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(54)【発明の名称】 神経原線維変性の動物モデルを評価するための分析方法

(57)【要約】
本発明は、アルツハイマー病（ＡＤ）の状況をモデル化
する方法に関する。特に本発明は、神経原線維変性およ
びタウの凝集の過程の重要なステップとしてのタウの異
常な過剰リン酸化をモデル化する方法に関する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  アルツハイマー病の状況をモデル化する方法であって、

ａ）タンパク質ホスファターゼ２Ａ（ＰＰ２Ａ）をin vivoで阻害すること、

ｂ）脳または脳の特定領域を外科的に摘出すること、

ｃ）分離した組織をホモジナイズし、超遠心分離または限外濾過し、上清を熱処

理すること、

ｄ）可溶性過剰リン酸化タウの存在を評価すること、

を含む、前記方法。

    【請求項２】  ステップｄ）が、他のホスホアミノ酸が存在しないリン酸化

された配列Asp-（P）Ser-Proを含むペプチド抗原に対して作製したポリクローナ

ルまたはモノクローナル１次抗体で行なわれる、請求項１に記載の方法。

    【請求項３】  ステップｄ）が、抗ホスホＳｅｒ４２２抗体で行なわれる、

請求項１または２に記載の方法。

    【請求項４】  ステップｄ）が、エピトープのマスキングを防ぐための可溶

化タウの組織スライス上へのおだやかな固定、次いで、抗ホスホＳｅｒ４２２抗

体による免疫化学分析により行なわれる、請求項３に記載の方法。

    【請求項５】  ステップａ）が、動物の脳内への薬剤または毒素の直接注射

または長期間の注入によって行なわれる、請求項１～４のいずれかに記載の方法

。

    【請求項６】  ステップａ）が、動物の脳内へのオカダ酸の直接注射または

長期間の注入によって行なわれる、請求項５に記載の方法。

    【請求項７】  ステップａ）が、ＡＤの病因に関係することが疑わしい導入

遺伝子の発現によって行なわれる、請求項１～４のいずれかに記載の方法。

    【請求項８】  ステップｃ）が、２μＭのオカダ酸および２ｍＭのＥＤＴＡ

および５００ｍＭのＮａＣｌまたは同等のイオン強度の他の塩を含む中性ｐＨの

氷冷緩衝液中で、分離した組織をホモジナイズすることを含む、請求項１～７の

いずれかに記載の方法。

    【請求項９】  ステップｃ）が、さらに＞100000ｘｇで約１５～３０分間の

遠心分離または分画分子量１００ｋＤの限外濾過、および、上清を約５～１０分
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間煮沸することを含む、請求項８に記載の方法。

    【請求項１０】  神経原線維変性およびタウの凝集の過程の重要なステップ

としてのタウの異常な過剰リン酸化をモデル化するための、請求項１～９のいず

れかに記載の方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

発明の分野

  本発明はアルツハイマー病（ＡＤ）の状況(aspect)をモデル化する方法に関し

、本発明は特に、神経原線維変性およびタウの凝集の過程の重要なステップであ

るタウの異常な過剰リン酸化をモデル化するための方法に関する。

      【０００２】

  アルツハイマー病（ＡＤ）のための薬剤の開発における主要な障壁の１つは、

本症候群の全ての病理学的状況についての動物モデルがないということである。

トランスジェニックマウスにおけるアミロイド症の誘発のような、本疾患のいく

つかの状況のモデル化が、最近実証された。しかしながら、これらのモデルでは

、アミロイド症が、ＡＤに見られるような臨床的に関連する神経変性過程に必ず

しも関係していないことが見出され、薬剤開発目的のためのこれらのモデルの価

値を大きく制限することになった。

      【０００３】

  神経原線維変性の過程、可能であればより臨床的に関係するものについては、

この過程の選択された状況さえモデル化されていない。これは、一部は、組織標

本において神経原線維変化の主要な構成物である微小管関連タンパク質タウの生

化学的な状態を評価することが、それがしばしばアーティファクトによって隠さ

れるために困難であることによるだろう。

      【０００４】

  細胞病理ならびに臨床症状は過剰リン酸化タウの凝集体に関係しており、この

生化学的過程が疾患への重要な一里塚であることを示唆している[Braak and Bra

ak、Acta Neuropathol. 82、239-259 （1991）; Braak et al.、Acta Neuropath

ol. 87、554-567 （1994）; Goedert et al.、Neurobiol. Aging 16、325-334 

（1995）]。残念ながら、多くの試みにもかかわらず、明白な過剰リン酸化(hype

rphosphorylation)に関連するタウの凝集のモデル化は、今のところ難しいこと

が明らかになった。さらに、in vivoでタウの過剰リン酸化の正常な状態を確実

に評価することは極めて難しい。当然のことながら、この不確かさは、「異常な
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」タウの過剰リン酸化の定義を直接制限する。したがって、正常なリン酸化との

関係における真のタウの過剰リン酸化をin vivoで誘発し、評価することが、そ

の予防に関する薬剤の有効性の評価を可能にする必須条件として、望ましいだろ

う。

      【０００５】

発明の背景

  過去において、リン酸化部位の特定のサブセットまたは個別の部位のリン酸化

の後に、タウタンパク質に対する反応性が増加するかまたは減少する数多くの抗

体（リン酸化依存性抗体）が開発された[WO 93/11231]。当初は、これらの抗体

の大多数がもっぱらＡＤのような疾患における病理学的に変化したタウに対する

反応性を示すと信じられており、この形態のタンパク質が死にかけているニュー

ロンにおける凝集体に関連していたので、「タウの過剰リン酸化」という語が用

いられた。しかしながら、この考えがアーティファクトに基づいていることが程

なく認識された。実際、動物の死（またはヒト組織の外科的な摘出）とタウの抽

出との間の時間が数分に短縮された場合、多くの抗体がex vivoで正常のタウと

強く反応した[Matsuo et al.、Neuron 13、989-1002 （1994）]。従って、アー

ティファクトは、死後（または摘出後）の組織におけるタウの急速な脱リン酸化

によって説明された。

      【０００６】

  それにもかかわらず、いくつかの選択された抗体は、正常組織から迅速に抽出

したタウ（死後または摘出後数分）に比べ、ＡＤの脳からの病的なタウに実質的

に高い反応性を示し、広く使用されている参照のｍＡｂ  ＡＴ８[Matsuo et al.

、Neuron 13、989-1002 （1994）]では、それが最も顕著であった。ＡＴ８の正

常タウに対する反応性はＡＤのタウに比べて顕著に低いが、動物モデルでのタウ

の過剰リン酸化の分析には厄介な障壁が依然存在しており、ＡＴ８の反応性に対

する正常の生理学的過程の影響と、病的な影響を識別するという課題が立ちはだ

かっている。しかも、いわゆる「正常な」ＡＴ８の反応性が数分の時間枠で生じ

る死後のアーティファクトにより依然汚染されているかもしれないので、ＡＤに

おけるタウの過剰リン酸化をモデル化するためのいずれの操作も、ＡＴ８で評価
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される死後の脱リン酸化の動態を短に軽減するだけであるという解釈を除外でき

ない。最も極端な解釈では、ＡＤの脳からの一見過剰にリン酸化されたタウは、

単に正常脳において死後の急速な脱リン酸化に供されていない、正常にリン酸化

されたタウを表しているかも知れないとされている。

      【０００７】

  その限界にもかかわらず、新鮮に調製した脳スライス（例４）を含む細胞培養

モデルにおける、タンパク質ホスファターゼ阻害剤のオカダ酸で誘発したタウの

過剰リン酸化の検出に関しては、ＡＴ８は十分に識別力のある抗体である。識別

力の弱い抗体であるＰＨＦ－１およびＴａｕ－１でさえ、培養系ではなお首尾よ

く使用することができる。これは、細胞系においてＡＴ８のタウへの反応性が通

常欠如しているか、または、オカダ酸による誘発が、ＡＴ８の通常レベルの反応

性に対し明らかな違いをもたらす程度に十分に広範なタウ集団に作用するという

事実による。しかも、細胞系では死後のアーティファクトはない。ＡＴ８のよう

な抗体がin vivoでのタウの過剰リン酸化の分析に良好に使用し得ることは、当

然に予想することができる。

      【０００８】

  現在のところ、in vivoでのタウのリン酸化は、ほとんど常に、抽出されたタ

ウの分析とは対照的な組織における染色によって評価されている。これは、分析

上の限界により、過剰リン酸化されたタウが溶液の形でＡＤの脳に存在している

ことが不確実なためである。過剰リン酸化状態は、不溶性ＰＨＦ（ペア化１－ヘ

リカルフィラメント（Paired 1-Helical Filament））凝集体に関して最もよく

実証されており[Lee et al.、Science 251、675-678 （1991）; Hanger et al.

、Biochem. J. 275、99-104 （1991）]、それは、その結果正常にリン酸化され

たタウタンパク質が存在せず、そして不溶性タンパク質は可溶状態よりも脱リン

酸化のアーティファクトからより効果的に保護されるからである。したがって、

動物モデル化実験では、組織染色法によりＡＤで見出されたようなニューロンに

おける凝集体の形成に焦点が当てられた。

      【０００９】

  ラットの脳内への１回のオカダ酸の注射が、その直後に神経原線維変化を思わ
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せる免疫組織化学的変化をもたらすことが報告されている[Arendt et al.、Neur

oreport 5、1397-1400 （1994）]。しかしながら、ＡＴ８のような真のリン酸化

依存性抗体の反応性は証明されていない。使用した抗体（例えばＡｌｚ－５０）

はウェスタンブロットでリン酸化されていないタウタンパク質とさえ反応してお

り（Roder et al.、Biochem. Biophys. Res. Commun. 193、639-647 （1993））

、つまり、観察された効果は、リン酸化というよりはエピトープの露出に関係し

ている可能性がある。イムノブロットでの染色と組織での染色との不一致は、事

実上全ての公知のタウ抗体に共通しており、組織の組織学的な処理で用いるよう

な固定の後にタウのエピトープが全体的にマスキングされることにより説明され

る（例えばTashiro et al.、Neuroreport 8、2797-2801 （1997）; Pollock and

 Wood、J. Histochem. Cytochem. 36、1117- 1121 （1988））。したがって、観

察された「アルツハイマー様の」変化は、病的なタウの過剰リン酸化であるとは

っきり解釈することはできないが、通常存在しているエピトープが実験操作でマ

スキングされなかったことによる可能性もある。

      【００１０】

  ラットの脳室内へ、オカダ酸を毒性限界値で数週間にわたり長期間注入すると

、ＡＴ８による染色を含めて、ＡＤを思わせる組織学的染色がもたらされること

がさらに報告された[Arendt et al.、Neuroscience 69、691-698 （1995）]。使

用した分析方法にはさらに一連の限界がある。

  －実験は数週間にわたって行なう必要があり、薬剤の発見およびスクリーニン

グの目的における有用性が大幅に制限される。

  －オカダ酸は毒性限界値で適用する必要があるので、多くの動物は任意の分析

を行なうことができる前に死亡する。

      【００１１】

  －長期毒性のため、結果はしばしば再現性に乏しい（本発明者はいずれの結果

も完全に反復することはできなかった）。

  －組織中のタウの染色はいずれも、固定効果による人為的なエピトープの露出

および／またはマスキングの対象となる。例えば、アルミニウム中毒でもＡＴ８

により組織が染色されると報告されているが、抗体Ｔａｕ－１での染色によりこ
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の染色が共局在されると、ＡＤ様の効果は明白に除外される。これらの条件下で

のＡＴ８（およびＴａｕ－１）反応性の誘発は、恐らく生化学的なタウの過剰リ

ン酸化よりも、むしろ、非特異的毒性による正常エピトープの露出に関係してい

る。

      【００１２】

  －ウェスタンブロットでは、正常ラット脳からのタウタンパク質はＡＴ８と反

応しなかったが、オカダ酸処置ラットからのタウは強く反応したことが主張され

ている。タウの正常なＡＴ８反応性の欠如は、文献証拠[Matsuo et al.、Neuron

 13、989-1002 （1994）］および本明細書に開示されたデータと明らかな対照を

なしている。正常な反応性は死後の脱リン酸化により人為的に失われ、見かけ上

の誘発された反応性は、むしろ、ホスファターゼ阻害剤であるオカダ酸の存在に

より正常な反応性が保全されたものであったという説明が考えられる。

      【００１３】

  －前者と共に、ＡＤに関連しないＡＴ８反応性の誘発について本出願に記載し

た観察は、ＡＴ８のような抗体を、タウ過剰リン酸化モデルの分析に使用するこ

とが、深刻な誤解の対象となることを示している。

      【００１４】

  現在のところ、タウ過剰リン酸化の動物モデルは信頼できる分析ができず、ま

たは、発見さえできていない。死後の影響は通常特徴化の段階で厳密に除外され

ておらず（たとえば[Jicha et al.、J. Neurosci. 19、7486-7494 （1999）]）

、使用した抗体のエピトープは、in vivoでの異なる生化学経路の結果である、

いくつかのリン酸化またはリン酸化とタンパク質折りたたみの組合せにしばしば

依存している[WO 96/04309; Zheng-Fischhofer et al.、Eur. J. Biochem. 252

、542-552 （1998）; Jieha et al、J. Neurochem. 69、2087-2095 （1997）; H

offmann et al.、 Biochemistry 36、8114-8124 （1997）]。動物において、合

理的な時間枠でＡＤの多数の経路をモデル化することは、運頼みの微妙な試みで

あり、したがって、再現性が乏しいと考えられる。例えば、モノクローナル抗体

ＡＴ１００に対するタウの反応性は、in vitroで再現することが既に極めて難し

い[Zheng- Fischhofer et al.、Eur. J. Biochem. 252、542-552 （1998）]。公



(9) 特表２００３－５２１７１３

知の方法で、アルツハイマー病の状況のモデル化に有益なことが示されたものは

ない。

      【００１５】

  前記のことは、迅速、簡便かつ信頼でき、同時に、アーティファクトなしに正

常を生化学的な異常とはっきり分離する明確なデータの解釈を提供し、無麻酔動

物の長期毒性処置の倫理的な制約のない、アルツハイマー病の状況のモデル化の

ための方法が求められていることを示している。

      【００１６】

発明の概要

  本発明は、アルツハイマー病（ＡＤ）の状況をモデル化する方法に関する。

  本発明の１つの状況では、ａ）in vivoでのタンパク質ホスファターゼ２Ａ（

ＰＰ２Ａ）の阻害、ｂ）脳または脳の特定の領域の外科的摘出、ｃ）分離した組

織のホモジナイズ、超遠心分離または限外濾過、および上清の熱処理、および、

ｄ）可溶性過剰リン酸化タウの存在の評価、を含むアルツハイマー病（ＡＤ）の

状況をモデル化するための方法が提供される。

      【００１７】

  本発明の方法は、例えば、神経原線維変性およびタウの凝集の過程の重要なス

テップとしてのタウの異常な過剰リン酸化のモデル化に用いることができる。

  本発明は、初めて、動物モデルにおいて可溶性過剰リン酸化タウの存在を評価

する方法を提供する。

      【００１８】

  本発明の方法の好ましい態様において、ステップｄ）は、他のホスホアミノ酸

が存在しないリン酸化された配列Asp-（P）Ser-Proを含むペプチド抗原に対して

作製したポリクローナルまたはモノクローナル１次抗体で行なう。特に好ましい

態様では、ステップｄ）は、抗ホスホＳｅｒ４２２抗体、そして特にｍＡｂ Ａ

Ｐ４２２抗体で行なう[Hasegawa et al.、FEBS Lett. 384、25-30 （1996）]。

      【００１９】

  抗ホスホＳｅｒ４２２（番号はヒトのタウの最も長いアイソフォームによる）

は、タウのホスホセリン４２２に向けられた抗体である。例えば、ｍＡｂ ＡＰ
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４２２抗体は、タウのＳｅｒ４２２のリン酸化状態を精査する試薬として特徴化

された。これは、そのエピトープがＥＲＫ２キナーゼによってのみ生成すること

ができ、他のキナーゼによっては生成することができないことで他の抗体と区別

される。しかしながら、それの、動物モデルの特徴化のための、ＡＴ８が最良の

ものの１つと考えられていた全ての他の真にリン酸化依存性の抗体に対する、特

別の有用性は、

（ｉ）他の全ての抗体に比べ、より良好に組織染色が行なえるとは予想されてい

なかったこと、

（ｉｉ）その特性が、ＡＤの脳からの不溶性ＰＨＦタウでしか証明されていなか

ったこと、

が原因で、これまで認識されなかった。

      【００２０】

  本発明はまた、可溶性過剰リン酸化タウの存在の評価ステップが、エピトープ

のマスキングを避けるために可溶性タウを組織スライスにおだやかに固定し、次

に抗ホスホＳｅｒ４２２抗体により免疫化学的に分析することにより行なわれる

方法にも関する。

  好ましい態様では、in vivoでのタンパク質ホスファターゼ２Ａ（ＰＰ２Ａ）

の阻害は、動物の脳内にオカダ酸を直接注射するか、または、長期間注入するこ

とによって行なわれる。

      【００２１】

  別の態様では、in vivoでのタンパク質ホスファターゼ２Ａ（ＰＰ２Ａ）の阻

害は、ＡＤの病因に関係することが疑わしい導入遺伝子の発現により行なわれる

。

  好ましい態様では、本発明の方法のステップｃ）は、分離した組織を、２μＭ

のオカダ酸および２ｍＭのＥＤＴＡおよび５００ｍＭのＮａＣｌまたは同等のイ

オン強度の他の塩を含む、氷冷した中性ｐＨの緩衝液中でホモジナイズすること

を含む。

      【００２２】

  より厄介で、現在まで成功していない神経原線維変性の実現とは対照的に、本
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発明は、げっ歯類において、神経原線維変性により特徴付けられ、および、それ

により時々支配されている種々のヒトの神経変性症状、例えば、ＡＤ、前頭葉型

痴呆、ピック病、好銀顆粒病および第１７番染色体型痴呆[Goedert et al.]に関

係するような可溶性タウの特徴的な過剰リン酸化をはっきりと分析するための方

法を提供する。本発明は、実験動物において短い（日単位の）時間枠内でタウの

過剰リン酸化を惹起するために設計された実験の結果を分析するための専用試薬

の操作および使用を含む。

      【００２３】

  本発明は、

・１より多い種類のタウの過剰リン酸化があり、タウのホスホセリン４２２に向

けられた抗体は、真の過程と、疾患に無関係のタウの過剰リン酸化とを区別する

が、従来技術で最良のＡＴ８抗体は区別しないこと、

・タウの過剰リン酸化が、単に不溶性のもつれ（tangle）を形成する種類のタウ

でなく、ヒトＡＤにおける可溶性の種類のタウに関係していること（これは、タ

ウの過剰リン酸化がそれ自体が病的異常であって、単にタウの凝集の副産物では

ないこと、つまり、タウ過剰リン酸化のモデル化は、疾患の適切なモデルである

ことを示す）、

・in vivoでの過程の解釈を常法において不明瞭にする、ex vivoにおけるリン酸

化状況の人為的な変化を防ぐ技術、

・リン酸化された形態のＳｅｒ４２２残基（番号は最長のヒトのタウのスプライ

スアイソフォームに関係する）を含むタウタンパク質のドメインに向けられた抗

体は、in vivoでの真に病的なタウの過剰リン酸化現象の分析にのみ好適である

こと、

を示す。

      【００２４】

  本発明は、げっ歯類において病的なタウの過剰リン酸化を迅速かつはっきりと

評価することを可能にする分析手段の種類の予想外の特性を開示することで、Ａ

Ｄに典型的な凝集体におけるタウの過剰リン酸化のモデル化を回避する解決策を

提供する。それは、タウのＳｅｒ４２２残基のリン酸化（番号はヒトのタウの最
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長のアイソフォームに関係する）が、多くのリン酸化ドメインについて見出され

ているように高度にリン酸化されているだけでなく、タウの可溶状態においてさ

えも実際、質的に異常である、つまり、この部位では全く正常なレベルのリン酸

化がない、という洞察を中心としている。これは、これまで動物モデルの分析に

おいて必ずしも認められなかった唯一の識別力および解釈の明確性を提供する。

      【００２５】

図面の説明

  図１は、対照およびアルツハイマー病の脳からの抽出物の耐熱性上清のイムノ

ブロットを示す。上側のパネル：ＡＤにおける神経原線維変性により典型的に重

度におかされたヒトの脳の選択した領域からの可溶性熱処理分画（ＡＩ＋３、Ａ

１０、Ａ２１：ブローカ脳領域、ＥＣ：嗅内野）を、６０～７０ｋＤの見かけ上

の分子量（本図で示した）で、典型的なＰＨＦ－タウタンパク質「トリプレット

」の存在について、モノクローナル抗体ＡＰ４２２により精査した。下側のパネ

ル：個別の患者からの試料の各セットに関して、年齢、死後時間、および、チオ

フラビンＳ染色で評価した嗅内野における神経原線維変化の密度を示す。神経原

線維変化の密度は、ＣＥＲＡＤ基準による１＝軽度～５＝重度のスコアとして反

映されている。左から２番目のＡＤ患者は、極めて高齢で、罹患期間が最も長く

、恐らく疾患の軽度に攻撃的な進行を反映している一方、神経原線維変化スコア

が最も低い右端のＡＤ患者は重度の血管アミロイド症を有しており、ＡＤ診断の

ボーダーラインを構成するケースであることに注目されたい。

      【００２６】

  図２は、２つの異なる脳回収方法によるラット脳における死後の脱リン酸化作

用の比較を示す。３ヶ月齢の雌のロングエバンスラットを６５ｍｇ／ｋｇのペン

トバルビタールの腹腔内注射により麻酔し、断頭と可能な限り迅速な（約１分）

脳の切除（小脳を除く）に供するか、または、循環は無傷のまま頭蓋を外科的に

開き、次いで、中大脳動脈離断後に脳を摘出した。脳は、切除後０～１０分に氷

冷ホモジナイズ緩衝液中で迅速にホモジナイズした。100,000ｘｇで超遠心分離

後の上清を煮沸し、可溶性分画の一定部分（それぞれ約３μｇのタンパク質）を

、リン酸化非依存性ポリクローナルタウ抗体、リン酸化依存性モノクローナル抗
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体Ｔａｕ－１、ＰＨＦ－１、ＡＴ８、および、Zymed社の汎ＥＲＫモノクローナ

ル抗体によるイムノブロットに供した。イムノブロットの関係する部分のみを示

した（タウについては６０～７０ｋＤ、ＥＲＫに関しては４０～４５ｋＤ）。

      【００２７】

  図３ａは、ラットの脳におけるペントバルビタール下のＡＴ８およびＴａｕ－

１の免疫反応性の変化を示す。３ヶ月齢の雌のロングエバンスラットに６５ｍｇ

／ｋｇのペントバルビタールを注射し、１５分～５時間後に脳を外科的に摘出し

た。観察されたタウの免疫化学的変化が、ペントバルビタールにより誘発された

急速な脱リン酸化と、それに引き続く、数時間後の正常状態への回復によるもの

であることを除外するために、１組の動物には、２時間２０分後に６５ｍｇ/ｋ

ｇのペントバルビタールで２回目の注射を行なった。最初の麻酔から５時間後の

動物は、完全に意識が戻っていたので、２回目の麻酔をしなければならなかった

。２回目の注射の後に低い状態のリン酸化が観察された場合はなく、観察された

効果がリン酸化の増加によることを示している。

      【００２８】

  回収された脳をホモジナイズし、上清を、前記のとおりにＡＴ８およびＴａｕ

－１でイムノブロットした。リン酸化依存性モノクローナル抗体によるシグナル

強度を各抽出物中（特異標識）に存在するタウタンパク質の総量に標準化するた

めに、５倍少ないロードの抽出タンパク質によるシスターブロット（sister blo

t）を、Ｔａｕ－１による染色の前に、仔ウシ腸管アルカリホスファターゼによ

る完全な脱リン酸化に供した。ブロットはＥＣＬにより現像し（developed）、

ブロットの関係する範囲をデンシトメータにより走査した。脱リン酸化後のＴａ

ｕ－１の強度に対するＡＴ８またはＴａｕ－１のシグナル強度の比をプロットし

た。データはそれぞれ３回の実験を表す。

      【００２９】

  図３ｂは、モノクローナル抗体ＡＰ４２２によるラットの脳のタウのリン酸化

の状態の分析を示す。短時間（１５分）および延長された時間（５時間、３回）

麻酔されたラットから外科的に回収した抽出物をモノクローナル抗体ＡＰ４２２

でイムノブロットした。等量の正常ラットの脳のタウをin vitroで、精製ｃｄｃ
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２か、または、ＥＲＫ２により同等の条件下で完全に過剰リン酸化し、参考とし

てex vivoのタウ試料および同等な量（脱リン酸化後のＴａｕ－１による対照染

色を参照）のヒトＡＤの脳からの真のＰＨＦ－タウと共イムノブロットした（co

-immunoblotted）。

      【００３０】

  図４は、ラットの脳スライスにおけるタウ過剰リン酸化の誘発および分析を示

す。成体ロングエバンスラットから新鮮に調製した海馬脳スライスを、酸素飽和

下、生理緩衝液中で１時間、増加する濃度のオカダ酸と共にインキュベートした

。スライスを氷冷停止緩衝液中で短時間の超音波処理にてホモジナイズし、上清

を煮沸し、標準モノクローナル抗体Ｔａｕ－１、ＡＴ８およびＰＨＦ－１（図４

ａ）、ならびに、ＡＰ４２２（図４ｂ）によるイムノブロットで、耐熱性タウタ

ンパク質について分析した。

      【００３１】

  図５は、オカダ酸の脳内注射後のin vivoでのタウ過剰リン酸化のリン酸化依

存性モノクローナル抗体による分析を示す。

ａ）モノクローナル抗体Ｔａｕ－１およびＡＴ８による分析。それぞれ３組の３

ヶ月齢の雌のロングエバンスラットの基底核内に３μｌのビヒクル（３回の反復

実験）、または、３μｌの５０μＭのオカダ酸をペントバルビタール麻酔下で注

射した。脳を外科的に摘出し、基底核を切除し３０～３６０分後に氷冷停止緩衝

液中でホモジナイズした。耐熱性の上清を、Ｔａｕ－１、ＡＴ８により、および

、標準化を目的としたブロット上での脱リン酸化後にＴａｕ－１により、イムノ

ブロットした。

      【００３２】

ｂ）ＥＣＬにより現像したイムノブロットの関係する範囲をデンシトメータによ

り走査し、ＡＴ８のシグナルをホスファターゼ処理したブロットのＴａｕ－１シ

グナルに標準化した。結果は３回の実験を表し、Ｐ値はＡＮＯＶＡにより決定し

た。

ｃ）ビヒクルおよびオカダ酸を注射した基底核の抽出物の一定部分を、モノクロ

ーナル抗体ＡＰ４２２によりイムノブロットした。
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      【００３３】

具体的態様の説明

タウ過剰リン酸化－アルツハイマー病のモデル

  ＡＤおよび種々の類似の疾患における神経原線維変性の過程に関連する不溶性

細胞内凝集体は、主に微小管関連タウからなり、この種類のタンパク質が過剰リ

ン酸化状態にあることはよく立証されている。より明白でないのは、過剰リン酸

化が凝集の副産物であるのか、または、原因となる出来事として凝集に先行する

ものであるのかということである。後者の場合は、ＡＤの脳において可溶性の過

剰リン酸化タウ(つまりタウの凝集体に関連しない)が見出されることが予想され

る。

      【００３４】

  ヒトＡＤの脳が、死後少なくとも数時間の遅れなしには決して入手できないた

め、可溶性脳抽出物におけるＡＴ８のような抗体に対するタウ反応性の存在は、

この反応性が、摘出からのタウの正常なリン酸化を容認する、疾患に関係する死

後の脱リン酸化の欠如を常に表す可能性があるので、タウの過剰リン酸化の指標

には絶対にならない。また、凝集に依存しない可溶性タウの過剰リン酸化の問題

は、ＡＴ８のような抗体で対処することはできないが、正常な哺乳類のタウに対

して絶対に反応性がないＡＰ４２２のような抗体を要求する（例３、図３ｂを参

照）。このような分析的洞察の欠如が、組織染色により検出可能な不溶性凝集体

のモデル化による動物モデルの確立に努力を制限していた。

      【００３５】

  予想どおり、ＡＤの脳からの典型的な凝集体に関連する過剰リン酸化タウがＡ

Ｐ４２２と反応することが示された。しかしながら、ＡＤの脳からの可溶性タウ

の反応性については確認されていなかった。

  実際、超遠心分離によりあらゆる沈殿可能な物質を慎重に除去した後に得られ

たヒトＡＤの脳の上清中のタウタンパク質はＡＰ４２２と反応性であるが、対応

した年齢の患者からの無疾患の対照試料における反応性は本質的に欠如している

（例１、図１：特に疑わしい嗅内野における弱い反応性は、老齢患者において極

めて高頻度である無症状性の再生を表すかも知れず、または、極めて早いステー
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ジのＡＤを表しているかも知れない）。

      【００３６】

  ＡＤの脳からの可溶状態の真の過剰リン酸化タウの証明は、何週間または何ヶ

月もかかるかも知れない、または、配列の違いによりヒトでない任意の種類のタ

ウには決して生じないかも知れない凝集のモデル化を要しない、重要な疾患の過

程のモデルとしてのタウ過剰リン酸化の動物モデルの有用性を正当化する。

      【００３７】

ラットの脳における真のＡＤ様タウ過剰リン酸化の検出および分析

  げっ歯類から脳を得るための通常の手順は、麻酔下（例えばペントバルビター

ル）での断頭後に頭蓋を解剖することである。この手順は、摘出した脳がその後

の処理に使用可能になるまで２～３分を要するかもしれない。ＡＤの病理にとっ

て有用なホスホタンパク質、つまりタウおよびＥＲＫ２キナーゼのリン酸化の状

態を、数種類の関連するリン酸化依存性抗体との反応性によりモニターすると、

脳が摘出され、分析が可能になってから数分以内に、脱リン酸化への単一の傾向

が検出される（例２、図２）。

      【００３８】

  モノクローナル抗体ＰＨＦ－１およびＡＴ８との反応性の減少、モノクローナ

ル抗体Ｔａｕ－１の反応性の増加、および、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ上における高いゲ

ル移動性を有する種類のタウの形成があり、全てがタウの脱リン酸化を示すもの

である。ＥＲＫ２のリン酸化の状態はＳＤＳ－ＰＡＧＥ上のゲル移動度で、そし

て、反応性は該キナーゼの２重リン酸化された調節ＴＥＹモチーフに向けた特異

抗体でモニターした。ほとんど全ての種類のＥＲＫ２がex vivoで高い移動度形

態で見出されており、該キナーゼ集団が主として不活性状態にあることが示唆さ

れると考えられる。タウと同様に、さらなる脱リン酸化／不活性化が、摘出後数

分で見られた。

      【００３９】

  上記の手順では、モニタリングに供される脱リン酸化現象が数分の時間枠で起

こることを考慮すると、脱リン酸化が、脳の摘出に要する数分の時間枠の間に既

に起こっているということを除外できない。したがって、摘出時間をなくすこと
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が必須である。

      【００４０】

  ラットを６５ｍｇ／ｋｇのペントバルビタールで１０分より長くない時間深麻

酔した後、頭蓋を外科的に開き、循環を完全に維持したまま脳全体を露出した。

大脳動脈を離断した後、脳を直ちにホスファターゼ阻害剤およびマグネシウムの

錯化剤を含む氷冷緩衝液中で直ちにホモジナイズすることにより、摘出後５秒以

内にすべてのホスファターゼおよびキナーゼ活性を効果的に停止することができ

る。この実験系では、しかしながら、タウならびにＥＲＫ２のリン酸化状態は、

脳が摘出後１５分までにホモジナイズされたときでさえ認め得るほどには変化し

ておらず、断頭後に見られた死後の脱リン酸化が、生きたラットから脳が外科的

に摘出された場合は全く起こらなかったことを示している（例２、図２）。この

手順は、実験上の脱リン酸化のアーティファクトを回避し、したがって、in viv

oにおける正常または異常なリン酸化現象のあらゆる有効な分析にとって必要な

前提条件である。

      【００４１】

  ＥＲＫ２のリン酸化／活性化状態の分析は、脳摘出のアーティファクトを回避

する重要性を最も明白に証明している。断頭後の最も迅速な摘出でさえ、ＥＲＫ

２を任意の有意なリン酸化／活性化レベルで捕らえることは不可能であった。し

かしながら、外科的に摘出した脳のex vivoでの分析は、脳内のほとんど半数の

ＥＲＫ２集団の構成的なリン酸化および活性化は正常な現象であることを示して

おり、このタイプのキナーゼの構成的な活性化が、以前に癌細胞でしか記載され

ていなかったことを考慮すると、これは驚くべきことである。

      【００４２】

  ラットのペントバルビタールへの１５分を超える延長された暴露は、ＡＴ８の

反応性の増加と、それに相関したＴａｕ－１のタウの反応性の減少を示す結果と

なり、リン酸化の漸進的な増加を示している（例３、図３ａ）。タウの全免疫反

応性に標準化したＡＴ８の反応性は、５時間後には５倍以上増加し、ＡＤの脳か

ら分離したＰＨＦ関連タウで見られたレベルに近づいている。ラットは、この時

間の後に意識を回復し、異常な自発的症状を示さなかった。当該分野で一般的に
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認められている標準としてのＡＴ８およびＴａｕ－１の免疫反応性を基準に判断

すると、ＡＤ様のタウの過剰リン酸化はラットの脳において、延長されたペント

バルビタール処置により誘発されたものである。

      【００４３】

  他のホスホアミノ酸が存在しない、リン酸化された配列Asp-（P）Ser-Proを含

むペプチド抗原に対して作製したポリクローナルまたはモノクローナル抗体、特

に抗体ｍＡｂ ＡＰ４２２を使ってのみ、ペントバルビタール誘発性のタウ過剰

リン酸化が、ＡＤにおけるタウのリン酸化と完全に無関係であることを明確化す

ることが可能である。

      【００４４】

  従来技術の最良のモノクローナル抗体としてのＡＴ８とは異なり、死後の脱リ

ン酸化を欠く（摘出時間５秒、外科的脳摘出）正常ラットのタウのＡＰ４２２に

対する反応性は全く見られず、タウのペントバルビタール誘発性過剰リン酸化後

も依然として見られなかった（例３、図３ｂ）。

  これに対し、ヒトＡＤの脳からのＰＨＦ－タウは、ＡＰ４２２と強力に反応し

た。ラットのタウの完全に病的なＡＰ４２２の反応性は、in vitroで精製ＥＲＫ

２による正常ラットの脳のタウのリン酸化により誘発することができるため、こ

の違いは、ラットからのタウとヒトからのタウとの種類の違いによっては説明で

きない。

      【００４５】

  異なるタイプのタウの過剰リン酸化間の抗ホスホＳｅｒ４２２の独自な識別力

は、動物モデルの有効かつ便利な分析にとって必須である。生物モデル系におい

てタウの過剰リン酸化を誘発する最も簡単な手段は、ＰＰ２Ａの阻害、例えばオ

カダ酸による阻害である。in vitroの細胞系、例えば脳スライスでは、ＡＴ８は

タウの過剰リン酸化を検出し、モニターするのに十分である（例４、図４ａ）。

ＡＰ４２２の反応性もオカダ酸によって良好に誘発され（図４ｂ）、ＡＤの病理

生理学に関する過程のための最も識別性のある基準を満足する。シグナルが小さ

く、in vivoでの変化性が高く、麻酔法によりタウの潜在的なリン酸化が変化す

るため、ＡＴ８のような抗体を脳におけるホスファターゼ阻害剤誘発性リン酸化
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効果の分析に使用することは除外される。

      【００４６】

  生物系で真に病的なタウの過剰リン酸化を誘発する他の公知の方法がないので

、分析上の制限は、タウ過剰リン酸化の動物モデルを入手することが全くできな

いことに等しい。しかも、ＡＴ８の反応性は単に試料中に存在するタウタンパク

質の量によって変わることがある。したがって、リン酸化状態の比較を可能にす

るために、ＡＴ８のシグナルは、リン酸化非依存性抗体により、または、タウの

リン酸化を酵素的に除去した後（例えばブロットのホスファターゼによる処置）

におけるイムノブロットにより評価した、タウの総免疫反応性に対して標準化す

る必要がある。図５ａにおける、オカダ酸注射後のＡＴ８のイムノブロットの検

討、および、図５ｂにおける標準定量化されたデータと図３ａとの比較は、オカ

ダ酸のいずれの特異的効果も見分けられないことを示している。事実、変動があ

まりにも劇的に増加したため、いずれの有用な有意性もほとんど適用することが

できなかった。したがって、どの個別の動物または動物群が病的なタウの過剰リ

ン酸化をもたらしたかを示すことはできない。

      【００４７】

  これに対し、同一の脳抽出試料をＡＰ４２２で分析した場合、真のＡＤ様タウ

過剰リン酸化は、個別の動物において、事実上バックグラウンドなしに明白に検

出できる。in vivoでのタウ過剰リン酸化が、常にはオカダ酸に反応して生じな

いという事実（例５、図ｃ）は、細胞系（脳スライスを含む）が通常例外なく反

応するため、驚くべきことである。in vivoでのこの変化性の原因は今のところ

未知であるが、この変化のはっきりした検出は、ホスホＳｅｒ４２２に向けられ

た抗体の識別力を立証するものであり、タウの過剰リン酸化がin vivoでの取る

に足らない反応ではないことを示す。

      【００４８】

  タウのリン酸化されたＳｅｒ４２２に向けられた抗体は、ＡＤに関係するタウ

の生化学についての動物モデルの正確な分析においては中心的ではないとしても

、優れた有用性を有する。

  トランスジェニック動物の場合は数年かかるのに対し、数日以内で行うことが
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できる、本発明の方法によるin vivoでのこの現象の評価能力は、多様な目的に

関して大きな有用性を有している。

      【００４９】

  ・タウ過剰リン酸化を阻害する薬剤、特にＥＲＫ２の阻害剤およびその調節剤

の効果および血管脳関門通過の試験。

  ・ＡＤ様のタウ過剰リン酸化を実験するための遺伝子背景および神経の感受性

を調節する疑いのある遺伝子の決定。

  ・実験種および系の選択。

  ・タウ過剰リン酸化を調節する環境因子の同定。

  ・タウ過剰リン酸化を調節する体液因子の同定。

  ・タウ過剰リン酸化に影響する調節経路および因子の同定および追跡。

      【００５０】

発明の手法

  小動物（例えばラットおよびマウス）を、in vivoにおけるタウの過剰リン酸

化を起こすための処置に供する。このような処置は、直接的な、または、間接的

な方法からなってもよい。直接的な方法は、動物の脳への薬剤または毒物の直接

注射または長期にわたる注入からなってもよい。間接的な方法は、ＡＤの病因に

関与していることが疑わしい導入遺伝子の発現からなってもよい。

      【００５１】

  分析は以下のように行なってもよい。

  動物を、当該分野で普通に用いられている、バルビツレート、ケタミン、ハロ

タン、イソフルランを含むがこれらに限定されない剤で麻酔する。頭蓋を外科的

に開き、中大脳動脈を離断した後に脳を摘出する。所望するなら、脳の特別な領

域を数分以内に剖出してもよい。次に、分離した組織を、キナーゼおよびホスフ

ァターゼをブロックするための２μＭのオカダ酸および２ｍＭのＥＤＴＡ、タン

パク質分解活性をブロックするためのプロテアーゼ阻害剤、および５００ｍＭの

ＮａＣｌまたは同等のイオン強度の他の塩を含む中性ｐＨの少量の氷冷緩衝液中

でホモジナイズする。ホモジネートを100,000ｘｇで３０分間遠心分離し、上清

を１０分煮沸した。凝固タンパク質を16,000ｘｇの遠心分離で除去し、耐熱性タ
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ンパク質を含む上清を、中性の低イオン強度の緩衝液中で透析した。ＳＤＳ－Ｐ

ＡＧＥ分析およびイムノブロットで必要なため、試料を限外濾過により濃縮した

。

      【００５２】

  イムノブロットにおけるタウタンパク質のリン酸化状態は、他のホスホアミノ

酸が存在しないリン酸化された配列Asp- （P）Ser-Proを含むペプチド性抗原に

対して作製したポリクローナルまたはモノクローナル１次抗体により評価した。

抗体はビオチン、ジギトキシゲニン、ペルオキシダーゼ、ホスファターゼ、放射

性同位体、または当該分野で通常用いられているその他の任意の方法によって直

接標識されていてもよく、または、同様に標識された２次抗体によって標識され

ていてもよい。可溶性過剰リン酸化タウの存在を評価するための同等の方法、例

えば、エピトープのマスキングを回避するために可溶性タウを組織スライスに弱

く固定し、その後、抗ホスホＳｅｒ４２２抗体で免疫化学的に分析する方法を用

いてもよい。可溶性の種類のタウの固定は、リン酸緩衝液中のパラホルムアルデ

ヒド／グルタルアルデヒドの氷冷混合液[Dotti et al.、Neuroscience 23、121-

130 （1987）]、ペリオデート／リジン／パラホルムアルデヒド[Pollock and Wo

od、J. Histochem. Cytochem. 36、1117-1121 （1988）]または類似の作用の弱

い固定剤への短い暴露により行ってもよい。

      【００５３】

  本発明を以下の例により説明するが、決してそれを限定することを意図しては

いない。

      【００５４】

例

例１

  神経病理学的検査で確認されたＡＤを有するまたは有しない剖検したヒトの脳

からの小組織試料を－７８℃で粉末化し、２ｍｌの氷冷ホモジナイズ緩衝液中、

音波処理によりホモジナイズした。不溶性の物質を120,000ｘｇ、３０分の遠心

分離で除去し、上清を５分煮沸した後、13,000ｘｇで５分間遠心分離し、耐熱性

上清を生じた。試料を低塩緩衝液（１０ｍＭ ＢｉｓＴｒｉｓ、ｐＨ７．０、１
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ｍＭ ＥＤＴＡ）中で透析した。ブロードマン領域Ａｌ＋３、Ａ１０、Ａ２１お

よび嗅内野からの、約１５μｇのタンパク質に相当する試料の一定部分を１０％

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（Novex）で分離し、ニトロセルロースにイムノブロットした

。膜を３％ＢＳＡ（Sigma、免役グロブリン非含有等級）、１０ｍＭ ＰＢＳ、ｐ

Ｈ７．２（ブロッキング緩衝液）で1時間ブロッキングした。ブロットを、１０

ｍＭ ＰＢＳ、ｐＨ７．２、０．５％Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ１００、２％正常ヤギ血清

（２次抗体については５％）中のＡＰ４２２で1晩インキュベートし、同じ緩衝

液で数回洗浄し、ＥＣＬ（化学発光増幅）ウェスタンブロットプロトコル（Amer

sham Life Science）を用い、西洋ワサビペルオキシダーゼ結合ヒツジ抗マウス2

次抗体（1：3,000）で現像した。

      【００５５】

例２

  ３ヶ月齢の雌のロングエバンスラットを６５ｍｇ／ｋｇのペントバルビタール

の腹腔内投与で麻酔した。１０～１５分後にラットを断頭し、脳を可能な限り迅

速に（約１分）切除するか、または、５分までのさらなる猶予を設けて切除した

。小脳を除去した後、脳を下記のごとく処理した。

  あるいは、麻酔したラットの頭蓋を、循環を維持したまま外科的に開き、脊髄

を離断後直ちに脳を摘出した（例５参照）。小脳を除去した後、皮質を直ちに、

または、１０分までの時間室温に放置した後に処理した。

      【００５６】

  脳を、４ｍｌの氷冷したホモジナイズ緩衝液（１００ｍＭ ＫＨ２ＰＯ４、ｐ

Ｈ６．５、２ｍＭ ＥＧＴＡ、２ｍＭ ＥＤＴＡ、０．５ｍＭ ＰＭＳＦ、２μＭ

オカダ酸、および、１０μｇ／ｍｌロイペプチン）中でUltra-Turaxによりホモ

ジナイズし、次いで、16,000ｘｇ、４℃で３０分遠心分離した。一定部分を採取

し、ＥＲＫイムノブロット用の等量のLaemmli SDS試料緩衝液と共に煮沸した。

上清の残りを５分間煮沸し、不溶性物質を16,000ｘｇ、３０分の遠心分離で除去

した。耐熱性上清を低塩緩衝液（１０ｍＭ ＢｉｓＴｒｉｓ、ｐＨ７．０、１ｍ

Ｍ ＥＤＴＡ）中で透析し、１５μｇのタンパク質を含む一定部分を１０％ＳＤ

Ｓ－ＰＡＧＥで分離し、次いで、ニトロセルロース上で１晩、４℃でイムノブロ
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ットした。ブロットをブロッキング緩衝液で１時間ブロッキングし、洗浄し、そ

して、１０ｍＭ ＰＢＳ、ｐＨ７．２、０．５％Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ１００、１％Ｂ

ＳＡ中の以下の抗体と共に少なくとも４時間インキュベートした。リン酸化非依

存性ポリクローナル抗体である抗タウ２５６－２７３（1:1,000）、1:5,000のＴ

ａｕ－１（Boehringer Mannheim）、1:1,000のＰＨＦ－１、および、1:200のＡ

Ｔ８（Biosource International）。

      【００５７】

  ＥＲＫのブロットについては、試料を１２％ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（Novex）で分

析し、ニトロセルロースにトランスファーした。ブロッキング後、ブロットを1:

5,000の抗ＥＲＫモノクローナル抗体Ｚ０３３（Zymed）と共にインキュベートし

た。

  １０ｍＭ ＰＢＳ、ｐＨ７．２、０．５％Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ１００中で繰返し洗

浄後、1-3,000のアルカリホスファターゼ共役ヤギ（ウサギポリクローナル１次

抗体の場合）、または、ウサギ（マウスモノクローナル１次抗体の場合）と共に

１晩インキュベート後に、ニトロブルーテトラゾリウム染色キット（Life Techn

ologies）により、１次抗体を検出した。

      【００５８】

例３

  ３ヶ月齢の雌のロングエバンスラットを６５ｍｇ／ｋｇのペントバルビタール

の腹腔内投与で麻酔後、１５～３００分間放置し、その後、脳を外科的に摘出し

た。摘出が最初の麻酔から２時間後またはそれ以降に行なわれる場合は、脳摘出

の直前に２回目の麻酔を投与した。例２のとおりに、皮質を処理し、タウタンパ

ク質をモノクローナル抗体Ｔａｕ－１およびＡＴ８を用いてウエスタンブロット

により分析した。タウのリン酸化の定量的な免疫化学的評価を可能にするために

、５倍少ないタンパク質をロードした全ての試料の姉妹ブロットを完全な脱リン

酸化に供し、Ｔａｕ－1による染色を用いたタウタンパク質の総ロードについて

の相対的指標を得た。ＢＳＡでブロッキングしたブロットを、５ｍｌの５０ｍＭ

 ＴＢＳ、ｐＨ８．５、０．１ｍＭ ＥＤＴＡ中の１００Ｕ／ｍｌのアルカリホス

ファターゼ（Gibco BRL）と共に、３７℃で１６時間インキュベートした。



(24) 特表２００３－５２１７１３

      【００５９】

  全てのブロットをＨＲＰ結合ヒツジ抗マウスポリクローナル２次抗体によりＥ

ＣＬプロトコルを用いて現像した。比較可能性を確保するため、一連の実験によ

るブロットを各抗体について同一の方法で厳密に共現像した（codeveloped）。

シグナルはKODAK X-OMAT科学的イメージングフィルムで補足し、デンシトメータ

による走査およびＮＩＨ image １．４４による画像分析によって定量した。リ

ン酸化のレベルは、存在するタウタンパク質の量にシグナルを標準化するため、

ブロットしたタウタンパク質を酵素的に脱リン酸化した後のＴａｕ－１によるリ

ン酸化非依存性シグナルに対する、Ｔａｕ－１またはＡＴ８のリン酸化依存性免

疫シグナルの比にしてからプロットした（図３ａ）。

      【００６０】

  ＡＴ８とＡＰ４２２の性能を比較し、より正確にタウのリン酸化現象を解釈す

るために、ＡＴ８／Ｔａｕ－１で分析した試料の選択した一定部分を、例１に記

載したとおりにＡＰ４２２によるイムノブロットでも分析した。参照のために、

同等な量の正常ラットのタウタンパク質（ペントバルビタール麻酔の１５分後）

を、過剰のｃｄｃ２キナーゼおよびウシの脳からのＥＲＫ２キナーゼＰＫ４０と

共に、５０ｍＭ ＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．０、２ｍＭ Ｍｇ２＋、１ｍＭ ＡＴＰ、

１ｍＭ ＤＴＴ中37°Cで1晩インキュベートした。キナーゼの反応はＳＤＳ－Ｐ

ＡＧＥでの分析の前にＳＤＳ－ＰＡＧＥ試料緩衝液により停止した。真のヒトＡ

Ｄタウのさらなる標準として、サルコシル不溶ＰＨＦタウ標本からの部分的に再

可溶化した過剰リン酸化タウ分画を、同一のイムノブロットに平行してロードし

た（図３ｂ）。

      【００６１】

例４

  成体雄ロングエバンスラットをＣＯ２で麻酔し、断頭した。脳を２分以内で摘

出し、海馬を鈍性のスパーテルを用いて剖出した。海馬を、Ｍｃｌｌｗａｉｎテ

ッシュチョッパで０．４５ｍｍのスライスにカットし、氷冷低Ｃａ２＋クレブス

重炭酸イオン緩衝液（ｐＨ７．０）：１２４ｍＭ ＮａＣｌ、３．３３ｍＭ ＫＣ

ｌ、０．０１ｍＭ Ｃａ２＋、１．２５ｍＭ ＫＨ２Ｐ０４、１．３３ｍＭ Ｍｇ
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ＳＯ４、２５．７ｍＭ ＮａＨＣＯ３、１０ｍＭ Ｄ－グルコース、２０ｍＭ Ｈ

ＥＰＥＳ中に設置した。５～８枚のスライスを５ｍｌの低Ｃａ２＋緩衝液入りの

チューブに設置し、少なくとも３０分間、３３～３４℃、水飽和酸素化（water 

saturated oxygenation）状態（９５％Ｏ２、５％ＣＯ２）でインキュベートし

た。３０分後、溶液を生理学的レベルのＣａ２＋（１．３ｍＭ）を含む緩衝液と

交換し、さらに３０分間インキュベートした。

      【００６２】

  少なくとも１時間の総平衡時間の後、スライスを１０ｍＭまでの増大する濃度

のオカダ酸に９０分間暴露した。この処置後、緩衝液を除去し、タンパク分解酵

素阻害剤のカクテル（１００μＭ ＰＭＳＦ、１０μｇ／ｍｌアプロチニン、１

０μＭロイペプチン、6μｇ／ｍｌペプスタチン、４０μＭキモスタチン）を含

む０．５ｍｌのホモジナイズ緩衝液（例２を参照）中で、スライスを１０～２０

秒間音波処理した。ホモジネートを、16,000で３０分遠心分離し、上清を回収し

、１００℃で５分間加熱し、再度遠心分離した。タンパク質含量について標準化

した耐熱性上清の一定部分を１０％ＳＤＳ－ＰＡＧＥで分析し、次いで、モノク

ローナル抗体ＡＴ８（1:200）およびＡＰ４２２（1:5,000）でイムノブロットし

た。ブロットをＥＣＬ（Amersham Life Sciences）で現像し、Kodak X-OMAT AR

フィルムに露光させた。

      【００６３】

例５

  月齢約３～４ヶ月の雄または雌のロングエバンスラットを組にして食餌および

水を自由に与えて飼育した。動物をペントバルビタール（６５ｍｇ／ｋｇ、腹腔

内注射）で深麻酔し、次いで、脳内にオカダ酸を注射した。頭皮に小切開を加え

、頭蓋を露出した。組織を鉗子で術野の外に保持し、注射範囲をマークした。開

口を、頭蓋を介して歯科用ドリルおよび５番のカーバイドバーで形成した。微小

注射ユニット（model 5000; David Kopf Instruments）に取付けた１０μｌのハ

ミルトン注射器を用いて、ビヒクル（10 mM PBS、pH 7.2）中の１００μＭのオ

カダ酸を２．５μｌ、基底核（位置はブレグマから－０．１８ｍｍＡＰ、＋／－

０．３０ｍｍ、および硬膜から－０．６９ｍｍ）に微小注射した。
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      【００６４】

  ２．５μｌの液体の注入時間は約１０分であった。オカダ酸の注射から３０～

３６０分後、ラットを外科的脳摘出法に供した。手術を最初の麻酔薬の投与から

２時間より後に行なう場合、２回目のペントバルビタールの注射を腹腔内に行な

った。各実験条件は、３頭の動物の組で行なった。対照は、同量のビヒクルを注

射したもの、または、全く注射をしなかったものを含む。

      【００６５】

  外科手術は、Ｋｏｐｆの定位固定装置にて行なった（model 900; David Kopf 

Instruments、Tajumga、CA）。頭皮に拡大した切開を加え、皮膚を側方に押しや

り、鉗子で術野の外に保持した。微小解剖穿孔器アタッチメント（10ｍｍ）付の

歯科用ドリルを用いて頭蓋を除去し、脳への自由な到達を可能にした。脳を脊髄

から切断し、次いで、基底核を３ｘ３ｍｍの組織ブロックとして摘出し、それを

直ちに０．５ｍｌの氷冷ホモジナイズ緩衝液中で音波処理によりホモジナイズし

た（例２参照）。抽出物を例４に記載したとおりに遠心分離し、熱処理した。

      【００６６】

  ３回の実験の耐熱性上清をＡＴ８（図５ａ）およびＡＰ４２２（図５ｃ）での

イムノブロットにより分析した。ＡＴ８のシグナルを、例３に記載のごとくホス

ファターゼ処理ブロットのＴａｕ－１の免疫反応性に標準化した後で定量した。

こうした比（ｎ＝３）の平均を、標準的なＡＮＯＶＡ分析（図５ｂ）で有意性に

ついて検定した（図５ｂ）。

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  対照およびアルツハイマー病の脳からの抽出物の耐熱性上清のイムノブロット

を示した図である。

    【図２】

  ２つの異なる脳回収方法によるラット脳における死後脱リン酸化作用の比較を

示した図である。

    【図３ａ】

  ラットの脳におけるペントバルビタール下のＡＴ８およびＴａｕ－１の免疫反
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応性の変化を示した図である。

    【図３ｂ】

  モノクローナル抗体ＡＰ４２２によるラットの脳のタウのリン酸化の状態の分

析を示した図である。

    【図４ａ】

  ラット脳スライスにおけるタウ過剰リン酸化の誘発およびＴａｕ－１、ＡＴ８

およびＰＨＦ－１による分析を示した図である。

    【図４ｂ】

  ラット脳スライスにおけるタウ過剰リン酸化の誘発およびＡＰ４２２による分

析を示した図である。

    【図５ａ】

  オカダ酸の脳内注射後のin vivoでのタウ過剰リン酸化のＴａｕ－１およびＡ

Ｔ８による分析を示した図である。

    【図５ｂ】

  ＡＴ８のシグナルをホスファターゼ処理したブロットのＴａｕ－１のシグナル

に標準化したグラフである。

    【図５ｃ】

  ビヒクルおよびオカダ酸を注射した基底核の抽出物の一定部分をモノクローナ

ル抗体ＡＰ４２２により分析した図である。
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【図１】
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【図２】
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【図３ａ】

【図３ｂ】
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【図４ａ】

【図４ｂ】
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【図５ａ】
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【図５ｂ】

【図５ｃ】
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【国際調査報告】
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