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(57)【要約】
PI4KIIIαタンパク質、RBO/EFR3/EFR3A/EFR3B膜タンパク質、該タンパク質によって形成
されるTTC7タンパク質および膜タンパク質複合体、または関連する酵素活性の量を阻害お
よびダウンレギュレートして、神経細胞によるAβ分泌を促進し、ニューロン内でのAβ蓄
積を減少させ、それによりADモデルのミバエやマウスの神経機能障害を減少させるための
遺伝的手段または関連阻害剤の使用が開示される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞からのAβ42分泌を増加させることができる医薬および治療標的をスクリーニング
することを含む、アルツハイマー病を治療するための医薬および治療標的のスクリーニン
グ方法。
【請求項２】
　アルツハイマー病を治療するための医薬および治療標的のスクリーニング方法であって
、以下のステップを含む方法：
　1)分泌シグナルペプチドに融合したAPPまたはAβを過剰発現する培養細胞またはショウ
ジョウバエ組織に、薬物を適用すること、または分泌シグナルペプチドに融合したAPPま
たはAβを過剰発現する培養細胞またはショウジョウバエ組織中で治療標的を調節するス
テップ；
および
　2)分泌シグナルペプチドに融合したAPPまたはAβを過剰発現する培養細胞またはショウ
ジョウバエ組織からのAβ分泌を検出するためのイムノアッセイ法を用いるステップ；こ
こで、医薬または治療標的の調節の発明が、細胞からのAβ分泌を増加させる場合には、
該薬剤または治療標的を用いてアルツハイマー病を治療することができる。
【請求項３】
　Aβが、Aβ42である、請求項１または２に記載のアルツハイマー病を治療するための医
薬および治療標的のスクリーニング方法。
【請求項４】
　Aβ分泌を検出するためのイムノアッセイ法が、酵素結合イムノソルベントアッセイま
たは電気化学発光アッセイである、請求項２に記載のアルツハイマー病を治療するための
医薬および治療標的のスクリーニング方法。
【請求項５】
　APPを過剰発現するか、または分泌シグナルペプチドを含む培養細胞が、ヒト由来のAPP
で安定にトランスフェクトされたHEK293、N2aまたはSH-SY5Y細胞株である、請求項２に記
載のアルツハイマー病を治療するための医薬および治療標的のスクリーニング方法。
【請求項６】
　分泌シグナルペプチドに融合したAPPまたはAβを過剰発現するショウジョウバエ組織が
、ショウジョウバエ第3齢幼虫組織である、請求項２に記載のアルツハイマー病を治療す
るための医薬および治療標的のスクリーニング方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　資金援助研究に関する陳述
　本発明は、これまで、中国の973の科学技術省プログラム(許可番号2013CB530900）およ
び国家自然科学財団(許可番号81371400および81071026）によって支持されてきた。
　技術分野
　本発明は、特に、アルツハイマー病を治療するためにRBF/EFR3/EFR3A/EFR3Bタンパク質
とTTC7タンパク質とで形成されたPI4KIIIαキナーゼおよびその膜タンパク質複合体を関
連する阻害剤を用いてダウンレギュレーションする方法に関する。別の局面において、本
発明は、細胞からのAβ分泌が促進されるか否かに応じて、アルツハイマー病の治療のた
めの医薬および治療標的をスクリーニングする方法に関する。別の態様では、本発明は、
細胞からのAβ分泌が促進されるか否かに応じて、アルツハイマー病の治療のための医薬
および治療標的をスクリーニングする方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　アルツハイマー病(AD）は、高齢者における最も一般的な神経変性疾患であり、学習お
よび記憶能力の進行性喪失を特徴とする。シナプスの機能不全および喪失は、ADの初期段
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階で起こるが、Aβ(特にAβ42）の蓄積が、重要な役割を果たすADの学習および記憶機能
不全の主要な細胞機構として広く認識されている。1つの可能な説明は、これらの医薬ま
たは治療法が、ADの学習および記憶障害を引き起こす重要な病因を変えられなかったこと
である。ADにおけるAβ蓄積のすべての形態において、より深い理解が必要である。
【０００３】
　Aβは、細胞外空間に蓄積するだけでなく、ニューロンにも蓄積する。増加していく証
拠は、Aβがニューロン中の種々の細胞内器官に蓄積し、シナプス欠損、アミロイド斑形
成、ニューロン死等のAD病因変化に関与することを示唆している。さらに、シナプスおよ
び認知機能に対して最も有害な効果であると考えられるオリゴマーAβは、細胞内で形成
され、AD患者およびAPPトランスジェニックマウスの脳ニューロンまたは細胞膜に蓄積す
る。このような膜結合型Aβは、ニューロンの細胞膜または細胞内器官の膜に存在し得る
。たとえば細胞外Aβのエンドサイトーシス、オートファゴソームに減少した細胞内で生
成されたAβの分泌の分泌低下、オートファゴソーム中のAβ産生および蓄積、および細胞
内Aβ分解の低下などのニューロンAβ蓄積をもたらす可能性がある。
【０００４】
　Aβは、細胞内および細胞外に蓄積するが、AD患者または初期AD患者の脳脊髄液(CSF）
中のAβ42濃度は対照集団の約半分まで減少する。ADモデルマウスでは、脳脊髄液および
脳間質液(ISF）中のAβ42濃度は日齢依存的低下を示すが、ISFではAβ二量体は検出され
ない。CSF中のAβ42濃度の減少は、細胞外アミロイド斑の金属イオン封鎖効果、Aβ42分
泌の低下、ニューロンまたは脳細胞膜中のAβ42蓄積によっておそらく引き起こされると
推定される。
【０００５】
　研究は、リン脂質およびそれらの代謝酵素が：
　1)Aβ42が、脂質膜に挿入され、酸性リン脂質に結合し、Aβ42中のランダムコイルのβ
構造への変換を誘発し、膜内または膜上のAβ42凝集を導くこと；
　2)血漿ホスファチジルイノシトール-4,5-リン酸(PIP2）レベルが、培養細胞からのAβ4

2分泌を逆相関させること；
　3)Aβ42の発現が、ホスファチジルイノシトール3-キナーゼ(PI3K）の阻害によって救済
することができるハエのニューロンの機能不全および学習および記憶機能不全を誘発する
こと；
などのAβとのその相互作用またはAD関連変化への関与を介する種々の細胞および分子プ
ロセスを介してAD病因に寄与し得ることを実証している。
【０００６】
　ショウジョウバエでは、ローリングブラックアウト(rbo）遺伝子は、ジアシルグリセロ
ールリアーゼと一定の相同性を有する細胞膜タンパク質RBOをコードする。RBOタンパク質
は、ショウジョウバエのリン脂質代謝、光形質導入、シナプス伝達およびバルクエンドサ
イトーシスにおいて機能する。RBOタンパク質は、酵母からヒトまで保存的である。酵母(
EFR3）およびマウス(EFR3AおよびEFR3B）のRBOの同族体は、PI4KIIIαを細胞膜上に固定
し、ホスファチジルイノシトール4-リン酸(PI4P）およびPIP2レベルの血漿レベルを調節
するように、ホスファチジルイノシトール4-キナーゼIIIα(PI4KIIIα）および細胞膜上
の足場タンパク質と複合体を形成する(Tetratricopeptide repeat domain 7、TTC7と呼ば
れる、Baird D、Stefan Cら、2008、J Cell Biol; Nakatsu F、Baskin JFら、2012、J Ce
ll Biol）。
【０００７】
　ショウジョウバエでは、分泌シグナルペプチドと融合した汎ニューロン発現Aβ42は、
ニューロン内Aβ蓄積および神経欠損を誘導する。本発明者らは、単純な神経経路である
ショウジョウバエ巨大繊維(GF）経路における分泌シグナルペプチドを含むAβ42の発現が
、ニューロン内Aβ蓄積および日齢依存性シナプス不全および運動能力欠損を引き起こす
ことをこれまでに明らかにしている。Aβ42を発現するそのようなショウジョウバエは、
ニューロン内Aβ42蓄積および関連するシナプス欠損における候補遺伝子の役割を試験す
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るための便利なプラットフォームを提供する。これを念頭において、本発明者らは、この
モデルにおいて、遺伝子rbo、PI4KIIIα、およびttc7、ならびに共通のPI4KIIIαタンパ
ク質阻害剤が神経変性疾患に及ぼす変異または過剰発現の効果を試験した。本発明者らは
、海馬ニューロンの萎縮におけるEfr3a(rbo遺伝子のマウスホモログ）ノックダウンの効
果、および学習と記憶によく用いられるPI4KIIIαの阻害剤である低分子阻害剤フェニル
アルシンオキシド(PAO）の効果、CSFおよび脳実質膜におけるAβ42のレベル、ならびにPI
4KA遺伝子(PI4KIIIαタンパク質をコードする）の学習および記憶におけるダウンレギュ
レーションの効果、およびリポソーム中のAβ42のオリゴマー形成におけるPI4KIIIα生成
物PI4Pの効果をAPP/PS1トランスジェニックマウスにおいてさらに検討した。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　発明の概略
　本発明は、ショウジョウバエおよびマウスADモデルにおける神経欠損を改善するために
、遺伝的手段または関連する阻害剤を用いて、PI4KIIIαタンパク質、RBO/EFR3/EFR3A/EF
R3Bタンパク質、TTC7タンパク質、およびそれらの膜タンパク質複合体の量または関連酵
素の活性のダウンレギュレーションが、ニューロン細胞のAβ(特にAβ42）分泌を促進し
、それに対応して、ニューロン内Aβ蓄積を減少させることができることを開示する。し
たがって、本発明は、AD治療におけるニューロンAβ42分泌の本質的役割を明らかにし、A
D治療のための新規戦略を提供する；一方、本発明は、ADを治療するための新規な医薬を
提供し、ADの治療のための医薬および治療標的のスクリーニングの新たな方向性を指摘す
る。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　1つの態様では、本発明は、細胞からのAβ42分泌を増加させることができる医薬および
治療標的をスクリーニングすることを含む、ADを治療するための医薬および治療標的のス
クリーニング方法を提供する。
【００１０】
　本発明の1つの特定の実施態様によれば、ADを治療するための医薬および治療標的のス
クリーニング方法は、以下のステップを含む：
　1)分泌シグナルペプチドに融合したAPPまたはAβを過剰発現する培養細胞またはショウ
ジョウバエ組織に、該薬物を適用すること、または分泌シグナルペプチドに融合したAPP
またはAβを過剰発現する培養細胞またはショウジョウバエ組織中で該治療標的を調節す
るステップ；
および
　2)分泌シグナルペプチドに融合したAPPまたはAβを過剰発現する培養細胞またはショウ
ジョウバエ組織からのAβ分泌を検出するためのイムノアッセイ法を用いるステップ；こ
こで、医薬または治療標的の調節の発明が、細胞からのAβ分泌を増加させるが、Aβ産生
の増加を伴わない場合には、該薬剤または治療標的を用いてアルツハイマー病を治療する
ことができる。好ましくは、アルツハイマー病を治療するための医薬および治療標的のス
クリーニング方法において、前記AβはAβ42であり；Aβ分泌を検出するための前記イム
ノアッセイ法は、酵素結合イムノソルベントアッセイまたは電気化学発光アッセイであり
；分泌シグナルペプチドに融合したAPPまたはAβを過剰発現する前記培養細胞は、ヒト由
来のAPPで安定にトランスフェクトされたHEK293、N2aまたはSH-SY5Y細胞であり；あるい
は、分泌シグナルペプチドに融合したAPPまたはAβを過剰発現する前記ショウジョウバエ
組織は、ショウジョウバエ第3齢幼虫組織である。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】rbo遺伝子突然変異は、Aβarc発現(Aβarc：Aβ42の北極型突然変異）ハエにお
ける神経欠損を改善し、PI4KIIIαタンパク質発現レベルを低下させるか、またはPI4KIII
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αタンパク質とRBOタンパク質との相互作用を弱める。
【図２】PI4KIIIαタンパク質発現レベルのダウンレギュレーションまたは薬学的阻害は
、Aβarc発現ハエの神経欠損を改善する。
【図３】RBO/PI4KIIIαタンパク質の発現レベルまたは機能のダウンレギュレーションは
、ニューロン内Aβ蓄積を減少させる。
【図４】RBO/PI4KIIIαタンパク質の発現レベルまたは機能のダウンレギュレーションは
、Aβ42分泌を促進する。
【図５】APP/PS1マウスおよび対照マウスにおける海馬CA3およびDG領域におけるニューロ
ンの樹状突起直径および棘密度におけるEfr3a遺伝子ノックダウンの効果。
【図６】APP/PS1マウスおよび対照マウスにおける、学習および記憶、CSFおよび脳膜関連
Aβ42レベルにおけるPAO処置の効果。
【図７】rbo遺伝子突然変異は、Aβarc発現ハエの神経欠損を改善する。
【図８】rboおよびshibire遺伝子突然変異がAβarcまたはショウジョウバエタウをそれぞ
れ過剰発現するハエの運動能力および寿命に及ぼす効果。
【図９】Aβarc発現ハエにおけるrboS358AおよびitprSV35遺伝子突然変異の効果。
【図１０】N2a細胞の細胞外AβのエンドサイトーシスにおけるEfr3a遺伝子ノックダウン
の効果、およびAβarc発現ハエのAβarc転写におけるrboおよびPI4KA遺伝子変異の効果。
【図１１】マウスのHEK293細胞または初代海馬ニューロンにおけるEfr3aまたはPI4KA遺伝
子ノックダウンの効率。
【図１２】APP/PS1マウスのPI4KA遺伝子(PI4KIIIαをコードする）の1コピーへのトラン
スポゾン挿入は、学習および記憶障害を有意に改善する。
【図１３】PI4Pは、リポソーム中のAβ42のオリゴマー化を促進する。
【図１４】APP発現レベルおよびα、β、およびγセクレターゼ活性におけるPAOの効果。
【図１５】Aβarcを発現するハエの神経欠損におけるttc7遺伝子突然変異および過剰発現
の効果。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
　詳細な記載
　明細書および特許請求の範囲を含む本発明において、他に特定されない限り、以下の用
語は以下の意味で用いられる：
【００１３】
　用語「rbo/Efr3/Efr3a/Efr3b遺伝子」は、ショウジョウバエ由来のrbo遺伝子、酵母由
来のEfr3遺伝子、または哺乳動物由来のEfr3a遺伝子およびEfr3b遺伝子を意味する；用語
「RBO/EFR3/EFR3A/EFR3Bタンパク質」は、ショウジョウバエ由来のrbo遺伝子、酵母由来
のEfr3遺伝子、または哺乳動物由来のEfr3a/Efr3b遺伝子によってコードされるタンパク
質を意味する。
【００１４】
　本明細書で使用される用語「PI4KIIIα/PI4KA遺伝子」は、ショウジョウバエまたは哺
乳動物に由来するPI4KIIIα遺伝子またはPI4KA遺伝子を意味する；本明細書で使用される
用語「PI4KIIIαタンパク質」は、ショウジョウバエまたは哺乳動物におけるPI4KIIIα/P
I4KA遺伝子によってコードされるタンパク質を意味する。
【００１５】
　本明細書で使用される用語「ttc7遺伝子」は、ショウジョウバエおよび哺乳動物に由来
するttc7遺伝子を意味する；本明細書で使用される用語「TTC7タンパク質」は、上記ショ
ウジョウバエおよび哺乳動物においてttc7によってコードされるタンパク質を意味する。
【００１６】
　本明細書で使用される用語「阻害剤」は、標的物体の量、特定の機能、および特定の特
性を、低下させ、減少させ、または排除することができる材料を意味する。前記標的物体
はタンパク質、ポリペプチド、核酸などであってもよく、前記阻害剤は、対象物の量、特
定の機能、および特定の特性の対応する低下、減少、または排除をもたらすように、標的
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物体の量、特定の機能、および特定の特性に直接的または間接的に影響を及ぼす。前記阻
害剤は、タンパク質、ポリペプチド、核酸、低分子化合物などであり得る。
【００１７】
　たとえば、本明細書で使用される「PI4KIIIα阻害剤」という用語は、PI4KIIIα/ PI4K
A遺伝子の発現、転写、翻訳および/またはそこから産生されるPI4KIIIαタンパク質の安
定性、RBO/EFR3/EFR3A/EFR3Bタンパク質およびTTC7タンパク質への結合能、およびそのホ
スホキナーゼ活性などを低下させ、低減させまたは排除することができる物質を意味し、
PI4KIIIα/PI4KAに特異的な阻害性ヌクレオチド、PI4KIIIαタンパク質に対する抗体、PI
4KIIIαキナーゼ活性を阻害することができる低分子化合物阻害剤、および/またはPI4KII
Iαタンパク質と他の膜タンパク質との間の相互作用を阻害することができる物質などが
挙げられるが、これらに限定されない。
【００１８】
　同様に、本明細書で使用される「RBO/EFR3/EFR3A/EFR3B阻害剤」という用語は、rbo/Ef
r3/Efr3a/Efr3b遺伝子の発現、転写、翻訳および/またはそこから産生されるRBO/EFR3/EF
R3A/EFR3Bタンパク質の安定性、PI4KIIIαタンパク質等への結合能を阻害し、低下させ、
または排除することができる物質を意味し、rbo/Efr3/Efr3a/Efr3bに特異的な阻害性ヌク
レオチド、RBO/EFR3/EFR3A/EFR3Bタンパク質に対する抗体、およびRBO/EFR3/EFR3A/EFR3B
タンパク質およびPI4KIIIαタンパク質の複合体の形成を阻害することができる物質など
が挙げられるが、これらに限定されない。
【００１９】
　本明細書で使用される「TTC7阻害剤」という用語は、ttc7遺伝子の発現、転写、翻訳お
よび/またはそこから産生されるTTC7タンパク質の安定性およびRBO/EFR3/EFR3A/EFR3Bタ
ンパク質等への結合能を低下させ、低減させ、または除去することができる物質を意味し
、ttc7に特異的な阻害性ヌクレオチド、TTC7タンパク質に対する抗体、および/またはTTC
7タンパク質と膜タンパク質RBO/EFR3/EFR3A/EFR3Bとの間の相互作用を阻害することがで
きる物質などが挙げられるが、これらに限定されない。
【００２０】
　上記と同様に、本明細書で使用される「PI4P阻害剤」という用語は、細胞膜上のPI4Pの
量レベルを阻害し、低下させ、または除去することができる物質を意味し、PI4Pに対する
抗体、およびPI4Pに特異的に結合することができるOSH2-PH2X融合タンパク質またはOSH2-
2x-PH融合タンパク質などが挙げられるが、これらに限定されない。
【００２１】
　本明細書で使用される用語「抗体」は、特定のエピトープに結合する任意の免疫グロブ
リンまたは完全分子およびその断片を意味する。該抗体としては、ポリクローナル抗体、
モノクローナル抗体、キメラ抗体、ヒト化抗体、一本鎖抗体、および親抗体の抗原結合能
力を保持する限り、インタクトな抗体の断片および/または部分が挙げられるが、これら
に限定されない。本発明において、たとえば、「PI4KIIIαに対する抗体」は、PI4KIIIα
タンパク質、またはその機能的変異体もしくは機能的フラグメントに特異的に結合し得る
モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、単鎖抗体および免疫学的活性断片またはその
部分を意味する。本発明において、「PI4KIIIα抗体」、「PI4KIIIαに対する抗体」、お
よび「抗PI4KIIIα抗体」等の用語は、互換的に用いられる。
【００２２】
　本発明において、「機能的変異体」は、そのアミノ酸配列中に1つ以上のアミノ酸修飾
を有する本発明のタンパク質またはポリペプチドを意味する。修飾は、「保存的」修飾(
置換されたアミノ酸が類似の構造または化学的性質を有する）または「非保存的」修飾で
あり得る；同様の修飾には、アミノ酸の付加または欠失またはその両方が含まれる。しか
しながら、アミノ酸残基の修飾もアミノ酸の付加または欠失も、元のアミノ酸配列の生物
学的または免疫学的活性および機能を部分的に変化させたり、損傷したりすることはない
。本発明において、同様に、「機能的断片」は、それがその一部であるタンパク質または
ポリペプチドと実質的に類似または同一の生物学的または免疫学的活性および機能を保持
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する本発明のタンパク質またはポリペプチドの任意の部分(親タンパク質またはポリペプ
チド）を意味する。
【００２３】
　本明細書で使用される用語「阻害ヌクレオチド」は、特定の遺伝子に結合してその発現
を阻害することができるヌクレオチド化合物を意味する。典型的な阻害ヌクレオチドとし
て、アンチセンスオリゴヌクレオチド、三重らせんDNA、RNAアプタマー、リボザイム、低
分子干渉RNA(siRNA）、短鎖ヘアピンRNA(shRNA）およびマイクロRNAが挙げられるが、こ
れらに限定されない。これらのヌクレオチド化合物は、他のヌクレオチド配列よりも高い
親和性で前記特定の遺伝子に結合し、特定の遺伝子の発現を阻害する。
【００２４】
　本明細書で使用される用語「低分子化合物」は、天然または化学合成され得る分子量3k
ダルトン未満の有機化合物を意味する。本明細書で使用される用語「誘導体」は、親有機
化合物と類似の構造およびそれらの機能における同様の効果を有する、1つ以上の化学反
応によって親有機化合物を修飾することによって生成される化合物を意味する。本明細書
で使用される用語「類縁体」は、親有機化合物を化学的に修飾することによって生成され
ないが、親有機化合物と構造が類似し、それらの機能において同様の効果を有する化合物
を意味する。
【００２５】
　本明細書で使用される用語「アルツハイマー病」(AD）は、進行性学習および記憶機能
障害を特徴とする加齢性神経変性疾患を意味する。中期および進行期のほとんどのAD患者
は、神経細胞外ベータアミロイド斑、Tauタンパク質で形成された細胞内神経原線維変化
、またはシナプスおよび神経細胞の喪失を有する。この疾患は、ヒトまたは動物(イヌな
ど）に存在し得る。
【００２６】
　本明細書で使用される用語「Aβ」は、アミロイド前駆体タンパク質(APP）のセクレタ
ーゼ切断によって生成される38～48アミノ酸の長さを有する一連のポリペプチドを意味し
、同じアミノ酸配列を有するポリペプチドAβ38、Aβ40、Aβ42、Aβ44、Aβ45などが挙
げられる。本発明では、Aβはまた、トランスジェニック法により発現されるAβ融合タン
パク質の他のタンパク質切断酵素を切断することにより、または特定の発現系によりウイ
ルスベクターで細胞を感染させることによっても生成されうるものであり、たとえば、A
βは、そのN-末端を介して、ショウジョウバエの壊死遺伝子(アミノ酸配列：MASKVSILLLL
TVHLLAAQTFAQDAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA)(配列番号：1)）によってコ
ードされるタンパク質に由来する分泌シグナルペプチド、またはラットプレプロエンケフ
ァリン(アミノ酸配列：MAQFLRLCILLALGSCLLATVQA）(配列番号：2）等に由来する分泌型シ
グナルペプチドと融合タンパク質を形成し得る。
【００２７】
　本明細書で使用される「Aβ分泌」という用語は、細胞内Aβ蓄積を減少させることがで
きる、細胞膜を介して細胞内または細胞膜上に生成されたAβの排出プロセスを意味する
。ここで、「Aβ42分泌」は、具体的には、細胞内Aβ42蓄積を減少させることができる、
細胞内または細胞膜を介して細胞膜上に生成されたAβ42の排出プロセスを意味する。
【００２８】
　本明細書で使用される用語「治療標的」は、特定の疾患を治療するために使用され得る
様々な物質、および動物またはヒトの体内の物質の標的を意味する。前記疾患に対する治
療効果は、前記物質が前記標的に作用するときに得られる。前記物質は、該物質が、遺伝
子、タンパク質、タンパク質複合体、または疾患、症状、機能、相互作用関係に影響を与
えて疾患を治療することができる限りは、タンパク質、ポリペプチド、核酸、低分子化合
物などの様々な材料であり得、前記標的は、特定の遺伝子(遺伝子の特定配列を含む）、
特定のタンパク質(タンパク質の特定部位を含む）、特定のタンパク質複合体(その特異的
結合部位を含む）などの物質、あるいは特定の特性、特定の機能、前述の遺伝子および／
またはタンパク質の周辺物質および環境との特定の相互作用関係などであり得る。
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【００２９】
　本明細書で使用される用語「治療する」、「治療すること」、または「治療」は、その
用語が適用される疾患の進行または疾患の1つ以上の症状の逆転、改善または阻害を意味
する。本明細書で使用される場合、患者の状態に応じて、この用語はまた、疾患の予防ま
たはそれに関連する任意の症状の発症を含む疾患の予防、および発症前の症状の改善また
は重症度の低下を含む。
【００３０】
　用語「阻害する」、「弱める」、「ダウンレギュレートする」、「除去する」などはす
べて、量または程度の削減または減少を意味する。このような削減または減少は、このよ
うな傾向を示す限り、限定されない。たとえば、削減または減少は、元の量または程度に
対して100％であってもよく、または50％または1％以下であってもよい。
【００３１】
　本発明は、RBO/EFR3/EFR3A/EFR3Bタンパク質、TTC7タンパク質、またはPI4KIIIαタン
パク質の発現をダウンレギュレートすること、RBO/EFR3/EFR3A/EFR3Bタンパク質、TTC7タ
ンパク質、およびPI4KIIIαタンパク質間の相互作用を弱めること、およびPI4KIIIαの酵
素活性を阻害することなどの多様な作用が、シナプス欠損およびAβ42を発現する神経細
胞の喪失などの加齢関連機能障害を改善することができることを明らかにし、これらの効
果が、細胞のAβ(特にAβ42）分泌を促進し、細胞膜または細胞におけるAβ(特にAβ42）
蓄積を減少させることによって達成されることを開示する。
【００３２】
　本発明では、たとえば、本発明者は、Efr3a遺伝子ノックダウンが、APP/PS1トランスジ
ェニックマウスにおける海馬ニューロンの樹状突起および棘の萎縮を減少させることがで
きる一方で、PI4KIIIαタンパク質の一般的な阻害剤であるフェニルアルシンオキシド(PA
O）による胃管栄養は、脳脊髄液中のAβ42含量の増加を伴い得るが、APP/PS1マウスの学
習および記憶を有意に改善することができ、脳組織中の細胞膜Aβ42(特にAβ42凝集体/オ
リゴマー中のAβ42）の含量を減少させることができることを発見した。これらの結果は
、APP/PS1マウスの認知症症状が、Aβ42のニューロン分泌を促進し、ニューロンまたはニ
ューロン膜におけるAβ42(特に、凝集したAβ42）の蓄積を低減することによって改善さ
れ得ることを実証した。
【００３３】
　本発明者らは、細胞またはニューロンにおけるRBO/EFR3/EFR3A/EFR3Bタンパク質、TTC7
タンパク質、またはPI4KIIIαタンパク質の発現をダウンレギュレートすること、または
膜上のPI4KIIIαタンパク質の局在を減少させるタンパク質複合体の形成を防止すること
、またはPI4KIIIαタンパク質のホスホキナーゼ活性を阻害することが、細胞およびニュ
ーロンのAβ42分泌を促進し、ニューロンにおけるAβ42の蓄積を減少させ、AD関連の神経
変性および機能障害を改善することができることを発見した；同時に、APPを切断するAβ

42またはAPPの発現レベル、またはα、β、およびγ-セクレターゼの活性はいずれも有意
に影響されなかった。さらに、本発明者らは、PI4KIIIタンパク質の産物であるPI4Pが、A
β42モノマーのリポソーム内での凝集を促進するが、そのような促進はPI4Pの前駆体(PI
）およびその誘導体であるPI4,5Pよりもずっと強力であることも発見した。
【００３４】
　本発明者らは、Aβ(Aβ42を含む）が、血漿または細胞内器官から生成されると考えて
いる；したがって、生成されたAβは、受動的放出、エキソサイトーシス、リソソーム媒
介性放出、または他の未発見の経路によって細胞から分泌され得る。Aβの起源またはそ
れがどのように分泌されるにもかかわらず、細胞膜はAβがそれを通って細胞を離れる最
後の経路である。Aβの疎水性のために、細胞膜上では、Aβは、一方では疎水性脂肪酸鎖
領域に挿入され、他方では、ホスファチジルイノシトール(特にリン酸化ホスファチジル
イノシトールPI4P）および他の酸性リン脂質と相互作用し、このような相互作用は、Aβ
のランダムコイルからβ-構造への立体配座変化を促進し、さらにAβ凝集物として凝集し
て膜上に沈着するか、またはエンドサイトーシスによって細胞内に蓄積される。さらに、
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可溶性Aβ(Aβ42を含む）凝集体/オリゴマーの細胞またはリポソーム膜に対する親和性は
、Aβ単量体の親和性よりもはるかに高いことが研究によって実証されている。したがっ
て、凝集/オリゴマーAβは細胞膜上に蓄積するのがはるかに容易である。
【００３５】
　PI4Pは、PIおよびPIP2よりもAβ凝集体/オリゴマーの形成に対してより強力な促進を示
す、細胞膜リン酸化ホスファチジルイノシトールの主要成分である。本発明では、本発明
者らは、リポソーム中のAβ42の凝集体/オリゴマー形成に対するPI4Pの促進効果が明らか
に用量依存性であることを発見した。RBO/EFR3/EFR3A/EFR3Bタンパク質、TTC7タンパク質
、またはPI4KIIIαタンパク質の発現をダウンレギュレートするか、それらのタンパク質
複合体の形成を防止するか、またはPI4KIIIαタンパク質のキナーゼ活性を阻害すること
により、細胞膜上のPI4P産生を減少させることができる。したがって、RBO/EFR3/EFR3A/E
FR3Bタンパク質、TTC7タンパク質、またはPI4KIIIαタンパク質の発現をダウンレギュレ
ートするか、またはRBO/EFR3/EFR3A/EFR3Bタンパク質、TTC7タンパク質、およびPI4KIII
αタンパク質の膜結合タンパク質複合体の形成を防止するか、またはPI4KIIIαタンパク
質の対応するホスホキナーゼ活性を阻害することにより、細胞膜Aβ(Aβ42を含む）とリ
ン酸化ホスファチジルイノシトールとの間の相互作用を弱め、Aβ単量体のランダム形態
に存在するより多くの細胞膜Aβをもたらすために、細胞膜リン酸化ホスファチジルイノ
シトール(特にPI4P）の量を実質的に減少させることができる。上記のように、そのよう
なランダム形態のAβ単量体は膜に対する親和性が低く、したがって膜から比較的容易に
遊離され、細胞外に分泌される。したがって、上記の調節挙動は、APPの発現レベルまた
はα、β、およびγ-セクレターゼの活性に影響を及ぼすことなく、細胞外Aβレベルの明
らかな増加をもたらすために、Aβの細胞内蓄積を効果的に減少させることができる。
【００３６】
　以前の研究では、ショウジョウバエにおけるAβ42の蓄積がPI3Kおよび関連するPI3K/Ak
tのシナリング経路を活性化し、AD関連のシナプス欠損および長期記憶の喪失を誘導する
ことが報告されている；対応して、関連研究では、PI3K活性を阻害することがADを治療す
る方法であり得ると考えられた。しかしながら、本発明において、本発明者らは、細胞内
Aβ42の蓄積が、ホスファチジルイノシトールキナーゼ(PI3Kを含む）のPI3K/Aktシナリン
グ経路活性化によって引き起こされるのではなく、細胞膜ホスファチジルイノシトールキ
ナーゼが活性化された後、膜上でリン酸化されたホスファチジルイノシトールにより直接
的に引き起こされること；さらに、本発明に関与するホスファチジルイノシトールキナー
ゼが、PI3K/Aktのシグナル伝達経路においてPI3Kよりもむしろ主にPI4KIIIαであること
を発見した。たとえば、本発明者らは、PI4KIIIαに高度に特異的であるがPA3などのPI3K
には感受性でないホスファチジルイノシトールキナーゼ阻害剤を用いることにより、細胞
からのAβ42分泌を効果的に低濃度で促進することができることを発見した。
【００３７】
　このように、本発明者らによって、AD治療を達成するために、神経細胞または細胞膜に
おけるAβ(Aβ42を含む）蓄積を減少させるように、Aβ分泌、特にAβ42分泌を促進する
方法を採用することが可能であることが明らかにされる。しかしながら、Aβの増加した
分泌は、APPのアップレギュレーションまたはα、βおよびγ分泌の活性の変化によって
引き起こされるAβ産生の増加に起因するものではない。
【００３８】
　Aβと細胞膜中の糖類、脂質およびタンパク質との結合または相互作用を弱めることを
含む、神経細胞のAβ分泌を促進するための様々な経路が存在することが、当業者には理
解可能である。本発明では、上記のように、細胞膜上のAβ(特にAβ42）凝集を減少させ
ることによって細胞のAβ分泌を促進することが好ましい。
【００３９】
　さらに、本発明は、RBO/EFR3/EFR3A/EFR3Bタンパク質、TTC7タンパク質、およびPI4KII
Iαタンパク質の量および複合体を形成するそれらの能力を調節すること、ならびにPI4KI
IIαタンパク質のホスホキナーゼ活性を調節することによって、細胞のAβ(特に、Aβ42)
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分泌を促進するために、細胞膜上に形成されたAβ凝集体/オリゴマーを減少させることが
でき、したがって、これらのタンパク質およびそれらの関係が、ADを治療するための潜在
的な治療標的を構成し得ることを明らかにする。
【００４０】
　したがって、rbo/Efr3/Efr3a/Efr3b遺伝子の発現、転写、または翻訳を阻害、低下、低
減または排除することができ、それからコードされるRBO/EFR3/EFR3A/EFR3Bタンパク質の
安定性を低下させることができる阻害剤または方法、ならびにホスファチジルイノシトー
ルキナーゼPI4KIIIαタンパク質およびTTC7タンパク質とのタンパク質複合体の形成を阻
害することができる阻害剤または方法は、ADの治療に用いられる得ることを当業者には理
解しうる。前記RBO/EFR3/EFR3A/EFR3B阻害剤として、rbo/Efr3/Efr3a/Efr3b遺伝子(アン
チセンスRNA、siRNA、miRNAなどを含む）の阻害ヌクレオチド、RBO/EFR3/EFR3A/EFR3Bタ
ンパク質に対する抗体などが挙げられるが、これらに限定されない。
【００４１】
　rbo/Efr3/Efr3a/Efr3b遺伝子の阻害性ヌクレオチドは当該技術分野において周知である
ことが当業者には理解される(たとえば、www.genecards.orgを参照、および入手可能な製
品：ORIGENE、カタログ番号SR308056およびカタログ番号TR303768）。同様に、RBO/EFR3/
EFR3A/EFR3Bタンパク質に対する抗体は、当該分野において周知である(たとえば、www.ge
necards.orgを参照、および入手可能な製品：Novus、カタログ番号NBP1-81539; Thermo F
isher Scientific、カタログ番号PA5-24904）。
【００４２】
　また、上述したように、PI4KIIIα/PI4KA遺伝子の細胞発現、転写、または翻訳を調節
すること、PI4KIIIα/PI4KA遺伝子からコードされるPI4KIIIαタンパク質の安定性を調節
すること、膜タンパク質RBO/EFR3/EFR3A/EFR3BおよびTTC7タンパク質との、PI4KIIIαタ
ンパク質の複合体形成能力を調節すること、およびPI4KIIIαタンパク質のホスホキナー
ゼ活性を調節することは、ADを治療する方法であるとみなすことができる。したがって、
PI4KIIIα/PI4KA遺伝子の発現、転写、または翻訳を阻害、低下、減少または排除するこ
とができるか、またはそこからコードされるPI4KIIIαタンパク質の安定性を低下させる
ことができる阻害剤または方法、限定的ではないが、PI4KIIIα/PI4KA遺伝子に特異的で
あるヌクレオチドなどの阻害ヌクレオチド、PI4KIIIαタンパク質に対する抗体、PI4KIII
αタンパク質と膜タンパク質とのタンパク質複合体形成を阻害し、キナーゼ活性を阻害し
得る低分子化合物阻害剤が、ADを治療するために使用することができることが当業者には
理解される。好ましくは、阻害剤は、低分子化合物、たとえばPAO(フェニルアルシンオキ
シド）、PAO誘導体、A1、G1、またはA1およびG1の類縁体である。より好ましくは、阻害
剤は、PAOまたはPAO誘導体である。
【００４３】
　PAOは、オキソアルシン基とフェニル基とを含む塩基性構造を有する低分子化合物であ
り、PI4KIIIαタンパク質のホスホキナーゼ活性に強い阻害作用を示すことが当業者には
理解される。PAOの化学構造は：
【化１】

　フェニルアルシンオキシド(オキソ(フェニル)アルサン)
である。
【００４４】
　PAOの合成方法は、当業者に周知である。本発明によれば、ADの治療に用いることがで
きる化合物は、化合物がPI4KIIIαタンパク質のホスホキナーゼ活性における阻害効果を
示す限り、PAOの誘導体をさらに含む。そのような誘導体の合成方法は当該技術分野にお
いて周知であることが当業者には理解される。
【００４５】
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　同様に、A1およびG1の両方が、PI4KIIIαタンパク質の低分子化合物阻害剤であり、類
似の構造を有することは、当業者には理解される。ここで、A1の化学構造は：
【化２】

　5-(2-アミノ-1-(4-(4-モルホリニル）フェニル）-1H-ベンゾイミダゾール-6-イル）-N-
(2-フルオロフェニル）-2-メトキシ-3-ピリジンスルホンアミド
である。
【００４６】
　G1の化学構造は：

【化３】

　(aS）-5-(2-アミノ-4-オキソ-3-(2-(トリフルオロメチル）フェニル）-3,4-ジヒドロキ
ナゾリン-6-イル）-N-(2,4-ジフルオロフェニル）-2-メトキシピリジン-3-スルホンアミ
ド
である。
【００４７】
　A1およびG1の合成方法は当該技術分野において周知である(たとえば、Bojjireddy、N.
、et al.(2014)、JBC 289:6120-6132; Leivers、A.L.、et al.(2014)、JMC 57:2091-2106
を参照)。本発明によれば、A1およびG1の構造類縁体は、それらがPI4KIIIαタンパク質の
ホスホキナーゼ活性に対して阻害効果を示す限り、ADを処置するために使用することがで
きる。このような構造的類縁体の合成方法は当該技術分野において周知であることが当業
者には理解される。
【００４８】
　さらに、PI4KIIIαタンパク質およびRBO/EFR3/EFR3A/EFR3Bタンパク質の膜複合体の形
成は、足場タンパク質TTC7の補助を必要とする。したがって、本発明によれば、ttc7遺伝
子の発現、転写、または翻訳を阻害、低下、低減、または排除することができ、およびそ
こからコードされるTTC7タンパク質の安定性を低下させることができる阻害剤または方法
、ならびにRBO/EFR3/EFR3A/EFR3Bタンパク質およびPI4KIIIαタンパク質とのタンパク質
複合体の形成を阻害することができる阻害剤または方法が、ADを治療するために使用する
ことができることが当業者には理解される。前記TTC7阻害剤として、ttc7遺伝子の阻害性
ヌクレオチド(アンチセンスRNA、siRNA、miRNAなどを含む）、TTC7タンパク質に対する抗
体などが挙げられるが、これらに限定されない。
【００４９】
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　さらに、本発明によれば、RBO/EFR3/EFR3A/EFR3Bタンパク質およびPI4KIIIαタンパク
質の発現をダウンレギュレートするか、または膜上のPI4KIIIαタンパク質の分布を減少
させるタンパク質複合体の形成を防止するか、またはPI4KIIIαタンパク質のホスホキナ
ーゼ活性を阻害することが、本質的に、細胞膜PI4Pの減少をもたらし、細胞のAβ分泌を
さらに促進する。したがって、細胞膜PI4Pの量またはレベルを減少させ、および細胞膜上
のAβ凝集物/オリゴマーの形成をさらに減少させることができる任意の阻害剤または方法
は、上記のようにADを治療する効果を達成することができることが当業者には理解される
。
【００５０】
　前述のPI4P阻害剤が、PI4Pに特異的に結合する抗体または他の分子であり得ることが当
業者には理解される。現在、PI4Pに対する抗体の合成方法は、当該技術分野において周知
である(Brown BK and Karasavass N、et al.、2007、J virol; Wassef NM and Roerdink 
F、et al. 1984、Mol Immuolを参照)。たとえば、それはヒト由来の広範な中和抗体4E10
およびPI4Pに対する他の抗体であり得る。現在、PI4Pに特異的に結合する分子の合成方法
は、当該分野で周知である(Balla A and Kim YJ、et al.、2008、Mol Biol Cell; Zubenk
o GS and Stiffler et al.、1999、Biol Psychiaryを参照)。たとえば、それは、OSH2-PH
2X融合タンパク質またはOSH2-2x-PH融合タンパク質であり得る。
【００５１】
　限定的ではないが、RBO/EFR3/EFR3A/EFR3Bに対する抗体、PI4KIIIαに対する抗体、TTC
7に対する抗体、PI4Pに対する抗体、rbo/Efr3/Efr3a/Efr3b遺伝子に特異的な阻害ポリペ
プチド、PI4KIIIα/PI4KA遺伝子に特異的な阻害ポリペプチド、PI4KIIIαタンパク質のホ
スホキナーゼ活性を阻害する低分子化合物などの、ADを治療するために用いることができ
るか、またはADに対する治療可能性を有する本発明により提供される前述の物質(以下、
総称して「本発明の物質」という。）を単離、精製、合成および/または組換えすること
ができる。
【００５２】
　さらに、本発明の物質は、医薬組成物などの組成物に製剤化することもできる。これに
関して、本発明は、上記抗体、阻害ポリペプチド、および/または低分子化合物のいずれ
か、ならびに薬学的に許容される担体を含む医薬組成物を提供する。
【００５３】
　本発明の物質のいずれかを含有する本発明の医薬組成物は、抗体および低分子化合物、
阻害ポリペプチドおよび抗体、または2種以上の抗体もしくは低分子化合物などの1種以上
の本発明の物質を含むことができる。あるいは、医薬組成物は、本発明の物質を別の薬学
的に活性な薬剤または薬物と組み合わせて含むこともできる。あるいは、医薬組成物は、
本発明の物質を別の薬学的に活性な薬剤または薬物と組み合わせて含むこともできる。た
とえば、それは、BapineuzumabなどのAβに対する抗体薬、または海洋由来硫酸化オリゴ
糖HSH971およびその類縁体、アカンプロセート(トラミプロセート）およびその類縁体、
エダラボンおよびその類縁体などのAβ凝集をブロックするために脳の神経細胞外Aβまた
はβアミロイド斑に結合する化合物、またはAβ凝集物の脱凝集を促進する化合物を含む
ことができる。このようにして、医薬組成物は、一方ではニューロンからのAβ分泌を促
進し、他方ではニューロン外のAβの除去を促進し、それによりADの治療に対してより良
好な治療効果を達成する。
【００５４】
　別の態様では、本発明は、ADの治療のための新規医薬品または治療標的をスクリーニン
グするための方法を提供する。この方法は、本発明の前述の発見に基づいて設計されてお
り、すなわち、AD関連神経変性および機能障害を改善および予防するために、Aβ42分泌
を促進することによって、細胞内Aβ42蓄積を減少させることができる。したがって、医
薬品または治療標的をスクリーニングするための基準は、医薬投与または治療標的の調節
後のAβ分泌、特にAβ42分泌における促進効果であり、Aβ分泌の増加が、α、β、およ
びγ-セクレターゼの活性の変化によって引き起こされるAPPのアップレギュレーションま
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たはAβ産生の増加に起因することはありえない。
【００５５】
　本発明によれば、治療標的の調節は、治療標的の周辺環境との機能、特性、または関係
を変化させるように、関連する物質を治療標的に直接的または間接的に作用させるために
用いて、細胞のAβ分泌(特に、Aβ42分泌）の促進を誘導することを意味する。
【００５６】
　アルツハイマー病を治療するのに有効な薬物を選択するために、スクリーニング試験の
ための細胞株は、哺乳動物、昆虫由等来真の核細胞株、たとえば、HEK293、COS7、N2a、S
H-SY5Y、S2、sf9等であり得ることが当業者には理解される。方法は、アルツハイマー病
を治療するのに有効な薬物を選択するために候補薬物がAβ蓄積、特にAβ42の蓄積を細胞
膜上または細胞内で減少させるかどうかを試験することを含む。好ましくは、Aβ分泌が
増加しているかどうかの試験は、APPを過剰発現する細胞株(たとえば、ヒト由来APPで安
定にトランスフェクトされたHEK293、COS7、N2a、SH-SY5Y細胞株）またはショウジョウバ
エのモデル、好ましくは第3齢ショウジョウバエの幼虫の組織で行われうる。Aβ分泌が増
加するかどうかは、酵素結合免疫吸着アッセイ(ELISA）または電気化学発光アッセイ(ECL
IA）などのイムノアッセイの方法で検出されうる。
【００５７】
　好ましくは、ADの治療のための医薬または治療標的をスクリーニングする方法は、PI4K
IIIαの酵素活性における候補薬剤または標的調節の発明の効果を観察し、候補薬剤また
は標的調節の発明が、検出系におけるPI4KIIIαキナーゼの機能に否定的に影響を及ぼす
場合、すなわち、PI4KIIIαキナーゼ活性または細胞膜PI4Pレベルの低下を特徴とする場
合、候補薬医薬、薬剤または標的がADを治療するための可能性のある薬剤または治療標的
であることを示す；ことを含む。このようなスクリーニング後、細胞内Aβ(特にAβ42）
蓄積が減少するかどうか、および細胞外Aβ分泌が促進されるかどうかがさらに検出され
る。これらの方法では、候補のスクリーニング効率を大幅に改善することができる。
【００５８】
　本発明の1つの特定の実施態様によれば、ADの治療のための医薬または治療標的をスク
リーニングする方法は、候補薬または治療標的の調節の発明が、膜上のPI4KIIIαタンパ
ク質の量を減少させるように、細胞膜PI4KIIIαタンパク質を細胞質に再分布させるかど
うか、および細胞膜Aβ単量体の凝集/オリゴマー化の減少ならびに細胞外分泌の増加を誘
導するかどうか、を直接分析することに基づいて決定することを含みうる。好ましくは、
蛍光標識PI4KIIIαが、蛍光タンパク質(GFP-PI4KIIIα）で標識したPI4KIIIαなどの観察
のために選択され、蛍光標識PI4KIIIαが細胞膜から細胞質に移動するかどうかを観察す
ることができる。
【００５９】
　本発明の1つの特定の実施態様によれば、AD治療のための医薬または治療標的をスクリ
ーニングする方法は、タンパク質間の相互作用を分析する同時免疫沈降アッセイなどの方
法で行うこともできる。候補薬剤または治療標的の調節の発明が、RBO/EFR3/EFR3A/EFR3B
タンパク質、TTC7タンパク質およびPI4KIIIαタンパク質間の相互作用を減少させる場合
、薬剤または治療標的が、細胞膜Aβ単量体の凝集を減少させるように膜タンパク質複合
体を形成する際のPI4KIIIαタンパク質の能力を弱め、ならびに、細胞外分泌を増加させ
ることができることを示す
【００６０】
　本発明の1つの特定の実施態様によれば、候補薬剤または治療標的の調節の発明が、細
胞膜PI4Pレベルを低下させるかどうかを直接分析することによって、ADの治療のための医
薬または治療標的をスクリーニングする方法を実施することもできる。好ましくは、蛍光
タンパク質で標識されたOSH2-PH2XまたはOSH2-2x-PH融合タンパク質などのPI4Pに特異的
に結合する蛍光標識分子が、細胞膜量において減少するかどうか、または細胞膜から細胞
質に転移するかどうかを観察するために、蛍光顕微鏡、共焦点顕微鏡、または2光子顕微
鏡を利用することができる。
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【００６１】
　以下、本発明をさらに詳細に説明する。しかしながら、本発明を実施する方法は、以下
の実施例に限定されない。
【００６２】
　以降、主に動物および細胞培養実験によりデータを取得し、SPSSソフトウェアで分析す
る。特に明記しない限り、データは平均±SEMで表される。P＜0.05は、その差が統計的に
有意であることを示す。これ以降に示されるすべてのデータは、平均±SEMで表される。
「*」、「**」、および「***」はそれぞれ、それぞれp＜0.05、0.01および0.001を表す。
【実施例１】
【００６３】
　ショウジョウバエ系統および遺伝学的方法
　25℃の一定温度下で培養する標準培地、12時間明期および12時間暗期の交互サイクル。
【００６４】
　以下のトランスジェニックショウジョウバエ系統を本発明において利用した：rboS358A

、[UAS]Aβarc、[UAS]Aβ42、[UAS]dtau、[UAS]mCD8-gfp(Dr. Z. Wangによって提供され
た)、[UAS]shibirets1(Dr. A Guoによって提供された)、[Gal4]A307(Dr. O'Kaneによって
提供された)。ここで、rboS358A遺伝子は、部位特異的突然変異によるrbo遺伝子を含む野
生型ゲノムDNAから構築された導入遺伝子であり、その発現はrbo遺伝子自体のプレドライ
バによって駆動される。[Gal4]A307は、転写因子であるGal4を発現し、[UAS]Aβarc、[UA
S]Aβ42、[UAS]dtau、[UAS]mCD8-gfp、[UAS]shibirets1導入遺伝子を駆動させて、Aβarc

、Aβ42、dTau、mCD8-GFPまたは温度感受性突然変異Dynaminを、巨大繊維経路のニューロ
ンおよび少量の他のニューロンにおいて発現させる。本発明で利用されるショウジョウバ
エ突然変異体として、以下のものが挙げられる：rbots1(温度感受性ミスセンス突然変異)
、rbo2(ノックダウン突然変異)、itprsv35(ナンセンス突然変異、ブルーミントンストッ
ク＃30740)、PI4KIIIαdef(PI4KIIIα遺伝子および末梢DNAの欠失を有する突然変異、ブ
ルーミントンストック＃9518)、PI4KIIIαGS27およびPI4KIIIαGJ86(両方ともナンセンス
突然変異)。P{lacW}l(2)k14710k15603トランスポゾンは、l(2)k14710(ブルーミントンス
トック＃11134)；P{EPgy2}bin3EY09582(ブルーミントンストック＃20043)の転写を防止す
るために、l(2)k14710遺伝子の第一エクソンに挿入される。遺伝的バックグラウンドを精
製するために、使用前に5世代以上にわたり、全ての導入遺伝子および突然変異体ハエを
野生型の同質遺伝子型系統(同質遺伝子w1118、ブルーミントンストック＃5905)と戻し交
配した。
【００６５】
　本発明者らの先行研究は、GF経路のニューロンにおける野生型または北極変異体Aβ42

を発現するハエ(ショウジョウバエ）(Aβ42またはAβarcハエもしくはショウジョウバエ)
が、ニューロン内Aβ42蓄積、日齢依存性シナプス伝達不全および早期死を示すことを発
見した。このようなハエはまた、日齢に依存したクライミング能力の低下を示す。神経細
胞内Aβ42蓄積によって引き起こされる神経欠損におけるrbo遺伝子の役割を研究するため
に、rbo遺伝子の2つの突然変異、ミスセンス突然変異(rbots1）およびノックダウン突然
変異(rbo2）をAβarcハエに導入し、シナプス伝達、クライミング能力および日齢におけ
る効果をそれぞれ試験した。4群のハエを構築した：対照ハエ(コントロール、ctrl）、rb
ots1/+またはrbo2/+ヘテロ接合体(rbo）、Aβarcハエ(Aβarc）、およびrbots1/+またはr
bo2/+ヘテロ接合突然変異を有するAβarcハエ(Aβarc-rbo））。各群は1～2系統を含み、
ここで、「ctrl」は、[Gal4]A307導入遺伝子を有する野生型対照ハエを示す；「rbots1/+

」および「rbo2/+」は、[Gal4]A307導入遺伝子の1コピーを有するrbots1/+およびrbo2/+

ヘテロ接合性ハエを示し；「Aβarc」は、[Gal4]A307/[UAS]Aβarc二重トランスジェニッ
クハエを示し；「Aβarc-rbo

ts1/+」および「Aβarc-rbo
2/+」は、それぞれ、[Gal4]A307

-rbots1/[UAS]Aβarcおよび[Gal4]A307-rbo2/[UAS]Aβarcを示す。最初の2群のハエはAβ

arcを発現せず、「ノンAβハエ」と分類され、後者の2群のハエはAβarcを発現し、「Aβ
ハエ」と分類された。
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【実施例２】
【００６６】
　rbo遺伝子突然変異は、シナプス伝達検査によって試験されるように、Aβ42発現ショウ
ジョウバエの神経欠損を特異的に抑制する。
【００６７】
　シナプス伝達の検査方法：
　細胞内での巨大繊維(GF）系における興奮性接合電位(EJP）の記録。特定の日齢の成体
雌ハエを、解剖顕微鏡下で低融点ワックスであるタッキーワックス(Boekel Scientific）
でガラススライド上に腹側を下にして載せた。記録システムは、腹部内に1つの参照電極
、2つの目に挿入された2つの刺激電極、および背側縦筋細胞に挿入された1つの記録電極
を包含する。両眼を電気刺激(100Hz、50パルス）に付した。刺激強度は5～20ボルトであ
り、持続時間は0.2msであり、閾値刺激強度の約150％である。電気信号をAxonalクランプ
900A(Molecular Devices）で記録および増幅し、Digidata 1440A(Molecular Devices）に
よって周波数10kHzでデジタル化した。データを、pClampソフトウェア(バージョン10.0；
Molecular Devices）によって記録および分析した。すべての電極は、3M KCl溶液で満た
されたガラス電極である。記録中の環境温度は25℃であった。
【００６８】
　図1は、4群のハエにおける異なる日齢における脳刺激されたEJPの代表的記録(図1a）を
示し、誘発されたEJPの成功率の定量分析(図1b）を示す。特に、rbo突然変異は、Aβarc

によって引き起こされる日齢依存性ニューロンシナプス伝達障害を有意に阻害することに
留意されたい。統計解析は、第3-7日、第15-17日、および第25-27日(n=6-12）、第31-35
日(n=10-23）のデータに対して一元配置ANOVAを用いて行った。
【００６９】
　上記のシナプス伝達検査方法によれば、羽化後、第3-7、第15-17、第25-27および第31-
35日に、高周波電気刺激下(100Hz、50パルス）の背側縦筋線維におけるEJPの細胞内記録
を行った。第1群における高周波電気刺激によって誘発されたEJPの成功率は、第3-7日お
よび第15-17日における他の3群と有意に異ならなかった(図1a-1b）。第25-27日および第3
1-35日において、Aβarc-rboハエにおけるEJPの成功率は、対照ハエおよびrboハエのそれ
よりも低くなったが、Aβarcハエのそれより有意に高かった(図1aおよび1b）。
【００７０】
　これらの結果は、rbo遺伝子突然変異が、ニューロン内Aβarc蓄積によって引き起こさ
れる日齢依存的なシナプス伝達障害を改善することを示している。4つの群のハエを作製
するために使用されるトランスジェニックハエおよびrbo突然変異体の遺伝的バックグラ
ウンドは、使用前に5世代以上にわたり野生型同遺伝子型系統(同遺伝子型w1118）と戻し
交配され、遺伝的バックグラウンドは本質的に精製されるので、遺伝的背景の違いが寛解
に寄与したとは考えにくい。rbo遺伝子の完全ノックダウンは胚の致死性を引き起こすの
で、Aβarc誘導性シナプス伝達障害におけるその効果を調べることはできなかった。
【実施例３】
【００７１】
　rbo遺伝子突然変異は、チューブクライミング能力アッセイによって試験されるように
、Aβ42発現ハエの神経欠損を特異的に抑制する。
　チューブクライミング試験：
　クライミング能力を、垂直に配置された試験管の底部からの7秒目における10匹のハエ
の平均クライミング高さを測定することによって調べた。高い再現性を有するミバエのク
ライミング能力試験装置を開発した。装置は、以下を包含する：1）その中に透明プラス
チックチューブ10本が垂直に取り付けられる矩形の金属フレーム(幅32cm、高さ21cm）；2
）金属フレームの上下動を駆動するための電動モータ；3）金属フレームを所定の高さで1
分間間隔で4回上下に迅速に移動させる作業サイクルで電動モータを制御するためのステ
ッピングアクチュエータ；4）クライミングプロセスをビデオ撮影するビデオカメラ；5）
ビデオの特定の時間におけるハエのクライミング位置を分析する分析ソフトウェア。実験
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では、特定の遺伝子型の10匹のハエが各透明プラスチック管に移された。チューブは均一
に分配され、金属箱に取り付けられた。金属箱は、基盤上に垂直に取り付けられた2本の
金属棒に沿って垂直に摺動することができる。クライミングテストでは、ステッピングア
クチュエータが電動機を制御して金属箱を5.8cm持ち上げ、次いで、解放し、金属箱が重
力によって元の位置に落ちるようにする。金属箱の動きが止まると、ファイルはチューブ
の底に落ちる。金属箱の動きが止まると、ハエは、チューブの底に落ちた。金属箱を3秒
間で4回上下に動かした後、すべてのハエは、チューブの底にいた。その後、ハエは、チ
ューブの壁に沿って登ることが許された。その後の分析のために全工程を録画した。本発
明者らは、チューブクライミングが開始された後の任意の時点におけるハエの高さを測定
するためのコンピュータプログラムを開発した。
【００７２】
　図1cにおいて、rbo遺伝子突然変異は、Aβarc発現ハエの日齢依存性クライミング能力
を改善し、一元配置ANOVA分析を実施した、n=3(3群のハエ、各群10匹のハエ）。
【００７３】
　羽化後、3日目、16日目、26日目、31日目にクライミング能力を調べた。3日目および16
日目には、4つの群のハエのクライミング能力は類似していた(図1c）。26日目と31日目で
は、Aβarc-rboのハエは、Aβarcのハエよりも有意に高く登ったが、対照およびrboのハ
エほど高くはなかった(図1c）。
【実施例４】
【００７４】
　rbo遺伝子突然変異は、長寿検定により試験されるように、Aβ42発現ハエの神経欠損を
特異的に抑制する。
　長寿(寿命）アッセイ：
　標準ハエ用食物と乾燥酵母を入れた5本または10本のチューブに、各遺伝子型の100また
は200匹のハエを均等に分け、25℃で培養した。ハエを3日毎に新鮮な食物と乾燥酵母を入
れた試験管に移し、各移送時に死んだハエを数えた。生存率をSPSS 11 Kaplan-Meierソフ
トウェアで分析した。
【００７５】
　図1dにおいて、rbo遺伝子突然変異は、Aβarcを発現するハエの寿命を延長した。各群
につきn=200のハエ、p＜0.001、ログランク検定。
【００７６】
　図7は、3つの群のハエの異なる日齢における脳刺激されたEJP(図7a）および誘発された
EJPの成功率(図7b）の代表的記録を示す。「ctrl」は、[Gal4]A307導入遺伝子を有する野
生型対照ハエを示し；「Aβ42」は、[Gal4]A307/[UAS]Aβ42二重トランスジェニックハエ
を示し；「Aβ42-rbo

ts1/+」および「Aβ42-rbo
2/+」は、それぞれ、[Gal4]A307-rbots1/

[UAS]Aβ42および[Gal4]A307-rbo2/[UAS]Aβ42を示す。rbo突然変異は、Aβ42によって引
き起こされる日齢依存性の神経細胞シナプス伝達障害を有意に阻害することが注目される
。3-5日目のデータについては、n=6～12、37～39日目のデータについては、n=10～12であ
る、一元配置ANOVA分析。
【００７７】
　図7cにおいて、rbo遺伝子突然変異は、Aβ42発現ハエの日齢依存性クライミング能力を
改善し、一元配置ANOVA分析を実施した(n=3）。
【００７８】
　図7dにおいて、rbo遺伝子突然変異は、Aβ42を発現するハエの寿命を延ばした。各群に
ついてn=200匹のハエ、p＜0.001、ログランク検定。
【００７９】
　長寿アッセイは、Aβarc-rboハエの寿命は、Aβarcハエの寿命よりも長いが、対照およ
びrboハエの寿命よりも短いことを示した(図1d）；4つの群のハエの平均寿命を比較する
ことによって同じ結論が得られる(第1表）。これらの結果は、シナプス伝達検査の結果と
一致する。
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野生型Aβ42を発現するハエのシナプス伝達、クライミング能力および寿命におけるrbo遺
伝子突然変異の影響に関するさらなる研究が行われ、それは、より良好な改善を示した(
図7a-d）。
【００８０】
　第1表：ハエの平均寿命とその比較
【表１】

【００８１】
　図8aは、ショウジョウバエの巨大繊維経路におけるショウジョウバエタウタンパク質過
剰発現によって誘導された運動障害(左）および早期死におけるrbo遺伝子突然変異の効果
を示す。図8bは、ショウジョウバエ巨大線維経路におけるAβarc過剰発現によって誘導さ
れた運動障害(左）および早期死におけるshibire遺伝子突然変異の効果を示す。長寿アッ
セイでは、各群についてn=100匹のハエ、ログランク検定を行った。
【００８２】
　rbo遺伝子突然変異が、タウタンパク質を過剰発現するハエの寿命短縮を改善できなか
ったため、Aβ42毒性に対するrbo遺伝子突然変異の効果は、毒性タンパク質のニューロン
内蓄積に対する一般的な効果に帰属することができなかった(図8a）。Shibire遺伝子の突
然変異(shibirets1）をAβarcのハエに導入することは、Aβarcのハエの早期死を弱める
ことができなかったため、Aβ42毒性に対するrbo遺伝子突然変異の効果は、シナプスまた
はエンドサイトーシス機能に潜在的に基づく一般的な効果に帰属することができなかった
(図8b）。rbots1遺伝子突然変異と同じく、shibirets1遺伝子突然変異は、温度依存性シ
ナプス伝達、バルクエンドサイトーシスおよび運動能力にも影響を与えた。
【００８３】
　実施例1～4では、結果は、rbo遺伝子突然変異または機能不全が、野生型および突然変
異Aβ42発現ハエにおける神経欠損を特異的に抑制し得ることを示した。
【実施例５】
【００８４】
　RBOタンパク質と相互作用するPI4KIIIα酵素の欠損または阻害は、免疫沈降アッセイに
よって試験されるように、Aβarcのハエの神経欠損を改善する。
　免疫沈降およびイムノブロット：
　全部で300個のハエの頭を収集し、500μLの予め冷却したTris緩衝液中で粉砕すること
によってホモジナイズした。トリス緩衝液の処方物は、50mM Tris、50mM KCl、1mM EDTA
、1％カクテルプロテアーゼ阻害剤(Calbiochem）を含み、pHを7.4に調整したものである
。組織ホモジネートを10000gで10分間遠心分離した。上清を回収し、約1μgのRBOに対す
るマウスモノクローナル抗体またはショウジョウバエPI4KIIIαに対するウサギポリクロ
ーナル抗体で免疫沈降またはイムノブロット試験を行った。Abmart(上海）またはAbgent(
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中国）と共同で2つの抗体が生成された。ショウジョウバエ亜種C RBOタンパク質の251～5
00番目のアミノ酸を用いてRBO抗体を作成した；ペプチドNH2-KRSNRSKRLQYQKDSYC-CONH2(
配列番号：3）を用いてPI4KIIIα抗体を作成した。イムノブロット試験では、ショウジョ
ウバエRBOおよびPI4KIIIαに対する抗体を1：2000で希釈した。野生型および対応するホ
モ接合変異体の頭部組織ホモジネートを、それぞれショウジョウバエRBOおよびPI4KIIIα
に対する抗体を検出するために用いた。
【００８５】
　図9aにおいて、rboS358A遺伝子突然変異は、Aβarcを発現するハエの寿命を改善しなか
った(P=0.07）。
【００８６】
　RBOは、推定ジアシルグリセロール(DAG）リパーゼであり、DAGリパーゼの活性はAD患者
および動物モデルの海馬で増加すると報告されているが、RBOタンパク質は、Aβarcハエ
への導入遺伝子rboS358Aの導入が早期死を変化させることができなかったため、DAGリパ
ーゼとして作用することによってAβarc毒性を調節しなかった可能性がある(図9a）。rbo
S358A遺伝子によってコードされるRBOタンパク質において、推定上の酵素活性中心が突然
変異された。
【００８７】
　図1eは、RBOタンパク質およびPI4KIIIαタンパク質の共免疫沈降の代表的なイムノブロ
ットを示す(n=3）。
【００８８】
　図1fは、野生型対照ハエおよびrboヘテロ接合体におけるRBOタンパク質およびPI4KIII
αタンパク質レベルの代表的なイムノブロット(左）および半定量的分析(右）を示す(n=7
、一元配置ANOVA分析）。
【００８９】
　図1gは、野生型(wtRBO）および突然変異体(mRBO）RBOタンパク質、n=4、t検定分析で共
免疫沈降したPI4KIIIαの代表的なイムノブロット(左）および半定量分析(右）を示す。
【００９０】
　図1hは、Aβarc、Aβarc-rbots1/+およびAβarc-rbo

2/+ハエ、n=5-6、一元配置ANOVA分
析におけるPI4KIIIα mRNA発現レベルのRT-PCR定量分析を示す。
【００９１】
　酵母およびマウスのRBO相同体は、PI4KIIIαを補充し、それと細胞膜上で複合体を形成
する。これと一致して、RBOタンパク質は、ショウジョウバエPI4KIIIαと特異的に免疫共
沈降した(図1e）。さらに、Aβarc-rboショウジョウバエにおいてrbo遺伝子(rbo2/+）の1
コピーを除去することにより、RBOタンパク質およびPI4KIIIαタンパク質の発現レベルを
有意に低下させることができ(図1f）、rbots1/+遺伝子突然変異は、RBOタンパク質および
PI4KIIIαタンパク質の発現レベルを有意に減少させなかったが、RBOタンパク質とPI4KII
Iαタンパク質との間の相互作用を有意に弱めた(図1g）。特に、2つのrbo突然変異のいず
れも、PI4KIIIα遺伝子の転写を変化させなかった(図1h）。
【００９２】
　PI4KIIIαが、Aβarcハエの神経欠損においてRBOタンパク質と同様の役割を果たすかど
うかを試験するために、染色体欠損(染色体のPI4KIIIα含有DNA断片の欠失、pi4kdef/+）
およびPI4KIIIαのナンセンス変異(PI4KIIIαGS27/+）を別々にAβarc発現ハエに導入し
た。
【００９３】
　図2は、ヘテロ接合PI4KIIIα遺伝子欠失(PI4KIIIαdef/+）(図2a参照）またはナンセン
ス変異(PI4KIIIαGS27/+）(図2b参照）によってシナプス伝達、運動機能および早発死が
抑制されたこと、ならびにPAOによって抑制されたこと(図2c-e）を示す。「ctrl」は、[G
al4]A307導入遺伝子を有する野生型対照ハエを示す；「PI4KIIIαdef/+」および「PI4KII
IαGS27/+」は、[Gal4]A307導入遺伝子の1コピーを有するPI4KIIIαdef/+およびPI4KIII
αGS27/+ヘテロ接合性ハエを示す；「Aβarc」は[Gal4]A307/[UAS]Aβarc二重トランスジ
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ェニックハエを示す；「Aβarc-PI4KIIIα
def/+」および「Aβarc-PI4KIIIα

GS27/+」は
それぞれ、PI4KIIIαdef/+；[Gal4]A307/[UAS]AβarcおよびPI4KIIIαGS27/+；[Gal4]A30
7/[UAS]Aβarcを示す。各群のEJPデータ記録については、n=6～10である。各クライミン
グアッセイについて、n=3～5である。各ハエ系統の寿命データについては、n=100～200、
P値は0.001未満である。統計的分析方法は上記の通りである。
【００９４】
　実際、実験結果は、そのようなPI4KIIIα突然変異が、シナプス伝達、運動機能、およ
び寿命におけるAβarc誘導性欠損を抑制することを実証した(図2a-b）。一貫して、PI4KI
IIα阻害剤PAOをAβarcハエに給餌することもまた、用量依存的にこれらの欠陥を有意に
改善した(図2c-e）。
【００９５】
　図9bにおいて、itprSV35遺伝子突然変異は、Aβarc発現ハエのシナプス伝達または寿命
を改善しなかった(P=0.13）。長寿アッセイでは、各群についてn=100のハエで、ログラン
ク検定を行った。誘発されたEJPの成功率分析では、n=5である。
【００９６】
　しかしながら、IP3Rをコードする遺伝子のナンセンス突然変異をAβarc発現ハエに導入
することが、シナプス障害または早期死を減弱させることができなかったため(図9b～c）
、RBO/PI4KIIIαを下方制御することによる神経欠損の抑制は、ホスホリパーゼC、PI4,5P
およびイノシトール三リン酸(IP3R）の受容体によって媒介されるカルシウム放出の減弱
によって引き起こされる毒性効果には寄与できなかった。
【実施例６】
【００９７】
　RBO/PI4KIIIαのダウンレギュレーションは、染色およびイメージングによって検出さ
れるように、細胞内Aβ42蓄積を減少させる。
　染色およびイメージング：
　ショウジョウバエの中枢神経系は、以下のように染色された。脳および腹側神経節を含
む、ハエの全中枢神経系(CNS）を冷PBS中で解剖し、PBS中の4％PFAで約45分間固定した。
調製物をPBSで30分間洗浄し、ギ酸(水中、70％）で45分間処理して抗原決定基を再暴露し
、0.25％トリトンを補充したPBS溶液中の5％BSAで繰り返し洗浄し、4℃で10-12時間、一
次抗体(6E10、1：100希釈）とインキュベートし、再びPBSで洗浄し、最後に、cy3結合二
次抗体(Jackson ImmunoResearch Laboratories、1：200希釈）と室温で2時間インキュベ
ートした。ニコンA1R-A1共焦点顕微鏡下で画像を撮影した；ハエCNSの遺伝子型はイメー
ジング要員にはブラインドであった。
【００９８】
　図3aは、21～25日齢のmCD8-GFPを発現する対照ハエ(上段）およびAβarc発現ハエ(中段
）における腹側神経節の全マウントAβ染色の共焦点画像を示す；mCD8-GFPおよびAβarc

の発現は、両方とも[Gal4]A307によって駆動された。各群の染色を2回繰り返した；下段
の行は、中央の行の四角で囲まれた領域の拡大図である。図3bは、各群の染色が2回繰り
返された、21～25日齢のAβarc、Aβarc-rbo

ts1/+、Aβarc-rbo
2/+、Aβarc-PI4KIIIα

de

f/+、およびAβarc-PI4KIIIα
GS27/+ハエの腹側神経節の全マウントAβ染色の代表的な共

焦点画像を示す；一方、図3c(上）は、ELISA法によって定量化された頭部Aβレベルを示
す。図3c(下）は、ELISA法によって定量された、異なる濃度でPAO処理したAβarc発現ハ
エにおける頭部Aβレベルを示す。ELISA定量分析、一元配置ANOVA分析において各データ
群についてn=3～5であった。図3a～3bにおいて、スケールバーは50μmを表す。
【００９９】
　以前は、GF経路におけるAβarc発現によって誘導されたニューロン損傷は、細胞内蓄積
Aβタンパク質に起因していた。ここで、我々はさらに、Aβarcショウジョウバエにuas-m
CD8-gfp導入遺伝子を導入することによる、Aβの神経細胞内蓄積を確認した。uas-mCD8-G
FPは、Aβarcを発現するニューロンをGFPで標識することができるように、細胞膜を標的
とし、Aβarcのものと同じドライバーによって駆動される、mCD8-GFP蛍光タンパク質を発
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現する。共焦点イメージングは、Aβ免疫染色シグナルがGFPシグナルと共局在することを
明らかにし(図3a）、このハエモデルにおけるニューロン内Aβ蓄積の現象を実証した。
【０１００】
　RBO/PI4KIIIα不全が細胞内Aβ蓄積に影響を及ぼすかどうかを分析するために、Aβ免
疫染色をAβarc、Aβarc-rboおよびAβarc-PI4KIIIαハエで実施した。Aβarc-rboおよび
Aβarc-PI4KIIIαハエの免疫染色シグナルは、Aβarcハエの免疫染色シグナルと比較して
有意に減少したことが見出された(図3b）。
【実施例７】
【０１０１】
　RBO/PI4KIIIαのダウンレギュレーションは、ELISA定量分析によって検出されるように
、細胞内Aβ42蓄積を減少させる。
　ELISA法分析：
　ELISAは、Aβ42Human ELISA Kit(Invitrogen）を製造者の仕様書に従って用いて行った
。CNSにおけるAβ42レベルを分析するために、1系統あたり25匹のハエの無傷の脳を冷PBS
中で解剖し、直ちにカクテルプロテアーゼ阻害剤(Calbiochem）を補充した冷ELISA試料希
釈緩衝液に入れた。脳を十分にホモジナイズし、室温で4時間インキュベートし、-20℃で
保存した。
【０１０２】
　実施例6と同様に、ELISA定量分析は、PAO処理後に、Aβarc-rboハエ、Aβarc-PI4KIII
αハエ、およびAβarcハエにおいて、Aβ42の量が有意に減少したことを示す(図3c～3d）
。
【０１０３】
　図10aは、RT-PCR法によるN2細胞におけるEFR3a遺伝子のノックダウン効率(左）および
正規化された定量(中）を示し、右の図は、EFR3a遺伝子ノックダウンがN2a細胞の細胞外A
βのエンドサイトーシスに影響しないことを示す。EfraノックダウンRNAiを構築するため
に使用される配列は、5'-AGGTATCATTCAGGTTCTGTT-3'(配列番号：4）である。図10bは、RT
-PCR法によって、rboおよびPI4KIIIa遺伝子突然変異が、Aβarc発現ハエのAβarc転写レ
ベルを低下させないことを示す。
【０１０４】
　実施例6～7では、RBO/PI4KIIIαダウンレギュレーションによって誘導されるニューロ
ン内Aβ蓄積の減少は、細胞外Aβ42の取り込みの減少のためによるものである可能性が低
いことが示される。その理由は、以下の通りである：1）rboホモログ遺伝子ノックダウン
を有するN2a細胞における細胞外Aβ42の取り込みが、有意に減少しないこと(図10a）；2
）異なる日齢のAβarc-rboおよびAβarc-PI4KIIIaハエにおけるAβarcmRNA発現レベルが
、実験群のAβarcハエと比較して減少しないこと(図10b）。
【実施例８】
【０１０５】
　PI4KIIIα阻害剤PAO、A1およびG1の溶液調製および毒性試験
　HEK293細胞、ショウジョウバエの幼虫および成虫を、PAOまたはA1で処理し、PAO粉末(S
igma-Aldrich、CAS NO.637-03-6）およびA1粉末をDMSOに溶解することによって、10mMお
よび0.9mMのA1のストック溶液を別々に作製した。次いで、蒸留水で勾配希釈して所望の
濃度にした；実験結果がDMSO変動の影響を受けないことを確実にするために、DMSOの最終
濃度を同一レベルに調整した。
【０１０６】
　生存ハエにおけるPAOの毒性を試験するために、我々は、胚段階から開始して、50、100
、200、300、400、および600μMのPAOを含むハエ用栄養物で野生型ハエを培養した。200
μM以下でのPAO処理は、羽化速度を変化させず、羽化後の上昇能力も変化させないことが
分かった。したがって、Aβarcおよび対照ハエを培養するために、25、50、100および150
μMのPAOを選択した。
【０１０７】
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　解剖されたショウジョウバエの第3齢幼虫におけるPAOの毒性を試験するために、50、10
0、200、300、400、および500nMのPAOを含有するSchneiderの培養培地を用いて、解剖し
たショウジョウバエの第3齢の幼虫を25℃で一晩インキュベートした。300nM以上のPAOで
処理した幼虫の唾液腺細胞およびCNSニューロンは、損傷を反映して白くなったが、150nM
以下のPAOではそのような影響はないことがわかった。したがって、培養のために、50、1
00、および150nMのPAOを選択した。
【０１０８】
　HEK293T細胞におけるPAOおよびA1の毒性を試験するために、50、100、200、300、400、
および600nMのPAOまたはA1を含有するDMEM培地を用いて、HEK239細胞を12時間インキュベ
ートした。MTT試験によれば、250nM以上のPAOまたはA1は、ほとんどの細胞を死滅させる
が、150nM以下ではそのような影響はないことがわかった。したがって、培養のために、2
5、50、100、および150nMのPAOまたはA1を選択した。
【０１０９】
　マウスにおけるPAO経口胃管栄養の毒性を試験するために、PAO粉末をDMSOに溶解して、
30mg/mLの原液を調製した。次いで、蒸留水で勾配希釈して所望の濃度にした；実験結果
が、DMSOの変動の影響を受けないことを確実にするために、DMSOの最終濃度を同一レベル
に調整した。3ヶ月齢のC57BL/6マウスを18、10および6mg/kg体重の用量で胃管栄養に付し
、各用量レベルについて2匹のマウスに投与した。全てのマウスは2日目に死亡したことが
わかった。次いで、マウスを4.5および2.0mg/kg体重の用量で胃管栄養に付し、各用量レ
ベルについて5匹のマウスに投与した。4.5mg/kg体重の用量に関して、5日間連続して1日1
回胃管栄養に付すると、5匹中4匹のマウスが生存した。2.0mg/kg体重の用量に関しては、
毎週月曜日から金曜日まで、1日に1回胃管栄養に付し、週末は胃管栄養を行わなかった。
2週間連続した後、5匹のマウスはすべて生存した。したがって、C57/B6マウスに関して、
PAO胃管栄養法の致死量の中央値は2～6mg/kg体重、約4mg/kg体重である。したがって、0.
1/0.3および1.0mg/kg体重投与量を、APP/PS1マウスおよび対照マウスでのPAO胃管栄養法
について選択した(週1回、1週間に1回、毎週月曜日～金曜日に1日1回、週末は胃管栄養な
し、6週間連続）。
【実施例９】
【０１１０】
　RBO/PI4KIIIαのダウンレギュレーションは、Aβ発現幼虫組織の培養によって検出され
るように、Aβ42分泌を促進する
　Aβ発現幼虫組織の培養：
　第3齢幼虫を水で洗浄し、70％アルコールで2分間滅菌し、シュナイダー(Schneider）(S
igma）培養培地中、背側中線に沿って解剖した。幼虫の気管、腸および脂肪体を慎重に除
去した。解剖された幼虫をシュナイダー培養培地で洗浄し、ゲンタマイシン(20mg/mL）を
補充したSchneider培地150μLを含む2mLの遠心管に移した。各試験管には5匹の解剖され
た幼虫が含まれた。遠心管を25℃で8時間湿潤で暗い環境に置いた。次いで、各チューブ
から100μLを採取し、Aβ42のELISA定量化に使用した。Aβ42ヒトELISAキット(Invitroge
n）を用いてELISAを行った。
【０１１１】
　図4において、図4a～図4cは、異なる濃度のPAO処理、rboまたはPI4KIIIα遺伝子突然変
異を有する解剖されたAβarc発現第3齢ショウジョウバエ幼虫を培養する培地中のAβ42レ
ベルの正規化された定量を示す。
【０１１２】
　PAO処理およびRBO/PI4KIIIα不全が骨髄内Aβ蓄積を減少させるメカニズムを調べるた
めに、Schneider培地中のAβarc発現第3齢幼虫の解剖試料のインキュベーション中のAβ4

2分泌を検出した。ELISAアッセイは、PAO処理がAβ42分泌を促進し、薬物用量依存性の傾
向を示すことを示し(図4a）、これは、PI4KIIIα酵素活性の阻害がAβ42分泌を促進する
ことを実証する。一致して、解剖されたAβarc幼虫を培養する培地と比較して、解剖され
たAβarc-rboおよびAβarc-PI4KIIIα幼虫を培養する培地中のAβ42濃度は、有意に増加
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する(図4b～4c）。
【実施例１０】
【０１１３】
　RBO/PI4KIIIαのダウンレギュレーションは、ヒト由来APPを発現するHEK293T細胞の培
養によって検出されるように、Aβ42分泌を促進する
　ヒト由来APPを発現するHEK293T細胞の培養：
　10％FBS(Gibco）、ペニシリン、ストレプトマイシン、およびG418(100μg/mL）を補充
したDMEM(Hyclone）中で、ヒトAPP(ここではHEK293T-APP細胞と称する）で安定にトラン
スフェクトしたHEK293T細胞を培養した。標的遺伝子の組換えプラスミドpSUPER.basic発
現shRNAを、Lipofectamine(商標）2000(Invitrogen）を用いてHEK293Tに一時的にトラン
スフェクトした。トランスフェクション後2日間、細胞をインキュベートし、その後の実
験を続けた。培地中のAβ42濃度のELISA定量化のために、細胞を12時間培養した後に、新
たに変更された培地を試験した。
【０１１４】
　HEK293T-APP細胞におけるα、β、およびγ-セクレターゼ活性およびAPP発現レベルの
アッセイ：
　PAOを0、25、50、100、または150nMの濃度で含有する培養液にて、HEK293T-APP細胞を1
2ウェルプレートでインキュベートした。6～8時間のインキュベーションの後、同じ量の
細胞を別々に集めた。セクレターゼ活性を分析するために、細胞を500μLのTBS緩衝液で
別々に溶解し、15分間遠心分離し、上清を回収し、沈殿物を500μLのTBS緩衝液で再懸濁
した。αおよびβセクレターゼの活性を分析するために、100μLの上清を10μMのαまた
はβセクレターゼ特異的蛍光基質を含む2x反応溶液(50mM Tris-HCl、pH6.8、4mM EDTA、0
.5％CHAPSO(w/v））と混合した(Calbiochem、カタログ番号565767/565758）；γ-セクレ
ターゼの活性を分析するために、100μLの再懸濁した溶液を、10μMのγセクレターゼの
特異的蛍光発生基質を含む2ｘ反応溶液(50mM Tris-HCl、pH6.8、4mM EDTA、0.5％CHAPSO(
w/v）(Calbiochem、カタログ番号565764）と混合した。37℃で30分間反応させた後、マイ
クロプレートリーダー(励起/発光：α/β酵素活性について365/490nm、γ酵素活性につい
て365/440）で分析する。
【０１１５】
　APPの発現レベルを分析する際に、プロテアーゼ阻害剤(1％カクテル、Invitrogen）を
含有するTBS緩衝液で溶解した後、回収した細胞上の抗APP/Aβ抗体(6E10）を用いてウエ
スタンブロッティングを行った。
【０１１６】
　図14aは、HEK293T-APP細胞のα、β、およびγ-セクレターゼの活性におけるPAOの効果
の正規化された定量を示す。各データ点についてn=5、一元配置ANOVA分析；
図14bは、異なる濃度のPAO処理後のHEK293T-APP細胞におけるAPP発現レベルを示す代表的
な免疫ブロットを示し、実験は3回以上繰り返された。
【０１１７】
　このような促進が、βアミロイド前駆体タンパク質(APP）の切断に由来するAβ42の分
泌に影響するかどうかを検出するために、HEK293T-APP細胞のAβ42分泌を試験した。図4d
～4gは、EFR3aまたはPI4KAノックダウンで、異なる濃度でのPAOおよびA1処理したHEK293T
-APP細胞を培養する培地中のAβ42レベルの正規化された定量を示す。実際、PAO処理は、
培地中のAβ42濃度を増加させることにおいて同様の効果を有し(図4d）、PAOはγセクレ
ターゼ阻害剤であるDAPT(1μM）の存在下でさえ培地中のAβ42濃度を増加させる(図4e）
。特に、PAO濃度が非常に低い(1.0nMという低さ）場合でも、PAOは依然として安定した効
果を有する(図4i）。さらに、EFR3aまたはPI4KA遺伝子のノックダウンまたはHEK293T-APP
細胞におけるA1処理の適用は、培地中のAβ42濃度を有意に増加させ得る(図4f～4g）。デ
ータの各群について、n=4～15、一元配置ANOVA分析。
【０１１８】
　HEK293T-APP細胞で検出されたAβ42分泌にしたがって以下の化合物を分析したところ、
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　第2表：PAO、PAO誘導体およびその活性
【表２】
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【表４】
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【表５】
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【表１０】

【０１１９】
　さらに、PAOは、APPを切断するか(図14a）、またはAPPレベルを上昇させる(図4b）、α
、βおよびγ-セクレターゼの活性に影響を与えることなく、HEK293T-APP細胞におけるA
β42分泌を促進する。
【実施例１１】
【０１２０】
　マウスにおけるウイルス生成およびマイクロインジェクション
　レンチウイルスは、EmGFPを有するBLOCK-iT(商標）HiPerform(商標）Lentiviral Pol I
I miR RNAi発現系を用いてInvitrogen(上海）によって産生された。Efr3aを標的とする4
つのmiRNAオリゴを合成し、pcDNA(商標）6.2-GW/EmGFPmiベクターに挿入した。ノックダ
ウン効率を、RT-PCRまたはウエスタンブロット法によって試験した。結果は、ベクターの
1つが、EFR3a遺伝子を過剰発現するHEK293T細胞におけるEfr3a発現をノックダウンするの
に最も有効であることを示した。最高のノックダウン効率を有するベクターの配列はAGGT
ATCATTCAGGTTCTGTTである。最も有効なmiRNAベクターをpDONRTM221およびpLenti6/V5 DES
Tと組換えて、Gateway(登録商標）組換え反応を介して、pLENT6/V5-GW /±EmGFP-miRNAベ
クターを作製した。レンチウイルスは、pLENT6/V5-GW/±EmGFP-miRNAベクターとパッケー
ジングミックスの同時トランスフェクションによって作製された。ウイルス力価は、HEK2
93T細胞における連続希釈によって得られた。EGFP陽性細胞を3日ごとに数えた。レンチウ
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イルスをトランスフェクトした初代海馬ニューロンにおいて、ノックダウン効率がさらに
得られた。
【０１２１】
　マウス(C57BL/6およびC3H交配のF1世代）に交配することによって、雄性トランスジェ
ニックAPP/PS1マウス(B6C3-Tg(APPswe、PSEN1dE9）85Dbo/Mmjax(MMRRC ID 034832-JAX)）
を維持した。6ヶ月齢にて、100mg/kgのケタミンと20mg/kgのキシラジンでマウスを麻酔し
、電気毛布をその腹部の下に置いた定位固定装置に腹側を下に装着した。頭部の毛を除去
し、皮膚を切開し、頭蓋骨に小さな穴を開けた。ブレグマの後方2.1mm、側方2.3mmおよび
腹側1.9mmにて、カニューレシステム(外径0.29mm、内径0.1mm、RWD Life Science Co.、L
td.）を通し、20分間以内にシリンジポンプ(Harvard Apparatus）を用いて、2μLのレン
チウイルス溶液(ウイルス力価：6×10-7）を注入した。注射5分後に針を外して皮膚を縫
合し、食餌と水を供給して25℃環境に移動させた。12ヵ月齢にて、マウスを再び麻酔し、
PBS中の4％パラ-ホルムアルデヒド(PFA）を用いて心筋灌流に付した。実験では、動物の
使用に関する米国神経科学学会の方針を遵守した。
【実施例１２】
【０１２２】
　EFR3aノックダウンは、マウス脳切片におけるGFP染色によって試験されるように、APP/
PS1マウスの神経樹状突起の萎縮を修復する可能性がある。
　マウス脳切片におけるGFP染色：
　脳スライス(厚さ60μm）をPBS-0.3％トリトン-5％BSAで1時間ブロックした後、ウサギ
抗GFP抗体(A11122、Invitrogen、1：100希釈）と共に4℃で一晩インキュベートした。次
に、PBSで洗浄し、ビオチン化ヤギ抗ウサギIgG抗体(H+L）(AbboMax、Inc、1：100希釈）
と共に4℃で一晩インキュベートする。PBSで再度洗浄し、Cy3-ストレプトアビジン(Jacks
on ImmunoResearch Laboratories Inc、1：1000希釈）と共に室温で2時間インキュベート
する。画像を、Zeiss LSM 511共焦点顕微鏡で撮影し、AutoQuant X2でデコンボリューシ
ョンし、NeuronStudioソフトウェアで解析した。脳スライスの遺伝子型および樹状突起の
画像は、それぞれ撮像および分析担当者にはブラインドであった。
【０１２３】
　図11において、HEK293細胞における内部EFR3a(a）およびPI4KA遺伝子(b）、HEK293細胞
における過剰発現マウスEFR3a-gfp組換え遺伝子(c）およびマウスの初代海馬ニューロン
における内部Efr3a遺伝子(d）のノックダウン効率を解析するために、RT-PCRを採用した
。代表的な画像を上段に示し、正規化された定量を下段に示す。Efr3aおよびPI4KA遺伝子
ノックダウンRNAiを構築するために使用される配列は、5'-GGTTATTGAAATTCGAACT-3'(配列
番号：5）および5'-TGCTCATTAGCAGTAAAGA-3'(配列番号：6）である。各データについて、
n=3～5であり、P値を得るためにt検定を行った。
【０１２４】
　図5aにおいて、共焦点画像は、抗GFP免疫染色された全海馬スライス(上段）およびCA3
セグメントにおけるレンチウイルスでトランスフェクトされたピラミッド細胞を(下段）
に示す。樹状突起直径および棘密度の定量のために約30μmの樹状突起断片を選択した。
スケールバーは、それぞれ500μm(上部）および50μm(下部）を表す。APP/PS1マウスおよ
び対照同腹子のCA3セグメントピラミッドニューロン(図5b）およびCA3セグメント顆粒ニ
ューロン(図5c）において、EFR3a遺伝子ノックダウンは樹状突起直径および棘密度に影響
を及ぼす。CA3およびDGセグメントデンドライトの代表的な画像は上段であり、樹状突起
直径および棘密度の定量は、下段である。各データポイントは、3～4匹の動物のn≧25ス
ライスから得られ、P値は一元配置ANOVA分析によって得られた。図5b～5cにおいて、スケ
ールバーは1.0μmを表す。
【０１２５】
　マウスおよびヒトは、ADに非常に感受性がある海馬および同様の領域(Allen Brain Atl
as）において富んでいる、2つのrboホモログであるEFR3aおよびEFR3bを有する。我々は、
EGFP標識RNAi法を用いて、EFR3a遺伝子のダウンレギュレーションがAPP/PS1マウスの海馬
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ニューロンを保護することができるかどうかを調べた。RNAiノックダウン効率を図11a～1
1bに示した。共焦点イメージングは、EGFP発現レンチウイルスがCA3およびDGセグメント
中の少数のニューロンに感染することを明らかにした(図11a）。共焦点イメージングは、
EGFP発現レンチウイルスがCA3およびDGセグメント中の少数のニューロンに感染すること
を明らかにした(図11a）。樹状突起直径および棘密度を、二次頂点樹状突起のランダムに
選択した近位セグメント(長さ～30μm）で測定した。対照レンチウイルスに感染したAPP/
PS1マウスのCA3およびDGセグメントニューロンの両方の2つのパラメータの値は、野生型
対照マウスおよびAPP/PS1マウスのそれより有意に減少し(図5b～5c）、APP/PS1マウスに
おける海馬ニューロンの樹状突起および脊髄の萎縮を示す。APP/PS1マウス間で比較する
と、RNAiレンチウイルスに感染したニューロンにおいて2つのパラメータの値は有意に増
加し、野生型マウスの値と有意差はない(図5b～5c）。したがって、APP/PS1マウスの海馬
ニューロンにおけるrbo相同体EFR3aのダウンレギュレーションも、ニューロンを保護する
。
【実施例１３】
【０１２６】
　PAOは学習および記憶を改善し、CSF中のAβ42を増加させるが、CSFおよび分画したマウ
ス脳の膜の組成分析によって検出されるAPP/PS1マウスの脳膜中のAβ42を減少させる。
　脳脊髄液の採取：
　マウスをケタミンおよびキシラジンで麻酔し、頭部アダプターで固定した。頚部の皮膚
を剃毛して切開し、その下にある皮下組織と筋肉を鉗子で側方に分離して、大槽上部の硬
膜を露出させた。硬膜を貫通するために、マイクロインジェクションシリンジに接続され
た平滑末端を備えたシャープチップのガラスキャピラリーを使用した。キャピラリー管挿
入への抵抗の顕著な変化に続いて、キャピラリー管を大槽に入れ、約10-20μLが採取され
るまで、CSFをキャピラリー管に流入させた。採取したCSFをエッペンドルフチューブに移
し、使用するまで-80℃で保存した。
【０１２７】
　マウス脳膜の分画：
　連続抽出により界面活性剤可溶性Aβ42を得る。トリス緩衝化生理食塩水(TBS）のマウ
ス脳半球の5倍量を添加して、磨り潰して、ホモジナイズし、100,000gで60分間遠心分離
し、上清をTBS抽出物とした。沈殿物を回収し、磨り潰すために、1％ポリエチレングリコ
ールオクチルフェノールエーテルを含有する5倍量のTBSに添加し、遠心分離し、上清をTB
S-トリトン抽出物とした。沈殿物を再び回収し、磨り潰すために、1％SDSを含む5倍量のT
BSに添加し、遠心分離し、上清をTBS-SDS抽出物とした。3つの上清すべてを集め、アリコ
ートに分け、ELISAアッセイのために-80℃の冷蔵庫に保存した。
【０１２８】
　培養細胞およびハエにおける前述の結果は、PAOがAβ42分泌を促進し、ニューロン内の
Aβ42の蓄積を減少させ、およびシナプスの不全を改善することを実証し、このことは、P
AOが、Aβ42分泌を促進することによってADを治療するための潜在的な薬物であることを
示している。これを試験するために、本発明者らは、異なる用量でPAOを経口投与したAPP
/PS1マウスで行動および生化学実験を行った。
【０１２９】
　図6aは、異なる用量にてPAOで処置したAPP/PS1マウス(左）および野生型同腹子(右）の
モリス水迷路訓練曲線を示す。比較のために、0 PAOを投与したAPP/PS1マウスの学習曲線
を左および右のグラフの両方に示した。図6bは、訓練後の対照およびAPP/PS1マウスの全
探索時間に対する標的象限で費やされた探索時間のパーセンテージを示す。ELISA定量を
用いて、異なるPAO濃度で処理したAPP/PS1マウスのCSF(図6c）および1％Tritonおよび1％
SDSを含むTBSで抽出した分画した脳膜(図6d）のAβ42レベルを分析した。図6eは、APP/PS
1マウスのCSF(左）および1％SDS含有TBS抽出分画脳膜(右）のELISA定量における、測定し
たAβ42値における100℃での熱処理時間の影響を示す。図6fは、100℃で60分間の熱処理
後に、1％Tritonおよび1％SDSを含むTBSで抽出した分画した脳膜のELISA定量におけるAβ



(34) JP 2018-520367 A 2018.7.26

10

20

30

40

50

42レベルを示す。図6gは、Aβ42を合計するために、1％トリトンおよび1％SDSを含有する
TBSで抽出した分画した脳膜において、100℃で60分間の熱処理後に放出されたAβ42の百
分率を示す。図6a～6bでは、野生型対照について、n=6～8であり、各APP/PS1群について
、n=7～8である。図6eでは、左側グラフでは、n=3であり、右側グラフでは、n=23である
。図6c、6dおよび6fにおいて、n=5-6である。すべてのP値は一元配置ANOVA分析によって
得られた。
【０１３０】
　実施例8に記載した野生型マウスにおけるPAO胃管栄養の毒性を調べたように、濃度勾配
0、0.1、0.3および1.0mg/kgで以下の実験を行った。4ヶ月齢のAPP/PS1マウスおよび野生
型マウスを、毎週月曜日～金曜日に6回連続して1日1回、PAO胃管栄養に付した。その後、
PAOの投与を1週間中止し、Vorhees and Williamsによる水迷路実験によってマウスの学習
能力と記憶能力を試験した。野生型対照と比較して、PAO処置なしのAPP/PS1マウスは、空
間学習および記憶能力の障害を示した(図6a～6b）。この障害は、PAO処置APP/PS1マウス
において、最も顕著には0.3mg/kgの用量で有意に減少した(図6a～6b）。この結果は、PAO
が、APP/PS1マウスにおける学習および記憶機能不全の治療に使用できることを示してい
る。行動試験後、CSFを採取し、各APP/PS1マウスから脳膜分画を抽出した。ELISA定量ア
ッセイのために、脳を、1％Triton X-100または1％SDSを含む2つのTBS緩衝液での膜結合A
β42を抽出するための分画に付した。PAOが、CSFに含まれるAβ42レベルを増加させ(図6c
）、意外にも脳膜のAβ42レベルを0.3mg/kgの用量で最も顕著に増加させることが判明し
た(図6d）。しかしながら、図6fは、PAO処理が、最も顕著には0.3mg/kgの用量で、脳膜に
おける凝集したAβ42レベルを減少させることを示す。
【実施例１４】
【０１３１】
　PI4KIIIα突然変異は、水迷路実験によって試験されるように、APP/PS1マウスの学習お
よび記憶障害を改善する。
　PI4KIIIα発現レベルの遺伝的ダウンレギュレーションまたはAβ42発現ハエのPAOによ
るその酵素活性の阻害は両方とも、神経機能不全を改善する；APP/PS1マウスにおけるPAO
によるPI4KIIIα酵素活性の阻害はまた、学習および記憶能力を改善する。APP/PS1マウス
の神経変性におけるPI4KIIIaの役割をさらに明らかにするために、APP/PS1マウスの水迷
路実験におけるPI4KIIIα(Pi4kaGt(RRO073)Byg/+：トランスポゾンpGT2LxfをPI4KA遺伝子
の1コピーに挿入すると、遺伝子コピーの転写が妨げられることがあり、得られたmRNAは
、PI4KIIIαのN末端上の第1～265アミノ酸によって形成された切断タンパク質およびレポ
ーター遺伝子によってコードされるタンパク質のみを翻訳する可能性がある)のヘテロ接
合突然変異の影響を調べた。Pi4kaGt(RRO073)Byg/+突然変異ヘテロ接合体(MMRRC、カタロ
グ＃016351-UCD）をAPP/PS1マウスと交配させて、4つの群の遺伝子型マウスを得た：野生
型(WT)、PI4KIIIa突然変異へテロ接合体(PI4K*/+)、APP/PS1(TG)およびPI4KIIIaヘテロ接
合突然変異を有するAPP/PS1(TG;PI4K*/+)。4つの群のマウスが5ヶ月齢に達したとき、Vor
hees and Williamsに従って水迷路実験を行った。図12に示すように、PI4KIIIaヘテロ接
合突然変異は、5ヶ月齢のAPP/PS1マウスの空間学習および記憶能力を有意に改善すること
ができる。図12の左側は、4つの群の遺伝子型マウスの訓練日における逃避潜時および学
習曲線を示し、図12の右側は、4つの群の遺伝子型マウスの訓練1日後の最初の日の合計時
間に対する標的象限における遊泳時間の百分率を示す。
【実施例１５】
【０１３２】
　リポソーム実験により試験された、リポソームでのAβ42凝集/オリゴマー化におけるPI
、PI4P、PI4,5Pの影響
　リポソーム実験：
　1)合成Aβ42を1：1(mg：mL）の比率でヘキサフルオロ-2-プロパノール(HFIP）で溶解し
、次いで、室温で15分間超音波処理して均質化する。超音波発生器は、KUDOS超音波装置(
モデルSK250HP）である。



(35) JP 2018-520367 A 2018.7.26

10

20

30

40

50

　2)脂質(第2表）をクロロホルムで別々に溶解して、1：1(mg：mL）の比率でリポソーム
を生成するために使用される脂質(第1表）を調製し、次いで、室温で15分間超音波処理し
て均質化する。
　3)第2表に示す組成に従って脂質を混合した後、有機溶媒を凍結乾燥機で溶液から除去
する。
　4)凍結乾燥後、沈殿物を1.0mLトリス緩衝液(50mM Tris、120mM NaCl、pH7.0）で再懸濁
し、次いで、氷水中で30分間超音波処理して均質化する。イムノブロット分析のために4
℃で48時間静置する(一次抗体は、抗ヒト化Aβモノクローナル抗体6E10、1：1000希釈）
。イムノブロット分析の前に、15分間の超音波処理が均質化のために必要である。
【０１３３】
　第3表：リポソーム製剤の組成
【表１１】

【０１３４】
　リポソーム中のAβ42のオリゴマー化におけるPI、PI4P、PI4,5Pの効果を分析し、比較
した。図13において、左の列は、PI4Pがリポソーム中のAβ42の濃度依存的なオリゴマー
化を促進することを示し、ここで、上段および下段は、それぞれ短時間および長時間の光
曝露下の同じイムノブロッティング膜の結果であり、80μMのPI4P濃度では、40μMの濃度
と比較して、Aβ42のオリゴマー化に対する促進効果が減少することが注目される。図13
の右の列は、リポソーム中のAβ42凝集におけるPI、PI4P、およびPI4,5Pの促進効果を示
し、ここで、上段および下段は、それぞれ短時間および長時間の光曝露下の同じイムノブ
ロッティング膜の結果であり、PI4Pの効果は、PIおよびPI4,5Pよりも有意に強力であるが
、Aβ42三量体以上のオリゴマー化におけるPI4Pの促進効果は、PIおよびPIP2のものより
も強いことが注目される。
【実施例１６】
【０１３５】
　細胞膜上のRBO/EFR3/EFR3A/EFR3B、PI4KIIIa、およびTTC7の複合体形成
　酵母EFR3タンパク質は、細胞膜上にPI4KIIIαおよび足場タンパク質YYP1と複合体(2つ
の相同体TTC7AおよびTTC7Bを含み、哺乳類においてTC7と称される）を形成し、PIKパッチ
として凝集し、細胞膜PI4PレベルおよびPI4,5Pレベルさえも共に調節することが報告され
ている。YYP1は、酵母PI4KIIIaタンパク質のN末端および中央領域と直接相互作用し、し
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たがって、PIKパッチの構築および安定化に重要な役割を果たす(Baird D、Stefan C、et 
al.、2008、J Cell Biol)。PIKパッチの形成および機能もまた、哺乳類細胞において保存
的である(Nakatsu F、Baskin JF、et al.、2012、J Cell Biol)。ハエにおけるTTC7のシ
ョウジョウバエ相同体は、致死(2）k14710(1(2）k14710）遺伝子によってコードされる。
【０１３６】
　神経細胞内Aβ蓄積によって引き起こされる神経変性におけるTTC7タンパク質の役割を
試験するために、2つのトランスポゾン媒介導入遺伝子をAβarcハエに導入した。l(2）k1
4710遺伝子の転写を防止するために、l(2）k14710遺伝子の第1エクソンに、P{lacW}l(2)k
14710k15603トランスポゾン(ブルーミントンカタログ＃11134）を挿入した；もう1つはP{
EPgy2}bin3EY09582(ブルーミントンストック＃20043）である。この実験では、4つの群の
ハエを構築した：対照ハエ(ctrl)、Aβarcハエ(Aβarc)、P{lacW}l(2)k14710k15603の1コ
ピーを有するAβarcハエ(Aβarc-dttc7

+/-、TTC7ダウンレギュレーション)およびP{EPgy2
}bin3EY09582の1コピーを有するAβarcハエ(Aβarc-dttc7-OE、TTC7過剰発現)。4つの群
の成体のハエが、5-10日齢および30-35日齢に達したとき、100Hzの脳刺激下でGF経路にお
けるEJPの記録が行われた。
【０１３７】
　図15は、Aβarcハエの神経伝達におけるttc7ダウンレギュレーションおよび過剰発現の
効果の定量分析を示す。5-10日齢では、100Hzの脳刺激誘発性神経伝達の成功率に有意差
はない；しかしながら、30-35日齢では、Aβarcハエの成功率は、対照ハエ(ctrl）よりも
有意に低く、TTC7過剰発現(Aβarc-dttc7-OE）は、成功率をさらに低下させ、一方、TTC7
ダウンレギュレーション(Aβarc-dttc7+/-）は、神経伝達の成功率を高める。
【０１３８】
　本発明を実施するための好ましい実施態様は、本明細書に記載される。本発明は、上記
実施態様に限定されるものではない。任意の変形、修正、置換、組み合わせ、および単純
化が、本発明の真の趣旨および原理から逸脱することなく、本発明の等価物に属し、本発
明の保護の範囲内に包含される。
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