 異 的 に 結 合 す る か ど う か を 判 定 す る 段 階 で あ
っ て 、 抗 体 結 合 が プ リ オ ン 疾 患 を 示 す 段 階 と
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 試 料 が 組 織 ま た は 体 液 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 条 件 に 、 識 別 的 な 結 合 を 促 進 す る 量 の 局 所 Cu 2 + イ オ ン 濃 度 が 含 ま れ る 、 請 求 項 1記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 局 所 濃 度 が 約 1μ M～ 約 50μ Mで あ る 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 条 件 に pH約 7.8が 含 ま れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 PrpCTMお よ び PrPNTMか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る PrPの 1つ の 配 座 異 性 体 に 特 異 的 に 結 合 し
、 PrPの 第 2の 配 座 異 性 体 と の 交 差 反 応 性 は な い か ま た は 低 い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す
る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 培 養 物
を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 7VCま た は 19B10と 命 名 さ れ る 、 請 求 項 6記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 神 経 芽 細 胞 腫 細 胞 の 表 面 の PrP配 座 異 性 体 の 抗 原 決 定 基 に 結 合 し 、 PrP配 座 異 性 体 の 細 胞
表 面 以 外 の 抗 原 決 定 基 と の 交 差 反 応 は な い か ま た は 低 い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 7VCま た は 19B10の 抗 原 特 異 性 と 同 じ 抗 原 特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 発 現 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 9記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ 由 来 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 10記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 特 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 由 来 の モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 断 片 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 検 出 可 能 な 信 号 を 提 供 す る こ と が で き る 物 質 で 標 識 し た 、 請 求 項 10記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 細 胞 分 化 を 促 進 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 PrPNTMの 抗 原 決 定 基 に 結 合 す る が 、 成 熟 PrPの 他 の 配 座 異 性 体 に は 結 合 し な い モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 の 十 分 量 を 細 胞 に 提 供 し 、 そ れ に よ っ て 細 胞 が 分 化 を 起 こ す 段 階
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 細 胞 が 幹 細 胞 ま た は 癌 細 胞 で あ る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 細 胞 の PrP発 現 を 阻 害 す る 方 法 で あ っ て 、
　 PrPNTMの 抗 原 決 定 基 に 結 合 す る が 、 成 熟 PrPの 他 の 配 座 異 性 体 に は 結 合 し な い モ ノ ク ロ
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ー ナ ル 抗 体 の 十 分 量 を 細 胞 に 提 供 し 、 そ れ に よ っ て 細 胞 の PrP発 現 が 阻 害 さ れ る 段 階
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 PrPが PrPScで あ る 、 請 求 項 15記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 配 座 異 性 体 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 入 手 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 無 細 胞 翻 訳 系 を 使 用 し て 作 製 し た 配 座 異 性 体 濃 縮 翻 訳 産 物 に 、 1つ 以 上 の モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 含 む 組 成 物 を 接 触 さ せ る 段 階 と 、
　 配 座 異 性 体 の 1つ 以 上 へ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 を 溶 液 免 疫 沈 降 法 で 検 出 す る 段 階
と
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 小 胞 体 由 来 の ミ ク ロ ソ ー ム 膜 の 存 在 下 に お い て 合 成 し た 放 射 性 標 識 翻 訳 産 物 の 溶 液 免 疫
沈 降 法 を 使 用 し て ハ イ ブ リ ド ー マ を ス ク リ ー ニ ン グ し て 配 座 異 性 体 特 異 的 な mabを 識 別 し
、 1つ の 配 座 異 性 体 を 他 に 対 し て 濃 縮 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 放 射 性 標 識 翻 訳 産 物 の 配 座 異 性 体 濃 縮 が 、 シ グ ナ ル 配 列 の ス ワ ッ ピ ン グ に よ り 実 施 さ れ
る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 放 射 性 標 識 翻 訳 産 物 の 配 座 異 性 体 濃 縮 が 、 リ ボ ソ ー ム -膜 結 合 の 変 更 に よ っ て 実 施 さ れ
る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 放 射 性 標 識 翻 訳 産 物 の 配 座 異 性 体 濃 縮 が 、 糖 タ ン パ ク 質 枯 渇 ミ ク ロ ソ ー ム 膜 に よ る 翻 訳
に よ っ て 実 施 さ れ る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 配 座 異 性 体 濃 縮 が 、 形 質 移 入 し た 哺 乳 類 細 胞 に お い て シ グ ナ ル 配 列 を ス ワ ッ ピ ン グ し た
cDNAを 発 現 す る こ と に よ っ て 実 施 さ れ る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 銅 依 存 的 な 様 式 で プ リ オ ン タ ン パ ク 質 を 認 識 す る 特 異 抗 体 (7VC)。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 SecPrPを 認 識 す る 特 異 抗 体 (19B10)。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 PrPの シ グ ナ ル 配 列 を 認 識 す る 特 異 抗 体 (SS)。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 タ ン パ ク 質 の 立 体 配 座 ア イ ソ フ ォ ー ム を 識 別 し て 、 特 定 の 立 体 配 座 ア イ ソ フ
ォ ー ム に 関 連 す る 疾 患 を 診 断 し 、 治 療 す る た め の 方 法 お よ び 組 成 物 に 関 す る 。 本 発 明 は 、
プ リ オ ン 疾 患 に 関 連 す る プ リ オ ン タ ン パ ク 質 ア イ ソ フ ォ ー ム に 識 別 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 の 作 製 お よ び プ リ オ ン 疾 患 を 検 出 お よ び ／ ま た は 阻 止 す る 際 の そ れ ら の 用 途 に
よ っ て 例 示 さ れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 分 泌 経 路 に お け る タ ン パ ク 質 生 合 成 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 合 成 に 合 わ せ て 重 複 す る い く つ
か の 過 程 に 関 係 す る 。 第 一 に 、 新 生 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 は 、 小 胞 体 (ER)膜 を 正 し く 標 的 と す る
必 要 が あ る 。 次 い で 、 ER内 腔 へ の 転 位 が 開 始 さ れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 折 り た た み は 転 位
の 初 期 に 開 始 さ れ る 必 要 が あ る 。 転 位 中 お よ び 転 位 直 後 に 、 翻 訳 後 修 飾 が 生 じ 、 細 胞 質 に
戻 す こ と お よ び プ ロ テ ア ソ ー ム に よ る 分 解 を 含 む 望 ま し く な い 鎖 の 分 解 に 関 す る 細 胞 の 決
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定 が 下 さ れ る 。 転 位 と 同 時 期 の 過 程 の う ち 、 タ ン パ ク 質 の 折 り た た み が お そ ら く 最 も 顕 著
で あ る 。 そ の 理 由 は 、 そ れ は ゲ ノ ム 情 報 の 解 読 の 重 大 な 段 階 だ か ら で あ る 。 誤 っ て 折 り 畳
ま れ た タ ン パ ク 質 は 、 そ の タ ン パ ク 質 が な い の と 同 じ く ら い 悪 い か ま た は そ れ よ り も 悪 い
場 合 が あ る 。 タ ン パ ク 質 が 、 別 個 の 機 能 を 有 す る 多 数 の 折 り 畳 み 状 態 を 有 す る 場 合 に は 、
正 確 な 折 り 畳 み 経 路 お よ び そ の 調 節 が ど の 機 能 が 正 確 に ど の 程 度 発 現 さ れ る か を 決 定 す る
。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 最 新 の 生 物 学 の 基 本 教 義 は 、 一 次 構 造 が 二 次 構 造 を 決 定 し 、 二 次 構 造 が 、 ジ ス ル フ ィ ド
結 合 形 成 な ど の 適 当 な 翻 訳 後 修 飾 と 共 に 、 三 次 (お よ び 四 次 )タ ン パ ク 質 構 造 を 決 定 す る と
い う も の で あ る 。 一 次 構 造 か ら 二 次 構 造 、 三 次 構 造 と い う こ の 組 織 化 が タ ン パ ク 質 折 り 畳
み の 「 一 次 」 組 織 化 原 則 を 構 成 す る 。 「 構 造 」 と い う 用 語 に は 、 独 自 の 安 定 し た 実 体 と い
う 概 念 が 含 ま れ る が 、 タ ン パ ク 質 の 構 造 は 統 計 学 的 な 概 念 で あ る 。 未 変 性 の タ ン パ ク 質 の
立 体 配 座 は 、 折 り 畳 ま れ て い な い 変 性 し た 形 態 の 同 じ 鎖 よ り エ ネ ル ギ ー 的 に は 好 ま し い が
、 エ ネ ル ギ ー 的 な 優 先 値 は 中 程 度 (10 kCal/mole)で あ り 、 タ ン パ ク 質 は 動 的 な 変 動 性 の 実
体 で あ り 、 「 安 定 な 」 タ ン パ ク 質 で さ え も あ る 程 度 一 過 的 に 折 り 畳 ま れ て い な い こ と を 意
味 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 転 位 は タ ン パ ク 質 の 折 り 畳 み と 重 複 し て お り 、 従 っ て 進 化 の 経 過 中 に 、 こ れ ら 2つ の 過
程 は 互 い に 影 響 し あ っ た と 予 想 さ れ る 。 折 り 畳 み 経 路 は 転 位 の 必 要 性 に 対 応 す る よ う に 改
良 さ れ て い る 可 能 性 が あ る ； 転 位 経 路 は 折 り 畳 み の 必 要 性 に 対 応 す る よ う に 改 良 さ れ て い
る 可 能 性 が あ る 。 数 多 く の 文 献 が こ れ ら の 可 能 性 の 両 方 の 裏 づ け を 提 供 し て い る 。 折 り 畳
み に 密 接 に 関 係 す る 転 移 の 調 節 に 関 す る 今 ま で の 最 も 目 覚 し い 例 は 、 プ リ オ ン タ ン パ ク 質
(PrP)の 生 合 成 に 見 ら れ る 。 PrPの 場 合 に は 、 新 生 鎖 の 同 種 集 団 に よ り 3つ の 形 態 的 な 形 態
を 生 ず る 。 そ れ ら の 1つ 、 secPrPは 、 ER膜 を 通 過 し て 完 全 に 転 位 (分 泌 )さ れ 、 C-末 端 糖 脂
質 ア ン カ ー に よ っ て 繋 ぎ 止 め ら れ る と 思 わ れ る ； こ れ は 正 常 な 脳 に 観 察 さ れ る 形 態 で あ る
。 secPrPの 機 能 は 不 明 で あ る が 、 他 の 糖 脂 質 固 定 さ れ た タ ン パ ク 質 か ら 類 推 し て 、 神 経 系
に お い て 信 号 伝 達 機 能 を 有 す る 可 能 性 が あ る と 思 わ れ る 。 最 近 実 証 さ れ た 抗 ア ポ ト ー シ ス
機 能 は こ の 役 割 と 一 致 し て い る と 思 わ れ る 。 他 の 2つ の 形 態 の PrPは 、 ア ミ ノ 酸 約 112± 130
の 膜 貫 通 鎖 で 膜 を 反 対 方 向 に 1回 貫 通 す る 。 一 方 、 他 の 2つ の 形 態 の PrPは 、 N-ま た は C-末
端 が ER内 腔 に 存 在 し て 、 反 対 方 向 に 1回 膜 を 貫 通 す る タ ン パ ク 質 と し て 作 製 さ れ る (そ れ ぞ
れ 、 N t m PrPお よ び C t m PrPと 名 づ け ら れ る )。 C t m PrPは 、 過 剰 発 現 さ れ る と 、 自 然 発 症 的 な
神 経 変 性 を 誘 発 す る 。 さ ら に 、 感 染 性 プ リ オ ン 疾 患 で は 、 CtmPrPは 、 臨 床 徴 候 発 症 直 前 に
誘 導 さ れ る と 思 わ れ 、 神 経 変 性 に 至 る 最 終 的 な 共 通 経 路 を 開 始 す る こ と を 示 唆 し て い る 。
他 の 研 究 は 、 ER膜 の 今 の と こ ろ は 未 知 の 糖 タ ン パ ク 質 を 、 SecPrPに 至 る 経 路 に 新 生 PrP鎖
を 誘 導 す る こ と に よ っ て 、 CtmPrPの 発 現 か ら 正 常 な 脳 を 「 保 護 す る 」 転 位 性 補 助 因 子 (TrA
F)に 関 係 が あ る と し て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 SecPrPと CtmPrPの 識 別 は 、 通 常 、 形 態 的 な 根 拠 に 基 づ い て な さ れ る 。 し か し 、 同 じ 配 列
の こ れ ら 2つ の ポ リ ペ プ チ ド は 立 体 配 座 も 異 な る 。 こ れ は 、 非 変 性 性 界 面 活 性 剤 溶 液 に お
け る プ ロ テ ア ー ゼ 限 定 消 化 に 対 す る 感 度 の 違 い に よ っ て 実 証 さ れ た 。 従 っ て 、 転 位 の 調 節
は 、 立 体 配 座 お よ び 機 能 の 両 方 が 異 な る 多 数 の 形 態 の PrPを 作 製 す る 手 段 で あ る と 思 わ れ
る 。 新 生 PrP鎖 に CtmPrPで は な く SecPrPを 作 製 す る よ う に 誘 導 す る 機 構 (す な わ ち 、 TrAF)
自 体 も 、 脳 内 で 検 出 可 能 な CtmPrP量 を 増 加 さ せ る ス ク レ イ ピ ー 感 染 の 能 力 に 基 づ い て 調 節
す る こ と が で き る 。 PrPは 、 現 在 の と こ ろ 、 転 位 性 調 節 の 最 も よ い 例 で あ る が 、 広 範 囲 な
タ ン パ ク 質 が 利 用 す る 同 様 の 原 理 の 証 拠 が あ る 。 同 時 に 、 こ れ ら の 観 察 は 新 た な 原 理 に 至
る ： タ ン パ ク 質 の 立 体 配 座 は ア ミ ノ 酸 の 一 次 配 列 に よ っ て 決 定 さ れ る だ け で な く 、 2つ 以
上 の 異 な る 機 能 的 な 立 体 配 座 の 成 果 の ど れ が 実 際 に 生 ず る ま た は 優 位 で あ る か に 影 響 を 与
え る TrAFな ど の タ ン パ ク 質 に よ っ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 従 っ て 、 複 雑 な 分 泌 ま た は 内 在 性 膜 タ ン パ ク 質 が 多 数 の 別 個 の 機 能 的 な 折 り た た み 状 態
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を 有 す る こ と が で き る か ど う か を 判 定 す る こ と は 興 味 深 い 。 現 在 で は 、 立 体 配 座 制 御 の こ
れ ら の 仮 説 お よ び 他 の 仮 説 を 試 験 す る 大 き な 制 限 は 、 機 能 的 タ ン パ ク 質 の 立 体 配 座 の 異 種
性 を 認 識 す る ツ ー ル が な い こ と で あ る 。 し か し 、 PrPで は 、 立 体 配 座 の 異 種 性 は 形 態 的 な
異 種 性 と し て 現 れ た と い う 偶 然 の 一 致 の た め に 、 そ れ は 検 出 さ れ て い な い 可 能 性 が あ る 。
新 た に 合 成 さ れ る タ ン パ ク 質 の サ ブ 集 団 の 相 対 的 な 反 応 性 を 判 定 す る こ と が で き る と 思 わ
れ 、 そ れ に よ っ て 立 体 配 座 の 差 を 規 定 す る 立 体 配 座 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 一 団 な
ど の す ぐ れ た ツ ー ル が 必 要 と さ れ て い る 。 こ の 方 法 は 、 健 康 な 状 態 お よ び 疾 患 へ の 進 行 中
並 び に 疾 患 を 阻 止 す る た め の 手 段 と し て 所 定 の タ ン パ ク 質 に よ っ て 使 用 さ れ る 立 体 配 座 状
態 集 を 可 能 に す る と 思 わ れ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ７ 】

　 立 体 配 座 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 基 づ い た 新 規 組 成 物 並 び に 特 定 の タ ン パ ク 質 の
配 座 異 性 体 に 関 連 す る 疾 患 を 診 断 お よ び 治 療 す る た め の そ れ ら の 用 途 を 提 供 す る 。 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る た め に は 、 関 心 対 象 の タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 1つ の 配 座 異 性 体
を 含 む 抗 原 お よ び 任 意 に ア ジ ュ バ ン ト で 動 物 を 免 疫 化 す る 。 免 疫 化 し た 宿 主 の B細 胞 を 使
用 し て 、 共 通 の エ ピ ト ー プ を 共 有 す る 関 心 対 象 の タ ン パ ク 質 の 1つ 以 上 の 配 座 異 性 体 に 対
す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る 。 次 い で 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 関 心 対 象 の タ ン パ ク 質 の 個 々 の 配 座 異 性 体 に 対 し て 識 別 的 な
結 合 を 示 す も の を 同 定 す る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 配 座 異 性 体 媒 介 性 疾 患 お よ び 能 動 ま
た は 受 動 免 疫 化 を 介 す る 疾 患 の 治 療 の た め の 検 出 ア ッ セ イ に 用 途 を 見 出 し て い る 。 特 異 的
な 配 座 異 性 体 に 選 択 的 で あ る が 、 お そ ら く 弱 く 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 同 定 す る た
め に 、 個 々 の ハ イ ブ リ ド ー マ を 用 い る 規 定 の 配 座 異 性 体 の 溶 液 免 疫 沈 降 法 に 関 係 す る 従 来
で な い ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る 。 次 い で 、 こ れ ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 特 徴 づ け
、 血 清 を 含 む 患 者 試 料 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 使 用 し 、 疾 患 お よ び 疾 患 の 病 因 の 配 座
異 性 体 特 異 的 な 特 徴 お よ び 関 連 を 同 定 す る お よ び ／ ま た は PrPを 発 現 す る 細 胞 の 分 化 を 促
進 す る ま た は PrP発 現 を 阻 害 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】

　 本 発 明 に よ る と 、 関 心 対 象 の タ ン パ ク 質 の 個 々 の 配 座 異 性 体 と そ れ に 対 す る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 で あ る 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。 好 ま し く は 、 配 座 異 性 体 は 、 少 な く と も 1つ の エ ピ
ト ー プ を 共 有 す る 可 能 性 の あ る 配 座 異 性 体 を 識 別 す る こ と が で き る よ う に 、 1つ の 配 座 異
性 体 に 識 別 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 同 定 す る こ と が で き る よ う に 、 関 心 対 象 の
タ ン パ ク 質 の 1つ の 配 座 異 性 体 の 選 択 的 な 合 成 を 可 能 に す る 無 細 胞 翻 訳 系 な ど の 系 を 使 用
し て 作 製 さ れ る 。 「 配 座 異 性 体 」 と い う 用 語 は 、 少 な く と も 実 質 的 に 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 を
有 す る が 、 構 造 (物 理 的 ト ポ ロ ジ ー ま た は ト ポ グ ラ フ ィ ー )お よ び 機 能 に 異 種 性 を 有 す る 2
つ 以 上 の タ ン パ ク 質 を い う 。 ト ポ ロ ジ ー は 、 特 定 の 細 胞 成 分 コ ン パ ー ト メ ン ト の タ ン パ ク
質 の 特 定 の 部 分 の 異 な る 配 置 、 例 え ば 、 N-細 胞 質 ゾ ル に 対 し て C-細 胞 質 ゾ ル を 意 図 し て お
り 、 ト ポ グ ラ フ ィ ー は 外 側 の 立 体 配 座 ま た は 空 間 の 形 状 の 変 化 (す な わ ち 、 折 畳 み ／ 立 体
配 座 の 差 に よ る 異 な る 三 次 元 的 形 状 )を 意 図 し て お り 、 他 の タ ン パ ク 質 と の 安 定 お よ び ／
ま た は 一 過 的 な 結 合 を 含 む 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 実 質 的 に 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 の ポ リ
ペ プ チ ド は 、 タ ン パ ク 質 の 立 体 配 座 ま た は ト ポ ロ ジ ー を 変 更 し な い 同 類 ア ミ ノ 酸 置 換 を 有
す る も の (す な わ ち 、 そ れ ぞ れ 、 小 型 も し く は 大 型 側 鎖 と 小 型 も し く は 大 型 側 鎖 ま た は そ
れ ぞ れ 、 酸 性 、 塩 基 性 、 極 性 も し く は 疎 水 性 側 鎖 と 酸 性 、 塩 基 性 、 極 性 も し く は 疎 水 性 側
鎖 )で あ る 。 タ ン パ ク 質 の 立 体 配 座 の 変 化 は 折 畳 み の 差 ま た は 翻 訳 後 修 飾 に よ る も の で あ
り 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の 差 の 結 果 で は な い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 関 心 対 象 の タ ン パ ク 質 の 特 定 の 疾 患 関 連 立 体 配 座 の 影 響 を 診 断 お よ び ／ ま た は 治 療 お よ
び ／ ま た は 阻 害 す る た め の ヒ ト を 含 む 動 物 は 、 関 心 対 象 の タ ン パ ク 質 の 疾 患 関 連 立 体 配 座
に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 有 す る 抗 血 清 を 作 製 す る た め に 免 疫 化 さ れ る 。 免 疫 化 し た 動
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物 宿 主 の B細 胞 は 、 同 じ 特 異 性 ス ペ ク ト ル を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ
リ ド ー マ を 作 製 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 組 換 え 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 お よ び ／ ま
た は 重 鎖 並 び に そ れ ら の 機 能 的 な 断 片 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 軽 鎖 お よ び 重 鎖 ま た は そ
れ ら の 機 能 的 な 部 分 を コ ー ド す る 核 酸 を 単 離 し 、 大 腸 菌 (E. coli)な ど の 原 核 宿 主 細 胞 ま
た は 酵 母 も し く は 哺 乳 類 細 胞 な ど の 真 核 宿 主 細 胞 に お い て そ れ を 発 現 す る こ と に よ っ て 組
換 え に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。 組 換 え 抗 体 は 、 望 ま し い 特 徴 を 提 供 す る た め に ア ミ ノ
酸 配 列 の 変 更 を 含 ん で も よ く 、 例 え ば 、 抗 原 結 合 特 徴 の 改 善 を 提 供 す る た め に 可 変 領 域 に
変 更 が 加 え ら れ て も よ い 。 好 ま し く は 、 関 心 対 象 の タ ン パ ク 質 の 特 定 の 疾 患 関 連 立 体 配 座
の 影 響 を 治 療 す る 際 に 使 用 す る た め に 産 生 お よ び ／ ま た は 投 与 さ れ る 抗 体 は 中 和 抗 体 で あ
る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 抗 体 と い う 用 語 は 、 重 鎖 お よ び 軽 鎖 を 含 む 完 全 長 の 抗 体 分
子 だ け で な く 、 個 々 の タ ン パ ク 質 配 座 異 性 体 に 結 合 す る 望 ま し い 特 異 性 を 保 持 す る (Fab) 2
、 Fab、 Fv断 片 お よ び ScFv断 片 な ど の 抗 体 の 任 意 の 断 片 も い う 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 す
る 「 中 和 す る 」 と い う 用 語 は 、 抗 体 を い う 場 合 に は 、 特 定 の タ ン パ ク 質 配 座 異 性 体 に 関 連
す る 疾 患 を 有 す る 被 験 者 の 体 液 に 見 ら れ る 個 々 の タ ン パ ク 質 配 座 異 性 体 に こ の よ う な タ ン
パ ク 質 が 結 合 す る こ と を 意 味 す る 。 い く つ か の 例 に お い て 、 抗 体 は 、 細 胞 受 容 体 に 対 す る
タ ン パ ク 質 の 結 合 を 妨 害 す る 作 用 を す る こ と が あ る ； 好 ま し く は 、 こ の よ う な 抗 体 は 、 配
座 異 性 体 が 受 容 体 に 結 合 す る と き 、 受 容 体 か ら 受 容 体 結 合 配 座 異 性 体 を 除 去 す る こ と が で
き る ほ ど 十 分 な タ ン パ ク 質 配 座 異 性 体 親 和 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 機 能 的 ア ッ セ イ 結 果 を 裏 付 け る た め に 作 製 す る こ と が で き 、 エ
ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ に 基 づ い て 、 (i)同 じ エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 は 、 本 質 的 に 同 じ ア ミ
ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 に 結 合 し な い こ と お よ び (ii)タ ン パ ク 質 の 別 の 折 畳 み は エ ピ
ト ー プ を マ ス ク ま た は 暴 露 し 、 そ れ ら を 免 疫 学 的 に 、 従 っ て 構 造 的 に 別 個 に す る こ と を 示
す 。 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た と 思 わ れ る 配 座 異 性 体 の 配 列 決 定 は 、 タ ン パ ク 質 が 本 質 的 に 同 じ
ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る こ と を 実 証 す る た め に 実 施 さ れ る 。 従 っ て 、 マ ッ ピ ン グ し た エ ピ ト
ー プ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 し て 、 特 異 的 な 薬 物 標 的 と し て 使 用 す る こ と が で
き る 構 造 的 お よ び お そ ら く 機 能 的 特 徴 が 異 な る 配 座 異 性 体 を 同 定 す る こ と が で き 、 従 っ て
生 じ る 可 能 性 の あ る 副 作 用 を 低 下 す る こ と が で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 形 質 移 入 し
た 細 胞 ま た は プ ロ グ ラ ム さ れ た 無 細 胞 系 の 未 精 製 の 細 胞 溶 菌 液 と 共 に 使 用 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 既 存 の 技 術 を 上 回 る い く つ か の 利 点 を 提 供 す る 。 生 物 試 料 に お け る 異 種 性 を
検 出 す る 問 題 は い く つ か の 問 題 が 絡 む ： 第 一 に 、 異 種 性 は 、 1つ の 配 座 異 性 体 を 別 の 配 座
異 性 体 と 識 別 す る 試 薬 (例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 )で し か 検 出 す る こ と が で き な い 。 し
か し 、 ほ と ん ど の 配 座 異 性 体 は 多 数 の エ ピ ト ー プ を 共 有 し て お り 、 従 っ て 、 所 定 の 配 座 異
性 体 に 対 し て 形 成 し た 小 サ ブ セ ッ ト の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 だ け が 絶 対 的 ま た は 相 対 的 に 配
座 異 性 体 特 異 的 で あ り 、 多 数 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 異 な る 配 座 異 性 体 と の 反 応 性 に お い
て 識 別 不 可 能 で あ る 。 本 発 明 に よ り 「 干 草 の 中 の 針 」 を 識 別 す る 、 す な わ ち 、 絶 対 的 ま た
は 相 対 的 に 配 座 異 性 体 特 異 的 で あ り 、 お そ ら く そ の 配 座 異 性 体 特 異 性 す な わ ち 、 配 座 異 性
体 の 表 面 の 小 部 分 に エ ピ ト ー プ が 限 定 さ れ て い る た め に 低 親 和 性 で あ る 、 レ ア な モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を 配 座 異 性 体 特 異 的 で な い 他 の モ ノ ク ロ ー ナ ル か ら 識 別 こ と が で き る 。 第 二 に
、 新 た な ハ イ ブ リ ド ー マ が 配 座 異 性 体 特 異 的 で あ る か ど う か を 判 定 す る 時 間 は 、 ハ イ ブ リ
ド ー マ が ク ロ ー ン を 競 合 す る こ と に よ っ て 死 滅 す る ま た は 過 剰 増 殖 さ れ る 前 の 数 日 に 限 定
さ れ る 。 本 発 明 は 、 関 連 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 同 定 の こ れ ら の 障 壁 を 克 服 す る 方 法 を
提 供 す る 。 こ れ ら の 有 用 で あ る が 、 レ ア な モ ノ ク ロ ー ナ ル は 、 例 え ば 、 ス ク リ ー ニ ン グ ア
ッ セ イ に 使 用 す る と 、 血 液 試 料 な ど の 患 者 試 料 中 の 配 座 異 性 体 混 合 物 中 の 個 々 の 配 座 異 性
体 を 識 別 す る こ と が で き る と い う 利 点 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 そ れ ら は 、 プ ロ テ ア ー ゼ 消 化
並 び に 立 体 配 座 お よ び ト ポ ロ ジ ー の 他 の 従 来 の プ ロ ー ブ で 生 じ る と 思 わ れ る 条 件 の 混 乱 を
小 さ く し て 、 迅 速 且 つ 極 め て 高 い 感 度 お よ び 特 異 性 で 配 座 異 性 体 を 識 別 す る 手 段 を 提 供 す
る と い う 利 点 を 提 供 す る 。
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【 ０ ０ １ ２ 】
　 免 疫 化 に 使 用 す る 抗 原 は 配 座 異 性 体 の 混 合 物 を 含 ん で も よ い が 、 好 ま し く は 関 心 対 象 の
タ ン パ ク 質 の 個 々 の 配 座 異 性 体 で あ る 。 個 々 の 配 座 異 性 体 抗 原 を 作 製 す る た め に 使 用 す る
こ と が で き る 方 法 に は 、 イ ン ビ ト ロ 翻 訳 系 が 挙 げ ら れ る (例 え ば 、 Hayら 、 1987 Mol. Cell
 Biol. 7: 914-919； Hegdeら (1998) Science 279, 827-834お よ び Hegdeら (1999) Nature 
402, 822-826を 参 照 さ れ た い )。 合 成 し た 立 体 配 座 混 合 物 を 歪 め る 試 み が な さ れ て お り 、
マ イ ナ ー で 一 過 的 な 配 座 異 性 体 を 拡 大 し 、 安 定 化 さ せ る こ と が で き 、 従 っ て よ り 容 易 に 検
出 お よ び 特 徴 づ け る こ と が で き 、 結 果 と し て そ れ ら は 通 常 優 性 な 配 座 異 性 体 か ら 識 別 さ れ
う る 。 こ れ は 、 切 断 さ れ る シ グ ナ ル 配 列 を ス ワ ッ ピ ン グ す る こ と ま た は イ ン ト ラ ン ス に お
け る 作 用 (ま た は そ れ ら の 欠 如 )、 TrAF欠 如 ま た は 他 の 手 段 に よ っ て 未 処 理 の 配 座 異 性 体 混
合 物 を 改 変 す る 分 画 化 さ れ 、 再 構 成 さ れ た 系 に お い て タ ン パ ク 質 を 発 現 す る こ と を 含 む 種
々 の 方 法 で 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 免 疫 化 は 、 当 業 者 に 既 知 の 任 意 の 方 法 を 使 用 す る こ と が で き る 。 少 量 の 抗 原 し か 利 用 可
能 で な い 場 合 に は 、 (Blachereら 、 (1997) J Exp Med 186, 1315-1322)お よ び (Castellino
ら 、 (2000) J Exp Med 191, 1957-1964)に よ っ て 記 載 さ れ て い る も の な ど の プ ロ ト コ ー ル
を 使 用 す る こ と が で き る 。 ヒ ー ト シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 (HSP)な ど の 少 量 (マ イ ク ロ グ ラ ム 量
)の タ ン パ ク 質 お よ び 関 心 対 象 の タ ン パ ク 質 の 配 座 異 性 体 を 組 み 合 わ せ 、 次 い で 宿 主 動 物
の 免 疫 化 に 使 用 す る 。 投 与 経 路 は 皮 内 、 皮 下 、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 ま た は 静 脈 内 経 路 で あ っ て
も よ く 、 投 与 方 法 は 当 業 者 に 既 知 の 標 準 的 な プ ロ ト コ ー ル に よ る 。 任 意 に 、 フ ロ イ ン ト の
完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、 RIBIも し く は 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ま た は イ ン タ ー ロ イ キ ン -2な ど の 組
換 え サ イ ト カ イ ン な ど の ア ジ ュ バ ン ト を 抗 原 と 共 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 当 業 者 に 既 知 の 任 意 の 数 の 方 法 で 作 製 す る こ と が で き る (例 え ば
、 Kohlerら 、 Nature, 256: 495-497(1975)お よ び Eur. J. Immunol. 6: 511-519(1976)； M
ilsteinら 、 Nature 266: 550-552(1977)、 Koprowskiら 、 米 国 特 許 第 4,172,124号 ； Harlow
, Eお よ び D. Lane、 1988年 ： Antibodies： A Laboratory Manual、 (Cold Spring Harbor L
aboratory Press、 Cold Spring Harbor、 New York(1989)； Current Protocols in Molecu
lar Biology、 2巻 (Supplement 27、 '94年 夏 号 )、 Ausubel, F. M.ら 、 編 、 (John Wiley & 
Sons： New York, N. Y.)、 11章 、 (1991年 )を 参 照 さ れ た い )。 こ の 方 法 で は 、 抗 原 を 注 射
し た 動 物 の 脾 細 胞 ま た は リ ン パ 球 を 腫 瘍 細 胞 系 統 と 融 合 さ せ 、 そ れ に よ っ て 不 死 で 、 B細
胞 の 遺 伝 的 に コ ー ド さ れ た 抗 体 を 産 生 す る こ と が で き る ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 ま た は 「 ハ イ ブ
リ ド ー マ 」 を 作 製 す る 。 こ の よ う に 形 成 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド は 、 選 択 、 希 釈 お よ び 再 増 殖
に よ っ て 単 一 の 遺 伝 株 に 分 離 さ れ 、 各 株 は 単 一 遺 伝 系 統 を 示 す 。 従 っ て 、 そ れ ら は 、 望 ま
し い 抗 原 に 対 す る 免 疫 反 応 性 の 均 一 な 抗 体 を 産 生 す る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 は 、 一 般 に 、
マ ウ ス 系 統 の 融 合 を 使 用 す る が 、 ヒ ト -ヒ ト ハ イ ブ リ ド ー マ (Olsson, L.ら 、 Proc. Natl. 
Acad. Sci.(USA), 77: 5429(1980))； ヒ ト -マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ (Schlom, J.ら (同 書 )77
: 6841(1980))お よ び い く つ か の 他 の 異 種 間 の ハ イ ブ リ ッ ド 組 み 合 わ せ も 報 告 さ れ て い る
。 望 ま し い 結 合 特 性 を 有 す る 抗 体 を 産 生 す る 細 胞 は 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ (ELISA)
を 含 む 血 清 学 的 ア ッ セ イ な ど の 好 適 な ア ッ セ イ に よ っ て 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 機 能 的 な 結 合 断 片 も 、 例 え ば 、 酵 素 的 切 断 ま た は 組 換 え 技 法 に よ
っ て 作 製 す る こ と が で き る 。 酵 素 的 な 切 断 方 法 に は 、 Fabま た は F(ab') 2 断 片 を そ れ ぞ れ 作
製 す る パ パ イ ン ま た は ペ プ シ ン 切 断 が 挙 げ ら れ る 。 抗 体 は 、 1つ 以 上 の 停 止 コ ド ン が 天 然
の 停 止 コ ド ン の 上 流 に 導 入 さ れ て い る 抗 体 遺 伝 子 を 使 用 し て 、 種 々 の 切 断 型 で も 作 製 す る
こ と が で き る 。 例 え ば 、 F(ab') 2 重 鎖 部 分 を コ ー ド す る キ メ ラ 遺 伝 子 は 、 CH 1 ド メ イ ン お よ
び 重 鎖 の ヒ ン ジ 領 域 を コ ー ド す る DNA配 列 を 含 む よ う に 設 計 す る こ と が で き る 。 モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 の 機 能 的 な 断 片 は 、 そ れ ら が 誘 導 さ れ る 完 全 長 の 抗 体 の 少 な く と も 1つ の 結 合
機 能 お よ び ／ ま た は 調 節 機 能 を 保 持 す る 。 好 ま し い 機 能 的 な 断 片 は 、 対 応 す る 完 全 長 の 抗
体 の 抗 原 結 合 機 能 を 保 持 す る (例 え ば 、 配 座 異 性 体 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 能 力 を 保 持 す
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る )。 別 の 態 様 に お い て 、 機 能 的 な 断 片 は 、 結 合 活 性 、 信 号 伝 達 活 性 お よ び ／ ま た は 細 胞
応 答 の 刺 激 な ど の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド 配 座 異 性 体 に 特 徴 的 な 1つ 以 上 の 機 能 を 阻 害
す る 能 力 を 保 持 す る 。 例 え ば 、 一 態 様 に お い て 、 機 能 的 な 断 片 は HIVキ ャ プ シ ド の 構 築 を
阻 害 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 配 座 異 性 体 特 異 的 な 抗 体 を 形 成 す る 一 方 法 は 、 関 心 対 象 の タ ン パ ク 質 の 機 能 的 遺 伝 子 を
欠 損 す る ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を 関 心 対 象 の タ ン パ ク 質 の 推 定 配 座 異 性 体 で 免 疫 化 す る こ と
で あ る 。 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は 当 業 者 に 既 知 の 標 準 的 な 技 法 を 使 用 し て 作 製 す る こ と が で
き る (Capecchi, Science(1989) 244: 1288； Kollerら Annu Rev Immunol(1992) 10: 705-3
0； Dengら Arch Neurol (2000) 57: 1695-1702)； モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 形 成 す る 予 定 の タ
ン パ ク 質 に 対 応 す る 遺 伝 子 が ノ ッ ク ア ウ ト さ れ て い る 、 例 え ば 、 HP68。 ノ ッ ク ア ウ ト さ れ
て い る 遺 伝 子 の 断 片 を 含 有 す る 以 外 に 、 一 般 に 、 相 同 組 換 え を 選 択 す る た め の 抗 生 物 質 耐
性 遺 伝 子 、 好 ま し く は ネ オ マ イ シ ン お よ び ウ イ ル ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ (TK)遺 伝 子 を 含 有 す
る 標 的 ベ ク タ ー を 構 築 す る 。 ま た は 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 (DTA)を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 使 用 し
て 、 ラ ン ダ ム 挿 入 に 対 し て 選 択 す る こ と が で き る 。 相 同 組 換 え が 生 じ る 場 合 に は 、 ネ オ マ
イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 が ゲ ノ ム に 組 込 ま れ る が 、 TKま た は DTA遺 伝 子 は 常 に 欠 損 さ れ る ベ ク タ
ー を 設 計 す る 。 マ ウ ス 胚 性 幹 (ES)細 胞 に 鎖 状 標 的 ベ ク タ ー を 形 質 移 入 し 、 相 同 組 換 え に よ
り 、 ノ ッ ク ア ウ ト さ れ て い る 標 的 遺 伝 子 座 に お い て 組 換 わ る 。 ネ オ マ イ シ ン お よ び TKに よ
っ て 代 謝 さ れ て 、 致 死 的 な 産 物 を 産 生 す る 薬 物 で あ る ガ ン シ ク ロ ビ ル (TK用 )の 存 在 下 に お
い て マ ウ ス ES細 胞 を 増 殖 さ せ る 。 従 っ て 、 相 同 組 換 え を 受 け た 細 胞 は ネ オ マ イ シ ン お よ び
ガ ン シ ク ロ ビ ル 耐 性 で あ る 。 DTAを 含 有 す る ベ ク タ ー は 、 そ の 遺 伝 子 を コ ー ド す る 任 意 の
細 胞 を 死 滅 さ せ 、 従 っ て 細 胞 培 養 培 地 に 追 加 の 薬 物 を 必 要 と し な い 。 当 業 者 に 既 知 の 技 法
で あ る サ ザ ン ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び PCRを 使 用 し て 、 相 同 組 換 え 事 象 を
証 明 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 切 断 型 標 的 遺 伝 子 を 保 有 す る マ ウ ス を 作 製 す る た め に 、 陽 性 ES細 胞 を 培 養 で 増 殖 さ せ て
分 化 さ せ 、 得 ら れ た 胚 盤 胞 (blastocyte)を 偽 妊 娠 雌 マ ウ ス に 植 込 む 。 ま た は 、 ES細 胞 を 、
植 え 込 み 前 の マ ウ ス 胚 の 胞 胚 (blastocoelic)腔 に 注 射 し 、 次 い で 胚 盤 胞 を 外 科 的 に 植 込 む
。 形 質 移 入 し た ES細 胞 お よ び レ シ ピ エ ン ト 胚 盤 胞 は 、 被 毛 色 が 異 な る マ ウ ス 由 来 と す る こ
と が で き る の で 、 結 果 と し て キ メ ラ 子 孫 を 容 易 に 同 定 す る こ と が で き る 。 繁 殖 技 法 に よ り
、 同 型 接 合 型 の ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス が 作 製 さ れ る 。 例 え ば 、 PCRお よ び サ ザ ン ブ ロ ッ ト ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 使 用 し て 、 こ れ ら の マ ウ ス の 組 織 を 試 験 し て 、 標 的 遺 伝 子 の 同 型
接 合 型 ノ ッ ク ア ウ ト を 証 明 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 別 の 方 法 に お い て 、 ア ン チ セ ン ス 技 術 を 使 用 す る ジ ー ン タ ー ゲ テ ィ ン グ を 使 用 す る こ と
が で き る (Bergotら 、 JBC (2000) 275: 17605-17610)。 同 型 接 合 型 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を
精 製 宿 主 タ ン パ ク 質 ペ プ チ ド 、 未 処 理 お よ び 変 性 組 換 え タ ン パ ク 質 で 免 疫 化 す る 。 免 疫 原
に よ る そ の 後 の 追 加 免 疫 後 の 3お よ び 6週 目 に 、 マ ウ ス を 犠 牲 に し 、 脾 臓 を 摘 出 し 、 骨 髄 腫
細 胞 と の 融 合 を 実 施 す る (Korthら  Methods in Enzymol. (1999) 309: 106)。 個 々 の ハ イ
ブ リ ド ー マ か ら の 抗 体 を 立 体 配 座 特 異 性 、 す な わ ち 、 1つ の 配 座 異 性 体 と 実 質 的 な 特 異 性
で 結 合 す る こ と に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 ス ク リ ー ニ ン グ 過 程 は 、 1つ の 配 座 異 性 体
を 別 の 配 座 異 性 体 に 対 し て 濃 縮 す る よ う に 選 択 し た 無 細 胞 翻 訳 系 ま た は 放 射 性 標 識 培 地 ま
た は 細 胞 抽 出 物 中 で 産 生 さ れ た 放 射 性 標 識 タ ン パ ク 質 産 物 を 用 い て 実 施 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 こ れ ら の 産 物 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 を 使 用 し て 免 疫 沈 降 さ せ 、 SDS-PAGEゲ ル で 操 作 す
る 。 形 質 移 入 し た 細 胞 を 使 用 す る こ と に よ り 、 抗 体 が 特 異 的 な エ ピ ト ー プ に 結 合 す る の を
遮 断 し 、 そ れ に よ っ て 可 能 な 配 座 異 性 体 を 隠 蔽 す る と 思 わ れ る タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相
互 作 用 が 生 じ る と 思 わ れ る 可 能 性 の た め に 、 好 ま し く は 、 無 細 胞 抽 出 物 を 使 用 す る 。 放 射
性 標 識 し た 翻 訳 産 物 を 用 い る 免 疫 沈 降 選 別 の 使 用 、 (例 え ば 、 シ グ ナ ル 配 列 の ス ワ ッ ピ ン
グ に よ っ て )歪 め ら れ て い る 立 体 配 座 お よ び 弱 い レ ス ポ ン ダ ー の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 本 発
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明 の 選 別 を 従 来 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 方 法 と 識 別 す る キ ー で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 識 別 的 な 結 合 を 示 す モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 の バ リ エ ー シ ョ ン は
、 pH、 ア ッ セ イ の イ オ ン 組 成 お よ び ／ ま た は 血 清 も し く は 血 清 タ ン パ ク 質 ま た は 関 心 対 象
の タ ン パ ク 質 が 結 合 す る 銅 な ど の 金 属 イ オ ン の 存 在 な ど の 他 の 条 件 を 変 更 す る こ と で あ る
。 こ れ ら の 条 件 は 抗 体 に よ っ て 変 更 し て も よ い 。 特 異 的 な 配 座 異 性 体 に 対 し て モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 識 別 的 結 合 さ せ る 他 の 手 段 を 使 用 し て も よ い 。 一 例 と し て 、 種 々 の サ イ ズ の コ
ー ド 領 域 を 工 作 し て 他 の 標 的 タ ン パ ク 質 を 作 製 す る こ と に よ っ て 、 こ の よ う な モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 に よ っ て 規 定 さ れ る 特 異 的 な 立 体 配 座 エ ピ ト ー プ を 、 立 体 配 座 変 化 の タ グ ま た は
レ ポ ー タ ー と し て 使 用 す る 。 従 っ て 、 イ オ ン 条 件 を 変 更 す る こ と に よ っ て タ グ は 「 オ ン 」
ま た は 「 オ フ 」 に す る こ と が で き 、 立 体 配 座 変 化 は 、 イ オ ン ま た は 他 の 条 件 の 変 更 に よ っ
て 誘 導 ま た は 抑 制 す る こ と が で き る 。 ス ク リ ー ニ ン グ の た め に 96ウ ェ ル プ レ ー ト を 使 用 す
る こ と に よ り こ の 過 程 は 合 理 化 さ れ 、 1人 の 技 術 者 が 1日 に 1000の 個 別 の ハ イ ブ リ ド ー マ を
ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 抗 体 は 組 換 え 手 段 に よ っ て も 作 製 す る こ と が で き る 。 重 鎖 ま た は 軽 鎖 を コ ー ド す る メ ッ
セ ン ジ ャ ー RNAは 、 標 準 的 な RNA単 離 技 法 、 お よ び ポ リ A mRNAを 分 離 す る た め に オ リ ゴ dTセ
ル ロ ー ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 使 用 し て 望 ま し い 特 異 性 の 抗 体 を 産 生 す る 成 熟 B細 胞 ま た
は ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 物 な ど の 起 源 か ら 単 離 さ れ る 。 ポ リ A mRNAは 、 望 ま し い 抗 体 の 軽 鎖
ま た は 重 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 上 で 十 分 な サ イ ズ の 配 列 を 入 手 す る た め に 分 割 す
る こ と が で き る 。 次 い で 、 好 適 な プ ラ イ マ ー 、 好 ま し く は 望 ま し い cDNAに 特 徴 的 な 核 酸 配
列 を 使 用 し て mRNAの 混 合 物 か ら cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る 。 こ の よ う な プ ラ イ マ ー は 、
配 列 が 既 知 で あ る 場 合 に は 、 抗 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 仮 定 し 、 合 成 す る こ と が で き
る 。 ま た は 、 望 ま し い 抗 体 ま た は ポ リ dTを 産 生 す る 細 胞 系 統 の 未 分 割 ポ リ A mRNAの cDNAを
使 用 す る こ と も で き る 。 得 ら れ た cDNAを 含 有 す る ク ロ ー ニ ン グ を 作 製 し 、 好 適 な 宿 主 細 胞
株 、 典 型 的 に は 大 腸 菌 を 形 質 転 換 す る た め に 使 用 す る 。 形 質 転 換 が 成 功 し た 形 質 転 換 体 は
、 例 え ば 、 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー プ ラ ス ミ ド に 残 存 す る テ ト ラ サ イ ク リ ン 耐 性 ま た は 他 の
表 現 型 の 特 徴 に よ っ て 同 定 さ れ る 。 次 い で 、 cDNAの 望 ま し い 配 列 に 相 補 的 で あ る こ と が 既
知 の 塩 基 を 含 有 す る 好 適 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 用 い て 形 質 転 換 培 養 物 を 探 索 す る 。 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 成 功 し て い る ク ロ ー ン の プ ラ ス ミ ド を 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 手 段
で 単 離 し 、 配 列 決 定 し て 、 遺 伝 子 の 望 ま し い 部 分 が 存 在 す る こ と を 証 明 す る 。 望 ま し い 遺
伝 子 断 片 を 切 断 し 、 好 適 な 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し た と き 、 制 御 セ グ メ ン ト を 有 す る 適 当 な
リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 確 実 に す る よ う に 作 製 す る 。 次 い で 、 作 製 し た 遺 伝 子 配 列 を 、 遺
伝 子 の リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム に プ ロ モ ー タ ー を 含 有 し 、 提 唱 さ れ て い る 宿 主 細 胞 に 適 合 性
の ベ ク タ ー に 位 置 づ け る 。 適 当 な プ ロ モ ー タ ー 、 制 御 配 列 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 お よ び 転
写 停 止 部 位 並 び に 便 利 な マ ー カ ー を す で に 含 む 数 多 く の プ ラ ス ミ ド が 当 業 者 に 既 知 で あ る
。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ま た 、 改 変 さ れ た 抗 体 を 産 生 す る よ う に 遺 伝 子 を 作 製 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 哺 乳
類 の 重 鎖 は 1つ の 起 源 ま た は 1つ の 種 か ら 完 全 に 誘 導 さ れ る の で は な く 、 マ ウ ス -マ ウ ス ハ
イ ブ リ ド ー マ 、 ヒ ト -マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ ま た は 一 連 の 抗 原 投 与 に 応 答 し て 分 化 さ れ る B
細 胞 な ど の 異 な る プ ー ル の mRNAか ら 回 収 す る こ と が で き る 。 上 記 の プ ロ ー ブ お よ び 分 析 技
法 を 使 用 し て 各 場 合 の 配 列 の 望 ま し い 部 分 を 回 収 し 、 発 現 ベ ク タ ー に 組 換 え る こ と が で き
る 。 任 意 の 望 ま し い 鎖 長 の こ の よ う な キ メ ラ 鎖 を 構 築 す る こ と が で き ； こ の よ う に 、 例 え
ば 、 完 全 長 の 重 鎖 ま た は Fab領 域 の 配 列 だ け を 構 築 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 例 え ば 、 可 変 配 列 が 定 常 配 列 と は 別 個 に 誘 導 さ れ る キ メ ラ 抗 体 の 構 築 は 、 好 適 な 異 な る
起 源 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 一 部 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 望 ま し い 部 分 を 回 収 し 、 次 い で ラ イ ゲ
ー シ ョ ン し て 各 鎖 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 再 構 築 す る 。 例 え ば 、 マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養
物 に よ っ て 産 生 さ れ る 抗 体 の 可 変 配 列 を コ ー ド す る 重 鎖 遺 伝 子 お よ び 軽 鎖 遺 伝 子 の 部 分 を

10

20

30

40

50

(9) JP 2006-502409 A 2006.1.19



ク ロ ー ニ ン グ し 、 ヒ ト 抗 体 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 定 常 領 域 を コ ー ド す る 遺 伝 子 断 片 を 、 例 え
ば 、 ヒ ト 骨 髄 腫 細 胞 か ら ク ロ ー ニ ン グ す る 。 次 い で 、 2本 の 鎖 の 各 々 に つ い て 、 マ ウ ス 遺
伝 子 の 可 変 部 分 を ヒ ト 遺 伝 子 の 定 常 領 域 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る 。 鎖 の 一 部 を ス プ ラ イ シ ン
グ す る の で は な く 、 突 然 変 異 な ど の 利 用 可 能 な 技 法 を 使 用 し て 好 適 な ア ミ ノ 酸 の 変 更 、 欠
損 ま た は 追 加 を 実 施 し て 望 ま し い 特 徴 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 軽 鎖 を コ ー ド す る 遺 伝 子 お よ び 重 鎖 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 各 々 が 好 適 な プ ロ モ ー タ ー
お よ び 翻 訳 制 御 下 に あ る 限 り 、 別 個 の 発 現 プ ラ ス ミ ド に 挿 入 し て も ま た は 同 じ プ ラ ス ミ ド
に 一 緒 に 挿 入 し て も よ く 、 望 ま し い タ ン パ ク 質 の 産 生 に 適 当 な 条 件 下 で 増 殖 さ れ る 好 適 な
細 胞 を 形 質 転 換 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 条 件 は 、 主 に 、 望 ま し い タ
ン パ ク 質 の 性 質 で は な く 、 発 現 ベ ク タ ー に 使 用 す る プ ロ モ ー タ ー お よ び 制 御 系 の 種 類 に 支
配 さ れ る 。 こ の よ う に 産 生 さ れ た タ ン パ ク 質 を 、 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 方 法 に よ っ て
細 胞 培 養 物 か ら 回 収 し 、 そ の 選 択 は 、 タ ン パ ク 質 が 発 現 さ れ る 形 態 に 必 然 的 に 依 存 す る 。
重 鎖 お よ び 軽 鎖 が 同 一 宿 主 に お い て 同 時 発 現 さ れ る 場 合 に は 、 単 離 手 法 は 、 再 構 成 さ れ た
抗 体 を 回 収 す る よ う に 設 計 さ れ る 。 こ れ は 、 当 業 者 に 既 知 の 方 法 を 使 用 し て 実 施 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 特 定 の タ ン パ ク 質 配 座 異 性 体 に 対 す る 特 異 性 が 保 存 さ れ て い る (Fab) 2 、 Fabお よ び Fv断
片 な ど の 本 発 明 の 特 異 的 な 抗 体 断 片 は 、 既 知 の 方 法 に よ り 完 全 長 の 抗 体 の 化 学 的 切 断 に よ
っ て 得 る こ と が で き る (例 え ば 、 Weir(1986年 ). Handbook of Experimental Immunology. 
第 4版 . Blackwell、 Oxford. 1巻 . Immunochemistryを 参 照 さ れ た い )。 (Fab) 2 、 Fab、 Fvお
よ び ScFv断 片 は ま た 、 重 鎖 お よ び ／ ま た は 軽 鎖 抗 体 鎖 の 可 変 領 域 を コ ー ド す る 遺 伝 子 も し
く は 特 定 の タ ン パ ク 質 配 座 異 性 体 を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 領 域 を コ ー ド す る 配 列 を 保 有 す
る そ れ ら の 一 部 を ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 組 換 え 技 術 に よ っ て も 入 手 す る こ と が で
き 、 ま た は 特 異 的 な 組 換 え Fabも し く は ScFv断 片 を 入 手 す る た め に 組 換 え 形 態 で あ っ て も
よ い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ペ プ チ ド 配 座 異 性 体 が 関 与 す る 疾 患 を 理 解 し 、 治 療 す る た め に 、 配 座 異 性 体 に 実 質 的 に
特 異 的 で あ る 1つ 以 上 の 抗 体 を 同 定 す る こ と は 有 用 で あ る 。 こ の 方 法 は 、 数 多 く の 配 座 異
性 体 に 数 多 く の 抗 体 ま た は 特 異 的 な 抗 体 由 来 の 結 合 断 片 を 接 触 さ せ る 段 階 に 関 係 す る 。 次
い で 、 個 々 の 配 座 異 性 体 に 対 す る 抗 体 ま た は 断 片 の 結 合 の 特 異 性 を 評 価 す る 。 種 々 の 配 座
異 性 体 の 各 々 に 実 質 的 に 特 異 的 で あ る 抗 体 ま た は 断 片 を こ の よ う に 同 定 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 は 、 非 経 口 投 与 、 例 え ば 、 静 脈 内 、 皮 下 、 皮 内 、 腹 腔 内 ま た は 筋
肉 内 を 含 む 、 ヒ ト に 投 与 す る た め の 種 々 の 送 達 系 に 使 用 す る の に 好 適 で あ る 。 抗 原 製 剤 は
、 当 業 者 に 既 知 の 植 込 み 式 ミ ニ ポ ン プ を 使 用 し て も 送 達 す る こ と が で き る 。 組 成 物 は 、 1
つ 以 上 の 精 製 抗 原 と 、 関 心 対 象 の タ ン パ ク 質 配 座 異 性 体 に 特 異 的 な 抗 体 を 含 む 製 剤 を 含 む
。 抗 体 は 、 関 心 対 象 の タ ン パ ク 質 配 座 異 性 体 に 対 す る 抗 体 を 形 成 す る こ と が で き る 任 意 の
動 物 の 血 清 か ら 精 製 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 抗 体 は ヒ ト 化 さ れ る 。 ヒ ト 化 抗 体 は
、 ヒ ト 抗 体 を 産 生 す る 遺 伝 子 組 換 え 動 物 に お い て 産 生 す る こ と が で き る 。 ヒ ト 化 抗 体 は ま
た 、 非 ヒ ト 抗 体 、 例 え ば 、 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 化 学 的 改 変 に よ っ て も 作 製 す る
こ と が で き 、 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 抗 原 結 合 ま た は Fab部 分 に ヒ ト 抗 体 の 非 結 合 ま
た は Fc領 域 を 融 合 す る 段 階 を 含 む こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 お よ び 他 の 方 法 に よ っ て 作
製 さ れ る ヒ ト 化 抗 体 は 、 一 般 に 抗 体 自 体 に 対 す る 望 ま し く な い 免 疫 応 答 を 生 じ な い で 、 望
ま し い 抗 原 結 合 特 異 性 を 保 持 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 に 使 用 す る た め の 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 担 体 お よ び 製 剤 の 例 は 、 参 照 と
し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 、 Remingtonの Pharmaceutical Sciences、 Mack Publi
shing Company、 Philadelphia、 PA、 第 17版 (1985年 )に 見 ら れ る 。 薬 物 を 送 達 す る 方 法 は
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、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 、 Langer、 (1990年 ) Science 249: 1527-153
3を 参 照 さ れ た い 。 ワ ク チ ン の 用 途 お よ び 製 造 は 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て
い る 、 Plotkinら (編 )(1999年 ) Vaccines、 第 3版 . W. B. Saunders、 Philadelphiaお よ び Z
egersら (編 )(1995年 ) Immunological Recognition of Peptides in Medicine and Biolog
y、 CRC Press、 Boca Raton、 Floridaを 参 照 さ れ た い 。 粘 膜 ワ ク チ ン 送 達 は 、 参 照 と し て
本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 、 Ryanら 、 (2001) Trends Biotechnol 19: 293-304お よ び
Ograら 、 (2001) Clin. Microbiol Rev 14:430-445を 参 照 さ れ た い 。 ア ジ ュ バ ン ト の 例 は
、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 、 Gregoriadis, G.編 (1990年 ) Immunologica
l Adjuvants and Vaccines(NATO Asi Series A, Life Sciences、 179巻 )を 参 照 さ れ た い
。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 を 製 造 す る 際 に は 、 本 発 明 の 組 成 物 を 修 飾 し て 免 疫 原 性 お よ び 体
内 分 布 を 変 更 す る こ と が 望 ま し い 場 合 が あ る 。 薬 理 学 の 一 般 的 な 考 察 は 、 Remingtonの Pha
rmaceutical Sciences、 上 記 、 37～ 39章 を 参 照 さ れ た い 。 薬 理 学 、 免 疫 原 性 お よ び 体 内 分
布 を 変 更 す る た め の 数 多 く の 方 法 が 当 業 者 に 既 知 で あ る (例 え ば 、 Langer、 上 記 、 Gregori
adis、 (1990年 )、 上 記 を 参 照 さ れ た い )。 こ の よ う な 方 法 の 例 に は 、 タ ン パ ク 質 、 脂 質 (例
え ば 、 リ ポ ソ ー ム )、 炭 水 化 物 ま た は 合 成 ポ リ マ ー な ど の 物 質 を 含 む 小 胞 内 へ の 薬 剤 の 保
護 が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 免 疫 原 性 お よ び 体 内 分 布 特 性 を 増 強 す る
た め に 、 リ ポ ソ ー ム に 組 み 入 れ る こ と が あ る 。 ワ ク チ ン 抗 原 を マ イ ク ロ カ プ セ ル に 封 入 し
、 次 い で ポ リ マ ー コ ー テ ィ ン グ さ れ て い る リ ポ ソ ー ム は 、 非 経 口 投 与 お よ び 経 口 投 与 さ れ
る ワ ク チ ン の 放 出 速 度 、 従 っ て 有 効 性 を 制 御 す る の に 有 用 で あ る 。 全 て 参 照 と し て 本 明 細
書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 、 例 え ば 、 Szokaら 、 (1980) Ann. Rev. Biophys. Bioeng. 9: 46
7、 米 国 特 許 第 4,235,871号 、 同 第 4,501,728号 お よ び 同 第 4,837,028号 に 記 載 さ れ て い る よ
う に 、 リ ポ ソ ー ム を 製 造 す る た め に 種 々 の 方 法 が 利 用 可 能 で あ る 。 抗 原 封 入 お よ び 送 達 ア
ジ ュ バ ン ト ま た は 免 疫 調 節 部 室 と し て の リ ポ ソ ー ム の 用 途 に 関 す る 簡 単 な 総 説 は 、 参 照 と
し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 、 Gregoriadis(1999) Methods 19: 156-162お よ び Rog
ersら (1998) Crit Rev Ther Drug Carrier Syst 15: 421-480を 参 照 さ れ た い 。 ポ リ (D, L
-ラ ク チ ド )の 沈 降 に よ っ て 製 造 さ れ る ポ リ マ ー 層 状 基 質 粒 子 (polymeric lamellar substr
ate particle)は 、 抗 原 吸 着 の た め の ポ リ マ ー 系 を 形 成 す る 。 こ の 手 法 は pH変 化 、 有 機 溶
媒 へ の 接 触 を 回 避 す る の で 、 抗 原 の 完 全 性 を 保 持 す る こ と が で き る 。 鼻 腔 内 ワ ク チ ン 化 の
た め の ポ リ マ ー 層 状 基 質 粒 子 は 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 、 Jabbal-Gil
lら (2001) Adv Drug Deliv Rev 51: 97-111を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 注 射 用 製 剤 を 調 製 す る た め に は 、 組 成 物 の 溶 液 を 許 容 さ れ う る 担 体 、 好 ま し く は 水 性 担
体 に 溶 解 ま た は 懸 濁 さ せ る 。 種 々 の 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 水 性 担 体 、 例 え ば 、 水 、 緩 衝 液
、 0.4%生 理 食 塩 液 、 0.85%生 理 食 塩 液 、 0.3%グ リ シ ン 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 等 を 使 用 す る こ と が
で き る 。 結 合 体 製 剤 も 、 抗 原 に 対 す る 活 発 な 免 疫 応 答 を 刺 激 す る た め の ア ジ ュ バ ン ト を 含
む こ と が あ る 。 ア ジ ュ バ ン ト の 例 は 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ り 、 例 え ば 、 水 酸 化 ア ル
ミ ニ ウ ム (Spectrum Chem. Mtg. Corp.、 New Brunswick、 N.J.)ま た は リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム
(Spectrum)、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 、 サ ポ ニ ン 、 モ ノ ホ ス ホ リ ル 脂 質 A、 フ ロ イ ン ト の ア ジ ュ
バ ン ト 、 リ ポ ソ ー ム 、 ポ リ マ ー コ ー テ ィ ン グ リ ポ ソ ー ム 、 ポ リ マ ー 層 状 基 質 粒 子 お よ び イ
ン タ ー ロ イ キ ン -2な ど の サ イ ト カ イ ン が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 組 成 物 は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 担 体 と し て 、 pH調 節 剤 お よ び 緩 衝 剤 、 等 張 化 剤 、 湿 潤
剤 等 、 例 え ば 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 乳 酸 ナ ト リ ウ ム 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 塩 化 カ リ ウ ム 、 塩 化
カ ル シ ウ ム 、 モ ノ ラ ウ リ ン 酸 ソ ル ビ タ ン 、 オ レ イ ン 酸 ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 等 並 び に 例 え
ば 、 チ メ ロ サ ー ル (thimerisol)を 含 む 保 存 剤 お よ び 例 え ば 、 ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン ま た は 動
物 血 清 を 含 む タ ン パ ク 質 担 体 な ど の 、 生 理 学 的 条 件 に 近 づ け る た め に 必 要 な 物 質 を 含 有 す
る こ と が で き る 。 組 成 物 は 、 滅 菌 ろ 過 を 含 む 従 来 の 既 知 の 滅 菌 技 法 で 滅 菌 す る こ と が で き
る 。 得 ら れ る 水 溶 液 ま た は 懸 濁 液 は そ の ま ま 使 用 す る た め に 包 装 さ れ て も 、 ま た は 凍 結 乾
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燥 さ れ て も よ く 、 凍 結 乾 燥 し た 製 剤 は 投 与 前 に 滅 菌 溶 液 と 合 わ せ る 。 固 体 の 組 成 物 は 、 例
え ば 、 薬 学 用 の マ ン ニ ト ー ル 、 ラ ク ト ー ス 、 デ ン プ ン 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 サ ッ
カ リ ン ナ ト リ ウ ム 、 タ ル カ ム 、 セ ル ロ ー ス 、 グ ル コ ー ス 、 ス ク ロ ー ス 、 炭 酸 マ グ ネ シ ウ ム
等 を 含 む 従 来 の 無 毒 性 の 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 担 体 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 形 成 さ れ る タ ン パ ク 質 配 座 異 性 体 の 配 列 決 定 は 、 配 座 異 性 体 タ ン
パ ク 質 は 、 未 処 理 の タ ン パ ク 質 と 本 質 的 に 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る こ と を 示 す 。 従 っ
て 、 鎖 状 ペ プ チ ド に 基 づ い た エ ピ ト ー プ マ ッ プ を 形 成 す る 必 要 は な い が 、 変 わ り に タ ン パ
ク 質 は 、 好 ま し く は 立 体 配 座 ま た は 不 連 続 的 エ ピ ト ー プ に つ い て マ ッ ピ ン グ さ れ る 。 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 特 異 性 の 違 い は 、 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 の 折 畳 み の 違 い に よ っ て 誘 導 さ れ る
。 従 っ て 、 立 体 配 座 エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 制 限 さ れ た エ ピ ト ー
プ に 結 合 し て い る こ と を 示 す の に 有 用 で あ る 。 不 連 続 エ ピ ト ー プ は 、 関 心 対 象 の タ ン パ ク
質 の 配 座 異 性 体 に 結 合 し た 抗 体 の 制 限 タ ン パ ク 質 分 解 を 使 用 し 、 次 い で 質 量 分 析 法 (MS)ま
た は NMR分 光 分 析 法 も し く は 結 晶 学 に よ る 三 次 元 画 像 形 成 を 使 用 し て 溶 菌 液 を 分 析 し て 同
定 す る こ と が で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (MAb)を 固 体 支 持 体 に 結 合 し 、 配 座 異 性 体 タ ン
パ ク 質 を 含 有 す る 溶 菌 液 を 固 定 し た Mabと 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。 未 結 合 の タ ン パ
ク 質 を 除 去 後 、 選 択 し た プ ロ テ ア ー ゼ の 希 釈 液 を 固 定 し た Mab-配 座 異 性 体 複 合 体 に 添 加 し
、 未 結 合 の 産 物 を 除 去 す る 。 結 合 し た 配 座 異 性 体 タ ン パ ク 質 を 適 当 な 条 件 下 で 溶 出 し 、 LC
-MSで 分 析 す る 。 配 座 異 性 体 タ ン パ ク 質 の 配 列 決 定 お よ び 分 子 モ デ リ ン グ は 、 一 般 に 、 立
体 配 座 エ ピ ト ー プ を 十 分 に 同 定 す る の に 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 疾 患 の 重 症 度 ま た は 他 の 特 徴 に 関 連 す る 配 座 異 性 体 の 集 団 プ ロ フ ァ イ ル は 、 配 座 異 性 体
に 関 連 す る 疾 患 を 有 す る 個 体 の 体 液 ま た は 個 体 の 感 染 細 胞 に 、 疾 患 に 関 与 す る 配 座 異 性 体
に 特 異 的 な 1つ 以 上 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 形 成 す る こ と が で き
る 。 体 液 は 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、 リ ン パ 液 、 尿 、 痰 、 脳 脊 髄 液 ま た は 化 膿 性 試 料 を 含 む 任
意 の 体 液 で あ っ て も よ い 。 宿 主 タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は 配 座 異 性 体 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 か ら 誘 導 さ れ る 結 合 断 片 も 使 用 す る こ と が で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は
結 合 断 片 は 、 検 出 可 能 な 標 識 例 え ば 、 放 射 性 標 識 ま た は 酵 素 標 識 で 標 識 さ れ る 。 抗 体 に 結
合 す る こ と が で き る 酵 素 標 識 の 例 に は 、 セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ 性 ホ
ス フ ァ タ ー ゼ お よ び ウ レ ア ー ゼ が 挙 げ ら れ 、 酵 素 と 抗 体 を 結 合 す る 方 法 は 当 技 術 分 野 に お
い て 既 知 で あ る 。 ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー ま た は ELISAも し く は ブ ロ ッ ト 法 を 含 む 血 清 学 的 方 法
な ど の 当 業 者 に 既 知 の 方 法 を 使 用 し て 標 識 を 検 出 す る こ と が で き る 。 標 識 の 存 在 は 、 個 体
に お け る 少 な く と も 1つ の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド 配 座 異 性 体 の 存 在 を 示 し て お り 、 疾
患 過 程 に 役 割 を 果 た す 配 座 異 性 体 プ ロ フ ァ イ ル を 同 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
体 液 に お け る 標 識 の 検 出 は 、 個 体 に お け る 少 な く と も 1つ の タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は ペ
プ チ ド 配 座 異 性 体 の 存 在 を 示 す 。 複 数 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ れ ら の 結 合 断 片 を 、
個 体 の 疾 患 状 態 に 関 連 す る 複 数 の 配 座 異 性 体 を 検 出 す る た め に 同 様 に 使 用 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 母 集 団 に お け る 数 多 く の 個 体 に お い て 疾 患 に 関 連 す る 配 座 異 性 体 を 検 出 し 、 特 徴 づ け る
こ と に よ っ て 、 疾 患 に 関 連 す る 種 々 の 配 座 異 性 体 の プ ロ フ ァ イ ル を 作 製 す る こ と が で き る
。 こ の よ う な 母 集 団 に お い て 配 座 異 性 体 プ ロ フ ァ イ ル を 確 立 す る こ と は 、 母 集 団 内 の デ ー
タ を 蓄 積 し 、 次 い で 母 集 団 の 個 々 の メ ン バ ー の 配 座 異 性 体 プ ロ フ ァ イ ル と 個 人 の 疾 患 の 具
体 的 な 特 徴 の 関 係 を 確 立 す る こ と を 含 む 、 個 人 の 任 意 の 所 定 の 疾 患 に 関 連 す る 配 座 異 性 体
を 検 出 し 、 特 徴 づ け る こ と に よ っ て 実 施 さ れ る 。 こ れ ら の 具 体 的 な 特 徴 は 、 疾 患 お よ び タ
ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド 配 座 異 性 体 の 性 質 に 依 存 し 、 確 定 診 断 だ け で な く 、 予 後 の 判 定 お
よ び 個 々 の 患 者 の 適 当 な 治 療 の 開 発 に 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 種 々 の ペ プ チ ド 配
座 異 性 体 が 疾 患 の 重 症 度 の 大 小 に 関 連 し て い る 場 合 が あ る 。 別 の 例 と し て 、 ペ プ チ ド 配 座
異 性 体 が 疾 患 の 抵 抗 性 の 大 小 に 関 連 し て い る 場 合 が あ る 。 種 々 の 疾 患 治 療 に 対 す る 母 集 団
内 の 個 人 の 反 応 は 、 個 人 の 配 座 異 性 体 プ ロ フ ァ イ ル と 個 人 の 反 応 性 の 関 係 を プ ロ フ ァ イ リ
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ン グ す る 際 の 重 要 な 因 子 で あ る 。 例 え ば 、 治 療 に 対 す る 反 応 が 悪 い 個 人 は 、 治 療 に 対 す る
反 応 が 良 好 な 個 人 の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド の 立 体 配 座 型 と 比 較 し て 、 治 療 に 対 す る 標
的 と し て 劣 っ て い る 、 疾 患 経 過 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド の 立 体 配 座 型 を 有 す
る 場 合 が あ る 。 母 集 団 検 討 は 、 配 座 異 性 体 と 反 応 性 の こ の よ う な 関 係 を 妥 当 な 程 度 の 重 要
性 で 確 立 す る た め に 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 配 座 異 性 体 プ ロ フ ァ イ ル と 治 療 効 果 の 関 係 が 母 集 団 に お い て 確 立 さ れ た ら 、 任 意 の 所 定
の 患 者 の 治 療 の 選 択 は 、 例 え ば 、 上 記 の 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 に 基 づ い た 方 法 を 使 用 し て 、
個 々 の 患 者 の 配 座 異 性 体 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る こ と に よ っ て 改 善 す る こ と が で き る 。 当
面 の 患 者 の 配 座 異 性 体 プ ロ フ ァ イ ル と 実 質 的 に 同 様 の 配 座 異 性 体 プ ロ フ ァ イ ル を 有 す る 個
人 に と っ て 成 功 と 確 立 さ れ て い る よ う な 治 療 法 が 効 果 的 で あ る と わ か る 可 能 性 が 最 も 高 い
。 開 発 す る こ と が で き る 母 集 団 プ ロ フ ァ イ ル の 例 に は 、 薬 物 感 受 性 、 有 効 性 お よ び 副 作 用
、 疾 患 ま た は 治 療 の 合 併 症 が 挙 げ ら れ る 。 mAbを 母 集 団 に 基 づ い た 患 者 プ ロ フ ァ イ ル と 併
用 し て 使 用 し て 、 そ の よ う な 母 集 団 に 基 づ い た プ ロ フ ァ イ ル の サ ブ セ ッ ト 内 に 特 定 の 時 点
に お い て 任 意 の 個 々 の 患 者 を 局 在 化 し 、 個 々 の 患 者 の 配 座 異 性 体 混 合 物 、 従 っ て 予 測 的 な
母 集 団 に 基 づ い た コ ホ ー ト に お け る メ ン バ ー シ ッ プ の 変 化 を 年 齢 、 薬 物 治 療 、 食 餌 お よ び
生 活 様 式 の 変 化 の 関 数 と し て モ ニ タ ー す る こ と が で き る こ と も 興 味 深 い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 方 法 お よ び 組 成 物 は 数 多 く の 用 途 を 有 す る 。 例 え ば 、 無 細 胞 翻 訳 ／
ア セ ン ブ リ ー シ ス テ ム を 使 用 し て 、 大 量 の 特 異 的 な タ ン パ ク 質 配 座 異 性 体 を 作 製 す る こ と
が で き る 。 こ の よ う に 作 製 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 、 免 疫 化 ま た ワ ク チ ン の 製 造 に 使
用 す る こ と が で き る 。 所 定 の タ ン パ ク 質 の 1つ の 立 体 配 座 に 対 し て (液 性 )免 疫 応 答 を 選 択
的 に 誘 発 す る が 、 別 の 立 体 配 座 に 対 し て は 誘 発 し な い 抗 原 の 免 疫 原 と な る 量 を ヒ ト ま た は
動 物 に 適 用 す る 。 立 体 配 座 選 択 的 な 液 性 免 疫 応 答 は 、 立 体 配 座 の あ る 抗 体 の 表 面 エ ピ ト ー
プ に 模 倣 し て い る 「 最 小 ペ プ チ ド 」 に よ る 免 疫 化 ま た は 液 性 免 疫 応 答 を 1つ の 立 体 配 座 エ
ピ ト ー プ に 対 し て 生 じ さ せ る が 、 別 の 立 体 配 座 エ ピ ト ー プ に 対 し て は 生 じ さ せ な い よ う に
生 化 学 的 手 段 お よ び ／ ま た は 追 加 の 分 子 成 分 の 負 荷 に よ っ て 処 理 さ れ て い る 完 全 な 抗 原 に
よ る 免 疫 化 (「 単 一 特 異 的 な 立 体 配 座 抗 体 応 答 」 )に よ っ て 誘 発 さ れ る 。 最 小 ペ プ チ ド は 、
特 異 的 な 抗 体 ま た は 誘 導 さ れ る リ ガ ン ド と 抗 原 の 三 次 元 的 な 表 面 接 触 に 関 す る 正 確 な 知 識
が 得 ら れ る と 構 築 さ れ る 。 次 い で 、 エ ピ ト ー プ を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 、 鎖 状 ペ プ チ ド
断 片 の 環 化 お よ び ／ ま た は 他 の 化 学 的 改 変 に よ っ て 1つ の 分 子 に 工 作 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ま た は 、 標 的 対 象 の 抗 原 は 、 生 体 組 織 、 体 液 ま た は 組 換 え 発 現 系 の 実 験 試 料 か ら 特 定 の
立 体 配 座 で 単 離 さ れ る 。 次 い で 、 こ の 調 製 物 を 、 分 子 内 ま た は 分 子 間 架 橋 な ど の 化 学 的 改
変 に よ っ て 固 定 す る ； 立 体 配 座 を 「 凍 結 す る 」 他 の 生 化 学 的 手 段 は 、 第 2、 第 3ま た は 多 数
の 分 子 に よ る 固 定 化 で あ る 。 次 い で 、 問 題 の タ ン パ ク 質 の 異 な る 配 座 異 性 体 中 で は 識 別 し
な い と 思 わ れ る 他 の エ ピ ト ー プ を 抑 制 す る こ と に よ っ て 、 立 体 配 座 特 異 的 な 液 性 免 疫 応 答
が 生 ず る よ う に 、 こ れ ら の 複 合 体 を さ ら に 最 適 化 す る 。 こ れ は 、 他 の 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ
を 特 異 的 な プ ロ テ ア ー ゼ の 助 け で 消 化 す る こ と に よ っ て お よ び ／ ま た は 他 の エ ピ ト ー プ を
化 学 的 修 飾 に よ っ て 保 護 す る こ と に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 ペ プ チ ド か ら
合 成 さ れ た 「 最 小 エ ピ ト ー プ 」 分 子 ま た は 生 化 学 的 に 調 製 し た 「 凍 結 」 配 座 異 性 体 を 試 験
動 物 に 適 用 し て 、 立 体 配 座 特 性 を 確 認 し 、 副 作 用 を 試 験 す る 。 最 終 的 に 、 「 最 小 エ ピ ト ー
プ 」 分 子 を 標 準 的 な 薬 学 的 免 疫 化 製 剤 で 投 与 し 、 特 異 的 な 配 座 異 性 体 が 病 理 学 的 過 程 の 原
因 と な っ て い る 疾 患 を 有 す る 動 物 ま た は ヒ ト を 治 療 す る た め に 使 用 す る 。 一 般 に 、 従 来 の
免 疫 化 技 法 で は 、 各 用 量 は 約 1～ 1000μ gの 総 免 疫 原 を 含 み 、 好 ま し く は 約 2～ 100μ g、 さ
ら に 好 ま し く は 約 1～ 40μ g、 最 も 好 ま し く は 約 1～ 5μ gの 総 免 疫 原 を 含 む こ と が 予 想 さ れ
る 。 ま た は 、 Blachereら 、 (1997年 )上 記 お よ び Castellioら 、 (2000年 )上 記 に よ る 技 法 を
使 用 す る 場 合 に は 、 量 は ナ ノ グ ラ ム 範 囲 で あ る 。 こ の 場 合 に は 、 ワ ク チ ン 中 の 配 座 異 性 体
の 純 度 は 最 高 に 重 要 で あ る 。 特 定 の ワ ク チ ン の 最 適 量 は 、 抗 体 力 価 お よ び 被 験 者 に お け る
他 の 反 応 の 観 察 に 関 係 す る 標 準 的 な 検 討 に よ っ て 確 か め る こ と が で き る 。 一 次 ワ ク チ ン 過
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程 は 、 1～ 2ヶ 月 の 間 隔 を お い て ワ ク チ ン を 2ま た は 3回 投 与 す る こ と を 含 む こ と が で き る が
、 遺 伝 的 因 子 ま た は 他 の 因 子 に よ り 、 任 意 の ワ ク チ ン 製 剤 に 対 す る 抗 体 応 答 が 製 剤 間 お よ
び 個 体 間 で 変 動 す る 可 能 性 が あ る 。 ワ ク チ ン 化 に 対 す る 応 答 は 、 短 期 的 お よ び 長 期 的 な ワ
ク チ ン 効 果 を 判 定 す る た め に モ ニ タ ー さ れ 、 前 者 は 結 合 物 製 剤 を 評 価 す る た め に 使 用 す る
こ と が で き 、 後 者 は 「 追 加 免 疫 投 与 」 ワ ク チ ン 化 の 必 要 性 に 関 し て 個 人 を 評 価 す る た め に
使 用 す る こ と が で き る 。 ワ ク チ ン 化 後 の 抗 体 力 価 を 測 定 す る た め に は 、 ワ ク チ ン 化 し た 動
物 の 血 液 試 料 を 、 ELISAな ど の 当 業 者 に 既 知 の 標 準 的 な 技 法 を 使 用 し て 分 析 す る 。 好 ま し
く は 、 血 液 試 料 は 、 ワ ク チ ン 化 前 (す な わ ち 、 陰 性 対 照 )お よ び ワ ク チ ン 後 約 4週 間 、 そ の
後 は 約 2～ 6ヶ 月 の 間 隔 の 各 患 者 の 試 料 を 含 む 。 適 宜 、 追 加 ワ ク チ ン を 投 与 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 配 座 異 性 体 は 、 1つ の タ ン パ ク 質 配 座 異 性 体 だ け に 識 別 的 に 結 合 し 、 プ リ オ ン 関 連 疾 患
な ど の 感 染 性 因 子 に 関 係 す る 疾 患 の 診 断 物 と し て も 使 用 す る こ と が で き る モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ の 試 薬 と し て の 用 途 も 見 出 し て い る 。 ア ッ セ イ は 数 多 く の
様 式 の い ず れ か に よ り 開 始 す る こ と が で き る 。 疾 患 関 連 配 座 異 性 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る
た め に は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 直 接 使 用 す る 。 疾 患 関 連 配 座 異 性 体 の 生 物 試 料 の 高 ス ル
ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 。 例 え ば 、 疾 患 関 連 配 座 異 性 体 の 1つ 以 上 に 特 異 的 な 抗 体 を コ ー
テ ィ ン グ し た 固 相 免 疫 捕 獲 部 位 に 生 物 試 料 を 添 加 す る ； 結 合 は 、 生 物 試 料 中 に 疾 患 関 連 配
座 異 性 体 が 存 在 す る こ と を 示 す 。 こ の よ う な 情 報 を 使 用 し て 、 感 染 性 因 子 に 対 し て 可 能 な
治 療 ま た は 併 用 療 法 を 同 定 す る こ と が で き る 。 配 座 異 性 体 比 の 変 化 を 評 価 す る 疾 患 関 連 タ
ン パ ク 質 に は 、 イ ン ス リ ン 、 イ ン ス リ ン 受 容 体 お よ び グ ル コ ー ス 輸 送 体 (糖 尿 病 )、 前 立 腺
の 酸 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ (前 立 腺 癌 )、 レ プ チ ン (満 腹 障 害 お よ び 肥 満 )、 nogo-a/b(神 経 再 生
阻 害 物 質 )、 hp68(HIV)な ど の ウ イ ル ス キ ャ プ シ ド 分 子 シ ャ ペ ロ ン 並 び に プ リ オ ン タ ン パ ク
質 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 特 定 の 疾 患 関 連 配 座 異 性 体 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 特 定 の 自 然 経 過 、 疾 患 の
ア ウ ト カ ム ま た は 他 の 臨 床 的 な 疫 学 的 所 見 を 有 す る 患 者 集 団 に 関 連 さ せ る 場 合 に は 、 診 断
目 的 と し て 使 用 す る こ と が で き 、 ま た は 生 物 学 的 応 答 の 配 座 異 性 体 特 異 性 を 改 良 す る こ と
が 目 的 で あ る 場 合 に は 受 動 免 疫 化 の た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 後 者 を 達 成 す る た め に
は 、 特 定 の 疾 患 関 連 立 体 配 座 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は こ れ の 組 換 え 型 を 精 製
し て 、 任 意 の 発 熱 性 夾 雑 物 ま た は 毒 性 の 製 造 副 産 物 を 除 去 し 、 薬 学 的 組 成 物 に 製 剤 化 し 、
配 座 異 性 体 に 関 連 す る 疾 患 の 治 療 を 必 要 と し て い る ヒ ト ま た は ヒ ト 以 外 の 動 物 に 投 与 す る
。 一 般 に 、 組 成 物 は 静 脈 内 投 与 さ れ る 。 疾 患 経 過 の 特 定 の 病 態 生 理 学 お よ び 疾 患 を 生 じ て
い る 配 座 異 性 体 へ の 到 達 性 に 応 じ て 、 別 の 適 用 経 路 は 局 所 適 用 、 例 え ば 、 創 傷 ま た は 粘 膜
組 織 適 用 を 含 む 。 受 動 免 疫 化 は 確 立 さ れ て い る 薬 理 学 的 治 療 法 で あ る ； 例 え ば 、 ト ラ ス ツ
ズ マ ブ (Herceptin(登 録 商 標 )、 Roche)、 ダ ク リ ズ マ ブ 、 ア ブ シ キ シ マ ブ 等 の 投 与 に 関 す る
製 造 業 者 の 情 報 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 便 利 な こ と に 、 医 師 が バ イ ア ル を 直 接 使 用 す る こ と が で き る よ う に 、 製 剤 は 、 滅 菌 バ イ
ア ル に 入 れ た 1回 量 キ ッ ト の 形 態 で 提 供 す る こ と が で き 、 こ の 場 合 、 バ イ ア ル は 望 ま し い
量 お よ び 濃 度 の 製 剤 を 有 す る 。 バ イ ア ル が 直 接 使 用 用 の 製 剤 を 含 有 す る 場 合 に は 、 通 常 、
本 発 明 の 方 法 に 使 用 す る 他 の 試 薬 の 必 要 性 は な い 。 本 発 明 の 組 成 物 は 、 本 発 明 の 組 成 物 が
ヒ ト に お け る タ ン パ ク 質 の 配 座 異 性 体 に 関 連 す る 疾 患 を 治 療 す る た め に 使 用 す る こ と が で
き る こ と を 示 す 表 示 を 含 む 包 装 材 料 に 含 ま せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 本 発 明 を 例 示 す る た め に 提 供 さ れ て お り 、 限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】

使 用 す る 緩 衝 液 ：
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実 施 例
材 料 と 方 法 ：



ホ モ ジ ネ ー シ ョ ン 緩 衝 液 ：
0.25 M ス ク ロ ー ス (Sigma、 米 国 )
50 mM Hepes (Sigma、 米 国 )
100 mM 酢 酸 カ リ ウ ム (Merck、 ド イ ツ )
5 mM 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム (Sigma、 米 国 )
【 ０ ０ ４ ３ 】
試 料 ロ ー ド 用 緩 衝 液 ：
50 mM Tris-Cl(pH 6.8)(Merck、 ド イ ツ )
2% SDS(w/v)(Sigma、 米 国 )
0.1%ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー (bromphenolblue)(Sigma、 米 国 )
10%グ リ セ ロ ー ル (Sigma、 米 国 )
2%□ -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル (Sigma、 米 国 )
12% SDSゲ ル を 、 Sambrook&Russell(2001) Molecular Cloning. A laboratory manual. Co
ld Spring Harbor Laboratory Press、 New York、 米 国 が 記 載 す る よ う に 注 い だ ；
BioRad(米 国 )製 の 試 薬 ： ア ク リ ル ア ミ ド 、 TEMEDま た は Sigma(米 国 )： 過 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム
、 SDS； Biometra Inc.、 ド イ ツ 製 の 装 置 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
ゲ ル 泳 動 緩 衝 液 ：
25 mM Tris塩 基 (Merck、 ド イ ツ )
250 mM Glycine pH 8.3(Sigma、 米 国 )
0.1% SDS(w/v)(Sigma、 米 国 )
【 ０ ０ ４ ５ 】
ゲ ル 転 移 緩 衝 液 ：
200 mAに お い て フ ッ 化 ポ リ ビ ニ リ デ ン (PVDF)膜 (Millipore、 米 国 )に 12時 間 転 移
48 mM Tris塩 基 (Merck、 ド イ ツ )
39 mMグ リ シ ン (Sigma、 米 国 )
20%メ タ ノ ー ル (Merck、 ド イ ツ )
【 ０ ０ ４ ６ 】
任 意 の ポ ン ソ ー 染 色 ：
1gポ ン ソ ー S(Sigma、 米 国 )の 5%酢 酸 (Merck、 ド イ ツ )溶 液
【 ０ ０ ４ ７ 】
Tween 20を 含 有 す る Tris-緩 衝 生 理 食 塩 液 (TBS-T)：
8g塩 化 ナ ト リ ウ ム (Merck、 ド イ ツ )
0.2g塩 化 カ リ ウ ム (Merck、 ド イ ツ )
3g Tris塩 基 (Merck、 ド イ ツ )
を 1000 mlの H 2 Oに 加 え 、 500μ l Tween 20(0.05%)(Boehringer Ingelheim、 ド イ ツ )を 添 加
し 、 pHを 7.8に 調 節 す る
【 ０ ０ ４ ８ 】
ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 ：
5%低 脂 肪 乳 (Oxoid、 英 国 )
を TBS-Tに 加 え る
【 ０ ０ ４ ９ 】
銅 ス ト ッ ク 液 ：
500 mMま た は 25 mM硫 酸 銅 (II)五 水 和 物 (Merck、 ド イ ツ )
を 超 純 水 に 加 え 、 滅 菌 ろ 過 す る
【 ０ ０ ５ ０ 】
実 施 例 1

抗 体 作 製 ：
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の 分 析



　 7VCハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 、 75 ml組 織 培 養 フ ラ ス コ 中 で OptiMAb(#11910-031Gibco/Invi
trogen、 米 国 )を 含 有 す る 無 タ ン パ ク 質 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 地 (PFHM II； #12040-051 Gibco/
Invitrogen、 米 国 )で 増 殖 さ せ た 。 最 大 抗 体 濃 度 で あ る が 、 細 胞 死 を 最 小 に す る た め に 、
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 培 地 が 黄 色 が 濃 い 色 調 に 変 色 し 始 め た ら す ぐ に そ れ ら を 回 収 し た 。 次
い で 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ っ て 上 清 の mAB濃 度 を 既 知 の も の と 比 較 す る こ と に よ っ
て 抗 体 濃 度 を 測 定 し た 。 そ れ は 約 100μ g/mlで あ っ た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
実 験 プ ロ ト コ ー ル ：
　 以 下 の プ ロ ト コ ー ル を 使 用 し て 全 て の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 を 実 施 し た ：
　 1.　 明 記 す る よ う に 、 ハ ム ス タ ー ま た は 遺 伝 子 組 換 え マ ウ ス の 0.5%脳 ホ モ ジ ネ ー ト を 同
じ 量 ず つ 12% SDSゲ ル に ロ ー ド し (35 mAの 電 流 で 泳 動 )、 定 電 流 200 mAで 12時 間 浸 漬 (湿 式 )
ブ ロ ッ ト 法 (immersion(wet)Blotting)に よ っ て PVDF膜 に 移 し た 。
　 2.　 次 い で 、 膜 を 任 意 に ポ ン ソ ー Sの TBS-T溶 液 で 染 色 し て 、 個 々 の レ ー ン お よ び 対 照 の
タ ン パ ク 質 の 移 動 を 可 視 化 し た 。
　 3.　 TBS-T中 で 洗 浄 後 、 膜 を 5%低 脂 肪 乳 の TBS-T溶 液 で 1時 間 ブ ロ ッ キ ン グ し た 。
　 4.　 「 通 常 の 洗 浄 」 は 、 Millipore-産 生 水 (1分 )お よ び TBS-T(5分 間 )に お け る 3回 の 交 互
の 洗 浄 サ イ ク ル を 含 む ； 「 集 中 洗 浄 」 は 、 Millipore-産 生 水 (1分 、 3倍 の す す ぎ )お よ び 最
初 は 5分 、 次 い で 10分 の サ イ ク ル に 増 加 す る TBS-T洗 浄 段 階 に お け る 4回 の 交 互 洗 浄 サ イ ク
ル を 含 む 。
　 5.　 ブ ロ ッ キ ン グ 後 、 膜 を 集 中 洗 浄 し 、 最 終 的 に 個 々 の ス ト リ ッ プ に 切 断 し た 。 小 さ い
ス ト リ ッ プ を 15 mlの Falcon管 (Greiner、 ド イ ツ )中 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
　 6.　 抗 体 を 、 TBS-T中 で 最 終 濃 度 10μ g/mlま で 添 加 し 、 規 定 し た 濃 度 の 硫 酸 銅 ま た は 100
 mM EDTAを ス ト ッ ク 溶 液 か ら 添 加 し た 。 一 次 抗 体 を オ ー ビ タ ル シ ェ ー カ ー で 室 温 に お い て
2時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
　 7.　 ブ ロ ッ ト を 集 中 洗 浄 し た 。
　 8.　  5000倍 希 釈 の 二 次 抗 体 (ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG H/L-ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 ； #31444 Pie
rce、 米 国 )を 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
　 9.　 ブ ロ ッ ト を 集 中 洗 浄 し た 。 水 で 最 後 の 洗 浄 を 行 っ て か ら 、 高 感 度 化 学 発 光 (ECL； Am
ersham Pharmacia、 米 国 )基 質 を 添 加 し 、 Hyperfilm(Amersham Pharmacia、 米 国 )で 現 像 し
た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
識 別 的 な 結 合 の 範 囲 ：
　 pH 7.8の TBS-Tイ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 緩 衝 液 に お い て 、 PrPCTM(Tg(KH>II)マ ウ ス 脳 に お け
る PrP免 疫 反 応 性 )対 PrP分 泌 (Tg(7BHOZ)マ ウ ス 脳 に お け る PrP免 疫 反 応 性 )を 検 出 す る た め
に 識 別 的 な 結 合 プ ロ フ ァ イ ル を 確 立 し た 。 Tg(KH>II)の 識 別 的 な 免 疫 反 応 性 が 1μ M～ 50μ M
の CuSO 4 濃 度 に お い て 存 在 す る こ と が 見 出 さ れ た 。 こ れ よ り 高 い 濃 度 は 免 疫 反 応 性 を 有 意
に 弱 く し 、 最 終 的 に 完 全 に ブ ロ ッ ト か ら 抗 体 を 除 去 し た 。 こ れ よ り 低 い 濃 度 は 一 貫 性 の な
い 結 果 を 生 じ 、 明 白 な 差 が な か っ た ； 従 っ て 、 100 mM EDTAを 添 加 し て 、 ブ ロ ッ ト お よ び
緩 衝 液 に 無 作 為 に 存 在 す る 金 属 イ オ ン を キ レ ー ト 結 合 し て 除 去 し た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 一 定 の 抗 体 濃 度 (10μ g/ml)お よ び 銅 濃 度 (25μ M)に お い て 、 TBS-Tの pHを 変 化 さ せ る と 、
pH5で は 、 全 て の 免 疫 反 応 性 が な く な り 、 pH7.8で は 免 疫 反 応 性 は Tg(KH>II)と Tg(7BHOZ)脳
の 間 で 識 別 的 で あ り 、 pH9で は 陽 性 で あ る が 、 識 別 的 で な い こ と が 見 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
実 施 例 2

　 イ ン ビ ト ロ に お い て 翻 訳 さ れ た PrPア イ ソ フ ォ ー ム を 、 開 示 内 容 が 参 照 と し て 本 明 細 書
に 組 み 入 れ ら れ て い る 、 2000年 12月 15日 に 提 出 さ れ 、 2002年 9月 26日 に US-2002-0137915-A
1と し て 公 開 さ れ た USPN09/739,179号 に 記 載 さ れ て い る よ う に 作 製 し た 。 作 製 し た 立 体 配
座 ア イ ソ フ ォ ー ム は 、 当 業 者 に 既 知 の 方 法 を 使 用 し て 作 製 し 、 PrPと 相 互 作 用 す る こ と が
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NTM PrPに 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 同 定



以 前 に 示 さ れ て い る (例 え ば 、 上 記 実 施 例 1の 結 果 を 参 照 さ れ た い )モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に
よ る 免 疫 沈 降 に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 PrPア イ ソ フ ォ ー ム の イ ン ビ ト ロ 翻 訳 を 図 8(
一 番 左 の レ ー ン )並 び に 7VC(レ ー ン 2お よ び 3)お よ び 19B10(レ ー ン 4お よ び 5)の ク ロ ー ン に
よ る 免 疫 沈 降 を 示 す 。 19B10は 分 泌 ま た は CTM PrPを 認 識 し な い が 、 NTM PrPお よ び 前 駆 体 P
rPだ け 認 識 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
実 施 例 3

　 神 経 芽 細 胞 腫 細 胞 (N2a細 胞 ； ATCC#CRL131)に RML株 の マ ウ ス 馴 化 ス ク レ イ ピ ー (Chandler
ら 、 1961 The Lancet i: 1378-1379)を 感 染 さ せ 、 そ の 後 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ (Bosqueお よ び
Prusiner, J. Virology 74: 4377-4386)し て 誘 導 し た 永 久 的 に ス ク レ イ ピ ー 感 染 さ せ た 神
経 芽 細 胞 腫 細 胞 (ScN2a)を 使 用 し た 。 細 胞 の 免 疫 染 色 は 、 Korthら 、 (2000) Journal of Ge
neral Virology 81: 2555に 記 載 さ れ て い る よ う に 実 施 し た 。 7VCお よ び 19B10に 使 用 し た
抗 体 懸 濁 液 は 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 液 で 1:1の 濃 度 に し た HT培 地 (10%FCS(PAA Laboratorie
s、 Linz、 オ ー ス ト リ ア )お よ び 最 終 濃 度 、 そ れ ぞ れ 、 100U/100μ g/mlの ペ ニ シ リ ン ／ ス ト
レ プ ト マ イ シ ン を 添 加 し 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン お よ び チ ミ ジ ン (共 に Sigma製 、 米 国 )を そ れ ぞ
れ 最 終 濃 度 1.36お よ び 0.76mg/100mlま で 添 加 し た 最 小 必 須 培 地 (Invitrogen/Gibco#21090-
022))の 細 胞 培 養 上 清 で あ っ た 。 結 果 を 図 9に 示 す 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 抗 体 が 存 在 し な い 場 合 (図 9の 一 番 左 の パ ネ ル )、 mAB 6H4(左 か ら 2番 目 の パ ネ ル )、 mAB 1
9B10(左 か ら 3番 目 の パ ネ ル )お よ び mAB 7VC(一 番 右 の パ ネ ル )に よ る ScN2a細 胞 の 免 疫 染 色
で あ る 。 免 疫 染 色 は 細 胞 表 面 (上 の パ ネ ル )ま た は 細 胞 内 染 色 (下 の パ ネ ル )の た め に サ ポ ニ
ン (Sigma、 米 国 )で 透 過 性 に し た 後 に 実 施 し た 。 結 果 が 示 す よ う に 、 mAB 7VCは 、 ScN2a細
胞 の 細 胞 表 面 お よ び 細 胞 内 コ ン パ ー ト メ ン ト の 両 方 を 染 色 す る 。 MAB 19B10は ScN2a細 胞 の
細 胞 表 面 を 染 色 し 、 NTMPrPが こ れ ら の 細 胞 の 細 胞 表 面 に 存 在 す る こ と を 示 し て い る 。 MAB 
19B10は 、 細 胞 を サ ポ ニ ン で 透 過 性 に し た と き 、 細 胞 内 コ ン パ ー ト メ ン ト を 染 色 し な い ；
こ れ は 、 サ ポ ニ ン に よ る NTMPrP立 体 配 座 の 変 性 に よ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
実 施 例 4

　 ScN2a細 胞 は 、 集 密 化 し た 10cmの 細 胞 培 養 皿 か ら 取 り 、 60 mmの 皿 に 分 割 し た (1滴 )N2a細
胞 で あ る 。 そ れ ら は 、 上 記 の よ う に 、 10%FCSお よ び ペ ニ シ リ ン ／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 添
加 し た 最 小 必 須 培 地 で 増 殖 さ せ る 。 異 な る 濃 度 の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 培 養 培 地 上 清 (HT培
地 、 上 記 を 参 照 さ れ た い )を 添 加 し た (0.5%、 1%、 5%、 10%、 50%お よ び 対 照 と し て HT培 地 単
独 )。 培 地 お よ び 添 加 し た HT培 地 上 清 は 1週 間 1日 お き に 換 え た 。 7日 の 処 理 後 、 添 加 し た 狭
い 濃 度 範 囲 の 5～ 10% HT培 地 (2～ 4μ g/ml細 胞 培 養 培 地 の 最 終 mAB濃 度 に 相 当 す る )に お い て
だ け 、 大 量 の 細 胞 死 が 生 じ て い た が 、 残 り の ScN2a細 胞 は 巨 細 胞 に 分 化 し て い た (図 10の 上
の パ ネ ル の 左 と 右 の 写 真 を 比 較 )こ と が 観 察 さ れ た が 、 処 理 前 は 観 察 さ れ な か っ た 。 こ れ
は 、 Korthら (2000) Journal of General Virology 81: 2555に 記 載 さ れ て い る よ う に 実 施
し た mAB 6H4に よ る 細 胞 内 PrP染 色 に よ っ て 見 ら れ る よ う に 、 い く つ か の 核 の ア ポ ト ー シ ス
様 小 疱 形 成 (図 10、 中 央 の パ ネ ル )お よ び 総 PrP発 現 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン (図 10、 下 の
パ ネ ル )を 伴 っ た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 mAB 19B10に よ る ScN2a細 胞 (お よ び N2a細 胞 、 デ ー タ は 示 し て い な い )の 処 理 に よ り 、 細
胞 死 お よ び 残 り の 細 胞 の 分 化 を 含 む 用 量 依 存 的 な 影 響 が 生 じ る 。 理 由 は ま だ 不 明 で あ る が
、 mAB 19B10濃 度 50%( 10μ g/ml)は こ の 影 響 を 生 じ な い 。 影 響 は 約 1週 間 の 処 理 後 に 突
然 で あ る が 、 信 頼 性 が あ る 理 由 も 不 明 で あ る 。 他 の 抗 体 (例 え ば 、 7VCま た は 6H4)に よ る Pr
P標 的 化 は こ の よ う な 影 響 を 生 じ な い 。 極 め て 独 自 な こ と で あ る が 、 mAB 19B10に よ る NTM 
PrP標 的 化 は (免 疫 染 色 で 見 ら れ る よ う に )PrPの 全 体 的 な ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 生 ず る
。
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【 ０ ０ ５ ９ 】
実 施 例 5

　 ScN2a細 胞 を 、 上 記 の 実 施 例 4に 記 載 す る よ う に 処 理 し た 。 1週 間 後 、 細 胞 を 溶 解 し 、 Kor
thら (2001) PNAS 98:9836の 記 載 と 全 く 同 じ に 処 理 し た 。 図 11に 示 す よ う に 、 mAB 7VCは Sc
N2a細 胞 に お い て プ リ オ ン 複 製 を 阻 害 す る (図 11、 上 の パ ネ ル )。 MAB 19B10は 、 10%(約 4μ g
/ml)の 濃 度 に お い て だ け ScN2a細 胞 に お け る プ リ オ ン 複 製 を 阻 害 す る が 、 50%(10μ g/ml)
ま た は 5%(2μ g/ml)未 満 の 濃 度 で は 阻 害 し な い 。 mAB 19B10の 抗 プ リ オ ン 作 用 は 、 7VCを 含
む 他 の mABの 作 用 と 対 照 的 で あ る 。 「 従 来 の 」 mABは 、 PrPC(分 泌 型 と 思 わ れ る )が 変 換 さ れ
る の を シ ー ル ド す る が (Peretzら 、 (2001) Nature 412: (6848): 739-43)、 19B10は PrP発
現 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る こ と に よ っ て 作 用 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
実 施 例 6

　 Dounceホ モ ジ ナ ー ザ ー を 用 い て 、 脳 を 0.25Mス ク ロ ー ス 、 150 mM酢 酸 カ リ ウ ム お よ び 5 m
M塩 化 マ グ ネ シ ウ ム (「 緩 衝 液 A」 )中 で ホ モ ジ ネ ー ト し て 10%ホ モ ジ ネ ー ト を 得 た 。 次 い で
、 ホ モ ジ ネ ー ト を 1%に 希 釈 し 、 テ ー ブ ル ト ッ プ 遠 心 分 離 器 で 1000 rpmで 1分 間 遠 心 分 離 し
て 事 前 除 去 処 理 (precleared)し た 。 次 い で 、 事 前 除 去 処 理 し た 1%ホ モ ジ ネ ー ト 1.5 mlお よ
び 無 血 清 培 地 で 増 殖 さ せ た 約 5μ gの mAB 7VCお よ び プ ロ テ イ ン Aア ガ ロ ー ス を 4℃ に お い て
終 夜 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 次 い で 、 プ ロ テ イ ン A結 合 7VCお よ び 免 疫 沈 降 さ せ た PrPを
含 有 す る ア ガ ロ ー ス を テ ー ブ ル ト ッ プ 遠 心 分 離 器 に お い て 1000rpmの 回 転 で 短 時 間 (約 10秒
)遠 心 分 離 し て 沈 降 さ せ 、 緩 衝 液 Aで 3回 洗 浄 し た 。 濃 度 を 増 加 さ せ た 硫 酸 銅 (Cu 2 SO 4 )を 含
有 す る 50μ lの 滅 菌 水 に よ る そ の 後 の 溶 出 を 採 取 し 、 SDSゲ ル で 泳 動 し た 。 7BHOZ脳 ホ モ ジ
ネ ー ト (シ リ ア ン ハ ム ス タ ー PrPを 発 現 す る 遺 伝 子 組 換 え マ ウ ス ； 図 12a、 上 の パ ネ ル )ま た
は F1198脳 ホ モ ジ ネ ー ト (CTM PrPが 高 い 突 然 変 異 型 シ リ ア ハ ム ス タ ー PrPを 発 現 す る 遺 伝 子
組 換 え マ ウ ス ； 図 12a、 下 の パ ネ ル )の 免 疫 沈 降 後 の 異 な る 銅 濃 度 に よ る 溶 出 物 を 示 す ウ ェ
ス タ ン ブ ロ ッ ト で あ る 。 示 す よ う に 、 mAB 7VCは 、 銅 依 存 的 に 溶 液 中 の 異 な る PrP種 に 結 合
す る 。 CTMPrPが 存 在 す る ホ モ ジ ネ ー ト で は 、 高 い 濃 度 の 銅 で も PrPを 完 全 に 溶 出 す る こ と
が で き ず (「 ゲ ル 」 レ ー ン )； さ ら に 、 CTMPrPを 含 有 す る ホ モ ジ ネ ー ト で は 高 い 濃 度 の 銅 で
溶 出 す る PrP種 が あ る が 、 正 常 な ホ モ ジ ネ ー ト で は 見 ら れ な い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 上 記 の 実 施 例 1に 記 載 す る よ う に 調 製 し た プ ロ テ ア ー ゼ 未 消 化 の 正 常 な シ リ ア ン ハ ム ス
タ ー 脳 ホ モ ジ ネ ー ト 、 ス ク レ イ ピ ー 感 染 (Sc237株 )シ リ ア ン ハ ム ス タ ー 脳 ホ モ ジ ネ ー ト お
よ び プ ロ テ ア ー ゼ 消 化 し た ス ク レ イ ピ ー 感 染 シ リ ア ン ハ ム ス タ ー 脳 ホ モ ジ ネ ー ト の ウ ェ ス
タ ン ブ ロ ッ ト を 図 12bに 示 す 。 膜 に ブ ロ ッ ト し た 異 な る 脳 ホ モ ジ ネ ー ト の PrPは 、 mAB 7VC
に 対 す る 銅 依 存 的 な 異 な る 親 和 性 を 有 す る 。 特 に 、 正 常 な 脳 の PrPの 免 疫 反 応 性 は 、 ス ク
レ イ ピ ー 感 染 し た 脳 と 比 較 し て 、 銅 に よ っ て 容 易 に な く な る 。 両 方 の ホ モ ジ ネ ー ト は ゲ ル
電 気 泳 動 前 に SDS中 で 煮 沸 し た の で 、 こ の 変 性 手 法 を 「 生 存 す る 」 こ と が で き 、 膜 上 で の
あ る 程 度 の 再 折 畳 み を 生 じ 、 記 載 さ れ て い る 差 を 表 す PrPの 特 徴 が あ る 。 本 発 明 の 手 法 を
使 用 す る と 、 mAB 7VCは ス ク レ イ ピ ー 感 染 脳 を 非 感 染 脳 か ら 銅 依 存 的 に 識 別 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
実 施 例 7

　 上 記 に 記 載 す る よ う に 調 製 し た 緩 衝 液 A中 の 10%脳 ホ モ ジ ネ ー ト の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を
使 用 し て 、 mAB 7VC、 19B10お よ び 6H4と 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 結 果 を 図 13に 示 す
。 mAB 7VCは オ ク タ リ ピ ー ト に 結 合 す る 、 従 っ て 、 そ れ は 、 オ ク タ リ ピ ー ト が 欠 損 し て い
る moPrPを 免 疫 学 的 に 認 識 す る こ と が で き な い (図 13、 下 の パ ネ ル の 右 側 、 レ ー ン 7と 8を 比
較 )。 mAB 19B10は 、 一 般 に 、 免 疫 反 応 性 が 弱 い 。 最 も 強 力 な 免 疫 反 応 性 は 、 PrP発 現 が 、
テ ト ラ サ イ ク リ ン プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 の 発 現 に よ っ て 抑 制 さ れ て い る 遺 伝 子 組 換 え マ ウ
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ス の 脳 ホ モ ジ ネ ー ト に お い て で あ る ； テ ト ラ サ イ ク リ ン プ ロ モ ー タ ー が 除 去 さ れ る と 、 Pr
P発 現 が 誘 導 さ れ 、 マ ウ ス は 、 神 経 疾 患 の 徴 候 を 有 す る 疾 患 に な る 。 こ れ ら の マ ウ ス は 、 C
TMPrPお よ び NTMPrPを 含 む と お も わ れ る 、 異 常 な ア イ ソ フ ォ ー ム の PrPを 作 製 す る と 思 わ れ
る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
実 施 例 8

　 変 性 ま た は 未 変 性 抗 原 を 使 用 し て マ ウ ス を 免 疫 化 し 、 脾 細 胞 と 骨 髄 腫 細 胞 を 融 合 す る こ
と に よ っ て ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 し た 。 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 高 配 座 異 性 体 無 細 胞
翻 訳 産 物 の 溶 液 IPに よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ し 、 ま た は 配 座 異 性 体 を 含 有 す る 組 織 ス ラ イ ス
も し く は 細 胞 を 免 疫 染 色 も し く は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ し 、 純 水 に
立 体 配 座 特 異 的 で あ る 数 が 少 な く 、 弱 い こ と が 多 い 反 応 物 質 を 同 定 す る 。 次 い で 、 患 者 の
血 清 ま た は 抗 凝 固 処 理 し 、 遠 心 分 離 し た 血 液 試 料 か ら 単 離 し 、 溶 解 し た 「 軟 膜 」 を 、 既 知
の 無 細 胞 翻 訳 配 座 異 性 体 を 基 準 に し た 「 未 知 」 と し て 使 用 し 、 溶 液 IP、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ
ト ま た は 免 疫 染 色 に よ っ て 、 異 な る 配 座 異 性 体 に 特 異 的 な 抗 体 に 対 す る 相 対 的 な 反 応 性 に
つ い て ス ク リ ー ニ ン グ し 、 そ の 特 定 の 患 者 血 清 の 採 血 時 に お け る 1つ の 配 座 異 性 体 の 他 に
対 す る 相 対 的 な 比 を 反 映 す る 配 座 異 性 体 指 数 プ ロ フ ァ イ ル を 作 製 す る 。 プ ロ フ ァ イ ル の 変
化 は 、 母 集 団 お よ び 回 顧 的 な 臨 床 疫 学 的 相 関 に よ っ て 決 定 さ れ 、 時 間 、 薬 物 治 療 、 食 餌 お
よ び 生 活 様 式 ま た は 他 の 変 化 の 関 数 と し て モ ニ タ ー す る こ と が で き 、 任 意 の 所 定 の 患 者 の
先 見 的 な 状 態 を 大 規 模 コ ホ ー ト に 相 関 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
実 施 例 9

　 Hayら 、 1987 Mol. Cell Biol. 7: 914-919； Hegdeら (1998年 )上 記 お よ び Hegdeら (1999
年 )上 記 に 記 載 さ れ て い る よ う に イ ン ビ ト ロ 翻 訳 系 を 用 い て PrP C T M を 合 成 す る 。 個 々 の PrP
配 座 異 性 体 が 好 ま れ る よ う に 、 突 然 変 異 型 PrP配 座 異 性 体 を 使 用 し た 。 免 疫 化 手 法 は 、 Sri
vastavaら が 開 発 し た 方 法 を 使 用 し た (Blachereら 、 (1997年 )上 記 お よ び Castellinoら 、 (2
000年 )上 記 を 参 照 さ れ た い )。 簡 単 に 説 明 す る と 、 組 換 え (マ ウ ス ま た は 他 の 種 )HSP70(1～
10μ g)お よ び 抗 原 、 イ ン ビ ト ロ 翻 訳 さ れ た PrP C T M (で き る だ け 大 量 で あ る が 、 少 な く と も 5
0 ng)を 、 1 mM KCl、 2 mM MgCl 2 お よ び 100μ M ATPを 含 有 す る PBSと 共 に 適 当 な 容 量 で 室 温
に お い て 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る ； 最 後 に 、 1 mM ADPを 添 加 し 、 30分 間 イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン す る 。 こ れ は 抗 原 で あ る 。 次 い で 、 標 準 的 な プ ロ ト コ ー ル に よ り 、 皮 内 、 皮 下 、
筋 肉 内 、 腹 腔 内 ま た は 静 脈 内 経 路 に よ っ て 望 ま し い 動 物 を 免 疫 化 す る た め に 抗 原 を 使 用 す
る 。 任 意 に 、 フ ロ イ ン ト の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、 RIBIま た は 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム (全 て Sigma
社 製 、 米 国 )、 ま た は イ ン タ ー ロ イ キ ン -2な ど の 組 換 え サ イ ト カ イ ン な ど の ア ジ ュ バ ン ト
を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
実 施 例 10

　 受 動 免 疫 化 は 、 タ ン パ ク 質 の 疾 患 関 連 配 座 異 性 体 の 事 前 の 同 定 に 関 係 す る 。 望 ま し い 識
別 的 結 合 特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ れ ら の 誘 導 体 を 、 上 記 に 記 載 さ れ て
い る よ う に 作 製 し た 。 こ れ ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 生 理 学 的 に 許 容 さ れ 、 投 与 の 適 当
な 薬 理 学 的 な 基 準 を 満 た す よ う に 処 理 さ れ る 。 通 常 、 抗 体 は 高 度 に 精 製 さ れ 、 発 熱 物 質 が
除 去 さ れ 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 可 能 な 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 遺
伝 的 に 改 変 す る こ と に よ っ て 抑 制 さ れ て い る (例 え ば 、 「 ヒ ト 化 抗 体 」 )。 次 い で 、 疾 患 の
表 現 型 お よ び 疾 患 の 位 置 に よ り 、 必 要 と し て い る 動 物 に 抗 体 の 薬 学 的 調 製 物 を 静 脈 内 、 皮
下 、 筋 肉 内 、 脳 質 内 、 腹 腔 内 ま た は 皮 膚 も し く は 粘 膜 組 織 に 局 所 的 に 提 供 す る 。 疾 患 の 症
状 が 持 続 す る 限 り こ の 処 理 を 反 復 し 、 防 御 を 確 立 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
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実 施 例 11

　 高 ス ル ー プ ッ ト 診 断 の た め の 、 患 者 組 織 ま た は 体 液 試 料 を プ ロ フ ァ イ リ ン グ す る た め の
立 体 配 座 感 受 性 抗 体 チ ッ プ を 以 下 に よ う に 製 造 す る 。 上 記 に 詳 細 に 記 載 す る 方 法 に よ り 形
成 し た 立 体 配 座 特 異 的 抗 体 団 を 特 定 の マ イ ク ロ ア レ イ 、 好 ま し く は ア ド レ ス 可 能 な マ イ ク
ロ ア レ イ に 共 有 結 合 す る 。 個 々 の 抗 体 (一 定 量 )と そ れ ぞ れ の 組 織 ま た は 体 液 試 料 と の 反 応
性 の 個 々 の 差 を モ ニ タ ー し 、 記 録 す る の で 、 使 用 す る 立 体 配 座 特 異 的 抗 体 の 数 の 制 限 は な
い 。 使 用 さ れ る 抗 体 の 数 が 多 い ほ ど 、 プ ロ フ ァ イ リ ン グ の 有 用 性 は 高 く な る 。 マ イ ク ロ ア
レ イ は 標 準 的 な 手 法 で 製 造 さ れ (例 え ば 、 Affymetrixま た は Ciphergenの 製 造 業 者 の 取 扱 い
説 明 書 を 参 照 さ れ た い )、 マ イ ク ロ ～ ナ ノ ス ケ ー ル で 作 動 す る の で 、 数 百 の モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 が 使 用 さ れ る 。 適 当 な 緩 衝 溶 液 中 の 組 織 試 料 ま た は 体 液 を チ ッ プ に 接 触 さ せ 、 洗 浄
し て 任 意 の 未 結 合 の 物 質 を 除 去 す る 。 結 合 は 、 例 え ば 、 生 物 物 理 学 的 手 段 (例 え ば 、 レ ー
ザ ー ス キ ャ ニ ン グ お よ び ／ ま た は プ ラ ズ モ ン (plamon)共 鳴 測 定 、 蛍 光 消 光 )ま た は 免 疫 学
的 に 検 出 さ れ る 。 検 出 手 法 の 例 に は 、 抗 体 チ ッ プ に 使 用 さ れ る も の が 挙 げ ら れ る (Becton&
Dickinson、 Ciphergen等 )。 特 定 の 配 座 異 性 体 の 存 在 は 、 チ ッ プ に 固 定 さ れ た モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 へ の 結 合 の 検 出 に よ っ て 明 ら か に さ れ る 。 次 い で 、 特 定 の 配 座 異 性 体 の 有 無 を 使
用 し て 、 患 者 の プ ロ フ ァ イ ル を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 上 記 に 示 す よ う に 、 PrPCTM(PrP S c に も 関 係 す る )の 独 自 の 分 子 構 造 が 、 こ の 分 子 構 造 を
識 別 的 に 認 識 す る こ と が で き る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 し て 同 定 さ れ て い る 。 PrPCTMお
よ び PrP S c に 関 連 す る こ の 独 自 の 分 子 要 素 は 、 mAB 7VCの 結 合 部 位 付 近 に 存 在 す る 過 剰 量 の
規 定 の 銅 イ オ ン の 条 件 下 に お い て mAB7VCで 染 色 す る こ と が で き る 。 pH7.8の TBS-Tイ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン 緩 衝 液 に お い て 、 PrPCTM(Tg(KH>II)マ ウ ス 脳 に お け る PrP免 疫 反 応 性 )対 PrP分
泌 (Tg(7BHOZ)マ ウ ス 脳 に お け る PrP免 疫 反 応 性 )を 検 出 す る た め に 識 別 的 な 結 合 プ ロ フ ァ イ
ル を 確 立 し た 。 Tg(KH>II)の 識 別 的 な 免 疫 反 応 性 は 、 1μ M～ 50μ Mの CuSO 4 濃 度 に お い て 存
在 す る こ と が 見 出 さ れ た 。 こ れ よ り 高 い 濃 度 は 免 疫 反 応 性 を 有 意 に 弱 く し 、 最 終 的 に 完 全
に ブ ロ ッ ト か ら 抗 体 を 除 去 し た 。 こ れ よ り 低 い 濃 度 は 一 貫 性 の な い 結 果 を 生 じ 、 明 白 な 差
が な か っ た ； 従 っ て 、 100 mM EDTAを 添 加 し て 、 ブ ロ ッ ト お よ び 緩 衝 液 に 無 作 為 に 存 在 す
る 金 属 イ オ ン を キ レ ー ト 結 合 し て 除 去 し た 。 一 定 の 抗 体 濃 度 (10μ g/ml)お よ び 銅 濃 度 (25
μ M)に お い て 、 TBS-Tの pHを 変 化 さ せ た 。 pH5で は 、 全 て の 免 疫 反 応 性 が な く な り 、 pH7.8
で は 免 疫 反 応 性 は Tg(KH>II)と Tg(7BHOZ)脳 の 間 で 識 別 的 で あ り 、 pH9で は 陽 性 で あ る が 、
識 別 的 で な い こ と が 見 出 さ れ た 。 こ の 分 子 的 要 素 は 、 タ ン パ ク 質 の 共 有 結 合 的 修 飾 も し く
は 極 め て 密 な 折 り 畳 み ま た は 両 方 で あ る 。 こ の 構 造 に 対 す る mAB 7VCの 分 子 的 な 標 的 化 に
よ り 、 今 や PrPCTMま た は PrP S c を 他 の PrP種 か ら 識 別 し て 認 識 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 PrPNTMに 識 別 的 に 結 合 し て 、 ScN2a細 胞 の 細 胞 表 面 を 染 色 す る 19B10で あ る 、 2番 目 の mAB
が 同 定 さ れ た 。 培 養 中 の N2aま た は Sc2a細 胞 に こ の 抗 体 を 添 加 す る と 、 約 25～ 250μ g/mlの
中 間 の 濃 度 に お け る 1週 間 の 処 理 後 に 生 存 細 胞 の 細 胞 数 お よ び 分 化 を 低 下 す る 。 処 理 後 の
細 胞 は 大 き く な り 、 軸 索 が 伸 長 し 、 PrP発 現 (全 て の 立 体 配 座 ア イ ソ フ ォ ー ム )は ダ ウ ン レ
ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ る 。 処 理 は 可 逆 的 で あ る 。 N2a細 胞 は 処 理 に よ り 感 受 性 で あ り 、 ScN2a
細 胞 の 影 響 の 回 復 は 早 い 。 19B10 mABが 未 グ リ コ シ ル 化 お よ び 一 グ リ コ シ ル 化 型 の PrPに 結
合 す る こ と は 本 発 明 の 仮 定 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 全 て の 文 献 お よ び 特 許 出 願 は 、 本 発 明 が 属 す る 分 野 の 当 業 者
の 技 術 レ ベ ル を 示 す 。 全 て の 文 献 お よ び 特 許 出 願 は 、 個 々 の 文 献 ま た は 特 許 出 願 各 々 が 具
体 的 且 つ 個 別 に 参 照 と し て 組 み 入 れ ら れ て い る こ と が 示 さ れ て い る の と 同 じ 程 度 で 参 照 と
し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 は 本 明 細 書 に お い て 十 分 に 記 載 さ れ て い る が 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 の 精 神 ま た
は 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 、 多 数 の 変 更 お よ び 修 正 を 加 え る こ と が で き る こ と は 当 業 者

10

20

30

40

50

(20) JP 2006-502409 A 2006.1.19

立 体 配 座 感 受 性 抗 体 チ ッ プ の 製 造



に 明 ら か で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ １ 】
【 図 １ 】 プ ロ テ イ ナ ー ゼ K(Merck、 ド イ ツ ) 100μ g/mlに よ る プ ロ テ ア ー ゼ 消 化 を 37℃ に お
い て 1時 間 実 施 し 、 5 mM フ ェ ニ ル メ タ ン ス ル ホ ニ ル フ ル オ ラ イ ド (PMSF； Sigma、 米 国 )で
停 止 し た 。
【 図 ２ 】 腹 水 由 来 の mAB 13A5を 1:5000希 釈 で 使 用 し た 。
【 図 ３ 】 mAB 13A5お よ び Ro73抗 血 清 を 1:5000希 釈 で 使 用 し た 。
【 図 ４ 】 PNGase Fお よ び Endo Hは New England Biolabs(NEB、 米 国 )か ら 購 入 し 、 製 造 業 者
の プ ロ ト コ ー ル に よ り 使 用 し た 。
【 図 ５ 】 ペ プ チ ド 結 合 の 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ (ELISA)を 以 下 の よ う に 実 施 し た ： ス
ト レ プ ト ア ビ ジ ン を コ ー テ ィ ン グ し た ELISAプ レ ー ト (96ウ ェ ル フ ォ ー マ ッ ト ； Roche、 米
国 )に 、 示 す 配 列 の N-末 端 ビ オ チ ン 化 ペ プ チ ド 1μ g/ウ ェ ル を 37℃ に お い て 2時 間 コ ー テ ィ
ン グ し た 。 次 い で 、 ELISAプ レ ー ト を リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 液 で 洗 浄 し 、 5%ウ シ 血 清 ア ル ブ
ミ ン で 37℃ に お い て 1時 間 ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 洗 浄 後 、 未 希 釈 お よ び TBS-Tで 希 釈 し た 一 連
の mAB 7VC上 清 ま た は 対 照 抗 体 を コ ー テ ィ ン グ し た ウ ェ ル と 共 に 37℃ に お い て 2時 間 イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 洗 浄 後 、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 し た 二 次 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG(Pi
erce、 米 国 )を TBS-Tで 1:1000濃 度 で 室 温 に お い て 45分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 洗 浄 後
、 基 質 (p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル ホ ス フ ェ ー ト ； Sigma、 米 国 )を ウ ェ ル に 添 加 し 、 黄 変 を ELISAリ
ー ダ ー で モ ニ タ ー し た 。
【 図 ６ 】 イ ン ビ ト ロ に お い て 翻 訳 し 、 放 射 性 S 3 5 -標 識 し た PrPを Hayら 、 1987年 、 Hegdeら
、 1988 Science 279, 827-834お よ び Hegdeら 、 1999年 に 記 載 さ れ て い る よ う に 作 製 し た 。
次 い で 、 総 産 物 を mAB 7VC上 清 ま た は 対 照 抗 体 お よ び 15μ lプ ロ テ イ ン A(Gibco/Invitrogen
、 米 国 )と 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 4℃ に お い て 3時 間 回 転 ホ イ ー ル で イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン し た 。 次 い で 、 産 物 を ホ モ ジ ネ ー シ ョ ン 緩 衝 液 で 3回 洗 浄 し 、 試 料 緩 衝 液 中 で 煮 沸 し
、 15% SDSゲ ル に ロ ー ド し た 。 ゲ ル を 乾 燥 し 、 ハ イ パ ー フ ィ ル ム (Amersham Pharmacia、 米
国 )に 露 出 し た 。
【 図 ７ 】 放 射 性 標 識 し た 無 細 胞 翻 訳 産 物 を 示 し 、 ほ ぼ 等 量 の 各 PrPト ポ ロ ジ ー 型 お よ び 前
駆 体 を 使 用 し て 、 1500の 個 々 の ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 を ス ク リ ー ニ ン グ し た こ と を 示 す 。 レ
ー ン 1～ 13は 、 選 択 し た ク ロ ー ン で 免 疫 沈 降 さ せ た 。 レ ー ン 1は 、 立 体 配 座 特 異 性 が な い 条
件 下 に お け る 「 強 力 な 反 応 物 」 を 示 す 。 レ ー ン 13は 、 抗 体 を 添 加 し て い な い 結 果 を 示 す 。
レ ー ン 2～ 12に 使 用 す る 抗 体 は 、 高 い Ntm-特 異 性 (レ ー ン 10)か ら 主 に 分 泌 (レ ー ン 3)お よ び
Ctm(レ ー ン 10)の 範 囲 の 種 々 の 程 度 の 立 体 配 座 特 異 性 を 示 す 。 ほ と ん ど の 場 合 に お い て 前
駆 体 に 対 す る 反 応 性 が 観 察 さ れ た が 、 前 駆 体 は 、 イ ン ビ ボ に お い て 観 察 さ れ な い 無 細 胞 翻
訳 の ア ー テ ィ フ ァ ク ト で あ る の で (標 的 化 の 効 率 の た め に )、 存 在 は 無 視 す る こ と が で き る
。 こ の 融 合 の 免 疫 原 は 変 性 組 換 え PrPで あ る 。 未 処 理 の Ctmお よ び Sec PrPを 免 疫 原 と し て
使 用 す る と 、 提 唱 さ れ て い る よ う に 、 さ ら に 指 向 性 の あ る 立 体 配 座 特 異 的 応 答 が 得 ら れ る
と 思 わ れ る 。
【 図 ８ 】 PrP(一 番 左 の レ ー ン )の イ ン ビ ト ロ 翻 訳 並 び に 7VC(レ ー ン 2お よ び 3)お よ び 19B10(
レ ー ン 4お よ び 5)の ク ロ ー ン に よ る 免 疫 沈 降 を 示 す 。
【 図 ９ 】 抗 体 が 存 在 し な い 場 合 の ScN2a細 胞 (一 番 左 の パ ネ ル )、 mAB 6H4(左 か ら 2番 目 の パ
ネ ル )、 mAB 19B10(左 か ら 3番 目 の パ ネ ル )お よ び mAB 7VC(一 番 右 の パ ネ ル )の 免 疫 染 色 を 示
す 。 免 疫 染 色 は 、 細 胞 表 面 (上 の パ ネ ル )ま た は サ ポ ニ ン (Sigma、 USA)に よ る 透 過 処 理 後 細
胞 内 染 色 (下 の パ ネ ル )で 実 施 し た 。
【 図 １ ０ 】 19B10で 1週 間 処 理 後 の ScN2a細 胞 分 化 を 示 す 。
【 図 １ １ 】 mAB 7VCお よ び 19B10が プ リ オ ン 複 製 を 阻 害 す る こ と を 実 証 す る ウ ェ ス タ ン ブ ロ
ッ ト を 示 す 。
【 図 １ ２ Ａ 】 7BHOZ脳 ホ モ ジ ネ ー ト (シ リ ア ン ハ ム ス タ ー PrPを 発 現 す る 遺 伝 子 組 換 え マ ウ
ス ； 上 の パ ネ ル )ま た は F1198脳 ホ モ ジ ネ ー ト (CTMPrPが 増 加 し て い る 突 然 変 異 型 シ リ ア ン
ハ ム ス タ ー PrPを 発 現 す る 遺 伝 子 組 換 え マ ウ ス ； 下 の パ ネ ル )の 免 疫 沈 降 後 の 異 な る 銅 濃 度
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に よ る 溶 出 物 の 影 響 を 実 証 す る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 示 す 。
【 図 １ ２ Ｂ 】 プ ロ テ ア ー ゼ 未 消 化 の 正 常 な シ リ ア ン ハ ム ス タ ー 脳 ホ モ ジ ネ ー ト 、 ス ク レ イ
ピ ー 感 染 (Sc237株 )し た シ リ ア ン ハ ム ス タ ー 脳 ホ モ ジ ネ ー ト お よ び プ ロ テ ア ー ゼ 消 化 し た
ス ク レ イ ピ ー 感 染 シ リ ア ン ハ ム ス タ ー 脳 ホ モ ジ ネ ー ト の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 mAB 7VC、 19B10お よ び 6H4を 含 有 す る 異 な る 脳 ホ モ ジ ネ ー ト の ウ ェ ス タ ン ブ ロ
ッ ト を 示 す 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】 【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ Ａ 】

【 図 １ ２ Ｂ 】 【 図 １ ３ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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摘要(译)

描述了制备差异结合目的蛋白质的单一构象异构体的单克隆抗体的方
法。还公开了使用这些抗体的被动免疫以及使用构象异构体特异性抗体
作为诊断试剂，以便在疾病结果，药物功效或药物敏感性方面对患者群
体进行分层，以及用蛋白质构象异构体进行主动免疫。在筛选技术中，
检测可以是例如组织免疫染色，蛋白质印迹或溶液IP。描述了一种特定
的mab，称为7VC，其显示对CtmPrP的构象特异性，CtmPrP是在pH和
铜浓度的特定测定条件下触发神经变性的朊病毒蛋白构象异构体。称为
19B10的第二种特异性抗体显示NtmPrP的构象特异性，NtmPrP是一种
朊病毒蛋白构象异构体，其下调总PrP表达并影响细胞分化。
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