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(57)【要約】
本開示は、新規形態のタウ種およびその用途、ならびに
、タウ関連神経変性を診断および／または処置する方法
を提供する。本発明者らは、タウ欠損ニューロンが、ニ
ューロンにおけるAP誘導ミトコンドリア内因性カスパー
ゼカスケードの活性化を欠いており、かつその次にA3誘
導樹状突起棘消失および神経変性から保護されたことを
示している。したがって、本明細書に記載の様々な局面
の態様は、ニューロン間伝播を担う可溶性HMWタウ種を
含む組成物、およびその用途に関する。対象におけるタ
ウ関連神経変性を処置および診断する方法も本明細書に
おいて提供される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　可溶性高分子量（HMW）タウ種を含む組成物であって、該可溶性HMWが、非原線維性であ
り、少なくとも約500kDaの分子量を有し、かつ該組成物が、可溶性低分子量（LMW）タウ
種を実質的に含まない、組成物。
【請求項２】
　前記可溶性HMWタウ種が、少なくとも約669kDaの分子量を有する、請求項1に記載の組成
物。
【請求項３】
　前記可溶性HMWタウ種が、約669kDa～約1000kDaの分子量を有する、請求項1に記載の組
成物。
【請求項４】
　前記可溶性HMWタウ種が粒子の形態である、請求項1～3のいずれか一項に記載の組成物
。
【請求項５】
　前記粒子のサイズが約10nm～約30nmの範囲に及ぶ、請求項4に記載の組成物。
【請求項６】
　前記可溶性HMWタウ種がリン酸化されている、請求項1～5のいずれか一項に記載の組成
物。
【請求項７】
　前記可溶性HMWタウ種がリン酸緩衝塩類溶液に可溶性である、請求項1～6のいずれか一
項に記載の組成物。
【請求項８】
　前記可溶性LMWタウ種のニューロン取り込みおよびニューロン間輸送と比較した場合、
前記可溶性HMWタウ種が、ニューロンによって優先的に取り込まれ、かつニューロンから
シナプス結合したニューロンに優先的に軸索輸送される、請求項1～7のいずれか一項に記
載の組成物。
【請求項９】
　前記可溶性LMWタウ種が200kDa以下の分子量を有する、請求項8に記載の組成物。
【請求項１０】
　前記可溶性HMWタウ種に対する抗体を産生するためのアジュバントをさらに含む、請求
項9に記載の組成物。
【請求項１１】
　可溶性高分子量（HMW）タウ種を特異的に結合させかつ可溶性低分子量（LMW）タウ種を
結合させず、該HMWタウ種が、非原線維性であり、少なくとも約500kDaの分子量を有し、
かつ該LMWタウ種が200kDa以下の分子量を有する、単離された抗体またはその抗原結合性
部分。
【請求項１２】
　ニューロンによって取り込まれている前記可溶性HMWタウ種を減少させる、請求項11に
記載の単離された抗体またはその抗原結合性部分。
【請求項１３】
　ニューロンからシナプス結合したニューロンに軸索輸送されている前記可溶性HMWタウ
種を減少させる、請求項11または12に記載の単離された抗体またはその抗原結合性部分。
【請求項１４】
　前記可溶性HMWタウ種が、少なくとも約669kDaの分子量を有する、請求項11～13のいず
れか一項に記載の単離された抗体またはその抗原結合性部分。
【請求項１５】
　前記可溶性HMWタウ種が、約669kDa～約1000kDaの分子量を有する、請求項14に記載の単
離された抗体またはその抗原結合性部分。
【請求項１６】
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　前記可溶性HMWタウ種が粒子の形態である、請求項11～15のいずれか一項に記載の単離
された抗体またはその抗原結合性部分。
【請求項１７】
　前記粒子のサイズが約10nm～約30nmの範囲に及ぶ、請求項16に記載の単離された抗体ま
たはその抗原結合性部分。
【請求項１８】
　前記可溶性HMWタウ種がリン酸化されている、請求項11～17のいずれか一項に記載の単
離された抗体またはその抗原結合性部分。
【請求項１９】
　前記可溶性HMWタウ種がリン酸緩衝塩類溶液に可溶性である、請求項11～18のいずれか
一項に記載の単離された抗体またはその抗原結合性部分。
【請求項２０】
　シナプス結合したニューロンと接触している可溶性HMWタウ種の細胞外レベルを選択的
に減少させる段階を含む、シナプス結合したニューロン間の異常タウタンパク質の伝播を
防止する方法であって、該可溶性HMWタウ種が、非原線維性であり、少なくとも約500kDa
の分子量を有し、該可溶性HMWタウ種のレベルの減少が、シナプス結合したニューロン間
の異常タウタンパク質の伝播の減少を招く、方法。
【請求項２１】
　可溶性LMWタウ種の細胞外レベルが、前記選択的減少の最中に実質的に減少されない、
請求項20に記載の方法。
【請求項２２】
　前記可溶性HMWタウ種が微小透析によって選択的に減少される、請求項20または21のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項２３】
　シナプス結合したニューロンと接触している細胞外間隙または細胞外液を前記可溶性HM
Wタウ種のアンタゴニストと接触させることによって、該可溶性HMWタウ種が選択的に減少
される、請求項20～22のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２４】
　前記HMWタウ種のアンタゴニストが、抗体、ジンクフィンガーヌクレアーゼ、転写抑制
因子、核酸阻害物質、小分子、アプタマー、遺伝子編集組成物、およびそれらの組み合わ
せからなる群より選択される、請求項23に記載の方法。
【請求項２５】
　タウ関連神経変性を有すると判定された対象または該タウ関連神経変性のリスクを有す
ると判定された対象の脳内の可溶性HMWタウ種のレベルを選択的に減少させる段階を含む
、該対象におけるタウ関連神経変性を減少させる方法であって、該可溶性HMWタウ種が、
非原線維性であり、少なくとも約500kDaの分子量を有し、該可溶性HMWタウ種のレベルの
減少が、タウ関連神経変性の減少を招く、方法。
【請求項２６】
　前記対象における可溶性LMWタウ種のレベルが、処置の最中に実質的に減少されない、
請求項25に記載の方法。
【請求項２７】
　前記可溶性HMWタウ種の少なくとも一部が前記対象の脳間質液中に存在する、請求項25
または26に記載の方法。
【請求項２８】
　前記可溶性HMWタウ種の少なくとも一部が前記対象の脳脊髄液中に存在する、請求項25
～27のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２９】
　前記対象の脳内の前記可溶性HMWタウ種が脳微小透析によって選択的に減少される、請
求項25～28のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３０】
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　前記可溶性HMWタウ種が、前記対象の脳に可溶性HMWタウ種のアンタゴニストを投与する
ことによって選択的に減少される、請求項25～29のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３１】
　前記HMWタウ種のアンタゴニストが、抗体、ジンクフィンガーヌクレアーゼ、転写抑制
因子、核酸阻害物質、小分子、アプタマー、遺伝子編集組成物、およびそれらの組み合わ
せからなる群より選択される、請求項30に記載の方法。
【請求項３２】
　参照レベルを上回るレベルで脳内に存在する可溶性HMWタウ種を有すると判定された対
象を選択する段階をさらに含む、請求項25～31のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３３】
　前記タウ関連神経変性が、アルツハイマー病、パーキンソン病、または前頭側頭型認知
症である、請求項25～32のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３４】
　a. 対象由来の脳間質液または脳脊髄液の試料を分画する段階；
　b. 可溶性HMWタウ種の存在が判定されかつ該可溶性HMWタウ種の量が測定されるように
、該試料中の該可溶性HMWタウ種を検出する段階であって、該可溶性HMWタウ種が、非原線
維性であり、少なくとも約500kDaの分子量を有する、段階；ならびに
　c. 該試料中の該可溶性HMWタウ種のレベルが参照レベルと同じであるかもしくは該参照
レベルを上回る場合、タウ関連神経変性を有するかもしくは該タウ関連神経変性のリスク
を有する該対象を同定する段階、または
該可溶性HMWタウ種のレベルが参照レベルを下回る場合、タウ関連神経変性を有する可能
性が低い該対象を同定する段階
を含む、タウ関連神経変性を診断する方法。
【請求項３５】
　前記試料が可溶性LMWタウ種を実質的に含まず、該可溶性LMWタウ種が200kDa以下の分子
量を有する、請求項34に記載の方法。
【請求項３６】
　前記試料が可溶性LMWタウ種を含み、該可溶性LMWタウ種が200kDa以下の分子量を有する
、請求項34または35に記載の方法。
【請求項３７】
　前記試料中の前記可溶性LMWタウ種の量を検出する段階をさらに含む、請求項36に記載
の方法。
【請求項３８】
　前記可溶性LMWタウ種に対する前記可溶性HMWタウ種の比が参照レベル比と同じであるか
もしくは該参照レベル比を上回る場合に、前記対象が、タウ関連神経変性を有するかもし
くは該タウ関連神経変性のリスクを有すると同定されるか；または該可溶性LMWタウ種に
対する該可溶性HMWタウ種の比が該参照レベル比を下回る場合に、該対象が、タウ関連神
経変性を有する可能性が低いと同定される、請求項34～37のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３９】
　前記分画する段階がサイズ排除による、請求項34～38のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４０】
　前記検出する段階が、前記可溶性HMWタウ種のリン酸化を検出することをさらに含む、
請求項34～39のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４１】
　前記タウ関連神経変性が、アルツハイマー病、パーキンソン病、または前頭側頭型認知
症である、請求項34～40のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４２】
　a. ニューロン培養デバイスの第1のチャンバー中の第1のニューロンを可溶性HMWタウ種
と接触させる段階であって、該第1のニューロンが、該ニューロン培養デバイスの第2のチ
ャンバー中の第2のニューロンと軸索で結合しており、かつ該第2のニューロンが、該可溶
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性HMWタウ種と接触していない、段階；
　b. 該第1のチャンバー中の（a）からの該第1のニューロンを候補作用物質と接触させる
段階；
　c. 該第1のニューロンから該第2のニューロンへの該可溶性HMWタウ種の輸送を検出し、
それによって、該第2のニューロンの軸索中および／または細胞体中の該可溶性HMWタウ種
の存在の検出に基づき、ミスフォールディングしたタウタンパク質のシナプス間蔓延を減
少させるために有効な作用物質を同定する段階
を含む、ミスフォールディングしたタウタンパク質のシナプス間蔓延を減少させるために
有効な作用物質を同定する方法。
【請求項４３】
　前記ニューロン培養デバイスがマイクロ流体デバイスである、請求項42に記載の方法。
【請求項４４】
　前記マイクロ流体デバイスが、第1のニューロンを配置するための第1のチャンバー、お
よび、第2のニューロンを配置するための第2のチャンバーを備え、該第1のチャンバーお
よび該第2のチャンバーが、軸索成長だけを可能にするようなサイズに作製された少なく
とも1つのマイクロチャネルによって相互に接続している、請求項43に記載の方法。
【請求項４５】
　タウオパチーを有すると判定された対象の脳に、該対象において内因性細胞内タウタン
パク質の発現レベルを少なくとも約50％阻害する作用物質を投与し、それによって、神経
原線維濃縮体の存在下で神経毒性を減少させる（かつ／またはニューロンの生存期間を増
加させる）段階を含む、タウオパチーによって誘導される神経損傷または神経変性を減少
させる方法。
【請求項４６】
　前記作用物質が、前記対象における前記内因性細胞内タウタンパク質の発現レベルを少
なくとも約70％阻害する、請求項45に記載の方法。
【請求項４７】
　前記作用物質が、前記対象における前記内因性細胞内タウタンパク質の発現レベルを少
なくとも約90％阻害する、請求項45に記載の方法。
【請求項４８】
　前記作用物質が、前記対象における前記内因性細胞内タウタンパク質の発現レベルを少
なくとも約95％阻害する、請求項45に記載の方法。
【請求項４９】
　前記作用物質が、MAPT（微小管結合タンパク質タウ）遺伝子の発現を妨害する、請求項
45～48のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５０】
　前記作用物質が、前記MAPT遺伝子の転写を阻害する、請求項45～49のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項５１】
　前記作用物質が、抗体、ジンクフィンガーヌクレアーゼ、転写抑制因子、核酸阻害物質
、小分子、アプタマー、遺伝子編集組成物、およびそれらの組み合わせからなる群より選
択される、請求項45～50のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５２】
　前記作用物質が担体を介して脳に投与される、請求項45～51のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項５３】
　前記担体がアデノ随伴ウイルスである、請求項52に記載の方法。
【請求項５４】
　前記対象の脳がさらに、アミロイドβ斑を有すると判定され、かつ、前記投与が、アミ
ロイドβの存在下で神経毒性を減少させる（かつ／またはニューロンの生存期間を増加さ
せる）、請求項45～53のいずれか一項に記載の方法。
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【請求項５５】
　前記タウオパチーが、アルツハイマー病、パーキンソン病、または前頭側頭型認知症で
ある、請求項45～54のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５６】
　表面上に固定化された可溶性HMWタウポリペプチドを含み、LMWタウを実質的に欠いてい
る、固体支持体。
【請求項５７】
　1つまたは複数のタウポリペプチド単量体間に共有結合性架橋を含むHMWタウポリペプチ
ドの調製物。
【請求項５８】
　担体ポリペプチドにまたはアジュバントに共有結合したHMWタウを含む、組成物。
【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、米国特許法第119（e）条の下で、2013年12月13日に提出された米国特許仮出
願第61/915,762号、2014年7月30日に提出された米国特許仮出願第62/030,984号、および2
014年9月3日に提出された米国特許仮出願第62/045,313号の恩典を主張し、これらの各内
容は、それらの全体として参照により本明細書に組み入れられる。
【０００２】
政府支援
　本発明は、米国国立衛生研究所（National Institutes of Health）（NIH）によって授
与された契約書番号AG026249の下で政府の支援を受けてなされた。政府は、本発明に一定
の権利を有する。
【０００３】
技術分野
　本明細書に記載の技法は、一般的に新規形態のタウ種およびその用途、ならびに対象に
おけるタウ関連神経変性を処置および／または診断する方法に関する。
【背景技術】
【０００４】
背景
　神経原線維濃縮体（NFT）として公知の細胞内封入体としての微小管結合タンパク質タ
ウの蓄積および凝集（Mandelkow et al. (1995) Neurobiology of aging, 16(3):355-362
; discussion 362-353（非特許文献1））は、アルツハイマー病（AD）を含む神経変性疾
患の病理学的特徴である（Iqbal et al. (2010) Current Alzheimer research, 7(8): 65
6-664（非特許文献2））。ADにおける認知障害は、嗅内皮質（EC）から始まり、疾患進行
中に脳全体にわたって進展する、階層的パターンでのNFTの進行と最も密接に連結してい
る（Hyman et al. (1984) Science, 225 (4667): 1168-1170（非特許文献3））。一理論
は、タウの「プリオン様」蔓延を仮定しており：ミスフォールディングしたタウがニュー
ロン間を移動し、レシピエントのニューロンにおいてナイーブな内因性タウが凝集するた
めの鋳型を提供し、内因性タウは神経毒性をもつようになる。この特徴的なタウ病理の蔓
延に関する正確なメカニズムは未知のままであるものの、タウの病理の蔓延が、ニューロ
ン間のタウタンパク質の経シナプス移動によって起こる可能性があると、以前に論じられ
ている（Pooler et al. (2013) Alzheimer's research & therapy, 5(5): 49（非特許文
献4）; Walker et al. (2013) JAMA neurology, 70(3): 304-310（非特許文献5））。し
かし、ニューロン間伝播に関与するタウ種は不明なままである。
【０００５】
　タウ伝播の分子的基盤のより良い理解は、初期の軽度記憶障害から完全な認知衰退およ
び認知症への進行を予防可能にすることができる。したがって、治療的介入およびバイオ
マーカーの開発のためのより効果的な標的として使用できる、ニューロン間伝播を担う特
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異的タウ種を同定する必要がある。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Mandelkow et al. (1995) Neurobiology of aging, 16(3):355-362; di
scussion 362-353
【非特許文献２】Iqbal et al. (2010) Current Alzheimer research, 7(8): 656-664
【非特許文献３】Hyman et al. (1984) Science, 225 (4667): 1168-1170
【非特許文献４】Pooler et al. (2013) Alzheimer's research & therapy, 5(5): 49
【非特許文献５】Walker et al. (2013) JAMA neurology, 70(3): 304-310
【発明の概要】
【０００７】
概要
　本明細書に記載の様々な局面は、少なくとも部分的に、アルツハイマー病（AD）または
前頭側頭型認知症（FTD）を有する対象の脳内に低いレベルで存在する可溶性高分子量（H
MW）タウ種（リン酸化型を含む）の発見、およびニューロンによって取り込まれかつニュ
ーロン間を伝播する可溶性HMWタウ種の能力の発見に由来する。特に、伝播を担う可溶性H
MWタウ種を同定するために、本発明者らは、新規3チャンバーマイクロ流体デバイスを開
発して2層ニューロンを形成させ、ニューロンのタウ取り込み、軸索輸送、およびシナプ
ス伝達を調査した。例えば、覚醒行動タウトランスジェニックマウスの間質液および該マ
ウスの皮質抽出物、ならびにヒトAD死後皮質由来の異なるタウ種の取り込み特性および伝
播特性を特徴決定することによって、本発明者らは、一局面では、PBS可溶性リン酸化高
分子量（HMW）タウ種が、存在度が非常に低いにもかかわらず、時間依存的および濃度依
存的に取り込まれ、軸索輸送され、シナプス結合したニューロンに移ることを発見した。
対照的に、低分子量（LMW）タウ種（例えば単量体/二量体サイズのタウ）は、存在度がず
っと高いにもかかわらず、ニューロンによって効率的には取り込まれない。したがって、
一局面では、ニューロン間伝播に関与する希少種の可溶性HMWリン酸化タウの発見は、治
療的介入およびバイオマーカー開発のためのより効果的な標的を提供する。
【０００８】
　さらに、本発明者らは、ニューロン間のタウ伝播が、鋳型のミスフォールディングのた
め内因性細胞内タウを必要としないことを発見したが、タウ欠損マウスは、実質的により
少ない病的ミスフォールディングおよびグリオーシスを有したので、一態様では、内因性
タウまたはホストタウの完全除去は、神経保護効果を生じる。例えば、本発明者らは、タ
ウ欠損ニューロンが、ニューロンにおけるAβ誘導ミトコンドリア内因性カスパーゼカス
ケードの活性化を欠いており、かつその次にAβ誘導樹状突起棘消失および神経変性から
保護されたことを示している。したがって、本明細書に記載の様々な局面の態様は、ニュ
ーロン間伝播を担う可溶性HMWタウ種を含む組成物およびその用途に関する。対象におけ
るタウ関連神経変性を処置および診断する方法も、本明細書において提供される。
【０００９】
　一局面では、可溶性高分子量（HMW）タウ種を含む組成物が本明細書において提供され
る。組成物中の可溶性HMWタウ種は、非原線維性であり、少なくとも約500kDaの分子量を
有し、かつ組成物は可溶性低分子量（LMW）タウ種を実質的に含まない。
【００１０】
　一部の態様では、可溶性HMWタウ種は、少なくとも約669kDaの分子量を有することがで
きる。一部の態様では、可溶性HMWタウ種は、約669kDa～約1000kDaの分子量を有すること
ができる。
【００１１】
　一部の態様では、非原線維性可溶性HMWタウ種は、粒子の形態であることができる。粒
子のサイズは、タウ種の分子量により変動することができる。一部の態様では、粒子のサ
イズは、約10nm～約30nmの範囲に及ぶことができる。
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【００１２】
　本発明者らは、ADを有さない対照脳と比較した場合、AD脳抽出物が、有意に高いレベル
のリン酸化可溶性HMWタウ種を含有したことを発見した。したがって、一部の態様では、
組成物中の可溶性HMWタウ種は、リン酸化されていることができる。一部の態様では、組
成物中の可溶性HMWタウ種は、過剰リン酸化されていることができる。
【００１３】
　可溶性HMWタウ種は、水溶液および／または緩衝溶液に可溶性であることができる。例
えば、一部の態様では、可溶性HMWタウ種は、リン酸緩衝塩類溶液に可溶性であることが
できる。一部の態様では、可溶性HMWタウ種は、生体液、例えば脳間質液または脳脊髄液
に可溶性であることができる。
【００１４】
　一部の態様では、可溶性LMWタウ種のニューロン取り込みおよびニューロン間輸送と比
較した場合、可溶性HMWタウ種は、ニューロンによって優先的に取り込まれ、かつ、ニュ
ーロンからシナプス結合したニューロンに優先的に軸索輸送されることができる。可溶性
LMWタウ種は、可溶性HMWタウ種よりも低い分子量を有する。一部の態様では、可溶性LMW
タウ種は、200kDa以下の分子量を有することができる。
【００１５】
　一部の態様では、本明細書に記載の組成物は、選択された用途の必要性に適合させるた
めに作用物質を含むことができる。例えば、HMWタウが、抗体を産生するための抗原とし
て使用されるべきである場合、精製された可溶性HMWタウを塩類溶液またはリン酸緩衝塩
類溶液と組み合わせることができる。代替的または追加的に、HMWタウ抗原をアジュバン
トまたは担体と混合またはコンジュゲートして、その抗原性を増強することができる。
【００１６】
　したがって、本明細書に記載の別の局面は、可溶性高分子量（HMW）タウ種を特異的に
結合させかつ可溶性低分子量（LMW）タウ種を結合させない、単離された抗体またはその
抗原結合性部分を提供する。HMWタウ種は、非原線維性であり、少なくとも約500kDaの分
子量を有し、かつLMWタウ種は、200kDa以下の分子量を有する。一部の態様では、可溶性H
MWタウ種は、少なくとも約669kDaまたはそれ以上の分子量を有することができる。一部の
態様では、可溶性HMWタウ種は、約669kDa～約1000kDaの分子量を有することができる。
【００１７】
　一部の態様では、非原線維性可溶性HMWタウ種は、粒子の形態であることができる。粒
子のサイズは、タウ種の分子量により変動することができる。一部の態様では、粒子のサ
イズは、約10nm～約30nmの範囲に及ぶことができる。
【００１８】
　一部の態様では、単離された抗体またはその抗原結合性部分は、リン酸化型の可溶性HM
Wタウ種を特異的に結合させることができる。
【００１９】
　一部の態様では、単離された抗体またはその抗原結合性部分は、水溶液および／または
緩衝液に可溶性の可溶性HMWタウ種を特異的に結合させることができる。例えば、一部の
態様では、単離された抗体またはその抗原結合性部分は、リン酸緩衝塩類溶液に可溶性の
可溶性HMWタウ種を特異的に結合させることができる。一部の態様では、単離された抗体
またはその抗原結合性部分は、生体液、例えば脳間質液または脳脊髄液に可溶性の可溶性
HMWタウ種を特異的に結合させることができる。
【００２０】
　一部の態様では、単離された抗体またはその抗原結合性部分は、ニューロンによって取
り込まれている可溶性HMWタウ種を少なくとも約10％またはそれ以上減少させるように設
計することができる。
【００２１】
　一部の態様では、単離された抗体またはその抗原結合性部分は、ニューロンからシナプ
ス結合したニューロンに軸索輸送されている可溶性HMWタウ種を少なくとも約10％または
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それ以上減少させるように設計することができる。
【００２２】
　本発明者らは、ニューロンから比較的低レベルの可溶性HMWタウ種が放出され、脳間質
液中に見出されたこと、および試料中の全タウのわずかな割合だけを占める可溶性HMWタ
ウ種が、ニューロンによって強く取り込まれ、かつニューロン間伝播に関与した一方で、
可溶性LMWタウ種（例えば単量体／二量体サイズ）の取り込みは非常に非効率的であった
ことを示した。したがって、シナプス結合したニューロン間の異常タウタンパク質の伝播
を防止する方法も、本明細書において提供される。本方法は、シナプス結合したニューロ
ンと接触している可溶性HMWタウ種の細胞外レベルを選択的に減少させる段階を含み、可
溶性HMWタウ種は、非原線維性であり、少なくとも約500kDaの分子量を有する。可溶性HMW
タウ種のレベルの減少は、シナプス結合したニューロン間の異常タウタンパク質の伝播の
減少を招く。
【００２３】
　一部の態様では、可溶性LMWタウ種の細胞外レベルは、前記選択的減少の最中に実質的
に減少されない。
【００２４】
　可溶性HMWタウ種の細胞外レベルを選択的に減少させるための方法は、物理的除去およ
び／または可溶性HMWタウ種と妥当なアンタゴニストとの間の分子相互作用に基づくこと
ができる。一部の態様では、可溶性HMWタウ種は、微小透析によって選択的に減少される
ことができる。一部の態様では、可溶性HMWタウ種は、シナプス結合したニューロンと接
触している細胞外間隙または細胞外液を、可溶性HMWタウ種のアンタゴニストと接触させ
ることによって、選択的に減少されることができる。可溶性HMWタウ種のアンタゴニスト
の例には、非限定的に、抗体、ヌクレアーゼ（例えば、非限定的に、ジンクフィンガーヌ
クレアーゼ（ZFN）、転写活性化因子様エフェクターヌクレアーゼ（TALEN）、CRISPR/Cas
システム、転写抑制因子、核酸阻害物質（例えば、RNAi、siRNA、anti-miR、アンチセン
スオリゴヌクレオチド、リボザイム、およびそれらの2つまたはそれ以上の組み合わせ）
、小分子、アプタマー、およびそれらの2つまたはそれ以上の組み合わせが含まれる。
【００２５】
　タウの病理は、疾患が進行する際にアルツハイマー病（AD）の脳において、例えばニュ
ーロン間の経シナプスタウ移動によって、階層的なパターンで蔓延することが公知である
。本明細書において、可溶性HMWタウ種がニューロン間伝播に関与すると同定されたので
、そのようなHMWタウ種を枯渇させるための介入は、タウの伝播を、ゆえにタウオパチー
における疾患進行を阻害することができる。したがって、対象におけるタウ関連神経変性
を減少させる方法が、本明細書において提供される。タウ関連神経変性の例には、非限定
的に、アルツハイマー病、パーキンソン病、または前頭側頭型認知症が含まれる。処置方
法は、タウ関連神経変性を有すると判定された対象またはタウ関連神経変性のリスクを有
すると判定された対象の脳内または脳脊髄液（CSF）中の可溶性HMWタウ種のレベルを選択
的に減少させる段階を含み、可溶性HMWタウ種は、非原線維性であり、少なくとも約500kD
aの分子量を有し、可溶性HMWタウ種のレベルは、タウ関連神経変性の減少を招く。
【００２６】
　一部の態様では、対象における可溶性LMWタウ種のレベルは、処置の最中に実質的に減
少されない。
【００２７】
　一部の態様では、対象の脳間質液中に存在する可溶性HMWタウ種の少なくとも一部は、
除去されるかまたは不活性にされる。一部の態様では、対象の脳脊髄液中に存在する可溶
性HMWタウ種の少なくとも一部は、除去されるかまたは不活性にされる。
【００２８】
　対象の脳における可溶性HMWタウ種の細胞外レベルを選択的に減少させるための方法は
、物理的除去に、および／または可溶性HMWタウ種と妥当なアンタゴニストとの間の分子
相互作用に基づくことができる。一部の態様では、対象の脳間質液中および／または脳脊
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髄液中に存在する可溶性HMWタウ種は、脳の微小透析によって選択的に減少されることが
できる。一部の態様では、対象の脳間質液中および／または脳脊髄液中に存在する可溶性
HMWタウ種は、対象の脳またはCSFに可溶性HMWタウ種のアンタゴニストを投与することに
よって選択的に減少させることができる。可溶性HMWタウ種のアンタゴニストの例には非
限定的に、抗体、ヌクレアーゼ（例えば、非限定的に、ジンクフィンガーヌクレアーゼ（
ZFN）、転写活性化因子様エフェクターヌクレアーゼ（TALEN）、CRISPR/Casシステム、転
写抑制因子、核酸阻害物質（例えば、RNAi、siRNA、anti-miR、アンチセンスオリゴヌク
レオチド、リボザイム、およびそれらの2つまたはそれ以上の組み合わせ）、小分子、ア
プタマー、ならびにそれらの2つまたはそれ以上の組み合わせが含まれる。
【００２９】
　一部の態様では、本方法は、参照レベルを上回るレベルで脳内またはCSF中に存在する
可溶性HMWタウ種を有すると判定された対象を選択する段階をさらに含むことができる。
参照レベルは、健康な対象に存在する可溶性HMWタウ種のレベルを表すことができる。
【００３０】
　さらなる一局面では、可溶性HMWタウ種の存在および／またはレベルに基づきタウ関連
神経変性を診断する方法も、本明細書において提供される。例示的なタウ関連神経変性に
は非限定的に、アルツハイマー病、パーキンソン病、または前頭側頭型認知症が含まれる
。本発明者らは、ADおよび対照脳からの脳抽出物中の総タウレベルが有意には異ならなか
った一方で、ABの脳抽出物が、対照脳と比較した場合に、有意に高いレベルの可溶性HMW
タウ種またはリン酸化可溶性HMWタウ種を含有したことを示した。したがって、タウ関連
神経変性を診断する方法は、（a）対象由来の脳間質液または脳脊髄液の試料を分画する
段階；ならびに（b）可溶性HMWタウ種の存在が判定されかつ可溶性HMWタウ種の量が測定
されるように、試料中の可溶性HMWタウ種を検出する段階であって、可溶性HMWタウ種が、
非原線維性であり、少なくとも約500kDaの分子量を有する、段階；ならびに（c）試料中
の可溶性HMWタウ種のレベルが参照レベルと同じであるかもしくは参照レベルを上回る場
合、タウ関連神経変性を有するかもしくはタウ関連神経変性のリスクを有する対象を同定
する段階、または可溶性HMWタウ種のレベルが参照レベルを下回る場合、タウ関連神経変
性を有する可能性が低い対象を同定する段階を含むことができる。参照レベルは、健康な
対象に存在する可溶性HMWタウ種のレベルを表すことができる。
【００３１】
　一部の態様では、（a）の分画する段階の前の試料は、可溶性LMWタウ種を実質的に含ま
ないことができ、可溶性LMWタウ種は、200kDa以下の分子量を有する。例えば、脳間質液
または脳脊髄液の試料は、微小透析によって、例えば、少なくとも約600kDaの分子量を有
する分子だけを収集することを可能にする妥当なフィルター性分子量カットオフを使用し
て、診断されるべき対象から得ることができる。
【００３２】
　代替的な態様では、（a）の分画する段階の前の試料は、可溶性LMWタウ種を含むことが
でき、可溶性LMWタウ種は、200kDa以下の分子量を有する。試料を分画する段階によって
、可溶性HMWタウ種を残りの試料（例えば、可溶性LMWタウ種を含む一部）から単離して、
診断レベルを判定することができる。非限定的に、分画する段階は、サイズ排除および／
または抗体に基づく方法に基づくことができる。
【００３３】
　可溶性LMWタウ種が試料中に存在する一部の態様では、本方法は、試料中の可溶性LMWタ
ウ種の量を検出する段階をさらに含むことができる。これらの態様では、可溶性LMWタウ
種に対する可溶性HMWタウ種の比が、上記参照レベル比と同じであるかもしくは参照レベ
ル比を上回る場合に、対象が、タウ関連神経変性を有するかもしくはタウ関連神経変性の
リスクを有すると同定されることができるか；または可溶性LMWタウ種に対する可溶性HMW
タウ種の比が参照レベル比を下回る場合に、対象が、タウ関連神経変性を有する可能性が
低いと同定される。参照レベル比は、健康な対象に存在する可溶性LMWタウ種に対する可
溶性HMWタウ種のレベル比を表すことができる。
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【００３４】
　一部の態様では、検出する段階は、可溶性HMWタウ種のリン酸化を検出することをさら
に含むことができる。
【００３５】
　可溶性HMWタウ種の発見が、本明細書に記載のタウ関連神経変性のための治療標的およ
びバイオマーカーを提供するだけでなく、可溶性HMWタウ種はまた、神経変性における進
行の表現型特徴であるニューロン間伝播を誘導するためにインビトロで使用することで、
ミスフォールディングしたタウタンパク質のシナプス間蔓延を減少させ、したがってタウ
関連神経変性を処置する有効な作用物質についてスクリーニングするためのインビトロモ
デルを開発することもできる。したがって、本明細書において提供されるさらなる一局面
は、ミスフォールディングしたタウタンパク質のシナプス間蔓延を減少させるために有効
な作用物質を同定する方法に関する。本方法は、（a）ニューロン培養デバイスの第1のチ
ャンバー中の第1のニューロンを可溶性HMWタウ種と接触させる段階であって、第1のニュ
ーロンが、ニューロン培養デバイスの第2のチャンバー中の第2のニューロンと軸索で結合
しており、かつ第2のニューロンが、可溶性HMWタウ種と接触していない、段階；（b）第1
のチャンバー中の（a）からの第1のニューロンを候補作用物質と接触させる段階；および
（c）第1のニューロンから第2のニューロンへの可溶性HMWタウ種の輸送を検出する段階を
含む。ミスフォールディングしたタウタンパク質のシナプス間蔓延を減少させるために有
効な作用物質は、第2のニューロンの軸索および／または細胞体における可溶性HMWタウ種
の存在の検出に基づき同定することができる。
【００３６】
　軸索伸長および／または軸索輸送をモニタリングするために適切な任意のニューロン培
養デバイスを本明細書に記載の方法において使用することができる一方で、一部の態様で
は、ニューロン培養デバイスは、マイクロ流体デバイスである。一部の態様では、マイク
ロ流体デバイスは、第1のニューロンを配置するための第1のチャンバー、および第2のニ
ューロンを配置するための第2のチャンバーを備えることができ、第1のチャンバーおよび
第2のチャンバーは、軸索成長だけを可能にするようなサイズに作製された少なくとも1つ
のマイクロチャネルによって相互に接続している。
【００３７】
　本明細書に記載の可溶性HMWタウ種をまた、スクリーニングアッセイ法に使用して、HMW
タウ種自体の形成または活性を（例えば、HMWタウ種の形成もしくは安定性を遮断するこ
とによって、または例えば、翻訳後修飾を遮断することによって、またはHMWタウ構造を
不安定化することによって）モジュレートする作用物質を同定することができる。例えば
、アプタマー、小分子、または他の作用物質をニューロン細胞培養に適用し、可溶性HMW
タウの存在または量をモニタリングすることができる。そのように同定された、HMWタウ
の形成または蓄積を遮断する作用物質は、潜在的治療剤として関心対象であり得る。
【００３８】
　一局面では、本発明者らは、タウ欠損動物が、神経原線維濃縮体（NFT）の存在下でさ
えも、タウ発現動物と比較してより少ない病的タウミスフォールディングおよびグリオー
シスを示し、かつニューロンにおいてAβ誘導型ミトコンドリア内因性カスパーゼカスケ
ードの活性化の減少も示したことを示した。したがって、内因性細胞内タウタンパク質を
除去することは、例えば神経毒性を減少させ、かつ／またはニューロン生存期間を増加さ
せて神経保護効果を提供することができる。以前の報告は、タウタンパク質の減少が、神
経変性を改善できると論じていたものの、当業者は、かなりの量の内因性細胞内タウタン
パク質を、すなわち微小管を安定化する必須タンパク質を、除去することが、ニューロン
に対して他のいかなる有害作用も生じないとは予想しなかったであろう。しかし、本発明
者らは、ここで、タウタンパク質を発現している健康なヒト対象のように、タウ欠損ヒト
対象が正常なニューロン表現型を有することを発見した。このように、タウオパチーによ
って誘導された神経損傷または神経変性を減少させる方法も、本明細書において提供され
る。例示的なタウオパチーは、アルツハイマー病、パーキンソン病、または前頭側頭型認
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知症であることができる。
【００３９】
　タウオパチーによって誘導された神経損傷または神経変性を減少させる方法は、タウオ
パチーを有すると判定された対象の脳に、対象において内因性細胞内タウタンパク質の発
現レベルを少なくとも約50％阻害する作用物質を投与し、それによって、神経原線維濃縮
体の存在下で神経毒性を減少させる（かつ／またはニューロンの生存期間を増加させる）
段階を含む。
【００４０】
　一部の態様では、前記作用物質は、対象におけるタウタンパク質の発現レベルを少なく
とも約70％阻害することができる。一部の態様では、該作用物質は、対象におけるタウタ
ンパク質の発現レベルを少なくとも約90％阻害することができる。一部の態様では、該作
用物質は、対象におけるタウタンパク質の発現レベルを少なくとも約95％阻害することが
できる。一部の態様では、該作用物質は、対象におけるタウタンパク質の発現レベルを10
0％阻害することができる。
【００４１】
　内因性細胞内タウタンパク質の発現レベルを阻害するために選択された作用物質は、MA
PT（微小管結合タンパク質タウ）遺伝子の発現を妨害し、かつ／またはMAPT遺伝子の転写
を阻害することができる。そのような作用物質には非限定的に、抗体、ヌクレアーゼ（例
えば、非限定的に、ジンクフィンガーヌクレアーゼ（ZFN）、転写活性化因子様エフェク
ターヌクレアーゼ（TALEN）、CRISPR/Casシステム、転写抑制因子、核酸阻害物質（例え
ば、RNAi、siRNA、anti-miR、アンチセンスオリゴヌクレオチド、リボザイム、およびそ
れらの2つまたはそれ以上の組み合わせ）、小分子、アプタマー、ならびにそれらの2つま
たはそれ以上の組み合わせが含まれることができる。
【００４２】
　対象の脳に作用物質を効果的に送達することで公知の方法を使用して、本明細書に記載
の方法を行うことができる。一部の態様では、作用物質は、担体を介して脳に投与するこ
とができる。例示的な担体は、アデノ随伴ウイルスであることができる。
【００４３】
　一部の態様では、対象の脳はさらに、アミロイドβ斑を有すると判定されることができ
、かつ、投与は、アミロイドβの存在下で神経毒性を減少させること（および／またはニ
ューロンの生存期間を増加させること）ができる。
【図面の簡単な説明】
【００４４】
【図１】図1A～1Kは、rTg4510タウトランスジェニックマウスの脳抽出物からのHMWオリゴ
マー性タウのニューロン取り込みを示す蛍光画像およびデータのグラフである（図1A）。
マウス初代ニューロンを、12ヶ月齢rTg4510マウスからのPBS可溶性脳抽出物（3,000g、10
,000g、50,000g、または150,000g遠心上清）と共に24時間インキュベートした。各脳抽出
物を培養用培地でヒトタウ500ng/mlの終濃度に希釈した。（図1A、左）ニューロンをヒト
タウ特異的抗体（「Huタウ」）および総（ヒトおよびマウス）タウ抗体（ニューロンマー
カーとしての「Hu & Msタウ」）で免疫染色した。（図1A、右）ヒトタウの取り込みの定
量（蛍光強度）。n＝9～12／群；**P＜0.01。（図1B）初代ニューロンを3,000gまたは150
,000g脳抽出物（12ヶ月齢rTg4510、PBS可溶性、500ng/mlヒトタウ）と共に2および5日間
インキュベートし、ヒトタウ特異的抗体（「Huタウ」）および総（「Hu & Msタウ」）タ
ウ抗体で免疫染色した。（図1Cおよび1D）rTg4510マウスからのPBS可溶性脳抽出物のサイ
ズ排除クロマトグラフィー（SEC）。SECで分離された各試料中のヒトタウレベルをELISA
によって測定した。（図1C）3,000gおよび150,000g脳抽出物からの、SECで分離された試
料中のヒトタウレベルの代表的なグラフ。（図1D）HMW（画分2～4）、MMW（画分9～10）
、およびLMW（画分13～16）のSEC画分の平均ヒトタウレベル。（n＝3／群）；*P＜0.05。
HMW、高分子量；MMW、中分子量；LMW、低分子量。（図1E、左）初代ニューロンを、PBS可
溶性rTg4510脳抽出物（3,000g）からのSEC画分と共に2日間インキュベートし、ヒトタウ
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（「Huタウ」）および総（「Hu & Msタウ」）タウについて免疫染色した。各SEC画分を10
0ng/mlヒトタウの終濃度に希釈した。（図1E、右）ヒトタウ取り込みの定量（蛍光強度）
。n＝3～5／群；**P＜0.01。（図1Fおよび1G）rTg4510マウス脳から単離されたHMWタウの
原子間力顕微鏡（AFM）分析。（図1F）rTg4510（12ヶ月齢）のPBS可溶性脳抽出物（10,00
0g総抽出物（左）またはSEC画分3（右））からヒトタウ特異的抗体Tau13を使用すること
による免疫沈降（IP）によってタウを単離した。フルカラーレンジは、垂直スケール20nm
に対応する。スケールバー：100nm。（図1G）HMWタウオリゴマー（SEC画分3）のサイズ（
AFM高さ）分布のヒストグラム。ランダムに選んだ7つの画像（1.5μm×1.5μm）からのn
＝1206個の粒子。（図1H）初代ニューロンによりrTg4510脳抽出物から取り込まれたヒト
タウをAlz50抗体（異常タウミスフォールディングの初期指標）またはThioS（高度に原線
維化したタウ）で同時染色した。各染色について、rTg4510マウス（12ヶ月齢）からの脳
切片を陽性対照として使用した（右欄）。（図1I）初代ニューロンによって取り込まれた
ヒトタウの細胞内局在（PBS可溶性脳抽出物、3,000g、500ng/mlヒトタウ、3日目）。初代
ニューロンによって取り込まれたヒトタウ（「Huタウ」）を、ゴルジ装置（TGN46）、小
胞体（ER）（GRP94）、エンドソーム（Rab5）、リソソーム（LAMP2）、およびペルオキシ
ソーム（カタラーゼ）に対する細胞内オルガネラマーカーで同時免疫染色した。ニューロ
ン中に取り込まれたヒトタウは、3日目にゴルジマーカーおよびリソソームマーカーと同
時局在した（白矢印）。（図1J）初代ニューロン中へのヒトタウ取り込みの時間経過。rT
g4510脳抽出物と共にインキュベーションを開始してから6時間後、12時間後、および10日
後に、ヒトタウ（「Huタウ」）をゴルジマーカー（TGN46）で同時免疫染色した。（図1K
）ヒトタウ取り込みの濃度依存性。rTg4510脳抽出物（PBS可溶性、3,000g）のSEC画分2か
らの4つの異なる濃度のヒトタウ（培養用培地中に0.1、1.0、10、および50ng/ml）と共に
、マウス初代ニューロンを2日間インキュベートした。スケールバー：（図1F）を除き25
μm。
【図２】図2A～2Hは、PBS-可溶性リン酸化HMWタウ種の欠如が初代ニューロンにおける低
いタウ取り込みと関連していることを示す蛍光画像、データのグラフ、およびイムノブロ
ット像である。（図2A）マウス初代ニューロン（PBS可溶性、3,000g抽出物、培養用培地
中のヒトタウの終濃度500ng/ml）によるrTg4510（P301L変異型タウを過剰発現している）
マウスおよびrTg21221（野生型ヒトタウを過剰発現している）マウスからの脳抽出物から
のヒトタウの取り込み。2および5日目にニューロンをヒトタウ特異的抗体（「Huタウ」）
および総（ヒトおよびマウス、「Hu & Msタウ」）タウ抗体で免疫染色した。スケールバ
ー：50μm。（図2B）ヒトタウ特異的ELISAによって測定された、rTg4510マウスおよびrTg
21221マウスからのPBS可溶性脳抽出物（3,000g）中のヒトタウのレベル。（図2C）総タウ
抗体（DA9）を用いたPBS可溶性脳抽出物（3,000g）のイムノブロット分析。rTg4510脳に
おける上方移動したバンドは、タウのリン酸化を示唆している（矢印）。（図2D）rTg451
0およびrTg21221マウス脳抽出物（PBS可溶性、3,000g）中のホスホタウのレベル。異なる
エピトープを認識している10種の異なるホスホタウ特異的抗体を用いて、脳抽出物をイム
ノブロットした。各エピトープでの代表的なイムノブロット（左欄）およびホスホタウの
レベルの定量（右）（n＝3～4）；*P＜0.05、**P＜0.01。（e、f）rTg4510マウスおよびr
Tg21221マウス脳抽出物からのPBS-可溶性タウ種のSEC分析。SECで分離された各試料中の
ヒトタウのレベルを、ヒトタウ特異的ELISAによって測定した。（図2E）rTg4510およびrT
g21221の脳抽出物からSECで分離された試料中のヒトタウレベルの代表的なグラフ。（図2
F）HMW（画分2～4）およびLMW（画分13～16）のSEC画分のヒトタウの平均レベル。（n＝3
～6）；*P＜0.05。（図2G）初代ニューロンによるヒトタウの取り込みと、各SEC分離画分
におけるヒトタウのレベルとの相関。（n＝11）スピアマンの順位検定。（図2H）PBS可溶
性脳抽出物からのSEC分離画分のイムノブロット分析。各SEC画分を、総タウ抗体（DA9）
およびホスホタウ（pS422）特異的抗体でイムノブロットした。11～13月齢の動物を使用
した。
【図３】図3A～3Cは、2層ニューロンをモデル化するための3チャンバーマイクロ流体デバ
イスを示す模式図および蛍光画像である。（図3A）3つの別個のチャンバー中でニューロ
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ンを培養するためのマイクロ流体デバイスの略図。マウス初代ニューロンを第1および第2
のチャンバー中に蒔き（厚さ100μm）、各チャンバーを接続している微細溝（太さ3μm、
長さ600μm）を通して軸索成長を導く。（図3B、左）第1のチャンバーのニューロンから
の軸索（軸索マーカーとしてDA9）は、4日以内に第2のチャンバー中に伸長する（ニュー
ロンを第2のチャンバー中にだけ蒔いた）。第2のチャンバー中にMAP2陽性樹状突起が見出
されなかったが、これは、600μmの微細溝が、軸索末端を細胞体および樹状突起から隔離
するために十分長いことを示している。（図3B、中央）第2のチャンバーのニューロンか
らの大部分の軸索は、第3のチャンバー中に伸長する（ニューロンを第2のチャンバー中に
だけ蒔いた）。（図3B、右）2セットのニューロンを第1および第2のチャンバー中に蒔き
、第2のチャンバー中でシナプス接触を確立した。（図3C）第1および第2のチャンバー中
のニューロンに、それぞれ緑色蛍光タンパク質（GFP）および赤色蛍光タンパク質（RFP）
をトランスフェクトした。第1のチャンバーのニューロンからのGFP陽性軸索は、第2のチ
ャンバー中に伸長し、RFP陽性の第2のチャンバーのニューロンと接続しており、第2のチ
ャンバーのニューロンは、その軸索を第3のチャンバー中に投射した。スケールバー：50
μm。
【図４】図4A～4Eは、3チャンバー型マイクロ流体デバイスにおけるrTg4510マウス脳由来
ヒトタウ種のニューロン間移動を示している蛍光画像を含む。（図4A）rTg4510マウス脳
からのPBS可溶性抽出物（500ng/mlヒトタウ）を3チャンバーマイクロ流体ニューロンデバ
イスの第1のチャンバーに添加した。インキュベーション中、静水圧バリアによって、第1
のチャンバーから第2のチャンバーへの脳抽出物の拡散を遮断した。（図4B）5日目のヒト
タウ（「Huタウ」）および総タウ（ヒトおよびマウス；「Hu & Msタウ」）についての免
疫染色。第2のチャンバー中からヒトタウ陽性ニューロンを検出した（白矢印）。第2のチ
ャンバーの側方リザーバ中のニューロンは、ヒトタウ染色について陰性であった（下段）
。（図4C）第2のチャンバーのニューロンから伸長しているヒトタウ陽性軸索（矢印）お
よび樹状突起（矢じり印）。（図4D）タウの取り込みおよび伝播の濃度依存性。rTg4510
脳抽出物（PBS可溶性、3,000g）を培養用培地中に希釈して、ヒトタウの3つの異なる濃度
（6、60、および600ng/ml）を得、それを第1のチャンバー中に添加した。5日目に、ヒト
タウ（「Huタウ」）および総タウ（ヒトおよびマウス；「Hu & Msタウ」）についてニュ
ーロンを免疫染色した（赤）。（図4E）rTg4510脳由来ヒトタウのニューロン間移動の時
間経過。rTg4510脳抽出物（PBS可溶性、3,000g、500ng/mlヒトタウ）を第1のチャンバー
に添加し、最大14日間インキュベートした。ニューロンを異なる時点で免疫染色した。5
日間のインキュベーション後に第2のチャンバーのヒトタウ陽性ニューロン（矢じり印）
および第1のチャンバーのニューロンからの軸索（矢じり印）を検出した。8日間のインキ
ュベーション後に第3のチャンバー中からヒトタウ陽性軸索を検出した（矢印）。スケー
ルバー：50μm。
【図５】図5A～5Cは、rTg4510脳由来のヒトタウが安定であり、チャンバーから脳抽出物
を取り出した後でさえ伝播したことを示す蛍光画像を含む。（図5A）rTg4510脳抽出物（P
BS可溶性、3,000g）を培養用培地中に希釈し（終濃度500ng/mlのヒトタウ）、3チャンバ
ー型マイクロ流体ニューロンデバイスの第1のチャンバーに添加した。インキュベーショ
ンの2日後（タウの伝播が起こる前）または5日後（タウの伝播が起こった後であるが、ま
だ第3のチャンバーには進んでいない）に、第1のチャンバーから脳抽出物を洗浄除去し、
新鮮な培養用培地と交換した。（図5Bおよび5C）指定の時点で、ヒトタウ（「Huタウ」）
および総タウ（ヒトおよびマウス、「Hu & Msタウ」）についてニューロンを免疫染色し
た。（図5B）2日目に第1のチャンバーからTg脳抽出物を洗浄除去した後でさえ、ヒトタウ
陽性ニューロンが第2のチャンバー中から検出された（8日目、矢印）。（図5C）5日目に
第1のチャンバーからTg脳抽出物を洗浄除去した後でさえ、ヒトタウが第3のチャンバーの
軸索中から検出された（矢印）。第1のチャンバーのニューロンによって取り込まれたヒ
トタウは、14日目にまだ検出可能であった（Tg脳抽出物の除去から9日後）。スケールバ
ー：50μm。
【図６】図6A～6Jは、ヒトAD脳由来のPBS可溶性HMWオリゴマー性タウのニューロン取り込
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みを示している蛍光画像およびデータのグラフである。（図6Aおよび6B）マウス初代ニュ
ーロンを、ヒトADまたは対照脳組織からのPBS可溶性抽出物（3,000gまたは150,00g遠心上
清）と共にインキュベートした。各脳抽出物を培養用培地で終濃度500ng/mlのヒトタウに
希釈した。（図6A）2日目に、ヒトタウ（「Huタウ」）および総タウ（ヒトおよびマウス
、「Hu & Msタウ」）についてニューロンを免疫染色した。（図6B）2日目でのヒトタウ陽
性ニューロン数の定量（n＝3／群）；**P＜0.01。（図6C）マウス初代ニューロンによっ
て取り込まれたヒトタウの細胞内局在（PBS可溶性脳抽出物、3,000g、500ng/mlヒトタウ
）。初代ニューロン中に取り込まれたヒトタウ（「Huタウ」）を、ゴルジマーカー（TGN4
6）およびリソソームマーカー（LAMP2）で同時免疫染色した。（図6D）3チャンバーマイ
クロ流体ニューロン培養デバイス中のヒトAD脳由来タウのニューロン間移動。3チャンバ
ー型マイクロ流体ニューロンデバイスの第1のチャンバーにヒトAD脳抽出物（PBS可溶性、
3,000g、500ng/mlヒトタウ）を添加した。7日目にヒトタウ（「Huタウ」）陽性ニューロ
ンを第1および第2のチャンバーの両方から検出した（矢印）。（図6Eおよび6F）ヒトADお
よび対照脳からの各抽出物中の総タウ（図6E）およびホスホタウ（pS396、図6F）レベル
の定量（ELISA）。n＝3／群；*P＜0.05。（図6Gおよび6H）ヒトADおよび対照脳からのPBS
可溶性タウ種のSEC分析。各SEC分離試料中の総タウレベルをELISAによって測定した。（
図6G）ADおよび対照の脳抽出物からのSEC分離試料中の総タウレベルの代表的なグラフ。H
MW画分についての小さなピークが両群において検出された（右欄）。（図6H）HMW SEC画
分の平均総タウレベル（画分1～3）。n＝3／群。（図6I）マウス初代ニューロンによる各
SEC画分からのタウ取り込み。各SEC画分をヒトタウの終濃度5または500ng/mlに希釈し、
マウス初代ニューロンと共にインキュベートした。2日目に、ヒトタウ（「Huタウ」）お
よび総タウ（ヒトおよびマウス、「Hu & Msタウ」）についてニューロンを免疫染色した
。（図6J）ヒトADおよび対照脳からの各SEC画分中のホスホタウ（pS396）レベルの定量（
ELISA）。n＝3／群；*P＜0.05。スケールバー：25μm。HMW、高分子量。
【図７】図7A～7Fは、非リン酸化合成ヒトタウからでなく、ヒト家族性前頭側頭型認知症
の脳からのリン酸化タウ種のニューロン取り込みを示している実験データである。（図7A
）対照、AD、および家族性前頭側頭型認知症（FTD）の異なる2症例（P301LおよびG389Rタ
ウ変異）からのタウ免疫染色脳切片。ADおよびP301Lの脳は、高頻度のNFTを示したが、G3
89Rの脳は、NFTを有さずにタウ陽性ニューロピルスレッドのみを有した。（図7B）マウス
初代ニューロンを、ADおよびFTDの2症例からの前頭皮質のPBS可溶性抽出物（3,000g、500
ng/mlヒトタウ）と共にインキュベートした。（図7B、左）1日目および3日目に、ヒトタ
ウ（「Huタウ」）および総タウ（ヒトおよびマウス、「Hu & Msタウ」）についてニュー
ロンを免疫染色した。（図7B、右）ヒトタウ染色の蛍光強度（1日目）。各場合について
、独立した培養ウェル6～7個から結果を得た。（図7C）PBS可溶性脳抽出物中のホスホタ
ウ（pS396）および総タウ（DA9）のレベルのイムノブロット分析。（図7D～7F）非リン酸
化HMWタウ種は、初代ニューロンによって取り込まれなかった。（図7D）組換えヒトタウ
（hTau-441、3.35mg/ml）を2mM DTTと共に37℃で2日間インキュベートし、続いてSECを分
離し、各画分中のタウレベルをELISA測定することによって、タウオリゴマー混合物溶液
を調製した。（図7E）組換えタウオリゴマー混合物および脳抽出物（ヒト対照およびAD、
ならびにrTg4510マウス；PBS可溶性、3,000g）のSEC画分中のホスホタウ（pS396）レベル
のELISA測定（総タウレベルによって規準化）。（図7F）各SEC画分を培養用培地で終濃度
500ng/mlのタウに希釈し、マウス初代ニューロンと共にインキュベートした。2日目に、
ヒトタウ（「Huタウ」）および総タウ（ヒトおよびマウス、「Hu & Msタウ」）について
ニューロンを免疫染色した。ヒトAD脳抽出物（PBS可溶性、3,000g）からのSEC画分2も、
同じタウ濃度（500ng/ml）でインキュベートされて陽性対照となった。スケールバー：50
μm。HMW、高分子量。
【図８】図8A～8Eは、rTg4510マウス脳からの細胞外タウ種が、マウス初代ニューロンに
よって取り込まれることができることを示している実験データである。（図8A）吐出-吸
引(push-pull)灌流システムを用いた大孔径プローブインビボ微小透析技法。覚醒自由行
動rTg4510マウスおよび対照マウス（7月齢）から、1,000kDaカットオフの微小透析プロー
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ブ（流速＝0.5μl/ml、海馬から）を使用してISF試料を収集した。（図8B）海馬における
代表的なプローブ配置。ISF収集（プローブ挿入の24時間後）後にrTg4510マウスから水平
脳切片を得、ヒトタウ（タウ13、「Huタウ」）およびDAPIについて染色した。点線は、微
小透析プローブの位置を示す（図8B、上段）。プローブにテキサスレッド色素（70kDa、1
mg/ml）を一時的に灌流して、微小透析部位を位置づけた。微小透析プローブ路周囲の海
馬組織内に実質的なニューロン消失の形態学的証拠はなかった。同側性海馬切片（プロー
ブ植え込み側）と対側性海馬切片との間にヒトタウ陽性ニューロン数に明らかな差はなか
った（図8B、下段）。Hip：海馬。（図8C）rTg4510マウスからのSEC分離ISF試料中のヒト
タウのレベルの代表的なグラフ。微小透析液400μlをSECカラムに負荷し、各画分中のタ
ウのレベルをELISAによって測定した。（図8D）rTg4510および対照マウスから収集したIS
Fをマウス初代ニューロンと共にインキュベートし、次に3日目にそれをヒトタウ（「Huタ
ウ」）および総タウ（ヒトおよびマウス、「Hu & Msタウ」）について免疫染色した。rTg
4510からのISFを培養用培地で終濃度40ng/mlのヒトタウに希釈し、対照マウスからの同体
積のISFをインキュベーションのために使用した。（図8E）初代ニューロンによるISFタウ
取り込みの濃度依存性。rTg4510脳のISFを培養用培地中に希釈して、3つの異なる濃度（1
0、20、および40ng/ml）のヒトタウを得た。3日目にニューロンを免疫染色した。HMW、高
分子量；MMW、中分子量。スケールバー：50μm。
【図９】図9A～9Cは、HMWオリゴマー性タウが脳の細胞外間隙中に放出され、アルツハイ
マー病患者のCSF中に蓄積することを示している実験データである。AD対象および対照対
象の脳脊髄液（CSF）を調査して特異的タウ種を単離し、その診断可能性を評価した。（
図9Aおよび9B）ヒトCSFにおけるHMWタウ種を検出および特徴決定するために、SECを使用
して、ヒトCSF試料中に含有されるタウ種の分子量サイズ分布を査定した。ADの7例および
対照の10例からのCSF試料を分析した。（図9C）ヒトタウ特異的ELISAを使用して、各SEC
画分中の総タウレベルを測定した。特に、AD患者のCSF中からHMWタウ種を検出した。CSF
のHMWタウ濃度は、対照対象よりもAD患者の方が有意に高かった（p＜0.01、マン-ホイッ
トニー（Mann-Whitney）のU検定）が、単量体／二量体サイズのタウレベルは、群間で匹
敵した。
【図１０】図10A～10Dは、内因性マウスタウの非存在下でのトランスジェニックヒトタウ
の経シナプス伝播を示す。（図10A）嗅内皮質（EC）の層2/3におけるトランスジェニック
ヒト変異型P301Lタウの発現ならびに歯状回（DG）および海馬CA1野およびCA3野へのトラ
ンスジェニックタウの伝播を例証しているECrTgタウマウスの3D脳モデルおよび水平脳切
片。（図10B）免疫染色された水平切片は、内因性マウスタウの存在下（ECrTgタウ）およ
び内因性マウスタウの非存在下（ECrTgタウ-Mapt0/0）の両方で、ECにおいて発現してい
るニューロンからDGにおけるニューロンへのヒトタウの強い伝播（白矢印）を明らかにす
る。（図10C～10D）DG中のヒトタウ陽性（huタウ+）細胞体の数（C；n＝マウス4匹／群、
p＝0.58）および海馬抽出物中のヒトタウのレベル（D；n＝マウス3匹／群、p＝0.14）は
、ECrTgタウ-Mapt0/0およびECrTgタウおよびマウスで類似していた。両側スチューデント
T検定、データを平均±SEMとして表示。ns、有意でない、スケールバー50μm。アレンの3
D-マウス脳アトラス（http://www.brain-map.org/でオンライン入手可能）を使用して3D
脳モデルを作製した。
【図１１】図11A～11Gは、タウの伝播、リン酸化、およびミスフォールディングの切り離
しを示す。リン酸化部位特異的抗体CP13（pS202/pT205）およびPHF1（pS394/pS404）と一
緒のヒトタウ（TauY9）の同時免疫染色は、ECrTgタウマウス（図11A）およびECrTgタウ-M
apt0/0マウス（図11B）の両方におけるECニューロンおよびヒトタウ受け入れ側のDGニュ
ーロンのサブセットの細胞体（白丸）中のホスホタウならびにそれらの投射（白矢じり印
）を示す。CP13ではなくPHF1で染色された中分子層（MML、白矢印）におけるヒトタウ。
「ミスフォールディングされた」（Alz50）タウは、ECおよびDGニューロンの細胞体なら
びにECrTgタウにおけるMMLに存在した（図11A）が、ECrTgタウ-Mapt0/0マウス（図11B）
には存在しなかった。（図11C～11F）ECからのPBS抽出物中のホスホタウレベル（図11Cお
よび11E）は、ECrTgタウ-Mapt0/0マウスと比較してECrTgタウマウスにおいてpT205（p＝0
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.0005）、CP13（pS202/pT205、p＝0.026）、PHF1（pS396/pS404、p＝0.37）、および12E8
（pS262/pS356、p＝0.31、有意でない）がより高いことを明らかにした。CP13（p＝0.000
3）およびPHF1（p＝0.03）も、ECrTgタウマウスからのHPC抽出物において有意に上昇した
（図11Dおよび11F）。（図11G）ECrTgタウマウスと比較してECrTgタウ-Mapt0/0マウスに
おいて、海馬：嗅内（HPC：EC）タウ比から推定されるタウの伝播は、ヒトタウ（Tau13、
p＝0.26）およびPHF1（p＝0.98）について類似していたが、CP13（p＝0.034）について有
意により低かった。n＝マウス3匹／群、両側スチューデントT検定、データを平均±SEMと
して示す。ns、有意でない、スケールバー50μm。
【図１２】図12A～12Cは、ECrTgタウ-Mapt0/0マウスにおいて減少したグリオーシスおよ
び神経フィラメントのリン酸化を示す。（図12A）免疫蛍光標識によって、WTマウス（p＝
0.008）、ECrTgタウ-Mapt0/0マウス（p＝0.0025）、およびMapt0/0マウス（p＝0.012）と
比較してECrTgタウマウスにおけるEC（層1および2/3）中のミクログリア（Iba1+）の数が
有意に増加していることが明らかとなった。EC抽出物において、ECrTgタウマウスにおけ
るIbaの量は、WTマウスと比較して約20倍（p＝0.0006）、ECrTgタウ-Mapt0/0マウスと比
較して約1.4倍（p＝0.24）、およびMapt0/0マウスと比較して約2倍に増加した（p＝0.01
）。（図12B）海馬における活性化アストロサイト（GFAP+）の数は、WTマウス、ECrTgタ
ウマウス、ECrTgタウ-Mapt0/0マウス、およびMapt0/0マウスにおいて類似していた（有意
でない）。しかし、HPCおよびECの抽出物中のGFAPの量は、WTマウス（HPC：p＝0.004；EC
：p＝0.03）、ECrTgタウ-Mapt0/0マウス（HPC：p＝0.047；EC：p＝0.1）、およびタウKO
マウス（HPC：0.13；EC：p＝0.38）と比較してECrTgタウマウスの方が高かった。n＝マウ
ス3匹／群、両側スチューデントT検定、データを平均±SEMとして示す。（図12C）SMI132
を使用するリン酸化神経フィラメントタンパク質の免疫染色は、ECrTgタウ-Mapt0/0動物
または対照WT動物およびMapt0/0動物ではなく、ECrTgタウ動物のHPC全体にわたる、ヒト
タウ（TauY9）を含有するECニューロンの強い局所標識およびそれらの軸索投射を示す。D
GおよびEC野のより高倍率の画像によって、ECrTgタウマウスにおける多数の突起およびEC
rTgタウ-Mapt0/0マウスにおけるごくわずかの突起の強いSMI132標識が明らかとなる。ns
、有意でない、スケールバー100μm。
【図１３】図13A～13Dは、内因性マウスタウの非存在が、rTg4510マウスにおいてP301Lタ
ウが誘導する萎縮を救済し、濃縮体の病理を遅延させることを示す。（図13A）9および12
月齢のrTg4510動物およびrTg4510-Mapt0/0動物の全脳の湿重量の比較は、WTマウスと比較
してrTg4510マウスにおいて観測された著明な脳質消失（9ヶ月で重量消失＞16％、p＝0.0
002；12ヶ月で＞22％、p＝0.0087）が、9月齢rTg4510-Mapt0/0マウスにおいて＞96％、12
月齢rTg4510-Mapt0/0マウスにおいて約89％救済されることを明らかにした（9ヶ月：p＝0
001、n＝雌雄混合マウス5匹／群；12ヶ月：p＝0.042、n＝雌雄混合マウス3匹／群）。（
図13B）WTマウス（p＝0.009、p＝0.0002）、rTg4510-Mapt0/0マウス（p＝0.005、p＝0.02
23）、およびMapt0/0マウス（p＝0.0008、p＝0.0006；n＝マウス3匹／群）と比較してrTg
4510マウスにおいて、水平（9ヶ月）および冠状（12ヶ月）脳切片における海馬に隣接す
るCTX表面から脳梁にかけて測定された皮質の厚さは、9月齢で約23～26％および12月齢で
約46％減少した。rTg4510-Mapt0/0およびMapt0/0の皮質の厚さは、9ヶ月（p＝0.13）およ
び12ヶ月（p＝0.975）で類似していた。（図13C）9および12月齢rTg4510マウスの皮質お
よび海馬CA1ニューロンは、過剰リン酸化タウ（PHF1で免疫標識）が充満し、凝縮した濃
縮体様封入体を形成していた。9月齢で、rTg4510-Mapt0/0マウスは、PHF1が充満した細胞
体を皮質中にほとんど有さず、PHF1の染色が、CA1ニューロンの軸索にまだ存在した（白
矢印）。12ヶ月目に、CTXおよびCA1におけるPHF1充満細胞体の数および外見は、rTg4510
マウスおよびrTg4510-Mapt0/0マウスの両方で類似していた。（図13D）ガリアス銀染色に
よって、12月齢rTg4510マウスは、rTg4510-Mapt0/0マウスと比較して、CTXの軸索および
神経突起ならびに脳梁（GCC）において類似数の皮質（CTX）濃縮体を有すが、より凝集し
ていないタウを有するように見えた。WTおよびMapt0/0マウスは、PHF1染色（図13C）も銀
染色も示さなかった（図13D）。ns、有意でない、スケールバー100μm。
【図１４】図14A～14Dは、内因性タウ非存在下での減弱したニューロン消失および濃縮体
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毒性を示す。（図14A）rTg4510マウスの皮質中のニューロン（NeuN+細胞）の数は、9ヶ月
でWT（p＝0.0223）およびrTg4510-Mapt0/0（p＜0.0001）の両方と比較して約67％に有意
に減少した。12ヶ月に、rTg4510マウスにおけるニューロン消失（WTの約63％）は、依然9
ヶ月と類似していた。rTg4510-Mapt0/0マウスにおけるニューロン数は、Mapt0/0マウスの
約88％までわずかに低下した（有意でない）。（図14B）チオフラビン-S（ThioS、白矢印
）で染色された皮質濃縮体の数は、rTg4510マウスおよびrTg4510-Mapt0/0マウスにおいて
類似し（9ヶ月：p＝0.32；12ヶ月：p＝0.51）、9ヶ月齢から12ヶ月齢にかけて有意に増加
した（rTg4510：p＝0.0074；rTg4510-Mapt0/0：p＝0.0002）。（図14C）皮質中の濃縮体
担持ニューロン濃縮体のパーセンテージ（＝濃縮体数／ニューロン数）は、rTg4510マウ
スにおいて9ヶ月（p＝0.03）および12ヶ月（p＝0.0087；スチューデントT検定、n＝マウ
ス3匹／群）で約1.6～1.8倍高かった。（図14D）9月齢および12月齢での濃縮体数：ニュ
ーロン消失の比（＝濃縮体／（［WTまたはMapt0/0対照におけるニューロン数］-［rTg451
0またはrTg4510-Mapt0/0におけるニューロン数］）を比較することで、rTg4510-Mapt0/0
マウスにおいて所与の濃縮体負荷でニューロン生存期間が改善したことが強調される。ns
、有意でない、スケールバー100μm。
【図１５】図15A～15Cは、ウエスタンブロットによるMapt0/0マウスにおけるマウスタウ
の欠如およびHPC中のヒトタウの存在を示す。（図15A）18月齢のMapt0/0マウス、ECrTgタ
ウ-Mapt0/0マウス、およびECrTgタウマウス（n＝マウス4匹／群）の新鮮凍結脳組織から
抽出されたRNAを使用するqPCRで、ヒトタウ導入遺伝子転写物（上段）またはゲノムマウ
スタウ（MapT）転写物（下段）を認識するプライマーを使用して、cDNAに転写した。GAPD
H mRNAを増幅対照として同時転写した。ECrTgタウ-Mapt0/0マウスおよびECrTgタウマウス
は、ヒトタウの発現を示した一方で、Mapt0/0マウスおよびECrTgタウ-Mapt0/0マウスは、
マウスタウの発現を欠いていた。（図15B～15C）18月齢の野生型（WT）マウス、ECrTgタ
ウマウス、タウノックアウトマウスと交配されたECrTgタウ（ECrTgタウ-Mapt0/0）マウス
、およびMapt0/0マウス（n＝マウス3匹／群）からの脳抽出物中のヒトタウ（huタウ）お
よび総タウ（hu+moTau）レベル。ECrTgタウ動物およびECrTgタウ-Mapt0/0動物は、ECにお
いて等しいトランスジェニックhuタウ発現（図15B、n＝マウス3匹、p＝0.29）および海馬
（HPC）において類似量のhuタウ（図15C、n＝マウス3匹、p＝0.14）を示す。ns、有意で
ない。
【図１６】図16Aおよび16Bは、ECrTgタウ-Mapt0/0マウスにおけるECからDGへの完全長タ
ウタンパク質の伝播を示す。（図16A）ヒト（マウスでない）タウのN末端を認識するモノ
クローナルマウス抗体であるTau13（エピトープ＝アミノ酸20～35番）および全て（マウ
スおよびヒト）のタウのC末端側の半分（エピトープ＝アミノ酸243から441番の間の複数
の部位）を認識するポリクローナルウサギ抗体であるDAKOで同時免疫標識された水平脳切
片。細胞体（白丸）および突起（白矢印）におけるヒトタウは、ECおよびDGニューロンの
両方においてN末端抗体およびC末端抗体の両方によって認識されたので、完全長タウの経
シナプス伝播を示唆している。（図16B）18月齢のECrTgタウマウスおよびECrTgタウ-Mapt
0/0マウスにおけるECへのトランスジェニックヒトP301Lタウ（huタウ）の発現の制限を、
ヒトタウ（TauY9「Huタウ」）の免疫蛍光標識（イムノ-FISH）と組み合わせたヒトタウmR
NA（「huタウmRNA」）のインサイチュー蛍光ハイブリダイゼーション（FISH）を使用して
検証した。両方のマウス系統において、ECニューロンは、ヒトタウmRNAおよびhuタウタン
パク質の両方について陽性であったが、一方でDGニューロンは、huタウタンパク質を有し
たが、ヒトタウmRNAを有さなかった。スケールバー100μm。
【図１７】図17A～17Cは、ECrTgタウマウスおよびECrTgタウ-Mapt0/0マウスのECおよびHP
C抽出物中のホスホタウを示す。（図17A～17B）全部で4つの遺伝子型（WT、ECrTgタウ、E
CrTgタウ-Mapt0/0、Mapt0/0）における（図17A）嗅内皮質（EC）および（図17B）海馬（H
PC）からのホモジェネート中のホスホタウのウエスタンブロット分析。WTマウスおよびEC
rTgタウマウスが、類似のリン酸化レベルを示し、これらのレベルが、ECrTgタウ-Mapt0/0
マウスで観察されたレベルよりも高いことに留意されたい。（図17C）ヒトタウタンパク
質含量に関する異なるホスホタウ形態のレベルは、ECおよびHPCの両方においてECrTgタウ
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-Mapt0/0マウスと比較してECrTgタウマウスの方が約2～10倍高い（n＝マウス3匹／マウス
、スチューデントT検定）。これらの結果は、ECrTgタウマウスにおいてヒトタウよりもマ
ウスタウの方がホスホタウプールに大きな寄与をもたらしていることを示している。
【図１８】図18Aおよび18Bは、凝集したタウが、18月齢のECrTgタウ-Mapt0/0マウスでは
なくECrTgタウマウスの細胞体に出現することを示す。（図18A）ヒトタウ（huタウ）につ
いて免疫標識され、赤色濃縮体色素チアジンレッド（ThiaRed）で同時染色された脳切片
では、ECrTgタウマウスにおいて、凝集したタウが、ECおよびDG中にヒトタウを有する細
胞体のサブセットに存在した（白丸）。（図18B）ECrTgタウ-Mapt0/0マウスのいかなる脳
領域にもチアジンレッドを見出すことができなかった（n＝マウス4匹）。スケールバー50
μm。
【図１９】図19Aおよび19Bは、18ヶ月のECrTgタウマウスでのEC細胞数およびシナプシン-
1レベルにおける無変化を示す。（図19A）嗅内皮質の層2/3中のDAPI陽性細胞核の数は、E
CrTgタウマウス、ECrTgタウ-Mapt0/0マウス、WTマウス、およびMapt0/0マウスで同じであ
ったが（n＝マウス3匹／群）、これは、18月齢のこれらのマウス系統におけるヒトタウに
よって誘導されるニューロン死の欠如を示している。（図19B）嗅内皮質（EC）および海
馬（HPC）抽出物中の前シナプスタンパク質シナプシン-1のレベルは、WTマウス、ECrTgタ
ウマウス、ECrTgタウ-Mapt0/0マウス、およびMapt0/0マウス（n＝マウス3匹／群、有意で
ない）において類似であったが、これは、18月齢でECrTgタウマウスにおけるシナプス消
失の非存在を示している。ns、有意でない。
【図２０】図20A～20Cは、rTg4510-Mapt0/0マウスのCA1における救出された神経変性およ
びCTXにおける濃縮体毒性の減少を示す。（図20Aおよび20B）9ヶ月齢動物において、海馬
CA1野の体積（図20A）およびニューロン数（図20B）は、WTマウスと比較してrTg4510マウ
スの方が有意に減少した（CA1体積：p＝0.0004；CA1ニューロン：p＜0.0001）。rTg4510-
Mapt0/0マウスにおいて、このCA1変性は、部分的に救出された（CA1体積：p＜0.0001；CA
1ニューロン：p＝0.06）。（図20C）rTg4510マウスは、9ヶ月および12ヶ月の両方でrTg45
10-MapT0/0マウスよりも濃縮体1つあたり実質的により大きな皮質菲薄化（WTマウスまた
はMapT0/0マウスと比較したCTX厚さの減少）を示し、これは、内因性マウスタウの存在下
でより高いニューロピル毒性であることを示している。濃縮体毒性は、9月齢から12月齢
の間でrTg4510-MapT0/0マウスにおいてわずかだけ増加し、rTg4510マウスにおいてわずか
に減少した。
【図２１】図21A～21Fは、Aβが、カスパーゼ3および9の活性化、タウの切断ならびにBAD
の脱リン酸を誘導することを示す。（図21A～21F）WtCM、TgCM（4nMのAβを含有）、Aβ
を免疫枯渇したTgCM（TgCM-ID）、20μMのzVAD-FMK（汎カスパーゼ阻害物質）またはスタ
ウロスポリン（STS、1μMを6時間）で24時間処理された野生型初代皮質ニューロン（CD1
マウス由来）のウエスタンブロット分析。（図21A）タウ、Asp421で切断されたタウ（タ
ウC3）、カスパーゼ3、切断型カスパーゼ3、およびアクチン（負荷対照）について探索さ
れた全細胞溶解液の代表的なイムノブロット。（図21B）総カスパーゼ3に対する切断型カ
スパーゼ3レベルおよび（図21C）総タウに対するタウC3の定量。（図21D）全細胞溶解液
に対して、カスパーゼ9、切断型カスパーゼ9、BAD、pBADおよびアクチンについてのウエ
スタンブロットも行った。（図21E）切断型カスパーゼ9（活性カスパーゼ9）および総カ
スパーゼ9レベルの比ならびに（図21F）総BADに対するリン酸化BADの定量。代表的なブロ
ットについて、BADおよびpBADのために同じメンブランを探索し、切断型カスパーゼ9、カ
スパーゼ9およびアクチンのために第2のメンブランを探索した。（棒線は、n＝3回の独立
した実験の平均±SEMを表す。ボンフェローニの多重比較検定を伴う一元配置ANOVA *p＜0
.05、**p＜0.01、***p＜0.001、n.s.＝有意でない。）
【図２２】図22A～22Eは、Aβがミトコンドリア内因性経路を介してカスパーゼ活性化を
促進することを示す。（図22A～22B）TgCM、WtCM、TgCM-ID、zVAD-FMKおよびSTSで24時間
処理された野生型初代皮質ニューロンのウエスタンブロット分析。大型細胞残骸および不
溶性物質をペレット化した後に、細胞溶解液を、サイトソル上清（図22A）を含有する画
分およびミトコンドリアが濃縮されたペレット（図22B）を含有する画分にさらに分離し
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、それらの画分をチトクロームc（cyt c）、VDAC、BAX、およびアクチンについて分析し
た（図22C～22E）。図22Bに示す代表的なブロットに関して、VDACおよびアクチンについ
ては同じメンブランを探索し、BAXおよびcyt cについて第2のメンブランを探索した。（
棒線は、n＝3回の独立した実験についての平均±SEMを表す。ボンフェローニの多重比較
検定を伴う一元配置ANOVA *p＜0.05、**p＜0.01、***p＜0.001、n.s.＝有意でない。）
【図２３】図23A～23Fは、Aβがカルシニューリンの活性化を介してカスパーゼ活性化を
促進することを示す。（図23A～23F）TgCM、WtCM、FK506およびSTSで24時間処理されたニ
ューロンからの全細胞溶解液のウエスタンブロット分析であって、（図23Aおよび23B）切
断型カスパーゼ3および総カスパーゼ3；（図23Aおよび23C）切断型タウおよび総タウ；（
図23Dおよび23E）切断型カスパーゼ9および総カスパーゼ9；（図23Dおよび23F）ならびに
BADのリン酸化のレベルを示す、ウエスタンブロット分析である。代表的なブロットにつ
いて：（図23A）タウ、タウC3およびアクチンについて同じメンブランを探索し、切断型
カスパーゼ3およびカスパーゼ3について第2のメンブランを探索し；（図23D）BADおよびp
BADおよびアクチンについて同じメンブランを探索し、切断型カスパーゼ9およびカスパー
ゼ9について第2のメンブランを探索した。（棒線は、n＝3回の独立した実験についての平
均±SEMを表す。ボンフェローニの多重比較検定を伴う一元配置ANOVA **p＜0.01、***p＜
0.001、n.s.＝有意でない）。
【図２４】図24A～24Dは、Aβによって誘導される棘消失がカスパーゼ阻害によって減少
することを示す。（図24A）WtCM、TgCM、TgCM-ID、またはzVAD-FMKで24時間処理されたGF
Pトランスフェクト済みニューロンからの棘の共焦点画像。（図24B）シナプスマーカーで
あるPSD95について探索された、処理後ニューロンからの細胞溶解液のウエスタンブロッ
ト。（図24C）共焦点画像からの棘密度の定量（クラスカル-ワリス（Kruskal-Wallis）AN
OVA、ダンの多重比較検定、n＝ニューロン30～40個／群）。（図24D）ウエスタンブロッ
トからのPSD95レベルの定量（棒線は、n＝3回の独立した実験の平均±SEMを表す。ボンフ
ェローニの多重比較検定を伴う一元配置ANOVA **p＜0.01、***p＜0.001、n.s.＝有意でな
い）。
【図２５】図25A～25Iは、タウが、Aβによって誘導されるアポトーシスカスケードの活
性化および棘消失を仲介することを示す。（図25Aおよび25C）WtCMまたはTgCMで処理され
たタウ-/-、タウ+/-およびタウ+/+マウスからの切断型カスパーゼ3培養物および総カスパ
ーゼ3培養物（n＝3回の独立した実験／群）。（図25Bおよび25D）同じ培養物中の切断型
カスパーゼ9および総カスパーゼ9のレベルならびに（図25Bおよび25E）pBADおよびBADの
レベル。代表的なブロットについて：（図25A）BADおよびpBADのために同じメンブランを
探索し、切断型カスパーゼ9、カスパーゼ9；およびアクチンのために第2のメンブランを
探索し、（図25D）タウおよびアクチンのために同じメンブランを探索し、切断型カスパ
ーゼ3およびカスパーゼ3のために第2のメンブランを探索した。（図25Fおよび25I）AAV（
アデノ随伴ウイルス）介在性遺伝子送達を使用して、GFP（対照）、ヒト完全長タウ（タ
ウ4R）を形質導入されたタウ-/-ニューロン。形質導入の3日後に、ニューロン培養物をTg
CM（Tg）またはWtCM（Wt）に24時間曝露した。タウ（タウ）、切断型カスパーゼ3、総カ
スパーゼ3およびβ-アクチンに対する抗体を使用した、ニューロン溶解物のウエスタンブ
ロット分析を示す。代表的なブロットについて、タウのために同じメンブランを探索し、
切断型カスパーゼ3、カスパーゼ3、およびアクチンのために第2のメンブランを探索した
（n＝3回の独立した実験／群）。結果を対照（WtCMで処理されたGFP形質導入ニューロン
）に対して規準化する。（図25G）WtCMまたはTgCMで24時間処理された、GFPを発現してい
るタウ+/+、タウ+/-およびタウ-/-ニューロンの共焦点画像。（図25H）GFPトランスフェ
クト後のニューロンの棘密度（n＝ニューロン30～40個／群）。（棒線は、n＝平均±SEM
を表す。ボンフェローニの多重比較検定を伴う二元配置ANOVA **p＜0.01、***p＜0.001、
n.s.＝有意でない）。
【図２６】図26A～26Jは、タウの減少が、Aβによって誘導されるインビボ変化に対して
保護的であることを示す。（図26A）6月齢APP/PS1マウスから得られた脳サイトソル画分
および（図26B）ミトコンドリアペレット中のBAX、cyt cのウエスタンブロット。（図26C
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および26D）サイトソル中のBAXおよびcyt cの定量。（図26Eおよび26F）ミトコンドリア
ペレット中のBAXおよびcyt cの定量。（図26G）4月齢の対照（野生型）マウス、APP/PS1
マウス、APP/PS1 タウ+/-マウスまたはタウ+/-マウスからのサイトソル画分におけるウエ
スタンブロットおよび（図26I）cyt cの定量。（図26H）4月齢APP/PS1マウス、APP/PS1 
タウ+/-マウス、およびタウ+/-マウスから調製されたシナプトニューロソーム（synapton
eurosome）におけるウエスタンブロットおよび（図26J）PSD95の定量。（図26C～26Fでは
スチューデントのt検定。I、Jでは、ボンフェローニの多重比較検定を伴う一元配置ANOVA
。棒線は、平均±SEMを表す、n＝動物3匹／群。*p＜0.05、**p＜0.01、***p＜0.001、n.s
.＝有意でない。）
【図２７】図27A～27Fは、タウがミトコンドリアとインビトロおよびインビボで関連する
ことを示す。（図27A、27D）TgCMと共の初代ニューロンの24時間インキュベーションは、
ミトコンドリアのタウを増加させる（n＝ウェル8個／条件）。（図27B、27E）6月齢APP/P
S1マウスからのミトコンドリア抽出物は、対照マウスと比較してタウを増加させた（n＝
動物3匹／群）。（図27C、27F）ヒトアルツハイマー病の脳からのミトコンドリア抽出物
は、齢が一致する対照（n＝試料9個／群）と比較してタウを増加させた。（棒線は、平均
±SEMを表す、スチューデントのt検定。*p＜0.05、**p＜0.01、***p＜0.001。）
【図２８】総タウが、初代ニューロンからの全細胞溶解物中で変化していないことを示す
。WtCMまたはTgCMで24時間処理された培養物からのタウ（図21Aから）のウエスタンブロ
ットレベルの定量。（棒線は、平均±SEMを表す、n＝ウェル5個／群。スチューデントのt
検定。n.s.＝有意でない。）
【図２９】図29A～29Cは、TgCMの24時間適用が、初代ニューロン培養物において細胞死を
誘導しないことを示す。（図29A）WtCM、TgCM、STS、およびzVADで24時間処理された培養
物中の切断型PARPおよび総PARPのウエスタンブロット（n＝3／群）。（図29B）WtCM、TgC
M、TgCM-ID、およびzVADで24時間処理された培養物における細胞死についてのToxilight
アッセイ法（a.u.＝任意の単位、一元配置ANOVA、n＝3～8／群）。（図29C）タウ+/+マウ
ス、タウ+/-マウス、およびタウ-/-マウスからの培養物中の細胞死についてのToxilight
アッセイ法（二元配置ANOVA、n＝4／群）。（棒線は、平均±SEMを表す、ボンフェローニ
の多重比較検定***p＜0.0001、n.s.＝有意でない。）
【図３０】図30A～30Dは、ヒトシナプトニューロソームにおけるカスパーゼ3の増加した
活性化およびタウの局在を示す。ADまたは非認知症のヒト組織からシナプトニューロソー
ムを調製した。（図30A、30B）非認知症の対照に対するADの試料における切断型カスパー
ゼ3および総カスパーゼ3について探索されたシナプトニューロソームのウエスタンブロッ
ト分析。（図30C、30D）非認知症の対照に対するADの試料における総タウについて探索さ
れたシナプトニューロソームのウエスタンブロット分析。（棒線は、平均±SEMを表す、n
＝4／群。スチューデントのt検定、**p＜0.01。）
【図３１】図31Aおよび31Bは、タウの減少が、Aβによって誘導されたカスパーゼ3のイン
ビボ活性化に対して保護的であることを示す。4月齢の非トランスジェニック対照マウス
、APP/PS1マウス、APP/PS1タウ+/-マウス、およびタウ+/-マウスから調製されたシナプト
ニューロソームのウエスタンブロット（図31A）は、タウ対立遺伝子のコピーを1つだけ有
するAPP/PS1マウスと比較して、APP/PS1マウスからのシナプトニューロソームの方が増加
した切断型カスパーゼ3を示す（図31B）。（ボンフェローニの多重比較検定を伴う一元配
置ANOVA、n＝3／群。棒線は、平均±SEMを表す。*p＜0.05、**p＜0.01、***p＜0.001、n.
s.＝有意でない。）
【発明を実施するための形態】
【００４５】
発明の詳細な説明
　本明細書に記載の様々な局面は、少なくとも部分的に、アルツハイマー病（AD）または
前頭側頭型認知症（FTD）を有する対象の脳内に低い細胞外レベルで存在する可溶性高分
子量（HMW）タウ種（リン酸化型を含む）の発見、およびニューロンによって取り込まれ
かつニューロン間を伝播する可溶性HMWタウ種の能力の発見に由来する。特に、伝播を担
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う可溶性HMWタウ種を同定するために、本発明者らは、新規3チャンバーマイクロ流体デバ
イスを開発して2層ニューロンを形成させ、ニューロンのタウ取り込み、軸索輸送、およ
びシナプス伝達を調査した。例えば、覚醒行動タウトランスジェニックマウスの間質液お
よび該マウスの皮質抽出物、ならびにヒトAD死後皮質由来の異なるタウ種の取り込み特性
および伝播特性を特徴決定することによって、本発明者らは、一局面では、PBS可溶性リ
ン酸化高分子量（HMW）タウ種が、存在度が非常に低いにもかかわらず、時間依存的およ
び濃度依存的に取り込まれ、軸索輸送され、かつ、シナプス結合したニューロンに移るこ
とを発見した。対照的に、低分子量（LMW）タウ種（例えば、単量体/二量体サイズのタウ
）は、存在度がずっと高いにもかかわらず、ニューロンによって非効率的に取り込まれな
い。したがって、一局面では、ニューロン間伝播に関与する希少種の可溶性HMWリン酸化
タウの発見は、治療的介入およびバイオマーカー開発のためのより効果的な標的を提供す
る。
【００４６】
　さらに、本発明者らは、ニューロン間のタウ伝播が、鋳型のミスフォールディングのた
め内因性細胞内タウを必要としないことを発見したが、タウ欠損マウスは、実質的により
少ない病的ミスフォールディングおよびグリオーシスを有したので、一態様では、内因性
細胞内ホストタウの完全除去は、神経保護効果を生じる。例えば、本発明者らは、タウ欠
損ニューロンが、ニューロンにおけるAβ誘導ミトコンドリア内因性カスパーゼカスケー
ドの活性化を欠いており、かつその次にAβ誘導樹状突起棘消失および神経変性から保護
されたことを示している。
【００４７】
　したがって、本明細書に記載の様々な局面の態様は、ニューロン間伝播を担う可溶性HM
Wタウ種を含む組成物およびその適用に関する。対象におけるタウ関連神経変性を処置お
よび診断する方法も、本明細書において提供される。
【００４８】
可溶性高分子量（HMW）タウ種を含む組成物
　一局面では、可溶性高分子量（HMW）タウ種を含む組成物が、本明細書において提供さ
れる。組成物中の可溶性HMWタウ種は、非原線維性であり、少なくとも約500kDaの分子量
を有する。
【００４９】
　一部の態様では、組成物は、可溶性低分子量（LMW）タウ種を実質的に含まない。本明
細書においておよび本明細書全体にわたり使用される「可溶性低分子量（LMW）タウ種を
実質的に含まない」という用語には、LMWタウ種の完全非存在（すなわち0％）、および当
技術分野において公知の方法、例えば、非限定的にサイズ排除クロマトグラム、ELISA、
顕微鏡検査、原子間力顕微鏡検査、またはそれらの任意の組み合わせによって容易には検
出できない微量のLMWタウ種が含まれる。一部の態様では、本明細書に記載の組成物中のL
MWタウに対するHMWタウの比率は、これらのタンパク質形態がインビボで存在する比率と
実質的に異なる。したがって、HMWタウが、インビボで、例えばヒトにおいて、通常存在
する総タウのわずかな割合だけを占める場合、総タウタンパク質の少なくとも50％がHMW
形態である調製物、例えば、少なくとも50％のHMWおよび50％もしくはそれ未満のLMWタウ
、少なくとも60％のHMWタウおよび40％もしくはそれ未満のLMWタウ、少なくとも70％のHM
Wタウおよび30％もしくはそれ未満のLMWタウ、少なくとも80％のHMWタウおよび20％もし
くはそれ未満のLMWタウ、少なくとも90％のHMWタウおよび10％もしくはそれ未満のLMWタ
ウ、または95％のHMWタウおよび5％未満のLMWタウを有する調製物が、本明細書において
記載される。一部の態様では、組成物は、例えば4％以下、3％以下、2％以下、1％以下、
0.5％（w/w）以下の可溶性LMWタウ種を含む、5％（w/w）以下の可溶性LMWタウ種を含むこ
とができる。本明細書において使用される「LMWタウを実質的に欠いている」という用語
は、所与のHMWタウ調製物が、1重量％未満のLMWタウ、好ましくは0.1重量％未満のLMWタ
ウ、0.01重量％未満の、またはそれより低いタウを有することを意味する。
【００５０】
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　本明細書においておよび本明細書全体にわたり使用される「高分子量タウ種」または「
HMWタウ種」という用語は、非原線維性およびオリゴマー性のタウ種分子の集団を表し、
タウ種分子は、それぞれ少なくとも約500kDaの分子量を有する。HMWタウ種は、病的にミ
スフォールディングしたコンフォメーションを有し（例えば、Alz50抗体染色陽性）、オ
リゴマー構造として現れる（例えば、原子間力顕微鏡検査において）。HMWタウ種は、細
胞内（例えばニューロン内部）または細胞外（例えば脳間質液中および／または脳脊髄液
中）であることができる。一部の態様では、HMWタウ種は、タウトランスジェニック動物
（例えば、タウトランスジェニックマウス）からの脳抽出物および／または脳間質液を、
例えば、遠心分離（例えば、×3000gまたはそれ未満）および／または実施例記載のサイ
ズ排除クロマトグラフィーによって分画し、少なくとも約500kDaまたはそれ以上の分子量
を有する画分を選択することによって生成させることができる。一部の態様では、HMWタ
ウ種は、組換えタウタンパク質を多量体化することによって生成させることができる。一
部の態様では、HMWタウ種は、下にさらに詳細に記載されるようなリン酸化または過剰リ
ン酸化されていることができる。
【００５１】
　本明細書において使用される「非原線維性」という用語は、神経原線維濃縮体（NFT）
に凝集していないHMWタウ種を表す。NFTは一般的に、不溶性フィラメントに集合したタウ
タンパク質の過剰リン酸化からニューロン内部に形成される。
【００５２】
　本明細書に記載の可溶性HMWタウ種に関連して本明細書において使用される「オリゴマ
ー性」または「オリゴマー」という用語は、有限数のタウ単量体または二量体サブユニッ
トを含む複合体または凝集物を意味する。一部の態様では、本明細書に記載の可溶性HMW
タウ種は、例えば、少なくとも3つ、少なくとも4つ、少なくとも5つ、少なくとも6つ、少
なくとも7つ、少なくとも8つ、少なくとも9つ、少なくとも10個、少なくとも15個、少な
くとも20個、少なくとも30個、少なくとも40個、またはそれ以上のタウ単量体または二量
体サブユニットを含む、少なくとも2つまたはそれ以上のタウ単量体または二量体サブユ
ニットを含むことができる。一部の態様では、本明細書に記載のHMWタウ種は、約3～100
個のタウ単量体または二量体サブユニット、約4～90個のタウ単量体または二量体サブユ
ニット、約5～80個のタウ単量体または二量体サブユニット、約5～70個のタウ単量体また
は二量体サブユニット、約5～60個のタウ単量体または二量体サブユニット、約5～50個の
タウ単量体または二量体サブユニット、約5～40個のタウ単量体または二量体サブユニッ
ト、約5～30個のタウ単量体または二量体サブユニット、または約5～20個のタウ単量体ま
たは二量体サブユニットを含むことができる。
【００５３】
　タウタンパク質または微小管結合タンパク質タウ（MAPT）：タウタンパク質は、微小管
結合タンパク質（MAP）ファミリーに属する。それらは、主に、ニューロンに発現され、
そこでチューブリン単量体が微小管に集合して、ニューロンの微小管ネットワークを構成
することに重要な役割を果たす。とはいえ、非ニューロン細胞（例えば、心臓、腎臓、肺
、筋肉、または膵臓細胞）が微量を有する可能性がある。微小管は、細胞形状を維持する
ことに関与し、軸索輸送のための軌道として役立つ。タウタンパク質は、第17番染色体上
に位置する単一遺伝子から翻訳される。それらの発現は、選択的スプライシングメカニズ
ムによって発生的に調節され、ヒト成体脳において6つの異なるアイソフォームが存在す
る。Bueeら、Brain Research Reviews (2000) 33: 95-130。
【００５４】
　タウは、4つの領域：N末端突出領域、プロリンリッチドメイン、微小管結合性ドメイン
（MBD）、およびC末端領域に細分することができる。Morris et al., Neuron (2011) 70:
 410-426。成体ヒト脳において、N末端領域およびMBD周辺の選択的スプライシングによっ
て、352～441個の範囲のアミノ酸を有する6つの主要アイソフォームが発生する（Goedert
 et al., Neuron (1989) 3: 519-526）。それらは、N末端部分（エクソン2および3）にお
けるアミノ酸29個の0、1、または2つのいずれかの挿入部と、エクソン10が欠失しているC
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末端部分における3または4つの繰り返し領域が異なる。したがって、CNSにおける最長ア
イソフォームは、4つの繰り返し（R1、R2、R3、およびR4）ならびに2つの挿入部（合計ア
ミノ酸441個）を有し、一方で最短アイソフォームは、3つの繰り返し（R1、R3、およびR4
）を有し、挿入部を有さない（合計アミノ酸352個）。タウアイソフォームは、微小管結
合性繰り返し配列（Rと呼ばれる）がいくつ発現され、どのN末端エクソン（Nと呼ばれる
）が含まれるかによって名付けられる。例えば、3Rタウは、3つの微小管結合性繰り返し
配列を有し、一方で4Rタウは、エクソン10を含むことにより4つを有する。0Nタウは、N末
端エクソンを含まず、1Nタウは、エクソン2を、2Nタウは、エクソン2および3を含む（Lee
 et al., Annu. Rev. Neurosci. (2001) 24: 1121-1159）。タウの変異は、4R2Nヒトタウ
におけるその位置により番号付けされる（Lee et al., 2001）。エクソン6周辺の選択的
スプライシングによって6つの追加的なアイソフォームが形成され、脳に発現するタウア
イソフォームが合計で12種生じる（Wei and Andreadis, J. Neurochem (1998) 70: 1346-
1356）。本明細書において引用される参照文献は、参照により本明細書に組み入れられる
。
【００５５】
　一部の態様では、可溶性HMWタウ種は、タウアイソフォーム1、タウアイソフォーム2、
タウアイソフォーム3、タウアイソフォーム4、タウアイソフォーム5、およびタウアイソ
フォーム6からなる群より選択される少なくとも1つまたは複数（例えば、少なくとも2つ
またはそれ以上）のタウアイソフォームが濃縮されたオリゴマーであることができる。一
部の態様では、可溶性HMWタウ種は、（2-3-10-）；（2+3-10-）；（2+3+10-）；（2-3-10
+）；（2+3-10+）；（2+3+10+）からなる群より選択される少なくとも1つまたは複数（例
えば、少なくとも2つまたはそれ以上）のタウアイソフォームが濃縮されたオリゴマーで
あることができる。全てのMAP（微小管結合タンパク質）タウタンパク質アイソフォーム
は、当技術分野において公知であり、例えばヒトを含む、それらのヌクレオチドおよびタ
ンパク質配列は、NCBIからのワールドワイドウェブ上で入手可能である。下の表1に、NCB
Iで入手可能な異なるヒトタウアイソフォームのヌクレオチドおよびアミノ酸配列の例示
的なアクセッション番号を示す。
【００５６】
　（表１）異なるヒトタウアイソフォームのアミノ酸配列

【００５７】
　本明細書においておよび本明細書全体にわたり使用される、HMWまたはLMWタウ種を呼ぶ
場合の「可溶性」という用語は、HMWまたはLMWタウ種が生体液中、例えばCSF、脳間質液
、血漿などに溶解し、実質的に均一な溶液を形成することを意味する。本明細書に記載の
HMWタウ可溶性種はまた、リン酸緩衝塩類溶液中に溶解し、実質的に均一な溶液を形成す
る。
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【００５８】
　本明細書において使用される「分子量」という用語は、所与の分子（例えば、HMWもし
くはLMWタウ種分子）の質量または所与の分子集団（例えば、2つまたはそれ以上）（例え
ば、HMWタウ種分子もしくはLMWタウ種分子の集団）の平均質量を表す。適用される統計的
方法に応じて、異なる平均値を定義することができる。一部の態様では、分子量は、数平
均分子量である。一部の態様では、分子量は、質量平均分子量である。HMWまたはLMWタウ
種の分子量は、一般的に、当技術分野において公知の任意の方法、例えば非限定的にゲル
電気泳動、ゲルクロマトグラフィー、サイズ排除クロマトグラフィー、光散乱、および／
または質量分析によって測定することができる。一部の態様では、HMWタウ種またはLMWタ
ウ種の分子量は、サイズ排除クロマトグラフィーによって測定される。
【００５９】
　本明細書に記載の組成物において、可溶性HMWタウ種は、少なくとも約500kDaまたはそ
れ以上の分子量を有する。一部の態様では、可溶性HMWタウ種は、少なくとも約550kDa、
少なくとも約600kDa、少なくとも約650kDa、少なくとも約700kDa、少なくとも約750kDa、
少なくとも約800kDa、少なくとも約850kDa、少なくとも約900kDa、少なくとも約950kDa、
またはそれまたはそれ以上の分子量を有することができる。一部の態様では、可溶性HMW
タウ種は、少なくとも約669kDaまたはそれ以上の分子量を有することができる。一部の態
様では、可溶性HMWタウ種は、約500kDa～約2000kDa、約550kDa～約1500kDa、約600kDa～
約1000kDa、約650kDa～約1000kDaまたは約669kDa～約1000kDaの分子量を有することがで
きる。一部の態様では、可溶性HMWタウ種は、分子量分布を形成することができる。一部
の態様では、可溶性HMWタウ種は、全て、実質的に同じ分子量を有することができる。
【００６０】
　一部の態様では、非原線維性可溶性HMWタウ種は、粒子の凝集物中に存在することがで
きる。粒子は、任意の形状であることができ、非限定的に、球形または球状粒子である。
可溶性HMWタウ種の粒子のサイズは、それらの分子量に応じて変動することができる。一
部の態様では、可溶性HMWタウ種の粒子のサイズは、約1nm～約50nm、約5nm～約40nm、約1
0nm～約30nm、または約15nm～約25nmの範囲に及ぶことができる。一部の態様では、可溶
性HMWタウ種は、粒子のサイズ分布を形成することができる。一部の態様では、可溶性HMW
タウ種は、全て実質的に同じ粒子のサイズを有することができる。
【００６１】
　一部の態様では、可溶性HMWタウ種は、タウ単量体および／または二量体サブユニット
から本質的になるかまたはそれからなることができる。
【００６２】
　一部の態様では、可溶性HMWタウ種は、他のタンパク質および脂質のような他の成分を
含むことができる。
【００６３】
　本発明者らは、AD脳抽出物が、ADを有さない対照脳と比較した場合に、有意に高いレベ
ルのリン酸化可溶性HMWタウ種を含有したことを発見した。したがって、一部の態様では
、組成物中の可溶性HMWタウ種は、リン酸化されていることができる。一部の態様では、
組成物中の可溶性HMWタウ種は、過剰リン酸化されていることができる。本明細書におい
て使用される「過剰リン酸化されている」または「過剰リン酸化」という用語は、HMWタ
ウ種上のリン酸化部位の数（すなわちリン酸エステル部分の数）が、LMWタウ種もしくは
非凝集性正常タウタンパク質よりも大きいか；またはHMWタウ種上のリン酸化部位が、LMW
タウ種または非凝集性正常タウタンパク質よりも高いレベルでリン酸化されている状況を
表す。一部の態様では、HMWタウ種上の少なくとも1つまたは複数（例えば、1、2、3、4、
5、6、7、8、9、10個、または全て）のリン酸化部位は、LMWタウ種または非凝集性正常タ
ウタンパク質よりも少なくとも約50％（少なくとも約60％、少なくとも約70％、少なくと
も約80％、少なくとも約90％、少なくとも約95％または最大100％を含む）高いレベルで
リン酸化されている。一部の態様では、HMWタウ種上の少なくとも1つまたは複数（例えば
、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10個、または全てを含む）のリン酸化部位は、LMWタウ種
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または非凝集性正常タウタンパク質よりも少なくとも約1.5倍高い（少なくとも約2倍、少
なくとも約2.5倍、少なくとも約3倍、少なくとも約3.5倍、少なくとも約4倍、少なくとも
約4.5倍、少なくとも約5倍、またはそれより高いを含む）レベルでリン酸化されている。
HMWタウ種において過剰リン酸化されていることができるリン酸化部位の例には、非限定
的に、pS199、pT205、pS262、pS396、pS396/404、pS400、pS409、pS422、またはそれらの
2つまたはそれ以上の組み合わせが含まれる。一部の態様では、HMWタウ種は、以下のリン
酸化部位：pT205、pS262、pS400、pS404、pS409、およびpS422の少なくとも1つまたは複
数（例えば、少なくとも2つ、少なくとも3つ、少なくとも4つ、少なくとも5つ、少なくと
も6つ）で過剰リン酸化されていることができる。完全長タウアイソフォームは、例えば
、NCBIアクセッション番号NP_005901.2によって表され、その情報は参照により本明細書
に組み入れられる。
【００６４】
　一部の態様では、可溶性HMWタウ種は、ニューロンによって優先的に取り込まれること
ができる。本明細書において使用される「ニューロンによって優先的に取り込まれる」と
いう用語は、可溶性LMWタウ種を取り込むよりも可溶性HMWタウ種を取り込む可能性の方が
高いニューロンを表す。一部の態様では、ニューロンは、可溶性LMWタウ種を取り込むよ
りも可溶性HMWタウ種を取り込む可能性の方が、少なくとも約30％またはそれ以上（例え
ば、少なくとも約40％、少なくとも約50％、少なくとも約60％、少なくとも約70％、少な
くとも約80％、少なくとも約90％、少なくとも約95％、またはそれより高いを含む）高い
。一部の態様では、ニューロンは、可溶性LMWタウ種を取り込むよりも可溶性HMWタウ種を
取り込む可能性の方が少なくとも約1.5倍またはそれ以上（例えば、少なくとも約2倍、少
なくとも約2.5倍、少なくとも約3倍、少なくとも約3.5倍、少なくとも約4倍、少なくとも
約5倍、少なくとも約10倍、またはそれより高いを含む）高い。
【００６５】
　可溶性HMWタウ種がニューロンによって取り込まれると、可溶性HMWタウ種は、該ニュー
ロンからシナプス結合したニューロンに軸索輸送されることができる。したがって、一部
の態様では、ニューロンは、その細胞体からシナプス結合したニューロンに、可溶性HMW
タウ種を優先的に軸索輸送することができる。本明細書において使用される「その細胞体
からシナプス結合したニューロンに可溶性HMWタウ種を優先的に軸索輸送する」という用
語は、シナプス結合したニューロン間の可溶性LMWタウ種の軸索輸送と比較した場合、そ
の細胞体からシナプス結合したニューロンに可溶性HMWタウ種を軸索輸送する可能性が高
いニューロンを表す。一部の態様では、ニューロンは、シナプス結合したニューロン間の
可溶性LMWタウ種の軸索輸送と比較した場合、その細胞体からシナプス結合したニューロ
ンに可溶性HMWタウ種を軸索輸送する可能性が、少なくとも約30％またはそれ以上高い（
例えば、少なくとも約40％、少なくとも約50％、少なくとも約60％、少なくとも約70％、
少なくとも約80％、少なくとも約90％、少なくとも約95％、またはそれより高いを含む）
ことができる。一部の態様では、ニューロンは、シナプス結合したニューロン間の可溶性
LMWタウ種の軸索輸送と比較した場合、その細胞体からシナプス結合したニューロンに可
溶性HMWタウ種を軸索輸送する可能性が、少なくとも約1.5倍またはそれ以上高い（例えば
、少なくとも約2倍、少なくとも約2.5倍、少なくとも約3倍、少なくとも約3.5倍、少なく
とも約4倍、少なくとも約5倍、少なくとも約10倍、またはそれより高いを含む）ことがで
きる。
【００６６】
　「軸索輸送する」または「軸索輸送」という用語は、本明細書において、ニューロンの
軸索に沿った分子および／またはオルガネラの定方向輸送を表すために使用される。「軸
索輸送」は、「順行性」（細胞体から外向き）または「逆行性」（細胞体方向に戻る）で
あることができる。したがって、可溶性HMWタウ種の順行性輸送は、ニューロンによって
取り込まれた可溶性HMWタウ種をその細胞体から外向きに遠隔シナプスに送達する。
【００６７】
　本明細書においておよび本明細書全体にわたり使用される「シナプス結合した」という
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用語は、シナプスを介して互いにコミュニケーションしているニューロンを表す。シナプ
スは、シグナル伝達のために特殊化されたニューロンの区域である。シナプスは、それら
がシグナル伝達領域として作用する能力によって、および2つのニューロン間のシナプス
の物理的近接性によって特徴決定することができる。シグナル伝達は、電気的または化学
的手段によることができる。
【００６８】
　本明細書においておよび本明細書全体にわたり使用される「低分子量タウ種」または「
LMWタウ種」という用語は、実質的にタウ単量体サブユニットおよび／またはタウ二量体
サブユニットであるタウ種分子集団を表す。LMWタウ種は、細胞内（例えば、ニューロン
内部）または細胞外（例えば、脳間質液中および／または脳脊髄液中）であることができ
る。一部の態様では、LMWタウ種は、例えば、より高い速度（例えば、×50000gまたはそ
れ以上）の遠心分離および／または実施例に記載のサイズ排除クロマトグラフィーによっ
て、タウトランスジェニック動物（例えば、タウトランスジェニックマウス）からの脳抽
出物および／または脳間質液を分画し、200kDa以下またはそれ未満の分子量の画分を選択
することによって生成させることができる。一部の態様では、可溶性LMWタウ種は、例え
ば、150kDa以下、100kDa以下、50kDa以下、またはそれ未満を含む200kDa以下またはそれ
未満の分子量を有することができる。
【００６９】
　一部の態様では、本明細書に記載の組成物は、選択された用途の必要性に適合させるた
めの作用物質を含むことができる。例えば一部の態様では、本明細書に記載の組成物は、
可溶性HMWタウ種に対する抗体を産生するように適応させることができる。したがって、
これらの態様では、組成物は、可溶性HMWタウ種に対する抗体を産生するためのアジュバ
ントをさらに含むことができる。本明細書において使用される「アジュバント」という用
語は、個体または動物（例えばマウス）にインビトロ投与された場合に、投与された抗原
（例えば可溶性HMWタウ種）に対する個体または動物の免疫応答を高める分子、化合物、
および／または物質を表す。一部の抗原は、単独で投与された場合に弱免疫原性であり、
または個体または動物において免疫応答を誘発する濃度で個体に有毒である。アジュバン
トは、抗原をより強く免疫原性にすることによって、抗原に対する個体または動物の免疫
応答を増強することで、抗体生成を増強することができる。アジュバントの効果はまた、
個体または動物における免疫応答を達成するために必要な抗原の用量を低下させることが
できる。通例使用されるアジュバントには、非限定的に、油中水型エマルションからなる
不完全フロイントアジュバント、結核菌（Mycobacterium tuberculosis）およびミョウバ
ンを添加された不完全フロイントアジュバントの成分を含む、フロイント完全アジュバン
トが含まれる。本明細書に記載のHMWタウ組成物を、アジュバントとコンジュゲートさせ
ることができる。本明細書に記載のHMWタウ複合体の抗原性を高めるために、キーホール
リンペットヘモシアニンのような抗原性担体とのコンジュゲーションも使用することがで
きる。HMWタウとコンジュゲートさせることができる他の抗原性担体タンパク質には、例
えば、コンコレパス コンコレパス（Concholepas concholepas）ヘモシアニン（「Blue C
arrier」）、ウシ血清アルブミン、カチオン化ウシ血清、および卵白アルブミンが含まれ
る。HMWタウ複合体をニューロンからニューロンに優先的に伝達されるHMW形態に安定化す
る処理は、タウタンパク質のHMWまたはLMW形態のいずれにも特異的な抗体とは対照的に、
HMWに特異的な抗体を産生するための抗原としてHMWタウが役立つ可能性をより高くすると
、さらに考えられている。様々なアプローチを使用して、HMWタウ構造の安定化をもたら
すことができる。例えば、HMWタウは、単離されたHMWタウを架橋することによってHMW／
シナプス伝達可能な形態のタウの状態に安定化することができる。例えばアミンと反応す
るホモ二官能性およびヘテロ二官能性架橋剤（例えば、とりわけグルタル酸ジスクシンイ
ミジル、スベリン酸ジスクシンイミジル、スベリン酸ビス［スルホスクシンイミジル］、
プロピオン酸ジチオビス［スクシンイミジル］を含むN-ヒドロスクシンイミド（NHS）エ
ステル架橋剤、アジプイミド酸ジメチル-2HCl、スベルイミド酸ジメチルを含むイミドエ
ステルなど）またはスルフヒドリルと反応するもの（例えば、マレイミド系架橋剤、例え
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ば、ビスマレイミドエタン、ビスマレイミドヘキサン、ジチオビスマレイミドエタンなど
）を含む、いくつかの化学架橋試薬が公知であり、市販されている。架橋剤は、当技術分
野において公知の反応条件を調整することによってモジュレートすることができる。一態
様では、相対的に低度の架橋形成は、非架橋HMWと比較して実質的な安定化を提供するこ
とができ、それによって、例えば抗原として、またはスクリーニングアッセイ法用の標的
として増強した活性を提供する。HMWタウはまた、例えば表面、例えばプラスチック、ニ
トロセルロース、またはナイロン膜と相互作用することによって安定化させることができ
る。この形態で、安定化されたHMWタウは、HMW複合体形態のタウタンパク質を特異的に結
合させる作用物質についてスクリーニングするための基質または標的として役立つことが
できる。一例として、HMWタウで機能化された表面は、例えば結合性ポリペプチドをディ
スプレイしているバクテリオファージについてパニングするために使用することができる
。構築物をディスプレイしているバクテリオファージのライブラリーは、当技術分野にお
いて周知である。ファージライブラリーを、表面上に固定化されたLMWタウと最初に接触
させて、LMW-タウ結合性ポリペプチドを含むライブラリーメンバーをサブトラクトするこ
とによって、実質的にLMWタウも結合させるわけではないファージディスプレイされたHMW
タウ結合タンパク質を得る可能性を高めることができる。このようなサブトラクションの
後に、ライブラリーは、次に別の表面上に固定化されたHMWタウと接触され、続いてHMWタ
ウと固着するファージが単離および増殖される。固体支持体／表面は、非限定的に、とり
わけニトロセルロースまたはナイロンメンブラン、アフィニティーカラムクロマトグラフ
ィー用マトリックス、ナイロンまたは他のポリマービーズを含むことができる。
【００７０】
抗可溶性HMWタウ種アンタゴニスト物質または可溶性HMWタウ種のアンタゴニスト
　ニューロンにおける細胞内タンパクしての不溶性神経原線維濃縮体とは異なり、本明細
書に記載の可溶性HMWタウ種は、細胞外間隙中に見出すことができる、例えば、脳間質液
および／または脳脊髄液に可溶性の、新規可溶性非原線維性タウ凝集物である。前述のよ
うに、本発明者らは、可溶性HMWタウ種が、ニューロンによって優先的に取り込まれ、か
つ、シナプス結合したニューロンに優先的に軸索輸送されることで、ニューロン間のタウ
蔓延が進行することを示した。本明細書に記載の可溶性HMWタウ種のニューロン取り込み
を減少または遮断することによって、タウ蔓延を防止することができる。したがって、様
々な局面において、抗体またはその抗原結合性断片、核酸、および小分子のような可溶性
HMWタウ種アンタゴニスト物質を含む、ニューロンによって取り込まれかつ／またはシナ
プス結合したニューロンに該ニューロンから軸索輸送されている可溶性HMWタウ種を阻害
または減少させるための組成物、ならびに、可溶性HMWタウ種のニューロン取り込みおよ
びタウ伝播に関連する病理の阻害または減少のためのその使用方法が、本明細書において
提供される。
【００７１】
　本明細書において互換的に使用される「タウ伝播」および「タウ蔓延」という用語は、
ミスフォールディングしたタウタンパク質のニューロン間輸送を表す。
【００７２】
　本明細書において使用される「可溶性HMWタウ種アンタゴニスト物質」または「可溶性H
MWタウ種のアンタゴニスト」は、可溶性HMWタウ種によって仲介される1つまたは複数の過
程、メカニズム、効果、応答、機能、活性または経路における質的または量的な阻害、低
下、または減少を阻害するかまたは引き起こすかまたは促進する、小分子、阻害性核酸、
または可溶性HMWタウ種特異的抗体もしくはそれらの抗原結合性断片のような作用物質を
表す。したがって、「可溶性HMWタウ種アンタゴニスト物質」という用語は、可溶性HMWタ
ウ種の形成を阻害する作用物質、あるいは、可溶性HMWタウ種に結合し、可溶性HMWタウ種
のニューロン取り込みを部分的もしくは完全に、例えば、少なくとも約10％またはそれ以
上（例えば、少なくとも約20％、少なくとも約30％、少なくとも約40％、少なくとも約50
％、少なくとも約60％、少なくとも約70％、少なくとも約80％、少なくとも約90％または
それ以上、最大100％を含む）遮断、減少、もしくは防止し、かつ／またはそのニューロ
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ン取り込みの際に可溶性HMWタウ種のニューロン間伝播を、例えば少なくとも約10％また
はそれ以上（例えば少なくとも約20％、少なくとも約30％、少なくとも約40％、少なくと
も約50％、少なくとも約60％、少なくとも約70％、少なくとも約80％、少なくとも約90％
またはそれ以上、最大100％を含む）遮断、減少、もしくは防止する、作用物質を表す。
【００７３】
　これらの局面および本明細書に記載の全てのそのような局面の一部の態様では、可溶性
HMWタウ種アンタゴニスト物質は、可溶性低分子量（LMW）タウ種を結合させない。例えば
、一部の態様では、可溶性HMWタウ種アンタゴニスト物質は、例えば150kDa以下、100kDa
以下、またはそれより低いを含む200kDa以下の分子量を有する可溶性LMWタウ種を結合さ
せない。
【００７４】
　可溶性HMWタウ種アンタゴニストに関連して本明細書において使用される「作用物質」
という用語は、非限定的に、小分子、核酸、ポリペプチド、ペプチド、薬物、イオンのよ
うな任意の化合物または物質を意味する。「作用物質」は、非限定的に、合成および天然
のタンパク質性および非タンパク質性実体を含む、任意の化学物質、実体、または部位で
あることができる。一部の態様では、作用物質は、核酸、核酸類似体、タンパク質、抗体
、ペプチド、アプタマー、核酸、アミノ酸、または糖質のオリゴマーであり、作用物質に
は、非限定的に、タンパク質、オリゴヌクレオチド、リボザイム、DNAザイム、糖タンパ
ク質、siRNA、リポタンパク質、アプタマー、ならびにそれらの改変物および組み合わせ
などが含まれる。一部の態様では、作用物質は、化学部位を有する小分子である。例えば
、化学部位には、非置換または置換されたアルキル、芳香族、またはヘテロシクリル部位
が含まれる。化合物は、所望の活性および／もしくは性質を有する、例えば、可溶性HMW
タウ種のニューロン取り込みおよび／もしくは可溶性HMWタウ種の随意のニューロン間伝
播を阻害することが公知であることができ、または例えばスクリーニング法を使用して、
多様な化合物のライブラリーから選択することができる。
【００７５】
　一部の態様では、可溶性HMWタウ種アンタゴニスト物質は、例えば少なくとも約500kDa
の分子量を有する、本明細書に記載の非原線維性可溶性HMWタウ種を特異的に結合させ、
該非原線維性可溶性HMWタウ種のニューロン取り込みを減少または阻害することができる
。一部の態様では、可溶性HMWタウ種は、少なくとも約669kDaまたはそれ以上の分子量を
有することができる。一部の態様では、可溶性HMWタウ種は、約669kDa～約1000kDaの分子
量を有することができる。一部の態様では、非原線維性可溶性HMWタウ種は、粒子の形態
であることができる。粒子のサイズは、タウ種の分子量に応じて変動することができる。
一部の態様では、粒子のサイズは、約10nm～約30nmの範囲に及ぶことができる。
【００７６】
　一部の態様では、可溶性HMWタウ種アンタゴニスト物質は、本明細書に記載の可溶性HMW
タウ種のリン酸化型の少なくとも1つまたは複数を特異的に結合させて、該リン酸化型の
少なくとも1つまたは複数のニューロン取り込みを減少または阻害することができる。
【００７７】
　一部の態様では、可溶性HMWタウ種アンタゴニスト物質は、水溶液および／または緩衝
液に可溶性の本明細書に記載のHMWタウ種を特異的に結合させ、そのニューロン取り込み
を減少または阻害することができる。例えば、一部の態様では、可溶性HMWタウ種アンタ
ゴニスト物質は、リン酸緩衝塩類溶液に可溶性の本明細書に記載のHMWタウ種を特異的に
結合させ、そのニューロン取り込みを減少または阻害することができる。一部の態様では
、可溶性HMWタウ種アンタゴニスト物質は、生体液、例えば、脳間質液または脳脊髄液に
可溶性の本明細書に記載のHMWタウ種を特異的に結合させ、そのニューロン取り込みを減
少または阻害することができる。
【００７８】
　可溶性HMWタウ種アンタゴニスト抗体およびその抗原結合性断片：一部の局面では、可
溶性HMWタウ種を特異的に結合させ、かつ可溶性低分子量（LMW）タウ種を結合させない可
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溶性HMWタウ種アンタゴニスト抗体を含む組成物がまた、本明細書において提供される。
【００７９】
　本明細書に記載の組成物および方法における使用のための可溶性HMWタウ種抗体アンタ
ゴニストには、完全免疫グロブリン、免疫グロブリンの抗原結合性断片、および免疫グロ
ブリンの抗原結合性ドメインを含む抗原結合性断片が含まれる。本明細書において使用さ
れる免疫グロブリンの「抗原結合性断片」には、例えば、Fab、Fab'、F(ab')2、scFvおよ
びdAbが含まれる。結合特異性を保持するが、例えば、二重特異性、多価（2つまたはそれ
以上の結合部位）、および小型サイズ（例えば結合性ドメインのみ）を含む、望ましいこ
とができる他の特徴を有する、改変抗体形式が開発されている。
【００８０】
　抗体をいくつかの方法で改変することができるので、「抗体」という用語は、可溶性HM
Wタウ種に対する所要の特異性を有する抗体結合性ドメインを有する、任意の特異的結合
メンバーまたは物質に及ぶと解釈されるべきである。したがって、本用語は、天然であろ
うと完全もしくは部分合成であろうと、HMWタウ特異的免疫グロブリン結合性ドメインを
含む任意のポリペプチドを含む、抗体断片、抗体の誘導体、機能的等価物、および相同体
に及ぶ。したがって、別のポリペプチドと融合された免疫グロブリン結合性ドメインまた
は等価物を含むキメラ分子が含まれる。キメラ抗体のクローニングおよび発現は、EP-A-0
120694およびEP-A-0125023ならびに米国特許第4,816,397号および同第4,816,567号に記載
されている。
【００８１】
　したがって、一部の局面では、可溶性HMWタウ種に特異的な可溶性HMWタウ種アンタゴニ
スト抗体またはそらの抗体断片が、本明細書において提供され、可溶性HMWタウ種アンタ
ゴニスト抗体またはその抗体断片は、可溶性HMWタウ種に特異的に結合し、例えばニュー
ロンによって取り込まれ、かつ／またはニューロン間伝播を誘導して、可溶性HMWタウ種
の生物学的活性を減少または阻害する。一部の態様では、可溶性HMWタウ種は、ヒト可溶
性HMWタウ種である。
【００８２】
　本明細書において使用される「可溶性HMWタウ種抗体」は、実質的に可溶性LMWタウ種を
結合させない十分な親和性および特異性で可溶性HMWタウ種に結合する抗体である。選択
された抗体は、通常、可溶性HMWタウ種に対して結合親和性を有し、例えば、抗体は、10-
5Mから10-10Mの間のKD値またはそれより低いKD値でヒト可溶性HMWタウ種を結合させるこ
とができる。抗体親和性は、例えば、表面プラズモン共鳴ベースのアッセイ法（例えば、
PCT出願公報番号WO2005/012359に記載のBIAcoreアッセイ法）；酵素結合免疫吸着アッセ
イ法（ELISA）；および競合アッセイ法（例えばRIA）によって決定することができる。本
明細書に記載のHMWタウ特異的抗体は、可溶性LMWタウタンパク質に対するそのKDよりも少
なくとも100倍低い、好ましくは少なくとも103倍低い、104倍低い、またはさらに105倍低
いKDで可溶性HMWタウタンパク質を結合させる。相対親和性はまた、例えば競合アッセイ
法により評価することができる。
【００８３】
　本明細書に記載の特定の局面では、可溶性HMWタウ種抗体は、可溶性HMWタウ種の活性が
関与する疾患または状態を標的化および妨害することにおける治療用物質として使用する
ことができる。また、可溶性HMWタウ種抗体は、例えば、治療剤としてのその有効性また
は診断助剤としてのその有効性などを評価するために、他の生物学的活性アッセイ法に供
することができる。そのようなアッセイ法は、当技術分野において公知であり、標的抗原
および抗体について意図される使用に依存する。例には、実施例1に記載のニューロンに
よって取り込まれている可溶性HMWタウ種の測定；抗体依存性細胞傷害（ADCC）アッセイ
法および補体依存性細胞傷害（CDC）アッセイ法（米国特許第5,500,362号）；ならびにア
ゴニスト活性または造血のアッセイ法（WO95/27062を参照されたい）が含まれる。可溶性
HMWタウ種抗体を査定するために使用することができる他の生物学的活性アッセイ法は、3
チャンバーマイクロ流体デバイスを使用する可溶性HMWタウ種のニューロン間伝播を測定
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することのように、実施例の部に記載されている。
【００８４】
　本明細書において使用される「遮断」抗体または抗体「アンタゴニスト」は、それが結
合する抗原の生物学的活性を阻害または減少させる抗体である。これに関連して、「減少
させる」は、関連生物学的活性（例えば、HMWタウのニューロン間伝達）における少なく
とも50％、例えば、少なくとも60％、少なくとも70％、少なくとも80％、少なくとも90％
、またはそれ以上の減少を表す。例えば、可溶性HMWタウ種アンタゴニスト抗体は、可溶
性HMWタウ種を結合させ、かつ、可溶性HMWタウ種が、例えば、ニューロンによって取り込
まれかつ／またはニューロン間伝播に関わるようになる能力を阻害する。100％阻害は、
治療上の利益を達成するために必ずしも必要でないものの、特定の態様では、遮断抗体ま
たはアンタゴニスト抗体は、本明細書に記載の可溶性HMWタウ種の生物学的活性を完全に
阻害する。
【００８５】
　したがって、本明細書に記載の組成物および方法に有用な可溶性HMWタウ種抗体または
その抗体断片には、可溶性HMWタウ種に十分な親和性および特異性で結合する、すなわち
可溶性HMWタウ種に特異的である、任意の抗体またはその抗体断片が含まれ、それらは、
可溶性HMWタウ種の生物学的活性を、具体的には、ニューロンによって取り込まれかつ／
またはニューロン間伝播を誘導する、可溶性HMWタウ種の能力を、減少または阻害するこ
とができる。
【００８６】
　本明細書に記載の「抗原」は、抗体またはその抗原結合性断片の超可変領域結合部位に
よって結合している分子である。典型的には、抗原は、抗体リガンドによって結合してお
り、インビボで抗体応答を産生する能力がある。抗原は、ポリペプチド、タンパク質、核
酸または他の分子であることができる。従来の抗体およびその断片の場合、超可変ループ
（L1、L2、L3およびH1、H2、H3）によって定義される抗原結合部位は、抗原に結合する能
力がある。
【００８７】
　本明細書において使用される「エピトープ」は、タンパク質の三次フォールディングに
よって並んだ連続アミノ酸または非連続アミノ酸の両方から形成されることができる。連
続アミノ酸から形成されたエピトープは、変性溶媒に曝露されると典型的には保持され、
一方で三次フォールディングによって形成されたエピトープは、変性溶媒を用いた処理を
受けると典型的には消失する。エピトープは、典型的には、独特な空間コンフォメーショ
ン中にアミノ酸を少なくとも3個、より通常にはアミノ酸を少なくとも5、約9、または約8
～10個を含む。「エピトープ」は、慣例的には免疫グロブリンVH/VL対によって結合して
いる構造ユニットを含む。エピトープは、抗体に対する最小結合部位を定義しており、し
たがって、抗体の特異性の標的に相当する。単一ドメイン抗体の場合、エピトープは、孤
立した可変ドメインによって結合している構造ユニットに相当する。「抗原決定基」およ
び「エピトープ」という用語はまた、本明細書において互換的に使用することができる。
【００８８】
　本明細書に記載の局面の一部の態様では、可溶性HMWタウ種アンタゴニスト抗体は、モ
ノクローナル抗体である。本明細書において使用される「モノクローナル抗体」という用
語は、実質的に均一な抗体集団から得られた抗体を表し、すなわち、少量で存在する可能
性がある予想自然発生変異を除いて、集団を構成する個別の抗体は、同一である。モノク
ローナル抗体は、単一抗原に対するので、高度に特異的である。さらに、典型的には、異
なる決定基（エピトープ）に対する異なる抗体を含むポリクローナル抗体調製物とは対照
的に、各モノクローナル抗体は、抗原上の単一決定基に対するものである。修飾語「モノ
クローナル」は、任意の特定の方法による抗体の産生を要すると解釈されるべきではない
。例えば、本明細書に記載の様々な局面により使用されるべきモノクローナル抗体は、Ko
hler et al., Nature 256:495 (1975)によって最初に記載されたハイブリドーマ法によっ
て製造することができるか、または組換えDNA法によって製造することができる（例えば
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、米国特許第4,816,567号を参照されたい）。「モノクローナル抗体」はまた、例えばCla
ckson et al., Nature 352:624-628 (1991)またはMarks et al., J. Mol. Biol. 222:581
-597 (1991)に記載の技法を使用して、ファージ抗体ライブラリーから単離することがで
きる。
【００８９】
　本明細書に記載の可溶性HMWタウ種アンタゴニストモノクローナル抗体には、具体的に
、重鎖および／または軽鎖の一部が、特定の種由来または特定の抗体クラスもしくはサブ
クラスに属する抗体における対応する配列と同一または相同である一方で、鎖の残りが、
別の種由来または別の抗体クラスもしくはサブクラスに属する抗体における対応する配列
と同一または相同な、「キメラ」抗体（免疫グロブリン）、ならびに所望の生物学的活性
を示す限り、そのような抗体の断片が含まれる（米国特許第4,816,567号；およびMorriso
n et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855 (1984)）。
【００９０】
　非ヒト（例えばマウス）抗体の「ヒト化」形態は、非ヒト免疫グロブリン由来の最小限
の配列を含むキメラ抗体である。大部分で、ヒト化抗体は、レシピエントの超可変領域か
らの残基が、所望の特異性、親和性、および能力を有する、マウス、ラット、ウサギまた
は非ヒト霊長類のような非ヒト種（ドナー抗体）の超可変領域からの残基によって置換さ
れている、ヒト免疫グロブリン（レシピエント抗体）である。場合によっては、ヒト免疫
グロブリンのFvフレームワーク領域（FR）残基は、対応する非ヒト残基によって置換され
ている。さらに、ヒト化抗体は、レシピエント抗体またはドナー抗体中から見出されない
残基を含むことができる。これらの改変は、抗体の性能をさらに洗練するために行われる
。一般的に、ヒト化抗体は、全てまたは実質的に全ての超可変ループが非ヒト免疫グロブ
リンの超可変ループに対応し、全てまたは実質的に全てのFR領域がヒト免疫グロブリン配
列のFR領域である、少なくとも1つ、典型的には2つの可変ドメインの実質的に全てを含む
。ヒト化抗体は、任意で、免疫グロブリン定常領域の少なくとも一部（Fc）、典型的には
ヒト免疫グロブリンのFcも含む。さらなる詳細については、Jones et al., Nature 321:5
22-525 (1986); Riechmann et al., Nature 332:323-329 (1988)；およびPresta, Curr. 
Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992)を参照されたい。
【００９１】
　本明細書において使用される「ヒト抗体」は、ヒトによって生成した抗体のアミノ酸配
列に対応するアミノ酸配列を有し、かつ／または本明細書に開示のヒト抗体を製造するた
めの任意の技法を使用して製造されたヒト抗体である。ヒト抗体のこの定義は、具体的に
は、非ヒト抗原結合性残基を含むヒト化抗体を除外する。ヒト抗体は、当技術分野におい
て公知の多様な技法を使用して生成することができる。一態様では、ヒト抗体は、ファー
ジライブラリーより選択され、該ファージライブラリーは、ヒト抗体を発現する（Vaugha
n et al. Nature Biotechnology 14:309-314 (1996): Sheets et al. Proc. Natl. Acad.
 Sci. 95:6157-6162 (1998)); Hoogenboom and Winter, J. Mol. Biol., 227:381 (1991)
; Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581 (1991)）。ヒト抗体はまた、内因性マウス免
疫グロブリン遺伝子が部分的または完全に不活性化されているトランスジェニック動物、
例えばマウスにヒト免疫グロブリン遺伝子座を導入することによって製造することができ
る。抗原投与すると、ヒト抗体の生成が観察されるが、それは、遺伝子再編成、組み立て
、および抗体レパートリーを含む全ての点で、ヒトに見られる生成と酷似する。このアプ
ローチは、例えば、米国特許第5,545,807号；同第5,545,806号；同第5,569,825号；同第5
,625,126号；同第5,633,425号；同第5,661,016号、および以下の科学刊行物：Marks et a
l., Bio/Technology 10: 779-783 (1992); Lonberg et al., Nature 368: 856-859 (1994
); Morrison, Nature 368:812-13 (1994); Fishwild et al., Nature Biotechnology 14:
 845-51 (1996); Neuberger, Nature Biotechnology 14: 826 (1996); Lonberg and Husz
ar, Intern. Rev. Immunol. 13:65-93 (1995)に記載されている。あるいは、ヒト抗体は
、標的抗原に対する抗体を生成しているヒトBリンパ球の不死化を介して調製することが
できる（そのようなBリンパ球は、個体から回収することができ、またはインビトロで免



(33) JP 2017-505756 A 2017.2.23

10

20

30

40

50

疫処置されていることができる）。例えば、Cole et al., Monoclonal Antibodies and C
ancer Therapy, Alan R. Liss, p. 77 (1985); Boerner et al., J. Immunol., 147 (1):
86-95 (1991)；および米国特許第5,750,373号を参照されたい。
【００９２】
　これらの局面の他の態様では、可溶性HMWタウ種アンタゴニスト抗体は、可溶性HMWタウ
種特異的抗体断片である。本明細書において使用される「抗体断片」という用語は、一般
的に、無傷抗体の抗原結合部位を含むことで抗原を結合させる能力を保持する、無傷抗体
の一部のみを含むタンパク質断片を表す。本定義によって包含される抗体断片の例には：
（i）VL、CL、VHおよびCH1ドメインを有するFab断片；（ii）CH1ドメインのC末端に1つま
たは複数のシステイン残基を有するFab断片であるFab'断片；（iii）VHおよびCH1ドメイ
ンを有するFd断片；（iv）VHおよびCH1ドメインならびにCH1ドメインのC末端に1つまたは
複数のシステイン残基を有するFd'断片；（v）抗体の単腕のVLおよびVHドメインを有する
Fv断片；（vi）VHドメインからなるdAb断片（Ward et al., Nature 341, 544-546 (1989)
）；（vii）単離されたCDR領域；（viii）F(ab')2断片、すなわちヒンジ領域でジスルフ
ィド架橋により連結している2つのFab'断片を含む二価断片；（ix）単鎖抗体分子（例え
ば、単鎖Fv；scFv）（Bird et al., Science 242:423-426 (1988)；およびHuston et al.
, PNAS (USA) 85:5879-5883 (1988)）；（x）同じポリペプチド鎖中に軽鎖可変ドメイン
（VL）に結合した重鎖可変ドメイン（VH）を含む2つの抗原結合部位を有する「ダイアボ
ディー」（例えば、EP404,097；WO93/11161；およびHollinger et al., Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993)を参照されたい）；（xi）相補的軽鎖ポリペプチドと
一緒になって抗原結合領域の対を形成する、縦列Fdセグメント対（VH-CH1-VH-CH1）を含
む「線状抗体」（Zapata et al. Protein Eng. 8(10):1057-1062 (1995)；および米国特
許第5,641,870号）が含まれる。
【００９３】
　したがって、一部のそのような態様では、可溶性HMWタウ種アンタゴニスト抗体断片は
、VL、CL、VHおよびCH1ドメインを含むFab断片である。一部の態様では、可溶性HMWタウ
種アンタゴニスト抗体断片は、CH1ドメインのC末端に1つまたは複数のシステイン残基を
有するFab断片であるFab'断片である。一部の態様では、可溶性HMWタウ種アンタゴニスト
抗体断片は、VHおよびCH1ドメインを含むFd断片である。一部の態様では、可溶性HMWタウ
種アンタゴニスト抗体は、VHおよびCH1ドメインならびにCH1ドメインのC末端に1つまたは
複数のシステイン残基を含むFd'断片である。一部の態様では、可溶性HMWタウ種アンタゴ
ニスト抗体断片は、抗体の単腕のVLおよびVHドメインを含むFv断片である。一部の態様で
は、可溶性HMWタウ種アンタゴニスト抗体断片は、VHドメインを含むdAb断片である。一部
の態様では、可溶性HMWタウ種アンタゴニスト抗体断片は、単離されたCDR領域を含む。一
部の態様では、ヒト可溶性HMWタウ種アンタゴニスト抗体断片は、ヒンジ領域でジスルフ
ィド架橋により連結している2つのFab'断片を含む二価断片を含むF(ab')2断片である。一
部の態様では、可溶性HMWタウ種アンタゴニスト抗体断片は、単鎖Fvのような単鎖抗体分
子である。一部の態様では、可溶性HMWタウ種アンタゴニスト抗体断片は、同じポリペプ
チド鎖中に軽鎖可変ドメイン（VL）に結合した重鎖可変ドメイン（VH）を含む2つの抗原
結合部位を含むダイアボディーである。一部の態様では、可溶性HMWタウ種アンタゴニス
ト抗体断片は、相補的軽鎖ポリペプチドと一緒になって抗原結合領域の対を形成する、縦
列Fdセグメント対（VH-CH1-VH-CH1）を含む線状抗体である。
【００９４】
　可溶性HMWタウ種に対する抗体は、周知の方法を使用して、当業者によって産生される
ことができる。抗体は、抗原（例えば可溶性HMWタウ種）またはその断片を免疫処置する
ことによってウサギまたはマウスのような動物において容易に産生される。免疫処置され
たマウスは、ハイブリドーマの製造のためにB細胞源を提供するために特に有用であり、
今度はB細胞が培養されて大量のモノクローナル抗体を生成する。抗体の製造方法は、例
えば、その全体として参照により本明細書に組み入れられるHarlow et al., Eds., Antib
odies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, New York (1988)に詳細
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に記載されている。可溶性HMWタウ種のポリクローナルアンタゴニスト抗体およびモノク
ローナルアンタゴニスト抗体の両方を、本明細書に記載の方法において使用することがで
きる。一部の態様では、可溶性HMWタウ種のモノクローナルアンタゴニスト抗体は、状況
が特定のタンパク質に対する増加した特異性を必要とする場合に使用される。
【００９５】
　他の抗体改変。これらの局面の一部の態様では、本明細書に記載の可溶性HMWタウ種に
特異的な抗体またはその抗体断片のアミノ酸配列改変が、考えられている。例えば、抗体
の結合親和性および／または他の生物学的性質を改善することが望ましいことができる。
抗体のアミノ酸配列変異体は、抗体核酸に適切なヌクレオチド変更を導入すること、また
はペプチド合成によって調製される。そのような改変には、例えば、抗体のアミノ酸配列
内からの欠失、および／または該配列内への残基の挿入、および／または該配列内の残基
の置換が含まれる。最終構築物が所望の特徴を有するという条件で、欠失、挿入、および
置換の任意の組み合わせが、最終構築物に到達するように行われる。アミノ酸変化はまた
、グリコシル化部位の数または位置を変更することのような、抗体の翻訳後過程を変化さ
せることができる。
【００９６】
　アミノ酸配列挿入には、1残基長から、100残基長またはそれ以上を含むポリペプチドま
での範囲に及ぶアミノ末端および／またはカルボキシル末端融合物、ならびに1つまたは
複数のアミノ酸残基の配列内挿入が含まれる。末端挿入の例には、N-末端メチオニル残基
を有する抗体または細胞傷害性ポリペプチドと融合された抗体が含まれる。抗体分子の他
の挿入変異体には、酵素への抗体のN末端またはC末端への融合（例えば抗体指向酵素プロ
ドラッグ療法（ADEPT）のため）または抗体の血清半減期を増加させるポリペプチドが含
まれる。
【００９７】
　別の種類の変異体、アミノ酸置換変異体である。これらの変異体は、抗体分子中に異な
る残基によって置換された少なくとも1つのアミノ酸残基を有する。置換変異誘発のため
の最大関心対象の部位には、超可変領域が含まれるが、本明細書に記載の可溶性HMWタウ
種アンタゴニスト抗体またはその抗体断片における使用のために、FR変更も考えられる。
【００９８】
　可溶性HMWタウ種に特異的な抗体またはその抗体断片の生物学的性質における実質的な
改変は、（a）置換領域におけるポリペプチド主鎖の、例えばシートまたはヘリカルコン
フォメーションとしての構造、（b）標的部位での分子の電荷もしくは疎水性、または（c
）側鎖のかさを、維持することに対するそれらの効果が有意に異なる置換を選択すること
によって達成される。アミノ酸は、それらの側鎖の性質における類似性に応じて（A. L. 
Lehninger, in Biochemistry, second ed., pp. 73-75, Worth Publishers, New York (1
975)より）：(1）無極性：Ala（A）、Val（V）、Leu（L）、Ile（I）、Pro（P）、Phe（F
）、Trp（W）、Met（M）；（2）非荷電極性：Gly（G）、Ser（S）、Thr（T）、Cys（C）
、Tyr（Y）、Asn（N）、Gln（Q）；（3）酸性：Asp（D）、Glu（E）；（4）塩基性：Lys
（K）、Arg（R）、His（H）に群分けすることができる。
【００９９】
　あるいは、天然残基は、通例の側鎖性質に基づく群：（1）疎水性：ノルロイシン、Met
、Ala、Val、Leu、Ile；（2）中性親水性：Cys、Ser、Thr、Asn、Gln；（3）酸性：Asp、
Glu；（4）塩基性：His、Lys、Arg；（5）鎖の配向に影響する残基：Gly、Pro；（6）芳
香族：Trp、Tyr、Pheに分類することができる。非保存的置換は、これらのクラスの1つの
メンバーを別のクラスと交換することを伴う。
【０１００】
　可溶性HMWタウ種抗体またはその抗体断片の妥当なコンフォメーションを維持すること
に関与しない任意のシステイン残基を一般的にセリンと置換して、分子の酸化安定性を改
善し、異常な架橋を防止することができる。反対に、システイン結合を抗体に付加して、
その安定性を改善することができる（特に、抗体がFv断片などの抗体断片である場合）。
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【０１０１】
　特に好ましい種類の置換変異体は、親抗体の1つまたは複数の超可変領域残基を置換す
ることを伴う。一般的に、さらなる開発のために選択された、結果として生じた変異体は
、作製元の親抗体と比較して改善された生物学的性質を有する。そのような置換変異体を
作製するための好都合な方法は、ファージディスプレイを使用する親和性成熟を伴う。
【０１０２】
　抗体の別の種類のアミノ酸変異体は、抗体の本来のグリコシル化パターンを変化させる
。変化させることによって、抗体に見られる1つもしくは複数の糖質部位を欠失させるこ
と、および／または抗体に存在しない1つもしくは複数のグリコシル化部位を付加するこ
とが意味される。
【０１０３】
　抗体のグリコシル化は、典型的には、N-結合型またはO-結合型のいずれかである。N-結
合型は、アスパラギン残基の側鎖への糖質部位の結合（attachment）を表す。Xがプロリ
ン以外の任意のアミノ酸である、トリペプチド配列のアスパラギン-X-セリンおよびアス
パラギン-X-トレオニンは、アスパラギン側鎖への糖質部分の酵素的結合のための認識配
列である。したがって、ポリペプチドにおけるこれらのトリペプチド配列のいずれかの存
在は、潜在的グリコシル化部位を創出する。O-結合型グリコシル化は、ヒドロキシアミノ
酸、最も通常にはセリンまたはトレオニンへの、糖N-アセチルガラクトサミン、ガラクト
ース、またはキシロースの1つの結合を表すが、とはいえ、5-ヒドロキシプロリンまたは5
-ヒドロキシリシンも使用することができる。
【０１０４】
　可溶性HMWタウ種抗体またはその抗体断片へのグリコシル化部位の付加は、アミノ酸配
列が（N-結合型グリコシル化部位について）1つまたは複数の上記トリペプチド配列を含
むようにそれを変化させることによって達成される。変化はまた、本来の抗体の配列への
（O-結合型グリコシル化部位について）1つまたは複数のセリンまたはトレオニン残基の
付加またはそれによる置換によって行うことができる。
【０１０５】
　抗体が、Fc領域を含む場合、それに結合した糖質を変化させることができる。例えば、
抗体のFc領域に結合したフコースを欠いている成熟糖質構造を有する抗体は、米国特許出
願番号US2003/0157108A1、Presta, Lに記載されている。US2004/0093621 A1（Kyowa Hakk
o Kogyo Co., Ltd）も参照されたい。抗体のFc領域に結合した糖質にバイセクティング（
bisecting）N-アセチルグルコサミン（GlcNAc）を有する抗体は、WO03/011878、Jean-Mai
retら、および米国特許第6,602,684号、Umanaらに参照されている。抗体のFc領域に結合
したオリゴ糖に少なくとも1つのガラクトース残基を有する抗体が、WO97/30087、Patelら
に報告されている。変化した糖質が抗体のFc領域に結合したた抗体に関するWO98/58964（
Raju, S.）およびWO99/22764（Raju, S.）も参照されたい。
【０１０６】
　本明細書に記載の可溶性HMWタウ種抗体の血清半減期を増加させるために、例えば、米
国特許第5,739,277号記載のように、抗体（特に抗体断片）中にサルベージ受容体結合性
エピトープを組み入れることができる。本明細書に使用される「サルベージ受容体結合性
エピトープ」という用語は、IgG分子のインビボ血清半減期を増加させることを担う、IgG
分子（例えば、IgG1、IgG2、IgG3、またはIgG4）のFc領域のエピトープを表す。
【０１０７】
　新生児型Fc受容体（FcRn）への改善された結合性および増加した半減期を有する抗体は
、WO00/42072（Presta, L.）およびUS2005/0014934A1（Hinton et al.）に記載されてい
る。これらの抗体は、FcRnへのFc領域の結合を改善する、その中に1つまたは複数の置換
を有するFc領域を含む。
【０１０８】
　抗体のアミノ酸配列変異体をコードする核酸分子は、当技術分野において公知の多様な
方法によって調製される。これらの方法には、非限定的に、天然供給源からの単離（天然
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アミノ酸配列変異体の場合）、または抗体の以前に調製された抗体の変異体もしくは抗体
の非変異体版のオリゴヌクレオチド介在性（または部位特異的）変異誘発、PCR変異誘発
、およびカセット変異誘発による調製が含まれる。
【０１０９】
　一部の態様では、本明細書に記載の可溶性HMWタウ種抗体およびその抗体断片はまた、
免疫リポソームとして製剤化することができる。抗体を含有するリポソームは、Epstein 
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82:3688 (1985)； Hwang et al., Proc. Natl. A
cad. Sci. USA, 77:4030 (1980)；ならびに米国特許第4,485,045号および同第4,544,545
号に記載のような当技術分野において公知の方法によって調製される。循環時間が増強さ
れたリポソームは、米国特許第5,013,556号に開示されている。
【０１１０】
　特に有用なリポソームは、例えば、ホスファチジルコリン、コレステロールおよびPEG-
誘導体化ホスファチジルエタノールアミン（PEG-PE）を含む脂質組成物を用いる逆相蒸発
法によって作製することができる。所望の直径を有するリポソームをもたらすために、リ
ポソームは、規定の孔径のフィルターを通して押し出される。本明細書に記載の可溶性HM
Wタウ種抗体のFab'断片は、ジスルフィド交換反応を介して、Martin et al. J. Biol. Ch
em. 257: 286-288 (1982)記載のようにリポソームにコンジュゲートすることができる。
例えばタウオパチーの処置のための治療用物質が、任意でリポソーム内に含有される。Ga
bizon et al. J. National Cancer Inst. 81(19)1484 (1989)を参照されたい。
【０１１１】
　可溶性HMWタウ種の核酸阻害物質。本明細書に記載の組成物および方法の一部の態様で
は、可溶性HMWタウ種アンタゴニスト物質は、（微小管結合タンパク質タウ（MAPT）を特
異的に標的化し、かつMAPTのインビボ発現阻害のために使用することができる、RNA干渉
物質である。RNA干渉（RNAi）は、選択的分解のために標的ポリペプチドをコードするメ
ッセンジャーRNAを標的化する低分子干渉RNA（siRNA）二重鎖を使用し、かつ選択された
標的ポリペプチドの発現を阻害するための強力なアプローチである。遺伝子発現のsiRNA
依存性転写後サイレンシングは、標的であるメッセンジャーRNA分子をsiRNAによってガイ
ドされる部位で切断することを伴う。本明細書において使用される「RNA干渉（RNAi）」
は、標的遺伝子と同一または高度に類似の配列のRNAの発現または導入が、その標的化さ
れた遺伝子から転写されたメッセンジャーRNA（mRNA）の配列特異的分解または特異的転
写後遺伝子サイレンシング（PTGS）を招く（Coburn, G. and Cullen, B. (2002) J. of V
irology 76(18):9225を参照されたい）ことによって、標的遺伝子の発現を阻害する、進
化的に保存された過程を表す。一部の態様では、RNA干渉物質またはsiRNAは、2本鎖RNA（
dsRNA）である。この過程は、植物、無脊椎動物、および哺乳動物細胞において記載され
ている。自然界で、RNAiは、siRNAと呼ばれる2本鎖断片への長鎖dsRNAの連続移動的切断
を促進する、dsRNA特異的エンドヌクレアーゼであるダイサーによって開始される。siRNA
は、標的mRNAを認識および切断するタンパク質複合体（「RNA誘導サイレンシング複合体
」または「RISC」と呼ばれる）に組み入れられる。RNAiはまた、核酸分子、例えば合成si
RNAまたはRNA干渉物質を導入することによって開始して、標的遺伝子の発現を阻害または
サイレンシングすることができる。本明細書において使用される「標的遺伝子発現の阻害
」には、RNA干渉が誘導されていない状況と比較して、発現またはタンパク質活性または
標的遺伝子もしくは標的遺伝子によりコードされるタンパク質のレベルにおける任意の低
下が含まれる。該低下は、RNA干渉物質によって標的化されていない標的遺伝子の発現ま
たは標的遺伝子によりコードされるタンパク質の活性もしくはレベルと比較して、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％、もしく
は少なくとも99％、またはそれ以上である。
【０１１２】
　本明細書に使用されるsiRNAにはまた、低分子ヘアピン型（ステムループとも呼ばれる
）RNA（shRNA）が含まれる。一部の態様では、これらのshRNAは、短い（例えば、約19～



(37) JP 2017-505756 A 2017.2.23

10

20

30

40

50

約25ヌクレオチド）アンチセンス鎖に続く、約5～約9ヌクレオチドのヌクレオチドループ
および類似のセンス鎖から成り立っている。あるいは、他の態様では、センス鎖がヌクレ
オチドループ構造に先行することができ、アンチセンス鎖が後続することができる。これ
らのshRNAは、プラスミド、レトロウイルス、およびレンチウイルス中に含まれ、例えばp
ol III U6プロモーター、または別のプロモーターから発現されることができる（例えば
、その全体として参照により本明細書に組み入れられるStewart, et al. (2003） RNA Ap
r；9(4):493-501を参照されたい）。RNA干渉物質の標的遺伝子または標的配列は、細胞性
遺伝子またはゲノム配列、例えばヒトMAPTゲノム配列であることができる。siRNAは、標
的遺伝子もしくはゲノム配列、またはその断片、すなわちMAPT遺伝子またはmRNAと実質的
に相同であることができる。これに関連して使用される「相同な」という用語は、標的MA
PTのRNA干渉をもたらすために、標的MAPT mRNA、またはその断片に実質的に同一、十分に
相補的、または類似であると定義される。ネイティブなRNA分子に加えて、標的配列の発
現を阻害または妨害するために適したRNAには、RNA誘導体および類似体が含まれる。好ま
しくは、siRNAは、その標的と同一である。siRNAは、好ましくは1つだけの配列を標的化
する。
【０１１３】
　siRNAのような各RNA干渉物質は、例えば発現プロファイリングによって潜在的なオフタ
ーゲット効果についてスクリーニングすることができる。そのような方法は、当業者に公
知であり、かつ、例えば、Jackson et al. Nature Biotechnology 6:635-637, 2003に記
載されている。発現プロファイリングに加えて、配列データベース中から類似の配列につ
いて潜在的標的配列もスクリーニングして、オフターゲット効果を有し得る潜在的配列を
同定することができる。例えば、Jacksonら（同上）によると、配列が同一な15個または
おそらくわずか11個の連続ヌクレオチドが、標的化されていない転写物のサイレンシング
を指令するために十分である。したがって、BLASTのような任意の公知の配列比較法によ
る配列同一性解析を用いて、潜在的オフターゲットサイレンシングを回避するために、提
案されたsiRNAを最初にスクリーニングすることができる。siRNA配列は、RISC内へのsiRN
Aのアンチセンス（ガイド）鎖の取り込みを最大化して、それによって、RISCがヒトGGT m
RNAを分解のために標的化する能力を最大化するように選ばれる。これは、アンチセンス
鎖の5'末端での最低の結合自由エネルギーを有する配列について走査することによって成
し遂げられることができる。より低い自由エネルギーは、siRNA二重鎖のアンチセンス鎖
の5'末端の巻き戻し増強に繋がることによって、アンチセンス鎖が、RISCによって取り込
まれ、ヒトMAPT mRNAの配列特異的切断を指令することを確実にする。
【０１１４】
　siRNA分子は、RNAのみを含む分子に限定される必要はなく、例えば、化学改変ヌクレオ
チドおよび非ヌクレオチドをさらに包含し、リボース糖分子が別の糖分子に置換された分
子または類似の機能を果たす分子も含む。そのうえ、ホスホロチオエート結合のような、
ヌクレオチド残基間の非天然結合を使用することができる。RNA鎖は、フルオロフォアな
どのレポーター基の反応性官能基で誘導体化することができる。特に有用な誘導体は、RN
A鎖の1つまたは複数の末端、典型的にはセンス鎖の3'末端で改変される。例えば、3'末端
での2'-ヒドロキシルは、多様な基で容易に選択的に誘導体化することができる。他の有
用なRNA誘導体は、2'O-アルキル化残基または2'-O-メチルリボシル誘導体および2'-O-フ
ルオロリボシル誘導体のような改変糖質部位を有するヌクレオチドを組み入れている。RN
A塩基も改変することができる。標的配列の発現を阻害または妨害するために有用な任意
の改変塩基が、使用され得る。例えば、5-ブロモウラシルおよび5-ヨードウラシルのよう
なハロゲン化塩基を組み入れることができる。塩基はまた、アルキル化することができ、
例えば、7-メチルグアノシンをグアノシン残基の代わりに組み入れることができる。首尾
よく阻害を生じる非天然塩基も組み入れることができる。最も好ましいsiRNA改変には、2
'-デオキシ-2'-フルオロウリジンまたはロックド核酸（LAN）ヌクレオチド、およびホス
ホジエステル結合または様々な数のホスホロチオエート結合のいずれかを含むRNA二重鎖
が含まれる。そのような改変は、当業者に公知であり、かつ、例えば、Braasch et al., 
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Biochemistry, 42: 7967-7975, 2003に記載されている。siRNA分子への有用な改変の大部
分は、アンチセンスオリゴヌクレオチド技法のために確立された化学反応を用いて導入す
ることができる。好ましくは、改変は、最小限の2'-O-メチル改変を伴い、好ましくはそ
のような改変を除外する。改変はまた、好ましくはsiRNAの遊離5'-ヒドロキシル基の改変
を除外する。
【０１１５】
　一部の態様では、MAPTを標的化するRNA干渉物質は、薬学的に許容される担体中で送達
または投与される。リポソームのような追加的な担体物質は、薬学的に許容される担体に
添加することができる。別の態様では、RNA干渉物質は、薬学的に許容される担体中の低
分子ヘアピンRNA（shRNA）をコードするベクターによって、個体の器官中の細胞に送達さ
れる。shRNAは、転写後に細胞によってMAPTを標的化する能力があるsiRNAに変換される。
【０１１６】
　一部の態様では、ベクターは、テトラサイクリン誘導性ベクターのような調節可能なベ
クターである。例えば、pTet-Onベクター（BD Biosciences Clontech, Palo Alto, CA）
を使用して、Wang et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 100: 5103-5106に記載されている方
法を用いることができる。一部の態様では、本明細書に記載の方法において使用されるRN
A干渉物質は、ベクターを使用せずに、頭蓋内注射、例えば水力学的注射後に、インビボ
でニューロンによって能動的に取り込まれるが、これは、RNA干渉物質の効率的なインビ
ボ送達を例証している。siRNAを送達するための一方法は、標的器官の血液供給血管のカ
テーテル挿入である。例えば、ベクター、例えばプラスミドまたはウイルスベクター、例
えばレンチウイルスベクターおよび／またはアデノ随伴ウイルス（AAV）ベクターによる
送達のような、本明細書に記載の方法において使用されるRNA干渉物質、例えばsiRNAまた
はshRNAの送達のための他の戦略も、採用することができる。そのようなベクターは、例
えば、Xiao-Feng Qin et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 100: 183-188に記載のよ
うに使用することができる。他の送達方法には、RNA干渉物質を塩基性ペプチド、例えばT
ATペプチドの断片とコンジュゲートまたは混合することによって塩基性ペプチドを用いて
、陽イオン性脂質と混合して、または粒子に製剤化して、RNA干渉物質、例えば本明細書
に記載のMAPTを標的化するsiRNAの送達が含まれる。RNA干渉物質、例えばMAPT mRNAを標
的化するsiRNAは、単独で、または他のRNA干渉物質、例えばsiRNA、例えば他の細胞性遺
伝子に対するsiRNAと組み合わせて、送達することができる。
【０１１７】
　shRNA分子を含む合成siRNA分子は、当業者に公知のいくつかの技法を用いて作製するこ
とができる。例えば、siRNA分子は、適切に保護されたリボヌクレオシドホスホルアミダ
イトおよび従来型DNA/RNA合成機を使用することのような、当技術分野において公知の方
法を用いて化学合成または組換え生成させることができる（例えば、Elbashir, S.M. et 
al. (2001) Nature 411:494-498; Elbashir, S.M., W. Lendeckel and T. Tuschl (2001)
 Genes & Development 15:188-200; Harborth, J. et al . (2001) J. Cell Science 114
:4557-4565; Masters, J.R. et al. (2001) Proc. Natl. Acad. Sci., USA 98:8012-8017
；およびTuschl, T. et al . (1999) Genes & Development 13:3191-3197参照）。あるい
は、非限定的に、Proligo（Hamburg, Germany）、Dharmacon Research（Lafayette, CO, 
USA）、Pierce Chemical（Perbio Scienceの一部門、Rockford, IL, USA）、Glen Resear
ch（Sterling, VA, USA）、ChemGenes（Ashland, MA, USA）、およびCruachem（Glasgow,
 UK）を含むいくつかの商業的RNA合成供給業者が使用可能である。このように、siRNA分
子は、合成が過度に困難ではなく、RNAiに適した品質で容易に提供される。加えて、dsRN
Aは、プラスミドベクター、レトロウイルスおよびレンチウイルスによってコードされる
ステムループ構造として発現させることができる（Paddison, P.J. et al. (2002) Genes
 Dev. 16:948-958; McManus, M.T. et al. (2002) RNA 8:842-850; Paul, C.P. et al. (
2002) Nat. Biotechnol. 20:505-508; Miyagishi, M. et al. (2002) Nat. Biotechnol. 
20:497-500; Sui, G. et al. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci., USA 99:5515-5520; Brum
melkamp, T. et al. (2002) Cancer Cell 2:243; Lee, N.S., et al. (2002) Nat. Biote
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chnol. 20:500-505; Yu, J.Y., et al. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci., USA 99:6047-6
052; Zeng, Y., et al. (2002) Mol. Cell 9:1327-1333; Rubinson, D.A., et al. (2003
) Nat. Genet. 33:401-406; Stewart, S.A., et al. (2003) RNA 9:493-501）。これらの
ベクターは、一般的に、dsRNAの上流にpolIIIプロモーターを有し、かつ、別々におよび
／またはヘアピン構造としてセンスおよびアンチセンスRNA鎖を発現することができる。
細胞内で、ダイサーは、低分子ヘアピン型RNA（shRNA）を有効なsiRNAにプロセシングす
る。
【０１１８】
　本明細書に記載の組成物および方法における使用のためのsiRNA分子の標的化領域は、
所与の標的遺伝子配列、例えばMAPTコード配列より、開始コドンの約25～50ヌクレオチド
、約50～75ヌクレオチド、または約75～100ヌクレオチド下流から開始して選択すること
ができる。ヌクレオチド配列は、5'または3' UTRおよび開始コドン近くの領域を含むこと
ができる。非限定的に、NCBI、BLAST、DerwentおよびGenSeqを含む配列データベースの解
析、ならびにOLIGOENGINE（登録商標）のような商業的に使用可能なオリゴ合成会社も使
用してESTライブラリーに対するsiRNA配列を選択して、遺伝子が1つだけ標的化されるこ
とを確実にすることができる。
【０１１９】
　RNA干渉物質の送達。RNA干渉物質、例えばsiRNA、またはRNA干渉物質を含むベクターを
、標的細胞、例えばリンパ球または他の所望の標的細胞に、取り込みのために送達する方
法には、RNA干渉物質、例えばMAPTを標的化するsiRNAを含有する組成物の注射、または細
胞、例えばリンパ球を、RNA干渉物質、例えばMAPTを標的化するsiRNAを含む組成物と直接
接触させることが含まれる。他の態様では、RNA干渉物質、例えばMAPTを標的化するsiRNA
は、対象の任意のニューロンまたは脳に直接、例えば水力学的注射またはカテーテル挿入
を介して注射することができる。投与は、単回注射または2回もしくはそれ以上の注射に
よることができる。RNA干渉物質は、薬学的に許容される担体中で送達される。1種または
複数種のRNA干渉物質を、同時に使用することができる。
【０１２０】
　一部の態様では、特異的細胞は、RNA干渉の非特異的標的化によって引き起こされるRNA
干渉の潜在的副作用を限定しながら、RNA干渉で標的化される。前記方法は、例えば、細
胞標的化部位と、RNA干渉を細胞内に効果的に送達するために使用されるRNA干渉結合性部
位とを含む複合体または融合分子を使用することができる。例えば、抗体-プロタミン融
合タンパク質は、siRNAと混合されると、siRNAを結合させ、抗体によって認識される抗原
を発現している細胞内にsiRNAを選択的に送達し、抗原を発現している細胞だけに遺伝子
発現のサイレンシングを招く。siRNAまたはRNA干渉誘導分子結合性部位は、タンパク質も
しくは核酸結合性ドメインまたはタンパク質の断片であり、該結合性部位は、標的化部位
の一部に融合される。標的化部位の位置は、構築物のカルボキシル末端もしくはアミノ末
端、または融合タンパク質の中間のいずれかであることができる。ウイルス介在性送達メ
カニズムもまた、siRNAを細胞にインビトロおよびインビボで、Xia, H. et al. (2002) N
at Biotechnol 20(10):1006）に記載のように送達するために採用することができる。shR
NAのプラスミドまたはウイルス介在性送達メカニズムもまた、shRNAを細胞にインビトロ
およびインビボで、Rubinson, D.A.ら（(2003) Nat. Genet. 33:401-406）およびStewart
, S.A.ら（(2003) RNA 9:493-501）に記載のように送達するために採用することができる
。MAPTを標的化するRNA干渉物質、例えば、siRNAまたはshRNAは、以下の作用の1つまたは
複数を行う成分と共に導入することができる：ニューロンによるRNA干渉物質、例えばsiR
NAの取り込みを増強すること；1本鎖のアニーリングを阻害すること；1本鎖を安定化する
こと；またはさもなければ標的ニューロンへの送達を容易にして標的MAPTの阻害を増加さ
せること。特定のRNA干渉物質の用量は、特定の標的遺伝子のRNA干渉、例えば翻訳後遺伝
子サイレンシング（PTGS）をもたらすことによって、標的遺伝子の発現の阻害または標的
遺伝子によってコードされるタンパク質の活性もしくはレベルの阻害に繋げるために必要
な量である。
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【０１２１】
　可溶性HMWタウ種の小分子阻害物質。本明細書に記載の組成物および方法の一部の態様
では、可溶性HMWタウ種アンタゴニスト物質は、可溶性HMWタウ種を特異的に標的化し、か
つ、ニューロンによって取り込まれかつ／またはニューロン間伝播を誘導している可溶性
HMWタウ種の阻害のために使用することができる、小分子アンタゴニストまたは作用物質
である。
【０１２２】
　本明細書において使用される「小分子」という用語は、非限定的に、ペプチド、ペプチ
ド模倣薬、アミノ酸、アミノ酸類似体、ポリヌクレオチド、ポリヌクレオチド類似体、ア
プタマー、ヌクレオチド、ヌクレオチド類似体、約10,000グラム／モル未満の分子量を有
する有機または無機化合物（例えば、ヘテロ有機化合物および有機金属化合物を含む）、
約5,000グラム／モル未満の分子量を有する有機または無機化合物、約1,000グラム／モル
未満の分子量を有する有機または無機化合物、約500グラム／モル未満の分子量を有する
有機または無機化合物、ならびにそのような化合物の塩、エステル、および他の薬学的に
許容される形態を含むことができる化学的作用物質を表す。
【０１２３】
　一部の態様では、可溶性HMWタウ種の小分子アンタゴニストは、可溶性HMWタウ種に選択
的に結合し、可溶性低分子量（LMW）タウ種を実質的に結合させない。本明細書において
使用される「選択的に結合する」または「特異的に結合する」は、本明細書に記載の可溶
性HMWタウ種アンタゴニストが、可溶性HMWタウ種ポリペプチドに、10-5M（10000nM）また
はそれ未満、例えば、10-6Mまたはそれ未満、10-7Mまたはそれ未満、10-8Mまたはそれ未
満、10-9Mまたはそれ未満、10-10Mまたはそれ未満、10-11Mまたはそれ未満、または10-12

Mまたはそれ未満のKDで結合する能力を表す。例えば、本明細書に記載のアンタゴニスト
（小分子、抗体、または他のもの）が、可溶性HMWタウ種ポリペプチドに10-5Mのまたはそ
れより低いKDで結合するが、他の分子または関連相同体に実質的に結合しない場合には、
作用物質は、可溶性HMWタウ種ポリペプチドを特異的に結合させると言われる。一部の態
様では、HMWまたはLMWであろうと、タウを特異的に結合させる作用物質は、タウの病理の
伝播を遮断することに及ぼすその効果について考えられている。しかし、本明細書に記載
のように、作用物質またはアンタゴニスト（小分子、抗体またはその他）がHMWタウに結
合し、LMWタウには実質的に結合しないことが好ましい。「実質的に～ない」によって、
例えば、競合アッセイ法によりまたは当技術分野において公知の他の手段により決定され
た、HMWタウに対するKDが、LMWタウに対するKDよりも少なくとも102倍低く、好ましくは
少なくとも103倍、少なくとも104倍、105倍、またはそれ未満低いことが意味される。特
異的結合は、例えば、アンタゴニストの親和性およびアビディティーならびに使用される
アンタゴニストの濃度によって影響されることができる。当業者は、本明細書の実施例に
記載のアッセイ法などの、可溶性HMWタウ種のニューロン取り込みを測定する適切なアッ
セイ法における可溶性HMWタウ種アンタゴニストの力価測定のような任意の適切な方法を
使用して、本明細書に記載のアンタゴニストが選択的に結合する適切な条件を決定するこ
とができる。
【０１２４】
　MAPT特異的ヌクレアーゼ：本明細書に記載の組成物および方法の一部の態様では、可溶
性HMWタウ種アンタゴニスト物質は、MAPT遺伝子を特異的に標的化し、かつ、ニューロン
によって取り込まれかつ／またはニューロン間伝播を誘導している可溶性HMWタウ種の阻
害のために使用することができる、ヌクレアーゼである。
【０１２５】
　本明細書において使用される「ヌクレアーゼ」という用語は、核酸配列において破壊を
、例えば2本鎖DNA配列に1本鎖または2本鎖破壊を誘導する作用物質を表す。ヌクレアーゼ
には、あらかじめ選択された配列または特異的配列を結合させ、あらかじめ選択された配
列または特異的配列で、またはその近くで切断するもの、例えば加工ジンクフィンガーヌ
クレアーゼ（ZFN）および加工TALエフェクターヌクレアーゼが含まれる。ヌクレアーゼは
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、ZFNおよびTAL（転写活性化因子様）エフェクターヌクレアーゼに限定されず、改善され
た標的化効率を達成するための標的化ベクターと一緒の使用に適した任意のヌクレアーゼ
であることができる。非限定的な例には、あらかじめ選択された配列または特異的配列（
例えばMAPT）を切断する他のジンクフィンガーベースのヌクレアーゼおよび加工メガヌク
レアーゼが含まれる。
【０１２６】
　MAPTに特異的な活性ジンクフィンガーヌクレアーゼタンパク質、およびジンクフィンガ
ータンパク質転写因子（ZFP-TF）またはジンクフィンガーヌクレアーゼ（ZFN）を含めた
、これらのMAPT特異的ジンクフィンガータンパク質を含む融合タンパク質が、本明細書に
おいて具体的に考えられている。MAPT特異的ジンクフィンガータンパク質を含むタンパク
質は、タウ関連神経変性またはタウオパチーの処置のためを含めた治療目的のために使用
することができる。例えば、ニューロンにおけるMAPT遺伝子座のジンクフィンガーヌクレ
アーゼ標的化を使用して、MAPT配列を妨害または枯渇させることができる。ジンクフィン
ガーヌクレアーゼが、例えば、国際特許出願番号のWO2010/076939、WO2010/107493、およ
びWO2011/139336；米国特許出願番号US2011/0158957；ならびに米国特許第8,563,314号（
それぞれ参照により本明細書に組み入れられる）に記載のように、異なる遺伝子を標的化
するために使用されており、MAPT遺伝子の発現および／または活性を妨害または阻害する
ために適応させることができる。
【０１２７】
　本明細書に記載の様々な局面の方法における使用に適したTALエフェクターヌクレアー
ゼには、当技術分野において公知の任意のTALヌクレアーゼが含まれる。適切なTALヌクレ
アーゼの例および適切なTALヌクレアーゼを調製するための方法は、例えば、米国特許出
願第2011/0239315号；同第2011/0269234号；同第2011/0145940号；同第2003/0232410号；
同第2005/0208489号；同第2005/0026157号；同第2005/0064474号；同第2006/0188987号；
および同第2006/0063231号（それぞれが、参照により本明細書に組み入れられる）に開示
されている。様々な態様では、例えば、関心対象のゲノム中の標的核酸配列（例えばMAPT
）において、またはその近くで切断するTALエフェクターヌクレアーゼが遺伝子操作され
、標的核酸配列は、標的化ベクターによって改変されるべき配列にまたは配列の近くにあ
る。TALエフェクターヌクレアーゼは、エンドヌクレアーゼドメインおよび1つまたは複数
のTALエフェクターDNA結合性ドメインを含むタンパク質であり、1つまたは複数のTALエフ
ェクターDNA結合性ドメインは、あらかじめ選択された配列または特異的核酸配列（例え
ばMAPT）を認識する配列を含む。
【０１２８】
　一部の態様では、CRISPR（クラスター化して規則的な配置の短い回分配列リピート）/C
asシステムを使用して標的核酸配列（例えばMAPT）における1本鎖または2本鎖破壊を誘導
することができる。それは、細菌および古細菌を侵入ウイルスおよびプラスミドから保護
するためにそれらによって進化された適応防御メカニズムに基づき、そのメカニズムは、
外来核酸の配列特異的検出およびサイレンシングを低分子RNAに頼っている。遺伝子編集
および／または遺伝子産物の発現変化のためにCRISPR/Casシステムを使用する方法は、例
えば、米国特許第8697359号ならびに国際特許出願番号のWO2014/131833およびWO2013/176
772（それぞれ参照により本明細書に組み入れられる）に記載のように、当技術分野にお
いて公知であり、かつ、MAPT遺伝子の発現レベルおよび／または活性を妨害および／また
は阻害するように適応させることができる。
【０１２９】
可溶性HMWタウ種の細胞外レベルにおける選択的減少に基づく処置方法
　本発明者らは、比較的低レベルの可溶性HMWタウ種がニューロンから放出され、脳間質
液中に見出されたこと、および試料中の全タウのわずかな割合だけを占める可溶性HMWタ
ウ種が、ニューロンによって強く取り込まれ、ニューロン間伝播に関与した一方で、可溶
性LMWタウ種（例えば単量体／二量体サイズ）の取り込みは非常に非効率的であったこと
を示した。したがって、シナプス結合したニューロン間の異常タウタンパク質の伝播を防
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止する方法も、本明細書において提供される。本方法は、シナプス結合したニューロンと
接触している本明細書に記載の可溶性HMWタウ種の細胞外レベルを選択的に減少させるこ
とを含む。可溶性HMWタウ種の細胞外レベルの減少は、可溶性HMWタウ種のニューロン取り
込みの減少を招くことによって、シナプス結合したニューロン間の異常タウタンパク質の
伝播を減少させる。
【０１３０】
　本明細書に記載のこの局面および他の局面において本明細書に使用される「選択的に減
少させる」という用語は、本明細書に記載の可溶性LMWタウ種の細胞外レベルを減少させ
るよりも、本明細書に記載の可溶性HMWタウ種の細胞外レベルを減少させる能力の方が大
きいことを意味する。一部の態様では、「選択的に減少させる」は、可溶性HMWタウ種の
細胞外レベルを少なくとも約30％またはそれ以上（例えば少なくとも約40％、少なくとも
約50％、少なくとも約60％、少なくとも約70％、少なくとも約80％、少なくとも約90％、
少なくとも95％、またはそれ以上を含む）減少させることを表し、一方で、可溶性LMWタ
ウ種の細胞外レベルは、30％以下またはそれ未満（例えば、20％以下、10％以下、9％以
下、8％以下、6％以下、5％以下、4％以下、2％以下、1％以下、もしくはそれより低くを
含む）減少する。一部の態様では、「選択的に減少させる」は、可溶性HMWタウ種の細胞
外レベルを少なくとも約30％またはそれ以上（例えば、少なくとも約40％、少なくとも約
50％、少なくとも約60％、少なくとも約70％、少なくとも約80％、少なくとも約90％、少
なくとも95％、またはそれ以上を含む）減少させること表し、一方で可溶性LMWタウ種の
細胞外レベルは、選択的減少の最中に実質的に減少しない。例えば、選択的減少の最中に
可溶性LMWタウ種の細胞外レベルの10％以下またはそれ未満（例えば、9％以下、8％以下
、6％以下、5％以下、4％以下、2％以下、1％以下、またはそれより低くを含む）減少す
る。
【０１３１】
　本明細書において使用される「細胞外レベル」という用語は、ニューロン外部の可溶性
分子（例えばHMWタウ種またはLMWタウ種）のレベルを表す。各適用の状況に応じて、一態
様では、細胞外レベルは、細胞培養用培地中のレベルを表す。一態様では、細胞外レベル
は、脳間質液中のレベルを表す。一態様では、細胞外レベルは、脳脊髄液中のレベルを表
す。
【０１３２】
　一部の態様では、可溶性HMWタウ種の細胞外レベルは、250ng/mL以下、200ng/mL以下、1
50ng/mL以下、100ng/mL以下、75ng/mL以下、50ng/mL以下、25ng/mL以下、20ng/mL以下、1
0ng/mL以下、5ng/mL以下、1ng/mL以下の、またはそれより低い濃度に選択的に減少させる
ことができる。
【０１３３】
　可溶性HMWタウ種の細胞外レベルを選択的に減少させるための方法は、物理的除去なら
びに／または本明細書に記載の可溶性HMWタウ種と抗可溶性HMWタウ種アンタゴニストとの
間の分子相互作用に基づくことができる。一部の態様では、可溶性HMWタウ種は、微小透
析によって選択的に減少されることができる。本明細書においておよび本明細書全体にわ
たり使用される「微小透析」という用語は、一般的に、分析されるべき微小環境から、例
えばヒトまたは動物の組織または液体から、半透膜または選択透過膜を通してコレクター
装置（例えば、微小透析プローブの内部）に、関心対象の分子または物質を収集する方法
を意味する。例えば、関心対象の分子または物質は、膜を通過して拡散し、微小透析プロ
ーブの内部に流れている灌流液によって収集される。
【０１３４】
　一部の態様では、可溶性HMWタウ種は、シナプス結合したニューロンと接触している細
胞外間隙または細胞外液を、例えば、本明細書における「抗可溶性HMWタウ種アンタゴニ
スト物質または可溶性HMWタウ種のアンタゴニスト」の節に記載の、可溶性HMWタウ種のア
ンタゴニストの少なくとも1種または複数種と接触させることによって選択的に減少され
ることができる。可溶性HMWタウ種のアンタゴニストの例には、非限定的に、抗体、ヌク
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レアーゼ（例えば非限定的に、ジンクフィンガーヌクレアーゼ（ZFN）、転写活性化因子
様エフェクターヌクレアーゼ（TALEN）、CRISPR/Casシステム、転写抑制因子、核酸阻害
物質（例えば、RNAi、siRNA、anti-miR、アンチセンスオリゴヌクレオチド、リボザイム
、およびそれらの2種またはそれ以上の組み合わせ）、小分子、アプタマー、ならびにそ
れらの2種またはそれ以上の組み合わせが含まれる。接触がインビトロである一部の態様
では、可溶性HMWタウ種は、シナプス結合したニューロンが培養される細胞培養用培地中
に、本明細書に記載の可溶性HMWタウ種のアンタゴニストの少なくとも1種または複数種を
添加することによって選択的に減少させることができる。接触がインビボである一部の態
様では、可溶性HMWタウ種は、本明細書に記載の可溶性HMWタウ種のアンタゴニストの少な
くとも1種または複数種を脳間質液中または脳脊髄液中に導入することによって選択的に
減少させることができる。
【０１３５】
　本明細書に記載の方法を用いる可溶性HMWタウ種の細胞外レベルの減少は、可溶性HMWタ
ウ種の選択的減少が非存在の場合と比較して、可溶性HMWタウ種の少なくとも約10％また
はそれ以上の（例えば、少なくとも約20％、少なくとも約30％、少なくとも約40％、少な
くとも約50％、少なくとも約60％、少なくとも約70％、少なくとも約80％、少なくとも約
90％、またはそれ以上を含む）ニューロン取り込みの減少を招くことによって、シナプス
結合したニューロン間の異常タウタンパク質の伝播を少なくとも約10％またはそれ以上（
例えば、少なくとも約20％、少なくとも約30％、少なくとも約40％、少なくとも約50％、
少なくとも約60％、少なくとも約70％、少なくとも約80％、少なくとも約90％、またはそ
れ以上を含む）減少させることができる。
【０１３６】
　本明細書に記載の方法は、タウ関連神経変性またはタウオパチーの治療的処置のために
使用することができる。タウの病理は、疾患が進行する際にアルツハイマー病（AD）の脳
において、例えばニューロン間の経シナプスタウ移動によって、階層的なパターンで蔓延
することが公知である。本明細書において、可溶性HMWタウ種がニューロン間伝播に関与
すると同定されたので、そのような低いHMWタウ種を枯渇させるための介入は、タウの伝
播を、したがってタウオパチーにおける疾患進行を阻害することができる。したがって、
対象におけるタウ関連神経変性を減少させる方法が、本明細書において提供される。タウ
関連神経変性の例には、非限定的に、アルツハイマー病、パーキンソン病、または前頭側
頭型認知症が含まれる。処置方法は、タウ関連神経変性を有すると判定された対象または
タウ関連神経変性のリスクを有すると判定された対象の脳内の可溶性HMWタウ種のレベル
を選択的に減少させる段階を含み、可溶性HMWタウ種は、非原線維性であり、少なくとも
約500kDaの分子量を有し、可溶性HMWタウ種のレベルの減少は、タウ関連神経変性の減少
を招く。一部の態様では、対象における可溶性LMWタウ種のレベルは、処置の最中に実質
的に減少されない。
【０１３７】
　一部の態様では、対象の脳間質液中に存在する可溶性HMWタウ種の少なくとも一部は、
除去される。一部の態様では、対象の脳脊髄液中に存在する可溶性HMWタウ種の少なくと
も一部は除去される。
【０１３８】
　可溶性HMWタウ種の細胞外レベルを選択的に減少させるための方法は、上に記載されて
おり、対象の脳内のHMWタウ種のレベルを選択的に減少させるために適用することができ
る。例えば、一部の態様では、対象の脳間質液中および／または脳脊髄液中に存在する可
溶性HMWタウ種は、脳微小透析によって選択的に減少されることができる。一部の態様で
は、対象の脳間質液中および／または脳脊髄液中に存在する可溶性HMWタウ種は、対象の
脳に、可溶性HMWタウ種のアンタゴニストを、例えば、頭蓋内注射、皮質内注射、もしく
は脳血管内注射によって、または血液脳関門を十分な量で通過する分子の末梢投与を介し
て投与することによって、選択的に減少させることができる。一部の態様では、本方法は
、参照レベルを上回るレベルで脳内（例えば、脳間質液もしくは脳脊髄液中）に存在する



(44) JP 2017-505756 A 2017.2.23

10

20

30

40

50

可溶性HMWタウ種を有すると判定された対象、またはタウ関連神経変性もしくはタウオパ
チーのリスクを有すると判定された対象もしくはタウ関連神経変性もしくはタウオパチー
を有すると判定された対象を選択する段階をさらに含むことができる。参照レベルは、健
康な対象の脳内（例えば、脳間質液中または脳脊髄液中）に存在する可溶性HMWタウ種の
細胞外レベルを表すことができる。一部の態様では、参照レベルは、少なくとも約25ng/m
Lであるまたはそれより高い（例えば少なくとも約50ng/mL、少なくとも約100ng/mL、少な
くとも約150ng/mL、少なくとも約200ng/mL、またはそれより高いを含む）ことができる。
タウ関連神経変性またはタウオパチーについて対象を診断または判定するための方法は、
当技術分野において公知であり、かつ、本明細書に記載の処置方法を受け入れられる対象
を選択するために本明細書において使用することができる。下記および下の「本明細書に
記載の処置方法のための、それを必要とする対象の選択」の節に記載のタウ関連神経変性
を診断する方法も、本明細書に記載の処置方法を受け入れられる対象を選択するために使
用することができる。
【０１３９】
タウ関連神経変性を診断する方法
　さらなる一局面では、可溶性HMWタウ種の存在および／またはレベル（例えば細胞外レ
ベル）に基づきタウ関連神経変性を診断する方法も、本明細書において提供される。例示
的なタウ関連神経変性には非限定的に、アルツハイマー病、パーキンソン病、または前頭
側頭型認知症が含まれる。本発明者らは、AD脳および対照脳からの脳抽出物中の総タウレ
ベルが有意には異ならなかった一方で、AB脳抽出物が、対照脳と比較して有意に高いレベ
ルの可溶性HMWタウ種またはリン酸化可溶性HMWタウ種を含有したことを示した。したがっ
て、タウ関連神経変性を診断する方法は、（a）対象由来の脳間質液または脳脊髄液の試
料を分画する段階；ならびに（b）可溶性HMWタウ種の存在が判定されかつ可溶性HMWタウ
種の量が測定されるように、試料中の可溶性HMWタウ種を検出する段階であって、可溶性H
MWタウ種が、非原線維性であり、少なくとも約500kDaの分子量を有する、段階；ならびに
（c）試料中の可溶性HMWタウ種のレベルが、参照レベルと同じであるかもしくは参照レベ
ルを上回る場合、タウ関連神経変性を有するかもしくはタウ関連神経変性のリスクを有す
る対象を同定する段階、または可溶性HMWタウ種のレベルが参照レベルを下回る場合、タ
ウ関連神経変性を有する可能性が低い対象を同定する段階を含むことができる。
【０１４０】
　一部の態様では、試料中の可溶性HMWタウ種の総レベルは、診断目的のために検出する
ことができる。一部の態様では、試料中のリン酸化HMWタウ種のレベルは、診断目的のた
めに検出することができる。一部の態様では、試料中の可溶性HMWタウ種に存在する少な
くとも1つまたは複数のリン酸化部位のリン酸化レベルは、診断目的のために検出するこ
とができる。HMWタウ種においてリン酸化または過剰リン酸化することができるリン酸化
部位の例には、非限定的に、pS199、pT205、pS262、pS396、pS396/404、pS400、pS409、p
S422、それらの2つまたはそれ以上の組み合わせが含まれる。一部の態様では、HMWタウ種
は、以下のリン酸化部位：pT205、pS262、pS400、pS404、pS409、およびpS422の少なくと
も1つまたは複数（例えば、少なくとも2つ、少なくとも3つ、少なくとも4つ、少なくとも
5つ、少なくとも6つ）をリン酸化または過剰リン酸化することができる。これらのリン酸
化部位に対する抗体は、例えばLife Technologiesから市販されている。
【０１４１】
　したがって、一部の態様では、参照レベルは、健康な対象の脳内に存在する可溶性HMW
タウ種の総レベルを表すことができる。これらの態様では、参照レベルは、健康な対象の
脳間質液中または脳脊髄液中に存在する可溶性HMWタウ種の総レベルを表すことができる
。これらの態様では、参照レベルは、少なくとも約25ng/mLであるまたはそれより高い（
例えば、少なくとも約50ng/mL、少なくとも約100ng/mL、少なくとも約150ng/mL、少なく
とも約200ng/mL、またはそれより高いを含む）ことができる。
【０１４２】
　一部の態様では、参照レベルは、健康な対象の脳内に存在するリン酸化HMWタウ種のレ
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ベルを表すことができる。これらの態様では、参照レベルは、健康な対象の脳間質液中ま
たは脳脊髄液中に存在するリン酸化HMWタウ種のレベルを表すことができる。これらの態
様では、参照レベルは、少なくとも約25ng/mL以上であるまたはそれより高い（例えば、
少なくとも約50ng/mL、少なくとも約100ng/mL、少なくとも約150ng/mL、少なくとも約200
ng/mL、またはそれより高いを含む）ことができる。
【０１４３】
　一部の態様では、参照レベルは、試料中の可溶性HMWタウ種に存在する少なくとも1つま
たは複数のリン酸化部位のリン酸化レベルを表すことができる。
【０１４４】
　本明細書において使用される「分画すること」という用語は、試料を特定のパラメータ
ー、例えば分子サイズまたは分子量に基づき複数の画分に分離することを表す。本明細書
に記載の様々な局面に関連して、「分画すること」という用語は、脳間質液または脳脊髄
液の試料から可溶性HMWタウ種を分離すること、または試料の可溶性HMWタウ種を濃縮する
ことを表す。一部の態様では、分画は、試料中に存在する分子の分子サイズおよび／また
は分子量に基づく。そのようなサイズ排除法または重量排除法、例えば非限定的にサイズ
排除クロマトグラフィー、遠心分離、ゲル電気泳動、スクロース密度、アフィニティーク
ロマトグラフィー、透析、またはそれらの2つまたはそれ以上の組み合わせは、当技術分
野において公知である。
【０１４５】
　一部の態様では、（a）の分画する段階の前の試料は、可溶性LMWタウ種を実質的に含ま
ないことができ、可溶性LMWタウ種は、200kDa以下のまたはそれより低い分子量を有する
。例えば、脳間質液または脳脊髄液の試料は、診断されるべき対象から、例えば妥当な分
子量カットオフを有する、例えば少なくとも約600kDaの分子量を有する分子だけを収集す
ることを可能にする、透過膜を使用する微小透析によって、得ることができる。
【０１４６】
　代替的な態様では、（a）の分画する段階の前の試料は、可溶性LMWタウ種を含むことが
でき、可溶性LMWタウ種は、200kDa以下の分子量を有する。試料を分画する段階によって
、試料中の他の低MW分子（例えば可溶性LMWタウ種）から可溶性HMWタウ種を単離し、診断
目的のために試料の可溶性HMWタウ種を濃縮することができる。
【０１４７】
　分画後、試料中の可溶性HMWタウ種は、例えば非限定的に、ELISA、ウエスタンブロット
、イムノアッセイ法、サイズ排除クロマトグラフィー、それらの2つまたはそれ以上の組
み合わせを含む、タウタンパク質を検出するために典型的に使用される任意の方法によっ
て検出することができる。
【０１４８】
　可溶性LMWタウ種が試料中に存在する一部の態様では、本方法は、試料中の可溶性LMWタ
ウ種の量を検出する段階をさらに含むことができる。これらの態様では、可溶性LMWタウ
種に対する可溶性HMWタウ種の比が、参照レベル比と同じであるかもしくは参照レベル比
を上回る場合に、対象が、タウ関連神経変性を有するかもしくは対象がタウ関連神経変性
のリスクを有すると同定されることができるか；または可溶性LMWタウ種に対する可溶性H
MWタウ種の比が参照レベル比を下回る場合に、対象が、タウ関連神経変性を有する可能性
が低いと同定される。
【０１４９】
　参照レベル比は、健康な対象の脳内に存在する可溶性LMWタウ種に対する可溶性HMWタウ
種の細胞外レベルの比を表すことができる。LMWタウのレベルは、ADを有する個体でさえ
もHMWタウのレベルを大きく超える。したがって、HMWタウは、一般的に総タウタンパク質
の約1～5％（またはそれ未満）だけを構成する。一部の態様では、参照レベル比は、健康
な対象の脳間質液中または脳脊髄液中に存在する可溶性LMWタウ種に対する可溶性HMWタウ
種のレベル比を表すことができる。一部の態様では、参照レベル比は、約10000：1～約20
：1、約1000：1～約50：1、または約500：1～約100：1の範囲に及ぶことができる。一部
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の態様では、本方法は、タウ関連神経変性を有するかまたはタウ関連神経変性のリスクを
有すると同定された対象に、治療的処置を、例えば、本明細書に記載の1種または複数種
の抗可溶性HMWタウ種アンタゴニストを含む薬学的組成物を施す段階をさらに含むことが
できる。
【０１５０】
ミスフォールディングしたタウタンパク質のシナプス間蔓延を減少させる作用物質につい
てスクリーニングする方法
　可溶性HMWタウ種の発見が、本明細書に記載のタウ関連神経変性のための治療標的およ
びバイオマーカーを提供するだけでなく、可溶性HMWタウ種は、神経変性における進行の
表現型特徴であるニューロン間伝播を誘導するために、したがって、ミスフォールディン
グしたタウタンパク質のシナプス間蔓延を減少させることでタウ関連神経変性を処置する
有効な作用物質についてスクリーニングするためのインビトロモデルを開発するために、
インビトロで使用することができる。したがって、本明細書において提供されるさらなる
一局面は、ミスフォールディングしたタウタンパク質のシナプス間蔓延または本明細書に
記載の可溶性HMWタウ種を減少させるために有効な作用物質を同定する方法に関する。本
方法は、（a）ニューロン培養デバイスの第1のチャンバー中の第1のニューロンを可溶性H
MWタウ種と接触させる段階であって、第1のニューロンが、ニューロン培養デバイスの第2
のチャンバー中の第2のニューロンと軸索で結合しており、かつ第2のニューロンが、可溶
性HMWタウ種と接触していない、段階；（b）第1のチャンバー中の第1のニューロンを候補
作用物質と接触させる段階；および（c）第1のニューロンから第2のニューロンへの可溶
性HMWタウ種の輸送を検出する段階を含む。
【０１５１】
　一部の態様では、第1のニューロンは、可溶性HMWタウ種および候補作用物質を同時に接
触させることができる。一部の態様では、第1のニューロンは、候補作用物質との接触前
に可溶性HMWタウ種と接触させることができる。一部の態様では、第1のニューロンは、候
補作用物質との接触後に、可溶性HMWタウ種と接触させることができる。
【０１５２】
　本明細書において使用される「候補作用物質」という用語は、可溶性HMWタウ種のニュ
ーロン取り込みを減少もしくは阻害する、および／または可溶性HMWタウ種のニューロン
間伝播を減少させる能力について試験することが望まれる、非限定的に、小分子、核酸、
ポリペプチド、ペプチド、薬物、イオンのような任意の化合物または物質を表す。「候補
作用物質」は、非限定的に、合成および天然のタンパク質性および非タンパク質性実体を
含む、任意の化学物質、実体、または部位であることができる。一部の態様では、候補作
用物質は、核酸、核酸類似体、タンパク質、抗体、ペプチド、アプタマー、核酸、アミノ
酸、または糖質のオリゴマーであり、また候補作用物質には、非限定的に、タンパク質、
オリゴヌクレオチド、リボザイム、DNAザイム、糖タンパク質、siRNA、リポタンパク質、
アプタマー、ならびにそれらの改変物および組み合わせなどが含まれる。一部の態様では
、作用物質は、化学部位を有する小分子である。例えば、化学部位には、非置換または置
換されたアルキル、芳香族、またはヘテロシクリル部位が含まれる。
【０１５３】
　ミスフォールディングしたタウタンパク質のシナプス間蔓延を減少させるために有効な
作用物質は、第2のニューロンの軸索および／または細胞体における可溶性HMWタウ種の存
在またはレベルの検出に基づき同定することができる。第2のニューロンの軸索および／
または細胞体中の可溶性HMWタウ種が、第1のチャンバー中の第1のニューロンが候補作用
物質と接触されない場合と比較して、少なくとも約30％またはそれ以上（例えば、少なく
とも約40％、少なくとも約50％、少なくとも約60％、少なくとも約70％、少なくとも約80
％、少なくとも約90％、少なくとも約95％またはそれ以上、および最大100％を含む）減
少している場合に、候補作用物質は、ミスフォールディングしたタウタンパク質のシナプ
ス間蔓延または本明細書に記載の可溶性HMWタウ種を減少させるために有効な作用物質と
して同定される。
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【０１５４】
　本明細書において使用される「軸索で結合した」という用語は、ニューロンが軸索によ
って結合していることを表す。本明細書において使用される「軸索」という用語は、遠心
性（外向き）活動電位が細胞体から標的細胞に向けて伝導する、ニューロンからの長い細
胞突起を表す。
【０１５５】
　軸索伸長および／または軸索輸送をモニタリングするために適した任意のニューロン培
養デバイスを本明細書に記載の方法において使用することができるものの、一部の態様で
は、ニューロン培養デバイスは、マイクロ流体デバイスである。一部の態様では、マイク
ロ流体デバイスは、少なくとも1つの第1のニューロンを配置するための第1のチャンバー
、および少なくとも1つの第2のニューロンを配置するための第2のチャンバーを備えるこ
とができ、第1のチャンバーおよび第2のチャンバーは、軸索成長だけを可能にするような
サイズに作製された少なくとも1つのマイクロチャネルによって相互に接続している。一
部の態様では、マイクロ流体デバイスは、第1のニューロン集団（例えば少なくとも2つま
たはそれ以上）を配置するための第1のチャンバー、および第2のニューロン集団（例えば
少なくとも2つまたはそれ以上）を配置するための第2のチャンバーを備えることができ、
第1のチャンバーおよび第2のチャンバーは、軸索成長だけを可能にするようなサイズに作
製された少なくとも2つまたはそれ以上のマイクロチャネルによって相互に接続している
。
【０１５６】
　本明細書において使用される「軸索成長だけを可能にするようなサイズに作製された」
という用語は、第1のチャンバー中にニューロンの細胞体から始まって第2のチャンバーに
進入する軸索の伸長だけを可能にするようなサイズに作製されている、相互に接続してい
るマイクロチャネルの寸法を表す。例えば、第1のチャンバーおよび第2のチャンバーを相
互に接続しているマイクロチャネルの長さは、MAP2陽性樹状突起が第2のチャンバーに進
入できないことで、細胞体および樹状突起から軸索終末を単離するように最適化される。
一部の態様では、マイクロチャネルの長さは、例えば、少なくとも約500μm、少なくとも
約600μm、少なくとも約700μm、少なくとも約800μm、少なくとも約900μm、少なくとも
約1000μmを含む、少なくとも約400μmまたはそれ以上であることができる。一態様では
、マイクロチャネルの長さは、少なくとも約450μmまたはそれ以上であることができる。
一態様では、マイクロチャネルの長さは、少なくとも約600μmまたはそれ以上であること
ができる。
【０１５７】
　一部の態様では、マイクロチャネルの幅は、軸索成長だけを可能にするようなサイズに
作製されることができる。一部の態様では、マイクロチャネルの幅は、約3μm～約15μm
、または約5μm～約10μm、または約6μm～約10μmの範囲に及ぶことができる。
【０１５８】
　一部の態様では、マイクロ流体デバイスは少なくとも1つの第3のニューロンを配置する
ための第3のチャンバーをさらに備えることができ、第2のチャンバーおよび第3のチャン
バーは、本明細書に記載の軸索成長だけを可能にするようなサイズに作製された少なくと
も1つのマイクロチャネルによって相互に接続している。
【０１５９】
　例として、図3Aに、例示的なニューロン培養デバイスの模式図を示す。図3Aに、少なく
とも1つの第1のニューロンを配置するための第1のチャンバー302、および少なくとも1つ
の第2のニューロンを配置するための第2のチャンバー304を備えるマイクロ流体デバイス3
00を示すが、第1のチャンバー302および第2のチャンバー304は、軸索成長だけを可能にす
るようなサイズに作製された少なくとも1つのマイクロチャネル306によって相互に接続し
ている。一部の態様では、2つのチャンバーを相互に接続している複数のマイクロチャネ
ル306（例えば、少なくとも2つまたはそれ以上のマイクロチャネル）は、複数の軸索を同
時にモニタリングできるように望ましいことができる。一部の態様では、マイクロ流体デ
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バイス300は、少なくとも1つの第3のニューロンを配置するための第3のチャンバー308を
さらに備えることができ、第2のチャンバー304および第3のチャンバー308は、軸索成長だ
けを可能にするようなサイズに作製された少なくとも1つのマイクロチャネル306によって
相互に接続している。
【０１６０】
　第1のチャンバーから他のチャンバー（例えば、第2のチャンバーおよび／またはオプシ
ョンの第3のチャンバー）中への可溶性HMWタウ種および候補作用物質の拡散を防止するた
めに、チャンバー間の体積差が、連続対流を招く（「静水圧バリア」）ことができるよう
に、第2のチャンバーおよび／またはオプションの第3のチャンバーに、第1のチャンバー
に添加されるよりも大量の細胞培養用培地を添加することができる。一部の態様では、第
2および／またはオプションの第3のチャンバー中に添加された細胞培養用培地の量は、第
1のチャンバー中の量よりも、少なくとも約1.5倍、少なくとも約2倍、少なくとも約3倍、
少なくとも約4倍、少なくとも約5倍、少なくとも約10倍、またはそれより高いことができ
る。一態様では、第2および／またはオプションの第3のチャンバー中に添加された細胞培
養用培地の量は、第1のチャンバー中の量よりも少なくとも約4倍高いことができる。
【０１６１】
　第1のニューロンから第2のニューロンへの可溶性HMWタウ種の輸送を検出するために、
ニューロンを固定し、実施例記載の抗タウ抗体または任意の市販の抗タウ抗体を使用して
可溶性HMWタウ種の存在について免疫染色し、顕微鏡下で検査することができる。一部の
態様では、第1のニューロンを第2のニューロンと区別するために、第1のニューロンおよ
び第2のニューロンを異なる蛍光分子で標識することができる。
【０１６２】
内因性細胞内タウタンパク質を減少させることに基づく処置方法
　一局面では、本発明者らは、タウ欠損動物が、神経原線維濃縮体（NFT）の存在下でさ
えも、タウ発現動物と比較してより少ない病的タウミスフォールディングおよびグリオー
シスを見せ、ニューロンにおいてAβ誘導型ミトコンドリア内因性カスパーゼカスケード
の活性化の減少も見せたことも示した。したがって、内因性細胞内タウタンパク質を除去
することは、神経保護効果、例えば神経毒性を減少させることおよび／またはニューロン
生存期間を増加させることを提供することができる。以前の報告は、タウタンパク質の減
少が、神経変性を改善できると論じたものの、当業者は、かなりの量の内因性細胞内タウ
タンパク質、すなわち微小管を安定化する必須タンパク質を除去することが、ニューロン
にいかなる有害作用も生じないとは予想しなかったであろう。しかし、本発明者らは、こ
こで、非凝集性タウタンパク質を発現している健康なヒト対象のように、タウ欠損ヒト対
象が正常なニューロン表現型を有するか、または認知機能に異常を有さないことを発見し
た。このように、内因性細胞内タウタンパク質を減少させることに基づき、タウオパチー
によって誘導される神経損傷または神経変性を減少させる方法も、本明細書において提供
される。例示的なタウオパチーは、アルツハイマー病、パーキンソン病、または前頭側頭
型認知症であることができる。
【０１６３】
　タウオパチーによって誘導される神経損傷または神経変性を減少させる方法は、タウオ
パチーを有すると判定された対象の脳に、対象においてタウアンタゴニスト物質（例えば
、内因性細胞内タウタンパク質の発現レベルを少なくとも約50％阻害する作用物質）を投
与し、それによって、神経原線維濃縮体および／またはアミロイドβの存在下で神経毒性
を減少させる（かつ／またはニューロンの生存期間を増加させる）段階を含む。
【０１６４】
　「神経毒性」という用語は、ニューロンにインビトロおよび／またはインビボのいずれ
かで及ぼす多量体性神経毒性形態のAβおよび／または神経原線維濃縮体としてのアミロ
イド由来拡散性リガンド（ADDL）の毒性作用を表す。例えば、ADDLは、特異的ニューロン
受容体に結合して、長期増強を損ないかつ記憶欠損を引き起こす異常ニューロンシグナル
伝達をトリガーする。したがって、ADDLは、ニューロンがまだ生存可能であるものの、適
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切に機能しないようにニューロンの機能を変化させる。そのような変化した機能性は、本
明細書において、神経毒性のサブクラスである「ニューロン機能障害」と呼ばれる。持続
性ADDLシグナル伝達は、異常転写および進行性シナプス消失を引き起こし、非常に長期の
持続性ADDLシグナル伝達および蓄積した構造的病理は、最終的なニューロン死および肉眼
的脳ジストロフィーに繋がる。
【０１６５】
　本明細書において使用される「タウアンタゴニスト物質」または「タウアンタゴニスト
」は、MAPTによって仲介される1つまたは複数の過程、メカニズム、効果、応答、機能、
活性または経路における質的または量的な阻害、低下、または減少を阻害するかまたは引
き起こすかまたは促進する、小分子、アンタゴニストポリペプチド、阻害性核酸、または
MAPT特異的抗体もしくはその抗原結合性断片のような作用物質を表す。したがって、「タ
ウアンタゴニスト物質」という用語は、MAPTポリペプチドもしくはMAPTをコードするポリ
ヌクレオチドの発現を阻害する作用物質、または、MAPTポリペプチドもしくはMAPTをコー
ドするポリヌクレオチドに結合するか、MAPTポリペプチドもしくはMAPTをコードするポリ
ヌクレオチドの刺激を部分的もしくは完全に遮断するか、MAPTポリペプチドもしくはMAPT
をコードするポリヌクレオチドの活性を低下させるか、該活性を防止するか、該活性の活
性化を遅延させるか、該活性を不活性化するか、MAPTポリペプチドもしくはMAPTをコード
するポリヌクレオチドを脱感作するか、またはMAPTポリペプチドもしくはMAPTをコードす
るポリヌクレオチドの活性を下方制御する、作用物質を表す。そのようなMAPTアンタゴニ
ストは、例えば、MAPTの発現、例えば、MAPTの翻訳、MAPTの翻訳後プロセシング、MAPTポ
リペプチドの安定性、分解、または核もしくは細胞質局在、またはMAPTをコードするポリ
ヌクレオチドの転写、転写後プロセシング、安定性もしくは分解を阻害することができる
。タウアンタゴニスト物質は、所望の活性および／もしくは性質、例えばMAPTの活性もし
くは発現の阻害を有することが公知であることができ、または例えば当技術分野において
公知もしくは本明細書に記載のスクリーニング方法を使用して、多様な化合物のライブラ
リーから選択することができる。
【０１６６】
　本明細書においておよび本明細書全体にわたり使用される「MAPT」または「微小管結合
タンパク質タウ」という用語は、一般的に、野生型MAPTの配列に類似または同一のMAPTポ
リペプチドまたはMAPTポリヌクレオチドを表す。
【０１６７】
　一部の態様では、「MAPT」という用語は、野生型MAPTと少なくとも70％またはそれ以上
（少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％
、少なくとも97％、少なくとも99％、または100％を含む）同一のアミノ酸配列を有するM
APTポリペプチドを表し、かつ軸索微小管の安定性をモジュレートする能力がある。
【０１６８】
　一部の態様では、「MAPT」という用語は、野生型MAPTまたはその一部と少なくとも70％
またはそれ以上（少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、
少なくとも95％、少なくとも97％、少なくとも99％、または100％を含む）同一なヌクレ
オチド配列を有するMAPTポリヌクレオチドを表し、かつ本明細書に記載のMAPTポリペプチ
ドをコードする。
【０１６９】
　様々なアイソフォームならびにヒト、マウス、ラット、およびイヌを含む異なる種の野
生型MAPT配列が、NCBIからワールドワイドウェブ上で入手可能である。例えば、ヒトMAPT
の異なるアイソフォームをコードするヌクレオチド配列およびそれらの対応するアミノ酸
配列が、NCBIで入手可能であり、それらのアクセッション番号は、本明細書に示される表
1に含まれる。
【０１７０】
　「MAPT」という用語がMAPTポリペプチドを表す場合、MAPTポリペプチドの「変異体」は
、野生型MAPTポリペプチドの軸索微小管安定化活性の少なくとも約70％またはそれ以上（
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少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、
少なくとも97％、少なくとも99％、または100％を含む）を保持する、そのようなMAPTポ
リペプチドの一部または断片を包含する。変異体はまた、野生型MAPTポリペプチドの軸索
微小管安定化活性の少なくとも約70％またはそれ以上（少なくとも75％、少なくとも80％
、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも97％、少なくとも99％
、または100％を含む）を保持する、MAPTポリペプチドの保存的置換変異体を包含する。
【０１７１】
　2つのポリペプチド間のアミノ酸同一性は、例えば、BLAST（登録商標）などのアライメ
ントアルゴリズムを使用して2つのポリペプチド配列を最初に整列させることによるか、
または当技術分野において周知の他の方法によって、決定することができる。
【０１７２】
　本明細書に記載の様々な局面において、非限定的に、PCRまたはリアルタイムPCRを使用
するmRNA発現、ウエスタンブロット、イムノアッセイ法、および／もしくはELISAを使用
するタンパク質分析、ならびに／または配列解析を含む、試料からMAPTまたはその断片を
測定するための方法は、当技術分野において公知である。したがって、一部の態様では、
核酸分子を患者の試料（例えば生検）から単離して、MAPT mRNA発現を測定することがで
き、またはタンパク質を単離して、MAPTタンパク質の発現を測定することができる。
【０１７３】
　一部の態様では、本明細書に記載の方法のために選択されたタウアンタゴニスト物質は
、内因性細胞内タウタンパク質の発現レベルを少なくとも約50％阻害する。一部の態様で
は、本明細書に記載の方法のために選択されたタウアンタゴニスト物質は、内因性細胞内
タウタンパク質の発現レベルを少なくとも約70％阻害する。一部の態様では、本明細書に
記載の方法のために選択されたタウアンタゴニスト物質は、内因性細胞内タウタンパク質
の発現レベルを少なくとも約90％阻害する。一部の態様では、本明細書に記載の方法のた
めに選択されたタウアンタゴニスト物質は、内因性細胞内タウタンパク質の発現レベルを
95％阻害する。一部の態様では、本明細書に記載の方法のために選択されたタウアンタゴ
ニスト物質は、内因性細胞内タウタンパク質の発現レベルを99％阻害する。
【０１７４】
　内因性細胞内タウタンパク質の発現レベルを阻害するために選択された作用物質は、MA
PT（微小管結合タンパク質タウ）遺伝子の発現を妨害し、かつ／またはMAPT遺伝子の転写
を阻害することができる。そのような作用物質は、非限定的に、抗体、ヌクレアーゼ（例
えば、非限定的に、ジンクフィンガーヌクレアーゼ（ZFN）、転写活性化因子様エフェク
ターヌクレアーゼ（TALEN）、CRISPR/Casシステム、転写抑制因子、核酸阻害物質（例え
ばRNAi、siRNA、anti-miR、アンチセンスオリゴヌクレオチド、リボザイム、およびそれ
らの2つまたはそれ以上の組み合わせ）、小分子、アプタマー、ならびにそれらの2つまた
はそれ以上の組み合わせを含むことができる。MAPT特異的siRNAは、市販されており、例
えば、Santa Cruz BiotechnologyからのSC-36614、および／またはDharmacon Inc.から入
手可能なAccell SMART POOL（商標） MAPT siRNAもしくは個別のAccell（商標）MAPT siR
NAである。
【０１７５】
　対象の脳に作用物質を効果的に送達するために公知の方法は、本明細書に記載の方法を
行うために使用することができる。一部の態様では、作用物質は、例えば作用物質の送達
強化のために、担体を介して脳に投与することができる。例示的な担体は、ウイルスもし
くはウイルスベクター（例えば非限定的に、レトロウイルス、アデノウイルス、アデノ随
伴ウイルス（AAV）、組換えAAV発現ベクター）、ナノ粒子、および／またはリポソームで
あることができる。
【０１７６】
　一部の態様では、対象の脳はさらに、アミロイドβ斑を有すると判定されることができ
（例えば、Baltes et al., Methods Mol Biol (2011) 711: 511-33にさらに記載されてい
る磁気共鳴イメージング（MRI）により）、かつ投与は、アミロイドβの存在下で神経毒
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性を減少させること（および／またはニューロンの生存期間を増加させること）ができる
。
【０１７７】
　「アミロイドβ」という用語は、例えばアルツハイマー病（AD）、ダウン症候群、およ
びアミロイドーシスダッチタイプ遺伝性脳出血（HCHWA-D）の患者における脳内に見られ
る、老人斑および血管アミロイド沈着（アミロイドアンギオパチー）の化学的主成分であ
るペプチドファミリーを表すために本明細書において使用される。アミロイドβペプチド
は、多様な数のアミノ酸、典型的にはアミノ酸38～43個を含むβ-アミロイド前駆タンパ
ク質（APP）の断片である。
【０１７８】
本明細書に記載の様々な局面の処置方法のためのそれを必要とする対象の選択
　疾患の処置に関して本明細書において使用される「処置」および「処置すること」とい
う用語は、疾患の進行を防止すること、または障害の経過を変化させること（例えば、非
限定的に、障害の進行を減速すること）、または障害の症状を後退させること、または対
象における1つもしくは複数の症状および／または1つもしくは複数の生化学マーカーを減
少させること、1つもしくは複数の症状が悪化もしくは進行することを防止すること、回
復を促進すること、または予後を改善することを意味する。例えば、タウ関連神経変性ま
たはタウオパチー、例えばADを処置する場合、治療的処置は、神経変性形態の減少、例え
ば、本明細書に記載の可溶性HMWタウ種アンタゴニスト物質の投与後のニューロン間伝播
の減少を表す。別の態様では、治療的処置は、タウ関連神経変性またはタウオパチー、例
えばADに関連する少なくとも1つの症状の軽減を表す。測定可能な減少には、処置後の言
語および知覚などの神経心理学検査で認知改善を査定することなどの、測定可能なマーカ
ーまたは症状における統計的に有意な任意の低下が含まれる。一態様では、タウ関連神経
変性またはタウオパチー、例えばADの少なくとも1つの症状が、少なくとも約10％、少な
くとも約15％、少なくとも約20％、少なくとも約30％、少なくとも約40％、または少なく
とも約50％軽減される。別の態様では、少なくとも1つの症状が、50％超、例えば、少な
くとも約60％、または少なくとも約70％軽減される。一態様では、少なくとも1つの症状
は、対照（例えば、本明細書に記載の可溶性HMWタウ種アンタゴニスト物質の非存在下）
と比較して、少なくとも約80％、少なくとも約90％、またはそれを上回って軽減される。
【０１７９】
　一部の態様では、本明細書に記載の処置方法は、処置前に、タウ関連神経変性またはタ
ウオパチーADを有する対象を診断する段階をさらに含むことができる。処置方法を受け入
れられる対象は、タウ関連神経変性またはタウオパチーを有すると診断されている対象で
ある。例示的なタウ関連神経変性またはタウオパチーには、非限定的に、アルツハイマー
病、パーキンソン病、または前頭側頭型認知症が含まれる。
【０１８０】
　一態様では、処置方法を受け入れられる対象は、アルツハイマー病を有すると診断され
ている対象である。アルツハイマー病を診断するための方法は、当技術分野において公知
である。例えば、アルツハイマー病の病期は、アルツハイマー病の進行を機能的能力およ
び機能的喪失の7つの主見出しの下で16個の連続段階に分類する機能評価ステージング（F
unctional Assessment Staging）（FAST）スケールを使用して査定することができる。ス
テージ1は、機能または記憶に低下を有さない正常な成人として定義される。ステージ2は
、機能的低下を個人的に幾分認識している、典型的には記憶欠損ならびに身近な人および
場所の名前を忘れることを訴えている正常な高齢成人として定義される。ステージ3（初
期のアルツハイマー病）は、要求が厳しい業務状況において症状が出現し、不慣れな場所
を旅行している際の見当識障害；同僚による遂行能力の低下の報告；名前および言葉を見
つけることの欠損；本の一節から情報を思い起こす能力または自分に新しく紹介された人
物の名前を思い出す能力の減少；貴重品の置き違い；集中力低下を特徴とする。ステージ
4（軽度アルツハイマー病）では、患者は、パーティーの計画または財政担当などの複雑
な課題に補助を要する場合があり、生活上の出来事を思い出すことに問題を示し、集中お
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よび旅行が困難である。ステージ5（中等度アルツハイマー病）では、患者は、適切な服
装を選ぶことなどの日常の課題を行うことに補助が必要である。時間における見当識障害
、および自分の現在の生活の重要な情報の想起不能が起こるが、患者は、自分自身、自分
の家族および他についての主な情報をまだ思い出すことができる。ステージ6（やや高度
のアルツハイマー病）では、患者は、自分自身および自分の周囲に関する著しい量の情報
を忘れ始め、着衣、入浴、およびトイレ使用に補助が必要である。尿失禁および睡眠パタ
ーンの障害が起こる。人格および情動変化が、極めて明白になり、認知的無為症が観察さ
れる。ステージ7（高度のアルツハイマー病）では、言語能力が数語だけに限定されるよ
うになり、理解できる語彙は単一の語に限定され得る。患者は、歩行、上体おこし、また
は笑う能力を失う可能性があり、ついには頭を支えることができなくなる。
【０１８１】
　ADのための他の代替的な診断方法には、非限定的に、米国特許番号の米国特許第7,771,
937号、米国特許第7,595,167号、US55580748、およびPCT出願番号WO2009/009457に開示さ
れた細胞検査法および分子検査法が含まれ、それらの内容は、その全体として参照により
組み入れられる。追加的に、ADについてのタンパク質ベースのバイオマーカーの一部を非
侵襲性イメージング、例えばPETによって検出することができるが、それらは、米国特許
第7,794,948号に開示されており、その内容は、その全体として参照により組み入れられ
る。
【０１８２】
　ADのリスクに関与する遺伝子は、ADの診断のために使用することができる。他のADリス
ク遺伝子の一例は、アポリポタンパク質E-ε4（APOE-ε4）である。APOE-ε4は、APOE遺
伝子の3つの一般形態、すなわち対立遺伝子の1つであり；残りは、APOE-e2およびAPOE-e3
である。APOEは、血流中でコレステロールを運搬するタンパク質の1種のための青写真を
提供する。皆が、それぞれの親からある形態のAPOEのコピーを受け継いでいる。APOE-ε4
のコピー1つを受け継いでいる者は、ADを発病するリスクが増加している。2つのコピーを
受け継いでいる者は、一層高いリスクを有するが、ADを発病することが確実なわけではな
い。APOE-ε4は、上昇するリスクに加えて、症状を通常よりも若い年齢で出現させる傾向
があり得る。APOE-e4に加えて他のADリスク遺伝子が、当技術分野において十分に確立さ
れている。それらの一部は、米国特許出願番号のUS2010/0249107、US2008/0318220、US20
03/0170678、およびPCT出願番号WO2010/048497に開示されており、それらの内容は、その
全体として参照により組み入れられる。遺伝子検査は、当技術分野において十分に確立さ
れており、例えばAPOE-e4について使用可能である。したがって、APOE-ε4対立遺伝子を
有する対象は、ADを発病するリスクを有する対象として同定されることができる。
【０１８３】
　さらなる態様では、Aβの荷重を有する対象は、本明細書に記載の処置方法を受け入れ
られる。そのような対象には、非限定的に、ダウン症候群を有する対象、未罹患のAPPま
たはプレセニリン遺伝子変異および遅発型ADリスク因子であるアポリポタンパク質E-ε4
の保因者が含まれる。
【０１８４】
　一部の態様では、現在、タウ関連神経変性またはタウオパチーの治療的処置を受けてい
る、タウ関連神経変性またはタウオパチー（例えばAD）を有する対象も、本明細書に記載
の処置方法に供することができる。
【０１８５】
　一部の態様では、例えば、本明細書に記載の診断方法または当技術分野において公知の
任意の診断方法（例えばADに対する）を用いて、タウ関連神経変性またはタウオパチー（
例えばAD）を発病するリスクが増加していると診断された対象を、本明細書に記載の処置
方法に供することができる。
【０１８６】
　本明細書において使用される「対象」は、ヒトまたは動物を意味することができる。対
象の例には、霊長類（例えばヒトおよびサル）が含まれる。通常、動物は、霊長類、齧歯
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類、家畜または狩猟動物のような脊椎動物である。霊長類には、チンパンジー、カニクイ
ザル、クモザル、およびマカク、例えばアカゲザルが含まれる。齧歯類には、マウス、ラ
ット、ウッドチャック、フェレット、ウサギおよびハムスターが含まれる。家畜および狩
猟動物には、ウシ、ウマ、ブタ、シカ、バイソン、スイギュウ、ネコ種、例えばイエネコ
、イヌ種、例えばイヌ、キツネ、オオカミ、トリ種、例えばニワトリ、エミュー、ダチョ
ウ、および魚類、例えばマス、ナマズおよびサケが含まれる。患者または対象には、前記
の任意のサブセット、例えば上記の全てが含まれ、またはそのようなヒト、霊長類もしく
は齧歯類のような1つもしくは複数の群もしくは種が含まれる。本明細書に記載の局面の
特定の態様では、対象は、哺乳類、例えば霊長類、例えばヒトである。「患者」および「
対象」という用語は、本明細書において互換的に使用される。対象は、男性または女性で
あることができる。
【０１８７】
　一態様では、対象は哺乳類である。哺乳類は、ヒト、非ヒト霊長類、マウス、ラット、
イヌ、ネコ、ウマ、またはウシであることができるが、これらの例に限定されない。ヒト
以外の哺乳類を、神経変性の動物モデルを表す対象として有利に使用することができる。
加えて、本明細書に記載の方法および組成物を、家畜および／またはペットに採用するこ
とができる。一部の態様では、対象はヒト対象である。ヒト対象は、任意の年齢、性別、
人種または民族、例えばコーカサス人種（白人）、アジア人、アフリカ人、黒人、アフリ
カ系アメリカ人、アフリカ系ヨーロッパ人、ヒスパニック、中東人などであることができ
る。
【０１８８】
本明細書に記載の処置方法のための薬学的組成物および投与様式
　本明細書において提供される別の局面は、本明細書に記載の少なくとも1種もしくは複
数種（例えば、1、2、3種、もしくはそれ以上）の可溶性HMWタウ種アンタゴニスト物質、
および／または本明細書に記載の少なくとも1種もしくは複数種（例えば、1、2、3種、も
しくはそれ以上）のタウアンタゴニストの有効量を含む薬学的組成物を包含する。一態様
では、組成物は、神経変性を阻害する少なくとも1種の追加的な治療用物質、例えば、AKA
P79ペプチド、またはFK506またはその内容が参照により本明細書に組み入れられる米国特
許出願第2013/0195866号に記載のNFATアンタゴニストをさらに含む。
【０１８９】
　一部の態様では、ベクターは、可溶性HMWタウ種アンタゴニスト物質および／またはタ
ウアンタゴニストを発現させ、ニューロン中に送達するために使用することができる。例
えば、発現カセットを有する本明細書に記載のウイルスベクターは、MAPTアンタゴニスト
配列をコードすることができる。有効用量の正確な決定は、個別の要因、例えば、それら
の斑サイズ、年齢、および神経変性以来の時間量に基づくことができる。したがって、当
業者は、各個別の患者について投薬量を容易に調整することができる。
【０１９０】
　当技術分野において公知の任意の発現ベクターを使用して、本明細書に記載のセンサー
システムを発現させることができる。「プラスミド」と互換的に使用される「ベクター」
という用語は、それが連結されている別の核酸を輸送する能力がある核酸分子を表す。機
能的に連結される遺伝子および／または核酸配列の発現を指令する能力があるベクターは
、本明細書において「発現ベクター」と呼ばれる。一般的に、組換えDNA技法において有
用な発現ベクターは、多くの場合に「プラスミド」の形態であり、プラスミドは、それら
のベクター形態で染色体に結合していない環状2本鎖DNAループを表す。例えば非限定的に
、プラスミド、エピソーム、バクテリオファージまたはウイルスベクターを含む他の発現
ベクターを、本明細書に記載の異なる態様において使用することができ、そのようなベク
ターは、ホストのゲノム中に組み込まれ得るか、または特定の細胞中で自己複製し得る。
等価の機能を果たす、当業者に公知の他の形態の発現ベクターも、使用することができる
。発現ベクターは、DNAをコードする安定的または一過性発現のための発現ベクターを含
む。



(54) JP 2017-505756 A 2017.2.23

10

20

30

40

50

【０１９１】
　一部の態様では、発現ベクターは、プロモーターをさらに含む。本明細書において使用
されるように、本明細書において互換的に使用される「プロモーター」または「プロモー
ター領域」または「プロモーターエレメント」は、それが機能的に連結される核酸配列の
転写を制御する核酸配列のセグメント、典型的には非限定的に、DNAもしくはRNAまたはそ
の類似体を表す。プロモーター領域には、RNAポリメラーゼの認識、結合および転写開始
にとって十分な特異的配列が含まれる。プロモーター領域のこの部分は、プロモーターと
呼ばれる。加えて、プロモーター領域には、RNAポリメラーゼのこの認識、結合および転
写開始活性をモジュレートする配列が含まれる。これらの配列は、シス作用因子であり得
、またはトランス作用因子に応答性であり得る。調節の性質に応じて、プロモーターは、
構成的または調節的であり得る。
【０１９２】
　一部の態様では、発現ベクターは、さらに調節配列を含む。本明細書において「調節エ
レメント」と互換的に使用される「調節配列」という用語は、それが機能的に連結される
核酸配列の転写をモジュレートすることで、転写モジュレーターとして作用する核酸セグ
メントに対するエレメント、典型的には非限定的にDNAもしくはRNAまたはその類似体を表
す。調節配列は、それらが機能的に連結される遺伝子および／または核酸配列の発現をモ
ジュレートする。調節配列は、多くの場合に「調節エレメント」を含み、該調節エレメン
トは、転写結合性ドメインでありかつ転写タンパク質および／もしくは転写因子、リプレ
ッサーまたはエンハンサーなどの核酸結合性ドメインによって認識される、核酸配列であ
る。典型的な調節配列には、非限定的に、転写プロモーター、転写を制御するためのオプ
ションの作動配列、適切なmRNAリボソーム結合部位をコードする配列、ならびに転写およ
び／または翻訳の終止を制御するための配列が含まれる。調節配列は、発現が意図される
細胞型における分断生体分子コンジュゲートの発現を制御するためのアッセイ法のために
選択される。
【０１９３】
　調節配列は、単一の調節配列もしくは複数の調節配列、またはそれらの改変調節配列も
しくは断片であることができる。改変調節配列は、核酸配列が、ある手段、例えば非限定
的に変異、メチル化などによって変更または改変されている調節配列である。
【０１９４】
　「機能的に連結される」または「機能的に関連する」という用語は、本明細書において
互換的に使用され、核酸配列と、プロモーター、エンハンサー、転写および翻訳停止部位
、ならびに他のシグナル配列のようなヌクレオチドの調節配列との機能的関係を表す。例
えば、調節配列またはプロモーター領域との核酸配列、典型的にはDNAの機能的連結は、D
NAの転写が、DNAを特異的に認識、結合および転写するRNAポリメラーゼにより、調節配列
またはプロモーターから開始されるような、そのようなDNAと調節配列とのまたはプロモ
ーターとの間の物理的および機能的関係を表す。発現および／またはインビトロ転写を最
適化するために、核酸またはDNAが発現されるための細胞型では、その発現のための調節
配列を改変することが必要であり得る。そのような改変の望ましさまたは必要性は、経験
的に判定され得る。
【０１９５】
　一部の態様では、発現ベクターは、ウイルスベクターである。本明細書において使用さ
れる「ウイルスベクター」という用語は、ウイルス由来でありかつ形質導入を介して細胞
内に遺伝材料を移行させるために使用される、任意の形態の核酸を表す。本用語は、DNA
およびRNAのようなウイルスベクター核酸、これらの核酸のカプシド形成形態、ならびに
ウイルスベクター核酸がパッケージングされているウイルス粒子を包含する。ウイルスベ
クターの例には、非限定的に、レトロウイルス、レンチウイルス、アデノウイルス、アデ
ノ随伴ウイルス、およびそれらの組み合わせが含まれる。
【０１９６】
　それを必要とする対象、例えば、タウ関連神経変性またはタウオパチー（例えばAD）を
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有すると診断された対象またはタウ関連神経変性またはタウオパチー（例えばAD）の素因
がある対象への投与のために、可溶性HMWタウ種アンタゴニストおよび／またはタウアン
タゴニストを薬学的に許容される組成物中に提供することができる。本明細書において使
用される「薬学的に許容される」という用語は、健全な医学的判断の範囲内で、過度の毒
性、刺激、アレルギー応答、または他の問題もしくは合併症なしに、合理的なベネフィッ
ト／リスク比に釣り合った、ヒトおよび動物の組織と接触する使用に適している、それら
の化合物、材料、組成物、および／または剤形を表す。
【０１９７】
　薬学的に許容される組成物は、1種または複数種の薬学的担体（添加剤）および／また
は希釈剤をさらに含むことができる。本明細書において使用される「薬学的に許容される
担体」という用語は、本明細書に記載の可溶性HMWタウ種アンタゴニストまたは本明細書
に記載のタウアンタゴニストの投与のための、薬学的に許容される材料、組成物またはビ
ヒクル、例えば液体、希釈剤、賦形剤、製造助剤または封入材を意味する。各担体は、製
剤の他の成分と適合性でありかつ患者に有害でないという意味で「許容され」なければな
らない。薬学的に許容される担体には、可溶性HMWタウ種アンタゴニストおよび／または
タウアンタゴニストの活性と適合性であり、かつ対象に生理学的に許容される任意および
全ての溶媒、分散媒、コーティング剤、抗細菌および抗真菌剤、等張化剤ならびに吸収遅
延剤などが含まれる。薬学的に許容される担体として役立つことができる材料のいくつか
の例には：（i）糖、例えばラクトース、グルコースおよびスクロース；（ii）デンプン
、例えばトウモロコシデンプンおよびバレイショデンプン；（iii）セルロース、ならび
にその誘導体、例えばカルボキシメチルセルロースナトリウム、メチルセルロース、エチ
ルセルロース、結晶セルロースおよび酢酸セルロース；（iv）粉末トラガカント；（v）
麦芽；（vi）ゼラチン；（vii）滑沢剤、例えばステアリン酸マグネシウム、ラウリル硫
酸ナトリウムおよびタルク；（viii）賦形剤、例えばカカオ脂および坐剤用ロウ；（ix）
油、例えばラッカセイ油、綿実油、ベニバナ油、ゴマ油、オリーブ油、トウモロコシ油お
よびダイズ油；（x）グリコール、例えばプロピレングリコール；（xi）ポリオール、例
えばグリセリン、ソルビトール、マンニトールおよびポリエチレングリコール（PEG）；
（xii）エステル、例えばオレイン酸エチルおよびラウリン酸エチル；（xiii）寒天；（x
iv）緩衝剤、例えば水酸化マグネシウムおよび水酸化アルミニウム；（xv）アルギン酸；
（xvi）発熱物質不含水；（xvii）等張塩類溶液；（xviii）リンゲル液；（xix）エチル
アルコール；（xx）pH緩衝溶液；（xxi）ポリエステル、ポリカーボネートおよび／また
はポリ無水物；（xxii）膨張性剤、例えばポリペプチドおよびアミノ酸（xxiii）血清成
分、例えば血清アルブミン、HDLおよびLDL；（xxiv）C2-C12アルコール、例えばエタノー
ル；ならびに（xxv）薬学的製剤に採用される他の無毒の適合性物質が含まれる。湿潤剤
、着色剤、放出剤、コーティング剤、甘味料、香味料、香料、保存料および抗酸化剤も、
製剤中に存在することができる。
【０１９８】
　経口投与されるべき本明細書に記載の組成物または調製物について、薬学的に許容され
る担体には、非限定的に、薬学的に許容される賦形剤、例えば不活性希釈剤、崩壊剤、結
合物質、滑沢剤、甘味料、香味料、着色料、および保存料が含まれる。適切な不活性希釈
剤には、炭酸ナトリウムおよび炭酸カルシウム、リン酸ナトリウムおよびリン酸カルシウ
ム、ならびにラクトースが含まれ、一方でトウモロコシデンプンおよびアルギン酸は、適
切な崩壊剤である。結合物質には、デンプンおよびゼラチンが含まれ得、一方で滑沢剤は
、存在する場合には、一般的にステアリン酸マグネシウム、ステアリン酸またはタルクで
ある。所望であれば、消化管中での吸収を遅延させるために、錠剤は、モノステアリン酸
グリセリンまたはジステアリン酸グリセリンのような材料でコーティングされ得る。
【０１９９】
　薬学的に許容される担体は、投与経路および製剤に応じて、本明細書に記載の薬学的組
成物において変動することができる。例えば、本明細書に記載の薬学的に許容される組成
物は、注射を介して送達することができる。投与（送達）のためのこれらの経路には、非
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限定的に、静脈内、皮質内、頭蓋内、脳室内、筋肉内、腹腔内、および注入技法を含む、
皮下または非経口が含まれる。一態様では、薬学的に許容される組成物は、皮質内注射に
適した形態である。別の態様では、薬学的組成物は、頭蓋内注射のために製剤化される。
他の投与形態、例えば経口、全身、または非経口投与も、採用することができる。
【０２００】
　本明細書に記載の薬学的組成物を、固体または液体形態での投与のために特別に製剤化
することができる。追加的に、薬学的組成物を患者に植え込む、または薬物送達システム
を使用して注射することができる。例えば、Urquhart, et al., Ann. Rev. Pharmacol. T
oxicol. 24: 199-236 (1984); Lewis, ed. "Controlled Release of Pesticides and Pha
rmaceuticals" (Plenum Press, New York, 1981）；米国特許第3,773,919号；および米国
特許第35 3,270,960号を参照されたい。
【０２０１】
　本明細書に記載の薬学的組成物を非経口的に投与する場合、それは、一般的に単位投薬
注射剤形（液剤、懸濁剤、乳剤）に製剤化される。注射に適した薬学的製剤には、無菌水
剤または分散剤が含まれる。担体は、例えば、水、細胞培養用培地、緩衝液（例えばリン
酸緩衝塩類溶液）、ポリオール（例えばグリセロール、プロピレングリコール、液体ポリ
エチレングリコールなど）、およびそれらの適切な混合物を含有する溶媒または分散媒で
あることができる。一部の態様では、薬学的担体は、緩衝液（例えばPBS）であることが
できる。
【０２０２】
　一部の態様では、薬学的組成物は、乳剤またはゲル剤に製剤化することができる。その
ような態様では、本明細書に記載の少なくとも1種の可溶性HMWタウ種アンタゴニストおよ
び／または本明細書に記載の少なくとも1種のタウアンタゴニストは、生体適合性ゲル、
例えばヒドロゲルおよびペプチドゲル内に封入することができる。ゲル薬学的組成物は、
変性しているニューロン細胞近くの脳、例えばアミロイド斑もしくは神経原線維濃縮体に
近接した細胞に、または脳の間質腔内に植え込むことができる。
【０２０３】
　追加的に、抗菌保存料、抗酸化剤、キレート剤、および緩衝剤を含む、組成物の安定性
、無菌性、および等張性を高める様々な添加剤を添加することができる。微生物の作用の
防止は、様々な抗細菌剤および抗真菌剤、例えばパラベン、クロロブタノール、フェノー
ル、ソルビン酸などによって確実にすることができる。多くの場合に、等張化剤、例えば
糖、塩化ナトリウムなどを含めることが望ましくあり得る。
【０２０４】
　組成物はまた、投与経路および所望の調製物に応じて、湿潤剤または乳化剤、pH緩衝剤
、ゲル化または増粘添加物、保存料、着色料などののような補助物質を含有することがで
きる。過度の実験なしに適切な調製物を調製するために、参照により本明細書に組み入れ
られる"REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCE", 17th edition, 1985のような標準的な教
科書を調べてもよい。しかし、本明細書に記載の薬学的組成物に関連して、使用される任
意のビヒクル、希釈剤、または添加剤は、本明細書に記載の可溶性HMWタウ種アンタゴニ
ストおよび／または本明細書に記載のタウアンタゴニストと生体適合性または不活性でな
ければならないはずである。
【０２０５】
　組成物は等張であることができ、すなわちそれらは血液および涙液と同じ浸透圧を有す
ることができる。本明細書に記載の薬学的組成物の所望の等張性は、塩化ナトリウム、ま
たは他の薬学的に許容される作用物質、例えばデキストロース、ホウ酸、酒石酸ナトリウ
ム、プロピレングリコールまたは他の無機もしくは有機溶質を使用して達成することがで
きる。一態様では、ナトリウムイオンを含有する緩衝液に塩化ナトリウムが使用される。
【０２０６】
　組成物の粘度は、薬学的に許容される粘稠化物質を使用して選択されたレベルに維持す
ることができる。一態様では、メチルセルロースが容易にかつ経済的に入手可能であり、
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取り扱いが簡単であるので、使用される。他の適切な粘稠化物質には、例えば、キサンタ
ンガム、カルボキシメチルセルロース、ヒドロキシプロピルセルロース、カルボマーなど
が含まれる。粘稠化物質の好ましい濃度は、選択される該物質に依存する。重要な点は、
選択された粘度に到達する量を使用することである。粘性組成物は、通常、そのような粘
稠化物質の添加によって溶液から調製される。
【０２０７】
　一部の態様では、本明細書に記載の可溶性HMWタウ種アンタゴニストおよび／または本
明細書に記載のタウアンタゴニストをコードするベクターを形質導入されたニューロンは
、薬学的組成物中に含まれ、凍結保存されることができる。そのような態様では、細胞を
凍結するために公知の添加剤または保存料を、組成物中に含ませることができる。選択さ
れた保存料または添加剤に応じて相当の変動があり得るものの、保存料の適切な濃度は、
総重量に基づき0.02％から2％まで変動することができる。そのような添加剤または保存
料の一例は、ジメチルスルホキシド（DMSO）または熟練の技術者に公知の任意の他の細胞
凍結物質であることができる。そのような態様では、組成物は、対象への使用または投与
、例えばニューロン幹細胞療法の前に、解凍される。
【０２０８】
　典型的には、任意の添加剤（本明細書に記載の可溶性HMWタウ種アンタゴニストおよび
／または本明細書に記載のタウアンタゴニストに加えて）が、リン酸緩衝塩類溶液中に0.
001～50wt％溶液の量で存在することができ、活性成分は、数マイクログラムから数ミリ
グラム程度、例えば約0.0001～約5wt％、約0.0001～約1wt％、約0.0001～約0.05wt％また
は約0.001～約20wt％、約0.01～約10wt％、および約0.05～約5wt％存在する。それを必要
とする対象に投与されるべき任意の治療用組成物のため、および任意の特定の投与方法の
ために、適切な動物モデル、例えばマウスなどの齧歯類における致死用量（LD）およびLD
50を決定することなどによって、毒性を；ならびに適切な応答を誘発する組成物の投薬量
、その中の成分の濃度および組成物を投与するタイミングを決定することが好ましい。そ
のような決定は、熟練の技術者の知識から過度の実験を必要としない。
【０２０９】
　本明細書に記載の薬学的組成物は、一般的に受け入れられている手順に従って成分を混
合することによって調製することができる。例えば、本明細書に記載の少なくとも1種の
可溶性HMWタウ種アンタゴニストおよび／または本明細書に記載の少なくとも1種のタウア
ンタゴニストの有効量は、適切な薬学的に許容される担体中に再懸濁することができ、水
もしくは粘稠化物質の添加により、混合物を終濃度および終粘度に調整し、可能性がある
ことには緩衝剤の添加によりpHを制御するか、または追加的な溶質の添加により張性を制
御することができる。本明細書に記載の少なくとも1種の可溶性HMWタウ種アンタゴニスト
および／または本明細書に記載の少なくとも1種のタウアンタゴニストおよび例えば神経
変性を阻害するための任意の他の追加的な作用物質の有効量は、細胞混合物と混合するこ
とができる。一般的に、pHは、約3から約7.5に変動することができる。一部の態様では、
組成物のpHは、約6.5～約7.5であることができる。組成物は、医学および獣医学分野の技
術者に周知の投薬量および技法によって、特定の患者の年齢、性別、体重、および状態な
らびに投与のために使用される組成物の形態（例えば液体）のような要因を考慮して、投
与することができる。ヒトまたは他の哺乳類のための投薬量は、熟練の技術者によって過
度の実験なしに決定されることができる。
【０２１０】
　初回投与およびさらなる投薬にまたは連続投与に適したレジメンは、変動することがで
きる。一態様では、治療レジメンには、必要であれば、初回投与後の後続投与を含む。一
部の態様では、本明細書に記載の少なくとも1種の可溶性HMWタウ種アンタゴニストおよび
／または本明細書に記載の少なくとも1種のタウアンタゴニストの複数回投与は、対象の
脳に注射することができる。例えば、本明細書に記載の少なくとも1種の可溶性HMWタウ種
アンタゴニストおよび／または本明細書に記載の少なくとも1種のタウアンタゴニストは
、2回またはそれ以上、3回またはそれ以上、4回またはそれ以上、5回またはそれ以上、ま
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たは6回またはそれ以上の注射において投与することができる。一部の態様では、本明細
書に記載の同じ可溶性HMWタウ種アンタゴニストおよび／または本明細書に記載の同じタ
ウアンタゴニストを、後続する各投与において投与することができる。一部の態様では、
本明細書に記載の異なる可溶性HMWタウ種アンタゴニストおよび／または本明細書に記載
の異なるタウアンタゴニストを、後続する各投与において投与することができる。注射は
、皮質内、例えば体性感覚皮質内に行うことができる。他の態様では、注射は、斑近く、
例えば、アミロイドβ斑または神経原線維濃縮体近くに投与することができる。
【０２１１】
　後続する注射は、先行する注射の直後、または少なくとも約1分後、少なくとも約2分後
、少なくとも約5分後、少なくとも約15分後、少なくとも約30分後、少なくとも約1時間後
、少なくとも約2時間後、少なくとも約3時間後、少なくとも約6時間後、少なくとも約12
時間後、少なくとも約24時間後、少なくとも約2日後、少なくとも約3日後、少なくとも約
4日後、少なくとも約5日後、少なくとも約6日後または少なくとも約7日後に投与すること
ができる。一部の態様では、後続する注射は、少なくとも約1週間後、少なくとも約2週間
後、少なくとも約1ヶ月後、少なくとも約2年後、少なくとも約3年後、少なくとも約6年後
、または少なくとも約10年後に投与することができる。
【０２１２】
　様々な態様では、本明細書に記載の薬学的組成物を含む投薬量が、例えば、ニューロン
の生存期間の増加または神経毒性の減少または脳もしくは認知機能の改善によって指し示
される神経変性の程度を、少なくとも約5％、少なくとも約10％、少なくとも約15％、少
なくとも約20％、少なくとも約30％、少なくとも約40％、または少なくとも約50％減少さ
せる場合に、投薬量は、薬学的に有効と見なされる。一態様では、脳または認知機能は、
50％超、例えば少なくとも約60％、または少なくとも約70％改善される。別の態様では、
脳または認知機能は、対照（例えば本明細書に記載の組成物の非存在下）と比較して、少
なくとも約80％、少なくとも約90％、またはそれを上回って改善される。
【０２１３】
　本明細書に記載の様々な局面の態様は、以下の番号付き項目のいずれかにおいて定義さ
れることができる。
　1. 可溶性高分子量（HMW）タウ種を含む組成物であって、該可溶性HMWが、非原線維性
であり、少なくとも約500kDaの分子量を有し、かつ該組成物が、可溶性低分子量（LMW）
タウ種を実質的に含まない、組成物。
　2. 前記可溶性HMWタウ種が、少なくとも約669kDaの分子量を有する、項目1に記載の組
成物。
　3. 前記可溶性HMWタウ種が、約669kDa～約1000kDaの分子量を有する、項目1に記載の組
成物。
　4. 前記可溶性HMWタウ種が粒子の形態である、項目1～3のいずれかに記載の組成物。
　5. 前記粒子のサイズが約10nm～約30nmの範囲に及ぶ、項目4に記載の組成物。
　6. 前記可溶性HMWタウ種がリン酸化されている、項目1～5のいずれかに記載の組成物。
　7. 前記可溶性HMWタウ種がリン酸緩衝塩類溶液に可溶性である、項目1～6のいずれかに
記載の組成物。
　8. 前記可溶性LMWタウ種のニューロン取り込みおよびニューロン間輸送と比較した場合
、前記可溶性HMWタウ種が、ニューロンによって優先的に取り込まれ、かつニューロンか
らシナプス結合したニューロンに優先的に軸索輸送される、項目1～7のいずれかに記載の
組成物。
　9. 前記可溶性LMWタウ種が200kDa以下の分子量を有する、項目8に記載の組成物。
　10. 前記可溶性HMWタウ種に対する抗体を産生するためのアジュバントをさらに含む、
項目9に記載の組成物。
　11. 可溶性高分子量（HMW）タウ種を特異的に結合させかつ可溶性低分子量（LMW）タウ
種を結合させず、該HMWタウ種が、非原線維性であり、少なくとも約500kDaの分子量を有
し、かつ該LMWタウ種が200kDa以下の分子量を有する、単離された抗体またはその抗原結
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合性部分。
　12. ニューロンによって取り込まれている前記可溶性HMWタウ種を減少させる、項目11
に記載の単離された抗体またはその抗原結合性部分。
　13. ニューロンからシナプス結合したニューロンに軸索輸送されている前記可溶性HMW
タウ種を減少させる、項目11または12に記載の単離された抗体またはその抗原結合性部分
。
　14. 前記可溶性HMWタウ種が、少なくとも約669kDaの分子量を有する、項目11～13のい
ずれかに記載の単離された抗体またはその抗原結合性部分。
　15. 前記可溶性HMWタウ種が、約669kDa～約1000kDaの分子量を有する、項目14に記載の
単離された抗体またはその抗原結合性部分。
　16. 前記可溶性HMWタウ種が粒子の形態である、項目11～15のいずれかに記載の単離さ
れた抗体またはその抗原結合性部分。
　17. 前記粒子のサイズが約10nm～約30nmの範囲に及ぶ、項目16に記載の単離された抗体
またはその抗原結合性部分。
　18. 前記可溶性HMWタウ種がリン酸化されている、項目11～17のいずれかに記載の単離
された抗体またはその抗原結合性部分。
　19. 前記可溶性HMWタウ種がリン酸緩衝塩類溶液に可溶性である、項目11～18のいずれ
かに記載の単離された抗体またはその抗原結合性部分。
　20. シナプス結合したニューロンと接触している可溶性HMWタウ種の細胞外レベルを選
択的に減少させる段階を含む、シナプス結合したニューロン間の異常タウタンパク質の伝
播を防止する方法であって、該可溶性HMWタウ種が、非原線維性であり、少なくとも約500
kDaの分子量を有し、該可溶性HMWタウ種のレベルの減少が、シナプス結合したニューロン
間の異常タウタンパク質の伝播の減少を招く、方法。
　21. 可溶性LMWタウ種の細胞外レベルが、前記選択的減少の最中に実質的に減少されな
い、項目20に記載の方法。
　22. 前記可溶性HMWタウ種が微小透析によって選択的に減少される、項目20または21の
いずれかに記載の方法。
　23. シナプス結合したニューロンと接触している細胞外間隙または細胞外液を前記可溶
性HMWタウ種のアンタゴニストと接触させることによって、該可溶性HMWタウ種が選択的に
減少される、項目20～22のいずれかに記載の方法。
　24. 前記HMWタウ種のアンタゴニストが、抗体、ジンクフィンガーヌクレアーゼ、転写
抑制因子、核酸阻害物質、小分子、アプタマー、遺伝子編集組成物、およびそれらの組み
合わせからなる群より選択される、項目23に記載の方法。
　25. タウ関連神経変性を有すると判定された対象または該タウ関連神経変性のリスクを
有すると判定された対象の脳内の可溶性HMWタウ種のレベルを選択的に減少させる段階を
含む、該対象におけるタウ関連神経変性を減少させる方法であって、該可溶性HMWタウ種
が、非原線維性であり、少なくとも約500kDaの分子量を有し、該可溶性HMWタウ種のレベ
ルの減少が、タウ関連神経変性の減少を招く、方法。
　26.前記対象における可溶性LMWタウ種のレベルが、処置の最中に実質的に減少されない
、項目25に記載の方法。
　27. 前記可溶性HMWタウ種の少なくとも一部が前記対象の脳間質液中に存在する、項目2
5または26に記載の方法。
　28. 前記可溶性HMWタウ種の少なくとも一部が前記対象の脳脊髄液中に存在する、項目2
5～27のいずれかに記載の方法。
　29. 前記対象の脳内の前記可溶性HMWタウ種が脳微小透析によって選択的に減少される
、項目25～28のいずれかに記載の方法。
　30. 前記可溶性HMWタウ種が、前記対象の脳に可溶性HMWタウ種のアンタゴニストを投与
することによって選択的に減少される、項目25～29のいずれかに記載の方法。
　31. 前記HMWタウ種のアンタゴニストが、抗体、ジンクフィンガーヌクレアーゼ、転写
抑制因子、核酸阻害物質、小分子、アプタマー、遺伝子編集組成物、およびそれらの組み
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合わせからなる群より選択される、項目30に記載の方法。
　32. 参照レベルを上回るレベルで脳内に存在する可溶性HMWタウ種を有すると判定され
た対象を選択する段階をさらに含む、項目25～31のいずれかに記載の方法。
　33. 前記タウ関連神経変性が、アルツハイマー病、パーキンソン病、または前頭側頭型
認知症である、項目25～32のいずれかに記載の方法。
　34. a. 対象由来の脳間質液または脳脊髄液の試料を分画する段階；
　　b. 可溶性HMWタウ種の存在が判定されかつ該可溶性HMWタウ種の量が測定されるよう
に、該試料中の該可溶性HMWタウ種を検出する段階であって、該可溶性HMWタウ種が、非原
線維性であり、少なくとも約500kDaの分子量を有する、段階；ならびに
　　c. 該試料中の該可溶性HMWタウ種のレベルが参照レベルと同じであるかもしくは該参
照レベルを上回る場合、タウ関連神経変性を有するかもしくは該タウ関連神経変性のリス
クを有する該対象を同定する段階、または
該可溶性HMWタウ種のレベルが参照レベルを下回る場合、タウ関連神経変性を有する可能
性が低い該対象を同定する段階
を含む、タウ関連神経変性を診断する方法。
　35. 前記試料が可溶性LMWタウ種を実質的に含まず、該可溶性LMWタウ種が200kDa以下の
分子量を有する、項目34に記載の方法。
　36. 前記試料が可溶性LMWタウ種を含み、該可溶性LMWタウ種が200kDa以下の分子量を有
する、項目34または35に記載の方法。
　37. 前記試料中の前記可溶性LMWタウ種の量を検出する段階をさらに含む、項目36に記
載の方法。
　38. 前記可溶性LMWタウ種に対する前記可溶性HMWタウ種の比が参照レベル比と同じであ
るかもしくは該参照レベル比を上回る場合に、前記対象が、タウ関連神経変性を有するか
もしくは該タウ関連神経変性のリスクを有すると同定されるか；または該可溶性LMWタウ
種に対する該可溶性HMWタウ種の比が該参照レベル比を下回る場合に、該対象が、タウ関
連神経変性を有する可能性が低いと同定される、項目34～37のいずれかに記載の方法。
　39. 前記分画する段階がサイズ排除による、項目34～38のいずれかに記載の方法。
　40. 前記検出する段階が、前記可溶性HMWタウ種のリン酸化を検出することをさらに含
む、項目34～39のいずれかに記載の方法。
　41. 前記タウ関連神経変性が、アルツハイマー病、パーキンソン病、または前頭側頭型
認知症である、項目34～40のいずれかに記載の方法。
　42. a. ニューロン培養デバイスの第1のチャンバー中の第1のニューロンを可溶性HMWタ
ウ種と接触させる段階であって、該第1のニューロンが、該ニューロン培養デバイスの第2
のチャンバー中の第2のニューロンと軸索で結合しており、かつ該第2のニューロンが、該
可溶性HMWタウ種と接触していない、段階；
　　b. 該第1のチャンバー中の（a）からの該第1のニューロンを候補作用物質と接触させ
る段階；
　　c. 該第1のニューロンから該第2のニューロンへの該可溶性HMWタウ種の輸送を検出し
、それによって、該第2のニューロンの軸索中および／または細胞体中の該可溶性HMWタウ
種の存在の検出に基づき、ミスフォールディングしたタウタンパク質のシナプス間蔓延を
減少させるために有効な作用物質を同定する段階
を含む、ミスフォールディングしたタウタンパク質のシナプス間蔓延を減少させるために
有効な作用物質を同定する方法。
　43. 前記ニューロン培養デバイスがマイクロ流体デバイスである、項目42に記載の方法
。
　44. 前記マイクロ流体デバイスが、第1のニューロンを配置するための第1のチャンバー
、および、第2のニューロンを配置するための第2のチャンバーを備え、該第1のチャンバ
ーおよび該第2のチャンバーが、軸索成長だけを可能にするようなサイズに作製された少
なくとも1つのマイクロチャネルによって相互に接続している、項目43に記載の方法。
　45. タウオパチーを有すると判定された対象の脳に、該対象において内因性細胞内タウ
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タンパク質の発現レベルを少なくとも約50％阻害する作用物質を投与し、それによって、
神経原線維濃縮体の存在下で神経毒性を減少させる（かつ／またはニューロンの生存期間
を増加させる）段階を含む、タウオパチーによって誘導される神経損傷または神経変性を
減少させる方法。
　46. 前記作用物質が、前記対象における前記内因性細胞内タウタンパク質の発現レベル
を少なくとも約70％阻害する、項目45に記載の方法。
　47. 前記作用物質が、前記対象における前記内因性細胞内タウタンパク質の発現レベル
を少なくとも約90％阻害する、項目45に記載の方法。
　48. 前記作用物質が、前記対象における前記内因性細胞内タウタンパク質の発現レベル
を少なくとも約95％阻害する、項目45に記載の方法。
　49. 前記作用物質が、MAPT（微小管結合タンパク質タウ）遺伝子の発現を妨害する、項
目45～48のいずれかに記載の方法。
　50. 前記作用物質が、前記MAPT遺伝子の転写を阻害する、項目45～49のいずれかに記載
の方法。
　51. 前記作用物質が、抗体、ジンクフィンガーヌクレアーゼ、転写抑制因子、核酸阻害
物質、小分子、アプタマー、遺伝子編集組成物、およびそれらの組み合わせからなる群よ
り選択される、項目45～50のいずれかに記載の方法。
　52. 前記作用物質が担体を介して脳に投与される、項目45～51のいずれかに記載の方法
。
　53. 前記担体がアデノ随伴ウイルスである、項目52に記載の方法。
　54. 前記対象の脳がさらに、アミロイドβ斑を有すると判定され、かつ、前記投与が、
アミロイドβの存在下で神経毒性を減少させる（かつ／またはニューロンの生存期間を増
加させる）、項目45～53のいずれかに記載の方法。
　55. 前記タウオパチーが、アルツハイマー病、パーキンソン病、または前頭側頭型認知
症である、項目45～54のいずれかに記載の方法。
　56. 表面上に固定化された可溶性HMWタウポリペプチドを含み、LMWタウを実質的に欠い
ている、固体支持体。
　57. 1つまたは複数のタウポリペプチド単量体間に共有結合性架橋を含むHMWタウポリペ
プチドの調製物。
　58. 担体ポリペプチドにまたはアジュバントに共有結合したHMWタウを含む、組成物。
【０２１４】
選択されたいくつかの定義
　便宜上、ここに、明細書において、実施例において、および添付の特許請求の範囲にお
いて採用された特定の用語を、ここに集める。特に述べない限り、または文脈から暗に意
味されない限り、以下の用語および語句は、下に提供される意味を含む。特に明示的に述
べない限り、または文脈から明白でない限り、下の用語および語句は、その用語または語
句が、自らが属する技術分野において獲得した意味を排除するものではない。本発明の範
囲は特許請求の範囲によってのみ限定されるので、定義は、特定の態様の説明を助けるた
めに提供されるが、請求された本発明を限定することが意図されない。さらに、文脈によ
って特に必要とされない限り、単数の用語は複数を含むものとし、複数の用語は単数を含
むものとする。
【０２１５】
　特に定義しない限り、本明細書に使用される全ての技術用語および科学用語は、本発明
が属する技術分野の技術者によって通常理解されるものと同じ意味を有する。本発明の実
施または試験において任意の公知の方法、デバイス、および材料を使用してもよいものの
、これに関する方法、デバイス、および材料は、本明細書に記載されている。
【０２１６】
　一局面では、本発明は、本明細書に記載の組成物、方法、および本発明に不可欠なそれ
らの各々の構成要素に関するものの、不可欠であろうとなかろうと、未特定の要素の包含
に対して制約がない（「含んでいる（comprising）」）。一部の態様では、組成物、方法
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、またはそれらの各々の構成要素の記載に含まれるべき他の要素は、本発明の基本的で新
規な特徴に実質的に影響しない要素に限定される（「から本質的になる（consisting ess
entially of）」）。これは、記載された方法ならびにその中の組成物および構成要素内
の段階に等しくあてはまる。他の態様では、本明細書に記載の発明、組成物、方法、およ
びそれらの各々の構成要素は、該構成要素、組成物または方法に不可欠な要素であると見
なされない、いかなる要素も排除することが意図される（「からなる（consisting of）
」）。
【０２１７】
　単数の「1つの（a）」、「1つの（an）」、および「その（the）」という用語は、特に
文脈に明確に示されていない限り、複数への言及を含む。同様に、「または」、「もしく
は」という語は、特に文脈に明確に示されていない限り、「および」、「ならびに」を含
むことが意図される。
【０２１８】
　操作実施例以外、または特に示された場合、本明細書において使用された成分の量また
は反応条件を表現する全ての数字は、全ての場合で「約」という用語によって修飾されて
いると理解されるべきである。パーセンテージと共に使用された場合の「約」という用語
は、参照されている値の±1％を意味し得る。例えば、約100は、99～101を意味する。
【０２１９】
　本明細書に記載の方法および材料に類似または等価の方法および材料を本開示の実施ま
たは試験に使用することができるものの、適切な方法および材料が下に記載される。「含
む（comprise）」という用語は、「含む（include）」を意味する。略語「例えば（e.g.
）」は、ラテン語exempli gratia由来であり、本明細書において非限定的な例を示すため
に使用される。したがって、略語「e.g.」は、「例えば」という用語と同義である。
【０２２０】
　本明細書において使用される「ニューロン」という用語は、1種または複数種のニュー
ロン特異的マーカーを発現する細胞を表す。そのようなマーカーの例には、非限定的に、
神経フィラメント、微小管結合タンパク質-2、タウタンパク質、ニューロン特異的クラス
III β-チューブリン、およびNeuNが含まれる。一部の態様では、ニューロンには、有糸
分裂後の1種または複数種のニューロン特異的マーカーを発現する細胞が含まれることが
できる。
【０２２１】
　本明細書において使用される「転写抑制因子」という用語は、DNA上の特異的部位に結
合し、近くの遺伝子の転写を防止する作用物質（例えばタンパク質）を表す。一部の態様
では、転写抑制因子は、DNA上の特異的部位に結合し、MAPT遺伝子の転写を防止する作用
物質（例えばタンパク質、ペプチド、アプタマー、および／または核酸分子）である。一
部の態様では、転写抑制因子は、調節可能であることができる。
【０２２２】
　本明細書においておよび本明細書全体にわたり使用される「投与すること」または「投
与」という用語は、感染部位のような所望の部位で、作用物質（例えば抗菌物質）の少な
くとも部分的な局在を招くことにより、所望の効果が生成される方法または経路による、
対象へのそのような作用物質の配置を表す。投与経路の例は、非限定的に、頭蓋内投与、
皮質内投与、脳室内投与、および非経口投与を含むことができる。本明細書において使用
される語句「非経口投与」は、経腸投与および局所投与以外の、通常は注射による投与様
式を表す。一部の態様では、投与は、カテーテル法（カテーテルを使用すること）を含む
ことができる。
【０２２３】
　本明細書において使用される「発現ベクター」は、その他の場合では自然界に存在しな
い方法で組み合わされ、並べられたDNAのセグメントを含むようにヒトの介入により改変
されている、DNA分子またはそのような分子のクローンを表す。DNA構築物は、アセチル化
耐性の本明細書に記載の抗可溶性HMWタウ種アンタゴニストまたはタウアンタゴニストを
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コードする第1のDNAセグメントが、所望の関心対象の組換えタンパク質をコードする追加
的なDNAセグメントに機能的に連結されたものを含むように加工することができる。加え
て、発現ベクターは、プロモーター、転写終結因子、エンハンサー、および他のエレメン
トのような追加的なDNAセグメントを含むことができる。1種または複数種の選択可能なマ
ーカーも含まれることができる。多様な原核および真核ホスト細胞においてクローニング
後のDNAセグメントを発現させるために有用なDNA構築物は、容易に入手可能な成分から調
製するか、または商業的供給業者から購入することができる。
【０２２４】
　「細胞培養」または「培養」によって、多細胞生物または組織外部での細胞の成長およ
び伝播が意味される。哺乳動物細胞に適した培養条件は、当技術分野において公知である
。例えば、Animal cell culture: A Practical Approach, D. Rickwood, ed., Oxford Un
iversity Press, New York (1992)を参照されたい。哺乳動物細胞は、懸濁状態で、また
は固体支持体に付着している間に培養することができる。流動床バイオリアクター、ホロ
ーファイバーバイオリアクター、ローラーボトル、振盪フラスコ、または撹拌タンクバイ
オリアクターを、微小担体と共に、または微小担体なしで使用することができる。
【０２２５】
　本明細書において使用される「細胞培養用培地」は、インビトロ細胞培養における哺乳
動物細胞のような動物細胞の成長に適した培地である。細胞培養用培地製剤は、当技術分
野において周知である。典型的には、細胞培養用培地は、緩衝剤、塩類、糖質、アミノ酸
、ビタミンおよび必須微量元素から構成される。「無血清」は、ウシ胎児血清のような動
物血清を含有しない細胞培養用培地に適用される。定義された培養用培地を含む、様々な
組織培養用培地が市販されている。
【０２２６】
　本開示は、以下の実施例によってさらに例証されるが、それらの実施例は、限定するも
のとして解釈されるべきではない。実施例は、単なる例証であり、本明細書に記載の任意
の局面を任意の方法で限定することを意図するものではない。さらに、当業者に明白な、
開示された態様の様々な変更および改変は、本発明の精神および範囲から逸脱せずに行う
ことができる。以下の実施例は、いかなる方法でも本発明を限定しない。
【実施例】
【０２２７】
実施例1 タウトランスジェニックマウス由来およびヒトアルツハイマー病の脳由来の新規
リン酸化高分子量タウ種の取り込みおよび伝播
　神経原線維濃縮体（NFT）として公知の細胞内封入体としての微小管結合タンパク質タ
ウの蓄積および凝集（1）は、アルツハイマー病（AD）を含む神経変性疾患の病理学的特
徴である（2、3）。ADにおける認知障害は、嗅内皮質（EC）から開始し、疾患進行中に脳
全体にわたり進展する、階層的パターンでのNFTの進行と最も密接に連結している（4、5
）。この特徴的なタウの病理の蔓延に関する正確なメカニズムは未知のままであるものの
、以前の報告は、ニューロン間のタウタンパク質の経シナプス移動を示唆している（6～8
）。ヒト変異型P301LタウをEC中に選択的に過剰発現する初期ADのrTgタウECマウスモデル
を開発することによって、凝集したタウが、歯状回（DG）のようなシナプス結合した下流
領域に蓄積することが以前に実証されたが、これは、NFTの伝播が、病的にミスフォール
ディングされたタウタンパク質のシナプス間蔓延によって起きることを示している（9～1
2）。タウは、無傷のニューロンから細胞外間隙中に活性依存的に分泌されることができ
ると報告されている（13、14）。しかし、以前の報告のどれも、ニューロンによって取り
込まれることで、タウの病態の蔓延に寄与できる、特異的な、細胞外でミスフォールディ
ングされたタウ種を同定していない。タウ伝播の分子的基盤のより良い理解は、初期の軽
度記憶障害から完全な認知衰退および認知症への進行を防止するために重要である。
【０２２８】
　以前の報告は、細胞性タウ取り込みおよび経細胞伝播が、様々なシステムにおいてイン
ビトロおよびインビボで起こることを示したが、ニューロン間移動に関与するタウ種が線
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維性であるかないか、およびその特異的な性質が何かは、以前のいかなる報告にも論じら
れていない。
【０２２９】
　本実施例において、伝播を担う特異的タウ種を同定するために、本発明者らは、タウト
ランスジェニックマウス系統rTg4510（凝集性P301Lタウ（0N4R）を発現している）（15）
およびrTg21221（非凝集性野生型ヒトタウ（0N4R）を発現している）（16）の脳抽出物、
ヒト孤発性ADおよび他のタウオパチー（P301LまたはG389Rタウ変異を有する家族性前頭側
頭型認知症の2症例）の脳抽出物、ならびに組換え野生型完全長ヒトタウ（2N4R、441aa）
由来の異なるタウ種の取り込みおよび伝播性質を比較した。タウの別個の種を分画遠心分
離およびサイズ排除クロマトグラフィー（SEC）により分画し、生化学的に特徴決定し、
各タウ種のニューロン取り込みをマウス初代皮質ニューロンにおいて査定した。タウの全
ての異なる供給源について、高分解能原子間力顕微鏡検査（AFM）を使用してオリゴマー
性および非原線維性として特徴決定された高分子量（HMW）タウについてのみ、効率的な
取り込みが観察された。
【０２３０】
　軸索成長およびシナプス結合の形成が、異なるチャンバー中のニューロン間で正確に制
御されているように、細いチャネルのアレイによって接続された3つの異なるチャンバー
を備える、新たに開発されたマイクロ流体ニューロン培養プラットフォームを使用して、
ニューロン間のタウの移動が調査された。さらに、独特な大孔径（カットオフ1,000kDa）
プローブのインビボ微小透析（17、18）を使用して、覚醒自由行動マウスの脳間質液（IS
F）中のHMWタウ種の存在を検討した。本明細書において提示された知見は、脳細胞外間隙
中に存在するPBS可溶性リン酸化HMWタウ種が、ニューロンの取り込みおよび伝播に関与し
、治療的介入およびバイオマーカー開発のための標的となることができると示している。
【０２３１】
結果
ニューロンによって取り込まれるタウ種の同定および特徴決定
　ニューロンによって取り込まれたタウ種の同定および特徴決定は、ニューロン間タウ伝
播のメカニズムを理解するために重大である。ニューロン取り込みに関与するタウ種の分
子量（MW）を最初に調査した。ヒト変異型P301Lタウを過剰発現するPBS可溶性脳抽出物を
rTg4510マウスから3,000g、10,000g、50,000g、または150,000gのいずれかでの遠心分離
によって調製し、上清をマウス初代皮質ニューロンに適用した。タウの取り込みを細胞内
ヒトタウの免疫蛍光標識によって査定した。24時間後に、HMWタンパク質を含有した3,000
gおよび10,000g脳抽出物で処理されたニューロンにおいて、ヒトタウの取り込みを検出し
た。沈降によってHMWタウが枯渇された50,000gおよび150,000g抽出物から取り込みは起こ
らなかった（図1A）。より長いインキュベーションで処理されたニューロンでは、2およ
び5日後に3,000g抽出物から強いタウ取り込みが観察されたが、5日間インキュベーション
後でさえも150,000g抽出物からほとんど取り込みは起こらなかった（図1B）。
【０２３２】
　次に、各脳抽出物中に含有されるタウ種のMWサイズ分布をサイズ排除クロマトグラフィ
ー（SEC）によって査定した。3,000g脳抽出物は、優位な単量体/二量体ピーク（SEC画分1
3～16、50～150kDa）に加えてHMWタウ種の小さなピーク（SEC画分2～4）を有したが、一
方で同じrTg4510マウス脳からの150,000g脳抽出物は、単量体/二量体ピークのみおよび微
量のHMWタウ種を有した（図1Cおよび1D）。ニューロン取り込みにおけるHMWタウ種の関与
を、各SEC画分を初代ニューロンと共にインキュベートすることによって検証した（図1E
）。最も大規模なタウ取り込みがHMW画分について観察された（画分2、3）。著しくより
豊富な、より低いMW画分から、本質的に検出可能な取り込みは観察されなかったので、こ
れは、HMWタウ種が取り込まれている形態であったことを示している。
【０２３３】
　次に、免疫沈降によってHMW脳抽出物画分から単離されたタウを、原子間力顕微鏡検査
（AFM）によって特徴決定した（図1F～1G）。HMW SEC画分（画分3）は、小型オリゴマー
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性タウ凝集物を含有したが、線維性タウ凝集物は含有しなかった（図1f）。タウオリゴマ
ーのサイズ分布は、粒子の高さが12.1±1.5（h1）および16.8±4.2（h2）nm（高さ±s.d.
、n＝1206）であることが明らかとなった（図1G）。タウ粒子サイズは、異なる完全長タ
ウアイソフォームから集合したタウ原線維の高さとよく対応する（19）。したがって、一
部の態様では、これらのタウ含有粒子は、タウのみから作られていることができる。一部
の態様では、これらのタウ含有粒子はまた、タンパク質および脂質のような他の成分を含
有することができる。
【０２３４】
　rTg4510脳抽出物に曝露した2～5日後の初代ニューロン内で観察されたヒトタウ種は、A
lz50陽性であった（図1H、上段）が、チオフラビン-S（ThioS）染色陰性であった（図1H
、下段）ので、取り込まれたタウの病理コンフォメーションが初期段階であることを示し
ている。さらに、初代ニューロンによって取り込まれたタウ種は、3日目にゴルジ装置お
よびリソソームのような細胞内オルガネラマーカーと同時局在した（図1I）。
【０２３５】
　ヒトタウの取り込みは、時間依存的および濃度依存的に起こった（図1Jおよび1K）。12
時間インキュベーション後に、ヒトタウと細胞内マーカー（ゴルジ、TGN46）の同時局在
を観察することができ、10日目により高い程度の同時局在が観察された（図1J、白矢印）
。異なる濃度のヒトタウを適用すると、ニューロン取り込みの検出に必要な、rTg4510脳
抽出物からの最低濃度のHMWタウは10ng/mlであったと決定されたが（図1K）、その濃度は
、タウトランスジェニックマウスにおけるタウのISFレベル（約250ng/ml（20））よりも
低い。
【０２３６】
リン酸化HMWタウはニューロンによって取り込まれる
　ニューロン取り込みに関するタウ凝集およびリン酸化の関連性を評価するために、3,00
0g脳抽出物をrTg21221マウスから調製し、それらの取り込みおよび生化学的性質をrTg451
0ホモジェネートの脳抽出物と比較した。rTg21221マウスは、rTg4510マウスと同じプロモ
ーター下で野生型ヒトタウを過剰発現し、リン酸化を示すが、脳内にミスフォールディン
グおよび凝集したタウ種の蓄積を示さない（16）。rTg4510マウスの場合とは異なり、2日
目にrTg21221脳抽出物からの初代ニューロン中に取り込みは観察されなかった（図2A、上
4つ）、とはいえ、より長いインキュベーション後に幾分の取り込みが明らかとなり（5日
目）（図2A下4つ）、これは、野生型タウによって形成された種が、P301L変異型タウと比
較して、より遅いまたはより少ない取り込み動態を有したことを示している。PBS可溶性
脳抽出物中のヒトタウおよび総タウレベルは、rTg4510脳内のレベルに匹敵した（図2Bお
よび2C）とはいえ、ウエスタンブロットにおけるタウのバンドの上方移動（図2C、矢印）
は、rTg4510脳における、より高いタウリン酸化度を示した。
【０２３７】
　10種の異なるホスホタウエピトープ特異的抗体を使用して、rTg4510およびrTg21221抽
出物におけるタウリン酸化度を比較した（図2D）。rTg4510脳からのPBSで抽出可能なタウ
種は、rTg21221から得られたタウ種と比較して、より高いリン酸化レベル、特にpT205、p
S262、pS400、pS404、pS409、およびpS422のようないくつかの特異的リン酸化部位に関連
するものを有した。タウのMW分布のSEC分析によって、rTg21221脳抽出物（PBS可溶性、3,
000g）が主としてLMW種および非常に低レベルのHMWタウ種を含有したことが実証され、一
方で、rTg4510脳抽出物は、HMWピークおよびLMWピークの両方を示した（図2Eおよび2F）
。初代ニューロン中へのタウ取り込み度は、HMW（SEC画分2～4、＞669kDa）タウレベルと
有意に相関したが、中分子量（MMW）（SEC画分9～10、200～300kDa）またはLMW（SEC画分
13～16、50～150kDa）タウレベルとは相関しなかった（図2G）。rTg4510およびrTg21221
脳抽出物の間のHMWタウレベルにおける差を、SEC画分のウエスタンブロット分析によって
も評価した（図2H）；rTg4510脳からのHMWタウは、高度にリン酸化されていた（図2H、下
段）。これらの知見は、リン酸化HMWタウ種がニューロンによって取り込まれることを示
す。
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【０２３８】
ニューロン間相互作用をモデル化するマイクロ流体ニューロン培養プラットフォームにお
けるタウの細胞間伝播
　次に、マイクロ流体ニューロン培養プラットフォームを使用して、ニューロン間のタウ
の移動を査定した。このプラットフォームの設計は、ニューロン間に層状シナプス結合を
形成している3つの別個のチャンバーを含み、該ニューロンは、異なるチャンバーおよび
微細溝のアレイ上に蒔かれ、サイズによる排他的な軸索成長を可能にしている（図3A）。
2セットのニューロンを第1および第2のチャンバー中に蒔く（図3A）。第1のチャンバーの
ニューロンからの軸索は、4日以内に第2のチャンバー中に伸長し（図3B、左）、第2のチ
ャンバーのニューロンからの軸索は、第3のチャンバー中に伸長する（図3B、中央）。し
たがって、結果として生じた2セットのニューロンは、第2のチャンバーで「線状の」シナ
プス結合を有する（図3B、右）。第1のチャンバーのニューロンを緑色蛍光タンパク質（G
FP）で、第2のチャンバーのニューロンを赤色蛍光タンパク質（RFP）で標識して、静水圧
バリアを使用してニューロンを異なるチャンバー中に流体的に隔離した（21）。これによ
って、2つのニューロン集団が、第2チャンバー中で相互に結合していたことが示された（
図3C）。
【０２３９】
マイクロ流体チャンバーにおけるrTg4510マウス脳由来タウ種のニューロン間移動
　3チャンバー型マイクロ流体ニューロンチャンバーを使用して、rTg4510脳由来タウ種の
伝播性質を査定した。rTg4510マウスからのPBS可溶性脳抽出物（3,000g、500ng/mlヒトタ
ウ）を第1のチャンバーに添加した（図4A）。第1のチャンバーのニューロンだけが脳抽出
物に曝露されたことを保証するために、様々なタウ種の拡散駆動輸送を逆方向の対流によ
って遮断した（静水圧バリア）。5日インキュベーション後に、第1のチャンバーからのニ
ューロンの軸索、および第2のチャンバー中のニューロンの細胞体中にヒトタウ陽性ニュ
ーロンが検出されたが（図4B）、これは、第1のチャンバーのニューロンによって取り込
まれたヒトタウ種が、それらの軸索を通して輸送され、第2のチャンバーのニューロン中
に移動したことを示している。第1のチャンバーのニューロンとほとんどまたは全く軸索-
樹状突起結合を確立しないニューロン（第2のチャンバーの側方リザーバ中）は、ヒトタ
ウ染色について陰性のままであったが（図4B、下段）、これは、第1のチャンバーからの
軸索インプットがタウの移動に有益であることを示している。ヒトタウはまた、ヒトタウ
陽性の第2のチャンバーのニューロンから伸長している軸索および樹状突起中から検出さ
れたが（図4C）、これは、第3のチャンバー中へのタウ種のさらなる輸送を示している。
【０２４０】
　マイクロ流体デバイス中のタウの伝播は濃度依存性であり、500～600ng/mlヒトタウ（
第1のチャンバー中）を使用した場合に、第2のチャンバーのニューロンへの伝播は、2、3
日の経過で検出された（図4Dおよび4E）。これらの濃度は、タウトランスジェニックマウ
スにおけるISFタウのレベルに類似している（20）。時間経過分析によって、第1のチャン
バーのニューロン中へのヒトタウの早い取り込み（早くも1日で）、5日後に第2のチャン
バーのニューロンへの伝播、および8日後に第2のチャンバーのニューロンの軸索末端の第
3チャンバー中への進行が示された（図4E）。第1のチャンバーと第3のチャンバーとの間
の距離が1300μmよりも長いことは、8日目に第3のチャンバーに到達するために、タウの
輸送が拡散だけに依存できないことを示している。
【０２４１】
内部移行されたHMWタウの高い軸索輸送処理能力および安定性
　取り込み後の初代ニューロンにおけるタウの安定性を査定するために、rTg4510からの
脳抽出物（3,000g、500ng/mlヒトタウ）をマイクロ流体デバイスの第1のチャンバー中に
添加し、タウが第2のチャンバーのニューロンに伝播する前（2日目、図4E）または伝播し
た後（5日目、図4E）に、過剰のタウを除去し、ニューロンをさらにそれぞれ6日間（2～8
日目）または9日間（5～14日目）培養した（図5A）。驚くことに、伝播前に第1のチャン
バーから脳抽出物を除去した後でさえも（8日目、過剰のタウを除去した6日後）に、第2
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のチャンバー中からヒトタウ陽性ニューロンが検出された（図5B）。同様に、ヒトタウ陽
性軸索が、8日目に第3のチャンバー中から観察された（第1のチャンバーから脳抽出物を
除去してから3日後）（図5C）。これらの知見は、特定量のタウがニューロンによって取
り込まれた後に、伝達可能な細胞外タウ種の除去後でさえも、タウが、次のニューロンに
伝播できたことを示している。第1のチャンバーのニューロンによって取り込まれた、ま
たは第2のチャンバーのニューロンに伝播したタウ種は、培地からヒトタウを洗浄除去後
に最大6日間（2～8日目、図5B）また9日間（5～14日目、図5C）検出することができたが
、これは、培養ニューロン中でHMWタウ種が低速分解したことを示している。
【０２４２】
ヒトAD脳由来のリン酸化HMWタウ種のニューロン取り込み
　次に、ヒトAD脳組織由来および対照脳組織由来のタウ種の取り込みおよび伝播性質を調
査した。前記に示したrTg4510脳抽出物のように、ヒトAD脳からのPBS可溶性抽出物はタウ
種を含有し、そのタウ種は、マウス初代ニューロンによって取り込まれることができた（
図6A）。これらのタウ種は、この場合も、3,000g抽出物中だけから見出された（図6A～6B
）。ヒト対照脳抽出物から取り込みは観察されなかった（図6A～6B）。ニューロンによっ
て取り込まれたタウ種は、ゴルジ装置およびリソソームについてのマーカーと同時局在し
たが（図6C）、これは、タウの内部移行および細胞内プロセシングを示している。AD脳抽
出物からのタウ種はまた、3チャンバーマイクロ流体デバイス中のニューロン間で7日以内
に伝播した（図6D）。
【０２４３】
　AD脳および対照脳からの脳抽出物中の総タウレベルは類似していたが、これは、AD脳に
おけるPBS可溶性タウレベルが減少傾向であることを示していた（図6E）。しかし、AD脳
抽出物（3,000g）は、対照脳と比較して有意に高いレベルのリン酸化HMWタウを含有した
（図6Fおよび6J）。驚くことに、ADおよび対照抽出物からの初代ニューロンによるタウ取
り込みに明らかな差があるにもかかわらず（図6A）、ADおよび対照脳抽出物（PBS可溶性
、3,000g）の両方は、SEC分析で匹敵する総量のHMWタウ種を有した（図6Gおよび6H）。各
SEC画分を初代ニューロンと共にインキュベートすることによって、ニューロン取り込み
におけるAD脳由来HMWタウ種の関与を確認した（図6I）。タウを100倍高い濃度で供給した
場合（培地中に5ng/mlに対して500ng/mlのヒトタウ）でさえも、より低いMW画分の取り込
みはほとんど起こらなかった。
【０２４４】
　次に、各SEC画分中のタウ種のリン酸化レベルを測定した。AD脳からのHMWタウ種は、対
照脳からのHMWタウ種と比較して高度にリン酸化されていた（図6J）。特に、PBS可溶性AD
脳抽出物からの高度リン酸化タウ種の大部分が、HMW画分中から検出された（図6J）。こ
れらの知見は、AD脳組織からのPBS可溶性抽出物中にリン酸化HMWタウ種が存在することを
示しており、これらのリン酸化型が、ニューロンによって取り込まれ、伝播される形態の
少なくとも1つであることができると示している。
【０２４５】
タウのリン酸化はニューロン取り込みと相関する
　タウの取り込みおよび伝播におけるリン酸化の役割を調査するために、P301LおよびG38
9Rタウ遺伝子変異を有するFTD脳のPBS可溶性抽出物を調製し（図7A）、それらの抽出物は
、初代ニューロンによって取り込まれることができたタウ種も含有した（図7B、左）が、
それらのタウリン酸化状態（pS396、図7C）は、AD脳抽出物と異なっていた。これらの脳
抽出物からのタウの取り込み度は、AD脳抽出物で見られたものよりも低く（図7B、右）、
タウリン酸化レベルと相関した（図7C）。
【０２４６】
　次に、翻訳後修飾または単にオリゴマーのサイズが、ニューロン取り込みにとって望ま
しいかどうかを判定しようと試みた。このために、組換えヒト野生型完全長タウ（441aa
）から単量体-二量体-オリゴマー性タウ混合物を調製し、SECによって分離した（図7D）
。次に、この非リン酸化タウ混合物の各SEC画分をマウス初代ニューロンと共にインキュ
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ベートした（図7E）。初代ニューロンにおいて、HMWタウ画分からでさえも取り込みは観
察されなかった（図7F）。まとめると、これらの知見は、理論によって限定されることを
望むわけではなく、rTg4510マウスまたはヒトADおよびFTDの脳における内因性タウが、被
験条件で組換えタウと異なるコンフォメーションを採用し得るけれど、リン酸化、他の翻
訳後修飾、またはタウ以外の分子との複合体化が、ニューロンの取り込みに必要とされ得
ることを示している。
【０２４７】
脳細胞外タウ種は初代ニューロンによって取り込まれることができる
　可溶性タウ種が、脳内の脳脊髄液（CSF）および間質液中に存在することは、公知であ
る（20）。しかし、死後の脳内の本明細書に記載の可溶性HMWタウ種は、例えば微小透析
プローブの制約のせいで、以前に報告されていない。図8Aに示すように、本発明者らは、
覚醒自由行動マウスの脳ISFからのHMW分子の一貫した収集を可能にする吐出-吸引灌流シ
ステムを用いて独特な大孔径（1,000kDaカットオフ）プローブ微小透析技法を採用した（
17、18）。SEC分画に続くヒトタウ特異的ELISAによって、rTg4510マウスからの脳ISFが、
単量体／二量体または切断型タウに加えて、HMWタウ種を含有したことが実証された（図8
C）。rTg4510マウスからのISFタウは、3日インキュベーション後に初代ニューロンによっ
て取り込まれ（図8D）、40ng/ml総ヒトタウが、タウの取り込みを検出するために十分で
あった（図8E）。これらのデータは、覚醒行動動物のISFに存在する分泌後のタウが、ニ
ューロンによって取り込まれることができることを示しており、したがって、理論によっ
て縛られることを望むわけではないが、トランスジェニックモデルで観察された神経系を
通過するタウの伝播を説明することができる。
【０２４８】
考察
　ニューロン間を移動できるタウ種を同定することは、ミスフォールディングされたタウ
がADおよび他のタウオパチーにおいて伝播するメカニズムを理解するために不可欠である
。ここで、様々な供給源：タウトランスジェニックマウスからの脳抽出物およびISF、死
後のADおよびFTD患者からの脳抽出物、ならびに組換えヒトタウタンパク質からのタウの
取り込みおよび伝播性質を特徴決定した。試料中の全タウのほんのわずかな割合を占める
稀少なHMWタウ種が、ニューロンによって強く取り込まれた一方で、単量体／二量体サイ
ズのタウの取り込みが非常に非効率的であったことが発見され、マイクロ流体ニューロン
培養プラットフォームからの知見は、この稀少種がニューロン間を独特に伝播する能力が
あることを示した。さらに、類似の生化学的特徴を有するタウを、覚醒行動中に得られた
rTg451動物の脳ISF中において同定することができ、これは、該タウが脳内に存在し；こ
のISFはまた、培養ニューロンによって取り込まれることができるタウを供与できること
を示している。全体として、これらのデータは、（i）相対的に稀少なHMWリン酸化タウオ
リゴマーが、ニューロンから放出され、脳ISF中から見出され；（ii）この種が、取り込
まれ、軸索輸送され、分泌され、かつ、シナプス結合したニューロンによって取り込まれ
ることで、「伝播」できることを示している。これらの結果は、「伝播」種のさらなる分
子的特徴決定を可能することができ、トランスジェニックマウスモデル（約18ヶ月）（10
）またはマウス皮質中への脳ホモジェネートの注射（1～2ヶ月）（22）を用いるよりも劇
的に早い時間尺度である数日で、インビトロ伝播をアッセイするための技術的プラットフ
ォームを提供する。
【０２４９】
　凝集しているP301Lタウを発現しているマウス（rTg4510）からのタウの取り込みは、リ
ン酸化レベルと相関してタウMWに依存した。これらの知見は、オリゴマー化および病的リ
ン酸化が、タウの取り込み効率を増加させたことを示している。したがって、少量のHMW
タウおよびより少ないリン酸化タウを含有した非凝集性野生型ヒトタウを発現しているマ
ウス（rTg21221）からのタウは、より低速の取り込みを示した。HMWタウ種は、病的にミ
スフォールディングされたコンフォメーションを有し（Alz50抗体染色陽性）、AFMにおい
てオリゴマー構造として出現した。以前の研究は、合成タウ原線維（23～26）、またはタ
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ウトランスジェニックマウス脳から抽出された、本明細書に記載の可溶性HMWタウ種では
ない原線維性タウ種（22、27）が、ニューロンによって取り込まれ、かつ線維状タウ病理
をインビトロおよびインビボで誘導することができたことを報告した。本明細書における
知見は、より高い可溶性の、ミスフォールディングされたタウオリゴマーが、細胞外間隙
に存在し、また伝播に役割を果たす可能性があることを示している。
【０２５０】
　本明細書に記載の知見は、取り込みおよび伝播におけるより低いMWのタウ種の関与を完
全には排除しない。本研究に使用されたタウの濃度（500ng/mlヒトタウ）がLMWタウ種の
取り込みにとって低すぎた、または免疫染色が、ニューロンによって内部移行されたLMW
タウを検出するために十分な感度でなかった可能性が十分にあり得る。Michelら（28）は
、細胞外単量体性タウ（LMWタウ種）が、1μM（約55μg/ml）という高い濃度でSH-SY5Y神
経芽細胞腫細胞に進入することを実証した。
【０２５１】
　ヒトAD脳からのPBS可溶性抽出物は、対照脳に匹敵する量のHMWタウを含有したが、有意
に高いタウのリン酸化および取り込みを示した。これは、HMWタウの取り込みにおけるリ
ン酸化の役割を示していた。さらに、組換えタウから調製された非リン酸化HMWタウ種の
取り込みは、ほとんどなかった。P301LおよびG389R変異を有するFTD患者からのPBS可溶性
脳抽出物も、高リン酸化タウを含有し、ニューロンのタウ取り込みを示した。タウ取り込
みは、AD脳皮質抽出物で最高であり、G389R、および次にP301Lタウ変異型脳抽出物が続い
たが、これは、各脳抽出物中で観察されたタウのリン酸化レベルの程度に一致するように
見えた。P301Lは、NFT形成を明らかに裏付けているものの（図7A）、G389R変異は、線維
状タウ封入体を有さない前頭側頭型認知症に関連するので、線維状凝集物よりも可溶性タ
ウ種の方が本明細書に記載の伝播現象に関与することを示している。理論によって縛られ
ることを望むわけではないが、リン酸化、凝集、またはその両方は、HMWタウの取り込み
および伝播のために望ましい要因であることができる。
【０２５２】
　Yanamandraらは、脳不溶性タウ種（70％ギ酸画分）の減少に関連するタウトランスジェ
ニックマウスモデルにおける認知障害を抗タウ抗体が改善したとはいえ、可溶性画分タウ
のレベルは、免疫療法により変化しなかったと報告した（29）。すなわち、Yanamandraら
は、本明細書に記載の可溶性HMWタウ種または可溶性HMWホスホタウ種を特異的にターゲテ
ィングするための抗体の使用を記載していない。本実施例において特徴決定されたHMWホ
スホタウ種の量は、ずっと豊富に存在する単量体／二量体サイズの低MWタウ種とは対照的
に、AD脳抽出物中の総PBS可溶性タウの1％未満、および変異型タウを過剰発現しているrT
g4510マウス脳抽出物中でさえ、10％未満を占めた。この存在度の低いHMWタウ種の治療的
ターゲティングは、より有効な治療アプローチであることができる。
【０２５３】
　本実施例に示すように、HMWタウのニューロン取り込みは、24時間以内に起こることが
できた。タウ原線維は、類似の時間尺度内でマクロピノサイトーシスを介して細胞に進入
することが示された（29）。さらに、本明細書において、HMWタウの取り込みおよび伝播
が濃度依存性であったことが、発見された。特に、HMW SEC画分からのタウ取り込みは、
比較的低い濃度で起こったが（50ng/mlヒトタウ未満）、この濃度は、タウトランスジェ
ニックマウスについて報告されたISF総タウレベルよりも低い（20）。
【０２５４】
　マイクロ流体デバイスの第1のチャンバー中のニューロンにおいてタウ取り込みが起こ
った後に、第2のチャンバー中のニューロンへのタウ伝播は、第1のチャンバーから過剰の
タウを全て除去した後でさえ継続したことに留意すべきである。このことは、一部の態様
では、ADにおけるタウ伝播を遮断しようとする介入を、疾患の初期段階で、実質的なタウ
蓄積が起こる前に開始する必要があることを示している。
【０２５５】
　不溶性タウ凝集物の細胞内蓄積が、ニューロンに有毒であると長い間見なされてきた（
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30）が；しかし、最近の報告は、不溶性タウ凝集物が、ニューロンの機能を損なうのに不
十分であると論じている（31～34）。さらに、細胞外タウは、ニューロンのムスカリン様
受容体を結合させて活性化することができ（35、36）、このことは、今までのところ大い
に無視されてきたタウの細胞外機能を示している。細胞外タウ種の正常な役割および病態
生理学的役割を同定することは、可溶性タウ種、例えば、可溶性HMWタウ種に対する新規
で効率的な治療戦略の開発を可能にすることができる。
【０２５６】
　本明細書において提示された知見は、少なくとも部分的に、細胞外間隙中に存在するPB
S可溶性HMWホスホタウ種が、取り込みおよびニューロン間の伝播に関与することを示して
いる。これらの特異的細胞外タウ種を枯渇させるための介入は、タウ伝播を阻害すること
ができ、ゆえに、タウオパチーにおける疾患進行を阻害することができる。
【０２５７】
実施例1に使用された例示的な材料および方法
　動物。11～13月齢rTg4510、rTg21221、および対照動物を本試験に使用した。rTg4510（
P301Lタウ）マウスは、P301L前頭側頭型認知症（FTD）変異を有する完全長ヒト4リピート
タウ（0N4R）を過剰発現する、十分に特徴決定されたタウオパチーのモデルである（15）
。rTg21221（野生型タウ）マウスは、rTg4510マウスに匹敵するレベルで野生型ヒトタウ
を発現し、脳内にタウ病理の蓄積を示さない（16）。タウを過剰発現しない、活性化因子
CK-tTA導入遺伝子のみを有する同腹仔動物を対照として使用した。雄性および雌性マウス
の両方を使用した。全ての実験は、国（米国国立衛生研究所）および研究機関のガイドラ
インの下で行った。
【０２５８】
　ヒト脳試料。ADを有する患者3人、非認知症対照の対象3人、および家族性前頭側頭型認
知症の2症例（P301LおよびG389Rタウ変異）の前頭皮質からの凍結脳組織を、例えば、Mas
sachusetts Alzheimer's Disease Research Center Brain Bankから入手した。対象の人
口統計学的特徴を下の表2に示す。全ての試験対象またはそれらの近親者は、脳の供与に
ついてインフォームドコンセントを与え、Massachusetts General Hospitalの施設内審査
委員会は、試験のプロトコールを承認した。全てのAD対象は、ADの可能性が高いことにつ
いてのNIA-Reagan診断基準を満たした。皮質灰白質を重量測定し、以下の項に記載したよ
うに処理した（脳の抽出）。
【０２５９】
　（表２）本試験に使用されたADを有する対象、FTDを有する対象、および対照の特徴

【０２６０】
　脳の抽出。プロテアーゼ阻害物質（プロテアーゼ阻害物質混合物；Roche, Indianapoli
s, IN, USA）を含有する冷PBSをマウスに灌流し、脳を速やかに切除し、液体窒素中で凍
結し、次に-80℃で保存し、その後使用した。テフロン-ガラスホモジェナイザーを使用し
て、脳組織を5体積（wt/vol）の冷PBS中で均質化した。ホモジェネートを短時間超音波処
理し（Fisher Scientific Sonic Dismembrator Model 100、出力2、6×1秒）、3,000×g
にて4℃で5分間（3,000g抽出物）、10,000×gにて4℃で15分間（10,000g抽出物）、50,00
0×gにて4℃で30分間（50,000g抽出物）、または150,000×gにて4℃で30分間（150,000g
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抽出物）遠心分離した。上清を収集し、-80℃で保存し、その後使用した。
【０２６１】
　初代皮質ニューロンの培養。胎齢（E）14～15日のCD1マウス胎仔（Charles River Labo
ratories）の大脳皮質から、以前に記載された方法（37）に改変を加えて、初代皮質ニュ
ーロンを調製した。皮質を解剖し、10％ウシ胎仔血清、2mM Glutamax、100U/mlペニシリ
ン、および100g/mlストレプトマイシンを補充したNeuro-basal（Life Technologies, Inc
., Gaithersburg, MD, USA）培地（播種培地）中で機械的に解離させ、150gで5分間遠心
分離し、同培地中に再懸濁した。予めポリ-D-リシン（50μg/ml, Sigma）で一晩コーティ
ングしたLab-Tek 8ウェルチャンバー型カバーグラス（Nalge Nunc）またはマイクロ流体
デバイス上にニューロンを生存細胞0.6×105個の密度で蒔いた（細胞密度およびプロトコ
ールに関しては下記参照）。培養物を、5％ CO2存在下で、2％（v：v）B27栄養液、2mM G
lutamax、100U/mlペニシリン、および100g/mlストレプトマイシンを有するNeuro-基本培
地（培養用培地）中に37℃で維持した。
【０２６２】
　初代ニューロンにおけるタウ取り込み。マウス初代ニューロン（インビトロで7～8日）
を、マウス（rTg4510もしくはrTg21221動物）またはヒト（対照、孤発性AD、もしくは家
族性前頭側頭型認知症の症例）の脳組織からのPBS可溶性脳抽出物（3,000g、10,000g、50
,000g、もしくは150,000g遠沈上清、または3,000g抽出物からのSEC画分）、rTg4510/対照
マウスからの微小透析液、または組換えタウオリゴマー混合溶液と共にインキュベートし
た。ニューロンを加湿インキュベーター内で5％ CO2中にて37℃で維持した。各試料を培
養用培地で希釈し、指定のヒトタウ濃度（ヒトタウELISAによって測定）を得た。ニュー
ロンをPBSで大規模に洗浄し、固定し、ヒトタウ特異的抗体（Tau13）で免疫染色して、マ
ウス初代ニューロンに外因的に適用されたヒトタウを指定の時点で検出した。本実施例に
記載された大部分の実験について、総（ヒトおよびマウス）タウ抗体（DAKO）をニューロ
ンマーカーとして使用した。0.2μmメンブランフィルターを通過させて各試料を濾過して
、大型の凝集物および原線維を除去し、その後インキュベーションした。
【０２６３】
　原子間力顕微鏡検査（AFM）。AFM分析のためのrTg4510脳抽出物からのタウの免疫沈降
（IP）単離を、以前に記載された方法を少し改変して行った（38）。簡潔には、トシル活
性化磁気Dynabeads（#14203, Life Technologies）をヒトタウ特異的Tau13抗体でコーテ
ィングした。ビーズを洗浄し（0.2Mトリス、0.1％ウシ血清アルブミン、pH8.5）、rTg451
0マウスからのPBS可溶性脳抽出物（10,000g、総抽出物）またはHMW SEC画分（10,000g抽
出物からの画分3）試料のいずれかと共にR.T.で1時間インキュベートした。ビーズをPBS
で3回洗浄し、0.1Mグリシン、pH2.8を使用して溶出させ、各溶出画分のpHを、1Mトリス、
pH8.0を使用して直ちに調整した。AFM画像化のために、単離したタウ画分を、新鮮劈開し
た白雲母上に吸着させ、以前に記載されたようにPBS中で振動モードAFM（Nanoscope III,
 Di-Veeco, Santa Barbara, CA）およびSi3N4カンチレバー（NPS series, Di-Veeco）を
使用して画像化した（19）。
【０２６４】
　インビボ微小透析。脳間質液タウのインビボ微小透析試料採取を、以前に記載されたよ
うに行った（17, 18）。微小透析プローブは、3.0mmの1000kDa分子量カットオフ（MWCO）
ポリエチレン（PE）メンブラン（PEP-4-03, Eicom, Kyoto, Japan）を備える4mmシャフト
を有した。このプローブは、最上部付近に通気口を含み、該通気口は、大気に解放された
プローブ内に液体のリザーバを生み出すために役立つ。この構造は、圧力を最小化し、さ
もなければ圧力は大孔径メンブランを通して外側への灌流液の純流動を引き起こす。使用
前に、プローブをエタノール中に短時間浸すことによってコンディショニングし、次に、
0.2μm孔径メンブランを通して濾過した人工脳脊髄液（aCSF）灌流緩衝液（mM単位：122 
NaCl、1.3 CaCl2、1.2 MgCl2、3.0 KH2PO4、25.0 NaHCO3）で洗浄した。フッ化エチレン
プロピレン（FEP）チューブ（内径φ250μm）を使用して、予備コンディショニングされ
たプローブのアウトレットおよびインレットを、それぞれ蠕動ポンプ（ERP-10, Eicom, K
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yoto, Japan）およびマイクロシリンジポンプ（ESP-32, Eicom, Kyoto, Japan）と接続し
た。
【０２６５】
　プローブの植え込みは、以前に記載された方法をわずかに改変して行った（17）。簡潔
には、動物をイソフルランで麻酔し、一方でガイドカニューレ（PEG-4, Eicom, Kyoto, J
apan）を海馬に定位的に植え込んだ（ブレグマ-3.1mm、正中線から-2.5mm側方、硬膜に対
して-1.0mm腹側）。2成分歯科用セメントを使用してガイドを固定した。
【０２６６】
　ガイドカニューレ植え込みの3または4日後、マウスを標準的な微小透析ケージに入れ、
ガイドを通してプローブを挿入した。プローブの挿入後、安定な記録を得るために、プロ
ーブおよび接続チューブにaCSFを流速10μl/minで180分間還流し、その後試料を収集した
。試料を流速0.5μl/minで収集し、ポリプロピレンチューブ中に4℃で保存した。微小透
析試料を収集している間、プローブアセンブリ（AtmosLM microdialysis system, Eicom,
 Kyoto, Japan）に圧力をかけることなく、動物を無制限に運動させるように設計された
微小透析ケージ中で、マウスは覚醒し、自由に行動していた。
【０２６７】
　タウELISA。試料（脳抽出物、脳ISF試料、および組換えヒトタウ溶液、およびSEC分離
試料）中のヒトタウの濃度を、タウ（総）ヒトELISAキット（#KHB0041, Life Technologi
es）およびタウ［pS396］ヒトELISAキット（#KHB7031, Life Technologies）によって、
製造業者の説明書に従って測定した。
【０２６８】
　イムノブロット分析。脳抽出物を、SDS-PAGE用トリス-グリシンSDS泳動緩衝液（Life T
echnologies）中の4～20％Novexトリス-グリシンゲル（Life Technologies, Grand Islan
d, NY, USA）上で電気泳動した。ゲルをPVDFメンブランに移動させ、メンブランを5％（w
：v）BSA/TBS-T中に入れてR.T.で60分間ブロッキングし、次に2％（w：v）BSA/TBS-T中に
入れて一次抗体を用いて4℃で一晩探査した。以下の一次抗体を使用した：マウスモノク
ローナル抗体DA9（総タウ（aa112～129）、Peter Daviesの好意による、1：5000）、マウ
スモノクローナル抗体PHF1（pS396/pS404タウ、Peter Daviesの好意による、1：5000）、
マウス モノクローナル抗体CP13（pS202タウ、Peter Daviesの好意による、1：1000）、L
ife Technologies製ウサギポリクローナル抗ホスホタウ抗体（pS199(#44734G）、pT205(#
44738G）、pS262(#44750G）、pS396(#44752）、pS400(#44754G）、pS404(#44758G）、pS4
09(#44760G）、およびpS422(#44764G））（これらの抗体について1：2000希釈）、ならび
にマウスモノクローナル抗アクチン抗体（#A4700, Sigma-Aldrich, 1：2500）。PBS-T中
で3回洗浄後に、ブロットをHRPコンジュゲーション型ヤギ抗マウス（#172-1011, Bio-Rad
）または抗ウサギ（#172-1019, Bio-Rad）IgG二次抗体（1：2000希釈）と共にR.T.で1時
間インキュベートした。免疫反応性タンパク質を、ECLキット（Western Lightning, Perk
inElmer, Waltham, MA, USA）を使用して可視化し（develop）、Hyperfilm ECL（GE heal
thcare, Pittsburgh, PA, USA）上で検出した。特に示さない限り、タンパク質15μg/レ
ーンを負荷した。Image J（米国国立衛生研究所）を使用して走査画像を分析した。
【０２６９】
　サイズ排除クロマトグラフィー（SEC）。リン酸緩衝塩類溶液（#P3813, Sigma-Aldrich
、0.2μmメンブランフィルターを通して濾過）中でAKTA purifier 10（GE Healthcare）
を用いて1本のSuperdex200 10/300GLカラム（#17-5175-01、GE Healthcare）を使用する
流速0.5ml/minのサイズ排除クロマトグラフィー（SEC）によって、脳PBS可溶性抽出物、I
SF微小透析液、オリゴマータウ（組換えhタウ-441）混合溶液を分離した。各脳抽出物をP
BSで希釈して、終体積350μl中にヒトタウ6000ngを含有するようにし、その液を0.2μmメ
ンブランフィルターを通して濾過し、次にSECカラム上に負荷した。SECによって分離され
た個別の画分をELISA（タウ（総）ヒトELISAキット、キット緩衝液中に1：50希釈）によ
って分析した。ISF試料について、0.2μmメンブランを通した濾過後に、rTg4510マウスか
らの微小透析液400μlをカラム上に負荷し、SEC画分をヒトタウELISAによって測定した。
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オリゴマー性タウ混合物溶液について、試料500μl（hタウ-441、3.35mg/ml、2mM DTT含
有、0.2μmメンブランフィルターを通して濾過）をカラム上に負荷し、各SEC画分をヒト
タウELISA用のキット緩衝液中に1：200,000希釈した。
【０２７０】
　免疫細胞化学検査。初代ニューロンをPBSで徹底的に洗浄し（3回）、4％パラホルムア
ルデヒド（PFA）で15分間固定した。ニューロンをPBSで洗浄し、PBS中の0.2％トリトンX-
100で15分間（R.T.）透過処理し、PBS-T中の5％正常ヤギ血清（NGS）でブロッキングし（
R.T.）、次に2％NGS/PBS-T中で一次抗体と共に4℃で一晩インキュベートした。タウを検
出するために以下の一次抗体を使用した：マウスモノクローナル抗体Tau13（ヒトタウ（a
a20～35）に特異的、#MMS-520R, Covance, 1：2000）、ウサギ ポリクローナル抗総タウ
抗体（ヒトおよびマウスのタウの両方を認識、#A0024, DAKO, 1：1000）、マウスモノク
ローナル抗体Alz50（コンフォメーション特異的抗体、Albert Einstein College of Medi
cineのPeter Daviesの好意による；1：100）。PBS-T中の2％NGSに入れたヤギ抗マウスAle
xa488二次抗体および抗ウサギAlexa555二次抗体（Life Technologies, 1：1,000）をR.T.
で1時間適用した。CY3標識抗マウスIgM二次抗体（Invitrogen, 1：200）を使用してAlz50
を検出した。PBS中で洗浄後、水性封入媒（Vectashield）を用いてカバーガラスをのせた
。ThioSを用いた同時染色のために、ニューロンを最初にウサギポリクローナル抗体TAUY9
（ヒトタウ（aa12-27）に特異的、#BML-TA3119-0025, Enzo Life Sciences, 1：200）お
よびヤギ抗ウサギAlexa555二次抗体（Invitrogen, 1：200）で免疫染色し、次に50％エタ
ノール中の0.025％（w：v）ThioSと共に8分間インキュベートした。ThioSを80％エタノー
ル中で30秒間差別化した。ニューロンを水で3分間洗浄し、封入媒（Vectashield）を使用
してカバーグラスをのせた。
【０２７１】
　以下の一次抗体と同時染色することによって、ヒトタウの細胞内局在を検討した：ウサ
ギポリクローナル抗TGN46抗体（ゴルジ装置マーカー、#ab16059, Abcam, 1:200）、ウサ
ギポリクローナル抗GRP94抗体（小胞体マーカー、#ab18055, Abcam, 1:100）、ウサギポ
リクローナル抗LAMP2a抗体（リソソームマーカー、#ab18528, Abcam, 1:200）、ウサギポ
リクローナル抗Rab5抗体（エンドソームマーカー、#ab13253, Abcam, 1:200）、ウサギポ
リクローナル抗カタラーゼ抗体（ペルオキシソームマーカー、#ab1877, Abcam, 1:200）
。ヤギ抗ウサギAlexa555二次抗体（Invitrogen, 1:200）を使用して細胞内マーカーを検
出した。共焦点顕微鏡（Zeiss Axiovert 200倒立顕微鏡、Carl Zeiss）を使用して画像を
取得した。
【０２７２】
　脳切片の免疫染色。12月齢rTg4510マウスをCO2窒息により安楽死させ、PBS中に4％のPF
Aで灌流した。脳を、4％PFA中にて4℃で2日間、後固定し、PBS中に30％のスクロース中で
2日間インキュベートし、次に凍結スライディングミクロトームで厚さ40μmの矢状断を切
断した。切片をPBS中に0.2％のトリトン-X100で透過処理し、PBS中に5％のNGS中でブロッ
キングし、PBS中に2％のNGS中の一次抗体（マウスモノクローナル抗体Alz50（Peter Davi
esの好意による、1：100））に入れて4℃一晩インキュベートした。CY3標識抗マウスIgM
二次抗体（Invitrogen, 1：200）をPBS中に2％のNGS中で1時間適用した（R.T.）。PBS中
で洗浄後、脳切片を顕微鏡スライドにのせ、DAPI含有封入媒（Vectashield）を使用して
カバーグラスをのせた。NFTを50％エタノール中の0.025％ThioSで8分間染色した。ThioS
を80％エタノール中で30秒間区別した。切片を水で3分間洗浄し、封入媒を使用してカバ
ーガラスをのせた。
【０２７３】
　ヒト脳組織のタウ免疫染色。死後ヒト脳組織を10％ホルマリンで固定し、90％ギ酸で1
時間処理し、次にパラフィン中に包埋した。5μm切片を切断し、脱パラフィンし、水中で
水和させた。製造業者の説明書に従って、切片をABC Vectastainキット（#PK-4001, Vect
or Laboratories）で免疫染色した。正常血清中で切片をブロッキング（R.T.で30分）し
、TBS中で2回洗浄し、ウサギポリクローナル抗タウ抗体（#A0024, DAKO, TBS中に1:3000
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）と共にR.T.で1時間インキュベートした。 TBS中で2回洗浄後に、切片をビオチン化二次
抗体（Vector Laboratories）と共にR.T.で30分間インキュベートし、TBS中で2回洗浄し
、Vectastain ABC試薬と共にR.T.で30分間インキュベートした。TBS中で2回洗浄後、切片
をDABペルオキシダーゼ基質と共にインキュベートし、水中ですすぎ、次にヘマトキシリ
ンを用いて対比染色した。DP 70 Olympusデジタルカメラ（20×対物、UPlanApo）を装着
したOlympus BX51顕微鏡を使用して画像を得た。
【０２７４】
　組換えヒトタウの発現。ヒト完全長野生型タウ（2N4R、441aa）を、タウ／pET29bプラ
スミド（Adgene）を使用して大腸菌（E. coli）BL21 DE3に発現させた。1mM IPTGを37℃
で3.5時間添加することによってOD＝0.6で発現を誘導した。以前に記載されたように（39
）、熱処理およびFPLC Mono Sクロマトグラフィー（Amersham Biosciences）によって、
タウの精製を行った。培養液300mlの細胞を緩衝溶液3ml［50mM MES pH6.8、500mM NaCl、
1mM MgCl2、5mM DTT］中で20分間煮沸した。全細胞溶解液を125,000gで45分間超遠心分離
し、上清を20mM MES pH6.8、50mM NaCl、2mM DTTに対して透析した（MWCO 20kDa）。タン
パク質およびタウ含量をBCAアッセイキット（Pierce）、SEC、およびウエスタンブロット
によって決定した。試料は、単量体、二量体、およびオリゴマー性組換えタウの混合物を
含有した。
【０２７５】
　マイクロ流体3チャンバーデバイス。プラットフォームが標準的なソフトリソグラフィ
ー技法を使用して微細溝アレイ（高さ、幅、および長さが3×8×600μm）を経由して接続
している3つの別個のチャンバーから構成される、ニューロン層状マイクロ流体プラット
フォームを設計した（40）。MAP2陽性樹状突起が隣接チャンバーに進入しないように微細
溝の長さを選択した（図3B）。Taylorらは、450μm微細溝が、細胞体および樹状突起から
軸索末端を隔離するために十分に長いことを報告した（21）。プラットフォームを各チャ
ンバーの2つの側方リザーバ上に押し抜き、ポリ-D-リシン（50μg/ml, Sigma）のコーテ
ィングを施したガラス底ディッシュ（#P50G-1.5-30-F, MatTek Corporation）と接合させ
て、ニューロンの接着を高めた。
【０２７６】
　最初に、E15マウス胎仔から単離した初代皮質ニューロンを、デバイス1つあたり生存細
胞約0.6×105個（播種培地10μl中）の密度で第1のチャンバー内に蒔いた。15分後に（こ
の期間中にディッシュの底に第1のチャンバー中の大部分のニューロンが接着した）、播
種培地2μl中の生存細胞0.3×105個を、側方リザーバの1つを介して第2のチャンバー中に
負荷した。ニューロンが重力によって第3のチャンバー近くの表面に沈降するように、第2
のチャンバー中にニューロンを置いた直後に、マイクロ流体デバイスをインキュベーター
（5％CO2中で37℃）中に傾斜（角度約80度）させて設置した。したがって、第3のチャン
バーに接続した微細溝を有した、第2のチャンバー中の大部分のニューロンを、第2のチャ
ンバーの側壁に沿った線状に蒔いた。本発明者らは、第2のチャンバー中のニューロンの
軸索の大部分を第3のチャンバー中に伸長させるために、経験的にこのプロトコールを確
立した（図3B）。3時間後に、このデバイスを傾斜させずに正常位置に設置し、培養用培
地中に入れて5％CO2中で37℃に維持した。培地を4～5日毎に交換した。
【０２７７】
　タウの取り込みおよび伝播アッセイ法のために、7または8DIVに、rTg4510およびADの脳
組織からのPBS可溶性抽出物を第1のチャンバーに添加した（合計で10μ）。第2および第3
のチャンバーに培地40μl（各リザーバに20μl）を充填した。チャンバー間の体積差は、
連続対流（「静水圧バリア」；第1のチャンバーに10μlならびに第2および第3のチャンバ
ーに40μl）を招き、それは、第1のチャンバーから他のチャンバー内への脳抽出物の拡散
を防止した。指定期間インキュベーション後に、ニューロンを洗浄し、固定し、かつ上記
のように免疫染色した（「免疫細胞化学検査」を参照されたい）。
【０２７８】
　GFPおよびRFPのトランスフェクション（図3C）を、以下のようにマイクロ流体デバイス
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内で実施した。最初に、第1のチャンバーのニューロン（7DIV）に、GFP（NeuroBasal 10
μl中にDNA 0.04μg+リポフェクタミン2000（#11668-019, Life Technologies）0.1μl）
を3時間トランスフェクトした。第1のチャンバーから第2のチャンバーへのDNAの拡散を、
上記のように静水圧バリアによって防止した。第1のチャンバーからDNA（GFP）含有培地
を洗浄後（NeuroBasalで3回洗浄）、第2のチャンバーのニューロンにRFP（NeuroBasal 10
μl中にDNA 0.04μg+リポフェクタミン2000 0.1μl）を3時間トランスフェクトした。第2
のチャンバーから第1および第3のチャンバーへのDNAの拡散を静水圧バリアによって防止
した（第1および第3のチャンバー中に培地40μl）。第2のチャンバーからDNA（RFP）含有
培地を洗浄後（NeuroBasalで3回洗浄）、デバイスを培養用培地中に入れて5％ CO2中にて
37℃に維持した。GFPおよびRFPの発現を2日後に調査した。
【０２７９】
　488および543nmレーザを使用するZeiss LSM 510 META（Zeiss, Jena, Germany）共焦点
走査ヘッドを備えるZeiss Axiovert 200倒立顕微鏡（Carl Zeiss）を使用して、マイクロ
流体デバイス中のニューロンを検査した。25倍APO-Plan Neofluレンズまたは63倍1.2NA C
-APO-Plan Neofluレンズ（Carl Zeiss）を使用して全ての画像を取得した。
【０２８０】
　統計解析。全てのデータを平均±S.E.M.として表現した。スチューデントのt検定によ
って2群比較を行った。3つまたはそれ以上の群間の平均の比較は、分散分析（ANOVA）に
続くチューキー-クレーマー多重範囲検定によって行った。相関は、スピアマンの順位検
定で解析した。0.05未満のP値を有意と見なした。
【０２８１】
実施例2 内因性タウの除去はタウ伝播を防止せずかつ神経保護性である
　神経原線維濃縮体（NFT）形成は、アルツハイマー病および前頭側頭型認知症を含むい
くつかの神経変性障害の主要な特徴である（1、2）。ADにおける進行性の濃縮体外見は、
高度に一貫したパターンに従う：嗅内皮質（EC）におけるNFT病理から開始し、次に、接
続した領域に「蔓延する」（3、4）。マウスにおいて、ECへのヒト変異型P301Lタウの発
現の制限（ECrTgタウモデル）は、ミスフォールディングされたタウが経シナプス移行す
ることを明らかにした（5～7）。異常にフォールディングしたタウが経シナプス的に伝播
し、次に下流の細胞中のナイーブな内因性マウスタウを動員し、毒性凝集の鋳型となる、
タウのミスフォールディングの「プリオン様」進行は、タウ病理の蔓延のための可能なメ
カニズムと広く見られている（8～10）。内因性マウスタウは、ヒトタウと共に同時凝集
することができる（5、11）。変異型タウを発現しているニューロンは、おそらく細胞内
タウ凝集物の蓄積のせいで、最終的に死滅する。
【０２８２】
　本実施例において、本発明者らは、タウの拡散および毒性が、ミスフォールディングさ
れた「種」によって内因性タウを変造するプリオン様メカニズムに依存するかどうかを判
定しようとした。プリオンのアナロジーに基づく一般的な信念とは対照的に、本発明者ら
は、シナプス性タウ伝達が、驚くことにシナプス後細胞において内因性タウと独立して起
こることを示す。内因性マウスタウの存在（ECrTgタウ）下または非存在（ECrTgタウ-Map
t0/0）下でヒトP301LタウをEC中に発現している18月齢マウスを比較して、類似量のヒト
タウが、ECから海馬に伝播したことが見出された。このように、トランスジェニックタウ
のニューロン間伝播は、内因性タウと独立して起こることができ、したがって、プリオン
様の鋳型にされたミスフォールディングと異なる。驚くことに、ECrTgタウ-Mapt0/0マウ
スは、有意に少ないタウリン酸化を有し、病的ミスフォールディングを欠いており、ECrT
gタウマウスよりも少ないグリオーシスを示した。さらに、皮質全体にわたりP301Lタウを
発現するマウス（rTg4510モデル）は、マウスタウの存在下（rTg4510）および非存在下（
rTg4510-Mapt0/0）の両方で濃縮体を発生したが、9および12月齢Tg4510マウスにおいて観
察された、トランスジェニックタウが誘導する顕著な脳萎縮およびニューロン消失は、Ma
pt0/0バックグラウンドで救済された。これらのデータは、内因性タウの欠如が、変異型
タウの発現および凝集に関連する毒性からニューロンを保護し、したがって、インビボで
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タウの伝播、凝集、および毒性を切り離していることを示している。
【０２８３】
内因性タウの非存在下でのトランスジェニックタウの経シナプス伝播
　凝集したタウのニューロン間伝播に続く、ナイーブな内因性タウの鋳型にされたミスフ
ォールディングは、ADおよび他のタウオパチーにおけるNFT病理の進行を可能にするメカ
ニズムとして報告されている。プリオンタンパク質のミスフォールディングの蔓延に類似
して、ナイーブなタウの非存在は、タウの蔓延を止める（12）。ミスフォールディングさ
れたタウ凝集物が一般的に毒性と考えられるとすれば、ニューロン間のタウ移動の防止も
、タウ誘導毒性の蔓延を除去する。この仮定を検証するために、嗅内皮質中にヒトP301L
タウを発現し、内因性マウスタウを欠損したトランスジェニックマウス（ECrTgタウ-Mapt
0/0）を作製し（図10Aおよび図15A）、タウがECから歯状回（DG）におけるニューロンに
貫通線維路に沿って伝播したかどうかを調査した。驚くことに、ヒトタウN末端特異的抗
体（Tau13およびTauY9；図10B）を使用した脳の水平切片の免疫染色によると、ECrTgタウ
-Mapt0/0マウスは、DGニューロンへのトランスジェニックタウの強い伝播を示した。本発
明者らは、DG中のヒトタウ含有ニューロン数が、マウスタウの存在下でP301Lタウを発現
しているマウス（ECrTgタウ；図10C、n＝4、p＝0.58）と比較して類似していたことを見
出した。EC（p＝0.29）およびHPC（p＝0.14）抽出物中のトランスジェニックタウのレベ
ルも、ECrTgタウ-Mapt0/0マウスおよびECrTgタウマウスの両方において匹敵した（図10D
、図15B～15C）。ECrTgタウ-Mapt0/0マウスにおけるタウC末端特異的抗体（DAKO、マウス
およびヒトタウを認識する）を用いた同時標識（図16A）は、N末端およびC末端タウの同
時伝播を示したが、これは、完全長変異型タウ伝播が、内因性タウの非存在下で起こるこ
とを示している。インサイチューハイブリダイゼーションはまた、ヒトタウタンパク質を
有するDG顆粒細胞が、この細胞系において予想されるように、ヒトタウmRNAを発現しなか
ったことを示した（図16B）。これらの結果は、ミスフォールディングされたプリオンタ
ンパク質（PrPsc）の伝播が、内因性プリオンタンパク質（PrPc）の存在を要するという
、プリオン仮説の共通信念と対照的である。したがって、ECrTgタウマウスにおいて報告
された変異型タウの伝播（5、7）は、すでにミスフォールディングされたタウの強い経シ
ナプス伝達に依存する。
【０２８４】
内因性タウ無しでのタウの過剰リン酸化および凝集の減少
　微小管結合（13）およびシナプスタンパク質との相互作用（14）およびその凝集（15）
のようなタウの多数の細胞機能は、リン酸化によって調節される。リン酸化が経シナプス
タウ伝達と相関するかどうかを判定するために、タウ発現ECニューロンおよびタウ受容性
海馬ニューロンにおけるタウリン酸化を、タウリン酸化部位特異的抗体を使用して比較し
た（16）。ECrTgタウマウス（図11A）およびECrTgタウ-Mapt0/0マウス（図11B）の両方が
、ECニューロンの細胞体中に、しかしヒトタウ含有DGニューロンおよびそれらの突起のサ
ブセットだけに、CP13（pS202/pT205）およびPHF1（pS396/pS404）で標識されたリン酸化
タウを示したが、この知見は、一部、差次的にリン酸化されたタウの経シナプス輸送また
はシナプス後ニューロンにおける脱リン酸化／リン酸化によって説明され得る。脳溶解液
において、ECrTgタウマウスは、ECrTgタウ-Mapt0/0マウスと比較して、EC（図11E）およ
びHPC（図11F）の両方において、一貫してより高いレベルの異なるホスホタウ種を示した
（図11C～11D）。驚くことに、野生型（WT）マウスにおけるホスホタウレベルは、ECrTg
タウマウスに匹敵したが（図11E～11F；および図17A～17C）、これは、ECrTgタウマウス
における全般的に高いホスホタウレベルにマウスタウのリン酸化が主として寄与している
ことを示している。ECrTgタウマウス対ECrTgタウ-Mapt0/0マウスにおけるタウ伝播の効率
を推定して、ECrTgタウ-Mapt0/0マウスにおいてヒトおよびPHF1タウのHPC：EC比が類似で
あるが、CP13タウのHPC：EC比が有意に減少したことが見出された（図11G）。興味深いこ
とに、全てのトランスジェニックタウ発現性ECニューロンは、PHF1およびCP13について陽
性であったものの（図11A～11B）、両マウス系統は、強いシナプス前PHF1標識を示したが
、中分子層（図11A～11B；MML）中のEC軸索末端帯のCP13標識を示さなかった。このこと
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は、pS202/pT205のタウリン酸化（CP13）よりもpS394/pS404のタウリン酸化（PHF1）の方
が、タウを軸索末端に大きく標的化し得ることを示している（17）。18月齢ECrTgタウマ
ウスにおいて、ECおよびDGにおけるニューロンならびにMMLにおける軸索末端は、「ミス
フォールディングされた」（Alz50陽性）タウを含有した（図11A）（5）。しかし、18ヶ
月のECrTgタウ-Mapt0/0マウスのいかなる脳領域にもAlz50の染色を検出することができな
かった（図11B）。濃縮体色素であるチアジンレッド（ThiaRed）で染色された凝集タウが
、ECrTgタウ-Mapt0/0マウスではなく、ECrTgタウマウスのECおよびDG細胞体中から見出さ
れた（図18A～18B）。本明細書において提示された知見は、内因性タウの非存在下で、タ
ウ伝播が、明白な凝集とは独立して起こることで、伝播現象をNFT形成と分離できること
を示している。
【０２８５】
ECrTgタウマウスにおける内因性タウ非存在下での神経毒性の減少
　次に、マウスタウ非存在下でタウ凝集の減少が、神経毒性の減少を伴うかどうかを判定
しようと試みた。18月齢で、細胞死も、シナプスタンパク質（シナプシン-1）の消失も検
出されなかった（図19A～19B）。しかし、グリオーシスおよび神経フィラメントタンパク
質の増加したリン酸化は、炎症およびニューロン損傷についての初期間接的徴候として役
立つことができる（18）。WTマウスに比べてECrTgタウマウスのEC中に有意に高いミクロ
グリア数および増加したIba1レベルがあり、それは、ECrTgタウ-Mapt0/0マウスにおいて
部分的に救済された（図12A）。したがって、ECおよびHPC抽出物中のGFAPのレベルは、EC
rTgタウ動物と比較してECrTgタウ-Mapt0/0動物において顕著に減少した（図12B）。免疫
染色は、ECrTgタウマウスのECおよびその軸索突起における神経フィラメントタンパク質
の強いリン酸化（SMI312）を明らかにし；ECrTgタウ-Mapt0/0において、SMI312標識は、W
TおよびMapt0/0マウスと匹敵した（図12C）。これらのデータは、軸索変化およびグリア
応答が顕性の神経変性に先行すること（19）、およびマウスタウの非存在が、初期病理変
化を減弱し、かつタウ毒性に必要とすることができることを示している。
【０２８６】
内因性タウの除去はP301Lタウによって誘導された脳萎縮を救済する
　凝集および毒性は、多くの場合に連結した現象と見なされるものの、以前の報告は、急
性ニューロン死（20）または機能的変化（21、22）からのタウ凝集物の切り離しについて
論じている。ここで、本発明者らはさらに、マウスのタウノックアウトのバックグラウン
ドが、タウ凝集および／または毒性に影響するかどうかを、強い末期NFT病理および脳萎
縮を発生する、ヒトP301Lタウを皮質全体に発現するマウスモデル（23）（rTg4510）を用
いることによって探究し、この系統をマウスタウノックアウトマウス（rTg4510-Mapt0/0
）と交配した。9月齢で、rTg4510マウスの全脳重量は、WTマウスおよびMapt0/0マウスと
比較して約16％有意に減少し（n＝6；p＝0.0002）、皮質（CTX）厚は、約26％低下した（
マウスn＝3匹、p＝0.009）（図13A～13B）。脳重量および皮質厚は、12月齢のrTg4510マ
ウスでなおさらに低下した。驚くことに、脳質のこの大きな消失は、9月齢のrTg4510-Map
t0/0マウスで完全に救済され（脳重量：約96％、n＝5；CTX厚：約96％、n＝3）、12月齢E
CrTgタウ-Mapt0/0マウスではわずかな萎縮だけが起こった。rTg4510のCA1におけるニュー
ロンおよび体積の消失は、rTg4510-Mapt0/0動物において部分的に救済された（図20A～20
B）。したがって、本明細書に記載の知見は、ニューロンの健康および生存期間がマウス
タウの非存在下で大きく改善されたことを示している。
【０２８７】
　次に、NFT病理がまた、内因性タウの非存在下で救済されたかどうかを判定しよう試み
た。ホスホタウ陽性（PHF1）濃縮体様タウ封入体の数が、9月齢のrTg4510-Mapt0/0マウス
のCTXおよびCA1において視覚的に減少し（図13C）、興味深いことに、PHF1タウがrTg4510
-Mapt0/0マウスにおけるCA1軸索にまだ存在したが、rTg4510マウスでは細胞体中で完全に
凝縮していた。12月齢で、PHF1陽性タウは、両方のマウス系統において細胞体中に凝縮し
ているように見えた。12月齢マウスのガリアス銀染色（24）（図13D）は、類似のパター
ンを示し、rTg4510マウスと比較してrTg4510-Mapt0/0マウスの方が健康なニューロピルを
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有した（軸索および樹状突起の染色がより少ない）。
【０２８８】
内因性タウの除去はNFTの存在下でニューロンの生存を改善する
　ニューロン消失に及ぼす濃縮体病理の効果を査定するために、次に皮質ニューロン（Ne
uN陽性細胞）および濃縮体（チオフラビン-S陽性）の数を測定した。WTマウスに比較して
、rTg4510マウスでは、皮質ニューロンの数は9ヶ月で約33％（マウスn＝3匹、p＝0.002）
、12ヶ月で約37％（マウスn＝3匹、p＝0.0001）低下した。rTg4510-Mapt0/0マウスは、9
ヶ月でニューロン消失を有さず、Mapt0/0マウスと比較して12ヶ月でニューロン数がわず
かに減少した（約12％、n＝3、有意でない）（図14A）。9月齢および12月齢のrTg4510マ
ウスおよびrTg4510-Mapt0/0マウスは、皮質濃縮体の全体数が類似しており、その全体数
は、齢と共に増加した（ThioS染色、マウスn＝3匹／群；図14B）。rTg4510-Mapt0/0マウ
スは同じ数の濃縮体であったが、ニューロン消失の減少を示したので、rTg4510-Mapt0/0
動物は、rTg4510マウスと比較して有意に低い（p＝0.029）パーセンテージのニューロン
を有した（図14C）。まとめると、これらのデータは、変異型タウの過剰発現に起因する
ニューロン消失が、内因性マウスタウを除去することによって減弱できることを興味深く
実証している。さらに、rTg4510およびrTg4510-Mapt0/0マウスのCTXにおけるThioS陽性濃
縮体の総数が類似であるにもかかわらず、rTg4510動物だけが顕著なニューロン死および
ニューロピル変性を有した。これは、内因性タウの非存在下での濃縮体毒性の減少を示し
ている（図14Dおよび図20C）。したがって、これらのデータは、rTg4510-Mapt0/0動物に
おけるタウ凝集と毒性との間の解離を明らかにしている。
【０２８９】
　要約すると、本明細書において提示されたデータは、タウ蔓延、凝集、および毒性に関
する2つの仮定に異議を唱えるものである。第一に、プリオンタンパク質の以前の古典的
な研究は、PrPscの蔓延が、プリオンの毒性と同様に内因性PrPcの存在に依存することを
示した（12, 25）。タウは、ミスフォールディングされたタンパク質の経シナプス蔓延の
観察および受け入れ側のニューロンにおいて内因性タウタンパク質を変造する能力に基づ
き「プリノイド」であると報告されている。対照的に、本明細書において提示された知見
は、プリオンタンパク質と対照的に、タウが、内因性タウの非存在下で経シナプス的に伝
播することを実証し、タウのニューロン間移動が鋳型にされたミスフォールディングに義
務的に依存するわけではないことを示している。したがって、タウ伝播についてのプリノ
イド仮説の改変が必要と考えられる。
【０２９０】
　次に、タウのミスフォールディング、凝集、および神経毒性の間の通例仮定される関連
は、本明細書に記載のタウ欠損表現型に関連して変わると考えられ、Mapt0/0動物は、グ
リオーシスおよび軸索変化（18ヶ月ECrTgタウマウスにおける）のようなニューロン損傷
の最も早い徴候から、ならびに広蔓延性NFT病理の背景において起こる後期ニューロン消
失（9および12月齢rTg4510マウスにおける）から保護される。驚くことに、継続したタウ
凝集にもかかわらず、強い神経保護および炎症低下は、タウの減少が、タウオパチーおよ
びADにおけるニューロンの健康に高度に有益であることができることを示している。
【０２９１】
例示的な材料および方法
　動物。ヒト変異型タウ（0N4R P301Lタウ）の蔓延を研究するために、以前に記載された
ように（5）、もっぱらEC-IIにテトラサイクリン制御トランス活性化因子（tTa）を発現
している(C57BL/6J)B6.TgEC-tTAマウス（30）を、FVB-Tg(tetO-TauP301L)4510マウス（23
）と交配することによって、ECrTgタウマウスを作製した。トランス活性化因子およびレ
スポンダー導入遺伝子の両方が陽性のマウスは、ECにおいてヒトP301L変異型0N4Rタウを
発現した一方で、ヒトタウ導入遺伝子を欠損するマウスは、タウ陰性対照（WT）として役
立った。内因性マウスタウ（MAPT遺伝子によってコードされる）を欠損するECrTgタウ-Ma
pt0/0マウスを作製するために、B6.Mapttm1(EGFP)Kitマウス（Mapt0/0）をJackson Labor
atoryから得た（29）。内因性マウスタウを発現または欠損しているマウスが同じ(B6×FV
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B)F1バックグラウンドであったことを確実にするために、FVB.Mapttm1(EGFP)Kit類似遺伝
子系統を作製した。TgEC-tTA導入遺伝子をB6.Mapt0バックグラウンドに導入し、Tg(tetO-
タウP301L)4510導入遺伝子をFVB.Mapt0バックグラウンドに導入したが、これらの2系統の
交配によって、マウスタウを発現したECrTgタウマウスと遺伝的バックグラウンドが同一
のECrTgタウ-Mapt0/0マウスが作製された。これらの系統の性別混合の18月齢動物からの
脳を分析した。同様に、前脳興奮性ニューロンにおける発現を推進するCK-tTA導入遺伝子
（31）をB6.Mapt0バックグラウンドに導入し、萎縮、ニューロン消失、および濃縮体分析
のためのrTg4510マウスおよびrTg4510-Mapt0/0マウスの作製を可能にした。全ての動物実
験は、米国国立衛生研究所（United States National Institutes of Health）のガイド
ラインに従い、Massachusetts General HospitalおよびMcLaughlin Research Institute
の施設内の動物管理使用委員会（Institutional Animal Care and Use Committees）によ
って承認された。
【０２９２】
　RT-PCR分析。マウスの遺伝子型を検証するために、凍結脳組織からTrizol（Sigma-Aldr
ich）を用いてRNAを抽出し、RNAの品質を、Agilent RNA 6000 Pico Kit（Agilent Techno
logies）を使用して試験した。RT-PCRについて、ヒトタウ導入遺伝子産物を標的化するプ
ライマー

ならびにマウスタウエクソン7を標的化するプライマー

を使用したSuperScript（登録商標）III逆転写酵素（Life Sciences）を用いてRNA抽出物
1μgをcDNAに転写した。ヒトおよびマウスタウRNAの転写数を、RT2qPCRプライマーアッセ
イ法で定量し、GAPDH

に対して規準化した。両側t検定を用いて統計的有意性（p≦0.05）を検定した。
【０２９３】
　免疫組織化学。マウスを屠殺し、心臓内にPBSを灌流し、脳半球をPBS中の4％パラホル
ムアルデヒド（PFA）中にて4℃で72時間ドロップ固定し（drop-fix）、次にスクロース中
で凍結保護し、M1封入剤中で凍結包埋し、厚さ10μmの水平切片に切断し、ガラススライ
ドにのせ、-80℃で保存した。免疫蛍光標識のために、切片をPFA中で再固定し、PBS中の0
.1％トリトンで透過処理し、PBS中の5％正常ヤギ血清（NGS）中で1時間ブロッキングした
。一次抗体（下に示す）を5％NGS中で希釈し、4℃で一晩適用した。PBS中で洗浄後、5％N
GS中の二次抗体（1：500）を室温で1時間適用した。二次抗マウス抗体または抗ウサギ抗
体を、Cy3（Jackson ImmunoResearch Laboratories）またはAlexaFluor647（Life Techno
logies）で蛍光標識した。チアジンレッドを用いた濃縮体染色のために、脳切片を、PBS
中の0.025％チアジンレッド（Sigma Aldrich）に入れてインキュベートし、その後、NGS
でブロッキングした。DAPIを有するアンチフェード封入剤（VectaShield）を使用して切
片をのせ、CoolsnapデジタルカメラおよびAxio-Vision V4.8を装着したZeiss AxioImager
顕微鏡で画像を記録した。
【０２９４】
　抗体。脳切片の免疫蛍光標識のために、以下の一次抗体を使用した：ウサギ抗ヒトタウ
（N末端）TauY9（希釈 1：500、Enzo Lifescience）、マウス抗ヒトタウ（N末端）Tau13
（1:1000, Covance）、ウサギ抗マウスおよびヒトタウ（C末端；1:1000, DAKO）、マウス
抗ホスホタウCP13（pS202/sT205）およびPHF1（pS396/pS404）（1:1000, Peter Daviesの
好意による）、ウサギ抗「ミスフォールディング型」タウAlz50（1:500, Peter Davies）
、マウス抗グリア線維性酸性タンパク質（GFAP；1:1000, Abcam）、ウサギ抗Iba1（ICC用
；1:500, WAKO）、マウス抗ホスホ神経フィラメントタンパク質SMI312（1:1000, Covance
）、マウス抗NeuN（1:1000, Millipore）。ウエスタンブロッティングのために追加的に
使用されたのは、ウサギ抗ホスホタウpT205（1:1000, Thermo Scientific）および12e8（
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pS262/pS356；1:1000, Elan Pharmaceuticals）、ウサギ抗Iba1（WB用；1:500, WAKO）、
およびマウス抗シナプシン-1（1:100、EMS）であった。
【０２９５】
　蛍光免疫／インサイチューハイブリダイゼーション（免疫-FISH）。免疫組織化学検査
と組み合わせたFISHを、以前に記載されたように行った（5）。ヒトMaptと一致している
ジゴキシゲニン標識RNAプローブ（NM_016835；ヌクレオチド2773～3602）をRT-PCRによっ
て作製し、抗ジゴキシゲニン-ホースラディッシュペルオキシダーゼ標識抗体（Roche）お
よびAlexa568標識チラミド（Invitrogen）で検出した（32）。一次抗体TauY9およびAlexa
647コンジュゲーション型ヤギ抗ウサギ二次抗体を使用してヒトタウを免疫標識した。
【０２９６】
　細胞計数、立体解析学、および皮質厚。HPC中の活性化アストログリア（GFAP）およびE
C層2/3中のミクログリア（Iba1）（図12A～12C）およびECの層2/3中の細胞核（DAPI）（
図19A～19B）を計数するために、DAPIチャネル中の各切片について各々のROIの輪郭を指
定し（各マウスの厚さ10μmの切片3～4枚；マウス3匹／群）、次に、ImageJを使用してRO
Iあたりの各々の細胞／核染色を手作業で計数し、各脳構造について細胞密度（個数/mm2

）を測定した。
【０２９７】
　CTX（図14A～14D）およびCA1（図20A～20C）におけるニューロン（NeuN）および濃縮体
（ThioS）の立体解析学的計数のために、一致する脳領域の厚さ10μmの水平切片4枚から
細胞を採取した。切片の間隔をそれぞれ100μmとすることで、総深さは、マウス1匹あた
り脳組織4×100μm＝400μmに及んだ。ROIとして、CTX全体（層1、2/3、および4/5）また
はCA1全体を定義した。
【０２９８】
　ウエスタンブロッティング。ECおよびHPCを凍結脳から切除し、プロテアーゼ阻害物質
（Complete, Roche）およびホスファターゼ阻害物質（PhosphoStop, Roche）を含むRIPA
緩衝液（Sigma Aldrich）中にホモジェネートし、総タンパク質10μgを10％ビス-トリスS
DS-ポリアクリルアミドゲル（Life Technologies）上に負荷し、MOPS緩衝液を使用して分
離した。ニトロセルロースメンブラン上にブロットし、Odysseyブロッキング緩衝液（LI-
COR）中でブロッキング後に、ブロッキング緩衝液中の一次抗体を4℃で一晩適用した。TB
S中の0.05％（v/v）Tween-20で洗浄後、ブロットをヤギ抗ウサギ-IRDye680および抗マウ
ス-IRDye800（Rockland）と共に室温で1時間インキュベートした。Odysseyイメージング
システム（LI-COR）を使用してタンパク質のバンドを可視化し、ImageJ（http://rsb.inf
o.NIH.gov/nih-image/からオンラインでアクセス可能）を使用して強度を分析した。
【０２９９】
　脳重量。9および12月齢rTg4510、rTg4510-Mapt0/0、WT、およびMapt0/0マウスからの小
脳および嗅球を含む全脳の湿重量を、室温のPBS 15mlを用いた心臓内灌流後に測定した。
【０３００】
　濃縮体のガリアス銀染色およびチオフラビン-S染色。12月齢rTg4510マウス、rTg4510-M
apt0/0マウス、および対照マウスにおける濃縮体の銀染色を、以前に記載されたようにPF
A灌流脳の厚さ30μmの浮遊冠状切片に対して行った（24）。切片を5％過ヨウ素酸中で5分
間インキュベートし、水で5分間、2回すすぎ、次にアルカリ性ヨウ化銀溶液（1M NaOH、0
.6M KI、0.053％（w/v）AgNO3）で1分間処理し、0.5％酢酸中で10分間洗浄した。染色は
、溶液A（5％（w/v） Na2CO3）、溶液B（24mM NH4NO3、12mM AgNO3、3mMタングストケイ
酸）、および溶液C（24mM硝酸アンモニウム、12mM AgNO3、3mMタングストケイ酸、0.25％
（w/v）ホルムアルデヒド）を2:1:1の比で組み合わせて、溶液AにBおよびCを滴下して加
え、20分間インキュベートすることによって顕色させた。次に、切片を0.5％酢酸中で3回
および水中で1回洗浄した。金色の色調で3～4分間インキュベーションし、水中、次に1％
（w/v） Na2S2O3中で5分間、再び水中ですすいだ後、切片をガラススライド上にのせた。
ニューロン（ニッスル物質）をクレシルバイオレット染料中で30秒間対比染色し、次に50
％、70％、95％、および100％エタノール中に浸漬し、次に透明になるまで100％キシレン
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中に入れ、封入剤中でのせた。9および12月齢rTg4510およびrTg4510-Mapt0/0脳における
濃縮体のチオフラビン-S（ThioS）染色のために（33）、PFA固定脳の厚さ10μmの凍結切
片を融解し、脱イオン水中ですすぎ、50％（v/v）エタノール中の0.05％（w/v）ThioSに
入れて暗条件で8分間インキュベートした。80％エタノール中で10秒間、2回洗浄すること
によってThioSの染色を差別化し、次に切片を脱イオン水中で短時間洗浄し、アンチフェ
ード封入剤（DAPIなし）を使用して顕微鏡スライド上にのせた。
【０３０１】
　統計解析。ECrTgタウ、ECrTgタウ-Mapt0/0、および対照における細胞数（ヒトタウ、Ne
uN、GFAP、Iba1、ThioS陽性）を比較するために、本発明者らは、1群3匹のマウスを使用
して脳切片3～4枚からマウス毎の平均細胞密度（細胞数/μm2）を測定した。ウエスタン
ブロット分析のために、遺伝子型群1つあたりマウス3匹の脳抽出物を分析した。群間差の
統計解析は、GraphPad Prism 5を使用し、対応のないスチューデントのT検定を95％信頼
区間と共に適用して行った。値を平均±SEMとして示す。
【０３０２】
実施例3 タウはアミロイド-βによって誘導されるニューロン内因性アポトーシスカスケ
ードを増強する
　アルツハイマー病（AD）の脳は、アミロイド斑における凝集したアミロイドβ（Aβ）
および神経原線維濃縮体（NFT）における異常リン酸化タウの沈着によって特徴決定され
る。Aβおよびタウの両方の可溶性オリゴマー性形態は、シナプス消失と関連する（Alpar
 et al., 2006; DaRocha-Souto et al., 2012; Hudry et al., 2012; Knafo et al., 200
9; Koffie et al., 2009; Kopeikina et al., 2013a; Kopeikina et al., 2013b; Spires
 et al., 2005; Wu et al., 2010; Wu et al., 2012; Rapoport et al., 2002; Roberson
 et al., 2007; Shipton et al., 2011; Vossel et al., 2010; Zempel et al., 2013）
が、棘消失のメカニズムは未知である。そのうえ、アルツハイマー病は、Aβおよびタウ
の両方の変化に関与することが公知であるが、これらが相乗的経路であるか、または並行
経路であるかは未知である（Ittner and Gotz, 2011）。本実施例において、本発明者ら
は、タウがAβ誘導シナプス毒性にとって重大な協力因子であることを示す。タウとAβ誘
導型ミトコンドリア変化とを接続するこの分子経路は、神経変性の新規なアポトーシス関
連プログラムに相当し、それを本発明者らは、ニューロン培養、トランスジェニックマウ
スモデル、およびヒト脳において観察した。
【０３０３】
　Aβ誘導型棘消失のメカニズムおよびタウとAβ誘導型棘消失との関係を理解するために
、野生型またはタウ欠損マウスからの初代ニューロン培養物を可溶性Aβに曝露し、カス
パーゼの活性化および棘消失をモニタリングした。一連の分子プローブおよび薬理学的プ
ローブを使用して、これらの事象が起こる順序および各段階におけるタウの役割を詳しく
分析した。Aβ処置が内因性（ミトコンドリア性）カスパーゼ経路の活性化およびミトコ
ンドリアへのタウの移行を導くことが発見された。これは、最終的に（サブアポトーシス
性（subapoptotic））カスパーゼ9および3活性化ならびに棘消失を特徴とする内因性ミト
コンドリア性アポトーシス関連カスケードの開始および進行における重大な段階であるよ
うに見える。タウは、野生型マウスと比較したAPP/PS1マウスにおいて、および対照と比
較したヒトADにおいて、可溶性Aβに曝露された培養ニューロン中のミトコンドリアと関
連することが見い出された。これらのデータは、ミトコンドリアへのタウ移行とAβ毒性
の初期段階との間、より広い関連ではカスパーゼ活性化カスケードにおけるタウの予想外
の共同との間のメカニズム的連結を示している。
【０３０４】
結果
Aβはカスパーゼ3の活性化を誘導する
　長期抑圧のシナプス抑圧および棘消失は、非アポトーシス性カスパーゼ活性化に関連す
ると報告されている（Jiao and Li, 2011; Li et al., 2010、総説についてはSpires-Jon
es and Hymanを参照されたい）。若齢Tg2576 APPマウスは、非アポトーシスレベルのカス
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パーゼ3活性化を示すので（D'Amelio et al., 2011）、Aβへの培養ニューロンの曝露が
カスパーゼを活性化するかどうかを本明細書において判定しようと試みた。Tg2576培養物
（TgCM）または野生型培養物（WtCM）からの馴化培地を採集し、野生型皮質ニューロン培
養物に24時間適用した。TgCMの3:1希釈物を培養物に適用することにより、Aβ40 ELISAに
よって測定された終濃度が4nMとなるようにした。処理後に、ウエスタンブロットによる
分析のために細胞溶解物を調製した。Asp175隣での切断に起因する活性化カスパーゼ-3の
大型断片（17/19kDa）を検出し、完全長カスパーゼ3または他の切断型カスパーゼを認識
しない、切断型カスパーゼ3に特異的な抗体を用いて、ブロットを探索した（図21A～21B
）。WtCMに対してAβ含有TgCMに曝露されたニューロンのイムノブロットは、変化しなか
った総カスパーゼ3レベルと比較して、24時間後にカスパーゼ3の活性化に有意な増加を示
した（図21A～21B、p＜0.0001）。
【０３０５】
　TgCM処理からの結果が、培地中に存在するAβのせいであったかどうかを判定するため
に、高力価マウスモノクローナルAβ抗体である6E10を使用することによって、TgCMからA
βの免疫枯渇（TgCM-ID）を達成した。6E10を使用した免疫枯渇は、ELISAによって測定さ
れたAβ40を約0.1nMに減少させた。免疫枯渇培地で処理された培養物中の切断型カスパー
ゼ3レベルは、WtCMで処理された培養物と異ならず（図21A～21B、p＝0.1115）、カスパー
ゼ3活性化は、TgCMで処理された培養物と比較して有意に減少した（図21A～21B、p＜0.00
01）。これは、CM中の別の因子ではなく、Aβがカスパーゼ3活性化の一因であることを示
している。
【０３０６】
　カスパーゼ3の基質であるタウが、タウ-Δ421ネオエピトープに対する抗体（TauC3）を
使用することによってAsp421で切断されたかどうかも調査した（Gamblin et al., 2003）
（図21A、21C）。TgCMと共にインキュベーションすることで、総タウレベルは、WtCMと比
べて変わらなかった（p＝0.1426；代表的なブロットを図21Aに示し、定量を図28に示した
が、タウC3のウエスタンブロットによって測定されたタウの切断増加を招かなかった（図
21A、21C、p＝0.0105）。追加的に、TgCMで処理された培養物と比較して、Aβが培地から
免疫枯渇された場合に切断型タウが低下した（p＝0.0107）。
【０３０７】
　カスパーゼ活性化が、TgCM処理に応答したタウの切断を担うかどうかを判定するために
、汎カスパーゼ阻害物質zVAD-FMKを使用した。20μM zVADで処理された、TgCMに曝露され
たニューロンは、活性カスパーゼ3（図21A、21B、p＜0.0001）またはタウC3レベルの増加
を示さなかった（図21A、21C、p＝0.0439）。また、カスパーゼ活性化のための陽性対照
として、ニューロン培養物を強力なアポトーシス誘導因子であるスタウロスポリン（STS
、1μM）と共にインキュベートした。STS処理細胞においても、カスパーゼ阻害が、カス
パーゼ3の活性化を減少させ（図21A～21B、p＜0.0001）、タウの切断を減少させた（図21
A、21C、p＝0.0097）。したがって、タウC3は、TgCMで処理された初代ニューロンにおけ
るカスパーゼ活性化についての代替的読み出し情報として使用することができる。
【０３０８】
　野生型ニューロンからの馴化培地（WtCM）で24時間処理されたニューロンと、未処理ニ
ューロンとの間で、切断型カスパーゼ3および切断型タウのレベルに有意な変化は検出さ
れなかった（データは示さず）。全体的に見て、これらのデータは、TgCMにおける可溶性
Aβ種が、切断型のカスパーゼ3の存在およびAsp421でのタウ切断の両方によって測定され
るカスパーゼ3活性化を促進することを示している。
【０３０９】
Aβは非アポトーシス性カスパーゼ3活性化を促進する
　カスパーゼがAβ処理によって活性化されることを考慮して、次に、TgCMで処理された
ニューロンがアポトーシスを受けていたかどうかを判定しようと試みた。アポトーシスの
主要指標は、カスパーゼ3によるポリ（ADP-リボース）ポリメラーゼ（PARP）の切断であ
る（Nicholson, 1995; Oliver, 1998）。切断型PARPについての免疫ブロットにより、24
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時間のTgCM処理が、切断型PARPにおける増加に至らなかった一方で、6時間のSTS曝露がPA
RPの切断を誘導したことが明らかになった（図29A）。同様に、損傷細胞からのアデニル
酸キナーゼ放出を測定するToxilightアッセイ法を使用する細胞毒性の査定によって、Aβ
処理が対照と比較して有意な細胞死を引き起こさなかったことが明らかとなった（図29B
、p＝n.s.）。同様に、損傷細胞からのアデニル酸キナーゼ放出を測定するToxilightアッ
セイ法を使用する細胞毒性の査定によって、Aβ処理が対照と比較して有意な細胞死を引
き起こさなかったことが明らかとなった（図29B、p＝n.s.）。比較によると、細胞死がST
S処理により誘導され（図29B、p＜0.0001）、かつzVADによって遮断された（p＜0.0001）
。これらの結果は、Aβ（約4nM）と共のインキュベーションが、ニューロンにおいて非ア
ポトーシス性カスパーゼ活性化を引き起こすことを示している。そのうえ、ニューロンの
アポトーシス誘導因子であるSTSへの曝露は、Aβよりも大きな度合いで内因性ミトコンド
リア経路の構成要素を活性化した。これは、Aβによるこの経路の活性化が、よりわずか
であるか、または局在しているかのいずれかであり、必ずしも細胞死を招かない場合があ
ると示している。
【０３１０】
Aβはミトコンドリア内因性経路を介してカスパーゼ活性化を促進する
　次に、Aβが、BADの脱リン酸化、ミトコンドリアへのBAXの移行、チトクロームc（cyt 
c）の放出、カスパーゼ9およびカスパーゼ3の活性化を伴う古典的内因性経路を介してカ
スパーゼを活性化したかどうかを判定しようと試みた（Chipuk et al., 2006; Goping et
 al., 1998; Wang et al., 1999; Wolter et al., 1997）。アスパラギン酸353での切断
後にだけマウスカスパーゼ9の37kDaサブユニットの内因性レベルを検出し、完全長カスパ
ーゼ9または他のカスパーゼと交差反応しない、切断型カスパーゼ9に対する抗体（Asp353
）を使用して、カスパーゼ9の活性化を検出した（図21Dおよび21E）。TgCM処理後に、WtC
Mと比べて総カスパーゼ9に対する切断型カスパーゼ9レベルに有意な増加があった（図21E
、p＜0.0001）。Aβ誘導型カスパーゼ9活性化をzVAD-FMK処理（p＜0.0001）またはAβ免
疫枯渇（p＜0.0001）によって遮断した。内因性経路の他のマーカーも活性化された。WtC
Mと比較してTgCM処理後にリン酸化-BAD（pBAD）が有意に減少し（図21D、21F、p＜0.0001
）、この効果は、Aβの免疫枯渇によって遮断された（p＝0.0455）。zVAD-FMKによるカス
パーゼ阻害は、BADの脱リン酸化を防止しなかった（図21D、21F、p＝0.7051）。
【０３１１】
　Aβ処理後の内因性経路の活性化をさらに検討するために、ニューロンからミトコンド
リア画分およびサイトソル画分を単離し、サイトソル画分およびミトコンドリアペレット
の両方におけるVDAC、Cyt C、およびBAXのレベルを分析した。ミトコンドリア外膜タンパ
ク質VDACは、サイトソル画分中に非存在であり（図22A）、ミトコンドリアペレット中に
豊富であった（図22B）。TgCM処理は、WtCMと比較してミトコンドリアからのチトクロー
ムc放出を誘導したが、この放出は、サイトソル中のレベルの増加（図22A、22C、p＜0.00
01）およびミトコンドリアペレット中のレベルの減少によって示される（図22B、22D、p
＜0.0001）。TgCM処理培養物において、カスパーゼ阻害物質zVAD-FMKは、サイトソル中（
図22A、22C、p＝0.3968）またはミトコンドリアペレット中（図22B、22D、p＝n.s.）のチ
トクロームcレベルを変化させなかったが、これは、チトクロームcの放出が、Aβ処理後
にカスパーゼ活性化の上流であることを示している。そのうえ、TgCM処置培養物において
、WtCM処置培養物に比べてBAXの総レベルにおける増加が、ミトコンドリアペレット中か
ら検出された（図22B、22E、p＜0.0001）。全体的に見て、Aβ処理後のチトクロームcの
放出およびミトコンドリアへのBAXの移行は、アポトーシスの内因性経路の活性化を示し
ている。
【０３１２】
カルシニューリン活性化はミトコンドリア内因性経路のAβ誘導型活性化の初期段階であ
る
　カスパーゼ阻害は、BADの脱リン酸化、ミトコンドリアへのBAX移行またはチトクローム
cの放出を防止しなかったが、これは、これらの事象がカスパーゼ活性化の上流であるこ
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とを示している。カルシニューリンの活性化およびBADの脱リン酸化は、カスパーゼ3を活
性化するイニシエーターカスパーゼであるカスパーゼ9の活性化に導く、上流の前ミトコ
ンドリアシグナル伝達事象である。最近の観察に従い、カルシニューリンの活性化が、A
βに応答するミトコンドリア内因性経路の活性化に至る上流の事象であると推測された（
Hudry et al., 2012; Wu et al., 2010; Wu et al., 2012）。カルシニューリン活性化は
、WtCM、TgCM、またはSTSの添加の20分前に適用されたFK506によって阻害された。TgCM単
独と比較して、FK506と共にインキュベートされたTgCM処理培養物は、カスパーゼ3の活性
化（図23A、23B、p＜0.0001）、タウの切断（図23A、23C、p＜0.0444）、カスパーゼ9の
活性化（図23D、23E、p＜0.0001）、およびBADの脱リン酸化（図23D、23F、p＜0.0001）
を減少させた。WtCM処理培養物において、FK506は効果を有さなかった。これらのデータ
は、カルシニューリン活性化がAβ介在性カスパーゼ活性化および毒性における初期事象
であることを示している。
【０３１３】
Aβによって誘導される棘消失はカスパーゼ阻害により遮断される
　次に、棘消失に対するこれらの生化学マーカーの関係を調査した。WtCMまたはTgCMのい
ずれかで24時間処理された、GFPをトランスフェクト後のニューロンの棘密度を査定した
。TgCMで処理されたニューロンは、WtCMで処理されたニューロンに対して減少した棘密度
を示した（図24A、24C、p＜0.0001）。TgCMで処理された培養物中のこの棘消失は、Aβ免
疫枯渇によって減少した（p＝0.0005）。Aβを免疫枯渇させた培地を用いた処理は、WtCM
と異ならなかった（p＝n.s.）。カスパーゼ活性化の薬理学的遮断が、Aβによって誘導さ
れる棘密度の減少を防止するために十分かどうかを調査するために、TgCMで処理されたニ
ューロンにおけるzVAD-FMKの効果を探究し、それが、TgCMによってトリガーされた棘消失
を完全に遮断したことが見出された（p＜0.0001）。しかし、WtCMに曝露されたニューロ
ンをzVAD-FMKでの処理によっても、棘密度の有意な増加が促進された（p＝0.0088）。
【０３１４】
　シナプス変化の第2の尺度として、樹状突起棘に高度に濃縮されており、かつ棘安定性
に関連しているシナプス後密度タンパク質PSD95を測定した。TgCM処理後のPSD95のレベル
を決定し、WtCM培養物と比較したPSD95レベルにおける有意な減少を検出したが、その減
少は、棘消失に一致する（図24B、24D、p＜0.0001）。TgCMに曝露されたニューロンをzVA
D-FMKで同時処理した場合（p＜0.0001）、またはAβをTgCMから免疫枯渇させた場合（p＜
0.0001）に、PSD95レベルは保たれていた。WtCMで24時間処理されたニューロンと未処理
のニューロンとの間に、棘密度およびPSD95レベルにおける変化はなかった。これらのデ
ータは、Aβが、PSD95減少によって示されるシナプス毒性およびカスパーゼ活性化を経由
した棘密度を誘導することを示している。さらに、これは、理論によって縛られることを
望むわけではなく、野生型ニューロンにおける棘のターンオーバーを、内因性非アポトー
シス性カスパーゼ活性化によって調節できることを示している。
【０３１５】
　驚くことに、ヒト脳AD症例から単離されたシナプトニューロソームは、非認知症対照か
ら単離されたシナプトニューロソームと比較して、切断型カスパーゼ3レベルに有意な増
加を示した（図30A～30B、p＝0.0046）。同時に、対照と比較して、AD脳からのシナプト
ニューロソーム画分中のタウにおける増加が検出された（図30C～30D、p＝0.0019）。全
体的に見て、これは、局所的にシナプスにおいてカスパーゼを活性化してADにおけるシナ
プス毒性を誘導することにおけるAβおよびタウの役割を示すことができる。
【０３１６】
内因性タウレベルの減少はAβによってトリガーされるカスパーゼ活性化および棘消失か
らニューロンを保護する
　タウは、Aβ介在性棘消失に関連すると報告されている（Roberson et al., 2007）。タ
ウが、カスパーゼ活性化のカスケードによって誘導される棘消失のどこに適合するかを探
究するために、タウ欠損（タウ-/-）マウスからのニューロンをAβに曝露し、上記で発生
した中間読み出し情報のセットを、非アポトーシス性カスパーゼ活性化および棘消失につ
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いてモニタリングした（図25A～25H）。TgCMで処理した場合、タウ欠損ニューロン（タウ
-/-）は、カスパーゼ3活性化に有意な減少を示した（図25A、25C、p＜0.0001）一方で、
カスパーゼ9活性化およびpBADの脱リン酸化は、不変であった（それぞれ、図25B、25D、p
＝n.s.および図25B、25E、p＝0.9694）。これは、タウ非存在下での非アポトーシス性カ
スパーゼ経路の活性化の遮断を示している。比較すると、ヘテロ接合性（タウ+/-）およ
び野生型タウ（タウ+/+）のニューロンは、両方ともAβにより誘導される切断型カスパー
ゼ3における増加を示した（p＜0.0001）。タウ+/-ニューロンではなく、タウ+/+ニューロ
ンはまた、有意に増加した切断型カスパーゼ9（p＜0.0001）を有し、pBADの脱リン酸化を
示した（p＜0.0001）。
【０３１７】
　タウの非存在が、ミトコンドリア内因性経路の誘導を防止する上で重大な変数であった
かどうかを判定するために、アデノ随伴ウイルス（AAV）介在性遺伝子送達を使用して、
完全長野生型タウ（タウ4R）をタウ-/-ニューロンに導入した。TgCMの適用に続いて、タ
ウ4Rを形質導入されたニューロンは、GFPのみを発現しているニューロンと比較して有意
なカスパーゼ3活性化を示した（図25F、25I、p＜0.001）。WtCMで処理されたタウ4R発現
ニューロンとGFP発現ニューロンとの間にカスパーゼ3の活性化の差は見られなかった（p
＝0.6186）。追加的に、タウノックアウトニューロン（図30C、p＜0.0001）およびヘテロ
接合性ニューロン（p＜0.0001）の両方はまた、野生型（タウ+/+）ニューロンと比較して
、STSにより誘導される細胞死に対する感受性がより低かった。これは、タウの内因性レ
ベルがカスパーゼ活性化を容易にするという可能性に一致する。
【０３１８】
　これらの生化学的観察に従って、タウ-/-（p＝n.s.）またはタウ+/-（p＝n.s.）ではな
く、タウ+/+発現ニューロンだけが（図25G、25H、p＝0.001）、Aβ含有培地での処理後に
棘密度の減少を有することが観察された。これらの結果は、Aβ曝露の中間生化学的結果
およびAβによって誘導される棘消失に対してタウの発現減少が保護的であることを示し
ており、タウが、ニューロンにおけるミトコンドリア性カスパーゼカスケードの開始に中
心的であることを示している。
【０３１９】
ミトコンドリア内因性経路は、APP/PS1マウスにおいて活性化され、かつタウに依存する
　Aβがまた、インビボで内因性カスパーゼカスケードの活性化に導くかどうかを検討す
るために、豊富な細胞外アミロイド斑病理を有するアルツハイマー病のマウスモデルであ
るAPPswePS1d9二重トランスジェニックマウス（APP/PS1）から得られた、脳サイトソル画
分およびミトコンドリアペレット中からcyt cレベルを測定した（図26A、26D、26B、26F
）。齢が一致する対照と比較して、6月齢APP/P1マウスにおいて、サイトソル中のcyt cの
レベルの増加（図26A、26D、p＝0.0001）およびミトコンドリアペレット中のレベルの減
少（図26B、26F、p＝0.006）が見出された。加えて、BAXミトコンドリア移行における増
加が検出された（図26A、26C、26B、26E）。BAXは、サイトソルにおいて有意に減少し（
図26C、p＝0.011）、ミトコンドリアにおいて有意に増加した（図26E、p＝0.0341）。こ
れは、Aβがインビボで内因性ミトコンドリア経路の活性化を引き起こすことができると
いう推測と一致する。
【０３２０】
　タウ減少が、Aβによって誘導されるインビボ変動に対して保護的であったかどうかを
検討するために、APP/PS1マウスおよびAPP/PS1-タウ+/-マウスおよびタウ+/-マウスから
得られた脳サイトソル画分中からチトクロームcのレベルを測定した。APP/PS1マウスをタ
ウ+/-マウスと交配することによってタウのレベルを減少させると、サイトソル中へのチ
トクロームc放出がAPP/PS1マウス単独と比較して減少した（図26G、26I、p＝0.016）が、
対照マウスと比較して有意に異ならなかったことが見出された（p＝0.4755）。APP/PS1-
タウ+/-マウスからのシナプトニューロソームはまた、APP/PS1マウス単独と比較して切断
型カスパーゼ3が減少した（図31A、31B、p＝0.0322）。そのうえ、シナプスの変化がカス
パーゼ3活性化と関連したかどうかを査定するために、シナプトニューロソーム中のPSD95
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を測定し、対照と比較してAPP/PS1マウスにおいてPSD95レベルに有意な減少があったこと
が見出され（図26H、26J、p＝0.0022）、一方でPSD95シナプスレベルは、APP/PS1-タウ+/
-において保たれ、かつ非トランスジェニックマウスのレベルと異ならなかった（p＝0.49
01）。まとめると、これらのデータは、タウ減少が内因性ミトコンドリア経路のAβ誘導
型活性化を防止し、かつAβによって誘導されるインビボシナプス機能障害に対して保護
的であることができると示している。
【０３２１】
タウはインビトロおよびインビボのAβ処理後にミトコンドリアに局在する
　次に、Aβによって処理された野生型ニューロンからミトコンドリアを単離した。WtCM
に曝露されたニューロンにおけるレベルと比較して、TgCMで処理されたニューロンのミト
コンドリアペレットにおいてタウのレベルが増加したことが見出された（図27A、27D、p
＝0.0104）。タウがまた、インビボでミトコンドリアに局在するかどうかを判定するため
に、APP/PS1マウスおよびヒト前頭皮質からミトコンドリアを単離した（図27B、27E）。
タウの局在は、齢が一致する対照と比較してAPP/PS1マウス脳からのミトコンドリアでは
増加している（図27B、27E、p＝0.0087）。重要なことに、同じ結果がヒトにおいて観察
され、齢が一致する対照と比較してAD脳からのミトコンドリア中のタウのレベルは増加し
ていた（図27C、27F、p＜0.0001；表3におけるヒト試料の特徴。これは、ミトコンドリア
へのタウの局在が、AD疾患の病態生物学的特徴であると示すことができる。
【０３２２】
　（表３）定量試験に使用した対照脳およびAD罹患脳の特徴。対照（C）として、および
アルツハイマー病罹患（AD）として称された試料を、性別および死亡年齢と共に示す。臨
床診断および神経原線維濃縮体の死後ブラークステージ（0、なし；I～II、嗅内；III～I
V、辺縁系；V～VI、等皮質）も示す。図27Cおよび図30A～30Dのために試料を使用した。

【０３２３】
考察
　ここで、本発明者らは、Aβ曝露から棘消失に導く分子経路を調査し、（1）内因性（ミ
トコンドリア）カスパーゼカスケードについてのサブアポトーシス活性化のための明らか
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な証拠、および（2）内因性ミトコンドリア経路を介したカスパーゼ活性化の重大な媒介
因子としてのタウについての予想外の役割を発見した。本明細書に記載の本実施例におい
て、Aβを含有するTgCMは、カルシニューリン依存性ミトコンドリア内因性経路の主要な
仲介因子と連結し、非アポトーシス性カスパーゼに繋がり、最終的に棘消失を招いた。タ
ウの遺伝的ノックアウトは、非アポトーシス性カスパーゼ活性化からニューロンを保護し
、Aβ曝露後に棘消失を防止した。本明細書に提示するように、この非アポトーシス性カ
スパーゼ活性化の証拠はまた、アルツハイマー病（AD）のトランスジェニックマウスモデ
ルおよびヒトAD症例においても見出された。さらに、インビトロおよびインビボの両方の
病状でタウがミトコンドリアと関連することが見い出された。
【０３２４】
　本明細書に記載の知見は、Aβ、タウ、およびシナプス毒性の間の関係を説明している
ため意義深い。以前の報告は、タウ減少の神経保護効果が、正常なLTDおよびAβによって
誘導されるシナプス変化の両方を伴う分子シグナル伝達カスケードにおける見かけのタウ
関与の帰結であることができると論じた（Ittner et al., 2010; Rapoport et al., 2002
; Roberson et al., 2007; Shipton et al., 2011; Vossel et al., 2010）。しかし、ミ
トコンドリアへのタウの移行がチトクロームcの放出およびシナプス消失に付随するので
、本明細書において提示されたデータは、ニューロンにおいてミトコンドリア内因性経路
によって仲介されるカスパーゼカスパーゼにタウが果たすより広い役割を示している。
【０３２５】
　一部の態様では、カスパーゼ活性化は、アポトーシスカスケードおよびニューロン死滅
の完全な発現を防止するために限定することができる。一部の態様では、ミトコンドリア
へのタウ局在は、内因性カスケードの開始を増強するために望ましいかまたは必要である
かまたは十分である場合がある。一部の態様では、ミトコンドリアとのタウ関連に繋がる
特異的シグナルがあることができる。一部の態様では、タウの切断および切断型タウ生成
物の形成は、重大な中間体またはカスパーゼ活性化の結果であることができる。新規なタ
ウ-ミトコンドリア相互作用は、アルツハイマー型の病態生物学におけるタウの役割の理
解を促進することができる。例えば、タウは、アクチンの安定化に役割を果たすと考えら
れ、この場合、リン酸化タウによるアクチンの誤調節は、変化したミトコンドリア動態に
繋がることができる（DuBoff et al., 2012）。理論によって縛られることを望むわけで
はなく、一部の態様では、このタウ-アクチン相互作用は、まだ検討されていないミトコ
ンドリア内因性経路の活性化を誘導することができる。また、カスパーゼ3に加えて、カ
スパーゼ2が、APPトランスジェニックマウスにおいてRhoA経路を介して樹状突起棘のター
ンオーバーに重大な役割を果たし得る（Pozueta et al., 2013）。これは、ニューロンが
、Aβ介在性棘除去の代替メカニズムを有することを示唆している。そのうえ、カスパー
ゼ6も、アスパラギンエンドペプチダーゼのような他のプロテアーゼに加えて、タウを切
断すると報告された（Zhang et al., 2014）。したがって、他のカスパーゼまたはプロテ
アーゼは、タウを切断する能力があることができ、切断型タウのこれらの形態の1種また
は複数種はまた、アポトーシス経路および棘密度を調節することができる。
【０３２６】
　本実施例は、ミトコンドリアへのタウ局在が、タウオパチーのマウスモデルである初代
ニューロンにおける非アポトーシス性シナプス毒性において、および内因性アポトーシス
性カスケードを加速するように見えるヒトAD脳において、重大な中間体であることを示し
ている。理論によって縛られることを望むわけではなく、これは、複数の状況におけるタ
ウ抑制の見かけの神経保護効果についての1つのメカニズム的説明である。したがって、
本明細書に記載の知見は、タウが、神経変性疾患において有効な治療標的であることがで
き、かつタウとAβシナプス毒性との間の連結を提供することを示している。
【０３２７】
例示的な実験手順
　動物。これらの実験のために、以下のマウス系統を使用した。（1）二重スウェーデン
変異K670N、M671L（Hsiao et al., 1996）を含むヒトアミロイド前駆タンパク質APPを過
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剰発現しているトランスジェニックマウスであるTg2576（Tg）雄性マウス（Charles Rive
r Laboratories）。B6SJLF1雌性マウス（Charles River Laboratories）。（2）C57BL/6
（タウ+/+）（Charles River Laboratories）。（3）タウのエクソン1の標的化妨害（Tuc
ker et al., 2001）を有するタウノックアウト（タウ-/-）マウス（Jackson Laboratory
）。（4）ヘテロ接合性タウマウス（タウノックアウトマウスをC57BL/6 マウスと交配す
ることから作製されたタウ+/-）。（5）APPswe；PS1d9二重トランスジェニックマウス（A
PP/PS1）をJackson laboratories（Bar Harbor, ME）から入手し、4または6月齢で実験の
ために使用した（Jankowsky et al., 2001）。APP/PS1マウスをタウ-/-マウスと交配して
APP/PS1-Tau+/-マウスを作製し、それを6月齢で使用した。（6）CD1マウス（Charles Riv
er Laboratories）。全ての実験を、施設内の動物管理使用委員会によって承認され、NIH
ガイドラインに従う動物プロトコールに従って行った。
【０３２８】
　初代ニューロン培養物。初代ニューロン培養物を、以前に記載された方法を改変して、
胎齢16日のマウス胎仔の大脳皮質から得た（DaRocha-Souto et al., 2012; Wu et al., 2
010）。皮質を解剖し、丁寧に刻み、Neurobasal培地で洗浄した。ニューロンを、ポリ-D-
リシン（100μg/ml）を室温で少なくとも2時間予めコーティングした35mm培養ディッシュ
1枚あたり生存細胞6×105個の密度で蒔いた。2％ B27栄養物、2mM L-グルタミン、ペニシ
リン（100ユニット/ml）およびストレプトマイシン（100μg/ml）を有する神経基本培地
（全ての培養用培地成分をInvitrogenから入手した）を補充した培養物を、5％ CO2と共
に37℃で維持した。培養物をインビトロで14または15日目（DIV）に使用した。
【０３２９】
　馴化培地を生成させるために、ヘミ接合性Tg2576雄をB6SJLF1雌と交配することによっ
てころあいの妊娠雌を作製した。この交配から得られた胎仔からのニューロンを個別に蒔
き、別々に遺伝子型決定した。Tg2576（Tg）およびB6SJLF1、または野生型（Wt）ニュー
ロンをインビトロで14日（DIV）間培養した。Tg2576培養物を使用して、AD患者の脳から
得られたTBS画分中に見出されたAβに類似の二量体から六量体のAβオリゴマー種（予備
特徴決定されている（DaRocha-Souto et al., 2012; Wu et al., 2010））を高レベル含
有する（馴化培地、CM）を生成させた（DaRocha-Souto et al., 2012; Shankar et al., 
2008; Wu et al., 2010）。14DIVのB6SJLF1、またはここで野生型（Wt）ニューロンと称
される非トランスジェニック同腹仔からのCMを対照として使用した。上昇したレベルの細
胞外Aβを維持するために、14日の培養期間中にこれらの培養物の培地を交換せず、次に
、CD1マウス胎仔から入手した14DIVのWTニューロン、タウ-/-ニューロン、タウ+/ニュー
ロン、およびタウ+/+ニューロンを処理するために培地を収集した。
【０３３０】
　タウ-/-ニューロン、タウ+/-ニューロン、およびタウ+/+ニューロンを胎仔から入手し
、個別に蒔き、タウヘテロ接合性マウス（タウ+/-）を交配することによって作製したこ
ろあいの妊娠雌から別々に遺伝子型を決定した。動物の遺伝子型を、各胎仔の大脳皮質の
切除後に採取された試料尾部から抽出されたDNAに対するPCRによって決定した。
【０３３１】
　Aβ ELISAアッセイ法。培養用培地からAβレベルをサンドイッチELISAキット（Wako）
によってアッセイした。TgCM中のAβ40の濃度は、合計約12nMであり（ヒトおよびマウス
）、WtCMは、0.5nMのマウスAβ40を有した。
【０３３２】
　ニューロン培養物の処理。野生型（CD1マウス由来）ニューロン、タウ-/-ニューロン、
タウ+/-ニューロン、およびタウ+/+皮質ニューロンを標準的なNB/B27無血清培地中で培養
し、14DIVに、培地を、4nM Aβに対応する、TgCMからの希釈した1：3 CM、またはWtCM（
マウスAβ40 0.16nM）と交換し、24時間さらにインキュベートした。アポトーシスを誘導
するために、培地を終濃度1μMのスタウロスポリン（Enzo Life Sciences）で処理し、処
理の4時間後に採集した。zVAD-FMK（Sigma Aldrich）実験において、20μM阻害物質を培
養物に適用し、その20分後に、WtCM、TgCM、またはSTSに曝露した。カルシニューリンを
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阻害するために、1μM FK506（Enzo Life Sciences）を適用し、その20分後にWtCM、TgCM
またはSTSに曝露した。次に、培地を吸引し、RIPA緩衝液をホスファターゼ阻害物質およ
びプロテアーゼ阻害物質と共に各ウェルに添加した。細胞をこすり取って、ウエスタンブ
ロット用の溶解液を調製した。
【０３３３】
　免疫枯渇。βアミロイドのアミノ酸残基1～16番と反応性の高力価マウスモノクローナ
ルAβ抗体である6E10（Signet）を使用することによって、TgCMからのAβの免疫枯渇（Tg
CM-ID）を達成した。エピトープは、βアミロイドのアミノ酸3～8番（EFRHDS）内に位置
する。プロテインG-Sepharose（150μl）4 Fast Flowビーズ（Pharmacia Biotech, Uppsa
la, Sweden）をNeurobasal 1ml中に入れて、10,000rpmで30分間遠心分離することによっ
て3回洗浄した。TgCM 1mlを洗浄済みビーズ50μl中で予備清浄化し、それをTgCM 1mlに添
加し、1,000rpmにて4℃で30分間遠心分離した。予備清浄化したTgCMを10,000rpmで10分間
遠心分離して、清浄なチューブに移し、次に6E10抗体9μgおよび以前に清浄化したビーズ
100μlを添加し、1,000rpmにて4℃で6時間遠心分離し、10,000rpmで10分間遠心分離した
。免疫枯渇したTgCM上清をその後の分析のためにELISAによって収集し、Aβ定量およびニ
ューロン培養への適用に供した。
【０３３４】
　ウイルスベクターの構築および産生。タウ4R-441またはGFPを含有するプラスミドを、
ニワトリβ-アクチン（CBA）プロモーターおよびウッドチャック肝炎ウイルス転写後調節
エレメント（WPRE）を含むAAV骨格にサブクローニングした。高力価のAAV血清型2/5ベク
ターを、HEK293細胞の三重トランスフェクション後に産生させた。AAV-タウ4R-441および
対照AAV-GFP構築物を配列決定によって検証した。ウイルスを同じ感染多重度（MOI）で添
加することによって、ニューロンに形質導入した。形質導入の3日後に、ニューロンを採
集し、ウエスタンブロットによって分析した。
【０３３５】
　ミトコンドリア単離。WtCMおよびTgCMで処理された10cmディッシュ中に蒔かれたニュー
ロンからミトコンドリアを単離し、以前に記載されたように遠心分離によって精製した（
Ofengeim et al., 2012）。例えば、ニューロン培養物について、10cmのプレート（各実
験を3回繰り返し、各実験について1条件につきn＝3枚のプレートを使用した）を冷PBS中
で剥がし、2,000×gで5分間遠心分離し、ペレットを、氷冷単離用緩衝液（250mMスクロー
ス、20mM HEPES pH7.2、1mM EDTA、0.5wt/vol％ BSA、ならびにプロテアーゼ阻害物質お
よびホスファターゼ阻害物質の両方）を使用して均一化した。細胞を均一化し（ホモジェ
ナイザーで7回；Wheaton）、一定分量を収集し（全細胞画分）、残りの材料を1,300×gで
遠心分離して核の材料をペレットにした（核画分）。上清を高速遠心分離し（13,000×g
にて4℃で10分間）；上清（サイトソル画分）およびペレット（ミトコンドリア画分）を
ドライアイス上で凍結させ、使用まで-80℃で保存した。プロテアーゼ阻害物質およびホ
スファターゼ阻害物質（Roche）を含有するRIPA緩衝液（Sigma）の添加後に、全ての画分
を超音波処理し、5,000×gで5分間遠心分離し、不溶性の残骸を除去した。全ての画分に
おけるタンパク質濃度をBCAアッセイ法（Thermo Scientific）によって測定し、この濃度
を、ウエスタンブロット分析用のローディングゲルのために使用した。マウスまたはヒト
の脳組織から単離されたミトコンドリアを、同じ方法を用いて組織0.2gを氷冷単離緩衝液
1.5mL中に均質化して調製した。
【０３３６】
　ウエスタンブロット。LDS試料緩衝液および還元剤からなる試料緩衝液中でタンパク質
溶解物を煮沸し、抗酸化剤を含有するMES-SDS泳動緩衝液中の4％～12％ビス-トリスポリ
アクリルアミド成形済みゲル上で分離した。大部分の分析について、20μg/レーンを負荷
した。20％メタノールを含有する移動緩衝液中のニトロセルロースメンブラン（Whatman
）上にゲルを移動させた。ブロットをOdysseyブロッキング緩衝液（Li-Cor biosciences
）中でブロッキングし、続いて一次抗体：マウスβ-アクチン（Sigma；1:10,000）；ウサ
ギ切断型カスパーゼ3（Cell Signaling; 1:1,000）；ウサギカスパーゼ3（Cell Signalin
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g; 1:1,000）；マウスタウC3（Lester Binder博士の好意による、1:300）；ウサギポリク
ローナル総タウ（Dako； 1:10,000）、ウサギPSD95（1:1,000； Cell Signaling）、ウサ
ギ切断型カスパーゼ9（1:1,000； Cell Signaling）、マウスカスパーゼ9（1:1,000； Ce
ll Signaling）、ウサギpBAD（1:1,000； Cell Signaling）、ウサギBAD（1:1,000； Cel
l Signaling）、VDAC（1:1,000； Cell Signaling）、マウスチトクロームc（1:1,000； 
BD Pharmingen）、マウスBAX（1:1,000； Santa Cruz）、ウサギ切断型PARP（1:1,000； 
Cell Signaling）、ウサギPARP（1:1,000； Cell Signaling）と共にインキュベートした
。IRDye 680または800（1:10,000, Li-Cor biosciences）とコンジュゲートした抗マウス
または抗ウサギIgG二次抗体を適用し、ブロットをLi-Cor Odyssey Infrared Imaging Sys
temで走査した。Image Jソフトウェアを使用して、デンシトメトリー分析を行った。ウエ
スタンブロット分析のために使用されたニューロンを6ウェルディッシュ中に蒔き、3つの
異なる培養実験にわたり1条件あたり3つのウェルを使用して実験を行った。三組みを平均
して、各実験についてn＝3を得た。
【０３３７】
　棘密度および棘形態の分析。35mmガラス底ディッシュ（MatTek）中に蒔いた培養ニュー
ロンに、7DIVに緑色蛍光タンパク質（GFP）（Clontech）をトランスフェクトし、15DIVに
画像化した。25×水浸対物レンズ（デジタルズーム＝3～5）を備えるZeiss LSM510共焦点
蛍光顕微鏡および488nmの励起レーザを使用して、高解像度デジタル画像を取得した。Neu
ronStudioソフトウェア（CNIC, Mount Sinai School of Medicine）で画像を解析した。
以前に公表されたプロトコール（Wu et al., 2010）を改変したものに従って、棘密度を
、樹状突起長1マイクロメートルあたりの棘数として定義した。樹状突起棘密度を、4つの
別々の培養実験にわたり1条件あたり30～40個のニューロンから計算した。各条件につい
て、棘密度の測定をニューロンあたりで平均し；次に、複数のニューロンからの平均を平
均化して、ニューロン集団についての平均±s.e.m.を得た。
【０３３８】
　ToxiLightバイオアッセイ法。15DIVに96ウェルプレートに蒔かれた野生型ニューロン、
タウ+/-ニューロンおよびタウ-/-ニューロンから収集された培地において、ToxiLight Bi
oAssayキット（Lonza, Rockland, ME）を使用して毒性アッセイ法を行った。細胞抽出物
および細胞毒性アッセイ法の調製を、製造業者のプロトコールに従って行った。遠心分離
後に、ウェル1個あたり試料50μlを乳白色のマイクロタイタープレート上に移した。各ウ
ェルに、アデニル酸キナーゼ検出試薬100μlを添加し、プレートを室温で5分間インキュ
ベートした。5分後に、発光をWallacプレートリーダーで測定した。結果を任意の相対光
単位（AU）として表現する。100％の細胞溶解（陽性対照）を達成するために、ニューロ
ンを10％トリトン-X-100で処理した。100％溶解について得られた読み取り値は、6時間の
1μMスタウロスポリン処理で得られた読み取り値に匹敵した（データは示さず）。Toxili
ghtアッセイ法のためのニューロンを、4つの異なる培養実験にわたり2つ組で1条件あたり
ウェル3個を使用して、96ウェルプレート中に蒔いた。
【０３３９】
　統計解析。Windows用GraphPad Prismソフトウェアバージョン4.03（GraphPad Software
, San Diego）を使用して統計解析を行った。データを平均±平均の標準誤差として報告
する。統計的有意性をp＜0.05で定義した。棘密度の測定値を除き（図24B）、全てのデー
タは、シャピロ-ウィルク検定によって査定されたように正規分布した。2群を有する正規
分布したデータを両側スチューデントt検定によって解析した。2群超を有して正規分布し
たデータを、一元配置または二元配置ANOVAによって解析した（タウノックアウト実験お
よびAPP/PS1実験）。全ての場合で、全体的なANOVA統計的有意性は＜0.05であり、群間の
計画的比較を行った。多重比較のためのボンフェローニ補正を用いて事後比較p値を報告
する。ノンパラメトリックデータについて、クラスカル-ワリスANOVAを行った、また多重
比較のためのダンの補正を用いてp値を報告する。
【０３４０】
実施例1についての参照文献
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【０３４１】
実施例2についての参照文献
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【０３４２】
実施例3についての参照文献
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【０３４３】
　これまでに示されていない範囲まで、本明細書において記載および例証された様々な態
様の任意の1つが、本明細書において開示された任意の他の態様に示される特徴を組み入
れるようにさらに改変されることができることが、当業者によって理解されよう。したが
って。他の態様は、本発明の範囲および精神の範囲内である。さらに、上記の説明は本発
明に言及している一方で、この説明は複数の発明を含み得る。
【０３４４】
　本明細書において特定された全ての特許および他の刊行物は、全ての目的で、参照によ
り本明細書に明示的に組み入れられる。これらの刊行物は、本出願の出願日前に、それら
の開示のために限って提供される。この点に関し、本発明者らが、先行発明の効力または
他のいかなる理由により、そのような開示に先行する権利を与えられないという承認とし
て解釈されるべきではない。これらの文書の日付に関する全ての記載または内容に関する
表示は全て、本出願人に使用可能な情報に基づいており、かつこれらの文書の日付または
内容の正確さに関するいかなる承認も構成しない。
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