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(57)【要約】
　本発明は、未変性条件下でプリオンタンパク質の疾患関連型(PrPSc)に選択的に結合す
る新規抗体、ならびにプリオン病の検出、治療および研究の方法における前記抗体の普遍
的な使用に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ヒトPrPの106～126残基間に見出される保存アミノ酸配列もしくは他の種由来の対応ア
ミノ酸配列を含むまたはそれらのアミノ酸配列からなる凝集ペプチドに特異的な抗体、特
にPrPScに結合しPrPCに結合しない能力を持つ抗体を産生するための、前記凝集ペプチド
の使用。
【請求項２】
　凝集PrP106～126および異常な疾患関連PrPScに選択的に結合するが単量体PrP106～126
および正常な宿主PrPCに結合しない能力を持つ抗体。
【請求項３】
　抗体がポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、またはモノクローナルのIgG、IgM、
IgD、IgEもしくはIgAアイソタイプ、またはそれらのフラグメントである、請求項１およ
び２記載の抗体。
【請求項４】
　抗体が１型PrPScおよび２型PrPScに選択的に結合する能力を持つ、請求項１または２の
いずれか１項記載の抗体。
【請求項５】
　請求項２～４のいずれか１項記載のモノクローナル抗体を生産する能力を持つ、ハイブ
リドーマ細胞株。
【請求項６】
　以下の工程を含む、請求項５記載のハイブリドーマ細胞株を作製する方法：
(a)ヒトPrPの106～126アミノ酸配列（PrP106-126）に対応する合成ペプチドを提供し、前
記ペプチドを凝集させる工程；
(b)前記凝集ペプチドでマウスを免疫する工程；
(c)前記免疫されたマウス由来の脾細胞を適切なマウスミエローマパートナーと融合させ
る工程；および
(d)凝集PrP106-126に結合するが単量体PrP106-126には結合しない分泌抗体に基づいて、
適切なハイブリドーマ細胞株を選択する工程。
【請求項７】
　工程(d)のハイブリドーマ細胞株から得られた抗体をヒト化する工程をさらに含む、請
求項６記載の方法。
【請求項８】
　ブダペスト条約に従って2006年7月6日にECACCに寄託された、受託番号06060601に基づ
いて入手可能なハイブリドーマ細胞株P1：1。
【請求項９】
　請求項８記載のハイブリドーマ細胞株から得られる抗体。
【請求項１０】
　事前にプロテイナーゼK消化をする必要なく、PrPCの存在下で、組織（例えば、脳、扁
桃腺または脾臓の組織生検抽出物）中および体液（例えば、血液、CSF）中の疾患関連PrP
Scの存在を検出する方法における、請求項２～５および９のいずれか１項記載の抗体の使
用。
【請求項１１】
　以下の工程を含む、サンプル中のPrPScを検出する方法：
(a)組織抽出物または体液のサンプルを提供する工程；
(b)請求項２～５および９のいずれか１項記載の抗体が前記サンプル中に存在するPrPScと
結合できるように、前記サンプルを請求項２～５および９のいずれか１項記載の抗体と接
触させる工程；ならびに
(c)抗体-PrPSc免疫複合体を検出することによって、前記サンプル中にPrPScが存在するか
否かを検出する工程。
【請求項１２】
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　抗体が直接的に標識されている、請求項１１記載の方法。
【請求項１３】
　抗体が、適切な標識化抗マウス免疫グロブリンまたは適切な標識化抗PrP抗体のいずれ
かを用いて間接的に検出される、請求項１１記載の方法。
【請求項１４】
　少なくとも一部分において請求項２～５および９のいずれか１項記載の抗体を含む、動
物、特にヒトの組織および体液における疾患関連PrPScの検出のための方法またはキット
。
【請求項１５】
　請求項２～５および９のいずれか１項記載の抗体を用いて他の種由来のPrPScを検出す
る方法。
【請求項１６】
　プリオン病の推定治療薬の有効性を検出するための、請求項２～５および９のいずれか
１項記載の抗体の使用。
【請求項１７】
　ヒトおよび/または他の種におけるプリオン病の治療用又は予防用の薬物を製造するた
めの、請求項２～５および９のいずれか１項記載の抗体の使用。
【請求項１８】
　ヒトおよび/または他の種におけるプリオン病の治療または予防に用いるための、請求
項２～５および９のいずれか１項記載の抗体。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、未変性条件下でプリオンタンパク質の疾患関連形態(PrPSc)に選択的に結合
する新規抗体、ならびにプリオン病の検出、治療および疾患研究の方法における前記抗体
の普遍的な(in general)使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　プリオン病すなわち伝染性海綿状脳症(TSE)は、神経細胞の損失、海綿状変性、グリオ
ーシスおよび異常タンパク質凝集体の沈着によって特徴付けられる、進行が急速な致死的
神経変性障害のグループである。動物プリオン病としては、ヒツジのスクレイピー、ウシ
および外来有蹄動物の牛海綿状脳症(BSE)、シカおよびエルクの慢性消耗病、伝染性ミン
ク脳症ならびに飼い猫および外来猫の猫海綿状脳症が挙げられる(Prusiner S. B. et al 
(1998) Cell 93：337-348)。ヒトでは、認知されているプリオン病としては、クールー、
孤発性クロイツフェルト・ヤコブ病(sCJD)、家族性クロイツフェルト・ヤコブ病(fCJD)、
ゲルストマン・ストロイスラー・シャインカー症候群(GSS)、致死性家族性不眠症および
変異型CJD(vCJD)が挙げられる(Prusiner S. B. et al (1998) Cell 93：337-348)。CDJは
、汚染された死体の下垂体ホルモン、硬膜移植、脳神経外科器具および角膜移植によって
ヒトの間に伝染してきた(Brown P. et al (2000) Neurology 55：1075-1081)。より最近
では、輸血によるvCJD伝染の証拠が報告されており(Llewelyn C.A. et al (2004) Lancet
 363：417-421；Peden A. H. et al (2004) Lancet 364：527-529；Health Protection A
gency (2006) CDR weekly 16 (6))、移植および輸血の両サービスへの懸念が生じている
。組織および血液のvCJD伝染性を検出することができる感度および特異性の高いアッセイ
を開発する必要性がかつてないほど重要となっている。そのようなアッセイは、感染宿主
において細胞および組織の損傷に先立つ早期の治療的介入を可能にする疾患診断のために
価値があり得るだけでなく、輸血、血液製剤、手術、歯科医術、および組織/細胞の移植
片/移植による疾患伝染の危険性の減少/除去においても価値があり得る。
【０００３】
　プリオン病は、大部分の組織で見られる正常な細胞内プリオンタンパク質(PrPC)のα-
へリックスに富む正常構造からβ-シートに富む異常構造(PrPSc)への構造転位によって特
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徴付けられる。PrPCとは違って、PrPScは凝集し易く、非イオン性界面活性剤に不溶であ
り、制限プロテイナーゼK消化に部分的な耐性を示してプロテイナーゼK耐性コア(PrPres)
を形成する(Prusiner S. B et al (1998) Cell 93：337-348)。PrPScの存在は、プリオン
病の顕著な特徴と考えられており、伝染性と密接に関連しており、今日までに知られてい
る唯一の直接的かつ明白な疾患関連マーカーである(Morel N. et al (2004) J. Biol. Ch
em. 279：30413-30149)。従って、PrPScの検出は、ヒトおよび動物に用いるために現在開
発されている大部分の診断テストおよびスクリーニングアッセイの基盤である。被検サン
プルがPrPCおよびPrPScの両方を含有するであろうことを考慮すれば、未変性条件下でそ
れら２つの形態を区別できる試薬はアッセイ法の開発において有益な手段であろう。その
ような試薬の幾つかは文献に記載されており、前記試薬としてはプラスミノーゲン(Fisch
er M. et al (2000) Nature 408：479-483)、RNAアプタマー(Rhie A. et al (2003) J. B
iol. Chem. 278：39697-39705；Sayer N.M. et al (2004) J. Biol. Chem. 278：13102-1
3109)、抗DNA抗体およびDNA結合タンパク質(Zou W. Q. et al (2004) PNAS 101：1380-13
85)ならびにPrPCの複製的接合部分を含有するモチーフグラフト抗体(Moroncini G. et al
 (2004) PNAS 101：10404-10409)が挙げられる。しかしながら、アッセイ開発において最
も有用な試薬は、PrPScへ特異的に結合する抗体であろう。
【０００４】
　現在入手可能な抗PrP抗体の多くは、例えばmAb 6H4(Korth C. et al (1997) Nature 39
0：74-77)のように未変性条件下でPrPCとPrPScの両方と交差反応するか、あるいは、例え
ばmAb 3F4(Kascsak R. J. et al (1987) J. Virol 61：3688-3693)のように未変性条件下
ではPrPCとのみ結合するが強い界面活性剤中もしくはカオトロピック試薬中でまたは加熱
することにより変性した後ではPrPCとPrPScの両方と結合する。実際、これらの抗体結合
特性は、いわゆるコンホメーション依存性イムノアッセイ(CDI)(Safar J. et al (1998) 
Nat. Med. 4：1157-1165)の開発に利用されている。しかしながら、PrPCとPrPScとを明確
に区別するためには、プロテイナーゼKで被検サンプルを前処理してPrPCを完全に分解し
そのサンプル中に存在するPrPScの検出を可能にすることが必要である。現在、PrPScには
プロテイナーゼK感受性形態も存在すること(Safar J. et al (2005) PNAS 102：3501-350
6)や、それらの形態が疾患伝染に関与していること(Yakovleva O. et al (2004) Transfu
sion 44：1700-1705)について、証拠が山のように存在している。従って、プロテイナー
ゼK消化の必要性なしにPrPCと全ての形態のPrPScとを区別することができる抗体が必要と
される。
【０００５】
　抗体は、ユニークなアミノ酸決定基すなわちエピトープを介してタンパク質を特異的に
認識する。これらエピトープは、直線状アミノ酸配列または三次元空間でアミノ酸により
形成される独特なコンホメーションであり得る。PrPCのPrPScへの変換がタンパク質コン
ホメーションにおける大きな変化を伴うことを考慮すると、変換に際して固有のエピトー
プが形成されるまたは現れる可能性がある。精製したPrPScを用いる免疫によって未変性P
rPScに特異的な抗体を産生する試みは、例えば3F4(Kascsak R. J. et al (1987) J. Viro
l. 61：3688-3693)のように、それら抗体が未変性条件下ではPrPScに対して僅かに親和性
を有するかまたは全く親和性を有さないことを特徴とするため、一般的には成功していな
かった。しかしながら、幾つかの報告によるとPrPSc特異的な抗体、例えば全長組み換え
ウシPrPに対して産生されたmAb 15B3(Korth C. et al (1997) Nature 390：74-77)、ヒト
PrPのアミノ酸残基214～226に対応する合成ペプチドに対して産生されたmAb V5B2(Serbec
 V. C. et al (2004) J. Biol. Chem. 279：3694-3698)、PrPに見出されるチロシン-チロ
シン-アルギニンモチーフで構成される合成ペプチドに対して産生された抗体(Paramithio
tis E. et al (2003) Nat. Med. 9：893-899)について近年記載されている。しかしなが
ら、それらの抗体の使用はそれらの抗体が作製された研究所外では制限されており、更な
るPrPSc特異的な抗体の作製には利益がある。
【０００６】
　アミノ酸残基106～126(Swiss-Protプライマリアクセッション番号P04156のヒトPrP配列
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に従って番号付け)にわたる領域がPrPCとPrPScとの間のコンホメーション変化を惹起する
重要な領域のひとつであり得ることについて、証拠が山のように存在する。未変性PrPSc

被覆ミクロビーズで免疫したマウスはPrPアミノ酸残基101～120の間の領域を標的として
主にIgM免疫応答を開始することが分かっており、その領域が未変性PrPScの主要免疫原性
領域に相当することが示唆されている(ayebi M. et al (2004) Mol. Med. 10：104-111)
。さらに、アミノ酸残基109～112の間に位置するエピトープに結合する抗体3F4(Kascsak 
R. J. et al (1987) J. Virol 61：3688-3693)は、未変性PrPCに結合できるが未変性PrPS
cには結合できず、このことは、変換に際し前記領域における大きなコンホメーション変
化を示唆している。アミノ酸残基106～126(PrP106-126)を含む合成ペプチドはPrPScに関
連するいくつかの特性を示すことが研究によって示されている。例えば、PrP106-126はpH
依存性ランダムコイルを経てβ-シート変換し凝集して、プロテイナーゼKでの消化に部分
的な耐性があるアミロイド線維を形成し(Selvaggini F. et al (1993) Biochem. Biophys
. Res. Commun.194：1380-1386, DeGioia L. et al (1994) J. Biol. Chem. 269：7859-7
862)、PrP106-126微小凝集体へのヒト神経細胞株の露出は内在性PrPCが幾つかの特性をPr
PScと共有するアミロイド形成的形態への凝集を触媒し(Singh N. et al (2002) Front. B
iosci. 7：60-71；Gu. Y. et al (2002) J. Biol. Chem. 277：2275-2286)、プリオン毒
性と似た特長を有する細胞毒性をもたらす。理論により束縛されることを望まないが、本
発明者らは、凝集したPrP106-126で動物を免疫した後に産生される特定の抗体が凝集に際
して形成されるユニークなコンホメーションエピトープと特異的に結合することができ、
そのエピトープがPrPScにも存在するであろうと仮定した。この理論は、一つには、アミ
ロイド線維状態のアルツハイマー病ペプチドAβ(1-40)に結合するが可溶性単量体ペプチ
ドには結合しないコンホメーション特異的モノクローナル抗体(mAb)の作製を記述してい
る論文の発表により支持されている(O’Nuallin B. et al (2002) PNAS 99：1485-1490)
。
【発明の概要】
【０００７】
　本発明は、一つには、ヒトプリオンタンパク質のアミノ酸残基106～126由来のアミノ酸
配列に対応する合成ペプチド配列から構成される凝集体を使用して動物を免疫し、事前に
サンプルをプロテイナーゼK処理する必要なく未変性条件下でPrPScを特異的に検出できる
がPrPCを検出しない特定の抗体を作製することに基づく。
　そこで、第一の態様は、ヒトPrPに特異的な抗体、特にPrPScに結合できるがPrPCに結合
しない抗体を産生させるための、ヒトPrPの残基106～126に見出される保存アミノ酸配列
または他の種由来の対応アミノ酸配列を含むまたはそれらからなる凝集ペプチドの使用を
提供することである。さらなる態様では、本発明は、凝集PrP106-126および異常な疾患関
連PrPScと特異的に結合できるが単量体PrP106-126および正常な宿主PrPCとは結合しない
抗体を提供する。
　本発明の抗体は、ポリクローナル抗体でもモノクローナル抗体でもよく、IgG、IgM、Ig
D、IgEもしくはIgAアイソタイプでもよく、またはそれらのフラグメントでもあり得る。
　本発明の抗体は、ヒト化されたもの(Thompson, K.M. et al (1986) Immunology 58, 15
7-160)であってもおよび/または単一ドメイン抗体形態(Ward, E.S. et al (1989) Nature
 341, 544-546)であってもよい。
　本発明の抗体は、事前にプロテイナーゼK消化する必要なくPrPCの存在下で散発性CJD(s
CJD)およびvCJD由来の１型PrPScおよび２型PrPScと特異的に結合してPrPScとPrPCとを区
別することができる。PrPScのプロテイナーゼK感受性形態の存在と疾患伝染にそれら形態
が関与している可能性とを考慮すると、前もってプロテイナーゼK消化する必要なくPrPSc

とPrPCとを区別することができる試薬は非常に望ましい。
【０００８】
　本発明の典型的な抗体は、PrPペプチドフラグメントの凝集体で形成され単量体ペプチ
ドには見出されないコンホメーションエピトープに対して産生される。好ましくは、前記
ペプチドはヒトPrP(Swiss-Protプライマリアクセッション番号P04156)の残基106～126に



(6) JP 2009-539959 A 2009.11.19

10

20

30

40

50

見出される保存アミノ酸配列または他の種由来の対応アミノ酸配列を含むまたはそれから
なる。例えば、マウスの対応配列はアミノ酸残基105～126(Swiss-Protプライマリアクセ
ッション番号P04925)に位置し、ヒツジの対応配列は残基109～129(Swiss-Protプライマリ
アクセッション番号P23907)に位置し、またウシの対応配列は残基117～137(Swiss-Protプ
ライマリアクセッション番号P10279)に位置する。当業者であれば、他の種由来の対応配
列を容易に同定することができる。本発明のペプチドは、標準的なペプチド合成技術、例
えば、標準的な9-フルオレニル-メトキシカルボニル(F-Moc)化学反応、標準的なブチルオ
キシカーボネート(T-Boc)化学反応またはフルオレニルメトキシカルボニル(Fmoc)/tert-
ブチル系(Atherton E. and Sheppard R. C. (1998) Solid Phase Peptide Synthesis：A 
Practical Approach, Oxford, IRL Press)のいずれかを用いることによって合成され得る
。純度は85％を通常上回っているであろうが注意深く確認すべきであり、この目的のため
に例えば種々のクロマトグラフィー技術（高性能液体クロマトグラフィーが挙げられる）
および分光分析（ラマン分光法が挙げられる）を使用することができる。前記ペプチドを
、適切な緩衝液、たとえばpH 7.0のPBS中に再懸濁し室温で16時間インキュベーションし
て、適切な動物の免疫に先立って凝集体を形成させておいてもよい。
【０００９】
　本発明者らは本発明のモノクローナル抗体を産生することができるハイブリドーマ細胞
株を作製した。ヒトPrPのアミノ酸残基106～126(PrP106-126)に対応する合成ペプチドを
凝集させた。この凝集ペプチドを用いてマウスを免疫した。その免疫したマウス由来の脾
細胞を適切なマウスミエローマパートナーと融合させて、周知の技術に従ってハイブリド
ーマ細胞株を選択した(Hawlow E. and Lane D. (1988) Antibodies：A Laboratory Manua
l, Cold Spring Harbour Lab. Press, Plainview, NY)。これらのハイブリドーマ細胞株
由来の上清サンプルを、凝集PrP106-126および単量体PrP106-126との結合についてELISA
によりスクリーニングした。次に、凝集PrP106-126と結合するが単量体PrP106-126と結合
しない抗体を分泌するハイブリドーマ細胞株を単細胞クローニングして、生み出した細胞
株のストックを冷凍した。
　そこで、本発明の第三の態様では、本発明のモノクローナル抗体(IgMアイソタイプ)を
分泌することができるハイブリドーマ細胞株(P1：1)が提供される。このハイブリドーマ
細胞株は、ブダペスト条約に従って、2006年6月6日にECACCに寄託されており、受託番号0
6060601に基づいて入手可能である。
【００１０】
　本発明の抗体は、とりわけ、事前のプロテイナーゼK消化の必要なくPrPCの存在下で組
織（例えば、脳、扁桃線または脾臓の組織生検抽出物）中および体液（例えば、血液、CS
F）中で疾患関連PrPScの存在を検出する方法において役立つ。従って、以下の工程を含む
サンプル中のPrPScを検出する方法を提供する：
(a)組織または体液のサンプルを提供する工程；
(b)前記サンプルを本発明の抗体と接触させて前記抗体が前記サンプル中に存在するPrPSc

と結合できるようにする工程；および
(c)抗体-PrPSc免疫複合体を検出することにより前記サンプル中にPrPScが存在するか否か
を検出する工程。
　抗体-PrPSc免疫複合体の検出に関して、当業者であれば本技術分野で既知の種々のイム
ノアッセイ手法、とりわけELISA、DELFIA、RIA、免疫沈降に次ぐウエスタンブロッティン
グ、およびフローサイトメトリーを知っているであろう。これらのイムノアッセイではい
ずれか適切な標識を用いることができ、そのような標識としては、直接的または間接的に
可視化され得る放射性、蛍光、発色性（たとえばアルカリンフォスファターゼもしくはホ
ースラディッシュペルオキシダーゼ）、化学発光またはハプテン（例えばビオチン）が挙
げられるがこれらに限られない。本発明の抗体は、イムノアッセイ用に直接的に標識して
もよい。あるいは、PrPScと本発明の抗体とによって形成された複合体を、適切に標識し
た抗マウス免疫グロブリンまたは適切に標識した坑PrP抗体のどちらかを用いて間接的に
検出してもよい。
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【００１１】
　そこで、本発明の第四の態様は、動物、特にヒトの組織中および体液中の疾患関連PrPS
cを検出するための方法またはキットであって、本発明の抗体を少なくとも一部に含む前
記方法またはキットを提供する。
　異なる種におけるペプチド配列が相対的に保存されていることを考慮すると、本発明の
抗体は他の種由来のPrPScと交差反応するであろうことが予想される。この理論をテスト
するため、本発明者らは、本発明由来の抗体が凝集した組み換えマウスPrPと特異的に結
合できるが単量体組み換えマウスPrPとは結合しないことをイムノブロッティングによっ
て示すことができた。
　そこで、本発明の第五の態様は、本発明の抗体を用いて他の種由来のPrPScを検出する
方法を提供し、且つ少なくとも本発明の抗体を含む方法/キットを包含する。
　本発明の第六の態様は、プリオン病の推定治療薬の有効性を決定するための本発明の抗
体の使用を包含する。本発明の抗体を、とりわけPrPScの検出用アッセイで用いることが
でき、可能性のある治療薬が細胞培養モデルおよび動物モデルの両方において伝染性を除
去できるかまたはPrPScの発生を予防できるかを決定することができる。
　ある種の抗PrP抗体がin vivo(White A. R. et al (2003) Nature 422：80-83；Sigurds
son E. M. et al (2003) Neuroscience Letters 336：185-187)とin vitro(Feraudet C. 
et al (2005) J. Biol. Chem. 280：11247-11258)の両方でプリオン複製を阻害できプリ
オン病の発生を遅らせることができることを、最近いくつかの論文が報告している。そこ
で、本発明の第七の態様では、ヒトおよび/または他の種におけるプリオン病の治療用ま
たは予防用の薬物を製造するためのいずれかの形態の本発明の抗体の使用を提供する。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１ａ】[PrP106-126凝集体の作製]室温にて0時間、1時間または16時間インキュベーシ
ョンしたサンプルを600 nmでの濁度の上昇によりモニターした、PrP106-126凝集体の形成
の経時変化。
【図１ｂ】[PrPヌルマウスの免疫]免疫前血清サンプル（白色棒グラフ）と試験採血血清
サンプル（灰色棒グラフ）を凝集PrP106-126被覆マイクロウェルに血清抗体を結合させた
ELISAにより決定した、凝集PrP106-126で免疫した各マウスの免疫応答。試験採血血清サ
ンプルについて得られた吸光度値の上昇は、免疫前血清サンプルの場合と比較して、陽性
の免疫応答を示していた。
【図２ａ】[凝集PrP106-126と特異的に結合するmAbの同定]mAb P1：1、mAb P1：2およびm
Ab P1：3を、PrP106-126ペプチドの非存在下（白色棒グラフ）、単量体PrP106-126-NH2の
存在下（灰色棒グラフ）、凝集PrP106-126の存在下（黒色棒グラフ）にてプレインキュベ
ーションし、次に凝集PrP106-126被覆マイクロウェルへの抗体結合についてELISAにより
スクリーニングした。３つのmAb全てについての結果を正規化するために、得られた結果
を最大吸収率(％)として表した。mAb P1：2およびmAb P1：3の結合は、単量体PrP106-126
と凝集PrP106-126双方のプレインキュベーション後に阻害された。一方、mAb P1：1の結
合は凝集PrP106-126でのプレインキュベーション後にのみ阻害された。
【図２ｂ】[凝集PrP106-126と特異的に結合するmAbの同定]凝集PrP106-126との結合に対
する精製mAb P1：1の特異性を示すELISA。mAb P1：1を、PrP106-126ペプチドの非存在下
、過剰量の100倍モルの単量体PrP106-126-NH2中、過剰量の100倍モルの凝集PrP106-126中
でプレインキュベーションし、次に凝集PrP106-126被覆マイクロウェルへの抗体結合につ
いてスクリーニングした。過剰量の100倍モルの凝集PrP106-126とのプレインキュベーシ
ョン後にのみ、結合の阻害が検出された。
【図３ａ】[ヒト脳ホモジェネート由来のPrPC、PrPScおよびPrPresの免疫沈降]アルツハ
イマー病神経学的対照脳由来の1％脳ホモジェネート（レーン２）ならびにvCJD脳由来の1
％脳ホモジェネート（レーン３およびレーン４）を10 μgのmAb P1：1で免疫沈降させた
。レーン４については、免疫沈降に先立ってvCJD脳ホモジェネートをプロテイナーゼK(PK
)で処理した。分子量マーカー（レーン１）と並べてのSDS-PAGEおよびPVDFメンブレン上
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へのエレクトロトランスファーの後で、そのメンブレンをmAb 3F4でプロービングするこ
とによってPrPC、PrPScおよびPrPresを検出した。
【図３ｂ】[ヒト脳ホモジェネート由来のPrPC、PrPScおよびPrPresの免疫沈降]レビー小
体型認知症脳から調製した1％ホモジェネート（レーン２）、アルツハイマー病脳から調
製した1％ホモジェネート（レーン３）、アミロイド血管症脳から調製した1％ホモジェネ
ート（レーン４）、vCJD脳から調製した1％ホモジェネート（レーン５およびレーン６）
、sCJD MM1脳から調製した1％ホモジェネート(レーン７およびレーン８)ならびにsCJD VV
2A脳から調製した1％ホモジェネート(レーン９およびレーン１０)をP1：1 mAbで免疫沈降
させた。レーン６、レーン８およびレーン１０については、免疫沈降に先立って脳ホモジ
ェネートをPKで消化した。分子量マーカー（レーン１）と並べてのSDS-PAGEおよびPVDFメ
ンブレン上へのエレクトロトランスファーの後で、そのメンブレンをmAb 3F4でプロービ
ングすることによってPrPC、PrPScおよびPrPresを検出した。
【図４ａ】[recMoPrP凝集体の作製]α-ヘリックスrecMoPrPをPBS(対照)または0.2％SDS添
加したPBS(SDS処理)で調製し、これらを室温にて10分間インキュベーションした。次に、
両サンプルをPBSで20倍に希釈し、一晩室温にてインキュベーションした。各サンプルの
アリコートを14,000×gで30分間遠心沈殿させ、上清を収集した。遠心分離前の各サンプ
ル中のタンパク質含量（白色棒グラフ）と遠心分離後の各上清中のタンパク質含量（灰色
棒グラフ）とをBCAプロテインアッセイで決定し、その結果は得られた570 nmの吸光度の
読み値として表した。遠心分離前の570 nmの吸光度の読み値と比べてSDS処理した遠心分
離後のサンプルについて得られた570 nmの吸光度の読み値の低下は、不溶性recMoPrP凝集
体の形成を示していた。
【図４ｂ】[mAb P1：1の単量体recMoPrPおよび凝集recMoPrPとの結合の比較]上述の凝集
組換えマウスPrPのアリコート（スロットＡ）と単量体組換えマウスPrPのアリコート（ス
ロットＢ）とをニトロセルロースメンブレン上にスロットブロットし、mAb P1：1（ブロ
ット１）または負の対照としての非PrP関連マウスIgM（ブロット２）のどちらかでプロー
ビングした。mAb P1：1は凝集recMoPrPと特異的に結合した。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
（発明の詳細な説明）
　ここで、図面を参照しながら実施例によって本発明を詳細に説明する。これら実施例は
、本発明の特定の実施態様を例証するのに役立つが、本発明の実施態様を限定するものと
みなされない。
【００１４】
[実施例１：PrP106-126アミロイド線維の調製]
　ヒトPrP106-126(KTNMKHMAGAAAAGAVVGGLG)およびヒトPrP106-126-NH2(KTNMKHMAGAAAAGAV
VGGLG-NH2)に対応する合成ペプチドをシグマジェノシス(Sigma Genosys)から入手した。
凝集PrP106-126を作製するため、PrP106-126(2 mg)を1 mLの200 mMリン酸緩衝液(pH 7.0)
に加えて、室温で16時間インキュベーションした。凝集体の形成は、0時間後、1時間後お
よび16時間後にアリコート(125 μL)をリン酸緩衝液で最終容積1 mLに希釈して、600 nm
でリン酸緩衝液ブランクに対する濁度を測定することによってモニターした。凝集PrP106
-126を記載どおりに形成し、600 nmでの濁度の変化を測定することにより凝集体の形成を
モニターして（図１a）、PrPヌルマウスの免疫に用いた。
【００１５】
[実施例２：マウスの免疫]
　３匹のPrPヌル(PrP-/-)マウス(Neuropathogenesis Unit, IAH, Edinburghより供給)(Ma
nson J. C. et al (1994) Mol. Neurobiol. 8：121-127)を50 μgの凝集PrP106-126を含
む完全フロイントアジュバントでそれぞれ皮下免疫し、次に28日おきに50 μgの凝集PrP1
06-126を含む不完全フロイントアジュバンドでさらに２回追加皮下免疫をした。最後の免
疫から７日後に、試験採血をし、得られた血清サンプルを以下に記述するようにELISAに
よって凝集PrP106-126被覆マイクロウェルと結合している抗体についてスクリーニングし
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た。
　96ウェル イムロン4 HXBマイクロタイタープレート(テルモラボシステムズ(Thermo Lab
systems))のウェルをPBS（10 mMリン酸、2.7 mM KCl、137 mM NaCl、pH 7.4）中の100 ng
の凝集PrP106-126で37℃にて一晩被覆した。このウェルをPBST(0.05％(v/v)のツイーン20
を含むリン酸緩衝生理食塩水)で３回洗滌し、ブロット乾燥させ、5％ウシ胎児血清(FCS)
を含むPBST(200 μL/ウェル)で37℃にて60分間ブロッキングした。このウェルをPBSTで２
回洗滌し、ブロット乾燥させた。免疫した３匹のマウス由来のテスト血清および免疫前血
清のアリコート(100 μL/ウェル)を1％FCS添加したPBSTで1/1000希釈し、ウェルに３連で
加え、37℃にて60分間インキュベーションした。そのウェルをPBSTで４回洗滌し、ブロッ
ト乾燥させた。ヤギ抗マウス多価Ig-HRPコンジュゲート(シグマ(Sigma))を1％FCS添加し
たPBSTで1/2000希釈して全てのウェルに加え(100 μL/ウェル)、37℃にて60分間インキュ
ベーションした後、ウェルをPBSTで４回洗滌し、ブロット乾燥させた。全てのウェルにシ
ュアブルー(SureBlue)TMBマイクロウェルペルオキシダーゼ基質(インサイトバイオテクノ
ロジー社(Insight Biotechnology Ltd))(100 μL/ウェル)を加え、37℃にて30分間インキ
ュベーションした時点で0.18 M硫酸停止溶液を加え(100 μL/ウェル)、マイクロプレート
リーダー(ダイナックス(Dynex)MRX)で450 nmの吸光度を測定した。結果を、抗マウス多価
Ig-HRPのPrP106-126線維被覆ウェルとの非特異的結合の平均吸光度に対して補正した各試
験サンプルの450 nm平均吸光度として計算した。
　免疫したマウスは、各マウス由来の免疫前および最終試験採血の血清サンプルを凝集Pr
P106-126被覆マイクロウェルと結合する抗体につきELISAスクリーニングによって決定し
たところ、３匹全てが凝集PrP106-126に対する免疫応答を開始した。
【００１６】
[実施例３：モノクローナル抗体の産生]
　ハイブリドーマ作製のために選択したマウスに50 μgの凝集PrP106-126を含むPBSで最
終静脈内追加免疫を行い、４日後に屠殺した。免疫したマウス由来の脾細胞を一般的なポ
リエチレングリコール(PEG) 1500融合プロトコルを用いてSP2/0-Ag14マウスミエローマ細
胞(ECACC番号85072401)と融合させ、得られたハイブリドーマをHAT培地中で選択した(Haw
low E. and Lane D. (1988) Antibodies：A Laboratory Manual, Cold Spring Harbour L
ab. Press, Plainview, NY)。1％FCSを添加したPBSTで上清サンプルを1/2希釈してクリー
ニングしたことを除いて、基本的には免疫応答を決定するために記載したように、ハイブ
リドーマ上清を凝集PrP106-126と結合するmAbの分泌につきELISAによって型通りにスクリ
ーニングした。凝集PrP106-126と結合するmAbを分泌するハイブリドーマを３回単細胞ク
ローニングし、各細胞株の凍結ストックを蓄えた。産生されたmAbのアイソタイプを、ア
イソトリップ(Isotrip)マウスモノクローナル抗体アイソタイピングキット(ロシュ・ダイ
アグノスティック(Roche Diagnostics))を用いてキットと共に供給された説明書に従って
決定した。
　No.3のマウス由来の脾細胞とSP2/0マウスミエローマ細胞との融合の後、播種した360ウ
ェルの中から、凝集PrP106-126被覆マイクロウェルと結合する抗体を分泌している活発に
分裂中のハイブリドーマを含有する4ウェルを同定した（結果は示さず）。これらの4ウェ
ル由来の細胞を単細胞クローニングして、それぞれP1：1、P1：2、P1：3およびP1：4と命
名した。クローニングの間、細胞株P1：4は増殖が極端に遅く、ひとたび細胞株の凍結ス
トックを蓄えるとこの細胞株を用いた更なる作業は実施できなかったことを注記しておく
。
　ハイブリドーマP1：2およびP1：3は両方ともIgG1κアイソタイプ抗体を分泌することが
示された。ハイブリドーマP1：1はIgMκアイソタイプ抗体を分泌したが、この細胞株で非
常に弱いIgG1シグナルも検出され、更なるラウンドの単細胞クローニングの後でも排除で
きなかった。これはロシュ社のアイソタイピングストリップとの非特異的相互作用によっ
て引き起こされたと本発明者らは現在考えている。
【００１７】
[実施例４：凝集PrP106-126と特異的に結合するmAbの同定]
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　各ハイブリドーマ上清のアリコートを1：1で1％FCS添加PBST、凝集PrP106-126を含む1
％FCS添加PBST(最終濃度10 μg/mL)または単量体PrP106-126-NH2を含む1％FCS添加PBST(
最終濃度10 μg/mL)と混合し、ローラーミキサー上で室温にて60分間インキュベーション
し、14,000×gにて10分間遠心沈降させた。COOH末端アミド化はPrP106-126の凝集体を形
成する性向を減少させることが報告されており(Salmona M. et al (1999) Biochem. J. 3
42：207-214；Bergstrom A.L. et al (2005) J. Biol. Chem. 280：23114-23121)、従っ
てペプチドPrP106-126-NH2を新たに、特に使用する直前に調製すると凝集体を形成しない
であろうことが想定された。凝集PrP106-126被覆マイクロタイタープレートの３連ウェル
に各上清のアリコート(100 μL)を移し、先に記載したようにELISAを実施した。凝集PrP1
06-126でのプレインキュベーション後に抗体結合の有意な減少を示し単量体PrP106-126-N
H2でのプレインキュベーション後には抗体結合の有意な減少を示さないハイブリドーマに
ついて更に分析を進めた。
　得られた結果から（図２a）、凝集PrP106-126およびPrP106-126-NH2単量体ペプチドと
の双方とのプレインキュベーションがmAb P1：2およびmAb P1：3の凝集PrP106-126被覆マ
イクロウェルとの結合を阻害したことは明らかであった。このことは、mAb P1：2およびm
Ab P1：3が凝集PrP106-126と単量体PrP106-126の双方に存在するエピトープと結合したこ
とを示唆していた。これら２つのmAbは、以前キーホールリンペットヘモシアニンと結合
させたペプチドでマウスを免疫後にPrP106-126に対して産生されたmAbと同様の特性を有
すると思われる(Hanan E. et al (2001) Cell Mol. Neurobiol. 21：693-703)。
【００１８】
　P1：1のmAbの結合は、凝集PrP106-126とのプレインキュベーション後にのみ阻害され、
単量体ペプチドとのプレインキュベーション後には阻害されなかった（図２a）。従って
、mAb P1：1は凝集PrP106-126に特異的なコンホメーションエピトープと結合するようで
ある。mAb P1：1のアイソタイプ(IgM、κ)が以前にアルツハイマー型ペプチドAβ(1-40)
線維と特異的に結合することが報告された２つのmAb(O’Nuallain B. et al (2002) PNAS
 99：1485-1490)と同じであることに気付いたことは興味深い。
　これらの結果に基づいて、ハイブリドーマP1：2およびP1：3に関する全ての作業を停止
して、一旦各細胞株の凍結ストックを蓄えたままにし、ハイブリドーマP1：1に専念する
ことを決定した。精製mAb P1：1の凝集PrP106-126との特異的結合を1 μg/mLのmAb P1：1
濃度でELISAによって確認した（図２b）。懸念されるのは、阻害剤の非存在下で最大吸光
度が0.205の読み値といった相対的に低い吸光度値が得られたことであった。これらの低
い読み値はmAb P1：1がその標的に対して低い親和性しか有さないという事実が原因の可
能性があり、このことはIgMアイソタイプ抗体にとっては珍しくない。しかしながら、特
異的エピトープの低親和性の可能性または立体障害の可能性を軽視すべきではなく、更な
る調査が必要である。
【００１９】
[実施例５：IgMアイソタイプモノクローナル抗体の精製]
　50％飽和硫酸アンモニウムを用いた沈殿に次ぐスーパーロース(Superose)6カラム(アマ
シャムバイオサイエンス(Amersham Biosciences))でのサイズ排除クロマトグラフィーに
よって、使用済み(spent)ハイブリドーマ培養上清(200 mL)からIgMアイソタイプmAbをPBS
緩衝液中に精製した。次に、精製したIgMの濃度をELISAによって以下のように決定した。
　96ウェルイムノロン(Immulon)4 HXBマイクロタイタープレートのウェルを1ウェルあた
り100 ngの抗マウス(μ鎖特異的)IgM(Sigma)を含むpH 9.6の50 mMカーボネート/ビカーボ
ネート被覆緩衝液で一晩4℃にて被覆した。このウェルをPBSTで３回洗滌し、ブロット乾
燥させ、5％FCS添加したPBST(200 μL/ウェル)で37℃にて60分間ブロッキングし、PBSTで
２回洗滌し、ブロット乾燥させた。マウスIgM標準物質(Sigma)の2倍段階希釈を200 ng/mL
～1.56 ng/mLの範囲で調製し、試験サンプルの2倍段階希釈を1/1000～1/16,000希釈で調
製した。全ての希釈は1％FCS添加したPBSTで調製した。標準物質および試験サンプルの各
アリコート(100 μL)を抗マウスIgM被覆マイクロタイタープレートに３連で移し、37℃に
て60分間インキュベーションし、ウェルをPBSTで４回洗滌し、ブロット乾燥させた。1％F
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CS添加したPBSTで1/2000希釈したヤギ抗マウス(μ鎖特異的)IgM-HRPコンジュゲート(100 
μL/ウェル)を全てのウェルに加え、37℃で30分間インキュベーションし、ウェルをPBSで
４回洗滌し、ブロット乾燥させた。全てのウェルにTMB基質(100 μL/ウェル)を加え、室
温で10分間インキュベーションした時点で酸停止溶液(100 μL/ウェル)を加え、マイクロ
プレートリーダーを用いて450 nmの吸光度を測定した。標準物質と試験サンプルの各々の
平均吸光度を算出し、各標準物質についての平均吸光度を対応するIgM濃度に対してプロ
ットして検量線を作成し、その検量線から試験サンプル中のIgM濃度を決定した。
　記載のようにmAb P1：1を精製し、結果として200 mLの使用済みハイブリドーマ培地か
ら1.36 mgのIgMを回収した。精製IgMの最終濃度をPBSで1 mg/mLに調整し、10％(w/v)マル
トースおよび0.001％(w/v)アジ化ナトリウムを加えて、精製IgMを100 μLアリコートで－
40℃にて保存した。
【００２０】
[実施例６：ヒト脳ホモジェネート由来のPrPC、PrPScおよびPrPresの免疫沈降]
　アルツハイマー病神経学的対照脳およびvCJDから、pH 7.4のTBS(0.5％NP-50、0.5％デ
オキシコール酸ナトリウム、トリス緩衝食塩水)で脳ホモジェネート(10％)を調製した。
このホモジェネートを200 rpmで5分間遠心分離し、上清を集めた。プロテイナーゼK(PK)
消化のため、清澄化したホモジェネートにPKを50 μg/mLの最終濃度で加え、37℃で60分
間インキュベーションし、ペファブロック(Pefabloc、最終濃度1 mM)の添加によって消化
を停止させた。アルツハイマー病神経学的脳ホモジェネート(PK未処理)およびvCJD脳ホモ
ジェネート(PK未処理のものとPK処理したものの両方)由来の10％脳ホモジェネートのアリ
コート(10 μL)を、10 μgのmAb P1：1と混合してPBS(10 mMリン酸、2.7 mM KCl、137 mM
 NaCl、pH 7.4)で最終容積100 μLとし、ロータリーミキサー上で一晩4℃にてインキュベ
ーションした。各サンプルにラット抗IgM結合ダイナビーズ(Dynabead：ダイナル(Dynal)
社)(10 μL)を加えて混合し、ロータリーミキサー上で60分間室温にて混合した。次に、
そのビーズをPBSで３回洗滌し、25 μLの1×ニューページ(NuPAGE)LDSサンプル緩衝液(イ
ンビトロジェン(Invitrogen))中に再懸濁させ、10分間煮沸した。
【００２１】
　免疫沈降物をニューページ・ノベックス(NuPAGE Novex)10％ビス-トリスゲル(Invitrog
en)にロードし、200 Vの定電圧で45分間電気泳動させて、30 Vの定電圧で60分間PVDFメン
ブレン上にエレクトロトランスファーさせた。5％乾燥粉ミルクを含むTBST（10 mM トリ
ス-HCl、150 mM NaCl、0.05％(v/v)ツイーン20、pH 7.5）中で前記メンブレンを一晩4℃
にてブロッキングした。そのメンブレンを、TBST中で２回洗滌（洗滌１回につき3分）し
た後、TBSTで1/1000希釈したmAb 3F4(ダコ(Dako))中で60分間室温にてインキュベートし
てから、TBST中で３回洗滌した（洗滌１回につき3分）。そのメンブレンを、次に、TBST
で1/40,000希釈したヤギ抗マウスIgG(Fab特異的)ペルオキシダーゼコンジュゲート(Sigma
)中で60分間室温にてインキュベートした。そのメンブレンを、TBST中で３回洗滌（洗滌
１回につき3分）した後、ECLプラス試薬(Amersham Biosciences)中で5分間室温にてイン
キュベートし、水気を切って、２枚の透明フィルムの間に置き、ハイパーフィルム(Hyper
film)ECL(アマシャムバイオサイエンス)に露出させて30秒、3分および10分露光を行った
。次に、ハイパープロセッサー(Hyperprocessor)を用いて前記ハイパーフィルムを現像し
た。その他PK未処理の神経学的対照（アミロイド血管症およびレビー小体型認知症）脳ホ
モジェネート、sCJD MM1(PK未処理のものとPK処理したものの両方)脳ホモジェネートおよ
びsCJD VV2(PK未処理のものとPK処理したものの両方)脳ホモジェネートを用いた後述の免
疫沈降実験全てを上述のように実施した。
【００２２】
　最初の実験（図３a）は、mAb P1：1が、PK未処理vCJD脳ホモジェネート由来のPrPSc（
図３a、レーン３）と、PK処理したvCJDホモジェネート由来のPrPresの微量（図３a、レー
ン４）とを免疫沈降させたことを示した。アルツハイマー病の脳ホモジェネートからPrPC

は免疫沈降しなかった（図３a、レーン２）。このデータに基づくと、mAb P1：1はvCJD脳
由来の全長PrPScを選択的に免疫沈澱させるがPK消化後のPrPresを選択的に免疫沈澱させ
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ないと思われる。この所見は、全長組み換えウシPrPに対して産生されたmAbでありPrPSc

に特異的に結合することが報告されているmAb 15B3(Korth C. et al (1997) Nature 390
：74-77)についてなされた所見と類似していた。mAb 15B3はPK消化されたPrPresと比べ無
処置のPrPScをより効果的に免疫沈降させると思われ、それはPK消化が結果的に15B3エピ
トープを遮蔽するかもしれない大きな凝集体（スクレイピー関連線維）を形成するという
事実によるものであることが示唆されていた。一方、この説明はmAb P1：1についても真
実であるかもしれず、その他可能な説明を考える必要があった。一つの可能性は、免疫沈
降に先立つPK消化がPrPScと比べPrPresのコンホメーションを変化させて、mAb P1：1によ
り認識されるコンホメーションエピトープを破壊することであった。もうひとつのより興
味深い可能性は、mAb P1：1がvCJD脳ホモジェネート中に存在するPK感受性型のPrPScを特
異的に免疫沈降させるかもしれないということであった。
【００２３】
　これらの可能性について更に調査するため、vCJD脳ホモジェネート由来のPrPScおよびP
rPresだけでなくsCJD MM1脳ホモジェネート由来のPrPScおよびPrPresとsCJD VV2脳ホモジ
ェネート由来のPrPScおよびPrPresをも免疫沈降させることを試みた。加えて、mAb P1：1
のPrPScに対する特異性を確かめる目的で、アルツハイマー病脳ホモジェネートと平行し
て更に２つの神経学的対照脳ホモジェネート（アミロイド血管症およびレビー小体型認知
症）を含めた。得られた結果（図３ｂ）から、mAb P1：1がどの神経学的対照脳ホモジェ
ネート由来のPrPCも免疫沈降させられなかったことは明らかであった（図３ｂ、レーン２
、レーン３およびレーン４）。mAb P1：1は、PK消化なしで、vCJD脳ホモジェネート由来
（図３ｂ、レーン５）、sCJD MM1脳ホモジェネート由来（図３ｂ、レーン７）およびsCJD
 VV2脳ホモジェネート由来（図３ｂ、レーン９）の全長PrPScを免疫沈降させた。PK消化
後、mAb P1：1は、vCJD脳ホモジェネート由来（図３ｂ、レーン６）およびsCJD VV2脳ホ
モジェネート由来（図３ｂ、レーン１０）のPrPresを微量のみ免疫沈降させたが、sCJD M
M1脳ホモジェネート由来のPrPresをより著しく免疫沈降させた（図３ｂ、レーン８）。こ
のように、mAb P1：1は１型全長PrPScおよび２型全長PrPScならびに１型PrPresと優先的
に結合するが２型PrPresとは非常に弱く結合するようであった。これらの所見は、mAb P1
：1のPrPScおよびPrPresとの結合がPrPのNH2末端領域（アミノ酸23-97）によって影響さ
れたことを示唆しているようであった。１型PrPScと２型PrPScとの主な相違のひとつは主
要なPK切断部位の位置であり、１型PrPScでは残基82に位置し、２型PrPScでは残基97に位
置する(Parchi P. et al (2000) PNAS 97：10168-10172)。従って、PK消化後、１型PrPre
sは２型PrPresよりわずかに長いNH2末端を有するであろう。mAb P1：1を用いて得られた
結果に基づくと、PK消化は全長PrPScと比べて消化の結果得られたPrPresのコンホメーシ
ョンに変化をもたらすようであり、残りのタンパク質構造の明らかな改造(reshuffling)
のため実際にそのようなコンホメーションにおける変化が以前に報告されており(Safar J
. et al (1993) J. Biol. Chem. 268：20276-20284)、また、コンホメーションにおける
その変化はPK切断の主要部位によって影響されると思われる。
【００２４】
[実施例７：組換えマウスPrP線維と結合する抗体]
　0.2％SDS中で可溶化された組換えPrPについて、その組換えPrPは、SDS含有量の0.01％
未満への減少および室温での長期的なインキュベーションの際に、コンホメーション変化
を起こしてプロテイナーゼK耐性を示す大きな多量体を形成することが報告されていた(Po
st K. et al (1998) Biol. Chem. 379：1307-1317)。従って、以前に記載された方法(Tri
eschmann L. et al (2005) BMC Biotechnol. 5：26-30)を適合させて、単量体α-ヘリッ
クスrecMoPrPから組換えマウスPrP(recMoPrP)凝集体を作製した。100 μg/mLの最終recMo
PrP濃度が得られるように、α-ヘリックス組換えマウスPrP(Andy Gill博士(IAH, Compton
)による提供)をそれぞれPBSと0.2％(w/v)SDS添加したPBSとで調製し、これらを室温にて1
0分間インキュベーションした。両サンプル、すなわちSDS共存物とSDS非共存物とをPBSで
20倍に希釈し、一晩室温にてインキュベーションした。recMoPrP凝集体の形成は、次のよ
うに決定した。各サンプルのアリコート(1 mL)を14,000×gで30分間遠心沈殿させ、得ら



(13) JP 2009-539959 A 2009.11.19

10

20

れた上清を収集した。次に、ピアス(Pierce)BCAプロテインアッセイキットで供給される
試薬を用いて、遠心分離前のサンプル中のタンパク質分配と遠心分離後の上清中のタンパ
ク質分配とを決定した。簡単にいうと、遠心分離前のサンプル25 μLと遠心分離後の上清
サンプル25 μLの各々を200 μLのBCA試薬に加え、37℃で30分間インキュベーションし、
570 nmの吸光度を測定した。recMoPrPがSDS処理後の溶液からは遠心沈殿したがPBS単独で
のインキュベーション後の溶液からは遠心沈殿しなかったという事実（図４ａ）により、
SDS処理後に不溶性recMoPrP凝集体が形成されたことが確認された。
【００２５】
　マニホールド真空ろ過ユニットを用いて、単量体α-ヘリックスrecMoPrPまたはrecMoPr
P凝集体のアリコート(500 ng)をハイボンド(Hybond)ECLニトロセルロースメンブレン(ア
マシャムバイオサイエンス)上にスロットブロットさせた。そのメンブレンをTBST(10 mM
トリス-HCl、150 mM NaCl、0.05％(v/v)ツイーン20)で２回洗滌し、5％(w/v)無脂肪乾燥
粉ミルクを含むTBST中で60分間室温にてブロッキングした。次にそのメンブレンをTBST中
5 μg/mLの濃度の一次抗体、すなわちmAb P1：1中または非PrP関連マウスIgM(Sigma)中の
いずれかで60分間室温にてインキュベートしてから、TBST中で３回洗滌した（洗滌１回に
つき5分）。TBSTで1/1000希釈したウサギ抗マウスIg-HRPコンジュゲート(DAKO)を前記メ
ンブレンに加え、そのメンブレンを室温にて60分間インキュベートし、TBSTで３回洗滌し
（洗滌１回につき5分）、１ステップTMBブロッティング基質(Pierce)中で最終的に現像し
て室温にて30分間インキュベーションした。得られた結果（図４ｂ）から、mAb P1：1は
、単量体recMoPrPとの結合は僅かのみまたは全く検出されなかったが凝集recMoPrPとは特
異的に結合することが明らかとなった。非PrP関連IgMは、凝集recMoPrPにも単量体recMoP
rPにも結合しなかった。これらの所見はmAb P1：1が他の種由来のPrPScとも特異的に結合
し得ることを意味し、従ってmAb P1：1の潜在有用性をTSE診断およびTSE研究の両方にお
いて普遍的に拡張できることを意味する。

【図１】 【図２】
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