
(57)【要約】
【課題】　 TNRの亜種を認識し、 BDNF（脳由来神経成長因子）刺激に応答して細胞膜の外
側に集合する、 TNRの複合体を免疫沈降で集めることができる抗体の提供。
【解決手段】　分子量が 140kDaまたは 100kDaであるテナシン Rの亜種に特異的に結合する
モノクローナル抗体。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 分 子 量 が 140kDaま た は 100kDaで あ る テ ナ シ ン Rの 亜 種 に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 テ ナ シ ン Rの 亜 種 が テ ナ シ ン Rの ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト 、 テ ナ シ ン Rの 断 片 ま た は テ
ナ シ ン Rの 糖 鎖 除 去 体 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 BDNF（ 脳 由 来 神 経 成 長 因 子 ） に 誘 導 さ れ て 、 海 馬 の ポ ス ト シ ナ プ ス 表 面 に 形 成 さ れ る 複
合 体 中 の テ ナ シ ン Rに 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 複 合 体 が テ ナ シ ン Rな ら び に コ ン タ ク チ ン 、 PGRL、 GABA受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト β ３ か ら な
る 群 の 少 な く と も １ つ に よ り 形 成 さ れ る 複 合 体 で あ る 、 請 求 項 ３ 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 複 合 体 が BDNF依 存 性 細 胞 外 移 動 性 物 質 に よ り 形 成 さ れ る 複 合 体 で あ る 、 請 求 項 ３ ま た は
４ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
　 動 物 脳 よ り 調 製 し た シ ナ プ ト ニ ュ ー ロ ゾ ー ム 小 胞 画 分 を 免 疫 原 と し 、 動 物 海 馬 組 織 切 片
を 用 い た 免 疫 組 織 化 学 染 色 に お い て 、 多 型 細 胞 層 （ orience layer） 、 網 状 分 子 層 （ lacun
osum molecular layer） 、 歯 状 回 多 形 層 （ polymorph layer detate gyrus） を 特 異 的 に 染
色 す る 抗 体 を 選 択 し 、 さ ら に 選 択 さ れ た 抗 体 か ら BDNF処 理 を し た 神 経 細 胞 を 用 い た 免 疫 沈
降 試 験 で テ ナ シ ン Rを 含 む 複 合 体 を 沈 降 さ せ る 抗 体 を 選 択 す る こ と に よ り 得 ら れ る モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ７ 】
　 シ ナ プ ト ニ ュ ー ロ ゾ ー ム 小 胞 画 分 が 動 物 脳 の ホ モ ジ ネ ー ト し て 得 ら れ る シ ナ プ ト ニ ュ ー
ロ ゾ ー ム 画 分 を 低 張 処 理 す る こ と に よ り 得 ら れ る 請 求 項 ６ 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ８ 】
　 mAb#27（ 受 託 番 号 FERM P-20575） で あ る 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ９ 】
　 海 馬 由 来 神 経 細 胞 を BDNFで 処 理 し 、 該 神 経 細 胞 を 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 接 触 さ せ 、 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 神 経 細 胞 の 蛋 白 質 の 免 疫 複 合 体
を 検 出 す る こ と を 含 む 、 BDNF依 存 性 細 胞 外 移 動 性 物 質 を 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む BDNF依 存 性 細 胞 外 移 動
性 物 質 検 出 キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 脳 の ポ ス ト シ ナ プ ス を 含 む シ ナ プ ト ニ ュ ー ロ ゾ ー ム 小 胞 画 分 を 免 疫 原 と し て
作 成 し た 新 規 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ヒ ト の 脳 は 記 憶 や 思 考 で 分 か る よ う に 、 極 め て 巧 妙 精 緻 に そ の 高 次 機 能 が 営 ま れ 、 維 持
さ れ て い る 。 そ の し く み が 分 か れ ば 、 精 神 に 関 す る 病 気 や 加 齢 に よ る 痴 呆 な ど の 障 害 を 克
服 す る 方 法 が 研 究 の 対 象 と な り 得 、 ま た そ の 結 果 と し て 、 も っ と 充 実 し た ヒ ト の 一 生 の 過
ご し 方 な ど が 導 か れ 、 社 会 生 活 の 発 展 と 展 望 が 得 ら れ る よ う に な る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 こ れ ま で 、 脳 の 海 馬 は 、 そ の 高 次 機 能 を 司 る 主 た る 場 で あ る こ と 、 ま た 他 の 神 経 細 胞 や
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ア ス ト ロ グ リ ア 細 胞 か ら 極 め て 微 量 に 放 出 さ れ る 液 性 の ホ ル モ ン や 神 経 栄 養 因 子 が そ の 海
馬 神 経 お よ び 神 経 回 路 網 の 状 態 を 変 え て 、 よ り 高 次 の 機 能 を 制 御 し 得 る 、 こ と な ど が 生 理
学 的 に 分 か っ て 来 た 。 従 っ て 、 そ れ ら の 情 報 を 受 け 取 り 、 処 理 す る 、 神 経 細 胞 が 持 つ 仕 組
み 及 び 分 子 群 を 見 つ け る こ と が 、 海 馬 に 特 異 的 な 高 次 機 能 の 分 子 機 構 の 解 明 に は 必 須 で あ
る と 考 え ら れ る 。 現 在 、 細 胞 の 情 報 伝 達 お よ び 情 報 処 理 に 関 す る 分 子 の 同 定 の た め の プ ロ
テ オ ミ ク ス 的 研 究 は 途 上 で あ り 、 や っ と 大 量 発 現 系 の 網 羅 的 同 定 が 尾 に 付 い た ば か り で あ
る 。 海 馬 は 小 さ く 、 そ の 神 経 細 胞 の 機 能 を 繰 る 分 子 は 特 異 的 か つ 微 量 で あ る 。 従 っ て 、 そ
の 仕 組 み の 解 明 の た め に は 、 特 別 な 戦 略 が 必 要 と 考 え ら れ た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 海 馬 特 異 的 な 機 構 を 分 子 レ ベ ル で 解 明 す る た め に は 、 海 馬 の 機 能 を 制 御 す る 分 子 に 対 す
る 抗 体 が 有 用 で あ る 。 従 来 よ り 、 シ ナ プ ス 形 成 の 促 進 や 神 経 突 起 の 伸 長 に 関 与 す る 分 子 と
し て 知 ら れ て い る テ ナ シ ン R（ TNR） 等 の 細 胞 外 分 泌 物 質 （ 非 特 許 文 献 １ お よ び 非 特 許 文 献
２ を 参 照 ） に 対 す る 抗 体 等 が 存 在 し 、 脳 の 研 究 に 用 い ら れ て い た 。 し か し 、 高 次 機 能 を 制
御 す る 分 子 は 、 因 子 等 の 刺 激 に よ り 複 合 体 を 形 成 し た り 、 分 離 す る こ と に よ り 機 能 を 制 御
す る こ と が 予 測 さ れ 、 ま た 高 次 機 能 を 制 御 す る 分 子 に は 糖 鎖 修 飾 型 や ス プ ラ イ シ ン グ バ リ
ア ン ト が 存 在 し て お り 、 こ れ ら の 分 子 種 が 重 要 な 働 き を す る こ と が 予 測 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 従 っ て 、 脳 の 高 次 機 能 の 解 明 に は 、 脳 機 能 に 関 与 す る 分 子 の み に 対 す る 抗 体 で は な く 、
複 合 体 を 形 成 し た 状 態 で も 結 合 す る 抗 体 お よ び 複 合 体 の 他 の 分 子 種 に 対 す る 抗 体 の 開 発 が
必 要 と 目 さ れ て い た 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Pesheva P. et al., J Cell Biol. 109. 1765-1778, 1989
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Nikonenko A. et al., J Comp Neurol. 456. 338-349, 2003
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 は 、 TNRの 亜 種 を 認 識 し 、 BDNF（ 脳 由 来 神 経 成 長 因 子 ） 刺 激 に 応 答 し て 細 胞 膜 の
外 側 に 集 合 す る 、 TNRの 複 合 体 成 分 を 免 疫 沈 降 で 集 め る こ と が で き る 抗 体 の 提 供 を 目 的 と
す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 者 は 、 神 経 シ ナ プ ス に あ る 機 能 蛋 白 質 が 豊 富 な 、 生 化 学 的 サ ン プ ル の 調 製 法 を 考
案 し つ つ 、 脳 の 微 量 蛋 白 質 プ ロ テ オ ミ ク ス 系 の 確 立 に つ い て 鋭 意 検 討 を 行 っ た 。 本 発 明 者
は 、 ポ ス ト シ ナ プ ス を 含 む と さ れ て い る 、 シ ナ プ ト ニ ュ ー ロ ゾ ー ム （ synaptoneurosome）
画 分 を 低 張 処 理 す る こ と （ 小 胞 （ vesicular） 画 分 ） を 思 い 付 き 、 そ れ に よ っ て 得 た 小 胞
画 分 の 生 化 学 的 分 析 研 究 結 果 か ら 、 そ こ に 情 報 処 理 を 担 う ポ ス ト シ ナ プ ス の 鍵 分 子 が あ る
こ と を 見 出 し た 。 そ こ で 、 そ の 画 分 の 蛋 白 質 に 対 す る 抗 体 の 作 製 を 試 み た 。 本 発 明 者 は 、
海 馬 の 機 能 制 御 蛋 白 質 お よ び 新 規 機 構 の 発 見 を す る た め に 以 下 の ３ つ の ア プ ロ ー チ を 行 っ
た 。 １ ） マ ウ ス を 用 い て そ の 小 胞 画 分 を 抗 原 と し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ mAb） を 作 製 す
る 。 ２ ） そ れ ら の 中 か ら 、 海 馬 組 織 切 片 を 特 異 的 に 染 色 す る 抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。
３ )マ ス 分 析 で 蛋 白 質 複 合 体 成 分 を 同 定 し て 、 そ れ ら が 関 与 す る 機 構 を 明 ら か に す る た め
に 、 複 合 体 を 免 疫 沈 降 出 来 る 抗 体 を さ ら に 選 別 す る 。 こ れ ら を 満 た し 、 そ し て 特 異 的 な 増
殖 因 子 や 神 経 栄 養 因 子 に 対 す る 応 答 を 分 子 レ ベ ル で 生 化 学 的 に 解 析 が 出 来 る 、 特 異 な 抗 体
を 選 別 す る た め に 、 培 養 海 馬 神 経 細 胞 の 細 胞 表 面 を ラ ベ リ ン グ す る 方 法 を 神 経 化 学 刺 激 し
た 細 胞 に 用 い て 、 実 験 シ ス テ ム を 確 立 し た 。 こ の 結 果 、 BDNF（ 脳 由 来 神 経 成 長 因 子 ） に 特
異 的 に 、 細 胞 表 面 に 誘 導 さ れ て 膜 で 集 合 す る 複 合 体 が 検 出 で き る 抗 体 mAb#27を 選 択 ・ 単 離
す る こ と に 成 功 し た 。 ラ ベ リ ン グ の テ ク ニ ー ク を 用 い た 、 本 発 明 の 抗 体 で あ る mAb#27に よ
る 解 析 に よ っ て 、 神 経 細 胞 シ ナ プ ス 部 の エ キ ソ サ イ ト ー シ ス を 誘 導 す る 、 と い う BDNFの 新
た な 機 構 が 提 示 さ れ た 。 ま た 、 プ ロ テ オ ミ ッ ク ス の 結 果 か ら は 更 に 、 こ の 抗 体 に よ っ て 、
今 ま で 希 突 起 膠 細 胞 （ oligodendrocyte） が 産 生 す る 、 糖 鎖 修 飾 型 と 思 わ れ て い た TNRの 、
今 ま で 報 告 の な い 神 経 細 胞 で の 新 し い 分 子 型 が 認 識 出 来 る こ と 、 ま た ポ ス ト シ ナ プ ス に あ

10

20

30

40

50

(3) JP 2007-39336 A 2007.2.15



る と さ れ て い る コ ン タ ク チ ン （ contactin） や 未 だ 研 究 が な さ れ て い な い 細 胞 膜 貫 通 型 蛋
白 質 で あ る PGRLと の 複 合 体 が 形 成 さ れ て い る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 の 態 様 は 以 下 の と お り で あ る 。
[１ ]　 分 子 量 が 140kDaま た は 100kDaで あ る テ ナ シ ン Rの 亜 種 に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 、
[２ ]　 テ ナ シ ン Rの 亜 種 が テ ナ シ ン Rの ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト 、 テ ナ シ ン Rの 断 片 ま た
は テ ナ シ ン Rの 糖 鎖 除 去 体 で あ る [１ ]の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、
[３ ]　 BDNF（ 脳 由 来 神 経 成 長 因 子 ） に 誘 導 さ れ て 、 海 馬 の ポ ス ト シ ナ プ ス 表 面 に 形 成 さ れ
る 複 合 体 中 の テ ナ シ ン Rに 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、
[４ ]　 複 合 体 が テ ナ シ ン Rな ら び に コ ン タ ク チ ン 、 PGRL、 GABA受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト β ３ か
ら な る 群 の 少 な く と も １ つ に よ り 形 成 さ れ る 複 合 体 で あ る 、 [３ ]の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、
[５ ]　 複 合 体 が BDNF依 存 性 細 胞 外 移 動 性 物 質 に よ り 形 成 さ れ る 複 合 体 で あ る 、 [３ ]ま た は
[４ ]の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、
[６ ]　 動 物 脳 よ り 調 製 し た シ ナ プ ト ニ ュ ー ロ ゾ ー ム 小 胞 画 分 を 免 疫 原 と し 、 動 物 海 馬 組 織
切 片 を 用 い た 免 疫 組 織 化 学 染 色 に お い て 、 多 型 細 胞 層 （ orience layer） 、 網 状 分 子 層 （ l
acunosum molecular layer） 、 歯 状 回 多 形 層 （ polymorph layer detate gyrus） を 特 異 的
に 染 色 す る 抗 体 を 選 択 し 、 さ ら に 選 択 さ れ た 抗 体 か ら BDNF処 理 を し た 神 経 細 胞 を 用 い た 免
疫 沈 降 試 験 で テ ナ シ ン Rを 含 む 複 合 体 を 沈 降 さ せ る 抗 体 を 選 択 す る こ と に よ り 得 ら れ る モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、
[７ ]　 シ ナ プ ト ニ ュ ー ロ ゾ ー ム 小 胞 画 分 が 動 物 脳 の ホ モ ジ ネ ー ト し て 得 ら れ る シ ナ プ ト ニ
ュ ー ロ ゾ ー ム 画 分 を 低 張 処 理 す る こ と に よ り 得 ら れ る [６ ]の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、
[８ ]　 mAb#27（ 受 託 番 号 FERM P-20575） で あ る [１ ]～ [７ ]の い ず れ か の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 、
[９ ]　 海 馬 由 来 神 経 細 胞 を BDNFで 処 理 し 、 該 神 経 細 胞 を [１ ]～ [８ ]の い ず れ か の モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 と 接 触 さ せ 、 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 神 経 細 胞 の 蛋 白 質 の 免 疫 複 合 体 を 検 出 す
る こ と を 含 む 、 BDNF依 存 性 細 胞 外 移 動 性 物 質 を 検 出 す る 方 法 、 な ら び に
[１ ０ ]　 [１ ]～ [８ ]の い ず れ か の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む BDNF依 存 性 細 胞 外 移 動 性 物 質
検 出 キ ッ ト 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 テ ナ シ ン Rを 認 識 し 結 合 す る こ と に よ っ て 、 海 馬 の 機 能 制 御 蛋 白 質 複
合 体 を 免 疫 沈 降 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 こ の よ う な 特 性 を 有 す る 抗 体 を 得 た こ と に よ っ て 、 TNR結 合 蛋 白 質 の 同 定 の 成 功 が 導 か
れ 、 TNRの 神 経 で の 新 た な 役 割 が 示 さ れ た 。 最 近 、 BDNFは 成 長 因 子 と し て の 働 き に 加 え て
、 神 経 シ ナ プ ス で の シ ナ プ ス 情 報 伝 達 に 関 与 し て い る こ と が 電 気 生 理 学 的 に 示 さ れ て い る
。 本 抗 体 に よ っ て 、 海 馬 神 経 細 胞 に お け る BDNFの 分 子 作 用 機 構 を 提 示 で き 、 精 神 疾 患 の 機
序 解 明 や 新 薬 開 発 に 応 用 さ れ る 。 発 明 さ れ た 抗 体 に よ っ て 見 出 さ れ た BDNFの 新 規 機 構 は 神
経 科 学 、 神 経 化 学 の 諸 領 域 で さ ら に 電 気 生 理 学 的 、 分 子 生 物 学 的 技 術 と 併 合 さ れ て 展 開 さ
れ 得 る 。 ま た 、 精 神 疾 患 に お け る BDNFの 役 割 が シ ナ プ ス 機 構 と 関 連 さ せ て 研 究 す る べ き こ
と が 言 わ れ は じ め て い る の で 、 ヒ ト 標 品 の み な ら ず 、 疾 患 モ デ ル マ ウ ス な ど を 用 い て さ ら
に 詳 し く 、 本 発 明 の 抗 体 の 免 疫 複 合 体 構 成 成 分 の 研 究 を す る こ と が 必 須 に な る と 考 え ら れ
る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 プ ロ テ オ ミ ク ス の 研 究 で 明 ら か に さ れ た 、 本 発 明 の 抗 体 -複 合 体 成 分 で あ り 、 か つ 脳 で
の 研 究 報 告 が な い PGRLは 免 疫 担 当 細 胞 （ リ ン パ 球 細 胞 ） の 活 性 化 や 癌 細 胞 の 転 移 に 関 係 す
る こ と が 報 告 さ れ て い る が 、 分 子 レ ベ ル の 研 究 は 進 ん で い な い 。 本 発 明 の 抗 体 の 複 合 体 形
成 能 を 利 用 し て 、 そ れ ぞ れ の 機 能 に 応 じ た 結 合 蛋 白 が 同 定 、 研 究 さ れ 、 さ ら に そ れ ぞ れ の
抗 体 が 作 製 さ れ れ ば 、 蛋 白 相 互 作 用 マ ッ プ の 研 究 に 貢 献 す る だ け で な く 、 多 く の 疾 患 の 分
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子 レ ベ ル で の 解 明 に 繋 が る 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 脳 以 外 の 分 野 で も 重 要 で あ る
。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 組 織 切 片 を 用 い た 病 理 検 査 薬 と し て 使 わ れ る だ け で な く 、 基
礎 生 化 学 、 臨 床 科 学 、 癌 や 免 疫 学 の 基 礎 研 究 部 門 で 用 い ら れ 、 新 し い 疾 患 分 子 機 構 の 解 明
に 寄 与 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 公 知 の 手 段 を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ が 産 生 す る も の お よ び 遺 伝 子 工 学 的 手 法 に よ り 抗
体 遺 伝 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 宿 主 が 産 生 す る も の を 含 む 。 こ の よ う な 抗 体
と し て は 、 本 発 明 の ハ イ ブ リ ド ー マ ク ロ ー ン に よ り 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 挙 げ
ら れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 に は 、 動 物 脳 か ら 調 製 し た ポ ス ト シ ナ プ ス を 含 む 画
分 を 免 疫 原 と し て 用 い る 。 ポ ス ト シ ナ プ ス は 、 シ ナ プ ト ニ ュ ー ロ ゾ ー ム （ synaptoneuroso
me） 小 胞 画 分 を 含 む 。 免 疫 原 を 調 製 す る 動 物 種 は 限 定 さ れ な い が 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 等 を 用
い れ ば よ い 。 シ ナ プ ト ニ ュ ー ロ ゾ ー ム 小 胞 画 分 は 、 脳 か ら 得 た シ ナ プ ト ニ ュ ー ロ ゾ ー ム 画
分 を 低 張 処 理 し 、 遠 心 す る こ と に よ り ペ レ ッ ト と し て 得 る こ と が で き る 。 シ ナ プ ト ニ ュ ー
ロ ゾ ー ム 画 分 は 、 脳 を 生 理 食 塩 水 ま た は そ の 他 の 適 切 な 緩 衝 液 を 用 い て ホ モ ジ ネ ー ト し 、
遠 心 し ペ レ ッ ト と し て 得 る こ と が で き る （ Hollingworth EB et al. (J. Neurosci.1985)
。 シ ナ プ ト ニ ュ ー ロ ゾ ー ム 画 分 を 低 張 処 理 し 、 遠 心 す る こ と に よ り 、 シ ナ プ ト ニ ュ ー ロ ゾ
ー ム 小 胞 画 分 を 得 る こ と が で き る 。 低 張 処 理 は 、 体 液 よ り も 低 張 の 緩 衝 液 等 を 用 い て 行 う
こ と が で き 、 例 え ば 、 1mM NaHCO 3 , pH8.0が 挙 げ ら れ る 。 低 張 処 理 用 液 は 、 蛋 白 質 分 解 酵
素 阻 害 剤 を 含 ん で い る こ と が 好 ま し い 。 こ の よ う に し て 得 ら れ た シ ナ プ ト ニ ュ ー ロ ゾ ー ム
は 、 後 シ ナ プ ス の 微 小 オ ル ガ ネ ラ （ 小 胞 ） が 漏 出 さ れ な い で 存 在 し て い る 。 本 発 明 の 抗 体
の 作 製 の た め に は 、 上 記 シ ナ プ ト ニ ュ ー ロ ソ ー ム 小 胞 画 分 を 免 疫 原 と し て 用 い れ ば よ い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 免 疫 に 用 い る 動 物 と し て は 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 細 胞 融 合 に 使 用 す る 親 細
胞 と の 適 合 性 を 考 慮 し て 選 択 す る の が 好 ま し く 、 一 般 的 に は げ っ 歯 類 の 動 物 、 例 え ば 、 マ
ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 あ る い は ウ サ ギ 、 サ ル 等 が 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 抗 原 を 動 物 に 免 疫 す る に は 、 公 知 の 方 法 に し た が っ て 行 わ れ る 。 例 え ば 、 一 般 的 方 法 と
し て 、 抗 原 を 哺 乳 動 物 の 腹 腔 内 ま た は 皮 下 に 注 射 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。 具 体 的 に は 、
抗 原 を PBS（ Phosphate-Buffered Saline） や 生 理 食 塩 水 等 で 適 当 量 に 希 釈 、 懸 濁 し た も の
に 所 望 に よ り 通 常 の ア ジ ュ バ ン ト 、 例 え ば フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト を 適 量 混 合 し 、 乳
化 後 、 哺 乳 動 物 に 4～ 21日 毎 に 数 回 投 与 す る 。 ま た 、 抗 原 免 疫 時 に 適 当 な 担 体 を 使 用 す る
こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 こ の よ う に 哺 乳 動 物 を 免 疫 し 、 血 清 中 の 抗 体 レ ベ ル が 上 昇 し た の を 確 認 し た 後 に 、 哺 乳
動 物 か ら 免 疫 細 胞 を 採 取 し 、 細 胞 融 合 に 用 い る 。 細 胞 融 合 に 用 い る 免 疫 細 胞 は 、 脾 細 胞 が
好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 免 疫 細 胞 と 融 合 さ れ る 他 方 の 親 細 胞 と し て 、 哺 乳 動 物 の ミ エ ロ ー マ 細 胞 を 用 い る 。 こ の
ミ エ ロ ー マ 細 胞 は 、 公 知 の 種 々 の 細 胞 株 、 例 え ば 、 P3（ P3x63Ag8.653） （ J. Immnol.（ 19
79） 123, 1548-1550） 、  P3x63Ag8U.1（ Current Topics in Microbiology and Immunolog
y（ 1978） 81, 1-7） 、  NS-1 （ Kohler. G. and Milstein, C. Eur. J. Immunol.（ 1976）
6, 511-519） 、 MPC-11（ Margulies. D.H. et al., Cell（ 1976） 8, 405-415） 、 SP2/0 （
Shulman, M. et al., Nature（ 1978） 276, 269-270） 、 FO（ deSt. Groth, S. F. et al.,
 J. Immunol. Methods（ 1980） 35, 1-21） 、 S194（ Trowbridge, I. S. J. Exp. Med.（ 19
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78） 148, 313-323） 、 R210（ Galfre, G. et al., Nature（ 1979） 277, 131-133） 等 が 好
適 に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 免 疫 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と の 細 胞 融 合 は 、 た と え ば 、 ケ ー ラ ー と ミ ル ス テ イ ン ら の 方
法 （ Kohler. G. and Milstein, C.、 Methods Enzymol.（ 1981） 73, 3-46） 等 の 公 知 の 方
法 で 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 具 体 的 に は 、 前 記 細 胞 融 合 は 、 例 え ば 細 胞 融 合 促 進 剤 の 存 在 下 に 通 常 の 栄 養 培 養 液 中 で
実 施 さ れ る 。 融 合 促 進 剤 と し て は 、 例 え ば ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG） 、 セ ン ダ イ ウ
イ ル ス （ HVJ） 等 が 使 用 さ れ 、 さ ら に 融 合 効 率 を 高 め る た め に ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド 等 の
補 助 剤 を 添 加 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 免 疫 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と の 細 胞 数 比 は 任 意 に 設 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ミ エ
ロ ー マ 細 胞 に 対 し て 免 疫 細 胞 を 1～ 10倍 と す る の が 好 ま し い 。 細 胞 融 合 に 用 い る 培 養 液 と
し て は 、 例 え ば 、 前 記 ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 の 増 殖 に 好 適 な RPMI1640培 養 液 、 MEM培 養 液 等 が
挙 げ ら れ る 。 ま た 、 こ の 際 、 牛 胎 児 血 清 （ FCS） 等 の 血 清 補 助 剤 を 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 細 胞 融 合 は 、 前 記 免 疫 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を 培 養 液 中 で よ く 混 合 し 、 予 め 37℃ 程 度
に 加 温 し た PEG溶 液 （ 例 え ば 平 均 分 子 量 1000～ 6000程 度 の PEGを 用 い る こ と が で き る ） を 30
～ 60％ （ w/v） の 濃 度 で 添 加 し 混 合 す る こ と に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 続 い て 、 適 当 な
培 養 液 を 逐 次 添 加 し 、 遠 心 し て 上 清 を 除 去 す る 操 作 を 繰 り 返 す こ と に よ り ハ イ ブ リ ド ー マ
の 生 育 に 好 ま し く な い 細 胞 融 合 剤 等 を 除 去 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 例 え ば HAT培 養 液 （ ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ
ノ プ テ リ ン お よ び チ ミ ジ ン を 含 む 培 養 液 ） 等 の 選 択 培 養 液 で 培 養 す る こ と に よ り 選 択 さ れ
る 。 HAT培 養 液 で の 培 養 は 、 目 的 と す る ハ イ ブ リ ド ー マ 以 外 の 細 胞 （ 非 融 合 細 胞 ） が 死 滅
す る の に 十 分 な 時 間 （ 通 常 、 数 日 ～ 数 週 間 ） 継 続 す る 。 つ い で 、 公 知 の 限 界 希 釈 法 に よ り
、 目 的 と す る 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を ク ロ ー ニ ン グ す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ は 、 動 物 海 馬 組 織 切 片 を 用 い た 免 疫 組 織 化 学 的 検 定 、 ホ モ ジ ネ ー ト を 用
い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 免 疫 沈 降 検 定 等 に よ り 行 え ば よ い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 抗 体 を 用 い て 動 物 海 馬 組 織 切 片 を 免 疫 組 織 化 学 の 手 法 で 染 色 し た 場 合 、 多 型 細
胞 層 （ orience layer） 、 網 状 分 子 層 （ lacunosum molecular layer） 、 お よ び 歯 状 回 多 形
層 （ polymorph layer detate gyrus） が 特 異 的 に 染 色 さ れ る 。 ま た 、 動 物 脳 の ホ モ ジ ナ イ
ズ を 材 料 と し て 免 疫 沈 降 を 行 っ た 場 合 に 、 テ ナ シ ン Rを 含 む 複 合 体 を 免 疫 沈 降 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ま た 、 ヒ ト リ ン パ 球 を in vitroで 抗 原 に 感 作 し 、 感 作 リ ン パ 球 を ヒ ト 由 来 の 永 久 分 裂 能
を 有 す る ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 融 合 さ せ る こ と に よ り ヒ ト 抗 体 を 得 る こ と も で き る （ 特 公 平 1-
59878号 公 報 参 照 ） 。 さ ら に 、 ヒ ト 抗 体 遺 伝 子 の 全 て の レ パ ー ト リ ー を 有 す る ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 動 物 に 抗 原 を 投 与 し て 抗 体 産 生 細 胞 を 取 得 し 、 こ れ を 不 死 化 さ せ た 細 胞 か ら ヒ ト
抗 体 を 取 得 す る こ と も で き る （ 国 際 特 許 出 願 公 開 番 号 WO 94/25585 号 公 報 、 WO 93/12227 
号 公 報 、 WO92/03918 号 公 報 、 WO 94/02602 号 公 報 参 照 ） 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 こ の よ う に し て 作 製 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 通 常 の 培
養 液 中 で 継 代 培 養 す る こ と が 可 能 で あ り 、 ま た 、 液 体 窒 素 中 で 長 期 保 存 す る こ と が 可 能 で
あ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 通 常 の 方 法 に 従 っ て 培 養 し 、 そ の 培 養 上
清 と し て 得 る こ と が で き 、 あ る い は ハ イ ブ リ ド ー マ を 免 疫 適 合 性 が あ る 哺 乳 動 物 に 投 与 し
て 増 殖 さ せ 、 腹 水 と し て 得 る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
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　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て 、 例 え ば 独 立 行 政 法 人 　 産 業 技 術 総 合 研 究 所 　 特 許
生 物 寄 託 セ ン タ ー （ 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ 丁 目 １ 番 地 １ 中 央 第 6） に 2005年 ６ 月 ２ ９ 日 に 受
託 番 号 FERM P-20575で 寄 託 さ れ た mAb#27が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 組 換 え 型 抗 体 も 含 む 。 組 換 え 型 抗 体 は 、 抗 体 遺 伝 子 を 抗 体 産 生 ハ イ ブ
リ ド ー マ か ら 取 得 し 、 適 当 な ベ ク タ ー に 組 み 込 ん で 、 こ れ を 宿 主 に 導 入 し 、 遺 伝 子 組 換 え
技 術 を 用 い て 産 生 さ せ る こ と が で き る （ Vandamme, A. M. et al., Eur. J. Biochem.（ 19
90） 192, 767-775, 1990等 ） 。 す な わ ち 、 本 発 明 の 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 、
抗 体 の 可 変 （ V） 領 域 を コ ー ド す る mRNAを 公 知 の 方 法 で 単 離 し 、 全 RNAを 調 製 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 得 ら れ た mRNAか ら 逆 転 写 酵 素 を 用 い て 抗 体 V領 域 の cDNAを 公 知 の 方 法 で 合 成 す る 。
　 得 ら れ た DNAを ベ ク タ ー DNAと 連 結 し て 、 組 換 え ベ ク タ ー を 作 製 し 、 大 腸 菌 等 に 導 入 し ク
ロ ー ニ ン グ に よ り 本 発 明 の 抗 体 を 産 生 し 得 る 組 換 え ベ ク タ ー を 調 製 す る 。 得 ら れ た 目 的 と
す る 抗 体 の V領 域 を コ ー ド す る DNAを 、 抗 体 定 常 領 域 （ C領 域 ） を コ ー ド す る DNAを 含 有 す る
発 現 ベ ク タ ー へ 組 み 込 む 。 こ の 際 、 抗 体 遺 伝 子 を プ ロ モ ー タ ー 等 の 制 御 下 で 発 現 可 能 に 発
現 ベ ク タ ー に 組 み 込 む 。 次 に 、 こ の 発 現 ベ ク タ ー に よ り 、 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 し 、 抗 体 を
発 現 さ せ る 。 抗 体 遺 伝 子 の 発 現 は 、 抗 体 重 鎖 （ H鎖 ） ま た は 軽 鎖 （ L鎖 ） を コ ー ド す る DNA
を 別 々 に 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 ん で 宿 主 細 胞 を 同 時 形 質 転 換 さ せ て も よ い し 、 あ る い は H
鎖 お よ び L鎖 を コ ー ド す る DNAを 単 一 の 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 ん で 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 さ せ
て も よ い （ WO 94/11523 号 公 報 参 照 ） 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ま た 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 使 用 し て 組 換 え 型 抗 体 を 産 生 す る こ と も で き る 。 例 え
ば 、 抗 体 遺 伝 子 を 、 乳 汁 中 に 固 有 に 産 生 さ れ る 蛋 白 質 （ ヤ ギ β カ ゼ イ ン な ど ） を コ ー ド す
る 遺 伝 子 の 途 中 に 挿 入 し て 融 合 遺 伝 子 と し て 調 製 す る 。 抗 体 遺 伝 子 が 挿 入 さ れ た 融 合 遺 伝
子 を 含 む DNA断 片 を ヤ ギ の 胚 へ 注 入 し 、 こ の 胚 を 雌 の ヤ ギ へ 導 入 す る 。 胚 を 受 容 し た ヤ ギ
か ら 生 ま れ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ヤ ギ ま た は そ の 子 孫 が 産 生 す る 乳 汁 か ら 所 望 の 抗 体 を 得
る こ と が で き る （ Ebert, K.M. et al., Bio/Technology（ 1994） 12, 699-702） 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 さ ら に 本 発 明 の 抗 体 に は 、 上 記 抗 体 の ほ か に 、 ヒ ト に 対 す る 異 種 抗 原 性 を 低 下 さ せ る こ
と 等 を 目 的 と し て 人 為 的 に 改 変 し た 遺 伝 子 組 換 え 型 抗 体 、 例 え ば 、 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 型 化
（ Humanized） 抗 体 も 含 ま れ る 。 こ れ ら の 改 変 抗 体 は 、 既 知 の 方 法 を 用 い て 製 造 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 キ メ ラ 抗 体 は 、 前 記 の よ う に し て 得 た 抗 体 V領 域 を コ ー ド す る DNAを ヒ ト 抗 体 C領 域 を コ
ー ド す る DNAと 連 結 し 、 こ れ を 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 ん で 宿 主 に 導 入 し 産 生 さ せ る こ と に
よ り 得 ら れ る 。 こ の 既 知 の 方 法 を 用 い て 、 本 発 明 に 有 用 な キ メ ラ 抗 体 を 得 る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ヒ ト 型 化 抗 体 は 、 再 構 成 （ reshaped） ヒ ト 抗 体 と も 称 さ れ 、 こ れ は 、 ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動
物 、 例 え ば マ ウ ス 抗 体 の 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR; complementarity determining region）
を ヒ ト 抗 体 の 相 補 性 決 定 領 域 へ 移 植 し た も の で あ り 、 そ の 一 般 的 な 遺 伝 子 組 換 え 手 法 も 知
ら れ て い る （ 欧 州 特 許 出 願 公 開 番 号 EP 125023号 公 報 、 WO 96/02576 号 公 報 参 照 ） 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 さ ら に 本 発 明 の 抗 体 は 、 抗 体 の 断 片 又 は そ の 修 飾 物 も 包 含 す る 。 例 え ば 、 抗 体 の 断 片 と
し て は 、 Fab、 F（ ab'） 2、 Fv、 1個 の Fabと 完 全 な Fcを 有 す る Fab/c、 ま た は Ｈ 鎖 若 し く は
Ｌ 鎖 の Fvを 適 当 な リ ン カ ー で 連 結 さ せ た シ ン グ ル チ ェ イ ン Fv（ scFv） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 発 現 、 産 生 さ れ た 抗 体 の 精 製 は 、 通 常 の タ ン パ ク 質 で 使 用 さ れ て い る 分 離 、 精 製 方 法 を
使 用 す れ ば よ い 。 例 え ば 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 そ の 他 の ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー 、 フ ィ ル タ ー 、 限 外 濾 過 、 塩 析 、 透 析 等 を 適 宜 選 択 、 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 、 抗 体
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を 分 離 、 精 製 す る こ と が で き る （ Antibodies A Laboratory Manual. Ed Harlow, David L
ane, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988） 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 以 下 の 活 性 を 有 す る 。
（ １ ） 免 疫 組 織 化 学 検 定 に よ り 海 馬 組 織 切 片 を 特 異 的 に 染 色 す る 。
（ ２ ） 海 馬 の ポ ス ト シ ナ プ ス を 含 む 分 画 に 特 異 的 に 反 応 す る 。
（ ３ ） 海 馬 の 神 経 細 胞 を 特 異 的 に 染 色 す る こ と が で き る 。
（ ４ ） テ ナ シ ン R（ TNR） の 亜 種 を 認 識 し 、 結 合 す る 。 こ こ で 、 テ ナ シ ン Rの 亜 種 は 、 テ ナ
シ ン Rの ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト 、 テ ナ シ ン Rの 糖 鎖 が 除 去 さ れ た 分 子 種 ま た は テ ナ シ ン
Rの 断 片 で あ り 、 分 子 量 が 100kDaま た は 140kDaの 分 子 種 で あ る 。 な お 、 本 明 細 書 に お い て
、 こ れ ら の 亜 種 を 新 分 子 種 と 呼 ぶ こ と が あ る 。
（ ５ ） 海 馬 の 機 能 を 制 御 す る 蛋 白 質 の 複 合 体 を 認 識 し 、 結 合 し 、 該 複 合 体 を 免 疫 沈 降 し 得
る 。 こ こ で 、 海 馬 の 機 能 を 制 御 す る 蛋 白 質 と は 、 テ ナ シ ン R、 コ ン タ ク チ ン 、 PGRLお よ び G
ABA受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト β ３ で あ り 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 こ れ ら の 蛋 白 質 の う ち テ ナ シ ン Rと
他 の 蛋 白 質 の 少 な く と も １ つ を 含 む 複 合 体 を 特 異 的 に 認 識 し 、 結 合 す る 。
（ ６ ） 上 記 （ ５ ） の 複 合 体 は 、 脳 由 来 神 経 成 長 因 子 （ BDNF） の 刺 激 に よ り 形 成 さ れ る 。 BD
NF刺 激 に よ り 神 経 細 胞 中 か ら 細 胞 外 に 移 動 し て 集 合 し た 上 記 （ ５ ） の 複 合 体 を 特 異 的 に 認
識 し 、 結 合 す る 。
（ ７ ） BDNF刺 激 に よ る 上 記 （ ５ ） の 複 合 体 形 成 は 細 胞 外 へ の 移 動 に よ る 。 従 っ て 、 BDNF依
存 性 細 胞 外 移 動 性 物 質 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 図 １ ２ に 、 本 発 明 の 抗 体 の BDNF存 在 下 お よ び 非 存 在 下 に お け る 複 合 体 と の 結 合 の 様 式 を
示 す 。 図 中 #27で 示 す 分 子 は 、 本 発 明 の 抗 体 が 特 異 的 に 認 識 ・ 結 合 す る 分 子 で あ り 、 上 記
（ ４ ） の テ ナ シ ン Rの 亜 種 で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 を 以 下 の 実 施 例 に よ っ て 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら の 実 施 例 に よ っ て
限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 以 下 の 検 討 に お い て 、 以 下 の 市 販 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 。
抗 コ ン タ ク チ ン 抗 体 ： contactin1(S-20)： SC-20297、 Santa Cruz Biotechnology, Inc 製
抗 テ ナ シ ン R抗 体 ： Tenascin-R/Januscin、 BD Bioscienses製 （ 以 下 、 抗 テ ナ シ ン R（ RD)抗
体 と 称 す る こ と が あ る 。 ）
【 ０ ０ ４ １ 】
実 施 例 １ 　 抗 体 の 作 製
抗 原 の 調 製 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製
　 ポ ス ト シ ナ プ ス の シ ナ プ ト ニ ュ ー ロ ゾ ー ム 膜 蛋 白 質 を 認 識 す る 抗 体 を 得 る た め に 、 以 下
の よ う に し て シ ナ プ ト ニ ュ ー ロ ゾ ー ム 画 分 蛋 白 質 を 単 離 し た （ 図 １ ） 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 Hollingworth EB et al. (J. Neurosci.1985)の 記 載 に 従 っ て 、 シ ナ プ ト ニ ュ ー ロ ゾ ー
ム 画 分 を 調 製 し た 。 す な わ ち 、 マ ウ ス 脳 （ 1g） を 、 緩 く フ ィ ッ テ ィ ン グ さ せ た Dounceホ モ
ジ ナ イ ザ ー を 用 い て O 2 :CO 2 (95:5)を 吹 き 込 み pH7.4に 調 整 し た KRBSバ ッ フ ァ ー (118.5 mM N
aCl、 4.7mM KCl、 1.18mM MgSO 4 、 2.5mM CaCl 2 、 1.18mM KH 2 PO 4 、 24.9mM NaHCO 3 お よ び 10m
M グ ル コ ー ス )中 で ホ モ ジ ナ イ ズ し 、 35mlに 希 釈 し た 。 次 い で 、 フ ィ ル タ ー ホ ル ダ ー （ Mil
lipore） を 用 い て ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ (100mesh)お よ び メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ ー で ろ 過 し た 。
す べ て の 操 作 は 、 ４ ℃ で 行 い バ ッ フ ァ ー に は プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー カ ク テ ル （ sigma
、 最 終 希 釈 1000倍 ） を 含 ま せ た 。 ホ モ ジ ネ ー ト を 1000× gで 15分 間 遠 心 し 、 得 ら れ た ペ レ
ッ ト を 3mlの 低 張 バ ッ フ ァ ー (pH8.0、 1mM NaHCO 3 を 含 む )を 用 い て ホ モ ジ ナ イ ズ し 13,800×
gで 10分 間 遠 心 し た 。 上 清 は ４ ℃ で 100,000× gで 60分 間 遠 心 し 、 1.3mgの シ ナ プ ト ニ ュ ー ロ
ゾ ー ム 小 胞 分 画 タ ン パ ク 質 を 得 た 。
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【 ０ ０ ４ ３ 】
　 タ ン パ ク 質 を 10mg回 収 し 、 SDS-PAGE(10％ ゲ ル )で ３ 回 分 離 を 行 っ た 。 ゲ ル 上 の バ ン ド を
検 出 す る た め に E-Zink reversible stain kit(Pierce)を 用 い た 。 ゲ ル 染 色 後 、 ゲ ル バ ン
ド を 140～ 160kDaの 位 置 で 切 り 出 し 、 ゲ ル 小 片 を 底 に ニ ー ド ル （ 24G） を 備 え た 遠 心 チ ュ ー
ブ （ 0.5ml） 中 に 入 れ た 。 チ ュ ー ブ を よ り 大 き な チ ュ ー ブ (1.5ml)に 入 れ 、 5,000× gで 15分
間 遠 心 し た 。 ゲ ル を 孔 か ら チ ュ ー ブ の 底 に 押 し 出 し た 。 押 し つ ぶ し た ゲ ル を 100μ lの PBS
に 懸 濁 し 、 100,000× gで 遠 心 し 、 抽 出 さ れ た タ ン パ ク 質 を 抗 原 と し て 免 疫 に 用 い た 。 フ ロ
イ ン ト の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 0.1mlと 混 合 し た 抽 出 物 100μ lを ２ 週 間 毎 に ４ 回 BALB/cマ ウ ス
の 皮 下 に 注 射 し た 。 免 疫 後 、 マ ウ ス を 犠 牲 に し 、 脾 臓 を 取 り 出 し た 。 脾 細 胞 懸 濁 液 を 血 清
不 含 RPIM1640培 地 で 洗 浄 し 、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 融 合 し 、 蛋 白 質 に 対 す る ハ イ ブ リ ド ー マ パ
ネ ル を 作 製 し た 。 細 胞 は PEG4000溶 液 中 、 37℃ で 60秒 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 PEG溶 液 は 無
菌 ダ ル ベ ッ コ の PBSに 、 20gの オ ー ト ク レ ー ブ 処 理 し た PEG4000お よ び 15%DMSOを 添 加 し て 調
製 し た 。 培 養 は 96ウ ェ ル 培 養 プ レ ー ト に HAT培 地 を 添 加 し て 行 っ た 。 有 用 な 抗 体 を 分 泌 す
る ハ イ ブ リ ド ー マ は 脳 の 蛋 白 質 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ お よ び 脳 断 片 の 免 疫 組 織 染 色
に よ り ス ク リ ー ニ ン グ し た 。
　 抗 原 調 製 に お け る 各 画 分 中 の 蛋 白 質 含 量 を 表 １ に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
表 １  
亜 細 胞 画 分 中 の 蛋 白 質 含 量

画 分 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 総 蛋 白 質 (mg)　 　     ％
ホ モ ジ ネ ー ト 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  70.0         100.0
シ ナ プ ト ニ ュ ー ロ ゾ ー ム  画 分 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 40.0          57.1
シ ナ プ ト ニ ュ ー ロ ゾ ー ム Titon-X-100上 清  　 　 　 　 20.0          28.6
PSD画 分     　 　    　 　 　 　 　 　 　 　 　  　 　 　 　 　 12.0         17.1
シ ナ プ ト ニ ュ ー ロ ゾ ー ム 小 胞 画 分    　 　 　 　 　 　     1.3          1.8
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 シ ナ プ ト ニ ュ ー ロ ゾ ー ム 画 分 か ら の 小 胞 画 分 の 単 離 方 法 を 図 １ に 示 す 。 図 １ に 示 す よ う
に シ ナ プ ト ニ ュ ー ロ ゾ ー ム を 低 張 処 理 し 、 遠 心 し 、 そ の 沈 査 を 除 去 し 、 上 清 を 超 遠 心 す る
。 PSDは 、 通 常 の 方 法 （ Carlin RK. et al., J.C.B., 86, 1980, 831-845)に よ り 別 に 70mg
ホ モ ジ ネ ー ト よ り 分 取 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
抗 体
　 マ ウ ス の シ ナ プ ト ニ ュ ー ロ ゾ ー ム 画 分 中 の 粒 子 タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を ス ク リ ー ニ ン
グ し 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 mAb#27を 単 離 し た 。 用 い た 二 次 抗 体 は ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー
ゼ （ ALP） コ ン ジ ュ ゲ ー ト ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG、 ALPコ ン ジ ュ ゲ ー ト ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgG（ 10,000
倍 希 釈 、 Jackson Immuno Research Lab., Inc.） お よ び Alexaコ ン ジ ュ ゲ ー ト ア フ ィ ニ テ
ィ ー 精 製 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgG（ 1,000倍 希 釈 、 Molecular Probes） で あ っ た 。 ビ オ チ ン 標 識 タ
ン パ ク 質 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト ALP（ 100,000倍 希 釈 、 Tropix） を 用 い た ウ
エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ で 検 出 し た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 の 工 程 を 以 下 に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
（ １ ） 　 抗 原 の 調 製 （ マ ウ ス 脳 の シ ナ プ ト ニ ュ ー ロ ゾ ー ム 小 胞 分 画 蛋 白 質 ）
（ ２ ） 　 マ ウ ス へ の 抗 原 投 与 （ ５ 回 ）
（ ３ ） 　 脾 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 の 融 合
（ ４ ） 　 ハ イ ブ リ ド ー マ の ク ロ ー ニ ン グ
（ ５ ） 　 マ ウ ス 海 馬 切 片 を 用 い た 免 疫 組 織 化 学 に よ る ス ク リ ー ニ ン グ
（ ６ ） 　 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ お よ び 再 ク ロ ー ニ ン グ
（ ７ ） 　 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 用 い た 免 疫 沈 降 し 得 る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 選 択
（ ８ ） 　 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の ヌ ー ド マ ウ ス へ の 注 入
（ ９ ） 　 腹 腔 か ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 回 収
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（ １ ０ ） 　 細 胞 表 面 ラ ベ リ ン グ 手 法 を 用 い て ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン 因 子 に よ る 誘 導 に よ り 集
合 す る 蛋 白 質 を 検 出 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 選 択
（ １ １ ） 　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ア イ ソ タ イ プ の 決 定
【 ０ ０ ４ ８ 】
実 施 例 ２ 　 海 馬 の 組 織 化 学
免 疫 組 織 化 学
　 免 疫 組 織 化 学 の た め に 、 脳 を 0.1M PB中 の ４ ％ PFAで 固 定 化 し た 。 凍 結 切 片 化 の 後 、 脳 細
胞 切 片 に PBS中 0.1%Triton X-100を ５ 分 間 浸 透 さ せ た 。 マ ウ ス 脳 の 組 織 切 片 は M.O.M.免 疫
検 出 キ ッ ト お よ び DAB Substrate Kit(Vector)を 用 い て 免 疫 染 色 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 海 馬 切 片 の 染 色 写 真 を 図 ２ に 示 す 。 図 中 、 Orは 多 形 細 胞 層 （ orience layer） 、 Lmolは
網 状 分 子 層 （ lacunosum molecular layer） 、 PoDGは 歯 状 回 多 形 層 （ polymorph layer det
ate gyrus） を 示 す 。 図 ２ に 示 す よ う に 、 mAb#27は 、 海 馬 の 多 形 細 胞 層 （ orience layer）
、 網 状 分 子 層 （ lacunosum molecular layer） お よ び 歯 状 回 多 形 層 （ polymorph layer det
ate gyrus） と 強 く 反 応 し た 。 こ の こ と は 、 mAb#27が 認 識 す る 蛋 白 質 が 海 馬 に 存 在 す る こ
と を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
実 施 例 ３
海 馬 神 経 細 胞 の 培 養
　 16日 胎 児 か ら 調 製 し た マ ウ ス 海 馬 細 胞 は Sumilon培 地 （ Sumitomo Bakelite Co., LTD）
を 用 い て 12日 間 培 養 し た 。 シ ト シ ン ア ラ ビ ノ フ ラ ノ シ ド (５ μ M)を ３ 日 目 に 培 養 液 に 添 加
し 、 グ リ ア 細 胞 を 含 ま な い サ ン プ ル を 得 た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
蛋 白 質 濃 度 測 定 お よ び 検 出 方 法
　 蛋 白 質 レ ベ ル は 、 BSAを ス タ ン ダ ー ド と し て 用 い た BCA Protein Assay (Pierce)に よ り
測 定 し た 。 mAb#27に よ る 免 疫 複 合 体 の 電 気 泳 動 後 の ゲ ル の バ ン ド パ タ ー ン は 銀 染 色 キ ッ ト
（ 関 東 化 学 ） に よ り 可 視 化 し 、 質 量 分 析 の た め に は ゲ ル を Plus One kit(Amersham Pharma
cia Bioscience)を 用 い て 銀 染 色 し た 。 RPN800(Pierce)を 電 気 泳 動 の マ ー カ ー と し て 用 い
た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
ゲ ル 電 気 泳 動 お よ び イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ
　 NuPAGEシ ス テ ム （ Invitrogen） を 用 い た Bis-Trisゲ ル 電 気 泳 動 を ４ ～ 12％ ゲ ル を 用 い て
、 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て 行 っ た 。 蛋 白 質 を セ ミ ド ラ イ シ ス テ ム に よ り PVDF膜 （ Applied Sc
ience） を 用 い て 免 疫 ブ ロ ッ ト し 、 CDP-starを 基 質 と し て 用 い た 化 学 発 光 に よ り 発 色 さ せ
た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン （ 神 経 栄 養 因 子 ） 刺 激 お よ び 細 胞 表 面 標 識
　 BDNF、 NT3、 EGFお よ び NGFを シ ナ プ ト ニ ュ ー ロ ゾ ー ム 画 分 (200μ g)デ ィ ッ シ ュ (10 6 細 胞 /
ポ リ -L-リ シ ン コ ー テ ィ ン グ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト 中 の ウ ェ ル )に 、 そ れ ぞ れ 200ng/mlの 濃 度 で
10分 間 添 加 し た 。 シ ナ プ ト ニ ュ ー ロ ゾ ー ム 画 分 中 の 細 胞 表 面 蛋 白 質 は 、 ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ
ン （ neurotrophin） を 洗 浄 除 去 後 、 PBS中 の ス ル フ ォ -NHS-ビ オ チ ン (0.4mg/ml)で 室 温 、 10
分 間 標 識 し た 。 標 識 し た 膜 蛋 白 質 は ALPコ ン ジ ュ ゲ ー ト ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン (100,000倍 希
釈 )を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 検 出 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン （ BDNF、 NT3、 NGFお よ び EGF） で 刺 激 し た シ ナ プ ト ニ ュ ー ロ ゾ ー ム
画 分 を 用 い た mAb#27に よ る 免 疫 沈 降 後 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 結 果 を 図 ３ に 示 す 。 図 ３ は
、 ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン 刺 激 後 の mAb#27免 疫 複 合 体 中 の ビ オ チ ン で ラ ベ ル さ れ た コ ン ポ ー ネ
ン ト の 変 化 を 示 す 。 シ ナ プ ト ニ ュ ー ロ ゾ ー ム 画 分 の 細 胞 表 面 蛋 白 質 と mAb#27の 相 互 作 用 へ
の ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン の 効 果 を 種 々 の ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン で 刺 激 後 Sulfo-NHS-ビ オ チ ン を
用 い た 細 胞 表 面 ラ ベ リ ン グ に よ り 検 定 し た 。 標 識 さ れ た 130～ 140kDaの 蛋 白 質 が 特 に BDNF
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刺 激 に 応 答 し て 共 免 疫 沈 降 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
実 施 例 ４ 　 質 量 分 析 に よ る 解 析
　 mAb#27に よ る 免 疫 精 製 蛋 白 質 は SDS-PAGE（ 12.5％ ゲ ル ） で 分 離 し 、 銀 染 色 （ Amersham P
harmacia Bioscience） を 行 っ た 。 80～ 200kDaの 個 々 の 蛋 白 質 バ ン ド を 切 り 出 し 製 造 者 の
指 示 に 従 っ て ProGestシ ス テ ム （ Genomic Solutions） に よ り ト リ プ シ ン 消 化 し た 。 得 ら れ
た ペ プ チ ド 混 合 物 は オ ン ラ イ ン 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー タ ン デ ム 質 量 分 析 計 （ LC-MS/MS）
を 用 い て 分 析 し 、 ペ プ チ ド 配 列 情 報 を 得 た 。 ペ プ チ ド 混 合 物 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る
分 離 は 0.2× 50mm MAGIC C18 ５ μ  200A RP カ ラ ム （ Michrom Bioresources, Inc.） を 用
い た HPLCシ ス テ ム （ MAGIC2002） （ Michrom Bioresources, Inc.） に よ り 行 っ た 。 そ の 際
、 Aと Bの グ ラ ジ エ ン ト 5-65％ を 20分 間 ５ μ l/min.で 行 っ た （ Bは 0.1％ (v/v)蟻 酸 /90％ ア セ
ト ニ ト リ ル 、 Aは 0.1％ 　 蟻 酸 /２ ％ ア セ ト ニ ト リ ル で あ る ） 。 溶 出 ペ プ チ ド は Z-spray源 で
適 合 化 し た 質 量 分 析 計 LCQ DECA XP(Thermo electron)上 で 電 気 ス プ レ イ イ オ ン 化 に よ り イ
オ ン 化 し た 。 質 量 分 析 で 得 ら れ た 結 果 に 基 づ い て 、 Mascot ソ フ ト ウ ェ ア （ Matrix Scienc
e, London, UK） を 用 い デ ー タ ベ ー ス を 参 照 し 蛋 白 質 を 同 定 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 図 ４ に 質 量 分 析 の 結 果 を 示 す 。 図 ４ は 質 量 分 析 に よ り mAb#27免 疫 複 合 体 の コ ン ポ ー ネ ン
ト の 同 定 の 結 果 を 示 す 。 図 ４ Aは 、 mAb#27と 相 互 作 用 す る 蛋 白 質 を 、 マ ウ ス 脳 P3画 分 中 の
小 脳 、 海 馬 お よ び 皮 質 間 の SDS-PAGEで 銀 染 色 を 行 い 比 較 し た 結 果 を 示 す 。 図 ４ Bは 、 海 馬
の 免 疫 沈 降 蛋 白 質 バ ン ド を 同 定 す る た め に 、 蛋 白 質 を 10％ ゲ ル で 分 離 し バ ン ド を 銀 染 色 し
た 結 果 を 示 す 。 M1、 M2、 M3、 M4お よ び M5の 各 バ ン ド を 切 り 出 し ト リ プ シ ン 消 化 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 さ ら に 、 図 ５ お よ び ６ に 質 量 分 析 に よ り 同 定 さ れ た テ ナ シ ン R 100kDa蛋 白 質 、 テ ナ シ ン
R 140kDa蛋 白 質 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー 受 容 体 PGRLお よ び コ ン タ ク チ ン 配 列
を 示 す 。 図 の 配 列 中 下 線 を 付 し た 部 分 の 配 列 が 、 質 量 分 析 の 結 果 デ ー タ ベ ー ス の 配 列 と 同
一 で あ っ た 配 列 を 示 す 。 同 一 部 分 の ア ミ ノ 酸 位 置 お よ び 配 列 を 下 に 記 す 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
テ ナ シ ン R　 100kDa
１ 　 配 列 番 号 １ 　 ア ミ ノ 酸 番 号 514～ 528
Asp Val Ser Asp Thr Val Ala Phe Val Glu Trp Thr Pro Pro Arg（ 配 列 番 号 ４ ）
２ 　 配 列 番 号 １ 　 ア ミ ノ 酸 番 号 709～ 734
Ala Ser Gly Pro Ile Asp His Tyr Arg Ile Thr Phe Thr Pro Ser Ser Gly Ile Ser Ser 
Glu Val Thr Val Pro Arg（ 配 列 番 号 ５ ）
３ 　 配 列 番 号 １ 　 ア ミ ノ 酸 番 号 906～ 937
Leu Asp Ser Ser Val Val Pro Asn Thr Val Thr Glu Phe Ala Ile Thr Arg Leu Tyr Pro 
Ala Thr Glu Tyr Glu Ile Ser Leu Asn Ser Val Arg（ 配 列 番 号 ６ ）
４ 　 配 列 番 号 １ 　 ア ミ ノ 酸 番 号 1066～ 1076
Ala Ala Ile Glu Asn Tyr Val Leu Thr Tyr Lys（ 配 列 番 号 ７ ）
５ 　 配 列 番 号 １ 　 ア ミ ノ 酸 番 号 1118～ 1130
Ser Ser Leu Thr Ser Thr Val Phe Thr Thr Gly Gly Arg（ 配 列 番 号 ８ ）
【 ０ ０ ５ ９ 】
免 疫 グ ロ ブ リ ン ス パ ー フ ァ ミ リ ー 受 容 体 PGRL
１ 　 配 列 番 号 ２ 　 ア ミ ノ 酸 番 号 81～ 111
Asp Ser Gln Phe Ser Tyr Ala Val Phe Gly Pro Arg Val Ala Ser Gly Asp Leu Gln Val 
Gln Arg Leu Lys Gly Asp Ser Val Val Leu Lys（ 配 列 番 号 ９ ）
２ 　 配 列 番 号 ２ 　 ア ミ ノ 酸 番 号 203～ 220
Ala Ile Pro Glu Ala Pro Val Gly Arg Ala Thr Leu Gln Glu Val Val Gly Leu（ 配 列 番
号 １ ０ ）
３ 　 配 列 番 号 ２ 　 ア ミ ノ 酸 番 号 391～ 403
Leu Glu Ala Ala Arg Pro Ala Asp Ala Gly Thr Tyr Arg（ 配 列 番 号 １ １ ）
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【 ０ ０ ６ ０ 】
テ ナ シ ン R　 140kDa
１ 　 配 列 番 号 １ 　 ア ミ ノ 酸 番 号 411～ 424
Val Ala Thr His Leu Ser Thr Pro Gln Gly Leu Gln Phe Lys（ 配 列 番 号 １ ２ ）
２ 　 配 列 番 号 １ 　 ア ミ ノ 酸 番 号 538～ 547
Tyr Gly Leu Val Gly Gly Glu Gly Gly Lys（ 配 列 番 号 １ ３ ）
３ 　 配 列 番 号 １ 　 ア ミ ノ 酸 番 号 552～ 569
Leu Gln Pro Pro Leu Ser Gln Tyr Ser Val Gln Ala Leu Arg Pro Gly Ser Arg（ 配 列 番
号 １ ４ ）
４ 　 配 列 番 号 １ 　 ア ミ ノ 酸 番 号 674～ 683
Gln Ser Ile Pro Ala Thr Met Asn Ala Arg（ 配 列 番 号 １ ５ ）
５ 　 配 列 番 号 １ 　 ア ミ ノ 酸 番 号 709～ 736
Ala Ser Gly Pro Ile Asp His Tyr Arg Ile Thr Phe Thr Pro Ser Ser Gly Ile Ser Ser 
Glu Val Thr Val Pro Arg Asp Arg（ 配 列 番 号 １ ６ ）
６ 　 配 列 番 号 １ 　 ア ミ ノ 酸 番 号 896～ 937
Val Ser Tyr Arg Pro Thr Gln Val Gly Arg Leu Asp Ser Ser Val Val Pro Asn Thr Val 
Thr Glu Phe Ala Ile Thr Arg Leu Tyr Pro Ala Thr Glu Tyr Glu Ile Ser Leu Asn Ser 
Val Arg（ 配 列 番 号 １ ７ ）
７ 　 配 列 番 号 １ 　 ア ミ ノ 酸 番 号 1066～ 1076
Ala Ala Ile Glu Asn Tyr Val Leu Thr Tyr Lys（ 配 列 番 号 ７ ）
８ 　 配 列 番 号 １ 　 ア ミ ノ 酸 番 号 1118～ 1130
Ser Ser Leu Thr Ser Thr Val Phe Thr Thr Gly Gly Arg（ 配 列 番 号 ８ ）
９ 　 配 列 番 号 １ 　 ア ミ ノ 酸 番 号 1306～ 1316
Thr Asn Leu Asn Gly Lys Tyr Gly Glu Ser Arg（ 配 列 番 号 １ ８ ）
【 ０ ０ ６ １ 】
コ ン タ ク チ ン
１ 　 配 列 番 号 ３ 　 ア ミ ノ 酸 番 号 125～ 147
Ser Thr Glu Ala Thr Leu Ser Phe Gly Tyr Leu Asp Pro Phe Pro Pro Glu Glu Arg Pro 
Glu Val Lys（ 配 列 番 号 １ ９ ）
２ 　 配 列 番 号 ３ 　 ア ミ ノ 酸 番 号 172～ 185
Trp Leu Leu Asn Glu Phe Pro Val Phe Ile Thr Met Asp Lys（ 配 列 番 号 ２ ０ ）
３ 　 配 列 番 号 ３ 　 ア ミ ノ 酸 番 号 226～ 249
Phe Ile Pro Leu Ile Pro Ile Pro Glu Arg Thr Thr Lys Pro Tyr Pro Ala Asp Ile Val 
Val Gln Phe Lys（ 配 列 番 号 ２ １ ）
４ 　 配 列 番 号 ３ 　 ア ミ ノ 酸 番 号 408～ 421
Ile Leu Ala Leu Ala Pro Thr Phe Glu Met Asn Pro Met Lys（ 配 列 番 号 ２ ２ ）
５ 　 配 列 番 号 ３ 　 ア ミ ノ 酸 番 号 424～ 428
Ile Leu Ala Ala Lys（ 配 列 番 号 ２ ３ ）
６ 　 配 列 番 号 ３ 　 ア ミ ノ 酸 番 号 604～ 628
Gly Pro Pro Gly Pro Pro Gly Gly Leu Arg Ile Glu Asp Ile Arg Ala Thr Ser Val Ala 
Leu Thr Trp Ser Arg（ 配 列 番 号 ２ ４ ）
７ 　 配 列 番 号 ３ 　 ア ミ ノ 酸 番 号 639～ 655
Tyr Thr Ile Gln Thr Lys Thr Ile Leu Ser Asp Asp Trp Lys Asp Ala Lys（ 配 列 番 号 ２
５ ）
８ 　 配 列 番 号 ３ 　 ア ミ ノ 酸 番 号 670～ 734
Ala Val Asp Leu Ile Pro Trp Met Glu Tyr Glu Phe Arg Val Val Ala Thr Asn Thr Leu 
Gly Thr Gly Glu Pro Ser Ile Pro Ser Asn Arg Ile Lys Thr Asp Gly Ala Ala Pro Asn 
Val Ala Pro Ser Asp Val Gly Gly Gly Gly Gly Thr Asn Arg Glu Leu Thr Ile Thr Trp 
Ala Pro Leu Ser Arg（ 配 列 番 号 ２ ６ ）
９ 　 配 列 番 号 ３ 　 ア ミ ノ 酸 番 号 821～ 832
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Val Leu Ser Ser Ser Glu Ile Ser Val His Trp Lys（ 配 列 番 号 ２ ７ ）
１ ０ 　 配 列 番 号 ３ 　 ア ミ ノ 酸 番 号 838～ 845
Ile Val Glu Ser Tyr Gln Ile Arg（ 配 列 番 号 ２ ８ ）
１ １ 　 配 列 番 号 ３ 　 ア ミ ノ 酸 番 号 962～ 993
His Ser Ile Glu Val Pro Ile Pro Arg Asp Gly Glu Tyr Val Val Glu Val Arg Ala His 
Ser Asp Gly Gly Asp Gly Val Val Ser Gln Val Lys（ 配 列 番 号 ２ ９ ）
【 ０ ０ ６ ２ 】
実 施 例 ５ 　 免 疫 沈 降 法 に よ る 結 合 蛋 白 質 の 解 析
　 マ ウ ス 成 体 脳 お よ び 10日 間 培 養 ニ ュ ー ロ ン を 0.32Mス ク ロ ー ス 含 有 20mM Tris(pH7.4)を
用 い て ホ モ ジ ナ イ ズ し 、 そ れ ぞ れ 10,000× g、 20分 間 お よ び 100,000× g、 60分 間 で 遠 心 し P
2画 分 お よ び P3画 分 を 得 た 。 脳 は 、 膜 画 分 （ 50μ g） を 50μ lの TBS中 2％ SDSで 室 温 で 20分 間
溶 解 し 、 プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー を 補 足 し た TBS中 0.5％ Triton X-100で 平 衡 化 し た 。 次
い で 各 々 の 抗 体 お よ び プ ロ テ イ ン Gア ガ ロ ー ス ビ ー ズ 10μ lを 添 加 し て 、 界 面 活 性 剤 の 共 存
下 、 免 疫 沈 降 を ４ ℃ で 12時 間 行 っ た 。 細 胞 標 識 は 、 BDNF(50ng/ml)で 刺 激 後 、 37℃ の PBSで
濯 ぎ 、 Sulfo-NHS-biotin(0.5mg/ml)で ５ 分 間 処 理 し た （ 標 識 法 は Pierce社 の 方 法 に 従 っ た
） 。 蛋 白 質 分 解 酵 素 阻 害 剤 の 入 っ た 低 張 緩 衝 液 （ 1.0mM NaHCO 3 , pH 8.0） を 添 加 し て 細 胞
を 破 壊 し た 。 ラ バ ー ポ リ ー ス マ ン を 使 っ て 、 破 壊 細 胞 を 1.5mlチ ュ ー ブ に 集 め 、 激 し く vor
tex（ 10秒 を ３ 回 ） 後 、 900xg10分 遠 心 後 の 上 清 を 超 遠 心 （ 100,000 xg, 60分 ） し 、 そ の 膜
画 分 を 上 記 脳 の 場 合 と 同 じ よ う に 可 溶 化 し て 抗 体 と 反 応 さ せ た 。 沈 降 後 、 免 疫 沈 降 バ ッ フ
ァ ー （ 0.5％  Triton X-100含 有 TBS） を 用 い て 幾 度 か 洗 浄 し た 。 次 い で 、 免 疫 複 合 体 を ビ
ー ズ か ら 30μ lの SDS-サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー (Invitrogen)で ５ 分 間 沸 騰 さ せ る こ と に よ り 溶
出 さ せ た 。 免 疫 沈 降 物 は Nu-PAGE Bis-Trisゲ ル （ ４ ～ 12％ ） を 用 い て 分 析 し 、 そ の 後 mAb#
27(1,000倍 希 釈 )、 抗 テ ナ シ ン R（ RD)抗 体 （ 1,000倍 希 釈 ） お よ び 抗 コ ン タ ク チ ン 抗 体 (1,0
00倍 希 釈 、 Santa Cruz Biotechnology)を 一 次 抗 体 と し て 用 い て ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン
グ を 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 抗 体 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 結 果 を 図 ７ お よ び ８ に 示 す 。
　 図 ７ は BDNF刺 激 に 応 答 し て mAb#27、 テ ナ シ ン Rお よ び コ ン タ ク チ ン と 免 疫 沈 降 す る ビ オ
チ ン 標 識 し た 細 胞 表 面 蛋 白 質 の 分 析 の 結 果 を 示 す 。 図 ７ Aは 、 BDNF処 理 後 、 細 胞 表 面 を ビ
オ チ ン 化 し て 、 培 養 神 経 細 胞 の 膜 画 分 を mAb#27を 用 い て 免 疫 沈 降 し た 結 果 を 示 す 。 図 ７ B
は 、 mAb#27の 代 わ り に 抗 テ ナ シ ン R(RD)抗 体 を 、 図 ７ Cは 抗 コ ン タ ク チ ン 抗 体 を 用 い た 結 果
を 示 す 図 で あ る 。 図 ７ Aか ら 図 ７ Cに 示 さ れ る よ う に 、 細 胞 表 面 の 標 識 し た 130～ 140kDaの
蛋 白 質 が そ れ ぞ れ の 複 合 体 中 で 増 加 し た 。 図 ７ A下 図 お よ び 図 ７ C下 図 に は 、 mAb#27認 識 蛋
白 質 が 増 大 し て い る こ と が 示 さ れ て い る 。 こ れ ら の こ と は 、 BDNF処 理 に よ り 表 面 で の 130-
140kDa蛋 白 質 （ コ ン タ ク チ ン お よ び mAb#27抗 原 ） の 細 胞 外 へ の 移 動 が 誘 導 さ れ 、 標 識 蛋 白
質 が 顕 著 に mAb#27お よ び 抗 コ ン タ ク チ ン 抗 体 免 疫 複 合 体 の 両 方 に 集 ま っ て い る こ と を 示 す
。 図 ７ Dは 、 mAb#27に 認 識 さ れ 得 る 180/160蛋 白 質 を 含 む 未 使 用 培 地 の 抗 テ ナ シ ン R（ RD）
抗 体 を 用 い て の 免 疫 沈 降 の 結 果 を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 図 ８ は 、 脳 の 海 馬 膜 画 分 P3を 用 い て 抗 テ ナ シ ン R（ RD)抗 体 で 免 疫 沈 降 し 、 抗 テ ナ シ ン R
（ RD） 抗 体 （ 図 ８ A)お よ び mAb#27に よ っ て （ 図 ８ B)認 識 さ れ る 蛋 白 質 の バ ン ド パ タ ー ン を
ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 分 析 に よ り 比 較 し た 結 果 を 示 す 。 図 ８ Aお よ び Bの 左 側 レ ー ン は
抗 テ ナ シ ン R（ RD） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 非 存 在 下 で 調 製 し た サ ン プ ル で あ る 。 図 ８ に 示
す よ う に 抗 テ ナ シ ン R（ RD） 抗 体 は 主 に 160kDa蛋 白 質 バ ン ド を 認 識 す る が 、 mAb#27は 140kD
aお よ び 100kDaバ ン ド を 主 に 認 識 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
実 施 例 ６ 　
　 マ ウ ス 海 馬 の 培 養 神 経 細 胞 を マ イ ク ロ プ レ ー ト （ ６ 穴 ） に 播 き 、 約 １ ２ 日 培 養 し た 。 BD
NFと NT3(50ng/ml, 10分 )を 添 加 し て 刺 激 後 、 メ デ ィ ウ ム を 除 い た 。 細 胞 表 面 蛋 白 質 を 標 識
す る た め に 、 37℃ の PBSで 濯 ぎ 、 Sulfo-NHS-biotin(0.5mg/ml)で ５ 分 間 処 理 し た （ 標 識 法
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は Pierce社 の 方 法 に 従 っ た ） 。 蛋 白 質 分 解 阻 害 剤 の 入 っ た 低 張 緩 衝 液 （ 1.0mM NaHCO 3 , pH
 8.0） を 添 加 し て 細 胞 を 破 壊 し た 。 ラ バ ー ポ リ ー ス マ ン を 使 っ て 、 破 壊 細 胞 を 1.5mlチ ュ
ー ブ に 集 め 、 激 し く vortex（ 10秒 を ３ 回 ） 後 、 900xg10分 遠 心 後 の 上 清 を 超 遠 心 （ 100,000
 xg, 60分 ） し 、 そ の ぺ レ ッ ト を 膜 画 分 と し て 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト お よ び 免 疫 沈 降 法 に
使 用 し た 。 BDNFに よ る エ キ ソ サ イ ト ー シ ス の 出 現 の 検 出 は 、 ラ ベ ル さ れ た 免 疫 沈 降 蛋 白 質
の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ る バ ン ド パ タ ー ン を 非 BDNF処 理 サ ン プ ル と 比 較 解 析 し て 調 べ た
。 す な わ ち 、 先 の 膜 画 分 を ２ ％ SDSで 可 溶 化 後 （ 50μ l） 、 免 疫 沈 降 用 の 緩 衝 液 （ 0.5％ Tri
ton X-100と 蛋 白 質 分 解 阻 害 剤 を 含 む ） TBSで 平 衡 化 し 、 超 遠 心 後 、 上 清 に 0.3μ lの 部 分 精
製 mAb#27お よ び protein G(５ μ l)を 添 加 し 、 ロ ー テ ー タ ー に て 回 転 さ せ な が ら 免 疫 吸 着 反
応 （ ４ ℃ ） さ せ た 。 そ の 後 、 上 記 の バ ッ フ ァ ー で 十 分 に ロ ー テ ー タ ー 回 転 を 使 っ て 、 洗 浄
し （ ４ ℃ 少 な く と も ３ 回 ） 、 通 常 の 方 法 に よ っ て 電 気 泳 動 用 サ ン プ ル を 作 製 し た 。 SDS-PA
GEで 分 離 後 、 PVDF膜 に ブ ロ ッ ト し 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 結 合 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （
x10,000） を 用 い て ラ ベ ル さ れ た 蛋 白 質 の バ ン ド パ タ ー ン を 化 学 発 光 法 に よ っ て 検 出 、 比
較 し た 。 図 ９ に 結 果 を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 図 ９ Aに 示 す よ う に BDNF処 理 に よ り mAb#27免 疫 複 合 体 へ の 140kDaお よ び GABARβ ３ の 移 動
が 促 進 さ れ た 。 図 ９ Bは 、 GABARβ ３ 抗 体 免 疫 複 合 体 を mAb#27お よ び 抗 GABARβ ３ 抗 体 を 用
い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 分 析 し た 結 果 を 示 す 。 こ の こ と は BDNF処 理 に よ り GA
BARサ ブ ユ ニ ッ ト β ３ の 細 胞 外 へ の 移 動 が 誘 導 さ れ 、 β ３ が 130～ 140kDa蛋 白 質 を 含 む mAb#
27認 識 蛋 白 複 合 体 と 会 合 し 得 る よ う に な っ た こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 実 施 例 に よ り 、 mAb#27が 、 BDNFの 作 用 機 作 に 関 わ る 細 胞 外 移 動 性 物 質 の 検 出 ツ ー ル に
な る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
実 施 例 ７ 　 免 疫 細 胞 化 学
　 図 １ ０ は 、 mAb#27、 抗 GluR2抗 体 お よ び 抗 GAD抗 体 を 用 い て 培 養 マ ウ ス 海 馬 神 経 細 胞 の 免
疫 蛍 光 染 色 の 結 果 を 示 す 。 左 の 図 は 細 胞 内 お よ び 細 胞 プ ロ セ ス に お け る mAb#27の 点 状 分 布
を 示 す 。 培 養 海 馬 神 経 細 胞 の 蛍 光 染 色 は 、 培 養 10日 目 に 行 い 、 用 い た 抗 体 は 抗 GAD抗 体 （ 5
00倍 希 釈 ） お よ び 抗 GluR2抗 体 （ 500倍 希 釈 ） （ Chemicon international Inc.） で あ っ た
。 一 次 抗 体 を 用 い た 免 疫 反 応 は 溶 液 中 に 0.5％  Triton X-100存 在 下 で ４ ℃ で オ ー バ ー ナ イ
ト で 行 っ た 。 図 １ ０ に 示 す よ う に mAb#27は 海 馬 神 経 細 胞 の 細 胞 体 お よ び 樹 状 突 起 に お い て
GADと 共 染 色 さ れ た 。 mAb#27、 抗 コ ン タ ク チ ン 抗 体 に よ り 認 識 さ れ る 抗 原 の 細 胞 中 の 分 布
は 標 識 二 次 抗 体 で あ る Alexa488お よ び Alexa568結 合 抗 体 （ 1,000倍 希 釈 、 20分 間 、 Molecul
ar Probes） を 用 い て 共 焦 点 顕 微 鏡 (Olympus)で 可 視 化 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 図 １ １ は 培 養 マ ウ ス 海 馬 神 経 細 胞 に お け る mAb#27お よ び 抗 コ ン タ ク チ ン 抗 体 の 共 局 在 化
を 示 す 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ ０ 】
【 図 １ 】 シ ナ プ ト ニ ュ ー ロ ゾ ー ム 画 分 か ら の 小 胞 画 分 の 単 離 方 法 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 mAb#27を 用 い た マ ウ ス 成 体 の 海 馬 切 片 の 免 疫 組 織 化 学 解 析 の 結 果 を 示 す 図 で あ る
。
【 図 ３ 】 ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン 刺 激 後 、 表 面 ラ ベ ル し た シ ナ プ ト ニ ュ ー ロ ゾ ー ム 画 分 を 用 い
た mAb#27免 疫 沈 降 複 合 体 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 mAb#27免 疫 複 合 体 の SDS-PAGEに よ る 分 離 と 銀 染 色 像 を 示 し 、 （ A)は 小 脳 、 海 馬 お
よ び 大 脳 を 用 い た 複 合 体 の パ タ ー ン の 比 較 を 示 し 、 （ B)は MS分 析 に 用 い た ゲ ル 染 色 像 を 示
す 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 テ ナ シ ン R 100kDa蛋 白 質 お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー 受 容 体 PGRLの
質 量 分 析 で 同 定 さ れ た デ ー タ ベ ー ス 中 の 配 列 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 テ ナ シ ン R 140kDa蛋 白 質 お よ び コ ン タ ク チ ン の 質 量 分 析 で 同 定 さ れ た デ ー タ ベ ー
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ス 中 の 配 列 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 BDNF刺 激 に 応 答 し て mAb#27、 抗 テ ナ シ ン Rモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び 抗 コ ン タ ク
チ ン 抗 体 に よ っ て 免 疫 沈 降 さ れ る ビ オ チ ン 標 識 し た 細 胞 表 面 蛋 白 質 の 分 析 の 結 果 を 示 す 図
で あ る 。
【 図 ８ 】 マ ウ ス 脳 膜 画 分 の 抗 テ ナ シ ン R（ RD)抗 体 -免 疫 沈 降 体 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン
グ 分 析 の 結 果 を 示 す 。 抗 テ ナ シ ン R（ RD） 抗 体 （ A)お よ び mAb#27（ B)免 疫 反 応 性 蛋 白 質 の
バ ン ド パ タ ー ン を 比 較 し た 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ９ 】 BDNFあ る い は NT3刺 激 後 の 標 識 膜 蛋 白 質 の 免 疫 沈 降 に よ り 得 ら れ た 免 疫 複 合 体 の
構 成 蛋 白 質 の 分 析 の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 培 養 マ ウ ス 海 馬 神 経 細 胞 に お い て 、 mAb#27、 抗 GluR2抗 体 お よ び 抗 GAD抗 体 を 用
い て 免 疫 蛍 光 染 色 を 行 っ た 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ １ 】 培 養 マ ウ ス 海 馬 神 経 細 胞 に お け る mAb#27認 識 蛋 白 質 お よ び コ ン タ ク チ ン の 共 局
在 化 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ２ 】 海 馬 に お い て BDNFに よ り 誘 導 さ れ る 細 胞 外 へ の 移 動 （ externalization)と 複 合
体 形 成 を 示 す 図 で あ る 。
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【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ 】 【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】 【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】
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【 図 １ ２ 】

【 配 列 表 】
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