
(57)【要約】

本発明は、アルツハイマー病患者の、特定の脳領域にお

けるfoap-13遺伝子発現の調節不全を明らかにする。こ

の所見に基づいて、本発明は、被験者におけるアルツハ

イマー病の診断または予知のための方法、または、被験

者がアルツハイマー病を発症する危険度が増しているか

どうかを決定するための方法を提供する。さらに、本発

明は、foap-13ポリヌクレオチドおよびポリペプチドを

用いて、アルツハイマー病および関連疾患を治療するた

めの治療法、または予防するための予防法を提供する。

神経変性疾患の修飾剤をスクリーニングする方法も開示

される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 被 験 者 の 神 経 変 性 疾 患 を 診 断 ま た は 予 知 す る 、 あ る い は 被 験 者 が 前 記 疾 患 を 発 現 す る 危
険 度 が 増 大 し て い る か 否 か を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 被 験 者 か ら 得 た サ ン プ ル に お い て 、
　 (i) foap-13遺 伝 子 の 転 写 産 物 、 お よ び ／ ま た は 、
　 (ii) foap-13遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、 お よ び ／ ま た は 、
　 (iii) 前 記 転 写 ま た は 翻 訳 産 物 の 断 片 、 ま た は 誘 導 体 、 ま た は 変 異 体 の レ ベ ル お よ び ／
ま た は 活 性 を 測 定 す る こ と 、 並 び に 、
　 前 記 レ ベ ル お よ び ／ ま た は 前 記 活 性 を 、 既 知 の 疾 患 ま た は 健 康 状 態 を 表 す 基 準 値 と 比 較
し 、 そ れ に よ っ て 、 前 記 被 験 者 に お け る 前 記 神 経 変 性 疾 患 を 診 断 ま た は 予 知 す る 、 あ る い
は 、 前 記 被 験 者 が 前 記 神 経 性 疾 患 を 発 現 す る 危 険 度 が 増 大 し て い る か 否 か を 決 定 す る こ と
、 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 神 経 変 性 疾 患 は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ に よ る 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 被 験 者 に お け る 神 経 変 性 疾 患 、 特 に ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 診 断 ま た は 予 知 す る 、 あ る い は
被 験 者 が そ の よ う な 疾 患 を 発 現 す る 傾 向 ま た は 素 因 を 持 つ か ど う か を 決 定 す る キ ッ ト で あ
っ て 、 前 記 キ ッ ト は 、
　 (a) (i)foap-13遺 伝 子 の 転 写 産 物 を 選 択 的 に 検 出 す る 試 薬 、 お よ び 、 (ii)foap-13遺 伝
子 の 翻 訳 産 物 を 選 択 的 に 検 出 す る 試 薬 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 、 少 な く と も １ 種 の 試 薬 、
並 び に 、
　 (b) (i)前 記 被 験 者 か ら 得 た サ ン プ ル に お け る 、 foap-13遺 伝 子 の 、 前 記 転 写 産 物 お よ び
／ ま た は 前 記 翻 訳 産 物 の レ ベ ル ま た は 活 性 、 ま た は 前 記 レ ベ ル と 前 記 活 性 の 両 方 を 検 出 す
る こ と 、 並 び に (ii)神 経 変 性 疾 患 、 特 に ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 診 断 ま た は 予 知 す る 、 あ る い
は 、 被 験 者 が そ の よ う な 疾 患 を 発 現 す る 傾 向 ま た は 素 因 を 持 つ か ど う か を 決 定 す る こ と に
よ っ て 、 神 経 変 性 疾 患 、 特 に ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 診 断 ま た は 予 知 す る 、 あ る い は 被 験 者 が
そ の よ う な 疾 患 を 発 現 す る 傾 向 ま た は 素 因 を 持 つ か ど う か を 決 定 す る た め の 説 明 書 を 含 み
、
　 こ こ で 、 前 記 転 写 産 物 お よ び ／ ま た は 前 記 翻 訳 産 物 の レ ベ ル ま た は 活 性 、 ま た は 前 記 レ
ベ ル と 前 記 活 性 の 両 方 が 、 既 知 の 健 康 状 態 を 表 す 基 準 値 と 比 較 し て 変 化 し て い る こ と 、 あ
る い は 、 前 記 転 写 産 物 お よ び ／ ま た は 前 記 翻 訳 産 物 の レ ベ ル ま た は 活 性 、 ま た は 前 記 レ ベ
ル と 前 記 活 性 の 両 方 が 、 既 知 の 病 態 を 表 す 基 準 値 と 類 似 ま た は 同 等 で あ る こ と が 、 神 経 変
性 疾 患 、 特 に ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 診 断 ま た は 予 知 、 あ る い は そ の よ う な 疾 患 を 発 現 す る 傾
向 ま た は 素 因 の 増 大 を 示 す 、 前 記 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ 】
　 (i) foap-13遺 伝 子 、 お よ び ／ ま た は 、
　 (ii) foap-13遺 伝 子 の 転 写 産 物 、 お よ び ／ ま た は 、
　 (iii) foap-13遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、 お よ び ／ ま た は 、
　 (iv) (i)か ら (iii)の 断 片 、 ま た は 誘 導 体 、 ま た は 変 異 体 、
　 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1種 の 物 質 の 活 性 お よ び ／ ま た は レ ベ ル の モ ジ ュ レ
ー タ ー 。
【 請 求 項 ５ 】
　 非 野 生 型 foap-13遺 伝 子 配 列 、 ま た は そ の 断 片 、 ま た は そ の 誘 導 体 、 ま た は そ の 変 異 体
を 含 む 組 み 換 え 非 ヒ ト 動 物 で あ っ て 、 前 記 動 物 は 、
　 (i) 前 記 遺 伝 子 配 列 お よ び 選 択 可 能 な マ ー カ ー 配 列 を 含 む 、 遺 伝 子 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 構
築 体 を 供 給 す る こ と 、 お よ び 、
　 (ii) 非 ヒ ト 動 物 の 幹 細 胞 に 前 記 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 構 築 体 を 導 入 す る こ と 、 お よ び 、
　 (iii) 前 記 非 ヒ ト 動 物 幹 細 胞 を 非 ヒ ト 胚 に 導 入 す る こ と 、 お よ び 、
　 (iv) 前 記 胚 を 、 非 ヒ ト 擬 似 妊 娠 動 物 に 移 植 す る こ と 、 お よ び 、
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　 (v) 前 記 胚 を 妊 娠 満 期 ま で 成 長 さ せ る こ と 、 お よ び 、
　 (vi)遺 伝 的 に 改 変 さ れ た 非 ヒ ト 動 物 を 特 定 す る こ と 、 但 し 、 前 記 動 物 の ゲ ノ ム は 両 対 立
遺 伝 子 に 前 記 遺 伝 子 配 列 の 修 飾 体 を 含 む 、 お よ び 、
　 (vii)工 程 (vi)の 遺 伝 的 に 改 変 さ れ た 非 ヒ ト 動 物 を 繁 殖 さ せ て 、 ゲ ノ ム が 前 記 内 因 性 遺
伝 子 の 修 飾 体 を 含 む 遺 伝 的 に 改 変 さ れ た 非 ヒ ト 動 物 を 得 る こ と 、
　 に よ っ て 得 ら れ 得 る 、
　 こ こ で 前 記 改 変 は 、 前 記 非 ヒ ト 動 物 に 神 経 変 性 疾 患 ま た は 、 関 連 疾 患 ま た は 障 害 の 症 状
を 発 現 さ せ る 素 因 を 示 す 、 前 記 非 ヒ ト 動 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 (i) foap-13遺 伝 子 、 お よ び ／ ま た は 、
　 (ii) foap-13遺 伝 子 の 転 写 産 物 、 お よ び ／ ま た は 、
　 (iii) foap-13遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、 お よ び ／ ま た は 、
　 (iv) (i)か ら (iii)の 断 片 、 ま た は 誘 導 体 、 ま た は 変 異 体 、
　 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る １ 種 以 上 の 物 質 に つ い て 、 神 経 変 性 疾 患 、 特 に ア ル ツ ハ イ マ ー
病 、 ま た は 、 関 連 疾 患 ま た は 障 害 の モ ジ ュ レ ー タ ー に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ 用 ア ッ セ イ で
あ っ て 、 前 記 方 法 は 、
　 (a) 細 胞 を 試 験 化 合 物 に 接 触 さ せ る こ と 、
　 (b) (i)か ら (iv)に 挙 げ た 1種 以 上 の 物 質 の 活 性 ま た は ／ レ ベ ル を 測 定 す る こ と 、
　 (c) 前 記 試 験 化 合 物 に 接 触 し て い な い 対 照 細 胞 に お い て 、 (i)か ら (iv)に 挙 げ た 1種 以 上
の 物 質 の 活 性 お よ び ／ ま た は レ ベ ル を 測 定 し 、 か つ 、 工 程 (b)お よ び (c)の 細 胞 に お け る 、
前 記 物 質 の レ ベ ル お よ び ／ ま た は 活 性 を 比 較 す る こ と を 含 み 、
　 こ こ で 接 触 さ せ ら れ た 細 胞 に お け る 物 質 の 活 性 お よ び ／ ま た は レ ベ ル に 起 こ る 変 化 は 、
前 記 試 験 化 合 物 が 、 前 記 疾 患 ま た は 障 害 の モ ジ ュ レ ー タ ー で あ る こ と を 示 す 、 前 記 ア ッ セ
イ 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 (i) foap-13遺 伝 子 、 お よ び ／ ま た は 、
　 (ii) foap-13遺 伝 子 の 転 写 産 物 、 お よ び ／ ま た は 、
　 (iii) foap-13遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、 お よ び ／ ま た は 、
　 (iv) (i)か ら (iii)の 断 片 、 ま た は 誘 導 体 、 ま た は 変 異 体 、
　 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る １ 種 以 上 の 物 質 に つ い て 、 神 経 変 性 疾 患 、 特 に ア ル ツ ハ イ マ ー
病 、 ま た は 、 関 連 疾 患 ま た は 障 害 に 対 す る モ ジ ュ レ ー タ ー に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ 法 で あ
っ て 、 前 記 方 法 は 、
　 (a) (i)か ら (iv)に 挙 げ た 物 質 と 関 連 す る 、 神 経 変 性 疾 患 ま た は 、 関 連 疾 患 ま た は 障 害
の 症 状 を 発 現 す る 素 因 を 持 つ 、 あ る い は 、 既 に 発 現 し て い る 試 験 動 物 に 、 試 験 化 合 物 を 投
与 す る こ と 、
　 (b) (i)か ら (iv)に 挙 げ た 1種 以 上 の 物 質 の 活 性 ま た は ／ レ ベ ル を 測 定 す る こ と 、
　 (c) (i)か ら (iv)に 挙 げ た 物 質 と 関 連 す る 、 神 経 変 性 疾 患 ま た は 、 関 連 疾 患 ま た は 障 害
の 症 状 を 発 現 す る 素 因 を 持 つ 、 あ る い は 、 既 に 発 現 し て い る 試 験 動 物 で あ っ て 、 前 記 の よ
う な 試 験 化 合 物 を 投 与 さ れ て い な い 比 較 対 照 動 物 に お い て 、 (i)か ら (iv)に 挙 げ た 1種 以 上
の 物 質 の 活 性 お よ び ／ ま た は レ ベ ル を 測 定 す る こ と 、
　 (d) 工 程 (b)お よ び (c)の 動 物 に お け る 前 記 物 質 の 活 性 お よ び ／ ま た は レ ベ ル を 比 較 す る
こ と を 含 み 、
　 こ こ で 試 験 動 物 に お け る 物 質 の 活 性 お よ び ／ ま た は レ ベ ル に 起 こ る 変 化 は 、 前 記 試 験 化
合 物 が 前 記 疾 患 ま た は 障 害 の モ ジ ュ レ ー タ ー で あ る こ と を 示 す 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 試 験 動 物 お よ び ／ ま た は 前 記 対 照 動 物 は 、 野 生 型 の foap-13遺 伝 子 転 写 制 御 要 素 で
は な い 、 転 写 制 御 要 素 の 制 御 の 下 に 、 foap-13遺 伝 子 、 ま た は そ の 断 片 、 ま た は そ の 誘 導
体 、 ま た は そ の 変 異 体 を 発 現 す る 組 み 換 え 動 物 で あ る 、 請 求 項 ７ に よ る 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 一 つ の 化 合 物 に つ い て 試 験 し て 、 好 ま し く は 、 複 数 の 化 合 物 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ し
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て 、 foap-13タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の 断 片 、 ま た は そ の 誘 導 体 、 ま た は そ の 変 異 体 に 対 す
る そ れ ら 化 合 物 の 結 合 の 程 度 を 測 定 す る ア ッ セ イ 法 で あ っ て 、
　 (i) 前 記 foap-13タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の 断 片 、 ま た は そ の 誘 導 体 、 ま た は そ の 変 異 体
の 懸 濁 液 を 、 複 数 の 容 器 に 添 加 す る 工 程 、
　 (ii) 前 記 複 数 の 化 合 物 に 対 す る 前 記 結 合 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る べ き 、 一 つ の
検 出 可 能 な 、 特 に 蛍 光 標 識 さ れ た 一 つ の 化 合 物 、 ま た は 、 複 数 の 検 出 可 能 な 、 特 に 蛍 光 標
識 さ れ た 複 数 の 化 合 物 を 添 加 す る 工 程 、
　 (iii) 前 記 foap-13タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の 断 片 、 ま た は そ の 誘 導 体 、 ま た は そ の 変 異
体 、 お よ び 、 前 記 の 検 出 可 能 な 、 特 に 蛍 光 標 識 さ れ た 一 つ の 化 合 物 、 ま た は 蛍 光 標 識 さ れ
た 複 数 化 合 物 と を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 、
　 (iv) 前 記 foap-13蛋 白 、 ま た は そ の 断 片 、 ま た は そ の 誘 導 体 、 ま た は そ の 変 異 体 と 関 連
す る 、 好 ま し く は 蛍 光 の 量 を 測 定 す る 工 程 、 お よ び 、
　 (v) 前 記 foap-13タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の 断 片 、 ま た は そ の 誘 導 体 、 ま た は そ の 変 異 体
に 対 す る 、 前 記 １ 種 ま た は 複 数 種 の 化 合 物 に よ る 結 合 の 程 度 を 測 定 す る 工 程 、
　 の 諸 工 程 を 含 む ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 タ ン パ ク 質 分 子 で あ っ て 、 配 列 番 号 2の foap-13を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 ま た は そ の 断 片 、
ま た は そ の 誘 導 体 、 ま た は そ の 変 異 体 の 翻 訳 産 物 で あ り 、 神 経 変 性 疾 患 、 好 ま し く は ア ル
ツ ハ イ マ ー 病 を 検 出 す る た め の 診 断 標 的 と し て 使 用 さ れ る タ ン パ ク 質 分 子 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 タ ン パ ク 質 分 子 で あ っ て 、 配 列 番 号 2の foap-13を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 ま た は そ の 断 片 、
ま た は そ の 誘 導 体 、 ま た は そ の 変 異 体 の 翻 訳 産 物 で あ り 、 神 経 変 性 疾 患 、 好 ま し く は ア ル
ツ ハ イ マ ー 病 を 予 防 す る 、 治 療 す る 、 ま た は 、 改 善 す る た め の 試 薬 ま た は 化 合 物 の た め の
ス ク リ ー ニ ン グ 標 的 と し て 使 用 さ れ る タ ン パ ク 質 分 子 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 免 疫 原 に 対 し て 特 異 的 免 疫 反 応 性 を 有 す る 抗 体 で あ っ て 、 前 記 免 疫 原 が 配 列 番 号 2の foa
p-13を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 ま た は そ の 断 片 、 ま た は そ の 誘 導 体 、 ま た は そ の 変 異 体 の 翻 訳
産 物 で あ る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 被 験 者 か ら 得 た サ ン プ ル 中 の 細 胞 に お け る 病 理 的 状 態 の 検 出 の た め の 、 請 求 項 12の 抗 体
の 使 用 法 で あ っ て 、 前 記 使 用 法 は 、 前 記 細 胞 を 前 記 抗 体 に よ っ て 免 疫 細 胞 化 学 的 に 染 色 す
る こ と を 含 み 、 こ こ で 既 知 の 健 康 状 態 を 現 す 細 胞 と 比 較 し て 、 前 記 細 胞 の 染 色 程 度 に 変 化
が 見 ら れ た 場 合 、 ま た は 染 色 パ タ ー ン に 変 化 が 見 ら れ た 場 合 、 そ れ は 前 記 細 胞 の 病 理 的 状
態 を 示 す 、 前 記 使 用 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 被 験 者 に お け る 神 経 変 性 疾 患 を 診 断 し 、 予 知 し 、 か つ そ の 進 行 を 監 視 す る 方
法 に 関 す る 。 さ ら に 、 神 経 変 性 疾 患 の 治 療 コ ン ト ロ ー ル 法 、 お よ び 修 飾 剤 の ス ク リ ー ニ ン
グ 法 も 提 供 さ れ る 。 本 発 明 は ま た 、 製 薬 組 成 物 、 キ ッ ト お よ び 組 み 換 え 動 物 モ デ ル も 開 示
す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 神 経 変 性 疾 患 、 特 に ア ル ツ ハ イ マ ー 病 （ AD） は 、 患 者 の 生 命 に 対 し て 極 度 に 侵 襲 的 な 影
響 を 持 つ 。 さ ら に 、 こ れ ら の 病 気 は 、 膨 大 な 健 康 上 の 、 ま た 、 社 会 的 、 経 済 的 な 負 荷 と な
っ て い る 。 ADは も っ と も あ り ふ れ た 神 経 変 性 疾 患 で あ り 、 全 認 知 症 例 の 約 70%を 占 め 、 か
つ 、 ADは 、 65歳 を 越 え る 人 口 の 約 10%、 ま た 、 85歳 を 越 え る 人 々 の 最 大 45%を 冒 し て い る 、
恐 ら く も っ と も 破 壊 的 な 加 齢 性 神 経 変 性 病 態 で あ る （ 最 近 の 総 覧 に つ い て は 、 非 特 許 文 献
1参 照 ） 。 現 在 、 こ の 数 は 、 米 国 、 欧 州 お よ び 日 本 に お い て 推 定 千 二 百 万 症 例 に 昇 る 。 こ
の 状 況 は 、 先 進 国 に お い て は 、 老 人 人 口 数 の 統 計 的 増 加 （ 「 ベ ビ ー ブ ー ム 人 口 の 加 齢 」 ）
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と 共 に 必 然 的 に 悪 化 す る 。 Ａ Ｄ 患 者 の 脳 に 見 ら れ る 神 経 病 理 学 的 特 徴 は 、 ア ミ ロ イ ド β タ
ン パ ク に よ っ て 構 成 さ れ る 老 人 斑 （ プ ラ ー ク ） 、 お よ び 、 異 常 な 繊 維 構 造 の 出 現 お よ び 神
経 原 繊 維 も つ れ の 形 成 と 一 致 す る 深 刻 な 細 胞 骨 格 変 化 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ア ミ ロ イ ド β （ Aβ ） タ ン パ ク は 、 異 な る 種 類 の プ ロ テ ア ー ゼ に よ る ア ミ ロ イ ド 前 駆 体
タ ン パ ク （ APP） の 分 断 に よ っ て 形 成 さ れ る 。 β /γ セ ク レ タ ー ゼ の 分 断 に よ り 、 異 な る 長
さ を 持 つ Aβ ペ プ チ ド が 形 成 さ れ る 。 す な わ ち 、 典 型 的 に は 、 40個 の ア ミ ノ 酸 か ら 成 る 、
短 い 、 比 較 的 可 溶 で 凝 集 度 の 低 い ペ プ チ ド と 、 比 較 的 長 い 42個 の ア ミ ノ 酸 ペ プ チ ド で 、 細
胞 外 で 急 速 に 凝 集 し て 、 特 徴 的 な ア ミ ロ イ ド 斑 （ プ ラ ー ク ） を 形 成 す る ペ プ チ ド で あ る （
非 特 許 文 献 2,3） 。 AD患 者 の 脳 に は 2種 類 の プ ラ ー ク 、 す な わ ち 、 拡 散 性 プ ラ ー ク お よ び 軸
索 性 プ ラ ー ク が 検 出 さ れ る 。 後 者 は 、 従 来 か ら 知 ら れ て い た も の で 、 も っ と も 優 勢 な タ イ
プ で あ る 。 こ の プ ラ ー ク は 、 主 に 、 大 脳 皮 質 と 海 馬 で 認 め ら れ る 。 軸 索 性 プ ラ ー ク は 、 50
 μ mか ら 200 μ mの 直 径 を 持 ち 、 不 溶 の 細 繊 維 性 ア ミ ロ イ ド 、 死 ん だ 神 経 細 胞 、 ミ ク ロ グ
リ ア お よ び 星 状 細 胞 の 断 片 、 並 び に 、 そ の 他 の 成 分 、 例 え ば 、 神 経 伝 達 物 質 、 ア ポ リ ポ タ
ン パ ク E、 グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン 、 α 1-ア ン チ キ モ ト リ プ シ ン そ の 他 に よ っ て 構 成 さ れ る
。 脳 に お け る 有 毒 な Aβ 沈 着 の 形 成 は 、 AD進 行 の ご く 初 期 に 始 ま る が 、 こ れ が 、 最 終 的 に
は ADの 病 理 的 状 態 に 至 る 継 時 的 な 破 壊 過 程 の 主 役 で あ る と 論 じ ら れ て い る 。 ADの 、 も う 一
方 の 病 理 学 的 特 徴 は 、 神 経 原 繊 維 も つ れ （ NFT） 、 お よ び 、 糸 状 ニ ュ ー ロ パ イ ル と 記 述 さ
れ る 異 常 な 軸 索 集 合 で あ る （ 非 特 許 文 献 4） 。 NFTは 神 経 細 胞 内 部 に 出 現 す る が 、 化 学 的 に
変 化 し た タ ウ か ら 成 り 、 タ ウ は 、 互 い に か ら み 合 う ペ ア 状 螺 旋 繊 維 を 形 成 す る 。 NFTの 形
成 と 共 に 、 神 経 細 胞 の 消 失 が 観 察 さ れ る こ と が あ る 。 前 記 神 経 細 胞 の 消 失 は 、 微 小 管 関 連
輸 送 シ ス テ ム の 損 傷 に よ る も の と 考 え ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 5,6） 。 神 経 原 繊 維 も つ れ
の 出 現 と 、 そ の 数 の 増 大 は 、 ADの 臨 床 的 重 度 と よ く 相 関 す る （ 非 特 許 文 献 7） 。 ADは 、 初
期 に は 記 憶 形 成 に 障 害 を 伴 い 、 最 終 的 に は 高 次 の 認 識 機 能 の 完 全 な 崩 壊 に 至 る 、 進 行 性 の
疾 患 で あ る 。 認 識 障 害 と し て は 、 取 り 分 け 、 記 憶 障 害 、 言 語 障 害 、 認 知 不 能 、 お よ び 実 行
機 能 の 消 失 が 挙 げ ら れ る 。 ADの 病 因 の 特 徴 は 、 こ の 変 性 過 程 に 対 し て 、 脳 の 特 定 の 領 域 お
よ び 神 経 細 胞 の 特 定 集 団 が 選 択 的 に 脆 弱 で あ る こ と で あ る 。 具 体 的 に 言 う と 、 側 頭 葉 領 域
お よ び 海 馬 が 初 期 に お い て 冒 さ れ 、 か つ 、 病 気 の 進 行 中 も も っ と も ひ ど く 冒 さ れ る 。 一 方
、 前 頭 皮 質 、 後 頭 皮 質 お よ び 小 脳 内 の 神 経 細 胞 は 大 部 分 無 傷 で あ っ て 神 経 変 性 か ら 保 護 さ
れ る （ 非 特 許 文 献 8） 。 AD開 始 の 年 齢 は 、 50歳 を 中 心 に し た 範 囲 の 中 を 変 動 す る 。 開 始 の
早 い ADは 、 65歳 未 満 の 比 較 的 若 い 人 々 に 起 こ り 、 開 始 の 遅 い ADは 、 65歳 を 越 え る 比 較 的 年
長 の 人 々 に 起 こ る 。 全 AD症 例 の 内 の 約 10%は 、 早 発 性 ADで あ り 、 そ の 内 の 僅 か 1-2%が 、 家
系 性 の 遺 伝 的 症 例 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 現 在 、 ADに 対 し て は 治 癒 は 無 く 、 ADの 進 行 を 止 め る 効 果 的 な 処 置 も 、 ま た 、 高 い 確 度 を
も っ て 生 前 に ADを 診 断 す る 方 法 す ら 無 い 。 あ る 個 人 が ADを 発 症 し や す い 傾 向 を 持 つ こ と を
特 定 す る 、 い く つ か の 危 険 因 子 が 特 定 さ れ て い る 。 そ の 内 も っ と も 著 明 な も の は 、 ア ポ リ
ポ タ ン パ ク E遺 伝 子 （ ApoE） の 、 3種 の 異 な る 対 立 遺 伝 子 （ イ プ シ ロ ン 2、 3お よ び 4） で あ
る （ 非 特 許 文 献 9, 10） 。 こ の 多 型 性 原 形 質 タ ン パ ク ApoEは 、 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 受 容 体
に 結 合 す る こ と に よ っ て 細 胞 内 の コ レ ス テ ロ ー ル お よ び リ ン 脂 質 輸 送 に 一 役 買 っ て お り 、
ま た 、 軸 索 の 成 長 と 再 生 に も 一 役 買 っ て い る よ う で あ る 。 感 受 性 遺 伝 子 お よ び 疾 患 関 連 性
多 型 を 検 出 す る 努 力 が さ ら に 続 け ら れ 、 そ の 結 果 、 ヒ ト 染 色 体 の 10番 と 12番 の 特 定 の 領 域
と 遺 伝 子 が 、 遅 発 性 ADに 関 連 す る 可 能 性 が あ る と 仮 定 さ れ る に 至 っ て い る （ 非 特 許 文 献 11
、 12、 13） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Vickers et al., Progress in Neurobiology 2000, 60:139-165
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Selkoe, Physiological Rev. 2001, 81:741-66
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Greenfield et al., Frontiers Bioscience 2000, 5:D72-83
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Braak and Braak, Acta Neuropathol. 1991, 82:239-259
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Johnson and Jenkins, J. Alzheimers Dis. 1996, 1:38-58
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【 非 特 許 文 献 ６ 】 Johnson and Hartigan, J. Alzheimers Dis. 1999, 1:329-351
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Schmitt et al., Neurology 2000, 55:370-376
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Terry et al., Annals of Neurobiology 1981, 10:184-92
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Strittmatter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1993, 90:1977-81
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Roses, Ann. NY. Acad. Sci. 1998, 855:738-43
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 Myers et al., Science 2000, 290:2304-5
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 Bertram et al., Science 2000, 290:2303
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 Scott et al., Am. J. Hum. Genet. 2000, 66:922-32
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 早 発 性 ADに 関 し て は 、 染 色 体 21番 に お け る ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク （ APP） 、 染 色 体 1
4番 の プ レ セ ニ リ ン -1、 お よ び 染 色 体 1番 の プ レ セ ニ リ ン -2の 遺 伝 子 の 遺 伝 的 欠 陥 に よ る と
さ れ る 稀 な 例 が あ る が 、 遅 発 性 散 発 性 ADの 優 勢 形 が ど の よ う な 疫 学 的 起 源 に よ る も の か は
未 知 で あ る 。 こ れ ま で に 認 め ら れ た 突 然 変 異 は 、 家 系 性 AD症 例 の 僅 か 半 分 を 説 明 し て い る
に 過 ぎ ず 、 こ れ は 、 全 AD患 者 の 2%に 満 た な い 。 遅 発 性 神 経 変 性 疾 患 の 複 雑 な 病 因 は 、 治 療
お よ び 診 断 薬 の 開 発 に と っ て は 大 い な る 課 題 と な っ て い る 。 候 補 と 目 さ れ る 薬 剤 標 的 お よ
び 診 断 マ ー カ ー の 蓄 積 を さ ら に 拡 大 す る こ と が 決 定 的 に 重 要 で あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 目
的 は 、 神 経 変 性 疾 患 の 病 因 に 関 す る 新 し い 概 念 を 提 供 す る こ と 、 お よ び 、 何 よ り も こ の 病
気 の 診 断 お よ び 治 療 法 の 開 発 に と っ て 好 適 な 、 方 法 、 材 料 、 薬 剤 、 組 成 物 お よ び 動 物 モ デ
ル を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 こ の 目 的 は 、 特 許 請 求 の 範 囲 の 独 立 請 求 項 の 特 徴 に よ っ て 解 決 さ れ る 。 従 属 請 求 項 は 、
本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 を 定 義 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 1999年 に 、 新 規 ヒ ト 遺 伝 子 foap-13の ク ロ ー ニ ン グ が 報 告 さ れ た （ GenBank、 ア ク セ ス 番
号 AB028927） 。 こ の ク ロ ー ニ ン グ は 、 本 遺 伝 子 の マ ク ロ フ ァ ー ジ に お け る 高 度 の 発 現 レ ベ
ル に 基 づ く も の で あ っ た 。 foap-13遺 伝 子 は 、 同 名 で foap-13と 名 づ け ら れ る 、 491個 の ア
ミ ノ 酸 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 同 じ ｃ DNAが 、 MeWoメ ラ ノ ー マ 細 胞 系 統 （ GenBa
nk、 ア ク セ ス 番 号 AL157431） お よ び 腎 ガ ン 細 胞 （ GenBank、 ア ク セ ス 番 号 BC003163） か ら
調 製 さ れ た ｃ DNAラ イ ブ ラ リ ー か ら 得 ら れ た 。 後 者 の GenBank入 力 記 事 に は 、 foap-13タ ン
パ ク は 、 「 胚 性 上 皮 タ ン パ ク -1に 選 択 的 に 発 現 さ れ る 」 と 名 づ け ら れ た マ ウ ス 因 子 と 、 37
8個 の ア ミ ノ 酸 に つ い て 74%同 一 で あ る と 注 記 し て あ る 。 機 能 的 な 注 記 は 欠 く が 、 そ の 他 に
も 同 一 の cDNAが 記 述 さ れ た （ 特 許 出 願 、 WO0153312、 WO0112662、 EP1067182） 。 foap-13遺
伝 子 は 、 ヒ ト 染 色 体 11番 の 細 胞 遺 伝 学 マ ッ プ 位 置 11q12に 位 置 す る 。 foap-13タ ン パ ク は 、
ヒ ト タ ン パ ク POV1/PB39に 対 し て 、 524ア ミ ノ 酸 の 長 さ に 渡 っ て 、 32%の 相 同 性 お よ び 42%の
類 似 性 （ 間 に ギ ャ ッ プ を 置 い て ） を 示 す 。 POV1/PB39は 、 559個 の ア ミ ノ 酸 を 含 み 、 予 想 で
は あ る が 12個 の 膜 貫 通 ド メ イ ン を 有 す る （ Cole et al., Genomics 1998, 51:282-287; St
uart et al., Am. J. Physiol. Renal. Physiol. 2001, 281:1148-1156, GenBank、 ア ク
セ ス 番 号 AF045584） 。 こ の 二 つ の タ ン パ ク の 、 糖 ト ラ ン ス ポ ー タ ー の pfam00083モ テ ィ ー
フ を 含 む N末 端 に お い て 相 同 性 は 特 に 顕 著 で あ る （ GenBankア ク セ ス 番 号 XM#165608を 参 照
） 。 POV1/PB39は 、 急 速 に 成 長 す る ま た は 発 達 す る 、 す な わ ち 、 胚 性 組 織 に お け る 、 糖 お
よ び 栄 養 分 ま た は 代 謝 成 分 の 輸 送 に 関 わ る 、 新 規 の 1群 の タ ン パ ク を 定 義 す る と 考 え ら れ
て い る （ Stuart et al., Am. J. Physiol. Renal. Physiol. 2001, 281:1148-1156） 。 PO
V1/PB39 mRNAの あ る 独 特 の ス プ ラ イ ス 変 異 体 が 、 ヒ ト 前 立 腺 の 上 皮 性 新 生 物 に お い て 過 剰
調 節 さ れ て い る こ と が 判 明 し た （ Cole et al., Genomics 1998, 51:282-287） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 以 上 ま と め る と 、 foap-13は 、 ガ ン 腫 の よ う な 、 発 達 し 急 速 に 成 長 す る 組 織 に お い て 過
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剰 発 現 さ れ る 、 栄 養 分 お よ び 代 謝 物 の 膜 貫 通 輸 送 体 と 推 定 さ れ る 。 神 経 細 胞 と グ リ ア 細 胞
は 、 上 皮 細 胞 ま た そ れ か ら 由 来 す る ガ ン 腫 と 同 様 に 、 上 皮 起 源 で あ る 。 本 明 細 書 で 開 示 さ
れ る よ う に 、 AD患 者 の 側 頭 葉 皮 質 に お け る foap-13遺 伝 子 の 相 対 的 に 過 剰 な 発 現 は 、 例 え
ば 、 ADに 冒 さ れ た 脳 領 域 に お け る 神 経 消 失 に 伴 っ て 反 応 し た グ リ オ ー シ ス を 示 す も の か も
知 れ な い 。 星 状 細 胞 お よ び ミ ク ロ グ リ ア 活 性 化 の 炎 症 特 性 は 、 ADに お け る 神 経 変 性 過 程 を
悪 化 す る も の と 考 え ら れ る （ 総 覧 に つ い て は 、 Unger, Microsc. Res. Tech. 1998, 43:24
-28） 。 こ れ ま で の と こ ろ 、 foap-13遺 伝 子 発 現 の 調 節 不 全 と 、 神 経 変 性 疾 患 、 特 に ADの 病
理 学 と の 関 係 に つ い て 明 ら か に し た 実 験 は 記 載 さ れ て い な い 。 同 様 に 、 foap-13の 突 然 変
異 が 前 記 疾 患 と 関 連 す る こ と を 記 載 し た も の も な い 。 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る よ う に 、 foap
-13遺 伝 子 を 上 記 疾 患 と 関 連 付 け る こ と は 、 何 よ り も 、 こ れ ら の 疾 患 の 診 断 と 治 療 の た め
の 新 し い 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 明 細 書 お よ び 特 許 請 求 項 で 用 い ら れ る 単 数 形 "a"、 "an"お よ び "the"は 、 文 脈 か ら 別 様
に 示 さ れ な い 限 り 、 複 数 へ の 参 照 も 含 む も の で あ る 。 例 え ば 、 「 あ る 一 つ の 細 胞 」 と は 、
複 数 の 細 胞 等 々 を 含 む 。 本 明 細 書 お よ び 特 許 請 求 項 で 使 用 す る 「 お よ び ／ ま た は 」 と い う
用 語 は 、 こ の 用 語 の 前 後 の 単 語 に つ い て 、 そ の 、 「 ど ち ら か 一 方 」 、 ま た は 、 「 両 方 合 わ
せ て 」 の い ず れ か が 考 慮 さ れ る こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 「 レ ベ ル お よ び ／ ま た は 活 性 の
定 量 」 と い う 言 い 方 は 、 レ ベ ル の み 、 ま た は 、 活 性 の み の い ず れ か 、 ま た は 、 レ ベ ル と 活
性 の 両 方 が 定 量 さ れ る こ と を 意 味 す る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 レ ベ ル 」 と い う 用 語 は 、 転
写 産 物 、 例 え ば 、 ｍ RNA、 ま た は 、 翻 訳 産 物 、 例 え ば 、 タ ン パ ク ま た は ペ プ チ ド の 量 ま た
は 濃 度 の 指 針 値 ま た は 測 定 値 を 含 む こ と を 意 味 す る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 活 性 」 と い う
用 語 は 、 転 写 産 物 ま た は 翻 訳 産 物 が 生 物 作 用 を 実 行 す る 能 力 、 ま た は 、 生 物 学 的 活 性 分 子
の レ ベ ル の 測 定 値 と 理 解 し な け れ ば な ら な い 。 「 活 性 」 と い う 用 語 は ま た 酵 素 活 性 を も 指
す 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 「 レ ベ ル 」 お よ び ／ ま た は 「 活 性 」 と い う 用 語 は さ ら に 、 遺 伝
子 発 現 レ ベ ル ま た は 遺 伝 子 活 性 を 指 す 。 遺 伝 子 発 現 と は 、 遺 伝 子 に 含 ま れ る 情 報 を 転 写 お
よ び 翻 訳 に よ っ て 利 用 し て 、 遺 伝 子 産 物 の 生 産 を 実 現 す る こ と と 定 義 さ れ る 。 「 調 節 不 全
」 と は 、 遺 伝 子 発 現 の 過 剰 調 節 ま た は 不 足 調 節 を 意 味 す る 。 遺 伝 子 産 物 と は 、 RNAか タ ン
パ ク の い ず れ か を 含 み 、 遺 伝 子 発 現 の 結 果 で あ る 。 遺 伝 子 産 物 の 量 は 、 遺 伝 子 の 活 性 の 程
度 を 測 定 す る の に 利 用 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 お よ び 特 許 請 求 の 範 囲 に 使 用 さ れ る 「
遺 伝 子 」 と い う 用 語 は 、 コ ー ド 領 域 （ エ キ ソ ン ） と 共 に 、 非 コ ー ド 領 域 （ 例 え ば 、 プ ロ モ
ー タ ー や エ ン ハ ン サ ー の よ う な 非 コ ー ド 調 節 要 素 、 イ ン ト ロ ン 、 リ ー ダ ー 配 列 お よ び ト レ
ー ラ ー 配 列 ） を 含 む 。 "ORF"と は 、 "Open reading frame"（ オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー
ム ） の 略 語 で あ り 、 少 な く と も 一 つ の 読 み 枠 に お け る 停 止 コ ド ン を 持 た な い 核 酸 配 列 で あ
っ て 、 従 っ て 、 潜 在 的 に 一 連 の い く つ か の ア ミ ノ 酸 配 列 に 翻 訳 が 可 能 な も の を 指 す 。 「 調
節 要 素 」 と い う 用 語 は 、 誘 導 性 並 び に 非 誘 導 性 の プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 オ ペ レ ー
タ ー 、 お よ び 、 遺 伝 子 発 現 を 駆 動 ・ 調 節 す る そ の 他 の 要 素 を 含 む も の と す る 。 こ こ で 用 い
ら れ る 「 断 片 」 と い う 用 語 は 、 例 え ば 、 選 択 的 に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た 、 切 り 取 ら れ た 、
ま た は 、 分 割 さ れ た 転 写 産 物 ま た は 翻 訳 産 物 を 含 む も の と す る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 誘
導 体 」 と い う 用 語 は 、 突 然 変 異 、 ま た は 、 RNA編 集 に よ る 、 ま た は 、 化 学 的 に 修 飾 さ れ た
、 ま た は 、 そ の 他 の や り 方 で 改 変 さ れ た 転 写 産 物 、 あ る い は 、 突 然 変 異 、 ま た は 、 化 学 的
に 修 飾 さ れ た 、 ま た は 、 そ の 他 の や り 方 で 改 変 さ れ た 翻 訳 産 物 を 指 す 。 例 え ば 、 「 誘 導 体
」 は 、 リ ン 酸 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 ア セ チ ル 化 ま た は 脂 質 化 変 化 、 あ る い は 、 シ グ ナ ル ペ プ
チ ド 分 断 変 化 、 ま た は 、 そ の 他 の 成 熟 分 断 変 化 に よ っ て 形 成 さ れ て も よ い 。 こ れ ら の 過 程
は 、 翻 訳 後 に 起 こ っ て も よ い 。 本 明 細 書 お よ び 特 許 請 求 の 範 囲 で 用 い ら れ る 「 モ ジ ュ レ ー
タ ー 」 と い う 用 語 は 、 遺 伝 子 の レ ベ ル お よ び ／ ま た は 活 性 、 遺 伝 子 の 転 写 産 物 、 ま た は 、
遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 を 変 え る か 、 改 変 す る こ と が 可 能 な 分 子 を 指 す 。 「 モ ジ ュ レ ー タ ー 」 は
、 遺 伝 子 の 転 写 産 物 ま た は 翻 訳 産 物 の 生 物 学 的 活 性 を 変 え る か 、 改 変 す る こ と が 可 能 で あ
る こ と が 好 ま し い 。 例 え ば 、 前 記 改 変 は 、 酵 素 活 性 の 上 昇 ま た は 低 下 、 結 合 性 の 変 化 、 そ
の 他 、 遺 伝 子 の 前 記 翻 訳 産 物 の 、 生 物 学 的 、 機 能 的 ま た は 免 疫 学 的 特 性 の 全 て の 変 化 ま た
は 改 変 で あ っ て よ い 。 「 薬 剤 」 、 「 試 薬 」 ま た は 「 化 合 物 」 と は 、 細 胞 、 組 織 、 体 液 に 対
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し 、 ま た は 、 任 意 の 生 物 系 と の 関 連 に お い て 、 ま た は 、 試 験 対 象 と な る 任 意 の ア ッ セ イ シ
ス テ ム と の 関 連 に お い て 、 生 物 学 的 に 陽 性 ま た は 陰 性 作 用 を 持 つ 、 全 て の 物 質 、 薬 品 、 組
成 物 ま た は 抽 出 物 を 指 す 。 そ れ ら は 、 標 的 の 作 用 剤 、 拮 抗 剤 、 部 分 的 作 用 剤 、 ま た は 、 逆
転 拮 抗 剤 で あ っ て も よ い 。 こ の 薬 剤 は 試 薬 で あ っ て も よ く 、 あ る い は 、 化 合 物 は 、 核 酸 、
天 然 ま た は 合 成 ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 複 合 体 、 ま た は 、 融 合 タ ン パ ク で あ っ て も よ い 。
そ れ ら は ま た 、 抗 体 、 有 機 ま た は 無 機 分 子 ま た は 組 成 物 、 小 型 分 子 、 薬 物 お よ び 、 前 述 の
薬 剤 か ら 選 ば れ た 任 意 の も の の 任 意 の 組 み 合 わ せ で あ っ て も よ い 。 そ れ ら は 、 試 験 の た め
で も 、 診 断 ま た は 治 療 目 的 の た め に 使 用 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 」 ま た は 「 プ ラ イ マ ー 」 と い う 用 語 は 、 相 補 性 塩 基 ペ
ア の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 、 任 意 の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ア ニ ー ル す る こ と
が 可 能 な 、 短 い 核 酸 配 列 を 指 し 、 か つ 、 ポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て 伸 長 さ せ る こ と が 可 能 で あ
る 。 そ れ ら は 、 あ る 特 定 配 列 に 対 し て 特 異 的 と な る よ う に 選 択 さ れ て も よ く 、 あ る い は 、
ラ ン ダ ム に 選 択 さ れ て も よ く 、 例 え ば 、 あ る 混 合 物 に お け る 可 能 な 全 て の 配 列 に 対 し て プ
ラ イ マ ー と し て 作 用 す る も の で あ っ て も よ い 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る プ ラ イ マ ー の 長 さ は
、 10ヌ ク レ オ チ ド か ら 80ヌ ク レ オ チ ド ま で 変 動 し て も よ い 。 「 プ ロ ー ブ 」 と は 、 本 明 細 書
に 記 述 ・ 開 示 さ れ る 核 酸 配 列 、 ま た は 、 そ れ に 対 し て 相 補 的 な 配 列 の 内 の 、 短 い 核 酸 配 列
で あ る 。 そ れ ら は 、 あ る 任 意 の 配 列 の 、 全 長 配 列 で あ っ て も 、 そ の 断 片 で あ っ て も 、 誘 導
体 で あ っ て も 、 異 性 形 で あ っ て も 、 変 異 体 で あ っ て も よ い 。 「 プ ロ ー ブ 」 と ア ッ セ イ さ れ
る サ ン プ ル 間 に 生 じ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 特 定 に よ っ て 、 そ の サ ン プ ル 内 に
含 ま れ る 、 別 の 類 似 配 列 の 存 在 の 検 出 が 可 能 に な る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 「 相 同 な
、 ま た は 、 相 同 性 」 と は 、 あ る ヌ ク レ オ チ ド ま た は ペ プ チ ド 配 列 と 、 別 の ヌ ク レ オ チ ド ま
た は ペ プ チ ド 配 列 と の 関 連 性 を 記 述 す る た め に 、 専 門 分 野 で 用 い ら れ る 用 語 で あ り 、 こ の
関 連 性 は 、 前 記 比 較 さ れ る 二 つ の 配 列 間 の 同 一 性 お よ び ／ ま た は 相 似 性 の 程 度 に よ っ て 決
め ら れ る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 「 変 異 体 」 と い う 用 語 は 、 本 発 明 で 開 示 さ れ る ポ リ ペ プ
チ ド お よ び タ ン パ ク を 参 照 例 と し て 、 本 発 明 の 野 生 型 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク の N-
末 端 、 お よ び ／ ま た は 、 C-末 端 、 お よ び ／ ま た は 、 野 生 型 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 個
以 上 の ア ミ ノ 酸 が 付 加 お よ び ／ ま た は 置 換 お よ び ／ ま た は 欠 失 お よ び ／ ま た は 挿 入 さ れ た
、 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク を 指 す 。 さ ら に 、 「 変 異 体 」 と い う 用 語 は 、 あ る ポ
リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク に つ い て 、 そ れ よ り も 任 意 に 短 い 、 ま た は 、 任 意 に 長 い 改 変 体
を 含 む も の と す る 。 「 複 数 の 変 異 体 」 は さ ら に 、 配 列 番 号 2の foap-13タ ン パ ク の ア ミ ノ 酸
配 列 に 対 し て 、 少 な く と も 約 80%の 同 一 性 を 有 す る 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 90%の 配
列 同 一 性 を 有 す る 、 も っ と も 好 ま し く は 少 な く と も 約 95%の 配 列 同 一 性 を 有 す る 配 列 を 含
む も の と す る 。 あ る タ ン パ ク の 「 複 数 の 変 異 体 」 と は 、 例 え ば 、 高 度 に 保 存 的 な 領 域 に お
い て 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 体 を 有 す る 複 数 の タ ン パ ク を 含 む 。 本 発 明 の 「 タ ン パ ク お よ び ポ
リ ペ プ チ ド 」 と は 、 配 列 番 号 2の foap-13タ ン パ ク の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク の 変 異 体
、 断 片 お よ び 化 学 的 誘 導 体 を 含 む 。 そ れ ら は 、 天 然 か ら 単 離 さ れ た 、 あ る い は 、 組 み 換 え
お よ び ／ ま た は 合 成 的 手 段 に よ っ て 生 産 さ れ た タ ン パ ク お よ び ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て も よ
い 。 野 生 型 の タ ン パ ク ま た は ポ リ ペ プ チ ド と は 、 天 然 に 生 じ る 成 熟 ま た は 分 泌 形 、 天 然 に
生 じ る 変 異 形 （ 例 え ば 、 ス プ ラ イ ス 変 異 体 ） 、 お よ び 、 天 然 に 生 じ る 対 立 遺 伝 子 変 異 体 を
指 す 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 「 単 離 さ れ た 」 と い う 用 語 は 、 天 然 の 環 境 、 す な わ ち 、 そ の
も の が 通 常 見 ら れ る 細 胞 ま た は 生 物 体 か ら 取 り 出 さ れ た 分 子 で あ っ て 、 天 然 で 関 連 す る こ
と が 観 察 さ れ て い る 共 存 成 分 か ら 分 離 さ れ た 、 ま た は 、 事 実 上 精 製 さ れ た 分 子 を 指 す と 考
え ら れ る 。 こ の 見 方 は さ ら に 、 こ の 分 子 は 、 天 然 の 状 態 で は 関 連 付 け ら れ る こ と が な い ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド に 、 人 間 の 手 に よ っ て 関 連 付 け る こ と が 可 能 と な り 、 か つ 、 そ の 分 子 が 組
み 換 え お よ び ／ ま た は 合 成 手 段 に よ っ て 生 産 す る こ と が 可 能 と な る こ と を 意 味 す る 。 こ の
配 列 は 、 仮 に 、 前 記 目 的 の た め に 、 当 業 者 に 既 知 の 方 法 に よ っ て 、 生 存 か 、 ま た は 非 生 存
の 生 物 体 に 導 入 さ れ 、 か つ 、 そ の 生 物 体 の 中 に 依 然 と し て 存 在 し て い る 場 合 で も 、 そ れ ら
は や は り 単 離 さ れ て い る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
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　 本 発 明 に お い て 、 「 危 険 度 」 、 「 感 受 性 」 お よ び 「 傾 向 」 と い う 用 語 は 実 質 的 に は 相 等
し く 、 神 経 変 性 疾 患 、 好 ま し く は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 発 症 す る 確 率 に 関 し て 用 い ら れ る 。
「 AD」 と い う 用 語 は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 意 味 す る も の と す る 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 AD
型 神 経 病 理 現 象 」 と は 、 本 発 明 に 記 載 さ れ 、 第 一 線 文 献 （ Iqbal, Swaab, Winblad and Wi
sniewski, 「 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 お よ び 関 連 障 害 （ 病 因 学 、 病 原 学 お よ び 治 療 学 ） 」 Alzhei
mer's Disease and Related Disorders (Etiology, Pathogenesis and Therapeutics), W
iley & Sons, New York, Weinheim, Toronto, 1999; Scinto and Daffner,「 ア ル ツ ハ イ
マ ー 病 の 早 期 診 断 」 Early Diagnosis of Alzheimer's Disease, Humana Press, Totowa, 
New Jersey, 2000; Mayeux and Christen,「 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 疫 学 － 遺 伝 子 か ら 予 防 ま
で 」 Epidemiology of Alzheimer's Disease:  From Gene to Prevention, Springer Pres
s, Berlin, Heidelberg, New York, 1999; Younkin, Tanzi and Christen,「 プ レ セ ニ リ
ン と ア ル ツ ハ イ マ ー 病 」 Presenilins and Alzheimer's Disease, Springer Press, Berli
n, Heidelberg, New York, 1998を 参 照 ） か ら 一 般 的 に 知 ら れ る 神 経 病 理 学 的 、 神 経 生 理
学 的 、 組 織 病 理 学 的 お よ び 臨 床 的 特 徴 で あ る 。 本 発 明 に よ る 神 経 変 性 疾 患 ま た は 障 害 は 、
ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 、 ピ ッ ク 病 、
前 頭 側 頭 葉 性 痴 呆 、 進 行 性 核 麻 痺 、 皮 質 基 底 核 変 性 、 脳 血 管 性 痴 呆 、 多 発 性 全 身 萎 縮 、 好
銀 粒 子 痴 呆 、 お よ び 、 そ の 他 の タ ウ 障 害 、 お よ び 、 軽 度 の 認 識 障 害 を 含 む 。 神 経 変 性 過 程
を 含 む そ の 他 の 病 態 と し て は 、 例 え ば 、 加 齢 性 黄 斑 変 性 、 ナ ル コ レ プ シ ー 、 運 動 神 経 疾 患
、 プ リ オ ン 病 、 外 傷 性 神 経 損 傷 と 修 復 、 お よ び 、 多 発 性 硬 化 症 が あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 あ る 被 験 者 に お け る 神 経 変 性 疾 患 を 診 断 ま た は 予 知 す
る 、 あ る い は 、 被 験 者 が 、 前 記 疾 患 を 発 現 す る 危 険 度 が 増 大 し て い る か 否 か を 判 定 す る 方
法 を 特 徴 と す る 。 前 記 方 法 は 、 前 記 被 験 者 か ら 得 た サ ン プ ル に お い て 、 (i)foap-13遺 伝 子
の 転 写 産 物 、 お よ び ／ ま た は 、 (ii)foap-13遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、 お よ び ／ ま た は 、 (iii)前
記 転 写 ま た は 翻 訳 産 物 の 断 片 、 ま た は 誘 導 体 、 ま た は 変 異 体 の レ ベ ル お よ び ／ ま た は 活 性
、 ま た は 、 レ ベ ル と 活 性 の 両 方 を 定 量 す る こ と 、 並 び に 、 前 記 レ ベ ル お よ び ／ ま た は 前 記
活 性 を 、 既 知 の 疾 患 ま た は 健 康 状 態 を 表 す 基 準 値 と 比 較 し 、 そ れ に よ っ て 、 前 記 被 験 者 に
お け る 前 記 神 経 変 性 疾 患 を 診 断 ま た は 予 知 す る こ と 、 あ る い は 、 前 記 被 験 者 が 、 前 記 神 経
変 性 疾 患 を 発 現 す る 危 険 度 が 増 大 し て い る か ど う か を 判 定 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 中 に 開 示 さ れ る よ う に 、 核 酸 配 列 、 ま た は 、 そ の 断 片 、 ま た は 、
そ の 変 異 体 に 対 し て 唯 一 の プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ブ の 構 築 お よ び 使 用 に も 関 わ る 。 こ の
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー お よ び ／ ま た は プ ラ イ マ ー は 、 蛍 光 物 質 、 生 物 発 光 物 質 、
磁 性 物 質 ま た は 放 射 性 物 質 に よ っ て 特 異 的 に 標 識 す る こ と が 可 能 で あ る 。 本 発 明 は さ ら に
、 前 記 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 適 当 に 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 、 前 記 核 酸 配 列 、 ま
た は そ の 断 片 お よ び 変 異 体 の 検 出 お よ び 産 出 に も 関 わ る 。 当 業 者 に は よ く 知 ら れ る 方 法 で
あ る PCR分 析 を 前 記 プ ラ イ マ ー の 組 み 合 わ せ に よ っ て 実 行 し て 、 核 酸 を 含 む サ ン プ ル に お
い て 前 記 遺 伝 子 特 異 的 核 酸 配 列 を 増 幅 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の サ ン プ ル は 、 健 康 な 被
験 者 か ら 、 ま た は 病 気 の 被 験 者 か ら 、 い ず れ の も の か ら 入 手 し た も の で あ っ て も よ い 。 増
幅 に よ っ て あ る 特 定 の 核 酸 産 物 が 得 ら れ る か 否 か 、 お よ び 、 異 な る 長 さ の 断 片 が 得 ら れ る
か 否 か が 、 神 経 変 性 疾 患 、 特 に ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 存 在 を 示 す こ と が あ る 。 従 っ て 、 本 発
明 は 、 試 験 核 酸 配 列 を 含 む 任 意 の サ ン プ ル に お け る 、 神 経 変 性 疾 患 、 特 に ア ル ツ ハ イ マ ー
病 と 関 連 す る と 考 え ら れ る 遺 伝 子 突 然 変 異 お よ び 一 塩 基 多 型 （ SNP、 ス ニ ッ プ ） の 検 出 に
有 効 な 、 核 酸 配 列 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 、 お よ び 、 少 な く と も 長 さ が 10塩 基 の
プ ロ ー ブ を 提 供 す る 。 こ の 特 徴 は 、 迅 速 な DNA使 用 診 断 テ ス ト を 、 好 ま し く は キ ッ ト の 形
で 開 発 す る に 当 た っ て 便 利 な も の と な る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 被 験 者 に お け る 神 経 変 性 疾 患 の 進 行 を 監 視 す る 方
法 を 特 徴 と す る 。 前 記 被 験 者 か ら 得 た サ ン プ ル に お い て 、 (i)foap-13遺 伝 子 の 転 写 産 物 、
お よ び ／ ま た は 、 (ii)foap-13遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、 お よ び ／ ま た は 、 (iii)前 記 転 写 ま た は
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翻 訳 産 物 の 断 片 、 ま た は 誘 導 体 、 ま た は 変 異 体 の レ ベ ル お よ び ／ ま た は 活 性 、 ま た は 、 レ
ベ ル と 活 性 の 両 方 が 定 量 さ れ る 。 前 記 レ ベ ル お よ び ／ ま た は 前 記 活 性 は 、 既 知 の 疾 患 ま た
は 健 康 状 態 を 表 す 基 準 値 と 比 較 さ れ る 。 こ の よ う に し て 、 前 記 被 験 者 に お け る 前 記 神 経 変
性 疾 患 の 進 行 が 監 視 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 神 経 変 性 疾 患 に 対 す る 治 療 を 評 価 す る 方 法 を 特 徴
と す る 。 前 記 方 法 は 、 前 記 疾 患 に 関 し て 治 療 さ れ る 被 験 者 か ら 得 た サ ン プ ル に お い て 、 (i
)foap-13遺 伝 子 の 転 写 産 物 、 お よ び ／ ま た は 、 (ii)foap-13遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、 お よ び ／
ま た は 、 (iii)前 記 転 写 ま た は 翻 訳 産 物 の 断 片 、 ま た は 誘 導 体 、 ま た は 変 異 体 の レ ベ ル 、
ま た は 活 性 、 ま た は レ ベ ル と 活 性 の 両 方 を 定 量 す る こ と を 含 む 。 前 記 レ ベ ル 、 ま た は 前 記
活 性 、 ま た は 前 記 レ ベ ル と 活 性 の 両 方 は 、 既 知 の 疾 患 ま た は 健 康 状 態 を 表 す 基 準 値 と 比 較
さ れ 、 そ れ に よ っ て 前 記 神 経 変 性 疾 患 の 治 療 が 評 価 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 明 細 書 に 請 求 さ れ る 方 法 、 キ ッ ト 、 組 み 換 え 動 物 、 分 子 、 ア ッ セ イ 法 お よ び 、 本 発 明
の 用 法 の あ る 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 foap-13遺 伝 子 は 、 配 列 番 号 ２ 、 ま た は 、 そ の
断 片 、 誘 導 体 、 ま た は 変 異 体 に よ っ て 表 さ れ る （ GenBankア ク セ ス 番 号 Q9NSS4、 タ ン パ ク I
D BAB82466.1、 mRNA、 GenBankア ク セ ス 番 号 AB028927） 。 本 発 明 で は 、 前 記 foap-13タ ン パ
ク を コ ー ド す る 遺 伝 子 も 、 一 般 に foap-13遺 伝 子 、 ま た は 単 に foap-13と 呼 ば れ 、 前 記 foap
-13タ ン パ ク も ま た 一 般 に foap-13と 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 明 細 書 に 請 求 さ れ る 方 法 、 キ ッ ト 、 組 み 換 え 動 物 、 分 子 、 ア ッ セ イ 法 お よ び 、 本 発 明
の 用 法 の さ ら に 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 神 経 変 性 疾 患 は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 で あ り
、 前 記 被 験 者 は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 患 っ て い る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は 、 AD患 者 の 特 定 の 脳 領 域 に お け る foap-13遺 伝 子 の 検 出 、 差 分 発 現 お よ び 調 節
を 開 示 す る 。 こ の こ と か ら 、 foap-13遺 伝 子 と 、 そ の 対 応 転 写 ・ 翻 訳 産 物 は 、 ADに 典 型 的
に 観 察 さ れ る 、 領 域 選 択 的 な 神 経 変 性 に お い て 原 因 と な る 役 割 を 演 じ て い る で あ ろ う 。 別
に 、 foap-13遺 伝 子 お よ び そ の 産 物 は 、 残 っ た 生 存 神 経 細 胞 に 、 神 経 保 護 機 能 を 付 与 し て
い る で あ ろ う 。 上 記 の 開 示 に 基 づ い て 、 本 発 明 は 、 診 断 評 価 お よ び 予 知 に 加 え て 、 神 経 変
性 疾 患 、 特 に ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に 罹 り 易 い 傾 向 を 特 定 す る の に 有 効 で あ る 。 さ ら に 、 本 発
明 は 、 こ の よ う な 病 気 に 関 し て 現 在 治 療 中 の 患 者 の 診 断 的 監 視 の た め の 方 法 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 分 析 ・ 定 量 の 対 象 と な る 前 記 サ ン プ ル は 、 脳 組 織 ま た は そ の 他 の 組 織 、 ま た は 体 細 胞 を
含 む 群 か ら 選 ば れ る 。 サ ン プ ル は ま た 、 脳 脊 髄 液 ま た は 、 唾 液 、 尿 、 血 液 、 血 清 、 血 漿 、
ま た は 粘 液 を 含 む そ の 他 の 体 液 を 含 む こ と も 可 能 で あ る 。 本 発 明 に よ っ て 神 経 変 性 疾 患 に
関 し て 診 断 、 予 知 、 進 行 監 視 、 ま た は 治 療 評 価 す る た め の 方 法 は 、 体 外 で 実 施 す る こ と も
可 能 で あ る が 、 そ の よ う な 方 法 は 、 被 験 者 ま た は 患 者 か ら 取 り 出 さ れ た 、 採 取 さ れ た 、 ま
た は 単 離 さ れ た サ ン プ ル 、 例 え ば 、 体 液 ま た は 細 胞 に 関 わ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 さ ら に 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 基 準 値 は 、 前 記 神 経 変 性 疾 患 に 罹 患 し て い な い
被 験 者 か ら 得 た サ ン プ ル に お い て 、 (i)foap-13遺 伝 子 の 転 写 産 物 、 お よ び ／ ま た は 、 (ii)
foap-13遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、 お よ び ／ ま た は 、 (iii)前 記 転 写 ま た は 翻 訳 産 物 の 断 片 、 ま た
は 誘 導 体 、 ま た は 変 異 体 の レ ベ ル 、 ま た は 活 性 、 ま た は 前 記 レ ベ ル と 前 記 活 性 の 両 方 に 関
す る 値 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 既 知 の 健 康 状 態 を 表 す 基 準 値 に 対 す る 、 前 記 被 験 者 か ら 得 た サ
ン プ ル 細 胞 、 ま た は 組 織 、 ま た は 体 液 に お け る foap-13 mRNA、 お よ び ／ ま た は 、 foap-13
タ ン パ ク 、 お よ び ／ ま た は 、 そ の 断 片 、 ま た は 誘 導 体 、 ま た は 変 異 体 の 変 化 は 、 神 経 変 性
疾 患 、 特 に ADの 診 断 、 ま た は 予 知 、 ま た は 、 そ の 病 気 に 罹 患 す る 危 険 度 の 増 加 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
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　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 foap-13遺 伝 子 の 転 写 産 物 レ ベ ル の 測 定 は 、 被 験 者 か ら の サ ン
プ ル に お い て 、 プ ラ イ マ ー を 組 み 合 わ せ て 定 量 的 PCR-分 析 を 用 い て 、 被 験 者 サ ン プ ル か ら
抽 出 し た RNAを 逆 転 写 し て 得 た cDNAの 前 記 遺 伝 子 特 異 的 配 列 を 増 幅 す る こ と に よ っ て 実 行
さ れ る 。 前 記 遺 伝 子 に 対 し て 特 異 的 な プ ロ ー ブ に よ る ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト を 適 用 す る こ と も
可 能 で あ る 。 さ ら に 、 チ ッ プ に よ る マ イ ク ロ ア レ イ 技 法 を 用 い て 転 写 産 物 を 測 定 す る の も
好 ま し い と 考 え ら れ る 。 こ れ ら の 技 術 は 、 従 来 技 術 に 通 常 の 技 能 を 有 す る 当 業 者 に は 既 知
で あ る （ Sambrook and Russell,「 分 子 ク ロ ー ニ ン グ － 実 験 室 マ ニ ュ ア ル 」 Molecular Clo
ning:  A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Har
bor, New York, 2001; Schena M.,「 マ イ ク ロ ア レ イ バ イ オ チ ッ プ 技 術 」 Microarray Bioc
hip Technology, Eaton Publishing, Natick, MA, 2000） 。 免 疫 ア ッ セ イ の 例 と し て は 、
特 許 出 願 WO02/14543に 開 示 ・ 記 載 さ れ る 酵 素 活 性 の 検 出 と 測 定 が あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 さ ら に 、 foap-13遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 お よ び ／ ま た は 前 記 翻 訳 産 物 の 断 片 、 ま た は 誘 導 体
、 ま た は 変 異 体 の レ ベ ル お よ び ／ ま た は 活 性 、 お よ び ／ ま た は 、 foap-13遺 伝 子 の 前 記 翻
訳 産 物 お よ び ／ ま た は そ の 断 片 、 ま た は 誘 導 体 、 ま た は 変 異 体 の 活 性 レ ベ ル は 、 イ ム ノ ア
ッ セ イ 、 活 性 ア ッ セ イ お よ び ／ ま た は 結 合 ア ッ セ イ に よ っ て 検 出 す る こ と が 可 能 で あ る 。
上 記 ア ッ セ イ は 、 抗 タ ン パ ク 抗 体 、 ま た は 抗 タ ン パ ク 抗 体 に 結 合 す る 二 次 抗 体 の い ず れ か
に 付 着 す る 酵 素 、 動 態 変 化 染 色 性 、 放 射 性 、 磁 性 ま た は 発 光 性 標 識 を 用 い る こ と に よ っ て
、 前 記 タ ン パ ク 分 子 と 抗 タ ン パ ク 抗 体 の 間 の 結 合 量 を 測 定 可 能 と す る 。 さ ら に 、 そ の 他 の
親 和 度 の 高 い リ ガ ン ド の 使 用 も 可 能 で あ る 。 使 用 可 能 な イ ム ノ ア ッ セ イ と し て は 、 例 え ば
、 ELISA、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 お よ び 、 従 来 技 術 に 通 常 の 技 能 を 有 す る 当 業 者 に 既 知 の
そ の 他 の 技 術 が 挙 げ ら れ る （ Harlow and Lane,「 抗 体 － 検 査 室 マ ニ ュ ア ル 」 Antibodies: 
 A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N
ew York, 1999; Edwards R.,「 免 疫 診 断 学 － 手 技 」 Immunodiagnostics:  A Practical Ap
proach, Oxford University Press, Oxford, England, 1999を 参 照 ） 。 こ れ ら の 検 出 技 術
は 全 て 、 マ イ ク ロ ア レ イ 、 タ ン パ ク ア レ イ 、 抗 体 マ イ ク ロ ア レ イ 、 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ 、
電 子 バ イ オ チ ッ プ 、 ま た は 、 タ ン パ ク チ ッ プ 使 用 技 術 の 形 式 に 用 い る こ と も 可 能 で あ る （
Schena M.,「 マ イ ク ロ ア レ イ ・ バ イ オ チ ッ プ 技 術 」 Microarray Biochip Technology, Eat
on Publishing, Natick, MA, 2000を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 あ る 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 疾 患 の 進 行 を 監 視 す る た め に 、 前 記 被 験 者 か ら あ る 一
定 期 間 に 渡 っ て 採 取 し た 一 連 の サ ン プ ル に お い て 、 (i)foap-13遺 伝 子 の 転 写 産 物 、 お よ び
／ ま た は 、 (ii)foap-13遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、 お よ び ／ ま た は 、 (iii)前 記 転 写 ま た は 翻 訳 産
物 の 断 片 、 ま た は 誘 導 体 、 ま た は 変 異 体 の レ ベ ル 、 ま た は 活 性 、 ま た は 前 記 レ ベ ル と 前 記
活 性 の 両 方 を 比 較 す る 。 さ ら に 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 被 験 者 は 、 1回 以 上 の 前
記 サ ン プ ル 採 取 の 前 に 治 療 を 受 け る 。 さ ら に 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 レ ベ ル お よ
び ／ ま た は 活 性 は 、 前 記 被 験 者 の 前 記 治 療 の 前 後 に 定 量 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 被 験 者 に お け る 神 経 変 性 疾 患 、 特 に ADを 診 断 ま た は 予 知
す る 、 あ る い は 、 被 験 者 が 、 神 経 変 性 疾 患 、 特 に ADを 発 症 す る 傾 向 ま た は 素 因 を 持 つ か ど
う か を 判 断 す る キ ッ ト で あ っ て 、 前 記 キ ッ ト は 、
　 (a)(i)foap-13遺 伝 子 の 転 写 産 物 を 選 択 的 に 検 出 す る 試 薬 、 お よ び 、 (ii)foap-13遺 伝 子
の 翻 訳 産 物 を 選 択 的 に 検 出 す る 試 薬 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 、 少 な く と も １ 種 の 試 薬 、 並
び に 、
　 (b)前 記 被 験 者 か ら 得 た サ ン プ ル に お け る 、 foap-13遺 伝 子 の 、 前 記 転 写 産 物 お よ び ／ ま
た は 前 記 翻 訳 産 物 の レ ベ ル ま た は 活 性 、 ま た は 前 記 レ ベ ル と 前 記 活 性 の 両 方 を 検 出 す る こ
と 、 並 び に 、 神 経 変 性 疾 患 、 特 に ADを 診 断 ま た は 予 知 す る 、 あ る い は 、 前 記 被 験 者 が そ の
よ う な 疾 患 を 発 現 す る 傾 向 ま た は 素 因 を 持 つ か ど う か を 判 断 す る こ と に よ っ て 、 神 経 変 性
疾 患 、 特 に ADを 診 断 ま た は 予 知 す る 、 あ る い は 、 被 験 者 が そ の よ う な 疾 患 を 発 現 す る 傾 向
ま た は 素 因 を 持 つ か ど う か を 判 断 す る た め の 指 示 を 含 み 、
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　 こ こ で 、 前 記 転 写 産 物 お よ び ／ ま た は 前 記 翻 訳 産 物 の レ ベ ル ま た は 活 性 、 ま た は 前 記 レ
ベ ル と 前 記 活 性 の 両 方 が 、 既 知 の 健 康 状 態 を 表 す 基 準 値 と 比 較 し て 変 化 し て い る こ と 、 あ
る い は 、 前 記 転 写 産 物 お よ び ／ ま た は 前 記 翻 訳 産 物 の レ ベ ル ま た は 活 性 、 ま た は 前 記 レ ベ
ル と 前 記 活 性 の 両 方 が 、 既 知 の 病 態 を 表 す 基 準 値 と 類 似 ま た は 同 等 で あ る こ と が 、 神 経 変
性 疾 患 、 特 に ADの 診 断 ま た は 予 知 、 あ る い は そ の よ う な 疾 患 を 発 現 す る 傾 向 ま た は 素 因 の
増 大 を 示 す も の と す る 、 前 記 キ ッ ト で あ る 。 本 発 明 に よ る こ の キ ッ ト は 、 神 経 変 性 疾 患 、
特 に ADを 発 症 す る 危 険 性 の あ る 個 人 を 特 定 す る の に 特 に 役 立 つ で あ ろ う 。 従 っ て 、 本 発 明
に よ る こ の キ ッ ト は 、 特 定 さ れ た 個 人 を 、 病 気 の 発 症 前 に 、 す な わ ち 、 病 気 の 進 行 に お い
て 非 可 逆 的 損 傷 が 与 え ら れ る 前 に 、 早 期 予 防 策 ま た は 治 療 処 置 へ と 向 け る た め の 手 段 と し
て 役 立 つ で あ ろ う 。 さ ら に 、 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 特 徴 と な る こ の キ ッ ト は 、
被 験 者 に お い て 神 経 変 性 疾 患 、 特 に ADの 進 行 を 監 視 す る の に 有 用 で あ る ば か り で な く 、 前
記 被 験 者 の 前 記 の よ う な 疾 患 に 対 す る 治 療 処 置 の 成 功 、 失 敗 を 監 視 す る の に も 有 用 で あ る
。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 神 経 変 性 疾 患 、 特 に ADの 治 療 ・ 予 防 法 を 特 徴 と す る 。 前
記 方 法 は 、 (i)foap-13遺 伝 子 、 お よ び ／ ま た は 、 (ii)foap-13遺 伝 子 の 転 写 産 物 、 お よ び
／ ま た は 、 (iii)foap-13遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、 お よ び ／ ま た は 、 (iv) (i)か ら (iii)の 断 片
、 ま た は 誘 導 体 、 ま た は 変 異 体 の 、 レ ベ ル 、 ま た は 活 性 、 ま た は 前 記 レ ベ ル と 前 記 活 性 の
両 方 に 直 接 的 に ま た は 間 接 的 に 影 響 を 及 ぼ す 一 つ の 薬 剤 、 ま た は 複 数 の 薬 剤 の 、 治 療 的 ま
た は 予 防 的 有 効 量 を 、 前 記 被 験 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 。 前 記 薬 剤 は 、 小 型 分 子 を 含 ん で
も よ く 、 あ る い は ま た 、 ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で も よ い
。 前 記 ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 、 foap-13遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、 あ
る い は 、 そ の 断 片 、 ま た は 誘 導 体 、 ま た は 変 異 体 の 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で も よ い 。 本 発
明 に よ る 神 経 変 性 疾 患 、 特 に ADの 治 療 ま た は 予 防 剤 は ま た 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 成 っ て い て も よ い 。 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 foap-13を コ ー ド す る 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 セ ン ス 方 向 、 ま
た は ア ン チ セ ン ス 方 向 の い ず れ か に お い て 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 本 方 法 は 、 前 記 一 つ の 薬 剤 ま た は 複 数 の 薬 剤 を 投 与 す る 、 遺 伝
子 治 療 お よ び ／ ま た は ア ン チ セ ン ス 核 酸 技 術 に 関 す る 既 知 の 方 法 そ の ま ま の 運 用 を 含 む 。
一 般 に 、 遺 伝 子 治 療 は い く つ か の 実 施 法 を 含 む 。 す な わ ち 、 突 然 変 異 遺 伝 子 の 分 子 的 置 換
、 治 療 タ ン パ ク の 合 成 を 実 現 す る 新 規 遺 伝 子 の 付 加 、 お よ び 組 み 換 え 発 現 法 ま た は 薬 剤 に
よ る 内 因 性 細 胞 遺 伝 子 の 修 飾 で あ る 。 遺 伝 子 転 送 法 は 詳 細 に 記 載 さ れ て い る が （ 例 え ば 、
Behr, Acc. Chem. Res. 1993, 26:274-278; Mulligan, Science 1993, 260:926-931を 参
照 ） 、 細 胞 へ DNAを 機 械 的 に マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン す る 直 接 的 遺 伝 子 転 送 法 の 外 に 、
生 物 性 ベ ク タ ー （ 組 み 換 え ウ ィ ル ス 、 特 に レ ト ロ ウ ィ ル ス 等 ） ま た は モ デ ル リ ポ ソ ー ム に
よ る 間 接 法 、 ま た は 、 ポ リ カ チ オ ン と 共 同 沈 殿 さ せ た DNAの ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 用 い
る 技 法 、 薬 物 （ 溶 媒 、 界 面 活 性 剤 、 ポ リ マ ー 、 酵 素 ） や 物 理 的 手 段 （ 機 械 的 、 浸 透 圧 的 、
熱 的 、 電 気 的 シ ョ ッ ク ） に よ る 細 胞 膜 撹 乱 が 挙 げ ら れ る 。 中 枢 神 経 系 に 対 す る 、 出 産 後 遺
伝 子 転 送 が 詳 細 に 記 述 さ れ て い る （ 例 え ば 、 Wolff, Curr. Opin. Neurobiol. 1993, 3:74
3-748参 照 ） 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 特 に 、 本 発 明 は 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 療 法 、 す な わ ち 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 、 ま た は そ の 誘
導 体 を 、 い く つ か の 重 要 細 胞 に 導 入 す る こ と に よ っ て 、 発 現 が 適 正 で は な い 、 ま た は 欠 陥
の あ る 遺 伝 子 を 低 調 制 御 す る こ と に よ っ て 、 神 経 変 性 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 を 特
徴 と す る （ 例 え ば 、 Gillespie, DN&P 1992, 5:389-395; Agrawal and Akhtar, Trends Bi
otechnol. 1995, 13:197-199; Crooke, Biotechnology 1992, 10:882-6を 参 照 ） 。 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 戦 略 と は 別 に 、 病 気 の メ ッ セ ー ジ を 担 う RNAを 破 壊 す る リ ボ ザ イ ム 、 す
な わ ち 、 酵 素 と し て 活 動 す る RNA分 子 の 運 用 も 記 載 さ れ て い る （ 例 え ば 、 Barinaga, Scien
ce 1993, 262:1512-1514を 参 照 ） 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 治 療 さ れ る 被 験 者 は ヒ ト で あ
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り 、 治 療 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 、 ま た は そ の 誘 導 体 は 、 foap-13遺 伝 子 の 転 写 物 に 向 け ら れ
る 。 被 験 者 の 中 枢 神 経 系 、 好 ま し く は 脳 の 細 胞 を こ の よ う に し て 治 療 す る こ と が 好 ま し い
。 細 胞 侵 入 は 、 既 知 の 戦 略 、 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 お よ び そ の 誘 導 体 を 、 担 体 粒 子 と
結 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 ま た は 、 前 述 の 技 法 に よ っ て 実 行 す る こ と が 可 能 で あ る 。 標 的
と さ れ る 治 療 的 オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド の 投 与 戦 略 は 当 業 者 に は 既 知 で あ る （ 例 え ば
、 Wickstrom, Trends Biotechnol. 1992, 10:281-287を 参 照 ） 。 あ る 場 合 に は 、 搬 送 は 、
単 に 局 所 塗 布 に よ っ て 実 行 が 可 能 で あ る 。 そ れ 以 外 の 方 法 は 、 ア ン チ セ ン ス RNAの 細 胞 内
発 現 に 向 け ら れ る 。 こ の 戦 略 で は 、 細 胞 を 、 体 外 に お い て 、 標 的 核 酸 の 領 域 に 対 し て 相 補
的 な RNAの 合 成 を 指 令 す る 組 み 換 え 遺 伝 子 に よ っ て 形 質 変 換 す る 。 細 胞 内 で 発 現 さ れ る ア
ン チ セ ン ス RNAの 治 療 的 用 法 は 、 そ の 過 程 に お い て 、 遺 伝 子 治 療 と 同 様 で あ る 。 遺 伝 子 の
細 胞 内 発 現 を 2本 鎖 RNAに よ っ て 制 御 し よ う と い う 最 近 開 発 さ れ た 方 法 も 、 こ れ は RNA干 渉
（ RNAi） と も 呼 ば れ て い る が 、 核 酸 療 法 に お け る 、 さ ら に 別 の 効 果 的 な 方 法 で あ る 可 能 性
が あ る （ Hannon, Nature 2002, 418:244-251） 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 さ ら に 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 前 記 被 験 者 の 中 枢 神 経 系 、 好 ま し く は 脳
に 、 ド ナ ー 細 胞 を 、 好 ま し く は 移 植 拒 絶 を 最 小 化 ま た は 低 減 さ せ る よ う に 処 置 さ れ た ド ナ
ー 細 胞 を 移 植 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 、 前 記 ド ナ ー 細 胞 は 、 前 記 単 数 ま た は 複 数 の 薬 剤 を
コ ー ド す る 少 な く と も 一 つ の 導 入 遺 伝 子 の 挿 入 に よ っ て 修 飾 さ れ る 。 前 記 導 入 遺 伝 子 は 、
ウ ィ ル ス ベ ク タ ー 、 特 に レ ト ロ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー に よ っ て 搬 送 さ れ て も よ い 。 導 入 遺 伝 子
は 、 ド ナ ー 細 胞 中 に 、 導 入 遺 伝 子 を コ ー ド す る DNAを 非 ウ ィ ル ス 性 の 、 物 理 的 ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン に よ っ て 、 特 に 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 挿 入 す る こ と も 可 能 で あ
る 。 導 入 遺 伝 子 の 挿 入 は ま た 、 電 気 穿 孔 、 化 学 的 に 仲 介 さ れ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 特
に リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 ま た は 、 リ ポ ソ ー ム 仲 介 に よ る ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン に よ っ て 実 行 す る こ と が 可 能 で あ る （ Mc. Celland and Pardee,「 発 現 遺 伝 学 －
高 速 高 処 理 法 」 Expression Genetics:  Accelerated and High-Throughput Methods, Eat
on Publishing, Natick, MA, 1999を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 神 経 変 性 疾 患 、 特 に ADを 治 療 ・ 予 防 す る た め の 前 記 薬 剤 は 、 前
記 被 験 者 、 好 ま し く は ヒ ト に 対 し て 、 下 記 の 過 程 を 通 じ て 投 与 が 可 能 な 治 療 タ ン パ ク で あ
る 。 そ の 過 程 と は 、 前 記 治 療 タ ン パ ク を コ ー ド す る DNA片 が イ ン ビ ト ロ に お い て あ ら か じ
め 挿 入 さ れ る よ う 処 置 さ れ た 対 象 細 胞 を 、 前 記 被 験 者 に 導 入 す る こ と で 、 こ こ で 、 前 記 対
象 細 胞 は 、 前 記 被 験 者 の 体 内 に お い て 、 前 記 治 療 タ ン パ ク の 治 療 的 有 効 量 を 発 現 す る も の
と す る 。 前 記 DNA片 は 、 前 記 細 胞 中 に 、 イ ン ビ ト ロ に お い て 、 ウ ィ ル ス ベ ク タ ー に よ っ て
、 特 に レ ト ロ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー に よ っ て 挿 入 が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 に よ る 治 療 法 は 、 胚 性 幹 細 胞 、 胚 性 生 殖 細 胞 お よ び 成 人 神 経 幹 細 胞 を 用 い た 治 療
的 ク ロ ー ニ ン グ 、 移 植 お よ び 幹 細 胞 療 法 を 、 前 述 の 細 胞 お よ び 遺 伝 子 治 療 法 の い ず れ か と
組 み 合 わ せ た 応 用 法 を 含 む 。 幹 細 胞 は 全 能 性 で あ っ て も 、 多 能 性 で あ っ て も よ い 。 幹 細 胞
は 器 官 特 異 的 で あ っ て も よ い 。 病 ん だ 、 お よ び ／ ま た は 、 損 傷 し た 脳 細 胞 ま た は 組 織 を 修
復 す る た め の 戦 略 は 、 (i)成 人 組 織 か ら ド ナ ー 細 胞 を 採 取 す る こ と を 含 む 。 こ の 細 胞 の 核
を 、 あ ら か じ め 遺 伝 性 物 質 を 除 去 し た 未 受 精 卵 の 中 に 移 植 す る 。 体 細 胞 核 転 送 を 受 け た 、
胚 盤 胞 段 階 の 細 胞 か ら 胚 性 幹 細 胞 が 単 離 さ れ る 。 次 に 、 分 化 因 子 の 使 用 に よ っ て 、 幹 細 胞
の 、 特 別 な 細 胞 タ イ プ 、 好 ま し く は 神 経 細 胞 へ の 指 向 性 発 達 が も た ら さ れ る （ Lanza et a
l., Nature Medicine 1999, 9:975-977） 。 あ る い は 、 (ii)イ ン ビ ト ロ 拡 大 と 、 そ の 後 の
移 植 術 お よ び 移 植 の た め に 、 中 枢 神 経 系 ま た は 骨 髄 （ 間 葉 幹 細 胞 ） か ら 単 離 さ れ た 成 人 幹
細 胞 を 精 製 す る こ と 、 あ る い は 、 (iii)内 因 性 神 経 幹 細 胞 を 直 接 誘 導 し て 、 増 殖 、 移 動 お
よ び 分 化 さ せ て 機 能 的 神 経 細 胞 と す る こ と を 含 む （ Peterson DA., Curr. Opin. Pharamco
l. 2002, 2:34-42） 。 成 人 神 経 幹 細 胞 は 、 損 傷 ま た は 罹 患 能 組 織 の 修 復 に と っ て 大 き な 潜
在 的 能 力 を 持 つ 。 な ぜ な ら 、 成 人 脳 の 胚 セ ン タ ー は 神 経 損 傷 や 機 能 不 全 と は 無 縁 だ か ら で
あ る （ Colman A., Drug Discovery World 2001, 7:66-71） 。
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【 ０ ０ ３ ３ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 に よ る 治 療 ま た は 予 防 の 対 象 は 、 ヒ ト 、 実 験 動 物 、 例 え
ば 、 マ ウ ス ま た は ラ ッ ト 、 家 畜 動 物 、 ま た は 、 非 ヒ ト 霊 長 類 で あ っ て も よ い 。 実 験 動 物 は
、 神 経 変 性 疾 患 の 動 物 モ デ ル 、 例 え ば 、 AD型 神 経 病 理 現 象 を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ
ウ ス お よ び ／ ま た は ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 (i)foap-13遺 伝 子 、 お よ び ／ ま た は 、 (ii)foap-13遺
伝 子 の 転 写 産 物 、 お よ び ／ ま た は 、 (iii)foap-13遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、 お よ び ／ ま た は 、 (i
v) (i)か ら (iii)の 断 片 、 ま た は 誘 導 体 、 ま た は 変 異 体 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 、 少 な く
と も 一 つ の 物 質 の 活 性 、 ま た は レ ベ ル 、 ま た は 前 記 活 性 と 前 記 レ ベ ル の 両 方 の モ ジ ュ レ ー
タ ー （ 修 飾 因 子 ） を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 前 記 モ ジ ュ レ ー タ ー と 、 好 ま し く は 製 薬 担 体 と を 含 む
製 薬 組 成 物 を 特 徴 と す る 。 前 記 担 体 と は 、 モ ジ ュ レ ー タ ー と 共 に 投 与 さ れ る 希 釈 剤 、 ア ジ
ュ バ ン ト 、 賦 形 剤 、 ま た は ベ ヒ ク ル を 指 す 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 製 薬 組 成 物 に お い て 使 用 さ れ る (i)foap-13遺 伝 子 、 お
よ び ／ ま た は 、 (ii)foap-13遺 伝 子 の 転 写 産 物 、 お よ び ／ ま た は 、 (iii)foap-13遺 伝 子 の
翻 訳 産 物 、 お よ び ／ ま た は 、 (iv) (i)か ら (iii)の 断 片 、 ま た は 誘 導 体 、 ま た は 変 異 体 か
ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 、 少 な く と も 一 つ の 物 質 の 活 性 、 ま た は レ ベ ル 、 ま た は 前 記 活 性 と
前 記 レ ベ ル の 両 方 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 神 経 変 性 疾 患 、 特 に ADを 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 医 薬 品 調
製 の た め の (i)foap-13遺 伝 子 、 お よ び ／ ま た は 、 (ii)foap-13遺 伝 子 の 転 写 産 物 、 お よ び
／ ま た は 、 (iii)foap-13遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、 お よ び ／ ま た は 、 (iv) (i)か ら (iii)の 断 片
、 ま た は 誘 導 体 、 ま た は 変 異 体 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 、 少 な く と も 一 つ の 物 質 の 活 性 、
ま た は レ ベ ル 、 ま た は 前 記 活 性 と 前 記 レ ベ ル の 両 方 の モ ジ ュ レ ー タ ー の 使 用 法 を 提 供 す る
。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は ま た 、 前 記 製 薬 組 成 物 の 治 療 的 ま た は 予 防 的 有 効 量 を 充
填 さ せ た 1個 以 上 の 容 器 を 含 む キ ッ ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 非 野 生 型 foap-13遺 伝 子 配 列 、 ま た は そ の 断 片 、 ま た
は 誘 導 体 、 ま た は 変 異 体 を 含 む 、 非 ヒ ト 組 み 換 え 動 物 を 特 徴 と す る 。 前 記 非 ヒ ト 組 み 換 え
動 物 の 形 成 は 、 (i)前 記 遺 伝 子 配 列 と 選 択 可 能 な マ ー カ ー 配 列 と を 含 む 遺 伝 子 標 的 構 築 体
を 供 給 す る こ と 、 お よ び (ii)前 記 標 的 構 築 体 を 、 非 ヒ ト 動 物 の 幹 細 胞 に 導 入 す る こ と 、 お
よ び (iii)前 記 非 ヒ ト 動 物 幹 細 胞 を 非 ヒ ト 胚 に 導 入 す る こ と 、 お よ び (iv)前 記 胚 を 、 擬 似
妊 娠 非 ヒ ト 動 物 に 移 植 す る こ と 、 お よ び (v)前 記 胚 を 妊 娠 満 期 ま で 発 達 さ せ る こ と 、 お よ
び (vi)そ の ゲ ノ ム が 前 記 遺 伝 子 配 列 の 修 飾 体 を 両 対 立 遺 伝 子 に 含 む 、 遺 伝 的 に 改 変 さ れ た
非 ヒ ト 動 物 を 特 定 す る こ と 、 お よ び (vii)工 程 (vi)の 遺 伝 的 に 改 変 さ れ た 非 ヒ ト 動 物 を 繁
殖 し て 、 そ の ゲ ノ ム が 前 記 内 因 性 遺 伝 子 の 修 飾 体 を 含 む 、 遺 伝 的 に 改 変 さ れ た 非 ヒ ト 動 物
を 獲 得 す る こ と 、 を 含 み 、 こ こ で 、 前 記 遺 伝 子 は 、 不 正 に 発 現 さ れ 、 低 度 に 発 現 さ れ 、 ま
た は 過 剰 に 発 現 さ れ 、 前 記 破 壊 ま た は 改 変 に よ っ て 、 神 経 変 性 疾 患 、 特 に ADを 発 症 す る 素
因 を 呈 す る 前 記 非 ヒ ト 動 物 が 得 ら れ る 。 こ の よ う な 動 物 の 形 成 お よ び 構 築 の た め の 戦 略 お
よ び 技 術 は 従 来 分 野 に 通 常 の 技 能 を 持 つ 当 業 者 に は 既 知 で あ る （ 例 え ば 、 Capecchi, Scie
nce 1989, 244:1288-1292; Hogan et al.,「 マ ウ ス 胚 の 操 作 － 実 験 室 マ ニ ュ ア ル 」 Manipu
lating the Mouse Embryo:  A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Pre
ss, Cold Spring Harbor, New York, 1994; Jackson and Abbott,「 マ ウ ス 遺 伝 学 お よ び
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 法 － 実 験 手 技 」 Mouse Genetics and Transgenics:  A Practical App
roach, Oxford University Press, Oxford, England, 1999を 参 照 ） 。 神 経 変 性 疾 患 、 特
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に ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 研 究 す る た め の 動 物 モ デ ル と し て 、 こ の よ う な 非 ヒ ト 組 み 換 え 動 物
を 利 用 す る の は 好 ま し い 。 こ の よ う な 動 物 は 、 神 経 変 性 疾 患 、 特 に ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 治
療 す る た め の 診 断 薬 お よ び 治 療 薬 の 開 発 に お い て 、 化 合 物 、 薬 剤 、 お よ び モ ジ ュ レ ー タ ー
を ス ク リ ー ン グ 、 試 験 お よ び 有 効 確 認 す る の に 有 用 で あ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 別 の 局 面 で 、 本 発 明 は 、 (i)foap-13遺 伝 子 、 お よ び ／ ま た は 、 (ii)foap-13遺 伝 子 の 転
写 産 物 、 お よ び ／ ま た は 、 (iii)foap-13遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、 お よ び ／ ま た は 、 (iv)(i)か
ら (iii)の 断 片 、 ま た は 誘 導 体 、 ま た は 変 異 体 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る １ 種 以 上 の 物 質 に
つ い て 、 神 経 変 性 疾 患 、 特 に ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 ま た は 、 関 連 疾 患 ま た は 障 害 の モ ジ ュ レ
ー タ ー を 選 出 す る ス ク リ ー ニ ン グ 用 ア ッ セ イ を 特 徴 と す る 。 前 記 ス ク リ ー ニ ン グ 法 は 、 (a
)細 胞 を 試 験 化 合 物 に 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び (b)(i)か ら (iv)に 挙 げ た 1種 以 上 の 物 質 の 活
性 、 ま た は レ ベ ル 、 ま た は 活 性 と レ ベ ル の 療 法 を 測 定 す る こ と 、 お よ び (c)前 記 試 験 化 合
物 に 接 触 し て い な い 対 照 細 胞 に お い て 、 前 記 物 質 の 活 性 、 ま た は レ ベ ル 、 ま た は 活 性 と レ
ベ ル の 両 方 を 測 定 し 、 か つ 、 工 程 (b)お よ び (c)の 細 胞 に お け る 、 物 質 の レ ベ ル を 比 較 す る
こ と を 含 み 、 こ こ で 接 触 さ せ ら れ た 細 胞 に お け る 前 記 物 質 の 活 性 お よ び ／ ま た は レ ベ ル に
起 こ る 変 化 は 、 前 記 試 験 化 合 物 が 、 前 記 疾 患 ま た は 障 害 の モ ジ ュ レ ー タ ー で あ る こ と を 示
す も の と す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 (i)foap-13遺 伝 子 、 お よ び ／ ま た は 、 (ii)foap-1
3遺 伝 子 の 転 写 産 物 、 お よ び ／ ま た は 、 (iii)foap-13遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 、 お よ び ／ ま た は
、 (iv)(i)か ら (iii)の 断 片 、 ま た は 誘 導 体 、 ま た は 変 異 体 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る １ 種 以
上 の 物 質 に つ い て 、 神 経 変 性 疾 患 、 特 に AD、 ま た は 、 関 連 疾 患 ま た は 障 害 に 対 す る モ ジ ュ
レ ー タ ー を 選 出 す る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 特 徴 と す る 。 前 記 ア ッ セ イ は 、 (a)神 経 変
性 疾 患 あ る い は 関 連 疾 患 ま た は 障 害 の 症 状 を 発 現 す る 素 因 を 持 つ 、 ま た は 、 既 に 発 現 し て
い る 試 験 動 物 に 、 試 験 化 合 物 を 投 与 す る こ と 、 お よ び (b)(i)か ら (iv)に 挙 げ た 1種 以 上 の
物 質 の 活 性 ま た は ／ レ ベ ル を 測 定 す る こ と 、 お よ び (c)同 様 に 、 神 経 変 性 疾 患 の 症 状 を 発
現 す る 素 因 を 持 つ 、 ま た は 、 既 に 発 現 し て い る 試 験 動 物 で あ る が 、 前 記 の よ う な 試 験 化 合
物 を 投 与 さ れ て い な い 比 較 対 照 動 物 に お い て 、 前 記 物 質 の 活 性 お よ び ／ ま た は レ ベ ル を 測
定 す る こ と 、 お よ び (d)工 程 (b)お よ び (c)の 動 物 に お け る 物 質 の 活 性 お よ び ／ ま た は レ ベ
ル を 比 較 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 試 験 動 物 に お け る 物 質 の 活 性 お よ び ／ ま た は レ ベ ル に 起
こ る 変 化 は 、 試 験 化 合 物 が 前 記 疾 患 ま た は 障 害 の モ ジ ュ レ ー タ ー で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 あ る 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 試 験 動 物 お よ び ／ ま た は 前 記 対 照 動 物 は 、 foap-13遺
伝 子 、 ま た は そ の 断 片 、 ま た は 誘 導 体 を 、 野 生 型 の foap-13遺 伝 子 転 写 調 節 制 御 要 素 で は
な い 、 転 写 制 御 要 素 の 調 節 下 に 発 現 す る 、 非 ヒ ト 組 み 換 え 動 物 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 医 薬 品 を 生 産 す る 方 法 を 提 供 す る 。 前 記 方 法 は 、 (i)前
述 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 法 に よ っ て 神 経 変 性 疾 患 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 特 定 す る こ と 、
お よ び 、 (ii)こ の モ ジ ュ レ ー タ ー を 製 薬 担 体 と 混 合 す る こ と を 含 む 。 し か し な が ら 、 前 記
モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 他 の 種 類 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ っ て も 特 定 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 一 つ の 化 合 物 に つ い て 、 好 ま し く は 複 数 の 化 合 物 に つ い て 、
リ ガ ン ド と 、 foap-13タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の 断 片 、 ま た は そ の 誘 導 体 、 ま た は そ の 変 異
体 と の 間 の 結 合 に 対 す る 抑 制 に つ い て 試 験 す る ア ッ セ イ を 提 供 す る 。 前 記 ス ク リ ー ニ ン グ
ア ッ セ イ は 、 (i)前 記 foap-13タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の 断 片 、 ま た は そ の 誘 導 体 、 ま た は そ
の 変 異 体 の 懸 濁 液 を 、 複 数 の 容 器 に 添 加 す る 工 程 、 お よ び (ii)前 記 抑 制 に つ い て ス ク リ ー
ニ ン グ す る べ き 、 1種 の 化 合 物 、 ま た は 複 数 種 の 化 合 物 を 、 前 記 複 数 の 容 器 に 添 加 す る 工
程 、 お よ び (iii)検 出 可 能 な 、 好 ま し く は 蛍 光 標 識 さ れ た リ ガ ン ド を 前 記 容 器 に 添 加 す る
工 程 、 お よ び (iv)前 記 foap-13タ ン パ ク 、 ま た は そ の 断 片 、 ま た は 誘 導 体 、 ま た は 変 異 体
、 お よ び 、 前 記 1種 ま た は 複 数 種 の 化 合 物 、 お よ び 、 前 記 検 出 可 能 な 、 好 ま し く は 蛍 光 標
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識 さ れ た リ ガ ン ド を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 、 お よ び (v)前 記 foap-13タ ン パ ク 、 ま た は そ
の 断 片 、 ま た は そ の 誘 導 体 、 ま た は そ の 変 異 体 と 関 連 す る 蛍 光 の 量 を 測 定 す る 工 程 、 お よ
び (vi)前 記 1種 以 上 の 化 合 物 に よ る 、 前 記 リ ガ ン ド の 、 前 記 foap-13タ ン パ ク 質 、 ま た は そ
の 断 片 、 ま た は そ の 誘 導 体 、 ま た は そ の 変 異 体 へ の 結 合 に 対 す る 抑 制 の 程 度 を 定 量 す る 工
程 を 含 む 。 リ ガ ン ド と 前 記 foap-13翻 訳 産 物 と の 間 の 結 合 抑 制 を 定 量 す る た め に 、 前 記 foa
p-13翻 訳 産 物 、 ま た は そ の 断 片 、 ま た は 誘 導 体 、 ま た は 変 異 体 を 人 工 リ ポ ソ ー ム に 封 入 し
て 再 構 成 す る こ と が 好 ま し い 。 foap-13翻 訳 産 物 を 界 面 活 性 剤 に 基 づ い て リ ポ ソ ー ム に 再
構 成 す る 方 法 は 詳 細 に 記 述 さ れ て い る （ Schwarz et al., Biochemistry 1999, 38:9456-9
464; Krivosheev and Usanov, Biochemistry-Moscow 1997, 62:1064-1073） 。 蛍 光 標 識 リ
ガ ン ド を 利 用 す る 代 わ り に 、 あ る 局 面 で は 、 当 業 者 に 既 知 の 、 他 の 任 意 の 検 出 可 能 な 標 識
、 例 え ば 、 放 射 性 ラ ベ ル を 用 い 、 そ れ に 合 わ せ て 検 出 す る こ と が 好 ま し い 。 前 記 方 法 は 、
新 規 化 合 物 の 特 定 に 有 用 で あ る ば か り で な く 、 foap-13遺 伝 子 、 ま た は そ の 断 片 、 ま た は
誘 導 体 、 ま た は 変 異 体 の 遺 伝 子 産 物 へ の リ ガ ン ド の 結 合 に 対 す る 抑 制 能 力 を 向 上 さ せ た 、
ま た は 、 他 の や り 方 で 最 適 化 さ れ た 化 合 物 を 評 価 す る の に も 有 用 で あ る 。 蛍 光 結 合 ア ッ セ
イ の 一 つ の 例 は 、 こ の 場 合 は 搬 送 粒 子 の 使 用 に よ る も の で あ る が 、 特 許 出 願 WO00/52451に
開 示 ・ 記 載 さ れ て い る 。 さ ら に 別 の 例 は 、 特 許 WO02/01226に 記 載 さ れ る 競 合 ア ッ セ イ 法 で
あ る 。 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に と っ て 好 適 な 信 号 検 出 法 が 下 記 の 特 許 出 願 に 記
載 さ れ て い る 。 す な わ ち 、 WO96/13744, WO98/16814, WO98/23942, WO99/17086, WO99/341
95, WO00/66985, WO01/59436, WO01/59416で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 医 薬 品 を 生 産 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 前 記 方
法 は 、 (i)リ ガ ン ド と 、 foap-13遺 伝 子 の 遺 伝 子 産 物 と の 間 の 結 合 の 阻 害 剤 と し て 、 前 述 の
結 合 抑 制 ア ッ セ イ に よ っ て 化 合 物 を 特 定 す る こ と 、 お よ び 、 (ii)前 記 化 合 物 を 製 薬 担 体 と
混 合 す る こ と を 含 む 。 し か し な が ら 、 前 記 化 合 物 は 、 他 の 種 類 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ
に よ っ て も 特 定 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 一 つ の 化 合 物 に つ い て 、 好 ま し く は 複 数 の 化 合 物 に つ い て 、
前 記 化 合 物 、 foap-13タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の 断 片 、 ま た は そ の 誘 導 体 、 ま た は そ の 変 異
体 に 対 す る 結 合 の 程 度 を 定 量 す る ア ッ セ イ を 特 徴 と す る 。 前 記 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は
、 (i)前 記 foap-13タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の 断 片 、 ま た は そ の 誘 導 体 、 ま た は そ の 変 異 体 の
懸 濁 液 を 、 複 数 の 容 器 に 添 加 す る こ と 、 お よ び (ii)前 記 結 合 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る
べ き 、 1種 の 検 出 可 能 な 、 好 ま し く は 蛍 光 標 識 さ れ た 化 合 物 、 ま た は 、 複 数 の 検 出 可 能 な
、 好 ま し く は 蛍 光 標 識 さ れ た 化 合 物 を 、 前 記 複 数 の 容 器 に 添 加 す る こ と 、 お よ び (iii)前
記 foap-13タ ン パ ク 、 ま た は そ の 断 片 、 ま た は 誘 導 体 、 ま た は 変 異 体 、 お よ び 、 前 記 1種 の
、 検 出 可 能 な 、 好 ま し く は 蛍 光 標 識 さ れ た 化 合 物 、 ま た は 前 記 複 数 種 の 、 検 出 可 能 な 、 好
ま し く は 蛍 光 標 識 さ れ た 化 合 物 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 、 お よ び (iv)前 記 foap-13タ ン
パ ク 、 ま た は そ の 断 片 、 ま た は そ の 誘 導 体 、 ま た は そ の 変 異 体 と 関 連 す る 好 ま し く は 蛍 光
の 量 を 測 定 す る 工 程 、 お よ び (v)前 記 1種 以 上 の 化 合 物 に よ る 、 前 記 foap-13タ ン パ ク 質 、
ま た は そ の 断 片 、 ま た は そ の 誘 導 体 、 ま た は そ の 変 異 体 に 対 す る 結 合 の 程 度 を 定 量 す る こ
と を 含 む 。 こ の タ イ プ の ア ッ セ イ で は 、 蛍 光 ラ ベ ル を 用 い る の が 好 ま し い と 考 え ら れ る 。
し か し な が ら 、 検 出 可 能 な も の で あ れ ば 、 他 の 任 意 の ラ ベ ル を 用 い て も よ い と 思 わ れ る 。
ま た 、 こ の タ イ プ の ア ッ セ イ で も 、 本 発 明 に 記 載 さ れ る よ う に 、 foap-13翻 訳 産 物 、 ま た
は そ の 断 片 、 ま た は 誘 導 体 、 ま た は 変 異 体 を 人 工 リ ポ ソ ー ム に 封 入 し て 再 構 成 す る こ と が
好 ま し い と 考 え ら れ る 。 前 記 ア ッ セ イ 法 は 、 新 規 化 合 物 の 特 定 に 有 用 で あ る ば か り で な く
、 foap-13タ ン パ ク 、 ま た は そ の 断 片 、 ま た は 誘 導 体 、 ま た は 変 異 体 に 対 す る 結 合 力 を 向
上 さ せ た 、 ま た は 、 他 の や り 方 で 最 適 化 さ せ た 化 合 物 を 評 価 す る の に も 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 医 薬 品 を 生 産 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 前 記 方
法 は 、 (i) foap-13遺 伝 子 の 遺 伝 子 産 物 に 対 す る 結 合 剤 と し て 、 前 述 の 結 合 抑 制 ア ッ セ イ
に よ っ て 化 合 物 を 特 定 す る こ と 、 お よ び 、 (ii)前 記 化 合 物 を 製 薬 担 体 と 混 合 す る こ と を 含
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む 。 し か し な が ら 、 前 記 化 合 物 は 、 他 の 種 類 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ っ て も 特 定 可
能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 で そ の 特 許 を 主 張 す る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ
に よ る 方 法 の 内 の い ず れ か を 用 い て 入 手 が 可 能 な 医 薬 品 を 提 供 す る 。 さ ら に 別 の 実 施 態 様
で は 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 で そ の 特 許 を 主 張 す る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ る 方 法 の 内
の い ず れ か を 用 い て 入 手 さ れ る 医 薬 品 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 は 、 配 列 番 号 2に 示 さ れ る タ ン パ ク 分 子 を 特 徴 と す る 。 前 記 タ ン パ ク 分 子 は 、 神
経 変 性 疾 患 、 特 に ア ル ツ ハ イ マ ー 病 検 出 用 の 診 断 標 的 と し て 使 用 さ れ る 、 foap-13を コ ー
ド す る 遺 伝 子 、 ま た は そ の 誘 導 体 、 ま た は 変 異 体 の 翻 訳 産 物 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 配 列 番 号 2に 示 さ れ る タ ン パ ク 分 子 を 特 徴 と す る 。 前 記 タ ン パ ク 分 子
は 、 神 経 変 性 疾 患 、 特 に ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 予 防 、 ま た は 治 療 、 ま た は 改 善 す る 試 薬 ま た
は 化 合 物 を 選 出 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ 標 的 と し て 使 用 さ れ る 、 foap-13を コ ー ド す る
遺 伝 子 、 ま た は そ の 誘 導 体 、 ま た は 変 異 体 の 翻 訳 産 物 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 は 、 免 疫 原 に 対 し て 特 異 的 免 疫 反 応 性 を 有 す る 抗 体 を 特 徴 と す る 。 前 記 免 疫 原 は
、 配 列 番 号 2の foap-13遺 伝 子 、 ま た は そ の 断 片 、 ま た は そ の 誘 導 体 、 ま た は そ の 変 異 体 の
翻 訳 産 物 で あ る 。 こ の 免 疫 原 は 、 前 記 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 の 、 免 疫 原 性 ま た は 抗 原 性 エ ピ ト
ー プ ま た は 部 分 を 含 ん で も よ い 。 こ こ で 、 翻 訳 産 物 の 前 記 免 疫 原 性 ま た は 抗 原 性 部 分 は ポ
リ ペ プ チ ド で あ り 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 動 物 に お い て 抗 体 反 応 を 誘 発 し 、 か つ 前 記 ポ リ ペ
プ チ ド は 前 記 抗 体 に よ っ て 免 疫 特 異 的 に 結 合 さ れ る 。 抗 体 を 作 成 す る 方 法 は 従 来 技 術 に お
い て 既 知 で あ る （ Harlow et al.,「 抗 体 － 実 験 室 マ ニ ュ ア ル 」 Antibodies, A Laboratory
 Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1988
を 参 照 ） 。 本 発 明 で 使 用 す る 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 従 来 技 術 で 知 ら れ る あ ら ゆ る 形 態 の
抗 体 、 例 え ば 、 ポ リ ク ロ ナ ー ル 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 、 キ メ ラ 、 組 み 換 え 、 抗 イ デ ィ オ タ イ プ
、 ヒ ト 化 、 ま た は 、 単 一 鎖 の 各 抗 体 、 お よ び 、 そ れ ら の 断 片 を 含 む （ Dubel and Breitlin
g, 「 組 み 換 え 抗 体 」 Recombinant Antibodies, Wiley-Liss, New York, NY, 1999を 参 照
） 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 例 え ば 、 先 端 技 術 に 基 づ く 各 種 診 断 ・ 治 療 法 に 有 用 で あ る （ Harlow
 and Lane, 「 抗 体 を 使 用 す る － 実 験 室 マ ニ ュ ア ル 」 Using Antibodies:  A Laboratory M
anual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1999; 
Edwards R., 「 免 疫 診 断 学 － 手 技 」 Immunodiagnostics:  A Practical Approach, Oxford
 University Press, Oxford, England, 1999を 参 照 ） 。 そ の よ う な 先 端 技 術 と し て は 、 例
え ば 、 酵 素 イ ム ノ ア ッ セ イ （ 例 、 酵 素 免 疫 測 定 法 、 ELISA） 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 化
学 発 光 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 免 疫 沈 降 反 応 、 お よ び 、 抗 体 マ イ ク ロ ア レ
イ が あ る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 foap-13遺 伝 子 、 ま た は そ の 断 片 、 ま た は 誘 導 体 、 ま た は 変
異 体 の 翻 訳 産 物 の 検 出 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の あ る 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 抗 体 は 、 被 験 者 か ら 得 た サ ン プ ル 中 の 細 胞 の
病 的 状 態 の 検 出 に 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の 方 法 は 、 前 記 細 胞 を 前 記 抗 体 に よ っ て 免
疫 細 胞 化 学 的 に 染 色 す る こ と を 含 み 、 既 知 の 健 康 状 態 を 示 す 細 胞 と 比 べ た 場 合 、 前 記 細 胞
に お い て 生 じ た 染 色 程 度 、 ま た は 染 色 パ タ ー ン の 変 化 は 、 前 記 細 胞 の 病 的 状 態 を 示 す も の
と す る 。 好 ま し く は 、 こ の 病 的 状 態 は 、 神 経 変 性 疾 患 、 特 に ADに 関 わ る 。 細 胞 の 免 疫 化 学
的 染 色 は 、 従 来 技 術 で 既 知 の 、 い く つ か の 異 な る 実 験 方 法 で 実 行 が 可 能 で あ る 。 し か し な
が ら 、 細 胞 の 染 色 程 度 、 細 胞 全 体 の ま た は 細 胞 内 構 造 の 染 色 パ タ ー ン 、 あ る い は 、 細 胞 表
面 、 ま た は 小 器 官 お よ び 他 の 細 胞 内 構 造 に お け る 抗 原 の 局 地 的 分 布 の 計 測 が 、 米 国 特 許 第
6150173号 に 記 載 さ れ る 方 法 に 従 っ て 実 行 さ れ る 抗 体 結 合 自 動 化 検 出 法 を 運 用 す る の が 好
ま し い と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
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　 本 発 明 の 、 そ の 他 の 特 徴 お よ び 利 点 は 、 図 面 と 実 施 例 に 関 す る 下 記 の 説 明 か ら 自 ら 明 ら
か と な ろ う 。 但 し 、 図 面 と 実 施 例 は 例 示 の た め だ け に 示 さ れ る も の で あ り 、 い か な る 意 味
で も 本 開 示 の 残 り の 部 分 を 限 定 す る こ と を 意 図 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 表 1は 、 7名 の AD患 者 と 、 5名 の 、 健 康 な 、 年 齢 を 合 わ せ た 対 照 個 体 に お け る 前 頭 皮 質 に
対 す る 、 側 頭 皮 質 の 、 foap-13遺 伝 子 の 相 対 的 発 現 レ ベ ル を 掲 げ る 。 こ の 表 に お い て 、 患
者 は 内 部 参 照 番 号 P010, P011, P012, P014, P016, P017, P019（ 1.13か ら 2.54倍 ） 、 対 照
個 体 は 内 部 参 照 番 号 C005, C008, C011, C012, C014（ 0.89か ら 1.94倍 ） に よ っ て 特 定 さ れ
る 。 ド ッ ト ・ ス キ ャ タ ー ダ イ ア グ ラ ム で は 、 そ れ ぞ れ 、 対 照 サ ン プ ル （ 点 ） と AD患 者 サ ン
プ ル （ 三 角 ） の 前 頭 皮 質 調 節 に 対 す る 側 頭 皮 質 調 節 比 の 個 別 の 値 が 視 覚 化 さ れ て い る 。 示
し た 数 値 は 、 本 明 細 書 に 記 述 さ れ る 数 式 に 従 っ て 計 算 さ れ た （ 下 記 参 照 ） 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ５ ５ 】
（ 実 施 例 １ ）
(i)  AD患 者 の 脳 組 織 の 解 剖
　 AD患 者 、 お よ び 年 齢 を 合 わ せ た 対 照 患 者 の 脳 組 織 を 、 平 均 し て 死 後 6時 間 以 内 に 採 取 し
、 直 ち に ド ラ イ ア イ ス に て 凍 結 さ せ た 。 各 組 織 か ら 得 た サ ン プ ル 切 片 を 、 診 断 の 組 織 病 理
学 的 確 認 の た め に 、 パ ラ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ド に て 固 定 し た 。 差 分 発 現 分 析 用 脳 領 域 を 特 定
し （ 図 1参 照 ） 、 RNA抽 出 を 実 行 す る ま で -80℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
(ii)　 全 体 ｍ RNAの 単 離
　 RNeasyキ ッ ト （ Qiagen） を メ ー カ ー の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 用 い 、 全 体 RNAを 死 後 脳 組
織 か ら 抽 出 し た 。 正 確 な RNA濃 度 お よ び RNA品 質 は 、 Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent 
Technologies)を 用 い 、 DNA LabChip systemに よ っ て 決 定 し た 。 調 製 RNAの 、 さ ら に 別 の 品
質 試 験 、 す な わ ち 、 部 分 的 変 性 の 排 除 と DNA汚 染 試 験 の た め に 、 基 準 コ ン ト ロ ー ル と し て
特 異 的 設 計 の イ ン ト ロ ン GAPDHオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ゲ ノ ム DNAを 利 用 し て 、 メ ー カ ー
（ Roche） に よ っ て 支 給 さ れ た プ ロ ト コ ー ル の 記 載 の 通 り に LightCycler法 に よ っ て 融 解 曲
線 を 作 成 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
(iii)  cDNA合 成 、 お よ び 、 蛍 光 差 分 表 示 （ FDD） に よ る 発 現 の 異 な る 遺 伝 子 の 特 定
　 異 な る 組 織 に お け る 遺 伝 子 発 現 の 変 化 を 特 定 す る た め に 、 我 々 は 、 修 正 型 お よ び 改 良 型
差 分 表 示 （ DD） ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 用 い た 。 元 の DDス ク リ ー ニ ン グ 法 は 当 業 者 に は 既 知 で
あ る （ Liang and Pardee, Science 1995, 267:1186-7） 。 こ の 技 術 は 、 二 つ の RNA集 団 を
比 較 し 、 一 方 の 集 団 で は 発 現 さ れ る が 、 他 方 で は 発 現 さ れ な い 遺 伝 子 ク ロ ー ン を 与 え る 。
い く つ か の サ ン プ ル を 同 時 に 分 析 す る こ と が 可 能 で あ り 、 過 剰 調 節 お よ び 低 調 調 節 の 両 遺
伝 子 を 同 じ 実 験 で 特 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 DD法 の い く つ か の 工 程 を 調 整 ・ 改 良 す る と
共 に 、 技 術 パ ラ メ ー タ を 修 正 す る こ と に よ っ て 、 例 え ば 、 冗 長 度 を 増 し 、 全 RNA逆 転 写 用
の 試 薬 ・ 条 件 の 最 適 条 件 を 評 価 し 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） お よ び そ の 生 産 物 の 分
離 を 最 適 化 す る こ と に よ っ て 、 再 現 性 が 高 く 、 か つ 感 受 性 の 高 い 結 果 が 得 ら れ る 技 術 が 開
発 さ れ た 。 こ の DDの 応 用 ・ 改 良 技 術 は 、 von der Kammer等 に よ り 詳 細 に 記 述 さ れ た (Nucle
ic Acids Research 1999, 27:2211-2218)。 可 能 な 全 て の RNA分 子 の 統 計 的 に 包 括 的 な 分 析
を 実 現 す る た め に 、 64本 一 組 の 特 異 的 に 設 計 さ れ た ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー を 作 成 し た （ 標 準
セ ッ ト ） 。 さ ら に 、 こ の 方 法 を 修 正 し 、 蛍 光 標 識 プ ラ イ マ ー に よ る DDス ラ ブ ゲ ル 技 術 を 開
発 し た 。 本 発 明 で は 、 AD患 者 お よ び 年 齢 適 合 対 照 患 者 の 、 注 意 深 く 選 択 さ れ た 死 後 脳 組 織
（ 前 頭 皮 質 お よ び 側 頭 皮 質 ） に お け る RNA集 合 を 比 較 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 DD分 析 の 開 始 材 料 と し て 、 前 述 の 通 り に (ii)抽 出 さ れ た 全 RNAを 用 い た 。 そ れ ぞ れ 等 量
の 0.05 μ gの RNAを 、 20 μ lの 反 応 液 に お い て cDNAに 転 写 さ せ た 。 反 応 液 は 、 各 0.5 mMの
ｄ NTP、 1 μ lの Sensiscript逆 転 写 酵 素 と 1xRTバ ッ フ ァ ー （ Qiagen） 、 10 Uの RNア ー ゼ 阻
害 剤 （ Qiagen） 、 お よ び 、 1 μ Mの 、 1塩 基 ア ン カ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド HT 1 1 A, HT 1 1 G, HT
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1 1 Cの い ず れ か 一 つ を 含 む （ Liang et al., Nucleic Acids Research 1994, 22:5763-5764
; Zhao et al., Biotechniques 1995, 18:842-850） 。 逆 転 写 は 37℃ で 60分 実 行 し 、 最 終
の 変 性 工 程 は 93℃ で 5分 間 で あ っ た 。 得 ら れ た cDNAの 各 2 μ lに つ い て ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反
応 （ PCR） を 実 行 し た 。 PCRの た め に 、 対 応 す る 1塩 基 ア ン カ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 1 μ M
） と 併 用 さ せ た Cy3標 識 ラ ン ダ ム DDプ ラ イ マ ー の 内 の い ず れ か 一 つ （ 1 μ M） 、 1xGeneAmp 
PCRバ ッ フ ァ ー （ Applied Biosystems） 、 1.5 mM MgCl 2  (Applied Biosystems)、 2 μ M dN
TP-Mix (dATP, dGTP, dCTP, dTTP, Amersham Pharmacia Biotech), 5% DMSO (Sigma), 1U
 AmpliTaq DNAポ リ メ ラ ー ゼ (Applied Biosystems)を 、 最 終 的 に 20 μ l容 量 と し た 溶 液 を
用 い た 。 PCR条 件 は 下 記 の よ う に 設 定 し た 。 す な わ ち 、 94℃ で 30秒 1ラ ウ ン ド 変 性 用 、 1℃ /
秒 で 40℃ に 冷 却 、 40℃ で 4分 プ ラ イ マ ー の 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ア ニ ー リ ン グ 、 1℃ /秒 で 7
2℃ に 加 熱 、 72℃ で 1分 伸 長 。 こ の ラ ウ ン ド に 続 い て 39サ イ ク ル の 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ア
ニ ー リ ン グ を 行 っ た 。 す な わ ち 、 94℃ で 30秒 、 1℃ /秒 で 60℃ に 冷 却 、 60℃ で 2分 、 1℃ /秒
で 72℃ に 加 熱 、 72℃ で 1分 で あ る 。 72℃ で 5分 の 最 終 工 程 を 最 終 サ イ ク ル に 加 え た （ PCRサ
イ ク ラ ー 、 Multi Cycler PTC 200, MJ Research） 。 8 μ l DNA負 荷 用 バ ッ フ ァ ー を 、 こ の
20 μ l PCR産 物 標 本 に 加 え 、 5分 間 変 性 さ せ 、 ゲ ル に 負 荷 す る ま で 氷 上 に 維 持 し た 。 各 3.5
 μ lを 、 ス ラ ブ ゲ ル シ ス テ ム (Hitachi Genetic Systems)に お い て 2000 V, 60 W, 30 mAで
1時 間 40分 、 0.4 mm厚 の 、 6%ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド （ Long Ranger） /7 M尿 素 配 列 決 定 用 ゲ ル
上 で 分 離 し た 。 電 気 泳 動 の 完 了 後 、 ゲ ル を 、 FMBIO II蛍 光 ス キ ャ ナ ー （ Hitachi Genetic 
Systems） に て 、 適 当 な FMBIO II分 析 8.0ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て ス キ ャ ン し た 。 フ ル ス ケ ー
ル 画 像 を プ リ ン ト し 、 差 分 発 現 さ れ た バ ン ド を マ ー ク し 、 ゲ ル か ら 切 り 出 し 、 1.5 ml容 器
に 転 送 し 、 そ の 上 を 200 μ lの 無 菌 水 で 被 い 、 抽 出 ま で -20oCで 保 存 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
DD産 物 の 溶 出 と 再 増 幅
　 差 分 バ ン ド を 下 記 に よ っ て ゲ ル か ら 抽 出 し た 。 す な わ ち 、 200 μ lの H 2 O中 で 10分 煮 沸 し
、 氷 上 に て 冷 却 し 、 上 清 液 か ら エ タ ノ ー ル （ Merck） と グ リ コ ー ゲ ン ／ 酢 酸 ナ ト リ ウ ム （ M
erck） を 用 い て -20℃ で 一 晩 沈 殿 さ せ 、 そ の 後 、 13,000 rpmに て 25分 4℃ で 遠 心 し た 。 ペ レ
ッ ト を 、 氷 冷 エ タ ノ ー ル （ 80%） で 二 度 洗 浄 し 、 10 mMト リ ス pH 8.3（ Merck） に 再 懸 濁 し
、 10%グ リ セ ロ ー ル （ Merck） に 対 し て 室 温 で 1時 間 0.025 μ m VSWP膜 （ Millipore） に て 透
析 し た 。 得 ら れ た 標 本 を 鋳 型 と し て 再 増 幅 を 行 っ た 。 再 増 幅 は 、 DD PCRで 用 い た 対 応 プ ラ
イ マ ー ペ ア （ 上 記 参 照 ） を 含 む 25-μ l PCR混 合 液 に お い て 同 一 条 件 下 で 15サ イ ク ル の 高 ス
ト リ ン ジ ェ ン シ ー ア ニ ー リ ン グ と し て 行 っ た 。 た だ し 、 下 記 を 例 外 と す る 。 す な わ ち 、 初
回 ラ ウ ン ド は 94℃ 5分 、 そ の 後 、 94℃ 45秒 、 60℃ 45秒 、 勾 配 1℃ /秒 で 70℃ そ こ で 45秒 の 工
程 を 15サ イ ク ル 、 最 終 工 程 は 72℃ で 5分 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
DD産 物 の ク ロ ー ニ ン グ と 配 列 決 定
　 再 増 幅 cDNAを 、 DNA LabChipシ ス テ ム （ Agilent 2100 Bioanalyzer, Agilent Technolog
ies） で 分 析 し 、 pCR-Blunt II-TOPOベ ク タ ー に 連 結 し 、 メ ー カ ー の 指 示 の 通 り に 大 腸 菌 To
p10F'細 胞 を 形 質 変 換 さ せ た （ Zero Blunt TOPO PCRク ロ ー ニ ン グ キ ッ ト 、 Invitrogen） 。
ク ロ ー ン さ れ た cDNA断 片 は 、 市 販 の 配 列 決 定 装 置 に よ っ て 配 列 決 定 し た 。 foap-13遺 伝 子
に 関 す る こ の よ う な FDD実 験 の 結 果 を 図 2に 示 す 。
【 ０ ０ ６ １ 】
(iv)定 量 的 RT-PCRに よ る 差 分 発 現 の 確 認
　 foap-13遺 伝 子 の 差 分 発 現 が 陽 性 で あ る と い う 確 認 を 、 LightCycler技 術 （ Roche） を 用
い て 実 行 し た 。 こ の 技 術 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 の 迅 速 な 熱 交 代 サ イ ク ル と 同 時 に 、 増
幅 時 の 蛍 光 信 号 の リ ア ル タ イ ム 測 定 を 特 徴 と し 、 終 末 点 で は な く 、 変 動 点 を 用 い る こ と に
よ っ て RT-PCR産 物 の 確 度 の 高 い 定 量 を 可 能 と す る 。 側 頭 皮 質 と 、 前 頭 皮 質 の foap-13 cDNA
の 比 を 求 め た （ 相 対 的 定 量 化 ） 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 先 ず 、 foap-13遺 伝 子 に 対 す る 特 異 的 プ ラ イ マ ー ：
5'-TCAGGTGAAGAGTGAGGTTGTCA-3'お よ び
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5'-GGCTGCACTCTTGAGGGAGA-3'
に よ る PCRの 効 率 を 決 定 す る た め に 標 準 曲 線 を 作 成 し た 。 PCR増 幅 （ 95℃ で 1秒 、 56℃ で 5秒
、 お よ び 、 72℃ で 5秒 ） を 20 μ lの 溶 液 中 で 実 行 し た 。 こ の 溶 液 は 、 LightCycler-FastSta
rt DNA Master SYBR Green 1 mix（ FastStart Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 反 応 バ ッ フ ァ ー 、 d
TTPの 代 わ り に dUTPを 含 む dNTP混 合 液 、 SYBR Green I染 料 、 お よ び 、 1 mM MgCl 2 を 含 む 、 R
oche） 、 0.5 μ Mプ ラ イ マ ー 、 2 μ lの cDNAの 希 釈 シ リ ー ズ （ ヒ ト 全 脳 cDNA 40, 20, 10, 5
, 1お よ び 0.5 ngか ら 成 る 最 終 濃 度 、 Clontech） 、 お よ び 、 使 用 す る プ ラ イ マ ー に 応 じ て
、 さ ら に 3 mM MgCl 2 と し て い る 。 融 解 曲 線 分 析 か ら 、 約 83℃ に お い て 単 一 ピ ー ク が 明 ら か
に さ れ 、 プ ラ イ マ ー 二 量 体 は 見 ら れ な か っ た 。 PCR産 物 の 量 と サ イ ズ を 、 DNA LabChipシ ス
テ ム （ Agilent 2100 Bioanalyzer, Agilent Technologies） に よ っ て 求 め た 。 サ ン プ ル の
電 気 泳 動 記 録 に お い て 、 foap-13に つ い て 予 想 さ れ て い た 66 bpの と こ ろ に 単 一 ピ ー ク が 観
察 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 同 様 に し て 、 前 記 PCRプ ロ ト コ ー ル を 用 い て 、 定 量 化 の た め の 参 考 標 準 と し て 選 択 さ れ
た 、 一 組 の 参 照 遺 伝 子 の PCR効 率 を 定 量 し た 。 本 発 明 で は 、 5種 類 の 、 こ の よ う な 参 照 遺 伝
子 の 平 均 値 が 求 め ら れ た 。 す な わ ち 、 (1)シ ク ロ フ ィ リ ン B。 特 異 的 プ ラ イ マ ー 5'-ACTGAAG
CACTACGGGCCTG-3'お よ び 5'-AGCCGTTGGTGTCTTTGCC-3'を 用 い た 。 但 し 、 MgCl 2 （ 3 mMで は な
く 追 加 と し て 1mMを 加 え た ） を 例 外 と す る 。 融 解 曲 線 分 析 か ら 、 約 87℃ に お い て 単 一 ピ ー
ク が 明 ら か に さ れ 、 プ ラ イ マ ー 二 量 体 は 見 ら れ な か っ た 。 PCR産 物 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 分 析
を 行 っ た と こ ろ 、 予 想 さ れ た サ イ ズ （ 62 bp） の 単 一 バ ン ド が 示 さ れ た 。 (2) リ ボ ソ ー ム
タ ン パ ク S9(RPS9)。 特 異 的 プ ラ イ マ ー 5'-GGTCAAATTTACCCTGGCCA-3'お よ び 5'-TCTCATCAAGC
GTCAGCAGTTC-3'を 用 い た （ 例 外 ： 3 mMで な な く 追 加 と し て 1mM MgCl 2 を 加 え た ） 。 融 解 曲
線 分 析 か ら 、 約 85℃ に お い て 単 一 ピ ー ク が 明 ら か に さ れ 、 プ ラ イ マ ー 二 量 体 は 見 ら れ な か
っ た 。 PCR産 物 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 分 析 を 行 っ た と こ ろ 、 予 想 さ れ た サ イ ズ （ 62 bp） の 単 一
バ ン ド が 示 さ れ た 。 (3)ベ ー タ ア ク チ ン 。 特 異 的 プ ラ イ マ ー 5'-TGGAACGGTGAAGGTGACA-3'お
よ び 5'-GGCAAGGGACTTCCTGTAA-3'を 用 い た 。 融 解 曲 線 分 析 か ら 、 約 87℃ に お い て 単 一 ピ ー
ク が 明 ら か に さ れ 、 プ ラ イ マ ー 二 量 体 は 見 ら れ な か っ た 。 PCR産 物 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 分 析
を 行 っ た と こ ろ 、 予 想 さ れ た サ イ ズ （ 142 bp） の 単 一 バ ン ド が 示 さ れ た 。 (4) GAPDH。 特
異 的 プ ラ イ マ ー 5'-CGTCATGGGTGTGAACCATG-3'お よ び 5'-GCTAAGCAGTTGGTGGTGCAG-3'を 用 い
た 。 融 解 曲 線 分 析 か ら 、 約 83℃ に お い て 単 一 ピ ー ク が 明 ら か に さ れ 、 プ ラ イ マ ー 二 量 体 は
見 ら れ な か っ た 。 PCR産 物 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 分 析 を 行 っ た と こ ろ 、 予 想 さ れ た サ イ ズ （ 81 
bp） の 単 一 バ ン ド が 示 さ れ た 。 (5)ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 TRR。 特 異 的 プ ラ イ マ ー 5'-GTC
GCTGGTCAGTTCGTGATT-3'お よ び 5'-AGCAGTTGGCTGTTGTACCTCTC-3'を 用 い た 。 融 解 曲 線 分 析 か
ら 、 約 83℃ に お い て 単 一 ピ ー ク が 明 ら か に さ れ 、 プ ラ イ マ ー 二 量 体 は 見 ら れ な か っ た 。 PC
R産 物 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 分 析 を 行 っ た と こ ろ 、 予 想 さ れ た サ イ ズ （ 80 bp） の 単 一 バ ン ド が
示 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 数 値 計 算 の た め に 、 先 ず 、 ｃ DNA濃 度 の 対 数 を 、 foap-13と 5種 の 参 照 標 準 遺 伝 子 に お け
る 閾 値 サ イ ク ル 数 Ctに 対 し て プ ロ ッ ト し た 。 全 て の 遺 伝 子 に つ い て 標 準 曲 線 （ す な わ ち 、
回 帰 直 線 ） の 勾 配 と 切 断 点 を 求 め た 。 第 2ス テ ッ プ で は 、 前 頭 皮 質 と 側 頭 皮 質 の cDNAを 平
行 に 分 析 し 、 シ ク ロ フ ィ リ ン Bに 対 し て 正 規 化 し た 。 Ct値 を 測 定 し 、 対 応 す る 標 準 曲 線 ：
【 数 １ 】
　
　
を 用 い て ng全 脳 cDNAに 対 し て 変 換 し た 。
　 側 頭 皮 質 お よ び 前 頭 皮 質 の foap-13cDNAの 値 を 、 シ ク ロ フ ィ リ ン Bに 対 し て 正 規 化 し 、 そ
の 比 を 下 式 を 用 い て 計 算 し た ：
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【 数 ２ 】
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 第 3ス テ ッ プ で は 、 前 記 1組 の 参 照 標 準 遺 伝 子 を 平 行 し て 分 析 し 、 各 個 別 の 脳 サ ン プ ル に
つ い て 、 参 照 標 準 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル の 前 頭 葉 に 対 す る 側 頭 葉 の 比 の 平 均 値 を 求 め た 。 シ ク
ロ フ ィ リ ン Bは ス テ ッ プ 2お よ び 3で 分 析 さ れ て お り 、 甲 遺 伝 子 の 、 乙 遺 伝 子 に 対 す る 比 は
異 な る 試 行 に お い て 一 定 で あ る か ら 、 foap-13の 値 を 、 単 一 遺 伝 子 に 対 し て の み 正 規 化 す
る の で は な く 、 前 記 1組 の 参 照 基 準 遺 伝 子 の 平 均 値 に 対 し て 正 規 化 す る こ と が 可 能 で あ っ
た 。 計 算 は 、 上 に 示 し た 比 を 、 全 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 か ら の シ ク ロ フ ィ リ ン Bの 偏 差
で 割 る こ と に よ っ て 実 行 し た 。 foap-13遺 伝 子 に 対 す る こ の よ う な RT-PCR定 量 分 析 の 結 果
を 図 3に 示 す 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
(v)免 疫 組 織 化 学
　 ヒ ト 脳 に お い て foap-13を 免 疫 組 織 化 学 的 に 染 色 す る た め に 、 凍 結 切 片 を 、 ヒ ト ド ナ ー
の 死 後 脳 の 中 心 前 回 か ら ク リ オ ス タ ッ ト （ Leica CM3050S） に て 調 製 し 、 4%PFAに て 20分 固
定 し た 。 PBSに て 洗 浄 後 、 切 片 を 、 ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー （ 10%正 常 ヤ ギ 血 清 、 0.2%ト リ
ト ン X-100を PBSに 溶 解 し た も の ） に て 30分 予 備 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 に 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー
精 製 ウ サ ギ 抗 foap-13抗 血 清 （ ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー に て 1:30-40に 希 釈 、 特 注 品 、 Biog
enes、 ベ ル リ ン 、 ド イ ツ ） で 一 晩 4℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 0.1%ト リ ト ン X-100/PBSで 3
回 濯 い だ 後 、 切 片 を 、 FITC-抱 合 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgG（ 1%BSA/PBSに て 1:150に 希 釈 ） で 室 温 で
2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 に 再 び PBSで 洗 浄 し た 。 核 染 色 は 、 切 片 を 、 PBSに 溶 解 し た 5 
μ Mの DAPIと 3分 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 実 行 し た （ 青 色 信 号 ） 。 ヒ ト 脳 の リ ポ フ ク シ ン の 自 動
蛍 光 を 阻 止 す る た め に 、 切 片 を 、 70%エ タ ノ ー ル に 溶 解 さ せ た 1%Sudan Black Bに て 室 温 で
2-10分 処 理 し 、 次 に 、 70%エ タ ノ ー ル 、 蒸 留 水 お よ び PBSに 順 次 浸 し た 。 切 片 を 、 "Vectras
hield"マ ウ ン ト 溶 媒 （ Vector Laboratories, Burlingame, CA） と 共 に カ バ ー グ ラ ス で 被
い 、 倒 立 顕 微 鏡 （ 1x81、 Olympus Optical） に て 観 察 し た 。 適 当 な ソ フ ト ウ ェ ア （ AnalySi
S, Olympus Optical） に よ っ て デ ィ ジ タ ル 画 像 を 捕 捉 し た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ ７ 】
【 図 １ 】 図 1は 、 ADに お け る 神 経 細 胞 消 失 お よ び 変 性 に 対 し て 選 択 的 感 受 性 を 持 つ 脳 領 域
を 示 す 。 主 に 、 側 頭 葉 下 部 、 内 嗅 皮 質 、 海 馬 、 扁 桃 核 内 部 の 神 経 細 胞 が 、 ADの 変 性 過 程 の
影 響 を 受 け る （ Terry et al., Annals of Neurology 1981, 10:184-192） 。 こ れ ら の 脳 領
域 は 、 多 く は 、 学 習 お よ び 記 憶 機 能 の 過 程 に 与 る 。 逆 に 、 前 頭 皮 質 、 後 頭 皮 質 お よ び 小 脳
内 の 神 経 細 胞 は 、 ADに お け る 神 経 変 性 過 程 に 対 し て ほ と ん ど 影 響 さ れ ず 保 存 さ れ る 。 AD患
者 、 お よ び 健 康 で 年 齢 を 合 わ せ た 対 照 個 体 の 前 頭 皮 質 （ F） お よ び 側 頭 皮 質 （ T） か ら 得 ら
れ た 脳 組 織 を 、 本 明 細 書 で 開 示 さ れ る 実 施 例 に 用 い た 。 例 示 の 目 的 で 、 正 常 な 健 康 脳 の 画
像 を 、 Strangeの 刊 行 物 か ら 引 用 し た （ 「 脳 の 生 化 学 と 脳 障 害 」 Brain Biochemistry and 
Brain Disorders, Oxford University Press, Oxford, 1992, p.4） 。
【 図 ２ 】 図 2は 、 蛍 光 差 分 表 示 画 面 に お け る foap-13遺 伝 子 の 差 分 発 現 の 初 期 の 特 定 状 態 を
示 す 。 図 は 、 大 き な 蛍 光 差 分 表 示 ゲ ル 標 本 か ら 切 り 出 し た も の を 示 す 。 2名 の 健 康 な 対 照
被 験 者 お よ び 6名 の AD患 者 の 前 頭 皮 質 （ F） と 側 頭 皮 質 (T)由 来 の PCR産 物 を 二 重 に 変 性 ポ リ
ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル に 負 荷 し た （ 左 か ら 右 へ ） 。 PCR産 物 は 、 個 別 の cDNAを 、 対 応 す る 1塩
基 ア ン カ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 特 異 的 な Cy3標 識 ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー に よ っ て 増 幅 し て
得 た も の で あ る 。 矢 印 は 、 AD患 者 に お い て 、 前 頭 皮 質 由 来 の foap-13転 写 物 の 信 号 が 、 側
頭 皮 質 由 来 の 信 号 と 比 べ て 、 そ の 強 度 に 有 意 な 差 が 存 在 す る 移 動 位 置 を 示 す 。 こ の 差 分 発
現 は 、 AD患 者 に お い て は 、 前 頭 皮 質 に 比 べ て 側 頭 皮 質 に foap-13遺 伝 子 の 転 写 が 過 剰 調 節
さ れ て い る こ と を 反 映 す る 。 健 康 な 、 非 AD対 照 被 験 者 の 側 頭 皮 質 お よ び 前 頭 皮 質 か ら 得 ら

10

20

30

40

50

(21) JP 2005-536224 A 2005.12.2



れ た 信 号 を 互 い に 比 較 し て み る と 、 信 号 強 度 に そ の よ う な 差 は 検 出 さ れ な い 、 す な わ ち 、
発 現 レ ベ ル に 変 化 は な い 。
【 図 ３ 】 図 3は 、 定 量 的 RT-PCR分 析 に よ る 、 foap-13遺 伝 子 の 差 分 発 現 の 確 認 を 示 す 。 AD患
者 （ 図 3a） 、 お よ び 、 健 康 で 年 齢 を 合 わ せ た 対 照 個 体 （ 図 3b） の 前 頭 皮 質 (F)お よ び 側 頭
皮 質 (T)か ら 得 ら れ た RNAサ ン プ ル の RT-PCR産 物 の 定 量 化 を 、 LightCycler迅 速 熱 サ イ ク ル
技 術 を 用 い て 実 行 し た 。 デ ー タ は 、 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル に 有 意 差 を 示 さ な い 一 組 の 標 準 的 遺
伝 子 の 結 合 平 均 値 に 対 し て 正 規 化 し た 。 前 記 一 組 の 標 準 的 遺 伝 子 と は 、 リ ボ ソ ー ム タ ン パ
ク S9、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 、 GAPDHお よ び ベ ー タ ア ク チ ン の 遺 伝 子 で あ る 。 図 は 、 サ
イ ク ル 数 を 、 蛍 光 で 測 定 し た 増 幅 物 質 の 量 に 対 し て プ ロ ッ ト す る こ と に よ っ て 増 幅 速 度 を
示 し て い る 。 正 常 な 対 照 個 体 の 前 頭 お よ び 側 頭 皮 質 由 来 の foap-13 cDNAの 増 幅 速 度 は 、 反
応 の 指 数 関 数 期 に お い て 重 複 し て い る の に （ 図 3b、 矢 印 ） 、 一 方 、 ADで は （ 図 3a、 矢 印 ）
、 前 頭 お よ び 側 頭 皮 質 か ら 得 ら れ た サ ン プ ル の 曲 線 は 有 意 に 離 れ て お り 、 前 頭 皮 質 に 対 し
て 、 側 頭 皮 質 に お い て foap-13遺 伝 子 発 現 が 過 剰 調 節 さ れ て い る こ と を 示 し て い る こ と に
注 意 さ れ た い 。
【 図 ４ 】 図 4は 配 列 番 号 1、 す な わ ち 、 390 bpの foap-13 cDNA断 片 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示
す 。 こ れ は 、 蛍 光 差 分 表 示 と 、 そ れ に 続 く ク ロ ー ニ ン グ で 特 定 さ れ 、 単 離 さ れ た も の で あ
る 。
【 図 ５ 】 図 5は 、 foap-13 cDNA（ GenBankア ク セ ス 番 号 AB028927） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対
す る 配 列 番 号 1の 配 置 を 模 式 図 に て 示 す 。 白 抜 き 四 角 は foap-13の 読 み 枠 を 示 し 、 細 横 線 は
5'と 3'の 未 翻 訳 領 域 を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 6は 、 foap-13 cDNA（ GenBankア ク セ ス 番 号 AB028927） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対
す る 配 列 番 号 1の 配 置 を 模 式 図 に て 示 す 。
【 図 ７ 】 図 7は 、 配 列 番 号 2の 、 ヒ ト foap-13タ ン パ ク （ NCBI GenBankア ク セ ス 番 号 Q9NSS4
、 タ ン パ ク ID BAB82466.1） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 開 示 す る 。 ヒ ト foap-13タ ン パ ク の 全 長 は 、
491個 の ア ミ ノ 酸 を 含 む 。
【 図 ８ 】 図 8は 、 配 列 番 号 3の 、 ヒ ト foap-13 cDNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す 。 NCBI GenBa
nkの 入 力 番 号 AB028927に よ る foap-13 cDNAの 長 さ は 2630塩 基 対 で あ る 。
【 図 ９ 】 図 9は 、 foap-13の ア ミ ノ 酸 249か ら 262に 対 応 す る ペ プ チ ド に 対 し て 惹 起 し た ア フ
ィ ニ テ ィ ー 精 製 ウ サ ギ 抗 foap-13抗 血 清 （ 緑 色 信 号 ） に よ っ て 標 識 し た 、 ヒ ト 大 脳 皮 質 切
片 を 示 す 。 foap-13免 疫 反 応 性 は 、 皮 質 の 中 心 前 回 （ CT） と 白 質 （ WM） に 観 察 さ れ た （ 図 9
a、 低 倍 率 ） 。 細 胞 原 形 質 の 高 い 染 色 強 度 が 、 皮 質 （ CT） の 錐 体 細 胞 お よ び 、 い く つ か の
グ リ ア 細 胞 に 出 現 し て い る 。 ニ ュ ー ロ パ イ ル も 免 疫 陽 性 で あ っ た （ 図 9b、 高 倍 率 ） 。 foap
-13の ア ミ ノ 酸 41か ら 55に マ ッ ピ ン グ さ れ る ペ プ チ ド に 対 し て 惹 起 さ れ た 抗 血 清 を 用 い た
場 合 に も 、 同 じ 免 疫 染 色 パ タ ー ン が 得 ら れ た 。 青 色 信 号 は 、 DAPIに よ っ て 染 め ら れ た 核 を
示 す 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ の 散 布 図 は 、 そ れ ぞ れ 対 照 試 料 （ 点 ） お よ び Ａ Ｄ 患 者 試 料 （ 三 角 ） に お
け る 、 前 頭 皮 質 に 対 す る 側 頭 皮 質 の 調 節 比 を 視 覚 化 す る 。
【 配 列 表 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 １ ０ 】
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【 図 １ 】
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【 図 ２ 】
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【 図 ９ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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