
(57)【要約】

Nogo機能モジュレーターを同定する方法であって、(i)

以下の(a)～(c)：(a)BACEポリペプチド；(b)Nogoポリペ

プチド；(c)試験薬［ここで前記BACEポリペプチド(a)は

BACE、またはNogoと結合することができるその変異体も

しくはそれらのいずれかの断片であり、かつポリペプチ

ド(b)はNogo、またはBACEと結合することができるその

変異体もしくはそれらのいずれかの断片である］を、試

験薬(c)が不在であればBACEポリペプチド(a)とNogoポリ

ペプチド(b)とが結合しうる条件下で、提供すること；(

ii)Nogoが媒介する活性をモニターすること；および(ii

i)それにより試験薬がNogo活性のモジュレーターである

かどうかを決定すること、を含む前記方法。本発明の方

法により同定されたモジュレーター、および急性神経傷

害などのNogo活性のモジュレーションに反応する障害を

治療するための医薬品の製造におけるかかるモジュレー

ターの使用。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
Nogo機 能 モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 下 記 (i)～ (iii)：
(i)　 以 下 の (a)～ (c)：
(a)BACEポ リ ペ プ チ ド ；
(b)Nogoポ リ ペ プ チ ド ；
(c)試 験 薬
［ こ こ で 前 記 BACEポ リ ペ プ チ ド (a)は BACE、 ま た は Nogoと 結 合 す る こ と が で き る そ の 変 異
体 も し く は そ れ ら の い ず れ か の 断 片 で あ り 、 か つ ポ リ ペ プ チ ド (b)は Nogo、 ま た は BACEと
結 合 す る こ と が で き る そ の 変 異 体 も し く は そ れ ら の い ず れ か の 断 片 で あ る ］
を 、 試 験 薬 (c)の 不 在 下 で は BACEポ リ ペ プ チ ド (a)と Nogoポ リ ペ プ チ ド (b)と が 結 合 で き る
条 件 下 で 、 提 供 す る こ と ；
(ii)　 Nogoが 媒 介 す る 活 性 を モ ニ タ ー す る こ と ； お よ び
(iii)　 そ れ に よ り 試 験 薬 が Nogo活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー で あ る か ど う か を 決 定 す る こ と 、
を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
ス テ ッ プ (ii)が (a)と (b)と の 間 の 相 互 作 用 を モ ニ タ ー す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
モ ジ ュ レ ー タ ー が (a)と (b)と の 結 合 を 阻 害 す る も の で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
モ ジ ュ レ ー タ ー が (a)と (b)と の 結 合 を 増 強 す る も の で あ る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
ス テ ッ プ (ii)が プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を モ ニ タ ー す る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 が ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 の β -セ レ ク タ ー ゼ 切 断 で あ る 、 請
求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
モ ジ ュ レ ー タ ー が 前 記 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 阻 害 す る も の で あ る 、 請 求 項 ５ ま た は ６ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
BACEポ リ ペ プ チ ド (a)が BACEま た は 前 記 の そ の 断 片 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か １ 項
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
Nogoポ リ ペ プ チ ド (b)が NogoBま た は 前 記 の そ の 断 片 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か １ 項
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
BACE活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 下 記 (i)お よ び (ii):
(i)　 BACEポ リ ペ プ チ ド ま た は BACE機 能 を 維 持 し て い る そ の 変 異 体 も し く は そ れ ら の い ず
れ か の 断 片 を 試 験 薬 と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び
(ii)　 BACE活 性 を モ ニ タ ー し 、 そ れ に よ り 試 験 薬 が BACE活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー で あ る か ど
う か を 決 定 す る こ と 、
を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
BACE活 性 が 、 Nogoも し く は そ の 変 異 体 ま た は そ れ ら の い ず れ か の 断 片 と 前 記 ポ リ ペ プ チ ド
と が 相 互 作 用 で き る こ と を 含 む 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 に よ り 同 定 可 能 で あ る Nogo活 性 の モ ジ ュ レ ー タ
ー 。
【 請 求 項 １ ３ 】
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請 求 項 １ ０ ま た は １ １ に 記 載 の 方 法 に よ り 同 定 可 能 で あ る BACE活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー 。
【 請 求 項 １ ４ 】
急 性 神 経 傷 害 を 治 療 す る た め の 医 薬 品 の 製 造 に お け る 請 求 項 １ ２ ま た は １ ３ に 記 載 の モ ジ
ュ レ ー タ ー の 使 用 。
【 請 求 項 １ ５ 】
急 性 神 経 傷 害 を 治 療 す る た め の 医 薬 品 の 製 造 に お け る 、 BACEポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は BACEポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 で あ っ て 、 但 し BACEポ リ ペ プ チ ド が BACE
、 ま た は Nogoと 結 合 す る こ と が で き る そ の 変 異 体 も し く は そ れ ら の い ず れ か の 断 片 で あ る
、 前 記 使 用 。
【 請 求 項 １ ６ 】
急 性 神 経 傷 害 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 BACEポ リ ペ プ チ ド 、 BACEポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 請 求 項 １ ２ も し く は １ ３ に 記 載 の モ ジ ュ レ ー タ ー の 有 効 量 を 、
か か る 治 療 を 必 要 と す る ヒ ト も し く は 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 但 し BACEポ リ ペ プ チ ド
が BACE、 ま た は Nogoと 結 合 す る こ と が で き る そ の 変 異 体 も し く は そ れ ら の い ず れ か の 断 片
で あ る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
急 性 神 経 傷 害 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 下 記 (i)お よ び (ii)：
(i)　 BACE活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る こ と ； お よ び
(ii)　 前 記 モ ジ ュ レ ー タ ー の 治 療 上 の 有 効 量 を そ れ を 必 要 と す る 患 者 に 投 与 す る こ と 、
を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
急 性 神 経 傷 害 が 脊 髄 損 傷 、 脳 卒 中 、 頭 部 外 傷 お よ び 末 梢 神 経 損 傷 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項
１ ４ も し く は １ ５ に 記 載 の 使 用 ま た は 請 求 項 １ ６ も し く は １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
中 枢 神 経 系 の 新 形 成 を 治 療 す る た め の 医 薬 品 の 製 造 に お け る 、 請 求 項 １ ２ ま た は １ ３ に 記
載 の モ ジ ュ レ ー タ ー の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
新 生 物 疾 患 、 過 増 殖 障 害 も し く は 増 殖 不 全 障 害 を 治 療 す る た め の 医 薬 品 の 製 造 に お け る BA
CEポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は BACEポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 で あ っ て
、 但 し BACEポ リ ペ プ チ ド が BACE、 ま た は Nogoと 結 合 す る こ と が で き る そ の 変 異 体 も し く は
そ れ ら の い ず れ か の 断 片 で あ る 、 前 記 使 用 。
【 請 求 項 ２ １ 】
新 生 物 疾 患 、 過 増 殖 障 害 ま た は 増 殖 不 全 障 害 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 BACEポ リ ペ プ チ ド
、 BACEポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 請 求 項 １ ２ も し く は １ ３ に 記 載
の モ ジ ュ レ ー タ ー の 有 効 量 を 、 か か る 治 療 を 必 要 と す る ヒ ト も し く は 動 物 に 投 与 す る こ と
を 含 み 、 但 し BACEポ リ ペ プ チ ド が BACE、 ま た は Nogoと 結 合 す る こ と が で き る そ の 変 異 体 も
し く は そ れ ら の い ず れ か の 断 片 で あ る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
新 生 物 疾 患 、 過 増 殖 障 害 ま た は 増 殖 不 全 障 害 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 下 記 (i)お よ び (ii
)：
(i)　 BACE活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る こ と ； お よ び
(ii)　 前 記 モ ジ ュ レ ー タ ー の 治 療 上 の 有 効 量 を そ れ を 必 要 と す る 患 者 に 投 与 す る こ と 、
を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
新 生 物 疾 患 、 過 増 殖 障 害 も し く は 増 殖 不 全 障 害 が 中 枢 神 経 系 の 障 害 で あ る 、 請 求 項 １ ９ も
し く は ２ ０ に 記 載 の 使 用 ま た は 請 求 項 ２ １ も し く は ２ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
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発 明 の 分 野



本 発 明 は 、 Nogoお よ び ／ ま た は BACE活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る 方 法 、 な ら び に Nogo
活 性 の モ ジ ュ レ ー シ ョ ン に 反 応 す る 急 性 神 経 傷 害 な ど の 状 態 の 治 療 に お け る そ れ ら の 使 用
に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

NogoA遺 伝 子 か ら 誘 導 さ れ る 転 写 物 の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ に よ り 、 少 な く と も ３ つ の Nog
oイ ソ 型 が 生 成 さ れ る 。 ３ つ の イ ソ 型 全 て の Ｃ 末 端 側 の ３ 分 の １ は 、 レ チ キ ュ ロ ン （ retic
ulon） タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー と 高 い 相 同 性 （ ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で ほ ぼ 70％ ） を 共 有 す る 。 最
大 の イ ソ 型 で あ る NogoAは 、 培 養 に お け る 軸 索 再 生 を 阻 害 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 Nogo
タ ン パ ク 質 の 正 常 な 役 割 は 、 無 損 傷 の 中 枢 神 経 系 に お け る 軸 索 出 芽 （ axon sprouting） を
阻 止 す る こ と に あ る と 考 え ら れ る 。 NogoAは 中 枢 神 経 系 ミ エ リ ン に 局 在 し 、 稀 突 起 膠 細 胞
に て 高 度 に 発 現 さ れ 、 ま た NogoBと NogoCは 一 部 の ニ ュ ー ロ ン お よ び 複 数 の 非 ニ ュ ー ロ ン 組
織 に て 発 現 さ れ る 。 全 て の Nogoイ ソ 型 は 、 驚 く べ き こ と に 、 Ｃ 末 端 ER保 持 モ チ ー フ を 有 す
る が 、 少 な く と も 一 部 の NogoAタ ン パ ク 質 は 細 胞 表 面 に 達 す る と 考 え ら れ る 。 ３ つ の Nogo
イ ソ 型 は 全 て 、 ２ つ の 潜 在 的 な 膜 貫 通 ド メ イ ン を 有 す る 。 Ｃ お よ び Ｎ 末 端 は 両 方 と も 細 胞
質 に 曝 さ れ 、 TMド メ イ ン に よ り 区 切 ら れ た 66ア ミ ノ 酸 ル ー プ が 細 胞 外 に 位 置 す る と 思 わ れ
る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
最 近 、 BACEと 呼 ば れ る ア ス パ ル チ ル プ ロ テ ア ー ゼ （ Asp2ま た は メ マ プ シ ン 2と し て も 知 ら
れ る ） が 、 ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 （ APP） プ ロ セ シ ン グ に 関 係 す る β -セ ク レ タ ー ゼ
活 性 を 担 う こ と が 示 さ れ て い る 。 BACEは 、 プ ロ テ ア ー ゼ ド メ イ ン を 含 有 す る 大 き な 内 腔 ド
メ イ ン （ lumenal domain） を も つ I型 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ４ 】

本 発 明 者 ら は 、 Nogoと BACEと の 間 の 新 規 相 互 作 用 を 同 定 し た 。 Nogoと BACEと の 間 の 相 互 作
用 は 、 Nogo機 能 の 欠 陥 、 さ ら に 特 定 す れ ば 、 脊 髄 損 傷 、 脳 卒 中 、 頭 部 外 傷 お よ び 末 梢 神 経
損 傷 な ど の 急 性 神 経 傷 害 、 新 生 物 疾 患 、 過 増 殖 障 害 な ら び に 増 殖 不 全 障 害 に 関 連 す る 障 害
に お け る 新 し い 治 療 介 入 点 を 提 供 す る も の で あ る 。 さ ら に 、 今 回 、 BACEを 急 性 神 経 傷 害 、
新 生 物 疾 患 、 過 増 殖 障 害 お よ び 障 害 不 全 障 害 の 治 療 に お い て 有 用 で あ り う る 薬 剤 を 同 定 す
る 標 的 と し て 提 示 し た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
従 っ て 、 本 発 明 は Nogo機 能 モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 下 記 (i)～ (iii)：
(i)　 以 下 の (a)～ (c)：
(a)BACEポ リ ペ プ チ ド ；
(b)Nogoポ リ ペ プ チ ド ；
(c)試 験 薬
［ こ こ で 前 記 BACEポ リ ペ プ チ ド (a)は BACE、 ま た は Nogoと 結 合 す る こ と が で き る そ の 変 異
体 も し く は そ れ ら の い ず れ か の 断 片 で あ り 、 か つ Nogoポ リ ペ プ チ ド (b)は Nogo、 ま た は BAC
Eと 結 合 す る こ と が で き る そ の 変 異 体 も し く は そ れ ら の い ず れ か の 断 片 で あ る ］
を 、 試 験 薬 (c)の 不 在 下 で は BACEポ リ ペ プ チ ド (a)と Nogoポ リ ペ プ チ ド (b)と が 結 合 で き る
条 件 下 で 、 提 供 す る こ と ；
(ii)　 Nogoが 媒 介 す る 活 性 を モ ニ タ ー す る こ と ； お よ び
(iii)　 そ れ に よ り 試 験 薬 が Nogo活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー で あ る か ど う か を 決 定 す る こ と 、
を 含 ん で な る 前 記 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
さ ら な る 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 BACE活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る 方 法 で あ っ て
、 下 記 (i)お よ び (ii)：
(i)　 BACEま た は BACE機 能 を 維 持 し て い る そ の 変 異 体 も し く は そ れ ら の い ず れ か の 断 片 を
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、 試 験 薬 と 接 触 さ せ る こ と ； お よ び
(ii)　 BACE活 性 を モ ニ タ ー し 、 そ れ に よ り 、 試 験 薬 が BACE活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー で あ る か
ど う か を 決 定 す る こ と 、
を 含 ん で な る 前 記 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
本 発 明 は ま た 、 以 下 の も の を 提 供 す る ：
・ 本 発 明 に よ る 方 法 に よ り 同 定 可 能 な モ ジ ュ レ ー タ ー ；
・ 急 性 神 経 傷 害 、 新 生 物 疾 患 、 過 増 殖 障 害 ま た は 増 殖 不 全 障 害 を 治 療 ま た は 予 防 す る 医 薬
品 の 製 造 に お け る 、 本 発 明 に よ る 方 法 に よ り 同 定 可 能 な モ ジ ュ レ ー タ ー の 使 用 ；
・ 急 性 神 経 傷 害 、 新 形 成 、 過 増 殖 障 害 ま た は 増 殖 不 全 障 害 を 治 療 す る 医 薬 品 の 製 造 に お け
る 、 BACEポ リ ペ プ チ ド ま た は BACEポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 で あ
っ て 、 前 記 BACEポ リ ペ プ チ ド が BACEま た は Nogoと 結 合 す る こ と が で き る そ の 変 異 体 も し く
は そ れ ら の い ず れ か の 断 片 で あ る 、 前 記 使 用 ；
・ 急 性 神 経 傷 害 、 新 形 成 、 過 増 殖 障 害 ま た は 増 殖 不 全 障 害 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 BACE
ポ リ ペ プ チ ド 、 BACEポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 本 発 明 の 方 法 に よ
り 同 定 し た BACE機 能 の モ ジ ュ レ ー タ ー の 有 効 量 を 、 か か る 治 療 を 必 要 と す る ヒ ト も し く は
動 物 に 投 与 す る こ と を 含 ん で な り 、 こ こ で 前 記 BACEポ リ ペ プ チ ド は BACEま た は Nogoと 結 合
す る こ と が で き る そ の 変 異 体 も し く は そ れ ら の い ず れ か の 断 片 で あ る 、 前 記 方 法 ； な ら び
に
・ 急 性 神 経 傷 害 、 新 形 成 、 過 増 殖 障 害 ま た は 増 殖 不 全 障 害 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 下 記
(i)お よ び (ii)：
(i)　 BACE活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る こ と ； お よ び
(ii)　 前 記 モ ジ ュ レ ー タ ー の 治 療 上 有 効 量 を そ の 必 要 の あ る 患 者 に 投 与 す る こ と 、
を 含 ん で な る 前 記 方 法 。
【 ０ ０ ０ ８ 】

Nogo-Aモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 6D5） を 用 い て 染 色 し た Tas10（ マ ウ ス 番 号 ４ ） の 切 片 。 全 て
の サ イ ズ の プ ラ ー ク を 取 り 囲 む 染 色 環 の 存 在 に 注 目 す る こ と 。
【 ０ ０ ０ ９ 】

左 パ ネ ル は 抗 Nogo-Aポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 染 色 し た 切 片 を 、 異 な る ２ つ の 倍 率 で 示
す 。 右 の ２ つ の パ ネ ル は 、 前 記 Nogo-Aポ リ ク ロ ー ナ ル と 抗 Abetaモ ノ ク ロ ー ナ ル 1E8を 用 い
る 二 重 染 色 を 示 す 。
【 ０ ０ １ ０ 】

こ れ ら の Tas10ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お い て 、 Asp2/BACE特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
（ 9B21） を 用 い た 同 様 の 環 状 染 色 。
【 ０ ０ １ １ 】

モ ノ ク ロ ー ナ ル 9B21を 用 い た Tas10ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 脳 切 片 の Asp2/BACE染 色 は 、
ア ミ ロ イ ド プ ラ ー ク コ ア 中 へ 伸 び た 神 経 突 起 に 拡 が る 明 瞭 な 細 胞 染 色 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】

Nogo-A（ 左 パ ネ ル ） と Asp2/BACE（ 右 パ ネ ル ） に 対 し て 染 色 し た マ ウ ス 番 号 ３ （ 18月 齢 Tas
10ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ） か ら の 連 続 切 片 。 よ り 低 い ア ミ ロ イ ド 量 を 示 す 動 物 に お け る Nogo
-Aの 過 剰 発 現 レ ベ ル が よ り 低 い こ と （ 先 の 切 片 に つ い て 動 物 ４ と 比 較 し て ） に 注 目 す る こ
と 。 両 タ ン パ ク 質 は 、 両 切 片 に 存 在 す る 全 プ ラ ー ク に お い て 類 似 の 重 複 す る 分 布 を 示 す 。
【 ０ ０ １ ３ 】
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胚 性 海 馬 ニ ュ ー ロ ン は 細 胞 質 全 体 で Nogo-Aを 発 現 す る と と も に 、 若 干 の 表 面 局 在 が 見 ら れ
る 。 Nogo-A免 疫 反 応 性 の 集 中 が 、 神 経 突 起 に 沿 っ て 軸 索 瘤 ま た は シ ナ プ ス 構 造 に 見 ら れ る
。
【 ０ ０ １ ４ 】

一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 SHSY5Y-APPswe細 胞 に て 高 レ ベ ル の Asp2/BACEお よ び Nogo
-Aタ ン パ ク 質 を 産 生 さ せ る 。 左 パ ネ ル は 、 Asp2/BACEを 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 抗 myc
タ グ ク ロ ー ン 9E10を 用 い て 染 色 し た 細 胞 を 示 す 。 右 パ ネ ル は 、 Nogo-Aを 用 い て ト ラ ン ス フ
ェ ク ト し 、 特 定 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ク ロ ー ン 6D5） を 用 い て 染 色 し た 細 胞 を 示 す 。
【 ０ ０ １ ５ 】

Asp2/BACE-mycお よ び Nogo-Aの SHSY5Y細 胞 中 へ の 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 。 パ ネ ル は 次
の 染 色 を 示 す 。 上 左 　 Hoescht核 染 色 ； 上 右 　 Asp2/BACE-myc； 下 左 　 Nogo-Aポ リ ク ロ ー ナ
ル 67； 下 右 　 Asp2/BACEと Nogo-A染 色 の マ ー ジ 。 二 重 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 に お け る A
sp2/BACEの プ ー ル と Nogo-Aと の 共 分 布 に 注 目 す る こ と 。
【 ０ ０ １ ６ 】

Asp2/BACE-mycお よ び Nogo-Bの SHSY5Y細 胞 中 へ の 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 。 パ ネ ル は 次
の 染 色 を 示 す 。 上 左 　 Hoescht核 染 色 ； 上 右 　 Asp2/BACE-myc； 下 左 　 Nogo-Bポ リ ク ロ ー ナ
ル 66； 下 右 　 Asp2/BACEと Nogo-B染 色 の マ ー ジ 。 二 重 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 に お け る A
sp2/BACEの プ ー ル と Nogo-Bと の 共 分 布 に 注 目 す る こ と 。
【 ０ ０ １ ７ 】

Nogoイ ソ 型 過 剰 発 現 は SHSHSY-APPswe細 胞 に お け る Abeta産 生 を 増 強 し な い 。 左 パ ネ ル は SH
SY5Y-APPswedish細 胞 中 へ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の Abeta X-40産 生 に 対 す る 効 果 を 示 す
。 右 パ ネ ル は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の Abeta X-42産 生 に 対 す る 効 果 を 示 す 。 各 パ ネ ル に お
い て バ ー は そ れ ぞ れ GFP、 Asp2/BACE、 Nogo-Aお よ び Nogo-Bを 用 い た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
後 の 活 性 を 示 す 。 Asp2/BACEは こ の 細 胞 密 度 で こ れ ら の 細 胞 に お け る Abeta産 生 が 増 加 す る
の に 対 し て 、 ２ つ の Nogoイ ソ 型 の 単 独 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は こ の 細 胞 密 度 で 産 生 を 増 強
し な い と 思 わ れ る こ と に 注 目 す る こ と 。
【 ０ ０ １ ８ 】

Nogoイ ソ 型 と Asp2/BACEと の 同 時 発 現 は 、 SHSYSY-APPswe細 胞 に お け る Ab産 生 を モ ジ ュ レ ー
ト す る 。 AbetaX-40（ 左 パ ネ ル ） と AbetaX-42（ 右 パ ネ ル ） と を 測 定 す る ア ッ セ イ は 、 示 し
た DNAの 組 み 合 わ せ に よ り 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 に 対 し て 、 次 の 順 で 実 施 し た 。 A
sp2/BACE＋ GFP； Asp2/BACE＋ Nogo-A； Asp2/BACE＋ Nogo-B； Asp2/BACE＋ Nogo-C。 二 重 ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 利 用 し て Nogoイ ソ 型 の APPプ ロ セ シ ン グ に 対 す る 活 性 を ア ッ セ イ す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】

配 列 番 号 １ は 、 BACEヌ ク レ オ チ ド コ ー ド 配 列 と ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
配 列 番 号 ２ は 、 BACEの ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
配 列 番 号 ３ は 、 NogoBヌ ク レ オ チ ド コ ー ド 配 列 と ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
配 列 番 号 ４ は 、 NogoBの ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
配 列 番 号 ５ は 、 BACEと 結 合 す る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る ア ッ セ イ に お い て 同 定 し た NogoBの
ア ミ ノ 酸 断 片 で あ る 。
配 列 番 号 ６ は 、 BACEと 結 合 す る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る ア ッ セ イ に お い て 同 定 し た NogoBの
ア ミ ノ 酸 断 片 で あ る 。
配 列 番 号 ７ は 、 BACEと 結 合 す る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る ア ッ セ イ に お い て 同 定 し た NogoBの
ア ミ ノ 酸 断 片 で あ る 。
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配 列 番 号 ８ は 、 NogoAヌ ク レ オ チ ド コ ー ド 配 列 と ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
配 列 番 号 ９ は 、 NogoAの ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
配 列 番 号 １ ０ は 、 NogoCヌ ク レ オ チ ド コ ー ド 配 列 と ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
配 列 番 号 １ １ は 、 NogoCの ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
配 列 番 号 １ ２ は 、 BACE2ヌ ク レ オ チ ド コ ー ド 配 列 と ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
配 列 番 号 １ ３ は 、 BACE2の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】

本 明 細 書 お よ び 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 全 体 を 通 し て 、 表 現 "comprise"に 相 当 す る 「 含 む 」
「 含 ん で な る 」 「 か ら な る 」 、 お よ び 表 現 "include"に 相 当 す る 「 含 む 」 、 な ら び に そ れ
ら の 変 化 形 （ 例 え ば 、 「 含 ん で な る （ comprises） 」 、 「 含 ん で な る （ comprising） （ 現
在 分 詞 ） 」 、 「 含 む （ includes） 」 お よ び 「 含 む （ 現 在 分 詞 ） （ including） 」 な ど ） は
、 包 含 的 に 解 釈 さ れ る べ き で あ る 。 す な わ ち 、 こ れ ら の 表 現 は 、 文 脈 が 許 容 す る 場 合 、 特
定 し て 列 挙 さ れ て い な い 他 の 要 素 ま た は 整 数 を 包 含 し う る こ と を 表 す も の と し て 意 図 さ れ
る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
本 発 明 は 、 Nogo活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る 方 法 お よ び BACE活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー を
同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 モ ジ ュ レ ー タ ー は Nogoと BACEと の 間 の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 発 明 に 従 っ て 使 用 す る Nogoポ リ ペ プ チ ド は 、 BACEと 結 合 す る こ と が で き る ポ リ ペ プ チ ド
で あ る 。 Nogoポ リ ペ プ チ ド は NogoA（ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AJ251383） 、 NogoB（ ア ク セ ッ シ
ョ ン 番 号 AB015639） ま た は NogoC（ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AF125103） で あ り う る 。 Nogoポ リ
ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ４ 、 ９ も し く は １ １ の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ れ ら の 機 能 的 変 異 体 も し
く は 機 能 的 断 片 を 含 む 。 Nogoポ リ ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た
は そ れ ら の 機 能 的 変 異 体 も し く は 機 能 的 断 片 を 含 む 。 変 異 体 は 天 然 の イ ソ 型 ま た は ス プ ラ
イ ス 変 異 体 を 含 み う る 。 本 発 明 に 従 っ て 使 用 す る 配 列 番 号 ４ 、 ９ ま た は １ １ の 変 異 体 ま た
は 断 片 は 、 BACEと 結 合 す る こ と が で き る 。 特 に 好 ま し い Nogoの 変 異 体 と し て は 、 レ チ キ ュ
ロ ン （ reticulon） タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー が 挙 げ ら れ る 。 特 に 好 ま し い 配
列 番 号 ４ の 断 片 お よ び 変 異 体 は 、 配 列 番 号 ５ 、 ６ お よ び ／ ま た は ７ に 示 し た ア ミ ノ 酸 配 列
か ら な る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
本 発 明 に 従 っ て 使 用 す る BACEポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 １ も し く は 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸
配 列 を 有 す る BACE（ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AF190725、 P56817） な ど の 天 然 の BACEか ら な る も
の で あ っ て も よ い し 、 あ る い は BACEの 変 異 体 ま た は 断 片 で あ っ て 、 配 列 番 号 １ ２ も し く は
配 列 番 号 １ ３ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る BACE2（ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AF204944、 Q9Y5ZO） な
ど の 天 然 の BACEで あ る か 、 ま た は 既 知 の BACEと 相 同 で あ る か も し く は 既 知 の BACEの 所 望 の
機 能 を 保 持 す る 他 の 未 同 定 の イ ソ 型 も し く は ス プ ラ イ ス 変 異 体 で あ る も の で あ っ て も よ い
。 本 発 明 に 利 用 す る BACEの か か る 変 異 体 ま た は 断 片 は 、 Nogoポ リ ペ プ チ ド 、 特 に 配 列 番 号
５ 、 ６ ま た は ７ の 配 列 を 有 す る Nogoポ リ ペ プ チ ド と 、 結 合 す る こ と が で き る も の で あ る 。
好 ま し く は 、 BACEの 変 異 体 ま た は 断 片 は 、 全 長 NogoA、 NogoBお よ び ／ ま た は NogoCと 結 合
す る こ と が で き る 。 BACEの 好 ま し い 変 異 体 ま た は 好 ま し い 断 片 は ま た 、 ア ス パ ル チ ル プ ロ
テ ア ー ゼ 活 性 部 位 も 含 ん で な る 。 か か る 好 ま し い 変 異 体 お よ び 断 片 は 、 β -セ ク レ タ ー ゼ
切 断 部 位 を 含 有 す る タ ン パ ク 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド を 切 断 す る 能 力 を 保 持 す る 。 好 ま し く
は 、 か か る 変 異 体 お よ び 断 片 は 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 93～ 96（ DTGS） お よ び ／ も し
く は 残 基 289-292（ DSGT） ま た は 配 列 番 号 １ ３ の 残 基 109～ 112（ DTGS） お よ び ／ も し く は 3
00-303（ DSGT） を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
BACEの 変 異 体 ま た は 断 片 が Nogoと 結 合 す る こ と が で き る か ど う か を 決 定 す る た め に 、 該 変
異 体 ま た は 断 片 と Nogoと を 、 BACEと Nogoと の 間 の 複 合 体 の 形 成 に 適 し た 条 件 下 で 、 接 触 さ
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せ れ ば よ い 。 同 様 に 、 Nogoの 変 異 体 ま た は 断 片 が BACEと 結 合 す る こ と が で き る か ど う か を
決 定 す る た め に 、 該 変 異 体 も し く は 断 片 と BACEと を 、 Nogoと BACEと の 間 の 複 合 体 の 形 成 に
適 し た 条 件 下 で 、 接 触 さ せ れ ば よ い 。 本 明 細 書 に 記 載 し た い ず れ か の ア ッ セ イ の １ つ を 、
試 験 薬 不 在 の も と で 実 施 し て こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 結 合 能 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
天 然 の ア ミ ノ 酸 配 列 を も つ タ ン パ ク 質 を ア ッ セ イ に 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 好 ま し い タ
ン パ ク 質 は ヒ ト タ ン パ ク 質 で あ る が 、 他 の 哺 乳 動 物 種 ま た は 他 の 動 物 種 由 来 の 相 同 体 を 使
用 し て も よ い 。 所 与 の タ ン パ ク 質 の い ず れ の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 ま た は 種 相 同 体 を 使 用 し て
も よ い 。 以 下 に 記 載 の タ ン パ ク 質 の 変 異 体 ま た は 断 片 に 対 す る 言 及 は 、 Nogoお よ び BACEの
両 方 に つ い て の 変 異 体 ま た は 断 片 に 関 す る 。 本 発 明 の ア ッ セ イ に 使 用 す る 本 明 細 書 に 記 載
の 全 て の タ ン パ ク 質 に つ い て 、 そ の 変 異 体 ま た は 断 片 の BACEま た は Nogoと 結 合 す る 能 力 は
、 必 要 に 応 じ て 維 持 さ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
人 工 的 な 突 然 変 異 を 生 じ て い る が BACEも し く は Nogo結 合 活 性 ま た は そ の 他 の Nogoも し く は
BACE活 性 は 保 持 し て い る ポ リ ペ プ チ ド も 、 本 発 明 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 か か る
突 然 変 異 体 は 当 技 術 分 野 で 周 知 の 技 術 に よ り 作 製 す る こ と が で き 、 そ の よ う な 技 術 と し て
位 置 指 定 突 然 変 異 誘 発 、 無 作 為 突 然 変 異 誘 発 な ら び に 制 限 酵 素 消 化 お よ び ラ イ ゲ ー シ ョ ン
が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 に 使 用 さ れ る タ ン パ ク 質 は 、 天 然 タ ン パ ク 質 に 対 し て 好 ま し く は ほ
ぼ 65％ を 上 回 る 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 、 配 列 番 号 ２ も し く は １ ３ ま た は 配 列 番 号 ４
、 ９ も し く は １ １ に つ い て の 少 な く と も 20個 、 好 ま し く は 少 な く と も 30個 、 例 え ば 少 な く
と も 40個 、 少 な く と も 60個 も し く は 少 な く と も 100個 の 連 続 ア ミ ノ 酸 の 領 域 に わ た っ て あ
る い は そ の 配 列 の 全 長 に わ た っ て 少 な く と も 70％ 、 少 な く と も 80％ 、 少 な く と も 90％ 、 少
な く と も 95％ 、 少 な く と も 97％ ま た は 少 な く と も 99％ の 配 列 同 一 性 を 、 有 す る 。 ア ミ ノ 酸
置 換 は 、 例 え ば 、 1個 、 2個 ま た は 3～ 10個 、 20個 ま た は 30個 の 置 換 に よ っ て 生 じ さ せ る も
の で あ っ て よ い 。 例 え ば 次 表 に 従 っ て 、 保 存 的 置 換 を 生 じ さ せ る こ と が で き る 。 第 ２ 列 の
同 じ ブ ロ ッ ク 内 で 、 そ し て 好 ま し く は 第 ３ 列 の 同 じ 行 内 で 、 ア ミ ノ 酸 を 互 い に 置 換 す る こ
と が で き る 。
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ７ 】
本 ア ッ セ イ に 使 用 さ れ る そ れ ぞ れ の タ ン パ ク 質 の タ ン パ ク 質 配 列 全 体 が 示 さ れ て も よ い 。
結 合 ア ッ セ イ に お い て 第 ２ 成 分 に 対 す る 結 合 能 、 す な わ ち Nogoポ リ ペ プ チ ド に 対 す る BACE
お よ び BACEポ リ ペ プ チ ド に 対 す る Nogoの 結 合 能 を 保 持 す る 上 記 の よ う な タ ン パ ク 質 の 断 片
お よ び 変 異 体 も 、 本 発 明 に て 使 用 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 BACEの 機 能 を 保 持 す る BA
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CEの 変 異 体 ま た は 断 片 を 、 BACE活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る ア ッ セ イ に 使 用 し て も よ
い 。 配 列 番 号 ２ の 好 ま し い 断 片 は 、 少 な く と も 30個 、 例 え ば 少 な く と も 100個 、 少 な く と
も 200個 、 少 な く と も 300個 、 少 な く と も 400個 ま た は 少 な く と も 450個 の ア ミ ノ 酸 長 で あ ろ
う 。 配 列 番 号 ４ の 好 ま し い 断 片 は 長 さ で 、 少 な く と も 30個 、 例 え ば 少 な く と も 100個 、 少
な く と も 200個 ま た は 少 な く と も 250個 の ア ミ ノ 酸 で あ ろ う 。 断 片 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 部 分
を 含 ん で も よ く 、 例 え ば キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て よ い 。 キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 使 用 し て
BACEま た は Nogoポ リ ペ プ チ ド の 精 製 を 容 易 に す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 BACEの 内 腔 ド メ
イ ン （ 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 1～ 460） を ヒ ト IgGと カ ル ボ キ シ 末 端 で 融 合 す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 場 合 、 Nogoポ リ ペ プ チ ド (a)は 、 配 列 番 号 ４ 、 ９ も し く は １ １ の 配
列 を 有 す る Nogoも し く は そ の 変 異 体 ま た は そ れ ら の い ず れ か の 断 片 を 意 味 す る た め に 使 用
さ れ る が 、 但 し そ の 変 異 体 ま た は 断 片 は BACEと 結 合 す る こ と が で き る か ま た は Nogoと 結 合
し 得 る BACEの 変 異 体 も し く は 断 片 と 結 合 す る こ と が で き る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 場 合 、 BACEポ リ ペ プ チ ド (a)は 、 配 列 番 号 ２ も し く は １ ３ の 配 列 を
有 す る BACEも し く は そ の 変 異 体 ま た は そ れ ら の い ず れ か の 断 片 を 意 味 す る た め に 使 用 さ れ
る が 、 但 し そ の 変 異 体 ま た は 断 片 は Nogoと 結 合 す る こ と が で き る か ま た は BACEと 結 合 し 得
る Nogoの 変 異 体 も し く は 断 片 と 結 合 す る こ と が で き る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
本 発 明 に お い て 使 用 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 化 学 修 飾 さ れ た も の で あ っ て も よ く 、 例 え ば 翻
訳 後 修 飾 を 受 け た も の で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 そ れ ら は グ リ コ シ ル 化 さ れ て い る か ま た
は 修 飾 ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む も の で あ っ て も よ い 。 ポ リ ペ プ チ ド を 、 例 え ば HA、 ヒ ス チ ジ ン
、 T7、 mycま た は flagタ グ を 用 い て タ グ 付 加 し て 、 検 出 ま た は 精 製 の 助 け と し て も よ い 。 B
ACEポ リ ペ プ チ ド (a)と Nogoポ リ ペ プ チ ド (b)を 異 な る ラ ベ ル に よ り タ グ 付 加 し て 、 BACE／ N
ogo複 合 体 の 同 定 に 役 立 て て も よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】

任 意 の 適 当 な ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト を 用 い て Nogo活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー 、 例 え ば BACE／ No
go相 互 作 用 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
Nogo機 能 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る 方 法 の 第 １ ス テ ッ プ と し て 、 (a)配 列 番 号 ２ も し く
は １ ３ の 配 列 を 含 ん で な る BACEポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は Nogoと 結 合 す る こ と が で き る そ の 変
異 体 も し く は い ず れ か の 配 列 の 断 片 ； (b)配 列 番 号 ４ 、 ９ も し く は １ １ の 配 列 を 含 ん で な
る Nogoポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は BACEと 結 合 す る こ と が で き る そ の 変 異 体 も し く は い ず れ か の
配 列 の 断 片 ； お よ び (c)試 験 薬 を 、 試 験 薬 の 不 在 下 で は (a)と (b)と が 結 合 で き る 条 件 下 で
、 接 触 さ せ る 。 次 い で 、 Nogoの 活 性 を モ ニ タ ー す る 。 例 え ば 、 BACEポ リ ペ プ チ ド (a)と Nog
oポ リ ペ プ チ ド (b)と の 間 の 相 互 作 用 を 分 析 し て も よ い 。 試 験 薬 の 存 在 下 で の BACEポ リ ペ プ
チ ド (a)と Nogoポ リ ペ プ チ ド (b)と の 間 の 相 互 作 用 を 、 試 験 薬 の 不 在 下 で の BACEポ リ ペ プ チ
ド (a)と Nogoポ リ ペ プ チ ド (b)と の 間 の 相 互 作 用 と 比 較 し 、 試 験 薬 が BACEポ リ ペ プ チ ド (a)
と Nogoポ リ ペ プ チ ド (b)と の 結 合 を モ ジ ュ レ ー ト す る か ど う か 、 そ し て そ れ に よ り 試 験 薬
が Nogoへ の BACEの 結 合 を 増 強 す る か ま た は 阻 害 す る か を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
試 験 薬 を 、 BACEポ リ ペ プ チ ド (a)を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 発 現 ベ ク タ ー 、 お
よ び Nogoポ リ ペ プ チ ド (b)を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 発 現 ベ ク タ ー を 有 す る 細
胞 と 接 触 さ せ て も よ い 。 場 合 に よ っ て は 、 該 細 胞 は 、 ペ プ チ ド も し く は ア ン チ セ ン ス ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド で あ る 試 験 薬 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 発 現 ベ ク タ ー を 有 す る も
の で あ り う る 。 通 常 は 細 胞 が そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ベ ク タ ー の 転 写 と 翻 訳 を 可 能 に
す る こ と に よ り 、 ポ リ ペ プ チ ド が 同 じ 細 胞 中 で 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
試 験 薬 は 、 細 胞 を 洗 浄 、 イ ン キ ュ ベ ー ト ま た は 増 殖 さ せ る た め に 使 う 細 胞 外 培 地 に 供 給 し
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て も よ い 。 試 験 薬 は 、 Nogoポ リ ペ プ チ ド (b)と BACEポ リ ペ プ チ ド (a)と の 相 互 作 用 を 細 胞 の
外 側 か ら 間 接 的 に 、 例 え ば BACEま た は Nogoの 細 胞 外 ド メ イ ン と の 相 互 作 用 に よ り モ ジ ュ レ
ー ト す る も の で も よ い し 、 ま た は 細 胞 外 培 地 か ら 細 胞 中 に 取 込 ま れ る も の で も よ い 。 BACE
ポ リ ペ プ チ ド (a)と Nogoポ リ ペ プ チ ド (b)を 細 胞 内 で 同 時 発 現 さ せ る 場 合 、 細 胞 は 天 然 に 両
方 の タ ン パ ク 質 を 発 現 す る も の で あ っ て も よ く 、 例 え ば 、 細 胞 は 一 次 培 養 で 増 殖 さ せ た ニ
ュ ー ロ ン 細 胞 で あ っ て も よ い し 、 ま た は 細 胞 は 両 方 の タ ン パ ク 質 を 組 換 え 的 に 発 現 す る も
の で あ っ て も よ い し 、 ま た は 細 胞 は 一 方 の タ ン パ ク 質 を 天 然 に 発 現 し 、 か つ 他 方 の タ ン パ
ク 質 を 形 質 転 換 に よ り 組 換 え 的 に 発 現 す る も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
細 胞 は 、 一 過 的 に ま た は 安 定 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト ま た は 形 質 転 換 し た も の で あ っ て も よ
い 。 BACEポ リ ペ プ チ ド (a)と Nogoポ リ ペ プ チ ド (b)を 、 両 方 と も 一 過 的 に 発 現 す る も の で あ
っ て も よ い し 、 ま た は 両 方 と も 安 定 し て 発 現 す る も の で あ っ て も よ い し 、 ま た は 一 方 は 安
定 的 に 発 現 し か つ 他 方 は 一 過 的 に 発 現 す る も の で あ っ て も よ い 。 細 胞 は 、 当 技 術 分 野 で 周
知 の 方 法 、 例 え ば 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 降 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン
ま た は 熱 シ ョ ッ ク に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と が で き る 。 該 タ ン パ ク 質 を 、 ヒ ト 細 胞
な ど の 哺 乳 類 細 胞 ま た は 酵 母 も し く は 細 菌 な ど の 非 哺 乳 類 細 胞 に て 発 現 さ せ て も よ い 。 細
胞 は 培 養 状 態 で あ る の が 好 ま し い 。 使 用 す る の が 好 ま し い 細 胞 系 は 、 HEK293、 COSお よ び P
C12細 胞 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
BACEポ リ ペ プ チ ド (a)を 発 現 す る 細 胞 、 ま た は BACEポ リ ペ プ チ ド (a)を 発 現 す る 細 胞 か ら 得
ら れ た 細 胞 ホ モ ジ ネ ー ト 、 細 胞 ラ イ セ ー ト 、 膜 調 製 物 も し く は タ ン パ ク 質 調 製 物 を 、 Nogo
ポ リ ペ プ チ ド (b)を 発 現 す る 細 胞 、 ま た は Nogoポ リ ペ プ チ ド (b)を 発 現 す る 細 胞 か ら 得 ら れ
た 細 胞 ホ モ ジ ネ ー ト 、 細 胞 ラ イ セ ー ト 、 膜 調 製 物 も し く は タ ン パ ク 質 調 製 物 と 接 触 さ せ て
も よ い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
細 胞 外 環 境 で BACEポ リ ペ プ チ ド (a)と Nogoポ リ ペ プ チ ド (b)と の 結 合 を 可 能 に す る 条 件 は 試
験 薬 の 不 在 下 で ア ッ セ イ を 実 施 す る こ と に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
試 験 す べ き 薬 剤 を 除 外 し た 対 照 ア ッ セ イ と 試 験 薬 を 含 め た ア ッ セ イ と を 並 行 し て ま た は 続
け て 実 施 し て も よ い 。 試 験 薬 を 使 用 す る 実 験 と 対 照 実 験 の 結 果 を 用 い て 、 試 験 薬 が 結 合 を
阻 害 す る か ま た は 増 強 す る か を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
試 験 す る 薬 剤 を 、 他 の 任 意 の 既 知 の 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 の 組 み 合 わ せ を 用 い て 試 験 し
て 、 そ の 試 験 薬 が タ ン パ ク 質 ／ タ ン パ ク 質 相 互 作 用 の 一 般 的 イ ン ヒ ビ タ ー で あ る 可 能 性 を
排 除 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
ア ッ セ イ に 使 用 す る BACEポ リ ペ プ チ ド (a)が 配 列 番 号 ２ も し く は １ ３ の 変 異 体 ま た は 断 片
で あ る か 、 あ る い は ア ッ セ イ に 使 用 す る Nogoポ リ ペ プ チ ド (b)が 配 列 番 号 ４ 、 ９ も し く は
１ １ の 変 異 体 ま た は 断 片 で あ る 場 合 、 好 ま し く は 、 最 初 に 試 験 薬 の 不 在 下 で ア ッ セ イ を 実
施 し て 、 変 異 体 ま た は 断 片 が 、 結 合 活 性 も し く は プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 な ど の モ ニ タ ー し よ う
と す る 活 性 を 示 す こ と を 確 実 に す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
BACEポ リ ペ プ チ ド (a)と Nogoポ リ ペ プ チ ド (b)と の 相 互 作 用 を 分 析 す る に は 、 当 技 術 分 野 で
公 知 の 多 く の 生 化 学 的 お よ び 分 子 細 胞 生 物 学 的 プ ロ ト コ ル を 使 用 す る こ と が で き る （ 例 え
ば 、 Sambrookら , 1989を 参 照 ） 。 い く つ か の 特 定 の 例 を 以 下 に 概 説 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
BACE/Nogo相 互 作 用 を 、 結 合 ア ッ セ イ を 用 い て 直 接 的 に 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、
放 射 標 識 し た BACEポ リ ペ プ チ ド (a)を Nogoポ リ ペ プ チ ド (b)と と も に 、 試 験 薬 の 存 在 下 お よ
び 不 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 BACEポ リ ペ プ チ ド (a)と Nogoポ リ ペ プ チ ド (b)と の 結 合 に 対
す る 試 験 薬 の 効 果 を モ ニ タ ー す れ ば よ い 。 典 型 的 に は 、 放 射 標 識 し た BACEポ リ ペ プ チ ド (a
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)を 、 Nogoポ リ ペ プ チ ド (b)を 含 有 す る 細 胞 膜 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し て 平 衡 に 到 達 さ せ
る 。 次 い で 、 そ の 膜 を 、 非 結 合 の 放 射 標 識 し た BACEポ リ ペ プ チ ド (a)か ら 分 離 し 、 シ ン チ
レ ー シ ョ ン 液 中 に 溶 解 し て シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 に よ り 放 射 活 性 含 量 を 測 定 す る こ と が で
き る 。 薬 剤 の 非 特 異 的 結 合 も 、 非 放 射 性 BACEポ リ ペ プ チ ド (a)の 飽 和 濃 度 で の 存 在 下 で 実
験 を 繰 り 返 す こ と に よ り 測 定 し う る 。 好 ま し く は 、 試 験 薬 の 存 在 下 お よ び 不 在 下 の 両 方 で
、 様 々 な 濃 度 の 放 射 標 識 BACEポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 実 験 を 繰 り 返 す こ と に よ り 、 結 合 曲 線
を 構 築 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
酵 母 の ２ ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ セ イ シ ス テ ム を 利 用 し て 、 BACE/Nogo相 互 作 用 に 対 す る 試 験 薬
の 効 果 を モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 BACEポ リ ペ プ チ ド (a)を コ ー ド す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を GAL4結 合 ド メ イ ン ベ ク タ ー (GAL4 B D )中 に ク ロ ー ニ ン グ し 、 Nogoポ リ ヌ ク レ オ
チ ド (b)を GAL4活 性 化 ド メ イ ン 融 合 ベ ク タ ー (GAL4 A D )中 に ク ロ ー ニ ン グ す れ ば よ い 。 次 い
で GAL4 A D と GAL4 B D ベ ク タ ー を 酵 母 中 で 発 現 さ せ 、 試 験 薬 の 存 在 下 お よ び 不 在 下 で 得 ら れ る
β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 を ア ッ セ イ し て 、 Harshmanら 、 1998が 記 載 し た 液 体 窒 素 凍 結 破
砕 系 を 利 用 し 、 基 質 o-ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル β -D-ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド （ ONPG） を 用 い て 定 量
化 で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
「 プ ル ・ ダ ウ ン 」 ア ッ セ イ シ ス テ ム も 使 用 す る こ と が で き る 。 単 離 さ れ た BACEポ リ ペ プ チ
ド (a)を 表 面 に 固 定 し 、 Nogoポ リ ペ プ チ ド (b)の 該 表 面 へ の 結 合 を 試 験 薬 の 存 在 下 お よ び 不
在 下 で モ ニ タ ー す れ ば よ い 。 ア ッ セ イ は ま た 、 Nogoポ リ ペ プ チ ド (b)を 固 定 し 、 BACEポ リ
ペ プ チ ド (a)の そ の 固 定 タ ン パ ク 質 へ の 結 合 を 測 定 す る こ と に よ っ て も 実 施 で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
あ る い は 、 BACEポ リ ペ プ チ ド (a)を 、 BACEポ リ ペ プ チ ド (a)と Nogoポ リ ペ プ チ ド (b)と を 同
時 発 現 す る 細 胞 の 細 胞 抽 出 物 か ら 免 疫 沈 降 す る か 、 免 疫 精 製 す る か ま た は ア フ ィ ニ テ ィ 精
製 し て も よ い 。 次 い で 共 沈 降 ／ 同 時 精 製 す る Nogoポ リ ペ プ チ ド (b)を 、 例 え ば ウ ェ ス タ ン
ブ ロ ッ ト 技 術 を 使 用 す る か ま た は 組 換 え 発 現 し た タ ン パ ク 質 を 放 射 標 識 す る こ と に よ っ て
検 出 し 、 そ し て ホ ス フ ォ イ メ ー ジ ャ ー （ phosphorimager） ま た は シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン
タ ー を 用 い て 定 量 化 す る こ と が で き る 。 一 般 的 に 、 試 験 薬 を 細 胞 ま た は 細 胞 増 殖 培 地 に 加
え た 後 に 、 細 胞 ラ イ セ ー ト を 調 製 す る 。 か か る ア ッ セ イ は ま た 、 Nogoポ リ ペ プ チ ド (b)を
沈 降 さ せ る か ま た は 精 製 し 、 共 沈 降 す る か ま た は 同 時 精 製 さ れ る BACEポ リ ペ プ チ ド (a)を
検 出 す る こ と に よ り 、 実 施 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
ア ッ セ イ は ま た 、 そ の 他 の Nogo機 能 を モ ニ タ ー す る こ と に よ り 実 施 す る こ と が で き る 。 例
え ば 、 Nogoの 神 経 突 起 阻 害 活 性 を モ ニ タ ー し て も よ い 。 神 経 突 起 阻 害 活 性 は 、 後 根 神 経 節
（ DRG） 神 経 突 起 伸 長 ア ッ セ イ 、 DRG成 長 円 錐 退 縮 ア ッ セ イ （ growth cone collapse assay
） 、 神 経 細 胞 系 （ 例 え ば 、 PC12細 胞 ） 神 経 突 起 伸 長 ア ッ セ イ 、 ま た は 繊 維 芽 細 胞 （ NIH 3T
3な ど ） 細 胞 進 展 ア ッ セ イ な ど の 任 意 の 適 当 な ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト を 用 い て モ ニ タ ー す
る こ と が で き る 。 例 え ば 、 BACEと Nogoを 発 現 す る 細 胞 の 存 在 下 で の 神 経 突 起 伸 長 を モ ニ タ
ー し 、 試 験 薬 の 神 経 突 起 伸 長 を 阻 害 ま た は 促 進 す る 能 力 を ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 試
験 薬 の 神 経 突 起 伸 長 に 対 す る 効 果 が 試 験 薬 の BACE活 性 ま た は BACE／ Nogo相 互 作 用 に 対 す る
効 果 に 起 因 す る の か ど う か を 確 認 す る た め に 、 Nogoを 発 現 す る が BACEを 発 現 し な い 細 胞 を
用 い て 対 照 ア ッ セ イ を 実 施 し て も よ い 。 通 常 、 細 胞 は １ 以 上 の 神 経 栄 養 因 子 も 発 現 す る と
思 わ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
本 発 明 の 重 要 な 態 様 は 、 BACE活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー と し て 作 用 し う る 薬 剤 で あ っ て 、 特 に
、 Nogoが 関 係 す る 疾 患 を 治 療 す る の に 有 用 で あ り う る 前 記 薬 剤 を 同 定 す る ス ク リ ー ニ ン グ
方 法 に お け る 、 BACEポ リ ペ プ チ ド (a)の 使 用 で あ る 。 任 意 の 適 当 な 方 式 を ア ッ セ イ に 用 い
て 、 BACE活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る こ と が で き る 。 一 般 的 に 言 え ば 、 か か る ス ク リ
ー ニ ン グ 方 法 は 、 BACEポ リ ペ プ チ ド (a)と 試 験 薬 と を 接 触 さ せ 、 次 い で 活 性 を 測 定 す る こ
と を 伴 う 。 例 え ば 、 BACE活 性 を モ ニ タ ー す る ス テ ッ プ は 、 例 え ば β -セ ク レ タ ー ゼ 切 断 部
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位 （ SEVKM/DAEFRま た は SEVNL/DAEFR） を 有 す る ペ プ チ ド の 切 断 に よ る BACEプ ロ テ ア ー ゼ 活
性 の 評 価 、 ま た は BACEと の 結 合 が 他 の タ ン パ ク 質 に 与 え る 効 果 の 評 価 を 含 ん で も よ い 。 例
え ば 、 該 ア ッ セ イ は 、 Vassarら  (1999) Science 286, 735-741, Hussainら  (1999) Molec
ular and cellular Neuroscience 14,419-427, Sinhaら  (1999) Nature 402,537-540ま た
は Yanら  (1999) Nature 402,533-537に 記 載 の APPプ ロ セ シ ン グ の 測 定 を 伴 う 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
モ ジ ュ レ ー タ ー 活 性 は 、 本 発 明 の BACEポ リ ペ プ チ ド (a)を 発 現 す る 細 胞 を 、 研 究 対 象 の 薬
剤 と 接 触 さ せ 、 薬 剤 の BACE活 性 に 対 す る 効 果 を モ ニ タ ー し て 決 定 す る こ と が で き る 。 こ の
ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 は in vitroま た は in vivoの 状 態 で あ っ て よ い 。 本 発 明 の ポ
リ ペ プ チ ド は 天 然 に ま た は 組 換 え 的 に 発 現 さ れ て も よ い 。 好 ま し く は 、 ア ッ セ イ は in vit
roで 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 を 用 い て 実 施 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】

Nogoも し く は BACE機 能 の モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 Nogoも し く は BACEと 直 接 結 合 す る こ と に よ り
効 果 を 及 ぼ す も の で も よ い し 、 あ る い は 存 在 す る BACE/Nogo相 互 作 用 を 妨 げ る か ま た は Nog
oも し く は BACEが 媒 介 す る 活 性 を 阻 害 す る 上 流 効 果 を 有 す る も の で も よ い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
モ ジ ュ レ ー タ ー は Nogoと BACEと の 相 互 作 用 を 直 接 阻 害 し て も よ い し ま た は BACEと リ ガ ン ド
と の 間 の 相 互 作 用 を 阻 害 し て も よ い 。 試 験 薬 は 、 Nogoま た は BACEリ ガ ン ド と 結 合 す る こ と
は で き る が 何 ら か の 機 能 的 活 性 を 欠 く BACEの 断 片 を 含 む も の で も よ い 。 あ る い は 、 試 験 薬
は 、 BACEと 結 合 す る こ と が で き る が 何 ら か の 機 能 的 活 性 を 欠 く Nogoの 断 片 を 含 む も の で も
よ い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
BACEも し く は Nogoと 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 も し く は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 ま た は こ れ ら の タ
ン パ ク 質 と 結 合 す る こ と が で き る 化 学 化 合 物 も 候 補 化 合 物 で あ る 。 抗 体 ま た は 他 の 化 合 物
が 或 る タ ン パ ク 質 と 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 と い う の は 、 そ れ に と っ て 特 異 的 で あ る 前 記 タ
ン パ ク 質 と 高 い ア フ ィ ニ テ ィ で 結 合 す る が そ の 他 の タ ン パ ク 質 と は 低 い ア フ ィ ニ テ ィ で し
か 結 合 し な い こ と を 意 味 す る 。 抗 体 の 特 異 的 結 合 能 を 測 定 す る た め の 競 合 的 結 合 ア ッ セ イ
ま た は 免 疫 放 射 線 測 定 ア ッ セ イ に つ い て の 様 々 な プ ロ ト コ ル が 当 技 術 分 野 で は 周 知 で あ る
（ 例 え ば 、 Maddoxら 、 1993を 参 照 ） 。 か か る イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 通 常 は 、 「 特 異 的 タ ン パ
ク 質 」 と そ の 抗 体 と の 間 の 複 合 体 形 成 、 お よ び そ の 複 合 体 形 成 の 測 定 を 伴 う 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
さ ら に 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー 、 規 定 さ れ た 化 学 的 実 体 、 ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ
ド ミ メ チ ッ ク ス 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 な ら び に デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー （ 例 え ば 、 フ
ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー ） な ど の 天 然 産 物 ラ イ ブ ラ リ ー を 試 験 す る こ と も で き る
。 試 験 薬 は 化 学 化 合 物 で あ っ て も よ い 。 試 験 薬 の バ ッ チ 、 例 え ば 、 1反 応 当 た り 10種 類 の
薬 剤 を 最 初 の ス ク リ ー ニ ン グ に 使 用 し 、 そ し て 阻 害 を 示 す そ れ ら バ ッ チ の 薬 剤 を 個 々 に 試
験 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】

Nogo活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 上 記 の ア ッ セ イ に お い て Nogoポ リ ペ プ チ ド (b)と BACEポ リ
ペ プ チ ド (a)と の 結 合 に お い て 計 測 可 能 な 低 下 も し く は 増 加 を も た ら す か 、 ま た は Nogo活
性 も し く は BACE活 性 に 対 し て 影 響 を 与 え る 薬 剤 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
好 ま し い イ ン ヒ ビ タ ー は 、 1μ g ml - 1 、 10μ g ml - 1 、 100μ g ml - 1 、 500μ g ml - 1 、 1mg ml -
1 、 10mg ml - 1 ま た は 100mg ml - 1 の イ ン ヒ ビ タ ー 濃 度 に お い て 、 少 な く と も 10％ 、 少 な く と
も 20％ 、 少 な く と も 30％ 、 少 な く と も 40％ 、 少 な く と も 50％ 、 少 な く と も 60％ 、 少 な く と
も 70％ 、 少 な く と も 80％ 、 少 な く と も 90％ 、 少 な く と も 95％ ま た は 少 な く と も 99％ 、 結 合
を 阻 害 す る イ ン ヒ ビ タ ー で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】

10

20

30

40

50

(12) JP 2004-520041 A 2004.7.8

候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー

モ ジ ュ レ ー タ ー



好 ま し い ア ク チ ベ ー タ ー は 、 1μ g ml - 1 、 10μ g ml - 1 、 100μ g ml - 1 、 500μ g ml - 1 、 1mg m
l - 1 、 10mg ml - 1 ま た は 100mg ml - 1 の ア ク チ ベ ー タ ー 濃 度 に お い て 、 少 な く と も 10％ 、 少 な
く と も 25％ 、 少 な く と も 50％ 、 少 な く と も 100％ 、 少 な く と も 200％ 、 少 な く と も 500％ ま
た は 少 な く と も 1000％ 、 結 合 を 促 進 す る ア ク チ ベ ー タ ー で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
阻 害 パ ー セ ン ト ま た は 促 進 パ ー セ ン ト は 、 試 験 薬 の 存 在 下 お よ び 不 在 下 で の ア ッ セ イ を 比
較 し た と き の 発 現 ／ 活 性 の 減 少 率 ま た は 増 加 率 を 表 す 。 阻 害 パ ー セ ン ト ま た は 促 進 パ ー セ
ン ト の 上 記 の よ う な 程 度 と イ ン ヒ ビ タ ー ま た は ア ク チ ベ ー タ ー の 濃 度 と を 任 意 に 組 み 合 わ
せ る こ と に よ り 本 発 明 の イ ン ヒ ビ タ ー ま た は ア ク チ ベ ー タ ー を 規 定 し て も よ く 、 よ り 低 い
濃 度 で 阻 害 ま た は 促 進 が よ り 大 き く な る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
上 記 の よ う な ア ッ セ イ に お い て 活 性 を 示 す 試 験 薬 を 、 in vivo系 、 動 物 モ デ ル に お い て 試
験 す る こ と が で き る 。 候 補 イ ン ヒ ビ タ ー の も つ 、 Nogoが 媒 介 す る シ グ ナ ル 伝 達 を 減 少 す る
能 力 に つ い て 、 例 え ば 軸 索 成 長 に 対 す る 効 果 を モ ニ タ ー す る こ と に よ り 、 試 験 し て も よ い
。
【 ０ ０ ５ ８ 】
候 補 ア ク チ ベ ー タ ー を 、 Nogoが 媒 介 す る シ グ ナ ル 伝 達 を 増 加 す る 能 力 に つ い て 試 験 し て も
よ い 。 最 終 的 に は 、 か か る 薬 剤 を 、 標 的 病 状 の 動 物 モ デ ル に お い て 試 験 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】

本 発 明 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ る 、 BACEと Nogoと の 間 の 相 互 作 用 の モ ジ ュ レ ー タ ー ま た は No
go活 性 も し く は BACE活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 、 Nogo活 性 ま た は BACE活 性 の モ ジ ュ レ ー シ ョ
ン に 反 応 性 の 障 害 の 治 療 ま た は 予 防 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
特 に 、 BACE活 性 お よ び ／ ま た は Nogo活 性 の モ ジ ュ レ ー シ ョ ン に 反 応 性 の 神 経 障 害 を 治 療 す
る こ と が で き る 。 Nogoま た は BACE活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 使 用 し て 、 か か る 障 害 に 苦 し む
患 者 の 症 状 を 軽 減 す る か ま た は 状 態 を 改 善 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
Nogoま た は BACE活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー は 軸 索 再 生 に 有 用 で あ り う る 。 こ れ は 、 神 経 系 、 そ
し て 特 に 脊 髄 、 脳 （ 例 え ば 脳 卒 中 後 の ） 、 お よ び 末 梢 神 経 系 に 損 傷 を 受 け て い る 患 者 を 治
療 す る の に 有 用 で あ り う る 。 か か る モ ジ ュ レ ー タ ー は 典 型 的 に は 、 例 え ば Nogoの 軸 索 再 生
に 対 す る 阻 害 効 果 を 阻 害 す る こ と に よ り Nogo活 性 を 阻 害 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
Nogoま た は BACE活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 新 生 物 疾 患 、 過 増 殖 障 害 な ら び に 増 殖 不 全 障 害
を 治 療 ま た は 予 防 す る の に 有 用 で あ り う る 。 特 に 、 固 形 腫 瘍 、 癌 腫 、 グ リ ア 芽 細 胞 腫 、 稀
突 起 膠 細 胞 腫 、 神 経 芽 細 胞 腫 お よ び 網 膜 芽 細 胞 腫 な ど の 神 経 系 の 新 生 物 疾 患 を 、 Nogoま た
は BACE活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 用 い て 治 療 ま た は 予 防 す る こ と が で き る 。 Nogoま た は BACE
機 能 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 用 い て 治 療 し う る 過 増 殖 障 害 お よ び 増 殖 不 全 障 害 と し て は 、 肝 硬
変 、 乾 癬 、 良 性 腫 瘍 、 ケ ロ イ ド 形 成 、 線 維 嚢 胞 症 お よ び 組 織 肥 大 が 挙 げ ら れ る 。 か か る モ
ジ ュ レ ー タ ー は 、 典 型 的 に は 、 例 え ば 軸 索 再 生 に 対 す る Nogoの 阻 害 効 果 を 増 強 す る こ と に
よ り 、 Nogo活 性 を 増 強 ま た は 促 進 し う る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
Nogoま た は BACE活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 癌 の 転 移 ま た は 拡 散 を 防 止 す る の に 有 用 で あ る
。 例 え ば 、 Nogoの 阻 害 活 性 を 増 強 す る 薬 剤 は 、 肺 、 腎 臓 、 肝 臓 ま た は 筋 肉 な ど の 身 体 の 他
の 器 官 へ の CNS癌 の 拡 散 を 予 防 す る た め に 有 用 で あ り う る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
BACEポ リ ペ プ チ ド お よ び BACEポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も か か る 障 害 の
治 療 ま た は 予 防 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
従 っ て 、 本 発 明 は 、 BACE、 ま た は Nogoと 結 合 す る こ と が で き る そ の 変 異 体 、 ま た は Nogoと
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結 合 す る こ と が で き る そ れ ら の い ず れ か の 断 片 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 、 Nogo活
性 の モ ジ ュ レ ー シ ョ ン に 反 応 性 の 障 害 の 治 療 法 に て 使 用 す る た め の 医 薬 品 の 製 造 に お け る
使 用 で あ っ て 、 こ こ で 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、
(a)　 配 列 番 号 １ も し く は １ ２ の 配 列 ； ま た は
(b)　 配 列 番 号 １ も し く は １ ２ の 相 補 体 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 配 列 ； ま た は
(c)　 (a)も し く は (b)に 規 定 し た 配 列 に つ い て 遺 伝 コ ー ド の 結 果 と し て 縮 重 し て い る 配 列
； ま た は
(d)　 (a)、 (b)も し く は (c)に 規 定 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 相 補 的 で あ る 配 列 ；
を 含 ん で な る 、 前 記 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
配 列 番 号 １ ま た は １ ２ の コ ー ド 配 列 の 相 補 体 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 配 列 を 含 ん で な る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 有 意 に 超 え る レ ベ ル で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で
き る 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 例 え ば 、 cDNAラ イ ブ ラ リ ー 中 に 存
在 す る 他 の cDNAが 原 因 で 起 こ り う る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 配 列 番 号 １ ま た は １ ２
の コ ー ド 配 列 の 相 補 体 と の 間 の 相 互 作 用 に よ り 発 生 す る シ グ ナ ル レ ベ ル は 、 典 型 的 に は 、
他 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 配 列 番 号 １ ま た は １ ２ の コ ー ド 配 列 と の 間 の 相 互 作 用 の 少 な く と
も 10倍 、 好 ま し く は 少 な く と も 100倍 高 い 。 そ の 相 互 作 用 の 強 度 は 例 え ば 、 プ ロ ー ブ を 、
例 え ば 3 2 Pを 用 い て 放 射 標 識 し て 測 定 す る こ と が で き る 。 選 択 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
は 、 典 型 的 に は 、 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー （ 0.3M 塩 化 ナ ト リ ウ ム お よ び 0.03M ク エ ン 酸 ナ
ト リ ウ ム 、 約 40℃ ） 、 中 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー （ 例 え ば 、 0.3M 塩 化 ナ ト リ ウ ム お よ び 0
.03M ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 約 50℃ ） ま た は 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー （ 例 え ば 、 0.03M 塩 化
ナ ト リ ウ ム お よ び 0.003M ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 約 60℃ ） の 条 件 を 用 い て 達 成 す る こ と が
で き る 。 し か し 、 か か る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 当 技 術 分 野 で 公 知 の い ず れ の 適 当 な 条
件 で 実 施 し て も よ い （ Sambrookら 、 1989を 参 照 ） 。 例 え ば 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー が 必 要
な 場 合 に は 、 適 当 な 条 件 は 、 60℃ に て 0.2× SSCが 挙 げ ら れ る 。 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー が 必
要 な 場 合 に は 、 適 当 な 条 件 は 、 60℃ に て 2× SSCが 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
配 列 番 号 １ も し く は １ ２ の DNAコ ー ド 配 列 の 相 補 体 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が
で き る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 一 般 的 に 、 配 列 番 号 １ の コ ー ド 配 列 に 対 し て 、 配 列 番 号 １ も し
く は １ ２ に お け る 少 な く と も 20個 、 好 ま し く は 少 な く と も 30個 、 例 え ば 少 な く と も 40個 、
少 な く と も 60個 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 100個 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド の 領 域 に わ た っ
て 、 ま た は 最 も 好 ま し く は 配 列 番 号 １ も し く は １ ２ の 全 長 領 域 に わ た っ て 、 少 な く と も 60
％ 、 少 な く と も 70％ 、 少 な く と も 80％ 、 少 な く と も 90％ 、 少 な く と も 95％ 、 少 な く と も 98
％ ま た は 少 な く と も 99％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 。 核 酸 お よ び タ ン パ ク 質 の 相 同 性 を 評 価 す
る 方 法 は 当 技 術 分 野 で は 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 UWGCGパ ッ ケ ー ジ は 、 相 同 性 を 計 算 す る の
に 使 用 し う る BESTFITプ ロ グ ラ ム を 提 供 す る （ Devereuxら 、 1984） 。 同 様 に 、 PILEUPお よ
び BLASTア ル ゴ リ ズ ム を 利 用 し て 配 列 を 整 列 さ せ る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Altschul、 199
3お よ び Altschulら 、 1990に 記 載 ） 。 か か る プ ロ グ ラ ム は 多 数 の 異 な る 設 定 が 可 能 で あ る
。 本 発 明 に 従 っ て 、 デ フ ォ ル ト の 設 定 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
上 記 の 配 列 同 一 性 の 程 度 と 最 小 サ イ ズ と の 任 意 の 組 み 合 わ せ を 用 い て BACEポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 規 定 し て も よ く 、 よ り ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 組 み 合 わ せ （ す
な わ ち 、 よ り 長 い 長 さ に わ た る よ り 高 い 配 列 同 一 性 ） を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 従 っ て 、
例 え ば 、 25ヌ ク レ オ チ ド に わ た っ て 、 好 ま し く は 30ヌ ク レ オ チ ド に わ た っ て 、 少 な く と も
90％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 本 発 明 の 一 態 様 を 形 成 し 、 同 様 に 40ヌ ク レ
オ チ ド に わ た っ て 、 少 な く と も 95％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 本 発 明 の 一
態 様 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
配 列 番 号 １ も し く は １ ２ の コ ー ド 配 列 を ヌ ク レ オ チ ド 置 換 、 例 え ば 1個 、 2個 ま た は 3～ 10
個 、 25個 、 50個 ま た は 100個 の 置 換 に 由 来 す る ヌ ク レ オ チ ド 置 換 よ り 、 改 変 し て も よ い 。
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配 列 番 号 ２ も し く は １ ３ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 そ の 代 わ り に ま た は 追 加 的 に 、 １ 個 以 上
の 挿 入 お よ び ／ ま た は 欠 失 お よ び ／ ま た は 一 端 も し く は 両 端 の 伸 長 に よ り 、 改 変 す る こ と
が で き る 。 改 変 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 一 般 的 に 、 Nogoと 結 合 す る こ と が で き る タ ン パ ク
質 を コ ー ド す る 。 典 型 的 に は 改 変 し た ポ リ ペ プ チ ド に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 は ア ス
パ ル チ ル プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る 。 縮 重 置 換 を 生 じ さ せ て も よ い し 、 お よ び ／ ま た は 改
変 し た 配 列 が 翻 訳 さ れ た と き に 、 例 え ば 、 上 記 の 表 に 示 し た よ う な 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 を
も た ら し う る 置 換 を 生 じ さ せ て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は DNAま た は RNAを 含 み う る 。 そ れ ら は ま た 、 合 成 ヌ ク レ オ チ ド ま た は 修
飾 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て も よ い 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る 様 々
な 異 な る タ イ プ の 修 飾 が 当 技 術 分 野 で は 周 知 で あ る 。 こ れ ら と し て は 、 メ チ ル ホ ス ホ ネ ー
ト 主 鎖 お よ び ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 主 鎖 、 分 子 の 3'末 端 お よ び ／ ま た は 5'末 端 に お け る ア ク
リ ジ ン ま た は ポ リ リ ジ ン 鎖 の 付 加 が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の 目 的 の た め に 、 本 明 細 書 に 記 載
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 当 技 術 分 野 で 利 用 し う る い ず れ の 方 法 に よ り 修 飾 し て も よ い こ と は
理 解 さ れ る べ き で あ る 。 か か る 修 飾 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の in vivo活 性 ま た は
寿 命 を 増 強 す る た め に 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
BACEポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 組 換 え 法 に よ り 、 合 成 に よ り 、 ま た
は 当 業 者 が 利 用 し う る 任 意 の 方 法 に よ り 製 造 す れ ば よ い 。 そ れ ら は ま た 、 標 準 技 術 に よ り
ク ロ ー ニ ン グ し て も よ い 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 典 型 的 に は 単 離 さ れ た お よ び ／ ま た は 精
製 さ れ た 形 態 で 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
一 般 的 に 、 本 明 細 書 に 記 載 の 技 術 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る が 、 特 に Sambrookら , 1989, 
Molecular Cloning: a laboratory manualを 参 照 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
ま た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 本 発 明 の ア ッ セ イ に お け る 不 可 欠 な 成 分 で あ り 、 本 発 明 で 使 用 し
う る タ ン パ ク 質 ま た は 試 験 薬 を 同 定 す る た め の プ ロ ー ブ （ ま た は プ ロ ー ブ を 設 計 す る た め
の テ ン プ レ ー ト ） と な り う る 。 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド は 組 換 え タ ン パ ク 質 合 成 に 関 与 す る
と と も に 、 そ れ 自 体 が 治 療 薬 と し て 遺 伝 子 治 療 技 術 に 利 用 さ れ う る 。 ア ン チ セ ン ス 配 列 も
、 例 え ば BACEの 発 現 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン の た め の 戦 略 と し て 、 遺 伝 子 治 療 に 利 用 し
う る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
本 発 明 に 使 用 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 発 現 ベ ク タ ー 中 に 挿 入 し て も よ い 。 か か る 発 現 ベ
ク タ ー は 分 子 生 物 学 の 技 術 に よ り 慣 用 法 に よ り 構 築 さ れ 、 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド DNA、 な ら
び に タ ン パ ク 質 発 現 を 可 能 に す る た め に 必 要 で あ り か つ 正 し い 方 向 に 配 置 さ れ た 、 適 当 な
イ ニ シ エ ー タ ー 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル な ど の 他 の
エ レ メ ン ト の 使 用 を 伴 う 。 そ の 他 の 適 当 な ベ ク タ ー は 、 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う 。 こ の
点 に つ い て の さ ら な る 例 は 、 Sambrookら を 参 照 す る こ と 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
ま た 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 上 記 ベ ク タ ー 中 に ア ン チ セ ン ス 方 向 に 挿 入 し て 、 ア ン チ セ ン ス
RNAの 産 生 を 提 供 す る こ と も で き る 。 ア ン チ セ ン ス RNAま た は 他 の ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド は ま た 、 合 成 法 に よ っ て 作 る こ と も で き る 。 か か る ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
は 、 本 発 明 の ア ッ セ イ に お い て 試 験 化 合 物 と し て 使 用 す る こ と が で き 、 ま た は Nogo活 性 の
モ ジ ュ レ ー シ ョ ン に 反 応 性 の 障 害 の 治 療 方 法 に お い て 、 特 に 脊 髄 ま た は 末 梢 神 経 系 の 損 傷
の 治 療 用 に 、 有 用 で あ り う る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
適 当 な ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 例 と し て は 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー お よ び レ ト ロ ウ イ
ル ス が あ り 、 レ ン チ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス お よ び HPVウ イ ル ス
（ HPV-16ま た は HPV-18な ど ） が 挙 げ ら れ る 。 当 業 者 に は こ れ ら の ウ イ ル ス を 使 用 す る 遺 伝
子 導 入 技 術 は よ く 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 利 用 し て 、 ア ン チ セ
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ン ス RNAを 生 じ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 宿 主 ゲ ノ ム 中 に 安 定 的 に 組 み 込 む こ と が で き る 。 対
照 的 に 、 複 製 欠 陥 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は エ ピ ソ ー ム の ま ま 保 持 さ れ 、 従 っ て 一 過 性 発
現 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
上 記 の 病 的 状 態 の い ず れ か を 予 防 ま た は 治 療 す る の に 使 用 す る 薬 剤 の 製 剤 化 は 、 そ の 特 定
の 薬 剤 の 性 質 、 製 薬 ま た は 獣 医 学 用 途 の い ず れ を 意 図 す る か な ど の 要 因 に 依 存 し う る 。 典
型 的 に は 、 モ ジ ュ レ ー タ ー は 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 ま た は 希 釈 剤 と と も に 製 剤 化 さ れ て 使
用 さ れ る 。 例 え ば 、 局 所 、 非 経 口 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 、 眼 内 、 経 皮 ま た は 経 口 投 与 用
に 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 医 師 は そ れ ぞ れ の 特 定 の 患 者 に 対 し て 必 要 な 投 与 経 路 を 決 定
し う る で あ ろ う 。 製 薬 担 体 ま た は 希 釈 剤 は 例 え ば 、 等 張 溶 液 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
薬 剤 の 用 量 は 、 様 々 な パ ラ メ ー タ ー 、 特 に 使 用 す る 薬 剤 ； 治 療 す る 患 者 の 年 齢 、 体 重 お よ
び 状 態 ； 投 与 経 路 ； な ら び に 必 要 な 投 与 計 画 に 従 っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 医
師 は 必 要 な 投 与 経 路 お よ び 任 意 の 特 定 の 患 者 に 対 す る 用 量 を 決 定 し う る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
モ ジ ュ レ ー タ ー は 特 定 の 部 位 へ 、 さ も な く ば 脳 細 胞 を 標 的 と し て 投 与 さ れ る べ き で あ ろ う
。 例 え ば 、 モ ジ ュ レ ー タ ー を ニ ュ ー ロ ン へ 送 達 し て も よ い 。 こ れ は 、 例 え ば 、 単 純 ヘ ル ペ
ス ウ イ ル ス な ど の ウ イ ル ス 株 に よ る 送 達 に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を 含 む ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 先 に 記 載 し た 。 ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 送 達 方 法 は 、 例
え ば 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 投 与 す る 場 合 に 使 用 し う る 。 ベ ク タ ー は さ ら に 、 あ る
特 定 の ニ ュ ー ロ ン に 特 異 的 で あ る プ ロ モ ー タ ー ま た は 他 の 調 節 配 列 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ベ ク タ ー は 、 裸 の 核 酸 構 築 物 と し て 直 接 投 与 す る こ と が で き
る 。 哺 乳 類 細 胞 に よ る 裸 の 核 酸 構 築 物 の 取 込 み は 、 複 数 の 既 知 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 技
術 に よ り 増 強 さ れ 、 例 え ば 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 剤 の 使 用 を 伴 う 技 術 が 挙 げ ら れ る 。 こ
れ ら の 薬 剤 の 例 と し て は 、 カ チ オ ン 剤 （ 例 え ば リ ン 酸 カ ル シ ウ ム お よ び DEAE-デ キ ス ト ラ
ン ） お よ び リ ポ フ ェ ク タ ン ト （ 例 え ば lipofectam T M お よ び transfectam T M ） が 挙 げ ら れ る
。
【 ０ ０ ８ １ 】
典 型 的 に は 、 核 酸 構 築 物 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 剤 と 混 合 し て 組 成 物 を 製 造 す る 。 好 ま し
く は 、 裸 の 核 酸 構 築 物 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ウ イ ル ス ベ ク タ ー ま た は 組 成 物 を 製 薬 上
許 容 さ れ る 担 体 ま た は 希 釈 剤 と 混 合 し て 、 医 薬 組 成 物 を 製 造 す る 。 適 当 な 担 体 お よ び 希 釈
剤 と し て は 、 等 張 生 理 食 塩 水 、 例 え ば リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 が 挙 げ ら れ る 。 組 成 物 は 、
非 経 口 、 筋 肉 内 、 静 脈 内 、 皮 下 、 ま た は 経 皮 投 与 用 に 製 剤 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
医 薬 組 成 物 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 遺 伝 子 治 療 用 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 適 切 な 領
域 で 細 胞 中 に 取 り 込 ま れ う る 方 法 で 投 与 す る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を ウ イ ル ス ベ ク
タ ー に よ り 細 胞 へ 送 達 す る と き 、 投 与 さ れ る ウ イ ル ス の 量 は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に
つ い て は 、 10 6 ～ 10 1 0 pfu、 好 ま し く は 10 7 ～ 10 9 pfuの 範 囲 、 さ ら に 好 ま し く は 約 10 8 pfuで
あ る 。 注 射 す る と き は 、 典 型 的 に は 、 製 薬 上 許 容 さ れ る 適 当 な 担 体 ま た は 希 釈 剤 中 に 含 有
さ せ た ウ イ ル ス を 1～ 2ml投 与 す る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 裸 の 核 酸 と し て 投 与 す る
と き は 、 投 与 す る 核 酸 の 量 は 典 型 的 に は 1μ g～ 10mgの 範 囲 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
産 物 を 生 じ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 誘 導 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る 場 合 、 治 療 期 間 中 だ け
遺 伝 子 発 現 を 誘 導 す る の が 必 要 で あ る 場 合 が あ る 。 病 的 状 態 が 治 療 さ れ て し ま っ た ら 、 イ
ン デ ュ ー サ ー を 除 去 し 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 終 了 さ せ る 。 こ れ は 明 ら か に 臨 床
上 有 利 で あ る 。 か か る 系 は 、 例 え ば 、 抗 生 物 質 テ ト ラ サ イ ク リ ン を 投 与 し 、 そ の tetリ プ
レ ッ サ ー ／ VP16融 合 タ ン パ ク 質 に 対 す る 効 果 に よ っ て 遺 伝 子 発 現 を 活 性 化 す る 系 が 挙 げ ら
れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】

10

20

30

40

50

(16) JP 2004-520041 A 2004.7.8



組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー の 使 用 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ベ ク
タ ー を 用 い る 疾 患 の 治 療 の 助 け と な る で あ ろ う 。 関 係 す る 罹 患 し た 細 胞 型 の み に お い て 治
療 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る こ と が で き る こ と は 、 か か る 遺 伝 子 が 他 の 細 胞 型 に て 発 現 さ れ る と
有 毒 で あ る 場 合 に は 特 に 、 有 利 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
上 記 の 投 与 経 路 お よ び 用 量 は 手 引 き と し て だ け 意 図 さ れ る も の で あ り 、 熟 達 し た 医 師 で あ
れ ば 、 任 意 の 特 定 の 患 者 お よ び そ の 状 態 に 対 す る 最 適 な 投 与 経 路 お よ び 用 量 を 容 易 に 決 定
し う る で あ ろ う 。 次 の 実 施 例 は 本 発 明 を 説 明 す る も の で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ８ ６ 】

標 的 タ ン パ ク 質 BACE1を 、 プ ラ イ マ ー ： AGGAAGTGGAAGTGGCCACCATGGCCCAAGCCCTGCCCお よ び G
TAGGGGTAATTGGCCTTCAGCAGGGAGATGTCATCを 用 い て PCRに よ り 増 幅 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
PCR産 物 を 発 現 ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ し て 、 8残 基 ヒ ス チ ジ ン タ グ を C末 端 に イ ン ・ フ
レ ー ム で 挿 入 し た 。 こ の 構 築 物 を HEK293細 胞 中 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 発 現 構 築 物 に つ い
て 選 択 す る 条 件 下 で そ の 細 胞 を 増 殖 さ せ た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
代 表 的 な 実 験 に お い て 、 ほ ぼ 10 8 個 の ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 由 来 の 膜 濃 縮 画 分 65mgか
ら 、 BACEを ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 し た 。 1％  CHAPSO中 に 溶 解 し た 膜 タ ン パ ク 質 を 500μ l Ni-NT
A樹 脂 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 150mMイ ミ ダ ゾ ー ル を 用 い て 溶 出 し た 。 得 ら れ る 溶 出 液
を セ フ ァ ロ ー ス （ Pierce） を 用 い て １ 時 間 、 前 清 澄 化 し た 。 セ フ ァ ロ ー ス を 捨 て た 後 、 溶
出 液 を 、 セ フ ァ ロ ー ス （ Pierceア ミ ノ リ ン ク プ ラ ス （ aminolink plus） ） と 共 有 結 合 し た
抗 His抗 体 （ Serotec） と と も に ４ ℃ に て 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 最 後 に 、 免 疫 沈 降 さ せ
た タ ン パ ク 質 を サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー 中 に 再 懸 濁 し 、 4～ 12％ ビ ス -ト リ ス ゲ ル 上 に て 還 元 条
件 下 で 分 離 し 、 コ ロ イ ド 状 ク ー マ シ ー ブ ル ー を 用 い て 染 色 し た 。 タ グ 付 加 細 胞 系 に 特 異 的
な バ ン ド を 切 り 出 し 、 ト リ プ シ ン を 用 い て ゲ ル 中 で 消 化 し た 。 ト リ プ シ ン 消 化 し た 全 ペ プ
チ ド を LC/MS/MSに か け て 、 非 重 複 タ ン パ ク 質 デ ー タ ベ ー ス を サ ー チ す る こ と に よ り タ ン パ
ク 質 を 同 定 し た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
代 表 的 実 験 に お い て 同 定 し た タ ン パ ク 質 を 以 下 に ま と め た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
同 定 さ れ た NogoB（ ASY） ペ プ チ ド :
1 MEDLDQSPLV SSSDSPPRPQ PAFKYQFVRE PEDEEEEEEE EEEDEDEDLE
51 ELEVLERKPA AGLSAAPVPT APAAGAPLMD FGNDFVPPAP RGPLPAAPPV
101 APERQPCWDP SPVSSTVPAP SPLSAAAVSP SKLPQDDEPP ARPPPPPPAS
151 VSPQAEPVWT PPAPAPAAPP STPAAPKRR DIKKTGV
201 VFGASLFLLL SLTVFSIVSV TAYIALALLS VTISFRIYKG VIQAIQKSDE
251 GHPFRAYLES EVAISEELVQ KYSNSALGHV NCTIKELRRL FLVDDLVDSL
301 KFAVLMWVFT YVGALFNGLT LLILALISLF SVPVIYERHQ AQIDHYLGLA
351 NKNVKDAMAK IQAKIPGLKR KAE
下 線 を 引 い た ペ プ チ ド は 、 NogoBを 他 の Nogoイ ソ 型 か ら 識 別 す る の に 十 分 な ペ プ チ ド で あ
る 。
【 ０ ０ ９ １ 】

PC12細 胞 を 、 ６ ウ ェ ル プ レ ー ト を 用 い て 1ウ ェ ル 当 た り 1x10 5 細 胞 に て 1.5mlの 完 全 DMEMに
ま く 。 ま い た 細 胞 を 37℃ に て 5％  CO 2 中 で 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し て そ れ ら を 付 着 さ せ る 。
細 胞 を 、 予 熱 し た 完 全 DMEMを 用 い て 洗 浄 す る 。 1.5mlの 低 血 清 DMEM+/-NGF+/-Bace+/-Nogo+
/-試 験 薬 を 加 え る 。 0、 0.1、 1、 10、 50お よ び 100ng/mlの Bace、 Nogoお よ び NGFの 濃 度 範 囲
を 試 験 す る 。 試 験 薬 を 0、 0.001、 0.01、 0.1、 1お よ び 10nMの 濃 度 で 異 な る ウ ェ ル に 加 え る
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。 次 い で 細 胞 を 48時 間 、 37℃ に て 5％ CO 2 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し て そ れ ら を 付 着 さ せ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
48時 間 後 、 細 胞 は ほ ぼ 50％ コ ン フ ル エ ン ト に な る の で 、 神 経 突 起 伸 長 を 測 定 す る た め に 4
％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド リ ン 酸 中 で 固 定 す る 。 酸 フ ク シ ン 染 色 液 を PBS中 に 希 釈 し （ ２ 倍
希 釈 ） 、 混 合 し 、 そ し て シ リ ン ジ を 通 し て ろ 過 滅 菌 す る 。 希 釈 し た 染 色 液 500μ lを 各 ウ ェ
ル に 加 え る 。 細 胞 を 染 色 液 中 で ２ 分 間 室 温 に て イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て PBS（ 1ml） 中 で
4回 洗 浄 す る 。 フ ク シ ン は 細 胞 体 と 神 経 突 起 を 赤 く 染 色 す る 。 細 胞 体 当 た り の 神 経 突 起 数
と 長 さ を 倒 立 顕 微 鏡 上 で 適 当 な 画 像 解 析 お よ び ソ フ ト ウ エ ア を 用 い て 測 定 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】

ス ウ ェ ー デ ン （ Swedish） 突 然 変 異 を 含 有 す る ヒ ト APP構 築 物 を 過 剰 発 現 す る 成 体 ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス （ 呼 称 Tas10） 由 来 の 切 片 を 、 様 々 な 抗 体 マ ー カ ー を 用 い て 染 色 し た 。
こ れ ら は 、 ア ミ ロ イ ド プ ラ ー ク お よ び そ れ に 結 合 し て い る か ま た は そ の 周 囲 に あ る タ ン パ
ク 質 の 検 出 が 可 能 に な る よ う に 選 択 し た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
代 表 的 実 験 に お い て 、 NogoAタ ン パ ク 質 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ク ロ ー ン 6D5） は 、
切 片 （ 例 え ば Tas10動 物 4） を 、 全 て で は な い に し て も ほ と ん ど の プ ラ ー ク 様 構 造 を 取 り 囲
む 環 状 パ タ ー ン に 染 色 す る こ と を 見 出 し た （ 図 1A） 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
こ れ が 実 際 に プ ラ ー ク に 関 連 す る 染 色 で あ る こ と を 確 認 す る た め に 、 ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド
に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ク ロ ー ン 1E8） と 、 NogoAに 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 し た ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Alpha Diagnostics） と を 一 緒 に 用 い て 、 さ ら な る 切 片 を 二 重 染 色 し
た 。 こ れ ら の 切 片 に お い て 、 濃 い ピ ン ク 色 の 産 物 が 、 ア ミ ロ イ ド タ ン パ ク 質 が 標 識 さ れ て
い る プ ラ ー ク に 析 出 し 、 こ れ ら は 、 NogoAタ ン パ ク 質 発 現 の 部 位 に 対 応 す る 暗 青 色 ／ 紫 色
の 産 物 に 取 り 囲 ま れ て い た 。 こ れ ら の 観 察 は 、 新 し い ア ミ ロ イ ド 沈 着 領 域 に お け る プ ラ ー
ク 縁 部 の 周 囲 に NogoAが 過 剰 発 現 す る と い う 本 発 明 者 ら の 先 の 知 見 を 立 証 す る も の で あ っ
た （ 図 1B） 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
神 経 フ ィ ラ メ ン ト （ Chemicon） 、 GFAP（ Sigma） お よ び リ ン 酸 化 タ ウ （ phospho-tau） （ ク
ロ ー ン AT8） を 含 む さ ら な る 様 々 な 抗 体 マ ー カ ー は ど れ も 、 NogoA抗 体 を 用 い て 観 察 し た の
と 類 似 の パ タ ー ン を 生 じ る こ と は な か っ た 。 Asp2/BACEに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ク
ロ ー ン 9B21） を 用 い て 同 じ 動 物 由 来 の 切 片 を 染 色 す る と 、 NogoA染 色 に 非 常 に よ く 似 た 環
状 染 色 パ タ ー ン を 生 じ る こ と が 見 出 さ れ た （ 図 1C） 。 次 の 連 続 切 片 お よ び 二 重 染 色 で の 実
験 に お い て 、 NogoAと Asp2/BACEタ ン パ ク 質 は 顕 著 に 密 接 し た 関 連 を 示 す こ と が 明 ら か に な
っ た （ 図 1E） 。 観 察 し 得 た 唯 一 の 違 い は 、 NogoA染 色 が 、 こ の 領 域 の ニ ュ ー ロ ン に 特 徴 的
な 形 態 で あ る 分 離 し た 細 胞 構 造 を 標 識 し て い る と 思 わ れ る Asp2/BACE染 色 よ り も 、 さ ら に
広 が っ て 分 布 す る こ と で あ っ た （ 図 1D） 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
NogoA発 現 上 昇 と 病 理 進 行 と の 相 関 の さ ら な る 確 証 を 、 よ り 低 い プ ラ ー ク 量 を 示 す ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 由 来 の 切 片 の 染 色 パ タ ー ン に お い て 見 出 し た 。 こ れ ら の 切 片 で は 、 よ り
少 な く か つ よ り 小 さ い プ ラ ー ク が 見 ら れ 、 こ れ ら は よ り 強 度 の 弱 い NogoA染 色 に よ り 取 り
囲 ま れ て い た （ 図 1E） 。
【 ０ ０ ９ ８ 】

プ ラ ー ク を 囲 む 沈 着 物 中 に 見 出 さ れ る NogoAの 起 源 を 決 定 す る た め 、 ア ミ ロ イ ド ペ プ チ ド
誘 導 毒 性 に 感 受 性 の あ る こ と が 知 ら れ る 培 養 ニ ュ ー ロ ン （ こ の 事 例 で は 胚 性 海 馬 ニ ュ ー ロ
ン ） を 研 究 し た 。 他 の タ イ プ の 培 養 ニ ュ ー ロ ン に つ い て も 類 似 の 結 果 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
培 養 海 馬 ニ ュ ー ロ ン を 固 定 し て NogoA特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 染 色 し た 。 細 胞
は 、 顕 著 な 細 胞 質 と 軸 索 の 染 色 を 、 一 部 の 明 ら か な 細 胞 表 面 ク ラ ス タ ー と と も に 示 し た 。
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比 較 的 成 熟 し た 培 養 物 に お い て 、 NogoAは ま た 、 シ ナ プ ス に 相 当 す る 神 経 突 起 に 沿 っ た 軸
索 瘤 に 、 あ る 程 度 の 集 積 を 示 す こ と も 示 さ れ る （ 図 ２ ） 。 か か る 培 養 物 を Abetal-42ペ プ
チ ド に よ り 処 理 す る こ と に よ り 、 そ れ ら の NogoA発 現 に 対 す る 効 果 を 確 認 す る こ と が で き
、 ま た ア ル ツ ハ イ マ ー 病 な ど の 疾 患 （ 限 定 さ れ る も の で な い が ） の 進 行 お よ び 病 理 を 改 変
す る 手 段 と し て の 、 こ れ ら の 応 答 を 改 変 す る 分 子 を 同 定 す る 系 と し て も 利 用 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】

ス ウ ェ ー デ ン （ Swedish） 突 然 変 異 は 、 こ の 突 然 変 異 を 有 す る 個 体 が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を
早 期 に 発 症 し や す く す る 。 ス ウ ェ ー デ ン （ Swedish） 突 然 変 異 を 有 す る ヒ ト APP遺 伝 子 を 安
定 的 に 過 剰 発 現 す る ヒ ト 神 経 芽 細 胞 腫 細 胞 （ SHSY5Y） は 、 APPか ら 毒 性 Abetaペ プ チ ド 断 片
へ の プ ロ セ シ ン グ を 改 変 す る 薬 剤 の 効 果 を 研 究 す る 上 で 有 用 な 系 を 提 供 す る こ と が で き る
。 こ れ ら の 細 胞 は 通 常 、 容 易 に 検 出 可 能 な レ ベ ル の Abetaペ プ チ ド を 培 養 培 地 中 に 分 泌 す
る 。 Nogo-A、 Nogo-Bも し く は Nogo-Cの 単 独 で の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 ま た は そ れ ら を BA
CE/Asp2と 組 み 合 わ せ た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 用 い て 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現
が APPに 与 え る 効 果 を 確 認 す る こ と が で き る 。 Nogoイ ソ 型 に よ る Abeta形 成 の 抑 制 に よ り 、
Tas10マ ウ ス に お い て プ ラ ー ク 周 囲 に 見 ら れ る NogoAの 過 剰 発 現 が お そ ら く 補 償 的 ／ 保 護 的
機 構 を 意 味 す る こ と が 示 唆 さ れ た 一 方 で 、 発 現 の 上 昇 が 特 に ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 一 般 的 に
は 神 経 変 性 疾 患 の 病 理 の 一 因 と な る こ と も 示 唆 さ れ た 。 従 っ て 、 Nogoと BACE/Asp2と の 相
互 作 用 を 変 化 さ せ る 分 子 の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 必 要 に 応 じ て 結 合 の ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン
タ ゴ ニ ス ト を 同 定 す る よ う に 構 成 で き る で あ ろ う 。
【 ０ １ ０ １ 】
Nogoイ ソ 型 を コ ー ド す る cDNAを 、 培 養 SHSY5Y-APPswe細 胞 中 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 固 定
し た 細 胞 中 で 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 を 免 疫 組 織 化 学 を 用 い て 検 出 し た 。 Asp2は c末 端 mycエ
ピ ト ー プ （ 図 3A左 パ ネ ル ） を 用 い て 検 出 し た の に 対 し て 、 NogoA（ 図 3A右 パ ネ ル ） お よ び B
イ ソ 型 は 、 図 面 の 説 明 に 記 載 の よ う に 、 イ ソ 型 特 異 的 ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ そ れ ぞ
れ 67お よ び 66と 名 付 け た ） ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 抗 Nogo-A 6D5） を 用 い て 検 出 し た
。 こ れ ら の 実 験 は 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 を こ の 細 胞 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド で 過 剰 発 現 さ せ る こ
と が 可 能 で あ り 、 そ れ を Nogoに 影 響 さ れ る APPプ ロ セ シ ン グ の モ ジ ュ レ ー タ ー に つ い て の
ア ッ セ イ の 基 礎 と し て 利 用 し う る こ と を 立 証 す る 。 さ ら に 、 二 重 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細
胞 に お い て 、 顕 微 鏡 試 験 に よ り 細 胞 内 の ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た タ ン パ ク 質 の 一 部 の 共 局 在
を 実 証 す る こ と が で き た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 Nogo-A（ 図 3A） と Nogo-B（ 図 3B） の 両 方 が
、 適 当 な 細 胞 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド に お い て Asp2/BACEと 相 互 作 用 し う る こ と を 示 し 、 し か も
そ の 相 互 作 用 が プ ラ ー ク 形 成 中 の APPの プ ロ セ シ ン グ を 変 化 さ せ る 原 因 に 十 分 な り う る こ
と を 示 唆 す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】

ヒ ト 神 経 芽 細 胞 腫 の 細 胞 系 SHSY5Y-APPswedishを 、 試 験 構 築 物 を コ ー ド す る cDNAを 用 い て
ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 そ し て APPプ ロ セ シ ン グ お よ び Abetaの 培 地 中 へ の 分 泌 に 与 え る 効 果
を ELISAア ッ セ イ を 用 い て 測 定 す る こ と が で き る 。 低 細 胞 密 度 で 実 施 し た 実 験 に お い て 、
本 発 明 者 ら は 、 Asp2/BACE構 築 物 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 に 、 Abeta x-40お よ び x-42の
産 生 の 増 強 を 検 出 す る こ と が で き た （ 図 4A） 。 NogoAま た は NogoBを 発 現 す る 構 築 物 を 用 い
て 並 行 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 は 、 Abeta産 生 に お い て 同 様 の 増 加 を も た ら さ な い
こ と が 見 出 さ れ 、 こ の こ と は そ れ ら 単 独 で は ア ミ ロ イ ド 形 成 を 増 強 す る に は 十 分 で な い こ
と を 示 唆 す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
さ ら な る 実 験 に お い て 、 ３ つ の Nogoイ ソ 型 全 て と Asp2/BACEと の 同 時 発 現 の 効 果 を 試 験 し
た 。 な ら し 培 地 の 分 析 は 、 Nogoイ ソ 型 が 検 出 可 能 な Abetaペ プ チ ド の レ ベ ル を 顕 著 に 低 下
さ せ る よ う で あ る こ と を 示 す （ 図 4B） 。 観 察 さ れ た Abetaレ ベ ル の 変 化 は 、 Asp2/BACEと No
goと の 直 接 的 な 細 胞 内 相 互 作 用 （ こ れ は 、 細 胞 ラ イ セ ー ト か ら の こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 免
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疫 共 沈 降 に よ り 見 出 さ れ た ） に よ る の で あ ろ う 。 こ の こ と は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細
胞 中 の そ れ ら の 共 局 在 に よ り 支 持 さ れ る が 、 す な わ ち モ ジ ュ レ ー シ ョ ン は 細 胞 内 局 在 の レ
ベ ル で 生 じ て い る と 思 わ れ る 。 全 て の Nogoイ ソ 型 は C末 端 ER保 持 モ チ ー フ を 有 し て い る の
で 、 Nogo発 現 の 増 加 に 伴 う Asp2/BACE活 性 の 観 察 さ れ た 変 化 は 、 正 常 な APPプ ロ セ シ ン グ の
部 位 か ら 離 れ た 小 胞 体 内 で よ り 多 く の Asp2/BACEが 保 持 さ れ る 結 果 を 引 き 起 し た も の と 思
わ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ０ ４ 】
【 図 １ Ａ 】 Nogo-Aモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 6D5） を 用 い て 染 色 し た Tas10（ マ ウ ス 番 号 ４ ） の
切 片 。
【 図 １ Ｂ 】 左 パ ネ ル は 抗 Nogo-Aポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 染 色 し た 切 片 を 、 異 な る ２ つ
の 倍 率 で 示 す 。
【 図 １ Ｃ 】 こ れ ら の Tas10ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お い て 、 Asp2/BACE特 異 的 モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 （ 9B21） を 用 い た 同 様 の 環 状 染 色 。
【 図 １ Ｄ 】 モ ノ ク ロ ー ナ ル 9B21を 用 い た Tas10ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 脳 切 片 の Asp2/BA
CE染 色 を 示 す 。
【 図 １ Ｅ 】 Nogo-A（ 左 パ ネ ル ） と Asp2/BACE（ 右 パ ネ ル ） に 対 し て 染 色 し た マ ウ ス 番 号 ３
（ 18月 齢 Tas10ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ） か ら の 連 続 切 片 。
【 図 ２ 】 胚 性 海 馬 ニ ュ ー ロ ン に お け る 細 胞 質 全 体 の Nogo-A発 現 お よ び 若 干 の 表 面 局 在 を 示
す 。
【 図 ３ Ａ 】 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り 、 高 レ ベ ル の Asp2/BACEま た は Nogo-Aタ ン
パ ク 質 を 産 生 す る SHSY5Y-APPswe細 胞 を 示 す 。
【 図 ３ Ｂ 】 Asp2/BACE-mycお よ び Nogo-Aを 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た SHSY5Y細 胞 を 示
す 。
【 図 ３ Ｃ 】 Asp2/BACE-mycお よ び Nogo-Bを 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た SHSY5Y細 胞 を 示
す 。
【 図 ４ Ａ 】 SHSHSY-APPswe細 胞 に お け る Nogoイ ソ 型 過 剰 発 現 の 、 Abeta産 生 に 対 す る 効 果 を
示 す 。
【 図 ４ Ｂ 】 Nogoイ ソ 型 と Asp2/BACEと を 同 時 発 現 さ せ た SHSYSY-APPswe細 胞 に お け る 、 Ab産
生 の モ ジ ュ レ ー シ ョ ン を 示 す 。
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【 図 １ Ａ 】 【 図 １ Ｂ 】

【 図 １ Ｃ 】 【 図 １ Ｄ 】
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【 図 １ Ｅ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ Ａ 】 【 図 ３ Ｂ 】
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【 図 ３ Ｃ 】 【 図 ４ Ａ 】

【 図 ４ Ｂ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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