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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
ＨＭＧ１をコードする塩基配列を含有するヌクレオチドを含有してなる、アミロイドβ４
２凝集及び／又はミクログリアによるアミロイドβ４２食作用異常の診断薬。
【請求項２】
ＨＭＧ１またはその塩に対する抗体を含有してなる、アミロイドβ４２凝集及び／又はミ
クログリアによるアミロイドβ４２食作用異常の診断薬。
【請求項３】
ＨＭＧ１またはその塩を用いることを特徴とする、ＨＭＧ１を阻害してアミロイドβ４２
凝集抑制及び／又はミクログリアによるアミロイドβ４２食作用促進作用を示す物質のス
クリーニング方法。
【請求項４】
ＨＭＧ１またはその塩にアミロイドβ４２および被験物質を接触させ、アミロイドβ４２
の凝集を検定することを特徴とする、ＨＭＧ１を阻害してアミロイドβ４２凝集抑制作用
を示す物質のスクリーニング方法。
【請求項５】
ＨＭＧ１またはその塩にアミロイドβ４２を接触させた場合におけるアミロイドβ４２の
凝集との比較を行なうことを特徴とする、請求項４記載の方法。
【請求項６】
ＨＭＧ１またはその塩、アミロイドβ４２および被験物質をミクログリアに接触させ、ミ
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クログリアによるアミロイドβ４２食作用を検定することを特徴とする、ＨＭＧ１を阻害
してミクログリアによるアミロイドβ４２食作用促進作用を示す物質のスクリーニング方
法。
【請求項７】
ＨＭＧ１またはその塩およびアミロイドβ４２をミクログリアに接触させた場合における
ミクログリアによるアミロイドβ４２食作用との比較を行なうことを特徴とする、請求項
６記載の方法。
【請求項８】
ＨＭＧ１またはその塩を含んでなる、ＨＭＧ１を阻害してアミロイドβ４２凝集抑制及び
／又はミクログリアによるアミロイドβ４２食作用促進作用を示す物質のスクリーニング
用キット。
【請求項９】
さらにアミロイドβ４２を含む請求項８記載のキット。
【請求項１０】
ＨＭＧ１をコードする塩基配列を含有するヌクレオチドを用いることを特徴とする、ＨＭ
Ｇ１の発現を抑制してアミロイドβ４２凝集抑制及び／又はミクログリアによるアミロイ
ドβ４２食作用促進作用を示す物質のスクリーニング方法。
【請求項１１】
ＨＭＧ１をコードする塩基配列を含有するヌクレオチドからＨＭＧ１を生成し得る系に被
験物質を添加し、ＨＭＧ１の発現を検定することを特徴とする、請求項１０記載の方法。
【請求項１２】
ＨＭＧ１をコードする塩基配列を含有するヌクレオチドからＨＭＧ１を生成し得る系に被
験物質およびアミロイドβ４２を添加し、ＨＭＧ１の発現およびアミロイドβ４２の凝集
を検定することを特徴とする、ＨＭＧ１の発現を抑制してアミロイドβ４２凝集抑制用を
示す物質のスクリーニング方法。
【請求項１３】
ＨＭＧ１をコードする塩基配列を含有するヌクレオチドからＨＭＧ１を生成し得る系に被
験物質、アミロイドβ４２およびミクログリアを添加し、ＨＭＧ１の発現およびミクログ
リアによるアミロイドβ４２食作用を検定することを特徴とする、ＨＭＧ１の発現を抑制
してミクログリアによるアミロイドβ４２食作用促進作用を示す物質のスクリーニング方
法。
【請求項１４】
ＨＭＧ１をコードする塩基配列を含有するヌクレオチドを含んでなる、ＨＭＧ１の発現を
抑制してアミロイドβ４２凝集抑制及び／又はミクログリアによるアミロイドβ４２食作
用促進作用を示す物質のスクリーニング用キット。
【請求項１５】
さらにアミロイドβ４２を含む請求項１４記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、High Mobility Group Protein-1（以下、ＨＭＧ１と略称する）を用いること
を特徴とする、老人斑形成抑制作用を有する物質のスクリーニング手段に関する。本発明
はまた、当該スクリーニングにより得られる物質の医薬用途、特にアルツハイマー病やダ
ウン症などの脳アミロイドーシスの予防・治療用途に関する。
【０００２】
【従来の技術】
老人斑はアルツハイマー病の主要な神経病理学的変化の１つであり、発症過程の最も初期
から検出される。老人斑を構成する主要成分はアミロイドβ（以下、Ａβと略称する）ペ
プチドであり、アミロイド前駆体蛋白質（ＡＰＰ）が２種の（β－及びγ－）セクレター
ゼで切断されることにより産生される。その主要な分子種として、４０アミノ酸残基から
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なるＡβ４０とＣ末端側がさらに２残基長いＡβ４２がある。
【０００３】
Ａβペプチドの沈着は、非細胞性および細胞性（グリア）の除去経路の各調節因子間の複
雑な相互作用により制御されていることが、最近の研究から示唆されている。非細胞性経
路には、１）ネプリライシンやインスリン分解酵素（ＩＤＥ）のような、細胞外Ａβペプ
チドを分解する分泌性ペプチダーゼや（例えば、非特許文献１）、２）脳実質から循環系
への輸送・排出によるＡβの流出経路がある（例えば、非特許文献２）。アルツハイマー
病においてはＡβペプチドの細胞外沈着が著しく蓄積し、また、ミクログリアと関連して
いる。このようなミクログリアの関与から、それらがＡβ貪食機能を果たしていること（
例えば、非特許文献３）及び／又は炎症性の活性化に関与する（例えば、非特許文献４）
ことが示唆されている。Ａβワクチン療法により産生した抗Ａβ抗体がＦｃレセプターを
通じてミクログリアの食作用を誘起すること（例えば、非特許文献５）及び／又は血漿Ａ
βペプチドを除去すること（例えば、非特許文献６）の発見により、Ａβクリアランスの
重要性が非常に注目されている。また、トランスフォーミング成長因子β１（ＴＧＦ－β
１）等のサイトカインが、ミクログリアによるＡβクリアランスを促進する（例えば、非
特許文献７）。最近、本発明者らは、Ｈｓｐ９０、Ｈｓｐ７０、Ｇｒｐ７８等の細胞外ス
トレス蛋白質が、ミクログリアによる食作用の活性化とＮＦκＢの活性化によるＡβ分解
とによって、及び／又はシャペロン活性によって、Ａβクリアランスを促進し得ることを
発見した（例えば、非特許文献８）。
【０００４】
アミロイドーシスに関連する蛋白質の多くは類似した構造及び配列を共有することが知ら
れており、それらがアミロイド線維形成に寄与すると信じられている。そのようなアミロ
イド形成コンセンサス配列は、アミロイドーシスとの関連性が知られていない蛋白質の中
にも見出される。例えば、Kallijarviらは、非ヒストン染色体蛋白質であるＨＭＧ１はＡ
βペプチドと相同な配列モチーフを有しており、該配列モチーフを含むＨＭＧ１フラグメ
ントは、インビトロでアミロイド様線維を形成し、Ａβ４０のポリマー化を促進すること
を報告している（非特許文献９）。
【０００５】
一方、遠山らは、孤発性アルツハイマー病（ＳＡＤ）脳内に異常プレセニリン２（家族性
アルツハイマー病（ＦＡＤ）の原因遺伝子の１つとして知られる）蛋白質を検出、その原
因はＨＭＧ１がプレセニリン２初期転写産物に結合して正常なスプライシングを妨げるた
めであること、及びＨＭＧ１と結合するおとり物質をアルツハイマー病の細胞モデルに作
用させると正常なプレセニリン２ｍＲＮＡが合成され、異常プレセニリン２蛋白質も生じ
ないことを発表し（例えば、非特許文献１０）、対症療法的な現行の治療薬を超える第二
世代のアルツハイマー病治療薬の開発につながるものと期待されている。
【０００６】
【非特許文献１】
ジャーナル・オヴ・バイオロジカル・ケミストリー（J. Biol. Chem.），第２７３巻，ｐ
３２７３０－３２７３８（１９９８年）
【非特許文献２】
プロシーディングズ・オヴ・ナショナル・アカデミー・オヴ・サイエンシーズ・ユーエス
エー（Proc. Natl. Acad. Sci. USA），第９６巻，ｐ１４０８８－１４０９３（１９９９
年）
【非特許文献３】
アメリカン・ジャーナル・オヴ・パソロジー（Am. J. Pathol.），第１４８巻，ｐ３９９
－４０３（１９９６年）
【非特許文献４】
ニューロバイオロジカル・エイジング（Neurobiol. Aging），第２１巻，ｐ３８３－４２
１（２０００年）
【非特許文献５】
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ネイチャー（Nature），第４００巻，ｐ１７３－１７７（１９９９年）
【非特許文献６】
プロシーディングズ・オヴ・ナショナル・アカデミー・オヴ・サイエンシーズ・ユーエス
エー（Proc. Natl. Acad. Sci. USA），第９８巻，ｐ８８５０－８８５５（２００１年）
【非特許文献７】
ネイチャー・メディシン（Nat. Med.），第７巻，ｐ６１２－６１８（２００１年）
【非特許文献８】
ＦＡＳＥＢ・ジャーナル（FASEB J.），第１６巻，ｐ６０１－６０３（２００２年）
【非特許文献９】
バイオケミストリー（Biochemistry），第４０巻，ｐ１００３２－１００３７（２００１
年）
【非特許文献１０】
東京読売新聞，２００２年１月９日夕刊号
【０００７】
【発明が解決しようとする課題】
しかしながら、アルツハイマー病などの脳アミロイドーシスにおいて、既に生成したＡβ
ペプチドの凝集・沈着を阻害し、且つその分解除去を促進する有用な物質は未だに見出さ
れておらず、そのような観点からの脳アミロイドーシス治療薬の研究開発はほとんど皆無
である。
従って、本発明の目的は、▲１▼Ａβの凝集を促進し、且つ▲２▼ミクログリアによるＡ
βの貪食を抑制することによりＡβの除去機構を阻害し、その結果、老人斑形成を促進し
脳アミロイドーシスを引き起こす因子を同定するとともに、当該因子の作用または発現を
阻害することによりＡβクリアランスを促進し、脳アミロイドーシスの予防・治療効果を
有する物質のスクリーニング方法及びそのためのキット等を提供することである。
【０００８】
【課題を解決するための手段】
本発明者らは、上記の目的を達成すべく鋭意研究を重ねた結果、アルツハイマー病患者の
脳内でＨＭＧ１レベルが増加しており、細胞外ＨＭＧ１が老人斑においてＡβ４２と共存
していること、インビトロのミクログリア培養系においてＨＭＧ１はミクログリアによる
Ａβ４２の食作用を阻害すること、インビトロでＨＭＧ１はＡβ４２と複合体を形成して
Ａβ４２の凝集体形成を促進することを見出した。本発明者らは、これらの知見に基づい
て、さらに研究を重ねた結果、本発明を完成するに至った。
【０００９】
すなわち、本発明は、
［１］　ＨＭＧ１もしくはその部分ペプチドまたはその塩を含有してなる、アミロイドβ
４２凝集抑制作用及び／又はミクログリアによるアミロイドβ４２食作用を促進するため
のワクチン、
［２］　ＨＭＧ１またはその部分ペプチドをコードする塩基配列を含有するヌクレオチド
を含有してなる、アミロイドβ４２凝集及び／又はミクログリアによるアミロイドβ４２
食作用異常の診断薬、
［３］　ＨＭＧ１もしくはその部分ペプチドまたはその塩に対する抗体を含有してなる、
アミロイドβ４２凝集抑制及び／又はミクログリアによるアミロイドβ４２食作用促進剤
、
［４］　ＨＭＧ１もしくはその部分ペプチドまたはその塩に対する抗体を含有してなる、
アミロイドβ４２凝集及び／又はミクログリアによるアミロイドβ４２食作用異常の診断
薬、
［５］　ＨＭＧ１またはその部分ペプチドをコードする塩基配列と相補的な塩基配列また
はその一部を含有するヌクレオチドを含有してなる、アミロイドβ４２凝集抑制及び／又
はミクログリアによるアミロイドβ４２食作用促進剤、
［６］　ＨＭＧ１もしくはその部分ペプチドまたはその塩を用いることを特徴とする、Ｈ
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ＭＧ１を阻害してアミロイドβ４２凝集抑制及び／又はミクログリアによるアミロイドβ
４２食作用促進作用を示す物質のスクリーニング方法、
［７］　ＨＭＧ１もしくはその部分ペプチドまたはその塩にアミロイドβ４２および被験
物質を接触させ、アミロイドβ４２の凝集を検定することを特徴とする、ＨＭＧ１を阻害
してアミロイドβ４２凝集抑制作用を示す物質のスクリーニング方法、
［８］　ＨＭＧ１もしくはその部分ペプチドまたはその塩にアミロイドβ４２を接触させ
た場合におけるアミロイドβ４２の凝集との比較を行なうことを特徴とする、上記［７］
記載の方法、
［９］　ＨＭＧ１もしくはその部分ペプチドまたはその塩、アミロイドβ４２および被験
物質をミクログリアに接触させ、ミクログリアによるアミロイドβ４２食作用を検定する
ことを特徴とする、ＨＭＧ１を阻害してミクログリアによるアミロイドβ４２食作用促進
作用を示す物質のスクリーニング方法、
［１０］　ＨＭＧ１もしくはその部分ペプチドまたはその塩およびアミロイドβ４２をミ
クログリアに接触させた場合におけるミクログリアによるアミロイドβ４２食作用との比
較を行なうことを特徴とする、上記［９］記載の方法、
［１１］　ＨＭＧ１もしくはその部分ペプチドまたはその塩を含んでなる、ＨＭＧ１を阻
害してアミロイドβ４２凝集抑制及び／又はミクログリアによるアミロイドβ４２食作用
促進作用を示す物質のスクリーニング用キット、
［１２］　さらにアミロイドβ４２を含む上記［１１］記載のキット、
［１３］　上記［６］記載の方法または上記［１１］記載のキットを用いて得られる、Ｈ
ＭＧ１を阻害してアミロイドβ４２凝集抑制及び／又はミクログリアによるアミロイドβ
４２食作用促進作用を示す物質、
［１４］　ＨＭＧ１を阻害してアミロイドβ４２凝集抑制及び／又はミクログリアによる
アミロイドβ４２食作用促進作用を示す物質、
［１５］　上記［１３］または［１４］記載の物質を含有してなる医薬、
［１６］　アルツハイマー病、ダウン症またはアミロイドアンギオパチーの予防・治療剤
である上記［１５］記載の医薬、
［１７］　ＨＭＧ１またはその部分ペプチドをコードする塩基配列を含有するヌクレオチ
ドを用いることを特徴とする、ＨＭＧ１の発現を抑制してアミロイドβ４２凝集抑制及び
／又はミクログリアによるアミロイドβ４２食作用促進作用を示す物質のスクリーニング
方法、
［１８］　ＨＭＧ１またはその部分ペプチドをコードする塩基配列を含有するヌクレオチ
ドからＨＭＧ１またはその部分ペプチドを生成し得る系に被験物質を添加し、ＨＭＧ１ま
たはその部分ペプチドの発現を検定することを特徴とする、上記［１７］記載の方法、
［１９］　ＨＭＧ１またはその部分ペプチドをコードする塩基配列を含有するヌクレオチ
ドからＨＭＧ１またはその部分ペプチドを生成し得る系に被験物質およびアミロイドβ４
２を添加し、ＨＭＧ１またはその部分ペプチドの発現およびアミロイドβ４２の凝集を検
定することを特徴とする、ＨＭＧ１の発現を抑制してアミロイドβ４２凝集抑制用を示す
物質のスクリーニング方法、
［２０］　ＨＭＧ１またはその部分ペプチドをコードする塩基配列を含有するヌクレオチ
ドからＨＭＧ１またはその部分ペプチドを生成し得る系に被験物質、アミロイドβ４２お
よびミクログリアを添加し、ＨＭＧ１またはその部分ペプチドの発現およびミクログリア
によるアミロイドβ４２食作用を検定することを特徴とする、ＨＭＧ１の発現を抑制して
ミクログリアによるアミロイドβ４２食作用促進作用を示す物質のスクリーニング方法、
［２１］　ＨＭＧ１またはその部分ペプチドをコードする塩基配列を含有するヌクレオチ
ドを含んでなる、ＨＭＧ１の発現を抑制してアミロイドβ４２凝集抑制及び／又はミクロ
グリアによるアミロイドβ４２食作用促進作用を示す物質のスクリーニング用キット、
［２２］　さらにアミロイドβ４２を含む上記［２１］記載のキット、
［２３］　上記［１７］記載の方法または上記［２１］記載のキットを用いて得られる、
ＨＭＧ１の発現を抑制してアミロイドβ４２凝集抑制及び／又はミクログリアによるアミ
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ロイドβ４２食作用促進作用を示す物質、
［２４］　ＨＭＧ１の発現を抑制してアミロイドβ４２凝集抑制及び／又はミクログリア
によるアミロイドβ４２食作用促進作用を示す物質、
［２５］　上記［２３］または［２４］記載の物質を含有してなる医薬、
［２６］　アルツハイマー病、ダウン症またはアミロイドアンギオパチーの予防・治療剤
である上記［２５］記載の医薬等を提供する。
【００１０】
【発明の実施の形態】
本発明に用いられるＨＭＧ１は、配列番号：２で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実
質的に同一のアミノ酸配列を含有する蛋白質である。ＨＭＧ１は、例えば、ヒトや他の哺
乳動物（例えば、ウシ、サル、ブタ、ウマ、ヒツジ、ヤギ、イヌ、ネコ、モルモット、ラ
ット、マウス、ウサギ、ハムスターなど）のあらゆる細胞（例えば、脾細胞、神経細胞、
グリア細胞、膵臓β細胞、骨髄細胞、メサンギウム細胞、ランゲルハンス細胞、表皮細胞
、上皮細胞、内皮細胞、繊維芽細胞、繊維細胞、筋細胞、脂肪細胞、免疫細胞（例、マク
ロファージ、Ｔ細胞、Ｂ細胞、ナチュラルキラー細胞、肥満細胞、好中球、好塩基球、好
酸球、単球）、巨核球、滑膜細胞、軟骨細胞、骨細胞、骨芽細胞、破骨細胞、乳腺細胞、
肝細胞もしくは間質細胞、またはこれら細胞の前駆細胞、幹細胞もしくはガン細胞など）
や血球系の細胞、またはそれらの細胞が存在するあらゆる組織、例えば、脳、脳の各部位
（例、嗅球、扁頭核、大脳基底球、海馬、視床、視床下部、視床下核、大脳皮質、延髄、
小脳、後頭葉、前頭葉、側頭葉、被殻、尾状核、脳染、黒質）、脊髄、下垂体、胃、膵臓
、腎臓、肝臓、生殖腺、甲状腺、胆のう、骨髄、副腎、皮膚、筋肉、肺、消化管（例、大
腸、小腸）、血管、心臓、胸腺、脾臓、顎下腺、末梢血、末梢血球、前立腺、睾丸、精巣
、卵巣、胎盤、子宮、骨、関節、骨格筋などに由来する蛋白質であってもよく、また、化
学合成もしくは無細胞翻訳系で合成された蛋白質であってもよい。あるいはＨＭＧ１をコ
ードするポリヌクレオチドを導入された形質転換体から産生された組換え蛋白質であって
もよい。
【００１１】
「配列番号：２で表されるアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列」としては、例え
ば、配列番号：２で表されるアミノ酸配列と約８５％以上、好ましくは９０％以上、より
好ましくは約９５％以上、最も好ましくは約９８％以上の同一性を有するアミノ酸配列な
どが挙げられる。
あるいは「配列番号：２で表されるアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列」として
は、ａ）配列番号：２で表されるアミノ酸配列中の１または２個以上（好ましくは、１～
３０個程度、より好ましくは１～１０個程度、さらに好ましくは数個（１～５個））のア
ミノ酸が欠失したアミノ酸配列、ｂ）配列番号：２で表されるアミノ酸配列に１または２
個以上（好ましくは、１～３０個程度、より好ましくは１～１０個程度、さらに好ましく
は数個（１～５個））のアミノ酸が付加したアミノ酸配列、ｃ）配列番号：２で表される
アミノ酸配列中の１または２個以上（好ましくは、１～３０個程度、より好ましくは１～
１０個程度、さらに好ましくは数個（１～５個））のアミノ酸が他のアミノ酸で置換され
たアミノ酸配列、またはｄ）それらを組み合わせたアミノ酸配列を含有する蛋白質なども
用いられる。
本発明の「配列番号：２で表されるアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列を含有す
る蛋白質」とは、「配列番号：２で表されるアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列
」を有し、且つ配列番号：２で表されるアミノ酸配列を有する蛋白質と実質的に同質の活
性を有する蛋白質をいう。
「実質的に同質の活性」としては、例えば、Ａβ４２の凝集促進活性、ミクログリアによ
るＡβ４２食作用抑制活性が挙げられる。「実質的に同質」とは、それらの活性が性質的
に同質であることを示す。したがって、上記活性が同等であることが好ましいが、これら
の活性の程度（例：約０．０１～１００倍、好ましくは約０．５～２０倍、より好ましく
は約０．５～２倍）や蛋白質の分子量などの量的要素は異なっていてもよい。
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Ａβ４２の凝集促進活性、ミクログリアによるＡβ４２食作用抑制活性の測定は、自体公
知の方法に準じて行なうことができるが、例えば、後述の本発明のスクリーニング方法に
おいて記載する方法に従って測定することができる。
【００１２】
本明細書においてＨＭＧ１は、ペプチド標記の慣例に従って、左端がＮ末端（アミノ末端
）、右端がＣ末端（カルボキシル末端）で記載される。配列番号：２で表されるアミノ酸
配列を含有するヒトＨＭＧ１をはじめとするＨＭＧ１は、Ｃ末端がカルボキシル基（－Ｃ
ＯＯＨ）、カルボキシレート(－ＣＯＯ－)、アミド（－ＣＯＮＨ２）またはエステル（－
ＣＯＯＲ）の何れであってもよい。
ここでエステルにおけるＲとしては、例えば、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロ
ピルもしくはｎ－ブチルなどのＣ１－６アルキル基、例えば、シクロペンチル、シクロヘ
キシルなどのＣ３－８シクロアルキル基、例えば、フェニル、α－ナフチルなどのＣ６－

１２アリール基、例えば、ベンジル、フェネチルなどのフェニル－Ｃ１－２アルキル基も
しくはα－ナフチルメチルなどのα－ナフチル－Ｃ１－２アルキル基などのＣ７－１４ア
ラルキル基のほか、経口用エステルとして汎用されるピバロイルオキシメチル基などが用
いられる。
ＨＭＧ１がＣ末端以外にカルボキシル基（またはカルボキシレート）を有している場合、
カルボキシル基がアミド化またはエステル化されているものもＨＭＧ１に含まれる。この
場合のエステルとしては、例えば上記したＣ末端のエステルなどが用いられる。
さらに、ＨＭＧ１には、上記した蛋白質において、Ｎ末端のメチオニン残基のアミノ基が
保護基（例えば、ホルミル基、アセチルなどのＣ２－６アルカノイル基などのＣ１－６ア
シル基など）で保護されているもの、Ｎ端側が生体内で切断され生成したグルタミル基が
ピログルタミン酸化したもの、分子内のアミノ酸の側鎖上の置換基（例えば、－ＯＨ、－
ＳＨ、アミノ基、イミダゾール基、インドール基、グアニジノ基など）が適当な保護基（
例えば、ホルミル基、アセチルなどのＣ２－６アルカノイル基などのＣ１－６アシル基な
ど）で保護されているもの、あるいは糖鎖が結合したいわゆる糖蛋白質などの複合蛋白質
なども含まれる。
ＨＭＧ１の具体例としては、例えば、配列番号：２で表されるアミノ酸配列を含有するヒ
ト由来のＨＭＧ１などが用いられる。ヒトＨＭＧ１は、ヌクレイック・アシッズ・リサー
チ（Nucleic Acids Res.），第１７巻，第３号，ｐ１１９７－１２１４（１９８９年）に
記載され、GenBankに登録番号CAA31110.1（ｃＤＮＡはX12597）を付されて登録・公開さ
れている公知の蛋白質である。
【００１３】
ＨＭＧ１の部分ペプチド（以下、単に「本発明の部分ペプチド」と略称する場合もある）
としては、上記したＨＭＧ１の部分アミノ酸配列を有するペプチドであり、且つＨＭＧ１
と実質的に同質の活性を有する限り、何れのものであってもよいが、例えば、ＨＭＧ１蛋
白質分子のうち、上記非特許文献９に記載のＡβペプチドのアミロイド形成コンセンサス
配列と相同な配列モチーフを含む部分アミノ酸配列をを有するものなどが用いられる。
本発明の部分ペプチドのアミノ酸の数は、ＨＭＧ１の構成アミノ酸配列のうち少なくとも
２０個以上、好ましくは５０個以上、より好ましくは１００個以上のアミノ酸配列を有す
るペプチドなどが好ましい。
ここで「実質的に同質の活性」とは上記と同意義を示す。また、「実質的に同質の活性」
の測定は上記と同様に行なうことができる。
【００１４】
また、本発明の部分ペプチドはＣ末端がカルボキシル基（－ＣＯＯＨ）、カルボキシレー
ト（－ＣＯＯ－）、アミド（－ＣＯＮＨ２）またはエステル（－ＣＯＯＲ）の何れであっ
てもよい。本発明の部分ペプチドがＣ末端以外にカルボキシル基（またはカルボキシレー
ト）を有している場合、カルボキシル基がアミド化またはエステル化されているものも本
発明の部分ペプチドに含まれる。この場合のエステルとしては、例えば上記したＣ末端の
エステルなどが用いられる。
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さらに、本発明の部分ペプチドには、上記したＨＭＧ１と同様に、Ｎ末端のメチオニン残
基のアミノ基が保護基で保護されているもの、Ｎ端側が生体内で切断され生成したＧｌｎ
がピログルタミン酸化したもの、分子内のアミノ酸の側鎖上の置換基が適当な保護基で保
護されているもの、あるいは糖鎖が結合したいわゆる糖ペプチドなどの複合ペプチドなど
も含まれる。
ＨＭＧ１またはその部分ペプチドの塩としては、酸または塩基との生理学的に許容される
塩が挙げられ、とりわけ生理学的に許容される酸付加塩が好ましい。この様な塩としては
、例えば、無機酸（例えば、塩酸、リン酸、臭化水素酸、硫酸）との塩、あるいは有機酸
（例えば、酢酸、ギ酸、プロピオン酸、フマル酸、マレイン酸、コハク酸、酒石酸、クエ
ン酸、リンゴ酸、蓚酸、安息香酸、メタンスルホン酸、ベンゼンスルホン酸）との塩など
が用いられる。
【００１５】
ＨＭＧ１またはその塩は、上記したヒトや他の哺乳動物の細胞または組織から自体公知の
蛋白質の精製方法によって製造することもできるし、後に記載するＨＭＧ１をコードする
ＤＮＡを含有する形質転換体を培養することによっても製造することができる。また、後
に記載する蛋白質合成法またはこれに準じて製造することもできる。
ヒトや哺乳動物の組織または細胞から製造する場合、ヒトや哺乳動物の組織または細胞を
ホモジナイズした後、酸などで抽出を行ない、該抽出液を逆相クロマトグラフィー、イオ
ン交換クロマトグラフィーなどのクロマトグラフィーを組み合わせることにより精製単離
することができる。
【００１６】
ＨＭＧ１もしくはその部分ペプチドまたはその塩またはそのアミド体の合成には、通常市
販の蛋白質合成用樹脂を用いることができる。そのような樹脂としては、例えば、クロロ
メチル樹脂、ヒドロキシメチル樹脂、ベンズヒドリルアミン樹脂、アミノメチル樹脂、４
－ベンジルオキシベンジルアルコール樹脂、４－メチルベンズヒドリルアミン樹脂、PAM
樹脂、４－ヒドロキシメチルメチルフェニルアセトアミドメチル樹脂、ポリアクリルアミ
ド樹脂、４－（２’，４’－ジメトキシフェニル－ヒドロキシメチル）フェノキシ樹脂、
４－（２’，４’－ジメトキシフェニル－Ｆmocアミノエチル）フェノキシ樹脂などを挙
げることができる。このような樹脂を用い、α－アミノ基と側鎖官能基を適当に保護した
アミノ酸を、目的とする蛋白質の配列通りに、自体公知の各種縮合方法に従い、樹脂上で
縮合させる。反応の最後に樹脂から蛋白質を切り出すと同時に各種保護基を除去し、さら
に高希釈溶液中で分子内ジスルフィド結合形成反応を実施し、目的の蛋白質またはそのア
ミド体を取得する。
上記した保護アミノ酸の縮合に関しては、蛋白質合成に使用できる各種活性化試薬を用い
ることができるが、特に、カルボジイミド類がよい。カルボジイミド類としては、ＤＣＣ
、Ｎ，Ｎ’－ジイソプロピルカルボジイミド、Ｎ－エチル－Ｎ’－（３－ジメチルアミノ
プロリル）カルボジイミドなどが用いられる。これらによる活性化にはラセミ化抑制添加
剤（例えば、ＨＯＢt、ＨＯＯＢt)とともに保護アミノ酸を直接樹脂に添加するか、また
は、対称酸無水物またはＨＯＢtエステルあるいはＨＯＯＢtエステルとしてあらかじめ保
護アミノ酸の活性化を行なった後に樹脂に添加することができる。
【００１７】
保護アミノ酸の活性化や樹脂との縮合に用いられる溶媒としては、蛋白質縮合反応に使用
しうることが知られている溶媒から適宜選択されうる。例えば、Ｎ，Ｎ－ジメチルホルム
アミド，Ｎ，Ｎ－ジメチルアセトアミド，Ｎ－メチルピロリドンなどの酸アミド類、塩化
メチレン，クロロホルムなどのハロゲン化炭化水素類、トリフルオロエタノールなどのア
ルコール類、ジメチルスルホキシドなどのスルホキシド類、ピリジン，ジオキサン，テト
ラヒドロフランなどのエーテル類、アセトニトリル，プロピオニトリルなどのニトリル類
、酢酸メチル，酢酸エチルなどのエステル類あるいはこれらの適宜の混合物などが用いら
れる。反応温度は蛋白質結合形成反応に使用され得ることが知られている範囲から適宜選
択され、通常約－２０℃～５０℃の範囲から適宜選択される。活性化されたアミノ酸誘導
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体は通常１.５～４倍過剰で用いられる。ニンヒドリン反応を用いたテストの結果、縮合
が不十分な場合には保護基の脱離を行うことなく縮合反応を繰り返すことにより十分な縮
合を行なうことができる。反応を繰り返しても十分な縮合が得られないときには、無水酢
酸またはアセチルイミダゾールを用いて未反応アミノ酸をアセチル化することができる。
【００１８】
原料の反応に関与すべきでない官能基の保護ならびに保護基、およびその保護基の脱離、
反応に関与する官能基の活性化などは公知の基または公知の手段から適宜選択しうる。
原料のアミノ基の保護基としては、例えば、Ｚ、Ｂｏｃ、ターシャリーペンチルオキシカ
ルボニル、イソボルニルオキシカルボニル、４－メトキシベンジルオキシカルボニル、Ｃ
ｌ－Ｚ、Ｂｒ－Ｚ、アダマンチルオキシカルボニル、トリフルオロアセチル、フタロイル
、ホルミル、２－ニトロフェニルスルフェニル、ジフェニルホスフィノチオイル、Ｆｍｏ
ｃなどが用いられる。
カルボキシル基は、例えば、アルキルエステル化（例えば、メチル、エチル、プロピル、
ブチル、ターシャリーブチル、シクロペンチル、シクロヘキシル、シクロヘプチル、シク
ロオクチル、２－アダマンチルなどの直鎖状、分枝状もしくは環状アルキルエステル化）
、アラルキルエステル化（例えば、ベンジルエステル、４－ニトロベンジルエステル、４
－メトキシベンジルエステル、４－クロロベンジルエステル、ベンズヒドリルエステル化
）、フェナシルエステル化、ベンジルオキシカルボニルヒドラジド化、ターシャリーブト
キシカルボニルヒドラジド化、トリチルヒドラジド化などによって保護することができる
。
セリンの水酸基は、例えば、エステル化またはエーテル化によって保護することができる
。このエステル化に適する基としては、例えば、アセチル基などの低級アルカノイル基、
ベンゾイル基などのアロイル基、ベンジルオキシカルボニル基、エトキシカルボニル基な
どの炭酸から誘導される基などが用いられる。また、エーテル化に適する基としては、例
えば、ベンジル基、テトラヒドロピラニル基、ｔ－ブチル基などである。
チロシンのフェノール性水酸基の保護基としては、例えば、Ｂｚｌ、Ｃｌ２－Ｂｚｌ、２
－ニトロベンジル、Ｂｒ－Ｚ、ターシャリーブチルなどが用いられる。
ヒスチジンのイミダゾールの保護基としては、例えば、Ｔｏｓ、４－メトキシ－２，３，
６－トリメチルベンゼンスルホニル、ＤＮＰ、ベンジルオキシメチル、Ｂｕｍ、Ｂｏｃ、
Ｔｒｔ、Ｆｍｏｃなどが用いられる。
【００１９】
原料のカルボキシル基の活性化されたものとしては、例えば、対応する酸無水物、アジド
、活性エステル〔アルコール（例えば、ペンタクロロフェノール、２，４，５－トリクロ
ロフェノール、２，４－ジニトロフェノール、シアノメチルアルコール、パラニトロフェ
ノール、ＨＯＮＢ、Ｎ－ヒドロキシスクシミド、Ｎ－ヒドロキシフタルイミド、ＨＯＢt
）とのエステル〕などが用いられる。原料のアミノ基の活性化されたものとしては、例え
ば、対応するリン酸アミドが用いられる。
保護基の除去（脱離）方法としては、例えば、Ｐｄ－黒あるいはＰｄ－炭素などの触媒の
存在下での水素気流中での接触還元や、また、無水フッ化水素、メタンスルホン酸、トリ
フルオロメタンスルホン酸、トリフルオロ酢酸あるいはこれらの混合液などによる酸処理
や、ジイソプロピルエチルアミン、トリエチルアミン、ピペリジン、ピペラジンなどによ
る塩基処理、また液体アンモニア中ナトリウムによる還元なども用いられる。上記酸処理
による脱離反応は、一般に約－２０℃～４０℃の温度で行なわれるが、酸処理においては
、例えば、アニソール、フェノール、チオアニソール、メタクレゾール、パラクレゾール
、ジメチルスルフィド、１，４－ブタンジチオール、１，２－エタンジチオールなどのよ
うなカチオン捕捉剤の添加が有効である。また、ヒスチジンのイミダゾール保護基として
用いられる２，４－ジニトロフェニル基はチオフェノール処理により除去され、トリプト
ファンのインドール保護基として用いられるホルミル基は上記の１，２－エタンジチオー
ル、１，４－ブタンジチオールなどの存在下の酸処理による脱保護以外に、希水酸化ナト
リウム溶液、希アンモニアなどによるアルカリ処理によっても除去される。
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【００２０】
蛋白質のアミド体を得る別の方法としては、例えば、まず、カルボキシ末端アミノ酸のα
－カルボキシル基をアミド化して保護した後、アミノ基側にペプチド（蛋白質）鎖を所望
の鎖長まで延ばした後、該ペプチド鎖のＮ末端のα－アミノ基の保護基のみを除いた蛋白
質とＣ末端のカルボキシル基の保護基のみを除去した蛋白質とを製造し、この両蛋白質を
上記したような混合溶媒中で縮合させる。縮合反応の詳細については上記と同様である。
縮合により得られた保護蛋白質を精製した後、上記方法によりすべての保護基を除去し、
所望の粗蛋白質を得ることができる。この粗蛋白質は既知の各種精製手段を駆使して精製
し、主要画分を凍結乾燥することで所望の蛋白質のアミド体を得ることができる。
蛋白質のエステル体を得るには、例えば、カルボキシ末端アミノ酸のα－カルボキシル基
を所望のアルコール類と縮合しアミノ酸エステルとした後、蛋白質のアミド体と同様にし
て、所望の蛋白質のエステル体を得ることができる。
【００２１】
ＨＭＧ１の部分ペプチドまたはその塩は、自体公知のペプチドの合成法に従って、あるい
はＨＭＧ１を適当なペプチダーゼで切断することによって製造することができる。ペプチ
ドの合成法としては、例えば、固相合成法、液相合成法のいずれによっても良い。すなわ
ち、ＨＭＧ１を構成し得る部分ペプチドもしくはアミノ酸と残余部分とを縮合させ、生成
物が保護基を有する場合は保護基を脱離することにより目的のペプチドを製造することが
できる。公知の縮合方法や保護基の脱離としては、例えば、以下のａ）～ｅ）に記載され
た方法が挙げられる。
ａ）M. Bodanszky および M.A. Ondetti、ペプチド シンセシス (Peptide Synthesis), I
nterscience Publishers, New York (1966年)
ｂ）SchroederおよびLuebke、ザ ペプチド(The Peptide), Academic Press, New York (1
965年)
ｃ）泉屋信夫他、ペプチド合成の基礎と実験、 丸善(株) （1975年）
ｄ）矢島治明 および榊原俊平、生化学実験講座 1、 蛋白質の化学IV、 205、(1977年)
ｅ）矢島治明監修、続医薬品の開発 第14巻 ペプチド合成 広川書店
また、反応後は通常の精製法、例えば、溶媒抽出・蒸留・カラムクロマトグラフィー・液
体クロマトグラフィー・再結晶などを組み合わせて本発明の部分ペプチドを精製単離する
ことができる。上記方法で得られる部分ペプチドが遊離体である場合は、公知の方法によ
って適当な塩に変換することができるし、逆に塩で得られた場合は、公知の方法によって
遊離体に変換することができる。
【００２２】
ＨＭＧ１をコードする塩基配列を含有するヌクレオチド（以下、「本発明のヌクレオチド
」と略称する場合もある）としては、上記したＨＭＧ１蛋白質をコードする塩基配列を含
有するものであればいかなるものであってもよく、ＤＮＡ、ＲＮＡあるいはＤＮＡ／ＲＮ
Ａキメラであってもよいが、好ましくはＤＮＡが挙げられる。また、該ヌクレオチドは二
本鎖であっても、一本鎖であってもよい。二本鎖の場合は、二本鎖ＤＮＡ、二本鎖ＲＮＡ
またはＤＮＡ：ＲＮＡのハイブリッドでもよい。一本鎖の場合は、センス鎖（即ち、コー
ド鎖）であっても、アンチセンス鎖（即ち、非コード鎖）であってもよい。
【００２３】
ＨＭＧ１をコードする塩基配列を含有するＤＮＡ（以下、「本発明のＤＮＡ」と略称する
場合もある）としては、ゲノムＤＮＡ、ゲノムＤＮＡライブラリー、ヒトまたは他の哺乳
動物（例えば、ウシ、サル、ウマ、ブタ、ヒツジ、ヤギ、イヌ、ネコ、モルモット、ラッ
ト、マウス、ウサギ、ハムスターなど）のあらゆる細胞（例えば、脾細胞、神経細胞、グ
リア細胞、膵臓β細胞、骨髄細胞、メサンギウム細胞、ランゲルハンス細胞、表皮細胞、
上皮細胞、内皮細胞、繊維芽細胞、繊維細胞、筋細胞、脂肪細胞、免疫細胞（例、マクロ
ファージ、Ｔ細胞、Ｂ細胞、ナチュラルキラー細胞、肥満細胞、好中球、好塩基球、好酸
球、単球）、巨核球、滑膜細胞、軟骨細胞、骨細胞、骨芽細胞、破骨細胞、乳腺細胞、肝
細胞もしくは間質細胞、またはこれら細胞の前駆細胞、幹細胞もしくはガン細胞など）や
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血球系の細胞、またはそれらの細胞が存在するあらゆる組織、例えば、脳、脳の各部位（
例、嗅球、扁頭核、大脳基底球、海馬、視床、視床下部、視床下核、大脳皮質、延髄、小
脳、後頭葉、前頭葉、側頭葉、被殻、尾状核、脳染、黒質）、脊髄、下垂体、胃、膵臓、
腎臓、肝臓、生殖腺、甲状腺、胆のう、骨髄、副腎、皮膚、筋肉、肺、消化管（例、大腸
、小腸）、血管、心臓、胸腺、脾臓、顎下腺、末梢血、末梢血球、前立腺、睾丸、精巣、
卵巣、胎盤、子宮、骨、関節、骨格筋など（特に、脳や脳の各部位）由来のｃＤＮＡ、前
記した細胞・組織由来のｃＤＮＡライブラリー、合成ＤＮＡのいずれでもよい。ライブラ
リーに使用するベクターは、バクテリオファージ、プラスミド、コスミド、ファージミド
、レトロウイルスベクター、アデノウイルスベクター、アデノ随伴ウイルスベクターなど
いずれであってもよい。また、前記した細胞・組織よりtotalＲＮＡまたはｍＲＮＡ画分
を調製したものを用いて直接Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction（以下
、ＲＴ-ＰＣＲ法と略称する）によって増幅することもできる。
【００２４】
具体的には、ＨＭＧ１をコードするＤＮＡとしては、例えば、配列番号：１で表される塩
基配列を含有するＤＮＡ、または配列番号：１で表される塩基配列とハイストリンジェン
トな条件下でハイブリダイズする塩基配列を有し、ＨＭＧ１と実質的に同質の活性（例：
Ａβ４２の凝集促進活性、ミクログリアによるＡβ４２食作用抑制活性など）を有する蛋
白質をコードするＤＮＡであれば何れのものでもよい。配列番号：１で表される塩基配列
とハイブリダイズできるＤＮＡとしては、例えば、配列番号：１で表される塩基配列と約
７０％以上、好ましくは約８０％以上、より好ましくは約９０％以上、最も好ましくは約
９５％以上の相同性を有する塩基配列を含有するＤＮＡなどが用いられる。
【００２５】
ハイブリダイゼーションは、自体公知の方法あるいはそれに準じる方法、例えば、モレキ
ュラー・クローニング（Molecular Cloning）第２版（J. Sambrook et al., Cold Spring
 Harbor Lab. Press, 1989）に記載の方法などに従って行なうことができる。また、市販
のライブラリーを使用する場合、添付の使用説明書に記載の方法に従って行なうことがで
きる。より好ましくは、ハイストリンジェントな条件に従って行なうことができる。
該ハイストリンジェントな条件とは、例えば、ナトリウム濃度が約１９～４０ｍＭ、好ま
しくは約１９～２０ｍＭで、温度が約５０～７０℃、好ましくは約６０～６５℃の条件を
示す。特に、ナトリウム濃度が約１９ｍＭで温度が約６５℃の場合が最も好ましい。
【００２６】
より具体的には、配列番号：２で表されるアミノ酸配列を含有するヒト由来ＨＭＧ１をコ
ードするＤＮＡとしては、配列番号：１で表される塩基配列を含有するＤＮＡなどが用い
られる。
【００２７】
目的核酸の標的領域と相補的な塩基配列を含むヌクレオチド、即ち、目的核酸とハイブリ
ダイズすることができるヌクレオチドは、該目的核酸に対して「アンチセンス」であると
いうことができる。一方、目的核酸の標的領域と相同性を有する塩基配列を含むヌクレオ
チド（即ち、目的核酸が蛋白質をコードする場合、その蛋白質の部分ペプチドをコードす
るヌクレオチド）は、該目的核酸に対して「センス」であるということができる。本明細
書で用いる用語「対応する」とは、遺伝子を含めたヌクレオチド、塩基配列または核酸の
特定の配列に相同性を有するあるいは相補的であることを意味する。ここで「相同性を有
する」または「相補的である」とは、塩基配列間で約７０％以上、好ましくは約８０％以
上、より好ましくは約９０％以上、最も好ましくは約９５％以上の相同性または相補性を
有することをいう。また、ヌクレオチド、塩基配列または核酸とペプチド（蛋白質）との
間で「対応する」とは、そのペプチド（蛋白質）がヌクレオチド（核酸）またはその相補
体の配列から翻訳されるアミノ酸配列を有することを通常指している。
【００２８】
本発明のヌクレオチドと相補的な塩基配列の全部または一部を含有してなるヌクレオチド
（以下、「本発明のアンチセンスヌクレオチド」ともいう）は、クローン化した、あるい
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は決定された本発明のヌクレオチドの塩基配列情報に基づき設計し、合成しうる。そうし
たヌクレオチドは、本発明のヌクレオチドの塩基配列を含む遺伝子の複製または発現を阻
害することができる。即ち、本発明のアンチセンスヌクレオチドは、ＨＭＧ１遺伝子から
転写されるＲＮＡとハイブリダイズすることができ、ｍＲＮＡの合成（プロセッシング）
または機能（蛋白質への翻訳）を阻害することができるか、あるいはＨＭＧ１関連ＲＮＡ
との相互作用を介してＨＭＧ１遺伝子の発現を調節・制御することができる。ＨＭＧ１関
連ＲＮＡの選択された配列に相補的なヌクレオチド、およびＨＭＧ１関連ＲＮＡと特異的
にハイブリダイズすることができるヌクレオチドは、生体内および生体外でＨＭＧ１遺伝
子の発現を調節・制御するのに有用であり、また病気などの治療または診断に有用である
。
【００２９】
本発明のアンチセンスヌクレオチドの標的領域は、アンチセンスヌクレオチドがハイブリ
ダイズすることにより、結果としてＨＭＧ１蛋白質の翻訳が阻害されるものであればその
長さに特に制限はなく、ＨＭＧ１ ｍＲＮＡの全配列であっても部分配列であってもよく
、短いもので約１５塩基程度、長いものでｍＲＮＡまたは初期転写産物の全配列が挙げら
れる。合成の容易さや抗原性の問題を考慮すれば、約１５～約３０塩基からなるオリゴヌ
クレオチドが好ましいがそれに限定されない。具体的には、例えば、ＨＭＧ１ ｍＲＮＡ
の５’端ヘアピンループ、５’端６－ベースペア・リピート、５’端非翻訳領域、ポリペ
プチド翻訳開始コドン、蛋白質コード領域、ＯＲＦ翻訳開始コドン、３’端非翻訳領域、
３’端パリンドローム領域、および３’端ヘアピンループが標的領域として選択しうるが
、ＨＭＧ１遺伝子内の如何なる領域も標的として選択しうる。例えば、該遺伝子のイント
ロン部分を標的領域とすることもまた好ましい。
さらに、本発明のアンチセンスヌクレオチドは、ＨＭＧ１ ｍＲＮＡもしくは初期転写産
物とハイブリダイズして蛋白質への翻訳を阻害するだけでなく、二本鎖ＤＮＡであるＨＭ
Ｇ１遺伝子と結合して三重鎖（トリプレックス）を形成し、ＲＮＡの転写を阻害し得るも
のであってもよい。
【００３０】
アンチセンスヌクレオチドは、２－デオキシ－Ｄ－リボースを含有しているデオキシヌク
レオチド、Ｄ－リボースを含有しているデオキシヌクレオチド、プリンまたはピリミジン
塩基のＮ－グリコシドであるその他のタイプのヌクレオチド、あるいは非ヌクレオチド骨
格を有するその他のポリマー（例えば、市販の蛋白質核酸および合成配列特異的な核酸ポ
リマー）または特殊な結合を含有するその他のポリマー（但し、該ポリマーはＤＮＡやＲ
ＮＡ中に見出されるような塩基のペアリングや塩基の付着を許容する配置をもつヌクレオ
チドを含有する）などが挙げられる。それらは、２本鎖ＤＮＡ、１本鎖ＤＮＡ、２本鎖Ｒ
ＮＡ、１本鎖ＲＮＡ、さらにＤＮＡ：ＲＮＡハイブリッドであることができ、さらに非修
飾ポリヌクレオチド（または非修飾オリゴヌクレオチド）、さらには公知の修飾の付加さ
れたもの、例えば当該分野で知られた標識のあるもの、キャップの付いたもの、メチル化
されたもの、１個以上の天然のヌクレオチドを類縁物で置換したもの、分子内ヌクレオチ
ド修飾のされたもの、例えば非荷電結合（例えば、メチルホスホネート、ホスホトリエス
テル、ホスホルアミデート、カルバメートなど）を持つもの、電荷を有する結合または硫
黄含有結合（例えば、ホスホロチオエート、ホスホロジチオエートなど）を持つもの、例
えば蛋白質（ヌクレアーゼ、ヌクレアーゼ・インヒビター、トキシン、抗体、シグナルペ
プチド、ポリ－Ｌ－リジンなど）や糖（例えば、モノサッカライドなど）などの側鎖基を
有しているもの、インターカレント化合物（例えば、アクリジン、プソラレンなど）を持
つもの、キレート化合物（例えば、金属、放射活性をもつ金属、ホウ素、酸化性の金属な
ど）を含有するもの、アルキル化剤を含有するもの、修飾された結合を持つもの（例えば
、αアノマー型の核酸など）であってもよい。ここで「ヌクレオシド」、「ヌクレオチド
」および「核酸」とは、プリンおよびピリミジン塩基を含有するのみでなく、修飾された
その他の複素環型塩基をもつようなものを含んでいて良い。こうした修飾物は、メチル化
されたプリンおよびピリミジン、アシル化されたプリンおよびピリミジン、あるいはその
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他の複素環を含むものであってよい。修飾されたヌクレオチドおよび修飾されたヌクレオ
チドはまた糖部分が修飾されていてよく、例えば、１個以上の水酸基がハロゲンとか、脂
肪族基などで置換されていたり、あるいはエーテル、アミンなどの官能基に変換されてい
てよい。
【００３１】
アンチセンスヌクレオチドは、ＲＮＡ、ＤＮＡ、あるいは修飾された核酸（ＲＮＡ、ＤＮ
Ａ）である。修飾された核酸の具体例としては核酸の硫黄誘導体やチオホスフェート誘導
体、そしてポリヌクレオシドアミドやオリゴヌクレオシドアミドの分解に抵抗性のものが
挙げられるが、それに限定されるものではない。本発明のアンチセンス核酸は次のような
方針で好ましく設計されうる。すなわち、細胞内でのアンチセンス核酸をより安定なもの
にする、アンチセンス核酸の細胞透過性をより高める、目標とするセンス鎖に対する親和
性をより大きなものにする、そしてもし毒性があるならアンチセンス核酸の毒性をより小
さなものにする。こうした修飾は当該分野で数多く知られており、例えば J. Kawakami e
t al., Pharm Tech Japan, Vol. 8, pp.247, 1992; Vol. 8, pp.395, 1992; S. T. Crook
e et al. ed., Antisense Research and Applications, CRC Press, 1993 などに開示が
ある。
【００３２】
アンチセンスヌクレオチドは、変化せしめられたり、修飾された糖、塩基、結合を含有し
ていて良く、リポゾーム、ミクロスフェアのような特殊な形態で供与されたり、遺伝子治
療により適用されたり、付加された形態で与えられることができうる。こうして付加形態
で用いられるものとしては、リン酸基骨格の電荷を中和するように働くポリリジンのよう
なポリカチオン体、細胞膜との相互作用を高めたり、核酸の取込みを増大せしめるような
脂質（例えば、ホスホリピド、コレステロールなど）といった粗水性のものが挙げられる
。付加するに好ましい脂質としては、コレステロールやその誘導体（例えば、コレステリ
ルクロロホルメート、コール酸など）が挙げられる。こうしたものは、核酸の３’端ある
いは５’端に付着させることができ、塩基、糖、分子内ヌクレオシド結合を介して付着さ
せることができうる。その他の基としては、核酸の３’端あるいは５’端に特異的に配置
されたキャップ用の基で、エキソヌクレアーゼ、ＲＮａｓｅなどのヌクレアーゼによる分
解を阻止するためのものが挙げられる。こうしたキャップ用の基としては、ポリエチレン
グリコール、テトラエチレングリコールなどのグリコールをはじめとした当該分野で知ら
れた水酸基の保護基が挙げられるが、それに限定されるものではない。
【００３３】
ＨＭＧ１ ｍＲＮＡもしくはＨＭＧ１遺伝子の初期転写産物を、コード領域の内部（初期
転写産物の場合はイントロン部分を含む）で特異的に切断し得るリボザイムもまた、本発
明のアンチセンスヌクレオチドに包含され得る。「リボザイム」とは核酸を切断する酵素
活性を有するＲＮＡをいうが、最近では当該酵素活性部位の塩基配列を有するオリゴＤＮ
Ａも同様に核酸切断活性を有することが明らかになっているので、本明細書では配列特異
的な核酸切断活性を有する限りＤＮＡをも包含する概念として用いるものとする。リボザ
イムとして最も汎用性の高いものとしては、ウイロイドやウイルソイド等の感染性ＲＮＡ
に見られるセルフスプライシングＲＮＡがあり、ハンマーヘッド型やヘアピン型等が知ら
れている。ハンマーヘッド型は約４０塩基程度で酵素活性を発揮し、ハンマーヘッド構造
をとる部分に隣接する両端の数塩基ずつ（合わせて約１０塩基程度）をｍＲＮＡの所望の
切断部位と相補的な配列にすることにより、標的ｍＲＮＡのみを特異的に切断することが
可能である。このタイプのリボザイムは、ＲＮＡのみを基質とするので、ゲノムＤＮＡを
攻撃することがないというさらなる利点を有する。本発明のヌクレオチドに対応するｍＲ
ＮＡが自身で二本鎖構造をとる場合には、ＲＮＡヘリカーゼと特異的に結合し得るウイル
ス核酸由来のＲＮＡモチーフを連結したハイブリッドリボザイムを用いることにより、標
的配列を一本鎖にすることができる［Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 98(10): 5572-5577 
(2001)］。さらに、リボザイムを、それをコードするＤＮＡを含む発現ベクターの形態で
使用する場合には、転写産物の細胞質への移行を促進するために、ｔＲＮＡを改変した配
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列をさらに連結したハイブリッドリボザイムとすることもできる［Nucleic Acids Res., 
29(13): 2780-2788 (2001)］。
【００３４】
ＨＭＧ１ ｍＲＮＡもしくはＨＭＧ１遺伝子の初期転写産物のコード領域内の部分配列（
初期転写産物の場合はイントロン部分を含む）に相補的な二本鎖オリゴＲＮＡもまた、本
発明のアンチセンスヌクレオチドに包含され得る。短い二本鎖ＲＮＡを細胞内に導入する
とそのＲＮＡに相補的なｍＲＮＡが分解される、いわゆるＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）と呼ば
れる現象は、以前から線虫、昆虫、植物等で知られていたが、最近、この現象が哺乳動物
細胞でも起こることが確認されたことから［Nature, 411(6836): 494-498 (2001)］、リ
ボザイムの代替技術として注目されている。
本発明のアンチセンスオリゴヌクレオチド及びリボザイムは、ＨＭＧ１のｃＤＮＡ配列も
しくはゲノミックＤＮＡ配列情報に基づいてｍＲＮＡもしくは初期転写産物の標的領域を
決定し、市販のＤＮＡ／ＲＮＡ自動合成機（アプライド・バイオシステムズ社、ベックマ
ン社等）を用いて、これに相補的な配列を合成することにより調製することができる。Ｒ
ＮＡｉ活性を有する二本鎖オリゴＲＮＡは、センス鎖及びアンチセンス鎖をＤＮＡ／ＲＮ
Ａ自動合成機でそれぞれ合成し、適当なアニーリング緩衝液中で、例えば、約９０～約９
５℃で約１分程度変性させた後、約３０～約７０℃で約１～約８時間アニーリングさせる
ことにより調製することができる。また、相補的なオリゴヌクレオチド鎖を交互にオーバ
ーラップするように合成して、これらをアニーリングさせた後リガーゼでライゲーション
することにより、より長い二本鎖ポリヌクレオチドを調製することもできる。
【００３５】
本発明のアンチセンスヌクレオチドのＨＭＧ１遺伝子発現阻害活性は、本発明のヌクレオ
チドを含有する形質転換体、生体内や生体外のＨＭＧ１遺伝子発現系またはＨＭＧ１蛋白
質の生体内や生体外の翻訳系を用いて調べることができる。
【００３６】
本発明の部分ペプチドをコードするＤＮＡとしては、上記した本発明の部分ペプチドをコ
ードする塩基配列を含有するものであればいかなるものであってもよい。また、ゲノムＤ
ＮＡ、ゲノムＤＮＡライブラリー、上記した細胞・組織由来のｃＤＮＡ、上記した細胞・
組織由来のｃＤＮＡライブラリー、合成ＤＮＡのいずれでもよい。ライブラリーに使用す
るベクターは、バクテリオファージ、プラスミド、コスミド、ファージミドなどいずれで
あってもよい。また、上記した細胞・組織よりｍＲＮＡ画分を調製したものを用いて直接
ＲＴ－ＰＣＲ法によって増幅することもできる。
具体的には、本発明の部分ペプチドをコードするＤＮＡとしては、例えば、（１）配列番
号：１で表される塩基配列を有するＤＮＡの部分塩基配列を有するＤＮＡ、または（２）
配列番号：１で表される塩基配列とハイストリンジェントな条件下でハイブリダイズする
塩基配列を有し、ＨＭＧ１と実質的に同質の活性（例：Ａβ４２の凝集促進活性、ミクロ
グリアによるＡβ４２食作用抑制活性など）を有する蛋白質をコードするＤＮＡの部分塩
基配列を有するＤＮＡなどが用いられる。
配列番号：１で表される塩基配列ハイブリダイズできるＤＮＡとしては、例えば、配列番
号：１で表される塩基配列と約７０％以上、好ましくは約８０％以上、より好ましくは約
９０％以上、最も好ましくは約９５％以上の相同性を有する塩基配列を含有するＤＮＡな
どが用いられる。
【００３７】
ＨＭＧ１またはその部分ペプチド（以下、包括的に「ＨＭＧ１」と略記する場合がある）
を完全にコードするＤＮＡのクローニングの手段としては、ＨＭＧ１の部分塩基配列を有
する合成ＤＮＡプライマーを用いてＰＣＲ法によって増幅するか、または適当なベクター
に組み込んだＤＮＡをＨＭＧ１の一部あるいは全領域をコードするＤＮＡ断片もしくは合
成ＤＮＡを用いて標識したものとのハイブリダイゼーションによって選別することができ
る。ハイブリダイゼーションの方法は、例えば、モレキュラー・クローニング（Molecula
r Cloning）第２版（J. Sambrook et al., Cold Spring Harbor Lab. Press, 1989）に記
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載の方法などに従って行なうことができる。また、市販のライブラリーを使用する場合、
添付の使用説明書に記載の方法に従って行なうことができる。
【００３８】
ＤＮＡの塩基配列の変換は、ＰＣＲや公知のキット、例えば、ＭｕｔａｎＴＭ－ｓｕｐｅ
ｒ Ｅｘｐｒｅｓｓ Ｋｍ（宝酒造（株））、ＭｕｔａｎＴＭ－Ｋ（宝酒造（株））などを
用いて、ＯＤＡ－ＬＡ ＰＣＲ法、Ｇａｐｐｅｄ　ｄｕｐｌｅｘ法、Ｋｕｎｋｅｌ法など
の自体公知の方法あるいはそれらに準じる方法に従って行なうことができる。
クローン化されたＨＭＧ１をコードするＤＮＡは目的によりそのまま、または所望により
制限酵素で消化したり、リンカーを付加したりして使用することができる。該ＤＮＡはそ
の５’末端側に翻訳開始コドンとしてのＡＴＧを有し、また３’末端側には翻訳終止コド
ンとしてのＴＡＡ、ＴＧＡまたはＴＡＧを有していてもよい。これらの翻訳開始コドンや
翻訳終止コドンは、適当な合成ＤＮＡアダプターを用いて付加することもできる。
ＨＭＧ１の発現ベクターは、例えば、（イ）ＨＭＧ１をコードするＤＮＡから目的とする
ＤＮＡ断片を切り出し、（ロ）該ＤＮＡ断片を適当な発現ベクター中のプロモーターの下
流に連結することにより製造することができる。
【００３９】
ベクターとしては、大腸菌由来のプラスミド（例、ｐＢＲ３２２、ｐＢＲ３２５、ｐＵＣ
１２、ｐＵＣ１３）、枯草菌由来のプラスミド（例、ｐＵＢ１１０、ｐＴＰ５、ｐＣ１９
４）、酵母由来プラスミド（例、ｐＳＨ１９、ｐＳＨ１５）、λファージなどのバクテリ
オファージ、レトロウイルス、ワクシニアウイルス、バキュロウイルスなどの動物ウイル
スなどの他、ｐＡ１－１１、ｐＸＴ１、ｐＲｃ／ＣＭＶ、ｐＲｃ／ＲＳＶ、ｐｃＤＮＡＩ
／Ｎｅｏなどが用いられる。
本発明で用いられるプロモーターとしては、遺伝子の発現に用いる宿主に対応して適切な
プロモーターであればいかなるものでもよい。例えば、動物細胞を宿主として用いる場合
は、ＳＲαプロモーター、ＳＶ４０プロモーター、ＬＴＲプロモーター、ＣＭＶプロモー
ター、ＨＳＶ-ＴＫプロモーターなどが挙げられる。
これらのうち、ＣＭＶプロモーター、ＳＲαプロモーターなどを用いるのが好ましい。宿
主がエシェリヒア属菌である場合は、ｔｒｐプロモーター、ｌａｃプロモーター、ｒｅｃ
Ａプロモーター、λＰＬプロモーター、ｌｐｐプロモーターなどが、宿主がバチルス属菌
である場合は、ＳＰＯ１プロモーター、ＳＰＯ２プロモーター、ｐｅｎＰプロモーターな
ど、宿主が酵母である場合は、ＰＨＯ５プロモーター、ＰＧＫプロモーター、ＧＡＰプロ
モーター、ＡＤＨプロモーターなどが好ましい。宿主が昆虫細胞である場合は、ポリヘド
リンプロモーター、Ｐ１０プロモーターなどが好ましい。
【００４０】
発現ベクターには、以上の他に、所望によりエンハンサー、スプライシングシグナル、ポ
リＡ付加シグナル、選択マーカー、ＳＶ４０複製オリジン（以下、ＳＶ４０ｏｒｉと略称
する場合がある）などを含有しているものを用いることができる。選択マーカーとしては
、例えば、ジヒドロ葉酸還元酵素（以下、ｄｈｆｒと略称する場合がある）遺伝子〔メソ
トレキセート（ＭＴＸ）耐性〕、アンピシリン耐性遺伝子（以下、Ａｍｐｒと略称する場
合がある）、ネオマイシン耐性遺伝子（以下、Ｎｅｏｒと略称する場合がある、Ｇ４１８
耐性）等が挙げられる。特に、ＣＨＯ（ｄｈｆｒ－）細胞を用いてｄｈｆｒ遺伝子を選択
マーカーとして使用する場合、目的遺伝子をチミジンを含まない培地によっても選択でき
る。
また、必要に応じて、宿主に合ったシグナル配列を、本発明のレセプター蛋白質のＮ端末
側に付加する。宿主がエシェリヒア属菌である場合は、ＰｈｏＡ・シグナル配列、Ｏｍｐ
Ａ・シグナル配列などが、宿主がバチルス属菌である場合は、α－アミラーゼ・シグナル
配列、サブチリシン・シグナル配列などが、宿主が酵母である場合は、ＭＦα・シグナル
配列、ＳＵＣ２・シグナル配列など、宿主が動物細胞である場合には、インシュリン・シ
グナル配列、α－インターフェロン・シグナル配列、抗体分子・シグナル配列などがそれ
ぞれ利用できる。
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このようにして構築されたＨＭＧ１をコードするＤＮＡを含有するベクターを用いて、形
質転換体を製造することができる。
【００４１】
宿主としては、例えば、エシェリヒア属菌、バチルス属菌、酵母、昆虫細胞、昆虫、動物
細胞などが用いられる。
エシェリヒア属菌の具体例としては、エシェリヒア・コリ（Escherichia coli）Ｋ１２・
ＤＨ１〔プロシージングズ・オブ・ザ・ナショナル・アカデミー・オブ・サイエンシイズ
・オブ・ザ・ユーエスエー（Proc. Natl. Acad. Sci. ＵＳＡ），６０巻，１６０(１９６
８)〕，ＪＭ１０３〔ヌクイレック・アシッズ・リサーチ（Nucleic Acids Research），
９巻，３０９(１９８１)〕，ＪＡ２２１〔ジャーナル・オブ・モレキュラー・バイオロジ
ー（Journal of Molecular Biology），１２０巻，５１７(１９７８)〕，ＨＢ１０１〔ジ
ャーナル・オブ・モレキュラー・バイオロジー，４１巻，４５９(１９６９)〕，Ｃ６００
〔ジェネティックス（Genetics），３９巻，４４０(１９５４)〕などが用いられる。
バチルス属菌としては、例えば、バチルス・ズブチルス（Bacillus subtilis）ＭＩ１１
４〔ジーン，２４巻，２５５(１９８３)〕，２０７－２１〔ジャーナル・オブ・バイオケ
ミストリー（Journal of Biochemistry），９５巻，８７(１９８４)〕などが用いられる
。
酵母としては、例えば、サッカロマイセス　セレビシエ（Saccharomyces cerevisiae）Ａ
Ｈ２２，ＡＨ２２Ｒ－，ＮＡ８７－１１Ａ，ＤＫＤ－５Ｄ、２０Ｂ－１２、シゾサッカロ
マイセス　ポンベ（Schizosaccharomyces pombe）ＮＣＹＣ１９１３，ＮＣＹＣ２０３６
、ピキア　パストリス（Pichia pastoris）などが用いられる。
【００４２】
昆虫細胞としては、例えば、ウイルスがＡｃＮＰＶの場合は、夜盗蛾の幼虫由来株化細胞
（Spodoptera frugiperda cell；Ｓｆ細胞）、Trichoplusia niの中腸由来のＭＧ１細胞
、Trichoplusia niの卵由来のHigh FiveTM細胞、Mamestra brassicae由来の細胞またはEs
tigmena acrea由来の細胞などが用いられる。ウイルスがＢｍＮＰＶの場合は、蚕由来株
化細胞（Bombyx mori N；ＢｍＮ細胞）などが用いられる。該Ｓｆ細胞としては、例えば
、Ｓｆ９細胞（ATCC CRL1711）、Ｓｆ２１細胞（以上、Vaughn, J.L.ら、イン・ヴィボ（
In Vivo）,13, 213-217,(1977)）などが用いられる。
昆虫としては、例えば、カイコの幼虫などが用いられる〔前田ら、ネイチャー（Nature）
，３１５巻，５９２(１９８５)〕。
動物細胞としては、例えば、サル細胞ＣＯＳ－７，Ｖｅｒｏ，チャイニーズハムスター細
胞ＣＨＯ（以下、ＣＨＯ細胞と略記）、ｄｈｆｒ遺伝子欠損チャイニーズハムスター細胞
ＣＨＯ（以下、ＣＨＯ（ｄｈｆｒ－）細胞と略記）、マウスＬ細胞，マウスＡｔＴ－２０
、マウスミエローマ細胞、ラットＧＨ３、ヒトＦＬ細胞、ヒトＨＥＫ２９３細胞などが用
いられる。
【００４３】
エシェリヒア属菌を形質転換するには、例えば、プロシージングズ・オブ・ザ・ナショナ
ル・アカデミー・オブ・サイエンジイズ・オブ・ザ・ユーエスエー（Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA），６９巻，２１１０（１９７２）やジーン（Gene），１７巻，１０７（１９８
２）などに記載の方法に従って行なうことができる。
バチルス属菌を形質転換するには、例えば、モレキュラー・アンド・ジェネラル・ジェネ
ティックス（Molecular ＆ General Genetics），１６８巻，１１１(１９７９)などに記
載の方法に従って行なうことができる。
酵母を形質転換するには、例えば、メッソズ・イン・エンザイモロジー（Methods in Enz
ymology），１９４巻，１８２－１８７（１９９１）、プロシージングズ・オブ・ザ・ナ
ショナル・アカデミー・オブ・サイエンシイズ・オブ・ザ・ユーエスエー（Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA），７５巻，１９２９(１９７８）などに記載の方法に従って行なうこと
ができる。
昆虫細胞または昆虫を形質転換するには、例えば、バイオ／テクノロジー（Bio/Technolo
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gy）, 6, 47-55(1988)などに記載の方法に従って行なうことができる。
動物細胞を形質転換するには、例えば、細胞工学別冊８新細胞工学実験プロトコール．２
６３－２６７（１９９５）（秀潤社発行）、ヴィロロジー（Virology），５２巻，４５６
(１９７３)に記載の方法に従って行なうことができる。
このようにして、ＨＭＧ１をコードするＤＮＡを含有する発現ベクターで形質転換された
形質転換体が得られる。
宿主がエシェリヒア属菌、バチルス属菌である形質転換体を培養する際、培養に使用され
る培地としては液体培地が適当であり、その中には該形質転換体の生育に必要な炭素源、
窒素源、無機物その他が含有せしめられる。炭素源としては、例えば、グルコース、デキ
ストリン、可溶性澱粉、ショ糖など、窒素源としては、例えば、アンモニウム塩類、硝酸
塩類、コーンスチープ・リカー、ペプトン、カゼイン、肉エキス、大豆粕、バレイショ抽
出液などの無機または有機物質、無機物としては、例えば、塩化カルシウム、リン酸二水
素ナトリウム、塩化マグネシウムなどが挙げられる。また、酵母エキス、ビタミン類、生
長促進因子などを添加してもよい。培地のｐＨは約５～８が望ましい。
【００４４】
エシェリヒア属菌を培養する際の培地としては、例えば、グルコース、カザミノ酸を含む
Ｍ９培地〔ミラー（Miller），ジャーナル・オブ・エクスペリメンツ・イン・モレキュラ
ー・ジェネティックス（Journal of Experiments in Molecular Genetics），４３１－４
３３，Cold Spring Harbor Laboratory, New York １９７２〕が好ましい。ここに必要に
よりプロモーターを効率よく働かせるために、例えば、３β－インドリル　アクリル酸の
ような薬剤を加えることができる。
宿主がエシェリヒア属菌の場合、培養は通常約１５～４３℃で約３～２４時間行ない、必
要により、通気や撹拌を加えることもできる。
宿主がバチルス属菌の場合、培養は通常約３０～４０℃で約６～２４時間行ない、必要に
より通気や撹拌を加えることもできる。
宿主が酵母である形質転換体を培養する際、培地としては、例えば、バークホールダー（
Burkholder）最小培地〔Bostian, K. L. ら、プロシージングズ・オブ・ザ・ナショナル
・アカデミー・オブ・サイエンシイズ・オブ・ザ・ユーエスエー（Proc. Natl. Acad. Sc
i. USA），７７巻，４５０５(１９８０)〕や０.５％カザミノ酸を含有するＳＤ培地〔Bit
ter, G. A. ら、プロシージングズ・オブ・ザ・ナショナル・アカデミー・オブ・サイエ
ンシイズ・オブ・ザ・ユーエスエー（Proc. Natl. Acad. Sci. USA），８１巻，５３３０
（１９８４）〕が挙げられる。培地のｐＨは約５～８に調整するのが好ましい。培養は通
常約２０℃～３５℃で約２４～７２時間行ない、必要に応じて通気や撹拌を加える。
【００４５】
宿主が昆虫細胞または昆虫である形質転換体を培養する際、培地としては、Grace's Inse
ct Medium（Grace, T.C.C., ネイチャー（Nature）, 195, 788(1962)）に非動化した１０
％ウシ血清等の添加物を適宜加えたものなどが用いられる。培地のｐＨは約６．２～６．
４に調整するのが好ましい。培養は通常約２７℃で約３～５日間行ない、必要に応じて通
気や撹拌を加える。
宿主が動物細胞である形質転換体を培養する際、培地としては、例えば、約５～２０％の
胎児牛血清を含むＭＥＭ培地〔サイエンス（Science），１２２巻，５０１(１９５２)〕
，ＤＭＥＭ培地〔ヴィロロジー（Virology），８巻，３９６(１９５９)〕，ＲＰＭＩ １
６４０培地〔ジャーナル・オブ・ザ・アメリカン・メディカル・アソシエーション（The 
Journal of the American Medical Association）１９９巻，５１９(１９６７)〕，１９
９培地〔プロシージング・オブ・ザ・ソサイエティ・フォー・ザ・バイオロジカル・メデ
ィスン（Proceeding of the Society for the Biological Medicine），７３巻，１(１９
５０)〕などが用いられる。ｐＨは約６～８であるのが好ましい。培養は通常約３０℃～
４０℃で約１５～６０時間行ない、必要に応じて通気や撹拌を加える。
以上のようにして、形質転換体の細胞内、細胞膜または細胞外にＨＭＧ１を生成せしめる
ことができる。
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【００４６】
上記培養物からＨＭＧ１を分離精製するには、例えば、下記の方法により行なうことがで
きる。
ＨＭＧ１を培養菌体あるいは細胞から抽出するに際しては、培養後、公知の方法で菌体あ
るいは細胞を集め、これを適当な緩衝液に懸濁し、超音波、リゾチームおよび／または凍
結融解などによって菌体あるいは細胞を破壊したのち、遠心分離やろ過によりＨＭＧ１の
粗抽出液を得る方法などが適宜用いられる。緩衝液の中に尿素や塩酸グアニジンなどの蛋
白質変性剤や、トリトンＸ－１００ＴＭなどの界面活性剤が含まれていてもよい。培養液
中にＨＭＧ１が分泌される場合には、培養終了後、それ自体公知の方法で菌体あるいは細
胞と上清とを分離し、上清を集める。
このようにして得られた培養上清、あるいは抽出液中に含まれるＨＭＧ１の精製は、自体
公知の分離・精製法を適切に組み合わせて行なうことができる。これらの公知の分離、精
製法としては、塩析や溶媒沈澱法などの溶解度を利用する方法、透析法、限外ろ過法、ゲ
ルろ過法、およびＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動法などの主として分子量の差
を利用する方法、イオン交換クロマトグラフィーなどの荷電の差を利用する方法、アフィ
ニティークロマトグラフィーなどの特異的新和性を利用する方法、逆相高速液体クロマト
グラフィーなどの疎水性の差を利用する方法、等電点電気泳動法などの等電点の差を利用
する方法などが用いられる。
【００４７】
かくして得られるＨＭＧ１が遊離体で得られた場合には、自体公知の方法あるいはそれに
準じる方法によって塩に変換することができ、逆に塩で得られた場合には自体公知の方法
あるいはそれに準じる方法により、遊離体または他の塩に変換することができる。
なお、組換え体が産生するＨＭＧ１を、精製前または精製後に適当な蛋白修飾酵素を作用
させることにより、任意に修飾を加えたり、ポリペプチドを部分的に除去することもでき
る。蛋白修飾酵素としては、例えば、トリプシン、キモトリプシン、アルギニルエンドペ
プチダーゼ、プロテインキナーゼ、グリコシダーゼなどが用いられる。
かくして生成するＨＭＧ１の活性は、特異抗体を用いたエンザイムイムノアッセイなどに
より測定することができる。
【００４８】
ＨＭＧ１に対する抗体は、ＨＭＧ１を認識し得る抗体であれば、ポリクローナル抗体、モ
ノクローナル抗体の何れであってもよい。
ＨＭＧ１に対する抗体は、ＨＭＧ１を抗原として用い、自体公知の抗体または抗血清の製
造法に従って製造することができる。
【００４９】
〔モノクローナル抗体の作製〕
（ａ）モノクローナル抗体産生細胞の作製
ＨＭＧ１は、哺乳動物に対して投与により抗体産生が可能な部位にそれ自体あるいは担体
、希釈剤とともに投与される。投与に際して抗体産生能を高めるため、完全フロイントア
ジュバントや不完全フロイントアジュバントを投与してもよい。投与は通常２～６週毎に
１回ずつ、計２～１０回程度行なわれる。用いられる哺乳動物としては、例えば、サル、
ウサギ、イヌ、モルモット、マウス、ラット、ヒツジ、ヤギが挙げられるが、マウスおよ
びラットが好ましく用いられる。モノクローナル抗体産生細胞の作製に際しては、抗原を
免疫された温血動物、例えば、マウスから抗体価の認められた個体を選択し最終免疫の２
～５日後に脾臓またはリンパ節を採取し、それらに含まれる抗体産生細胞を骨髄腫細胞と
融合させることにより、モノクローナル抗体産生ハイブリドーマを調製することができる
。抗血清中の抗体価の測定は、例えば、後記の標識化ＨＭＧ１と抗血清とを反応させたの
ち、抗体に結合した標識剤の活性を測定することにより行なうことができる。融合操作は
既知の方法、例えば、ケーラーとミルスタインの方法〔ネイチャー（Nature)、２５６巻
、４９５頁（１９７５年）〕に従い実施することができる。融合促進剤としては、例えば
、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）やセンダイウィルスなどが挙げられるが、好ましく
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はＰＥＧが用いられる。
骨髄腫細胞としては、例えば、ＮＳ－１、Ｐ３Ｕ１、ＳＰ２／０などが挙げられるが、Ｐ
３Ｕ１が好ましく用いられる。用いられる抗体産生細胞（脾臓細胞）数と骨髄腫細胞数と
の好ましい比率は１：１～２０：１程度であり、ＰＥＧ（好ましくは、ＰＥＧ１０００～
ＰＥＧ６０００）が１０～８０％程度の濃度で添加され、約２０～４０℃、好ましくは約
３０～３７℃で約１～１０分間インキュベートすることにより効率よく細胞融合を実施で
きる。
【００５０】
モノクローナル抗体産生ハイブリドーマのスクリーニングには種々の方法が使用できるが
、例えば、ＨＭＧ１抗原を直接あるいは担体とともに吸着させた固相（例、マイクロプレ
ート）にハイブリドーマ培養上清を添加し、次に放射性物質や酵素などで標識した抗免疫
グロブリン抗体（細胞融合に用いられる細胞がマウスの場合、抗マウス免疫グロブリン抗
体が用いられる）またはプロテインＡを加え、固相に結合したモノクローナル抗体を検出
する方法、抗免疫グロブリン抗体またはプロテインＡを吸着させた固相にハイブリドーマ
培養上清を添加し、放射性物質や酵素などで標識したＨＭＧ１を加え、固相に結合したモ
ノクローナル抗体を検出する方法などが挙げられる。
モノクローナル抗体の選別は、自体公知あるいはそれに準じる方法に従って行なうことが
できるが、通常はＨＡＴ（ヒポキサンチン、アミノプテリン、チミジン）を添加した動物
細胞用培地などで行なうことができる。選別および育種用培地としては、ハイブリドーマ
が生育できるものならばどのような培地を用いても良い。例えば、１～２０％、好ましく
は１０～２０％の牛胎児血清を含むＲＰＭＩ １６４０培地、１～１０％の牛胎児血清を
含むＧＩＴ培地（和光純薬工業（株））またはハイブリドーマ培養用無血清培地（ＳＦＭ
－１０１、日水製薬（株））などを用いることができる。培養温度は、通常２０～４０℃
、好ましくは約３７℃である。培養時間は、通常５日～３週間、好ましくは１週間～２週
間である。培養は、通常５％炭酸ガス下で行なうことができる。ハイブリドーマ培養上清
の抗体価は、上記の抗血清中の抗体価の測定と同様にして測定できる。
【００５１】
（ｂ）モノクローナル抗体の精製
モノクローナル抗体の分離精製は、通常のポリクローナル抗体の分離精製と同様に免疫グ
ロブリンの分離精製法〔例、塩析法、アルコール沈殿法、等電点沈殿法、電気泳動法、イ
オン交換体（例、ＤＥＡＥ）による吸脱着法、超遠心法、ゲルろ過法、抗原結合固相また
はプロテインＡあるいはプロテインＧなどの活性吸着剤により抗体のみを採取し、結合を
解離させて抗体を得る特異的精製法〕に従って行なうことができる。
【００５２】
〔ポリクローナル抗体の作製〕
本発明のポリクローナル抗体は、それ自体公知あるいはそれに準じる方法にしたがって製
造することができる。例えば、免疫抗原（ＨＭＧ１抗原）とキャリアー蛋白質との複合体
をつくり、上記のモノクローナル抗体の製造法と同様に哺乳動物に免疫を行ない、該免疫
動物からＨＭＧ１に対する抗体含有物を採取して、抗体の分離精製を行なうことにより製
造できる。
哺乳動物を免疫するために用いられる免疫抗原とキャリアー蛋白質との複合体に関し、キ
ャリアー蛋白質の種類およびキャリアーとハプテンとの混合比は、キャリアーに架橋させ
て免疫したハプテンに対して抗体が効率良くできれば、どの様なものをどの様な比率で架
橋させてもよいが、例えば、ウシ血清アルブミン、ウシサイログロブリン、キーホール・
リンペット・ヘモシアニン等を重量比でハプテン１に対し、約０.１～２０、好ましくは
約１～５の割合でカプルさせる方法が用いられる。
また、ハプテンとキャリアーのカプリングには、種々の縮合剤を用いることができるが、
グルタルアルデヒドやカルボジイミド、マレイミド活性エステル、チオール基、ジチオビ
リジル基を含有する活性エステル試薬等が用いられる。
縮合生成物は、温血動物に対して、抗体産生が可能な部位にそれ自体あるいは担体、希釈
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剤とともに投与される。投与に際して抗体産生能を高めるため、完全フロイントアジュバ
ントや不完全フロイントアジュバントを投与してもよい。投与は、通常約２～６週毎に１
回ずつ、計約３～１０回程度行なうことができる。
ポリクローナル抗体は、上記の方法で免疫された哺乳動物の血液、腹水など、好ましくは
血液から採取することができる。
抗血清中のポリクローナル抗体価の測定は、上記の血清中の抗体価の測定と同様にして測
定できる。ポリクローナル抗体の分離精製は、上記のモノクローナル抗体の分離精製と同
様の免疫グロブリンの分離精製法に従って行なうことができる。
【００５３】
ＨＭＧ１は、アルツハイマー病脳の粒子画分（核、膜及び不溶性蛋白質を含む）及び細胞
質画分（細胞質ゾル及び細胞外可溶性蛋白質を含む）の両方において発現がアップレギュ
レートされ、細胞外ＨＭＧ１は老人斑と共存する。さらに、ＨＭＧ１はミクログリアによ
るＡβ４２の食作用を阻害し、また、Ａβ４２と結合してＡβ４２の凝集体形成を促進す
る。従って、ＨＭＧ１もしくはその部分ペプチドまたはその塩（以下、「ＨＭＧ１等」と
もいう）、ＨＭＧ１等をコードするＤＮＡ、本発明のアンチセンスヌクレオチド、ＨＭＧ
１等に対する抗体（以下、「本発明の抗体」と略記する場合がある）は、以下の用途を有
している。
【００５４】
［１］ＨＭＧ１もしくはその部分ペプチドまたはその塩の用途
（ａ）Ａβ４２凝集抑制作用及び／又はミクログリアによるＡβ４２食作用を促進するた
めのワクチン
ＨＭＧ１もしくはその部分ペプチドまたはその塩をワクチンとして投与すると、体内に抗
ＨＭＧ１抗体を生成させることができる。抗ＨＭＧ１抗体は、ＨＭＧ１のＡβ４２凝集促
進作用及びミクログリアによるＡβ４２食作用阻害作用を中和することができるので、Ｈ
ＭＧ１ワクチンは、Ａβ４２凝集抑制作用及び／又はミクログリアによるＡβ４２食作用
を促進する効果を有し、Ａβ４２をシード（seed）とするＡβ沈着による老人斑形成が関
与する疾患、具体的には、脳アミロイドーシス（例：アルツハイマー病、ダウン症、アミ
ロイドアンギオパチー等）の予防・治療剤として有用である。
ＨＭＧ１等を上記疾患の予防・治療用に使用する場合は、常套手段に従ってワクチン化す
ることができる。
例えば、a）ＨＭＧ１等は、必要に応じて糖衣を施した錠剤、カプセル剤、エリキシル剤
、マイクロカプセル剤などとして経口的に、あるいは水もしくはそれ以外の薬学的に許容
し得る液との無菌性溶液、または懸濁液剤などの注射剤の形で非経口的に使用できる。例
えば、b）ＨＭＧ１等を生理学的に認められる公知の担体、香味剤、賦形剤、ベヒクル、
防腐剤、安定剤、結合剤などとともに一般に認められた製剤実施に要求される単位用量形
態で混和することによって製造することができる。これら製剤における有効成分量は指示
された範囲の適当な容量が得られるようにするものである。
【００５５】
錠剤、カプセル剤などに混和することができる添加剤としては、例えば、ゼラチン、コー
ンスターチ、トラガント、アラビアゴムのような結合剤、結晶性セルロースのような賦形
剤、コーンスターチ、ゼラチン、アルギン酸などのような膨化剤、ステアリン酸マグネシ
ウムのような潤滑剤、ショ糖、乳糖またはサッカリンのような甘味剤、ペパーミント、ア
カモノ油またはチェリーのような香味剤などが用いられる。調剤単位形態がカプセルであ
る場合には、上記タイプの材料にさらに油脂のような液状担体を含有することができる。
注射のための無菌組成物は注射用水のようなベヒクル中の活性物質、胡麻油、椰子油など
のような天然産出植物油などを溶解または懸濁させるなどの通常の製剤実施に従って処方
することができる。注射用の水性液としては、例えば、生理食塩水、ブドウ糖やその他の
補助薬を含む等張液（例えば、Ｄ－ソルビトール、Ｄ－マンニトール、塩化ナトリウムな
ど）などが用いられ、適当な溶解補助剤、例えば、アルコール（例、エタノール）、ポリ
アルコール（例、プロピレングリコール、ポリエチレングリコール）、非イオン性界面活
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性剤（例、ポリソルベート８０ＴＭ、ＨＣＯ－５０）などと併用してもよい。油性液とし
ては、例えば、ゴマ油、大豆油などが用いられ、溶解補助剤である安息香酸ベンジル、ベ
ンジルアルコールなどと併用してもよい。
【００５６】
また、上記ワクチンは、例えば、緩衝剤（例えば、リン酸塩緩衝液、酢酸ナトリウム緩衝
液）、無痛化剤（例えば、塩化ベンザルコニウム、塩酸プロカインなど）、安定剤（例え
ば、ヒト血清アルブミン、ポリエチレングリコールなど）、保存剤（例えば、ベンジルア
ルコール、フェノールなど）、酸化防止剤などと配合してもよい。調製された注射液は通
常、適当なアンプルに充填される。
このようにして得られる製剤は安全で低毒性であるので、例えば、ヒトや哺乳動物（例え
ば、ラット、マウス、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ネコ、イヌ、サルなど）に対して投
与することができる。
ＨＭＧ１等の投与量は、投与対象、対象臓器、症状、投与方法などにより差異はあるが、
経口投与の場合、例えばアルツハイマー病患者（６０ｋｇとして）においては、一回につ
き約０．０１～１０００ｍｇ、好ましくは約０．１～１００ｍｇ、より好ましくは約１～
５０ｍｇである。非経口的に投与する場合は、対象臓器、症状、投与方法などによっても
異なるが、例えば注射剤の形では、例えばアルツハイマー病患者（６０ｋｇとして）にお
いては、一回につき約０．０１～１０００ｍｇ程度、好ましくは約０．１～１００ｍｇ程
度、より好ましくは約１～５０ｍｇ程度を投与するのが好都合である。他の動物の場合も
、６０ｋｇ当たりに換算した量を投与することができる。投与は１～２１日間隔で１～１
０回行うことができる。
【００５７】
［２］ＨＭＧ１またはその部分ペプチドをコードするヌクレオチドの用途
（ａ）遺伝子診断剤
本発明のヌクレオチドおよびアンチセンスヌクレオチドは、プローブとして使用すること
により、ヒトまたは哺乳動物（例えば、ラット、マウス、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、
ネコ、イヌ、サルなど）におけるＨＭＧ１またはその部分ペプチドをコードするＤＮＡま
たはｍＲＮＡの異常（遺伝子異常）を検出することができるので、例えば、該ＤＮＡまた
はｍＲＮＡの損傷、突然変異あるいは発現低下や、該ＤＮＡまたはｍＲＮＡの増加あるい
は発現過多などの遺伝子診断剤として有用である。
本発明のヌクレオチドまたはアンチセンスヌクレオチドを用いる上記の遺伝子診断は、例
えば、自体公知のノーザンハイブリダイゼーションやＰＣＲ－ＳＳＣＰ法（ゲノミックス
（Genomics），第５巻，８７４～８７９頁（１９８９年）、プロシージングズ・オブ・ザ
・ナショナル・アカデミー・オブ・サイエンシイズ・オブ・ユーエスエー（Proceedings 
of the National Academy of Sciences of the United States of America），第８６巻
，２７６６～２７７０頁（１９８９年））などにより実施することができる。
また、ノーザンハイブリダイゼーションによりＨＭＧ１の発現過多が検出された場合は、
例えば、ＨＭＧ１の過剰発現により、Ａβ４２の凝集及び／又はミクログリアによるＡβ
４２食作用異常、ひいては老人斑の形成・蓄積が起こっている可能性が高い、従って、老
人斑が関与する疾患、例えば、脳アミロイドーシス（例：アルツハイマー病、ダウン症、
アミロイドアンギオパチー等）に罹患している可能性が高いと診断することができる。
【００５８】
［３］ＨＭＧ１もしくはその部分ペプチドまたはその塩に対する抗体の用途
（ａ）ＨＭＧ１の定量並びにＡβ４２凝集及び／又はミクログリアによるＡβ４２食作用
異常の診断
本発明の抗体は、ＨＭＧ１を特異的に認識することができるので、細胞外ＨＭＧ１を検出
することによる、Ａβ４２凝集及び／又はミクログリアによるＡβ４２食作用異常の診断
などに使用することができる。
すなわち、本発明は、
（ｉ）本発明の抗体と、被検液および標識化されたＨＭＧ１とを競合的に反応させ、該抗
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体に結合した標識化されたＨＭＧ１の割合を測定することを特徴とする被検液中の該レセ
プターの定量法、および
（ii）被検液と担体上に不溶化した本発明の抗体および標識化された本発明の別の抗体と
を同時あるいは連続的に反応させたのち、不溶化担体上の標識剤の活性を測定することを
特徴とする被検液中のＨＭＧ１の定量法を提供する。
【００５９】
上記（ii）の定量法においては、一方の抗体がＨＭＧ１のＮ端部を認識する抗体である場
合、他方の抗体がＨＭＧ１の他の部分、例えばＣ端部を認識する抗体であることが望まし
い。
また、ＨＭＧ１に対するモノクローナル抗体を用いて該蛋白質の定量を行うことができる
ほか、組織染色等による検出を行なうこともできる。これらの目的には、抗体分子そのも
のを用いてもよく、また、抗体分子のＦ(ａｂ')２、Ｆａｂ'、あるいはＦａｂ画分を用い
てもよい。
【００６０】
本発明の抗体を用いるＨＭＧ１の定量法は、特に制限されるべきものではなく、被測定液
中の抗原量（例えば、ＨＭＧ１量）に対応した抗体、抗原もしくは抗体－抗原複合体の量
を化学的または物理的手段により検出し、これを既知量の抗原を含む標準液を用いて作製
した標準曲線より算出する測定法であれば、いずれの測定法を用いてもよい。例えば、ネ
フロメトリー、競合法、イムノメトリック法およびサンドイッチ法が好適に用いられるが
、感度、特異性の点で、後述するサンドイッチ法を用いるのが特に好ましい。
【００６１】
標識物質を用いる測定法に用いられる標識剤としては、例えば、放射性同位元素、酵素、
蛍光物質、発光物質などが用いられる。放射性同位元素としては、例えば、〔１２５Ｉ〕
、〔１３１Ｉ〕、〔３Ｈ〕、〔１４Ｃ〕などが用いられる。上記酵素としては、安定で比
活性の大きなものが好ましく、例えば、β－ガラクトシダーゼ、β－グルコシダーゼ、ア
ルカリフォスファターゼ、パーオキシダーゼ、リンゴ酸脱水素酵素などが用いられる。蛍
光物質としては、例えば、フルオレスカミン、フルオレッセンイソチオシアネートなどが
用いられる。発光物質としては、例えば、ルミノール、ルミノール誘導体、ルシフェリン
、ルシゲニンなどが用いられる。さらに、抗体あるいは抗原と標識剤との結合にビオチン
－アビジン系を用いることもできる。
抗原あるいは抗体の不溶化にあたっては、物理吸着を用いてもよく、また通常蛋白質等を
不溶化、固定化するのに用いられる化学結合を用いる方法でもよい。担体としては、アガ
ロース、デキストラン、セルロースなどの不溶性多糖類、ポリスチレン、ポリアクリルア
ミド、シリコン等の合成樹脂、あるいはガラス等があげられる。
サンドイッチ法においては不溶化した本発明のモノクローナル抗体に被検液を反応させ（
１次反応）、さらに標識化した別の本発明のモノクローナル抗体を反応させ（２次反応）
たのち、不溶化担体上の標識剤の活性を測定することにより被検液中のＨＭＧ１量を定量
することができる。１次反応と２次反応は逆の順序に行っても、また、同時に行なっても
よいし時間をずらして行なってもよい。標識化剤および不溶化の方法は前記のそれらに準
じることができる。また、サンドイッチ法による免疫測定法において、固相用抗体あるい
は標識用抗体に用いられる抗体は必ずしも１種類である必要はなく、測定感度を向上させ
る等の目的で２種類以上の抗体の混合物を用いてもよい。
【００６２】
本発明のサンドイッチ法によるＨＭＧ１の測定法においては、１次反応と２次反応に用い
られる本発明のモノクローナル抗体は、ＨＭＧ１の結合する部位が相異なる抗体が好まし
く用いられる。すなわち、１次反応および２次反応に用いられる抗体は、例えば、２次反
応で用いられる抗体が、ＨＭＧ１のＣ端部を認識する場合、１次反応で用いられる抗体は
、好ましくはＣ端部以外、例えばＮ端部を認識する抗体が用いられる。
本発明のモノクローナル抗体をサンドイッチ法以外の測定システム、例えば、競合法、イ
ムノメトリック法あるいはネフロメトリーなどに用いることができる。



(23) JP 4242128 B2 2009.3.18

10

20

30

40

50

競合法では、被検液中の抗原と標識抗原とを抗体に対して競合的に反応させたのち、未反
応の標識抗原(Ｆ）と、抗体と結合した標識抗原（Ｂ）とを分離し（Ｂ／Ｆ分離）、Ｂ，
Ｆいずれかの標識量を測定し、被検液中の抗原量を定量する。本反応法には、抗体として
可溶性抗体を用い、Ｂ／Ｆ分離をポリエチレングリコール、前記抗体に対する第２抗体な
どを用いる液相法、および、第１抗体として固相化抗体を用いるか、あるいは、第１抗体
は可溶性のものを用い第２抗体として固相化抗体を用いる固相化法とが用いられる。
イムノメトリック法では、被検液中の抗原と固相化抗原とを一定量の標識化抗体に対して
競合反応させた後固相と液相を分離するか、あるいは、被検液中の抗原と過剰量の標識化
抗体とを反応させ、次に固相化抗原を加え未反応の標識化抗体を固相に結合させたのち、
固相と液相を分離する。次に、いずれかの相の標識量を測定し被検液中の抗原量を定量す
る。
また、ネフロメトリーでは、ゲル内あるいは溶液中で抗原抗体反応の結果生じた不溶性の
沈降物の量を測定する。被検液中の抗原量が僅かであり、少量の沈降物しか得られない場
合にもレーザーの散乱を利用するレーザーネフロメトリーなどが好適に用いられる。
これら個々の免疫学的測定法を本発明の定量方法に適用するにあたっては、特別の条件、
操作等の設定は必要とされない。それぞれの方法における通常の条件、操作法に当業者の
通常の技術的配慮を加えてＨＭＧ１の測定系を構築すればよい。これらの一般的な技術手
段の詳細については、総説、成書などを参照することができる。
例えば、入江　寛編「ラジオイムノアッセイ」（講談社、昭和４９年発行）、入江　寛編
「続ラジオイムノアッセイ」（講談社、昭和５４年発行）、石川栄治ら編「酵素免疫測定
法」（医学書院、昭和５３年発行）、石川栄治ら編「酵素免疫測定法」（第２版）（医学
書院、昭和５７年発行）、石川栄治ら編「酵素免疫測定法」（第３版）（医学書院、昭和
６２年発行）、「Methods in ENZYMOLOGY」 Vol. 70(Immunochemical Techniques(Part A
))、 同書 Vol. 73(Immunochemical Techniques(Part B))、 同書 Vol. 74(Immunochemic
al Techniques(Part C))、 同書 Vol. 84(Immunochemical Techniques(Part D : Selecte
d Immunoassays))、 同書 Vol. 92(Immunochemical Techniques(Part E : Monoclonal An
tibodies and General Immunoassay Methods))、 同書 Vol. 121(Immunochemical Techni
ques(Part I : Hybridoma Technology and Monoclonal Antibodies))(以上、アカデミッ
クプレス社発行)などを参照することができる。
以上のようにして、本発明の抗体を用いることによって、ＨＭＧ１を感度良く定量するこ
とができる。
【００６３】
本発明の抗体を用いる上記の定量法において、脳実質や脳血管壁の細胞外液を被検液とし
、脳実質や脳血管壁における細胞外ＨＭＧ１の濃度を定量することによって、該蛋白質の
濃度の増加が検出された場合、例えば、ＨＭＧ１の過剰産生及び／又は漏出により、Ａβ
４２の凝集及び／又はミクログリアによるＡβ４２食作用異常、ひいては老人斑の形成・
蓄積が起こっている可能性が高い、従って、老人斑が関与する疾患、例えば、脳アミロイ
ドーシス（例：アルツハイマー病、ダウン症、アミロイドアンギオパチー等）に罹患して
いる可能性が高いと診断することができる。
【００６４】
（ｂ）Ａβ４２の凝集抑制及び／又はミクログリアによるＡβ４２食作用促進剤
本発明の抗体は、ＨＭＧ１のＡβ４２凝集促進作用及びミクログリアによるＡβ４２食作
用阻害作用を中和することができるので、Ａβ４２凝集抑制及び／又はミクログリアによ
るＡβ４２食作用を促進する効果を有し、Ａβ４２をシード（seed）とするＡβ沈着によ
る老人斑形成が関与する疾患、具体的には、脳アミロイドーシス（例：アルツハイマー病
、ダウン症、アミロイドアンギオパチー等）の予防・治療剤として有用である。
本発明の抗体を上記疾患の予防・治療用に使用する場合は、常套手段に従って製剤化する
ことができる。
例えば、a）本発明の抗体は、必要に応じて糖衣を施した錠剤、カプセル剤、エリキシル
剤、マイクロカプセル剤などとして経口的に、あるいは水もしくはそれ以外の薬学的に許
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容し得る液との無菌性溶液、または懸濁液剤などの注射剤の形で非経口的に使用できる。
例えば、b）本発明の抗体を生理学的に認められる公知の担体、香味剤、賦形剤、ベヒク
ル、防腐剤、安定剤、結合剤などとともに一般に認められた製剤実施に要求される単位用
量形態で混和することによって製造することができる。これら製剤における有効成分量は
指示された範囲の適当な容量が得られるようにするものである。
【００６５】
錠剤、カプセル剤などに混和することができる添加剤としては、例えば、ゼラチン、コー
ンスターチ、トラガント、アラビアゴムのような結合剤、結晶性セルロースのような賦形
剤、コーンスターチ、ゼラチン、アルギン酸などのような膨化剤、ステアリン酸マグネシ
ウムのような潤滑剤、ショ糖、乳糖またはサッカリンのような甘味剤、ペパーミント、ア
カモノ油またはチェリーのような香味剤などが用いられる。調剤単位形態がカプセルであ
る場合には、上記タイプの材料にさらに油脂のような液状担体を含有することができる。
注射のための無菌組成物は注射用水のようなベヒクル中の活性物質、胡麻油、椰子油など
のような天然産出植物油などを溶解または懸濁させるなどの通常の製剤実施に従って処方
することができる。注射用の水性液としては、例えば、生理食塩水、ブドウ糖やその他の
補助薬を含む等張液（例えば、Ｄ－ソルビトール、Ｄ－マンニトール、塩化ナトリウムな
ど）などが用いられ、適当な溶解補助剤、例えば、アルコール（例、エタノール）、ポリ
アルコール（例、プロピレングリコール、ポリエチレングリコール）、非イオン性界面活
性剤（例、ポリソルベート８０ＴＭ、ＨＣＯ－５０）などと併用してもよい。油性液とし
ては、例えば、ゴマ油、大豆油などが用いられ、溶解補助剤である安息香酸ベンジル、ベ
ンジルアルコールなどと併用してもよい。
【００６６】
また、上記予防・治療剤は、例えば、緩衝剤（例えば、リン酸塩緩衝液、酢酸ナトリウム
緩衝液）、無痛化剤（例えば、塩化ベンザルコニウム、塩酸プロカインなど）、安定剤（
例えば、ヒト血清アルブミン、ポリエチレングリコールなど）、保存剤（例えば、ベンジ
ルアルコール、フェノールなど）、酸化防止剤などと配合してもよい。調製された注射液
は通常、適当なアンプルに充填される。
このようにして得られる製剤は安全で低毒性であるので、例えば、ヒトや哺乳動物（例え
ば、ラット、マウス、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ネコ、イヌ、サルなど）に対して投
与することができる。
本発明の抗体の投与量は、投与対象、対象臓器、症状、投与方法などにより差異はあるが
、経口投与の場合、例えばアルツハイマー病患者（６０ｋｇとして）においては、一日に
つき約０.１～１００ｍｇ、好ましくは約１．０～５０ｍｇ、より好ましくは約１．０～
２０ｍｇである。非経口的に投与する場合は、その１回投与量は投与対象、対象臓器、症
状、投与方法などによっても異なるが、例えば注射剤の形では、例えばアルツハイマー病
患者（６０ｋｇとして）においては、一日につき約０．０１～３０ｍｇ程度、好ましくは
約０．１～２０ｍｇ程度、より好ましくは約０．１～１０ｍｇ程度を投与するのが好都合
である。他の動物の場合も、６０ｋｇ当たりに換算した量を投与することができる。
【００６７】
さらに、本発明の抗体は、ＨＭＧ１を特異的に認識するので、後述のＨＭＧ１阻害剤と組
み合わせてそれらの薬剤をＨＭＧ１に送達するためのターゲッティング薬として使用する
こともできる。
【００６８】
［４］本発明のアンチセンスヌクレオチドの用途
（ａ）Ａβ４２凝集抑制及び／又はミクログリアによるＡβ４２食作用促進剤
本発明のアンチセンスヌクレオチドは、ＨＭＧ１ ｍＲＮＡの合成及びＨＭＧ１蛋白質へ
の翻訳を阻害するので、Ａβ４２凝集抑制及び／又はミクログリアによるＡβ４２食作用
を促進する効果を有し、Ａβ４２をシード（seed）とするＡβ沈着による老人斑形成が関
与する疾患、具体的には、脳アミロイドーシス（例：アルツハイマー病、ダウン症、アミ
ロイドアンギオパチー等）の予防・治療剤として有用である。
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本発明のアンチセンスヌクレオチドを上記予防・治療剤として用いる場合、該アンチセン
スヌクレオチドを単独あるいはレトロウイルスベクター、アデノウイルスベクター、アデ
ノウイルスアソシエーテッドウイルスベクターなどの適当なベクターに挿入した後、常套
手段に従って製剤化することができる。該アンチセンスヌクレオチドは、そのままで、あ
るいは摂取促進のために補助剤などの生理学的に認められる担体とともに製剤化し、遺伝
子銃やハイドロゲルカテーテルのようなカテーテルによって投与できる。
【００６９】
例えば、該ヌクレオチドは、必要に応じて糖衣を施した錠剤、カプセル剤、エリキシル剤
、マイクロカプセル剤などとして経口的に、あるいは水もしくはそれ以外の薬学的に許容
し得る液との無菌性溶液、または懸濁液剤などの注射剤の形で非経口的に使用できる。例
えば、該ヌクレオチドを生理学的に認められる公知の担体、香味剤、賦形剤、ベヒクル、
防腐剤、安定剤、結合剤などとともに一般に認められた製剤実施に要求される単位用量形
態で混和することによって製造することができる。これら製剤における有効成分量は指示
された範囲の適当な用量が得られるようにするものである。
【００７０】
錠剤、カプセル剤などに混和することができる添加剤としては、例えば、ゼラチン、コー
ンスターチ、トラガント、アラビアゴムのような結合剤、結晶性セルロースのような賦形
剤、コーンスターチ、ゼラチン、アルギン酸などのような膨化剤、ステアリン酸マグネシ
ウムのような潤滑剤、ショ糖、乳糖またはサッカリンのような甘味剤、ペパーミント、ア
カモノ油またはチェリーのような香味剤などが用いられる。調剤単位形態がカプセルであ
る場合には、上記タイプの材料にさらに油脂のような液状担体を含有することができる。
注射のための無菌組成物は注射用水のようなベヒクル中の活性物質、胡麻油、椰子油など
のような天然産出植物油などを溶解または懸濁させるなどの通常の製剤実施に従って処方
することができる。注射用の水性液としては、例えば、生理食塩水、ブドウ糖やその他の
補助薬を含む等張液（例えば、Ｄ－ソルビトール、Ｄ－マンニトール、塩化ナトリウムな
ど）などが用いられ、適当な溶解補助剤、例えば、アルコール（例、エタノール）、ポリ
アルコール（例、プロピレングリコール、ポリエチレングリコール）、非イオン性界面活
性剤（例、ポリソルベート８０ＴＭ、ＨＣＯ－５０）などと併用してもよい。油性液とし
ては、例えば、ゴマ油、大豆油などが用いられ、溶解補助剤である安息香酸ベンジル、ベ
ンジルアルコールなどと併用してもよい。
【００７１】
また、上記予防・治療剤は、例えば、緩衝剤（例えば、リン酸塩緩衝液、酢酸ナトリウム
緩衝液）、無痛化剤（例えば、塩化ベンザルコニウム、塩酸プロカインなど）、安定剤（
例えば、ヒト血清アルブミン、ポリエチレングリコールなど）、保存剤（例えば、ベンジ
ルアルコール、フェノールなど）、酸化防止剤などと配合してもよい。調製された注射液
は通常、適当なアンプルに充填される。
このようにして得られる製剤は安全で低毒性であるので、例えば、ヒトや哺乳動物（例え
ば、ラット、マウス、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ネコ、イヌ、サルなど）に対して投
与することができる。
【００７２】
該アンチセンスヌクレオチドの投与量は、投与対象、対象臓器、症状、投与方法などによ
り差異はあるが、経口投与の場合、一般的に例えば、アルツハイマー病患者（６０ｋｇと
して）においては、一日につき約０.１ｍｇ～１００ｍｇ、好ましくは約１．０～５０ｍ
ｇ、より好ましくは約１．０～２０ｍｇである。非経口的に投与する場合は、その１回投
与量は投与対象、対象臓器、症状、投与方法などによっても異なるが、例えば、注射剤の
形では通常例えば、アルツハイマー病患者（６０ｋｇとして）においては、一日につき約
０．０１～３０ｍｇ程度、好ましくは約０．１～２０ｍｇ程度、より好ましくは約０．１
～１０ｍｇ程度を投与するのが好都合である。他の動物の場合も、６０ｋｇ当たりに換算
した量を投与することができる。
【００７３】
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［５］ＨＭＧ１阻害剤のクリーニング方法・スクリーニング用キット
ＨＭＧ１もしくはその部分ペプチドまたはその塩の活性（例：Ａβ４２凝集促進活性、ミ
クログリアによるＡβ４２食作用阻害活性）を阻害する化合物またはその塩は、Ａβ４２
凝集抑制及び／又はミクログリアによるＡβ４２食作用を促進する効果を有し、Ａβ４２
をシード（seed）とするＡβ沈着による老人斑形成が関与する疾患、具体的には、脳アミ
ロイドーシス（例：アルツハイマー病、ダウン症、アミロイドアンギオパチー等）の予防
・治療剤として有用である。
したがって、ＨＭＧ１等は、ＨＭＧ１等の活性（例：Ａβ４２凝集促進活性、ミクログリ
アによるＡβ４２食作用阻害活性）を阻害する化合物またはその塩のスクリーニングのた
めの試薬として有用である。
【００７４】
すなわち、本発明は、
（１）ＨＭＧ１等を用いることを特徴とするＨＭＧ１のＡβ４２凝集促進活性及び／又は
ミクログリアによるＡβ４２食作用阻害活性を促進する物質（以下、単に「ＨＭＧ１阻害
剤」と略記する場合がある）のスクリーニング方法を提供し、より具体的には、例えば、
（２ａ）（ｉ）ＨＭＧ１等にＡβ４２を接触させた場合と（ii）ＨＭＧ１等にＡβ４２及
び被験物質を接触させた場合とにおけるＡβ４２の凝集を比較することを特徴とする、Ｈ
ＭＧ１阻害剤のスクリーニング方法、及び
（２ｂ）（ｉ）ＨＭＧ１等及びＡβ４２をミクログリアに接触させた場合と（ii）ＨＭＧ
１等、Ａβ４２及び被験物質をミクログリアに接触させた場合とにおけるミクログリアに
よるＡβ４２食作用を比較することを特徴とする、ＨＭＧ１阻害剤のスクリーニング方法
を提供する。
【００７５】
本発明のスクリーニング方法（２ａ）の具体的な説明を以下にする。
ＨＭＧ１、その部分ペプチドまたはそれらの塩は、上記した通りのものであれば何れのも
のでもよい。Ａβ４２は、ヒトまたは他の哺乳動物の脳実質または脳血管壁などから自体
公知の方法により単離・精製されたもの、公知のＡβ４２アミノ酸配列に基づいて化学的
に合成されたもの、Ａβ４２をコードする塩基配列を有するヌクレオチドを用い、組換え
細胞もしくは無細胞蛋白質合成系を用いて産生されたもののいずれであってもよい。
被験物質としては、例えば、ペプチド、蛋白質、核酸、非ペプチド性化合物、合成化合物
、発酵生産物、細胞抽出液、植物抽出液、動物組織抽出液などが用いられ、これら化合物
は新規な化合物であってもよいし、公知の化合物であってもよい。
上記のスクリーニング方法を実施するには、ＨＭＧ１等をスクリーニングに適したバッフ
ァーに懸濁することによりＨＭＧ１等の標品を調製する。バッファーには、ｐＨ約４～１
０（望ましくは、ｐＨ約６～８）のリン酸バッファー、トリス－塩酸バッファーなどの、
ＨＭＧ１等とＡβ４２との結合及び／又はＡβ４２の凝集を阻害しないバッファーであれ
ばいずれでもよい。
ＨＭＧ１等のＡβ４２凝集促進活性は、例えば、ＨＭＧ１とＡβ４２（及び被験物質）と
を室温～約４０℃で約１～約４８時間インキュベートした後、反応液を抗Ａβ抗体による
イムノブロッティングにかけることにより測定することができる。
例えば、上記（ii）の場合において、上記（ｉ）の場合に比べてＡβ４２凝集促進活性を
約２０％以上、好ましくは５０％以上阻害する被験物質をＨＭＧ１等のＡβ４２凝集促進
活性を阻害する物質として選択することができる。
本発明のスクリーニング用キットは、ＨＭＧ１もしくはその部分ペプチドまたはその塩を
含有するものである。本発明のスクリーニング用キットの例としては、次のものが挙げら
れる。
〔スクリーニング用試薬〕
▲１▼測定用緩衝液
ｐＨ７．０のリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）
▲２▼タンパク質標品
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精製ＨＭＧ１（例えば、仔ウシ胸腺由来）
▲３▼Ａβ４２
１０μＭ　ＰＢＳ溶液
▲４▼抗Ａβポリクローナル抗体（ウサギ由来）
【００７６】
本発明のスクリーニング方法（２ｂ）の具体的な説明を以下にする。
ＨＭＧ１等、Ａβ４２及び被験物質については、上記（２ａ）の方法と同様のものが用い
られる。ミクログリアは、例えば、ラット等の哺乳動物から切除した脳半球より調製した
混合グリア細胞（アストロサイトとミクログリアの混合物）をＦＢＳを添加したＤＭＥＭ
などの培地中に懸濁し、培養皿等にプレートして、例えば、５％ＣＯ２／９５％大気中、
約３０～約４０℃で培養し、浮遊ミクログリアを混合グリア培養から回収することにより
得る。
上記のスクリーニング方法を実施するには、ＨＭＧ１等をスクリーニングに適したバッフ
ァーまたは培地に懸濁することによりＨＭＧ１等の標品を調製する。バッファーには、ｐ
Ｈ約４～１０（望ましくは、ｐＨ約６～８）のリン酸バッファー、トリス－塩酸バッファ
ーなどが、また培地にはＭＥＭ、ＤＭＥＭ等のミクログリアの培養用培地が好ましく用い
られる。
ＨＭＧ１等のミクログリアによるＡβ４２食作用阻害活性は、例えば、ＨＭＧ１とＡβ４
２（及び被験物質）とをミクログリアの懸濁培養液に添加し、例えば５％ＣＯ２／９５％
大気中、約３０～約４０℃で約１～約４８時間インキュベートした後、ミクログリアを回
収して溶解し、該ライセートを抗Ａβ抗体によるイムノブロッティングにかけることによ
り測定することができる。
例えば、上記（ii）の場合において、上記（ｉ）の場合に比べてミクログリアによるＡβ
４２食作用阻害活性を約２０％以上、好ましくは５０％以上阻害する被験物質をＨＭＧ１
等のミクログリアによるＡβ４２食作用阻害活性を阻害する物質として選択することがで
きる。
本発明のスクリーニング用キットは、ＨＭＧ１もしくはその部分ペプチドまたはその塩を
含有するものである。本発明のスクリーニング用キットの例としては、次のものが挙げら
れる。
〔スクリーニング用試薬〕
▲１▼測定用緩衝液
ｐＨ７．０のリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）
▲２▼タンパク質標品
精製ＨＭＧ１（例えば、仔ウシ胸腺由来）
▲３▼Ａβ４２
１０μＭ　ＰＢＳ溶液
▲４▼ミクログリア培養用培地
１０％ＦＢＳ添加ＤＭＥＭ
▲５▼抗Ａβポリクローナル抗体（ウサギ由来）
【００７７】
本発明のスクリーニング方法またはスクリーニング用キットを用いて得られる物質は、上
記した被験物質から選ばれた化合物またはその塩であり、ＨＭＧ１等のＡβ４２凝集促進
活性及び／又はミクログリアによるＡβ４２食作用阻害活性を阻害する化合物である。こ
のような化合物の代表例としては、ＨＭＧ１結合性核酸が挙げられる。ＨＭＧ１は非ヒス
トン性の染色体蛋白質であり、そのアミノ酸配列中にＤＮＡ結合ドメインを有する。した
がって、ＨＭＧ１と結合し得る塩基配列を有する核酸は、ＨＭＧ１を捕捉することにより
ＨＭＧ１のＡβ４２凝集促進活性及び／又はミクログリアによるＡβ４２食作用阻害活性
を阻害する。
ＨＭＧ１阻害剤である化合物の塩としては、とりわけ生理学的に許容される酸付加塩が好
ましい。この様な塩としては、例えば無機酸（例えば、塩酸、リン酸、臭化水素酸、硫酸
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）との塩、あるいは有機酸（例えば、酢酸、ギ酸、プロピオン酸、フマル酸、マレイン酸
、コハク酸、酒石酸、クエン酸、リンゴ酸、蓚酸、安息香酸、メタンスルホン酸、ベンゼ
ンスルホン酸）との塩などが用いられる。
【００７８】
［６］ＨＭＧ１阻害剤の用途
ＨＭＧ１等のＡβ４２凝集促進活性及び／又はミクログリアによるＡβ４２食作用阻害活
性を阻害する化合物は、Ａβ４２凝集抑制及び／又はミクログリアによるＡβ４２食作用
を促進する効果を有し、Ａβ４２をシード（seed）とするＡβ沈着による老人斑形成が関
与する疾患、具体的には、脳アミロイドーシス（例：アルツハイマー病、ダウン症、アミ
ロイドアンギオパチー等）の予防・治療剤として有用である。
【００７９】
本発明のスクリーニング方法またはスクリーニング用キットを用いて得られるＨＭＧ１阻
害剤を上記予防・治療剤として使用する場合、常套手段に従って実施することができる。
例えば、該化合物は、必要に応じて糖衣を施した錠剤、カプセル剤、エリキシル剤、マイ
クロカプセル剤などとして経口的に、あるいは水もしくはそれ以外の薬学的に許容し得る
液との無菌性溶液、または懸濁液剤などの注射剤の形で非経口的に使用できる。例えば、
該化合物を生理学的に認められる公知の担体、香味剤、賦形剤、ベヒクル、防腐剤、安定
剤、結合剤などとともに一般に認められた製剤実施に要求される単位用量形態で混和する
ことによって製造することができる。これら製剤における有効成分量は指示された範囲の
適当な用量が得られるようにするものである。
【００８０】
錠剤、カプセル剤などに混和することができる添加剤としては、例えば、ゼラチン、コー
ンスターチ、トラガント、アラビアゴムのような結合剤、結晶性セルロースのような賦形
剤、コーンスターチ、ゼラチン、アルギン酸などのような膨化剤、ステアリン酸マグネシ
ウムのような潤滑剤、ショ糖、乳糖またはサッカリンのような甘味剤、ペパーミント、ア
カモノ油またはチェリーのような香味剤などが用いられる。調剤単位形態がカプセルであ
る場合には、上記タイプの材料にさらに油脂のような液状担体を含有することができる。
注射のための無菌組成物は注射用水のようなベヒクル中の活性物質、胡麻油、椰子油など
のような天然産出植物油などを溶解または懸濁させるなどの通常の製剤実施に従って処方
することができる。注射用の水性液としては、例えば、生理食塩水、ブドウ糖やその他の
補助薬を含む等張液（例えば、Ｄ－ソルビトール、Ｄ－マンニトール、塩化ナトリウムな
ど）などが用いられ、適当な溶解補助剤、例えば、アルコール（例、エタノール）、ポリ
アルコール（例、プロピレングリコール、ポリエチレングリコール）、非イオン性界面活
性剤（例、ポリソルベート８０ＴＭ、ＨＣＯ－５０）などと併用してもよい。油性液とし
ては、例えば、ゴマ油、大豆油などが用いられ、溶解補助剤である安息香酸ベンジル、ベ
ンジルアルコールなどと併用してもよい。
【００８１】
また、上記予防・治療剤は、例えば、緩衝剤（例えば、リン酸塩緩衝液、酢酸ナトリウム
緩衝液）、無痛化剤（例えば、塩化ベンザルコニウム、塩酸プロカインなど）、安定剤（
例えば、ヒト血清アルブミン、ポリエチレングリコールなど）、保存剤（例えば、ベンジ
ルアルコール、フェノールなど）、酸化防止剤などと配合してもよい。調製された注射液
は通常、適当なアンプルに充填される。
このようにして得られる製剤は安全で低毒性であるので、例えば、ヒトや哺乳動物（例え
ば、ラット、マウス、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ネコ、イヌ、サルなど）に対して投
与することができる。
【００８２】
ＨＭＧ１阻害剤の投与量は、投与対象、対象臓器、症状、投与方法などにより差異はある
が、経口投与の場合、一般的に例えば、アルツハイマー病患者（６０ｋｇとして）に対し
てＨＭＧ１阻害剤を一日につき約０.１～１００ｍｇ、好ましくは約１．０～５０ｍｇ、
より好ましくは約１．０～２０ｍｇである。非経口的に投与する場合は、その１回投与量
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は投与対象、対象臓器、症状、投与方法などによっても異なるが、例えば、注射剤の形で
は通常例えば、アルツハイマー病患者（６０ｋｇとして）に対してＨＭＧ１阻害剤を一日
につき約０．０１～３０ｍｇ程度、好ましくは約０．１～２０ｍｇ程度、より好ましくは
約０．１～１０ｍｇ程度を投与するのが好都合である。他の動物の場合も、６０ｋｇ当た
りに換算した量を投与することができる。
【００８３】
［７］ＨＭＧ１等の発現抑制剤のスクリーニング方法・スクリーニング用キット
さらに、本発明は、ＨＭＧ１等の発現を抑制してＡβ４２凝集抑制及び／又はミクログリ
アによるＡβ４２食作用促進作用を示す物質（以下、「ＨＭＧ１発現抑制剤」ともいう）
のスクリーニング方法及びそのためのキットを提供する。本方法では、上記のＨＭＧ１等
をコードする塩基配列を含むヌクレオチドをプローブもしくはプライマーとして用いてＨ
ＭＧ１等のｍＲＮＡ量の変化を測定する。好ましくは、さらに上記のＨＭＧ１阻害剤のス
クリーニング方法について記載した同様の方法により、ＨＭＧ１等のＡβ４２凝集促進活
性又はミクログリアによるＡβ４２食作用阻害活性の変化を測定する。
【００８４】
ＨＭＧ１等のｍＲＮＡ量の測定は具体的には以下のようにして行なう。
（ｉ）正常あるいは疾患モデル非ヒト哺乳動物（例えば、マウス、ラット、ウサギ、ヒツ
ジ、ブタ、ウシ、ネコ、イヌ、サルなど、より具体的には、痴呆ラットなど）に対して被
験物質を投与し、一定時間経過した後（例えば３０分後～３日後、好ましくは１時間後～
２日後、より好ましくは１時間後～２４時間後）に脳実質や脳血管などの特定の組織を切
除し、該組織中にに含まれるＨＭＧ１等のｍＲＮＡを、例えば、通常の方法により細胞か
らｍＲＮＡを抽出し、例えば、TaqMan PCRなどの手法を用いることにより定量することが
でき、自体公知の手段によりノザンブロットを行うことにより解析することもできる。
（ii）上記の方法に従って作製したＨＭＧ１等を発現する形質転換体を被験物質の存在下
に培養し、一定時間経過した後（例えば１日後～７日後、好ましくは１日後～３日後、よ
り好ましくは１日後～３日後）に該形質転換体に含まれるＨＭＧ１等のｍＲＮＡを同様に
して定量、解析することができる。
（iii）上記の方法に従って作製したＨＭＧ１等をコードする塩基配列を含有するヌクレ
オチドを、被験物質の存在下に自体公知のインビトロ転写系に添加し、一定時間インキュ
ベートした後（例えば３０分後～３日後、好ましくは１時間後～２日後、より好ましくは
１時間後～２４時間後）に反応液に含まれるＨＭＧ１等のｍＲＮＡを同様にして定量、解
析することができる。
【００８５】
ＨＭＧ１等のＡβ４２凝集促進活性をさらに測定する場合、被験物質に加えてＡβ４２を
投与（添加）し、細胞抽出液または反応液の一部を抗Ａβ抗体によるイムノブロッティン
グにかければよい。ミクログリアによるＡβ４２食作用阻害活性をさらに測定する場合、
（ｉ）被験物質に加えてＡβ４２を投与し、一定時間経過した後に脳実質などの組織から
ミクログリアを分離して溶解し、該ライセートを抗Ａβ抗体によるイムノブロッティング
にかけるか、あるいは脳薄片を調製して免疫組織化学的染色（例えば、後記実施例参照）
によりミクログリア中におけるＡβ４２の存在を検出する、（ii）（iii）被験物質に加
えてＡβ４２及びミクログリアを添加し、一定時間経過した後にミクログリアを回収して
溶解し、該ライセートを抗Ａβ抗体によるイムノブロッティングにかければよい。
【００８６】
上記スクリーニング方法に使用されるスクリーニング用キットは、ＨＭＧ１またはその部
分ペプチドをコードする塩基配列を含有するヌクレオチドを含んでなるものである。本発
明のスクリーニング用キットの例としては、次のものが挙げられる。
〔スクリーニング用試薬〕
▲１▼ヌクレオチド標品
単離ＨＭＧ１ ｃＤＮＡ（例えば、仔ウシ胸腺ｍＲＮＡ由来）
▲２▼Ａβ４２
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１０μＭ　ＰＢＳ溶液
▲３▼ミクログリア培養用培地
１０％ＦＢＳ添加ＤＭＥＭ
▲４▼抗Ａβポリクローナル抗体（ウサギ由来）
【００８７】
このスクリーニング方法・スクリーニング用キットを用いて得られる化合物またはその塩
は、ＨＭＧ１等の発現を抑制してＡβ４２凝集抑制及び／又はミクログリアによるＡβ４
２食作用促進作用を示す化合物である。
ＨＭＧ１発現抑制剤である化合物の塩としては、とりわけ生理学的に許容される酸付加塩
が好ましい。この様な塩としては、例えば無機酸（例えば、塩酸、リン酸、臭化水素酸、
硫酸）との塩、あるいは有機酸（例えば、酢酸、ギ酸、プロピオン酸、フマル酸、マレイ
ン酸、コハク酸、酒石酸、クエン酸、リンゴ酸、蓚酸、安息香酸、メタンスルホン酸、ベ
ンゼンスルホン酸）との塩などが用いられる。
【００８８】
［８］ＨＭＧ１発現抑制剤の用途
ＨＭＧ１等の発現を抑制する化合物は、Ａβ４２凝集抑制及び／又はミクログリアによる
Ａβ４２食作用を促進する効果を有し、Ａβ４２をシード（seed）とするＡβ沈着による
老人斑形成が関与する疾患、具体的には、脳アミロイドーシス（例：アルツハイマー病、
ダウン症、アミロイドアンギオパチー等）の予防・治療剤として有用である。
【００８９】
ＨＭＧ１発現抑制剤を上記予防・治療剤として使用する場合、常套手段に従って実施する
ことができる。例えば、上記したＨＭＧ１阻害剤を含有する製剤と同様にして、錠剤、カ
プセル剤、エリキシル剤、マイクロカプセル剤、無菌性溶液、懸濁液剤などとすることが
できる。
このようにして得られる製剤は安全で低毒性であるので、例えば、ヒトや哺乳動物（例え
ば、ラット、マウス、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ネコ、イヌ、サルなど）に対して投
与することができる。
【００９０】
ＨＭＧ１発現抑制剤の投与量は、投与対象、対象臓器、症状、投与方法などにより差異は
あるが、経口投与の場合、一般的に、例えば、アルツハイマー病患者（６０ｋｇとして）
に対してＨＭＧ１発現抑制剤を一日につき約０.１～１００ｍｇ、好ましくは約１．０～
５０ｍｇ、より好ましくは約１．０～２０ｍｇである。非経口的に投与する場合は、その
１回投与量は投与対象、対象臓器、症状、投与方法などによっても異なるが、例えば、注
射剤の形では通常例えば、アルツハイマー病患者（６０ｋｇとして）に対してＨＭＧ１発
現抑制剤を一日につき約０．０１～３０ｍｇ程度、好ましくは約０．１～２０ｍｇ程度、
より好ましくは約０．１～１０ｍｇ程度を投与するのが好都合である。他の動物の場合も
、６０ｋｇ当たりに換算した量を投与することができる。
【００９１】
［９］ＨＭＧ１プロモーターのプロモーター活性を低下させる化合物のスクリーニング方
法
さらに、本発明は、ＨＭＧ１プロモーターを用いたレポーター遺伝子アッセイ方法におい
て、被験物質を投与した場合と投与しない場合の当該プロモーター活性を測定することを
特徴とする当該プロモーター活性を調節する化合物またはその塩のスクリーニング法を提
供する。
レポーター遺伝子アッセイは、自体公知の方法、例えば、ザ・ジャーナル・オブ・バイオ
ロジカル・ケミストリー(J.B.C.)、第272巻、22800-22808項、1997年、デベロプメント、
第124巻、793-804項、1997年)などに記載の方法を用いることができる。
被験物質としては、例えば、ペプチド、タンパク、生体由来非ペプチド性化合物（糖質、
脂質など）、合成化合物、微生物培養物、細胞抽出液、植物抽出液、動物組織抽出液など
が挙げられ、これら化合物は新規化合物であってもよいし、公知の化合物であってもよい
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。
プロモーター活性は、レポーター遺伝子の発現量を調べることによって測定することがで
きる。例えば、ノーザンブロッティングやReverse transcription-polymerase chain rea
ction(RT-PCR)やTaqMan polymerase chain reactionなどの方法あるいはそれに準じる方
法に従って、レポーター遺伝子の発現量を測定することができる。
この方法において、被験物質を投与しない場合に比べて、被験物質を投与した場合のレポ
ーター遺伝子の発現量が、約２０％上、好ましくは３０％以上、より好ましくは約５０％
以上低下させる化合物を、ＨＭＧ１プロモーターのプロモーター活性を低下させる化合物
として選択することができる。
【００９２】
ＨＭＧ１プロモーターのプロモーター活性を低下させる化合物またはその塩は、Ａβ４２
凝集抑制及び／又はミクログリアによるＡβ４２食作用を促進する効果を有し、Ａβ４２
をシード（seed）とするＡβ沈着による老人斑形成が関与する疾患、具体的には、脳アミ
ロイドーシス（例：アルツハイマー病、ダウン症、アミロイドアンギオパチー等）の予防
・治療剤として有用である。
【００９３】
ＨＭＧ１プロモーターのプロモーター活性を低下させる化合物またはその塩を上記予防・
治療剤として使用する場合、常套手段に従って実施することができる。例えば、上記した
ＨＭＧ１阻害剤を含有する製剤と同様にして、錠剤、カプセル剤、エリキシル剤、マイク
ロカプセル剤、無菌性溶液、懸濁液剤などとすることができる。
このようにして得られる製剤は安全で低毒性であるので、例えば、ヒトや哺乳動物（例え
ば、ラット、マウス、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ネコ、イヌ、サルなど）に対して投
与することができる。
【００９４】
該化合物またはその塩の投与量は、投与対象、対象臓器、症状、投与方法などにより差異
はあるが、経口投与の場合、一般的に、例えば、アルツハイマー病患者（６０ｋｇとして
）に対してＨＭＧ１プロモーターのプロモーター活性を低下させる化合物を一日につき約
０.１～１００ｍｇ、好ましくは約１．０～５０ｍｇ、より好ましくは約１．０～２０ｍ
ｇである。非経口的に投与する場合は、その１回投与量は投与対象、対象臓器、症状、投
与方法などによっても異なるが、例えば、注射剤の形では通常例えば、アルツハイマー病
患者（６０ｋｇとして）に対してＨＭＧ１プロモーターのプロモーター活性を低下させる
化合物を一日につき約０．０１～３０ｍｇ程度、好ましくは約０．１～２０ｍｇ程度、よ
り好ましくは約０．１～１０ｍｇ程度を投与するのが好都合である。他の動物の場合も、
６０ｋｇ当たりに換算した量を投与することができる。
【００９５】
［１０］本発明のＤＮＡ導入動物の作製
本発明は、外来性の本発明のＤＮＡ（以下、本発明の外来性ＤＮＡと略記する）またはそ
の変異ＤＮＡ（本発明の外来性変異ＤＮＡと略記する場合がある）を有する非ヒト哺乳動
物を提供する。
すなわち、本発明は、
〔１〕本発明の外来性ＤＮＡまたはその変異ＤＮＡを有する非ヒト哺乳動物、
〔２〕非ヒト哺乳動物がゲッ歯動物である第〔１〕記載の動物、
〔３〕ゲッ歯動物がマウスまたはラットである第〔２〕記載の動物、および
〔４〕本発明の外来性ＤＮＡまたはその変異ＤＮＡを含有し、哺乳動物において発現しう
る組換えベクターを提供するものである。
本発明の外来性ＤＮＡまたはその変異ＤＮＡを有する非ヒト哺乳動物（以下、本発明のＤ
ＮＡ転移動物と略記する）は、未受精卵、受精卵、精子およびその始原細胞を含む胚芽細
胞などに対して、好ましくは、非ヒト哺乳動物の発生における胚発生の段階（さらに好ま
しくは、単細胞または受精卵細胞の段階でかつ一般に８細胞期以前）に、リン酸カルシウ
ム法、電気パルス法、リポフェクション法、凝集法、マイクロインジェクション法、パー
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ティクルガン法、ＤＥＡＥ－デキストラン法などにより目的とするＤＮＡを転移すること
によって作出することができる。また、該ＤＮＡ転移方法により、体細胞、生体の臓器、
組織細胞などに目的とする本発明の外来性ＤＮＡを転移し、細胞培養、組織培養などに利
用することもでき、さらに、これら細胞を上述の胚芽細胞と自体公知の細胞融合法により
融合させることにより本発明のＤＮＡ転移動物を作出することもできる。
非ヒト哺乳動物としては、例えば、ウシ、ブタ、ヒツジ、ヤギ、ウサギ、イヌ、ネコ、モ
ルモット、ハムスター、マウス、ラットなどが用いられる。なかでも、病体動物モデル系
の作成の面から個体発生および生物サイクルが比較的短く、また、繁殖が容易なゲッ歯動
物、とりわけマウス（例えば、純系として、Ｃ５７ＢＬ／６系統，ＤＢＡ２系統など、交
雑系として、Ｂ６Ｃ３Ｆ１系統，ＢＤＦ１系統，Ｂ６Ｄ２Ｆ１系統，ＢＡＬＢ／ｃ系統，
ＩＣＲ系統など）またはラット（例えば、Ｗｉｓｔａｒ，ＳＤなど）などが好ましい。
哺乳動物において発現しうる組換えベクターにおける「哺乳動物」としては、上記の非ヒ
ト哺乳動物の他にヒトなどがあげられる。
【００９６】
本発明の外来性ＤＮＡとは、非ヒト哺乳動物が本来有している本発明のＤＮＡではなく、
いったん哺乳動物から単離・抽出された本発明のＤＮＡをいう。
本発明の変異ＤＮＡとしては、元の本発明のＤＮＡの塩基配列に変異（例えば、突然変異
など）が生じたもの、具体的には、塩基の付加、欠損、他の塩基への置換などが生じたＤ
ＮＡなどが用いられ、また、異常ＤＮＡも含まれる。
該異常ＤＮＡとしては、異常なＨＭＧ１を発現させるＤＮＡを意味し、例えば、正常なＨ
ＭＧ１の機能を抑制する蛋白質を発現させるＤＮＡなどが用いられる。
本発明の外来性ＤＮＡは、対象とする動物と同種あるいは異種のどちらの哺乳動物由来の
ものであってもよい。本発明のＤＮＡを対象動物に転移させるにあたっては、該ＤＮＡを
動物細胞で発現させうるプロモーターの下流に結合したＤＮＡコンストラクトとして用い
るのが一般に有利である。例えば、本発明のヒトＤＮＡを転移させる場合、これと相同性
が高い本発明のＤＮＡを有する各種哺乳動物（例えば、ウサギ、イヌ、ネコ、モルモット
、ハムスター、ラット、マウスなど）由来のＤＮＡを発現させうる各種プロモーターの下
流に、本発明のヒトＤＮＡを結合したＤＮＡコンストラクト（例、ベクターなど）を対象
哺乳動物の受精卵、例えば、マウス受精卵へマイクロインジェクションすることによって
本発明のＤＮＡを高発現するＤＮＡ転移哺乳動物を作出することができる。
【００９７】
ＨＭＧ１の発現ベクターとしては、大腸菌由来のプラスミド、枯草菌由来のプラスミド、
酵母由来のプラスミド、λファージなどのバクテリオファージ、モロニー白血病ウィルス
などのレトロウィルス、ワクシニアウィルスまたはバキュロウィルスなどの動物ウイルス
などが用いられる。なかでも、大腸菌由来のプラスミド、枯草菌由来のプラスミドまたは
酵母由来のプラスミドなどが好ましく用いられる。
上記のＤＮＡ発現調節を行なうプロモーターとしては、例えば、▲１▼ウイルス（例、シ
ミアンウイルス、サイトメガロウイルス、モロニー白血病ウイルス、ＪＣウイルス、乳癌
ウイルス、ポリオウイルスなど）に由来するＤＮＡのプロモーター、▲２▼各種哺乳動物
（ヒト、ウサギ、イヌ、ネコ、モルモット、ハムスター、ラット、マウスなど）由来のプ
ロモーター、例えば、アルブミン、インスリンＩＩ、ウロプラキンＩＩ、エラスターゼ、
エリスロポエチン、エンドセリン、筋クレアチンキナーゼ、グリア線維性酸性蛋白質、グ
ルタチオンＳ－トランスフェラーゼ、血小板由来成長因子β、ケラチンＫ１，Ｋ１０およ
びＫ１４、コラーゲンＩ型およびＩＩ型、サイクリックＡＭＰ依存蛋白質キナーゼβＩサ
ブユニット、ジストロフィン、酒石酸抵抗性アルカリフォスファターゼ、心房ナトリウム
利尿性因子、内皮レセプターチロシンキナーゼ（一般にＴｉｅ２と略される）、ナトリウ
ムカリウムアデノシン３リン酸化酵素（Ｎａ，Ｋ－ＡＴＰａｓｅ）、ニューロフィラメン
ト軽鎖、メタロチオネインＩおよびＩＩＡ、メタロプロティナーゼ１組織インヒビター、
ＭＨＣクラスＩ抗原（Ｈ－２Ｌ）、Ｈ－ｒａｓ、レニン、ドーパミンβ－水酸化酵素、甲
状腺ペルオキシダーゼ（ＴＰＯ）、ペプチド鎖延長因子1α（ＥＦ－１α）、βアクチン
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、αおよびβミオシン重鎖、ミオシン軽鎖１および２、ミエリン基礎蛋白質、チログロブ
リン、Ｔｈｙ－１、免疫グロブリン、Ｈ鎖可変部（ＶＮＰ）、血清アミロイドＰコンポー
ネント、ミオグロビン、トロポニンＣ、平滑筋αアクチン、プレプロエンケファリンＡ、
バソプレシンなどのプロモーターなどが用いられる。なかでも、全身で高発現することが
可能なサイトメガロウイルスプロモーター、ヒトペプチド鎖延長因子１α（ＥＦ－１α）
のプロモーター、ヒトおよびニワトリβアクチンプロモーターなどが好適である。
上記ベクターは、ＤＮＡ転移哺乳動物において目的とするメッセンジャーＲＮＡの転写を
終結する配列（一般にターミネターと呼ばれる）を有していることが好ましく、例えば、
ウイルス由来および各種哺乳動物由来の各ＤＮＡの配列を用いることができ、好ましくは
、シミアンウイルスのＳＶ４０ターミネターなどが用いられる。
【００９８】
その他、目的とする外来性ＤＮＡをさらに高発現させる目的で各ＤＮＡのスプライシング
シグナル、エンハンサー領域、真核ＤＮＡのイントロンの一部などをプロモーター領域の
５’上流、プロモーター領域と翻訳領域間あるいは翻訳領域の３’下流に連結することも
目的により可能である。
また、翻訳領域の５’上流に分泌シグナルをコードする配列を付加することにより、外来
性ＤＮＡの翻訳産物を細胞外に分泌させることができる（ＨＭＧ１をコードするＤＮＡの
核移行シグナル部分を除去しておくことが好ましい）。外来性ＨＭＧ１を細胞外に分泌す
るトランスジェニック動物は、従来公知のPS1マウスやPS/APPマウスよりもアルツハイマ
ー病における病理学的変化をよく反映したアルツハイマー病モデルとなり得る点で極めて
有用であろう。
【００９９】
正常なＨＭＧ１の翻訳領域は、ヒトまたは各種哺乳動物（例えば、ウサギ、イヌ、ネコ、
モルモット、ハムスター、ラット、マウスなど）由来の肝臓、腎臓、甲状腺細胞、線維芽
細胞由来ＤＮＡおよび市販の各種ゲノムＤＮＡライブラリーよりゲノムＤＮＡの全てある
いは一部として、または肝臓、腎臓、甲状腺細胞、線維芽細胞由来ＲＮＡより公知の方法
により調製された相補ＤＮＡを原料として取得することが出来る。また、外来性の異常Ｄ
ＮＡは、上記の細胞または組織より得られた正常なＨＭＧ１の翻訳領域を点突然変異誘発
法により変異した翻訳領域を作製することができる。
該翻訳領域は転移動物において発現しうるＤＮＡコンストラクトとして、前記のプロモー
ターの下流および所望により転写終結部位の上流に連結させる通常のＤＮＡ工学的手法に
より作製することができる。
受精卵細胞段階における本発明の外来性ＤＮＡの転移は、対象哺乳動物の胚芽細胞および
体細胞のすべてに存在するように確保される。ＤＮＡ転移後の作出動物の胚芽細胞におい
て、本発明の外来性ＤＮＡが存在することは、作出動物の後代がすべて、その胚芽細胞お
よび体細胞のすべてに本発明の外来性ＤＮＡを保持することを意味する。本発明の外来性
ＤＮＡを受け継いだこの種の動物の子孫はその胚芽細胞および体細胞のすべてに本発明の
外来性ＤＮＡを有する。
本発明の外来性正常ＤＮＡを転移させた非ヒト哺乳動物は、交配により外来性ＤＮＡを安
定に保持することを確認して、該ＤＮＡ保有動物として通常の飼育環境で継代飼育するこ
とが出来る。
受精卵細胞段階における本発明の外来性ＤＮＡの転移は、対象哺乳動物の胚芽細胞および
体細胞の全てに過剰に存在するように確保される。ＤＮＡ転移後の作出動物の胚芽細胞に
おいて本発明の外来性ＤＮＡが過剰に存在することは、作出動物の子孫が全てその胚芽細
胞および体細胞の全てに本発明の外来性ＤＮＡを過剰に有することを意味する。本発明の
外来性ＤＮＡを受け継いだこの種の動物の子孫はその胚芽細胞および体細胞の全てに本発
明の外来性ＤＮＡを過剰に有する。
導入ＤＮＡを相同染色体の両方に持つホモザイゴート動物を取得し、この雌雄の動物を交
配することによりすべての子孫が該ＤＮＡを過剰に有するように繁殖継代することができ
る。
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【０１００】
本発明の正常ＤＮＡを有する非ヒト哺乳動物は、本発明の正常ＤＮＡが高発現させられて
おり、内在性の正常ＤＮＡの機能を促進することにより最終的にＨＭＧ１の機能亢進症を
発症することがあり、その病態モデル動物として利用することができる。例えば、本発明
の正常ＤＮＡ転移動物を用いて、ＨＭＧ１の機能亢進症や、ＨＭＧ１が関連する疾患の病
態機序の解明およびこれらの疾患の治療方法の検討を行なうことが可能である。
また、本発明の外来性正常ＤＮＡを転移させた哺乳動物は、遊離したＨＭＧ１の増加症状
を有することから、ＨＭＧ１に関連する疾患に対する治療薬のスクリーニング試験にも利
用可能である。
一方、本発明の外来性異常ＤＮＡを有する非ヒト哺乳動物は、交配により外来性ＤＮＡを
安定に保持することを確認して該ＤＮＡ保有動物として通常の飼育環境で継代飼育するこ
とが出来る。さらに、目的とする外来ＤＮＡを前述のプラスミドに組み込んで原科として
用いることができる。プロモーターとのＤＮＡコンストラク卜は、通常のＤＮＡ工学的手
法によって作製することができる。受精卵細胞段階における本発明の異常ＤＮＡの転移は
、対象哺乳動物の胚芽細胞および体細胞の全てに存在するように確保される。ＤＮＡ転移
後の作出動物の胚芽細胞において本発明の異常ＤＮＡが存在することは、作出動物の子孫
が全てその胚芽細胞および体細胞の全てに本発明の異常ＤＮＡを有することを意味する。
本発明の外来性ＤＮＡを受け継いだこの種の動物の子孫は、その胚芽細胞および体細胞の
全てに本発明の異常ＤＮＡを有する。導入ＤＮＡを相同染色体の両方に持つホモザイゴー
ト動物を取得し、この雌雄の動物を交配することによりすべての子孫が該ＤＮＡを有する
ように繁殖継代することができる。
【０１０１】
本発明の異常ＤＮＡを有する非ヒト哺乳動物は、本発明の異常ＤＮＡが高発現させられて
おり、内在性の正常ＤＮＡの機能を阻害することにより最終的にＨＭＧ１の機能不活性型
不応症となることがあり、その病態モデル動物として利用することができる。例えば、本
発明の異常ＤＮＡ転移動物を用いて、ＨＭＧ１の機能不活性型不応症の病態機序の解明お
よびこの疾患を治療方法の検討を行なうことが可能である。
また、具体的な利用可能性としては、本発明の異常ＤＮＡ高発現動物は、ＨＭＧ１の機能
不活性型不応症における本発明の異常ＨＭＧ１による正常ＨＭＧ１の機能阻害（dominant
 negative作用）を解明するモデルとなる。
また、本発明の外来異常ＤＮＡを転移させた哺乳動物は、遊離したＨＭＧ１の増加症状を
有することから、ＨＭＧ１の機能不活性型不応症に対する治療薬スクリーニング試験にも
利用可能である。
また、上記２種類の本発明のＤＮＡ転移動物のその他の利用可能性として、例えば、
▲１▼組織培養のための細胞源としての使用、
▲２▼本発明のＤＮＡ転移動物の組織中のＤＮＡもしくはＲＮＡを直接分析するか、また
はＤＮＡにより発現されたＨＭＧ１を分析することによる、ＨＭＧ１により特異的に発現
あるいは活性化する蛋白質とＨＭＧ１との関連性についての解析、
▲３▼ＤＮＡを有する組織の細胞を標準組織培養技術により培養し、これらを使用して、
一般に培養困難な組織からの細胞の機能の研究、
▲４▼上記▲３▼記載の細胞を用いることによる細胞の機能を高めるような薬剤のスクリ
ーニング、および
▲５▼本発明の変異ＨＭＧ１を単離精製およびその抗体作製などが考えられる。
さらに、本発明のＤＮＡ転移動物を用いて、ＨＭＧ１の機能不活性型不応症などを含む、
ＨＭＧ１に関連する疾患の臨床症状を調べることができ、また、ＨＭＧ１に関連する疾患
モデルの各臓器におけるより詳細な病理学的所見が得られ、新しい治療方法の開発、さら
には、該疾患による二次的疾患の研究および治療に貢献することができる。
また、本発明のＤＮＡ転移動物から各臓器を取り出し、細切後、トリプシンなどの蛋白質
分解酵素により、遊離したＤＮＡ転移細胞の取得、その培養またはその培養細胞の系統化
を行なうことが可能である。さらに、ＨＭＧ１産生細胞の特定化、アポトーシス、分化あ
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るいは増殖との関連性、またはそれらにおけるシグナル伝達機構を調べ、それらの異常を
調べることなどができ、ＨＭＧ１およびその作用解明のための有効な研究材料となる。
さらに、本発明のＤＮＡ転移動物を用いて、ＨＭＧ１の機能不活性型不応症を含む、ＨＭ
Ｇ１に関連する疾患の治療薬の開発を行なうために、上述の検査法および定量法などを用
いて、有効で迅速な該疾患治療薬のスクリーニング法を提供することが可能となる。また
、本発明のＤＮＡ転移動物または本発明の外来性ＤＮＡ発現ベクターを用いて、ＨＭＧ１
が関連する疾患のＤＮＡ治療法を検討、開発することが可能である。
【０１０２】
［１１］ノックアウト動物
本発明は、本発明のＤＮＡが不活性化された非ヒト哺乳動物胚幹細胞および本発明のＤＮ
Ａ発現不全非ヒト哺乳動物を提供する。
すなわち、本発明は、
〔１〕本発明のＤＮＡが不活性化された非ヒト哺乳動物胚幹細胞、
〔２〕該ＤＮＡがレポーター遺伝子（例、大腸菌由来のβ－ガラクトシダーゼ遺伝子）を
導入することにより不活性化された第〔１〕項記載の胚幹細胞、
〔３〕ネオマイシン耐性である第〔１〕項記載の胚幹細胞、
〔４〕非ヒト哺乳動物がゲッ歯動物である第〔１〕項記載の胚幹細胞、
〔５〕ゲッ歯動物がマウスである第〔４〕項記載の胚幹細胞、
〔６〕本発明のＤＮＡが不活性化された該ＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物、
〔７〕該ＤＮＡがレポーター遺伝子（例、大腸菌由来のβ－ガラクトシダーゼ遺伝子）を
導入することにより不活性化され、該レポーター遺伝子が本発明のＤＮＡに対するプロモ
ーターの制御下で発現しうる第〔６〕項記載の非ヒト哺乳動物、
〔８〕非ヒト哺乳動物がゲッ歯動物である第〔６〕項記載の非ヒト哺乳動物、
〔９〕ゲッ歯動物がマウスである第〔８〕項記載の非ヒト哺乳動物、および
〔１０〕第〔７〕項記載の動物に、試験化合物を投与し、レポーター遺伝子の発現を検出
することを特徴とする本発明のＤＮＡに対するプロモーター活性を促進または阻害する化
合物またはその塩のスクリーニング方法を提供する。
本発明のＤＮＡが不活性化された非ヒト哺乳動物胚幹細胞とは、該非ヒト哺乳動物が有す
る本発明のＤＮＡに人為的に変異を加えることにより、ＤＮＡの発現能を抑制するか、も
しくは該ＤＮＡがコードしているＨＭＧ１の活性を実質的に喪失させることにより、ＤＮ
Ａが実質的にＨＭＧ１の発現能を有さない（以下、本発明のノックアウトＤＮＡと称する
ことがある）非ヒト哺乳動物の胚幹細胞（以下、ＥＳ細胞と略記する）をいう。
非ヒト哺乳動物としては、前記と同様のものが用いられる。
本発明のＤＮＡに人為的に変異を加える方法としては、例えば、遺伝子工学的手法により
該ＤＮＡ配列の一部又は全部の削除、他ＤＮＡを挿入または置換させることによって行な
うことができる。これらの変異により、例えば、コドンの読み取り枠をずらしたり、プロ
モーターあるいはエキソンの機能を破壊することにより本発明のノックアウトＤＮＡを作
製すればよい。
【０１０３】
本発明のＤＮＡが不活性化された非ヒト哺乳動物胚幹細胞（以下、本発明のＤＮＡ不活性
化ＥＳ細胞または本発明のノックアウトＥＳ細胞と略記する）の具体例としては、例えば
、目的とする非ヒト哺乳動物が有する本発明のＤＮＡを単離し、そのエキソン部分にネオ
マイシン耐性遺伝子、ハイグロマイシン耐性遺伝子を代表とする薬剤耐性遺伝子、あるい
はｌａｃＺ（β－ガラクトシダーゼ遺伝子）、ｃａｔ（クロラムフェニコールアセチルト
ランスフェラーゼ遺伝子）を代表とするレポーター遺伝子等を挿入することによりエキソ
ンの機能を破壊するか、あるいはエキソン間のイントロン部分に遺伝子の転写を終結させ
るＤＮＡ配列（例えば、polyＡ付加シグナルなど）を挿入し、完全なメッセンジャーＲＮ
Ａを合成できなくすることによって、結果的に遺伝子を破壊するように構築したＤＮＡ配
列を有するＤＮＡ鎖（以下、ターゲッティングベクターと略記する）を、例えば相同組換
え法により該動物の染色体に導入し、得られたＥＳ細胞について本発明のＤＮＡ上あるい
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はその近傍のＤＮＡ配列をプローブとしたサザンハイブリダイゼーション解析あるいはタ
ーゲッティングベクター上のＤＮＡ配列とターゲッティングベクター作製に使用した本発
明のＤＮＡ以外の近傍領域のＤＮＡ配列をプライマーとしたＰＣＲ法により解析し、本発
明のノックアウトＥＳ細胞を選別することにより得ることができる。
また、相同組換え法等により本発明のＤＮＡを不活化させる元のＥＳ細胞としては、例え
ば、前述のような既に樹立されたものを用いてもよく、また公知 EvansとKaufmaの方法に
準じて新しく樹立したものでもよい。例えば、マウスのＥＳ細胞の場合、現在、一般的に
は１２９系のＥＳ細胞が使用されているが、免疫学的背景がはっきりしていないので、こ
れに代わる純系で免疫学的に遺伝的背景が明らかなＥＳ細胞を取得するなどの目的で例え
ば、Ｃ５７ＢＬ／６マウスやＣ５７ＢＬ／６の採卵数の少なさをＤＢＡ／２との交雑によ
り改善したＢＤＦ１マウス（Ｃ５７ＢＬ／６とＤＢＡ／２とのＦ１）を用いて樹立したも
のなども良好に用いうる。ＢＤＦ１マウスは、採卵数が多く、かつ、卵が丈夫であるとい
う利点に加えて、Ｃ５７ＢＬ／６マウスを背景に持つので、これを用いて得られたＥＳ細
胞は病態モデルマウスを作出したとき、Ｃ５７ＢＬ／６マウスとバッククロスすることで
その遺伝的背景をＣ５７ＢＬ／６マウスに代えることが可能である点で有利に用い得る。
また、ＥＳ細胞を樹立する場合、一般には受精後３.５日目の胚盤胞を使用するが、これ
以外に８細胞期胚を採卵し胚盤胞まで培養して用いることにより効率よく多数の初期胚を
取得することができる。
また、雌雄いずれのＥＳ細胞を用いてもよいが、通常雄のＥＳ細胞の方が生殖系列キメラ
を作出するのに都合が良い。また、煩雑な培養の手間を削減するためにもできるだけ早く
雌雄の判別を行なうことが望ましい。
【０１０４】
ＥＳ細胞の雌雄の判定方法としては、例えば、ＰＣＲ法によりＹ染色体上の性決定領域の
遺伝子を増幅、検出する方法が、その１例としてあげることができる。この方法を使用す
れば、従来、核型分析をするのに約１０６個の細胞数を要していたのに対して、１コロニ
ー程度のＥＳ細胞数（約５０個）で済むので、培養初期におけるＥＳ細胞の第一次セレク
ションを雌雄の判別で行なうことが可能であり、早期に雄細胞の選定を可能にしたことに
より培養初期の手間は大幅に削減できる。
また、第二次セレクションとしては、例えば、Ｇ－バンディング法による染色体数の確認
等により行うことができる。得られるＥＳ細胞の染色体数は正常数の１００％が望ましい
が、樹立の際の物理的操作等の関係上困難な場合は、ＥＳ細胞の遺伝子をノックアウトし
た後、正常細胞（例えば、マウスでは染色体数が２ｎ＝４０である細胞）に再びクローニ
ングすることが望ましい。
このようにして得られた胚幹細胞株は、通常その増殖性は大変良いが、個体発生できる能
力を失いやすいので、注意深く継代培養することが必要である。例えば、ＳＴＯ繊維芽細
胞のような適当なフィーダー細胞上でＬＩＦ（１－１００００U/ml）存在下に炭酸ガス培
養器内（好ましくは、５％炭酸ガス、９５％空気または５％酸素、５％炭酸ガス、９０％
空気）で約３７℃で培養するなどの方法で培養し、継代時には、例えば、トリプシン／Ｅ
ＤＴＡ溶液（通常０.００１－０.５％トリプシン／０.１－５ｍＭ ＥＤＴＡ、好ましくは
約０.１％トリプシン／１ｍＭ ＥＤＴＡ）処理により単細胞化し、新たに用意したフィー
ダー細胞上に播種する方法などがとられる。このような継代は、通常１－３日毎に行なう
が、この際に細胞の観察を行い、形態的に異常な細胞が見受けられた場合はその培養細胞
は放棄することが望まれる。
ＥＳ細胞は、適当な条件により、高密度に至るまで単層培養するか、または細胞集塊を形
成するまで浮遊培養することにより、頭頂筋、内臓筋、心筋などの種々のタイプの細胞に
分化させることが可能であり〔M. J. Evans及びM. H. Kaufman, ネイチャー（Nature）第
292巻、154頁、1981年；G. R. Martin　プロシーディングス・オブ・ナショナル・アカデ
ミー・オブ・サイエンス・ユーエスエー（Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.）第78巻、763
4頁、1981年；T. C. Doetschman ら、ジャーナル・オブ・エンブリオロジー・アンド・エ
クスペリメンタル・モルフォロジー、第87巻、27頁、1985年〕、本発明のＥＳ細胞を分化
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させて得られる本発明のＤＮＡ発現不全細胞は、インビトロにおけるＨＭＧ１またはＨＭ
Ｇ１の細胞生物学的検討において有用である。
【０１０５】
本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物は、該動物のｍＲＮＡ量を公知方法を用いて測定
して間接的にその発現量を比較することにより、正常動物と区別することが可能である。
該非ヒト哺乳動物としては、前記と同様のものが用いられる。
本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物は、例えば、前述のようにして作製したターゲッ
ティングベクターをマウス胚幹細胞またはマウス卵細胞に導入し、導入によりターゲッテ
ィングベクターの本発明のＤＮＡが不活性化されたＤＮＡ配列が遺伝子相同組換えにより
、マウス胚幹細胞またはマウス卵細胞の染色体上の本発明のＤＮＡと入れ換わる相同組換
えをさせることにより、本発明のＤＮＡをノックアウトさせることができる。
本発明のＤＮＡがノックアウトされた細胞は、本発明のＤＮＡ上またはその近傍のＤＮＡ
配列をプローブとしたサザンハイブリダイゼーション解析またはターゲッティングベクタ
ー上のＤＮＡ配列と、ターゲッティングベクターに使用したマウス由来の本発明のＤＮＡ
以外の近傍領域のＤＮＡ配列とをプライマーとしたＰＣＲ法による解析で判定することが
できる。非ヒト哺乳動物胚幹細胞を用いた場合は、遺伝子相同組換えにより、本発明のＤ
ＮＡが不活性化された細胞株をクローニングし、その細胞を適当な時期、例えば、８細胞
期の非ヒト哺乳動物胚または胚盤胞に注入し、作製したキメラ胚を偽妊娠させた該非ヒト
哺乳動物の子宮に移植する。作出された動物は正常な本発明のＤＮＡ座をもつ細胞と人為
的に変異した本発明のＤＮＡ座をもつ細胞との両者から構成されるキメラ動物である。該
キメラ動物の生殖細胞の一部が変異した本発明のＤＮＡ座をもつ場合、このようなキメラ
個体と正常個体を交配することにより得られた個体群より、全ての組織が人為的に変異を
加えた本発明のＤＮＡ座をもつ細胞で構成された個体を、例えば、コートカラーの判定等
により選別することにより得られる。このようにして得られた個体は、通常、ＨＭＧ１の
ヘテロ発現不全個体であり、ＨＭＧ１のヘテロ発現不全個体同志を交配し、それらの産仔
からＨＭＧ１のホモ発現不全個体を得ることができる。
【０１０６】
卵細胞を使用する場合は、例えば、卵細胞核内にマイクロインジェクション法でＤＮＡ溶
液を注入することによりターゲッティングベクターを染色体内に導入したトランスジェニ
ック非ヒト哺乳動物を得ることができ、これらのトランスジェニック非ヒト哺乳動物に比
べて、遺伝子相同組換えにより本発明のＤＮＡ座に変異のあるものを選択することにより
得られる。
このようにして本発明のＤＮＡがノックアウトされている個体は、交配により得られた動
物個体も該ＤＮＡがノックアウトされていることを確認して通常の飼育環境で飼育継代を
行なうことができる。
さらに、生殖系列の取得および保持についても常法に従えばよい。すなわち、該不活化Ｄ
ＮＡの保有する雌雄の動物を交配することにより、該不活化ＤＮＡを相同染色体の両方に
持つホモザイゴート動物を取得しうる。得られたホモザイゴート動物は、母親動物に対し
て、正常個体１，ホモザイゴート複数になるような状態で飼育することにより効率的に得
ることができる。ヘテロザイゴート動物の雌雄を交配することにより、該不活化ＤＮＡを
有するホモザイゴートおよびヘテロザイゴート動物を繁殖継代する。
本発明のＤＮＡが不活性化された非ヒト哺乳動物胚幹細胞は、本発明のＤＮＡ発現不全非
ヒト哺乳動物を作出する上で、非常に有用である。
また、本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物は、ＨＭＧ１により誘導され得る種々の生
物活性を欠失するため、ＨＭＧ１の生物活性の不活性化を原因とする疾病のモデルとなり
得るので、これらの疾病の原因究明及び治療法の検討に有用である。
【０１０７】
（１１ａ）本発明のＤＮＡの欠損や損傷などに起因する疾病に対して治療・予防効果を有
する化合物のスクリーニング方法
本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物は、本発明のＤＮＡの欠損や損傷などに起因する
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疾病に対して治療・予防効果を有する化合物のスクリーニングに用いることができる。
すなわち、本発明は、本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物に試験化合物を投与し、該
動物の変化を観察・測定することを特徴とする、本発明のＤＮＡの欠損や損傷などに起因
する疾病に対して治療・予防効果を有する化合物またはその塩のスクリーニング方法を提
供する。
該スクリーニング方法において用いられる本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物として
は、前記と同様のものがあげられる。
試験化合物としては、例えば、ペプチド、タンパク、非ペプチド性化合物、合成化合物、
発酵生産物、細胞抽出液、植物抽出液、動物組織抽出液、血漿などがあげられ、これら化
合物は新規な化合物であってもよいし、公知の化合物であってもよい。
具体的には、本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物を、試験化合物で処理し、無処理の
対照動物と比較し、該動物の各器官、組織、疾病の症状などの変化を指標として試験化合
物の治療・予防効果を試験することができる。
試験動物を試験化合物で処理する方法としては、例えば、経口投与、静脈注射などが用い
られ、試験動物の症状、試験化合物の性質などにあわせて適宜選択することができる。ま
た、試験化合物の投与量は、投与方法、試験化合物の性質などにあわせて適宜選択するこ
とができる。
【０１０８】
該スクリーニング方法において、試験動物に試験化合物を投与した場合、該試験動物の指
標値が約１０％以上、好ましくは約３０％以上、より好ましくは約５０％以上変化した場
合、該試験化合物を上記の疾患に対して治療・予防効果を有する化合物として選択するこ
とができる。
該スクリーニング方法を用いて得られる化合物は、上記した試験化合物から選ばれた化合
物であり、ＨＭＧ１の欠損や損傷などによって引き起こされる疾患に対する安全で低毒性
な治療・予防剤などの医薬として使用することができる。さらに、上記スクリーニングで
得られた化合物から誘導される化合物も同様に用いることができる。
該スクリーニング方法で得られた化合物は塩を形成していてもよく、該化合物の塩として
は、生理学的に許容される酸（例、無機酸、有機酸など）や塩基（例、アルカリ金属など
）などとの塩が用いられ、とりわけ生理学的に許容される酸付加塩が好ましい。この様な
塩としては、例えば、無機酸（例えば、塩酸、リン酸、臭化水素酸、硫酸など）との塩、
あるいは有機酸（例えば、酢酸、ギ酸、プロピオン酸、フマル酸、マレイン酸、コハク酸
、酒石酸、クエン酸、リンゴ酸、蓚酸、安息香酸、メタンスルホン酸、ベンゼンスルホン
酸など）との塩などが用いられる。
該スクリーニング方法で得られた化合物またはその塩を含有する医薬は、前記したＨＭＧ
１阻害剤を含有する医薬と同様にして製造することができる。
このようにして得られる製剤は、安全で低毒性であるので、例えば、ヒトまたは哺乳動物
（例えば、ラット、マウス、モルモット、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ウマ、ネコ、イ
ヌ、サルなど）に対して投与することができる。
【０１０９】
（１１ｂ）本発明のＤＮＡに対するプロモーターの活性を低下させる化合物をスクリーニ
ング方法
本発明は、本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物に、試験化合物を投与し、レポーター
遺伝子の発現を検出することを特徴とする本発明のＤＮＡに対するプロモーターの活性を
低下させる化合物またはその塩のスクリーニング方法を提供する。
上記スクリーニング方法において、本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物としては、前
記した本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物の中でも、本発明のＤＮＡがレポーター遺
伝子を導入することにより不活性化され、該レポーター遺伝子が本発明のＤＮＡに対する
プロモーターの制御下で発現しうるものが用いられる。
試験化合物としては、前記と同様のものがあげられる。
レポーター遺伝子としては、前記と同様のものが用いられ、β－ガラクトシダーゼ遺伝子
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（ｌａｃＺ）、可溶性アルカリフォスファターゼ遺伝子またはルシフェラーゼ遺伝子など
が好適である。
本発明のＤＮＡをレポーター遺伝子で置換された本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物
では、レポーター遺伝子が本発明のＤＮＡに対するプロモーターの支配下に存在するので
、レポーター遺伝子がコードする物質の発現をトレースすることにより、プロモーターの
活性を検出することができる。
例えば、ＨＭＧ１をコードするＤＮＡ領域の一部を大腸菌由来のβ－ガラクトシダーゼ遺
伝子（ｌａｃＺ）で置換している場合、本来、ＨＭＧ１の発現する組織で、ＨＭＧ１の代
わりにβ－ガラクトシダーゼが発現する。従って、例えば、５－ブロモ－４－クロロ－３
－インドリル－β－ガラクトピラノシド（Ｘ－ｇａｌ）のようなβ－ガラクトシダーゼの
基質となる試薬を用いて染色することにより、簡便にＨＭＧ１の動物生体内における発現
状態を観察することができる。具体的には、ＨＭＧ１欠損マウスまたはその組織切片をグ
ルタルアルデヒドなどで固定し、リン酸緩衝生理食塩液（ＰＢＳ）で洗浄後、Ｘ－ｇａｌ
を含む染色液で、室温または３７℃付近で、約３０分ないし１時間反応させた後、組織標
本を１ｍＭ ＥＤＴＡ／ＰＢＳ溶液で洗浄することによって、β－ガラクトシダーゼ反応
を停止させ、呈色を観察すればよい。また、常法に従い、ｌａｃＺをコードするｍＲＮＡ
を検出してもよい。
上記スクリーニング方法を用いて得られる化合物またはその塩は、上記した試験化合物か
ら選ばれた化合物であり、本発明のＤＮＡに対するプロモーター活性を低下させる化合物
である。
該スクリーニング方法で得られた化合物は塩を形成していてもよく、該化合物の塩として
は、生理学的に許容される酸（例、無機酸など）や塩基（例、有機酸など）などとの塩が
用いられ、とりわけ生理学的に許容される酸付加塩が好ましい。この様な塩としては、例
えば、無機酸（例えば、塩酸、リン酸、臭化水素酸、硫酸など）との塩、あるいは有機酸
（例えば、酢酸、ギ酸、プロピオン酸、フマル酸、マレイン酸、コハク酸、酒石酸、クエ
ン酸、リンゴ酸、蓚酸、安息香酸、メタンスルホン酸、ベンゼンスルホン酸など）との塩
などが用いられる。
【０１１０】
このように、本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物は、本発明のＤＮＡに対するプロモ
ーターの活性を低下させる化合物またはその塩をスクリーニングする上で極めて有用であ
り、本発明のＤＮＡ発現過多が関与する各種疾患の原因究明または予防・治療薬の開発に
大きく貢献することができる。
【０１１１】
本明細書および図面において、塩基やアミノ酸などを略号で表示する場合、ＩＵＰＡＣ－
ＩＵＢ　Commission on Biochemical Nomenclature による略号あるいは当該分野におけ
る慣用略号に基づくものであり、その例を下記する。またアミノ酸に関し光学異性体があ
り得る場合は、特に明示しなければＬ体を示すものとする。
ＤＮＡ　　　　　：デオキシリボ核酸
ｃＤＮＡ　　　　：相補的デオキシリボ核酸
Ａ　　　　　　：アデニン
Ｔ　　　　　　：チミン
Ｇ　　　　　　：グアニン
Ｃ　　　　　　：シトシン
ＲＮＡ　　　　　：リボ核酸
ｍＲＮＡ　　　　：メッセンジャーリボ核酸
ｄＡＴＰ　　　　：デオキシアデノシン三リン酸
ｄＴＴＰ　　　　：デオキシチミジン三リン酸
ｄＧＴＰ　　　　：デオキシグアノシン三リン酸
ｄＣＴＰ　　　　：デオキシシチジン三リン酸
ＡＴＰ　　　　　：アデノシン三リン酸
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ＥＤＴＡ　　　　：エチレンジアミン四酢酸
ＳＤＳ　　　　　：ドデシル硫酸ナトリウム
【０１１２】
Ｇｌｙ 　　　　 ：グリシン
Ａｌａ　　　　　：アラニン
Ｖａｌ　　　　　：バリン
Ｌｅｕ　　　　　：ロイシン
Ｉｌｅ 　　　　 ：イソロイシン
Ｓｅｒ 　　　　 ：セリン
Ｔｈｒ　　　　　：スレオニン
Ｃｙｓ　　　　　：システイン
Ｍｅｔ 　　　　 ：メチオニン
Ｇｌｕ 　　　　 ：グルタミン酸
Ａｓｐ 　　　　 ：アスパラギン酸
Ｌｙｓ 　　　　 ：リジン
Ａｒｇ 　　　　 ：アルギニン
Ｈｉｓ 　　　　 ：ヒスチジン
Ｐｈｅ 　　　　 ：フェニルアラニン
Ｔｙｒ 　　　　 ：チロシン
Ｔｒｐ 　　　　 ：トリプトファン
Ｐｒｏ 　　　　 ：プロリン
Ａｓｎ 　　　　 ：アスパラギン
Ｇｌｎ 　　　　 ：グルタミン
ｐＧｌｕ　　　　：ピログルタミン酸
＊　　　　　　　：終止コドンに対応する
Ｍｅ　　　　　　：メチル基
Ｅｔ　　　　　　：エチル基
Ｂｕ　　　　　　：ブチル基
Ｐｈ　　　　　　：フェニル基
ＴＣ　　　　　　：チアゾリジン－４（Ｒ）－カルボキサミド基
【０１１３】
また、本明細書中で繁用される置換基、保護基および試薬を下記の記号で表記する。
Ｔｏｓ　　　　　：ｐ－トルエンスルフォニル
ＣＨＯ　　　　　：ホルミル
Ｂｚｌ　　　　　：ベンジル
Ｃl２Ｂｚｌ　　　：２，６－ジクロロベンジル
Ｂｏｍ　　　　　：ベンジルオキシメチル
Ｚ　　　　　　　：ベンジルオキシカルボニル
Ｃｌ－Ｚ　　　　：２－クロロベンジルオキシカルボニル
Ｂｒ－Ｚ　　　　：２－ブロモベンジルオキシカルボニル
Ｂｏｃ　　　　　：ｔ－ブトキシカルボニル
ＤＮＰ　　　　　：ジニトロフェノール
Ｔｒｔ　　　　　：トリチル
Ｂｕｍ　　　　　：ｔ－ブトキシメチル
Ｆｍｏｃ　　　　：Ｎ－９－フルオレニルメトキシカルボニル
ＨＯＢｔ　　　　：１－ヒドロキシベンズトリアゾール
ＨＯＯＢｔ　　　：３,４－ジヒドロ－３－ヒドロキシ－４－オキソ－１,２,３－ベンゾ
トリアジン
ＨＯＮＢ　　　　：1-ヒドロキシ-5-ノルボルネン-2,3-ジカルボキシイミド
ＤＣＣ　　　　　：Ｎ，Ｎ’－ジシクロヘキシルカルボジイミド
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【０１１４】
本明細書の配列表の配列番号は、以下の配列を示す。
配列番号：１
ヒト由来ＨＭＧ１をコードするｃＤＮＡの塩基配列を示す。
配列番号：２
ヒト由来ＨＭＧ１のアミノ酸配列を示す。
【０１１５】
【実施例】
以下に実施例を示して、本発明をより詳細に説明するが、これらは本発明の範囲を限定す
るものではない。尚、イムノブロットのデンシトメトリー分析に関する結果は平均±標準
誤差として示す。差の統計学的有意性は分散分析（ANOVA）により決定した。事後比較の
ためのさらなる統計学的分析はBonferroni/Dunnテスト（StatView, Abacus Concepts, Be
rkley, CA）を用いて行なった。また、共焦点顕微鏡観察は以下のように行った。AD脳切
片は、HMG1及びHLA-DRに対する抗体と室温で一晩インキュベートし、Aβ42を注射したラ
ット由来の海馬切片はAβ及びCD11bに対する抗体とインキュベートした。一次抗体はロー
ダミンもしくはFITC標識した抗ウサギIgG抗体及び抗マウスIgG抗体で検出し、蛍光をレー
ザー走査共焦点顕微鏡LSM410（Carl Zeiss, Germany）を用いて観察した。
【０１１６】
実施例１　アルツハイマー病（AD）脳におけるHMG1のアップレギュレーション
臨床的且つ組織病理学的にADと診断された6人の患者（年齢81.2±3.5歳；検死の遅れ3.8
±0.7時間）及び脳病変の臨床的且つ形態学的証拠のない6人のコントロール（年齢71.0±
4.2歳；検死の遅れ8.0±2.9時間）から検死により脳組織を得た。年齢及び検死の遅れはA
D及びコントロール群間で有意に相違していなかった。実験には側頭皮質を用いた。ADの
神経病理学的評価は、Consortium to Establish a Registry for Alzheimer’s Disease 
(CERAD) の判断基準に従って行なった。細胞質画分（細胞質ゾル及び細胞外可溶性蛋白質
を含む）及び粒子画分（核、膜及び不溶性蛋白質を含む）は、Brain Res. 780: 260-269 
(1998)に記載した方法に準じて調製した。両画分（10μg蛋白質）をSDS-PAGEにかけた。H
MG1又はHMG2に対する抗体（BD Pharmingan, San Diego, CA）でイムノブロットした後、
ケミルミネッセンスアッセイ（ECL kit, Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire
, U.K.）を用いて蛋白質のバンドを検出した。蛋白質バンドの半定量的分析のため、X線
フィルムをCCDカラースキャナー（DuoScan, AGFA）でスキャンし、濃さを測定した。
免疫組織化学的分析も、本質的にはBrain Res. 780: 260-269 (1998)に記載した方法に準
じて行なった。即ち、脳薄片を0.3%過酸化水素含有リン酸緩衝生理食塩水（PBS）中で30
分間インキュベートし、0.3%トライトンX-100含有PBS（PBS-T）で洗浄後、HMG1に対する
抗体、Aβ（Chemicon, Temecula, CA）及びHLA-DR（Dako, Glostrup, Denmark）を含有す
るPBS-Tとともに室温で一晩インキュベートした。PBS-Tで洗浄し、Vectastatin ABC elit
e kit（Vector Laboratories, Burlingame, CA）とインキュベートした後、ニッケル増強
及び過酸化水素とともに3,3’-ジアミノベンジジン（DAB）を用いて該脳薄片を可視化し
た。
その結果、29kDaのHMG1はコントロール及びAD脳の側頭皮質の細胞質画分と粒子画分の両
方で検出された（図１）。粒子画分よりも細胞質画分に多く存在した。AD脳においては、
細胞質画分及び粒子画分ともHMG1の発現レベルは、コントロール脳よりも有意に高く（図
1a及びb，それぞれP<0.05及びP<0.01）、AD脳ではHMG1発現がアップレギュレートされて
いることを示している。28kDaのHMG2もまた細胞質画分と粒子画分の両方で検出されるが
、その発現（HMG1よりも低い）は、AD脳において顕著な相違はなかった（データは示さず
）。
コントロール脳において、HMG1免疫反応性はニューロンとグリア細胞の細胞質及び核でか
すかに検出可能であった（図1c）。AD脳では、HMG1免疫反応性はこれらの位置で増大して
いた（図1d）。さらに、HMG1免疫反応性はプラーク様に拡散して観察されAβ免疫反応性
の領域で強く検出された（図1eを図1gと比較のこと）。活性化されたミクログリアのマー
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カーであるヒト白血球抗原(HLA)-DRもまた同様に観察された（図1f）。二重免疫染色によ
り、HMG1は、HLA-DRを発現するミクログリア細胞内とその周辺の細胞外の両方に位置する
ことが分かった（図1h）。これらの免疫細胞化学的結果は、細胞外HMG1が、老人斑におい
てミクログリアが蓄積する領域の周辺に蓄積することを示している。
【０１１７】
参考例１　トランスジェニックマウスにおけるHMG1の分布
最近、Aβペプチドを過剰生産するいくつかのトランスジェニックマウスが作出された。T
g2576マウス及び変異プレセニリン-1（PS1）マウスは、それぞれK670N/M671L（スウェー
デン型）変異ヒトアミロイド前駆蛋白質（APP）及びM146L変異ヒトPS1を発現する。さら
にTg2576マウスとPS1マウスを交配してダブルトランスジェニックPS/APP系が作出されて
いる。PS1マウスでは、マウスAβ42の産生は増加するが、Aβ沈着は形成されないのに対
し、PS/APPマウスではヒト及びマウスのAβ40及びAβ42の著しい産生とAβ沈着形成の加
速が起こる。しかしながら、広範なニューロンの脱落はPS1マウス及びPS/APPマウスのい
ずれでも検出されない。そこで、ニューロンの脱落なしにAβ42の甚大な産生を示すモデ
ルとしてのトランスジェニックマウスにおけるHMG1及びAβの免疫反応性を調べた。
実験には12月齢のPS1及びPS/APPマウスを用いた。これらのマウス由来の前頭脳切片を Am
．J．Pathol.，158：1345-1354（2001）に記載したようにして調製した後、HMG1、Aβ及
びCD11bに対する抗体（MAC1, Caltag Laboratories, San Francisco, CA）で免疫染色し
た。二重標識した免疫組織化学的染色には、脳切片を、PBS-T中で、マウスモノクローナ
ルAβ抗体とともにウサギ抗HMG1抗体と４℃、4日間インキュベートした。洗浄後、切片を
抗ウサギIgG抗体とインキュベートし、DAB及びニッケルアンモニウムを用いてHMG1免疫反
応性を検出した。HMG1免疫染色完了後、切片を0.5%過酸化水素含有PBS-Tで30分間処理し
て第１のサイクルからの残余のペルオキシダーゼを破壊した。その後、切片と抗マウスIg
G抗体との第2の免疫組織化学サイクルを実施した。DAB反応はニッケル増強なしで行なっ
た。
その結果、PS1マウスにおいては、ラット抗CD11b抗体（MAC1）によって免疫染色される分
枝型ミクログリアは観察されたが、Aβ沈着及び反応性ミクログリアは12月齢でさえ検出
されなかった（図2a，c及びe）。12月齢のPS/APPマウスでは、ブッシュ及びアメーバ型ミ
クログリアに付随した過大なAβ沈着が、AD脳におけるAβ及びHLA-DRの免疫反応性と類似
したパターンで検出された（図2b，d及びfを図1f及びgと比較のこと）。しかしながら、
これらのトランスジェニックマウスにおけるHMG1免疫反応性は、AD脳におけるそれとはわ
ずかに異なっていた。即ち、PS1及びPS/APPマウスの両方で、HMG1免疫反応性はニューロ
ン及びグリアの核で顕著に検出された（図2g及びh）。PS/APPマウスではAβ沈着の周辺で
も観察されたが、この免疫反応性は、おそらく細胞外ではなくグリア小核に見出されたも
のであろう（図2h）。即ち、PS/APPマウスはAβ沈着を示すが、瀰漫性のHMG1免疫反応性
は検出されなかった。これらの結果は、PS/APPマウスにおけるAβ沈着の形成は、主とし
て細胞外HMG1の関与しないAβペプチドの過剰産生によって引き起こされ得ることを示唆
している。
【０１１８】
参考例２　ラットモデルにおけるHMG1の分布
脳内の細胞外HMG1とAβとの関連を明らかにするために、我々は、さらに２つのラットモ
デル：１）カイニン酸（KA）の脳室内（i.c.v.）注射の結果、Aβ沈着なしに海馬CA3に甚
大なニューロン脱落を生ずるラット及び２）Aβ42の海馬内注射の結果、中程度のニュー
ロン脱落とともに大きなAβ沈着を生ずるラットにおけるHMG1免疫反応性を調べた。ニュ
ーロン生存の指標として微小管関連蛋白質-2（MAP2）を用いた。
体重約280gの雄性Wistarラットを自由給水で一晩絶食させた。定位脳固定の顕微注入のた
めにラットを麻酔し（ペントバルビタールナトリウム50mg/kgを腹腔内注射）、Kopf定位
脳固定フレームに固定した。その後、1μg/2μl KAを右側脳室（即ち、ブレグマから3.8m
m尾側、1.2mm右側、3.8mm下面）に注射した。あるいは、ラットの右海馬（即ち、ブレグ
マから0.2mm尾側、2.0mm右側、4.0mm下面）にモーター駆動の10μlハミルトンシリンジを
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介してAβ42（AnaSpec, San Jose, CA）4.5μg/2μlを注射した。3日後、処理したラット
に動脈を通じて10mM リン酸緩衝生理食塩水（PBS）150mlを、続いて4％ パラホルムアル
デヒド、0.35% グルタルアルデヒド及び0.2% ピクリン酸（100mM リン酸緩衝液中）から
なる冷固定液300mlを、ペントバルビタール（100mg/kg腹腔内）による深麻酔下に灌流し
た。灌流後、速やかに脳を除去し、100mM PB中のパラホルムアルデヒドで2日間後固定し
た後、４℃で、15%シュークロース溶液（0.1% アジ化ナトリウム含有100mM PB中）に移し
た。脳片をクリオスタット中で20μmの切片に切り、PBS-T中で集めた。その後、海馬切片
を、MAP2、HMG1、Aβ、CD11ｂ（OX42、Harlan Sera-Lab, Loughbrough, U.K.）及びGFAP
（Chemicon International, Temecula, CA）に対する抗体で免疫染色した。
その結果、KAのi.c.v.注射は3日後に同側の海馬CA3におけるニューロン脱落を引き起こし
たが（図3b）、対側では引き起こさなかった（図3a）。Aβ沈着は観察されなかったが（
図3f及びh）、活性化されたミクログリア及びアストロサイト（それらは、それぞれCD11b
(OX42)に対する抗体及びグリア線維酸性蛋白質（GFAP）に対する抗体により免疫染色され
る）はCA3に蓄積していた（図3i-l）。HMG1免疫反応性はニューロン及びグリアの核で顕
著に検出された（図3e，g及びi-l）。HMG1免疫反応性はまた、神経変性CA3のグリア突起
でも検出されたが（図3g，k及びl）、瀰漫性の染色は検出されなかった。
Aβ42を海馬に顕微注入されたラットでは、マウス抗CD11b抗体により免疫染色されるアメ
ーバ状ミクログリア（図4d，f及びg）が海馬内の大きなAβ沈着（図4a，e及びg）の周辺
に観察された。さらに、MAP2免疫反応性の中程度の喪失がAβ沈着周辺の海馬歯状回（DG
）で検出された（図4b）。HMG1免疫反応性はニューロン及びグリアの核、並びにグリア突
起で観察された（図4c，e及びf）。さらに、HMG1免疫反応性はAβ沈着周辺の細胞外瀰漫
性染色として検出された（図4c，e及びf）。これらの観察から、細胞外HMG1は死滅したニ
ューロンから主に漏出し、瀰漫性のHMG1沈着は甚大なニューロンの死滅とAβ蓄積の両方
によって引き起こされるのであろう。
【０１１９】
実施例２　HMG1により誘導されるミクログリアによるAβ42食作用の阻害
HMG1が存在することのメカニズム的意義を検討するため、ラットミクログリアの純粋培養
を用いてミクログリアの機能に及ぼすHMG1の効果を調べた。実験では、Aβ40やAβ42は、
トリフルオロ酢酸（TFA）塩ではなく、容易に凝集する塩酸塩を用いた。本発明者らは、
最近、Aβ40が10μMで腫瘍壊死因子α（TNF-α）及びインターロイキン-6（IL-6）の産生
を誘導することを見出した（FASEB J. 16: 601-603 (2002)）。対照的に、細胞外Aβ42は
、Aβ42曝露から6-24時間後に、より低濃度（0.03-0.3μM）でミクログリアによる貪食を
顕著に引き起こした。インスリン又はペプスタチンＡは3日後のミクログリアにおけるAβ
42レベルの減少を抑制したが、ホスホラミドン（ネプリライシンインヒビター）は抑制せ
ず、貪食されたAβ42はミクログリア内でIDE様ペプチダーゼ及び／又はカテプシンD様ア
スパラギン酸プロテイナーゼにより分解されるであろうことを示唆している。比較的低濃
度（1μM未満）のAβ40曝露はミクログリアによる取込みを引き起こさなかったが、より
高濃度（3-10μM）では、ミクログリアはAβ40を貪食するようになった。このように、ラ
ットミクログリアはAβ40とAβ42に異なる応答を示す。
混合グリア細胞（アストロサイトとミクログリアの混合物）を、新生Wistarラット（SLC 
Inc., Shizuoka, Japan）の髄膜から注意深く除去した脳半球から調製した。該組織懸濁
液を50μm径のナイロンメッシュ（cell strainers、 Falcon）を通して、50mlチューブ中
に濾過し、200×gで10分間遠心して細胞を集めた。細胞を10%ウシ胎仔血清添加ダルベッ
コ改変イーグル培地中に再懸濁し、100mm径のディッシュにプレートして5% CO2/95%大気
中、37℃でインキュベートした。エンドトキシンによるコンタミネーションを避けるため
十分注意を払いながら、浮遊ミクログリアを混合グリア培養から回収して新しい培養皿に
プレートした。
得られたラットミクログリア（純度97%超）を、0.015-1.5μM精製仔ウシHMG1及び／又は0
.4nM組換えヒトTGF-β1（Gibco BRL, Life Technologies, Tokyo, Japan）の存在下又は
非存在下に、0.3μM Aβ42又は3μM Aβ40とインキュベートした。24時間後、ミクログリ
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アを集めて溶解した後、サンプルを抗Aβ抗体（Chemicon, Temecula, CA）によるイムロ
ブロットにかけた。モノマー及び凝集Aβをケミルミネッセンスアッセイを用いて検出し
た後、Aβの総量をデンシトメーターで測定した。
仔ウシ胸腺から精製したHMG1を低濃度（0.3μM）のAβ42を含むラットミクログリア培養
に添加すると、HMG1は60%を超えるまで濃度依存的にAβ42の貪食を阻害した（図5a及びb
）。アストロサイト由来TGF-β1がAβクリアランスに重要であることが報告されているの
で、さらにTGF-β1により誘導されるAβクリアランスに及ぼすHMG1の影響を調べた。0.4n
Mの組換えヒトTGF-β1はAβ42の貪食を有意に増大させたが、HMG1は、TGF-β1非存在下で
のHMG1処理により生ずるレベルまで、TGF-β1により誘導されるAβ貪食を顕著に阻害した
（図5c及びd）。対照的に、Aβ40の貪食は、高濃度（3μM）で、TGF-β1及びHMG1によっ
ては変化しなかった（図6a及びb）。これらの結果は、もし老人斑に細胞外HMG1が蓄積す
れば、TGF-β1のようなミクログリア賦活剤によるAβ42クリアランスは阻害されるが、A
β40のクリアランスは阻害されないであろうことを示唆している。
【０１２０】
参考例３　Aβ40により誘導されるミクログリア活性化に及ぼすHMG1の影響
仔ウシ胸腺から精製した1.5μM HMG1（和光純薬）存在下又は非存在下に、ミクログリア
を10μM Aβ40（AnaSpec）で処理した。処理から24時間後に各ウェルから培地を除去した
。NO2

-量は、Griess試薬を用いて分光光学的に（DU-640分光光度計、Beckman）測定した
。細胞から放出されたTNF-α及びIL-6の量は、ラットTNF-α及びIL-6用のELISAキット（B
ioSource, Camarillo, CA）を製造業者の指示に従って用いて測定した。
その結果、10μMのAβ40は、亜硝酸塩（NO2

-）の蓄積とともに誘導性一酸化窒素シンター
ゼ（iNOS）の発現を誘導し、また、TNF-α及びIL-6の産生を誘導した（図6c，d及びe）。
しかしながら、HMG1は、Aβ40の存在下及び非存在下でこれらの化合物の産生に影響を与
えなかった（図6c，d及びe）。したがって、HMG1は、Aβ40の存在下及び非存在下でミク
ログリアによるNO、TNF-α及びIL-6の産生に影響しない。
【０１２１】
実施例３　HMG1のインビトロでのAβペプチドとの結合及びそれらの凝集
精製仔ウシHMG1（1.5μg）を、3μgのAβ40又はAβ42（PBS（最終容量20μl）中）と37℃
でインキュベートした。0、6及び24時間後に、サンプルをHMG1又はAβに対する抗体によ
るイムノブロットにかけた。また、1.5μgのHMG1を3μgのAβ40又はAβ42と37℃で24時間
インキュベート後、HMG1又はAβに対する抗体（10μg）を混合物に添加して、さらに2時
間、4℃でインキュベートした。次いで、プロテインA-セファロース（50%スラリー50μl
）を加えて、4℃で一晩インキュベートした。遠心後、免疫沈降物を冷緩衝液1ml中で3回
洗浄し、Laemmliのサンプル緩衝液に再懸濁して、SDS-PAGE及びHMG1又はAβに対する抗体
によるイムノブロットにかけた。
HMG1をAβ42とインキュベートすると、これらの蛋白質の複合体（およそ33kDa）が6時間
後に検出された（図7a及びb）。Aβ42をHMG1とインキュベートすると、24時間後、そのオ
リゴマーの形成は変化せず、より高分子の凝集体の形成が顕著に増加した（図7b）。対照
的に、Aβ42単独でインキュベートすると、6時間後にそのオリゴマーのレベルは減少し、
凝集体は増加した。反対に、24時間後、Aβ40のオリゴマー及び凝集体は検出されなかっ
たが、HMG1とAβ40の複合体は検出された（図7a及びb）。
HMG1をAβ40又はAβ42と24時間インビトロでインキュベートした後、混合物をHMG1に対す
る抗体又はAβに対する抗体で免疫沈降させた。これらの抗体はHMG1とAβペプチドの両方
を沈降させた（図7c）。さらに、HMG1とAβ40又はAβ42のいずれかとの複合体もまた免疫
沈降した。したがって、HMG1はAβペプチドと結合してAβ42の凝集体の形成を促進したが
、Aβ40の凝集体形成は促進しなかった。
【０１２２】
結論として、HMG1蛋白質のレベルはAD脳の細胞質画分と粒子画分の両方でアップレギュレ
ートされ、HMG1は老人斑と共存する。瀰漫性のHMG1免疫反応性はAβ42を注射したラット
の海馬で観察されたが、KAを注射したラットの海馬及びPS/APPマウスでは観察されず、細
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胞外HMG1とAβ42が相乗的に相互作用して老人斑を形成することを示唆している。細胞外H
MG1は、TGF-β1の存在下及び非存在下にミクログリアによるAβ42の貪食を阻害した。さ
らに、HMG1はAβペプチドと結合してAβ42凝集体の形成を促進した（図８）。これらの結
果は、HMG1のアップレギュレーションがミクログリアによるAβ42クリアランスを阻害し
、その結果Aβ沈着が維持されることを示唆している。このように、細胞外HMG1は、ミク
ログリアによるAβクリアランスの阻害とAβ凝集の促進を通じてADにおける病原的役割を
果たしているであろうことが示された。
【０１２３】
【発明の効果】
ＨＭＧ１もしくはその部分ペプチドまたはその塩は、アルツハイマー病等の脳アミロイド
ーシスの予防・治療用のワクチンとして、また、ＨＭＧ１等をコードするヌクレオチドに
相補的なヌクレオチド及びＨＭＧ１等に対する抗体は脳アミロイドーシスの予防・治療剤
として有用である。
ＨＭＧ１等をコードするヌクレオチド及びＨＭＧ１等に対する抗体は脳アミロイドーシス
の診断薬として有用である。
ＨＭＧ１等を用いるＨＭＧ１阻害剤のスクリーニング法及びＨＭＧ１等をコードするヌク
レオチドを用いるＨＭＧ１発現抑制剤のスクリーニング法は、脳アミロイドーシスの予防
・治療活性を有する化合物の探索ツールとして有用である。
【０１２４】
【配列表】
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【図面の簡単な説明】
【図１】コントロール及びAD脳におけるHMG1の発現レベル及び分布を示す図及び写真であ
る。ａ及びｂ：側頭皮質の細胞質（ａ）及び粒子（ｂ）画分のイムノブロット写真（上図
）及び２９ｋＤａのバンド濃度を示すグラフ（下図；縦軸はコントロールに対する％割合
；各数値は６検体の平均±標準誤差；個々の数値は丸印で示す）。ｃ－ｈ：コントロール
及びAD脳切片のHMG1（ｃ－ｅ，ｈ）、HLA-DR（ｆ，ｈ）又はAβ（ｇ）に対する抗体を用
いた免疫染色写真。切片（ｅ－ｈ）は同一個体由来の一連のものであり、＊（ｅ－ｇ）は
同一の脈管を示す。矢印はインセットに高倍率で示されたと同じ老人斑を示す。ｈはHMG1
及びHLA-DRに対する抗体を用いた老人斑の二重染色。スケールバー：２５０μｍ（ｅ－ｇ
）及び５０μｍ（ｈ及びｅ－ｇのインセット）。
【図２】トランスジェニックマウス脳におけるＨＭＧ１の局在性を示す写真である。12月
齢のPS1（ａ，ｃ，ｅ，ｇ）及びPS/APPマウス（ｂ，ｄ，ｆ，ｈ）の前頭脳切片のCD11b（
MAC1，ａ－ｄ）、Aβ（ｅ－ｈ）又はHMG1（ｇ，ｈ）に対する抗体を用いた免疫染色。ボ
ックスの高倍率像をインセットで示す（ｃ－ｈ）。スケールバー：１ｍｍ（ａ，ｂ）、２
００μｍ（ｃ－ｈ）及び５０μｍ（ｃ－ｈ中のインセット）。
【図３】　KAを注射したラット脳におけるHMG1の局在性を示す写真である。海馬切片のMA
P2（ａ，ｂ）、HMG1（ｃ－ｅ，ｇ，ｉ－ｌ）、Aβ（ｆ，ｈ）、CD11b（OX42，ｊ，ｌ）又
はGFAP（ｉ，ｋ）に対する抗体を用いた免疫染色。脳室内KA注射と対側（ａ，ｃ，ｅ，ｆ
，ｉ，ｊ）及び同側（ｂ，ｄ，ｇ，ｈ，ｋ，ｌ）。海馬CA3中のボックスの高倍率像（ｅ
－ｌ）。ｉ－ｌ：HMG1及びCD11b（ｊ，ｌ）又はGFAP（ｉ，ｋ）に対する抗体を用いた二
重染色。スケールバー：５００μｍ（ａ－ｄ）及び５０μｍ（ｅ－ｌ）。
【図４】　Aβ42を注射したラット海馬におけるHMG1の局在性を示す写真である。海馬切
片のAβ（ａ，ｅ，ｇ）HMG1（ｃ，ｅ，ｆ）、MAP2（ｂ）又はCD11b（OX42，ｄ，ｆ，ｇ）
に対する抗体を用いた免疫染色。ｅ，ｆ：HMG1及びAβ（ｅ）又はCD11b(ｆ)に対する抗体
を用いた二重染色。免疫染色された各切片（ａ－ｆ）中のボックスの高倍率像をインセッ
トで示す。矢印は抗HMG1抗体による瀰漫性染色を示す。ｇ：Aβ及びCD11bに対する抗体を
用いた海馬中のAβ沈着周辺の二重染色の共焦点顕微鏡像。スケールバー：５００μｍ（
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ａ－ｆ）及び５０μｍ（ａ－ｆ中のインセット，ｇ）。
【図５】ミクログリアによるAβ42食作用に対するHMG1の阻害作用を示す写真及び図であ
る。ａ及びｂ：ビヒクル（ａ中のレーンＣ及びｂ中のControl）又は種々の濃度のHMG1の
存在下でAβ42とインキュベートしたラットミクログリアライセートのイムノブロット写
真（ａ）及び総Aβ42量を示すグラフ（縦軸はコントロールに対する％割合；各数値は３
つの実験の平均±標準誤差；**、***はコントロールの数値に対してそれぞれp<0.01及びp
<0.001を示す）。ｃ及びｄ：ビヒクル（ｃ中のレーンTGF-β1(-)及びｄ中のVehicle）又
はTGF-β1（ｃ中のレーンTGF-β1(+)及びｄ中のTGF-β1）の存在下で、Aβ42（ｃ中のHMG
1(-)及びｄ中のControl）又はAβ42及びHMG1（ｃ中のHMG1(+)及びｄ中のHMG1）とインキ
ュベートしたラットミクログリアライセートのイムノブロット写真（ａ）及び総Aβ42量
を示すグラフ（縦軸はコントロールに対する％割合；各数値は３つの実験の平均±標準誤
差；***、†††はそれぞれビヒクル及びTGF-β1単独の数値に対してp<0.001を示す）。
【図６】ミクログリアにおけるAβ40の取込み及びAβ40による活性化に及ぼすHMG1の影響
を示す写真及び図である。ａ及びｂ：ビヒクル、TGF-β1又はHMG1存在下でAβ40とインキ
ュベートしたラットミクログリアのライセートのイムノブロット写真（ａ）及び総Aβ40
量を示すグラフ（縦軸はビヒクルに対する％割合；各数値は３つの実験の平均±標準誤差
を示す）。ｃ－ｅ：Aβ40存在下又は非存在下で、ビヒクル（HMG1(-)）又はHMG1（HMG1(+
)）とインキュベートしたラットミクログリアのライセートの抗iNOS抗体に対するイムノ
ブロット写真（ｃ上図）、並びに培養上清中のNO2

-量（ｃ下図）TNF-α量（ｄ）及びIL-6
量（ｅ）を示すグラフ（各数値は３つの実験の平均±標準誤差；***、†††は、それぞ
れビヒクル及びAβ40処理の数値に対してp<0.001であることを示す）。
【図７】インビトロでのHMG1とAβペプチドとの結合及びAβペプチドの凝集を示す写真で
ある。ａ及びｂ：Aβ40又はAβ42の存在下又は非存在下でHMG1をインキュベートしたサン
プルについてのHMG1（ａ）又はAβに対する抗体を用いたイムノブロット（矢印はHMG1とA
β40又はAβ42との複合体を示す）。ｃ：Aβ40又はAβ42とHMG1とをインキュベートした
後、反応液のHMG1（上図）又はAβ（下図）に対する抗体によって免疫沈降させ、HMG1又
はAβに対する抗体を用いてイムノブロットしたもの。
【図８】老人斑形成過程における細胞外HMG1の関与を示す模式図である。
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