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(57)【要約】
　本開示は、哺乳動物におけるグルコセレブロシダーゼ
活性を増大させる治療有効量の作用物質を投与すること
を含む、タンパク質症を有する哺乳動物における神経機
能を改善するための方法に関する。グルコセレブロシダ
ーゼ活性を増大させる治療有効量の作用物質を投与する
ことを含む、タンパク質症を有する哺乳動物における毒
性脂質を低減し、α－シヌクレインを低減し、かつ／ま
たはタンパク質凝集体の蓄積を阻害するための方法も開
示する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　哺乳動物におけるグルコセレブロシダーゼ活性を増大させる治療有効量の作用物質を投
与することを含む、タンパク質症を有する哺乳動物における神経機能を改善するための方
法。
【請求項２】
　哺乳動物は、タンパク質症により神経機能が低減している、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　グルコセレブロシダーゼ活性を増大させる治療有効量の作用物質を投与することを含む
、それを必要とする哺乳動物における神経機能の喪失を防止するための方法。
【請求項４】
　哺乳動物はタンパク質症を有する、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　タンパク質症を有する哺乳動物における毒性脂質を低減し、α－シヌクレインを低減し
、タウを低減し、またはタンパク質凝集体の蓄積を阻害するための方法であって、グルコ
セレブロシダーゼ活性を増大させる治療有効量の作用物質を投与することを含む前記方法
。
【請求項６】
　哺乳動物は、作用物質の投与前にグルコセレブロシダーゼ活性が低減している、請求項
１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　哺乳動物は、グルコセレブロシダーゼ１（ＧＢＡ１）遺伝子に１つまたはそれ以上の変
異を有する、請求項１～６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　変異はＤ４０９Ｖ変異である、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　タウを低減することを含む、請求項５に記載の方法。
【請求項１０】
　α－シヌクレインを低減することを含む、請求項５に記載の方法。
【請求項１１】
　毒性脂質を低減することを含む、請求項５に記載の方法。
【請求項１２】
　毒性脂質はグルコシルスフィンゴシンである、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　毒性のグルコシルスフィンゴシンは少なくとも約３０％低減される、請求項１２に記載
の方法。
【請求項１４】
　毒性のグルコシルスフィンゴシンは少なくとも約５０％低減される、請求項１２に記載
の方法。
【請求項１５】
　毒性のグルコシルスフィンゴシンは、タンパク質症のない哺乳動物と有意差のないレベ
ルに低減される、請求項１２に記載の方法。
【請求項１６】
　タンパク質凝集体の蓄積を阻害することを含む、請求項５に記載の方法。
【請求項１７】
　タンパク質凝集体は、ユビキチン、タウ、およびα－シヌクレインからなる群から選択
されるタンパク質を含む、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　哺乳動物は、アルツハイマー病、ゴーシェ病、前頭側頭型認知症、進行性核上性麻痺、
パーキンソニズム、パーキンソン病、リティコ－ボディグ病、レビー小体型認知症、神経
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原線維変化優位型認知症、拳闘家認知症、ピック病、大脳皮質基底核変性症、嗜銀顆粒性
認知症、神経節膠腫および神経節細胞腫、髄膜血管腫症、亜急性硬化性全脳炎、鉛脳症、
結節性硬化症、ハーラーフォルデン－シュパッツ病、ならびにリポフスチン沈着症からな
る群から選択される疾患と診断されている、請求項１～１７のいずれか一項に記載の方法
。
【請求項１９】
　タンパク質症はタンパク質凝集体を含む、請求項１、２、および４～１８のいずれか一
項に記載の方法。
【請求項２０】
　タンパク質凝集体は、ユビキチン、タウ、およびα－シヌクレインからなる群から選択
されるタンパク質を含む、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　タンパク質症はタウオパシーである、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　タウオパシーは、アルツハイマー病、前頭側頭型認知症、進行性核上性麻痺、パーキン
ソニズム、パーキンソン病、リティコ－ボディグ病、レビー小体型認知症、神経原線維変
化優位型認知症、拳闘家認知症、ピック病、大脳皮質基底核変性症、嗜銀顆粒性認知症、
神経節膠腫および神経節細胞腫、髄膜血管腫症、亜急性硬化性全脳炎、鉛脳症、結節性硬
化症、ハーラーフォルデン－シュパッツ病、ならびにリポフスチン沈着症からなる群から
選択される疾患である、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　タンパク質症はシヌクレイノパシーである、請求項２０に記載の方法。
【請求項２４】
　作用物質は、小分子、抗体、核酸分子、またはポリペプチドを含む、請求項１～２３の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項２５】
　作用物質は、ＧＢＡ１遺伝子またはその同等物をコードする核酸である、請求項２４に
記載の方法。
【請求項２６】
　作用物質は、ＧＢＡ１ポリペプチドまたはその同等物である、請求項２４に記載の方法
。
【請求項２７】
　作用物質は、ＧＢＡ１に特異的に結合する抗体である、請求項２４に記載の方法。
【請求項２８】
　作用物質は小分子である、請求項２４に記載の方法。
【請求項２９】
　小分子は、グルコセレブロシダーゼ活性の小分子アクチベーターである、請求項２８に
記載の方法。
【請求項３０】
　作用物質はウイルスである、請求項２４に記載の方法。
【請求項３１】
　ウイルスは、ＧＢＡ１遺伝子またはその同等物をコードする核酸を含む、請求項３０に
記載の方法。
【請求項３２】
　ＧＢＡ１遺伝子またはその同等物は、ＧＢＡ１タンパク質の発現を調節するプロモータ
ーに作動可能に連結している、請求項２５または３１に記載の方法。
【請求項３３】
　ウイルスは神経細胞に感染する、請求項３０～３２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３４】
　ウイルスはアデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）である、請求項３０～３３のいずれか一項に
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記載の方法。
【請求項３５】
　ＡＡＶは、血清型ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、Ａ
ＡＶ７、ＡＡＶ８、ＡＡＶｒｈ８、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶｒｈ１０、ＡＡＶ１１
、またはＡＡＶ１２のカプシドを含む、請求項３４に記載の方法。
【請求項３６】
　ＡＡＶは、クレードＡ～Ｆ由来のＡＡＶ血清型のカプシドを含む、請求項３４または３
５に記載の方法。
【請求項３７】
　ＡＡＶはＡＡＶ血清型１カプシドを含む、請求項３４に記載の方法。
【請求項３８】
　ＡＡＶは、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、ＡＡＶ７
、ＡＡＶ８、ＡＡＶｒｈ８、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶｒｈ１０、ＡＡＶ１１、また
はＡＡＶ１２の逆方向末端反復（ＩＴＲ）を含む、請求項３４～３７のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項３９】
　ＡＡＶは、クレードＡ～Ｆ由来のＡＡＶのＩＴＲを含む、請求項３４～３８のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項４０】
　ＡＡＶはＡＡＶ血清型２のＩＴＲを含む、請求項３８に記載の方法。
【請求項４１】
　ＩＴＲおよびカプシドは同じＡＡＶ血清型に由来する、請求項３４～４０のいずれか一
項に記載の方法。
【請求項４２】
　ＩＴＲおよびカプシドは異なるＡＡＶ血清型に由来する、請求項３４～４０のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項４３】
　ＡＡＶは、ＡＡＶ１カプシドおよびＡＡＶ２のＩＴＲを含む、請求項４２に記載の方法
。
【請求項４４】
　ＡＡＶは自己相補的なＡＡＶである、請求項３４～４３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４５】
　核酸は、ＧＢＡ１導入遺伝子をコードする第１の非相同性ポリヌクレオチド配列、およ
びＧＢＡ１導入遺伝子の相補体をコードする第２の非相同性ポリヌクレオチド配列を含み
、第１の非相同性ポリヌクレオチド配列は、第２のポリヌクレオチド配列と鎖内塩基対を
形成することができる、請求項４４に記載の方法。
【請求項４６】
　第１の非相同性ポリヌクレオチド配列および第２の非相同性ポリヌクレオチド配列は、
変異したＡＡＶのＩＴＲによって連結されている、請求項４５に記載の方法。
【請求項４７】
　変異したＡＡＶのＩＴＲは、Ｄ領域の欠失を含み、末端分解配列の変異を含む、請求項
４６に記載の方法。
【請求項４８】
　プロモーターは、中枢神経系（ＣＮＳ）のニューロンにおいてＧＢＡ１遺伝子またはそ
の同等物を発現することができる、請求項３２～４７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４９】
　プロモーターは、ニワトリβ－アクチンプロモーターに連結しているヒトβ－グルクロ
ニダーゼプロモーターまたはサイトメガロウイルスエンハンサーを含む、請求項３２～４
８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５０】
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　作用物質は医薬組成物中にある、請求項１～４９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５１】
　医薬組成物は、薬学的に許容される担体をさらに含む、請求項５０に記載の方法。
【請求項５２】
　作用物質または医薬組成物は注射によって投与される、請求項１～５１のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項５３】
　作用物質または医薬組成物はＣＮＳ中に投与される、請求項５２に記載の方法。
【請求項５４】
　作用物質または医薬組成物は、脊髄中への直接注射によって、くも膜下腔内注射によっ
て、脳室内注射によって、または海馬内注射によって投与される、請求項５３に記載の方
法。
【請求項５５】
　哺乳動物のニューロンにおいてベースラインレベルを超えてグルコセレブロシダーゼ活
性を増大させることを含む、請求項１～５４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５６】
　哺乳動物のニューロンにおいてベースラインレベルを超えて少なくとも約２倍グルコセ
レブロシダーゼ活性を増大させることを含む、請求項５５に記載の方法。
【請求項５７】
　哺乳動物のニューロンにおいてベースラインレベルを超えて少なくとも約３倍グルコセ
レブロシダーゼ活性を増大させることを含む、請求項５５に記載の方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、その全文を参照によって本明細書に組み入れる、２０１２年１１月５日出願
の米国仮特許出願第６１／７２２，４３４号の優先権の利益を主張するものである。
【背景技術】
【０００２】
　医薬において、タンパク質症は、ある種のタンパク質が構造的に異常となり、それによ
って身体の細胞、組織、および器官の機能を破壊する一クラスの疾患を意味する。タンパ
ク質は、その正常の立体配置にフォールディングできないことがしばしばある。このミス
フォールディングされた状態では、タンパク質は何らかの方法で毒性となり得（毒性機能
の獲得）、またはその正常の機能を喪失し得る。タンパク質症には、アルツハイマー病、
パーキンソン病、プリオン病、２型糖尿病、アミロイドーシスなどの疾患、および広範囲
の他の障害が含まれる。
【０００３】
　タンパク質症は、全人口にわたって広まっている。例えば、米国では１００万人近くの
人がパーキンソン病を抱えて生き、５１０万人ものアメリカ人がアルツハイマー病にかか
っている。現在、これらの疾患に対する治療法はなく、疾患および疾患の進行の根底とな
る分子上の機序の多くは分かっていない。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　これらの壊滅的な疾患に対する治療法はないが、ある種の症状は軽減され得ると考えら
れている。当技術分野において、タンパク質症に関連する症状を軽減または管理する際に
有効な治療法を開発することが必要とされている。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本開示は、タンパク質症を処置するための方法および組成物に関する。一態様は、哺乳
動物におけるグルコセレブロシダーゼ活性を増大させる治療有効量の作用物質を投与する
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ことを含む、タンパク質症を有する哺乳動物における神経機能を改善するための方法に関
する。タンパク質症は、奇形のタンパク質および／またはタンパク質の蓄積によって引き
起こされる疾患（例えば、神経変性疾患）を意味する。このクラスの疾患は、毒性になり
、その正常な機能を喪失し、かつ／または細胞の機能を破壊し得る、構造上異常なタンパ
ク質を特徴とする。さらなる一態様は、哺乳動物におけるグルコセレブロシダーゼ活性を
増大させる治療有効量の作用物質を投与することを含む、タンパク質症に罹患している、
または罹患するリスクのある哺乳動物における神経機能を改善するための方法に関する。
【０００６】
　タンパク質症は、中枢神経系に存在する場合は、認知機能の障害をもたらし得る。認知
機能または神経機能とは、記憶力、注意、言語、意思決定、問題解決などのことである。
態様において、本発明の方法は、哺乳動物においてグルコセレブロシダーゼ活性を増大さ
せることにより、認知機能、例えば記憶機能を改善することに関する。
【０００７】
　別の一態様は、グルコセレブロシダーゼ活性を増大させる治療有効量の作用物質を投与
することを含む、タンパク質症を有する哺乳動物における毒性脂質（例えば、グルコシル
スフィンゴシン）を低減し、α－シヌクレインを低減し、タウを低減し、またはタンパク
質凝集体の蓄積を阻害／低減するための方法に関する。さらなる一態様は、グルコセレブ
ロシダーゼ活性を増大させる治療有効量の作用物質を投与することを含む、タウオパシー
に罹患している、または罹患するリスクのある哺乳動物における毒性脂質（例えば、グル
コシルスフィンゴシン）を低減し、α－シヌクレインを低減し、タウを低減し、またはタ
ンパク質凝集体の蓄積を阻害するための方法に関する。哺乳動物におけるグルコセレブロ
シダーゼ活性の増大は、有益な組織学的変化をもたらし得る。特に、グルコセレブロシダ
ーゼ活性の増大は、タンパク質症を有する対象における毒性タンパク質種を低減すること
が示されている。グルコシルスフィンゴシンなどの毒性脂質はＣＮＳに蓄積し、神経毒と
して作用し得る。α－シヌクレインは、ヒトではＳＮＣＡ遺伝子によってコードされるタ
ンパク質である。α－シヌクレインは凝集して、レビー小体によって特徴付けられる病理
学的障害において不溶性の原線維を形成し得る。これらの障害はシヌクレイノパシーとし
て知られており、例えば、パーキンソン病およびレビー小体型認知症を含む。グルコセレ
ブロシダーゼ活性の増大も、例えばタウおよびユビキチンなど、細胞における他のタンパ
ク質凝集体を低減し得る。いずれの場合も、異常な形態のタンパク質が、少なくとも部分
的に、哺乳動物の疾患状態に寄与している。
【０００８】
　本開示の他の態様は、治療有効量の、グルコセレブロシド合成酵素の小分子インヒビタ
ーまたはグルコセレブロシダーゼのポジティブモジュレーターを投与することを含む、タ
ンパク質症を有する哺乳動物におけるグルコセレブロシド脂質のレベルを低減するための
方法に関する。さらなる一態様は、治療有効量の、グルコセレブロシド合成酵素の小分子
インヒビターまたはグルコセレブロシダーゼのポジティブモジュレーターを投与すること
を含む、タウオパシーに罹患している、または罹患するリスクのある哺乳動物におけるグ
ルコセレブロシド脂質のレベルを低減するための方法に関する。基質低減療法（ｓｕｂｓ
ｔｒａｔｅ　ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｈｅｒａｐｙ）は以前に記載されている（例えば、
各々を全文において参照によって組み入れる、ＭｃＥａｃｈｅｒｎ　ＫＡら（２００７年
）Ｍｏｌ．Ｇｅｎｅｔ．Ｍｅｔａｂ．、９１巻、２５９～６７頁；Ｃａｂｒｅｒａ－Ｓａ
ｌａｚａｒ　ＭＡら（２０１２年）ＰＬｏＳ　Ｏｎｅ、７巻、ｅ４３３１０；および米国
特許第８１６８５８７号を参照されたい）。治療有効量の、グルコセレブロシド合成酵素
の小分子インヒビターまたはグルコセレブロシダーゼのポジティブモジュレーターを哺乳
動物に投与することを含む、それを必要とする哺乳動物（例えば、タンパク質症に罹患し
ている、または罹患するリスクのある哺乳動物）における神経機能を改善するための方法
、およびそれを必要とする哺乳動物における神経機能の喪失を防止し、阻害し、または低
減するための方法も開示する。
【０００９】
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　さらなる一態様は、グルコセレブロシダーゼ活性を増大させる治療有効量の作用物質を
投与することを含む、それを必要とする哺乳動物における神経機能の喪失を防止するため
の方法に関する。一実施形態において、哺乳動物はタウオパシーに罹患しており、または
罹患するリスクがある。タンパク質症に罹患しており、または罹患するリスクがある哺乳
動物においてグルコセレブロシダーゼ活性を増強すると、疾患に関連する、記憶喪失およ
び神経機能の低下などの認知障害を防止し得る。実施形態において、本方法は、タンパク
質症と診断され得ているが、疾患状態に関連する認知障害の典型的な徴候を未だ経験して
いない対象に有益である。また、例えば、タンパク質症を引き起こすことが分かっている
対象または対象の家族系列における変異も、この治療方法の恩恵を受け得る。
【００１０】
　上記の実施形態のいくつかにおいて、哺乳動物はヒトである。
【００１１】
　上記の実施形態のいくつかにおいて、哺乳動物は、アルツハイマー病、ゴーシェ病、前
頭側頭型認知症、進行性核上性麻痺、パーキンソニズム、パーキンソン病、リティコ－ボ
ディグ病、レビー小体型認知症、神経原線維変化優位型認知症（ｔａｎｇｌｅ－　ｐｒｅ
ｄｏｍｉｎａｎｔ　ｄｅｍａｎｔｉａ）、拳闘家認知症、ピック病、大脳皮質基底核変性
症、嗜銀顆粒性認知症（Ａｒｇｙｒｏｐｈｉｌｉｃ　ｇｒａｉｎ　ｄｉｓｅａｓｅ）、神
経節膠腫および神経節細胞腫、髄膜血管腫症、亜急性硬化性全脳炎、鉛脳症、結節性硬化
症、ハーラーフォルデン－シュパッツ病、ならびにリポフスチン沈着症からなる群から選
択される疾患と診断されている。
【００１２】
　上記の実施形態のいくつかにおいて、哺乳動物は、作用物質の投与前にグルコセレブロ
シド活性が低下していてもよい。
【００１３】
　上記の実施形態のいくつかにおいて、哺乳動物は、グルコセレブロシダーゼ１（ＧＢＡ
１）遺伝子に１つまたはそれ以上の変異があり得る。ＧＢＡ１変異は当技術分野において
よく知られており、非限定的な例を本明細書に記載する（例えば、Ｄ４０９変異）。
【００１４】
　上記の実施形態のいくつかにおいて、方法は、タウ、α－シヌクレイン、および／また
は毒性脂質（例えば、グルコシルスフィンゴシン）を低減する。関連の実施形態において
、毒性のグルコシルスフィンゴシンは、少なくとも１０％、２０％、３０％、４０％、５
０％、６０％、７０％、８０％、９０％以上低減される。関連の実施形態において、毒性
のグルコシルスフィンゴシンは、タンパク質症のない哺乳動物と有意差のないレベルに低
減される。
【００１５】
　上記の実施形態のいくつかにおいて、タンパク質症は、タンパク質凝集体（例えば、ユ
ビキチン、タウ、および／またはα－シヌクレイン）に関連する。関連の実施形態におい
て、方法は、タンパク質凝集体（例えば、ユビキチン、タウ、および／またはα－シヌク
レインを含むタンパク質凝集体）の蓄積を阻害することを伴う。いくつかの実施形態にお
いて、タンパク質症はタウオパシー（例えば、アルツハイマー病、前頭側頭型認知症、進
行性核上性麻痺、パーキンソニズム、パーキンソン病、リティコ－ボディグ病、レビー小
体型認知症、神経原線維変化優位型認知症、拳闘家認知症、ピック病、大脳皮質基底核変
性症、嗜銀顆粒性認知症、神経節膠腫および神経節細胞腫、髄膜血管腫症、亜急性硬化性
全脳炎、鉛脳症、結節性硬化症、ハーラーフォルデン－シュパッツ病、ならびにリポフス
チン沈着症）である。いくつかの実施形態において、タンパク質症はシヌクレイノパシー
である。
【００１６】
　上記の実施形態のいくつかにおいて、作用物質は、小分子、抗体、核酸分子、またはポ
リペプチドである（または、これらを含んでいる）。実施形態において、作用物質は、Ｇ
ＢＡ１遺伝子をコードする核酸またはその同等物（例えば、グルコセレブロシドの切断を
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触媒するポリペプチドをコードする、フラグメント、類似体、またはこれらの誘導体）で
ある。他の実施形態において、作用物質は、ＧＢＡ１ポリペプチドまたはその同等物（例
えば、グルコセレブロシドの切断を触媒する、フラグメント、類似体、もしくはこれらの
誘導体）である。実施形態において、作用物質は、ＧＢＡ１に特異的に結合する、抗体ま
たはそのフラグメントである。実施形態において、作用物質は小分子（例えば、小分子ア
クチベーター）である。実施形態において、作用物質はシャペロンである。実施形態にお
いて、方法は、タンパク質症、シヌクレイノパシー、タウオパシーなどに関連する症状を
処置する上で有益である第２の作用物質を投与することを伴う。
【００１７】
　上記の実施形態のいくつかにおいて、作用物質はウイルス／ウイルスベクターである。
実施形態において、ウイルスは、ＧＢＡ１遺伝子またはその同等物をコードする核酸を含
む。関連の実施形態において、ＧＢＡ１遺伝子またはその同等物は、ＧＢＡ１タンパク質
の発現を調節するプロモーターに作動可能に連結している（例えば、それだけには限定さ
れないが、ニワトリβ－アクチンプロモーターに連結しているヒトβ－グルクロニダーゼ
プロモーターまたはサイトメガロウイルスエンハンサーを含めて、プロモーターは、中枢
神経系のニューロンにおいて、ＧＢＡ１遺伝子またはその同等物を発現することができる
）。
【００１８】
　上記の実施形態のいくつかにおいて、作用物質はアデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）である
。実施形態において、ＡＡＶは、血清型ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡ
Ｖ５、ＡＡＶ６、ＡＡＶ７、ＡＡＶ８、ＡＡＶｒｈ８、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶｒ
ｈ１０、ＡＡＶ１１、またはＡＡＶ１２のカプシドを含む。実施形態において、ＡＡＶは
、クレードＡ～Ｆ由来のＡＡＶ血清型のカプシドを含む。実施形態において、ＡＡＶは、
ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡＶ６、ＡＡＶ７、ＡＡＶ８、
ＡＡＶｒｈ８、ＡＡＶ９、ＡＡＶ１０、ＡＡＶｒｈ１０、ＡＡＶ１１、またはＡＡＶ１２
の逆方向末端反復（ＩＴＲ）を含む。実施形態において、ＡＡＶはクレードＡ～Ｆ由来の
ＡＡＶのＩＴＲを含む。
【００１９】
　いくつかの実施形態において、ＩＴＲおよびカプシドは同じＡＡＶ血清型に由来する。
他の実施形態において、ＩＴＲおよびカプシドは異なるＡＡＶ血清型に由来する。
【００２０】
　いくつかの実施形態において、ＡＡＶは自己相補的なＡＡＶである。
【００２１】
　一実施形態において、核酸は、ＧＢＡ１導入遺伝子をコードする第１の非相同性ポリヌ
クレオチド配列、およびＧＢＡ１導入遺伝子の相補体をコードする第２の非相同性ポリヌ
クレオチド配列を含み、第１の非相同性ポリヌクレオチド配列は、第２のポリヌクレオチ
ド配列と鎖内塩基対を形成することができる。関連の実施形態において、第１の非相同性
ポリヌクレオチド配列および第２の非相同性ポリヌクレオチド配列は、変異したＡＡＶの
ＩＴＲによって連結されている（例えば、変異したＡＡＶ　ＩＴＲはＤ領域の欠失を含み
、末端分解配列（ｔｅｒｍｉｎａｌ　ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ）の変異
を含む）。
【００２２】
　上記の実施形態のいくつかにおいて、作用物質は医薬組成物中にある。関連の実施形態
において、医薬組成物は薬学的に許容される担体をさらに含む。
【００２３】
　上記の実施形態のいくつかにおいて、作用物質または医薬組成物は、経口の経路によっ
て、血管内の経路によって、静脈内の経路によって、筋肉内の経路によって、粘膜組織（
例えば、鼻、口、膣、直腸など）を経た直接的な吸収によって、経皮の経路によって、皮
内の経路によって、中枢神経系（ＣＮＳ）によって、脊髄によって、頭蓋内の経路によっ
て、脳室内の経路によって、くも膜下腔内の経路によって、または脳内の経路によって投
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与される。
【００２４】
　上記の実施形態のいくつかにおいて、作用物質または医薬組成物は注射によって投与さ
れる。実施形態において、作用物質または医薬組成物はＣＮＳ中に投与される（例えば、
脊髄中への直接的な注射によって、くも膜下腔内注射によって、脳室内注射によって、ま
たは海馬内注射によって）。
【００２５】
　上記の実施形態のいくつかにおいて、方法は、ニューロンにおいてベースラインレベル
を超えて（例えば、ニューロンにおけるベースラインレベルを超えて少なくとも１．５倍
、２倍、３倍、４倍、５倍、６倍、７倍、８倍、９倍、１０倍以上）グルコセレブロシダ
ーゼ活性を増大させることを含む。
【００２６】
　本発明のさらなる目的および利点は以下の記載において部分的に述べるものであり、記
載から部分的に明らかになるものであり、または本発明を実践することにより習得され得
るものである。本発明の目的および利点は、添付の特許請求の範囲において指摘するもの
を含めて、本明細書に開示するエレメントおよび組合せによって現実化および達成される
ものである。前述の全般的な記載および以下の詳しい記載はどちらも模範的および説明的
にすぎず、請求する本発明を制限するものではないことを理解されたい。本明細書に組み
入れられ、本明細書の一部分を構成する添付の図面は、説明と共に、本発明のいくつかの
実施形態を図示し、本発明の原理の説明を供するものである。
【図面の簡単な説明】
【００２７】
【図１】Ａ～Ｃは、Ｇｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウスの脳におけるタウ凝集体の進
行性の蓄積を示す図である。（Ａ）画像は、２月齢、６月齢、および１２月齢のＧｂａ１
Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖ、ならびに年齢をマッチさせた野生型（ＷＴ）のマウスの海馬に
おける、抗タウ血清での免疫染色（緑色）および核染色（ＤＡＰＩ、青色）を示す（スケ
ールバー５００μｍ）。（Ｂ）２月齢、６月齢、および１２月齢の、ＷＴおよびＧｂａ１
Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖの海馬におけるＴａｕ－５免疫反応性の定量により、年齢ととも
に凝集体が進行性に蓄積することが示される（１群あたりｎ≧５）。（Ｃ）ＡＴ８、ＡＴ
１８０、ＡＴ２７０、Ｔａｕ－５、およびβ－チューブリンに対する、１８月齢のＧｂａ
１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウス、および年齢をマッチさせた対照からの海馬の可溶化物
の代表的な免疫ブロットを示す。各レーンは独立のマウスの脳を表す。クローンＡＴ８抗
体により、Ｇｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖ高齢マウスにおけるタウのリン酸化の増大が
示される（Ｓ２０２／Ｔ２０５）。タウレベルの合計（Ｔａｕ－５）または他のリン酸化
された種（ＡＴ１８０もしくはＡＴ２７０）において、変異マウスと野生型マウスとの間
の差は観察されなかった。結果を、平均値±ＳＥＭとして表す。異なる文字で印をつけた
バーは相互に有意差がある（ｐ＜０．０５）。
【図２】Ａ～Ｆは、ＡＡＶ－ＧＢＡ１をＣＮＳ投与するとグルコシルスフィンゴシンレベ
ルが低下し、記憶不全が逆転することを示す図である。４月齢および１２月齢のＧｂａ１
Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウスに、ＡＡＶ－ＥＶまたはＡＡＶ－ＧＢＡ１のいずれかを両
側性に海馬に注射した。非注射のＧｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖ同腹仔を、生化学的お
よび組織学的なエンドポイントに対するベースラインとして、外科手術時に安楽死させた
（ｎ＝８）。年齢をマッチさせた、非注射の野生型（ＷＴ、ｎ＝９）マウスを陽性対照と
して用いた。両方のコホートにおいて、注射６か月後に生化学的および病理学的分析用に
組織を回収した。（Ａ）定位固定注射６か月後の、組換え酵素の海馬発現。画像は、ＡＡ
Ｖ－ＧＢＡ１を注射したＧｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウスにおける、グルコセレブ
ロシダーゼの免疫反応性（赤色）および核（ＤＡＰＩ、青色）の染色を示す（スケールバ
ー、４００μｍ）。挿入図は、ＡＡＶ－ＥＶを注射したマウスにおけるグルコセレブロシ
ダーゼおよび核の染色を示す。Ｇｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９ＶマウスにＡＡＶ－ＧＢＡ
１を海馬投与すると、グルコセレブロシダーゼ活性が上昇し（Ｂ、赤色バー、ｎ＝１１、
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ｐ＜０．０５）、グルコシルスフィンゴシン（ＧｌｃＳｐｈ）のクリアランスをＷＴレベ
ルまで促進したが（Ｃ；赤色バー、ｎ＝１１、ｐ＜０．０５）、ＡＡＶ－ＥＶ処置したＧ
ｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウスではグルコセレブロシダーゼ活性における変化は示
されず（Ｂ、青色バーｎ＝１２、ｐ＞０．０５）、ベースラインレベルに比べてＧｌｕＳ
ｐｈが引き続き蓄積した（Ｃ、黒色バー、ｎ＝８、ｐ＜０．０５）。（Ｄ）４月齢の野生
型（ＷＴ）およびＧｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウスの外科手術前評価では、２つの
同一の物体に暴露した場合、物体の好みを表さなかった。試行１からの結果（訓練）を白
色（ＷＴ）および紫色（Ｇｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウス）の塗りつぶしバーとし
て示す。２４時間の保持時間後、マウスに新規な物体を提示した。試行２（試験、斜線バ
ー）では、ＷＴマウスは、新規な物体を有意により頻繁に調査した（ｎ＝９、ｐ＜０．０
５）。対照的に、Ｇｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウスは（ｎ＝１１、青色斜線バー）
、新規な物体に対する好みを示さず、認知障害が指摘された。（Ｅ）注射２か月後、マウ
スを新規物体認識（ＮＯＲ）試験に供した。ＡＡＶ－ＧＢＡ１で処置したＧｂａ１Ｄ４０

９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウス（ｎ＝１０、青色斜線バー）は試験的試行の間に新規な物体を提
示すると記憶欠損の逆転を表したが、ＡＡＶ－ＥＶで処置した動物は表さなかった（ｎ＝
９、赤色斜線バー）。（Ｆ）１２月齢のＧｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウスの別々の
コホートに、ＡＡＶ－ＥＶ（ｎ＝１２）またはＡＡＶ－ＧＢＡ１（ｎ＝１２）を注射した
。動物を注射２か月後に試験すると（１４月齢）、４月齢のコホート同様、記憶機能不全
の逆転が観察された。結果を、平均値±ＳＥＭとして表す（Ｄ～Ｆ）。横線は、いずれの
物体にも好みを表さない、５０％標的調査を区切るものである（＊、５０％から有意差あ
り、ｐ＜０．０５）；（Ｂ、Ｃ）異なる文字のあるバーは相互に有意差がある（ｐ＜０．
０５）。
【図３】Ａ～Ｃは、症候性のＧｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウスの海馬におけるグル
コセレブロシダーゼの発現により、凝集したα－シヌクレインおよびタウの蓄積が遅くな
ることを示す図である。４月齢または１２月齢のＧｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウス
の２つのコホートに、ＡＡＶ－ＥＶまたはＡＡＶ－ＧＢＡ１のいずれかを、両側性に海馬
に注射した。年齢をマッチさせた、非注射のＷＴマウスを、陽性対照として非処置のまま
にした。Ｇｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖ同腹仔を、ベースライン群として注射時に収集
した。注射した動物を、外科手術の６か月後に屠殺した。グラフは、４月齢（左）または
１２月齢（右）に注射したコホートに対する、ユビキチン（Ａ）、プロテイナーゼＫ抵抗
性α－シヌクレイン（Ｂ）、およびタウ（Ｃ）の免疫反応性の海馬の定量を表す。症候性
のＧｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９ＶマウスのＣＮＳにおけるグルコセレブロシダーゼの増
強により、凝集したタンパク質のレベルは低下したが、この処置は年長動物では効果が低
かった。画像は、ＡＡＶ－ＥＶまたはＡＡＶ－ＧＢＡ１で処置した１８月齢のＧｂａ１Ｄ

４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウスの海馬における、ユビキチン（Ａ、緑色）、プロテイナーゼ
Ｋ抵抗性α－シヌクレイン（Ｂ、赤色）、およびタウ（Ｃ、緑色）の免疫反応性を示す。
ＤＡＰＩ核染色を青色で示す（スケールバー、１００μｍ）。結果を、１群あたりｎ≧８
の平均値±ＳＥＭとして表す。異なる文字がついているバーは相互に有意差がある（ｐ＜
０．０５）。
【図４】Ａ～Ｃは、Ａ５３Ｔ　α－シヌクレインマウスの脳におけるグルコセレブロシダ
ーゼを増強すると、α－シヌクレインレベルが低下することを実証する図である。Ａ５３
Ｔ　α－シヌクレイントランスジェニックマウスは、脳のグルコセレブロシダーゼ活性の
低下を表す。（Ａ）多様なリソソームの酵素の活性を、ホモ接合型（ｎ＝９）およびヘテ
ロ接合型（ｎ＝８）のα－シヌクレイントランスジェニックならびに野生型の同腹仔（ｎ
＝９）からの皮質ホモジネートにおいて決定した。グルコセレブロシダーゼ活性はα－シ
ヌクレインレベルと反比例し、ホモ接合型のマウスは加水分解酵素活性の大幅な低下を示
した。他の２つのリソソームの加水分解酵素である、ヘキソサミニダーゼおよびβ－ガラ
クトシダーゼの酵素活性は、Ａ５３Ｔ－α－シヌクレインの発現によって無変化のままで
あった。（Ｂ）４月齢のＡ５３Ｔ　α－シヌクレインマウスに各々、ＡＡＶ－ＧＦＰ（ｎ
＝６）またはＡＡＶ－ＧＢＡ１（ｎ＝５）のいずれかを、右側線条体に片側性に注射した
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。対象間のα－シヌクレインレベルにおける変動性を低減するために、各動物に対する非
注射の対照として左側の線条体を用いた。４か月後、マウスを安楽死させ、両側の線条体
を回収した。ＡＡＶ－ＧＢＡ１を注射した線条体に頑強なグルコセレブロシダーゼ活性が
観察された（非注射の反対側を７倍上回る）。グルコセレブロシダーゼの発現により、サ
イトゾル分画におけるα－シヌクレインレベルの低下が促進された（Ｔｒｉｓ可溶性、膜
非関連；ｐ＜０．０５）。（Ｃ）新生仔（Ｐ０）のＡ５３Ｔ－α－シヌクレインマウスの
腰髄中にＡＡＶ－ＧＦＰまたはＡＡＶ－ＧＢＡ１のいずれかを注射した。予想通り、頑強
なグルコセレブロシダーゼ活性が、ＡＡＶ－ＧＢＡ１を注射したマウスに認められた（対
照を３倍上回る）。線条体同様、グルコセレブロシダーゼの発現により、サイトゾル分画
におけるα－シヌクレインレベルが低下した（Ｔｒｉｓ可溶性、膜非関連；１群あたりｎ
＝７、ｐ＜０．０５）。データを、平均値±ＳＥＭとして表す。＊はｐ＜０．０５での統
計上の有意性を表す。
【図５】Ａ～Ｂは、グルコセレブロシダーゼ活性の低下によりα－シヌクレインの蓄積が
もたらされることを示す図である。（Ａ）Ｇｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖゴーシェマウ
スにおける海馬のα－シヌクレインおよびユビキチンの凝集体を示す免疫組織化学の画像
を示す。（Ｂ）α－シヌクレイン免疫反応性のパーセント値を、ＷＴおよびＧｂａ１Ｄ４

０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウスに対して定量化したもの。ＰＫ＝プロテイナーゼＫ。
【図６】Ａ～Ｄは、Ｇｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖゴーシェマウスモデルのシヌクレイ
ノパシーの特徴を示す図である。これらのマウスはユビキチンの進行性の蓄積（Ａ）、お
よびα－シヌクレイン凝集体（Ｂ）、およびグルコシルスフィンゴシンの蓄積（Ｄ）を実
証した。さらに、これらのマウスは、新規物体認識試験において記憶不全を実証した（Ｃ
）。
【図７】ＧＢＡ１の増強によりＧｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウスの病態が回復する
ことを実証する図である（予防的試験）。新規物体認識試験により、前駆症状の（２月齢
Ｇｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖ）マウスの海馬にグルコセレブロシダーゼをＡＡＶ媒介
性に送達することで、記憶不全を正すことが示される。
【図８】Ａ５３Ｔα－シヌクレインマウスの脳におけるグルコセレブロシダーゼの発現に
より、タウ凝集体の蓄積が低減することを示す図である。Ａ５３Ｔ－α－シヌクレイント
ランスジェニックマウスに、Ｐ０にＡＡＶ－対照またはＡＡＶ－ＧＢＡ１のいずれかを側
脳室中に両側性に注射した。年齢をマッチさせた、非注射のＷＴマウスを、陰性対照とし
て非処置のままにした。画像は、野生型（ＷＴ）およびＡ５３Ｔ－α－シヌクレイン過剰
発現マウスの海馬における、抗タウ血清（緑色）および核染色（ＤＡＰＩ、青色）での免
疫染色を示す（スケールバー、５００μｍ）。
【図９】Ａ～Ｂは、タウトランスジェニックマウスのＣＮＳにおけるグルコセレブロシダ
ーゼ活性を増強すると記憶不全が防止されることを示す図である。（Ａ）２月齢のタウト
ランスジェニックマウスに、ＡＡＶ－ＥＶまたはＡＡＶ－ＧＢＡ１のいずれかを両側性に
海馬注射した。年齢をマッチさせた、非注射の野生型（ＷＴ；ｎ＝８）マウスを、試験に
対する陽性対照として用いた。試行１（訓練）からの結果を、白色（ＷＴ）、緑色（ＴＡ
Ｕ＋ＡＡＶ－ＥＶ）、または赤色（ＴＡＵ＋ＡＡＶ－ＧＢＡ１）の塗りつぶしバーとして
示す。２４時間の保持時間後、マウスに新規な物体を提示した。試行２では（試験、斜線
バー）、ＷＴマウスは、４月齢または８月齢の両方とも、新規な物体を有意により頻繁に
調査した。対照的に、対照のウイルスを注射したＴｈｙ１－ＴＡＵ２２トランスジェニッ
クマウスは（ｎ＝９；緑色斜線バー）、新規な物体に対する好みを示さず、アッセイした
両方の時間点での認知障害が指摘された。ＡＡＶ－ＧＢＡ１で処置したＴｈｙ１－ＴＡＵ
２２マウス（ｎ＝１３；赤色斜線バー）は、処置２か月後に記憶機能の改善の傾向を表し
、処置後６か月に試験したものは有意であった。結果を、平均値±ＳＥＭとして表す。横
線は、いずれの物体にも好みを表さない、５０％標的調査を区切るものである（＊、５０
％から有意差あり、ｐ＜０．０５）。
【発明を実施するための形態】
【００２８】
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定義
　別段の規定がなければ、本明細書において用いる技術用語および科学用語は全て、本開
示が属する技術分野の通常の技術者によって通常理解されるのと同じ意味を有する。本明
細書に記載するものに同様または同等であるあらゆる方法および材料を、本発明の実践ま
たは試験において用いることができるが、例示的な方法、装置、および材料をここに記載
する。本明細書に引用する技術上および特許上の出版物は全て、その全文が参照によって
本明細書に組み入れられる。本明細書におけるどれも、本発明が先行の発明に鑑みてこの
ような開示に先行する権利を与えられないことを認めるものと解釈してはならない。
【００２９】
　本開示の実践は、別段の指摘がなければ、組織培養、免疫学、分子生物学、微生物学、
細胞生物学、および組換えＤＮＡの従来の技術を用いるものであり、これら技術は当技術
分野の技術の範囲内である。例えば、Ｍｉｃｈａｅｌ　Ｒ．ＧｒｅｅｎおよびＪｏｓｅｐ
ｈ　Ｓａｍｂｒｏｏｋ、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ（第４版、Ｃｏｌｄ　Ｓｐ
ｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、２０１２年）；Ａｕｓｕ
ｂｅｌら編集のシリーズ（２００７年）、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ；ｔｈｅ　ｓｅｒｉｅｓ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　
Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．、Ｎ．Ｙ．）；Ｍａｃ
Ｐｈｅｒｓｏｎら（１９９１年）、ＰＣＲ　１：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａ
ｃｈ（ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ、Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ）；Ｍａ
ｃＰｈｅｒｓｏｎら（１９９５年）、ＰＣＲ２：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａ
ｃｈ；ＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ編集（１９９９年）、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ａ　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ；Ｆｒｅｓｈｎｅｙ（２００５年）、Ｃｕｌｔｕｒｅ
　ｏｆ　Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌｓ：Ａ　Ｍａｎｕａｌ　ｏｆ　Ｂａｓｉｃ　Ｔｅｃｈｎ
ｉｑｕｅ、第５版、Ｇａｉｔ編集（１９８４年）、Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓ
ｙｎｔｈｅｓｉｓ；米国特許第４，６８３，１９５号；ＨａｍｅｓおよびＨｉｇｇｉｎｓ
編集（１９８４年）、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ；Ａｎｄ
ｅｒｓｏｎ（１９９９年）、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ；
ＨａｍｅｓおよびＨｉｇｇｉｎｓ編集（１９８４年）、Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　ａ
ｎｄ　Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ；Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ　Ｃｅｌｌｓ　ａｎｄ　Ｅｎｚ
ｙｍｅｓ（ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ（１９８６年））；Ｐｅｒｂａｌ（１９８４年）、Ａ　Ｐ
ｒａｃｔｉｃａｌ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ；Ｍｉｌｌ
ｅｒおよびＣａｌｏｓ編集（１９８７年）、Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ　Ｖｅｃｔｏｒ
ｓ　ｆｏｒ　Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌｌｓ（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ）；Ｍａｋｒｉｄｅｓ編集（２００３年）、Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎ
ｓｆｅｒ　ａｎｄ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌｌｓ；Ｍ
ａｙｅｒおよびＷａｌｋｅｒ編集（１９８７年）、Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｍｅ
ｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｃｅｌｌ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ａｃａｄ
ｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、Ｌｏｎｄｏｎ）；Ｈｅｒｚｅｎｂｅｒｇら編集（１９９６年）、
Ｗｅｉｒ’ｓ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏ
ｇｙ；Ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｎｇ　ｔｈｅ　Ｍｏｕｓｅ　Ｅｍｂｒｙｏ：Ａ　Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、第３版（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ（２００２年））；Ｓｏｈａｉｌ（編集）（２００４年）、Ｇ
ｅｎｅ　Ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ　ｂｙ　ＲＮＡ　Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ：Ｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ（ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ）を参照されたい。
【００３０】
　数字表示、例えば、ｐＨ、温度、時間、濃度、および分子量は全て、範囲を含めて、適
宜、０．１または１．０の増加により（＋）または（－）変動する近似である。しかし全
ての数字表示に「約」の語が先行することを常に明確に記載するわけではないことを理解
されたい。本明細書に記載する試薬は例示にすぎず、このような同等物が当技術分野にお
いて知られていることを常に明確に記載するとは限らないことも理解されたい。
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【００３１】
　本明細書および特許請求の範囲において用いられる、単数形の「一つの（ａ）」、「一
つの（ａｎ）」、および「その（ｔｈｅ）」は、文脈が他のものを明らかに指示しなけれ
ば、複数の指示対象を含む。例えば、「一つの（ａ）細胞」の語は、複数の細胞を含み、
これらの混合を含む。
【００３２】
　別段の記載がなく、または文脈から明らかでなければ、本明細書で用いられる「または
」の語は包括的なものであることが理解される。
【００３３】
　「含んでいる（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」の語は本明細書で用いられて、「それだけには
限定されないが含んでいる」の句を意味し、変換可能に用いられる。
【００３４】
　本明細書で用いられる「含んでいる（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」または「含む（ｃｏｍ
ｐｒｉｓｅｓ）」の語は、組成物および方法が列挙するエレメントを含むが、他のものを
排除するものではないことを意味するものとされる。組成物および方法を規定するのに用
いられる「から本質的になる」は、記載する目的で、組合せにあらゆる本質的な重大性の
ある他のエレメントを排除することを意味する。このように、本明細書に規定するエレメ
ントから本質的になる組成物は、単離方法および精製方法からの微量の汚染物質、ならび
にリン酸緩衝食塩水、保存剤などの薬学的に許容される担体を排除するものではない。「
からなる」は、他の成分の微量のエレメントを超えて排除すること、および本発明の組成
物を投与するための実質的な方法工程、または組成物を生成し、もしくは意図する結果を
実現するためのプロセス工程を意味する。これらの移行用語の各々によって規定される実
施形態が、本発明の範囲内にある。
【００３５】
　「グルコセレブロシダーゼ１」および「ＧＢＡ１」および「ＧＢＡ１ポリペプチド」の
語は交換可能に用いて、スフィンゴ糖脂質であるグルコセレブロシド（グルコシルセラミ
ド、ＧｌｃＣｅｒ）のベータ－グルコシド連結のグルコースおよびセラミドへの切断を触
媒する、β－グルコセレブロシダーゼタンパク質またはポリペプチドを意味する。ＧＢＡ
１は、酸β－グルコシダーゼ；Ｄ－グルコシル－Ｎ－アシルスフィンゴシングルコヒドロ
ラーゼ；ＧＣアーゼ；およびグルコシダーゼ、ベータ、酸、および転写バリアント１とし
ても知られている。
【００３６】
　「グルコセレブロシダーゼ１遺伝子」および「ＧＢＡ１遺伝子」および「ＧＢＡ１」の
語は交換可能に用いて、β－グルコセレブロシダーゼタンパク質またはポリペプチドをコ
ードする核酸またはポリヌクレオチドを意味する。この遺伝子が変異すると、グルコセレ
ブロシドおよびグルコシルスフィンゴシンの蓄積を特徴とするリソソーム蓄積症であるゴ
ーシェ病を引き起こし得る。ＧＢＡに関する情報は、Ｅｎｔｒｅｚ　Ｇｅｎｅデータベー
スのＧｅｎｅＩＤ：２６２９に見出すことができる。
【００３７】
　「グルコセレブロシダーゼ活性」の語は、グルコセレブロシドの切断を意味する。
【００３８】
　「ポリヌクレオチド」、「核酸」、および「オリゴヌクレオチド」の語は交換可能に用
いて、デオキシリボ核酸またはリボ核酸またはこれらの類似体のいずれかである、あらゆ
る長さの重合体形態のヌクレオチドを意味する。ポリヌクレオチドは、あらゆる３次元構
造を有し得、既知または未知のあらゆる機能を行うことができる。以下は、ポリヌクレオ
チドの非限定的な例である：遺伝子または遺伝子フラグメント（例えば、プローブ、プラ
イマー、ＥＳＴ、もしくはＳＡＧＥタグ）、エクソン、イントロン、メッセンジャーＲＮ
Ａ（ｍＲＮＡ）、トランスファーＲＮＡ、リボソームＲＮＡ、リボザイム、ｃＤＮＡ、組
換えポリヌクレオチド、分枝ポリヌクレオチド、プラスミド、ベクター、単離されている
あらゆる配列のＤＮＡ、単離されているあらゆる配列のＲＮＡ、核酸プローブ、およびプ
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ライマー。ポリヌクレオチドは、メチル化されているヌクレオチドおよびヌクレオチド類
似体など、修飾されているヌクレオチドを含むことができる。ヌクレオチド構造に対する
修飾は、存在する場合は、ポリヌクレオチドのアセンブリーの前または後に付与され得る
。ヌクレオチドの配列は、非ヌクレオチド成分によって中断され得る。ポリヌクレオチド
は、標識化成分とのコンジュゲートなどにより、重合化後にさらに修飾され得る。この語
は、２本鎖および１本鎖両方の分子も意味する。別段の特定または要求がなければ、ポリ
ヌクレオチドである本発明のあらゆる実施形態は、２本鎖の形態、および２本鎖の形態を
作り上げることが知られており、または予想される２本の相補的な各々の１本鎖の形態の
両方を包含する。
【００３９】
　ポリヌクレオチドは、特異的な配列の４つのヌクレオチド塩基：アデニン（Ａ）；シト
シン（Ｃ）；グアニン（Ｇ）；チミン（Ｔ）；およびポリヌクレオチドがＲＮＡである場
合はチミンに対してウラシル（Ｕ）からなる。したがって、「ポリヌクレオチド配列」の
語は、ポリヌクレオチド分子のアルファベット表現である。このアルファベット表現を、
中央処理装置を有するコンピュータのデータベースにインプットし、機能ゲノム科学およ
びホモロジー検索などのバイオインフォマティクスアプリケーションに用いることができ
る。
【００４０】
　「ポリペプチド」および「タンパク質」の語は交換可能に用いて、アミノ酸残基のポリ
マーを意味し、最小の長さに限定されない。このようなアミノ酸残基のポリマーは、天然
または非天然のアミノ酸残基を含むことができ、それだけには限定されないが、ペプチド
、オリゴペプチド、アミノ酸残基の二量体、三量体、および多量体を含む。全長のタンパ
ク質およびそのフラグメントの両方とも、この定義に包含される。この語はまた、グリコ
シル化、シアリル化、アセチル化、リン酸化など、ポリペプチドの発現後修飾も含む。さ
らに、本発明の目的では、「ポリペプチド」は、タンパク質が所望の活性を維持するので
あれば、天然の配列に対する欠失、付加、および置換などの修飾を含むタンパク質を意味
する（全般的に自然界において保存されている）。これらの修飾は、部位特異的変異誘発
によるなど、意図的であり得、またはタンパク質を生成する宿主の変異、もしくはＰＣＲ
増幅によるエラーなど、偶発的であり得る。
【００４１】
　「相同性」または「同一性」または「類似性」は、２つのペプチド間または２つの核酸
分子間の、配列の類似性を意味する。相同性は、比較の目的でアラインされ得る各配列に
おける位置を比較することによって決定することができる。比較される配列における位置
が、同じ塩基またはアミノ酸によって占有される場合、分子はその位置で相同である。配
列間の相同性の度合いは、配列によって共有される適合性または相同性の位置の数の関数
である。「非関連の」または「非相同性の」配列は、本発明の配列の１つと、４０％未満
の同一性、または代替的に２５％未満の同一性を共有する。
【００４２】
　ポリヌクレオチドもしくはポリヌクレオチド領域（またはポリペプチドもしくはポリペ
プチド領域）が、別の配列に対してあるパーセント値（例えば、７０％、７５％、８０％
、８５％、９０％、９５％、９８％、または９９％）の「配列同一性」を有するというこ
とは、アラインさせた場合に、そのパーセント値の塩基（またはアミノ酸）が、２つの配
列の比較において同じであることを意味する。このアラインメントおよびパーセント相同
性または配列同一性は、Ａｕｓｕｂｅｌら編集（２００７年）Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔ
ｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙに記載されているものなど、当
技術分野において知られているソフトウエアプログラムを用いて決定することができる。
アラインメントに対してデフォルトパラメータを用いることができる。アラインメントプ
ログラムの１つは、デフォルトパラメータを用いるＢＬＡＳＴである。例示的なプログラ
ムには、それだけには限定されないが、以下のデフォルトパラメータを用いるＢＬＡＳＴ
ＮおよびＢＬＡＳＴＰが含まれる：遺伝コード＝標準；フィルタ＝なし；鎖＝両方；カッ
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トオフ＝６０；予想＝１０；マトリクス＝ＢＬＯＳＵＭ６２；記述＝５０配列；ソーティ
ング＝ＨＩＧＨ　ＳＣＯＲＥ；データベース＝非冗長、ＧｅｎＢａｎｋ＋ＥＭＢＬ＋ＤＤ
ＢＪ＋ＰＤＢ＋ＧｅｎＢａｎｋ　ＣＤＳ　翻訳＋ＳｗｉｓｓＰｒｏｔｅｉｎ＋ＳＰアップ
デート＋ＰＩＲ。これらのプログラムの詳細は以下のインターネットアドレスに見出すこ
とができる：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｃｇｉ－ｂｉ
ｎ／ＢＬＡＳＴ。
【００４３】
　同等の核酸、ポリヌクレオチド、またはオリゴヌクレオチドは、基準の核酸、ポリヌク
レオチド、またはオリゴヌクレオチドに対して、少なくとも８０％の配列同一性、または
代替的に少なくとも８５％の配列同一性、または代替的に少なくとも９０％の配列同一性
、または代替的に少なくとも９２％の配列同一性、または代替的に少なくとも９５％の配
列同一性、または代替的に少なくとも９７％の配列同一性、または代替的に少なくとも９
８％の配列同一性を有するものである。
【００４４】
　「遺伝子」は、転写および翻訳された後、特定のポリペプチドまたはタンパク質をコー
ドすることができる、少なくとも１つのオープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）を含む
ポリヌクレオチドを意味する。
【００４５】
　「発現する」の語は、遺伝子生成物の生成を意味する。
【００４６】
　本明細書で用いられる「発現」は、それによってポリヌクレオチドがｍＲＮＡに転写さ
れるプロセス、および／またはそれによって転写されたｍＲＮＡが引き続きペプチド、ポ
リペプチド、もしくはタンパク質に翻訳されるプロセスを意味する。ポリヌクレオチドが
ゲノムＤＮＡに由来する場合、発現は、真核細胞におけるｍＲＮＡのスプライシングを含
むことができる。
【００４７】
　「遺伝子生成物」または代替的に「遺伝子発現生成物」は、遺伝子が転写および翻訳さ
れる場合に産生されるアミノ酸（例えば、ペプチドまたはポリペプチド）を意味する。
【００４８】
　「非相同性の」は、それに対して比較され、またはその中に導入もしくは組み入れられ
る実体の残りと遺伝子型で区別可能な実体に由来することを意味する。例えば、遺伝子操
作技術によって異なる細胞型に導入されるポリヌクレオチドは、非相同性のポリヌクレオ
チドである（そして、発現される場合、非相同性のポリペプチドをコードし得る）。同様
に、ウイルスのベクター中に組み入れられる細胞の配列（例えば、遺伝子またはその一部
分）は、ベクターに関して非相同性のヌクレオチド配列である。
【００４９】
　「導入遺伝子」の語は、細胞中に導入され、ＲＮＡに転写することができ、場合により
、適切な条件下で翻訳および／または発現されるポリヌクレオチドを意味する。態様にお
いて、導入遺伝子は、その中に導入される細胞に所望の性質を付与し、または別の方法で
所望の治療もしくは診断成績をもたらす。
【００５０】
　「の発現を調節する」は当技術分野において十分理解されている語であり、通常はＤＮ
Ａ配列であるポリヌクレオチド配列の転写が、転写の開始に寄与し、もしくは転写を促進
するエレメントに作動可能に連結していることに依存することを指摘する。「作動可能に
連結している」は、ポリヌクレオチドが細胞中で機能できるように、ポリヌクレオチドを
配置することを意図する。一態様において、本発明は、グルコセレブロシダーゼ１（ＧＢ
Ａ１）などの下流の配列に対して作動可能に連結しているプロモーターを提供する。
【００５１】
　ポリヌクレオチドに適用される「コードする」の語は、ポリペプチドを「コードする」
と言われるポリヌクレオチドが、天然状態において、または当業者によく知られている方
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法によって操作される場合に、ポリヌクレオチドを転写および／または翻訳してポリペプ
チドおよび／またはそのフラグメント用にｍＲＮＡを生成することができることを意味す
る。アンチセンス鎖はこのような核酸の相補体であり、コードする配列はそれから推定す
ることができる。
【００５２】
　「検出可能な標識」または「マーカー」には、それだけには限定されないが、酵素を含
めた、放射性同位元素、蛍光色素、化学発光化合物、色素、およびタンパク質が含まれる
。検出可能な標識はまた、ポリヌクレオチド、ポリペプチド、抗体、または本明細書に記
載する組成物に付着していてもよい。
【００５３】
　「ハイブリダイゼーション」は、１つまたはそれ以上のポリヌクレオチドを反応させて
、ヌクレオチド残基の塩基間の水素結合によって安定化される複合体を形成する反応を意
味する。水素結合は、ワトソン－クリックの塩基対、ホーグスタイン（Ｈｏｏｇｓｔｅｉ
ｎ）結合によって、またはあらゆる他の配列特異的な方法で生じ得る。複合体は、二重鎖
構造を形成する２本の鎖、多重鎖の複合体を形成する３本以上の鎖、単一の自己とハイブ
リダイズする鎖、またはこれらのあらゆる組合せを含むことができる。ハイブリダイゼー
ション反応は、ＰＣＲ反応の開始など、より広範なプロセスにおける工程、またはリボザ
イムによるポリヌクレオチドの酵素切断を構成し得る。
【００５４】
　ハイブリダイゼーション反応は、様々な「ストリンジェンシー」の条件下で行うことが
できる。一般的に、低ストリンジェンシーのハイブリダイゼーション反応は、１０×ＳＳ
Ｃ中約４０℃または等しいイオン強度／温度の溶液で行われる。中等度のストリンジェン
シーのハイブリダイゼーションは、典型的に、６×ＳＳＣ中約５０℃で行われ、高ストリ
ンジェンシーのハイブリダイゼーション反応は、一般的に、１×ＳＳＣ中約６０℃で行わ
れる。ハイブリダイゼーション反応は、当業者にはよく知られている「生理学的条件」下
でも行うことができる。生理学的条件の非限定的な例は、細胞に通常見出される温度、イ
オン強度、ｐＨ、およびＭｇ２＋濃度である。
【００５５】
　ハイブリダイゼーションが２本の１本鎖ポリヌクレオチド間の逆平行の立体配置で生じ
る場合、反応は「アニーリング」と呼ばれ、これらのポリヌクレオチドを「相補的」と記
述する。第１のポリヌクレオチドと第２のポリヌクレオチドの鎖の１つの間でハイブリダ
イゼーションが生じ得る場合、２本鎖のポリヌクレオチドは、別のポリヌクレオチドに対
して「相補的」または「相同性」であり得る。「相補性」または「相同」（１つのポリヌ
クレオチドが別のポリヌクレオチドと相補的である度合い）は、一般的に受け入れられて
いる塩基対のルールにしたがって、相互に水素結合を形成すると予想される反対の鎖にお
ける塩基の割合に関して数量化できる。
【００５６】
　本明細書で用いられる「ベクター」の語は、インタクトなレプリコンを含む非染色体性
の核酸を意味し、したがって、ベクターが細胞内に配置された場合、形質転換のプロセス
などによって複製され得る。ベクターはウイルス性でも、または非ウイルス性でもよい。
ウイルスベクターには、レトロウイルス、アデノウイルス、ヘルペスウイルス、バキュロ
ウイルス、修飾されたバキュロウイルス、パポバウイルス、または他の方法で修飾されて
いる天然に存在するウイルスが含まれる。核酸を送達するための例示的な非ウイルスベク
ターには、ネイキッドＤＮＡ；単独で、または陽イオン性ポリマーと組み合わせて、陽イ
オン性の脂質と複合されているＤＮＡ；陰イオン性および陽イオン性のリポソーム；場合
によりリポソームに含まれている、非相同性のポリリジン、規定された長さのオリゴペプ
チド、およびポリエチレンイミンなどの、陽イオン性ポリマーと縮合されている、ＤＮＡ
－タンパク質複合体およびＤＮＡを含む粒子；ならびにウイルスおよびポリリジン－ＤＮ
Ａを含む三元複合体の使用が含まれる。
【００５７】
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　「ウイルスベクター」は、ｉｎ　ｖｉｖｏ、ｅｘ　ｖｉｖｏ、またはｉｎ　ｖｉｔｒｏ
のいずれかで宿主細胞中に送達されるポリヌクレオチドを含む、組換え生成されているウ
イルスまたはウイルス粒子と規定される。ウイルスベクターの例には、レトロウイルスの
ベクター、レンチウイルスのベクター、アデノウイルスのベクター、アデノ随伴ウイルス
のベクター、単純ヘルペスウイルスのベクター、アルファウイルスのベクターなどが含ま
れる。セムリキ森林ウイルスベースのベクターおよびシンドビスウイルスベースのベクタ
ーなどのアルファウイルスのベクターも、遺伝子治療および免疫治療において用いるため
に開発されている。ＳｃｈｌｅｓｉｎｇｅｒおよびＤｕｂｅｎｓｋｙ（１９９９年）Ｃｕ
ｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．、５巻、４３４～４３９頁、およびＹｉｎｇら
（１９９９年）Ｎａｔ．Ｍｅｄ．、５巻（７）、８２３～８２７頁を参照されたい。
【００５８】
　当業者には知られている通り、６クラスのウイルスが存在する。ＤＮＡウイルスはクラ
スＩおよびＩＩを構成する。ＲＮＡウイルスおよびレトロウイルスが残りのクラスを構成
する。クラスＩＩＩのウイルスは２本鎖のＲＮＡゲノムを有する。クラスＩＶのウイルス
はポジティブの１本鎖ＲＮＡゲノムを有し、ゲノム自体がｍＲＮＡとして作用する。クラ
スＶのウイルスは、ｍＲＮＡ合成に対する鋳型として用いるネガティブの１本鎖のＲＮＡ
ゲノムを有する。クラスＶＩのウイルスはポジティブの１本鎖ＲＮＡゲノムを有するが、
複製だけではなくｍＲＮＡ合成にもおけるＤＮＡ中間体を有する。レトロウイルスはＲＮ
Ａの形態の遺伝情報を保有するが、ウイルスが細胞に一旦感染すると、ＲＮＡはＤＮＡ形
態に逆転写され、感染した細胞のゲノムＤＮＡに組み込まれる。組み込まれたＤＮＡ形態
はプロウイルスと呼ばれる。
【００５９】
　本発明によるベクター粒子が特定のウイルス「をベースとする」ことは、そのベクター
がその特定のウイルスに由来することを意味する。ベクター粒子のゲノムは、バックボー
ンとしてそのウイルスからの成分を含む。ベクター粒子は、ウイルスのゲノムに適合性で
ある不可欠なベクター成分を含む。ベクター粒子の構造上の成分の中にはそのウイルスに
通常由来するものもあるが、ある成分は異なるウイルスを起源とし得る（例えば、ベクタ
ー粒子に様々な特異性を与える構造上の成分）。
【００６０】
　「プロモーター」の語は、特定の遺伝子の転写を開始するＤＮＡの領域を意味する。プ
ロモーターには、転写を適切に開始するのに必要とされるプロモーターの最小の一部分で
ある、コアプロモーターが含まれ、転写因子の結合部位などの調節エレメントも含まれ得
る。調節エレメントは転写を促進することも、または転写を阻害することもある。プロモ
ーターの調節エレメントは、転写アクチベーターまたは転写リプレッサーに対する結合部
位であり得る。プロモーターは構成的でも、または誘導性でもよい。構成的プロモーター
は、常に活性であり、および／または遺伝子の転写が転写の基礎レベルを超えるように継
続的に指示するプロモーターを意味する。誘導性プロモーターは、細胞に加えられ、また
は細胞中で発現される、分子または因子によって誘導することができるプロモーターであ
る。誘導性プロモーターは、誘導の非存在下で転写の基礎レベルを依然として生成し得る
が、誘導によりタンパク質の著しく大量の生成をもたらすのが典型的である。プロモータ
ーは組織特異的でもあり得る。組織特異的プロモーターは、プロモーターを活性化するの
に適切な転写因子を有するある集団の細胞において、タンパク質を生成させる。
【００６１】
　「逆方向末端反復」すなわち「ＩＴＲ」配列は、当技術分野において十分に理解されて
いる語であり、反対の配向であるウイルスのゲノムの末端に見出される比較的短い配列を
意味する。
【００６２】
　「アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）逆方向末端反復（ＩＴＲ）」配列は、当技術分野で十
分に理解されている語であり、天然の１本鎖のＡＡＶゲノムの両末端に存在するおよそ１
４５ヌクレオチドの配列である。ＩＴＲの最も外側の１２５ヌクレオチドは、２つの二者



(18) JP 2016-503405 A 2016.2.4

10

20

30

40

50

択一の配向のいずれかに存在し得、異なるＡＡＶゲノム間および単一のＡＡＶゲノムの２
終端間に不均質性をもたらす。最も外側の１２５ヌクレオチドはまた、自己相補的の短い
領域をいくつか含み（Ａ、Ａ’、Ｂ、Ｂ’、Ｃ、Ｃ’、およびＤ領域と呼ばれる）、鎖間
塩基対をＩＴＲのこの一部分内で生じさせる。
【００６３】
　「末端分解配列」すなわち「ｔｒｓ」は、ウイルスＤＮＡの複製の間ＡＡＶｒｅｐタン
パク質によって切断されるＡＡＶのＩＴＲのＤ領域における配列である。変異体の末端分
解配列は、ＡＡＶｒｅｐタンパク質による切断に対して抵抗性である。
【００６４】
　「抗体」の語は、タンパク質、ポリペプチド、ペプチド、炭水化物、ポリヌクレオチド
、脂質、または前述の組合せなどの標的を、免疫グロブリン分子の可変領域内の抗原認識
部位の少なくとも１つによって、認識し、特異的に結合する免疫グロブリン分子を意味す
る。本明細書で用いられる「抗体」の語は、インタクトなポリクローナル抗体、インタク
トなモノクローナル抗体、抗体フラグメント（例えば、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）
２、Ｆｄ、およびＦｖフラグメント）、単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）変異体、多特異的抗体、例
えば、少なくとも２つのインタクトな抗体から産生される二重特異的抗体、キメラ抗体、
ヒト化抗体、ヒト抗体、抗体の抗原決定部分を含む融合タンパク質、および、抗体が所望
の生物学的活性を表す限り抗原認識部位を含むあらゆる他の修飾されている免疫グロブリ
ン分子を包含する。抗体は、アルファ、デルタ、イプシロン、ガンマ、およびミューと呼
ばれる、抗体の重鎖定常ドメインの同一性に基づいて、あらゆる５つの主要なクラスの免
疫グロブリン：それぞれ、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ、およびＩｇＭ、またはこれ
らのサブクラス（イソ型）（例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ
１、およびＩｇＡ２）であってよい。異なるクラスの免疫グロブリンは、異なり、よく知
られているサブユニット構造および三次元立体配置を有する。抗体は、ネイキッドでも、
または毒素、放射性同位元素などの他の分子にコンジュゲートしていてもよい。
【００６５】
　「抗体フラグメント」の語は、インタクトな抗体の一部分を意味し、インタクトな抗体
の抗原決定性の可変領域を意味する。抗体フラグメントの例には、それだけには限定され
ないが、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｄ、およびＦｖフラグメント、線状抗体
、単鎖抗体、および抗体フラグメントから形成される多特異的抗体が含まれる。
【００６６】
　「モノクローナル抗体」は、単一の抗原決定基すなわちエピトープの極めて特異的な認
識および結合に関与する均一な抗体の集団を意味する。これは、異なる抗原決定基に対し
て向けられる異なる抗体を典型的に含むポリクローナル抗体と対照的である。「モノクロ
ーナル抗体」の語は、インタクトおよび全長両方のモノクローナル抗体、ならびに抗体フ
ラグメント（例えば、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｄ、Ｆｖ）、単鎖（ｓｃＦ
ｖ）変異体、抗原の一部分を含む融合タンパク質、ならびに抗原認識部位を含むあらゆる
他の修飾されている免疫グロブリン分子を包含する。さらに、「モノクローナル抗体」は
、それだけには限定されないが、ハイブリドーマ、ファージ選択、組換え発現、およびト
ランスジェニック動物を含めた、あらゆる数々の方法で作成された抗体を意味する。
【００６７】
　「ヒト化抗体」の語は、最小の非ヒト（例えば、マウス）配列を含む、特異的な免疫グ
ロブリン鎖、キメラの免疫グロブリン、またはこれらのフラグメントである、非ヒト（例
えば、マウス）抗体の形態を意味する。典型的に、ヒト化抗体は、相補性決定領域（ＣＤ
Ｒ）からの残基が、所望の特異性、親和性、および性能を有する非ヒト種（例えば、マウ
ス、ラット、ウサギ、ハムスター）のＣＤＲからの残基によって置き換えられているヒト
の免疫グロブリンである（Ｊｏｎｅｓら（１９８６年）Ｎａｔｕｒｅ、３２１巻、５２２
～５２５頁；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎら（１９８８年）Ｎａｔｕｒｅ、３３２巻、３２３～３
２７頁；およびＶｅｒｈｏｅｙｅｎら（１９８８年）Ｓｃｉｅｎｃｅ、２３９巻、１５３
４～１５３６頁を参照されたい）。いくつかの場合において、ヒト免疫グロブリンのＦｖ
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フレームワーク領域（ＦＲ）の残基は、所望の特異性、親和性、および性能を有する非ヒ
ト種からの抗体における対応する残基で置き換えられている。ヒト化抗体は、抗体の特異
性、親和性、および／または性能を洗練し、最適化するために、Ｆｖフレームワーク領域
、および／または置き換えられている非ヒトの残基内のいずれかにおいて、さらなる残基
の置換によってさらに修飾することができる。一般的に、ヒト化抗体は、非ヒトの免疫グ
ロブリンに対応するＣＤＲ領域を全てまたは実質的に全て含む可変ドメインを少なくとも
１つの実質的に全て、典型的には２つまたは３つを含む一方、全ての、または実質的に全
てのＦＲ領域は、ヒト免疫グロブリンコンセンサス配列のＦＲ領域である。ヒト化抗体は
、ヒト免疫グロブリンの定常領域またはドメイン（Ｆｃ）であるのが典型的である、免疫
グロブリンの定常領域またはドメイン（Ｆｃ）の少なくとも一部分も含むことができる。
ヒト化抗体を産生するのに用いられる方法の例は、米国特許第５，２２５，５３９号に記
載されている。
【００６８】
　「ヒト抗体」の語は、ヒトによって生成される抗体、または当技術分野では知られてい
るあらゆる技術を用いて作成される、ヒトによって生成される抗体に対応するアミノ酸配
列を有する抗体を意味する。ヒト抗体のこの定義には、インタクトまたは全長の抗体、こ
れらのフラグメント、ならびに／あるいはヒト重鎖および／または軽鎖ポリペプチドの少
なくとも１つを含む抗体、例えば、マウス軽鎖およびヒト重鎖のポリペプチドを含む抗体
が含まれる。
【００６９】
　「キメラ抗体」の語は、免疫グロブリン分子のアミノ酸配列が２つ以上の種に由来する
抗体を意味する。軽鎖および重鎖両方の可変領域は、所望の特異性、親和性、および性能
を有する１種類の哺乳動物（例えば、マウス、ラット、ウサギなど）に由来する抗体の可
変領域に対応し、一方で、定常領域は、その種における免疫応答の誘発を回避するために
別の種（通常ヒト）に由来する抗体の配列に相同性であるのが典型的である。
【００７０】
　「エピトープ」または「抗原決定部位」の語は本明細書において交換可能に用い、特定
の抗体が認識し、特異的に結合することができる抗原の一部分を意味する。抗原がポリペ
プチドである場合、エピトープは、タンパク質の３次フォールディングによって並置され
た、近接のアミノ酸および非近接のアミノ酸の両方から形成され得る。近接のアミノ酸か
ら形成されるエピトープは、タンパク質の変性時に保持されるのが典型的であり、３次フ
ォールディングによって形成されたエピトープはタンパク質の変性時に失われるのが典型
的である。エピトープは、独特の空間配置において、少なくとも３個、少なくとも５個、
または少なくとも８～１０個のアミノ酸を含むのが典型的である。
【００７１】
　抗体がエピトープまたは抗原分子に対して「特異的に結合する」ということは、抗体が
、非関連のタンパク質を含めた代替的な物質よりも、より頻繁に、より速やかに、より長
期間、より大きな親和性で、または上記のいくつかの組合せで、エピトープまたは抗原分
子と反応または会合することを意味する。実施形態において、「特異的に結合する」は、
例えば、抗体がタンパク質に対して、約０．１ｍＭ以下の、より通常的には約１μＭ未満
のＫＤで結合することを意味する。実施形態において、「特異的に結合する」は、抗体が
、ときに少なくとも約０．１μＭ以下、他のときに少なくとも約０．０１μＭ以下のＫＤ
でタンパク質に結合することを意味する。異なる種における相同のタンパク質間に配列同
一性があるため、特異的な結合は、１つを超える種における特定のタンパク質を認識する
抗体を含み得る。第１の標的に特異的に結合する抗体または結合部分は、第２の標的に特
異的に結合し得、またはし得ないことが理解される。したがって、「特異的な結合」は、
単一の標的に対する結合などの排他的な結合を必ずしも必要としない（が含み得る）。一
般的に、しかし必然的ではなく、結合に対する言及は特異的な結合を意味する。
【００７２】
　「タンパク質症」の語は、ある種のタンパク質が構造的に異常になり、および／または
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毒性的に蓄積し、それによって身体の細胞、組織、および器官の機能を破壊する疾患を意
味する。タンパク質は、その正常な立体配置にフォールディングできないことがしばしば
ある。このミスフォールディング状態では、タンパク質は毒性になり得、またはその正常
な機能を失い得る。タンパク質症の非限定的な例には、アルツハイマー病、ゴーシェ病、
前頭側頭型認知症、進行性核上性麻痺、拳闘家認知症、パーキンソニズム、パーキンソン
病、レビー小体型認知症、ピック病、大脳皮質基底核変性症、嗜銀顆粒性認知症、神経節
膠腫および神経節細胞腫、髄膜血管腫症、亜急性硬化性全脳炎、鉛脳症、結節性硬化症、
ハーラーフォルデン－シュパッツ病、ならびにリポフスチン沈着症、脳β－アミロイド血
管障害、緑内障における網膜神経節細胞の変性、プリオン病、筋萎縮性側索硬化症（ＡＬ
Ｓ）、ハンチントン病および他のトリプレットリピート病、アレキサンダー病、セイピノ
パシー（ｓｅｉｐｉｎｏｐａｔｈｉｅｓ）、アミロイドニューロパチー、老人性全身性ア
ミロイドーシス、セルピノパシー（ｓｅｒｐｉｎｏｐａｔｈｉｅｓ）、アミロイドーシス
、封入体筋炎／ミオパチー、マロリー小体、肺胞タンパク症、および重症ミオパチー（Ｃ
ＩＭ）が含まれる。
【００７３】
　「対象」、「個体」、または「患者」は本明細書において交換可能に用い、哺乳動物な
どの脊椎動物を意味する。哺乳動物には、それだけには限定されないが、マウス、ラット
、ウサギ、サル、ウシ、ヒツジ、ブタ、イヌ、ネコ、家畜、競技動物、ペット、ウマ、霊
長動物、およびヒトが含まれる。実施形態において、哺乳動物には、ウマ、イヌ、および
ネコが含まれる。本発明の別の一実施形態において、哺乳動物はヒト患者である。
【００７４】
　「投与する」は、本明細書において、作用物質または作用物質を含む組成物を対象に、
作用物質が対象の身体内にあるようにする方法で提供する手段として規定される。このよ
うな投与は、制限なく、経口、経皮（例えば、膣、直腸、口腔粘膜）を含めたあらゆる経
路によって、注射によって（例えば、皮下、静脈内、非経口、腹腔内、ＣＮＳ内）、また
は吸入によって（例えば、経口または経鼻）もよい。医薬調製物は、勿論、各投与経路に
適する形態によって投与する。
【００７５】
　疾患を「処置する」または「処置」には、（１）疾患を防止する、すなわち、疾患の素
因があり得るが未だに疾患の症状を経験していない、もしくは表していない患者において
疾患の臨床症状が発症しないようにする；（２）疾患を阻止する、すなわち、疾患もしく
は疾患の臨床症状の発生を抑止もしくは低減する；または（３）疾患を軽減する、すなわ
ち、疾患もしくは疾患の臨床症状の退行をもたらすことが含まれる。
【００７６】
　「処置」の語に関連して「罹患している」の語は、疾患と診断されている、または疾患
の素因のある患者または個体を意味する。患者はまた、家族の系列に疾患の病歴があるた
め、または疾患に関連する遺伝子変異が存在するため、疾患に「罹患するリスクがある」
と言及することができる。患者は、特徴的な疾患の病態の全てまたはいくつかを未だ発症
していない。
【００７７】
　「有効量」または「治療有効量」は、有益な、または所望の結果をもたらすのに十分な
量である。有効量は、１つまたはそれ以上の投与、適用、または投与量において投与する
ことができる。このような送達は、個々の投与量単位を用いようとする期間、治療薬のバ
イオアベイラビリティ、投与経路などを含めた数々の変数に依存する。しかし、本発明の
治療薬のあらゆる特定の対象の具体的な投与量レベルは、使用する具体的な化合物の活性
、対象の年齢、体重、全身の健康、性別、および食事、投与の時間、排泄の速度、薬物の
併用、および処置している特定の障害の重症度、および投与の形態を含めた多様な因子に
依存する。処置の投与量は一般的に、安全性および効能を最適化するように滴定すること
ができる。ｉｎ　ｖｉｔｒｏおよび／またはｉｎ　ｖｉｖｏの試験からの投与量－効果の
関係により、最初に、患者に投与するための適切な投与量に対する有用な指導を提供する
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ことができるのが典型的である。一般的に、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで有効であることが見出さ
れた濃度と釣り合った血清レベルを実現するのに有効である化合物の量を投与するのが望
ましい。これらのパラメータの決定は当業者の範囲内に十分ある。これらの検討、ならび
に有効な製剤および投与の手順は、当技術分野においてよく知られており、標準的な教科
書に記載されている。この定義と一致して、本明細書で用いられる「治療有効量」の語は
、グルコセレブロシダーゼ活性を増大させて、ｅｘ　ｖｉｖｏ、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ、また
はｉｎ　ｖｉｖｏで、タンパク質症に関連する１つまたはそれ以上の症状、または毒性脂
質、α－シヌクレイン、タウ、もしくはタンパク質凝集体の異常／上昇レベルを処置する
（例えば、改善する）のに十分な量である。
【００７８】
　本明細書で用いられる「薬学的に許容される担体」の語は、あらゆる標準的な製薬上の
担体、例えば、リン酸緩衝食塩水溶液、水、およびエマルジョン、例えば、油／水または
水／油エマルジョン、ならびに多様なタイプの湿潤剤を包含する。組成物は、安定化剤お
よび保存剤も含むことができる。担体、安定化剤、および補助剤の例には、Ｒｅｍｉｎｇ
ｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ（第２０版、Ｍａｃｋ　
Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．、２０００年）を参照されたい。
【００７９】
　本明細書に提供する範囲は、範囲内の全ての値を簡略に記載したものと理解される。例
えば、１から５０の範囲は、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、
１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２
６、２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、３９
、４０、４１、４２、４３、４４、４５、４６、４７、４８、４９、または５０からなる
群からの、あらゆる数、数の組合せ、または部分範囲を含むものと理解される。
【００８０】
　本明細書における変数のあらゆる定義における化学基の列挙の詳述には、列挙する基の
あらゆる単一の群または組合せとしての変数の定義が含まれる。変数に対する一実施形態
または本明細書の態様の詳述には、あらゆる単一の実施形態としての、またはあらゆる他
の実施形態もしくはその一部分との組合せにおける実施形態が含まれる。
【００８１】
　本明細書に提供するあらゆる組成物または方法は、本明細書に提供する１つまたはそれ
以上のあらゆる他の組成物および方法と組み合わせることができる。
【００８２】
説明的な実施形態
　本開示は、タンパク質症を処置するための方法および組成物に関する。哺乳動物におけ
るグルコセレブロシダーゼの増大は、神経機能の改善、記憶機能の改善、記憶または神経
機能の喪失の防止、毒性脂質（例えば、グルコシルスフィンゴシン）の低減、α－シヌク
レインの低減、タウの低減、およびタンパク質凝集体の蓄積の阻害など、治療上有益な結
果を有する。一実施形態において、神経機能の改善は、タンパク質症による記憶機能の低
下を表す対象に観察される。認知障害の診断は、医師のルーチンの技術内である。認知試
験は当技術分野において知られており、簡易心理試験スコア（ＡＭＴＳ）、簡易精神状態
検査（ＭＭＳＥ）、高齢者の認知低下に対する情報提供者への質問票（ＩＱＣＯＤＥ）、
および認知障害に対する試験である、一般医の認知評価などの試験が含まれ得る。これら
の試験は、記憶、推論力、問題解決力、意志決定力、注意持続時間、および言語力などに
おける障害を評価することができる。認知低下を診断するのに画像検査法も利用できる。
例えば、機能的神経画像法のモダリティである、単一光子放射型コンピュータ断層撮影法
（ＳＰＥＣＴ）およびポジトロン放出断層撮影（ＰＥＴ）は、認知機能不全を評価するの
に有用である。いくつかの態様において、神経機能の改善は、患者の記憶機能または認知
機能を評価することにより測定する。
【００８３】
　記憶喪失などの認知低下を防止するための方法に関して、放射性トレーサーとして炭素
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－１１ピッツバーグ化合物Ｂを用いたＰＥＴ画像法（ＰＩＢ－ＰＥＴ）が、多様な種類の
タンパク質症の診断を予測するのに有用であった。例えば、研究により、ＰＩＢ－ＰＥＴ
は、軽度認知障害を有する患者の誰が２年以内にアルツハイマー病を発症するかを予測す
るのに８６％正確であることが見出された。別の試験では、ＰＩＢまたは別の放射性トレ
ーサーである炭素－１１ジヒドロテトラベナジン（ＤＩＢＺ）のいずれかを用いると、軽
度認知障害または軽度認知症を有する患者の４分の１を超えてより正確な診断がもたらさ
れた。
【００８４】
　本明細書に記載する方法のある実施形態において、哺乳動物は、処置前にグルコセレブ
ロシダーゼ活性が低減している。グルコセレブロシダーゼ活性は、当技術分野において知
られている方法によって評価することができる。例えば、グルコセレブロシダーゼ活性は
、哺乳動物の脳脊髄液から測定してもよい。
【００８５】
　いくつかの実施形態において、哺乳動物は、ＧＢＡ１遺伝子に対して「野生型」である
。「野生型」の語は、タンパク質の酵素活性に影響を及ぼすことが知られている検出可能
な配列変異のない遺伝子またはタンパク質を意味する。このような配列は当技術分野にお
いてよく知られており、非限定的な例はＧｅｎＢａｎｋ受入番号ＮＭ＿０００１５７．３
（ｍＲＮＡ）およびＮＰ＿０００１４８．２（タンパク質）に見出すことができる。成熟
ＧＢＡ１タンパク質に対する例示的な配列は：
ＡＲＰＣＩＰＫＳＦＧＹＳＳＶＶＣＶＣＮＡＴＹＣＤＳＦＤＰＰＴＦＰＡＬＧＴＦＳＲＹ
ＥＳＴＲＳＧＲＲＭＥＬＳＭＧＰＩＱＡＮＨＴＧＴＧＬＬＬＴＬＱＰＥＱＫＦＱＫＶＫＧ
ＦＧＧＡＭＴＤＡＡＡＬＮＩＬＡＬＳＰＰＡＱＮＬＬＬＫＳＹＦＳＥＥＧＩＧＹＮＩＩＲ
ＶＰＭＡＳＣＤＦＳＩＲＴＹＴＹＡＤＴＰＤＤＦＱＬＨＮＦＳＬＰＥＥＤＴＫＬＫＩＰＬ
ＩＨＲＡＬＱＬＡＱＲＰＶＳＬＬＡＳＰＷＴＳＰＴＷＬＫＴＮＧＡＶＮＧＫＧＳＬＫＧＱ
ＰＧＤＩＹＨＱＴＷＡＲＹＦＶＫＦＬＤＡＹＡＥＨＫＬＱＦＷＡＶＴＡＥＮＥＰＳＡＧＬ
ＬＳＧＹＰＦＱＣＬＧＦＴＰＥＨＱＲＤＦＩＡＲＤＬＧＰＴＬＡＮＳＴＨＨＮＶＲＬＬＭ
ＬＤＤＱＲＬＬＬＰＨＷＡＫＶＶＬＴＤＰＥＡＡＫＹＶＨＧＩＡＶＨＷＹＬＤＦＬＡＰＡ
ＫＡＴＬＧＥＴＨＲＬＦＰＮＴＭＬＦＡＳＥＡＣＶＧＳＫＦＷＥＱＳＶＲＬＧＳＷＤＲＧ
ＭＱＹＳＨＳＩＩＴＮＬＬＹＨＶＶＧＷＴＤＷＮＬＡＬＮＰＥＧＧＰＮＷＶＲＮＦＶＤＳ
ＰＩＩＶＤＩＴＫＤＴＦＹＫＱＰＭＦＹＨＬＧＨＦＳＫＦＩＰＥＧＳＱＲＶＧＬＶＡＳＱ
ＫＮＤＬＤＡＶＡＬＭＨＰＤＧＳＡＶＶＶＶＬＮＲＳＳＫＤＶＰＬＴＩＫＤＰＡＶＧＦＬ
ＥＴＩＳＰＧＹＳＩＨＴＹＬＷＲＲＱ（配列番号１）
である。
【００８６】
　遺伝子が野生型であることが見出されるが、グルコセレブロシダーゼ活性の低減が観察
される場合、活性の低減は、タンパク質の活性の抑制、または遺伝子／タンパク質の転写
もしくは翻訳の抑圧によることがある。これらの機序は当技術分野においてよく知られて
いる。例えば、タンパク質の生成は、細胞の異常な機序によって抑圧され得る。あるいは
、タンパク質は、酵素活性の低減または喪失を引き起こす細胞において修飾され得る。
【００８７】
　いくつかの実施形態において、哺乳動物は、グルコセレブロシダーゼ１（ＧＢＡ１）遺
伝子における１つまたはそれ以上の変異を有する。タンパク質の活性に影響を及ぼし得る
ＧＢＡ１における特異的な変異には、Ｌ４４４Ｐ、Ｄ４０９Ｈ、Ｄ４０９Ｖ、Ｅ２３５Ａ
、およびＥ３４０Ａが含まれる（例えば、全ての目的で参照によって組み入れる、Ｃｕｌ
ｌｅｎら（２０１１年）Ａｎｎａｌｓ　ｏｆ　Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ、６９巻、９４０～９
５３頁を参照されたい）。特定の一実施形態において、変異はＤ４０９Ｖ変異である。
【００８８】
　本明細書に開示する方法は、タンパク質症を有する哺乳動物を処置するのに有用である
。ある実施形態において、タンパク質症はタンパク質凝集体を含む。「タンパク質凝集体
」は、ミスフォールディングされたタンパク質が、細胞内または細胞外いずれかに凝集す
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る生物学的現象を意味する。これらのタンパク質凝集体は毒性であり得る。ある実施形態
において、タンパク質凝集体は、ユビキチン、タウ、およびα－シヌクレインからなる群
から選択されるタンパク質を含む。ユビキチンは、真核生物の生物体の殆ど全ての組織に
見出される小型タンパク質である。ユビキチンは基質のタンパク質に付着することができ
る、アミノ酸７６個のタンパク質である。ユビキチンを添加することで、タンパク質の変
性；転写、翻訳、およびタンパク質の局在のモジュレーション；またはタンパク質活性／
相互作用のモジュレーションをもたらすことができる。
【００８９】
　「タウ」の語は、微小管を安定化させるように機能するタウタンパク質を意味する。タ
ウタンパク質は、中枢神経系のニューロンに、ならびにアストロサイトおよびオリゴデン
ドロサイトに豊富である。タウタンパク質の過剰リン酸化（タウ封入体、ｐＴａｕ）は、
対になったらせん状のフィラメントおよび直線状のフィラメントの濃縮体の自己集合をも
たらし得、これらはアルツハイマー病および他のタウオパシーの病因に関与する。本発明
のある態様は、哺乳動物におけるグルコセレブロシダーゼ活性を増大させる治療有効量の
作用物質を投与することを含む、対象におけるタウオパシーを処置または防止する（例え
ば、タウオパシーを有する哺乳動物における神経機能を改善する）ための方法に関する。
タウオパシーは、タウの蓄積を特徴とする神経変性疾患である。例示的なタウオパシーに
は、それだけには限定されないが、アルツハイマー病、進行性核上性麻痺、拳闘家認知症
、パーキンソン病、第１７染色体に連鎖するパーキンソニズム、リティコ－ボディグ病、
神経原線維変化優位型認知症、嗜銀顆粒性認知症、神経節膠腫、神経節細胞腫、髄膜血管
腫症、亜急性硬化性全脳炎、鉛脳症、結節性硬化症、ハーラーフォルデン－シュパッツ病
、リポフスチン沈着症、レビー小体型認知症、ピック病、大脳皮質基底核変性症、前頭側
頭型認知症、ならびに前頭側頭葉変性症が含まれる。タウのイソ型６個全てが、アルツハ
イマー病の脳から対形成したらせん型フィラメントの過剰リン酸化された状態においてし
ばしば存在する。他の神経変性疾患において、ある種のタウのイソ型が濃縮した凝集体の
沈着が報告されている。ミスフォールディングされると、別の状況では極めて可溶性であ
るタンパク質が、数々の神経変性疾患の一因となる極度に不溶性の凝集体を形成し得る。
【００９０】
　「α－シヌクレイン」は、ヒトにおいて、ＳＮＣＡ遺伝子によってコードされるタンパ
ク質である。このタンパク質は神経組織に見出され、新皮質、海馬、黒質、視床、および
小脳において優勢に発現される。ニューロン以外では、このタンパク質は神経膠細胞およ
びメラニン細胞にも見出すことができる。α－シヌクレインは凝集して、病理学的条件下
では、場合により、レビー小体を特徴とする不溶性の原線維を形成し得る。特定の一実施
形態において、タンパク質症はシヌクレイノパシーである。シヌクレイノパシーの非限定
的な例には、パーキンソン病、多系統萎縮症、およびレビー小体認知症が含まれる。シヌ
クレイノパシーと分類される疾患の中には、タウタンパク質の蓄積も有し得るものもあり
、タウオパシーと分類される疾患の中にはα－シヌクレインタンパク質の蓄積も有し得る
ものもある。
【００９１】
　ある実施形態において、本明細書に開示する方法において引用されるタンパク質症はア
ルツハイマー病、ゴーシェ病、前頭側頭型認知症、進行性核上性麻痺、パーキンソニズム
、パーキンソン病、リティコ－ボディグ病、レビー小体型認知症、神経原線維変化優位型
認知症、拳闘家認知症、ピック病、大脳皮質基底核変性症、嗜銀顆粒性認知症、神経節膠
腫および神経節細胞腫、髄膜血管腫症、亜急性硬化性全脳炎、鉛脳症、結節性硬化症、ハ
ーラーフォルデン－シュパッツ病、ならびにリポフスチン沈着症からなる群から選択され
る疾患である。
【００９２】
　本明細書に記載する方法において用いられる作用物質は、哺乳動物におけるグルコセレ
ブロシダーゼ活性を増大させる作用物質であってもよい。例えば、作用物質は、あらゆる
小分子化合物、抗体、核酸分子、ポリペプチド、または哺乳動物におけるグルコセレブロ
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シダーゼ活性を増大させるこれらの生物学的同等物であってもよい。
【００９３】
　態様において、作用物質は、ＧＢＡ１遺伝子をコードする核酸またはその生物学的同等
物（例えば、グルコセレブロシドの切断を触媒するポリペプチドをコードする、そのフラ
グメント、類似体、または誘導体）を含む。核酸の生物学的同等物は、ポリヌクレオチド
の天然に存在する対立遺伝子のバリアントでも、またはポリヌクレオチドの天然に存在し
ないバリアントでもよい。ある実施形態において、核酸は、本明細書に開示するＧＢＡ１
ポリペプチドのコード配列の対立遺伝子のバリアントであるコード配列を有してもよい。
当技術分野において知られている通り、対立遺伝子のバリアントは、コードされるポリペ
プチドの機能を実質的に変更しない、１つまたはそれ以上のヌクレオチドの、置換、欠失
、または付加などを有するポリヌクレオチド配列の一代替形態である。
【００９４】
　実施形態において、ＧＢＡ１の生物学的同等物は、グルコセレブロシダーゼの酵素活性
に必要とされる最小の配列を含むものである。別の一実施形態において、その生物学的同
等物は、高ストリンジェンシーの条件下で、本明細書に記載するＧＢＡ１ポリヌクレオチ
ドの相補体（例えば、本明細書に開示するＧＢＡ１アミノ酸配列をコードするポリヌクレ
オチド）にハイブリダイズする核酸を含む。別の一実施形態において、その生物学的同等
物は、本明細書に記載するＧＢＡ１ポリヌクレオチド（例えば、本明細書に開示するＧＢ
Ａ１アミノ酸配列をコードするポリヌクレオチド）に、少なくとも８０％の配列同一性、
または代替的に少なくとも８５％の配列同一性、または代替的に少なくとも９０％の配列
同一性、または代替的に少なくとも９２％の配列同一性、または代替的に少なくとも９５
％の配列同一性、または代替的に少なくとも９７％の配列同一性、または代替的に少なく
とも９８％の配列同一性を有する核酸を含む。
【００９５】
　実施形態において、核酸は、例えば、宿主細胞からのポリペプチドの発現および分泌に
おいて助けとなるポリヌクレオチドに対して、同じリーディングフレームにおいて融合し
ている、成熟ＧＢＡ１ポリペプチドに対するコード配列またはその生物学的同等物（例え
ば、ポリペプチドの細胞からの輸送を制御するための分泌配列として機能するリーダー配
列）を含む。リーダー配列を有するポリペプチドはプレタンパク質であり、宿主細胞によ
って切断されて成熟型のポリペプチドを産生する。ポリヌクレオチドは、成熟タンパク質
プラスさらなる５’アミノ酸残基であるプロタンパク質もコードし得る。プロ配列を有す
る成熟タンパク質はプロタンパク質であり、不活性型のタンパク質である。プロ配列が一
旦切断されると、活性の成熟タンパク質が残る。
【００９６】
　実施形態において、核酸は、コードされたポリペプチドの検出または精製などを可能に
するマーカー配列を含んでいる。このようなマーカーは当技術分野においてよく知られて
おり、例示的なマーカーの概要は、Ｍｉｃｈａｅｌ　Ｒ．ＧｒｅｅｎおよびＪｏｓｅｐｈ
　Ｓａｍｂｒｏｏｋ、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ（第４版、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒ
ｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、２０１２年）に見出すこと
ができる。例示的なマーカーには、それだけには限定されないが、ヒスチジンタグ；ヘマ
グルチニン（ＨＡ）タグ；カルモジュリンタグ；ＦＬＡＧタグ；Ｍｙｃタグ；Ｓタグ；Ｓ
ＢＰタグ、Ｓｏｆｔａｇ　１；Ｓｏｆｔａｇ　３；Ｖ５タグ；Ｘｐｒｅｓｓタグ；Ｉｓｏ
ｐｅｐｔａｇ；ＳｐｙＴａｇ；ビオチンカルボキシルキャリアタンパク質（ＢＣＣＰ）タ
グ；ＧＳＴタグ；蛍光タンパク質タグ、例えば、増強緑色蛍光タンパク質（ＥＧＦＰ）、
赤色蛍光タンパク質（ＲＦＰ）、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）、黄色蛍光タンパク質（
ＹＦＰ）など、マルトース結合タンパク質タグ、Ｎｕｓタグ、Ｓｔｒｅｐ－ｔａｇｓ、チ
オレドキシンタグ、ＴＣタグ、およびＴｙタグが含まれる。
【００９７】
　本明細書に記載する核酸は、当技術分野において知られているあらゆる適切な方法によ
って生成することができる。実施形態において、核酸は、オリゴヌクレオチド合成機を用
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いた化学合成によって構築される。実施形態において、特定のポリペプチドをコードする
ヌクレオチド配列を含むＤＮＡオリゴマーを合成し、次いでライゲートしてもよい。個々
のオリゴヌクレオチドは、相補性を構築するために、５’または３’オーバーハングを含
むのが典型的である。
【００９８】
　構築した後は、ポリヌクレオチド配列を発現ベクター中に挿入し、場合により、所望の
宿主においてタンパク質を発現させるのに適切な発現制御配列に作動可能に連結させても
よい。ポリヌクレオチドをやはり、非ベクターベースの送達方法を用いて細胞に（例えば
、ｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏで）送達してもよい。例えば、Ｙｕａｎ、Ｎｏ
ｎ－Ｖｉｒａｌ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ（ＩｎＴｅｃｈ、２０１１年）を参照された
い。妥当な構築は、ヌクレオチドシークエンシング、制限マッピング、適切な宿主におけ
る生物学的に活性なポリペプチドの発現などにより確認することができる。
【００９９】
　核酸を、当業者には一般的に知られている多様な機序によって細胞に送達してもよい。
ウイルスの構築物を、適切な宿主細胞中でウイルスを生成させることによって送達するこ
とができる。次いで、ウイルスを宿主細胞から収集し、標的細胞と接触させる。対象の遺
伝子を発現することができるウイルスおよび非ウイルスのベクターを、ＤＮＡ／リポソー
ム複合体、ミセル、および標的化したウイルスタンパク質－ＤＮＡ複合体によって、標的
化した細胞に送達することができる。標的化抗体またはそのフラグメントを含むリポソー
ムも、本発明の方法において用いることができる。ポリヌクレオチドの細胞または細胞集
団への送達の他に、本明細書に記載するタンパク質の細胞または細胞集団への直接的な導
入は、タンパク質トランスフェクションの非限定的な技術によって行うことができ、ある
いは、本発明のタンパク質の発現を増強し、かつ／または活性を促進することができる培
養条件は他の非限定的な技術である。
【０１００】
　本発明の遺伝子をコードするベクターを送達する他の方法には、それだけには限定され
ないが、リン酸カルシウムトランスフェクション、ＤＥＡＥ－デキストラントランスフェ
クション、電気穿孔、マイクロインジェクション、プロトプラスト融合、またはリポソー
ム媒介性トランスフェクションが含まれる。本発明のベクターがトランスフェクトされる
宿主細胞には（それだけには限定されないが）、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）または他の細菌
、酵母菌、真菌、昆虫細胞（例えば、ＳＦ９昆虫細胞における発現にはバキュロウイルス
のベクターを用いて）またはマウス、ヒト、もしくは他の動物（例えば、哺乳動物）に由
来する細胞が含まれてもよい。クローン化ＤＮＡによってコードされる、タンパク質、融
合物、ポリペプチドフラグメント、または変異体のｉｎ　ｖｉｔｒｏ発現も用いることが
できる。分子生物学の技術分野の技術者であれば、広範囲の発現系および精製系を用いて
、組換えタンパク質およびそのフラグメントを生成することができることを理解されよう
。
【０１０１】
　態様において、作用物質は、標的の細胞に、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ、ｉｎ　ｖｉｖｏ、また
はｅｘ－ｖｉｖｏのいずれかで送達することができる、非相同性のポリヌクレオチドを含
む非ウイルスのベクターである。非相同性のポリヌクレオチドは、対象の配列を含むこと
ができ、１つまたはそれ以上の調節エレメントに作動可能に連結していてよく、対象の核
酸配列の転写を制御することができる。本明細書で用いられるベクターは、最終的な標的
細胞または対象において複製ができる必要はない。ベクターの語は、発現ベクターおよび
クローニングベクターを含むことができる。
【０１０２】
　ＧＢＡ１遺伝子またはその同等物をコードする核酸の発現を調節するプロモーターは、
構成的、誘導性、または組織特異的なプロモーターであってよい。ある実施形態において
、プロモーターを構築する場合に誘導系を用いてもよい。誘導系の非限定的な例には、テ
トラサイクリン、エクジソン、エストロゲン、プロゲステロン、二量体化の化学誘導物質
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、およびイソプロピル－ベータ－Ｄ１－チオガラクトピラノシド（ＥＰＴＧ）による調節
が含まれる。
【０１０３】
　本開示において有用なプロモーターは、構成的でも、または誘導性でもよい。プロモー
ターのいくつかの例には、ＳＶ４０初期プロモーター、マウス乳癌ウイルスＬＴＲプロモ
ーター、アデノウイルス主要後期プロモーター、単純ヘルペスウイルスプロモーター、お
よびＣＭＶプロモーターが含まれる。
【０１０４】
　態様において、作用物質は、対象の遺伝子（例えば、ＧＢＡ１またはその生物学的同等
物）をコードする核酸を含むウイルスベクターである。ウイルスの遺伝子移入は、哺乳動
物における遺伝子の治療的遺伝子移入のための効果的な方法である。本発明において用い
るのに適するウイルスベクターは、当技術分野においてよく知られている。実施形態にお
いて、ウイルスベクターは、向神経性ウイルス（または向神経性ウイルスの組合せ）に由
来し、または向神経性ウイルス（または向神経性ウイルスの組合せ）をベースとする。向
神経性ウイルスの例には、それだけには限定されないが、アデノウイルス、アデノ随伴ウ
イルス（ＡＡＶ）、単純ヘルペスウイルス、レトロウイルス、およびレンチウイルスが含
まれる。このようなウイルスベクターを作成および使用するための方法は、当技術分野に
おいてよく知られており、その各々を全文において参照によって組み入れる、Ｃａｒｏｌ
　Ｓｈｏｓｋｅｓ　Ｒｅｉｓｓ、Ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｉｃ　Ｖｉｒａｌ　Ｉｎｆｅｃｔｉ
ｏｎｓ（Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ、２００８年）；Ｍｉ
ｃｈａｅｌ　Ｇ．ＫａｐｌｉｔｔおよびＭａｔｔｈｅｗ　Ｊ．、Ｄｕｒｉｎｇ、Ｇｅｎｅ
　Ｔｈｅｒａｐｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｃｅｎｔｒａｌ　Ｎｅｒｖｏｕｓ　Ｓｙｓｔｅｍ：Ｆ
ｒｏｍ　Ｂｅｎｃｈ　ｔｏ　Ｂｅｄｓｉｄｅ（Ｇｕｌｆ　Ｐｒｏｆｅｓｓｉｏｎａｌ　Ｐ
ｕｂｌｉｓｈｉｎｇ、２００６年）；Ｊｅａｎ－Ｍｉｃｈｅｌ　Ｈ．Ｖｏｓ、Ｖｉｒｕｓ
ｅｓ　ｉｎ　Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ（Ｓｐｒｉｎｇｅｒ、１９９５年）
；Ａｎｄｒｅｓ　Ｍ．Ｌｏｚａｎｏら、Ｔｅｘｔｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｓｔｅｒｅｏｔａｃｔ
ｉｃ　ａｎｄ　Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇｅｒｙ（Ｓｐｒｉｎｇｅｒ、
２００９年）；ならびにＭｉｃｈａｅｌ　Ｒ．ＧｒｅｅｎおよびＪｏｓｅｐｈ　Ｓａｍｂ
ｒｏｏｋ、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ（第４版、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈ
ａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、２０１２年）に記載されている。
【０１０５】
　実施形態において、ウイルスベクターは野生型ウイルスに由来し、または野生型ウイル
スをベースとする。このようなものの例には、制限なく、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ
）、ウマ伝染性貧血ウイルス（ＥＩＡＶ）、サル免疫不全ウイルス（ＳＩＶ）、およびネ
コ免疫不全ウイルス（ＦＩＶ）が含まれる。あるいは、マウス白血病ウイルス（ＭＬＶ）
など、他のレトロウイルスを、ベクターのバックボーンに対するベースとして用いてもよ
いことが企図される。本発明によるウイルスベクターを特定のウイルスの成分に限定する
必要がないことは明らかである。ウイルスベクターは、２つ以上の異なるウイルスに由来
する成分を含むことができ、合成の化合物も含むことができる。ベクターの成分を操作し
て、標的細胞の特異性など、所望の特徴を得ることができる。
【０１０６】
　米国特許第６，９２４，１２３号は、ある種のレトロウイルスの配列は、標的細胞のゲ
ノム中への組入れを促進することを開示している。この特許は、レトロウイルスのゲノム
は各々、ビリオンタンパク質および酵素をコードする、ｇａｇ、ｐｏｌ、およびｅｎｖと
呼ばれる遺伝子を含むことを教示している。これらの遺伝子は、末端反復配列（ＬＴＲ）
と呼ばれる領域によって両末端で隣接している。ＬＴＲは、プロウイルスの組入れ、およ
び転写を担う。ＬＴＲは、エンハンサー－プロモーター配列としても働く。換言すれば、
ＬＴＲはウイルス遺伝子の発現を制御することができる。レトロウイルスのＲＮＡのカプ
シド形成は、ウイルスのゲノムの５’末端に位置するｐｓｉ配列のために生じる。ＬＴＲ
自体は、Ｕ３、Ｒ、およびＵ５と呼ばれる３つのエレメントに分割することができる同一
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の配列である。Ｕ３は、ＲＮＡの３’末端に独特な配列に由来する。Ｒは、ＲＮＡの両末
端で反復する配列に由来し、Ｕ５は、ＲＮＡの５’末端に独特な配列に由来する。３つの
エレメントのサイズは、異なるレトロウイルス間でかなり変動し得る。ウイルスのゲノム
では、ポリ（Ａ）付加（終結）の部位は、右手側のＬＴＲにおけるＲとＵ５との間の境界
にある。Ｕ３は、プロウイルスの殆どの転写制御エレメントを含み、転写制御エレメント
は、細胞、および場合によってはウイルスの転写アクチベーターのタンパク質を担う、プ
ロモーターおよび複数のエンハンサー配列を含む。
【０１０７】
　構造遺伝子のｇａｇ、ｐｏｌ、およびｅｎｖ自体に関して、ｇａｇは、ウイルスの内部
構造タンパク質をコードする。ｇａｇタンパク質は、成熟タンパク質であるＭＡ（マトリ
クス）、ＣＡ（カプシド）、およびＮＣ（ヌクレオカプシド）に、タンパク質切断性にプ
ロセシングされる。ｐｏｌ遺伝子は逆転写酵素（ＲＴ）をコードし、ＲＴはＤＮＡポリメ
ラーゼ、関連のＲＮアーゼＨおよびインテグラーゼ（ＩＮ）を含み、これらはゲノムの複
製を媒介する。
【０１０８】
　ウイルスベクター粒子を生成するには、ベクターのＲＮＡゲノムを、宿主細胞において
、このゲノムをコードするＤＮＡ構築物から発現させてもよい。ベクターのゲノムによっ
てコードされない粒子の成分は、宿主細胞において発現される核酸配列（ｇａｇ／ｐｏｌ
およびｅｎｖ遺伝子のいずれかまたは両方を通常含む、「パッケージング系」）を加える
ことによりトランスにおいて（ｉｎ　ｔｒａｎｓ）提供することができる。ウイルスベク
ター粒子を生成するのに必要とされる配列のセットを一過性のトランスフェクションによ
って宿主細胞中に導入してもよく、またはこの配列のセットを宿主細胞のゲノム中に組み
込んでもよく、またはこの配列のセットを混合の方法において提供してもよい。関与する
技術は、当業者には知られている。
【０１０９】
　実施形態において、ウイルスベクターはアデノウイルスに由来し、またはアデノウイル
スをベースにする。アデノウイルスは比較的良く特徴付けられている、均一なウイルスの
群であり、５０を超える血清型を含む。例えば、ＰＣＴ国際出願第ＷＯ９５／２７０７１
号を参照されたい。アデノウイルスは増殖させるのが容易であり、宿主細胞のゲノム中へ
の組入れを必要としない。組換えアデノウイルス由来のベクター、例えば、野生型ウイル
スの組換えおよび産生の可能性を低減するものも構築されている。例えば、ＰＣＴ国際出
願第ＷＯ９５／００６５５号および第ＷＯ９５／１１９８４号を参照されたい。
【０１１０】
　実施形態において、ウイルスベクターはアデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）に由来し、また
はアデノ随伴ウイルスをベースにする。組換えＡＡＶ（ｒＡＡＶ）系では、対象のタンパ
ク質（例えば、ＧＢＡ１タンパク質）をコードする核酸配列は、ＡＡＶウイルス粒子中に
パッケージングされている。組換えウイルスゲノムには、タンパク質、例えば、プロモー
ター、導入遺伝子（例えば、ＧＢＡ１導入遺伝子）、ＩＴＲ、リボソーム結合性エレメン
ト、ターミネーター、エンハンサー、選択マーカー、イントロン、ポリＡシグナル、およ
び／または複製開始点の発現を確立するためのあらゆるエレメントが含まれていてよい。
【０１１１】
　態様において、本発明の組換えＡＡＶ粒子は、１つまたは２つのＩＴＲが隣接するＧＢ
Ａ１をコードする配列を含む核酸を含むことができる。核酸は、ＡＡＶ粒子においてカプ
シド形成される。ＡＡＶ粒子はカプシドタンパク質も含む。いくつかの実施形態において
、核酸は、転写の方向で成分に作動可能に連結している対象のタンパク質コード配列（複
数可）（例えば、ＧＢＡ１タンパク質をコードする導入遺伝子）、転写開始点を含む制御
配列、および終結配列を含み、それによって発現カセットを形成する。発現カセットは、
少なくとも１つの機能的なＡＡＶのＩＴＲ配列によって、５’および３’末端上に隣接す
る。「機能的なＡＡＶのＩＴＲ配列」は、ＩＴＲ配列が、ＡＡＶビリオンのレスキュー、
複製、およびパッケージングに意図される通りに機能することを意味する。全て、参照に



(28) JP 2016-503405 A 2016.2.4

10

20

30

40

50

よってその全文を本明細書に組み入れる、Ｄａｖｉｄｓｏｎら（２０００年）ＰＮＡＳ、
９７巻、３４２８～３２頁；Ｐａｓｓｉｎｉら（２００３年）Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．、７７巻
、７０３４～４０頁；およびＰｅｃｈａｎら（２００９年）Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．、１６
巻、１０～１６頁を参照されたい。本発明のいくつかの態様を実践するために、組換えベ
クターは、カプシド形成に不可欠な少なくとも全てのＡＡＶの配列およびｒＡＡＶによる
感染のための物理的構造を含む。本発明のベクターにおいて用いるためのＡＡＶのＩＴＲ
は、野生型のヌクレオチド配列を有する必要はなく（例えば、Ｋｏｔｉｎ　Ｈｕｍ．、Ｇ
ｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．（１９９４年）５巻、７９３～８０１頁に記載されている通り）、ヌ
クレオチドの挿入、欠失、もしくは置換によって改変されていてもよく、またはＡＡＶの
ＩＴＲはあらゆるいくつかのＡＡＶ血清型に由来してもよい。
【０１１２】
　４０を超えるＡＡＶの血清型が現在知られており、新たな血清型および既存の血清型の
バリアントが引き続き同定されている。Ｇａｏら（２００２）ＰＮＡＳ、９９巻、１１８
５４～６頁；Ｇａｏら（２００３年）ＰＮＡＳ、１００巻、６０８１～６頁；およびＢｏ
ｓｓｉｓら（２００３年）Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．、７７巻、６７９９～８１０頁を参照された
い。あらゆるＡＡＶの血清型の使用が本発明の範囲内にあると考えられている。ｒＡＡＶ
ベクターは、制限なく、ＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡ６、
ＡＡＶ７、ＡＡＶ８、ＡＡＶ９、ＡＡＶｒｈ．８、ＡＡＶｒｈ．１０、ＡＡＶ１１、また
はＡＡＶ１２などを含む、あらゆるＡＡＶの血清型に由来するベクターであってよい。Ａ
ＡＶにおける核酸はＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡＶ４、ＡＡＶ５、ＡＡ６、ＡＡ
Ｖ７、ＡＡＶ８、ＡＡＶ９、ＡＡＶｒｈ．８、ＡＡＶｒｈ．１０、ＡＡＶ１１、ＡＡＶ１
２などのＩＴＲを含むことができ、ｒＡＡＶ粒子はＡＡＶ１、ＡＡＶ２、ＡＡＶ３、ＡＡ
Ｖ４、ＡＡＶ５、ＡＡ６、ＡＡＶ７、ＡＡＶ８、ＡＡＶ９、ＡＡＶｒｈ．８、ＡＡＶｒｈ
．１０、ＡＡＶ１１、ＡＡＶ１２などのカプシドタンパク質を含むことができる。ｒＡＡ
Ｖ粒子は、ＩＴＲ、またはクレードＡ～Ｆ由来のあらゆるＡＡＶ血清型由来のカプシドタ
ンパク質も含むことができる（Ｇａｏら（２００４年）Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．、７８巻（１２
）、６３８１頁）。
【０１１３】
　様々なＡＡＶの血清型を用いて、特定の標的細胞の形質導入を最適化してもよく、また
は特定の標的組織（例えば、罹患している組織）内の具体的な細胞型を標的化してもよい
。ｒＡＡＶ粒子は、同じ血清型または混合の血清型（すなわち、偽型ＡＡＶ）の、ウイル
スのタンパク質およびウイルスの核酸を含むことができる。偽型ＡＡＶのベクターは、１
つのＡＡＶの血清型の逆方向末端反復（ＩＴＲ）および第２のＡＡＶの血清型のカプシド
を含むベクターである。例えば、ｒＡＡＶ粒子は、ＡＡＶ１のカプシドタンパク質および
少なくとも１つのＡＡＶ２のＩＴＲを含むことができ、またはＡＡＶ２のカプシドタンパ
ク質および少なくとも１つのＡＡＶ１のＩＴＲを含むことができる。さらに別の一例では
、ｒＡＡＶ粒子は、ＡＡＶ１および少なくとも１つのさらなるＡＡＶの血清型の両方から
のカプシドタンパク質を含むことができ、少なくとも１つのＡＡＶ２のＩＴＲをさらに含
む。ｒＡＡＶ粒子を生成するためのＡＡＶ血清型のあらゆる組合せを、各組合せを明確に
本明細書に記載する如く、本明細書に提供する。
【０１１４】
　本発明のＡＡＶ粒子は、組換え自己相補性ゲノムを含むウイルス粒子であってもよい。
自己相補性ゲノムを有するＡＡＶウイルス粒子、および自己相補性ＡＡＶゲノムの使用方
法は、その各々を全文において参照によって本明細書に組み入れる、米国特許第６，５９
６，５３５号；第７，１２５，７１７号；第７，７６５，５８３号；第７，７８５，８８
８号；第７，７９０，１５４号；第７，８４６，７２９号；第８，０９３，０５４号；お
よび第８，３６１，４５７号；ならびにＷａｎｇ　Ｚ．ら（２００３年）Ｇｅｎｅ　Ｔｈ
ｅｒ、１０巻、２１０５～２１１１頁に記載されている。自己相補性ゲノムを含むｒＡＡ
Ｖは、部分的に相補性の配列（例えば、導入遺伝子の相補性のコード鎖および／または非
コード鎖）によって、２本鎖のＤＮＡ分子を速やかに形成する。実施形態において、本発
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明は、ＡＡＶのゲノムを含むＡＡＶウイルス粒子を提供し、ｒＡＡＶのゲノムは第１の非
相同性のポリヌクレオチド配列（例えば、ＧＢＡ１コード鎖）および第２の非相同性のポ
リヌクレオチド配列（例えば、ＧＢＡ１非コード鎖またはアンチセンス鎖）を含み、第１
の非相同性のポリヌクレオチド配列は、第２のポリヌクレオチド配列と、第２のポリヌク
レオチド鎖の長さのいくらかまたは殆ど／全てに沿って鎖内塩基対を形成することができ
る。実施形態において、第１の非相同性のポリヌクレオチド配列および第２の非相同性の
ポリヌクレオチド配列は、鎖内塩基対形成を促進する配列により連結されている（例えば
、ヘアピンＤＮＡ構造）。実施形態において、第１の非相同性のポリヌクレオチド配列お
よび第２の非相同性のポリヌクレオチド配列は、変異したＩＴＲ（例えば、右の（ｒｉｇ
ｈｔ）ＩＴＲ）によって連結されている。いくつかの関連の実施形態において、変異した
ＩＴＲは、末端分解配列を含むＤ領域の欠失を含む。その結果、ＡＡＶウイルスのゲノム
を複製する際、ｒｅｐタンパク質は、変異したＩＴＲでウイルスのゲノムを切断せず、し
たがって、５’から３’の順に以下を含む組換えウイルスゲノムがウイルスのカプシドに
パッケージングされる：調節配列を含む第１の非相同性のポリヌクレオチド配列、変異し
たＡＡＶのＩＴＲ、第１の非相同性のポリヌクレオチドに対して逆配向の第２の非相同性
のポリヌクレオチド、および第３のＡＡＶのＩＴＲ。
【０１１５】
　ＡＡＶベクターを用いてｒＡＡＶ粒子を生成するための方法は、当技術分野においてよ
く知られている。例えば、米国特許第６，５６６，１１８号；第６，９８９，２６４号；
および第６，９９５，００６号を参照されたい。本発明を実践する上で、ｒＡＡＶ粒子を
生成するための宿主細胞には、哺乳動物細胞、昆虫細胞、植物細胞、微生物、および酵母
菌が含まれる。宿主細胞は、ＡＡＶのｒｅｐおよびｃａｐ遺伝子が、その中でＡＡＶベク
ターのゲノムが安定に維持される宿主細胞またはプロデューサー細胞に安定に維持される
、パッケージング細胞であってもよい。例示的なパッケージング細胞およびプロデューサ
ー細胞は、２９３、Ａ５４９、またはＨｅＬａ細胞に由来する。ＡＡＶベクターは、当技
術分野において知られている標準的な技術を用いて精製および配合される。
【０１１６】
　ｒＡＡＶ粒子を精製する態様において、本明細書で用いられる「精製する」の語は、ｒ
ＡＡＶ粒子が天然に存在し、またはそれから最初に調製される場所にも存在し得る、少な
くともいくつかの他の成分のないｒＡＡＶ粒子の調製を含む。このように、例えば、培養
物の可溶化液、または培養物上清の生成など、単離したｒＡＡＶ粒子を供給源の混合物か
ら濃縮するための精製技術を用いて調製してもよい。濃縮は、例えば、溶液中に存在する
ＤＮアーゼ抵抗性粒子（ＤＲＰ）もしくはゲノムコピー（ｇｃ）の比率により、もしくは
感染力によるなど、様々な方法で測定することができ、または第２の、生成培養混入物ま
たはプロセス中の混入物を含めた混入物（例えば、ヘルパーウイルス、培地成分など）な
ど、供給源の混合物中に存在する潜在的に干渉する物質に関して測定することができる。
実施形態において、ウイルスは、哺乳動物における神経細胞に感染する。「神経細胞」ま
たは「ニューロン」の語は、中枢神経系および末梢神経系を作り上げる、電気的に興奮性
の細胞を意味する。ニューロンは、動物の身体内の細胞でも、または動物の身体の外側で
培養された細胞でもよい。「神経細胞」または「ニューロン」の語はまた、哺乳動物から
の神経細胞に由来する、確立されたもしくは一次の組織培養細胞系、またはニューロンに
分化するように作成される組織培養細胞系を意味する。「ニューロン」または「神経細胞
」は、染色体外または染色体内いずれかで特定のタンパク質を発現するようにやはり修飾
されているあらゆる上記のタイプの細胞も意味し、神経芽細胞、およびグリアなどの脳内
の支持細胞などの形質転換したニューロンも意味する。神経細胞の感染は、当技術分野に
おいて知られている多様な機序によって遂行することができる。一実施形態において、ウ
イルスをＣＮＳに局所的に投与する。関連の実施形態において、ウイルスを海馬内注射に
より、または代替的にくも膜下腔内注射により投与する。
【０１１７】
　態様において、作用物質は、ＧＢＡ１タンパク質またはその生物学的同等物（例えば、
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グルコセレブロシドの切断を触媒する、そのフラグメント、類似体、または誘導体）を含
む。ＧＢＡ１タンパク質は、当技術分野において知られており、特徴付けられており、例
示的な配列を本明細書に提供する。実施形態において、作用物質は、グルコセレブロシダ
ーゼ活性を有し、本明細書に開示するＧＢＡ１ポリペプチドに対して、少なくとも８０％
の配列同一性、少なくとも８５％の配列同一性、少なくとも９０％の配列同一性、少なく
とも９１％の配列同一性、少なくとも９２％の配列同一性、少なくとも９３％の配列同一
性、少なくとも９４％の配列同一性、少なくとも９５％の配列同一性、少なくとも９６％
の配列同一性、少なくとも９７％の配列同一性、少なくとも９８％の配列同一性、または
少なくとも９９％の配列同一性を有するポリペプチドを含む。生物学的同等物は、所望の
グルコセレブロシダーゼ活性（例えば、野生型のグルコセレブロシダーゼ活性）を維持す
るポリペプチドであってよい。
【０１１８】
　本明細書に記載するポリペプチドは、当技術分野において知られているあらゆる適切な
方法により生成することができる。実施形態において、直接的なタンパク質合成方法を用
いる。他の実施形態において、組換え発現ベクターを用いて、対象のタンパク質（例えば
、ＧＢＡ１タンパク質またはその生物学的同等物）をコードするＤＮＡを増幅および発現
させてもよい。Ｍｉｃｈａｅｌ　Ｒ．ＧｒｅｅｎおよびＪｏｓｅｐｈ　Ｓａｍｂｒｏｏｋ
、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ（第４版、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏ
ｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、２０１２年）を参照されたい。組換え発現ベク
ターは、哺乳動物、微生物、ウイルス、または昆虫の遺伝子に由来する、適切な転写また
は翻訳の調節エレメントに作動可能に連結している、対象のタンパク質をコードする、合
成の、またはｃＤＮＡ由来のＤＮＡフラグメントを有する、複製可能なＤＮＡ構築物であ
る。転写ユニットは、（１）遺伝子発現において調節的な役割を有する遺伝エレメント（
単数もしくは複数）、例えば、転写プロモーターまたはエンハンサー、（２）ｍＲＮＡに
転写され、タンパク質に翻訳される、構造的配列またはコード配列、ならびに（３）以下
に詳しく記載する、適切な転写および翻訳の開始および終結の配列の集合を一般的に含む
。このような調節エレメントは、転写を制御するためのオペレーター配列を含むことがで
きる。宿主において複製する能力は、通常、複製開始点によって付与され、形質転換体の
認識を促進するための遺伝子の選択をさらに組み入れることができる。ＤＮＡ領域は、こ
れらが相互に機能的に関連する場合は、作動可能に連結している。例えば、シグナルペプ
チド（分泌性のリーダー）のためのＤＮＡは、ポリペプチドの分泌に関与する前駆体とし
て発現される場合、ポリペプチドのためのＤＮＡに作動可能に連結しており；プロモータ
ーは、配列の転写を制御する場合、コード配列に作動可能に連結しており；またはリボソ
ーム結合部位は、翻訳を可能にするように位置付けられている場合、コード配列に作動可
能に連結している。一般的に、作動可能に連結しているとは隣接を意味し、分泌性のリー
ダーの場合は、隣接およびリーディングフレーム内にあるものを意味する。酵母菌の発現
系で用いることを意図する構造エレメントには、宿主細胞によって翻訳されたタンパク質
の細胞外分泌を可能にするリーダー配列が含まれる。あるいは、組換えタンパク質がリー
ダー配列または輸送配列なしで発現される場合、組換えタンパク質はＮ末端のメチオニン
残基を含むことができる。この残基は、場合により、発現された組換えタンパク質から引
き続き切断されて最終生成物をもたらし得る。
【０１１９】
　発現制御配列および発現ベクターの選択は、宿主の選択に依存する。広範囲の発現宿主
／ベクターの組合せを用いることができる。真核生物の宿主に有用な発現ベクターには、
ＳＶ４０、ウシパピローマウイルス、アデノウイルス、およびサイトメガロウイルスから
の発現制御配列を含むベクターなどが含まれる。細菌の宿主に有用な発現ベクターには、
大腸菌からのプラスミドなどの知られている細菌のプラスミド、例えば、ｐＣＲ１、ｐＢ
Ｒ３２２、ｐＭＢ９およびこれらの誘導体、より広範囲の宿主のプラスミド、例えば、Ｍ
ｌ　３および線維状の１本鎖ＤＮＡファージが含まれる。
【０１２０】
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　ポリペプチドの発現に適する宿主細胞には、適切なプロモーターの制御下の、原核生物
、酵母菌、昆虫、または高次の真核細胞が含まれる。原核生物には、グラム陰性またはグ
ラム陽性の生物体、例えば、大腸菌または桿菌が含まれる。高次の真核細胞には、哺乳動
物起源の確立された細胞系が含まれる。細胞フリーの翻訳系も用いることができる。細菌
、真菌、酵母菌、および哺乳動物の細胞の宿主と用いるのに適切なクローニングベクター
および発現ベクターは、当技術分野においてよく知られている。Ｐｏｕｗｅｌｓら、Ｃｌ
ｏｎｉｎｇ　Ｖｅｃｔｏｒｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（Ｅｌｓｅｖｉ
ｅｒ　Ｓｃｉｅｎｃｅ、１９８５年）を参照されたい。
【０１２１】
　組換えタンパク質を発現させるのに、多様な哺乳動物または昆虫の細胞培養系を用いて
も有利である。哺乳動物細胞における組換えタンパク質は、一般的に正確にフォールディ
ングされ、適切に修飾され、完全に機能的であることから、このようなタンパク質の発現
を行うことができる。適切な哺乳動物宿主の細胞系の例には、Ｇｌｕｚｍａｎ（１９８１
年）Ｃｅｌｌ、２３巻、１７５頁によって記載される、サル腎臓細胞のＣＯＳ－７系統、
および、Ｌ細胞、Ｃ１２７、３Ｔ３、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）、ＨｅＬａ
、およびＢＨＫ細胞系などを含めた適切なベクターを発現することができる他の細胞系が
含まれる。哺乳動物の発現ベクターは、複製開始点などの非転写のエレメント、発現させ
ようとする遺伝子に連結している適切なプロモーターおよびエンハンサー、ならびに他の
５’または３’隣接非転写配列、ならびに必要なリボソーム結合部位などの５’または３
’非翻訳配列、ポリアデニル化部位、スプライスドナーおよびアクセプター部位、ならび
に転写終結配列を含むことができる。昆虫細胞中で異種性のタンパク質を生成させるため
のバキュロウイルス系は、ＬｕｃｋｏｗおよびＳｕｍｍｅｒｓ（１９８８年）Ｂｉｏ／Ｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、６巻、４７頁によって概説されている。
【０１２２】
　形質転換された宿主によって生成されたタンパク質は、あらゆる適切な方法にしたがっ
て精製することができる。このような標準的な方法には、クロマトグラフィー（例えば、
イオン交換、アフィニティおよびサイジングカラムクロマトグラフィーなど）、遠心分離
、差次的溶解性、またはタンパク質を精製するためのあらゆる他の標準的な技術によるも
のが含まれる。ヘキサヒスチジンなどのアフィニティタグ、マルトース結合ドメイン、イ
ンフルエンザコート配列、グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼなどをタンパク質に付
着させて、適切なアフィニティカラムを通過させることによって精製を容易にしてもよい
。タンパク質分解、核磁気共鳴、およびエックス線結晶構造解析などの技術を用いて、単
離されたタンパク質を物理的に特徴付けてもよい。例えば、組換えタンパク質を培養培地
中に分泌する系からの上清を、ＡｍｉｃｏｎまたはＭｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｐｅｌｌｉｃｏ
ｎの限外濾過装置などの市販のタンパク質濃縮フィルタを用いて、最初に濃縮してもよい
。濃縮工程の後、濃縮物を適切な精製マトリクスに適用してもよい。あるいは、ペンダン
トのジエチルアミノエチル（ＤＥＡＥ）基を有するマトリクスまたは基体などの陰イオン
交換樹脂を用いてもよい。マトリクスは、アクリルアミド、アガロース、デキストラン、
セルロース、またはタンパク質の精製において通常用いられる他のタイプであってよい。
あるいは、陽イオン交換工程を用いてもよい。適切な陽イオン交換体には、スルホプロピ
ルまたはカルボキシメチル基を含む、多様な不溶性のマトリクスが含まれる。最後に、ペ
ンダントのメチルまたは他の脂肪族基を有するシリカゲルなどの疎水性ＲＰ－ＨＰＬＣ媒
体を用いた、１つまたはそれ以上の逆相高速液体クロマトグラフィー（ＲＰ－ＨＰＬＣ）
の工程を用いてもよい。いくつかの、または全ての前述の精製工程を、多様な組合せでや
はり用いて、均一な組換えタンパク質を提供することができる。細菌培養物中で生成され
た組換えタンパク質を、例えば、細胞ペレットから最初に抽出し、引き続き濃縮、塩析、
水性のイオン交換、またはサイズ排除クロマトグラフィー工程の１つまたはそれ以上によ
って単離してもよい。高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）を、最終の精製工程に用
いてもよい。組換えタンパク質の発現において用いた微生物細胞を、凍結－解凍のサイク
ル、超音波処理、機械的破壊、または細胞溶解剤の使用を含めたあらゆる便利な方法によ
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って破壊してもよい。
【０１２３】
　態様において、作用物質は、ＧＢＡ１に特異的に結合し、ＧＢＡ１の活性を増強する抗
体またはそのフラグメントを含む。
【０１２４】
　「抗体」の語は、フルサイズの抗体、およびこのような抗体の抗原結合フラグメント、
バリアント、類似体、または誘導体、例えば、天然に存在する抗体もしくは免疫グロブリ
ン分子もしくは操作した抗体分子、または抗体分子と同様に抗原に結合するフラグメント
を包含する。
【０１２５】
　抗体は、少なくとも重鎖の可変ドメインを含み、少なくとも重鎖および軽鎖の可変ドメ
インを通常含む。脊椎動物系における基本的な免疫グロブリン構造は十分に理解されてい
る。例えば、その全文を参照によって本明細書に組み入れる、Ｈａｒｌｏｗら、Ａｎｔｉ
ｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（第２版、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉ
ｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、１９８８年）を参照されたい
。
【０１２６】
　本発明の抗体、またはその抗原結合フラグメント、バリアント、もしくは誘導体には、
それだけには限定されないが、ヒト、ヒト化、霊長類化、またはキメラの抗体、単鎖抗体
、エピトープ結合フラグメント、例えば、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、およびＦ（ａｂ’）２、Ｆ
ｄ、Ｆｖｓ、単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）、単鎖抗体、ジスルフィド連結したＦｖ（ｓｄＦｖ）
、ＶＬまたはＶＨドメインのいずれかを含むフラグメント、Ｆａｂ発現ライブラリーによ
って生成されるフラグメント、および抗イディオタイプ（抗－Ｉｄ）抗体が含まれる。ｓ
ｃＦｖ分子は当技術分野において知られており、例えば、米国特許第５，８９２，０１９
号に記載されている。本発明の免疫グロブリンまたは抗体分子は、あらゆるタイプ（例え
ば、ＩｇＧ、ＩｇＥ、ＩｇＭ、ＩｇＤ、ＩｇＡ、およびＩｇＹ）、クラス（例えば、Ｉｇ
Ｇ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１、およびＩｇＡ２）、またはサブクラス
の免疫グロブリン分子であってよい。
【０１２７】
　抗原結合分子、例えば、抗体、またはその抗原結合フラグメント、バリアント、もしく
は誘導体は、これらが認識し、または特異的に結合する標的のポリペプチドなどの抗原の
エピトープ（複数可）または一部分（複数可）に鑑みて記載し、または特定され得る。抗
体の抗原結合ドメインと特異的に相互作用する標的のポリペプチドの一部分が、「エピト
ープ」すなわち「抗原決定基」である。標的のポリペプチドは単一のエピトープを含むこ
とができるが、少なくとも２つのエピトープを含むのが典型的であり、抗原のサイズ、立
体配置、およびタイプに応じてあらゆる数のエピトープを含むことができる。さらに、標
的のポリペプチド上の「エピトープ」は非ポリペプチドのエレメントであってよく、また
は非ポリペプチドのエレメントを含むことができ、例えば、エピトープは炭水化物の側鎖
を含むことができることに留意されたい。
【０１２８】
　抗体はポリクローナルでも、またはモノクローナルでもよい。
【０１２９】
　ポリクローナル抗体は、あらゆる知られている方法によって調製することができる。ポ
リクローナル抗体は、キーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬＨ）、血清アルブミンな
どに場合によりコンジュゲートさせた関連の抗原（精製したペプチドフラグメント、全長
の組換えタンパク質、融合タンパク質など）を、滅菌食塩水で希釈し、アジュバント（例
えば、完全もしくは不完全フロイントアジュバント）と組み合わせて安定なエマルジョン
を形成させたものを、複数回皮下または腹腔内注射することによって、動物（例えば、ウ
サギ、ラット、マウス、ロバなど）を免疫化することにより産生される。次いで、ポリク
ローナル抗体を、このように免疫化した動物の血液、腹水などから回収する。回収した血
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液を凝固させ、血清をデカントし、遠心分離によって澄明にし、抗体の力価に対してアッ
セイする。ポリクローナル抗体は、血清または腹水から、アフィニティクロマトグラフィ
ー、イオン交換クロマトグラフィー、ゲル電気泳動、透析などを含めた、当技術分野にお
ける標準的な方法にしたがって精製することができる。
【０１３０】
　モノクローナル抗体は、その全文を参照によって本明細書に組み入れる、Ｋｏｈｌｅｒ
およびＭｉｌｓｔｅｉｎ（１９７５年）Ｎａｔｕｒｅ、２５６巻、４９５頁によって記載
されるものなどのハイブリドーマ法を用いて調製することができる。ハイブリドーマ法を
用いて、マウス、ハムスター、または他の適切な宿主動物を、上記に記載した通りに免疫
化して、免疫化する抗原に特異的に結合する抗体のリンパ球による生成を誘発する。リン
パ球はｉｎ　ｖｉｔｒｏでも免疫化することができる。免疫化後、リンパ球を単離し、ポ
リエチレングリコールなどを用いて適切なミエローマ細胞系と融合させてハイブリドーマ
細胞を形成させ、次いでこの細胞を、非融合のリンパ球およびミエローマ細胞から選別す
ることができる。免疫沈降、免疫ブロット、またはｉｎ　ｖｉｔｒｏの結合アッセイ（例
えば、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）および酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ））
によって決定した選択された抗原に対して特異的なモノクローナル抗体を生成するハイブ
リドーマを、次いで、標準法（その全文を参照によって本明細書に組み入れる、Ｇｏｄｉ
ｎｇ、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　
Ｐｒａｃｔｉｃｅ、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、１９８６年）を用いたｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏの培養、または動物における腹水腫瘍としてｉｎ　ｖｉｖｏのいずれかによって増殖
させることができる。次いで、モノクローナル抗体を、上記のポリクローナル抗体に対し
て記載した通り、培養培地または腹水から精製することができる。
【０１３１】
　あるいは、モノクローナル抗体を、その全文を参照によって本明細書に組み入れる、米
国特許第４，８１６，５６７号に記載されている、組換えＤＮＡ法を用いてやはり作成し
てもよい。モノクローナル抗体をコードするポリヌクレオチドを、成熟Ｂ細胞またはハイ
ブリドーマ細胞から、抗体の重鎖および軽鎖をコードする遺伝子を特異的に増幅するオリ
ゴヌクレオチドプライマーを用いたＲＴ－ＰＣＲなどによって単離し、その配列を、従来
の手順を用いて決定する。重鎖および軽鎖をコードする単離したポリヌクレオチドを、次
いで、適切な発現ベクター中にクローニングし、発現ベクターは、大腸菌細胞、サルＣＯ
Ｓ細胞、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、またはミエローマ細胞などの、他
の方法では免疫グロブリンタンパク質を生成しない宿主細胞にトランスフェクトすると、
宿主細胞によってモノクローナル抗体が産生される。また、所望の種の組換えモノクロー
ナル抗体またはそのフラグメントを、記載されている通り（各々その全文を参照によって
本明細書に組み入れる、ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙら（１９９０年）Ｎａｔｕｒｅ、３４８巻
、５５２～５５４頁；Ｃｌａｃｋｓｏｎら（１９９１年）Ｎａｔｕｒｅ、３５２巻、６２
４～６２８頁；およびＭａｒｋｓら（１９９１年）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．、２２２巻、
５８１～５９７頁）、所望の種のＣＤＲを発現するファージディスプレイライブラリーか
ら単離することができる。
【０１３２】
　モノクローナル抗体をコードするポリヌクレオチドを、組換えＤＮＡ技術を用いた数々
の異なる方法でさらに修飾して代替的な抗体を産生することができる。いくつかの実施形
態において、マウスのモノクローナル抗体などの軽鎖および重鎖の定常ドメインを、１）
キメラ抗体を産生するためにヒト抗体などの領域に対して、または２）融合抗体を産生す
るために非免疫グロブリンのポリペプチドに対して置換してもよい。いくつかの実施形態
において、定常領域を切断または除去して、モノクローナル抗体の所望の抗体フラグメン
トを産生する。可変領域の部位特異的変異誘発または高密度変異誘発を用いて、モノクロ
ーナル抗体の特異性、親和性などを最適化してもよい。
【０１３３】
　したがって、実施形態において、抗体はヒト化抗体である。実施形態において、抗体は
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キメラ抗体である。
【０１３４】
　ヒト化抗体は、当技術分野において知られている様々な技術を用いて直接調製すること
ができる。標的の抗原に対する抗体を生成する、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで免疫化し、または免
疫化した個体から単離した、固定化されたヒトＢリンパ球を産生することができる（例え
ば、各々その全文を参照によって本明細書に組み入れる、Ｃｏｌｅら、Ｍｏｎｏｃｌｏｎ
ａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ、７７頁（Ａｌａ
ｎ　Ｒ．Ｌｉｓｓ、１９８５年）；Ｂｏｅｍｅｒら（１９９１年）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．
、１４７巻、８６～９５頁；および米国特許第５，７５０，３７３号を参照されたい）。
また、例えば、各々その全文を参照によって本明細書に組み入れる、Ｖａｕｇｈａｎら（
１９９６年）Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈ．、１４巻、３０９～３１４頁、Ｓｈｅｅｔｓら（
１９９８年）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．、９５巻、６１５７～６１６２頁
、ＨｏｏｇｅｎｂｏｏｍおよびＷｉｎｔｅｒ（１９９１年）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．、２
２７巻、３８１頁、およびＭａｒｋｓら（１９９１年）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．、２２２
巻、５８１頁に記載される通り、ファージライブラリーがヒト抗体を発現する場合、ヒト
抗体をファージライブラリーから選択することができる。抗体ファージライブラリーを産
生し、使用するための技術は、各々その全文を参照によって本明細書に組み入れる、米国
特許第５，９６９，１０８号；第６，１７２，１９７号；第５，８８５，７９３号；第６
，５２１，４０４号；第６，５４４，７３１号；第６，５５５，３１３号；第６，５８２
，９１５号；第６，５９３，０８１号；第６，３００，０６４号；第６，６５３，０６８
号；第６，７０６，４８４号；および第７，２６４，９６３号；ならびにＲｏｔｈｅら（
２００７年）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏ．、３７６巻、１１８２～１２００頁にも記載されてい
る。チェインシャフリング（その全文が参照によって組み入れる、Ｍａｒｋｓら（１９９
２年）Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、１０巻、７７９～７８３頁）などの親和性成熟の
戦略は当技術分野において知られており、高親和性のヒト抗体を産生するのに用いられ得
る。
【０１３５】
　ヒト化抗体は、免疫化の際に、内因性の免疫グロブリン生成の非存在下で全レパートリ
ーのヒト抗体を生成することができる、ヒト免疫グロブリン遺伝子座を含むトランスジェ
ニックマウスにおいて作成することもできる。この取組みは、各々その全文を参照によっ
て本明細書に組み入れる、米国特許第５，５４５，８０７号；第５，５４５，８０６号；
第５，５６９，８２５号；第５，６２５，１２６号；第５，６３３，４２５号、および第
５，６６１，０１６号に記載されている。
【０１３６】
　本発明は、二重特異性抗体も包含する。二重特異性抗体は、少なくとも２つの異なるエ
ピトープを特異的に認識し、結合することができる抗体である。異なるエピトープが、同
じ分子（例えば、ポリヌクレオチドもしくはポリペプチド）内にあってもよく、または両
方など、異なる分子上にあってもよい。二重特異性抗体は、インタクトな抗体でも、また
は抗体フラグメントでもよい。
【０１３７】
　特に抗体フラグメントの場合、抗体の血清半減期を増大させるために抗体を修飾するの
がさらに望ましいことがある。これは、抗体フラグメントにおける適切な領域の変異によ
って、またはエピトープをペプチドタグ中に組み入れ、次いでペプチドタグを抗体フラグ
メントにいずれかの末端もしくは中央で融合することによって（例えば、ＤＮＡもしくは
ペプチド合成によって）、抗体フラグメント中にサルベージ受容体結合エピトープを組み
入れるなどにより実現することができる。
【０１３８】
　ヘテロコンジュゲート抗体も本発明の範囲内である。ヘテロコンジュゲート抗体は、共
有結合性に連結された２つの抗体からなる。このような抗体は、例えば、免疫細胞を不必
要な細胞に標的化すると提唱されている（その全文を参照によって本明細書に組み入れる
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、米国特許第４，６７６，９８０号）。抗体は、架橋剤を伴うものを含めた、合成タンパ
ク質化学において知られている方法を用いてｉｎ　ｖｉｔｒｏで調製することができるこ
とが企図される。例えば、免疫毒素を、ジスルフィド交換反応を用いて、またはチオエー
テル結合を形成することにより、構築することができる。この目的に適した試薬の例には
、イミノチオレートおよびメチル－４－メルカプトブチルイミデート（ｍｅｒｃａｐｔｏ
ｂｕｔｙｒｉｍｉｄａｔｅ）が含まれる。
【０１３９】
　本発明は、本明細書に記載する、キメラ、ヒト化、およびヒトの抗体、またはこれらの
抗体フラグメントに実質的に相同性であるバリアントおよび同等物をさらに包含する。こ
れらは、例えば、保存的置換変異、例えば、１つまたはそれ以上のアミノ酸の同様のアミ
ノ酸による置換を含むことができる。例えば、保存的置換は、アミノ酸の、同じ一般的ク
ラス内の別のアミノ酸での、例えば、酸性の一アミノ酸の別の酸性の一アミノ酸での、塩
基性の一アミノ酸の別の塩基性の一アミノ酸での、または中性の一アミノ酸の別の中性の
一アミノ酸での、置換を意味する。保存的なアミノ酸置換が意図するものは、当技術分野
においてよく知られている。
【０１４０】
　態様において、作用物質は小分子化合物を含む。実施形態において、小分子化合物は、
グルコセレブロシダーゼ活性のアクチベーターである。例えば、国際特許公開第ＷＯ２０
１３／１４８３３３号を参照されたい。いくつかの実施形態において、「小分子」は、対
象のタンパク質に結合することができ、それによってタンパク質の機能を変更する、低分
子量（ＭＷ）の分子である。いくつかの実施形態において、小分子のＭＷは１０００を超
えない。タンパク質の機能を変更することができる小分子をスクリーニングするための方
法は、当技術分野において知られている。例えば、細胞における小分子－タンパク質の相
互作用を検出するための小型化したアレイのアッセイが、Ｙｏｕら（１９９７年）Ｃｈｅ
ｍ．Ｂｉｏｌ．、４巻、９６１～９６８頁によって論じられている。
【０１４１】
　実施形態において、作用物質はシャペロンである。本明細書で用いられる「シャペロン
」の語は、タンパク質に特異的に結合し、１つまたはそれ以上の以下の効果を有する小分
子、ポリペプチド、核酸などの分子を意味する：少なくとも１つの部分的な野生型機能お
よび／もしくはタンパク質の活性の回復もしくは増強；安定な分子配置のタンパク質の編
成の増強；ＥＲからのタンパク質の、天然の細胞の位置などの別の細胞の位置へのトラフ
ィキングの誘発、それによりタンパク質のＥＲ関連の分解の防止；ならびに／またはミス
フォールディングされたタンパク質の凝集の防止。関連の実施形態において、シャペロン
は、タンパク質の少なくとも部分的な野生型の機能および／または活性を回復または増強
する。例えば、Ｐａｔｎａｉｋら（２０１２年）Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．、５５巻、５７
３４～５７４８頁を参照されたい。他の実施形態において、シャペロンは、ＧＢＡ１の活
性を増大させる作用物質（例えば、それだけには限定されないが、ＧＢＡ１もしくはその
同等物またはＧＢＡ１をコードする核酸もしくはその同等物を含めた、本明細書に記載す
る作用物質）と場合により組み合わせて、細胞（例えば、タンパク質症、シヌクレイノパ
シー、タウオパシーなどに罹患している哺乳動物からの細胞）の残りの活性を増大させる
。例えば、国際特許公開第ＷＯ２０１２／１７７９９７号およびＣｈａｎｇら（２００６
年）ＦＥＢＳ　Ｊ．、２７３巻、４０８２～４０９２頁を参照されたい。
【０１４２】
　態様において、本発明は、少なくとも２つの作用物質を投与することを伴う（例えば、
ＧＢＡ１活性を増大させる作用物質を別の作用物質と組み合わせて投与することを含む併
用治療）。
【０１４３】
　いくつかの実施形態において、本明細書に記載する作用物質を、タンパク質症、シヌク
レイノパシー、タウオパシーなどに関連する症状を処置するのに有益である別の一治療薬
と組み合わせて投与する。実施形態において、本明細書に記載する作用物質は核酸（例え
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ば、ＧＢＡ１またはその同等物をコードする核酸）である。実施形態において、本明細書
に記載する作用物質はポリペプチド（例えば、ＧＢＡ１またはその同等物）である。実施
形態において、本明細書に記載する作用物質は小分子（例えば、ＧＢＡ１のアクチベータ
ー）である。実施形態において、本明細書に記載する作用物質は、抗体またはそのフラグ
メント（例えば、ＧＢＡ１に特異的に結合する抗体またはそのフラグメント）である。実
施形態において、本明細書に記載する作用物質はシャペロン（例えば、ＧＢＡ１のシャペ
ロン）である。
【０１４４】
　いくつかの実施形態において、本発明は、本明細書に記載する少なくとも２つの作用物
質を投与することを伴う。
【０１４５】
　「併用治療」の句は、ＧＢＡ１の活性を増大させる作用物質、および治療薬の相互作用
から有益な効果をもたらすように意図される特定の処置レジメンの一部として第２の治療
薬の投与を包含する。併用の有益な効果には、それだけには限定されないが、治療薬の併
用に起因する薬物動態学的または薬力学的な相互作用が含まれる。これらの治療薬の併用
の投与は、規定された期間（選択する併用に応じて、通常、分、時間、日、または週）に
わたって行うのが典型的である。「併用治療」は一般的に、本発明の併用を偶発的および
恣意的にもたらす別々の単独療法のレジメンの一部として２つ以上のこれらの治療薬の投
与を包含しようとするものではない。「併用治療」は、これらの治療薬を逐次的に投与す
ることを包含しようとするものであり、すなわち、各治療薬を、これら治療薬の投与同様
、様々な時間に投与し、または少なくとも２つの治療薬と実質的に同時に投与する。実質
的に同時の投与は、例えば、対象に、固定された割合の各治療薬を有する単一のカプセル
剤、または各治療薬に対して、複数の、単一のカプセル剤を投与することによって遂行す
ることができる。各治療薬の逐次の、または実質的に同時の投与は、それだけには限定さ
れないが、経口経路、静脈内の経路、筋肉内の経路、および粘膜組織（例えば、鼻、口、
膣、および直腸）による直接的な吸収を含めたあらゆる適切な経路によって行うことがで
きる。治療薬は、同じ経路により、または異なる経路により投与することができる。例え
ば、特定の組合せの一成分を静脈内注射によって投与してもよく、併用の他の成分（複数
可）を経口投与してもよい。成分は、あらゆる治療上有効な順序で投与することができる
。「併用」の句は、併用治療の一部として有用な化合物または非薬物治療の群を包含する
。
【０１４６】
　あらゆる上記の態様および実施形態において、作用物質は、検出可能な部分をさらに含
むことができる。検出可能な部分は当技術分野においてよく知られており、分光学的、光
化学的、生化学的、免疫化学的、物理学的、または化学的な手段によって検出することが
できる。例示的な部分には、それだけには限定されないが、酵素、蛍光分子、粒子の標識
、高電子密度の試薬、放射標識、ビオチン、ジゴキシゲニン、またはハプテン、または検
出可能に作られたタンパク質が含まれる。
【０１４７】
　あらゆる上記の態様および実施形態において、作用物質は、通常は作用物質の一部では
ないさらなる化学的部分および／または生物学的部分を含むことができる。これらの誘導
体化された部分は、送達、溶解性、生物学的半減期、作用物質の吸収などを改善し得る。
部分はまた、作用物質のあらゆる望ましくない副作用などを低減または除去し得る。これ
らの部分に対する概要は、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓ
ｃｉｅｎｃｅｓ（第２０版、Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．、２０００年）に
見出すことができる（その全文を参照によって本明細書に組み入れる、Ｐａｔｈａｎら（
２００９年）Ｒｅｃｅｎｔ　Ｐａｔｅｎｔｓ　ｏｎ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　＆　
Ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎ、３巻、７１～８９頁も参照されたい）。
【０１４８】
　作用物質は、部分に共有結合性に、または非共有結合性に連結し得る。実施形態におい
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て、作用物質は部分に共有結合性に連結している。関連の実施形態において、その部分の
共有結合性の連結は、ポリヌクレオチド／ポリペプチドに対してＮ末端にある。関連の実
施形態において、部分の共有結合性の連結は、ポリヌクレオチド／ポリペプチドに対して
Ｃ末端にある。
【０１４９】
　上記の実施形態のあらゆる場合において、作用物質は、哺乳動物におけるグルコセレブ
ロシダーゼ活性を、ベースラインレベルを超えて増大する作用物質であってよい。ある実
施形態において、グルコセレブロシダーゼ活性は、哺乳動物におけるベースラインレベル
を超えて、少なくとも約１．５倍、約２．０倍、約２．５倍、約３倍、約３．５倍、約４
．０倍、約４．５倍、約５倍、またはそれを超えて増大する。ある実施形態において、グ
ルコセレブロシダーゼ活性は、ニューロンにおいて、ベースラインレベルを超えて、少な
くとも約１．５倍、約２．０倍、約２．５倍、約３倍、約３．５倍、約４．０倍、約４．
５倍、約５倍、またはそれを超えて増大する。グルコセレブロシダーゼ活性のベースライ
ンレベルは、当技術分野において知られている方法によって容易に決定することができ、
本明細書に記載するものである。いくつかの場合において、ベースラインレベルは、平均
して、タンパク質症のない、またはＧＢＡ１変異のない個体によって表されるレベルであ
る。
【０１５０】
　別の一態様は、グルコセレブロシダーゼ活性を増大させる治療有効量の作用物質を投与
することを含む、タンパク質症を有する哺乳動物におけるα－シヌクレインを低減するた
めの方法に関する。α－シヌクレインは、膜などの細胞の様々な部分に見出すことができ
、サイトゾルに可溶性であり、サイトゾルに不溶性である。ある実施形態において、本明
細書に記載する方法は、α－シヌクレインの特異的な分画を低減する上で有効である。一
実施形態において、サイトゾル可溶性のα－シヌクレインは低減する。別の一実施形態に
おいて、膜に関連するα－シヌクレインは低減する。実施形態において、α－シヌクレイ
ンは、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２５％、少なくとも約３０％、少なくとも約３５％、少なくとも約４０
％、少なくとも約４５％、少なくとも約５０％、少なくとも約５５％、少なくとも約６０
％、少なくとも約６５％、少なくとも約７０％、少なくとも約７５％、少なくとも約８０
％、少なくとも約８５％、少なくとも約９０％、少なくとも約９５％、または約１００％
低減される。一実施形態において、α－シヌクレインは、α－シヌクレインの増大を特徴
とするタンパク質症のない哺乳動物と有意差のないレベルに低減される。
【０１５１】
　別の一態様は、グルコセレブロシダーゼ活性を増大させる治療有効量の作用物質を投与
することを含む、タンパク質症を有する哺乳動物におけるタウを低減するための方法に関
する。タウは、膜などの細胞の様々な部分に見出すことができ、サイトゾルに可溶性であ
り、サイトゾルに不溶性である。ある実施形態において、本明細書に記載する方法は、タ
ウの特異的な分画を低減する上で有効である。一実施形態において、サイトゾル可溶性の
タウは低減する。別の一実施形態において、膜に関連するタウは低減する。実施形態にお
いて、タウは、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２５％、少なくとも約３０％、少なくとも約３５％、少なくと
も約４０％、少なくとも約４５％、少なくとも約５０％、少なくとも約５５％、少なくと
も約６０％、少なくとも約６５％、少なくとも約７０％、少なくとも約７５％、少なくと
も約８０％、少なくとも約８５％、少なくとも約９０％、少なくとも約９５％、または約
１００％低減される。一実施形態において、タウは、タウの増大を特徴とするタンパク質
症のない哺乳動物と有意差のないレベルに低減される。
【０１５２】
　別の一態様は、グルコセレブロシダーゼ活性を増大させる治療有効量の作用物質を投与
することを含む、タンパク質症を有する哺乳動物における毒性脂質（例えば、グルコシル
スフィンゴシン）を低減するための方法に関する。一実施形態において、毒性脂質はグル
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コシルスフィンゴシンである。さらなる実施形態において、グルコシルスフィンゴシンは
、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２５％、少なくとも約３０％、少なくとも約３５％、少なくとも約４０％、
少なくとも約４５％、少なくとも約５０％、少なくとも約５５％、少なくとも約６０％、
少なくとも約６５％、少なくとも約７０％、少なくとも約７５％、少なくとも約８０％、
少なくとも約８５％、少なくとも約９０％、少なくとも約９５％、または約１００％低減
される。一実施形態において、グルコシルスフィンゴシンは、グルコシルスフィンゴシン
の増大を特徴とするタンパク質症のない哺乳動物と有意差のないレベルに低減される。
【０１５３】
　別の一態様は、グルコセレブロシダーゼ活性を増大させる治療有効量の作用物質を投与
することを含む、タンパク質症を有する哺乳動物におけるタンパク質凝集体の蓄積を阻害
するための方法に関する。関連の一実施形態において、タンパク質凝集体は、ユビキチン
、タウ、およびα－シヌクレインからなる群から選択される。
【０１５４】
組成物およびキット
　本発明は、それを必要とする哺乳動物におけるグルコセレブロシダーゼ活性を増大させ
るのに有用な、本明細書に記載するあらゆる１つまたはそれ以上の作用物質を含む組成物
またはキットも提供する。これらの組成物およびキットは、本明細書に記載する通り治療
的に用いることができ、タンパク質症に対する他の知られている治療と併用して用いるこ
とができる。例えば、タンパク質症に対する通常の処置には、レボドパ、ドパミンアゴニ
スト、ＭＡＯ－Ｂインヒビター、アマンタジン、抗コリン作動薬、外科手術、リハビリテ
ーション、および食事管理が含まれる。アルツハイマー病に対する通常の治療には、例え
ば、アセチルコリンエステラーゼインヒビター、例えば、タクリン、リバスチグミン、ガ
ランタミン、ドネペジル、メマンチンが含まれる。タンパク質症に対するさらなる治療に
は、心理社会的介入、行動介入、回想療法、バリデーション療法、支持的精神療法、感覚
統合、認知再訓練、リハビリテーション、言語療法などが含まれる。
【０１５５】
　「医薬組成物」は、作用物質および別の担体、例えば、不活性または活性な化合物また
は組成物、例えば、検出可能な作用物質、標識、補助剤、希釈剤、結合剤、安定化剤、バ
ッファー、塩、親油性溶媒、保存剤、補助剤などを含むことができる。担体にはまた、製
薬上の賦形剤および添加剤、例えば、単一または併用で、重量もしくは体積で１～９９．
９９％を単独または併用で含めて、存在し得る、タンパク質、ペプチド、アミノ酸、脂質
、および炭水化物（例えば、単糖、二糖、三糖、四糖、およびオリゴ糖を含めた糖；アル
ジトール、アルドン酸、エステル化した糖などの誘導体化した糖；ならびに多糖または糖
重合体）が含まれる。例示的なタンパク質の賦形剤には、ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）
などの血清アルブミン、組換えヒトアルブミン（ｒＨＡ）、ゼラチン、カゼインなどが含
まれる。緩衝能において機能することもできる代表的なアミノ酸／抗体の成分には、アラ
ニン、グリシン、アルギニン、ベタイン、ヒスチジン、グルタミン酸、アスパラギン酸、
システイン、リジン、ロイシン、イソロイシン、バリン、メチオニン、フェニルアラニン
、アスパルテームなどが含まれる。炭水化物の賦形剤も本発明の範囲内に企図されており
、その例には、それだけには限定されないが、フルクトース、マルトース、ガラクトース
、グルコース、Ｄ－マンノース、ソルボースなどの単糖；ラクトース、ショ糖、トレハロ
ース、セロビオースなどの二糖；ラフィノース、メレジトース、マルトデキストリン、デ
キストラン、デンプンなどの多糖；ならびにマンニトール、キシリトール、マルチトール
、ラクチトール、キシリトールソルビトール（グルチトール）、およびミオイノシトール
などのアルジトールが含まれる。
【０１５６】
　担体の語は、バッファーまたはｐＨ調整剤をさらに含み、バッファーが有機酸または塩
基から調製される塩であるのが典型的である。代表的なバッファーには、有機酸塩、例え
ば、クエン酸、アスコルビン酸、グルコン酸、炭酸、酒石酸、コハク酸、酢酸、またはフ



(39) JP 2016-503405 A 2016.2.4

10

20

30

40

50

タル酸の塩；Ｔｒｉｓ、塩酸トロメタミン、またはリン酸バッファーが含まれる。さらな
る担体には、重合性の賦形剤／添加剤、例えば、ポリビニルピロリドン、フィコール（重
合体の糖）、デキストレート（例えば、２－ヒドロキシプロピル－クワドラチャー－シク
ロデキストリンなどのシクロデキストリン）、ポリエチレングリコール、香味剤、抗微生
物剤、甘味剤、抗酸化剤、帯電防止剤、界面活性剤（例えば、「ＴＷＥＥＮ２０」および
「ＴＷＥＥＮ８０」などのポリソルベート）、脂質（例えば、リン脂質、脂肪酸）、ステ
ロイド（例えば、コレステロール）、ならびにキレート化剤（例えば、ＥＤＴＡ）が含ま
れる。
【０１５７】
　本明細書で用いられる「薬学的に許容される担体」の語は、あらゆる標準的な製薬上の
担体、例えば、リン酸緩衝食塩水溶液、水、およびエマルジョン、例えば、油／水または
水／油エマルジョン、および多様なタイプの湿潤剤を包含する。組成物はまた、安定化剤
および保存剤、ならびにあらゆる上記に記述した担体を、これらがｉｎ　ｖｉｖｏで用い
るのに許容できるというさらなる前提で含むことができる。担体、安定化剤、およびアジ
ュバントの例として、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉ
ｅｎｃｅｓ（第２０版、Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．、２０００年）および
ｔｈｅ　Ｐｈｙｓｉｃｉａｎ’ｓ　Ｄｅｓｋ　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ（第５２版、Ｍｅｄｉ
ｃａｌ　Ｅｃｏｎｏｍｉｃｓ、１９９８年）を参照されたい。
【０１５８】
　一般的に、本明細書に記載する作用物質および組成物は、有効量、または対象における
グルコセレブロシダーゼ活性を増強するのに十分な量において投与される。投与量は、例
えば、年齢、身体状態、体重、性別、食事、投与時間、および他の臨床上の因子に基づい
て、この範囲内で調整することができるのが典型的である。有効量の決定は、当業者の能
力の範囲内に十分ある。
【０１５９】
　本明細書に記載する組成物を送達する方法には、それだけには限定されないが、経口、
非経口（例えば、局所的、経皮的、吸入による、または注射による）が含まれる。このよ
うな投与様式、および適切な医薬組成物をその中で用いるように調製するための方法は、
参照によって本明細書に組み入れる、Ｇｉｂａｌｄｉ’ｓ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ
　Ｓｙｓｔｅｍｓ　ｉｎ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｃａｒｅ（第１版、Ａｍｅｒ
ｉｃａｎ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ－Ｓｙｓｔｅｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉｓｔ
ｓ、２００７年）に記載されている。
【０１６０】
　実施形態において、医薬組成物を、固体形態で経口投与する。
【０１６１】
　経口投与に適する医薬組成物は、各々が、予め決定された量の、本明細書に記載する化
合物（複数可）、その誘導体、または薬学的に許容される塩、またはそのプロドラッグを
有効成分（複数可）として含む、カプセル剤、カシェ剤、丸剤、錠剤、トローチ剤（香味
基剤、通常ショ糖およびアラビアゴムもしくはトラガカントゴムを用いて）、散剤、顆粒
剤の形態において、または水性もしくは非水性液体中の液剤もしくは懸濁剤として、また
は水中油型もしくは油注水型の液体エマルジョンとして、またはエリキシル剤もしくはシ
ロップ剤として、またはトローチ剤（ｐａｓｔｉｌｌｅ）として（不活性な基剤、例えば
、ゼラチンおよびグリセリン、もしくはショ糖およびアラビアゴムを用いて）、および／
または含嗽剤などとしてであってよい。有効成分を、ボーラス、舐剤、またはペースト剤
として投与してもよい。
【０１６２】
　経口投与用の固体剤形（例えば、カプセル剤、錠剤、丸剤、ドラジェ剤、散剤、顆粒剤
など）では、有効成分を１つまたはそれ以上の薬学的に許容される担体、賦形剤、または
希釈剤、例えば、クエン酸ナトリウムまたはリン酸二カルシウム、および／またはあらゆ
る以下のものと混合する：（１）充填剤または増量剤、例えば、デンプン、ラクトース、
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ショ糖、グルコース、マンニトール、および／またはケイ酸；（２）結合剤、例えば、カ
ルボキシメチルセルロース、アルギネート、ゼラチン、ポリビニルピロリドン、ショ糖、
および／またはアラビアゴム；（３）保湿剤、例えば、グリセリン；（４）崩壊剤、例え
ば、寒天、炭酸カルシウム、バレイショまたはタピオカデンプン、アルギン酸、ある種の
ケイ酸塩、および炭酸ナトリウム；（５）溶解遅延剤、例えば、パラフィン；（６）吸収
促進剤、例えば、四級アンモニウム化合物；（７）湿潤剤、例えば、アセチルアルコール
およびモノステアリン酸グリセリン；（８）吸収剤、例えば、カオリンおよびベントナイ
ト粘土；（９）滑沢剤、例えば、タルク、ステアリン酸カルシウム、ステアリン酸マグネ
シウム、固体ポリエチレングリコール、ラウリル硫酸ナトリウム、およびこれらの混合物
；ならびに（１０）着色剤。カプセル剤、錠剤、および丸剤の場合、医薬組成物は緩衝化
剤も含むことができる。同様のタイプの固体組成物も、軟および硬充填ゼラチンカプセル
剤における充填剤、およびラクトースまたは乳糖などの賦形剤、ならびに高分子量ポリエ
チレングリコールなどを用いて調製することができる。
【０１６３】
　錠剤は、場合により、１つまたはそれ以上の付属的な成分との、圧縮または成形によっ
て作成することができる。圧縮錠剤は、結合剤（例えば、ゼラチンまたはヒドロキシプロ
ピルメチルセルロース）、滑沢剤、不活性な希釈剤、保存剤、崩壊剤（例えば、デンプン
グリコール酸ナトリウム、または架橋されているカルボキシメチルセルロースナトリウム
）、表面活性化剤、および／または分散剤を用いて調製することができる。成形錠剤は、
適切な機械中に、不活性の液体希釈剤で湿らせた粉末化した有効成分の混合物を成形する
ことによって作成することができる。錠剤および他の固体剤形、例えば、ドラジェ剤、カ
プセル剤、丸剤、および顆粒剤は、場合により刻み目を付け、または腸溶性コーティング
および当技術分野においてよく知られている他のコーティングなどのコーティングおよび
シェルと調製することができる。
【０１６４】
　医薬組成物は、所望の放出プロファイルをもたらすための様々な比率のヒドロキシプロ
ピルメチルセルロース、他のポリマーマトリクス、リポソーム、および／または微粒子な
どを用いて、有効成分の組成物中への緩徐な、長期間にわたる、または制御された放出を
もたらすように配合することもできる。医薬組成物は、場合により乳白剤も含むことがで
き、消化管のある部分において、場合により遅れて、有効成分（複数可）のみを、または
有効成分（複数可）を優先的に放出する組成物であってもよい。埋込みの組成物の例には
、高分子物質およびロウが含まれる。有効成分はまた、適宜、当技術分野においてよく知
られている、１つまたはそれ以上の薬学的に許容される担体、賦形剤、または希釈剤と一
緒のマイクロカプセル化形態であってもよい（例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓを参照さ
れたい）。
【０１６５】
　実施形態において、医薬組成物を経口的に液体形態で投与する。有効成分を経口投与す
るための液体剤形には、薬学的に許容されるエマルジョン、マイクロエマルジョン、液剤
、懸濁剤、シロップ剤、およびエリキシル剤が含まれる。液体剤形は、有効成分の他に、
当技術分野において通常用いられる不活性な希釈剤、例えば、水および他の溶媒、可溶化
剤および乳化剤、例えば、エチルアルコール、イソプロピルアルコール、炭酸エチル、酢
酸エチル、ベンジルアルコール、安息香酸ベンジル、プロピレングリコール、１，３－ブ
チレングリコール、油（例えば、綿実油、ラッカセイ油、トウモロコシ油、胚芽油、オリ
ーブ油、ヒマシ油、およびゴマ油）、グリセリン、テトラヒドロフリルアルコール、ポリ
エチレングリコール、およびソルビタンの脂肪酸エステル、ならびにこれらの混合物を含
むことができる。液体の医薬組成物は、不活性な希釈剤の他に、湿潤剤、乳化剤、および
懸濁化剤などの補助剤、甘味剤、香味剤、着色剤、芳香剤、および保存剤などを含むこと
ができる。
【０１６６】
　懸濁剤は、有効成分（複数可）の他に、懸濁化剤、例えば、それだけには限定されない
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が、エトキシ化イソステアリルアルコール、ポリオキシエチレンソルビトールおよびソル
ビタンエステル、微結晶性セルロース、アルミニウムメタヒドロキシド、ベントナイト、
寒天、およびトラガカントゴム、ならびにこれらの混合物を含むことができる。
【０１６７】
　実施形態において、医薬組成物を、局所適用、経皮適用、注射などの非経口的手段によ
って投与する。関連の実施形態において、医薬組成物を、注射、注入、または埋込み（例
えば、静脈内、筋肉内、動脈内、皮下など）によって非経口的に投与する。
【０１６８】
　態様において、本開示の医薬組成物および／または細胞をＣＮＳに直接投与するのが望
ましいことがある。したがって、ある実施形態において、血液脳関門を避けるために、組
成物をＣＮＳに直接投与する。いくつかの実施形態において、組成物を、直接的な脊髄注
射によって投与することができる。実施形態において、組成物を、くも膜下腔内注射によ
って投与する。いくつかの実施形態において、組成物を、側脳室内注射によって投与する
。実施形態において、組成物を、脳の側脳室中に投与する。実施形態において、組成物を
、両側の脳の側脳室中に投与する。さらなる実施形態において、組成物を、海馬内注射に
よって投与する。
【０１６９】
　組成物は、１回注射または複数回注射で投与してもよい。他の実施形態において、組成
物を、１つを超える位置に投与する（例えば、ＣＮＳの２つの部位）。
【０１７０】
　非経口使用のための組成物は、単位剤形において、例えば、数回の投与量を含むアンプ
ルまたはバイアルにおいて提示することができ、この場合適切な保存剤を加えることがで
きる。このような組成物は、液剤、懸濁剤、エマルジョン、注入装置、埋込み用の送達装
置の形態であってよく、または水もしくは別の適切なビヒクルで使用前に再構成するため
の乾燥粉末として提示することができる。エタノールなどの１つまたはそれ以上の共ビヒ
クル（ｃｏ－ｖｅｈｉｃｌｅ）も用いることができる。有効成分（複数可）とは別に、組
成物は、適切な非経口的に許容される担体および／もしくは賦形剤を含むことができ、ま
たは有効成分（複数可）を、徐放用に、微粒子、マイクロカプセル、ナノ粒子、リポソー
ムなどの中に組み入れることもできる。さらに、組成物は、懸濁化剤、可溶化剤、安定化
剤、ｐＨ調整剤、および／または分散剤も含むことができる。
【０１７１】
　医薬組成物は、無菌の注射剤の形態であってもよい。医薬組成物は、例えば、細菌保持
フィルタを通したろ過により、または無菌水もしくはいくつかの他の無菌の注射用媒体中
に使用直前に溶解することができる無菌の固体組成物の形態の滅菌剤を組み入れることに
より、滅菌することができる。このような組成物を調製するために、有効成分を、非経口
的に許容される液体ビヒクル中に溶解または懸濁する。例示的なビヒクルおよび溶媒には
、それだけには限定されないが、水、適切な量の塩酸、水酸化ナトリウム、または適切な
バッファーを加えることによって適切なｐＨに調節した水、１，３－ブタンジオール、リ
ンゲル溶液、および塩化ナトリウムの等張溶液が含まれる。医薬組成物は、１つまたはそ
れ以上の保存剤、例えば、ｐ－ヒドロキシ安息香酸メチル、エチル、またはｎ－プロピル
も含むことができる。溶解性を改善するために、溶解増強剤もしくは可溶化剤を加えても
よく、または溶媒がプロピレングリコールなどを１０～６０重量％含んでいてもよい。
【０１７２】
　医薬組成物は、１つまたはそれ以上の薬学的に許容される無菌の等張水溶液剤または非
水性溶液剤、分散剤、懸濁剤、もしくはエマルジョン、または使用直前に無菌の注射用の
液剤もしくは分散剤に再構成することができる無菌の散剤を含むことができる。このよう
な医薬組成物は、抗酸化剤；バッファー；静菌剤；製剤を意図する受容者の血液と等張に
する溶質；懸濁化剤；増粘剤；保存剤などを含むことができる。
【０１７３】
　本発明の医薬組成物において用いることができる、適切な水性および非水性の担体の例
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には、水、エタノール、多価アルコール（例えば、グリセリン、プロピレングリコール、
ポリエチレングリコールなど）、およびこれらの適切な混合物、オリーブ油などの植物油
、およびオレイン酸エチルなどの注射用の有機エステルが含まれる。例えば、レシチンな
どのコーティング材料の使用によって、分散剤の場合は必要とされる粒子サイズを維持す
ることによって、および界面活性剤の使用によって、妥当な流動性を維持することができ
る。いくつかの実施形態において、有効成分の効果を延長するために、皮下または筋肉内
注射からの化合物の吸収を遅らせるのが望ましい。これは、水に難溶性の結晶または非晶
質の材料の懸濁液の使用によって遂行することができる。次いで、有効成分の吸収速度は
有効成分の溶解速度に依存し、溶解速度は、今度は結晶サイズおよび結晶形態に依存し得
る。あるいは、非経口投与した有効成分の吸収の遅延を、化合物を油性のビヒクルに溶解
または懸濁することにより遂行する。さらに、注射用の薬剤形態の吸収の延長は、モノス
テアリン酸アルミニウムおよびゼラチンなど、吸収を遅らせる作用物質を含めることによ
りもたらすことができる。
【０１７４】
　徐放の非経口組成物は、水性懸濁液剤、微粒子、マイクロカプセル、磁性微粒子、油性
溶液、油性懸濁液、エマルジョンの形態であってよく、または有効成分を生体適合性の担
体（複数可）、リポソーム、ナノ粒子、埋込み、または注入装置に組み入れてもよい。
【０１７５】
　微粒子および／またはマイクロカプセルの調製において用いるための材料には、それだ
けには限定されないが、生分解性／生物浸蝕性のポリマー、例えば、ポリグラクチン、ポ
リ－（イソブチルシアノアクリレート）、ポリ（２－ヒドロキシエチル－Ｌ－グルタミン
）、およびポリ（乳酸）が含まれる。
【０１７６】
　徐放の非経口製剤を配合する場合に用いることができる、生体適合性の担体には、デキ
ストランなどの炭水化物、アルブミンなどのタンパク質、リポタンパク質、または抗体が
含まれる。
【０１７７】
　埋込みで用いるための材料は、ポリジメチルシロキサンなどの生物非分解性でも、また
はポリ（カプロラクトン）、ポリ（乳酸）、ポリ（グリコール酸）もしくはポリ（オルト
エステル）などの生分解性でもよい。
【０１７８】
　本明細書に全般的に記載してきたが、本発明をさらに説明するために以下の実施例を提
供する。
【実施例】
【０１７９】
ゴーシェ関連タウオパシーおよび他のタンパク質症に対する治療戦略としてのＣＮＳにお
けるグルコセレブロシダーゼ活性の増強
　グルコセレブロシダーゼをコードする遺伝子であるＧＢＡ１の変異は、シヌクレイノパ
シーであるパーキンソン病（ＰＤ）、およびレビー小体型認知症（ＤＬＢ）を発症する共
通の遺伝的リスク因子を表す。ＧＢＡ１変異のある、またはないＰＤ患者はまた、中枢神
経系（ＣＮＳ）における低レベルのグルコセレブロシダーゼ酵素を表し、酵素と疾患の発
症との間に可能な連結が示唆される。本実施例は、ゴーシェ関連シヌクレイノパシーのマ
ウスモデル（Ｇｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖ）およびＡ５３Ｔ　α－シヌクレインを過
剰発現するトランスジェニックマウスのＣＮＳにおけるグルコセレブロシダーゼ活性の増
強を記載するものである。実施例１は、徴候性のＧｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウス
のＣＮＳにおいて、アデノ随伴ウイルス媒介性にグルコセレブロシダーゼを発現させると
、毒性脂質であるグルコシルスフィンゴシンの異常な蓄積を完全に正し、ユビキチン、タ
ウ、およびプロテイナーゼ－Ｋ－抵抗性α－シヌクレインの凝集体のレベルを低下させる
ことを実証するものである。新規物体認識試験を用いて調べた場合、Ｇｂａ１Ｄ４０９Ｖ

／Ｄ４０９Ｖマウス（４月齢または１２月齢に開始）におけるグルコセレブロシダーゼの
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海馬発現がこれらの認知障害を逆転したのも重要である。Ａ５３Ｔ　α－シヌクレインマ
ウスのＣＮＳにおけるグルコセレブロシダーゼの過剰発現により可溶性α－シヌクレイン
のレベルが低下し、このグリコシダーゼがα－シヌクレイノパシーの発症をモジュレート
し得ることが示唆される。したがって、ＣＮＳにおけるグルコセレブロシダーゼ活性の増
大は、ＧＢＡ１関連の、およびＧＢＡ１非関連のタウオパシーに対する潜在的な治療戦略
を表す。
【０１８０】
　グルコセレブロシダーゼに対する遺伝子（ＧＢＡ１）における変異は、パーキンソン病
（ＰＤ）およびレビー小体型認知症（ＤＬＢ）などのシヌクレイノパシーを発症する遺伝
的リスク因子が最高であることを表すことが報告されている（例えば、Ａｈａｒｏｎ－Ｐ
ｅｒｅｔｚ　Ｊら（２００４年）Ｎ　Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ、３５１巻、１９７２～１９
７７頁；Ｓｉｄｒａｎｓｋｙ　Ｅら（２００９年）Ｎ　Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ、３６１巻
、１６５１～１６６１頁；Ｖｅｌａｙａｔｉ　Ａら（２０１０年）Ｃｕｒｒ　Ｎｅｕｒｏ
ｌ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉ　Ｒｅｐ、１０巻、１９０～１９８頁；Ｃｌａｒｋ　ＬＮら（２０
０７年）Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ、６９巻、１２７０～１２７７頁；Ｍａｔａ　ＩＦら（２０
０８年）Ａｒｃｈ　Ｎｅｕｒｏｌ、６５巻、３７９～３８２頁；Ｂｕｌｔｒｏｎ　Ｇら（
２０１０年）Ｊ　Ｉｎｈｅｒｉｔ　Ｍｅｔａｂ　Ｄｉｓ、３３巻、１６７～１７３頁；Ｒ
ｏｓｅｎｂｌｏｏｍ　Ｂら（２０１０年）Ｂｌｏｏｄ　Ｃｅｌｌｓ　Ｍｏｌ　Ｄｉｓ、４
６巻、９５～１０２頁；およびＤｕｒａｎ　Ｒら（２０１２年）Ｍｏｌ　Ｇｅｎｅｔ　Ｍ
ｅｔａｂ、４巻、４９５～４９７頁を参照されたい）。ゴーシェ患者、ならびにパーキン
ソニズムおよび認知症を表す保因者の中枢神経系（ＣＮＳ）は、α－シヌクレイン陽性の
レビー小体（ＬＢ）およびレビー神経突起（ＬＮ）の海馬ニューロンにおける沈着、なら
びに古典的なＰＤおよびＤＬＢを有する患者に認められるのと同様のプロセスを抱え持つ
（例えば、Ｓｐｉｌｌａｎｔｉｎｉ　ＭＧら（１９９７年）Ｎａｔｕｒｅ、３８８巻、８
３９～８４０頁；Ｓｐｉｌｌａｎｔｉｎｉ　ＭＧら（１９９８年）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　
Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ、９５巻、６４６９～６４７３頁；Ｔａｙｅｂｉ　Ｎら（２０
０３年）Ｍｏｌ　Ｇｅｎｅｔ　Ｍｅｔａｂ、７９巻、１０４～１０９頁、およびＷｏｎｇ
　Ｋら（２００４年）Ｍｏｌ　Ｇｅｎｅｔ　Ｍｅｔａｂ、８２巻、１９２～２０７頁を参
照されたい）。これらの特徴の局面は、神経障害性および非神経障害性のゴーシェ病のい
くつかのマウスモデルのＣＮＳにも認められている（例えば、Ｘｕ　ＹＨら、Ｍｏｌ　Ｇ
ｅｎｅｔ　Ｍｅｔａｂ（２０１０年）１０２巻、４３６～４４７頁；Ｃｕｌｌｅｎ　Ｖら
（２０１１年）Ａｎｎ　Ｎｅｕｒｏｌ、６９巻、９４０～９５３頁；およびＳａｒｄｉ　
ＳＰら（２０１１年）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ、１０８巻、１２
１０１～１２１０６頁を参照されたい）。したがって、グルコセレブロシダーゼ活性の喪
失または未分解の代謝物のリソソーム蓄積と、ＰＤおよびＤＬＢの発症との間の因果関係
が示唆されている。薬理学的または遺伝的介入によるグルコセレブロシダーゼ活性の低減
によりα－シヌクレイン凝集体のレベルの上昇がもたらされることを示す、ゴーシェ細胞
およびマウスの試験によって、グルコセレブロシダーゼ活性とα－シヌクレイン代謝との
間のより直接的な連結も強調されている（例えば、Ｃｕｌｌｅｎ　Ｖら（２０１１年）Ａ
ｎｎ　Ｎｅｕｒｏｌ、６９巻、９４０～９５３頁；Ｓａｒｄｉ　ＳＰら（２０１１年）Ｐ
ｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ、１０８巻、１２１０１～１２１０６頁；
Ｍａｎｎｉｎｇ－Ｂｏｇ　ＡＢら（２００９年）Ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ、３０
巻、１１２７～１１３２頁；およびＭａｚｚｕｌｌｉ　ＪＲら（２０１１年）Ｃｅｌｌ、
１４６巻、３７～５２頁を参照されたい）。さらに、グルコセレブロシダーゼ活性の低減
が、（ＧＢＡ１における変異を抱え持つか否かに関係なく）ＰＤおよびＤＬＢを有する対
象からのＣＳＦおよび脳試料に認められており、グルコセレブロシダーゼ活性の低減がシ
ヌクレイノパシーの発症に寄与し得ることが示唆される（例えば、Ｂａｌｄｕｃｃｉ　Ｃ
ら（２００７年）Ｍｏｖ　Ｄｉｓｏｒｄ、２２巻、１４８１～１４８４頁；Ｐａｒｎｅｔ
ｔｉ　Ｌら（２００９年）Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ　Ｄｉｓ、３４巻、４８４～４８６頁；お
よびＧｅｇｇ　ＭＥら（２０１２年）Ａｎｎａｌｓ　ｏｆ　Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ、７２巻
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、４５５～６３頁を参照されたい）。
【０１８１】
　シヌクレイノパシーの発症におけるグルコセレブロシダーゼの役割は、ゴーシェ関連パ
ーキンソニズムを有する対象を臨床的に観察することによりさらに支持される。これらの
個体は、個体の生活の質を実質的に蝕む非運動症状（例えば、認知障害）の頻度および重
症度の増大を表す（例えば、Ｂｒｏｃｋｍａｎｎ　Ｋら（２０１１年）Ｎｅｕｒｏｌｏｇ
ｙ、７７巻、２７６～２８０頁；ＭｃＮｅｉｌｌ　Ａら（２０１２年）Ｍｏｖ　Ｄｉｓｏ
ｒｄ、２７巻、５２６～５３２頁；およびＭｃＮｅｉｌｌ　Ａら（２０１２年）Ｊ　Ｎｅ
ｕｒｏｌ　Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇ　Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙ、８３巻、２５３～２５４頁を参
照されたい）。ＧＢＡ１に変異を抱え持つ個体はまた、α－シヌクレインの凝集体の新皮
質の蓄積の存在に相関する認知症の発症率がより高い（例えば、Ｃｌａｒｋ　ＬＮら（２
００９年）Ａｒｃｈ　Ｎｅｕｒｏｌ、６６巻、５７８～５８３頁；およびＮｅｕｍａｎｎ
　Ｊら（２００９年）Ｂｒａｉｎ、１３２巻、１７８３～１７９４頁を参照されたい）。
実際、ＧＢＡ１における変異は、ＰＤ患者において認知障害を発症する独立のリスク因子
として、現在認められている（例えば、Ａｌｃａｌａｙ　ＲＮら（２０１２年）Ｎｅｕｒ
ｏｌｏｇｙ、７８巻、１４３４～１４４０頁を参照されたい）。ＰＤにおいて認知症を発
症するリスクの増大に関連することが示されている別の一遺伝子はＭＡＰＴである（例え
ば、Ｇｏｒｉｓ　Ａら（２００７年）Ａｎｎ　Ｎｅｕｒｏｌ、６２巻、１４５～１５３頁
を参照されたい）。この遺伝子は、細胞骨格の妥当な組織化および統一性を維持する上で
役割を有する、微小管関連タンパク質であるタウをコードする。タウおよびα－シヌクレ
イン関連の病態は、ＰＤおよびＬＢＤを有する患者において並行して、頻繁に見出される
（例えば、ＭｃＫｅｉｔｈ　ＩＧら（１９９６年）Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ、４７巻、１１１
３～１１２４頁；Ｄｕｄａ　ＪＥら（２００２年）Ａｃｔａ　Ｎｅｕｒｏｐａｔｈｏｌ、
１０４巻、７～１１頁；およびＧｉａｓｓｏｎ　ＢＩら（２００３年）Ｓｃｉｅｎｃｅ、
３００巻、６３６～６４０頁を参照されたい）。
【０１８２】
　グルコセレブロシダーゼ活性において結果的な欠損を有するＧＢＡ１における変異は、
リソソーム貯蔵障害のファミリーの中で最も蔓延しているメンバーである、ゴーシェ病の
分子基盤である（例えば、Ｂｒａｄｙ　ＲＯら（１９６６年）Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｉｎｖｅｓ
ｔ、４５巻、１１１２～１１１５頁、およびＳｉｄｒａｎｓｋｙ（２００４年）Ｍｏｌ　
Ｇｅｎｅｔ　Ｍｅｔａｂ、８３巻、６～１５頁を参照されたい）。この疾患は、主にグル
コシルセラミドである、未代謝の脂質基質がリソソームに進行性に蓄積することを特徴と
する。ゴーシェ病を有する対象は、現在、グリカン修飾した組換えグルコセレブロシダー
ゼを周期的に投与することによって管理されている（例えば、Ｃｏｘ　ＴＭ（２００１年
）ＱＪＭ、９４巻、３９９～４０２頁、およびＧｒａｂｏｗｓｋｉ　ＧＡ（２００８年）
Ｌａｎｃｅｔ、３７２巻、１２６３～１２７１頁を参照されたい）。しかし、神経障害性
のゴーシェ患者のＣＮＳ出現を是正するのに十分な量の組換え酵素は、血液脳関門を横切
ることができない（例えば、Ｇｒａｂｏｗｓｋｉ　ＧＡ（２００８年）Ｌａｎｃｅｔ、３
７２巻、１２６３～１２７１頁、およびＧｒａｂｏｗｓｋｉ　ＧＡら（１９９８年）Ｂｌ
ｏｏｄ　Ｒｅｖ、１２巻、１１５～１３３頁を参照されたい）。ＣＮＳにおけるグルコセ
レブロシダーゼを増強するための戦略は、最近、熱心な調査の対象である（例えば、Ｃａ
ｂｒｅｒａ－Ｓａｌａｚａｒ　ＭＡら（２０１０年）Ｅｘｐ　Ｎｅｕｒｏｌ、２２５巻、
４３６～４４４頁；Ｋｈａｎｎａ　Ｒら（２０１０年）ＦＥＢＳ　Ｊ、２７７巻、１６１
８～１６３８頁；Ａｓｈｅ　ＫＭら（２０１１年）ＰＬｏＳ　Ｏｎｅ、６巻、ｅ２１７５
８頁；およびＰａｔｎａｉｋ　Ｓら（２０１２年）Ｊ　Ｍｅｄ　Ｃｈｅｍ、５５巻、５７
３４～５７４８頁を参照されたい）。
【０１８３】
　レビー神経突起を暗示する、プロテイナーゼＫ－抵抗性α－シヌクレイン／ユビキチン
凝集体の進行性のＣＮＳ蓄積を表す、ゴーシェ関連のシヌクレイノパシーのマウスモデル
は、以前に記載されている（Ｓａｒｄｉ　ＳＰら（２０１１年）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａ
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ｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、１０８巻、１２１０１～１２１０６頁）。これらのマウスはま
た、高レベルの神経毒素であるグルコシルスフィンゴシン（ＧｌｃＳｐｈ）をＣＮＳに表
し、実証できる海馬の記憶欠損を表す。この実施例は、ゴーシェ関連シヌクレイノパシー
のこのモデルに関連する病理学的特徴がタンパク質タウを含むことを特徴付けるものであ
る。さらに、グルコセレブロシダーゼを、臨床的に関連のある症候後の段階の動物に投与
した場合、異常を緩和または逆転することができるか否かを調べた。最後に、グルコセレ
ブロシダーゼとα－シヌクレインとの間の関係をさらに探索するために、リソソームの加
水分解酵素が、Ａ５３Ｔ　α－シヌクレインマウスにおけるα－シヌクレインレベルに影
響を及ぼす能力を、本明細書に記載する通りに評価した。
【０１８４】
〔実施例１〕
ゴーシェ病のマウスモデルのＣＮＳはタウ凝集体の蓄積を表す
　α－シヌクレインおよびタウ封入体の蓄積、ならびに結果として生じる認知症は、ＰＤ
およびＤＬＢを含めた数々の神経変性疾患の際立った特徴である（例えば、ＭｃＫｅｉｔ
ｈ　ＩＧら（１９９６年）Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ、４７巻、１１１３～１１２４頁；Ｉｓｈ
ｉｚａｗａ　Ｔら（２００３年）Ｊ　Ｎｅｕｒｏｐａｔｈｏｌ　Ｅｘｐ　Ｎｅｕｒｏｌ、
６２巻、３８９～３９７頁；およびＬｅｅ　ＶＭら（２００４年）Ｔｒｅｎｄｓ　Ｎｅｕ
ｒｏｓｃｉ、２７巻、１２９～１３４頁を参照されたい）。マウスＧｂａ１遺伝子座に単
一の点変異を抱え持つゴーシェ病のマウスモデル（Ｇｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖ）は
、ＣＮＳにα－シヌクレイン／ユビキチン凝集体の進行性の、かつ顕著な蓄積、ならびに
海馬記憶の測定可能な欠損を表すことが以前に報告された（Ｓａｒｄｉ　ＳＰら（２０１
１年）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ、１０８巻、１２１０１～１２１
０６頁）（図５ＡおよびＢ、ならびに図６Ａ～Ｄも参照されたい）。Ｇｂａ１における変
異と、その結果生じるグルコセレブロシダーゼ活性の喪失も、ＣＮＳにおけるタウの蓄積
を促進するか否かを決定するために、１２月齢のＧｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウス
の脳切片を、タウを特異的に認識する抗体を用いて免疫組織化学的に試験した。際立った
点状の染色が主に海馬領域に認められたが（図１Ａ）、免疫反応性の証拠は、大脳皮質お
よび小脳などの他の脳の領域にも観察された。Ｇｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウスの
脳におけるタウ凝集体の蓄積の開始および速度も決定した。２月齢では、Ｇｂａ１Ｄ４０

９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウスにおけるタウの免疫反応性の程度は、野生型の対照に認められた
ものと差がなかった（図１ＡおよびＢ）。しかし、６月齢のＧｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０

９Ｖマウスにおけるタウ染色のレベルは、年齢をマッチさせた対照より有意に高かった。
蓄積は進行性であり、１２月齢のＧｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウスは、より大量の
タウ凝集体を表した（図１ＡおよびＢ）。
【０１８５】
　神経変性疾患における共通の所見は、神経原線維変化を含む過剰リン酸化したタウの存
在の増大である（例えば、Ｇｏｅｄｅｒｔ　Ｍら（１９９５年）Ｎｅｕｒｏｓｃｉ　Ｌｅ
ｔｔ、１８９巻、１６７～１６９頁；およびＨａｎｇｅｒ　ＤＰら（２００９年）Ｔｒｅ
ｎｄｓ　Ｍｏｌ　Ｍｅｄ、１５巻、１１２～１１９頁を参照されたい）。これらのリン酸
化された種は、ＡＴ２７０（Ｔｈｒ１８１がリン酸化されたタウを認識する）、ＡＴ８（
Ｓｅｒ２０２およびＴｈｒ２０５がリン酸化されたタウを認識する）、ならびにＡＴ１８
０（Ｔｈｒ２３１がリン酸化されたタウを認識する）などの特異的な抗体を用いて検出す
ることができる。Ｇｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９ＶマウスのＣＮＳにおけるタウ凝集体の
リン酸化状態を探索するために、１８月齢のマウスからの海馬可溶化物に対してウエスタ
ンブロット分析を行った。全てのタウ種を認識する抗体（Ｔａｕ－５）を用いてブロット
を染色すると、タンパク質の全体的なレベルは、Ｇｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖと野生
型のマウスとの間では差がなかった（図１Ｃ）。ブロットをＡＴ１８０またはＡＴ２７０
のいずれかの抗体を用いてプローブした場合、対照と年齢をマッチさせたＧｂａ１Ｄ４０

９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウスとの間の染色の程度に差は観察されなかった（図１Ｃ）。しかし
、Ｓｅｒ２０２およびＴｈｒ２０５上のリン酸化を検出するＡＴ８染色では、Ｇｂａ１Ｄ
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４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウスの可溶化物において中等度であるが有意に増大した（野生型
に比べて１．３±０．１、ｎ＝６、ｐ＜０．０５、図１Ｃ）。Ｓｅｒ２０２およびＴｈｒ
２０５上のリン酸化の増大のこの観察を、タウ凝集体の蓄積の進行性の性質と合わせると
（α－シヌクレインに加えて）、Ｇｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９ＶマウスのＣＮＳは、Ｐ
ＤおよびＤＬＢを有する対象に認められる病理学的特徴を要約することが指摘される。
【０１８６】
〔実施例２〕
グルコセレブロシドを海馬中に投与すると症候後のＧｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウ
スの生化学的および記憶の異常を逆転する
　ＣＮＳを組換えグルコセレブロシダーゼで再構成すると、症候性のＧｂａ１Ｄ４０９Ｖ

／Ｄ４０９Ｖマウスの生化学的異常および記憶欠損を正すことができるか否かを決定する
ために、ヒトのグルコセレブロシダーゼをコードする組換えの自己相補的アデノ随伴ウイ
ルスベクター（血清型１）（ＡＡＶ－ＧＢＡ１）を、初期および後期の症候性マウス（そ
れぞれ４月齢および１２月齢）の海馬中に両側性に投与した。１２月齢にＡＡＶ－ＧＢＡ
１を投与したＧｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９ＶマウスのＣＮＳを免疫組織化学検査し、次
いで６か月後に分析すると、グルコセレブロシダーゼの豊富で広範な海馬発現が明らかに
なった（図２Ａ）。導入遺伝子をコードしない対照のウイルス（ＡＡＶ－ＥＶ）で処置し
たマウスは、染色を示さなかった（図２Ａ、挿入図）。ＡＡＶ－ＧＢＡ１処置した（図２
Ｂ、赤色バー）マウスの酵素活性は、ベースライン時（図２Ｂ、黒色バー）およびＡＡＶ
－ＥＶを投与したＧｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウス（図２Ｂ、青色バー）よりも、
およそ１０倍高いことが決定された。酵素の同様の分布が、４月齢に処置し、処置６か月
後に分析したＧｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９ＶマウスのＣＮＳに認められた（データは示
さず）。１２月齢のマウスにおけるグルコセレブロシダーゼの発現は、６か月後の脳のグ
ルコシルスフィンゴシンレベルの過剰な上昇の標準化に関連した（図２Ｃ、赤色バー）。
対照的に、対照のウイルスで処置したＧｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウスは、同じ時
間間隔にわたって炎症誘発性の脂質の継続的な蓄積を表した（図２Ｃ、青色バー）。
【０１８７】
　新規物体認識試験を用いて海馬記憶を評価した。４月齢のＧｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０

９Ｖマウスを処置前に試験することで、これらのマウスが新規な物体の記憶の障害を表す
ことを確認した（図２Ｄ）。これらのマウスをＡＡＶ－ＧＢＡ１で処置し、マウスを２か
月後に試験すると、記憶欠損を逆転した（６月齢、図２Ｅ、赤色バー、ｎ＝１０、ｐ＜０
．０５）。対照的に、対照のウイルスベクターで処置したＧｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９

Ｖマウスは、識別できる改善を示さなかった（図２Ｅ、青色バー、ｎ＝９）。１２月齢に
ＡＡＶ－ＧＢＡ１で処置し（すなわち、既存の病態が高レベルである）、２か月後に試験
した（１４月齢、図２Ｆ、赤色バー、ｎ＝１２、ｐ＜０．０５；ＡＡＶ－ＥＶ、青色バー
、ｎ＝１２）Ｇｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウスの別々のコホートで、同様の結果が
達成された。したがって、症候後のＧｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９ＶマウスのＣＮＳにお
けるグルコセレブロシダーゼ活性の増強は、グルコシルスフィンゴシンの病理学的蓄積を
正し、そして重要なことに、これらマウスの記憶障害を正した（ＧＢＡ１を増強すると２
月齢のＧｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウスにおける記憶欠損も正すことができること
を示す、図７も参照されたい）。
【０１８８】
〔実施例３〕
症候性のＧｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウスの海馬中にグルコセレブロシダーゼを投
与すると脳における凝集したタンパク質のレベルを低減する
　Ｇｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウスはグルコセレブロシダーゼ活性の低減、ならび
に海馬におけるユビキチン、α－シヌクレインおよびタウ凝集体の進行性の蓄積を表すの
で、脳におけるグルコセレブロシダーゼレベルを増強すると、症候後の動物におけるこれ
ら異常なタンパク質材料のレベルが低下するか否かを試験した。４月齢および１２月齢の
Ｇｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウスの海馬（後者は、凝集体のより大きな蓄積および
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病態を表した）に、ＡＡＶ－ＧＢＡ１またはＡＡＶ－ＥＶのＤＮアーゼ抵抗性粒子２Ｅ１
１（ｄｒｐ）を両側性に、定位注射した。試験の開始時（４月齢および１２月齢）、およ
び対照のＡＡＶ－ＥＶベクターを注射し６か月後、Ｇｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウ
スの脳組織を分析すると、この期間にわたってユビキチン、α－シヌクレイン、およびタ
ウ凝集体の蓄積が示された（図３Ａ～Ｃ）。対照的に、ＡＡＶ－ＧＢＡ１を４月齢のＧｂ
ａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウスに遺伝子送達すると、海馬のユビキチン、プロテイナ
ーゼＫ－抵抗性α－シヌクレイン、およびタウ凝集体の低減がもたらされた（図３Ａ～Ｃ
）。しかし、ユビキチンの低減は統計学的有意に到達したが、α－シヌクレインまたはタ
ウの低減は到達しなかった。より年長の（１２月齢）マウスにおけるグルコセレブロシダ
ーゼのＣＮＳ発現は、６か月後にアッセイした場合、より若いコホートに認められるのと
同様であるが、より控えめな効果を生じた（図３Ａ～Ｃ）。グルコセレブロシダーゼの送
達は、タウおよびα－シヌクレインの蓄積速度を遅くするように見えたが、ユビキチンレ
ベルには影響がなく、これらのタンパク質の蓄積に対する機序は異なり得ることが示唆さ
れた。年長の動物に存在する高レベルの凝集体は、効果的に低減するのにより長期間、ま
たはより多くのグルコセレブロシダーゼを必要とする可能性がある。それにもかかわらず
、データは、ＣＮＳにおけるグルコセレブロシダーゼ活性の増強は、症候性のＧｂａ１Ｄ

４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウスにおける病態的にミスフォールディングされたタンパク質凝
集体の蓄積の程度を遅らせることができることを示唆している。
【０１８９】
〔実施例４〕
トランスジェニックＡ５３Ｔ　α－シヌクレインマウスのＣＮＳはグルコセレブロシダー
ゼの低活性に関連する
　ＰＤまたはＤＬＢを有する対象のＣＳＦおよび脳の試料の分析により、非罹患の個体よ
り罹患した個体にグルコセレブロシダーゼ活性が低かったことが示され、これらのシヌク
レイノパシーの発症におけるリソソーム酵素の因果的役割が示唆される（例えば、Ｂａｌ
ｄｕｃｃｉ　Ｃら（２００７年）Ｍｏｖ　Ｄｉｓｏｒｄ、２２巻、１４８１～１４８４頁
；Ｐａｒｎｅｔｔｉ　Ｌら、Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ　Ｄｉｓ（２００９年）３４巻、４８４
～４８６頁；およびＧｅｇｇ　ＭＥら（２０１２年）Ａｎｎａｌｓ　ｏｆ　Ｎｅｕｒｏｌ
ｏｇｙ、７２巻、４５５～６３頁を参照されたい）。最近のデータは、α－シヌクレイン
は、リソソームのグルコセレブロシダーゼ活性を阻害する能力を有することも示唆してい
る（例えば、Ｍａｚｚｕｌｌｉ　ＪＲら（２０１１年）Ｃｅｌｌ、１４６巻、３７～５２
頁、およびＹａｐ　ＴＬら（２０１１年）Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ、２８６巻、２８０８
０～２８０８８頁を参照されたい）。α－シヌクレインの過剰発現が、グルコセレブロシ
ダーゼの活性に負の影響を及ぼすか否かを決定するために、Ａ５３Ｔ　α－シヌクレイン
トランスジェニックマウス（Ａ５３Ｔ変異を保有する変異ヒトα－シヌクレインを発現す
る）からの脳の可溶化液を試験した。ＧＢＡ１に変異のないＰＤ患者における所見同様、
Ａ５３Ｔα－シヌクレインマウスは、野生型の動物よりも有意に低いリソソームのグルコ
セレブロシダーゼ活性を表した（図４Ａ）。ホモ接合性のＡ５３Ｔ　α－シヌクレインマ
ウスのＣＮＳが、低レベルのα－シヌクレインを発現する（Ｈｅｔ）同腹仔よりも酵素活
性における大幅な低減を示したことから、この効果はα－シヌクレインのレベルに依存的
であった（図４Ａ、斜線バー）。他のリソソーム酵素（すなわち、ヘキソサミニダーゼお
よびβ－ガラクトシダーゼ）の活性が影響を受けなかったことから、この低減はグルコセ
レブロシダーゼに選択的に関連するものであった（図４Ａ）。これらの結果は、阻害が大
きいほど、より高レベルのα－シヌクレインに相関するため、高レベルのα－シヌクレイ
ンはリソソームのグルコセレブロシダーゼ活性を阻害し得るという主張を指示するもので
ある。
【０１９０】
〔実施例５〕
Ａ５３Ｔ　α－シヌクレイントランスジェニックマウスのＣＮＳにおけるグルコセレブロ
シダーゼのＡＡＶ媒介性の発現によりα－シヌクレインレベルは低下する
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　以前に、グルコセレブロシダーゼが過剰発現すると、症候性のＧｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ

４０９ＶマウスのＣＮＳにおけるα－シヌクレイン凝集体の蓄積が低減することが認めら
れた（図３Ｂ）。α－シヌクレインの蓄積の緩和におけるグルコセレブロシダーゼの治療
可能性を確認するために、この低減がＡ５３Ｔ　α－シヌクレインマウスでも実現し得る
か否かを、次に試験した。４月齢のヘテロ接合型Ａ５３Ｔ　α－シヌクレインマウスの線
条体に、ＡＡＶ－ＧＢＡ１、またはＧＦＰをコードする対照ウイルス（ＡＡＶ－ＧＦＰ）
のいずれかを一側性に注射した。予想通り、グルコセレブロシダーゼ活性は、反対側また
はＡＡＶ－ＧＦＰを注射した対照に比べた場合、ＡＡＶ－ＧＢＡ１を注射したマウスの同
側性の線条体に有意に増加（およそ７倍）した（図４Ｂ）。線条体組織のホモジネートを
連続的な分画化にやはりかけて、サイトゾル可溶性、膜関連性、およびサイトゾル不溶性
の形態のα－シヌクレインを分離した。ＥＬＩＳＡによる定量により、グルコセレブロシ
ダーゼの線条体発現によって、サイトゾル可溶性のα－シヌクレインレベルが有意に低下
（対照の８６±３％、ｎ＝５、ｐ＜０．０１）したことが明らかになった（図４Ｂ）。膜
関連性のα－シヌクレインのレベルも、グルコセレブロシダーゼの発現時に中等度の低下
を表した（対照の８１±９％、ｎ＝５、ｐ＝０．０７）（図４Ｂ）。しかし、不溶性の分
画の量は処置により不変であった。
【０１９１】
　Ａ５３Ｔ　α－シヌクレインマウスの脊髄においてα－シヌクレインレベルを低下させ
るグルコセレブロシダーゼの効果も決定した。Ａ５３Ｔ　α－シヌクレイン新生仔マウス
の側脳室および腰髄上部の両方中にＡＡＶ－ＧＢＡ１またはＡＡＶ－ＧＦＰを、１匹あた
り合計投与量３Ｅ１１ｄｒｐを注射した。予想通り、ＡＡＶ－ＧＢＡ１の投与後、脊椎に
おけるグルコセレブロシダーゼの頑強な発現（対照よりおよそ３倍高い）が実現したが、
対照のベクターでは実現しなかった（図４Ｃ）。線条体の注射同様、ＡＡＶ－ＧＢＡ１を
投与すると、対照の可溶性分画のα－シヌクレインレベルが６７±７％に低下した（ｐ＜
０．０１、図４Ｃ）。まとめると、これらの結果は、グルコセレブロシダーゼの活性を増
強すると、Ａ５３Ｔ　α－シヌクレインマウスのＣＮＳにおけるα－シヌクレインレベル
を低下し得ることを指摘するものである。
【０１９２】
〔実施例６〕
Ａ５３Ｔ　α－シヌクレインマウスの脳におけるグルコセレブロシダーゼの発現はタウ凝
集体の蓄積を低減する
　タウの凝集は、α－シヌクレイン過剰発現マウスを含めたいくつかの動物モデルに観察
されている（Ｈａｇｇｅｒｔｙら（２０１１年）Ｅｕｒ　Ｊ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉ、３３巻
、１５９８～１６１０頁）。タウの蓄積の緩和におけるグルコセレブロシダーゼの治療可
能性を確認するために、この低減がＡ５３Ｔ　α－シヌクレインマウスでも実現され得る
か否かを次に試験した。Ａ５３Ｔ　α－シヌクレイントランスジェニックマウスに、Ｐ０
にＡＡＶ対照またはＡＡＶ－ＧＢＡ１のいずれかを両側性に注射した。年齢をマッチさせ
た、非注射のＷＴマウスを、陰性対照として無処置のままにした。Ａ５３Ｔ　α－シヌク
レインマウスの脳組織の分析により、野生型対照に比べて多数の凝集体が示された（図８
）。とりわけ、ＧＢＡ１の過剰発現により、年齢をマッチさせた同腹仔における蓄積した
タウの数が低減した（図８）。データは、ＣＮＳにおけるグルコセレブロシダーゼ活性の
増強は、病態的にミスフォールディングされたタンパク質凝集体の蓄積の程度を遅らせる
ことができるという見解と一致する。
【０１９３】
〔実施例７〕
タウトランスジェニックマウスにおけるグルコセレブロシダーゼの発現は記憶不全を防止
する
　タウトランスジェニックマウス（Ｔｈｙ１－ＴＡＵ２２）は、Ｔｈｙ１．２－プロモー
ターの下で、Ｇ２７２ＶおよびＰ３０１Ｓの部位が変異したヒト４リピートタウを発現す
る、アルツハイマー病および他のタウオパシーのマウスモデルである。Ｔｈｙ１－ＴＡＵ



(49) JP 2016-503405 A 2016.2.4

10

20

30

40

50

２２は、記憶機能試験を妨害するいかなる運動不全およびジストニー姿勢の非存在下でタ
ウの病態を表す。Ｔｈｙ１－ＴＡＵ２２は、いくつかのアルツハイマー病関連のタウエピ
トープ（ＡＴ８、ＡＴ１００、ＡＴ１８０、ＡＴ２７０、１２Ｅ８、タウ－ｐＳｅｒ３９
６、およびＡＰ４２２）上のタウの過剰リン酸化、まばらなゴーストタングルおよびＰＨ
Ｆ様フィラメントを有する神経原線維変化様封入体（ＧａｌｌｙａｓおよびＭＣ１－陽性
）、ならびに軽度のアストログリオシスを示す。これらのマウスは、学習の遅延および空
間記憶の低下を含めた行動の障害も表す。
【０１９４】
　グルコセレブロシダーゼ（ＧＢＡ１）活性を増強する治療効能をさらに評価するために
、ＧＢＡ１増強のタウトランスジェニックマウスに対する効果を評価した。２月齢のＴｈ
ｙ１－ＴＡＵ２２マウスに、ＡＡＶ１－ＧＢＡ１またはＡＡＶ１－対照ウイルスのいずれ
かを注射した（１ｅ１３　ＤＲＰ／ｍｌ）。マウスに麻酔し、ウイルスベクターの海馬内
への定位注射を行った（１部位あたり３μｌを両側の海馬に注射）（図９Ａ）。Ｇｂａ１
Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウスと一致して、Ｔｈｙ１－ＴＡＵ２２マウスをＡＡＶ－ＧＢ
Ａ１処置すると、記憶欠損は逆転した（図９Ｂ）。注射２か月後に認知が改善する傾向が
あり、これは動物を処置６か月後に試験した場合に強化された（図９Ｂ）。対照的に、対
照のウイルスベクターで処置したＴｈｙ１－ＴＡＵ２２マウスは、新規な物体に対する好
みを示さず、両時間点での記憶不全が指摘された（図９Ｂ）。したがって、タウトランス
ジェニックマウスのＣＮＳのＧＢＡ１活性の増強により、記憶障害が正された。
【０１９５】
考察
　ＰＤおよびＤＬＢを発症するリスク因子としてのＧＢＡ１変異を最初に記載した後、い
くつかの独立した試験からの所見は、これら荒廃的な疾患の病原におけるグルコセレブロ
シダーゼの役割を支持するものであった。グルコセレブロシダーゼ活性の低下、および変
異グルコセレブロシダーゼの存在の両方が、α－シヌクレイン／ユビキチン凝集体のＣＮ
Ｓにおけるレベルの上昇を誘発し得ると言われている（例えば、Ｘｕ　ＹＨら（２０１０
年）Ｍｏｌ　Ｇｅｎｅｔ　Ｍｅｔａｂ、１０２巻、４３６～４４７頁；Ｃｕｌｌｅｎ　Ｖ
ら（２０１１年）Ａｎｎ　Ｎｅｕｒｏｌ、６９巻、９４０～９５３頁；Ｓａｒｄｉ　ＳＰ
ら（２０１１年）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ、１０８巻、１２１０
１～１２１０６頁；Ｍａｎｎｉｎｇ－Ｂｏｇ　ＡＢら（２００９年）Ｎｅｕｒｏｔｏｘｉ
ｃｏｌｏｇｙ、３０巻、１１２７～１１３２頁；およびＭａｚｚｕｌｌｉ　ＪＲら（２０
１１年）Ｃｅｌｌ、１４６巻、３７～５２頁を参照されたい）。Ｇｂａ１に変異を抱え持
つゴーシェ病のマウスモデルの分析により、酵素活性の低下が、ＰＤおよびＤＬＢの２つ
の特徴である神経のタンパク質のミスプロセシングおよび認知欠損を促進することが示唆
される（例えば、Ｘｕ　ＹＨら（２０１０年）Ｍｏｌ　Ｇｅｎｅｔ　Ｍｅｔａｂ、１０２
巻、４３６～４４７頁；Ｃｕｌｌｅｎ　Ｖら（２０１１年）Ａｎｎ　Ｎｅｕｒｏｌ、６９
巻、９４０～９５３頁；およびＳａｒｄｉ　ＳＰら（２０１１年）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　
Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ、１０８巻、１２１０１～１２１０６頁を参照されたい）。し
かし、酵素の欠乏がこれらの病気の病原にどの程度寄与するかは依然として明らかにされ
ていない。この試験は、これらの疾患の発症におけるグルコセレブロシダーゼの役割に対
するさらなる支持を提供し、ＰＤおよびＤＬＢなどのα－シヌクレインのミスプロセシン
グに関連する疾患に対する治療取組みとしてＣＮＳにおけるグルコセレブロシダーゼの増
強を確証するものである。
【０１９６】
　ＰＤおよびＬＢＤの正確な原因病理学は依然として明らかになっていないが、ＬＢにお
けるα－シヌクレインおよび他のタンパク質の進行性の蓄積の所見は、潜在的な因果的な
機序としてタンパク質のミスフォールディングを結びつけるものである（例えば、Ｌｅｅ
　ＶＭら（２００４年）Ｔｒｅｎｄｓ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉ、２７巻、１２９～１３４頁、
およびＤａｗｓｏｎ　ＴＭ　＆　Ｄａｗｓｏｎ　ＶＬ（２００３年）Ｓｃｉｅｎｃｅ、３
０２巻、８１９～８２２頁を参照されたい）。このタンパク質症は、以前に記載されたα
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－シヌクレインおよびユビキチンの凝集体の蓄積に加えて、タウの病態の進行性の蓄積を
実証する、ゴーシェ病のＧｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウスモデルで再現される。α
－シヌクレイン、および微小体関連タンパク質であるタウの両方が、いくつかの疾患の神
経変性性のプロセスにおいて中心的な役割を果たすと考えられている。ＳＮＣＡおよびＭ
ＡＰＴ（それぞれα－シヌクレインおよびタウをコードする遺伝子）の変異は、α－シヌ
クレインおよびタウ凝集体の結果として生じる外観とともに、アルツハイマー病、ＰＤ、
ＤＬＢ、および前頭側頭型認知症を含めた多様な神経変性疾患に関係している（例えば、
Ｇｏｒｉｓ　Ａら（２００７年）Ａｎｎ　Ｎｅｕｒｏｌ、６２巻、１４５～１５３頁；Ｌ
ｅｅ　ＶＭら（２００４年）Ｔｒｅｎｄｓ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉ、２７巻、１２９～１３４
頁；およびＳｃｈｌｏｓｓｍａｃｈｅｒ　Ｍ（２００７年）α－ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ　ａ
ｎｄ　ｓｙｎｕｃｌｅｉｎｏｐａｔｈｉｅｓ；およびＴｈｅ　Ｄｅｍｅｎｔｉａｓ、第２
版、ＭＮ　ＧＪＲ（Ｂｕｔｔｅｒｗｏｒｔｈ　Ｈｅｉｎｅｍａｎｎ，Ｉｎｃ．、Ｏｘｆｏ
ｒｄ）、第３０巻、１８６～２１５頁を参照されたい）。これらのタンパク質凝集体が異
なって見える機序；例えば、α－シヌクレインは自発的に自家重合し得るが（Ｃｏｎｗａ
ｙ　ＫＡら（１９９８年）Ｎａｔ　Ｍｅｄ、４巻、１３１８～１３２０頁）、タウは誘発
剤の存在を必要とする（Ｇｏｅｄｅｒｔ　Ｍら（１９９６年）Ｎａｔｕｒｅ　３８３巻、
５５０～５５３頁）。さらに、α－シヌクレインの原線維は、タウの重合化を促進し得る
ことが報告されている（Ｇｉａｓｓｏｎ　ＢＩら（２００３年）Ｓｃｉｅｎｃｅ、３００
巻、６３６～６４０頁、およびＷａｘｍａｎ　ＥＡ　＆　Ｇｉａｓｓｏｎ　ＢＩ（２０１
１年）Ｊ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉ、３１巻、７６０４～７６１８頁）。したがって、Ｇｂａ１
Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９ＶマウスのＣＮＳに観察されるタウ凝集体は、α－シヌクレインの
線維化に二次的に生じることが可能である。さらに、たった１つのタウがリン酸化した種
（Ｓｅｒ２０２およびＴｈｒ２０５）が、老齢Ｇｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖの脳で増
大した。ゴーシェマウスモデルでは広範にわたるタウの過剰リン酸化がなかったことより
、Ｌａｓａｇｎａ－Ｒｅｅｖｅｓら（２０１２年）ＦＡＳＥＢ　Ｊ、２６巻、１９４６～
１９５９頁によって提唱される通り、リン酸化は後期の事象であり得ることが示唆される
。
【０１９７】
　ＰＤは運動障害として現れるのが典型的であるが、認知症を含めた多様な度合いの認知
障害に関連することが知られている。ＧＢＡ１に変異を抱え持つＰＤ患者は、非ＧＢＡ１
変異を保有する対応患者よりも認知スコアが低いのが典型的であり、ＧＢＡ１の変化によ
り認知欠損の発症の感受性が増大することが示唆される（Ａｌｃａｌａｙ　ＲＮら（２０
１２年）Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ、７８巻、１４３４～１４４０頁）。ゴーシェ病のＧｂａ１
Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウスモデルは、ＰＤおよびＤＬＢ患者からの脳に認められる多
くの異常な生化学的特徴、ならびに記憶における測定可能な欠損を要約するものである。
これらの疾患の出現は、外来の供給源の酵素を補充することによって、前駆症状の動物の
ＣＮＳで回復され得ることが示されている（Ｓａｒｄｉ　ＳＰら（２０１１年）Ｐｒｏｃ
　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ、１０８巻、１２１０１～１２１０６頁）。ＧＢ
Ａ１関連の認知障害の発症を予想するのは本質的に困難であるため、同じ有益な効果が、
他の疾患を有する動物でも実現し得るか否かを試験するのが妥当であった。本実施例は、
初期および後期両方の症候性のＧｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウスにおいてグルコセ
レブロシダーゼをＡＡＶ媒介性に発現させると、認知障害を逆転するのにやはり効果的で
あったことを実証するものである。認知におけるこの回復は、糖脂質であるグルコシルス
フィンゴシンの完全な消失、および病的な凝集体の蓄積の測定可能な低下に関連した。Ｇ
ｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９ＶマウスのＣＮＳにおけるグルコセレブロシダーゼ活性を増
強すると、「毒性の」代謝物のレベルを低下させ、それによって正確なシナプス機能（Ｈ
ｅｒｎａｎｄｅｚ　Ｄら（２０１２年）Ｎｅｕｒｏｎ、７４巻、２７７～２８４頁）、お
よび凝集したタンパク質を分解する経路の妥当な機能（Ｍａｒｔｉｎｅｚ－Ｖｉｃｅｎｔ
ｅ　Ｍ　＆　Ｃｕｅｒｖｏ　ＡＭ（２００７年）Ｌａｎｃｅｔ　Ｎｅｕｒｏｌ、６巻、３
５２～３６１頁、およびＣｒｅｍａｄｅｓ　Ｎら（２０１２年）Ｃｅｌｌ、１４９巻、１
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０４８～１０５９頁）に必要であるリソソーム機能を改善することが可能である。重要な
ことに、これらの結果は、ＣＮＳにおけるグルコセレブロシダーゼ活性を増強すると、ゴ
ーシェ関連パーキンソニズムおよび関連のシヌクレイノパシーの臨床上の局面のいくつか
の進行を妨害し（さらに逆転し）得ることを強力に示唆している。
【０１９８】
　調査を継続することにより、グルコセレブロシダーゼとα－シヌクレインとの間の関係
に対する多大な洞察が、引き続きもたらされる。グルコセレブロシダーゼ活性の低下また
は変異グルコセレブロシダーゼの存在が、α－シヌクレインの異常な蓄積を促進し得るこ
とは明白である（Ｓａｒｄｉ　ＳＰら（２０１２年）Ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒ　Ｄｉｓ
、１０巻、１９５～２０２頁）。α－シヌクレインはまた、グルコセレブロシダーゼと相
互作用して、リソソームに対するトラフィキングを低減し得、またはリソソームの活性を
阻害し得、それによって疾患状態を増悪すると報告されている（Ｍａｚｚｕｌｌｉ　ＪＲ
ら（２０１１年）Ｃｅｌｌ、１４６巻、３７～５２頁およびＹａｐ　ＴＬら（２０１１年
）Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ、２８６巻、２８０８０～２８０８８頁）。疾患プロセスにお
けるグルコセレブロシダーゼの役割は、ＰＤ患者がＧＢＡ１変異を抱え持つか否かに関係
なく、孤発性のＰＤ患者の脳およびＣＳＦでグルコセレブロシダーゼ活性が低減する所見
によってやはり支持される（Ｇｅｇｇ　ＭＥら（２０１２年）Ａｎｎａｌｓ　ｏｆ　Ｎｅ
ｕｒｏｌｏｇｙ、７２巻、４５５～６３頁）。これらの所見を補うために、上記の実施例
は、ＣＮＳでＡ５３Ｔ－α－シヌクレインを過剰発現するトランスジェニックＡ５３Ｔ　
α－シヌクレインマウスの試験を記載するものである。Ａ５３Ｔ－α－シヌクレインマウ
スからの脳可溶化液を測定すると、α－シヌクレインが高いマウスほど、より低い量のグ
ルコセレブロシダーゼ活性に相関したことが示された。重要なのは、Ａ５３Ｔ－α－シヌ
クレインマウスの脳におけるグルコセレブロシダーゼ活性が増大すると、α－シヌクレイ
ンレベルが低下したことである。これらの結果は、Ａ５３Ｔ　α－シヌクレインマウスの
ＣＮＳにおけるグルコセレブロシダーゼ活性を増強すると、その「シヌクレアーゼ」活性
によって、グルコセレブロシダーゼ活性に対するα－シヌクレインの有害なフィードバッ
クを中断し得、それによってα－シヌクレインを分解する細胞の能力が回復することを示
唆している。したがって、組換え酵素、リソソームの酵素をコードする遺伝子導入ベクタ
ー、または加水分解酵素の小分子アクチベーターの投与によってＣＮＳにおけるグルコセ
レブロシダーゼ活性を増強すると、ミスフォールディングされたタンパク質の蓄積の程度
を低減し得、それによって、ＧＢＡ１変異のある、またはない対象におけるＰＤの疾患の
進行を遅らせ得る。
【０１９９】
　要約すると、ＣＮＳにおける凝集体の蓄積の程度のモジュレーションにおける、グルコ
セレブロシダーゼの増大の効能を、タウおよびα－シヌクレインのタンパク質症の３つの
マウスモデルにおいて実証した。ゴーシェ関連のパーキンソニズムおよび認知症の症候性
のマウスモデルにおいて、ＣＮＳにおけるグルコセレブロシダーゼ活性を増強すると、脂
質の異常な貯蔵を正し、認知機能不全を逆転し、凝集したα－シヌクレインおよびタウの
レベルを低下させた。ＣＮＳにおけるグルコセレブロシダーゼレベルの上昇は、Ａ５３Ｔ
　α－シヌクレインマウスモデルにおけるα－シヌクレインレベルおよびタウ凝集体の低
減にも効果的であった。タウトランスジェニックマウスのＣＮＳにおけるグルコセレブロ
シダーゼレベルを上昇させると、記憶機能不全における改善がさらに観察された。まとめ
ると、これらの結果は、ＰＤ、ならびに関連のシヌクレイノパシーおよびタウオパシーに
対するグルコセレブロシダーゼ増強治療の開発を支持するものである。
【０２００】
材料と方法
動物：サノフィ社、ジェンザイムの動物ケアおよび使用委員会の施設によりすべての手順
が承認された。ゴーシェ病のＧｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９Ｖマウスモデルは、マウスグ
ルコセレブロシダーゼ（Ｇｂａ１）遺伝子の残基４０９に点変異を抱え持つ（例えば、Ｘ
ｕ　ＹＨら（２００３年）Ａｍ　Ｊ　Ｐａｔｈｏｌ、１６３巻、２０９３～２１０１頁を
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参照されたい）。トランスジェニックＡ５３Ｔ　α－シヌクレインマウスは、マウスＰｒ
Ｐプロモーターの転写制御下でヒトＡ５３Ｔ　α－シヌクレイン（Ｍ８３系統）を発現す
る（Ｇｉａｓｓｏｎ　ＢＩら（２００２年）Ｎｅｕｒｏｎ、３４巻、５２１～５３３頁）
。Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ７５００リアルタイムＰＣＲシステム（Ｌｉｆ
ｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）を、ヒトＳＮＣＡに対するプ
ライマー－プローブセットと一緒に用いた定量的ＰＣＲにより、Ａ５３Ｔ　α－シヌクレ
インマウスの遺伝子型解析を行った（アッセイＩＤ　Ｈｓ００２４０９０７＿ｍ１）。Ｓ
ＮＣＡ値をマウスＧＡＤＰＨ（４３５２３３９Ｅ）に対して標準化した。
【０２０１】
　自己相補的（ｓｃ）ＡＡＶベクター：ヒトＧＢＡ１のｃＤＮＡのオープンリーディング
フレームを、ｓｃＡＡＶ２のＩＴＲおよび０．４ｋｂのＧＵＳＢプロモーターを含むシャ
トルプラスミド中にクローニングした（Ｐａｓｓｉｎｉ　ＭＡら（２０１０年）Ｊ　Ｃｌ
ｉｎ　Ｉｎｖｅｓｔ（２０１０年）１２０巻、１２５３～１２６４頁）。緑色蛍光タンパ
ク質（ＧＦＰ）のオープンリーディングフレームまたは非コードスタッファーＤＮＡ（空
ベクター、ＥＶ）も、同じシャトルベクター中にクローニングした。組換えプラスミドを
各々、ヒト２９３細胞のトリプルプラスミドトランスフェクションによって、ＡＡＶ血清
型－１カプシド中にパッケージングして、ｓｃＡＡＶ２／１－ＧｕｓＢ－ｈＧＢＡ１（Ａ
ＡＶ－ＧＢＡ１）、ｓｃＡＡＶ２／１－ＧｕｓＢ－ＧＦＰ（ＡＡＶ－ＧＦＰ）、およびｓ
ｃＡＡＶ２／１－ＧｕｓＢ－ＥＶ（ＡＡＶ－ＥＶ）を産生した。組換えＡＡＶベクターを
、イオン交換クロマトグラフィーによって精製した。得られたベクター調製物である、Ａ
ＡＶ－ＧＢＡ１、ＡＡＶ－ＧＦＰ、およびＡＡＶ－ＥＶは、典型的にＤＮＡｓｅ－抵抗性
粒子の力価１Ｅ１３（ｄｒｐ）／ｍｌを有していた。
【０２０２】
定位固定注射：Ｇｂａ１Ｄ４０９Ｖ／Ｄ４０９ＶおよびＡ５３Ｔ　α－シヌクレインマウ
スをイソフルランで麻酔し、海馬（Ａ－Ｐ：－２．００；Ｍ－Ｌ：±１．５０；Ｄ－Ｖ：
十字縫合および硬膜から－１．５；切歯棒：０．０）または線条体（Ａ－Ｐ：＋０．５０
；Ｍ－Ｌ：±２．００；Ｄ－Ｖ：十字縫合および硬膜から－２．５；切歯棒：０．０）中
にウイルスベクター（ＡＡＶ－ＧＦＰ、ＡＡＶ－ＧＢＡ１、ＡＡＶ－ＥＶ）を定位固定注
射した。１０μｌＨａｍｉｌｔｏｎシリンジを用いて、各注射部位に２マイクロリットル
を投与した（１注射部位あたり合計２Ｅ１１ｄｒｐを、０．５μｌ／分の速度で）。手術
１時間前および手術２４時間後に、マウスにケトプロフェン（５ｍｇ／ｋｇ　ｓ．ｃ．）
を鎮痛薬として投与した。
【０２０３】
新生仔注射：出生日（Ｐ０）、仔の、脳の両半球の側脳室および腰髄上部に注射を３回投
与した（各部位に２μｌ）。投与したＡＡＶ－ＧＢＡ１およびＡＡＶ－ＧＦＰベクターの
合計投与量は、１匹あたり３Ｅ１１ｄｒｐであった。注射は全て、以前に記載されている
通り、精密に引かれたガラス製マイクロピペットニードルで行った（Ｐａｓｓｉｎｉ　Ｍ
Ａら（２０１０年）Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｉｎｖｅｓｔ、１２０巻、１２５３～１２６４頁）。
【０２０４】
　ウエスタンブロット：生化学的分析用に、マウスをリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）で還流
し、以前に記載されている通りに処理した（Ｓａｒｄｉ　ＳＰら（２０１２年）Ｎｅｕｒ
ｏｄｅｇｅｎｅｒ　Ｄｉｓ、１０巻、１９５～２０２頁）。組織を液体窒素中で瞬間凍結
し、アッセイまで－８０℃で貯蔵した。組織を、プロテアーゼ（Ｃｏｍｐｌｅｔｅ（登録
商標）；Ｒｏｃｈｅ、Ｇｅｒｍａｎｙ）およびホスファターゼ（Ｐｉｅｒｃｅ、Ｒｏｃｋ
ｆｏｒｄ、ＩＬ）インヒビターのカクテルを含む、Ｔ－ＰＥＲ溶解バッファー（Ｐｉｅｒ
ｃｅ、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、ＩＬ）中でホモジナイズした。遠心分離後、溶解液を４～１２
％　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ上で分離し、ニトロセルロース膜に移し、以下の抗体でプロービン
グした：マウス抗タウ（Ｔａｕ－５、１：５００、Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ、Ｂｉｌｌｅｒｉ
ｃａ、ＭＡ）、マウス抗リン酸化タウ（ＡＴ８、Ｓｅｒ２０２／Ｔｈｒ２０５；ＡＴ１８
０、Ｔｈｒ２３１；ＡＴ２７０、Ｔｈｒ１８１；全てＰｉｅｒｃｅ、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、



(53) JP 2016-503405 A 2016.2.4

10

20

30

40

50

ＩＬから）、またはウサギ抗－β－チューブリン抗体（１：１０００、Ｓａｎｔａ　Ｃｒ
ｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ、ＣＡ）。膜を、赤外二次（
１：１００００）抗体（ＬＩ－ＣＯＲ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｌｉｎｃｏｌｎ　ＮＢ
）とインキュベートし、タンパク質のバンドを、Ｏｄｙｓｓｅｙソフトウエア（ＬＩ－Ｃ
ＯＲ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）を用いて定量的蛍光によって可視化した。
【０２０５】
グルコセレブロシダーゼ活性およびスフィンゴ糖脂質レベルの測定：脳および海馬のグル
コセレブロシダーゼ活性を、人工基質として４－メチルウンベリフェリル（４－ＭＵ）－
β－Ｄ－グルコシドを用いて、以前に記載されている通りに決定した。ヘキソサミニダー
ゼおよびβ－ガラクトシダーゼ活性をそれぞれ、４－ＭＵ－Ｎ－アセチル－β－Ｄ－グル
コサミニドおよび４－ＭＵ－β－Ｄ－ガラクトピラノシドを用いて決定した。グルコシル
セラミド（ＧｌｃＣｅｒ）およびグルコシルスフィンゴシン（ＧｌｃＳｐｈ）の組織レベ
ルを、以前に記載されている通り、質量分析法によって測定した（Ｃａｂｒｅｒａ－Ｓａ
ｌａｚａｒ　ＭＡら、Ｅｘｐ　Ｎｅｕｒｏｌ（２０１０年）２２５巻、４３６～４４４頁
）。
【０２０６】
免疫組織化学：組織を、以前に記載されている通りに処理した（Ｓａｒｄｉ　ＳＰら（２
０１２年）Ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒ　Ｄｉｓ、１０巻、１９５～２０２頁）。組織のい
くつかをプロテイナーゼＫ（１：４希釈；ＤＡＫＯ、Ｃａｒｐｉｎｔｅｒｉａ、ＣＡ）と
室温で７分間前処理して、α－シヌクレイン凝集体を暴露した。以下の一次抗体を用いた
：マウス抗ユビキチン（１：５０；Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ、Ｂｉｌｌｅｒｉｃａ、ＭＡ）、
ウサギ抗α－シヌクレイン（１：３００；Ｓｉｇｍａ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）、およ
びマウス抗タウ（１：５００、Ｔａｕ－５、Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ、Ｂｉｌｌｅｒｉｃａ、
ＭＡ）。
【０２０７】
新規物体認識試験：以前に記載されている通りに試験を行った（Ｓａｒｄｉ　ＳＰら（２
０１２年）Ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒ　Ｄｉｓ、１０巻、１９５～２０２頁）。簡潔に述
べると、連続３日、５分間、マウスを個々に慣らして、オープンフィールドボックスを探
索させた。最初の訓練セッション（Ｔ１）の間、２つの別個の物体を、オープンフィール
ド中に、相互に１４インチ（３５．５６センチメートル）離して、対称に配置した。動物
を５分間探索させた。物体を調査するのに費やした時間を、Ｅｔｈｏｖｉｓｉｏｎビデオ
トラッキングソフトウエア（Ｎｏｌｄｕｓ、オランダ）を用いて記録した。２４時間の保
持時間後、動物を、新規な物体の認識に対して試験した（Ｔ２）。マウスをオープンフィ
ールドボックスに５分間戻し、馴染みのある物体および新規な物体を調査するのに費やし
た時間を記録した。結果を、訓練（Ｔ１）または試験（Ｔ２）の間の標的の調査のパーセ
ント値として表す。標的に対する調査のスコアが５０％であれば、いずれかの物体に好み
がないことを表す。
【０２０８】
α－シヌクレインの分画化および定量化：Ａ５３Ｔ　α－シヌクレインマウスからの線条
体および脊髄を、以前に記載されている通りにホモジナイズして（Ｃｕｌｌｅｎ　Ｖら（
２０１１年）Ａｎｎ　Ｎｅｕｒｏｌ、６９巻、９４０～９５３頁）、サイトゾル（Ｔｒｉ
ｓ可溶性）、膜関連（Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ１００可溶性）、および不溶性（ＳＤＳ可溶性）
の３つの分画を得た。異なる分画中のヒトα－シヌクレインの濃度を、サンドイッチＥＬ
ＩＳＡ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）によって定量した。タンパク
質濃度を、マイクロＢＣＡアッセイによって（Ｐｉｅｒｃｅ、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、ＩＬ）
決定した。
【０２０９】
統計学的分析：統計学的分析をスチューデントのｔ検定または分散分析（ＡＮＯＶＡ）、
引き続きＮｅｗｍａｎ－Ｋｅｕｌｓの事後検定によって行った。新規性に対する好みを、
１標本のｔ検定を用いて、時間の５０％を超える新規な物体の調査と定義した。統計学的
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分析は全て、ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｐｒｉｓｍ　ｖ４．０（ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｓｏｆｔｗ
ａｒｅ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）で行った。ｐ＜０．０５の値を有意とみなした。
【０２１０】
　本発明を、上記の実施形態と組み合わせて記載してきたが、先の記載および実施例は本
発明を説明しようとするものであり、本発明の範囲を限定するものではないことを理解さ
れたい。本発明の範囲内の他の態様、利点、および修飾は、本発明が関係する技術分野に
おける技術者であれば明らかである。
【０２１１】
　さらに、本発明の特徴または態様を、マーカッシュグループに関して記載する場合、当
業者であれば、本発明はそれによってマーカッシュグループのあらゆる個々のメンバーま
たはサブグループのメンバーに関してやはり記載されることを認識されよう。
【０２１２】
　本明細書で言及する出版物、特許出願、特許、および他の参考文献は全て、各々が個々
に参照によって組み入れられるのと同程度に、その全文が参照によって特に組み入れられ
る。矛盾する場合には、定義を含めた本明細書によって規制される。
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