
(57)【要約】

本発明は、伝染性海綿状脳炎に関与するタンパク質(PrP
s c )と結合できる、プリオンタンパク質(PrPC )に由来す

る第一ポリペプチド配列、および第二ポリペプチド配列

(tag)を少なくとも含み、機能性膜アンカー部分を含ま

ない、可溶性ハイブリッドタンパク質に関する。また本

発明は、伝染性海綿状脳症の診断のためのハイブリッド

タンパク質の使用も対象とする。加えて本発明は、伝染

性海綿状脳症(TSE)の予防または処置のための薬剤を製

造するための、ハイブリッドタンパク質、該ハイブリッ

ドタンパク質をコードする核酸、該ハイブリッドタンパ

ク質をコードする核酸を含むベクターおよび／または宿

主細胞の使用に関する。更に本発明は、ハイブリッドタ

ンパク質を製造する方法を対象とし、また、ハイブリッ

ドタンパク質を安定的に発現するトランスジェニック動

物、トランスジェニック動物の骨髄、および伝染性海綿

状脳症(TSE)の処置のための骨髄の使用に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
（ a） 伝 染 性 海 綿 状 脳 炎 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 （ PrP s c ） と 結 合 で き る 、 プ リ オ ン タ ン パ ク
質 PrP C に 由 来 す る 第 一 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 お よ び
（ b） 第 二 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 （ tag）
を 少 な く と も 含 み 、 機 能 性 膜 ア ン カ ー 部 分 を 含 ま な い 、 可 溶 性 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ 】
　 PrP s c に 結 合 し た 場 合 に 、 PrP s c 形 態 へ の 転 換 に 耐 性 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の ハ イ ブ リ ッ
ド タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ 】
　 少 な く と も 2つ の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 が 、 多 量 体 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 、 好 ま し
く は 二 量 体 ま た は 五 量 体 、 よ り 好 ま し く は 二 量 体 を 形 成 す る 、 請 求 項 1ま た は 2記 載 の ハ イ
ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ４ 】
　 第 二 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 が 、 少 な く と も 1つ の さ ら な る ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 の 少 な く
と も 1つ の さ ら な る 第 二 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 結 合 し て 、 多 量 体 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を
形 成 す る こ と が で き る 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一 項 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ５ 】
　 第 一 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 が 、 GPI-(グ リ コ シ ル -ホ ス フ ァ チ ジ ル -イ ノ シ ト ー ル )残 基 、 お よ
び ／ ま た は 野 生 型 PrP C プ リ オ ン タ ン パ ク 質 の カ ル ボ キ シ ル 末 端 シ グ ナ ル 配 列 を 含 ま な い 、
請 求 項 1～ 4の い ず れ か 一 項 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 1～ 5の い ず れ か 一 項 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 の い ず れ か 1つ の 二 量 体 ま た
は オ リ ゴ マ ー 、 好 ま し く は 二 量 体 お よ び 五 量 体 を 含 む 、 多 量 体 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 の 第 一 お よ び 第 二 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 が 、 同 じ 種 ま た は 異 な る 種
に 由 来 す る 、 請 求 項 6記 載 の 多 量 体 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ８ 】
　 多 量 体 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 の 単 量 体 単 位 が 、 同 じ 種 ま た は 異 な る 種 に 由 来 す る 、 請
求 項 6ま た は 7記 載 の 多 量 体 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ９ 】
　 第 一 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 が 完 全 長 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 （ PrP C ） で あ る 、 請 求 項 1～ 8の い ず
れ か 一 項 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 第 二 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 が 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 由 来 す る 、 請 求 項 1～ 9の い ず れ か 一 項 記 載 の
ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 第 二 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に お い て 、 Fcγ レ セ プ タ ー お よ び ／ ま た は 補 体 に 対 す る 結 合 部 位
が 不 活 性 化 さ れ て い る 、 請 求 項 10記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 第 二 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 定 常 領 域 に 由 来 す る 、 請 求 項 1～ 11の い
ず れ か 一 項 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 第 二 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 が 、 哺 乳 動 物 免 疫 グ ロ ブ リ ン γ 重 鎖 、 好 ま し く は ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ
リ ン γ 重 鎖 に 由 来 す る 、 請 求 項 12記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 第 二 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 が 、 哺 乳 動 物 免 疫 グ ロ ブ リ ン mμ 重 鎖 、 好 ま し く は ヒ ト 免 疫 グ ロ
ブ リ ン mμ 重 鎖 に 由 来 す る 、 請 求 項 12記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 第 二 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 が 、 第 一 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の カ ル ボ キ シ ル 末 端 側 に 直 接 融 合 さ れ
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て い る 、 請 求 項 1～ 14の い ず れ か 一 項 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 第 一 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 が 、 ヒ ト プ リ オ ン タ ン パ ク 質 （ PrP C ） の 機 能 性 誘 導 体 ま た は そ の
機 能 性 断 片 で あ り 、 ヒ ト の 天 然 に 生 じ る 完 全 に 機 能 的 な 野 生 型 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 PrP C の
PrP s c 結 合 ド メ イ ン と 好 ま し く は 少 な く と も 50％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 80％ 、 お よ
び 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 90％ 同 一 で あ り 、 且 つ 野 生 型 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 の PrP s c 結
合 ド メ イ ン の PrP s c タ ン パ ク 質 と 少 な く と も 幾 ら か 、 好 ま し く は 少 な く と も 20％ 、 よ り 好
ま し く は 少 な く と も 50％ 、 お よ び 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 90％ の 特 異 的 結 合 能 を 保 持 す
る ヒ ト PrP C の PrP s c 結 合 ド メ イ ン を 含 む 、 請 求 項 1～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド
タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 野 生 型 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 の 機 能 性 誘 導 体 が 、 野 生 型 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 ま た は そ の 機
能 性 断 片 の 機 能 性 断 片 、 変 異 体 、 類 似 体 、 化 学 的 誘 導 体 、 ま た は ペ プ チ ド 模 倣 体 で あ る 、
請 求 項 16記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 タ ン パ ク 質 が 固 体 支 持 体 に 結 合 さ れ て い る 、 請 求 項 1～ 17の い ず れ か 一 項 記 載 の ハ イ ブ
リ ッ ド タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 伝 染 性 海 綿 状 脳 症 （ TSE） を 診 断 す る た め の 、 請 求 項 1～ 18の い ず れ か 一 項 記 載 の ハ イ ブ
リ ッ ド タ ン パ ク 質 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 伝 染 性 海 綿 状 脳 症 （ TSE） の 診 断 に 使 用 す る た め の 診 断 キ ッ ト で あ っ て 、 請 求 項 1～ 18の
い ず れ か 一 項 記 載 の タ ン パ ク 質 を 例 え ば 緩 衝 液 の よ う な さ ら な る 試 薬 お よ び 作 業 指 示 と 組
み 合 わ せ て 含 む 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 伝 染 性 海 綿 状 脳 症 （ TSE） を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
（ a） PrP s c タ ン パ ク 質 を 含 む と 疑 わ れ る 試 料 を 、 請 求 項 1～ 18の い ず れ か 一 項 記 載 の ハ イ
ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 に 、 PrP s c タ ン パ ク 質 と 該 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 と を 結 合 さ せ る 条
件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
（ b） PrP s c タ ン パ ク 質 -ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 複 合 体 を 検 出 す る 工 程
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 PrP s c お よ び ／ ま た は PrP C に 結 合 で き る 分 子 を 同 定 お よ び ／ ま た は 単 離 す る 方 法 で あ っ
て 、
（ d） PrP s c お よ び ／ ま た は PrP C 結 合 分 子 を 含 む と 疑 わ れ る 試 料 を 、 請 求 項 1～ 18の い ず れ
か 一 項 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 に 、 該 分 子 と ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 と を 直 接 的 ま
た は 間 接 的 に 結 合 さ せ る 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 、 な ら び に
（ e） 該 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 が 分 子 と 結 合 し た か 否 か を 検 出 す る 工 程 、 な ら び に 任 意
で
（ f） 該 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 に 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 結 合 し た 分 子 を 単 離 す る 工 程
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 PrP s c お よ び ／ ま た は PrP C に 結 合 で き る 分 子 を 同 定 す る た め の 、 請 求 項 1～ 18の い ず れ か
一 項 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 請 求 項 1～ 18の い ず れ か 一 項 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 請 求 項 24記 載 の 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 請 求 項 24記 載 の 核 酸 お よ び ／ ま た は 請 求 項 25記 載 の ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 。
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【 請 求 項 ２ ７ 】
　 伝 染 性 海 綿 状 脳 症 （ TSE） の 予 防 お よ び ／ ま た は 処 置 の た め の 薬 剤 を 製 造 す る た め の 、
請 求 項 2～ 18の い ず れ か 一 項 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 、 請 求 項 2～ 18の い ず れ か 一 項
記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 、 請 求 項 2～ 18の い ず れ か 一 項 記 載 の ハ
イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー お よ び ／ ま た は 宿 主 細 胞 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 請 求 項 2～ 18の い ず れ か 一 項 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 、 請 求 項 2～ 18の い ず れ か 一
項 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 、 請 求 項 2～ 18の い ず れ か 一 項 記 載 の
ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー お よ び ／ ま た は 宿 主 細 胞 、 な ら
び に 薬 学 的 に 許 容 さ れ 得 る 担 体 を 含 む 、 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 遺 伝 子 療 法 に 使 用 す る た め の 、 請 求 項 28記 載 の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 請 求 項 1～ 18の い ず れ か 一 項 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を 製 造 す る 方 法 で あ っ て 、
請 求 項 26記 載 の 宿 主 細 胞 を 、 該 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る 条 件 下 で 培 養 す る 工
程 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 請 求 項 1～ 18の い ず れ か 一 項 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を 安 定 的 に 発 現 す る 、 ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 好 ま し く は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 請 求 項 31記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 骨 髄 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 伝 染 性 海 綿 状 脳 症 （ TSE） の 処 置 の た め の 薬 剤 を 製 造 す る た め の 、 請 求 項 32記 載 の 骨 髄
の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 PrP S c 、 お よ び 請 求 項 1～ 18の い ず れ か 一 項 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を 含 む 組 成 物
。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 PrP S c が ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 に 結 合 さ れ て い る 、 請 求 項 34記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 PrP S c が ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 に 非 共 有 結 合 的 に 結 合 さ れ て い る 、 請 求 項 35記 載 の 組
成 物 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 請 求 項 1～ 18の い ず れ か 一 項 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を 含 む 担 体 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 磁 性 ビ ー ズ 、 フ ィ ル タ ー 片 、 微 量 滴 定 プ レ ー ト 、 非 磁 性 ビ ー ズ 、 プ ラ ズ モ ン 表 面 共 鳴 プ
レ ー ト 、 マ イ ク ロ ア レ イ プ レ ー ト 、 固 体 へ の 相 転 移 が な さ れ る 液 体 担 体 、 お よ び そ れ ら の
組 合 せ か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 37記 載 の 担 体 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 生 物 学 的 材 料 か ら PrP S c を 除 去 す る た め の イ ン ビ ト ロ 法 で あ っ て 、 該 材 料 を 、 請 求 項 1～
18の い ず れ か 一 項 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 に 接 触 さ せ 、 且 つ 該 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ
ク 質 に 結 合 さ れ た PrP S c を 除 去 す る 工 程 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 生 物 学 的 材 料 か ら PrP S c を 除 去 お よ び ／ ま た は 不 活 性 化 す る た め の 、 請 求 項 1～ 18の い ず
れ か 一 項 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 、 お よ び ／ ま た は 請 求 項 34～ 36の い ず れ か 一 項 記
載 の 組 成 物 、 お よ び ／ ま た は 請 求 項 37も し く は 38記 載 の 担 体 の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 分 野
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　 本 発 明 は 、 伝 染 性 海 綿 状 脳 炎 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 （ PrP s c ） と 結 合 で き る 、 プ リ オ ン
タ ン パ ク 質 PrP C に 由 来 す る 第 一 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 お よ び 第 二 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 （ tag）
を 少 な く と も 含 み 、 機 能 性 膜 ア ン カ ー 部 分 を 含 ま な い 、 可 溶 性 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 に
関 す る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 伝 染 性 海 綿 状 脳 症 の 診 断 の た め の 該 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 の
使 用 も 対 象 と す る 。 加 え て 、 本 発 明 は 、 伝 染 性 海 綿 状 脳 症 （ transmissible spongiform e
ncephalopathies： TSE） の 予 防 お よ び ／ ま た は 処 置 の た め の 薬 剤 を 製 造 す る た め の 、 該 ハ
イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 、 該 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 、 該 ハ イ ブ リ ッ ド タ
ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー お よ び ／ ま た は 宿 主 細 胞 の 使 用 に 関 す る 。 更 に
、 本 発 明 は 、 該 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を 製 造 す る 方 法 を 対 象 と し 、 該 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン
パ ク 質 を 安 定 的 に 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 該 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 骨 髄 、
お よ び 伝 染 性 海 綿 状 脳 症 （ TSE） の 処 置 の た め の 該 骨 髄 の 使 用 に も 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 背 景
　 伝 染 性 海 綿 状 脳 症 （ TSE） は 、 ウ シ （ BSE） 、 ヒ ト （ ク ロ イ ツ フ ェ ル ト － ヤ コ ブ 病 ） お よ
び ヒ ツ ジ （ ス ク レ イ ピ ー ） を 含 む 哺 乳 動 物 を 冒 す 、 致 命 的 な 神 経 変 性 疾 患 で あ る 。 こ の 疾
患 は 、 宿 主 が コ ー ド す る 細 胞 性 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 （ PrP C ） の 部 分 的 に プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性
で あ る 異 常 な 形 態 （ PrP-resま た は PrP S c ） の 蓄 積 を 特 徴 と す る 。 こ の 感 染 性 病 原 体 ま た は
プ リ オ ン は 、 部 分 的 ま た は 全 体 的 に PrP S c で 構 成 さ れ 、 PrP S c へ の PrP C の 転 換 を 誘 導 す る こ
と に よ っ て 、 自 身 を 増 殖 さ せ る と 考 え ら れ て い る ［ Prusiner, 1982］ 。 様 々 な 種 か ら の 、
正 常 な 、 プ ロ テ ア ー ゼ 感 受 性 で あ る 形 態 の PrP（ PrP C ） の 溶 液 中 の 三 次 元 構 造 が 解 明 さ れ
て お り 、 PrP S c が 、 有 意 に 増 加 し た β シ ー ト 含 量 を 有 す る 異 常 な 立 体 配 座 を 表 す こ と の 少
な か ら ぬ 証 拠 が 存 在 す る 。 β シ ー ト に 富 む 立 体 配 座 は 、 脳 組 織 中 で 、 凝 集 し や す く 、 明 確
な ア ミ ロ イ ド 斑 へ と 蓄 積 す る ア ミ ロ イ ド 原 線 維 を 形 成 す る ［ 総 説 に つ い て は Aguzziら 、 20
01bを 参 照 さ れ た い ］ 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 豊 富 な 証 拠 が 、 プ リ オ ン 病 の 発 症 に は PrP C が 不 可 欠 で あ り 、 PrP C を コ ー ド す る Prnp遺 伝
子 ［ Buelerら 、 1992］ の 切 除 は 、 実 験 的 ス ク レ イ ピ ー 接 種 に 耐 性 を 付 与 し ［ Buelerら 、 19
93］ 、 ヒ ト 伝 染 性 海 綿 状 脳 症 （ TSE） の 家 族 性 の 症 例 は 、 す べ て 、 Prnpの 突 然 変 異 を 特 徴
と す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 PrP C を コ ー ド す る 読 み 取 り 枠 は 、 Prnp遺 伝 子 の 単 一 エ キ ソ ン 内 に 含 ま れ る 。 PrP C は 、 そ
の ア ミ ノ 末 端 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 の 除 去 、 糖 鎖 形 成 、 お よ び そ の カ ル ボ キ シ ル 末 端 シ グ ナ ル
配 列 の 、 細 胞 外 表 面 に そ れ を 係 留 す る GPI残 基 で の 置 換 に よ っ て 、 成 熟 形 態 へ と プ ロ セ シ
ン グ さ れ る 。 PrP C の 生 理 学 的 機 能 は 、 依 然 と し て 僅 か に 理 解 さ れ て い る に す ぎ な い 。 PrP C

の 大 部 分 が 膜 結 合 性 で あ る の に 対 し 、 糖 脂 質 部 分 を 欠 く 可 溶 性 形 態 の PrP C は 、 血 清 中 ［ Pe
riniら 、 1996］ 、 お よ び 副 睾 丸 液 中 ［ Gattiら 、 2002］ に 存 在 す る 。 脾 臓 細 胞 お よ び 小 脳
顆 粒 細 胞 の 初 代 培 養 で は 、 実 質 的 な 量 の PrP C が 、 GPIア ン カ ー の 喪 失 後 に 流 出 す る 。 流 出
は 、 血 清 の 存 在 下 で 増 大 し て 、 血 清 ホ ス ホ リ パ ー ゼ が 、 こ の 過 程 に 参 加 す る こ と を 示 唆 し
て い る ［ Parizekら 、 2001］ 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 プ リ オ ン 増 幅 の 最 も 理 論 的 な モ デ ル は 、 PrP S c お よ び PrP C が TSE病 態 形 成 の 途 中 で 直 接 作
用 し 合 う こ と を 予 測 す る 。 無 細 胞 転 換 系 で は 、 PrP S c は 、 多 く の 物 理 化 学 的 特 性 を PrP S c と
共 有 す る 部 分 へ の PrP C の 転 換 を 駆 動 す る ［ Kociskoら 、 1994］ 。 こ れ ら は 、 凝 集 、 原 線 維
の 形 成 、 お よ び プ ロ テ イ ナ ー ゼ K（ PK） に よ る 消 化 に 対 す る 部 分 的 耐 性 を 包 含 す る 。 プ ロ
テ ア ー ゼ 感 受 性 PrP C と の プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 PrP S c の 特 異 的 結 合 が 、 GPIア ン カ ー を 欠 く 可 溶
性 PrP C を 発 現 す る 細 胞 の 放 射 線 標 識 し た 溶 解 物 中 で 観 察 さ れ て い る ［ Horiuchiお よ び Caug
hey、 1999］ 。 動 物 実 験 ［ Scottら 、 1989］ お よ び イ ン ビ ト ロ 転 換 ア ッ セ イ 法 ［ Bessenら 、
1995； Kociskoら 、 1995］ が 、 効 率 的 な PrP S c 形 成 に は 、 PrP C と PrP S c と の 間 の 配 列 適 合 性
が 必 要 で あ る こ と を 示 し て い る 。
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【 ０ ０ ０ ６ 】
　 無 細 胞 転 換 系 は 、 PrP S c へ の PrP C の 結 合 、 お よ び プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 状 態 へ の 転 換 が 速 度
論 上 は 分 離 さ れ 得 る こ と を 示 し て い る ［ DebBurmanら 、 1997］ 。 二 つ の 結 合 相 手 間 の 初 期
の 結 合 が 転 換 機 序 全 体 の 死 活 的 側 面 で あ る 。 転 換 事 象 は 、 細 胞 表 面 で か 、 ま た は PrP S c の
エ ン ド サ イ ト ー シ ス 転 送 の 際 の い ず れ か で 生 じ る こ と が 提 唱 さ れ て い る 。 そ の 後 、 PrP S c

は 、 リ ソ ソ ー ム 内 に 蓄 積 さ れ る と 思 わ れ る 。 し か し 、 他 の 研 究 者 は 、 疾 患 関 連 PrPが 主 と
し て 、 細 胞 外 ま た は ニ ュ ー ロ ン 表 面 に 蓄 積 さ れ る こ と を 、 感 染 動 物 で ［ Jeffreyら 、 1992
］ 、 お よ び 培 養 細 胞 ［ Veyら 、 1996］ で 見 出 し て 、 転 換 が 専 ら 細 胞 外 的 で あ り 得 る こ と を
示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 技 術 的 障 害 が 、 イ ン ビ ボ で の PrP C と PrP S c と の 間 の 物 理 的 相 互 作 用 、 す な わ ち 唯 タ ン パ
ク 質 仮 説 の 中 心 的 予 測 の 立 証 を 妨 げ て い る 。 外 部 か ら 導 入 さ れ た と き 、 PrP S c は 、 急 速 に
分 解 さ れ る ［ Sailerら 、 1994］ 。 そ の た め 、 そ の 生 化 学 的 運 命 を 直 接 決 定 す る こ と は 不 可
能 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 PrP S c お よ び PrP C -PrP S c 複 合 体 の 、 イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ で の 、 詳 細 な 定 量 的 お よ
び 定 性 的 分 析 に 適 す る 、 新 規 な 診 断 用 薬 剤 を 提 供 す る こ と が 、 本 発 明 の 1つ の 目 的 で あ る
。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 更 に 、 利 用 し や す い 末 梢 組 織 （ 例 え ば 扁 桃 ） ま た は 体 液 （ 例 え ば 血 液 、 尿 、 脳 脊 髄 液 ）
中 の 低 濃 度 の PrP S c を 検 出 す る こ と に よ っ て 、 前 臨 床 状 態 で TSEを 効 率 的 か つ 安 全 に ス ク リ
ー ニ ン グ す る 緊 急 の 必 要 性 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 特 に 、 TSEの 予 防 お よ び 処 置 の た め の 、 PrP S c の 形 成 を 阻 害 お よ び ／ ま た は PrP S c を 封 鎖
す る 化 合 物 の 必 要 性 が 存 在 す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ １ 】
発 明 の 開 示
　 本 発 明 の 一 つ の 態 様 は 、
（ a） 伝 染 性 海 綿 状 脳 炎 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 （ PrP s c ） と 結 合 で き る 、 プ リ オ ン タ ン パ ク
質 PrP C に 由 来 す る 第 一 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 お よ び
（ b） 第 二 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 （ tag）
を 少 な く と も 含 み 、 機 能 性 膜 ア ン カ ー 部 分 を 含 ま な い 、 可 溶 性 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を
提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 に よ る 第 一 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 本 明 細 書 で は 、 伝 染 性 海 綿 状 脳 炎 に 関 与 す る タ
ン パ ク 質 （ PrP s c ） に 結 合 で き る 任 意 の プ リ オ ン タ ン パ ク 質 PrP C ま た は そ の 機 能 性 誘 導 体
と し て 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 PrP C の 「 機 能 性 誘 導 体 」 な る 用 語 は 、 生 物 学 的 活 性 を 有 し 、 天 然 に
生 じ る 完 全 に 機 能 的 な ヒ ト プ リ オ ン タ ン パ ク 質 PrP C 、 す な わ ち 成 熟 し た （ 翻 訳 後 プ ロ セ シ
ン グ さ れ た 、 ア ミ ノ 末 端 分 泌 配 列 な し の ） 、 野 生 型 ヒ ト プ リ オ ン タ ン パ ク 質 PrP C の ア ミ ノ
酸 配 列 ［ Schatzlら 、 J. Mol. Biol., 245, 362-374 (1995)］ ま た は そ の 機 能 性 断 片 （ プ
リ オ ン タ ン パ ク 質 PrP S c 結 合 活 性 を 有 す る 、 部 分 的 な プ リ オ ン タ ン パ ク 質 PrP C ア ミ ノ 酸 配
列 ） と 好 ま し く は 少 な く と も 50％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 80％ 、 お よ び 最 も 好 ま し く
は 少 な く と も 90％ 同 一 で あ り 、 且 つ 野 生 型 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 PrP C と 少 な く と も 幾 ら か 、
好 ま し く は 少 な く と も 20％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 50％ 、 お よ び 最 も 好 ま し く は 少 な
く と も 90％ の PrP S c 結 合 活 性 を 保 持 す る ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 相 互 に 関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド の 同 一 性 百 分 率 は 、 公 知 の 手 順 を 用 い て 決 定 す る こ と が で

10

20

30

40

50

(6) JP 2007-523607 A 2007.8.23



き る 。 原 則 と し て 、 特 殊 な 必 要 条 件 を 考 慮 に 入 れ た ア ル ゴ リ ズ ム を 有 す る 、 特 殊 な コ ン ピ
ュ ー タ プ ロ グ ラ ム が 用 い ら れ る 。 同 一 性 百 分 率 を 決 定 す る の に 好 ま し い 手 順 は 、 初 め に 、
調 べ る 配 列 間 の 最 大 の 一 致 を 作 成 す る 。 二 つ の 配 列 間 の 同 一 性 を 決 定 す る た め の コ ン ピ ュ
ー タ プ ロ グ ラ ム は 、 GAP［ Devereux, J.ら 、 Nucleic Acids Research, 12 (12): 387 (198
4)］ を 初 め と す る GCGプ ロ グ ラ ム パ ッ ケ ー ジ ； Genetics Computer Group University of W
isconsin, Madison (WI)； BLASTP、 BLASTNお よ び FASTA［ Altschul, S.ら 、 J. Molec. Bio
l., 215: 403-410 (1990)］ を 非 限 定 的 に 含 む 。 BLAST Xプ ロ グ ラ ム は 、 National Centre 
for Biotechnology Information (NCBI)そ の 他 の 供 給 源 か ら 入 手 す る こ と が で き る ［ BLAS
T Handbook, Altschul, S.ら 、 NCB NLM NIH Bethesda MD 20894； Altschul, S.ら 、 J. Mo
l. 215: 403-410 (1990)］ 。 周 知 の Smith Watermanア ル ゴ リ ズ ム も 、 同 一 性 ％ の 決 定 に 用
い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 配 列 比 較 に 好 適 な パ ラ メ ー タ は 、 下 記 を 含 む ：
　 ア ル ゴ リ ズ ム ： Needleman and Wunsch, J. Mol. Biol., 48, 443-453 (1970)
比 較 行 列 ： Henikoff & Henikoffの BLOSUM62, PNAS USA, 89 (1992), 10915-10919
　 ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ ー ： 12
　 ギ ャ ッ プ 長 ペ ナ ル テ ィ ー ： 2
【 ０ ０ １ ６ 】
　 GAPプ ロ グ ラ ム も 、 上 記 の パ ラ メ ー タ と と も に 用 い る の に 適 す る 。 上 記 の パ ラ メ ー タ は
、 ア ミ ノ 酸 配 列 比 較 の た め の 標 準 的 パ ラ メ ー タ （ デ フ ォ ー ル ト パ ラ メ ー タ ） で あ っ て 、 末
端 で の 間 隙 は 、 同 一 性 百 分 率 の 値 を 減 少 さ せ な い 。 配 列 が 参 照 配 列 に 比 し て 非 常 に 小 さ い
と 、 期 待 値 を 100,000ま で 増 加 し 、 あ る 場 合 に は ワ ー ド 長 （ ワ ー ド サ イ ズ ） を 2ま で 削 減 す
る こ と が 更 に 必 要 に な る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 Program Handbook, Wisconsin Package、 バ ー ジ ョ ン 9、 1997年 9月 中 で 指 名 さ れ た も の
を 初 め と す る 、 さ ら な る モ デ ル ア ル ゴ リ ズ ム 、 間 隙 開 放 ペ ナ ル テ ィ ー 、 間 隙 拡 張 ペ ナ ル テ
ィ ー お よ び 比 較 行 列 を 用 い る こ と が で き る 。 そ の 選 択 は 、 実 施 し よ う と す る 比 較 、 更 に は
、 比 較 を 、 配 列 対 の 間 で 実 施 す る の か （ こ の 場 合 、 GAPま た は Best Fitが 好 ま し い ） 、 1つ
の 配 列 と 大 規 模 な 配 列 デ ー タ ベ ー ス と の 間 で 実 施 す る の か （ こ の 場 合 、 FLSTAま た は BLAST
が 好 ま し い ） に 依 存 す る こ と に な る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 PrP C の 誘 導 体 に 基 づ く 上 記 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 機 能 性 断 片 （ プ リ オ
ン タ ン パ ク 質 PrP S c 結 合 活 性 を 有 す る 、 部 分 的 な プ リ オ ン タ ン パ ク 質 PrP C ア ミ ノ 酸 配 列 ）
お よ び 変 異 体 （ 例 え ば 、 野 生 型 タ ン パ ク 質 に 構 造 的 か つ 生 物 学 的 に 類 似 し 、 PrP S c 結 合 活
性 を 有 す る ） を 含 む 。 更 に 、 用 語 「 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 PrP C の 誘 導 体 」 は 、 プ リ オ ン タ ン
パ ク 質 PrP C の 類 似 体 （ 例 え ば 、 PrP S c 結 合 が 野 生 型 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 に 実 質 的 に
類 似 す る 、 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 ） 、 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 PrP C の 化 学 的 誘 導 体 （ 例 え
ば 、 さ ら な る 化 学 的 部 分 、 例 え ば ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル お よ び そ の 誘 導 体 を 含 有 す る ）
、 お よ び プ リ オ ン タ ン パ ク 質 PrP C の ペ プ チ ド 模 倣 体 （ 例 え ば 、 ペ プ チ ド を 構 造 お よ び ／ ま
た は 機 能 に お い て 模 倣 す る 、 低 分 子 量 化 合 物 ） ［ 例 え ば 、 Abell, Advances in Amino Aci
d Mimetics and Peptidomimetics, London: JAI Press (1997); Gante, Peptidmimetica 
- massgeschneiderte Enzyminhibitoren Angew. chem. 106:1780-1802 (1994); and Olso
n et al., J. Med. Chem. 36: 3039-3049 (1993)を 参 照 さ れ た い ］ を 含 ん で 、 そ れ ら が 、
す べ て 、 少 な く と も 幾 ら か 、 好 ま し く は 少 な く と も 20％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 50％
、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 90％ の 、 ヒ ト の 成 熟 野 生 型 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 PrP C の PrP S c

結 合 機 能 を 保 持 し て い て 、 こ の 結 合 機 能 は 、 先 行 技 術 で 確 立 さ れ た 任 意 の 結 合 ア ッ セ イ 法
、 例 え ば ル ミ ネ セ ン ス 免 疫 ア ッ セ イ 法 ［ Biffigerら 、 J. Virol. Methods, 101: 79-84 (2
002)］ で 試 験 す る こ と が で き る 。 好 適 な 機 能 性 誘 導 体 は 、 少 な く と も 1つ の ア ミ ノ 酸 の 置
換 、 欠 失 ま た は 付 加 を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
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　 好 ま し い 態 様 で は 、 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 は 、 第 一 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 が
、 ヒ ト の 天 然 に 生 じ る 完 全 に 機 能 的 な 野 生 型 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 PrP C の PrP s c 結 合 ド メ イ
ン と 、 好 ま し く は 少 な く と も 50％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 80％ 、 最 も 好 ま し く は 少 な
く と も 90％ 同 一 で あ り 、 野 生 型 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 の PrP s c 結 合 ド メ イ ン の PrP s c － タ ン パ
ク 質 と の 少 な く と も 幾 ら か 、 好 ま し く は 少 な く と も 20％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 50％
、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 90％ の 特 異 的 結 合 能 を 保 持 す る 、 ヒ ト PrP C の PrP s c 結 合 ド メ
イ ン を 含 む 、 ヒ ト プ リ オ ン タ ン パ ク 質 （ PrP C ） ま た は そ の 機 能 性 断 片 で あ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 よ り 好 ま し く は 、 こ の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 は 、 野 生 型 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 の 機 能 性
誘 導 体 が 、 野 生 型 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 ま た は そ の 機 能 性 誘 導 体 の 機 能 性 断 片 、 変 異 体 、 類
似 体 、 化 学 的 誘 導 体 、 ま た は ペ プ チ ド 模 倣 体 で あ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 PrPプ リ オ ン タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る PrP遺 伝 子 は 、 多 く の 哺 乳 動 物 種 で 解 明 さ れ て い る
。 例 え ば 、 一 般 的 に 公 知 の い く つ か の PrP配 列 が 、 Schaetzlら 、 J. Mol. Biol. 245, 362-
374 (1995)； Wopfnerら 、 J. Mol. Biol. 289, 1163-1178 (1999)に 記 載 さ れ て お り 、 対 応
す る 配 列 が 、 Public Medlineの デ ー タ ベ ー ス を 介 し て 利 用 で き る Genbankに 寄 託 さ れ て い
る 。 そ の よ う な 遺 伝 子 が 発 現 す る タ ン パ ク 質 は 、 PrP C （ 非 疾 患 ） ま た は PrP S c （ 疾 患 ） 形
態 を と る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 用 語 「 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 PrP C 」 ま た は 「 PrP C 」 は 、 簡 潔 に は 、 成 熟 Prnp遺 伝 子 生 成 物
の 天 然 に 産 す る 形 態 を 意 味 す る 。 PrP C は 、 そ の ア ミ ノ 酸 末 端 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 の 除 去 、 糖
鎖 形 成 、 お よ び そ の カ ル ボ キ シ ル 末 端 シ グ ナ ル 配 列 の GPI残 基 で の 置 換 に よ っ て 、 成 熟 形
態 へ と プ ロ セ シ ン グ さ れ る 。 所 与 の 細 胞 型 に お け る そ の 存 在 は 、 プ リ オ ン 複 製 に 必 要 で あ
る が 、 充 分 で は な い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 用 語 「 PrP S c 」 は 、 TSE罹 患 者 の 組 織 に 見 出 さ れ る 成 熟 Prnp生 成 物 の 「 異 常 な 」 形 態 を 意
味 す る 。 こ の 形 態 は 、 標 準 化 さ れ た 条 件 下 で の プ ロ テ ア ー ゼ 消 化 に 対 し て 部 分 的 に 耐 性 で
あ る こ と と し て 定 義 さ れ る ［ Schallerら 、 Acta Neuropathol (Berl) 98: 437-443 (1999)
を 参 照 さ れ た い ］ 。 PrP S c は 、 立 体 配 座 に お い て の み （ ま た は 主 と し て ） PrP C と 異 な る と
考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 は 、 診 断 、 予 防 お よ び 治 療 の よ う な 、 イ ン ビ ト ロ
お よ び イ ン ビ ボ で の 適 用 に 役 立 つ 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 こ の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 は 、 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 の PrP s c 形 態 に 安 定 的 に 結 合 す る
こ と が で き る 。 し た が っ て 、 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 の ハ イ ブ リ ッ ド 結 合 PrP s c 形 態 は 、 さ ら
な る 診 断 尺 度 の た め か 、 ま た は 哺 乳 動 物 の 免 疫 系 に よ っ て 検 出 さ れ る た め に 標 識 化 さ れ る
。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 治 療 お よ び 予 防 的 な イ ン ビ ボ で の 適 用 に は 、 本 発 明 の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 は 、 PrP s
c に 結 合 し た と き 、 PrP s c 形 態 へ の 転 換 に 耐 性 を 有 す る も の で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 は 、 多 量 体 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン
パ ク 質 、 好 ま し く は 二 量 体 ま た は 五 量 体 、 よ り 好 ま し く は 二 量 体 を 形 成 す る 。 多 量 体 ハ イ
ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 は 、 単 量 体 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 よ り 構 造 お よ び ／ ま た は 結 合 が 安
定 的 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 好 ま し く は 、 少 な く と も 1つ の さ ら な る ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 1つ の さ ら
な る 第 二 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と の 共 有 結 合 （ 例 え ば ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 ） ま た は 代 替 的 結 合 （
例 え ば 化 学 的 な 架 橋 結 合 ） を 形 成 し て 、 多 量 体 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を 形 成 す る の は 、
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第 二 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 膜 を 含 む 環 境 で の 適 用 に は 、 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 は 、 望 み の 結 合 相 手 に 到 達 す る 前
の 膜 へ の 結 合 に よ る 固 定 化 を 回 避 す る よ う 、 機 能 性 膜 ア ン カ ー 部 分 を 含 ま な い こ と が 重 要
で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 明 細 書 に 述 べ る と お り 、 用 語 「 機 能 性 膜 ア ン カ ー 部 分 」 は 、 そ れ を 含 有 す る 所 与 の ポ
リ ペ プ チ ド を イ ン ビ ト ロ お よ び ／ ま た は イ ン ビ ボ で 脂 質 膜 に 、 好 ま し く は イ ン ビ ト ロ お よ
び ／ ま た は イ ン ビ ボ で 細 胞 膜 に 付 着 さ せ る 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 よ り 好 ま し く は 、 こ の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 は 、 野 生 型 PrP C プ リ オ ン タ ン パ ク 質 の GP
I-（ グ リ コ シ ル － ホ ス フ ァ チ ジ ル － イ ノ シ ト ー ル ） 残 基 お よ び ／ ま た は カ ル ボ キ シ ル 末 端
シ グ ナ ル 配 列 を 含 ま な い 、 第 一 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 の 任 意 の 1つ の 二 量 体
ま た は オ リ ゴ マ ー 、 好 ま し く は 二 量 体 ま た 五 量 体 を 含 む 、 多 量 体 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質
を 対 象 と す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 こ の 多 量 体 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 で は 、 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 の 第 一 お よ び 第 二 ポ
リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 同 じ ま た は 異 な る 種 に 由 来 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 第 一 ポ リ ペ プ
チ ド 配 列 は 、 1つ の 哺 乳 動 物 に 由 来 す る こ と が で き 、 第 二 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 も う 1つ の
哺 乳 動 物 に 由 来 す る こ と が で き る 。 よ り 好 ま し く は 、 両 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と も 、 同 じ 哺 乳
動 物 に 由 来 し ； 最 も 好 ま し く は 、 両 配 列 と も 、 ヒ ト を 起 源 と す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ま た 、 こ の 多 量 体 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 で は 、 単 量 体 単 位 は 、 同 じ 種 （ ホ モ 多 量 体 ）
ま た は 異 な る 種 （ ヘ テ ロ 多 量 体 ） に 由 来 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 1つ の ハ イ ブ リ ッ ド
単 量 体 は 、 ウ シ （ ま た は ウ シ お よ び 更 に 1つ ； 上 記 の 項 を 参 照 さ れ た い ） を 起 源 と す る が
、 も う 1つ の ハ イ ブ リ ッ ド 単 量 体 は 、 ヒ ト （ ま た は ヒ ト お よ び 更 に 1つ ； 上 記 の 項 を 参 照 さ
れ た い ） を 起 源 と す る 。 好 ま し く は 、 多 量 体 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 の 単 量 体 単 位 は 、 同
じ 種 に 由 来 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 よ り 好 ま し い 本 発 明 の 態 様 で は 、 本 発 明 の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 は 、 第 一 ポ リ ペ プ チ
ド 配 列 が 、 完 全 長 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 （ PrP C ） 、 よ り 好 ま し く は 、 野 生 型 の PrP C プ リ オ ン
タ ン パ ク 質 の GPI-（ グ リ コ シ ル － ホ ス フ ァ チ ジ ル － イ ノ シ ト ー ル ） 残 基 お よ び ／ ま た は カ
ル ボ キ シ ル 末 端 シ グ ナ ル 配 列 を 含 ま な い 完 全 長 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 （ PrP C ） で あ る も の で
あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 用 語 「 完 全 長 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 （ PrP C ） 」 は 、 ア ミ ノ 末 端 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 の 除 去 後
の 、 さ ら な る 糖 鎖 形 成 を 伴 う か 、 ま た は 伴 わ な い 、 天 然 の PrnP遺 伝 子 が コ ー ド す る ア ミ ノ
酸 配 列 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 の 第 二 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 好 ま し く は 、 ペ プ チ ド 結 合 に よ っ
て 、 第 一 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 結 合 さ れ て い る が 、 他 の リ ン カ ー も 、 こ の 目 的 で 用 い る こ と
が で き る （ 例 え ば ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド ） 。 非 ペ プ チ ド 性 の ポ リ ペ プ チ
ド リ ン カ ー 、 例 え ば ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン 結 合 系 は 、 当 業 者 間 で は 一 般 的 に 公 知
で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 第 二 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 第 一 配 列 の 構 造 的 な 立 体 配 座 を 安 定 化 す る こ と が 見 出 さ れ て
い る 。 更 に 、 第 二 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 タ ン パ ク 質 に タ グ 付 け す る 結 果 、 特 定 の 診 断 試 薬
が 該 タ グ と 作 用 し 合 っ て 、 該 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を 検 出 お よ び ／ ま た は 分 離 し 、 そ の
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結 合 パ ー ト ナ ー の PrP s c も 検 出 お よ び ／ ま た は 分 離 す る こ と が で き る よ う 機 能 し て も よ い
。 例 え ば 、 第 二 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 反 応 性 に 富 む 相 対 物 、 例 え ば ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン
含 有 診 断 試 薬 が 捕 捉 す る こ と が で き る 反 応 性 部 分 、 例 え ば ビ オ チ ン を 含 ん で 、 該 ハ イ ブ リ
ッ ド タ ン パ ク 質 を 、 単 独 で 、 ま た は そ の 結 合 相 手 で あ る PrP s c と と も に 検 出 お よ び ／ ま た
は 結 合 す る こ と が で き る 。 PrP s c 結 合 相 手 を 伴 う か 、 ま た は 伴 わ な い ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ
ク 質 は 、 標 準 的 な タ ン パ ク 質 手 法 に よ っ て 、 例 え ば 既 知 分 子 量 の マ ー カ ー の 存 在 下 で の 、
PAGEゲ ル 系 に お け る 大 き さ の 差 に よ っ て 、 識 別 す る こ と が で き る 。 そ の 上 、 イ ン ビ ボ 系 、
す な わ ち 哺 乳 動 物 で は 、 タ グ は 、 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 に 対 す る 免 疫 学 的 応 答 を 誘 発 す
る 結 果 、 結 合 し た 任 意 の PrP s c と と も に 免 疫 系 に よ っ て 封 鎖 さ れ 、 こ う し て 、 危 険 な PrP s c

プ リ オ ン タ ン パ ク 質 の 破 壊 を 助 け る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 特 に 好 ま し い 態 様 で は 、 本 発 明 に よ る 第 二 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 由 来
す る 。 好 ま し く は 、 該 由 来 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 機 能 性 誘 導 体 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 該 誘 導 体 の 機 能 は 、 多 量 体 形 成 、 エ ピ ト ー プ 結 合 お よ び ／ ま た は 補 体 活 性 化 の よ う な 、
免 疫 グ ロ ブ リ ン に 代 表 的 で あ る も の で あ っ て よ い 。 好 ま し く は 、 該 誘 導 体 は 、 免 疫 応 答 を
含 ん で は な ら な い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 「 機 能 性 誘 導 体 」 な る 用 語 は 、 生 物 学 的 活 性 を 有 し 、 天 然 に 生 じ る 完 全
に 機 能 的 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 す な わ ち 、 野 生 型 の 哺 乳 動 物 免 疫 グ ロ ブ リ ン ア ミ ノ 酸 配 列 、
ま た は そ の 機 能 性 断 片 （ 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 結 合 お よ び ／ ま た は 補 体 関 連 活 性 を 有 す る 、 部
分 的 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン ア ミ ノ 酸 配 列 ） 、 好 ま し く は ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン γ ま た は mμ 重 鎖
［ Canfieldら 、 J Exp Med 173: 1483-1491 (1991)、 Lundら 、 J Immunol 147: 2657-2662 
(1991)、 お よ び Taoら 、 J Exp Med 178: 661-667 (1993)］ と 、 好 ま し く は 少 な く と も 50％
、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 80％ 、 お よ び 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 90％ 同 一 で あ り 、 野
生 型 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 少 な く と も 幾 ら か 、 好 ま し く は 少 な く と も 20％ 、 よ り 好 ま し く は 少
な く と も 50%、 お よ び 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 90％ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 結 合 活 性 （ す な わ
ち 、 他 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 結 合 も し く は そ の 断 片 、 お よ び ／ ま た は 補 体 因 子 に 対 す る 結 合 活
性 、 好 ま し く は 多 量 体 形 成 の た め の そ の 他 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 対 す る 結 合 ） お よ び ／ ま た
は 補 体 関 連 活 性 を 保 持 す る 、 ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 上 記 の ポ リ ペ プ チ ド に 基 づ く 免 疫 グ ロ ブ リ ン 誘 導 体 は 、 機 能 性 断 片 （ 免 疫 グ ロ ブ リ ン の
結 合 お よ び ／ ま た は 補 体 関 連 活 性 を 有 す る 、 部 分 的 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン ア ミ ノ 酸 配 列 ） お よ
び 変 異 体 （ 例 え ば 野 生 型 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 構 造 的 か つ 生 物 学 的 に 類 似 し 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン
の 少 な く と も 1つ の 生 物 学 的 に 等 価 な ド メ イ ン を 有 す る ） を 含 む 。 更 に 、 用 語 「 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 誘 導 体 」 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 類 似 体 （ 例 え ば 、 生 物 学 的 機 能 が 野 生 型 タ ン パ ク 質 ま
た は そ の 断 片 に 実 質 的 に 類 似 す る 、 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 ） 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 化 学
的 誘 導 体 （ 例 え ば 、 追 加 の 化 学 的 部 分 、 例 え ば ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル お よ び そ の 誘 導 体
を 有 す る ） 、 お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ペ プ チ ド 模 倣 体 （ 例 え ば ペ プ チ ド を 構 造 お よ び ／ ま
た は 機 能 に お い て 模 倣 す る 、 低 分 子 量 化 合 物 ） ［ 例 え ば 、 Abell, Ad- vances in Amino A
cid Mimetics and Peptidomimetics, London: JAI Press (1997) ; Gante,Peptidmimetic
a-massgeschneiderte Enzyminhibitoren Angew. Chem. 106:1780-1802 (1994); and Olso
n et al., J. Med. Chem. 36: 3039-3049 (1993)を 参 照 さ れ た い ］ も 含 ん で 、 そ れ ら が 、
す べ て 、 野 生 型 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 少 な く と も 幾 ら か 、 好 ま し く は 少 な く と も 20％ 、 よ り 好
ま し く は 少 な く と も 50％ 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 90％ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 結 合 お よ び
／ ま た は 補 体 関 連 機 能 を 保 持 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 よ り 好 ま し く は 、 第 二 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 で は 、 Fcγ レ セ プ タ ー お よ び 補 体 に 対 す る 結 合
部 位 が 不 活 性 化 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
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　 は る か に 好 ま し く は 、 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 は 、 該 第 二 ポ リ ペ プ チ ド 配
列 が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 定 常 領 域 に 由 来 す る 、 よ り 好 ま し く は 哺 乳 動 物 免 疫 グ ロ ブ リ ン
γ 重 鎖 、 好 ま し く は ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン γ 重 鎖 に 由 来 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ま た 、 よ り 好 ま し い の は 、 該 第 二 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 哺 乳 動 物 免 疫 グ ロ ブ リ ン mμ 重
鎖 、 好 ま し く は ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン mμ 重 鎖 に 由 来 す る 、 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 で あ る
。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 更 に 、 第 二 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 少 な く と も 1つ の さ ら な る ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 の
少 な く と も 1つ の さ ら な る 第 二 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と の 結 合 を 促 進 す る 、 FK506結 合 タ ン パ ク
質 （ FKBP） ド メ イ ン を 含 ん で 、 二 量 体 ／ 多 量 体 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を 形 成 し て も よ い
［ Briesewitzら 、 1999］ 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 好 ま し く は 、 こ の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 は 、 該 第 二 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 が 、 第 一 ポ リ ペ
プ チ ド 配 列 の カ ル ボ キ シ ル 末 端 側 に 直 接 融 合 さ れ て い る も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 は 、 固 体 支 持 体 に 結 合 さ れ て い る も の で あ
る 。 そ の た め 、 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 、 お よ び 任 意 で 、 そ の 結 合 相 手 で あ る PrP s c は 、
他 の 化 合 物 か ら 容 易 に 単 離 し 、 分 析 す る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 に 適 す る 固 体 支 持 体 の
材 料 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 こ の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 は 、 PrP s c に 安 定 的 に 結 合 す る こ と か ら 、 診 断 に 特 に 役 立
つ 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 し た が っ て 、 更 に 1つ の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 伝 染 性 海 綿 状 脳 症 （ TSE） を 診 断 す る た め
の 、 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 更 に 、 本 発 明 は 、 伝 染 性 海 綿 状 脳 症 （ TSE） の 診 断 に 用 い る た め の 診 断 キ ッ ト を 提 供 す
る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 も う 1つ の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 伝 染 性 海 綿 状 脳 症 （ TSE） を 検 出 す る 方 法 に 関 す る 。 好
ま し く は 、 該 方 法 は 、
（ a） PrP s c タ ン パ ク 質 を 含 む と 疑 わ れ る 試 料 を 、 本 発 明 の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 に 、 Pr
P s c タ ン パ ク 質 と 該 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 と を 結 合 さ せ る 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 、 お
よ び
（ b） PrP s c タ ン パ ク 質 -ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 複 合 体 を 検 出 す る 工 程
を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 は 、 PrP s c お よ び ／ ま た は PrP C に 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 結 合 で き る 分 子 を 同 定 お
よ び ／ ま た は 単 離 す る 方 法 に も 関 す る 。 好 ま し く は 、 該 方 法 は 、 下 記 の 工 程 ：
（ a） PrP s c お よ び ／ ま た は PrP C 結 合 分 子 を 含 む と 疑 わ れ る 試 料 を 、 請 求 項 1～ 18の い ず れ
か 一 項 記 載 の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 に 、 該 分 子 と ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 と を 直 接 的 ま
た は 間 接 的 に 結 合 さ せ る 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 、 な ら び に
（ b） 該 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 が 分 子 と 結 合 し た か 否 か を 検 出 す る 工 程 、 な ら び に 任 意
で
（ c） 該 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 に 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 結 合 し た 分 子 を 単 離 す る 工 程
を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 更 に 、 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 は 、 PrP s c お よ び ／ ま た は PrP C と 作 用 し 合
う 分 子 の 同 定 に 用 い る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 更 に 1つ の 好 ま し い 態 様 で は 、 好 ま し く は 培 養 さ れ た 細 胞 内 で 産 生 さ れ 、 好 ま
し く は ビ ー ズ 上 に ア フ ィ ニ テ ィ ー 固 定 化 さ れ た 、 可 溶 性 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 は 、 TSE
感 染 哺 乳 動 物 、 好 ま し く は ヒ ト の 組 織 ホ モ ジ ネ ー ト か ら PrP S c を 効 率 的 に 捕 捉 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 PrP s c の 疾 患 関 連 立 体 配 座 を そ の 正 常 な 同 族 体 で あ る PrP C か ら 区 別
す る の に 、 プ ロ テ ア ー ゼ 処 理 を 全 く 必 要 と し な い こ と は 、 本 発 明 の 診 断 用 TSEア ッ セ イ 法
の 重 要 な 利 点 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 好 ま し く は 、 組 織 試 料 は 、 脳 、 ま た は プ リ オ ン タ ン パ ク 質 を 発 現 す る こ と が 公 知 で あ る
そ の 他 の 組 織 、 例 え ば 扁 桃 の よ う な リ ン パ 組 織 に 由 来 す る 。 同 じ く 好 ま し い の は 、 血 液 、
唾 液 、 尿 ま た は 脳 脊 髄 液 の よ う な 体 液 か ら の 試 料 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 補 助 試 薬 （ 例 え ば 固 相 の タ グ 認 識 試 薬 等 々 ） 、 緩 衝 液 、 pH、 温 度 、 イ ン キ ュ ベ ー ト 時 間
、 検 出 方 法 等 々 の よ う な 、 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 の 診 断 へ の 適 用 の た め の パ ラ メ ー タ は
、 そ れ ぞ れ の ハ イ ブ リ ッ ド 系 、 特 定 の タ グ 、 お よ び 検 定 さ れ る 組 織 ま た は 液 体 と と も に 異
な る 。 当 業 者 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 診 断 方 法 に 関 す る 豊 富 な 先 行 技 術 を 考 慮 し て 、 定 型 的 な 実
験 操 作 を 通 じ て 、 こ れ ら の パ ラ メ ー タ を 決 定 し 、 最 適 化 す る こ と が で き る 。 加 え て 、 付 記
さ れ た 実 施 例 が 、 当 業 者 が こ れ ら の パ ラ メ ー タ を 決 定 し 、 最 適 化 す る の を 助 け る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 検 出 の 目 的 に は 、 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 は 、 任 意 の 標 識 、 例 え ば 放 射 性
同 位 元 素 、 蛍 光 色 素 、 お よ び 電 気 化 学 的 発 光 色 素 を 包 含 す る 発 光 色 素 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の 更 に 1つ の 局 面 は 、 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 分
子 に 関 す る 。 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 の 核 酸 配 列 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 直 接 演 繹 す る こ と
も で き る し 、 よ り 好 都 合 に は 、 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 が 組 換 え に よ っ て 生 成 さ れ る た め
、 既 に 入 手 可 能 で あ る こ と も で き る 。 組 換 え 生 成 の た め に は 、 第 一 お よ び 第 二 ポ リ ペ プ チ
ド 配 列 を コ ー ド す る DNAを 、 標 準 的 な 分 子 生 物 学 的 手 法 ［ Sambrookら 、 1989, Molecular C
loning - A Laboratory Manual、 第 2版 、 Cold Spring Harbor Press, New York］ を 用 い
て 、 組 織 、 細 胞 培 養 、 ま た は ク ロ ー ニ ン グ さ れ た DNAか ら 直 接 、 化 学 的 な DNA合 成 も し く は
DNA増 幅 、 ま た は 分 子 ク ロ ー ニ ン グ に よ っ て 、 望 み ど お り に 入 手 し 、 修 飾 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 は 、 イ ン ビ ト ロ で 培 養 さ れ た 細 胞 内 の 可 溶 性 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 の 調 製 も 可 能 に
す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 加 え て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー に も 関 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 ク ロ ー ニ ン グ し た 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 遺 伝 子 の 発 現 に 適 し た ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ と が
で き る 。 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 に は 、 プ ラ ス ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ 、 フ ァ ー ジ ミ ド ま
た は ウ イ ル ス を 非 限 定 的 に 含 む 様 々 な 発 現 ベ ク タ ー を 用 い 得 る 。 例 は 、 ラ ム ダ 誘 導 体 の よ
う な バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 ま た は pBR322も し く は pUCプ ラ ス ミ ド の よ う な プ ラ ス ミ ド を 含
む 。 代 表 的 に は 、 そ の よ う な 発 現 ベ ク タ ー は 、 適 切 な 宿 主 細 胞 内 で の ベ ク タ ー の 増 殖 の た
め の 機 能 的 な 複 製 起 点 、 ベ ク タ ー へ の プ リ オ ン タ ン パ ク 質 融 合 遺 伝 子 配 列 の 挿 入 の た め の
、 1つ ま た は 複 数 の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 部 位 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー お よ び 異
種 イ ン ト ロ ン 配 列 の よ う な 調 節 要 素 、 な ら び に 原 核 生 物 お よ び 真 核 生 物 選 別 の た め の 1つ
ま た は 複 数 の 選 別 マ ー カ ー を 含 む 。 望 み の 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 は 、 当 業 者 に 公 知 の 任 意
の 宿 主 － ベ ク タ ー 系 で 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の も う 一 局 面 は 、 本 発 明 に よ る 核 酸 お よ び ／ ま た は ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 に 関
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す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 好 ま し い の は 、 酵 母 、 昆 虫 、 哺 乳 動 物 細 胞 お よ び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の よ う な 真 核
生 物 の 発 現 系 で あ る 。 好 適 な 哺 乳 動 物 の 宿 主 細 胞 は 、 ヒ ト 、 サ ル お よ び 齧 歯 類 に 由 来 す る
も の 、 例 え ば SV40で 形 質 転 換 さ れ た サ ル 腎 細 胞 系 （ COS-7、 ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ
ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン （ ATCC） CRL 1651） 、 ヒ ト 胚 性 腎 細 胞 （ 293、 293-EBNA） 、 ハ ム ス タ
ー 仔 腎 細 胞 （ BHK、 ATCC, CCL10） 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 （ CHO） を 非 限 定 的
に 含 む ［ 例 え ば Gene Transfer and Expression: A Laboratory Manual, Freeman & Co., 
New York, 1990中 の Kriegler, M.を 参 照 さ れ た い ］ 。 適 切 に プ ロ セ シ ン グ さ れ た 可 溶 性 プ
リ オ ン タ ン パ ク 質 の 長 期 間 の 高 収 率 産 生 に は 、 哺 乳 動 物 ま た は 昆 虫 細 胞 で の 安 定 的 な 発 現
が 、 一 過 性 発 現 よ り 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 可 溶 性 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 は 、 標 準 的 な タ ン パ ク 質 精 製 法 に よ っ て 実 施 す る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 タ グ と そ の 結 合 相 手 と の 特 異 的 な 分 子 相 互 作 用 に 基 づ く 、 数 多 く の 方 法 が
公 知 で あ る 。 こ の た め の 例 は 、 プ ロ テ イ ン Aま た は プ ロ テ イ ン Gア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー で あ っ て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 に 融 合 さ せ た 組 換 え タ ン パ ク 質 を 精 製 す る の
に 広 く 適 用 で き る 方 法 で あ る 。 組 換 え 融 合 遺 伝 子 の 分 泌 さ れ た 生 成 物 を 含 有 す る 、 ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 の 上 清 を 、 例 え ば プ ロ テ イ ン Aの カ ラ ム に 直 接 か け る こ と が で
き 、 結 合 し た タ ン パ ク 質 を 、 当 技 術 に 公 知 の 様 々 な 緩 衝 系 に よ っ て 溶 離 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 PrP s c 形 態 へ の 転 換 に 耐 性 で あ る よ う な ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 は 、 哺 乳 動 物 に お け る
予 防 お よ び ／ ま た は 治 療 的 適 用 に 役 立 つ 。 し た が っ て 、 さ ら な る 一 局 面 で は 、 本 発 明 は 、
伝 染 性 海 綿 状 脳 症 （ TSE） の 予 防 お よ び ／ ま た は 処 置 の た め の 薬 剤 を 製 造 す る た め の 、 本
発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 、 該 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 、 該 ハ
イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー お よ び ／ ま た は 宿 主 細 胞 の 使 用 に
も 関 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 抗 PrP抗 体 ［ Heppnerら 、 2001］ 、 可 溶 性 リ ン ホ ト キ シ ン β レ セ プ タ ー ［ Montrasioら 、 2
000］ お よ び そ の 末 梢 接 種 後 に の み 抗 プ リ オ ン 活 性 を 発 揮 す る そ の 他 の 化 合 物 ［ Aguzziら
、 2001a］ と は 対 照 的 に 、 本 発 明 の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 は 、 プ リ オ ン の 脳 内 お よ び 腹
腔 内 投 与 の 双 方 の 後 も 効 力 が あ る こ と が 既 に 立 証 さ れ て い る （ 下 記 の 実 施 例 を 参 照 さ れ た
い ） 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 治 療 お よ び 予 防 の た め に は 、 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 、 該 ハ イ ブ リ ッ ド タ
ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 、 該 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー
お よ び ／ ま た は 宿 主 細 胞 を 有 効 量 で 該 哺 乳 動 物 に 投 与 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 用 語 「 治 療 」 ま た は 「 治 療 的 」 は 、 TSE関 係 の 疾 患 ま た は 状 態 の 進 行 を 遅 延 、 中 断 、 停
滞 も し く は 停 止 さ せ 得 る が 、 必 ず し も す べ て の 症 状 の 全 面 的 除 去 を 示 さ な い 、 す べ て の 処
理 を 意 味 す る も の と す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 限 り で の 用 語 「 予 防 」 ま た は 「 予 防 的 」 は 、 TSE関 係 の 疾 患 ま た
は 状 態 の 症 状 の う ち 1つ ま た は 複 数 の 開 始 の 阻 害 ま た は 遅 延 と い う 文 脈 で 理 解 し な け れ ば
な ら な い 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 限 り で 、 用 語 「 哺 乳 動 物 」 は 、 温 血 動 物 を 意 味 す る 。 モ ル モ ッ ト
、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ウ マ 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 サ ル 、 チ ン パ ン ジ ー お よ び ヒ ト が
、 哺 乳 動 物 の 例 で あ り 、 用 語 の 意 味 の 範 囲 内 に あ る と 理 解 さ れ る 。 ヒ ト に お け る 適 用 が 好
ま し い 。
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【 ０ ０ ７ ３ 】
　 TSEの 処 置 ま た は 予 防 が 必 要 な 哺 乳 動 物 の 処 置 も し く は 予 防 を 実 施 す る に は 、 上 に 列 挙
さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 、 ベ ク タ ー 、 核 酸 ま た は 宿 主 細 胞 を 、 こ れ ら の 化 合 物 を 有
効 量 で 生 体 利 用 で き る よ う に す る 、 経 口 ま た は 非 経 口 経 路 を 初 め と す る 、 任 意 の 形 態 ま た
は 様 式 で 投 与 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 生 成 物 は 、 腹 腔 内 、 鼻 内 、 口 腔 内 、 局
所 、 経 口 、 皮 下 、 筋 内 、 静 脈 内 、 経 皮 、 直 腸 な ど に 投 与 す る こ と が で き る 。 好 適 な 投 与 経
路 は 、 皮 下 、 静 脈 内 、 腹 腔 内 、 筋 内 、 皮 内 ま た は 粘 膜 投 与 で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 ハ イ
ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を 、 静 脈 内 、 脳 内 ま た は 腹 腔 内 に 投 与 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 に よ る 核 酸 を 、 哺 乳 動 物 対 象 に 、 適 切 な ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 例 え ば レ ン
チ ウ イ ル ス ま た は ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い て 形 質 導 入 し 得 る 。 更 に 、 DNA接 種 様 の
手 法 で は 、 本 発 明 に よ る ベ ク タ ー お よ び ／ ま た は 核 酸 を 皮 下 注 入 し て も よ い 。 ま た 、 本 発
明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 宿 主 細 胞 を 、 プ リ オ ン の 危 険 性 が あ る か 、 ま
た は そ れ に 感 染 し た 哺 乳 動 物 に 移 転 し て も よ い 。 そ の よ う な 細 胞 と し て は 、 骨 髄 、 繊 維 芽
細 胞 お よ び ゴ ア テ ッ ク ス （ goretex） 繊 維 で 作 成 さ れ た 「 ネ オ 器 官 」 ［ Moullierら 、 1993
］ ま た は カ プ セ ル 封 入 さ れ た 生 産 者 細 胞 の 「 ラ ビ オ リ 」 ［ Aebischerら 、 1996］ を 採 用 し
得 る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 処 方 物 を 調 製 す る 当 業 者 は 、 選 択 さ れ る 生 成 物 の 特 定 の 特 徴 、 処 置 し よ う と す る 疾 患 ま
た は 状 態 、 疾 患 ま た は 状 態 の 段 階 そ の 他 の 関 連 す る 状 況 に 応 じ て 、 投 与 の 適 正 な 形 態 お よ
び 様 式 を 容 易 に 選 択 す る こ と が で き る ［ Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Pu
blishing Co. (1990)］ 。 本 発 明 の 生 成 物 は 、 単 独 で 、 ま た は 薬 学 的 に 許 容 さ れ 得 る 担 体
も し く は 賦 形 剤 と 併 せ た 薬 学 的 製 剤 の 形 態 で 投 与 す る こ と が で き て 、 そ の 比 率 お よ び 性 質
は 、 選 択 さ れ る 生 成 物 の 溶 解 度 お よ び 化 学 的 特 性 、 選 択 さ れ る 投 与 経 路 、 な ら び に 標 準 的
な 薬 学 的 実 施 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 経 口 適 用 の 場 合 、 適 す る 製 剤 は 、 錠 剤 、 丸 薬 、 カ プ セ
ル 剤 、 散 剤 、 ト ロ ー チ 剤 、 サ シ ェ ー 剤 、 カ シ ェ 剤 、 懸 濁 液 、 乳 濁 液 、 溶 液 、 滴 剤 、 ジ ュ ー
ス 剤 、 シ ロ ッ プ 剤 の 形 態 を な す が 、 非 経 口 、 局 所 お よ び 吸 入 適 用 の 場 合 、 適 す る 形 態 は 、
溶 液 、 懸 濁 液 、 容 易 に 再 構 成 で き る 乾 燥 製 剤 お よ び 噴 霧 剤 で あ る 。 任 意 で 、 皮 膚 へ の 浸 透
を 促 進 す る 薬 剤 を 加 え た 、 溶 解 し た 形 態 、 ま た は 硬 膏 と し て の 徐 放 性 物 質 中 の 本 発 明 に よ
る 化 合 物 が 、 適 す る 経 皮 適 用 製 剤 で あ る 。 本 発 明 の 生 成 物 は 、 そ れ 自 体 効 果 的 で あ る が 、
安 定 性 、 疎 水 性 の 調 整 、 溶 解 度 の 増 大 な ど を 目 的 と し て 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ 得 る そ の 塩 、
例 え ば 酸 付 加 塩 ま た は 塩 基 付 加 塩 の 形 態 で 処 方 し 、 投 与 し て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 患 者 に 投 与 し よ う と す る 活 性 薬 剤 、 す な わ ち ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 の 量 は 、 患 者 の 体
重 、 適 用 の 形 式 、 症 状 、 お よ び 疾 病 の 重 篤 度 に 依 存 す る 。 通 常 、 少 な く と も 1種 類 の ハ イ
ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 0.1 mg/kg～ 25 mg/kgを 投 与 す る が 、 局 所 的 に 、 例 え ば 冠 動 脈 内 投 与
に 適 用 す る と き は 、 は る か に 低 い 総 投 与 量 も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 の 更 に 1つ の 局 面 は 、 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 、 該 ハ イ ブ リ ッ ド タ
ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 、 該 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー
お よ び ／ ま た は 宿 主 細 胞 、 な ら び に 薬 学 的 に 許 容 さ れ 得 る 担 体 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 に 関 す
る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 の も う 一 局 面 は 、 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を 製 造 す る 方 法 で あ っ て
、 本 発 明 に よ る 核 酸 お よ び ／ ま た は ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 を 、 該 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク
質 を 発 現 さ せ る 条 件 下 で 培 養 す る 工 程 を 含 む 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を 安 定 的 に 発 現 す る 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 動 物 、 好 ま し く は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に も 関 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
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　 こ れ に 関 し て 、 本 発 明 は 、 可 溶 性 ハ イ ブ リ ッ ド プ リ オ ン タ ン パ ク 質 を イ ン ビ ボ で 発 現 す
る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 生 成 す る 方 法 を 提 供 す る 。 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 動 物 を 生 成 す る 方 法 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 特 定 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 可 溶
性 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を 発 現 す る マ ウ ス を 開 示 す る 。 該 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 は 、
病 原 性 形 態 に 転 換 さ れ ず 、 TSEに 罹 患 し た ヒ ト そ の 他 の 哺 乳 動 物 へ の 投 与 に 対 し て 安 全 で
あ る 。 重 要 な こ と に 、 可 溶 性 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 は 、 脳 内 ま た は 腹 腔 内 プ リ オ ン 接 種
後 の プ リ オ ン 病 の 開 始 を 遅 延 さ せ る 。 こ の 知 見 の 生 物 学 的 意 義 は 、 （ 1） ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク マ ウ ス の い く つ か の 独 立 に 確 立 さ れ た 系 統 で 病 態 形 成 の 遅 延 が 生 じ る こ と 、 （ 2） そ
の 遅 延 が 、 脳 内 お よ び 腹 腔 内 投 与 の 双 方 の 際 に 検 出 で き る こ と 、 （ 3） ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク マ ウ ス の 脾 臓 お よ び 脳 で PrP S c の 蓄 積 が 遅 延 す る こ と 、 な ら び に （ 4） プ リ オ ン の 感 染 力
が 、 同 等 の 時 点 で 野 生 型 の 脳 と 比 較 し た 場 合 に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク な 脾 臓 お よ び 脳 で 低
下 し て い る こ と か ら 、 確 固 た る も の で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 更 に 1つ の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 骨 髄 に 関 す る
。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 こ れ に 関 し て 、 本 発 明 は 、 骨 髄 再 構 成 さ れ た 哺 乳 動 物 に お け る 本 発 明 に よ る 可 溶 性 ハ イ
ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 の 治 療 効 果 を 開 示 す る 。 更 に 1つ の 特 定 の 態 様 で は 、 マ ウ ス に つ い て
、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら の 骨 髄 で 再 構 成 さ れ た 野 生 型 マ ウ ス が 該 可 溶 性 ハ イ ブ リ ッ
ド タ ン パ ク 質 を 発 現 す る こ と が 立 証 さ れ て い る 。 本 発 明 の 化 合 物 に よ る 骨 髄 の 好 成 績 の 再
構 成 は 、 当 業 者 に 公 知 の ELISAま た は 類 似 の 免 疫 診 断 手 法 を 用 い て 確 認 す る こ と が で き る
。 可 溶 性 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 は 、 再 構 成 さ れ た 感 染 哺 乳 動 物 の 脾 臓 に お け る PrP S c の
量 の 劇 的 な 減 少 を も た ら す 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 ま た は 、 可 溶 性 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 、 遺 伝 学 的 に 修 飾 さ れ た 骨 髄 は 、 こ
の 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を 含 む 形 質 導 入 性 ウ イ ル ス （ 例 え ば レ ン チ ウ イ ル ス ま た は マ ウ ス 幹 細
胞 ウ イ ル ス ） を 用 い て 、 骨 髄 を 遺 伝 学 的 に 修 飾 す る こ と に よ っ て 生 成 す る こ と も で き る し
、 当 業 者 に 公 知 の そ の 他 の 送 達 法 に よ っ て 生 成 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 も う 一 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 伝 染 性 海 綿 状 脳 症 （ TSE） の 処 置 の た め の 薬 剤 を 製 造 す る
た め の 、 該 骨 髄 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を 含 む 組 成 物 お よ び そ れ を 含 む 固 相 材
料 、 例 え ば 磁 性 ビ ー ズ に も 関 す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 更 に 、 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は 該 組 成 物 お よ び ／ ま た は 担
体 は 、 体 液 の よ う な 生 物 学 的 材 料 か ら PrP s c を 除 去 お よ び ／ ま た は 不 活 性 化 す る の に 役 立
つ 。 し た が っ て 、 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 は 、 治 療 目 的 で （ 例 え ば 凝 固 因 子
、 ヒ ト 、 ま た は ウ シ 胎 児 血 清 に 曝 露 さ せ た 培 養 細 胞 に 由 来 す る 治 療 用 タ ン パ ク 質 と し て ）
用 い ら れ る 流 体 か ら PrP s c を 捕 捉 し て 、 該 流 体 を 非 感 染 性 に す る の に 用 い 得 る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 な お も 更 に は 、 本 発 明 は 、 生 物 学 的 材 料 か ら PrP s c を 除 去 す る 方 法 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 は 、 抗 PrP抗 体 ［ Heppnerら 、 2001］ 、 可 溶 性 リ ン ホ ト キ シ ン β レ セ プ タ ー ［ Mont
rasioら 、 2000］ お よ び 末 梢 接 種 後 に の み 抗 プ リ オ ン 活 性 を 発 揮 す る そ の 他 の 化 合 物 ［ Agu
zziら 、 2001a］ と は 対 照 的 に 、 本 発 明 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 が 、 プ リ オ ン の 脳 内
お よ び 腹 腔 内 投 与 の 双 方 の 後 も 効 能 が あ る こ と を 立 証 し た 。 特 定 の 一 態 様 で は 、 発 現 分 析
が 、 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 ： PrP C 比 が 、 分 析 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 特 定 の
一 系 統 の 脳 お よ び 脾 臓 （ <1:3.8） で 、 大 幅 に サ ブ ス ト イ キ オ メ ト リ ー 的 （ <1:12） で あ る
こ と を 立 証 し 、 顕 著 な 抗 プ リ オ ン 効 能 を 立 証 し た 。 プ リ オ ン 病 の 病 態 形 成 を 対 照 さ せ る 可
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溶 性 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 の 能 力 は 、 本 発 明 の 可 溶 性 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 （ ま た は
そ の 断 片 ） が 、 抗 プ リ オ ン 剤 の 新 た な 一 群 を 代 表 す る こ と を 立 証 す る 。 該 ハ イ ブ リ ッ ド タ
ン パ ク 質 へ の 末 梢 曝 露 後 の リ ン パ 細 網 性 プ リ オ ン 複 製 の 遅 延 は 、 可 溶 性 PrPが 、 曝 露 後 の
予 防 に も 役 立 つ こ と を 示 す ［ Aguzzi、 2003］ 。 優 性 ネ ガ テ ィ ブ ア ミ ノ 酸 置 換 の 操 作 ［ Perr
ierら 、 2002］ を 初 め と す る 、 可 溶 性 PrP導 出 の 変 化 形 お よ び 洗 練 は 、 そ の 効 能 を は る か に
増 大 さ せ る 可 能 性 が あ り 、 本 発 明 の 範 囲 は こ れ を 特 定 し て 包 含 す る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 （ 表 １ ）
　 プ リ オ ン を 脳 内 ま た は 腹 腔 内 投 与 し た tg550 + お よ び 野 生 型 マ ウ ス の 脳 お よ び 脾 臓 に お け
る プ リ オ ン 感 染 力 の 力 価 の 決 定 。 す べ て の 場 合 に 、 脳 ま た は 脾 臓 ホ モ ジ ネ ー ト 30μ lを 、 t
ga20指 標 マ ウ ス に 脳 内 注 射 し た 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
a  マ ウ ス １ 匹 は 、 >150 dpi後 も 発 症 し な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
実 施 例
　 以 下 の 実 施 例 は 、 本 発 明 者 ら が そ の 発 明 を 実 施 す る 際 に 考 え た 最 良 の 形 態 を 更 に 例 示 す
る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
実 施 例 1： ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お け る 可 溶 性 二 量 体 PrP-Fc 2 の 発 現
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　 Fcγ レ セ プ タ ー に 突 然 変 異 を 有 す る 修 飾 さ れ た IgG 1 読 み 取 り 枠 、 お よ び 補 体 結 合 部 位 （
CH2ド メ イ ン ； L234A、 L235E、 G237Aお よ び P331S） を 含 む 、 プ ラ ス ミ ド CA125（ C. Ambrose
, Cambridgeか ら の 好 意 に よ る 贈 呈 ） （ Canfield and Morrison, 1991; Lundら 、 1991; Ta
oら 、 1993） を 、 SalIお よ び NotIで 切 断 し 、 平 滑 化 し 、 pJE14/PrPに 挿 入 し た 。 得 ら れ た プ
ラ ス ミ ド pJE14/PrP-Fc 2 を 、 PinAIお よ び NotIで 切 断 し 、 PrPHGベ ク タ ー ［ Fischerら 、 1996
］ の 融 合 し た エ キ ソ ン 2/3に 挿 入 し 、 そ れ に よ っ て 、 PrPコ ー デ ィ ン グ 領 域 を 、 ヒ ト IgG1重
鎖 の Fc部 分 に 融 合 さ せ た マ ウ ス PrP（ カ ル ボ キ シ ル 末 端 GPI付 着 シ グ ナ ル を 欠 く ） で 置 き 換
え た 。 Fcγ レ セ プ タ ー お よ び 補 体 に 対 す る 結 合 部 位 を 、 突 然 変 異 誘 発 に よ っ て 不 活 性 化 し
た ［ Ettingerら 、 1996］ が ： こ れ は 、 補 体 系 の 様 々 な 構 成 要 素 が 効 率 的 な プ リ オ ン 病 態 形
成 に 重 要 で あ り 、 PrP-Fc 2 と の そ の 結 合 が プ リ オ ン 病 態 形 成 に 対 し て 予 測 で き な い 効 果 を
発 揮 し 得 る こ と か ら 、 助 け と な る こ と が で き る 。 ト ラ ン ス 遺 伝 子 を 条 件 的 お よ び 組 織 特 異
的 に 発 現 さ せ る た め に 、 loxPに 挟 ま れ た 転 写 停 止 カ セ ッ ト を 、 こ の 読 み 取 り 枠 の す ぐ 上 流
で エ キ ソ ン 2/3に 挿 入 し た （ 図 1A） 。 二 つ の loxP部 位 で 挟 ま れ た 転 写 停 止 カ セ ッ ト を 、 こ
の ベ ク タ ー の エ キ ソ ン 2に 挿 入 し た 。 プ ラ ス ミ ド を 配 列 決 定 に よ っ て 確 認 し 、 挿 入 部 分 を N
otIお よ び SalIで 切 断 し た 。 Prnp 0 / 0 マ ウ ス （ 129/Svｘ C57BL/6ハ イ ブ リ ッ ド の 遺 伝 的 背 景
） に 由 来 す る 受 精 卵 母 細 胞 へ の 核 注 入 を 従 来 法 に よ っ て 実 施 し た 。 ト ラ ン ス 遺 伝 子 陽 性 の
子 孫 を 、 プ ラ イ マ ー 602
　
　
お よ び プ ラ イ マ ー 603
　
　
を 用 い た PCR、 な ら び に テ ー ル Ｄ Ｎ Ａ の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 特 定 し た 。 6匹 の 創 始
マ ウ ス を 生 成 し 、 Prnp t m 1 -Tg(PrP/FcStop)Zbzと 命 名 し て 、 こ れ か ら 二 つ の 系 統 、 す な わ
ち tg550（ 低 い 発 現 体 ） お よ び tg588（ よ り 高 い 発 現 体 ） を Prnp 0 / 0 （ 混 合 129/Svｘ C57BL/6
） ま た は Prnp + / + マ ウ ス （ C57BL/6） と 交 配 し た 。 そ の 後 、 転 写 停 止 カ セ ッ ト を そ の 生 殖 系
列 か ら 除 去 す る た め に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を CMV-Cre欠 失 マ ウ ス ［ Schwenkら 、 19
95］ と 交 配 し た 。 非 フ ロ ッ ク ス （ floxed） マ ウ ス （ tg550stopお よ び tg588stop） を 対 照 と
し て 使 用 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お け る PrP-Fc 2 の 発 現 を 、 定 量 的 な ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分
析 に よ っ て 評 価 し た 。 Prnp 0 / 0 ホ モ ジ ネ ー ト 中 の 脳 ま た は 脾 臓 ホ モ ジ ネ ー ト の 連 結 1:2希 釈
物 を 、 12.5％  SDS-PAGEゲ ル 中 で 電 気 泳 動 さ せ 、 ブ ロ ッ ト し 、 抗 体 ICSM18［ Heppnerら 、 20
01］ で プ ロ ー ビ ン グ し 、 強 化 化 学 発 光 に よ っ て 検 出 し た 。 シ グ ナ ル を Kodakの ImageStatio
nで 定 量 し た 。 PrP-Fc 2 :PrP

C の 発 現 比 を 、 PrP-Fc 2 お よ び PrP C に つ い て の シ グ ナ ル が 等 し い
強 さ と な る ホ モ ジ ネ ー ト の 希 釈 を 決 定 す る こ と に よ っ て 評 価 し た 。 血 清 PrP-Fc 2 濃 度 を ELI
SAに よ っ て 測 定 し た 。 微 量 滴 定 プ レ ー ト を 、 ICSM18（ 1:1500） で 被 覆 し 、 tg550お よ び tg5
88に 由 来 す る 様 々 な 希 釈 （ 1:50～ 1:2000） の 血 清 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 シ グ ナ ル
を 、 セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ と カ ッ プ リ ン グ し た 抗 ヒ ト ヤ ギ IgG（ Rockland） お
よ び ABTSで 可 視 化 し た 。 マ ウ ス PrP C （ 121-231） 、 お よ び scFcの NMRお よ び Ｘ 線 構 造 を 、 後
者 の 無 構 造 性 N末 端 と 結 び 付 け て 用 い て 、 PrP-Fc 2 の 仮 説 的 モ デ ル を 、 拡 大 し た 立 体 配 座 と
し て 生 成 し た 。 次 い で 、 scFcの N末 端 を 、 CHARMMプ ロ グ ラ ム ［ Brooksら 、 1983］ に よ る 分
子 動 力 学 シ ミ ュ レ ー シ ョ ン を 実 施 す る こ と に よ っ て 弛 緩 さ せ た 。 シ ミ ュ レ ー シ ョ ン は 、 溶
媒 の 暗 示 的 処 理 と と も に 300 Kで 1 nsの 間 で 実 施 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 PrP-Fc 2 分 子 が 、 二
つ の PrP部 分 が 免 疫 グ ロ ブ リ ン Fab部 分 に 類 似 す る 配 置 で 向 か い 合 う 、 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 さ
れ た 二 量 体 と し て 組 み 立 て ら れ る で あ ろ う ［ Dwyerら 、 1999］ と 予 測 し た （ 図 1B） 。 非 還
元 性 条 件 下 で は 、 PrP-Fc 2 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 血 清 、 脳 お よ び 脾 臓 タ ン パ ク 質
抽 出 物 中 に 100～ 130 kDaの タ ン パ ク 質 と し て 検 出 さ れ た （ 図 1C） 。 還 元 性 条 件 下 （ β -メ
ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ） で は 、 PrPお よ び ヒ ト Fcγ 1 に 対 す る 抗 体 が 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 脳
で 50～ 65 kDaの 帯 域 を 検 出 し た （ 図 1D） 。 こ れ は 、 非 還 元 性 条 件 下 で 見 ら れ る 帯 域 の 半 分
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の 大 き さ で あ る 。 し た が っ て 、 PrP-Fc 2 は 、 イ ン ビ ボ で は 二 量 体 と し て 存 在 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 グ リ カ ン を 除 去 す る PNGア ー ゼ F消 化 が 、 還 元 さ れ た PrP-Fc 2 帯 域 を 、 55 kDaの 期 待 分 子
量 を 有 す る 主 要 部 分 、 お よ び 40 kDaの 副 次 帯 域 へ と 移 動 さ せ た 。 副 次 帯 域 は 、 抗 N末 端 PrP
抗 体 に よ っ て 検 出 さ れ ず （ デ ー タ 示 さ ず ） 、 PrP-Fc 2 切 断 事 象 の N末 端 生 成 物 を 表 す こ と を
示 唆 し た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 PrP-Fc 2 の 発 現 を 、 定 量 的 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 、 脳 お よ び 脾 臓 内 の 内 在 性 P
rP C と 比 較 し た 。 適 切 な 組 織 の ホ モ ジ ネ ー ト の 連 続 2倍 希 釈 物 を ブ ロ ッ ト し 、 二 つ の 分 子 の
相 対 的 発 現 レ ベ ル を 、 以 前 に 記 載 さ れ た 方 法 ［ Heppnerら 、 2001］ を 用 い て 、 化 学 発 光 の
獲 得 に よ っ て 得 た 較 正 曲 線 か ら 算 出 し た 。 脳 PrP-Fc 2 は 、 tg550お よ び tg588の 脳 内 の PrP C

よ り 、 そ れ ぞ れ 約 12お よ び 10倍 の 少 な さ で 発 現 さ れ た （ デ ー タ 示 さ ず ） 。 脾 臓 で は 、 PrP-
Fc 2 発 現 は 、 tg550で の PrP C よ り 4倍 の 少 な さ で あ っ た が 、 tg588で は 1.5倍 の 多 さ で あ る こ
と が 見 出 さ れ た 。 し た が っ て 、 tg550お よ び tg588の 脳 内 の PrP-Fc 2 発 現 は 、 野 生 型 動 物 の
そ れ の 8％ お よ び 10％ で あ っ た 。 脾 臓 で は 、 そ れ は 、 PrP C 発 現 の 27％ お よ び 150％ に 相 当 し
た （ デ ー タ 示 さ ず ） 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
実 施 例 2： 可 溶 性 二 量 体 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 を 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 感 染
。 可 溶 性 PrPは 、 疾 患 特 異 的 PrPの 形 態 へ と 転 換 さ れ な い 。
　 PrP-Fc 2 は 、 自 己 増 殖 す る 「 PrP-Fc S c 」 形 態 へ と 転 換 さ れ 得 る の か 否 か を 調 べ る た め に
、 PrP-Fc 2 ト ラ ン ス 遺 伝 子 を 、 ス ク レ イ ピ ー に 耐 性 で あ る Prnp 0 / 0 マ ウ ス ［ Buelerら 、 1992
］ で 増 殖 さ せ た ［ Buelerら 、 1993； Sailerら 、 1994］ 。 PrP-Fc 2 を 発 現 す る が 、 内 在 性 PrP
C を 欠 く 、 成 体 の tg550-Prnp 0 / 0 マ ウ ス （ 簡 潔 に tg550 0 ） に 、 以 前 に 記 載 さ れ て い る ［ Klei
nら 、 1997］ よ う に 調 製 し た 、 Rocky Mountain Laboratory系 （ RML、 5.0継 代 ） ス ク レ イ ピ
ー プ リ オ ン 3 x 10 2 ～ 10 6  LD 5 0 感 染 単 位 を 含 む 脳 ホ モ ジ ネ ー ト そ れ ぞ れ 30μ lお よ び 100μ l
に て 、 RMLプ リ オ ン を 脳 内 （ i.c.） ま た は 腹 腔 内 （ i.p.） 接 種 し た 。 あ り 得 る 用 量 依 存 性
効 果 を 明 ら か に す る た め に 、 プ リ オ ン の 飽 和 用 量 お よ び 律 速 用 量 を 投 与 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 tg550 0 マ ウ ス は 、 腹 腔 内 経 路 ま た は 脳 内 経 路 に よ る 接 種 後  >450日 （ dpi） で も 健 常 で あ
っ た の に 対 し 、 Prnp + / + の 対 照 マ ウ ス （ 129/Sv x C57BL/6） は 、 す べ て 、 ≦ 206 dpiで ス ク
レ イ ピ ー に 罹 患 し た （ 図 2A～ B） 。 接 種 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 犠 牲 に 供 し 、 脳 お
よ び 脾 臓 タ ン パ ク 質 抽 出 物 を 、 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 に 付 し た 。 プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 プ リ オ ン タ
ン パ ク 質 の 痕 跡 は 、 末 期 的 に 病 ん だ 脳 で 代 表 的 に 報 告 さ れ る も の よ り 10 4 ～ 10 5 倍 の 低 さ の
濃 度 で の 脳 PrP S c の 検 出 を 可 能 に す る リ ン タ ン グ ス テ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ NaPTA） 沈 降 に よ っ
て PrP S c を 濃 縮 し た ［ Heppnerら 、 2001; Safarら 、 1998］ と き で さ え 、 PK消 化 後 の 脳 お よ
び 脾 臓 で 検 出 さ れ な か っ た （ 図 2F） 。 ス ク レ イ ピ ー を 接 種 さ れ た tg550 0 マ ウ ス に お け る プ
リ オ ン 複 製 を 、 4匹 の tga20指 標 マ ウ ス へ の 脳 ホ モ ジ ネ ー ト （ 450 dpiに 採 取 ） 3 mgの 脳 内
接 種 に よ っ て 評 価 し た 。 ≧ 150 dpiで ス ク レ イ ピ ー を 発 症 し た 指 標 マ ウ ス は 皆 無 で あ っ た
の に 対 し 、 末 期 的 に 病 ん だ Prnp + / + マ ウ ス か ら の 僅 か 3 x 10 - 8 gの 脳 ホ モ ジ ネ ー ト が 、 4匹
中 4匹 の tga20マ ウ ス に ス ク レ イ ピ ー を 誘 発 し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 組 織 学 的 分 析 の た め に 、 器 官 を 、 PBS中 4％ の パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 し 、 パ ラ フ ィ
ン 包 埋 し 、 2μ mの 切 片 に 切 断 し 、 ヘ マ ト キ シ リ ン ／ エ オ シ ン （ HE） で 染 色 し た 。 膠 細 胞 繊
維 性 酸 性 タ ン パ ク 質 （ GFAP） に つ い て の 免 疫 染 色 を 、 ウ サ ギ 抗 GFAP抗 血 清 （ DAKO:1:300）
を 用 い て 実 施 し 、 ビ オ チ ニ ル 化 ブ タ 抗 ウ サ ギ 血 清 （ DAKO:1:250） 、 ア ビ ジ ン ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ （ DAKO） お よ び ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン （ Sigma） で 可 視 化 し た 。 組 織 学 的 分 析 は 、 HE染
色 後 の 接 種 tg550 0 マ ウ ス か ら の 脳 切 片 に い か な る 空 胞 形 成 を も 示 す こ と が で き な か っ た （
図 2C～ D） 。 星 状 膠 細 胞 の 活 性 化 マ ー カ ー で あ る 膠 細 胞 繊 維 性 酸 性 タ ン パ ク 質 に つ い て の
免 疫 組 織 化 学 は 、 加 齢 と 整 合 す る 最 小 限 の 大 膠 細 胞 症 を 示 し た （ 図 2C～ D） 。 上 記 の 結 果
は 、 す べ て 、 PrP-Fc 2 が 、 プ リ オ ン 複 製 を 支 援 せ ず 、 プ リ オ ン 感 染 後 に プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性
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タ ン パ ク 質 へ と 転 換 さ れ な い こ と を 明 確 に 確 立 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
実 施 例 3： PrP-Fc 2 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 脳 お よ び 脾 臓 に お け る PrP S c 蓄 積 に 拮
抗 す る 。
　 tg550 + 、 tg588 + お よ び そ れ ら の 野 生 型 同 腹 仔 に 、 低 用 量 か つ 律 速 用 量 の プ リ オ ン を 脳 内
ま た は 腹 腔 内 接 種 し た 。 PrP S c の 蓄 積 を 、 NaPTA強 化 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 ［ Safarら 、 1
998］ に よ っ て 分 析 し た 。 リ ン タ ン グ ス テ ン 酸 （ NaPTA） 沈 降 を 、 10％ 組 織 ホ モ ジ ネ ー ト （
脳 お よ び 脾 臓 ） 500μ gま た は 1 mgを 用 い 、 記 載 さ れ た ［ Heppnerら 、 2001; Safarら 、 1998
］ と お り に 実 施 し た 。 沈 澱 物 を 0.1％ サ ル コ シ ル に 再 懸 濁 さ せ た 。 脳 お よ び ホ モ ジ ネ ー ト
の NaPTA沈 澱 物 を 、 SDS-PAGE（ 5％ ス タ ッ キ ン グ 、 8、 12ま た は 16％ 解 像 ） に か け 、 ウ ェ ッ
ト ブ ロ ッ ト 法 に よ っ て ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ［ Schleicher & Schuell］ に 移 し た 。 膜 を 、 ト リ
ス 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 － ツ ウ ィ ー ン （ TBS-T） 中 5％ の Top-Block（ Juro） に よ り 、 室 温 （ RT
） で 1時 間 ブ ロ ッ ク し 、 ICSM18（ PrPの 場 合 ） 、 お よ び PrP-Fc 2 検 出 ま た は ヤ ギ 抗 ヒ ト IgG（
Rockland） （ PrP-Fc 2 の 場 合 ） と と も に TBS-T中 1％ の Top-Block中 で 、 RTで 1時 間 、 ま た は 4
℃ で 終 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 TBS-T中 で 15分 間 3回 洗 浄 し 、 ICSM18の 場 合 TBS-T中 1％ の Top-
Block、 お よ び ウ サ ギ 抗 マ ウ ス IgG 1 － セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ Zymed, 1:10,000
） と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 TBS-T中 で 15分 間 3回 洗 浄 し 、 強 化 化 学 発 光 （ ECL） 検 出 試
薬 を 用 い て 現 像 し た 。 102 dpi（ プ リ オ ン 感 染 性 の 強 化 が 指 数 関 数 的 に 増 大 す る と き ） に
脳 内 接 種 し た マ ウ ス の 脳 で 、 か つ 48 dpi（ 感 染 性 お よ び PrP S c が プ ラ ト ー 期 に 達 し た と 思
わ れ る 時 点 ） に 腹 腔 内 接 種 し た マ ウ ス の 脾 臓 で 、 PrP S c を 分 析 し た 。 PrP S c が 、 こ れ ら の 時
点 で 、 野 生 型 の 脳 お よ び 脾 臓 で 容 易 に 検 出 さ れ た の に 対 し 、 PrP S c は tg550 + お よ び tg588 +

の 器 官 に 存 在 し な か っ た が 、 そ の 痕 跡 し か 存 在 し な か っ た （ 図 3） 。 し た が っ て 、 PrP-Fc 2
は 、 中 枢 神 経 系 お よ び 脾 臓 の 双 方 に お け る PrP S c の 蓄 積 を 阻 害 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 平 行 し て 、 脳 お よ び 脾 臓 内 の プ リ オ ン 力 価 を 、 接 種 後 48お よ び 102日 に 、 tga20マ ウ ス で
の バ イ オ ア ッ セ イ 法 ［ Fischerら 、 1996］ に よ っ て 決 定 し た 。 野 生 型 マ ウ ス の 脳 は 、 脳 内
接 種 後 48日 に 、 組 織 1 gあ た り 3.5～ 4 logLD 5 0 と い う か な り の プ リ オ ン 力 価 を 有 し た の に
対 し 、 tg550 + の 脳 内 の 感 染 力 は 、 検 出 不 能 ま た は か ろ う じ て 検 出 可 能 で あ っ た 。 し か し 、
102 dpiで は 、 tg550 + の 脳 内 の プ リ オ ン 力 価 は 、 ほ ぼ 追 い 付 い て 、 野 生 型 の 対 照 よ り 僅 か 0
.5 log 1 0 単 位 少 な い に す ぎ な か っ た （ 表 1） 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 腹 腔 内 接 種 の 後 、 プ リ オ ン は 、 成 熟 し た 濾 胞 性 樹 状 細 胞 （ FDC） に 依 存 す る 複 雑 な 過 程
に よ っ て リ ン パ 細 網 系 に 移 住 し ［ Montrasioら 、 2000］ 、 結 果 的 に 神 経 侵 入 を 招 く 。 こ の
過 程 も 、 PrP-Fc 2 に よ っ て 拮 抗 さ れ る こ と が 見 出 さ れ た 。 腹 腔 内 接 種 後 48 dpiに 採 集 さ れ
た 野 生 型 マ ウ ス の 脾 臓 に お け る プ リ オ ン 力 価 は 、 4.7～ 4.9 logLD 5 0 単 位 /gに 達 し た が 、 こ
れ は 、 リ ン パ 細 網 器 官 で 代 表 的 に 到 達 さ れ る 最 高 プ ラ ト ー レ ベ ル に 相 当 す る 。 と こ ろ が 、
1匹 の tg550 + マ ウ ス の 脾 臓 に お け る プ リ オ ン 感 染 力 は 、 こ れ よ り 1log低 か っ た （ 3.7 logLD

5 0 単 位 /g） の に 対 し 、 第 二 の tg550 + の 脾 臓 は 、 か ろ う じ て 検 出 可 能 な 感 染 力 を 有 し 、 僅 か
1/4の 投 与 割 合 で tga20指 標 マ ウ ス に ス ク レ イ ピ ー を 誘 発 し た （ 表 1） 。 こ れ は 、 PrP-Fc 2 が
、 中 枢 神 経 系 内 ば か り で な く 、 リ ン パ 細 網 器 官 内 で も プ リ オ ン 複 製 を 損 な わ せ る こ と を 示
し て い る 。 プ リ オ ン 複 製 の リ ン パ 細 網 系 遅 延 が 、 脳 で の 感 染 力 の 損 な わ れ た 「 洗 い 戻 し 」
に よ る 可 能 性 は 、 プ リ オ ン が 、 48 dpiの い ず れ の 遺 伝 型 の 腹 腔 内 接 種 さ れ た マ ウ ス の 脳 で
も 検 出 不 能 で あ っ た （ こ の 早 期 の 時 点 で は 、 プ リ オ ン は 中 枢 神 経 系 に 未 到 達 で あ っ た こ と
を 示 す ） こ と か ら 、 公 式 に 排 除 さ れ た 。
【 ０ １ ０ １ 】
実 施 例 4： PrP-Fc 2 は 、 に イ ン ビ ボ お よ び イ ン ビ ト ロ で PrP S c 結 合 す る 。
　 第 一 の 実 験 で は 、 ト シ ル 活 性 化 常 磁 性 ビ ー ズ を 、 （ 1） ヒ ト Fcγ 1 に 対 す る 抗 体 、 （ 2）
プ ロ テ イ ン Aま た は （ 3） ヒ ト IgAに 対 す る 抗 体 と 共 有 結 合 さ せ た 。 前 二 者 の 試 薬 は 、 PrP-F
c 2 の Fcγ 部 分 に 結 合 す る こ と が 期 待 さ れ た が 、 第 三 の 試 薬 は 負 の 対 照 と し て 役 立 っ た 。 ス
ク レ イ ピ ー 発 病 PrP-Fc 2 マ ウ ス の 未 変 性 脳 ホ モ ジ ネ ー ト と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た と き
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、 試 薬 1お よ び 2（ し か し 3で は な い ） は 、 プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 PrP S c を 含 む タ ン パ ク 質 複 合 体
を 沈 澱 さ せ た （ 図 4A） 。 と こ ろ が 、 ス ク レ イ ピ ー 発 病 野 生 型 マ ウ ス か ら は 、 バ ッ ク グ ラ ウ
ン ド レ ベ ル の PrP S c し か 捕 捉 さ れ な か っ た 。 し た が っ て 、 ヒ ト Fcγ 1 に 表 面 固 定 化 し た 試 薬
は 、 プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 PrPを 含 む 多 種 タ ン パ ク 質 複 合 体 を 沈 澱 さ せ る 。 こ れ は 、 PrP S c と Pr
P-Fc 2 と が イ ン ビ ボ で 作 用 し 合 う 第 一 線 の 証 拠 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
表 面 固 定 化 さ れ た PrP-Fc 2 は 、 プ ル ダ ウ ン （ pull-down） ア ッ セ イ 法 で 効 率 的 に PrP S c を 捕
捉 す る
　 イ ン ビ ト ロ で 固 相 基 質 に 結 合 さ れ た PrP-Fc 2 で PrP

S c を 捕 獲 す る た め 、 常 磁 性 ビ ー ズ を 、
（ 1） マ ウ ス 抗 ヒ ト IgG、 （ 2） プ ロ テ イ ン Aま た は （ 3） マ ウ ス 抗 ヒ ト IgAと カ ッ プ リ ン グ さ
せ た 。 ビ ー ズ を 、 PrP-Fc 2 発 現 構 成 体 で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た COS-7細 胞 の 上 清 と と も
に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 洗 浄 し 、 プ リ オ ン 感 染 野 生 型 脳 ホ モ ジ ネ ー ト と と も に イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 沈 澱 物 を 、 PKで 消 化 し 、 ブ ロ ッ ト し 、 PrPま た は ヒ ト IgGに 対 す る 抗 体 で プ ロ ー ビ
ン グ し た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 固 定 化 PrP-Fc 2 は 、 ス ク レ イ ピ ー 発 病 野 生 型 の 脳 か ら PrP S c を 容 易 に 捕 捉 し た の に 対 し 、
模 倣 体 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 の 上 清 と と も に プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た ビ ー ズ
で 回 収 さ れ た PrP S c は 皆 無 で あ っ た （ 図 4B） 。 効 率 的 な 捕 捉 は 、 免 疫 沈 降 の 前 に プ ロ テ イ
ナ ー ゼ Kに よ る 消 化 に 付 さ れ た 脳 ホ モ ジ ネ ー ト で も 達 成 さ れ て 、 PrP-Fc 2 が PrP

S c に 加 え て P
rP 2 7 - 3 0 に 結 合 す る こ と を 示 し た （ デ ー タ 示 さ ず ） 。 組 換 え PrP-Fc 2 を 省 く な ら ば 、 PrPが
捕 捉 さ れ ず 、 ヒ ト Fcγ を 認 識 し な い 抗 IgA抗 体 に 共 有 結 合 さ せ た ビ ー ズ で も 捕 捉 さ れ な い
こ と か ら 、 相 互 作 用 は 、 特 異 的 で あ り 、 PrP-Fc 2 お よ び PrP S c 双 方 の 存 在 を 必 要 と す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
PrP-Fc 2 は 、 液 相 で PrP S c と 作 用 し 合 う
　 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 し た PrP-Fc 2 に よ る PrP S c の 高 感 度 プ ル ダ ウ ン ア ッ セ イ 法 で の 捕 捉 は
、 イ ン ビ ボ で は 検 出 不 能 で あ る 弱 い 相 互 作 用 を 特 定 し 得 る ： フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 、 抗 ト ロ ン
ビ ン IIIお よ び 因 子 IXを は じ め と す る 多 数 の 血 清 タ ン パ ク 質 が 、 プ ロ テ ア ー ゼ 消 化 PrP S c を
イ ン ビ ト ロ で 固 定 化 す る こ と が で き る ［ Fischerら 、 2000］ が 、 生 細 胞 で は 必 ず し も PrP S c

と 作 用 し 合 わ な い こ と が あ る 。 こ れ は 、 （ 1） 常 磁 性 ビ ー ズ と の 直 接 共 有 結 合 が 、 ベ イ ト
（ 餌 ） タ ン パ ク 質 を 部 分 的 に 変 性 さ せ 、 PrP S c と 非 特 異 的 に 作 用 し 合 う 疎 水 性 パ ッ チ を 露
出 さ せ 得 る こ と 、 （ 2） 抗 IgGま た は プ ロ テ イ ン Aビ ー ズ に よ る PrP-Fc 2 の ア フ ィ ニ テ ィ ー 捕
捉 に よ り 、 非 常 に 反 復 的 で 非 等 方 的 で あ る 非 常 に 高 い 結 合 力 を 有 す る ア レ イ が 得 ら れ 得 る
こ と 、 ま た は （ 3） ビ ー ズ 表 面 上 で の ベ イ ト の 局 所 濃 度 が 、 イ ン ビ ボ で 達 成 さ れ る 濃 度 よ
り は る か に 高 い 可 能 性 が あ る こ と に 起 因 し 得 る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 液 相 で の PrP S c と PrP-Fc 2 と の 間 の 相 互 作 用 を 特 定 す る た め 、 捕 捉 が 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク な 脳 に 存 在 す る 濃 度 の PrP-Fc 2 で も 生 じ る か 否 か を 調 べ た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 ス ク レ イ ピ ー 発 病 野 生 型 マ ウ ス お よ び 非 感 染 PrP-Fc 2 マ ウ ス か ら の 等 量 （ 100:100μ g）
の 脳 抽 出 物 を 同 時 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 抗 ヒ ト IgGお よ び プ ロ テ イ ン Aビ ー ズ に よ る そ の 後
の 捕 捉 が 、 こ の 脳 ホ モ ジ ネ ー ト 混 合 物 か ら の PrP S c の 回 収 へ と 導 い て 、 PrP-Fc 2 お よ び PrP S
c の 結 合 が イ ン ビ ト ロ で 生 じ る こ と が で き る こ と の さ ら な る 証 拠 を 提 供 し た （ 図 4C） 。 と
こ ろ が 、 ス ク レ イ ピ ー 発 病 野 生 型 脳 抽 出 物 を 、 非 感 染 StopPrP-Fc脳 ホ モ ジ ネ ー ト 500μ gと
混 合 し た と き は 、 PrP S c は 全 く 検 出 さ れ ず 、 本 発 明 者 ら の ア ッ セ イ 系 の 特 異 性 が 確 認 さ れ
た （ 図 4C） 。 マ ウ ス 抗 ヒ ト IgAと カ ッ プ リ ン グ さ せ た ビ ー ズ を さ ら な る 対 照 と し て 用 い た
（ 図 4A～ C） 。 後 者 の 実 験 で は 、 PrP S c ま た は PrP-Fc 2 の 電 気 泳 動 移 動 度 特 性 を 有 す る 帯 域
は 、 全 く 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 同 時 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 非 感 染 PrP-Fc 2 ホ モ ジ ネ ー ト の 量 を 5倍 （ 100： 500μ g） 増 加
さ せ た と き 、 沈 降 す る PrP S c の 明 ら か な 増 加 が あ っ て 、 PrP-Fc 2 の 利 用 度 が 律 速 的 で あ る こ
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と が 示 唆 さ れ た 。 後 者 の 所 見 は 、 PrP-Fc 2 対 PrP
C の 比 が 大 幅 に サ ブ ス ト イ キ オ メ ト リ ー 的

で あ る と い う 事 実 に 合 致 す る （ デ ー タ 示 さ ず ） 。
【 ０ １ ０ ８ 】
プ リ オ ン に 感 染 す る と 、 PrP-Fc 2 は 、 NaPTAお よ び プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン に よ っ て 沈 降 可 能 に な
る
　 次 い で 、 プ リ オ ン に 感 染 す る と 、 PrP-Fc 2 は 、 PrP S c の 生 物 物 理 学 的 特 性 の い く つ か を 獲
得 す る か 否 か を 調 べ た 。 PrP S c の 顕 著 な 特 性 は 、 そ れ が 、 4％ リ ン タ ン グ ス テ ン 酸 ナ ト リ ウ
ム （ NaPTA） の 存 在 下 で 容 易 に 沈 降 す る の に 対 し 、 PrP C は 可 溶 性 の ま ま で あ る こ と で あ る
［ Safarら 、 1998］ 。 し た が っ て 、 健 常 な 、 お よ び ス ク レ イ ピ ー 発 病 し た tg550 + お よ び 野
生 型 脳 ホ モ ジ ネ ー ト の NaPTA沈 降 を 実 施 し た 。 次 い で 、 ペ レ ッ ト お よ び 上 清 を 、 任 意 で 、
プ ロ テ ア ー ゼ 消 化 し 、 ブ ロ ッ ト し 、 ヒ ト Fcγ ま た は PrPに 対 す る 抗 体 で プ ロ ー ビ ン グ し た
。 期 待 さ れ た と お り 、 野 生 型 お よ び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 双 方 の ス ク レ イ ピ ー 発 病 マ ウ ス の
NaPTA沈 澱 物 は 、 プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 PrP S c を 含 有 し た 。 そ の 上 、 末 期 的 症 状 tg550 + か ら の （
し か し 非 感 染 の も の か ら で は な い ） NaPTAペ レ ッ ト は 、 抗 Fcγ 抗 体 と で 強 い シ グ ナ ル を 生
じ た （ 図 4D） 。 し た が っ て 、 PrP-Fc 2 は 、 PrP S c と 同 様 に 、 PrP-Fc 2 お よ び PrP C を 同 時 発 現
す る 組 織 が 感 染 す る と 、 NaPTA沈 降 可 能 に な る 。 こ の 知 見 は 、 PrP-Fc 2 お よ び PrP S c が イ ン
ビ ボ で 複 合 体 を 形 成 す る こ と を 立 証 す る 。 そ の 上 、 沈 澱 物 の タ ン パ ク 質 分 解 性 消 化 は 、 Pr
P 2 7 - 3 0 の 分 子 量 を 有 す る 部 分 の み を 生 じ さ せ て 、 PrP-Fc 2 が 、 PrP S c と の 複 合 体 形 成 の 結 果
と し て プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 に な る わ け で は な い こ と を 示 す 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 高 濃 度 の 洗 剤 の 存 在 下 で は 、 表 面 固 定 化 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン は 、 PrP C と PrP S c と を 分 別 す
る の に 用 い る こ と も で き る ［ Fischerら 、 2000］ 。 し た が っ て 、 PrP-Fc 2 が 、 プ ラ ス ミ ノ ー
ゲ ン と 結 合 す る か 否 か を 試 験 し た 。 ト シ ル 活 性 化 常 磁 性 ビ ー ズ を 、 ヒ ト プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン
に 共 有 結 合 さ せ 、 ス ク レ イ ピ ー 発 病 ま た は 非 感 染 の 野 生 型 も し く は tg550 + の 脳 の ホ モ ジ ネ
ー ト と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 結 合 ア ッ セ イ 法 の 前 に 、 ホ モ ジ ネ ー ト を 、 任 意 で プ ロ
テ ア ー ゼ 消 化 し た 。 ス ク レ イ ピ ー 発 病 野 生 型 お よ び tg550 + の 脳 の ブ ロ ッ ト し た 溶 出 物 （ し
か し 健 常 な 脳 の も の で は な い ） が PrP S c を 含 有 す る こ と が 見 出 さ れ た （ 図 4E） の に 対 し 、
抗 Fc抗 体 は 、 消 化 し な か っ た ス ク レ イ ピ ー 発 病 tg550 + 溶 出 物 で の み 、 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 沈
降 材 料 を 可 視 化 し た （ 図 4E、 左 の パ ネ ル ） 。 し た が っ て 、 PrP C お よ び PrP-Fc 2 を 同 時 発 現
す る マ ウ ス の 感 染 後 、 後 者 は 、 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン に よ っ て 沈 降 可 能 に な る 。 こ の 知 見 は 、
PrP-Fc 2 お よ び PrP S c が イ ン ビ ボ で 複 合 体 を 形 成 す る こ と の さ ら な る 証 拠 を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
PrP S c の 変 性 は 、 PrP-Fc 2 と 作 用 し 合 う そ の 能 力 を 失 わ せ る
　 次 い で 、 未 変 性 PrP-Fc 2 の 結 合 が 、 PrP S c の 立 体 配 座 に 依 存 す る か 否 か を 決 定 し た 。 末 期
的 症 状 の 野 生 型 マ ウ ス か ら の 脳 ホ モ ジ ネ ー ト を 、 増 加 す る 濃 度 の 塩 酸 グ ア ニ ジ ニ ウ ム （ Gd
nHCl） ま た は 尿 素 中 で の 18時 間 の 前 イ ン キ ュ ベ ー ト に よ っ て 変 性 さ せ 、 カ オ ト ロ ピ ッ ク な
塩 の 濃 度 を 変 性 閾 値 未 満 に 低 下 さ せ る た め に 50倍 に 希 釈 し 、 非 感 染 tg550 + 脳 ホ モ ジ ネ ー ト
と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た （ 100μ g:500μ g） 。 次 い で 、 タ ン パ ク 質 を 、 プ ロ テ イ ン Aビ
ー ズ で 捕 捉 し 、 PKで 消 化 し 、 ブ ロ ッ ト し た 。 ≧ 1.5Mの 塩 酸 グ ア ニ ジ ニ ウ ム （ Gdn、 図 4F）
ま た は ≧ 4.5Mの 尿 素 （ 図 4G） に よ る 変 性 の 後 、 未 変 性 PrP-Fc 2 に よ る 沈 降 に よ っ て 回 収 で
き た PrP S c は 皆 無 で あ っ た 。 し た が っ て 、 PrP S c と PrP-Fc 2 と の 相 互 作 用 は 、 PrP S c の 未 変 性
立 体 配 座 に 依 存 す る 。 興 味 深 い こ と に 、 結 合 を 排 除 す る の に 充 分 な Gdnま た は 尿 素 の 濃 度
は 、 プ リ オ ン 感 染 を 滅 菌 す る の に 要 す る 濃 度 よ り は る か に 低 い よ う に 思 わ れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
プ リ オ ン に 感 染 す る と 、 PrP-Fc 2 は 、 脂 質 ラ フ ト （ raft） に 再 局 在 す る
　 次 い で 、 独 立 し た 、 完 全 に 無 関 係 の 実 験 手 法 を 用 い て 、 イ ン ビ ボ で の PrP S c と PrP-Fc 2 と
の 相 互 作 用 を 確 認 し た 。 他 の グ リ コ シ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル （ GPI） 係 留 タ ン パ
ク 質 と 同 様 に 、 PrP S c を 、 脂 質 ラ フ ト と 名 付 け ら れ た 、 コ レ ス テ ロ ー ル に 富 む 膜 ミ ク ロ ド
メ イ ン ［ Naslavskyら 、 1997］ に 挿 入 す る 。 冷 ト リ ト ン X-100中 で の 抽 出 、 お よ び 密 度 勾 配
上 で の 超 遠 心 分 離 の 後 、 脂 質 ラ フ ト に 付 随 す る タ ン パ ク 質 が 最 上 画 分 中 を 浮 遊 す る 。
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【 ０ １ １ ２ 】
　 冷 TX-100中 で 調 製 し 、 「 浮 遊 ア ッ セ イ （ フ ロ ー テ ー シ ョ ン ア ッ セ イ (flotation assay)
） 」 （ ニ コ デ ン ツ （ Nycodenz） 勾 配 中 で の 超 遠 心 分 離 ） に 付 し た と き 、 PrP S c は 、 よ り 低
い 密 度 の 勾 配 画 分 と と も に 浮 遊 す る こ と が 見 出 さ れ て （ 図 5B） 、 以 前 の 報 告 ［ Naslavsky
ら 、 1997］ を 確 認 し た 。 と こ ろ が 、 脂 質 に 付 随 す る こ と が 期 待 さ れ な い PrP-Fc 2 が 、 よ り
高 密 度 の 画 分 と と も に 移 動 し た （ 図 5A） 。 対 照 的 に 、 プ リ オ ン 感 染 は 、 ラ フ ト の 残 留 物 か
ら 期 待 さ れ た と お り 、 Fcγ 陽 性 PrP-Fc 2 の 浮 遊 性 を 、 tg550 + の 脳 か ら 、 よ り 上 部 の 勾 配 画
分 へ と 移 動 さ せ た （ 図 5C） 。 こ の 知 見 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お け る PrP-Fc 2 の
細 胞 レ ベ ル 以 下 の 局 在 が 、 プ リ オ ン 感 染 の 結 果 と し て 、 イ ン ビ ボ で 劇 的 な 移 動 を 経 験 す る
こ と を 示 し 、 分 泌 さ れ た PrP-Fc 2 が 、 脂 質 ラ フ ト 内 の PrP S c と の 複 合 体 に 係 わ る こ と を 立 証
す る 。 い く つ か の PrP S c お よ び PrP-Fc 2 が 、 低 密 度 画 分 に 加 え て 、 遠 沈 管 の 底 に 常 に 存 在 し
た 。 こ れ は 、 お そ ら く 、 ラ フ ト の 部 分 的 崩 壊 が 、 い く つ か の タ ン パ ク 質 を 脱 落 さ せ 、 密 度
勾 配 中 の そ れ ら の 沈 降 を 許 し 得 る た め で あ る （ 図 5B～ C） 。
【 ０ １ １ ３ 】
実 施 例 5： ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク PrP-Fc 2 マ ウ ス か ら の 骨 髄 で 再 構 成 さ れ た 野 生 型 マ ウ ス に お
け る PrP S c 合 成 の 阻 害
　 実 施 例 3の 実 験 は 、 PrP-Fc 2 が 、 PrPプ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス
に 発 現 さ せ た と き 、 中 枢 神 経 系 内 ば か り で な く 、 リ ン パ 細 網 器 官 中 で も プ リ オ ン 複 製 を 損
な う こ と を 立 証 し た 。 こ れ ら の 実 験 で 、 PrP-Fc 2 は 、 PrPが 正 常 に 発 現 さ れ る す べ て の 器 官
、 特 に 神 経 お よ び リ ン パ 様 組 織 に 存 在 し た 。 治 療 剤 PrP-Fc 2 が 静 脈 内 ま た は 腹 腔 内 投 与 さ
れ る TSEに お け る 可 溶 性 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 の 治 療 的 効 力 を 評 価 す る た め に 、 血 中 で 可 溶
性 PrPを 発 現 す る 骨 髄 キ メ ラ を 生 成 し た 。 マ ウ ス を 致 死 的 に 照 射 し 、 供 与 動 物 か ら の 胎 児
肝 細 胞 で 再 構 成 し た 。 略 述 す る と 、 tg588の 骨 髄 を 、 野 生 型 マ ウ ス に （ 1） 、 野 生 型 骨 髄 を
tg588マ ウ ス に （ 2） 、 野 生 型 を 野 生 型 に （ 3） 、 お よ び tg588を tg588に （ 4） 再 構 成 し た 。
再 構 成 が う ま く い っ た か ど う か を 確 認 す る た め 、 こ れ ら の マ ウ ス の 血 清 か ら の PrP-Fc 2 の E
LISAを 実 施 す る と 、 野 生 型 骨 髄 か ら 野 生 型 マ ウ ス へ の 群 以 外 は 、 す べ て の マ ウ ス で 、 高 レ
ベ ル の 可 溶 性 PrP-Fc 2 を 示 し た 。 （ 1） : OD=1.2； （ 2） : OD=2.8； （ 3） : OD=0.2; お よ び
（ 4） : OD=2.8。 再 構 成 マ ウ ス に 、 低 用 量 の プ リ オ ン を 腹 腔 内 接 種 し 、 第 4群 以 外 の す べ て
の 群 の い く つ か の マ ウ ス を 、 接 種 後 50日 （ 感 染 力 お よ び PrP S c が プ ラ ト ー 期 に 達 し た は ず
で あ る 時 点 ） に 犠 牲 に 供 し た 。 こ れ ら の 時 点 で 、 PrP S c は 、 野 生 型 骨 髄 で 再 構 成 さ れ た 野
生 型 マ ウ ス の 脾 臓 で は 容 易 に 検 出 さ れ た の に 対 し 、 他 の 群 の マ ウ ス の 脾 臓 に は 、 PrP S c が
皆 無 で あ る か 、 ま た は そ の 痕 跡 し か 存 在 し な か っ た （ 図 7） 。 し た が っ て 、 可 溶 性 二 量 体 P
rP-Fc 2 は 、 リ ン パ 様 区 画 で の み 発 現 さ せ た と き で さ え 、 脾 臓 内 で の PrP S c 蓄 積 を 阻 害 す る
。
【 ０ １ １ ４ 】
引 用 文 献
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ １ ５ 】
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【 図 １ 】 PrP-Fc 2 を 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 生 成 お よ び 特 性 記 述 を 示 す 。 　
パ ネ ル A： 可 溶 性 PrPの 条 件 的 発 現 を 達 成 す る た め の ク ロ ー ニ ン グ 方 針 を 示 す 。 loxP部 位 に
挟 ま れ た 停 止 カ セ ッ ト を 有 す る 半 ゲ ノ ム ベ ク タ ー ［ Fischerら 、 1996］ を 発 現 す る ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 、 お よ び エ キ ソ ン 2/3に お け る 融 合 タ ン パ ク 質 PrP-Fcを 、 CMV-Cre欠 失
マ ウ ス と 交 雑 さ せ た 。 こ れ に よ っ て 、 停 止 カ セ ッ ト の 除 去 、 お よ び 内 在 性 PrP c を 発 現 す る
組 織 内 で の 可 溶 性 PrPの 分 泌 が 生 じ た 。 　 パ ネ ル B： マ ウ ス PrP c （ 121-231） お よ び ヒ ト Fc

γ の NMRお よ び Ｘ 線 構 造 を 後 者 の 無 構 造 性 N末 端 と 結 び 付 け て 用 い て 生 成 し た PrP-Fc 2 の 二
つ の 仮 説 的 モ デ ル を 拡 大 立 体 配 座 と し て 示 す 。 PrP c お よ び Fcγ の 異 な る 二 つ の 配 置 を 用 い
て 、 こ こ に 示 し た 2モ デ ル を 生 じ さ せ る シ ミ ュ レ ー シ ョ ン を 開 始 し た 。 　 パ ネ ル Cお よ び D
： 抗 PrPの ICSM18に よ る 免 疫 沈 降 後 の 野 生 型 お よ び tg550 + マ ウ ス か ら の 血 清 、 脳 お よ び 脾
臓 ホ モ ジ ネ ー ト の 、 ICSM18で 顕 示 さ せ た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 示 す 。 PrP-Fc 2 は 、 脳
内 お よ び 血 清 中 に 、 非 変 性 条 件 下 で は ホ モ 二 量 体 PrP-Fc 2 と し て 約 130 kDで 、 ま た (D)還 元
性 条 件 下 で は 単 量 体 と し て 約 65 kDで 存 在 す る 。 よ り 小 さ い 副 次 的 な 追 加 的 帯 域 は 、 こ の
融 合 タ ン パ ク 質 の 部 分 的 減 成 に よ る と 思 わ れ る 。 脾 臓 で は 、 PrP-Fc 2 は 、 非 還 元 性 条 件 下
で は 二 量 体 と し て 約 100 kDで （ C） 、 ま た 還 元 性 条 件 下 で は 単 量 体 と し て 約 50 kDで （ D）
存 在 す る 。
【 図 ２ 】 PrP-Fc 2 を 過 剰 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お け る ス ク レ イ ピ ー の 病 態
形 成 を 示 す 。 　 パ ネ ル Aお よ び B： プ リ オ ン の 脳 内 （ A） お よ び 腹 腔 内 （ B） 投 与 後 の tg550;
Prnp + / + お よ び 129/Sv x C57BL/6対 照 マ ウ ス に お け る 末 期 ス ク レ イ ピ ー の 発 症 ま で の 潜 伏
期 間 （ 日 ） を 表 示 す る 生 存 プ ロ ッ ト で あ る 。 脳 内 お よ び 腹 腔 内 暴 露 の 双 方 の 後 の 末 期 ス ク
レ イ ピ ー の 発 生 は 、 tg550;Prnp + / + マ ウ ス で は 強 力 に 遅 延 さ れ た の に 対 し 、 tg550;Prnp 0 / 0

は 、 疾 患 を 発 症 し な か っ た （ 接 種 後 >450日 ） 　 パ ネ ル Cお よ び D： プ リ オ ン に よ る 脳 内 （ C
） お よ び 腹 腔 内 （ D） 投 与 の 際 の 海 馬 錐 体 細 胞 の リ ボ ン の 組 織 学 的 分 析 が 、 末 期 的 に 発 病
し た tg550;Prnp + / + お よ び 野 生 型 マ ウ ス に お け る 病 理 学 的 変 化 を 明 ら か に し た こ と を 示 す
。 マ ウ ス は 、 脳 組 織 の 散 漫 な 微 細 空 胞 形 成 （ 上 の 列 ） 、 お よ び GFAPの 強 い 発 現 を 伴 う 星 状
膠 細 胞 の 活 性 化 （ 下 の 列 ） を 有 し た 。 tg550;Prnp 0 / 0 の 脳 組 織 は 、 加 齢 と 整 合 す る 軽 い 神
経 膠 症 以 外 、 ス ク レ イ ピ ー に 代 表 的 な 病 理 学 的 変 化 を 示 さ な か っ た 。 　 パ ネ ル E： 末 期 的
病 状 の tg550;Prnp + / + マ ウ ス の 脳 内 で 、 野 生 型 の 発 病 マ ウ ス か ら の 脳 内 と 同 様 の 量 お よ び
パ タ ー ン の 糖 鎖 形 成 さ れ た PrP S c が 検 出 さ れ た こ と を 示 す 。 　 パ ネ ル F： tg550の 脳 お よ び
脾 臓 組 織 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 示 す 。 接 種 後 450日 で 犠 牲 に 供 さ れ た Prnp 0 / 0 は 、 プ
ロ テ ア ー ゼ 耐 性 PrP S c の 存 在 を 示 さ な か っ た 。
【 図 ３ 】 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク な PrP-Fc 2 マ ウ ス に お け る プ リ オ ン 蓄 積 に 関 す る 。 脳 内 お よ
び 腹 腔 内 接 種 し た と き の 、 示 さ れ た 接 種 後 日 数 で の マ ウ ス の 脾 臓 お よ び 脳 内 の 、 PKで 消 化
さ れ た か 、 ま た は さ れ な か っ た プ リ オ ン タ ン パ ク 質 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 示 す 。 27
～ 30 kDの 強 い プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 の シ グ ナ ル が 、 表 示 さ れ た 時 点 で の 野 生 型 動 物 か ら の す
べ て の 脾 臓 お よ び 脳 で 視 認 で き た の に 対 し 、 突 然 変 異 マ ウ ス は 、 非 常 に 微 か な 帯 域 ま た は
検 出 不 能 の シ グ ナ ル を 、 脳 内 で は 後 期 の 時 点 で の 脳 内 接 種 後 に 、 ま た 脾 臓 で は 初 期 の 時 点
で の 腹 腔 内 注 射 後 に 示 し て 、 ス ク レ イ ピ ー 蓄 積 が 、 脾 臓 お よ び 脳 の 双 方 で 可 溶 性 PrPを 過
剰 発 現 す る マ ウ ス で 遅 延 す る こ と を 意 味 し た 。 マ ウ ス に は 、 300 IUお よ び 1x10 3  IUの ス ク
レ イ ピ ー プ リ オ ン を 、 そ れ ぞ れ 、 脳 内 お よ び 腹 腔 内 投 与 に よ り 接 種 し た 。
【 図 ４ 】 PrP-Fc 2 が 、 疾 患 関 連 プ リ オ ン タ ン パ ク 質 と イ ン ビ ボ お よ び イ ン ビ ト ロ で 作 用 し
合 い 、 か つ 沈 澱 す る こ と を 示 す 。 ス ク レ イ ピ ー － ： 非 感 染 マ ウ ス の 脳 ホ モ ジ ネ ー ト ； ス ク
レ イ ピ ー ＋ ： 末 期 的 ス ク レ イ ピ ー 発 病 マ ウ ス の 脳 ホ モ ジ ネ ー ト ； PrP-Fc 2 +： PrP-Fc 2 プ ラ
ス ミ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 の 上 清 ； 模 倣 体 ＋ ： 模 倣 体 プ ラ ス ミ ド で ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 の 上 清 。 　 パ ネ ル A： 抗 ヒ ト IgGま た は プ ロ テ イ ン Aに カ ッ プ リ ン グ
さ せ た ビ ー ズ へ の PrP-Fc 2 の 末 期 的 症 状 の マ ウ ス か ら の 脳 ホ モ ジ ネ ー ト の 添 加 、 お よ び PK
消 化 後 に 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 は 、 PrP S c を 表 す 強 い 帯 域 の 存 在 を 示 し て 、 PrP-Fc 2 お
よ び PrP S c の イ ン ビ ボ で の 相 互 作 用 の 証 拠 と な っ た 。 負 の 対 照 と し て の 抗 ヒ ト IgAビ ー ズ を
用 い た 免 疫 沈 降 は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド と 一 致 す る 弱 い シ グ ナ ル を 示 し た 。 　 パ ネ ル B： PrP
-Fc 2 は 、 PrP S c を イ ン ビ ト ロ で 沈 澱 さ せ る 。 PrP-Fc 2 ま た は 模 倣 体 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
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し た 細 胞 の 上 清 を 、 指 定 の ビ ー ズ と と も に 前 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 末 期 的 症 状 の 野 生
型 マ ウ ス か ら の 脳 ホ モ ジ ネ ー ト と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 PK消 化 の 後 、 ウ エ ス タ ン ブ
ロ ッ ト 分 析 は 、 ビ ー ズ を PrP-Fc 2 で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 の 上 清 と と も に 前 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 場 合 に の み 、 PrP S c を 表 す 強 い 帯 域 を 示 し た 。 　 パ ネ ル C： 非 感 染 tg550 + お
よ び 感 染 野 生 型 マ ウ ス か ら の 脳 ホ モ ジ ネ ー ト を 、 37℃ で 30分 間 混 合 し て か ら 、 免 疫 沈 降 に
付 し た 。 PrP-Fc 2 脳 ホ モ ジ ネ ー ト （ PrP-Fc 2 、 5倍 ） の 量 を 野 生 型 感 染 脳 ホ モ ジ ネ ー ト に 対
し て 5:1の 比 率 （ 500μ g:100μ g） に 増 加 し た と き 、 PrP S c を 表 す 帯 域 の 強 さ を 1:1の 比 （ 10
0μ g:100μ g） に 比 し て 増 大 さ せ る こ と が で き て 、 PrP-Fc 2 が 、 PrP S c -PrP-Fc 2 相 互 作 用 に
お い て 律 速 的 で あ る こ と を 示 唆 し た 。 　 パ ネ ル D： NaPTA沈 澱 の 後 、 PrP-Fc 2 は 、 感 染 し た
突 然 変 異 マ ウ ス か ら の 脳 ホ モ ジ ネ ー ト を 用 い た 場 合 に 、 ペ レ ッ ト に 付 随 す る こ と が 見 出 さ
れ た の に 対 し 、 非 感 染 脳 で は 、 PrP-Fc 2 は 、 ペ レ ッ ト 化 さ れ な か っ た 。 　 パ ネ ル E： プ ラ ス
ミ ノ ー ゲ ン ビ ー ズ を 、 ス ク レ イ ピ ー 発 病 野 生 型 お よ び PrP-Fc 2 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 脳 の 脳
ホ モ ジ ネ ー ト 、 な ら び に 非 感 染 PrP-Fc 2 脳 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 結 合 ア ッ セ イ の
前 に 、 任 意 で 、 ホ モ ジ ネ ー ト を プ ロ テ ア ー ゼ 消 化 し た 。 健 常 PrP-Fc 2 脳 で は な く 、 ス ク レ
イ ピ ー 発 病 野 生 型 お よ び PrP-Fc 2 脳 の ブ ロ ッ ト さ れ た 溶 出 物 は 、 PrP S c を 含 む こ と が 見 出 さ
れ た の に 対 し 、 抗 Fc抗 体 は 、 消 化 さ れ な か っ た ス ク レ イ ピ ー 発 病 PrP-Fc 2 溶 出 物 で の み 、
プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 沈 降 材 料 を 可 視 化 し た 。 　 パ ネ ル F： PrP-Fc 2 の PrP

S c 結 合 活 性 の 特 性 記
述 を 示 す 。 野 生 型 感 染 マ ウ ス か ら の 脳 ホ モ ジ ネ ー ト を 、 増 加 す る グ ア ニ ジ ニ ウ ム 濃 度 で 18
時 間 前 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 、 免 疫 沈 降 を 乱 さ な い こ と が 示 さ れ た 濃 度 ま で 希 釈 し た
。 PrP S c と の PrP-Fc 2 の 結 合 活 性 は 、 1.5Mの グ ア ニ ジ ニ ウ ム の 存 在 下 で 検 出 可 能 で あ っ た が
、 2Mの グ ア ニ ジ ニ ウ ム か ら 出 発 し て 消 失 し た 。 　 パ ネ ル G： ≧ 4.5Mの 尿 素 に よ る 変 性 後 、 P
rP S c は 、 未 変 性 PrP-Fc 2 に よ る 沈 澱 に よ っ て 回 収 す る こ と が 全 く で き な か っ た 。 し た が っ
て 、 PrP S c と PrP-Fc 2 と の 相 互 作 用 は 、 PrP S c の 未 変 性 立 体 配 座 に 依 存 す る 。 hom： ホ モ ジ ネ
ー ト ； sup： 上 清 ； Gdn： 塩 酸 グ ア ニ ジ ニ ウ ム 。
【 図 ５ 】 脳 ホ モ ジ ネ ー ト の 浮 遊 ア ッ セ イ に 関 す る 。 　 （ A） 健 常 な tg550 + マ ウ ス 、 （ B） PK
消 化 後 の ス ク レ イ ピ ー 感 染 マ ウ ス 、 お よ び （ C） 感 染 PrP-Fc 2 動 物 か ら の 脳 ホ モ ジ ネ ー ト を
、 1％ ト リ ト ン （ Triton） X-100中 4℃ で 調 製 し 、 浮 遊 ア ッ セ イ に 付 し た 。 ニ コ デ ン ツ （ Nyc
odenz） 密 度 勾 配 か ら 試 料 を 捕 集 し 、 抗 PrPの ICSM18を 用 い て 免 疫 ブ ロ ッ ト し た 。 非 感 染 マ
ウ ス で は 、 可 溶 性 PrP-Fc 2 は 勾 配 の 底 部 に 存 在 し た （ A） の に 対 し 、 感 染 マ ウ ス で は 、 PrP-
Fc 2 （ C） は 頂 部 画 分 に 見 出 さ れ た が 、 こ こ に は 、 脂 質 ラ フ ト （ raft） が PrP S c と 同 じ 画 分
に 局 在 す る （ B） 。
【 図 ６ 】 PrP-Fc 2 の 抗 プ リ オ ン 作 用 に 関 す る モ デ ル を 示 す 。 　 パ ネ ル A： プ リ オ ン 複 製 の 鋳
型 再 折 り 畳 み モ デ ル （ 上 部 パ ネ ル ） を 示 し て 、 PrP C お よ び PrP S c の 一 過 性 二 量 化 を 仮 定 す
る 。 そ の 結 果 、 PrP S c は 、 そ れ 自 身 の 、 β シ ー ト に 富 む プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 立 体 配 座 を PrP C

に 付 与 す る 。 し か し 、 こ れ ま で 、 技 術 的 障 害 が PrP C -PrP S c 複 合 体 の イ ン ビ ボ で の 直 接 的 視
覚 化 を 妨 げ て き た 。 　 パ ネ ル B： PrP C の 不 在 下 で は 、 可 溶 性 二 量 体 PrPが 、 感 染 性 病 原 体 の
複 製 も 、 プ ロ テ ア ー ゼ 耐 性 部 分 の 形 成 も 支 持 し な い こ と を 示 す 。 い く つ か の 系 統 の 証 拠 が
、 そ れ が PrP S c と 会 合 で き る こ と を 示 し て い る が 、 こ の 会 合 は 、 非 生 産 的 で あ る 。 　 パ ネ
ル C： PrP C お よ び 可 溶 性 二 量 体 PrPを 同 時 発 現 す る マ ウ ス が 、 プ リ オ ン を 複 製 し 、 結 果 的 に
ス ク レ イ ピ ー を 発 症 す る 方 法 を 示 す 。 し か し 、 ス ク レ イ ピ ー の 病 態 が 発 展 し 、 プ リ オ ン 感
染 性 が 複 製 し 、 PrP S c が 蓄 積 す る 速 度 論 は 、 野 生 型 マ ウ ス に お け る 場 合 よ り も 遅 い 。 入 手
で き る す べ て の 実 験 的 証 拠 は 、 PrP-Fc 2 が 、 到 来 し つ つ あ る PrP S c お よ び 発 生 し た PrP S c を
封 鎖 し 、 そ れ を PrP C の さ ら な る 鋳 型 指 向 転 換 に 利 用 で き な く す る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 図 ７ 】 プ リ オ ン 感 染 骨 髄 再 構 成 マ ウ ス に お け る PrP S c 蓄 積 の 減 少 を 示 す 。 腹 腔 内 接 種 し
て 、 50 dpiで の 骨 髄 再 構 成 マ ウ ス の 脾 臓 に お け る 、 PKで 消 化 し な か っ た か 、 ま た は 消 化 し
た プ リ オ ン タ ン パ ク 質 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 実 施 し た 。 27～ 30 kDの 強 い プ ロ テ ア
ー ゼ 耐 性 シ グ ナ ル が 、 野 生 型 骨 髄 で 再 構 成 さ れ た 野 生 型 動 物 か ら の 脾 臓 で は 視 認 で き た が
、 血 清 中 で PrP-Fc 2 を 発 現 す る こ と が ELISAに よ っ て 示 さ れ た 、 そ の 他 す べ て の マ ウ ス の 群
は 、 非 常 に 微 か な 帯 域 ま た は 検 出 不 能 の シ グ ナ ル を 脾 臓 で 示 し て 、 血 中 に 可 溶 性 PrPを 発
現 す る マ ウ ス で は 、 ス ク レ イ ピ ー 蓄 積 が 遅 延 す る こ と を 意 味 し た 。 マ ウ ス に は 、 腹 腔 内 投
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与 に よ る ス ク レ イ ピ ー プ リ オ ン 1x10 3  IUを 接 種 し た 。
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【 図 ３ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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