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(57)【要約】
　本発明は、神経細胞の生存、分化および増殖を促進す
るメタロチオネイン（ＭＴ）由来のペプチド断片と、該
ペプチド断片を含む薬学的組成物と、神経細胞の増殖、
分化および／または生存を促進する効果、および／また
は学習や記憶に関与する神経可塑性を促進する効果が治
療に有益である疾患および病態の治療のための前記薬学
的組成物の使用に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　次の化学式
　Ｓ／Ｄ／Ｅ－（Ｘ）ｎ－Ｓ／Ｄ／Ｅ－Ｋ／Ｓ
（式中、（Ｘ）ｎは任意のアミノ酸残基の配列であり、ｎは４～６の整数である）で表さ
れるアミノ酸モチーフを含む、最大２５個の連続するアミノ酸残基を含むペプチド。
【請求項２】
　ｎが４である、請求項１に記載のペプチド。
【請求項３】
　ｎが６である、請求項１に記載のペプチド。
【請求項４】
　前記アミノ酸配列（Ｘ）が、Ｋ、Ｓ、ＥまたはＣのアミノ酸残基の少なくとも１つを含
む、請求項２または３に記載のペプチド。
【請求項５】
　前記ペプチドが、請求項１に記載のモチーフを含む、約１０個のアミノ酸残基のアミノ
酸配列を含み、前記アミノ酸配列が少なくとも１つのアミノ酸残基Ｇを含む、請求項１～
４のいずれか１項に記載のペプチド。
【請求項６】
　アミノ酸残基Ｇが、請求項１に記載のモチーフのアミノ酸残基Ｓ／Ｄ／Ｅの前に配置さ
れる、請求項５に記載のペプチド。
【請求項７】
　前記モチーフの２つのアミノ酸残基Ｓ／Ｄ／Ｅの１つが、アミノ酸残基Ｃで置換される
、請求項６に記載のペプチド。
【請求項８】
　前記ペプチドが約１５個のアミノ酸残基、例えば１３～１７個のアミノ酸残基を含む、
先行する請求項のいずれか１項に記載のペプチド。
【請求項９】
　前記ペプチドが、以下の配列から選択されるアミノ酸配列、またはその断片もしくは変
異体を含む、請求項８に記載のペプチド：
ＫＫＳＳＣＳＣＳＰＶＧＳＡＫ（配列番号１）
ＡＱＧＳＩＳＫＧＡＳＤＫＳＳ（配列番号２）
ＭＤＰＮＳＳＳＡＡＧＤＳＳＴ（配列番号３）
ＳＡＧＳＳＫＳＫＥＳＫＳＴＳ（配列番号４）
ＡＱＧＳＩＣＫＧＡＳＤＫＳＳ（配列番号５）
ＭＤＰＮＣＳＣＡＡＧＤＳＳＴ（配列番号６）
ＳＡＧＳＣＫＣＫＥＳＫＳＴＳ（配列番号７）
ＫＧＧＥＡＡＥＡＥＡＥＫ（配列番号８），
【請求項１０】
　前記アミノ酸配列が、メタロチオネインタンパク質ファミリーのタンパク質のサブ配列
と相同性を示し、前記タンパク質が、ヒトの
メタロチオネイン－１Ａ（ＭＴ１Ａ）、メタロチオネイン－１Ｂ（ＭＴ１Ｂ）、
メタロチオネイン－１Ｅ（ＭＴ１Ｅ）、メタロチオネイン－１Ｆ（ＭＴ１Ｆ）、
メタロチオネイン－１Ｇ（ＭＴ１Ｇ）、メタロチオネイン－１Ｈ（ＭＴ１Ｈ）、
メタロチオネイン－１Ｉ（ＭＴ１Ｉ）、メタロチオネイン－１Ｋ（ＭＴ１Ｋ）、
メタロチオネイン－１Ｌ（ＭＴ１Ｌ）、メタロチオネイン－１Ｒ（ＭＴ１Ｒ）、
メタロチオネイン－１Ｘ（ＭＴ１Ｘ）、メタロチオネイン－２（ＭＴ２）、
メタロチオネイン－３（ＭＴ３）、またはメタロチオネイン－４（ＭＴ４）
から選択される、請求項９に記載のペプチド。
【請求項１１】
　前記サブ配列が、以下のアミノ酸配列の１つを含む、請求項１０に記載のペプチド：
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ＫＫＳＣＣＳＣＣＰＭＳＣＡＫ（配列番号９）
ＫＫＣＣＣＳＣＣＰＶＧＣＡＫ（配列番号１０）
ＫＫＳＣＣＳＣＣＰＶＧＣＡＫ（配列番号１１）
ＫＫＳＣＣＳＣＣＰＶＧＣＳＫ（配列番号１２）
ＫＫＳＣＣＳＣＣＰＶＧＣＡＫ（配列番号１３）
ＫＫＳＣＣＳＣＣＰＬＧＣＡＫ（配列番号１４）
ＫＫＳＣＣＳＣＣＰＶＧＣＡＫ（配列番号１５）
ＫＫＳＣＣＳＣＣＰＶＧＣＡＫ（配列番号１６）
ＫＫＳＣＣＳＣＣＰＶＧＣＡＫ（配列番号１７）
ＫＫＳＣＣＳＣＣＰＭＧＣＡＫ（配列番号１８）
ＫＫＳＣＣＳＣＣＰＶＧＣＡＫ（配列番号１９）
ＫＫＳＣＣＳＣＣＰＶＧＣＡＫ（配列番号２０）
ＫＫＳＣＣＳＣＣＰＡＥＣＥＫ（配列番号２１）
ＲＫＳＣＣＰＣＣＰＰＧＣＡＫ（配列番号２２）
ＡＱＧＣＩＣＫＧＡＳＥＫＣＳ（配列番号２３）
ＡＱＧＣＶＣＫＧＳＳＥＫＣＳ（配列番号２４）
ＡＱＧＣＶＣＫＧＡＳＥＫＣＳ（配列番号２５）
ＡＱＧＣＶＣＫＧＡＳＥＫＣＳ（配列番号２６）
ＡＱＧＣＩＣＫＧＡＳＥＫＣＳ（配列番号２７）
ＡＱＧＣＩＣＫＧＡＳＥＫＣＳ（配列番号２８）
ＡＱＧＣＩＣＫＧＡＳＥＫＣＳ（配列番号２９）
ＡＱＧＣＩＣＫＧＡＳＥＫＣＳ（配列番号３０）
ＡＱＧＣＩＣＫＧＴＳＤＫＣＳ（配列番号３１）
ＡＱＧＣＶＣＫＧＡＳＥＫＣＳ（配列番号３２）
ＡＱＧＣＩＣＫＧＴＳＤＫＣＳ（配列番号３３）
ＡＱＧＣＩＣＫＧＡＳＤＫＣＳ（配列番号３４
ＡＫＤＣＶＣＫＧＧＥＡＡＥＡＥＡＥＫＣＳ（配列番号３５）
ＡＲＧＣＩＣＫＧＧＳＤＫＣＳ（配列番号３６）
ＭＤＰＮＣＳＣＡＴＧＧＳＣＴ（配列番号３７）
ＭＤＰＮＣＳＣＴＴＧＧＳＣＡ（配列番号３８）
ＭＤＰＮＣＳＣＡＴＧＧＳＣＴ（配列番号３９）
ＭＤＰＮＣＳＣＡＡＧＶＳＣＴ（配列番号４０）
ＭＤＰＮＣＳＣＡＡＧＶＳＣＴ（配列番号４１）
ＭＤＰＮＣＳＣＥＡＧＧＳＣＡ（配列番号４２）
ＭＤＰＮＣＳＣＡＡＧＶＳＣＴ（配列番号４３）
ＭＤＰＮＣＳＣＡＡＡＧＶＳＣＴ（配列番号４４）
ＭＤＰＮＣＳＣＳＰＶＧＳＣＡ（配列番号４５）
ＭＤＰＮＣＳＣＡＴＧＧＳＣＳ（配列番号４６）
ＭＤＰＮＣＳＣＤＰＶＧＳＣＡ（配列番号４７）
ＭＤＰＮＣＳＣＡＡＧＤＳＣＴ（配列番号４８）
ＭＤＰＥＴＣＰＣＰＳＧＧＳＣＴ（配列番号４９）
ＭＤＰＲＥＣＶＣＭＳＧＧＩＣＭ（配列番号５０）
ＣＴＧＳＣＫＣＫＥＣＫＣＮＳ（配列番号５１）
ＣＡＧＳＣＫＣＫＥＣＫＣＴＳ（配列番号５２）
ＣＡＧＳＣＫＣＫＥＣＫＣＴＳ（配列番号５３）
ＣＡＧＳＣＫＣＫＥＣＫＣＴＳ（配列番号５４）
ＣＡＳＳＣＫＣＫＥＣＫＣＴＳ（配列番号５５）
ＣＡＧＳＣＫＣＫＫＣＫＣＴＳ（配列番号５６）
ＣＡＧＳＣＫＣＫＥＣＫＣＴＳ（配列番号５７）
ＣＡＳＳＣＫＣＫＥＣＫＣＴＳ（配列番号５８）
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ＣＡＧＳＣＫＣＫＥＣＫＣＴＳ（配列番号５９）
ＣＡＳＳＣＫＣＫＥＣＫＣＴＳ（配列番号６０）
ＣＡＧＳＣＫＣＫＥＣＫＣＴＳ（配列番号６１）
ＣＡＧＳＣＫＣＫＥＣＫＣＴＳ（配列番号６２）
ＣＡＤＳＣＫＣＥＧＣＫＣＴＳ（配列番号６３）
ＣＧＤＮＣＫＣＴＴＣＮＣＫＴ（配列番号６４）．
【請求項１２】
　前記サブ配列が、配列番号９～２２として同定される配列のいずれかから選択されるア
ミノ酸配列である、請求項１０に記載のペプチド。
【請求項１３】
　前記サブ配列が、配列番号２３～３６として同定される配列のいずれかから選択される
アミノ酸配列である、請求項１０に記載のペプチド。
【請求項１４】
　前記サブ配列が、配列番号３７～５０として同定される配列のいずれかから選択される
アミノ酸配列である、請求項１０に記載のペプチド。
【請求項１５】
　前記サブ配列が、配列番号５１～６４として同定される配列のいずれかから選択される
アミノ酸配列である、請求項１０に記載のペプチド。
【請求項１６】
　前記アミノ酸配列が、ＭＴ１Ａのサブ配列と相同性を示し、該サブ配列が、配列番号９
、２３、３７または５１から選択される、請求項１０に記載のペプチド。
【請求項１７】
　前記アミノ酸配列が、ＭＴ１Ｂのサブ配列と相同性を示し、該サブ配列が、配列番号１
０、２４、３８または５２から選択される、請求項１０に記載のペプチド。
【請求項１８】
　前記アミノ酸配列が、ＭＴ１Ｅのサブ配列と相同性を示し、該サブ配列が、配列番号１
１、２５、３９または５３から選択される、請求項１０に記載のペプチド。
【請求項１９】
　前記アミノ酸配列が、ＭＴ１Ｆのサブ配列と相同性を示し、該サブ配列が、配列番号１
２、２６、４０または５４から選択される、請求項１０に記載のペプチド。
【請求項２０】
　前記アミノ酸配列が、ＭＴ１Ｇのサブ配列と相同性を示し、該サブ配列が、配列番号１
３、２７、４１または５５から選択される、請求項１０に記載のペプチド。
【請求項２１】
　前記アミノ酸配列が、ＭＴ１Ｈのサブ配列と相同性を示し、該サブ配列が、配列番号１
４、２８、４２または５６から選択される、請求項１０に記載のペプチド。
【請求項２２】
　前記アミノ酸配列が、ＭＴ１Ｉのサブ配列と相同性を示し、該サブ配列が、配列番号１
５、２９、４３または５７から選択される、請求項１０に記載のペプチド。
【請求項２３】
　前記アミノ酸配列が、ＭＴ１Ｋのサブ配列と相同性を示し、該サブ配列が、配列番号１
６、３０、４４または５８から選択される、請求項１０に記載のペプチド。
【請求項２４】
　前記アミノ酸配列が、ＭＴ１Ｌのサブ配列と相同性を示し、該サブ配列が、配列番号１
７、３１、４５または５９から選択される、請求項１０に記載のペプチド。
【請求項２５】
　前記アミノ酸配列が、ＭＴ１Ｒのサブ配列と相同性を示し、該サブ配列が、配列番号１
８、３２、４６または６０から選択される、請求項１０に記載のペプチド。
【請求項２６】
　前記アミノ酸配列が、ＭＴ１Ｘのサブ配列と相同性を示し、該サブ配列が、配列番号１



(5) JP 2009-526785 A 2009.7.23

10

20

30

40

50

９、３３、４７または６１から選択される、請求項１０に記載のペプチド。
【請求項２７】
　前記アミノ酸配列が、ＭＴ２のサブ配列と相同性を示し、該サブ配列が、配列番号２０
、３４、４８または６２から選択される、請求項１０に記載のペプチド。
【請求項２８】
　前記アミノ酸配列が、ＭＴ３のサブ配列と相同性を示し、該サブ配列が、配列番号２１
、３５、４９または６３から選択される、請求項１０に記載のペプチド。
【請求項２９】
　前記アミノ酸配列が、ＭＴ４のサブ配列と相同性を示し、該サブ配列が、配列番号２２
、３６、５０または６４から選択される、請求項１０に記載のペプチド。
【請求項３０】
　前記ペプチドが、受容体に結合する能力、および／または細胞の生存および／または細
胞の分化および／または記憶や学習に関与する細胞可塑性を促進する能力、および／また
は炎症を抑制する能力を有する、先行する請求項のいずれか１項に記載のペプチド。
【請求項３１】
　前記細胞が神経系の細胞である、請求項３０に記載のペプチド。
【請求項３２】
　前記細胞がニューロン細胞である、請求項３１に記載のペプチド。
【請求項３３】
　前記受容体がメガリンである、請求項３０に記載のペプチド配列。
【請求項３４】
　前記受容体がメタロチオネイン（ＭＴ）である、請求項３０に記載のペプチド配列。
【請求項３５】
　前記メタロチオネインが、ヒトの
メタロチオネイン－１Ａ（ＭＴ１Ａ）、
メタロチオネイン－１Ｂ（ＭＴ１Ｂ）、
メタロチオネイン－１Ｅ（ＭＴ１Ｅ）、
メタロチオネイン－１Ｆ（ＭＴ１Ｆ）、
メタロチオネイン－１Ｇ（ＭＴ１Ｇ）、
メタロチオネイン－１Ｈ（ＭＴ１Ｈ）、
メタロチオネイン－１Ｉ（ＭＴ１Ｉ）、
メタロチオネイン－１Ｋ（ＭＴ１Ｋ）、
メタロチオネイン－１Ｌ（ＭＴ１Ｌ）、
メタロチオネイン－１Ｒ（ＭＴ１Ｒ）、
メタロチオネイン－１Ｘ（ＭＴ１Ｘ）、
メタロチオネイン－２（ＭＴ２）、
メタロチオネイン－３（ＭＴ３）、またはメタロチオネイン－４（ＭＴ４）
から選択される、請求項３４に記載のペプチド。
【請求項３６】
　前記メタロチオネインがＭＴ２である、請求項３５に記載のペプチド。
【請求項３７】
　前記ペプチドが、配列番号１～６４から選択されるアミノ酸配列、または該配列の断片
もしくは変異体を含む、先行する請求項のいずれか１項に記載のペプチド。
【請求項３８】
　前記変異体が、配列番号１～６４の配列から選択される配列と少なくとも６５％の配列
類似性を有し、かつ配列番号１～６４から選択される配列の少なくとも１つの機能活性を
有する少なくとも６個のアミノ酸残基からなるアミノ酸配列である、請求項９または３７
に記載のペプチド。
【請求項３９】
　配列番号１～８から選択される配列から構成されるペプチド。
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【請求項４０】
　メタロチオネインの断片であるペプチドであって、
該ペプチドが最大２０個のアミノ酸残基からなる配列であり、該配列が、神経突起の伸長
を促進する能力、ニューロンの生存を促進する能力、学習や記憶に関与する神経可塑性を
促進する能力、および／または炎症を抑制する能力を有する、ペプチド。
【請求項４１】
　メタロチオネインが、
メタロチオネイン－１Ａ（ＭＴ１Ａ）、メタロチオネイン－１Ｂ（ＭＴ１Ｂ）、
メタロチオネイン－１Ｅ（ＭＴ１Ｅ）、メタロチオネイン－１Ｆ（ＭＴ１Ｆ）、
メタロチオネイン－１Ｇ（ＭＴ１Ｇ）、メタロチオネイン－１Ｈ（ＭＴ１Ｈ）、
メタロチオネイン－１Ｉ（ＭＴ１Ｉ）、メタロチオネイン－１Ｋ（ＭＴ１Ｋ）、
メタロチオネイン－１Ｌ（ＭＴ１Ｌ）、メタロチオネイン－１Ｒ（ＭＴ１Ｒ）、
メタロチオネイン－１Ｘ（ＭＴ１Ｘ）、メタロチオネイン－２（ＭＴ２）、
メタロチオネイン－３（ＭＴ３）、またはメタロチオネイン－４（ＭＴ４）
から選択されるヒトのメタロチオネインである、請求項４０に記載のペプチド。
【請求項４２】
　前記ペプチドが、配列番号９～６４から選択される配列、または該配列の断片もしくは
変異体を含む、請求項４１に記載のペプチド。
【請求項４３】
　前記ペプチドが、配列番号９～６４から選択される配列、または該配列の断片または変
異体からなる、請求項４２に記載のペプチド。
【請求項４４】
　請求項１～４３のいずれか１項に記載のペプチドを含む化合物。
【請求項４５】
　前記化合物が、前記ペプチドのシングルコピーを含む、請求項４４に記載の化合物。
【請求項４６】
　前記化合物が、前記ペプチドの複数のコピーからなる多量体、例えば二量体または四量
体として配合される、請求項４４に記載の化合物。
【請求項４７】
　前記多量体がデンドリマーである、請求項４６に記載の化合物。
【請求項４８】
　神経突起の伸長、神経細胞の生存、および／または学習や記憶に関与する神経可塑性を
促進する能力を有する化合物としての、請求項１～４３のいずれか１項に記載のペプチド
、または請求項４４～４７のいずれか１項に記載の化合物の使用。
【請求項４９】
　請求項１～４３のいずれか１項に記載のペプチド、または請求項４４～４７に記載の化
合物を使用することを含む、神経細胞の生存、分化、増殖、および／または記憶や学習に
関与する可塑性を促進する方法。
【請求項５０】
　医薬品を製造するための、請求項１～４３のいずれか１項に記載のペプチド、または請
求項４４～４７のいずれか１項に記載の化合物の使用。
【請求項５１】
　前記医薬品が病態または疾患の治療に使用され、神経細胞の生存、分化、増殖および／
または学習や記憶に関与する可塑性の促進が、治療に有益である、請求項５０に記載の使
用。
【請求項５２】
　前記病態または疾患が、中枢神経系および末梢神経系の病態または疾患である、請求項
５１に記載の使用。
【請求項５３】
　前記病態または疾患が、手術後の神経損傷、外傷性神経損傷、神経線維の髄鞘形成障害
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、脳梗塞などの虚血後の損傷、糖尿病に合併する神経変性、体内時計または神経筋伝達に
影響を及ぼす疾患から選択される、請求項５１に記載の使用。
【請求項５４】
　前記医薬品が、臓器移植後の、あるいは
遺伝性または外傷性筋萎縮性疾患などの、
神経筋接合部の機能障害を伴う病態を含む
筋肉の病態または疾患から選択される
病態または疾患の治療に使用される、
請求項５０に記載の使用。
【請求項５５】
　前記医薬品が癌の治療に使用される、請求項５０に記載の使用。
【請求項５６】
　前記癌が血管新生を伴う何らかの癌である、請求項５５に記載の使用。
【請求項５７】
　前記癌が神経系の癌である、請求項５５に記載の使用。
【請求項５８】
　前記病態または疾患が、学習能力障害および／または記憶障害である、請求項５１に記
載の使用。
【請求項５９】
　前記病態または疾患が、パーキンソン病、アルツハイマー病、ハンチントン病、または
多発脳梗塞性認知症などの認知症である、請求項５８に記載の使用。
【請求項６０】
　前記病態または疾患が、
思考および／または気分障害などの精神疾患、
双極性障害（ＢＰＤ）を含む精神神経疾患、
遺伝関連性単極性情動障害、
妄想性障害、パラフレニー、妄想性精神病、
統合失調症、統合失調症性障害、統合失調性感情障害、
統合失調性双極性感情障害および遺伝関連性単極性情動障害、
心因性精神病、緊張病、
周期性双極性感情障害および遺伝関連性単極性情動障害、
循環型精神病、分裂病質人格障害、
妄想性人格障害、
双極性情動障害関連性情動障害および遺伝関連性単極性情動障害関連性情動障害、
単極性情動障害の亜型
などの精神疾患である、請求項５１に記載の使用。
【請求項６１】
　前記医薬品が、アルコールの消費による身体の損傷の治療に使用される、請求項５０に
記載の使用。
【請求項６２】
　前記医薬品が、プリオン病の治療に使用される、請求項５０に記載の使用。
【請求項６３】
　前記医薬品が、持続性炎症反応の存在を特徴とする病態または疾患の治療に使用される
、請求項５０に記載の使用。
【請求項６４】
　前記病態または疾患が、脳の炎症または自己免疫性疾患である、請求項６３に記載の使
用。
【請求項６５】
　前記病態または疾患が、ギラン・バレー症候群、ミラー・フィッシャー症候群などのそ
の異型、または別の補体依存性神経筋疾患である、請求項６３に記載の使用。
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【請求項６６】
　抗体を産生するための、請求項１～４３のいずれか１項に記載のペプチド、または請求
項４４～４９のいずれか１項に記載の化合物の使用。
【請求項６７】
　請求項１に記載のアミノ酸モチーフ、または
請求項１～４３のいずれか１項に記載のペプチドを含む
エピトープを認識し、結合する能力を有する、
抗体、抗原結合断片、またはそれらの変異体。
【請求項６８】
　前記エピトープが、配列番号１～６４から選択されるアミノ酸配列、または前記配列の
断片もしくは変異体を含む、
請求項６７に記載の抗体。
【請求項６９】
　請求項１～４３のいずれか１項に記載のペプチド、または
請求項４４～４７のいずれか１項に記載の化合物を含む薬学的組成物。
【請求項７０】
　請求項６７～６８に記載の抗体を含む薬学的組成物。
【請求項７１】
　請求項１～４３に記載のペプチド、請求項４４～４７に記載の化合物、または請求項６
９もしくは７０に記載の薬学的組成物の有効量を、必要とする個体に投与することを含む
、病態または疾患を治療する方法。
【請求項７２】
　請求項１～４３のいずれか１項に記載のペプチド配列、請求項４４～４７に記載の化合
物、または請求項６７～６８に記載の抗体を使用することを含む、試料中のメタロチオネ
インタンパク質を検出する方法。
【請求項７３】
　請求項１～４３に記載の少なくとも１つのペプチド、請求項４４～４７に記載の化合物
、および／または請求項６７～６８に記載の抗体を含むキット。
【請求項７４】
　前記少なくとも１つのペプチド、化合物、および／または抗体が、検出可能な標識を含
む、請求項７３に記載のキット。
【請求項７５】
　前記キットが、試料中のメタロチオネインの濃度を評価するステップを含む診断法で使
用される、請求項７２～７４に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、神経細胞の生存、分化および増殖を促進するメタロチオネイン（ＭＴ）由来
のペプチド断片、前記ペプチド断片を含む薬学的組成物、および神経細胞の増殖、分化お
よび／または生存を促進する効果、および／または学習や記憶に関与する神経可塑性を促
進する効果が治療に有益である疾患および病態の治療へのそれらの使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　メタロチオネイン（ＭＴ）は、遍在的に発生する、硫黄系の金属クラスターを含有する
低分子量のシステインリッチおよび金属リッチタンパク質群である。これらのクラスター
が無脊椎動物、脊椎動物および細菌のＭＴの三次元構造中に保存されることが多くなって
いることから、この構造モチーフの重要性が示されている。哺乳動物のＭＴが、亜鉛ホメ
オスタシスへの関与、重金属毒性や酸化損傷からの保護を含む多種多様の機能を有するこ
とが次第に明らかになってきている（Ｖａｓａｋ　ｅｔ　ａｌ.，２００５）。哺乳動物
のＭＴは、Ｎ末端にアセチルメチオニンを、さらに多くの場合カルボキシル末端にアラニ
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ンを有する、６１、６０または６８個のアミノ酸残基の、一本鎖のポリペプチドである。
哺乳動物のＭＴは、２０個のシステイン残基を含有し、これらが金属結合の中心となる。
ＭＴは、特有のＣ－Ｘ－Ｃ、Ｃ－Ｙ－Ｃ、およびＣ－Ｃ配列を有する（式中、ＸおよびＹ
はシステイン以外のアミノ酸である）。２０個のシステインごとに７個の二価イオンが存
在し、金属チオラート錯体を形成する（２個のドメイン構造において、１モルのＭＴにつ
き７～１０ｇの金属原子）（Ｈｕｓｓａｉｎ　ｅｔ　ａｌ.，１９９６）。　
【０００３】
　ＭＴの亜群には、ＭＴ１、ＭＴ２、ＭＴ３およびＭＴ４の４個が存在する。１つの負電
荷のみが異なるＭＴ１とＭＴ２のアイソフォームは、
種々の組織に最も広く発現しているアイソフォームである。ヒトＭＴ遺伝子は、染色体１
６番上の単一の遺伝子座においてクラスターを形成しており、これまでに同定された１７
個のうちの少なくとも１４個の遺伝子が機能している。これらの遺伝子は、ＭＴ１（ＭＴ
１Ａ、Ｂ、Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ、Ｉ、Ｋ、ＬおよびＸ）、ＭＴ２、ＭＴ３、およびＭＴ４の複
数のアイソフォームをエンコードしている（Ｍｉｌｅｓ　ｅｔ　ａｌ.，２０００）。
【０００４】
　ＭＴの発現を誘導し得る刺激物は、金属、ホルモン（例えば、糖質コルチコイド）、サ
イトカイン、その他種々の化学物質、炎症、およびストレスである。ＭＴの分解は主にリ
ソソーム内で行われる。金属が結合した状態では、ＭＴのタンパク質分解が起こりにくい
と考えられている。ｉｎ　ｖｉｖｏでは、金属－ＭＴの半減期がアポＭＴよりもはるかに
長い（Ｍｉｌｅｓ　ｅｔ　ａｌ.，２０００）。
【０００５】
　ＭＴ１およびＭＴ２は脳および脊髄の至るところに存在し、これらのＭＴアイソフォー
ムを発現している主な細胞種は星状細胞である。しかし、上衣細胞、脈絡叢の上皮細胞、
軟膜の髄膜細胞、および血管の内皮細胞にもＭＴ１およびＭＴ２の発現が認められた（Ｈ
ｉｄａｌｇｏ　ｅｔ　ａｌ.，２００１）
【０００６】
　ＭＴは、金属ホメオスタシスを維持し、フリーラジカルに対するスカベンジ作用を有す
るストレス誘導タンパク質である。ＭＴの主要な機能が金属代謝に関与していることが一
般的に認められている。想定される機能としては、食事の変化と生理学的変化に応じた細
胞の銅代謝および亜鉛代謝の調節、ならびに重金属の解毒と保存が挙げられる。星状細胞
は、上衣細胞と同様に、ＭＴを豊富に発現しているため、この２個の細胞種は、血液また
は脳脊髄液から実質的に輸送される金属から中枢神経系を保護するために働くという興味
をそそる仮説がある。アルツハイマー病罹患体では、大脳白質は、強い免疫反応性を示す
細胞体を有するＭＴ１およびＭＴ２を発現した星状細胞を多数の含んでいる（Ｚａｍｂｅ
ｎｅｄｅｔｔｉ　ｅｔ　ａｌ.，１９９８）。慢性炎症は、アルツハイマー病の病因に免
疫学的要素が含まれる可能性を高めていると仮定している。例えば、アルツハイマー病に
おいてサイトカインやインターロイキン（ＩＬ）－１が上昇すると、星状細胞におけるＭ
Ｔ１およびＭＴ２の産生が誘導されるが、このことは、いくつかの金属イオンの浸透圧調
節に関与する複合的な代償機序をもって酸化損傷、傷害および炎症に対する長期的な防御
を提供する上で、これらのタンパク質が関連する役割を有していることを示唆している。
また、ＭＴ１およびＭＴ２の発現に関する中枢神経系の損傷の明確な影響が検討されてい
る。これらの研究では、カイニン酸誘発性発作、低温傷害、虚血に反応して、また６－ア
ミノニコチンアミドによる治療後に、これらのＭＴアイソフォームが劇的に誘導されるこ
とが示されている（Ｐｅｎｋｏｗａ　ｅｔ　ａｌ.，１９９５；２０００；２００１）。
ＭＴ１およびＭＴ２は、中枢神経系におけるアポトーシス細胞死の重要な抑制剤である（
Ｇｉｒａｌｔ　ｅｔ　ａｌ.，２００２）。ＭＴ１およびＭＴ２欠乏マウスは、てんかん
発作、実験的自己免疫性脳脊髄炎（ＥＡＥ）、ならびに下記の外傷性脳損傷の際に、酸化
ストレスとニューロン細胞のアポトーシスが増加することを示した。同様に、ＭＴ１過剰
発現トランスジェニックマウスでは、外傷性脳損傷、局所脳虚血、および脳幹の６－アミ
ノニコチンアミド（６－ＡＮ）誘導毒性の際に、酸化的な組織損傷と細胞死が著しく減少
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することを示した。さらに、ＭＴ１およびＭＴ２は、種々の中枢神経障害において
臨床転帰を改善し、死亡率を低下する（Ｐｅｎｋｏｗａ，２００２）。最近では、パーキ
ンソン病の遺伝子改変マウスモデルにおいて、ＭＴが神経保護作用を仲介することが示さ
れている（Ｅｂａｄｉ　ｅｔ　ａｌ.，２００５）。　
【０００７】
　近年、ＭＴ２による治療では、ドーパミン作動性ニューロンおよび海馬ニューロンのい
ずれからも神経突起伸長が有意に刺激されることが示されている。さらに、ＭＴ２による
治療では、６－ヒドロキシドーパミン（６－ＯＨＤＡ）に曝露されたドーパミン作動性ニ
ューロンの生存が有意に増加し、またアミロイド－β－ペプチド誘導神経毒性から海馬ニ
ューロンが有意に保護される（Ｋｏｈｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ.，２００３）。運動ニューロ
ン疾患、頭部損傷、アルツハイマー病、およびパーキンソン病に対して、ＭＴ２やその他
のＭＴを使用した治療が提唱されている（国際公開ＷＯ０３１０５９１０）。ＭＴの神経
突起生成作用および神経保護作用の分子機序は、現在のところ不明である。　
【０００８】
　近年では、低密度リポタンパク質受容体関連タンパク質２（ＬＲＰ２）／メガリンにＭ
Ｔ１が結合すること、およびＭＴ１中の対応する結合部位が同定されていることが示され
ている（Ｋｌａｓｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ.，２００４）。
【０００９】
　メガリン／ＬＲＰ２はスカベンジャー受容体であるが、これはその多機能結合特性によ
るものである。そのリガンドには、リポタンパク質、ビタミン結合および担体タンパク質
、薬剤、ホルモン、および酵素、ならびにシグナル分子がある。メガリンの細胞内ドメイ
ンはシグナル伝達アダプター分子と相互作用し、これらの分子がエンドサイトーシスの調
節に関与することが示されている（Ｍａｙ　ｅｔ　ａｌ.，２００５参照）。しかし、細
胞外シグナルを細胞内の結合パートナーに伝達することで、メガリンが細胞のシグナル伝
達カスケードに直接関与するかどうかについては、現在のところ不明である。　
【００１０】
　メガリンの生理学的機能の中で最も特徴的なものの一つは、近位尿細管における低分子
量タンパク質の再摂取である（Ｚｏｕ　ｅｔ　ａｌ.，２００４）。その他の恒久的な特
徴は、メガリンが適正な前脳形成に必要とされることであり、すなわち、メガリンノック
アウトマウスが全前脳胞症を呈する点である（Ｗｉｌｌｎｏｗ　ｅｔ　ａｌ.，１９９６
）。
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【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　本発明は、ニューロン細胞の分化、ニューロン細胞の生存、および学習や記憶に関与す
る神経可塑性を促進する能力を有し、酸化ストレスや炎症反応を抑制し、生存および神経
保護作用を調節し、成長因子および調節分子ならびにこれらの受容体の効果を促進する能
力を有する、短ペプチド配列に関する。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本発明の一態様によれば、本明細書に記載のペプチド配列は、ペプチドの生物活性に不
可欠な共通の構造モチーフを含む。
【００１３】
　本発明によるこのようなペプチドは、化学式
　　　Ｓ／Ｄ／Ｅ－（Ｘ）ｎ－Ｓ／Ｄ／Ｅ－Ｋ／Ｓ
（式中、（Ｘ）ｎは任意のアミノ酸残基の配列であり、ｎは４～６の整数である）で表さ
れるアミノ酸モチーフを含む、最大２５個の連続するアミノ酸残基の配列を含む。　
【００１４】
　本発明によれば、上記のようなペプチドは、メタロチオネインファミリータンパク質の
サブ配列であるメタロチオネイン（ＭＴ）と相同性を示し、前記サブ配列は、ＭＴによる
神経突起の伸長、神経細胞の生存、学習や記憶に関与する神経可塑性の促進、および／ま
たは酸化ストレス、炎症反応の抑制に関与するＭＴの機能ドメインであり、メタロチオネ
インのホモ二量体化（同種結合）にも関与している。したがって、本発明のアミノ酸モチ
ーフを含むペプチド配列は、後述するＭＴ機能ドメインの構造類似体であるだけでなく、
上述のＭＴの機能の実行に関与するＭＴ機能ドメイン由来のＭＴタンパク質またはＭＴの
ペプチド断片の機能類似体でもある。　
【００１５】
　したがって、別の態様において、本発明は、ＭＴの生物学的機能を模倣する能力を有す
るＭＴのペプチド断片に関し、例えば、神経突起の伸長、ニューロン細胞の生存、学習や
記憶に関与する神経可塑性を促進する、および／または炎症を抑制する能力を有するＭＴ
のペプチド断片に関する。さらに、別の態様において、本発明は、ＭＴの同種結合を促進
または抑制することにより、あるいはその受容体へのＭＴの結合を促進または抑制するこ
とにより、ＭＴの生物学的機能を調節する能力を有するＭＴの断片に関する。　
【００１６】
　本発明はまた、本発明のモチーフおよび／またはＭＴのペプチド断片を含むペプチド配
列を含む化合物にも関する。　
【００１７】
　本発明のさらなる態様は、以下に関する；
－医薬品としての、または医薬品の製造のための本発明のペプチド配列の使用、ただし、
前記医薬品が、神経突起の伸長、神経細胞の生存、学習や記憶に関与する神経細胞の可塑
性を促進し、および／または炎症を抑制することを含む病態の治療のために使用される、
－本発明のペプチド配列またはこれを含む化合物を含む薬学的組成物、
－本発明のペプチド配列を含むエピトープに結合する能力を有する抗体、
－本発明の抗体を含む薬学的組成物、および
－本発明のペプチド配列、化合物、医薬品、抗体、またはこれらを含む薬学的組成物を使
用することを含む治療方法。
【発明を実施するための最良の形態】
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【００１８】
１.　ペプチド
　第一の態様において、本発明は、化学式
　　Ｓ／Ｄ／Ｅ－（Ｘ）ｎ－Ｓ／Ｄ／Ｅ－Ｋ／Ｓ
（式中、（Ｘ）ｎは任意のアミノ酸残基の配列であり、ｎが４～６の整数である）で表さ
れるアミノ酸モチーフを含む、最大２５個の連続するアミノ酸残基から構成されるペプチ
ドに関する。　
【００１９】
　一実施形態において、（Ｘ）ｎはアミノ酸配列であり、式中、ｎは４であり、別の実施
形態においてはｎが６である。アミノ酸配列（Ｘ）ｎは、任意のアミノ酸残基の配列であ
るが、いくつかの好適な実施形態においては、アミノ酸残基Ｋ、Ｓ、ＥまたはＣの少なく
とも１つを含むことができる。　
【００２０】
　本発明は、好ましくは、８～２５個の範囲のアミノ酸残基、例えば９～２５個のアミノ
酸残基、例としては１０～２５個のアミノ酸残基を含むペプチド配列に関する。ある実施
形態において、ペプチド配列は、１１～２５個のアミノ酸残基、例えば１２～２５個のア
ミノ酸残基、例としては１３～２５個のアミノ酸残基であってもよい。他の実施形態にお
いて、アミノ酸配列は、約１５個のアミノ酸残基、例えば１４または１６個のアミノ酸残
基を含んでもよく、あるいは長さが約２０個のアミノ酸残基、例えば１７～１９個のアミ
ノ酸残基であってもよく、あるいは２０～２５個のアミノ酸残基を含むこともできる。最
大で２０個の連続するアミノ酸残基を含む短アミノ酸配列が好ましいが、本発明は、本発
明の適用範囲に、約２３または２５個のアミノ酸残基、例えば２１、２２、２３、２４、
２５または２６個のアミノ酸残基を含む場合があるアミノ酸配列、あるいは約３０個のア
ミノ酸残基、例えば２７、２８または２９個のアミノ酸残基である場合があるアミノ酸配
列、あるいは約３５個のアミノ酸残基、例えば３１～３４個のアミノ酸残基であるアミノ
酸配列を含む。　
【００２１】
　いくつかの実施形態において、本発明のモチーフを含むペプチドは、モチーフを含む１
０個のアミノ酸残基の配列内に、少なくとも１つのアミノ酸残基Ｇを含むことができ、好
ましくは、前記アミノ酸残基Ｇが、モチーフ中の対応するいかなる位置においてもアミノ
酸残基Ｓ／Ｄ／Ｅよりも前に配置される。　
【００２２】
　本発明はまた、上記のようなペプチドであって、アミノ酸残基Ｓ／Ｄ／Ｅはモチーフ中
のいかなる位置にあってもアミノ酸残基Ｃで置換されるペプチドにも関する。　
【００２３】
　上記のようなペプチドは、例えば、以下の配列から選択されるアミノ酸配列を含むか、
あるいはこれらから構成されてもよく、あるいはこれらの配列の任意の断片または変異体
であってもよい：
ＫＫＳＳＣＳＣＳＰＶＧＳＡＫ（配列番号１）
ＡＱＧＳＩＳＫＧＡＳＤＫＳＳ（配列番号２）
ＭＤＰＮＳＳＳＡＡＧＤＳＳＴ（配列番号３）
ＳＡＧＳＳＫＳＫＥＳＫＳＴＳ（配列番号４）
ＡＱＧＳＩＣＫＧＡＳＤＫＳＳ（配列番号５）
ＭＤＰＮＣＳＣＡＡＧＤＳＳＴ（配列番号６）
ＳＡＧＳＣＫＣＫＥＳＫＳＴＳ（配列番号７）
ＫＧＧＥＡＡＥＡＥＡＥＫ（配列番号８）。
【００２４】
　本発明によれば、配列番号１～８から選択される配列を含むペプチドは、
メタロチオネイン－１Ａ（ＭＴ１Ａ）、メタロチオネイン－１Ｂ（ＭＴ１Ｂ）、
メタロチオネイン－１Ｅ（ＭＴ１Ｅ）、メタロチオネイン－１Ｆ（ＭＴ１Ｆ）、
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メタロチオネイン－１Ｇ（ＭＴ１Ｇ）、メタロチオネイン－１Ｈ（ＭＴ１Ｈ）、
メタロチオネイン－１Ｉ（ＭＴ１Ｉ）、メタロチオネイン－１Ｋ（ＭＴ１Ｋ）、
メタロチオネイン－１Ｌ（ＭＴ１Ｌ）、メタロチオネイン－１Ｒ（ＭＴ１Ｒ）、
メタロチオネイン－１Ｘ（ＭＴ１Ｘ）、メタロチオネイン－２（ＭＴ２）、
メタロチオネイン－３（ＭＴ３）、およびメタロチオネイン－４（ＭＴ４）
からなる群から選択されるメタロチオネインのサブ配列と相同性を示す。後述するメタロ
チオネインの配列は、ＧｅｎｅＢａｎｋにおいて、受入番号
Ｑ９ＢＱＮ２、Ｐ０４７３１、Ｐ０７４３８、Ｐ０４７３２、Ｐ０４７３３、
Ｐ１３６４０、Ｐ８０２９４、Ｐ８０２９５、Ｐ８０２９６、Ｑ９３０８３、
Ｐ８０２９７、Ｐ０２７９５、Ｐ２５７１３、Ｐ４７９４４
としてそれぞれ確認される。　
【００２５】
　より具体的には、配列番号１～８から選択される配列を含むペプチドは、以下のアミノ
酸配列のうちの１つを含むＭＴのサブ配列と相同性を示す：
ＫＫＳＣＣＳＣＣＰＭＳＣＡＫ（配列番号９）
ＫＫＣＣＣＳＣＣＰＶＧＣＡＫ（配列番号１０）
ＫＫＳＣＣＳＣＣＰＶＧＣＡＫ（配列番号１１）
ＫＫＳＣＣＳＣＣＰＶＧＣＳＫ（配列番号１２）
ＫＫＳＣＣＳＣＣＰＶＧＣＡＫ（配列番号１３）
ＫＫＳＣＣＳＣＣＰＬＧＣＡＫ（配列番号１４）
ＫＫＳＣＣＳＣＣＰＶＧＣＡＫ（配列番号１５）
ＫＫＳＣＣＳＣＣＰＶＧＣＡＫ（配列番号１６）
ＫＫＳＣＣＳＣＣＰＶＧＣＡＫ（配列番号１７）
ＫＫＳＣＣＳＣＣＰＭＧＣＡＫ（配列番号１８）
ＫＫＳＣＣＳＣＣＰＶＧＣＡＫ（配列番号１９）
ＫＫＳＣＣＳＣＣＰＶＧＣＡＫ（配列番号２０）
ＫＫＳＣＣＳＣＣＰＡＥＣＥＫ（配列番号２１）
ＲＫＳＣＣＰＣＣＰＰＧＣＡＫ（配列番号２２）
ＡＱＧＣＩＣＫＧＡＳＥＫＣＳ（配列番号２３）
ＡＱＧＣＶＣＫＧＳＳＥＫＣＳ（配列番号２４）
ＡＱＧＣＶＣＫＧＡＳＥＫＣＳ（配列番号２５）
ＡＱＧＣＶＣＫＧＡＳＥＫＣＳ（配列番号２６）
ＡＱＧＣＩＣＫＧＡＳＥＫＣＳ（配列番号２７）
ＡＱＧＣＩＣＫＧＡＳＥＫＣＳ（配列番号２８）
ＡＱＧＣＩＣＫＧＡＳＥＫＣＳ（配列番号２９）
ＡＱＧＣＩＣＫＧＡＳＥＫＣＳ（配列番号３０）
ＡＱＧＣＩＣＫＧＴＳＤＫＣＳ（配列番号３１）
ＡＱＧＣＶＣＫＧＡＳＥＫＣＳ（配列番号３２）
ＡＱＧＣＩＣＫＧＴＳＤＫＣＳ（配列番号３３）
ＡＱＧＣＩＣＫＧＡＳＤＫＣＳ（配列番号３４
ＡＫＤＣＶＣＫＧＧＥＡＡＥＡＥＡＥＫＣＳ（配列番号３５）
ＡＲＧＣＩＣＫＧＧＳＤＫＣＳ（配列番号３６）
ＭＤＰＮＣＳＣＡＴＧＧＳＣＴ（配列番号３７）
ＭＤＰＮＣＳＣＴＴＧＧＳＣＡ（配列番号３８）
ＭＤＰＮＣＳＣＡＴＧＧＳＣＴ（配列番号３９）
ＭＤＰＮＣＳＣＡＡＧＶＳＣＴ（配列番号４０）
ＭＤＰＮＣＳＣＡＡＧＶＳＣＴ（配列番号４１）
ＭＤＰＮＣＳＣＥＡＧＧＳＣＡ（配列番号４２）
ＭＤＰＮＣＳＣＡＡＧＶＳＣＴ（配列番号４３）
ＭＤＰＮＣＳＣＡＡＡＧＶＳＣＴ（配列番号４４）
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ＭＤＰＮＣＳＣＳＰＶＧＳＣＡ（配列番号４５）
ＭＤＰＮＣＳＣＡＴＧＧＳＣＳ（配列番号４６）
ＭＤＰＮＣＳＣＤＰＶＧＳＣＡ（配列番号４７）
ＭＤＰＮＣＳＣＡＡＧＤＳＣＴ（配列番号４８）
ＭＤＰＥＴＣＰＣＰＳＧＧＳＣＴ（配列番号４９）
ＭＤＰＲＥＣＶＣＭＳＧＧＩＣＭ（配列番号５０）
ＣＴＧＳＣＫＣＫＥＣＫＣＮＳ（配列番号５１）
ＣＡＧＳＣＫＣＫＥＣＫＣＴＳ（配列番号５２）
ＣＡＧＳＣＫＣＫＥＣＫＣＴＳ（配列番号５３）
ＣＡＧＳＣＫＣＫＥＣＫＣＴＳ（配列番号５４）
ＣＡＳＳＣＫＣＫＥＣＫＣＴＳ（配列番号５５）
ＣＡＧＳＣＫＣＫＫＣＫＣＴＳ（配列番号５６）
ＣＡＧＳＣＫＣＫＥＣＫＣＴＳ（配列番号５７）
ＣＡＳＳＣＫＣＫＥＣＫＣＴＳ（配列番号５８）
ＣＡＧＳＣＫＣＫＥＣＫＣＴＳ（配列番号５９）
ＣＡＳＳＣＫＣＫＥＣＫＣＴＳ（配列番号６０）
ＣＡＧＳＣＫＣＫＥＣＫＣＴＳ（配列番号６１）
ＣＡＧＳＣＫＣＫＥＣＫＣＴＳ（配列番号６２）
ＣＡＤＳＣＫＣＥＧＣＫＣＴＳ（配列番号６３）
ＣＧＤＮＣＫＣＴＴＣＮＣＫＴ（配列番号６４）．　
【００２６】
　本発明の別の実施形態において、選択されたサブ配列群の特定のサブ配列と相同性を示
すペプチドを選択することが好まし。したがって、一実施形態において、
配列番号９～２２として同定されるサブ配列の群から選択されるサブ配列と相同性を示す
ペプチドである場合がある。　
【００２７】
　別の実施形態において、前記ペプチドは、
配列番号２３～３６からなる群から選択されるアミノ酸配列を含むサブ配列と相同性を示
すペプチドである場合がある。　
【００２８】
　他の実施形態において、前記ペプチドは、配列番号３７～５０として同定される配列の
いずれかから選択されるアミノ酸配列を含むサブ配列と、または配列番号５１～６４とし
て同定される配列のいずれかから選択されるアミノ酸配列を含むサブ配列と相同性を示す
ペプチドであってもよい。　
【００２９】
　さらに、他の実施形態において、ペプチドは、例えば、配列番号９、２３、３７または
５１から選択されるＭＴ１Ａのサブ配列と、あるいは、配列番号１０、２４、３８または
５２から選択されるＭＴ１Ｂのサブ配列と相同性を示す特定のＭＴのサブ配列と相同性を
示してもよい。以下は、本発明の適用範囲に含まれる、特定のＭＴの好適なサブ配列のそ
の他の例である：
－配列番号１１、２５、３９または５３から選択されるＭＴ１Ｅサブ配列、
－配列番号１２、２６、４０または５４から選択されるＭＴ１Ｆサブ配列、
－配列番号１３、２７、４１または５５から選択されるＭＴ１Ｇサブ配列、
－配列番号１４、２８、４２または５６から選択されるＭＴ１Ｈサブ配列、
－配列番号１５、２９、４３または５７から選択されるＭＴ１Ｉサブ配列、
－配列番号１６、３０、４４または５８から選択されるＭＴ１Ｋサブ配列、
－配列番号１７、３１、４５または５９から選択されるＭＴ１Ｌサブ配列、
－配列番号１８、３２、４６または６０から選択されるＭＴ１Ｒサブ配列、
－配列番号１９、３３、４７または６１から選択されるＭＴ１Ｘサブ配列、
－配列番号２０、３４、４８または６２から選択されるＭＴ２サブ配列、
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－配列番号２１、３５、４９または６３から選択されるＭＴ３サブ配列、
－配列番号２２、３６、５０または６４から選択されるＭＴ４サブ配列。　
【００３０】
　また、上記のように同定されるＭＴのサブ配列はいずれも、本発明によるペプチドのア
ミノ酸配列の一部であってもよい。したがって、本発明のさらなる態様は、配列番号９～
６４から選択されるアミノ酸配列を含むペプチド、または前記配列の断片もしくは変異体
を含むペプチド、あるいはこれらの配列、断片または変異体のいずれかからなるペプチド
に関する。　
【００３１】
　配列相同性は、ＢＬＯＳＵＭ　３０、ＢＬＯＳＵＭ　４０、ＢＬＯＳＵＭ　４５、ＢＬ
ＯＳＵＭ　５０、ＢＬＯＳＵＭ　５５、ＢＬＯＳＵＭ　６０、ＢＬＯＳＵＭ　６２、ＢＬ
ＯＳＵＭ　６５、ＢＬＯＳＵＭ　７０、ＢＬＯＳＵＭ　７５、ＢＬＯＳＵＭ　８０、ＢＬ
ＯＳＵＭ　８５、またはＢＬＯＳＵＭ　９０などの周知のアルゴリズムを使用して計算す
ることができる。「配列類似性」、「配列同一性」、および「配列相同性」という用語は
、照合した２個のアミノ酸配列における、同一のまたは類似するアミノ酸残基の数または
割合に言及する場合、本願において交換可能に使用される。「類似するアミノ酸残基」は
、同じ群の「同類」アミノ酸残基に由来するアミノ酸残基である。後者の群については、
本願においてさらに詳細に考察する。　
【００３２】
　本願においては、アミノ酸残基を示す標準的なアルファベット１文字のコードは、標準
的なアルファベット３文字のコードと同様に適用される。アミノ酸の略号は、生化学命名
に関するＩＵＰＡＣ－ＩＵＢ委員会の勧告に従う（Ｅｕｒ.Ｊ.Ｂｉｏｃｈｅｍ，１９８４
，ｖｏｌ.１８４，ｐｐ９－３７）。本願の明細書および請求項の全体にわたって、天然
アミノ酸を表す３文字コードまたは１文字コードのいずれかが使用される。Ｌ型またはＤ
型を明記していない場合、当該アミノ酸は、形成されるペプチドが、Ｌ型、Ｄ型のアミノ
酸、またはＬ型とＤ型が混合した配列で構成することができるように、天然のＬ型（Ｐｕ
ｒｅ＆Ａｐｐｌ.Ｃｈｅｍ.Ｖｏｌ.（５６（５）ｐｐ５９５－６２４（１９８４）を参照
）またはＤ型を有すると解されるべきある。　
【００３３】
　特に断らない限り、本発明のペプチドのＣ末端アミノ酸は、遊離カルボン酸として存在
し、これは「－ＯＨ」と明記される場合もあると理解される。しかし、本発明の化合物の
Ｃ末端アミノ酸はアミド化された誘導体であってもよく、これは「－ＮＨ２」と表わされ
る。他に断らない限り、ポリペプチドのＮ末端アミノ酸は遊離アミノ基を含み、これはま
た「Ｈ－」と明記される場合がある。　
【００３４】
　他に断らない限り、アミノ酸は、天然であるか否かにかかかわらず、例えばアルファア
ミノ酸、ベータアミノ酸、および／またはガンマアミノ酸などの任意のアミノ酸から選択
することができる。したがって、前記群は、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｒｏ、
Ｐｈｅ、Ｔｒｐ、Ｍｅｔ、Ｇｌｙ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ｃｙｓ、Ｔｙｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ、
Ａｓｐ、Ｇｌｕ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｈｉｓ、Ａｉｂ、Ｎａｌ、Ｓａｒ、Ｏｒｎ、リジン類
似体、ＤＡＰ、ＤＡＰＡ、および４Ｈｙｐを含むが、これらに限定されない。　
【００３５】
　また、本発明によれば、例えば、アミノ酸のグリコシル化および／またはアセチル化な
どの前記化合物／ペプチドの修飾を行うこともできる。　
【００３６】
　本発明によれば、塩基性アミノ酸残基は、アミノ酸Ａｒｇ、Ｌｙｓ、およびＨｉｓの残
基によって表され、酸性アミノ酸残基は、アミノ酸ＧｌｕおよびＡｓｐの残基によって表
される。塩基性および酸性アミノ酸残基は、荷電アミノ酸残基の群を構成する。疎水性ア
ミノ酸残基の群は、アミノ酸Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｖａｌ、Ｐｈｅ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、Ｍｅｔ
、ＡｌａおよびＰｒｏによって表される。　
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【００３７】
　本発明は、天然、合成／遺伝子組み換えによって作製されたペプチド配列／断片、およ
び／またはより大きなポリペプチドを酵素的／化学的に開裂により作製されたペプチド配
列／断片に関し、該ペプチド配列／断片は前記のより大きなポリペプチドの不可欠な部分
である。本発明は分離した個々のペプチド配列に関する。　
【００３８】
　上述の通り、本発明は、本願に記載のペプチド配列の変異体にも関する。　
【００３９】
　一態様において、「ペプチド配列の変異体」という用語は、例えば１つ以上のアミノ酸
残基の置換によりペプチドを修飾できることを意味する。Ｌ型およびＤ型アミノ酸の両方
を用いることができる。その他の修飾は、エステル、糖などの誘導体を含む場合がある。
例としてはメチルおよびアセチルエステルが挙げられる。　
【００４０】
　別の態様において、「変異体」は、挿入、欠損、ならびに同類置換を含む置換の数と範
囲が増加するにつれて、好適な所定の配列との相違が次第に大きくなるアミノ酸配列を示
すものとして理解することができる。この相違は、所定の配列と変異体の間の相同性の低
下として測定される。　
【００４１】
　さらに別の態様において、本発明によるペプチド断片の変異体は、同じ変異体またはそ
の断片、あるいは異なる変異体またはその断片中に、少なくとも１つの置換、例えば互い
に独立して導入される複数の置換を含むことができる。したがって、錯体の変異体または
その断片は、互いに独立して同類置換を含むことができ、この場合、
前記変異体またはその断片の少なくとも１つのグリシン（Ｇｌｙ）は、Ａｌａ、Ｖａｌ、
ＬｅｕおよびＩｌｅからなるアミノ酸群から、ならびにそれらから独立して変異体または
それらの断片から選択されるアミノ酸で置換され、
前記変異体またはそれらの断片の少なくとも１つのアラニン（Ａｌａ）は、Ｇｌｙ、Ｖａ
ｌ、ＬｅｕおよびＩｌｅからなるアミノ酸群から、ならびにそれらから独立して変異体ま
たはそれらの断片から選択されるアミノ酸で置換され、
前記変異体またはその断片の少なくとも１つのバリン（Ｖａｌ）は、Ｇｌｙ、Ａｌａ、Ｌ
ｅｕおよびＩｌｅからなるアミノ酸群から、ならびにそれらから独立して変異体またはそ
れらの断片から選択されるアミノ酸で置換され、
前記変異体またはその断片の少なくとも１つのロイシン（Ｌｅｕ）は、Ｇｌｙ、Ａｌａ、
ＶａｌおよびＩｌｅからなるアミノ酸群から、ならびにそれらから独立して変異体または
それらの断片から選択されるアミノ酸で置換され、
前記変異体またはそれらの断片の少なくとも１つのイソロイシン（Ｉｌｅ）は、Ｇｌｙ、
Ａｌａ、ＶａｌおよびＬｅｕからなるアミノ酸群から、ならびにそれらから独立して変異
体またはそれらの断片から選択されるアミノ酸で置換され、
前記変異体またはその断片の少なくとも１つのアスパラギン酸（Ａｓｐ）は、Ｇｌｕ、Ａ
ｓｎおよびＧｌｎからなるアミノ酸群から、ならびにそれらから独立して変異体またはそ
れらの断片から選択されるアミノ酸で置換され、
前記変異体またはそれらの断片の少なくとも１つのアスパラギン（Ａｓｎ）は、Ａｓｐ、
ＧｌｕおよびＧｌｎからなるアミノ酸群から、ならびにそれらから独立して変異体または
それらの断片から選択されるアミノ酸で置換され、
前記変異体またはそれらの断片の少なくとも１つのグルタミン（Ｇｌｎ）は、Ａｓｐ、Ｇ
ｌｕおよびＡｓｎからなるアミノ酸群から選択されるアミノ酸によって置換され、
前記変異体またはそれらの断片の少なくとも１つのフェニルアラニン（Ｐｈｅ）は、Ｔｙ
ｒ、Ｔｒｐ、Ｈｉｓ、Ｐｒｏからなるアミノ酸群から、好ましくはＴｒｙおよびＴｒｐか
らなるアミノ酸群から、ならびにそれらから独立して変異体またはそれらの断片から選択
されるアミノ酸で置換され、
前記変異体またはそれらの断片の少なくとも１つのチロシン（Ｔｙｒ）は、Ｐｈｅ、Ｔｒ
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ｐ、Ｈｉｓ、Ｐｒｏからなるアミノ酸群から、好ましくはＰｈｅおよびＴｒｐからなるア
ミノ酸群から、ならびにそれらから独立して変異体またはそれらの断片から選択されるア
ミノ酸で置換され、
前記断片の少なくとも１つのアルギニン（Ａｒｇ）は、ＬｙｓおよびＨｉｓからなるアミ
ノ酸群から、ならびにそれらから独立して変異体またはそれらの断片から選択されるアミ
ノ酸で置換され、
前記変異体またはそれらの断片の少なくとも１つのリジン（Ｌｙｓ）は、ＡｒｇおよびＨ
ｉｓからなるアミノ酸群から、ならびにそれらから独立して変異体またはそれらの断片か
ら選択されるアミノ酸で置換され、
前記変異体またはそれらの断片の少なくとも１つのプロリン（Ｐｒｏ）は、Ｐｈｅ、Ｔｙ
ｒ、ＴｒｐおよびＨｉｓからなるアミノ酸群から、ならびにそれらから独立して変異体ま
たはそれらの断片から選択されるアミノ酸で置換され、
前記変異体またはそれらの断片の少なくとも１つのシステイン（Ｃｙｓ）は、Ａｓｐ、Ｇ
ｌｕ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｈｉｓ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ、Ｓｅｒ、ＴｈｒおよびＴｙｒからなる
アミノ酸群から選択されるアミノ酸によって置換される。　
【００４２】
　したがって、上記を踏まえると、ペプチド断片の同じ機能的等価物、または前記機能的
等価物の断片は、本明細書において上記で定めた複数の同類のアミノ酸の群からの、複数
の同類のアミノ酸の置換を含むことができる。本明細書において「同類アミノ酸置換」と
いう用語は、「相同アミノ酸置換」という用語と同意語として使用される。　
【００４３】
　同類のアミノ酸の群は以下の通りである：
Ｐ、Ａ、Ｇ（中性、弱疎水性）
Ｓ、Ｔ（中性、親水性）
Ｑ、Ｎ（親水性、酸性アミン）
Ｅ、Ｄ（親水性、酸性）
Ｈ、Ｋ、Ｒ（親水性、塩基性）
Ｌ、Ｉ、Ｖ、Ｍ、Ｆ、Ｙ、Ｗ（疎水性、芳香族）
Ｃ（架橋形成）　
【００４４】
　同類置換は、本発明の好ましい所定のペプチドまたはその断片の任意の位置に、導入す
ることができる。しかし、非同類置換、特には任意の１つ以上の位置に１つの非同類置換
を導入するのが望ましいが、これに限定されない。特に、変異体は、例えば配列番号１～
６４から選択される配列である本発明のモチーフを有する配列などの本発明のアミノ酸配
列に対して少なくとも６０％、より好ましくは少なくとも７０％、より好ましくは少なく
とも８０％、より好ましくは少なくとも９０％、より好ましくは９５％の相同性を示すア
ミノ酸配列であるか、あるいは例えば配列番号１～６４から選択される配列である本発明
のモチーフを有する配列などの本発明のアミノ酸配列に比べて、少なくとも６０％、より
好ましくは少なくとも７０％、より好ましくは少なくとも８０％、より好ましくは少なく
とも９０％、より好ましくは９５％のアミノ酸一致率を有するアミノ酸配列である場合も
ある。本明細書において、肯定的なアミノ酸一致率は、比較する２個の配列中の同じ位置
にあるアミノ酸の物理的および／または化学的特性により定義される同一性または類似性
として定義される。本発明の好ましい肯定的なアミノ酸一致率は、ＲとＫ、ＤとＥ、Ｍと
Ｌ、ＥとＱ、ＶとＩ、ＬとＩ、ＳとＡ、ＷとＹ、ＱとＫ、ＴとＳ、ＳとＮ、およびＲとＱ
である。１つのアミノ酸配列と別のアミノ酸との相同性は、２個の照合した配列中の同一
アミノ酸のパーセンテージとして定義される。上述のような配列の相同性は、ＢＬＯＳＵ
Ｍ　３０、ＢＬＯＳＵＭ　４０、ＢＬＯＳＵＭ　４５、ＢＬＯＳＵＭ　５０、ＢＬＯＳＵ
Ｍ　５５、ＢＬＯＳＵＭ　６０、ＢＬＯＳＵＭ　６２、ＢＬＯＳＵＭ　６５、ＢＬＯＳＵ
Ｍ　７０、ＢＬＯＳＵＭ　７５、ＢＬＯＳＵＭ　８０、ＢＬＯＳＵＭ　８５、またはＢＬ
ＯＳＵＭ　９０などの周知のアルゴリズムを使用して、決まりきったルーチンで計算する
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ことができる。　
【００４５】
　本発明のペプチドの機能的に等しい断片の形成をもたらす
非同類置換は、例えば、
ｉ）極性が著しく異なることになり、例えば、非極性側鎖を有する残基（Ａｌａ、Ｌｅｕ
、Ｐｒｏ、Ｔｒｐ、Ｖａｌ、Ｉｌｅ、Ｌｅｕ、ＰｈｅまたはＭｅｔ）が、
Ｇｌｙ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ｃｙｓ、Ｔｙｒ、ＡｓｎまたはＧｌｎなどの極性側鎖を有する
残基、あるいはＡｓｐ、Ｇｌｕ、ＡｒｇまたはＬｙｓなどの荷電アミノ酸で置換されたか
、あるいは荷電残基または極性残基が非極性残基で置換される、および／または
ｉｉ）ペプチド骨格の配向性に関する影響が著しく異なることになり、例えば、Ｐｒｏま
たはＧｌｙが置換されるか、またはＰｒｏまたはＧｌｙが別の残基で置換され、および／
または
ｉｉｉ）電荷が著しく異なることになり、例えば、ＧｌｕまたはＡｓｐなどの負に帯電し
た残基が、Ｌｙｓ、ＨｉｓまたはＡｒｇなどの正に帯電した残基で置換され（ならびにそ
れとは逆に置換され）、および／または
ｉｖ）立体バルクが著しく異なることになり、例えば、Ｈｉｓ、Ｔｒｐ、ＰｈｅまたはＴ
ｙｒなどの大型の残基が、例えば、Ａｌａ、ＧｌｙまたはＳｅｒなどの小さな側鎖を有す
る残基で置換される（ならびにそれとは逆に置換される）。　
【００４６】
　一実施形態において、アミノ酸の置換は、それらが有する疎水性値および親水性値や、
荷電、大きさなどを含むアミノ酸側鎖置換基の相対的類似性に基づいて行われる。前述の
種々の特徴を考慮した例示的なアミノ酸置換は、当業者に周知であり、アルギニンとリジ
ン、グルタミン酸塩とアスパラギン酸塩、セリンとスレオニン、グルタミンとアスパラギ
ン、およびバリン、ロイシンとイソロイシンを含む。　
【００４７】
　本発明においては、以下の変異体が好ましい：
１.　配列番号１～６４の配列から選択される配列と少なくとも６５％の配列類似性を有
する、少なくとも６個のアミノ酸残基のアミノ酸配列である変異体、好ましくは、配列番
号１～６４の配列から選択される配列と７０％を超える配列類似性、例えば７１～８０％
の類似性、好ましくは８１～８５％、より好ましくは８６～９０％、さらに好ましくは９
１～９５％、さらに好ましくは９５％を超える配列類似性を有する、６から２０個の連続
するアミノ酸残基のアミノ酸配列である変異体；
２.　配列番号１～６４の配列からなる変異体であって、前記配列が、例えば上述のよう
な修飾などのアミノ酸残基の１つ以上の修飾を含む変異体。
【００４８】
　上述の通り、本発明は、本願に記載のペプチド配列の断片にも関する。　
【００４９】
　本発明の好適な断片は、配列番号１～６４から選択される配列の断片であって、前記配
列の長さの約４０％の長さを有する断片、より好ましくは少なくとも５０％、さらに好ま
しくは少なくとも６０％、さらに好ましくは少なくとも７０％、さらに好ましくは少なく
とも８０％、さらに好ましくは少なくとも９０％、さらに好ましくは少なくとも９５％の
長さを有する断片である。　
【００５０】
　本発明は、配列番号１～６４から選択される配列の少なくとも１つの機能活性を有する
上記の変異体および断片に関する。したがって、本発明の好適な変異体および断片は、配
列番号１～６４として同定されるアミノ酸配列の機能的等価物／相同体である。　
【００５１】
　したがって、本文脈における「機能的等価物／相同体」という用語は、配列番号１～６
４から選択される配列と少なくとも６５％の相同性を有するアミノ酸配列、あるいは配列
番号１～６４から選択される配列の少なくとも４０％の長さを有する配列であって、前記
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配列が相同性を示すか、あるいは断片である配列の
少なくとも１つの機能活性を有する、
例えば、
神経細胞の分化に関与するおよび／または記憶と学習に関与する
神経可塑性を促進する能力を有するか、あるいは
細胞の生存を促進する、例えばアポトーシスを抑制する能力を有するか、あるいは
受容体に結合し、前記受容体の活性を調節する能力を有するか、あるいは
炎症を抑制する能力を有する。　
【００５２】
　本発明は、天然、合成または遺伝子組み換えによって作製されたペプチド、およびタン
パク質の酵素的／化学的に開裂によって作製されたペプチドの両方に関する。より大きな
ポリペプチドのサブ配列に対応するアミノ酸配列を有するペプチド、例えば上述のＭＴの
サブ配列を含むか、これらの配列からなるペプチドは、前記のより大きなポリペプチドま
たはタンパク質の配列に由来するが理解されるであろう。これらのペプチドは、タンパク
質の酵素開裂によって産生することができ、あるいは遺伝子組み換え発現または化学的合
成によって作製することができる。　
【００５３】
　したがって、本発明はさらに、メタロチオネインの断片に関し、前記断片は、好ましく
はヒトのメタロチオネインに由来し、より好ましくは
メタロチオネイン－１Ａ（ＭＴ１Ａ）、メタロチオネイン－１Ｂ（ＭＴ１Ｂ）、
メタロチオネイン－１Ｅ（ＭＴ１Ｅ）、メタロチオネイン－１Ｆ（ＭＴ１Ｆ）、
メタロチオネイン－１Ｇ（ＭＴ１Ｇ）、メタロチオネイン－１Ｈ（ＭＴ１Ｈ）、
メタロチオネイン－１Ｉ（ＭＴ１Ｉ）、メタロチオネイン－１Ｋ（ＭＴ１Ｋ）、
メタロチオネイン－１Ｌ（ＭＴ１Ｌ）、メタロチオネイン－１Ｒ（ＭＴ１Ｒ）、
メタロチオネイン－１Ｘ（ＭＴ１Ｘ）、メタロチオネイン－２（ＭＴ２）、
メタロチオネイン－３（ＭＴ３）、またはメタロチオネイン－４（ＭＴ４）
に由来する。本発明は、神経突起の伸長、ニューロン細胞の生存を促進する能力、受容体
を活性化する能力、学習や記憶に関与する神経可塑性を促進する能力、および／または炎
症を抑制する能力を有するメタロチオネインの断片に関する。特に、本発明は、配列番号
９～６４から選択される配列または前記配列の断片を含むか、またはこれらから構成され
る、上述のメタロチオネインの断片に関する。特定の実施形態においては、上述の特定の
配列を含むか、またはこれから構成されるペプチド断片が好ましい場合がある。本発明は
、好ましくは最大で２０個のアミノ酸残基を含むメタロチオネインの断片に関する。　
【００５４】
２.　化合物
　化合物は、上述のいずれかから選択される個々のアミノ酸配列のシングルコピーを含む
ことができ、あるいはこのようなアミノ酸配列の複数のコピーを含むことができる。この
ことは、
本発明の化合物が、単量体のペプチド配列として、例えば単一の個々のペプチド配列を含
むように配合できること、あるいは
前記化合物が、多量体のペプチド配列として、すなわち
複数の個々のペプチド配列を含む配列として配合できることを意味し、
ここで、前記の個々のペプチド配列は、同じ配列の複数のコピー、または複数の異なる個
々のペプチド配列で表わすことができる
ことを意味する。
多量体はまた、完全長の配列とその１つ以上の断片の組み合わせを含むことができる。一
実施形態において、化合物は２個のアミノ酸配列を含むことができ、このような化合物は
本明細書において二量体と定義される。別の実施形態において、化合物は３個以上のアミ
ノ酸配列、例えば３個、４個、またはそれ以上を含むことができる。本発明は、好ましく
は本発明の２個または４個のペプチド配列を含む化合物に関する。しかしながら、３個、
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５個、６個、７個、８個またはそれ以上の配列を含む化合物もまた、本発明の適用範囲に
含まれる。　
【００５５】
　化合物は、同一のアミノ酸配列または異なるアミノ酸配列を有する個々のペプチド断片
の複数のコピーを含む、二量体または多量体として配合することができる。このような化
合物の一例として、配列番号１および配列番号２を含む二量体化合物、または配列番号１
および配列番号３を含む二量体化合物が挙げられる。種々の実施形態に応じて、本発明の
配列のその他いずれの組み合わせも作ることができる。配列は、ペプチド結合を介して互
いに結合することができ、あるいはリンカー分子または群化によって互いに結合すること
ができる。　
【００５６】
　既に上記した通り、本発明の化合物は、単一配列の複数のコピー、例えば配列番号１～
６４から選択される配列のいずれかの２個のコピーを含むことができ、前記２個の配列は
、リンカー分子または群化によって互いに結合することができる。配列がリンカーによる
群化によって結合される化合物が好ましい。このような結合群化の一例として、アキラル
なジカルボン酸、トリカルボン酸、またはテトラカルボン酸が挙げられる。適切なアキラ
ルなジカルボン酸、トリカルボン酸、またはテトラカルボン酸、およびこのような化合物
を産生方法（リガンド提示集合（ＬＰＡ）法）は、国際公開ＷＯ００１８７９１およびＷ
Ｏ２００５０１４６２３に記載されている。リンカーとして使用し得る別の例には、アミ
ノ酸リジンが挙げられる。個々のペプチド配列は、リジンなどのコア分子に結合し、それ
によって個々のペプチド配列（複数可）の樹枝状多量体（デンドリマー）を形成する。デ
ンドリマーの産生もまた当業界で周知であり（国際出願ＰＣＴ／ＵＳ９０／０２０３９；
Ｌｕ　ｅｔ　ａｌ.，（１９９１）Ｍｏｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌ.２８：６２３－６３０；Ｄｅ
ｆｏｏｒｔ　ｅｔ　ａｌ.，（１９９２）Ｉｎｔ　Ｊ　Ｐｅｐｔ　Ｐｒｏｔ　Ｒｅｓ.４０
：２１４－２２１；Ｄｒｉｊｆｈｏｕｔ　ｅｔ　ａｌ.，（１９９１）Ｉｎｔ　Ｊ　Ｐｅ
ｐｔ　Ｐｒｏｔ　Ｒｅｓ.３７：２７－３２）、デンドリマーは現在は研究および医学的
用途で広く使用されている。本発明の好ましい実施形態の１つは、リジンのコア分子に結
合する４個の個々のアミノ酸配列を含むデンドリマー化合物を提供することである。また
、４個の個々のアミノ酸配列のうちの少なくとも１つが、上記で定めた化学式のアミノ酸
配列を含むことも好ましい。デンドリマー化合物の４個の個々のアミノ酸配列すべてが、
上で定めた化学式のアミノ酸配列をそれぞれ含むならばさらに好ましい。　
【００５７】
　ＬＰＡ二量体またはリシンデンドリマーなどの本発明の多量体化合物は、本発明の化合
物の中で好ましい化合物である。しかし、実施形態によっては、本発明の複数の個々の配
列を含む他の種類の多量体化合物が好ましい場合もある。　
【００５８】
３.　生物学的活性
　本発明のペプチド配列、および本発明の配列を含む化合物は、生物学的活性を有する。
本発明は、好ましくは、以下から選択される生物活性に関する：
－例えば、ニューロン細胞の前駆体の分化を促進することによる、幹細胞を分化する能力
、
－例えば、神経突起の伸長を促進することによる、神経細胞の分化および／または神経再
生を促進する能力、
－例えば、シナプス効力を促進することによる、記憶や学習に関与する神経可塑性を促進
する能力、
－例えば、神経細胞のアポトーシスを抑制することによる、細胞の生存、特にはニューロ
ン細胞の生存を促進する能力、
－例えば、反応性酸素種のスカベンジ作用の発現を促進することによる、酸化ストレス反
応を抑制する能力、
－例えばＢＤＮＦ、ＮＴ－３、ＧＤＮＦ、ノルトリン、アルテミン、ＮＧＦ、各種線維芽
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細胞成長因子（ＦＧＦ）、Ｓ１００タンパク質（Ｓ１００Ａ４、Ｓ１００Ａ６、Ｓ１００
Ａ１０、Ｓ１００Ａ１２、Ｓ１００Ｂ）、ＩＧＦ－２、ニューレグリンなどの神経保護性
成長因子やタンパク質を発現するために星状細胞を刺激する能力などのアストログリオー
シスを活性化する能力、
－例えば、ミクログリアやマクロファージの活性化を抑制する、
炎症性サイトカインの発現を抑制する、および／または抗炎症反応を促進することによる
、炎症を抑制する能力、
－例えば、ＶＥＧＦおよびＦＧＦ２などの血管形成を促進する成長因子の発現を促進する
ことによる、病変部における血管形成を促進する能力、
－受容体、例えばメガリン受容体（Ｓｗｉｓｓ－ｐｒｏｔ受入番号Ｐ９８１６４）または
ＭＴタンパク質に結合する能力、および
メガリン受容体を介した血液脳関門を越えるトランスサイトーシスを促進する能力、およ
び／または
前記受容体の活性を調節する能力、例えば、この受容体に関連するシグナル伝達を活性化
または抑制する能力、あるいは受容体の生物学的機能を活性化または抑制する能力、
－メタロチオネインに結合し、メタロチオネインの神経保護機能および神経再生機能を増
進する能力。　
【００５９】
　本発明によれば、脳内で発生する生理学的プロセスに関与する、あるいは神経系の正常
な状態または病的状態に関与するペプチドの生物活性が好ましい。ペプチドの生物活性に
関する分子プロセスは、好ましくは、神経系の細胞に、より好ましくはニューロン細胞に
関連しえるプロセスである。したがって、本発明によるペプチドの好ましい活性の１つは
、ニューロン細胞の分化を促進する能力である。　
【００６０】
　本明細書において「ニューロン分化」という用語は、神経前駆細胞、または神経幹細胞
の分化と、神経細胞の更なる分化、例えばニューロン細胞の成熟の両方として理解される
。このような分化の例には、未成熟なニューロンからの神経突起の伸長、神経突起の分岐
、さらにはニューロンの再生が挙げられる。　
【００６１】
　したがって、本発明の好ましい一実施形態は、
神経前駆細胞／幹細胞または未成熟なニューロンの分化の促進、
および／または
成熟ニューロン、例えば損傷を受けたが生存し、そして損傷したプロセスを再生しようと
するニューロンからの神経突起の伸長の促進に
関与するペプチド配列の生物活性に関する。　
【００６２】
　本文脈において「分化」とは、ニューロンの成熟と神経突起の伸長のプロセスに関し、
これらは前記ニューロンの最終細胞分裂後に行われる。本発明の化合物は、神経細胞の分
裂を停止し、前記細胞の成熟を開始し、例えば神経突起の伸長を開始することができる。
それ以外の場合、「分化」とは、当業界で定められるような正常なニューロン細胞の機能
的特性を有する細胞の形成を導くニューロン前駆細胞、未成熟な神経細胞、または胚幹細
胞の遺伝子的、生化学的、形態学的、および生理学的変換のプロセスの開始に関する。本
発明では、「未成熟な神経細胞」を、神経細胞の特徴的特性として当業界で認められてい
る、神経細胞の少なくとも１つの特徴を有する細胞と定義する。　
【００６３】
　ある種の内因性栄養因子などのニューロン細胞の再生および／または分化を促進するの
と同様に神経突起の伸長を促進する潜在能力を有する物質は、例えば、ニューロン再生や
その他の形態のニューロン可塑性を促進する化合物を探索する際の主要な標的となる。本
化合物の潜在能力を評価するために、神経突起の伸長に関連するシグナル伝達を促進する
能力、細胞接着を妨げる能力、神経突起の伸長、神経の再生を促進する能力を調査する。
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本発明の化合物は神経突起の伸長を促進することが示されており、したがってニューロン
細胞結合の再生の優れた促進物質であると考えられ、ゆえに、このような効果が求められ
るその他の状態におけるニューロン機能の促進物質と同様に損傷後の機能回復促進物質で
あると考えられている。　
【００６４】
　本発明によれば、上記のペプチド配列の少なくとも１つを含む化合物は、神経突起の伸
長を促進する能力を有する。 本発明は、
神経突起の伸長の向上／促進、
例えば対照／非刺激細胞の神経突起の伸長値を上回る約７５％の向上／促進、
例としては５０％（例えば約１５０％）の向上／促進、
例としては１００％（例えば約２５０）の向上／促進、
例としては２００％（例えば約３５０％）の向上／促進、
例としては３００％（例えば約４５０％）の向上／促進、
例としては４００％（例えば５００％）の向上／促進
に関する。　
【００６５】
　神経突起の伸長を促進する候補化合物の能力の評価は、例えば後記の実施例に記載した
ような、神経突起の伸長を評価するための任意の既知の方法または検定を使用することに
より行うことができる。　
【００６６】
　本発明によれば、化合物は、細胞増殖基質の不溶性の不動成分と、細胞増殖培地の可溶
性成分の両方で、神経突起伸長活性を有する。本文脈において「不動」とは、化合物が水
または水溶液に溶解しない物質に結合／付着し、その結果、化合物が同様にこのような溶
液に溶解しなくなることを意味する。医学的用途に関しては、不溶性および可溶性の両化
合物が本願で考慮されるが、可溶性化合物が好ましい。「可溶性化合物」は、水または水
溶液に溶解する化合物であると理解される。　
【００６７】
　したがって、本発明はまた、本発明のペプチド配列または該配列を含む化合物を使用す
るステップを含む、ニューロン細胞の分化を促進する方法にも関する。　
【００６８】
　本発明の最も好適な実施形態の一つは、学習や記憶に関連するペプチド配列の活性、特
にはシナプス可塑性、スパイン形成、シナプス効力を促進するペプチド配列の能力に関す
る。したがって、本発明はまた、本発明のペプチド配列および／または該配列を含む化合
物を使用することを含む、記憶および／または学習を促進する方法にも関する。本発明は
、短期記憶および長期記憶の両方に関する。　
【００６９】
　本発明の別の好ましい実施形態において、本発明のペプチド配列は、細胞の生存、特に
はニューロン細胞の生存を促進する機能を有する。本発明は、外傷および変性疾患の両方
による細胞の生存を促進する機能に関する。したがって、本発明は、本発明のペプチド配
列および／または該配列を含む化合物を使用して、細胞の生存、好ましくはニューロン細
胞の生存を促進する方法に関する。　
【００７０】
　損傷および疾患におけるニューロン細胞の変性および／またはアポトーシスを抑制する
のと同様に、損傷のせいでニューロン細胞の生存を増強する潜在能力を有する物質は、例
えばアルツハイマー病またはパーキンソン病などの神経変性疾患を治療するための新薬用
の候補化合物を探索する際の主要な標的となる。本ペプチドの潜在能力を評価するために
、生存に関連するシグナル伝達を促進する能力、アポトーシス関連性細胞反応を抑制する
能力、神経の再生を促進する能力を調査する。
本発明の化合物は、神経細胞の生存を促進し、細胞消失を減少させることが示されており
、したがって脳および／または末梢神経系における神経細胞結合の再生を促進するための
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有力な候補と考えられ、ゆえに、このような効果が求められる任意のその他の病態におけ
るニューロン機能の促進物質と同様に、外傷または疾患による損傷後の機能回復の有力な
候補であると考えられる。　
【００７１】
　本文脈において「生存」とは、細胞の損傷後、細胞機能の維持および／または回復に関
与するプロセスに関する。本発明の化合物は、細胞を死に至らしめるプロセスを停止する
または弱めることができ、例えば外傷または疾患による細胞の損傷によって開始される神
経細胞のアポトーシスを抑制することができる。それ以外の場合「生存」とは、細胞死を
導く細胞損傷に関与するプロセスを抑制すること、および
特にはニューロン細胞、例えば当業界で定義される正常な機能的特性を有する前駆細胞、
未熟な神経細胞または胚幹細胞、または成熟神経細胞などの細胞を遺伝的、生化学的、形
態学的、および生理学的変換または再構成するプロセスを開始することに関する。本発明
では、「未成熟な神経細胞」を、神経細胞の特徴的特性として当業界で認められている神
経細胞の少なくとも１つの特性を有する細胞と定義している。　
【００７２】
　本発明によれば、少なくとも１つの上記のペプチド配列を含む化合物は、神経細胞の生
存を促進する能力を有する。本発明は、神経細胞の生存の促進、例えば対照／非刺激細胞
の生存の数値を上回る約７５％の促進、
例としては５０％（例えば１５０％）の促進、
例としては１００％（例えば約２５０）の促進、
例としては２００％（例えば約３５０％）の促進、
例としては３００％（例えば約４５０％）の促進、
例としては４００％（例えば５００％）の促進
に関する。　
【００７３】
　候補化合物が神経細胞の生存を促進する能力の評価は、細胞の生存を評価する任意の既
知の方法または検定、例えば本願の実施例に記載のものを使用することにより行うことが
できる。　
【００７４】
　本発明によれば、化合物は、不溶性および可溶性化合物の両方とも、生存を促進する活
性を有する。本文脈において「不溶性」とは、化合物が水または水溶液に溶解しない物質
に結合／付着し、このために、化合物も同様にこのような溶液に溶解しなくなることを意
味する。医学的用途に関しては、不溶性および可溶性の両化合物が本願で考慮されるが、
可溶性化合物が好ましい。「可溶性化合物」は、水または水溶液中に溶解する化合物であ
ると理解される。　
【００７５】
　別の実施形態において、本発明のペプチド配列はまた、炎症プロセス、特には脳におけ
る炎症プロセスを抑制する能力も有する。　
【００７６】
　炎症とは、機械的損傷、あるいは細菌性、ウイルス性またはその他の微生物感染による
組織の損傷によって引き起こされる防御反応である。炎症反応は次の３つの主要な段階を
伴う。第１に、血流を増やすための毛細血管の拡張、第２に、微小血管の構造変化と血流
から血漿タンパク質の漏出、および第３に、内皮細胞を通過する白血球浸潤と損傷および
感染部位での蓄積。炎症反応は、炎症性メディエーターの放出とともに始まる。炎症性メ
ディエーターは、組織の損傷および感染部位およびより離れた部位において局所的に働く
可溶性、拡散性の分子であり、炎症性反応の結果として起こる成り行きに影響を及ぼす。
炎症性メディエーターは、
例えば細菌産物または毒素のように外因性であってもよければ、
免疫系それ自体内で、損傷した組織細胞、リンパ球、肥満細胞、血漿タンパク質と同様に
産生される内因性であってもよい。　
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【００７７】
　神経炎症がアルツハイマー病の進行に重要な役割を果たし、海馬などの損傷を受けやす
い領域で変性の原因となる。神経炎症は、細胞外グルタミン酸塩の上昇レベルに関与し、
またＮ－メチル－Ｄ－アスパラギン酸型のグルタミン酸受容体の刺激の促進に関与する可
能性もある。　
【００７８】
　抗炎症活性は、本発明のペプチド配列の別の重要な生物学的活性である。したがって、
本発明は、特には脳内で発生する持続的な炎症反応の抑制剤として働くことができる抗炎
症性ペプチドに関する。　
【００７９】
　外傷および／または感染から数日または数週間の間に細菌産物や生存細菌までもが局所
的に存在する状態が続くと、それに応じて例えばＴＮＦαなどの炎症性メディエーターが
体内に存在する状態が続き、それによって例えば発熱、腫れおよび疼痛などの炎症に対す
る反応が促進する。炎症反応が続くと人体に極めて大きい害を及ぼすことがすでに明らか
にされている。細菌産物または生存細菌が局所病巣から全身へあまねく広がると、炎症反
応は重篤化し、制御不能となって、敗血症を発症し、最終的には重篤な敗血症、さらには
敗血症性ショックへと進行する。抗炎症性ペプチドは、血液や、肺、肝臓、消化管、脳お
よび腎臓などの重要臓器における大規模かつ有害なサイトカインカスケードによって代表
される、重篤な持続性炎症反応を阻止または鎮静するために使用することができる。　
【００８０】
　本文脈において「抗炎症性化合物」という用語は、以下の活性のうちの少なくとも１つ
を有する化合物を意味する：
ｉ）　細菌産物、生存細菌または外傷に反応して、炎症性メディエーターのシグナル伝達
に関与する炎症性メディエーターや転写因子の受容体を含む内因性の炎症性メディエータ
ーを産生するように、免疫細胞、好ましくは単球／マクロファージにおける遺伝子発現を
低下するかまたは抑制する活性、ただし、前記メディエーターは、好ましくは、サイトカ
インを含む群から、ＴＮＦα、ＩＬ－１、ＩＬ－６、Ｇ－ＣＳＦ、ＧＭ－ＣＳＦ、Ｍ－Ｃ
ＳＦの群から選択され、ケモカインは、ＩＬ－８、ＭＣＰ－１からなる群から選択され、
受容体は、組織因子およびＩＬ－２Ｒαの群から選択される、
ｉｉ）　接触相系によるブラジキニンの産生を低下するかまたは抑制する活性、
ｉｉｉ）　単球に関する誘導潜在能力を減少するかまたは抑制する活性、および／または
ｉｖ）　アポトーシスの誘導因子として機能する単球、好中球およびその他の免疫系細胞
の寿命を低下するまたは抑制する活性、
ｖ）　血管内皮細胞による接着分子の発現を低下するかまたは抑制する活性、ただし、前
記接着分子は、好ましくは、ＰＥＣＡＭ、ＩＣＡＭ－１、Ｅ－セレクチン、ＶＣＡＭ－１
からなる群から選択される、
ｖｉ）　血管透過性の増加を導くブラジキニンを産生する接触相系の活性化を低下するか
または抑制する活性、
ｖｉｉ）　ＩＬ－１０およびＩＬ－１２の群から選択される抗炎症性メディエーターの合
成を促進する活性、
ｖｉｉｉ）　補体活性化を抑制する活性、
ｉｘ）　慢性的な神経炎症の存在下で神経細胞、例えばＮＭＤＡ型グルタミン酸受容体を
発現するニューロンの変性のリスクを低下する活性。
【００８１】
　とりわけ好ましい本発明のペプチドの別の生物学的活性は、ペプチドの受容体結合能で
ある。　
【００８２】
　本文脈において「受容体」という用語は、特定の分子（例えば、小さな分子、タンパク
質、ウイルス）と強固に結合するタンパク質様機能性構造体として定義される。本発明は
、細胞の原形質膜（表面）の受容体、細胞の原形質膜の内側に存在する受容体、すなわち
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自由に浮動する受容体、可溶性タンパク質様分子、すなわち担体タンパク質、細胞の内部
に存在し、当該細胞の核やミトコンドリアなどの種々のコンパートメントに関与する受容
体に関する。　
【００８３】
　両タイプの受容体（膜、細胞内）とも、細胞への情報伝達（すなわち、シグナル伝達）
の機能的部位である。総括すると、一度結合すれば、受容体とその「結合した要素」は複
合体として、エンドサイトーシスと呼ばれるプロセスを通して細胞に取り込まれ、
結合した複合体の近傍でその細胞膜が陥入する。このプロセスにより、細胞内部に膜の「
バブル」が形成され、その後これが分離してエンドサイトーシス小胞が形成される。受容
体は、次に、細胞のリソソーム内における開裂によって結合要素から放出される。受容体
は細胞（例えば、低密度リポタンパク質受容体）の表面にリサイクルされる（戻される）
。場合により、受容体は、その結合した分子とともに、細胞のリソソーム内に認められる
強力な加水分解酵素によって分解することができる
（例えば、インスリン受容体、上皮成長因子受容体、および神経成長因子受容体）。エン
ドサイトーシス（受容体や、ホルモンなどの結合リガンドの細胞内移行）によって血液循
環からホルモンが取り除かれ、細胞表面の受容体の数が減少することから、細胞のホルモ
ンに対する反応性が一時的に低下する。そのため、細胞は（新しいシグナルに対して）反
応することができる。　
【００８４】
　好適な実施形態において、本発明はメガリン受容体に関する。本発明のペプチド配列は
、メガリンに結合する能力、メガリンに関連するシグナル伝達を活性化する能力、または
メガリンに直接関連しないシグナル伝達を活性化する能力を有する。後述する様式の「シ
グナル受容」は、結合後に膜貫通タンパク質（例えば、メガリン）が、細胞内部に存在す
る膜貫通（すなわち、原形質膜を通る）タンパク質の一部を活性化するときに起こる。こ
のような「活性化」によって、細胞内部のエフェクターが細胞内で「シグナル」化学物質
を産生し、それによって細胞の核が（遺伝子発現を介して）元の細胞外化学シグナル（膜
貫通タンパク質の受容体部分にそれ自体を結合するシグナル）に反応する。　
【００８５】
　本発明のペプチド配列は、メガリンに結合する能力を有する。メガリンはスカベンジャ
ー受容体であり、多数のリガンドを有することから、本発明のペプチド配列は、メガリン
へのリガンドの結合を競合的に阻害し、それによって前記リガンドに結合する前記受容体
の活性を調節する。　
【００８６】
　本発明の配列の別の種類の受容体には、可溶性ＭＴタンパク質がある。ＭＴの同種結合
部位に由来するペプチド配列は、この同種結合部位への結合能を有しており、したがって
ＭＴの１つ以上の分子の同種結合に影響を及ぼす。これは、人体の多くの生理学的プロセ
スに重要であるＭＴの機能に大きな影響を及ぼす場合がある。したがって、本発明は、配
列の好ましい生物学的活性として、本発明のペプチド配列をＭＴに結合する能力にも関す
る。　
【００８７】
４.　個々のペプチド配列の産生
　本発明のペプチド配列は、該ペプチド配列が誘導される従来のいずれかの合成方法、遺
伝子組み換えＤＮＡ技術、完全長タンパク質の酵素開裂、または前記方法の組合せによっ
て作製することができる。　
【００８８】
遺伝子組み換えによる作製
　したがって、一実施形態において、本発明のペプチドは、遺伝子組み換えＤＮＡ技術を
使用して作製される。　
【００８９】
　ペプチド、またはそのペプチドの起源となる対応する完全長タンパク質をコードするＤ
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ＮＡ配列は、確立された標準的な方法、例えばＢｅａｕｃａｇｅ　ａｎｄ　Ｃａｒｕｔｈ
ｅｒｓ，１９８１，Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　Ｌｅｔｔ.２２：１８５９－１８６９に記
載のホスホアミジン法、またはＭａｔｔｈｅｓ　ｅｔ　ａｌ.，１９８４，ＥＭＢＯ　Ｊ.
３：８０１－８０５に記載の方法により合成で調製することができる。このホスホアミジ
ン法によれば、オリゴヌクレオチドは、例えば自動ＤＮＡ合成装置で合成され、精製され
、アニールされ、ライゲートされ、適切なベクターにクローニングされる。　
【００９０】
　ペプチドをコードするＤＮＡ配列はまた、標準的なプロトコルにしたがって、ＤＮＡａ
ｓｅ　Ｉを使用し、ペプチド起源の対応する完全長タンパク質をコードするＤＮＡ配列を
断片化することにより、調製することもできる（
Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ.，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｙ　ｍａｎｕａｌ.　２ｎｄ　ｅｄ.，ＣＳＨＬ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐ
ｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ，１９８９）。本発明は、上記に同定したタンパク質群か
ら選択される完全長タンパク質に関する。あるいは、本発明の完全長タンパク質をコード
するＤＮＡが、特定の制限酵素を使用して断片化することができる。ＤＮＡの断片は、
Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ.，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｙ　ｍａｎｕａｌ.　２ｎｄ　ｅｄ.，ＣＳＨＬ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐ
ｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，１９８９に記載の標準的な手順を使用してさらに精製される。
【００９１】
　完全長タンパク質をコードするＤＮＡ配列はまた、ゲノムＤＮＡまたはｃＤＮＡ由来で
よく、例えば、ゲノムＤＮＡまたはｃＤＮＡライブラリーを作成し、標準的な技法に従っ
て、合成オリゴヌクレオチドプローブを使用したハイブリダイゼーションにより、完全長
タンパク質のすべてまたは一部をコードするＤＮＡ配列をスクリーニングすることにより
得られる（Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ.，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ.　２ｎｄ　Ｅｄ.，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈ
ａｒｂｏｒ，１９８９を参照）。ＤＮＡ配列はまた、例えば、米国特許第ＵＳ４，６８３
，２０２号またはＳａｉｋｉ　ｅｔ　ａｌ.，１９９８，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３９：４８
７－４９１に記載される特定のプライマーを使用したポリメラーゼ連鎖反応によって作製
することができる。　
【００９２】
　次に、ＤＮＡ配列を組み換え発現ベクターに挿入するが、このベクターは、遺伝子組み
換えＤＮＡ法を便利に施すことができるどのようなベクターであってもよい。ベクターの
選択は、ベクターが導入される宿主細胞によって決定されることが多い。したがって、ベ
クターは、自己複製ベクター、すなわち染色体外要素として存在し、その複製が染色体の
複製とは関係ないベクター、例えばプラスミドであってもよい。あるいは、ベクターは、
宿主細胞に導入される際に、宿主細胞のゲノムに組み込まれ、それが組み込まれた染色体
（複数可）とともに複製されるベクターであってもよい。　
【００９３】
　ベクターでは、ペプチドまたは完全長タンパク質をコードするＤＮＡ配列を適切なプロ
モーター配列に操作可能に結合しなければならない。プロモーターは、選択された宿主細
胞において転写活性を示す宿主細胞と相同または非相同いずれかのタンパク質をコードす
る遺伝子に由来してもよい任意のＤＮＡ配列である。哺乳動物の細胞内でコードＤＮＡ配
列の転写を誘導するのに適切なプロモーターの例としては、ＳＶ４０プロモーター（Ｓｕ
ｂｒａｍａｎｉ　ｅｔ　ａｌ.，１９８１，　Ｍｏｌ.　Ｃｅｌｌ.　Ｂｉｏｌ.　１：８５
４－８６４）、ＭＴ－１（メタロチオネイン遺伝子）プロモーター（Ｐａｌｍｉｔｅｒ　
ｅｔ　ａｌ.，１９８３，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２２２：８０９－８１４）、またはアデノウ
イルス２主後期プロモーターがある。昆虫細胞での使用に適したプロモーターは、ポリヘ
ドリンプロモーター（Ｖａｓｕｖｅｄａｎ　ｅｔ　ａｌ.，１９９２，ＦＥＢＳ　Ｌｅｔ
ｔ.　３１１：７－１１）である。酵母宿主細胞での使用に適したプロモーターには、酵
母解糖系遺伝子由来のプロモーター（Ｈｉｔｚｅｍａｎ　ｅｔ　ａｌ.，１９８０，　Ｊ.
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　Ｂｉｏｌ.　Ｃｈｅｍ.　２５５：１２０７３－１２０８０；　Ａｌｂｅｒ　ａｎｄ　Ｋ
ａｗａｓａｋｉ，１９８２，Ｊ.　Ｍｏｌ.　Ａｐｐｌ.　Ｇｅｎ.　１：４１９－４３４）
、またはアルコールデヒドロゲナーゼ遺伝子由来のプロモーター（Ｙｏｕｎｇ　ｅｔ　ａ
ｌ.，１９８２，ｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　ｏｆ　Ｍｉｃｒｏｏ
ｒｇａｎｉｓｍｓ　ｆｏｒ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ、Ｈｏｌｌａｅｎｄｅｒ　ｅｔ　ａｌ.
，ｅｄｓ.，Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）、またはＴＰＩ１（米国特
許第４，５９９，３１１号）またはＡＤＨ２－４ｃ（Ｒｕｓｓｅｌ　ｅｔ　ａｌ.，１９
８３，Ｎａｔｕｒｅ　３０４：６５２－６５４）プロモーターが挙げられる。糸状菌宿主
細胞での使用に適したプロモーターは、例えば、ＡＤＨ３プロモーター（ＭｃＫｎｉｇｈ
ｔ　ｅｔ　ａｌ.，１９８５，ＥＭＢＯ　Ｊ.　４：２０９３－２０９９）またはｔｐｉＡ
プロモーターである。　
【００９４】
　コードＤＮＡ配列はまた、適切なターミネーター、例えばヒト成長ホルモンターミネー
ター（Ｐａｌｍｉｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ.，前掲）または（菌類宿主の場合）ＴＰＩ１（Ａ
ｌｂｅｒ　ａｎｄ　Ｋａｗａｓａｋｉ　前掲）またはＡＤＨ３（ＭｃＫｎｉｇｈｔ　ｅｔ
　ａｌ.，前掲）プロモーターに操作可能に結合されていてもよい。ベクターは、さらに
ポリアデニル化シグナル（例えば、ＳＶ４０またはアデノウイルス５Ｅｌｂ領域由来のシ
グナル）、転写エンハンサー配列（例えば、ＳＶ４０エンハンサー）、および翻訳エンハ
ンサー配列（例えば、アデノウイルスＶＡのＲＮＡをコードする配列）などの要素を含む
ことができる。　
【００９５】
　遺伝子組み換え発現ベクターは、さらに件の宿主細胞内におけるベクターの複製を可能
にするＤＮＡ配列を含むことができる。このような配列の一例としては、（宿主細胞が哺
乳動物細胞の場合）ＳＶ４０由来の複製がある。ベクターはまた、選択マーカー、例えば
その産物が宿主細胞の欠陥を補う遺伝子、例えばジヒドロ葉酸還元酵素（ＤＨＦＲ）をコ
ードする遺伝子、または薬剤（例えば、ネオマイシン、ハイグロマイシンまたはメトトレ
キサートなどに対する耐性を付与する遺伝子を含んでもよい。　
【００９６】
　ペプチドまたは完全長タンパク質をコードするＤＮＡ配列、プロモーターおよびターミ
ネーターをそれぞれライゲーションし、複製に必要な情報を含む適切なベクターにそれら
を挿入するために使用される手順は、当業者に周知である（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　
ｅｔ　ａｌ.，前掲を参照）
【００９７】
　本発明の遺伝子組み換えペプチドを得るために、コードＤＮＡ配列は、第２のペプチド
コード配列とプロテアーゼ開裂部位コード配列と有用に融合させて、融合タンパク質をコ
ードするＤＮＡ構築物を得ることができ、
前記プロテアーゼ開裂部位コード配列は、ＨＢＰ断片と第２のペプチドコードＤＮＡの間
に位置し、
遺伝子組み換え発現ベクターに挿入され、遺伝子組み換え宿主細胞内で発現する。一実施
形態において、前記第２のペプチドは、グルタチオンＳ還元酵素、ウシサイモシン、細菌
性チオレドキシン、またはヒトユビキチンの天然または合成変異体、またはそれらのペプ
チドからなる群から選択されるが、これらに限定されない。別の実施形態において、プロ
テアーゼ開裂部位を含むペプチド配列は、
ファクターＸａ（アミノ酸配列ＩＥＧＲを有する）、
エンテロキナーゼ（アミノ酸配列ＤＤＤＤＫを有する）、
トロンビン（アミノ酸配列ＬＶＰＲ／ＧＳを有する）、または
アクロモバクター・リティカス（アミノ酸配列ＸＫＸを有する）の開裂部位である場合が
ある。　
【００９８】
　発現ベクターが導入される宿主細胞は、ペプチドまたは完全長タンパク質を発現する能



(29) JP 2009-526785 A 2009.7.23

10

20

30

40

50

力を有する任意の細胞でよく、好ましくは真核細胞、例えば無脊椎動物（昆虫）細胞また
は脊椎動物細胞、例としては、アフリカツメガエルの卵母細胞、または哺乳動物細胞、特
には昆虫および哺乳動物細胞である。適切な哺乳動物細胞株の例として、ＨＥＫ２９３（
ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１５７３）、ＣＯＳ（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１６５０）、ＢＨＫ（ＡＴ
ＣＣ　ＣＲＬ－１６３２、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ－１０）またはＣＨＯ（ＡＴＣＣ　ＣＣＬ－
６１）細胞株がある。哺乳動物細胞をトランスフェクトし、細胞に導入したＤＮＡ配列を
発現させる方法は、例えば、Ｋａｕｆｍａｎ　ａｎｄ　Ｓｈａｒｐ，Ｊ.　Ｍｏｌ.　Ｂｉ
ｏｌ.　１５９，１９８２，ｐｐ.６０１－６２１；Ｓｏｕｔｈｅｒｎ　ａｎｄ　Ｂｅｒｇ
，１９８２，Ｊ.　Ｍｏｌ.　Ａｐｐｌ.　Ｇｅｎｅｔ.　１：３２７－３４１；Ｌｏｙｔｅ
ｒ　ｅｔ　ａｌ.，１９８２，Ｐｒｏｃ.　Ｎａｔｌ.　Ａｃａｄ.　Ｓｃｉ.　ＵＳＡ　７
９：４２２－４２６；Ｗｉｌｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ.，１９７８、Ｃｅｌｌ　１４：７２５
；Ｃｏｒｓａｎｏ　ａｎｄ　Ｐｅａｒｓｏｎ，１９８１，ｉｎ　Ｓｏｍａｔｉｃ　Ｃｅｌ
ｌ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　７，ｐ.６０３；Ｇｒａｈａｍ　ａｎｄ　ｖａｎ　ｄｅｒ　Ｅｂ
，１９７３，Ｖｉｒｏｌ.　５２：４５６；および、Ｎｅｕｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ.，１９
８２，ＥＭＢＯ　Ｊ.　１：８４１－８４６に記載されている。　
【００９９】
　あるいは、真菌細胞（酵母細胞を含む）は宿主細胞として使用することができる。適切
な酵母細胞の例としては、サッカロミセス属菌またはシゾサッカロミセス属菌、特にはサ
ッカロミセス・セレヴィシエの菌株の細胞が挙げられる。その他の真菌細胞の例には、糸
状菌の細胞、例えばアスペルギルス属菌またはニューロスポラ属菌、特にはアスペルギル
ス・オリゼーまたはアスペルギルス・ニガーの菌株がある。タンパク質発現のためのアス
ペルギルス属菌の使用については、例えば欧州特許ＥＰ２３８０２３に記載されている。
【０１００】
　細胞培養に使用される培地は、哺乳動物細胞の成育に適した従来の任意の培地、例えば
適切な補助成分を含有する血清含有培地または血清非含有培地、あるいは昆虫、酵母、ま
たは真菌細胞の生育に適した培地を用いることができる。適切な培地は、民間の納入業者
より入手可能であるか、あるいは公表されている製造法（例えば、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔ
ｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎのカタログなどに記載の）に従って調製
することができる。　
【０１０１】
　次に、遠心分離または濾過によって宿主細胞を培地から分離し、上清またはろ液のタン
パク質様成分を例えば硫酸アンモニウムなどの塩を使用して沈殿し、種々のクロマトグラ
フィー法（例えば、ＨＰＬＣ、イオン交換クロマトグラフィー、アフィニティークロマト
グラフィーなど）で精製するステップを含む従来の手法によって、細胞から遺伝子組み換
え技術により産生されたペプチドまたは完全長タンパク質を、培養培地から回収すること
ができる。　
【０１０２】
合成による調製
　ペプチドを合成によって作製する方法は、当業界で周知である。合成ペプチドの産生に
関する詳細な説明ならびに実用的な助言は、Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ：Ａ
　Ｕｓｅｒ’ｓ　Ｇｕｉｄｅ（Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌ
ｏｇｙ）；Ｇｒａｎｔ　Ｇ.Ａ.　ｅｄ.，Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅ
ｓｓ，２００２；またはＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎ：Ｄｅ
ｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，Ｆｒｏｋｊａ
ｅｒ　ａｎｄ　Ｈｏｖｇａａｒｄ　ｅｄｓ.，Ｔａｙｌｏｒ　ａｎｄ　Ｆｒａｎｃｉｓ，
１９９９に記載されている。　
【０１０３】
　ペプチドは、例えば、Ｆｍｏｃ化学法、およびＡｃｍ基で保護したシステインを使用す
ることにより合成することができる。ペプチドは、逆相ＨＰＬＣによる精製後、さらに処
理して、例えば環状またはＣ末端もしくはＮ末端修飾アイソフォームを得ることができる
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。環化または末端修飾の方法は、当業界で周知であり、上で引用したマニュアルに詳細に
記されている。　
【０１０４】
　好ましい実施形態において、本発明のペプチド配列は、合成によって、特には配列支援
ペプチド合成（ＳＡＰＳ）法を使用して産生される。　
【０１０５】
　ＳＡＰＳ法により、ペプチドは、濾過用のポリプロピレンフィルターを備えたポリエチ
レン容器内でバッチ式で、あるいは全自動ペプチド合成装置で、Ｎ－ａ－アミノ基の保護
基として、および側鎖の官能基の適切な共通保護基として９－フルオレニルメチルオキシ
カルボニル（Ｆｍｏｃ）またはｔｅｒｔ－ブチルオキシカルボニル（Ｂｏｃ）を使用して
、連続流のポリアミド固相法（Ｄｒｙｌａｎｄ，Ａ.ａｎｄ　Ｓｈｅｐｐａｒｄ，Ｒ.Ｃ.
，（１９８６）Ｊ.Ｃｈｅｍ.Ｓｏｃ.Ｐｅｒｋｉｎ　Ｔｒａｎｓ.Ｉ，１２５－１３７）で
合成することもできる。　
【０１０６】
　合成が終了したら、当業界で周知の技法を使用して個々のペプチド配列を多量体として
配合することができ、例えば、
国際公開ＷＯ００／１８７９１に記載のＬＰＡ法を使用して配列の二量体を、および国際
出願ＰＣＴ／ＵＳ９０／０２０３９に記載のＭＡＰ合成を使用してデンドリマーポリマー
を得るｋとができる。　
【０１０７】
５.　抗体
　本発明の別の目的は、本発明のモチーフ、または配列番号１～６４から選択される配列
、または前記配列の断片を含むエピトープを認識し選択的に結合する能力を有する抗体、
抗原結合断片またはそれらの遺伝子組み換えタンパク質を提供することであり、好ましく
は、前記エピトープは、ＭＴタンパク質の配列、例えば、
メタロチオネイン－１Ａ（ＭＴ１Ａ）、メタロチオネイン－１Ｂ（ＭＴ１Ｂ）、
メタロチオネイン－１Ｅ（ＭＴ１Ｅ）、メタロチオネイン－１Ｆ（ＭＴ１Ｆ）、
メタロチオネイン－１Ｇ（ＭＴ１Ｇ）、メタロチオネイン－１Ｈ（ＭＴ１Ｈ）、
メタロチオネイン－１Ｉ（ＭＴ１Ｉ）、メタロチオネイン－１Ｋ（ＭＴ１Ｋ）、
メタロチオネイン－１Ｌ（ＭＴ１Ｌ）、メタロチオネイン－１Ｒ（ＭＴ１Ｒ）、
メタロチオネイン－１Ｘ（ＭＴ１Ｘ）、メタロチオネイン－２（ＭＴ２）、
メタロチオネイン－３（ＭＴ３）、メタロチオネイン－４（ＭＴ４）に存在する。　
【０１０８】
　「エピトープ」という用語は、（その抗原の）抗体（それにより免疫反応を起こす）に
よって認識される（抗原分子上の）特定の群の原子を意味する。「エピトープ」という用
語は、「抗原決定基」と同義である。エピトープは、３個以上のアミノ酸残基、例えば４
、５、６、７、８個のアミノ酸残基を含むことができ、これらは、例えば隣接するアミノ
酸配列内などぴったり近接しているか、あるいは抗原のアミノ酸配列から離れた部分に位
置するとしても、タンパク質の折りたたみによって互いに近接している。　
【０１０９】
　抗体分子は免疫グロブリンと呼ばれる血漿タンパク質ファミリーに属し、その構成構成
要素、免疫グロブリンフォールドまたはドメインは、免疫系やその他の生物学的認識シス
テムの多くの分子において種々の形で使用される。典型的な免疫グロブリンは、可変領域
として知られる抗原結合領域と、定常領域として知られる非可変領域を含む４個のポリペ
プチド鎖を有する。　
【０１１０】
　天然抗体および免疫グロブリンは、通常、約１５０，０００ダルトンのヘテロ四量体の
糖タンパク質であり、２本の同一の軽鎖（Ｌ鎖）と２本の同一の重鎖（Ｈ鎖）からなる。
軽鎖はそれぞれ重鎖とジスルフィド共有結合で結合しているが、ジスルフィド結合の数は
、種々の免疫グロブリンのアイソタイプの重鎖間で異なる。それぞれの軽鎖および重鎖は
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また、規則的な間隔の鎖内ジスルフィド架橋を有する。重鎖は、それぞれの一端に可変ド
メイン（ＶＨ）があり、いくつかの定常ドメインが続いている。各軽鎖は、その一端に可
変ドメイン（ＶＬ）を有し、他端に定常ドメインを有する。軽鎖の定常ドメインは、重鎖
の第１の定常ドメインと並んでおり、軽鎖の可変ドメインは重鎖の可変ドメインと並んで
いる。特定のアミノ酸残基は、軽鎖と重鎖の可変ドメインの間に接触部分を形成すると考
えられている（Ｎｏｖｏｔｎｙ　Ｊ，＆Ｈａｂｅｒ　Ｅ.Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ
　Ｓｃｉ　ＵＳＡ.　８２（１４）：４５９２－６，１９８５）。　
【０１１１】
　これらの重鎖が有する定常ドメインのアミノ酸配列によって、免疫グロブリンは種々の
クラスに割り当てることができる。免疫グロブリンのクラスには、以下の少なくとも５つ
の主要なクラス、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧおよびＩｇＭがあり、これらのいくつ
かはさらにサブクラス（アイソタイプ）、例えばＩｇＧ－１、ＩｇＧ－２、ＩｇＧ－３お
よびＩｇＧ－４；ＩｇＡ－１およびＩｇＡ－２に分けることができる。免疫グロブリンの
各種クラスに対応する重鎖の定常ドメインは、それぞれアルファ（α）、デルタ（δ）、
イプシロン（ε）、ガンマ（γ）、およびミュー（μ）と呼ばれる。抗体の軽鎖は、それ
らの定常ドメインのアミノ酸配列に基づいて、カッパ（κ）およびラムダ（λ）と呼ばれ
る明確に異なる２つのタイプのいずれか１つに分けられる。各種クラスの免疫グロブリン
のサブユニット構造や三次元形状は周知である。　
【０１１２】
　抗体の可変ドメインにおける「可変」という用語は、可変ドメインの特定の部位の配列
が抗体間で大きく異なることを意味する。可変ドメインは、結合のためのものであり、特
定の抗体おのおのが有する、それらの特定の抗原への特異性を決定するものである。しか
し、抗体の可変ドメイン全体にわたって可変性が等しく分布するわけではない。可変性は
、軽鎖および重鎖の両可変ドメインに存在する超可変領域としても知られる相補性決定領
域（ＣＤＲ）と呼ばれる３つのセグメントに集中している。　
【０１１３】
　可変ドメインのより高度に保存された部位は、フレームワーク領域（ＦＲ）と呼ばれる
。天然抗体の重鎖および軽鎖の可変ドメインは、それぞれ４つのＦＲ領域を含み、これら
の大部分はβシート構造をとり、３つのＣＤＲによって結合しており、これらはβシート
構造に結合するループを形成し、場合によりその一部を形成している。それぞれの鎖のＣ
ＤＲは、ＦＲ領域によってぴったり近接して互いに保持されており、他方の鎖のＣＤＲと
ともに、抗体の抗原結合部位の形成に寄与している。定常ドメインは抗体と抗原の結合に
直接関与しないが、、例えば抗体依存性細胞毒性における抗体の参加などの種々のエフェ
クター機能を示す。　
【０１１４】
　したがって、本発明での使用が企図される抗体は、免疫グロブリン全体、Ｆｖ、Ｆａｂ
などの抗体の断片や類似の断片、可変ドメインの相補性決定領域（ＣＤＲ）を含む一本鎖
抗体、ならびに同様の形態のものを含む種々の形態のいずれかであってよく、これらはす
べて、本明細書で使用される「抗体」という広義の用語に該当する。本発明は、抗体の任
意の特異性（ポリクローナル性またはモノクローナル性）を使用することを企図するもの
であり、特定の抗原を認識し、免疫反応を行う抗体に限定されない。好適な実施形態にお
いて、以下に記載する治療法およびスクリーニング法の両方法では、本発明の抗原または
エピトープに免疫学的に特異的な抗体またはその断片が使用される。　
【０１１５】
　「抗体断片」という用語は、完全長抗体の一部、一般的には抗原結合領域または可変領
域を指す。抗体断片の例として、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、およびＦｖ断片が
挙げられる。抗体をパパイン消化すると、それぞれ単一の抗原結合部位を有するＦａｂ断
片と、容易に結晶化するその能力を反映した名称の残りの「Ｆｃ」断片と呼ばれる２つの
同一の抗原結合断片が産生される。ペプシン処理により、抗原と架橋結合する能力を有す
る２つの抗原結合断片を有するＦ（ａｂ’）２断片が得られ、残りの他の断片（ｐＦｃ’
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と呼ばれる）が得られる。更なる断片として、ダイアボディ、線状抗体、一本鎖抗体分子
、ならびに抗体断片から形成される多重特異性抗体を挙げることができる。本明細書で使
用される、抗体に関する「機能的断片」とは、Ｆｖ、Ｆ（ａｂ）、Ｆ（ａｂ’）２断片を
指す。　
【０１１６】
　本明細書において「抗体断片」という用語は、「抗原結合断片」という用語と交換可能
に使用される。　
【０１１７】
　抗体断片は、約４個のアミノ酸、５個のアミノ酸、６個のアミノ酸、７個のアミノ酸、
９個のアミノ酸、約１２個のアミノ酸、約１５個のアミノ酸、約１７個のアミノ酸、約１
８個のアミノ酸、約２０個のアミノ酸、約２５個のアミノ酸、約３０個のアミノ酸、また
はそれ以上のアミノ酸であってもよい。一般的に、本発明の抗体断片は、本明細書で配列
番号１～８５として同定される配列、または該配列の断片のいずれかから選択されるペプ
チド配列を含むエピトープと特異的に結合する抗体に対して、同様の特性または免疫学的
特性を有する限りは、任意のサイズ上限を有することができる。したがって、本発明の文
脈において「抗体断片」という用語は、「抗原結合断片」という用語と同一である。　
【０１１８】
　抗体断片は、その抗原または受容体と選択的に結合するある程度の能力を保有する。い
くつかのタイプの抗体断片は、以下のように定義される：
　（１）　Ｆａｂは、抗体分子の一価の抗原結合断片を含む断片である。Ｆａｂ断片は、
パパイン酵素で抗体全体を消化し、１本の無傷な軽鎖と１本の重鎖の一部を得ることによ
って、産生することができる。　（２）　Ｆａｂ’は、抗体全体をペプシンで処理した後
、還元を行い、１本の完全な軽鎖と重鎖の一部とを得ることによって得られる、抗体分子
の断片である。１個の抗体分子につき２つのＦａｂ’断片が得られる。　Ｆａｂ’断片は
、抗体のヒンジ領域に由来する１個以上のシステインを含む重鎖のＣＨ１ドメインのカル
ボキシル末端に数個の残基が添加されている点でＦａｂ断片と異なる。　（３）　（Ｆａ
ｂ’）２は、酵素のペプシンで抗体全体を処理することによってて、その後の還元を行わ
なうことなく得られる抗体の断片である。　（４）　Ｆ（ａｂ’）２は、２つのジスルフ
ィド結合で互いに保持される２つのＦａｂ’断片の二量体である。　Ｆｖは、完全な抗原
認識部位および抗原結合部位を含む最小の抗体断片である。この領域は、、強固な非共有
結合性により会合している、１つの重鎖可変ドメインと１つの軽鎖可変ドメインの二量体
（ＶＨ－ＶＬ二量体）で構成される。この構造では、各可変ドメインの３つのＣＤＲが相
互に作用して、ＶＨ－ＶＬ二量体の表面上に抗原結合部位を定める。これらの６つのＣＤ
Ｒが一緒になって、抗体に抗原結合特異性をもたらす。しかし、たとえ単一の可変ドメイ
ン（または抗原に特異的な３つのＣＤＲのみを含むＦｖの半分）でも、結合部位全体より
も親和性に劣るものの、抗原を認識し結合する能力を有する。　（５）　一本鎖抗体（Ｓ
ＣＡ）は、適切なポリペプチドリンカーによって結合した軽鎖の可変領域と重鎖の可変領
域を、遺伝子的に融合された一本鎖分子として含む、遺伝子操作された分子として定義さ
れる。このような一本鎖抗体は、「一本鎖Ｆｖ」または「ｓＦｖ」抗体断片とも呼ばれる
。一般的に、Ｆｖポリペプチドは、さらに、抗原結合に望ましい構造をｓＦｖが形成でき
るＶＨドメインとＶＬドメインの間にポリペプチドリンカーを含む。ｓＦｖのレビューに
ついては、Ｐｌｕｃｋｔｈｕｎ　ｉｎ　Ｔｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ　ｏｆ　Ｍｏ
ｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　１１３：２６９－３１５　Ｒｏｓｅｎｂｕｒ
ｇ　ａｎｄ　Ｍｏｏｒｅ　ｅｄｓ.　Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ，ＮＹ，１９９４
を参照されたい。　
【０１１９】
　「ダイアボディ」という用語は、２つの抗原結合部位を有する小さな抗体断片を指し、
この断片は、、軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）に結合した重鎖可変ドメイン（ＶＨ）を同じポ
リペプチド鎖内に含む（ＶＨ－ＶＬ）。同じ鎖上でこれら２つのドメイン間の対合を行う
には短すぎるリンカーを使用することで、これらのドメインは、他方の鎖の相補的なドメ
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インと対合させられて、２つの抗原結合部位を作り出す。ダイアボディは、例えば、欧州
特許ＥＰ４０４，０９７；国際公開ＷＯ９３／１１１６１；およびＨｏｌｌｉｎｇｅｒ　
ｅｔ　ａｌ.，Ｐｒｏｃ.　Ｎａｔｌ.　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ.　ＵＳＡ　９０：６４４４－６
４４８（１９９３）により詳細に記載されている。　
【０１２０】
　本発明は、本発明に基づきエピトープと結合する能力を有する、ポリクローナルおよび
モノクローナルの両抗体、抗原結合断片およびそれらの遺伝子組み換えタンパク質を企図
するものである。　
【０１２１】
　ポリクローナル抗体の調製は、当業者に周知である。例えば、Ｇｒｅｅｎ　ｅｔ　ａｌ
.，１９９２.　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｓｅｒａ
，ｉｎ：Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ（Ｍａｎｓｏｎ，ｅｄ.）
，ｐａｇｅｓ　１－５（Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ）；Ｃｏｌｉｇａｎ，ｅｔ　ａｌ.，
Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｐｌｙｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｓｅｒａ　ｉｎ　Ｒａｂｂ
ｉｔｓ，Ｒａｔｓ　Ｍｉｃｅ　ａｎｄ　Ｈａｍｓｔｅｒｓ，ｉｎ：Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒ
ｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，ｓｅｃｔｉｏｎ　２.４.１
を参照されたい。これらはここで参考文献として援用される。
【０１２２】
　同様に、モノクローナル抗体の調製も従来どおりである。例えば、Ｋｏｈｌｅｒ＆Ｍｉ
ｌｓｔｅｉｎ，Ｎａｔｕｒｅ，２５６：４９５－７（１９７５）；Ｃｏｌｉｇａｎ，ｅｔ
　ａｌ.，ｓｅｃｔｉｏｎｓ　２.５.１－２.６.７；およびＨａｒｌｏｗ，ｅｔ　ａｌ.，
ｉｎ：Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，ｐａｇｅ　７
２６，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｕｂ.（１９８８）を参照されたい。
モノクローナル抗体は、十分に確立された各種の技法を使用して、ハイブリドーマ培養物
から単離および精製することができる。このような単離法として、プロテインＡセファロ
ースを使用したアフィニティークロマトグラフィー、サイズ排除クロマトグラフィー、お
よびイオン交換クロマトグラフィーが挙げられる。例えば、Ｃｏｌｉｇａｎ，ｅｔ　ａｌ
.，ｓｅｃｔｉｏｎｓ　２.７.１－２.７.１２　ａｎｄ　ｓｅｃｔｉｏｎｓ　２.９.１－
２.９.３；Ｂａｒｎｅｓ，ｅｔ　ａｌ.，Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎ
ｏｇｌｏｂｕｌｉｎ　Ｇ（ＩｇＧ）.ｉｎ：　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，１９９２，１０：７９－１０４，Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ，ＮＹ
を参照されたい。　
【０１２３】
　モノクローナル抗体のｉｎ　ｖｉｔｒｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏでの操作法は、当業者に
周知である。例えば、本発明にしたがって使用されるモノクローナル抗体は、
Ｋｏｈｌｅｒ　ａｎｄ　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，１９７５，Ｎａｔｕｒｅ　２５６，４９５－
７によって初めて発表されたハイブリドーマ法を使用して作製することができ、あるいは
、例えば、米国特許ＵＳ４，８１６，５６７に記載の遺伝子組み換え法を使用して作製す
ることができる。本発明とともに使用するモノクローナル抗体は、Ｃｌａｃｋｓｏｎ　ｅ
ｔ　ａｌ.，１９９１，Ｎａｔｕｒｅ　３５２：６２４－６２８、ならびにＭａｒｋｓ　
ｅｔ　ａｌ.，１９９１，Ｊ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ　２２２：５８１－５９７に記載の技法
を使用して、ファージ抗体ライブラリーからも単離することができる。別の方法としては
、ヒトに特異的かつ認識可能な配列を含む抗体を作製する遺伝子組み換え法を使用してモ
ノクローナル抗体をヒト化して、ステップを伴う。例えば、Ｈｏｌｍｅｓ，ｅｔ　ａｌ.
，１９９７，Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　１５８：２１９２－２２０１；およびＶａｓｗａｎｉ
，ｅｔ　ａｌ.，１９９８，Ａｎｎａｌｓ　Ａｌｌｅｒｇｙ，Ａｓｔｈｍａ＆Ｉｍｍｕｎ
ｏｌ　８１：１０５－１１５を参照されたい。　
【０１２４】
　本明細書で使用される「モノクローナル抗体」という用語は、実質的に均質な抗体の集
団、すなわち、わずかに存在する可能性がある天然の変異体を除けば、集団を構成する個
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々の抗体が同一である、集団から得られる抗体を指す。モノクローナル抗体は特異性が高
く、単一の抗原部位に誘導される。さらに、種々の抗原決定基（エピトープ）に対して作
られる種々の抗体を通常含む従来のポリクローナル抗体製剤とは対照的に、各モノクロー
ナル抗体は抗原上の単一の決定基に対して誘導される。これらの特異性に加えて、モノク
ローナル抗体は、ハイブリドーマ培養により合成され、他の免疫グロブリンにより汚濁さ
れないという点で有利である。「モノクローナルの」という修飾語は実質的に均質な抗体
の集団から得られる抗体の特徴を示すものであり、何らかの特定の方法による抗体の産生
が必要であると解釈されるものではない。　
【０１２５】
　本明細書において、モノクローナル抗体として、具体的には、重鎖および／または軽鎖
の一部が、特定の種に由来するか、あるいは特定の抗体クラスまたはサブクラスに属する
抗体中の対応する配列と同一であるか、または相同性を示す「キメラ」抗体（免疫グロブ
リン）が挙げられ、
一方で、残りの鎖（複数可）は、別の種に由来するか、あるいは別の抗体クラスまたはサ
ブクラスに属する抗体中の対応する配列と、このような抗体の断片と同様に、同一である
か、相同性を示す（所望の生物学的活性を示す限り）（米国特許ＵＳ４，８１６，５６７
；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ.，１９８４，Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ
　８１：６８５１－６８５５）。　
【０１２６】
　抗体断片を作製する方法もまた、当業界で周知である（例えば、Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ
　Ｌａｎｅ，Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌ
ｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，ＮＹ，１９８８を参照、ここ
で参考文献として援用される）。本発明の抗体断片は、抗体のタンパク質加水分解によっ
て、または断片をコードするＤＮＡを大腸菌で発現させることによって調製することがで
きる。抗体断片は、従来の方法である、抗体全体のペプシンまたはパパインの消化により
得ることができる。例えば、抗体断片は、ペプシンを使用して抗体を酵素的に開裂するこ
とにより産生することができ、Ｆ（ａｂ’）２で表される５Ｓの断片を供することができ
る。この断片は、チオール還元剤、および所望によりジスルフィド結合の開裂から得られ
るスルフヒドリル基用の封鎖基を使用して、さらに開裂することができ、３.５ＳのＦａ
ｂ’の一価の断片を産生することができる。あるいは、ペプシンを使用した酵素開裂によ
り、２つの一価のＦａｂ’断片と１つのＦｃ断片が直接産生される。これらの方法は、例
えば、米国特許ＵＳ４，０３６，９４５およびＵＳ４，３３１，６４７号、ならびにこれ
らに含まれる参考文献に記載されている。これらの特許は全体が参考文献として本明細書
に援用される。　
【０１２７】
　断片が完全な抗体によって認識される抗原に結合する限りは、抗体を開裂するその他の
方法、例えば重鎖を分離して一価の軽鎖－重鎖断片を形成する方法、断片をさらに開裂す
る方法、あるいはその他の酵素的、化学的または遺伝子学的技法もまた使用することがで
きる。例えば、Ｆｖ断片は、ＶＨ鎖とＶＬ鎖との会合を含む。この会合は非共有結合でよ
く、あるいは可変鎖が、分子間ジスルフィド結合によって結合されても、グルタールアル
デヒドなどの化学物質で架橋されてもよい。好ましくは、Ｆｖ断片は、ペプチドリンカー
によって結合したＶＨ鎖とＶＬ鎖を含む。これらの一本鎖抗原結合タンパク質（ｓＦｖ）
は、オリゴヌクレオチドによって結合したＶＨおよびＶＬドメインをコードするＤＮＡ配
列を含む構造遺伝子を構成することにより調製される。構造遺伝子は発現ベクターに挿入
され、発現ベクターはその後大腸菌などの宿主細胞に導入される。遺伝子組み換え宿主細
胞は、２つのＶドメインを架橋するリンカーペプチドを有する、一本のポリペプチド鎖を
合成する。ｓＦｖの産生方法は、例えば、Ｗｈｉｔｌｏｗ，ｅｔ　ａｌ.，１９９１，ｉ
ｎ：Ｍｅｔｈｏｄｓ：Ａ　Ｃｏｍｐａｎｉｏｎ　ｔｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙ
ｍｏｌｏｇｙ，２：９７；Ｂｉｒｄ　ｅｔ　ａｌ.，１９８８，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４２
：４２３－４２６；米国特許ＵＳ４，９４６，７７８；およびＰａｃｋ，ｅｔ　ａｌ.，
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１９９３，ＢｉｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１１：１２７１－７７に開示されている。　
【０１２８】
　抗体断片の別の形態には、単一の相補性決定領域（ＣＤＲ）をコードするペプチドがあ
る。ＣＤＲペプチド（「最小の認識ユニット」）は、抗原の認識と結合に関与することが
多い。ＣＤＲペプチドは、対象となる抗体のＣＤＲをコードする遺伝子をクローニングま
たは構築することにより得ることができる。このような遺伝子は、例えば、抗体産生細胞
のＲＮＡから可変ドメインを合成するポリメラーゼ連鎖反応を使用して調製される。例え
ば、Ｌａｒｒｉｃｋ，ｅｔ　ａｌ.，Ｍｅｔｈｏｄｓ：ａ　Ｃｏｍｐａｎｉｏｎ　ｔｏ　
Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌ.２，ｐａｇｅ　１０６（１９９
１）を参照されたい。　
【０１２９】
　本発明は、ヒト抗体、およびヒト化した非ヒト（例えば、マウス）抗体を企図する。こ
のようなヒト化抗体は、非ヒトの免疫グロブリン由来の最小配列、例えばエピトープ認識
配列を含む、キメラ免疫グロブリン、免疫グロブリン鎖、またはそれらの断片（例えば、
Ｆｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、または抗体のその他の抗原結合サブ配列）で
ある。ヒト化抗体の大部分は、所望の特異性、親和性および機能を有するヒト以外の種（
ドナー抗体）、例えばマウス、ラットまたはウサギのＣＤＲの残基によって、レシピエン
トの相補性決定領域（ＣＤＲ）の残基が置換される、ヒト免疫グロブリン（レシピエント
抗体）である。本発明の抗体（複数可）の最小配列（複数可）を含むヒト化抗体（複数可
）、例えば本明細書に記載のエピトープ（複数可）を認識する配列（複数可）は、本発明
の好適な実施形態の１つである。　
【０１３０】
　場合により、ヒト免疫グロブリンのＦｖフレームワークの残基は、対応する非ヒトの残
基で置換される。さらに、ヒト化抗体は、レシピエント抗体にも、取り込まれたＣＤＲま
たはフレームワーク配列のいずれにも見られない残基を含むことができる。これらの修飾
は、抗体の性能をさらに改良し最適化するために行われる。一般的に、ヒト化抗体は、少
なくとも１つ、典型的には２つの可変ドメインのほぼすべてを含み、ＣＤＲ領域のすべて
またはほぼすべてが、ヒト以外の免疫グロブリンの領域に対応し、ＦＲ領域のすべてまた
はほぼすべてが、ヒト免疫グロブリンのコンセンサス配列の領域である。ヒト化抗体は、
好ましくは、少なくとも免疫グロブリンの定常領域（Ｆｃ）の一部、典型的にはヒト免疫
グロブリンの一部を含む。より詳細には、Ｊｏｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ.，１９８６，Ｎａｔ
ｕｒｅ　３２１，５２２－５２５；Ｒｅｉｃｈｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ.，１９８８，Ｎａ
ｔｕｒｅ　３３２，３２３－３２９；Ｐｒｅｓｔａ，１９９２，Ｃｕｒｒ　Ｏｐ　Ｓｔｒ
ｕｃｔ　Ｂｉｏｌ　２：５９３－５９６；Ｈｏｌｍｅｓ　ｅｔ　ａｌ.，１９９７，Ｊ　
Ｉｍｍｕｎｏｌ　１５８：２１９２－２２０１；およびＶａｓｗａｎｉ，ｅｔ　ａｌ.，
１９９８，Ａｎｎａｌｓ　Ａｌｌｅｒｇｙ，Ａｓｔｈｍａ＆Ｉｍｍｕｎｏｌ　８１：１０
５－１１５を参照されたい。　
【０１３１】
　抗体の作製は、
メタロチオネイン－１Ａ（ＭＴ１Ａ）、メタロチオネイン－１Ｂ（ＭＴ１Ｂ）、
メタロチオネイン－１Ｅ（ＭＴ１Ｅ）、メタロチオネイン－１Ｆ（ＭＴ１Ｆ）、
メタロチオネイン－１Ｇ（ＭＴ１Ｇ）、メタロチオネイン－１Ｈ（ＭＴ１Ｈ）、
メタロチオネイン－１Ｉ（ＭＴ１Ｉ）、メタロチオネイン－１Ｋ（ＭＴ１Ｋ）、
メタロチオネイン－１Ｌ（ＭＴ１Ｌ）、メタロチオネイン－１Ｒ（ＭＴ１Ｒ）、
メタロチオネイン－１Ｘ（ＭＴ１Ｘ）、メタロチオネイン－２（ＭＴ２）、
メタロチオネイン－３（ＭＴ３）、またはメタロチオネイン－４（ＭＴ４）
などのヒトＭＴタンパク質の天然または遺伝子組み換え断片を使用して、ポリクローナル
およびモノクローナル抗体を産生するために当業界で標準的に使用される任意の方法で達
成することができる、前記断片は、抗原として本発明の構造モチーフを含み、例えば、配
列番号９～６４から選択される配列、例としては配列番号１～６４から選択される配列を
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含む。このような抗体はまた、配列番号１～６４のペプチド配列の変異体、ホモログまた
は断片を使用して作製することができ、前記変異体、ホモログ、および断片は、以下の基
準を満たす免疫原性ペプチド配列である：
　（ｉ）少なくとも６個のアミノ酸の連続するアミノ酸配列である、
　（ｉｉ）本発明のモチーフを含む。
【０１３２】
　抗体はまた、治療を受ける個体を使用して、例えば、当該個体に本発明の免疫原性断片
を投与することにより、ｉｎ　ｖｉｖｏで産生することができる。したがって、本発明は
さらに、上述の免疫原性断片を含むワクチンにも関する。　
【０１３３】
　本願はまた、本発明の抗体を作製する方法に関し、該方法は上述の免疫原性断片を用意
する工程を含む。　
【０１３４】
　本発明は、
メタロチオネイン－１Ａ（ＭＴ１Ａ）、メタロチオネイン－１Ｂ（ＭＴ１Ｂ）、
メタロチオネイン－１Ｅ（ＭＴ１Ｅ）、メタロチオネイン－１Ｆ（ＭＴ１Ｆ）、
メタロチオネイン－１Ｇ（ＭＴ１Ｇ）、メタロチオネイン－１Ｈ（ＭＴ１Ｈ）、
メタロチオネイン－１Ｉ（ＭＴ１Ｉ）、メタロチオネイン－１Ｋ（ＭＴ１Ｋ）、
メタロチオネイン－１Ｌ（ＭＴ１Ｌ）、メタロチオネイン－１Ｒ（ＭＴ１Ｒ）、
メタロチオネイン－１Ｘ（ＭＴ１Ｘ）、メタロチオネイン－２（ＭＴ２）、
メタロチオネイン－３（ＭＴ３）、またはメタロチオネイン－４（ＭＴ４）
の生物学的機能を調節する、例えば、増強または減退する能力を有する抗体、
ならびに本発明のエピトープへの結合の際にＭＴの機能を調節しない抗体の両方に関する
。本文脈において、
メタロチオネイン－１Ａ（ＭＴ１Ａ）、メタロチオネイン－１Ｂ（ＭＴ１Ｂ）、
メタロチオネイン－１Ｅ（ＭＴ１Ｅ）、メタロチオネイン－１Ｆ（ＭＴ１Ｆ）、
メタロチオネイン－１Ｇ（ＭＴ１Ｇ）、メタロチオネイン－１Ｈ（ＭＴ１Ｈ）、
メタロチオネイン－１Ｉ（ＭＴ１Ｉ）、メタロチオネイン－１Ｋ（ＭＴ１Ｋ）、
メタロチオネイン－１Ｌ（ＭＴ１Ｌ）、メタロチオネイン－１Ｒ（ＭＴ１Ｒ）、
メタロチオネイン－１Ｘ（ＭＴ１Ｘ）、メタロチオネイン－２（ＭＴ２）、
メタロチオネイン－３（ＭＴ３）、またはメタロチオネイン－４（ＭＴ４）
の好ましい生物学的機能は、細胞の分化または細胞の生存を促進する能力、
神経の再生を促進する能力、
酸化ストレス反応を抑制する能力、
星状細胞を活性化し、生存を促進する成長因子およびタンパク質の産生を活性化する能力
、
炎症を抑制する能力、
神経細胞の形態学的および機能的可塑性を促進する能力、
例えば新生ニューロンによる新たな機能的シナプスの形成を促進するシナプス可塑性を増
強させる能力
である。 　
【０１３５】
６.　キット
　本発明は、ＭＴに結合する能力を有する化合物を開示する。一実施形態において、本発
明は、上述のアミノ酸モチーフを含む、または上述のＭＴの断片を含むか、該断片から構
成されるペプチド配列に関する。別の実施形態において、本発明は、上述のエピトープに
結合する能力を有する抗ＭＴ抗体に関する。ペプチド配列および抗体の両方とも、個体か
ら採取した試料、例えば体液または生検の試料中のＭＴを検出するために使用することが
できる。　
【０１３６】
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　一態様においては、ＭＴの機能に関連する疾患を発症する被験体のリスクを診断または
予測するためのキットが提供される。このようなキットの非限定的な使用例には、原発性
黒色腫の進行により増大するリスクの評価（種々の癌におけるＭＴの過剰発現は、抗癌剤
や放射線治療への耐性、ならびにこのような疾患の貧弱な予後に関連する（Ｗｅｉｎｌｉ
ｃｈ　ｅｔ　ａｌ.，Ｂｒ　Ｊ　Ｄｅｒｍａｔｏｌ.２００３，１４９（３）：５３５－４
１））、慢性Ｃ型肝炎ウイルス感染（ＨＣＶ）の重症度の評価（ＭＴの発現は慢性ＨＣＶ
感染の重篤度を反映する可能性があり、インターフェロン治療に反応したことによる良好
な臨床転帰に関連する因子の１つとなる可能性がある（Ｃａｒｒｅｒａ　ｅｔ　ａｌ.，
Ａｍ　Ｊ　Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ.２００３，９８（５）：１１４２－９））が挙
げられる。　
【０１３７】
　したがって、さらなる実施形態において、本発明は、本発明のペプチド配列、本発明の
化合物、および／または本発明の抗体を含むキットを使用することを含む、診断方法に関
する。該診断方法は、ＭＴが病因に役割を果たす疾患の診断に使用されるものである。本
発明によるキットは、個体から採取した試料中のＭＴを検出するために使用することがで
きる。本発明の診断方法で使用される試料は、例えば血液、尿、体組織または腫瘍組織の
試料などの任意の生体試料、あるいはその他いずれかの適切な生体試料である。　
【０１３８】
　別の実施形態においては、溶液中のＭＴの重合を抑制するためのキットが提供され（Ｍ
Ｔの凝集は重大な問題であり、罹患体試料中におけるタンパク質の過剰検出につながる（
Ｔａｎｇ　ｅｔ　ａｌ.，Ｊ　Ａｎａｌ　Ｔｏｘｉｃｏｌ.１９９９　Ｍａｙ－Ｊｕｎ；２
３（３）：１５３－８）、メタロチオネインの重合もまた、メタロチオネインの構造や機
能の研究プロセスにおいて通常遭遇する難題の１つである（Ｈｏｕ　ｅｔ　ａｌ.，Ｐｒ
ｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉ.２０００　９（１２）：２３０２－１２））。　
【０１３９】
　本発明によるキットは、好ましくは、ＭＴに結合する能力を有する少なくとも１つのペ
プチド配列、および／または少なくとも１つの抗体またはその抗原結合断片を含み、ここ
で、前記ペプチド配列および／または抗体または抗体断片は、検出可能な標識と結合する
。　
【０１４０】
　検出可能な標識は、使用する検出法にしたがって選択される任意の種類の標識でよい。
適切な標識は、任意の市販の標識から選択され、製造業者の指示にしたがって、本発明の
キットの任意の部分、すなわちペプチド配列、化合物および／または抗体に標識を付ける
ために使用することができる。　
【０１４１】
７.　薬学的組成物
　本発明はまた、上記で定義した化合物の１つ以上を含む薬学的組成物に関し、前記化合
物は、神経突起の伸長および／または神経細胞の分化、神経細胞の生存を促進する能力、
および／または学習および／または記憶を促進する能力を有する。したがって、本発明は
、ニューロン細胞の分化を促進する能力、および／またはニューロン細胞の再生を促進す
る能力、および／または学習や記憶に関与するニューロン可塑性を促進する能力、および
／または神経細胞の生存を促進する能力を有する薬学的組成物に関する。　
【０１４２】
　本文脈において「薬学的組成物」という用語は、「医薬品」という用語の同義語として
使用される。　
【０１４３】
　組成物中では、上述の通り、単離された個々のペプチド断片またはそれらの多量体また
は二量体を含むように、ペプチド配列を配合することができる。　
【０１４４】
　薬学的組成物は、細胞に対するｉｎ　ｖｉｔｒｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏでの上述の効果
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を有することができ、前記組成物は被験体に投与される。　
【０１４５】
　本発明の医薬品は、上記で定めた化合物の１つ以上を有効量含むか、あるいは
上記で定めた組成物を薬学的に許容される添加剤と組み合わせて含む。このような医薬品
は、経口、経皮、筋肉内、静脈内、頭蓋内、髄腔内、脳室内、鼻腔内または肺内投与用と
して適切に配合することができる。　
【０１４６】
　本発明の化合物に基づく医薬品および組成物の製剤開発における計画は、一般的にその
他の任意のタンパク質系薬品の製剤計画と一致する。潜在的な問題と、これらの問題を解
決するために必要なガイダンスについては、例えば“Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｐｅｐｔ
ｉｄｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎ.Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ　
ａｎｄ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ”，Ｅｄ.　Ａ.　Ｋ.　Ｂａｎｇａ，Ｔｅｃ
ｈｎｏｍｉｃ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　ＡＧ，Ｂａｓｅｌ，１９９５などのいくつかの文
献で取り扱われている。　
【０１４７】
　注射物質は、通常、溶液または懸濁液として、あるいは注射前に液体に溶解または懸濁
するのに適した固体として調製される。製剤はまた乳化することもできる。有効成分は、
薬学的に許容され、有効成分と相溶性を示す賦形剤と混合されることが多い。適切な賦形
剤には、例えば、水、生理食塩水、デキストロース、グリセロール、エタノールなど、お
よびそれらの組み合わせがある。さらに所望であれば、製剤は、微量の補助物質、例えば
湿潤剤または乳化剤、ｐＨ緩衝剤、あるいは製剤の有効性または輸送を高める物質を含有
することができる。　
【０１４８】
　本発明の化合物の製剤は、当業者に周知の技法を使用して調製することができる。製剤
は、ミクロスフェア、リポソーム、マイクロカプセル、ナノ粒子などを含めた、薬学的に
許容される担体や賦形剤を含有することができる。　
【０１４９】
　製剤は、注射によって、所望により有効成分がその効果を発揮できる部位に、適切に投
与することができる。その他の投与様式に適した他の製剤としては、坐薬、経鼻投与製剤
、経肺投与製剤、および場合により経口投与製剤が挙げられる。坐薬の場合、従来の結合
剤および担体には、ポリアルキレングリコールまたはトリグリセリドが含まれる。このよ
うな坐薬は、有効成分（複数可）を０.５～１０％、好ましくは１～２％含有する混合物
から形成することができる。経口用製剤としては、通常使用される賦形剤、例えば、医薬
品グレードのマンニトール、ラクトース、澱粉、ステアリン酸マグネシウム、サッカリン
ナトリウム、セルロース、炭酸マグネシウムなどが挙げられる。これらの組成物は、溶液
、懸濁液、錠剤、丸薬、カプセル、徐放性製剤、または粉末の形態をとり、一般的には有
効成分（複数可）を１０～９５％、好ましくは２５～７０％含有する。　
【０１５０】
　その他の製剤には、経鼻または経肺投与に適したもの、例えば吸入剤またはエアロゾル
がある。　
【０１５１】
　活性化合物は、中性または塩の状態で配合することができる。薬学的に許容される塩に
は、酸付加塩（ペプチド化合物の遊離アミノ基で形成）が含まれ、これらは、例えば、塩
酸またはリン酸などの無機酸、あるいは酢酸、シュウ酸、酒石酸、マンデル酸などの有機
酸を使用して形成される。遊離カルボキシル基で形成される塩はまた、
例えば、水酸化ナトリウム、水酸化カリウム、水酸化アンモニウム、水酸化カルシウム、
または水酸化第二鉄などの無機塩基に、およびイソプロピルアミン、トリメチルアミン、
２－エチルアミノエタノール、ヒスチジン、プロカインなどの有機塩基から誘導すること
ができる。　
【０１５２】
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　製剤は、投与製剤に適合する方法で、かつ治療効果を発揮する量にて投与される。投与
量は、治療を受ける被験体（例えば被験体の体重や年齢を含む）、治療する疾患、および
疾患段階に依存する。適切な用量の範囲は、１回の投与で体重１ｋｇにつき有効成分の量
が通常は数百μｇのオーダーであり、好ましくは体重１ｋｇにつき約０.１～５０００μ
ｇである。化合物の単量体型を使用すると、多くの場合、適切な用量は、体重１ｋｇにつ
き０.１μｇ～５０００μｇ、例えば体重１ｋｇにつき約０.１μｇ～３０００μｇ、特に
は体重１ｋｇにつき約０.１μｇ～１０００μｇである。化合物の多量体型を使用すると
、多くの場合、適切な用量は、体重１ｋｇにつき０.１μｇ～１０００μｇ、例えば体重
１ｋｇにつき約０.１μｇ～７５０μｇ、特には体重１ｋｇにつき約０.１μｇ～５００μ
ｇ、例えば体重１ｋｇにつき約０.１μｇ～２５０μｇである。特には、鼻腔内に投与す
る場合は、他の経路で投与する場合よりも少ない用量が使用される。投与は１回の場合も
あれば、あるいは追加の投与が行われる場合もある。用量も投与経路に依存し、治療を受
ける被験体の年齢や体重に応じて変化する。多量体型の好ましい用量は、体重７０ｋｇあ
たり１ｍｇ～７０ｍｇである。　
【０１５３】
　一部の適応症においては、局所投与または実質的な局所投与が好ましい。　
【０１５４】
　本発明の化合物の一部は十分な活性を有するが、その他の一部については、
製剤が薬学的に許容される添加剤および／または担体もさらに含む場合に
効果が高まる。このような添加剤および担体は、当業界で周知であろう。場合によっては
、有効成分のその標的部位への送達を促進する化合物を含むことが有利となる。　
【０１５５】
　多くの場合は、製剤を複数回投与することが必要となる。投与は、、１日数回、１日１
回、１週間に複数回、週１回などのようにより多い用量での、脳室内注入または投与など
の連続注入であってもよい。細胞死をもたらす可能性がある要因（複数可）に個体が曝露
される前、または曝露された直後に医薬品の投与を開始することが好ましい。好ましくは
、医薬品は、要因の発生から８時間以内、例えば要因の発生から５時間以内に投与される
。化合物の多くは長期的な効果を示すことから、化合物の投与は、例えば１週間隔または
２週間隔といった長い間隔で行うことができる。　
【０１５６】
　神経ガイドでの使用と関連して、投与は連続であってもよく、あるいは有効成分（複数
可）の制御放出に基づいて少量であってもよい。さらには、放出速度および／または放出
部位を制御するために前駆物質を使用することができる。その他の種類の移植や経口投与
も、同様に制御放出および／または前駆物質の使用に基づくことができる。　
【０１５７】
　上記で考察した通り、本発明は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏで神経細胞の
分化を誘導する、再生を促進する、可塑性および生存を促進するための個体の治療に関し
、該治療は上記で定めた化合物の１つ以上を有効量投与することを伴う。　
【０１５８】
　別の投与法には、問題の化合物を発現し分泌する能力を有する細胞を移植または注入す
ることである。これにより、化合物は、それが作用する場所において産生することができ
る。　
【０１５９】
８.　治療
　外傷性損傷、ペラグラ認知症／毒性；てんかん、脳虚血／脳梗塞；ＥＡＥ／ＭＳ（多発
性硬化症）；感染性脳障害；筋萎縮性側索硬化症、パーキンソン病；末梢神経損傷、脳マ
ラリア、高齢化／老年期認知症、神経筋損傷、および糖尿病などの脳疾患はすべて、ＭＴ
の活性と関連があった。アルツハイマー病、ピック病およびＡＬＳなどの変性疾患中、
ＭＳ、ビンスヴァンガー脳症および虚血の最中、ならびに
神経筋損傷および糖尿病の最中に、ヒト組織またはヒトの罹患体におけるＭＴの役割は、
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部分的にまたはすべてが確認されている。また、幾つかの一般的な自己免疫性疾患、炎症
性疾患、およびアレルギー性疾患においても確認されている。　
【０１６０】
　したがって、さらなる態様において、本発明は、疾患の治療に使用する医薬品としての
、上述のペプチド、またはそれらの断片もしくは変異体、化合物、および抗体に関し、そ
れらが有する以下の能力が治癒に不可欠である：
－例えば、ニューロン細胞の前駆体の分化を促進することなどによる、幹細胞を分化する
能力、
－例えば、神経突起の伸長を促進することによる、神経細胞の分化および／または神経再
生を促進する能力、
－例えば、シナプス効力を促進することによる、記憶や学習に関与する神経可塑性を促進
する能力、
－例えば、神経細胞のアポトーシスを抑制することによる、細胞の生存、特にはニューロ
ン細胞の生存を促進する能力、
－例えば、反応性酸素種のスカベンジ作用の発現を促進することなどによる、酸化ストレ
ス反応を抑制する能力、
－アストログリオーシスを活性化する能力、例えば星状細胞による神経保護性成長因子や
タンパク質、例えばＢＤＮＦ、ＮＴ－３、ＧＤＮＦ、ノルトリン、アルテミン、ＮＧＦ、
各種線維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ）、Ｓ１００タンパク質（Ｓ１００Ａ４、Ｓ１００Ａ６
、Ｓ１００Ａ１０、Ｓ１００Ａ１２、Ｓ１００Ｂ）、ＩＧＦ－２、ニューレグリンの発現
を促進する能力、
－例えば、ミクログリアやマクロファージの活性化を抑制する、炎症性サイトカインの発
現を抑制する、および／または抗炎症反応を促進することなど、炎症を抑制する能力、
－例えば、血管形成を促進する成長因子（例えばＶＥＧＦおよびＦＧＦ２）の発現を促進
することなど、病変部における血管形成を促進する能力、
－受容体、例えばメガリン受容体（Ｓｗｉｓｓ－ｐｒｏｔ受入番号Ｐ９８１６４）または
ＭＴタンパク質に結合する能力、およびメガリン受容体を介した血液脳関門を越えるトラ
ンスサイトーシスを促進する能力、および／または前記受容体の活性を調節する能力、例
えば、この受容体に関連するシグナル伝達を活性化または抑制する、あるいは受容体の生
物学的機能を活性化または抑制する能力、
－メタロチオネインに結合し、メタロチオネインの神経保護機能および神経再生機能を促
進する能力。　
【０１６１】
　一実施形態において、本発明による化合物／組成物を使用した治療は、
その部位に存在するか、あるいは注入または移植される
細胞の分化の誘導、増殖の調節、ならびに再生、ニューロン可塑性および生存の促進に有
用である。　
【０１６２】
　したがって、前記治療は、中枢神経系および末梢神経系の疾患または病態に関連する細
胞損傷および／または細胞死、例えば
手術後の神経損傷、
脊髄損傷に起因する外傷性ニューロン損傷、
神経線維の髄鞘形成能の障害、
梗塞、多発脳梗塞性認知症、多発性硬化症に起因する虚血後の損傷、
糖尿病に付随するニューロン変性、
神経筋編成、統合失調症、アルツハイマー病、パーキンソン病、またはハンチントン病、
の治療および／または予防を含む。　
【０１６３】
　また、神経筋接合部の機能障害、例えば遺伝性または外傷性の萎縮性筋疾患を伴う病態
を含む、筋肉の疾患または病態に関連して、または
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各種臓器の疾患または病態、
例えば生殖腺の変性病態、膵臓の変性病態、例えば１型および２型糖尿病、
腎臓の変性病態、例えばネフローゼなど、の治療のために、
本発明の化合物は、分化の誘導、増殖の調節、再生、ニューロン可塑性および生存の促進
、すなわち生存を促進するために使用することができる。　
【０１６４】
　さらなる実施形態において、化合物および／または薬学的組成物は、学習能力および／
または短期および／または長期の記憶能力を促進するために使用される。　
【０１６５】
　具体的に、本発明の化合物および／または薬学的組成物は、臨床的病態の治療に使用す
ることができる：
例えば精神病、例えば老年性または初老性の器質性精神症状、アルコール精神病、薬物性
精神病、一過性器質性精神症状、アルツハイマー病、脳類脂質沈着症、てんかん、進行麻
痺（梅毒）、肝レンズ核変性症、ハンチントン舞踏病、ヤコブ・クロイツフェルト病、多
発性硬化症、脳ピック病、梅毒、統合失調症、躁うつ病、神経症性障害、性格神経症を含
む人格障害、器質脳症候群に付随する非精神病性人格障害、妄想性人格障害、狂信的人格
、偏執性人格（障害）、妄想性特性、性的逸脱および性的障害、知的障害、神経系および
感覚器官の疾患、認知異常、中枢神経系の炎症性疾患、例えば髄膜炎、脳炎、小脳変性症
、例えばアルツハイマー病、ピック病、脳の老年性変性、交通性水頭症、閉塞性水頭症、
その他の錐体外路系疾患および異常行動疾患を含むパーキンソン病、脊髄小脳疾患、小脳
性運動失調症、Ｍａｒｉｅ型、Ｓａｎｇｅｒ－Ｂｒｏｗｎ型ミオクローヌス性小脳性共同
運動障害、原発性小脳変性症、例えば脊髄性筋萎縮症、家族性、若年性、成人筋萎縮、運
動ニューロン疾患、筋萎縮性側索硬化症、運動ニューロン疾患、進行性球麻痺、仮性球麻
痺、原発性側索硬化症、その他の前角細胞疾患、前角細胞疾患、その他の不特定の脊髄の
疾患、脊髄空洞症および延髄空洞症、血管性ミエロパシー、脊髄急性梗塞（塞栓症）（非
塞栓性）、脊髄動脈血栓症、脊髄浮腫、亜急性壊死ミエロパシー、他の部位で特定された
疾患における亜急性連合性脊髄変性症、ミエロパシー、薬剤誘導性、放射線誘導性脊髄炎
、自律神経系疾患、末梢自律神経系、交感神経系、副交感神経系または植物性神経系疾患
、家族性自律神経障害（ライリー－デイ症候群）、突発性末梢自律性ニューロパシー、頸
動脈洞性失神または症候群、頸部交感神経性ジストロフィまたは麻痺、他の部位で特定さ
れた疾患における末梢自律性ニューロパシー、アミロイドーシス、末梢神経系疾患、上腕
神経叢病変、頸肋症候群、肋骨鎖骨症候群、前斜角筋症候群、胸郭出口症候群、新生児に
発生するものを含めた上腕神経炎または神経根炎、炎症性および中毒性ニューロパシー、
例えば感染性急性多発性神経炎、ギラン－バレー症候群、感染後多発性神経炎、膠原血管
病における多発ニューロパシー、眼球の複数の構造に影響を及ぼす疾患、化膿性内眼球炎
、耳および乳様突起の疾患、新生児における、神経系を含めた臓器および軟部組織の異常
、陣痛および分娩時の麻酔薬またはその他の鎮静剤の投与による合併症、感染症を含めた
皮膚疾患、血液循環不足による問題、手術後のものを含めた傷害、挫滅外傷、火傷、神経
断裂を含めた神経および脊髄の損傷、連続性病変（開放創を伴うまたは伴わない）、外傷
性神経腫（開放創を伴うまたは伴わない）、外傷性一過性麻痺（開放創を伴うまたは伴わ
ない）、医療行為中の偶発的な穿通または裂傷、視神経および視覚経路の損傷、視神経傷
害、第２脳神経、視交叉の損傷、視覚経路の損傷、視覚野の損傷、詳細不明の失明、その
他脳神経（複数可）の損傷、その他のおよび不特定の神経の損傷、薬剤、薬物および生物
学的物質による中毒、遺伝性または外傷性筋萎縮性疾患、
あるいは、様々な臓器の疾患または病態の治療のために使用することができる：例えば、
生殖腺の変性病態、膵臓の変性病態、例えば１型および２型糖尿病、腎臓の変性病態、例
えばネフローゼ、新生物、例えば悪性新生物、良性新生物、性状不詳の上皮内癌および新
生物、より具体的には、乳腺、甲状腺、膵臓、脳、肺、腎臓、前立腺、肝臓、心臓、皮膚
、血液系（ＣＭＬおよびＡＭＬを含むがこれらに限定されない）、筋肉（肉腫）の癌、機
能障害および／または特定の受容体の過剰発現もしくは発現低下および／または変異型受
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容体の発現を伴う、あるいはＥｒｂ受容体およびＦＧＦ受容体などが含まれる（しかし、
これらに限定されない）可溶性受容体に関連する癌、自己免疫疾患、例えば関節リウマチ
、ＳＬＥ、ＡＬＳおよびＭＳ、抗炎症性作用、アミロイドーシス、慢性リウマチ性心疾患
、虚血性心疾患、不整脈、喘息およびその他のアレルギー反応；酸素などを感知する肺系
、気管支系疾患、喘息、陣痛および分娩時の麻酔薬またはその他の鎮静剤の投与による合
併症、急性心筋梗塞、および急性心筋梗塞のその他の関連疾患または続発症；代謝性障害
、例えば脂質障害（例えば、高コレステロール血症、アテローム性動脈硬化症）、１型お
よび２型糖尿病、内分泌腺の疾患、例えば１型および２型糖尿病、下垂体腫瘍、アミノ酸
輸送および代謝障害、プリンおよびピリミジン代謝障害、通風、ミエロパシー、薬剤誘発
性、放射線誘発性脊髄炎、骨疾患、例えば骨折、骨粗しょう症、骨関節炎（ＯＡ）、肥満
；ｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏでの幹細胞保護または成熟、神経細胞新生など
の治療に使用することができる。
【０１６６】
　脳の炎症は、感染症、自己免疫プロセス、中毒、およびその他の病態の結果であること
が多い。ウイルス感染は、この病態の比較的多い原因である。脳炎は、
トガウイルス感染症、ヘルペスウイルス感染症、
アデノウイルス感染症、フラビウイルス科ウイルス感染症、
ブニヤウイルス感染症、ピコルナウイルス感染症、
パラミクソウイルス感染症、オルトミクソウイルス感染症、
レトロウイルス感染症、およびアレナウイルス感染症
の原発性または続発性の徴候として発生する場合がある。　
【０１６７】
　したがって、本発明のペプチド、化合物または薬学的組成物は、ウイルス感染症に関連
する脳の炎症の治療に使用することができる。　
【０１６８】
　補体活性化がギラン・バレー症候群に発生するニューロン細胞損傷およびグリア損傷に
とって重要な機序であることは、多くの臨床および実験データによって示される。したが
って、補体活性化の抑制は、疾患の進行を制限することが予想される（Ｈａｌｓｔｅａｄ
　ｅｔ　ａｌ.（２００５）Ａｎｎａｌｓ　ｏｆ　Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ　５８：２０３－
２１）。　
【０１６９】
　したがって、別の実施形態において、ペプチド配列、化合物、および薬学的組成物は、
ギラン・バレー症候群や、その異型であるミラー・フィッシャー症候群、ならびにその他
の補体依存性神経筋疾患の治療に使用することができる。　
【０１７０】
　ペプチド配列、化合物、および薬学的組成物はまた、自閉症の小児の治療に使用するこ
とができる。　
【０１７１】
　自閉症は、幼児期に発症し、成人期に入った後も継続する脳の疾患であり、発達の重大
な３つの領域、コミュニケーション、社会的相互作用、および創造性と想像力に富んだ遊
びに影響を及ぼす。小児１０００人に２～５人がこの疾患に罹患していると推定されてお
り、女児よりも男児の方が４倍多く発症する。自閉症児は、社会的相互作用とコミュニケ
ーションに問題を抱えており、反復行動を示したり、対象物や日課に異常な執着を持つこ
とがある。　
【０１７２】
　近年では、自閉症児における免疫系の異常という科学的な手がかりが示されている。　
　　　
【０１７３】
　したがって、ペプチド配列、化合物、またはそれらを含む組成物は、炎症、特に脳の炎
症の治療に有利に使用することができる。　
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【０１７４】
　本発明のさらなる態様は、薬学的組成物を製造するプロセスであって、
本発明の１つ以上の化合物の有効量、または本発明の薬学的組成物の有効量を、１つ以上
の薬学的に許容される添加剤または担体と混合すること、および少なくとも１つの前記化
合物または前記薬学的組成物の有効量を被験体に投与することを含むプロセスである。　
　　　
【０１７５】
　上述のプロセスの一実施形態において、化合物は人工装填具と組み合わせて使用され、
該装填具は人工神経ガイドである。したがって、さらなる態様において、本発明は、上記
で定めた１つ以上の化合物または薬学的組成物を含むことを特徴とする人工神経ガイドに
関する。神経ガイドは当業界で既知である。　
【０１７６】
　本発明の別の態様は、上記で定めた化合物の使用に関する。特に、本発明による化合物
の使用は、薬学的組成物を製造するためである。薬学的組成物は、好ましくは上述のいず
れかの疾患および病態の治療または予防のために使用される。　
【０１７７】
　さらなる態様において、本発明は、本明細書で定める化合物を投与することにより、上
記で考察した疾患または病態を治療する方法に関する。
【実施例】
【０１７８】
ペプチド
ＭＴＡｎ：ＫＫＳＳＣＳＣＳＰＶＧＳＡＫ（配列番号１）
ＭＴＡｃ：ＡＱＧＳＩＳＫＧＡＳＤＫＳＳ（配列番号２）
ＭＴＢｎ：ＭＤＰＮＳＳＳＡＡＧＤＳＳＴ（配列番号３）
ＭＴＢｃ：ＳＡＧＳＳＫＳＫＥＳＫＳＴＳ（配列番号４）
ＭＴＡｃｃ：ＡＱＧＳＩＣＫＧＡＳＤＫＳＳ（配列番号５）
ＭＴＢｎｃ：ＭＤＰＮＣＳＣＡＡＧＤＳＳＴ（配列番号６）
ＭＴＢｃｃ：ＳＡＧＳＣＫＣＫＥＳＫＳＴＳ（配列番号７）
ＭＴ３ｌｐ：ＫＧＧＥＡＡＥＡＥＡＥＫ（配列番号８）
【０１７９】
ニューロン分化
方法
　生後７日齢のラットから得た小脳顆粒ニューロン（ＣＧＮ）の初代培養物を、８ウェル
のＰｅｒｍａｎｏｘチャンバースライドに１０，０００個／ｃｍ２の密度で接種し、種々
の濃度のペプチドの存在下で２４時間分化した。細胞を固定し、ＧＡＰ－４３免疫染色を
行って、ニューロンのみを可視化した。ＣＧＮ培養物を４％パラホルムアルデヒドに固定
した後、１％ＢＳＡでブロッキングを行い、ラットＧＡＰ－４３に対するウサギポリクロ
ーナル抗体
（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ、ＡＨ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ、デンマーク　オーフス）（１％Ｂ
ＳＡで１：１０００に希釈）とともにインキュベートし、その後、ヤギ抗ウサギ二次抗体
Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（登録商標）４８８（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ、米国
オレゴン州ユージーン）（１％ＢＳＡで１：７００に希釈）とともにインキュベートした
。神経突起の長さは立体的手法を使用して算定した（Ｒonn ｅｔ　ａｌ.，２０００）。
結果は、未処理の対照を１００％として、神経突起伸長の割合±ＳＥＭで表す。統計は対
応のあるスチューデントｔ検定で行う（＊＝ｐ＜０.０５、＊＊＝ｐ＜０.０１、＊＊＊＝
ｐ＜０.００１）。特に断らない限り、各条件について実験を４回実施した。　
【０１８０】
結果
　小脳から分離したニューロン（ＣＧＮ）を、個々のペプチドの存在下で２４時間生育し
た。図１～５からは、ＭＴＡｃ、ＭＴＢｃ、ＭＴＡｃｃ、ＭＴＢｎｃおよびＭＴＢｃｃの
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ペプチドにより、小脳の初代ニューロンの分化が促進されたこと分かる。すべてのペプチ
ドによって誘導された神経突起の伸長は、用量依存的なものであり、釣鐘曲線であった。
ＭＴＢｎおよびＭＴＰ３１ｐのペプチドの効果も検討したが、これらのペプチドは神経突
起伸長促進活性を持たないことが分かった。　
【０１８１】
ｉｎ　ｖｉｔｒｏでのニューロン細胞の生存
方法
１.　細胞生存検定
　生後７日齢のラットから得た初代ＣＧＮ培養物を、ポリ－Ｄ－リジンでコーティングし
た８ウェルのＰｅｒｍａｎｏｘチャンバースライドに１００，０００個／ｃｍ２の密度で
接種し、４０ｍＭのＫＣｌを添加した培地中で培養した。２４時間後、培養物にシトシン
－β－Ｄ－アラビノフラノシドを添加し、ニューロン細胞以外の細胞の増殖を抑制した。
５ｍＭのＫＣｌ単独（陰性対照）、４０ｍＭのＫＣｌ（陽性対照）、または５ｍＭのＫＣ
ｌ＋種々の濃度のペプチドのいずれかを含有する枯渇培地に細胞を移すことにより、アポ
トーシスが誘導されるまで、ニューロンをｉｎ　ｖｉｔｒｏでさらに６日間分化させた。
アポトーシス誘導から４８時間後に、細胞を固定し、Ｈｏｅｃｈｓｔ　３３２５８で染色
した。核の形態に基づいて生存ニューロンの量をニューロンの総数と比較することにより
、ニューロン細胞の生存能力を算定した。少なくとも４回の独立した実験で得られた結果
（図６～９を参照）を、陰性対照を１００％として生存の割合±ＳＥＭで表す。統計は対
応のあるスチューデントｔ検定で行う（＊＝ｐ＜０.０５、＊＊＝ｐ＜０.０１、＊＊＊＝
ｐ＜０.００１）。　
【０１８２】
２.　ＴＵＮＥＬ検定（ＤＮＡ断片化）
　生後７日齢のラットから得た初代培養物を、ニューロン細胞の生存に関して上記の通り
、接種し、培養して、アポトーシスが起こるように誘導したが、細胞の固定はアポトーシ
ス誘導の２４時間後に行った。ＤＮＡの遊離端を緑色の蛍光色素で標識するフルオレセイ
ンＦｒａｇＥＬ　ＤＮＡ断片化キットを使用して、
ＤＮＡ断片化が起こったニューロンの量は算定でき、プロピジウムイオダイドで染色した
細胞の総数と比較することができる。少なくとも４回の独立した実験で得られた結果（図
１０を参照）は、陰性対照を１００％として、ＴＵＮＥＬ陽性細胞の割合±ＳＥＭで表さ
れる。統計は対応のあるスチューデントｔ検定で行う（＊＝ｐ＜０.０５、＊＊＝ｐ＜０.
０１、＊＊＊＝ｐ＜０.００１）。　
【０１８３】
結果
　生後７日齢のラットから採取したＣＧＮを、高濃度のカリウムを含有する培地中で、７
日間にわたり分化誘導した後、ＩＧＦ－１の非存在下または存在下（陽性対照）、あるい
はＭＴ由来ペプチドの存在下のいずれかにおいて、低カリウム培地で２日間ニューロンを
生育した。図６～９から明らかなように、培地中でカリウム濃度を低下させることにより
誘導される細胞死は、ＩＧＦ－１で処理することによって回避することができた。さらに
、ＭＴ由来ペプチドであるＭＴＡｃ、ＭＴＢｃ、ＭＴＢｎ、ＭＴＡｃｃ、ＭＴＢｃｃ、Ｍ
ＴＢｎｃ、およびＭＴ３１ｐで処理すると、いずれの場合にもＣＧＮの生存が用量依存的
に促進された。　
【０１８４】
　ＭＴ由来ペプチドの抗アポトーシス効果は、ＤＮＡ断片化検定を使用して確認した。図
１０からは、ＭＴＡｃｃおよびＭＴＢｃｃのペプチドで処理することにより、アポトーシ
スを起こしたニューロンの数が著しく減少したことが分かる。　
【０１８５】
ｉｎ　ｖｉｖｏでのニューロン細胞保護と組織修復
方法
　すでに詳細に記した通り（Ｐｅｎｋｏｗａ　ａｎｄ　Ｍｏｏｓ，１９９５）、マウスで
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は３０秒間、ラットでは６０秒間、ドライアイス片（－７８℃）を直接頭蓋部に当てて、
右前頭頭頂葉皮質上に局在性脳損傷を作成した。損傷作成の１日前、ならびに損傷作成の
１日後および２日後に、
四量体型のＭＴＡｃｃペプチド（ＡＱＧＳＩＣＫＧＡＳＤＫＳＳ）を
ラットに皮下注射した（１０ｍｇ／体重ｋｇ／回）。損傷作成の３日後に、パラホルムア
ルデヒドによる経心臓的灌流法を使用して動物を固定した。固定した動物から採取した臓
器から切り出した切片について、組織化学検査および免疫組織化学検査（ＩＨＣ）を行っ
た。免疫組織化学的調査用に脳を切り出し、Ｚａｍｂｏｎｉ固定液に後固定を２～３時間
行い、段階系列のアルコールで脱水後キシロールに通し、続いてパラフィンに包埋した後
、病変部全体を厚さ３μｍの前額断切片にカットした。Ｆｒａｇｍｅｎｔ　Ｅｎｄ　Ｌａ
ｂｅｌｉｎｇ（ＦｒａｇＥＬ（登録商標））検出キット（Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ、米国、
コードＱＩＡ３３）を使用して、末端デオキシヌクレオチジルトランスフェラーゼ（Ｔｄ
Ｔ）仲介性デオキシウリジン三リン酸（ｄＵＴＰ）－ビオチンニック末端標識化（ＴＵＮ
ＥＬ）を行った。ＦｒａｇＥＬキットは以下で使用する材料をすべて含有し、各工程は製
造業者が推奨する方法に従って実施した。また、Ｐｅｎｋｏｗａ　ｅｔ　ａｌ（２０００
）による記載の通り、チロシン残基やマロンジアルデヒド（ＭＤＡ）のペルオキシナイト
ライト誘導性ニトロ化（ＮＩＴＴ）などの酸化ストレスマーカー、ならびにインターロイ
キン（ＩＬ）－１、ＩＬ－１２、および腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）αなどの炎症性マーカー
を使用して、切片の免疫染色を行った。　
【０１８６】
結果
　図１１からは、ＭＴＡｃｃペプチドでラットを処理することにより、アポトーシスを起
こした細胞の数が劇的に減少し（ＴＵＮＥＬ染色で判定）、酸化ストレスが抑制され（Ｎ
ＩＴＴおよびＭＤＡ免疫染色で判定）、病変部の炎症性反応が抑制された（炎症性マーカ
ーＩＬ－１、ＩＬ－１２、ＴＮＦαを使用した免疫染色で判定）ことがわかる。　
【０１８７】
ｉｎ　ｖｉｔｒｏでのペプチドとＭＴ２タンパク質の結合
方法
表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）解析
　ランニングバッファー（リン酸緩衝生理食塩水、ＰＢＳ）として１５０ｍＭ　ＮａＣｌ
を含有する１０ｍＭ、ｐＨ７.４のリン酸ナトリウムを使用し、ＢＩＡｃｏｒｅＸシステ
ム（Ｂｉｏｓｅｎｓｏｒ　ＡＢ、スウェーデン　ウプサラ）で２５℃にて結合の解析を行
った。流速は５μＬ／分とした。データは、製造業者のソフトウェアを使用して、非線形
曲線適合法により解析した。ＭＴ２タンパク質（Ｓｉｇｍａより入手）を、アミンカップ
リングキット（Ｂｉｏｓｅｎｓｏｒ　ＡＢ）を使用して以下の通りセンサーチップＣＭ５
上に固定化した。チップを２０μＬの活性化溶液で活性化し、ｐＨ６.０の１０ｍＭリン
酸ナトリウム緩衝液中で、１２μＬの２０μｇ／ｍｌタンパク質を使用してタンパク質を
固定化した後、３５μＬのブロッキング溶液でチップのブロッキングを行った。記載の濃
度の各種ペプチドをセンサーチップに注入した。ＭＴ２とブランクチップへの結合間の差
に対応する曲線を解析に使用した。　
【０１８８】
結果
　ＭＴが生体液中でオリゴマー化できることは知られている（Ｔａｎｇ　ｅｔ　ａｌ.，
１９９９）が、重合に関与する機序と結合部位については未だに解明されていない。本発
明者等は、ＳＰＲを使用することにより、ＭＴ由来のペプチドがＭＴタンパク質に結合で
きるかどうかを検討した。図１、図２および図３からは、ＭＴＡｃｃ、ＭＴＢｃｃおよび
ＭＴＡｎのペプチドが、表１に示した平衡解離定数（Ｋｄ）でセンサーチップ上に固定化
されたＭＴ２タンパク質に特異的に結合するようにみえる。　
【０１８９】
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【表１】

　親和性結合定数
ka(M

-1 s-1)kd(s
-1)KD(M)ＭＴ-２：ＭＴＡｃｃ4.54±0.21x1034.00±0.27x10-48.95±1.0

0x10-8ＭＴ-２：ＭＴＢｃｃ2.83±0.93x1035.01±1.75x10-41.60±0.23x10-7ＭＴ-２：Ｍ
ＴＡｎ1.57±0.05x1045.74±0.19x10-33.67±0.16x10-7

【図面の簡単な説明】
【０１９０】
【図１】ＭＴＡｃペプチドの神経突起の伸長における効果を示す。
【図２】ＭＴＢｃペプチドの神経突起の伸長における効果を示す。
【図３】ＭＴＡｃｃペプチドの神経突起の伸長における効果を示す。
【図４】ＭＴＢｃｃペプチドの神経突起の伸長における効果を示す。
【図５】ＭＴＢｎｃペプチドの神経突起の伸長における効果を示す。
【図６】ＭＴＡｃペプチドのニューロンの生存における効果を示す。
【図７】ＭＴＢｃペプチドのニューロンの生存における効果を示す。
【図８】ＭＴＢｎペプチドのニューロンの生存における効果を示す。
【図９】ＭＴＢｃｃ、ＭＴＡｃｃ、ＭＴＢｎｃ、ＭＴ３１ｐペプチドのニューロンの生存
における効果を示す。
【図１０】ＭＴＡｃｃおよびＭＴＢｃｃペプチドのＤＮＡ断片化における効果を示す。
【図１１】ｉｎ　ｖｉｖｏにおけるＭＴＡｃｃペプチドのニューロンの生存における効果
を、炎症（ＩＬ－１、ＩＬ－２およびＴＨＦα）、酸化ストレス（ＮＩＴＴおよびＭＤＡ
）、およびアポトーシス細胞死（ＴＵＮＥＬ）から選択したマーカーについて、免疫染色
で明らかにする細胞数で実証した。
【図１２】ＳＰＲ解析により検討したＭＴＡｃｃペプチドのＭＴへの結合を示す。約２０
００レゾナンスユニット（ＲＵ）のＭＴ２タンパク質（Ｓｉｇｍａ）をセンサーチップ上
に固定化した。固定化したＭＴ２およびブランクセンサーチップ（非特異的結合）とセン
サーチップへの結合との間に見られる反応の差として結合が示される。ペプチドは、濃度
が０.８７μＭでセンサーチップに注入した。実験は４回繰り返した。
【図１３】ＳＰＲ解析により検討したＭＴＢｃｃペプチドのＭＴへの結合を示す。約２０
００レゾナンスユニット（ＲＵ）のＭＴ２タンパク質（Ｓｉｇｍａ）をセンサーチップ上
に固定化した。固定化したＭＴ２およびブランクセンサーチップ（非特異的結合）とセン
サーチップへの結合の間に見られる反応の差として結合が示される。ペプチドは、濃度が
８.３２μＭでセンサーチップに注入した。実験は４回繰り返した。
【図１４】ＳＰＲ解析により検討したＭＴＡｎペプチドのＭＴへの結合を示す。約２００
０レゾナンスユニット（ＲＵ）のＭＴ２タンパク質（Ｓｉｇｍａ）をセンサーチップ上に
固定化した。固定化したＭＴ２およびブランクセンサーチップ（非特異的結合）とのセン
サーチップへの結合の間に見られる反応の差として結合が示される。ペプチドは、濃度が
１.７μＭでセンサーチップに注入した。
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摘要(译)

本发明涉及源自金属硫蛋白（MT）的神经细胞存活，分化和增殖促进肽
片段，包含所述肽片段的药物组合物及其用于治疗其中刺激神经细胞增
殖，分化和/或刺激的作用的疾病和病症的用途。生存和/或刺激与学习和
记忆相关的神经可塑性对治疗有益。
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