
(57)【要約】　　　（修正有）

【課題】神経細胞死促進因子或いはその誘導体、その測

定法並びにその使用などの神経細胞死促進因子に関連す

る技術を提供する。

【解決手段】以下の(a)又は(b)の非切断性ｐｒｏＢＤＮ

Ｆ誘導体：(a)特定のアミノ酸配列からなるタンパク質(

b)特定のアミノ酸配列において、１または複数のアミノ

酸が置換、付加、欠失又は挿入され、かつ、神経細胞死

および／またはコリン作動性ニューロンのファイバー脱

落の促進活性を有するタンパク質。

【選択図】図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
以 下 の (a)又 は (b)の 非 切 断 性 proBDNF誘 導 体 ：
(a)配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質
(b)配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 付 加
、 欠 失 又 は 挿 入 さ れ 、 か つ 、 神 経 細 胞 死 お よ び ／ ま た は コ リ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の フ ァ イ
バ ー 脱 落 の 促 進 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ 】
請 求 項 ３ に 記 載 の 非 切 断 性 proBDNF誘 導 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 。
【 請 求 項 ３ 】
proBDNF又 は そ の 誘 導 体 の 神 経 変 性 疾 患 モ デ ル の 作 成 の た め の 使 用 。
【 請 求 項 ４ 】
神 経 変 性 疾 患 が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 で あ る 請 求 項 ３ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ 】
成 熟 BDNFの 存 在 下 で proBDNFを 選 択 的 に 測 定 可 能 な 抗 proBDNF抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
請 求 項 ５ の 抗 体 を 使 用 す る proBDNFの 免 疫 学 的 測 定 法 。
【 請 求 項 ７ 】
免 疫 学 的 測 定 法 が ELISA法 で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 免 疫 学 的 測 定 法 。
【 請 求 項 ８ 】
生 体 サ ン プ ル 中 の proBDNF量 を 必 要 に 応 じ て BDNF量 と 組 み 合 わ せ て 測 定 す る こ と を 特 徴 と
す る 神 経 変 性 疾 患 の 診 断 法 。
【 請 求 項 ９ 】
in vivoま た は in vitroで 神 経 細 胞 に 切 断 性 又 は 非 切 断 性 proBDNF誘 導 体 を 作 用 さ せ て 神 経
変 性 疾 患 モ デ ル を 作 製 し 、 次 い で 該 モ デ ル に 候 補 化 合 物 を 与 え る こ と を 特 徴 と す る 神 経 変
性 疾 患 に 対 す る 薬 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
in vivoま た は in vitroで 神 経 細 胞 に 切 断 性 又 は 非 切 断 性 proBDNF誘 導 体 と 薬 物 候 補 化 合 物
を 組 み 合 わ せ て 作 用 さ せ て 神 経 変 性 の 程 度 を 評 価 な い し 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 神 経 変
性 疾 患 に 対 す る 薬 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 proBDNF類 及 び そ の 測 定 法 並 び に そ の 使 用 に 関 し 、 詳 し く は 、 proBDNF又 は そ
の 誘 導 体 、 特 に 非 切 断 性 proBDNF誘 導 体 、 こ れ ら の 神 経 細 胞 な い し 神 経 変 性 疾 患 モ デ ル 作
成 の た め の 使 用 、 proBDNF又 は そ の 誘 導 体 に 対 す る 抗 体 及 び 免 疫 学 的 測 定 法 、 ア ル ツ ハ イ
マ ー 病 、 パ ー キ ン ゾ ン 病 な ど の 神 経 変 性 疾 患 の 診 断 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 神 経 系 に は 神 経 細 胞 の 生 存 を 促 進 す る 蛋 白 質 「 神 経 栄 養 因 子 」 と 神 経 細 胞 の 死 を 促 進 す
る 「 神 経 細 胞 死 促 進 因 子 」 が 存 在 し て い る 。 前 者 の 代 表 は 神 経 栄 養 因 子 BDNF（ Brain-deri
ved neurotrophic factor） で あ り 、 １ ９ ９ ０ 年 代 か ら 研 究 が 進 ん で い る （ 例 え ば 、 特 許
文 献 １ 参 照 ） 。 し か し な が ら 、 後 者 に つ い て の 研 究 は 進 ん で い な い 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 平 05-328974号 公 報
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 本 発 明 は 、 神 経 細 胞 死 促 進 因 子 或 い は そ の 誘 導 体 、 そ の 測 定 法 並 び に そ の 使 用 な ど の 神
経 細 胞 死 促 進 因 子 に 関 連 す る 技 術 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
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【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 者 は 神 経 栄 養 因 子 BDNFの 一 塩 基 多 型 SNPの 配 列 に 基 づ い た 研 究 を 通 し て 、 安 定 的
に 「 神 経 細 胞 死 促 進 因 子 」 活 性 を 発 揮 す る 蛋 白 質 を 調 整 す る こ と に 成 功 し 、 さ ら に 研 究 を
重 ね て 本 発 明 に 到 達 し た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 は 、 以 下 の 発 明 に 関 す る 。
１ ． 　 以 下 の (a)又 は (b)の 非 切 断 性 proBDNF誘 導 体 ：
(a)配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質
(b)配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 付 加
、 欠 失 又 は 挿 入 さ れ 、 か つ 、 神 経 細 胞 死 お よ び ／ ま た は コ リ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の フ ァ イ
バ ー 脱 落 の 促 進 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 。
２ ． 　 項 １ に 記 載 の 非 切 断 性 proBDNF誘 導 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 。
３ ． 　 proBDNF又 は そ の 誘 導 体 の 神 経 変 性 疾 患 モ デ ル の 作 成 の た め の 使 用 。
４ ． 　 神 経 変 性 疾 患 が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 で あ る 項 ３ に 記 載 の 使 用 。
５ ． 　 成 熟 BDNFの 存 在 下 で proBDNFを 選 択 的 に 測 定 可 能 な 抗 proBDNF抗 体 。
６ ． 　 項 ５ の 抗 体 を 使 用 す る proBDNFの 免 疫 学 的 測 定 法 。
７ ． 　 免 疫 学 的 測 定 法 が ELISA法 で あ る 、 項 ６ に 記 載 の 免 疫 学 的 測 定 法 。
８ ． 　 生 体 サ ン プ ル 中 の proBDNF量 を 必 要 に 応 じ て BDNF量 と 組 み 合 わ せ て 測 定 す る こ と を
特 徴 と す る 神 経 変 性 疾 患 の 診 断 法 。
９ ． 　 in vivoま た は in vitroで 神 経 細 胞 に 切 断 性 又 は 非 切 断 性 proBDNF誘 導 体 を 作 用 さ せ
て 神 経 変 性 疾 患 モ デ ル を 作 製 し 、 次 い で 該 モ デ ル に 候 補 化 合 物 を 与 え る こ と を 特 徴 と す る
神 経 変 性 疾 患 に 対 す る 薬 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
１ ０ ． 　 in vivoま た は in vitroで 神 経 細 胞 に 切 断 性 又 は 非 切 断 性 proBDNF誘 導 体 と 薬 物 候
補 化 合 物 を 組 み 合 わ せ て 作 用 さ せ て 神 経 変 性 の 程 度 を 評 価 な い し 検 出 す る こ と を 特 徴 と す
る 神 経 変 性 疾 患 に 対 す る 薬 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 プ ロ セ ッ シ ン グ に よ る 活 性 化 を 受 け な い 非 切 断 性 proBDNF誘 導 体 が ア ル ツ ハ イ マ ー 時 に
脱 落 す る こ と が 知 ら れ る 前 頭 前 野 中 核 野 の コ リ ン 作 動 性 神 経 細 胞 の フ ァ イ バ ー の 脱 落 を 促
進 す る こ と （ 図 ８ ） 、 ま た 、 低 カ リ ウ ム 培 地 に よ る 小 脳 顆 粒 神 経 細 胞 の 細 胞 死 を 非 切 断 性
proBDNFが 促 進 す る こ と （ 図 ７ ） が 明 ら か に な っ た 。 こ れ ら の 実 施 例 か ら proBDNFに よ る 神
経 疾 患 の 原 因 と な る 神 経 細 胞 の ダ メ ー ジ を 回 避 す る た め の 創 薬 研 究 の ス ク リ ー ニ ン グ が 可
能 に な る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 抗 体 を 使 用 し た 免 疫 学 的 測 定 法 に よ れ ば 、 proBDNFを 選 択 的 に 測 定 す る こ と が
で き る 。 proBDNFは 神 経 細 胞 死 な い し 神 経 変 性 疾 患 と 密 接 に 関 係 し て い る の で 、 そ の 血 中
濃 度 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 神 経 系 の ダ メ ー ジ の 度 合 い 、 例 え ば 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 な
ど の 神 経 変 性 疾 患 の 兆 し 、 症 状 の 進 行 度 を 判 定 、 評 価 な い し 診 断 す る こ と が 可 能 に な る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 、 天 然 型 の ヒ ト proBDNFは 配 列 番 号 １ に 示 さ れ 、 １ ２ ５ 位 の Argを Metに
置 換 し 、 か つ 、 １ ２ ７ 位 の Argを Leuで 置 換 し た 非 切 断 性 proBDNF誘 導 体 (以 下 、 「 BDNF-ML
」 と 略 す こ と が あ る )を 配 列 番 号 ２ に 示 す 。 な お 、 天 然 型 の ヒ ト 成 熟 BDNFは 、 図 ６ の 下 線
を 引 い た 部 分 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る 非 切 断 性 proBDNF誘 導 体 (BDNF-ML)は 、 コ リ ン 作 動 性 神 経 細 胞 の フ
ァ イ バ ー の 脱 落 の 促 進 、 低 カ リ ウ ム 培 地 に よ る 小 脳 顆 粒 神 経 細 胞 の 細 胞 死 の 促 進 な ど の 神
経 細 胞 に 対 す る 有 害 作 用 を 有 す る こ と が 本 発 明 者 に よ り 明 ら か に さ れ た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 非 切 断 性 proBDNF誘 導 体 は 、
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(a)配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 の 他 に 、
(b)配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 付 加
、 欠 失 又 は 挿 入 さ れ 、 か つ 、 神 経 細 胞 死 お よ び ／ ま た は コ リ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の フ ァ イ
バ ー 脱 落 の 促 進 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 上 記 ア ミ ノ 酸 配 列 の 置 換 、 付 加 、 欠 失 又 は 挿 入 は 、 例 え ば サ イ ト ス ペ シ フ ィ ッ ク ・ ミ ュ
ー タ ゲ ネ シ ス 〔 Methods in Enzymology, 154, 350, 367-382 (1987)； 同  100, 468 (1983
)； Nucleic Acids Res., 12, 9441 (1984)； 続 生 化 学 実 験 講 座 １ 「 遺 伝 子 研 究 法 II」 、 日
本 生 化 学 会 編 , p105 (1986)〕 な ど の 遺 伝 子 工 学 的 手 法 、 リ ン 酸 ト リ エ ス テ ル 法 や リ ン 酸
ア ミ ダ イ ト 法 な ど の 化 学 合 成 手 段 〔 J. Am. Chem. Soc., 89, 4801(1967)； 同  91, 3350 (
1969)； Science, 150, 178 (1968)； Tetrahedron Lett.,22, 1859 (1981)； 同  24, 245 (
1983)〕 お よ び そ れ ら の 組 合 せ な ど に よ り 行 う こ と が で き る 。 置 換 、 付 加 、 欠 失 又 は 挿 入
さ れ る ア ミ ノ 酸 の 個 数 と し て は 、 １ 又 は 複 数 個 、 好 ま し く は １ か ら 十 数 個 、 更 に 好 ま し く
は １ か ら 数 個 程 度 が 、 神 経 細 胞 死 お よ び ／ ま た は 神 経 細 胞 の フ ァ イ バ ー 脱 落 の 促 進 活 性 を
保 持 す る 上 で 、 好 ま し く 例 示 さ れ る 。 ま た 、 配 列 番 号 ２ の タ ン パ ク 質 は 、 シ グ ナ ル ペ プ チ
ド を 含 ん で お り 、 該 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を さ ら に 欠 失 さ せ る こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は 、 さ ら に 非 切 断 性 proBDNF誘 導 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 に も 関 す る 。 該 遺 伝 子 は
、 上 記 非 切 断 性 proBDNF誘 導 体 タ ン パ ク 質 ((a)お よ び (b))を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 及 び 該 Ｄ
Ｎ Ａ と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ 、 神 経 細 胞 死 お よ び ／ ま た は
コ リ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の フ ァ イ バ ー 脱 落 の 促 進 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ
Ｎ Ａ が 挙 げ ら れ る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 と し て は 、 プ ラ イ マ ー ま た は プ ロ ー ブ と し て
用 い ら れ る 通 常 の 条 件 を 挙 げ る こ と が で き 、 特 に 制 限 は さ れ な い が 、 例 え ば 、 ０ ． １ ％ Ｓ
Ｄ Ｓ を 含 む ０ ． ２ × Ｓ Ｓ Ｃ 中 ５ ０ ℃ の 条 件 ま た は ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ を 含 む １ × Ｓ Ｓ Ｃ 中 ６ ０
℃ の 条 件 を 例 示 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 天 然 型 proBDNFの 起 源 は 特 に 限 定 さ れ ず 、 ヒ ト 、 ウ シ 、 ブ タ 、 サ ル 、 イ ヌ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ
ギ 、 ウ サ ギ 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト な ど の 哺 乳 動 物 、 ニ ワ ト リ 、 ア ヒ ル な ど の 鳥 類 、 カ エ ル な ど
の 両 生 類 等 の 動 物 が 広 く 例 示 で き る 。 天 然 型 proBDNFは 、 非 切 断 性 proBDNF誘 導 体 の 製 造 原
料 と し て 使 用 で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 者 は 、 非 切 断 性 proBDNF誘 導 体 の 組 換 え 蛋 白 質 を 大 腸 菌 の 発 現 系 を 用 い て 作 製 し
た 。 組 換 え 蛋 白 質 を 発 現 す る 宿 主 と し て は 大 腸 菌 に 限 ら れ ず 、 他 の 微 生 物 、 植 物 細 胞 、 動
物 細 胞 な ど が 広 く 使 用 で き る 。 非 切 断 性 proBDNF誘 導 体 は 、 proBDNFに お い て 切 断 に 関 与 す
る 部 分 或 い は そ の 周 辺 （ 図 ６ に お い て ↓ の 周 辺 部 分 、 例 え ば １ ２ ５ 位 、 １ ２ ７ 位 は こ れ に
含 ま れ る ） に 変 異 を 導 入 す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 こ の 組 換 え 蛋 白 質 の 生 物 活 性 を 脳 の 神 経 細 胞 の 培 養 系 を 用 い て 測 定 し た 結 果 、 非 切 断 性
proBDNF誘 導 体 は 運 動 機 能 の 調 節 を 行 う 小 脳 顆 粒 神 経 細 胞 に 対 し て 、 神 経 細 胞 死 を 誘 導 す
る こ と 、 神 経 細 胞 の 生 存 を 促 進 す る BDNFと は 反 対 の 機 能 を 行 う こ と 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 脳
に お い て 脱 落 す る こ と が 知 ら れ る 前 脳 基 底 野 コ リ ン 作 動 性 神 経 細 胞 の 脱 落 を 加 速 さ せ る 活
性 が あ る こ と が 見 出 さ れ た 。 こ の 作 用 は 、 proBDNFに 本 来 備 わ っ て い る 機 能 で あ り 、 天 然
の proBDNF及 び 非 切 断 性 proBDNF誘 導 体 の い ず れ も 該 作 用 を 有 す る 。 天 然 の proBDNFは プ ロ
ド メ イ ン を 切 断 し て 成 熟 BDNFに な る と proBDNFと 反 対 の 神 経 保 護 作 用 を 有 す る が 、 非 切 断
性 proBDNF誘 導 体 は 成 熟 BDNFに は ほ と ん ど 或 い は 全 く 変 換 さ れ な い た め 、 取 り 扱 い が 容 易
で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 非 切 断 性 proBDNF誘 導 体 あ る い は 天 然 proBDNFは 、 神 経 細 胞 死 或 い は 神 経 変 性 な い し 神 経
細 胞 の 機 能 低 下 を 引 き 起 こ す た め 、 神 経 変 性 疾 患 （ 例 え ば ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ
ン 病 、 ハ ン チ ン ト ン 病 な ど ） の 病 態 モ デ ル の 作 成 に 有 効 で あ る 。 例 え ば 、 培 養 神 経 細 胞 或
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い は ヒ ト を 除 く モ デ ル 動 物 （ マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 ウ サ ギ 、 イ ヌ 、 サ ル な ど ） に
非 切 断 性 proBDNF誘 導 体 、 或 い は 天 然 proBDNFを 非 切 断 ／ 非 成 熟 条 件 下 （ 例 え ば 酵 素 阻 害 剤
を 併 用 す る 等 ） で 与 え る こ と に よ り 、 神 経 変 性 疾 患 の モ デ ル 系 を 作 製 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 例 え ば 、 非 切 断 性 proBDNF誘 導 体 を ア ル ツ ハ イ マ ー 時 に 脱 落 す る こ と が 知 ら れ る 前 頭 前
野 中 核 野 の コ リ ン 作 動 性 神 経 細 胞 に 作 用 さ せ て 、 そ の フ ァ イ バ ー の 脱 落 を 促 進 す る こ と に
よ り 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 疾 患 モ デ ル を 作 製 で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 こ れ ら の 神 経 変 性 疾 患 の 疾 患 モ デ ル に 候 補 化 合 物 を 作 用 さ せ る か 、 或 い は proBDNF又 は
そ の 非 切 断 性 誘 導 体 と 候 補 化 合 物 を 組 み 合 わ せ て 作 用 さ せ て そ の 効 果 を 検 証 す る こ と に よ
り 、 神 経 変 性 疾 患 に 対 す る 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 上 記 の よ う に 、 成 熟 BDNFと proBDNFは 、 神 経 細 胞 に 対 し て 正 反 対 の 作 用 を 有 す る た め 、
こ れ ら の 存 在 比 率 は 重 要 で あ る 。 神 経 栄 養 因 子 BDNFの 減 少 あ る い は 神 経 栄 養 因 子 BDNFの 前
駆 体 蛋 白 質 proBDNFの 増 加 は 、 痴 呆 や 脳 疾 患 の 原 因 に な り う る か ら で あ る 。 し た が っ て 、
脳 疾 患 診 断 法 の 一 つ と し て 、 神 経 栄 養 因 子 BDNFと 神 経 栄 養 因 子 BDNFの 前 駆 体 蛋 白 質 proBDN
Fの 量 比 を 正 確 に 測 定 す る 技 術 は 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 神 経 栄 養 因 子 BDNFの 高 感 度 な 測 定 技 術 は す で に １ ９ ９ ０ 年 代 か ら 確 立 さ れ て 製 品 化 さ れ
て お り （ 例 ： プ ロ メ ガ 社 ） 、 そ れ が 神 経 栄 養 因 子 BDNFの 酵 素 免 疫 測 定 法 （ ELISA） で あ る
。 図 ２ は そ の 原 理 で あ り 直 接 競 合 ELISAの 例 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 し か し 、 神 経 細 胞 死 促 進 因 子 proBDNFを 高 感 度 か つ 特 異 的 に 検 出 す る 酵 素 免 疫 測 定 法 （ E
LISA） は 開 発 さ れ て い な か っ た た め に 、 神 経 栄 養 因 子 BDNFと 神 経 栄 養 因 子 BDNFの 前 駆 体 蛋
白 質 proBDNFの 量 比 を 知 る こ と は で き な か っ た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 神 経 栄 養 因 子 BDNFの 前 駆 体 蛋 白 質 proBDNFを 高 感 度 に か つ 特 異 的 に 測 定
す る 酵 素 免 疫 測 定 法 （ ELISAを 含 む ） を 開 発 し た 。 ELISAの 原 理 は 図 ２ の 直 接 競 合 ELISAで
あ り 、 ELISAに 使 用 す る 抗 体 と し て 、 proBDNFの pro-domain（ 図 １ ） の 領 域 を 特 異 的 に 認 識
す る 抗 体 ２ 種 類 を 作 製 し た （ 図 ５ ， Rabbitと Chicken） 。 こ れ ら の 抗 体 を 用 い て 測 定 し た
結 果 、 前 駆 体 蛋 白 質 proBDNFを pg/mlの 濃 度 ま で 高 感 度 に 測 定 で き 、 か つ 、 神 経 栄 養 因 子 BD
NFは こ こ で 開 発 さ れ た ELISAで は 検 出 さ れ な い こ と が 明 ら か に な っ た （ 図 ３ ） 。 こ の ELISA
法 を 実 際 に 用 い て ラ ッ ト 脳 ス ラ イ ス 標 本 か ら 放 出 さ れ た 前 駆 体 蛋 白 質 proBDNFと 神 経 栄 養
因 子 BDNFの 量 比 を 決 定 し た （ 図 ４ ） 。 脳 ス ラ イ ス 標 本 か ら 前 駆 体 蛋 白 質 proBDNFが 約 30 pg
/mlの 濃 度 で 放 出 さ れ て い る こ と が わ か る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 神 経 栄 養 因 子 BDNF及 び そ の 前 駆 体 蛋 白 質 proBDNFは 、 リ ン パ 液 、 血 液 な い し 脳 脊 髄 液 な
ど の 生 体 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 上 記 の よ う に proBDNFは 神 経 細 胞 死
も し く は 機 能 低 下 （ 神 経 細 胞 変 性 な い し 神 経 突 起 の 伸 長 抑 制 ・ 脱 落 を 含 む ） に 関 与 し て お
り 、 血 液 （ 血 清 、 血 漿 、 血 球 （ 赤 血 球 、 白 血 球 ） や 脳 脊 髄 液 な ど の 中 の proBDNF或 い は BDN
Fと proBDNFの 比 （ BDNF／ proBDNF） を 必 要 に 応 じ て 繰 り 返 し 測 定 す る こ と で 、 ア ル ツ ハ イ
マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 な ど の 神 経 変 性 疾 患 の 罹 患 の 可 能 性 或 い は 進 行 の 程 度 を 予 測 、 判
定 な い し 診 断 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 を 用 い て よ り 詳 細 に 説 明 す る 。
実 施 例 １ ： 非 切 断 性 proBDNF
　 NCBIの SNPデ ー タ ベ ー ス に 基 づ い て 、 proBDNFの プ ロ ド メ イ ン の 切 断 部 分 （ 矢 印 ↓ ） の 近
傍 に 存 在 す る 2個 の R（ Lys、 太 文 字 、 125位 と 127位 ） を M(Met,125位 )と L(Leu 127位 )に 変
異 を 導 入 す る た め の 遺 伝 子 組 換 え 実 験 を 行 っ た 。
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【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ヒ ト の 血 液 か ら 調 整 し た DNAを 用 い て 図 ６ の ア ミ ノ 酸 配 列 部 分 （ 配 列 番 号 １ ） に 相 当 す
る DNA断 片 を PCR反 応 で 増 幅 し TAベ ク タ ー （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン ） に ク ロ ー ニ ン グ し た 。  2個
の R（ Lys、 太 文 字 、 125位 と 127位 ） を Mと Lに 変 異 さ せ た 遺 伝 子 を 得 る た め に 、 GCAAACATGT
CCATGATGGTCCTGCGCCACTCTGACCC（ プ ラ イ マ ー １ ， 配 列 番 号 ３ ） と GGGTCAGAGTGGCGCAGGACCA
TCATGGACATGTTTGC（ プ ラ イ マ ー ２ ， 配 列 番 号 ４ ） の 配 列 の プ ラ イ マ ー と 、 Quick-change X
L site-directed mutagenesis kit (Strategene)を 用 い て 目 的 と す る 非 切 断 性 proBDNF(BD
NF-ML)遺 伝 子 を 得 た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　

：
　 His-tag付 き 非 切 断 性 ヒ ト proBDNF遺 伝 子 （ R125M、 R127L） を pET19ベ ク タ ー に 導 入 し 、
大 腸 菌 株 BL21に ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン し た 。 集 菌 し た 大 腸 菌 ペ レ ッ ト （ 約 ４ ｇ ） を Bu
gBuster (Novagen)に 溶 か し 17,000rpm、 20分 、 ４ ℃ の 遠 心 に よ っ て His-tag付 き ヒ ト proBD
NFを 含 む Inclusion Bodyを 回 収 し 8M Urea 1mM EDTA 40mMDTT / 0.5M Tris-HCl(pH8.5) に
一 晩 可 溶 化 し 、 こ の 溶 液 5mlに 190mg TAPSを 添 加 し さ ら に 一 晩 ４ ℃ に 置 い た 。  His-tagカ
ラ ム （ Invitrogen） に よ っ て His-tagつ き ヒ ト proBDNFを 精 製 し た 。 精 製 度 が 銀 染 色 か ら わ
か る (図 ９ 右 )。 こ の 組 み 換 え 蛋 白 質 を 2M Urea 0.1-0.2mM cysteamine 5% グ ロ セ ロ ー ル / 
50mM Tris-HCl(pH 7.4)中 で 巻 き 戻 し た （ ４ ℃ 一 晩 ） 。 最 後 に 0.1% BSA/0.15M NaClで 透 析
し て 精 製 品 と し た 。 CDス ペ ク ト ル か ら 巻 き 戻 し 反 応 後 の 蛋 白 質 の 高 次 構 造 化 が 確 認 さ れ た
（ 図 ９ 左 ） 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
実 施 例 ２ ： 抗 体 に よ る proBDNFお よ び BDNFの 検 出
　 図 ２ の 原 理 に 基 づ い て proBDNFを 高 感 度 に 検 出 す る ELISA法 を 確 立 し た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 抗 体 は 図 １ の pro-domainを 認 識 す る chickenと rabbitの 抗 体 （ 図 ５ ） を ア フ ィ ニ テ ィ 精
製 し た も の を 使 用 し た 。 検 量 線 作 成 に 使 う proBDNFは 、 図 ９ の よ う に 精 製 し た も の で あ る
。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 図 ３ （ B） の プ ロ メ ガ 社 の ELISAを 用 い た BDNFの 測 定 は 、 プ ロ メ ガ BDNFmaxの プ ロ ト コ ー
ル に 従 っ て 行 っ た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　
(i) proBDNF(chicken Ab、 ア フ ィ ニ テ ィ カ ラ ム 精 製 )抗 体 を カ ー ボ ネ ー ト コ ー ト bufferで 2
50倍 希 釈 し こ れ を 100μ lず つ ELISAプ レ ー ト に 一 晩 置 く 。
(ii)抗 体 液 を 捨 て washing buffer（ 20mM  Tris-HCl(pH7.6) 150mM NaCl 0.05% Tween 20
）  280μ l で 5分 間 揺 ら し 2回 洗 浄 す る 。
(iii)X4 Block Ace（ 大 日 本 製 薬 ） 280μ l を applyし １ 時 間 以 上 静 置 。
(iv)液 を 捨 て て washing buffer 280μ l で 1回 洗 い 、 proBDNFあ る い は BDNF（ プ ロ メ ガ BDNF
maxに 添 付 の も の ） を グ ラ フ の 濃 度 に な る よ う に 添 加 し 、 室 温 で ２ 時 間 振 と う 。
(v)液 を 捨 て て washing buffer 280μ l で 5分 間 揺 ら し 3回 洗 う 。 proBDNF(rabbit Ab-IgG精
製 )抗 体 を X10 Block Aceで 500倍 希 釈 し て 100μ lず つ 添 加 。 室 温 で ２ 時 間 振 と う 。
(vi)液 を 捨 て て washing buffer 280μ l で 5分 間 揺 ら し 3回 洗 う anti-Rabbit　 (HRP-conjug
ated) 抗 体 を X10 Block Aceで 1000倍 希 釈 し 100μ lず つ 添 加 。 室 温 で １ 時 間 振 と う 。
(vii)液 を 捨 て て washing buffer 280μ l で 5分 間 揺 ら し 3回 洗 う TMB One Solution（ プ ロ
メ ガ G7431） を  100μ lず つ 添 加 。 発 色 を み な が ら 1M-HClを  100μ lず つ 添 加 し 450nmで 発 色
を 測 定 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 図 ４ は 、 脳 の 海 馬 ス ラ イ ス 培 養 系 を 用 い て 図 ３ の proBDNF ELISAが 正 し く 実 験 的 に 働 く
こ と を 確 認 し 、 実 際 に proBDNF及 び 成 熟 BDNFを 定 量 し た 結 果 で あ る 。 ELISAが 働 く こ と は 、
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大 腸 菌 に よ っ て 発 現 精 製 し た proBDNFの 銀 染 色 （ 左 ） と ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 （ 図 ５
の 左 と 同 じ ） と CDス ペ ク ト ル 実 験 方 法

図 ３ （ A） の proBDNF測 定 の 実 験 方 法 ：



通 常 の マ ウ ス か ら の ス ラ イ ス で は 測 定 で き た が （ +/+） 、 BDNFの ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス か ら
の ス ラ イ ス で は （ -/-） 測 定 で き な か っ た こ と （ ND） か ら わ か る 。 こ の ス ラ イ ス の 場 合 、
実 際 の ス ラ イ ス か ら 放 出 さ れ た proBDNFお よ び 成 熟 BDNFは そ れ ぞ れ 約 ３ ０ pg/mlと １ ０ pg/m
lで あ っ た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 実 験 方 法 ： 生 後 ７ 日 の マ ウ ス 脳 か ら 切 り 出 し た 200ミ ク ロ ン の 海 馬 切 片 を 生 理 的 バ ッ フ
ァ ー に お い て １ 週 間 培 養 し た 。 そ の 培 養 上 清 を 回 収 し 図 ３ の ELISA法 に よ っ て 各 BDNFの 濃
度 を 決 定 し た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　
　 図 ９ で 精 製 し た proBDNFを proBDNF(chicken Ab、 ア フ ィ ニ テ ィ カ ラ ム 精 製 )抗 体 、 proBDN
F(rabbit Ab-IgG精 製 )抗 体 で ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 行 っ た 。 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に 使 用 し
た 抗 体 濃 度 は 、 chickenが 1.6 μ g/ml、 rabbitが 2.8 μ g/mlで あ る 。 抗 体 作 製 に 用 い た 抗
原 は chicken抗 体 が NNK DAD LYT SRV MLS SQの 配 列 、 rabbit抗 体 は プ ロ ド メ イ ン 全 体 で あ
る 。 結 果 を 図 ５ に 示 す 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 実 施 例 ３ ： proBDNFの 神 経 細 胞 に 対 す る 影 響
（ １ ） 小 脳 顆 粒 神 経 細 胞
　 BDNFの レ セ プ タ ー を 発 現 し て い る 生 後 ６ 日 齢 ラ ッ ト 小 脳 顆 粒 神 経 細 胞 を 培 養 し 、 高 濃 度
（ 26mM） カ リ ウ ム 含 有 MEM培 地 に て ４ 日 間 成 熟 の 後 、 100ng/mL成 熟 型 BDNFま た は 50ng/mL p
roBDNFを 含 む 低 濃 度 （ 5mM） カ リ ウ ム 含 有 MEM培 地 に 置 換 、 神 経 細 胞 死 を 誘 導 し た 。 １ 日 後
、 細 胞 の 生 存 活 性 を dapiに よ る 核 染 色 （ 図 ７ 左 ） ま た は 乳 酸 脱 水 素 酵 素 (LDH)活 性 測 定 （
図 右 ） に よ り 定 量 化 し た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 dapi染 色 ： ４ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 水 溶 液 で 固 定 後 、 dapiを 含 む PBSに １ ５ 分 間 曝 露
し 、 PBSに 溶 液 を 交 換 し た 。 蛍 光 顕 微 鏡 下 、 紫 外 光 を 照 射 し 、 核 に 取 り 込 ま れ た dapiの 蛍
光 を 観 察 し た 。 ア ポ ト ー シ ス を 起 こ し 凝 縮 し た 核 （ 図 中 ・ 矢 頭 ） と 、 生 存 し て い る 核 （ 図
中 ・ 矢 印 ） を カ ウ ン ト し 、 す べ て の 核 数 に 占 め る 、 ア ポ ト ー シ ス を 起 こ し た 核 数 を 百 分 率
で 定 量 化 し た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 LDHア ッ セ イ ： 和 光 純 薬 工 業 （ 株 ） の 「 LDH－ 細 胞 毒 性 テ ス ト ワ コ ー 」 を 用 い 、 固 定 直 前
の 低 カ リ ウ ム 培 地 を 10μ L分 取 し 、 50μ Lの LDH発 色 試 薬 中 に 混 合 、 室 温 下 約 １ ５ 分 の 後 560
nmの 吸 光 度 を 測 定 し た 。 proBDNF添 加 群 で は 、 他 群 に 比 し て 優 位 に 細 胞 死 が 促 進 さ れ て い
る こ と が 明 ら か と な っ た 。
（ ２ ） コ リ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン
　 BDNFの レ セ プ タ ー を 発 現 し て い る 胎 生 ２ ０ 日 齢 ラ ッ ト 中 隔 野 を 培 養 し 、 ２ 週 間 の マ チ ュ
レ ー シ ョ ン の 後 、 100ng/mL 成 熟 型 BDNFま た は 20ng/mL proBDNFを そ れ ぞ れ 添 加 し た 。 ４ 日
後 ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 染 色 を 行 い 、 コ リ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン を 特 異 的 に 染 色
し 、 そ の 形 態 を 顕 微 鏡 下 観 察 し （ 図 ８ 上 ） 、 細 胞 体 か ら ５ ０ μ m離 れ た ア セ チ ル コ リ ン エ
ス テ ラ ー ゼ 活 性 染 色 陽 性 神 経 突 起 の 数 を 定 量 化 し た （ 図 下 ） 。 proBDNF添 加 群 で は 、 有 意
に ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 染 色 陽 性 神 経 突 起 の 低 下 が 顕 微 鏡 下 で 観 察 さ れ た （ 図
８ 上 ） 。 ま た proBDNF添 加 群 で は 、 細 胞 体 か ら ５ ０ μ m離 れ た ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ
活 性 染 色 陽 性 神 経 突 起 の 数 は 、 他 の 群 に 比 し て 約 半 分 に 減 少 し て い た （ 図 ８ 下 ） 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ３ ７ 】
【 図 １ 】 神 経 細 胞 と proBDNF， 成 熟 (mature)BDNFを 示 す 。
【 図 ２ 】 直 接 競 合 ELISAの 模 式 図 を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ２ の 原 理 に 基 づ い た proBDNFを 高 感 度 に 検 出 す る 本 発 明 の ELISA法 と BDNFを 高 感
度 に 検 出 す る 従 来 の ELISA法 の 結 果 を 示 す 。
【 図 ４ 】 脳 の 海 馬 ス ラ イ ス 培 養 系 を 用 い て 図 ３ の proBDNF ELISAが 正 し く 実 験 的 に 働 く こ
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と を 確 認 し た 。
【 図 ５ 】 図 ９ で 精 製 し た proBDNFを proBDNF(chicken Ab、 ア フ ィ ニ テ ィ カ ラ ム 精 製 )抗 体 、
proBDNF(rabbit Ab-IgG精 製 )抗 体 で ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 行 っ た 結 果 を 示 す 。
【 図 ６ 】 proBDNF（ 全 配 列 ） と matureBDNF（ 下 線 部 分 ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 ↓ は 切 断
部 位 を 示 す 。
【 図 ７ 】 ラ ッ ト 小 脳 顆 粒 神 経 細 胞 に 対 す る proBDNFの 効 果 を 示 す 。
【 図 ８ 】 コ リ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン に 対 す る proBDNFの 効 果 を 示 す 。
【 図 ９ 】 大 腸 菌 に よ っ て 発 現 精 製 し た 非 切 断 性 proBDNFの 銀 染 色 （ 左 ） と ウ エ ス タ ン ブ ロ
ッ ト 解 析 （ 図 ５ の 左 と 同 じ ） と CDス ペ ク ト ル 実 験 の 結 果 （ 右 ） を 示 す 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】
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【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 8月 29日 (2005.8.29)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ２ ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 を 用 い て よ り 詳 細 に 説 明 す る 。
実 施 例 １ ： 非 切 断 性 proBDNF
　 NCBIの SNPデ ー タ ベ ー ス に 基 づ い て 、 proBDNFの プ ロ ド メ イ ン の 切 断 部 分 （ 矢 印 ↓ ） の 近
傍 に 存 在 す る 2個 の R（ 、 太 文 字 、 125位 と 127位 ） を M(Met,125位 )と L(Leu 127位 )に 変
異 を 導 入 す る た め の 遺 伝 子 組 換 え 実 験 を 行 っ た 。
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列 一种已经丢失或插入的蛋白，具有促进神经细胞死亡和/或胆碱能神经
元纤维丢失的活性。 [选型图]图1
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