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(57)【要約】
例えば、疾患に関連し得るβシート二次構造を有する標
的タンパク質を検出するために、かつそのような疾患を
診断および処置するために有用な、新規ペプチドを開示
する。関連する方法およびキットも開示する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　アミロイド形成疾患に関連する立体構造変化を示し得る標的タンパク質に対するペプチ
ドプローブであって、該ペプチドプローブが、（ｉ）該標的タンパク質のβシート形成領
域のアミノ酸配列からなる参照配列のバリアントであるアミノ酸配列を含む１０～５０個
のアミノ酸残基からなり、（ｉｉ）ランダムコイル／αヘリックス立体構造およびβシー
ト立体構造の両方をとることができ、かつ（ｉｉｉ）標的タンパク質に結合したら検出可
能なシグナルを生成する立体構造変化を受ける、ペプチドまたはペプチド模倣体であり、
該バリアント配列が、
（Ａ）該バリアント配列のランダムコイル／αヘリックス立体構造が、該参照アミノ酸配
列からなるプローブよりも酸化環境においてより安定であるような、かつ／あるいは
（Ｂ）ランダムコイル／αヘリックス立体構造における該バリアント配列のＮ末端とＣ末
端の間の距離が、βシート立体構造における該バリアント配列のＮ末端とＣ末端の間の距
離とは異なるような、かつ／あるいは
（Ｃ）該バリアント配列が、βシート立体構造を示す標的タンパク質に結合したら、該参
照配列よりもより効率的にβシート立体構造をとるような、かつ／あるいは
（Ｄ）該バリアント配列が、βシート立体構造を示す標的タンパク質に結合したらより規
則性の低い立体構造をとるような、かつ／あるいは
（Ｅ）該バリアント配列のβシート構造が、該参照配列のものよりも熱力学的に弱いよう
な、かつ／あるいは
（Ｆ）該バリアント配列が、該参照配列よりも増大した安定性および／または減少した反
応性を有するような、かつ／あるいは
（Ｇ）該バリアント配列が、該参照配列よりも増大した親水性および／または水溶液中で
の溶解度を有するような、かつ／あるいは
（Ｈ）該バリアント配列が、該参照配列よりもさらなるＡβ結合モチーフを有するような
、かつ／あるいは
（Ｉ）該バリアント配列が、増大した凝集体形成能を有するような、
該参照配列に対する１個以上のアミノ酸の付加、置換、または欠失を含む、ペプチドプロ
ーブ。
【請求項２】
　Ｎ末端、Ｃ末端、両末端、または、前記ペプチドが標的タンパク質に結合したら立体構
造変化を受ける場合にシグナルを生成する１つ以上の位置において、検出可能な標識で標
識されている、請求項１に記載のペプチドプローブ。
【請求項３】
　前記ペプチドプローブが２つ以上の標識で標識されており、該ペプチドプローブが標的
タンパク質に結合している場合の該ペプチドプローブ上の２つ以上の標識間の距離が、該
ペプチドプローブが標的タンパク質に結合していない場合の距離とは異なる、請求項１ま
たは２に記載のペプチドプローブ。
【請求項４】
　前記ペプチドプローブが標的タンパク質に結合している場合に検出可能な標識によって
生成される前記シグナルが、該ペプチドプローブが標的タンパク質に結合していない場合
に生成されるシグナルとは異なる、請求項１～３のいずれか一項に記載のペプチドプロー
ブ。
【請求項５】
　エキシマーペア、ＦＲＥＴペア、およびフルオロフォア／クエンチャーペアから選択さ
れる検出可能な標識ペアで標識されている、請求項３に記載のペプチドプローブ。
【請求項６】
　エキシマーペアで標識されており、かつ、前記ペプチドプローブがβシート立体構造を
示す場合にエキシマーシグナルを発する、請求項５に記載のペプチドプローブ。
【請求項７】
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　前記検出可能な標識がピレン成分を含む、請求項２～６のいずれか一項に記載のペプチ
ドプローブ。
【請求項８】
　ＦＲＥＴペアで標識されており、かつ、前記ペプチドプローブがβシート立体構造を示
す場合に蛍光共鳴移動（ＦＲＥＴ）シグナルを発する、請求項５に記載のペプチドプロー
ブ。
【請求項９】
　前記ＦＲＥＴペアが、ＤＡＣＩＡ－Ｉ／ＮＢＤ、マリーナブルー／ＮＢＤ、ダンシル／
Ｔｒｐ、およびＥＤＡＮＳ／ＦＡＭからなる群より選択される、請求項８に記載のペプチ
ドプローブ。
【請求項１０】
　前記ペプチドプローブがフルオロフォア／クエンチャーペアで標識されており、かつ、
該ペプチドプローブがβシート立体構造を示す場合にフルオロフォアシグナルが消光され
る、請求項５に記載のペプチドプローブ。
【請求項１１】
　前記フルオロフォア／クエンチャーペアが、ピレン／ダブシル、ＥＤＡＮＳ／ダブシル
、およびＦＡＭ／ダブシルからなる群より選択される、請求項１０に記載のペプチドプロ
ーブ。
【請求項１２】
　前記１個以上のアミノ酸の付加、置換、または欠失が、前記参照配列の内部でなされる
、請求項１～１１のいずれか一項に記載のペプチドプローブ。
【請求項１３】
　前記１個以上のアミノ酸の付加、置換、または欠失が、前記参照配列のＮ末端またはＣ
末端でなされる、請求項１～１２のいずれか一項に記載のペプチドプローブ。
【請求項１４】
　バリアント配列が、Ｃ末端におけるリジン残基の付加をさらに含む、請求項１～１３の
いずれか一項に記載のペプチドプローブ。
【請求項１５】
　前記バリアント配列が、酸化に耐性をもつ残基によるメチオニン残基の置換を含む、請
求項１～１４のいずれか一項に記載のペプチドプローブ。
【請求項１６】
　前記メチオニン残基がアラニン残基で置換されている、請求項１５に記載のペプチドプ
ローブ。
【請求項１７】
　前記バリアント配列が、前記参照配列の少なくとも３個の連続した残基のアラニン残基
による置換または付加を含む、請求項１～１６のいずれか一項に記載のペプチドプローブ
。
【請求項１８】
　前記１個以上のアミノ酸の付加、置換、または欠失により、前記バリアント配列内に塩
橋が導入される、請求項１～１７のいずれか一項に記載のペプチドプローブ。
【請求項１９】
　前記バリアント配列が、グルタミン酸残基とヒスチジン残基の間、グルタミン酸残基と
アルギニン残基の間、およびグルタミン酸残基とリジン残基の間からなる群より選択され
る残基間の塩橋を含む、請求項１８に記載のペプチドプローブ。
【請求項２０】
　前記１個以上のアミノ酸の付加、置換、または欠失により、前記ペプチドプローブ内に
Ａβ結合モチーフが導入される、請求項１～１９のいずれか一項に記載のペプチドプロー
ブ。
【請求項２１】
　前記Ａβ結合モチーフがＧＸＸＥＧを含む、請求項２０に記載のペプチドプローブ。
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【請求項２２】
　前記バリアント配列が、βシート立体構造を示す標的タンパク質に結合したらより規則
性の低い立体構造をとる、請求項１～２１のいずれか一項に記載のペプチドプローブ。
【請求項２３】
　前記標的タンパク質がＡβタンパク質であり、かつ前記バリアント配列が、Ｇ２９Ｈ、
Ｇ２９Ｒ、Ｇ２９Ｋ、およびＧ３３Ｅからなる群より選択される１個以上の置換を含む、
請求項２２に記載のペプチドプローブ。
【請求項２４】
　前記バリアント配列のβシート構造が、前記参照配列のβシート構造よりも熱力学的に
弱い、請求項２２または２３に記載のペプチドプローブ。
【請求項２５】
　前記標的タンパク質がＡβタンパク質であり、かつ前記バリアント配列が、Ｉ３２Ｓ、
Ｆ１９Ｓ、Ｓ２６Ｄ、Ｈ２９Ｄ、Ｉ３１Ｄ、Ｌ３４Ｄ、およびＬ３４Ｐからなる群より選
択される１個以上の置換を含む、請求項２４に記載のペプチドプローブ。
【請求項２６】
　前記バリアント配列が、前記参照配列よりも増大した親水性および／または水溶液中で
の溶解度を有する、請求項１～２５のいずれか一項に記載のペプチドプローブ。
【請求項２７】
　前記バリアント配列が、グルタミン酸残基および／またはｄ－アルギニン残基を導入す
る、１個以上のアミノ酸の付加または置換を含む、請求項２６に記載のペプチドプローブ
。
【請求項２８】
　前記バリアント配列が親水性成分に結合している、請求項２６に記載のペプチドプロー
ブ。
【請求項２９】
　前記親水性成分が可溶性ポリエチレングリコール成分を含む、請求項２８に記載のペプ
チドプローブ。
【請求項３０】
　検出可能な標識が、前記ペプチドプローブの末端リジン残基の側鎖に結合している、請
求項１～２９のいずれか一項に記載のペプチドプローブ。
【請求項３１】
　検出可能な標識が、前記ペプチドプローブの内部リジン残基の側鎖に結合している、請
求項１～３０のいずれか一項に記載のペプチドプローブ。
【請求項３２】
　ビオチン成分に結合している、請求項１～３１のいずれか一項に記載のペプチドプロー
ブ。
【請求項３３】
　ペプチドリンカーを介してビオチン成分に結合している、請求項３２に記載のペプチド
プローブ。
【請求項３４】
　前記ペプチドリンカーが、可動性リンカー、らせん状リンカー、トロンビン部位リンカ
ー、およびねじれリンカーからなる群より選択される、請求項３３に記載のペプチドプロ
ーブ。
【請求項３５】
　前記リンカーが、配列番号：５６～６０からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む
、請求項３４に記載のペプチドプローブ。
【請求項３６】
　内部リジン残基の側鎖を介してビオチン成分に結合している、請求項３２に記載のペプ
チドプローブ。
【請求項３７】
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　前記標的タンパク質がＡβタンパク質である、請求項１～３６のいずれか一項に記載の
ペプチドプローブ。
【請求項３８】
　前記バリアント配列が、配列番号：２～５５からなる群より選択されるアミノ酸配列を
含む、請求項３７に記載のペプチドプローブ。
【請求項３９】
　前記バリアント配列が、配列番号：２（ペプチド２２）のアミノ酸配列を含む、請求項
３７に記載のペプチドプローブ。
【請求項４０】
　アミロイド形成疾患に関連する立体構造変化を示し得る標的タンパク質に対するペプチ
ドプローブであって、（ｉ）該標的タンパク質のβシート形成領域のアミノ酸配列からな
る参照配列のバリアントであるアミノ酸配列を含む１０～５０個のアミノ酸残基からなり
、（ｉｉ）ランダムコイル／αヘリックス立体構造およびβシート立体構造の両方をとる
ことができ、かつ（ｉｉｉ）標的タンパク質に結合したらより規則性の低い立体構造をと
る、ペプチドまたはペプチド模倣体である、ペプチドプローブ。
【請求項４１】
　Ｎ末端、Ｃ末端、両末端、または、前記ペプチドが標的タンパク質に結合したら立体構
造変化を受ける場合にシグナルを生成する１つ以上の位置において、検出可能な標識で標
識されている、請求項４０に記載のペプチドプローブ。
【請求項４２】
　エキシマーペア、ＦＲＥＴペア、およびフルオロフォア／クエンチャーペアから選択さ
れる検出可能な標識ペアで標識されている、請求項４１に記載のペプチドプローブ。
【請求項４３】
　エキシマーペアで標識されており、かつ、標的タンパク質に結合していない場合には増
大したエキシマーシグナルを発し、かつ、標的タンパク質に結合している場合には増大し
た自己シグナルを発する、請求項４２に記載のペプチドプローブ。
【請求項４４】
　前記エキシマーペアが２つのピレン成分を含む、請求項４３に記載のペプチドプローブ
。
【請求項４５】
　ＦＲＥＴペアで標識されており、かつ、標的タンパク質に結合していない場合には増大
した蛍光共鳴移動（ＦＲＥＴ）シグナルを発し、かつ、標的タンパク質に結合している場
合には非ＦＲＥＴフルオロフォアシグナルを発する、請求項４２に記載のペプチドプロー
ブ。
【請求項４６】
　フルオロフォア／クエンチャーペアで標識されており、かつ、標的タンパク質に結合し
ていない場合には減少または消光したシグナルを発し、かつ、標的タンパク質に結合して
いる場合にはフルオロフォアシグナルを発する、請求項４２に記載のペプチドプローブ。
【請求項４７】
　前記標的タンパク質がＡβタンパク質である、請求項４０～４６のいずれか一項に記載
のペプチドプローブ。
【請求項４８】
　前記バリアント配列が、配列番号：２～４、１４～１５、および２８～３５からなる群
より選択されるアミノ酸配列を含む、請求項４７に記載のペプチドプローブ。
【請求項４９】
　前記標的タンパク質が、膵島アミロイドポリペプチド前駆体タンパク質、アミロイドβ
タンパク質、Ａβペプチド、血清アミロイドＡ、インスリン、アミリン、非アミロイドβ
成分、プリオン、ヘモグロビン、免疫グロブリンまたはそのフラグメント、β２－ミクロ
グロブリン、α－シヌクレイン、ロドプシン、α１－アンチキモトリプシン、クリスタリ
ン、タウ、ｐ５３、プレセニリン、低密度リポタンパク質受容体、アポリポタンパク質、
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スーパーオキシドジスムターゼ、ニューロフィラメントタンパク質、トランスサイレチン
、プロカルシトニンまたはカルシトニン、心房性ナトリウム利尿因子、ゲルゾリン、嚢胞
性線維症膜貫通調節因子、ハンチントン病タンパク質、フィブリノゲンα鎖、フェニルア
ラニンヒドロキシラーゼ、コラーゲン、β－ヘキソサミニダーゼ、およびシスタチンＣタ
ンパク質からなる群より選択される、請求項１～３６および４０～４６のいずれか一項に
記載のペプチドプローブ。
【請求項５０】
　以下の工程を含む、試験サンプル中の標的タンパク質を検出するための方法であって、
該標的タンパク質が、アミロイド形成疾患に関連するβシート立体構造を示す、方法：
（ｉ）該サンプルを請求項１～４９のいずれか一項に記載のペプチドプローブと接触させ
て、試験混合物を形成する工程；および
（ｉｉ）該ペプチドプローブと該サンプル中に存在する任意の標的タンパク質との間の任
意の結合を検出する工程。
【請求項５１】
　前記ペプチドプローブが、Ｎ末端、Ｃ末端、両末端、または、該ペプチドが標的タンパ
ク質に結合したら立体構造変化を受ける場合にシグナルを生成する１つ以上の位置におい
て、検出可能な標識で標識されている、請求項５０に記載の方法。
【請求項５２】
　前記ペプチドプローブが２つ以上の標識で標識されており、該ペプチドプローブが標的
タンパク質に結合している場合の該ペプチドプローブ上の２つ以上の標識間の距離が、該
ペプチドプローブが標的タンパク質に結合していない場合の距離とは異なる、請求項５１
に記載の方法。
【請求項５３】
　前記ペプチドプローブが標的タンパク質に結合している場合に検出可能な標識によって
生成される前記シグナルが、該ペプチドプローブが標的タンパク質に結合していない場合
に生成されるシグナルとは異なる、請求項５１または５２に記載の方法。
【請求項５４】
　前記ペプチドプローブが、エキシマーペア、ＦＲＥＴペア、およびフルオロフォア／ク
エンチャーペアから選択される検出可能な標識ペアで標識されている、請求項５０～５３
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５５】
　前記ペプチドプローブが、エキシマーペアで標識されており、かつ、該ペプチドプロー
ブがβシート立体構造を示す場合にエキシマーシグナルを発する、請求項５４に記載の方
法。
【請求項５６】
　前記検出可能な標識がピレン成分を含む、請求項５５に記載の方法。
【請求項５７】
　前記ペプチドプローブが、ＦＲＥＴペアで標識されており、かつ、該ペプチドプローブ
がβシート立体構造を示す場合に蛍光共鳴移動（ＦＲＥＴ）シグナルを発する、請求項５
４に記載の方法。
【請求項５８】
　前記ペプチドプローブが、フルオロフォア／クエンチャーペアで標識されており、かつ
、該ペプチドプローブがβシート立体構造を示す場合にフルオロフォアシグナルが消光さ
れる、請求項５４に記載の方法。
【請求項５９】
　工程（ｉｉ）が、標的タンパク質に結合したら立体構造変化を受ける前記ペプチドプロ
ーブによって生成される任意のシグナルを検出することを含む、請求項５０～５８のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項６０】
　工程（ｉｉ）が、前記ペプチドプローブおよび標的タンパク質を含む複合体中に存在す
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る任意の検出可能な標識によって生成される任意のシグナルを検出することによって該複
合体を検出することを含む、請求項５１～５８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６１】
　前記複合体が不溶性複合体であり、かつ工程（ｉｉ）が、該不溶性複合体中に存在する
任意の検出可能な標識によって生成される任意のシグナルを検出することを含む、請求項
６０に記載の方法。
【請求項６２】
　前記複合体が可溶性複合体であり、かつ工程（ｉｉ）が、該可溶性複合体中に存在する
任意の検出可能な標識によって生成される任意のシグナルを検出することを含む、請求項
６０に記載の方法。
【請求項６３】
　工程（ｉｉ）の前に、遠心分離、サイズ排除クロマトグラフィー、およびアフィニティ
ークロマトグラフィーから選択される処理によって前記試験混合物から前記複合体を分離
する工程をさらに含む、請求項６０に記載の方法。
【請求項６４】
　以下の工程を含む、アミロイド形成疾患に関連する標的タンパク質を検出するための方
法であって、ペプチドプローブが対象由来の生理学的サンプル中にある、方法：
（Ａ）該サンプルを、（ｉ）該標的タンパク質のβシート形成領域のアミノ酸配列からな
る参照配列のバリアントであるアミノ酸配列を含む１０～５０個のアミノ酸残基からなり
、（ｉｉ）ランダムコイル／αヘリックス立体構造およびβシート立体構造の両方をとる
ことができ、かつ（ｉｉｉ）標的タンパク質に結合したらより規則性の低い立体構造をと
る、ペプチドまたはペプチド模倣体であるペプチドプローブと、接触させる工程；ならび
に
（Ｂ）該プローブと該サンプル中に存在する任意の標的タンパク質との間の任意の会合を
検出する工程。
【請求項６５】
　前記ペプチドプローブが、Ｎ末端、Ｃ末端、両末端、または、該ペプチドが標的タンパ
ク質に結合したら立体構造変化を受ける場合にシグナルを生成する１つ以上の位置におい
て、検出可能な標識で標識されている、請求項６４に記載の方法。
【請求項６６】
　前記ペプチドプローブが、エキシマーペア、ＦＲＥＴペア、およびフルオロフォア／ク
エンチャーペアから選択される検出可能な標識ペアで標識されている、請求項６５に記載
の方法。
【請求項６７】
　前記ペプチドプローブがエキシマーペアで標識されており、かつ工程（ｉｉ）が、任意
の増大した自己シグナルまたは減少したエキシマーシグナルを検出することを含む、請求
項６６に記載の方法。
【請求項６８】
　前記ペプチドプローブがＦＲＥＴペアで標識されており、かつ工程（ｉｉ）が、任意の
増大した非ＦＲＥＴフルオロフォアシグナルまたは減少したＦＲＥＴシグナルを検出する
ことを含む、請求項６６に記載の方法。
【請求項６９】
　前記ペプチドプローブがフルオロフォア／クエンチャーペアで標識されており、かつ工
程（ｉｉ）が、任意の増大したフルオロフォアシグナルを検出することを含む、請求項６
６に記載の方法。
【請求項７０】
　以下の工程を含む、対象においてアミロイド形成疾患に関連する標的タンパク質を検出
するためのインビボ方法：
（Ａ）請求項１～４９のいずれか一項に記載のペプチドプローブを該対象に投与する工程
であって、該プローブが、該プローブが標的タンパク質に結合した場合にシグナルを生成
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する検出可能な標識で標識されている工程、および
（Ｂ）該シグナルを検出する工程。
【請求項７１】
　前記シグナルがイメージング技術を用いることによって検出される、請求項７０に記載
の方法。
【請求項７２】
　前記イメージング技術が、ポジトロン放出断層撮影法（ＰＥＴ）、単一光子放射コンピ
ュータ断層撮影法（ＳＰＥＣＴ）、磁気共鳴画像法（ＭＲＩ）、Ｘ線撮影法、断層撮影法
、蛍光透視法、核医学、光学的画像法、脳造影法、および超音波検査法からなる群より選
択される、請求項７１に記載の方法。
【請求項７３】
　アミロイド形成疾患に罹患しているかその発症リスクを有する対象を処置する方法であ
って、請求項１～４９のいずれか一項に記載のペプチドプローブを該対象に投与する工程
を含む、方法。
【請求項７４】
　前記プローブが、前記アミロイド形成疾患に対する追加の治療剤に結合している、請求
項７０～７３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７５】
　アミロイド形成疾患に関連するβシート立体構造を示し得る標的タンパク質に対するペ
プチドプローブであって、該ペプチドプローブが、（ｉ）該標的タンパク質のβシート形
成領域のアミノ酸配列からなる参照配列のバリアントであるアミノ酸配列を含む１０～５
０個のアミノ酸残基からなり、（ｉｉ）ランダムコイル／αヘリックス立体構造およびβ
シート立体構造の両方をとることができ、かつ（ｉｉｉ）βシート立体構造を示す標的タ
ンパク質に結合したらβシート立体構造をとり；
該バリアント配列が、
（Ａ）該バリアント配列のランダムコイル／αヘリックス立体構造が、該参照アミノ酸配
列からなるプローブよりも酸化環境においてより安定であるような、かつ／あるいは
（Ｂ）ランダムコイル／αヘリックス立体構造における該バリアント配列のＮ末端とＣ末
端の間の距離が、βシート立体構造における該バリアント配列のＮ末端とＣ末端の間の距
離とは異なるような、かつ／あるいは
（Ｃ）該バリアント配列が、βシート立体構造を示す標的タンパク質に結合したら、該参
照配列よりもより効率的にβシート立体構造をとるような
該参照配列に対する１個以上のアミノ酸の付加、置換、または欠失を含む、ペプチドプロ
ーブ。
【請求項７６】
　アミロイド形成疾患に関連する標的タンパク質を検出するためのインビボ方法における
、請求項１～４９のいずれか一項に記載のペプチドの使用。
【請求項７７】
　アミロイド形成疾患に罹患しているかその発症リスクを有する対象を処置する方法にお
ける、請求項１～４９のいずれか一項に記載のペプチドの使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、参照することによりその全体として本明細書に組み入れられている、２００
９年１月３０日に出願された米国仮特許出願第６１／１４８，６５９号の恩典を米国特許
法１１９（ｅ）条の下で主張するものである。
【０００２】
１．本発明の分野
　本発明は、例えば、疾患に関連し得るミスフォールドタンパク質またはβシート二次構
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造を有するタンパク質を含む特定の立体構造を有する標的タンパク質を検出するのに有用
な、立体構造的に動的なペプチドを提供する。そのような標的タンパク質を検出する方法
、そのような標的タンパク質に関連する疾患またはそのリスクを診断する方法、およびそ
のような標的タンパク質に関連する疾患を処置する方法も提供する。
【背景技術】
【０００３】
２．背景
　ミスフォールドタンパク質障害の発症は、正常タンパク質が、凝集しやすいβシートリ
ッチな立体構造へ変換することを特徴とする。アルツハイマー病（ＡＤ）の場合には、ア
ミロイドβ（Ａβ）タンパク質の神経毒性のあるオリゴマーおよび原線維への自己集合が
、疾患の原因として十分に裏付けされている。疾患に関連する他のミスフォールドタンパ
ク質には、伝達性海綿状脳症（ＴＳＥ）、脳アミロイドアンギオパチー（ＣＡＡ）、およ
び脳血管疾患（ＣＶＤ）におけるプリオン；パーキンソン病のレビー小体におけるα－シ
ヌクレイン沈着物、前頭側頭認知症およびピック病の神経原線維変化におけるタウ；筋委
縮性側索硬化症（ａｍｙｌｏｔｒｏｐｈｉｃ　ｌａｔｅｒａｌ　ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ）に
おけるスーパーオキシドジスムターゼ；ならびにハンチントン病におけるハンチンチンが
含まれる。例えば、Ｇｌｅｎｎｅｒら，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｌ．Ｓｃｉ．９４：１－２８，１
９８９；Ｈａａｎら，Ｃｌｉｎ．Ｎｅｕｒｏｌ．Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇ．９２（４）：３０
５－３１０，１９９０（非特許文献１および２）を参照されたい。
【０００４】
　米国特許第７，１６６，４７１号、ＵＳ２００６／０２８６６７２、ＵＳ２００５／０
０２６１６５、ＵＳ２００８／０１７１３４１、ＵＳ２００６／００５７６７１、および
ＵＳ２００８／００９５７０６（特許文献１～６）は、例えば、ミスフォールドタンパク
質、主にβシート二次構造を有する標的タンパク質、および自己凝集の特定状態にある標
的タンパク質の検出に有用なペプチドを記載している。本明細書に記載されるペプチドを
、そのそれぞれの内容が参照することによりそれらの全体として本明細書に組み入れられ
ている、これらの特許文献のいずれかに記載されている方法において用いることができる
。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】米国特許第７，１６６，４７１号
【特許文献２】ＵＳ２００６／０２８６６７２
【特許文献３】ＵＳ２００５／００２６１６５
【特許文献４】ＵＳ２００８／０１７１３４１
【特許文献５】ＵＳ２００６／００５７６７１
【特許文献６】ＵＳ２００８／００９５７０６
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Ｇｌｅｎｎｅｒら，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｌ．Ｓｃｉ．９４：１－２８，１９
８９
【非特許文献２】Ｈａａｎら，Ｃｌｉｎ．Ｎｅｕｒｏｌ．Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇ．９２（４
）：３０５－３１０，１９９０
【発明の概要】
【０００７】
　いくつかの実施形態によれば、アミロイド形成疾患に関連するβシート立体構造を示し
得る標的タンパク質に対するペプチドプローブを提供するものであって、該ペプチドプロ
ーブが、（ｉ）該標的タンパク質のβシート形成領域のアミノ酸配列からなる参照配列の
バリアントであるアミノ酸配列を含む１０～５０個のアミノ酸残基からなり、（ｉｉ）ラ
ンダムコイル／αヘリックス立体構造およびβシート立体構造の両方をとることができ、
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かつ（ｉｉｉ）βシート立体構造を示す標的タンパク質に結合したらβシート立体構造を
とる、または標的タンパク質に結合したら検出可能なシグナルを生成する立体構造変化を
受ける。バリアント配列は、（Ａ）該バリアント配列のランダムコイル／αヘリックス立
体構造が、該参照アミノ酸配列からなるプローブよりも酸化環境においてより安定である
ような、かつ／あるいは（Ｂ）ランダムコイル／αヘリックス立体構造における該バリア
ント配列のＮ末端とＣ末端の間の距離が、βシート立体構造における該バリアント配列の
Ｎ末端とＣ末端の間の距離とは異なるような、かつ／あるいは（Ｃ）該バリアント配列が
、βシート立体構造を示す標的タンパク質に結合したら、該参照配列よりもより効率的に
βシート立体構造をとるような、かつ／あるいは（Ｄ）該バリアント配列が、βシート立
体構造を示す標的タンパク質に結合したらより規則性の低い立体構造をとるような、かつ
／あるいは（Ｅ）該バリアント配列のβシート構造が、該参照配列のものよりも熱力学的
に弱いような、かつ／あるいは（Ｆ）該バリアント配列が、該参照配列よりも高い安定性
および／または低い反応性を有するような、かつ／あるいは（Ｇ）該バリアント配列が、
該参照配列よりも高い親水性および／または水溶液中での溶解度を有するような、かつ／
あるいは（Ｈ）該バリアント配列が、該参照配列よりもさらなるＡβ結合モチーフを有す
るような、かつ／あるいは（Ｉ）該バリアント配列が、増大した凝集体形成能を有するよ
うな、参照配列に対する１個以上のアミノ酸の付加、置換、または欠失を含む。いくつか
の実施形態では、バリアント配列は、Ｃ末端におけるリジン残基の付加をさらに含む。
【０００８】
　いくつかの実施形態では、ペプチドプローブを、Ｎ末端、Ｃ末端、両末端、あるいは該
ペプチドが標的タンパク質に結合したらβシート立体構造をとるまたは立体構造変化を受
ける場合にシグナルを生成する１つ以上の位置において、蛍光標識などの検出可能な標識
で標識する。いくつかの実施形態では、ペプチドプローブは２つ以上の標識で標識されて
おり、該ペプチドプローブが標的タンパク質に結合している場合の該ペプチドプローブ上
の２つ以上の標識間の距離は、該ペプチドプローブが標的タンパク質に結合していない場
合の距離とは異なる。いくつかの実施形態では、ペプチドプローブが標的タンパク質に結
合している場合に検出可能な標識によって生成されるシグナルは、該ペプチドプローブが
標的タンパク質に結合していない場合に生成されるシグナルとは異なり、例えばペプチド
プローブがβシート立体構造を示す場合のシグナルは、該ペプチドプローブがランダムコ
イル／αヘリックス立体構造を示す場合に生成されるシグナルよりも大きい。これらの実
施形態のいずれかにおいて、ペプチドプローブを、エキシマーペア、ＦＲＥＴペア、およ
びフルオロフォア／クエンチャーペアから選択される検出可能な標識ペアで標識してよい
。ペプチドプローブをエキシマーペア、例えばピレンペアなどで標識した場合、該ペプチ
ドプローブがβシート立体構造を示すと、それはエキシマーシグナルを発し得る。ペプチ
ドプローブをＦＲＥＴペア、例えばＤＡＣＩＡ－Ｉ／ＮＢＤ、マリーナブルー／ＮＢＤ、
ダンシル（Ｄａｎｓｙｌ）／Ｔｒｐ、ＥＤＡＮＳ／ＦＡＭなどで標識した場合、該ペプチ
ドプローブがβシート立体構造を示すと、それは蛍光共鳴移動（ＦＲＥＴ）シグナルを発
し得る。ペプチドプローブをフルオロフォア／クエンチャーペア、例えばピレン／ダブシ
ル（Ｄａｂｃｙｌ）、ＥＤＡＮＳ／ダブシル、およびＦＡＭ／ダブシルなどで標識した場
合、該ペプチドプローブがβシート立体構造を示すと、フルオロフォアシグナルは消光さ
れ得る。
【０００９】
　いくつかの実施形態では、ペプチドプローブ中の１個以上のアミノ酸の付加、置換、ま
たは欠失は、参照配列の内部でなされる、あるいは参照配列のＮ末端またはＣ末端で、ま
たは両末端で、または内部および末端でなされる。
【００１０】
　いくつかの実施形態では、バリアント配列は、アラニン残基などの酸化に耐性をもつ残
基によるメチオニン残基の置換を含む。いくつかの実施形態では、バリアント配列は、参
照配列の少なくとも３個の連続した残基のアラニン残基による置換を含む。
【００１１】
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　付加的または代替的に、いくつかの実施形態では、１個以上のアミノ酸の付加、置換、
または欠失によって、２個の塩基間、例えばグルタミン酸残基とヒスチジン残基の間、グ
ルタミン酸残基とアルギニン残基の間、ならびに／またはグルタミン酸残基とリジン残基
の間に塩橋を導入する。
【００１２】
　付加的または代替的に、いくつかの実施形態では、１個以上のアミノ酸の付加、置換、
または欠失によって、ペプチドプローブ内にＧＸＸＥＧモチーフ（配列番号：２５）など
のＡβ結合モチーフを導入する。
【００１３】
　付加的または代替的に、いくつかの実施形態では、バリアント配列は、βシート立体構
造を示す標的タンパク質に結合したらより規則性の低い立体構造をとる。具体的な実施形
態では、標的タンパク質はＡβタンパク質であり、かつバリアント配列は、Ｇ２９Ｈ、Ｇ
２９Ｒ、Ｇ２９Ｋ、およびＧ３３Ｅからなる群より選択される１個以上の置換を含む。付
加的または代替的に、バリアント配列のβシート構造は、参照配列のものよりも熱力学的
に弱くてもよい。具体的な実施形態では、バリアント配列は、Ｉ３２Ｓ、Ｆ１９Ｓ、Ｓ２
６Ｄ、Ｈ２９Ｄ、Ｉ３１Ｄ、Ｌ３４Ｄ、およびＬ３４Ｐからなる群より選択される１個以
上の置換を含む。
【００１４】
　付加的または代替的に、いくつかの実施形態では、バリアント配列は、参照配列よりも
増大した親水性および／または水溶液中での溶解度を有する。具体的な実施形態では、バ
リアント配列は、グルタミン酸残基および／またはｄ－アルギニン残基を導入する、１個
以上のアミノ酸の付加または置換を含む。付加的または代替的に、バリアント配列を、可
溶性ポリエチレングリコール成分などの親水性成分に結合させてよい。
【００１５】
　前述の実施形態のいずれかによれば、検出可能な標識を、ペプチドプローブの末端リジ
ン残基の側鎖に、および／またはペプチドプローブの内部リジン残基の側鎖に結合させて
よい。
【００１６】
　前述の実施形態のいずれかによれば、ペプチドプローブを、例えばペプチドリンカーを
介して、ビオチン成分に結合させてよい。具体的な実施形態では、ペプチドリンカーは、
可動性リンカー、らせん状リンカー、トロンビン部位リンカー、ねじれリンカーからなる
群より選択される。より具体的な実施形態では、リンカーは、配列番号：５６～６０から
なる群より選択されるアミノ酸配列を含む。他の実施形態では、ペプチドプローブを、内
部リジン残基の側鎖を介してビオチン成分に結合させる。
【００１７】
　いくつかの実施形態によれば、ペプチドプローブは、（ｉ）標的タンパク質のβシート
形成領域のアミノ酸配列からなる参照配列のバリアントであるアミノ酸配列を含む１０～
５０個のアミノ酸残基からなり、（ｉｉ）ランダムコイル／αヘリックス立体構造および
βシート立体構造の両方をとることができ、かつ（ｉｉｉ）標的タンパク質に結合したら
より規則性の低い立体構造をとる、ペプチドまたはペプチド模倣体である。追加の実施形
態では、そのようなペプチドプローブを、Ｎ末端、Ｃ末端、両末端、または、該ペプチド
が標的タンパク質に結合したら立体構造変化を受ける場合にシグナルを生成する１つ以上
の位置において、検出可能な標識で標識し、例えばエキシマーペア、ＦＲＥＴペア、およ
びフルオロフォア／クエンチャーペアから選択される検出可能な標識ペアで標識する。具
体的な実施形態では、ペプチドプローブは、エキシマーペア（例えば、２つのピレン成分
）で標識されており、標的タンパク質に結合していない場合には増大したエキシマーシグ
ナルを発し、標的タンパク質に結合している場合には増大した自己シグナルを発する。他
の具体的な実施形態では、ペプチドプローブは、ＦＲＥＴペアで標識されており、標的タ
ンパク質に結合していない場合には増大した蛍光共鳴移動（ＦＲＥＴ）シグナルを発し、
標的タンパク質に結合している場合には非ＦＲＥＴフルオロフォアシグナルを発する。他



(12) JP 2012-516452 A 2012.7.19

10

20

30

40

50

の具体的な実施形態では、ペプチドプローブは、フルオロフォア／クエンチャーペアで標
識されており、標的タンパク質に結合していない場合には減少または消光したシグナルを
発し、標的タンパク質に結合している場合にはフルオロフォアシグナルを発する。
【００１８】
　本明細書に記載される任意の実施形態によれば、バリアント配列は、配列番号：２～５
５からなる群より選択されるアミノ酸配列を含んでも、またはそれからなってもよい。具
体的な実施形態では、バリアント配列は、配列番号：２（ペプチド２２）のアミノ酸配列
を含む、またはそれからなる。
【００１９】
　いくつかの実施形態では、バリアント配列は、少なくとも１個の残基のグルタミン酸残
基による置換を含む。いくつかの実施形態では、バリアント配列は、少なくとも１個の残
基のヒスチジン残基による置換を含む。いくつかの実施形態では、バリアント配列は、イ
ソロイシン残基のセリン残基による置換；グルタミン酸残基のプロリン残基、グリシン残
基、グルタミン残基、またはリジン残基のいずれかによる置換；フェニルアラニン残基の
セリン残基による置換；ロイシン残基のプロリン残基による置換；アラニン残基のグリシ
ン残基による置換；およびアスパラギン酸残基のアスパラギン残基による置換からなる群
より選択される１個以上の置換を含む。いくつかの実施形態では、バリアント配列は、Ｃ
末端におけるリジン残基の付加を含む。いくつかの実施形態では、ペプチドプローブは、
配列番号：２～８からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む。
【００２０】
　他の実施形態によれば、試験サンプル中の標的タンパク質を検出するための方法であっ
て、該標的タンパク質はアミロイド形成疾患に関連するβシート立体構造を示し、（ｉ）
該サンプルを本明細書に記載される任意のペプチドプローブと接触させて、試験混合物を
形成する工程；および（ｉｉ）該ペプチドプローブと存在する任意の標的タンパク質との
間の任意の結合を検出する工程を含む方法を提供する。
【００２１】
　いくつかの実施形態では、工程（ｉｉ）は、標的タンパク質に結合したらβシート立体
構造を示すまたは立体構造変化を受けるペプチドプローブの蛍光標識によって生成される
任意のシグナルを検出することを含む。いくつかの実施形態では、工程（ｉｉ）は、複合
体中に存在する任意の検出可能な標識（例えば、蛍光標識）によって生成される任意のシ
グナルを検出することによって、ペプチドプローブおよび標的タンパク質を含む複合体を
検出することを含む。いくつかの実施形態では、複合体は不溶性複合体（例えば、アミロ
イドβ原線維）であり、かつ工程（ｉｉ）は、該不溶性複合体中に存在する任意の検出可
能な標識（例えば、蛍光標識）によって生成される任意のシグナルを検出することを含む
。いくつかの実施形態では、複合体は可溶性複合体（例えば、アミロイドβオリゴマー）
であり、かつ工程（ｉｉ）は、該可溶性複合体中に存在する任意の検出可能な標識（例え
ば、蛍光標識）によって生成される任意のシグナルを検出することを含む。いくつかの実
施形態では、前記方法は、工程（ｉｉ）の前に、遠心分離、サイズ排除クロマトグラフィ
ー、またはアフィニティークロマトグラフィーを含む処理によって試験混合物から複合体
を分離する工程をさらに含む。
【００２２】
　他の実施形態によれば、アミロイド形成疾患に関連する標的タンパク質を検出するため
の方法であって、ペプチドプローブは対象由来の生理学的サンプル中にあり、（Ａ）該サ
ンプルを、（ｉ）該標的タンパク質のβシート形成領域のアミノ酸配列からなる参照配列
のバリアントであるアミノ酸配列を含む１０～５０個のアミノ酸残基からなり、（ｉｉ）
ランダムコイル／αヘリックス立体構造およびβシート立体構造の両方をとることができ
、かつ（ｉｉｉ）標的タンパク質に結合したらより規則性の低い立体構造をとる、ペプチ
ドまたはペプチド模倣体であるペプチドプローブと接触させる工程；ならびに（Ｂ）該プ
ローブと該サンプル中に存在する任意の標的タンパク質との間の任意の会合を検出する工
程を含む方法を提供する。いくつかの実施形態では、ペプチドプローブを、Ｎ末端、Ｃ末
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端、両末端、または、該ペプチドが標的タンパク質に結合したら立体構造変化を受ける場
合にシグナルを生成する１つ以上の位置において、検出可能な標識で標識する。具体的な
実施形態では、ペプチドプローブをエキシマーペアで標識し、かつ工程（ｉｉ）は、任意
の増大した自己シグナルまたは減少したエキシマーシグナルを検出することを含む。他の
実施形態では、ペプチドプローブをＦＲＥＴペアで標識し、かつ工程（ｉｉ）は、任意の
増大した非ＦＲＥＴフルオロフォアシグナルまたは減少したＦＲＥＴシグナルを検出する
ことを含む。他の実施形態では、ペプチドプローブをフルオロフォア／クエンチャーペア
で標識し、かつ工程（ｉｉ）は、任意の増大したフルオロフォアシグナルを検出すること
を含む。
【００２３】
　他の実施形態では、対象においてアミロイド形成疾患に関連する標的タンパク質を検出
するためのインビボ方法であって、（Ａ）本明細書に記載される任意のペプチドプローブ
を該対象に投与する工程であって、該プローブは、該プローブが標的タンパク質に結合し
た場合にシグナルを生成する検出可能な標識で標識されている工程、および（Ｂ）該シグ
ナルを検出する工程を含むインビボ方法を提供する。いくつかの実施形態では、イメージ
ング技術、例えばポジトロン放出断層撮影法（ＰＥＴ）、単一光子放射コンピュータ断層
撮影法（ＳＰＥＣＴ）、磁気共鳴画像法（ＭＲＩ）、Ｘ線撮影法、断層撮影法、蛍光透視
法、核医学、光学的画像法、脳造影法、および超音波検査法などを用いて、シグナルを検
出する。
【００２４】
　他の実施形態では、アミロイド形成疾患に罹患しているかその発症リスクを有する対象
を処置する方法であって、本明細書に記載される任意のペプチドプローブを該対象に投与
する工程を含む方法を提供する。いくつかの実施形態では、プローブを、アミロイド形成
疾患に対する追加の治療剤に結合させる。
【００２５】
　本明細書に記載される任意の実施形態によれば、標的タンパク質は、膵島アミロイドポ
リペプチド前駆体タンパク質、アミロイドβタンパク質、Ａβペプチド、血清アミロイド
Ａ、インスリン、アミリン、非アミロイドβ成分、プリオン、ヘモグロビン、免疫グロブ
リンまたはそのフラグメント、β２－ミクログロブリン、α－シヌクレイン、ロドプシン
、α１－アンチキモトリプシン、クリスタリン、タウ、ｐ５３、プレセニリン、低密度リ
ポタンパク質受容体、アポリポタンパク質、スーパーオキシドジスムターゼ、ニューロフ
ィラメントタンパク質、トランスサイレチン、プロカルシトニンまたはカルシトニン、心
房性ナトリウム利尿因子、ゲルゾリン、嚢胞性線維症膜貫通調節因子、ハンチントン病タ
ンパク質、フィブリノゲンα鎖、フェニルアラニンヒドロキシラーゼ、コラーゲン、β－
ヘキソサミニダーゼ、およびシスタチンＣタンパク質からなる群より選択されてよい。具
体的な実施形態によれば、標的タンパク質はＡβタンパク質であってよい。
【図面の簡単な説明】
【００２６】
【図１Ａ】Ａβペプチドの領域に相当するペプチドのそれぞれの末端に結合させたピレン
の、該ピレン化ペプチドの溶媒環境に依存した、ピレン間距離の分布についてのインシリ
コ予測を図解している（左のパネル：水、右のパネル：４０％ＴＦＥ）。
【図１Ｂ】ペプチドがβシート立体構造である場合の、該ペプチドのＮ末端およびＣ末端
に結合させたピレン成分の密接な物理的近接性を図解している。
【図１Ｃ】ペプチドがランダムコイル／αヘリックス立体構造である場合の、該ペプチド
のＮ末端およびＣ末端に結合させたピレン成分間の距離を図解している。
【図２】本明細書に記載されるペプチド（配列番号：２～１３）の具体的な実施形態、な
らびに蛍光標識に結合させるためにＣ末端に付加されたリジンを含む「野生型」Ａβタン
パク質のアミノ酸１６－３５に基づく野生型参照配列（配列番号：１）と比較した、それ
らのアミノ酸の付加および／または置換を示す。
【図３】ペプチドプローブ（配列番号：１）を用いて不溶性Ａβ４２標的タンパク質線維
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を検出する、インビトロの遠心分離に基づく相互作用アッセイの結果を図解している。
【図４】図４Ａおよび図４Ｂは、標識ペプチドプローブ（配列番号：４）を用いて可溶性
Ａβ４２標的タンパク質オリゴマーを検出する、インビトロのサイズ排除クロマトグラフ
ィーに基づく相互作用アッセイを図解しており、該ペプチドプローブが該標的タンパク質
オリゴマー（ｏｌｉｇｏｌｍｅｒ）に結合することを意味する、蛍光標識ペプチドがオリ
ゴマーの存在下で回収されることを示している結果を図４Ｂに図解する。図１４に示され
ているように、配列番号：１の標識ペプチドプローブに関して、同様の結果が得られた。
【図５】図５Ａおよび図５Ｂは、標識ペプチドプローブ（配列番号：２）を用いてビオチ
ン標識可溶性Ａβ４２標的タンパク質オリゴマーを検出する、インビトロのアフィニティ
ークロマトグラフィーに基づく相互作用アッセイを図解しており、該ペプチドプローブが
該標的タンパク質オリゴマーに結合することを意味する、高分子量オリゴマーの存在下で
標識ペプチドプローブのみが捕捉物質中に検出されることを示している結果を図５Ｂに図
解する。図１５に示されているように、配列番号：１の標識ペプチドプローブに関して、
同様の結果が得られた。
【図６】図６Ａは、参照ペプチド（配列番号：１）と比較した、本明細書に記載されるペ
プチド（ペプチド２２；配列番号：２）の溶媒誘導による立体構造変化に伴う最大シグナ
ル獲得の測定を図解している。図６Ｂは、前記参照ペプチドのものと比較した、線維状ア
ミロイド標的タンパク質の存在下における前記ペプチドの立体構造変化に伴う最大シグナ
ル獲得の測定結果を報告している。
【図７】円偏光二色性分光偏光測定（ＣＤ）分析によって決定されるペプチド３８（配列
番号：３）の二次構造に対する、ｐＨおよび塩濃度の効果を図解している。
【図８】ＣＤ分析によって決定されるペプチド３８（配列番号：３）の二次構造に対する
、Ａβ４２オリゴマー（標的タンパク質）の相互作用の効果を図解している。
【図９】図９Ａおよび図９Ｂは、ペプチド４５（配列番号：４）のピレン蛍光特性に対す
る、Ａβ４２オリゴマー（標的タンパク質）の相互作用の効果を図解している。図９Ａは
、ペプチド－標的複合体の蛍光発光を示している。図９Ｂは、ペプチド単独の蛍光発光を
示している。
【図１０】異なる基質に結合すると生じる、本明細書に記載されるペプチドプローブの立
体構造変化を図解している。最上段パネル：それぞれの末端においてピレンで標識された
ペプチドプローブ（例えば、配列番号：１）は、４０％ＴＦＥ中でＡβ線維に結合したら
、増大したピレンエキシマーシグナルによって検出される、増加したβシート立体構造を
とる。下段パネルＡ：それぞれの末端においてピレンで標識されたペプチドプローブ（例
えば、ペプチド２２；配列番号：２）は、水中でＡβオリゴマーに結合したら、増大した
ピレンモノマー（「自己」）シグナルによって検出される、より規則性の低い（例えば、
減少したβシート）立体構造をとる。下段パネルＢ：それぞれの末端においてＦＲＥＴ標
識で標識されたペプチドプローブは、水中でＡβオリゴマーに結合したら、ＦＲＥＴシグ
ナルによって検出される、増加したβシート立体構造をとる。ペプチドプローブＡＤ２９
３（配列番号：５２）、ＡＤ２９２（配列番号：５３）、ＡＤ２９１（配列番号：５４）
、およびＡＤ２９０（配列番号：５５）は、このタイプの立体構造変化と一致した蛍光挙
動を示している。
【図１１】可溶性Ａβオリゴマーの非存在下（左）および存在下（右）での、それぞれの
末端においてピレンで標識されたペプチド２２（配列番号：２）に関する生の蛍光スペク
トルを図解している。ペプチド２２の蛍光は、オリゴマーの非存在下では長期間安定（モ
ノマーまたはエキシマーの蛍光に増大なし）であるが、可溶性Ａβオリゴマーとインキュ
ベートした場合には、ピレンモノマーシグナルの増大を示す。（実線＝時間０；破線＝３
時間；点線＝１８時間）。
【図１２】可溶性Ａβオリゴマーに対するペプチド２２（配列番号：２）の特異性を図解
している。最初の２つのパネルは、ペプチド２２を２つの異なる方法で調製された可溶性
Ａβオリゴマーとインキュベートした場合のピレンモノマーシグナルの用量依存的増大を
示している。次の２つのパネルは、ペプチド２２をＡβ４０モノマーおよびＡβ４２モノ
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マーとインキュベートした場合に蛍光に変化がないことを示している。次のパネルは、ペ
プチド２２をＡβ４０線維とインキュベートした場合に蛍光に変化がないことを示してお
り、そして次のパネルは、ペプチド２２をＡβ４２線維とインキュベートした場合のモノ
マー蛍光のいくらかの用量依存的増大を示している。最後の２つのパネルは、ペプチド２
２をコントロール溶液（ＢＳＡまたは脱水酵素）とインキュベートした場合に蛍光に変化
がないことを示している。データは、経時的なモノマー蛍光領域の自然対数（Ｌｎ）を示
している。（点線＝０．３ｕＭの基質；破線＝０．１ｕＭ；一点鎖線＝０．０３ｕＭ；実
線＝ｐ２２単独）
【図１３Ａ】可溶性Ａβ４２オリゴマーと相互作用すると生じる、ペプチド２２（配列番
号：２）の立体構造変化を図解している。図１３Ａは、エキシマーからモノマーの蛍光へ
シフトする、可溶性Ａβ４２オリゴマーと相互作用すると生じるペプチド２２の蛍光の変
化を示している。（実線－Ａβ４２オリゴマーなし；一点鎖線－３０ｎＮのＡβ４２オリ
ゴマー；大きな破線－１００ｎＮのＡβ４２オリゴマー；細かい点線－３００ｎＮのＡβ
４２オリゴマー）。
【図１３Ｂ】可溶性Ａβ４２オリゴマーと相互作用すると生じる、ペプチド２２（配列番
号：２）の立体構造変化を図解している。図１３Ｂは、ピレン蛍光の変化によって検出可
能である、Ａβ４２オリゴマーの存在下での立体構造変化を検出しない、ＣＤ分析によっ
て決定されるペプチド２２の二次構造を示している。（実線－ペプチド２２；一点鎖線－
Ａβ４２オリゴマー；大きな破線－個々のサンプルの結果の算術的合計；細かい点線－ペ
プチド２２とＡβ４２オリゴマーの混合物）。
【図１４】図１４Ａおよび図１４Ｂは、標識ペプチドプローブ（配列番号：１）を用いて
可溶性Ａβ４２標的タンパク質オリゴマーを検出する、インビトロのサイズ排除クロマト
グラフィーに基づく相互作用アッセイを図解しており、該ペプチドプローブが該標的タン
パク質オリゴマーに結合することを意味する、蛍光標識ペプチドがオリゴマーの存在下で
回収されることを示している結果を図１４Ｂに図解する。
【図１５】図１５Ａおよび図１５Ｂは、標識ペプチドプローブ（配列番号：１）を用いて
ビオチン標識可溶性Ａβ４２標的タンパク質オリゴマーを検出する、インビトロのアフィ
ニティークロマトグラフィーに基づく相互作用アッセイを図解しており、該ペプチドプロ
ーブが該標的タンパク質オリゴマーに結合することを意味する、高分子量オリゴマーの存
在下で標識ペプチドプローブのみが捕捉物質中に検出されることを示している結果を図１
５Ｂに図解する。
【発明を実施するための形態】
【００２７】
詳細な説明
１．定義
　本明細書において使用するとき、単数形「ａ」、「ａｎ」および「ｔｈｅ」は、単数形
のみを表すことが明確に記述されていない限り、単数形および複数形の両方を表す。
【００２８】
　「約」という用語、および範囲の使用は、一般に、約という用語によって条件を付され
るかどうかにかかわらず、包含される数が本明細書に示される正確な数に限定されないこ
とを意味し、かつ本発明の範囲から逸脱するものではないが、引用された範囲内に実質的
にあることを表すことを意図する。本明細書において使用するとき、「約」は、当業者に
よって理解され、かつそれが用いられる文脈上である程度変化する。それが用いられる文
脈を仮定して、当業者にとって明確でない用語の使用が存在する場合、「約」は、特定の
用語の最大でプラスマイナス１０％まで意味する。
【００２９】
　本明細書において使用するとき、「対象」とは、ヒトおよび家畜、例えばネコ、イヌ、
ブタ、ウシ、ヒツジ、ヤギ、ウマ、ウサギ等を含む、検出または治療的処置を必要として
いる任意の動物を表す。「対象」には、マウスおよび他の小型哺乳類を含む、研究の場で
用いられる動物も含まれる。典型的な対象は、病状、疾患、もしくは障害のリスクを有す
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る可能性があるか、そのような病状に罹患していることが疑わしい可能性があるか、ある
いは、特定の病状、例えば標的タンパク質に関連する病状、疾患、または障害などに関す
るリスクまたは状態を判定することを望んでいる可能性がある。本明細書において使用す
るとき、「治療的」処置には、既存の病状を処置するための、対象が発症するリスクがあ
る病状を予防するための、または健康維持のための治療剤の投与が含まれる。
【００３０】
　本明細書において使用するとき、「立体構造」とは、タンパク質またはペプチドの特定
の二次構造、例えばαヘリックス、ランダムコイル、またはβシート二次構造を表す。「
立体構造変化」とは、一方の立体構造からもう一方への変化である。
【００３１】
　「プリオン」とは、プリオンに基づく疾患に関連するタンパク質を表す。「ＰｒＰタン
パク質」、「ＰｒＰ」等は、本明細書において代替可能に用いられ、ヒトおよび動物にお
いて疾患（例えば、海綿状脳症）を引き起こすことが知られている感染性粒子形態（「Ｐ
ｒＰＳｃ」）、ならびに適切な条件下で感染性ＰｒＰＳｃ形態に変換する非感染性形態（
「ＰｒＰＣ」）の両方を意味する。プリオン粒子は、排他的でない場合、ＰｒＰ遺伝子に
よってコードされるＰｒＰＳｃ分子から大部分は構成されている。本明細書において使用
するとき、「プリオン」には、用いられる任意の動物において、特にヒトおよび家畜にお
いて、これらの疾患または他のもののすべてまたはいずれかを引き起こす、すべての形態
のプリオンが含まれる。
【００３２】
　本明細書において記載するとき、「アミロイド形成疾患」とは、体内にアミロイドプラ
ークまたはアミロイド沈着物が形成される疾患である。アミロイドの形成は、多くの障害
、例えば糖尿病、ＡＤ、スクレイピー、ＢＳＥ、ＣＪＤ、慢性消耗病（ＣＷＤ）、関連伝
達性海綿状脳症（ＴＳＥ）、および本明細書に開示される他の疾患において見られる。し
かしながら、本発明は、アミロイド形成疾患に限定されるものではなく、タンパク質の特
定の立体構造または凝集状態に関連する任意の疾患または病状の診断および処置に有用で
ある。
【００３３】
　「Ａβタンパク質」という用語は、Ａβ４０およびＡβ４２を含む、すべての形態のＡ
βタンパク質を表すために本明細書において用いられる。「Ａβ」タンパク質には、凝集
体を形成する傾向の増大を示すことが知られている天然に存在する変異体を含む、すべて
の天然に存在する変異体も含まれる。そのような変異体は、参照することによりその全体
として本明細書に組み入れられている、例えばＭｕｒａｋａｍｉら，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈ
ｅｍ．４６：４６１７９－４６１８７，２００３に開示されているものなど、当該技術分
野において公知である。
【００３４】
　「標的タンパク質」は、例えば立体構造変化し得るタンパク質など、本発明による標的
化、同定の検出に適した任意のタンパク質を表すために本明細書において用いられる。標
的タンパク質は、本明細書に記載されるβシート立体構造を特徴とする疾患状態に関連し
得る。標的タンパク質は、天然に存在するタンパク質であってよい。
【００３５】
　「天然型」または「天然に存在する」タンパク質とは、天然に存在する供給源から回収
されるタンパク質を表す。天然型タンパク質は、アセチル化、カルボキシル化、グリコシ
ル化、リン酸化、脂質化、アシル化、および切断を含むがこれらに限定されない、翻訳後
修飾を含む。「タンパク質」、「ペプチド」、および「ポリペプチド」は、代替可能に用
いられる。
【００３６】
　「ペプチド模倣体（ｐｅｐｔｉｄｅ　ｍｉｍｉｃ）」とは、ペプチド模倣物（ｐｅｐｔ
ｉｄｏｍｉｍｉｃ）またはペプチド模倣薬（ｐｅｐｔｉｄｏｍｉｍｅｔｉｃ）とも呼ばれ
、ペプチドの特性を模倣する任意の分子を表す。ペプチド模倣体には、特定のペプチドの
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折り畳みおよび／または二次構造を模倣するポリマー分子、ならびにペプチドの生物学的
または化学的特性を模倣するものが含まれる。ペプチド模倣体は、アミノ酸骨格を有して
いてよく、かつ天然でない化学物質（ｅｈｅｍｉｃａｌ）またはアミノ酸置換を含有して
いてよい。あるいは、ペプチド模倣体は、種々の化学的骨格、例えば３－ペプチド、アン
トラニルアミドオリゴマー、オリゴ（ｍ－フェニレンエチニレン）、オリゴウレア（ｏｌ
ｉｇｏｕｒｅａ）、オリゴピノリノン（ｏｌｉｇｏｐｙｎｏｌｉｎｏｎｅ）、アザチド（
ａｚａｔｉｄｅ）、およびＮ－置換グリシンオリゴマーなどを有していてよい。ペプチド
模倣体は、プロテアーゼに対する耐性などの種々の化学的特性を有していてよいが、一方
で、ペプチドの折り畳みおよびペプチド－ペプチド相互作用（例えば、水素結合を介した
相互作用、等々を含む）などのペプチド特性を保持する。任意の適切なペプチド模倣体を
本発明において用いることができ、かつそれにはそれぞれが参照することによりそれらの
全体として本明細書によって組み入れられている、Ｃｈｏｎｇｓｉｒｉｗａｔａｎａ，Ｎ
．Ｐ．ら，Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　２００８，１０５，（８）
，２７９４－９；Ｋｉｒｓｈｅｎｂａｕｍ，Ｋ．ら，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　
ｉｎ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　１９９９，９，（４），５３０－５３５
；Ｌｅｅ，Ｂ．ｃ．ら，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｃｈｅｍｉ
ｃａｌ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　２００５，１２７，（３１），１０９９９－１１００９に記載
されているように設計および／または構築されたものが含まれてよい。
【００３７】
　２種のポリペプチド間の「類似性」は、一方のポリペプチドのアミノ酸配列を第二のポ
リペプチドの配列と比較することによって決定される。一方のポリペプチドのアミノ酸は
、それが同一または保存的アミノ酸置換である場合、第二のポリペプチドの対応するアミ
ノ酸に類似している。保存的置換には、Ｄａｙｈｏｆｆ，Ｍ．Ｏ．編，Ｔｈｅ　Ａｔｌａ
ｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　５，Ｎａ
ｔｉｏｎａｌ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ，Ｗａ
ｓｈｉｎｇｔｏｎ，Ｄ．Ｃ．（１９７８），およびＡｒｇｏｓ，Ｐ．（１９８９）ＥＭＢ
Ｏ　Ｊ．８：７７９－７８５に記載されているものが含まれる。例えば、以下の群：
－Ａｌａ，Ｐｒｏ，Ｇｌｙ，Ｇｌｎ，Ａｓｎ，Ｓｅｒ，Ｔｈｒ：
－Ｃｙｓ，Ｓｅｒ，Ｔｙｒ，Ｔｈｒ；
－Ｖａｌ，Ｉｌｅ，Ｌｅｕ，Ｍｅｔ，Ａｌａ，Ｐｈｅ；
－Ｌｙｓ，Ａｒｇ，Ｈｉｓ；
－Ｐｈｅ，Ｔｙｒ，Ｔｒｐ，Ｈｉｓ；および
－Ａｓｐ，Ｇｌｕ
のうちの１群に属するアミノ酸は、保存的変化または置換を示す。
【００３８】
　「相同性」、「のホモログ」、「相同な」、「同一性」、または「類似性」とは、２つ
のペプチド間の配列類似性を表し、同一性はより厳密な比較である。比較のために整列さ
せ得るそれぞれの配列における位置を比較することによって、相同性および同一性を決定
することができる。比較配列における位置が同じアミノ酸によって占められている場合、
そのとき分子はその位置において同一である。アミノ酸配列の同一性の程度は、該アミノ
酸配列によって共有される位置における同一アミノ酸の数の関数である。アミノ酸配列の
相同性または類似性の程度は、該アミノ酸によって共有される位置における、すなわち構
造的に関連したアミノ酸の数の関数である。「関連しない」または「相同でない」配列は
、本明細書に記載される配列の１つと１０％以下の同一性を共有する。関連配列は、１０
％を上回る配列同一性、例えば少なくとも約１５％の配列同一性、少なくとも約２０％の
配列同一性、少なくとも約３０％の配列同一性、少なくとも約４０％の配列同一性、少な
くとも約５０％の配列同一性、少なくとも約６０％の配列同一性、少なくとも約７０％の
配列同一性、少なくとも約８０％の配列同一性、少なくとも約９０％の配列同一性、少な
くとも約９５％の配列同一性、または少なくとも約９９％の配列同一性を共有する。
【００３９】
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　「同一性パーセント」という用語は、２つのアミノ酸配列間の配列同一性を表す。比較
のために整列させたそれぞれの配列における位置を比較することによって、同一性を決定
することができる。１組の比較配列における等価位置が、同じ位置でのもう一方における
同じアミノ酸によって占められている場合、そのとき分子はその位置において同一であり
；等価部位が同じまたは類似アミノ酸残基（例えば、ステアリン（ｓｔｅａｒｉｃ）およ
び／または電子的性質が類似した）によって占められている場合、そのとき分子をその位
置において相同である（類似している）と呼ぶことができる。相同性、類似性、または同
一性のパーセンテージとしての表現は、比較配列によって共有される位置における同一ま
たは類似アミノ酸の数の関数を表す。ＦＡＳＴＡ、ＢＬＡＳＴ、またはＥＮＴＲＥＺを含
む、種々のアラインメントアルゴリズムおよび／またはプログラムを用いることができる
。ＦＡＳＴＡおよびＢＬＡＳＴは、ＧＣＧ配列分析パッケージ（ウィスコンシン大学，マ
ディソン，ウィスコンシン州）の一部として入手可能であり、例えばデフォルト設定で使
用することができる。ＥＮＴＲＥＺは、国立医学図書館の国立生物工学情報センター（Ｎ
ａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａ
ｔｉｏｎ）（ＮＩＨ，ベセスダ，メリーランド州）を介して入手可能である。一実施形態
では、例えばそれぞれのアミノ酸のギャップに、それが該２つの配列間のただ１つのアミ
ノ酸ミスマッチであるかのように負荷をかける、ギャップウェイト１を用いたＧＣＧプロ
グラムによって、２つの配列の同一性パーセントを決定することができる。配列同一性を
決定するための他の技術は、当該技術分野において周知であり、かつ記載されている。
【００４０】
２．標的タンパク質および疾患
　特定の立体構造または自己凝集状態をとる場合に、ヒトまたは動物の疾患に関連するタ
ンパク質は、当該技術分野において公知である。そのような疾患の例には、アルツハイマ
ー病（ＡＤ）、脳アミロイドアンギオパチー（ＣＡＡ）、および脳血管疾患（ＣＶＤ）を
含むアミロイド形成疾患が含まれる。本明細書において使用するとき、「アミロイド形成
疾患」とは、体内にアミロイドプラークまたはアミロイド沈着物が形成される疾患である
。アミロイドの形成は、多くの障害、例えば糖尿病、ＡＤ、スクレイピー、牛海綿状脳症
（ＢＳＥ）、クロイツフェルト・ヤコブ病（ＣＪＤ）、慢性消耗病（ＣＷＤ）、関連伝達
性海綿状脳症（ＴＳＥ）などにおいて見られる。
【００４１】
　様々な疾患が、特定の構造形態をとるタンパク質（例えば、「ミスフォールドタンパク
質」または自己凝集タンパク質）に関連しているが、異なる構造形態をとる該タンパク質
（例えば、「正常タンパク質」）は無害である。したがって、これらの病状に関して、β
シート立体構造は、疾患の検出のための標的構造状態であり得、一方で、αヘリックスお
よび／またはランダムコイル立体構造は、疾患がないことを確認するためのまたは疾患の
進行状態がないことを同定するための標的構造状態であり得る。多くの場合、正常タンパ
ク質は可溶性であり、一方で、ミスフォールドタンパク質は不溶性凝集体を形成する。
【００４２】
　下記は、特定のタンパク質構造状態に関連する疾患の限定されない一覧であり、その後
に関与するタンパク質が挿入されて続く；アルツハイマー病（ＡＰＰ、Ａβペプチド、α
１－アンチキモトリプシン、タウ、非Ａβ成分、プレセニリン１、プレセニリン２、アポ
Ｅ）；プリオン病、ＣＪＤ、スクレイピー、およびＢＳＥ（ＰｒＰＳｃ）；ＡＬＳ（ＳＯ
Ｄおよびニューロフィラメント）；ピック病（ピック小体）；パーキンソン病（レビー小
体中のα－シヌクレイン）；前頭側頭認知症（原線維中のタウ）；ＩＩ型糖尿病（アミリ
ン）；多発性骨髄腫－形質細胞疾患（ＩｇＧのＬ鎖）；家族性アミロイド多発ニューロパ
チー（トランスサイレチン）；甲状腺髄様癌（プロカルシトニン）；慢性腎不全（β２－
ミクログロブリン）；鬱血性心不全（心房性ナトリウム利尿因子）；老人性心アミロイド
ーシスおよび全身性アミロイドーシス（トランスサイレチン）；慢性炎症（血清アミロイ
ドＡ）；アテローム性動脈硬化症（アポＡ１）；家族性アミロイドーシス（ゲルゾリン）
；ならびにハンチントン病（ハンチンチン）。また、伝達性海綿状脳症（ＴＳＥ）、脳ア
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ミロイドアンギオパチー（ＣＡＡ）、および脳血管疾患（ＣＶＤ）におけるプリオン；な
らびに筋委縮性側索硬化症におけるスーパーオキシドジスムターゼ。例えば、Ｇｌｅｎｎ
ｅｒら，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｌ．Ｓｃｉ．９４：１－２８，１９８９；Ｈａａｎら，Ｃｌｉｎ
．Ｎｅｕｒｏｌ．Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇ．９２（４）：３０５－３１０，１９９０を参照さ
れたい。
【００４３】
　しばしば、これらの不溶性タンパク質は、βプリーツシート立体構造という共通の特徴
を有する分岐していない原線維から構成される凝集体を形成する。ＣＮＳにおいて、アミ
ロイドは、脳血管および髄膜血管（脳血管沈着物）に、ならびに脳実質（プラーク）に存
在し得る。ヒトおよび動物モデルにおける神経病理学的研究により、アミロイド沈着物の
近位にある細胞は、その正常な機能を阻害されることが示されている。例えば、Ｍａｎｄ
ｙｂｕｒ，Ａｃｔａ　Ｎｅｕｒｏｐａｔｈｏｌ．７８：３２９－３３１，１９８９；Ｋａ
ｗａｉら，Ｂｒａｉｎ　Ｒｅｓ．６２３：１４２－１４６，１９９３；Ｍａｒｔｉｎら，
Ａｍ．Ｊ．Ｐａｔｈｏｌ．１４５：１３４８－１３８１，１９９４；Ｋａｌａｒｉａら，
Ｎｅｕｒｏｒｅｐｏｒｔ　６：４７７－８０，１９９５；Ｍａｓｌｉａｈら，Ｊ．Ｎｅｕ
ｒｏｓｃｉ．１６：５７９５－５８１１，１９９６を参照されたい。他の研究により、ア
ミロイド原線維は神経変性を実際に引き起こし得ることがさらに示されている。例えば、
Ｌｅｎｄｏｎら，Ｊ．Ａｍ．Ｍｅｄ．Ａｓｓｏｃ．２７７：８２５－８３１，１９９７；
Ｙａｎｋｎｅｒ，Ｎａｔ．Ｍｅｄ．２：８５０－８５２，１９９６；Ｓｅｌｋｏｅ，Ｊ．
Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７１：１８２９５－１８２９８，１９９６；Ｈａｒｄｙ，Ｔｒｅ
ｎｄｓ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．２０：１５４－１５９，１９９７を参照されたい。
【００４４】
　タンパク質の誤った折り畳みをもたらす根本的な分子メカニズムは十分に理解されてい
ないが、前述のすべての神経障害に共通の特徴は、集合してβシート構造を形成する原線
維の形成である。原線維形成およびそれに続く、プラーク沈着物を伴うβシート二次構造
の形成は、核形成段階を伴う複雑なメカニズムを介して起こり、ここで、タンパク質のモ
ノマーが会合して原線維を形成し、その後にそれぞれの末端での原線維の伸長が続く。し
たがって、原線維形成を阻害し得るペプチド、タンパク質、または抗体プローブは、疾患
の進行を阻止し、ゆえに治療上重要であろう。さらに、病的タンパク質の特定の自己会合
状態と会合し得る薬剤は、ミスフォールドタンパク質の特定の形態を検出および定量化す
るための有用な診断ツールであり、ならびに疾患の進行についての洞察を提供する。した
がって、自己凝集の特定状態にある特定のタンパク質と会合し得る選択性の高いペプチド
薬剤は、検出用薬剤として、ならびに治療的用途のためのどちらでも有用である。
【００４５】
　本発明は、疾患に関連するミスフォールド標的タンパク質を検出するためのペプチドプ
ローブおよび方法を提供する。そのようなミスフォールドタンパク質は、βシート二次構
造または立体構造を示しおよび増加させ得、かつ不溶性の凝集体、原線維、またはそのよ
うな疾患の特徴であるプラークなど沈着物を形成し得る。
【００４６】
（ｉ）アミロイド形成疾患
　アミロイドβタンパク質（Ａβ）は、アミロイド形成疾患、例えばアルツハイマー病（
ＡＤ）、脳アミロイドアンギオパチー（ＣＡＡ）、および脳血管疾患（ＣＶＤ）などにお
ける主要な原因物質である。可溶性Ａβは、健常な個体の血漿中および脳脊髄液中に見ら
れ、疾患は、罹患個体に見られるプラークまたは凝集体を形成する不溶性原線維と相関す
ると考えられる。
【００４７】
　Ａβは、アミロイドβ前駆体タンパク質（ＡＰＰ）をいくつかの部位のいずれかで切断
することによって生成され、いくつかの形態のＡβが生じる。アミロイドプラークに見ら
れる２種の豊富な形態は、ＡＰＰのカルボキシ末端の代替的切断によって産生される、Ａ
β１－４０（Ａβ４０とも呼ばれる）およびＡβ１－４２（Ａβ４２とも呼ばれる）であ
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る。例えば、Ｓｅｌｋｏｅら，ＰＮＡＳ　ＵＳＡ　８５：７３４１－７３４５，１９８８
；Ｓｅｌｋｏｅ，Ｔｒｅｎｄｓ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．１６：４０３－４０９，１９９３を
参照されたい。Ａβ４０およびＡβ４２は同一のアミノ酸配列を有し、Ａβ４２は２個の
さらなる残基（ＩｌｅとＡｌａ）およびそのＣ末端を有する。Ａβ４０はより豊富である
が、Ａβ４２はより原線維形成性であり、かつＡＤおよびＣＡＡの両方のアミロイド沈着
物において２つのうちの主要な成分である。例えば、Ｗｕｒｔｈら，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏ
ｌ．３１９：１２７９－９０（２００２）を参照されたい。前述のように、天然に存在す
るＡβタンパク質のすべての変異体は、本発明との関連で、標的タンパク質であり得、ま
たは参照配列の基礎としての役割を果たし得る。
【００４８】
　高い血漿Ａβ４２レベルは、ＡＤに関連しており、かつＡＤに関する高いリスクにも関
連している。また、Ａβ４２／Ａβ４０レベルの比率の大きさは、ＡＤ、ＣＡＡ、および
老年期うつ病（ＬＬＭＤ）など他の病状にとって臨床上重要である。例えば、Ｐｏｍａｒ
ａら，Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ．Ｒｅｓ．（２００６）を参照されたい。血漿中のＡβ４２お
よびＡβ４０レベルは、典型的にモノクローナル抗体を用いて測定される。前述のＡＤ症
例におけるアミロイド沈着物に加えて、ほとんどのＡＤ症例は、血管壁におけるアミロイ
ド沈着も伴う。例えば、Ｖｉｎｔｅｒｓ　Ｈ．Ｖ．，Ｓｔｒｏｋｅ　Ｍａｒ－Ａｐｒ；１
８（２）：３１１－３２４，１９８７；Ｉｔｏｈ　Ｙ．ら，Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．Ｌｅｔｔ
．１５５（２）：１４４－１４７，Ｊｕｎ．１１，１９９３を参照されたい。
【００４９】
（ｉｉ）プリオン病および伝達性海綿状脳症
　プリオンは、ヒトおよび動物において中枢神経系の海綿状脳症を引き起こす感染性病原
体である。潜在的なプリオン前駆体は、ＰｒＰ２７－３０と呼ばれるタンパク質であり、
感染脳内でプラークとして見られる棒状フィラメントに重合する（凝集する）２８キロダ
ルトンの疎水性糖タンパク質である。正常型プリオンタンパク質（ＰｒＰＣ）は、大部分
はαヘリックスおよびコイルドループ構造を有する細胞表面メタロ－糖タンパク質である
。異常型（ＰｒＰＳｃ）は、プロテアーゼに耐性のある配座異性体であり、主にβシート
を含有する二次構造を有する。二次構造におけるこの立体構造変化が、プリオン病の過程
における凝集および最終的な神経毒性のあるプラーク沈着につながると考えられている。
【００５０】
　伝達性海綿状脳症または「ＴＳＥ］としても知られるプリオン関連疾患には、ヒツジお
よびヤギのスクレイピー、シカおよびエルクの慢性消耗病、ならびにウシの牛海綿状脳症
（ＢＳＥ）が含まれる。例えば、ＷｉｌｅｓｍｉｔｈおよびＷｅｌｌｓ，Ｍｉｃｒｏｂｉ
ｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１７２：２１－３８，１９９１を参照されたい。４つのヒトのプ
リオン病：（１）クールー、（２）クロイツフェルト・ヤコブ病（ＣＪＤ）、（３）ゲル
ストマン・ストロイスラー・シャインカー病（ＧＳＳ）、および（４）致死性家族性不眠
症（ＦＦＩ）が同定されている。例えば、Ｇａｊｄｕｓｅｋ，Ｄ．Ｃ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ
　１９７：９４３－９６９，１９７７；Ｍｅｄｏｒｉら，Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．３
２６：４４４－４４９，１９９２を参照されたい。ＴＳＥは、致死性の神経変性疾患であ
る。これらの疾患は、宿主によってコードされるプロテアーゼ感受性の正常型プリオンタ
ンパク質（ＰｒＰ－ｓｅｎ）のプロテイナーゼＫ耐性の異常型アイソフォーム（ＰｒＰ－
ｒｅｓ）の形成および脳内での蓄積を特徴とする。ＰｒＰ－ｒｅｓは、ＰｒＰ－ｓｅｎを
より高いβシート含有量を有するＰｒＰ－ｒｅｓ分子凝集体へ変換させる立体構造変化を
伴う翻訳後修飾過程によって、ＰｒＰ－ｓｅｎから形成される。これらのＰｒＰ－ｒｅｓ
高分子凝集体の形成は、ＰｒＰ－ｒｅｓのアミロイド沈着物が脳内で形成されている、最
終的に「海綿状」（空洞だらけ）になる、ＴＳＥ媒介性脳病変に密接に関連している。
【００５１】
　細胞タンパク質ＰｒＰ－ｓｅｎは、ヒトにおいて第２０染色体上に位置する遺伝子によ
ってコードされるシアロ糖タンパク質である。ＰｒＰ遺伝子は、神経組織および神経以外
の組織の両方で発現しており、その最高濃度のｍＲＮＡはニューロンで見られる。Ｐｒｐ
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遺伝子の配列は、参照することにより本明細書に組み入れられている、米国特許第５，５
６５，１８６号に開示されている。
【００５２】
３．立体構造的に動的なペプチド
　本明細書において、例えば、疾患に関連し得るミスフォールドタンパク質またはβシー
ト二次構造を有するタンパク質を含む特定の立体構造を有する標的タンパク質を検出する
のに有用な、立体構造的に動的なペプチドを記載する。前記ペプチドは、そのような標的
タンパク質に関連する疾患またはそのリスクを診断する方法、およびそのような標的タン
パク質に関連する疾患を処置する方法においても有用である。
【００５３】
　前記ペプチドは、アミロイド形成疾患に関連するβシート立体構造を示し得るまたは示
す標的タンパク質に対するプローブとして有用である。前記ペプチドは、ランダムコイル
／αヘリックス立体構造およびβシート立体構造のどちらもとり得る。いくつかの実施形
態では、ペプチドは、βシート立体構造を示す標的タンパク質に結合したらβシート立体
構造をとる。他の実施形態では、ペプチドは、βシート立体構造を示す標的タンパク質に
結合したらより規則性の低い（例えば、減少したβシート）立体構造をとる。
【００５４】
　Ａβタンパク質配列（配列番号：１）のアミノ酸残基１６－３５を含むペプチドプロー
ブは、以前に記載されている。そのようなプローブは、分子内βシート形成およびタンパ
ク質凝集の両方に関与する疎水性コアを含有する。この「野生型」ペプチドは、有機溶媒
中での線維に基づくアッセイにおいては予想どおりに機能を果たすが（例えば、それは、
基質の非存在下において４０％ＴＦＥ中でαヘリックス構造を有し、Ａβ原線維基質を導
入するとβシート構造への移行を受ける）、他の特性のために、それはインビトロアッセ
イにおける使用にとっての理想に満たないものとなっている。例えば、それは水溶液中で
低い溶解度を有し、かつそのβシート構造は、熱力学的に強く、立体構造変化に耐性があ
る。したがって、インビトロアッセイおよびインビボ用途における性能を向上させるよう
に、より望ましい特性を備えたペプチドプローブが設計されている。
【００５５】
　本明細書においてより詳細に記載するように、いくつかの実施形態では、ペプチドプロ
ーブは、（Ａ）該バリアント配列のランダムコイル／αヘリックス立体構造が、該参照ア
ミノ酸配列からなるプローブよりも酸化環境においてより安定であるような、かつ／ある
いは（Ｂ）ランダムコイル／αヘリックス立体構造における該バリアント配列のＮ末端と
Ｃ末端の間の距離が、βシート立体構造における該バリアント配列のＮ末端とＣ末端の間
の距離とは異なるような、かつ／あるいは（Ｃ）該バリアント配列が、βシート立体構造
を示す標的タンパク質に結合したら、該参照配列よりもより効率的にβシート立体構造を
とるような、参照配列に対する１個以上のアミノ酸の付加、置換、または欠失を含む、バ
リアント配列を有する。
【００５６】
　付加的または代替的に（特に、上記の実施形態（Ｃ）に関して）、ペプチドプローブは
、（Ｄ）該バリアント配列が、βシート立体構造を示す標的タンパク質に結合したらより
規則性の低いまたは減少したβシート立体構造をとるような、参照配列に対する１個以上
のアミノ酸の付加、置換、または欠失を含む、バリアント配列を有していてよい。いくつ
かのより特定の実施形態では、（Ｅ）バリアント配列のβシート構造は、参照配列からな
るプローブのものよりも熱力学的に弱い。
【００５７】
　付加的または代替的に、ペプチドプローブは、（Ｆ）該バリアント配列が、該参照配列
からなるプローブよりも増大した安定性および／または減少した反応性を有するような、
（Ｇ）該バリアント配列が、該参照配列からなるプローブよりも増大した親水性および／
または水溶液中での溶解度を有するような、かつ／あるいは（Ｈ）該バリアント配列が、
該参照配列からなるプローブよりもさらなるＡβ結合モチーフを有するような、参照配列
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に対する１個以上のアミノ酸の付加、置換、または欠失を含む、バリアント配列を有する
。
【００５８】
　付加的または代替的に、該バリアント配列は、（Ｉ）該バリアント配列が、増大した凝
集体形成能を有するような、参照配列に対する１個以上のアミノ酸の付加、置換、または
欠失を含む。より特定の態様では、バリアント配列は、天然に存在する変異体の切断型を
含んでいてよい。
【００５９】
　前記ペプチドを使用およびスクリーニングするための方法およびキットも記載する。
【００６０】
　いくつかの実施形態によれば、ペプチドは、立体構造依存的様式で標的タンパク質に結
合し、かつ例えばβシート立体構造を示す標的タンパク質に結合したら、主にランダムコ
イル（構造化されていない）またはαヘリックス立体構造からβシートリッチな立体構造
への構造変換を受ける。これらの実施形態では、ペプチドは、一般に、より規則性の低い
立体構造からより規則性の高い立体構造へ変化する。これらのペプチドにレポーター成分
を結合させることによって、立体構造変換をモニタリングするための単純なメカニズム（
例えば、蛍光標識ペプチドを用いた蛍光スペクトルの変化を介して）を提供することがで
きる。
【００６１】
　他の実施形態によれば、ペプチドは、立体構造依存的様式で標的タンパク質に結合し、
かつβシート立体構造を示す標的タンパク質に結合したら、主にβシートリッチな立体構
造からより規則性の低いまたは減少したβシート立体構造への、あるいは増加したランダ
ムコイル（構造化されていない）またはαヘリックス立体構造への構造変換を受ける。こ
れらの実施形態では、ペプチドは、一般に、より規則性の高い立体構造からより規則性の
低い立体構造へ変化する。これらのペプチドにレポーター成分を結合させることによって
、立体構造変換をモニタリングするための単純なメカニズム（例えば、蛍光標識ペプチド
を用いた蛍光スペクトルの変化を介して）を提供することができる。
【００６２】
　いくつかの実施形態によれば、ペプチドを、種々のアッセイ条件（例えば、水性対有機
溶媒中、種々のｐＨおよび／または塩条件下、等々における使用のための）におけるその
性能を向上させるように設計する（例えば、特定のアミノ酸の欠失、置換、または付加の
選択によって）。
【００６３】
　本発明の特定の実施形態を記載および開示する前に、本明細書に記載される特定の材料
、方法、および組成物は、例としてのみ提示されるものであって、本発明の範囲を限定す
るものではないことが理解されるべきである。本明細書に用いられる技術的および科学的
用語は、別様に定義されていない限り、本発明が関連する技術分野における当業者によっ
て一般に理解される意味を有する。参照がなされている公知の方法論を記述している刊行
物および他の資料は、まるで完全に記述しているかのように、参照することによりそれら
の全体として本明細書に組み入れられている。
【００６４】
　本明細書に記載されるペプチドを、直結合成または組換えなどの任意の方法によって作
製することができる。組換えＤＮＡ技術の一般原理を記述している標準的な参照文献には
、Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｊ．ら，（１９８９）Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，第２編，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｐｌａｎｖｉｅｗ，Ｎ．Ｙ．；ＭｃＰｈｅｒｓｏ
ｎ，Ｍ．Ｊ．編（１９９１）Ｄｉｒｅｃｔｅｄ　Ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ：Ａ　Ｐｒａｃ
ｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ，Ｏｘｆｏｒｄ；Ｊｏｎｅｓ，Ｊ．
（１９９２）Ａｍｉｎｏ　Ａｃｉｄ　ａｎｄ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，Ｏ
ｘｆｏｒｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｏｘｆｏｒｄ；Ａｕｓｔｅｎ
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，Ｂ．Ｍ．およびＷｅｓｔｗｏｏｄ，Ｏ．Ｍ．Ｒ．（１９９１）Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｔａｒ
ｇｅｔｉｎｇ　ａｎｄ　Ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ，ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ，Ｏｘｆｏｒｄが含ま
れる。
【００６５】
　当業者に公知の任意の適切な材料および／または方法を、本発明を実施するのに利用す
ることができる。しかしながら、例示的な材料および方法を記載する。以下の記載および
実施例において参照がなされている材料、試薬等は、別様に言及されていない限り、商業
的供給源から入手可能である。
【００６６】
　前述のように、本明細書に記載される立体構造的に動的なペプチドは、例えば、疾患に
関連し得るミスフォールドタンパク質またはβシート二次構造を有するタンパク質を含む
、特定の立体構造を有する標的タンパク質を検出するのに有用である。例えば、前記ペプ
チドは、アミロイド形成疾患に関連するβシート立体構造を示し得るまたは示す標的タン
パク質に対するプローブとして有用である。前記ペプチドは、診断的および治療的手法に
おいて、ならびに薬剤候補をスクリーニングする方法においても有用であり得る。便宜上
、他の状況におけるその有用性を損なうことなく、本明細書では前記ペプチドを「プロー
ブ」と呼ぶ。
【００６７】
　いくつかの実施形態では、ペプチドプローブは、参照配列のバリアントであるアミノ酸
配列を含むものであって、該参照配列は、例えばαヘリックス／ランダムコイル立体構造
からβシート立体構造へのシフトなど、立体構造シフトを受ける標的タンパク質のアミノ
酸配列からなる。本明細書では、そのような領域を、標的タンパク質の「βシート形成領
域」と呼ぶ。例えば、Ａβタンパク質のアミノ酸１６－３５は、βシート形成領域を含む
ことが知られている。したがって、参照配列は、Ａβタンパク質のアミノ酸１６－３５ま
たは１７－３５を含んでいてよい。したがって、ペプチドのアミノ酸配列を、既存の配列
および立体構造情報に基づいて標的タンパク質から設計してよく、あるいは実験的に容易
に決定してもよい。いくつかの実施形態では、参照配列は、標的タンパク質の天然に存在
する変異体、例えばβシート立体構造をとるかつ／あるいは凝集体を形成する傾向の増大
を示すことが知られている変異体のβシート形成領域のアミノ酸配列からなる。Ａβ変異
体の例は、Ｍｕｒａｋａｍｉ（前記参照）に記載されており、置換Ａ２１Ｇ、Ｅ２２Ｇ、
Ｅ２２Ｑ、Ｅ２２Ｋ、およびＤ２３Ｎを含む。
【００６８】
　参照配列は、標的タンパク質の最小数量の隣接アミノ酸、例えば標的タンパク質配列の
少なくとも約５個、少なくとも約６個、少なくとも約７個、少なくとも約８個、少なくと
も約９個、少なくとも約１０個、少なくとも約１１個、少なくとも約１２個、少なくとも
約１３個、少なくとも約１４個、少なくとも約１５個、少なくとも約１６個、少なくとも
約１７個、少なくとも約１８個、少なくとも約１９個、少なくとも約２０個、少なくとも
約２１個、少なくとも約２２個、少なくとも約２３個、少なくとも約２４個、少なくとも
約２５個、少なくとも約３０個、少なくとも約３５個、少なくとも約４０個、少なくとも
約４５個、または少なくとも約５０個の隣接アミノ酸、あるいはこれらの数の間の任意の
範囲、例えば標的タンパク質配列の約１０～約２５個の隣接アミノ酸を含んでいてよい。
【００６９】
　ペプチドプローブ自体は、少なくとも約５個のアミノ酸を含み、かつ長さが最大約３０
０～約４００個のアミノ酸、またはそれ以上、あるいはその間の任意の大きさ、例えば約
１０個のアミノ酸～約５０個のアミノ酸を含んでいてよい。いくつかの実施形態では、ペ
プチドは、約５～約１００個、約１０～約５０個、約１０～約２５個、約１５～約２５個
、または約２０～約２５個のアミノ酸からなる。追加の実施形態では、ペプチドは、約２
０個のアミノ酸、約２１個のアミノ酸、約２２個のアミノ酸、約２３個のアミノ酸、約２
４個のアミノ酸、または約２５個のアミノ酸を含む、約１７～約３４個のアミノ酸を含む
。異なる長さのペプチドは、標的タンパク質に対する異なる程度の相互作用および結合を
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示し得、かつ適切な長さは、本明細書における教示によって導かれた当業者によって選択
され得る。
【００７０】
　いくつかの実施形態では、ペプチドは、標的タンパク質のものに類似した構造変化を受
ける。例えば、いくつかの実施形態では、ペプチドは、ランダムコイル／αヘリックス立
体構造およびβシート立体構造の両方をとることができ、かつβシート立体構造を示す標
的タンパク質に結合したらβシート立体構造をとる。他の実施形態では、ペプチドプロー
ブは、βシート立体構造で提供され、かつβシート立体構造の標的タンパク質と接触、結
合、および／または相互作用すると、より規則性の低いまたは減少したβシート立体構造
／増加したαヘリックス立体構造への立体構造変化を受ける。
【００７１】
　ペプチドは、約０．０５～約０．５の間のイオン強度を有し（典型的に、塩化ナトリウ
ムまたは塩化カリウムなどの塩化物塩で調製した場合）、例えば約５～約８の間など、約
４～約１０の間のｐＨを有する水溶液などの溶液中に提供され得る。溶液は、例えば約４
５容量％～約６０容量％の間など、約３０容量％～約７０容量％の間の量で、トリフルオ
ロエタノールなどの水混和性の有機物質も含んでいてよい。溶媒を、適切な緩衝系、例え
ば酢酸塩／酢酸、トリス、またはリン酸塩などを用いて調製してよい。
【００７２】
　以下により詳細に論じるように、本明細書に開示されるペプチドプローブを用いて、イ
ンビトロまたはインビボで標的タンパク質を検出することができる。例えば、その全内容
が参照することによりその全体として本明細書に組み入れられている、ＵＳ２００８／０
０９５７０６（米国特許出願第１１／８２８，９５３号に相当）に記載されている方法に
よれば、前記ペプチドプローブは、治療剤を同定するのにも有用である。
【００７３】
（ｉ）バリアント配列
　前述のように、いくつかの実施形態では、ペプチドプローブは、参照配列に対する１個
以上のアミノ酸の付加、置換、または欠失を含む、該参照配列のバリアントであるアミノ
酸配列を含む。いくつかの実施形態では、ペプチドは、バリアント配列からなる。前述の
ように、参照配列は、標的タンパク質のβシート形成領域のアミノ酸配列からなる。いく
つかの実施形態では、標的タンパク質を検出するためのアッセイにおけるペプチドの性能
を向上させるように、バリアント配列を設計する。例えば、いくつかの実施形態では、バ
リアント配列のランダムコイル／αヘリックス立体構造が、参照アミノ酸配列からなるプ
ローブよりも酸化環境においてより安定であるように、バリアントを設計する。付加的ま
たは代替的に、ランダムコイル／αヘリックス立体構造におけるバリアント配列のＮ末端
とＣ末端の間の距離が、βシート立体構造におけるバリアント配列のＮ末端とＣ末端の間
の距離とは異なる（例えば、より大きい）ように、バリアント配列を設計する。付加的ま
たは代替的に、バリアント配列が、βシート立体構造を示す標的タンパク質に結合したら
、参照配列よりもより効率的にβシート立体構造をとるように、バリアント配列を設計す
る。付加的または代替的に、バリアント配列が、βシート立体構造を示す標的タンパク質
に結合したらより規則性の低いまたは減少したβシート立体構造をとり、かつ参照配列の
ものよりも熱力学的に弱いβシート構造を有し得るように、バリアント配列を設計する。
付加的または代替的に、バリアント配列が、増大した安定性および／または減少した反応
性、増大した親水性および／または溶解度、ならびに／あるいはさらなるＡβ結合モチー
フを有するように、バリアント配列を設計してよい。付加的または代替的に、バリアント
配列が増強した凝集体形成能を有するように、バリアント配列は、参照配列と比較して１
個以上のアミノ酸の欠失を含んでいてよい。
【００７４】
　いくつかの実施形態では、例えばペプチドのランダム／αヘリックス立体構造に付随す
る任意のシグナル（例えば、バックグラウンドシグナル）とペプチドのβシート立体構造
に付随するシグナルとの間のシグナル差を増大させることによって、標的タンパク質に結
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合していないペプチドに付随する任意のシグナルと標的タンパク質に結合しているペプチ
ドに付随するシグナルとの間のシグナル差を増大させるように、バリアント配列を設計す
る。これは、例えばペプチドのランダム／αヘリックス立体構造に付随する任意のバック
グラウンドシグナルを低下させることによって、かつ／あるいはペプチドのβシート立体
構造に付随するシグナルを増大させることによって、影響を受け得る。また、βシート立
体構造で提供され、かつ標的タンパク質に結合したらより規則性の低いまたは減少したβ
シート立体構造／増加したαヘリックス立体構造をとる、ペプチドプローブにも、（プロ
ーブのβシート立体構造にはバックグラウンドシグナルが付随するであろうが、）これら
の同じ設計論理は有用である。
【００７５】
　例えば、標識成分が互いに物理的に近接している場合、例えばペプチドがＮ末端および
Ｃ末端が物理的に近接するβシート立体構造を示す場合に生じる該成分間での相互作用に
よって、シグナルが生成されるように、ペプチドプローブをそのＮ末端およびＣ末端のそ
れぞれにおいてまたはそれぞれの付近で標識してよい。そのようなシグナルは、ペプチド
のβシート立体構造に付随するであろう。同様に、ペプチドがβシート立体構造である場
合に標識が相互作用してシグナルを発するように、ペプチドがβシート立体構造である場
合には物理的に近接しておりランダムコイル／αヘリックス立体構造である場合には離れ
ている任意の１つ以上の部位において、ペプチドを標識してよい。βシート立体構造に付
随するシグナルは、例えば程度がより大きいことおよび／あるいは周波数または波長が異
なることなどによって、ランダムコイル／αヘリックス立体構造に付随するいかなるシグ
ナルとも異なりうる。
【００７６】
　ペプチドプローブが、標的タンパク質に結合したらより規則性の低い立体構造からより
規則性の高い立体構造へ変化する実施形態では、バックグラウンドシグナルは、例えばラ
ンダムコイル／αヘリックス立体構造によって、標識がシグナルを生成するのに十分な物
理的近さとなった場合、かつ／あるいはペプチドプローブが、標的タンパク質との接触、
結合、または相互作用を伴わないβシート立体構造をとる場合、溶液中で生じ得るなどし
て観察され得る。ペプチドのランダムコイル／αヘリックス立体構造に付随するバックグ
ラウンドシグナルは、例えばランダムコイル／αヘリックス立体構造を安定化させて、標
的タンパク質との接触、結合、または相互作用を伴わないβシート立体構造の形成を最小
限に抑えることによって、低下し得る。例えば、結合していないペプチドプローブのラン
ダムコイル／αヘリックス立体構造が安定性の増大を示すように、ペプチドプローブを設
計してよい。例えば、αヘリックス形成残基（例えば、アラニン）および／または塩橋形
成残基（例えば、ヒスチジンおよびグルタミン酸）による置換によって、結合していない
ペプチドプローブのランダムコイル／αヘリックス立体構造を安定化させることができる
。そのような安定性の増大は、標識がシグナルを生成するのに物理的に十分近接する可能
性を減らすことによって、バックグラウンドシグナルを減少させる。したがって、いくつ
かの実施形態では、ペプチドのバリアント配列は、ランダムコイル／αヘリックス立体構
造の安定性を増大させるアミノ酸の置換、付加、および／または欠失を含む。
【００７７】
　付加的または代替的に、ペプチドがランダムコイル／αヘリックス立体構造である場合
のＮ末端およびＣ末端の間（または標識部位の間）の距離を増大させることによって、ラ
ンダムコイル／αヘリックス立体構造に付随する任意のシグナルは減少するであろう。付
加的または代替的に、例えばペプチドがβシート立体構造である場合のＮ末端およびＣ末
端の間（または標識部位の間）の距離を減少させることによって、ペプチドのβシート立
体構造に付随するシグナルを増大することができる。ランダムコイル／αヘリックス立体
構造対βシート立体構造のペプチドの末端間（または標識部位の間）の距離を、標準的タ
ンパク質モデリング法を用いたインシリコでモデル化することができる。
【００７８】
　下記の考察では、Ａβタンパク質のアミノ酸配列に基づいて点変異に番号を付し、その
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残基１６－３５を図２に示す（付加されたＣ末端のリジン残基を含む）。
【００７９】
αヘリックスの形成および安定性
　いくつかの実施形態では、バリアント配列は、アラニン（Ａ）などのαヘリックスを形
成する傾向を有する１個以上のアミノ酸残基の付加、またはそれによる置換を含む。その
ようなアミノ酸残基を、参照配列の内部部位にあるいは参照配列の末端のいずれかまたは
両方に導入してよい。いくつかの実施形態では、参照配列は、追加の残基としてまたは標
的タンパク質の残基の代わりに（置換）、１個、２個、３個、４個、５個、６個、７個、
８個、９個、１０個、またはそれ以上のそのようなアミノ酸残基を含む。標的タンパク質
がＡβタンパク質である具体的な実施形態では、ペプチドプローブは、配列番号：３（ペ
プチド３８）または配列番号：４（ペプチド４５）のバリアント配列を含む。具体的な実
施形態では、ペプチドプローブは、配列番号：３または配列番号：４からなる。
【００８０】
　ＡβペプチドプローブにおけるＧ２９ＨおよびＧ３３Ｅ変異など、相補的荷電残基を用
いて点変異を導入することによっても、αヘリックスを形成する傾向を増大させることが
できる。これらの特定の置換によって、親水性および水溶液中での溶解度も増大する。し
たがって、標的タンパク質がＡβタンパク質である具体的な実施形態では、ペプチドプロ
ーブは、配列番号：２（ペプチド２２）のバリアント配列を含む、または配列番号：２か
らなる。
【００８１】
　他の実施形態では、本明細書に記載される他のバリアントのいずれかを、アラニン残基
または相補的荷電残基を含むようにさらに改変して、αヘリックス形成を促進することが
できる。
【００８２】
塩橋
　いくつかの実施形態では、バリアント配列は、塩橋を形成し得るアミノ酸を導入する、
または参照配列内にすでに存在するアミノ酸で塩橋を形成し得るアミノ酸を導入する、１
個以上のアミノ酸の置換または付加を含む。塩橋とは、負に帯電したアミノ酸と正に帯電
したアミノ酸との間の弱いイオン性相互作用である。いくつかの実施形態では、アミノ酸
の置換または付加によって、配列内の別のアミノ酸で塩橋を形成し得る位置に、アルギニ
ンまたはリジンなどの１個以上の正のアミノ酸残基を導入する。いくつかの実施形態では
、アミノ酸の置換または付加によって、配列内の別のアミノ酸で塩橋を形成し得る位置に
、アスパラギン酸またはグルタミン酸などの１個以上の負のアミノ酸残基を導入する。い
くつかの実施形態では、アミノ酸の置換または付加によって、互いにまたは配列内の別の
アミノ酸で１つ以上の塩橋を形成し得る位置に、１個以上の正のアミノ酸残基および１個
以上の負のアミノ酸残基の両方を導入する。他の実施形態では、塩橋は、ヒスチジン、チ
ロシン、またはセリンなどの１個以上のイオン性残基を含む。具体的な実施形態では、バ
リアント配列は、１つ以上の塩橋を形成し得る位置に、１個以上のヒスチジン残基および
／またはアルギニン残基および／またはリジン残基および／またはグルタミン酸および／
またはアスパラギン酸残基および／またはチロシン残基および／またはセリン残基を導入
する、アミノ酸の置換または付加を含む。
【００８３】
　標的タンパク質がＡβタンパク質である具体的な実施形態では、ペプチドプローブは、
配列番号：２～４（ペプチド２２、ペプチド３８、またはペプチド４５）のうちの１つの
バリアント配列を含む。具体的な実施形態では、ペプチドプローブは、配列番号：２～４
のうちの１つからなる。他の具体的な実施形態では、ペプチドは、配列番号：１４～１７
（ペプチド２２バリエーション１、ペプチド２２バリエーション２、ペプチド５９、ペプ
チド７７）のうちの１つのバリアント配列を含む。具体的な実施形態では、ペプチドは、
配列番号：１４～１７のうちの１つからなる。他の実施形態では、本明細書に記載される
他のバリアントのいずれかを、塩橋を含むようにさらに改変することができる。
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【００８４】
　前述のように、ペプチドのαヘリックス立体構造を安定化させるように、塩橋を設計す
ることができる。付加的または代替的に、塩橋の存在によって、前記ペプチドを用いたア
ッセイにおいて生成されるシグナルを制御するためのメカニズムが提供される。例えば、
アッセイバッファーの塩および／またはｐＨを選択または調整して、塩橋を強めるまたは
弱めることができ、ゆえにαヘリックス立体構造の安定性およびβシート立体構造の形成
を制御することができる。
【００８５】
βシートの形成および安定性
　いくつかの実施形態では、バリアント配列は、標的タンパク質と接触、結合、または相
互作用すると（またはβシート立体構造につながる他の条件下で）βシート立体構造をと
るのを促す、１個以上のアミノ酸の付加、欠失、および／または置換を含み、それによっ
て、該バリアント配列（またはそれを含むペプチド）は、標的タンパク質と接触、結合、
または相互作用すると（またはβシート立体構造につながる他の条件下で）、参照配列よ
りもより効率的にβシート立体構造をとる。そのようなペプチドプローブは、参照配列よ
りも、βシート立体構造を有する標的タンパク質に対する検出感度の増大を示し得る。い
くつかの実施形態では、バリアント配列は、βシート立体構造をとるおよび／または凝集
体を形成する傾向の増大を示す変異体など、天然に存在する変異体のβシート形成領域に
見られる１個以上のアミノ酸置換を含む。例えば、配列番号：５または７など、置換Ｉ３
２ＳまたはＥ２２Ｐのうちの１個以上を含むバリアントは、本文脈において有用である。
他の例には、配列番号：１１または１２など、置換Ｅ２２Ｑ（「Ｄｕｔｃｈ」）またはＥ
２２Ｋ（「Ｉｔａｌｉａｎ」）を含むバリアントが含まれる。別の実施形態では、バリア
ント置換は、配列番号：８など、置換Ｆ１９ＳおよびＬ３４Ｐのうちの１個以上を含む。
他のバリアントは、Ｍｕｒａｋａｍｉら，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．４６：４６１７９－
４６１８７，２００３に開示されているものなど、当該技術分野において公知の変異体に
由来し得る。例えば、バリアントは、置換Ａ２１Ｇ、Ｅ２２Ｇ（「Ａｒｃｔｉｃ」）、お
よびＤ２３Ｎのうちの１個以上を含んでいてよい。そのようなバリアントの例には、配列
番号：９、１０、または１３が含まれる。さらに、本明細書に記載される任意のバリアン
トは、これらのまたは他の公知の変異体に基づく１個以上の点変異をさらに含んでいてよ
い。例えば、ペプチド２２バリアントに基づくバリアントは、Ｅ２２Ｋ、Ｅ２２Ｑ、また
はＥ２２Ｇなど、１個以上の点変異をさらに含んでいてよい。そのようなバリアントの例
には、配列番号：１９～２１が含まれる。標的タンパク質がＡβタンパク質である具体的
な実施形態では、ペプチドプローブは、配列番号：５、７～１３、または１８～２１のう
ちのいずれか１つのバリアント配列を含む。具体的な実施形態では、ペプチドプローブ（
ｐｒｏｂｉｄｅ）は、配列番号：５、７～１３、または１８～２１のうちのいずれか１つ
からなる。
【００８６】
　他の実施形態では、ペプチドプローブは、バリアント配列が、βシート立体構造を示す
標的タンパク質に結合したらより規則性の低いまたは減少したβシート立体構造ならびに
／あるいは増加したαヘリックス立体構造をとるような、参照配列に対する１個以上のア
ミノ酸の付加、置換、または欠失を含む該バリアント配列を有する。そのようなバリアン
トの例には、配列番号：２（ペプチド２２）、配列番号：３（ペプチド３８）、配列番号
：４（ペプチド４５）、配列番号：１４（ペプチド２２バリエーション１）、および配列
番号：１５（ペプチド２２バリエーション２）が含まれる。標的タンパク質がＡβタンパ
ク質である具体的な実施形態では、ペプチドプローブは、配列番号：２～４または１４～
１５のうちのいずれか１つのバリアント配列を含む。具体的な実施形態では、ペプチドプ
ローブは、配列番号：２～４または１４～１５のうちのいずれか１つからなる。
【００８７】
　より具体的な実施形態では、バリアント配列は、参照配列と比較して１個以上のさらな
るアミノ酸の付加、置換、または欠失を含み、それによって、該バリアント配列のβシー
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ト構造は、該参照配列からなるプローブのものよりも熱力学的に安定性が低いまたは弱い
。例えば、配列番号：２のバリアント配列は、付番の野生型配列と比較して、Ｆ１９Ｓ、
Ｓ２６Ｄ、Ｈ２９Ｄ、Ｉ３１Ｄ、Ｌ３４Ｄ、およびＬ３４Ｐなど、１個以上のさらなる置
換を含んでいてよい。例えば、以下の表中のペプチドＡＤ３２３（配列番号：２８）；Ａ
Ｄ３２５（配列番号：２９）；ＡＤ３３０（配列番号：３０）；ＡＤ３２９（配列番号：
３１）；ＡＤ３２８（配列番号：３２）；ＡＤ３２７（配列番号：３３）；ＧＭ６（配列
番号：３４）；ＧＭ６バリエーション１（配列番号：３５）を参照されたい。ペプチドＩ
３２Ｓ（配列番号：５）もこのカテゴリーに分類され得る。標的タンパク質がＡβタンパ
ク質である具体的な実施形態では、ペプチドプローブは、配列番号：５または２８～３５
のいずれか１つのバリアント配列を含んでいてよく、あるいは配列番号：５または２８～
３５のいずれか１つからなってよい。
【００８８】
安定性の増大および／または反応性の低下
　いくつかの実施形態では、バリアント配列は、バリアント（またはそれを含むペプチド
）を参照配列よりも酸化環境においてより安定にする、１個以上のアミノ酸の付加、欠失
、および／または置換を含む。いくつかの実施形態では、Ｃ末端メチオニン残基などの１
個以上のメチオニン残基を、アラニン残基などの酸化により耐性のある残基で置換する。
標的タンパク質がＡβタンパク質である具体的な実施形態では、ペプチドは、配列番号：
６（ペプチドＡＤ２５０）のバリアント配列を含む。具体的な実施形態では、ペプチドは
、配列番号：６からなる。他の実施形態では、本明細書に記載される他のバリアントのい
ずれかを、アラニン残基などの酸化により耐性のある残基による、Ｃ末端メチオニン残基
などのメチオニン残基の置換によってさらに改変してよい。
【００８９】
溶解度および／または親水性
　いくつかの実施形態では、バリアント配列は、バリアント（またはそれを含むペプチド
）をより親水性かつ／または水性環境でより可溶性にする、１個以上のアミノ酸の付加、
欠失、および／または置換を含む。例えば、Ｃ末端および／またはＮ末端においてまたは
付近に１個以上の荷電残基（例えば、グルタミン酸および／またはｄ－アルギニン）を含
むバリアントは、増大した親水性および水溶液中での溶解度を示す。例えば、バリアント
配列は、１個、２個、３個、またはそれ以上のＮ末端、Ｃ末端、または内部のグルタミン
酸および／またはｄ－アルギニン残基を含んでいてよい。標的タンパク質がＡβタンパク
質である具体的な実施形態では、ペプチドプローブは、ＡＤ２７２（配列番号：２２）、
ＡＤ３１６（配列番号：２３）、ＡＤ３０５（配列番号：２４）、およびＡＤ２７１（配
列番号：２６）のバリアント配列を含んでいてよく、またはこれらの配列からなってよい
。他の実施形態では、本明細書に記載される他のバリアントのいずれかを、Ｎ末端または
Ｃ末端においてまたは付近における、１個、２個、３個、またはそれ以上のグルタミン酸
および／またはｄ－アルギニン残基の付加によってさらに改変してよい。
【００９０】
　付加的または代替的に、ペプチドプローブを、約１０ｋＤａの分子量を有するＰＥＧ（
「ＰＥＧ１０」）を含む、約１、５、６、１０、１２、１５、２０、２５、３０、または
３５ｋＤａの分子量を有するＰＥＧなどの水溶性ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）など
、親水性成分に結合させてよい。野生型βシート形成配列（配列番号：１）を含むそのよ
うなペプチドプローブの例を、以下の実施例における表１に表す（ＡＤ２７４）。本明細
書に記載される任意のバリアントまたはペプチドプローブを、親水性成分に結合させるこ
とができる。
【００９１】
Ａβ結合モチーフ
　いくつかの実施形態では、バリアント配列は、さらなるＡβ結合モチーフ、例えばアミ
ノ酸残基ＧｘｘＥＧ（配列番号：２５）（「Ｘ」は任意のアミノ酸残基を表す）を含むモ
チーフなどを提供する、１個以上のアミノ酸の付加、欠失、および／または置換を含む。
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そのようなバリアント配列の例には、Ｐ５９（配列番号：１７）およびＰ７７（配列番号
：１６）が含まれる。標的タンパク質がＡβタンパク質である具体的な実施形態では、ペ
プチドプローブは、配列番号：１６または１７のうちのいずれか１つのバリアント配列を
含んでいてよく、あるいは配列番号：１６または１７のうちのいずれか１つからなってよ
い。他の実施形態では、本明細書に記載される他のバリアントのいずれかを、ＧｘｘＥＧ
モチーフを含むようにさらに改変してよい。
【００９２】
　本明細書に記載されるペプチドが、前述の付加、置換、および欠失の１つ以上の任意の
組み合わせを含み得ることは理解されるであろう。いくつかの実施形態では、前述のアミ
ノ酸の付加および置換に加えて、ペプチドは、標識付けを容易にする１個以上のアミノ酸
残基の付加または置換を含んでいてよい。いくつかの実施形態では、ペプチドは、ピレン
成分による標識付けなどの標識付けを容易にする１個以上のリジン残基を含む。いくつか
の実施形態では、ペプチドは、そのＣ末端、Ｎ末端、または両方においてまたは付近にリ
ジン残基を含む。例えば、ペプチドは、そのＣ末端、Ｎ末端、または両方においてリジン
残基を含んでいてよい。他の実施形態では、リジン残基は、前述のような標識付けに適し
得る、ペプチドの他の部位にある。参照配列がＡβタンパク質のアミノ酸１６（リジン）
を含む具体的な実施形態では、そのリジン残基を標識付けに用いることができる。いくつ
かの実施形態では、ペプチドプローブを、Ｃ末端リジン上の側鎖を介して標識する。
【００９３】
　いくつかの実施形態では、ペプチドプローブは、Ｃ末端カルボキシル基の代わりに、Ｃ
末端アミド基を有する。
【００９４】
　いくつかの実施形態では、バリアント配列は、参照配列と比較して１個、２個、３個、
４個、５個、６個、７個、８個、９個、または１０個のアミノ酸の付加、置換、または欠
失を含む。他の実施形態では、バリアント配列は、長さが約１０～約２５個のアミノ酸か
らなり、かつバリアント配列は、参照配列と比較して１個、２個、３個、４個、５個、６
個、７個、８個、９個、または１０個のアミノ酸の付加、置換、または欠失を含む。別の
実施形態では、バリアント配列は、参照配列と約９９％、約９８％、約９７％、約９６％
、約９５％、約９０％、約８５％、約８０％、約７５％、約７０％、約６６％、約６５％
、約６０％、約５５％、約５０％、約４５％、約４０％、約３５％、約３０％、約２５％
、約２０％、約１５％、または約１０％の同一性を有する。いくつかの実施形態では、バ
リアント配列は、参照配列と約６６％～約９７％の同一性を有する。
【００９５】
　任意の所与のペプチドの適合性を、実施例において以下に記載および例証される方法に
よって評価することができる。例えば、ペプチドのβシート立体構造をとる能力を、実施
例１および５において例証するように評価することができる。ペプチドの標的タンパク質
に結合する能力およびシグナルを発する能力を、実施例３～５において例証するように確
認することができる。
【００９６】
（ｉｉ）標識
　本明細書に記載されるプローブは、１種以上の検出可能な標識を含んでいてよい。例え
ば、プローブを、共有結合または非共有結合のいずれかで、標識に連結または融合させて
よい。いくつかの実施形態では、プローブの特定の立体構造、例えばプローブが標的タン
パク質と会合した場合にとる立体構造の検出を可能にする標識を選択する。このシナリオ
では、標識は、プローブが第一の非会合立体構造（例えば、主としてランダムコイル／α
ヘリックス立体構造、あるいは組織化されていないまたはより低密度の形態）である場合
には第一のシグナルを発し得（またはシグナルなしであり）、プローブが標的タンパク質
と会合すると立体構造シフトを受ける（例えば、主としてβシート立体構造、あるいはよ
り組織化されたまたはより高密度の形態の）場合には、第二のシグナルを発し得るかシグ
ナルなしとなる（すなわち、プローブが消光される）。相補的一般原則が、標的タンパク
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質に結合したらより規則性の高い立体構造からより規則性の低い立体構造へ変化するペプ
チドプローブに当てはまり、これは、プローブの第一の非会合立体構造（例えば、βシー
ト立体構造、あるいはより組織化されたまたはより高密度の形態）に付随しする第一のシ
グナル、および第二のシグナルを有し、あるいは、ペプチドが標的タンパク質と会合する
と立体構造シフト（例えば、主としてランダムコイル／αヘリックス立体構造、あるいは
組織化されていないまたはより低密度の形態へ）を受ける場合にはシグナルが無い。前記
第一のシグナルおよび第二のシグナルは１つ以上の特質、例えば強度、波長、等々の点で
異なってよい。シグナルが光の放出を含む実施形態では、第一のシグナルおよび第二のシ
グナルは、励起波長および／または発光波長の点で異なってよい。プローブが立体構造シ
フトを受ける場合に生成されるシグナルは、同じプローブに結合している標識間の相互作
用によって生じ得、かつ／あるいは異なるプローブに結合している標識間の相互作用によ
って生じ得る。
【００９７】
　いくつかの実施形態では、標識がプローブの立体構造に基づいて相互作用するまたは相
互作用しないように、例えば標識は、プローブがその非会合立体構造である場合には相互
作用せず、標的タンパク質と会合して立体構造シフトを受ける場合には相互作用して、検
出可能なシグナル（消光を含む）を生成するように、あるいは逆もまた同様であるように
、標識および標識部位を選択する。これは、プローブの会合状態に依存して、例えばプロ
ーブが標的タンパク質と会合して立体構造シフトを受けているかどうかに依存して、さら
に離れるまたは互いに近づく標識部位を選択することによって達成され得る。いくつかの
実施形態では、会合したプローブに伴うシグナルの大きさは、検出された標的タンパク質
の量と直接相関する。したがって、本発明の方法によって、標的タンパク質の検出および
定量化が可能となる。
【００９８】
　例えば、エキシマー、ＦＲＥＴ、またはフルオロフォア／クエンチャー標識ペアを含む
蛍光標識を用いて、プローブの特定の立体構造、例えばプローブがミスフォールドＡβタ
ンパク質などの標的タンパク質と会合した場合にとる立体構造などの検出が可能となり得
る。これらの実施形態では、プローブを、離れた部位において、それぞれがエキシマー、
ＦＲＥＴ、またはフルオロフォア／クエンチャーペアの相補的構成要素である第一の標識
および第二の標識で標識する。例えば、エキシマー形成標識は、プローブがその非会合状
態にある場合にはそれらのモノマーシグナルを発し得、標的タンパク質と会合すると標識
をより密接に物理的に近接させる立体構造シフトを受ける場合にはそれらのエキシマーシ
グナルを発し得る。これを、図１０の最上段パネルに概略的に図解する。同様に、ＦＲＥ
Ｔ標識は、プローブが標識をより密接に物理的に近接させる立体構造シフトを受ける場合
には、それらのＦＲＥＴシグナルを発し得る。これを、図１０の下段パネルＢに概略的に
図解する。一方、フルオロフォア／クエンチャー標識ペアは、プローブがその非会合状態
にある場合にはフルオロフォアシグナルを発し得、標識をより密接に物理的に近接させる
立体構造シフトを受ける場合にはシグナルは消光され得る。前述のように、プローブが標
的タンパク質と会合すると立体構造シフトを受ける場合に、シグナルの逆の変化が生じる
ように、標識を位置付けることができる。
【００９９】
　あるいは、標的タンパク質と会合または結合したらより規則性の高い立体構造からより
規則性の低い立体構造へ変化するプローブに対するエキシマー形成標識は、プローブがそ
の非会合状態にある場合にはそれらのエキシマーシグナルを発し得、標的タンパク質と会
合すると標識の物理的近接性を減じる立体構造シフトを受ける場合にはそれらのモノマー
シグナルを発し得る。これを、図１０の下段パネルＡに概略的に図解する。同様に、ＦＲ
ＥＴ標識は、プローブがその非会合状態にある場合にはそれらのＦＲＥＴシグナルを発し
得、標識の物理的近接性を減じる立体構造シフトを受ける場合には異なるシグナルまたは
シグナルなしとなる。一方、フルオロフォア／クエンチャー標識ペアは、プローブがその
非会合状態にある（標識が密接に物理的に近接している）場合には消光され得、標識の物
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理的近接性を減じるその非会合状態にある場合にはフルオロフォアシグナルを発し得る。
先と同様に、プローブが標的タンパク質と会合すると立体構造シフトを受ける場合に、シ
グナルの逆の変化が生じるように、標識を位置付けることができる。
【０１００】
　いくつかの実施形態では、プローブを、検出可能な標識で（ペプチドの一方または両方
の末端において）エンドキャップ処理する。いくつかの実施形態では、プローブは、その
Ｃ末端、Ｎ末端、または両方においてまたは付近に検出可能な標識を含む。例えば、プロ
ーブは、そのＣ末端、Ｎ末端、または両方、あるいはプローブが標的タンパク質と会合し
たＡβタンパク質凝集体と会合すると立体構造シフトを受ける場合にシグナルを生成する
任意の他の部位において、検出可能な標識を含んでいてよい。したがって、例えば、標識
部位を、（ｉ）Ｎ末端およびＣ末端；（ｉｉ）Ｎ末端、およびＣ末端以外の離れた部位；
（ｉｉｉ）Ｃ末端、およびＮ末端以外の離れた部位；ならびに（ｉｖ）Ｎ末端およびＣ末
端以外の２つの部位から選択してよい。Ｎ末端またはＣ末端以外の標識部位は、末端残基
から１個、２個、３個、４個、５個、またはそれ以上離れた残基を含む、ペプチドプロー
ブ内の任意の部位であってよい。以下の表１中のペプチドプローブＡＤ２７２（配列番号
：２２）、ＡＤ３１６（配列番号：２３）、ＡＤ３０５（配列番号：２４）、ＡＤ２７１
（配列番号：２６）、およびＡＤ２７３（配列番号：２７）は、標識の一方が末端ではな
く付近にあるペプチドプローブの例である。これらのプローブにおいて、標識部位は、Ｎ
末端またはＣ末端から２個または３個の残基である。
【０１０１】
　いくつかの実施形態では、Ｎ末端標識を、Ｎ末端アミノ酸残基のアミン基上に提供する
。他の実施形態では、Ｎ末端標識を、Ｎ末端におけるまたは付近のアミノ酸残基の側鎖上
、例えばＮ末端におけるまたは付近のリジン（Ｋ）残基の側鎖上などに提供する。ペプチ
ドプローブの蛍光特性を変更し、かつノイズ比を改善または最適化するように、標識部位
を選択することができる。以下の表１に表したペプチドプローブＡＤ２６６（配列番号：
３６）およびＡＤ２６８（配列番号：３７）は、最初のＮ末端リジン残基の側鎖上にＮ末
端標識が提供されているペプチドプローブの例である。
【０１０２】
　いくつかの実施形態では、Ｎ末端標識をＮ末端アミン上に提供し、かつＣ末端標識をＣ
末端リジン残基の側鎖上に提供する。他の実施形態では、Ｎ末端標識をＮ末端リジン残基
の側鎖上に提供し、かつＣ末端標識をＣ末端リジン残基の側鎖上に提供する。
【０１０３】
　一実施形態では、ピレン成分は、プローブのそれぞれの末端にまたは付近に存在し、か
つピレンモノマーシグナル対ピレンエキシマーシグナルの比率は、プローブの立体構造に
依存する。例えば、モノマーシグナルは、プローブがその非会合状態にある場合に優勢で
あり得、エキシマーシグナルは、プローブが標的タンパク質と会合して立体構造シフトを
受ける場合に優勢であり得（あるいはエキシマーシグナルは、必ずしも優勢にならずに増
大し得る）、あるいは逆もまた同様である。したがって、ピレンモノマーシグナル対ピレ
ンエキシマーシグナルの比率を測定することができる。プローブ上の他の部位に存在する
ピレン成分も、エキシマー形成がペプチドプローブの会合または非会合状態に基づく立体
構造依存的である限り、本文脈において有用であり得る。表１には、Ｎ末端およびＣ末端
のそれぞれにおいてまたは付近においてピレン（「ＰＢＡ」）で標識された多くのペプチ
ドプローブが含まれている。
【０１０４】
　エキシマーの形成を、光学特性の変化によって検出することができる。そのような変化
を、フルオロフォア標識に依存した、多数ある中でも、ＵＶ、ＩＲ、ＣＤ、ＮＭＲ、また
は蛍光を含む公知の蛍光分析技術によって測定することができる。これらの光学特性の変
化の大きさは、シグナルを伴う立体構造をとっているプローブの量に直接関係し、ゆえに
存在する標的タンパク質の量または構造に直接関係する。
【０１０５】
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　これらの実施形態は、エキシマーペアに関して詳細に記載しているが、当業者であれば
、同様の考察がＦＲＥＴおよびフルオロフォア／クエンチャーペアに当てはまることを理
解するであろう。表１には、Ｎ末端およびＣ末端のそれぞれにおいてまたは付近において
ＦＲＥＴまたはフルオロフォア／クエンチャーペアで標識された多くのペプチドプローブ
が含まれている。例えば、ＡＤ３２６（配列番号：４３）によって例証されるように、ペ
プチドプローブを、一方の末端においてピレンで、もう一方の末端においてダブシル蛍光
クエンチャー（４－（４－ジメチルアミノフェニル）ジアゼニル安息香酸）などのクエン
チャーで標識することができる。あるいは、ＡＤ３０９（配列番号：４４）、ＡＤ３０６
（配列番号：４５）、ＡＤ３０３（配列番号：４６）、ＡＤ３０２（配列番号：４７）、
ＡＤ３０１（配列番号：４８）、およびＡＤ３００（配列番号：４９）によって例証され
るように、ペプチドプローブを、一方の末端においてフルオロフォアＥＤＡＮＳ（５－（
２’－アミノエチル）アミノナフタレン－１－スルホン酸）で、もう一方の末端において
ダブシルなどのクエンチャーで標識することができる。あるいは、ＡＤ２９５（配列番号
：５０）によって例証されるように、ペプチドプローブを、一方の末端においてダンシル
標識（５－ジメチルアミノナフタレン－１－スルホニル）で、もう一方の末端においてト
リプトファン残基（Ｔｒｐ，Ｗ）で標識して、ＦＲＥＴペア標識付けを提供することがで
きる。あるいは、ＡＤ２９４（配列番号：５１）、ＡＤ２９３（配列番号：５２）、ＡＤ
２９２（配列番号：５３）、ＡＤ２９１（配列番号：５４）、およびＡＤ２９０（配列番
号：５５）によって例証されるように、ペプチドプローブを、一方の末端において５（６
）カルボキシフルオレセイン（ＦＡＭ）で、もう一方の末端においてＥＤＡＮＳで標識す
ることができる。これらの例証的ペプチドプローブは、本明細書における他の部分に記載
される野生型およびバリアント配列を含み、かつ本明細書に記載される任意のペプチドプ
ローブを様々な標識部位において任意の標識ペアで標識することができることを実証して
いる。いくつかの実施形態では、標識を、Ｎ末端、Ｃ末端、または内部（ｉｎｔｅｒｎｌ
）リジン残基を含むリジン残基に結合させる。他の実施形態では、標識を、Ｎ末端、Ｃ末
端、または内部グルタミン酸残基を含むグルタミン酸残基に結合させる。いくつかの実施
形態では、一方の標識をリジン残基に結合させ、かつもう一方の標識をグルタミン酸残基
に結合させる。標識部位の他の組み合わせおよび順列は、当業者によって容易に認識され
、かつ本発明に含まれる。
【０１０６】
　さらに、これらの実施形態は、１ペプチドにつき２つの標識の使用に関して記載してい
るが、複数の標識を用いることができることを理解すべきである。例えば、１つ以上の標
識がそれぞれの標識部位に存在し得、またはプローブ上の異なる標識部位のそれぞれにお
いて複数の標識が存在し得る。これらの実施形態では、標識は、独立したシグナルを生成
し得、またはエキシマーペア、ＦＲＥＴペア、シグナル／クエンチャー、等々のように関
連し得る。例えば、一方の部位は、１つ、２つ、３つ、４つ、またはそれ以上のピレン成
分を含んでいてよく、かつもう一方の部位は対応するクエンチャーを含んでいてよい。
【０１０７】
　前述のように、本明細書に開示されるプローブは、検出可能な標識を含んでいてよい。
例えば、プローブには、共有結合または非共有結合のいずれかで、標識に連結または融合
させたペプチドプローブが含まれ得る。いくつかの実施形態では、ペプチドプローブを、
検出可能な標識で（ペプチドの一方または両方の末端において）エンドキャップ処理する
。いくつかの実施形態では、ペプチドは、そのＣ末端、Ｎ末端、または両方においてまた
は付近に検出可能な標識を含む。例えば、ペプチドは、そのＣ末端、Ｎ末端、または両方
、あるいはペプチドがβシート立体構造またはその会合状態に関連する他の立体構造をと
る場合にシグナルを生成するいずれの他の部位において、検出可能な標識を含んでいてよ
い。いくつかの実施形態では、Ｃ末端およびＮ末端の両方を、サイズが約１個～約５個の
アミノ酸に及ぶ小さな疎水性ペプチドでエンドキャップ処理する。これらのペプチドは天
然のものであっても合成のものであってもよいが、好ましくは天然の（すなわち、標的タ
ンパク質に由来する）ものである。ペプチドがβシート立体構造（または他の標的タンパ
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ク質と会合した立体構造）をとる場合に生成されるシグナルは、同じペプチドに結合して
いる標識間（ペプチド内）の相互作用によって生じ得、かつ／あるいは異なるペプチドに
結合している標識間（ペプチド間）の相互作用によって生じ得る。例えば、βシート立体
構造のペプチドは自己会合し得、それによって、異なるペプチド分子に結合している標識
は、ペプチド間シグナルを生成するのに物理的に十分近接する。
【０１０８】
　いくつかの実施形態では、標識を用いて、ペプチドの特定の立体構造、例えばβシート
立体構造または他の標的タンパク質と会合した立体構造などを検出する。このシナリオで
は、標識は、ペプチドが第一の立体構造（例えば、ランダムコイル／αヘリックス立体構
造）である場合には第一のシグナルを発し得（またはシグナルなしであり）、第二の立体
構造（例えば、βシート）である場合には第二のシグナルを発し得る。前述のように、相
補的原則が、標的タンパク質に結合したらより規則性の高い立体構造からより規則性の低
い立体構造へ変化するペプチドプローブに当てはまり、これは、プローブの第一の非会合
立体構造（例えば、βシート立体構造、あるいはより組織化されたまたはより高密度の形
態）に付随する第一のシグナル、および第二のシグナルを有し、または、ペプチドが標的
タンパク質と会合すると立体構造シフト（例えば、主としてランダムコイル／αヘリック
ス立体構造、あるいは組織化されていないまたはより低密度の形態へ）を受ける場合には
シグナルを有さない。前記第一のシグナルおよび第二のシグナルは、強度、波長、等々の
うちの１つ以上の点で異なってよい。シグナルが光の放出を含む実施形態では、第一のシ
グナルおよび第二のシグナルは、励起波長および／または発光波長の点で異なってよい。
【０１０９】
　例示的標識には、蛍光剤（例えば、フルオロフォア、蛍光タンパク質、蛍光半導体ナノ
結晶）、リン光発光剤、化学発光剤、発色剤、消光剤、色素、放射性核種、金属イオン、
金属ゾル、リガンド（例えば、ビオチン、ストレプトアビジン、ハプテン等）、酵素（例
えば、β－ガラクトシダーゼ、ホースラディッシュペルオキシダーゼ、グルコースオキシ
ダーゼ、アルカリホスファターゼ等）、酵素基質、酵素補因子（例えば、ＮＡＤＰＨ）、
酵素阻害剤、シンチレーション剤、阻害剤、磁性粒子、オリゴヌクレオチド、および当該
技術分野において公知の他の成分が含まれる。標識がフルオロフォアである場合、フルオ
ロフォアの１つ以上の特徴を用いて、標識プローブの構造状態を評価することができる。
例えば、フルオロフォアの励起波長は、標識プローブの構造状態に基づいて異なってよい
。いくつかの実施形態では、発光波長、強度、または蛍光の偏光は、標識プローブの構造
状態に基づいて変化し得る。
【０１１０】
　本明細書において使用するとき、「フルオロフォア」とは、光によって励起されて、蛍
光またはリン光を発し得る化学基である。「クエンチャー」とは、蛍光ドナー由来の蛍光
シグナルを消光し得る物質である。第一のフルオロフォアは、第二のフルオロフォアを励
起する蛍光シグナルを発し得る。第一のフルオロフォアは、第二のフルオロフォアによっ
て消光されるシグナルを発し得る。本明細書に開示されるプローブは、蛍光共鳴エネルギ
ー移動（ＦＲＥＴ）を受け得る。
【０１１１】
　フルオロフォアおよびクエンチャーには、以下の物質（または以下の商標名で販売され
ているフルオロフォアおよびクエンチャー）：１，５ＩＡＥＤＡＮＳ；１，８－ＡＮＳ；
ウンベリフェロン（例えば、４－メチルウンベリフェロン）；アクラジマム（ａｃｒａｄ
ｉｍｕｍ）エステル、５－カルボキシ－２，７－ジクロロフルオレセイン；５－カルボキ
シフルオレセイン（５－ＦＡＭ）；５－カルボキシテトラメチルローダミン（５－ＴＡＭ
ＲＡ）；５－ＦＡＭ（５－カルボキシフルオレセイン）；５－ＨＡＴ（ヒドロキシトリプ
タミン）；５－ヒドロキシトリプタミン（ＨＡＴ）；５－ＲＯＸ（カルボキシ－Ｘ－ロー
ダミン）；５－ＴＡＭＲＡ（５－カルボキシテトラメチルローダミン）；６－カルボキシ
ローダミン６Ｇ；６－ＣＲ　６Ｇ；６－ＪＯＥ；７－アミノ－４－メチルクマリン；７－
アミノアクチノマイシンＤ（７－ＡＡＤ）；７－ヒドロキシ－４－メチルクマリン；９－
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アミノ－６－クロロ－２－メトキシアクリジン；ＡＢＱ；酸性フクシン；ＡＣＭＡ（９－
アミノ－６－クロロ－２－メトキシアクリジン）；アクリジンオレンジ；アクリジンレッ
ド；アクリジンイエロー；アクリフラビン（Ａｃｒｉｆｌａｖｉｎ）；アクリフラビンフ
ォイルゲンＳＩＴＳＡ；アレクサフルオル３５０（商標）；アレクサフルオル４３０（商
標）；アレクサフルオル４８８（商標）；アレクサフルオル５３２（商標）；アレクサフ
ルオル５４６（商標）；アレクサフルオル５６８（商標）；アレクサフルオル５９４（商
標）；アレクサフルオル６３３（商標）；アレクサフルオル６４７（商標）；アレクサフ
ルオル６６０（商標）；アレクサフルオル６８０（商標）；アリザリンコンプレクソン；
アリザリンレッド；アロフィコシアニン（ＡＰＣ）；ＡＭＣ；ＡＭＣＡ－Ｓ；ＡＭＣＡ（
アミノメチルクマリン）；ＡＭＣＡ－Ｘ；アミノアクチノマイシンＤ；アミノクマリン；
アミノメチルクマリン（ＡＭＣＡ）；アニリン（Ａｎｉｌｉｎ）ブルー；アントロシルス
テアレート；ＡＰＣ（アロフィコシアニン）；ＡＰＣ－Ｃｙ７；ＡＰＴＳ；アストラゾン
ブリリアントレッド４Ｇ；アストラゾンオレンジＲ；アストラゾンレッド６Ｂ；アストラ
ゾンイエロー７ＧＬＬ；アタブリン；ＡＴＴＯ－ＴＡＧ（商標）ＣＢＱＣＡ；ＡＴＴＯ－
ＴＡＧ（商標）ＦＱ；オーラミン；オーロホスフィンＧ；オーロホスフィン；ＢＡＯ９（
ビスアミノフェニルオキサジアゾール）；硫酸ベルベリン；βラクタマーゼ；ＢＦＰブル
ーシフトＧＦＰ（Ｙ６６Ｈ）；青色蛍光タンパク質；ＢＦＰ／ＧＦＰ　ＦＲＥＴ；ビマン
；ビスベンズアミド；ビスベンズイミド（ヘキスト）；ブランコホルＦＦＧ；ブランコホ
ルＳＶ；ＢＯＢＯ（商標）－１；ＢＯＢＯ（商標）－３；Ｂｏｄｉｐｙ４９２／５１５；
Ｂｏｄｉｐｙ４９３／５０３；Ｂｏｄｉｐｙ５００／５１０；Ｂｏｄｉｐｙ５０５／５１
５；Ｂｏｄｉｐｙ５３０／５５０；Ｂｏｄｉｐｙ５４２／５６３；Ｂｏｄｉｐｙ５５８／
５６８；Ｂｏｄｉｐｙ５６４／５７０；Ｂｏｄｉｐｙ５７６／５８９；Ｂｏｄｉｐｙ５８
１／５９１；Ｂｏｄｉｐｙ６３０／６５０－Ｘ；Ｂｏｄｉｐｙ６５０／６６５－Ｘ；Ｂｏ
ｄｉｐｙ６６５／６７６；Ｂｏｄｉｐｙ　ＦＬ；Ｂｏｄｉｐｙ　ＦＬ　ＡＴＰ；Ｂｏｄｉ
ｐｙ　Ｆｌ－セラミド；Ｂｏｄｉｐｙ　Ｒ６Ｇ　ＳＥ；Ｂｏｄｉｐｙ　ＴＭＲ；Ｂｏｄｉ
ｐｙ　ＴＭＲ－Ｘ結合体；Ｂｏｄｉｐｙ　ＴＭＲ－Ｘ，ＳＥ；Ｂｏｄｉｐｙ　ＴＲ；Ｂｏ
ｄｉｐｙ　ＴＲ　ＡＴＰ；Ｂｏｄｉｐｙ　ＴＲ－Ｘ　ＳＥ；ＢＯ－ＰＲＯ（商標）－１；
ＢＯ－ＰＲＯ（商標）－３；ブリリアントスルホフラビンＦＦ；カルセイン；カルセイン
ブルー；カルシウムクリムゾン（商標）；カルシウムグリーン；カルシウムオレンジ；カ
ルコフロールホワイト；カルボキシ－Ｘ－ローダミン（５－ＲＯＸ）；カスケードブルー
（商標）；カスケードイエロー；カテコールアミン；ＣＣＦ２（ＧｅｎｅＢｌａｚｅｒ）
；ＣＦＤＡ；ＣＦＰ－シアン蛍光タンパク質；ＣＦＰ／ＹＦＰ　ＦＲＥＴ；クロロフィル
；クロモマイシンＡ；ＣＬ－ＮＥＲＦ（レシオ色素，ｐＨ）；ＣＭＦＤＡ；セレンテラジ
ンｆ；セレンテラジンｆｃｐ；セレンテラジンｈ；セレンテラジンｈｃｐ；セレンテラジ
ンｉｐ；セレンテラジンｎ；セレンテラジンＯ；クマリンファロイジン；Ｃ－フィコシア
ニン（ｐｈｙｃｏｃｙａｎｉｎｅ）；ＣＰＭメチルクマリン；ＣＴＣ；ＣＴＣホルマザン
；Ｃｙ２（商標）；Ｃｙ３．１　８；Ｃｙ３．５（商標）；Ｃｙ３（商標）；Ｃｙ５．１
　８；Ｃｙ５．５（商標）；Ｃｙ５（商標）；Ｃｙ７（商標）；シアンＧＦＰ；サイクリ
ックＡＭＰフルオロセンサー（ＦｉＣＲｈＲ）；ダブシル；ダンシル；ダンシルアミン；
ダンシルカダベリン；ダンシルクロリド；ダンシルＤＨＰＥ；ダンシルフルオリド；ＤＡ
ＰＩ；ダポキシル；ダポキシル２；ダポキシル３；ＤＣＦＤＡ；ＤＣＦＨ（ジクロロジヒ
ドロフルオレセインジアセテート）；ＤＤＡＯ；ＤＨＲ（ジヒドロローダミン（Ｄｉｈｙ
ｄｏｒｈｏｄａｍｉｎｅ）１２３）；Ｄｉ－４－ＡＮＥＰＰＳ；Ｄｉ－８－ＡＮＥＰＰＳ
（非レシオ）；ＤｉＡ（４－Ｄｉ－１６－ＡＳＰ）；ジクロロジヒドロフルオレセインジ
アセテート（ＤＣＦＨ）；ＤｉＤ－親油性トレーサー；ＤｉＤ（ＤｉＩＣ１８（５））；
ＤＩＤＳ；ジヒドロローダミン１２３（ＤＨＲ）；ＤｉＩ（ＤｉＩＣ１８（３））；ジニ
トロフェノール；ＤｉＯ（ＤｉＯＣ１８（３））；ＤｉＲ；ＤｉＲ（ＤｉＩＣ１８（７）
）；ＤＮＰ；ドーパミン；ＤｓＲｅｄ；ＤＴＡＦ；ＤＹ－６３０－ＮＨＳ；ＤＹ－６３５
－ＮＨＳ；ＥＢＦＰ；ＥＣＦＰ；ＥＧＦＰ；ＥＬＦ９７；エオシン；エリトロシン；エリ
トロシンＩＴＣ；エチジウムブロマイド；エチジウムホモダイマー－１（ＥｔｈＤ－１）
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；オイクリシン；ＥｕｋｏＬｉｇｈｔ；塩化ユウロピウム（ＩＩＩ）；ＥＹＦＰ；ファス
トブルー；ＦＤＡ；フォイルゲン（パラローズアニリン）；ＦＩＴＣ；Ｆｌａｚｏオレン
ジ；Ｆｌｕｏ－３；Ｆｌｕｏ－４；フルオレセイン（ＦＩＴＣ）；フルオレセインジアセ
テート；フルオロ－エメラルド；フルオロ－ゴールド（ヒドロキシスチルバミジン）；フ
ルオロ（Ｆｌｕｏｒ）－ルビー；ＦｌｕｏｒＸ；ＦＭ１－４３（商標）；ＦＭ４－４６；
Ｆｕｒａレッド（商標）；Ｆｕｒａレッド（商標）／Ｆｌｕｏ－３；Ｆｕｒａ－２；Ｆｕ
ｒａ－２／ＢＣＥＣＦ；ゲナクリルブリリアントレッドＢ；ゲナクリルブリリアントイエ
ロー１０ＧＦ；ゲナクリルピンク３Ｇ；ゲナクリルイエロー５ＧＦ；ＧｅｎｅＢｌａｚｅ
ｒ（ＣＣＦ２）；蛍光タンパク質（例えば、ＧＦＰ（Ｓ６５Ｔ）；ＧＦＰレッドシフト（
ｒｓＧＦＰ）；ＧＦＰ野生型，非ＵＶ励起（ｗｔＧＦＰ）；ＧＦＰ野生型，ＵＶ励起（ｗ
ｔＧＦＰ）；およびＧＦＰｕｖ）；グロキサン酸（Ｇｌｏｘａｌｉｃ　Ａｃｉｄ）；グラ
ニュラーブルー；ヘマトポルフィリン；ヘキスト３３２５８；ヘキスト３３３４２；ヘキ
スト３４５８０；ＨＰＴＳ；ヒドロキシクマリン；ヒドロキシスチルバミジン（フルオロ
ゴールド）；ヒドロキシトリプタミン；インド－１；インドジカルボシアニン（ＤｉＤ）
；インドトリカルボシアニン（ＤｉＲ）；イントラホワイトＣｆ；ＪＣ－１；ＪＯ－ＪＯ
－１；ＪＯ－ＰＲＯ－１；ラウロダン；ＬＤＳ７５１（ＤＮＡ）；ＬＤＳ７５１（ＲＮＡ
）；ロイコホルＰＡＦ；ロイコホルＳＦ；ロイコホルＷＳ；リサミンローダミン；リサミ
ンローダミンＢ；カルセイン／エチジウムホモダイマー；ＬＯＬＯ－１；ＬＯ－ＰＲＯ－
１；ルシファーイエロー；ルミノール，Ｌｙｓｏ　Ｔｒａｃｋｅｒブルー；Ｌｙｓｏ　Ｔ
ｒａｃｋｅｒブルー－ホワイト；Ｌｙｓｏ　Ｔｒａｃｋｅｒグリーン；Ｌｙｓｏ　Ｔｒａ
ｃｋｅｒレッド；Ｌｙｓｏ　Ｔｒａｃｋｅｒイエロー；ＬｙｓｏＳｅｎｓｏｒブルー；Ｌ
ｙｓｏＳｅｎｓｏｒグリーン；ＬｙｓｏＳｅｎｓｏｒイエロー／ブルー；Ｍａｇグリーン
；マグダラレッド（フロキシンＢ）；Ｍａｇ－Ｆｕｒａレッド；Ｍａｇ－Ｆｕｒａ－２；
Ｍａｇ－Ｆｕｒａ－５；Ｍａｇ－インド－１；マグネシウムグリーン；マグネシウムオレ
ンジ；マラカイトグリーン；マリーナブルー；マキシロン・ブリリアント・フラビン１０
ＧＦＦ；マキシロン・ブリリアント・フラビン８ＧＦＦ；メロシアニン；メトキシクマリ
ン；ＭｉｔｏｔｒａｃｋｅｒグリーンＦＭ；Ｍｉｔｏｔｒａｃｋｅｒオレンジ；Ｍｉｔｏ
ｔｒａｃｋｅｒレッド；ミトラマイシン；モノブロモビマン；モノブロモビマン（ｍＢＢ
ｒ－ＧＳＨ）；モノクロロビマン；ＭＰＳ（メチルグリーン・ピロニン・スチルベン）；
ＮＢＤ；ＮＢＤアミン；ナイルレッド；ＮＥＤ（商標）；ニトロベンゾキサジドール（Ｎ
ｉｔｒｏｂｅｎｚｏｘａｄｉｄｏｌｅ）；ノルアドレナリン；ヌクレアファストレッド；
ヌクレアイエロー；ＮｙｌｏｓａｎブリリアントＩａｖｉｎ　Ｅ８Ｇ；オレゴングリーン
；オレゴングリーン４８８－Ｘ；オレゴングリーン（商標）；オレゴングリーン（商標）
４８８；オレゴングリーン（商標）５００；オレゴングリーン（商標）５１４；パシフィ
ックブルー；パラローズアニリン（フォイルゲン）；ＰＢＦＩ；ＰＥ－Ｃｙ５；ＰＥ－Ｃ
ｙ７；ＰｅｒＣＰ；ＰｅｒＣＰ－Ｃｙ５．５；ＰＥ－テキサスレッド［レッド６１３］；
フロキシンＢ（マグダラレッド）；Ｐｈｏｒｗｉｔｅ　ＡＲ；Ｐｈｏｒｗｉｔｅ　ＢＫＬ
；Ｐｈｏｒｗｉｔｅ　Ｒｅｖ；Ｐｈｏｒｗｉｔｅ　ＲＰＡ；ホスフィン３Ｒ；フィコエリ
トリンＢ［ＰＥ］；フィコエリトリンＲ［ＰＥ］；ＰＫＨ２６（Ｓｉｇｍａ）；ＰＫＨ６
７；ＰＭＩＡ；ポントクロムブルーブラック；ＰＯＰＯ－１；ＰＯＰＯ－３；ＰＯ－ＰＲ
Ｏ－１；ＰＯ－ＰＲＯ－３；プリムリン；プロシオンイエロー；ヨウ化プロピジウム（Ｐ
ｒｏｐｉｄｉｕｍ　Ｉｏｄｉｄ）（ＰＩ）；ＰｙＭＰＯ；ピレン；ピロニン；ピロニンＢ
；ピロザール・ブリリアント・フラビン７ＧＦ；ＱＳＹ７；キナクリンマスタード；レッ
ド６１３［ＰＥ－テキサスレッド］；レソルフィン；ＲＨ４１４；Ｒｈｏｄ－２；ローダ
ミン；ローダミン１１０；ローダミン１２３；ローダミン５ＧＬＤ；ローダミン６Ｇ；ロ
ーダミンＢ；ローダミンＢ２００；ローダミンＢエクストラ；ローダミンＢＢ；ローダミ
ンＢＧ；ローダミングリーン；ローダミンファリシジン；ローダミンファロイジン；ロー
ダミンレッド；ローダミンＷＴ；ローズベンガル；Ｒ－フィコシアニン；Ｒ－フィコエリ
トリン（ＰＥ）；ＲｓＧＦＰ；Ｓ６５Ａ；Ｓ６５Ｃ；Ｓ６５Ｌ；Ｓ６５Ｔ；サファイアＧ
ＦＰ；ＳＢＦＩ；セロトニン；セブロンブリリアントレッド２Ｂ；セブロンブリリアント
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レッド４Ｇ；セブロンブリリアントレッドＢ；セブロンオレンジ；セブロンイエローＬ；
ｓｇＢＦＰ（商標）；ｓｇＢＦＰ（商標）（スーパーグローＢＦＰ）；ｓｇＧＦＰ（商標
）；ｓｇＧＦＰ（商標）（スーパーグローＧＦＰ）；ＳＩＴＳ；ＳＩＴＳ（プリムリン）
；ＳＩＴＳ（スチルベンイソチオスルホン酸）；ＳＮＡＦＬカルセイン；ＳＮＡＦＬ－１
；ＳＮＡＦＬ－２；ＳＮＡＲＦカルセイン；ＳＮＡＲＦ１；ナトリウムグリーン；Ｓｐｅ
ｃｔｒｕｍアクア；Ｓｐｅｃｔｒｕｍグリーン；Ｓｐｅｃｔｒｕｍオレンジ；Ｓｐｅｃｔ
ｒｕｍレッド；ＳＰＱ（６－メトキシ－Ｎ－（３－スルホプロピル）キノリニウム）；ス
チルベン；スルホローダミンＢ　ｃａｎ　Ｃ；スルホローダミンＧエクストラ；ＳＹＴＯ
１１；ＳＹＴＯ１２；ＳＹＴＯ１３；ＳＹＴＯ１４；ＳＹＴＯ１５；ＳＹＴＯ１６；ＳＹ
ＴＯ１７；ＳＹＴＯ１８；ＳＹＴＯ２０；ＳＹＴＯ２１；ＳＹＴＯ２２；ＳＹＴＯ２３；
ＳＹＴＯ２４；ＳＹＴＯ２５；ＳＹＴＯ４０；ＳＹＴＯ４１；ＳＹＴＯ４２；ＳＹＴＯ４
３；ＳＹＴＯ４４；ＳＹＴＯ４５；ＳＹＴＯ５９；ＳＹＴＯ６０；ＳＹＴＯ６１；ＳＹＴ
Ｏ６２；ＳＹＴＯ６３；ＳＹＴＯ６４；ＳＹＴＯ８０；ＳＹＴＯ８１；ＳＹＴＯ８２；Ｓ
ＹＴＯ８３；ＳＹＴＯ８４；ＳＹＴＯ８５；ＳＹＴＯＸブルー；ＳＹＴＯＸグリーン；Ｓ
ＹＴＯＸオレンジ；ＴＥＴ（商標）；テトラサイクリン；テトラメチルローダミン（ＴＲ
ＩＴＣ）；テキサスレッド（商標）；テキサスレッド－Ｘ（商標）結合体；チアジカルボ
シアニン（ＤｉＳＣ３）；チアジンレッドＲ；チアゾールオレンジ；チオフラビン５；チ
オフラビンＳ；チオフラビンＴＣＮ；チオライト；チオゾールオレンジ；チノポールＣＢ
Ｓ
（カルコフロールホワイト）；ＴＭＲ；ＴＯ－ＰＲＯ－１；ＴＯ－ＰＲＯ－３；ＴＯ－Ｐ
ＲＯ－５；ＴＯＴＯ－１；ＴＯＴＯ－３；トリコロール（ＰＥ－Ｃｙ５）；ＴＲＩＴＣテ
トラメチルローダミンイソチオシアネート；トゥルーブルー；トゥルーレッド（ＴｒｕＲ
ｅｄ）；ウルトラライト；ウラニンＢ；Ｕｖｉｔｅｘ　ＳＦＣ；ＶＩＣ（登録商標）；ｗ
ｔＧＦＰ；ＷＷ７８１；Ｘ－ローダミン；ＸＲＩＴＣ；キシレンオレンジ；Ｙ６６Ｆ；Ｙ
６６Ｈ；Ｙ６６Ｗ；イエローＧＦＰ；ＹＦＰ；ＹＯ－ＰＲＯ－１；ＹＯ－ＰＲＯ－３；Ｙ
ＯＹＯ－１；ＹＯＹＯ－３；およびそれらの塩が含まれてよい。
【０１１２】
　いくつかの実施形態では、標識はピレン成分である。本明細書において使用するとき、
ピレン成分には、４個の融合ベンゼン環を含むピレン、またはピレンの誘導体が含まれる
。ピレン誘導体とは、ピレン炭素原子のうちの１個以上が置換されているまたはさらなる
成分に結合している、ピレンの４個の融合ベンゼン環を含む分子を意味する。例示的ピレ
ン誘導体には、ピレン炭素原子のうちの１個以上が、直鎖のまたは分岐した、置換されて
いるまたは置換されていないアルキル、アルケニル、アルキニル、またはアシル基、例え
ばＣ１－Ｃ２０の、直鎖のまたは分岐した、置換されているまたは置換されていないアル
キル、アルケニル、アルキニル、またはアシル基で置換されているアルキル化ピレンが含
まれ、前記基は、例えばＯ、Ｎ、またはＳ原子を含む成分（例えば、カルボニル、アミン
、スルフヒドリル）で、あるいはハロゲンで置換されていてよい。いくつかの実施形態で
は、ピレン誘導体は、１個以上の遊離カルボキシル基および／または１個以上の遊離アミ
ン基を含み、そのそれぞれはピレン炭素原子に直接付着していても、あるいはピレン炭素
から１原子以上、例えば１～３原子、１～５原子、またはそれ以上の原子離れている炭素
原子で付着しているなど、前述の直鎖のまたは分岐した、置換されているまたは置換され
ていないアルキル、アルケニル、アルキニル、またはアシル基上の任意の位置に付着して
いてもよい。いくつかの実施形態では、ピレンを、１個以上の酢酸成分および／または１
個以上のエチルアミン成分で置換する。いくつかの実施形態では、ピレン誘導体を、ただ
１個のメチル、エチル、プロピル、またはブチル基で置換する。いくつかの実施形態では
、ピレンを、ピレンブチレートなどの短鎖脂肪酸で置換する。別の実施形態では、ピレン
を、アルブミン、トランスフェリン（ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｇ）、または抗体のＦｃフ
ラグメントに結合させる。いくつかの実施形態では、置換基を、炭素－炭素結合、アミノ
基、ペプチド結合、エーテル、チオエーテル、ジスルフィド、またはエステル結合を介し
てピレンに付着させる。他の実施形態では、ピレン誘導体はＰＥＧ化ピレン、すなわちポ
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リエチレングリコール（ＰＥＧ）に結合したピレンである。そのようなピレン誘導体は、
インビボでより長い循環半減期を示し得る。他の実施形態では、ピレン誘導体は、アルブ
ミンに結合したピレンである。
【０１１３】
　いくつかの実施形態では、標識は、融合タンパク質の一部としてペプチドプローブ内に
組み入れられている蛍光タンパク質を含む。蛍光タンパク質には、緑色蛍光タンパク質（
例えば、ＧＦＰ、ｅＧＦＰ、ＡｃＧＦＰ、ターボＧＦＰ、エメラルド、アザミグリーン、
およびＺｓＧｒｅｅｎ）、青色蛍光タンパク質（例えば、ＥＢＦＰ、サファイア、および
Ｔ－サファイア）、シアン蛍光タンパク質（例えば、ＥＣＦＰ、ｍＣＦＰ、セルリアン、
ＣｙＰｅｔ、ＡｍＣｙａｎ１、およびミドリイシシアン）、黄色蛍光タンパク質（例えば
、ＥＹＦＰ、トパーズ、ビーナス、ｍＣｉｔｒｉｎｅ、ＹＰｅｔ、ＰｈｉＹＦＰ、ＺｓＹ
ｅｌｌｏｗ１、およびｍＢａｎａｎａ）、ならびにオレンジおよび赤色蛍光タンパク質（
クサビラオレンジ、ｍＯｒａｎｇｅ、ｄＴｏｍａｔｏ、ｄＴｏｍａｔｏ－タンデム、Ｄｓ
Ｒｅｄ、ＤｓＲｅｄ２、ＤｓＲｅｄ－エクスプレス（Ｔ１）、ＤｓＲＥｄ－モノマー、ｍ
Ｔａｎｇｅｒｉｎｅ、ｍＳｔｒａｗｂｅｒｒｙ、ＡｓＲｅｄ２、ｍＲＦＰ１、ＪＲｅｄ、
ｍＣｈｅｒｒｙ、ＨｃＲｅｄ１、ｍＲａｓｐｂｅｒｒｙ、ＨｃＲｅｄ－タンデム、ｍＰｌ
ｕｍ、およびＡＱ１４３）が含まれてよい。他の蛍光タンパク質が当該技術分野において
記載されている（Ｔｓｉｅｎ，Ｒ．Ｙ．，Ａｎｎｕａｌ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．６７
：５０９－５４４（１９９８）；およびＬｉｐｐｉｎｃｏｔｔ－Ｓｃｈｗａｒｔｚら，Ｓ
ｃｉｅｎｃｅ　３００：８７－９１（２００３））。前述のように、プローブは、該プロ
ーブのＮ末端またはＣ末端に連結させた蛍光タンパク質も含む融合タンパク質内に含まれ
ていてよい。蛍光タンパク質を当該技術分野において記載されているペプチドリンカーを
介して連結させてよい（参照することによりそれらの全体として本明細書に組み入れられ
ている、Ｕ．Ｓ．６，４４８，０８７；Ｗｕｒｔｈら，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．３１９：
１２７９－１２９０（２００２）；およびＫｉｍら，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２８０：
３５０５９－３５０７６（２００５））。いくつかの実施形態では、適切なリンカーは、
長さが約８～１２個のアミノ酸であり得る。さらなる実施形態では、リンカーの約７５％
を上回るアミノ酸残基は、セリン、グリシン、およびアラニン残基から選択される。
【０１１４】
　インビボ検出またはイメージングを含む実施形態では、インビボイメージングに有用な
標識を用いることができる。例えば、フッ素－１８などの磁気共鳴画像法に有用な標識を
、化学発光標識のように用いることができる。別の実施形態では、プローブを、放射性標
識で標識する。例えば、前記標識は、この目的のために現在利用されている機器によって
検出されるのに十分なエネルギーのポジトロン放出を提供し得る。そのような実体の一例
には、酸素－１５（ポジトロン放出によって崩壊する酸素の同位体）または他の放射性核
種が含まれる。別の例は、炭素－１１である。そのような標識で標識されたプローブを、
患者に投与し、標的タンパク質に局在させることができ、かつ該患者を撮像（スキャン）
して局在したプローブを検出し、こうして局在した標的タンパク質の部位を同定すること
ができる。標識プローブを、鼻腔内へのまたは経口での直接注入などによる、標的タンパ
ク質の部位への局在を可能にする任意の適切な手段によって投与することができる。いく
つかの実施形態では、放射性標識プローブを、患者に注入して、該プローブのタンパク質
標的への結合によって外部からモニタリングすることができる。
【０１１５】
　いくつかの実施形態では、標識はオリゴヌクレオチドを含む。例えば、ペプチドプロー
ブを、当該技術分野における公知の方法（例えば、ＰＣＲ、ＴＭＡ、ｂ－ＤＮＡ、ＮＡＳ
ＢＡ等の増幅アッセイ）によって検出され得るオリゴヌクレオチドタグに連結させてよい
。
【０１１６】
４．方法
　本明細書に記載されるペプチドプローブは、標的タンパク質と選択的に会合し、かつ標
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的タンパク質と会合すると立体構造シフトを受ける。例えば、いくつかの実施形態では、
本明細書に記載されるプローブは、標的タンパク質と会合したＡβタンパク質凝集体に結
合し、かつそのような結合をすると立体構造シフトを受ける。前述のように、立体構造シ
フトには、プローブのＮ末端とＣ末端の間（または任意の他の２箇所の間）の距離の変化
、より密な折り畳みまたはより密でない折り畳み、より規則性の高いまたはより規則性の
低い立体構造をとること、主に一方の二次構造から主にもう一方の二次構造への変化、あ
るいは異なる二次構造の相対量の任意の変化が含まれる。前述のように、「立体構造シフ
ト」には、たとえＣＤなどの立体構造のより直接的尺度によって立体構造の変化が明らか
にならないとしても、以下に論じる標識シグナル伝達などを介した間接的手段によって検
出され得るシフトが含まれる。
【０１１７】
　いくつかの実施形態では、プローブは、標的タンパク質のものに類似した立体構造変化
を受ける。例えば、いくつかの実施形態では、プローブは、主としてランダムコイル／α
ヘリックス立体構造および主としてβシート立体構造の両方をとることができ、かつ主と
してβシート立体構造を示す標的タンパク質に結合したら主としてβシート立体構造をと
る。いくつかの実施形態では、プローブは、主としてαヘリックス／ランダムコイル立体
構造で提供され、かつ主としてβシート立体構造の標的タンパク質と接触、結合、会合、
および／または相互作用すると立体構造シフトを受ける。他の実施形態では、プローブは
、より凝縮する、より拡散する、または任意の異なる立体構造をとることによって立体構
造をシフトさせる。いくつかの実施形態では、プローブは、Ａβタンパク質凝集体の立体
構造をより密接にとる。他の実施形態では、プローブは、主としてランダムコイル／αヘ
リックス立体構造および主としてβシート立体構造の両方をとることができ、かつ主とし
てβシート立体構造を示す標的タンパク質に結合したらより規則性の低いまたは減少した
βシート立体構造をとる。これらの実施形態では、プローブは、主としてβシート立体構
造で提供されてよく、かつ主としてβシート立体構造の標的タンパク質と接触、結合、会
合、および／または相互作用するとより規則性の低いまたは減少したβシート立体構造／
増加したランダムコイル／αヘリックス立体構造への立体構造シフトを受けることになる
。
【０１１８】
　いくつかの実施形態では、ペプチドプローブは、特定状態の自己凝集、例えばモノマー
、ダイマー、可溶性オリゴマー（例えば、４～１２マー）、不溶性凝集体、および原線維
（例えば、１００～１０００マー以上）などの標的タンパク質に優先的に結合する。これ
は、ＵＳ２００８／００９５７０６（米国特許出願第１１／８２８，９５３号に相当）に
一般的に記載されており、その全内容は参照することによりその全体として本明細書に組
み入れられている。これを、ペプチド２２（配列番号：２）を用いて行う作業で例証する
。
【０１１９】
　図１２は、可溶性Ａβオリゴマーに対するペプチド２２（配列番号：２）の特異性を図
解している。最初の２つのパネルは、ペプチド２２を２つの異なる方法で調製された可溶
性Ａβオリゴマーとインキュベートした場合のピレンモノマーシグナルの用量依存的増大
を示している。次の２つのパネルは、ペプチド２２をＡβ４０モノマーおよびＡβ４２モ
ノマーとインキュベートした場合に蛍光に変化がないことを示している。次のパネルは、
ペプチド２２をＡβ４０線維とインキュベートした場合に蛍光に変化がないことを示して
おり、そして次のパネルは、ペプチド２２をＡβ４２線維とインキュベートした場合のモ
ノマー蛍光のいくらかの用量依存的増大を示している。最後の２つのパネルは、ペプチド
２２をコントロール溶液（ＢＳＡまたは脱水酵素）とインキュベートした場合に蛍光に変
化がないことを示している。したがって、ペプチド２２は、可溶性Ａβオリゴマーの形態
のＡβタンパク質に優先的に結合する。同様のデータがペプチド３８（配列番号：３）に
関して得られており、それも可溶性Ａβオリゴマーの形態のＡβタンパク質に優先的に結
合することを示している。
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【０１２０】
　可溶性オリゴマーはＡβタンパク質の活発な病原型であると考えられているため、可溶
性Ａβオリゴマー検出能は、特に臨床上重要であり得る。さらに、可溶性Ａβオリゴマー
検出能によって、Ａβ原線維の検出によって可能となるよりも、疾患の進行の経過中での
より早い検出、診断、および処置が可能となり得る。
【０１２１】
　したがって、いくつかの実施形態によれば、試験サンプル中の標的タンパク質を検出す
るための方法であって、該標的タンパク質がアミロイド形成疾患に関連するβシート立体
構造を示し、（ｉ）該サンプルをペプチドプローブと接触させて、試験混合物を形成する
工程；および（ｉｉ）該ペプチドプローブと存在する任意の標的タンパク質との間の任意
の結合を検出する工程を含む方法を提供する。いくつかの実施形態では、前記方法はイン
ビトロで効果を生じる。
【０１２２】
　「試験サンプル」とは、試験される任意のサンプルであり、とりわけ、ヒトまたは動物
の組織、血液、脳脊髄液、尿、糞、毛髪、唾液、または任意の他の患者の一部に由来する
ものであってよい。別の実施形態では、試験サンプルは、医薬品、食品、衣類、または他
の動物由来の材料、あるいは環境サンプルを含む、対象となる標的タンパク質を含有する
生物材料を含有し得る任意の供給源に由来するものであってよい。試験サンプルを、本発
明の方法に適合する任意の様式で、例えばホモジナイゼーション、細胞破壊、希釈、清澄
化、等々で、本発明の方法における使用のために調製することができる。標的タンパク質
がその元の立体構造を保持できるように、試験サンプル中のタンパク質を変性させない注
意を払うべきである。試験サンプルを、ペプチドプローブを添加する前に、場合によって
は超音波処理などの従来技術を用いて分離させてよい。インビボ検出に関連した実施形態
では、試験サンプルは生きた対象である。
【０１２３】
　インビトロ使用に関して、プローブは、約０．０１～約０．５の間のイオン強度を有し
（典型的に、塩化ナトリウムまたは塩化カリウムなどの塩化物塩で調製した場合）、例え
ば約５～約８の間など、約４～約１０の間のｐＨを有する水溶液などの溶液中に提供され
得る。溶液は、例えば約４５容量％～約６０容量％の間など、約３０容量％～約１００容
量％の間の量で、水混和性の有機物質（例えば、トリフルオロエタノール、ヘキサフルオ
ロ－２－プロパノール（ｐｒｏｐａｎａｌ）（ＨＦＩＰ）、またはアセトニトリル（ＡＣ
Ｎ））も含んでいてよい。溶媒を、適切な緩衝系、例えば酢酸塩／酢酸、トリス、または
リン酸塩などを用いて調製してよい。インビボ使用に関して、プローブは、生理学的に許
容可能な任意の溶液中に提供され得る。例えば、プローブを、トリフルオロ酢酸塩（ｔｒ
ｉｆｌｕｏｒａｃｅｔｉｃ　ｓａｌｔ）として調製し、１００％ＨＦＩＰまたは５０％Ａ
ＣＮなどの有機溶媒中に再懸濁してもよい。
【０１２４】
　他の実施形態では、前記方法は、インビボで効果を生じるものであって、ペプチドプロ
ーブを対象に投与する工程、および例えば該対象をスキャンして、βシート立体構造標的
タンパク質の部位に局在した標識ペプチドプローブを検出する工程を含む。インビボ方法
論に関するさらなる詳細は、例えばＵＳ２００８／００９５７０６に提供されており、そ
の内容は参照することによりその全体として本明細書に組み入れられている。そのような
インビボ実施形態では、標識ペプチドプローブを局所注入などによって患者に投与するこ
とができ、該患者内に存在する標的タンパク質またはより規則性の高い標的タンパク質構
造の任意の部位への局在が可能となり、次いで該患者をスキャンして、標的タンパク質ま
たはより規則性の高い標的タンパク質構造の任意の部位に局在した標識プローブの部位を
検出することができる。鼻腔内および経口を含む、他の投与経路も企図される。前述のよ
うに、プローブを、インビボイメージングに適した任意の標識で標識することができる。
患者を全身スキャンにかけて、任意の部位の標的タンパク質を同定することができる。あ
るいは、患者の特定領域をスキャンして、標的タンパク質が該特定領域内に局在するかど
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うかを判定することができる。対象となる特定領域には、血管組織、リンパ組織、または
脳（海馬または前頭葉を含む）、あるいは他の器官、例えば心臓、腎臓、肝臓、または肺
などが含まれてよい。例示的な適切なスキャンまたはイメージング技術には、ポジトロン
放出断層撮影法（ＰＥＴ）、単一光子放射コンピュータ断層撮影法（ＳＰＥＣＴ）、磁気
共鳴画像法（ＭＲＩ）、Ｘ線撮影法、断層撮影法、蛍光透視法、核医学、光学的画像法、
脳造影法、および超音波検査法が含まれる。
【０１２５】
　いくつかの実施形態では、不溶性標的タンパク質（例えば、Ａβ原線維）の検出などに
関して、ペプチドプローブおよび標的タンパク質間の結合により不溶性複合体の形成をも
たらす。不溶性複合体を、従来技術を用いて、例えば不溶性混合物をペレットにする遠心
分離および／または濾過などの従来技術を用いて反応混合物から不溶性複合体を分離する
ことによって、検出することができる。次いで、不溶性複合体を、例えば該不溶性複合体
中に存在する任意のペプチドプローブを検出する技術によって、さらに特徴付けすること
ができる。そのような検出技術には、例えばペプチドプローブの標識を検出すること、あ
るいは分子量に基づいてタンパク質を分離するＳＤＳ－ＰＡＧＥのような技術または当該
技術分野において公知の他の従来技術を用いて不溶性複合体を特徴付けするなどの他の技
術が含まれてよい。不溶性複合体中でのペプチドプローブ上の検出可能な標識の検出は、
ペプチドプローブ－標的タンパク質複合体の存在と相関し、それは同様に試験サンプル中
の標的タンパク質と相関する。
【０１２６】
　いくつかの実施形態では、可溶性標的タンパク質凝集体（例えば、可溶性Ａβオリゴマ
ー）の検出などに関して、ペプチドプローブおよび標的タンパク質間の結合は、可溶性複
合体の形成をもたらす。可溶性複合体を含む複合体の検出は、いくつかの異なる方法によ
ってもたらされ得る。例えば、複合体を、反応混合物の他の構成成分、例えば結合してい
ないペプチドプローブおよび／または結合していない標的タンパク質などから分離するこ
とができ、次いで該複合体中に存在するペプチドプローブ上の検出可能な標識を検出する
ことによって、該複合体を検出することができる。当該技術分野において公知の任意の方
法を用いて、分離を達成することができる。
【０１２７】
　いくつかの実施形態では、ペプチドプローブ－標的タンパク質複合体を、サイズ排除ク
ロマトグラフィー（ＳＥＣ）を用いて分離する。ＳＥＣは、捕捉媒体（固定相とも呼ばれ
る）中の孔または隙間を用いてより小さな分子を保持し、それによって、該より小さな分
子は捕捉媒体の中を通じてよりゆっくりと移動し、一方で、より大きな分子はより速く通
過する。これらの孔または隙間は、既定サイズであり、ペプチドプローブ－標的タンパク
質複合体と結合していないペプチドプローブおよび／または結合していない標的タンパク
質とを区別するように選択することができる。これらの方法論によれば、ペプチドプロー
ブ－標的タンパク質複合体は、結合していないペプチドプローブの前に溶出する。より早
い画分中でのペプチドプローブ上の検出可能な標識の検出は、ペプチドプローブ－標的タ
ンパク質複合体の存在と相関し、それは同様に試験サンプル中の標的タンパク質と相関す
る。
【０１２８】
　代替的実施形態は、捕捉媒体上にペプチドプローブ－標的タンパク質複合体を保持する
アフィニティークロマトグラフィーを用いる。この手法は、ペプチドプローブ－標的タン
パク質複合体に結合するアフィニティー分子を含む、固相などの捕捉媒体を利用する。標
的タンパク質、ペプチドプローブ、複合体、またはペプチドプローブ－標的タンパク質複
合体の任意の成分に結合した標識に特異的に結合するアフィニティー分子を選択すること
ができる。いくつかの実施形態では、アフィニティー分子は、標的タンパク質または標的
タンパク質に結合した標識に特異的に結合し、それによって、該標的タンパク質は捕捉媒
体上に保持される。結合していない構成成分（任意の結合していないペプチドプローブを
含む）が洗い流された時点で、典型的には溶出バッファーを用いて結合している物質を溶
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出することができ、かつ溶出液を分析することができる。溶出液中でのペプチドプローブ
上の検出可能な標識の検出は、溶出液中のペプチドプローブ－標的タンパク質複合体の存
在と相関し、それは同様に試験サンプル中の標的タンパク質と相関する。いくつかの実施
形態では、標的タンパク質を、捕捉媒体のアフィニティー分子が結合する成分に結合させ
る。例えば、アフィニティー分子がアビジンまたはストレプトアビジンを含む場合には、
標的タンパク質をビオチンに結合させてよい。
【０１２９】
　他の実施形態では、ペプチドプローブを、ビオチンなどのアフィニティー分子が特異的
に結合する成分に結合させる。そのようなペプチドプローブは、ＥＬＩＳＡおよび免疫沈
降アッセイにおける使用に特に適している。例えば、アビジンコートされたプレートを、
ビオチン標識ペプチドプローブとともに用いることができる。非特異的に結合しているプ
ローブを洗浄して除去した後、標的タンパク質についてアッセイするサンプルを添加する
。非特異的に結合している基質を洗浄して除去した後、標的タンパク質に特異的に結合す
る抗体（例えば、Ａβタンパク質を認識するがペプチドプローブを認識しない６Ｅ１０抗
体などのマウス抗Ａβ抗体）を添加する。非特異的に結合している抗体を洗浄して除去し
た後、標識抗体（例えば、ホースラディッシュペルオキシダーゼ標識されたマウス抗Ｉｇ
Ｇ抗体）を添加する。そのようなアッセイでは、抗体標識の検出は、サンプル中の標的タ
ンパク質の存在と相関する。
【０１３０】
　以下の表１中のペプチドプローブＡＤ３１０（配列番号：３８）、ＡＤ３１３（配列番
号：３９）、ＡＤ３１４（配列番号：４０）、ＡＤ３１７（配列番号：４１）、およびＡ
Ｄ３２１（配列番号：４２）は、ビオチン化の代替的部位の例とともに、そのようなペプ
チドプローブの具体的な実施形態を例証している。これらのペプチドプローブのそれぞれ
は、配列番号：２（ペプチド２２）を含むが、当業者であれば、前文に一般的に記載され
ているように、かつこれらのペプチドプローブによって具体的に例証されるように、本明
細書に記載される任意のペプチドプローブをビオチン化することができることを理解する
であろう。例えば、ＡＤ３１０（配列番号：３８）によって例証されるように、Ｃ末端に
おいてらせん状リンカー（例えば、ＥＡＡＡＫ；配列番号：５６）を介して、ビオチン化
を達成することができる。一般に、らせん状リンカーは、アラニン残基などのαヘリック
スを形成する残基を含む。あるいは、ＡＤ３１３（配列番号：３９）によって例証される
ように、内部または末端リジン残基を含むリジン残基上の側鎖を介して、ビオチン化を達
成することができる。あるいは、ＡＤ３１４（配列番号：４０）によって例証されるよう
に、Ｃ末端において可動性リンカー（例えば、ＧＳＳＧＳＳＫ（配列番号：５７））を介
して、ビオチン化を達成することができる。一般に、可動性リンカーは、１個以上のグリ
シンおよび／またはセリン残基、あるいはそれらのｐｈｉおよびｐｓｉ角の周りを自由に
回転させ得る他の残基を含む。あるいは、ＡＤ３１７（配列番号：４１）によって例証さ
れるように、Ｃ末端においてトロンビン部位リンカー（例えば、ＧＬＶＰＲＧＳＧＫ（配
列番号：５９）など、ＬＶＰＲＧＳ（配列番号：５８）を含むリンカー）を介して、ビオ
チン化を達成することができる。あるいは、ＡＤ３２１（配列番号：４２）によって例証
されるように、Ｃ末端においてねじれリンカー（例えば、ＰＳＧＳＰＫ（配列番号：６０
））を介して、ビオチン化を達成することができる。一般に、ねじれリンカーは、１個以
上のプロリン残基、またはペプチドプローブのタンパク質結合モチーフから離れてビオチ
ン成分を強固に突出させた固定ｐｈｉおよびｐｓｉ角を有する他の残基を含む。
【０１３１】
　いくつかの実施形態では、ペプチドプローブおよび標的タンパク質間の結合を、ペプチ
ドプローブによって生成されるシグナル、例えばペプチドプローブがβシート立体構造、
またはその標的タンパク質との会合状態に関連する他の立体構造を示す場合に生成される
シグナルを検出することによって検出する。これらの実施形態は、インビトロまたはイン
ビボで、反応混合物からペプチドプローブ－標的タンパク質複合体を分離させて（例えば
、前述の）または分離させずに（例えば、インビボ実施形態において）、もたらされ得る
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。これらの実施形態では、ペプチドプローブを、ピレンなどのエキシマー形成標識で、ま
たはＦＲＥＴ標識で標識することができる。いずれかの種類の標識があると、ペプチドプ
ローブが、例えばβシート立体構造を示す標的タンパク質と接触、相互作用、または結合
すると生じ得る、βシート立体構造またはその標的タンパク質との会合状態関連する他の
立体構造をとる場合に、シグナルが生成される。
【０１３２】
　エキシマーとは、必ずしも共有結合でない、かつ光子によって励起されている分子全体
および同一の励起されていない分子全体の間に形成される付加物である。前記付加物は、
本来は一過性であり、それが光子の放出によって蛍光を発するまで存在する。エキシマー
は、特定波長の光で励起すると、いずれかのフルオロフォアの作用単独によって発せられ
るものとは大きさの点でも異なる、異なる波長の光を発する２つのフルオロフォアの相互
作用を表す。通常の発光スペクトルのものよりも長い波長に新しい蛍光バンドを産生する
ことによって、エキシマー（またはエキシマーの形成）を認識することが可能である。励
起スペクトルはモノマーのものと同一であるため、エキシマーを蛍光共鳴エネルギー移動
と区別することができる。エキシマーの形成は、フルオロフォアの幾何学的配置に依存し
、かつそれらの間の距離によって強い影響を受ける。
【０１３３】
　一実施形態では、ピレン成分は、ペプチドプローブのそれぞれの末端にまたは付近に存
在し、フルオロフォア間のエキシマー形成は、全体的なペプチド立体構造がαヘリックス
またはランダムコイルである限りは無視できる程度であるが、ペプチド物質がピレン成分
を互いに近接させるような構造変化（例えば、βシート立体構造への立体構造変化）を受
ける場合にはエキシマーが形成される。ペプチドの他の位置に存在するピレン成分も、エ
キシマー形成が立体構造依存的である限り、本文脈において有用であり得る。さらに、エ
キシマー形成の大きさは、存在するタンパク質分析物の量に直接関係する。したがって、
本発明の方法は、エキシマー形成を検出することによって、標的タンパク質または構造の
検出およびインビボイメージングを可能にする。
【０１３４】
　ペプチドプローブが標的タンパク質と会合または結合したらより規則性の高い立体構造
からより規則性の低い立体構造へ変化する実施形態では、ピレン成分がペプチドプローブ
のそれぞれの末端にまたは付近に存在する場合、エキシマーシグナルは、ペプチドの非会
合状態に付随するシグナルであり得、かつピレンモノマー蛍光（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅ）は
より低くなる。そのようなペプチドが、βシート立体構造の標的タンパク質と接触した場
合、それらはピレン標識の物理的近接性を減じる立体構造変化を受け、結果としてピレン
エキシマーシグナルの減少およびピレンモノマーシグナルの増大をもたらす。ペプチドの
他の位置に存在するピレン成分も、ペプチドプローブが会合（例えば、結合している）状
態または非会合（例えば、標的タンパク質に結合していない）状態にあるかどうかに依存
して変化する立体構造にエキシマー／モノマーシグナル伝達が依存する限り、本文脈にお
いて有用であり得る。さらに、これらの実施形態では、ピレンモノマーシグナルの増大ま
たはピレンエキシマーシグナルの低下は、存在する標的タンパク質の量に直接関係する。
したがって、これらの実施形態は、同様に、エキシマーおよびモノマーシグナル伝達をモ
ニタリングすることによって、標的タンパク質または構造の検出およびインビボイメージ
ングを可能にする。これを、ペプチド２２を用いた図１１に示す（以下により詳細に記載
される）。特に、図１１は、可溶性Ａβオリゴマーの非存在下（左）および存在下（右）
での、それぞれの末端においてピレンで標識されたペプチド２２（配列番号：２）に関す
る生の蛍光スペクトルを図解している。ペプチド２２の蛍光は、オリゴマーの非存在下で
は長期間安定（モノマーまたはエキシマーの蛍光に増大なし）であるが、可溶性Ａβオリ
ゴマーとインキュベートした場合には、ピレンモノマーシグナルの増大を示す。
【０１３５】
　エキシマーの形成を、光学特性の変化によって検出することができる。そのような変化
を、プローブに付着させたフルオロフォアに依存した、多数ある中でも、ＵＶ、ＩＲ、Ｃ
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Ｄ、ＮＭＲ、または蛍光を含む公知の蛍光分析技術によって測定することができる。これ
らの光学特性の変化の大きさは、変化に付随する構造状態をとっている結合体の量に直接
関係し、かつ存在する標的タンパク質の量または構造に直接関係する。
【０１３６】
　同様の考察がＦＲＥＴに当てはまる。例えば、ペプチドプローブを、以下のＦＲＥＴ標
識ペア：ＤＡＣＩＡ－Ｉ／ＮＢＤ、マリーナブルー／ＮＢＤ、およびＥＤＡＮＳ／Ｆａｍ
（フルオレセイン（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｅ））から選択される標識で、それぞれの末端
においてまたは付近において標識することができる。標的タンパク質と会合または結合し
たらより規則性の低い立体構造からより規則性の高い立体構造へ変化するペプチドプロー
ブに関して、ＦＲＥＴシグナルの検出は、ペプチドプローブのβシート立体構造に関連し
、かつ標的タンパク質の存在と相関する。標的タンパク質と会合または結合したらより規
則性の高い立体構造からより規則性の低い立体構造へ変化するペプチドプローブに関して
、ＦＲＥＴシグナルの検出はプローブの非会合状態に関連し、一方で、異なる（モノマー
）シグナルまたは、シグナルなしの検出は標的タンパク質の存在と相関する。
【０１３７】
　同様の考察が、前述のように、フルオロフォア／クエンチャーペアにも当てはまる。
【０１３８】
　前述のように、本明細書に記載されるペプチドプローブを、例えばバックグラウンドシ
グナルの低下を示すことによって、検出アッセイにおける性能の向上を達成するように設
計する。したがって、ペプチドプローブは、βシート立体構造を示す標的タンパク質を検
出することにおける参照ペプチドよりも、より感度が高くかつより信頼性が高いものであ
り得る。
【０１３９】
　前述のように、標的タンパク質は、疾患または病状に関連し得る。したがって、標的タ
ンパク質の検出は、疾患または病状の診断またはそのリスクと相関し得る。いくつかの実
施形態では、本明細書に記載されるペプチドプローブによって検出されるβシート立体構
造を示す標的タンパク質の量は、臨床的に関連のある疾患の特徴、例えば疾患の進行また
は状態、あるいは疾患に対する素因などと相関し得る。他の実施形態では、本明細書に記
載される方法を用いて、その特徴がＡＤなどのアミロイド形成疾患における疾患の進行に
対応することが知られている、患者に存在するミスフォールドアミロイドタンパク質の量
、および／またはＡβ４０対Ａβ４２タンパク質の比率を測定することができる。
【０１４０】
　本明細書に記載されるペプチドプローブは、標的タンパク質が、例えば治療状況におい
て有用であり得るβシート立体構造を示す能力を阻害する薬剤を同定するのにも有用であ
る。そのような方法では、薬剤を標的タンパク質とインキュベートし、ペプチドプローブ
とβシート立体構造を示す標的タンパク質との結合を検出する。薬剤とのインキュベーシ
ョンありおよびインキュベーションなしで、標的タンパク質に結合しているペプチドプロ
ーブの量を比較することによって、該薬剤の阻害能を判定することができる。例示的方法
は、ＵＳ２００８／００９５７０６（米国特許出願第１１／８２８，９５３号に相当）に
記載されており、その全内容は参照することによりその全体として本明細書に組み入れら
れている。
【０１４１】
５．インビボ治療法
　他の実施形態では、標的タンパク質のタンパク質凝集体の形成を阻止するためのインビ
ボ方法論であって、該標的タンパク質を該標的タンパク質に対するペプチドプローブとイ
ンビボで接触させる工程であって、該ペプチドプローブは該標的タンパク質に優先的に結
合し、それによって、該標的タンパク質のより規則性の高いタンパク質凝集体の形成を阻
止する工程を含む方法論を提供する。いくつかの実施形態では、ペプチドプローブは、モ
ノマー、可溶性オリゴマー、および不溶性自己凝集体からなる群より選択される自己凝集
の特定状態にある標的タンパク質に優先的に結合する。
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【０１４２】
　他の実施形態によれば、標的タンパク質に治療剤を送達するための方法論であって、該
治療剤を該標的タンパク質に対するペプチドプローブと結合させる工程、およびペプチド
プローブ－治療剤結合体をそれを必要とする患者に投与する工程を含む方法論を提供する
。例えば、標的タンパク質の部位への治療剤の標的送達のために、ペプチドプローブを治
療剤に（直接的にまたはリンカーを介して）結合させることができる。上記のＵＳ２００
８／００９５７０６に開示されている、そのようなインビボ実施形態では、ペプチドプロ
ーブを（単独でまたは別の治療剤を含む組み合わせで）局所注入などによって患者に投与
することができ、かつ該患者内に存在する標的タンパク質またはより規則性の高い標的タ
ンパク質構造の任意の部位への局在が可能となり、治療効果をもたらす。鼻腔内および経
口を含む、他の投与経路も企図される。対象となる特定領域には、血管組織、リンパ組織
、または脳（海馬または前頭葉を含む）、あるいは他の器官、例えば心臓、腎臓、肝臓、
または肺などが含まれてよい。
【０１４３】
６．キット
　本明細書に記載されるペプチドを含むキットも提供する。本明細書に記載される方法を
実践するためのキットを調製することができる。典型的には、キットは、方法を実践する
のに有用な、少なくとも１つの成分または成分のパッケージされた組み合わせを含む。「
パッケージされた組み合わせ」とは、キットが、１つ以上の成分、例えばペプチドプロー
ブ、バッファー、使用指示書等の組み合わせを含有するただ１つのパッケージを提供する
ことを意味する。ただ１つの容器を含有するキットは、「パッケージされた組み合わせ」
の定義の範囲に含まれる。キットは、本明細書に記載される方法を実践するのに必要な成
分の一部またはすべてを含んでいてよい。典型的には、キットは、少なくとも１つの容器
内に少なくとも１種のペプチドプローブを含む。キットは、１つ以上の容器内に、同じで
あっても異なってもよい複数種のペプチドプローブ、例えば異なる配列および／または異
なる標識を含むプローブを含んでいてよい。複数種のプローブは、ただ１つの容器内、ま
たはそれぞれがただ１種のプローブを含有する別々の容器内に存在してよい。
【実施例】
【０１４４】
実施例１
　ペプチドに蛍光レポーター成分を結合させることによって、種々の溶媒条件下での、ま
たは相互作用パートナー（例えば、標的タンパク質）および補因子（例えば、抗アミロイ
ド剤）の存在下での、ペプチドの立体構造的動態をモニタリングする単純なメカニズムを
提供することができる。前述のように、ピレンは、ピレンがモノマー状態にあるかどうか
、あるいはそれが密接に物理的に近接しているまたは他のピレン成分と対合している（エ
キシマー状態）かどうかに依存して、２つの明確に区別できる蛍光プロファイルを発する
。ピレンを本明細書に記載されるペプチドのＮ末端およびＣ末端にまたは付近に結合させ
た場合、ピレン成分は、該ペプチドの立体構造に依存して異なる距離で分離され得、ピレ
ンは、βシート立体構造では密接に物理的に近接し（図１Ｂ）、ランダムコイル／αヘリ
ックス立体構造ではさらに離れる（図１Ｃ）。したがって、ピレンを本明細書に記載され
るペプチドのＮ末端およびＣ末端にまたは付近に結合させた場合、それは、該ペプチドの
立体構造に依存して２つの明確に区別できる蛍光プロファイルを有する蛍光シグナルを提
供し得、モノマーシグナルは該ペプチドのランダムコイル／αヘリックス立体構造に付随
し、エキシマーシグナルは該ペプチドのβシート立体構造に付随する。結果を、βシート
立体構造のシグナル（エキシマー）として、またはβシート立体構造に由来するシグナル
（エキシマー）とαヘリックス立体構造由来のシグナル（モノマー）の蛍光比として報告
することができる。
【０１４５】
　ペプチドの立体構造に依存して異なるシグナルを生じるペプチドを選択するために、イ
ンシリコモデリングを用いて、１つより多いピレン成分を対象となるペプチドに結合させ
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た場合のピレン間距離を予測することができる。図１Ａは、Ａβペプチド（配列番号：１
）の領域に相当するペプチドのそれぞれの末端に結合させたピレンの、室温における該ペ
プチドの溶媒環境に依存した、ピレン間距離の分布についてのインシリコ予測を図解して
いる。この図に示されているように、前記ペプチドは水中ではβシート立体構造をとり、
ピレン成分は相対的に密接に近接している（Ｎ末端およびＣ末端ピレン環の中心間は約１
０Å）。対照的に、前記ペプチドは４０％トリフルオロエタノール（ＴＦＥ）中ではαヘ
リックス立体構造をとり、ピレン成分はさらに離れている（Ｎ末端およびＣ末端ピレン環
の中心間は約２０Å）。
【０１４６】
実施例２
　本明細書に記載される原則に従って、新規なペプチドプローブを設計した。図２に図解
されているように、前記ペプチドの配列は、Ａβペプチドのβシート形成領域であるＡβ
ペプチドのアミノ酸１７－３５に基づく。参照配列（ＷＴ；配列番号：１）は、ピレン標
識付けを容易にするために付加された末端リジン残基を含む野生型配列に相当する。
【０１４７】
　ペプチド２２（配列番号：２）は、ヒスチジン残基による置換、グルタミン酸残基によ
る置換、およびＣ末端リジン残基の付加を含む。
【０１４８】
　ペプチド３８（配列番号：３）は、４個の連続したアラニン残基による置換、ヒスチジ
ン残基による置換、グルタミン酸残基による置換、およびＣ末端リジン残基の付加を含む
。
【０１４９】
　ペプチド４５（配列番号：４）は、３個の連続したＮ末端アラニン残基の付加、ヒスチ
ジン残基による置換、グルタミン酸残基による置換、およびＣ末端リジン残基の付加を含
む。
【０１５０】
　ペプチドＩ３２Ｓ（配列番号：５）は、イソロイシン残基のロイシン残基による置換、
およびＣ末端リジン残基の付加を含む。
【０１５１】
　ペプチドＭ３５Ａ（配列番号：６）は、Ｃ末端残基のアラニン残基による置換、および
該ペプチドのＣ末端残基としてのリジン残基の付加を含む。
【０１５２】
　ペプチドＥ２２Ｐ（配列番号：７）は、グルタミン酸残基のプロリン残基による置換を
含む。
【０１５３】
　ペプチドＧＭ６（配列番号：８）は、フェニルアラニン残基のセリン残基による置換、
ならびにロイシン残基のプロリン残基による置換を含む。
【０１５４】
　前述のように、ペプチド２２、３８、および４５（配列番号：２～４）におけるヒスチ
ジンおよびグルタミン酸残基置換によって、αヘリックス立体構造を安定化させ、かつ／
あるいはアッセイ条件を制御することによって生成されるシグナルを制御するための手段
を提供し得る、それらの残基間での塩橋の形成が可能となる。前述のように、βシート立
体構造の標的タンパク質の非存在下では、ペプチドはβシート立体構造をとる可能性が低
いため、これらのペプチドはバックグラウンドシグナルの低下を示す。
【０１５５】
　前述のように、ペプチド３８（配列番号：３）およびペプチド４５（配列番号：４）に
おける連続したアラニン置換（アラニン反復）は、強いαヘリックス傾向を有し、ゆえに
ペプチドのαヘリックス立体構造を安定化する。先と同様に、βシート立体構造の標的タ
ンパク質の非存在下では、ペプチドはβシート立体構造をとる可能性が低いため、これら
のペプチドはバックグラウンドシグナルの低下を示す。
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【０１５６】
　前述のように、いくつかの置換によって、標的タンパク質と接触、結合、または相互作
用するとβシート立体構造または他の立体構造変化をとることが容易になり、それによっ
て、ペプチドは、標的タンパク質と接触、結合、または相互作用すると、参照配列よりも
より効率的にβシート立体構造をとるまたは立体構造変化を受ける。配列番号：７、９～
１３、および１９～２１における、アラニンのグリシンへの置換、グルタミン酸のプロリ
ン、グリシン、グルタミン、またはリジンへの置換、およびアスパラギン酸のアスパラギ
ンへの置換によって、増強したβシート形成および凝集特性を備えたペプチドプローブが
生じる。
【０１５７】
　ペプチドＭ３５Ａ（配列番号：６）におけるＣ末端メチオニン置換によって、該ペプチ
ドは参照（野生型）配列よりも酸化環境においてより安定となる。
【０１５８】
　追加の作業によって、ペプチドＩ３２Ｓ（配列番号：５）におけるイソロイシンのセリ
ンへの置換、ペプチドＡＤ３２３、ＡＤ３２５、ＡＤ３３０、ＡＤ３２９、ＡＤ３２８、
およびＡＤ３２７（配列番号：２８～３３）におけるセリン、ヒスチジン、イソロイシン
、および／またはロイシンのアスパラギン酸への置換、ならびにペプチドＧＭ６およびＧ
Ｍ６バリエーション１（配列番号：３４～３５）におけるフェニルアラニン（ｐｈｅｎｙ
ｌａｌａｎｉｅ）のセリンへの置換およびロイシンのフェニルアラニンへの置換によって
、これらのプローブは、Ａβオリゴマーなどの標的タンパク質と接触、結合、または相互
作用すると、参照（野生型）配列よりもより効率的に立体構造変化を受け得るが、結果と
して生じるプローブのβシート立体構造は不安定になることが示されている。
【０１５９】
実施例３
　ペプチドプローブを、いくつかの異なるアッセイで公知の標的タンパク質に対して用い
、既定のアッセイにおける使用に関するおよび／または既定のアッセイ条件下での使用に
関するそれらの適合性を評価することができる。例えば、あるペプチドはある特定のアッ
セイでより有効であり得、一方で、異なるペプチドは異なるアッセイでより効果を生じ得
る。配列番号：１のペプチドを、以下に記載するように、いくつかの異なるアッセイで用
いた。同様のアッセイを用いて、試験サンプル中の標的タンパク質を検出することができ
る。
【０１６０】
（ｉ）不溶性複合体
　このアッセイでは、インビトロの遠心分離に基づく相互作用アッセイにおいて、可溶性
ペプチドプローブを不溶性標的タンパク質線維と結合させる。標的タンパク質に結合する
ペプチドプローブは、遠心分離を用いて分離し得る不溶性ペレット中に検出される。不溶
性標的タンパク質線維に結合しないペプチドプローブは、上清にとどまり、ペレット中に
は検出されない。
【０１６１】
　Ａβ４２線維（標的タンパク質）およびペプチドプローブ（配列番号：１）を、増大し
ていく量のトリフルオロエタノール（ＴＦＥ）の存在下で３時間インキュベートする。サ
ンプルを１７，０００×ｇで３０分間遠心分離し、ペレットをサンプルバッファー中で変
性させ、ＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分析する。結果を図３に示す。参照サンプル（インプ
ット）を比較のために示す。本実施例において、標的タンパク質とペプチドプローブの結
合は、４０％ＴＦＥ条件ではっきりと観察される（４０％ＴＦＥにおける左と右のパネル
を比較されたく、左のパネルでは「ペプチド」バンドが現れているが、右のパネルでは現
れていない）。このことは、ペプチドが、標的タンパク質の原線維形態を含む回転させた
ペレット中に落ちたことを意味しており、原線維はＳＤＳ－ＰＡＧＥ条件下でモノマーに
分解するため、それはＳＤＳ－ＰＡＧＥ上ではモノマーＡβ４２として示されている。
【０１６２】
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　ペプチドを検出可能な標識で標識した場合、ペレットにした不溶性複合体中のシグナル
は、標的－ペプチド結合と相関するであろう（図示せず）。
【０１６３】
（ｉｉ）サイズ排除クロマトグラフィー
　このアッセイでは、インビトロのサイズ排除クロマトグラフィーに基づく相互作用アッ
セイにおいて、可溶性ペプチドプローブを、例えば可溶性標的タンパク質オリゴマーと結
合させる。
【０１６４】
　標識ペプチドプローブ（配列番号：１，２μＭ）および標的タンパク質（Ａβオリゴマ
ー，２μＭ）を、Ｈｅｐｅｓバッファー（１０ｍＭ，ｐＨ７．０）中で９０分間一緒にイ
ンキュベートし、次いで５０００Ｄａ分子量のカットオフを有するＧ２５サイズ排除カラ
ムにロードする。カラムを７３５×ｇで２分間の遠心分離にかける。溶出液およびカラム
物質をＴＥＣＡＮ蛍光光度計によって分析する。この方法を図１４Ａに図解する。溶出液
をＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分析してもよい（図示せず）。
【０１６５】
　このアッセイでは、結合していないペプチドプローブは、そのサイズが小さいためにカ
ラムにとどまる。したがって、溶出液中での標識ペプチドプローブの検出は、該溶出液中
の標的タンパク質－ペプチド複合体の存在を意味する。このことは、蛍光標識ペプチドが
オリゴマーの存在下で回収されることを示している、図１４Ｂに図解された結果によって
確認される。
【０１６６】
　ペプチド４５を用いた同様のアッセイでは、標識ペプチドプローブ（配列番号：４，２
μＭ）および標的タンパク質（Ａβオリゴマー，２μＭ）を、Ｈｅｐｅｓバッファー（１
０ｍＭ，ｐＨ７．０）中で９０分間一緒にインキュベートし、次いで５０００Ｄａ分子量
のカットオフを有するＧ２５サイズ排除カラムにロードする。カラムを７３５×ｇで２分
間の遠心分離にかける。溶出液およびカラム物質をＴＥＣＡＮ蛍光光度計によって分析す
る。この方法を図４Ａに図解する。このアッセイでは、結合していないペプチドプローブ
は、そのサイズが小さいためにカラムにとどまる。したがって、溶出液中での標識ペプチ
ドプローブの検出は、該溶出液中の標的タンパク質－ペプチド複合体の存在を意味する。
このことは、蛍光標識ペプチドがオリゴマーの存在下で回収されることを示している、図
４Ｂに図解された結果によって確認される。
【０１６７】
（ｉｉｉ）アフィニティークロマトグラフィー
　このアッセイでは、インビトロのアフィニティークロマトグラフィーに基づく相互作用
アッセイにおいて、可溶性ペプチドプローブを、例えば可溶性標的タンパク質オリゴマー
と結合させる。
【０１６８】
　本実施例のために、標的タンパク質をビオチンなどのアフィニティー分子で標識し、標
識ペプチドプローブとインキュベートする。インキュベーション後、混合物を、例えばカ
ラムまたはビーズの支持体上のストレプトアビジンなどの捕捉成分とインキュベートし、
それによって、標的タンパク質を捕捉する。結合していない物質を洗浄後、支持体上の結
合している標的タンパク質－ペプチドプローブ複合体の存在を意味するであろう、標識ペ
プチドプローブの検出のために支持体を調べることができる。あるいは、結合している物
質を溶出し、次いで標識ペプチドプローブの検出のために調べてもよい。先と同様に、標
識ペプチドプローブの検出は、溶出液中の標的タンパク質－ペプチドプローブ複合体の存
在を意味するであろう。図５Ａおよび１５Ａは、ビオチン標識標的タンパク質とストレプ
トアビジンコートされたビーズを用いたアフィニティークロマトグラフィーを図解してい
る。このタイプのアッセイは、例えば既定のペプチドプローブの有効性を評価するのに有
用である。
【０１６９】
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　標識ペプチドプローブ（配列番号：１，２μＭ）とビオチン化標的タンパク質（Ａβ４
２オリゴマー，２μＭ）をＰＢＳ中で３０分間インキュベートする。次いで、混合液をス
トレプトアビジンでコートされた磁気ビーズを用いた捕捉工程にかける。ビーズをＰＢＳ
で洗浄して結合していない物質を除去し、捕捉物質をＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分析する
。
【０１７０】
　代替的アッセイ（図１５Ａに図解されているプロトコールＢ）では、４μＮのビオチン
化Ａβ４２オリゴマーを、あらかじめ洗浄したストレプトアビジンダイナビーズと室温で
３０分間インキュベートした。次いで、複合体をＰＢＳバッファーで２回洗浄し、ＰＢＳ
バッファー中に再懸濁した。次いで、等量の結合しているオリゴマーと４μＭの標識ペプ
チドプローブ（配列番号：１）を混ぜ合わせ、室温で３０分間インキュベートした。次い
で、結合していない物質を３回のＰＢＳ洗浄で洗い流し、続いて磁石によってビーズ複合
体を回収した。次いで、複合体を１×ＬＤＳバッファーに再懸濁し、１０分間ボイルし、
１０％Ｂｉｓ－Ｔｒｉｓゲルにロードした。
【０１７１】
　図１５Ｂは、結果を図解している。図に示されているように、高分子量オリゴマーの存
在下では、標識ペプチドプローブのみが捕捉物質中に検出され、ペプチドプローブが標的
タンパク質オリゴマーに結合することを示している。捕捉物質を、蛍光プロファイルによ
っても分析することができる（図示せず）。
【０１７２】
　ペプチド２２を用いた同様のアッセイ（プロトコールＡ）では、標識ペプチドプローブ
（配列番号：２，４μＭ）とビオチン化標的タンパク質（Ａβ４２オリゴマー，４μＮ）
を、Ｈｅｐｅｓバッファー（１０ｍＭ，ｐＨ７．０）中で９０分間インキュベートする。
次いで、混合液をストレプトアビジンでコートされた磁気ビーズを用いた捕捉工程にかけ
る。ビーズをＰＢＳで洗浄して結合していない物質を除去し、捕捉された物質をＳＤＳ－
ＰＡＧＥによって分析する。
【０１７３】
　ペプチド２２を用いた代替的アッセイ（図５Ａに図解されているプロトコールＢ）では
、４μＮのビオチン化Ａβ４２オリゴマーを、あらかじめ洗浄したストレプトアビジンダ
イナビーズと室温で３０分間インキュベートした。次いで、複合体をＰＢＳバッファーで
２回洗浄し、ＰＢＳバッファー中に再懸濁した。次いで、等量の結合しているオリゴマー
と４μＭの標識ペプチドプローブ（配列番号：２）を混ぜ合わせ、室温で３０分間インキ
ュベートした。次いで、結合していない物質を３回のＰＢＳ洗浄で洗い流し、続いて磁石
によってビーズ複合体を回収した。次いで、複合体を１×ＬＤＳバッファーに再懸濁し、
１０分間ボイルし、１０％Ｂｉｓ－Ｔｒｉｓゲルにロードした。
【０１７４】
　図５Ｂは、結果を図解している。左のパネル（レーン１～３）は、ストレプトアビジン
磁気ビーズによって合成ビオチン化オリゴマーが落ちたことを示している（レーン２およ
び３をレーン１と比較されたい）。レーン４は、１００％結合に類似した、４μＭの濃度
でゲルに直接ロードしたペプチドプローブ（ペプチド２２）を示している。レーン２は、
ゲルにロードした結合反応物（プロトコールＡ）を示しており、Ａβオリゴマーとペプチ
ドプローブが共溶出することに留意されたい。レーン３および４は、ビオチン化Ａβ４２
オリゴマーの添加なし（レーン３）および添加あり（レーン４）で、プロトコールＢに従
って調製した結合反応物を示している。オリゴマーの非存在下では、ペプチドプローブは
ゲル上に存在せず、それがストレプトアビジンビーズに結合していないことを意味する。
ビオチン化オリゴマーの存在下では、ペプチドプローブは回収される。これらの結果は、
ペプチドプローブ（ｐｒｏｂｅｄ）がビオチン化Ａβ４２オリゴマーに直接結合すること
を示している。
【０１７５】
実施例４
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　前述のように、いくつかの実施形態では、例えばペプチドの（結合していない）ランダ
ム／αヘリックス立体構造に付随する任意のシグナル（例えば、バックグラウンドシグナ
ル）とペプチドの（結合している）βシート立体構造に付随するシグナルとの間のシグナ
ル差を増大させることによって、標的タンパク質に結合していないペプチドに付随する任
意のシグナルと標的タンパク質に結合しているペプチドに付随するシグナルとの間のシグ
ナル差を増大させるように、ペプチドプローブのバリアント配列を設計する。このパラメ
ーターを評価するための一方法は、ペプチドにαヘリックス立体構造を誘導する有機溶媒
である種々の濃度のＴＦＥ中で、標識ペプチドをインキュベートすることである。そのα
ヘリックスおよびβシート立体構造間のシグナルに有意差のあるペプチドは、前述の理由
で特に有用であり得る。
【０１７６】
　それぞれの末端においてピレンで標識されたペプチドプローブ２２（配列番号：２，２
μＭ）を、ｔｒｉｓバッファー（１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ，ｐＨ７．０）中０～８０％ＴＦＥ
中で３０分間インキュベートする。反応物をＴＥＣＡＮ蛍光光度計によって測定し、エキ
シマー：モノマーの蛍光比を記録する。図６Ａに示されているように、バッファー中での
ペプチド２２の最大シグナル応答は（８０～２０％ＴＦＥでシグナルが得られる）、およ
そ１００比単位であり、参照ペプチド（配列番号：１）のものの４倍を上回る。線維状ア
ミロイド標的タンパク質の存在下で立体構造変化を受ける能力について試験した場合、ペ
プチド２２は参照配列（配列番号：１）より２．６倍高く機能する。つまり、ペプチド２
２は、線維状アミロイド標的タンパク質の存在下で、参照ペプチドの最大シグナル獲得よ
り約２．６倍高い最大シグナル獲得を示す。
【０１７７】
実施例５
（ｉ）ペプチドプローブ立体構造の構造解析
　実施例２で論じているように、ペプチド２２、３８、および４５（配列番号：２～４）
内にヒスチジンおよびグルタミン酸置換を導入して、それらの残基間での塩橋の形成を可
能にした。種々のｐＨおよび塩の条件下でそのようなペプチドに対してＣＤ分析を行い、
既定の条件下でのペプチドの立体構造を決定することができる。
【０１７８】
　本実施例では、それぞれの末端においてピレン成分で標識されたペプチド３８（配列番
号：３）を用いる。図７に示されているように、ｐＨ７において（実線）、ペプチドは高
度にαヘリックスであり（３８％）、αヘリックス立体構造の割合はｐＨ４（細かい点線
）においてさらに大きい（５２％）。５００ｍＭのＮａＣｌの添加によって、どちらのｐ
Ｈレベルにおいても、βシート立体構造を好んで、αヘリックス立体構造が大幅に減少す
る。したがって、ｐＨ７で５００ｍＭのＮａＣｌの存在下では（大きな破線）、αヘリッ
クス含有量は４％であり、一方で、βシート含有量は４０％である（塩なしでは１０％よ
り高い）。ｐＨ４で５００ｍＭのＮａＣｌの存在下では（一点鎖線）、αヘリックス含有
量は６％であり、一方で、βシート含有量は５２％である（塩なしでは４％より高い）。
これらの結果は、塩橋によってαヘリックス立体構造が安定化し、その形成は低いｐＨお
よび低塩で促されることを意味する。より高塩濃度では、塩橋は破壊され、αヘリックス
立体構造はもはや安定でない。
【０１７９】
（ｉｉ）標的タンパク質に結合しているペプチドプローブの構造解析
　標的タンパク質に結合しているペプチドプローブの立体構造を、ＣＤ分析によって評価
することができる。図８は、それぞれ別々のならびに混ぜ合わせた、２ピレン標識ペプチ
ド３８（配列番号：３）およびＡβ４２オリゴマー（標的タンパク質）の立体構造を示し
ている。ペプチド単独では高度にαヘリックスである（３６％）。ペプチド３８と標的タ
ンパク質を混合すると、ペプチドは、βシート立体構造の増加およびαヘリックス立体構
造の減少をもたらす立体構造シフトを受ける。つまり、ペプチド３８の二次構造が変化し
、それによって、αヘリックスの割合が半減し（１８％）、一方で、βシート構造の割合
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が２０％から３１％に高まる。したがって、ペプチド３８は、Ａβ４２オリゴマー標的タ
ンパク質と接触するとβシート立体構造をとり、その立体構造変化をＣＤ分析によって検
出することができる。
【０１８０】
（ｉｉｉ）標的タンパク質に結合しているペプチドプローブのエキシマー分析
　標的タンパク質に結合しているペプチドプローブの立体構造を、ペプチド単独における
および標的タンパク質と組合させたものにおけるピレン蛍光を測定することによって、検
出することもできる。図９Ｂは、遊離２ピレン標識ペプチド４５（配列番号：４）のピレ
ン蛍光を示している。βシート立体構造に付随するエキシマー蛍光は、αヘリックス立体
構造に付随するモノマー蛍光とは異なる波長を有し、エキシマー：モノマーの蛍光比は９
：１である。図９Ａは、種々の量のＡβ４２オリゴマー標的タンパク質（０、０．０３、
０．１、および０．３μＭ）の存在下での、２ピレン標識ペプチド４５のピレン蛍光を示
している。Ａβ４２オリゴマー標的タンパク質の添加によって、最も高いＡβ４２オリゴ
マー濃度（０．３μＭ）において２０：１へのエキシマー：モノマーの蛍光比の用量依存
的シフトが生じる。このエキシマー：モノマーの蛍光比の変化は、βシート立体構造の増
加およびαヘリックス立体構造の減少をもたらす、対応するペプチドの立体構造変化を反
映している。したがって、ペプチド４５は、Ａβ４２オリゴマー標的タンパク質と接触す
ると用量依存的様式でβシート立体構造をとり、その立体構造変化をピレン蛍光を測定す
ることによって検出することができる。
【０１８１】
実施例６
　図１０は、本明細書に記載される方法およびプローブのいくつかの異なる実施形態を概
略的に図解している。
【０１８２】
（ｉ）Ａβ線維アッセイ（最上段パネル）
　Ａβ線維アッセイを、４０％ＴＦＥなどの有機溶媒中で行うことができる。図１０の最
上段パネルに図解されているように、Ａβ線維の非存在下にて４０％ＴＦＥ中でインキュ
ベートした、それぞれの末端においてピレンで標識されたペプチドプローブ（例えば、配
列番号：１）は、ＣＤ分光法によって観察し得る、主としてαヘリックスである立体構造
を示す（データ示さず）。この立体構造は、ピレン成分のモノマー蛍光すなわち自己蛍光
を伴う（３７０～４１０ｎｍ；図６を参照されたい）。Ａβ線維基質を導入すると、プロ
ーブはβシート立体構造をとる。この立体構造は、ピレン成分のエキシマー蛍光を伴う（
４３０～５３０ｎｍ；図６を参照されたい）。
【０１８３】
（ｉｉ）Ａβオリゴマーアッセイ（下段パネル）
　Ａβオリゴマーアッセイを、水などの水性溶媒中で行うことができる。図１０の下段パ
ネルＡに図解されているように、Ａβオリゴマーの非存在下で、それぞれの末端において
ピレンで標識されたペプチドプローブ２２（例えば、配列番号：２）は、ピレン成分のエ
キシマー蛍光を伴う立体構造を示し（図１１を参照されたい）、ゆえに増加したβシート
構造を有すると考えられる。Ａβオリゴマーを導入すると、蛍光プロファイルは主として
自己蛍光（モノマー）にシフトし（図１１を参照されたい）、これは、βシート構造の減
少またはαヘリックス構造の増加に関連する。
【０１８４】
　あるいは、図１０の下段パネルＢに図解されているように、ペプチドプローブを、それ
ぞれの末端においてＦＲＥＴペアの構成要素（例えば、ＦＡＭおよびＥＤＡＮＳ）で標識
することができる。例証されている実施形態によれば、ＦＲＥＴ標識はＡβオリゴマーの
非存在下では相互作用しないが、Ａβオリゴマーを導入すると、蛍光プロファイルは、β
シート構造の増加に関連するＦＲＥＴ蛍光にシフトする。ペプチドプローブＡＤ２９３（
配列番号：５２）、ＡＤ２９２（配列番号：５３）、ＡＤ２９１（配列番号：５４）、お
よびＡＤ２９０（配列番号：５５）は、このタイプの立体構造変化と一致した蛍光挙動を
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示している。
【０１８５】
　図１０の下段パネルに関する観察により、ペプチドプローブのアミノ酸配列に加えて、
少なくともこれらのペプチドに関して、標識の性質はペプチドプローブの折り畳み特性お
よび／または立体構造に影響し得ることが示唆される。したがって、Ａβオリゴマーの非
存在下で、ピレン標識は、エキシマー蛍光をもたらすβシート構造の形成を促し得る。一
方、ＦＲＥＴペアは、基質の非存在下ではそれほど強く相互しないようである。
【０１８６】
実施例７
　前述のように、ペプチド２２（配列番号：２）は、Ａβオリゴマーと相互作用すると立
体構造変化を受ける。図１１は、それぞれの末端においてピレンで標識されており、かつ
１０ｍＭのＨｅｐｅｓ（ｐＨ７．０）中で室温にて水性条件中でいくつかの時間インキュ
ベートした、ペプチド２２に関する蛍光スペクトルを図解している。ペプチド２２の蛍光
は、オリゴマーの非存在下では長期間安定（モノマーまたはエキシマーの蛍光に増大なし
）であるが、可溶性Ａβオリゴマーとインキュベートした場合には、ピレンモノマーシグ
ナルの増大を示す。（実線＝時間０；破線＝３時間；点線＝１８時間）。具体的には、図
１１（右のパネル）に示されているように、ペプチド２２は、ピレンエキシマー（～４６
０および４８５ｎｍで最大発光）からピレンモノマー（～３８０および４００ｎｍで最大
発光）への時間依存的立体構造シフトを示す。
【０１８７】
実施例８
　本実施例は、Ａβオリゴマーに対するペプチド２２の特異性を例証する。
【０１８８】
　ペプチド２２（１００ｎＭ）を、等モル濃度（０、３０、１００、および３００ｎＮ）
のいくつかの潜在的Ａβ基質：Ａβ４２オリゴマー（タイプ１）；Ａβ４２オリゴマー（
タイプ２）；Ａβ１－４２モノマー；Ａβ１－４０モノマー；Ａβ１－４２線維；Ａβ１
－４０線維：ウシ血清アルブミン（コントロール基質）；および炭酸脱水酵素（コントロ
ール基質）と、室温で１５時間水中にてインキュベートする。
【０１８９】
　図１２に示されているように、ペプチド２２は、２種のＡβオリゴマー基質に関して、
オリゴマー投入量が増加するにつれてピレンモノマー（自己）蛍光が増大することを特徴
とする、用量依存的な蛍光応答を示す。Ａβ４２モノマーおよびＡβ４０線維は、高い基
質投入量でわずかな蛍光応答を誘導した。これらのデータは、水性条件下で、ペプチド２
２の蛍光応答は、標的特異的かつ用量反応的であることを実証している。
【０１９０】
実施例９
　本実施例は、ペプチド２２の反応性をさらに調査する。
【０１９１】
　図１３Ａに関して、ペプチド２２（７０ｎＭ）を、０、３０、１００、または３００ｎ
Ｎの合成Ａβ４２オリゴマーと２５℃でインキュベートし、３時間のインキュベーション
後に蛍光発光スペクトルを記録する。図１３（最上段パネル）に示されているように、Ａ
β４２オリゴマーの非存在下で、ペプチド２２は、非常にわずかなピレンモノマー（自己
）蛍光を示す（３７０～４２０ｎｍ）。しかしながら、ピレンモノマー（自己）蛍光は、
Ａβ４２オリゴマー濃度とともに用量依存的様式で増大する。例えば、図１３に示されて
いるように、ペプチド２２は、３０のＡβ４２オリゴマーとよりも３００ｎＮのＡβ４２
オリゴマーとインキュベートした場合に、より大きなピレンモノマー蛍光を示す。（実線
－Ａβ４２オリゴマーなし；一点鎖線－３０ｎＮのＡβ４２オリゴマー；大きな破線－１
００ｎＮのＡβ４２オリゴマー；細かい点線－３００ｎＮのＡβ４２オリゴマー）。
【０１９２】
　円偏光二色性（ＣＤ）分析を用いて、ペプチド２２、合成Ａβ４２オリゴマー、および
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酸ナトリウム（ｐＨ７．０）中で室温にて３時間インキュベートする。それぞれのサンプ
ルについて、相対的楕円率を１９０～２６０ｎｍから評価する。図１３（下段パネル）は
、４μＭのペプチド２２（実線）；３３ｎＭの合成Ａβ４２オリゴマー（一点鎖線）；２
つの個々のサンプルの算術的合計（大きな破線）；ペプチド２２と合成Ａβ４２オリゴマ
ー混合物の混合物（細かい点線）のＣＤプロファイルを示している。それぞれのデータセ
ットは、３回の別々のスペクトルスキャンの平均を表す。
【０１９３】
　データによれば、ペプチド２２は、単独で、主としてβシート二次構造を有するのに対
し（３６％）、合成Ａβ４２オリゴマーは本質的に組織化されていない（すなわち、楕円
率はゼロ）ことが示されている。２つの種を一緒にインキュベートした場合、ペプチド２
２の構造は主としてβシートのままであり（４３％）、２種の個々の成分の合計に非常に
類似したプロファイルを有する。データによれば、ペプチド２２の蛍光プロファイルを変
化させる、ペプチド２２とＡβ４２オリゴマーとの相互作用があると生じる立体構造変化
は、ＣＤによって検出され得ず、ゆえに該ペプチドまたはペプチド－オリゴマー複合体の
βシート総含有量を有意には変化させないことが示唆される。
【０１９４】
実施例１０
　前述の原則に従って設計された例示的ペプチドプローブを、以下の表１に示す。配列中
の陰影付けによって示されるように、ペプチド配列の大部分は、Ａβペプチドのβシート
形成領域であるＡβペプチドのアミノ酸１６－３５（ＷＴ；配列番号：１）に基づいてお
り（他は、Ａβペプチドのより長い部分に基づく）、標識付けを容易にするために付加さ
れたＣ末端リジン残基を含む。配列バリアントのカテゴリー（または複数のカテゴリー）
を表中に表示する（例えば、安定性を向上させる、塩橋を提供する、溶解度を増大させる
、αヘリックス形成を促進する、βシート構造を不安定化する、Ａβ結合モチーフを付加
する、等々のための改変）。異なる標識部位および標識ペアを含む、ペプチドプローブ標
識付けの選択肢も例証する。別様に明記されていない限り、すべてのペプチドを２つのピ
レン標識で、一方をＮ末端アミン上で、もう一方をＣ末端リジン残基の側鎖上で標識した
。さらに、別様に明記されていない限り、すべての構築物は、カルボキシル基の代わりに
Ｃ末端アミドを含有する。
【０１９５】
　以下の略語を表中で用いている。
「ＰＢＡ」＝ピレン酪酸
「ｒ」＝ｄ－アルギニン
「ダブシル」＝４－（４－ジメチルアミノフェニル）ジアゼニル安息香酸
「ＥＤＡＮＳ」＝５－（２’－アミノエチル）アミノナフタレン－１－スルホン酸
「ＦＡＭ」＝５（６）カルボキシフルオレセイン
「ダンシル」＝５－ジメチルアミノナフタレン－１－スルホニル
【０１９６】
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【０１９７】
　天然に存在する変異体に基づくペプチドは、増強した凝集種形成能を有すると期待され
る。
【０１９８】
　ペプチドプローブのペプチド２２（配列番号：２）、ペプチド２２バリエーション１（
配列番号：１４）、ペプチド２２バリエーション２（配列番号：１５）、ペプチド３８（
配列番号：３）、およびペプチド４５（配列番号：４）は、水性アッセイにおいてＡβ４
２オリゴマーと反応することが示されている。驚いたことには、この反応性は、主として
ピレンエキシマー蛍光からピレン自己蛍光への移行を特徴とした。データによれば、これ
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らのペプチドプローブは、水性条件下でＡβ４２オリゴマーと相互作用すると、βシート
立体構造から減少したβシートまたは増加したαヘリックス立体構造（あるいは他の立体
構造）への立体構造シフトを受けることが示唆される。
【０１９９】
　Ｐ２２設計を追求するために、Ａβ４２オリゴマーと相互作用すると観察される立体構
造移行が、Ｐ２２配列に関して観察されるよりもより熱力学的に有利であろうという見込
みで、より不安定なβシート構造を有するＰ２２バリアントを作製した。これらのペプチ
ドを合成し、上の表１に一覧にする。
【０２００】
　表１に明記されているように、ＦＲＥＴペア、またはペアの蛍光成分（例えば、ＥＤＡ
ＮＳ）の蛍光シグナル伝達を消光するダブシルクエンチャー成分を用いて、ペプチドを構
築した。代替的標識ペアを有するこれらのペプチドによって、水性アッセイにおけるより
高い感度が可能となり得る。
【０２０１】
　Ａβ４２オリゴマーと相互作用するとβシート立体構造から減少したβシートまたは増
加したαヘリックス立体構造（あるいは他の立体構造）への立体構造シフトを受けるペプ
チドプローブ（例えば、ペプチド２２）を、上の表１に例証される蛍光標識／クエンチャ
ーペアで標識した場合、蛍光標識シグナルは、初めに消光され、次いで該ペプチドプロー
ブがＡβ４２オリゴマーと相互作用して立体構造シフトを受けた場合には消光されず、蛍
光シグナルの誘導が生じる。
【０２０２】
　本発明の実践において、本発明の範囲または精神から逸脱することなく、種々の修正お
よび変化がなされ得ることは当業者に明白であろう。本発明の他の実施形態は、本明細書
および本発明の実践についての検討から当業者に明白であろう。本発明の真の範囲および
精神は、以下の特許請求の範囲によって明記されており、本明細書および実施例は、単な
る例示として見なされることを意図する。
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【補正方法】追加
【補正の内容】
【配列表】
2012516452000001.app



(64) JP 2012-516452 A 2012.7.19

10

20

30

40

【国際調査報告】



(65) JP 2012-516452 A 2012.7.19

10

20

30

40



(66) JP 2012-516452 A 2012.7.19

10

20

30

40



(67) JP 2012-516452 A 2012.7.19

10

20

30

40



(68) JP 2012-516452 A 2012.7.19

10

20

30

40



(69) JP 2012-516452 A 2012.7.19

10

20

30

40

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ａ６１Ｋ  49/00     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  49/00    　　　Ａ          　　　　　
   Ａ６１Ｋ  47/42     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  47/42    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｋ  47/48     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  47/48    　　　　          　　　　　
   Ｃ０７Ｋ  14/00     (2006.01)           Ｃ０７Ｋ  14/00    ＺＮＡ　          　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LS,MW,MZ,NA,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),
EP(AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,LV,MC,MK,MT,NL,NO,PL,PT,RO,SE,SI,S
K,SM,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AO,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BH,BR,
BW,BY,BZ,CA,CH,CL,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DO,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,GT,HN,HR,HU,ID,IL,IN,I
S,JP,KE,KG,KM,KN,KP,KR,KZ,LA,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LY,MA,MD,ME,MG,MK,MN,MW,MX,MY,MZ,NA,NG,NI,NO,NZ,OM,PE
,PG,PH,PL,PT,RO,RS,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SM,ST,SV,SY,TH,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,US,UZ,VC,VN,ZA,ZM,ZW

(74)代理人  100142929
            弁理士　井上　隆一
(74)代理人  100148699
            弁理士　佐藤　利光
(74)代理人  100128048
            弁理士　新見　浩一
(74)代理人  100129506
            弁理士　小林　智彦
(74)代理人  100130845
            弁理士　渡邉　伸一
(74)代理人  100114340
            弁理士　大関　雅人
(74)代理人  100114889
            弁理士　五十嵐　義弘
(74)代理人  100121072
            弁理士　川本　和弥
(72)発明者  デュアン　ディー．　ロクサン
            アメリカ合衆国　メリーランド州　ベセスダ　マーベリー　ロード　７２０９
(72)発明者  モール　ジョナサン　アール．
            アメリカ合衆国　メリーランド州　ロックビル　エプシロン　ドライブ　７７３７
(72)発明者  ルドルフ　アラン
            アメリカ合衆国　メリーランド州　ポトマック　サウス　グレン　ロード　１１３０５
(72)発明者  ヴェグジン　レネー
            アメリカ合衆国　ワシントン　ディーシー　ノースイースト　ダンカン　プレイス　１２２１
Ｆターム(参考) 4C076 AA95  CC01  EE41  EE59 
　　　　 　　  4C084 AA17  MA05  NA14  ZA161
　　　　 　　  4C085 HH01  HH03  HH05  HH07  HH09  HH11  KB82  LL13 
　　　　 　　  4H045 AA30  BA17  BA18  BA70  EA50  FA10  FA74 



专利名称(译) 立体动力学肽

公开(公告)号 JP2012516452A 公开(公告)日 2012-07-19

申请号 JP2011548306 申请日 2010-01-28

申请(专利权)人(译) 埃迪人寿股份有限公司

[标]发明人 デュアンディーロクサン
モールジョナサンアール
ルドルフアラン
ヴェグジンレネー

发明人 デュアン ディー. ロクサン
モール ジョナサン アール.
ルドルフ アラン
ヴェグジン レネー

IPC分类号 G01N33/53 G01N33/542 G01N33/566 A61K45/00 A61P25/28 A61K49/00 A61K47/42 A61K47/48 
C07K14/00

CPC分类号 A61P25/16 A61P25/28 C07K14/4711 G01N33/542 G01N33/6896 C07K14/001 C07K19/00 G01N33
/582

FI分类号 G01N33/53.D G01N33/542.A G01N33/566 A61K45/00 A61P25/28 A61K49/00.A A61K47/42 A61K47
/48 C07K14/00.ZNA

F-TERM分类号 4C076/AA95 4C076/CC01 4C076/EE41 4C076/EE59 4C084/AA17 4C084/MA05 4C084/NA14 4C084
/ZA161 4C085/HH01 4C085/HH03 4C085/HH05 4C085/HH07 4C085/HH09 4C085/HH11 4C085/KB82 
4C085/LL13 4H045/AA30 4H045/BA17 4H045/BA18 4H045/BA70 4H045/EA50 4H045/FA10 4H045
/FA74

代理人(译) 清水初衷
井上隆一
佐藤俊光
小林智彦
渡边真一
正人大关
五十岚弘

优先权 61/148659 2009-01-30 US

其他公开文献 JP2012516452A5

外部链接 Espacenet

摘要(译)

公开了新颖的肽，其可用于例如检测具有与疾病相关的β-折叠二级结构的靶蛋白，以及用于诊断和治疗这种疾病。 还公开了相关的
方法和试剂盒。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/626686e7-3607-4de0-a426-97eebb450edf
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/042174089/publication/JP2012516452A?q=JP2012516452A



