
(57)【要約】
患者のアルツハイマー病を診断する方法であって、アクチベータ  化合物で刺激した後に
前記患者の細胞における指示蛋白質のリン酸化レベルが、基礎リン酸化レベルと比較して
異常に上昇したかどうかを決定することを含み、前記指示蛋白質が例えば Erk1/2であり且
つ前記アクチベータ  化合物が例えばブラジキニンである方法。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
被 験 者 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 診 断 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 は ：
(a)前 記 被 験 者 の 細 胞 の 指 示 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 の 基 礎 レ ベ ル を 測 定 す る こ と と ;
(b)前 記 被 験 者 の 細 胞 を ア ク チ ベ ー タ 化 合 物 と 接 触 さ せ る こ と と （ 前 記 ア ク チ ベ ー タ お よ
び 前 記 指 示 蛋 白 質 は 次 ぎ の よ う に 選 択 さ れ る 、 即 ち 、 前 記 ア ク チ ベ ー タ が 前 記 被 験 者 の 細
胞 中 の 前 記 指 示 蛋 白 質 の 異 な る 活 性 化 し た リ ン 酸 化 応 答 を 、 前 記 接 触 開 始 後 の 規 定 時 間 に
、 非 ア ル ツ ハ イ マ ー コ ン ト ロ ー ル 被 験 者 の 細 胞 に お け る 活 性 化 し た リ ン 酸 化 応 答 と 比 べ て
、 惹 起 す る よ う に 選 択 さ れ る ） ；
(c)前 記 被 験 者 細 胞 中 の 前 記 指 示 蛋 白 質 の 活 性 化 し た リ ン 酸 化 レ ベ ル を 、 接 触 開 始 後 の 規
定 時 間 に 測 定 す る こ と と ； お よ び
(d)工 程 (a)の 基 礎 リ ン 酸 化 レ ベ ル と 、 工 程 (c)で 決 定 し た 活 性 化 し た リ ン 酸 化 レ ベ ル と の
比 率 を 計 算 す る こ と と ； お よ び
(e)前 記 規 定 時 間 に ア ル ツ ハ イ マ ー 病 細 胞 で あ る と 判 明 し て い る 細 胞 お よ び ア ル ツ ハ イ マ
ー 病 細 胞 で は な い と 判 明 し て い る 細 胞 か ら 測 定 し た 予 め 決 定 し た 活 性 リ ン 酸 化 比 率 と 、 工
程  (d)で 計 算 さ れ た 比 率 と を 比 較 す る こ と と ； を 含 み 、
前 記 計 算 さ れ た 比 率 と 前 記 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 細 胞 で あ る と 判 明 し て い る 細 胞 に 関 し て 予 め
決 定 し た 比 率 と を 比 べ て 統 計 学 的 に 差 異 が な い な ら ば 、 前 記 診 断 は 陽 性 と 判 定 さ れ 、 お よ
び ／ ま た は 前 記 計 算 さ れ た 比 率 と 前 記 非 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 細 胞 と 判 明 し て い る 細 胞 に 関 し
て 予 め 決 定 し た 比 率 と を 比 べ て 統 計 学 的 差 異 が な い な ら ば 、 前 記 診 断 は 陰 性 と 判 定 さ れ る
方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
被 験 者 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 は ：
(a)前 記 被 験 者 の 細 胞 に お い て 、 指 示 物 質 で あ る カ ル シ ウ ム  シ グ ナ リ ン グ  経 路  蛋 白 質 （
こ の 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 は 前 記 細 胞 に お け る IP-3R感 受 性 の Ca 2 +  上 昇 に 関 連 す る ） の バ ッ ク
グ ラ ン ド の リ ン 酸 化 レ ベ ル を 測 定 す る こ と と ；
(b)前 記 被 験 者 細 胞 を IP3R ア ゴ ニ ス ト （ ア ル ツ ハ イ マ ー 被 験 者 細 胞 の 前 記 指 示 蛋 白 質 の リ
ン 酸 化 レ ベ ル に お い て 、 非 ア ル ツ ハ イ マ ー コ ン ト ロ ー ル 細 胞 に お け る 前 記 レ ベ ル と 比 べ て
異 な る 応 答 を 惹 起 す る ） と 接 触 さ せ る こ と に よ り 刺 激 す る こ と と ；
(c)そ の 後 に 、 接 触 さ せ た 細 胞 に お け る 前 記 指 示 蛋 白 質 の 応 答 リ ン 酸 化 レ ベ ル を 測 定 す る
こ と と ； 並 び に
(d)前 記 バ ッ ク グ ラ ン ド レ ベ ル と 対 比 さ せ た 前 記 指 示 蛋 白 質 の 前 記 応 答 リ ン 酸 化 レ ベ ル が
、 ア ル ツ ハ イ マ ー 被 験 者 に 又 は 健 常 コ ン ト ロ ー ル に 由 来 す る こ と が 判 明 し て い る 細 胞 の 前
記 応 答 レ ベ ル に 匹 敵 す る か ど う か を 決 定 す る こ と と ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 最 初 に 細 胞 の 培 養 物 に お け る 前 記 指 示 蛋 白 質 の バ ッ ク グ
ラ ン ド リ ン 酸 化 レ ベ ル を 測 定 す る こ と と 、 次 に 前 記 培 養 物 に 前 記 IP3R ア ゴ ニ ス ト を 添 加
す る こ と と 、 お よ び 前 記 応 答 リ ン 酸 化 レ ベ ル を 測 定 す る こ と と 、 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 細 胞 の 第 一 ア リ ク ウ ォ ッ ト に お け る 前 記 バ ッ ク グ ラ ン ド
レ ベ ル を 測 定 す る こ と と 、 前 記 細 胞 の 同 様 の ア リ ク ウ ォ ッ ト を 刺 激 す る こ と と 、 お よ び 前
記 ア リ ク ウ ォ ッ ト に お け る 前 記 応 答 レ ベ ル を 測 定 す る こ と と 、 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 測 定 が 免 疫 ア ッ セ イ を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 測 定 が 崩 壊 し た 細 胞 の 免 疫 ア ッ セ イ を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 IP3-Rア ゴ ニ ス ト が 、 ブ ラ ジ キ ニ ン 、 ボ ン ベ シ ン 、
コ レ シ ス ト キ ニ ン 、 ト ロ ン ビ ン 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン  F 2 α 、 お よ び バ ソ プ レ シ ン か ら な
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る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 細 胞 が 繊 維 芽 細 胞 、 口 内 粘 膜 細 胞 、 ニ ュ ー ロ ン 、 お
よ び 血 液 細 胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
被 験 者 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 は ：
(a)前 記 被 験 者 か ら 細 胞 を 取 得 す る こ と と ；
(b)前 記 細 胞 の 指 示 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 の 基 礎 レ ベ ル を 測 定 す る こ と と ；
(c)前 記 細 胞 と 前 記 指 示 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 の ア ク チ ベ ー タ と を 接 触 さ せ る こ と と ；
(d)前 記 接 触 の 開 始 後 の 規 定 時 間 に 前 記 細 胞 の 指 示 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 レ ベ ル を 測 定 す る こ
と と ； お よ び
(e)工 程 (b)で 測 定 し た 前 記 レ ベ ル に 対 す る 工 程 (d)で 測 定 し た 前 記 レ ベ ル の 第 １ 比 率 を 計
算 す る こ と と 、 そ し て 前 記 第 １ 比 率 を 、 予 め 決 定 さ れ た 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 細 胞 と 判 明 し
た 細 胞 か ら 前 記 規 定 時 間 に 取 得 さ れ た 前 記 レ ベ ル の 第 ２ 比 率 お よ び 非 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 細
胞 と 判 明 し た 細 胞 か ら 前 記 規 定 時 間 に 取 得 さ れ た 前 記 レ ベ ル の 第 ３ 比 率 、 と 比 較 す る こ と
と ； を 含 み 、
(i)工 程 (e)の 前 記 第 １ 比 率 と 予 め 決 定 し た 第 ２ 比 率 と の 間 に 統 計 学 的 差 異 が な い な ら ば 、
前 記 診 断 は 陽 性 と 判 定 さ れ 、 お よ び (ii)工 程 (e)の 前 記 第 １ 比 率 と 予 め 決 定 し た 第 ３ 比 率
と の 間 に 統 計 学 的 差 異 が な い な ら ば 、 前 記 診 断 は 陰 性 と 判 定 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 工 程 (d)の 規 定 時 間 が 、 工 程 (e)の 第 ２ 比 率 と 第 ３ 比 率 と
の 間 の 差 異 が 最 大 と な る 時 間 で あ る 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 ア ク チ ベ ー タ が 、 ブ ラ ジ キ ニ ン 、 ボ ン ベ シ ン 、 コ レ
シ ス ト キ ニ ン 、 ト ロ ン ビ ン 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン  F2α お よ び バ ソ プ レ シ ン か ら な る 群 か
ら 選 択 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 測 定 が 免 疫 ア ッ セ イ で 実 施 さ れ 、 且 つ 前 記 被 験 者 細
胞 を リ ン 酸 化 指 示 蛋 白 質 に 特 異 的 な 抗 体 と 接 触 さ せ 、 こ れ に よ り 前 記 抗 体 が 前 記 指 示 蛋 白
質 に 結 合 す る こ と が 可 能 と な り 、 そ し て 前 記 指 示 蛋 白 質 に 結 合 し た 前 記 抗 体 が 検 出 さ れ る
方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 １ ２ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 免 疫 ア ッ セ イ が ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 ウ エ ス タ
ン ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ 、 免 疫 蛍 光 ア ッ セ イ 、 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ 、 免 疫 沈 降 ア ッ セ イ 、 ケ ミ ル
ミ ネ ッ セ ン ス ア ッ セ イ 、 免 疫 組 織 化 学 ア ッ セ イ 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ 、 ま た は ス ロ ッ
ト ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ で あ る 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
被 験 者 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 診 断 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 は 次 ぎ の 工 程 ：
(a)前 記 被 験 者 細 胞 を 、 希 釈 剤 中 の 化 合 物 と イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と と （ こ こ で 、 前 記 化
合 物 は カ ル シ ウ ム シ グ ナ リ ン グ 経 路 が 媒 介 す る 指 示 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 を 刺 激 し 、 こ れ に よ
っ て 刺 激 さ れ た 細 胞 が 産 生 さ れ る ） ；
(b)工 程 (a)の 前 に 、 同 時 に 又 は 後 に 、 前 記 被 験 者 の 同 じ タ イ プ の 細 胞 を コ ン ト ロ ー ル 化 合
物 と 又 は 前 記 希 釈 剤 と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 こ れ に よ り 非 刺 激 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 を 産 生 す る
こ と と ；
(c)前 記 刺 激 さ れ た 細 胞 の リ ン 酸 化 指 示 蛋 白 質 の レ ベ ル を 前 記 非 刺 激 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 の
リ ン 酸 化 指 示 蛋 白 質 の レ ベ ル と 比 較 す る こ と と ； を 含 み 、
前 記 非 刺 激 細 胞 と 比 べ て 前 記 刺 激 さ れ た 細 胞 の リ ン 酸 化 指 示 蛋 白 質 の 前 記 レ ベ ル の 増 加 が
、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 存 在 を 示 す 方 法 で あ る 。
【 請 求 項 １ ５ 】
請 求 項 １ ４ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 比 較 す る 工 程 (c)が 、 次 ぎ の 工 程 ：
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(i)前 記 刺 激 お よ び ／ ま た は 前 記 非 刺 激 細 胞 か ら の 蛋 白 質 サ ン プ ル を 前 記 リ ン 酸 化 指 示 蛋
白 質 を 認 識 す る 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と と ； お よ び
(ii)前 記 抗 体 の 前 記 指 示 蛋 白 質 に 対 す る 結 合 を 検 出 す る こ と と ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 更 に 前 記 刺 激 お よ び ／ ま た は 前 記 非 刺 激 細 胞 か ら の 蛋
白 質 サ ン プ ル を 前 記 指 示 蛋 白 質 の 非 リ ン 酸 化 形 態 を 認 識 す る 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と と 、 並
び に 前 記 抗 体 と 非 リ ン 酸 化 指 示 蛋 白 質 と の 結 合 を 検 出 す る こ と と 、 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
請 求 項 １ ４ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 比 較 す る 工 程 が 、 更 に 前 記 刺 激 お よ び 前 記 非 刺 激
細 胞 か ら 蛋 白 質 サ ン プ ル を 取 得 す る 工 程 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
被 験 者 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 は ：
前 記 被 験 者 細 胞 を 、 イ ノ シ ト ー ル  1,4,5-三 リ ン 酸 (IP3)レ セ プ タ ー を 介 し た 細 胞 内 の カ ル
シ ウ ム 放 出 を 惹 起 す る 薬 剤 と 接 触 さ せ る こ と と 、
前 記 の 接 触 さ せ る 工 程 後 の １ 以 上 の タ イ ム ポ イ ン ト で 前 記 被 験 者 細 胞 の MAPK蛋 白 質 の リ ン
酸 化 量 を 測 定 す る こ と と 、 並 び に
１ 以 上 の タ イ ム ポ イ ン ト で の 前 記 被 験 者 の 細 胞 に お け る MAPK 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 量 を 、 非
ア ル ツ ハ イ マ ー コ ン ト ロ ー ル 被 験 者 の 細 胞 に 前 記 薬 剤 を 接 触 さ せ た 後 に 同 じ タ イ ム ポ イ ン
ト で 測 定 し た 前 記 リ ン 酸 化 量 と 比 較 す る こ と と 、 を 含 み 、
前 記 被 験 者 細 胞 に お け る MAPK 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 の 前 記 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 と 比 較 し た 増 加
が 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 診 断 と な る 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 薬 剤 が ブ ラ ジ キ ニ ン ま た は ブ ラ ジ キ ニ ン レ セ プ タ
ー ア ゴ ニ ス ト で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 薬 剤 が ボ ン ベ シ ン で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 ア ゴ ニ ス ト が IP3媒 介 Ca 2 +  放 出 を 誘 導 す る も の で
あ る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 MAPK蛋 白 質 が Erk1/2で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 リ ン 酸 化 量 が 前 記 接 触 さ せ る 工 程 後 の １ タ イ ム ポ
イ ン ト で 測 定 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 測 定 す る こ と が 、
前 記 接 触 さ せ る 工 程 の 後 の 第 １ タ イ ム ポ イ ン ト で 前 記 被 験 者 細 胞 の 第 １ ア リ ク ウ ォ ッ ト に
お け る リ ン 酸 化 量 を 測 定 す る こ と と 、 お よ び
前 記 接 触 さ せ る 工 程 の 後 の 第 ２ タ イ ム ポ イ ン ト で 前 記 被 験 者 細 胞 の 第 ２ ア リ ク ウ ォ ッ ト に
お け る リ ン 酸 化 量 を 測 定 す る こ と と 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 タ イ ム ポ イ ン ト が 、 １ 以 上 の 約 0.5分 、 1分 、 2分
、 2.5分 、 5分 、 10分 、 20分 、 お よ び 30分 か ら 選 択 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 細 胞 が 末 梢 組 織 に 由 来 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 細 胞 が 皮 膚 繊 維 芽 細 胞 で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
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請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 測 定 す る 工 程 が 前 記 被 験 者 細 胞 の ラ イ セ ー ト に お
け る リ ン 酸 化 を 検 出 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 測 定 す る 工 程 が イ ン ビ ト ロ で 実 行 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 測 定 す る 工 程 が ゲ ル 電 気 泳 動 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 測 定 す る 工 程 が ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 含 む
方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ が 抗 リ ン 酸 化 MAP キ ナ
ー ゼ  抗 体 を 使 用 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 リ ン 酸 化 の 増 加 が １ タ イ ム ポ イ ン ト に お け る リ ン
酸 化 蛋 白 質 の 量 の 上 昇 で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 リ ン 酸 化 の 増 加 が リ ン 酸 化 蛋 白 質 の 持 続 時 間 の 増
加 で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 被 験 者 が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 臨 床 徴 候 を 欠 失 し て
い る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 被 験 者 細 胞 を 、 蛋 白 質 キ ナ ー ゼ  C活 性 の イ ン ヒ ビ
タ ー 、 PI-3 キ ナ ー ゼ 活 性 の イ ン ヒ ビ タ ー 、 C-src 蛋 白 質 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 の イ ン ヒ
ビ タ ー 、 IP-3 レ セ プ タ ー の イ ン ヒ ビ タ ー お よ び 蛋 白 質 ホ ス フ ァ タ ー ゼ の イ ン ヒ ビ タ ー か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 以 上 の イ ン ヒ ビ タ ー と 接 触 さ せ る こ と を 更 に 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 リ ン 酸 化 の 増 加 が 、 前 記 被 験 者 細 胞 を 蛋 白 質 キ ナ
ー ゼ C活 性 の 、 C-src 蛋 白 質 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 の 、 PI-3 キ ナ ー ゼ 活 性 の 、 お よ び IP-3
 レ セ プ タ ー の イ ン ヒ ビ タ ー か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る イ ン ヒ ビ タ ー と 接 触 さ せ る こ と に
よ っ て 阻 害 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 イ ン ヒ ビ タ ー が BiSM-1、 PP1、 お よ び ２ － ア ミ ノ
エ ト キ シ ジ フ ェ ニ ル ボ ラ ー ト か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ し て ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 治 療 ま た は 予 防 に 有 用 な 化 合 物 を 同 定 す
る た め の 方 法 で あ っ て ：
AD被 験 者 の 試 験 細 胞 を 、 前 記 接 触 さ せ る 工 程 の 前 、 途 中 、 ま た は 後 に 、 ス ク リ ー ニ ン グ す
る 化 合 物 と 接 触 さ せ る こ と と 、 前 記 試 験 細 胞 を 、 イ ノ シ ト ー ル  1,4,5-三 リ ン 酸  (IP3) レ
セ プ タ ー を 介 し た 細 胞 内 の カ ル シ ウ ム 放 出 を 惹 起 す る 薬 剤 で 刺 激 す る こ と と 、
前 記 試 験 細 胞 に お け る MAPK蛋 白 質 の リ ン 酸 化 量 を 、 前 記 試 験 細 胞 を 刺 激 し た 後 の １ 以 上 の
 タ イ ム ポ イ ン ト で 測 定 す る こ と と 、
前 記 １ 以 上 の タ イ ム ポ イ ン ト で の 前 記 試 験 細 胞 に お け る MAPK蛋 白 質 の リ ン 酸 化 量 を 、 前 記
化 合 物 と 接 触 さ せ な か っ た AD被 験 者 の コ ン ト ロ ー ル 細 胞 に お け る 同 じ １ 以 上 の タ イ ム ポ イ
ン ト で の リ ン 酸 化 量 と 比 較 す る こ と と 、 並 び に 増 加 し た リ ン 酸 化 を 阻 害 ま た は 阻 止 す る 化
合 物 を リ ー ド 化 合 物 と し て 承 認 す る こ と と 、 並 び に 増 加 し た リ ン 酸 化 を 阻 害 ま た は 阻 止 し
な い 化 合 物 を 棄 却 す る こ と と 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 薬 剤 が ブ ラ ジ キ ニ ン ま た は ブ ラ ジ キ ニ ン レ セ プ タ
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ー ア ゴ ニ ス ト で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 MAPK蛋 白 質 が Erk1/2で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 接 触 さ せ る 工 程 の 後 の １ タ イ ム ポ イ ン ト で 前 記 リ
ン 酸 化 量 を 測 定 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 細 胞 が 皮 膚 繊 維 芽 細 胞 で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 測 定 す る 工 程 が 前 記 被 験 者 細 胞 の ラ イ セ ー ト 中 の
リ ン 酸 化 を 検 出 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
刺 激 応 答 ア ッ セ イ に お け る ア ク チ ベ ー タ  化 合 物 と し て の 有 用 性 に 関 し て 化 合 物 を ス ク リ
ー ニ ン グ す る た め の 方 法 で あ っ て ：
AD細 胞 お よ び コ ン ト ロ ー ル 細 胞 の 指 示 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 に お け る 前 記 化 合 物 の 効 果 を 測 定
す る こ と と 、 並 び に コ ン ト ロ ー ル 細 胞 と 比 べ て 、 AD細 胞 に お い て 前 記 指 示 蛋 白 質 の リ ン 酸
化 の 量 お よ び ／ ま た は 持 続 時 間 を 増 加 さ せ る 化 合 物 を 選 択 す る こ と と 、 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 診 断 用 試 験 キ ッ ト で あ っ て 、 抗 リ ン 酸 化 MAPK 蛋 白 質 抗 体 お よ び ブ ラ
ジ キ ニ ン を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
ア ル ツ ハ イ マ ー 患 者 の た め の 薬 物 療 法 を 選 択 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
可 能 性 の あ る 治 療 化 合 物 を 選 択 す る こ と と 、
前 記 可 能 性 の あ る 治 療 化 合 物 を 前 記 患 者 に 投 与 す る こ と と 、 そ の 後 に
前 記 細 胞 を 前 記 指 示 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 を 刺 激 す る 化 合 物 で 活 性 化 し た 後 に 、 前 記 患 者 の 細
胞 の リ ン 酸 化 指 示 蛋 白 質 の 異 常 に 上 昇 し た レ ベ ル の 存 在 ま た は 非 存 在 を 検 出 す る こ と と 、
を 含 み 、
か か る 上 昇 し た レ ベ ル の 存 在 が 前 記 可 能 性 の あ る 治 療 化 合 物 が 前 記 患 者 に 対 し て 効 果 が な
い こ と を 示 し 、 且 つ か か る 上 昇 し た レ ベ ル の 非 存 在 が 前 記 可 能 性 の あ る 治 療 化 合 物 が 前 記
患 者 に 対 し て 治 療 上 有 用 で あ る こ と を 示 す 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
請 求 項 ４ ７ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 更 に 前 記 被 験 者 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 、 前 記 患 者 に 治
療 上 有 用 で あ る こ と が 示 さ れ た 化 合 物 を 投 与 す る こ と に よ り 治 療 す る こ と 又 は 予 防 す る こ
と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
効 果 的 な 量 の 医 薬 を 投 与 す る こ と を 含 む 、 被 験 者 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 治 療 す る 又 は 予 防
す る た め の 方 法 で あ っ て 、 前 記 医 薬 が 、
(a)コ ン ト ロ ー ル 細 胞 と 比 べ て 前 記 被 験 者 の 細 胞 の MAPK 蛋 白 質 の 異 常 に 上 昇 し た リ ン 酸 化
を 阻 害 す る 若 し く は 阻 止 す る ； お よ び ／ ま た は
(b)前 記 MAPK 蛋 白 質 の 異 常 に 上 昇 し た リ ン 酸 化 に よ り 生 じ た イ ベ ン ト を 阻 害 す る ； 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
請 求 項 ４ ９ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 医 薬 が Erk1/2 リ ン 酸 化 を 阻 害 す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
請 求 項 ４ ９ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 医 薬 が 蛋 白 質 キ ナ ー ゼ  C活 性 の 、 src 蛋 白 質 チ ロ
シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 の 、 又 は IP-3 レ セ プ タ ー の イ ン ヒ ビ タ ー で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 前 記 イ ン ヒ ビ タ ー が BiSM-l、 PP1、 お よ び 2ABPか ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
被 験 者 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 診 断 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
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(a)前 記 被 験 者 の 及 び 非 ア ル ツ ハ イ マ ー コ ン ト ロ ー ル 被 験 者 の 皮 膚 繊 維 芽 細 胞 を 、 効 果 的
な リ ン 酸 化 刺 激 濃 度 の ブ ラ ジ キ ニ ン と 接 触 さ せ る こ と と ；
(b)前 記 被 験 者 細 胞 の リ ン 酸 化 Erk1/2量 を 、 2分 、 5分 、 10分 、 20分 、 お よ び 30分 か ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る １ 以 上 の タ イ ム ポ イ ン ト で 、 リ ン 酸 化 Erk1/2に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い た ウ
エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 測 定 す る こ と と ；
(c)非 ア ル ツ ハ イ マ ー コ ン ト ロ ー ル 被 験 者 の 細 胞 に お け る リ ン 酸 化 Erk1/2量 を 、 (b)と 同 じ
タ イ ム ポ イ ン ト （ 若 し く は 複 数 の タ イ ム ポ イ ン ト ） で 、 リ ン 酸 化 Erk1/2に 特 異 的 な 抗 体 を
用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 測 定 す る こ と と ； （ こ こ で 、 工 程 (b)お よ び (c)の
前 記 リ ン 酸 化 Erk1/2量 は 、 前 記 細 胞 に 存 在 す る 蛋 白 質 量 に 対 し て ノ ル マ ラ イ ズ さ れ る ） ；
(d) 前 記 タ イ ム ポ イ ン ト で 前 記 被 験 者 細 胞 の リ ン 酸 化 Erk1/2量 と 前 記 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 の
リ ン 酸 化 Erk1/2量 と を 比 較 す る こ と と ； を 含 み 、
１ 以 上 の 前 記 タ イ ム ポ イ ン ト で 前 記 被 験 者 細 胞 の リ ン 酸 化 Erk1/2量 の 前 記 コ ン ト ロ ー ル 細
胞 と 比 較 し た 増 加 が 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 診 断 と な る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
請 求 項 ５ ３ に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 更 に 前 記 被 験 者 細 胞 を 、
(a)蛋 白 質 キ ナ ー ゼ  C活 性 の イ ン ヒ ビ タ ー 　 BiSM-l；
(b)C-src 蛋 白 質 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 の イ ン ヒ ビ タ ー 　 PP 1； お よ び
(c)IP-3 レ セ プ タ ー の イ ン ヒ ビ タ ー 　 ２ － ア ミ ノ エ ト キ シ ジ フ ェ ニ ル ボ ラ ー ト ；
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 以 上 の イ ン ヒ ビ タ ー と 接 触 さ せ る こ と と 、 を 含 み 、
前 記 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 と 比 較 し た 前 記 被 験 者 細 胞 に お け る リ ン 酸 化 Erk1/2量 の 前 記 ブ ラ ジ
キ ニ ン 誘 導 性 の 増 加 が 、 前 記 イ ン ヒ ビ タ ー に よ り 減 少 す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
被 験 者 に お け る ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 存 在 を 診 断 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 次 ぎ の 工 程 ：
a)前 記 被 験 者 細 胞 を 、 指 示 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 を 増 加 さ せ る ア ク チ ベ ー タ 化 合 物 で 刺 激 す る
こ と と 、 お よ び
b)刺 激 さ れ た 細 胞 に お け る 非 リ ン 酸 化 指 示 蛋 白 質 お よ び リ ン 酸 化 指 示 蛋 白 質 の レ ベ ル を 、
前 記 被 験 者 の 同 じ タ イ プ の 非 刺 激 細 胞 に お け る 非 リ ン 酸 化 指 示 蛋 白 質 お よ び リ ン 酸 化 指 示
蛋 白 質 の レ ベ ル と 比 較 す る こ と と 、 を 含 み 、
刺 激 さ れ た 細 胞 に お け る リ ン 酸 化 指 示 蛋 白 質 の 非 刺 激 細 胞 と 比 べ た 際 の 相 対 的 レ ベ ル の 増
加 が 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 存 在 を 示 す 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ し て ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 治 療 ま た は 予 防 に 有 用 な 化 合 物 を 同 定 す
る た め の 方 法 で あ っ て 、
(a)AD 被 験 者 の 試 験 皮 膚 繊 維 芽 細 胞 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 化 合 物 と 接 触 さ せ る こ と と ；
(b)前 記 被 験 者 の コ ン ト ロ ー ル  皮 膚 繊 維 芽 細 胞 を 前 記 化 合 物 に 対 す る コ ン ト ロ ー ル  薬 剤
と 接 触 さ せ る こ と と 或 い は 前 記 コ ン ト ロ ー ル  繊 維 芽 細 胞 を 非 存 在 下 で 又 は 前 記 化 合 物 も
し く は 前 記 コ ン ト ロ ー ル  薬 剤 の 何 れ か の 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と と ；
(c)工 程  (a)お よ び (b)の 前 、 途 中 、 ま た は 後 に 、 前 記 試 験 お よ び 前 記 コ ン ト ロ ー ル  繊 維
芽 細 胞 を 、 効 果 的 な リ ン 酸 化 刺 激 濃 度 の ブ ラ ジ キ ニ ン で 刺 激 す る こ と と 、
(d)前 記 試 験 お よ び 前 記 コ ン ト ロ ー ル  繊 維 芽 細 胞 に お け る リ ン 酸 化 Erk1/2量 を 、 2分 、 5分
、 10分 、 20分 、 お よ び 30分 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 以 上 の  タ イ ム ポ イ ン ト で 、 リ ン
酸 化 Erk1/2に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 測 定 す る こ と と （ こ
こ で 、 前 記 リ ン 酸 化 Erk1/3量 は 、 前 記 試 験 お よ び コ ン ト ロ ー ル  繊 維 芽 細 胞 に 存 在 す る 蛋
白 質 量 に 対 し て ノ ル マ ラ イ ズ さ れ る ） ；
(e)前 記 試 験 繊 維 芽 細 胞 に お け る リ ン 酸 化 Erk1/2量 と 前 記 コ ン ト ロ ー ル  繊 維 芽 細 胞 に お け
る リ ン 酸 化 Erk1/2量 と を 比 較 し て 、 前 記 化 合 物 が 前 記 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 と 比 較 し て 前 記 試
験 細 胞 に お け る Erk1/2リ ン 酸 化 の ブ ラ ジ キ ニ ン 誘 導 性 の 増 加 を 阻 害 す る か 又 は 阻 止 す る か
ど う か を 決 定 す る こ と と ； を 含 み 、
前 記 増 加 し た リ ン 酸 化 を 阻 害 す る 又 は 阻 止 す る 化 合 物 が 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 治 療 ま た は
予 防 に 有 用 な 化 合 物 で あ る と 同 定 さ れ る 方 法 。
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【 請 求 項 ５ ７ 】
ヒ ト 細 胞 に お け る 、 ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 蛋 白 質 の 蛋 白 質 分 解 、 ア ミ ロ イ ド  蛋 白 質 β の 分 泌
、 お よ び ／ ま た は tau 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 を 減 ら す た め の 方 法 で あ っ て （ こ こ で 、 前 記 細 胞
は コ ン ト ロ ー ル  ヒ ト 細 胞 と 比 較 し て IP3 レ セ プ タ ー が 媒 介 す る MAPK 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 が
増 加 し て お り ） 、 前 記 細 胞 を 、 前 記 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 の レ ベ ル に ま で リ ン 酸 化 の 減 少 に 効
果 的 な MAPKリ ン 酸 化 の イ ン ヒ ビ タ ー と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 背 景 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 （ 「 AD」 ） を 診 断 す る 及 び ス ク リ ー ニ ン グ す る 試 験 を 提 供 す
る 。 前 記 試 験 の 例 に は 、 前 記 細 胞 を ブ ラ ジ キ ニ ン な ど の ア ゴ ニ ス ト ま た は イ ノ シ ト ー ル  1
,4,5-三 リ ン 酸 (IP3)レ セ プ タ ー を 刺 激 す る 他 の 因 子 で 刺 激 し た 後 に 、 年 齢 が 適 合 す る コ ン
ト ロ ー ル か ら 採 取 し た 細 胞 と 比 較 し た AD患 者 か ら 採 取 し た 皮 膚 繊 維 芽 細 胞 中 の 細 胞 外 シ グ
ナ ル 制 御 キ ナ ー ゼ タ イ プ １ も し く は ２ （ 「 Erk1/2」 ） の 異 常 に 増 強 し た リ ン 酸 化 を 、 検 出
す る こ と が 含 ま れ る 。 リ ン 酸 化 の 増 強 は 、 リ ン 酸 化 さ れ た 蛋 白 質 に 特 異 的 な 抗 体 用 い た ウ
エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 ま た は 他 の 類 似 す る ア プ ロ ー チ に よ り 測 定 し 得 る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
ア ル ツ ハ イ マ ー 病  (AD)の 早 期 発 病 が 、 細 胞 内 の カ ル シ ウ ム ホ メ オ ス タ シ ス を 混 乱 さ せ る
こ と 、 お よ び AD脳 の 興 奮 性 の 毒 性 お よ び 神 経 細 胞 死 に 寄 与 す る 酸 化 的 ス ト レ ス の レ ベ ル を
増 加 さ せ る こ と を 、 こ れ ま で に 蓄 積 さ れ た 証 拠 は 指 摘 し て い る （ Putney, 2000; Yoo et a
l., 2000; Sheehan et al., 1997） 。 ブ ラ ジ キ ニ ン  レ セ プ タ ー の 活 性 化 お よ び K +  チ ャ ン
ネ ル の 不 活 性 化 に 応 答 し て 、 AD脳 お よ び 末 梢 細 胞 の 細 胞 内 Ca 2 + レ ベ ル の 上 昇 が 増 強 さ れ る
こ と を い く つ か の 研 究 は 報 告 し て い る （ Ito et al., 1994;Etcheberrigaray et al., 199
4; Hirashima, et al., 1996 ; Gibson et al., 1996; Etcheberrigaray et al., 1998）
。 ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 蛋 白 質  (APP)、 プ レ セ ニ リ ン 1お よ び プ レ セ ニ リ ン 2（ そ の 変 異 が ADの
発 病 と 関 連 す る ） な ど の 重 要 な 蛋 白 質 が 、 IP3 レ セ プ タ ー  (IP3R)お よ び リ ア ノ ジ ン  レ セ
プ タ ー  (RYR-)双 方 が 媒 介 す る 細 胞 内 の Ca 2 +  ホ メ オ ス タ シ ス の 調 節 不 全 を 誘 導 す る こ と が
報 告 さ れ て い る （ Yoo et al., 2000; Leissring et al., 1999; 2000; Mattson et al., 
2000; Barrow et al., 2000） 。 サ イ ト ゾ ル の  Ca 2 +  濃 度 の 変 化 は 、 ADの 病 態 生 理 学 に 寄
与 す る と 考 え ら れ 、 こ れ に は プ ラ ー ク 形 成 、 神 経 原 繊 維 錯 綜 （ neurfibrillay tangles）
の 形 成 に 関 与 す る tau 蛋 白 質 の 過 剰 リ ン 酸 化 、 お よ び 細 胞 死 に お け る ニ ュ ー ロ ン の 一 般 的
な 脆 弱 性 の 増 強 に 関 与 し 神 経 毒 で あ る 42 ア ミ ノ 酸 β -ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド  (APβ )の 産 生
の 増 大 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
ブ ラ ジ キ ニ ン  (BK)は 強 力 な 血 管 作 用 性 ノ ナ ペ プ チ ド （ vasoactive nonapeptide） で あ り
、 こ の ペ プ チ ド は 様 々 な 炎 症 状 態 の 過 程 で 産 生 さ れ る 。 BKは 、 特 定 の 細 胞 膜 BKレ セ プ タ ー
に 結 合 し そ し て こ れ を 活 性 化 し 、 こ れ に よ り 「 マ イ ト ジ ェ ン 活 性 化 蛋 白 質 キ ナ ー ゼ 」 （ MA
PK ;以 下 を 参 照 の こ と ） と し て 知 ら れ る 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 に 至 る 細 胞 内 イ ベ ン ト の カ ス ケ
ー ド が 惹 起 さ れ る 。 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 （ Ser、 Thrま た は Tyr残 基 へ の リ ン 酸 基 の 付 加 ） は
、 蛋 白 質 キ ナ ー ゼ と し て 知 ら れ る 多 く の 酵 素 に よ り 共 同 的 （ collectively） に 媒 介 さ れ る
反 応 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
リ ン 酸 化 は 、 通 常 は 蛋 白 質 の 機 能 を 修 飾 し 、 そ し て 大 抵 は 蛋 白 質 を 活 性 化 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
リ ン 酸 化 は ホ メ オ ス タ シ ス に お い て 一 時 的 な プ ロ セ ス で あ る こ と が 要 求 さ れ 、 こ れ は 基 質
を 脱 リ ン 酸 化 す る ホ ス フ ァ タ ー ゼ 酵 素 に よ り 反 転 （ reversed） さ れ る 。 リ ン 酸 化 ま た は 脱
リ ン 酸 化 に お け る 如 何 な る 異 常 に よ っ て も 、 生 化 学 的 経 路 お よ び 複 数 の 細 胞 機 能 が 崩 壊 す
る 。 か か る 崩 壊 が 、 あ る 種 の 脳 の 病 気 の 基 礎 と な る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
BKに 応 答 す る 細 胞 内 の Ca 2 + レ ベ ル の 増 大 は 、 少 な く と も 「 タ イ プ ２ 」 BKレ セ プ タ ー  (BKb2
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R)（ G-蛋 白 質 共 役 レ セ プ タ ー ） に よ り 媒 介 さ れ る 。 BKに よ る BKb2Rの 刺 激 に よ っ て ホ ス ホ
リ パ ー ゼ  C (PLC)が 活 性 化 さ れ 、 細 胞 内 の Ca2+レ ベ ル の 制 御 お よ び 蛋 白 質 キ ナ ー ゼ  C (PK
C)の 活 性 化 に 関 与 す る セ カ ン ド ・ メ ッ セ ン ジ ャ ー で あ る ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル (DAG)お よ
び イ ノ シ ト ー ル  1,4,5-三 リ ン 酸  (IP3)の 産 生 を 生 じ る 。 PLC/リ ン 脂 質 /PKC経 路 は 、 MAPK 
経 路 を 活 性 化 す る Ras シ グ ナ リ ン グ  経 路 と も 相 互 作 用 す る 。 MAPK(ま た は MAP キ ナ ー ゼ )
は 、 「 マ イ ト ジ ェ ン 活 性 化 蛋 白 質 キ ナ ー ゼ 」 と 称 さ れ る 酵 素 フ ァ ミ リ ー を 意 味 し 、 そ の う
ち の 重 要 な メ ン バ ー は 、 「 細 胞 外 シ グ ナ ル 制 御 キ ナ ー ゼ 」 タ イ プ 1ま た は 2 (「 Erk1/2」 )
で あ る (Berridge, 1984 ; Bassa et al., 1999)。 Erk1/2は 、 複 数 の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 か
ら の シ グ ナ ル を 受 け と る 。 そ し て Erk1/2は 、 環 状 ア デ ノ シ ン 1リ ン 酸  (cAMP)応 答 因 子 結 合
蛋 白 質 (CREB)を 含 む 多 く の 転 写 因 子 を 介 し た 遺 伝 子 発 現 の 制 御 に よ り 細 胞 増 殖 お よ び 分 化
を 生 じ る 経 路 の 一 部 を 構 成 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
Erk1/2は 、 tau 蛋 白 質 の Ser262お よ び Ser356を 含 む 複 数 の Ser/Thr部 位 （ tauの 微 小 管 結 合
領 域 中 に 存 在 す る ） を リ ン 酸 化 す る (Reynolds et al., 2000)。
【 ０ ０ ０ ８ 】
Ser262の リ ン 酸 化 は 、 微 小 管 を 会 合 さ せ 且 つ 安 定 化 さ せ る tauの 能 力 を 顕 著 に 損 な わ せ る
（ compromises） （ Biernat et al., 1993; Lu et al., 1993） 。 酸 化 的 ス ト レ ス の 増 大 、
ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 蛋 白 質  (APP)の 異 常 発 現 、 お よ び APβ へ の 暴 露 は 、 MAPKの 活 性 化 （ McDo
nald et al., 1998; Elcinciお よ び Shea, 1999; Grant et al., 1999） お よ び tauリ ン 酸
化 の 増 強 （ Greenberg et al., 1994） を 生 じ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
ヤ ン グ 等 （ Young LT et al., Neurosci Lett, 1988, 94 : 198-202） は 、 ADを 罹 患 し て い
た １ ０ 被 験 者 お よ び 年 齢 が 適 合 し た コ ン ト ロ ー ル １ ０ 個 体 を 検 死 解 剖 （ autopsied） し て
採 取 し た 脳 の IP3 レ セ プ タ ー 結 合 部 位 を 調 査 し た 。 頭 頂 部 （ parietal） の 皮 質 お よ び 海 馬
に お い て [ 3 H]-IP3結 合 が 50～ 70%損 失 し て い た が 、 前 頭 部 （ frontal） 、 後 頭 部 （ occipita
l） お よ び 側 頭 部 （ temporal） の 皮 質 、 尾 状 核 （ caudate） 或 い は 扁 桃 （ amygdala） に お い
て 変 化 は 観 察 さ れ な か っ た 。 ス キ ャ ッ チ ャ ー ド 分 析 に よ り 、 親 和 性 の 変 化 と い う よ り む し
ろ レ セ プ タ ー 密 度 の 減 少 が 確 認 さ れ た 。 ま た 、 多 く の 神 経 伝 達 物 質 、 ホ ル モ ン お よ び 成 長
因 子 は 、 膜 レ セ プ タ ー 部 位 で 作 用 し て ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル  4,5二 リ ン 酸  (PIP2)
の ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 加 水 分 解 を 刺 激 し 、 コ メ ッ セ ン ジ ャ ー （ comessengers） で あ る IP
3お よ び ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル  (DAG)を 産 生 す る 。 DAGは PKCを 刺 激 し 、 一 方 IP3は 特 異 的 な
レ セ プ タ ー を 活 性 化 し て 細 胞 内 の カ ル シ ウ ム （ お そ ら く 小 胞 体 か ら の ） の 放 出 を 生 じ る と
当 初 推 定 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
早 期 の 報 告 は 、 肝 臓 お よ び 副 腎 の ミ ク ロ ソ ー ム 並 び に 透 過 化 処 理 さ れ た （ permeabilized
） 好 中 球 お よ び 肝 臓 細 胞 に 結 合 し た 3 2 P-IP3を 検 出 し た 。 Solomon Snyderの グ ル ー プ が 、
初 め て IP3 レ セ プ タ ー を 特 定 （ localize） し 、 分 離 し 、 分 析 し 、 そ し て 後 に ク ロ ー ン 化 し
た 。 Worley PF等 （ Worley PF et al., Nature 1987; 325: 159-161） は 、 3 Hお よ び 3 2 P標
識 し た IP3に 対 す る 高 親 和 性 で 選 択 的 な 結 合 サ イ ト が 脳 （ 末 梢 組 織 で 観 察 さ れ た よ り も 100
～ 300倍 高 い レ ベ ル ） に 存 在 す る こ と を 示 し た 。 こ れ ら の レ セ プ タ は 生 理 学 的 に 関 連 性 が
あ る と 考 え ら れ 、 な ぜ な ら IP3 結 合 部 位 で の 様 々 な ミ オ イ ノ シ ト ー ル （ myoinositol） ア
ナ ロ グ の 効 力 （ potencies） が ミ ク ロ ソ ー ム か ら の カ ル シ ウ ム 放 出 に お け る そ れ ら の 効 力
に 対 応 す る か ら で あ る 。 脳 の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム は 、 IP3 レ セ プ タ ー が 不 連 続 的 （ discre
te） で 不 均 質 （ heterogeneous） に 局 在 す る こ と を 示 し た 。 1988年 に こ の グ ル ー プ （ Supat
tapone S et al., JBiol Chem, 1988,263: 1530-1534） は 、 ラ ッ ト 小 脳 か ら IP3 レ セ プ タ
ー を 可 溶 化 し 、 均 質 に 精 製 し 、 そ し て そ の 特 性 を 調 査 し た 。 精 製 し た レ セ プ タ ー は 、 電 気
泳 動 に お い て 260 kDaの Mrを 有 す る １ つ の 蛋 白 質 バ ン ド を 呈 す る 球 状 蛋 白 質 で あ っ た 。
【 ０ ０ １ １ 】
レ ビ ュ ー 中 で Snyder等 （ Cell Calcium, 1989,10: 337-342） は 、 精 製 し た レ セ プ タ ー  蛋
白 質 に 対 す る 抗 血 清 を 用 い た 免 疫 組 織 化 学 研 究 に よ り 、 シ ナ プ ス 領 域 （ synaptic areas）
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に 及 び 核 膜 と 密 接 に 関 連 し た 領 域 に 出 現 す る 粗 面 小 胞 体 の 細 区 画 （ subdivision） に レ セ
プ タ ー が 局 在 化 し て い る こ と を 示 し て い る 。 IP3 レ セ プ タ ー  蛋 白 質 は 、 cAMP依 存 性 蛋 白
質 キ ナ ー ゼ に よ り 選 択 的 に リ ン 酸 化 さ れ た 。 こ の リ ン 酸 化 に よ り 、 脳 膜 か ら の カ ル シ ウ ム
放 出 に お け る IP3の 効 力 が １ ０ 倍 減 少 し た 。 Ferris CD等 （  Proc Natl Acad Sci USA, 199
1 88 : 2232-2235） は 、 リ ポ ゾ ー ム （ 蛋 白 質 キ ナ ー ゼ を 阻 害 し 得 る 界 面 活 性 剤 を 除 く た め
） 中 に 再 構 成 し た 精 製 レ セ プ タ ー  蛋 白 質 を 用 い て IP3 レ セ プ タ ー の リ ン 酸 化 を 研 究 し た
。 IP3 レ セ プ タ ー は 、 蛋 白 質 キ ナ ー ゼ  C (PKC)お よ び CaM キ ナ ー ゼ  IIに よ り 、 同 様 に 蛋
白 質 キ ナ ー ゼ  A (PKA)に よ り 化 学 量 論 的 に リ ン 酸 化 さ れ た 。 IP3 レ セ プ タ ー は 、 付 加 的 に
作 用 す る ３ つ の 酵 素 に よ り 触 媒 さ れ 、 異 な る ペ プ チ ド 配 列 に 関 係 す る リ ン 酸 化 に よ り 制 御
さ れ る 。 Ca 2 + お よ び DAG（ イ ノ シ ト ー ル  リ ン 脂 質 の タ ー ン オ ー バ ー の 間 に 形 成 さ れ る ） は
、 (1)Ca 2 + お よ び DAGに よ り 刺 激 さ れ た PKCに よ っ て 、 並 び に (2)Ca 2 + を 要 求 す る CaM キ ナ ー
ゼ  IIに よ る リ ン 酸 化 に よ っ て 、 IP3 レ セ プ タ ー を 制 御 す る 。 Chadwick CC 等 （ Proc Natl
 Acad Sci USA, 1990 87: 2132-2136） は 、 平 滑 筋 か ら の IP3 レ セ プ タ ー （ 224 kDaの Mrを
有 す る 単 一 ポ リ ペ プ チ ド の オ リ ゴ マ ー で あ っ た ） の 分 離 を 記 載 し て い る 。 Furuichi T等 （
 FEBS Lett, 1990 267: 85-88） は 、 マ ウ ス 組 織 中 の IP3 レ セ プ タ ー  mRNAの 分 布 を 調 査 し
た 。 そ の 濃 度 は 、 小 脳 組 織 中 で 最 大 で あ っ た 。 IP3 レ セ プ タ ー  mRNAは 、 他 の 脳 組 織 ： 胸
腺 、 心 臓 、 肺 、 肝 臓 、 脾 臓 、 腎 臓 、 お よ び 子 宮 に 中 等 度 の 量 が 存 在 し て い た 。 IP3 レ セ プ
タ ー  mRNAは 、 骨 格 筋 お よ び 精 巣 組 織 で 少 量 観 察 さ れ た 。 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン に 基 づ い て 調 査 し た と こ ろ 、 顕 著 な 量 の IP3 レ セ プ タ ー  mRNAが 、 動 脈 、 細 気 管
支 （ bronchioles） 、 卵 管 お よ び 子 宮 な ど の 平 滑 筋 細 胞 に 局 在 し て い た 。 Ferris CD 等 （  
JBiol Chem, 1992,267: 7036-704） は 、 精 製 し 、 そ し て 再 構 成 し た IP3 レ セ プ タ ー 中 の セ
リ ン 自 己 リ ン 酸 化 を 実 証 し 、 そ し て 特 定 の ペ プ チ ド  基 質 に 対 し て IP3 レ セ プ タ ー の セ リ
ン 蛋 白 質 キ ナ ー ゼ 活 性 を 見 つ け た 。 実 験 者 は 、 IP3 レ セ プ タ ー  蛋 白 質 と リ ン 酸 化 活 性 と
が 、 同 じ 分 子 中 に 備 わ っ て い る と 結 論 し た 。 Ross CA 等 (Proc Natl Acad Sci USA, 1992,
89: 4265-4269)は 、 マ ウ ス の 胎 盤 cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら 、 ３ つ の IP3R cDNAs（ IP3R-II,-I
II, お よ び -IVと 称 さ れ る ） を ク ロ ー ン 化 し た 。 ３ つ 全 て が 、 元 々 ク ロ ー ン 化 さ れ て い た
小 脳 の IP3R-Iの 膜 貫 通 ド メ イ ン  M7お よ び M8に 対 し て 高 い 相 同 性 を 示 し て お り 、 多 様 性 は
主 に 細 胞 質 ド メ イ ン に 認 め ら れ て い る 。 一 般 的 に ３ つ の 付 加 的 な IP3Rsの mRNAの レ ベ ル は
、 IP3R-Iの も の よ り も 実 質 的 に 低 か っ た が 、 胃 腸 路 で は 例 外 的 に 匹 敵 す る レ ベ ル で あ っ た
。
【 ０ ０ １ ２ 】
小 脳 の プ ル キ ン エ 細 胞 は 、 少 な く と も ２ つ 、 も し か し た ら ３ つ の 別 個 の IP3Rsを 発 現 し て
お り 、 こ の 事 実 は 単 一 細 胞 内 に お け る IP3作 用 の 異 質 性 を 示 唆 し て い る 。 Sharp AH（ Neuro
science, 1993,53: 927-42） は 、 免 疫 組 織 化 学 的 な 手 法 を 用 い て ラ ッ ト の 脳 お よ び 脊 髄 に
お け る IP3 レ セ プ タ ー 分 布 を 詳 細 に 調 査 し た 。 IP3 レ セ プ タ ー は 、 CNS全 体 を と お し た 広
い 分 布 領 域 （ 嗅 球 、 視 床 核 お よ び 脊 髄 の 後 角 を 含 む ） に お い て 、 脳 室 周 囲 器 官 群 （ circum
ventricular organs） 並 び に 最 後 野 （ postrema） 、 脈 絡 叢 （ choroid plexus） 、 下 口 角 器
官 （ subcommisural organ） 、 松 果 腺 （ pineal gland） お よ び 下 垂 体 （ pituitary） な ど の
神 経 内 分 泌 構 造 （ neuroendocrine structures） 中 の 、 ニ ュ ー ロ ン 細 胞 、 繊 維 （ fibers）
お よ び 終 端 （ terminals） に 存 在 し て い る 。 ホ ス ホ イ ノ シ チ ド ・ セ カ ン ド ・ メ ッ セ ン ジ ャ
ー 系 に よ り 媒 介 さ れ る Ca 2 +  放 出 は 、 多 様 な 生 理 学 的 プ ロ セ ス の コ ン ト ロ ー ル に 重 要 で あ
る 。 リ ン パ 球 （ Ｔ 細 胞 ） に お け る IP3 レ セ プ タ ー の 研 究 （ Snyderの グ ル ー プ に よ る ） に よ
っ て 、 こ れ ら の レ セ プ タ ー が 形 質 膜 に 局 在 し て い た こ と が 見 つ け ら れ た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー と CD3と の 複 合 体 の キ ャ ッ ピ ン グ （ シ グ ナ ル 伝 達 に 関 連 す る ） は 、 IP3 
レ セ プ タ ー の キ ャ ッ ピ ン グ を 伴 う も の で あ っ た 。 Ｔ 細 胞 上 の IP3 レ セ プ タ ー は 、 増 殖 応 答
を 開 始 す る Ca 2 + の 侵 入 に 働 く よ う に 思 わ れ る （ Khan, AA et al., Science, 1992,257: 81
5-818） 。
【 ０ ０ １ ４ 】
更 に IP3に 関 し て Wilcox RA 等 （  Trends Pharfyaacol Scz, 1998,19: 467475） は 、 レ セ
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プ タ ー が 媒 介 す る PLCの 活 性 化 （ IP3を 産 生 す る ） が 哺 乳 類 系 に 遍 在 す る シ グ ナ リ ン グ 経 路
で あ る こ と を 記 載 し て い る 。 ３ つ の IP3 レ セ プ タ ー  サ ブ タ イ プ 単 量 体 の フ ァ ミ リ ー は 、
機 能 的 な 四 量 体 を 形 成 し 、 こ の 四 量 体 が IP3エ フ ェ ク タ ー と し て 作 用 し て 、 細 胞 区 画 間 の C
a 2 + イ オ ン の 移 動 を 可 能 に す る リ ガ ン ド ゲ ー ト チ ャ ン ネ ル が 供 給 さ れ る 。 IP3 レ セ プ タ ー
は 主 に 小 胞 体 膜 に 局 在 （ そ の 領 域 に 限 ら れ な い が ） す る の で 、 IP3は Ca 2 + を 細 胞 内 貯 蔵 か
ら 動 員 し て 様 々 な 生 理 学 的 お よ び 病 理 生 理 学 的 な 現 象 に 影 響 す る セ カ ン ド ・ メ ッ セ ン ジ ャ
ー で あ る と 考 え ら れ る 。 Patel S 等 （  Cell Calcium, 1999,25: 247-264） は 、 IP3 レ セ
プ タ ー の 分 子 特 性 に 関 す る 総 説 を 記 載 し て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
Ca 2 + 結 合 サ イ ト お よ び Ca 2 + カ ル モ ジ ュ リ ン 結 合 ド メ イ ン が 、 タ イ プ  I　 IP3 レ セ プ タ ー 内
に マ ッ プ さ れ た 、 そ し て 精 製 し た 小 脳 の  IP3 レ セ プ タ ー を も ち い た 研 究 は 、 第 二 の Ca 2 +

　 非 依 存 性 の カ ル モ ジ ュ リ ン 結 合 ド メ イ ン の 存 在 を 示 唆 す る も の で あ っ た 。 IP3 レ セ プ タ
ー の 過 剰 発 現 に よ り 、 細 胞 内 に 存 在 す る 個 々 の IP3 レ セ プ タ ー ア イ ソ フ ォ ー ム の 制 御 を 、
ま た IP3依 存 性 Ca 2 + シ グ ナ ル の 発 生 に お い て 彼 等 が 担 う 役 割 を 理 解 す る 手 が か り が 見 出 さ
れ た 。 IP3 レ セ プ タ ー は 、 増 殖 お よ び ア ポ ト ー シ ス な ど の 細 胞 プ ロ セ ス に 関 与 し 得 る 。 Ab
del-Latif AA.〔  Exp Biol Med (Maywood) 2001 Mar ; 226 (3) : 153-63〕 は 、 非 血 管 お
よ び 血 管 の 平 滑 筋 の 双 方 を 用 い た 実 験 か ら 、 サ イ ク リ ッ ク ・ ヌ ク レ オ チ ド （ cAMPお よ び cG
MPの 各 々 に 対 応 す る 蛋 白 質 キ ナ ー ゼ を 介 し た ） 、 お よ び ア ゴ ニ ス ト 誘 導 性 の 収 縮 に 関 与 す
る Ca 2 + 依 存 性 お よ び Ca 2 + 非 依 存 性 シ グ ナ リ ン グ 経 路 の 間 の ク ロ ス ト ー ク に 関 す る 証 拠 に 関
し て 概 観 し て い る 。 こ れ ら に は 、 PKC、 MAPキ ナ ー ゼ お よ び Rhoキ ナ ー ゼ を 含 む IP3- Ca 2 + -C
aM-ミ オ シ ン 軽 鎖  キ ナ ー ゼ  (MLCK)経 路 並 び に Ca 2 + 非 依 存 性 経 路 が 含 ま れ る 。 Mikoshiba K
 等 〔  Sci STKE 2000 Sep 26; 2000 (51): P〕 は 、 IP3 レ セ プ タ ー に よ り 細 胞 内 貯 蔵 か ら
の カ ル シ ウ ム 放 出 が 制 御 さ れ る こ と 、 お よ び ス ト ア 感 受 性 （ store-operated） カ ル シ ウ ム
チ ャ ネ ル を 介 し た 細 胞 外 環 境 か ら の カ ル シ ウ ム 流 入 と こ の 放 出 機 構 と の 関 連 性 を 記 載 し て
い る 。 彼 等 は 、 細 胞 内 お よ び 形 質 膜 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル の 機 能 的 お よ び 物 理 的 な 連 結 （ co
upling） の モ デ ル を 開 示 し た 。
【 ０ ０ １ ６ 】
ADが 重 篤 な 脳 障 害 お よ び 記 憶 喪 失 を 生 じ る こ と が 周 知 で あ る が 、 病 理 学 的 変 化 は 体 の 他 の
部 分 で も 明 ら か で あ り 、 そ し て そ の 変 化 を 細 胞 レ ベ ル で 検 出 す る こ と が 可 能 で あ る 。 皮 膚
の 深 層 に 横 た わ っ て い る 皮 膚 繊 維 芽 細 胞 は 、 AD傷 害 に 特 徴 的 な 細 胞 上 の 及 び 分 子 的 な 異 常
を 呈 し て い る 。 皮 膚 繊 維 芽 細 胞 は 容 易 に 取 得 さ れ 、 そ し て 診 断 の 目 的 で 培 養 さ れ る （ ２ ０
０ ０ 年 ８ 月 ２ ２ 日 に 公 開 さ れ た 米 国 特 許 6,107,050、 「 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に 関 す る 診 断 検
査 」 、 こ の 文 献 は 本 明 細 書 中 に 参 照 に よ っ て 援 用 さ れ る ） 。 し か し な が ら 、 よ り 単 純 で 、
よ り 経 済 的 で 、 正 確 、 且 つ 信 頼 性 の 高 い ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 診 断 す る た め の 方 法 が 必 要 と
さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
細 胞 内 Ca 2 +  放 出 の ア ク チ ベ ー タ の 異 な る 効 果 を 測 定 で き る こ と は 、 例 え ば 米 国 特 許  6,10
7,050（ Alkon等 ） に 記 載 さ れ て い る 。 健 常 な 及 び ア ル ツ ハ イ マ ー の 細 胞 タ イ プ の 双 方 は 、
貯 蔵 （ storage） か ら の カ ル シ ウ ム 放 出 を 呈 し て い る が 、 し か し ア ル ツ ハ イ マ ー の 細 胞 は
よ り 多 量 の 放 出 を 呈 す る 。 Ca 2 + 放 出 を 測 定 す る た め の 既 知 の 方 法 に は 、 (i) 蛍 光 指 示 物 質
、 吸 光 度 指 示 物 質 ま た は Ca 2 + 「 パ ッ チ ・ ク ラ ン プ 」 電 極 、 お よ び 他 の 手 段 が 含 ま れ 、 そ し
て か か る 方 法 は 診 断 の 目 的 で 使 用 し 得 る 。 し か し な が ら 、 た め の 、 診 断 、 研 究 、 お よ び 臨
床 目 的 の た め の よ り 効 果 的 な IP3R ア ク チ ベ ー タ の 異 な る 効 果 を 測 定 す る 技 術 が 渇 望 さ れ
て い る 。
【 発 明 の 概 要 】
【 ０ ０ １ ８ 】
本 発 明 は 、 患 者 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 診 断 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 、 前 記 患 者 の 細
胞 を 該 細 胞 中 の 指 示 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 を 刺 激 す る 化 合 物 で 活 性 化 す る こ と と 、 そ の 後 に リ
ン 酸 化 し た 前 記 指 示 蛋 白 質 の 異 常 な 上 昇 レ ベ ル の 存 在 ま た は 非 存 在 を 検 出 す る こ と と 、 を
含 み 、 か か る 上 昇 レ ベ ル の 存 在 が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 が 陽 性 で あ る と の 診 断 を 示 す 方 法 で あ
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る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
前 記 診 断 方 法 は 、 前 記 患 者 の 細 胞 を ア ク チ ベ ー タ 化 合 物 で 刺 激 す る こ と と 、 そ の 後 に 規 定
時 間 で 前 記 患 者 の 細 胞 中 の 指 示 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 レ ベ ル を 測 定 す る こ と と 、 お よ び 刺 激 な
し の 基 礎 リ ン 酸 化 レ ベ ル と 刺 激 さ れ 異 常 に 上 昇 し た レ ベ ル と の 比 較 値 を 決 定 す る こ と と 、
を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
本 発 明 は 、 被 験 者 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 診 断 す る 方 法 を 提 供 し 、 該 方 法 は ：
(a)前 記 被 験 者 の 細 胞 の 指 示 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 の 基 礎 レ ベ ル を 測 定 す る こ と と ；
(b)前 記 被 験 者 の 細 胞 を ア ク チ ベ ー タ 化 合 物 と 接 触 さ せ る こ と と （ こ こ で 、 前 記 ア ク チ ベ
ー タ お よ び 前 記 指 示 蛋 白 質 は 次 ぎ の よ う に 選 択 さ れ る 、 即 ち 、 前 記 ア ク チ ベ ー タ が 前 記 被
験 者 の 細 胞 中 の 前 記 指 示 蛋 白 質 の 異 な る 活 性 化 し た リ ン 酸 化 応 答 を 、 前 記 接 触 が 開 始 さ れ
た 後 の 規 定 時 間 に 、 非 ア ル ツ ハ イ マ ー コ ン ト ロ ー ル 被 験 者 の 細 胞 に お け る 活 性 化 し た リ ン
酸 化 応 答 と 比 べ て 、 惹 起 （ elicits） す る よ う に 選 択 さ れ る ） ；
(c)前 記 被 験 者 細 胞 中 の 前 記 指 示 蛋 白 質 の 活 性 化 し た リ ン 酸 化 レ ベ ル を 、 接 触 開 始 後 の 規
定 時 間 に 測 定 す る こ と と ； お よ び
(d)工 程 (a)の 基 礎 リ ン 酸 化 レ ベ ル と 、 工 程 (c)で 決 定 し た 活 性 化 し た リ ン 酸 化 レ ベ ル と の
比 率 を 計 算 す る こ と と ； お よ び
(e)前 記 規 定 時 間 に ア ル ツ ハ イ マ ー 病 細 胞 で あ る と 判 明 し て い る 細 胞 お よ び ア ル ツ ハ イ マ
ー 病 細 胞 で は な い と 判 明 し て い る 細 胞 か ら 測 定 し た 予 め 決 定 し た 活 性 リ ン 酸 化 比 率 （ acti
vated phosphorylation ratios） と 、 工 程  (d)で 計 算 さ れ た 比 率 と を 比 較 す る こ と と ； を
含 み 、
前 記 計 算 さ れ た 比 率 と 前 記 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 細 胞 で あ る と 判 明 し て い る 細 胞 に 関 し て 予 め
決 定 し た 比 率 と を 対 比 し て 統 計 学 的 差 異 が な い な ら ば 、 前 記 診 断 は 陽 性 と 判 定 さ れ 、 お よ
び ／ ま た は 前 記 計 算 さ れ た 比 率 と 前 記 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 細 胞 で は な い と 判 明 し て い る 細 胞
に 関 し て 予 め 決 定 し た 比 率 と を 対 比 し て 統 計 学 的 差 異 が な い な ら ば 、 前 記 診 断 は 陰 性 と 判
定 さ れ る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
本 発 明 は 、 更 に 被 験 者 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 診 断 す る 方 法 を 提 供 し 、 該 方 法 は 、 前 記 被 験
者 の 細 胞 に お い て 、
指 示 物 質 で あ る カ ル シ ウ ム  シ グ ナ リ ン グ  経 路  蛋 白 質 （ こ の 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 が 前 記 細
胞 に お け る IP-3R感 受 性 の Ca 2 +  上 昇 に 関 連 す る ） の バ ッ ク グ ラ ン ド リ ン 酸 化 レ ベ ル を 測 定
す る こ と と ；
前 記 被 験 者 の 細 胞 を IP3R ア ゴ ニ ス ト （ こ の ア ゴ ニ ス ト は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 被 験 者 細 胞 の
前 記 指 示 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 レ ベ ル に お い て 、 非 ア ル ツ ハ イ マ ー コ ン ト ロ ー ル 細 胞 に お け る
前 記 レ ベ ル と 比 べ て 異 な る 応 答 を 惹 起 す る ） と 接 触 さ せ る こ と に よ り 刺 激 す る こ と と ； そ
の 後 に 、
接 触 さ せ た 細 胞 に お け る 前 記 指 示 蛋 白 質 の 応 答 リ ン 酸 化 レ ベ ル を 測 定 す る こ と と ； 並 び に
前 記 指 示 蛋 白 質 の 前 記 応 答 リ ン 酸 化 レ ベ ル が 、 前 記 バ ッ ク グ ラ ン ド レ ベ ル と 対 比 さ せ て 、
ア ル ツ ハ イ マ ー 被 験 者 に 又 は 健 常 コ ン ト ロ ー ル に 由 来 す る こ と が 判 明 し て い る 細 胞 の 前 記
応 答 レ ベ ル に 匹 敵 す る か ど う か を 決 定 す る こ と と 、 を 含 む 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
前 記 方 法 は 、 最 初 に 細 胞 の 培 養 物 に お け る 前 記 指 示 蛋 白 質 の 前 記 バ ッ ク グ ラ ン ド リ ン 酸 化
レ ベ ル を 測 定 す る こ と と 、 次 に 前 記 培 養 物 に 前 記 IP3R ア ゴ ニ ス ト を 添 加 す る こ と と 、 お
よ び 前 記 応 答 リ ン 酸 化 レ ベ ル を 測 定 す る こ と と 、 を 含 ん で い て も よ い 。 或 い は 、 前 記 方 法
は 、 細 胞 の 第 一 ア リ ク ウ ォ ッ ト の 前 記 バ ッ ク グ ラ ン ド レ ベ ル を 測 定 す る こ と と 、 前 記 細 胞
の 同 様 の ア リ ク ウ ォ ッ ト を 刺 激 す る こ と と 、 お よ び 前 記 ア リ ク ウ ォ ッ ト に お け る 前 記 応 答
レ ベ ル を 測 定 す る こ と と 、 を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
前 記 ア ク チ ベ ー タ  化 合 物 は 、 ブ ラ ジ キ ニ ン （ bradykinin） 、 ボ ン ベ シ ン （ bombesin） 、
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コ レ シ ス ト キ ニ ン （ cholecystokinin） 、 ト ロ ン ビ ン 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン  F 2 α 、 お よ び
バ ソ プ レ シ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る IP3-R ア ゴ ニ ス ト で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
前 記 細 胞 は 、 繊 維 芽 細 胞 、 口 内 粘 膜 細 胞 （ buccal mucosal） 、 ニ ュ ー ロ ン 、 お よ び 血 液 細
胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 発 明 に よ る 被 験 者 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 診 断 す る 方 法 は 、
(a)前 記 被 験 者 か ら 細 胞 を 取 得 す る こ と と ；
(b)前 記 細 胞 の 指 示 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 の 基 礎 レ ベ ル を 測 定 す る こ と と ；
(c)前 記 細 胞 と 前 記 指 示 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 の ア ク チ ベ ー タ と を 接 触 さ せ る こ と と ；
(d)前 記 接 触 の 開 始 後 の 規 定 時 間 に 前 記 細 胞 の 指 示 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 レ ベ ル を 測 定 す る こ
と と ； お よ び
(e) 工 程 (b)で 測 定 し た 前 記 レ ベ ル に 対 す る 工 程 (d)で 測 定 し た 前 記 レ ベ ル の 第 １ 比 率 を 計
算 す る こ と と 、 そ し て 、 前 記 第 １ 比 率 を 、 予 め 決 定 さ れ た 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 細 胞 と 判 明
し た 細 胞 か ら 前 記 規 定 時 間 に 取 得 さ れ た 前 記 レ ベ ル の 第 ２ 比 率 お よ び ア ル ツ ハ イ マ ー 病 細
胞 で は な い と 判 明 し た 細 胞 か ら 前 記 規 定 時 間 に 取 得 さ れ た 前 記 レ ベ ル の 第 ３ 比 率 、 と 比 較
す る こ と と ； を 含 み 、
(i)工 程  (e)の 前 記 第 １ 比 率 と 予 め 決 定 し た 第 ２ 比 率 と の 間 に 統 計 学 的 差 異 が な い な ら ば
、 前 記 診 断 は 陽 性 と 判 定 さ れ 、 お よ び (ii)工 程  (e)の 前 記 第 １ 比 率 と 予 め 決 定 し た 第 ３ 比
率 と の 間 に 統 計 学 的 差 異 が な い な ら ば 、 前 記 診 断 は 陰 性 と 判 定 さ れ る 方 法 で あ る 。 工 程  (
d)の 規 定 時 間 は 、 工 程  (e)の 第 ２ 比 率 お よ び 第 ３ 比 率 の 間 の 差 異 が 最 大 と な る 時 間 で あ っ
て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
発 明 の 方 法 に お い て 、 前 記 の 測 定 す る こ と は 、 崩 壊 し た 細 胞 の 免 疫 ア ッ セ イ を 含 ん で い て
も よ く 、 お よ び 前 記 被 験 者 細 胞 を リ ン 酸 化 指 示 蛋 白 質 に 特 異 的 な 抗 体 と 接 触 さ せ て も よ く
、 こ れ に よ り 前 記 抗 体 が 前 記 指 示 蛋 白 質 に 結 合 す る こ と が 可 能 と な り 、 そ し て 前 記 指 示 蛋
白 質 に 結 合 し た 前 記 抗 体 が 検 出 さ れ る 。 前 記 免 疫 ア ッ セ イ は 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 ウ
エ ス タ ン ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ 、 免 疫 蛍 光 ア ッ セ イ 、 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ 、 免 疫 沈 降 ア ッ セ イ 、
ケ ミ ル ミ ネ ッ セ ン ス  ア ッ セ イ 、 免 疫 組 織 化 学  ア ッ セ イ 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト  ア ッ セ イ 、 ま
た は ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト  ア ッ セ イ で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
更 な る 発 明 の 被 験 者 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 診 断 す る 方 法 は ：
(a)前 記 被 験 者 の 細 胞 を 、 希 釈 剤 中 の 化 合 物 と イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と と （ こ こ で 、 前 記
化 合 物 は カ ル シ ウ ム  シ グ ナ リ ン グ  経 路 が 媒 介 す る 指 示 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 を 刺 激 し 、 こ れ
に よ っ て 刺 激 さ れ た 細 胞 が 産 生 さ れ る ） ；
(b)工 程  (a)の 前 に 、 同 時 に 又 は 後 に 、 前 記 被 験 者 の 同 じ タ イ プ の 細 胞 を 、 コ ン ト ロ ー ル  
化 合 物 と 又 は 前 記 希 釈 剤 と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 こ れ に よ り 非 刺 激 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 を 産 生
す る こ と と ；
(c)前 記 刺 激 さ れ た 細 胞 の リ ン 酸 化 指 示 蛋 白 質 の レ ベ ル を 、 前 記 非 刺 激 コ ン ト ロ ー ル 細 胞
の リ ン 酸 化 指 示 蛋 白 質 の レ ベ ル と 比 較 す る こ と と 、 を 含 み 、
前 記 非 刺 激 細 胞 と 比 べ て 前 記 刺 激 さ れ た 細 胞 の リ ン 酸 化 指 示 蛋 白 質 の 前 記 レ ベ ル の 増 加 が
、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 存 在 を 示 す 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
比 較 す る 工 程  (c)は 、 次 ぎ の 工 程 、 即 ち ：
(i)前 記 刺 激 お よ び ／ ま た は 前 記 非 刺 激 細 胞 か ら の 蛋 白 質 サ ン プ ル を 、 前 記 リ ン 酸 化 指 示
蛋 白 質 を 認 識 す る 抗 体 と 、 接 触 さ せ る こ と と ； 並 び に
(ii)前 記 抗 体 の 前 記 指 示 蛋 白 質 に 対 す る 結 合 を 検 出 す る こ と と 、 を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
前 記 方 法 は 、 更 に 、 前 記 刺 激 お よ び ／ ま た は 前 記 非 刺 激 細 胞 か ら の 蛋 白 質 サ ン プ ル を 、 前
記 指 示 蛋 白 質 の 非 リ ン 酸 化 型 を 認 識 す る 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と と 、 並 び に 前 記 の 抗 体 と 非
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リ ン 酸 化 指 示 蛋 白 質 と の 結 合 を 検 出 す る こ と と 、 並 び に 蛋 白 質 の 前 記 レ ベ ル を ノ ル マ ラ イ
ズ す る こ と と 、 を 含 ん で い て も よ い 。 比 較 す る 工 程 は 、 更 に 、 前 記 刺 激 し た 及 び 前 記 非 刺
激 の 細 胞 か ら 蛋 白 質 サ ン プ ル を 取 得 す る 工 程 を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
被 験 者 に お け る ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 存 在 を 診 断 す る 方 法 は 、 次 ぎ の 工 程 、 即 ち ：
a)前 記 被 験 者 の 細 胞 を 、 指 示 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 を 増 加 さ せ る ア ク チ ベ ー タ 化 合 物 で 刺 激 す
る こ と と 、 お よ び
b)刺 激 さ れ た 細 胞 に お け る 非 リ ン 酸 化 指 示 蛋 白 質 お よ び リ ン 酸 化 指 示 蛋 白 質 の レ ベ ル を 、
前 記 被 験 者 の 同 じ タ イ プ の 非 刺 激 細 胞 に お け る 非 リ ン 酸 化 指 示 蛋 白 質 お よ び リ ン 酸 化 指 示
蛋 白 質 の レ ベ ル と 比 較 す る こ と と 、 を 含 ん で い て も よ く 、
こ こ で 、 刺 激 さ れ た 細 胞 に お け る リ ン 酸 化 指 示 蛋 白 質 の 非 刺 激 細 胞 と 比 べ た 際 の 相 対 的 レ
ベ ル の 増 加 が 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 存 在 を 示 す 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
本 発 明 は 、 被 験 者 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 診 断 す る 方 法 を 提 供 す る 。 該 方 法 は 、
前 記 被 験 者 の 細 胞 を 、 イ ノ シ ト ー ル  1,4,5-三 リ ン 酸  (IP3) レ セ プ タ ー を 介 し た 細 胞 内 の
カ ル シ ウ ム 放 出 を 惹 起 す る 薬 剤 と 接 触 さ せ る こ と と 、
前 記 の 接 触 さ せ る 工 程 後 の １ 以 上 の タ イ ム ポ イ ン ト で 前 記 被 験 者 細 胞 の MAPK蛋 白 質 の リ ン
酸 化 量 を 測 定 す る こ と と 、 並 び に
１ 以 上 の タ イ ム ポ イ ン ト で の 前 記 被 験 者 の 細 胞 に お け る MAPK 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 量 を 、 非
ア ル ツ ハ イ マ ー コ ン ト ロ ー ル 被 験 者 の 細 胞 に 前 記 薬 剤 を 接 触 さ せ た 後 に 同 じ タ イ ム ポ イ ン
ト で 測 定 し た 前 記 リ ン 酸 化 量 と 比 較 す る こ と と 、
を 含 み 、
前 記 被 験 者 細 胞 に お け る MAPK 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 の 前 記 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 と 比 較 し た 増 加
が 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 診 断 と な る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
本 発 明 の 方 法 に お い て 、 前 記 薬 剤 は 、 ブ ラ ジ キ ニ ン 若 し く は ブ ラ ジ キ ニ ン  レ セ プ タ ー  ア
ゴ ニ ス ト 、 ま た は ボ ン ベ シ ン で あ っ て も よ く 、 ま た IP3が 媒 介 す る Ca 2 +  放 出 を 誘 導 す る ア
ゴ ニ ス ト で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
前 記 リ ン 酸 化 量 は 、 前 記 接 触 さ せ る 工 程 の 後 の １ タ イ ム ポ イ ン ト で 測 定 さ れ て も よ い 。 本
発 明 に よ る と 、 前 記 の 測 定 す る こ と に は 、 前 記 接 触 さ せ る 工 程 の 後 の 第 １ タ イ ム ポ イ ン ト
で 前 記 被 験 者 細 胞 の 第 １ ア リ ク ウ ォ ッ ト に お け る リ ン 酸 化 量 を 測 定 す る こ と と 、 お よ び 前
記 接 触 さ せ る 工 程 の 後 の 第 ２ タ イ ム ポ イ ン ト で 前 記 被 験 者 細 胞 の 第 ２ ア リ ク ウ ォ ッ ト に お
け る リ ン 酸 化 量 を 測 定 す る こ と と 、 が 含 ま れ て も よ い 。 前 記 タ イ ム ポ イ ン ト は 、 細 胞 タ イ
プ 、 ア ク チ ベ ー タ 、 お よ び 指 示 蛋 白 質 の い く つ か の 組 み 合 わ せ に 関 し て 、 約 0.5分 間 以 下 ,
 1分 間 , 2分 間 , 2.5分 間 , 5分 間 , 10分 間 , 20分 間 , 30分 間 , 45分 間 , 若 し く は １ 時 間 、
又 は そ れ 以 上 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
前 記 細 胞 は 、 典 型 的 に は 皮 膚 の 繊 維 芽 細 胞 な ど の 末 梢 組 織 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
本 発 明 の 方 法 に お け る 前 記 測 定 す る 工 程 は 、 随 意 的 に イ ン ビ ト ロ で 前 記 被 験 者 細 胞 の ラ イ
セ ー ト に お け る リ ン 酸 化 を 検 出 す る こ と を 含 み 、 ま た ゲ ル 電 気 泳 動 、 抗 リ ン 酸 化 MAPK 抗
体  お よ び ／ ま た は 抗 レ ギ ュ ラ ー MAPK 蛋 白 質 抗 体 を 用 い た 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を
含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
増 加 し た リ ン 酸 化 は 、 １ タ イ ム ポ イ ン ト に お け る リ ン 酸 化 蛋 白 質 の 量 の 上 昇 、 ま た は リ ン
酸 化 蛋 白 質 の 持 続 時 間 の 増 加 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
前 記 方 法 は 、 前 記 被 験 者 が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 臨 床 徴 候 が 欠 失 し て い る 被 験 者 の 診 断 に 効
果 的 で あ る 。
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【 ０ ０ ３ ８ 】
本 発 明 に よ れ ば 、 前 記 方 法 は 、 更 に 前 記 被 験 者 細 胞 を 蛋 白 質 キ ナ ー ゼ  C活 性 の イ ン ヒ ビ タ
ー 、 PI-3 キ ナ ー ゼ 活 性 の イ ン ヒ ビ タ ー 、 C-src 蛋 白 質 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 の イ ン ヒ ビ
タ ー 、 IP-3 レ セ プ タ ー の イ ン ヒ ビ タ ー お よ び 蛋 白 質 ホ ス フ ァ タ ー ゼ の イ ン ヒ ビ タ ー か ら
な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 以 上 の  イ ン ヒ ビ タ ー と 接 触 さ せ る こ と を 含 ん で い て も よ い 。 ま
た 、 本 発 明 の 特 に 際 立 っ た 態 様 を 特 徴 付 け る と 、 前 記 方 法 は 、 前 記 被 験 者 細 胞 を 、 蛋 白 質
キ ナ ー ゼ  C活 性 、 C-src 蛋 白 質 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 、 PI-3 キ ナ ー ゼ 活 性 、 お よ び  IP-3
 レ セ プ タ ー の イ ン ヒ ビ タ ー か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る イ ン ヒ ビ タ ー と 接 触 さ せ る こ と に
よ り 阻 害 さ れ る 増 加 し た リ ン 酸 化 を 有 す る こ と で 特 徴 付 け ら れ る 。 か か る 方 法 に お い て 、
前 記 イ ン ヒ ビ タ ー は 、 BiSM-1, PP1,お よ び ２ － ア ミ ノ エ ト キ シ ジ フ ェ ニ ル ボ ラ ー ト （ 2-am
inoethoxydiphenyl borate） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
本 発 明 は 、 更 に 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ し て ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 治 療 に 又 は 予 防 に 有 用 な
化 合 物 を 同 定 す る 、 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 該 方 法 は 、
AD 被 験 者 の 試 験 細 胞 を 、 前 記 接 触 さ せ る 工 程 の 前 、 途 中 、 ま た は 後 に 、 ス ク リ ー ニ ン グ
す る 化 合 物 と 接 触 さ せ る こ と と 、 前 記 試 験 細 胞 を 、 イ ノ シ ト ー ル  1,4,5-三 リ ン 酸  (IP3) 
レ セ プ タ ー を 介 し た 細 胞 内 の カ ル シ ウ ム  放 出 を 惹 起 す る 薬 剤 で 刺 激 す る こ と と 、
前 記 試 験 細 胞 に お け る MAPK 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 量 を 、 前 記 試 験 細 胞 を 刺 激 し た 後 の １ 以 上
の  タ イ ム ポ イ ン ト で 測 定 す る こ と と 、
前 記 １ 以 上 の タ イ ム ポ イ ン ト で の 前 記 試 験 細 胞 に お け る MAPK 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 量 を 、 前
記 化 合 物 と 接 触 さ せ な か っ た AD 被 験 者 の コ ン ト ロ ー ル 細 胞 に お け る 同 じ １ 以 上 の  タ イ ム
ポ イ ン ト で の リ ン 酸 化 量 と 比 較 す る こ と と 、 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
前 記 方 法 は 、 更 に リ ー ド 化 合 物 と し て 増 加 し た リ ン 酸 化 を 阻 害 す る 又 は 阻 止 す る 化 合 物 を
承 認 （ accepting） す る こ と と 、 お よ び 増 加 し た リ ン 酸 化 を 阻 害 し な い 又 は 阻 止 し な い 化
合 物 を 棄 却 （ rejecting） す る こ と と 、 を 含 ん で い て も よ い 。 本 発 明 の 全 て の 方 法 に つ い
て 、 前 記 薬 剤 は ブ ラ ジ キ ニ ン ま た は ブ ラ ジ キ ニ ン  レ セ プ タ ー  ア ゴ ニ ス ト で あ っ て も よ く
、 ま た 前 記 MAPK 蛋 白 質 は Erk1/2で あ っ て も よ い 。 前 記 方 法 は 、 前 記 接 触 さ せ る 工 程 の 後
の １ タ イ ム ポ イ ン ト で 前 記 リ ン 酸 化 量 を 測 定 す る こ と を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
更 な る 態 様 は 、 刺 激 応 答 ア ッ セ イ （ stimulus-response assay） に お い て ア ク チ ベ ー タ  化
合 物 と し て 有 用 な 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る 。 該 方 法 は 、
AD細 胞 お よ び コ ン ト ロ ー ル 細 胞 の 指 示 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 に お け る 前 記 化 合 物 の 効 果 を 測 定
す る こ と と 、 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 と 比 べ て 、 AD細 胞 に お い て 前 記 指 示 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 の 量
お よ び ／ ま た は 持 続 時 間 を 増 加 さ せ る 化 合 物 を 選 択 す る こ と と 、 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
本 発 明 の 別 態 様 は 、 抗 リ ン 酸 化 MAPK 蛋 白 質 抗 体 お よ び ブ ラ ジ キ ニ ン を 含 む 、 ア ル ツ ハ イ
マ ー 病 の た め の 診 断 検 査 キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
一 態 様 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 患 者 の た め の 薬 物 療 法 （ medication） を 選 択 す る た め の 方 法 を
提 供 す る 。 該 方 法 は 、
可 能 性 の あ る 治 療 化 合 物 （ therapeutic compound） を 選 択 す る こ と と 、
前 記 可 能 性 の あ る 治 療 化 合 物 を 前 記 患 者 に 投 与 す る こ と と 、 そ し て 後 に 、
前 記 細 胞 を 前 記 指 示 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 を 刺 激 す る 化 合 物 で 活 性 化 し た 後 に 、 前 記 患 者 の 細
胞 の リ ン 酸 化 指 示 蛋 白 質 の 異 常 に 上 昇 し た レ ベ ル の 存 在 ま た は 非 存 在 を 検 出 す る こ と と 、
を 含 み 、
か か る 上 昇 し た レ ベ ル の 存 在 が 前 記 可 能 性 の あ る 治 療 化 合 物 が 前 記 患 者 に 対 し て 効 果 が な
い こ と を 示 し 、 且 つ か か る 上 昇 し た レ ベ ル の 非 存 在 が 前 記 可 能 性 の あ る 治 療 化 合 物 が 前 記
患 者 に 対 し て 治 療 上 有 用 で あ る こ と を 示 す 、 方 法 で あ る 。 前 記 方 法 は 、 更 に 前 記 被 験 者 の
ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 、 前 記 患 者 に 治 療 上 有 用 で あ る こ と が 示 さ れ た 化 合 物 を 投 与 す る こ と
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に よ り 治 療 す る こ と 又 は 予 防 す る こ と を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
本 発 明 は 、 効 果 的 な 量 の 医 薬 （ medicament） を 投 与 す る こ と を 含 む 、 被 験 者 の ア ル ツ ハ イ
マ ー 病 の 治 療 す る 又 は 予 防 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 前 記 医 薬 は 、
(a)コ ン ト ロ ー ル 細 胞 と 比 べ て 前 記 被 験 者 の 細 胞 の MAPK 蛋 白 質 の 異 常 に 上 昇 し た リ ン 酸 化
を 阻 害 す る 若 し く は 阻 止 す る ； お よ び ／ ま た は
(b)前 記 MAPK 蛋 白 質 の 異 常 に 上 昇 し た リ ン 酸 化 に よ り 生 じ た イ ベ ン ト を 阻 害 す る ； 医 薬 で
あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
前 記 医 薬 は 、 Erk1/2 リ ン 酸 化 を 阻 害 し 得 る 。 そ し て こ の 医 薬 は 蛋 白 質 キ ナ ー ゼ  C活 性 の
、 src 蛋 白 質 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 の 、 又 は IP-3 レ セ プ タ ー の イ ン ヒ ビ タ ー で あ っ て も
よ い 。 前 記 イ ン ヒ ビ タ ー は 、 BiSM-1, PP1, お よ び  2ABPか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ て も よ い
。
【 ０ ０ ４ ６ 】
特 に 、 本 発 明 は 、 被 験 者 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 診 断 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 該 方 法 は
、
(a)前 記 被 験 者 の 及 び 非 ア ル ツ ハ イ マ ー コ ン ト ロ ー ル 被 験 者 の 皮 膚 繊 維 芽 細 胞 を 、 効 果 的
な リ ン 酸 化 刺 激 濃 度 の ブ ラ ジ キ ニ ン と 接 触 さ せ る こ と と 、
(b)前 記 被 験 者 細 胞 の リ ン 酸 化 さ れ た Erk1/2量 を 、 2分 、 5分 、 10分 、 20分 、 お よ び 30分 か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 以 上 の  タ イ ム ポ イ ン ト で 、 リ ン 酸 化 Erk1/2に 特 異 的 な 抗 体 を
用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 測 定 す る こ と と ；
(c)非 ア ル ツ ハ イ マ ー コ ン ト ロ ー ル 被 験 者 の 細 胞 の リ ン 酸 化 Erk1/2量 を 、 (b)と 同 じ タ イ ム
ポ イ ン ト （ 若 し く は 複 数 の タ イ ム ポ イ ン ト ） で 、 リ ン 酸 化 Erk1/2に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い た
ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 測 定 す る こ と と （ こ こ で 、 工 程 (b)お よ び (c)の 前 記 リ ン
酸 化 Erk1/3量 は 、 前 記 細 胞 に 存 在 す る 蛋 白 質 量 に 対 し て ノ ル マ ラ イ ズ さ れ る ） ；
(d) 前 記 タ イ ム ポ イ ン ト で 前 記 被 験 者 細 胞 の リ ン 酸 化 Erk1/2量 と 前 記 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 の
リ ン 酸 化 Erk1/2量 と を 比 較 す る こ と と ； を 含 み 、
１ 以 上 の 前 記 タ イ ム ポ イ ン ト で 前 記 被 験 者 細 胞 の リ ン 酸 化 Erk1/2量 の 前 記 コ ン ト ロ ー ル 細
胞 と 比 較 し た 増 加 が 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 診 断 と な る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
前 記 方 法 は 、 前 記 被 験 者 細 胞 を 蛋 白 質 キ ナ ー ゼ  C活 性 の イ ン ヒ ビ タ ー BiSM-l、 C-src 蛋 白
質 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 の イ ン ヒ ビ タ ー PP1 ; 及 び IP-3 レ セ プ タ ー の イ ン ヒ ビ タ ー ２ －
ア ミ ノ エ ト キ シ ジ フ ェ ニ ル ボ ラ ー ト か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 以 上 の  イ ン ヒ ビ タ ー と
接 触 さ せ る こ と と （ こ こ で 、 前 記 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 と 比 較 し た 前 記 被 験 者 細 胞 に お け る リ
ン 酸 化 Erk1/2量 の 前 記 ブ ラ ジ キ ニ ン 誘 導 性 の 増 加 は 、 前 記 イ ン ヒ ビ タ ー に よ り 減 少 す る ）
、 を 更 に 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
本 発 明 の 更 な る 態 様 は 、 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ し て ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 治 療 ま た は 予 防
に 有 用 な 化 合 物 を 同 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 該 方 法 は 、 次 ぎ の 工 程 、 即 ち ：
(a)AD 被 験 者 の 試 験 皮 膚 繊 維 芽 細 胞 を 、 ス ク リ ー ニ ン グ す る 化 合 物 と 接 触 さ せ る こ と と ；
(b)前 記 被 験 者 の コ ン ト ロ ー ル  皮 膚 繊 維 芽 細 胞 を 前 記 化 合 物 に 対 す る コ ン ト ロ ー ル  薬 剤
と 接 触 さ せ る こ と と 或 い は 前 記 コ ン ト ロ ー ル  繊 維 芽 細 胞 を 非 存 在 下 で 又 は 前 記 化 合 物 も
し く は 前 記 コ ン ト ロ ー ル  薬 剤 の 何 れ か の 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と と ；
(c)工 程  (a)お よ び (b)の 前 、 途 中 、 ま た は 後 に 、 前 記 試 験 お よ び 前 記 コ ン ト ロ ー ル  繊 維
芽 細 胞 を 、 効 果 的 な リ ン 酸 化 刺 激 濃 度 の ブ ラ ジ キ ニ ン で 刺 激 す る こ と と 、
(d)前 記 試 験 お よ び 前 記 コ ン ト ロ ー ル  繊 維 芽 細 胞 に お け る リ ン 酸 化 Erk1/2量 を 、 2分 間 、 5
分 間 、 10分 間 、 20分 間 、 お よ び 30分 間 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 以 上 の  タ イ ム ポ イ ン
ト で 、 リ ン 酸 化 Erk1/2に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 測 定 す る
こ と と （ こ こ で 、 前 記 リ ン 酸 化 Erk1/3量 は 、 前 記 試 験 お よ び コ ン ト ロ ー ル  繊 維 芽 細 胞 に
存 在 す る 蛋 白 質 量 に 対 し て ノ ル マ ラ イ ズ さ れ る ） ；
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(e)前 記 試 験 繊 維 芽 細 胞 に お け る リ ン 酸 化 Erk1/2量 と 前 記 コ ン ト ロ ー ル  繊 維 芽 細 胞 に お け
る リ ン 酸 化 Erk1/2量 と を 比 較 し て 、 前 記 化 合 物 が 前 記 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 と 比 較 し て 前 記 試
験 細 胞 に お け る Erk1/2リ ン 酸 化 の ブ ラ ジ キ ニ ン 誘 導 性 の 増 加 を 阻 害 す る か 又 は 阻 止 す る か
ど う か を 決 定 す る こ と と ； を 含 み 、
前 記 増 加 し た リ ン 酸 化 を 阻 害 す る 又 は 阻 止 す る 化 合 物 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 治 療 ま た は
予 防 に 有 用 な 化 合 物 で あ る と 同 定 さ れ る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
本 発 明 の 方 法 は 、 ヒ ト 細 胞 の 、 ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 蛋 白 質 の 蛋 白 質 分 解 、 ア ミ ロ イ ド  蛋 白
質 β の 分 泌 、 お よ び ／ ま た は  tau 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 を 減 ら す た め の 方 法 で あ っ て （ こ こ
で 、 前 記 細 胞 は コ ン ト ロ ー ル  ヒ ト 細 胞 と 比 較 し て IP3 レ セ プ タ ー が 媒 介 す る MAPK 蛋 白 質
の リ ン 酸 化 が 増 加 し て お り ） 、 前 記 細 胞 を 、 前 記 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 の レ ベ ル に ま で リ ン 酸
化 の 減 少 に 効 果 的 な MAPKリ ン 酸 化 の イ ン ヒ ビ タ ー と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
本 明 細 書 中 に 列 挙 さ れ る 本 発 明 の 構 成 要 件 は 、 当 業 者 に 明 白 な 特 定 の 態 様 の 記 載 に お い て
、 組 み 合 わ さ れ る か 又 は 除 外 さ れ て も よ い 。
【 発 明 の 詳 細 説 明 】
【 ０ ０ ５ １ 】
本 発 明 に よ れ ば 、 ア ク チ ベ ー タ 、 ま た は IP3媒 介 の 細 胞 内 の カ ル シ ウ ム  放 出 を 刺 激 す る 薬
剤 は 、 前 記 背 景 に 記 載 さ れ た よ う な IP3 レ セ プ タ ー 及 び 関 連 す る 経 路 に つ い て の 公 開 さ れ
た 情 報 に 基 づ い て 、 当 業 者 が 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 方 法 を 用 い て 同 定 で き る も の で あ る
。
【 ０ ０ ５ ２ 】
刺 激 ／ 非 刺 激 処 理 後 の リ ン 酸 化 レ ベ ル の 異 常 に 上 昇 し た レ ベ ル 又 は 比 率 は 、 あ る 規 定 時 間
で 非 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 細 胞 で あ る と 判 明 し て い る 細 胞 に 対 し て 予 め 決 定 さ れ た レ ベ ル を 超
え た も の を 意 味 し て お り 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 細 胞 の 特 徴 で あ り 且 つ 非 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 細
胞 の 特 徴 で は な い 統 計 学 的 に 有 意 な 量 で 提 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
指 示 蛋 白 質 、 又 は MAPK 蛋 白 質 と い う 用 語 は 、 一 般 的 に 本 明 細 書 中 で 相 互 に 変 換 可 能 な な
用 語 で あ り 、 ア ク チ ベ ー タ  化 合 物 の 投 与 に 応 答 す る カ ル シ ウ ム  シ グ ナ リ ン グ  経 路 の 一
部 と し て リ ン 酸 化 さ れ る 蛋 白 質 を 意 味 し て お り 、 そ の リ ン 酸 化 の 程 度 は コ ン ト ロ ー ル 細 胞
よ り も AD細 胞 に お い て 明 ら か に 高 い 。 前 記 指 示 蛋 白 質 は 、 そ の 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 が 前 記 細
胞 に お け る IP3R-感 受 性  Ca 2 +  上 昇 と 関 連 し て い る カ ル シ ウ ム  シ グ ナ リ ン グ  経 路 の 蛋 白
質 で あ っ て も よ い 。 指 示 蛋 白 質 ／ MAPK 蛋 白 質 は 、 Erk1/2な ど の IP3Rが 媒 介 す る カ ル シ ウ
ム  放 出 に 応 答 し て リ ン 酸 化 さ れ る も の を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
細 胞 の 活 性 化 又 は 刺 激 と は 、 イ ン タ ク ト 細 胞 が イ ン ビ ト ロ で 前 記 ア ク チ ベ ー タ と 接 触 さ せ
ら れ る こ と を 意 味 し て お り 、 典 型 的 に は 前 記 ア ク チ ベ ー タ  化 合 物 を 含 有 し て い る 溶 液 を
添 加 す る こ と に よ り 実 施 さ れ る か 、 ま た は 当 業 者 に 既 知 の 別 の 様 式 に よ り 実 施 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
ア ク チ ベ ー タ  化 合 物 は 、 ヒ ト 細 胞 へ の 導 入 に 際 し て 、 前 記 指 示 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 を 刺 激
す る も の で あ る 。 ア ク チ ベ ー タ  化 合 物 は 、 前 記 指 示 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 レ ベ ル に 関 し て 、
非 ア ル ツ ハ イ マ ー 被 験 者 の コ ン ト ロ ー ル 細 胞 の 前 記 レ ベ ル と 比 べ て ア ル ツ ハ イ マ ー 被 験 者
の 細 胞 に お い て 異 な る 応 答 を 惹 起 す る 。 ア ク チ ベ ー タ  化 合 物 は 、 細 胞 培 養 培 地 中 に 導 入
さ れ た 場 合 に 効 果 的 で あ る 。 ア ク チ ベ ー タ  化 合 物 を IP3R ア ゴ ニ ス ト と 称 し て も よ く 、 な
ぜ な ら そ れ ら は 直 接 的 に 又 は 間 接 的 に IP3Rが 媒 介 す る 細 胞 内 の Ca 2 + 上 昇 を 誘 導 す る か ら で
あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
指 示 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 レ ベ ル は 、 リ ン 酸 化 指 示 蛋 白 質 （ お よ び 随 意 的 に 非 リ ン 酸 化 指 示 蛋
白 質 ） の 量 を 測 定 す る こ と と 、 並 び に 解 析 さ れ る サ ン プ ル に お け る 指 示 蛋 白 質 の 全 量 に 対
す る 前 記 リ ン 酸 化 蛋 白 質 量 を ノ ル マ ラ イ ズ す る こ と と 、 に よ り 一 般 的 に 決 定 さ れ る 。 計 算
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さ れ た 応 答 リ ン 酸 化 レ ベ ル お よ び 基 礎 の 若 し く は バ ッ ク グ ラ ン ド の リ ン 酸 化 レ ベ ル は 、 そ
れ ゆ え 特 定 時 間 （ given time） で の 前 記 指 示 蛋 白 質 の 絶 対 量 の 差 に よ っ て 影 響 さ れ な い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
識 別 可 能 タ イ ム ポ イ ン ト （ discriminatory time point） 、 ま た は 前 記 細 胞 を 前 記 ア ク チ
ベ ー タ  化 合 物 で 刺 激 し た 後 の 規 定 時 間 は 、 AD細 胞 と 判 明 し た 細 胞 の 及 び コ ン ト ロ ー ル 細
胞 と 判 明 し た 細 胞 の 指 示 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 レ ベ ル 間 を 較 正 し て 統 計 学 的 に 有 意 な 差 が 認 め
ら れ る よ う に 選 択 さ れ る 。 前 記 の 差 は 、 前 記 規 定 時 間 で 最 大 で あ っ て も よ い が 、 こ れ は 必
須 で は な く 、 試 験 の 他 の パ ラ メ ー タ ー に 依 存 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
任 意 の 特 定 の ア ク チ ベ ー タ  化 合 物 に 対 し 、 有 限 数 （ finite number） の 適 切 な  指 示 蛋 白
質 が 存 在 し 、 そ の 逆 も 同 様 で あ る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 前 記 ア ク チ ベ ー タ  化 合 物 お よ び 指
示 蛋 白 質 の 組 み 合 わ せ は 、 次 の よ う に 選 択 さ れ る 。 即 ち 、 前 記 ア ク チ ベ ー タ が 、 前 記 細 胞
を 前 記 ア ク チ ベ ー タ と 接 触 さ せ る 工 程 後 の 規 定 時 間 で 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 被 験 者 の 細 胞 に お
け る 前 記 指 示 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 レ ベ ル に お い て 、 健 常  コ ン ト ロ ー ル 細 胞 の 前 記 レ ベ ル と
比 べ て 異 な る 応 答 を 惹 起 す る よ う に 前 記 組 み 合 わ せ が 選 択 さ れ る 。 当 業 者 は 、 そ の よ う な
異 な る リ ン 酸 化 が 生 じ る か ど う か を 決 定 す る こ と に よ り 、 適 切 な  指 示 蛋 白 質 お よ び ア ク
チ ベ ー タ  化 合 物 を 選 択 し え る 。 一 連 の 指 示 蛋 白 質 お よ び ア ク チ ベ ー タ  化 合 物 を 選 択 し て
、 次 に 前 記 ア ッ セ イ  パ ラ メ ー タ ー が 、 識 別 可 能 タ イ ム ポ イ ン ト 、 前 記 蛋 白 質 お よ び ア ク
チ ベ ー タ の 適 切 な 濃 度 、 前 記 リ ン 酸 化 蛋 白 質 も し く は 非 リ ン 酸 化 蛋 白 質 に 対 す る 適 切 な  
抗 体 、 或 い は 他 の 検 出 手 段 等 に 関 し て 最 適 化 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
基 礎 リ ン 酸 化 レ ベ ル に 対 す る 活 性 化 し た リ ン 酸 化 レ ベ ル の 比 率 の 計 算 は 、 当 然 な が ら 反 対
に 計 算 し て も よ い 。 即 ち 、 便 宜 上 、 我 々 は 判 明 し た レ ベ ル よ り も 高 い 活 性 化 ／ 基 礎 の 比 率
を 指 標 と し て 使 用 し て い る が 、 前 記 比 率 の 分 子 お よ び 分 母 を 反 転 さ せ る こ と に よ り 、 活 性
化 し て い な い リ ン 酸 化 と い う 視 点 で 観 察 し た レ ベ ル が 判 明 し た レ ベ ル よ り も 低 い と 考 え ら
れ る 場 合 に 同 じ 結 果 が 得 ら れ る こ と は 当 業 者 に 自 明 で あ る 。 従 っ て 、 前 記 比 率 の 計 算 が 本
明 細 書 中 に 一 様 式 （ one way） に お い て 記 載 さ れ る 場 合 、 そ れ に は 逆 に 計 算 す る こ と を も
含 ま れ る こ と は 当 業 者 に 自 明 で あ る 。 ま た 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る よ う な 比 率 の 計 算 は
有 用 な 比 較 数 （ comparative numbers） を 提 供 す る の に 有 益 で あ る が 、 リ ン 酸 化 レ ベ ル の
活 性 化 と 基 礎 と の 間 の 及 び 試 験 被 験 者 と コ ン ト ロ ー ル  被 験 者 と の 間 の 絶 対 差 （ absolute 
differences） の 計 算 も ま た 本 発 明 に し た が っ て 用 い ら れ 、 こ の 計 算 も 有 効 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
規 定 の 又 は 識 別 可 能 な 時 間 で 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 細 胞 お よ び 非 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 細 胞 と 判
明 し た 細 胞 に 関 し て 予 め 決 定 し た 比 率 が 、 チ ャ ー ト に 記 載 さ れ る か 又 は 診 断 の 結 果 を 決 定
し 得 る コ ン ピ ュ ー タ デ ー タ ベ ー ス に 入 力 さ れ る 。 従 っ て 、 実 際 に は 診 断 の 試 験 が 実 施 さ れ
、 活 性 化 ／ 基 礎  リ ン 酸 化 比 率 が 計 算 さ れ 、 そ し て そ の 計 算 さ れ た 比 率 が ア ル ツ ハ イ マ ー
病 細 胞 と 判 明 し た 細 胞 に 関 し て 予 め 決 定 さ れ た 比 率 と 同 じ か 又 は そ れ を 超 え る 場 合 、 診 断
は 陽 性 で あ る 。 前 記 の 計 算 さ れ た 比 率 が 、 非 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 細 胞 と 判 明 し た 細 胞 に 関 し
て 予 め 決 定 し た 比 率 よ り も 低 い 場 合 、 診 断 は 陰 性 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
本 発 明 は 、 BK 刺 激 に 対 す る MAP キ ナ ー ゼ  (MAPK) 蛋 白 質 の 応 答 の 測 定 を 含 む ADの た め の
診 断 試 験 を 提 供 す る 。 AD細 胞 に お け る 応 答 は 、 年 齢 が 適 合 し た コ ン ト ロ ー ル （ 痴 呆 に 関 連
す る 疾 患 を 含 む 、 他 の 疾 患 を 罹 患 し た 被 験 者 を 含 ん で い て も よ い ） の 細 胞 に お け る 応 答 と
比 較 さ れ る 。 好 適 な 態 様 に お い て 、 前 記 試 験 は 、 前 記 細 胞 を BKで 刺 激 し た 後 に AD （ 家 族
性 お よ び 非 家 族 性  タ イ プ の 双 方 の ） の 存 在 を 診 断 す る 試 験 で あ っ て 、 皮 膚 繊 維 芽 細 胞 に
お け る Erkl/Erk2の 異 常 に 高 い リ ン 酸 化 の 検 出 に 基 づ く 試 験 で あ る 。 リ ン 酸 化 の 評 価 は 、
ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ ま た は 他 の ア プ ロ ー チ に よ る も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
リ ン 酸 化 は 生 化 学 的 な 反 応 で あ っ て 、 そ の 反 応 に お い て リ ン 酸 基 が 蛋 白 質 の Ser, Thrま た
は Tyr残 基 に 付 加 さ れ 、 そ し て リ ン 酸 化 は 蛋 白 質 キ ナ ー ゼ  酵 素 に よ っ て 触 媒 さ れ る 。
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【 ０ ０ ６ ３ 】
リ ン 酸 化 は 、 通 常 は 標 的  蛋 白 質 の 機 能 を 修 飾 し 、 典 型 的 に は 活 性 化 を 生 じ る 。 細 胞 の 恒
常 性 機 構 の 一 部 と し て 、 リ ン 酸 化 は 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ と 称 さ れ る 他 の 酵 素 に よ り 元 に 戻 る
ご く 一 時 的 な プ ロ セ ス で あ る 。 前 記 の 反 応 （ リ ン 酸 化  vs. 脱 リ ン 酸 化 ） の 何 れ か の 側 に
お い て 異 常 性 が 存 在 す る こ と に よ り 、 細 胞 機 能 が 崩 壊 さ せ ら れ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
こ れ ら の 崩 壊 が 、 様 々 な 脳 疾 患 の 基 礎 的 な 土 台 （ fundamental underpinnings） で あ る 可
能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
本 発 明 に し た が っ て 、 カ ル シ ウ ム  シ グ ナ リ ン グ  経 路  モ ジ ュ レ ー タ ー に 応 答 す る 指 示 蛋
白 質 の 上 昇 し た リ ン 酸 化 を 生 じ さ せ る 異 常 な リ ン 酸 化 活 性 が 、 診 断 を 解 析 中 の AD患 者 に お
い て 検 出 さ れ る 。 前 記 異 常 は 、 健 常  患 者 の 細 胞 に お け る 前 記 レ ベ ル に 対 し て 、 特 定 の タ
イ ム で リ ン 酸 化 が 増 加 ま た は 減 少 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
任 意 の 末 梢 組 織 （ 即 ち 、 中 枢 神 経 系 の 外 側 ） に お け る AD特 異 的 な 差 の 検 出 は 、 ADの 早 期 診
断 の た め の 並 び に 薬 剤 開 発 の た め の 治 療 上 の 標 的 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 及 び 同 定 す る た め
の 経 済 的 な 試 験 の 基 礎 と し て 利 用 さ れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 ADの 存 在 ま た は 非 存 在 を 検
出 す る た め の 方 法 、 試 薬 、 お よ び キ ッ ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
MAPK 酵 素 は 、 細 胞 外 シ グ ナ ル を 細 胞 核 へ 伝 達 す る こ と に お い て 中 心 的 な 役 割 を 担 っ て お
り 、 遺 伝 子 発 現 を コ ン ト ロ ー ル す る 。 そ れ ら は 、 Ａ Ｄ の 病 因 に お い て 重 要 な 事 項 で あ る 、
微 小 管 関 連 蛋 白 質 tauの リ ン 酸 化 の 制 御 に 並 び に β ア ミ ロ イ ド  蛋 白 質 の 産 生 お よ び 分 泌 に
も 関 与 し て い る 。 本 発 明 に よ る と 、 MAPK　 Erk1/2の 異 常 に 長 期 化 し た リ ン 酸 化 が 、 年 齢 が
適 合 し た  コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し た 場 合 に BKに よ る 刺 激 に 応 答 し て AD 繊 維 芽 細 胞 中 で 生 じ
、 そ し て 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
本 発 明 の 発 明 者 は BKに よ る 刺 激 で 最 初 の 試 験 を 実 施 し た が 、 BKは 細 胞 の IP3 レ セ プ タ ー の
刺 激 を 達 成 す る 一 様 式 を 代 表 し て い る こ と を 理 解 す べ き で あ る 。 従 っ て 、 本 明 細 書 中 の BK
に 関 す る 記 載 は 、 他 の 適 切 な  ア ク チ ベ ー タ ま た は 刺 激 化 合 物 を 含 む と 解 釈 さ れ る 。 こ の
刺 激 は 、 ADの 特 性 で あ る 増 大 し た Erk1/2 リ ン 酸 化 を 生 じ る 共 通 の ス テ ッ プ と し て 働 く 。
実 際 、 IP3 レ セ プ タ ー の 阻 害 が BK刺 激 に よ る Erk1/2リ ン 酸 化 を 全 面 的 に 無 効 化 す る こ と が
観 察 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
Erk1/2 リ ン 酸 化 の AD特 異 的 な 増 加 は 、 AD細 胞 に お け る PKCお よ び MAP キ ナ ー ゼ  キ ナ ー ゼ
（ MAPK/Erk キ ナ ー ゼ ま た は MEKと し て も 知 ら れ る ） ア イ ソ フ ォ ー ム の 遺 伝 子 の 増 強 発 現 に
、 同 様 に 微 小 管 関 連 蛋 白 質 tauお よ び MAPKを 脱 リ ン 酸 化 す る ホ ス フ ァ タ ー ゼ １ 、 ２ Ａ 、 お
よ び ２ Ｂ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 減 弱 発 現 に 関 連 し て い た 。 AD細 胞 に お け る 遺 伝 子 発 現 の 変
更 は 、 蛋 白 質 キ ナ ー ゼ と ホ ス フ ァ タ ー ゼ と の 間 の 活 性 バ ラ ン ス を 変 化 さ せ 、 こ の こ と に よ
り AD特 異 的 な 長 期 化 し た Erk1/2活 性 化 に 、 同 様 に AD脳 で 神 経 原 繊 維 錯 綜 を 形 成 す る tauの
過 剰 リ ン 酸 化 に 影 響 し 得 る 。 皮 膚 繊 維 芽 細 胞 に お け る こ れ ら の Erk1/2 異 常 活 性 の 検 出 は
、 脳 で の 類 似 す る 変 化 を 反 映 し て お り 、 そ れ ゆ え こ の 検 出 に よ り ADの 早 期 の 病 理 生 理 学 的
な 診 断 が な さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
従 っ て 、 本 発 明 に よ れ ば 、 BK 刺 激 は 、 AD 繊 維 芽 細 胞 に お い て Erk1/2リ ン 酸 化 の 異 常 に 長
期 化 し た 増 加 を 生 じ 、 IP3 レ セ プ タ ー が 媒 介 す る Ca 2 +  放 出 に 依 存 し た 変 化 を 生 じ る 。 IP3
 キ ナ ー ゼ は 、 非 AD コ ン ト ロ ー ル 細 胞 を BK刺 激 し た 際 の Erk1/2 リ ン 酸 化 に 関 与 し て い る
よ う に 思 わ れ る が 、 AD細 胞 に お け る Erk1/2の こ の リ ン 酸 化 は IP3 キ ナ ー ゼ -非 依 存 性 で あ
る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
Erk1/2 リ ン 酸 化 に お け る AD特 異 的 な 増 加 は 、 IP3が 媒 介 す る Ca放 出 に 続 く も の で あ っ た 。
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蛋 白 質 キ ナ ー ゼ  C (PKC)お よ び 非 レ セ プ タ ー  蛋 白 質 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ  (PTK) c-Srcは 、 E
rk1/2活 性 化 の 上 流 の シ グ ナ リ ン グ  経 路 に 関 与 し て お り 、 こ れ は PKC イ ン ヒ ビ タ ー  ビ ス
イ ン ド リ ル マ レ イ ミ ド － １ お よ び c-Src イ ン ヒ ビ タ ー （ PP1） の 双 方 が BK刺 激 に よ る Erk1/
2 リ ン 酸 化 を 完 全 に 無 効 化 す る と の 結 果 に よ り 示 さ れ て い る 。 PI-3 キ ナ ー ゼ 、 LY924002
が 、 コ ン ト ロ ー ル 非 AD細 胞 中 の BK刺 激 に よ る Erk1/2 リ ン 酸 化 を 部 分 的 に 阻 害 し た が 、 AD
細 胞 に お い て は 如 何 な る 効 果 も 示 し て い な い 。 こ の こ と は 、 BK誘 導 に よ る Erk1/2 リ ン 酸
化 が PI-3 キ ナ ー ゼ に 非 依 存 性 の シ グ ナ リ ン グ  経 路 に 関 与 し て い る だ ろ う こ と を 示 唆 し て
い る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
cAMP応 答 因 子 結 合 蛋 白 質 (CREB)の 活 性 化 （ Ser-133の リ ン 酸 化 の 増 加 と し て 測 定 さ れ る ）
も 、 BK 刺 激 後 に 観 察 さ れ た 。 Erk1/2 リ ン 酸 化 と 類 似 し て 、 BK誘 導 に よ る CREB リ ン 酸 化
は 、 ACお よ び AD細 胞 の 双 方 で PKCお よ び c-srcの イ ン ヒ ビ タ ー に よ っ て 完 全 に 阻 害 さ れ た 。
AC細 胞 （ AD細 胞 で は な く ） に お け る CREB リ ン 酸 化 の み が 、 IP-3 キ ナ ー ゼ  イ ン ヒ ビ タ ー  
LY-294002に よ り 部 分 的 に 阻 害 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
異 常 に 増 強 し 且 つ 長 期 化 し た  Erk1/2の リ ン 酸 化 及 び 活 性 化 を 生 じ る 、 AD細 胞 に お け る BK
に 応 答 し た シ グ ナ リ ン グ  経 路 の 撹 乱 （ derangement） が 、 遺 伝 子 転 写 、 APP (ア ミ ロ イ ド
前 駆 体 蛋 白 質 )プ ロ セ ッ シ ン グ お よ び tau 蛋 白 質 リ ン 酸 化 な ど の 細 胞 作 用 （ こ れ ら の 全 て
は ADの 病 因 の 基 礎 に 存 在 す る ） を 順 番 に 混 乱 （ perturb） さ せ る こ と を こ れ ら の 結 果 は 示
唆 し て い る 。 こ れ ら の 経 路 に お け る 変 化 を 理 解 す る こ と は 、 ADの 顕 著 な 特 徴 （ hallmark）
で あ る 早 期 の 物 忘 れ を 解 明 す る 助 け と な る か も し れ な い 。 加 え て 、 末 梢 組 織 の AD特 異 的 な
差 を 検 出 す る こ と に よ り 、 （ １ ） ADの 早 期 診 断 の た め の 効 率 的 な 手 段 、 お よ び （ ２ ） 薬 開
発 の 治 療 上 の 標 的 を 同 定 す る た め の 生 化 学 的 基 礎 、 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
上 述 の 事 項 、 お よ び 同 じ 細 胞 は 異 な る 外 部 メ ッ セ ー ジ を エ ン コ ー ド （ encode） す る た め に
異 な る 組 み 合 わ せ の 細 胞 内 Ca 2 + 放 出 メ ッ セ ン ジ ャ ー を 使 用 す る だ ろ う と の 理 由 を 考 慮 す る
と 、 IP3 レ セ プ タ ー を 刺 激 し て カ ル シ ウ ム の 内 部 ス ト ア の 放 出 を 生 じ る こ と が 可 能 な 任 意
の 薬 剤 が 、 本 発 明 の 試 験 に 使 用 で き 、 そ し て AD細 胞 の 増 加 し た Erk1/2 リ ン 酸 化 特 性 の 誘
導 物 質 で あ る 可 能 性 が あ る 。 ま た 、 BKは か か る 薬 剤 の １ つ で あ る が 、 他 の BK レ セ プ タ ー  
ア ゴ ニ ス ト も 同 様 に 有 用 で あ る 。 ま た 、 IP3 レ セ プ タ ー に 対 す る リ ガ ン ド で あ る 分 子 も 、
使 用 し 得 る 。 IP3 レ セ プ タ ー は 、 ATP, カ ル シ ウ ム , 並 び に 蛋 白 質 キ ナ ー ゼ  A, 蛋 白 質 キ
ナ ー ゼ  C, お よ び Ca 2 +  カ ル モ ジ ュ リ ン 依 存 性  蛋 白 質 キ ナ ー ゼ  II (CaM キ ナ ー ゼ  II)に
よ る リ ン 酸 化 に よ り 制 御 さ れ る の で 、 ATPの 又 は こ れ ら キ ナ ー ゼ の レ ベ ル を 若 し く は 活 性
を 調 節 す る 薬 剤 は 、 類 似 す る 効 果 を 達 成 さ せ る こ と が 可 能 で あ り 且 つ 本 発 明 に お け る BKの
代 用 と な る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
か か る 薬 剤 の １ つ は 、 14 ア ミ ノ 酸 ペ プ チ ド で あ る ボ ン ベ シ ン （ Anastasi A. et al., Arc
h Biochem Biophys, 1972,148: 443-446; Woodruff GN et al., Ann N Y Acad Sci, 1996
, 780 : 223-243） 、 又 は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な ア ナ ロ グ 若 し く は 断 片 （ Rivier JE et al
., Biochemistry, 1978, 17: 1766-71; Orloff MS et al., peptides, 1984 5: 865-70; 
Walsh, JH et al., peptides, 1985, 6 Suppl 3: 63-68） で あ る 。 も う 一 つ は 、 コ レ シ ソ
キ ニ ン で あ る 。 ボ ン ベ シ ン お よ び コ レ シ ト キ ニ ン が 誘 導 す る IP3お よ び IP3 レ セ プ タ ー を
介 し た カ ル シ ウ ム シ グ ナ リ ン グ に 関 し て は 、 例 え ば 、 文 献 （ Cook SJ et al., Biochem J,
 1990,265: 617-620 Schulz I et al., Biol Chem, 1999,380: 903-908 ; Burdakov D, e
t al., Curr Biol, 2000,10: 993-996） を 参 照 の こ と 。 試 験 は 皮 膚 繊 維 芽 細 胞 を 用 い て 本
明 細 書 中 に 例 示 さ れ る が 、 取 得 し 、 そ し て 処 理 す る の に よ り 便 利 な 他 の 細 胞 が 、 本 発 明 の
試 験 に 使 用 さ れ る 。 従 っ て 、 血 液 細 胞 （ 好 ま し く は 、 リ ン パ 球 ま た は モ ノ サ イ ト ） が 末 梢
血 か ら 容 易 に 調 製 さ れ 、 そ し て 本 発 明 に し た が っ て 使 用 さ れ る 。 当 業 者 は 、 適 切 な  タ イ
ム ポ イ ン ト お よ び 実 験 条 件 を 較 正 し て 、 適 切 な  指 示 蛋 白 質 お よ び ア ク チ ベ ー タ  化 合 物 を
用 い て 、 か か る 細 胞 に 基 づ く 診 断 方 法 を 得 る こ と が 可 能 で あ る 。
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【 ０ ０ ７ ６ 】
本 発 明 の 発 明 者 等 は 、 重 要 な 酵 素 で あ る MAPK〔 マ イ ト ゲ ン 活 性 化 蛋 白 質 キ ナ ー ゼ  (MAP キ
ナ ー ゼ )を 意 味 し て い る 〕 の 活 性 が 、 年 齢 が 適 合 し た  コ ン ト ロ ー ル の 細 胞 と 比 較 し て 、 ア
ル ツ ハ イ マ ー 病  皮 膚 繊 維 芽 細 胞 中 で 異 常 に 長 期 化 し た イ ン タ ー バ ル で 刺 激 さ れ て い た こ
と を 発 見 し た 。 以 下 に 記 載 す る 実 施 例 は 、 Erk1/2の リ ン 酸 化 が 、 BKで の 刺 激 に 際 し て AD 
繊 維 芽 細 胞 中 で 長 期 化 し て い た こ と を 示 し て い る 。 IP3 レ セ プ タ ー が 媒 介 す る Ca 2 +  放 出
、 並 び に PKCお よ び 非 レ セ プ タ ー  蛋 白 質 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ  (PTK) c-Srcの 活 性 は 、 こ の Er
k1/2 リ ン 酸 化 に 必 須 で あ る 。 IP3 キ ナ ー ゼ は AC細 胞 の BK刺 激 に よ る Erk1/2 リ ン 酸 化 に 関
与 す る と 思 わ れ る が 、 AD細 胞 の 同 じ リ ン 酸 化 は IP3 キ ナ ー ゼ 非 依 存 性 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
本 発 明 に よ れ ば 、 細 胞 は 、 IP3 レ セ プ タ ー を 刺 激 し て 細 胞 内 の カ ル シ ウ ム を 放 出 す る 薬 剤
で 刺 激 さ れ る ； か か る 薬 剤 の 例 は 、 BKお よ び そ の ア ナ ロ グ で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
BKは 強 力 な ノ ナ ペ プ チ ド で あ り 、 こ れ は 特 異 的 な BK レ セ プ タ ー に 結 合 し 、 そ し て こ れ を
活 性 化 し 、 順 番 に 細 胞 内 の 分 子 イ ベ ン ト の カ ス ケ ー ド を 惹 起 す る 。 こ の イ ベ ン ト に は 、 IP
3 レ セ プ タ ー の 刺 激 お よ び MAPK 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 が 含 ま れ る 。 リ ン 酸 化 は 生 化 学 的 反 応
で あ り 、 こ の 反 応 に お い て リ ン 酸 基 が 蛋 白 質 に 結 合 す る 。 こ の 反 応 は 、 蛋 白 質 キ ナ ー ゼ と
称 さ れ る 酵 素 に よ っ て 開 始 さ れ る ； こ れ に よ り 普 通 は 標 的  蛋 白 質 の 機 能 が 修 飾 さ れ 、 そ
し て 通 常 は 蛋 白 質 の 活 性 化 を 生 じ る 。 細 胞 は そ の 機 能 に 関 し て バ ラ ン ス の と れ た シ ス テ ム
を 維 持 す る こ と が 要 求 さ れ る 。 故 に リ ン 酸 化 は ほ ん の 一 時 的 な プ ロ セ ス で あ り 、 こ れ は ホ
ス フ ァ タ ー ゼ と 称 さ れ る 別 の 酵 素 で 元 に 戻 さ れ る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
前 記 の 反 応 （ リ ン 酸 化  vs. 脱 リ ン 酸 化 ） の 何 れ か の 側 に お い て 異 常 性 が 存 在 す る こ と に
よ り 、 分 子 ネ ッ ト ワ ー ク の 統 合 性 を 壊 し 、 そ し て 細 胞 機 能 を 崩 壊 さ せ る 。 こ れ ら の 崩 壊 が
、 様 々 な 脳 疾 患 の 基 礎 的 な 土 台 （ fundamental underpinnings） で あ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
こ の よ う に AD 繊 維 芽 細 胞 に お い て MAPKリ ン 酸 化 が 長 期 間 持 続 す る こ と は 、 こ れ ら の 細 胞
に お い て 本 酵 素 の 活 性 が 異 常 に 増 強 し た こ と を 示 し て い る 。 こ の AD特 異 的 な 効 果 は 、 他 の
異 常 な 細 胞 の 及 び 酵 素 的 な 活 性 に 関 連 す る よ う に 思 わ れ る 。 長 期 化 し た MAPK リ ン 酸 化 は
、 IP3 レ セ プ タ ー に よ り 媒 介 さ れ る 細 胞 内 の 特 定 の 貯 蔵 部 位 か ら の 過 剰 な Ca 2 +  放 出 に 対
し て 二 次 的 （ secondary） な も の で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
MAPKリ ン 酸 化 が PI3 キ ナ ー ゼ 活 性 に 部 分 的 に 依 存 性 で あ り 、 そ し て PI3 キ ナ ー ゼ 依 存 性 の
機 構 が AD細 胞 中 の MAPKリ ン 酸 化 に 関 与 し て い る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
AD細 胞 に お け る 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 年 齢 が 適 合 し た  コ ン ト ロ ー ル 細 胞 と 比 較 し た
際 に 、 本 発 明 の 発 明 者 等 は 、 PKCお よ び MEKの 発 現 が AD細 胞 に お い て 増 加 し て い た こ と を 見
出 し た 。 PKC及 び MEKの 双 方 は 、 MAPKリ ン 酸 化 を 触 媒 す る 上 流 の 分 子 で あ る 。 ま た 、 本 発 明
の 発 明 者 等 は 、 MAPKを 脱 リ ン 酸 化 す る い く つ か の ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 発 現 の 減 少 を も 見 出 し
た 。 そ れ 故 、 不 均 衡 （ 即 ち 、 AD細 胞 に お い て 診 断 上 有 用 な 差 の 原 因 で あ る MAPK リ ン 酸 化
を 制 御 す る 酵 素 の 量 お よ び 活 性 が 組 み 合 わ さ れ た 変 化 ） は 、 MAPK リ ン 酸 化 を 長 期 化 さ せ
る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
本 発 明 は 、 ADに お い て 異 常 に 増 強 し た  MAPK活 性 を 最 初 に 発 見 し た 発 明 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
MAPKフ ァ ミ リ ー の 酵 素 は 、 細 胞 膜 か ら 核 へ の 細 胞 シ グ ナ リ ン グ に お け る 決 定 的 な ス テ ッ プ
を 担 っ て い る 。 そ れ ら は 、 細 胞 表 面 で 作 用 す る 様 々 な シ グ ナ ル （ 例 え ば 、 マ イ ト ゲ ン ） に
よ り 刺 激 さ れ 、 そ し て 細 胞 分 裂 （ マ イ ト ー シ ス ） を 生 じ る 。 こ の プ ロ セ ス は 損 傷 ま た は 病
気 に よ っ て 傷 害 を 受 け た 細 胞 の 成 長 お よ び 発 生 、 同 様 に 交 換 お よ び ／ ま た は 修 復 に 必 要 と
さ れ る 。
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【 ０ ０ ８ ５ 】
ま た 、 MAPKは 、 学 習 お よ び 記 憶 形 成 な ど の 機 能 の 基 礎 で あ る ニ ュ ー ロ ン の シ グ ナ ル 伝 達 に
お い て 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る 。 ま た 、 MAPKは 、 脳 細 胞 に お い て ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド β AP
の 分 泌 お よ び tau 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 を 制 御 す る 。 神 経 細 胞 外 側 で の β APの 蓄 積 、 お よ び ta
uの 過 剰 リ ン 酸 化 は 、 ニ ュ ー ロ ン に 対 し て 毒 性 が 高 く 、 そ れ ぞ れ プ ラ ー ク お よ び 神 経 原 繊
維 錯 綜 (NFT)を 生 じ る 。 実 際 、 こ れ ら は AD脳 に お け る ２ つ の 特 徴 的 な 病 理 学 的 な 特 性 で あ
る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
本 発 明 に よ る と 、 異 常 に 増 強 し た  MAPK活 性 は 、 異 常 な ア ミ ロ イ ド プ ロ セ シ ン グ お よ び tau
 蛋 白 質 機 能 に 影 響 す る 。 こ の 結 果 は 、 ADの 病 理 生 理 学 と 同 様 に 脳 に お け る 正 常 な 記 憶 形
成 に 関 す る 分 子 的 理 解 の 基 礎 に 新 た な 見 識 を 提 供 す る 。 こ の 後 者 を 理 解 す る こ と に よ り 、
前 記 疾 患 の 予 防 お よ び 治 療 の た め の 新 規 分 子 標 的 の 同 定 を 達 成 す る こ と が 期 待 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
現 時 点 の 実 用 に お い て 、 本 発 明 の 結 果 は 、 迅 速 な 臨 床 診 断 の 重 要 性 を 示 す 結 果 で あ る 。 な
ぜ な ら (a) 皮 膚 繊 維 芽 細 胞 が 、 家 族 性 お よ び 非 家 族 性 双 方 で 、 ADの 特 徴 的 な MAPK活 性 の 変
化 を 提 示 し 、 (b) 皮 膚 繊 維 芽 細 胞 は 、 大 変 簡 単 に 取 得 さ れ （ 脳 組 織 と 比 べ て ） 、 皮 膚 繊 維
芽 細 胞 で 実 施 し た MAPKに 基 づ く 診 断 試 験 は 、 ADの 早 期 診 断 の た め の 単 純 で 且 つ 経 済 的 な 試
験 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
本 発 明 に よ る 新 た な る 発 見 は 、 「 過 剰 な カ ル シ ウ ム  シ グ ナ リ ン グ が BK刺 激 さ れ た AD 繊 維
芽 細 胞 に お い て 検 出 可 能 で あ っ た （ Ito et al., 1994; Gibson et at., 1996; Etcheberr
igaray, et al., 1998） 」 と い う 他 者 に よ り 見 出 さ れ た 知 見 と 整 合 性 が あ る 発 見 で あ る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ８ ９ 】
本 研 究 は 、 52～ 67歳 の 範 囲 の AD患 者 ２ ０ 個 体 の 皮 膚 繊 維 芽 細 胞 お よ び 年 齢 が 適 合 し た  コ
ン ト ロ ー ル ２ ２ 個 体 の 皮 膚 繊 維 芽 細 胞 を 使 用 し た 。 サ ン プ ル の い く つ か は 、 以 前 に 保 存 さ
れ た 細 胞 で あ っ た が 、 他 の 細 胞 は ヒ ト 皮 膚 か ら 新 た に 採 取 さ れ 、 そ し て 培 養 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
＜ 材 料 お よ び 方 法 ＞
家 族 性  (FAD)お よ び 非 家 族 性  (nFAD) AD患 者 の 皮 膚 繊 維 芽 細 胞 並 び に 年 齢 が 適 合 し た  コ
ン ト ロ ー ル (AC)の 保 存 さ れ た 皮 膚 繊 維 芽 細 胞 は 、 Coriell Institute for Medical Resear
chか ら 購 入 し た 。 培 養 液 は 、 ウ シ 胎 児 血 清 （ FBS ; Bio Fluids） を 添 加 し た ダ ル ベ ッ コ ・
モ デ ィ フ ァ イ ド ・ イ ー グ ル ス 培 地 （ DMEM; Gibco BRL） を 使 用 し た 。 ブ ラ ジ キ ニ ン 、 ジ フ
ェ ニ ル ボ リ ッ ク ア シ ッ ド ２ － ア ミ ノ エ チ ル エ ス テ ル  (2ABP； diphenylboric acid 2-amino
ethyl ester)、 プ ロ テ ア ー ゼ 及 び ホ ス フ ァ タ ー ゼ  イ ン ヒ ビ タ ー  カ ク テ ル は シ グ マ 社 か ら
； ビ ス イ ン ド リ ル マ レ イ ミ ド （ BiSM-1； ビ ス イ ン ド リ ル マ レ イ ミ ド -1） 及 び LY29400は Ale
xis社 か ら ； PP1は ビ シ ョ ッ プ 博 士 （ Dr Anthony Bishop, Princeton University） か ら 入
手 し た 。 抗 リ ン 酸 化 Erk1/2、 抗 リ ン 酸 化 CREB、 お よ び 抗 CREB 抗 体 は Cell シ グ ナ ル ing Te
chnology社 か ら 入 手 し た 。 抗 Erk1/2 抗 体 は 、 Upstate Biotechnology社 か ら 入 手 し た 。 4-
20% SDS-ミ ニ ゲ ル は 、 Invertrogene Novexか ら 入 手 し た 。 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 は 、 Schlei
cher & Schuellよ り 入 手 し た 。 全 て の Ｓ Ｄ Ｓ 電 気 泳 動 試 薬 は 、 バ イ オ ラ ッ ド 社 か ら 入 手 し
た 。 ス ー パ ー シ グ ナ ル ケ ミ ル ミ ネ ッ セ ン ト 基 質 キ ッ ト は 、 ピ ア ス 社 か ら 入 手 し た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
［ ACお よ び AD 繊 維 芽 細 胞 の 培 養 ］
家 族 性  (FAD)お よ び 非 家 族 性  (nFAD) 両 方 の タ イ プ を 含 む ア ル ツ ハ イ マ ー 病 患 者 の 、 並 び
に 年 齢 が 適 合 し た  コ ン ト ロ ー ル (AC)の 保 存 さ れ た 繊 維 芽 細 胞 を 、 DMEM + 10% FBSと 共 に T
-25/T75フ ラ ス コ 中 で 維 持 お よ び 継 代 し た 。 前 記 細 胞 を ５ ２ ～ ６ ７ 歳 の 範 囲 の 被 験 者 か ら
採 取 し た （ ８ ０ ％ 以 上 の サ ン プ ル は 男 性 か ら 採 取 し た ） 。 前 記 細 胞 を 継 代 6～ 17の 間 に 使
用 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
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［ バ イ オ プ シ ー に よ り 新 た に 採 取 し た 繊 維 芽 細 胞 の プ ロ セ シ ン グ お よ び 培 養 ］
新 規 に 取 得 し た 皮 膚 組 織 か ら の 繊 維 芽 細 胞 の 採 取 と 培 養 は 以 下 の よ う に 実 施 し た 。 nFAD患
者 お よ び 年 齢 が 適 合 し た  コ ン ト ロ ー ル か ら パ ン チ バ イ オ プ シ ー 皮 膚 組 織 を 、 Copper Ridg
e Institute (Sykesville, MD)お よ び Johns Hopkins Hospital (Baltimore, MD)で 資 格 の
あ る 担 当 者 が 許 可 さ れ た プ ロ ト コ ー ル に し た が っ て 採 取 し た 。 サ ン プ ル を １ x PBS中 に 配
置 し 、 そ し て 輸 送 用 培 地 に 入 れ て プ ロ セ シ ン グ を 行 う 研 究 室 へ と 輸 送 し た 。 組 織 を 、 輸 送
用 培 地 か ら 取 り 出 し 、 PBSで リ ン ス し 、 そ し て 1mmの 外 植 片 に 切 断 し た 。 外 植 片 を 、 45% FB
S並 び に 100 U/ml ペ ニ シ リ ン 及 び 100 U/ml ス ト レ プ ト マ イ シ ン  (Pen/Strep)を 含 有 す る 3
 mlの バ イ オ プ シ ー 培 地 を 入 れ た 通 気 処 置 （ vented） T-25フ ラ ス コ の 成 長 表 面 （ growth su
rface） 上 に 個 別 に 移 し た 。 前 記 組 織 を 、 10% FBSを 含 有 し て い る 2 mlの バ イ オ プ シ ー 培 地
の 添 加 前 に ２ ４ 時 間 ３ ７ ℃ で 培 養 し た 。 前 記 培 地 を 、 ４ ８ 時 間 後 に 、 10% FBSお よ び Pen/S
trepを 含 有 し て い る 標 準 の 培 養 培 地 5 mlで 置 換 し た 。 前 記 細 胞 を 、 次 に 上 記 の よ う に 継 代
し 、 そ し て 維 持 し た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
［ 繊 維 芽 細 胞 の 異 な る 薬 理 学 的 薬 剤 に よ る 処 理 ］
繊 維 芽 細 胞 を BK、 お よ び 様 々 な イ ン ヒ ビ タ ー で 処 理 し た 。 こ れ ら に は 、 IP3 レ セ プ タ ー  
イ ン ヒ ビ タ ー 、 ジ フ ェ ニ ル ボ リ ッ ク ア シ ッ ド  2-ア ミ ノ エ チ ル エ ス テ ル （ 2ABP)、 蛋 白 質 キ
ナ ー ゼ  C イ ン ヒ ビ タ ー  ビ ス イ ン ド リ ル マ レ イ ミ ド  I (BiSM-1)、 C-src 蛋 白 質 チ ロ シ ン
キ ナ ー ゼ  イ ン ヒ ビ タ ー  PP1、 お よ び PI3 キ ナ ー ゼ  イ ン ヒ ビ タ ー  LY294002が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
保 存 さ れ た  ACお よ び AD 繊 維 芽 細 胞 を 、 そ れ ら を 血 清 フ リ ー の DMEM中 で 一 晩 「 飢 餓 さ せ る
」 前 に 80～ 100%コ ン フ ル エ ン ス に ま で 成 長 さ せ た 。 細 胞 を 、 異 な る イ ン タ ー バ ル で ３ ７ ℃
で 10 nM BKで 処 理 し て 、 BK効 果 に 対 す る タ イ ム コ ー ス を 設 定 し た 。 同 じ 容 量 の PBSを 、 各
系 の 細 胞 の コ ン ト ロ ー ル  フ ラ ス コ に 添 加 し た 。 反 応 を 、 培 地 を 除 い て 、 迅 速 に 事 前 に 冷
や し た PBSで リ ン ス し て 、 そ し て 前 記 フ ラ ス コ を ド ラ イ ア イ ス ／ エ タ ノ ー ル 上 に 移 し て 、
停 止 さ せ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
新 鮮 な バ イ オ プ シ ー  組 織 か ら 採 取 し た 細 胞 を 、 最 適 濃 度 の BK（ 0.1 nM） で １ ０ 分 間 ３ ７
℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
阻 害 実 験 の た め に 、 細 胞 を 次 に 示 す 濃 度 の イ ン ヒ ビ タ ー と イ ン タ ー バ ル と で ３ ７ ℃ で プ レ
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 、 即 ち ； 2ABP (50 μ Mで 30 min); PP1 (10 μ Mで 15 min); Ly294002 
(5 μ Mで 15 min);お よ び BiSM-1 (5 μ Mで 15 min)で あ る 。 パ ラ レ ル コ ン ト ロ ー ル  フ ラ ス
コ を 同 一 容 量 の DMSOビ ヒ ク ル と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 終 了 時 に
、 記 載 の 濃 度 の 同 じ イ ン ヒ ビ タ ー を 添 加 し 、 そ し て す ぐ に BKを 10 nMの 終 濃 度 ま で 添 加 し
た 。 BK (10 nM)を 、 DMSO コ ン ト ロ ー ル に も 添 加 し た 。 基 礎 コ ン ト ロ ー ル （ ） に は 、 BKお
よ び イ ン ヒ ビ タ ー が 添 加 さ れ て い な い 細 胞 を 使 用 し た 。 ５ 分 間 ３ ７ ℃ で の イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン 後 、 反 応 を 上 記 の よ う に 停 止 し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
細 胞 ラ イ セ ー ト を 様 々 な 群 の 細 胞 か ら 調 製 し た 。 フ ラ ス コ を ド ラ イ ア イ ス ／ エ タ ノ ー ル か
ら 水 へ と 移 動 さ せ た 。 各 フ ラ ス コ に 1 mlの 溶 解 用 緩 衝 液 〔 10 mM Tris pH 7.4, 150 mM Na
Cl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, pH8, 0.5% NP-40,1% Triton X-100,1% プ ロ テ ア ー ゼ  イ ン ヒ
ビ タ ー  カ ク テ ル  (シ グ マ 社 ),セ リ ン /ス レ オ ニ ン (Ser/Thr) ホ ス フ ァ タ ー ゼ  イ ン ヒ ビ タ
ー お よ び チ ロ シ ン  (Tyr) ホ ス フ ァ タ ー ゼ  イ ン ヒ ビ タ ー の 1% カ ク テ ル (シ グ マ 社 )〕 を 添
加 し た 。 低 温 室 内 に 設 置 し た エ ン ド ツ ー エ ン ド シ ェ ー カ ー 上 で ３ ０ 分 間 揺 動 さ せ た 後 、 細
胞 を 各 フ ラ ス コ か ら 細 胞 ス ク レ ー パ ー で 採 取 し た 。 細 胞 を 超 音 波 破 砕 し 、 ５ 分 間 5000 rpm
で 遠 心 分 離 し 、 そ し て 上 清 の サ ン プ ル を ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に 供 試 し た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
［ ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ ］
細 胞 ラ イ セ ー ト を 、 等 容 量 の 2X SDSサ ン プ ル バ ッ フ ァ ー 中 で １ ０ 分 間 沸 騰 さ せ た 。 各 サ ン
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プ ル の 蛋 白 質 を 、 4～ 20%の ミ ニ グ ラ ジ エ ン ト ゲ ル 上 で 分 離 し 、 そ し て ニ ト ロ セ ル ロ ー ス  
膜 上 に 転 写 し た 。 リ ン 酸 化 し た Erk1/2を 、 ス ー パ ー シ グ ナ ル  ECL 検 出 キ ッ ト を 用 い 抗 リ
ン 酸 化 Erk1/2で 検 出 し た 。 Erk1/2の 総 量 に 対 す る リ ン 酸 化 Erk1/2量 を ノ ル マ ラ イ ズ す る た
め に 、 前 記 抗 体 で ブ ロ ッ ト し た 同 じ 膜 を ス ト リ ッ ピ ン グ バ ッ フ ァ ー （ 62.5 mM Tris-HCl p
H6.7,2% SDS お よ び  100 mM 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ） で ６ ０ ℃ で ４ ５ 分 間 ス ト リ ッ プ し
た 。 0.01% Tween-20を 含 有 し て い る 10 mM PBS（ pH 7.4） で 洗 浄 し た 後 （ ３ ｘ 　 １ ０ 分 ）
、 前 記 膜 を 抗 非 リ ン 酸 化 Erk1/2 抗 体 で ブ ロ ッ ト し た 。 こ れ に よ っ て ゲ ル 中 に ロ ー ド し た E
rk1/2の 総 量 を 計 算 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
CREBを 同 様 の 方 法 を 用 い て 検 出 し た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
［ デ ー タ 分 析 ］
リ ン 酸 化 お よ び 非 リ ン 酸 化 Erk1/2（ ま た は CREB） か ら 生 じ た シ グ ナ ル を 、 フ ジ フ ィ ル ム LA
S-1000プ ラ ス ス キ ャ ナ ー で ス キ ャ ン し た 。 各 蛋 白 質 バ ン ド の 平 均 光 学 濃 度 を 、 NIHイ メ ー
ジ ソ フ ト ウ エ ア を 用 い て 測 定 し た 。 リ ン 酸 化 Erk1/2シ グ ナ ル の 値 を 、 Erk1/2の 総 シ グ ナ ル
対 し て そ れ ぞ れ ノ ル マ ラ イ ズ し た 。 ノ ル マ ラ イ ズ 後 、 処 理 細 胞 か ら 取 得 し た デ ー タ を 、 基
礎 コ ン ト ロ ー ル の パ ー セ ン テ ー ジ へ と 変 換 し 、 そ し て 統 計 分 析 に 供 試 し た 。
【 ０ １ ０ １ 】
［ 免 疫 細 胞 化 学 ］
繊 維 芽 細 胞 を 、 0.02 mg %ポ リ リ ジ ン で コ ー ト し た カ バ ー ガ ラ ス の 表 面 で 成 長 さ せ た 。 上
記 の よ う に BKで の 処 理 後 、 細 胞 を 冷 PBSで 迅 速 に リ ン ス し 、 4% ホ ル ム ア ル デ ヒ ド （ PBS中
） で 室 温 で １ ５ 分 間 固 定 し 、 PBSで ３ 回 （ そ れ ぞ れ ５ 分 間 ） 洗 浄 し 、 そ し て 0.1% TritonX-
100（ PBS中 ） で 室 温 で ３ ０ 分 間 孔 を あ け た 。 10%の 通 常 の ウ マ 血 清 （ PBS中 ） で 室 温 で ３ ０
分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 細 胞 を 抗 リ ン 酸 化 Erk1/2 抗 体  (1: 200)で ４ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 カ バ ー ガ ラ ス を PBSで ３ 回 洗 浄 し 、 そ し て フ ル オ レ セ イ ン ラ ベ ル し た  抗 マ ウ ス
 IgG, 1: 200 (Vector Lab)を 添 加 し 、 そ し て 室 温 で ６ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ せ た 。 PBS
に よ る ３ 回 の 洗 浄 、 そ し て ベ ク タ シ ー ル ド （ Vector Lab） に よ る シ ー リ ン グ に 続 き 、 細 胞
中 の 免 疫 染 色 シ グ ナ ル を 蛍 光 顕 微 鏡 で 観 察 し た 。 蛍 光 シ グ ナ ル の 強 度 を 、 バ イ オ ラ ッ ド ク
オ ン テ ィ テ ィ ー ワ ン （ R） ソ フ ト ウ エ ア （ バ イ オ ラ ッ ド 社 ） で 測 定 し た 。 繊 維 芽 細 胞 中 の B
K レ セ プ タ ー の 局 在 観 察 の た め に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル  抗  BK B2 抗 体 を 正 常 な 繊 維 芽 細 胞 に
適 用 し 、 次 に CY5結 合 抗 マ ウ ス  IgGと イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 そ し て 前 記 細 胞 を 蛍 光 顕 微
鏡 で 観 察 し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
＜ 結 果 ＞
［ ACお よ び AD細 胞 の Erk1/2の BK刺 激 に よ る 活 性 化 ］
BKは 、 コ ン ト ロ ー ル  被 験 者 の ヒ ト  皮 膚 繊 維 芽 細 胞 中 で 顕 著 で あ る が 、 一 時 的 な Erk1/2の
リ ン 酸 化 を 惹 起 さ せ た （ 図 １ ） 。 リ ン 酸 化 の ピ ー ク は 、 刺 激 に 後 の 約 2.5分 で 生 じ 、 そ の
後 Erk1/2の リ ン 酸 化 は 衰 退 し 、 そ し て 刺 激 後 の １ ０ 分 ま で に コ ン ト ロ ー ル レ ベ ル ま で 戻 っ
た 。 BK処 理 後 の ２ ０ 分 で 、 Erk1/2の リ ン 酸 化 は 、 コ ン ト ロ ー ル の 68%で あ っ た (図 1)。 し か
し な が ら 、 ADを 有 す る 被 験 者 の 細 胞 で は 、 Erk1/2の 増 加 し た リ ン 酸 化 レ ベ ル が 、 著 し く 長
期 化 し た 期 間 に わ た っ て 維 持 さ れ て い た （ 図 １ ） 。
【 ０ １ ０ ３ 】
差 は 、 ５ 分 （ p ＜  0.01） で 統 計 学 的 に 有 意 (ス テ ュ ー デ ン ト の ｔ 検 定 )で あ り 、 １ ０ 分 （ p
 ＜  0.0001） で 最 大 の 相 違 （ divergence） が 生 じ た 。 こ の ADお よ び AC細 胞 の 間 の 差 は 、 BK
 刺 激 後 の ２ ０ 分 （ P = 0.002） で 有 意 の ま ま で あ っ た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
図 2は 、 BK誘 導 に よ る Erk1/2 リ ン 酸 化 を 、 AD患 者 の 及 び 年 齢 が 適 合 し た  コ ン ト ロ ー ル の
新 鮮 な 組 織  サ ン プ ル か ら 、 同 様 に ADお よ び AC群 の 保 存 さ れ た 細 胞 株 か ら 採 取 さ れ た 皮 膚
繊 維 芽 細 胞 に お い て 刺 激 後 １ ０ 分 で 検 査 し た 試 験 結 果 を 示 し て い る 。 AD 繊 維 芽 細 胞 に お
け る Erk1/2 リ ン 酸 化 は 、 年 齢 が 適 合 し た  コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て 一 貫 し て 上 昇 し て い た
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(図 2A)。 同 様 に 、 細 胞 株 の BK刺 激 に よ る Erk1/2 リ ン 酸 化 は 、 図 2Bに 示 さ れ る よ う に AD細
胞 株 に お い て 上 昇 し て い る こ と が 再 現 さ れ 、 こ の 結 果 は ３ つ の 独 立 し た 反 復 実 験 （ ラ ン ダ
ム に 選 択 さ れ た ACお よ び AD系 か ら の ） に よ り 示 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
繊 維 芽 細 胞 を 抗 P-Erk1/2 抗 体 で 免 疫 染 色 し た 場 合 、 リ ン 酸 化 し た Erk1/2の 増 加 レ ベ ル が
、 BK処 理 の １ ０ 分 後 に 、 AD細 胞 で 観 察 さ れ た が 、 AC細 胞 で は 観 察 さ れ な か っ た （ 図 ３ ） 。
こ れ ら の 増 強 し た シ グ ナ ル は 、 核 傍 領 域 （ para-nuclear area） に 集 中 し て い た （ 図 ３ 、
下 部 右 パ ネ ル ） 。
【 ０ １ ０ ６ 】
［ BK誘 導 に よ る Erk1/2 リ ン 酸 化 に お け る IP3 レ セ プ タ ー  イ ン ヒ ビ タ ー  2ABPの 効 果 ］
BKは 、 IP3-感 受 性 ス ト ア か ら の Ca 2 +  放 出 を 刺 激 す る （ Cruzblanca et al., 1998;Pascale
 et al., 1999） 。 本 研 究 で は 、 BK誘 導 Erk1/2 リ ン 酸 化 に お け る 、 Ca 2 +  放 出 （ IP3 レ セ
プ タ ー か ら の ） の 関 与 を 調 査 し た 。 2ABP（ IP-3Rの 強 力 な 膜 透 過 型 イ ン ヒ ビ タ ー ） の 添 加
は 、 ACお よ び AD細 胞 双 方 の BK刺 激 に よ る Erk1/2 リ ン 酸 化 を 完 全 に 無 効 化 し た （ 図 4A） 。
二 元 配 置 ANOVAに よ り 、 処 理 効 果 が 高 度 に 有 意 （ F 1 , 3 6  = 187.4, p ＜  0.0001） で あ っ た
こ と が 示 さ れ た 。 こ の 結 果 は 、 Erk1/2の リ ン 酸 化 お よ び そ の 後 の 分 子 カ ス ケ ー ド が 、 前 記
細 胞 に お け る IP-3R-感 受 性  Ca 2 +  上 昇 の 下 流 で あ る こ と を 証 明 し て い る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
［ BK誘 導 に よ る Erk1/2 リ ン 酸 化 に お け る PKC イ ン ヒ ビ タ ー  BiSM-1の 効 果 ］
こ の 実 験 に お い て 、 ACお よ び AD細 胞 を BKの 前 に 特 異 的 な PKC イ ン ヒ ビ タ ー  BiSM-1と プ レ
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 図 4Bに 示 さ れ る よ う に 、 BK刺 激 に よ る Erk1/2の リ ン 酸 化 は 、 再 度 無
効 化 さ れ た （ ACお よ び AD細 胞 双 方 に に お い て ） 。 二 元 配 置 ANOVAは 、 有 意 な 処 理 効 果 を 示
し た 。 こ の 結 果 は 、 PKC 活 性 が 、 ACお よ び AD細 胞 双 方 に お け る Erk1/2の BK刺 激 に よ る 活 性
化 に 必 要 と さ れ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
［ BK刺 激 に よ る Erk1/2リ ン 酸 化 に お け る C-src 蛋 白 質 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ  イ ン ヒ ビ タ ー （ P
P1） の 効 果 ］
非 レ セ プ タ ー  PTKで あ る C-srcが BKに よ る Erk1/2の 活 性 化 に 関 与 し て い る か ど う か を 試 験
す る た め に 、 ACお よ び AD細 胞 を BK前 に 10μ M PP1で プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 上 記 の 2ABP
お よ び BiSM-1と 同 様 に 、 PP1は BK誘 導 に よ る Erk1/2 リ ン 酸 化 を 完 全 に 阻 害 し た （ 図 4C） 。
二 元 配 置 ANOVAは 、 有 意 な 処 理 効 果 （ F 1 , 4 0  = 234; p ＜  0.0001） を 示 し た 。 こ の 結 果 は
、 そ れ 故 に C-src PTK 活 性 も BKに よ る Erk1/2の 活 性 化 に 関 与 し て い た こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
［ BK誘 導 に よ る Erk1/2 リ ン 酸 化 に お け る PI3 キ ナ ー ゼ  イ ン ヒ ビ タ ー （ LY294002） の 効 果
］
PI3 キ ナ ー ゼ 活 性 が BK刺 激 に よ る Erk1/2 活 性 化 に 関 与 し て い る か ど う か を 試 験 す る た め
こ の 研 究 が 実 施 さ れ た 。 繊 維 芽 細 胞 を BK前 に 5μ M LY294002と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
IP-3R、 PCKお よ び C-srcの イ ン ヒ ビ タ ー の 効 果 と は 対 照 的 に 、 LY294002は AC細 胞 の Erk1/2 
リ ン 酸 化 の 中 等 度 （ し か し 有 意 に ） 阻 害 を 生 じ た が （ 図 4D） 、 一 方 そ れ は 、 AD細 胞 の BK刺
激 に よ る Erk1/2の リ ン 酸 化 阻 害 に は 失 敗 し た （ 図 4D） 。 二 元 配 置 ANOVAは 、 有 意 な 処 理 効
果 (F 1 , 2 0 =136.2, p ＜  0.001)お よ び グ ル ー プ 効 果 （ group effects） （ F 1 , 2 0 =11.55 ; p 
＜  0.05） を 示 し た 。 こ の 結 果 は 、 PI3 キ ナ ー ゼ 活 性 が 、 AD患 者 細 胞 に お い て BK誘 導 Erk1/
2 リ ン 酸 化 に 関 与 し て い な い こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ １ １ 】
［ サ イ ク リ ッ ク AMP応 答 因 子 結 合 蛋 白 質 （ CREB） の 活 性 化 に お け る BKの 効 果 ］
CREBの 活 性 化 に お け る BKの 効 果 （ 通 常 は Erk1/2の 下 流 ） を 試 験 し た 。 図 ５ に 示 さ れ る よ う
に 、 10 nM BKは 、 ACお よ び AD細 胞 双 方 に お い て 、 高 度 に 有 意 な CREBの リ ン 酸 化 を 誘 導 し た
。 増 加 し た リ ン 酸 化 は 、 BK 刺 激 後 ５ 分 程 度 で 検 出 さ れ 、 そ し て １ ０ 分 で 更 に 増 加 し た （
図 5A） 。 二 元 配 置 ANOVAは 、 有 意 な 時 間 効 果 を 示 し た （ F 1 , 2 8 =14.09, p ＜  0.001） が 、 グ
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ル ー プ 効 果 は 示 さ な か っ た 。 図 5Bは 、 ACお よ び AD細 胞 に お い て 、 BK処 理 後 の １ ０ 分 で 同 様
に 上 昇 し た CREB リ ン 酸 化 を 示 し て い る 。 BK処 理 は 、 １ ０ 分 で CREB 蛋 白 質 総 量 の 著 し い 減
少 化 を も 生 じ た （ 図 5C） （ p ＜  0.001） 。 要 約 す る と 、 ACお よ び AD細 胞 の 間 の 総 CREBの BK
誘 導 に よ る CREB リ ン 酸 化 ま た は 減 少 化 に お い て 有 意 差 は な か っ た 。
【 ０ １ １ ２ 】
［ BKで 誘 導 し た CREB リ ン 酸 化 に お け る PKC、 C-src、 お よ び PI3 キ ナ ー ゼ  イ ン ヒ ビ タ ー の
効 果 ］
繊 維 芽 細 胞 を PKC イ ン ヒ ビ タ ー で あ る BiSM-1で 治 療 す る こ と に よ り 、 BK刺 激 に よ る CREB 
リ ン 酸 化 を 完 全 に 無 効 化 し た （ 図 6A） 。 二 元 配 置 ANOVAは 、 有 意 な 処 理 効 果  (F 1 , 3 0 =53.76
, p ＜  0.0001)を 示 し た が 、 グ ル ー プ 効 果 を 示 さ れ な か っ た 。 同 様 に 、 c-src イ ン ヒ ビ タ
ー  PP1は 、 BK刺 激 に よ る CREB リ ン 酸 化 を 阻 害 し た （ 図 6B） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 こ の 場 合
も PKCお よ び c-srcの 双 方 が 、 BKが Erk1/2お よ び CREB双 方 を 活 性 化 す る シ グ ナ リ ン グ  経 路
に 関 与 し て い る こ と を 示 し て い る 。 PI3 キ ナ ー ゼ  イ ン ヒ ビ タ ー で あ る LY294002は 、 Erk1/
2で の 効 果 と 同 様 に 、 ACに お い て CREB リ ン 酸 化 を 部 分 的 に 阻 害 し た が 、 AD細 胞 に お け る CR
EB リ ン 酸 化 に 如 何 な る 効 果 も 有 し て い な か っ た （ 図 6C） 。 二 元 配 置 ANOVAは 、 有 意 な 処 理
効 果  (F 1 , 3 0  = 36.23 ; p ＜  0.0001)お よ び グ ル ー プ 効 果 （ F 1 , 3 0 =4.7 ; p ＜  0.05） を
示 し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
［ 繊 維 芽 細 胞 に お け る BK B2 レ セ プ タ ー の 発 現 ］
BKに 応 答 し て 増 強 し た Erk1/2お よ び CREBの リ ン 酸 化 が 、 AD細 胞 上 で 発 現 さ れ る BK レ セ プ
タ ー の 数 の 増 加 に よ る も の か ど う か を 試 験 す る た め に 、 ADお よ び コ ン ト ロ ー ル  AC細 胞 中
の BK レ セ プ タ ー 発 現 を 、 タ イ プ  2 BK レ セ プ タ ー  (BKb2R)に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い た ウ エ
ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 測 定 し た 。 レ セ プ タ ー 発 現 に 関 し て 有 意 差 は 認 め ら れ な か っ た 。
【 ０ １ １ ４ 】
免 疫 蛍 光 染 色 に よ り 、 BK2bRが 、 繊 維 芽 細 胞 の 細 胞 質 、 核 、 お よ び 核 傍 領 域 に 存 在 す る こ
と が 実 証 さ れ た (図 7)。 し か し な が ら 、 BKb2Rの 強 度 ま た は 分 布 パ タ ー ン の 何 れ か に お い て
明 確 な 差 は 、 ADと AC細 胞 と の 間 で 観 察 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ １ ５ 】
＜ 実 験 結 果 の 考 察 ＞
繊 維 芽 細 胞 を ADお よ び 他 の 遺 伝 疾 患 の 有 用 な モ デ ル と し て 使 用 し た 、 な ぜ な ら こ れ ら の 細
胞 （ 全 身 に 局 在 す る ） は 、 脳 の 疾 患 に 関 連 す る 遺 伝 的 な 異 常 を 提 示 す る 可 能 性 が あ る か ら
で あ る 。 BK レ セ プ タ ー の 刺 激 が AD 繊 維 芽 細 胞 の MAPK 経 路 に 異 常  シ グ ナ ル 伝 達 を 生 じ さ
せ る と い う 証 拠 を 本 研 究 は 提 供 し た 。 BKは 、 最 も 強 力 な 内 在 性 で 疼 痛 性 （ algesic） の 前
炎 症 物 質 の １ つ で あ る 。 BKは 、 疾 患 、 損 傷 お よ び CNS同 様 に 末 梢 の 炎 症 に お い て 必 要 な 重
要 な 機 能 を 担 っ て い る 。 本 研 究 に お い て 、 BK 刺 激 は 、 IP3 レ セ プ タ ー を 介 し た Ca 2 +  放 出
に 依 存 す る 様 式 で 、 AD細 胞 中 の Erk1/2 リ ン 酸 化 を 増 強 さ せ 及 び 長 期 化 さ せ た 。 こ の 結 果
は 、 上 昇 し た IP3感 受 性  Ca 2 +  放 出 が 、 BK 刺 激 後 に AD 皮 膚 繊 維 芽 細 胞 に お い て 検 出 さ れ
た と い う 以 前 の 報 告 （ Gibson et al., 1996; Etcheberrigaray et al., 1998） と 整 合 性
の あ る 結 果 で あ る 。 し か し な が ら 、 こ の AD Erk1/2の 長 期 化 し た リ ン 酸 化 は 、 BKb2 レ セ プ
タ ー ま た は Erk1/2の 増 加 し た 発 現 に よ る も の で は な か っ た 。 こ れ は こ れ ら ２ つ の 蛋 白 質 の
発 現 ま た は 濃 度 が 、 コ ン ト ロ ー ル と AD細 胞 と で 差 が な か っ た こ と か ら 確 か め ら れ た 。 ADの
BK レ セ プ タ ー  お よ び ／ ま た は  IP3 レ セ プ タ ー の 特 性 ま た は 感 受 性 に 対 す る 特 異 的 な 他
の 変 化 、 加 え て 、 こ の シ グ ナ ル 伝 達  経 路 に 関 わ る 他 の 分 子 の 変 化 を も 除 外 す る こ と は で
き な い 。
【 ０ １ １ ６ 】
BK2bRの 活 性 化 は 、 PLC系 の 活 性 化 を 刺 激 し 、 こ れ に よ り 順 に 細 胞 内 の Ca 2 + の 上 昇 を 伴 っ て
PKC 活 性 化 を 誘 導 す る 。 加 え て 、 い く つ か の G 蛋 白 質 共 役 レ セ プ タ ー (「 GPCRs」 )が c-src
 PTK活 性 を 刺 激 す る こ と が 知 ら れ て お り 、 こ れ も 細 胞 シ グ ナ リ ン グ の 重 要 な 中 間 媒 介 因 子
（ 中 間 媒 介 因 子 ） と し て Erk1/2の 活 性 化 に 参 加 す る 可 能 性 が あ る 。 本 研 究 は 、 BK刺 激 に よ
る Erk1/2 リ ン 酸 化 に お い て 、 PKCお よ び c-src PTK双 方 の 関 与 を 試 験 し た 。 こ の リ ン 酸 化
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が PKCイ ン ヒ ビ タ ー （ BiSM-l） お よ び c-src イ ン ヒ ビ タ ー （ PP1） に よ り 無 効 化 さ れ る と の
事 実 は 、 複 数 の 上 流 の 蛋 白 質 キ ナ ー ゼ が 集 合 す る こ と に よ り Erk1/2 活 性 が 制 御 さ れ る こ
と を 示 し て い る 。 IP3 レ セ プ タ ー  イ ン ヒ ビ タ ー で あ る 2ABPと 同 様 に 、 BiSM-1お よ び PP1の
双 方 は 、 同 様 に ADお よ び コ ン ト ロ ー ル 細 胞 の Erk1/2 リ ン 酸 化 を 無 効 化 し た 。 従 っ て 、 AD
に 関 連 し た Erk1/2 リ ン 酸 化 の 増 強 が 、 上 昇 し た PKCま た は c-src PTKの 活 性 に よ る も の で
は な い で あ ろ う 。
【 ０ １ １ ７ 】
AD特 異 的 な Erk1/2 リ ン 酸 化 の 増 強 の 根 底 に 存 在 し て い る シ グ ナ リ ン グ  経 路 を 解 析 す る た
め 、 本 発 明 の 発 明 者 等 は 、 PI-3 キ ナ ー ゼ （ GPCRs に よ る Erk1/2 活 性 化 に 関 与 す る 別 の 酵
素 ） の 関 与 を 試 験 し た 。 様 々 な 系 に 関 す る 試 験 に 基 づ く と 、 GPCR 刺 激 後 の PI-3 キ ナ ー ゼ
の 活 性 化 は 、 PKC（ Rasの 下 流 で c-src PTKと 関 係 し て い る ） の 活 性 化 に 依 存 し て い る 。 特
異 的 な PI-3 キ ナ ー ゼ  イ ン ヒ ビ タ ー  LY294002は 、 コ ン ト ロ ー ル  繊 維 芽 細 胞 中 で BK誘 導 に
よ る Erk1/2 リ ン 酸 化 の 中 等 度 の 阻 害 を 生 じ た が 、 AD細 胞 で 効 果 は な か っ た 。 こ れ は 、 PI-
3 キ ナ ー ゼ が 正 常 な 繊 維 芽 細 胞 の BK-活 性 化 に よ る Erk1/2 リ ン 酸 化 に 部 分 的 に 寄 与 す る が
、 AD細 胞 の Erk1/2 リ ン 酸 化 は こ の 酵 素 非 依 存 性 で あ る よ う に 思 わ れ る こ と を 示 唆 し て い
る 。
【 ０ １ １ ８ 】
Erk1/2/MAPKの 主 要 な 効 果 は 、 転 写 因 子 を 制 御 す る こ と に よ り 遺 伝 子 発 現 を 活 性 化 す る こ
と で あ る 。 CREB活 性 化 は 、 本 研 究 に お い て も 観 察 さ れ た （ Ser133の リ ン 酸 化 ） 。 コ ン ト ロ
ー ル 細 胞 に お け る Erk1/2の リ ン 酸 化 と は 異 な り （ BK処 理 後 に １ ０ 分 未 満 の 時 間 持 続 す る ）
、 高 度 に リ ン 酸 化 し た CREBが BK処 理 後 １ ０ 分 で 、 ADお よ び コ ン ト ロ ー ル 細 胞 の 双 方 に 存 在
し て い た 。 こ の こ と は CREB 活 性 化 が 異 な る タ イ ム コ ー ス で 生 じ る こ と を 示 唆 し て い る 。 P
KC、 c-srcお よ び PI3 キ ナ ー ゼ の イ ン ヒ ビ タ ー は 、 Erk1/2 リ ン 酸 化 の 阻 害 と 同 様 な 様 式 で
CREBリ ン 酸 化 を 阻 害 す る 。 こ れ は 、 CREB 活 性 化 が 同 じ シ グ ナ ル  経 路 に よ り 制 御 さ れ る こ
と を 示 唆 し て い る 。 PP1は BK刺 激 に よ る CREB リ ン 酸 化 を 完 全 に 阻 害 す る が 、 コ ン ト ロ ー ル
細 胞 （ 図 6B） に お け る CREB 蛋 白 質 の 発 現 増 加 を 生 じ 、 こ れ は お そ ら く 正 常 な 補 償 的 フ ィ
ー ド バ ッ ク 機 構 の 存 在 を 反 映 し た 結 果 で あ ろ う 。 PP1の こ の 効 果 は 、 AD細 胞 で 観 察 さ れ て
い な く 、 こ れ は CREB発 現 の 制 御 が ADで は 損 な わ れ て い る だ ろ う こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ １ ９ 】
本 試 験 結 果 は 、 図 6に 要 約 さ れ る よ う に 、 ADの 病 因 が MAPKに 関 連 す る 分 子 カ ス ケ ー ド の 撹
乱 を 引 き 起 こ す と い う 結 果 を 支 持 す る 証 拠 を 提 供 す る 。 他 者 に よ る 最 近 の 研 究 結 果 は 、 学
習 お よ び 記 憶 な ど の ニ ュ ー ロ ン の 柔 軟 性 （ neuronal plasticity） に 関 連 す る 脳 機 能 に と
っ て MAPKが 重 要 で あ る こ と 示 唆 し て い る 。 Erkは 、 tau 蛋 白 質 を Ser262お よ び Ser356を 含
む 複 数 の Ser/Thr 部 位 で リ ン 酸 化 す る (Reynolds et al., 2000)、 こ の 領 域 は tauの 微 小 管
結 合 領 域 中 に 存 在 す る 。 Ser262の リ ン 酸 化 は 、 微 小 管 を 会 合 さ せ 且 つ 安 定 化 さ せ る tauの
機 能 を 著 し く 損 な わ せ る 。 MAPKが 関 与 す る 損 傷 し た シ グ ナ リ ン グ  経 路 に よ り 、 細 胞 は 多
く の 他 の 蛋 白 質 の 異 常 発 現 を 誘 導 し て 細 胞 外 お よ び 細 胞 内 の シ グ ナ ル に 応 答 し 得 る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
MAPK リ ン 酸 化 の 増 強 ま た は 長 期 化 な ど の 分 子 シ グ ナ リ ン グ に お け る 異 常 の 全 体 徴 候 （ Sys
temic manifestations） は 、 大 き く 行 動 ／ 認 識 に 影 響 す る CNSの 異 常 性 （ 例 え ば 、 物 忘 れ
） に 反 映 し て い る 可 能 性 が あ る 。 従 っ て 、 簡 単 に 入 手 で き る 末 梢 部 位 に 見 出 さ れ る 細 胞 （
皮 膚 繊 維 芽 細 胞 が 例 で あ る ） に お け る 、 MAPKお よ び そ れ に 関 連 す る シ グ ナ リ ン グ  経 路 に
お け る AD特 異 的 な 異 常 の 検 出 は 、 ADの 早 期 診 断 の た め の 手 段 と 同 様 に 薬 剤 開 発 の 治 療 標 的
を 同 定 す る た め の 効 率 的 で 且 つ 信 頼 性 の あ る 手 段 を 提 供 す る 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ １ ２ １ 】
ハ ン テ ィ ン グ ト ン 痴 呆 （ Ｈ Ｄ ； Huntington's dementia） に 罹 患 し た 個 体 の 皮 膚 繊 維 芽 細
胞 を 用 い て 、 BK刺 激 し た Erk1/2 活 性 の 長 期 化 が AD特 異 的 で あ る か ど う か を 試 験 し て 決 定
し た 。 図 8は 、 繊 維 芽 細 胞 の Erk1/2の リ ン 酸 化 に お け る ブ ラ ジ キ ニ ン の 効 果 を 示 し て い る
（ N=4お よ び P=0.39, t 検 定 ） 。 HD細 胞 を 、 10分 間 10 nM BKで 処 理 し た 。 図 8は 、 HD細 胞 を
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10分 間 10 nM BKで 処 理 し た 場 合 、 Erk1/2の リ ン 酸 化 レ ベ ル が 年 齢 適 合 コ ン ト ロ ー ル の レ ベ
ル と 差 が な か っ た こ と を 示 し て お り 、 こ れ は Erk1/2 活 性 の BK刺 激 に よ る 増 強 が ハ ン テ ィ
ン グ ト ン 痴 呆 に は 存 在 し な い こ と を 示 唆 し て い る 。 従 っ て 、 本 発 明 に よ る ア ル ツ ハ イ マ ー
病 の た め の MAP キ ナ ー ゼ  ア ッ セ イ は 、 ハ ン テ ィ ン グ ト ン 痴 呆 に 関 し て 陰 性 の 診 断 を 提 示
し て お り 、 こ の 結 果 は 前 記 ア ッ セ イ が ア ル ツ ハ イ マ ー に 特 異 的 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
本 発 明 の 好 適 な 態 様 の 記 載 中 に は 、 本 発 明 を 明 確 に 説 明 す る た め に 特 定 の 専 門 用 語 が 使 用
さ れ る 。 し か し な が ら 、 本 発 明 は 、 そ の よ う に 選 択 さ れ た 前 記 の 特 定 の 専 門 用 語 に 限 定 さ
れ な い 。 各 々 の 特 定 の 構 成 要 素 は 、 類 似 す る 目 的 を 達 成 す る た め に 類 似 す る 様 式 で 実 施 さ
れ る 、 全 て の 技 術 的 に 均 等 な も の を 含 む 。
【 ０ １ ２ ３ 】
上 記 に 記 載 さ れ た 本 発 明 の 態 様 は 、 本 発 明 の 範 囲 内 で 上 記 技 術 を 考 慮 し て 当 業 者 に 適 す る
よ う に 、 修 飾 さ れ る か 又 は 変 化 す る 、 ま た 構 成 要 素 が 付 加 さ れ る か 又 は 削 除 さ れ る 。 本 明
細 書 中 で 参 照 し た 各 々 の 参 照 文 献 は 、 各 々 の 文 献 が 個 別 に 参 照 に よ っ て 援 用 さ れ る よ う に
、 参 照 に よ っ て 援 用 さ れ る 。
【 参 照 文 献 】
【 ０ １ ２ ４ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ２ ５ 】
【 図 １ 】 図 １ （ 1A1, 1A2お よ び 1B） は 、 Erk1/2の BK刺 激 に よ る 活 性 化 の タ イ ム コ ー ス を 示
す 図 で あ る 。
AD細 胞 お よ び 年 齢 が 適 合 し た 正 常 な コ ン ト ロ ー ル の 細 胞 （ 「 AC」 ） を 、 10 nM BKで 異 な る
時 間 処 理 し 、 そ し て 反 応 を 実 施 例 に 記 載 の よ う に 停 止 さ せ た 。 各 細 胞 株 の コ ン ト ロ ー ル に
同 容 量 の PBSを 添 加 し た 。 最 上 段 の イ メ ー ジ は 、 ADお よ び AC細 胞 の 活 性 化 し た Erk1/2 (P-E
rk1/2)に 対 す る 代 表 的 な ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト で あ る 。 各 サ ン プ ル の 平 均 密 度 を 、 蛋 白 質 総
量 に 対 し て ノ ル マ ラ イ ズ し た 。 こ れ は 、 抗 レ ギ ュ ラ ー MAP キ ナ ー ゼ 抗 体  (R-Erk1/2)を 用
い て 決 定 さ れ た 。 11の 非 依 存 性 細 胞 株 の 値 の 統 計 学 的 な 有 意 差 を 独 立 ス テ ュ ー デ ン ト T検
定 に よ り 評 価 し た 。 結 果 を 下 部 の グ ラ フ に 要 約 し て 示 し た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
【 図 ２ 】 図 ２ （ ２ Ａ お よ び ２ Ｂ ） は 、 BK 刺 激 後 の ADと AC細 胞 と の 間 の Erk1/2の リ ン 酸 化
を 比 較 し た ス キ ャ ッ タ ー プ ロ ッ ト で あ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
２ Ａ は 、 BK 刺 激 １ ０ 分 後 の ADと AC細 胞 と の 間 の Erk1/2の リ ン 酸 化 を 比 較 し た ス キ ャ ッ タ
ー プ ロ ッ ト で あ る 。 20個 体 の AD患 者 お よ び 22個 体 の 年 齢 が 適 合 し た  コ ン ト ロ ー ル の 細 胞
を BKで 処 理 し 、 そ し て 図 １ の 解 説 部 分 の 記 載 の よ う に 処 理 し た 。 活 性 化 し た Erk1/2お よ び
ト ー タ ル の Erk1/2を 、 適 切 な 抗 体 で ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ す る こ と に よ っ て 検 出 し た
。 結 果 を 処 理 し 、 そ し て 図 １ に 関 し て 記 載 さ れ た よ う に 分 析 し た 。 ２ Ｂ は 、 各 々 ラ ン ダ ム
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に 選 択 さ れ た 細 胞 株 に 関 す る ３ つ の 独 立 し た 反 復 実 験 か ら 得 ら れ た BK刺 激 に よ る Erk1/2 
リ ン 酸 化 を 示 し て い る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
【 図 ３ 】 図 ３ （ 3A1, 3A2,3B1お よ び 3B2） は 、 ヒ ト  繊 維 芽 細 胞 に お け る 活 性 化 し た Erk1/2
の 免 疫 細 胞 化 学 染 色 を 示 す 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
AD患 者 お よ び 年 齢 が 適 合 し た  コ ン ト ロ ー ル の 繊 維 芽 細 胞 を 、 カ バ ー グ ラ ス （ glass cover
 slips） 上 で 培 養 し 、 そ し て 10 nM BKで １ ０ 分 間 刺 激 し た 。 活 性 化 し た Erk1/2を 抗 リ ン 酸
化 Erk1/Erk2 抗 体 で 検 出 し た 。 AC細 胞 （ 最 上 部 の イ メ ー ジ ） に BK処 理 の 前 後 で 明 ら か な 差
が 認 め ら れ な か っ た こ と を 結 果 は 示 し て い る 。 し か し な が ら 、 AD細 胞 に お い て 、 高 度 に 増
強 し た 免 疫 蛍 光  シ グ ナ ル （ 下 右 イ メ ー ジ 、 3B2） が 、 BK処 理 し た 細 胞 で 認 め ら れ た （ １ ０
分 ） 。
【 ０ １ ２ ９ 】
【 図 ４ 】 図 ４ （ 4A1, 4A2,4B1,4B2,4C1,4C2,4D1お よ び 4D2） は 、 Erk1/2の BK刺 激 に よ る 活
性 化 に お け る 異 な る イ ン ヒ ビ タ ー の 効 果 を 示 す 図 で あ る 。
AD患 者 お よ び 年 齢 が 適 合 し た  コ ン ト ロ ー ル の 繊 維 芽 細 胞 を 、 ３ ７ ℃ の 温 度 条 件 に お い て
、 50μ M 2APBで 30分 間 （ 図 4A） 、 5μ M BiSm-1で 15分 間 (図 4B); 10μ M PP1で 15分 間 (図 4C)
お よ び 5μ M LY294002で 15分 間 (図 4D)、 別 々 に プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 各 細 胞 株 の 第 ２
の フ ラ ス コ を 、 同 容 量 の DMSOビ ヒ ク ル と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 終 了 時
、 反 応 停 止 前 に 細 胞 を 10 nM BKで ５ 分 間 処 理 し た 。 活 性 化 型 お よ び 通 常 （ レ ギ ュ ラ ー ） 型
の Erk1/2を 、 次 に 上 記 の ２ つ の 抗 体 で ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト し て 検 出 し た 。 左 の パ ネ ル は 代
表 的 な ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 示 し 、 そ し て 右 は ADお よ び AC双 方 か ら 得 ら れ た 11 細 胞 株 の
結 果 を 要 約 し た グ ラ フ を 示 す （ ** p ＜  0.001; *p ＜  0.05） 。
【 ０ １ ３ ０ 】
【 図 ５ 】 図 ５ （ 5A, 5B1, 5B2, 5C1お よ び 5C2） は 、 BK 刺 激 後 の CREBの リ ン 酸 化 お よ び 量
の 変 化 を 示 す 図 で あ る 。
ACお よ び AD細 胞 を 10 nM BKで ５ ま た は １ ０ 分 間 処 理 し た 。 リ ン 酸 化 し た CREB (P-CREB)を
、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 上 で 抗 リ ン 酸 化 CREB-Ser133 抗 体 を 用 い て 測 定 し た 。 P-CREBの 平 均
密 度 を 、 抗 レ ギ ュ ラ ー CREB抗 体 を 用 い て 測 定 し た CREBの 総 量 に 対 し て ノ ル マ ラ イ ズ し 、 そ
し て 統 計 分 析 を 行 っ た 。 5Aは 、 処 理 後 ５ お よ び １ ０ 分 で の BK誘 導 に よ る CREB リ ン 酸 化 を
示 し て い る 。 5Bは 、 BK処 理 後 １ ０ 分 で の 代 表 的 な P-CREBの ブ ロ ッ ト を 示 し て い る 。 5Cは 、
CREB総 量 が 10分 間 の BK処 理 後 に 有 意 に 減 っ た こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ３ １ 】
【 図 ６ 】 図 ６ （ 6A1, 6A2,6B1,6B2,6C1お よ び 6C2） は 、 CREBの BK刺 激 に よ る リ ン 酸 化 に お
け る 異 な る イ ン ヒ ビ タ ー の 効 果 を 示 す 図 で あ る 。
10 nM BKで １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 前 に 、 ACお よ び AD細 胞 を ３ ７ ℃ の 温 度 条 件 下
で １ ５ 分 間 、 5μ M BiSM-1 (6A)、 10μ M PP1 (6B)、 ま た は 5μ M Ly294002 (6C)で プ レ イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 ノ ル マ ラ イ ゼ ー シ ョ ン を 図 5A～ 5Cと 同 様 に 実 施 し 、 統 計 学 的 な 有 意 差 を
二 元 配 置 ANOVA分 析 に よ り 評 価 し た （ ** p ＜  0.0001 ; * ＜  0.05） 。
【 ０ １ ３ ２ 】
【 図 ７ 】 図 ７ （ 7Aお よ び 7B） は 、 ヒ ト  皮 膚 繊 維 芽 細 胞 に お け る BKb2 レ セ プ タ ー の 分 布 を
示 す 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
繊 維 芽 細 胞 を 、 抗 BKb2 レ セ プ タ ー  抗 体 と 、 次 に フ ル オ レ セ イ ン ラ ベ ル し た  二 次 抗 体 と
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 最 上 部 パ ネ ル は 、 前 記 細 胞 の 微 分 干 渉 コ ン ト ラ ス ト （ DIC； differe
ntial interference contrast） に よ る イ メ ー ジ を 示 し 、 そ し て 下 部 パ ネ ル は 、 繊 維 芽 細
胞 に お け る BK b2 レ セ プ タ ー の 免 疫 蛍 光 を 示 す 。
【 ０ １ ３ ３ 】
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 ハ ン テ ィ ン グ ト ン 痴 呆  (HD)に 罹 患 し た 個 体 か ら 採 取 し た 繊 維 芽 細 胞 の E
rk1/2の リ ン 酸 化 に お け る ブ ラ ジ キ ニ ン の 効 果 を 示 す 図 で あ る （ N=4お よ び P=0.39、 ｔ 検 定
） 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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