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(54)【発明の名称】 ＡＰＰの銅結合部位に結合する、および／またはアミロイドＡβペプチドの放出に対する阻害効

果を発揮する銅アゴニスト

(57)【要約】
本発明は、ＡＰＰの銅結合部位に結合する、および／ま
たはアルツハイマー病の発生に関係するアミロイドＡβ
ペプチドの放出に対する阻害効果を発揮する銅アゴニス
トに関する。本発明はまた、該銅アゴニストを含有する
薬物あるいはアルツハイマー病の予防および／または治
療のための薬物の製造のための前記銅アゴニストの使用
に関する。本発明はさらに、本発明の所望の効果を有す
る銅アゴニストを同定する方法に関する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  アミロイド前駆体タンパク質（ＡＰＰ）の銅結合部位に結合

する、および／またはアミロイドＡβペプチドの放出を低減する、もしくは防ぐ

ことを特徴とする銅アゴニスト。

    【請求項２】  二価金属イオン、オリゴペプチド、オリゴヌクレオチド、オ

リゴ糖、ヌクレオチドアナログ、化学物質ライブラリーまたは微生物もしくは植

物由来の低分子の天然物質が関連する、請求項１記載の銅アゴニスト。

    【請求項３】  任意に製薬学的に許容されうる担体と組み合わせた、請求項

１または２記載の銅アゴニストを含有してなる薬剤。

    【請求項４】  アルツハイマー病の予防または治療のための薬剤の製造のた

めの、請求項１または２記載の銅アゴニストの使用。

    【請求項５】  ＡＰＰの銅結合部位に結合する、および／またはアミロイド

Ａβペプチドの放出に対する阻害効果を発揮する銅アゴニストを同定する方法で

あって、

（ａ）ＡＰＰまたは銅結合部位を有するその断片を上記効果を潜在的に有しうる

種々の濃度の化合物と接触させる工程、

（ｂ）Ａβタンパク質の減少を検出する工程

により特徴づけられる方法。

    【請求項６】  Ａβタンパク質の減少が細胞培養系でのＥＬＩＳＡまたは免

疫沈降により検出される、請求項５記載の方法。

    【請求項７】  ＡＰＰの銅結合部位に結合する、および／またはアミロイド

Ａβペプチドの放出に対する阻害効果を発揮する銅アゴニストを同定する方法で

あって、

（ａ）ＡＰＰまたは銅結合部位を有するその断片を、溶解させた、または固定化

した物質ライブラリーあるいは微生物および／または植物由来の低分子物質と接

触させる工程、

（ｂ）溶解させた物質ライブラリーまたは液状の低分子物質を用いる場合、ＡＰ

Ｐまたはその該断片に特異的な抗体を用いて前記溶液から競争的または非競争的

な銅結合部位／リガンド複合体を免疫沈降させる工程、あるいは固定化した物質
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ライブラリーを用いる場合、銅塩の添加により銅結合部位／リガンド複合体から

リガンドを放出させる工程、

（ｃ）前記リガンドを同定する工程、ならびに

（ｄ）ＡＰＰの銅結合部位への結合後、アミロイドＡβペプチドの放出に対する

阻害効果を発揮するリガンドを選択する工程〔ここで工程（ｄ）は任意に工程（

ｃ）より前に行ないうる〕

により特徴づけられる方法。

    【請求項８】  工程（ｄ）が、ＡＰＰ６９５で安定にトランスフェクトされ

た哺乳動物細胞と工程（ａ）～（ｃ）で得られたリガンドとをインキュベーショ

ンする工程、およびポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体を用いてアミ

ロイドＡβペプチドの産生を測定する工程を含む、請求項７記載の方法。

    【請求項９】  工程（ｄ）が、ヒトアミロイドＡβペプチドを発現するトラ

ンスジェニック動物に工程（ａ）～（ｃ）で得られたリガンドを投与する工程、

ＣＮＳまたは血液から試料を集める工程、ならびにポリクローナル抗体またはモ

ノクローナル抗体を用いてアミロイドＡβペプチドの産生を測定する工程を含む

、請求項７記載の方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  本発明は、アミロイド前駆体タンパク質（ＡＰＰ）の銅結合部位に結合する、

および／またはアルツハイマー病の進展に係わるアミロイドＡβペプチドの放出

に対し阻害効果を発揮する銅アゴニストに関する。本発明はまた、アルツハイマ

ー病を予防および／または治療するための、これらの銅アゴニストを含む医薬に

関する。最後に、本発明は、本発明の目的に関し所望の効果を有する銅アゴニス

トを同定する方法に関する。

      【０００２】

  老年斑の基本成分であり、かつアルツハイマー病の脳血管アミロイドである、

βアミロイドペプチド（βＡ４、Ａβ）は、その主要なイソ型が６９５（ＡＰＰ

６９５）、７５１（ＡＰＰ７５１）または７７０（ＡＰＰ７７０）アミノ酸を含

む、より大きな膜結合型アミロイド前駆体タンパク質（ＡＰＰ）から、β－セク

レターゼ（Secretase）およびγ－セクレターゼによる連続的なタンパク質切断

により形成される〔Hardy, J., Trends Neurosci  20, pp.154-159 (1997) 〕。

α－セクレターゼによるＡβドメイン内でのＡＰＰプロセシングはアミロイド形

成を防ぎ、Ａβ残基１７～４０／４２を含むｐ３ペプチドの放出に導く（図１）

。α－セクレターゼまたはβ－セクレターゼによるＡＰＰの切断は、細胞外領域

に供給されるＡＰＰエクトドメインである可溶性のＡＰＰ断片（ｓＡＰＰαとｓ

ＡＰＰβ）を生ずる。

      【０００３】

  ＡＰＰの生理学的役割は未知であるが、ＡＰＰは細胞接着分子および創傷治癒

に係わる分子といくつかの特徴を共有する。これは、たとえば、ヘパリン硫酸、

コラーゲン、ラミニン、プロテアーゼ類、レクチンおよび金属イオンについての

ＡＰＰの結合部位を含む。

      【０００４】

  以前のアルツハイマー病の治療実験では、アミロイドＡβペプチドの形成は、

これまでに未同定のβ－セクレターゼまたはγ－セクレターゼをブロックする化

合物を投与することによりブロックされた〔Hooper et al., Biochem. J. 321, 
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pp. 265-279 (1997)〕。しかしながら、これらのプロテアーゼの阻害は望まない

副作用を生ずる。というのは、これらのプロテアーゼは異なる膜貫通型タンパク

質のプロセシングに係わるためである。アルツハイマー病および他の形態の痴呆

の治療は、これまで、脳における代謝過程の改善および特定の欠陥性神経伝達物

質の置換、またはこの疾患に伴う炎症過程の阻害に向けられてきた。しかしなが

ら、これらの医薬は、異なる形態の痴呆間で区別されず、全ての痴呆に見られう

る二次的症状が対象とされる。

      【０００５】

  このように、本発明の技術的課題は、アルツハイマー病を予防または治療する

のに有用な産物を提供することである。

      【０００６】

  この技術的課題は、特許請求の範囲に特徴付けられる態様を提供することによ

り解決された。

      【０００７】

  ＡＰＰは２つの特定位置においてＺｎ（ＩＩ）およびＣｕ（ＩＩ）と特異的に

相互作用することを見出した。Ｃｕ（ＩＩ）の結合はＡＰＰの２つのシステイン

の酸化を生じ、それにより、さらなるシステインの形成が生ずる。このようにし

て産生される２つの電子の１つは結合した銅（ＩＩ）を還元し、銅（Ｉ）を形成

する。しかしながら、他の電子の運命はこれまでに明らかにされていなかった。

      【０００８】

  ここに、銅（ＩＩ）の付加が、哺乳動物細胞において、α－分泌性代謝経路の

ＡＰＰ産物（ｓＡＰＰαとｐ３）の放出の増加およびβ－分泌性代謝経路の産物

（ｐ３．５とアルツハイマー病に係わるＡβ）の放出の減少に影響することが明

らかとなった。このように、アルツハイマー病は、銅アゴニストとして作用する

、すなわち、ＡＰＰの銅結合部位に結合しうる、および／またはその生理学的効

果を模倣しうる、すなわち、アミロイドＡβペプチドの形成を低減しうる、また

は防ぎうる化合物を投与することにより効果的かつ特異的に予防または治療する

ことができる。ＡＰＰによる銅結合はまた、非常に毒性のあるＣｕ（Ｉ）イオン

の産生を生ずるので、アゴニスト効果を有するこれらの分子は、ＡＰＰのＣｕ（
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ＩＩ）結合によるダメージから細胞を防ぐというさらなる特徴を含み、従って、

銅および過酸化水素により生ずる、反応型の酸素の形成を防ぎうる。

      【０００９】

  このように、本発明の態様は、アミロイド前駆体タンパク質（ＡＰＰ）の銅結

合部位に結合する、および／またはアミロイドＡβペプチドの放出を低減する、

もしくは防ぐことを特徴とする銅アゴニストに関する。

      【００１０】

  本明細書において使用される「銅アゴニスト」という用語は、たとえば、ＡＰ

Ｐの銅結合部位に結合しうる、および／またはアミロイドＡβペプチドの放出を

低減させうる、もしくは防ぎうる、無機化合物または有機化合物などの、任意の

物質に関する。好ましい銅アゴニストは、生理学的に高濃度、たとえば、２０～

２００ｍＭ  Ｍｇ（ＩＩ）、好ましくは１００ｍＭ  Ｍｇ（ＩＩ）、２０～２０

０ｍＭ  Ｃａ（ＩＩ）、好ましくは１００ｍＭ  Ｃａ（ＩＩ）；０．０５～２０

ｍＭ  Ｚｎ（ＩＩ）、好ましくは１００μＭ  Ｚｎ（ＩＩ）などにおいてＡＰＰ

分子における結合部位に関し銅と競争しうる二価の金属イオンである。さらに好

ましい銅アゴニストは、主としてそれらの三次元構造を介して銅を模倣し、かつ

鍵と鍵穴原理に従って銅結合部位に結合する、オリゴペプチド、オリゴヌクレオ

チド、オリゴ糖またはヌクレオチドアナログである。好ましい態様では、オリゴ

ペプチドはまた、銅結合部位に相当する配列を含み、従って、それを占める。さ

らに好ましい銅アゴニストは、購入可能な化学物質ライブラリーから得られる、

あるいは新規化合物〔複合化学（Kombinationschemie）〕または微生物もしくは

植物から単離された低分子の天然物質である。これらの化合物はまた、その負の

特性を有することなく銅の特性と大きさを模倣し、それらの三次元構造を介して

作用する。

      【００１１】

  このように、銅アゴニストとしての効果は、好ましくは、該物質がＡＰＰのＣ

ｕ結合部位に対し特異的かつ銅イオンよりも高い親和性で結合し、または銅結合

を担うＡＰＰの配列領域に特異的に結合し、かつその場におけるさらなる銅結合

を（立体的に）防ぎ、またはその場から銅イオンを追い立てるという事実に基づ
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く。銅アゴニストは、銅の生理学的効果を模倣しうる（銅結合部位について）競

争的結合リガンドであり、かつ非競争的結合リガンドである。本発明の意味にお

ける銅アゴニストはまた、銅結合部位に結合しないが、たとえば、銅ＡＰＰ複合

体に特徴的なＡＰＰの立体配座を安定化する物質であり、すなわち、それらは（

直接の銅結合部位以外の）他の結合部位において銅の生理学的効果を模倣しうる

。

      【００１２】

  本明細書において使用される「アミロイドＡβペプチドの放出を低減する、ま

たは防ぐ」という用語は、アルツハイマー病に関して予防または治療効果を得る

のに充分であるといえる銅アゴニストの効果に関する。

      【００１３】

  当業者は、当該技術分野において使用される慣用の方法により銅アゴニストと

しての前記効果を有する物質を同定し、かつ生産することができる。非天然アゴ

ニスト（たとえば、いわゆるライブラリーとして得られうる小有機化学合成物質

）、オリゴヌクレオチド、オリゴペプチドおよびヌクレオチドアナログの場合、

合成は当業者に充分に知られた慣用の方法に従ってなされる。アゴニストの可能

性のある物質の同定は、たとえば、「ＢＩＡコア技術」を用いてアフィニティー

クロマトグラフィーを介してなされうる。この場合、上記化合物はＡＰＰに対す

る結合、特に銅結合部位を含むＡＰＰのドメインに対する結合について試験され

る。その後、同定されたリガンドは細胞培養系においてＡＰＰプロセシングに対

する効果について、たとえば、好適な抗体との競争アッセイにより試験される。

さらに、当業者はまた、たとえば、同定されたアゴニストが患者に許容されうる

か否かについての、かつ任意に用量－効果曲線を作成する、実施例４と５に記載

の方法に類似の慣用の方法により試験しうる。それゆえ、ＡＰＰの銅結合部位に

結合する銅アゴニストの同定および／またはアミロイドＡβペプチドの放出に対

する阻害効果の発揮についての、本発明の方法は以下の工程を特徴とする：

（ａ）ＡＰＰまたは銅結合部位を保持するその断片と、上記効果を潜在的に有し

うる種々の濃度の化合物とを接触させる工程、

（ｂ）Ａβタンパク質の減少を同定する工程。
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      【００１４】

  好ましい態様では、該方法は以下の工程を特徴とする：

（ａ）ＡＰＰまたは銅結合部位を保持するその断片と、溶解された、もしくは固

定化された物質ライブラリーとを、または微生物および／または植物由来の低分

子物質とを接触させる工程、

（ｂ）溶解された物質ライブラリーもしくは液状の低分子物質を使用した場合、

ＡＰＰもしくはその断片に対し特異的な抗体による該溶液からの銅結合部位／リ

ガンド複合体の免疫沈降、あるいは固定化された物質ライブラリーを使用した場

合、銅塩の添加による銅結合部位／リガンド複合体からのリガンドの放出、

（ｃ）リガンドの同定、ならびに

（ｄ）ＡＰＰの銅結合部位もしくはＡＰＰの他の部位への競争的もしくは非競争

的結合により、アミロイドＡβペプチドの放出に対して阻害効果を発揮するリガ

ンドの選択、なお、工程（ｄ）は任意に工程（ｃ）に先立って行なうことができ

る。

      【００１５】

  本発明の「リガンド」は、上記プロセスにおいて、ＡＰＰの銅結合部位もしく

は他の部位に結合するあらゆる物質を意味するものと理解すべきである。

      【００１６】

  上記抗体は、たとえば、ＡＰＰを認識し、かつ免疫沈降に適する、モノクロー

ナル抗体もしくはポリクローナル抗血清である。それらは、たとえば、ベーリン

ガーマンハイム社、ディアノバ（Dianova）社またはシグマ社から購入可能であ

る。ＡＰＰ、ＡＰＰ複合体およびＡβ４０（４０アミノ酸を有するＡβのイソ型

、図１参照）もしくはＡβ４２（４２アミノ酸を有するＡβのイソ型、図１参照

）を検出するのに使用可能な、さらに好ましい抗体は、イダ（Ida）ら、Ｊ．Ｂ

ｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７１，２２９０８～２２９１４頁（１９９６）およびワイ

ドマン（Weidemann）ら、Ｃｅｌｌ  ５７，１５５～１６２頁（１９８９）に記

載されている。

      【００１７】

  ランダム合成のため、およそのリード物質を形成した有機化合物のコレクショ



(9) 特表２００２－５３８１６８

ンは物質ライブラリーとして使用される。これらのライブラリーは、〔たとえば

、モルフォシス（Morphosys）社、ミュンヘン、アナリティコン（Analytikon）

社、ベルリンから〕購入可能であり、または化学実験室により協同して調製可能

である（たとえば、複合化学による新規化合物）。微生物および植物由来の低分

子物質はＢＩＡコア技術を用いて単離可能である。

      【００１８】

  接触は、溶液において、または固定化ＡＰＰを用いて、もしくはＡＰＰの断片

を用いて行なわれる。形成された複合体を抗体を用いて溶液から沈殿させ、次い

で、蛍光、放射能または質量分光学、ガスクロマトグラフィーなどの解析法を用

いて検出する。

      【００１９】

  好適なＡＰＰ断片は、まず全ＡＰＰへの被検物質の結合を試験し、続いて、全

長分子と同等の結合特性を有する、益々より短い断片を試験することにより決定

される。

      【００２０】

  工程ｂ）を実施する他の可能性としては、アフィニティークロマトグラフィー

、たとえば、ＢＩＡコア、すなわち、ＡＰＰ分子またはそのリガンドを担体表面

に固定化することによるものである。その後、対応分子をこの表面上にインジェ

クトし、結合が生じた場合、銅塩をインジェクトして、再度結合を崩壊する。こ

のプロセスはバイオセンサー技術により直接追跡することができる。

      【００２１】

  本発明の同定方法の好ましい態様では、工程（ｄ）は、工程（ａ）～（ｃ）で

得られたリガンドとの、ヒトＡＰＰ６９５で安定的にトランスフェクトした哺乳

類細胞のインキュベーション、およびポリクローナル抗体もしくはモノクローナ

ル抗体によるアミロイドＡβペプチドの産生の測定を含む。この場合、免疫沈降

、続くＳＤＳゲル電気泳動、ＥＬＩＳＡおよび免疫沈降ウエスタンブロットがア

ッセイとして考慮される。

      【００２２】

  他の方法として、工程（ｄ）において、工程（ａ）～（ｃ）で得られたリガン
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ドをヒトアミロイドＡβペプチドを発現するトランスジェニックマウスに投与す

るようにして進めるのも可能である。その後、試料をＣＮＳもしくは尾部静脈の

血液から集め、ポリクローナル抗体もしくはモノクローナル抗体によりアミロイ

ドＡβペプチドの産生を測定する〔たとえば、ディアノバ社、ベーリンガーマン

ハイム社、シグマ社および自製の抗体（Ida et al., J. Biol. Chem., 271, pp.

22908-22914, 1996）〕。この別の方法は、同定されたリガンドのインビボ試験

である。ここで、該手法（使用した方法を含む）は上記細胞培養実験に非常に類

似している。細胞培養上清もしくは細胞内で形成されたＡＰＰ断片を検出するか

わりに、マウスにおいて、これらの断片を血清中で検出する。該検出法は細胞培

養実験のものに相当する。

      【００２３】

  本発明はまた、本発明の銅アゴニストを含む医薬に関する。これらの医薬は、

任意にさらに製薬学的に許容されうる担体を含む。好適な担体およびかかる医薬

の処方は当業者に知られている。好適な担体は、たとえば、リン酸緩衝の慣用の

塩溶液、水、エマルジョン（たとえば、油／水エマルジョン）、湿潤剤、滅菌溶

液などである。該医薬は、経口的にまたは非経口的に投与されうる。非経口的な

投与のための方法は、局所、動脈内、筋肉内、皮下、脊髄内、鞘内、脳室内（in

traventrikulaere）、静脈内、腹腔内または鼻腔内の投与を含む。好適な投与量

は、担当医により決定され、種々の因子、たとえば、患者の年齢、性別および／

または体重、疾患の段階、投与の種類などに依存する。

      【００２４】

  このように、本発明はまた、アルツハイマー病の予防または治療のための医薬

の製造のための上記銅アゴニストの使用に関する。

      【００２５】

  本発明を、以下の図によりより詳細に説明する：

      【００２６】

  本発明を以下の実施例により説明する。

      【００２７】

実施例１：  一般的方法
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細胞株とトランスフェクション

  ＣＨＯ細胞を、高効率のリン酸カルシウム・トランスフェクション〔チェンら

（Chen et al. ）、Biotechniques 6,ページ632-638 (1988)〕によってｃ－ｍｙ

ｃ標識ＡＰＰ６９５ベクター〔ペラウスら（Peraus et al. ）、 J. Neurosci 1

7,ページ7714-7724 (1997)〕または発現ベクター（ｐｃＤＮＡ３）でトランスフ

ェクトした。ｐＳＰ６５（Invitrogen社）のＮ－ｔａｇ－ＡＰＰ  ６９５  ＤＮ

Ａを、ＳｍａＩまたはＥｃｏＲＶクローニングサイトを用いて、ベクターｐｃＤ

ＮＡ３（Invitrogen/ITC Biotechnology, Heidelberg）にクローン化した。トラ

ンスフェクション効率は、ウサギ抗ｃ－ｍｙｃポリクローナル抗体〔１８／４７

；ｃ－ｍｙｃ配列のアミノ酸配列ＥＱＫＬＩＳＥＥＤＬに対して生じさせたもの

；Eurogentec（Seraing, Belgium）から入手〕によるＡＰＰの免疫沈降および「

ＥＣＬ」検出システム（Amersham, Braunschweig）中でマウスモノクローナル抗

体２２Ｃ１１（Boehringer Mannheim ）を用いる免疫ブロットによってチェック

した。親のＣＨＯ－Ｋ１細胞と銅耐性細胞変異体ＣＵＲ３を、２ｍＭのＬ－グル

タミン、０．１ｍＭのプロリン、２０ｍＭのＨＥＰＥＳ、および１０％のウシ胎

仔血清（Boehringer Ingelheim）を添加した「イーグル」培地（ＢＭＥ）中、３

７℃で培養した。基本銅濃度は０．８μＭとした。ＣＵＲ３細胞を２００μＭの

銅を添加した培地中で培養した。

      【００２８】

代謝標識と免疫沈降

  培養皿（６０ｍｍ）の安定トランスフェクトＣＨＯ細胞を、メチオニンを含ま

ず、２２０μＣｉの〔35Ｓ〕メチオニン（Amersham社、Braunschweig）と５％の

Ｎ2 を加えた２ｍｌの最小必須培地（ＭＥＭ）（Sigma 社、Munich）で４時間に

わたり処理した。ならし培地（ＣＭ）と細胞を集め、免疫沈降させた。タンパク

質濃度を、あらかじめ「バイオラッド（BioRad）」タンパク質アッセイ〔ブラッ

ドフォードら（Bradford et al. ）、Anal. Biochem. 72,ページ248-254 (1976)

〕により測定しておくか、または放射標識タンパク質を１０％のトリクロロ酢酸

（ＴＣＡ）で沈降させ、取り込まれた［35Ｓ］メチオニンを測定した（ベックマ

ンLS 6000IC ）。細胞を、５０ｍＭのトリス－ＣＨｌ（ｐＨ値７．５）、１５０
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ｍＭのＮａＣｌ、２ｍＭのＥＤＴＡ、２％のトリトンＸ－１００、２％のＮＰ４

０、１０μｇ／ｍｌのアプロチニン、および１０μｇ／ｍｌのロイペプチンを含

む抽出バッファー中で溶解した。細胞残渣を除去するために、溶解物と培地を１

３，０００×ｇで１０分間にわたり遠心分離し、培地を、２５ｍＭのトリス－Ｃ

Ｈｌ（ｐＨ値８．５）、１ｍＭのＰＭＳＦ、１０μｇ／ｍｌのアプロチニン、１

０μｇ／ｍｌのロイペプチン、０．５％のトリトンＸ－１００、および０．５％

のＮＰ４０に調整した。可溶化させたタンパク質を、１００ｍＭのトリス－ＨＣ

ｌ（ｐＨ値７．５）、３００ｍＭのＮａＣｌ、および４ｍＭのＥＤＴＡに１：２

の濃度で希釈した。上清を、オーバーヘッド振盪器中でエンドオーバーエンド（

end-over-end）回転させながら、ＡＰＰ抗体とともに４℃で一晩インキュベート

した。次いで、一部の実験においては、得られた上清をＡβ抗血清を用いて分析

した。免疫複合体をタンパク質Ａセファロースで取得し、既報〔ワイドマンら（

Weidemann et al.）、Cell 57,ページ115-126 (1989)〕に従い分析した。

      【００２９】

抗体と電気泳動

  ＡＰＰの検出のため、組み換えＦｄ－ＡＰＰ７７０に対するポリクローナルウ

サギ抗体（ＡＰＰ７７０のアミノ酸残基１８～６８７に対する抗血清２２７３４

／６またはＡＰＰアミノ酸残基１８～４９１に対する抗血清２３８５０／６（図

１）は、１：５００の濃度で沈殿のために希釈した。当業者に公知の標準法に従

って抗血清を研究室で作製した。Ａβ、ｐ３．５およびβ３は、Ａβアミノ酸残

基１～４０に相当する合成ペプチドに対して産生されたポリクローナル抗体８３

０（１：５０希釈；Ａβ、ｐ３．５およびｐ３は同様に沈殿された）により認識

された（図１）。Ａβおよびその誘導体を、１０～２０％トリス－トリシン－ポ

リアクリルアミドゲルで分離し、ＡＰＰを７％トリス－グリシン－ポリアクリル

アミドゲルまたは７％トリス－トリシン－ポリアクリルアミドゲルを用いて分離

した。免疫ブロットのために、細胞抽出物および細胞外培地を１０％ＴＣＡで沈

殿させ、アセトンで洗浄し、試料緩衝液に溶解した。電気泳動後、ゲルを〔Ｓｉ

ｍｏｎｓら、Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ  １６，８９９－９０８頁（１９９６）〕に

記載のようにしてプロセシングし、「フジ－バス－ホスホルイメージャー（Ｆｕ
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ｊｉ－Ｂａｓ－ＰｈｏｓｐｈｏｒＩｍａｇｅｒ）」システムで定量した。そのデ

ータを平均値＋／－標準偏差として表し、別途記載のない限り、それらは少なく

とも２つの別の実験の結果を示す。

      【００３０】

活性化物質の処理とＬＤＨアッセイ

  標識している期間の間、塩化銅または塩化亜鉛（濃度：５μＭ～２００μＭ）

を培養培地に添加した。Ｄ（－）－ペニシラミン（ＰＥＮ；Ｓｉｇｍａ）、バト

クプロイン－ジスルホネート（ＢＣ；Ａｌｄｒｉｃｈ）および１，１０－フェナ

ントロリン（ＰＥＮ；Ｓｉｇｍａ）を終濃度１００μＭ（ＰＥＮとＢＣ）または

２００μＭ（ＰＥＮ）まで培地に添加した。培地中へのラクテートデヒドロゲナ

ーゼ（ＬＤＨ）流出により細胞の生存率を測定した（４１）。ＬＤＨ流出は、ダ

ルベッコ（ＤＭＥＭ）に基づいて改変した「Ｅａｇｌｅ」培地中のＣＨＯ細胞の

７０％集密単層の培地において、２時間後および４時間後に酵素活性（単位／リ

ットル）として測定された。

      【００３１】

実施例２：  ＡＰＰ６９５をコードしたｃＤＮＡでトランスフェクトした細胞中

            でのＡＰＰ発現

  銅濃度を低減または銅濃度を増大する（０～２００μＭ）ＡＰＰプロセシング

に対する銅の役割の研究に、親ＣＨＯ－Ｋ１細胞株と銅耐性ＣＵＲ３細胞株を用

いた。ＣＵＲ３細胞を、ＡＰＰプロセシングに対する細胞内の銅の役割を調査す

るのに用いた。ＣＨＯ－Ｋ１細胞と比べ、ＣＵＲ３細胞は、より低い細胞内銅濃

度を示し、それは「メンケス（Ｍｅｎｋｅｓ）Ｐ型ＡＴＰアーゼ銅流出ポンプ」

（細胞内銅ポンプ／細胞内銅輸送システム）の７０倍増加した濃度の結果として

銅の増強された流出により引き起こされる。

      【００３２】

  Ｎ末端ｃ－ｍｙｃエピトープを有するＡＰＰ６９５をコードしたｃＤＮＡ（図

１）を用いるＣＨＯ－Ｋ１とＣＵＲ３細胞のトランスフェクション後、ポリクロ

ーナルｃ－ｍｙｃ抗血清を用いる免疫沈降およびモノクローナル抗体２２Ｃ１１

を用いる続く免疫ブロットによりＡＰＰ発現を容易に検出することができた（図
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２ａ，ｂ）。ポリクローナルｃ－ｍｙｃ抗体は、細胞溶解物（ｃＡＰＰ６９５）

とならし培地（ｓＡＰＰ６９５）でｃ－ｍｙｃ標識した相対分子量１０５ｋＤａ

のＡＰＰ６９５を免疫沈降した。予想通りに、ｃ－ｍｙｃ－ＡＰＰ６９５は、ｐ

ｃＤＮＡ３でトランスフェクトしただけの細胞の溶解物と培地のいずれにおいて

も検出することはできなかった。

      【００３３】

実施例３：  銅濃度を増大する機能としてのＡβ濃度の減少

  銅イオンによるＡＰＰ代謝の調節を調べるために、ＡＰＰ６９５で安定にトラ

ンスフェクトされたＣＨＯ細胞を異なる銅濃度下で35Ｓ標識したメチオニンで４

時間標識し、ＡＰＰ（２２７３４／６）を検出する、またはＡβおよびｐ３（７

３０）を検出するポリクローナル抗体を用いる免疫沈降後、Ａβおよびｐ３の、

ＡＰＰエクトドメイン（Ektodomaene)の分泌を測定した。ＣＵＲ３細胞の細胞溶

解物は、未成熟のｃＡＰＰ６９５ホロタンパク質（Holoprotein）に相当する１

０５ｋＤａのバンドを示した（図３ａ）。ならし培地で放出されるＡＰＰ６９５

誘導体は、１０５ｋＤａおよび９７．５ｋＤａのバンドとして検出され（図３ｂ

）、それらはおそらく上のバンドがより高い含有量のシアル酸を有しているとい

う点で異なっている。前記細胞株は、全実験期間中生存率の低下を示さなかった

。

      【００３４】

  銅濃度を増大してＣＵＲ３細胞をインキュベートした場合、ＡＰＰホロタンパ

ク質と可溶性ＡＰＰの濃度も有意に増大した。基本培地と比べ、分泌されたタン

パク質の一般的な産生が誘導される前に、５０μＭ  Ｃｕ（II）で最大のｓＡＰ

Ｐを２６５％で得た（図３ｃ；表１）。α－セクレターゼを用いる切断により産

生される分泌性ＡＰＰのＣ末端相当物であるｐ３の分泌は、培地中２０μＭから

５０μＭの間で２７０％まで増大した（図３ｄ；表１）。ＡＰＰのＡβ領域に由

来する、放射標識したペプチドの免疫沈降を、Ａβ（４．５ｋＤａ）、ｐ３．５

（３．５ｋＤａ）およびｐ３（３ｋＤａ）を認識するウサギ抗血清７３０で行っ

た（図１）。培地中の銅濃度が５０μＭを越える場合、これは一般的なタンパク

質代謝に影響を及ぼし、ｃＡＰＰの割合は、５５０％と著しく高かった（図３ｃ
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；表１）。それらに対して、Ａβ濃度は大いに低減され、５０μＭの銅では基本

濃度のわずか２０％であり、１００μＭを越える銅ではＡβはＣＵＲ３細胞にお

いてほとんど検出できなかった（図３ｄ，ｅ）。これは、ｐ３．５（図３ｄ）に

ついても測定され、それは、ｐ３．５が代替β－セクレターゼ代謝の産物である

というより初期の観察を追認した。

      【００３５】

表１：ＣＨＯ細胞* におけるＡＰＰプロセシングの調節

* 〔％〕は標準的な条件と比べた増加／減少。

      【００３６】

実施例４：  銅（Ｉ）イオンのバトクプロインとの複合体形成またはペニシラミ

            ンによる銅（II) イオンとの複合体形成によるＡβペプチド生成の

            刺激

  以下の調査は、ｃＡＰＰ、ｓＡＰＰおよび結果としておこる分解産物が銅欠乏

で調節されるのかどうかを確認するために行った。銅（II) がＡＰＰの発現とプ

ロセシングに必要であるかどうかを調べるため、銅（II) を銅（II) キレート剤

であるＤ－ペニシラミン（ＰＥＮ）により除去し、銅（Ｉ）を細胞不透過性銅（

Ｉ）キレート剤であるバトクプロインジスルホン酸により除去した。ｓＡＰＰと

ｐ３の濃度がそれぞれ７７％と５０％に低減されたのに対して、Ａβおよびｐ３

．５の生成は影響を受けなかったことが示された（図３ｄ，ｅ；表１）。これは

、銅（II) －誘導性変化が、銅によるＡＰＰ代謝の特異的な調節に基づいている

ことを示す。

      【００３７】

実施例５：  ＣＨＯ－Ｋ１細胞における内生的に発現されるＫＰＩ含有ＡＰＰ７

            ５１／７７０イソ型の研究
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  内生的に発現されたイソ型である、ＫＰＩを含有するＡＰＰ７５１／７７０（

Ｋｕｎｉｔｚ型のプロテアーゼ阻害ドメイン、これは選択的スプライシングによ

りＡＰＰ７５１およびＡＰＰ７７０に導入される）を、ＣＨＯ－Ｋ１細胞におい

て、ポリクローナルＡＰＰ抗血清２２７３４を用いる、細胞溶解物およびならし

培地由来の〔35Ｓ〕メチオニンで標識されたタンパク質の免疫沈降により調べた

（図１；図４ａ，ｂ）。ＫＰＩ－ＡＡＰの分泌は、ｃ－ｍｙｃ  ＡＰＰ６９５の

ものと一致した（図４）。相対分子量１３０ｋＤａと１０５ｋＤａをもつ２つの

主なバンドは、それぞれｓＡＰＰ７５１／７７０とｓＡＰＰ６９５に相当する。

後者も、抗－ｃ－ｍｙｃ抗血清で沈殿することができた。銅濃度を増大させてＣ

ＨＯ－Ｋ１細胞をインキュベートした場合、ＡＰＰレベルとｐ３レベルは有意に

増大した（ＡＰＰ：１０μＭ銅で、ｃＡＰＰは２９５％、ｓＡＰＰ６９５は４７

５％、およびｓＡＰＰ７５１／７７０は２７５％にまで、そして１０μＭ銅でｐ

３は１５４％にまで；図４ａ～ｅ；表１）。同時にＡβ産生は、検出限界以下に

劇的に減少した（図４ｄ，ｅ）。銅キレート剤の存在下で、ｓＡＰＰ６９５分泌

は１７０％（図５４ｂ，ｃ）、ｓＡＰＰ７５１／７７０分泌は１９０％（図４ｂ

，ｃ；表１）およびｐ３分泌は１７１％（図４ｄ，ｅ；表１）であった。

      【００３８】

  さらに、ＣＨＯ－Ｋ１細胞（ａ）およびＣＨＯ－ＣＵＲ３細胞（ｂ）のならし

培地から免疫沈降されたｓＡＰＰ６９４、ｐ３およびＡβの相対レベルを定量し

た。その結果を図５に示す。ｓＡＰＰ６９５（黒四角）の増加は、Ｋ１細胞にお

いて１０μＭのＣｕ（II) （ａ）で、およびＣＵＲ３細胞において５０μＭのＣ

ｕ（II) （ｂ）で最大値に達した；その後、減少した。ｓＡＰＰレベル（白三角

）の変化は、いくぶん低いＣｕ（II) 用量で最大レベルに達するｐ３タンパク質

での変化と比べてより遅く発生し、それはおそらくｓＡＰＰと比べてより長い半

減期によるものである。これらに対し、Ａβレベル（黒四角）は、基本レベル以

下のＣｕ（II) 濃度を有する両方の細胞株において劇的に増大した。最初のデー

タ点を基本銅濃度（０．８μＭ  Ｃｕ（II) ）で測定した。

      【００３９】

実施例６：  アミロイドＡβペプチドの放出に対して阻害作用を示すＡＰＰ銅ア
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            ゴニストの同定

  ＡＰＰおよびＡＰＬＰ２（ＡＰＰやＡＰＬＰ１と同様にＡＰＰ遺伝子ファミリ

ーに属するＡＰＰの相同タンパク質）、ＡＰＰＮ２６２（ＡＰＰのＮ末端の２６

２個の残基からなる人工的に製造したＣ末端短縮型ＡＰＰ）、およびＣ末端から

個別のドメインずつ連続的に減少されているさらに人工的に製造した型のＡＰＰ

の銅結合ペプチド、ＡＰＰおよびＡＰＬＰ２の銅結合部位保持変異体およびそれ

らの断片を、様々な濃度のＺｎ（ＩＩ）と接触させた。使用したＺｎ2+濃度は、

１０μＭ、５０μＭ、１００μＭ、および２００μＭであった。次いで、どのＺ

ｎ（ＩＩ）濃度からＡβペプチドの放出が阻害されうるかを調べた。この目的の

ために下記の実験を行った：

（１）ヒトＡＰＰ６９５で安定的にトランスフェクトされたＣＨＯ細胞を、上記

濃度のＺｎ（ＩＩ）（ＰＢＳ中に１０～２００μＭ）とともにＭＥＭ培地中でイ

ンキュベートした。銅イオン（ＰＢＳ中で１０～５０μＭ）を添加したＣＨＯ細

胞および何も添加していないＣＨＯ細胞を対照としてインキュベートした。Ａβ

（合計）、Ａβ４０、およびＡβ４２の産生量を、ポリクローナル抗体とモノク

ローナル抗体で定性的および定量的に測定した。ＡＰＰ、Ａβ、およびｐ３を、

下記のように35Ｓメチオニンによる生合成標識に従い検出した。上記のようにし

てそれぞれの物質とともにインキュベートした、安定にトランスフェクトしたＣ

ＨＯ細胞を、下記のようにして、２２０μＣｉの35Ｓメチオニンとともに４時間

にわたりインキュベートした。ならし培地と細胞を集め、溶解タンパク質を免疫

沈降に用いた。あらかじめタンパク質濃度をバイオラッド社製タンパク質検出キ

ットを用いて測定しておき、取り込まれた放射能の量をシンチレーション計数法

で測定した。細胞を抽出バッファー（５０ｍＭのトリス－ＨＣｌ、ｐＨ７．５、

１５０ｍＭのＮａＣｌ，２ｍＭのＥＤＴＡ、２％のトリトンＸ－１００、２％の

ＮＰ４０、１ｍＭのＰＭＳＦ、１０μｇ／ｍｌのアプロチニン、および１０μｇ

／ｍｌのロイペプチン）中で溶解させた。細胞細片を１３，０００×ｇで１０分

間にわたり遠心除去し、上清を、２５ｍＭのトリス－ＨＣｌ、ｐＨ８．５、１ｍ

ＭのＰＭＳＦ、１０μｇ／ｍｌのアプロチニン、１０μｇ／ｍｌのロイペプチン

、０．５％のトリトンＸ－１００、および０．５％のＮＰ４０に調整した。タン
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パク質溶液を、１００ｍＭのトリス－ＨＣｌ、ｐＨ７．５、３００ｍＭのＮａＣ

ｌ、および４ｍＭのＥＤＴＡで１：２の濃度に希釈した。上清を、上記ＡＰＰお

よびＡβポリクローナル抗体とともに４℃で一晩インキュベートし、生じた免疫

複合体をタンパク質Ａセファロースで単離し、既報〔イダら（Ida et al.）、J.

 Biol. Chem, 271, pp.22908-22914〕に従い分析した。

      【００４０】

  その結果、Ａβ産生量は５０μＭのＺｎ（ＩＩ）の濃度から大幅に低下されう

ることが示された。ＣＨＯ－Ｋ１細胞中およびＣＵＲ３細胞中のＡＰＰ分泌量の

減少は５０μＭを超えるＺｎ（ＩＩ）濃度で認められ、Ａβ産生量が６０％減少

した場合には、減少はＣＵＲ３細胞中で５０μＭのＺｎ（ＩＩ）濃度で認められ

（Ｋ１：２０％）、９０％減少した場合には、１００μＭのＺｎ（ＩＩ）で認め

られ（Ｋ１：３０５）、９９％減少した場合には、２００μＭのＺｎ（ＩＩ）濃

度で認められた（Ｋ１：６０％）。２００μＭを超えるＣａ（ＩＩ）ではＡβ産

生量のさらなる減少はなく、この時点で検出限界に達していた。

      【００４１】

（２）一次ニューロンを、ヒト配列を有するＡβペプチドを発現するトランスジ

ェニックマウスから単離し、それらのＡβ産生量を、（１）に記載のように測定

した。

      【００４２】

（３）ＰＢＳ中で上記濃度のＺｎ（ＩＩ）を、トランスジェニックマウスに対し

て経口、静脈内、腹腔内、皮下、および皮内投与し〔（２）参照〕、Ａβ産生量

を、上記（１）で概要を述べたようにしてＣＮＳ中および血液中（尾部静脈から

採血したもの）で測定した。マウスの尾部静脈から得た血清（１５０～２００μ

ｌ）を、ＰＢＳバッファーを用いて５００μｌの容量までフィルアップし、５μ

ｇのモノクローナル抗体ＷＯ－２〔イダら（Ida et al.）、上掲〕と２０μｌの

タンパク質Ｇセファロース１：１懸濁液とともに、オーバーヘッド振盪器中、４

℃で一晩インキュベートした。次いで、生じた上清を抗ＡＰＰポリクローナル抗

体（２２７３４／６）とともにインキュベートし、免疫複合体を上記（１）の説

明に従い分析した。Ａβ免疫複合体を、製造業者の指示に従い１２％のビス－ト
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リシン・ノベックス（Novex ）ゲルを用いて分離し、タンパク質をイダら（Ida 

et al.）のＥＣＬ法を用いてモノクローナル抗体ＷＯ－２とともにニトロセルロ

ース・フィルター（３８０ｍＡ、４℃、４０分間）に移した後に、関連分子量範

囲を解析した。ここでも、Ａβ産生量の減少は５０μＭのＺｎ（ＩＩ）濃度から

得られうるという結果を得た。

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１は、Ａβ、ｐ３．５およびｐ３へのアミロイド前駆体タンパク質（ＡＰＰ

７７０）のプロセシングを示す。

  １文字コード；白文字はＡβ１～４０／４２のアミノ酸配列を示す。抗体につ

いてのエピトープのおよその位置を黒棒で配列の下に示す。

    【図２】

  図２は、ｃ－ｍｙｃ標識（getaggtem）ＡＰＰ６９５の免疫沈降を示す。

  免疫沈降を、野生型（ａ、ＣＨＯ－Ｋ１）の溶解物（ｍｙｃ－ＡＰＰ６９５）

およびならし培地（ｍｙｃ－ｓＡＰＰ６９５）から、および銅耐性ＣＨＯ細胞（

ｂ、ＣＨＯ－ＣＵＲ３）から、ポリクローナルｃ－ｍｙｃ抗体１８／４７を用い

て行なった。沈殿した試料を、ニトロセルロース膜に移した後、モノクローナル

ＡＰＰ抗体２２Ｃ１１によりイムノブロットした。対照：培地（「ｍｏｃｋ／ｓ

」）および溶解物（「ｍｏｃｋ／ｃ」）または「ｍｏｃｋ」トランスフェクト細

胞。

    【図３】

  図３は、慣用の培地（ＣＭ；基本培地－銅を含む）もしくは指示された濃度の

銅を含む培地においての銅キレート化剤であるバトクプロイン（Bathocuproin）

（ＢＣ）およびＤ－ペニシラミン（Penicillamin）（ＰＥＮ）の存在下での４時

間のインキュベーションの後における、抗ＡＰＰ（２２７３４／６；細菌で生産

したＡＰＰによる免疫化により得られたウサギ由来のポリクローナル血清、図１

参照）または抗Ａβ（７３０；合成により作製したＡβ４０ペプチドによる免疫

化により得られたウサギ由来のポリクローナル血清）による、代謝的に標識した

ＣＵＲ３細胞の溶解物（ａ）からのＨｏｌｏ－ＡＰＰ６９５の免疫沈降、ならび
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に培地（ｄ）からの可溶性ＡＰＰ６９５（ｂ）およびＡβおよびｐ３の免疫沈降

を示す。

  高い銅濃度における二重線（ｂ）としてのｓＡＰＰ６９５の出現は、その異な

るシアル酸含量に基づく。Ａβバンドのいくぶん上で泳動される断片（ｄ）は低

い銅濃度で生じ、おそらく、δ－セクレターゼおよびγ－セクレターゼによる切

断により生ずる（図１も参照）。この実験で測定した、ｃＡＰＰ（白三角）、ｓ

ＡＰＰ（白四角）および全分泌タンパク質（黒四角）の相対量を、ｃ）において

基本培地－銅濃度で得られる放射能の割合として定量した；（ｅ）において、Ａ

β（白四角）、ｐ３（白三角）およびｓＡＰＰ〔黒四角；（ｃ）と同じ実験から

得られたデータをよりよい比較のために示す〕。データは３回の独立の実験から

の平均値に相当する。（ｅ）における「０」μＭおよび「１」μＭ  銅は、基本

培地（ＣＭ；０．８μＭ）における、銅（ＰＥＮ／ＢＣ）および銅の除去のため

のインキュベーション条件をいう。

    【図４】

  図４は、慣用の培地（ＣＭ；基本培地－銅を含む）もしくは指示された濃度の

銅を含む培地においての銅キレート化剤であるバトクプロイン（Bathocuproin）

（ＢＣ）およびＤ－ペニシラミン（Penicillamin）（ＰＥＮ）の存在下での４時

間のインキュベーションの後における、抗ＡＰＰ（２２７３４／６）または抗Ａ

β（７３０）による、代謝的に標識したＫ１細胞の溶解物（ａ）からのＨｏｌｏ

－ＡＰＰ６９５の免疫沈降、ならびに培地（ｄ）からの可溶性ＡＰＰ６９５（ｂ

）およびＡβおよびｐ３の免疫沈降を示す；図３のようにして定量した。

  ｓＡＰＰ７５１／７７０の細胞内レベルはＣＵＲ３細胞内よりＫ１細胞内のほ

うが高く（図２参照）、それはまた、銅濃度に影響され、このように定量された

。データは２回の独立の実験からの平均値である。この実験で測定した、ｃＡＰ

Ｐ（白丸）、ｓＡＰＰ６９５（白四角）、ｓＡＰＰ７５１／７７０（白三角）お

よび全分泌タンパク質（黒四角）の相対量を、ｃ）において定量する。（ｅ）に

おいて、Ａβ（白四角）、ｐ３（白三角）およびｓＡＰＰ６９５（黒四角；ｃに

示す同じ実験のデータ）。（ｅ）における「０」μＭおよび「１」μＭ  銅は、

基本培地（ＣＭ；０．８μＭ）における、銅（ＰＥＮ／ＢＣ）および銅の除去の
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ためのインキュベーション条件をいう。Ａβバンドのいくぶん上で泳動される断

片（ｄ）は低い銅濃度で生じ、おそらく、δ－セクレターゼおよびγ－セクレタ

ーゼによる切断により生ずる（図１も参照）。

    【図５】

  図５は、ＣＨＯ－Ｋ１細胞（ａ）とＣＨＯ－ＣＵＲ３細胞（ｂ）のならし培地

から免疫沈降された、ｓＡＰＰ６９５、ｐ３およびＡβの相対レベルの定量を示

す。

  ｓＡＰＰ６９５（黒四角）の増加は、Ｋ１細胞で１０μＭ  Ｃｕ（ＩＩ）（ａ

）において、およびＣＵＲ３細胞で５０μＭ  Ｃｕ（ＩＩ）（ｂ）において、最

高に達した；これは続いて減少した。ｓＡＰＰレベル（白三角）の変化は、いく

ぶん低いＣｕ（ＩＩ）用量で最高に達したｐ３タンパク質による変化と比較して

遅く生じ、これはｓＡＰＰと比較して長い半減期によるものと考えられる。それ

に対し、Ａβレベル（黒四角）は、基本レベル以下のＣｕ（ＩＩ）濃度で両細胞

株において著しく増加した。最初のデータ点は基本銅濃度〔０．８μＭ  Ｃｕ（

ＩＩ）〕で測定した。

【図１】
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【図２】
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【図３ａ－ｃ】
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【図３ｄ・ｅ】
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【図４ａ－ｃ】
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【図４ｄ・ｅ】
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【図５】
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【手続補正書】特許協力条約第３４条補正の翻訳文提出書

【提出日】平成１３年５月１６日（２００１．５．１６）

【手続補正１】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】特許請求の範囲

【補正方法】変更

【補正の内容】

    【特許請求の範囲】

      【請求項１】  アミロイド前駆体タンパク質（ＡＰＰ）の銅結合部位に結

合する、および／またはアミロイドＡβペプチドの放出を低減する、または防ぐ

ことを特徴とする銅アゴニストのアルツハイマー病の予防または治療のための使

用。

      【請求項２】  銅アゴニストが二価金属イオン、オリゴペプチド、オリゴ

ヌクレオチド、オリゴ糖、ヌクレオチドアナログ、化学物質ライブラリーまたは

微生物もしくは植物由来の低分子の天然物質である、請求項１記載の使用。

      【請求項３】  ＡＰＰの銅結合部位に結合する、および／またはアミロイ

ドＡβペプチドの放出に対する阻害効果を発揮する銅アゴニストを同定する方法

であって、

（ａ）ＡＰＰまたは銅結合部位を有するその断片を上記効果を潜在的に有しうる

種々の濃度の化合物と接触させる工程、

（ｂ）アミロイドＡβペプチドを発現する哺乳動物においてＡβタンパク質の減

少を検出する工程

によって特徴づけられる方法。

      【請求項４】  Ａβペプチドの減少が細胞培養系でのＥＬＩＳＡまたは免

疫沈降により検出される、請求項５記載の方法。

      【請求項５】  ＡＰＰの銅結合部位に結合する、および／またはアミロイ

ドＡβペプチドの放出に対する阻害効果を発揮する銅アゴニストを同定する方法

であって、

（ａ）ＡＰＰまたは銅結合部位を有するその断片を、溶解させた、または固定化
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した物質ライブラリーあるいは微生物および／または植物由来の低分子物質と接

触させる工程、

（ｂ）溶解させた物質ライブラリーまたは液状の低分子物質を用いる場合、ＡＰ

Ｐまたはその該断片に特異的な抗体を用いて前記溶液から競争的または非競争的

な銅結合部位／リガンド複合体を免疫沈降させる工程、あるいは固定化した物質

ライブラリーを用いる場合、銅塩の添加により銅結合部位／リガンド複合体から

リガンドを放出させる工程、

（ｃ）前記リガンドを同定する工程、ならびに

（ｄ）ＡＰＰの銅結合部位への結合後、アミロイドＡβペプチドの放出に対する

阻害効果を発揮するリガンドを選択する工程、〔ここで工程（ｄ）は任意に工程

（ｃ）より前に行ないうる〕

により特徴づけられる方法。

      【請求項６】  工程（ｄ）が、ＡＰＰ６９５で安定にトランスフェクトさ

れた哺乳動物細胞と工程（ａ）～（ｃ）で得られたリガンドとをインキュベーシ

ョンする工程、およびポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体を用いてア

ミロイドＡβペプチドの産生を測定する工程を含む、請求項５記載の方法。

      【請求項７】  工程（ｄ）が、ヒトアミロイドＡβペプチドを発現するト

ランスジェニック動物に工程（ａ）～（ｃ）で得られたリガンドを投与する工程

、ＣＮＳまたは血液から試料を集める工程、ならびにポリクローナル抗体または

モノクローナル抗体を用いてアミロイドＡβペプチドの産生を測定する工程を含

む、請求項５記載の方法。
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【国際調査報告】
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