
(57)【要約】
　本発明は、アルツハイマー病の診断に関する。本発明は特に、シャペロンが Ppplaseフ
ァミリーのメンバーである可溶性 Aβ -シャペロン複合体の生成、ならびに特にイムノアッ
セイにおける Aβの検出におけるかかるシャペロン -Aβ複合体の有利な使用および免疫原
としてのその使用を教示する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 共 有 結 合 し た Aβ お よ び PPIシ ャ ペ ロ ン を 含 む 可 溶 性 Aβ -シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 の 製 造 方 法 で
あ っ て ：
該 ポ リ ペ プ チ ド を 可 溶 化 す る 工 程 、
お よ び バ ッ フ ァ ー を 生 理 的 条 件 に 調 節 す る 工 程 を 含 み 、
こ こ で 、 形 成 さ れ た Aβ -シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 は 、 7.4の pHを 有 し 、 20 mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム お
よ び 150 mM塩 化 ナ ト リ ウ ム か ら な る 溶 液 中 で 測 定 し た 場 合 に 少 な く と も 100 nM溶 解 で き る
製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 Aβ と ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ シ ャ ペ ロ ン と が 共 有 結 合 し て い る 、 請 求 項 １ 記
載 の 複 合 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ が FKBPシ ャ ペ ロ ン で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 FKBPシ ャ ペ ロ ン が SlyD、 FkpAお よ び ト リ ガ ー 因 子 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １
～ ３ の い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 7.4の pHを 有 し 、 20 mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム お よ び 150 mM塩 化 ナ ト リ ウ ム か ら な る 溶 液 中 に
少 な く と も 100 nM溶 解 で き る 複 合 体 で あ っ て ：
Aβ 、 お よ び
ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ シ ャ ペ ロ ン を 含 み 、
こ こ で 、 Aβ と ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ シ ャ ペ ロ ン と が 共 有 結 合 し て い る 複 合 体
。
【 請 求 項 ６ 】
　 Aβ と ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ シ ャ ペ ロ ン と が 共 有 結 合 し て い る 、 請 求 項 ５ 記
載 の 複 合 体 。
【 請 求 項 ７ 】
　 7.4の pHを 有 し 、 20 mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム お よ び 150 mM塩 化 ナ ト リ ウ ム か ら な る 溶 液 中 に
少 な く と も 100 nM溶 解 で き る 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て ：
Aβ 、
ペ プ チ ド 性 リ ン カ ー 、 お よ び
ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ シ ャ ペ ロ ン を 含 む 、 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ 】
　 Aβ ペ プ チ ド が Aβ （ 1～ 40） 、 Aβ （ 1～ 42） お よ び Aβ （ 1～ 43） か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る 、 請 求 項 １ ～ ４ い ず れ か 記 載 の 方 法 、 請 求 項 ５ も し く は ６ 記 載 の 可 溶 性 複 合 体 ま た は
請 求 項 ７ 記 載 の 組 換 え プ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
　 イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る 請 求 項 ５ も し く は ６ 記 載 の Aβ -シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 ま た は 請 求 項
７ 記 載 の 組 換 え タ ン パ ク 質 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 ５ も し く は ６ 記 載 の 可 溶 性 Aβ -シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 ま た は 請 求 項 ７ 記 載 の 組 換 え タ
ン パ ク 質 お よ び Aβ 測 定 を 行 う た め の 補 助 試 薬 を 含 む 試 薬 の 少 な く と も 1つ の 構 成 物 を 含 む
キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 （ AD） の 診 断 に 関 す る 。 本 発 明 は 特 に 、 可 溶 性 Aβ -シ ャ ペ
ロ ン 複 合 体 の 生 成 、 な ら び に か か る シ ャ ペ ロ ン -Aβ 複 合 体 の 、 特 に イ ム ノ ア ッ セ イ に お け
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る Aβ の 検 出 に お け る 有 利 な 使 用 、 お よ び 免 疫 原 と し て の そ の 使 用 を 教 示 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
背 景
　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 （ AD） は 、 徐 々 に 甚 大 な 精 神 的 不 全 を も た ら し 、 つ い に は 死 を も た ら
す 進 行 性 の 記 憶 、 認 識 、 理 論 、 判 断 お よ び 情 動 安 定 性 の 喪 失 で 臨 床 的 に 特 徴 付 け ら れ る 変
性 脳 障 害 で あ る 。 ADは 、 高 齢 の ヒ ト に お け る 進 行 性 精 神 的 不 全 （ 痴 呆 ） の 非 常 に 一 般 的 な
原 因 で あ り 、 米 国 で 4番 目 に 一 般 的 な 医 学 的 死 因 を 表 す と 考 え ら れ て い る 。 ADは 、 世 界 中
の 全 て の 人 種 お よ び 民 族 で 見 ら れ 、 現 在 お よ び 未 来 の 公 衆 衛 生 の 主 な 問 題 を も た ら す 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ド イ ツ で は 、 約 65,000件 の ADが 、 毎 年 新 た に 診 断 さ れ る 。 該 疾 患 は 、 現 在 米 国 だ け で 約
200万 ～ 300万 人 が 罹 患 し て い る と 推 定 さ れ て い る 。 ADは 現 在 不 治 で あ る 。 効 果 的 に ADを 予
防 す る か 、 ま た は そ の 症 状 も し く は 進 行 を 後 退 さ せ る 処 置 は 、 現 在 知 ら れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ADを 有 す る 個 体 の 脳 は 、 老 人 斑 と 呼 ば れ る 特 徴 的 な 病 変 お よ び 神 経 細 線 維 も つ れ を 示 す
。 こ れ ら の 病 変 の 多 数 は 、 一 般 的 に 、 AD患 者 の 記 憶 お よ び 認 知 の 機 能 に 重 要 な ヒ ト 脳 の い
く つ か の 野 で 見 ら れ る 。 よ り 制 限 さ れ た 解 剖 学 的 分 布 に お け る よ り 少 な い 数 の こ れ ら の 病
変 が 、 臨 床 的 ADを 有 さ な い 高 齢 の ヒ ト の 脳 に 時 々 見 ら れ る 。 老 人 斑 お よ び ア ミ ロ イ ド 血 管
症 は ま た 、 あ る 年 齢 を 超 え た 21ト リ ソ ミ ー （ ダ ウ ン 症 候 群 ） を 有 す る 個 体 の 脳 、 お よ び ダ
ッ チ 型 （ HCHWAD） の ア ミ ロ イ ド ー シ ス を 有 す る 遺 伝 性 脳 出 血 を 特 徴 付 け る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 現 在 の と こ ろ 、 ADの 確 定 的 な 診 断 は 、 通 常 該 疾 患 で 死 亡 し た 患 者 の 脳 組 織 、 ま た は ま れ
に 、 侵 襲 性 神 経 外 科 処 置 の 過 程 で 取 ら れ た 小 さ い 生 検 さ れ た 脳 組 織 の 試 料 に お け る 前 述 の
病 変 の 観 察 を 要 す る 。 ADお よ び 上 述 の 他 の 障 害 に 特 徴 的 な 老 人 斑 お よ び 脈 管 内 ア ミ ロ イ ド
沈 着 （ ア ミ ロ イ ド 血 管 症 ） の 主 な 化 学 的 構 成 物 は 、 も と も と ア ミ ロ イ ド β ペ プ チ ド （ Aβ
） 、 ま た は 時 々 β AP、 Aβ Pま た は β /A4と 呼 ば れ る 約 39～ 43ア ミ ノ 酸 の 、 お よ そ 4.2キ ロ ダ
ル ト ン （ kD） の タ ン パ ク 質 で あ る 。 現 在 の と こ ろ 、 名 称 Aβ が 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド を 記 述
す る の に 一 般 的 に 認 め ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 Aβ は 、 Glenner, G.G.お よ び Wong, C.W., Biochem. Biophys. Res. Commun. 120 (1984
) 885-890で 最 初 に 精 製 さ れ 、 報 告 さ れ た 部 分 的 な ア ミ ノ 酸 配 列 で あ っ た 。 最 初 の 28ア ミ
ノ 酸 に 関 す る 単 離 方 法 お よ び 配 列 デ ー タ は 、 米 国 特 許 第 4,666,829号 に 記 載 さ れ て い る 。 4
0を 超 え る 数 の ア ミ ノ 酸 を 有 す る Aβ の 形 態 は 、 Kang, J.ら , Nature 325 (1987) 733-736
に よ っ て 最 初 に 報 告 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 Roher, A.E.ら , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 (1993) 10836-10840は 、 Aβ （ 1～ 42
） が 有 意 な 量 の 異 性 体 化 お よ び ラ セ ミ 化 ア ス パ ル チ ル 残 基 を 有 す る 神 経 炎 性 局 面 の 主 な 構
成 物 （ 90％ ） で あ る こ と を 示 し た 。 該 筆 者 ら は ま た 、 Aβ （ 17～ 42） も ま た 散 在 性 の 斑 に
お い て 支 配 的 （ 70％ ） で あ り 、 一 方 で Aβ （ 1～ 40） が 髄 膜 血 管 斑 の 主 な 構 成 物 で あ り 、 全
Aβ の 60％ を 含 み 、 実 質 の 脈 管 内 で は 沈 着 Aβ （ 1～ 42） は 全 Aβ の 75％ に 相 当 す る こ と を 示
し た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 Iwatsubo, T.ら , Neuron 13 (1994) 45-53は 、 Aβ 42（ 43） 陽 性 老 人 斑 が 散 発 性 AD脳 に
お け る Aβ の 主 な 種 で あ る こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 こ こ 数 年 の 間 に 行 わ れ た 分 子 生 物 学 的 お よ び タ ン パ ク 質 化 学 的 分 析 に よ っ て 、 Aβ は 、
通 常 、 ヒ ト を 含 む 種 々 の 動 物 の 多 く の 組 織 中 で 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る 、 ア ミ ロ イ ド 前 駆
体 タ ン パ ク 質 （ APP） と 呼 ば れ る 大 い に よ り 大 き い 前 駆 体 タ ン パ ク 質 の 小 さ い 断 片 で あ る
こ と が 示 さ れ た 。 APPを コ ー ド す る 遺 伝 子 の 構 造 の 知 識 に よ っ て 、 Aβ が 、 APPの カ ル ボ キ
シ ル 末 端 か ら 、 α 、 β お よ び γ セ ク レ タ ー ゼ と 呼 ば れ る 一 連 の 酵 素 に よ っ て 切 断 さ れ た ペ
プ チ ド 断 片 と し て 生 じ る こ と が 立 証 さ れ た 。 Aβ 断 片 が APPか ら 切 断 さ れ て 、 そ の 後 ア ミ ロ
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イ ド 斑 と し て 脳 組 織 中 な ら び に 脳 お よ び 髄 膜 の 血 管 の 壁 に 沈 着 す る 正 確 な 生 化 学 的 機 構 は
、 現 在 の と こ ろ 知 ら れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 い く つ か の 方 向 の 根 拠 に よ り 、 進 行 性 の 脳 で の Aβ の 沈 着 は 、 ADの 病 因 に お い て 、 重 要
な 役 割 を 果 た し 、 認 知 の 症 状 に 数 年 ま た は 数 十 年 先 立 つ こ と が で き る （ 総 説 と し て 、 Selk
oe, D.J., J. Neuropath. and Exp. Neurol. 53 (1994) 438-447; お よ び Selkoe, D.J., 
Neuron 6 (1991) 487参 照 ） こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 基 礎 と な る ADの 機 構 の 理 解 に お い て な さ れ て き た 前 進 に も か か わ ら ず 、 該 疾 患 の 診 断 で
用 い る た め の 方 法 を 開 発 す る 必 要 が 未 だ あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 多 数 の 生 化 学 的 電 子 顕 微 鏡 お よ び 免 疫 化 学 的 研 究 に よ っ て 、 Aβ は 正 常 な pHの 生 理 的 溶
液 中 で 高 度 に 不 溶 性 で あ る こ と が 報 告 さ れ た 。 例 え ば 、 Glenner, G.G.お よ び Wong, C.W.,
 Biochem. Biophys. Res. Commun. 122 (1984) 1131-1135; Masters, C.L.ら , Proc. Nat
l. Acad. Sci. USA 82 (1985) 4245-4249; Selkoe, D.J.ら , J. Neurochem. 46 (1986) 1
820-1834参 照 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 さ ら に 、 こ の 不 溶 性 は 、 親 タ ン パ ク 質 （ APP） を 細 胞 の 脂 質 膜 中 に 固 定 す る 領 域 の 一 部
を 構 成 す る あ る 範 囲 の 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 を 含 む Aβ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 予 測 さ れ 、 該 ア ミ ノ
酸 配 列 と 一 致 す る 。 APPの Aβ 部 分 等 の 疎 水 性 、 脂 質 固 定 タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 膜 ま た は 膜 断
片 と 関 連 し 続 け て い る と 予 測 さ れ 、 し た が っ て 生 理 的 細 胞 外 液 中 に 存 在 し な い と 予 測 さ れ
る 。 前 述 の 研 究 お よ び 他 の 多 く か ら 、 生 理 的 溶 液 中 の AD脳 ア ミ ロ イ ド 沈 着 か ら 精 製 さ れ た
天 然 の Aβ 、 ま た は Aβ 配 列 を 含 む 合 成 ペ プ チ ド の 不 溶 性 が 報 告 さ れ て い る 。 脳 ア ミ ロ イ ド
沈 着 か ら の Aβ の 抽 出 お よ び そ の 後 の 可 溶 化 に は 、 強 力 な 、 非 生 理 的 溶 媒 お よ び 変 性 剤 の
使 用 が 必 要 で あ っ た 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ヒ ト 組 織 の 細 胞 外 液 を 模 倣 し た 生 理 的 緩 衝 化 塩 溶 液 は 、 一 様 に Aβ を 可 溶 化 で き な か っ
た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 イ ム ノ ア ッ セ イ は 一 般 的 に 、 生 理 的 pHで 行 わ れ る 。 し た が っ て 、 生 理 的 バ ッ フ ァ ー 条 件
で 可 溶 性 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば ELISA（ 酵 素 結 合 イ ム ノ ソ ル ベ ン ト 検 定 法 ） 等 の 種 々
の イ ム ノ ア ッ セ イ 方 法 に お い て 広 範 に 、 例 え ば 特 定 の 疾 患 の 診 断 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ に
用 い ら れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 生 理 的 バ ッ フ ァ ー 条 件 で 不 溶 性 な た め に 、 お よ び 粘 着 性 の 性 質 の た め に 、 Aβ ペ プ チ ド
は イ ム ノ ア ッ セ イ に 用 い に く い 。 例 え ば 、 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 形 式 に お い て 、 Aβ は 扱
い に く い 。 な ぜ な ら 、 Aβ は 集 合 し や す く 、 沈 殿 し や す く さ え あ る か ら で あ る 。 粘 着 性 の
性 質 の た め に 、 Aβ は ま た 、 非 特 異 的 結 合 に よ る 誤 っ た 結 果 を 導 き 得 る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 強 力 に カ オ ト ロ ピ ッ ク な 試 薬 ま た は 適 切 な 界 面 活 性 剤 に よ っ て Aβ を 可 溶 化 す る こ と が
で き る が 、 か か る 方 法 で 可 溶 化 さ れ た 物 質 は 、 診 断 用 手 段 と し て の 限 ら れ た 役 に し か 立 た
な い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 生 理 的 バ ッ フ ァ ー 条 件 に お け る Aβ の 不 溶 性 は 、 さ ら に こ の タ ン パ ク 質 を 、 通 常 の （ 生
） 化 学 的 手 順 の 非 常 に 困 難 な 標 的 に す る 。 非 常 に 大 部 分 の 「 標 識 化 学 」 、 す な わ ち 標 識 、
例 え ば マ ー カ ー 群 の ポ リ ペ プ チ ド へ の 結 合 に 用 い ら れ る 化 学 的 手 順 は 、 求 核 化 学 に 基 づ き
、 し た が っ て 約 pH6～ 約 pH8の pH領 域 に や や 制 限 さ れ 、 そ の た め 多 少 生 理 的 な バ ッ フ ァ ー 条
件 で の み 作 用 す る 。 こ れ ら の 通 常 の 手 順 は 、 例 え ば 「 Bioconjugation」 , M. Aslamお よ び
A. Dent編 , McMillan Reference, London (1998), pp.216-363の Aslam, M.お よ び Dent, A
., The preparation of protein-protein conjugatesに 記 載 さ れ る よ う に 、 適 切 に 働 か な
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い か 、 ま た は Aβ ペ プ チ ド を 用 い て 行 う こ と が 困 難 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 し た が っ て 、 Aβ を 容 易 に 溶 解 で き る 形 態 、 Aβ が 例 え ば 生 理 的 pHで 可 溶 性 で 、 溶 液 中 で
安 定 で 、 か つ ／ ま た は 生 成 お よ び ／ ま た は 操 作 に 便 利 な 形 態 で 提 供 す る 必 要 が 非 常 に 大 き
い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 課 題 は 、 Aβ が 、 生 理 的 バ ッ フ ァ ー 条 件 で 容 易 に 溶 解 で き る 形 態 で 提 供 さ れ 得
る か ど う か を 調 べ る こ と で あ っ た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 折 り た た み ヘ ル パ ー （ folding helper） 、 例 え ば ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ
ソ メ ラ ー ゼ （ PPI） ク ラ ス の 多 く の メ ン バ ー 、 特 に FKBPフ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー が 、 触 媒 活
性 を 示 す だ け で な く 、 ア ミ ロ イ ド 生 成 性 タ ン パ ク 質 、 つ ま り よ り 一 般 的 に は Aβ ペ プ チ ド
の よ う に 集 合 し が ち な タ ン パ ク 質 の 可 溶 性 に 対 し て 強 烈 で 有 益 な 効 果 を 引 き 起 こ す こ と を
見 出 し た 。 そ れ ら は 、 そ う で な け れ ば （ す な わ ち 、 シ ャ ペ ロ ン さ れ て い な い か 、 単 離 さ れ
た 形 態 で ） 集 合 し が ち な タ ン パ ク 質 と 可 溶 性 複 合 体 を 形 成 す る こ と に よ っ て そ の よ う に す
る 。 生 理 的 条 件 下 で ほ と ん ど 溶 け な い か ま た は 不 溶 性 の Aβ は 、 一 旦 適 切 な PPIシ ャ ペ ロ ン
と の 複 合 体 の 形 で 存 在 す れ ば 、 穏 や か な 生 理 的 条 件 下 （ す な わ ち 、 界 面 活 性 剤 ま た は カ オ
ト ロ ピ ッ ク 剤 等 の 添 加 物 を 可 溶 化 す る 必 要 が な い ） で 可 溶 性 で あ る と わ か っ た 。 そ の た め
、 本 発 明 者 ら は 、 例 え ば Aβ （ 1～ 42） ペ プ チ ド （ そ う で な け れ ば 集 合 し が ち な ） タ ン パ ク
質 お よ び SlyD、 FkpAま た は 他 の FKBPを 可 溶 性 付 与 シ ャ ペ ロ ン と し て 含 む 可 溶 性 Aβ -シ ャ ペ
ロ ン 複 合 体 を 生 成 す る こ と が で き た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 Aβ ペ プ チ ド お よ び PPIク ラ ス シ ャ ペ ロ ン を 含 む 可 溶 性 複 合 体 は 、 例 え ば Aβ ペ プ チ ド お
よ び PPIク ラ ス シ ャ ペ ロ ン の い ず れ も 含 む 単 一 の 組 換 え タ ン パ ク 質 か ら 得 る こ と が で き る
。 Aβ お よ び シ ャ ペ ロ ン の ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ ク ラ ス か ら 選 択 さ れ る シ ャ ペ
ロ ン を 含 む 組 換 え タ ン パ ク 質 を 説 明 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 最 も 興 味 深 い こ と に 、 Aβ お よ び PPIシ ャ ペ ロ ン の い ず れ も 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 例 え
ば 容 易 に 可 溶 化 お よ び 再 生 さ れ 得 、 例 え ば 複 合 体 の 便 利 な 標 識 が で き る よ う に な る 可 溶 性
分 子 内 Aβ -シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 を 形 成 す る こ と が 見 出 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る 標 準 物 質 と し て 使 用 す る た め に 、 容 易 に 溶 解 で き る 形 態 で Aβ
を 提 供 す る こ と が 今 や 可 能 で あ る 。 ま た 、 標 識 に よ っ て Aβ 抗 原 が 修 飾 さ れ た り 悪 影 響 を
受 け た り （ 例 え ば 立 体 構 造 に 関 し て ） し な い よ う に 、 シ ャ ペ ロ ン の み が 標 識 さ れ て い る 標
識 シ ャ ペ ロ ン -Aβ 複 合 体 を 生 成 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 者 ら が 本 明 細 書 中 に 記 載 す る Aβ -シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 は 、 用 い ら れ る 検 出 形 式 に 関
係 な い 、 イ ム ノ ア ッ セ イ の た め の 可 溶 性 標 識 Aβ ペ プ チ ド を 生 成 す る 便 利 な 手 段 を 提 供 す
る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 Aβ お よ び SlyDを 含 む 新 規 の 複 合 体 は 、 例 え ば 生 理 的 条 件 下 で 容 易 に 溶 解 で き 、 便 利 な p
H範 囲 で 容 易 に 標 識 さ れ 得 、 免 疫 学 的 技 術 に よ る Aβ の 検 出 ま た は 免 疫 化 に 大 い に 有 利 に 用
い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 共 有 結 合 し た Aβ お よ び PPIシ ャ ペ ロ ン を 含 む 可 溶 性 Aβ -シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 の
製 造 方 法 で あ っ て ： 該 ポ リ ペ プ チ ド を 可 溶 化 す る 工 程 、 お よ び バ ッ フ ァ ー を 生 理 的 条 件 に
調 節 す る 工 程 を 含 み 、 こ こ で 、 形 成 さ れ た Aβ -シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 は 、 7.4の pHを 有 し 、 20 
mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム お よ び 150 mM塩 化 ナ ト リ ウ ム か ら な る 溶 液 中 で 測 定 し た 場 合 に 少 な く
と も 100 nMま で 可 溶 性 で あ る 製 造 方 法 に 関 す る 。
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【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の Aβ ペ プ チ ド ま た は 「 Aβ 」 は 、 Aβ の ア ミ ノ 酸 位 38、 39、 40、 41、 42ま た は 43
で 終 わ る Aβ 分 子 の C末 端 を 含 む 少 な く と も 20個 の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 長 の APPの 任 意 の 断 片
で あ り 得 る 。 よ り 好 ま し く は 、 Aβ ペ プ チ ド は 少 な く と も 30個 の ア ミ ノ 酸 長 で あ る 。 好 ま
し く は 、 Aβ は Aβ の ア ミ ノ 酸 １ で 始 ま っ て C末 端 で 終 わ る 全 長 Aβ で あ る 。 好 ま し い C末 端
は 、 そ れ ぞ れ Aβ 残 基 40、 42ま た は 43で 終 わ る ペ プ チ ド で あ る 。 Aβ の ア ミ ノ 酸 １ か ら ア ミ
ノ 酸 42ま で の ア ミ ノ 酸 （ ＝ Aβ （ 1～ 42） ） お よ び Aβ の ア ミ ノ 酸 １ か ら ア ミ ノ 酸 43ま で の A
β （ ＝ Aβ （ 1～ 43） ） を 含 む Aβ 形 態 が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 下 記 で 、 Aβ は 時 々 「 標 的 タ ン パ ク 質 」 と も 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 非 ヒ ト の 他 の 哺 乳 動 物 種 由 来 の Aβ お よ び 天 然 に 存 在 す る か 、 ま た は 合 成 で 生 成 さ れ た A
β の バ リ ア ン ト も ま た 大 い に 有 利 に 用 い ら れ 得 、 ま た 本 発 明 に 含 ま れ る こ と は 、 当 業 者 に
明 ら か で あ る 。 ヒ ト Aβ お よ び 自 然 に 存 在 す る そ の バ リ ア ン ト が 最 も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 タ ン パ ク 質 は 、 20 mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム pH 7.4、 150 mM NaClか ら な る バ ッ フ ァ ー に 50 n
M以 下 の 濃 度 で 可 溶 性 で あ る 場 合 、 「 本 質 的 に 不 溶 性 」 で あ る と 見 な す 。 Aβ は か か る バ ッ
フ ァ ー に 本 質 的 に 不 溶 性 で あ り 、 集 合 体 お よ び ／ ま た は 沈 殿 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 し か し な が ら 、 本 発 明 の Aβ -シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 は 、 20 mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム pH 7.4、 150
 mM NaClか ら な る バ ッ フ ァ ー に 「 可 溶 性 」 で あ る 。 か か る バ ッ フ ァ ー に 、 標 的 タ ン パ ク 質
Aβ は 、 Aβ -PPIシ ャ ペ ロ ン 複 合 体 に 含 ま れ る 場 合 、 100 nM以 上 の 濃 度 で 可 溶 性 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 用 語 「 複 合 体 」 は 、 Aβ に 対 応 す る ペ プ チ ド ド メ イ ン お よ び シ ャ ペ ロ ン に 対 応 す る ペ プ
チ ド ド メ イ ン が 互 い に 相 互 作 用 し 、 そ れ に よ っ て シ ャ ペ ロ ン が Aβ に 可 溶 化 効 果 を 付 与 す
る こ と を 示 す た め に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 可 溶 性 シ ャ ペ ロ ン -標 的 タ ン パ ク 質 複 合 体 の 生 成 は 、 可 溶 化 バ ッ フ ァ ー 状 態 か ら 、 す な
わ ち 標 的 タ ン パ ク 質 お よ び シ ャ ペ ロ ン の い ず れ も 可 溶 性 で あ る バ ッ フ ァ ー か ら 始 ま る 。 適
切 な バ ッ フ ァ ー は 、 「 非 生 理 的 」 ま た は 「 可 溶 化 」 バ ッ フ ァ ー と 呼 ば れ 得 、 標 的 タ ン パ ク
質 お よ び PPIシ ャ ペ ロ ン の い ず れ も が 変 性 し て い な い か 、 ま た は 少 な く と も 不 可 逆 的 に 変
性 し て い な い と い う 要 件 を 満 た さ な け れ ば な ら な い 。 か か る バ ッ フ ァ ー 条 件 か ら 開 始 す る
と 、 シ ャ ペ ロ ン は 標 的 タ ン パ ク 質 に 結 合 し 、 非 生 理 的 条 件 か ら 生 理 的 条 件 へ の バ ッ フ ァ ー
条 件 の 変 化 が 、 標 的 タ ン パ ク 質 の 沈 殿 な し に 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 適 切 な （ 非 生 理 的 ） バ ッ フ ァ ー 、 す な わ ち 標 的 タ ン パ ク 質 お よ び PPIシ ャ ペ ロ ン の い ず
れ も が 可 溶 性 で あ る バ ッ フ ァ ー は 、 高 pHも し く は 低 pH、 ま た は 高 カ オ ト ロ ピ ッ ク 塩 濃 度 ま
た は こ れ ら の 組 み 合 わ せ を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 シ ャ ペ ロ ン お よ び Aβ ペ プ チ ド は 別 々 の ポ リ ペ プ チ ド と し て 用 い ら れ 得 る が 、 本 発 明 者
ら は 、 両 方 の タ ン パ ク 質 を 共 有 結 合 さ せ る こ と が 有 利 で あ る こ と を 観 察 し た 。 か か る 共 有
結 合 は 、 従 来 の 化 学 的 架 橋 手 順 に よ っ て 可 能 で あ る ； し か し な が ら 、 好 ま し く は 、 共 有 結
合 は Aβ ペ プ チ ド お よ び シ ャ ペ ロ ン を 含 む 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る こ と に よ っ て 達
成 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 さ ら に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 組 換 え 的 に 結 合 さ れ た Aβ お よ び ペ プ チ ジ ル
プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ ク ラ ス か ら 選 択 さ れ た シ ャ ペ ロ ン タ ン パ ク 質 を 含 む タ ン パ ク 質 を 、
適 切 な バ ッ フ ァ ー 条 件 下 で 可 溶 化 す る 工 程 、 な ら び に そ の 後 バ ッ フ ァ ー を 生 理 的 条 件 に 調
節 す る 工 程 を 含 む 、 可 溶 性 Aβ -シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 の 生 成 方 法 に 関 す る 。 こ の よ う に 、 7.4
の pHを 有 し 、 20 mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム お よ び 150 mM塩 化 ナ ト リ ウ ム か ら な る バ ッ フ ァ ー に
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少 な く と も 100 nMま で 可 溶 性 で あ る 分 子 内 複 合 体 が 得 ら れ る 。 最 も 好 ま し く は 、 こ の 方 法
は 、 い わ ゆ る 封 入 体 か ら 開 始 し て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 PPIシ ャ ペ ロ ン お よ び Aβ を 含 む 分 子 内 複 合 体 を 生 成 す る 場 合 に は 、 可 溶 化 バ ッ フ ァ ー は
、 好 ま し く は や や 高 濃 度 の カ オ ト ロ ピ ッ ク 塩 、 例 え ば 6.0 M塩 化 グ ア ニ ジ ニ ウ ム を 有 す る
、 約 7.8の pHの バ ッ フ ァ ー で あ る 。 再 生 に 際 し て 、 標 的 タ ン パ ク 質 は そ の 天 然 様 構 造 お よ
び 分 子 内 可 溶 性 複 合 体 形 態 を と る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 は 、 ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル シ ス ／ ト ラ ン ス イ ソ メ ラ ー ゼ （ PPIま た は PPIase） と 呼
ば れ る 折 り た た み ヘ ル パ ー の ク ラ ス 由 来 の シ ャ ペ ロ ン の 使 用 を 教 示 す る （ Dartigalongue,
 C.お よ び Raina, S., Embo J. 17 (1998) 3968-3980と 比 較 ） 。 こ の フ ァ ミ リ ー の 周 知 の
例 は 、 CypA、 PpiD（ Dartigalongue, C.お よ び Raina, S.,前 掲 ; Schmid, F.X., Molecular
 chaperones in the life cycle of proteins, A.L. Finkお よ び Y. Goto編 , Marcel Deck
er Inc., New York (1998), pp.361-389） 、 FkpA（ Danese, P.N.ら , Genes Dev. 9 (1995
) 387-398） お よ び ト リ ガ ー 因 子 （ Crooke, E.お よ び Wickner, W., Proc. Natl. Sci. USA
 84 (1987) 5216-5220; Stoller, G.ら , Embo J. 14 (1995) 4939-4948） と 呼 ば れ る メ ン
バ ー で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ は 、 3つ の フ ァ ミ リ ー 、 パ ル ブ リ ン （ parvuline） （ Sc
hmid, F.X.,前 掲 ; Rahfeld, J.U.ら , FEBS Lett. 352 (1994) 180-184） 、 シ ク ロ フ ィ リ
ン （ Fischer, G.ら , Nature 337 (1989) 476-478、 お よ び FKBPフ ァ ミ リ ー （ Lane, W.S.ら
, J. Protein Chem. 10 (1991) 151-160） に 再 分 さ れ る 。 FKBPフ ァ ミ リ ー は 、 興 味 深 い 生
化 学 的 特 性 を 示 す ： こ の メ ン バ ー は 、 も と も と マ ク ロ ラ イ ド 系 抗 生 物 質 、 例 え ば FK 506お
よ び ラ パ マ イ シ ン に 対 す る 結 合 能 に よ っ て 同 定 さ れ た （ Kay, J.E., Biochem J.314 (1996
) 361-385） 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 い く つ か の プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ は 、 種 々 の 機 能 の 種 々 の サ ブ ユ ニ ッ ト ま た は モ ジ ュ ー
ル 、 例 え ば 酵 素 活 性 を 示 す モ ジ ュ ー ル お よ び シ ャ ペ ロ ン ま た は 結 合 活 性 を 示 す モ ジ ュ ー ル
を 含 む 。 か か る FKBPフ ァ ミ リ ー の モ ジ ュ ー ル メ ン バ ー は 、 FkpA（ Ramm, K.お よ び Pluckthu
n, A., J. Biol. Chem. 275 (2000) 17106-17113） 、 SlyD（ Hottenrott, S.ら , J. Biol.
 Chem. 272 (1997) 15697-15701） お よ び ト リ ガ ー 因 子 （ Scholz, C.ら , Embo J. 16 (199
7) 54-58） を 含 む 。 好 ま し く は 、 シ ャ ペ ロ ン の PPIク ラ ス の FKBPフ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー が
用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 真 核 生 物 由 来 の ホ モ ロ グ を 用 い る の が 好 ま し く 、 ヒ ト 由 来 の PP
Iaseを 用 い る の が 非 常 に 好 ま し い 。 な ぜ な ら こ れ ら の PPIaseは ヒ ト 血 清 由 来 の 抗 体 に よ っ
て 認 識 さ れ な い は ず で あ り 、 そ の た め 血 清 学 的 分 析 （ す な わ ち ヒ ト 抗 体 の 検 出 に 基 づ く 分
析 ） に 干 渉 し な い は ず だ か ら で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 い つ も 分 子 シ ャ ペ ロ ン の 完 全 な 配 列 を 用 い な け れ ば な ら な い わ け で は な い こ と は 、 周 知
で あ り 、 理 解 さ れ て い る 。 必 要 な 能 力 お よ び 機 能 を 依 然 と し て 有 す る シ ャ ペ ロ ン の 機 能 的
断 片 （ い わ ゆ る モ ジ ュ ー ル ） も ま た 用 い ら れ 得 る （ WO 98/13496と 比 較 ） 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 例 え ば 、 FkpAは 、 不 活 性 な 前 駆 体 分 子 と し て 細 菌 の 細 胞 質 ゾ ル 中 で 合 成 さ れ 、 細 胞 質 膜
を 横 切 っ て 転 位 さ れ る ペ リ プ ラ ズ ム の PPIで あ る 。 FkpAの 活 性 型 （ 成 熟 FkpAま た は ペ リ プ
ラ ズ ム の FkpA） は 、 シ グ ナ ル 配 列 （ ア ミ ノ 酸 1～ 25） を 欠 き 、 し た が っ て 前 駆 体 分 子 の ア
ミ ノ 酸 26～ 270を 含 む 。 FkpAに 関 し て 関 連 の あ る 配 列 情 報 は 、 公 共 の デ ー タ ベ ー ス 、 例 え
ば 「 SWISS-PROT」 か ら 、 受 託 番 号 P 45523で 容 易 に 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 FkpAと 近 縁 な 関 係 に あ る も の 、 す な わ ち SlyDは 、 触 媒 お よ び シ ャ ペ ロ ン 機 能 を 担 う 構 造
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化 N末 端 ド メ イ ン 、 な ら び に 非 常 に ヒ ス チ ジ ン お よ び シ ス テ イ ン 残 基 に 富 む 、 主 に 構 造 化
さ れ て い な い C末 端 か ら な る （ Hottenrott, S.ら , J. Biol. Chem. 272 (1997) 15697-157
01） 。 本 発 明 者 ら は 、 ア ミ ノ 酸 1～ 165を 含 む 、 C末 端 が ト ラ ン ケ ー ト さ れ た SlyDの バ リ ア
ン ト が 効 率 的 に Aβ に 対 す る そ の 可 溶 化 機 能 を 発 揮 す る こ と を 見 出 し た 。 野 生 型 SlyDの 場
合 と 異 な り 、 ジ ス ル フ ィ ド シ ャ ッ フ リ ン グ を 損 な う 危 険 性 は 、 用 い ら れ る ト ラ ン ケ ー ト さ
れ た SlyDバ リ ア ン ト （ 1～ 165） に お い て う ま く 回 避 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 上 で 検 討 し た シ ャ ペ ロ ン の バ リ ア ン ト は 、 1つ ま た は 数 個 の ア ミ ノ 酸 置 換 ま た は 欠 失 を
有 し 、 本 発 明 の 方 法 を 行 う の に も 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 勿 論 、 本 発 明 は 具 体 的 に 言 及 し た ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ ク ラ ス の メ ン バ ー の
使 用 に 制 限 さ れ ず 、 同 じ シ ャ ペ ロ ン の ク ラ ス 由 来 だ が 異 な る 細 菌 の 種 由 来 の シ ャ ペ ロ ン を
用 い て も 行 わ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 代 替 の 供 給 源 由 来 の 適 切 な シ ャ ペ ロ ン お よ び PPIシ ャ ペ ロ ン の 適 切 な 断 片 ま た は 変 異 体
は 、 実 施 例 に 記 載 さ れ る よ う な 手 法 を 用 い て 容 易 に 選 択 さ れ 得 る 。 PPIシ ャ ペ ロ ン の 好 ま
し い 代 替 の 供 給 源 は 、 ペ ス ト 菌 、 コ レ ラ 菌 、 パ ス ツ レ ラ ・ ム ル ト シ ダ お よ び 梅 毒 ト レ ポ ネ
ー マ で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 結 合 能 の あ る PPIaseシ ャ ペ ロ ン は 、 細 菌 の 細 胞 質 ゾ ル
で 高 発 現 の 遺 伝 子 産 物 を 産 生 す る 方 法 で Aβ ペ プ チ ド に 組 換 え 的 に 結 合 さ れ る 。 結 合 能 の
あ る PPIaseは 、 本 発 明 で 言 及 さ れ る 場 合 、 そ の 触 媒 的 PPIase活 性 と 無 関 係 に 、 少 な く と も
、 広 範 な Aβ ペ プ チ ド 基 質 （ す な わ ち 、 基 質 結 合 ま た は シ ャ ペ ロ ン モ チ ー フ ） へ の 結 合 を
媒 介 す る 機 能 単 位 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 モ ジ ュ ラ ー PPIが 優 先 的 に 、 変 性 し た ま た は 部 分 的 に 変 性 し た タ ン パ ク 質 に 結 合 す る こ
と が 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 Scholzら , 前 掲 ） 。 現 在 、 PPIaseが タ ン パ ク 質 の 折 り た た み
を 触 媒 す る だ け で な く 、 か か る タ ン パ ク 質 と 安 定 な 複 合 体 を 形 成 す る 著 し い 特 性 を 有 し 、
そ の た め 可 溶 性 を 付 与 す る こ と が 見 出 さ れ て い る 。 驚 く べ き こ と に 、 研 究 さ れ た PPIase（
TF、 SlyDお よ び FkpD等 ） は 天 然 様 Aβ ペ プ チ ド に 結 合 し 、 そ の た め 、 例 え ば 該 ペ プ チ ド を
可 溶 化 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 モ デ ル 生 体 分 子 間 、 例 え ば 抗 体 と 抗 原 と の 間 の 複 合 体 形 成 に 関 す る 情 報 は 多 量 に あ る （
総 説 と し て 、 Braden, B.C.お よ び Poljak, R.J., Faseb J. 9 (1995) 9-16参 照 ） 。 通 常 、
複 合 体 の 形 成 お よ び 解 離 は 平 行 し て 起 こ る ； 複 合 体 お よ び 結 合 パ ー ト ナ ー は 自 由 平 衡 状 態
で （ in free equilibrium） 同 時 に 存 在 す る 。 同 様 に 、 本 発 明 で 説 明 さ れ て い る よ う に 、 P
PIシ ャ ペ ロ ン と 、 Aβ の よ う な ア ミ ロ イ ド 生 成 性 タ ン パ ク 質 と の 間 の 複 合 体 に 関 し て も 同
じ こ と が 言 え る よ う で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 複 合 体 の 形 成 は 、 本 発 明 で 説 明 さ れ て い る よ う に 、 特 に 重 要 な 特 性 で あ る 。 な ぜ な ら 、
PPIシ ャ ペ ロ ン と 、 そ れ 自 体 で は 本 質 的 に 不 溶 性 な タ ン パ ク 質 で あ る Aβ と の 間 の 複 合 体 は
、 例 え ば 生 理 的 バ ッ フ ァ ー 条 件 下 で 容 易 に 溶 解 で き る と い う こ と が 現 在 見 出 さ れ て い る か
ら で あ る 。 生 理 的 条 件 下 で 可 溶 性 な 抗 原 は 、 診 断 へ の 応 用 に 大 い に 有 利 で あ る 。 こ れ ら は
、 例 え ば 標 準 物 質 と し て 、 直 接 使 用 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 こ れ ら は 適 切 な マ ー カ ー ま た は 適
切 な 結 合 基 に 結 合 さ せ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ア ミ ロ イ ド 生 成 性 ペ プ チ ド の 典 型 的 な 例 と し て 、 Aβ ペ プ チ ド は 非 常 に 操 作 し に く く 、
極 め て 珍 し い 特 性 を 示 す 。 す で に 言 及 し た よ う に 、 Aβ 分 子 の 最 も 重 要 な 特 性 の 1つ は 、 生
理 的 バ ッ フ ァ ー 条 件 下 で の 不 溶 性 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
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　 通 常 生 理 的 バ ッ フ ァ ー 条 件 は 、 動 物 の 血 漿 ま た は 血 清 中 に 見 ら れ る 塩 お よ び pH条 件 に 相
当 す る と 理 解 さ れ 、 約 7.4の pH値 お よ び 約 150 mMの 塩 濃 度 で 定 義 さ れ る 。 本 発 明 の Aβ -シ
ャ ペ ロ ン 複 合 体 は 、 こ れ ら の バ ッ フ ァ ー 条 件 下 で 容 易 に 溶 解 で き る 。 そ の 中 に 存 在 す る A
β は 、 免 疫 学 的 に 活 性 が あ り 、 そ の た め 天 然 様 構 造 を 示 す 。 適 切 な 界 面 活 性 剤 の 非 存 在 下
、 ま た は 適 切 な 界 面 活 性 剤 に よ る 前 処 理 な し で Aβ は 生 理 的 バ ッ フ ァ ー 条 件 下 （ 例 え ば 、 2
0 mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム  pH 7.4、 150 mM NaCl） で 本 質 的 に 不 溶 性 で あ る の に 対 し 、 記 載 さ
れ る 本 発 明 の 複 合 体 は 、 適 切 な プ ロ ト コ ー ル に 従 っ た 再 折 り た た み の 後 に 、 容 易 に 溶 解 で
き る 。 Aβ は 、 本 発 明 の 複 合 体 に 含 ま れ て い る 場 合 、 少 な く と も 100 nMの 濃 度 で 、 好 ま し
く は 1μ M以 上 の 濃 度 で 、 最 も 好 ま し く は 10μ M以 上 の 濃 度 で 溶 解 で き る 。 こ の よ う に 、 溶
解 度 は 低 い ナ ノ モ ル 濃 度 か ら 約 マ イ ク ロ モ ル 濃 度 ま で 実 質 的 に 上 昇 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 範 囲 を よ り よ く 理 解 す る た め に 、 可 溶 化 お よ び 再 生 に 適 用 さ れ る バ ッ フ ァ ー 条
件 は 必 要 に 応 じ て 変 更 さ れ 得 、 適 切 で あ り 得 、 か つ 本 発 明 の 過 度 な 制 限 と し て 理 解 さ れ て
は な ら ず 、 本 発 明 は 広 範 囲 の バ ッ フ ァ ー 条 件 に 渡 っ て う ま く 行 わ れ る こ と は 、 強 調 す る 必
要 が あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 生 理 的 バ ッ フ ァ ー の 全 体 の 塩 濃 度 は 、 シ ャ ペ ロ ン -Aβ 複 合 体 が 解 離 し な い よ う に 注 意 が
払 わ れ 、 Aβ が 溶 液 中 に 留 ま っ て い る 限 り は 重 要 で な い 。 好 ま し く は 、 生 理 的 バ ッ フ ァ ー
は 、 少 な く と も 10 mMか つ 多 く と も 200 mMの バ ッ フ ァ ー 系 を 含 む 。 バ ッ フ ァ ー 構 成 物 の 残
り は 、 あ る と し て も 、 有 意 な バ ッ フ ァ ー 容 量 を 有 さ な い 塩 、 例 え ば 塩 化 ナ ト リ ウ ム で あ り
得 る 。 生 理 的 バ ッ フ ァ ー は 、 好 ま し く は 20～ 500 mMの 間 、 よ り 好 ま し く は 50～ 300 mMの 間
、 最 も 好 ま し く は 100～ 200 mMの 間 の 塩 濃 度 を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 生 理 的 バ ッ フ ァ ー は 、 5.0～ 8.5の 範 囲 の pH値 を 有 す る 範 囲 で あ
り 得 ； よ り 好 ま し く は か か る バ ッ フ ァ ー の 範 囲 は pH5.5～ pH8.3の 間 で あ る 。 さ ら に よ り 好
ま し く は 、 か か る 生 理 的 バ ッ フ ァ ー 条 件 は 、 上 に 示 さ れ た よ う な 塩 濃 度 お よ び 6.0～ 8.0の
間 の pH値 に よ っ て 定 義 さ れ ； 最 も 好 ま し く は 、 か か る 生 理 的 バ ッ フ ァ ー の pHは 6.5～ 7.8の
間 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 は 、 組 換 え に よ っ て ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ に 結 合 し た
Aβ ペ プ チ ド を 含 む 可 溶 性 Aβ -シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 の 生 成 方 法 で あ っ て ： 該 方 法 は 該 組 換 え A
β -シ ャ ペ ロ ン ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 化 お よ び バ ッ フ ァ ー の 生 理 的 条 件 へ の 調 節 を 含 む 。 そ
う し た 場 合 に Aβ ペ プ チ ド は 単 独 で 、 本 発 明 の 組 換 え タ ン パ ク 質 の 一 部 と し て 自 然 に 沈 殿
す る の に 、 こ れ は 驚 く べ き こ と に 上 記 方 法 に お い て 溶 液 中 に 留 ま る 。 こ の 重 要 な 発 見 は 、
Aβ ペ プ チ ド と シ ャ ペ ロ ン と の 間 の 分 子 内 複 合 体 の 形 成 の た め で あ る 見 込 み が 最 も 高 い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 大 腸 菌 に お け る Aβ の 組 換 え 生 成 の 場 合 、 組 換 え 的 に 生 成 さ れ た Aβ は 、 好 ま し く は 封 入
体 の 形 で 得 ら れ る 。 こ の 物 質 は 、 高 度 に カ オ ト ロ ピ ッ ク な 試 薬 、 例 え ば 7.0 M塩 化 グ ア ニ
ジ ニ ウ ム （ guanidinium tchloride） を 用 い て 可 溶 化 さ れ る 。 Aβ ポ リ ペ プ チ ド は 、 こ れ ら
の 条 件 下 で 、 大 部 分 が 構 造 化 さ れ て い な い 。 適 切 な 工 程 で バ ッ フ ァ ー を 生 理 的 バ ッ フ ァ ー
条 件 に 変 え る こ と に よ り 、 溶 液 中 の Aβ は 、 そ の 天 然 様 構 造 と し て 認 め ら れ る も の を 呈 す
る 。 （ 集 合 体 の よ う な ） 迷 光 粒 子 （ light-straying particles） に 関 す る 情 報 は 、 標 準 的
UVス ペ ク ト ル か ら 容 易 に 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 こ こ で 強 調 す る べ き 重 要 な こ と は 、 Aβ -ペ プ チ ド シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 内 の Aβ ペ プ チ ド は
、 本 発 明 に よ る と 、 生 理 的 バ ッ フ ァ ー 条 件 へ の 移 行 の 間 に 、 天 然 様 折 り た た み と 見 な さ れ
る も の を 採 用 す る こ と で あ る 。 逆 に Aβ ペ プ チ ド は 、 カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 に よ っ て 中 性 pHで
可 溶 化 さ れ 、 大 部 分 が 構 造 化 さ れ て お ら ず 、 そ の た め 秩 序 立 っ た 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ を 失
っ て い る 。 ま た 、 代 替 的 に 界 面 活 性 剤 を 用 い る こ と に よ っ て Aβ ペ プ チ ド を 可 溶 化 す る こ
と も 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ SDS） を う ま く 用 い て Aβ が 可 溶 化 さ
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れ た 。 し か し な が ら 、 か か る 「 SDS可 溶 性 物 質 」 は 、 例 え ば イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る 使 用
の た め に 選 り 抜 き の 物 質 で は な い 。 さ ら に （ 上 述 の よ う に ） か か る イ ム ノ ア ッ セ イ は 好 ま
し く は Aβ の 立 体 構 造 エ ピ ト ー プ と 反 応 す る 抗 体 を 利 用 し 、 界 面 活 性 剤 が 立 体 構 造 エ ピ ト
ー プ を 部 分 的 に 廃 す る こ と は 考 慮 し な い わ け に は い か な い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の Aβ -シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 は 、 そ こ に 含 ま れ る Aβ が 天 然 様 に 折 り た
た ま れ て い る こ と を 特 徴 と す る 。 か か る 複 合 体 中 の 天 然 様 に 折 り た た ま れ た Aβ は 、 例 え
ば 所 望 の 免 疫 学 的 ま た は 物 理 的 特 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 可 溶 性 シ ャ ペ ロ ン -Aβ 複 合 体 の 生 成 は 、 非 生 理 的 バ ッ フ ァ ー 条 件 か ら 始 ま る 。 「 非 生 理
的 」 バ ッ フ ァ ー は 、 二 つ の 要 求 、 (a)Aβ の 変 性 が そ の 天 然 様 構 造 と 可 逆 的 で あ る こ と 、 お
よ び (b)PPIシ ャ ペ ロ ン の 変 性 が そ の 天 然 様 構 造 と 可 逆 的 で あ る こ と 、 を 満 た さ な け れ ば な
ら な い 。 か か る バ ッ フ ァ ー 条 件 か ら 開 始 し て 、 シ ャ ペ ロ ン が ア ミ ロ イ ド 生 成 性 標 的 タ ン パ
ク 質 に 結 合 し 、 非 生 理 的 条 件 か ら 多 少 生 理 的 な 条 件 へ の バ ッ フ ァ ー 条 件 の 変 化 が 、 ア ミ ロ
イ ド 生 成 性 Aβ ペ プ チ ド を 含 む ポ リ ペ プ チ ド の 沈 殿 な し に 、 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 シ ャ ペ ロ ン は 通 常 変 性 タ ン パ ク 質 に 結 合 し て そ れ ら に 作 用 し 、 そ れ に よ っ て そ れ ら の 正
し い （ 再 ） 折 り た た み を 容 易 に す る の に 対 し 、 本 発 明 の 基 礎 と な る 状 態 は 著 し く 異 な る 。
シ ャ ペ ロ ン 機 能 の 習 慣 的 な 見 解 と 異 な り 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 シ ャ ペ ロ ン は 、 そ う で
な け れ ば Aβ が 不 溶 性 で 集 合 お よ び ／ ま た は 沈 殿 す る バ ッ フ ァ ー 条 件 で 、 天 然 様 に 折 り た
た ま れ た タ ン パ ク 質 に 結 合 し 、 こ の タ ン パ ク 質 を 安 定 化 す る よ う で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 PPIシ ャ ペ ロ ン は 、 FkpA、 SlyDお よ び ト リ ガ ー 因 子 を
含 む 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 特 に FkpAま た は SlyDが Aβ の 可 溶 性 を 向 上 さ せ 、 そ れ と や や 安 定 な 複 合 体 を 形 成 す る こ
と が 見 出 さ れ て い る 。 し た が っ て 、 さ ら に 好 ま し い 態 様 は 、 シ ャ ペ ロ ン が FkpAお よ び SlyD
を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 。 最 も 好 ま し く は 、 シ ャ ペ ロ ン SlyDは 、 Aβ に
可 溶 性 を 付 与 す る た め に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 さ ら に 上 述 の よ う に 、 シ ャ ペ ロ ン の 断 片 も ま た 、 所 望 の 機 能 を 引 き 起 こ す の に 用 い ら れ
得 る 。 FKBPの よ う な 、 触 媒 モ ジ ュ ー ル お よ び 結 合 モ ジ ュ ー ル を 含 む モ ジ ュ ラ ー シ ャ ペ ロ ン
の 場 合 、 か か る 断 片 が 少 な く と も 結 合 ド メ イ ン を 含 む こ と 、 ま た は か か る 断 片 が 少 な く と
も 結 合 ド メ イ ン に 匹 敵 す る 機 能 を 本 質 的 に 示 す こ と が 好 ま し い 。 PPIシ ャ ペ ロ ン の 好 ま し
い 機 能 的 断 片 は 、 例 え ば 大 腸 菌 由 来 の EcSly D（ 1～ 165） で あ る 。 EcSlyDに 対 応 す る Sly D
ホ モ ロ グ も ま た 、 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 を 表 す 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 FKBP12は 、 FKBPフ ァ ミ リ ー の ヒ ト の メ ン バ ー で あ り 、 本 質 的 に PPIaseの 触 媒 イ ソ メ ラ ー
ゼ ド メ イ ン を 含 む 。 こ れ は さ ら な る ポ リ ペ プ チ ド 結 合 ド メ イ ン を 欠 く た め に 、 FKBPフ ァ ミ
リ ー の 他 の メ ン バ ー と 比 較 し て 実 質 的 に 減 少 し た 、 変 性 さ れ た か ま た は 部 分 的 に 折 り た た
ま れ た タ ン パ ク 質 基 質 に 対 す る 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 示 す 。 FKBP12の 変 性 お よ び 再 折 り た
た み は 可 逆 的 過 程 で あ る こ と が 示 さ れ て い る （ Egan, D.A.ら , Biochemistry 32 (1993) 1
920-1927; Scholz, C.ら , J. Biol. Chem. 271 (1996) 12703-12707） 。 本 発 明 者 ら は 、 F
kpA（ 25～ 270） お よ び SlyD（ 1～ 165） の 再 折 り た た み お よ び 変 性 が 可 逆 的 で あ り 、 そ の た
め 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 方 法 の 中 枢 の 要 件 を 満 た す こ と を 見 出 す 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 可 溶 性 Aβ シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 は ま た 、 （ 例 え ば 組 換 え 技 術 に よ っ て 生 成 さ れ た ） PPIシ ャ
ペ ロ ン を 、 従 来 の ペ プ チ ド 合 成 に よ っ て 得 ら れ た か 、 ま た は 組 換 え に よ っ て 生 成 さ れ た か
の い ず れ か の Aβ と 混 合 す る こ と に よ っ て も 調 製 さ れ 得 る 。 し か し な が ら 、 上 述 の よ う に
、 好 ま し く は 、 か つ 極 め て 容 易 に 、 PPIシ ャ ペ ロ ン お よ び Aβ を 含 む 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド の
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適 切 な 処 理 に よ っ て Aβ が 可 溶 性 の 形 態 で 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Aβ 、 お よ び ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ シ ャ ペ ロ
ン を 含 有 し 、 こ こ で Aβ お よ び ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ シ ャ ペ ロ ン が 共 有 結 合 し
て い る 、 7.4の pHを 有 し か つ 20mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム お よ び 150mM塩 化 ナ ト リ ウ ム か ら な る 溶
液 に 少 な く と も 100nMで 可 溶 性 で あ る 複 合 体 に 関 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 複 合 体 形 成 は 、 解 離 お よ び 再 会 合 が 平 行 し て 起 こ る 動 的 過 程 で あ る 。 こ れ は 、 例 え ば 、
SlyDと Aβ と の 間 の 分 子 間 会 合 お よ び 分 子 内 （ 例 え ば 、 融 合 構 築 物 に お け る ） 会 合 の 両 方
に つ い て 真 実 で あ る 。 Aβ は 生 理 的 バ ッ フ ァ ー か ら 沈 殿 す る の で 、 両 方 の パ ー ト ナ ー の 濃
度 は 、 非 臨 界 ま た は 非 凝 集 濃 度 の 遊 離 形 態 の Aβ の み が 存 在 す る こ と 、 お よ び 大 部 分 の Aβ
が 結 合 し 、 Aβ -シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 の 形 態 で 安 定 で あ る こ と を 確 実 に す る よ う に 選 ば れ な け
れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 両 方 の ド メ イ ン が 共 有 結 合 す る 場 合 、 1:1(Aβ 対 PPIシ ャ ペ ロ ン )の 比 が 可 溶 性 複 合 体 を
形 成 す る の に 十 分 で あ る こ と が 見 出 さ れ て い る 。 Aβ 対 シ ャ ペ ロ ン の 最 も 有 利 な モ ル 比 は
、 １ ： １ お よ び １ ： ２ で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 組 換 え 結 合 形 態 の Aβ ペ プ チ ド お よ び PPIシ ャ ペ ロ ン を 含 有 す る 可 溶 性 複 合 体 は 、 本 発 明
に よ る 非 常 に 好 ま し い 態 様 を 表 す 。 か か る 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド に 含 ま れ る 最 も 好 ま し い A
β ペ プ チ ド は 、 Aβ (1-40)、 Aβ (1-42)、 お よ び Aβ (1-43)か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 少 な く と も １ つ の Aβ ド メ イ ン お よ び 少 な く と も １ つ の PPI-シ ャ ペ ロ ン ド メ イ ン を 含 有
す る 組 換 え タ ン パ ク 質 に 関 し て 、 非 生 理 的 か ら 生 理 的 バ ッ フ ァ ー 条 件 へ の 移 行 は 、 種 々 の
方 法 で 達 成 さ れ う る 。 Aβ ド メ イ ン と 、 例 え ば SlyDド メ イ ン と の 間 の 可 溶 性 分 子 間 複 合 体
は 、 透 析 、 迅 速 な 希 釈 ま た は マ ト リ ッ ク ス 支 援 再 折 り 畳 み に よ っ て 非 生 理 的 バ ッ フ ァ ー 条
件 を 生 理 的 バ ッ フ ァ ー 条 件 に 調 整 す る こ と に よ り 容 易 に 得 ら れ る 。 マ ト リ ッ ク ス 支 援 再 折
り 畳 み は 好 ま し い 方 法 の 代 表 で あ る 。 可 溶 性 Aβ -シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 を 含 有 す る 、 こ の よ う
に し て 得 ら れ る 溶 液 は 、 さ ら な る 修 飾 の た め に 直 接 使 用 さ れ う る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド は 、 １ つ の シ ャ ペ ロ ン ド メ イ ン 当 た り １ つ の
Aβ ド メ イ ン を 含 む 。 な お さ ら に 好 ま し い 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 少 な く と も １ つ の Aβ ド メ
イ ン お よ び 少 な く と も ２ つ の PPI-シ ャ ペ ロ ン ド メ イ ン を 含 有 す る 組 換 え タ ン パ ク 質 に 関 す
る 。 １ つ の Aβ ド メ イ ン お よ び ２ つ の PPI-シ ャ ペ ロ ン を 含 有 す る 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド も ま
た 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 に よ る 可 溶 性 Aβ -シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 を 得 る た め に 使 用 さ れ る 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド
は 、 標 準 的 な 分 子 生 物 学 技 術 に よ り 発 現 さ れ る 。 好 ま し く は 、 シ ャ ペ ロ ン 遺 伝 子 は 、 Aβ
お よ び シ ャ ペ ロ ン の 遺 伝 子 情 報 の 両 方 な ら び に 任 意 に 適 切 な ペ プ チ ド の リ ン カ ー 配 列 の 遺
伝 子 情 報 を 含 有 す る 発 現 ベ ク タ ー の 標 的 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 の 上 流 の フ レ ー ム に 配 置 さ れ る
。 か か る 組 換 え 融 合 タ ン パ ク 質 の 大 規 模 産 生 の た め の 好 ま し い 宿 主 は 大 腸 菌 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Aβ お よ び シ ャ ペ ロ ン の ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー
ゼ ク ラ ス か ら 選 択 さ れ た シ ャ ペ ロ ン を 含 有 す る 可 溶 性 複 合 体 に 関 す る 。 組 換 え ポ リ ペ プ チ
ド の 最 も 好 ま し い PPIシ ャ ペ ロ ン 部 分 は 、 任 意 の 輸 出 シ グ ナ ル ペ プ チ ド （ 対 応 す る 前 駆 体
分 子 の ） を 欠 失 し 、 成 熟 PPIシ ャ ペ ロ ン に 対 応 す る 。 こ の 好 ま し い 態 様 で は 、 組 換 え タ ン
パ ク 質 は 機 能 性 シ グ ナ ル 配 列 を 欠 失 し て い る の で 、 遺 伝 子 産 物 は 、 細 菌 細 胞 質 ゾ ル に お い
て 蓄 積 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 例 え ば 、 組 換 え 産 生 SlyD-Aβ に 含 ま れ る Aβ の 顕 著 な 特 徴 は 、 「 シ ャ ペ ロ ン さ れ て い な
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い 」 Aβ と 比 べ て 優 れ た 溶 解 性 で あ る 。 興 味 深 い こ と に 、 「 カ オ ト ロ ピ ッ ク 材 料 」 (す な わ
ち 、 6.0～ 7.0M GuHCl中 の SlyD-Aβ )が 種 々 の 方 法 で 再 折 り 畳 み さ れ 得 、 全 て 熱 力 学 的 に 安
定 な 可 溶 性 天 然 様 形 態 を 生 じ る 。 再 折 り 畳 み は 、 透 析 お よ び 迅 速 な 希 釈 の 両 方 に よ り 、 な
ら び に 再 生 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ま た は マ ト リ ッ ク ス 支 援 再 折 り 畳 み に よ り 高 収
量 で 達 成 さ れ る 。 こ れ ら の 知 見 は 、 こ の 共 有 結 合 形 態 に お い て 、 Aβ -SlyD融 合 ポ リ ペ プ チ
ド は 準 安 定 な タ ン パ ク 質 よ り も 熱 力 学 的 に 安 定 で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 組 換 え SlyD-Aβ ポ リ ペ プ チ ド は 、 異 な る 折 り 畳 み 必 要 条 件 を 有 す る ２ つ の タ ン パ ク 質 ド
メ イ ン を 含 有 す る 。 精 製 プ ロ ト コ ル は 、 初 期 変 性 工 程 を 含 む の で 、 シ ャ ペ ロ ン の 折 り 畳 み
が 可 逆 的 で あ る こ と が 不 可 欠 で あ る 。 実 際 、 共 有 結 合 タ ン パ ク 質 複 合 体 内 の SlyDお よ び A
β の 両 方 の 可 逆 的 変 性 お よ び 再 折 り 畳 み に 関 す る 説 得 力 の あ る 分 光 学 的 証 拠 が あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 Aβ 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー 、 お よ び ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ シ ャ ペ ロ ン を 含 有 し
、 7.4の pHを 有 し 、 20mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム お よ び 150mM塩 化 ナ ト リ ウ ム か ら な る 溶 液 中 に 少
な く と も 100nMで 可 溶 性 で あ る 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 か か る 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド の ペ プ チ ド リ ン カ ー 配 列 は 、 使 用 さ れ る Aβ お よ び シ ャ ペ ロ
ン ド メ イ ン の 最 適 な 分 子 内 会 合 を 確 実 に す る よ う に 選 ば れ る 。 好 ま し く は 、 か か る リ ン カ
ー 配 列 は 、 約 20ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 柔 軟 性 お よ び 可 溶 性 の 両 方 を 支 持 す る ア ミ ノ 酸 、 例 え
ば 、 グ リ シ ン お よ び セ リ ン を 含 有 す る 。 好 ま し く は 、 リ ン カ ー は 10～ 50ア ミ ノ 酸 長 で あ る
。 よ り 好 ま し い 長 さ は 12～ 40ア ミ ノ 酸 で あ り 、 最 も 好 ま し い リ ン カ ー は 15～ 35ア ミ ノ 酸 を
含 有 す る 。 Aβ お よ び シ ャ ペ ロ ン の 両 方 は 、 常 に 近 位 に あ る （ 例 え ば 、 適 切 な リ ン カ ー に
よ り ま と ま っ て い る ） 。 好 ま し い 態 様 で は 、 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド は 、 柔 軟 性 の あ る リ ン カ
ー を 介 し て 標 的 タ ン パ ク 質 に 結 合 し た 成 熟 FkpAま た は 情 報 は ト ラ ン ケ ー ト さ れ た SlyD（ ア
ミ ノ 酸 １ ～ 165） を 含 有 す る 。 こ れ は 、 デ ー タ が 示 す よ う に 、 さ ら な る 安 定 化 効 果 を も た
ら す 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 PPIシ ャ ペ ロ ン と Aβ と の 間 の 分 子 内 複 合 体 の 一 部 と し て の Aβ は 、 可 溶 性 で あ り 、 か つ
安 定 で あ る こ と が 驚 く べ き こ と に 見 出 さ れ た 。 か か る 複 合 体 の Aβ の 改 善 さ れ た 安 定 性 は
、 さ ら な る 利 点 を も た ら す 。 例 え ば 、 完 全 に 再 生 し た 組 換 え Aβ -シ ャ ペ ロ ン 分 子 を 非 常 に
容 易 に 得 る こ と が で き る 。 組 換 え タ ン パ ク 質 は 、 カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 (例 え ば 、 塩 化 グ ア ニ
ジ ニ ウ ム )で の 処 理 に よ り 最 初 に 可 溶 性 に な る 。 適 切 な 生 理 的 バ ッ フ ァ ー で 平 衡 化 し た ゲ
ル 濾 過 カ ラ ム に 可 溶 性 物 質 を 単 純 に 通 過 さ せ る こ と に よ り 、 共 有 結 合 タ ン パ ク 質 ド メ イ ン
を 含 有 す る 完 全 に 再 生 し た タ ン パ ク 質 が 得 ら れ う る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 マ ト リ ッ ク ス 支 援 再 折 り 畳 み は ま た 容 易 に 、 大 い に 好 都 合 に 適 用 さ れ 得 る 、 実 施 例 ２ お
よ び 図 ２ 参 照 。 非 常 に 簡 便 な 再 生 お よ び 容 易 な 精 製 工 程 に お い て 、 可 溶 性 SlyD-SlyD-Aβ
融 合 タ ン パ ク 質 は 約 90％ の 純 度 で 得 ら れ る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 か か る 複 合 体 Aβ 内 の Aβ が 生 理 的 バ ッ フ ァ ー 条 件 下 、 例 え ば 、 20mMリ ン 酸 塩 、 150mM塩
化 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー 、 pH7.4で 、 可 溶 性 形 態 で 存 在 す る こ と は 、 本 発 明 の 複 合 体 の 非
常 に 重 要 な 特 徴 で あ る 。 遊 離 Aβ と は 異 な り 、 か か る 複 合 体 中 に 含 ま れ る Aβ は 、 粘 着 性 で
も な く 、 凝 集 傾 向 も な い 。 こ れ は 、 治 療 お よ び 診 断 適 用 に 極 め て 有 利 で あ る 。 好 ま し い 態
様 で は 、 本 発 明 は 、 Aβ ペ プ チ ド お よ び シ ャ ペ ロ ン の ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ ク
ラ ス か ら 選 ば れ る シ ャ ペ ロ ン を 含 有 す る 分 子 内 複 合 体 を 含 有 し 、 生 理 的 バ ッ フ ァ ー 条 件 下
で 可 溶 性 で あ る 試 薬 の 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 天 然 様 の 折 り 畳 ま れ た Aβ お よ び シ ャ ペ ロ ン の ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ ク ラ ス
か ら 選 ば れ る シ ャ ペ ロ ン を 含 有 す る 可 溶 性 複 合 体 は 、 本 発 明 の 非 常 に 好 ま し い 態 様 を 表 す
。
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【 ０ ０ ８ ５ 】
　 Aβ で の 免 疫 化 に 関 し て 、 「 可 溶 性 か つ 天 然 様 」 Aβ を 提 供 す る こ と に よ り 成 さ れ る 前 進
は 全 く 明 白 で あ る 。 今 や 初 め て 、 可 溶 性 か つ 天 然 様 の Aβ は 、 生 理 的 バ ッ フ ァ ー 条 件 下 で
注 射 に 利 用 可 能 で あ る
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 記 載 さ れ る 可 溶 性 複 合 体 は 、 医 薬 と し て 使 用 す る た め の 試 薬 の 組 成
物 を 製 造 す る た め に 使 用 さ れ る 。 試 薬 の 組 成 物 は 、 生 理 的 に 許 容 さ れ う る 賦 形 剤 と 共 に A
β -シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 、 お よ び 適 切 で あ る 場 合 、 適 切 な 添 加 物 お よ び ／ ま た は 従 来 の 補 助
的 物 質 を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 Aβ -シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 を 含 有 す る 試 薬 の 組 成 物 を 形 成 す る こ と 、 お よ び 哺 乳 動 物 に お け
る 免 疫 応 答 を 引 き 起 こ す た め に か か る 組 成 物 を 使 用 す る こ と は 、 本 発 明 に よ る さ ら に 好 ま
し い 態 様 を 表 す 。 記 載 さ れ る 複 合 体 は 、 公 知 の 他 の い か な る Aβ 免 疫 原 よ り も 大 い に Aβ エ
ピ ト ー プ を 利 用 可 能 に す る 。 そ れ 故 、 新 規 免 疫 原 は 、 よ り 広 い 免 疫 応 答 を 誘 導 す る こ と が
予 測 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 診 断 手 順 に 関 し て 、 本 発 明 の 可 溶 性 Aβ シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 の 明 白 な 利 点 は 、 例 え ば 、 生
理 的 バ ッ フ ァ ー 条 件 下 で の Aβ ペ プ チ ド の 増 大 し た 可 溶 性 、 お よ び ／ ま た は 診 断 感 受 性 に
お け る 増 大 、 お よ び ／ ま た は 存 在 す る コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン エ ピ ト ー プ の 数 の 増 大 、 お よ び
／ ま た は Aβ -シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 を 容 易 に 標 識 で き る 可 能 性 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 標 識 に 関 し て 、 化 学 結 合 の 様 式 お よ び ス ト ラ テ ジ ー は 、 今 や 要 求 に 応 じ て 選 択 さ れ う る
。 ポ リ ペ プ チ ド の 場 合 、 -SH、 -NH 2 ま た は -COO - 残 基 な ら び に チ ロ シ ン の -OH基 、 ヒ ス チ ジ
ン の イ ミ ダ ゾ ー ル 基 、 ま た は ト リ プ ト フ ァ ン の 複 素 環 イ ミ ノ 基 を 標 的 化 す る 結 合 化 学 は 利
用 可 能 で あ る 。 い く つ か の 適 切 な 結 合 化 学 が 、 こ れ ら の 官 能 基 の 各 々 に つ い て 公 知 で あ る
(Aslam, M.お よ び Dent, A., 前 出 )。 決 ま り き っ た タ ン パ ク 質 結 合 化 学 は 、 タ ン パ ク 質 が
作 動 バ ッ フ ァ ー 条 件 下 で 、 例 え ば 、 約 ５ ～ 8.5の pH範 囲 内 で 、 可 溶 性 で あ る こ と を 必 要 と
す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 周 知 の 標 識 は 、 固 相 結 合 基 の よ う な マ ー カ ー 基 ま た は エ フ ェ ク タ ー 基 で あ る 。 標 識 し た
可 溶 性 Aβ -シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 は 、 本 発 明 に よ る さ ら に 好 ま し い 態 様 を 表 す 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 標 識 基 は 、 色 素 、 化 学 発 光 基 （ 例 え ば 、 ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル も し く は ジ オ キ セ タ ン
） ま た は 蛍 光 色 素 （ 例 え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 ク マ リ ン 、 ロ ー ダ ミ ン 、 オ キ サ ジ ン 、 レ ゾ
ル フ ィ ン 、 シ ア ニ ン お よ び そ の 誘 導 体 ） 等 の 発 光 標 識 基 等 の 任 意 の 公 知 の 検 出 可 能 な マ ー
カ ー 基 か ら 選 ば れ う る 。 標 識 基 の 他 の 例 は 、 ル テ ニ ウ ム ま た は ユ ウ ロ ピ ウ ム 複 合 体 等 の 発
光 金 属 複 合 体 、 酵 素 （ 例 え ば 、 ELISAま た は CEDIA(ク ロ ー ン 酵 素 ド ナ ー 免 疫 ア ッ セ イ 、 例
え ば 、 EP-A-0 061 888)に 使 用 さ れ る よ う な ） 、 お よ び 放 射 性 同 位 体 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 エ フ ェ ク タ ー 基 は 、 例 え ば 、 バ イ オ ア フ ィ ニ テ ィ ー (bioaffine)結 合 対 の １ つ の パ ー ト
ナ ー を 含 む 。 ア ッ セ イ を 行 っ て い る 間 、 エ フ ェ ク タ ー 基 は 、 バ イ オ ア フ ィ ン 結 合 対 の も う
一 方 の パ ー ト ナ ー と 特 異 的 に 、 お よ び 好 ま し く は 非 共 有 結 合 的 に 相 互 作 用 す る 。 適 切 な 結
合 対 の 例 は 、 ハ プ テ ン ま た は 抗 原 ／ 抗 体 、 ビ オ チ ン ま た は ア ミ ノ ビ オ チ ン 、 イ ミ ノ ビ オ チ
ン ま た は デ ス チ オ ビ オ チ ン 等 の ビ オ チ ン ア ナ ロ グ ／ ア ビ ジ ン も し く は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン
、 糖 ／ レ ク チ ン 、 核 酸 ま た は 核 酸 ア ナ ロ グ ／ 相 補 的 核 酸 、 お よ び レ セ プ タ ー ／ リ ガ ン ド 、
例 え ば 、 ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン レ セ プ タ ー ／ ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン で あ る 。 好 ま し い 結 合 対 メ
ン バ ー は 、 ハ プ テ ン 、 抗 原 お よ び ホ ル モ ン を 含 む 。 ジ ゴ キ シ ン お よ び ビ オ チ ン な ら び に そ
の ア ナ ロ グ の よ う な ハ プ テ ン が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 免 疫 ア ッ セ イ は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 か か る ア ッ セ イ を 行 う 方 法 お よ び 実 用 的 応 用 お よ
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び 手 順 は 関 連 す る 教 科 書 に 要 約 さ れ て い る 。 関 連 す る 教 科 書 の 例 は 、 Tijssen, P., Prepa
ration of enzyme-antibody or other enzyme-macromolecule conjugates, ” Practice a
nd theory of enzyme immunoassays” , R.H. Burdon and v. P.H. Knippenberg, Elsevie
r編 , Amsterdam (1990), pp. 221-278) お よ び 免 疫 学 的 検 出 方 法 を 扱 っ て い る 種 々 の 巻 ”
Methods in Enzymology” , S.P. Colowick, N.O. Caplan編 , Academic Press (1980)), 
特 に 70, 73, 74, 84, 92お よ び 121巻 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 は 、 免 疫 ア ッ セ イ に お け る 可 溶 性 シ ャ ペ ロ ン -Aβ 複 合 体 の 使 用 に 関 す る 。 Aβ お
よ び PPIシ ャ ペ ロ ン を 含 有 す る 可 溶 性 複 合 体 は 、 Aβ ペ プ チ ド の 検 出 の た め の 免 疫 ア ッ セ イ
に お け る 標 準 的 な 材 料 と し て 好 適 に 使 用 さ れ る 。 さ ら に 好 ま し い 態 様 で は 、 Aβ お よ び PPI
シ ャ ペ ロ ン を 含 有 す る 標 識 可 溶 性 複 合 体 が Aβ に 対 す る 抗 体 の 検 出 の た め の 免 疫 ア ッ セ イ
お い て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 新 規 シ ャ ペ ロ ン -Aβ 複 合 体 は 、 か か る 複 合 体 の シ ャ ペ ロ ン を 誘 導 体 化 す る 可 能 性 を 提 供
し 、 抗 原 (Aβ )自 身 の 修 飾 を 必 要 と し な い 。 一 般 に 、 第 ２ の 化 学 的 部 分 に よ る ポ リ ペ プ チ
ド の 修 飾 、 例 え ば 、 そ の 分 子 へ の 標 識 の 結 合 は 、 ポ リ ペ プ チ ド に 負 に 影 響 す る 危 険 性 を 含
む こ と が 一 般 に 認 め ら れ て い る 。 例 え ば 、 調 査 中 の エ ピ ト ー プ は 妥 協 さ れ 得 る か 、 ま た は
か か る 標 識 は 非 特 異 的 結 合 を 引 き 起 こ し う る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 今 や シ ャ ペ ロ ン -Aβ 複 合
体 内 の シ ャ ペ ロ ン を 特 異 的 に 誘 導 体 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 免 疫 ア ッ セ イ の よ う な 、 特 異 的 結 合 ア ッ セ イ の 分 野 に お け る 診 断 試 薬 は 、 通 常 、 キ ッ ト
の 形 態 で 最 も よ く 提 供 さ れ 、 こ れ は 、 ア ッ セ イ を 行 う た め に 必 要 と さ れ る １ つ ま た は 複 数
の 特 異 的 結 合 剤 、 お よ び 助 剤 を 含 む 。 そ れ 故 、 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 に よ る Aβ -シ ャ ペ ロ
ン 複 合 体 を 含 有 す る 試 薬 の 少 な く と も １ つ の 組 成 物 お よ び Aβ 測 定 を 行 う た め の 助 剤 を 含
有 す る 免 疫 学 的 キ ッ ト に 関 す る 。 好 ま し く は 、 Aβ -シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 を 含 有 す る 試 薬 の 組
成 物 は 液 体 形 態 で 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 別 の 態 様 で は 、 Aβ お よ び PPIシ ャ ペ ロ ン を 含 有 す る 可 溶 性 複 合 体 は ま た 、 ヒ ト ま た は 非
ヒ ト 動 物 等 の 被 験 体 に お け る 免 疫 応 答 を 誘 発 す る た め に 使 用 さ れ う る 。 可 溶 性 複 合 体 は 、
賦 形 剤 ま た は 担 体 を 含 み う る も の 等 の 組 成 物 中 で 被 験 体 に 投 与 さ れ う る 。 か か る 組 成 物 は
ま た ア ジ ュ バ ン ト を 含 み う る 。 従 来 の ア ジ ュ バ ン ト の 例 と し て は 、 フ ロ イ ン ト の 不 完 全 、
フ ロ イ ン ト の 完 全 、 Merck 65、 AS-2、 ミ ョ ウ バ ン 、 リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ
ウ ム 等 の ミ ネ ラ ル ゲ ル 、 な ら び に リ ゾ レ シ チ ン 、 プ ル ロ ニ ッ ク ポ リ オ ー ル 、 ポ リ ア ニ オ ン
、 ペ プ チ ド 、 オ イ ル エ マ ル ジ ョ ン 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン 、 お よ び ジ ニ ト ロ
フ ェ ノ ー ル 等 の 界 面 活 性 物 質 が 挙 げ ら れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 他 の 有 用 な ア ジ ュ バ
ン ト と し て は 、 細 菌 莢 膜 多 糖 、 デ キ ス ト ラ ン 、 IL-12、 GM-CSF、 CD40リ ガ ン ド 、 IFN-γ 、 I
L-1、 IL-2、 IL-3、 IL-4、 IL-10、 IL-13、 IL-18ま た は 任 意 の サ イ ト カ イ ン ま た は 細 菌 DNA
断 片 が 挙 げ ら れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 １ 回 の 投 与 量 （ 投 与 ） の 可 溶 性 複 合 体 組 成 物 が 与 え ら れ う る 。 し か し 、 例 え ば １ 回 、 ２
回 、 ３ 回 ま た は そ れ よ り 多 く の ブ ー ス ト 投 与 量 が １ 回 目 の 投 与 に 続 き う る 。 被 験 体 に 投 与
さ れ る 投 与 の 回 数 は 、 可 溶 性 複 合 体 組 成 物 に 対 す る 被 験 体 の 応 答 に 一 部 依 存 す る 。 本 発 明
の 範 囲 内 で 、 適 切 な 回 数 の 投 与 は 、 可 溶 性 複 合 体 に 対 し て 動 物 を 免 疫 す る の に 必 要 と さ れ
る 任 意 の 回 数 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 可 溶 性 複 合 体 組 成 物 の ２ 回 目 の 投 薬 (ブ ー ス タ ー )は 、 最 初 の 投 与 後 の 約 ７ 日 ～ １ 年 の 間
に 与 え ら れ う る 。 １ 回 目 と ２ 回 目 の 投 与 の 間 の 時 間 は 、 14日 ～ ６ ヶ 月 、 21日 ～ ３ ヶ 月 、 し
ば し ば 最 初 の 投 与 後 約 28日 ～ ２ ヶ 月 で あ り う る 。 ３ 回 目 の 投 与 (２ 回 目 の ブ ー ス タ ー )は 、
１ 回 目 の 投 与 後 約 14日 ～ 10年 、 例 え ば 、 １ 回 目 の 投 与 後 約 14日 ～ ３ 年 、 し ば し ば 約 21日 ～
１ 年 、 非 常 に し ば し ば 約 28日 ～ ６ ヶ 月 で あ り う る 。 引 き 続 く ブ ー ス タ ー は 、 ２ 週 間 間 隔 、
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１ ヶ 月 、 ３ ヶ 月 ま た は ６ ヶ 月 か ら 10年 間 隔 で 投 与 さ れ う る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 典 型 的 に は 、 抗 原 に 対 し て 動 物 を 免 疫 す る の に 十 分 で あ る 可 溶 性 複 合 体 の 量 が 被 験 体 に
投 与 さ れ る (す な わ ち 、 「 免 疫 学 的 に 有 効 な 投 与 量 」 ま た は 「 治 療 的 に 有 効 な 投 与 量 」 )。
「 免 疫 学 的 に 有 効 な 投 与 量 」 を 達 成 す る の に 十 分 な 量 は 、 被 験 体 の 体 重 お よ び 全 般 的 な 健
康 状 態 、 な ら び に 処 方 す る 医 師 ま た は 他 の 有 資 格 者 の 判 断 に 一 部 依 存 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 可 溶 性 複 合 体 の 有 効 量 は 、 免 疫 応 答 の 誘 導 を 達 成 す る た め に 動 物 モ デ ル に お い て 処 方 さ
れ う る ； か か る デ ー タ は 、 動 物 デ ー タ に 基 づ い て ヒ ト へ の 投 与 を 容 易 に 最 適 化 す る た め に
使 用 さ れ う る 。 投 与 量 は 、 典 型 的 に は 、 約 1fg～ 約 100μ g、 し ば し ば 1pg～ 約 100μ g、 さ ら
に し ば し ば 約 1ng～ 約 50μ g、 通 常 約 100ng～ 約 50μ gで あ る 。 い く つ か の 態 様 で は 、 投 与 量
は 約 1fg～ 約 100μ g/kg被 験 体 体 重 、 し ば し ば 約 1pg～ 約 100μ g、 さ ら に し ば し ば 約 1ng～ 約
50μ g、 通 常 約 100ng～ 約 50μ g/kg被 験 体 体 重 で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 発 明 の 可 溶 性 複 合 体 含 有 組 成 物 は 、 種 々 の 方 法 お よ び 種 々 の 形 態 で 投 与 さ れ う る 。 可
溶 性 複 合 体 組 成 物 は 、 バ ッ フ ァ ー 、 糖 質 、 マ ン ニ ト ー ル 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た
は グ リ シ ン 等 の ア ミ ノ 酸 、 抗 酸 化 剤 、 静 菌 剤 、 キ レ ー ト 剤 、 懸 濁 剤 、 増 粘 剤 お よ び ／ ま た
は 防 腐 剤 ； 水 、 油 、 食 塩 水 、 水 性 デ キ ス ト ロ ー ス お よ び グ リ セ ロ ー ル 溶 液 、 緩 衝 剤 、 張 度
調 整 剤 、 湿 潤 剤 等 の ほ ぼ 生 理 的 な 条 件 に 必 要 と さ れ る 他 の 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 補 助 物 質
等 の 担 体 お よ び 賦 形 剤 を 含 み う る 。 従 来 の ア ジ ュ バ ン ト は ま た 組 成 物 に 取 り 込 ま れ う る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 任 意 の 適 切 な 担 体 が 本 発 明 の 組 成 物 を 投 与 す る た め に 使 用 さ れ 得 る が 、 担 体 の タ イ プ は
投 与 の 形 態 に 応 じ て 変 化 す る 。 化 合 物 は ま た 、 リ ポ ソ ー ム 内 に 封 入 さ れ う る 。 生 分 解 性 ミ
ク ロ ス フ ェ ア (例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,942,252号 に 記 載 さ れ る も の 等 )が 担 体 と し て い く つ
か の 場 合 に 好 都 合 で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 滅 菌 濾 過 等 の 従 来 技 術 に よ り 達 成 さ れ る よ う な 組 成 物 の 滅 菌 が 望 ま し い 。 得 ら れ る 水 溶
液 は そ の ま ま 使 用 す る た め に 包 装 し て も よ い し 、 凍 結 乾 燥 し て も よ い 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 発 明 の 可 溶 性 複 合 体 組 成 物 は 、 注 射 (例 え ば 、 皮 内 、 皮 下 、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 等 )、 吸 入
、 局 所 投 与 、 坐 薬 、 経 皮 貼 布 の 使 用 ま た は 経 口 を 含 む 種 々 の 方 法 で 投 与 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 投 与 が 注 射 に よ る 場 合 、 組 成 物 は 、 水 溶 液 、 好 ま し く は ハ ン ク 溶 液 、 リ ン ゲ ル 溶 液 、 20
mMリ ン 酸 塩 150mM塩 化 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー (pH7.4)、 ま た は 生 理 的 食 塩 水 バ ッ フ ァ ー 等 の
生 理 的 に 適 合 す る バ ッ フ ァ ー 中 に 製 剤 化 さ れ う る 。
溶 液 は 、 懸 濁 剤 、 安 定 化 剤 お よ び ／ ま た は 分 散 剤 等 の 製 剤 化 剤 を 含 み う る 。 あ る い は 、 組
成 物 は 、 使 用 す る 前 に 、 適 切 な ビ ヒ ク ル 、 例 え ば 、 無 菌 発 熱 物 質 非 含 有 水 で 形 成 す る た め
に 粉 体 形 態 で あ り う る 。 吸 入 送 達 組 成 物 は 、 適 切 な 高 圧 ガ ス 、 例 え ば 、 ジ ク ロ ロ ジ フ ル オ
ロ メ タ ン 、 ト リ ク ロ ロ フ ル オ ロ メ タ ン 、 二 酸 化 炭 素 ま た は 他 の 適 切 な ガ ス の 使 用 を 伴 う 加
圧 パ ッ ク ま た は 噴 霧 器 か ら の エ ア ゾ ー ル 噴 霧 で あ り う る 。 加 圧 エ ア ゾ ー ル の 場 合 、 投 薬 単
位 は 、 計 量 し た 量 を 送 達 す る た め の バ ル ブ を 提 供 す る こ と に よ り 決 定 さ れ う る 。 例 え ば 、
吸 入 器 ま た は 注 入 器 に お い て 使 用 す る た め の ゼ ラ チ ン の カ プ セ ル お よ び カ ー ト リ ッ ジ が 、
タ ン パ ク 質 の 粉 体 混 合 物 お よ び ラ ク ト ー ス ま た は ス タ ー チ 等 の 適 切 な 粉 体 ベ ー ス を 含 有 し
て 製 剤 化 さ れ う る 。 局 所 投 与 の た め に 、 組 成 物 は 、 当 該 分 野 で 周 知 で あ る よ う に 、 溶 液 、
ゲ ル 、 軟 膏 、 ク リ ー ム 、 懸 濁 物 等 と し て 製 剤 化 さ れ う る 。 い く つ か の 態 様 で は 、 投 与 は 経
皮 貼 布 に よ る 。 坐 剤 組 成 物 は ま た 、 従 来 の 坐 剤 ベ ー ス を 含 む よ う に 製 剤 化 さ れ う る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 投 与 が 経 口 で あ る 場 合 、 組 成 物 は 、 組 成 物 と 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 担 体 と を 組 み 合 わ せ
る こ と に よ り 容 易 に 製 剤 化 さ れ う る 。 固 体 担 体 は マ ン ニ ト ー ル 、 ラ ク ト ー ス 、 ス テ ア リ ン
酸 マ グ ネ シ ウ ム 等 を 含 む ； か か る 担 体 は 経 口 摂 取 の た め に 錠 剤 、 ピ ル 、 糖 衣 錠 、 カ プ セ ル
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、 液 体 、 ゲ ル 、 シ ロ ッ プ 、 ス ラ リ ー 、 懸 濁 物 等 の 形 成 を 可 能 に す る 。 か か る 製 剤 は 、 粉 体
、 カ プ セ ル お よ び 錠 剤 で あ り う る ； 適 切 な 賦 形 剤 は 、 糖 、 セ ル ロ ー ス 調 製 物 等 の 充 填 剤 、
造 粒 剤 、 お よ び 結 合 剤 で あ り う る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 結 合 断 片 (例 え ば 、 F(ab)2)お よ び 単 鎖 バ ー ジ ョ ン を 含 む ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る 方 法 は 周 知 で あ る 。 し か し 、 多 く の 抗 原 は 十 分 な 抗 体 応 答 を 引 き 起
こ す こ と が で き な い 。 あ る 態 様 で は 、 本 発 明 の 可 溶 性 複 合 体 お よ び 抗 原 を 含 有 す る 組 成 物
は 、 動 物 に 投 与 さ れ 、 そ の よ う に し て 動 物 に お け る 免 疫 応 答 を 誘 発 す る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル
ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 標 準 的 な 技 術 に よ っ て 、 そ の 後 に 調 製 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 以 下 の 実 施 例 、 参 考 文 献 、 配 列 表 お よ び 図 面 は 、 本 発 明 の 理 解 を 補 助 す る た め に 提 供 さ
れ 、 本 発 明 の 真 の 範 囲 は 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に 示 さ れ る 。 発 明 の 意 図 を 逸 脱 す る こ と
な く 示 さ れ る 手 順 に お い て 変 更 が な さ れ う る こ と が 理 解 さ れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ １ ０ 】
実 施 例 １ 　 SS-Aβ (1-42)発 現 ベ ク タ ー の 構 築
　 シ ャ ペ ロ ン SlyDを コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 大 腸 菌 (Ec)の 染 色 体 か ら 決 ま り き っ た ク ロ ー ニ
ン グ 手 順 に よ り 単 離 さ れ た 。 組 換 え 発 現 の た め に 、 SlyDの ア ミ ノ 酸 １ ～ 165(=EcSlyD)を コ
ー ド す る DNA構 築 物 を 調 製 し た 。 融 合 パ ー ト ナ ー と し て EcSlyD(1-165)(=SS)を ２ 回 お よ び
標 的 タ ン パ ク 質 と し て Aβ (1-42)を 含 有 す る 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 し た 。
【 ０ １ １ １ 】
　 Novagen(Madison, WI, USA)の pET24a発 現 プ ラ ス ミ ド に 基 づ い て 、 以 下 の ク ロ ー ニ ン グ
工 程 を 行 っ た 。 ベ ク タ ー を NdeIお よ び XhoIで 消 化 し 、 タ ン デ ム -EcSlyDお よ び Aβ (1-42)を
含 有 す る 半 合 成 カ セ ッ ト を 挿 入 し た ：
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ２ 】
　 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド の 挿 入 物 を 配 列 決 定 し 、 所 望 の 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る こ
と を 見 出 し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 挿 入 さ れ た カ セ ッ ト の 核 酸 配 列 (＝ 配 列 番 号 ： １ )を 以 下 に 示 す ：
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【 ０ １ １ ４ 】
　 得 ら れ た 融 合 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 以 下 に 示 す (＝ 配 列 番 号 ： ２ )：
　
　
　
　
　

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ５ 】
実 施 例 ２ ： SS-Aβ (1-42)融 合 タ ン パ ク 質 の 産 生 お よ び 精 製
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　 発 現 プ ラ ス ミ ド を 保 有 す る 大 腸 菌 BL21(DE3)細 胞 を LB培 地 ＋ カ ナ マ イ シ ン に お い て OD600
(600nmで の 光 学 密 度 )が １ に な る ま で 増 殖 さ せ 、 イ ソ プ ロ ピ ル -β -D-チ オ ガ ラ ク ト シ ド (IP
TG)を 最 終 濃 度 1mMま で 添 加 す る こ と に よ り 細 胞 質 ゾ ル 過 剰 発 現 を 37℃ の 増 殖 温 度 で 誘 導 し
た 。 誘 導 の ４ 時 間 後 、 細 胞 を 遠 心 分 離 に よ り 収 集 し (5000xgで 20分 )、 -20℃ で 凍 結 さ せ 、
保 存 し た 。 細 胞 溶 解 の た め に 、 凍 結 ペ レ ッ ト を 室 温 の 50mM Tris/HCl pH8.5, 7.0M GuHCl,
 5mMイ ミ ダ ゾ ー ル 中 に 再 懸 濁 し 、 得 ら れ た 懸 濁 物 を Polytronic(登 録 商 標 )PT3100ホ モ ジ ナ
イ ザ ー (Kinematica)で の 処 理 に さ ら に 供 し た 。 遠 心 分 離 (20000xg, 4℃ , 30分 )お よ び 濾 過
後 、 溶 解 物 を 前 述 の 溶 解 バ ッ フ ァ ー で 予 め 平 衡 化 し た Ni-NTA(ニ ッ ケ ル -ニ ト リ ロ 三 酢 酸 )
カ ラ ム に ア プ ラ イ し た 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 過 剰 の 洗 浄 工 程 (>20カ ラ ム 体 積 の 溶 解 バ ッ フ ァ ー )後 、 マ ト リ ッ ク ス 結 合 タ ン パ ク 質 を
再 折 り 畳 み さ せ る た め に 、 カ オ ト ロ ピ ッ ク 溶 解 バ ッ フ ァ ー を 50mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム pH7.8,
 100mM塩 化 ナ ト リ ウ ム に 置 換 し た 。 少 な く と も 10カ ラ ム 体 積 の 再 折 り 畳 み バ ッ フ ァ ー を ア
プ ラ イ し 、 残 存 す る カ オ ト ロ ピ ッ ク ま た は 干 渉 濃 縮 物 中 に GuHClが 存 在 し な い こ と を 確 実
に し た 。 最 後 に 、 ネ イ テ ィ ブ な 融 合 タ ン パ ク 質 を 50mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム pH7.8, 100mM塩 化
ナ ト リ ウ ム 中 の 5～ 500mMイ ミ ダ ゾ ー ル 勾 配 を 適 用 す る こ と に よ り 溶 出 さ せ た 。 タ ン パ ク 質
を 含 有 す る 画 分 を ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 (SDS-PAGE)に
よ り 純 度 に つ い て 評 価 し 、 プ ー ル し た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 興 味 深 い こ と に 、 SS-Aβ (1-42)は 可 溶 性 タ ン パ ク 質 と し て 溶 出 す る 。 Aβ (1-42)自 身 の
よ く 知 ら れ た 疎 水 性 に も 関 わ ら ず 、 組 換 え 産 生 お よ び マ ト リ ッ ク ス 再 折 り 畳 み 融 合 タ ン パ
ク 質 の UVス ペ ク ト ル は い か な る 凝 集 傾 向 も 示 唆 し な い 。 図 １ に 示 さ れ る よ う に 、 生 理 的 バ
ッ フ ァ ー 条 件 中 の SS-Aβ の UV-吸 収 ス ペ ク ト ル の ベ ー ス ラ イ ン は 、 横 座 標 (310nmよ り 高 い )
と ほ ぼ 等 し く 、 従 っ て 自 己 会 合 ま た は 凝 集 現 象 か ら 生 じ る 迷 光 粒 子 は 存 在 し な い こ と を 示
す 。 実 際 、 図 １ に 示 さ れ る ス ペ ク ト ル の 形 状 は 、 診 断 ツ ー ル （ 例 え ば 、 Aβ 免 疫 ア ッ セ イ
の た め の 標 準 と し て ） ま た は 免 疫 原 と し て 有 用 で あ る こ と が 証 明 さ れ る は ず で あ る Aβ (1-
42)ペ プ チ ド を 含 有 す る 可 溶 性 の 取 り 扱 い が 容 易 な 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 手 短 に い え ば 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 方 法 は 、 可 溶 性 形 態 の 高 量 (>20mg融 合 タ ン パ ク 質
/大 腸 菌 細 胞 集 団 の 湿 潤 重 量 g)の Aβ の 簡 便 な 組 換 え 産 生 を 容 易 に す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 融 合 タ ン パ ク 質 SS-Aβ (1-42)は 、 Ni-NTAカ ラ ム か ら 、 約 150mMイ ミ ダ ゾ ー ル で 溶 出 す る
。 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る プ ー ル 画 分 の 純 度 を 、 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ポ リ ア ク リ ル
ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 (SDS-PAGE)に よ り 評 価 し た 。 SDS-PAGEに よ り 示 さ れ る よ う に 、 単 一 組
み 合 わ せ 産 生 お よ び 再 生 工 程 に お い て 得 ら れ る 融 合 ポ リ ペ プ チ ド の 純 度 は 、 単 純 な 単 一 工
程 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー プ ロ ト コ ル 後 に 90％ を 超 え る (図 ２ 参 照 )。
【 ０ １ ２ ０ 】

10

20

30

(18) JP 2006-522583 A 2006.10.5



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ２ １ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 マ ト リ ッ ク ス 支 援 再 折 り た た み お よ び グ ラ ジ エ ン ト 溶 出 後 の SS-Aβ （ 1
～ 42） の UVス ペ ク ト ル で あ る 。 50 mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム pH7.8お よ び 100 mM塩 化 ナ ト リ ウ ム
の バ ッ フ ァ ー 中 の 約 150 mMイ ミ ダ ゾ ー ル 濃 度 で Ni-NTA（ ニ ッ ケ ル ニ ト リ ロ 三 酢 酸 ） カ ラ ム
か ら 溶 出 し た Aβ -シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 。 UVス ペ ク ト ル は 、 36μ Mの タ ン パ ク 質 濃 度 で モ ニ タ
リ ン グ さ れ た 。 ス ペ ク ト ル の 形 状 （ 特 に 波 長 領 域 ＞ 300 nmに お い て ） は 、 「 シ ャ ペ ロ ン さ
れ た 」 ア ル ツ ハ イ マ ー Aβ ペ プ チ ド の 顕 著 な 可 溶 性 を 強 調 す る 。 集 合 ま た は 会 合 減 少 を 示
す 迷 光 効 果 は 観 察 さ れ な い 。 明 ら か に 、 シ ャ ペ ロ ン キ ャ リ ア SlyD-SlyD（ ＝ SS） は 、 そ う
で な け れ ば 集 合 し が ち な ペ プ チ ド Aβ （ 1～ 42） に 例 外 的 な 可 溶 性 を 付 与 す る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 SDS-PAGEに よ っ て 文 書 化 さ れ た SS-Aβ （ 1～ 42） の 精 製 を 示 す 。 マ ト リ
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ッ ク ス 支 援 再 折 り た た み に よ っ て 得 ら れ る よ う な SS-Aβ （ 1～ 42） を 、 SDS-PAGEに よ っ て
分 析 し た 。 示 さ れ て い る 試 料 は ： Novagenの タ ン パ ク 質 標 準 M12（ レ ー ン １ ） 、 カ オ ト ロ ピ
ッ ク 溶 解 後 の 不 溶 性 画 分 （ レ ー ン ２ ） 、 カ オ ト ロ ピ ッ ク 溶 解 後 の 可 溶 性 画 分 （ レ ー ン ３ ）
、 Ni-NTAフ ロ ー ス ル ー （ flowthrough） （ レ ー ン ５ ） 、 マ ト リ ッ ク ス 支 援 再 折 り た た み 後
の SS-Aβ （ 1～ 42） を 含 む 溶 出 プ ー ル （ レ ー ン ７ ） で あ る 。 レ ー ン ４ お よ び レ ー ン ６ に は
、 サ ン プ ル を ア プ ラ イ し な か っ た 。 ゲ ル は 、 組 換 え 的 に 生 成 さ れ た 可 溶 性 SS-Aβ （ 1～ 42
） が 簡 単 な 一 段 階 再 生 ／ 精 製 プ ロ ト コ ー ル に よ っ て 入 手 可 能 （ 90％ を 超 え る 驚 く べ き 高 い
純 度 で ） で あ る こ と を 示 す 。
【 配 列 表 】
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【 図 １ 】

10

(24) JP 2006-522583 A 2006.10.5



【 図 ２ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 8月 3日 (2005.8.3)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 共 有 結 合 し た Aβ お よ び PPIシ ャ ペ ロ ン を 含 む 可 溶 性 Aβ -シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 の 製 造 方 法 で
あ っ て ：
該 ポ リ ペ プ チ ド を 可 溶 化 す る 工 程 、
お よ び バ ッ フ ァ ー を 生 理 的 条 件 に 調 節 す る 工 程 を 含 み 、
こ こ で 、 形 成 さ れ た Aβ -シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 は 、 7.4の pHを 有 し 、 20 mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム お
よ び 150 mM塩 化 ナ ト リ ウ ム か ら な る 溶 液 中 で 測 定 し た 場 合 に 少 な く と も 100 nM溶 解 で き る
製 造 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 7.4の pHを 有 し 、 20 mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム お よ び 150 mM塩 化 ナ ト リ ウ ム か ら な る 溶 液 中 に
少 な く と も 100 nM溶 解 で き る 複 合 体 で あ っ て ：
Aβ 、 お よ び
ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ シ ャ ペ ロ ン を 含 み 、
こ こ で 、 Aβ と ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ シ ャ ペ ロ ン と が 共 有 結 合 し て い る 複 合 体
。
【 請 求 項 ３ 】
　 Aβ と ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ シ ャ ペ ロ ン と が 共 有 結 合 し て い る 、 請 求 項 記
載 の 複 合 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 7.4の pHを 有 し 、 20 mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム お よ び 150 mM塩 化 ナ ト リ ウ ム か ら な る 溶 液 中 に
少 な く と も 100 nM溶 解 で き る 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て ：
Aβ 、
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ペ プ チ ド 性 リ ン カ ー 、 お よ び
ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ シ ャ ペ ロ ン を 含 む 、 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
　 Aβ ペ プ チ ド が Aβ （ 1～ 40） 、 Aβ （ 1～ 42） お よ び Aβ （ 1～ 43） か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 、 請 求 項 も し く は 記 載 の 可 溶 性 複 合 体 ま た は 請 求 項 記 載
の 組 換 え プ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
　 イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る 請 求 項 も し く は 記 載 の Aβ -シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 ま た は 請 求 項

記 載 の 組 換 え タ ン パ ク 質 の 使 用 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 も し く は 記 載 の 可 溶 性 Aβ -シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 ま た は 請 求 項 記 載 の 組 換 え タ
ン パ ク 質 お よ び Aβ 測 定 を 行 う た め の 補 助 試 薬 を 含 む 試 薬 の 少 な く と も 1つ の 構 成 物 を 含 む
キ ッ ト 。
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【 国 際 調 査 報 告 】
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